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ACCGTGATTCGACCTGATCATCCGCAGACTGAGACGCTGCACGGTCCGAGA
CTGCACGGCGGCGACAACAGACGCGCCGCACCGATGTCCGCACAACGGCA
GGACCTCGATAATACGACGTTATCTTGCGTCGGGCCGGACGCGCTTTTGTTT
AAAATGCGCGTGCGCGATTCGTGTCTTCTACCGTCCGACGGCCGGTCGGCA
AAACCGTCACGGTCCAAACGCCTTACCCTTTGACAGGTAAAGACGATTGGGC
TCCCGAACGGCGCTTAGACCGACATCGAACGGGTCGCGATGCATTACTAAGA
GAGAAGTGCACGCCGTCCGCGAACGTCGACGLCTGLCLCGGLCCCG

|



KRAJOWY Rzeczpospolita Sfinansowane przez
4= PLAN posp Unie Europejska

=m_- ODBUDOWY - Polska NextGenerationEU

Metody badan genetycznych

Ogodliny przebieg analiz DNA:

Metoda ,,klasyczna”:
- pobranie materiatu,

- izolacja DNA,
- PCR (reakcja tancuchowa polimerazy),
- sekwencjonowanie,

- analiza sekwencji.
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lzolacja DNA

Gtowne metody izolacji DNA:

|.  Metoda z uzyciem mieszaniny fenol — chloroform
II. Metoda solna (wysolenie biatek)

1. Metoda kolumnowa

|zolacja DNA z wykorzystaniem odpowiedniego nosnika, do ktérego DNA bedzie
sie wigzac, nastepnie odmycie zanieczyszczen i uwolnienie zwigzanego DNA.
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|zolacja DNA

Jak zabezpieczy¢ probke do analiz:
* Umiesci¢ w 96% alkoholu etylowym (najlepiej CZDA)

* Przechowywaé¢ w temperaturze - 20° C.
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lzolacja DNA

Ogodlny przebieg procesu:

« przygotowanie materiatu biologicznego do izolacji,

» zniszczenie komorek poprzez homogenizacje lub lize,
« usuniecie bton lipidowych,

e usuniecie biatek,

» usuniecie RNA,

» oczyszczenie DNA.
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lzolacja DNA
Wymagany sprzet: Wymagane odczynniki:
1. Zestaw pipet automatycznych 1. Zestaw do izolacji DNA genomowego

. Wstrzgsarka (vortex) 2. Alkohol etylowy (70%)

2

3. Blok grzewczy 3. Woda jatowa wolna od nukleaz

4. Wiréwka laboratoryjna

5. Probowki typu Eppendorf (1,5 ml)
. ==
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Sheriock fe science

Z czego mozna pobrac¢ materiat do analiz ?

Praktycznie z wszystkich tkanek organizmu.
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lzolacja DNA

Wymagany sprzet:

1. Zestaw pipet automatycznych

2. Wstrzgsarka (vortex)

3. Blok grzewczy

4. Wiréwka laboratoryjna

5. Probowki typu Eppendorf (1,5 ml)

Pipeta automatyczna

+ koncéwki do pipet — stuzy do
precyzyjnego odmierzania objetosci
pobieranej cieczy.
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lzolacja DNA

Wymagany sprzet:

1. Zestaw pipet automatycznych

2. Wstrzgsarka (vortex)

3. Blok grzewczy

4. Wiréwka laboratoryjna

5. Probowki typu Eppendorf (1,5 ml)

Wstrzgsarka — urzgdzenie laboratoryjne
stuzgce do szybkiego i efektywnego
mieszania matych objetosci cieczy lub
tworzenia zawiesin.
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lzolacja DNA

Wymagany sprzet:
1. Zestaw pipet automatycznych
. Wstrzgsarka (vortex)

. Blok grzewczy

2

3

4. Wiréwka laboratoryjna

5. Probowki typu Eppendorf (1,5 ml)

: Thermo-Shaker

Bl:Ae 1148 SE.0 se
STOP BOE 25,6 Actual

hr : min RPM

biofan

Termomikser + blok grzewczy —
urzgdzenie laboratoryjne stuzgce do
podgrzewania bgdz ochtadzania probek.
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Izolacja DNA ﬂ_-“\
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Wymagany sprzet: ‘
1. Zestaw pipet automatycznych _ m

. Wstrzgsarka (vortex)
. Blok grzewczy

2
3
4. Wiréwka laboratoryjna
5

. Probéwki typu Eppendorf (1,5 ml) i’

Wiréwka laboratoryjna — to urzgdzenie, ktore wykorzystuje site odsrodkowg, aby
oddzieli¢ rozne sktadniki ptynu. Osigga sie to poprzez wirowanie ptynu z duzag
predkoscig, oddzielajgc w ten sposob ptyny o réznej gestosci lub ciecze od ciat statych.
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lzolacja DNA

Wymagany sprzet:

1. Zestaw pipet automatycznych

2. Wstrzgsarka (vortex)

3. Blok grzewczy

4. Wiréwka laboratoryjna

5. Proboéwki typu Eppendorf (1,5 ml)

Probowki typu Eppendorf (1,5 ml) —
powszechna nazwa jednorazowych
probowek plastikowych o matej
pojemnosci (do 2 ml), wykonywanych
zwykle z czystego, potprzezroczystego
polipropylenu.
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Protokot izolacji
1. Prébki nanieé¢ na kolumny filtracyjne Filtr 1.

Kolumna z 2é#tym kétkiem stuzy do usuwania wiekszych zanieczyszczen
pochodzacych z podtoza lub niezlizowanych fragmentéw tkanek.

2. Catoé¢ wirowaé 1 min przy 10 000 RPM (8000 x g). 94?%
3. Usunaé¢ kolumny filtracyjne Filtr 1.

Przesacz, w ktérym znajduje sie DNA, nanie$¢ na kolumny

oczyszczajace Spin 10 AX.

Kolumna z niebieskim kétkiem jest wiasciwg kolumng oczyszczajaca.
4. Wirowaé 1 min przy 8000 RPM (6000 x g). 94?%
5. Wylaé przesacz i ponownie umiesci¢ kolumny Spin 10 AX w tych

samych probéwkach.

6. Nanie$é na kolumny Spin 10 AX po 600 ul roztworu ptuczacego K2.

Wirowaé 1 min przy 8000 RPM (6000 x g).
7. Wylaé przesacz i ponownie umiescié¢ kolumny Spin 10 AX w tych
samych probéwkach.

2. Nanies$¢ na kolumny Spin 10 AX po 600 pl roztworu ptuczacego K2.

9.  Wirowaé 1 min przy 8000 RPM (6000 x g). 9&%

probéwkach typu Eppendorf (w zestawie).

10. Wylaé przesacz i umiesci¢ kolumny Spin 10 AX w nowych 2 ml QE
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ASA BIOTECHNOLOGY, Aleja Zwycigstwa 9808, 81-451 Gdynia
tel: +48 58 6282194, +48 883 323 761, fax: +48 58 6228578

Nanie$¢ na kolumny Spin 10 AX po 350 pl roztworu elucyjnego K3.
Inkubowa¢ przez 2 min w temp. pokojowsej.

Wirowaé 1 min przy 8000 RPM (6000 x g).

Ponownie nanie$¢ na kolumny Spin 10 AX po 350 ul roztworu
elucyjnego K3.

Inkubowa¢ przez 1 min w temp. pokojowej.

Wirowaé 1 min przy 8000 RPM (6000 x g).

Usunac kolumny Spin 10 AX, a przesacz, w ktérym znajduje sie DNA,
przenies¢ pipeta (~ 700 pl) do nowych 1,5 ml probéwek typu
Eppendorf (nie ma w zestawie).

Dodaé po 5 ul wzmacniacza precypitacji oraz 600 pl izopropanolu.
Cato$¢ wymieszaé i wirowac 10 min przy 10 000 RPM (2000 x g).

Usunac¢ supernatanty, uwazajac aby nie usunac¢ niebieskich osadow
DNA.

Dodaé po 500 ul 70% etanolu.
Cato$¢ wymieszaé i wirowaé 5 min przy 10 000 RPM (9000 x g).

. S c&dc&—:cgmc%

Usunac¢ supernatanty, a osady DNA suszy¢ przez odwrécenie
probéwek przez 10 min w temp. pokojowe).

ki znajduja sie resztki alk
sskonale nadaja sie do teg

NczZne oraz
Niebieska barwa osadu umozliwia §ledzenie procesu rozpuszczania DNA.
Osady zawiesi¢ w buforze TE (w zestawie), wodzie jatowe), wolnej
od nukleaz (nie ma w zestawie, nr kat. 003-075, 003-25) lub
buforze Tris 10 mM, pH 8,0 (nie ma zestawie).

Oczyszczone DNA przechowywaé w temp. 4 °C do czasu dalszych
analiz.

NIP 584-025-44-03
info@ sabiot com www.aabiol.com
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Osady DNA w probéwkach.
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