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Standardowe metody izolacji DNA z roznych
materialow biologicznych cz.1

Odkrycie kwasow nukleinowych spowodowalo, ze zaczeto wymysla¢ coraz to nowsze
procedury ich izolacji, i udoskonalac¢ te juz istniejace. Ze wzgledu na fakt, ze material
genetyczny jest matryca do przeprowadzenia wiekszosci badan genetycznych,
diagnostycznych i naukowych, opracowano wiele ré6znych metod wydajnej izolacji.
Wiekszos¢ z nich opiera sie na zastosowaniu w procedurze mieszaniny
fenol/chloroform/alkohol izoamylowy, ktora to prowadzi do inaktywacji i usuniecia
enzymow obecnych w srodowisku zaréwno DNA jak i RNA.

Opracowywane metody izolacji maja by¢ szybkie, efektywne pod wzgledem czystosci i stezenia
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otrzymywanych kwasow nukleinowych i co najwazniejsze tanie, by nie podnosi¢ kosztow
przeprowadzanych doswiadczen i badan.

Materiatem wyjsciowym do izolacji DNA moga by¢ fragmenty tkanki statej (np. grasicy, trzustki),
badZ zawiesina komoérek (np. krew). Uzywany moze by¢ tez dowolny material biologiczny, ktéry
zawiera DNA lub RNA. W zwigzku z tym, kwasy nukleinowe mozna izolowac takze ze sladéw krwi lub
nasienia. Stosowane metody izolacji kwaséw nukleinowych maja charakter uniwersalny
w odniesieniu do materiatu wyjsciowego [3], [4], [2].

Stowa kluczowe: izolacja DNA, izolacja mitochondrialnego DNA (mtDNA), fenol/chloroform/alkohol
izoamylowy, odsalanie biatek, liza alkaliczna

[zolowanie kwasow nukleinowych z réznych materiatéw jest
wstepnym i podstawowym etapem wielu procedur stosowanych w biologii molekularnej.

Odpowiednie wyizolowanie kwasow nukleinowych ( pod wzgledem czystosci, jak i stezenia) zarowno
DNA jak i RNA, ma krytyczne znaczenie dla przebiegu procedur badawczych [3].

Czasteczki kwasow nukleinowych wystepujace w komdrce zazwyczaj sa mocno zwigzane z innymi
biomolekutami w niej wystepujacymi. Zazwyczaj kwasy nukleinowe wiaza sie z kationowymi biatkami,
w zwigzku z czym kluczowym zadaniem podczas izolacji jest usuniecie zasocjowanych z nimi biatek.

Etap usuwania biatek mozna prowadziémkilkoma koncepcyjnie prostymi metodami. Tak wiec , mozna
przeprowadzi¢ ekstrakcje wodnych roztworow kwaséw nukleinowych stosujac rozpuszczalniki
organiczne. Wsrdd rozpuszczalnikdw najczesciej stosuje sie mieszanine fenol/chloroform w postaci
dwufazowego systemu (J.Sambrook i wsp. 1989) [3].

Wykorzystanie rozpuszczalnikéw organicznych zwieksza efektywnos$¢ oddzielania kwaséw
nukleinowych od zwiazanych z nimi biatkami. Dodatkowo, fenol denaturuje biatka , ale nie powoduje
catkowitego hamowania RNaz. Fenol jest takze rozpuszczalnikiem dla czasteczek RNA, ktore
zawieraja dtugo odcinek poliadenylowy. Z kolei, chloroform (z dodatkiem alkoholu izoamylowego)
zapobiega parowaniu chloroformu. Chloroform utatwia takze rozdzielanie fazy wodnej i organiczne;j.
Rozdziat faz prowadzi do inaktywacji i usuniecia enzymoéw, ktére obecnie sa w srodowisku DNA
i RNA. Wszelkie pozostatosci fenolu z prébki usuwa sie przez ekstrakcje samym chloroformem.

W przypadku, gdy kwasy nukleinowe maja by¢ izolowane z mieszanin czasteczek ( np. z lizatéw
komérkowych), po ekstrakcji rozpuszczalnikiem organicznym nalezy wprowadzi¢ dodatkowe etapy,
ktére podniosa efektywnos¢ izolacji kwaséw nukleinowych. Takim dodatkowym etapem moze byc¢
zastosowanie enzymow proteolitycznych, np. proteinazy K [3].

Po etapie ekstrakcji, kwasy nukleinowe przewaznie znajduja sie w roztworze wodnym. Zazwyczaj
roztwér ten jest bardzo mocno rozcienczony i zanieczyszczony, gidwnie zwiazkami



matoczasteczkowymi. By temu zapobiec otrzyma¢ DNA lub RNA o pozadanej czystosci, a takze
o odpowiednim stezeniu, przeprowadza sie etap zageszczania, ktéry polaczony jest z usuwaniem
zanieczyszczen matoczasteczkowych.

Zageszczanie kw. Nukleinowych osiaga sie przez wytracanie czasteczek etanolem. Nastepnie
precypitat (DNA lub RNA ) odzyskuje sie przez wirowanie i przez rozpuszczanie otrzymanego po
wirowaniu osadu w odpowiednim buforze. Etap wytracania kwasow przeprowadza sie
w temperaturze ok. 0°C, caly proces odbywa sie w obecnosci kationow jednowartosciowych tj.
kationéw amonowych, litowych i sodowych. Do wytragcania DNA stosuje sie 2 objetosci etanolu, a dla
RNA 2,5-3 objetosci etanolu [3].

Opcjonalnie do wytracania kwaséw nukleinowych mozna uzy¢ etanol lub izopropanol. Stosujac
izopropanol wystarczy 1 objetos¢ do wytracenia DNA, dzieki czemu mozna zmniejszy¢ objetos¢
cieczy do odwirowania. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze izopropanol jest mniej lotny (w poréwnaniu do
etanolu) przez co jest znacznie trudniejszy do usuwania [3].

By zwiekszy¢ efektywnos¢ wytracania matych fragmentéw kwasow nukleinowych, do roztworu
mozna dodaé¢ chlorku magnezowego (do stezenia 10 mmol/l).

Wytracone kwasy nukleinowe nalezy przemy¢ (zazwyczaj z odwirowaniem) 2x w 70% roztworze
etanolu, a nastepnie pozostawi¢ w temperaturze pokojowej w celu odparowania sktadnikow ciek tych
z probki. Po wysuszeniu otrzymane préobki kw. nukleinowych powinny by¢ tatwo rozpuszczalne
w matej ilosci buforu charakteryzujacego sie niska sita jonowa. W tym celu zazwyczaj stosuje sie
bufor TE (Tris/HCI-EDTA o pH=7,6) [3].

Uzywajac zamrozongo fenolu, nalezy pamieta¢ by odpowiednio go przygotowac¢ przed uzyciem do
izolacji. W tym celu fenol nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej, pdzniej podgrza¢ do 68°C
(do jego stopienia). Wskazane jest takze by do fenolu doda¢ hydroksycholine (do stezenia 0,1%),
gdyz jest ona przeciwutleniaczem, czesciowym inhibitorem RNaz, a dodatkowo nadaje roztworom
z6ita barwe, dzieki czemu tatwiejsze jest odroznienie fazy wodnej od organicznej [3].

Nastepnie , do cieklego fenolu nalezy doda¢ rowna objetos¢ buforu 0,5M Tris/HCI o pH=8.0, calos¢
wymiesza¢ uzywajac mieszadla magnetycznego (ok. 15 min). Po oddzieleniu sie faz podczas
mieszania, pipeta usuna¢ gorna (wodng) faze, ponownie doda¢ bufor Tris/HCIl, mieszac itd. Zabieg
ten powtarza¢ do momentu, az pH fenolu nie bedzie wieksze od 7.8 [3].

Fenol w takiej postaci mozna przetrzymywac¢ pod warstwa buforu 0.1M Tris/HCI (pH=8.0)
w ciemnym naczyniu, w temp. 4°C przez okres nie dluzszy niz 1 miesigc [3].

Przygotowujac sie do izolacji kwaséw nukleinowych nalezy pamieta¢ o zachowaniu kilku
podstawowych zasad. Wszystkie odczynniki (roztwory wyjsciowe i robocze) powinno sie sporzadzac
uzywajac odczynnikow o najwiekszej dostepnej czystosci, oraz wody podwdjnie destylowanej
i dejonizowanej. Wszystkie odczynniki oraz woda uzywana do ich sporzadzania powinny by¢
sterylizowane [3].

Standardowe metody izolacji DNA

Izolowanie DNA metodq ekstrakcji fenolowej (J. Sambrook i wsp.) [1].

W probdéwce o pojemnosci 1,5 ml umiesci¢ rozdrobniona tkanke (25-50 mg) lub zawiesine



interfazowa z 1-1,5 ml krwi. Nastepnie dodac¢ 750 pl buforu ekstrakcyjnego (tj. 10 mM EDTA, 10 mM
Tris/HCl o pH=8.0, 0,5% SDS). Do probéwki dodac 20 ul proteinazy K i cato$¢ doktadnie wymieszac
przez powolne odwracanie probdwki. Po wymieszaniu probke inkubowaé w temperaturze 55°C
przez co najmniej 3 godziny (sugerowany, optymalny czas to 12 h).

Po inkubacji doda¢ 750 pl mieszaniny fenol/chloroform/alkohol izoamylowy (w stosunku 25:24:1).

Zawartos¢ probdwki delikatnie mieszaé, az do momentu powstania emulsji. Probke odwirowac (13
000 x g, temperatura pokojowa, 30 min). Otrzymang gorna warstwe wodna przenies¢ do nowej
probowki o pojemnosci 1,5 ml. Nastepnie dodac¢ 75 pl 4 M octanu amonu (5M roztwér CH3COONH4)
i 750 nl izopropanolu (absolutny izopropanol co najmniej 99,7%). Probke umiesci¢ na lodzie, na 30
min w celu wytracenia DNA.

Po inkubacji na lodzie, probke odwirowa¢ (13 000 x g, temp. pokojowa, 30 min). Powstaly
supernatant delikatnie usuna¢, by nie naruszy¢ otrzymanego osadu DNA. Nastepnie doda¢ 500 pl
70% roztworu etanolu, calo$¢ wymieszac przez delikatne odwracanie probowki. Znéw odwirowac (13
000 x g, temp. pokojowa , 30 sekund). Po wirowaniu ponownie usuna¢ supernatant z probowki, n
akoniec dotkna¢ brzeg probowki bibula, aby przez dziatanie kapilarne usunac jak najwiecej cieczy.

Otrzymany osad DNA suszy¢ w temperaturze pokojowej przez 10-20 minut. Wysuszony osad
rozpusci¢ w 100 pl buforu TE o pH=8.0 (tj. 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA) przez co najmniej 12
godzin [1], [3].

Izolowanie DNA z petnej krwi uproszczong metodq ekstrakcji fenolowej [3], [5].

W metodzie tej najwyzsza wydajnos¢ zapewnia zastosowanie trawienia proteinaza K, trawienie
powinno by¢ przeprowadzone przez co najmniej 12 h, w zwiazku z czym procedura izolacji ta metoda
trwa dluzej niz jeden dzien.

Krew z ktorej ma by¢ izolowane DNA pobrac¢ bez uzycia antykoagulantu, 500 pl krwi dodac do
probowki (1,5 ml) zawierajacej fenol a nastepnie energicznie wymieszac¢. Na etapie tym zachodzi
inaktywacja krwi, ktéra mozna przechowywac¢ w temp. pokojowej co najmniej przez kilka godzin.
Przystepujac do kolejnych etapdw izolacji, probke krwi odwirowac (13 000 x g, temp. pokojowa, 5
min). Po wirowaniu zebra¢ faze wodna, probke ekstrahowa¢ mieszaning : fenol/chloroform/alkohol
izoamylowy(25:24:1), , a nastepnie przeprowadzi¢ ekstrakcje chloroformem.

DNA wytraci¢ z ok. 300 pl fazy wodnej (otrzymanej po ostatniej ekstrakcji) 2 objetosciami 96%
roztworem etanolu , a dalej odwirowac¢ (13 000 x g, temp. pokojowa, 10-30 min). Otrzymany osad
przeptuka¢ 70% roztworem etanolu, a dalej rozpusci¢ w 100 pl wody (lub opcjonalnie w buforze TE).
Wydajnos¢ opisanej procedury wynosi ok. 20 pg DNA na 500 pl krwi. Tak otrzymany produkt DNA
nadaje sie do trawienia z wykorzystaniem enzymoéw restrykcyjnych , a takze do zastosowania jako
matryca w reakcji PCR [3], [5].

Izolowanie DNA metoda odsalania biatek [6].

Odbiatczanie DNA zachodzi na skutek odsalania biatek komdérkowych, poprzez zastosowania
odwodnienia i wytracania z uzyciem nasyconego roztworu NaCl. Metoda ta zaliczana jest to
stosunkowo prostych i tanich [6].

W probowece o poj. 1,5 ml umiesci¢ 25-50 mg rozdrobnionej tkanki statej lub zawiesine interfazowa
z 1-1,5 ml krwi. Do probki doda¢ 400 pul buforu ekstrakcyjnego (tj. 3 M NaCl, 0.4 M Tris/HCl
o pH=7.8, 20 mM EDTA), 20 pl proteinazy K (o stezeniu 10 mg/ml) oraz 10 pl roztworu SDS (25%
roztwor SDS). Lagodnie miesza¢ przez powolne odwracanie probowki. Nastepnie probke inkubowaé
w 55°C przez co najmniej 3 h (zalecane 12h). Po inkubacji doda¢ 250 ul nasyconego roztworu NaCl



(6M roztwor NaCl). Probke wytrzasac recznie. Po wytrzasaniu doda¢ 650 pl chloroformu i znéw
tagodnie miesza¢ (delikatnie odwracajac probdwke) do momentu utworzenia emulsji. Odwirowac (13
000 x g, temp. pokojowa, 30 min).

Otrzymana po wirowaniu gorna faze wodna przenies¢ do nowej probéwki o pojemnosci 1,5 ml, do
fazy wodnej doda¢ 100 pl buforu Tris (tj. 10 mM bufor Tris/HCl o pH= 8.0) i 750 pl etanolu
(absolutny etanol) schtodzonego do temp. 0°C. Prébke inkubowaé na lodzie przez 30 minut, w celu
wytracenia DNA. Po inkubacji probke odwirowac¢ ( 13 000 x g, temp. pokojowa, 30 min).

Otrzymany po wirowaniu supernatant usunac i doda¢ 700 pl etanolu. Catos$¢ delikatnie wymieszac
przez delikatne obracanie probowki. Znéw probke odwirowac ( 13 000 x g, temp. pokojowa, 30
sekund), usuna¢ otrzymany supernatant, a brzeg probowki osuszy¢ bibulg, by przez dziatanie
kapilarne usunac jak najwiecej cieczy. Otrzymany osad DNA suszy¢ w temperaturze pokojowej przez
5-10 minut. Wysuszony osad rozpusci¢ w 100 ul buforu TE (tj. 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH=8.0)
w temp. 4°C przez dobe[3], [6].

Izolowanie DNA uproszczonqg metodq odsalania biatek [3], [7].

10 ml krwi obwodowej pobra¢ na antykoagulant ( 1% roztwoér EDTA), doda¢ 30 ml buforu do lizy (t;.
155 mM NHA4CI, 10 mM KHCO3, 0.1 M Tris/HCl o pH=7.4). Probke z buforem do lizy inkubowac
w temp. 0°C przez 30 minut, od czasu do czasu mieszajac. Nastepni odwirowaé ( 2 000 x g, temp.
4°C, 10 min).Otrzymany osad leukocytow zawiesi¢ ponownie w buforze do lizy, odwirowac jak wyzej,
czynnos$¢ ta powtorzy¢ 3 - krotnie. Po ostatnim wirowaniu, do otrzymanego osadu doda¢ 5 ml buforu
SE (tj. 75 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA pH=8.0). Do tego dodac 25 ul proteinazy K (stezenie 10
mg/ml), oraz 250 ul SDS (20 % roztwér SDS). Doktadnie wymieszaé. Probke inkubowa¢ w 55°C przez
16 h. Otrzymany lizat ekstrahowa¢ nasyconym roztworem NaCl (6M roztwér NaCl) przez ok. 15 s,
intensywnie mieszajac. Odwirowac (2 000 x g, temp.pokojowa, 15 min) [3], [7].

Otrzymane DNA wytracaé¢ 2 objetosciami etanolu (absolutny etanol), przemy¢ 70% roztworem
etanolu (kazdy etap konczac wirowaniem : 2 000 x g, temp. pokojowa, 15 min). Otrzymany po
wirowaniu osad DNA rozpuszcza¢ w wodzie przez 24 h [3], [7].

Izolowanie DNA z petnej krwi z uzyciem chloranu (VII) (nadchloranu sodowego) zamiast fenolu

Krew, z ktdrej bedzie izolowany materiat w postaci DNA, nalezy pobra¢ na antykoagulant. 10 ml krwi
dodac¢ do 35 ml buforu do lizy komérek (tj. 0.32 M sacharoza, 10 mM Tris/HCl o pH=8.0, 5 mM
MgClI2, 1% Triton X-100). Probke inkubowa¢ w lodzie przez 10 min. PO inkubacji odwirowac (1 000 x
g, temp.pokojowa, 20 min). Tak otrzymany osad jader komoérkowych zawiesi¢ w 9,8 ml buforu do lizy
jader (tj. 150 mM NaCl, 100mM EDTA, 50 mM Tris/HCI o pH=8.0). Nastepnie doda¢ 1 mg RNazy
(stezenie 10 mg/ml) i inkubowa¢ w temp. pokojowej w 37°C przez 30 min. Po inkubacji do probéwki
doda¢ SDS (10%) do koncowego stezenia rownego 1,5%, ponownie inkubowac¢ (temp. 60°C, 10 min).

Natychmiast po skonczonej inkubacji doda¢ 2,5 ml $wiezo przygotowanego NaClO4 (5M roztwor),
probke delikatnie wymieszac. Nastepnie wprowadzi¢ réwna objeto$¢ mieszaniny chloroform/alkohol
izoamylowy (obj. 24:1), a dalej ekstrahowa¢ pod wyciagiem ok. 30 minut. Probke odwirowac (10 000
x g, temp. 4°C, 10 min).

Otrzymana faze wodna przenies¢ do nowej probowki o poj. 50 ml. Dodac¢ 2 objetosci schtodzonego
etanolu (96%), w celu wytracenia DNA, DNA odzyska¢ przez nawiniecie na cienka bagietke

(najlepiej wygieta na koncu na ksztatt litery U). DNA przeniesé¢ do buforu TE (tj. 10 mM Tris/HCI, 1
mM EDTA , pH=7.5). Probke inkubowaé¢ w 4°C przez 30 min. Po inkubacji ponownie wytraci¢ DNA



przez dodanie 1/10 objetosci CH3COONa (5 M roztwor CH3COONa o pH=7.0) i 2 objetosci
schtodzonego etanolu (96%). Uzywajac bagietki lub pipety (ze Scieta konicowka) przeniesé otrzymane
DNA do nowej probéwki (o pojemnosci 1,5 ml) zawierajacej 1 ml 70% roztworu etanolu [3], [8].

Osad DNA nalezy ptukac¢ 2 razy 70% roztworem etanolu, wysuszy¢ na powietrzu, a na koniec
rozpusci¢ w buforze TE (tj. 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH=7.5). Rozpuszczanie DNA nalezy
prowadzi¢ przez 24 godziny [3], [8].

W przedstawionej metodzie, DNA izoluje sie bez uzycia fenolu, a takze bez dlugotrwatej inkubac;ji
z proteinaza K. Dzieki temu procedura jest znacznie skrocona, a dodatkowo unika sie warunkow
sprzyjajacych degradacji przez nukleazy[3], [8].

Izolowanie mitochondrialnego DNA ssakow metodq lizy zasadowej [9].

Analiza mitochondrialnego DNA (mtDNA) wykorzystywana jest jako Zrédto cennych informacji
w wielu réznych dziedzinach naukowych. Szybka i prosta metoda izolacji mitochondrialnego DNA ma
bardzo duze znaczenie w genetyce i diagnostyce genetycznej. W tym celu potrzebne sa czyste
preparaty mtDNA, ktore pozwalaja sie trawi¢ enzymami restrykcyjnymi, a takze hybrydyzowac
metoda Southerna [3], [9].

Metoda lizy zasadowej (wzorowana na metodzie izolacji plazmidowego DNA), pozwala uniknaé
uzywania drogiego chlorku cezu, a takze dlugotrwatego ultrawirowania (charakterystycznych dla
standardowych metod izolacji mtDNA). W przedstawionej metodzie, mitochondrialne DNA izoluje sie
z mitochondridéw, otrzymywanych wg takich zasad zaréwno z materialu zwierzecego jak i roslinnego
[3], [9].

Rozdrobniona tkanke, z ktorej ma by¢ izolowane mtDNA (ok. 50 mg) homogenizowa¢ w buforze do
homogenizacji (tj. 0,25 sacharoza, 10 mM EDTA, 30 mM Tris/HCl, pH=7.5). Homogenat przenies¢
do probdwki o pojemnosci 1,5 ml, zwirowac¢ (1 000 x g, temp. 4°C, 1 min)- w celu osadzenia jader
i fragmentéw komdérkowych. Powstaly supernatant odwirowaé (12 000 x g, 4°C, 10 min), w celu
osadzenia sie mitochondriéow. Otrzymany po wirowaniu supernatant usunac, a osad zawierajacy
mitochondria zawiesi¢ w buforze (tj. 0,15 M NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI, pH=8.0) [3], [9].

Calkowita objetos¢ roztworu powinna wynosi¢ 50 ul. Nastepnie doda¢ 100 ul NaOH w SDS (tj.
swiezo przygotowany 0,18 M roztwor NaOH w 1% roztworze SDS). Probke wytrzasa¢ krotko na
wytrzasarce typu Vortex. Po wytrzasaniu, inkubowa¢ w lodzie przez 5 minut, doda¢ 75 ul roztworu
do lizy alkalicznej (tj. roztwor octanu potasowego 3M wzgledem potasu i 5M wzgledem octanu: do 60
ml 5M roztworu CH3COOK doda¢ 11,5 ml lodowatego CH30OH i 28,5 ml H20) schtodzonego do
temp. ok. 0°C. Probke ponownie tagodnie wytrzasa¢ na urzadzeniu typu Vortex. Inkubowac¢ w lodzie
(5 minut) [3], [9].

Po inkubacji préobke odwirowac (12 000 x g, 4°C, 5 minut). Zebra¢ powstaly supernatant. Do
supernatantu doda¢ rowna objeto$¢ mieszaniny fenol/chloroform/alkohol izoamylowy (25:24:1).
Miesza¢ energicznie przez wytrzasanie na Vortex'ie. Nastepnie odwirowaé (12 000 x g, temp.
pokojowa, 2 min), Otrzymana faze wodna przenies¢ do nowej probowki, dodaé¢ 2 objetosci
schiodzonego etanolu (etanol absolutny), mieszaé przez wytrzasanie i pozostawi¢ w temp. pokojowej
przez ok. 15 minut. Po inkubacji, prébke odwirowac¢ (12 000 x g, temp. pokojowa, 2 min) [3], [9].
Otrzymany osad mtDNA ptuka¢ w 1 ml 70% roztworu etanolu. Osad wysuszy¢ 1-3 minuty pod
obnizonym ci$nieniem. Wysuszony osad rozpusci¢ w buforze TE zawierajacym RNaze (tj. roztwoér
RNazy o stezeniu 20 pg/ml w buforze TE o pH=8.: 10 mM Tris’HC], 1 mM EDTA) [3], [9].
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