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Wybrane metody izolacji DNA

Odkrycie kwasow nukleinowych, zaréowno DNA jak i RNA bylo kamieniem milowym dla
nauki. Od czasu przedstawienia modelu DNA przez Watsona i Cricka w 1953 roku, zaczeto
coraz dokladniej analizowa¢ kwasy nukleinowe, by w pelni poznac¢ ich strukture i funkcje.
Odkrycie Watsona i Cricka zostalo uznane za jedno z najznakomitszych w historii biologii

[5].

Pomimo, iz istnieje wiele réznych metod izolacji kwaséw nukleinowych, ciagle opracowywane sa
nowe procedury. Ich celem jest dostarczenie DNA lub RNA w jak najwiekszej ilosci, a takze
najlepszej czystosci i jakosci. Nowe metody izolacji maja by¢ efektywne, szybkie, wydajne i co
najwazniejsze tanie, tak by mozna byto wykonywac wiele analiz na raz, nie zwiekszajac tym samym
kosztow. Jedna z najbardziej uznanych metod izolacji jest ta, w ktorej wykorzystuje sie mieszanine
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zwiazkoéw fenol: chloroform. Przez wielu metoda ta uznawana jest za najefektywniejsza [4], [2].
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Jednym z najwazniejszych etapow pracy z DNA stanowi prawidlowe pobranie materiatu
biologicznego, a takze jego izolacja i przechowywanie. Bardzo wazny jest etap izolacji, poniewaz
musi zapewni¢ on wysoka jako$¢ preparatu DNA, dzieki czemu umozliwia to wykonanie dalszych
analiz [4]. WSréd materiatéw biologicznych najczesciej wykorzystywanych do izolacji DNA nalezy
krew obwodowa (w przypadku cztowieka i zwierzat), zas w przypadku roslin sa to liscie i mtode
siewki. Ponadto w badaniach dotyczacych cztowieka wykorzystuje sie takze DNA izolowane z :

. -komorek nablonka
- -hodowli fibroblastoéw
- -komorek ptynu owodniowego (AFC), kosméwki (CVS)

. - komorek cebulek wlosow.

Rzadziej wykorzystywanym materialem wyjsciowym sa plamy krwi, nasienia, szpik kostny, czy
fragmenty tkanek(pobrane za pomoca biopsji cienkoigtowej). W przypadku korzystania z materiatu
archiwalnego i wykopaliskowego, DNA mozna izolowaé z czaszki, kosci i zebéw [4]. Gléwnym
celem izolacji materialu genetycznego jest otrzymanie (z maksymalna wydajnoscia)
wysokoczasteczkowego DNA. Powinno to przebiegac z jednoczesnym oczyszczeniem preparatu DNA
z biatek oraz inhibitoréw enzymoéw, ktére moga stwarzac problemy podczas dalszej pracy z DNA.

Obecnie metody izolacji mozna podzieli¢ na 3 gléwne grupy:

1) Izolacja DNA z zastosowaniem mieszaniny fenol: chloroform( stosowane do odbiatczania
preparatow)

2) Izolacja DNA, ktora przebiega z wysoleniem biatek z otrzymanych lizatow komdrek

3) Izolacja DNA z wykorzystaniem odpowiedniego nosnika, do ktérego DNA bedzie sie wiazad,
nastepnie odmycie zanieczyszczen i uwolnienie zwigzanego DNA [4].

Wedlug R.Stomskiego, autora ksiazki Analiza DNA, pomimo wielu réznych metod izolacji, nadal
jedna z najlepszych pozostaje izolacja z zastosowaniem mieszaniny fenolu i chloroformu. Metoda ta
dostarcza preparaty, ktore charakteryzuje wysoki stopien czystosci. W zwigzku z tym, preparaty te
mozna dalej z powodzeniem stosowa¢ np. do analizy restrykcyjnej, klonowania czy reakcji PCR [4].



Izolacja DNA z pelnej krwi obwodowej (Stomski i wsp.)

W badaniach dotyczacych cztowieka, jednym z najlepszych materiatéw biologicznych do izolacji DNA
jest petna krew obwodowa. Do wykonania pelnych badan wystarcza juz 1ml krwi. Na poczatkowym
etapie izolacji DNA z krwi obwodowej lizie ulegaja gtéwnie tylko te komorki, ktére nie zawieraja
jadra komdérkowego. Sa one odrzucane razem z surowica. Leukocyty sa zbierane, Nastepnie
przemywane i na koncu lizowane. Odbialczanie preparatu przebiega przez zastosowanie ekstrakcji
fenolem i chloroformem, badz biatka wytraca sie stosujac np. NaCl lub LiCl. Stosujac ekstrakcje
fenolowa bardzo wazne jest, aby pH byto wyzsze niz 7,8, a to ze wzgledu na to, ze przy nizszym pH
znaczna czes¢ wyizolowanego DNA pozostaje w fazie organicznej. W koncowym etapie procedury,
otrzymane DNA wytracane jest alkoholem etylowym lub izopropylowym [4].

Izolacja DNA z zastosowaniem ekstrakcji fenolem i chloroformem( z pelnej krwi obwodowej)

Na poczatkowym etapie izolacji nalezy przeprowadzi¢ lize komoérek. W tym celu nalezy dodac 5
objetosci buforu zawierajacego NH4ClI (tj. 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM Tris-HCI
o pH=7.4). Prébke krotko inkubowac¢ (ok. 5 min). Lizat zwirowa¢ przy 900xg przez 10 min (w celu
uzyskania osadu jader komoérkowych). Otrzymane jadra komoérkowe przemyc¢ buforem PBS,
i zawiesi¢ w 2 ml buforu TE. Nastepnie nalezy ekstrahowa¢ DNA z fazy wodnej, w tym celu dodac
rowna objetos¢ fenolu wysyconego buforem TE. Lagodnie wytrzasa¢ probke przez 10 min. Rozdzieli¢
otrzymane fazy na drodze wirowania : 2000xg, 5 min, Po wirowaniu zebra¢ faze wodna i ponownie
ekstrahowa¢ réwna objetoscia mieszaniny: fenol: chloroform: alkohol izoamylowy w stosunku:
50:49:1. Zwirowac, zebrac¢ faze wodna, dodac 0.1 objetosci 3M octanu sodu i wytraca¢ DNA przez
dodanie 2,5 objetosci etanolu. Wytracony osad DNA przemy¢ 75% etanolem i wysuszy¢
w temperaturze pokojowej lub w 37°C. Po suszeniu DNA zawiesi¢ w 500 pl buforu TE. Aby DNA
catkowicie sie rozpuscito, nalezy tak przygotowana probe pozostawi¢ na ok. 24h (od wytracenia DNA)
[4].

Izolacja DNA z odsalaniem bialek

10 ml krwi obwodowej nalezy pobra¢ do probéwek zawierajacych 100 ul 10% EDTA (stezenie
koncowe 0.1%). Do probki doda¢ 30 ml buforu do lizy (tj. 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM
Tris-HCl o pH=7.4). Probke inkubowa¢ w temperaturze 0°C prze 0.5h, kilkakrotnie mieszajac. Lizat
krwi zwirowa¢ w wiréwce : 3000 rpm, 4°C,10 min. Osad limfocytéw ponownie zawiesi¢ w buforze do
lizy i zwirowac (czynnosc¢ te powtorzyc¢ trzykrotnie). Po wirowaniu, do osadu doda¢ 5 ml buforu SE (tj.
75 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA o pH=8.0), 25 pl proteinazy K (10 mg/ml) oraz 250 ul SDS(20%).
Calos¢ doktadnie wymieszac i inkubowa¢ 16h w 55°C. Po inkubacji uzyskany lizat intensywnie
wymieszac¢ z 750 pl 6M NaCl przez 15 sekund, Nastepnie dwukrotnie zwirowaé: 3600 rpm, 15 minut
w temperaturze pokojowej. Otrzymane DNA wytraci¢ dwoma objetosciami absolutnego etanolu, dalej
przemy¢ 75% etanolem i rozpusci¢ w sterylnej H20 [4].

Izolacja DNA z zastosowaniem mocznika

10 ml krwi obwodowej pobra¢ do probéwek zawierajacych EDTA (koncowe stezenie 0.1%), zamrozic¢
na 24h w temp. -20°C. Nastepnie krew zwirowac: 3000rpm, 10 min, 4°C. Otrzymany osad komorek
zawiesi¢ w roztworze do lizy (tj. 0,8% Triton X-100, 150 mM NaCl), ponownie odwirowac:
12000-15000 rpm,10 min, 4°C. Zlizowa¢ jadra komorkowe, zawieszajac osad w 2 ml 7M mocznika,
0,5 ml 10% SDS, doda¢ 0,3 ml 10xstezonego buforu do lizy (tj. 3,5M NaCl, 0,013 M EDTA, 0,09M
Tris-HCl, pH=8.0. Dokladnie wymiesza¢ i doda¢ 7 ml tego samego buforu, tylko 1x
stezonego(rozcienczyc¢). Tak uzyskany lizat 2x ekstrahowac¢ réwna objetoscia mieszaniny fenolu
(wysyconego 0,1 M Tris-HCI, pH=8.0 ) i chloroformem (w stosunku 1:1). Za pomoca wirowania



rozdzieli¢ faze wodna i fenolowa (8000-10000 rpm, 10 min, 4°C). Otrzymane DNA wytraci¢ przez
dodanie 2 objetosci absolutnego etanolu w obecnosci 0,3M octanu sodu . Osad DNA dwukrotnie
przeptuka¢ 1 ml 75% etanolu. Nastepnie rozpusci¢ DNA w 200 ul sterylnej wody. Przechowywac
w 4°C. Po wykonaniu dalszych badan ~DNA  przechowywa¢  w temp.-20°C  [4].

Izolacja DNA z zastosowaniem izotiocyjanianu guanidyny (GTC)

5 ml Krwi obwodowej pobra¢ na 50ul 10% EDTA (stezenie koncowe 0,1%). Do krwi doda¢ 25 ml
buforu do lizy (tj. 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,1 mM EDTA, pH=7.4). Calo$¢ wymieszac
i inkubowa¢ 30 min w temp. 0°C. Po inkubacji probke zwirowac¢: 2500 rpm, 15 min, 4°C.
Supernatant odrzuci¢. Otrzymany osad zawiesi¢ w 500 pl buforu do lizy, dokladnie wymieszac,
a nastepnie inkubowa¢ w 0°C przez 10 min. Po inkubacji doda¢ 2 ml GTC (tj. 4M izotiocyjanian
guanidyny, 34 mM cytrynian sodu, 0,5% sarkosyl, 0,78% 2-merkaptoetanol, pH=7.0). Catos¢
doktadnie wymiesza¢ przez pipetowanie , inkubowa¢ 15 min w 0°C. Nastepnie dodac¢ 2,5 ml
mieszaniny fenol: chloroform: alkohol izoamylowy, w stosunku 25:24:1, pH=8.0, dokladnie
wymieszac¢. Probke zwirowac¢: 3000 rpm, 15 min, 4°C. Po wirowaniu zebra¢ supernatant. Dodac 2,5
ml chloroformu i znéw dobrze wymieszac¢. Zwirowac jak wczesniej, zebra¢ supernatant. Doda¢ 5 ml
zimnego etanolu (-20°C), lub 2 ml izopropanolu. Zebra¢ wytragcony osad i przemy¢ go 1 ml 75%
etanolu. Przemyty osad suszy¢ w temperaturze pokojowej, lub w 37°C. Na koniec wysuszony osad
DNA rozpusci¢ w 300ul sterylnej wody [4].

Izolacja materiatu genetycznego w celu identyfikacji oséb zmartych, w szczegdlnosci w sprawach
karnych, badZz w wyniku klesk zywiotowych, jest bardzo ciezka ze wzgledu na materiat biologiczny,
ktory czesto jest bardzo zdegradowany, z ktorego potem ma sie izolowa¢ DNA.

Czesto materiat biologiczny pochodzi z rozkladajacego sie ciata, a do izolacji przewaznie

wykorzystuje sie albo mocno zdegradowane tkanki, albo kosci, zeby lub paznokcie. Pracujac na
takim materiale nalezy bra¢ pod uwage wybor odpowiedniej metody izolacji [3].
Wybierajac materiat do izolacji nalezy bra¢ pod uwage stopien jego rozktadu, czyli m.in.
~marmurkowate” przebarwienia i pecherze na skdrze, obrzeki, zakazenia lub gnicie organéw. Per
Hoff-Olsen i wsp. przedstawili kilka réznych metod ekstrakcji DNA z roztozonych tkanek ludzkich.
Jako materiat biologiczny w swoich doswiadczeniach wykorzystali fragmenty watroby o wielkosci
2,0x2,0x3,0 cm, pobrane za pomoca biopsji. Skrawki od razu zamrozono w -20°C (do dalszej analizy
i ekstrakcji) [3].

Ekstrakcja DNA metoda fenolowo chloroformowa(zmodyfikowana po Sambrook i wsp.)

Do ok. 1ml probki (w tym przypadku watroby) doda¢ 5ml buforu do ekstrakcji pH=8.0 (10 mM
Tris-HCI, 10mM EDTA, 100mM NaCl, 2% SDS). Lagodnie wymiesza¢ przez 30 min w 37°C.
Nastepnie, doda¢ 50 ml proteinazy K(20 mg/ml) i delikatnie miesza¢ przez noc
w 37°C. Po nocnym mieszaniu, do prébki doda¢ 10 ml mieszaniny:
chloroform: fenol : alkohol izoamylowy w stosunku : 49.5:49.5:1.0. Probke zwirowa¢ przy 3500 rpm
przez 10 min. Po wirowaniu, gérna warstwe przenies¢ do nowej probowki i wymiesza¢ z 5ml
mieszaniny chloroform: fenol: alkohol izoamylowy, po czym znéw zwirowac¢ j.w. Gdrna warstwe
probki ponownie przeniesé¢ do nowej probéwki i doda¢ 5ml mieszaniny chloroform: alkohol
izoamylowy w stosunku 24:1 przed trzecim wirowaniem przy 3500 rpm (10 min). Po wirowaniu
supernatantu przenies¢ do nowej probdwki. Do otrzymanego nierozpuszczalnego DNA dodac 2-3
objetosci zimnego, absolutnego alkoholu etylowego(do supernatantu). Roztwor odwirowaé przy
maksymalnej predkosci przez 30 min. DNA przemy¢ przez wirowanie z maksymalna predkoscia
w 70% alkoholu, w niskiej temperaturze. Osad wysuszy¢é- przed rozpuszczeniem w 50 ml buforu TE
o pH=7,6 (10mM Tris, ImM EDTA). Nastepnie, roztwor wytrzasaé przez noc [3].



Zdjecie: DNA genomowe (zrddto: L. Koperwas).

Izolacja DNA z wykorzystaniem ztoza Chelex (zmodyfikowana po Walsh i wsp.)

0,3-0,5 cm3 kawatek tkanki watroby posieka¢ na drobno skalpelem, a nastepnie umiesci¢ w 1,5ml probéwce
typu Eppendorf. Prébke zmacerowac (rozmiekczy¢) w 50ml sterylnej wody za pomoca koncéwki pipety.
Nastepnie dodac : 150ml 20% Chelex-u, 2ml 10 mg/ml kinazy biatkowej i 7 ml 1M DTT, catos¢ dobrze wymieszac.
Roztwor inkubowaé w 56°C przez 30 min(ewentualnie w 37°C przez noc). Po inkubacji nalezy przebi¢ wieczko
probéwki Eppendorf za pomocg igty jednorazowego uzytku, a nastepnie prébke gotowac przez 8 minut. Prébke
wirowa¢ przez 3 min w 13K. Supernatant przenies¢ do nowej probdédwki typu Eppendorf i ptukad
z wykorzystaniem 20% Chelex-u [3].

Mechanizm dziatania Chelex-u nie jest do kohca poznany, jednak wiadomo, ze jest on silnym chelatorem jonéw
metali, przez co zabezpiecza DNA przed rozpadem w wysokiej temperaturze (100°C), a takze chroni je przed
degradacja przez nukleazy. lzolacja DNA metoda, ktéra wykorzystuje Chelex, jest powszechnie znana
i wykorzystywana w badaniach kryminalistycznych $ladéw DNA [6].

Ekstrakcja na filtrach z wiékna szklanego(metoda ta stosowana byta przez Jang’a i Lee)

Prébke tkanki watroby przemy¢ 1 ml buforu z proteinaza K (2,5 ml KCI, 750 ul 1M Tris-HCl o pH=8,3; 2,5 ml
10% IGEPAL CA-630 detergent (ICN Biomedical Inc.) + uzupetni¢ dH20 do 50 ml). Prébki, maksymalnie 0,3 cm3
umiesci¢ na okragtym filtrze z wtdkna szklanego o srednicy 0,7 cm (Schleicher i Schuell Inc, filtr klasy 50)i filtrze
zawierajgcym tkanke nasgczong w 100 yl metanolu przez 10 minut. Metanol usungé przez odessanie,
a probowki z filtrem suszy¢ w 80°C przez 15 minut. Jezeli bedzie to konieczne, wewnetrzne $cianki probowki
osuszy¢ za pomocg wacika. Nastepnie, 120 pl buforu z proteinazg K z 500 ug/ml proteinazy K, doda¢ do prébki
i catos$¢ inkubowac w 55°C przez 45 min. Proteinaze K zinaktywowa¢ przez gotowanie prébki w wodzie przez 10
min. Prébke zwirowa¢ przez 10 sekund [3].

Metody izolacji DNA, w ktdrych wykorzystuje sie czynniki chaotropowe takie jak m.in. Nal czy NaClO4,
krzemionke lub czasteczki szkta, sg powszechnie znane i bardzo czesto stosowane. GuSCN (rodanek guanidyny)
czesto stosowany jest do oczyszczania i detekcji, zaréwno DNA jak i RNA, ze wzgledu na zdolnos¢ do
przeprowadzenia lizy komérek, oraz inaktywacje nukleaz. GuHCI (chlorowodorek guanidyny) réwniez
z powodzeniem moze by¢ stosowany do oczyszczania kwaséw nukleinowych, jednakze jest on mniej skuteczny
niz GUSCN w odniesieniu do hamowania RNaz [1].

Ekstrakcja DNA na krzemionce (ekstrakcja krzemionkowa, zmodyfikowana po Héss i Paabo)

W celu przygotowania zawiesiny krzemionki: 60g krzemionki +500 ml wody. Tak otrzymany roztwdr zostawic¢
na 24h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie usuna¢ 430 ml supernatantu i ponownie doda¢ 500 ml wody.



Nastepnie roztwér wstrzasnaé, w celu dystrybucji czasteczek krzemionki. Wymieszany roztwér pozostawi¢ na 5h
w temperaturze pokojowej Na koniec, usuna¢ 440 ml supernatantu i ostatecznie doda¢ do roztworu 600 ml
stezonego HCI.

2 ml buforu ekstrakcyjnego (tj. 10M izotiocyjanian guanidyny [GuSCN]; 0,1M Tris-HCI| o pH=6,4;0,02M EDTA
o pH=8.0, i 1,3% Triton-X) doda¢ do 1.0cm3 prébki watroby przed rozpoczeciem inkubacji i tagodnego
mieszania w 60°C przez co najmniej 3 do 4 godzin, ewentualnie przez noc. Nastepnie roztwér wirowac przy
6000rpm przez 5 minut. Po wirowaniu usung¢ 600 pl z supernatantu i doda¢ 400ul buforu ekstrakcyjnego, oraz
40ul zawiesiny krzemionki [3].

W celu zwigzania DNA do czasteczek krzemionki roztwér pozostawi¢ na 10-30 minut w temperaturze pokojowej,
a nastepnie wirowac przez 3 minuty przy predkosci maksymalnej przed usunieciem supernatantu. Aby unikngé
powstawania potencjalnie niebezpiecznych dla zdrowia produktéw ubocznych, supernatant nalezy
przechowywa¢ w 10 M NaOH az do bezpiecznego zniszczenia.

Osad krzemionkowy przemywac: dwa razy w 750yl buforu ptuczacego o pH=6,4 (10M GuSCN; 0,1M Tris-HCl),
dwa razy w 750ul 70% etanolu, oraz jeden raz w 750ul acetonu [3].

Jednym z rutynowych badan przeprowadzanym w zaktadach medycyny sgdowej jest okreslenie profili
genetycznych zmartych oséb, o nieznanej tozsamosci. Stopiel zaawansowania rozktadu zwtok, determinuje
wybdr materiatu biologicznego, z ktérego izoluje sie DNA. Bardzo zaawansowany proces gnilny tkanek miekkich,
badz zweglenie lub catkowite ze szkieletowanie ciata powoduje, ze jedynym zZrédtem, z ktérego mozna
wyizolowa¢ DNA sg kosci, zeby lub paznokcie ofiary [2].

Kosci, zeby i paznokcie, zaliczane sg do tkanek twardych. Sg one odporne na procesy gnilne i autolize(w
zaleznosci od warunkdéw srodowiskowych, w ktérych sie znajdujg). Czynniki zewnetrzne takie jak : swiatto,
wilgotnos¢, wysoka lub niska temperatura, a takze woda i suche powietrze, sg czynnikami, ktére wptywajg na
jakos¢ i ilos¢ izolowanego DNA. Ponadto, réznorodne bakterie, grzyby i nekrofagi, uwalniajg substancje
organiczne, ktére sg dodatkowymi czynnikami zanieczyszczajgcymi, a takze degradujacymi materiat genetyczny.
Do ustalenia profili genetycznych mozliwe jest wykorzystanie materiatu biologicznego w postaci kosci, zebéw
i paznokci, z ktérych nastepnie izoluje sie DNA [2].

Izolacja DNA z kosci

Kosci, ktérych ma by¢ izolowane DNA nalezy poddac obrébce wstepnej, a nastepnie spitowaniu. Do badan
wykorzystuje sie proszek kostny. Izolacja DNA z takiego materiatu musi przebiega¢ w bardzo rygorystycznych
warunkach sterylnosci. W doswiadczeniu, przeprowadzonym przez E. Kapinska i Z. Szczerkowska, wykorzystano
4 r6zne metody izolacji DNA z kosci:

Klasyczng metode fenolowo-chloroformowa

Metode octanowa

Izolacje DNA z zastosowaniem ztoza krzemionkowego wg metody opisanej przez Héssa i Paabo, a takze
Komercyjny System firmy Promega (DNA IQTM) [2].

H W NP

Do kazdej z wymienionych metod izolacji, w doSwiadczeniu uzyto ok. 1 g sproszkowanych kosci (kosci jednego
rodzaju, np. kos¢ udowa). Rézne metody izolacji pozwalajg na uzyskanie réznych ilosci wyizolowanego DNA.
W przypadku izolacji DNA z kosci, ktére narazone byty na dziatanie wysokiej temperatury (pozar), najbardziej
wydajng metoda izolacji w doswiadczeniu przeprowadzonym przez E. Kapinska i Z. Szczerkowska, okazata sie
klasyczna metoda fenolowo-chloroformowa. W przeprowadzonym doswiadczeniu (Kapinska i Szczerkowska) o
potowe mniej materiatu genetycznego uzyskano przy zastosowaniu komercyjnego zestawu DNA IQTM System
(Promega) oraz metoda z wykorzystaniem ztoza krzemionkowego. Stosujgc ekstrakcje octanowa nie udato sie
wyizolowad odpowiedniej ilosci DNA(izolowanego z kosci), co sugeruje, ze metoda ta jest nieefektywna
w przypadku izolacji z takiego materiatu biologicznego. Tak wiec, w doswiadczeniu przeprowadzonym przez
Kopalinska i Szczerkowska najlepsza metoda z wyboru, okazata sie izolacja fenolowo-chloroformowa, pomimo jej
stosunkowo duzej toksycznosci i czasochtonnosci [2], [3].
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