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DNA Izolasyonu hangi amaclarla yapilir?

* Klonlama

* Teshis (PCR, Hibridizasyon yontemleri v.b)
* Tiplendirme (RFLP, PFGE v.b)

» Korunma (DNA asilari)

* Adlitip

* Analik babalik tayini



DNA Izolasyonu

1. HuUcrenin par¢alanmasi

2. Denaturasyon veya proteoliz ile DNA-protein kompleksinin
ayrilmasi ve boylece DNA’nin ¢6zunlr duruma gelmesi

3. Enzimatik ve/veya kimyasal yontemlerle proteinler, RNA ve diger
makromolekillerden ayriimasi



DNA Izolasyonu

. I\/lgllek'L'll'L'm fiziksel 6zellikleri, diger molekillerden ayirilmasina olanak
saglar

* En basit izolasyon; tuz, sabun ve alkol iledir
* Sabun: hiicre yapisini bozar
* Tuzlar DNA’yi selektif olarak baglar
* Alkol DNA’yi presipite eder

» Ozel soliisyonlar

* inkiibasyon (kaynatma yéntemi)
 Santrifidjleme

* Alkol eklenmesi (etanol veya izopropanol)
* Sogutma ve santrifijleme



DNA Izolasyonu

* DNA tlpun dip kisminda pelet olarak toplanir
* DNA cama yapisir
* Camin etanolle muamelesi DNA’yl camdan ayirir



* DNA ve RNA benzer fiziksel 6zellikler gosterir

* Saflastirmada ortamda bulunan RNA’nin parcalanmasi icin bazi
enzimler (RNAse’lar) kullanilir

* DNA molekuline baglanan proteinleri parcalamak icin enzimler
(Proteazlar, Proteinase-K) kullanilir



Hlcre Duvarinin Parcalanmasi

1. Fiziksel olarak (dondurup-¢c6zme) yada Kimyasal maddelerle (lizozim,
EDTA) hiicre duvarinin zayiflatiimasi

2. lyonik (SDS) veya iyonik olmayan (Triton X-100) deterjanlar kullanilarak
parcalama islemi

* Parcalama isleminde kullanilacak yontem temelde 2 faktore baghdir:
* DNA’nin boyu
* Kullanilacak organizma

Bakterilerde; lizostafin (Stafilokoklar), lizozim (Streptokoklar), proteinaz K
Mayalarda; novozim



DNA-Protein Kompleksinin Cozulmesi

* Denatlirasyon : Fenolle proteinlerin denattire edilerek ortamdan
uzaklastiriimalari

* Burada dnemli olan kullanilan fenolidn pH’sidir; clinkt alkali pH’ta
(pH 8.0) RNA’lar uzaklastirilirken, asidik pH’ta (pH 5.0) DNA’lar
uzaklastirihr



DNA’nin Ortamdaki Diger Molekullerden
Ayrilmasi

* DNA’nin fiziksel ve kimyasal etkenlere maruz birakilmasi ile saglanir
* DNA’nin kimyasal olarak ¢oktirulmesi: 6rn.: etanol kullanilarak
* COkelmeyi artirict bazi kimyasallar da (6rn.: izopropanol) kullanihr
* DNA’nin fiziksel olarak coktirulmesi: santrifijleme



Nukleik Asit Purifikasyonu

* Nukleik asitin daha sonraki kullanim amaci gerekli olan saflik dizeyini
belirlemektedir

* Izolasyonu takiben amaca gore purifikasyon uygulanmaz ya da birbirini
izleyen coklu asamalar halinde uygulanir
* En basit purifikasyon islemi % 70’lik etanol ile muamele- tuzlari uzaklastirir
* Fenol/kloroform uygulamasi ortamdan proteinleri uzaklastirir

* Kolon kromotografisi: kiiciik DNA fragmentlerini ve ntikleotidleri
uzaklastiriimasi

» Sezyum-yogunluk santrifiijlemesi (cesium density santrifugation): yliksek
saflik derecesine sahip DNA eldesi

* Elektroforez ve bunu takiben jelden kesilerek de saf olarak elde edilebilir



Materyal

* Idrar

* Biyopsi ve kati doku materyali (organ v.b)

* Farengeal ve agiz yikantisi

* Formalinle fikse edilmis parafinlenmis doku
* Serebrospinal sivi (BOS)

* Kan



Izolasyonda Kullanilacak Malzemeler

* Nukleaz enzimlerinden ari (nuclease free, DNAase, RNAase-free,
PCR-grade) plastik sarf malzemeleri (ependorf tiipler, filtreli pipet
uclari)

* Sadece bu amac icin kullanilan otomatik pipetler
* Su banyosu veya isitma blogu

* Sogutmali santrifuj, vorteks, steril kabin, tip rocklari, ice-bucket,
homojenizatorler



Izolasyonda Kullanilacak Soliisyonlar

* TE (Tris-EDTA) buffer

» DEPC (dietilpirokarbonat)’li su, distile su

* PBS, Nadl (%0.9’luk)

* Proteinaz-K (1omg/ml)

* Lizostaphin, lizozim enzimi, RNAase

e Lizis buffer (SDS+TNE, Tris-HCl, NaCl, EDTA)

* Fenol, kloroform, izoamilalkol (ayri ayri ya da karisim halinde)



DNA Izolasyon Yontemleri

* [zole etmeden direkt kullanim
e Kaynatma yontemi

* Fenol/kloroform ekstraksiyonu
 Alkali-lizis yontemi

e Ticari kitler



Hangi yontem?

* Harcanacak toplam zaman ve isgucu
* Teshis acisindan izolasyon yonteminin gavenilirligi
* Kontaminasyon riskleri

* Amplifikasyon icin yeterli miktarda ve saflikta DNA 6rneginin elde
edilmesi

* Ne kadar ¢ok islem o kadar DNA kaybi!



Izole Etmeden Direkt Kullanim

« Ozellikle bakteri kiiltiirlerinde, kati besiyerlerinde izole edilen
bakteri kolonileri alinarak, template DNA olarak direkt PCR
karisimina eklenir



Kaynatma Yontemi

1. Nukleaz icermedigi bilinen bir
mikrosantrifiij tipune 500 ul steril su
eklenir

2. Kati besiyerinde Uretilmis bakteri
kolonisi 6ze ile alinarak mikrosantrifij
tipUne aktarilarak suspanse edilir

3. Vorteksleme yapildiktan sonra tip su
banyosunda 100°C’de 5-10 dk. tutulur

4. Hazirlanan bakteri lizatindan 1-5 ul
alinarak PCR testinde template DNA
olarak kullanilir



Fenol/Kloroform Ekstraksiyonu

* Parcalanmis numuneleri bir fenol-
kloroform ¢dzeltisi ile karistirmak ve
birka¢ dakika santrifijlemek gerekir

* Santrifijden sonra, l¢ faz gorulir:
* Ustte niikleik asitler iceren bir sulu faz,
* Bir altta lipidlerin organik fazi
* Proteinlerden olusan bir interfaz.

* Sulu faz uzaklastirilir ve DNA'yi
saflastirmak ve konsantre etmek icin
etanol cokeltmesi kullanilir



Alkali Lizis Yontemi

* Temeli; ortamdaki pH degisimlerinin kromozomal ve plazmid
kokenli DNA parcalarina farkli etki etmesi yatmaktadir.



Ticari Kitler

* Genomic DNA isolation kit (Thermo Fischer Scientific, USA)
* DNA isolation kit for blood/bone marrow/tissue (Roche)
* High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)

* DNeasy Tissue Kit / QIAamp DNA Mini Kit / QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen)

» MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre)



Izole Edilen DNA’nin Saklanmasi

* DNA TE (Tris-EDTA, pH 7.4-8.3) tamponu, DEPC
(dietilpirokarbonat)’li su ya da sadece steril distile su icerisinde
saklanmalidir

* DNA her ne kadar oda sicakliginda bile saklanabilsede
e Gunluk saklamalarda 4°C
e Uzun sureli saklamalarda -20°C
* Daha uzun sureli saklamalarda -70°C tercih edilmelidir.



