3. Hafta



DNA izolasyonu hangi
amaclarla yapilir?
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“You don’t look anything like the
long haired, skinny kid I married 25 years ago.
I need a DNA sample to make sure it’s still you.”

Astro do cinema
suspeita de traicao
e pede teste de DNA.

DNA fingerprinting ile adli tip
analik babalik tayini




Molekuler (DNA) Klonlamanin Asamalari
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DNA Izolasyon ve Purifikasyon
(Saflastirma) Prensipleri
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DNA izolasyonu Z

* Bu molekulun fiziksel ozellikleri bize onu diger
molekullerden ayirma sansini saglar

« DNA — en basit izolasyon tuz, sabun & alkol
— sabun hucre yapisini bozar

— tuzlar (ozellikle de Na*) DNA'y1 selektif olarak
baglar

— Alkol DNA'yI presipite eder



. p s
DNA izolasyonu-2 Z

Ozel sollisyonlarda (6rn. Lizis sol.) hlcreler ezilir
ve parcalantr.

Inkubasyon (cogunlukla ylUksek sicakliklarda;
Kaynatma yontemi)

Hucre kalintilarinin uzaklastirilmasi-santrifujleme
Alkol eklenmesi (etanol veya izopropanol)
Sogutma ve santrifujleme

DNA tupun dip kisminda pelet olarak toplanmasi




DNA Izolasyonu-3

 DNA cama yapisir

* Bu ozelliginden purifikasyonunda
faydalanilabilir

« Camin etanol ile muamelesi DNA'yI
camdan ayirir
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DNA izolasyonu-4 Z

 DNA ve RNA benzer fiziksel ozellikler gosterir

« Saflastirmada ortamda bulunan RNA'nin
parcalanmasi icin bazi enzimler (RNAse’lar)
kullanthr

* Yine DNA molekulune baglanan proteinleri
parcalamak icin enzimler (Proteazlar,
Proteinase-K) kullaniimaktadir
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DNA Izolasyonu-5

DNA hiicrede bazi proteinler (histonlar, histon
olmayan proteinler, High mobility group (HMG)
proteinler) ve RNA ile bir kompleks halinde bulunur.
Viruslar gib1 m.o.larda da bir protein kilifi i¢erisinde
yer alir.

DNA 1zolasyonu, degisik organizma gruplarinda hatta
ayn1 organizma grubu i¢erisinde degismekle birlikte
temelde 3 asamadan meydana gelir:

. Hucre duvariin parcalanmasi

. DNA-protein kompleksinin ¢oziilmesi

. DNA’nin ortamdaki diger molekiillerden ayrilmasi



Hiucre Duvarimin Parcalanmasi:

1. llk asama duvarin zayiflatiimasidir:
- Fiziksel olarak (dondurup-¢c6zme)
- Kimyasal maddelerle (lizozim, EDTA)
2. Parcalama iglemi:
- lyonik deterjanlar kullanilarak (sodium dodecyl sulphate, SDS)
- lyonik olmayan deterjanlar kullanilarak (Triton X-100)
- Kimyasal uygulanma sureleri her organizmaya gore farklilik gosterir
Parcalama igleminde kullanilacak yontem temelde 2 faktore baghidir:
* 1.DNA'nin boyu

Orn.: 15 kb’den bliyiik DNA'lar fiziksel etkenlere karsi ¢cok duyarli olduklarindan uygulama
suresi en aza indirgenmeli ve dikkatli ¢aligiimahdir

« 2.Kullanilacak organizma

Organizmanin hucre duvari igerigi de pargalamada farkli kimyasallarin kullaniimasini
gerektirebilir:

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

Orn.: Shizosaccharomyces pombe



DNA-Protein Kompleksinin §S
Cozulmesi 4

* Denatiirasyon ----------- fenol ekstraksiyonu

* Fenolle proteinler denatiire edilerek ortamdan
uzaklasmalar1 saglanir.

* Burada onemli olan kullanilan fenoliin
pH’s1dir; cunku alkali pH’ta (pH 8.0) RNA’lar
uzaklastirilirken, asidik pH’ta (pH 5.0)
DNA’lar uzaklastirilir



DNA’min Ortamdaki Diger
Molekiillerden Ayrilmasi

DNA’nin fiziksel ve kimyasal etkenlere maruz
birakilmasi 1le saglanir:

DNA’nin kimyasal olarak ¢oktiiriilmesi: orn.: etanol
kullanilarak

Cokelmeyi artirict bazi kimyasallar da (0rn.:
1zopropanol) kullanilir

DNA’nin fiziksel olarak ¢oktiirtilmesi: santrifijjleme

Santrifiijleme hiz1 ayrilmasi istenen molekiiliin
agirligina gore degiskenlik gostertr.
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Nukleik Asit Purifikasyon Z

Nukleik asitin ¢

aha sonraki kullanim amaci

gerekli olan saflik diizeyimi belirlemektedir

[zolasyonu takil
uygulanmaz ya

ben amaca gore purifikasyon
da birbirini 1zleyen ¢oklu

asamalar halinde uygulanir

En basit purifikasyon 1slemi1 % 70’°lik etanol 1le
muamele- tuzlar1 uzaklastirir

Fenol/kloroform uygulamasi ortamdan
proteinler1 uzaklastirir
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Nukleik Asit Safligi Z

« Kolon kromotografisi — kuguk DNA
fragmentlerini ve nukleotidleri
uzaklastiriimasi

* Sezyum-yogunluk santrifujlemesi (cesium
density santrifugation)— yuksek saflik
derecesine sahip DNA eldesi

 Elektroforez ve bunu takiben jelden
kesilerek de saf olarak elde edilebilir



Cesitli Klinik Materyallerinin
PCR’a Hazirlanmasi



Ornek Hazirlanmasi ve Saklanmasi

e |drar
Bazen, idrar PCR inhibe edici maddeler
icerebilmektedir.

* Biopsi ve kati doku ornekleri
Doku ornekleri soguk izotonik tuz
solusyonlarina alinarak mumkun olan en kisa
surede laboratuvara gonderilirler. Ornek
izotonik solusyondan hemen alinarak temiz
bir tupe alinir ve sivi azot icerisine daldirilarak

dondurulur.




Farengeal ve agiz yikantilar

Orofarengeal mukus iki agiz yikantisi birkac ug’lik DNA

%0.9’'luk NaCl (10 ml) kullanilarak hipotonik htcre
parcalanmasini onlenmesi

1-50 ml ornek 350 x g’'de 10-30 dk. santrifuj

pelet 1-3 ml %0.9’luk NaCl veya PBS ile yikanir
daha kuguk bir santrifuj tupu 350 x g 5dk. santrif(j
pelet 50-200 pl bidistile su suspanse edilir

pelet slispansiyonu ve supernatant —70°C’de
ekstraksiyon icin saklanir.



Formalinle fikse edilmis

parafinlemis dokular

Doku kesitlerindeki parafin organik bir
cozucu (orn. ksilen) ile uzaklastirilir

Ornedin saklanma siiresi ve fiksatiflerin
kalitesine bagli olarak cogaltilabilen DNA
fragment miktari cogunlukla <650 bp
olacaktir

organik cozucu uygulamasini proteinaz K
uygulamasi izler

Fenol-kloroform ekstraksiyonu



Idrar

PCR inhibitorleri

1. 50 ml idrar, 10-30 dk. 350 x g'de
santrifujleme

2. Olusan pelet bir kez %0.9'luk NaCl ile
yikanarak 350 x g'de 5dk. 1.5 ml’lik
ependorf tuplerine alinir.

3. Pelet 10-100 pr’lik steril bidistile su ile
suspanse edilir.

4. Suspanse pelet ve esit hacimdeki
supernatanti —70°C’de saklanir.




Krase (balgam) materyalinden
mikobakteriyel DNA izolasyonu

Mikobakteriyel hucre duvarinin ozel yapisi

Mikobakteriyel partikullerin
konsantrasyonu

Farkli klinik materyal farkli metotlar
gerektirebilir

Fakultatif intraselluler patojen olmalar



Krase (balgam) materyalinden
mikobakteriyel DNA izolasyonu-2

Orneklere esit hacimde 20mM’lik NaOH, %0.5’lik w/v
NALC (N-Acetyl-L-Cystein) solusyonu eklenir
(dekontaminasyon)

Ornekler lyice vortekslenir, 5 dk mevcut mukusun lizisi
icin beklenir.

DNA'nin onceden hazirlanan orneklerden ekstrakte
edilmesi:

a) Proteinaz-K lizisi ve bunu izleyen fenol kloroform
ekstraksiyonu

b) Alkali-lizis yontemi



Serebrospinal sivi (BOS)

cogunlukla 5 hucre/ul icermekte

PCR ile teshis icin ¢cok az miktarda ornekleme
yapilabilmektedir

1 ml'lik BOS 10 dk. 350 x g’de santrif;
pelet PBS ile bir kez yikanir.
Supernatant ve pelet —70°C’de saklanir.



DNA Izolasyonunda
Kullanilacak Malzeme ve
Solusyonlarin Hazirlanmasi




Ekipman ve malzemeler;

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

Sadece bu amac icin kullanilan otomatik
pipetler

Su banyosu veya isitma blogu

Sogutmali santrifuj, vorteks, steril kabin, tup
rocklari, ice-bucket, homojenizatorler



Solusyonlar

TE (Tris-EDTA) buffer

DEPC’li su, distile su

PBS, NaCl (%0.9°luk)

Proteinaz-K (10mg/ml)

_izostaphin, lizozim enzimi, RNAase

_izis buffer (SDS+TNE, Tris-HCI, NaCl, EDTA)

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




DNA izolasyon Yontemleri
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DNA izolasyon Yontemleri

En kolayi: izole etmeden direkt kullan
Kaynatma yontemi

Fenol/kloroform ekstraksiyonu
Alkali-lizis yontemi

Ticari kitlerin uretici firma direktifleri
dogrultusunda kullaniimasi



Hangi DNA yontemi?

Harcanacak toplam zaman ve isgucu
Teshis acgisindan izolasyon yonteminin
guvenilirligi

Kontaminasyon riskleri

Amplifikasyon icin yeterli miktarda ve
saflikta DNA orneginin elde edilmesi

Ne kadar cok islem o kadar DNA
kayb!




|zole etme direkt kullan!!!

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

The E-Coli Bacterium

©2001 HowStuffWorks



Kaynatma Yontemi-1

Ozellikle Gram negatif bakterilerden DNA izole
edilirken:

Nukleaz icermedigi bilinen bir mikrosantrifu;
tupune 500 I steril su eklentir.

Kati besiyerinde uretilmis bakteri kolonisi 6ze
ile alinarak mikrosantrifuj tupune aktarilarak
suspanse edilir.

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

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



Bakteriden DNA izolasyonu

1. Bakteri kliltlirt hazirlanir ve 2.Hicreler pargalanarak
bakteriler toplanir hticre ekstraktl hazirlanir

hiicre peleti lhﬁcre ekstrakti

saf DNA

4. DNA hicre ekstraktindan

3. DNA konsantre edilir . o
izole edilir




Kaynatma Yontemi-2

1. Yaklasik 10 mg’lik doku ornegi, 30 ul'lik tam kan,
2.5 mm’lik kan damlasi 1.5 ml'lik santrifuj tupu

icerisine aktarilir ve hacim PBS ile 100 ul'ye
tamamlanir.

2. 100 pl 0.1 M’'lik NaOH orneklere eklenir, tupun

kapag! kapatilir, igne ile kapak ustten delinir ve
ornekler 5 dk. kaynatilir.

3. 5 dk. 13000 x g'de santrifujlenir.

4. Supernatant yeni bir tupe aktarilir ve bunun 1-10
ul’'si PCR’'da kullantlir.



Fenol/Kloroform Ekstraksiyonu
icin hazirhk

 Sivi azot
o Steril PBS

 Lizis tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM
NaCl, 25 mM EDTA, % 0.5 SDS ve 1 mg / ml'de
proteinase-K hemen kullanimdan once eklenir)

* Fenol
» Kloroform / izoamil alkol (24:1)
« 3 M sodium acetate (pH 5.2)

 absolut etanol, -20°C

* % 70'lik etanol —20°C
 ultrapure water (PCR grade, DEPC-treated)



Fenol/Kloroform Ekstraksiyonu-1

1. Dokular bir doku homojenizatoru ya da steril havan igerisinde sivi
azot kullanilarak iyice ezilir ve toz haline getirilir ve daha sonra bu
toz mikrosantrifuj tipune aktarilir. Taze doku ornekleri direkt olarak
mikrosantrifuj tipune alinir. (homojenizasyon)

2. lizis tamponu 50 mg’ lik doku basina 0.5 ml olacak sekilde eklenir ve
37°C’de 1 saat calkalayicida inkube edilir. (Proteinaz-K ile lizis)

3. Esit hacimde fenol orneklere eklenir ve iyice vortekslenir ve fazlar
13000 x g'de 5 dk. santrifljlenerek ayrilir. (fenol ekstrak.)

4. Ustteki sivi faz ara faza dokunulmadan dikkatli bir sekilde alinarak
yeni bir mikrosantrifuj tiptne eklenir.

5. Ornekler kloroform / izoamil alkol (24:1) karisimiyla tekrar ekstrakte
edilir ve ust sivi faz yeni bir mikrosantriflj tuptne aktarilir. (kloroform
ekst.)



Fenol/Kloroform Ekstraksiyonu-2

6. 0.1 hacimlik 3 M'lik NaOAc (pH 5.2) orneklere
eklenir, karistirilir, daha sonra 2.5 hacim soguk
etanol eklenir ve DNA'nin presipite olmasi icin 1 saat
oda sicakliginda beklenir. (presipitasyon)

7. DNA santrifujlenerek (13000 x g, 10 dk) peletlenir ve
solusyon dikkatli bir sekilde uzaklastirilir.

8. Elde edilen pelet % 70’lik soguk etanol igerisinde
yikanir ve 6. asamadaki gibi santrifujlenir. (yikama)

9. Etanol uzaklastirilir, artaninin kagit havlu uzerinde
tup ters gevrilerek kaybolmasi saglanir. Tupler 30
dk. bu sekilde havada kurutulur.

10. DNA 100-200 pl steril suda ¢cozdurulur. Bu
hazirlanan DNA'nin 1 pl'si PCR testinde kullanilir.



Ustteki sivi fazin pipetle

alinmasi Etanolun

Homojenizasyon uzaklastirilmasi

Etanol ve 1zopropanol
sonrasi tiipler ¢evrilerek

DNA’nin
cozdiiriilmesi




Alkali-Lizis Yontemi

farkli DNA kaynaklarindan, PCR’a uygun DNA eldesinde
hizli bir metot

Sert dokular, biyopsi materyalleri

rutin olarak, butun vucut sivi ve dokularindan teshis
amacli DNA ekstraksiyonunda kullaniimakta

Orn. Cytomegalovirus ve mikobakteriyel DNA'nin PCR
lle saptanmasi

kros-kontaminasyon riskinin dusuk olmasi.

alinan ornek tum prosedur boyunca ayni tupte kalmakta
ve ornek mineral yag ile kaplanmaktadir ki bu da fiziksel
bir koruyucu olmaktadir.
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Alkali-Lizis Yontemi-2

. Materyallere esit hacimde steril su eklenir. Sert dokular, hicre peletleri ve

biopsi ornekleri 2 kez dondurulup ¢ozduralur. Bunun icin ependorf tupleri,
sivi azot ve kaynar su kullanilir. Eger doku ¢ok sert ise bu iglem oncesinde
homojenize edilmeye caligilir.

. Doku homojenatinin tzerine 1.5 ml'lik ependorf tiplinde 10-500 pl (10 pl 10°

hiicre igin; 100 pl 5x108 hiicre icin; en az hiicre ya da doku slispansiyon
hacmi ile ayni hacimde olacak sekilde) 50 mM’lik NaOH eklenir.

Siddetli sekilde vortekslenir. Hucre peletlerinin iyice sispanse edilmesine
dikkat edilmelidir.

Hafifce santrifujlenir.
Materyalin Gzeri 150 yl mineral yag (Sigma M-5904) ile kaplanir.

. Ornekler 10 dk. 95°C’lik 1sitici blokta tutulur.
. Ornekler, 1 M Tris-HCI, pH 7.0 ile nétralize edilir. Mineral yag altina dogru

miktar pipetlenir. (50 ul NaOH icin 8 ul Tris-HCI kullanilir).
|zole DNA —70°C’de saklanir.



Ticari DNA Izolasyon Kitleri

Genomic DNA isolation kit (Fermentas)

DNA isolation kit for blood/bone marrow/tissue
(Roche)

High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche)

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

MasterPure™ Complete DNA and RNA
Purification Kit (Epicentre)

200-400 € arasinda degisen fiyatlar



|zole Edilen DNA’nIn
Saklanmasi

DNATE (Tris-EDTA, pH 7.4-8.3) tamponu, DEPC
(dietilpirokarbonat)’li su ya da sadece steril distile su
iIcerisinde saklanmalidir.

DNA her ne kadar oda sicakliginda bile saklanabilse
de

Gunluk saklamalarda 4°C
Uzun sureli saklamalarda -20°C
Daha uzun sureli saklamalarda -70°C

tercih edilmelidir.
* Yuksek molekuler agirliga sahip DNA'nin sikca

dondurulup ¢cozdurulmesi DNA'da mekanik
parcalanmaya yol acacagi unutulmamalidir



DNA Izolasyonunda
Karsilasilabilecek Sorunlar

I'VE DONg [T/ 1VE CRACKED
THE HUMAN GENETIC coo &9




Bunlar;

Kros-kontaminasyon

Cevresel kaynakli kontaminasyon
DNA'nin hatali manipulasyona bagli kaybi
Yetersiz DNA eldesi



