4ο ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ.  ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ


Οι μέθοδοι απομόνωσης DNA ή RΝΑ από κύτταρα περιλαμβάνουν το σπάσιμο των κυττάρων και των βιολογικών μεμβρανών, την αποδιάταξη και απομάκρυνση των πρωτεϊνών από το δείγμα και το διαχωρισμό των επιθυμητών μορίων από τα υπόλοιπα μόρια. Τελικά το DNA ή το RΝΑ κατακρημνίζεται με αιθανόλη και το ίζημα επαναδιαλύεται σε υδατικό διάλυμα. Η απομόνωση DNA από μικροοργανισμούς και ζωικούς οργανισμούς είναι αρκετά ευκολότερη σε σχέση με τους φυτικούς οργανισμούς. Οι δυσκολίες που συναντώνται κατά την απομόνωση φυτικού DNA εστιάζονται στο σπάσιμο των κυττάρων, λόγω τον κυτταρικού τοιχώματος, καθώς και στην παρουσία πολλών ενδογενών ουσιών που αλληλεπιδρούν με το DNA. 

Σήμερα εφαρμόζονται με επιτυχία διάφορα πρωτόκολλα απομόνωσης του DNA, διάρκειας λίγων ωρών έως 2 εργαστηριακών ημερών. Σε γενικές γραμμές χρησιμοποιούνται ήπια μέσα για τη ρήξη των κυττάρων και ενζυμικές ή χημικές μέθοδοι για την απομάκρυνση των πρωτεϊνών, τον RΝΑ και των άλλων μακρομορίων. Η απομόνωση άθικτου RΝΑ απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή και προφυλάξεις. Αυτό συμβαίνει γιατί το RΝΑ είναι πολύ ευαίσθητο στη δράση των ριβονουκλεασών, των ενζύμων δηλαδή που το διασπούν. Οι ριβονουκλεάσες βρίσκονται τόσο μέσα στα κύτταρα όσο και στα χέρια μας και στα διάφορα υλικά και σκεύη που χρησιμοποιούνται κατά την απομόνωση του RΝΑ. Όλα τα πρωτόκολλα απομόνωσης RΝΑ χρησιμοποιούν κατάλληλες συνθήκες για την αντιμετώπιση των ριβονουκλεασών. Μερικές από τις προφυλάξεις είναι η επώαση των γυάλινων σκευών σε υψηλές θερμοκρασίες πριν να χρησιμοποιηθούν, η επεξεργασία των διαλυμάτων με χημικούς αναστολείς των ριβονουκλεασών και η χρήση αποστειρωμένων πλαστικών γαντιών μιας χρήσεως σε όλα τα στάδια της απομόνωσης. Το σπάσιμο των κυττάρων γίνεται παρουσία χημικών που μετουσιώνουν τις ριβονουκλεάσες και στη συνέχεια τα μόρια του RΝΑ διαχωρίζονται από τα υπόλοιπα συστατικά των κυττάρων και απομονώνονται.

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ  ΝΟΥΚΛΕΪΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ

ΔΕΙΓΜΑΤΑ: Νεαρά (κόκκινα) φύλλα λιγούστρου Ligustrum sp. 

Λειοτριβούμε  τα φύλλα σε γουδί που έχει προηγουμένως καταψυχθεί.  

Σε ποσότητα 0,5-0,7 g λειοτριβίματος προσθέτουμε 0,5 mL ρυθμιστικού διαλύματος λύσης. 

Επωάζουμε στους 65 C για 10 min. Αναμιγνύουμε τακτικά. 

Προσθέτουμε 0,5 mL  (25:24:1) Φενόλης / Χλωροφορμίου/ IAA
και αναμιγνύουμε έντονα (vortexing). 

Φυγοκεντρούμε σε  13000g για 10min. 

Αφαιρούμε προσεκτικά την υδάτινη φάση με μικροπιπέτα. 

Προσθέτουμε 0,5 mL Ισοπροπανόλης στην υδάτινη φάση. Αναμιγνύουμε ήπια για να αρχίση η κατακρήμνιση των νουκλεϊνικών οξέων.   

Αφήνουμε σε θερμοκρασία δωματίου για να ολοκληρωθεί η κατακρήμνιση (αν δεν φαίνονται τα νουκλεϊνικά οξέα) ή φυγοκεντρούμε  σε  13000g για  5 min. 

Αφαιρούμε το υπερκείμενο. Πλένουμε το ίζημα τρείς φορές με 1,5 mL ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης. 

Μετά το τελευταίο πλύσιμο φυγοκεντρούμε σε  13000 g για 2 min.

Αφαιρούμε το ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης και διαλύουμε το ίξημα σε 0,5 mL TE (10mM TRIS – HCL (pH 7,4), 1mM EDTA). 

Επωάζουμε στους  37 C για  15 min. 

Προσθέτουμε  50 μL 3M Οξικού Νατρίου και 1.1 mL απόλυτης αιθανόλης. 

Αναμιγνύουμε καλά, αλλά ήπια και αφήνουμε σε θερμοκρασία δωματίου για  30 min.

Φυγοκεντρούμε σε  13000 g για 10 min και απομακρύνουμε το υπερκείμενο.

Προσθέτουμε  0,5 mL 70% αιθανόλης. 

Ανακινούμε για  15 min σε 1000 rpm και κατόπιν φυγοκεντρούμε σε 13000 g για 10

min.

Απομακρύνουμε το υπερκείμενο και διαλύουμε το ίζημα σε 100μL TE ανακινώντας

σε 1000 rpm για 15 min.

Επωάζουμε σε 65 C για 10 min, αφήνοντας το καπάκι του σωλήνα eppendorf ανοικτό

για να εξατμισθεί η αιθανόλη. 

Ρυθμιστικό διάλυμα λύσης
· 6% CTAB
· 1% PVP
· 50mM TRIS pH 8

· 10 mM EDTA
· 1,4 M NACl
Ρυθμιστικό διάλυμα πλύσης. 
· 15mM Οξικού Αμμωνίου

· 75% αιθανόλη.  
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