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	PAÜ TIP FAKÜLTESİ 
Laboratuvar Uygulamaları Kılavuzu


Uygulama Adı: Kandan DNA İzolasyonu 
Uygulama No (Dönem No-Modül No-Uygulama No): 1.1
Uygulama sorumluları: 
I. Uygulamanın Amacı: Kan örneklerinden kimyasal yöntemler kullanılarak, kalıtsal materyal DNA’nın izole edilmesi. 
II. Genel Bilgiler: Bu yöntemle, önce hipotonik ortamda nükleus içermeyen eritrositlerin parçalanıp uzaklaştırılmaları sağlanır. Daha sonra, nükleus içeren hücrelerin parçalanmalarını takiben, DNA dışındaki diğer hücre içeriklerinin doymuş tuz çözeltisinde çöktürülerek ayrıştırılması ve üstteki sıvı fazda çözünmüş olarak kalan DNA’nın alkolle çöktürülmesi ile de DNA elde edilir.
III. Uygulama için gerekli malzemeler:
Tampon ve solusyonlar:
	1. Eritrosit lizis tamponu


   - 20 mM Tris-Cl (pH 7.6) (25(C saklanır).
	4. Proteinaz K ( 20 mg/ml)



	2. Fosfatla tamponlanmış tuzlu su (PBS)

   - 8 g NaCl

   - 0.2 g KCl

   - 1.44 g Na2HPO4

   - 0.24g of KH2PO4 (Toplam 800 ml suda) 
(pH 7.4’e ayarlanır ve hacim 1L’ye su ile tamamlanır. Otoklavda sterilize edilir)
	5. Sodyum asetat tamponu 

   - 60 ml 5M Na-asetat 

     (son konsantrasyon=3 M) 

   - 11.5 ml Glasiyal asetik asit 

     (son konsantrasyon=5M)

   - 28.5 ml H2O

	3. Hücre lizis tamponu


   - 10 mM Tris-Cl (pH 8.0)

   - 1 mM EDTA (pH 8.0)

   - % 0.1 SDS (w/v) 

(25(C’de saklanır, ancak kullanmadan önce buzda tutulur).
	6. TE tamponu  

   - 100 mM Tris-Cl ( pH 7.6)

   - 10 mM EDTA (pH 8.0)

(Otoklavda sterilize edilir ve 25(C’de saklanır).


IV. PERİFERİK KANDAN DNA İZOLASYON PROTOKOLÜ
	1
	İki tane 1.5 ml’lik  eppendorf tüpüne 900 (l eritrosit lizis tamponu koy
	

	2
	Tüplere 600 (l tam kan ekle
	

	3
	Tüpleri alt üst ederek karıştır
	

	4
	250C 10 dk inkübe et, arada bir alt üst ederek karıştır
	

	5
	Tüpleri 250C, 10.000 rpm’de, 20 sn. santrifüj et
	

	6
	Pellet ve 20 (l süpernatan kalacak şekilde süpernatanı dök
	

	7
	Kalan süpernatanla pelleti karıştır ( resuspansiyon) ve her iki tüpteki materyali birleştir
	

	8
	1 ml PBS koy
	

	9
	Alt üst ederek karıştır
	

	10
	40C 10.000 rpm’de 20 sn. santrifüj et
	

	11
	Supernatanı dök
	

	12
	Kalan  pellete  600 (l  hücre lizis tamponu’ndan ( buzda bekletilmiş) ekle
	

	13
	Yavaşca  vorteksle
	

	14
	3 (l proteinaz K ekle
	

	15
	55oC  3-5 saat ( 16 saati geçmemeli) inkübe et
	

	16
	Örneklerin oda sıcaklığına gelmesini bekle
	

	17
	200 (l Na-asetat tamponu (buzda bekletilmiş) ekle
	

	18
	20 sn. boyunca siddetli vorteksle
	

	19
	4(C de 14.000 rpm’de 3 dk süreyle santrifüj et (Pellet görünmediyse 5 dk buzda tutup santrifüjü tekrarla)
	

	20
	Süpernatanı ~ 400’er (l olacak şekilde iki yeni tüpe aktar 
	

	21
	Tüplere 1100’er (l buzda bekletilmiş absolut (%100) Etanol ekle
	

	22
	Birkaç kez tüpü alt üst ederek karıştır
	

	23
	Tüpleri 250C 14.000 rpm’de 1dk. Santrifüj et
	

	24
	Süpernatanı dök
	

	25
	Pelletin üzerine 1000 (l % 70 etanol ekle
	

	26
	Birkaç kez tüpü alt üst ederek karıştır
	

	27
	Tüpleri 25 0C 14.000 rpm’de 1dk. santrifüjle
	

	28
	Süpernatanı dök
	

	29
	Tüpü steril bir kurutma kağıdının üzerine kapağı açık şekilde ters koy ve pelleti kurut
	

	30
	DNA pelletini 15 (l 1 X TE tamponu’nda oda sıcaklığında 16 saat veya 65(C’de 1 saat inkübe ederek çöz ve daha sonra –20(C ‘de sakla
	


5- Uygulamada Öğrenilen Bilgilerin Değerlendirilmesi:
- Eritrosit lizis tamponu ve Hücre lizis tamponunu karşılaştırıp eritrosit ve lökositler üzerine etkisini tartışınız.

- Doymuş tuz çözeltisinin DNA hariç diğer molekülleri çöktürme mekanizmasını ve DNA nın saf alkolde çöktürme mekanizmalarını tartışınız.
Kaynak: Molecular clonning: a laboratory manual (Joseph Sambrook, David W. Russell—3rd ed. 2001 Chapter: 6, Protocol: 6 - Rapid isolation of mammalian DNA)

