LP6. Tehnici de izolare si purificare ADN si ARN.
Metode de evaluare a concentratiei, puritatii si gradului de
fragmentare a acizilor nucleici anterior PCR

Multe dintre tehnicile de analizd a modalitatilor de stocare, transmitere si
exprimare a informatiei genetice se bazeaza pe posibilitatea obtinerii unor cantitati
relativ mari de ADN purificat. Izolarea materialului nuclear din celule este un
proces relativ simplu ce implicd lizarea membranelor celulare, insd in prima faza
ADN-ul va fi contaminat atat cu ARN cat si cu proteine. De aceea metodele
folosite trebuie sa aiba in vedere eliminarea acestor molecule si implicit cresterea
fractiei de ADN purificat.

Izolarea ADN-ului genomic se desfasoara, in general, urmand etapele:

v' Lizarea membranei celulare. in alegerea metodei folosite pentru lizare

se tine cont de natura celulei. Spre exemplu, celulele bacteriene Tnainte de

a fi lizate cu ajutorul unor detergenti sunt frecvent tratate cu lizozim ce

destabilizeaza structura membranard prin hidrolizarea componentei

polizaharidice a acesteia.

Inliturarea fragmentelor celulare prin centrifugare.

Precipitarea proteinelor, vizdnd inlaturarea lor, prin vortexarea

materialului solubil restant 1n faza apoasd 1n prezenta fenolului.

Cloroformul este adesea folosit Tmpreuna cu fenolul (ca solutie

fenol/cloroform) avand pe langd proprietatea de denaturant proteic si

capacitatea de a stabiliza limita dintre faza apoasa si stratul de fenol.

v’ Precipitarea acizilor nucleici in etanol. Dupi aditia etanolului ADN-ul
va forma un precipitat alb ce poate fi colectat prin centrifugare.

v' Inliturarea ARN-ului din amestec - prin tratarea cu RN-aze.

<]

Pentru multe aplicatii ADN-ul trebuie supus ulterior unor procese
suplimentare de purificare. Centrifugarea izopicnica' poate fi folositd pentru separarea
ADN-ului de agenti contaminanti si de asemenea pentru separarea unor tipuri
individuale de molecule ADN. Proba ADN este amestecata cu o substanta (clorura de
cesiu, CsCl) capabila sa formeze in timpul procesului de centrifugare un gradient de
densitate uniform. Moleculele de ADN vor sedimenta numai in zona din tubul de
centrifugd cu a carei densitate intrd in echilibru, formand o banda. Aceastd banda este
apoi transferata intr-un alt tub, CsCl fiind inlaturat prin precipitarea ADN-ului in
etanol. Avantajul tehnicii: abilitatea de a separa diferite tipuri de molecule ce pot fi
analizate separat prin diferite tehnici (fig.1). Dezavantaj: centrifugarea izopicnica
necesitd 36-48 ore pentru formarea gradientului de CsCl. Tehnica a pierdut teren in
fata kit-urilor’ oferite de diferite companii ce permit izolarea rapida, cu costuri reduse
si expunere minima a investigatorului la actiunea unor agenti cu potential nociv
asupra sanatatii.
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Fig. 1 Centrifugarea izopicnica a moleculelor ADN in gradient de clorura de cesiu.
Izolarea ADN-ului genomic din sange

Principiul metodei

Acest protocol este destinat izolarii ADN din leucocite, cantitatea obtinuta fiind de
aproximativ 5-15ug. Purificarea ADN are loc in patru etape: (1) liza celulard si
nucleara - aceastd etapa implica initial liza eritrocitelor in solutia de liza celulara
urmatd de liza leucocitelor si a nucleilor acestora in solutia de liza nucleara; (1*)
digestia optionald a ARN-ului total cu ajutorul RN-azelor; (2) Inldturarea proteinelor
dupa o prealabila precipitare a acestora in solutie salind ce lasa in solutie ADN-ul cu
masa moleculard mare (solufie de precipitare a proteinelor); (3) concentrarea ADN-
ului si eliminarea sarurilor din solutie prin precipitare in izopropanol; (4) spalarea cu
etanol, deshidratarea si rehidratarea ADN-ului (fig.2);
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Fig. 2 Schema generala a izolarii ADN din sange



Materiale necesare
v Microcentrifugd capabila sa dezvolte o forta centrifugald relativa (RCF) de
13.000 - 16.000g;
Tuburi de 1.5ml pentru microcentrifuga;
Vortex (agitator turbionar);
Bloc de incubare uscata a tuburilor de 1.5ml;
Micropipete;
Baie de apa termostatata - *optional;
Sange recoltat pe anticoagulant (EDTA);
Kit de extractie ADN:
e solutic de liza celulara;
e solutie de liza nucleara;
e solutie de precipitare a proteinelor;
e solutie de rehidratare a ADN-ului;
v" Tzopropanol 100%;
v Etanol 70%;
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Etapele izolarii ADN din 300pl sange

1. Intr-un tub steril de microcentrifuga (1,5ml) se transfera 900 pl solufie de liza
celulara.

2. Se rastoarnd usor recipientul in care s-a recoltat sdngele (omogenizare) si apoi se
transferd un volum de 300 pl in tubul continand 900 ul solutie de liza celulara. Se
inverseaza de 5-6 ori.

3. Incubare 10 minute la temperatura camerei. Rezultat - liza hematiilor.

4. Se centrifugheaza proba la 13.000 - 16.000g timp de 1 minut. Rezultat - sediment
leucocitar.

5. Se indeparteaza supernatantul fara a afecta sedimentul leucocitar. Cantitatea admisa
de lichid rezidual deasupra sedimentului - 10-20 pl.

6. Se vortexeaza intens tubul, pana ce leucocitele sunt resuspendate (10-15 secunde).
7. Peste celulele resuspendate se adauga 300 pl solutie de liza nucleara. Amestecul se
pipetezad de 5-6 ori pentru a produce atat liza leucocitelor cét si a nucleilor leucocitari.
In timpul acestei etape solutia devine foarte vascoasi. Rezultat - eliberarea acizilor
nucleici din compartimentul nuclear.

8. Optional: Se adauga 1,5 pl solutie continand RN-aze peste lizatul nuclear si se
amestecd proba prin inversare de 2-5 de ori. Se incubeazi 15 minute la 37°C si apoi se
raceste la temperatura camerei.

9. Se adauga 100 ul de solutie de precipitare a proteinelor peste cei 300 pul de lizat
nuclear si se vortexeazd timp de 10-20 secunde. La final pot fi vizibile mici
precipitate proteice.

10. Se centrifugheaza proba la 13.000 - 16.000g timp de 3 minute. Se obfine un
sediment proteic brun-negricios.

11. Se transferd supernatantul contindnd ADN-ul aflat in stare solubila Intr-un nou tub
de 1,5 ml ce contine 300 pl izopropanol.

12. Se amesteca usor solutia prin inversie pand ce devin vizibile filamente albe de
ADN si pana ce acestea formeaza o masa compactd. Rezultat - precipitarea ADN.
13. Se centrifugheaza proba la 13.000 - 16.000g timp de 3 minute. La sfarsitul acestei
etape ADN-ul trebuie sa fie vizibil ca un mic sediment alb.

14. Se indeparteaza supernatantul si se adaugd un volum de 300 ul de etanol 70% la
temperatura camerei. Se inverseaza usor tubul de cateva ori pentru a spala sedimentul



de ADN si peretii tubului. Se centrifugheaza din nou in aceleasi conditii ca la punctul
13.

15. Se inldturd etanolul evitdndu-se aspirarea sedimentului. Se rdstoarnd tubul pe o
hartie de filtru absorbanta si se permite evaporarea etanolului restant timp de 10-15
minute la temperatura camerei.

16. Se adaugd 100 pl solutie de rehidratare a ADN-ului peste sediment si se
incubeaza proba peste noapte la temperatura camerei sau la 4°C. Alternativ, pentru
rehidratare se poate incuba tubul la 65°C timp de 1 ora.

17. ADN-ul in stare rehidratata se pastreaza la 2-8°C.

Nota

Probele de sdange recoltate pe anticoagulant pot fi stocate la 2-8°C un interval de
maxim doua luni insa cantitatea de ADN obtinuta se va diminua pe mdsurd ce creste
timpul de stocare.

Concentratia, puritatea ADN. Evaluarea va fi efectuatd folosind
spectrofotometrul Eppendorf Biophotometer fiind posibilda maéasurarea in
volume de peste 50 .

Cuantificare ADN:

a. Masuratorile se vor efectua in 50 ul proba ADN;

b. Inregistrarea absorbantelor: 230, 260 & 280 nm;

c. Calculul concentratiei:

A260 x 40 x Factorul de dilutie = Concentratia ug/mi;

d. Determinarea puritatii prin calcularea fractiilor 260/280 si 260/230.
Probele de o puritate acceptata vor avea valori mai mari sau egale cu:
i. 260/280: 1.8;
(o valoare mai mica a raportului 260/280 indica o posibila contaminare
cu proteine);
ii. 260/230 =1.7
(o valoare mai mica a raportului 260/230 indica o posibila contaminare
cu saruri, guanidina, carbohidrati, peptide, fenoli sau alti compusi
aromatici).

Glosar

1. Izopicnic: avand aceeasi densitate.

2. ADN '"crestat”: ADN dublu-catenar cu secvente in care se remarca absenta
legaturilor fosfo-diesterice intre doud nucleotide adiacente de pe aceeasi catend ca
urmare a distrugerii sau actiunii unei enzime.

3. Kit: set de substante destinat unui anumit protocol de lucru.



