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Chromosomea

Chroma lid Chramalid

m DNA
genetik bilgi deposu

ozellikle inaktif DNA
nukleusda c¢ok siki paketli

cevresel, kimyasal ve
fiziksel zararl etkenlere
dayanikli

Bu nedenlerle taze,
dondurulmus, parafine
gomulu dokularda ve
genomik DNA olarak
ekstrakte edildiginde relatif
olarak dayanikli




DNA Ekstraksiyonu

m Tum fiksatifler DNA'ya bir miktar zarar verir

m Ozellikle pikrik asit iceren fiksatifler ve yUksek
konsantrasyonlu asitler DNA'yI parcalar

m Formalinle ideal fiksasyon suresi 12-36 saat
m DNA

taze ve donmus dokudan,
parafine gomullu dokudan,

parafine gomulu veya frozen dokudan hazirlanan
kesitlerden

frozen veya parafine gomulu doku kesitlerinden
mikrodisseksiyon ile alinan hucrelerden

1zole edilebilir.
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DNA Ekstraksiyonu

m Dokulardan DNA ekstraksiyonu icin
kullanilan cok sayida farkli protokol ve ticari
Kit mevcut

m DNA ekstraksiyonunun u¢ ana basamag!
var
Hucrelerin parcalanmasi ( Lysis)
Proteinlerin uzaklastiriimasi ( Purifikasyon)
DNA'nin presipite edilmesi (Presipitasyon)
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Hucre Lizisi

m Dokunun parcalanmasi:
Bisturi ile kUguk parcalara ayirma
Sonikatorle parcalama
Motorlu havan tipi pellet parcalayicilar
Teflon-cam homogenizatorler
Rotor-stator polytron tipi homogenizator
Blender
Likid nitrojende dokuyu dondurup ezme






Lizis buffer

Lizis buffer:

Deterjan

SDS (sodium dodecyl sulfate)— membranlarin eritilmesi ve
proteinlerin denatlrasyonu

Buffer

Tris —( trishydroxymethylaminomethane) —DNA’nin soluble ve stabil
kalmasi

Selasyon ( divalan ve trivalan metal iyonlarinin baglanmasi)
EDTA (ethylenediamine-tetraacetic acid) —DNAaz'larin inhibisyonu

Proteinaz K: peptid baglarinin yikilmasi —DNAaz'larin inhibisyonu
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Lizis Buffer (Hirt Buffer)

m 5.66 gr SDS
1.1 gr Tris
3.5gr EDTA
Distile su ile 1 It'ye tamamla
pH'sInI 7.4° e getir ( genelde 100 pl
10M NaOH vyeterli....)
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Hucre Lizisi

m Lizis buffer ve parcalanmis dokunun
55°C’de su banyosunda bir gece boyunca
inkubasyonu ( 50 mg doku i¢in 2.5 ml lizis
buffer+20mg/ml proteinaz K)

proteinaz K bir serine alkaline protease ve
37°C-60°C arasinda aktif



"
DNA Purifikasyonu

Selluler ve histon proteinlerinin ve hucre
debrisinin uzaklastiriimasi
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Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

m Fenol ve kloroform organik solventler.
Hidrofobik hucre komponentleri bu
solventlere hapsolur: membran
lipitleri,hidrofobik polipeptidler,
polisakkaritler.....

m Her ikisi de guclu denaturasyon ajanlari.
proteinleri denature ederler
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" I
Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

m Lizis buffer icinde DNA'ya 25/24/1 oranlarinda
hazirlanmis Fenol/Kloroform/lzoamilalkol esit
miktarda eklenir ve surekli rotasyon yapilarak 20
dk/ 5 saat karistirilir.

m DNA ekstraksiyonu icin kullanilacak fenol pH
8'de bufferlanmis olmalidir.

( pH 8 phenolde DNA, pH 4.5 phenolde RNA sivi
fazda kalir)
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Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu
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m Fenol; proteinleri ¢cok iyi ayirir ancak ¢ok az da
olsa suda cozunur yani DNA'nizi kontamine

eder

m Kloroform ise suya karismaz ve fenolu de
organik fazda tutar

m |zoamilalkol klorofomu stabilize eder ve yuzey

gerginligini azaltarak ornek ve organik solventler
arasinda kabarcik ve emulsiyon formasyonunu

azaltir.
Fenol irritan ve norotoksik bir maddedir.



m PCI sonrasi sivi fazi yeni bir tupe dikkatle
al ve berrak hale gelince dek 2-3 kez Cl ile
ayni islemi tekrarla
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DNA Presipitasyonu

m Sivi fazdan gelen miktarin Uzerine x2.5 hacimde
-20°C de bekletilmis absolu etanol yada x1
hacimde isopopanol ekle ve tuz (amonium
asetat, sodyum asetat veya lityum kloride)
solusyonu ekle, karistir ve beklet. (etanolden
sonra -20C O/N, -80Cde 1-2 saat,
iIsopropanolden sonda RT de 10-15 dak)..

1/10, 3M sodyum asetat pH5.5
1/2 5M amonium asetat



m S1vI haldeki solusyona %100 etanol
katilinca, solusyon genelillikle %80’in
uzerinde etanol icerir hale gelir, DNA
ancak %65'e kadar olan etanol
solusyonlarina eriyebilir oldugu icin kucuk
partikuller olusturmaya baslar.
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DNA Presipitasyonu

m +4C de sentrifuj, pellatini %70’lik alkolle
yika ( isopraponal sonrasi birkag kez),
etanolu/isopropanolu kurut, pellatini TE

(Tris-EDTA) buffer ya da su ile DNA'yI

37C’de ¢oz.
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m Formalinle fikse paraffine gomulu dokularda
ayni fenol-kloroform ekstraksiyon metodu
dokunu baslangicta ksilol ve azalan
derecelerde etanolle deparafinizasyonu sonrasi
uygulanabillir.
50 mikronluk kesiti tupe al
1 ml ksilen de 45C’de 30 dk iki kez inkube et
%100, %90 ve % 75’lik alkolde Uc¢ kez 30 dk
PBS ile yika

NaSCN( sodyum tiyosiyanat): protein
denaturasyonu

1M NaSCN ile 37C’de bir gece inkubasyon



Kandan DNA izolasyonu

m Toplanan kan EDTA ya da sitratli tupte

alinmis olma
Kirmizi kan

| ve -80C’de saklanmali
nucrelerinin lizisi (sitrat buffer ile

Iki-U¢ kez inkUube et ve supernatanti at)

Kirmizi kan

nucreleri uzaklastiktan sonra lizis

ve ekstraksiyon



m Ekstrakte edilen DNA'nin agaroz jelde
degrade olup olmadiginin kontrol edilmesi
ve spektrofotometre ile konsantrasyonunun
olgulmesi gerekir



Kilobases Mass (ng)

— 100 42

8.0 42

6.0 50
5.0 42

- 4.0 33

3.0 125

2.0 48

1.5 36
- 1.0 42
- 05 42

m Kolayca gorulebilen bir band 20 ng kadar DNA igerir
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DNA ve RNA miktarinin UV
spektrofotometre ile belirlenmesi

m Purin ve pirimidinlerin halka
yapisinin UV absorbsiyonu
DNA ve RNA miktarini
olcmekte kullanilir.

m 260 nm de optik densitesi
(OD) 1 olan cift sarmalli
DNA miktari 50ug/ml, tek
sarmalll DNA ve RNA icin
20 ug/ml
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DNA izolasyonunun basitlestiriimis
yontemlers

m Tuzla ptoteinleri uzaklastirma: Lizis sonrasi sature
tuz solusyonu (6M NaCl ) ile proteinlerin presipite
edilmesi

m Basit kaynatma: Dokunun distile su ile 20 dk
kaynatiimasi

m Chelex 100 ile kaynatma: Selasyon yapan bir resin. Polar
resin taneleri polar selluler komponentleri baglar.

m Basitlestirilmis proteinaz K ekstraksiyonu:

Lizis buffer (50mM KCL, 1.5mM MCI2, 10mM TRIS-HCL,
0.5%Tween 20, pH9 25C’de) ve 200 ug/ml proteinaz K ile 55C’'de 24
saat inkibasyon

10 dk 97C’de kaynatark proteinaz K’nin inaktivasyonu ve14000
rom’de 5 dk sentrifuj ve supernatanti 4C veya -20C’de sakla
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e 7 Hazir Kit Kullanarak
. DNA ekstraksiyonu

m Ticari kitler DNA purifikayonu icin farkli metodlar
. g kullanir. Tam kitlerde hucre lizisi ve protein
denaturasyon basamaklari var. Bazi kitler
DNA'y1 baglamak icin silika-jel bazli kolumlar
icerir. DNA baglanmasini diger komponentleri
uzaklastirmak icin ylkama basamaklari izler ve
DNA elusyonu dusuk tuz iceren buferlarla
yapilir. Diger kitler yuksek konsantrasyonda
tuzla protein denaturasyonu ve alkol

H ezt

Bind DA

i) &l - <l — <l —<wl—§

5 presipitasyonu igerir.

g - m Bir grup kit ise DNA'nin monodisperse manyetik
- partikullere baglanmasi esasina dayanir.

.T..
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Hucrelerdeki total RNA

m Bakterilerde toplam hucre agirhginin %6’sini,
m Gelismis yapili canlilarda ise %1.1 kadarini kapsar
m Memeli hucresi yaklasik 10-15ug total RNA icerir

m Bu miktarin %80-85’i rRNA(28S, 18S ve 5S rRNA), kalan
%15-20°lik miktar ise dusuk molekul agirlikli RNA
turlerini (tRNA, nukleusa ait kuguk RNA'lar) icermektedir

m MRNA total RNA'nin %1-5'ni kapsar



"
= RNA

Duzenlenmis gen ekspresyonunun dinamik
protein translasyonu i¢in gecici olarak bilgi
letir

Sinyalin islevi tamamlaninca durdurulmasi
Kritik onem tasir

Riboz reziduleri 2° ve 3’ pozisyonlarinda
hidroksil grup tasidiklarindan kimyasal olarak
DNA'dan daha reaktiftir ve RNaz ile kolayca
yikilir



m RNaz tum dokularda bulunur ve cevresel etkilere
karsi cok dayanikhdir

m Disulfit baglarindan dolay! uzun sure
kaynatmaya, denaturanlara direnclidir ve
denature oldugunda hizla yenilenebilir

m Aktivitesi icin katyonlara gereksinim

duymadigindan EDTA gibi selatorlerle inhibe
olmaz



RNaz ile Savasi Kazanma Yollari

m Ekzojen RNaz profilaktik tedbirlerin dikkatli
kullaniimasi ile tamamen ortadan
kaldirilabilir.

m Ekzojen RNaz kontaminasyonu en sik:
Kontamine bufferlar
Otomatik pipetleme araclari ile olur



Yontem

Mutlaka eldiven giyilmelidir. Ancak RNaza
karsli mutlak koruma yapmayacagi akilda
tutulmalidir.

RNA kullanimi icin ozel pipet seti ayrilmalhidir

Mumkunse kullanilan tum kimyasallari, |
elektroforez tanklari, diger tum malzemeler;i
sadece RNA calismalarina ayirmak
onemlidir



Yontem

Butun ¢ozeltiler, cam ve plastik egsyalar ozel
yontemlerle hazirlanmalidir

Izolasyonda kullanilacak ¢ozeltiler RNaz
aktivitesini yokeden diefilpirokarbonat
(DEPC) ile hazirlanmalidir

Tris DEPC’I_inaktive ettiginden Tris iceren
cozeltiler DEPC ile hazirlanmamalidir



Yontem

m BazlI cam esyalar icinde %0.1 oraninda
cozunmus DEPC bulunan su ile 2 saat 37
°C’de bekletilir sonra birkac¢ kez steril distile su
ile yikanir ve 15 dakika otoklavlanir

m Cam esyalar 180°C’da 8 saat/300 °C’'da 4 saat
veya kloroform ile yikanarak RNaz inaktive
edilebilir



RNA Ekstraksiyonu

m Hucre ceperi ve membranin parcalanmasi
(lizis)

m Hucre lizatinin santrifijlenmesi (RNA diger
hucresel makromolekullerden ayrilir)



m Guclu denaturanlar: guanidinium HCI veya
guanidium tiosiyanat kullanilir

m Guanidium tiosiyanat homojenatinin dusuk
pH da fenol:kloroform ile ekstrakte
edilmesi (Chomczynski ve Sacchi-1987)



m Dokulardan RNA ekstraksiyonu icin kullanilan
cok sayida farkli protokol ve ticari kit mevcut

m DNA ekstraksiyonuna cok benzer sekilde
phenol-kloroform ekstraksiyonu yapilabilir

m Genomic DNA’in elimine edilmesi asidik
solusyonlarla muamele edilerek saglanir



RNeasy FFPE Procedure

FFPE tissue sections

Total RNA
Genomic DNA

Total RNA
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"—Eluted RNA

Remove paraffin and dry

Lyse with proteinase K digestion
followed by heat treatment

Add Buffer RBC

Remove genomic DNA
with gDNA Eliminator
column

Add ethanol

Bind total RNA to
RNeasy MinElute
column

Wash

Elute
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