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Laboratuvar Teknikleri

Periferik Kandan DNA Izolasyonu

FENOL-KLOROFORM KULLANARAK
DNA IZOLASYONU

1. Az Miktarda Kan Orneginden;

e EDTA iceren tiiplere alinmis olan kan
orneklerinin 500 pLsi 1-5 mL/lik ependorf
tiptine konulur.

e Kan orneklerinin tizerine son hacim 1 mL
olacak sekilde TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA)
tamponu ilave edilir ve daha sonra tlpler
13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

o Ustte kalan siv1 kisim atilir ve {izerine ye-
niden 1 mL olacak sekilde TE tampon ilave
edilir ve yeniden santrifiij edilir. Bu yikama is-
lemi t¢ kez tekrarlanir.

¢ Son yikama igleminden sonra tist faz uza-
klastirilir ve pellet tizerine 80 pL %10 sodyum
dodesil stlfat (SDS), 90 pL. 1 M NaCl ve 10
pg/UL proteinaz-K ilave edilir. Son hacim, TE
tamponu kullanilarak 500 pL'ye tamamlanir.

e Ornekler 56°C’de 90 dakika inkiibe edilir.

¢ Inkiibasyon sonunda tiiplerin iizerine tii-
plin icindeki hacime esit miktarda fenol-kloro-
form (250 pL fenol ve 250 pL kloroform) ilave
edilir.

e Tipler 2500 rpm’de 2 dakika santrifij
edilir.

e Ustte kalan DNA iceren tabaka yeni bir
tipe aktarilir ve tizerine DNAnin c¢okelmesi
icin saf etil alkol ilave edilir.
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e DNA santrifiij edilerek c¢oktirtildikten
sonra, Uzerindeki alkol tamamen uzaklastirilir
ve %70’lik etil alkol ilave edilir.

e Santrifiij edilerek DNA c¢oktirtldikten
sonra alkol uzaklastirilir ve tamamen kuruma-
s1 saglandiktan sonra DNA peletin buiytukligii-
ne gore 100-500 pL steril distile su igerisinde
¢cOzulir.

2. 8-10 mL Kan Orneginden;

e Her hasta i¢in, 8-10 mL EDTAlx1 kan 50
mLlik etiketlenmis falkon tiipe bosaltilir. 35-
40 mLye kadar TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA)
ilave edilir. 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij
edilir.

e Falkon tlipte 5 mL kalacak sekilde fazlasi
cektirilir veya yavasca dokiiliir. Ustiine 25 mL
TE eklenir ve karigtirilir. 4000 rpm’de 4 dakika
santrifiij edilir.

e Tipte b mL kalacak sekilde fazlasi cektiri-
lir ve 15 cc'ye TE ile tamamlanir, karigtirilir.
4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilir.

* Uc yikamadan sonra, alt taraftaki bulutum-
su tabaka ve pelet kalacak sekilde tist kisim ati-
lir. Vortekslenerek peletin ¢6ziinmesi saglanir.

e 1.6 mL %10 SDS 1.8 mL 1M NaCl ilave
edilir ve vortekslendiklen sonra tizerine 2.5 mL
TE eklenir ve karigtirilir.

e Uzerine 65 mL proteinaz-K (10 mg/mL)
ilave edilir.
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e En az 2 saat 56°C’de Benmari’de bekletilir
her 30 dakikada bir karistirilir veya hiicreler
yeterince parcalanip viskoz sivi olusmamigsa
bir gece boyu 37°C’de inktibe edilir.

» Uzerine 5 mL tris ile satiire edilmis fenol
eklenir ve karigtirilir. Siit beyazi bir renk olusur.

* Uzerine 5 mL kloroform eklenir ve karigti-
rilir. Bes dakika +4°C’de buzdolabina konulur.

¢ 2500 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir.

¢ Pipet yardimiyla ust fazdan alip 15 mLlik
falkon tiiplere aktarilir. Bu kisim su gibi berrak
olmali, kahverengi (fenol) asla karigsmamalidir.

e Falkona aktarilan DNA'y1 iceren fazin iis-
tiine 15 mL'ye kadar %100 soguk etanol ilave
edilir. Alt st edilerek karigtirilir. DNA sarmal-
lar1 ciplak gozle bile goriilebilir hale gelir.

e 10 dakika -20°C’de bekletildikten sonra
4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilir.

« Ustteki alkol uzaklastirilir ve dipteki DNA
tizerine 5 mL %70’lik soguk alkol eklenir.

® 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.
e Alkol tamamen uzaklastirilir.

e Tam olarak kuruduktan sonra tiizerlerine
0.5-1 cc distile steril su eklenir. DNA ¢o6ziilene
kadar oda 1s1sinda bekletilir.

3. Tuzla Coktiirme Yontemi

e 8-12 mL eritrosit lizis soliisyonu tizerine 1
mL tam kan ilave edilir ve alt {ist edilir.

e 3000-4500 rpm’de 5 dakika cevrilir.

e Silipernatan dokiliir ve tizerine 850 pL
niiklei lizis eklenir (istenirse 10 pg/mL prote-
inaz-K konabilir).

e Vortekslenir (20 dakika stliresince her 4 da-
kikada bir vortekslenir) alternatif olarak 10-15
dakika stireyle pipetaj yapilir veya istenirse bir
gece 40-60°C’de inkiibe edilir.

¢ 850 pL kloroform eklenir ve vortekslenir.

¢ 1.5 mL-2.0 mLlik ependorf tlipe aktarilir.

e 12.000-13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilir.

e Siuipernatan alinir (iist faz) 1 mL %100 etil
alkol icine aktarilir.

e Alt st edilir ve DNA gozle gorilir hale
getirilir.

¢ 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir.

e Stipernatan dokilip %70’1lik alkolde yika-
nir ve 13.000 rpm de 3 dakika santrifiij edilir.

e Siipernatan dokulur ve tiipler kurutma
kagidina ters c¢evrilerek kurutulur.

e Uzerine 200-300 pL steril distile su veya
10 mM Tris eklenir.

e Vortekslenir ve oda 1sisinda veya 37°C’de
1-2 saat inktibe edilir.

e Tekrar vortekslenir.

e Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza
edilir.

4. Gerekli Soliisyonlar

¢ Eritrosit lizis soliisyonu
(hipotonik soliisyonu)

20 x eritrosit lizis tamponu (3.1 M NH,CI,
0.2 M KHCOg, 20 mM EDTA, pH:7.4)

¢ Niiklei lizis soliisyonu

Tris EDTA, pH: 8.0 1 mL, NaCl, 5 M 8 mlL,
EDTA, 0.5 M 0.4 mL, dH,O ile 100 mLye ta-
mamlanir.
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