ESTRAZIONE DEL DNA/RNA

* Prelievo di tessuto o sangue

* Lis dellecellule in una soluzione tampone
contenente detergenti cationici (CTAB) o
anionici (SDS) e agenti denaturanti quali
urea e beta-mercaptoetanolo.

* Eliminazione delle proteine ed altri
componenti lipofili con fenolo e/o fenolo
cloroformio




ESTRAZIONE DNA/RNA

Centrifiugazione per formare doppia fase
Prelievo fase acquosa

precipitazione con alcoli (isopropanolo od
etanolo)

Centrifugazione e recupero del precipitato
che viene solubilizzato in acqua ed analisl
Su gel




Metodi alternativi

|1l cellule in tampone di lis
_egame su colonnina a scambio ionico

_avaggi con soluzioni saline adiversa
concentrazione (contenenti etanolo)

Eluizione dalla colonna con acqua
Analis su gel




ANALISI DNA

e Corsadettroforetica . .
 Polimerase Chan

. Digesti_or_me con enzimi Reaction (PCR) e
di restr|_2| one e successiva anaisi su
successva. gel di agarosio
elettrofores

* Digestione DNA,
elettrofores,

trasferimento su filtro
ed ibridazione
(SOUTHERN)




ANALISI RNA

e Corsadettroforetica .
* Trascrizionelnversae

* Elettroforesi, Polimerase Chain
trasferimento su filtro Reaction (RT-PCR)

ed ibridazione seguita da analisi su
(NORTHERN) gel di agarosio




PROCEDURA DI ESTRAZIONE

Lyse,

hom enize,
& ad

ethanol

Bind total
RMNA o RNeas
membrane

Ready-to-use RMNA




PROCEDURA DI ESTRAZIONE

DA extrertien

i Temm=ier it R T

| 2 CTARD - piharis b 5 mae Tk

lrcubwie ai H5%5
Tow | Hamgr L
Z Augquecesi [rlass
' ioa - (DR A, BN A, peoarinn]
Sy Ll ERErasl .
s
Cell debrs

Testinlcr (he i
Al 2kl i P x Loninfugs
il ehlrnlcamn PRaE b [ acie $ikas

L eniimeuge

lamicrimce
{comulaled] piedein

T e - i
Lractlfeir (fe sgpusroess Add el oy eEanael | _| Lesnimlupe

I"rh=ni]

oliEsE Tik & re Duidee
I Ba il

= o E S T e

lnleracs - Ikl avecrsaghi -
| |I Lemmasinliai s pa e o b : ina lreerer " Ilﬁ{ :"'"I""l"‘""l i -__H.
| T = k== .
II _|I - I.i;_|' Concrenmisil _IJI 5"-_

[ f o 7 LA saluisnn Irecigsimied
IS

Ayl
Ceninfuge 70 % cald eihanol |

(W LTRS TR e S e

i BOPE A gl bice

F e nadeg] ik




APPARATO PER ELETTROFORESI DI DNA/RNA




APPARATO PER ELETTROFORESI DI DNA/RNA
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APPARATO PER ACQUISIZIONE CORSE ELET TROFORETICHE
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ENZIMI DI RESTRIZIONE

> I‘I1Ig,r‘e M Iy |

#R0610S 1,000 units
#R0610L 5,000 units

Msc |

#R0534S5 250 units
#R0534L 1,250 units

for high (5X) concentration, order #R0534M (1,250 unils)

5 . . TG A . ..3
3...ACCKGEGT...5

#R0163S 250 units
#R0O163L 1,250 units

..CCTC (N),Y..
.GGAG (N), ...

> e Mse |

#R0525S 500 units
#R0525L 2,500 units
for high (5X) concentration, order #R0525M (2,500 unils)

5 .. TTAA...3"
3. ..AATT...5
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SOUTHERN/NORTHERN BLOT

stack of papar towals ramove nitrocellulose

paper with tightly bound DMA
(C}
restriction ; Y nitrocelluloss
nucleass S— ; paper gel

labalad DMNA
of known sizes as
sire markers

Spange LABELED DMNA PROBE

alkali solution y HYBRIDIZED TO
' SEPARATED DNA e
DNA FRAGMENTS SEPARATED SEFARATED DNA FRAGMENTS BLOTTED

f_#_ﬂ-r' plastic
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SOUTHERN/NORTHERN BLOT

DNA

Cleave with
restriction enzymes

Nitrocellulose Autoradiogram

Filter Nitrocellulose Hybridize with
paper labeled DNA or

Gel
/ RNA probe

Alkaline solution

Capillary action transfers
ONA fram gel to nitrocellulose
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