SICUREZZA

A. Sostanze chimiche

Numerose sostanze chimiche usate in laboratorio sono pericolose. E’ necessario leggere con cura le informazioni fornite dal produttore prima di usare una nuova sostanza e nel caso di esposizione accidentale o fuori-uscita del prodotto dal contenitore.

Le seguenti sostanze devono essere particolarmente considerate:

Fenolo 

può causare gravi ustioni

Acrilamide 

potenziale neurotossina

Bromuro di etidio 
mutageno e potenziale cancerogeno

Essi non sono dannosi se manipolati in modo appropriato: in particolare, usare sempre guanti e non pipettare mai a bocca.

B. Radioattività

Usare sempre dosimetri e controllare l’area di lavoro tutti i giorni

Indossare sempre guanti, possibilmente doppi, e camice

Non pipettare a bocca

Non mangiare, bere o fumare nel laboratorio

Identificare tutto il materiale radioattivo con apposite etichette

Usare sempre schermo di plexiglass e maschera protettiva in caso di lavoro con P32

Smaltire i rifiuti correttamente

Controllare sempre l’area di lavoro, quando si è finito di lavorare.

C. Radiazioni ultraviolette

L’esposizione alla luce ultravioletta può causare cherato-congiuntiviti acute.
Poiché la retina non può individuare gli UV, questi possono causare gravi danni oculari, senza provocare sintomi fino a 30 min/24 h dall’esposizione. Occorre indossare sempre occhiali o maschere protettivi.

D. Elettricità

Il voltaggio usato per l’elettroforesi può essere sufficiente a causare elettrocuzione. Spegnere sempre l’alimentatore prima di rimuovere il gel.
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECOLARE

2° ANNO-1° SEMESTRE

C.d.L. BIOTECNOLOGIE

AA. 2010/2011
1° LEZIONE: ESTRAZIONE DNA GENOMICO

L’estrazione di acidi nucleici è il primo passo nelle applicazioni di biologia molecolare.

Esiste una miriade di metodi, tra i quali la scelta si effettua in base a:

· tipo di acido nucleico (ssDNA, dsDNA, RNA totale, mRNA, etc.)

· fonte (tessuti animali o vegetali, eucarioti, procarioti, virus)

· materiale di partenza (organo intero, tessuto, coltura cellulare, sangue, etc.)

· risultato desiderato (quantità, purezza, tempo richiesto)

· applicazione prevista post-estrazione (PCR, cloning, marcatura, restrizione enzimatica, southern blotting, RT-PCR, sintesi di cDNA.

Una buona preparazione di DNA genomico è alla base della buona riuscita di qualunque analisi di biologia molecolare. Inoltre poiché il DNA è una molecola molto lunga, sottile, fragile e sensibile alle forze meccaniche, è molto difficile recuperarlo in forma intatta, per quanta cura si ponga nel maneggiarlo. Tuttavia, normalmente è sufficiente che durante la purificazione il DNA si mantenga in frammenti di 50-100 kilobasi (kb) per poter effettuare qualsiasi analisi successiva. Il DNA può essere estratto da qualsiasi tessuto o cellula nucleata. 
Accanto alle metodiche classiche utilizzate per l’estrazione del DNA come l’estrazione Fenolo/Cloroformio e il “Salting Out”, esistono svariati kit commerciali che hanno il pregio di accorciare notevolmente i tempi di purificazione a scapito però della resa finale.

ESTRAZIONE FENOLO/CLOROFORMIO

La prima fase dell’estrazione prevede la lisi delle cellule con opportuni tamponi contenenti detergenti (SDS, Triton X-100) e con Proteinasi K, allo scopo di solubilizzare le membrane, complessare le proteine ed estrarre gli acidi nucleici. La proteinasi K ha la specifica funzione di digerire le proteine.
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La seconda fase prevede la duplice estrazione Fenolo/Cloroformio, la quale ci permette di separare una componente organica inferiore, contenente proteine, da una fase acquosa superiore, contenente gli acidi nucleici. All’interfaccia, le proteine denaturate e in parte dissolte dal fenolo, formano uno strato bianco.
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La terza fase ci permette di eliminare l’RNA mediante trattamento con RNasi.

La quarta fase prevede la precipitazione del DNA in etanolo assoluto in presenza di Sali: tale precipitazione in presenza di concentrazioni relativamente alte di ioni monovalenti (100-500mM) è indispensabile per concentrare le soluzioni di DNA ed eliminare i residui di Fenolo e Cloroformio.

La quinta fase prevede un breve lavaggio in etanolo al 70% che permette di rimuovere gran parte dei cationi monovalenti che possono interferire con le successive analisi molecolari.

METODO DEL “SALTING OUT”

Questo metodo prevede la lisi delle cellule mediante tampone di lisi classico e il trattamento con la Proteinasi K allo scopo di estrarre gli acidi nucleici e degradare le proteine presenti che vengono allontanate mediante precipitazione con i Sali. Infine mediante trattamento con etanolo si ottiene la precipitazione del DNA.

La precipitazione delle proteine mediante “salting out” è uno dei metodi più utilizzati e sfrutta il principio secondo il quale la solubilità delle proteine in soluzione dipende dalle loro caratteristiche chimico-fisiche, dalla temperatura, dal pH e dalla concentrazioni salina o forza ionica. A basse concentrazioni di Sali, la solubilita’ delle proteine aumenta lentamente (salting in), mentre ad alte concentrazioni di Sali, la solubilita’ delle proteine diminuisce bruscamente (salting out) causando la precipitazione delle stesse.
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“PROPOSTE COMMERCIALI”

Da anni il mercato propone e perfeziona sempre più soluzioni alternative rapide, facilmente automatizzabili e in grado di dare risultati riproducibili. Tali proposte sono diversificate soprattutto in funzione del tipo di acido nucleico che si vuole purificare (DNA genomico, oligonucleotidi, prodotti di PCR, DNA plasmidico, RNA, ecc…).

Per estrarre acidi nucleici in maniera efficiente è necessario sciegliere il kit adeguato al campione utilizzato, all’acido nucleico da estrarre ed alla tipologia di esperimenti che seguono all’estrazione. Altri parametri da valutare sono il numero e la dimensione dei campioni da analizzare ed il tempo che si vuole impiegare.

La maggior parte dei Kit commerciali si basano sul principio della cromatografia. 
1. Cromatografia per gel filtrazione: si separano le molecole di interesse in base alle loro dimensioni. La matrice è costituita da particelle sferiche porose (Polidestrano “Sephadex”, poliacrilamide “Sephacryl o Biogel”, agarosio “Sepharose”). 

E’ il tipo di cromatografia più utilizzata e sono a disposizione colonnine di diversa grandezza pronte all’uso e sterili che permettono di purificare DNA a singolo o doppio filamento oppure RNA.

Le molecole più grandi delle dimensioni dei pori della matrice verranno eluite dalla colonna, mentre le molecole più piccole (DNA, RNA) saranno trattenute all’interno della matrice stessa; per questo è raccomandabile che ci sia una differenza di almeno 3 volte tra le dimensioni dell’acido nucleico di interesse e quelle dei contaminanti. Inoltre la dimensione dei pori della matrice viene scelta in base al range di separazione e l’applicazione.

2. Cromatografia a scambio ionico: si separano le molecole di interesse in base alla loro carica. La matrice della colonna consiste di una resina dotata di carica negativa (Cromatografia a scambio cationico) o positiva (Cromatografia a scambio anionico) e le molecole caricate sulla matrice saranno o meno adsorbite dalla resina a seconda della loro carica complessiva e delle condizioni di pH e forza ionica del campione. Le molecole trattenute dalla colonna vengono poi rilasciate quando si modificano in modo opportuno le caratteristiche del tampone. Nella purificazione di acidi nucleici, carichi negativamente, è utilizzata solo la cromatografia a scambio anionico (ad esempio, DEAE cellulosa).
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3. Cromatografia per affinità: si separano le molecole di interesse in base alla loro elevata affinità per un gruppo chimico o una macromolecola immobilizzata sulla matrice inerte della colonna. Queste saranno captate e legate alla matrice e verranno rilasciate modificando il tampone (ad esempio, purificazione del mRNA poliA+ con oligo dT cellulosa).

BIGLIE MAGNETICHE

Alcuni metodi commerciali utilizzano particelle magnetiche che agiscono come fase solida attorno a cui precipita l’acido nucleico in particolari condizioni e non necessitano quindi di alcun passaggio di centrifugazione e filtrazione. Infatti, dopo una fase iniziale di lisi, non è prevista digestione con proteinasi K, ma si fa avvenire il legame tra le molecole di DNA e le biglie magnetiche. Si attiva una piastra magnetica che attira a se le biglie caricate con il DNA, mantenendole sul fondo del tubo, in modo da poter aspirare agevolmente il surnatante contenente i contaminanti. Successivamente, le biglie vengono sottoposte a vari lavaggi rapidi per eliminare ulteriori contaminanti e Sali. Il DNA eluito dalle biglie utilizzando opportuni buffers, viene risospeso per essere utilizzato.
DA RICORDARE
Decontaminazione ed inibizione delle ribonucleasi

L’RNA è più suscettibile del DNA alla degradazione. A differenza delle DNasi che richiedono ioni metallici per la loro attività e sono termolabili, per cui sono facilmente inattivate da agenti chelanti e dalla sterilizzazione in autoclave, le RNasi non hanno virtualmente bisogno di cofattori, resistono all’ebollizione prolungata e alla sterilizzazione in autoclave e sono attive entro un ampio range di pH.

Fonti di RNasi in laboratorio

· autoclavare tamponi e soluzioni non inattiva le RNasi, anzi può introdurle nei reagenti, per es. liberandole dai corpi batterici contaminanti.

· lavorare senza guanti può introdurre nelle soluzioni RNasi batteriche e cellulari.

· batteri veicolati dall’aria possono sedimentare sulla superficie delle soluzioni, portando con sè RNasi

Precauzioni anti-Rnasi

Le RNasi possono essere inattivate dall’agente alchilante dietil pirocarbonato (DEPC), che modifica i residui di istidina necessari per l’attività catalitica.

La contaminazione da RNasi può anche essere evitata usando soluzioni e materiale sterile monouso RNasi-free.

E’ importante:

· indossare sempre guanti

· mantenere un’area di lavoro separata, dedicata all’RNA, con dotazione di pipette, puntali, provette, reagenti e tamponi esclusivi. Ciò è importante particolarmente, se nelle stesso laboratorio si usa RNasi A per estrazione di DNA.

· L’eventuale vetreria può essere decontaminata a 180°C per parecchie ore.

QUANTIFICAZIONE DNA
Ottenuto il DNA, è necessario quantificarlo e valutarne la purezza mediante lettura allo spettro fotometro, eseguendo letture a 320, 230, 280 e 260 nm.

La concentrazione del DNA si ricava dalla Assorbanza a 260nm utilzzando la legge di Lambert-Beer: sperimentalmente si è notato che 50 g/ml di DNA a doppia elica hanno un assorbimento (λ 260) di ~ 1.0 (in cuvette di quarzo di 1 cm di lato) (40 g/ml per l’RNA) e viene definita “costante fissa”.

[DNA]ug/ml =    A260 x 50ug/ml       x fattore di diluizione


 


   1Unità assorbimento
La purezza del DNA si ricava dai rapporti tra le Assorbanze a 260, 280 e 230 nm. 

Il rapporto A260/A280 ci permette di valutare la contaminazione da proteine, il valore ottimale è per il DNA intorno a 1,8, per l’RNA intorno a 2. 

Il rapporto A260/A230 ci permette di valutare la contaminazione da carboidrati e fenoli (solventi organici), il valore ottimale è uguale a 2,2.

In alcuni casi si legge anche l’Assorbanza a 320 nm: a questa lunghezza d'onda non assorbono nè acidi nucleici nè proteine, quindi l’Assorbanza dovrebbe essere zero o comunque meno del 5% dell’Assorbanza a 260 nm, altrimenti vuol dire che il campione (o la cuvetta) è molto sporco e non è possibile fare una lettura accurata.

COME PROCEDERE:

· Impostare lo spettrofotometro sulla lunghezza d'onda di 260 nm.

· In una cuvetta di quarzo o usa e getta apposita (per lettura UV) porre 1ml di acqua (bianco) ed effettuare la lettura del bianco.

· Preparare in una nuova cuvetta 998ul di acqua e 2 ul della soluzione di DNA plasmidico (diluizione 1:500).

· Miscelare delicatamente con una pipetta da 1000. 

· Introdurre la cuvetta nello spettrofotometro e leggere l'assorbanza (A) a 260 nm. 

· Tornare sul bianco spostare la lunghezza d'onda a 280nm. Effettuare la lettura del bianco. 

· Passare al campione e leggere l'A a 280 nm. 

· Coi risultati ottenuti, calcolare la concentrazione di DNA mediante la formula apposita
· Calcolare il rapporto delle letture a 260nm e 280nm. Tale rapporto dovrebbe essere >= 1,8 (DNA) o circa 2 (RNA) per una preparazione pura. Se il rapporto è < di tale valore significa che è presente una contaminazione da parte delle proteine. 

LA NOSTRA ESPERIENZA: 
· ESTRAZIONE DI DNA GENOMICO DA LINEE CELLULARI IMMORTALIZZATE, 
· ANALISI QUANTITATIVA E QUALITATIVA DEL DNA ESTRATTO
METODICA: SALTING OUT

WIZARD® GENOMIC DNA PURIFICATION KIT, PROMEGA

Le cellule sono state staccate dalla plastica con metodo chimico, cioè mediante l’utilizzo dell’enzima TRIPSINA, sedimentate per centrifugazione (1200 rpm per 5 minuti o 13.000-16000xg per 10 secondi = pellettare) e lavate 1 volta con PBS (phosphate buffered saline) e pellettate.
Sono state poi aliquotate alla concentrazione di 1,5*106 cellule. 
Procederemo ora all’estrazione del DNA genomico seguendo fedelmente la metodica che ci viene fornita dalla ditta produttrice del KIT. 

1. Aggiungere 600 µl di “Nuclei Lysis Solution” e risospendere molto bene il pellet cellulare quindi fino alla scomparsa dei clamps cellulari visibili.
2. Lasciamo in ghiaccio 10 minuti per facilitare la lisi.
3. Aggiungere 3 µl di “RNase Solution” al lisato e mescolare per inversione 3-5 volte. 

4. Incubare a 37°C per 15-30 minuti. 

5. Raffreddare il campione a temperatura ambiente per qualche minuto.

6. Aggiungere al campione 200 µl di “Protein Precipitation Solution” e vortexare vigorosamente per 20 secondi. Raffreddare il campione in ghiaccio per 5 minuti.

7. Centrifugare a 13000-16000 rcf per 4 minuti a RT. Il precipitato proteico formerà un pellet biancastro

8. Rimuovere delicatamente il sopranatante contenente il DNA e trasferirlo in una eppendorf da 1.5ml pulita contenente 600 µl di isopropanolo a temperatura ambiente.

9. Mescolare delicatamente per inversione la soluzione fino a che non comparirà la medusa di DNA.

10. Centrifugare a 13000-16000 rcf per 1 minuto a temperatura ambiente, il DNA formerà un piccolo pellet biancastro ben visibile sul fondo. Con cura rimuovere il sopranatante.

11. Aggiungere 600 µl di Etanolo al 70% e delicatamente invertire il tubo alcune volte per lavare il DNA.

12. Centrifugare a 13000-16000 rcf per 1 minuto a temperatura ambiente.

13. Scartare il sopranatante facendo molta attenzione a non perdere il DNA: in questo passaggio è molto delicato.

14. Rovesciare il tubo a testa in giù su un tovagliolo assorbente e lasciare asciugare all’aria il pellet per 10-15 minuti.

15. Aggiungere 100 µl di “DNA Rehydration Solution”, lasciare reidratare per 1h a 65°C oppure in ruota per tutta la notte a 4°C. Il DNA estratto va conservato a 4°C.
ANALISI QUANTATIVA E QUALITATIVA DEL DNA GENOMICO ESTRATTO

· Diluiamo il DNA in acqua ultrapura per la lettura allo spettrofotometro.

· Leggiamo il bianco per la sottrazione del background.

· 2 µl DNA in 998 µl acqua ultrapura 

· Calcolare il fattore di diluizione: corrisponde a ………… 
· Facciamo letture alle diverse lunghezze d’onda e calcoliamo la concentrazione del DNA.
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	λ280
	260/280
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CORSA ELETTROFORETICA SU GEL D’AGAROSO DEL DNA GENOMICO

Preparo il campione per la corsa elettroforetica:

· 10l DNA genomico

· 2l colorante “loading sample buffer” 6X
Marker lambda ( /HindIII n°2:

· 2l Marker 

· 8l acqua ultrapura

· 2l colorante “loading sample buffer” 6X
PROTEINASI K


La Proteinasi K è una proteasi della famiglia delle subtilisine isolata dal fungo saprofita Tritirachium album ed è particolarmente adatta per digestioni che avvengono in tempi brevi. Possiede una alta e specifica attività che rimane stabile all’aumentare della temperatura e dei valori di pH con un incremento sostanziale a temperature elevate. Per lavorare, questo enzima deve legare due ioni calcio, mentre il calcio libero in soluzione non è essenziale per l’attività enzimatica. Questo implica che l’attività della proteinasi K non è inibita dalla presenza dei chelanti degli ioni bivalenti come l’EDTA.





PRINCIPIO DEL “SALTING OUT”.


La solubilità delle proteine dipende fortemente dalla concentrazione salina (forza ionica) della soluzione. Esse sono scarsamente solubili nell’acqua pura e la loro solubilità aumenta all’aumentare della forza ionica cioè man mano che si istaurano delle interazioni tra gli ioni organici e la superficie delle proteine (salting in). Ad elevate concentrazioni saline, diminuisce l’idratazione sulla superficie a causa delle interazioni tra gli ioni salini e l’acqua portando alla aggregazione ed alla precipitazione delle molecole proteiche (salting out). Quindi, aggiungendo un sale come l’ammonio solfato (NH4)2SO4 è possibile separare le proteine da una miscela sfruttando la diminuzione della loro solubilità (frazionamento).
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When the salt concentration is increased, some of the water molecules are attracted by the salt ions, which decreases the number of water molecules available to interact with the charged part of the protein. As a result of the increased demand for solvent molecules, the protein-protein interactions are stronger than the solvent-solute interactions; the protein molecules coagulate by forming hydrophobic interactions with each other. This process is known as salting out.











