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                        ΘΕΩΡΗΤΙΚΕΣ ΕΠΙΣΗΜΑΝΣΕΙΣ –ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA
         Οι ερευνητές πάντα επιθυμούσαν να βρουν μια διαδικασία με την οποία θα μπορούσαν με τη μέθοδο της τσιμπίδας να συλλέξουν από ένα διάλυμα τα μόρια που επιθυμούσαν. Η απομόνωση του DNA είναι αυτό ακριβώς: εμπλουτισμός με τη μέθοδο της τσιμπίδας. Αυτό συμβαίνει γιατί το DNA είναι μακρομόριο. Τα μόρια  αγκιστρώνονται πάνω στη ράβδο από τα άκρα τους και καθώς τυλίγονται, παρασύρουν και άλλα μόρια. Έτσι καταφέρνουμε  να συγκεντρώσουμε μια μεγάλη ποσότητα από αυτά πάνω στη ράβδο. Τα πειράματα αυτά στηρίζονται στην εργασία του Marmour (1961).

     Για την απομόνωση  των μακρομορίων πρέπει να αντιμετωπιστούν τρία προβλήματα: πρώτο το σπάσιμο  των μεμβρανών, δεύτερο  τη δράση των ενζύμων που ελευθερώνονται, η οποία πρέπει είτε να ανασταλεί είτε να καταστραφεί και τέλος να χρησιμοποιηθεί μια διαδικασία συλλογής των μακρομορίων από ένα υδατικό διάλυμα που περιέχει θραύσματα μεμβρανών ,πρωτεΐνες, RNA και ένζυμα.  

    Συνήθως στα πειράματα συναντάμε τις παρακάτω διαδικασίες ανάλογα με τον ιστό που επιλέγεται σαν πειραματικό υλικό και τον διαθέσιμο εξοπλισμό.

     Στην περίπτωση των φυτικών κυττάρων, τα κυτταρικά τοιχώματα καταστρέφονται εύκολα τοποθετώντας το υλικό στο μπλέντερ. Κατά τη διαδικασία όμως αυτή το ανακάτεμα πρέπει να είναι σύντομο  διότι  τα μόρια του DNA σπάζουν σε μικρά κομμάτια, γεγονός που καθιστά δύσκολη τη συλλογή του με τη γυάλινη ράβδο αργότερα. Η ίδια διαδικασία μπορεί να ακολουθηθεί και στην περίπτωση ζωικού ιστού, ανάλογα με το είδος, με στόχο την ήπια ομογενοποίηση του ιστού. Η διαδικασία είναι αποτελεσματική για το σπάσιμο των κυττάρων διότι αναπτύσσονται δυνάμεις που βοηθούν το διαχωρισμό των μορίων.   

     Στο διάλυμα ομογενοποίησης  μπορεί ,ανάλογα με το πρωτόκολλο, να προστεθούν: 

· Το EDTA (αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ)  δεσμεύει τα ιόντα Mg++, απαραίτητος συμπαράγοντας για τη λειτουργικότητα των  νουκλεασών, που αποικοδομούν το DNA. Έτσι τα μόρια διατηρούνται άθικτα.

· Ένα ανιονικό απορρυπαντικό όπως το SDS (δωδεκανικό θειικό νάτριο), σαν απορρυπαντικό διασπά τις λιπιδικές στιβάδες μειώνοντας τις υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις, με αποτέλεσμα να διαλυθούν οι μεμβράνες. Σαν αποδιατακτικός παράγοντας, επιβραδύνει τη δράση των νουκλεασών και παράλληλα συντελεί στην καταβύθιση των νουκλεοπρωτεϊνών ώστε να απελευθερωθεί το DNA στο διάλυμα εξουδετερώνοντας τα θετικά φορτία τους (αποδιατακτική και απορρυπαντική δράση). 

· Ένα διάλυμα NaCl 5Μ επιτρέπει στα μόρια  του DNA να πλησιάσουν μεταξύ τους διευκολύνοντας με αυτόν τον τρόπο την καταβύθιση τους  με την προσθήκη αλκοόλης. Επιπλέον τα ιόντα Na+ συνδέονται με τις φωσφορικές ομάδες του DNA έτσι εξουδετερώνεται το ηλεκτρικό φορτίο των μορίων.

· Η προσθήκη πρωτεάσης έχει σαν αποτέλεσμα την απενεργοποίηση των κυτταροπλασματικών ενζύμων και την καταστροφή των ιστονών που έτσι απομακρύνονται από το DNA. Επίσης αυξάνεται η ποσότητα του DNA που απομονώνεται.

· Η προσθήκη ενός ρυθμιστικού διαλύματος διατηρεί το pH του διαλύματος σε ένα επίπεδο που διατηρεί το DNA σταθερό.

· Εναλλακτικά χρησιμοποιείται διάλυμα υγρού σαπουνιού και διάλυμα χλωριούχου νατρίου.

Στη συνέχεια μπορεί να απαιτείται θερμική επεξεργασία σε υδατόλουτρο με θερμοκρασία μέχρι 600  C ( σε μεγαλύτερη θερμοκρασία το  DNA αποδιατάσσεται) προκειμένου αφενός,να μετουσιωθούν οι νουκλεάσες και να γίνουν ανενεργές και από την άλλη μεριά να εξασθενήσουν οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις στα μόρια των μεμβρανών ώστε να διαλυθούν.

       Η μεταφορά του υλικού στη συνέχεια σε πάγο μέχρι να φτάσει η θερμοκρασία του στους 100C συντελεί στην καθίζηση των νουκλεοπρωτεΪνών  μαζί με το απορρυπαντικό.
       Η παγωμένη αλκοόλη δημιουργεί μια  διακριτή στιβάδα πάνω από την υδατική φάση που έχει μεγαλύτερο ιξώδες. Το DNA δεν διαλύεται στην αλκοόλη.  Η προσθήκη παγωμένης αλκοόλης έχει σαν αποτέλεσμα να δημιουργούνται συσσωματώματα των μορίων DNA, με αποτέλεσμα να αναδύεται μετά από ήπια ανάδευση στην αλκοολική φάση. Έτσι επιτυγχάνεται η καθίζηση  του DNA και η συλλογή  του, με την μορφή ινών, σε αντίθεση με τα άλλα μακρομόρια τα οποία  δεν  σχηματίζουν μεγάλες ίνες. 

    Το DNA συλλέγεται περιστρέφοντας μια γυάλινη ράβδο                                                                             η  ένα ξύλινο καλαμάκι που η άκρη του έχει μετατραπεί σε θύσανο κάνοντας κυκλικές κινήσεις.
                                                           ΣΥΖΗΤΗΣΗ
 Μετά την αρχική επεξεργασία για το σπάσιμο των κυττάρων, οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις μειώνονται με την προσθήκη  SDS και με τη θερμική επεξεργασία στους 600 C.
Τα κυτταροπλασματικά ένζυμα καταστρέφονται με τις πρωτεάσες και μετουσιώνονται με τη θερμική επεξεργασία.

Οι νουκλεάσες χάνουν τη λειτουργικότητα τους με την προσθήκη EDTA , επιβραδύνεται η δράση τους με το SDS και μετουσιώνονται με τη θερμική επεξεργασία.
Οι  νουκλεοπρωτεΐνες απομακρύνονται από το DNA με την εξουδετέρωση των θετικών φορτίων τους, καταστρέφονται με τις πρωτεάσες και καταβυθίζονται με τη βοήθεια του απορρυπαντικού.
Όλες οι πρωτεΐνες καταβυθίζονται στο υδατικό διάλυμα μαζί με τα RNA στα οποία οι δεσμοί υδρογόνου επειδή είναι ενδομοριακοί, καταστρέφονται και έτσι δεν σχηματίζουν ινίδια. 

Στις συνθήκες των πειραμάτων επειδή η θερμοκρασία δεν είναι μεγαλύτερη των 
600 C και το pH διατηρείται σταθερό με το ρυθμιστικό διάλυμα, τα μόρια του DNA  δεν αποδιατάσσονται .Διατηρούν το μέγεθος τους και παραμένουν άθικτα με την απενεργοποίηση των ενζύμων. Πλησιάζουν μεταξύ τους με την προσθήκη του διαλύματος NaCl και έτσι γίνεται ευκολότερη η συλλογή τους από την αλκοολική φάση μετά την προσθήκη της παγωμένης αλκοόλης με τη μορφή ινιδίων. 
                                       Προτάσεις για συζήτηση με τους μαθητές
1. Πως μπορεί να αποδειχθεί ότι το υλικό που συλλέξαμε είναι DNA;  Εξετάζουμε τη δυνατότητα απόδειξης ότι το υλικό μας είναι γενετικό υλικό.( τα πειράματα Avery, Mac Cleod and McCarty , με ιχνηθέτηση, με χρήση χρωστικής που βάφει ειδικά το DNA  ).

2. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί για γενετικό έλεγχο.
3. Στην περίπτωση που θέλουμε να παράγουμε μια φαρμακευτική πρωτεΐνη π.χ την ερυθροποιητίνη, μπορούμε να αξιοποιήσουμε το συγκεκριμένο DNA;( Ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης-διαφοροποίηση-cDNA βιβλιοθήκη από κύτταρα ιστού στα οποία παράγεται). 
4. Εάν υποθέσουμε ότι το γενετικό υλικό που συλλέξαμε είναι φυτικής προέλευσης π.χ από φράουλες. Μπορούμε να ελέγξουμε αν είναι γενετικά τροποποιημένες; (Ελέγχουμε αν περιέχει το γονίδιο ανθεκτικότητας στον πάγο η το γονίδιο ανθεκτικότητας στα έντομα- πως μπορούμε να το απομονώσουμε (αποδιάταξη-υβριδοποίηση με ανιχνευτές ,PCR).
5. Χρησιμοποιώντας μεθόδους γενετικής μηχανικής πως μπορούμε να  φτιάξουμε διαγονιδιακά φυτά χρησιμοποιώντας τα παραπάνω γονίδια;( πλασμίδιο Ti).

6.    Μπορούμε  να μετασχηματίσουμε βακτήρια και τι διαδικασίες ακολουθούμε.

7. Σχολιάζουμε τη μεθοδολογία ( δράση ενζύμων-δομή μεμβρανών-δομή DNA).
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