Seminar izolacnich technologii na MZLU v Brné

Izolace DNA z krve

JETQUICK Blood & Cell Culture DNA Spin Kit

Material:

krev (az 200 pl),JETQUICK Blood & Cell Culture DNA Spin Kit,

100% ethanol, mikrocentrifuga, 1,5 nebo 2,0 ml mikrocentrifugacni
zkumavky, pipety, Spicky s filtrem, rukavice

! Pfed prvnim pouzZitim kitu je tfeba dle navodu na lahvicékach
piipravit proteazu a pufry KX a K2.

Pracovni postup:
'Pfed zadatkem izolace je tfeba zahfat termostat na 58 a 70 °C.

1. Do 1,5 nebo 2 ml zkumavky napipetujte 200 pl krve.

2. Do krve pridejte 20 pl protedzy (20 mg/ml) a zamichejte.

3. Pridejte 200 pl pufru K1l a dakladné zvortexujte.

4 Smé&s inkubujte po dobu 10 minut pri 58 °C.

5 Poté ke smési pridejte 200 pl 100% ethanolu a okamzitée
dikladné promichejte.

6. Vlozte kolonku do 2 ml sbéraci zkumavky, preneste smés

z kroku 5 na membrdnu kolonky a kolonku uzavrete.

7. Kolonku vloZenou ve sbéraci zkumavce odstfedte 1 minutu pri
10 000 x g.

8. Vylejte obsah sbéraci zkumavky a kolonku do ni znovu vlozte.

9. Do kolonky pridejte 500 pl pufru KX a odsttedte 1 minutu pti
10 000 x g.

10. Vylejte obsah sbéraci zkumavky a kolonku do ni znovu vloZte.

11. Do kolonky pridejte 500 pl pufru K2 a odstfedte 1 minutu pri
10 000 x g.

12. Vylejte obsah sbéraci zkumavky, kolonku do ni znovu vlozZzte a
dodateéné odstfedte 1 minutu p¥i max. rychlosti.

13. Vlozte kolonku do nové 1,5 ml zkumavky a pridejte 200 pl na
70 °C pfedehratého 10 mM Tris-HCl pufru (pH 8,5) nebo vody.

14. Inkubujte 2 minuty pri pokojové teploté.

15. Centrifugujte 2 minuty p¥i 10 000 x g.

16. Ve zkumavce Jje nyni obsaZena DNA.
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Poznamky

1) Nikdy neptridaveijte protedzu primo do pufru K1l! Vzdy nejprve
zamichejte protedzu s krvi a pak teprve pridavejte pufr KI1.

2) Chcete-1i ziskat DNA zcela bez kontaminace RNA, pridejte 10 nul
roztoku RNase A jesté pred pufrem KI1.

3) Tento postup je moZno pouzit také na izolaci z krevniho séra,
plazmy nebo jinych télnich tekutin.
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