Seminar izolacnich technologii na MZLU v Brné

Izolace DNA z mléka
JETQUICK Blood & Cell Culture DNA Spin Kit
Material:
mléko (az 200 pl),JETQUICK Blood & Cell Culture DNA Spin Kit,
100% ethanol, mikrocentrifuga, 1,5 nebo 2,0 ml mikrocentrifugacni

zkumavky, pipety, 3picky s filtrem, rukavice

! Pfed prvnim pouzitim kitu je t¥eba dle navodu na lahvicékach
ptipravit proteazu a pufry KX a K2.

Pracovni postup:

'Pfed zadatkem izolace je t¥eba zahfat termostat na 50, 58 a 70 °C.

1. Do 1,5 nebo 2 ml zkumavky napipetujte 1 ml mléka.

2. Zkumavku zahtrejeme na 50 °C.

3. Poté mléko odstfedte 4 minuty p¥i 3 000 x g.

4., Do nové 1,5 nebo 2 ml zkumavky napipetujte 200 pl usazené
spodni ¢asti (DNA se ziskava ze somatickych bunék v mléce).

5. Do mléka pridejte 20 pl proteazy (20 mg/ml) a zamichejte.

6. Pridejte 200 pl pufru K1 a dakladné zvortexujte.

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

8. Poté ke smési pridejte 200 pl 100% ethanolu a okamzité

dikladné promichejte.
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9. Vlozte kolonku do 2 ml sbéraci zkumavky, preneste smés
z kroku 8 na membranu kolonky a kolonku uzavrete.

10. Kolonku vlozZzenou ve sbéraci zkumavce odst¥edte 1 minutu pri
10 000 x g.

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

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

13. Vylejte obsah sbéraci zkumavky a kolonku do ni znovu vlozZte.

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

15. Vylejte obsah sbéraci zkumavky, kolonku do ni znovu vloZte a
dodateé¢né odstfedte 1 minutu pri maximalni rychlosti.

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

17. Inkubujte 2 minuty ptri pokojové teploté.

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

19. Ve zkumavce je nyni obsazena DNA.

Poznamky

1) Pri pipetovani somatickych bunék dbejte na to, aby nebyla do Spicky
nabréna horni tukova vrstva mléka.

2) Spicka se p¥i nabirani somatickych buné&k &asto ucpavé, Jje proto
mozné si pfed odbérem ustfihnout ¢i ufriznout sterilnim nastrojem
asi 1 mm jeji spodni casti.

3) Nikdy neptidavejte protedzu primo do pufru Kl! Vidy nejprve
zamichejte protedzu s krvi a pak teprve pridavejte pufr Kl.

4) Chcete-11 ziskat DNA zcela bez kontaminace RNA, ptridejte 10 nul
roztoku RNase A je3té pred pufrem KI1.
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