Seminar izolacnich technologii na MZLU v Brné

Izolace DNA ze svaloviny, tuku

JETQUICK Tissue DNA Spin Kit

Material:

tkadn (60 mg),JETQUICK Tissue DNA Spin Kit, 100% ethanol,
mikrocentrifuga, 1,5 nebo 2,0 ml mikrocentrifugac¢ni zkumavky,
pipety, Spicky s filtrem, rukavice

! Pfed prvnim pouzZitim kitu je tfeba dle navodu na lahvicékach
ptipravit proteazu, RNazu A a pufry TX a T3.

Pracovni postup:

'Pf¥ed zadatkem izolace je t¥eba zahfat termostat na 56 a 70 °C.
A) Priprava vzorku

1. Do 1,5 nebo 2 ml zkumavky napipetujte 200 pl pufru T1.

2. Rozkrédjejte vzorek tkdné sterilnim skalpelem na malé kousky a
vloZte do zkumavky s pufrem a prevracenim dikladné zamichjte.

3. Pridejte 25 pl proteinazy K (20 mg/ml)a dakladné zamichejte.

4. Inkubujte minimdlné& 1 - 2 hodiny pti 56 °C (inkubace muZe byt
provadéna pres noc). Béhem inkubace nékolikrat duakladné
promichejte prevracenim.

5. Pokud po inkubaci neni vSechna tkén rozloZena (rotzok musi byt
Cisty), odsttredte zkumavku 10 minut pf¥i 10 000 x g a 4 °C a

odeberte pouze horni Cast = ¢isty lyzat.
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B) Izolace DNA

6. Do c¢istého lyzatu pridejte 200 pl pufru T2 a michejte velmi

dtkladné, dokud nebude smés homogenizovéana.

7. Smé&s inkubujte po dobu 10 minut pri 70 °C.
8. Nechte smés vychladnout asi 1 minutu.
9. Poté ke smési pridejte 200 pl 100% ethanolu a okamzité

dikladné promichejte.
10. Vlozte kolonku do 2 ml sbéraci zkumavky, preneste smés

z kroku 9 na membrédnu kolonky a kolonku uzavrete.

11. Kolonku vloZenou ve sbéraci zkumavce odsttredte 1 minutu pri
10 000 x g.
12. Vylejte obsah sbéraci zkumavky a kolonku do ni znovu vlozZte.

13. Do kolonky pfidejte 500 pl pufru TX a odstfedte 1 minutu pri
10 000 x g.

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

15. Do kolonky pfidejte 500 pl pufru T3 a odstfedte 1 minutu pri
10 000 x g.

16. Vylejte obsah sbéraci zkumavky, kolonku do ni znovu vloZte a
dodatecné odstredte 2 minuty pri max. rychlosti.

17. Vlozte kolonku do nové 1,5 ml zkumavky a pridejte 200 pl na
65 — 70 °C pfedehfatého 10 mM Tris-HCl pufru (pH 9) nebo vody.

18. Inkubujte 1 minutu pri pokojové teploté.

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

20. Ve zkumavce Jje nyni obsaZena DNA.

Poznamky

1) Pufry Tl a T2 obsahuji Skodlivé chemické latky - zachdzejte s nimi
opatrné a pouzivejte ochrané pomlcky (rukavice, pléast, bryle).

2) Chcete-11i ziskat DNA zcela bez kontaminace RNA, pridejte 20 pl
roztoku RNase A do Cistého lyzéatu (ptred krokem 6) a inkubujte
5 minut p¥i 37 °C.
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