QIAquick Gel Extraction Kit

* Extrakce fragment(i DNA (70 bp - 10 kb) z
agar6zovych gell po enzymatickych
reakcich

* Princip: Pro vazbu DNA se pouziva
centrifugaéni kolonka s membranou ze

silika materialu &5
— vazba DNA pfi vysokych koncentracich soli J'

- eluce pfi nizkych koncentracich soli

= odstranéni enzymi, primeril, nukleotid, soli,
agarozy, etidiumbromidu a dalich necistot

Postup

Na transiluminatoru pfi vinové délce 365 nm
vyfizneme sterilnim skalpelem bloéek agardzy s
fragmentem DNA odpovidajicim
1. Vekions pBlusscript (2961 bp)
2. Inzeriu (500 bp)
g#rr!ujame bezpetnost prace (RUKAVICE, OCHRANNY
i
Skalpel a Spachile sterilizujeme namodenim do deionizovand
vody a ndsledné do etanolu, ktery zapalime a nechame shofet
(POZOR NA ODKAPAVAJICE HORICH KaPKY!)
DNA v nezpracovavané &4sti gelu chranime pled degradaci
plsobenim UV-svitla zakrytim vhodnou podloZkou
Minimalizujeme objem gelu ofezanim pfebytetné agardzy
(nemél by byt vEtSi ne 400 pli400 mg)
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Blotek gelu je rozpudtén v pufru, ktery oy sl
obsahuije indikator pH pro optimalni
vazbu na kolorku g
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Roztok se aplikuje na kolonku a po
centrifugaci (nebo vakuovou
pfesavkou) dojde k navazani DNA
Necistoty jsou odstranény promyvanim
DNA je eluovana eluénim pufrem nebo
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Postup
Blogek agarozy pfeneseme pomoci chtle do
Eppendu?rzlﬂmwky a zvéﬁama s
Pfidame 3 obje ufru QG (napf. k 200 mg = 200 il
pfidame 600 ul?ﬁg
Inkubujeme v termobloku 10 min/50°C
V pfipadé upravime pH pfidanim 10 pl 3M
anu sodného mzﬁol: musi byt Zuty)

Roztok prepipetujeme na kolonku a zcentrifu ujeme
1min/ 18[]00 rpm. V pfipadé, %e je objem nez 800 pl
krok opakujeme.

Odstranime roztok ze sbé&mé zkumavky a na kolonku
pfidame 750 pl PE, centrifugujeme 1 min/ 10 000 rpm.
Odstranime roztok ze sbérmé zkmnaka a centrifugujeme
znovu 1 min/ 13000 rpm pro odstranénl zbytki etanolu
Kolonku pfemistime do sterilni Epp. Zkumavky a
napipetujeme 30 pl eluéniho pufru EB na stfed
membrany, me stat 1 min a centrifugujeme 1 min.
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QIAGEN kit ndvod v ¢eStiné

. Cistym ostrym skalpelem vyfiznéte fragment DNA z agarézového gelu.

SnaZte se odstranit pfebyte€ny agarozovy gel.

Uréete hmotnost vyfiznutého gelu a pfidejte 3 objemy pufru QG (100 mg
~ 100 pl).

Napf. ke 100 mg gelu pfidejte 300 pl pufru QG. Maximaini mnoZstvi gelu by
mélo byt 400 mg, v pfipadé vétSiho mnoZstvi gelu pouZijte vic kolonek.
Zahfivejte Eppendorofovu zkumavku s gelem pfi teploté 50 °C po dobu
10 minut dokud se gel v pufru nerozpusti. Rozpusténi gelu maze urychlit
michani zkumavky na vortexu kazdé 2-3 minuty.

Rozpustte gel upiné, u gelll o koncentraci vy38i nez 2% prodluZte dobu
zahfivani.

Po kompletnim rozpu$téni gelu zkontrolujte barvu pufru — méla by byt
podobna jako barva vychoziho pufru QG (tzn. Zluta).

Pokud je barva oranZova nebo fialova, pfidejte 10 ul 3M octanu sodného.
Adsorpce DNA na membranu kolonky je efektivni pfi pH = 7,5. Pufr QG
obsahuje pH indikator, ktery je pfi pH = 7,5 Zluty, pfi vy$8im pH se barva
zméni na oranZovou nebo fialovou.

Pfidejte 1 objem (vzhledem ke hmotn. gelu) isopropanolu a zamichejte.
Napf. kdyZ agaréza vazila 100 mg, pfidejte 100 pl isopropanolu. Isopropanol
zvySuje vytéZek fragmentii vétSich nez 4 kb a mensich nez 500 bp.

U fragment( s velikosti mezi 500 bp a 4 kb nema pfidavek isopropanolu Zadny
efekt. V tomto kroku vzorek necentrifuguijte.

Viozte kolonku QlAquick do 2ml sbérné zkumavky.

Napipetujte vzorek do kolonky a zcentrifugujte 1 min / ~ 12 000 rpm.
Dojde k vazb& DNA na membranu kolonky. Maximalni objem, ktery mizZete
napipetovat, je 800 pl. V pfipadé vétsiho objemu po stogeni napipetujte zbytek.
Vylijte protekiou kapalinu do odpadu a vioZe kolonku zpét do stejné
sbérné zkumavky.

Do kolonky aplikujte 0,5 ml QG pufru a centrifugujte kolonku se sbérnou
zkumavkou 1 min/~ 12 000 rpm.

Tento krok odstrani zbytky agar6zoveho gelu.

10. Do kolonky aplikujte 0,75 ml PE pufru a centrifugujte kolonku se

sbérnou zkumavkou 1 min / ~ 12 000 rpm.

11. Vylijte proteklou kapalinu a kolonku se sbérnou zkumavkou centrifugujte

jesté jednou po dobu 1 minuty.
Tento krok odstrani zbytky etanolu z PE pufru.

12. QlAquick kolonku vioZte do cisté 1,5ml Eppendorfovy zkumavky.
13. Aplikujte 50 pl EB pufru na stfed membrany kolonky a centrifugujte

kolonku s Eppendorfovou zkumavkou 1 min / ~ 12 000 rpm.
Dojde k eluci DNA z membrany. V Eppendorfové zkumavce je Cista
plazmidova DNA.



