1C Nanopore-sekventering: Oprensning af DNA Side 1 af 3

Oprensning af DNA fra prgven ved hjzelp af DNeasy PowerSoil Kit

Tidsforbrug

60 minutter

Princip

Der findes flere forskellige kits til oprensning af DNA. Her anvendes DNeasy PowerSoil Kit, som er
et allround-kit. Det kan anvendes til fx jordprgver, cellekulturer, surdej mv.

Kittet nedbryder cellevaegge, cellemembraner og partikler i prgven ved at prgven rystes kraftigt
med sma metalkugler (powerbeads). Herefter fjernes protein, carbohydrater, humussyrer og
andre stoffer ved faeldning og centrifugering. Til sidst udfaeldes DNA med isopropanol i et silika-
filter, mens de gvrige urenheder centrifugeres fra. DNA oplgses igen i en buffer.

Afhaengigt at prgven kan man variere den tid, prgverne rystes med powerbeads, sa DNA ikke rives
for meget i stykker.
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Materialer
e 0,25geller 0,25 mL prgve
e DNEasy PowerSoil Kit indeholdende:
o PowerBead Tubes,
2 mL progvergr,
MB Spin-kolonner (indeholder silika-filter, som kan binde DNA)
Reagenserne C1-C6:
C1 (powerbeads, som gdelaegger celleveegge og andre materialer i prgven mekanisk. C1
kan udfzelde. | sa fald opvarmes den til 60°C til den opl@ses)
C2 (udfzaelder protein, som kan fjernes med pellet)
C3 (udfzaelder andre forurenende stoffer, herunder humussyrer)
o C4 (binder DNA til kolonnens silika-filter)
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1C Nanopore-sekventering: Oprensning af DNA Side 2 af 3

o C5 (isopropylalkohol til udfeeldning af DNA)
o (6 (buffer til oplgsning og opbevaring af DNA).
Vortexer, gerne en, som kan stilles til konstant rystning
Adaptor til vortexer: Pen med lommeclip og rundt hoved med skumplastplade med huller (se
foto).
Centrifuge til 2 mL prgvergr (10 000 rpm)
Mikropipetter med pipettespidser (20-200 pL, 100-1000 pL)

Fremgangsmade

Generelt: Brug handsker og skift pipettespids mellem hver afpipettering. Hold orden og opsaml
pipettespidser ol. i affaldsglasset.
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For hver prgve maerkes fglgende rgr med preve, ror-
nummer og gruppenummer (se foto!):
e Rgr 1: 1 stk. PowerBead rgr
e Rgr 2:2 mL provergr
e Rgr3:2 mL provergr W@Ryr 1. Powerbeads
e Rgr4:2mL prgvergr : = D
e Rgr5: 1 stk. MB Spin-kolonne N - S
e Rgr6:2 mL progvergr.
Tilseet 60 pL C1 til Rgr 1: PowerBead-rgret.
Tilseet 0,25 g prgve til PowerBead-rgret.
Vend rgret nogle gange og vortex den til prgven er
oplgst.
Monter PowerBead-rgret (evt flere grupper sammen) i
vortex-adaptoren. Se foto!

Seet adaptoren i vortexeren og vortex prgverne hgj hastighed i op til 10 minutter. For
jordprever og fx surdej vaelges 10 min. For renkulturer veelges ca.
3 min.

Centrifuger rgrene ved 10 000 rpm i 30 sek.

Overfgr 400-500 pL supernatant til r@r 2 (2 mL prgvergr). Der kan
veere lidt urenheder i supernatanten.

Tilseet 250 pL C2. Vortex i 5 sek.

Centrifuger ved 10 000 rpm i 1 min.

Overfgr op til 600 uL supernatant til rgr 3 (nyt 2 mL prgvergr).
Undga at fa pellet med!

Tilseet 200 pL C3 og vortex kort.

Centrifuger ved 10 000 rpm i 1 min.

Overfer op til 750 pL af supernatanten til rgr 4 (nyt 2 mL
prevergr). Undga pellet!

Ryst C4 og overfgr 1200 pl til supernatanten i rgr 4. Du kan ggre
det ad 2 omgange (2 x 600 pL). Luk laget forsigtigt og vortexi 5
sek, rgret er helt fuldt.

Load 675 pL til rgr 5: MB spinkolonnen.
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1C Nanopore-sekventering: Oprensning af DNA Side 3 af 3
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Centrifuger ved 10 000 rpm i 1 min. Rgr 5 har under
kolonnen med filteret et opsamlingsrgr. Tag forsigtigt
opsamlingsrgret af, og tgm vaesken ud af
opsamlingsrgret. Monter det igen. Se foto!

Gentag trin 15 og 16 to gange mere, sa hele prgven
k@res gennem kolonnen.

Tilseet 500 pL C5 til kolonnen.

Centrifuger 30 sek. ved 10 000 rpm.

Haeld vaesken i opsamlingsrgret vaek.

Centrifuger igen 1 min ved 10 000 rpm

Tag forsigtigt MB Spinkolonnen ud af opsamlingsrgret,
og placer det i rgr 6 (et rent 2 mL prgvergr). Undga at
fa C5-draber pa kolonnen. Tgr kolonnen kortvarigt ved
at lade I3get sta abent, sa al C5 (isopropylalkohol) er
fordampet. Det er vigtigt, for at DNA efterfglgende kan oplgses fra membranen.
Afpipetter 50 pL C6 i midten af den hvide filtermembran.

Centrifuger 30 sek. Ved 10 000 rpm.

Kasser kolonnen (rgr 5), gem rgr 6, som nu indeholder DNA’et.

Note: Oplgsning C6 er en buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5). Den kan ved oprensningen erstattes af
DNase-frit vand, men er en fordel hvis prgven skal gemmes. Prgven kan anbringes i fryser hvor
DNA er stabilt i flere ar.

Prgven skal anvendes til PCR, men farst skal koncentrationen af DNA madles, sd den rette
mangde DNA kan afpipetteres til PCR.

Benyt vejledning D til kittet ”HS dsDNA” (high sensitivity dobbeltstrenget DNA) for Qubit4
fluorimeter.
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