Kit zur Aufreinigung von Plasmid-DNA

Protokoll zur Reinigung von Plasmid-DNA aus 1 — 6 mL Bakterienkultur mit Ertrdgen bis zu 20 pg

Alle Zentrifugationsschritte zwischen 10.000 und 13.000 rpm.

1.

Praparation RNase-A-haltiger Puffer 1.0: Entweder gesamte RNase-A-Lésung zu gesamtem Puffer
1.0 geben und bei geschlossenem Réhrchen kraftig schiitteln (Aufbewahrung bei 4 — 12 °C im
Kihlschrank bis zu 4 Monate) oder RNase-A-Ldsung bei — 20 °C bis zu einem Jahr im
Tiefklhlschrank aufbewahren und bei Bedarf 10 uL aufgetaute RNase-A-Lésung zu 250 uL Puffer 1.0
geben und kréftig schitteln (ausreichend fur 1 Préaparation).

2. Praparation Waschpuffer 4.0:
Kit Puffer Zugabe | Endvolumen
4.1 [mL] | Ethanol (96- | Waschpuffer
bis 100 Vol- [mL]

%) [mL]
4 0,56 2,24 2,8
50 7 28 35

3. 1 — 6 mL Bakterienkultur (stationdre Phase, Uber Nacht gewachsen) milliliterweise in 1,5-mL-

Microtube geben und zur Sedimentation der Zellen jeweils 30 — 60 s bei mindestens 13.000 rpm
zentrifugieren, Uberstédnde dekantieren und Restflissigkeit mit Pipette entfernen.

4. Vollstandiges Resuspendieren des Zellpellets in 250 uL RNase-A-haltigem Puffer 1.0 (wie oben

prapariert) durch kréaftiges Schitteln bzw. mehrmaliges Auf- und Abpipettieren.

5. Zugabe von 250 pL Puffer 2.0, Deckel schlieBen und sorgfaltig durch 4- bis 6maliges Umdrehen des

Rdéhrchens mischen. In diesem Schritt erfolgt die Zellyse. Nicht langer als 5 min lysieren, da sonst
irreversible Denaturierung der Plasmid-DNA mdglich.

6. Zugabe von 350 uL Puffer 3.0, Deckel schlieBen und sorgfaltig durch 4- bis 6maliges Umdrehen des

Rdéhrchens mischen. Wahrend dieser Neutralisierung prazipitieren denaturierte DNA und Proteine.

7.7 min bei 13.000 rpm zentrifugieren. Wahrend dieser Zeit Mini-Saule in 2-mL-Sammeltube stellen.

8. Uberstand aus Schritt 7 auf Saule geben, Deckel schlieBen und 30 s zentrifugieren. DurchfluB

verwerfen.

9. 700 pL Waschpuffer 4.0 (wie oben préapariert) auf Saule geben und 30 s zentrifugieren. Durchfluf3

verwerfen. AnschlieBend nochmals 30 s trockenzentrifugieren.

10. Saule in 1,5-mL-Receivertube stellen und 30 — 100 pL Puffer 5.0 oder deionisiertes

Wasser in die Mitte der Membran der Saule geben. 1 min inkubieren.

11. Zur Elution der Plasmid-DNA 1 min zentrifugieren. Hoéhere DNA-Ertrage kénnen durch gréBere

Volumina an Elutionspuffer oder durch mehrmaliges Eluieren mit kleineren Volumina an
Elutionspuffer erreicht werden.
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