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Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

e  Statyw magnetyczny EURx nr kat. EO361 na 16 probéwek, nr kat. E0362 na 24 probdéwki,
E0363 na ptytki 96 dotkowe. Statywy do zakupienia oddzielnie.

o  Worteks, rekawiczki, jatowe tipsy, jatowe probowki 1.5-2 ml lub ptytki 96 dotkowe

o objetosci 600 ul - 800 pl, pipety.




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw pozwala na szybkie oczyszczenie produktéw PCR,
fragmentow restrykcyjnych i molekut DNA po obrébce enzymatycznej oraz znakowaniu izotopowym
lub chemicznym. Zestaw PCR / DNA Clean-Up selektywnie usuwa primery pozostate po reakcji
PCR (ponizej 40 nt) oraz fragmenty dwuniciowego DNA ponizej 20 pz. Nalezy zwréci¢ uwage, ze
czesto wystepujace w niezoptymalizowanych lub problematycznych reakcjach PCR krétkie produkty
uboczne znane jako ang. primer-dimers (powstajagce w wyniku auto- hybrydyzacji primeréw oraz
niezaleznej od matrycy amplifikacji), zoudowane sg z dwuniciowego DNA i na Zelu migruja podobnie
do niewykorzystanych w reakcji jednoniciowych primeréw. Jesli dtugos¢ primer-dimers przekracza
20 pz beda one oczyszczane wraz z wtasciwym produktem PCR. Jesli konieczne jest usuniecie
primer-dimers, polecamy optymalizacje reakcji PCR lub elektroforetyczny rozdziat produktéw PCR,
a nastepnie wyciecie prazkéw DNA z Zelu i wykorzystanie naszego zestawu Agarose-Out DNA
Purification Kit (nr kat. E3540) opartego na uzyciu kolumienek.

UWAGA 2 - Zalecana ilos¢ materiatu i objetosci buforéw do oczyszczania. W celu poprawnego
oczyszczenia mieszaniny DNA nalezy postepowac zgodnie z protokotem zamieszczonym na
stronie 4. Maksymalna objetos¢ oczyszczanego DNA na jedng izolacje to 150 pl. W razie potrzeby
objetos¢ oczyszczanego DNA mozna zwiekszy¢, zwiekszajac proporcjonalnie objetosci buforéw
do oczyszczania. Np. do 300 ul mieszaniny DNA dodac¢ 900 ul Orange DX i 20 ul kuleczek
magnetycznych. llo$¢ buforéw do ptukania i elucji uzy¢ wg. protokotu na stronie 4. Nalezy zwrécic
uwage na ograniczenia spowodowane pojemnoscig probowki.

Dostosowanie protokotu do specyficznych potrzeb jest mozliwe przy zastosowaniu optymalizacji
metody. Przyktadowo: mozliwe jest przeprowadzenie oczyszczania DNA na ptytkach bezpos$rednio
po reakcji PCR przy objetosci roboczej dotka 200 pl. Nalezy wéwczas stosowac nie wiecej niz 50
ul mieszaniny po reakcji PCR, dodac¢ 3 objetosci buforu Orange DX, 10 pl kuleczek magnetycznych
i wykonac ptukania buforami Wash DX1 i Wash DX2 w objetosci 200 ul. Przed dodaniem buforu
Elution bardzo doktadnie oczysci¢ dno i Scianki dotkéw z resztek etanolu z buforu Wash DX2.
llos$¢ buforu do elucji uzy¢ wg. protokotu na stronie 4. Nie worteksowac ptytki, stosujac mieszanie
przez pipetowanie, aby nie zanieczyscic¢ sasiadujacych dotkéw.

UWAGA 3 - Przechowywanie sktadnikow zestawu. Po rozpakowaniu, odczynniki do oczyszczania
DNA nalezy przechowywac w temperaturze pokojowej, a kuleczki magnetyczne w temperaturze
2-8°C. W wypadku krystalizacji komponentéw przechowywanych buforéw, roztwory nalezy
podgrzac¢ do 37°C, az do catkowitego wyklarowania.

UWAGA 4 - Dobra praktyka laboratoryjna. Wszelkie roztwory z zestawu nalezy przechowywaé
szczelnie zamkniete, aby unikna¢ zmiany stezen w wyniku parowania.

UWAGA 5 - Elution jest buforem o niskiej zawartosci soli, w sktadzie nie zawiera chelatoréow
jonéw metali (np. EDTA), ktére moga hamowacé reakcje enzymatyczne. DNA rozpuszczone
w buforze Elution moze by¢ wykorzystane do trawienia enzymami restrykcyjnymi, kinazowania,
ligacji, sekwencjonowania metoda Sangera lub NGS itd. DNA mozna tez wymy¢ z kolumienki
z uzyciem Tris-HCI, wody lub TE.




Protokot

1.

10.

11.

12.

13.

Dodac 3 objetosci buforu Orange DX do 1 objetosci roztworu DNA i wymieszac.

0 Przyktadowo: dodac 300 ul buforu Orange DX do 100 ul roztworu DNA.
0 Maksymalna ilos¢ roztworu DNA uzytego na 1 izolacje to 150 pl.

Bardzo doktadnie zworteksowac¢ probéwki z kuleczkami magnetycznymi (Magnetic Beads),

a nastepnie dodac¢ 10 pl roztworu kuleczek magnetycznych do mieszaniny z roztworem
DNA.

Mieszanine z roztworem DNA i kuleczkami magnetycznymi worteksowac 1 min.

Umiesci¢ probéwke na statywie magnetycznym i odczeka¢ do momentu catkowitego
przyciagniecia kuleczek magnetycznych do magnesu.

Trzymajac probdéwke na statywie magnetycznym usunaé roztwor pipeta nie naruszajac
kuleczek magnetycznych.

Przetozy¢ probéwke na zwykty statyw (usunaé magnes), doda¢ 500 pl buforu ptuczacego
Wash DX1 do probowki i worteksowac przez 10 s.

Trzymajac probéwke na statywie magnetycznym usunac¢ roztwér nie naruszajac kuleczek
magnetycznych.

Przetozy¢ probéwke na zwykty statyw (usunaé magnes), doda¢ 300 pl buforu ptuczacego
Wash DX2 do probowki i worteksowac przez 10 s.

Powtorzy¢ punkt 7 i 8.

Trzymajac probdéwke na statywie magnetycznym usunaé roztwor pipeta nie naruszajac
kuleczek magnetycznych.

o Wybrac resztke DX2 z dna probéwki za pomocq pipety automatyczne;.

Zostawic otwartg probdwke na statywie magnetycznym przez 15 min w celu odparowania
resztek alkoholu.

o alkohol nalezy mozliwie najlepiej usunqgc z dna i scianek probdéwki.

Doda¢ do probéwki 50-100 ul buforu Elution, doktadnie wymieszaé i inkubowac 2-5 min.

0 Do elucji DNA zaleca sie uzycie buforu Elution, ktéry sporzqdzono na bazie ultra-czystej wody
ze sladowym dodatkiem czynnika buforujgcego. Bufor Elution pozwala na uzyskanie najwyzszej
wydajnosci elucji oraz nie interferuje z péZzniejszy sekwencjonowaniem DNA, ligacjqg, trawieniem
enzymami restrykcyjnymi oraz innymi aplikacjami biologii molekularnej.

0 Mozliwe jest zmniejszenie objetosci elucyjnej ponizej 50 ul w celu zatezenia prébki.

Umiesci¢ probéwke na statywie magnetycznym. Po separacji kuleczek od roztworu,
przenie$¢ roztwér DNA do nowej probéwki. DNA jest gotowe do dalszych analiz/
manipulacji, moze by¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C.




Srodki ostroznosci

Orange DX

Wash DX1

&

Niebezpieczeristwo

H302+H332 Dziata szkodliwie po potknigeciu
lub w nastepstwie wdychania.

H315 Dziata drazniaco na skoére.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H334 Moze powodowaé objawy alergii
lub astmy lub trudnosci w oddychaniu
w nastepstwie wdychania.

H317 Moze powodowac reakcje alergiczng
skory.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochroneg twarzy.
P301+P312 W przypadku potknigcia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowac¢ sie z osrodkiem zatruc¢/
lekarzem.

P304+P340 W przypadku dostania sie do
drog oddechowych: wyprowadzi¢ lub wyniesé¢
poszkodowanego na $wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé woda przez kilka
minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania draznigcego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosic¢ sie pod opieke lekarza.
P342+P311 W przypadku wystapienia
objawéw ze strony uktadu oddechowego:
skontaktowac sie z osrodkiem zatru¢/
lekarzem.

P333+P313 W przypadku wystapienia
podraznienia skoéry lub wysypki: Zasiegnac
porady/zgtosic si¢ pod opieke lekarza.
P302+P352 W przypadku kontaktu ze skora:
umy¢ duza iloscig wody.

Uwaga

H226 tatwopalna ciecz i pary.

H302+H332 Dziata szkodliwie po potknigciu
lub w nastepstwie wdychania.

H315 Dziata draznigco na skore.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P210 Przechowywac z dala od zrédet ciepta,
goracych powierzchni, zrédet iskrzenia,
otwartego ognia i innych Zrédet zaptonu. Nie
pali¢.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P301+P312 W przypadku potknigcia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowa¢ sie z osrodkiem zatruc¢/
lekarzem.

P304+P340 W przypadku dostania sie do
drog oddechowych: wyprowadzi¢ lub wyniesé¢
poszkodowanego na S$wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé¢ woda przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania draznigcego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym miejscu. Przechowywac
w chtodnym miejscu.

Wash DX2

Niebezpieczeristwo

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P210 Przechowywac¢ z dala od zrédet ciepta,
goracych powierzchni, zrédet iskrzenia,
otwartego ognia i innych Zrédet zaptonu. Nie
pali¢.

P280 Stosowaé rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé¢ wodga przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania drazniacego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym miejscu. Przechowywac
w chtodnym miejscu.




PRZEWODNIK PO ZESTAWACH DO IZOLACJI KWASOW NUKLEINOWYCH
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Wszystkie zestawy zawierajg bufory WASH w formie gotowej do bezposredniego uzytku

1. Dodatkowo wymagany bufor Lyse CT (E0324)
2. Zestaw do tworzenia emulsji i oczyszczania DNA.



O GeneMAGNET PCR / DNA Clean-Up Purification Kit pozwala na szybkie

oczyszczanie m. in. produktow PCR, fragmentow restrykcyjnych molekut DNA
po obrébce enzymatycznej oraz znakowaniu izotopowym lub chemicznym.

Zabarwiony bufor Orange DX szczegdlnie utatwia
jednoczesng prace z wieloma prébkami. Zestaw
pozwala na efektywne usuwanie z préobki DNA
zanieczyszczen takich jak: bromek etydyny, primery
(ponizej 40 nt), kroétkie odcinki dwuniciowego
DNA (ponizej 20 pz), znaczniki radioaktywne
i nieradioaktywne, detergenty, zwiazki buforowe,
sole, EDTA, inhibitory, barwniki, enzymy restrykcyjne,
egzonukleazy i endonukleazy, RNA, Tag DNA
polimeraze, Pfu DNA polimeraze, BSA, biatka
modyfikujace DNA i inne.

Zestaw jest zoptymalizowany w celu wiazania
fragmentéw DNA w szerokim zakresie wielkosci
(od 100 pz do ponad 15 kpz) oraz w celu usuwania
sprawiajacych szczegdlne trudnosci inhibitoréw
restrykcji i ligacji DNA. DNA wiazane jest do kuleczek
magnetycznych pokrytych krzemionka, natomiast
niezwigzane zanieczyszczenia s3 efektywnie
usuwane za pomoca trzech etapéw ptukania.
Elucje oczyszczonego DNA wykonuje sie buforem
niskosolnym, np.: zawierajacym Tris-HCI, TE lub woda
destylowana. Oczyszczony preparat DNA nadaje
sie do bezposredniego uzytku. Nie wymaga dalszej

precypitacji etanolem.

Linia GeneMAGNET opiera sie na uzyciu pokrytych krzemionka paramagnetycznych kuleczek

(Magnetic Beads) do oczyszczania DNA i RNA. W celu osiagniecia wysokiej wydajnosci

i czystosci otrzymanych kwaséw nukleinowych, opracowano wyspecjalizowane bufory

wigzace i ptuczace, projektowane pod katem optymalnego wykorzystania wtasciwosci nowych

kuleczek magnetycznych.
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