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Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika...........ccccoueueeeeee...
Uwagi wstepne
Protokoét

Srodki ostroznosci

Skiadniki zestawu 50 izolacji 150 izolacji Warunki
E3500-01 E3500-02 przechowywania

Buffer PL 1.8 ml 54 ml 15-25°C
CellR* 15ml 45 ml 2-8°C
Lysis Blue 15 ml 45 ml 15-25°C
Neutral B 21 ml 63 ml 15-25°C
Wash PLX1 30 ml 90 ml 15-25°C
Wash PLX2 39 ml 117 ml 15-25°C
Elution 6 ml 18 ml 15-25°C
DNA Binding Columns 50 szt. 3 x 50 szt. 15-25°C
Protokot 1 1

* Bufor CellR zawiera RNaze A (100 pg/ml).

Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

. Mikrowiréwka, rekawiczki, jatowe tipsy, jatowe probéwki 1.5-2 ml, pipety.




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw jest przeznaczony do izolacji wysokiej czystosci
plazmidowego DNA z bakterii gram ujemnych, w tym rekombinowanych szczepdéw Escherichia
coli. Najwyzszej jako$ci DNA uzyskuje sie z hodowli bakteryjnych znajdujacych sie w fazie
logarytmicznej wzrostu lub wczesnej fazie stacjonarnej. Ze wzgledu na réznice w tempie wzrostu
i wielkosci komérek réznych gatunkéw/szczepdw bakterii, nalezy empirycznie ustali¢ optymalna
liczbe komorek na jedng izolacje. Ogdlnie masa bakteryjna po osadzeniu hodowli przez wirowanie
nie powinna przekracza¢ 50 mg, a objeto$¢ hodowli przypadajaca na jedng izolacje nie powinna
przekracza¢ 3.0 ml.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Maksymalna pojemno$¢ minikolumny to 25 pug
DNA. Maksymalna objetos¢ ptynu nanoszonego na minikolumne to 700 pl. W wypadku zapchania
kolumny lizatem bakteryjnym nalezy zmniejszy¢ objetos¢ hodowli na izolacje.

UWAGA 3 - Przechowywanie sktadnikow zestawu. Po rozpakowaniu, zestaw do oczyszczania
DNA nalezy przechowywac w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem buforu Cell R (zawierajacego
RNaze A), ktory nalezy przechowywac w temperaturze 2-8°C. W wypadku krystalizacji komponentow
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. Dodac¢ 30 pl buforu aktywacyjnego Buffer PL do minikolumny (nie wirowac). Pozostawi¢

w temperaturze pokojowej do momentu naniesienia lizatu (punkt 7) na minikolumne.

o Dodanie buforu aktywacyjnego Buffer PL centralnie na powierzchnie membran zapewnia
catkowite nasqgczenie membran buforem aktywacyjnym i uzyskanie maksymalnej wydajnosci
wigzania DNA.

o Aktywacje nalezy wykonac przed rozpoczeciem procedury izolacji DNA.
2. Zwirowaé 1.0-3 ml nocnej (11-14 h) hodowli bakteryjnej przy 12 000 x g przez 2 minuty
w probdéwece typu Eppendorf.

0 Rekomendowane szczepy Escherichia coli do propagacji plazmidowego DNA posiadajq genotyp
endA’, m.in.: DH5a, DH1,JM103-109, XL1-Blue, MM294 i C600. Stosujqc szczepy majqce genotyp
endA*m.in.: BL21,RR1,DH11S,JM101, HB101,TG1 i TB1 otrzymuje sie plazmidowe DNA nizszej
jakosci.
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Protokét

Doktadnie zawiesi¢ osad bakteryjny w 250 ul buforu do zawieszania Cell R.

ostrozne kilkukrotne odwracanie probowki, az do uzyskania jednolitej, niebieskiej zawiesiny.
o Alkaliczny roztwor Lysis Blue zawiera SDS, ktéry moze precypitowac podczas przechowywania
przy temperaturze otoczenia ponizej 20°C. W takim wypadku nalezy podgrzac bufor do 37°C, az
do wyklarowania roztworu.

0 Zbyt intensywne mieszanie zawiesiny komorek z buforem lizujgcym powoduje nieodwracalng
denaturacje czesci plazmidowego DNA oraz zanieczyszczenie plazmidu fragmentami
chromosomalnego DNA.

Doda¢ 350 ul buforu Neutral B. Doktadnie i powoli miesza¢ zawarto$é probowki poprzez

kilkukrotne odwracanie, az do catkowitego zaniku niebieskiej barwy zawiesiny.

Wirowac w mikrowiréwce przez 7 min z predkoscia 12 000 x g.

umieszczonej w probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.
Wylaé przesacz.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g. Wyla¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne
z powrotem w probdéwce odbierajacej.

Doda¢ 500 pl buforu ptuczacego Wash PLX1 i wirowa¢ przez 1 min z predkoscig
11000 x g.

Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.

Doda¢ 650 pl buforu ptuczacego Wash PLX2 i wirowa¢ przez 1 min z predkoscig
11000 x g.

Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne z powrotem w probdéwce
odbierajacej.

Wirowac przez 2 min z predkoscig 11 000 x g w celu usuniecia resztek buforu ptuczacego.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probdéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 50-100 ul
buforu Elution.

o Dodanie buforu eluujgcego centralnie na powierzchnie membrany zapewnia uzyskanie
maksymalnej wydajnosci odzysku DNA. Nalezy unika¢ dotykania scianek minikolumn mikropipetg,
aby nie przenosic¢ sladéw DNA pomiedzy kolejnymi minikolumnami.

o Do elucji wiekszych plazmidéw (powyzej 6 kpz) zwiekszong wydajnosc uzyska sie stosujqc bufor
elucyjny podgrzany do 80°C.
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o 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 péZniejszym sekwencjonowaniem DNA, ligacjqg, trawieniem
enzymami restrykcyjnymi oraz innymi aplikacjami biologii molekularnej.

o Mozliwe jest zmniejszenie objetosci elucyjnej ponizej 50 ul (graniczna objetosc¢ 20 ul), powoduje
to jednak stopniowe obnizenie wydajnosci odzysku DNA.

Minikolumne pozostawié na 2 min w temperaturze pokojowej.

o W przypadku duzych plazmidéw (powyzej é kpz) zalecamy przedtuzenie czasu inkubacji do
10 min.

Wirowa¢ minikolumne przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.

Usuna¢ minikolumne, zamkna¢ probéwke. DNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji,
moze by¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C.

Srodki ostroznosci

Lysis Blue

Wash PLX2

Uwaga

H315 Dziata draznigco na skoére.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochroneg twarzy.
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.
P302+P352 W przypadku kontaktu ze skora:
umy¢ duza iloscig wody.

P332+P313 W przypadku wystapienia
podraznienia skory: zasiegnac porady/zgtosic¢
sie pod opieke lekarza.

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




Wash PLX1

Srodki ostroznosci

Neutral B

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
palic.

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.
P403+P235 Przechowywaé¢ w dobrze
wentylowanym miejscu.  Przechowywac
w chtodnym miejscu.

Buffer PL

Niebezpieczeristwo

H314 Powoduje powazne oparzenia skory
oraz uszkodzenia oczu.

H318 Powoduje powazne uszkodzenie oczu.
P280 Stosowal rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P260 Nie wdychac par/rozpylonej cieczy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka
minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P310 Natychmiast skontaktowad sie
z lekarzem.

Uwaga

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

H315 Dziata drazniaco na skore.

H319 Dziata draznigco na oczy.

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

H317 Moze powodowac reakcje alergiczna
skory.

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 si¢
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.
P342+P311 W przypadku wystapienia
objawéw ze strony uktadu oddechowego:
skontaktowa¢ sie z osrodkiem zatru¢/
lekarzem.

P333+P313 W przypadku wystapienia
podraznienia skory lub wysypki: Zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P302+P352 W przypadku kontaktu ze skora:
umy¢ duza iloScig wody.




GeneMATRIX Plasmid Miniprep DNA Purification Kit pozwala na szybkie
uzyskanie plazmidowego DNA o bardzo wysokiej czystosci z réznorodnych
gatunkoéw bakterii, w tym rekombinowanych szczepow Escherichia coli.

Z surowego lizatu bakteryjnego efektywnie usuwane
sa zanieczyszczenia takie jak: genomowe DNA, RNA,
biatka, lipidy, barwniki, detergenty, zwiazki buforowe,
sole. Komponenty GeneMatrix uzyte do konstrukgji
zestawu Plasmid Miniprep zostaty zoptymalizowana
pod katem usuwania uciazliwych inhibitoréw restrykcji
DNA oraz niespecyficznych endo- iegzonukleaz
z lizatu bakteryjnego. Zabarwiony bufor lizujacy
utatwia sledzenie doktadnosci wymieszania zawiesiny
bakterii z buforem, postepu uwalniania zawartosci

komérek oraz jednoczesna prace z wieloma prébkami.

Dodanie specjalnego buforu wytwarza warunki do
selektywnego wigzania DNA do membran. Podczas
krétkiego wirowania nastepuje wigzanie DNA,
natomiast niezwigzane zanieczyszczenia pozostaja
w wycieku z kolumny. Ich $ladowe pozostatosci
na membranie sg skutecznie usuwane w trakcie
dwdch 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.

GeneMATRIX to syntetyczne membrany nowej generacji wigzace DNA i RNA, wykorzystujace

selektywne wtasciwosci wigzania kwaséw nukleinowych przez kompozytowy SiO,. W celu

osiggniecia wysokiej wydajnosci i czystosci otrzymanych kwaséw nukleinowych, opracowano

wyspecjalizowane bufory wigzace i ptuczace, projektowane pod katem optymalnego

wykorzystania wtasciwosci nowych membran.

Zastosowanie gotowych do uzycia membran,
umieszczonych w kolumienkach wirowniczych
(ang. Spin-format) w potaczeniu ze specjalng
konstrukcja naszych minikolumn, istotnie poprawia
jakos¢ uzyskanego preparatu DNA lub RNA. Celem
monitorowania kompletnego wymieszania roztworéw
oraz utatwienia procedury izolacji DNA, czes¢

roztworéw wyznakowano barwnikami.

W efekcie przekazujemy w Panstwa rece zestawy
sktadajace sie z nowych zt6z i buforéw reakcyjnych,
ktérych uzycie gwarantuje szybkie, proste, bezpieczne

i jednoczesnie wydajne otrzymanie ultraczystych

kwaséw nukleinowych. Uzyskane DNA lub RNA
nadaje sie bezposrednio do zastosowan w technikach
biologii molekularnej, m.in.: trawienia enzymami
restrykcyjnymi, defosforylacji/fosforylacji, ligacji,
badan oddziatywania biatko-DNA, sekwencjonowania,
blottingu, translacji in vitro, otrzymywania cDNA,
hybrydyzacji. Dodatkowa =zaleta zestawodw jest
powtarzalno$¢ wtasciwosci zaréwno membran jak
i buforéw wiazacych, poniewaz przygotowanie

komponentéw odbywa sie w EURx sp. z 0.0.
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