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




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu.

Protokét Oczyszczanie PCR / DNA selektywnie usuwa primery pozostate po reakcji PCR (ponizej
40 nt) oraz fragmenty dwuniciowego DNA ponizej 20 pz. Nalezy zwrécié¢ 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), zbudowane 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 uzycie protokotu Izolacja z Agarozy.

Protokot Izolacja z Agarozy jest przeznaczony do izolacji fragmentéw DNA o wielkos$ci od ok. 100 pz
do 10 kpz, zaréwno z zeli buforowanych TAE jak i TBE. Mozliwa jest izolacja wiekszych fragmentéw
DNA (10 kpz do ponad 20 kpz). W tym zakresie obserwuje sie jednak stopniowe obnizenie
wydajnosci izolacji.

Protokdt Izolacja DNA Plazmidowego pozwala na izolacje wysokiej czystosci plazmidowego DNA
z bakterii gram ujemnych. Najwyzszej jakosci DNA uzyskuje sie z hodowli bakteryjnych znajdujacych
sie w fazie logarytmicznej wzrostu lub wczesnej fazie stacjonarnej. Ze wzgledu na réznice w tempie
wzrostu i wielko$ci komérek réznych rodzajéw bakterii, nalezy empirycznie ustali¢ optymalna
objetos$¢ zwirowanej hodowli. Ogélnie masa osadu po zwirowaniu nie powinna przekracza¢ 50 mg
a objetos¢ hodowli przypadajaca na jeden prep nie powinna przekracza¢ 3.0 ml.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Maksymalna pojemnos$¢é minikolumny to
25 ug DNA.

UWAGA 3 - Przechowywanie sktadnikéw 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 przechowywac
szczelnie zamkniete, aby unikna¢ zmiany stezen w wyniku parowania. Bufor Basic po kontakcie
z kwasami moze uwalnia¢ toksyczne gazy. Uzywac wytacznie zgodnie z przeznaczeniem; nie
dodawac kwaséw do pojemnikéw zawierajacych pozostatosci po uzyciu zestawu.

Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

. Do wszystkich protokotéw: mikrowiréwka, rekawiczki, jatowe tipsy, jatowe probéwki 1.5-2 ml,
pipety.

. Do protokotu Izolacja z Agarozy - sprzet konieczny do wizualizacji i wyciecia prazka
DNA. Najczesciej: lampa UV i skalpel. Blok grzejny pozwalajacy na inkubacje prébki
w temperaturze 55°C.




Protokoét |

Oczyszczanie PCR/DNA

Protokét pozwala na szybkie oczyszczenie m. in. produktéw PCR, fragmentéw restrykcyjnych,

molekut DNA po obrébce enzymatycznej oraz znakowaniu izotopowym lub chemicznym.

1.

10.

11.

Doda¢ 30 ul buforu aktywacyjnego Buffer Uni do minikolumny (nie wirowac). Pozostawi¢

w temperaturze pokojowej do momentu naniesienia mieszaniny (punkt 3) na minikolumne.

o Dodanie buforu aktywacyjnego Buffer Uni centralnie na powierzchnie membran zapewnia
kompletne nasqczenie membran buforem aktywacyjnym i uzyskanie maksymalnej wydajnosci
wigzania DNA.

o Aktywacje nalezy wykonac przed rozpoczeciem procedury oczyszczania DNA.

Dodac 2 objetosci buforu Basic do 1 objetosci roztworu DNA i wymieszac.

o Na przyktad, dodac 200 ul buforu Basic do 100 ul roztworu DNA.

0 Maksymalna objetos¢ roztworu DNA nie powinna przekracza¢ 200 ul. Minimalna objetos¢
roztworu DNA to 40 pl. Jezeli objetosc prébki jest mniejsza niz 40 pl, uzupetnic¢ do 40 ul za pomocq
jatowej wody destylowane;.

Przenie$¢ uzyskang mieszanine do kolumienki wiazacej, znajdujacej sie w probdéwce

odbierajacej.
Wirowac w mikrowiréwce przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.

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

Doda¢ 500 pl buforu ptuczacego Wash UX1 do minikolumny i wirowa¢ przez 1 min
z predkoscig 11 000 x g.

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

Doda¢ 650 pl buforu ptuczacego Wash UX2 do minikolumny i wirowa¢ przez 1 min
z predkoscig 11 000 x g.

Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne z powrotem w probéwce
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¢ 50-150 pl
buforu Elution.

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




12.

13.

14.

o Do elucji wiekszych fragmentow DNA (powyzej 5 kpz) zwiekszong wydajnosc uzyska sie stosujqc
bufor elucyjny podgrzany do 80°C.

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.

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

Minikolumne pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowej.
Wirowac minikolumne przez 1 min z predkoscig 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.

Protokot I

Izolacja z Agarozy

Protokét pozwala na szybkie oczyszczenie liniowych lub kolistych czasteczek DNA o wielkosci od

ok. 100 pz do ponad 10 kpz, rozdzielanych na TAE- lub TBE-Zelu agarozowym.

1.

Doda¢ 30 ul buforu aktywacyjnego Buffer Uni do minikolumny (nie wirowac). Pozostawi¢

w temperaturze pokojowej do momentu naniesienia rozpuszczonej agarozy na minikolumne.

o Dodanie buforu aktywacyjnego Buffer Uni centralnie na powierzchnie membran zapewnia
kompletne nasqczenie membran buforem aktywacyjnym i uzyskanie maksymalnej wydajnosci
wigzania DNA.

o Aktywacje nalezy wykonac przed rozpoczeciem procedury izolacji DNA.

Wycig¢ prazek DNA z Zelu, tak aby jego waga nie przekroczyta 250 mg, a nastepnie
umiescic¢ wyciety fragment zelu w probéwece typu Eppendorf.

o Istotne jest, aby bufor do elektroforezy nie byt wielokrotnie uzywany, ze wzgledu na zachodzqce
zmiany pH, ktére obnizajq wydajnosc odzysku DNA.

0 Prgzek nalezy wycinac¢ w taki sposéb, aby unikng¢ nadmiaru otaczajgcej DNA agarozy.

o W przypadku, gdy waga fragmentu Zelu przekracza 250 mg, nalezy zawiesic go w odpowiedniej
objetosci buforu Basic i nanies¢ w porcjach na minikolumne.

Dodaé 2.5 objetosci buforu Basic do 1 objetosci wycietego zelu (100 mg ~ 100 pl).

....... E
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10.

11.

12.

Protokot 1

Wymieszac kilkakrotnie poprzez odwracanie probéwki.
o Na przyktad, do 100 mg wycietej agarozy dodac¢ 250 ul buforu Basic.

Inkubowac w bloku grzejnym lub tazni wodnej w temp. 55°C, mieszajac przez 2-krotne
odwracanie co 1-2 min, az do catkowitego rozpuszczenia agarozy.

O Proces rozpuszczania trwa od 5 do 10 min, zaleznie od steZenia agarozy, uzytego buforu oraz
ilosci wycietego zelu.

z predkoscig 11 000 x g. Wylac przesacz.

Dodac¢ 500 ul buforu Basic do minikolumny i wirowac przez 1 min z predkosciag 11 000 x g.

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

Dodac 650 pl buforu ptuczacego Wash UX2 i wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne z powrotem w probéwce
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¢ 50-80 pl buforu
Elution.

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

o Do elucji wiekszych fragmentow DNA (powyzej 5 kpz) zwiekszong wydajnosc uzyska sie stosujqc
bufor elucyjny podgrzany do 80°C.

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.

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

0 Optymalne wyniki automatycznego sekwencjonowania DNA, oczyszczanego wedtug powyzszego
protokotu, uzyskuje sie uzywajgc co najmniej 0.3-0.6 pmola DNA (przyktadowo 200-400 ng
fragmentu DNA o dtugosci 1 kpz).




13.

14.

15.

Minikolumne pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowej.
Wirowac minikolumne przez 1 min z predkoscig 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.

Protokét Il

Izolacja DNA Plazmidowego

Protokét pozwala na szybka izolacje DNA plazmidowego z hodowli bakteryjnych.

1.

Doda¢ 30 ul buforu aktywacyjnego Buffer Uni do minikolumny (nie wirowac). Pozostawi¢

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

o Dodanie buforu aktywacyjnego Buffer Uni centralnie na powierzchnie membran zapewnia
kompletne nasqczenie membran buforem aktywacyjnym i uzyskanie maksymalnej wydajnosci
wigzania DNA.

o Aktywacje nalezy wykonac przed rozpoczeciem procedury izolacji DNA.

Zwirowacé 1.0-3 ml nocnej (11-14 h) hodowli bakteryjnej przy 12 000 x g przez 2 min
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. Stosujqgc szczepy majqgce genotyp
endA*m.in.: BL21,RR1,DH11S,JM101, HB101,TG1 i TB1 otrzymuje sie plazmidowe DNA nizszej
jakosci.

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

ostrozne kilkukrotne odwracanie probéwki, az do uzyskania jednolitej, niebieskiej zawiesiny.

0 Alkaliczny roztwoér 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 komdrek 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.




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Protokot Il

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

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

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

Dodac 500 pl buforu ptuczacego Wash UX1 i wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

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

Dodac 650 pl buforu ptuczacego Wash UX2 i wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

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

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

Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce 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 unikac dotykania scianek minikolumn mikropipetq,
aby nie przenosic sladéw DNA pomiedzy kolejnymi minikolumnami.

o Do elucji wiekszych plazmidéw (powyzej 6 kpz) zwiekszong wydajnosé uzyska sie stosujqc bufor
elucyjny podgrzany do 80°C.

0 Do elucji DNA zaleca sie uzycie buforu Elution, ktéry sporzqgdzono 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 objetos¢ 20 ul), powoduje
to jednak stopniowe obnizenie wydajnosci odzysku DNA.

Minikolumne pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowej.
Wirowac minikolumne przez 1 min z predkoscig 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

Buffer Uni

Neutral B

Basic

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. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.
P310 Natychmiast skontaktowaé sie
z lekarzem.

Uwaga

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

H412 Dziata szkodliwie na organizmy wodne,
powodujac dtugotrwate skutki.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P273 Unikac¢ uwolnienia do srodowiska.
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 wynies¢
poszkodowanego na $wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

EUH032 W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy.

Lysis Blue

Uwaga

H315 Dziata drazniaco na skoére.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P280 Stosowac 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 sq
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania draznigcego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P302+P352 W przypadku kontaktu ze skora:
umy¢ duza iloscig wody.

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

Uwaga

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

H315 Dziata drazniaco na skore.

H319 Dziata drazniaco 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 potkniecia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowa¢ sie z osrodkiem zatruc/
lekarzem.

P304+P340 W przypadku dostania sie do
drog oddechowych: wyprowadzi¢ lub wynies¢
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 usunac. 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 zatruc/
lekarzem.

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




Wash UX1

Srodki ostroznosci

Wash UX2
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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
skontaktowac¢ sie z osrodkiem zatruc/
lekarzem.

P304+P340 W przypadku dostania sie do
drog oddechowych: wyprowadzi¢ lub wynies¢
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. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sq
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.

Niebezpieczenstwo

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

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

P280 Stosowaé rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé¢ wodg przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac¢. 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.




O GeneMATRIX Basic DNA Purification Kit jest podstawowym narzedziem

przydatnym w kazdym laboratorium pracujgcym z DNA.

Pozwala na wykonanie trzech elementarnych technik
laboratoryjnych: oczyszczania DNA po obrébce
enzymatycznej, izolacji DNA z Zeli agarozowych oraz
izolacji DNA plazmidowego z hodowli bakteryjnych.
taczac w sobie te mozliwosci zestaw wptywa na
usprawnienie pracy i pozwala na zminimalizowanie
kosztéw projektéw naukowych.

Protokét ,Oczyszczanie PCR/DNA” pozwala na
szybkie oczyszczenie m. in. produktéw PCR,
fragmentow restrykeyjnych, molekut DNA po obrébce
enzymatycznej oraz znakowaniu izotopowym
lub chemicznym. Protokét jest zoptymalizowany
w celu wigzania fragmentéow DNA w szerokim
zakresie wielkosci (od 100 bp do ponad 15 kpz) oraz
w celu usuwania sprawiajacych szczegdlne trudnosci
inhibitoréw restrykcji i ligacji DNA. Zestaw pozwala
na efektywnie usuwane z probki DNA zanieczyszczen
takich jak: bromek etydyny, primery (ponizej 40 nt),
krétkie 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.

Protokét ,lzolacja z Agarozy” pozwala na szybkie
oczyszczenie liniowych lub kolistych czasteczek
DNA o wielkosci od ok. 100 pz do ponad 10 kpz,
rozdzielanych na TAE- lub TBE-zelu agarozowym.
Poza usunigeciem agarozy z probki DNA efektywnie
usuwane s3 zanieczyszczenia takie jak: bromek

etydyny, RNA, nukleotydy, primery, znaczniki

radioaktywne i nieradioaktywne, detergenty, zwiazki
buforowe, sole, EDTA, inhibitory restrykgcji i ligacji
DNA, barwniki, enzymy i inne biatka.

Protokét ,lIzolacja DNA Plazmidowego” pozwala na
szybkie uzyskanie plazmidowego DNA o bardzo
wysokiej czystosci z rdéznorodnych gatunkéw
bakterii, w tym rekombinowanej Escherichia coli.
Z surowego lizatu bakteryjnego efektywnie usuwane
sg zanieczyszczenia takie jak: genomowe DNA,
RNA, biatka, lipidy, barwniki, detergenty, zwiazki
buforowe, sole. Komponenty uzyte do konstrukcji
zestawu zostaty zoptymalizowana pod katem
usuwania uciazliwych inhibitoréw restrykcji DNA
oraz niespecyficznych endo- i egzonukleaz z lizatu
bakteryjnego. Zabarwiony bufor lizujacy utatwia
$ledzenie doktadno$ci wymieszania zawiesiny bakterii
z buforem, postepu uwalniania zawartosci komoérek
oraz jednoczesna prace z wieloma prébkami.

We wszystkich protokotach dodanie specjalnego
buforu wytwarza warunki do selektywnego wigzania
DNA do membran. Podczas krétkiego wirowania
nastepuje wiazanie DNA, natomiast niezwigzane
zanieczyszczenia pozostaja w wycieku z kolumny. Ich
Sladowe pozostatosci na membranie sg skutecznie
usuwane w trakcie dwoch etapdédw 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 wigzagce 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, czesé
roztworéw wyznakowano barwnikami.

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

i jednocze$nie wydajne otrzymanie ultraczystych
kwaséw nukleinowych. Uzyskane DNA lub RNA
nadaje sie bezposrednio do zastosowan w technikach
biologii molekularnej, m.in.: trawienia enzymami
restrykcyjnymi, defosforylacji/fosforylacji, ligacji,
badan oddziatywania biatko-DNA, sekwencjonowania,
blottingu, translacji in vitro, otrzymywania cDNA,
hybrydyzacji. Dodatkowa =zaleta zestawow jest
powtarzalno$¢ wtasciwosci zaréwno membran jak
i buforow wiagzacych, poniewaz przygotowanie
komponentéw odbywa sie w EURx sp. z o.0.
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