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EliGene® Gel DNA MiniPrep

r

Navod k pouziti

Baleni: Skladovani:

Kat. C. Velikost baleni
417050 50 Izolaci

Vsechny reagencie a komponenty kitu museji byt prepravovany pfi pokojové teploté
(15 - 30 °C). Pfi dodrzeni téchto skladovacich podminek si kit pIné udrzi svou aktivitu,

dokud neubéhne expiracni doba uvedena na kitu.
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Uvod

EliGene® Gel DNA MiniPrep je navrien pro izolovalaci fragmentl DNA (80 bp az 10 kbp) ze
standardniho nebo nizkotajiciho se agarézového gelu. V zavislosti na velikosti fragment( DNA je
dosazeno az 90% vytézku, kdyz je DNA eluovana v objemu 30 az 50 ul. EliGene® Gel DNA MiniPrep
pouziva kremicité spinové kolonky pro zajisténi vysoké koncentrace a kvality DNA izolované z
agardzovych gell. DNA izolovana pomoci EliGene® Gel DNA MiniPrep je okamzité pripravena k
pouZziti. Cely postup muze byt dokonéen za méné nez 20 minut, v zavislosti na poctu zpracovanych
vzorkud. VSechna cCinidla jsou pfipravena k pouZiti a EliGene® Gel DNA MiniPrep obsahuje vsetok
spotfebni materidl. Poskytované pufry byly optimalizovdny a nevyZaduji monitorovani pH.

Pozadavky na vybaveni

Mikrocentrifuga (12,000 x g)
Vortex
Termostat/Termoshaker
Pipety: 20 — 750 pl

Obsah kitu

Gel Solubilization Buffer G1 62,5 ml
Binding Buffer G2 12,5 mi
Wash Buffer G3 37,5 ml
Elution Buffer G4 3ml
1,5 ml Tubes 100 ks
Spin Filters (Units in 2 ml Collection Tubes) 50 ks

Preventivni opatreni

Pfi pouZivani produktu prosim pouZivejte ochranné rukavice a vyhnéte se kontaktu reagencii
s kdzi. V pripadé kontaktu reagencii s kGizi omyjte zasazené misto proudem tekouci vody. Zabrante
potziti. V pripadé kontaktu nebo ndhodného poziti nahlédnéte do MSDS list(.

Reagencie oznacené jako horlavé uchovavejte v bezpecné vzddalenosti od otevieného ohné a jisker.

UPOZORNENI: Binding Buffer G2 a Wash Buffer G3 jsou hoflavé.
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Podrobny izolaéni protokol

Dlirazné doporucujeme prostudovat si nasledujici informace pred prvnim pouzitim EliGene® Gel
DNA MiniPrep kitu.

DuleZita upozornéni pred pouzitim

Prosim noste rukavice po cely cas prace s kitem.

Pokud je v Gel Solubilization Buffer G1 precipitat, zahrejte lahvicku s pufrem na 60 °C a
rozpustte ho.

Pro efektivni eluci DNA ze spin filtru do Elution Buffer G4 je klicové odstranéni
zbytkového etanolu ze spin filtru.

Vyfiznéte fragment DNA z agardzového gelu Cistym ostrym skalpelem.

Pozndmka: Minimalizujte velikost gelu, odeberte ze vzorku nadmérnou agardzu.

Odvazte platek gelu ve 1,5 ml bezbarvé zkumavky (soucdst baleni) a pridejte 3 objemy Gel
Solubilization Buffer G1 k 1 objemu gelu (napfiklad pridejte 300 ul pufru G1 na kazdych 100
mg gelu).

Pozndmka: V pfipadé > 2% agardzovych geli pridejte 6 objem( Gel Solubilization Buffer G1.
NepouZivejte vice neZ 400 mg gelového rezu. Celkovy objem Gel Solubilization Buffer G1 je
optimalizovdn pro 250 mg gelové rezy, v pripadé vétsich gelovych rezii a/nebo > 2%
agardzovych gelu bude pocet izolaci sniZen.

Inkubujte pfi 55 °C po dobu 10 minut nebo déle, dokud se gelové fezy Uplné nerozpusti.
Smichejte vortexovanim kazdé 3 minuty, abyste pomohli rozpustit fez gelu.

Do vzorku pridejte 1 objem Binding Buffer G2 a promichejte.

Pozndmka: Napfiklad, pokud ma agardzovy fez hmotnost 100 mg, pfidejte 100 ul Binding
Buffer G2. V tomto kroku vzorek necentrifugujte.

Vlozte vzorek do spin filtru a centrifugujte pfi 10 000 x g po dobu 1 minuty pfi pokojové
teploté.

Pozndmka: Maximdlni objem pro plnéni je 800 ul. V pripadé vétsich objemu jednoduse
znovu naneste a stocte.

Vyjméte spin filtr a odstrante roztok. Poté umistéte spin filtr zpét do stejné 2 ml Collection
Tube.

Pridejte 500 pl Gel Solubilization Buffer G1 do spin filtru. Centrifugujte 1 minutu pfi
10 000x g.
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Pozndmka: Tento krok odstrani vSechny stopy agardzy. Tento krok je nutny, pokud bude
DNA pouZita pro pfimé sekvenovdni, transkripci in vitro nebo mikroinjektovdni.

8. Vyjméte spin filtr a odstranite protekly roztok. Poté umistéte spin filtr zpét do stejné 2 ml
Collection Tube.

9. Pridejte 750 ul Wash Buffer G3 do spin filtru. Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.
Pozndmka Wash Buffer G3 je promyvaci roztok na bdzi etanolu, ktery procisti DNA
navdzanou na spin filtru od zbylych necistot. Pokud bude DNA pouZita pro aplikace citlivé
na sil, nechte kolonku stdt 3-5 minut po priddni Wash Buffer G3 pred centrifugaci.

10. Vyjméte spin filtr a odstrante roztok. Poté umistéte spin filtr zpét do stejné 2 ml Collection
Tube.

11. Centrifugujte 2 minuty pfi 12 000 x g pro Uplné vyschnuti membrdany spin filtru.

Pozndmka: Spin filtr by mél byt uplné vysusen od etanolovych zbytk(, aby se dosdhlo
maximdlniho uvolnéni DNA z membrdny spin filtru v elucnim kroku. Zbytkovy etanol z Wash
Buffer G3 miZe inhibovat ndsledné enzymatické reakce.

12. Opatrné vyjméte spin filtr a premistéte ho do nové 1,5 ml zkumavky (soucdst baleni).

13. Pfidejte 50 pl Elution Buffer G4 pfimo na membranu spin filtru.

Pozndmka: Pro zvyseni koncentrace DNA pridejte 30 ul Elution Buffer G4.
14. Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté. Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.
Pozndmbka: Pro zvySeni vytéZnosti inkubujte 5 minut pfi 65 °C.

15. Vyjméte spin filtr. Izolovana DNA ve zkumavce je nyni pfipravena k
pouziti pro dalsi aplikace.
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Strucny izolacni protokol

1. Vyfiznéte fragment DNA z agardzového gelu Cistym ostrym skalpelem.
Odvazte platek gelu do 1,5 ml bezbarvé zkumavky (soucdst dodavky) a
pridejte 3 objemy Gel Solubilization Buffer G1 k 1 objemu gelu.

3. Inkubujte pti 55 °C po dobu 10 minut nebo déle, dokud se gelové rezy
Uplné nerozpusti. Smichejte vortexovanim kazdé 3 minuty.

Do vzorku pfidejte 1 objem Binding Buffer G2 a promichejte.

5. VloZte vzorek do spin filtru a centrifugujte pfi 10 000 x g po dobu 1
minuty pfi pokojové teploté.

6. Vyjméte spin filtr a odstrante roztok. Poté umistéte spin filtr zpét do
stejné 2 ml Collection Tube.

7. Pridejte 500 ul Gel Solubilization Buffer G1 do spin filtru. Centrifugujte 1
minutu pfi 10 000x g.

8. Vyjméte spin filtr a odstrante protekly roztok. Poté umistéte spin filtr
zpét do stejné 2 ml Collection Tube.

9. Pridejte 750 ul Wash Buffer G3 do spin filtru. Centrifugujte 1 minutu pfi
10000 x g.

10. Vyjméte spin filtr a odstranite roztok. Poté umistéte spin filtr zpét do
stejné 2 ml Collection Tube.

11. Centrifugujte 2 minuty pfi 12 000 x g pro uplné vyschnuti membrany
spin filtru.

12. Opatrné vyjméte spin filtr a premistéte ho do nové 1,5 ml zkumavky
(soucast baleni).

13. Pfidejte 50 pl of Elution Buffer G4 pfimo na membranu spin filtru.
Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.

14. Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté. Centrifugujte 1 minutu pfi 10
000 x g.

15. Vyjméte spin filtr. Izolovana DNA ve zkumavce je nyni
pripravena k pouziti pro dalsi aplikace.
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Reseni probléemu

Nizky nebo zadny vytézek

e Po pfidani Gel Solubilization Buffer G1 k gelovému fezu, zkumavku promichejte kazdé 2-3
minuty béhem inkubace pfi 55 °C. DNA zUstane v jakékoli nerozpusténé agardze.

e Vezméte v Uvahu, Ze rGzné méfici metody vedou k rznym koncentracim v zavislosti na
tom, zda se pouzije UV spektrometrie nebo fluorometrie. Spektrofotometrie méfi jak
dvouvlaknovou, tak jednovldknovou DNA, zatimco fluorometrie pomoci PicoGreen®
(Molecular Probes, Inc.) méfi pouze dvojvldaknovou DNA.

e Nezapomente vzorek po pridani Gel Solubilization Buffer G1 a Binding Buffer G2 dobfre
promichat.

o Nepreskakujte krok odstranéni zbytkového etanolu ze spin filtru. Je to klicovy krok pro
efektivni eluci DNA ze spin filtru do Elution Buffer G4.

e Priblizné 80 az 90% DNA lze ziskat z gelového fezu < 400 mg.

Problémy s DNA v downstreamovych aplikacich
e \ysokda koncentrace soli v eluatu. Upravte promyvaci krok inkubaci kolony po dobu 5 minut
pfi pokojové teploté po pfidani 750 ul Wash Buffer G3.
e Eluadt obsahuje zbytkovy etanol. Zbytky Wash Buffer G3 =zlstavaji vizolatu vzorky.
Nevynechavejte krok s odstrafiovanim zbytkového etanolu ze spin filtru.
e Eludt kontaminovany agardzou. Gelovy fez je neuplné rozpustény nebo vazi > 400 mg,
opakujte postup.

DNA vyplavala z jamek pfi nanaseni na gel

e Ve vzorku zUstaly zbytky Wash Buffer G3. Nepreskakujte krok odstranéni zbytkového
etanolu ze spin filtru. Zaroven mulzete prodlouzit dobu vysouseni centrifugaci na 3 minuty
nebo muZete pouzit nds nanaseci pufr (pro vice informaci kontaktujte nase obchodni

oddéleni).
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Viyrobce:

ELISABETH PHARMACON, spol.sr. o.

Rokycanova 4437/5, Brno-Zidenice 615 00

info@elisabeth.cz | www.elisabeth.cz | tel.: +420 542 213 851

REF| Katalogové &islo Skladovaci podminky (teplotni limity)

LOT| Cislo sarze u Vyrobce

g Datum expirace Pocet reakci v baleni
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