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EliGene® Plasmid DNA MiniPrep

r

Navod k pouziti

Baleni: Skladovani:

Kat. C.. Velikost baleni
416050 50 Izolaci

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

dokud neubéhne expiracni doba uvedena na kitu.
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Uvod

EliGene® Plasmid DNA MiniPrep poskytuje rychlou, jednoduchou a finanéné efektivni metodu
izolace plazmid( pro béiné laboratorni aplikace v molekularni biologii. EliGene® Plasmid DNA
MiniPrep vyuZiva alkalickou lyzy, nasleduje vazba plazmidové DNA na silikatovou membranu spin
filtru pro odstranéni proteinl a nizkomolekuldrnich nedistot. Plazmidova DNA izolovand pomoci
EliGene® Plasmid DNA MiniPrep je okamZité pfipravena k pouZiti. Cely postup mze byt dokoncen
za 35 minut nebo méné, v zavislosti na poctu zpracovanych vzork(. VSechna cinidla jsou
pfipravena k pouziti a EliGene® Plasmid DNA MiniPrep obsahuje vSsechny spotiebni materialy.

Pozadavky na vybaveni

Microcentrifuga (12 000 x g)

Vortex

Termostat/Termoshaker schopny inkubace pfi 60 °C
Pipety: 50 — 750 pl

Obsah kitu

Resuspension Buffer EP1 12,5 ml
Lysis Buffer EP2 12,5 mi
Neutralization Buffer EP3 17,5 ml
Wash Buffer EP4 25 ml
Wash Buffer EP5 2x18 ml
Elution Buffer EP6 4 ml
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
poziti. V pfipadé kontaktu nebo nahodného poziti nahlédnéte do MSDS lista.

Reagencie oznacené jako hoflavé uchovavejte v bezpeéné vzddalenosti od otevieného ohné a jisker.

UPOZORNENI: Wash Buffer EP4 a Wash Buffer EP5 jsou hotlavé.
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Podrobny izolaéni protokol

Dlirazné doporucujeme prostudovat si nasledujici informace pfed prvnim pouzitim EliGene®
Plasmid DNA MiniPrep kitu.

DiileZita upozornéni pfed pouzitim

e Prosim noste rukavice po cely ¢as prace s kitem.

e Pokud je v Resuspension Buffer EP1, Lysis Buffer EP2 a/nebo v Neutralization Buffer EP3
precipitat, zahfejte lahvi¢ku s pufrem na 60 °C a rozpustte ho.

e Pro efektivni eluci DNA ze spin filtru do Elution Buffer EP6 je klicové odstranéni
zbytkového etanolu ze spin filtru..

e Tento protokol je urcen k izolaci ,,high-copy” plazmidové DNA z 1-5 ml noéni kultury.

1. Centrifugujte noc¢ni bakteridlni kultury 1 minutu pfi 12 000 x g. Odstrarite co nejvice
rdstového média.
Pozndmbka: Zbytkové ristové médium by mohlo inhibovat proces extrakce.

2. Uplné resuspendujte bakterialni peletu promichanim ve 250 pl Resuspension Buffer EP1 a
pfeneste jej do 1,5 ml zkumavky (soucdst baleni).
Pozndmka: Po resuspendovdni peletu by nemély byt vidét shluky bunék.

3. Pridejte 250 ul Lysis Buffer EP2 a promichejte prevracenim 4-6 krat. Inkubujte pfi pokojové
teploté po dobu 3-4 minut.
Pozndmka: Nevortexujte, splsobi to roztrhnuti genomické DNA. Lyza nesmi probihat déle
neZ 5 minut.

4. Pridejte 350 pl Neutralization Buffer EP3 a promichejte prevracenim 4-6 krat.
Pozndmka: Aby se zabrdnilo lokdlnimu srdZeni, promichejte roztok ihned po pfiddni
Neutralization Buffer EP3. Roztok by se mél zakalit.

5. Centrifugujte po dobu 10 minut pti 12 000 x g.

6. Preneste supernatant na spin filtr a centrifugujte pti 12 000 x g po dobu 1 minuty pfi
pokojové teploté.
Pozndmka: Plazmidy se vdZzou na kfemicitou membrdnu kolonky, protoZe jsou v pritomnosti
chaotropnych soli. Roztok prechdzejici membrdnou obsahuje nevdzany bunécny materidl.

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

8. Pridejte 500 ul Wash Buffer EP4 na spin filtr. Centrifugujte 1 minute pfi 12 000 x g.
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Pozndmka: Wash Buffer EP4 je promyvaci roztok na bdzi soli, ktery Cisti plazmidy vdzané na
spin filtru od ostatnich necistot.

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

10. Pridejte 750 pl Wash Buffer EP5 na spin filtr. Centrifugujte 1 minutu pfi 12 000 x g.
Pozndmka: Wash Buffer EP5 je promyvaci roztok na bdzi soli, ktery Cisti plazmidy vdzané na
spin filtru od ostatnich necistot.

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

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

Pozndmka: Membrdna spin filtru je zcela vysuSena od etanolovych zbytk( pro zvyseni
vytéZnosti DNA v elucnim kroku. Zbytkovy etanol z Wash Buffer EP4 a EP5 miZe inhibovat
ndsledné enzymatické reakce.

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

14. Pridejte 50 ul Elution Buffer EP6 pfimo na membranu spin filtru.

15. Inkubujte spin filtr pti pokojové teploté 1 minutu. Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.
Pozndmka: Pro zvySeni vytéZnosti inkubujte 5 minut pri 60 °C.

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

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

Centrifugujte nocni bakteridlni kultury 1 minutu pfi 12 000 x g. Odstranite co
nejvice rlstového média.

Uplné resuspendujte bakterialni pelet promichanim ve 250 pl Resuspension
Buffer EP1 a preneste jej do 1,5 ml zkumavky (soucast baleni).

Pfidejte 250 ul Lysis Buffer EP2 a promichejte prevracenim 4-6 krat.
Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 3-4 minut.

Pridejte 350 ul Neutralization Buffer EP3 a promichejte pfevracenim 4-6
krat.

Centrifugujte po dobu 10 minut pfi 12 000 x g.

Pfeneste supernatant na spin filtr a centrifugujte pfi 12 000 x g po dobu 1
minuty pti pokojové teploté.

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

Pridejte 500 ul Wash Buffer EP4 na spin filtr. Centrifugujte 1 minute pfi 12
000 x g.

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

Pridejte 750 pl Wash Buffer EP5 na spin filtr. Centrifugujte 1 minutu pti 12
000 x g.

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

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

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

Pridejte 50 ul Elution Buffer EP6 pfimo na membrdanu spin filtru. Inkubujte
spin filtr pfi pokojové teploté 1 minutu.

Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.

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

Pokud se DNA neamplifikuje

e Ujistéte se, Ze jste zkontrolovali vytézky DNA a C(istotu gelovou elektroforézou, UV
spektrofotometrem nebo fluorimetrem (pomoci PicoGreen®, Molecular Probes, Inc.).
Nadbyte¢né mnozZstvi DNA by inhibovalo PCR reakci.

e Ujistéte se, Ze jste spravné promichali Wash Buffer EP4 a EP5 kdyZz se delSi dobu
nepouZzivali. Slozky izola¢nich roztok(i se mohly oddélit.

e Zfedte templatovou DNA.

Eluovany vzorek DNA je zbarveny nebo ucpava spin filtr

e Pokud dodrzujete doporuceni v téchto pokynech, nesmi byt v izolované DNA pozorovdno
zadné zbarveni.
e NepouZivejte vice nez 5 ml no¢ni bakteridlnich kultur.

Nizka vytéZnost DNA

o Nizké vytézky mohou byt zplUsobeny mnoha faktory. Chcete-li zjistit problém, analyzujte
frakce z kazdého kroku na agarézovém gelu.

e Vezméte v Uvahu, Ze rGzné méfici metody vedou k rlznym 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 dvojvldknovou DNA.

e Dbejte nato, aby byl vzorek dobfe promichan po pridani Lysis Buffer EP2.

e Nepreskakujte krok odstranéni zbytkového etanolu ze spin filtru. Je to kliCovy krok pro
efektivni eluci DNA ze spin filtru do Elution Buffer EP6.

DNA ma nizky pomér A260/280

Pomér A260/280 pro Cistou DNA by se mél pohybovat v rozmezi 1,7 — 1,9. Pomér nizsi nez 1,6
muUze poukazovat na znecisténi DNA proteiny. Mate-li problémy s nizkym pomérem A260/280
zkontrolujte nasledujici:

e Pokud pouzivate Nanodrop, pouZijte jako blank Elution Buffer EP6.

DNA vyplavala z jamek pfi nanaseni na gel

e Ve vzorku zlstaly zbytky Wash Buffer EP5. Nepreskakujte krok odstranéni zbytkového
etanolu ze spin filtru. Zaroven muzete prodlouzit dobu vysouseni centrifugaci na 3 minuty
nebo mlzZete pouZit nd$ nacitaci buffer (pro vice informaci kontaktujte nase obchodni

oddéleni).
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Koncentrovani DNA

Findlni mnoZstvi eluované DNA je 50 - 100 pl. DNA mUze byt koncentrovana pfidanim 10 ul 3 M
acetatu sodného (pH = 5,2) a prevracenim zkumavky 3 — 5krat k promichani. Poté pridejte 200 pl
studeného 100% etanolu, opét prevracenim zkumavky 3 — 5krat promichejte a centrifugujte 15
minut pfi 12000 x g a pokojové teploté. Odstrarite supernatant a promyjte pelet DNA 70%
etanolem. Zbyly etanol nechejte odpafit pomoci exsikdtoru a resuspendujte DNA na pozadovany
objem pomoci PCR vody nebo pufru.

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 /ﬂf Skladovaci podminky (teplotni limity)

LOT| Cislo 3arze “ Vyrobce

g Datum expirace W Pocet reakci v baleni
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