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Instrukcja

Virus Mini AX Transfect

Zestaw o zwiekszonej wydajnosci do izolacji wirusowego DNA do transfekcji.
Procedura z precypitacja DNA.

numer katalogowy wielkos¢

060-50T 50 izolacji

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.

Gwarancja
Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:
e  odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu
braku zalecanego w niniej: protokole wy zenia i materiatow

.
e uzyciainnych odczynnikéw niz zalecane lub ktére nie wchodza w sktad produktu
e uzycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu
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sktadnik 50 izolacji przechowywanie
Kolumny Virus Mini AX 50 szt. 2-8°C
Probéwki 2 ml 50 szt. 15-25°C
O roztwor oczyszczajacy 2x1,1ml -20°C
L1.4E roztwor lizujacy 50 ml 15-25°C
K1 roztwér réwnowazacy 45 ml 15-25°C
K2 roztwér ptuczacy 170 ml 15-25°C
K3 roztwor elucyjny 60 ml 15-25°C
PM mieszanina precypitacyjna 45 ml 15-25°C
TE bufor 5ml 15-25°C
Proteinaza K 1,1ml 2-8°C
Pojemnos¢ minikolumny do oczyszczania DNA wynosi 15 pg.
Dodatkowy sprzet i odczynniki
Niezbedne
. Proboéwki 2 ml typu Eppendorf
° Probowki 15 ml typu Falcon
. 70% etanol
° Inkubator lub termoblok 37 °C, 50 °C (zalecany Thermomixer firmy Eppendorf)

° Mikrowiréwka

Opcjonalne

° Woda jatowa (nr kat. 003-075,003-25)
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Pobrac 600-900 pl zawiesiny wirionéw (DNA wirusa) zawieszonych w niskosolnym buforze (np. buforze
TE) (nie ma w zestawie) i przeniesc do probdwki 2 ml typu Eppendorf (nie ma w zestawie).

Doda¢ po 40 pl roztworu oczyszczajacego O.

Wymieszac przez odwracanie probéwki i inkubowac przez 30 min w temp. 37 °C.

Dodac¢ po:
1 objetosc¢ roztworu lizujaceo L1.4E, np. do 1 ml zawiesiny wirionédw dodac po 1 ml roztworu L1.4E
20 ul proteinazy K.

Catos¢ wymieszac i inkubowac przez 15 min w temp. 50 °C.
Podczas inkubacji prébki nalezy od czasu do czasu mieszac przez odwracanie.

Uwaga: W trakcie postepowania proteolizy wiriondw, czasteczki wirusowego DNA przedostaja sie do roztworu. Nalezy
delikatnie postepowac z probka, aby chroni¢ DNA przed uszkodzeniem mechanicznym. Uszkodzone czasteczki nie bedg
funkcjonalne w procesie transfekgji.

Podczas inkubacji przygotowac kolumny Virus Mini AX bedace w probéwkach 15 ml.
Nanies¢ na kolumne po 800 pl roztworu réownowazacego K1. Poczekad, az roztwér wyptynie z kolumny.

Po inkubacji, jezeli roztwor zlizowanych wiriondw jest catkowicie klarowny i pozbawiony osadu, naniesé
na zréwnowazong kolumne.
Poczekad, az lizat wyptynie z kolumny.

Kolumna pracuje grawitacyjnie. Szybkosc¢ przeptywu zalezy od ilosci oraz wielkosci czastek DNA. Duza ilos¢ DNA
powoduje spowolnienie przeptywu, a przy znacznym przetadowaniu kolumny moze dojs¢ nawet do catkowitego jej
zablokowania. W takim przypadku nalezy wirowac kolumny wraz z probéwkami w rotorze uchylnym przez 1 min przy
3000-4000 RPM. Wirowanie mozna przeprowadzi¢ zaréwno po naniesieniu prébek (pkt 7) jak i podczas ptukania
roztworem ptuczacym K2 (pkt 8i 9) i przy elucji roztworem elucyjnym K3 (pkt 10).

Nanies$¢ na kolumne po 1,5 ml roztworu ptuczacego K2.
Poczekac, az roztwor wyptynie z kolumny.

Ponownie naniesc¢ na kolumne po 1,5 ml roztworu ptuczacego K2.
Poczekad, az roztwér wyptynie z kolumny.

Nanies¢ na kolumne po 100 pl roztworu elucyjnego K3.
Poczekac, az eluat wyptynie z kolumny.

Uwaga: Ten krok ma na celu zmniejszenie catkowitej objetosci eluatu, gdyz martwa objetos¢ kolumny wynosi 100 pl.
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Przenies¢ kolumne do probowki precypitacyjnej 2 ml (w zestawie).

Uwaga: Kolumna posiada odpowiednie zeberka pozwalajace na tatwe umieszczenie jej w probdwce.

Nanies¢ na kolumne po 1 ml roztworu elucyjnego K3.
Poczekac, az eluat wyptynie z kolumny. Usunaé kolumne.

Uwaga: Mieszanina precypitacyjna PM zawiera dodatkowo wzmacniacz precypitacji, dlatego przed uzyciem nalezy ja
wymieszaé przez kilkakrotne odwracanie butelki.

Do eluatéw dodac po 800 ul mieszaniny precypitacyjnej PM.

Wymieszac i wirowac przez 10 min przy 10 000 RPM.

Na dnie powinien by¢ widoczny jasnoniebieski osad DNA.

Ostroznie zlac supernatant, tak aby nie usunac niebieskiego osadu DNA.

Uwaga: W trakcie zlewania supernatantu tatwo wylac¢ osad DNA. Dla bezpieczerstwa zaleca si¢ wylewac supernatant do
przygotowanej probowki, tak aby mozna byto go odzyskac.

Dodaé po 500 pl 70% etanolu (nie ma w zestawie).
Catos¢ wymieszac i wirowac przez 3 min przy 12 000 RPM.

Na dnie powinien by¢ widoczny jasnoniebieski osad DNA.

Ostroznie zlac supernatant, tak aby nie usunac niebieskiego osadu DNA.

Uwaga: W trakcie zlewania supernatantu tatwo wylac¢ osad DNA. Dla bezpieczenstwa zaleca sie wylewac supernatant do
przygotowanej probdéwki, tak aby mozna byto go odzyskac..

Odwrdcic¢ probdwke z osadem DNA i suszyé odwrdcong do géry dnem przez 5 min w temp. pokojowe;j.

Uwaga: Jezeli na $ciankach probdwki wciaz znajduja sie resztki alkoholu, nalezy je osuszy¢ przy pomocy patyczkow
higienicznych.

Uwaga: Nie przedtuzac suszenia osadu, aby nie przesuszy¢ DNA. Moze to spowodowac znaczace obnizenie wydajnosci

izolacji DNA, a tym samym pdZniejszej transfekcji.

Zawiesi¢ osad DNA w odpowiedniej ilosci buforu TE (w zestawie) lub wody jatowej wolnej od nukleaz
(nie ma w zestawie).

Niebieska barwa osadu umozliwia $ledzenie procesu rozpuszczania DNA.

Oczyszczone DNA przechowywaé w temp. -20 °C do czasu dalszych analiz.
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Informacje bezpieczenstwa

S

NIEBEZPIECZENSTWO

Proteinaza K

H315 Dziata drazniaco na skore.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H334 Moze powodowac objawy alergii lub astmy lub trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania.
H335 Moze powodowac podraznienie drég oddechowych.

P261 Unika¢ wdychania pytu.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezelisai

mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.

P342+P311 W przypadku wystapienia objawow ze strony uktadu oddechowego skontaktowac sie z
Osrodkiem Zatru¢ lub lekarzem.

UWAGA

L1.4E roztwor lizujacy

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

H315 Dziata draznigco na skére.

H319 Dziata draznigco na oczy.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac¢ woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukaé.

UWAGA

K1 roztwor réwnowazacy

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

H315 Dziata drazniaco na skore.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac woda przez kilka minut. Wyjac
soczewki kontaktowe, jezeli s i mozna je tatwo usunaé. Nadal ptukac.

S

NIEBEZPIECZENSTWO

K2 roztwér ptuczacy

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

P210 Przechowywac z dala od Zrddet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet
zaptonu. Palenia wzbronione.

P261 Unikac¢ wdychania par.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac¢ woda przez kilka minut. Wyjaé
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukaé.

S

NIEBEZPIECZENSTWO

K3 roztwér elucyjny

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

P210 Przechowywac z dala od Zrédet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet
zaptonu. Palenia wzbronione.

P261 Unikac¢ wdychania par.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac¢ woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.

S

NIEBEZPIECZENSTWO

PM mieszanina precypitacyjna

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

P210 Przechowywac z dala od Zrédet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych Zrédet
zaptonu. Palenia wzbronione.

P261 Unikac¢ wdychania par.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.
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