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Instrukcja

Fast CiTi Converter DNA Methylation Kit

Zestaw do przeprowadzania konwersji i przygotowania DNA do badan metylacji. Zawiera gotowy do uzycia odczynnik
Fast C/T opracowany z mysla o szybkiej i wygodnej reakcji konwersji DNA.

numer katalogowy wielkos¢
027F-50 50 reakcji
027F-200 200 reakgji

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.
Guarantee

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 wyp ‘enia i materiatow

.
e uZyciainnych odczynnikow niz zalecane lub ktore nie wchodza w sktad produktu
e uZycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu.
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Zalety

. Szybka i wydajna konwersja DNA bogatego w pary GC w zaledwie 60 minut
. tatwy i wygodny w uzyciu odczynnik Fast C/T w formie roztworu
. Zminimalizowana degradacja i utrata DNA podczas obrobki

. Otrzymanie ultraczystego DNA gotowego do analizy metylacji

Opis

Fast CiTi Converter DNA Methylation Kit zawiera zestaw odczynnikéw do przeprowadzenia konwersji bisulfidowej
oraz oczyszczania DNA po konwersji. Zestaw zostat tak zaprojektowany, aby zminimalizowac¢ degradacje matrycy
poddawanej konwersji. Zapewnia catkowita konwersje niemetylowanych reszt cytozyny przy minimalnej utracie DNA
na etapie konwersji i oczyszczania. W przeciwienstwie do standardowego odczynnika do konwersji, Fast C/T jest
gotowym do uzycia roztworem, ktéry pozwala przeprowadzic¢ petng konwersje prébki w zaledwie 60 minut.

Sktad

027F-50 027F-200

sktadnik ilos¢ nr kat. ilos¢ nr kat. przechowywanie
mikrokolumny z probéwkami 2 ml 50 szt. K-CT-50 200 szt. K-CT-250 15-25°C

Fast C/T odczynnik do konwersji 5x1.1ml K-FC/T-11A |20x1.1ml K-FC/T-11A | 15-25°C

G roztwér wigzacy 35ml K-G-35 130 ml K-G-130 15-25°C

A1 roztwor ptuczacy 30ml K-A1-30 110 ml K-A1-110 15-25°C

DS roztwoér do desulfonowania 12ml K-DS-12 45ml K-DS-45 15-25°C

bufor Tris 2ml K-TRIS-2 8ml K-TRIS-8 15-25°C

woda ultraczysta 8ml K-WUP-8 30ml K-WUP-30 -20-25°C

Dodatkowy sprzet i odczynniki

° sterylne probowki Eppendorf 1,5 ml
. vorteks
° mikrowiréwka

. termoblok lub termocykler
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. Odczynnik Fast C/T jest dostarczony w formie roztworu w ciemnej probdwce i jest wrazliwy na dziatanie
tlenu i $wiatta. Dla uzyskania najlepszych rezultatéw, zaleca sie kompletne zuzycie raz otwartej probéwki
przed rozpoczeciem kolejnej.

. Do przeprowadzenia reakcji konwersji zalecane jest uzycie termocyklera, w celu zapewnienia jednakowego
grzania i uniknigcia parowania prébek.

Zestaw umozliwia przeprowadzenie analiz na prébkach zawierajacych DNA w ilosci 500 pg-2 pg. Optymalna zalecana
ilos¢ DNA w prébce 200-500 ng.

1. Do prébek DNA doda¢ wode ultraczysta do uzyskania objetosci 50 pl.

Dodac 100 pl roztworu odczynnika Fast C/T do konwersji. Doktadnie wymieszaé przez pipetowanie.,

Uwaga. Nie worteksowac!

Inkubowad prébki w termocyklerze przez 2 min w temperaturze 98 °C a nastepnie 60 minut w 85 °C.

Schtodzi¢ prébki w lodzie (0-4 °C).

Informacja. Probki moga by¢ przechowywane w temp. 4 °C do 20 godzin.
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Do prébek dodac¢ 600 pl roztworu wigzacego G.
Wymieszac przez pipetowanie lub kilkakrotne odwracanie probéwek.

Catos¢ naniesc¢ na mikrokolumny.
Zamknac wieczka.

Wirowa¢ 30-60 s przy 10 000-15 000 RPM (210 000 x g).

Wyijaé mikrokolumny z probowek, wylac przesacz i ponownie wtozy¢ mikrokolumny do tych samych
probdéwek.

Nanie$¢ na mikrokolumny po 100 pl roztworu ptuczacego Al.
Zamknac wieczka.

Wirowaé przez 30-60 s przy 10 000-15 000 RPM (210 000 x g).

Nanie$¢ na mikrokolumny po 200 pl roztworu do desulfonowania DS.
Inkubowac 10 min w temp. pokojowej.

Wirowaé przez 30-60 s przy 10 000-15 000 RPM (=10 000 x g).

Wyija¢ mikrokolumny z probéwek, wylac przesacz i ponownie wtozy¢ mikrokolumny do tych samych
probowek.

Nanies¢ na mikrokolumny po 200 pl roztworu ptuczacego Al.
Zamknac wieczka.

Wirowac przez 30-60 s przy 10 000-15 000 RPM (210 000 x g).

Nanies$¢ na mikrokolumny po 200 pl roztworu ptuczacego Al.
Zamknac wieczka.

Wirowaé 2 min przy 10 000-15 000 RPM (210000 x g).

Uwaga. W momencie dodawania buforu elucyjnego nalezy zwrdécic¢ uwage, aby ptyn catkowicie pokryt ztoze. Powinno sig
go dodawac na srodek mikrokolumny. Jezeli czes¢ ptynu elucyjnego pozostanie na sciankach mikrokolumny, to elucja
bedzie mniej wydajna.
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Osuszone mikrokolumny umiesci¢ w sterylnych probéwkach 1,5 ml (nie ma w zestawie).
Na ztoze znajdujacego sie na dnie mikrokolumn nanies¢ od 15 do 30 pl buforu Tris lub wody ultraczystej.
Zamknac wieczka.

15. Inkubowac mikrokolumny 3 min w temp. pokojowej.

16. Wirowaé 1 min przy 10 000-15 000 RPM (=10 000 x g).

17. Usunaé mikrokolumny.

Informacja. Oczyszczone i zmodyfikowane DNA znajdujace sie w probéwkach przechowywac w zakresie temp. +4 °C do
+8 °C do czasu dalszych analiz.

Pytanie: Jaka ilos¢ DNA potrzebna jest do wydajnej konwersji DNA?
Odpowiedz: Optymalnailos¢ DNA na prébke powinna zawierac sie w granicach 200-500 ng. Zestaw CiTi Converter
Methylation Kit umozliwia przeprowadzenie analizy na prébkach zawierajacych DNA w ilosci od 500 pg do 2 pg.

Pytanie: Jaka jest wydajnos¢ chemicznej konwersji DNA dzieki zastosowaniu zestawu Fast CiTi Converter DNA
Methylation Kit?

Odpowiedz: Ponad 99% niemetylowanych reszt cytozyny [C] ulega konwersji do reszty uracylu [U], przy jednoczesnej
>99% ochronie metylowanych reszt cytozyny.

Pytanie: Jaka jest wydajnos$¢ oczyszczania DNA po konwers;ji?
Odpowiedz: Zestaw Fast CiTi Converter Methylation Kit umozliwia odzysk skonwertowanego DNA ze $rednia
wydajnoscia ok.80%.

Pytanie: Jaka polimeraza DNA jest zalecana do amplifikacji skonwertowanego DNA?
Odpowiedz: Zalecamy produkt A&A Biotechnology: Sensitive CiTi Mix EvaGreen® (nr kat. 2017CT-200).


https://www.aabiot.com/en/sensitive-citi-mix-evagreen
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Informacje Bezpieczenstwa

S

A1l roztwor ptuczacy

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

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

NIEBEZPIECZENSTWO 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 usunag. Nadal ptukac.
Fast C/T odczynnik do konwersji
H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.
H319 Dziata drazniaco na oczy.
P201 Przed uzyciem zapoznac si¢ ze specjalnymi srodkami ostroznosci.
P264 Doktadnie umy¢ ciato po uzyciu.
P270 Nie jes¢, nie pi¢ i nie pali¢ podczas uzywania produktu.
P280 Stosowac ochrone oczu/ ochrone twarzy.
P301+P312 W przypadku potknigcia: W przypadku ztego samopoczucia skontaktowac sie z Osrodkiem
UWAGA

Zatru¢/ lekarzem.

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

P337+P313 W przypadku utrzymywania sie dziatania drazniacego na oczy: Zasiegnac porady/ zgtosic sie pod
opieke lekarza.

SDH S

NIEBEZPIECZENSTWO

DS roztwér do desulfonowania

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H290 Moze powodowac korozje metali.

H314+H319 Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

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

P261 Unika¢ wdychania pytu.

P280 Stosowac rekawice ochronne / odziez ochronna / ochrone oczu / ochrone twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac¢ woda przez kilka minut. Wyjaé
soczewki kontaktowe, jezeli s i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.

P310 Natychmiast skontaktowac¢ sie z Osrodkiem Zatruc lub lekarzem.

UWAGA

G roztwor wiazacy

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

H315 Dziata drazniaco na skére.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

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.
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