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Instrukcja

Plasmid Maxi AX Sil

Zestaw o zwigkszonej wydajnosci do izolacji plazmidéw nisko- i wysokokopijnych.
Procedura z precypitacjg DNA.

numer katalogowy wielkos¢

093-02S 2izolacje

Produkt przeznaczony wytacznie do badari 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 zal W niniej: protokole wy, Zenia i materiatow

.
e uzyciainnych odczynnikow niz zalecane lub ktére nie wchodza w sktad produktu
e uzycia przeterminowanych odczynnikéw oraz elementéw produktu
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Specyfikacja
format maxikolumna
pojemnosc ztoza 1mg DNA

wielkos¢ probki

do 500 ml hodowli bakteryjnej

objetos¢ elucji

precypitacja

Sktad

sktadnik ilos¢ przechowywanie
Kolumny Maxi AX Sil 1000 2 szt. 15-25°C
Probéwki 50 ml 6szt. 15-25°C
Strzykawki do filtracji 2 szt. 15-25°C
L1 roztwér do zawieszania komérek 45 ml 2-8°C
L2 roztwor lizujacy 45 ml 15-25°C
L3 roztwér zobojetniajacy 45 ml 15-25°C
K1 Sil roztwor réwnowazacy 55ml 15-25°C
K2 Sil roztwor ptuczacy 130 ml 15-25°C
K3 roztwoér elucyjny 55ml 15-25°C
TE bufor 5ml 15-25°C
Izopropanol 50 ml 15-25°C

Dodatkowy sprzet i odczynniki

Niezbedne
° 70% etanol
° Wiréwka

. Zlewki laboratoryjne

Opcjonalne

. Woda jatowa (wolna od nukleaz) (nr kat. 003-075, 003-25)


https://www.aabiot.com/woda-jalowa
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Zestaw zawiera system barwny LySee, ktéry umozliwia wygodna kontrole etapow lizy alkalicznej (str. 6).

W roztworze lizujacym L2 znajduje sie SDS, ktéry precypituje w niskich temperaturach. Jezeli roztwor
lizujacy L2 nie jest klarowny, nalezy go ogrza¢ w temp. 40 °C do uzyskania catkowitej klarownosci.

Zwirowac od 200 ml do 500 ml nocnej hodowli bakteryjnej.

Uwaga: llos¢ hodowli bakteryjnej zalezy od kopijnosci plazmidu, pamigtajac, ze pojemnos¢ kolumny Maxi AX Sil wynosi 1 mg.

Supernatant usuna¢, a osad doktadnie zawiesi¢ w 20 ml roztworu L1 do zawieszania komérek.

Uwaga: W trakcie zawieszania osadu bakteryjnego roztwér bedzie zmieniat wyglad z catkowicie transparentnego o odcieniu ciemnorézowym na
nieprzezroczysty o odcieniu jasnor6zowym. Zawieszanie mozna zakorczy¢ po catkowitym zniknieciu osadu u dotu probéwki.

Przenie$¢ po 10 ml zawiesiny do dwdéch probéwek 50 ml (w zestawie).

Dodaé po 10 ml roztworu lizujacego L2 do kazdej z probdwek i ostroznie wymieszac az do catkowitej lizy.

Uwaga: Po dodaniu roztworu lizujacego L2, nalezy ostroznie mieszac zawarto$¢ probowki, aby nie spowodowa¢ fragmentacji chromosomalnego
DNA. Zwykle wystarczy szesciokrotne odwracanie probéwki. Mieszanina powinna zmienia¢ wyglad i zabarwienie.

Pozostawi¢ na 3 min w temp. pokojowej.

Uwaga: Po 3 min inkubacji, lizat powinien by¢ catkowicie klarowny i jednolicie malinowy. Jezeli nie jest, nalezy wymieszac lizat kilka razy i
przedtuzy¢ czas inkubacji o dalsze 3 min.

Do kazdej z probéwek dodac¢ po 10 ml roztworu zobojetniajacego L3 i ostroznie wymieszac, az do
znikniecia malinowej barwy lizatu.

Uwaga: Po dodaniu roztworu zobojetniajacego L3, nastepuje gwattowna precypitacja potasowych soli SDS oraz chromosomalnego DNA i
niektorych biatek. Po wymieszaniu zawartos¢ probowki powinna zmieni¢ zabarwienie na lekko zétte. Brak $ladéw malinowego zabarwienia
wskazuje na catkowite zobojetnienie i pomysine zakonczenie lizy alkalicznej.

Zostawi¢ w lodzie na 15 min.

Wirowac¢ przez 10 min przy 10 000 RPM.

Przygotowac kolumne Maxi AX Sil 1000 przez umieszczenie jej w gérnym otworze statywu.
Pod kolumne podstawic zlewke do odbioru roztworéw wyptywajacych z kolumny.

Zréwnowazy¢ kolumne Maxi AX Sil 1000 przez naniesienie na ztoze kolumny po 25 ml roztworu
roéwnowazacego K1 Sil. Poczekad, az roztwdér wyptynie z kolumny.
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Wyjac ttok ze strzykawki do filtracji i przelac do niej supernatanty z obydwu probowek (z punktu 8.) wraz
z ptywajaca w nich niewielka iloscia precypitatu.

Whozy¢ ttok do strzykawki i przefiltrowac lizat bezposrednio do zréwnowazonej kolumny Maxi AXSil
1000. Poczekad, az roztwor wyptynie z kolumny.

Nanies¢ na kolumne Maxi AXSil 1000 po 30 ml roztworu ptuczacego K2 Sil. Poczekad, az roztwér
wyptynie z kolumny.

Uwaga: Nalezy obserwowac czy roztwdr w catosci przeszedt przez kolumne. Gdy roztwér przestanie kapac, nalezy przejs¢ do kolejnego punktu.

Nanies¢ na kolumne Maxi AXSil 1000 po 30 ml roztworu ptuczacego K2 Sil. Poczekad, az roztwér
wyptynie z kolumny.

Uwaga: Nalezy obserwowac¢ czy roztwdr w catosci przeszedt przez kolumne. Gdy roztwér przestanie kapaé, nalezy przejs¢ do kolejnego punktu.

Usunac¢ zlewke znajdujaca sie pod kolumna Maxi AXSil 1000, a pod wylot kolumny podstawi¢ nowa
probowke 50 ml (w zestawie).

Nanies¢ po 25 ml roztworu elucyjnego K3. Poczekad, az eluat wyptynie z kolumny do probéwki.

Usuna¢ kolumne ze statywu. Do eluatu bedacego w probéwce dodaé po 20 ml izopropanolu.

Probowke zakrecic, wymieszac i wirowac przez 20 min przy 11000 x g.

Ostroznie zlac supernatant, tak aby nie usuna¢ osadu plazmidowego DNA.

Uwaga. W trakcie zlewania supernatantu bardzo tatwo wylac osad plazmidowego DNA. Dla bezpieczeristwa zaleca sie wylewac supernatant do
czystej probowki, tak aby mozna byto go odzyskac.

Dodac po 2 ml 70% etanolu (nie ma w zestawie). Lekko zamieszac¢ i wirowac przez 3 min przy 11000 x g.

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

Uwaga. W trakcie zlewania supernatantu bardzo tatwo wylac osad plazmidowego DNA. Dla bezpieczeristwa zaleca sie wylewac supernatant do
czystej probowki, tak aby mozna byto go odzyskac.

Osad plazmidowego DNA suszy¢ przez 10 min w temp. pokojowej przez odwrocenie probowki.

Rozpuscic¢ osad DNA w 0,2-1 ml buforu TE (w zestawie) lub wody jatowej (nie ma w zestawie).
Plazmidowe DNA przechowywac w temp. 4-8 °C do czasu dalszych analiz.
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System barwny LySee

System barwny LySee umozliwia tatwa i wygodna kontrole etapow lizy alkalicznej. Dzieki kontroli wizualnej, mozliwe
jest wyeliminowanie ewentualnych bteddw, takich jak: niecatkowite zawieszenie komorek, nieefektywna liza komorek,
niepetna precypitacja niepozadanych sktadnikéw komérkowych.

Zawieszanieiliza

Dodanie do osadu komoérek bakteryjnych przejrzystego, purpurowego roztworu L1 sprawia, Ze osad jest tatwy do
zlokalizowania (rys. 1). Podczas procesu zawieszania, mieszanina staje sie metna o jasnorézowym odcieniu (rys. 2).
Etap zawieszania jest zakonczony, gdy osad komdrek bakteryjnych na dnie probéwki catkowicie zniknie. Po dodaniu
roztworu lizujacego L2 i inkubacji lizat staje sie malinowy. Liza komoérek jest zakonczona, gdy roztwor osiagnie
jednorodnie przejrzysty malinowy wyglad (rys. 3).

rys.1 rys.2 rys.3

Zobojetnianie i precypitacja

Dodanie do mieszaniny roztworu zobojetniajacego L3 powoduje gwattowng precypitacje potasowych soli SDS,
chromosomalnego DNA i niektorych biatek (rys. 4). Po wymieszaniu mieszanina staje sie lekko zétta (rys. 5). Brak $ladow
malinowego zabarwienia wskazuje na catkowite zobojetnienie i pomysine zakonczenie lizy alkalicznej (rys. 6).

rys.4 rys.5 rys.6
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Informacje bezpieczenstwa

UWAGA

L2 roztwér lizujacy

H315 Dziata drazniaco na skére.

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 Unikac¢ wdychania pytu.

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.

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

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 usunac. Nadal ptukac.

S

NIEBEZPIECZENSTWO

K1 Sil roztwér réwnowazacy

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 zrédet
zaptonu. Palenia wzbronione.

P261 Unika¢ wdychania par.

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.

&b

NIEBEZPIECZENSTWO

K2 Sil 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 zrédet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet
zaptonu. Palenia wzbronione.

P261 Unika¢ wdychania par.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac woda przez kilka minut. Wyjac
soczewki kontaktowe, jezeli s3 i mozna je tatwo usunaé. Nadal ptukac.

S

NIEBEZPIECZENSTWO

Izopropanol

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco 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 Unika¢ wdychania par.

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