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Popis produktu

D-Pure™ Dye Terminator Removal Kit je zaloZeny na technologii magnetickych kuli¢ek a acinné isti
sekvenaéni reakce zakonéené barvivem. D-Pure™ pracovni postup zahrnuje tfi jednoduché kroky:
vazbu, promyti a eluci. Pfi selektivnim navazani sekvenaéniho produktu na magnetické kulicky,
neinkorporované barvivo, nukleotidy, soli a primery jsou odstranény béhem promyvani etanolem. To
umoznuje eluci ¢istého Sangerova sekvenacniho produktu v elu¢nim pufru dle vybéru.

Pracovni postup nezahrnuje Zadné kroky odstfedovani nebo vakuové filtrace, a proto je mozné ho
upravit pro plnou automatizaci pomoci manipulatord kapalin ve spojeni s 96-jamkovymi nebo 384-
jamkovymi magnetickymi destickami Alpaqua®. Postup lze také snadno provést rucné.

D-Pure™ je kompatibilni s NimaGen BrilliantDye™ a Thermo Fisher BigDye® Terminator Cycle
Sequencing Kity (v1.1 av3.1). D-Pure™ je Siroce dostupny jako osvédéené vysoce kvalitni ¢istici Cinidlo
pro laboratofe pouZivajici genetické analyzatory 310, 3100, 3130, 3500, 3730 nebo sérii SeqStudio™.
Purifikované barvivem znacené produkty lze vloZit pfimo do genetického analyzatoru bez nutnosti
resuspenze.

Obsah kitu a skladovani

D-Pure™ Dye Terminator Removal Kity obsahuji roztok magnetickych kuli¢ek p¥ipraveny ihned k
pouZziti pro Cisténi 500 az 100 000 sekvenacnich reakci pfi pouZiti 96- nebo 384-jamkovych desticek:

Reference Objem # Reakci (96-jamek) | # Reakci (384-jamek) Skladovani
DP-005 5mL 500 1000 Skladujte kit pfi
DP-050 50 mL 5000 10 000 4°C, chrarite pred
DP-500 500 mL 50 000 100 000 svétlem

Pozadovany material, ktery neni soucasti kitu

Popis
Etanol 80%, jakost pro molekularni biologii
Elucni pufr (0,2 mM EDTA pH 8,0 nebo diH,0)




96- nebo 384-jamkové desticky, kompatibilni s genetickym analyzdtorem
(Vicekanalové) Pipety, véetné jednorazovych spicek s filtrem
Magneticka desti¢ka Alpaqua®, 96-jamkova nebo 384-jamkova

Obecna bezpecnostni opatieni

Prectéte si bezpecnostni list (MSDS) a dodrZujte pokyny pro manipulaci. DodrZujte spravnou
laboratorni praxi a pouzivejte ochranné bryle, rukavice a laboratorni plast pfi manipulaci se suspenzi
magnetickych kulicek doddvanou v této sadé. Pokud dojde ke kontaktu s roztokem kulic¢ek, oplachnéte
dané casti téla okamzité s velkym mnozZstvim vody. V pripadé potieby vyhledejte Iékafskou pomoc.

Protokol (96 jamek)
1. Resuspendujte roztok kuli¢ek D-Pure™ protfepanim.
2. Do kazdého vzorku pfidejte 10 pl homogenizovaného roztoku kuli¢ek D-Pure™.

3. Pridejte 42 pl (pro 10 ul sekvenacni reakce) nebo 62 ul (pro 20 ul sekvenacni reakce) 80% etanolu
do kazdého vzorku a ihned promichejte pipetovani nahoru a dold.

4. Umistéte desticku se vzorky na 96-jamkovou magnetickou desticku; pockejte (3 minuty) nebo dokud
neni roztok Ciry.

5. Zatimco je desticka na magnetu, odsajte roztok (supernatant) z jamek a zlikvidujte ho. Zajistéte, aby
nedoslo k naruseni kuli¢ek pipetovanim ze dna jamek.

6. Na magnetu pridejte 100 pl 80% etanolu do kazdé jamky; pockejte (30 sekund).
7. Na magnetu odsajte etanol a zlikvidujte jej.

8. Opakujte kroky 6 a 7 pro celkem dvé promyti etanolem. Zejména v poslednim aspiracnim kroku
zajistéte Uplné odstranéni etanolu.

9. Vypnéte magnet, vysuste vzorky na vzduchu pfi pokojové teploté (3-10 min). Vzorky nepresuste,
protoZe to mizZe degradovat fluorescencni barvivo.

10. Pfidejte 40 pl elu¢niho pufru (0,1 mM EDTA pH 8,0 nebo diH,0), promichejte a inkubujte pfi
pokojové teploté (5 min).

11. Umistéte desticku se vzorky na magnetickou desticku; pockejte (3 minuty, nebo dokud neni roztok
Ciry).
12. Ponechte desticku se vzorky na magnetu a preneste 30-35 pl cirého roztoku do nové desticky,

kompatibilni s genetickym analyzatorem. Vzorky jsou nyni pfipraveny pro dalsi aplikaci.

POZNAMKA: Nechte 5-10ul ¢&irého roztoku, aby se zabranilo prenosu kuli¢ek, protoze by mohly
interferovat s naslednymi aplikacemi. Pokud se kulicky prenesou, umistéte vzorky zpét na plvodni
desticku a znovu je preneste do nové desticky.



Protokol (384 jamek)
1. Resuspendujte roztok D-Pure™ kuli¢ek protfepanim.
2. Do kazdého vzorku pfidejte 5 ul homogenizovaného roztoku kuli¢ek D-Pure™,

3. Pridejte 31 ul (pro 5 ul sekvenacni reakce) 80% etanolu do kazdého vzorku a ihned promichejte
pipetovanim nahoru a dol(.

4. Umistéte desticku se vzorky na magnetickou 384-jamkovou desticku; pockejte (3 minuty) nebo
dokud neni roztok Ciry.

5. Zatimco je desticka na magnetu, odsajte roztok (supernatant) z jamek a zlikvidujte ho. Zajistéte, aby
nedoslo k naruseni kulicek pipetovanim ze dna jamek.

6. Na magnetu pfidejte 40 pl 80% etanolu do kazdé jamky; pockejte (30 sekund).
7. Na magnetu odsajte etanol a zlikvidujte jej.

8. Opakujte kroky 6 a 7 pro celkem dvé promyti etanolem. Zejména v poslednim aspiracnim kroku
zajistéte Uplné odstranéni etanolu.

9. Vypnéte magnet, vysuste vzorky na vzduchu pfi pokojové teploté (10 min). Vzorky nepresuste,
protoZe to mliZe degradovat fluorescencni barvivo.

10. Pridejte 25 pl elu¢niho pufru (0,1 mM EDTA pH 8,0 nebo diH,0), promichejte a inkubujte pfi
pokojové teploté (5 min).

11. Umistéte desticku se vzorky na magnetickou desticku; pockejte (3 minuty, nebo dokud neni roztok
ciry).
12. Ponechejte desticku se vzorky na magnetu a preneste 20 pl ¢irého roztoku do nové desticky,

kompatibilni s genetickym analyzatorem. Vzorky jsou nyni pfipraveny pro dalsi aplikaci.

POZNAMKA: Nechte 5ul &irého roztoku, aby se zabrdnilo prenosu kulicek, protoze by mohly
interferovat s naslednymi aplikacemi. Pokud se kulicky pfenesou, umistéte vzorky zpét na plvodni
desticku a znovu je preneste do nové desticky.



