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Tipy a triky pro pouzivani kitd Agencourt®

Skladovani

Kity Agencourt uchovavejte v lednici pti teploté +4 az +8°C. Vyhybejte se dlouhému stani zasobni suspenze
pfi pokojové teploté. Pokud budete kit pouZivat po malych davkach nékolik mésicl, doporucuje se na pocatku
rozdélit suspenzi z lahvicky do nékolika mensich alikvotld a ty pak spotfebovavat postupné. Pred kazdym
pouzitim kitu, suspenzi dikladné promichejte, aby nezistaly u dna lahvicky sedimenty, a suspenze tak byla
zcela homogenni. Nedoporucuje se drastické vortexovani, aby se kuli¢ky v suspenzi vzajemné neposkodily.

Etanol

Etanol musi byt nejméné 70% v/v. Pfi pouZiti mensi koncentrace etanolu dochazi k uvolfiovani navazanych
nukleovych kyselin (NK) z povrchu kuli¢ek. P¥i pfipravé se doporucuje odmérit objem 100% etanolu a vody
oddélené. Doplnéni objemu etanolu vodou, vede k vysledné nizsi koncentraci etanolu. ProtoZze je jakykoli
etanol vys$si koncentrace vysoce hydroskopicky, doporucuje se pripravovat napt. 80% v/v etanol misto 70% v/v.
Zasobni roztok etanolu by se mél pouzivat max. tyden. Vyhnete se tak nechténému vymyvani navazanych NK
z povrchu kulicek zptsobeného zvysujici se koncentraci vody.

Inkubace

PFi smichani vychoziho vzorku NK se suspenzi kuli¢ek je duleZité celou smés dikladné promichat pomoci
nejlépe pipety opakovanym nasavanim a vypousténim. Na pipeté se doporucuje nastavit mensi objem, nezZ
jaky ma promichavana kapalina. Vortexovani smési v mikrotitracnich destickach byva nedcinné kvili viskozité a
malému objemu vzorku.

Pro zvyseni vytézku NK se doporucuje prodlouzit inkubaéni doby vstupniho vzorku se suspenzi kuli¢ek na 5 az
10 min s pfipadnym promichanim této smési béhem inkubace. ProdlouZzené inkubacni doby pfi separaci kulicek
se doporucuji pti pouZivani magnetd jinych vyrobc(.

Eluce

Malé eluéni objemy vedou pfi purifikaci NK k poklesu vytézku. Minimalni elu¢ni objem u 96 jm desticek je 40 ul
u 384 jm formatu 15 pl. Dllezité je opét celou smés didkladné promichat pomoci pipety opakovanym
nasavanim a vypousténim. Elu¢ni roztok nechte plsobit nejméné 2 minuty.

Vazba dlouhych fragment(

Fragmenty NK dlouhé nékolik kb se mohou na kulicky vazat velmi pevné a obtizné eluovat, pokud se
po odstranéni etanolu v promyvacim kroku nechaji kulicky vyschnout. Pro vymyti dlouhych fragmenta se
doporucuje po promyvani dikladné odstranit zbytky etanolu a okamzité pfidat elu¢ni pufr nebo vodu. Etanol
se bude béhem inkubace z elu¢niho roztoku pfi delSim stani dale odparovat.

Zjisténi vytézku

Vychozi neprecistény vzorek PCR produktl obsahuje primery a volné nukleotidy, které pfispivaji k vyssi
absorbanci pfi 280 nm. Koncentrace NK se poté jevi vyssi, nez ve skutecnosti je. Spektroskopické porovnani
vstupniho vzorku s eluovanym proto vykazuje nizsi vytézky. Doporucend metoda pro zjisténi vytézku NK je
PicoGreen assay nebo srovnani intenzity prouzk( vstupniho vzorku s eluovanym na agarosovém gelu.

Problémy s vytéZkem

Dodrzujete vysSe uvedena doporuceni. Ujistéte se, Ze pfi odsavani supernatantu zaroven neodebirate kulicky.
Porovnejte koncentrace NK vstupniho vzorku, supernatantu ze vzorku, supernatantd etanolového promyvani a
koncového eluatu. Urcite tak, v kterém kroku dochazi k nejvétsim ztratam.
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