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Genomic DNA Bisulfite Modification Kit

(Doporučeno pro použití se soupravou pro detekci metylace genu MGMT MLH1 Souprava pro detekci metylace genu MLH1)
Návod k použití










Pouze pro výzkumné účely
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Název výrobku
Kit pro bisulfitovou konverzi genomové DNA
Specifikace balení
24 Testů/Kit
Zamýšlené použití
Používá se pro modifikaci hydrogensiřičitanu sodného a konverzi transformaci genomové DNA. Upravené vzorky lze použít pro následné testy detekce methylačních mutací. Tento kit je určen pouze pro výzkumné použití. 
Technologický princip
Nemetylovaný cytosin (Cytosine, C) prochází řadou chemických modifikací a je přeměněn na uracil (Uracil, U), po PCR reakci se uracil přítomný v genomu nakonec přemění na thymin (Thymin, T), to znamená, že nemethylovaný cytosin se nakonec přemění na thymin; methylovaný cytosin v důsledku ochranného účinku své methylové skupiny nepodstoupí změnu báze ve výše uvedené modifikační reakci, tj. methylovaný cytosin zůstane cytosinem.
Obsah kitu
Tabulka 1. Obsah kitu
	Název 
	Objem
	Množství
	Podmínky skladování

	Modification Reagent
	1.7 mL
	2 zkumavky
	Pokojová teplota

	Buffer A
	15 mL
	1 lahvička
	Pokojová teplota

	Rinsing Solution
	3 mL
	1 lahvička
	Pokojová teplota

	Buffer B
	5 mL
	1 lahvička
	Pokojová teplota

	Elution Buffer
	0.5 mL
	1 zkumavka
	Pokojová teplota

	Adsorption Column
	-
	24
	Pokojová teplota

	Collection Tube
	-
	24
	Pokojová teplota


Poznámka:
1. Před prvním použitím přidejte do Rinsing solution absolutní etanol  podle etikety na lahvičce.
2. 24 testů/souprava: přidejte 12 ml absolutního etanolu do 3 ml Rinsing solution a dobře promíchejte.

Další požadované materiály
1. Komerční kit pro extrakci DNA
2. Absolutní ethanol (Analytical Grade)
3. Nuclease-Free voda
4. 0.2 mL PCR a 1.5 mL zkumavky
Přeprava, stabilita a skladování
1. Podmínky skladování: Reagencie jsou skladovány při pokojové teplotě a mimo dosah světla, expirace  je 9 měsíců; Po otevření reagencií by měla být souprava skladována ve správném stavu.
2. Přeprava Podmínka: pokojová teplota.
3. Zkontrolujte na štítcích datum výroby a datum spotřeby sady.
Materiál vzorku
Pro extrakci lidské genomové DNA se doporučuje použít komerční kit, změřit extrahovanou DNA mikrospektrofotometrem (Thermo Fisher, NanoDrop apod.). Hodnota OD260/OD280 by se měla pohybovat v rozmezí 1,7-2,2, koncentrace by měla být >25 ng/μl a celkové množství by mělo být v rozmezí 0,5-2 μg. 

Experimentální postup
1. Vstupní množství genomové DNA je 20 μl, celkové množství by mělo být v rozmezí 0,5-2 μg, optimální vstupní množství je 0,5-1 μg; U silně degradované genomové DNA lze vstupní množství zvýšit. Aby se zabránilo neúplné modifikaci vzorku, nemělo by maximální množství překročit 2 μg.
2. Přidejte 0,5-1 μg genomové DNA do 0,2 ml PCR reakční zkumavky na základě naměřené koncentrace DNA. Doplňte vodou bez nukleáz, pokud je objem menší než 20 μl.
3. Poté se přidá 130 μl Modification reagent, krátce vortexujte a stočte.
4. Umístěte reakční zkumavku PCR do PCR cycleru dle programu uvedenéího v tabulce 2. 
                                                                                  Tabulka 2: PCR program modifikační reakce
	Krok
	Čas
	Teplota

	Denaturace
	8 min
	98°C

	Inkubace
	60 min
	54°C

	Hold
	∞
	4°C



5. Přopravte si dotatečné množství  kolonek Adsorption Column a zkumavek Collection Tube, přidejte 600 μL  Buffer A do Adsorption Column.
6. Po dokončení modifikační reakce se vyjme reakční zkumavka PCR, mírně se odstředí a poté se veškerý reakční roztok přenese do Adsorption column s Buffer A a promýchá se otočením dnem vzhuru.
7. Centrifugujte na plnou rychlost (>10000×g) 30 s a vyhoďte filtrát.
8. Přidejte 100 μL  Rinsing Solution do Adsorption Column, centrifugujte na plnou rychlost (>10000×g) 30 s a vyhoďte filtrát. 
9. Přidejte 200 μL Buffer B, nechte stát při pokojové teplotě  (20℃ - 30℃)  15-20 min, centrifugujte na plnou rychlost (>10000×g) 30 s a vyhoďte filtrát.
10. Přidejte 200 μL Rinsing Solution do Adsorption Column, centrifugujte na plnou rychlost (>10000×g) 30 s a vyhoďte filtrát.
11. Opakujte krok 10.
12. Vložte Adsorption Column do čisté 1.5 mL zkumavky a přidejte 10 μL  Elution Buffer do středu membrány.
13. Centrifugujte na plnou rychlost (>10000×g) 30 s a získáte konvertovanou genomovou DNA.
Výkonové charakteristiky
1. Souprava by měla mít čistý vzhled, jasné štítky a neměla by prosakovat.
2. Každý roztok a pufr by měly být čisté bez zákalu nebo sraženin.
Upozornění a bezpečnostní opatření
1. Před experimenty si prosím pečlivě přečtěte pokyny.
2. Před experimentem činidla dobře protřepejte.
3. Nenahrazujte žádná originální činidla obsažená v soupravě. Nemíchejte činidla s různými šaržemi.
4. Kvalita nukleových kyselin je zásadní a po extrakci by měla být provedena kontrola kvality DNA; ihned pokračujte v dalších krocích nebo skladujte správně při teplotě -15 °C až -25 °C.
5. Před experimentem s 10% kyselinou chlornou očistěte experimentální prostory a poté opláchněte vodou. Sterilizujte prostředí a pipety 10% kyselinou chlornou, 75% etanolem nebo UV zářením.
6. Všechna používaná činidla mají potenciální nebezpečí. Veškerý použitý obsah soupravy by měl být považován za klinický dezert a měl by být řádně zlikvidován.
Symboly
	Symboly
	Definice symbolu
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	Označuje, že je nutné, aby se uživatel seznámil s návodem k použití.
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	Označuje datum výroby zdravotnického prostředku
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	Označuje kód šarže výrobce, aby bylo možné šarži nebo šarži identifikovat.
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	Indikuje teplotní omezení
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	Označuje datum, po kterém nesmí být zdravotnický prostředek používán.
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	Toto je správná vzpřímená poloha distribučních obalů pro přepravu nebo skladování.
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	Označuje, že zdravotnický prostředek by měl být uchováván v suchu.
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	Označuje zdravotnický prostředek, který potřebuje ochranu před světelnými zdroji.
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	Označuje výrobce zdravotnického prostředku.



Výrobce: XIAMEN SPACEGEN CO., LTD.
Adresa: 4th floor, No.2041 Xizhou Road, Xike Town, Tong’an District,
Xiamen 361100, P. R. China
	Tel: +86 592 7578317	Fax: +86 592 7578319
E-mail: spacegen@ispacegen.com
Web: http://www.sspacegen.com
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