|. EszkozOk:

— Vortex: Vortex Genie vagy egyenértéki

— Centrifuga (amely eléri a 10 000xg-t, az utols6 centrifugalashoz 13 000xg)

— Fluoriméter: Qubit (Thermo Fisher) vagy egyenértéki
— Pipettak: P1000 és P200 (vagy P100). Idealis esetben a kisérletet két hallgaté végzi,

ezért minden csoportnak egy par pipettara van sziiksége.
— Hatéblokk (1,5 ml-es Eppendorf csévekhez)

ll. Fogy6éanyagok az 6rai munkahoz:
— ZymoBiomics DNA Kit

Mennyiség

Teljes

Mennyiség

Kit-komponens gﬁ/ csoportonk| mennyiség 13 | csoportonként (with gﬁg?t
ént csoporthoz 10% loss) y
Lizatum El6re 1,5 ml-es
(élesztd) feltort| 400l 5.2 ml 440 pl cs6
D430
0-2-1 1,5 ml-es
Kotépuffer 00 1,200pl 17.2 mi 1320 pl cs6
D430
0-3-5 1,5 ml-es
Mosopuffer 1 0 400ul 5.7 ml 440 pl csO
D430
0-4-6 1,5 ml-es
Mosoépuffer 2 0 900yl 12.9 ml 990 ul csO
D430
2-5-1 0.50r1,5
Elualé viz 0 100l 1.5ml 110 pl ml-es csé

— Pipettahegyek (csoportonként):
o 1000 pl-es hegyek: 10 db (minimum 4-5)
o0 200 pl-es hegyek: 8 db (minimum 2-3)

lll. EIGkészités a labor el6tt (0. nap):

A protokoll célja, hogy a gyakorlat kortlbelll 45-60 percbe férjen bele. A DNS-izolalas 15
perces gyongyzuzassal kezdédik. Mivel a gydngyzuzoé nem tipikus laboratériumi eszkdz, nagy




fordulatszamu vortexet alkalmazunk. Ez 40 percet vesz igénybe, a mintat le lehet fagyasztani,
és a hallgatok a fagyasztott mintak felolvasztasaval kezdhetnek.

Teljes elokészitési ido: ~70 perc

1.  Mintaelokészités (20 perc):
o Adjon hozza 50-100 mg ¢lesztot €s 750 ul Lysis Solution 14 BashingBead csdbe.
2.  Mechanikai lizis (40 perc):
o Alkalmazzon nagy sebességli homogenizatort (5—-10 perc) vagy Vortex Genie-t
(40 perc) az egyenletes lizis biztositasa érdekében.

OPCIONALIS: A folyamat itt megszakithatd. Pedagogiailag elénydsebb.

3.  [Elsodleges tisztitas és alikvotalas (10 perc):
o Centrifugalja a gyongydket tartalmazo csoveket >10,000%g for 1 minute.
o Ovatosan vigyen at 400 pl of the supernatant (lizatumot) 13 friss 1,5 ml-es
csObe.
4.  Fagyasztas:
o Tarolja —20°C. A protokoll szerint ez a legjobb megallasi pont hosszl tava

tarolashoz.

V. Laboratoriumi gyakorlat (1. nap):

A protokoll netté korulbelll 26 percet vesz igénybe, igy kezdék szamara is elegendé idé all
rendelkezésre.

Teljes foglalkozasi ido: 50 perc

1.  Bevezetés és ,,Olvasztas és bemutatas” (15 perc):
o Ossza ki a fagyasztott lizatumokat.
o Ezt az id6t pipettazasi tréningre kell forditani, mikézben a csdvek a hallgatok
kezében olvadnak fel.
2. Végs6 lizatum tisztitas (4 perc):
o Vigye at a 400 pl lysate a kovetkezObe: Zymo-Spin III-F Filter.
o Centrifugalja 8,000 x g for 1 minute, majd dobja el a szlir6t.
3. DNS-kotés (8 perc):
o Adjon hozzé 1,200 nl DNA Kétépuffer a sziirlethez.
o Toltse be 800 ul a kdvetkezore: Zymo-Spin IICR Column, centrifugélja 10,000
x g for 1 minute, dobja el az atfolyatot, és ismételje meg.
4. Az oszlop mosasa (9 perc):
o Adjon hozza 400 nl Mosopuffer 1, centrifugalja.
o Adjon hozza 700 pl Mosdpuffer 2, centrifugalja.
o Adjon hozza 200 pl Mosépuffer 2, centrifugélja.



5. DNS elucio (5 perc):
o Vigye at az oszlopot egy tiszta csObe; adjon hozza 100 pl Water.
o Varjon 1 percet.
o Centrifugélja 10,000 x g for 1 minute.
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