FICHE TECHNIQUE Ref: [EAos01 | (207)

Révisée le 05/01/2025 EA05-02 (5071)

Tissue WiraSpin®

DNA extraction purification Kit

Stockage : Conserver a température ambiante (1525 °C) pendant deux ans pour les composants scellés.
Une fois ouverts, la durée de conservation est réduite a un an, a condition que les composants soient
manipulés et stockés correctement. Conservez la solution de Protéinase K reconstituée a -20 °C.

Description

Le kit de purification d'extraction d'ADN WiraSpin® pour tissus offre une solution flexible et économique
pour l'extraction d'ADN a partir d'une large gamme d'échantillons, y compris les tissus animaux (frais ou
congelés) et les organes tels que la peau, le foie, le coeur, les poumons, le pancréas, etc., avec des
quantités variant de 20 mg a 50 mg. Ce kit élimine la nécessité d'extractions au phénol/chloroforme. L'ADN
purifié obtenu est adapté pour une utilisation directe dans diverses applications telles que la PCR, le
Southern blotting et la digestion par des enzymes de restriction

Contenu du kit

Composants EA05-01 (20 T) EA05-02 (50 T)
Lysis binding Buffer 5 (LBB5) 4 ml 10 ml
Inhibitor Clean Buffer 5 (ICB5) 7 ml 15 ml
Wash Buffer 5 (WB5) 5 ml 10 ml
Elution Buffer 5 (EB5) 2 ml 5 ml
Lyophilized Proteinase K 10 mg 20 mg
Colonnes de purification (spin) 20 50

Remarque : Reconstituez la Protéinase K a 20 mg/ml en ajoutant 1ml d’eau distillée (ddH,0) au tube
contenant 20 mg de Protéinase K, ou 0,5 mL d’eau distillée (ddH,0) au tube contenant 10 mg de Protéinase K.

Préparation Avant la Manipulation

Avant de commencer, ajouter le volume spécifié d'éthanol absolu aux solutions ICB5 et WB5.
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Toutes les étapes de centrifugation se font a température ambiante (15-25 °C).

Protocole
1. Lyse Cellulaire
— Ajouter entre 25 et 50 mg d'échantillon dans un tube microcentrifuge de 1,5 mL.
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— Ajouter 200 pL de tampon de lyse (LBB5) et 20 pL de solution de Protéinase K (20 mg/ml).
— Meélanger immédiatement et incuber pendant 1 heure a +70°C ( vortexer de temps en temps) ou jusqu'a ce
que le tissu soit complétement digéré.

2. Précipitation
— Ajouter 100 pL d'isopropanol au mélange et bien mélanger.
— Al'aide d'une micropipette de 1 mL, aspirer les débris tissulaires non solubilisés.

3. Purification de ’ADN

— Insérer la colonne a spin en silice dans un tube de collecte.
— Transférer le lysat restant dans la colonne a spin en silice.
— Centrifuger pendant 1 minute a 12,000 g.

4. Lavage de ’ADN

— Ajouter 500 pL du tampon de nettoyage des inhibiteurs (ICB5) (s'assurer que I'éthanol a été ajouté),
centrifuger la colonne a8000 g pendant 1 minute, puis jeter le filtrat.

— Ajouter 500 pL du tampon de lavage (WB5) (s'assurer que |'éthanol a été ajouté), centrifuger la colonne a

— 8000 g pendant 1 minute, puis jeter le filtrat.

— Répéter I'étape précédente une fois.

— Centrifuger la colonne a spin vide a 13,000 g pendant 1 minute pour éliminer tout tampon de lavage
résiduel. Laisser sécher a I'air la colonne a spin a température ambiante pendant plusieurs minutes.

— Placer la colonne a spin dans un tube propre de 1,5 mL.

5. Elution de ’ADN

— Ajouter entre 30 et 100 pL du tampon d'élution (EB5) directement au centre de la colonne (pour un
rendement plus élevé, préchauffer le tampon a 70°C), laisser reposer a température ambiante pendant 1
minute.

— Centrifuger a 8000 g pendant 1 minute pour éluer I'ADN. Pour un stockage a long terme, conserver la
solution d'ADN a -20°C.

Remarques
— Il est essentiel de ne pas surcharger la colonne avec I'échantillon pour éviter la saturation et ainsi obtenir
un meilleur rendement. En cas de saturation aprés centrifugation, effectuer une nouvelle centrifugation.
— Utiliser des matériaux frais et éviter les cycles répétés de décongélation/congélation.
— Utiliser de préférence des tubes stériles et des pointes de pipette pour éviter toute contamination
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