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Introductory Notes
���� 1 �  K�� ������������ ��� ��� �� �������� ��r ��� r���� �������� �� ��r�� ��m��‑�r�� m��r�b��� 
��� �r�m ��v�r��m����� ��m���� (����� ����m���� ��m����� m���r�). ��� �������� ��� ����w� ��r 
���������� ��R �m��������� ��: b����r��� ������ �r������� ������ ���.

���� 2 �  M�x�m�m ��m��� ��r���� ��� m�������m� ���b��� ��r������� �� ��� �r�m �� �� 
2�0 m� �� �ry ���� �r �� �� 100 m� w�� ����. ��� m�x�m�m ����m� b������ �������y ��r ��� �� 
2� ��. ��� m�x�m�m v���m� �� ��� ����m� r���rv��r �� ��0 ��.

���� 3 �  Kit Compounds Storage. ��� ��� ������ b� ���r�� �� r��m ��m��r���r�� w��� ��� 
�x������ �� �R b���r. �R b���r ������ b� ���� �� 4��.

���� � �  M���������� ���� W�r���� �r������ ��� �������� ������ b� ���� �����y ������ �� �v��� 
�v���r���� ��� r������� ��m������� �������r���� �������. �� �b���� ���� q�����y ���� ���� 
��r�����y �� ��� �r������ �r�v���� b���w.

Equipment and reagents to be supplied by the experimenter.

• ������� [���100� v�v�� m��r�����r������ �������b�� ���v��� ���r��� ����� ���� ���r��� 
1.��2 m� ��������� ��b��. �q���m��� ��r ���� ��m��� ���r����� ��� ��m����������: � 
���‑b�� v�r��x ��� �r ���� ���r����r (F����r��� �r�����y�� ���r����r G����� ���.). ������� 
R���� � (10 m��m�� w� r���mm��� ����� ��Rx R���� �� ���. ��. �13�0).
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Protocol

1. ����y 30 �� �� ���v���� ����r �� onto the DNA binding spin-column (�� ��� ����) ��� 
���� �� �� r��m ��m��r���r� ��� �r�����r��� �y���� �� ��� ����‑����m� (��r b��� r������ �� 
����� 10 m��).

 � ������� �� B���r �� ���� ��� �����r �� ��� r���� ���b��� ��m����� w���� �� m�mbr���� ��� 
m�x�m�� b������ �� ����

 � ��� m�mbr��� ���v���� ������ b� ���� b���r� ���r��� �������� �r�����r��

2. ��� �� �� 2�0 m� �� ���� ��m��� �� ��� Bead Tube.

 � ��� B��� ��b� �������� b���� ��� b���r ���� ���b�� �����r���� �� ���� ��r����� ��� ���� �y����

 � ��� ��� �� �������� �� �r����� 0�25 � �� ����� ��w�v�r� �� ��m� ������ �� �� �������ry �� ���m��� 
��� ���� ��m��� w������ F�r m�r� ����rb��� ���� �y��� r����� ���� ��m��� w����� �� 0�1�0�15 ��

 � �������� �� R��‑�r�� ��� �� �r����� ��r ��w���r��m ������������ ��� 5 �� �� R���� � (10 m��m��� 
�� r���mm��� ����� ��Rx R���� �� ���� ��� �1350�

3. M�x by ��v�r��� ��� ��b�.

4. ��� �0 �� ���� �� b���r ��� ��v�r� ��v�r�� �m�� ��� ��b�.

 � ��� ��m������� �� �y�� �� b���r ��� ��rm �r��������� �� ��m��r���r� b���w 20��� �� ���� ���� 
w�rm ��� b���r �� �� 37�� w���r b��� ��� m�x w���� ���� �� ���� ���r�����

5. ����r� Bead Tubes ��r��������y ����� � v�r��x ������r ��b� �����r ��r ��� v�r��x �r ����r� 
��b�� ��r��������y �� � ���‑b�� v�r��x ��� w��� ����. V�r��x �� m�x�m�m ����� ��r 10 m��.

 � ����r���v��y� � ���� ���r����r (F����r��� �r�����y�� ���r����r G����� ����� ��� b� ����� w��� ���b��� 
�� �����v� �����r y����� �� ���� ���� �r�������� �m� ������ b� ���m�����

 � �� ��b�� �r� ������� w��� � ����� y�� ������ b� �w�r�� ���� ��� ���� m�y ������� ���� m�y ���� 
�� ������������ r������ �r ��w�r y������ B� ��r� ���� ��� ��b�� �r� �����y ������� �� ��� v�r��x�

 � �� ��m� ����� b���r �y��� y���� ��� b� �����v�� by �r������ ��� ��m���� ���r ��� v�r��x��� ����� 
�r���� ��� ��m��� �� ‑70��� ���r ���w��� v�r��x ��m��� ������r 5 m��� ��� �r����������r����� 
�r����� ��� b� r������� �� �� 3 �m���

6. ����r����� ��� Bead Tube ��r 2 m�� �� m�x�m�m ����� ��� �r�����r 400 �� �� ��� 
����r������ �� ��� 2 m� m��r�����r����� ��b�.

 � R����� ��� ���� ��m��� w������ w��� �� �� �m�����b�� �� �r����r 400 �� �� ��� ����r�������

7. ��� 400 �� PR b���r. V�r��x ��r � ��� ��� ����b��� �� ��� ��r � m��.

 � �R b���r �r���������� ���‑��� �r����� ��� ���r����� m���r��� ��������� ��m�� ��b�������� ���� 
��br��� ��� �r�������
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8. ����r����� ��r 1 m�� �� m�x�m�m �����.

9. �r�����r �00 �� �� ��� ����r������ �� � ��w 2 m� m��r�����r����� ��b�.

10. ��� �00 �� ��� �� b���r.

11. ��� 200 �� �� ��� ������� ��� m�x ���r�����y by v�r��x��� �r ��v�r�� �m�� ��v�r���.

12. �r�����r �00 �� �� ��� �y���� �� ��� DNA binding spin-column ��� ����r����� �� 11 000 x � 
��r 30 ���. R�m�v� ��� ����‑����m�� ���r �� ����r������ ��� ����� b��� ���� ��� r����v�r 
��b�.

13. R����� ���� 12.

14. �r�����r ��� r�m������ m�x��r� �� ��� ��m� DNA binding spin-column ��� ����r����� �� 
11 000 x � ��r 1 m��. R�m�v� ��� ����‑����m�� ���r �� ����r������ ��� ����� b��� ���� 
��� r����v�r ��b�.

15. ��� �00 �� W��� ���1 b���r �� ��� ����‑����m� ��� ����r����� ��r 1 m�� �� 11 000 x �.

16. ���� ��� ��� ����‑����m�� �����r� ��w‑��r���� ��� ����� b��� ��� ����‑����m� �� ��� 
��������� ��b�.

17. ��� �00 �� W��� ���2 b���r �� ��� ����‑����m� ��� ����r����� ��r 1 m�� �� 11 000 x �.

18. ���� ��w� �� 11 000 x � ��r 1 m�� �� r�m�v� �r���� �� ��� W��� ���2 b���r.

19. ����� ��� ����‑����m� �� � ��w ��������� ��b� (1.��2 m�) ��� ��� �0�100 �� �� ������ 
b���r �� ����� b���� ���.

 � ������� �� ��� ������ b���r ��r����y ���� ��� �����r �� ��� r���� �m�r�v�� ��� y����� �� �v��� 
�r�����r��� �r���� �� ��� b��w��� ��� ����‑����m�� �� ��� ����� ��� ����‑����m� w���� w��� ��� 
m��r���������

 � �� �r��r �� �m�r�v� ��� �������y �� ��� ������ ����m�� ��� �r�m m�mbr���� ������ b���r 
��� b� ������ �� � ��m��r���r� �� �0���

 � ��� �����w��� ������ �������� ��� b� �����
� 5�10 mM �r��‑��� b���r� �� ��0���0�
� 0�5�1 x �� b���r� �� ��0���0 (��� r���mm����� ��r ��� ��q���������
� ����r ������� ���������� b���r� ��� b� ����� �� ����r �� ��� ���� �������r���� �� ��m���r �� 

���� �� 5�10 mM �r��‑���� �� ��0���0�

20. ����b��� ��� ����‑����m����������� ��b� ����mb�y ��r 2 m�� �� r��m ��m��r���r�.

21. ����r����� ��� ����‑����m� ��r 1 m�� �� 11 000 x �.

22. �����r� ����‑����m�� ��� ��� ��������� ��b�. ��� �� r���y ��r ����y����m����������. �� ��� 
b� ���r�� �����r �� 2���� �r �� ‑20��.DO
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��� G���M��R�� m�mbr��� ��m��y ��� ������ ��m� 

��r �w� ��r����� �����r��: F�r��� ��r ����r �x�r��r����ry 

���� b������ �������y� ����w��� �� ������� ������� ����� 

w��� ���m�� y����. ������� ��r ����r r�m�r��b�y ���� 

���������y. �v�� ��m������ �� �r�������� ���m���� 

��m���r��y ���� �� ���� R�� ��� ���y������r���� 

�r� �����y ����r������� �m����� ���� ����r by ��� 

������v��y �� ����� �����y ���m���� m��r����. ���� 

�����r� ����w� �� ������� �����y ��r� ������� ������ ���� 

r�m��� �� w�r� r����b�� �v�� ���r b���� ��b������ 

�� �x������ ���r��� ��r���� (y��r�). �r� ��r����y 

���� ��������� w��� ���� �� ��b��q���� m�������r 

b�����y ������������ ���� ��: r���r����� ��������� 

���������ry������ ��������� �������� �r�����‑��� 

����r����� �������� ��q�������� b������ �� v��r� 

�r��������� ���� �y�������� �ybr��������� ��� �

W� ���� �r��� ��r� �� ���‑���� ��� ��m������� ��� 

v�r��b��� �� ��� ������� ���� ��r������� �y���m 

��w�r�� ���� ����r � � m���‑��r�m���r ���m������. 

��� m��r���� ���� ���v�������y �r�‑������ �� � 

r���y‑��‑��� ����‑����m� ��rm��. ���� ����m�� �r� 

����������y �����r����� ��r �r����� ������m��� �� 

��q��� ��w‑��r���� r��� �� ���m�� v�����. ��v�� 

b������ ��� w������ b���r� �r� ��v������ �� ���� ���� 

��v������ �� G���M��R�� ���q�� �������y� r������� 

�� �������� �� b����������y ���v�� ����‑q�����y ������� 

�����. ���� ���� ��� ������ � ��� �� �m� ��� ���r�� w��� 

���� ��v����m��� �� ��� v�r���� G���M��R����� ���� 

�r�v����� � �����rm �� ���q�� ���m���� ��m�������.

���� ��� ��������� r��r�����b����y �� m��r�x 

��r��rm���� �� ��w�y� w�rr������ ����� ��m������ 

�r���r���� �� w��� �� ��r������ q�����y ����r�� �� 

���r��y ��r��rm�� ��‑����� �� ��Rx ���.

W����v�r y��r �x��r����� w��� ������� ����� �������� 

���� m�y ���� ����� m��� �����y y�� w��� ��������r � 

����r���� w��� G���M��R��. ���� w� �r� �� m��� 

���v������ y����� ��v� ��. ����y.

���������� �� ������m��� ��r � ��m��� �� ��������� ��� ����r����� ������� 
���� b������ m�mbr����� 

�

���� ��m��� �� ����� �� � b��� b����� ��b� ���������� 

b���� ��� �y��� �������. ��� �r������� �� �� �y�� ���  

m��r��r�����m� �� ��� ���� by � ��mb������ �� 

����� ����r���� ��� m��������� ��r�� ������� ��� 

b����. ����������� ������� �� ����� �� �r��������� 

��m�� ��b������� ���� ��r����y ����b�� ��w���r��m  

�����������.  ���m���� b���r ��� ������� �r�v��� 

������v� ��������� ��r ��� b������ �� ��� ��� 

b������ ����‑����m��. �����m������ r�m������ �� 

��� r���� �r� ��������y r�m�v�� �� �w� w��� �����. 

����‑q�����y �������r ��� �� ���� ������ �� ��w ���� 

b���r� �.�.: �r��‑���� ��. �������� ��� �� r���y ��r 

��w���r��m ����������� w������ ��� ���� ��r ��� 

������� �r����������.

����M��R�� ���� ��� ��r������� K�� �� �������� ��r ��� r����  �������� �� ������ ��r�� 
��m����r��  m��r�b��� ��� �r�m ����r��m����� ��m����: ����� ����m���� ��m����� m���r�� 
���� ��r���� ��� �� �r�� �� �����m������� ���� ��: ��m�� ��b�������� �r������� ������� ����� 
����r������ b���r�� ������ �������� ������� ����
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