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Srodki ostroznosci

96 izolacji Warunki
Skiadniki zestawu E3402-011 przechowywania

SolV 26 ml 15-25°C
Wash RBW 2 x 88 ml 15-25°C
Wash RBW2 88 ml 15-25°C
Proteinase K (20 mg/ml) 2.4 ml -20°C
RNase-free water 18 ml 15-25°C
Carrier RNA * 2 x 300 ug 15-25°C
Magnetic Beads 1000 pl 2-8°C
Protokot 1

* Dotaczony liofilizat no$nikowego RNA nalezy zawiesi¢ w 300 ul wody wolnej od RNaz otrzymujac stezenie
1 pg/pl.
Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

e  Statyw magnetyczny EURx (E0361 na 16 probowek, E0362 na 24 probdéwki, E0363 na
ptytki 96 dotkowe). Statywy do zakupienia osobno.

° Rekawiczki, pipety, jatowe tipsy, jatowe proboéwki 1.5-2 ml lub ptytki 96 dotkowe
o objetosci dotkéw 800 pl, blok grzejny pozwalajacy na inkubacje probki w temperaturze
56°C, worteks.

e Alkohol etylowy 96-100%, 0.9% NaCl lub PBS do przygotowania materiatu do izolacji.

e  BeadTubesDry nr kat. EO358 do izolacji RNA/DNA wirusowego z odchoddw.




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Przeznaczenie zestawu. Zestaw jest przeznaczony do
jednoczesnej izolacji RNA i DNA wirusowego. Zestaw umozliwia izolacje RNA/DNA z osocza,
surowicy lub innych ptynéw ustrojowych pozbawionych komodrek takich jak mleko, a takze
z wymazow, tkanek i odchodéw.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. lzolacje nalezy wykonac z probki o objetosci
200 pl. W przypadku prébki o mniejszej objetosci, ptyn nalezy uzupetni¢ do 200 ul za pomoca
0.9% roztworu NaCl lub PBS (wolny od RNaz/DNaz).

UWAGA 3 - Przechowywanie prébek. Po zebraniu prébki moga by¢ przechowywane do 5 godzin
w temperaturze 2-8°C. W przypadku dtuzszego przechowywania prébki nalezy rozporcjowaé
izamrozi¢ w -20°C lub -80°C. Wtasciwym materiatem do izolacji sg probki, ktére byty rozmrozone
tylko jeden raz.

UWAGA 4 - Nosnikowe RNA (Carrier RNA). Dodatek nos$nikowego RNA (ang. carrier RNA) zwieksza
wydajnos$¢ wigzania wirusowych kwaséw nukleinowych do kuleczek magnetycznych. Jest to wazne
szczegblnie w przypadku gdy prébka zawiera niewiele docelowego materiatu genetycznego.
Dodatkowo, wprowadzenie duzej ilosci no$nikowego RNA zmniejsza prawdopodobienstwo
degradacji wirusowych kwaséw nukleinowych. Dotaczony liofilizat nosnikowego RNA nalezy
zawiesi¢ w odpowiedniej ilosci wody zgodnie z instrukcjg w ,Czes$¢ | Czynnosci wstepne”
(strona 4). [Carrier RNA: Poly(A) 2 000-10 000 nt.]

UWAGA 5 - Wydajnos¢ izolacji. llos¢ wirusowych kwaséw nukleinowych wyizolowanych
z ptynéw biologicznych lub wymazéw jest zwykle ponizej 1 ug i nie nadaje sie do pomiaru
spektrofotometrycznego. W przypadku iloSciowej oceny kwaséw nukleinowych otrzymanych
przy uzyciu ponizszego protokotu nalezy pamietac, ze w prébce jest wiecej nosnikowego RNA niz
wirusowego RNA/DNA. W przypadku izolacji z tkanek wigkszos$¢ kwaséw nukleinowych stanowi
materiat genetyczny zwierzecia/cztowieka.

UWAGA 6 - Kontrola wewnetrzna. Niektore komercyjnie dostepne systemy amplifikacji lub
procedury walidacyjne wymagaja stosowania kontroli wewnetrznej. W takich przypadkach
kontrolne DNA/RNA powinno by¢ dodane razem z RNA no$nikowym do buforu lizujgcego.

UWAGA 7 - Dodatkowe zalecenia. W celu unikniecia krzyzowego zanieczyszczenia prébek podczas
izolacji nalezy zwracac szczegdlng uwage na odpowiednig zmiane koncéwek pipet pomiedzy
prébami.

UWAGA 8 - Przechowywanie sktadnikéw zestawu. Po rozpakowaniu sktadniki zestawu nalezy
przechowywac w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem Proteinazy K ktéra nalezy przechowywac
w 20°C i Magnetic Beads ktére nalezy przechowywac w 2-8°C.

UWAGA 9 - Dobra praktyka laboratoryjna. Wszystkie roztwory z zestawu do oczyszczania
RNA/DNA nalezy przechowywa¢ szczelnie zamkniete, aby uniknaé¢ zmiany stezen w wyniku
parowania.




Protokot

Czes¢l Czynnosci wstepne

Rozpusci¢ no$nikowe RNA (Carrier RNA). Doda¢ 300 pl wody wolnej od RNaz (RNase-free

pipetowanie. Zawieszone no$nikowe RNA podzieli¢ na porcje i przechowywaé w -20°C. Unika¢
rozmrazania/zamrazania porcji wiecej niz 3 razy. Uzywaé 5 pl (5 pg) nosnikowego RNA na jedna

izolacje.

1. Probki doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.

2. Dodac 5 ul roztworu no$nikowego RNA do 215 pl buforu Sol V.

o Nosnikowe RNA nie rozpuszcza sie bezposrednio w buforze Sol V. Przed dodaniem do buforu

Sol V musi by¢ rozpuszczone w wodzie wolnej od RNaz.

0 Podana proporcja dotyczy jednej izolacji. Mozna przygotowac wiekszq objetos¢ mieszaniny
proporcjonalnie do ilosci przeprowadzanych izolacji.




Czes¢ll Przygotowanie probek z materiatem biologicznym

Wymaz:

Sucha wymazéwke z materiatem biologicznym umiesci¢ w 300 ul 0.9% NaCl lub PBS i inkubowac
5 min. Po tym czasie pobra¢ 200 ul ptynu i przenies¢ do nowej probowki.

0 Procedure izolacji RNA/DNA z suchej wymazdéwki mozna réwniez przyspieszy¢ przez jednoczesne
dodanie do probéwki z wymazéwkqg 200 ul 0.9% NaCl, 220 ul Sol V (z dodanym nosnikowym RNA),
20 ul Proteinazy K, zworteksowanie i przejscie do Czesc Ill pkt. 2.

o W przypadku izolacji kwaséw nukleinowych z wymazéwki przechowywanej w soli fizjologicznej (0.9%
NaCl) pobraé bezposrednio 200 ul ptynu i przenies¢ do nowej probéwki. W przypadku mniejszej objetosci
ptyn uzupetnic¢ do 200 ul solqg fizjologiczng.

o W przypadku izolacji kwaséw nukleinowych z wymazéwki przechowywanej w podtozu inaktywujgcym
czynniki biologiczne (podtoze typu Viral Transport Medium VTM na bazie guanidyny) pobra¢ 100 ul
podtoza do nowej probéwki i uzupetni¢ 100 ul 0.9% NaCl lub 1x PBS.

Ptyny ustrojowe:

Do izolacji kwaséw nukleinowych z krwi, osocza, surowicy czy innych ptynéw ustrojowych
pobrac 200 pl prébki do probéwki typu Eppendorf 1.5-2 mil.

Mieko:

Do izolacji kwaséw nukleinowych z mleka nalezy 1 ml mleka zwirowa¢ 3 min z predkoscia
11 000 g, ostroznie usung¢ supernatant nie naruszajac osadu (osad moze by¢ trudno widoczny)
i rozpusci¢ osad w 200 ul 0.9% NaCl lub PBS.

Tkanki:

W przypadku izolacji kwaséw nukleinowych z tkanki nalezy pobra¢ 5-10 mg materiatu,
zhomogenizowa¢ w 400 ul 0.9% NaCl lub PBS i pobra¢ 200 ul prébki do probdéwki typu
Eppendorf 1.5-2 ml.

Odchody:

Odwazy¢ do 30 mg odchoddéw/katu (objetosé do 3 ziaren ryzu) i przenies¢ do probdwki
BeadTubeDry (nr kat. EO358). Dodac 500 ul 0,9% NaCl lub PBS i wytrzasac intensywnie. Szklane
kuleczki i resztki organiczne osadzi¢ przez krotkie wirowanie z predkoscig 500 x g aby otrzymac
przejrzysty roztwér. Pobra¢ 100 pl supernatantu do probéwki typu Eppendorf 1.5-2 ml i doda¢
100 ul 0.9% NaCl lub PBS. Probéwki BeadTubeDry (nr kat. E0358) mozna zakupi¢ oddzielnie.




Czesc lll lzolacja DNA/RNA

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Do probéwki z materiatem biologicznym dodac¢ 220 ul Sol V (z dodanym nos$nikowym RNA,

patrz ,Czynnosci wstepne”) i 20 ul Proteinazy K.

Worteksowac kilka sekund, badZz doktadnie wymiesza¢ przez odwracanie probéwki.
Inkubowac 15 min w 56°C.

Doda¢ 250 pl 96-100% alkoholu etylowego i doktadnie wymieszac.

Bardzo doktadnie zworteksowaé probdéwke z kuleczkami magnetycznymi (Magnetic
Beads), a nastepnie doda¢ 10 pl kuleczek magnetycznych do mieszaniny z roztworem DNA
i wymieszac prébke przez worteksowanie przez 1 min.

Umiesci¢ probéwke na statywie magnetycznym i odczeka¢ do momentu catkowitego
przyklejenia kuleczek magnetycznych do magnesu.

Trzymajac probéwke na statywie magnetycznym usunac¢ roztwoér nie naruszajac kuleczek
magnetycznych. Przetozyé probowke na zwykty statyw (usungé magnes), dodaé¢ 800 ul
buforu ptuczacego Wash RBW do probowki i worteksowacé przez 10 s.

Umiesci¢ probéwke na statywie magnetycznym i odczeka¢ do momentu catkowitego
przyklejenia kuleczek magnetycznych do magnesu.

Trzymajac probéwke na statywie magnetycznym usunac¢ roztwoér nie naruszajac kuleczek
magnetycznych. Przetozyé probowke na zwykty statyw (usungé magnes), dodaé¢ 800 ul
buforu ptuczacego Wash RBW do probowki i worteksowacé przez 10 s.

Umiesci¢ probéwke na statywie magnetycznym i odczeka¢ do momentu catkowitego
przyklejenia kuleczek magnetycznych do magnesu.

Trzymajac probowke na statywie magnetycznym usungc¢ doktadnie caty roztwoér nie
naruszajac kuleczek magnetycznych.

Przetozy¢ probéwke na zwykty statyw (usunaé magnes), doda¢ 800 ul buforu ptuczacego
Wash RBW2 do probowki i worteksowac przez 10 s.

Umiesci¢ probéwke na statywie magnetycznym i odczeka¢ do momentu catkowitego
przyklejenia kuleczek magnetycznych do magnesu.

Trzymajac probowke na statywie magnetycznym usunaé¢ doktadnie caty roztwoér
nie naruszajac kuleczek magnetycznych. Zostawi¢ otwartg probowke na statywie
magnetycznym przez 15-20 min w celu odparowania resztek alkoholu.

o W buforze Wash RBW2 znajduje sie alkohol, nalezy upewnic sie, ze prébka jest sucha zanim
przejdzie sie do pkt 14.

Dodac do probéwki 50-100 ul RNase-free water, inkubowac 2 min mieszajac.

Umiesci¢ probéwke na statywie magnetycznym. Po separacji kuleczek od roztworu,
przenies¢ roztwor RNA/DNA do nowej probowki. RNA/DNA jest gotowe do dalszych
analiz/manipulacji, moze by¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C.




Srodki ostroznosci

Wash RBW

Proteinase K

Niebezpieczenstwo

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P210 Przechowywac z dala od Zrédet ciepta,
goracych powierzchni, zrédet iskrzenia,
otwartego ognia i innych Zrédet zaptonu. Nie
palic.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé¢ wodga przez kilka
minut. Wyjac¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania drazniagcego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym  miejscu.  Przechowywac
w chtodnym miejscu.

Wash RBW2

SolV

Niebezpieczenistwo

H334 Moze powodowaé objawy alergii
lub astmy lub trudnosci w oddychaniu
w nastepstwie wdychania.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P304+P340 W przypadku dostania sie do
drog oddechowych: wyprowadzi¢ lub wyniesé¢
poszkodowanego na S$wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

P342+P311 W przypadku wystapienia
objawdéw ze strony uktadu oddechowego:
skontaktowac¢ sie z osrodkiem zatruc/
lekarzem.

Niebezpieczenstwo

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P210 Przechowywac z dala od Zrédet ciepta,
goracych powierzchni, zrédet iskrzenia,
otwartego ognia i innych Zrédet zaptonu. Nie
palic.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé¢ wodga przez kilka
minut. Wyjac¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania drazniacego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym  miejscu.  Przechowywac
w chtodnym miejscu.

Uwaga

H302+H332 Dziata szkodliwie po potknieciu
lub w nastepstwie wdychania.

H315 Dziata drazniaco na skore.

H319 Dziata draznigco na oczy.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P280 Stosowal rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P301+P312 W przypadku potkniecia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowac¢ sie z osrodkiem zatruc/
lekarzem.

P304+P340 W przypadku dostania sie do
drég oddechowych: wyprowadzic¢ lub wynies¢
poszkodowanego na $wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptuka¢ wodga przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania drazniacego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P302+P352 W przypadku kontaktu ze skora:
umy¢ duza iloScig wody.

P332+P313 W przypadku wystapienia
podraznienia skory: zasiegnac porady/zgtosi¢
sie pod opieke lekarza.
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DOBOR ZESTAWU
W ZALEZNOSCI OD RODZAJU
IZOLOWANEGO MATERIALU

PRZEWODNIK PO ZESTAWACH DO IZOLACJI KWASOW NUKLEINOWYCH
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DOSTEPNA ILOSC IZOLACJI

50
150

25
100

50
150

50
150

100

50
150

25
50

50
150

25
100

50

150

50
150 150 150

50

50

50
150

25
100

50
100

50
100

25
100

50
150

150

BAKTERIE
DROZDZE
HODOWLE KOMORKOWE
ROSLINY

GRZYBY

ROSLINY BOGATE
W POLISACHARYDY'

KREW
GLEBA
KAL
GENOMOWE WYMAZY

TKANKI ZWIERZECE

TKANKI

DNA PARAFINA /| FORMALINA

OGONY GRYZONI
WLOSY
OWADY

mocz
KosCl
SLADY BIOLOGICZNE

ZYWNOSC

BAKTERIE
PLAZMIDOWE
DROZDZE

IZOLACJA Z AGAROZY

OCZYSZCZANIE PO PCR | REAKCJACH
ENZYMATYCZNYCH

Wszystkie zestawy zawierajg bufory WASH w formie gotowej do bezposredniego uzytku

1. Dodatkowo wymagany bufor Lyse CT (E0324)
2. Zestaw do tworzenia emulsji i oczyszczania DNA.
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Wszystkie zestawy zawierajg bufory WASH w formie gotowej do bezposredniego uzytku

1. Mrozone w buforze Lyse Blood (wystgpuje w zestawie).
2. Mieszanina fenolu i soli chaotropowych przeznaczona do izolacji catkowitego RNA.






0 GeneMAGNET Viral RNA/DNA Purification Kit jest przeznaczony do

jednoczesnego oczyszczania RNA i DNA wirusowego z wymazow biologicznych,
osocza, surowicy oraz innych wolnych od komérek ptynéw ustrojowych a takze

tkanek i odchodow.

Zestaw umozliwia izolacie RNA/DNA z ptynéw
ustrojowych $wiezych badZz mrozonych o objetosci
200 pl. Prosta procedura oparta na czterech krokach
(liza, wiazanie, ptukanie i elucja) minimalizuje czas
izolacji oraz mozliwo$¢ zanieczyszczenia prébek.
Dodatek nosnikowego RNA wspomaga wigzanie
nawet niewielkich ilosci wirusowych kwasow
nukleinowych do kuleczek magnetycznych, ktére
nastepnie sa ptukane buforami usuwajacymi
zanieczyszczenia majace wptyw na wydajnos¢
reakcji odwrotnej transkrypcji, PCR czy qPCR. Elucje

oczyszczonego RNA/DNA wykonuje sie woda wolng

od RNaz. Oczyszczony preparat RNA/DNA wolny
od biatek, nukleaz i innych zanieczyszczer nadaje
sie do bezposredniego uzytku. Nie wymaga dalszej

precypitacji etanolem.

Izolacje mozna wykonywaé¢ w probéwkach typu
Eppendorf o objetosci 1,5-2 ml lub na ptytkach 96
dotkowych o objetosci dotkéw 800 pl. Podczas izolacji
wymagane jest uzycie statywu magnetycznego
na probowki lub ptytki 96 dotkowe do dokupienia

osobno.

Linia GeneMAGNET opiera sie na uzyciu pokrytych krzemionka paramagnetycznych kuleczek

(Magnetic Beads) do oczyszczania DNA i RNA. W celu osiagniecia wysokiej wydajnosci

i czystosci otrzymanych kwaséw nukleinowych, opracowano wyspecjalizowane bufory

wigzace i ptuczace, projektowane pod katem optymalnego wykorzystania wtasciwosci nowych

kuleczek magnetycznych.
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