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96 izolacji Warunki
Sktadnik zestawu E3427-0:l przechowywania

Res FE 90 ml 15-25°C
Lyse FE 7.2 ml 15-25°C
Proteinase K (20 mg/ml) 1.2 ml -20°C
PR 48 ml 2-8°C
Sol FE 72 ml 2-8°C
Wash FEX 180 ml 15-25°C
Wash FEX2 90 ml 15-25°C
Elution 12 ml 15-25°C
Magnetic Beads 1000 pl 2-8°C
Protokot 1

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.

e Alkohol etylowy [96-100% v/v], mikrowirdwka, rekawiczki, jatowe tipsy, jatowe probdwki
1.5-2 ml lub ptytki 96-dotkowe o pojemnosci przynajmniej 2 ml. Sprzet konieczny do
rozdrobnienia i homogenizacji prébki. W zaleznosci od wybranej metody: mozdzierz
i ciekty azot lub mechaniczny homogenizator. Blok grzejny pozwalajacy na inkubacje
probki w temperaturze do 65°C. Opcjonalnie, jesli istotne jest otrzymanie preparatu
DNA wolnego od RNA, nalezy posiada¢ RNaze A o stezeniu 10 mg/ml. Polecamy uzycie
RNazy A o numerze katalogowym E1350 (EURXx).




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw umozliwia izolacje DNA ze $wiezej i przetworzonej
zywnosci pochodzenia roslinnego, zwierzecego i mieszanego metoda manualng lub automatyczna.

UWAGA 2 - Maksymalna ilo$¢ uzytego materiatu. Na jedng izolacje DNA mozna uzy¢ maksymalnie
300 mg probki materiatu. W przypadku suchego, higroskopijnego materiatu (np. maka, ptatki
kukurydziane, rosliny suszone) nalezy zmniejszy¢ wielko$¢ prébki ponizej 100 mg.

UWAGA 3 - Przechowywanie komponentéw zestawu. Po rozpakowaniu, zestaw nalezy
przechowywac w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem kuleczek magnetycznych (Magnetic Beads)
buforu Sol FE, PR oraz Proteinazy K. Magnetic Beads, bufory Sol FE i PR nalezy przechowywa¢
w 2-8°C, natomiast Proteinaze K w -20°C.

UWAGA 4 - Dobra praktyka laboratoryjna. Wszelkie roztwory z zestawu do oczyszczania DNA
nalezy przechowywac szczelnie zamkniete, aby unikna¢ zmiany stezen w wyniku parowania.

UWAGA 5 - Elution jest buforem o niskiej zawartosci soli, w sktadzie nie zawiera chelatoréow
jonéw metali (np. EDTA), ktére moga hamowacé reakcje enzymatyczne. DNA rozpuszczone
w buforze Elution moze by¢ wykorzystane do trawienia enzymami restrykcyjnymi, kinazowania,
ligacji, sekwencjonowania metoda Sangera lub NGS itd. DNA mozna tez wymy¢ z kolumienki
z uzyciem Tris-HCI, wody lub TE.

Protokot

1. Homogenizacja materiatu.

a. Zhomogenizowac fragment materiatu w ciektym azocie, uzywajac do tego celu wczesniej
schtodzonego mozdzierza i ttuczka. Umiesci¢ maksymalnie 300 mg prébki w probéwce 2 ml
typu Eppendorf. Doda¢ 750 ul buforu Res FE. Doktadnie zawiesi¢ probke materiatu.

lub

b. Rozdrobni¢ fragment materiatu (maksymalnie 300 mg) mechanicznie przy uzyciu
homogenizatora w 750 pl buforu Res FE.

0 Procedura homogenizacji zalezy od typu materiatu. W niektérych przypadkach homogenizacja
nie jest potrzebna i wystarcza doktadne zawieszenie probki w buforze do lizy (np. mgka, pasztety,
koncentraty, sosy, ketchup).

0 Zestaw pozwala na oczyszczenie DNA z maksymalnie 300 mg prébki. W przypadku suchego,
higroskopijnego materiatu (np. mgka, ptatki kukurydziane, rosliny suszone) nalezy zmniejszy¢
wielkos¢ prébki ponizej 100 mg, aby umozliwi¢ kompletne zawieszenie prébki w buforze do lizy.
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o W przypadku prébek ptynnych (olej spozywczy, sos sojowy, mleko sojowe, itp.) umiesci¢ 300 ul
probki w probéwce 2 ml typu Eppendorf.

o Jesliistotne jest otrzymanie preparatu DNA niezawierajqgcego RNA, dodac 10 ul RNazy A o stezeniu
10 mg/ml.

Dodac¢ 60 ul buforu Lyse FE i 10 ul Proteinase K.

Wymieszac przez kilkukrotne odwrdcenie probdwki i inkubowac 30 min w 65°C (podczas
inkubacji wymiesza¢ dwukrotnie przez odwracanie).

Wirowac przez 5 min z maksymalng predkoscia.
Przenies¢ 400 ul supernatantu do nowej probéwki.

o W pewnych przypadkach materiat silnie chtonie bufor, co powoduje, Ze niemozliwe jest wybranie
znad osadu 400 ul supernatantu. Nalezy wéwczas zmniejszy¢ wielkos¢ poczqtkowq prébki lub
przeniesc jak najwiecej supernatantu i dopetni¢ buforem Res FE do catkowitej objetosci 400 pl.

Dodac 400 pl buforu PR. Worteksowac przez 5 sekund i inkubowa¢ przez 5 min. w lodzie
(0-4°C).

0 Bufor PR umozliwia precypitacje organicznych i nieorganicznych substancji, m.in.: biatek,
pozostatosci komérkowych, inhibitoréw enzymatycznych.

Wirowac przez 1 min z maksymalng predkoscia.

Przenies¢ 600 ul supernatantu do nowej probéwki typu Eppendorf 2 ml lub dotka ptytki
96-dotkowej o pojemnosci co najmniej 2 ml. Protokét kontynuowaé metoda manualng lub
automatyczna.

Do prébki/dotka ptytki 96 dotkowej dodaé 600 pl buforu Sol FE.

Dodac¢ 600 pl 96% etanolu i doktadnie wymieszac.

Bardzo doktadnie zworteksowaé probdowke z kuleczkami magnetycznymi (Magnetic

i wymieszac prébke przez pipetowanie lub worteksowanie przez 1 min.

0 10 ul kuleczek magnetycznych mozna dodac do 600 ul 96% etanolu (krok 10), wymieszac i dodac
razem 610 ul roztworu do prébki.

Umiesci¢ probowke/ptytke na statywie magnetycznym i odczeka¢ do momentu catkowitego
przyklejenia kuleczek magnetycznych do magnesu.

Trzymajac  probéwke/ptytke  na  statywie  magnetycznym  usunaé  roztwoér
nie  naruszajgc  kuleczek  magnetycznych. Przetozy¢  probowke/ptytke  na
zwykty statyw (usunaé magnes), doda¢ 800 ul buforu ptuczacego Wash FEX

i pipetowac lub worteksowac zawieszajac kuleczki w roztworze.
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Umiesci¢ probéwke/ptytke na statywie magnetycznym i odczeka¢ do momentu catkowitego
przyklejenia kuleczek magnetycznych do magnesu.

Trzymajac proboéwke/ptytke na statywie magnetycznym usunac roztwor nie naruszajac
kuleczek magnetycznych. Przetozy¢ probdwke/ptytke na zwykty statyw (usunaé magnes),
doda¢ 800 ul buforu ptuczacego Wash FEX i worteksowac przez 10 s.

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

Trzymajac probdwke/ptytke na statywie magnetycznym usung¢ doktadnie caty roztwér nie
naruszajac kuleczek magnetycznych.

Przetozy¢ probowke/ptytke na zwykty statyw (usunaé magnes), doda¢ 800 ul buforu
ptuczacego Wash FEX2 i worteksowac przez 10 s.

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

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

o W buforze Wash FEX2 znajduje sie alkohol, nalezy upewnic sie, Zze prébka jest sucha zanim
przejdzie sie do pkt 21.

Doda¢ do probéwki/dotka ptytki 96 dotkowej 100 pl Elution, wymiesza¢ dobrze przez

pipetowanie lub worteksowanie i inkubowac 2 min.

Umieséci¢ prébke na statywie magnetycznym. Po separacji kuleczek od roztworu, przeniesé¢
roztwér RNA/DNA do nowej probéwki. RNA/DNA jest gotowe do dalszych analiz/
manipulacji, moze by¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C.




Srodki ostroznosci

Lyse FE Sol FE
Niebezpieczeristwo Uwaga
H318 Powoduje powazne uszkodzenie oczu. H302+H332 Dziata szkodliwie po potknieciu
H412 Dziata szkodliwie na organizmy wodne, lub w nastepstwie wdychania.
powodujac dtugotrwate skutki. H315 Dziata drazniaco na skore.
P280 Stosowal rekawice ochronne/odziez H319 Dziata draznigco na oczy.
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy. P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
P273 Unika¢ uwolnienia do srodowiska. cieczy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie P280 Stosowaé rekawice ochronne/odziez
do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa P301+P312 W przypadku potkniecia:
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac. w przypadku ztego samopoczucia
P310 Natychmiast skontaktowad sie skontaktowac sie z osrodkiem zatru¢/
z lekarzem. lekarzem.
P304+P340 W przypadku dostania sie do
drég oddechowych: wyprowadzic¢ lub wynies¢
Proteinase K poszkodowanego na $wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
Niebezpieczeristwo oddychania.
H334 Moze powodowaé objawy alergii P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
lub astmy lub trudnosci w oddychaniu do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka
w nastepstwie wdychania. minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
cieczy. P337+P313 W przypadku utrzymywania
P304+P340 W przypadku dostania sie do sie dziatania drazniagcego na oczy: zasiegnac
drég oddechowych: wyprowadzi¢ lub wynie$¢ porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.
poszkodowanego na $wieze powietrze EUHO032 W kontakcie z kwasami uwalnia
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego bardzo toksyczne gazy.
oddychania.
P342+P311 W przypadku wystapienia Wash FEX / Wash FEX2

objawdw ze strony uktadu oddechowego:
skontaktowac¢ sie z osrodkiem zatruc¢/
lekarzem

Niebezpieczeristwo

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
pali¢.

P280 Stosowaé 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/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym miejscu. Przechowywac
w chtodnym miejscu.




O GeneMAGNET Food DNA Purification Kit jest przeznaczony do manualnej lub

automatycznej izolacji DNA ze swiezZej i przetworzonej Zywnosci pochodzenia
roslinnego, zwierzecego i mieszanego, co umozliwia m.in.: identyfikacje
2Zywnosci zawierajqgcej DNA z genetycznie modyfikowanych organizméw (GMO).
Oczyszczone DNA nie zawiera zanieczyszczen m.in. takich jak: biatka, lipidy,
barwniki, detergenty, organiczne inhibitory enzyméw, zwiqgzki buforowe, sole,

kationy dwuwartosciowe.

W trakcie izolacji DNA prébka zostaje doktadnie
rozdrobniona, a nastepnie pozostatosci struktur
tkankowych i komoérkowych s3 solubilizowane
poprzez lize w specjalnym buforze, ktéry zapewnia
integralnosc i ilosciowy odzysk DNA. Proteinaza K
degraduje biatka komérkowe, w tym biatka wiazace
DNA i nukleazy. Dodanie wyspecjalizowanego
roztworu umozliwia precypitacje organicznych
inieorganicznych substancji, m.in.: biatek, pozostatosci
inhibitoréw

komodrkowych, enzymatycznych.

Nastepnie DNA zawarte w lizacie jest wigzane do
kuleczek magnetycznych optaszczonych krzemionka
w obecnosci buforu zawierajacego sole chaotropowe
i etanolu. Zanieczyszczenia zwigzane do ztoza
sa skutecznie usuwane w trakcie trzech etapow
ptukania. Elucje oczyszczonego DNA wykonuje sie
buforem niskosolnym, np.: zawierajacym Tris-HCI, TE
lub wodga destylowana. Oczyszczony preparat DNA
jest gotowy do bezposredniego uzytku. Nie wymaga

dalszej precypitacji etanolem.

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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