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Sktadniki 50 izolacji 150 izolacji Warunki

zestawu E3540-01 E3540-02 przechowywania
Buffer A 1.8 ml 54 ml 15-25°C
Orange A 39 ml 117 ml 15-25°C
Wash Al 30 ml 90 ml 15-25°C
Wash AX2 39 ml 117 ml 15-25°C
Elution 6ml 18 ml 15-25°C
DNA Binding Columns 50 szt. 3 x 50 szt. 15-25°C
Protokot 1 1




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw jest przeznaczony do izolacji fragmentéw DNA
o wielkosci od ok. 100 pz do 10 kpz, zaréwno z zeli buforowanych TAE jak i TBE. Mozliwa jest
izolacja wiekszych fragmentéw DNA (10 kpz do ponad 20 kpz). W tym zakresie obserwuje sie
jednak znacznie obnizona wydajnos¢ izolacji.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Ogolna pojemnos¢ minikolumny to 20 pg DNA.
Maksymalna waga fragmentu agarozy przypadajacego na jedng minikolumne to 250 mg. Optymalne
wyniki automatycznego sekwencjonowania DNA, oczyszczanego GeneMatrix Agarose-Out,
uzyskuje sie uzywajac 0.3-0.6 pmola DNA (przyktadowo 200-400 ng fragmentu DNA o dtugosci
1 kpz).

UWAGA 3 - Przechowywanie komponentéw zestawu. Po rozpakowaniu, zestaw do oczyszczania
DNA nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej. W wypadku krystalizacji komponentow
przechowywanych buforéw, roztwory nalezy podgrzac¢ do 37°C, az do catkowitego wyklarowania.

UWAGA 4 - Dobra praktyka laboratoryjna. Roztwory z zestawu do oczyszczania DNA nalezy
przechowywac szczelnie zamkniete, aby unikng¢ zmiany stezenn w wyniku parowania. Bufory
Orange A oraz Wash A1 po kontakcie z kwasami moga uwalnia¢ toksyczne gazy. Uzywac wytacznie
zgodnie z przeznaczeniem; nie dodawac¢ kwaséw do pojemnikéw zawierajacych pozostatosci po
uzyciu zestawu.

Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

Mikrowiréwka, rekawiczki, pipety, jatowe tipsy, jatowe probéwki 1.5-2 ml, skalpel, blok grzejny
pozwalajacy na inkubacje prébki w temperaturze 55°C.




Protokot

Czes¢l Rozpuszczanie agarozy

1. Doda¢ 30 pl buforu aktywacyjnego Buffer A do minikolumny (nie wirowac). Pozostawic

w temperaturze pokojowej do momentu naniesienia rozpuszczonej agarozy na minikolumne.

o Dodanie buforu aktywacyjnego Buffer A centralnie na powierzchnie membran zapewnia
kompletne nasqczenie membran buforem aktywacyjnym i uzyskanie maksymalnej wydajnosci
wigzania DNA.

o Aktywacje nalezy wykonac przed rozpoczeciem procedury izolacji DNA.

2. Wyciagc¢ prazek DNA z Zelu, tak aby jego waga nie przekroczyta 250 mg, a nastepnie
umiescic¢ wyciety fragment zelu w probéwece typu Eppendorf.

0 Prgzek nalezy wycinac¢ w taki sposéb, aby unikng¢ nadmiaru otaczajgcej DNA agarozy.

o W przypadku, gdy waga fragmentu Zelu przekracza 250 mg, nalezy zawiesic go w odpowiedniej
objetosci buforu Orange A i nanies¢ w porcjach na minikolumne (patrz: Czes¢ Il protokotu).

o Istotne jest, aby bufor do elektroforezy nie byt wielokrotnie uzywany, ze wzgledu na zachodzqce
zmiany pH, ktére obnizajqg wydajnosc odzysku DNA.

3. Doda¢ 2.5 objetosci buforu Orange A do 1 objetosci wycietego zelu (100 mg ~ 100 pl).

Wymieszac kilkakrotnie poprzez odwracanie probéwki.
o Na przyktad, do 100 mg wycietej agarozy dodac¢ 250 ul buforu Orange A.

4. Inkubowac¢ w bloku grzejnym lub tazni wodnej w temp. 55°C, mieszajac przez 2-krotne
odwracanie co 1-2 min, az do catkowitego rozpuszczenia agarozy. Uzyskanie jednorodnego
roztworu o pomaranczowym kolorze Swiadczy o zakonczeniu procesu.

O Proces rozpuszczania trwa od 5 do 10 min, zaleznie od steZenia agarozy, uzytego buforu oraz
ilosci wycietego zelu.




Czes¢ Il Wiazanie do membran, ptukanie i elucja fragmentéw DNA

10.

11.

Przenies¢ maksymalnie 700 ul mieszaniny do kolumienki wigzacej umieszczonej
w probdéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g. Wyla¢ przesacz.

Przenies¢ pozostatos¢ mieszaniny do tej samej kolumienki wiazacej. Wirowac przez 1 min
z predkoscig 11 000 x g. Wylac przesacz.

Doda¢ 500 ul buforu ptuczacego Wash Al do minikolumny i wirowaé przez 1 min

z predkoscig 11 000 x g.

Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne z powrotem w probéwce
odbierajacej.

Dodac 650 ul buforu ptuczacego Wash AX2 i wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne z powrotem w probéwce
odbierajacej.

Wirowac przez 1 min z maksymalng predkoscia w celu usuniecia resztek buforu ptuczacego.

Minikolumne umies$ci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 50-80 ul
buforu Elution.

o Dodanie buforu eluujgcego centralnie na powierzchnie membrany zapewnia uzyskanie
maksymalnej wydajnosci odzysku DNA. Nalezy unikac dotykania scianek minikolumn mikropipetq,
aby nie przenosic sladéw DNA pomiedzy kolejnymi minikolumnami.

o Do elucji wiekszych fragmentéw DNA (powyzej 5 kb) zwiekszong wydajnosc uzyska sie stosujgc
bufor elucyjny podgrzany do 80°C.

0 Do elucji DNA zaleca sie uzycie buforu Elution, ktéry sporzqdzono na bazie ultra-czystej wody
ze sladowym dodatkiem czynnika buforujgcego. Bufor Elution pozwala na uzyskanie najwyzszej
wydajnosci elucji oraz nie interferuje z péZzniejszy sekwencjonowaniem DNA, ligacjqg, trawieniem
enzymami restrykcyjnymi oraz innymi aplikacjami biologii molekularnej.

o Mozliwe jest zmniejszenie objetosci elucyjnej ponizej 50 ul (graniczna objetos¢ 20 ul), powoduje
to jednak stopniowe obnizenie wydajnosci odzysku DNA.

Minikolumne pozostawi¢ na 1 min w temperaturze pokojowej.
Wirowac minikolumne przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

Usuna¢ minikolumne, zamkna¢ probéwke. DNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji,
moze by¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C.




Srodki ostroznosci

Buffer A

Wash A1l

Niebezpieczeristwo

H314 Powoduje powazne oparzenia skory
oraz uszkodzenia oczu.

H318 Powoduje powazne uszkodzenie oczu.
P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P260 Nie wdychac par/rozpylonej cieczy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.
P310 Natychmiast skontaktowaé sie

Uwaga

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

H412 Dziata szkodliwie na organizmy wodne,
powodujac dtugotrwate skutki.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P273 Unikac uwolnienia do srodowiska.
P301+P312 W przypadku potkniecia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowa¢ sie z o$rodkiem zatruc/
lekarzem.

z lekarzem. P304+P340 W przypadku dostania sie do
drég oddechowych: wyprowadzi¢ lub wyniesé
poszkodowanego na Swieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

Orange A Wash AX2
Uwaga Niebezpieczenstwo

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

H412 Dziata szkodliwie na organizmy wodne,
powodujac dtugotrwate skutki.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P273 Unikac uwolnienia do srodowiska.
P301+P312 W przypadku potknigcia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowa¢ sie z o$rodkiem zatruc¢/
lekarzem.

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

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P210 Przechowywac z dala od zZrédet 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 ptukac
woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usunac.
Nadal ptukaé.

P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania draznigcego na oczy: Zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym  miejscu.  Przechowywac
w chtodnym miejscu




GeneMATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit pozwala na szybkie
oczyszczenie liniowych lub kolistych czqsteczek DNA o wielkosci od ok. 100 pz
do ponad 10 kpz, rozdzielanych na TAE- lub TBE-zelu agarozowym.

Zabarwiony bufor utatwia $ledzenie postepu

rozpuszczania agarozy oraz jednoczesna

prace z wieloma préobkami. Poza usunieciem
agarozy z probki DNA efektywnie usuwane s3g
zanieczyszczenia takie jak: bromek etydyny, RNA,
nukleotydy, primery, znaczniki radioaktywne
i nieradioaktywne, detergenty, zwiazki buforowe,
sole, EDTA, inhibitory restrykcji i ligacji DNA,
barwniki, enzymy i inne biatka. Dodanie specjalnego
buforu wytwarza warunki do selektywnego wigzania
DNA do membran GeneMATRIX. Podczas krétkiego

wirowania nastepuje wigzanie DNA do membrany,

natomiast niezwigzana, rozpuszczona agaroza
oraz inne zanieczyszczenia pozostajg w wycieku
z kolumny. Ich sladowe pozostatosci na membranie
sg skutecznie usuwane w trakcie dwdch etapow
ptukania. Uzyte ztoze jest zaprojektowane pod
katem skutecznego usuwania inhibitoréw restrykcji
i ligacji DNA. Elucje oczyszczonego DNA wykonuje sie
buforem niskosolnym, np.: zawierajacym Tris-HCI, TE
lub woda destylowang. Oczyszczony preparat DNA
nadaje sie do bezposredniego uzytku. Nie wymaga

dalszej precypitacji etanolem.

GeneMATRIX to syntetyczne membrany nowej generacji wigzace DNA i RNA, wykorzystujace

selektywne wtasciwosci wigzania kwaséw nukleinowych przez kompozytowy SiO2 W celu

osiggniecia wysokiej wydajnosci i czystosci otrzymanych kwaséw nukleinowych, opracowano

wyspecjalizowane bufory wigzace i ptuczace, projektowane pod katem optymalnego

wykorzystania wtasciwosci nowych membran.

Zastosowanie gotowych do uzycia membran,
umieszczonych  w  kolumienkach wirowniczych
(ang. Spin-format) w potaczeniu ze specjalng
konstrukcja naszych minikolumn, istotnie poprawia
jakos¢ uzyskanego preparatu DNA lub RNA. Celem
monitorowania kompletnego wymieszania roztworéw
oraz utatwienia procedury izolacji DNA, czes¢

roztworéw wyznakowano barwnikami.

W efekcie przekazujemy w Panstwa rece zestawy
sktadajace sie z nowych zt6z i buforéw reakcyjnych,
ktérych uzycie gwarantuje szybkie, proste, bezpieczne

i jednoczesnie wydajne otrzymanie ultraczystych

kwaséw nukleinowych. Uzyskane DNA lub RNA
nadaje sie bezposrednio do zastosowan w technikach
biologii molekularnej, m.in.: trawienia enzymami
restrykcyjnymi, defosforylacji/fosforylacji, ligacji,
badan oddziatywania biatko-DNA, sekwencjonowania,
blottingu, translacji in vitro, otrzymywania cDNA,
hybrydyzacji. Dodatkowa =zaleta zestawodw jest
powtarzalno$¢ wtasciwosci zaréwno membran jak
i buforéow wiazacych, poniewaz przygotowanie

komponentéw odbywa sie w EURx sp. z 0.0.
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