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Elution

DNA Binding Columns
Protokot

50 izolacji
E3565-01
1.8 ml
0.12 ml
0.6 ml
12 ml
30 ml
30 ml
18 ml
50 szt.
1

150 izolacji
E3565-02
54 ml
0.36 ml
1.8 ml
36 ml
90 ml
90 ml
54 ml
3 x 50 szt.
1

Warunki
przechowywania
15-25°C
2-8°C
-20°C
15-25°C
15-25°C
15-25°C
15-25°C
15-25°C




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw umozliwia szybka izolacje DNA z krwi, surowicy,
osocza i innych ptynéw biologicznych.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. I1zolacje nalezy wykonac z prébki o objetosci
200 pl. W przypadku prébki o mniejszej objetosci, ptyn nalezy uzupetni¢ do 200 ul za pomoca
buforu PBS. W przypadku gdy objetos¢ krwi jest w zakresie 0.2-1 ml, w celu redukcji objetosci
prébki nalezy przeprowadzié lize erytrocytéw zgodnie z Dodatkiem 1 (strona 6). Izolacje
DNA przeprowadza sie wowczas z leukocytow. Ogolna pojemnos¢ minikolumny to 25 ug DNA.
Maksymalna objeto$¢ ptynu nanoszonego na minikolumne to 700 pl.

UWAGA 3 - Dodatkowe zalecenia. W przypadku izolacji wirusowego DNA zaleca sie uzycie 200 ul
surowicy lub osocza. Pozwala to otrzymac¢ wirusowe DNA niezanieczyszczone komérkowym
DNA. Do oczyszczania wirusowego DNA z ptynéw ustrojowych polecamy zestaw Viral RNA/DNA
Purification Kit (nr kat. E3592).

UWAGA 4 - Przechowywanie probek. Krew mozna przechowywac w obecnosci antykoagulantow
w temperaturze 4°C (do kilku dni) lub w postaci zamrozonej (preferowana temperatura -70°C).

UWAGA 5 - Przechowywanie sktadnikéw zestawu. Po rozpakowaniu, zestaw nalezy przechowywac
w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem RNazy A i Proteinazy K. RNaze A nalezy przechowywaé
w 2-8°C, natomiast Proteinaze K w -20°C.

UWAGA 6 - Dobra praktyka laboratoryjna. Wszelkie roztwory z zestawu do oczyszczania DNA
nalezy przechowywac szczelnie zamkniete, aby unikna¢ zmiany stezernh w wyniku parowania.

UWAGA 7 - 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.

Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika
. Etanol 96-100%, bufor PBS, mikrowiréwka, rekawiczki, jatowe tipsy, jatowe probowki

1.5-2 ml, worteks. Blok grzejny pozwalajacy na inkubacje probki w temperaturze 70°C.

o Jezeli poczatkowa objetos¢ krwi przekracza 400 pl - odpowiedniej wielkosci, jatowe
probéwki do lizy erytrocytow.

. Opcjonalnie bufor do lizy erytrocytow Lyse RBC (EURx nr kat. E0326).

e  Aby przygotowac bufor PBS nalezy: rozpusci¢ 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na,HPO,
i0.24 g KH,PO, w 800 ml H,0. Doprowadzi¢ pH do 7.4 za pomocg HCl i uzupetni¢ H,O do
1000 ml. Wyjatowic.




Protokot

10.

11.

12.

13.

Doda¢ 30 ul buforu aktywacyjnego Buffer QB do minikolumny (nie wirowac). Pozostawi¢

w temperaturze pokojowej do momentu naniesienia lizatu na minikolumne.

o Dodanie buforu aktywacyjnego Buffer QB 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.

Do proboéwki typu Eppendorf 1.5-2 ml doda¢ 200 ul krwi/ptynu biologicznego.

o Gdy objetosc prébki jest mniejsza niz 200 pl, uzupetnic¢ buforem PBS do objetosci 200 pul.

o Gdy objetosc krwi jest w zakresie 0.2-1 ml, nalezy wykonac lize erytrocytéw zgodnie z Dodatkiem 1.

o Jesli istotne jest otrzymanie preparatu DNA niezawierajgcego RNA, dodac 2 ul RNase A.
Wymieszac przez worteksowanie i inkubowac 5 min w temperaturze pokojowej.

Dodac 10 ul Proteinase K i 200 ul buforu Sol QB.

Doktadnie wymieszac przez worteksowanie.

Inkubowa¢ 10-15 min w 70°C.

Doda¢ 200 pl alkoholu etylowego (96-100%). Doktadnie wymieszac przez worteksowanie.
Wirowac przez 1 min z predkosciag 11 000 x g.

Przenies¢ catos¢ lizatu do minikolumny, znajdujacej sie w probédwce odbierajacej.
Wirowac przez 2 min z predkoscig 11 000 x g.

o W przypadku niecatkowitego przefiltrowania lizatu przez ztoze wirowanie nalezy kontynuowac.

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

Doda¢ 500 pl buforu ptuczacego Wash QBX1 do minikolumny i wirowa¢ przez 1 min
z predkoscig 11 000 x g.

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

Doda¢ 500 pl buforu ptuczacego Wash QBX2 do minikolumny i wirowa¢ przez 2 min
z predkoscig 11 000 x g.

0 Podczas wyjmowania minikolumny zwrdcic¢ szczegélng uwage aby nie zanieczyscic prébki buforem
ptuczgcym. Jezeli minikolumna nie jest catkowicie sucha, wylac przesqcz, umiescic jqg w probéwce
i ponownie wirowac przez 1 min.




14. Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Dodaé¢ 50-150 pl
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 W celu podniesienia wydajnosci odptukania z membran DNA genomowego mozna bufor Elution
ogrzac do temp. 80°C.

15. Minikolumne pozostawic¢ na 2 min w temperaturze pokojowe;j.
16. Wirowac minikolumne przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.

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




Dodatek 1: Liza erytrocytow

W przypadku gdy objetos¢ krwi przekracza 200 pl.

1. Do prébki krwi doda¢ 4 objetosci buforu Lyse RBC. Wymiesza¢ przez odwracanie probéweki.
o Na przyktad, do 300 ul krwi doda¢ 1200 ul buforu Lyse RBC.
0 Maksymalna ilos¢ krwi to 1.0 ml.

2. Pozostawi¢ w 4°C na 10 minut w celu lizy erytrocytéw. Wymiesza¢ dwa razy.

3. Wirowac prébke przez 10 min w 4°C z predkoscig 1 000 x g. Wyla¢ supernatant.
o Ostroznie zebrac pipetq znad osadu resztke supernatantu.

4. Pellet zawiesi¢ w 150 pl buforu PBS lub jatowej wody. Wymiesza¢ doktadnie przez
worteksowanie lub pipetowanie.

5.  Przej$¢ do punktu 3 gtéwnego protokotu.




Srodki ostroznosci

Buffer QB

Sol QB

Niebezpieczeristwo

H314 Powoduje powazne oparzenia skory
oraz uszkodzenia oczu.

H318 Powoduje powazne uszkodzenie oczu.
P280 Stosowal 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. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P310 Natychmiast skontaktowad sie
z lekarzem.

Proteinase K

Niebezpieczeristwo

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 $wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

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

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 Stosowaé rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P301+P312 W przypadku potkniecia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowac sie z osrodkiem zatru¢/
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 ptukaé¢ wodg 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.
EUH208 Zawiera dihydrochlorek
etylenodiaminy. Moze powodowac
wystapienie reakcji alergicznej.




Wash QBX1

Wash QBX2

Uwaga

H226 tatwopalna ciecz i pary.

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

H315 Dziata draznigco na skore.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

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

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

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

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

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé woda przez kilka
minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania draznigcego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosic¢ sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywaé¢ w dobrze
wentylowanym miejscu.  Przechowywac
w chtodnym miejscu.

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 drazniacego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym  miejscu. Przechowywac
w chtodnym miejscu.




PRZEWODNIK PO ZESTAWACH DO IZOLACJI KWASOW NUKLEINOWYCH
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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.



o GeneMATRIX Quick Blood DNA Purification Kit jest przeznaczony do szybkiej

izolacji genomowego DNA z krwi swiezej i mroZonej, osocza, surowicy i innych
ptynéw biologicznych. Zestaw umozliwia takze izolacje wirusowego DNA z
probek krwi. Oczyszczone DNA nie zawiera zanieczyszczern m.in. takich jak:
RNA, biatka, lipidy, barwniki, detergenty, organiczne inhibitory enzymow,
zwiqgzki buforowe, sole, kationy dwuwartosciowe.

Prébka krwi/ptynu biologicznego poddawana jest
lizie w obecnosci buforu zawierajacego duze stezenia
soli chaotropowych i Proteinazy K. Proteinaza K
catkowicie degraduje biatka komérkowe, w tym biatka
wigzace DNA i nukleazy. Dodanie etanolu wytwarza
odpowiednie warunki do selektywnego wigzania
DNA do ztoza GeneMATRIX. Podczas krétkiego

wirowania nastepuje wiazanie DNA do ztoza,

natomiast niezwigzane zanieczyszczenia pozostaja
w wycieku z kolumny. Ich $ladowe pozostatosci sg
skutecznie usuwane ze ztoza w trakcie dwoéch etapéw
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.

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

selektywne wiasciwosci wigzania kwaséw nukleinowych przez kompozytowy SiO, .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 buforéw wiazacych, poniewaz przygotowanie

komponentéw odbywa sie w EURx sp. z 0.0.
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