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Buffer EN 0.75 ml 3ml 15-25°C
Extraction EN 23 ml 90 ml 15-25°C
AFRO1 0.1ml 0.4 ml 15-25°C
DRP 6 ml 24 ml 15-25°C
DLT 10 ml 39 ml 15-25°C
BL* 3 ml 12 ml -20°C
Proteinase K (20 mg/ml) 0.6 ml 2.4 ml -20°C
Wash RBW 36 ml 144 ml 15-25°C
RNase-free water 6ml 24 ml 15-25°C
Elution 3 ml 12 ml 15-25°C
DNA Binding Columns 25 szt. 2 x 50 szt. 2-8°C
RNA Binding Columns 25 szt. 2 x 50 szt. 2-8°C
Bead Tube Dry 25 szt. 2 x 50 szt. 15-25°C
Protokét 1 1

* Bufor BL zawiera lizozym (20 mg/ml).

N

VO 00 N N oo A~




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw przeznaczony jest do izolacji DNA genomowego oraz
catkowitego RNA (wspdlnie z matoczasteczkowym RNA) z jednej prébki. Pozwala na oczyszczenie
oddzielnie DNA i RNA z materiatéw takich jak gleba, kat, osady lub inne prébki Srodowiskowe.
Podczas wykonywania procedury efektywnie usuwane s3a inhibitory reakcji enzymatycznych,
zwtaszcza zwigzki humusowe. Szczegdlnie dobre wyniki uzyskuje sie w przypadku izolacji DNA/RNA
z bakterii obecnych w prébkach $rodowiskowych.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Ogdlna pojemnos$é minikolumny to 25 ug
DNA. Naniesienie wiekszej iloSci DNA moze prowadzi¢ do zanieczyszczenia RNA. Maksymalna
pojemnos$¢ minikolumny wigzacej RNA to 120 ug. Przetadowanie minikolumny zmniejsza wydajnos$¢
i obniza jako$¢ wyizolowanego materiatu. Moze réwniez spowodowac zapchanie sie minikolumny.

UWAGA 3 - Przechowywanie komponentéw zestawu. Po rozpakowaniu, zestaw nalezy
przechowywac w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem roztworu BL (zawiera lizozym), oraz
Proteinazy K ktére nalezy przechowywac w -20°C. Kolumienki wigzace DNA i RNA przechowywac
w temp. 2-8°C.

UWAGA 4 - Dodatkowe zalecenia. Przed uzyciem buforu Extraction-EN do 10 ml doda¢ 50 pl
B-merkaptoetanolu (3-ME). Po dodaniu B-ME bufor Extraction-EN jest stabilny przez 1 miesiac.

UWAGA 5 - Dodatkowe zalecenia. Przed uzyciem buforu Extraction-EN do 10 ml doda¢ 50 pl
odczynnika AFRO1, ktéry zapobiega nadmiernemu pienieniu sie mieszaniny podczas homogenizacji.
Extraction-EN z dodanym odczynnikiem AFRO1 moze by¢ przechowywany przez okres 3 miesiecy.

UWAGA 6 - 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.

Ze wzgledu na duza biologiczng ré6znorodnos$¢ w sktadzie prébek srodowiskowych, w zestawie
zastosowano uniwersalng metode homogenizacji i lizy probki polegajagca na mechanicznym
rozcieraniu za pomoca kulek szklanych o réznej srednicy w srodowisku bogatym w detergenty.
Jednoczesne zastosowanie lizozymu podnosi skutecznosc¢ lizy komérek bakteryjnych obecnych
w prébce a dziatanie Porteinazy K wptywa na znaczne zwiekszenie wydajnosci izolacji kwaséw
nukleinowych. Zoptymalizowana procedura oraz specjalny sktad buforu do lizy pozwala na unikniecie
degradacji DNA/RNA oraz oddzielenie kwaséw nukleinowych od zwigzkéw humusowych. Ekstrakcja
organiczna chloroformem pozwala na usuniecie zwiazkéw humusowych oraz polifenolowych
inhibitoréw reakcji enzymatycznych. Metoda ta pozwala na osiagniecie zadowalajacej wydajnosci
izolacji DNA genomowego oraz RNA pozbawionego inhibitoréw reakcji enzymatycznych gotowego
do wykorzystania w reakcji PCR lub odwrotnej transkrypciji.




Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

e  Worteks pozwalajacy na wytrzasanie kilku probek jednoczesnie badz wyspecjalizowane
przyrzady, nazywane ang. “bead beater” lub “cell disrupter” (np. FastPrep, Precellys,
Disruptor Genie). Pozwala to na uzyskanie wiekszej wydajnosci izolacji DNA jednakze w tym
wypadku wymagana jest optymalizacja czasu wytrzasania (skrocenie w stosunku do czasu
podanego w protokole).

. Mikrowiréwka, rekawiczki, pipety, jatowe wolne od RNaz tipsy, jatowe wolne od RNaz
probéwki 1.5-2 ml, blok grzejny pozwalajacy na inkubacje probki w temperaturze z zakresu
37-55°C.

e  Etanol [96-100% v/v], chloroform, izopropanol, B-merkaptoetanol (14.3 M, B-ME).

Rodzaj materiatu i wielko$¢ probki

Rodzaj materiatu

Maksymalna wielkos$¢ probki

Gleba do 250 mg mokrej gleby lub do 100 mg
gleby suchej

Kat do 200 mg

Biofilmy do 10E° komérek

Filtry po saczeniu prébek wody

$rednicado 1 cm

Geste osady

do 200 pl

Osady komoérkowe mikroorganizméw
opornych na lize
(np. gram-dodatnie bakterie, archaes, ...)

do 10E° komérek

Tabela 1: Rekomendowane maksymalne ilosci uzytego materiatu z uwzglednieniem homogenizacji przy uzyciu
worteksu. Homogenizatory mechaniczne (“bead beater” lub “cell disrupter”) rozdrabniaja probke z duzo wieksza
wydajnoscia. Nalezy zatem zmniejszyc ilo$¢ uzytego materiatu oraz skroci¢ czas homogenizacji. Efektywnosé
homogenizacji zalezy od modelu uzytego urzadzenia stad wielkos$¢ poczatkowa probki nalezy ustali¢ empirycznie.

Moze to by¢ nawet 1/10 prébki w stosunku do ilosci uzytej w przypadku worteksu.

Aby uzyskac¢ najwieksza czystosc i dobrg wydajnosc izolacji kwaséw nukleinowych nalezy uzy¢
matych ilosci materiatu. Efektywno$¢ oczyszczania DNA/RNA przy uzyciu zestawu jest optymalna
dla matych wielkosci prébek, ponizej maksymalnych granic podanych w tabeli.




Protokot

Cze$¢| Liza, homogenizacja i rozdzielenie faz

1.  Dodac¢ 25 pl buforu aktywacyjnego Buffer EN do minikolumny wigzacej DNA (nie wirowac).

Pozostawi¢ w temperaturze pokojowej do momentu naniesienia lizatu na minikolumne.

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

o Aktywacje nalezy wykona¢ przed rozpoczeciem procedury izolacji DNA/RNA.

2. Do probdéwki z kulkami szklanymi BeadTubeDry doda¢ 650 pl roztworu Extraction-EN.

o Upewnic sie czy do buforu Extraction-EN zostat dodany odczynnik AFRO1 (uwaga 5 strona 3).

0 Osady komérkowe lub biofilmy nalezy najpierw zawiesi¢ w 650 ul buforu Extraction-EN
a nastepnie przeniesc do probéwki z kulkami szklanymi BeadTubeDry.

o Mate filtry (Srednica do 1 cm) nalezy przeptukaé 650 ul buforu Extraction-EN a nastepnie roztwor
przenies¢ do probéwki z kulkami szklanymi BeadTubeDry. W przypadku matej ilosci osadu filtr
mozna pocigc¢ na mate fragmenty i dodac do probéwki z kulkami szklanymi BeadTubeDry wypetnionej
buforem Extraction-EN.

o Buffor Extraction-EN: (I) wspomaga lize komérek, (Il) chroni DNA i RNA przed degradacjq,
() neutralizuje zwigzki humusowe.

3. Do probéwki z kulkami szklanymi BeadTubeDry z buforem Extraction-EN dodac do 250 mg
gleby lub do 200 mg katu.

0 Objetosc¢ ptynnych osadéw nie powinna przekraczac¢ 200 pl.
4.  Doktadnie wymieszaé¢ poprzez kilkukrotne odwracanie probéwki lub worteksowanie.
5. Inkubowac¢ 5 min w 55°C.

6. Probéwki BeadTubeDry przymocowac do worteksu w pozycji horyzontalnej. Uzy¢ w tym

celu specjalnego adaptera. Worteksowac przez 5 min z maksymalng predkoscia.

0 Do wytrzgsania probéwek BeadTubeDry mozna uzy¢ wyspecjalizowanych przyrzqdéw,
nazywanych ang. “bead beater” lub “cell disrupter” (np. FastPrep, Precellys, Disruptor Genie), co
pozwala na uzyskanie wiekszej wydajnosci izolacji DNA. Wéwczas w celu unikniecia fragmentacji
DNA/RNA wymagana jest optymalizacja czasu wytrzgsania (jego skrocenie).

o W przypadku powstania piany prébke mozna zwirowac 30 s z predkoscig 11 000 x g.
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Protokét

Do probéwki z kulkami szklanymi BeadTubeDry oraz buforem Extraction-EN dodac 325 pl

o Bufor DLT umoZliwia dziatanie enzymom dodanym na kolejnych etapach oraz zapobiega utracie
DNA/RNA podczas kolejnych wirowan.

o Jezeli zachodzi potrzeba mozna na tym etapie dodac¢ enzym specyficzny dla konkretnych
organizméw (np. zymolaze, litykaze (drozdze) czy lizostafyne (Streptococcus).

Nastepnie doda¢ 100 ul buforu BL. Wymiesza¢ poprzez kilkukrotne odwracanie probéwki
lub worteksowanie. Inkubowaé¢ w temperaturze pokojowej przez 15 min.

0 Optymalna temperatura inkubacji to 37°C.

o Jezeli bakterie nie sq gtéwnym celem mozna ten krok pomingc¢. Nalezy wéwczas kontynuowac
protokét od punktu 10.

Ponownie przymocowac probowki BeadTubeDry do worteksu w pozycji horyzontalnej.

Uzy¢ w tym celu specjalnego adaptera. Worteksowac przez 2 min z maksymalna predkoscia.

Nastepnie doda¢ 20 ul Proteinazy K do probéwki BeadTubeDry. Wymiesza¢ poprzez

kilkukrotne odwracanie.
Inkubowa¢ 30 min w 55°C.
o W czasie inkubacji mozna kilkukrotnie wymieszac zawartos¢ probéwki przez jej odwracanie.

Ponownie przymocowac¢ probowki BeadTubeDry do worteksu w pozycji horyzontalnej.

Uzy¢ w tym celu specjalnego adaptera. Worteksowac przez 5 min z maksymalna predkoscia.

Wirowa¢ probéwki BeadTubeDry przez 2 min z predkoscia 12 000 x g a nastepnie

przenies¢ klarowny supernatant do nowej probéwki typu Eppendorf 2 ml. Zanotowaé
objetos$¢ supernatantu.

0 Objetosc ptynu jakg mozna pobrac zalezy od rodzaju prébki. Zwykle jest to ok. 600 pl.
Dodac 0.5 objetosci chloroformu. Zamkna¢ szczelnie i worteksowac przez 2 min.
Wirowac prébke z predkoscig 12 000 x g przez 3 min w temperaturze pokojowe;j.

o Nastqgpi rozdzielenie mieszaniny na 3 fazy. Dolng organiczng, interfaze oraz gérnq faze wodngq.
Gorna, wodna, zwykle jasniejsza frakcja zawiera RNA oraz DNA. Stanowi ona ok. 50% objetosci
probki. W przypadku prébek bogatych w ttuszcze nad fazq wodnq bedzie obecna dodatkowa
warstwa ttuszczu.

Ostroznie zebra¢ gorna, wodng warstwe (bez interfazy) i przenie$¢ do nowej probdéwki.
Zanotowac objetos¢ pobranego ptynu.




Czes¢ Il Precypitacja DNA/RNA

1. Do fazy wodnej doda¢ 0.5 objetosci 100% izopropanolu i wymiesza¢ poprzez kilkukrotne
odwracanie.

2.  Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 15 min.

3.  Wirowac prébke z predkoscia 12 000 x g przez 15 min w temperaturze pokojowe;j.
Ostroznie usuna¢ supernatant.

o Ostroznie i doktadnie zebrac pipetq resztke supernatantu znad osadu.
0 Suszenie osadu nie jest konieczne.

4.  Rozpusci¢ osad w 100 ul wody wolnej od RNaz (RNase-free water). Doktadnie wymieszaé

przez pipetowanie.
0 Osad jest zwykle niewidoczny.

5. Do zawieszonego osadu doda¢ 200 ul buforu DRP. Doktadnie wymiesza¢ przez

pipetowanie.

6. Przenie$¢ mieszanine do minikolumny wigzacej DNA umieszczonej w probdéwce
odbierajacej. Wirowaé przez 1 min z predkoscig 11 000 x g. Uzy¢ przesacz (flow-through)
do izolacji RNA. Przej$¢ do punktu 1 czesci lll protokotu (Izolacja RNA strona 7).

7.  Przechowaé minikolumny wigzace DNA w temperaturze pokojowej 15-25°C (lub w 2-8°C
przez dtuzszy czas) do p6zniejszego oczyszczania DNA (czes$c IV protokotu).

Czes¢ lll  Oczyszczanie RNA
1. Do przesaczu (flow-through) z punktu 6 czesci Il protokotu doda¢ 300 ul alkoholu
etylowego (96-100%). Wymiesza¢ doktadnie przez pipetowanie. Nie wirowaé.

2. Przenie$¢ mieszanine do minikolumny wigzacej RNA umieszczonej w probdéwce odbierajace;j.
Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g. Wyla¢ przesacz.

3. Doda¢ 600 pl buforu Wash RBW do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min z predkoscig
11000 x g.

4. Wyjac¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.
5.  Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g w celu usuniecia resztek buforu ptuczacego.

6.  Minikolumne umiesci¢ w nowej probowce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 40-60 ul wody
RNase-free centralnie na membrane.




Protokét

7.  Minikolumne pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowej.
8.  Wirowac przez 2 min z predkoscig 11 000 x g.

9. Usuna¢ minikolumne, zamknac¢ probéwke. RNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji.
Powinno by¢ przechowywane zamrozone w -20°C.

Czes¢ IV Oczyszczanie DNA

1. Doda¢ 600 ul buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny wigzacej DNA (ostatni punkt

czesci Il protokotu). Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.
2. Wyjac minikolumne, wyla¢ przesacz i powtoérnie umiesci¢ minikolumne w probéwece.
3. Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g w celu usuniecia resztek buforu ptuczacego.

4.  Minikolumne umiesci¢ w nowej probdédwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 40-60 ul
buforu Elution centralnie na membrane.

5. Minikolumne pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowej.
6.  Wirowac przez 2 min z predkoscig 11 000 x g.

7.  Usunac¢ minikolumne, zamkna¢ probéwke. DNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji,
moze by¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C (nalezy unika¢ wielokrotnego
zamrazania i rozmrazania DNA).




Srodki ostroznosci

Buffer EN DRP

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.

Extraction EN

Uwaga

H319 Dziata draznigco na oczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochroneg twarzy.

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 potknigcia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowa¢ sie z osrodkiem zatruc/
lekarzem.

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

EUH032 W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie Wash RBW

do oczu: ostroznie ptuka¢ 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.

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:

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



GeneMATRIX to syntetyczne membrany nowej generacji wigzgce DNA i RNA,
wykorzystujgce selektywne wtasciwosci wigzania kwasow nukleinowych przez

kompozytowy SiO-.

W celu osiagniecia wysokiej wydajnosci i czystosci
otrzymanych kwaséw nukleinowych, opracowano
wyspecjalizowane bufory wiazace i ptuczace,
projektowane pod katem optymalnego wykorzystania
witasciwoéci nowych membran. Zastosowanie
gotowych do uzycia membran, umieszczonych
w kolumienkach wirowniczych (ang. Spin-format)
w potaczeniu ze specjalng konstrukcja naszych
minikolumn, istotnie poprawia jako$¢ uzyskanego
preparatu DNA lub RNA. Celem monitorowania
kompletnego  wymieszania  roztworéw  oraz
utatwienia procedury izolacji DNA, cze$¢ roztworéw

wyznakowano barwnikami.

W efekcie przekazujemy w Panistwa rece zestawy
sktadajace sie z nowych zt6z i buforéw reakcyjnych,
ktoérych uzycie gwarantuje szybkie, proste, bezpieczne
i jednocze$nie wydajne otrzymanie ultraczystych
kwaséw nukleinowych. Uzyskane DNA lub RNA
nadaje sie bezposrednio do zastosowan w technikach
biologii molekularnej, m.in.: trawienia enzymami
restrykcyjnymi, defosforylacji/fosforylacji, ligacji,
badan oddziatywania biatko-DNA, sekwencjonowania,
blottingu, translacji in vitro, otrzymywania cDNA,
hybrydyzacji. Dodatkowa =zaleta zestawodw jest
powtarzalno$¢ wtasciwosci zaréwno membran jak
i buforéw wiazacych, poniewaz przygotowanie

komponentéw odbywa sie w EURX sp. z 0.0.

GeneMATRIX Environmental DNA & RNA Purification Kit jest przeznaczony do szybkiej izolacji

DNA genomowego oraz catkowitego komérkowego RNA z jednej probki biologiczne;j.

Ze wzgledu na duza biologiczna réznorodnosé
w sktadzie probek srodowiskowych, w zestawie
zastosowano uniwersalng metode homogenizacji
i lizy probki polegajaca na mechanicznym
rozcieraniu za pomoca kulek szklanych o réznej
drednicy w $rodowisku bogatym w detergenty.
Jednoczesne zastosowanie lizozymu podnosi
skutecznosc¢ lizy komorek bakteryjnych obecnych
w probce a dziatanie Proteinazy K wptywa na
znaczne zwiekszenie wydajnosci izolacji kwaséw

nukleinowych. Zoptymalizowana procedura oraz

specjalny sktad buforu do lizy pozwala na unikniecie
degradacji DNA/RNA oraz oddzielenie kwaséw
nukleinowych od zwigzkéw humusowych. Ekstrakcja
organiczna chloroformem pozwala na usunigcie
zwigzkdw humusowych oraz polifenolowych
inhibitoréw reakcji enzymatycznych. Pozwala to na
osiagniecie zadowalajacej wydajnosci izolacji DNA
genomowego oraz RNA pozbawionego inhibitoréow
reakcji enzymatycznych gotowego do wykorzystania

w reakcji PCR lub odwrotnej transkrypcji.
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