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Srodki ostroznosci

Skiadniki zestawu 50 izolacji 100 izolacji Warunki .
E3575-01 E3575-02 przechowywania

Buffer ST 1.8 ml 3.6ml 15-25°C
Lyse ST 3.6 ml 7.2 ml 15-25°C
PR 24 ml 48 ml 2-8°C

Sol ST 39 ml 78 ml 15-25°C
Wash STX 60 ml 120 ml 15-25°C
Elution 12 ml 24 ml 15-25°C
DNA Binding Columns 50 szt. 2 x 50 szt. 15-25°C
Bead Tube 50 szt. 2 x 50 szt. 15-25°C

Protokét 1 1




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw umozliwia szybka izolacje catkowitego DNA ze
$wiezego lub zamrozonego katu. Oczyszczone DNA nie zawiera inhibitorow (wystepujacych w duzej
ilosci w kale) i moze by¢ bezposrednio uzyte do amplifikacji DNA metoda PCR.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Jedna minikolumna pozwala na oczyszczenie
DNA z maksymalnie 200 mg katu. Ogdélna pojemnos$¢ minikolumny to 25 pg DNA. Maksymalna
objetos$¢ ptynu nanoszonego na minikolumne to 700 pl.

UWAGA 3 - Przechowywanie sktadnikéw zestawu. Po rozpakowaniu, sktadniki zestawu nalezy
przechowywac w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem buforu PR ktéry nalezy przechowywacd
w temperaturze 2-8°C.

UWAGA 4 - Dobra praktyka laboratoryjna. Wszystkie roztwory z zestawu do oczyszczania DNA
nalezy przechowywac szczelnie zamkniete, aby unikna¢ zmiany stezer 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.

Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

. Mikrowiréwka, rekawiczki, pipety, jatowe tipsy, jatowe probéwki 1.5-2 ml.

o  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). Blok grzejny pozwalajacy na inkubacje prébki w temperaturze
do 70°C.

o Alkohol etylowy 96-100%.




Protokot

1. Dodac¢ 30 ul buforu aktywacyjnego Buffer ST do minikolumny wigzacej DNA (DNA binding

lizatu na minikolumne.

o Dodanie buforu aktywacyjnego Buffer ST 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. Doda¢ maksymalnie 200 mg probki katu do probéwki Bead Tube.

0O Probéwka Bead Tube zawiera 750 pl roztworu i kulki szklane umoZliwiajgce doktadne zawieszenie
i lize prébki katu.

3.  Energicznie wymieszaé przez odwracanie do momentu oderwania prébki katu od Scianki
probdéwki i zawieszenia w buforze z kulkami szklanymi.

4. Dodac 60 ul buforu Lyse ST.

o Komponenty buforu Lyse ST mogq tworzyc precypitat w temperaturze ponizej 20°C. W przypadku
pojawienia sie precypitatu, roztwér nalezy podgrza¢ w temperaturze 37°C, az do catkowitego
wyklarowania.

5.  Worteksowac przez 1 min.
6. Inkubowaé 5 min w 70°C.

7.  Probéwki Bead Tubes przymocowac do worteksu w pozycji horyzontalnej. Uzy¢ w tym celu

specjalnego adaptera lub alternatywnie przymocowac probowki za pomoca mocnej tasmy
klejacej. Worteksowac przez 10 min z maksymalng predkoscia.

o W przypadku uzycia tasmy klejqgcej nalezy zwraca¢ uwage, aby probéwki byty scisle i mocno
przyklejone do worteksu w celu efektywnego wytrzgsania probéwek.

o Do wytrzgsania probéwek Bead Tubes mozna uzyc¢ wyspecjalizowanych przyrzqdéw, nazywanych
ang. “bead beater” lub “cell disrupter”. W tym wypadku wymagana jest optymalizacja czasu
wytrzgsania.

8. Wirowaé przez 2 min z predkosciag 12 000 x g. Przenies¢ 400 ul supernatantu do nowe;j
probowki typu Eppendorf 2 ml.

9. Doda¢ 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.
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Wirowac przez 2 min z predkosciag 12 000 x g.
Przenies¢ 550 ul supernatantu do nowej probéwki typu Eppendorf 2 ml.

o W przypadku, gdy niemozliwe jest wybranie znad osadu 550 pl supernatantu nalezy wybrac
mniejszq objetosc supernatantu, a w kolejnych etapach izolacji dodac proporcjonalnie mniej buforu
Sol ST i etanolu.

Dodac¢ 650 ul buforu Sol ST.

Doda¢ 400 pl 96 % etanolu i doktadnie wymieszac przez odwracanie.
Zwirowac przez kilka sekund z predkoscig 11 000 x g.

Przenies¢ 700 pl supernatantu do minikolumny wigzacej DNA, znajdujacej sie w probéwce
odbierajacej. Wirowac¢ przez 1 min z predkoscig 11 000 x g. Wyja¢ minikolumne, wylac¢
przesacz i umiesci¢ minikolumne z powrotem w probéwece odbierajacej.

Powtorzy¢ krok 15 procedury izolacji DNA.

Przenie$s¢ pozostatos¢ supernatantu do minikolumny, znajdujacej sie w probdwce
odbierajacej. Wirowa¢ przez 1 min z predkoscia 11000 x g celem przefiltrowania
pozostatosci lizatu przez ztoze.

o Wirowanie nalezy kontynuowac w przypadku niecatkowitego przefiltrowania lizatu przez ztoze.

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

Doda¢ 500 pl buforu ptuczacego Wash STX do minikolumny i wirowac przez 1 min

z predkoscig 11 000 x g.

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

Dodaé¢ 500 pl buforu ptuczacego Wash STX do minikolumny i wirowac 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.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 50-100 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. j
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o W celu podniesienia wydajnosci odptukania z membran DNA genomowego mozna bufor Elution
ogrzac do temp. 80°C.

0 Do elucji DNA mozna uzywac:
e Buforu 5-10 mM Tris-HCI, pH 8.0-9.0
e Buforu TE, pH 8.0-9.0 (nie zalecany w przypadku sekwencjonownia DNA)
o Innych buforéw do celéw specjalnych, o pH i stezeniu soli zblizonych do buforu 5-10 mM
Tris-HCI, pH 8.0-9.0.

23. Minikolumne pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowej.
24. Wirowac minikolumne przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

25. Usunac¢ minikolumne, zamkna¢ probéwke. DNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji.

Srodki ostroznosci

Buffer ST Sol ST

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.

Wash STX

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
palic.

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

Uwaga

H302+H332 Dziata szkodliwie po potknigeciu
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
skontaktowa¢ 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¢ 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.
EUH208 Zawiera dihydrochlorek
etylenodiaminy. Moze powodowac
wystapienie reakcji alergicznej.




GeneMATRIX Stool DNA Purification Kit jest przeznaczony do szybkiej izolacji
catkowitego DNA ze swiezego lub zamrozonego katu. Oczyszczone DNA nie
zawiera inhibitoréw enzymatycznych (wystepujgcych w duzej ilosci w kale)
i moze byc¢ bezposrednio uzyte do amplifikacji DNA metodq PCR.

Prébke katu umieszcza sie w probéwce zawierajacej
kulki szklane i specjalny bufor, ktére umozliwiaja
kompletne zawieszenie i lize prébki. Liza komérek
ludzkich (zwierzecych) i mikroorganizméw nastepuje
na skutek: dziatania sit mechanicznych i podwyzszonej
temperatury towarzyszacych wytrzasaniu kulek
szklanych oraz dziatania detergentu zawartego
w buforze do lizy. Dodanie wyspecjalizowanego
umozliwia

roztworu precypitacje pozostatosci

komérkowych, biatek i inhibitoréw enzymatycznych.

Nastepnie DNA zawarte w lizacie jest wigzane do
minikolumny w obecnosci buforu zawierajacego sole
chaotropowe i etanolu. Zanieczyszczenia zwigzane do
ztoza s3 skutecznie usuwane w trakcie dwdch 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.



®
MOLECULAR
BIOLOGY

PRODUCTS

EURX Ltd. 80-297 Gdansk Poland

ul. Przyrodnikow 3, NIP 957-07-05-191
KRS 0000202039, www.eurx.com.pl

orders: email: orders@eurx.com.pl
tel. +48 58 524 06 97, fax +48 58 341 74 23




	Uwagi wstępne
	Wyposażenie i odczynniki dostarczane przez użytkownika

	Protokół
	Środki ostrożności

