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Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw jest przeznaczony do izolacji DNA genomowego
z bakterii Gram-dodatnich oraz réznorodnych gatunkéw drozdzy. Zestaw umozliwia izolacje DNA
z mikroorganizmoéw wystepujacych w niewielkich pajeczakach/owadach (np. Borrelia burgdorferi
w kleszczach). Nalezy wéwczas postepowac zgodnie z Dodatkiem 1 strona 8.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Najwyzszej jakosci DNA uzyskuje sie z hodowli
bakteryjnych znajdujacych sie w fazie logarytmicznej wzrostu lub wczesnej fazie stacjonarne;j.
Ogodlna pojemnos¢ minikolumny to 25 pg DNA. Ze wzgledu na duze réznice w tempie wzrostu
i wielkosci komérek réznych rodzajow bakterii gram-dodatnich oraz drozdzy, nalezy empirycznie
ustali¢ optymalng objetos$c¢ zwirowanej hodowli. Ogdélnie masa osadu po zwirowaniu nie powinna
przekracza¢ 50 mg a objetos$¢ hodowli przypadajaca na jeden prep 1.0 ml. Nie nalezy uzywac wiecej
niz 1 x 10° komérek drozdzowych na jeden prep. W przypadku zbyt duzej lepkosci lizatu i zapychania
sie minikolumny nalezy zmniejszy¢ ilo$¢ poczatkowa osadu (bakterii, drozdzy) uzyta do izolacji.

UWAGA 3 - Przechowywanie komponentéw zestawu. Po rozpakowaniu, zestaw do oczyszczania
DNA genomowego nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem roztworu
BL (zawiera lizozym), oraz Proteinazy K ktére nalezy przechowywaé w -20°C. RNase A nalezy
przechowywac w 2-8°C. Bufor Lyse BGplus posiada komponenty mogace rozdzieli¢ sie na fazy.
Nalezy nim wstrzasnac i dobrze wymiesza¢ przed uzyciem.

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

Ze wzgledu na duza réznorodnos¢ w budowie bakterii gram-dodatnich oraz drozdzy i Sciane
komérkowa wyjatkowo oporna na lize, w zestawie zastosowano uniwersalng metode homogenizacji
i lizy komdrek bakteryjnych oraz drozdzowych polegajaca na ich mechanicznym rozcieraniu za
pomoca kulek szklanych o réznej $rednicy w $rodowisku bogatym w detergenty. Metoda ta
pozwala na osiggniecie zadowalajacej wydajnosci izolacji DNA genomowego bez koniecznosci
stosowania enzymoéw specyficznych dla danej grupy bakterii badZz drozdzy. Dzieki temu
otrzymujemy uniwersalny system pozwalajacy na uwolnienie materiatu genetycznego z catego
spektrum organizméw wyjatkowo opornych na lize komérki. Zoptymalizowana procedura oraz
specjalny sktad buforu do lizy pozwala na unikniecie nadmiernej fragmentacji DNA genomowego
oraz maksymalizacje wydajnosci.




Sktadniki zestawu 25 izolacji 100 izolacji Warunki

E3585-01 E3585-02 przechowywania

Buffer BG 0.9 ml 3.6 ml 15-25°C
Lyse BG plus 20 ml 78 ml 15-25°C
BL* 1.5ml 6 ml -20°C
RNase A (10 mg/ml) 0.06 ml 0.24 ml 2-8°C
Proteinase K (20 mg/ml) 0.45 ml 1.8 ml -20°C
Sol BG 12 ml 48 ml 15-25°C
Wash BGX 27 ml 108 ml 15-25°C
Elution 3ml 12 ml 15-25°C
DNA Binding Columns 25 szt. 2 x 50 szt. 15-25°C
Bead Tube Dry 25 szt. 2 x 50 szt. 15-25°C
Filtration Columns 25 szt 2 x 50 szt. 15-25°C
Protokot 1 1

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

Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

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).

. Mikrowiréwka, rekawiczki, pipety, jatowe tipsy, jatowe probéwki 1.5-2 ml, blok grzejny
pozwalajacy na inkubacje prébki w temperaturze z zakresu 37-70°C.

e W przypadku izolacji DNA z mikroorganizmdéw wystepujacych w owadach (Dodatek 1
strona 8) - Tissue Grinding Tool nr kat. E0359 oraz alkohol etylowy 96-100%.




Protokot

Czesc | Aktywacja minikolumn wigzacych DNA

1. Dodac¢ 30 ul buforu aktywacyjnego Buffer BG do minikolumny (nie wirowaé). Pozostawi¢

w temperaturze pokojowej do momentu naniesienia lizatu na minikolumne.

o Dodanie buforu aktywacyjnego Buffer BG 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.
Czes¢ll  Przygotowanie komoérek

Bakterie

2. W probéwce 1.5-2 ml typu Eppendorf zwirowac¢ odpowiednia ilos¢ hodowli bakteryjnej
(ok. 0.1- 0.5 ml), doktadnie usunag¢ supernatant i zawiesi¢ osad w 300 ul buforu Lyse

o Doktadne zawieszenie bakterii jest niezbedne do oczyszczenia DNA z wysokq wydajnosciq.
Niektdre bakterie tworzq osady trudne do zawieszenia (np. Streptomyces). Nalezy wowczas z duzq
starannosciq rozdrobnic pellet na mozliwie najmniejsze czesci tworzqc homogenny roztwor.

0 Bufor Lyse BGplus posiada komponenty mogqce rozdzielic sie na fazy. Nalezy nim wstrzgsnqc
i dobrze wymieszac przed uzyciem.

przez kilkukrotne odwracanie, pipetowanie lub worteksowanie.
4.  Inkubowac 15 min w 37°C.

5. Przejs¢ do czesci lll protokotu.
Drozdze

1. Zwirowac odpowiednig ilo$¢ hodowli drozdzy, tak aby masa osadu komérek nie przekraczata
50 mg. Doktadnie usuna¢ supernatant i zawiesi¢ osad w 200 ul buforu Lyse BGplus.

0 Doktadne zawieszenie drozdzy jest niezbedne do oczyszczania DNA z wysokq wydajnosciq.

0 Ze wzgledu na duze réznice w tempie wzrostu i wielkosci komérek réznych szczepdéw drozdzy,
nalezy empirycznie ustali¢ optymalng objetos¢ zwirowanej hodowli (np. 1 ml 24-godzinnej hodowli




wiekszosci szczepdw Pichia pastoris). Nie nalezy uzywac wiecej niz 1 x 10° komérek drozdzowych
na jeden prep.

0 Bufor Lyse BGplus posiada komponenty mogqce rozdzielic sie na fazy. Nalezy nim wstrzqsnqc
i dobrze wymieszac przed uzyciem.

Wirowac z predkosciag 11 000 x g przez 1 min, doktadnie usuna¢ supernatant i ponownie
zawiesi¢ w 350 ul buforu Lyse BGplus.

Inkubowac 15 min w 55°C.

Przej$¢ do czesci lll protokotu.

Czes¢lll  Liza, homogenizacja i izolacja DNA

Zawiesine komorek przenies¢ do probéwki z kulkami szklanymi BeadTubeDry.

O Przelac bqdz przeniesc pipetq.

Probéwki BeadTubeDry umiesci¢ w worteksie. Uzy¢ w tym celu specjalnego adaptera.

Worteksowac przez 10 min z maksymalng predkoscia.

o 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 wymagana jest optymalizacja czasu wytrzgsania (jego skrécenie).

O Po etapie wytrzgsania, w przypadku silnego spienienia prébki, probéwki BeadTubeDry mozna
zwirowac z predkosciq 5 000 x g przez 30 sek.

Doda¢ 15 ul Proteinazy K do zawiesiny komérek i doktadnie wymieszaé poprzez kilkukrotne

odwracanie probowki.

O Proteinaze K dodac do probéwki BeadTubeDry z kulkami szklanymi i zawiesing zlizowanych
komérek.

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

Probéwki BeadTubeDry umiesci¢ w worteksie. Uzy¢ w tym celu specjalnego adaptera.

Worteksowac przez 5 min z maksymalna predkoscia.
o W przypadku drozdzy etap ten nie jest konieczny. Przejs¢ do punktu 6.

0 Po etapie wytrzgsania, w przypadku silnego spienienia prébki, probéwki BeadTubeDry mozna
zwirowac z predkoscig 5 000 x g przez 30 sek. Po wirowaniu prébke doktadnie wymieszaé
kilkukrotnie odwracajqc probéwke.

Przenie$¢ zawarto$¢ probowki BeadTubeDry razem z kulkami szklanym do kolumienki
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0O Przechyli¢ probéwke BeadTubeDry i przela¢ zwartos¢ do kolumienki filtracyjnej. Podczas
wirowania lizat zostanie przesqczony i dodatkowo zhomogenizowany.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

wymieszac przez pipetowanie zawieszajac rowniez osad jezeli powstat podczas wirowania.
Przenies¢ zawartos$¢ do nowej probéwki typu Eppendorf 1.5-2 ml.

Inkubowac 5 min w 55°C.

Wirowac przez 2 min z maksymalng predkoscia.

0 Zwréci¢ uwage aby nie przeniesc pelletu jezeli powstat w trakcie wirowania.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g. Wyla¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne
z powrotem w probdéwce odbierajacej.

Doda¢ 600 pl buforu ptuczacego Wash BGX do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min
z predkoscig 11 000 x g.

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

Doda¢ 300 pl buforu ptuczacego Wash BGX do minikolumny. 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.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probdéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 50-80 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.

Minikolumne pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowej.
Wirowac minikolumne przez 2 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 (nalezy unika¢ wielokrotnego
zamrazania i rozmrazania DNA).




Dodatek 1: I1zolacja DNA z mikroorganizméw obecnych
w matych pajeczakach/owadach

Protokot jest zoptymalizowany w kierunku izolacji DNA z drobnoustrojéw (bakterie, wirusy,
grzyby) bytujagcych w matych (do 5 mm dtugosci) pajeczakach lub owadach. Pierwszym
etapem izolacji jest rozdrobnienie materiatu. W tym celu nalezy uzy¢ Tissue Grinding Tool.
Jest to wygodne narzedzie pozwalajace na rozcieranie matych porcji tkanek roslinnych,
zwierzecych, osadéw bakteryjnych badz drozdzowych, w ilosciach odpowiadajacych jednej
izolacji. Zestaw sktada sie z probowki 1.5 ml typu Eppendorf zawierajacej niewielka ilo$¢ ztoza
Scierajgcego oraz patyczka z koncéwka o specjalnie dopasowanym ksztatcie. Probke nalezy
rozdrabnia¢ w niewielkiej ilosci roztworu lizujacego. Tissue Grinding Tool dostepne jest oddzielnie,
nr kat. E0359. Po wstepnym rozdrobnieniu i uwolnieniu mikroorganizmoéw bytujacych w zywicielu
nalezy przeprowadzi¢ wtasciwg homogenizacje mieszaniny. W tym celu, po trawieniu Proteinaza
K, nalezy przenie$¢ zawarto$é probowki do BeadTubeDry (znajduja sie w zestawie) i wykonac

wytrzasanie w worteksie lub dedykowanym urzadzeniu (punkt 5 uwaga 1).

1. Do probéwki z wybranym ztozem s$cierajacym dodaé 200 ul buforu lizujacego Lyse BGplus.

Nastepnie doda¢ materiat (pajeczak/owad) i rozetrze¢ obracajac patyczkiem.

o W przypadku gdy pajeczak/owad jest bardzo maty (np. kleszcz pospolity) rozcieranie lepiej
wykona¢ w mniejszej objetosci Lyse BGplus np. 50 ul. Wéwczas przed dodaniem Proteinazy K
nalezy dopetnic objetosc Lyse BGplus do 200 pl.

2. Wyjac patyczek, doda¢ 15 ul Proteinazy K. Worteksowac kilka sekund badZ doktadnie

wymiesza¢ przez odwracanie probowki.
3. Inkubowa¢ 30 min w 60°C.

4.  Doda¢ 400 pl buforu Lyse BGplus i przenie$¢ mieszanine do probéwki z kulkami szklanymi
BeadTubeDry.
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Probéwki BeadTubeDry umiesci¢ w worteksie. Uzy¢ w tym celu specjalnego adaptera.

Worteksowac przez 10 min z maksymalna predkoscia.

o 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, wymagana jest optymalizacja czasu wytrzgsania (jego skrécenie).

0 Po etapie wytrzgsania, w przypadku silnego spienienia prébki, probéwki BeadTubeDry mozna
zwirowac z predkoscig 5 000 x g przez 30 sek.

Przenie$¢ zawarto$¢ probowki BeadTubeDry razem z kulkami szklanym do kolumienki

0 Przechyli¢ probéwke BeadTubeDry i przela¢ zwartos¢ do kolumienki filtracyjnej. Podczas
wirowania lizat zostanie przesqczony i dodatkowo zhomogenizowany.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 10 000 x g.

Usuna¢ kolumienke filtracyjng. Doktadnie wymiesza¢ przesacz przez pipetowanie,

zawieszajac rowniez osad jezeli powstat podczas wirowania. Pobra¢ 400 ul przesaczu
i przenie$¢ do nowej probéwki typu Eppendorf 1.5-2 ml.

Dodac 400 ul buforu Sol BG i doktadnie wymieszac. Inkubowac 5 min w 70°C.

Wirowac przez 2 min z maksymalng predkoscia.

Ostroznie przenie$¢ roztwor do nowej probowki typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 300 pl
96-100% alkoholu etylowego i doktadnie wymieszac.

z predkoscig 11 000 x g. Wylac przesacz.

Dodaé¢ 600 pl buforu ptuczacego Wash BGX do minikolumny. Wirowac przez 1 min

z predkoscig 11 000 x g.

Doda¢ 300 pl buforu ptuczacego Wash BGX do minikolumny. 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 jg w probéwce
i ponownie wirowac przez 1 min.
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Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Dodaé¢ 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.

Minikolumne pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowe;j.
Wirowac¢ minikolumne przez 2 min z predkoscig 11 000 x g.

Usuna¢ minikolumne, zamkna¢ probowke. DNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulaciji,
moze byc¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C (nalezy unika¢ wielokrotnego
zamrazania irozmrazania DNA).

DNA genomowe wyizolowane przy uzyciu zestawu

1 izolacja bez lizy mechanicznej
i bez specyficznych enzymow;

2 izolacja wg. powyzszego protokotu z uzyciem
Bead Tubes (kulek szklanych),
bez specyficznych enzymdw;

B  Bacillus subtilis;

Str Streptomyces caespitosus;

Sc Staphylococcus aureus;

Pi  Pichia pastoris;

M wzorzec wielkosci Perfect PlusTM1 kb (EURX).




DNA wyizolowane z mikroorganizméw obecnych w kleszczach

Wewnetrzny PCR (ang. nested PCR) wykonany na
matrycy DNA wyizolowanego z kleszczy
pospolitych. Docelowy gen ospA na plazmidzie
Ip54 bakterii Borrelia burgdorferi. Uzyto po 4 ul
izolatu oraz polimeraze Taq (EURx nr kat. E2500).

- kontrola negatywna;

+ kontrola pozytywna, DNA Borrelia
burgdorferii (2 pg);

3, 6 wynik pozytywny;

M wzorzec wielkosci Perfect PlusTM1 kb (EURX).

Wewnetrzny PCR (ang. nested PCR) wykonany na
matrycy DNA wyizolowanego z kleszczy
pospolitych. Docelowy gen flagelliny bakterii
Borrelia burgdorferi. Uzyto po 4 ul izolatu oraz
polimeraze Taq (EURXx nr kat. E2500).

- kontrola negatywna;

+ kontrola pozytywna, DNA Borrelia
burgdorferii (2 pg);

3, 6 wynik pozytywny;

M wzorzec wielkosci Perfect PlusTM1 kb (EURX).
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Srodki ostroznosci

Buffer BG Sol BG

Uwaga

H314 Powoduje powazne oparzenia skory
oraz uszkodzenia oczu.

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

Lyse BG plus

Uwaga

H319 Dziata draznigco na oczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochroneg oczu/ochrone twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania si¢
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

Uwaga

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

H315 Dziata drazniaco na skore.

H319 Dziata drazniagco na oczy.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrong oczu/ochroneg 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: wyprowadzi¢ lub wynies¢
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. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sig dziatania draznigcego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
EUH208 Zawiera dihydrochlorek
etylenodiaminy. Moze powodowac
wystapienie reakcji alergicznej.

Wash BGX

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

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

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata draznigco na oczy.

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

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrong oczu/ochroneg 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
sig dziatania draznigcego 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

ENZYMATYCZNYCH
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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.




IZOLACJA RNA
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Wszystkie zestawy zawierajg bufory WASH w formie gotowej do bezposredniego uzytku

1. Mrozone w buforze Lyse Blood (wystepuje w zestawie).
2. Mieszanina fenolu i soli chaotropowych przeznaczona do izolacji catkowitego RNA.



0 GeneMATRIX Gram Plus & Yeast Genomic DNA Purification Kit jest przeznaczony

do szybkiej izolacji genomowego DNA z réznorodnych grup fizjologicznych
bakterii gram-dodatnich oraz réznorodnych gatunkow i szczepéw drozdzy.
Zestaw umozliwia rowniez izolacje DNA z mikroorganizméw wystepujgcych
w niewielkich pajeczakach/owadach (np. Borrelia burgdorferi w kleszczach).

Zastosowana uniwersalna procedura pozwala

unikng¢  stosowania  kosztownych enzymoéw
lizujacych specyficznych dla danej grupy organizmoéw.
Oczyszczone DNA nie zawiera zanieczyszczen m.in.
takich jak: RNA, biatka, lipidy, barwniki, detergenty,
organiczne inhibitory enzymoéw, zwiazki buforowe,
sole, kationy dwuwartosciowe. Komorki bakteryjne
lub drozdZzowe poddane zostaja lizie w obecnosci
specjalnego buforu, naruszajacego strukture $ciany
komérkowej oraz lizozymu (bakterie). Wstepnie
naruszona $ciana komérkowa zostaje efektywnie
zniszczona w  wyniku  mechanicznego tarcia
kulek szklanych o specjalnie dobranej $rednicy.

Proteinaza K degraduje biatka komoérkowe oraz

uwalnia genomowe DNA z wiazacych je biatek oraz
eliminuje nukleazy komérkowe. Dodanie specjalnego
buforu wytwarza warunki do selektywnego wigzania
DNA do membrany GeneMATRIX. Podczas krétkiego
wirowania nastepuje wigzanie DNA do membrany,
natomiast niezwigzane zanieczyszczenia pozostaja
w wycieku z kolumny. Ich $ladowe pozostatosci
na membranie sa skutecznie usuwane w trakcie
dwdch etapéw ptukania. Elucje oczyszczonego DNA
wykonuje sie buforem niskosolnym, np.: zawierajacym
Tris-HCI, TE lub woda destylowana. 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 wiasciwosci wigzania kwaséw nukleinowych przez kompozytowy SiO, .W celu

osiaggniecia 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 zastosowarn 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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