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Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw jest przeznaczony do jednoczesnej izolacji catkowitego
RNA i DNA wirusowego. Zestaw, dzieki wykorzystaniu Tissue Grinding Tool ze specjalnym ztozem
Scierajacym, umozliwia izolacje RNA/DNA z drobnych pajeczakéw i owaddw.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Jedng izolacje nalezy wykonywac z jednego
kleszcza/owada $cierajac go za pomoca Tissue Grinding Tool po dodaniu buforu Sol V.

UWAGA 3 - Przechowywanie prébek. Po zebraniu, kleszcze/owady moga by¢ przechowywane
do 48 godzin w temperaturze 2-8°C. W przypadku dtuzszego przechowywania préobki nalezy
zamrozi¢ w -20°C lub - 80°C. Wtasciwym materiatem do izolacji sg prébki, ktére byty rozmrozone
tylko jeden raz.

UWAGAA4 - Nosnikowe RNA (Carrier RNA). Dodatek no$nikowego RNA zwieksza wydajnos$¢ wigzania
wirusowych kwaséw nukleinowych do membran. Jest to wazne, szczegdlnie w przypadkach gdy
prébka zawiera niewielkie ilosci docelowego materiatu genetycznego. Dodatkowo, wprowadzenie
duzej ilosci nosnikowego RNA zmniejsza prawdopodobienstwo degradacji wirusowych kwaséw
nukleinowych. W zestawie na 25 izolacji dotaczony liofilizat nosnikowego RNA nalezy zawiesic¢
w 150 ul wody wolnej od RNaz otrzymujac stezenie 1 ug/ul.

UWAGA 5 - Wydajnosc¢ izolacji. llos¢ wirusowych kwaséw nukleinowych wyizolowanych z prébek
biologicznych jest zwykle ponizej 1 ug i nie nadaje sie do pomiaru spektrofotometrycznego.
W przypadku ilosciowej oceny kwaséw nukleinowych otrzymanych przy uzyciu ponizszego
protokotu nalezy pamietac, ze w probce jest wiecej nosnikowego RNA niz wirusowego RNA/DNA.

UWAGA 6 - Kontrola wewnetrzna. Niektore komercyjnie dostepne systemy amplifikacji lub
procedury walidacyjne wymagaja stosowania kontroli wewnetrznej. W takich przypadkach
kontrolne DNA/RNA powinno by¢ dodane razem z RNA no$nikowym do buforu lizujgcego.

UWAGA 7 - Dodatkowe zalecenia. W celu unikniecia krzyzowego zanieczyszczenia prébek podczas
izolacji i wirowania nalezy zwracac szczegdlng uwage, aby nie zmoczy¢ brzegu kolumienki podczas
kazdorazowego nanoszenia lizatu i buforéw ptuczacych.

UWAGA 8 - Przechowywanie sktadnikéw zestawu. Po rozpakowaniu sktadniki zestawu nalezy
przechowywac w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem Proteinazy K, ktéra nalezy przechowywac
w -20°C.

UWAGA 9 - Dobra praktyka laboratoryjna. Wszystkie roztwory z zestawu do oczyszczania RNA/
DNA nalezy przechowywac szczelnie zamkniete, aby unikng¢ zmiany stezen w wyniku parowania.




Skiadniki zestawu 25 izolacji Warunki

E3590-01 przechowywania

Buffer A 0.75 ml 15-25°C
Sol V 6.5 ml 15-25°C
Wash V1 15 ml 15-25°C
Wash RBW 15 ml 15-25°C
Proteinase K (20 mg/ml) 0.6 ml -20°C
RNase-free water 4.5 ml 15-25°C
Carrier RNA 150 pg* 15-25°C
DNA/RNA Binding Columns 25 szt. 15-25°C
Homogenization columns 25 szt. 15-25°C
Tissue Grinding Tool 25 szt. 15-25°C
Protokot 1

* Dotaczony liofilizat no$nikowego RNA nalezy zawiesi¢ w 150 ul wody wolnej od RNaz otrzymujac stezenie

1 pg/pl.

Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

° Mikrowiréwka, rekawiczki, pipety, jatowe tipsy, jatowe probdéwki 1.5-2 ml, blok grzejny
pozwalajacy na inkubacje prébki w temperaturze 60°C, worteks.

e Alkohol etylowy 96-100% i 0.9% NaCl lub PBS.




Protokot

Czesc¢ | Czynnosci wstepne

Rozpusci¢ nosnikowe RNA (Carrier RNA). W zestawie na 25 izolacji dotagczony liofilizat nosnikowego

RNA nalezy zawiesi¢ w 150 pl wody wolnej od RNaz otrzymujac stezenie 1 pg/pl. Wymieszac
doktadnie przez pipetowanie. Zawieszone nosnikowe RNA podzieli¢ na porcje i przechowywac
w -20°C. Unikac rozmrazania/zamrazania porcji wiecej niz 3 razy. Uzywac 5 pl (5 pug) nosnikowego

RNA na jedng izolacje.

Wszystkie wirowania nalezy wykonywac w temperaturze pokojowe;.

1.

Doda¢ 25 pl buforu aktywacyjnego Buffer A do minikolumny wigzacej DNA (nie wirowac).

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

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

o Aktywacje nalezy wykonac przed rozpoczeciem procedury izolacji DNA/RNA.
Probki doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.

Osadzi¢ ztoze Scierajace na dole probéwki poprzez krétkie zwirowanie.
Dodac¢ 5 ul roztworu no$nikowego RNA do 215 ul buforu Sol V.

o Nosnikowe RNA nie rozpuszcza sie bezposrednio w buforze Sol V. Przed dodaniem do buforu
Sol V musi by¢ rozpuszczone w wodzie wolnej od RNaz.

0 Podana proporcja dotyczy jednej izolacji. Mozna przygotowac wiekszq objetos¢ mieszaniny
zgodnie z iloscig przeprowadzanych izolacji.




Czes¢ll Homogenizacja materiatu i izolacja DNA/RNA

1. Do probdéwki ze ztozem Scierajgcym doda¢ 220 pl Sol V (z dodanym nodnikowym RNA,

patrz ,Czynnosci wstepne”). Nastepnie doda¢ materiat (pajeczak/owad) i rozetrze¢ obracajac
patyczkiem.

o W przypadku, gdy pajeczak/owad jest bardzo maty (np. kleszcz pospolity) rozcieranie lepiej
rozpoczqc¢ w mniejszej objetosci Sol V (np. 50 ul) i stopniowo dopetnic objetosé Sol V do 220 pl.

2. Wyjac patyczek, dodac¢ 200 ul 0.9% NaCl lub PBS i 20 ul Proteinazy K. Worteksowac kilka
sekund, badz doktadnie wymieszac przez odwracanie probéwki.

3. Inkubowa¢ 30 min w 60°C.

4. Przenie$¢ zawarto$¢ probowki razem ze ztozem S$cierajagcym do kolumienki filtracyjnej
umieszczonej w probéwece odbierajacej.

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

5.  Wirowac przez 1 min z predkoscig 10 000 x g.

6. Usuna¢ kolumienke filtracyjna. Doktadnie wymiesza¢ przesacz przez pipetowanie,
zawieszajac réwniez osad jezeli powstat podczas wirowania. Doda¢ 500 ul 96-100%
alkoholu etylowego i ponownie wymieszac.

odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscia 8 000 x g. Wyla¢ przesacz.

8.  Przeniesc reszte mieszaniny do kolumienki wigzacej umieszczonej w probdwce odbierajacej.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 8 000 x g. Przesacz usunac.

9. Doda¢ 500 ul buforu ptuczacego Wash V1 do minikolumny. Wirowac¢ przez 1 min

z predkoscia 8 000 x g. Przesacz usunac.




10.

11.

12.

13.

14.

15.

Umiesci¢ minikolumne w nowej probéwce odbierajacej, ostroznie otworzy¢ kolumienke,
doda¢ 500 ul buforu ptuczacego Wash RBW. Wirowac przez 1 min z predkoscig 8 000 x g.

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

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

Wirowac przez 2 min z maksymalng predkoscia w celu usuniecia resztek buforu ptuczacego.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Ostroznie otworzy¢
i doda¢ 50-100 ul wody RNase-free centralnie na membrane.

o Dodanie wody centralnie na powierzchnie membrany zapewnia uzyskanie maksymalnej
wydajnosci odzysku DNA. Nalezy unikac dotykania Scianek minikolumn mikropipetq, aby nie
przenosic sladéw RNA/DNA pomiedzy kolejnymi minikolumnami.

Minikolumne pozostawi¢ na 1 min w temperaturze pokojowej, nastepnie wirowac przez
2 min z maksymalna predkoscia.

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




Srodki ostroznosci

Buffer A

SolV

g

Niebezpieczenstwo

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¢ wodga przez kilka
minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.
P310 Natychmiast skontaktowac sie
z lekarzem.

Wash RBW

Niebezpieczenstwo

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 Stosowac 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/zgtosic sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym  miejscu.  Przechowywac
w chtodnym miejscu.

Proteinase K

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 Stosowal rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P301+P312 W przypadku potkniecia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowa¢ sie z osrodkiem zatruc/
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 ptuka¢ woda 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.
P302+P352 W przypadku kontaktu ze skora:
umy¢ duza iloScig wody.

P332+P313 W przypadku wystapienia
podraznienia skory: zasiegnac porady/zgtosi¢
sie pod opieke lekarza.

Wash V1

&

Niebezpieczenstwo

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
objawdw ze strony uktadu oddechowego:
skontaktowac¢ sie z osrodkiem zatruc/
lekarzem.

Uwaga

H226 tatwopalna ciecz i pary.

H315 Dziata drazniaco na skore.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

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

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochroneg twarzy.
P302+P352 W przypadku kontaktu ze skora:
umy¢ duza iloScig wody.

P332+P313 W przypadku wystapienia
podraznienia skory: zasiegnac porady/zgtosi¢
sie pod opieke lekarza.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac¢. 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.
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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.




O GeneMATRIXTickRNA/DNAPurificationKitjest przeznaczonydojednoczesnego

oczyszczania RNA i DNA wiruséw i bakterii bytujgcych w drobnych pajeczakach
takich jak kleszcze i innych owadach o twardych i trudno rozcieralnych

chitynowych pancerzykach.

Zestaw jest zoptymalizowany w kierunku jednoczesnej
izolacji RNA i DNA z drobnoustrojow (bakterie, wirusy,
grzyby) bytujacych w matych (do 5 mm dtugosci)
pajeczakach (kleszczach) lub owadach. Szybki
protokot zapewnia krétki czas izolacji. Pierwszy krok
to homogenizacja kleszcza za pomoca Tissue Grinding
Tool specjalnie dostosowanego do rozcierania
twardych chitynowych pancerzykéw owadow.
Nastepnie materiat poddawany jest lizie i filtracji.
Dodatek no$nikowego RNA wspomaga oczyszczanie
nawet niewielkich ilosci wirusowych i bakteryjnych

kwaséw nukleinowych. Podczas krétkiego wirowania

nastepuje wiagzanie RNA/DNA do membrany,
natomiast niezwigzane zanieczyszczenia pozostaja
w wycieku z kolumny. Ich $§ladowe pozostatosci na
membranie sg skutecznie usuwane w trakcie dwdéch
etapéw ptukania. Elucje oczyszczonego RNA/DNA
wykonuje sie woda wolna od RNaz. Oczyszczane
sa kwasy nukleinowe o dtugosci od 25 nt (miRNA).
Oczyszczony preparat RNA/DNA wolny od biatek,
nukleaz i innych zanieczyszczenn nadaje sie do
bezposredniego uzytku.

Nie wymaga dalszej

precypitacji etanolem.

GeneMATRIX to syntetyczne membrany nowej generacji wigzagce 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 zestawdw jest powtarzalno$¢ wiasciwosci
zarébwno membran jak i buforéw wiazacych,
poniewaz przygotowanie komponentéw odbywa sie

w EURx sp. zo.0.
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