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Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw przeznaczony jest do izolacji DNA genomowego,
catkowitego RNA (powyzej 200 nt) oraz biatek z jednej probki. Zestaw moze by¢ uzyty do izolacji
DNA/RNA/biatek z tkanek zwierzecych, roslin, drozdzy, bakterii i hodowli komérkowych.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Maksymalna pojemnos$¢ minikolumny wigzacej DNA
to 30 pg. Naniesienie wiekszej ilosci DNA moze prowadzi¢ do zanieczyszczenia RNA. Maksymalna
pojemnos¢ minikolumny wigzacej RNA to 100 pg. Maksymalna objeto$¢ ptynu nanoszonego na
minikolumny to 650 pl. Przetadowanie minikolumn zmniejsza wydajnosc i obniza jako$¢ wyizolowanego
materiatu. Moze rowniez spowodowac zapchanie sie minikolumn.

UWAGA 3 - Trawienie DNazj l. Procedura izolacji RNA efektywnie eliminuje catos¢ DNA lub
w przypadku zbyt duzej ilosci materiatu uzytego do izolacji i przetadowania minikolumny wigzacej
DNA, wiekszo$¢ DNA. W zwiagzku z tym w przypadku niektérych zastosowan RNA szczegdlnie
wrazliwych na minimalne ilosci DNA, proponujemy oczyszczanie zgodnie z Dodatkiem 1 (strona 12)
wykorzystujacym trawienie preparatu DNaza | (w trakcie izolacji na minikolumnie). W takim przypadku,
podczas oczyszczania DNA (cze$¢ IV protokotu, strona 11) nalezy pomina¢ uzycie buforu Wash RB1
i wykorzystac ten roztwor podczas oczyszczania RNA z trawieniem DNazg | (punkt 3 Dodatek 1).

UWAGA 4 - B-Merkaptoetanol / DTT. W celu eliminacji RNaz obecnych w Srodowisku nalezy doda¢
odczynnik redukujacy taki jak B-merkaptoetanol (3-ME) lub dithiothreitol (DTT) do buforéw Lyse ALL
i DRP przed rozpoczeciem procedury izolacji RNA/DNA. Do 1 ml Lyse ALL i DRP nalezy dodac¢ 10 pl
B-merkaptoetanolu (B-ME, 14.3M). Po dodaniu B-ME bufory Lyse ALL oraz DRP s3 stabilne przez 1
miesigc. Alternatywnie nalezy dodac¢ 10 pl 1 M DTT rozpuszczonego w wodzie wolnej od RNaz. DTT
nie jest stabilny w buforze DRP lub Lyse ALL stad nie nalezy przechowywac buforéw po zmieszaniu.
1M roztwor DTT powinien by¢ przechowywany w -20°C w matych porcjach aby zapobiec czestemu
rozmrazaniu. Aby przygotowac 1 M roztwér DTT (MW = 154.25 g mol) nalezy rozpusci¢ 1.54 g DTT
w 10 ml wody wolnej od RNaz i przechowywac¢ w matych porcjach do jednokrotnego uzytku.

UWAGA 5 - Bufor PLB. Przed uzyciem buforu PLB do 1 ml doda¢ 25 ul B-merkaptoetanolu (3-ME)
lub [1 M] DTTi 10 ul Bromophenol Blue. Po dodaniu B-ME bufor PLB przechowywa¢ w 2-8°C.

UWAGA 6 - Dodatkowe zalecenia. Niektére gatunki bakterii Gram* posiadajg $ciane komérkowa
wyjatkowo oporng na lize. Poza lizozymem nalezy wéwczas dodatkowo zastosowaé odpowiedni
enzym (np. lizostafyne w przypadku Staphylococcus spp.). W celu wydajnej lizy komérek drozdzowych
nalezy stosowac¢ odpowiednie enzymy: litykaze lub zymolaze. Alternatywnie mozna zastosowac lize
mechaniczng z uzyciem kuleczek szklanych (BeadTubeDry E0358) i wytrzasania urzadzeniem typu
Bead Beater.

UWAGA 7 - Przechowywanie sktadnikow zestawu. Po rozpakowaniu, zestaw nalezy przechowywac
w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem minikolumn wigzacych DNAi RNA, ktére nalezy przechowywaé
w 2-8°C.




UWAGA 8 - Dobra praktyka laboratoryjna. Dla otrzymania DNA/RNA o wysokiej czystosci istotne jest
doktadne stosowanie sie do zalecen protokotu. Czynnosci nalezy wykonaé mozliwie szybko. Wszystkie
kroki nalezy przeprowadzi¢ w temperaturze pokojowej. Nalezy uwaza¢ aby w trakcie wykonywania
czynnosci zwigzanych z protokotem nie wprowadza¢ RNaz. Wszelkie roztwory z zestawu nalezy
przechowywac szczelnie zamkniete, aby unikng¢ zmiany stezen w wyniku parowania.

UWAGA 9 - Elution jest buforem o niskiej zawartosci soli, w sktadzie nie zawiera chelatoréw jonéw
metali (np. EDTA), ktére moga hamowac 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

. Do wszystkich protokotéw: B-merkaptoetanol (14.3 M, B-ME) lub [1 M] Dithiothreitol
(DTT) w wodzie wolnej od RNaz, alkohol etylowy [96-100% v/V], alkohol etylowy [70% v/v],
mikrowiréwka, rekawiczki, jatowe wolne od RNaz tipsy, jatowe wolne od RNaz probdéwki
1.5-2 ml, opcjonalnie DNaza | do trawienia na kolumnie (patrz Dodatek 1 strona 12).

. Do protokotu z bakterii - lizozym.

e Do protokotu z tkanek roslinnych i zwierzecych - sprzet konieczny do rozdrobnienia
i homogenizacji tkanek, w zaleznosci od wybranej metody: mozdzierz i ciekty azot lub
mechaniczny homogenizator.

e Do protokotu z drozdzy - bufor YL: 1 M sorbitol, 0.1 M EDTA, oraz litykaza nr kat. E0329.

. Opcjonalnie do protokotu z tkanek roslinnych i zwierzecych - odczynnik redukujacy
piane do roztwordéw lizujagcych AFRO1, EURx nr kat. E0328. W wielu przypadkach
pierwszym etapem izolacji DNA/RNA jest rozdrobnienie ihomogenizacja probki.
Przeprowadza sie jg w buforach lizujacych bogatych w detergenty, ktére powoduja znaczne
spienienie mieszaniny homogenizacyjnej. Widoczne jest to zwtaszcza podczas uzycia
homogenizatoréw mechanicznych badz wytrzasania prébek z réznego rodzaju kulkami
rozdrabniajagcymi. Aby zapobiec tworzeniu sie nadmiaru piany mozna doda¢ odczynnik
AFRO1 do buforu Lyse ALL w ilosci 5 pl na 1 ml roztworu [0,5% (v/v)] i dobrze wymieszac.
W przypadku bardzo silnego spienienia, po homogenizacji probke nalezy zwirowaé
z predkoscia 8 000 x g przez 30 sekund.

e  Opcjonalnie do protokotu z tkanek roslinnych - Lyse Buffer PVP nr kat. E0291-01 do lizy
tkanek u gatunkéw roslin, szczegdlnie bogatych w zwiazku fenolowe i polisacharydy oraz
tkanki zdrewniate.




Protokot

Czes¢l Rozdrobnienie, homogenizacja i wigzanie DNA

1.

Tkanki zwierzece

a. Zamrozi¢ fragment tkanki w ciektym azocie, a nastepnie doktadnie rozdrobnic¢, uzywajac
do tego celu wczesniej schtodzonego moZdzierza i ttuczka. Umiescic¢ rozdrobniong tkanke

i worteksowanie.

b. Rozdrobni¢ fragment tkanki ($wiezy lub zamrozony) mechanicznie za pomoca
homogenizatora w 300 ul buforu DRP. Do rozdrobnionej probki doda¢ 200 ul Lyse ALL.

o Nie nalezy uzywac wiecej niz 20 mg tkanek. Korzystajgc zhomogenizatora mechanicznego nalezy
uzyc do 10 razy mniej materiatu do izolacji niz w przypadku mozdzierza i ttuczka.

O Fragment tkanki nalezy zhomogenizowac/rozbic jak najdrobniej, gdyz jest to etap decydujqcy
o wydajnosci izolacji. W celu podniesienia wydajnosci izolacji zalecamy uzycie homogenizatora
mechanicznego.

0 Zamrozone tkanki nie powinny ulec rozmrozeniu.

o Upewnié sie czy do buforu Lyse ALL i buforu DRP zostat dodany B-ME lub DTT (Uwaga 4 strona 3).
Wirowac prébke przez 3 min z maksymalng predkoscia.

Ostroznie przenies¢ supernatant do minikolumny wigzacej DNA umieszczonej w 2 ml
probowce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z maksymalng predkoscia.

Przechowa¢ minikolumny wigzace DNA w temperaturze pokojowej 15-25°C (lub w 2-8°C
przez dtuzszy czas) do pdzniejszego oczyszczania DNA (cze$¢ IV protokotu). Uzy¢ przesacz
(flow-through) do izolacji RNA. Przej$¢ do punktu 1 czesci Il protokotu (izolacja RNA).

Tkanki roslinne

a. Zamrozi¢ fragment tkanki roslinnej w ciektym azocie, a nastepnie dokfadnie rozdrobnic,
uzywajac do tego celu wczesniej schtodzonego moZdzierza i ttuczka. Umiesci¢ rozdrobniong
tkanke (max. 100 mg) w schtodzonej, RNase-free 2 ml probéwce typu Eppendorf. Dodaé

wymieszaé przez worteksowanie.




o W przypadku roslin o duzej zawartosci zwiqzkéw fenolowych/zdrewniatych lub probleméw
z uzyskaniem RNA/DNA zdatnego do analiz PCR/RT-PCR proponujemy zastqpienie buforu Lyse
ALL buforem Lyse Buffer PVP nr kat. E0291-01 i postepownie zgodnie z dodatkiem 2 (strona 13).

b. Rozdrobni¢ fragment tkanki ($wiezy lub zamrozony) mechanicznie za pomoca
homogenizatora w mieszaninie 200 ul buforu Lyse ALL oraz 100 ul buforu DRP.

o Nie nalezy uzywac wiecej niz 100 mg tkanek. Korzystajgc z homogenizatora mechanicznego
nalezy uzy¢ do 10 razy mniej materiatu do izolacji niz w przypadku moZdzierza i ttuczka.

O Fragment tkanki nalezy zhomogenizowac/rozbic jak najdrobniej, gdyz jest to etap decydujgcy
o wydajnosci izolacji. W celu podniesienia wydajnosci izolacji zalecamy uzycie homogenizatora
mechanicznego.

0 Zamrozone tkanki nie powinny ulec rozmrozeniu.

o Upewnic sie czy do buforu Lyse ALL i buforu DRP zostat dodany B-ME lub DTT (Uwaga 4 strona 3).
Wirowac prébke przez 4 min z maksymalng predkoscia.

Ostroznie przenies$¢ supernatant do nowej, RNase-free, probowki 1.5-2 ml typu Eppendorf
i dodac¢ 200 pl buforu DRP.

Ostroznie przenies¢ supernatant do minikolumny wiazacej DNA umieszczonej w 2 ml
probowce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z maksymalng predkoscia.

Przechowa¢ minikolumny wigzace DNA w temperaturze pokojowej 15-25°C (lub w 2-8°C
przez dtuzszy czas) do pdzniejszego oczyszczania DNA (cze$¢ IV protokotu). Uzy¢ przesacz
(flow-through) do izolacji RNA. Przej$¢ do punktu 1 czesci Il protokotu (izolacja RNA).

Drozdze

Zwirowa¢ odpowiednia ilos¢ hodowli drozdzy z predkoscig 5 000 x g przez 5 min w 4°C.
Doktadnie usunaé supernatant.

o Nie nalezy uzywac wiecej niz 5 x 107 komérek drozdzy.

0 lzolacje nalezy wykonywac ze swiezo zwirowanych hodowli.

Zawiesi¢ osad w 0.5 ml buforu YL zawierajacego litykaze/zymolaze (patrz uwaga 4 ponizej).
Inkubowac przez 30 min w 30°C.

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 szczepéw drozdzy,
nalezy empirycznie ustali¢ optymalng objetos¢ zwirowanej hodowli (np. 4 ml 24-godzinnej hodowli
wiekszosci szczepéw Pichia pastoris), tak aby nie przekracza¢ 100 mg masy osadu drozdzowego
przypadajgcego na jednq kolumienke.

o Alternatywnie do lizy enzymatycznej mozna zastosowac lize mechaniczng z uzyciem kuleczek
szklanych (BeadTubeDry E0358) i wytrzgsania urzgdzeniem typu Bead Beater. Site wytrzgsania
nalezy dostosowac do badanego gatunku drozdzy.

0 Przed izolacjq nalezy przygotowac bufor YL:1 M sorbitol, 0.1 M EDTA. Przed uzyciem dodac:
0.1% B- merkaptoetanolu, 10 ul (50 U) litykazy E0329 na 1 x 107 komérek.




Zwirowaé powstate sferoplasty przez 3 min z predkoscia 1 000 x g. Doktadnie usunaé
supernatant.

Dodac¢ 200 pl buforu Lyse ALL oraz 350 pl buforu DRP do osadu. Doktadnie wymieszaé

przez pipetowanie i worteksowanie.
o Upewnié sie czy do buforu Lyse ALL i buforu DRP zostat dodany B-ME lub DTT (Uwaga 4 strona 3).
Wirowac préobke przez 2 min z maksymalng predkoscia.

Ostroznie przenies¢ supernatant do minikolumny wigzacej DNA umieszczonej w 2 ml
probowce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z maksymalng predkoscia.

Przechowa¢ minikolumny wigzace DNA w temperaturze pokojowej 15-25°C (lub w 2-8°C
przez dtuzszy czas) do pdzniejszego oczyszczania DNA (cze$¢ IV protokotu). Uzy¢ przesacz
(flow-through) do izolacji RNA. Przej$¢ do punktu 1 czesci Il protokotu (izolacja RNA).

Bakterie

Zwirowac nocng hodowle bakteryjna (2 min w 4°C), doktadnie usuna¢ supernatant.

o Nie nalezy uzywaé wiecej niz 1 x 10? bakterii.

o Najwyzszej jakosci DNA/RNA uzyskuje sie z hodowli bakteryjnych znajdujqcych sie w fazie
logarytmicznej wzrostu lub wczesnej fazie stacjonarne;j.

Doktadnie zawiesi¢ osad bakteryjny w 200 pl buforu Lyse ALL zawierajacego lizozym (patrz
uwaga 1 ponizej).

0 Przed izolacjg nalezy dodac lizozym do buforu Lyse ALL: 500 ug/ml dla bakterii Gram- lub
5 mg/ml dla bakterii Gram* .

o Upewnic sie czy do buforu Lyse ALL zostat dodany B-ME lub DTT (Uwaga 4 strona 3).
Inkubowac prébke w temperaturze pokojowej:

a) 5-10 min bakterie gram-ujemne

b) 15-20 min bakterie gram-dodatnie

Dodac¢ 300 ul buforu DRP. Doktadnie wymieszaé przez worteksowanie.

o Upewnic sie czy do buforu DRP zostat dodany B-ME lub DTT (Uwaga 4 strona 3).

Wirowac préobke przez 2 min z maksymalng predkoscia.

Ostroznie przenies¢ supernatant do minikolumny wigzacej DNA umieszczonej w 2 ml
probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z maksymalna predkoscia.

Przechowa¢ minikolumny wigzace DNA w temperaturze pokojowej 15-25°C (lub w 2-8°C
przez dtuzszy czas) do pdzniejszego oczyszczania DNA (cze$¢ IV protokotu). Uzy¢ przesacz
(flow-through) do izolacji RNA. Przej$¢ do punktu 1 czesci Il protokotu (izolacja RNA).




Hodowle komoérkowe

W probdéwce 2 ml typu Eppendorf zwirowac hodowle komérek z predkoscia 1 000 x g przez
5 min. Ostroznie wybra¢ supernatant znad osadu.

o Nie nalezy uzywaé wiecej niz 5 x 106 komorek.

Doda¢ 400 ul buforu DRP do osadu. W celu homogenizacji doktadnie wymieszaé przez

pipetowanie i worteksowanie.

o Na tym etapie mozna uzy¢ homogenizatora mechanicznego. W tym celu rozdrabniac¢ komérki
w 400 pl buforu DRP przez 30 sekund. Homogenizacja mechaniczna podnosi wydajnosc izolacji
DNA genomowego.

o Upewnic sie czy do buforu DRP zostat dodany B-ME lub DTT (Uwaga 4 strona 3).

Doda¢ 100 ul buforu Lyse ALL do rozdrobnionych komérek. Doktadnie wymieszac.

o Upewnic sie czy do buforu Lyse ALL zostat dodany B-ME lub DTT (Uwaga 6 strona 3).
Wirowac prébke przez 2 min z maksymalng predkoscia.

Ostroznie przenies¢ supernatant do minikolumny wiazacej DNA umieszczonej w 2 ml
probowce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z maksymalna predkoscia.

Przechowa¢ minikolumny wigzace DNA w temperaturze pokojowej 15-25°C (lub w 2-8°C
przez dtuzszy czas) do pdzniejszego oczyszczania DNA (cze$¢ IV protokotu). Uzy¢ przesacz
(flow-through) do izolacji RNA. Przej$¢ do punktu 1 czesci Il protokotu (izolacja RNA).




Czes¢ Il lzolacja RNA

1. Doda¢ 0.7 objetosci alkoholu etylowego (96-100%) do przesaczu (flow-through)
z ostatniego punktu czesci | protokotu. Wymiesza¢ doktadnie przez pipetowanie. Nie
wirowac.

o Na przyktad, do 400 ul przesqczu dodac 280 ul etanolu.

2. Przenie$¢ mieszanine (razem z osadem jezeli powstat) do minikolumny wiazacej RNA
umieszczonej w probowce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g. Uzy¢
przesacz (flow-through) do izolacji biatek. Cze$¢ Ill protokotu (precypitacja biatek).

3. Doda¢ 400 ul buforu ptuczacego Wash DN1 do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min
z predkoscia 11 000 x g. Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtdrnie umiescié
minikolumne w probdéwce.

o Krok ten efektywnie eliminuje slady DNA. Jednakze w przypadku niektérych zastosowan RNA
szczegolnie wrazliwych na minimalne ilosci DNA, dalsze kroki proponujemy wykonac zgodnie
z Dodatkiem 1 (strona 12) wykorzystujgcym trawienie preparatu DNazq | (w trakcie izolacji na

minikolumnie).

z predkoscia 11 000 x g.
5. Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtdérnie umiesci¢ minikolumne w probdéwce.

6. Doda¢ 300 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowa¢ przez 2 min

z predkoscig 11 000 x g.

o Podczas wyjmowania minikolumny zwrdcic szczegdlng uwage aby nie zanieczyscic prébki buforem
ptuczgcym. Jezeli membrana nie jest catkowicie sucha, wyla¢ przesqcz, umiesci¢ minikolumne
w probéwce i ponownie wirowac przez 1 min.

7. Minikolumne umiesci¢ w nowej probdwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 50-100 ul wody
RNase-free centralnie na membrane.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

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




Czes¢ lll  Precypitacja biatek
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Do przesaczu (flow-through), z punktu 2 czesci Il protokotu, dodac 2 objetosci etanolu (96-
100%). Wymiesza¢ doktadnie. Pozostawi¢ w 2-8°C przez 30 min.

Wirowac prébke z maksymalng predkoscia przez 15 min w 4°C.

Dodac¢ 300 pl 70% etanolu do osadu. Doktadnie wymieszac przez worteksowanie. Wirowac
10 min w 4C, usunac supernatant.

Wysuszy¢ osad biatkowy w temperaturze pokojowej przez 5-15 min.

o Bufor PLB jest buforem uzywanym w analizie SDS-PAGE biatek (bufor Laemmli). Jezeli biatka
nie bedq analizowane przy uzyciu SDS-PAGE, zawiesi¢ osad w odpowiednim buforze zgodnym
z wybrang metodq analizy. W wyniku stosowanej procedury sprecypitowane biatka sq silnie
zdenaturowane i wykazujg obnizong rozpuszczalnos¢ w wodzie. Ponowne rozpuszczenie osadu
jest mozliwe w buforze PLB lub innym roztworze zawierajgcym wysokie steZenie detergentu (np.
1.5-5% SDS). W zwiqgzku z tym do ilosciowego oznaczania biatek polecamy metode Micro-BCA
(Bicinchoninic Acid Assay).

o W przypadku SDS-PAGE przed uzyciem buforu PLB do 1 ml dodac 25 pl B-merkaptoetanolu
(B-ME) lub [1 M] DTT oraz 10 ul Bromophenol Blue. Po dodaniu B-ME bufor PLB przechowywaé
w 2-8°C.

o W wypadku krystalizacji komponentéw buforu PLB roztwér nalezy podgrzac do catkowitego
wyklarowania.

Ogrzewacé w 95°C przez 5 min w celu rozpuszczenia i denaturacji prébki.

Jezeli s3 widoczne nierozpuszczalne pozostatosci, wirowa¢ probke przez 1 min
z maksymalng predkoscig. Supernatant jest gotowy do uzytku w zastosowaniach typu
analizy SDS-PAGE.

o Prébka moze byc przechowywana przez krétki okres czasu w 2-8°C lub w -20°C przez kilka
miesiecy.




Czes¢ IV lIzolacja DNA genomowego

czesci | protokotu). Wirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.

o W przypadku stosowania trawienia DNazq | podczas oczyszczania RNA (Dodatek1) ten krok nalezy
pomingc i przejs¢ do wykonania ptukania za pomocqg Wash RBW.
Wyja¢ minikolumne, wylaé przesacz i powtdrnie umiesci¢ minikolumne w probéwece.
Doda¢ 600 upl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min
z predkoscig 11 000 x g.

4. Wyjac¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtdrnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.
zpredkoécia 11000xg.
0 Podczas wyjmowania minikolumny zwrécic¢ 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.

6.  Minikolumne umiesci¢ w nowej probdwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 50-100 ul buforu
Elution.

o Dodanie buforu eluujgcego centralnie na powierzchnie membrany zapewnia uzyskanie maksymalnej
wydajnosci odzysku DNA. Nalezy unika¢ dotykania scianek minikolumn mikropipetq, aby nie przenosic¢
sladow DNA pomiedzy kolejnymi minikolumnami.

o W celu podniesienia wydajnosci odptukania z membran DNA genomowego bufor Elution mozna
ogrzac do temp. 80°C.

Minikolumne pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowe;j.
8.  Wirowac minikolumne przez 1 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).
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Dodatek 1: Oczyszczanie RNA z wykorzystaniem
trawienia DNaz3 | na kolumnie

12

UWAGA 1 - Ponizsza procedure wykonac po kroku z Wash DN1 w standardowym protokole w Czesci
Il Izolacja RNA.

UWAGA 2 - Trawienie DNaz3 | nalezy wykonac z uzyciem buforu DNR dotaczonego do zestawu. Nie

nalezy uzywac innych buforéw.
UWAGA 3 - DNaza | nie jest dotagczona do zestawu. Polecamy uzycie DNazy | EURx nr kat. E1345.

UWAGA 4 - Przygotowac roztwoér DNazy | przed rozpoczeciem izolacji. Doda¢ 1 U DNazy | do 50 pl

buforu DNR. Nie dodawac¢ wiecej niz 2 ul roztworu DNazy I.

UWAGA 5 - DNaza | tatwo ulega denaturacji fizycznej. Nie nalezy jej worteksowac, a po dodaniu

DNazy | do roztworu nalezy mieszac jedynie przez delikatne pipetowanie.

UWAGA 6 - Uzywac tylko DNazy | wolnej od RNaz.

Po wykonaniu Wash DN1 i odwirowaniu, wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtdrnie

umiesci¢ minikolumne w probéwce.

Doda¢ 50 pl buforu DNR (z dodang DNaza ) centralnie na membrane i pozostawi¢

w temperaturze pokojowej na 10 min. Nie wirowac.
o Upewnic sie czy do buforu DNR zostata dodana DNaza | (patrz Uwaga 4 powyzej).

Doda¢ 400 ul buforu Wash RB1 do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min z predkoscia
11000 x g.

Wyja¢ minikolumne, wylaé przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwece.

Kontynuowac standardowy protokét od kroku nr 4 w Czesci Il I1zolacja RNA (strona 9).




Dodatek 2: Izolacja RNA/DNA z roslin bogatych w

zwiazki fenolowe.

UWAGA 1 - W szczegdlnych przypadkach pracy z roslinami o duzej zawartosci zwigzkéw fenolowych,
a takze tkanek zdrewniatych zaleca sie zastapienie buforu Lyse ALL buforem Lyse Buffer PVP nr kat.
E0291-01. Lyse Buffer PVP w sktadzie zawiera poliwinolopirolidon (PVP) aktywnie usuwajacy zwigzki

polifenolowe bedace inhibitorami reakcji PCR.

UWAGA 2 - Modyfikacja protokotu polega na wymianie buforu Lyse ALL na Lyse Buffer PVP oraz na
10 min inkubacji probki na lodzie (krok 3).

UWAGA 3 - Przed uzyciem buforu Lyse Buffer PVP do 1 ml dodaé po 10 pl B-merkaptoetanolu (B-ME)
lub 10 ul [ 1 M] DTT. Po dodaniu B-ME Lyse Buffer PVP jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest
stabilny w odczynniku Lyse Buffer PVP.

Wybra¢ metode homogenizacji materiatu roslinnego:

a. Zamrozi¢ fragment tkanki roslinnej w ciektym azocie, a nastepnie doktadnie rozdrobnic,
uzywajac do tego celu wczesniej schtodzonego mozdzierza i ttuczka. Umiesci¢ rozdrobniong
tkanke (max. 100 mg) w schtodzonej, RNase-free 2 ml probéwce typu Eppendorf. Dodaé
200 pl buforu Lyse Buffer PVP oraz 100 ul buforu DRP do rozdrobnionej tkanki. Doktadnie

wymieszac przez worteksowanie.

b. Rozdrobni¢ fragment tkanki ($wiezy lub zamrozony) mechanicznie za pomoca
homogenizatora w mieszaninie 200 ul buforu Lyse Buffer PVP oraz 100 ul buforu DRP.

o Nie nalezy uzywac wiecej niz 100 mg tkanek. Korzystajgc z homogenizatora mechanicznego
nalezy uzy¢ do 10 razy mniej materiatu do izolacji niz w przypadku moZdzierza i ttuczka.

O Fragment tkanki nalezy zhomogenizowac/rozbic jak najdrobniej, gdyz jest to etap decydujqcy
o wydajnosci izolacji. W celu podniesienia wydajnosci izolacji zalecamy uzycie homogenizatora
mechanicznego.

0 Zamrozone tkanki nie powinny ulec rozmrozeniu.
0O Upewnic sie czy do buforu Lyse Buffer PVP i buforu DRP zostat dodany 3-ME lub DTT

Wirowac prébke przez 4 min z maksymalng predkoscia, a nastepnie przenie$¢ supernatant
do nowej RNase-free, probéwki 1.5-2 ml typu Eppendorf. Osad sktadajacy sie z resztek
roélinnych wyrzucic.

Inkubowac prébke na lodzie 10 min.

Kontynuowac protokot od kroku 2 str 6 tkanki roslinne.
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Srodki ostroznosci

Lyse ALL

Wash RB1

DRP

Uwaga

H319 Dziata draznigco na oczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochroneg twarzy.
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.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania draznigcego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.
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Uwaga

H302+H332 Dziata szkodliwie po potknigeciu
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
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.

EUH032 W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy.

Uwaga

H226 tatwopalna ciecz i pary.

H302 Dziata szkodliwie po potknigciu.

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.
P301+P312 W  przypadku potkniecia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowa¢ sie z osrodkiem zatru¢/
lekarzem.

P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym miejscu. Przechowywaé
w chtodnym miejscu.

EUH032 W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy.

Wash RBW

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.




0 GeneMATRIX DNA/RNA/Protein Purification Kit jest przeznaczony do szybkiej

izolacji DNA genomowego, catkowitego komérkowego RNA oraz biatek z jednej
probki, pochodzqgcej z roznorodnych zZrédet: tkanek zwierzqt i ludzi, roslin,
bakterii, drozdzy oraz hodowli komérkowych.

W  trakcie izolacji prébka zostaje rozdrobniona
i poddana lizie w obecnosci buforéw denaturujacych,
DNazy i

komoérkowe. Nastepnie lizat jest wirowany w mini-

ktére inaktywuja RNazy, proteazy
kolumienkach o specjalnej konstrukgji, ktére redukuja
lepkos¢ lizatu i wigza fragmenty DNA. Dodanie
etanolu wytwarza warunki do selektywnego wiazania
RNA do membrany GeneMATRIX. Podczas krétkiego
wirowania nastepuje wigzanie RNA do membrany
kolumienek wigzacych RNA, natomiast niezwigzane

zanieczyszczenia pozostaja w wycieku z kolumny. Ich

$ladowe pozostatosci na membranie sg skutecznie
usuwane w trakcie dwoéch etapéw ptukania. Elucje
oczyszczonego RNA wykonuje sie woda destylowana,
wolng od RNaz. Maksymalna wydajnos¢ procesu to
ok. 100 pg RNA o dtugosci powyzej 200 nt. Biatka
po wytraceniu z przesaczu sa zawieszane w buforze
SDS-PAGE  (bufor

Laemmli). Zestaw ten jest uzytecznym narzedziem

PLB uzywanym w analizie

dla naukowcéw zainteresowanych badaniem genomu,
proteomu i transkryptomu pochodzacych z tej samej

prébki.

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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