® wersja zestawu 2.1
MOLECULAR Kwiecien 2019
H BIOLOGY

PRODUCTS

DNA/RNA Extracol Kit

Zestaw, zawierajacy mieszanine fenolu i soli chaotropowych
oraz minikolumienki, przeznaczony do izolacji catkowitego RNA, DNA
oraz biatek z réznego rodzaju prébek.
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DNA/RNA Extracol * 30ml 120 ml 2-25°C
Wash RBW 54 ml 216 ml 15-25°C
PLB 4.5ml 18 ml 15-25°C
Bromophenol Blue 0.5% 0.1 ml 0.4 ml 15-25°C
RNase-free water 3.6 ml 15 ml 15-25°C
Elution 3.6 ml 15 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
Protokét 1 1

* Zawiera fenol oraz rodanek guanidyny. Nalezy uzywac odziezy ochronnej, rekawiczek, okularéw ochronnych

i pracowac pod wyciagiem. Moze by¢ przechowywany zaréwno w temperaturze pokojowej jak i w 2-8°C (lodéwka).




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie odczynnika. Roztwér DNA/RNA Extracol jest jednofazowa mieszaning
fenolu, soli chaotropowych i dodatkowych komponentéw pozwalajaca na wydajna lize i izolacje
catkowitego RNA (wielko i matoczasteczkowego) oraz DNA z tkanek ludzkich, zwierzecych
i roslinnych lub z komorek bakteryjnych badz drozdzowych.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Nalezy uzywac¢ maksymalnie 100 mg tkanki
na 1.0 ml roztworu. W przypadku komérek zwierzecych, roslinnych lub drozdzowych orientacyjna
ilo$¢ to maksymalnie 5-10 x 10¢ komdrek na 1 ml roztworu lub 1 x 107 komérek bakteryjnych.
Objeto$¢ dodanej tkanki, osadu lub zawiesiny komoérkowej nie powinna przekracza¢ 10% objetosci
uzytego roztworu DNA/RNA Extracol. W przypadku ludzkich leukocytéw wyjéciowa ilos¢ krwi to
maksymalnie 1.5 ml na 1 ml roztworu DNA/RNA Extracol.

UWAGA 3 - Maksymalna pojemnos¢ minikolumny. Maksymalna pojemnos$¢ minikolumny
wiazacej DNA to 20 pg. Naniesienie wiekszej ilosci DNA moze prowadzi¢ do zanieczyszczenia
RNA. Maksymalna pojemno$¢ minikolumny wigzacej RNA to 100 pg. Maksymalna objetos¢ ptynu
nanoszonego na minikolumny to 700 ul. Przetadowanie minikolumn zmniejsza wydajnos$¢ i obniza
jakos$¢ wyizolowanego materiatu.

UWAGA 4 - Rozdrabnianie i liza probki. W przypadku wiekszosci prébek (tkanki zwierzece,
roélinne) wymagana jest homogenizacja mechaniczna, ktéra nalezy przeprowadzi¢ bezposrednio
w roztworze DNA/RNA Extracol lub w buforze RL (E0310). W przypadku stosowania buforu
RL, objetos¢ zawiesiny zhomogenizowanej tkanki dodanej do roztworu DNA/RNA Extracol, nie
powinna przekracza¢ 10% objetosci uzytego roztworu DNA/RNA Extracol. W przypadku prébek
tatwo ulegajacych lizie (komorki bakteryjne, hodowle komdérkowe) wystarczy zawiesi¢ materiat
w roztworze DNA/RNA Extracol.

UWAGA 5 - Przechowywanie prébek. Prébki zawieszone i zhomogenizowane w roztworze
DNA/RNA Extracol mozna przechowywac do kilku miesiecy w temperaturze -80°C.

UWAGA 6 - Przechowywanie komponentow zestawu. Minikolumny wigzagce DNA i RNA nalezy
przechowywaé w 2-8°C (lodéwka). Pozostate komponenty mogg by¢ przechowywany zaréwno
w temperaturze pokojowej jak i w 2-8°C (lodéwka).

UWAGA 7 - Bezpieczenstwo. DNA/RNA Extracol zawiera fenol (toksyczny i zracy) oraz rodanek
guanidyny (drazniacy) i moze by¢ grozny dla zdrowia, jezeli jest uzywany niepoprawnie. Nalezy
uzywac odziezy ochronnej, rekawiczek, okularéw ochronnych i pracowac pod wyciggiem.




Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

° Mikrowiréwka z chtodzeniem do 4°C, rekawiczki, jatowe wolne od RNaz tipsy, jatowe wolne
od RNaz probéwki 1.5-2 ml, worteks, opcjonalnie sprzet do homogenizacji tkanki.

° Chloroform lub 1-bromo-3-chloropropan, izopropanol, alkohol etylowy [75% v/v], alkohol
etylowy [96-100% v/V].

e W przypadku krwi: roztwér do lizy erytrocytéw Lyse RBC (E0326).

° Izolacja biatek z tkanek, hodowli komdrkowych, krwi (limfocyty): B-merkaptoetanol (14.3 M,
B-ME) lub [1 M] Dithiothreitol (DTT), roztwér GE — 0.3 M chlorowodorek guanidyny w 95%
alkoholu etylowym.

e lzolacja biatek z tkanek roslinnych: B-merkaptoetanol (14.3 M, B-ME) lub [1 M]
Dithiothreitol (DTT).

° Opcjonalnie bufor RL (E0310) do homogenizacji probki.

Metoda opiera sie na ekstrakcji wodnych roztworéw kwaséw nukleinowych za pomoca
rozpuszczalnikéw organicznych. Rozdzielenie kwaséw nukleinowych miedzy fazami jest zalezne od
pH. Przy pH wyZszym niz 6 DNA oraz RNA pozostaje w fazie wodnej. Fenol zwieksza efektywnos¢
oddzielania kwaséw nukleinowych od zwigzanych biatek, denaturuje biatka oraz inaktywuje RNazy
i DNazy. Prébka poddawana jest homogenizaciji i lizie w roztworze DNA/RNA Extracol. Po dodaniu
chloroformu lub 1- bromo-3-chloropropanu nastepuje rozdziat mieszaniny na fazy: gérna wodnga
(zawierajaca RNA i DNA), interfaze oraz dolng organiczng (zawierajaca biatka). RNA i DNA moze
by¢ wytracone z warstwy wodnej za pomocg izopropanolu lub rozdzielone z wykorzystaniem

kolumienek krzemionkowych.




Izolacja DNA/RNA

Czes¢l Rozdrobnienie i homogenizacja prébki

1.

Tkanki
Zhomogenizowac fragment tkanki w roztworze DNA/RNA Extracol. Zachowac proporcje:

Tkanke mozna zhomogenizowa¢ w buforze RL (E0310) a nastepnie dodaé zawiesine do
roztworu DNA/RNA Extracol. Stosujac bufor RL objetos¢ zawiesiny zhomogenizowanej

Tkanki bogate w ttuszcze lub w razie niekompletnej homogenizacji prébke nalezy
odwirowac z predkoscig 12 000 x g przez 10 min w 4°C. Usuna¢ goérng warstwe ttuszczu
(jezeli powstata) i przenies¢ klarowny supernatant znad osadu do czystej probowki.

Tkanki roslinne
Zhomogenizowac¢ fragment tkanki roslinnej w roztworze DNA/RNA Extracol.

Tkanke mozna zhomogenizowa¢ w buforze RL (E0310) a nastepnie dodaé zawiesine do
roztworu DNA/RNA Extracol. Stosujac bufor RL, objetos¢ zawiesiny zhomogenizowanej

W przypadku niekompletnej homogenizacji nalezy odwirowaé prébke z predkoscia
12 000 x g przez 10 min w 4°C. Przenie$¢ klarowny supernatant znad osadu do czystej
probéwki.

Hodowle komérkowe w zawiesinie
Osadzi¢ komérki przez wirowanie i usuna¢ supernatant. Zawiesi¢ osad w proporcji 1 ml

wymiesza¢ doktadnie przez pipetownie.

Hodowle komérkowe w warstwie
Usuna¢ pozywke. Doda¢ DNA/RNA Extracol w proporcji 1 ml roztworu na 10 cm?

powierzchni, bezposrednio na ptytke. Dla uzyskania catkowitej lizy wymiesza¢ doktadnie
przez pipetownie.

o Nie stosowac roztworu DNA/RNA Extracol na plastikowych ptytkach.

Krew (leukocyty)

W pierwszym etapie nalezy przeprowadzi¢ lize erytrocytéw. W przypadku krwi ludzkiej
uzywac wyjsciowo maksymalnie 1.5 ml swiezej krwi na 1 ml roztworu DNA/RNA Extracol.
Do swiezej krwi dodac 4 objetosci buforu Lyse RBC (E0326). Wymieszac przez odwracanie
probéwki. Pozostawi¢ w 4°C na 10 min w celu lizy erytrocytéw. W trakcie inkubacji
wymieszac kilkukrotnie przez odwracanie. Wirowac prébke przez 10 min w 4°C z predkoscia
400 x g. Wylac supernatant.

Osad zawiesi¢ w roztworze DNA/RNA Extracol. Dla uzyskania catkowitej lizy wymieszaé

doktadnie przez pipetownie.




Izolacja DNA/RNA

Czes¢ll Rozdzielanie faz

Pozostawi¢ zhomogenizowang prébke na 5 min w temperaturze pokojowe;j.

Doda¢ 0.2 ml chloroformu na 1 ml roztworu DNA/RNA Extracol uzytego do homogenizaciji.

0 Zamiast chloroformu mozna uzy¢ 1-bromo-3-chloropropan. Nalezy wéwczas dodac 0.1 ml
1-bromo-3-chloropropanu na 1 ml roztworu DNA/RNA Extracol uzytego do homogenizaciji.

Wytrzasac prébke recznie lub przy uzyciu worteksu przez 15 sek.
Pozostawic¢ probke w temperaturze pokojowej na 2-5 min.
Wirowac prébke przez 15 min w 4°C z predkoscig 12 000 x g.

o Nastqgpi rozdzielenie mieszaniny na fazy. Gérna, wodna, bezbarwna frakcja zawiera RNA oraz
DNA. Stanowi ona ok. 50% objetosci probki.

Ostroznie zebra¢ goérna, bezbarwng warstwe i przenies¢ do nowej probowki.
W celu jednoczesnego uzyskania DNA i RNA przejs¢ do czesci Precypitacia DNA/RNA.
Aby uzyskac¢ oddzielnie DNA lub RNA przejs¢ do czesci Oczyszczanie DNA. Korzystajac
z minikolumienek zachowac proporcje: faza wodna z 1 ml roztworu DNA/RNA Extracol
uzytego do homogenizacji na 1 minikolumienke.

Opcjonalnie zachowaé pozostatos¢ (interfaza oraz warstwa dolna, fenolowa) do izolacji
biatek. W celu oczyszczania biatek przejs¢ do czesci Precypitacja biatek.

Czes¢ lll Precypitacja DNA/RNA

Dodac¢ 0.5 ml izopropanolu do fazy wodnej na 1 ml roztworu DNA/RNA Extracol uzytego

do homogenizacji. Doktadnie wymieszac.
Pozostawic¢ probke w temperaturze pokojowej na 10 min.
Wirowac préobke przez 10 min w 4°C z predkoscig 12 000 x g.

Usuna¢ supernatant. Przeptuka¢ osad dodajac 75% etanol w proporcji: 1 ml 75% etanolu na
1 ml roztworu DNA/RNA Extracol uzytego do homogenizacji. Wymiesza¢ doktadnie przez

worteksowanie.
Wirowac préobke przez 5 min w 4°C z predkoscig 10 000 x g.
Usuna¢ supernatant. Wysuszy¢ osad i zawiesi¢ w wodzie wolnej od RNaz.

O Prébka zawiera DNA oraz RNA.




Czes¢ IV Oczyszczanie DNA

1. Faze wodng otrzymanag w punkcie 6 protokotu w czesci Rozdzielanie faz przenie$¢ do

1 min z predkoscig 12 000 x g. Przesacz zachowac do oczyszczenia RNA.
o W celu otrzymania RNA zachowac przesqcz i przejs¢ do czesci Oczyszczanie RNA.

2. Doda¢ 650 ul buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 1 min

z predkoscig 12 000 x g.
3. Wyjac¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.

4. Doda¢ 350 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 2 min

z predkoscig 12 000 x g.

5.  Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 60-100 ul
buforu Elution ogrzanego do 80°C. Pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowej.

6. Wirowac minikolumne przez 2 min z predkoscig 12 000 x g. Usunag¢ minikolumne, zamkna¢
probéwke. DNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji, moze by¢ przechowywane
w 2-8°C lub zamrozone w -20°C (nalezy unikaé wielokrotnego zamrazania i rozmrazania
DNA).

Czes¢V Oczyszczanie RNA
1. Do przesaczu z punktu 1 protokotu z czesci Oczyszczanie DNA dodac taka sama objetosc
alkoholu etylowego (96-100%). Wymiesza¢ doktadnie przez pipetowanie. Nie wirowac.

0O Przyktadowo: jeZeli otrzymano 400 ul przesqczu nalezy doda¢ 400 ul etanolu.

2. Przenie$¢ maksymalnie 700 pl mieszaniny (razem z osadem jezeli powstat) do minikolumny

1 min z predkoscig 11 000 x g. Wyla¢ przesacz.

4. Dodac¢ 650 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 1 min

z predkosciag 11 000 x g.
5. Wyjac minikolumne, wyla¢ przesacz i powtoérnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.

6. Doda¢ 350 ul buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowac przez 2 min

z predkoscig 11 000 x g.

7. Minikolumne umiesci¢ w nowej probdéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Dodac 60-100 ul wody
RNase-free. Pozostawic¢ na 2 min w temperaturze pokojowe;j. j
_)




Izolacja DNA/RNA

Wirowac¢ minikolumne przez 2 min z predkoscig 11 000 x g. Usuna¢ minikolumne, zamkna¢
probéwke. RNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji. Powinno by¢ przechowywane
zamrozone w -20°C.

Czes¢ VI Precypitacja biatek

Tkanki zwierzece, hodowle komérkowe, krew (limfocyty)

Do warstwy fenolowej, z punktu 6 czesci Il protokotu, doda¢ 1.5 objetosci izopropanolu.
Wymieszac doktadnie. Pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez 10 - 30 min.

Wirowac prébke przez 10 min z predkoscig 12 000 x g w 4°C.

Usuna¢ supernatant. Przeptukac osad dodajac roztwér GE w proporcji: 2 ml GE na 1 ml
roztworu DNA/RNA Extracol uzytego do homogenizacji. Wymiesza¢ doktadnie przez

worteksowanie. Pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez 10-20 min.

0 Przygotowac roztwér GE: 0.3 M chlorowodorek guanidyny w 95% alkoholu etylowym.
Wirowac prébke przez 5 min z predkoscig 7 500 x g w 4°C.

Usuna¢ supernatant i powtdrzyc¢ ptukanie osadu roztworem GE (punkt 3 i punkt 4).

Przeptukaé osad dodajac 2 ml alkoholu etylowego (96-100%). Wymiesza¢ doktadnie przez
worteksowanie.

Wirowac prébke przez 5 min z predkoscig 7 500 x g w 4°C. Usuna¢ supernatant.
Wysuszy¢ osad biatkowy w temperaturze pokojowej przez 5-15 min.

Zawiesi¢ osad w 80-150 ul buforu PLB.

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 wykazujqg 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 ul 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.

10. Ogrzewac w 60°C przez 5-10 min w celu rozpuszczenia i denaturacji prébki.




11. Jezeli sa widoczne nierozpuszczalne pozostatosci, wirowa¢ prébke przez 1 min

z maksymalna predkoscia. Supernatant jest gotowy do uzytku w zastosowaniach typu
analizy SDS-PAGE.

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

Tkanki roslinne

Do warstwy fenolowej, z pkt 6 czesci Il protokotu, doda¢ 2 objetosci etanolu (96-100%).
Wymieszac doktadnie. Pozostawi¢ przez 30 min w temperaturze 2-8°C.

Wirowac prébke przez 10 min z predkoscig 12 000 x g w 4°C.

Usuna¢ supernatant. Przeptuka¢ osad dodajac 75% etanol w proporcji: 2 ml 75% etanolu na
1 ml roztworu DNA/RNA Extracol uzytego do homogenizacji. Wymiesza¢ doktadnie przez

worteksowanie.

Wirowac préobke przez 5 min z predkoscig 7 500 x g w 4°C.

Usuna¢ supernatant i powtdrzyc¢ ptukanie osadu (punkt 3 i punkt 4).

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

Zawiesi¢ osad w 80-150 ul buforu PLB.

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 wykazujqg 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 zwigzku 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 ul B-merkaptoetanolu
(B-ME) lub [1 M] DTT oraz 10 ul Bromophenol Blue. Po dodaniu B-ME bufor PLB przechowywac
w 2-8°C.

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

Ogrzewac¢ w 60°C przez 5-10 min w celu rozpuszczenia i denaturacji prébki.

Jezeli sa widoczne nierozpuszczalne pozostatosci, wirowac¢ prébke przez 1 min
z maksymalna predkoscia. 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.




Srodki ostroznosci

DNA/RNA Extracol

Wash RBW
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Niebezpieczenstwo

H301+H311+H331 Dziata toksycznie
po potknieciu, w kontakcie ze skéra lub
w nastepstwie wdychania.

H314 Powoduje powazne oparzenia skory
oraz uszkodzenia oczu.

H341 Podejrzewa sie, ze powoduje wady
genetyczne.

H373 Moze powodowaé uszkodzenie
narzadéw poprzez dtugotrwate lub narazenie
powtarzane.

H411 Dziata toksycznie na organizmy wodne,
powodujac dtugotrwate skutki.

P273 Unikac¢ uwolnienia do srodowiska.
P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochroneg twarzy.
P301+P330+P331 W przypadku potkniecia:
wyptukac usta. Nie wywotywacé wymiotow.
P302+P352 W przypadku kontaktu ze skora:
umy¢ duza iloscig wody.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé¢ wodga przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.
P301+P310 W przypadku potkniecia:
natychmiast skontaktowa¢ sie z osrodkiem
zatru¢/lekarzem.

P391 Zebrac wyciek.

EUHO032 W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy.

Niebezpieczenistwo

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 Stosowal rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptuka¢ wodg 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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