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Metoda opiera sie na precypitacji kwasoéw nukleinowych z lizatu komérkowego za pomoca etanolu.
Prébka poddawana jest homogenizacji i lizie w specjalnie skomponowanym roztworze GeDI
(nie zawierajgcym rozpuszczalnikdédw organicznych takich jak fenol). Dodanie etanolu powoduje
selektywne wytracenie DNA z roztworu. Osad rozpuszczony w specjalnym buforze ResSol mozna
nanie$¢ na minikolumienki z membranami krzemionkowymi. Pozwala to na zwiekszenie stopnia
czystosci wyizolowanego DNA i otrzymanie materiatu najwyzszej jakos$ci. Osad mozna réwniez
rozpusci¢ w 8 mM NaOH i po zobojetnieniu bezposrednio uzy¢ do standardowych molekularnych
i biotechnologicznych aplikacji takich jak: PCR, klonowanie molekularne, RFLP, hybrydyzacja
Southerna itp.

Uniwersalny odczynnik do izolacji catkowitego DNA (GeDlI) jest dostepny oddzielnie (E3760)
lub w zestawie (E3765) z kolumienkami krzemionkowymi, roztworem ResSol i odczynnikami
pozwalajacymi na dodatkowe oczyszczenie prébki na kolumienkach.

Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

1. Alkohol etylowy [95%-100% v/v], alkohol etylowy [75% v/V], jatowa woda wolna od DNaz.
2. 8 mM NaOH ($wiezo przygotowany), 1 M HEPES.
3. W przypadku krwi: roztwér do lizy erytrocytéow Lyse RBC (E0326).

4. Mikrowiréwka, blok grzejny pozwalajagcy na inkubacje prébki w temperaturze 50-70°C,
rekawiczki, jatowe tipsy, jatowe probdéwki 1.5-2 ml, worteks, opcjonalnie sprzet do
homogenizacji tkanki.

Opcjonalnie:

1. Do rozdrabniania matych porcji tkanek roslinnych badz zwierzecych Tissue Grinding Tool
(E0359).

2. W przypadku bakterii gram dodatnich, drozdzy lub tkanek wstepnie rozdrobnionych za
pomoca Tissue Grinding Tool (E0359), probdwki z kulkami szklanymi do homogenizacji
BeadTubeDry (E0358) oraz odczynnik redukujacy piane dla roztwordw lizujacych EURx -
bufor AFRO1 (E0328).




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie odczynnika. Roztwér GeDl jest jednofazowg mieszaning soli
i dodatkowych sktadnikow pozwalajaca na wydajng lize i izolacje catkowitego DNA (wielko
i matoczasteczkowego) z tkanek ludzkich, zwierzecych i roslinnych lub z komérek bakteryjnych
badz drozdzowych.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Nalezy uzywac¢ maksymalnie 50 mg tkanki
zwierzecej lub 50-200 mg tkanki roslinnej na 1 ml roztworu. W przypadku komérek zwierzecych,
bakteryjnych lub drozdzowych orientacyjna ilo$¢ to maksymalnie 1 x 107 komérek na 1 ml roztworu.
Objetos$¢ dodanej tkanki, osadu lub zawiesiny komoérkowej nie powinna przekracza¢ 10% objetosci
uzytego roztworu GeDI. W przypadku izolacji DNA z ludzkich leukocytéw wyjsciowa ilo$¢ krwi to
maksymalnie 1 ml na 1 ml roztworu GeDI.

UWAGA 3 - Rozdrabnianie i liza probki. W przypadku wiekszosci prébek (tkanki zwierzece,
roélinne) wymagana jest homogenizacja mechaniczna, ktérg mozna przeprowadzi¢ bezposrednio
w roztworze GeDl lub zamrozone w ciektym azocie prébki nalezy zmieli¢ w mozdzierzu za pomoca
ttuczka. W przypadku prébek tatwo ulegajacych lizie (komérki bakteryjne, hodowle komérkowe)
wystarczy zawiesi¢ materiat w roztworze GeDI.

UWAGA 4 - Przechowywanie probek. Probki zhomogenizowane i zlizowane w roztworze GeDI
mozna przechowywac do kilku miesiecy w temperaturze -20°C lub -80°C.

UWAGA 5 - Przechowywanie sktadnikow zestawu. Roztwor moze by¢ przechowywany zaréwno
w temperaturze pokojowe;j jak i w 2°C-8°C (lodéwka).

UWAGA 6 - Rozpuszczone DNA moze zawierac niewielka ilos¢ zdegradowanego RNA.
W zastosowaniach wymagajgcych DNA wysokiej czystos$ci nalezy przeprowadzi¢ trawienie
RNaza A lub wykonac operacje opisane w czesci protokotu Oczyszczanie DNA na kolumience.

Przyblizona wydajnos¢ izolacji catkowitego DNA w zaleznosci od rodzaju tkanek lub komérek.

Rodzaj probki/tkanki Poczatkowa ilo$¢ materiatu Wydajnosé¢ DNA genomowego
Komérki E. coli 10? komorek 30-40 g
Komérki ludzkie 10¢ komoérek 4-7ug
Komorki mysie 10¢ komorek 4-7ug

Krew 1ml 20 -40 g
Lis¢ 05¢g 10 - 100 pg
tozysko 10 mg 20-30 pug

Miesnie szkieletowe 10 mg 15-25pg

Mozg 10 mg 15-30 g
Nerki 10 mg 30-40 g
Ogon myszy 10 mg 4-30pug
Ptuca 10 mg 30 - 50 ug
Serce 10 mg 15-30 g
Watroba 10 mg 30-40 g




Izolacja DNA

Rozdrobnienie i homogenizacja probki

1.  Tkanki
Zhomogenizowac¢ fragment tkanki w roztworze GeDI. Zachowac proporcje: maksymalnie
50 mg tkanki na 1 ml roztworu.
Tkanke mozna zamrozi¢ w ciektym azocie a nastepnie doktadnie zmieli¢ w schtodzonym
mozdzierzu za pomoca ttuczka. Proszek doda¢ do roztworu GeDI i dobrze wymieszac.
W przypadku dodatkowego oczyszczania materiatu na minikolumienkach lub stosowania
wydajnych homogenizatoréw mechanicznych nalezy uzy¢ do 10 razy mniej tkanki.
Do homogenizacji matych porcji tkanek polecamy Tissue Grinding Tool (E0359) - patrz

strona 9.

2. Tkanki roslinne
Zhomogenizowac fragment tkanki roslinnej w roztworze GeDI. Zachowac proporcje:
50-200 mg tkanki na 1 ml roztworu.
Tkanke mozna zamrozi¢ w ciektym azocie a nastepnie doktadnie zmieli¢ w schtodzonym
mozdzierzu za pomoca ttuczka. Proszek doda¢ do roztworu GeDI i dobrze wymieszac.
W przypadku dodatkowego oczyszczania materiatu na minikolumienkach lub stosowania
wydajnych homogenizatoréw mechanicznych nalezy uzy¢ do 10 razy mniej tkanki.
Do homogenizacji matych porcji tkanek polecamy Tissue Grinding Tool (E0359) - patrz

strona 9.

3. Hodowle komérkowe w zawiesinie
Osadzi¢ komoérki przez wirowanie i usunac supernatant. Zawiesi¢ osad w proporcji 1 ml
roztworu GeDI na maksymalnie 1 x 107 komérek. Dla uzyskania catkowitej lizy wymieszaé

doktadnie przez pipetownie.

4. Hodowle komérkowe w warstwie
Usuna¢ pozywke. Doda¢ roztwér GeDI w proporcji 1 ml roztworu na 10 cm? powierzchni,

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

5. Krew (leukocyty)
W pierwszym etapie nalezy przeprowadzi¢ lize erytrocytéw. W przypadku krwi ludzkiej
uzywac wyjsciowo maksymalnie 1 ml swiezej krwi na 1 ml roztworu GeDI.

probéwki. Pozostawi¢ w 4°C na 10 minut w celu lizy erytrocytéw. W trakcie inkubacji
wymieszac kilkukrotnie przez odwracanie. Wirowac probke przez 5 min w 4°C z predkoscia
1 000 x g. Wylac supernatant.

Osad zawiesi¢ w roztworze GeDI. Dla uzyskania catkowitej lizy wymieszac¢ doktadnie przez

pipetownie.




Bakterie
Gram ujemne: Zwirowa¢ odpowiednia ilos¢ hodowli bakteryjnej, doktadnie usunac
supernatant. Zawiesi¢ osad w proporcji 1 ml roztworu GeDIl na maksymalnie 1 x 108
komorek.
Gram dodatnie: Uzy¢ 1 ml roztworu GeDI na maksymalnie 1 x 108 komérek. Osad bakteryjny

zamrozi¢ w ciektym azocie a nastepnie zmieli¢ na proszek. Odpowiednia ilo$¢ proszku
zawiesi¢ w 1 ml odczynnika GeDI.

Uzy¢ w tym celu specjalnego adaptera. Worteksowa¢ przez 10 min z maksymalna
predkoscia.

o Do wytrzgsania probéwek BeadTubeDry mozna uzy¢ wyspecjalizowanych przyrzqdéw, 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 (skrécenie).

Po etapie wytrzasania, w przypadku silnego spienienia prébki, probéwki BeadTubeDry
nalezy zwirowac z predkoscig 8 000 x g przez 30 sek. Po wirowaniu pobra¢ maksymalng
mozliwg objeto$¢ supernatantu i przenie$¢ do nowej proboéwki. Zanotowac otrzymanag
objetosc.

Drozdze

Stosowac protokét jak dla bakterii gram dodatnich.




Precypitacja DNA

1. Zhomogenizowang prébke inkubowac przez 15 min w temperaturze 70°C.
2. Wytrzasac probke recznie lub przy uzyciu worteksu przez 5 sekund.
3. Wirowac probke przez 2 min z predkoscia 10 000 x g w temperaturze pokojowej.

o Nastqgpi osadzenie pozostatosci komérkowych i niezhomogenizowanych fragmentéw tkanek. Do
dalszego etapu izolacji pobrac klarowny supernatant.

4.  Przenie$¢ supernatant do nowej probéwki i dodaé 1 ml alkoholu etylowego (95-100% v/v).
W przypadku homogenizacji za pomoca BeadTubeDry dodac¢ objetos¢ etanolu réwna

objetosci pobranego supernatantu. Pozostawic¢ w temperaturze pokojowej przez 3-5 minut.

o Nastgpi wytrgcenie DNA w postaci widocznych ktaczkéw. Jezeli stezenie DNA jest mate (<10 ug)
lub DNA jest w formie krétkich fragmentow, ktaczki nie bedq widoczne.

o W niektérych przypadkach mozliwe jest wydobycie wytrgconego DNA za pomocq tipsa,
przeptukanie za pomocq 75% etanolu, usuniecie etanolu, wysuszenie osadu i zawieszenie DNA we
wtasciwym buforze. Gdy nie jest to moZliwe nalezy wykonac kolejne punkty protokotu.

5.  Wirowac probke przez 2 min z predkoscia 10 000 x g w temperaturze pokojowej. Zebrac
doktadnie supernatant i usunac.

6. W zaleznosci od potrzeb przejs¢ do kolejnej czesci protokotu Oczyszczanie DNA na
kolumience lub wykona¢ punkty protokotu zamieszczone ponizej.

7. Przeptuka¢ osad za pomoca 75% alkoholu etylowego. W tym celu doda¢ 1 ml 75%
etanolu i doktadnie zworteksowac. Wirowac prébke przez 2 min z predkosciag 10 000 x g
w temperaturze pokojowej. Doktadnie usuna¢ supernatant.

8.  Wysuszy¢ osad DNA w temperaturze pokojowej. Zawiesi¢ osad w 8 mM NaOH. Uzy¢
odpowiedniej objetosci w zalezno$ci od potrzeb. Pozostawi¢ prébke przez 5 min
w temperaturze pokojowej. Wymiesza¢ doktadnie. W razie potrzeby krétko ogrza¢ prébke
w 55°C i ponownie doktadnie wymieszac¢. Odwirowac nierozpuszczone pozostatosci przez
2 min z predkoscia 10 000 x g w temperaturze pokojowej. Zebra¢ supernatant, przenie$¢ do
nowej probéwki i zobojetni¢ odpowiednig iloscig 1 M HEPES.




Ustalenie pH probki DNA zawieszonego w 8 mM NaOH.
Dla 1 ml 8 mM NaOH uzy¢ nastepujacej objetosci 1M roztworu HEPES (kwas):

1 M HEPES [ul] Koricowe pH
51.5 7.0
36.5 7.2
225 7.5
17.5 77
12.5 8.0
10.5 8.2
9.0 8.5

o CO, znajdujqcy sie w powietrzu moze reagowac z NaOH znajdujgcym sie w roztworze,
neutralizujgc zwtaszcza roztwory NaOH o niskim stezeniu. Raz na tydzien nalezy przygotowywac
Swiezy roztwér 8 mM NaOH.

0 Rozpuszczone DNA moze zawierac niewielkq ilos¢ zdegradowanego RNA. W zastosowaniach
wymagajqgcych DNA wysokiej czystosci nalezy przeprowadzi¢ trawienie RNazq A lub wykonac
operacje opisane w czesci protokotu Oczyszczanie DNA na kolumience.

Oczyszczanie DNA na kolumience

1. Doda¢ 30 ul buforu aktywacyjnego Buffer BG do minikolumny (nie wirowac). Pozostawié

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.

2.  Osad otrzymany w punkcie 5 czesci protokotu Precypitacja DNA zawiesi¢ w 350 ul buforu
ResSol.

3. Pozostawic prébke przez 5 min w temperaturze pokojowej. Wymiesza¢ doktadnie. W razie
potrzeby krétko ogrza¢ probke w 55°C i ponownie dokfadnie wymiesza¢. Odwirowaé
nierozpuszczone pozostatosci przez 2 min z predkoscia 10 000 x g w temperaturze
pokojowe;j.

4. Przenie$¢ klarowny supernatant do kolumienki wiazace;j.
0 Zwrdci¢ uwage aby nie przeniesc¢ osadu, jezeli powstat w trakcie wirowania.

5.  Wirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g. Wyla¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne
z powrotem w probdéwce odbierajace;j.




10.

11.

Doda¢ 550 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
odbierajace;j.

Doda¢ 300 pl buforu ptuczacego Wash BGX do minikolumny. Wirowa¢ przez 2 min
z predkoscig 11 000 x g.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 60-150 ul
buforu Elution. Pozostawié na 2 min w temperaturze pokojowe;j.

o Dodanie buforu elucyjnego 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.

Wirowac przez 2 min z predkosciag 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).

Homogenizacja tkanek za pomoca Tissue Grinding Tool

Tissue Grinding Tool (E0359) to wygodne narzedzie pozwalajace na rozcieranie matych porcji

tkanek roslinnych badz zwierzecych w ilosciach odpowiadajacych jednej izolacji. Zestaw sktada

sie z probéwki 1.5 ml typu Eppendorf zawierajacej niewielka ilos¢ kulek szklanych pokrytych,

dla podniesienia twardosci, tlenkiem cyrkonu (E0359a) badZ nieregularnych fragmentow

granatu (E0359b) oraz patyczka z koncowka o specjalnie dopasowanym ksztatcie. Tkanki mozna

rozdrabnia¢ w niewielkiej ilosci roztworu lizujacego badz bez zadnych dodatkéw. W wiekszosci

przypadkow lepszy efekt homogenizacji mozna uzyskac rozcierajac probke w matej objetosci

roztworu lizujgcego (50-150 pl).




3.

Do probéwki z kulkami doda¢ 50-150 pl uniwersalnego odczynnika do izolacji DNA (GeDI).

Nastepnie doda¢ odpowiednia porcje tkanki roslinnej badz zwierzecej. Rozcierac¢ probke
obracajac patyczkiem.

Wyja¢ patyczek, dopetnic objetos¢ roztworu GeDI do 1 ml. Worteksowac kilka sekund badz

doktadnie wymieszac przez odwracanie probéwki.

o Aby doktadniej rozdrobnic¢ prébke mozna kontynuowac¢ homogenizacje uzywajqc BeadTubeDry.
W tym celu nalezy przenies¢ wstepnie rozdrobniong prébke do BeadTubeDry i kontynuowac protokét
jak w przypadku opisanym dla bakterii gram dodatnich ,,Homogenizacja z uzyciem BeadTubeDry".

Przejs¢ do punktu 1 czesci protokotu Precypitacja DNA.

Srodki ostroznosci

GeDI
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Uwaga

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

H315 Dziata drazniaco na skore.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P264 Doktadnie umy¢ skére po uzyciu.
P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochroneg twarzy.
P301+P312 W przypadku potkniecia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowac sie z osrodkiem zatruc/
lekarzem.

P302+P352 W przypadku kontaktu ze skéra:
umy¢ duza iloscig wody.

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

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptuka¢ wodga 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 sie pod opieke lekarza.
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