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Instrukcja

Sherlock AX

Zestaw do izolacji genomowego DNA z materiatéw o jego $ladowej zawartosci (plamy krwi, nasienia i sliny,
wiosy i siersc, tkanki zakonserwowane w parafinie i formalinie, tkanki swieze, krew $wieza i mrozona).
Procedura z precypitacja DNA.

numer katalogowy wielkos¢
095-25 25 izolacji
095-100 100 izolacji

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.

Gwarancja
Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:
e odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu
braku zalecanego w niniej protokole wy zenia i materiatow

.
e uzyciainnych odczynnikdéw niz zalecane lub ktdre nie wchodza w sktad produktu
e uzycia przeterminowanych odczynnikéw oraz elementéw produktu




Sktad
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sktadnik 25 izolacji 100 izolacji przechowywanie
Kolumny Spin 10AX 25 szt. 100 szt. 2-8°C
Kolumny filtracyjne Filtr 1 25 szt. 100 szt. 15-25°C
Probéwki 2 ml 50 szt. 200 szt. 15-25°C
L1.4 roztwor lizujacy 9ml 36 ml 15-25°C
K2 roztwér ptuczacy 40 ml 160 ml 15-25°C
K3 roztwor elucyjny 23 ml 92 ml 15-25°C
W2zmacniacz precypitacji 300 ul 1,2ml 15-25°C
TE bufor 1,5ml 5ml 15-25°C
Izopropanol 20 ml 80 ml 15-25°C
Proteinaza K 600 pl 2x1,1ml 4-8°C
Pojemnos¢ minikolumny do oczyszczania DNA wynosi 10 pg.
Dodatkowy sprzet i odczynniki
Niezbedne
. Jatowe probdéwki o pojemnosci 1,5 ml typu Eppendorf
. Woda jatowa (wolna od nukleaz) (nr kat. 003-075, 003-25)
. DTT (nr kat. 2010-5, 2010-25, 2010-10P)
. 70% etanol
° Heksan / ksylen / 96% etanol (do izolacji z tkanek w parafinie)
. Wortex
° Mikrowiréwka
. Inkubator lub termoblok 50 °C (zalecamy Thermomixer firmy Eppendorf)

Opcjonalne

. Bufor Tris (10 mM, pH 8,0)


https://www.aabiot.com/woda-jalowa
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Plamy krwi, nasienia, prébki sliny
1. Przenies$¢ plame lub préobke wraz z podtozem do probdéwki 1,5 ml typu Eppendorf (nie ma w zestawie).
2. Dodac¢ kolejno po:
300 ul wody jatowej (nie ma w zestawie),
300 pl roztworu lizujacego L1.4,
20 pl proteinazy K.

W przypadku plam z nasienia dodac po 20 pyl 1M DTT (nie ma w zestawie).

3. Worteksowac przez 20ss.
4. Inkubowac przez 60 min w temp. 50 °C. Podczas inkubacji probke nalezy od czasu do czasu worteksowac.

5. Przej$¢ do punktu 1. protokotu izolacji.

Krew swieza lub mrozona
1. Przenie$¢ 300 pl krwi do probéwki 1,5 ml typu Eppendorf (nie ma w zestawie).
Uwaga: W przypadku mniejszej ilosci krwi niz 300 pl nalezy doda¢ jatowej wody do catkowitej objetosci 300 pl.

2. Dodac¢ kolejno po:
300 pl roztworu lizujacego L1.4,
20 pl proteinazy K.

3. Worteksowac przez 20s.

4. Inkubowac przez 10 min w temp. 50 °C. Podczas inkubacji probke nalezy od czasu do czasu worteksowac.

5. Przejs¢ do punktu 1. protokotu izolacji.

Tkanki swieze

1. 10-20 mgrozdrobnionej tkanki (pocietej na fragmenty lub roztartej w ciektym azocie) umiesci¢ w probdwce
1,5 ml typu Eppendorf (nie ma w zestawie).

2. Doda¢ kolejno po:
300 ul wody jatowej (nie ma w zestawie),
300 pl roztworu lizujacego L1.4,
20 pl proteinazy K.

3. Worteksowac przez 20s.

4. Inkubowac przez 1-2 godz. w temp. 50 °C (do catkowitego strawienia tkanki). Podczas inkubacji prébke nalezy
od czasu do czasu worteksowac.

5. Przejs¢ do punktu 1. protokotu izolacji.
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Tkanki utrwalone w parafinie
1. Przenie$c¢ tkanke w bloczku parafinowym do probéwki 1,5 ml typu Eppendorf (nie ma w zestawie).
2. Dodac taka objetosc¢ ksylenu lub heksanu (nie ma w zestawie), aby tkanka byta catkowicie w nim zanurzona.

3. Wymieszac przez odwracanie probowki i poczeka¢ do momentu rozpuszczenia parafiny.
Wirowac przez 20 s przy 10 000 RPM, usunac¢ supernatant. Proces kilkakrotnie powtoérzyc.

4. Usunac resztki ksylenu/heksanu przez dwukrotne przeptukanie 96% etanolem (nie ma w zestawie).
Usunac resztki etanolu przez pozostawienie prébki na 2-5 min w temp. pokojowe;j.

5. Przej$¢ do punktu 2. protokotu przygotowania materiatu - tkanki $wieze.

Dla tkanek utrwalonych zalecamy uzywanie zestawu Xpure FFPE micro (nr kat. 091-50) - zestaw do izolacji genomowego DNA z tkanek
utrwalonych w parafinie. Szybka deparafinizacja bez ksylenu i heksanu.

Tkanki zanurzone w formalinie
1. Przenie$¢ tkanke do probowki 1,5 ml typu Eppendorf (nie ma w zestawie).
2. Dodac taka objetos¢ wody jatowej (nie ma w zestawie), aby tkanka byta catkowicie w niej zanurzona.
3. Wymieszac przez odwracanie probowki, zwirowac, usunac supernatant. Proces kilkakrotnie powtorzyc.

4. Przejsc¢ do punktu 2. protokotu przygotowania materiatu - tkanki swieze.

Wihosy, siers¢
1. Pocig¢ wtosy, siersc na ok. 0,5 cm fragmenty i umiesci¢ w probéwece 1,5 ml typu Eppendorf (nie ma w zestawie).
2. Dodac¢ kolejno po:
300 pl wody jatowej (nie ma w zestawie),
300 pl roztworu lizujacego L1.4,
20 pl proteinazy K,
20 pl IM DTT (nie ma w zestawie).

3. Worteksowac przez 20s.

4. Inkubowad w temp. 50 °C (do catkowitego strawienia tkanki). Podczas inkubacji prébke nalezy od czasu do czasu
worteksowac.

5. Przejs¢ do punktu 1. protokotu izolacji.
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Prébke nanies¢ na kolumne filtracyjna Filtr 1.

Kolumna z z6ttym kétkiem stuzy do usuwania wiekszych zanieczyszczer pochodzacych z podtoza lub niezlizowanych
fragmentow tkanek.

Wirowaé przez 1 min przy 10 000 RPM (9000 x g).

Usuna¢ kolumne filtracyjna Filtr 1.

Przesacz, w ktérym znajduje sie DNA, naniesc na kolumne oczyszczajaca Spin 10AX.

Kolumna z niebieskim kotkiem jest wtasciwa kolumna oczyszczajaca.

Wirowaé przez 1 min przy 8000 RPM (6000 x g).

Wyla¢ przesacz i umiesci¢ kolumne Spin 10AX w nowej probéwce 2 ml (w zestawie).

Nanies¢ na kolumne Spin 10AX po 600 pl roztworu ptuczacego K2.

Wirowaé przez 1 min przy 8000 RPM (6000 x g).

Wylaé przesacz i ponownie umiesci¢ kolumne Spin 10AX w tej samych probéwce.

Nanies¢ na kolumne Spin 10AX po 600 pl roztworu ptuczacego K2.

Wirowaé przez 1 min przy 8000 RPM (6000 x g).

Wyla¢ przesacz i umiesci¢ kolumne Spin 10AX w nowej probdwce 2 ml (w zestawie).

Nanies¢ na kolumne Spin 10AX po 350 pl roztworu elucyjnego K3.

Pozostawi¢ na 2 min w temp. pokojowe;j.

Wirowaé przez 1 min przy 8000 RPM (6000 x g).

Nanies¢ na kolumne Spin 10AX po 350 pl roztworu elucyjnego K3.

Pozostawi¢ na 1 min w temp. pokojowej.
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Wirowaé przez 1 min przy 8000 RPM (6000 x g).

Usuna¢ kolumne Spin 10AX.
Przesacz, w ktérym znajduje sie DNA (~ 700 pl), przenies¢ pipeta do nowej probdwki 1,5 ml (nie maw
zestawie).

Doda¢ po 5 pl wzmacniacza precypitacji oraz 600 pl izopropanolu.

Wymieszaé i wirowac przez 10 min przy 10 000 RPM (9000 x g).

Usuna¢ supernatant, uwazajac aby nie usunaé niebieskich osadéw DNA.

Dodaé po 500 pl 70% etanolu.

Wymieszad i wirowac przez 5 min przy 10 000 RPM (9000 x g).

Usunac supernatant. Osady DNA suszy¢ przez odwrécenie probéwki przez 10 min w temp. pokojowe;j.
Jezeli na sciankach probdéwki znajduja sie resztki alkoholu, nalezy je osuszy¢ kawatkiem jatowej waty (doskonale nadaja sie

do tego patyczki higieniczne oraz pateczki do pobierania wymazow).

Osady zawiesi¢ w buforze TE (w zestawie), wodzie jatowej (nie ma w zestawie) lub buforze Tris 10 mM,
pH 8,0 (nie ma zestawie).

Niebieska barwa osadu umozliwia $ledzenie procesu rozpuszczania DNA.

Oczyszczone DNA przechowywac w temp. 4 °C do czasu dalszych analiz.
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Informacje bezpieczenstwa

SO

NIEBEZPIECZENSTWO

ProteinazaK

H315 Dziata drazniaco na skore.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H334 Moze powodowac objawy alergii lub astmy lub trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania.
H335 Moze powodowac podraznienie drég oddechowych.

P261 Unika¢ wdychania pytu.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezelisai

mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.

P342+P311 W przypadku wystapienia objawow ze strony uktadu oddechowego skontaktowac sie z
Osrodkiem Zatru¢ lub lekarzem.

UWAGA

L1.4 roztwér lizujacy

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

H315 Dziata draznigco na skére.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli s i mozna je tatwo usunaé. Nadal ptukac.

&b

NIEBEZPIECZENSTWO

K2 roztwor ptuczacy

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

P210 Przechowywac z dala od zrédet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet
zaptonu. Palenia wzbronione.

P261 Unika¢ wdychania par.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac woda przez kilka minut. Wyjac
soczewki kontaktowe, jezeli s i mozna je tatwo usunaé. Nadal ptukac.

S

NIEBEZPIECZENSTWO

K3 roztwér elucyjny

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

P210 Przechowywac z dala od Zrédet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych Zrédet
zaptonu. Palenia wzbronione.

P261 Unikac¢ wdychania par.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.

S

NIEBEZPIECZENSTWO

Izopropanol

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

P210 Przechowywac z dala od zrodet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet
zaptonu. Palenia wzbronione.

P261 Unika¢ wdychania par.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac woda przez kilka minut. Wyjac
soczewki kontaktowe, jezeli s i mozna je tatwo usunaé. Nadal ptukac.
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