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innovating life science

Instrukcja

Genomic Midi AX Direct

Zestaw o zwigkszonej wydajnosci do izolacji genomowego DNA z réznych materiatéw..

numer katalogowy wielkos¢

895-20D 20 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 odczynnikéw niz zalecane lub ktére nie wchodza w sktad produktu
e uzycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu
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Sktad
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sktadnik 20 izolacji przechowywanie
Kolumny Spin 100AX 20 szt. 2-8°C
Probéwki 15 ml 40 szt. 15-25°C
Kolumna réwnowazaca 1szt. 15-25°C
L1.4 roztwor lizujacy 50 ml 15-25°C
W1G pierwszy roztwér ptuczacy 70 ml 15-25°C
W2 drugi roztwor ptuczacy 40 ml 15-25°C
e samra BT t5m 2-6°C
N bufor zobojetniajacy 1ml 15-25°C
T roztwor 400 pl 2-8°C
TE bufor 50 ml 15-25°C
Proteinaza K 2x1,1ml 2-8°C

Pojemnosc¢ kolumny do oczyszczania DNA wynosi 100 pg.

Dodatkowy sprzet i odczynniki

Niezbedne

Probéwki 2 ml typu Eppendorf

Proboéwki 15 ml typu Falcon

Lizostafyna - 15 U/ul (nr kat. 1007-3, 1007-15) / Lizozym -10 mg/ml (nr kat. 1005-10) /
Mutanolizyna - 10 U/ul (nr kat. 1017-5, 1017-10) (do izolacji z hodowli bakteryjnych)

Inkubator lub termoblok 37 °C, 50 °C (zalecany Thermomixer firmy Eppendorf)

Worteks
Wiréwka z rotorem uchylnym

Mikrowiréwka

Opcjonalne

RNAza (nr kat. 1006-10, 1006-50)
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Krew swieza lub mrozona

1. Przenies$¢ 2 ml krwi do probéwki 15 ml typu Falcon (nie ma w zestawie).

Uwaga: w przypadku mniejszej ilosci krwi niz 2 ml nalezy dodac buforu TE do catkowitej objetosci 2 ml.
Doda¢ po 2 ml roztworu lizujacego L1.4 i 100 pl proteinazy K.

Catos¢ wymieszac przez odwracanie probdwki. Inkubowac przez 20 min w temp. 50 °C.
Uwaga: Nie przedtuzac inkubacji.

Intensywnie worteksowac przez 20 s.

Przej$c do punktu 1. protokotu izolacji.

Hodowle bakteryjne (Gram- i Gram+)

Przenies¢ 1-5 ml hodowli bakteryjnej do probéwki 15 ml typu Falcon (nie ma w zestawie).
Odwirowac i usunaé supernatant.

Osad zawiesi¢ w 2 ml buforu TE.

Dodac po 20 pl lizozymu (10 mg/ml) (nie ma w zestawie) i inkubowac przez 15 min w temp. 37 °C.

Uwaga:

dla Staphylococcus aureus zalecamy uzycie lizostafyny (15 U/ul) (nie ma w zestawie).

dla Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Listeria zalecamy uzycie

mutanolizyny (10 U/ul) (nie ma w zestawie) lub mutanolizyny i lizozymu (10 mg/ml) (nie ma w zestawie).

Uwaga: Synergizm dziatania mutanolizyny i lizozymu prowadzi do zwiekszonej wydajnosci lizy komérek bakterii z rodzaju:
Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Listeria.

Doda¢ po 2 ml roztworu lizujacego L1.4 i 100 pl proteinazy K.

Catos¢ wymieszac przez odwracanie probéwki. Inkubowac w temp. 50 °C do osiagniecia catkowitej klarownosci
(zwykle ok. 60 min).

Opcjonalne usuwanie RNA: do prébki nalezy dodac po 10 pl RNAzy (10 mg/ml) (nie ma w zestawie). Cato$¢ wymieszac i
pozostawic prébke na 5 min w temp. pokojowe;j.

Przej$¢ do punktu 1. protokotu izolacji.

Hodowle komérkowe

1. Przenies$¢ 1 x 107 hodowli komérkowych do probéwki 15 ml typu Falcon (nie ma w zestawie).

Odwirowac iusunac supernatant.

2. Osad zawiesi¢ w 2 ml buforu TE.

3. Dodaé po 2 ml roztworu lizujacego L1.4 i 100 pl proteinazy K.
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4. Catos¢ wymieszaé przez odwracanie probdéwki. Inkubowac przez 30 min w temp. 50 °C.

Opcjonalne usuwanie RNA: do prébki nalezy dodac po 10 pl RNAzy (10 mg/ml) (nie ma w zestawie). Cato$¢ wymieszac i
pozostawi¢ prébke na 5 min w temp. pokojowej.

5. Wirowac przez 10 min przy 4000-5000 x g. Przenies¢ supernatant do probéwki 15 ml (nie ma w zestawie).

6. Przejsc do punktu 1. protokotu izolacji.

Tkanki swieze
1. 50-100 mg rozdrobnionej tkanki (pocietej na fragmenty lub roztartej w ciektym azocie) umiesci¢ w probéwce
15 ml typu Falcon (nie ma w zestawie).

2. Doda¢ po 2 ml buforu TE, 2 ml roztworu lizujacego L1.4 i 100 pl proteinazy K.

3. Catos¢ wymieszac przez odwracanie probowki. Inkubowaé w temp. 50 °C do catkowitego strawienia tkanki
(zwykle 2-4 godz.). Od czasu do czasu probke worteksowad.

Opcjonalne usuwanie RNA: do prébki nalezy dodac po 10 pl RNAzy (10 mg/ml) (nie ma w zestawie). Cato$¢ wymieszac i
pozostawi¢ prébke na 5 min w temp. pokojowej.

4. Wirowac przez 10 min przy 4000-5000 x g. Przenies¢ supernatant do probéwki 15 ml (nie ma w zestawie).

5. Przejsc¢ do punktu 1. protokotu izolacji.

Po uzyciu buforu elucyjnego E nalezy zawsze szczelnie zakrecac pojemnik. Sktadniki buforu elucyjnego E ulegaja
rozktadowi przy dtugotrwatym kontakcie z powietrzem. Bufor elucyjny E nalezy zawsze przechowywac w temp. 4-8 °C.

1. Probke naniesé na kolumne Spin 100AX umieszczona w probéwce 15 ml.

Uwaga: W przypadku nieparzystej ilosci probek nalezy uzy¢ do zréwnowazenia kolumny réwnowazacej, dodajac do niej
odpowiednie ilosci wody lub dowolnego roztworu réwnowazacego

Wirowaé w rotorze uchylnym przez 2 min przy 3000 RPM.

2. Kolumne Spin 100AX przenies¢ do nowej probdwki 15 ml (w zestawie).

3. Doda¢ po 3 ml pierwszego roztworu ptuczacego W1G.
Wirowaé w rotorze uchylnym przez 2 min przy 3000 RPM.

4, Doda¢ po 1,5 ml drugiego roztworu ptuczacego W2.
Wirowac w rotorze uchylnym przez 2 min przy 3000 RPM.

5, Podczas wirowania przygotowac nowe probowki 15 ml (w zestawie).
Doda¢ naich dno po 10 pl buforu zobojetniajacego N.
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Zobojetnianie prébek DNA - str. 6.
6. Po wirowaniu, przenies¢ kolumne Spin 100AX do probéwki z buforem neutralizujagcym N.

7. Przed uzyciem buforu elucyjnego E zalecamy przeprowadzenie testu funkcjonalnosci - str. 6.
Nanies¢ na kolumne Spin 100AX po 400 pl buforu elucyjnego E.
Po uzyciu buforu elucyjnego E nalezy zawsze szczelnie zakreca¢ pojemnik. Sktadniki buforu elucyjnego E ulegaja
rozktadowi przy dtugotrwatym kontakcie z powietrzem. Bufor elucyjny E nalezy zawsze przechowywac w temp. 4-8 °C.
8. Pozostawi¢ na 2 min w temp. pokojowe;j.
9. Wirowac przez 2 min przy 3000 RPM.

10. Usunac¢ kolumne Spin 100AX. Eluaty przenies¢ do nowej probdwki typu Eppendorf (nie ma w zestawie).

11. Oczyszczone DNA przechowywaé w temp. 4-8 °C lub -20 °C do czasu dalszych analiz.

Zobojetnianie prébek DNA

Bufor elucyjny E jest silnie alkaliczny i po zamrozeniu moze powodowac degradacje DNA. Z tego powodu konieczne jest
stosowanie buforu zobojetniajacego N. Z naszej praktyki laboratoryjnej wynika, ze najwygodniej jest dodac¢ bufor
zobojetniajacy N przed elucjg DNA, do pustej probdéwki elucyjne;j.

W trakcie elucji, zawieszone w buforze elucyjnym DNA wymiesza sie z buforem zobojetniajacym N i ulegnie
natychmiastowej neutralizacji. Bedzie zawieszone w roztworze 10 mM Tris pH 8,5.

Jezeli bufor zobojetniajacy N nie zostat dodany przed elucja DNA, to mozna dodac go po zakornczonej izolacji - przed
zamrozeniem probek DNA.

Test funkcjonalnosci buforu E

Bufor elucyjny E ma kluczowy wptyw na wydajnos¢ elucji DNA. Jego prawidtowe dziatanie mozna sprawdzi¢ za pomoca
roztworu T wchodzacego w sktad zestawu.

Kiedy przeprowadzic test funkcjonalnosci: E

- Bufor E nie byt uzywany przez min. 2 miesiace. ‘ \'

- Bufor E byt przechowywany w temp. pokojowej przez min. 2 tygodnie.

- Fiolka zawierajaca bufor E nie zostata szczelnie zamknieta po uzyciu. v v

Bufor £ Bufor £
. P nie dzists oy ialajgoy
Test funkcjonalnosci: posrawnie wmie

Przenies¢ 20 pl buforu E do probéwki PCR; dodac po 2 pl roztworu T; cato$¢ wymieszaé, poczekac 2 min.
Poréwnac kolor mieszaniny ze zdjeciem przedstawiajacym kolory referencyjne.
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Informacje Bezpieczenstwa

©

NIEBEZPIECZENSTWO

Proteinaza K

H315 Dziata drazniaco na skére.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H334 Moze powodowac objawy alergii lub astmy lub trudno$ci w oddychaniu w nastepstwie wdychania.
H335 Moze powodowa¢ podraznienie drég oddechowych.

P261 Unika¢ wdychania pytu.

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.

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

&

UWAGA

L1.4 roztwér lizujacy

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

H315 Dziata drazniaco na skére.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

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.

&

W1G pierwszy roztwér ptuczacy

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.
H315 Dziata drazniaco na skére.
H319 Dziata drazniaco na oczy.

UWAGA 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.
E bufor elucyjny

EE‘{ H314 Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu.

NIEBEZPIECZENSTWO

P280 Stosowac rekawice ochronne/ odziez ochronna/ ochrone oczu/ ochrone twarzy.
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 ptukaé.

P310 Natychmiast skontaktowac sie z Osrodkiem Zatru¢ lub lekarzem.
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