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. PRZEZNACZENIE ZESTAWU

Zestaw EXTRACTME DNA BLOOD KIT przeznaczony jest do szybkiej i wydajnej
izolacji genomowego DNA o wysokiej czystosci z krwi Swiezej lub mrozonej
(ludzkiej lub ssaczej), osocza, surowicy, kozuszkéw leukocytarnych, limfocytoéw oraz
ptynéw ustrojowych. Protokét izolacji i sktady buforéw zostaty zoptymalizowane
w celu osiggniecia zar6wno wysokiej wydajnosci, jak i czystosciizolowanego DNA.
Produkt przeznaczony jest wytacznie do uzytku w celach badawczych.

Il. SKLADIPRZECHOWYWANIE ZESTAWU

LICZBA 10 50 250  Warunki
1IZOLACII IZOLACII IZOLACII IZOLACJI  przechowywania
Nr katalogowy EM05-010 EMO05-050 EMO05-250

RBC Lysis Buffer

(Red Blood Cell Lysis Buffer) 0™ S0mt 250mt i
BL Buffer (Lysis Buffer) 3.8ml 19 ml 94 ml TP
A Pro.t.einase K 1szt. 1szt. 5 szt. -20°C?
(lyophilized)

Proteinase Buffer 200 pl 320l 1.6 ml TP
BB Buffer (conc.) “*

(Binding Buffer) 1.8ml 10 ml 44 ml TP
BW1 Buffer (conc.) **

(Wash Buffer) 3.3ml 17 ml 82 ml TP
BW2 Buffer (conc.) **

(Wash Buffer) 1.4ml 9ml 33 ml TP
Elution Buffer 2ml 10 ml 5% 10 ml TP
DNA Purification Columns 10 pcs 50 pcs 5x 50 pcs TP
Collection Tubes (2 ml) 10 pcs 50 pcs 5x50pcs TP

*Przed pierwszym uzyciem do probéwki zawierajacej liofilizat Proteinase K nalezy dodac 320 pl
Proteinase Buffer (w zestawie na 10 izolacji nalezy dodac¢ 200 pl buforu)

“*Przed pierwszym uzyciem do BB, BW1 i BW2 Buffer nalezy doda¢ odpowiednig ilos¢ 96-100%
etanolu (informacja na etykietach oraz w ponizszej tabeli). Po dodaniu etanolu zalecane jest
oznaczenie butelki.

1 TP —temperatura
pokojowa
(+15°Cdo +25°C)

? Roztwor Proteinase K
nalezy przechowywac
w temperaturze -20°C.
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LICZBAIZOLACII 101ZOLACII 501ZOLACII 2501ZOLAC]I
Nr katalogowy EM05-010 EM05-050 EMO05-250
BB Buffer 1.8 ml 10 ml 44 ml
Etanol 96-100% 2.7 ml 15 ml 66 ml
Catkowita objetos¢ 4.5 ml 25 ml 110 ml
BW1 Buffer 3.3 ml 17 ml 85 ml
Etanol 96-100% 3.3ml 17 ml 82 ml
Catkowita objetos¢ 6.6 ml 34 ml 164 ml
BW2 Buffer 1.4ml 9 ml 33 ml
Etanol 96-100% 3.3 ml 21 ml 77 ml
Catkowita objetos¢ 4.7 ml 30 ml 110 ml

Wszystkie bufory w zestawie nalezy przechowywa¢ szczelnie zamkniete,
aby unikna¢ zmiany stezen w wyniku parowania.

Data waznosci
Data waznosci zestawu podana jest na etykiecie produktu. Po otwarciu zestaw
zachowuje stabilnos¢ przez okres 12 miesiecy.
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I. SPECYFIKACJA PRODUKTU

MATERIALt WYJSCIOWY

krew Swieza lub mrozona (do 1 ml), osocze, surowica, kozuszki leukocytarne,
limfocyty, ptyny ustrojowe (do 200 pl)

WYDAINOSC IZOLACII

3-10 pg DNA z 200 pl ludzkiej krwi

POJEMNOSC Z£OZA

ok.27 yg DNA

CZAS IZOLACII

ok. 25 minut (wtaczajac czas inkubacji)

CZYSTOSC DNA

Aso/Asgo = 17-19

v

olirt



E4TRACTME"

DNA BLOOD KIT

www.blirt.eu

IV. PRZYGOTOWANIE PROBKI

W przypadku krwi swiezej, przed przystapieniem do izolacji prébke nalezy
zmieszac z odpowiednig iloscig antykoagulantu (EDTA, cytrynian). Jesli do prébki
byt juz uprzednio dodany antykoagulant, ten etap nalezy poming¢.

Probke krwi mozna przechowywaé¢ w obecnosci antykoagulantéw (EDTA,
cytrynian) w temp. +4°C (do 24 h) lub w postaci zamrozonej (preferowana temp.
-80°C). Nalezy unika¢ czestego rozmrazania i zamrazania probek przed izolacjg DNA.
Przed pobraniem odpowiedniej objetosci krwi do izolacji nalezy doktadnie
wymiesza¢ krew przez odwracanie probowki, z ktérej materiat ma zostac
pobrany. W przypadku krwi mrozonej nalezy odczekac kilka minut do catkowitego
rozmrozenia prébki.

W niektoérych przypadkach mozliwe jest powstanie trwatego skrzepu czerwonych
komérek krwi. Skrzep nalezy doktadnie rozbi¢ poprzezintensywne worteksowanie
lub/i pipetowanie krwi zmieszanej z buforem RBC Lysis Buffer. Nastepnie nalezy
prowadzic izolacje zgodnie z protokotem, a przed naniesieniem lizatu na ztoze
minikolumny (pkt. 11 Protokotu izolacji) doda¢ dodatkowy etap wirowania 60 s
przy 11 000-21 000 x g, a na ztoze nanies¢ supernatant znad powstatego osadu.

Podczas izolacji z kozuszkéw leukocytarnych lub limfocytéw nie nalezy stosowaé
wiecej niz 5x 10 komérek.

Gdy objetos¢ probki krwi jest mniejsza niz 200 pl, nalezy dodac Elution Buffer lub
roztworu PBS (brak w zestawie) do catkowitej objetosci 200 pl, a nastepnie przejsé
do kroku 1 Protokotu izolacji (dla probek krwi lub kozuszkéw leukocytarnych) lub
kroku 5 (dla osocza, surowicy, limfocytéw i ptynéw ustrojowych).



V.

PRZED PRZYSTAPIENIEM DO IZOLACII

Kazdy z odczynnikéw zestawu nalezy wymieszac.

Nalezy pamietac o rozpuszczeniu liofilizatu Proteinase K w odpowiedniej
ilosci buforu do proteinazy.

W przypadku wytracenia osadu w buforach, butelke z roztworem nalezy
ogrzac¢ do temp. 37°C (BB, BW1, BW2 Buffer) lub 50-60°C (pozostate bufory)
i inkubowac, az do catkowitego rozpuszczenia osadu, mieszajac co kilka
minut, a nastepnie schtodzi¢ do temp. pokojowej.

Nagrzac termoblok lub taznie wodng do temp. 55°C.

Nr kat. EMO5

Nalezy pamieta¢, aby wszystkie etapy izolacji przeprowadza¢ w temp.

pokojowej, jesli nie zalecono inaczej.
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VI. PROTOKOL IZOLACJI

Izolujgc DNA z krwi z lub kozuszkéw leukocytarnych nalezy rozpoczaé
procedure izolacji od kroku 1. Przy izolowaniu z osocza, surowicy,
limfocow lub ptynéw ustrojowych nalezy rozpocza¢ procedure
izolacji od kroku 5.

1. Pobrac¢ 200-1000 pl krwi i przenies¢ do probowki typu
Eppendorf (1.5-2 ml), a nastepnie dodac 1 objetos¢ buforu do
lizy erytrocytéw RBC Lysis Buffer (np. pobierajac 200 pl krwi do
izolacji nalezy dodac 200 pl buforu RBC Lysis Buffer).

A Gdy objetos¢ prébki jest mniejsza niz 200 pl, uzupetni¢ roztworem PBS
lub Elution Buffer do 200 pl, a nastepnie doda¢ 200 pl RBC Lysis Buffer.

2. Doktadnie wymiesza¢ przez odwracanie probéwki, az powstanie
klarowny czerwony roztwor.

3.  Wirowac 4 min przy 8600 x g.

A Nie zaleca sie zwiekszania predkos$ci wirowania, gdyz moze to
utrudnic¢ p6zniejsze zawieszanie powstatego osadu biatych krwinek
w buforze lizujacym.

4. Ostroznie usunac pipeta supernatant znad osadu biatych krwinek.

5. Dodac 375 pl BL Buffer.

A W przypadku izolacji z krwi lub kozuszkéw leukocytarnych nalezy
doktadnie zawiesic¢ osad komoérek poprzez pipetowanie.

A W przypadkuizolacjiz surowicy osocza, limfocytow lub ptynow ustrojowych
zawiesi¢ osad komérek poprzez kilkukrotne odwrécenie probowki.

6. Dodac 6 pl Proteinase Kiwymieszac przez worteksowanie.

7. Inkubowa¢ 10 min w temp. 55°C.

A Jesli osad biatych krwinek nie zostat catkowicie zawieszony w buforze
lizujgcym, nalezy przedtuzy¢ czas inkubacji do momentu catkowitej lizy
komérek, intensywnie worteksujgc co 60-120s.

8. Dodac 400 pl buforu wiazacego BB Buffer i doktadnie
wymieszac.

www.blirt.eu 8
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19.

20.

21.

Préobke intensywnie worteksowac przez 15-20 s.

Catosc¢ lizatu przenies¢ do minikolumny ze ztozem, umieszczonej

Nr kat. EMO5

w probéwce odbierajgceji wirowac 60 s przy 11 000-15 000 x g.

Przenies¢ minikolumne do nowej probéwki odbierajacej (2 ml).

Doda¢ do minikolumny 600 pl buforu ptuczacego BW1 Buffer
i wirowac 30 s przy 11 000-15 000 x g.

Wyla¢ przesacz z probéwki odbierajacej i umiesci¢ w niej
z powrotem minikolumne.

Dodac¢ do minikolumny 400 pl BW2 Buffer i wirowac 30 s przy
11000-15000xg.

Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i umiesci¢ ponownie
minikolumne w probéwce odbierajace;j.

Wirowac 60-120 s przy 15 000-21 000 x g.

A Bufor ptuczacy zawiera alkohol, ktéry moze powodowac inhibicje

niektérych reakcji enzymatycznych, a takze obnizenie wydajnosci elucji,

dlatego istotne jest jego catkowite usuniecie przed etapem elucji.

Ostroznie wyjac¢ sucha minikolumne z probéwki odbierajacej
i umiescicja w jatowej probéwce 1.5 ml typu Eppendorf.

Nanies¢ 50-100 pl Elution Buffer centralnie na ztoze
w minikolumnie.

A Mozliwa jest zmiana objetosci buforu elucyjnego w zakresie 20-200 pl.

Inkubowa¢ minikolumne z buforem przez 120 s w temperaturze
pokojowej.

Wirowac 60 s przy 11 000-15 000 x g.

Minikolumne usuna¢, a wyizolowane DNA przechowywac w temp.

+4°C lub -20°C w zaleznosci od dalszych analiz.
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VIl. BEZPIECZENSTWO | POSTEPOWANIE Z PRODUKTEM

RBC Lysis Buffer
Uwaga
H319,H412

P264,P273,P305+P351+P338

Proteinase K (lyophilized)

Niebezpieczenistwo
% H315,H319, H334, H335
P261,P271, P304+P340, P342+P311

BL Buffer
Uwaga
H319

P264,P305+P351+P338

BB Buffer
Niebezpieczenstwo
dap H318,H302,H332, H315, H412
P280,P261, P305+P351+P338, P301+P312 P330,
P304+340P312

BW1 Buffer

Niebezpieczenstwo
gy H318, H315, H412
P280, P305+P351+P338 P310

www.blirt.eu 10
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H302 Dziata szkodliwie po potknieciu. H315 Dziata draznigco na skére. H318 Powoduje
powazne uszkodzenie oczu. H319 Dziata draznigco na oczy. H332 Dziata szkodliwie
w nastepstwie wdychania. H334 Moze powodowac objawy alergii lub astmy lub trudnosci
w oddychaniu w nastepstwie wdychania. H335 Moze powodowac podraznienie drég
oddechowych. H412 Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate skutki.
P261 Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy. P264 Doktadnie
umyc rece po uzyciu. P271 Stosowac wytacznie na zewngatrz lub w dobrze wentylowanym
pomieszczeniu. P273 Nie wypuszczac do Srodowiska. P280 Stosowac rekawice ochronne/
odziez ochronna/ochroneg oczu/ochrone twarzy. P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA
SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyjac¢ soczewki kontaktowe, jezeli
s3 i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac. P342+P311 W przypadku wystgpienia objawéw
ze strony uktadu oddechowego: Skontaktowa¢ sie z OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem.
P304+P340 W przypadku dostania sie do drég oddechowych: Wyprowadzi¢ lub wynies¢
poszkodowanego na swieze powietrze i zapewni¢ warunki do odpoczynku w pozycji
umozliwiajacej swobodne oddychanie. P312 W przypadku ztego samopoczucia skontaktowac
sie zosrodkiem zatruc lub lekarzem. P301+P312 P330 W przypadku potkniecia: W przypadku
ztego samopoczucia skontaktowac sie z osrodkiem zatru¢ lub lekarzem. Wyptuka¢ usta.

P310 Natychmiast skontaktowac sie z osrodkiem zatru¢ lub lekarzem.
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