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I.  PRZEZNACZENIE ZESTAWU

Zestaw EXTRACTME DNA GEL-OUT KIT przeznaczony jest do szybkiej i wydajnej
izolacji fragmentéw DNA bezposrednio z zeli agarozowych (ze standardowej
lub niskotopliwej agarozy w buforze TAE lub TBE). Podczas procesu ekstrakgji
usuniete zostajg agaroza, bromek etydyny oraz inne zanieczyszczenia obecne
w probce. Zestaw umozliwia oczyszczanie fragmentéw DNA o wielkos$ciach
od 50 pz do 30 kpz, a takze genomowego i plazmidowego DNA. Izolacja czasteczek
DNA mniejszych od 100 pz oraz wiekszych od 10 kpz zachodzi jednak z obnizong
wydajnoscia. Protokét izolacji i sktady buforéw zostaty zoptymalizowane w celu
osiggniecia zarowno wysokiego odzysku, jak i czystosciizolowanego DNA. Produkt
przeznaczony jest wytgcznie do uzytku w celach badawczych.

Il.  SKLADIPRZECHOWYWANIE ZESTAWU

10 50 250 1Warunki

Ao elitol 1IZOLACII 1IZOLACII IZOLAC]I  przechowywania

Nr katalogowy EM08-010 EMO08-050 EMO08-250

GB Buffer (Binding Buffer) 5ml 25 ml 125 ml TP
?V‘\Il\g E:gj;fg‘)’"c'r 3ml 15ml 75 ml P
Elution Buffer 2ml 10 ml 5x 10 ml TP
DNA Purification Columns 10 szt. 50 szt. 5x 50 szt. TP
Collection Tubes (2 ml) 10 szt. 50 szt. 5% 50 szt. TP

* Przed pierwszym uzyciem do GW Buffer nalezy dodac odpowiednia ilos¢ 96-100% etanolu (infor-
macja na etykietach oraz w ponizszej tabeli). Po dodaniu etanolu zalecane jest oznaczenie butelki.

e (Al ] IZOJI-.(I)\CJI IZO?.(I)-\CJI IZ(:)lI.sl(\)CJI IZgI?ISCJI
Nr katalogowy EM08-010 EM08-050 EM08-150 EM08-250
GW Buffer 3ml 15ml 45 ml 75 ml
Etanol 96-100% 12 ml 60 ml 180 ml 300 ml
Catkowita objetos¢ 15 ml 75 ml 225 ml 375 ml
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1 TP -temperatura
pokojowa
(+15°Cdo +25°C)
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A GB Buffer nalezy chroni¢ przed dostepem Swiatta.

Wszystkie roztwory z zestawu nalezy przechowywac szczelnie zamkniete,
aby unikng¢ zmiany steze w wyniku parowania.

Data waznosci

Data waznosci zestawu przechowywanego w odpowiednich warunkach podana
jest na etykietach produktu. Po otwarciu zestaw zachowuje stabilnos¢ przez
okres 12 miesiecy.

lll. SPECYFIKACJAPRODUKTU

MATERIAE WYISCIOWY

Bloczek agarozowy o masie do 300 mg

ODZYSK

70-95% w zaleznosci od wielkosci fragmentu DNA
(w zakresie 100-10.000 pz)

WIELKOSC IZOLOWANYCH FRAGMENTOW DNA

100-10.000 pz

Mozliwa jest réwniez izolacja fragmentéw DNA w zakresach 50-100 pz
i 10-30 kpz, a takze genomowego i plazmidowego DNA, lecz z obnizong
wydajnoscia.

POJEMNOSC Zt0ZA

ok.25 pg DNA

CZAS IZOLACII

16-20 minut

CZYSTOSC DNA

AseolPsgo = 17-19

~
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IV. PRZYGOTOWANIE PROBKI

1. Prowadzic¢ elektroforeze w zelu przygotowanym z agarozy niskotopliwej
lub o standardowej temperaturze topnienia, w buforze TAE lub TBE, do
momentu wystarczajgcego rozdzielenia fragmentéw DNA. Nie zaleca sie
stosowac zbyt wysokiego napiecia podczas rozdziatu elektroforetycznego,
gdyz moze to spowodowac wzrost temperatury buforu elektroforetycznego
i doprowadzi¢ do degradacji DNA. Nalezy uzywac $wiezo przygotowanego
buforu, zaréwno do przeprowadzenia elektroforezy, jak i przygotowania zelu.

2. Zwazy¢ jatowga probéwke 1.5-2 ml typu Eppendorf.

3.  Przy pomocy czystego i ostrego skalpela lub zyletki wycig¢ prazek DNA
w taki sposdb, aby pozby¢ sie nadmiaru agarozy (catkowita masa wycietego
bloczka agarozy nie powinna przekracza¢ 300 mg). Skalpel oraz powierzchnia
transiluminatora powinny by¢ uprzednio oczyszczone np. przy pomocy
5% roztworu H,0,. Operacje wycinania prazka DNA nalezy wykonac¢ mozliwie
szybko, aby zminimalizowa¢ oddziatywanie promieniowania UV na izolowane
DNA. Jest to szczeg6lnie istotne, gdy wyizolowane DNA bedzie bezpos$rednio
wykorzystywane w reakcjach sekwencjonowania i/lub klonowania.

4. Przenies¢ wyciety bloczek agarozowy do uprzednio zwazonej, jatowej
probéwki 1.5-2 ml, a nastepnie zwazyc. Jesli masa bloczka agarozowego
przekracza 300 mg nalezy podzieli¢ bloczek na mniejsze fragmenty
i przenies¢ do kolejnych probéwek 1.5-2 ml.

5. Przed oczyszczaniem fragment agarozy zawierajgcy DNA moze by¢
przechowywany w temp. +4°C lub -20°C nie dtuzej niz tydzien, w szczelnie
zamknietej probéwce, w warunkach wolnych od deoksyrybonukleaz (DNaz).

V. PRZED PRZYSTAPIENIEM DO IZOLACII

1. Kazdyz odczynnikéw zestawu nalezy wymieszac.

2. Nalezy upewnicsie czy do GW Buffer zostat dodany etanol. Jesli nie, nalezy
dodac odpowiednia ilos¢ 96-100% etanolu (ilosci podane sg na etykietach
oraz w tabeli w sekgji Il).

3. Nagrzac termoblok lub taznie wodna do temp. 50°C.

4. Nalezy pamietad, aby wszystkie etapy izolacji przeprowadzaé¢ w temp.
pokojowej, jesli nie zalecono inaczej.

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

PROTOKOL IZOLACII

Wycigc¢ z zelu bloczek agarozowy zawierajgcy DNA, a nastepnie
umiesci¢ w probéwce 1.5-2 ml typu Eppendorf.

A Masa bloczka agarozowego nie powinna przekracza¢ 300 mg.
Wiecej wskazéwek znajduje sie w sekcji IV. Przygotowanie prébki.

Dodac 500 pl GB Buffer i wymieszac poprzez kilkukrotne
odwracanie probdéwki.

Inkubowac mieszanine w temp. 50°C przez 5-10 min lub
do momentu catkowitego rozpuszczenia agarozy. Podczas
inkubacji kilka razy mieszac probke poprzez kilkukrotne
odwracanie probdéwki.

A Przed przystapieniem do dalszych czynnosci nalezy upewni¢ sie,
Ze agaroza zostata catkowicie rozpuszczona.

A Kolor mieszaniny powinien by¢ z6tty. Jezeli po rozpuszczeniu agarozy
roztwor zmienit barwe narézowa, nalezy dodac 10 ul 3 M roztworu octanu
sodu o pH 5.2 i wymieszac.

Krétko odwirowac prébke w celu odzyskania resztek roztworu
z wieczka probéwki, a nastepnie przenies¢ maksymalnie
800 pl mieszaniny na ztoze minikolumny umieszczonej
w probowce odbierajacej i wirowac 60s przy 11 000-15000x g.
A Jeieli mieszanina ma wiekszg objetos¢ niz 800 pl, po odwirowaniu wyla¢

przesacz z probéwki odbierajgcej, umiesci¢ w niej z powrotem miniko-
lumne i nanie$¢ pozostatg cze$¢ mieszaniny na ztoze.

Przenie$¢ minikolumne do nowej probéwki odbierajacej (2 ml).

Dodac do minikolumny 700 pl GW Buffer i wirowac 30 s przy
11000-15000xg.



10.

11.

12.

13,

14.

Wylac¢ przesacz z probéwki odbierajgcej i umiesci¢ w niej
z powrotem minikolumne.

Powtoérzyc etapy 6-7.

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

A GW Buffer zawiera alkohol, ktéry moze powodowac inhibicje niektorych
reakcji enzymatycznych, a takze obnizenie wydajnosci elucji, dlatego
istotne jest jego catkowite usuniecie przed etapem elucji.

Ostroznie wyjac suchg minikolumne z prob6wki odbierajacej
i umiescic ja w jatowej probdéwce 1,5 ml typu Eppendorf.

Nr kat. EM08

Naniesc 50 pl Elution Buffer centralnie na ztoze w minikolumnie.

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

Inkubowac¢ minikolumne z buforem elucyjnym przez 120 s
w temperaturze pokojowej.

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

Minikolumne usung¢, a wyizolowane DNA przechowywac
w temp. +4°C lub -20°C do czasu dalszych analiz.
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VII. BEZPIECZENSTWO | POSTEPOWANIE Z PRODUKTEM

GB Buffer

Uwaga
H302,H312,H332, H412
P273,P301+P312 P330, P304+P340 P312, EUH032

EUHO032 W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy. H302 Dziata szkodliwie po potknieciu. H312 Dziata
szkodliwie w kontakcie ze skérg. H332 Dziata szkodliwie w nastepstwie wdychania. H412 Dziata szkodliwie na
organizmy wodne, powodujac dtugotrwate skutki. P273 Unikac uwalniania do srodowiska. P301+P312 P330 W przypadku
potkniecia: W przypadku ztego samopoczucia skontaktowac sie z osrodkiem zatru¢ lub lekarzem. Wyptukac usta.
P304+P340P312 W przypadku dostania sie do drég oddechowych. Wyprowadzi¢ lub wynies¢ poszkodowanego na
Swieze powietrze i zapewni¢ warunki do odpoczynku w pozycji umozliwiajgcej swobodne oddychanie. W przypadku

ztego samopoczucia skontaktowac sie z osrodkiem zatru¢ lub lekarzem.
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