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EliGene® Tissue DNA Isolation Kit

V

Navod k pouziti

Baleni: Skladovani:

Kat. C. Velikost baleni Vsechny reagencie a komponenty kitu museji byt prepravovany pfi
413050P 50 lIzolaci pokojové teploté (15 - 30 °C). Pfi dodrZzeni téchto skladovacich

(Obsahuje Homogenization Pestles) podminek si kit pIné udrzi svou aktivitu, dokud neubéhne expiracni doba
413050 50 Izolaci uvedend na kitu.
(Neobsahuje Homogenization Pestles)
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Uvod

EliGene® Tissue DNA Isolation Kit je uréen pro izolaci genomové DNA z tkani. V pritomnosti
chaotropniho cinidla je DNA navdzana na spin filtr, promyvana a eluovdna v Tris-HCl pufru bez EDTA.
DNA je ptipravena k pouziti v PCR, gPCR a sekvenovani.

Kvalita a vytéZzek izolované DNA zavisi na kvalité tkané, zdroji tkané, stafi vzorku a mnoizstvi tkané.
Méreni koncentrace DNA zdvisi na zvoleném zpUsobu, napf. spektrofotometrie méri jak
dvojvlaknovou, tak jednovlaknovou DNA, zatimco fluorimetrie pomoci PicoGreen® (Molecular Probes,
Inc.) méfi pouze dvojvldaknovou DNA. DNA izolovana ze zmrazené tkané je fragmentovana vice nez z
Cerstvé tkané, to muize vést k rozmazanym prouzkim na gelu. Starsi vzorky a vzorky nizsi kvality vedou
rovnéz k vétsimu rozmazdni prouzkl na gelu. Vtéchto pfipadech doporucujeme pomoci PCR
amplifikovat kratsi oblasti DNA.

Pozadavky na vybaveni

Mikrocentrifuga (12 000 x g)

Vortex

Termostat/Termoshaker, moZnost inkubace pfi 65 °C
Pipety: 50 — 750 pl

Vahy

Obsah kitu

Lysis Buffer T1 16,5 ml

Binding Buffer T2 14 ml

Binding Buffer T3 14 ml

Wash Buffer T4 27 ml

Wash Buffer T5 27 ml

Elution Buffer T6 6 ml

Homogenization Pestles (413050P) 50 ks

Homogenization Sand 13 g

1,5 ml Tubes 50 ks

Spin Filters (Units in 2 ml Collection Tubes) 50 ks

2 ml Collection Tubes 50 ks
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Preventivni opatreni

PFi pouZzivani produktu prosim pouZivejte ochranné rukavice a vyhnéte se kontaktu reagencii s klzi.
V pripadé kontaktu reagencii s k(izi omyjte zasazené misto proudem tekouci vody. Zabrarite poziti. V
pripadé kontaktu nebo ndhodného poziti nahlédnéte do MSDS listd.

Reagencie oznacené jako horlavé uchovavejte v bezpeéné vzddlenosti od otevieného ohné a jisker.

UPOZORNENI: Binding Buffer T3, Wash Buffer T4 a Wash Buffer T5 jsou hoFlavé.

Recyklovdni Homogenization Pestles (plastovych tloucka)

Inkubujte Homogenization Pestles 24 hodin v 0,2 M kyseliné chlorovodikové (HCl). Po inkubaci omyjte
Homogenization Pestles sterilni destilovanou vodou.

Pokud mate problémy pfipravit 0,2 M roztok kyseliny chlorovodikové, muizZete kontaktovat nase
obchodni oddéleni na adrese info@elisabeth.cz. MlZeme Vam jej nabidnout.

Podrobny izolaéni protokol

Dlirazné doporucujeme prostudovat si nasledujici informace pred prvnim pouzitim EliGene® Tissue
DNA Isolation Kitu.

Dulezita upozornéni pred pouzitim

e Prosim noste rukavice po cely ¢as prace s kitem.

e Pokud je v Lysis Buffer T1 a/nebo v Binding Buffer T2, precipitat, zahfejte lahvicku s pufrem
na 60 °C a rozpustte ho.

e Pro efektivni eluci DNA ze spin filtru do Elution Buffer T6 je klicové odstranéni zbytkového
etanolu ze spin filtru.

1. Do 1,5 ml zkumavky (soucasti baleni) pridejte 0,2 g Homogenization Sand, 50 pl Lysis Buffer T1
a 15— 20 mg vzorku tkané. Pouzijte Homogenization Pestle (tlouc¢ek) k rozmélnéni vzorku.

2. Pridejte 250 pl Lysis Buffer T1 a kratce zvortexujte.
Pozndmka: Lysis Buffer T1 obsahuje roztok zabrariujici degradaci nukleovych kyselin a pomdhda
odstranit proteiny. Lysis Buffer T1 zahrnuje veskeré slozky potiebné pro kompletni lyzu buriky a
muZe byt pouZity i kdyZ je zahrdty.

3. Vzorek premistéte do termostatu a inkubujte pfi teploté 65 ° C po dobu 20 minut.

4. Pridejte 250 pl Binding Buffer T2 a zvortexujte, poté kratce stocte.
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Pozndmka: Binding Buffer T2 obsahuje chaotropni soli, které poskytuji optimdini podminky pro

vazbu DNA na spin filter, avsak ne pro organické non-DNA a anorganické sloZky.

5. Pridejte 250 ul Binding Buffer T3 a zvortexujte.

Pozndmka: Binding Buffer T3 obsahuje etanol, ktery poskytuje optimdini podminky pro vazbu
DNA na spin filter, avSak ne pro organické non-DNA a anorganické slozky.

6. Centrifugujte vzorek 2 minuty pfi 10 000 x g.

7. Premistéte supernatant do spin filtru a centrifugujte 1 minutu pfi 8 000 x g pfi pokojové
teploté.

Pozndmka: DNA prilne diky chaotropnim solim k silikdtové membradné spin filtru. Tekutd sloZka
prochdzejici skrz membrdnu obsahuje nenavdzany bunécny materidl.

8. Vyjméte spin filtr a odstrante roztok z 2 ml Collection Tube. Poté umistéte spin filtr zpét do
stejné 2 ml Collection Tube.

9. Pridejte 500 ul Wash Buffer T4 do spin filtru. Centrifugujte 1 minutu pfi 8 000 x g.

Pozndmka: Wash Buffer T4 je promyvaci roztok na bdzi etanolu, ktery procCisti DNA navdzanou
na spin filtru od necistot.

10. Vyjméte spin filtr a odstrante roztok. Poté umistéte spin filtr zpét do stejné 2 ml Collection
Tube.

11. Pfidejte 500 ul Wash Buffer T5 do spin filtru. Centrifugujte 1 minutu pfi 8 000 x g. Vyjméte spin
filtr a odstranite protekly roztok. Poté umistéte spin filtr zpét do stejné 2 ml Collection Tube.
Pozndmka: Wash Buffer T5 je promyvaci roztok na bdzi etanolu, ktery procisti DNA navdzanou
na spin filtru od necistot.

12. Centrifugujte 2 minuty pfi 12 000 x g pro uplné vyschnuti membrany spin filtru.

Pozndmka: Membrdna spin filtru je zcela vysusena od etanolovych zbytki, ¢imZ se zvysi
vytéZnost DNA v elu¢nim kroku.

13. Opatrné vyjméte spin filtr a pfemistéte ho do nové 2 ml Collection Tube (soucasti baleni).

14. Pridejte 50 — 100 pl Elution Buffer T6.

Pozndmka: Pro zvyseni vytéZnosti inkubujte 5 minut pfi 65 °C.
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15. Inkubujte 1 minutu pfi pokojové teploté. Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.
Pozndmka: Elution Buffer T6 je 10 mM Tris-HCI. Uvolriuje DNA z filtru a ta pfechdzi do 2 ml
Collection Tube. DNA je uvolnéna kvili nepritomnosti soli a etanolu.

16. Vyjméte spin filtr. Izolovana DNA ve zkumavce je nyni pfipravena k pouziti pro dalsi aplikace.
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Strucny izolacni protokol

NoukwnN

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

Do 1,5 ml zkumavky (soucasti baleni) pridejte 0,2 g Homogenization Sand, 50 ul
Lysis Buffer T1 a 15 — 20 mg vzorku tkané. PouZijte Homogenization Pestle
(tloucek) k rozmélnéni vzorku.

Pridejte 250 ul Lysis Buffer T1 a kratce zvortexujte.

Vzorek premistéte do termostatu a inkubujte pfi teploté 65 ° C po dobu 20 minut.
Pridejte 250 ul Binding Buffer T2 a zvortexujte, poté kratce stocte.

Pridejte 250 ul Binding Buffer T3 a zvortexujte.

Centrifugujte vzorek 2 minuty pfi 10 000 x g.

Pfemistéte supernatant do spin filtru a centrifugujte 1 minutu pfi 8 000 x g pfi
pokojové teploté.

Vyjméte spin filtr a odstrarnte roztok z 2 ml Collection Tube. Poté umistéte spin
filtr zpét do stejné 2 ml Collection Tube.

Pridejte 500 pul Wash Buffer T4 do spin filtru. Centrifugujte 1 minutu pti 8 000 x g.
Vyjméte spin filtr a odstranite roztok. Poté umistéte spin filtr zpét do stejné 2 ml
Collection Tube.

Pridejte 500 pl Wash Buffer T5 do spin filtru. Centrifugujte 1 minutu pfi 8 000 x g.
Vyjméte spin filtr a odstrarnte protekly roztok. Poté umistéte spin filtr zpét do
stejné 2 ml Collection Tube.

Centrifugujte 2 minuty pfi 12 000 x g pro Uplné vyschnuti membrany spin filtru.
Opatrné vyjméte spin filtr a pfemistéte ho do nové 2 ml Collection Tube (soucdsti
baleni).

Pridejte 50 — 100 pl Elution Buffer T6.

Inkubujte 1 minutu pfi pokojové teploté. Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.
Vyjméte spin filtr. Izolovana DNA ve zkumavce je nyni pfipravena k pouziti pro
dalsi aplikace.
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Reseni problémi

Pokud se DNA neamplifikuje

o Ujistéte se, Ze jste zkontrolovali vytézky DNA a C(istotu gelovou elektroforézou, UV
spektrofotometrem nebo fluorimetrem (pomoci PicoGreen®, Molecular Probes, Inc.).
Nadbyte¢né mnozstvi DNA by inhibovalo PCR reakci.

e Ujistéte se, Ze jste spravné promichali Wash Buffer T4 a T5, kdyzZ se delSi dobu nepouzivali.
Slozky izolaénich roztokd se mohly oddélit.

e Zfedte templatovou DNA.

Eluovany vzorek DNA je zbarveny nebo ucpava spin filtr

e Pokud dodrzujete doporuceni v téchto pokynech, nesmi byt v izolované DNA pozorovano
Zadné zbarveni.

e Pokud se kolonka ucpava, zvyste objem T2 a T3 roztoku na 300 ul. V ptipadé, Ze po kroku €. 7
neprotece cely objem a nad filtrem zlistane mald vrstva lyzatu, pridejte roztok T4 a pokracujte
podle navodu. Pokud protece cely objem kolonky, izolace je v poradku. V pfipadé, Ze roztok T4
neprotece, je tfeba izolaci zopakovat s mensi navazkou tkané.

e Neizolujte vice nez 20 mg tkané.

.

Nizka vytéZnost DNA

e Vezméte prosim na védomi, Ze vytézky a kvalita DNA se budou liSit a vytéZzek bude niZsi ve
srovnani s Cerstvou nebo zmrazenou tkdni. Kvalita a koncentrace izolatu DNA je ovlivnéna
kvalitou tkdné, zdrojem tkané, starim vzorku a mnoistvim tkané.

e Vezméte v Uvahu, Ze rlizné méfici metody vedou k riznym koncentracim v zdvislosti na tom,
zda se pouzije UV spektrometrie nebo fluorometrie. Spektrofotometrie méfi jak
dvouvldknovou, tak jednovldknovou DNA, zatimco fluorometrie pomoci PicoGreen®
(Molecular Probes, Inc.) méfi pouze dvojvlaknovou DNA.

e Dbejte na to, aby byl vzorek dobfe promichan po pridani Lysis Buffer T1.

e Nastavte spravné teplotu pro lyzu.

o Nepreskakujte krok odstranéni zbytkového etanolu ze spin filtru. Je to klicovy krok pro
efektivni eluci DNA ze spin filtru do Elution Buffer T6.

DNA ma nizky pomér A260/280

Pomér A260/280 pro Cistou DNA by se mél pohybovat v rozmezi 1,7 — 1,9. Pomér nizsi nez 1,6 mlze
poukazovat na znecisténi DNA proteiny. Mate-li problémy s nizkym pomérem A260/280 zkontrolujte
nasledujici:

e Ujistéte se, Ze jste provedli promyvaci krok s Wash Buffer T5.

e PouZivate-li Nanodrop, pouzZivejte jako blank Elution Buffer T6.
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DNA vyplavala z jamek pfi nanaseni na gel

e Ve vzorku zUstaly zbytky Wash Buffer T5. Nepreskakujte krok odstranéni zbytkového etanolu
ze spin filtru. Zaroven mUzZete prodlouZit dobu vysouseni centrifugaci na 3 minuty.

Koncentrovani DNA

Findlni mnoZstvi eluované DNA je 50 — 100 ul. DNA muze byt koncentrovana pfidanim 10 pul 3 M
acetatu sodného (pH = 5,2) a prevracenim zkumavky 3 — 5krat k promichani. Poté pridejte 200 pl
studeného 100% etanolu, opét prevracenim zkumavky 3 — 5krat promichejte a centrifugujte 15 minut
pfi 12 000 x g a pokojové teploté. Odstrarite supernatant a promyjte pelet DNA 70% etanolem. Zbyly
etanol nechejte odpafit pomoci exsikatoru a resuspendujte DNA na pozadovany objem pomoci PCR
vody nebo pufru.

Viyrobce:

ELISABETH PHARMACON, spol. sr. o.

Rokycanova 4437/5, Brno-Zidenice 615 00

info@elisabeth.cz | www.elisabeth.cz | tel.: +420 542 213 851

REF| Katalogové &islo /ﬂ/ Skladovaci podminky (teplotni limity)

LOT| Cislo sarze u Vyrobce

g Datum expirace W Pocet reakci v baleni
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