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Novabeads Blood Genomic DNA KIT

Zestaw do izolacji genomowego DNA z krwi swiezej i mrozonej
(pobranej na EDTA, cytrynian)

Novabeads Blood Genomic DNA KIT jest nowej generacji narzedziem w technikach biologii
molekularnej umozliwiajacym izolacje genomowego DNA z krwi. Metoda oparta jest o
zastosowanie w petni syntetycznego kompozytowego ztoza magnetycznego selektywnie
wigzacego kwasy nukleinowe. Specjalnie dobrany sktad buforéw wigzacych i ptuczacych
mrozonej. Izolowany DNA nie ulega fragmentacji w trakcie procesu oczyszczania. Brak
inhibitorow reakcji nastepczych pozwala na bezposrednie zastosowanie oczyszczonych
kwaséw nukleinowych w innych technikach biologii molekularnej, takich jak:

e reakcja PCR

e sekwencjonowanie DNA zautomatyzowane i
manualne

o defosforylacja

o fosforylacja

e ligacja

e badanie oddziatywan DNA-biatko

e trawienie enzymami restrykcyjnymi.

Ztoza magnetyczne w odréznieniu od standardowych zt6z stosowanych do izolagji i
oczyszczania DNA umozliwiaja petng automatyzacje tego procesu. Procedura nie wymaga uzycia

specjalistycznego sprzetu takiego jak wiréwka lub pompa prézniowa.

Protokoét izolacji DNA z krwi pobranej na EDTA:
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Novabeads DNA purification system

W skiad zestawu wchodza:

Czastki magnetyczne — Magnetic Particles
Bufor do lizy - Lysis Buffer

Bufor do wigzania — Binding Buffer

Bufor do ptukania - PreWash Buffer
Bufor do ptukania - Wash Buffer

Bufor do elucji - TE Buffer
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Zestaw nie zawiera:
1. Statywu magnetycznego
2. 80% etanolu.

UWAGA! Przed przystgpieniem do pracy nalezy doktadnie wymieszac wszystkie bufory
i czgstki magnetyczne oraz zapoznac sie z protokotem reakgji..

Protokét izolacji genomowego DNA z krwi $wiezej lub mrozone;j:

1. Do 100 pl krwi lub 50 pl lizatu erytrocytarnego doda¢ 400 pl Lysis Buffer, nastepnie

mieszanine doktadnie zworteksowac. Inkubowaé¢ 5-10 min w temp. pokojowej.(*)

2. Po zakonczeniu inkubacji doda¢ 100 pl Binding Buffer (**). Zawartos¢ probowki bardzo

doktadnie zworteksowac.

3. Doda¢ 10 ul Magnetic Particles (czastek magnetycznych). Zawartos¢ probowki doktadnie

zworteksowac. Inkubowaé 5-10 min w temp. pokojowe;.

4. Probowke umiesci¢ w statywie magnetycznym, a nastepnie po zebraniu sie czgstek

magnetycznych odrzuci¢ supernatant.

5. Do czastek magnetycznych doda¢ 1 ml PreWash Buffer. Zawartos¢ probowki wymieszac
przez kilkukrotne jej odwrdcenie (nie worteksowac!). Miesza¢ nalezy do chwili catkowitego

oderwania sie czastek od powierzchni probowki.

6. Probéwke umiescic w statywie magnetycznym, po zebraniu sie czastek magnetycznych

odrzuci¢ supernatant.

7. Do czastek magnetycznych doda¢ 1 ml PreWash Buffer. Zawarto$¢ probdéwki wymieszaé
przez kilkukrotne jej odwrécenie. Miesza¢ nalezy do chwili catkowitego oderwania sie czgstek

od powierzchni probéwki (nie worteksowac!). Inkubowaé 5 min w temp. pokojowe;j.

8. Probéwke umiescic w statywie magnetycznym, po zebraniu sie czastek magnetycznych

odrzuci¢ supernatant.

9. Do czastek magnetycznych doda¢ 1 ml Wash Buffer. Zawartos¢ probowki wymieszac przez

kilkukrotne jej odwrdcenie. (nie worteksowac!)
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10. Probowke umiesci¢ w statywie magnetycznym, po zebraniu sie czgstek magnetycznych

odrzuci¢ supernatant.

11. Do czastek magnetycznych doda¢ 1 ml 80% etanolu. Zawartos¢ probdwki wymieszac¢ do
catkowitego oderwania czastek magnetycznych od scianki probéwki (nie worteksowad!).

Inkubowaé 1 min.

12. Probowke umiesci¢ w statywie magnetycznym, po zebraniu sie czastek magnetycznych

odrzuci¢ supernatant.

13. W celu usuniecia pozostatosci etanolu otworzy¢é probdéwki i odwrdci¢ statyw nastepnie

postawi¢ w tej pozycji na bibule przez ok. 5 min.

14. Czastki magnetyczne zawiesi¢ przez worteksowanie w 50l TE Buffer. Mieszanine inkubowaé
w temp. 65°C przez 5 min/ 800 rpm, a nastepnie przy otwartej probéwce w temp. 65°C przez 5

min/ 800 rpm.

15. Supernatant przenies¢ do nowej probdéwki maksymalnie oczyszczajac go z czagstek

magnetycznych.

Uzyskany DNA przechowywaé¢ w temp. -20°C. W przypadku dtugotrwatego przechowywania

zalecamy przechowywanie w temp. -70°C.

* Przed przystgpieniem do izolacji zalecamy dodanie 20ul 0,5M EDTA pH 8.0 na kazde 100ul
krwi i doktadne zworteksowanie mieszaniny. Krew po zmieszaniu z Lysis Buffer powinna mie¢
intensywnie czerwono-wisniowy transparentny kolor. W przypadku izolacji DNA z lizatu
erytrocytarnego warunkiem przeprowadzenia prawidtowej izolacji jest catkowite rozpuszczenie

koagulatu biatkowego w Lysis Buffer.

** Warunkiem przeprowadzenia prawidtowej izolacji jest catkowite rozpuszczenie koagulatu
biatkowego, ktéry pojawia sie po dodaniu Binding Buffer. Zawarto$¢ probowki nalezy

wymieszac¢ pipetujgc a nastepnie bardzo doktadnie zworteksowac.

Uwaga! Krew jest tkankga bardzo niejednorodng. W przypadku postepujgcego procesu
chorobowego jej sktad ulega znacznej zmianie. llo§¢ DNA uzyskanego w procesie izolacji
zalezy przede wszystkim od llosci leukocytow, ktéra nawet u zdrowych oséb jest zmienna i
wzrasta na przyktad w wyniku wysitku fizycznego, czy w okresie cigzy lub zmienia sie w
czasie postepujgcego procesu chorobowego. U osoby zdrowej mozliwe jest uzyskanie do 2ug
DNA ze 100ul krwi obwodowej (pobranej na EDTA). ilo§¢ DNA uzyskanego w trakcie izolaciji

moze by¢ bardzo zréznicowana.
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W przypadku znacznej leukopenii, aby uzyska¢ dostateczng ilos¢ DNA do badanh zalecamy
wydtuzenie czasu lizy i wigzania z czastkami magnetycznymi do 10 -15 min oraz zmniejszenie
ilosci buforu do lizy Lysis Buffer do 250 ul z 400ul oraz proporcjonalnie buforu do wigzania

Binding Buffer.
Najczesciej pojawiajgce sie problemy podczas procesu izolacji i sposoby ich rozwigzania:

1. Eluat zabarwiony na kolor pomaranczowy lub czerwony, zanieczyszczenie eluatu
hemem:
e nadmierna hemoliza na etapie lizy komoérkowej — nalezy skréci¢ czas lizy
komorek.
e niedostateczne ptukanie w Prewash Buffer — nalezy ptuka¢, az do momentu

oderwania sie wszystkich czgstek od scianki probowki.

2. Niski stosunek OD 260/280nm
e niedostateczne ptukanie w Prewash Buffer — nalezy ptukaé, az do momentu
oderwania sie wszystkich czgstek od $cianki probdéwki.
e zanieczyszczone zatyczki probowek. W czasie ptukania nalezy pamieta¢ o
dokfadnym usunigciu roztwordw ptuczacych z zatyczek probdéwek.

¢ Niewystarczajgce zworteksowanie mieszaniny po podaniu Binding Buffer.

3. Etanol w eluacie.

o wydtuzy¢ czas drugiego etapu elucji do 10 min.

4. Niska wydajnosc¢ reakgciji.
o Zbyt krotki czas inkubacji na etapie lizy komoérkowej - wydtuzy¢ czas lizy do 15

min.

5. Agregowanie czgstek magnetycznych na etapie plukan. Niewystarczajgce

zworteksowanie mieszaniny po podaniu Binding Buffer.

Aby zapobiec parowaniu i krystalizacji odczynnikéw, zlecamy zabezpieczenie parafilmem
butelek z buforami po kazdej izolagji.

Warunki przechowywania: +4°C
Lot nr
Exp. date

UWAGA! Pewne skfadniki buforow moga dziata¢ silnie draznigco. Podczas pracy ze wszystkimi zwigzkami
chemicznymi nalezy przestrzega¢ ogdlnie obowigzujacych przepiséw BHP. Ten produkt zostat zaprojektowany
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i wykonany wyfacznie do celéw badawczych. Nie zostat przetestowany w kierunku zastosowania do celdw
diagnostycznych i do bezposredniej produkcji lekdw oraz do celéow zwigzanych z produkcja lekow.
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