ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o.

. ®
Rokycanova 4437/5
\P E I I sa bet h 615 00 Brno-Zidenice, Ceska republika
h 1C: 26258412, DIC: C226258412
- armacon Tel.:  +420542213 851
_/ E-mail: info@elisabeth.cz
www.elisabeth.cz A

EliGene® Blood DNA Isolation Kit
Navod k pouziti

Skladovani:

Kat. Cislo Velikost baleni
411050 50 izolaci

Vsechny reagencie a komponenty kitu museji byt prepravovany pfi pokojové teploté (15 -
30 °C). Proteindza K musi byt po pfepravé skladovana pfi 2 - 8 °C. Pfi dodrzeni téchto

skladovacich podminek si kit plné udrzi svou aktivitu, dokud neubéhne expiracni doba

uvedena na kitu.
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’
Uvod

EliGene® Blood DNA Isolation Kit je navrZzeny pro rychlou izolaci genomické a mitochondridlni DNA z lidské
krve (Cerstvé, zmrazené nebo skladované pfi 4 °C) a buffy coat. V pritomnosti detergentu a proteinazy
K jsou bunky lyzovany a proteiny denaturovany. V pfitomnosti chaotropniho ¢inidla je DNA vazana na spin
filtr, promyta a eluovana v TRIS-HCI pufru bez EDTA. DNA je pfipravena k pouZiti vPCR, gPCR a
sekvenovani.

PoZadavky na vybaveni

Mikrocentrifuga (12,000 x g)

Vortex

Termostat/Termoshaker

Stojan pro mikrocentrifugaéni zkumavky
Pipety: 20 — 700 pl

Obsah kitu

Lysis Buffer B1 12 ml
Binding Buffer B2 12 ml
Wash Buffer B3 27 ml
Wash Buffer B4 27 ml
Elution Buffer S5 12 ml
Proteinase K (20 mg/ml) 1ml
Spin Filters (Units in 2 ml Tubes) 50 ks
2 ml Collection Tubes 100 ks
1.5 ml Lysis Tubes 50 ks

Preventivni opatreni

Pfi pouZivani produktu prosim pouZivejte ochranné rukavice a vyhnéte se kontaktu reagencii s klzi.
V pripadé kontaktu reagencii s k(Zi omyjte zasazené misto proudem tekouci vody. Zabrarte poziti. V
pripadé kontaktu nebo nahodného poziti nahlédnéte do MSDS protokolu.

Reagencie oznacené jako hoflavé uchovavejte v bezpeéné vzdalenosti od otevieného ohné a jisker.

UPOZORNENI: Binding Buffer B2, Wash Buffer B3 a Wash Buffer B4 jsou hoflavé.
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Podrobny izolacni protokol

Dtirazné doporucujeme prostudovat si nasledujici informace pfed prvnim pouzitim EliGene® Blood DNA
Isolation Kitu.

DuleZita upozornéni pred pouzitim
Prosim noste rukavice po cely cas prace s kitem.
Pokud je v Lysis Buffer B1 precipitat, zahfejte lahev s pufrem na 50 °C a rozpustte ho.

Pro efektivni eluci DNA ze spin filtru do Elution Buffer B5 je klicové odstranéni zbytkového etanolu
ze spin filtru.

1. Napipetujte 200 pl pIné krve do 1,5 ml Lysis Tube (soucasti baleni) a pfidejte 20 ul proteindzy K.
Pozndamka: Proteindza K rozkladd bunécnou sténu a umozZnuje lyzu buriky. Inkubace neni potfebnd.

2. Pridejte 200 pl Lysis Buffer B1 a vortexujte 15 sekund.
Poznamka: Lysis Buffer B1 je lyzujici ¢inidlo obsahujici chaotropni soli a neionizujici detergent.

3. Inkubujte vzorek 15 minut pfi 65 °C a kratce stocte, abyste odstranili roztok z vicka zkumavky.
Pozndmka: Teplo napomdhd denaturaci proteind a lyze.

4. Pridejte 210 pl Binding Buffer B2 a vortexujte 15 sekund. Kratce stoCte, abyste odstranili roztok
z vicka zkumavky.
Poznamka: Binding Buffer B2 obsahuje propanol a chaotropni soli, které poskytuji optimalni podminky
pro vazbu DNA.

5. Premistéte cely lyzat (630 pl) do spin filtru a centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.
Poznamka: DNA prilne diky chaotropnim solim k silikonové membrdné spin filtru. Tekutd sloZka
prochdzejici skrz membrdnu obsahuje nenavdzany bunécny materidl jako denaturované proteiny a
RNA.

6. Premistéte spin filtr do nové 2 ml Collection Tube (soucasti baleni).

7. Pridejte 500 pl Wash Buffer B3 do spin filtru. Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.
Pozndmka: Wash Buffer B3 je promyvaci roztok, ktery procisti DNA navdzanou na spin filtru od
necistot.

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

9. Pfidejte 500 pl Wash Buffer B4 do spin filtru. Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.
Pozndmka: Wash Buffer B4 je promyvaci roztok na bdzi etanolu, ktery prolisti DNA navdzanou na spin
filtru od zbylych necistot. Odstrariuje vsechny zbytkové necistoty soli.
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10. Vyjméte spin filtr a odstrante roztok. Poté umistéte spin filtr zpatky do stejné 2 ml Collection Tube.
11. Pro vysuseni membrany spin filtru znovu centrifugujte 2 minuty pfi 12 000 x g.
Pozndmka: Membrdna spin filtru je zcela vysuSena od etanolovych zbytkt pro zvyseni vytéZnosti DNA
v eluénim kroku.

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

13. PFidejte 100 pl Elution Buffer B5.
Poznamka: Pro zvyseni vytéZnosti inkubujte 5 minut pfi 65 °C.

14. Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.

15. Vyjméte spin filtr. Genomicka DNA je nyni pfipravena k pouZiti pro dalsi aplikace.
Pozndmka: Elution Buffer B5 je 10 mM Tris. Uvolriuje DNA z filtru a ta prechdzi do 2 ml Collection
Tube. DNA je uvolnéna kvdili nepritomnosti soli a etanolu.

Vytvoreno: PEBI Navod k pouziti EliGene Blood DNA Isolation Kit
Misto ulozeni: https://www.elisabeth.cz/produkt-EliGene-blood-dna-isolation-kit.html
Tento dokument je majetkem ELISABETH PHARMACON, spol. s . 0. Je urcen ke zvefejnéni. Verze: 260218-01

Soubor stazen: 06.05.2024 20:31 online uzivatel Strana 4z 7



ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o.

®
H Rokycanova 4437/5
E I l sa bEt h 615 00 Brno-Zidenice, Ceska republika

Pharmacon IC: 26258412, DIC: CZ26258412

Tel.:  +420542213 851
E-mail: info@elisabeth.cz
www.elisabeth.cz

Strucny izolacni protokol

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Napipetujte 200 ul pIné krve do 1,5 ml Lysis Tube a pfidejte
20 pl proteinazy K.

Pridejte 200 pl Lysis Buffer B1 a vortexujte 15 vtefin.

Inkubujte vzorek 15 minut pfi 65°C a kratce stocte, abyste
odstranili roztok z vicka zkumavky.

Pfidejte 210 pl Binding Buffer B2 a vortexujte 15 vtefin.
Kratce stoCte, abyste odstranili roztok zvicka
zkumavky.

Premistéte cely lyzat (630 pl) do spin filtru a centrifugujte 1
minutu pfi 10 000 x g.

Premistéte Spin Filtr do nové 2 ml Tube.

Pfidejte 500 pl Wash Buffer B3 do spin filtru.
Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.

Vyjméte spin filtr a odstrafite roztok. Poté umistéte
spin filtr zpatky do stejné 2 ml Collection Tube.

Pfidejte 500 pl Wash Buffer B4 do spin filtru.
Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.

Vyjméte spin filtr a odstrante roztok. Poté umistéte
spin filtr zpatky do stejné 2 ml Tube.

Pro vysuSeni membrdany spin filtru znovu centrifugujte 2
minuty pfi 12 000 x g.

Opatrné vyjméte spin filtr a pfemistéte ho do nové 2
ml Collection Tube.

Pridejte 100 pl Elution Buffer B5. Centrifugujte 1
minutu pfi 10000 x g

Vyjméte spin filtr. Genomickd DNA v2 ml Tube je
pfipravena k pouziti pro dalsi aplikace.

ﬂﬂﬁ*—@m*}fGﬂEﬁ?mT

K 200 pl krve pfidejte:

200 pl Lysis Buffer B1

20 pl proteinazy K.

Inkubujte 15 minut pfi 65 °C.

Pridejte 210 ul Binding
Buffer B2 a premistéte cely
lyzat do spin filtru.

Promyjte s 500 pl Wash Buffer
B3.

Promyjte s 500 pl Wash Buffer
B4.

Eluujte DNA do 100 pl Elution
Buffer B5.
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Reseni probléma

Ucpavani silikonového spin filtru

Pokud dodrZujete doporuceni uvedena vtomto manuadlu, silikonovd membrana by se neméla ucpavat.
Presto uvadime feseni nejcastéjsich pticin ucpavani membrany:

Nedokoncend lyza bunék. Pfesvédite se, Ze jste po pridani Lysis Buffer B1 smés dostatecné
zvortexovali a nezapomnéli jste ptidat proteindzu K. DuleZité je také spravné nastaveni teploty.
NepouZivejte vice nez 200 pl lidské krve. Pro ostatni Zivocisné druhy zaénéte s 50 — 100 ul krve
roziedéné PBS pufrem do 200 pl.

Krev musi byt oSetfena antikoagulanty pro zamezeni tvorby krevnich srazenin. NepouzZivejte spin
filtr na srazenou krev. Pokud se vam v krvi vytvofily srazeniny, odstrante je ze vzorku a pouzijte
pouze tekutou ¢ast.

Nizka vytéznost DNA

Priimérnd vytéZnost z 200 pl lidské krve je pfiblizné 4 ug DNA. VytéZznost DNA muZe byt nizsi, pokud byla
DNA skladovana dlouhou dobu nebo opakované zmrazovana a rozmrazovdna. Pokud mate problémy
s nizkou vytéznosti, zkontrolujte také ndasledujici body:

Nedostatecnd lyza bunék. Presvédcte se, Ze jste po pridani Lysis Buffer B1 smés dostatecné
zvortexovali a nezapomnéli jste pridat Proteindzu K.

Dulezité je spravné nastaveni teploty pro lyzu.

Nemichavejte spolu proteindzu K a Lysis Buffer B1 pred pouzitim.

Nepreskakujte krok odstranéni zbytkového etanolu ze spin filtru. Je to kli¢ovy krok pro efektivni
eluci DNA ze spin filtru do Elution Buffer 5.

DNA ma nizky pomér A260/280

Pomér A260/280 pro Cistou DNA by se mél pohybovat vrozmezi 1,7 — 1,9. Pomér nizsi neZ 1,6 mUze
poukazovat na zneciSténi DNA proteiny. Mate-li problémy s nizkym pomérem A260/280 zkontrolujte
nasleduijici:

Pfesvédcte se, Ze jste nejprve pouzili Wash Buffer B3 a aZ nasledné Wash Buffer B4
Pouzivate-li Nanodrop, pouZivejte jako blank Elution Buffer B5.

DNA vyplavala z jamek pfi nanaseni na gel

e Ve vzorku zlstaly zbytky Wash Buffer B4. Nepreskakujte krok odstranéni zbytkového etanolu ze spin
filtru. Zaroven muizZete prodlouZit dobu vysouseni centrifugaci na 1 — 2 minuty.
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Koncentrovani DNA

Findlni mnoiZstvi eluované DNA je 100 pl. DNA muZe byt koncentrovana pridanim 4 pl 5M NaCl a
pfevracenim zkumavky 3 — 5krdt k promichani. Poté pfidejte 400 pl 100% studeného etanolu, opét
pfevracenim zkumavky 3 — 5krat promichejte a centrifugujte 15 minut pfi 12 000 x g a pokojové teploté.
Odstranite supernatant a promyjte DNA pelet 70% etanolem. Zbyly etanol nechejte odpafit pomoci
exsikatoru a resuspendujte DNA na pozadovany objem pomoci PCR vody nebo pufru.

Vyrobce:

ELISABETH PHARMACON, spol. sr. o.

Rokycanova 4437/5, Brno-Zidenice 615 00

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