[image: image1.png]



Návod k použití

BAG EXTRA-GENE I

souprava pro izolaci genomické DNA

50 extrakcí

katalogové číslo 7059
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1.


Popis výrobku
EXTRA-GENE je souprava pro rychlou izolaci genomické DNA bez použití organických rozpouštědel. Souprava obsahuje reagencie pro izolaci 50 jednotlivých vzorků.

Izolace je založena na selektivní lýze červených krvinek, následujícím krokem je detergenční rozložení  po kterém následuje vysolení proteinů z roztoku [1] a purifikace DNA precipitací. Za méně než 60 minut se takto získá DNA bez nutnosti připravovat jakákoli činidla či roztoky. 

Index purifikace R (extinkční koeficient OD260/OD280) 1,6 < R < 2,0 je dostatečný pro použití DNA v enzymatických reakcích [2].

Inhibitory amplifikace, např. železo z hemoglobinu [3], jsou touto reakcí efektivně odstraněny. Pokud se izolovaná DNA aplikuje dále v PCR, měla by být použita EDTA nebo citrátová krev, neboť heparin značně brzdí amplifikaci [4]. Výtěžek je  přibližně 5-30μg DNA s vysokou molekulovou hmotností z  500μl celkové krve s normálním obsahem leukocytů (viz kapitola 3.3). Soupravou BAG EXTRA-GENE je možné získat DNA také z buněčných kultur nebo z purifikovaných lymfocytů. Bez další purifikace je možno získanou DNA využít v restrikčních analýzách (RLFP), PCR nebo pro Southern Blot.

2. 

Materiál:

2.1.

Obsah soupravy
	Roztok 1
	Solution 1
	pufr na lýzi erytrocytů
	2x
50 ml

	Roztok 2
	Solution 2
	extrakční pufr
	1x
10 ml

	Roztok 3
	Solution 3
	reagencie na precipitaci proteinů
	2x
10 ml

	návod k použití


2.2.

Další potřebný materiál a vybavení

SYMBOL 168 \f "Symbol" \s 12 \h

reakční zkumavky; 1.5 ml / 2.0 ml; sterilní

SYMBOL 168 \f "Symbol" \s 12 \h 
pipety (20 µl- 1000 µl)

SYMBOL 168 \f "Symbol" \s 12 \h 
centrifuga (alespoň 13.000 rpm)

SYMBOL 168 \f "Symbol" \s 12 \h 
termoblok (56°C), nebo vodní lázeň

SYMBOL 168 \f "Symbol" \s 12 \h 
vortex

SYMBOL 168 \f "Symbol" \s 12 \h 
etanol 96%

SYMBOL 168 \f "Symbol" \s 12 \h 
etanol 70%

SYMBOL 168 \f "Symbol" \s 12 \h 
destilovaná voda, sterilní


2.3

Skladování a trvanlivost
Veškeré reagencie by měly být skladovány při teplotě 2...8°C. Datum exspirace je vyznačeno na obalu.

3.


Provedení testu

3.1

Příprava

Roztok 2 / Solution 2 se při skladovacích podmínkách zakalí. To však neznamená snížení kvality. Před použitím rozpusťte sraženiny inkubací při 37°C. Extrakce DNA je optimalizována pro objem krve 500 - 600 µl na jednu izolaci. Pokud je to možné, nepoužívejte větší, ani menší množství krve. Pokud požadujete větší množství DNA, proveďte několik paralelních izolací. Pro použití DNA pro PCR pracujte pouze s EDTA, nebo citrátovou krví!

Pokud jako materiál používáte purifikované leukocyty, či lymfocyty, nebo buňky z buněčných kultur zahajte extrakci u značky SYMBOL 196 \f "Wingdings" (resuspendace sedimentu). Použijte maximálně 107 buněk na jednu extrakci.



3.2 izolace DNA 

· Přidejte 900 µl Roztoku 1 /  Solution 1 k 0.5 - 0.6 ml krve v 1.5 ml reakční zkumavce a krátce protřepejte. 

· Centrifugujte 1 minutu při 8000 rpm.

· Odstraňte supernatant a rozpusťte sediment 1 ml  Roztoku 1 / Solution 1.
· Centrifugujte 1 minutu při 8000 rpm.

· Odstraňte supernatant a 

· resuspendujte sediment leukocytů v 240 µl destilované vody.
· Přidejte 
120 µl Roztoku 2 / Solution 2 a promíchejte, nebo vortexujte dokud se roztok nepročistí.

· Přidejte 120 µl Roztoku 3 / Solution 3. 
Intenzivně vortexujte a inkubujte  5 minut při pokojové teplotě.

· Centrifugujte 5 minut při 13 000 rpm.

· Přeneste supernatant do nové 1,5 ml reakční zkumavky.

· Přidejte 120 µl Roztoku 3 / Solution 3. 
Intenzivně vortexujte a inkubujte 5 minut při pokojové teplotě. 

· 
Přeneste supernatant do nové reakční zkumavky.

· Přidejte 1 ml 96% etanolu  promixujte jemným převracením zkumavky.

· Centrifugujte 2 minuty při 13 000 rpm.

· Opatrně odstraňte supernatant a  k sedimentu přidejte 1 ml  70% etanolu a krátce promíchejte.  

· Centrifugujte 2 minuty při 13 000 rpm.

· Opatrně odstraňte supernatant. Položte otevřenou reakční zkumavku otvorem dolů na filtrační papír a nechte  schnout přibližně 5 minut.

· Rozpusťte DNA pelet v 100 μl destilované sterilní vody. Resuspendujte pomocí pipety. Pokud je kompletní rozpuštění DNA problematické ohřejte roztok na 56°C na dobu 10ti minut. Pokud je potřeba, určete koncentraci a čistotu DNA.

·  Použijte DNA pro další testy, nebo skladujte při teplotě ( -20°C.

3.3 
Určení čistoty a koncentrace DNA
Určení koncentrace a čistoty není při normálním počtu leukocytů nezbytné. Z 500 - 600 µl krve je v tomto případě získáno přibližně 5-10 µg DNA. Při odlišných počtech leukocytů lze odhadnout množství získané DNA dle následující tabulky:

	průměrný počet leukocytů

x103 na µl (přibližně)
	2
	3
	5
	10
	20
	30

	zisk DNA

v µg (přibližně)
	1-5
	2-8
	5-10
	10-20
	20-40
	30-60


Pro počty leukocytů >30x103 / µl použijte poloviční množství krve.

Koncentraci DNA lze změřit pomocí měření absorpce při 260 nm. Pro genomickou (dvouvláknovou) DNA lze odvodit koncentraci podle vzorce: 1 OD260 = 50 µg/ml

Použitím měření při 260 a 280 nm lze určit stupeň čistoty DNA. Čistá DNA má poměr OD260 / OD280  mezi 1.6 a 2.0. Vyšší hodnoty znamenají příměs RNA, nižší hodnoty kontaminaci proteiny. 

4.
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5.     Vysvětlení symbolů IVD
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	teplota skladování / 

Storage temperature
	LOT
	číslo šarže / Batch code



	[image: image3.png]



	použijte do / Use by
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