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Syngen Blood/Cell DNA Maxi Kit

Zawarto$¢ opakowania i warunki przechowywania

Syngen Blood/Cell DNA Maxi SY221030 SY221031
Kit

Liczba izolacji 10 24
Bufor DLK 110 ml 265 ml
Bufor DP1 33ml 88 ml
Bufor DP2 20ml 40 ml
Bufor DE 30 ml 60 ml
Kolumna DK Maxi 10 szt. 24 S7t.
Probdéwki so ml 10 szt. 24 szt.
Proteinaza K 11 mgx10 11 Mg x24

Kolumny DK Maxi, a takze wszystkie roztwory poza
rozpuszczong proteinaza K, powinny by¢ przechowywane
w temperaturze pokojowej (15-25°C), chyba Ze na butelce
okreslono inaczej.

Proteinaze K po rozpuszczeniu nalezy przechowywaé w
4°C.

Sprzet i odczynniki potrzebne do wykonania procedury, a
niedostarczone z zestawem

Do wszystkich protokotow:

- Etanol (96-100%)

- Probéwki 5o ml

- Statyw

- Sterylne koncéwki do pipet (najlepiej z filtrem)

- Pipety automatyczne nastawne

- Wiréwka z rotorem wychylnym

- Worteks

- Inkubator, taZznia wodna lub blok grzejny na 60°C
- Piec prézniowy na 70°C (w niektérych sytuacjach)
- PBS (w niektérych sytuacjach)

-RNaza 100 mg/ml (opcjonalnie)

Przygotowanie odczynnikéw przed pierwszym uzyciem
Proteinaza K

Proteinaza Kjest dostarczana w postaci liofilizowanej. Aby
przygotowad porcje roztworu roboczego, probdéwke
zawierajaca liofilizat proteinazy K nalezy krotko zwirowac,
doda¢

e 500 plwody destylowanej (czystosci do PCR) —do

probéwkiz11 mg

Nastepnie zamkng¢ probéwke i doktadnie wymieszaé, az
do catkowitego rozpuszczenia. Po rozpuszczeniu roztwér
roboczy proteinazy K nalezy przechowywaé w
temperaturze 4°C.

Bufory ptuczace

Bufory ptuczace DP1 i DP2 sg dostarczane jako
koncentraty. Przed pierwszym uzyciem dodaj do nich
odpowiednig ilos¢ etanolu (96-100%) i starannie
wymieszaj.

Ponizsza tabela przedstawia sposéb przygotowania
buforéw ptuczacych.

Syngen Blood/Cell DNA Maxi SY221030 SY221031
Kit

Liczba izolagji 10 24
Objetosé etanolu, jaka nalezy 12 ml 32 ml
dodac do koncentratu buforu

ptuczacego DP1

Objetosc etanolu, jakg nalezy goml 160 ml
dodac do koncentratu buforu

ptuczgcego DP2

Bufory DP1 i DP2 po dodaniu etanolu powinny by¢
szczelnie zamkniete i przechowywane w temperaturze
pokojowej. Przed rozpoczeciem procedury zawsze
wymieszaj rozpuszczone bufory przez obrécenie butelki
kilka razy.

Materiat wyjsciowy

[lo$¢ materiatu na 1 izolacje: 3-10 ml Swiezej lub mrozonej
krwi lub 1x10® komorek.

Probki petnej krwi podczas pobierania powinny byc
zabezpieczone przed koagulacja. W tym celu nalezy
zastosowaé antykoagulant — EDTA lub cytrynian.
Heparyna jest réwniez dozwolona, jednak nie zalecamy jej
stosowania, gdyz nawet $ladowe jej iloéci po przedostaniu

sie do eluatu moga stacsie inhibitorem reakcji PCR.

Kozuszek leukocytarny to potoczna nazwa biatego osadu
powstajgcego na granicy osocza i komérek opadajacych w
stojacej nieruchomo probéwce po pobraniu krwi. Frakcja
ta jest bogata w WBC, gtéwnie leukocyty. Zastosowanie
do izolacji 10 ml kozuszka leukocytarnego zamiast 10 ml
petnej krwi zwieksza okoto 10-krotnie wydajnos¢ izolagji
DNA. Aby przygotowal kozuszek leukocytarny, krew
pobrang na antykoagulant mieszamy z s5-krotnie wiekszg
objetoscig buforu RLE, przy czym objetos¢ krwi musi by¢
taka, zeby ilos¢ komarek nie przekraczata 1x10%. Nastepnie
Inkubujemy przez 10 minut na lodzie mieszajac co jakis
czas przez odwrécenie probowki, wirujemy z predkoscig
3500-4500 X g przez 1-2 minuty w temperaturze
pokojowej i usuwamy supernatant. Powstaty biato-rézowy
osad WBC ma wystarczajgca czystos¢ do izolacji DNA.
Zawieszamy go w10 ml PBS i stosujemy jako probke.

Komérki z hodowli przygotowuje sie do izolacji poprzez
zebranie i przemycie w PBS. Komérki rosngce w zawiesinie
nalezy odwirowac i zawiesi¢ w PBS. Komorki rosnace w
monowarstwie nalezy zebra¢ przy pomocy trypsyny lub
zeskroba¢ z powierzchni, odwirowac i zawiesi¢ w PBS. W
kazdym przypadku zalecamy doktadne okreslenie ilosci
komorek.

llosé komaorek rosngcych w monowarstwie mozna okresli¢
na podstawie powierzchni hodowli. Nalezy przyjaé, ze 1
cm? hodowli zawiera od 1x10° do 1,5 x10° komérek.

Zanim zaczniesz

1. Do buforéw DP1 i DP2 dodaj odpowiednig ilos¢
96-100% etanolu.
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2.
3.
4.

Przygotuj roztwor proteinazy K.
Nastaw inkubator na 60°C.
Podgrzej bufor do elucji do 60°C.

PROTOKOL 1
IZOLACJA DNA Z KRWI PEENE] | KOZUSZKA
LEUKOCYTARNEGO

10.

W 50 ml probdéwce (nie dostarczono) umiesé
maksymalnie 10 ml prébki i dodaj 500 pl
proteinazy K. Zamknij probéwke i wymieszaj na
worteksie.

Probki o objetosci mniejszej niz 10 ml
powinny zosta¢ dopetnione przy uzyciu PBS
do objetosci1o ml.

Dodaj 10 ml buforu DLK, zamknij probéwke i
wymieszaj pulsacyjnie na worteksie.

Nie dodawaj proteinazy K bezposrednio do
buforu DLK.

Inkubuj prébke przez 15 minut w temperaturze
60°C

Podczas inkubacji obré¢ prébke 3-5 krotnie.

Opdja: trawienie RNA. Jezeli potrzebujesz DNA
wolne od RNA, po inkubadji dodaj 80 pl RNazy A
100 mg/ml (nie dostarczono), zamknij wieczko i
wymieszaj. Inkubuj przez 10 minut w
temperaturze pokojowej.

Do prébki dodaj 10 ml etanolu, zamknij
probéwke i wymieszaj na worteksie. Jesli pojawi
sie osad, sprébuj rozpuscic go pipetujac.

Umies¢  kolumne DK Maxi w probdwce
wiréwkowej 50 ml (nie dostarczono). Przenies 15
ml prébki wraz z ewentualnym osadem na
kolumne DK Maxi. Zamknij wieczko.

Wiruj przez 3 minuty z predkoscig 4.000-6.000 x
g. Odrzu¢ supernatant, a kolumne przenie$ z
powrotem do tej samej probéwki.

Przenies reszte prébki na kolumne. Zamknij
wieczko i wiruj przez 3 minuty z predkoscig
4.000-6.000 x g. Odrzué supernatant, a kolumne
przenie$ z powrotem do tej samej probdwki.

Na kolumne przenie$ 4 ml buforu DP1. Zamknij
wieczko i wiruj przez 3 minuty z predkoscig
4.000-6.000 x g. Odrzué supernatant, a
kolumne przenies z powrotem do tej samej
probéwki.

Na kolumne przenie$ 7 ml buforu DP2. Zamknij
wieczko i wiruj przez 15 minut z predkoscig
4.000-6.000 x g. Odrzué supernatant, a
kolumne przenies z powrotem do tej samej
probéwki.

11.

12.

13.

|:> Upewnij sie, czy na kolumnie po wirowaniu

nie pozostat bufor. By¢ moze bedzie
potrzebne dodatkowe wysuszenie kolumny
poprzez —umieszczenie jej w  piecu
prézniowym w temperaturze 70°C na 3
minuty.

Przenies kolumne do nowej 50 ml probdwki
(dostarczono).

Na s$rodek membrany dodaj 0,75-1,5 ml
uprzednio podgrzanego buforu do elucji DE i
inkubuj w RT przez 5 minut. Zamknij wieczko.

Jesli zajdzie potrzeba otrzymania wyzszej
wydajnosci izolacgji DNA, powtérz krok

elugi (1.).

Wiruj przez 2 minuty z predkoscig 4.000 x g.

PROTOKOL 2
1ZOLACJA DNA Z HODOWLI KOMORKOWYCH

W 50 ml probéwce (nie dostarczono) umiesé
maksymalnie  1x10®°  komoérek.  Zamknij
probéwke. Wiruj przez 5 minut z predkoscig
4.000-6.000 X g.

2. Zawie$ komérkiw1o ml PBS.
3. Kontynuuj Protokét 1 do izolagii DNA z krwi
petnej od punktu 4.
Producent
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