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Syngen Fungi
DNA Mini Kit
Zestaw do izolacji catkowitego DNA z prébek:

- kultur tkankowych grzybow
- kultur tkankowych drozdzy
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

Dziekujemy za wybdr zestawu serii Syngen DNA i okazane nam
zaufanie. Produkty serii Syngen DNA to wysokiej jakosci zestawy
odczynnikow do izolacji catkowitego DNA z szerokiej gamy probek takich
jak tkanki, komorki, krew, ptyny ustrojowe, bakterie, grzyby, rosliny i inne.
Zastosowana technologia wykorzystuje technike chromatografii na ztozu
krzemionkowym zamknietym w membranie kolumienki. Uzyskany DNA
odznacza sie wysokg czystoscig, wymagang do zastosowan miedzy
innymi w technikach real-time PCR i microarray.

Niniejsza instrukcja dla uzytkownika zawiera szczegotowe wytyczne
dotyczgce stosowania zestawu Syngen Fungi DNA Mini. Rozdziaty
wstepne pomogg uzytkownikowi przygotowac sie do wykonania procedur
opisanych w dalszych rozdziatach. Zalecamy uwazne przeczytanie catej
instrukcji przed przystgpieniem do pracy.

Przy uzyciu produktu powinna by¢ zachowana uwaga i ostroznosc.
Zalecamy uzytkownikom stosowanie sie do zasad GLP (Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej), a takze do zasad prowadzenia eksperymentéw z
rekombinowanym DNA. Miedzy innymi nalezy stosowac¢ fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne.

Aby uzyskac¢ wiecej informacji o substancjach niebezpiecznych, ktére
mogg byC zawarte w niektérych skfadnikach zestawéw, prosimy
przeczytaé Karty Charakterystyki Substanciji Niebezpiecznych (MSDS)
dostepne u producenta.

W przypadku pytan pozostajemy do Panstwa dyspozycji. Zyczymy
sukceséw w pracy z zestawami Syngen.

Zespot Syngen Biotech
Ograniczenia
Zestawy serii Syngen DNA sg przeznaczone wytgcznie do uzytku

laboratoryjnego. Nie bedg uwzgledniane zadne roszczenia wynikajgce z
uzycia zestawu do diagnozowania ludzi lub leczenia chorob.
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

Zawartos¢ zestawu

Syngen Fungi DNA Mini Kit SY242011
Liczba izolacji 100
Kolumienki FD 100
Proteinaza K — liofilizat 2x11mg
Litykaza — liofilizat 10 x 6 mg
Bufor myjgcy FDM 120 ml
Bufor lizujgcy FDL1 65 ml
Bufor lizujgcy FDL2 45 ml
Bufor wigzgcy FDW 30 ml
Bufor ptuczacy FDP1 — koncentrat 44 ml
Bufor ptuczacy FDP2 — koncentrat 20 ml
Bufor elucyjny FDE 15 ml
Probowki z kulkami (2 ml) 100
Probdéwki do ptukania 2 ml 200
Probowki do elucji 1,5 ml 100
Przechowywanie

Kolumienki FD, a takze wszystkie roztwory poza rozpuszczong

proteinazg K i rozpuszczong litykazg, powinny by¢ przechowywane w
temperaturze pokojowej (15-25°C), chyba ze na butelce okreslono

inacze.

Przechowywanie kolumienek FD w wyzszej

zabronione.

temperaturze

jest

Proteinaza K po rozpuszczeniu powinna by¢ przechowywana w +4°C.

Litykaza po rozpuszczeniu powinna by¢ przechowywana w —20°C.
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

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

Do wszystkich protokotow:
— Etanol (96-100%)
— Sorbitol, EDTA, 3-merkaptoetanol do sporzgdzenia buforu
— Probowki 1.5 ml (eppendorfki)
— Statyw
— Sterylne koncowki do pipet (najlepiej z filtrem)
— Pipety automatyczne nastawne
— Mikrowiréwka
— Worteks
— taznia wodna, blok grzejny lub termomikser na 30°C, pdzniej na
37°C
— Laznia wodna, blok grzejny lub termomikser na 60°C
— RNaza 100 mg/ml (opcjonalnie)

Przygotowanie odczynnikéw przed pierwszym uzyciem

Bufory ptuczace

Bufory ptuczace FDP1 i FDP2 sg dostarczane jako koncentraty. Przed
pierwszym uzyciem dodaj do nich odpowiednig ilos¢ etanolu (96-100%) i
starannie  wymieszaj. Ponizsza tabela przedstawia sposob
przygotowania buforéw ptuczacych.

Syngen Fungi DNA Mini SY242011
Objetos¢ etanolu, jakg nalezy dodac¢ do 44 ml 16 ml
koncentratu buforu ptuczgcego FDP1

Objetos¢ etanolu, jakg nalezy doda¢ do 20 ml 80 ml

koncentratu buforu ptuczgcego FDP2
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

UWAGA! Zawsze nalezy sprawdzi¢ informacje dotyczacg wymaganej
ilosci etanolu, umieszczong na butelce z koncentratem. W przypadku
wystgpienia rozbieznosci, wigzgca jest informacja na butelce.

Bufory FDP1 i FDP2 po dodaniu etanolu powinny byé szczelnie
zamkniete i przechowywane w temperaturze pokojowej. Przed
rozpoczeciem procedury zawsze wymieszaj rozpuszczone bufory przez
obrocenie butelki kilka razy.

Proteinaza K

Proteinaza K jest dostarczana w postaci liofilizowanej. Aby przygotowac
porcje roztworu roboczego 10 mg/ml, probowke zawierajgcg 11 mg
liofilizatu proteinazy K nalezy krétko zwirowac, doda¢ 1,1 ml wody
destylowanej (czystosci do PCR), zamkngc¢ i dokfadnie wymieszac, az do
catkowitego rozpuszczenia. Po rozpuszczeniu roztwér roboczy
proteinazy K nalezy przechowywaé w temperaturze +4°C.

Litykaza

Litykaza jest dostarczana w postaci liofilizowanej. 1 fiolka z 6 mg litykazy
jest przeznaczona na 10 izolacji. Aby przygotowacC porcje roztworu
roboczego, nalezy najpierw sporzgdzi¢ bufor do rozpuszczania:

- na 1 fiolke z litykazg potrzeba 6 ml buforu

- na 10 fiolek z litykazg nalezy przygotowac 60 ml buforu

Sktad buforu do rozpuszczania litykazy: 1M sorbitol, 100 mM EDTA,
14mM R-merkaptoetanol.

Probowke zawierajacg 6 mg litykazy nalezy krétko zwirowac, dodac 1 ml
buforu do rozpuszczania, zamkng¢ i doktadnie wymieszac¢. Nastepnie
przenies¢ do wiekszej probowki i doda¢ jeszcze 5 ml buforu do
rozpuszczania, tak by koncowa objeto$¢ wynosita 6 ml. Zamkngc
probowke, ponownie wymieszac, a nastepnie inkubowac¢ w 30°C przez
30 minut.
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

Materiat wyjsSciowy i wydajnosé DNA

Zestaw Syngen Fungi DNA Mini stuzy do izolacji catkowitego DNA z
kultur tkankowych grzybow i drozdzy. Poza DNA genomowym, izolat
zawiera takze frakcje mitochondrialng, jak rowniez wirusowy DNA.
Wyizolowaniu ulegajg fragmenty o dtugosci do 50.000 pz, z przewagg
fragmentéw dtugosci 20.000-30.000 pz.

Wyizolowany DNA ma wysoki stopien czystosci, dzieki czemu moze by¢
uzyty bezposrednio do dalszych analiz, jak reakcje enzymatyczne z
detekcjg w czasie rzeczywistym, mikromacierze i inne procedury
wymagajgce DNA wysokiej jakosci.

Prawidtowe dobranie ilosci materialu wyjSciowego jest kluczem do
wydajnej izolacji. Ponizsza tabela okresla zalecane maksymalne ilosci
poszczegolnych rodzajéw préobek.

Material wyjsciowy Maksymalna ilos¢
na 1 izolacje

Kultura drozdzowa 1-5 x 10°

Kultura grzybowa 1-5 x 108

Kulture drozdzowg lub grzybowg przygotowuje sie do izolacji poprzez
zebranie i odwirowanie. Pierwszy etap protokotu przewiduje przemycie
zebranego materiatu w buforze myjgcym FDM, jakkolwiek nie wyklucza
to mozliwosci wstepnego przemycia komorek podczas zbierania na
przyktad w buforze PBS.

Homogenizacja

Zestaw Syngen Fungi DNA Mini Kit zawiera specjalne probéwki z
kulkami szklanymi, w ktorych po enzymatycznym odtrawieniu $ciany
komorkowej nastepuje rozrywanie komorek. Jest to wystarczajgce do
pracy z kulturami wiekszosci gatunkéw grzybow i drozdzy. Etap z
kulkami oznaczono biatg strzatka. |:>
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

Zestaw nie jest dedykowany do izolacji DNA z duzych fragmentéw
twardych tkanek grzybéw. W przypadku takich tkanek wytrzgsanie z
kulkami szklanymi moze byc¢ niewystarczajgce do rozerwania komorek.
Ogodlne wytyczne dotyczace obstugi zestawow Syngen DNA

Kolumienki Mini pasujg do wiekszosci probéwek wirdwkowych o
pojemnosci 1.5 ml lub 2 ml (tzw. eppendorfek).

Wszystkie wirowania wykonywane sg z petng predkoscig (ok. 14.000
rem lub 10.000 x g), aczkolwiek mozliwe jest zastosowanie nizszych
predkosci (8000 rpm lub 6000 x g), gdy uzytkownik nie posiada szybszej
wirébwki lub przeszkadza mu hatas — w takim przypadku nalezy
proporcjonalnie wydtuzy¢ wirowanie. Zaleca sie jednak, aby przynajmniej
wszystkie drugie kroki ptukania, kroki dosuszania membrany oraz elucja
odbywaty sie przy najwyzszych obrotach wiréwki. Wszystkie wirowania
nalezy przeprowadzac¢ w temperaturze pokojowej, chyba ze w protokole
zaznaczono inaczej.

Podczas obstugi zestawow Syngen zalecamy, aby ogranicza¢ dotykanie
membran w kolumienkach koncowka pipety, przed wirowaniem zamykac
wieczka kolumienek i probdwek, a z wirdwki kolumienki wyjmowac
razem z probowkami — dopiero po ustawieniu w statywie mozna wyjgc
kolumienke z probdéwki. Ponadto, dla ograniczenia kontaminaciji
pomiedzy prébkami (cross-contamination), zalecamy aby utrzymywac w
czystosci rekawiczki ochronne, uzywac koncéwek do pipet z filtrem i po
kazdym worteksowaniu lub mieszaniu zwirowywac¢ probowki, aby usungc
krople ze spodu wieczek.

Elucja DNA

Typowa objeto$¢ elucji w RT (15-25°C) wynosi 50-100 ul i jest
wystarczajgca dla zdecydowanej wiekszosci probek. Elucja na ciepto
najczesciej wykonywana jest objetoscig 50 ul.
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

Elucje z kolumny mozna wykonywa¢ dostarczonym buforem do elucji lub
wodg destylowang o pH=7.5-9.0. Woda o innym pH moze znacznie
ograniczy¢ wydajnosc elucji, lub nawet uniemozliwic ja.

Nie nalezy eluowaé DNA zimnym buforem lub wodg. W przypadku eluc;ji
w RT bufor do elucji (lub woda) powinien by¢ doprowadzony co najmniej
do temperatury pokojowej (15-25°C). Elucje na ciepto wykonuje sie
buforem ogrzanym do temperatury 70°C.

Jesli izolacje wykonywano z materiatlu wyjgtkowo bogatego w DNA i
uzytkownikowi zalezy na odzyskaniu catego DNA z kolumny, zalecamy
drugg elucje do oddzielnej probowki przy pomocy drugiej porcji 100 ul
buforu elucyjnego. W niektérych przypadkach pierwsza elucja pozwala
na uzyskanie tylko 60% DNA, druga — az 40%. Drugim sposobem na
odzyskanie wiekszej ilosci materiatu z kolumny jest zastosowanie 100 ul
buforu elucyjnego DE podgrzanego do 70°C i po naniesieniu go na
kolumne, a przed wirowaniem elucyjnym — inkubacja kolumny z buforem
przez 5-10 minut w 37°C (np. w cieplarce hodowlanej). Dzieki temu
wiecej DNA zwigzanego w kolumnie rozpusci sie w buforze elucyjnym
DE.

W przypadku prébek ubogich w DNA, aby zatezy¢ otrzymany materiat,
zalecamy elucje mniejszg objetoscig na ciepto. Dla probek o zawartosci
DNA < 1 ug, zalecamy objetos¢ buforu do elucji 50 lub 30 ul.

Objeto$¢ eluatu uzyskanego w probéwce moze by¢ mniejsza niz
objetos$¢ Buforu do elucji (lub wody) naniesiona na kolumne.

Wyizolowany DNA mozna przechowywaé¢ w temperaturze 2-8°C do 4
tygodni, lub w -20°C przez dtuzszy czas, jakkolwiek zalecamy
temperature -20°C do rutynowego stosowania.
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

Protokoét 1
Izolacja DNA z kultur grzyboéw i drozdzy
Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Fungi DNA Mini Kit,
najpierw przeczytaj wszystkie rozdziaty poprzedzajgce protokoty.

— Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i
sprzety opisane w rozdziale ,Sprzet i odczynniki potrzebne do
wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem”.

— Upewnij sie, ze bufory ptuczace, litykaza i proteinaza K zostaty
przygotowane zgodnie z instrukcjami zawartymi w rozdziale

,Przygotowanie odczynnikow przed pierwszym uzyciem”.

— Jezeli w ktoryms buforze wytrgcit sie precypitat, rozpus¢ go
inkubujgc w 37°C przez kilka minut i mieszajgc.

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).
— Nastaw faznie wodng, blok grzejny lub termomikser na 37°C.

— Nastaw taznie wodna, blok grzejny lub termomikser na 60°C.
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

Procedura

1. W eppendorfce (nie dostarczono) umies¢ 1-5 x 108 komorek
kultury drozdzowej lub grzybowe;.

Odwiruj przez 2 minuty przy 7500 RPM (5000 x g) i usun
pozostatosci medium hodowlanego.

2. Dodaj 1 ml buforu myjgcego FDM i zawie$ komorki pipetujgc.

Odwiruj przez 2 minuty przy 7500 RPM (5000 x g) i usun
doktadnie supernatant.

3. Dodaj 550 ul buforu lizujgcego FDL1 i zawie$ komorki pipetujgc.
4. Dodaj 600 ul litykazy, zamknij i zworteksu,.
Inkubuj w 37°C przez 30 minut.
Jesli wymagane jest DNA wolne od RNA, dodaj 4 ul roztworu
RNazy A o stezeniu 100 mg/ml (nie dostarczono) wymieszaj i

inkubuj 2 minuty w temperaturze pokojowe;.

5. Odwiruj przez 10 minut przy 7500 RPM (5000 x g) i usun
doktadnie supernatant.

6. Dodaj 350 ul buforu lizujgcego FDL2 i zawie$ komorki pipetujac.

|::> Przenies zawiesine do probowki z kulkami i worteksuj pulsacyjnie

przez 5 minut.
7. Dodaj 20 ul roztworu proteinazy K, zamknij i zworteksuij.
Inkubuj w 60°C przez 15 minut, worteksujac przez 30 sekund co 5

minut. Zamiast okresowego worteksowania mozna zastosowac
termomikser.
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

10.

11.

12.

13.

14.

Odwiruj przez 1 minute przy 7500 RPM (5000 x g) i pobierz 200 ul
supernatantu do nowej probowki 1,5 ml (nie dostarczono) do
kolejnych krokow protokotu.

Dodaj 200 ul buforu wigzgcego FDW i wymieszaj pipetujgc.
Dodaj 200 ul etanolu (96-100%), zamknij i zworteksuj 10 sekund.

Umies¢ kolumienke FD w probowce 2 ml do ptukania.
Przenies zawartos¢ probowki z kroku 9 na kolumienke FD.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkosciag.

Przenies kolumienke do nowej probowki 2 ml i wyrzu¢ przesgcz
razem ze starg probéwka.

Otwoérz ostroznie kolumienke, dodaj 450 ul buforu FDP1.

Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkosciag.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probowki.

Otwoérz ostroznie kolumienke i dodaj 750 ul buforu FDP2.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscig.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkosciag, aby wysuszy¢
membrane i pozby¢ sie z kolumienki resztek buforéw
zawierajgcych etanol.

Upewnij sie, ze w rogu kolumienki nie zostat zaden ptyn.

Przenie$ kolumienke do probdwki elucyjnej 1,5 ml i wyrzu¢ starg
proboéwke z resztkami buforu ptuczgcego.

Otwérz kolumienke. Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na
sam srodek membrany 50-100 ul buforu do elucji FDE lub wody o
pH=7,5-9,0.

Zamknij wieczko i inkubuj przez 3 minuty w temperaturze
pokojowej, az bufor wsigknie w membrane.
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

15.

Wiruj przez 2 minuty w temperaturze pokojowej z maksymailng
predkoscia.

Objetosc¢ elucji i warunki inkubacji mogg by¢ inne. Wiecej na
temat zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale
,Elucja DNA”.

Ostroznie wysun kolumienke i zamknij wieczko w probowce z
wyizolowanym DNA.

Nie wyrzucaj kolumienki do czasu okreslenia stezenia
wyizolowanego DNA. Jak w przypadku kazdej metody
chromatograficznej, niewtasciwe pH wody uzytej do elucji moze
wyraznie zmniejszy¢ wydajnos¢ elucji, a nawet uniemozliwic ja,
powodujgc pozostanie catego DNA na kolumience.

Przy pomiarze stezenia DNA metodami spektrofotometrycznymi,
stosuj bufor uzyty do elucji jako prébe Slepg (blank).

Wyizolowany DNA mozna przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C
do 4 tygodni, lub w -20°C przez dtuzszy czas.
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

Samodzielne rozwigzywanie probleméw

Za niska czystos¢ A260/A280

Przyczyna

Rozwigzanie

Zanieczyszczenia wprowadzone przez
uzytkownika

Stosuj sie do wskazéwek w rozdziale ,Ogdéine wytyczne
dotyczgce obstugi zestawdéw Syngen DNA” — 3 akapit.
Naktadaj bufory i probki do wnetrza kolumny, nie
zanieczyszczajgc brzegu kolumny

Niewydajna liza z powodu za duzej ilosci
komorek w probce

Powtdrz izolacje. Zmniejsz ilo$¢ probki do zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu matej aktywnosci
proteinazy K lub litykazy

- Powtédrz izolacje. Uzyj Swiezej proteinazy K i Swiezej

litykazy, ewentualnie przedtuz trawienie

- Nie mieszaj proteinazy K z buforem FDL1, ani FDL2

przed dodaniem do prébki

- Nie mieszaj litykazy z buforem FDL1, ani FDL2 przed
dodaniem do probki

Niewydajna liza z powodu niedoktadnego
wymieszania z buforem FDL2

Powtdrz izolacje. Mieszaj doktadnie probke z buforem
FDL2 natychmiast po dodaniu

Niewydajna liza z powodu niewystarczajgcych
warunkow inkubacji

Powtérz izolacje. Prowadz inkubacje z enzymami w
zalecanych warunkach, ewentualnie przedtuz trawienie

Nie dodano etanolu do prébki przed natozeniem
na kolumne lub zastosowano etanol o ztym
stezeniu

Powtérz izolacje, nie pomijaj zadnego kroku, upewnij sie,
ze uzywasz etanolu minimum 96%

Nie dodano etanolu do buforéw ptuczgcych
przed pierwszym uzyciem lub zastosowano
etanol o zlym stezeniu

Powtérz izolacje, przygotuj prawidtowo bufory, upewnij sie,
ze uzywasz etanolu minimum 96%

Za wysoki stosunek A260/A280

Przyczyna

Rozwigzanie

Duza zawartos¢ RNA w izolacie z powodu
pominiecia trawienia RNazg

Powtérz izolacje, wykonaj opcjonalne trawienie RNaza

Duza zawartos¢ RNA w izolacie z powodu
niewlasciwego wykonania trawienia RNazg

Powtérz izolacje, nie dodawaj buforu FDL2 przed
trawieniem RNazg

Mata lub zerowa wydajnos¢ izolaciji

Przyczyna

Rozwigzanie

Mato komorek w prébce

- Powtérz izolacje, uzyj wiecej probki, nie przekraczaj
dozwolonej ilosci

- Powtérz izolacje, uzyj wiekszej objetosci ptynéw
ustrojowych

- Powtérz izolacje, zastosuj nosnikowe DNA

Niewydajna liza z powodu za duzej ilosci
komérek w probce

Powtérz izolacje. Zmniejsz ilo$¢ probki do zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu matej aktywnosci
proteinazy K lub litykazy

- Powtérz izolacje. Uzyj Swiezej proteinazy K i swiezej

litykazy, ewentualnie przedtuz trawienie

- Nie mieszaj proteinazy K z buforem FDL1, ani FDL2

przed dodaniem do probki

- Nie mieszaj litykazy z buforem FDL1, ani FDL2 przed
dodaniem do prébki

Niewydajna liza z powodu niedoktadnego
wymieszania z buforem FDL2

Powtérz izolacje. Mieszaj doktadnie probke z buforem
FDL2 natychmiast po dodaniu

Niewydajna liza z powodu niewystarczajgcych
warunkow inkubacji

Powtérz izolacje. Prowadz inkubacje z enzymami w
zalecanych warunkach, ewentualnie przedtuz trawienie

Nie dodano etanolu do prébki przed natozeniem
na kolumne lub zastosowano etanol o ztym
stezeniu

Powtdrz izolacje, nie pomijaj zadnego kroku, upewnij sie,
ze uzywasz etanolu minimum 96%
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Syngen Fungi DNA Mini Kit

Nie dodano etanolu do buforéw ptuczgcych
przed pierwszym uzyciem lub zastosowano
etanol o zlym stezeniu

Powtérz izolacje, przygotuj prawidtowo bufory, upewnij sie,
ze uzywasz etanolu minimum 96%

Niewydajna elucja wodg o za niskim pH (nizsze
niz 7.5-9.0)

Wykonaj elucje ponownie buforem FDE

Niewydajna elucja — bufor nie wsigkt w
membrane

Powtérz elucje buforem FDE

- upewnij sie, ze nanosisz bufor na sam $rodek membrany
- pozwol buforowi wsigkng¢ w membrane

- inkubuj 5 minut przed wirowaniem

Niewydajna elucja w powodu przedziurawienia
membrany

Powtérz izolacje

Materiat po izolacji jest zdegradowany

Przyczyna

Rozwigzanie

Prébka jest stara lub Zle przechowywana

Powtorz izolacje na nowej prébce, izoluj DNA z probek
swiezych lub prawidtowo przechowywanych

Brgzowy osad na membranie w kolumnie

Przyczyna

Rozwigzanie

Niewydajna liza z powodu za duzej ilosci
komérek w probce

Powtérz izolacje. Zmniejsz ilo$¢ probki do zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu matej aktywnosci
proteinazy K lub litykazy

- Powtédrz izolacje. Uzyj Swiezej proteinazy K i Swiezej

litykazy, ewentualnie przedtuz trawienie

- Nie mieszaj proteinazy K z buforem FDL1, ani FDL2

przed dodaniem do probki

- Nie mieszaj litykazy z buforem FDL1, ani FDL2 przed
dodaniem do probki

Niewydajna liza z powodu niedoktadnego
wymieszania z buforem FDL2

Powtérz izolacje. Mieszaj doktadnie probke z buforem
FDL2 natychmiast po dodaniu

Niewydajna liza z powodu niewystarczajgcych
warunkow inkubacji

Powtérz izolacje. Prowadz inkubacje z enzymami w
zalecanych warunkach, ewentualnie przedtuz trawienie

Nie dodano etanolu do probki przed natozeniem
na kolumne lub zastosowano etanol o ztym
stezeniu

Powtérz izolacje, nie pomijaj zadnego kroku, upewnij sie,
ze uzywasz etanolu minimum 96%

Nie dodano etanolu do buforéw ptuczgcych
przed pierwszym uzyciem lub zastosowano
etanol o zlym stezeniu

Powtdrz izolacje, przygotuj prawidtowo bufory, upewnij sie,
ze uzywasz etanolu minimum 96%

Kolumienka zatkata sie

Przyczyna

Rozwigzanie

Elementy state w lizacie

Usun z lizatu elementy state np. przez odwirowanie, uzyj
nowej kolumienki

Probka jest zbyt gesta lub lepka

Powtérz izolacje z mniejszej ilosci probki.

Niewydajna liza z powodu niewystarczajgcej
homogenizac;ji tkanki

Zwroc¢ uwage na etap homogenizacji tkanki. Przeczytaj
zalecenia w rozdziale ,Homogenizacja”

Niewydajna liza z powodu za duzej ilosci
komorek w probce

Powtérz izolacje. Zmniejsz ilo$¢ probki do zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu matej aktywnosci
proteinazy K lub litykazy

- Powtédrz izolacje. Uzyj Swiezej proteinazy K i Swiezej

litykazy, ewentualnie przedtuz trawienie

- Nie mieszaj proteinazy K z buforem FDL1, ani FDL2

przed dodaniem do probki

- Nie mieszaj litykazy z buforem FDL1, ani FDL2 przed
dodaniem do prébki
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