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Zestawy do oczyszczania DNA:

- z zelu agarozowego

- po reakcji PCR i innych reakcjach enzymatycznych

- z zelu agarozowego z matg objetoscig elucji

- po reakcji PCR i innych reakcjach enzymatycznych
z matg objetoscig elucji
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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 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 zestawdw Syngen Gel, Syngen PCR, Syngen
Gel/PCR, Syngen Gel ME, Syngen PCR ME i Syngen Gel/PCR ME.
Rozdziaty wstepne pomogg uzytkownikowi przygotowa¢ 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 stosowaé fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne.

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

W przypadku pytan pozostajemy do Panstwa dyspozycji. Zyczymy
sukcesow 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 lub leczenia chorob.
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Zawartosc¢ zestawow

Syngen GEL Mini Kit SY201210 SY201211
Liczba izolacji 50 200
Kolumienki CG 50 200
Bufor lizujgcy CWG 50 ml 200 ml
Bufor ptuczacy CP — koncentrat 15 ml 45 ml
Probowki do ptukania 2 ml 50 200
Bufor elucyjny CE 5ml 20 ml
Probdéwki elucyjne 1.5 ml 50 200
Syngen PCR Mini Kit SY201110 SY201111
Liczba izolacji 50 200
Kolumienki CP 50 200
Bufor lizujgcy CWP 30 ml 110 ml
Bufor ptuczacy CP — koncentrat 12,5 ml 45 ml
Probowki do ptukania 2 ml 50 200
Bufor elucyjny CE 5ml 20 ml
Probdéwki elucyjne 1.5 ml 50 200
Syngen GEL/PCR Mini Kit SY201010 SY201011
Liczba izolacji 100 300
Kolumienki CGP 100 300
Bufor lizujgcy CWGP 80 mi 240 ml
Bufor ptuczacy CP — koncentrat 25 ml 50 ml
Probowki do ptukania 2 ml 100 300
Bufor elucyjny CE 6 ml 30 ml
Syngen GEL ME Mini Kit SY201410 SY201411
Liczba izolacji 50 200
Kolumienki MG 50 200
Bufor lizujgcy MWG 65 ml 260 ml
Bufor ptuczagcy MP — koncentrat 12,5 ml 35 ml
Probowki do ptukania 2 ml 50 200
Bufor elucyjny ME 5ml 5ml
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Syngen PCR ME Mini Kit SY201310 SY201311
Liczba izolacji 50 200
Kolumienki MP 50 200
Bufor lizujgcy MWP 30 ml 115 ml
Bufor ptuczacy MP — koncentrat 12,5 ml 35 ml
Probéwki do ptukania 2 ml 50 200
Bufor elucyjny ME 5ml 20 ml
Syngen GEL/PCR ME Mini Kit SY201510 SY201511
Liczba izolacji 50 100
Kolumienki MGP 50 100
Bufor lizujgcy MWGP 30 ml 60 ml
Bufor ptuczacy MP — koncentrat 12,5 ml 20 ml
Probéwki do ptukania 2 ml 50 100
Bufor elucyjny ME 5ml 5ml

Dostarczona objetos¢ poszczegolnych buforéw moze by¢é wieksza od
podanej w tabeli. Poszczegdlne bufory mogg by¢ konfekcjonowane

inaczej, niz podano w tabeli.

Przechowywanie

Kolumienki i wszystkie roztwory powinny by¢é przechowywane w
temperaturze pokojowej (15-25°C), chyba ze na butelce okreslono

inacze;j.

Przechowywanie kolumienek w temperaturze wyzszej niz 25°C jest

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

Do wszystkich protokotow:
— Etanol (96-100%)
— Probowki 1.5 ml (eppendorfki)
— Statyw
— Sterylne koncéwki do pipet (najlepiej z filtrem)
— Pipety automatyczne nastawne
— Mikrowiréwka na 14.000 rpm / 10.000 x g
— Worteks

Do izolacji DNA z zelu:
— Skalpel lub narzedzia do wycinania prazka z zelu
— kaznia wodna, blok grzejny lub termomikser (polecany) na 55°C

Do izolacji fragmentéw DNA dtuzszych niz 5000 pz:
— taznia wodna lub blok grzejny na 60°C

Przygotowanie odczynnikdéw przed pierwszym uzyciem

Bufor ptuczgcy

Bufory ptuczgce CP i MP sg dostarczane jako koncentraty. Przed
pierwszym uzyciem nalezy do nich doda¢ odpowiednig ilos¢ etanolu 96-
100% (zgodnie ze wskazaniem na butelce) i starannie wymieszac.

Bufory CP i MP po dodaniu etanolu powinny by¢ szczelnie zamkniete
I przechowywane w temperaturze pokojowej. Przed rozpoczeciem
procedury zawsze wymieszaj rozpuszczone bufory przez obrocenie
butelki kilka razy.
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Materiat wyjsSciowy i wydajnosé DNA

Zestawy Syngen GEL Mini Kit i Syngen GEL ME Mini Kit stuzg do
oczyszczania DNA z Zelu agarozowego. Najczesciej wycina sie z zelu
jeden interesujgcy nas pragzek po rozdziale elektroforetycznym. Nalezy
zostawic jak najmniejsze marginesy zelu wokot wycinanego fragmentu.

Zestawy Syngen PCR Mini Kit i Syngen PCR ME Mini Kit stuzg do
oczyszczania produktu reakcji PCR lub innych reakcji enzymatycznych,
jak np. analiza restrykcyjna Ilub trawienie RNazg. Materiat po
oczyszczaniu jest wolny od enzymodw, ulega oczyszczeniu z
niewykorzystanych nukleotydow, a takze usuniety zostaje bufor
reakcyjny.

Zestawy Syngen GEL/PCR Mini Kit i Syngen GEL/PCR ME Mini Kit
stuzg zarédwno do izolacji DNA z zelu agarozowego, jak i do
oczyszczania produktu reakcjach enzymatycznych.

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 jakosSci.

Ponizsza tabela okres$la typowe wydajnosci DNA oraz zalecane
maksymalne ilosci poszczegdlnych rodzajéw probek, ktorych nie nalezy
przekraczac.

Syngen GEL Mini Kit

Materiat wyjsciowy Maksymalna ilos¢ Typowa wydajnosé
na 1 izolacje DNA
Prazek wyciety z zelu 200 mg 70-85%

Syngen PCR Mini Kit

Materiat wyjsciowy Maksymalna ilos¢ Typowa wydajnosé
na 1 izolacje DNA
Reakcja enzymatyczna 100 ul 80-95%
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Syngen GEL/PCR Mini Kit

Materiat wyjsciowy Maksymalna ilos¢ Typowa wydajnosé
na 1 izolacje DNA
Prazek wyciety z zelu 200 mg 70-85%
Reakcja enzymatyczna 100 ul 90-95%
Syngen GEL ME Mini Kit
Materiat wyjsciowy Maksymalna ilosé Typowa wydajnosé
na 1 izolacje DNA
Prazek wyciety z zelu 200 mg 80-90%
Syngen PCR ME Mini Kit
Materiat wyjsciowy Maksymalna ilosé Typowa wydajnosé
na 1 izolacje DNA
Reakcja enzymatyczna 100 ul 80-90%
Syngen GEL/PCR ME Mini Kit
Materiat wyjsciowy Maksymalna ilos¢ Typowa wydajnosé
na 1 izolacje DNA
Prazek wyciety z zelu 200 mg/ 5 ug 80-90%
Reakcja enzymatyczna 100 ul /5 ug 80-90%

Probki o objetosci mniejszej niz maksymalna dozwolona nie musza byc¢

dopetniane ani rozcienczane.

Prébki bardzo rozciehczone, ktdrych objetos¢ jest wieksza niz zalecana
w danym protokole, mozna réwniez wykorzysta¢ w catosci. W tym celu
nalezy proporcjonalnie zwiekszyé objeto$é pozostatych uzywanych
buforéw i reagentow we wszystkich krokach, az do etapu naktadania na
kolumne. Naktadanie na kolumne lizatow o wigkszej objetosci nalezy
wykonaé w kilku porcjach, usuwajgc przesacz i naktadajgc kolejng
porcje, az do przesgczenia przez kolumne catej prébki.
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Ogodlne wytyczne dotyczace obstugi zestawow Syngen DNA

Kolumienki Mini pasujg do wiekszosci probéwek wirowkowych 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 wirédwki. 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 probowek, 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.
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Elucja DNA

W zestawach Syngen GEL, Syngen PCR i Syngen GEL/PCR Mini Kit
typowa objetos¢ elucji wynosi 40 ul i jest wystarczajgca dla
zdecydowanej wiekszosci probek.

W zestawach Syngen GEL ME, Syngen PCR ME i Syngen GEL/PCR
ME Mini Kit typowa objetos¢ elucji wynosi 10 ul i pozwala na uzyskanie
ok. 8-9 ul eluatu.

Elucje z kolumny mozna wykonywa¢ dostarczonym buforem do elucji lub
wodg destylowang o pH=7.0-8.5. Woda o innym pH moze znacznie
ograniczy¢ wydajnos$¢ elucji, lub nawet uniemozliwi¢ jg. Zalecamy
stosowanie dostarczonego buforu elucyjnego.

Nie nalezy eluowa¢ DNA zimnym buforem lub wodg. Bufor do elucji (lub
woda) powinien by¢ doprowadzony co najmniej do temperatury
pokojowej (15-25°C). W celu zwiekszenia rozpuszczalnosci DNA mozna
stosowac bufor elucyjny ogrzany do 60°C (opcjonalnie).

Jesli oczyszczany produkt jest diuzszy niz 5.000 pz, zalecamy
zastosowanie elucji na ciepto. W tym celu podgrzewa sie bufor elucyjny
CE lub ME do temperatury 60°C, a po nakropieniu go na membrane,
przed wirowaniem inkubuje sie zamknietg kolumienke w temperaturze od
37°C do 60°C przez 2-4 minuty.

Jesli produkt oczyszczania ma wysokie stezenie i uzytkownikowi zalezy
na odzyskaniu catego DNA z kolumny, zalecamy drugg elucje do
oddzielnej probowki przy pomocy drugiej porcji buforu. W niektorych
przypadkach w pierwszej elucji uzyskuje sie 60% DNA, w drugiej — 40%.

W przypadku prébek ubogich w DNA, aby zatezy¢ otrzymany materiat,
zalecamy stosowanie zestawow oznaczonych ME.

Do przypadku przechowywania wyizolowanego DNA do 4 tygodni,
wystarczg  warunki chtodnicze 2-8°C. Do  dtugoterminowego
przechowywania wyizolowanego DNA zalecamy temperature -20°C.
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Protokoét 1
do zestawu Syngen GEL Mini Kit

Izolacja DNA z zelu agarozowego

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen GEL 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 ptuczgce zostaty przygotowane zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikow

przed pierwszym uzyciem”.

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

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).
— Nastaw faznie wodng, blok grzejny lub termomikser na 55°C.

— Doprowadz probki do temperatury pokojowej lub wyzszej.
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Procedura

1. W eppendorfce (nie dostarczono) umies¢ fragment zelu z DNA o
masie do 200mg. Usun marginesy zelu niezawierajgce DNA.
Dodaj 3-krotnie wiekszg objetos¢ buforu lizujgcego CWG, zamknij
i zmieszaj na worteksie (na kazde 100 mg zelu dodaj ~300 ul
buforu CWG).

Inkubuj w temperaturze 55°C przez 10-15 minut, az do
catkowitego rozpuszczenia zelu. Zmieszaj na worteksie co 3
minuty.

Jesli uzywasz agarozy o stezeniu przekraczajgcym 2%, nalezy
dodatkowo podwoic objetos¢ buforu CWG.

Zamiast okresowego mieszania mozna zastosowacé termomikser
(zalecana opcja).

Jesli zel nie rozpusci sie catkowicie, nalezy przedtuzy¢ inkubacje z
mieszaniem.

2. Doprowadz probéwke do temperatury pokojowej (15-25°C).
Zwiruj krétko probowki, aby usungé krople z wieczka.

3. Umies¢ kolumienke CG w probéwce 2 ml do ptukania.
Przenies catg zawartosc¢ probowki z kroku 2 na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probdowki.

Jesli objetos¢ lizatu w punkcie 2 jest wieksza niz 800 ul, przenos
na kolumne tylko 800 ul na raz, wiruj, usun przesgcz (nie wyrzucaj
probowki) i powtarzaj, az do natozenia catego lizatu na kolumne.

4. Otworz kolumienke, dodaj 750 ul buforu ptuczgcego CP.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscig.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probdowki.

5. Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkoscig, aby wysuszyc
membrane i pozby¢ sie resztek buforow zawierajgcych etanol.

Upewnij sie, ze w rogu kolumienki nie zostat zaden ptyn.
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6. Przenies kolumienke do probdéwki elucyjnej 1,5 ml i wyrzu€ starg
probowke 2 ml.
Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam $rodek
membrany 40 ul buforu do elucji CE lub wody o pH=7,0-8,5.
Zamknij wieczko i inkubuj przez 2 minuty w temperaturze
pokojowe;.
Wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.

Sposéb elucji moze byc¢ inny. Wiecej szczegotow na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.
Warunki inkubacji mogg by¢ inne. Wiecej szczegotéw na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.

7. Ostroznie usun 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¢ wydajnosc elucji, a nawet uniemozliwic ja,
powodujgc pozostanie DNA na kolumience.

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

W przypadku matej wydajnosci elucji nalezy zapoznaé sie z
rozdziatem ,Elucja DNA”.

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

Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen PCR 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 ptuczgce zostaty przygotowane zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikow

przed pierwszym uzyciem”.

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

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

— Doprowadz prébki do temperatury pokojowej (15-25°C).
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Procedura

1.

Do eppendorfki (nie dostarczono) dodaj 10-100 ul mieszaniny po
reakcji enzymatycznej, np. PCR.

Dodaj 5-krotnie wiekszg objetos¢ buforu lizujgcego CWP, zamknij
I zmieszaj na worteksie.

Zwiruj krétko probowki, aby usungé krople z wieczka.

Jesli stosowano olej zamiast pokrywy grzejnej, zwro¢ uwage, aby
nie przeniesc¢ oleju.

Umies¢ kolumienke CP w probowce 2 ml do ptukania.

Przenies catg zawarto$¢ probdwki z kroku 1 na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkosciag.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Jesli objetos¢ lizatu w punkcie 1 jest wieksza niz 800 ul, przenos
na kolumne tylko 800 ul na raz, wiruj, usun przesgcz (nie wyrzucaj
probowki) i powtarzaj, az do natozenia catego lizatu na kolumne.

Otwoérz kolumienke, dodaj 750 ul buforu ptuczgacego CP.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probowki.

Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkoscig, aby wysuszy¢
membrane i pozby¢ sie resztek buforow zawierajgcych etanol.

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

Przenies kolumienke do probowki elucyjnej 1,5 ml i wyrzu¢ starg
probowke 2 ml.

Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam sSrodek
membrany 40 ul buforu do elucji CE lub wody o pH=7,0-8,5.
Zamknij wieczko i inkubuj przez 2 minuty w temperaturze
pokojowe;.

Wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.

Sposéb elucji moze byc¢ inny. Wiecej szczegotow na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.
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Warunki inkubacji mogg by¢ inne. Wiecej szczegotéw na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.

Ostroznie usun kolumienke i zamknij wieczko w probéwce 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¢ wydajnosc elucji, a nawet uniemozliwic ja,
powodujgc pozostanie DNA na kolumience.

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

W przypadku matej wydajnosci elucji nalezy zapoznaé sie z
rozdziatem ,Elucja DNA”.

Wyizolowany DNA mozna przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C
do 4 tygodni, lub w -20°C przez dtuzszy czas.
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Protokot 3
do zestawu Syngen GEL/PCR Mini Kit

Izolacja DNA z zelu agarozowego

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen GEL/PCR 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 ptuczgce zostaty przygotowane zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikow

przed pierwszym uzyciem”.

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

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).
— Nastaw faznie wodng, blok grzejny lub termomikser na 55°C.

— Doprowadz probki do temperatury pokojowej lub wyzszej.
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Procedura

1. W eppendorfce (nie dostarczono) umies¢ fragment zelu z DNA o
masie do 200mg. Usuh marginesy zelu niezawierajgce DNA.
Dodaj 600 ul buforu lizujgcego CWGP, zamknij i zmieszaj na
worteksie.

Inkubuj w temperaturze 55°C przez 10-15 minut, az do
catkowitego rozpuszczenia zelu. Zmieszaj na worteksie co 3
minuty.

Jesli uzywasz agarozy o stezeniu przekraczajgcym 2%, zastosuj
1000 ul buforu CWGP.

Zamiast okresowego mieszania mozna zastosowac¢ termomikser
(zalecamy takie rozwigzanie).

Jesli zel nie rozpusci sie catkowicie, nalezy przedtuzy¢ inkubacje z
mieszaniem.

2. Doprowadz probéwke do temperatury pokojowej (15-25°C).
Zwiruj krétko probowki, aby usungé krople z wieczka.

3. Umies¢ kolumienke CGP w probdowce 2 ml do ptukania.
Przenies maksymalnie 800 ul lizatu z kroku 5 na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probdowki.

Jesli objetos¢ lizatu w punkcie 2 byta wieksza niz 750 ul, usun
przesacz (nie wyrzucaj probowki) i powtarzaj, az do natozenia
catego lizatu na kolumne.

4. Otworz kolumienke, dodaj 750 ul buforu ptuczgcego CP.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscig.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probdowki.

5. Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkoscig, aby wysuszyc
membrane i pozby¢ sie resztek buforow zawierajgcych etanol.

Upewnij sie, ze w rogu kolumienki nie zostat zaden ptyn.
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6. Przenie$ kolumienke do probdéwki elucyjnej 1,5 ml (nie

dostarczono) i wyrzu¢ starg probéwke 2 ml.

Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam S$rodek
membrany 40 ul buforu do elucji CE lub wody o pH=7,0-8,5.
Zamknij wieczko i inkubuj przez 2 minuty w temperaturze
pokojowe;.

Wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.

Sposéb elucji moze byc¢ inny. Wiecej szczegotow na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.
Warunki inkubacji mogg by¢ inne. Wiecej szczegotéw na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.

Ostroznie usun 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¢ wydajnosc elucji, a nawet uniemozliwic ja,
powodujgc pozostanie DNA na kolumience.

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

W przypadku matej wydajnosci elucji nalezy zapoznaé sie z
rozdziatem ,Elucja DNA”.

Wyizolowany DNA mozna przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C
do 4 tygodni, lub w -20°C przez dtuzszy czas.
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Protokoét 4
do zestawu Syngen GEL/PCR Mini Kit

Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen GEL/PCR 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 ptuczgce zostaty przygotowane zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikow

przed pierwszym uzyciem”.

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

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

— Doprowadz prébki do temperatury pokojowej (15-25°C).
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Procedura

1.

Do eppendorfki (nie dostarczono) dodaj 10-100 ul mieszaniny po
reakcji enzymatycznej, np. PCR.

Dodaj 5-krotnie wiekszg objetos¢ buforu lizujgcego CWGP,
zamknij i zmieszaj na worteksie.

Zwiruj krétko probdwki, aby usungc¢ krople z wieczka.

Jesli stosowano olej zamiast pokrywy grzejnej, zwro¢ uwage, aby
nie przeniesc¢ oleju.

Umies¢ kolumienke CGP w probéwce 2 ml do ptukania.

Przenies catg zawarto$¢ probdwki z kroku 1 na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkosciag.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Jesli objetos¢ lizatu w punkcie 1 jest wieksza niz 800 ul, przenos
na kolumne tylko 800 ul na raz, wiruj, usun przesgcz (nie wyrzucaj
probowki) i powtarzaj, az do natozenia catego lizatu na kolumne.

Otwoérz kolumienke, dodaj 750 ul buforu ptuczgacego CP.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probowki.

Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkoscig, aby wysuszy¢
membrane i pozby¢ sie resztek buforow zawierajgcych etanol.

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

Przenies kolumienke do probowki elucyjnej 1,5 ml i wyrzu¢ starg
probowke 2 ml.

Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam sSrodek
membrany 40 ul buforu do elucji CE lub wody o pH=7,0-8,5.
Zamknij wieczko i inkubuj przez 2 minuty w temperaturze
pokojowe;.

Wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.

Sposéb elucji moze byc¢ inny. Wiecej szczegotow na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.
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Warunki inkubacji mogg by¢ inne. Wiecej szczegotéw na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.

Ostroznie usun kolumienke i zamknij wieczko w probéwce 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¢ wydajnosc elucji, a nawet uniemozliwic ja,
powodujgc pozostanie DNA na kolumience.

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

W przypadku matej wydajnosci elucji nalezy zapoznaé sie z
rozdziatem ,Elucja DNA”.

Wyizolowany DNA mozna przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C
do 4 tygodni, lub w -20°C przez dtuzszy czas.
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Protokét 5
do zestawu Syngen GEL ME Mini Kit

Izolacja DNA z zelu agarozowego

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen GEL ME 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 ptuczgce zostaty przygotowane zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikow

przed pierwszym uzyciem”.

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

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).
— Nastaw faznie wodng, blok grzejny lub termomikser na 55°C.

— Doprowadz probki do temperatury pokojowej lub wyzszej.
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Procedura

1.

W eppendorfce (nie dostarczono) umiesé fragment zelu z DNA o
masie do 200mg. Usun marginesy zelu niezawierajgce DNA.
Dodaj 3-krotnie wiekszg objetos¢ buforu lizujgcego MWG, zamknij
i zmieszaj na worteksie (na kazde 100 mg Zzelu dodaj 300 ul
buforu MWG).

Inkubuj w temperaturze 55°C przez 10-15 minut, az do
catkowitego rozpuszczenia zelu. Zmieszaj na worteksie co 3
minuty.

Zwiruj krétko probowki, aby usungé krople z wieczka.

Jesli uzywasz agarozy o stezeniu przekraczajgcym 2%, nalezy
dodatkowo podwoi¢ objetos¢ buforu MWG.

Zamiast okresowego mieszania mozna zastosowacé termomikser
(zalecana opcja).

Jesli zel nie rozpusci sie catkowicie, nalezy przedtuzy¢ inkubacje z
mieszaniem.

Dodaj 1 objetos¢ izopropanolu, zamknij i zmieszaj na worteksie
(na kazde 100 mg uzytego zelu dodaj 100 ul izopropanolu).
Nie wiruj.

Umiesé¢ kolumienke MG w probéwce 2 ml do ptukania.

Przenies nie wiecej niz 600 ul mieszaniny na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkosciag.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Jesli objetos¢ lizatu w punkcie 2 byta wieksza niz 600 ul, usun
przesgcz (nie wyrzucaj probowki) i powtarzaj, az do natozenia
catego lizatu na kolumne.

Otwérz kolumienke, dodaj 600 ul buforu ptuczagcego MP.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscig.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predko$cig, aby wysuszy¢
membrane i pozby¢ sie resztek buforow zawierajgcych etanol.

Upewnij sie, ze w rogu kolumienki nie zostat zaden ptyn.
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6. Przenie$ kolumienke do probdéwki elucyjnej 1,5 ml (nie

dostarczono) i wyrzu¢ starg probéwke 2 ml.

Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam S$rodek
membrany 10-12 ul buforu elucyjnego ME lub wody o pH=7,0-8,5.
Zamknij wieczko i inkubuj przez 2 minuty w temperaturze
pokojowe;.

Wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.

Sposéb elucji moze byc¢ inny. Wiecej szczegotow na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.
Warunki inkubacji mogg by¢ inne. Wiecej szczegotéw na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.

Ostroznie usun 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¢ wydajnosc elucji, a nawet uniemozliwic ja,
powodujgc pozostanie DNA na kolumience.

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

W przypadku matej wydajnosci elucji nalezy zapoznaé sie z
rozdziatem ,Elucja DNA”.

Wyizolowany DNA mozna przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C
do 4 tygodni, lub w -20°C przez dtuzszy czas.
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Protokoét 6
do zestawu Syngen PCR ME Mini Kit

Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen PCR ME 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 ptuczgce zostaty przygotowane zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikow

przed pierwszym uzyciem”.

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

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

— Doprowadz prébki do temperatury pokojowej (15-25°C).
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Procedura

1.

Do eppendorfki (nie dostarczono) dodaj 10-100 ul mieszaniny po
reakcji enzymatycznej, np. PCR.

Dodaj 5-krotnie wiekszg objetos¢ buforu lizujgcego MWP, zamknij
I zmieszaj na worteksie.

Zwiruj krétko probowki, aby usungé krople z wieczka.

Jesli stosowano olej zamiast pokrywy grzejnej, zwro¢ uwage, aby
nie przeniesc¢ oleju.

Umiesc kolumienke MP w probéwce 2 ml do ptukania.

Przenies catg zawartosc¢ probowki z kroku 3 na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscig.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Jesli objetosc lizatu w punkcie 3 jest wieksza niz 600 ul, przenies
na kolumne tylko 600 ul.

Jesli objetos¢ lizatu w punkcie 3 byta wigksza niz 600 ul, usun
przesacz (nie wyrzucaj probéwki) i wréé do kroku 5. Powtarzaj, az
do natozenia catego lizatu na kolumne.

Otwoérz kolumienke, dodaj 600 ul buforu ptuczagcego MP.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probowki.

Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predko$cig, aby wysuszy¢
membrane i pozby¢ sie resztek buforow zawierajgcych etanol.

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

PrzenieS kolumienke do probowki elucyjnej 1,5 ml (nie
dostarczono) i wyrzu¢ starg probéwke 2 ml.

Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam sSrodek
membrany 10-12 ul buforu elucyjnego ME lub wody o pH=7,0-8,5.
Zamknij wieczko i inkubuj przez 2 minuty w temperaturze
pokojowe;.

Wiruj przez 1 minute z maksymalng predkosciag.

Sposodb elucji moze by¢ inny. Wiecej szczegotdow na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.
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Warunki inkubacji mogg by¢ inne. Wiecej szczegotéw na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.

Ostroznie usun kolumienke i zamknij wieczko w probéwce 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¢ wydajnosc elucji, a nawet uniemozliwic ja,
powodujgc pozostanie DNA na kolumience.

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

W przypadku matej wydajnosci elucji nalezy zapoznaé sie z
rozdziatem ,Elucja DNA”.

Wyizolowany DNA mozna przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C
do 4 tygodni, lub w -20°C przez dtuzszy czas.
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Protokot 7
do zestawu Syngen GEL/PCR ME Mini Kit

Izolacja DNA z zelu agarozowego

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen GEL/PCR ME 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 ptuczgce zostaty przygotowane zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikéw

przed pierwszym uzyciem?”.

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

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).
— Nastaw taznie wodna, blok grzejny lub termomikser na 55°C.

— Doprowadz probki do temperatury pokojowej lub wyzszej.
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Procedura

1.

W eppendorfce (nie dostarczono) umiesé fragment zelu z DNA o
masie do 200mg. Usun marginesy zelu niezawierajgce DNA.
Dodaj 500 ul buforu lizujgcego MWGP, zamknij i zmieszaj na
worteksie.

Inkubuj w temperaturze 55°C przez 10-15 minut, az do
catkowitego rozpuszczenia zelu. Zmieszaj na worteksie co 3
minuty.

Zwiruj krétko probowki, aby usungé krople z wieczka.

Jesli uzywasz agarozy o stezeniu przekraczajgcym 2%, nalezy
dodatkowo podwoic objetos¢ buforu MWGP.

Zamiast okresowego mieszania mozna zastosowacé termomikser
(zalecana opcja).

Jesli zel nie rozpusci sie catkowicie, nalezy przedtuzy¢ inkubacje z
mieszaniem.

Umies¢ kolumienke MGP w probéwce 2 ml do ptukania.

Przenies nie wiecej niz 700 ul mieszaniny na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probowki.

Jesli objetos¢ lizatu w punkcie 1 byta wieksza niz 700 ul, usun
przesacz (nie wyrzucaj probowki) i powtarzaj, az do natozenia
catego lizatu na kolumne.

Otwérz kolumienke, dodaj 600 ul buforu ptuczagcego MP.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscig.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkos$cig, aby wysuszyé
membrane i pozby¢ sie resztek buforow zawierajgcych etanol.

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

Przenies kolumienke do probowki elucyjnej 1,5 ml (nie
dostarczono) i wyrzu¢ starg probéwke 2 ml.

Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam Srodek
membrany 10-12 ul buforu elucyjnego ME lub wody o pH=7,0-8,5.
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Zamknij wieczko i inkubuj przez 2 minuty w temperaturze
pokojowe;.
Wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.

Sposob elucji moze by¢ inny. Wiecej szczegotdw na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.
Warunki inkubacji mogg byc¢ inne. Wiecej szczegdtdw na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.

Ostroznie usun kolumienke i zamknij wieczko w probéwce 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 DNA na kolumience.

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

W przypadku matej wydajnosci elucji nalezy zapoznac¢ sie z
rozdziatem ,Elucja DNA”.

Wyizolowany DNA mozna przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C
do 4 tygodni, lub w -20°C przez dtuzszy czas.
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Protokot 8
do zestawu Syngen GEL/PCR ME Mini Kit

Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen GEL/PCR ME 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 ptuczgce zostaty przygotowane zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikéw

przed pierwszym uzyciem?”.

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

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

— Doprowadz prébki do temperatury pokojowej (15-25°C).
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Procedura

1.

Do eppendorfki (nie dostarczono) dodaj 10-100 ul mieszaniny po
reakcji enzymatycznej, np. PCR.

Dodaj 5-krotnie wiekszg objeto$¢ buforu lizujgcego MWGP,
zamknij i zmieszaj na worteksie.

Zwiruj krétko probowki aby usungc krople z wieczka.

Jesli stosowano olej zamiast pokrywy grzejnej, zwro¢ uwage, aby
nie przeniesc¢ oleju.

Umies¢ kolumienke MGP w probéwce 2 ml do ptukania.

Przenies catg zawarto$¢ probdwki z kroku 1 na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkosciag.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Jesli objetosc lizatu w punkcie 3 jest wieksza niz 600 ul, przenies
na kolumne tylko 600 ul.

Jesli objetos¢ lizatu w punkcie 3 byta wieksza niz 600 ul, usun
przesacz (nie wyrzucaj probéwki) i wréé do kroku 5. Powtarzaj, az
do natozenia catego lizatu na kolumne.

Otwoérz kolumienke, dodaj 600 ul buforu ptuczagcego MP.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probowki.

Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkos$cig, aby wysuszy¢
membrane i pozby¢ sie resztek buforow zawierajgcych etanol.

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

PrzenieS kolumienke do probowki elucyjnej 1,5 ml (nie
dostarczono) i wyrzué¢ starg probéwke 2 ml.

Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam sSrodek
membrany 10-12 ul buforu elucyjnego ME lub wody o pH=7,0-8,5.
Zamknij wieczko i inkubuj przez 2 minuty w temperaturze
pokojowe.

Wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.

Sposodb elucji moze by¢ inny. Wiecej szczegotdow na temat
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zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.
Warunki inkubacji mogg by¢ inne. Wiecej szczegotéw na temat
zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja
DNA”.

Ostroznie usun 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 DNA na kolumience.

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

W przypadku matej wydajnosci elucji nalezy zapoznac¢ sie z
rozdziatem ,Elucja DNA”.

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

Instrukcja dla uzytkownika — strona 34



Syngen GEL/PCR Mini Kit / Syngen GEL/PCR ME Mini Kit

Samodzielne rozwigzywanie problemoéw

Izolacja DNA z zelu:

Za niska czystos¢ A260/A280

Przyczyna

Rozwigzanie

Zanieczyszczenia
wprowadzone przez
uzytkownika

- Stosuj sie do wskazowek w
rozdziale ,0golne wytyczne
dotyczgce obstugi zestawdw Syngen
DNA” — 3 akapit. Naktadaj bufory i
probki do wnetrza kolumny, nie
zanieczyszczajgc brzegu kolumny

Nie dodano etanolu do buforu
ptuczgcego przed pierwszym
uzyciem lub zastosowano
etanol o ztym stezeniu

- Powtorz izolacje, przygotu;
prawidtowo bufory, upewnij sie, ze
uzywasz etanolu o podanym w
protokole stezeniu

Mata lub zerowa wydajnosc izolacji

Przyczyna

Rozwigzanie

Mato DNA w prébce

- Powtdrz izolacje, uzyj wigcej probki,
jak podano w rozdziale ,Materiat
wyjsciowy i wydajnos¢ DNA”

Niewydajna liza z powodu za
duzej wielkos$ci probki

- Powtoérz izolacje. Zmniejsz wielkos¢
prébki do wielkosci zalecanej

Elucja wodg o niewtasciwym
pH

- Uzyj dostarczonego buforu do eluciji

Przedziurawiono membrane

- Powtorz izolacje

Niewydajna elucja

- Upewnij sie, ze nakraplasz bufor
elucyjny na sam srodek membrany
- Upewnij sie, ze bufor wsigkt w
membrane, zanim zwirujesz
kolumienke

Fragmenty dtuzsze niz 5.000

- Zastosuj elucje na ciepto, jak
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pz

opisano w rozdziale ,Elucja”

Zel nie chce sie rozpusci¢

Przyczyna

Rozwigzanie

Agaroza o stezeniu wyzszym
niz 2%

- Zastosuj dwukrotnie wiekszg
objetosc¢ buforu lizujgcego

Nie mieszano podczas
inkubaciji

- Przedtuz inkubacje z mieszaniem
- Zastosuj termomikser

Niewydajna liza z powodu za
duzej wielkosci prébki

- Powtoérz izolacje. Zmniejsz wielkos¢
probki do wielkosci zalecanej

DNA po izolacji zawiera niespecyficzne fragmenty

Przyczyna

Rozwigzanie

Zanieczyszczenia
wprowadzone przez
uzytkownika

- Stosuj sie do wskazowek w
rozdziale ,,0gdlne wytyczne
dotyczgce obstugi zestawdw Syngen
DNA” — 3 akapit. Naktadaj bufory i
probki do wnetrza kolumny, nie
zanieczyszczajgc brzegu kolumny

DNA jest zdenaturowane

- Ogrzej DNA w zamknietej probéwce
do temperatury 95°C, a nastepnie
powoli ochtadzaj do temperatury
pokojowej. Procedure te najwygodniej
jest wykonac w termocyklerze
ustawiajgc ramping na -0,2°C/min.
Alternatywnie prébki mozna umiescic
w tazni wodnej nagrzanej do 95°C,
ktdrg wytaczamy i czekamy az sama
ostygnie (bez wymuszonego
chtodzenia).
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Stabe wyniki dalszych reakc;ji

Przyczyna

Rozwigzanie

Zasolenie eluatu

- Powtérz izolacje, wykonaj dwukrotne
ptukanie buforem ptuczgcym

Zanieczyszczenie etanolem w
eluacie

- Powtérz izolacje, przed
dosuszaniem membrany w wirowce
przez 3 minuty usun przesgcz lub
wymienh probéwke, zwrd¢ uwage na
pozostatosci buforu ptuczgcego po
etapie dosuszania

Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych:

Za niska czystos¢ A260/A280

Przyczyna

Rozwigzanie

Zanieczyszczenia
wprowadzone przez
uzytkownika

- Stosuj sie do wskazoéwek w
rozdziale ,,0golne wytyczne
dotyczgce obstugi zestawdw Syngen
DNA” — 3 akapit. Naktadaj bufory i
probki do wnetrza kolumny, nie
zanieczyszczajgc brzegu kolumny

Nie dodano etanolu do buforu
ptuczgcego przed pierwszym
uzyciem lub zastosowano
etanol o ztym stezeniu

- Powtorz izolacje, przygotu;j
prawidtowo bufory, upewnij sie, ze
uzywasz etanolu o podanym w
protokole stezeniu

Mata lub zerowa wydajnos¢ oczyszczania

Przyczyna

Rozwigzanie

Mato DNA w prébce

- Powtérz izolacje, uzyj wiecej probki,
jak podano w rozdziale ,Materiat
wyjsciowy i wydajnos¢ DNA”

Niewydajna liza z powodu za

- Powtorz izolacje. Zmniejsz wielkos¢
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duzej wielkosci prébki

probki do wielkosci zalecanej
(maksymalnie 100 ul)

Elucja wodg o niewtasciwym
pH

- Uzyj dostarczonego buforu do eluciji

Przedziurawiono membrane

- Powtorz izolacje

Niewydajna elucja

- Upewnij sie, ze nakraplasz bufor
elucyjny na sam srodek membrany
- Upewnij sie, ze bufor wsigkt w
membrane, zanim zwirujesz
kolumienke

Fragmenty dtuzsze niz 5.000
pz

- Zastosuj elucje na ciepto, jak
opisano w rozdziale ,Elucja”

Stabe wyniki dalszych reakcji

Przyczyna

Rozwigzanie

Zasolenie eluatu

- Powtorz izolacje, wykonaj dwukrotne
ptukanie buforem ptuczgcym

Zanieczyszczenie etanolem w
eluacie

- Powtorz izolacje, przed
dosuszaniem membrany w wirbwce
przez 3 minuty usun przesgcz lub
wymien proboéwke, zwré¢ uwage na
pozostatosci buforu ptuczgcego po
etapie dosuszania
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