IZOLACJA DNA Z KRWI SSAKOW METODA FENOLOWO-CHLOROFORMOWA
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Przygotowad 2 opisane (wieczko, bok) probéwki typu eppendorf o pojemnosci 2ml.

Do 200p! rozmrozonej krwi doda¢ 200ul buforu lizujgcego. Mieszac przez odwrdcenie, odstawi¢ na
S5min.

Wirowac¢ w temperaturze pokojowej 1min z predkoscig 12tys. obr./min. Wyla¢ ptyn znad osadu i
odsgczy¢ probdwke na bibule.

Do osadu doda¢ 200ul buforu lizujgcego i koncéwka pipety rozbi¢ osad, mieszajgc go
z buforem lizujgcym w probdwce.

Wirowac¢ w temperaturze pokojowej 1 min z predkoscig 12tys. obr./min. wylaé¢ ptyn znad osadu i
odsgczy¢ probowke na bibule.

Krok 5 i 6 nalezy powtérzy¢, (kremowa barwa osadu s$wiadczy o oczyszczeniu go
z erytrocytow).

Po ostatnim zlaniu buforu lizujgcego nalezy odwirowac probke przez 30s z predkoscig 12tys.
obr./min i doktadnie (korncowka pipety) odciggnac reszte buforu.

Do suchego osadu doda¢ kolejno 140ul buforu P i 2ul proteinazy K (20ug/ml)
oderwac osad od dna probowki i delikatnie go rozbic.

Inkubowaé w tazni wodnej w temperaturze 55°C przez 20 minut.

Dodaé¢ 500ul fenolu i 500ul chloroformu (nalezy zachowac podang kolejnos¢). Mieszaé przez
odwracanie ok. 1min. Inkubowac¢* w temperaturze pokojowej 5min. Wirowaé¢ w temperaturze
pokojowej 10min z predkoscig 10tys. obr./min.

Zebrac gorng faze do nowej probowki (unika¢ zbierania warstw osadul!!!).

Doda¢  500pl chloroformu, miesza¢  przez  odwracanie  ok. 1min., wirowac
w temperaturze pokojowej 10min. Z predkoscig 10tys. obr./min.

Zebrac gorng faze do nowej probowki.

Przechowywaé w lodéwce do wytracenia.

SZYBKA LIZA W WARUNKACH TERENOWYCH- WYMAZ KOMOREK NABLONKA Z POLICZKA
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Przygotowaé 1 opisang (wieczko, bok) probéwki typu eppendorf o pojemnosci 2ml.

W probdéwce umiesci¢ wymazéwke (nalezy odcigé patyczek nozyczkami ponizej linii zamkniecia
probowki)

Dodac¢ 500ul 50mM NaOH, zworteksowacé, zwirowac, zaklei¢ wieczko parafilmem.

Inkubowaé w temperaturze 95°C przez 10min

Po zdjeciu parafilmu doda¢ 50ul 1M TRIS-HCI, zworteksowac, zwirowac

Uzyskany izolat nalezy wykorzysta¢ w ciggu doby.

*W miare mozliwosci czynnosci nalezy wykonywac pod wyciggiem



