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Spis tresci

Uwagi wstepne
Izolacja RNA z zabezpieczonych prébek
Tkanki zwierzece i roslinne
Hodowle komérkowe
Hodowle bakteryjne
Krew ludzka
Sktadniki zestawu E0280-01  E0280-02  E0280-03 prze‘g‘x'xania
fix RNA 100 ml 200 ml 500 ml 15-25°C

Protokét 1 1 1

N o000 i AW




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie odczynnika. Roztwor fix RNA stuzy do przechowywania niewielkich
ilosci tkanek zwierzecych, roslinnych, komoérek bakteryjnych, hodowli komdérkowych lub ludzkich
leukocytéw. Do zabezpieczania i przechowywania krwi catkowitej zalecamy uzycie zestawu
Universal Blood RNA (E3594) i zawartego w nim buforu Lyse Blood. Komponenty buforu fix RNA
zabezpieczajg RNA przed degradacja umozliwiajac dtugoterminowe przechowywanie prébki
i efektywng izolacje RNA w dowolnym czasie. Do zabezpieczenia w buforze fix RNA nalezy uzywac
Swiezych tkanek lub hodowli.

UWAGA 2 - Przechowywanie stabilizowanych prébek. Prébki zawieszone w roztworze fix RNA
mozna przechowywac do 7 dni w temperaturze pokojowej lub do 4 tygodni w lodéwce (4-8°C).
Dtuzsze przechowywanie zalecane jest w temperaturze -20°C lub -80°C. W tym celu nalezy
pozostawic prébke na okoto 8-12 godzin w temp. 4-8°C aby sktadniki buforu doktadnie wniknety
w preparat. Nastepnie umiesci¢ prébke w temp. -20°C lub wydoby¢ ja z roztworu (usunaé roztwor
fix RNA) i umiesci¢ w temp. -80°C.

UWAGA 3 - Maksymalna ilo$¢ uzytego materiatu. llo$¢ uzytego materiatu ogranicza jedynie
objetosc roztworu uzytego do stabilizacji oraz objetos¢ pojemnikéw stuzacych do przechowywania
probek. Nalezy kierowac sie zasadg uzywania 10 ul roztworu fix RNA na 1 mg tkanki lub ok. 10
objetosci odczynniki na 1 objetos¢ probki. Nalezy tez pamieta¢ o odpowiednim rozdrobnieniu
materiatu (tkanki zwierzece i roslinne) pozwalajgcym na swobodne i doktadne wnikniecie
odczynnika w gtab preparatu.

UWAGA 4 - Przechowywanie komponentow zestawu. Po rozpakowaniu roztwoér nalezy
przechowywaé w temperaturze pokojowej. W przypadku precypitacji komponentéw, w celu
rozpuszczenia osadu, bufor nalezy ogrza¢ do ok. 40°C a nastepnie po schtodzeniu do temperatury
pokojowej mozna go uzy¢ do zabezpieczenia preparatéw.

UWAGA 5 - Dobra praktyka laboratoryjna. Roztwor nalezy przechowywac szczelnie zamkniety,
aby unikna¢ zmiany stezen w wyniku parowania.




Izolacja RNA z zabezpieczonych probek

Do izolacji RNA z preparatéw zabezpieczonych roztworem fix RNA polecamy zestawy
GeneMatrix naszej firmy, w szczegdlnosci Universal RNA (E3598), Universal RNA/miRNA
(E3599), Human Blood RNA (E3596) oraz mieszanine fenolu i soli chaotropowych RNA Extracol
(E3700). Do zabezpieczania i izolacji RNA z krwi petnej polecamy zestaw Universal Blood RNA
(E3594).

Przed przystapieniem do izolacji RNA roztwér fix RNA nalezy usunaé. W przypadku tkanek
zwierzecych lub roslinnych nalezy wyciggna¢ je np. przy pomocy jatowej pincety z roztworu
i umiescic¢ przed homogenizacja w odpowiednim buforze z wybranego zestawu (bufor RL lub LG
lub Lyse ALL) zgodnie z protokotem do danego zestawu. W przypadku bardzo rozdrobnionego
materiatu, komérek bakteryjnych, zwierzecych lub leukocytéw roztwér fix RNA nalezy usunaé

przez wirowanie i zlanie znad osadu komérkowego. Nastepnie osad nalezy zawiesi¢ w buforze
lizujgcym z wybranego zestawu zgodnie z protokotem izolacji RNA z wybranego zestawu.

o W razie probleméw z odwirowaniem osadu zwigzanych ze zwiekszonq gestosciq roztworu
fix RNA bezposrednio przed wirowaniem i izolacjq probke nalezy rozcienczy¢ wodq wolng od RNaz
(E0210). W wiekszosci przypadkéw wystarcza rozcienczenie 2:1 (dwie objetosci roztworu fix RNA
i jedna objetosc¢ wodly).




Tkanki zwierzece i roslinne

1. Swieza tkanke nalezy rozdrobni¢ mozliwie doktadnie na drobne fragmenty nie wieksze niz
0.5cm.

0 Rozdrobnienie tkanek ma na celu umoZliwienie szybkiej i doktadnej penetracji komérek tkanki
przez komponenty buforu. Im doktadniejsze rozdrobnienie tkanki tym szybsze wnikniecie sktadnikéw
i lepsze zabezpieczenie RNA przed degradacjq.

o W przypadku roslin majgcych twardq tkanke lub dodatkowe bariery chroniqgce je przed otoczeniem
(gruba skéra, woskowe powtoki itp.) dziatanie roztworu moze by¢ niezadowalajqgce.

2. Umiesci¢ rozdrobniong tkanke w odpowiedniej ilosci roztworu fix RNA. Przechowywaé

zgodnie z zaleceniami umieszczonymi w uwagach wstepnych (Uwaga 2 strona 3).

o Uzywac 10 pul roztworu fix RNA na 1 mg tkanki lub ok. 10 objetosci odczynniki na 1 objetosc¢
probki.

3. W razie potrzeby izolacji RNA roztwér fix RNA nalezy usunac:

4. Preparat mozna wyciggnac¢ przy pomocy jatowej pincety z roztworu i umiesci¢ przed
homogenizacja w odpowiednim buforze z wybranego zestawu (bufor RL, LG, DRP lub
Lyse ALL) zgodnie z protokotem do danego zestawu (patrz Izolacja RNA z zabezpieczonych
probek strona 4).

5. W razie bardzo rozdrobnionego materiatu, bezposrednio przed izolacja, nalezy doda¢ jedng
czeé¢ wody wolnej od RNaz do dwéch czesci roztworu fix RNA i zwirowac przez 2 minuty

z predkoscia 10 000 x g. Ostroznie zla¢ supernatant, zebra¢ dokfadnie pipetg resztki
roztworu a osad zawiesi¢ w odpowiednim buforze z wybranego zestawu do izolacji RNA.

6. Ewentualnie mozna przesaczy¢ roztwoér z zawieszong tkanka przez minifilterek a nastepnie
zebrac lub sptuka¢ odpowiednim buforem zgromadzony materiat.




Hodowle komoérkowe

1. Zwirowa¢ hodowle komodrek przez 2 min z predkoscia 5000 x g. Ostroznie wybrac
supernatant znad osadu.

2. Osad zawiesi¢ w odpowiedniej ilosci roztworu fix RNA. Przechowywac zgodnie

z zaleceniami umieszczonymi w uwagach wstepnych (Uwaga 2 strona 3).
o Uzywac ok. 10 objetosci odczynniki na 1 objetos¢ probki (osadu).

o W przypadku péZniejszej izolacji RNA przy uzyciu zestawdw kolumienkowych nalezy pamietac, ze
nie nalezy przekraczac ilosci 1 x 107 komérek na jeden prep. Wystarczajgcq ilos¢ RNA do wiekszosci
zastosowan uzyskuje sie z 0.5-1 x 10¢ komérek na jeden prep.

3. W razie potrzeby izolacji RNA roztwér fix RNA nalezy usunac przez wirowanie i zlanie

z predkoscia 10 000 x g. Ostroznie i dokfadnie zebra¢ supernatant. Osad zawiesic¢
w odpowiednim buforze z wybranego zestawu (bufor RL lub DRP) zgodnie z protokotem do
danego zestawu (patrz Izolacja RNA z zabezpieczonych prébek strona 4).

Hodowle bakteryjne

1. Zwirowa¢ hodowle bakteryjng przez 2 min z predkoscia 10 000 x g. Ostroznie wybrac
supernatant znad osadu.

2. Osad zawiesi¢ w odpowiedniej ilosci roztworu fix RNA. Przechowywac zgodnie

z zaleceniami umieszczonymi w uwagach wstepnych (Uwaga 2 strona 3).
o Uzywac ok. 10 objetosci odczynniki na 1 objetos¢ probki (osadu).

o W przypadku péZniejszej izolacji RNA przy uzyciu zestawdéw kolumienkowych nalezy pamietac,
7e nie nalezy przekraczac ilosci 1 x 10° komérek bakterii na jeden prep.

3. W razie potrzeby izolacji RNA roztwér fix RNA nalezy usung¢ przez wirowanie
i zlanie supernatantu. Komérki wirowac¢ 3 min. z predkoscia 10 000 x g. Nastepnie osad
zawiesi¢ w odpowiednim buforze z wybranego zestawu (bufor RL lub Lyse ALL) zgodnie

z protokotem do danego zestawu (patrz Izolacja RNA z zabezpieczonych prébek strona 3).

o W razie probleméw z odwirowaniem komdrek zwigzanych ze zwiekszong gestosciq roztworu fix
RNA nalezy zwiekszy¢ predkosc wirowania lub bezposrednio przed wirowaniem i izolacjq rozciericzy¢
go wodqg wolng od RNaz (E0210). W wiekszosci przypadkéw wystarcza rozcienczenie 2:1 (dwie
objetosci roztworu fix RNA i jedna objetos¢ wody).




Krew ludzka

1. Komponentami krwi, ktére mozna zabezpieczy¢ uzywajac roztworu fix RNA s3 leukocyty.

przeprowadzi¢ za pomoca zestawu GeneMatrix Human Blood RNA Purification Kit (E3596).
Zawiera on rowniez komponenty pozwalajace na lize erytrocytéw i oddzielenie leukocytéw.

2. Do swiezej krwi doda¢ 4 objetosci buforu Lyse RBC. Wymiesza¢ przez odwracanie
probdéwki.

o Na przyktad, do 300 ul krwi doda¢ 1200 ul buforu Lyse RBC.

o Bufor Lyse RBC jest czescig zestawu GeneMatrix Human Blood RNA Purification Kit (E3596).
Jest on w postaci 5x stezonej i nalezy go rozcienczyc.

o Nie uzywac krwi mrozonej.
3.  Pozostawi¢ w 4°C na 10 minut w celu lizy erytrocytéw. Wymiesza¢ dwa razy.
4.  Wirowac probke przez 10 min w 4°C z predkoscia 400 x g. Wyla¢ supernatant.
o Ostroznie zebrac pipetq znad osadu resztke supernatantu.

5.  Pellet zawiesi¢ w buforze Lyse RBC (uzy¢ 2 objetosci Lyse RBC na 1 objetos¢ krwi uzytg do
izolacji). Wymieszac przez worteksowanie.

o Na przyktad, jezeli do izolacji uzyto 300 ul krwi dodac¢ 600 ul buforu Lyse RBC.
6.  Wirowac prébke przez 10 min w 4°C z predkoscig 400 x g. Wyla¢ supernatant.
o Ostroznie zebrac pipetq znad osadu resztke supernatantu.

7. Osad zawiesi¢ w odpowiedniej ilosci roztworu fix RNA. Przechowywaé zgodnie

z zaleceniami umieszczonymi w uwagach wstepnych (Uwaga 2 strona 3).
o Uzywac ok. 10 objetosci odczynniki na 1 objetos¢ probki (osadu).

o W przypadku pdzniejszej izolacji RNA przy uzyciu zestawéw w skali miniprep nalezy pamietac,
Ze na jeden prep mozna uzyc leukocyty wyizolowane maksymalnie z 1.5 ml krwi.

8. W razie potrzeby izolacji RNA roztwér fix RNA nalezy usunaé: Roztwér fix RNA rozcienczyc

wody). Nastepnie préobke wirowac¢ 3 min z predkoscig 10 000 x g. Ostroznie i doktadnie
zebra¢ supernatant. Uzywajac do izolacji RNA zestawu GeneMatrix Human Blood RNA
Purification Kit (E3596) kontynuowa¢ procedure od kroku 7 strona 5, GeneMatrix Universal
RNA Purification Kit E3598 od kroku 6 strona 14 (zawiesi¢ osad leukocytéw w buforze RL).
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