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DNR I 1.5 ml 6 ml 2-8°C
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DNase | buffer 100 pl 300 pl 15-25°C
RL 12 ml 48 ml 15-25°C
Wash RNA 27 ml 108 ml 15-25°C
RNase-free water 3ml 12 ml 15-25°C
RNA Binding Columns 25 szt. 2 x50 szt 2-8°C
Protokot 1 1




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw przeznaczony jest do doczyszczania catkowitego
RNA (powyzej 200 nt) lub RNA/miRNA r6znego pochodzenia (tkanki zwierzece, rodlinne, bakterie,
drozdze, hodowle komérkowe oraz krew) z pozostatosci DNA z wykorzystaniem trawienia
DNase | w roztworze. Zestaw eliminuje takze zanieczyszczenia po reakcjach enzymatycznych.
Roztwor RNA po trawieniu oczyszczany jest na minikolumnach.

UWAGA 2 - Maksymalna ilo$¢ uzytego materiatu. Maksymalna pojemnos$¢ minikolumny wigzacej
RNA to 100 pg. Maksymalna objeto$¢ ptynu nanoszonego na minikolumne to 600 pl. Przetadowanie
minikolumny zmniejsza wydajnosc¢ i obniza jako$¢ wyizolowanego materiatu. Moze réwniez
spowodowac zapchanie sie minikolumny.

UWAGA 3 - Przechowywanie sktadnikéw zestawu. Po rozpakowaniu, zestaw nalezy przechowywac
w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem minikolumn wigzacych oraz buforu DNR II, ktére nalezy
przechowywac w 2-8°C. Liofilizowany enzym DNase | jak i rozpuszczony nalezy przechowywac
w -20C.

UWAGA 4 - B-Merkaptoetanol / DTT. Aby wspomdc redukcje wigzan dwusiarczkowych
i zdezaktywowac ewentualnie obecne RNazy nalezy dodac¢ odczynnik redukujacy taki jak
B-merkaptoetanol (3-ME) lub dithiothreitol (DTT). Przed uzyciem buforu RL do 1 ml doda¢ 10 pl
B-merkaptoetanolu (B-ME, 14.3M). Po dodaniu B-ME bufor RL jest stabilny przez 1 miesiagc.
Alternatywa jest dodanie do 1 ml buforu RL 10 ul DTT (dodawac 1 M roztwér DTT). DTT nie jest
stabilny w buforze RL, stad nie nalezy przechowywac buforéw po zmieszaniu. 1M roztwér DTT
powinien by¢ przechowywany w -20°C w matych porcjach aby zapobiec czestemu rozmrazaniu.
Aby przygotowacé 1 M roztwér DTT (MW = 154,25 g mol-1) nalezy rozpusci¢ 1.54 g DTTw 10 ml
wody wolnej od RNaz i przechowywaé w matych porcjach do jednokrotnego uzytku.

UWAGA 5 - Trawienie DNase | nalezy wykonac z uzyciem buforu DNR Il dotgczonego do zestawu.
Nie nalezy uzywac innych buforéw.

UWAGA 6 - Przed rozpoczeciem izolacji DNase | nalezy rozpusci¢ w roztworze DNase | buffer
zgodnie z instrukcja Czes¢ | Czynnosci wstepne pkt 1.

UWAGA 7 - Dobra praktyka laboratoryjna. Dla otrzymania RNA o wysokiej czystosci istotne
jest doktadne stosowanie sie do zalecen protokotu. Czynnosci nalezy wykonac mozliwie szybko.
Wszystkie kroki nalezy przeprowadzi¢ w temperaturze pokojowej. Nalezy uwazaé, aby w trakcie
wykonywania czynnosci zwigzanych z protokotem nie wprowadzi¢ $ladowych ilosci RNaz. Wszelkie
roztwory z zestawu do oczyszczania RNA nalezy przechowywac szczelnie zamkniete, aby unikna¢
zmiany stezen w wyniku parowania.

Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

e Alkohol etylowy [96-100% v/v], B-merkaptoetanol (14.3 M, B-ME) lub 1 M dithiothreitol
(DTT) w wodzie wolnej od RNaz, mikrowirowka, rekawiczki, jatowe wolne od RNaz tipsy,
jatowe wolne od RNaz probéwki 1.5-2 ml.




Protokot

Czesc¢ | Czynnosci wstepne

1.

Rozpuscic liofilizat DNase | poprzez dodanie buforu (DNase | buffer) aby uzyska¢ stezenie
5U / pl.

o Do zestawu na 25 izolacji (EE3589-01) dotgczono 275 U DNase |, ktére nalezy rozpuscic¢
w 55 ul buforu DNase | buffer.

o Do zestawu na 100 izolacji (EE3589-02) dotgczono 4 probéwki z 275 U DNase | kazda. Do
kazdej probéwki dodac po 55 ul DNase | buffer w celu rozpuszczenia enzymu.

0 Enzym DNase | jest wrazliwy na uszkodzenia mechaniczne i tatwo ulega denaturacji fizycznej.
Nie nalezy mieszac zbyt intensywnie.

0 Do probéwki z liofilizatem DNase | dodac¢ DNase | buffer, odczeka¢ 3 min i delikatnie wymieszac
przez pipetowanie. Po uzyciu przechowywac enzym w temp. -20°C.

Probki doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
o Wszystkie wirowania nalezy wykonywac w temperaturze pokojowej.

Upewnic sie, ze do buforu RL zostat dodany B-merkaptoetanol (patrz Uwaga 4 strona 3)




Czes¢ll Oczyszczanie RNA/miRNA

10.

11.

12.

13.

Do 80 pl RNA/miRNA doda¢ 20 pl buforu DNR Il. Wymiesza¢ przez pipetowanie

O Objetos¢ RNA/miRNA mozna zwiekszyc (lub zmniejszyc) stosujgc proporcje 4 czesci RNA do
1 czesci DNR Il. Na 100 pl otrzymanej mieszaniny dodac 2 ul DNase .

Pozostawi¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez 20 min.
o Trawienie DNase | w roztworze efektywnie eliminuje DNA.

Po uptywie 20 min doda¢ 3 objetosci buforu RL do 1 objetosci roztworu RNA (RNA
z buforem DNR Il i DNase I) oraz 1.2 objetosci 96% alkoholu etylowego i wymieszac.

0 Np. do 100 pl roztworu RNA dodac 300 ul buforu RL oraz 480 ul alkoholu etylowego.

Ostroznie przenies¢ 600 pl mieszaniny (razem z osadem jezeli powstat) do minikolumny

z predkoscig 11 000 x g.
Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.

Przenies¢ pozostato$¢ mieszaniny do minikolumny i wirowac przez 1 min z predkoscig
11000 x g.

Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.

Doda¢ 600 pl buforu ptuczacego Wash RNA do minikolumny. Wirowac¢ przez 1 min

z predkoscig 11 000 x g.
Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.

Doda¢ 300 pl buforu ptuczacego Wash RNA do minikolumny. Wirowac przez 2 min

z predkoscig 11 000 x g.

0 Podczas wyjmowania minikolumny zwrdcic szczegélng uwage, aby nie zanieczyscic prébki buforem
ptuczqgcym. Jezeli membrana nie jest catkowicie sucha, wylac¢ przesqcz, umiesci¢ minikolumne
w probdéwce i ponownie wirowac przez 1 min.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Dodac 40-100 ul wody
RNase-free centralnie na membrane.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

Usuna¢ minikolumne, zamknac¢ probéwke. RNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji,
moze byé w 2-8°C lub zamrozone w -20°C (nalezy unika¢ wielokrotnego zamrazania
i rozmrazania RNA).




Srodki ostroznosci

RL

Wash RNA

Uwaga

H302+H332 Dziata szkodliwie po potknigciu
lub w nastepstwie wdychania.

H412 Dziata szkodliwie na organizmy wodne,
powodujac dtugotrwate skutki.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P273 Unikac uwolnienia do srodowiska.
P301+P312 W przypadku potkniecia: w
przypadku ztego samopoczucia skontaktowac
sie z osrodkiem zatru¢/lekarzem.
P304+P340 W przypadku dostania sie do
drég oddechowych: wyprowadzi¢ lub wynies¢
poszkodowanego na $wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

EUHO032 W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy.

Niebezpieczenistwo

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata draznigco na oczy.

P210 Przechowywac z dala od Zrédet ciepta,
goracych powierzchni, Zrédet iskrzenia,
otwartego ognia i innych Zrédet zaptonu. Nie
palic.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrong oczu/ochroneg twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé¢ wodga przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania drazniagcego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym  miejscu. Przechowywac
w chtodnym miejscu.




O Universal RNA Clean-Up Kit jest przeznaczony do oczyszczenia izolatéw RNA

pochodzqcych z dowolnych Zrédet z zanieczyszczenia DNA.

Zestaw Universal RNA Clean-Up Kit ma
zastosowanie w  technikach
prébek  RNA

DNA. Trawienie DNA w roztworze jest duzo

wymagajacych
wykorzystania wolnych  od

wydajniejsze  niz na membranie kolumienki
podczas standardowej procedury izolacji RNA.
RNA oczyszczane z wykorzystaniem kolumienek
krzemionkowych jak i przy uzyciu mieszaniny
fenol/chloroform jest przewaznie zanieczyszczone
genomowym DNA. Jakos¢ RNA istotnie wptywa
na takie metody jak ekspresja gendéw (RT-qPCR)
czy RNAseq. W pierwszym kroku do prébki RNA
dodawany jest enzym DNase | i specjalny bufor
dzieki ktérym trawiony jest w roztworze DNA.
W trakcie oczyszczania RNA prébka zawieszana
jest w buforze denaturujacym, ktéry inaktywuje

RNazy. Nastepnie prébka jest wirowana w mini-

kolumienkach o specjalnej konstrukgcji, ktére

dodatkowo dooczyszczaja preparat usuwajac
fragmenty DNA. Dodanie specjalnego buforu
oraz etanolu wytwarza warunki do selektywnego
wigzania RNA do membrany. Podczas krétkiego
wirowania nastepuje wigzanie RNA do membrany,
natomiast niezwigzane zanieczyszczenia pozostaja
w wycieku z kolumny. Ich $ladowe pozostatosci
na membranie sg skutecznie usuwane w trakcie
dwdch etapéw ptukania. Elucje oczyszczonego RNA
wykonuje sie woda destylowana, wolng od RNaz.
Maksymalna wydajnos¢ procesu to ok. 100 pug RNA.
Oczyszczane sa kwasy nukleinowe o dtugosci od
25 nt (miRNA). Oczyszczony preparat RNA nadaje
sie do bezposredniego uzytku. Nie wymaga dalszej

precypitacji etanolem.
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