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Wash RNA 39 ml 156 ml 15-25°C
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Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw umozliwia izolacje catkowitego RNA razem
z matoczasteczkowym RNA ze skrawkow tkanek zabezpieczonych w parafinie (ang. FFPE - formalin-
fixed, paraffin-embedded).

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Jedna minikolumna pozwala na oczyszczenie
RNA z maksymalnie 2-4 skrawkdéw o grubosci 5-20 um. Sumaryczna grubosc¢ skrawkoéw nie powinna
przekraczac 40 um. llo$¢ RNA w korncowym izolacie zalezy od rodzaju tkanki zabezpieczonej w FFPE.
W celu uzyskania satysfakcjonujacych wynikéw mozna przeprowadzi¢ miareczkowanie optymalnej
wielkosci prébki do izolacji RNA. Ogdélna pojemnos$¢ minikolumny to 125 pg RNA. Maksymalna
objetos¢ ptynu nanoszonego na minikolumny to 600 pl. Przetadowanie minikolumn zmniejsza
wydajnos¢ i obniza jakos¢ wyizolowanego materiatu. Moze réwniez spowodowac zapchanie sie
minikolumn.

UWAGA 3 - Przechowywanie sktadnikow zestawu. Po rozpakowaniu, DNaze | oraz Proteinaze K
nalezy przechowywac w temperaturze -20°C, bufor DNRII nalezy przechowywac w temperaturze
2-8°C. Pozostate komponenty nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej.

UWAGA 4 - 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¢ §ladéw RNaz. Wszelkie roztwory
z zestawu nalezy przechowywac szczelnie zamkniete, aby unikng¢ zmiany stezen w wyniku
parowania.

Metoda archiwizacji tkanek w formaldehydzie/parafinie wptywa niekorzystnie na jako$¢ kwaséw
nukleinowych. Czasteczki DNA/RNA s3 zwykle usieciowane (ang. crosslink), zdegradowane
i wystepuja w mniejszych odcinkach niz w przypadku swiezej tkanki. Stad tez nie nadaja sie do
zastosowan wymagajacych taricuchow RNA petnej dtugosci. Ponizsza procedura oczyszczania
pozwala na izolacje réwniez krétkich odcinkéw RNA (ponizej 200 nt) oraz cze$ciowe cofniecie
niekorzystnych zmian w kwasach nukleinowych spowodowanych przez formaldehyd.

Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

. Rozpuszczalnik organiczny potrzebny do usuniecia parafiny. W zaleznosci od metody: ksylen
lub heptan i metanol.

e Alkohol etylowy [96-100% v/v], mikrowiréwka, rekawiczki, jatowe wolne od RNaz tipsy,
jatowe wolne od RNaz proboéwki 1.5-2 ml, worteks, blok grzejny pozwalajacy na inkubacje
probki w temperaturze z zakresu 50-80°C, opcjonalnie sprzet do homogenizacji tkanki.




Protokot

Czes¢l Usuwanie parafiny

Pierwszym etapem obrébki tkanek archiwizowanych za pomoca formaldehydu/parafiny jest
rozpuszczenie i usuniecie parafiny. Na potrzeby ponizszego protokotu zaadaptowano dwie
metody sposrdd kilku funkcjonujacych w laboratoriach. W przypadku postugiwania sie inng
metoda usuwania parafiny nalezy doprowadzi¢ do suchego osadu tkanki pozbawionego sladéw
rozpuszczalnikéw organicznych i przejs¢ do czesci Il protokotu.

Ksylen
1. Doda¢ 1 ml ksylenu do probki. Worteksowaé przez 15 sekund. Wirowaé prébke
z maksymalna predkoscia przez 2 minuty.

2.  Ostroznie i doktadnie zebrac¢ pipeta supernatantu znad osadu i wylac.

3. Doda¢ 1 ml 96-100% alkoholu etylowego do probki. Doktadnie wymiesza¢ przez
odwracanie. Wirowac probke z maksymalng predkosciag przez 2 minuty.

4. Ostroznie i doktadnie zebra¢ pipeta supernatantu znad osadu i wyla¢.

5. Probke pozostawi¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C) lub inkubowa¢ w 37°C przez
okoto 10 minut w celu catkowitego odparowania alkoholu.

6.  Przejs¢ do czesci Il protokotu.
Heptan i metanol
1. Doda¢ 0.5 ml heptanu do prébki. Worteksowac przez 15 sekund. Pozostawi¢ na 10 min
w temperaturze pokojowej (15-25°C).
2.  Dodac¢ 25 pl metanolu. Worteksowac przez 15 sekund.
3. Wirowac przez 10 min z predkoscig 10 000 x g.
4. Ostroznie i doktadnie zebra¢ pipeta supernatantu znad osadu i wyla¢.

5.  Probke pozostawi¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez okoto 5 min do catkowitego
wysuszenia.

6.  Przejs¢ do czesci Il protokotu.




Czes¢ Il lzolacja i oczyszczanie RNA

1.  Suchy pellet tkanki zawiesi¢ w 200 pl roztworu Lyse ALL. Doktadnie wymiesza¢ przez

worteksowanie.

o W przypadku posiadania odpowiedniego sprzetu mozna na tym etapie rozdrobni¢ mechanicznie
tkanke. Podnosi to wydajnosc izolacji jednak nie jest to niezbedne do kontynuowania procesu
oczyszczania RNA.

2. Dodac 15 pul Proteinazy K, wymiesza¢ doktadnie przez pipetowanie lub worteksowanie.

o W zaleznosci od rodzaju utrwalonej tkanki trawienie Proteinazg K mozZe nie by¢ catkowite,
niemniej nawet czesciowe jest wystarczajqce do uzyskania zadowalajqcej wydajnosci izolacji RNA.

o W trakcie inkubacji, w celu podniesienia wydajnosci trawienia, probke mozna kilkakrotnie
wymieszac przez odwracanie probowki.

3. Inkubowac prébke przez 20 minut w temperaturze 56°C.
4. Nastepnie prébke inkubowa¢ 15 min w temperaturze 80°C.

o W przypadku korzystania z jednego bloku grzejnego, do czasu uzyskania temp. 80°C pozostawic
probke w temp. pokojowej. Kontynuowac inkubacje dopiero po uzyskaniu temp. 80°C.

o Ogrzewanie probki w temp. 80°C pozwala na czesciowe cofniecie modyfikacji kwaséw
nukleinowych dokonanych przez formaldehyd. Znacznie zwieksza efektywnosc¢ oczyszczonego
RNA jako matrycy w zastosowaniach typu RT-PCR.

5.  Schiodzi¢ prébke na lodzie przez 2 min a nastepnie wirowa¢ z maksymalng predkoscia przez
2 minuty.

6.  Ostroznie przenie$¢ 200 ul supernatantu do nowej, RNase-free, probowki 1.5-2 ml typu
Eppendorf i doda¢ 300 pl buforu RL. Dokfadnie wymiesza¢ przez pipetowanie. Nastepnie
doda¢ 600 pl 96-100% alkoholu etylowego i ponownie wymieszac.

w 2 ml probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z maksymalng predkoscia. Wyla¢
przesacz.

8. Przenie$¢ pozostatoé¢ mieszaniny do tej samej minikolumny homogenizacyjnej

umieszczonej w 2 ml probéwce odbierajacej. Wirowa¢ przez 1 min z maksymalng
predkoscia.

9. Wyjac¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne z powrotem w probdéwce
odbierajacej.
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Protokét

Doda¢ 400 ul buforu ptuczacego Wash RNA do minikolumny i wirowaé przez 2 min

z maksymalna predkoscia.

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

Wyja¢ minikolumne i umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 80 ul
wody RNase-free centralnie na membrane.

Wirowac przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
o Uwaga! Nie usuwac przesqczu.

Usuna¢ minikolumne homogenizacyjna. Do przesaczu doda¢ 20 pl buforu DNRIL.

Wymieszac przez pipetowanie a nastepnie dodac 2 pl DNazy I. Delikatnie wymieszac.

0 DNaza | jest wrazZliwa i tatwo ulega denaturacji fizycznej. Nie nalezy mieszac jej zbyt mocno.
Pozostawi¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez 15 min.

o Trawienie DNazq | w roztworze efektywnie eliminuje DNA.

Po uptywie 15 min doda¢ 200 ul buforu RL, dokfadnie wymiesza¢ oraz dodac
360 pl 96-100% alkoholu etylowego i ponownie wymieszac.

11000 x g.
Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.

Dodaé¢ 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.

Dodaé¢ 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. Doda¢ 30 pl 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 by¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20C.




Przyktadowe reakcje RT-PCR wykonane na bazie RNA wyizolowanego
z tkanek utrwalonych w parafinie (FFPE)

RT-PCR wykonany przy uzyciu OneStep RT-PCR kit
(EURx kat. nr EO803). Gen GAPDH -240bp. Uzyto
4 pl (100 ng) RNA wyizolowanego ze skrawkéw
parafinowych fragmentu kostnego z guzem szpiczaka
(4 rézne prébki). Wzorzec wielkosci Perfect™100 bp
(EURX). Kontrola (+) RNA z leukocytéw ludzkich.

RT-PCR wykonany przy uzyciu OneStep RT-PCR kit
(EURx kat. nr EO803). Gen GAPDH -240bp. Uzyto
4.5 pl (120 ng) RNA wyizolowanego ze skrawkéw
parafinowych fragmentu guza piersi (4 rézne prébki).
Wzorzec wielkosci Perfect™100 bp (EURXx). Kontrola
(+) RNA z leukocytéw ludzkich.




Srodki ostroznosci

Lyse ALL RL

Uwaga

H319 Dziata draznigco na oczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochroneg twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka
minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania draznigcego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.

Proteinase K

Niebezpieczeristwo

H334 Moze powodowaé objawy alergii
lub astmy lub trudnosci w oddychaniu
w nastepstwie wdychania.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

Uwaga

H302+H332 Dziata szkodliwie po potknieciu
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 potknigcia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowa¢ sie z osrodkiem zatruc¢/
lekarzem.

P304+P340 W przypadku dostania sie do
drog oddechowych: wyprowadzi¢ lub wyniesé¢
poszkodowanego na S$wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

EUH032 W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy.

P304+P340 W przypadku dostania sie do Wash RNA

drog oddechowych: wyprowadzi¢ lub wyniesé¢
poszkodowanego na $wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

P342+P311 W przypadku wystapienia
objawdw ze strony uktadu oddechowego:
skontaktowac¢ sie z osrodkiem zatruc¢/
lekarzem.

Niebezpieczeristwo

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

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

P280 Stosowaé rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone 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 usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania drazniagcego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
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Wszystkie zestawy zawierajg bufory WASH w formie gotowej do bezposredniego uzytku

1. Mrozone w buforze Lyse Blood (wystgpuje w zestawie).
2. Mieszanina fenolu i soli chaotropowych przeznaczona do izolacji catkowitego RNA.
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Wszystkie zestawy zawierajg bufory WASH w formie gotowej do bezposredniego uzytku

1. Dodatkowo wymagany bufor Lyse CT (E0324)
2. Zestaw do tworzenia emulsji i oczyszczania DNA.




GeneMATRIX FFPE RNA Purification Kit jest przeznaczony do szybkiej izolacji
catkowitego komorkowego RNA wzbogaconego o matoczgsteczkowe RNA
o dtugosci ponizej 200 nukleotydow z tkanek utrwalonych w parafinie.

Na pierwszym etapie izolacji usunieta zostaje
parafina a nastepnie po ptukaniu i precypitacji
etanolem préobka poddawana jest lizie i trawieniu
Proteinazg K. Nastepnie lizat jest wirowany
w mini-kolumienkach o specjalnej konstrukcji, ktére
wiaza kwasy nukleinowe, usuwaja zanieczyszczenia
oraz przygotowuja prébke do trawienia DNaza |,
ktéra to na kolejnym etapie efektywnie eliminuje
DNA. W dalszej

wytwarza warunki do selektywnego wigzania RNA

kolejnoéci dodanie etanolu

do membrany GeneMATRIX. Podczas krotkiego

wirowania nastepuje wigzanie RNA do membrany

kolumienek wigzacych RNA, natomiast niezwigzane
zanieczyszczenia pozostaja w wycieku z kolumny. Ich
$ladowe pozostatosci na membranie sg skutecznie
usuwane w trakcie dwodch etapdéw ptukania.
Elucje oczyszczonego RNA wykonuje sie woda
redestylowang, wolna od RNaz. Specjalne kolumienki
zawierajgce membrany o podniesionej wydajnosci
wiazania pozwalaja na zredukowanie objetosci elucji
i zwiekszenie stezenia RNA. Maksymalna wydajnos$¢
procesu to ok. 100 pg catkowitego RNA. Oczyszczony
preparat RNA nadaje sie do bezposredniego uzytku.

Nie wymaga dalszej precypitacji etanolem.

GeneMATRIX to syntetyczne membrany nowej generacji wigzace DNA i RNA, wykorzystujace

selektywne wiasciwosci wigzania kwaséw nukleinowych przez kompozytowy SiO, .W celu

osiggniecia wysokiej wydajnosci i czystosci otrzymanych kwaséw nukleinowych, opracowano

wyspecjalizowane bufory wigzace i ptuczace, projektowane pod katem optymalnego

wykorzystania wtasciwosci nowych membran.

Zastosowanie gotowych do uzycia membran,
umieszczonych w kolumienkach wirowniczych
(ang. Spin-format) w potaczeniu ze specjalng
konstrukcja naszych minikolumn, istotnie poprawia
jakos¢ uzyskanego preparatu DNA lub RNA. Celem
monitorowania kompletnego wymieszania roztworéw
oraz utatwienia procedury izolacji DNA, czes¢

roztworéw wyznakowano barwnikami.

W efekcie przekazujemy w Panstwa rece zestawy
sktadajace sie z nowych zt6z i buforéw reakcyjnych,
ktérych uzycie gwarantuje szybkie, proste, bezpieczne

i jednoczesnie wydajne otrzymanie ultraczystych

kwaséw nukleinowych. Uzyskane DNA lub RNA
nadaje sie bezposrednio do zastosowan w technikach
biologii molekularnej, m.in.: trawienia enzymami
restrykcyjnymi, defosforylacji/fosforylacji, ligacji,
badan oddziatywania biatko-DNA, sekwencjonowania,
blottingu, translacji in vitro, otrzymywania cDNA,
hybrydyzacji. Dodatkowa =zaleta zestawodw jest
powtarzalno$¢ wtasciwosci zaréwno membran jak
i buforéw wiazacych, poniewaz przygotowanie

komponentéw odbywa sie w EURx sp. z 0.0.
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