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Sktadniki zestawu IZEZ;Z;:(:;I przexzmania
Buffer A 0.9 ml 15-25°C
RL 15 ml 15-25°C
Lyse RBC 5x * 2x25ml 2-8°C
RNase-free water 2 x 100 ml 15-25°C
Wash RBW 30 ml 15-25°C
Wash RB1 15 ml 15-25°C
RNase-free water 3ml 15-25°C
Homogenization Columns 25 szt. 2-8°C
RNA Binding Columns 25 szt. 2-8°C
Protokot 1

* Bufor Lyse RBC dostarczony jest jako 5x stezony. Przed uzyciem buforu doda¢ odpowiednia ilo$¢ RNase-free

water (patrz naklejka na buforze: do 25 ml Lyse RBC 5x doda¢ 100 ml RNase-free water).




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw przeznaczony jest do izolacji catkowitego RNA
(powyzej 200 nt) ze $wiezej krwi ludzkiej. Zestaw nie nadaje sie do izolacji RNA z krwi mrozone;j.
W przypadku prébek mrozonych nalezy uzy¢ Universal Blood RNA Purification Kit (Nr kat. E3594).
W przypadku przechowywania krwi prébki musza by¢ stabilizowane specjalnym buforem, ktéry
znajduje sie w zestawie.

UWAGA 2 - Przechowywanie prébek. Mozliwe jest przechowywanie prébek krwi w temperaturze
4°C do kilku godzin. Wydtuzenie czasu przechowywania moze prowadzi¢ do degradacji RNA oraz
indukcji ekspresji genow. Zaréwno degradacja in vitro RNA jak i indukcja ekspresji gendw moze
prowadzi¢ do zanizenia lub przeszacowania wzglednej liczby transkryptéw gendw in vivo. Mozliwe
jest stosowanie heparyny, EDTA lub cytrynian do stabilizowania prébki krwi.

UWAGA 3 - Maksymalna ilo$¢ uzytego materiatu. Jedna minikolumna pozwala na oczyszczenie
RNA z nie wiecej niz 0.5 ml krwi. Maksymalna pojemno$¢ minikolumny wigzacej RNA to 100 ug.
Maksymalna objetos¢ ptynu nanoszonego na minikolumne to 600 pl. Przetadowanie minikolumny
zmniejsza wydajnosc¢ i obniza jako$¢ wyizolowanego materiatu. Moze réwniez spowodowacd
zapchanie sie minikolumny i zanieczyszczenie izolatu DNA. W przypadku izolacji RNA z wiekszej
objetosci krwi, do oczyszczania nalezy uzy¢ odczynnika na bazie fenolu np. RNA Extracol E3700.

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

UWAGA 5 - Dodatkowe zalecenia. Bufor Lyse RBC dotaczony do zestawu jest 5x stezony.
Przed uzyciem przela¢ zawartos¢ butelki RNase-free water 100 ml do butelki Lyse RBC 5x. Tak
przygotowany bufor jest gotowy do uzycia (Lyse RBC 1x) (patrz naklejka na buforze).

UWAGA 6 - Przechowywanie sktadnikow zestawu. Po rozpakowaniu, zestaw nalezy przechowywac
w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem minikolumn homogenizacyjnych i wigzacych, ktére nalezy
przechowywac w 2-8°C oraz buforu Lyse RBC5x, ktory nalezy przechowywac¢ w 2-8°C .

UWAGA 7 - Dobra praktyka laboratoryjna. Dla otrzymania RNA o wysokiej czystosci istotne
jest doktadne stosowanie sie do zalecen protokotu. Czynnosci nalezy wykonac mozliwie szybko.
Nalezy uwazac aby w trakcie wykonywania czynnosci zwigzanych z protokotem nie wprowadzic¢
sladéw 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  B-Merkaptoetanol (14.3 M, B-ME) lub [1 M] Dithiothreitol (DTT) w wodzie wolnej od RNaz,
etanol 96-100%, mikrowiréwka, rekawiczki, jatowe wolne od RNaz tipsy, jatowe wolne od
RNaz probéwki 1.5-2 ml. Jezeli poczatkowa objetos¢ krwi przekracza 400 pl - odpowiedniej
wielkosci, jatowe wolne od RNaz probéwki do lizy erytrocytow.

Protokot
Liza erytrocytéow

1. Dodac¢ 30 ul buforu aktywacyjnego Buffer A do fioletowej minikolumny homogenizacyjnej

o Dodanie buforu aktywacyjnego Buffer A centralnie na powierzchnie membran zapewnia
kompletne nasqczenie membran buforem aktywacyjnym i uzyskanie maksymalnej wydajnosci
wigzania RNA.

o Aktywacje nalezy wykonac przed rozpoczeciem procedury izolacji RNA.

2. Do s$wiezej krwi doda¢ 4 objetosci buforu Lyse RBC. Wymiesza¢ przez odwracanie

probdéwki.

0o Na przyktad, do 300 ul krwi doda¢ 1200 ul buforu Lyse RBC.

0 Maksymalna ilos¢ krwi to 0.5 ml. W przypadku prébki krwi o objetosci 0.5 ml - 1.5 ml, do
izolacji RNA nalezy uzy¢ odczynnika na bazie fenolu np. RNA Extracol E3700, aby unikngc
zanieczyszczenia DNA. Rekomendowana procedura: liza krwi z uzyciem Lyse RBC zgodnie
z protokotem E3700: Rozdrobnienie i homogenizacja probki, pkt. 5 Krew (leukocyty).
Rozdzielenie faz za pomocq chloroformu, a nastepnie odwirowanie i zebranie goérnej warstwy
wodnej i przeniesienie do nowej probowki. Dodanie etanolu (96-100% [v/v]) w objetosci 1:1 i
naniesienie roztworu do minikolumny wigzqcej (pkt 9 protokotu Human Blood RNA Purification
Kit. Kontynuowac zgodnie z protokotem Human Blood RNA Purification Kit.

o Nie uzywac krwi mrozonej.

0o Rozcienczyc bufor Lyse RBC5x.

Pozostawi¢ w 4°C na 10 minut w celu lizy erytrocytéw. Wymiesza¢ dwa razy.
Wirowac prébke przez 10 min w 4°C z predkoscia 400 x g. Wyla¢ supernatant.
o Ostroznie zebra¢ 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 zebra¢ pipetq znad osadu resztke supernatantu.

Liza leukocytéw i wigzanie RNA

10.

Pellet zawiesi¢ w 400 ul buforu RL. Dobrze wymieszac przez pipetowanie i worteksowanie.
0 Dopuszczalne jest czerwone zabarwienie pelletu.

o Upewnic sie czy do buforu RL zostat dodany B-ME lub DTT (patrz Uwaga 4 strona 3).

odbierajacej. Wirowac przez 2 min z maksymalng predkoscia.

o Wirowanie przez minikolumne homogenizacyjnq filtruje i homogenizuje lizat oraz eliminuje slady
DNA.

Doda¢ 250 ul 96-100% alkoholu etylowego do przesaczu (flow-through). Wymieszaé
doktadnie przez pipetowanie. Nie wirowac.

0 Po dodaniu etanolu moze strqcic sie osad.

Przenie$¢ mieszanine (razem z osadem jezeli powstat) do minikolumny wiagzacej

umieszczonej w probowce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.
Wylac¢ przesacz.

Ptukanie i elucja RNA

11.

12.
13.

14.
15.

16.
17.
18.

19.
20.

predkoscig 11 000 x g.
Wyjaé minikolumne, wyla¢ przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.
Doda¢ 600 ul buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 1 min

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

Doda¢ 300 ul buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min

z predkoscig 11 000 x g.
Wyjac minikolumne, wyla¢ przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwece.
Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g w celu usuniecia resztek buforu ptuczacego.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 40-60 ul
RNase-free water centralnie na membrane.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

Usuna¢ minikolumne, zamkna¢ probdwke. RNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulaciji,
moze by¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C (nalezy unikac¢ wielokrotnego
zamrazania i rozmrazania RNA).




Srodki ostroznosci

Buffer A

Wash RB1

RL

Niebezpieczeristwo

H314 Powoduje powazne oparzenia skory
oraz uszkodzenia oczu.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrong twarzy.
P301+P330+P331 W przypadku potknigcia:
wyptukac usta. NIE wywotywaé wymiotow.
P303+P361+P353 W przypadku kontaktu ze
skora (lub z wtosami): Natychmiast zdjac cata
zanieczyszczong odziez. Sptukac skére pod
strumieniem wody [lub prysznicem].
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.
P310 Natychmiast skontaktowad sie
z oérodkiem zatruc/lekarzem.

P405 Przechowywac¢ pod zamknieciem.

Uwaga

H302+H332 Dziata szkodliwie po potknigeciu
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
skontaktowac¢ sie z osrodkiem zatruc¢/
lekarzem.

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

EUH032 W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy.

Uwaga

H226 tatwopalna ciecz i pary.

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

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¢ woda przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P301+P312 W przypadku potkniecia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowad sie z osrodkiem zatru¢/
lekarzem.

P403+P235 Przechowywaé¢ w dobrze
wentylowanym  miejscu. Przechowywac
w chtodnym miejscu.

EUHO032 W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy.

Wash RBW

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 drazniacego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym miejscu. Przechowywac
w chtodnym miejscu.




GeneMATRIX Human Blood RNA Purification Kit jest przeznaczony do
szybkiej izolacji catkowitego RNA ze swiezej krwi ludzkiej. Oczyszczone RNA
nie zawiera zanieczyszczen m.in. takich jak: DNA, biatka, lipidy, barwniki,
detergenty, organiczne inhibitory enzyméw, zwiqgzki buforowe, sole, kationy

dwuwartosciowe.
Na wstepie lizie poddane zostaja erytrocyty
natomiast leukocyty zostaja odwirowane. W trakcie
dalszej izolacji RNA prébka poddana zostaje lizie
w obecnoséci buforéw denaturujacych, ktére
inaktywuja RNazy komoérkowe. Nastepnie lizat
jest wirowany w mini-kolumienkach o specjalnej
konstrukgji, ktére rozdrabniaja komodrkowe DNA,
redukujg lepkos¢ lizatu i wstepnie oczyszczaja
preparat usuwajac fragmenty DNA. Dodanie etanolu
wytwarza warunki do selektywnego wigzania RNA
do membrany GeneMATRIX. Podczas krétkiego

wirowania nastepuje wigzanie RNA do membrany,

natomiast niezwigzane zanieczyszczenia pozostaja
w wycieku z kolumny. Ich $ladowe pozostatosci
na membranie s3 skutecznie usuwane w trakcie
dwoch etapéw ptukania. Elucje oczyszczonego RNA
wykonuje sie woda redestylowana, wolng od RNaz.
Maksymalna wydajnos¢ procesu to ok. 100 pg RNA
o dlugosci powyzej 200 nt. Mozliwe jest réwniez
oczyszczanie RNA o dlugosci ponizej 200 nt; w takim
wypadku wydajnosc¢ stopniowo spada. 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 wtasciwosci wigzania kwaséw nukleinowych przez kompozytowy SiO,. W celu
osiaggniecia 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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