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Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw przeznaczony jest do izolacji catkowitego RNA
(powyzej 200 nt) z tkanek zwierzecych, roslin, bakterii, drozdzy, hodowli komérkowych oraz $wiezej
krwi (leukocyty). Zestaw moze by¢ uzyty do izolacji RNA z trudnych tkanek zwierzecych z trawieniem
Proteinaza K, oczyszczania RNA po reakcjach enzymatycznych, izolacji RNA z wykorzystaniem RNA
Extracolu oraz oczyszczania RNA z trawieniem DNazg | na minikolumnie.

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

UWAGA 3 - Przechowywanie sktadnikéw zestawu. Po rozpakowaniu, zestaw nalezy przechowywac
w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem minikolumn homogenizacyjnych i wigzacych, ktére nalezy
przechowywac w 2-8°C.

UWAGA 4 - B-Merkaptoetanol / DTT. Aby wspoméc redukcje wigzan dwusiarczkowych
i unieszkodliwi¢ ewentualnie obecne RNazy nalezy doda¢ odczynnik redukujacy taki jak
B-merkaptoetanol (3-ME) lub dithiothreitol (DTT). Przed uzyciem buforu LG oraz RL do 1 ml
dodac¢ 10 ul B-merkaptoetanolu (B-ME, 14.3M). Po dodaniu B-ME bufory LG oraz RL s3 stabilne
przez 1 miesigc. Alternatywa jest dodanie do 1 ml tychze buforéw 10 ul DTT (dodawaé [1 M]
roztwér DTT w wodzie wolnej od RNaz). DTT nie jest stabilny w buforze RL lub LG stad nie nalezy
przechowywac buforéw 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 wody wolnej od RNaz i przechowywa¢
w matych porcjach do jednokrotnego uzytku.

UWAGA 5 - Dodatkowe zalecenia. Ponizsza procedura efektywnie eliminuje catos¢ DNA
lub w przypadku zbyt duzej iloSci materiatu uzytego do izolacji i przetadowania minikolumny
homogenizacyjnej wiekszo$¢ DNA. W zwigzku z tym w przypadku niektérych zastosowan RNA
szczegolnie wrazliwych na minimalne ilosci DNA, proponujemy oczyszczanie zgodnie z Dodatkiem 2
(strona 19) wykorzystujacym trawienie preparatu DNaz3 | (w trakcie izolacji na minikolumnie).

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¢ 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 Do wszystkich protokotow: alkohol etylowy [96-100% v/v], B-merkaptoetanol (14.3 M,
B-ME) lub [1 M] Dithiothreitol (DTT) w wodzie wolnej od RNaz, mikrowiréwka, rekawiczki,
jatowe wolne od RNaz tipsy, jatowe wolne od RNaz probéwki 1.5-2 ml, opcjonalnie DNaza
| do trawienia na kolumnie (patrz Dodatek 2 strona 19).

. Do protokotu z bakterii - lizozym, bufor TE (10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA).

. Do protokotu z tkanek roslinnych i zwierzecych - sprzet konieczny do rozdrobnienia
i homogenizacji tkanek, w zaleznosci od wybranej metody: mozdzierz i ciekty azot lub
mechaniczny homogenizator.

. Do protokotu z tkanek zwierzecych - opcjonalnie Proteinaza K, EURx nr kat. E4350 (patrz
Dodatek 1 strona 16).

. Do protokotu z drozdzy - BeadTubeDry nr kat. E0358, bufor PBS (nr kat. E0281) lub 0.9%
NaCl. Ewentualnie bufor YL: 1 M sorbitol, 0.1 M EDTA, oraz litykaza nr kat. E0329.

. Do protokotu z krwi - bufor do lizy erytrocytéw Lyse RBC, EURx nr kat. E0326. Jezeli
poczatkowa objetos¢ krwi przekracza 400 ul - odpowiedniej wielkosci, jatowe probéwki
do lizy erytrocytow.

. Do protokotu z wykorzystaniem RNA Extracolu (patrz Dodatek 4 strona 21) - RNA Extracol,
EURX nr kat. E3750, chloroform lub 1-bromo-3-chloropropan, izopropanol, alkohol etylowy
[75% v/v].

. Opcjonalnie do protokotu z tkanek roslinnych - odczynnik redukujacy piane do roztworéw
lizujgcych AFRO1, EURxX nr kat. E0328. W wielu przypadkach pierwszym etapem izolacji
RNA jest rozdrobnienie i homogenizacja prébki. Przeprowadza sie ja w buforach lizujgcych
bogatych w detergenty, ktére powoduja znaczne spienienie mieszaniny homogenizacyjnej.
Widoczne jest to zwtaszcza podczas uzycia homogenizatoréw mechanicznych badz
wytrzasania prébek z ré6znego rodzaju kulkami rozdrabniajgcymi. Aby zapobiec tworzeniu sie
nadmiaru piany mozna doda¢ odczynnik AFRO1 do buforu LG wilosci 5 ul na 1 ml roztworu
[0.5% (v/v)] i dobrze wymiesza¢. W przypadku bardzo silnego spienienia, po homogenizacji
prébke nalezy zwirowac z predkoscia 8 000 x g przez 30 sekund.

. Opcjonalnie do protokotu z tkanek roslinnych - Lyse Buffer PVP nr kat. E0291-01 do lizy
tkanek u gatunkoéw roslin, szczegdlnie bogatych w zwiazku fenolowe i polisacharydy oraz
tkanki zdrewniate.




Tkanki zwierzece

UWAGA 1 - Protokét przeznaczony jest do izolacji catkowitego RNA (powyzej 200 nt) z tkanek

zwierzecych.

UWAGA 2 - Izolacje RNA z trudnych materiatéw bogatych w kolagen, biatka kurczliwe czy tkanke taczna
(np. serce, miesnie czy skdra) polecamy prowadzi¢ zgodnie z Dodatkiem 1 (strona 16) z uzyciem
Proteinazy K. Izolacje RNA z materiatéw bogatych w ttuszcze (np. mdzg, ttuste tkanki) polecamy

prowadzi¢ zgodnie z Dodatkiem 4 (strona 21) z uzyciem RNA Extracolu.

UWAGA 3 - Uzywajac mozdzierza i ttuczka izolowac¢ maksymalnie z 30 mg tkanek statych na jedna

minikolumne. Korzystajac z homogenizatora mechanicznego uzy¢ do 10 razy mniej materiatu do izolacji.

UWAGA 4 - W trakcie czynnos$ci zwiazanych z izolacja RNA, zamrozone tkanki nie powinny ulec

rozmrozeniu.

UWAGA 5 - Przed uzyciem buforu RL do 1 ml doda¢ 10 pl B-merkaptoetanolu (3-ME) lub 10 pl
DTT. Po dodaniu B-ME bufor RL jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest stabilny w buforze RL
(patrz Uwaga 4 strona 3).

1. a) Zamrozi¢ fragment tkanki w ciektym azocie, a nastepnie doktadnie rozdrobni¢, uzywajac
do tego celu wczesniej schtodzonego mozdzierza i ttuczka. Umiescié rozdrobniong tkanke
w schtodzonej, RNase-free 2 ml probéwce typu Eppendorf.

o Fragment tkanki nalezy rozbic jak najdrobniej, gdyz jest to etap decydujgcy o wydajnosci izolacji
RNA.

o Zamrozone tkanki nie powinny ulec rozmrozeniu.
o Nie nalezy uzywac wiecej niz 30 mg tkanek.

b) Rozdrobni¢ fragment tkanki (Swiezy lub zamrozony) mechanicznie w 400 ul buforu RL za
pomoca homogenizatora. Przejs¢ do punktu 3.

O Fragment tkanki nalezy zhomogenizowac/rozbic jak najdrobniej, gdyz jest to etap decydujgcy
o wydajnosci izolacji RNA.

o Korzystajgc zhomogenizatora mechanicznego nalezy uzyc do 10 razy mniej materiatu do izolacji
niz w przypadku moZdzierza i ttuczka.

2. Doda¢ 400 upl buforu RL do rozdrobnionej tkanki. Doktadnie wymiesza¢ przez
worteksowanie.

3. Wirowac prébke przez 3 min z maksymalng predkoscia.

4. Ostroznie przenies¢ supernatant do minikolumny homogenizacyjnej (fioletowe)

umieszczonej w 2 ml probéwce odbierajacej. Wirowac przez 2 min z predkoscig 11 000 x g.
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o Wirowanie przez minikolumne homogenizacyjnq filtruje i homogenizuje lizat oraz eliminuje DNA.

Do przesaczu (flow-through) doda¢ 0.7 objetosci alkoholu etylowego (96-100%).
Wymieszac doktadnie przez pipetowanie. Nie wirowac.

o Na przyktad, do 400 ul przesqgczu dodac 280 ul etanolu.

Przenie$¢ mieszanine (razem z osadem jezeli powstat) do minikolumny wiazacej (z6tte)

umieszczonej w probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.
Wylaé przesacz.

Doda¢ 400 pl buforu ptuczacego Wash DN1 do minikolumny. Wirowac¢ przez 1 min

z predkoscig 11 000 x g.

o Krok ten efektywnie eliminuje slady DNA. Jednakze w przypadku niektérych zastosowan RNA
szczeg6lnie wrazliwych na minimalne ilosci DNA, dalsze kroki proponujemy wykonaé zgodnie
z Dodatkiem 2 (strona 19) wykorzystujgcym trawienie preparatu DNazq | (w trakcie izolacji na
minikolumnie).

Wyja¢ minikolumne, wylaé przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwece.

Doda¢ 600 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 1 min

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

Doda¢ 300 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 2 min

z predkoscia 11 000 x g.

o Podczas wyjmowania minikolumny zwrdécic szczegdlng uwage aby nie zanieczyscic prébki buforem
ptuczgcym. Jezeli membrana nie jest catkowicie sucha, wylaé przesqcz, umiesci¢ minikolumne
w probéwce i ponownie wirowac przez 1 min.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 30-100 pl
RNase-free water centralnie na membrane.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

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




Tkanki roslinne

UWAGA 1 - Protokét przeznaczony jest do izolacji catkowitego RNA (powyzej 200 nt) z tkanek

roslinnych.

UWAGA 2 - Uzywajac mozdzierza i ttuczka izolowac¢ maksymalnie z 100 mg tkanek roslinnych na jedna

minikolumne. Korzystajac z homogenizatora mechanicznego uzy¢ do 10 razy mniej materiatu do izolacji.

UWAGA 3 - Przed uzyciem buforéw RL oraz LG do 1 ml kazdego z nich dodac po 10 ul -merkaptoetanolu
(B-ME) lub 10 ul DTT. Po dodaniu B-ME bufory RL i LG s3 stabilne przez 1 miesigc. DTT nie jest stabilny
w buforze RL lub LG (patrz Uwaga 4 strona 3).

UWAGA 4 - W przypadku pracy z roslin o duzej zawartosci zwigzkéw fenolowych/zdrewniatych lub
probleméw z uzyskaniem RNA/DNA zdatnego do analiz PCR/RT-PCR proponujemy zastapienie buforu
LG buforem Lyse Buffer PVP nr kat. E0291-01 i postepownie zgodnie z dodatkiem 6 (patrz strona 25).

1.  a) Zamrozi¢ fragment tkanki roslinnej w ciektym azocie, a nastepnie doktadnie rozdrobnié,
uzywajac do tego celu wczesniej schtodzonego mozdzierza i ttuczka. Umiesci¢ rozdrobniong
tkanke (max. 100 mg) w schtodzonej, RNase-free 2 ml probéwce typu Eppendorf. Dodaé
200 pl buforu LG oraz 100 ul buforu RL do rozdrobnionej tkanki. Doktadnie wymieszac
przez worteksowanie.

o Nie nalezy uzywac wiecej niz 100 mg tkanek.
o Fragment tkanki nalezy rozbic jak najdrobniej, gdyz jest to etap decydujgcy o wydajnosci izolacji.
o Zamrozone tkanki nie powinny ulec rozmrozeniu.

b) Rozdrobni¢ fragment tkanki ($wiezy lub zamrozony) mechanicznie za pomoca
homogenizatora w mieszaninie 200 ul buforu LG oraz 100 ul buforu RL.

o W celu podniesienia wydajnosci izolacji zalecamy uzycie homogenizatora mechanicznego.
Korzystajgc z homogenizatora mechanicznego nalezy uzy¢ do 10 razy mniej materiatu do izolacji
niz w przypadku mozdzierza i ttuczka.

2. Wirowac prébke przez 4 min z maksymalng predkoscia.

3. Ostroznie przenies$¢ supernatant do nowej, RNase-free, probéwki 1.5-2 ml typu Eppendorf
i dodac¢ 200 ul buforu RL. Doktadnie wymiesza¢ przez pipetowanie.

4. Ostroznie przenies¢ supernatant do minikolumny homogenizacyjnej (fioletowe)

umieszczonej w 2 ml probéwce odbierajacej. Wirowaé przez 2 min z maksymalna
predkoscia.

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

5. Do przesaczu (flow-through) doda¢ 0.6 objetosci alkoholu etylowego (96-100%).
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Wymieszac doktadnie przez pipetowanie. Nie wirowac.
o Na przyktad, do 400 ul przesqgczu dodac 240 ul etanolu.

Przenie$¢ mieszanine (razem z osadem jezeli powstat) do minikolumny wiazacej (z6tte)

umieszczonej w probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.
Wylaé przesacz.

Doda¢ 400 pl buforu ptuczacego Wash DN1 do minikolumny. Wirowac¢ przez 1 min

z predkoscig 11 000 x g.

o Krok ten efektywnie eliminuje slady DNA. Jednakze w przypadku niektérych zastosowan RNA
szczeg6lnie wrazliwych na minimalne ilosci DNA, dalsze kroki proponujemy wykonaé zgodnie
z Dodatkiem 2 (strona 19) wykorzystujgcym trawienie preparatu DNazq | (w trakcie izolacji na
minikolumnie).

Wyja¢ minikolumne, wylaé przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwece.

Doda¢ 600 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 1 min

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

Doda¢ 300 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 2 min

z predkoscia 11 000 x g.

o Podczas wyjmowania minikolumny zwrdécic szczegdlng uwage aby nie zanieczyscic prébki buforem
ptuczgcym. Jezeli membrana nie jest catkowicie sucha, wylaé przesqcz, umiesci¢ minikolumne
w probéwce i ponownie wirowac przez 1 min.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 30-100 pl
RNase-free water centralnie na membrane.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

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




Bakterie

UWAGA 1 - Protokoét jest przeznaczony do izolacji catkowitego RNA (powyzej 200 nt) zaréwno z bakterii

Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych.

UWAGA 2 - Przed izolacja nalezy przygotowac bufor TE z dodatkiem lizozymu: 500 pg/ml dla bakterii

Gram- lub 5 mg/ml dla bakterii Gram + .

UWAGA 3 - Przed uzyciem buforu RL do 1 ml doda¢ 10 ul B-merkaptoetanolu (B-ME) lub 10 pl
DTT. Po dodaniu B-ME bufor RL jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest stabilny w buforze RL
(patrz Uwaga 4 strona 3).

UWAGA 4 - Hodowle nalezy zwirowac¢ w 4°C. Nastepne etapy nalezy wykonywac¢ w temperaturze

pokojowej. Izolacje nalezy wykonywac ze $wiezo zwirowanych hodowli.

1. Zwirowac nocng hodowle bakteryjna (5 min w 4°C), doktadnie usuna¢ supernatant.
o Nie nalezy uzywac wiecej niz 1 x 10° bakterii.
o Najwyzszej jakosci RNA uzyskuje sie z hodowli bakteryjnych znajdujgcych sie w fazie

logarytmicznej wzrostu lub wczesnej fazie stacjonarnej.

2. Dokfadnie zawiesi¢ osad bakteryjny w 100 ul buforu TE zawierajacego lizozym (patrz
Uwaga 2).

3. Inkubowac prébke w temperaturze pokojowe;j:
a) 5-10 min bakterie gram-ujemne
b) 15-20 min bakterie gram-dodatnie
4.  Dodac 350 ul buforu RL. Doktadnie wymieszac przez worteksowanie.

5. Przenie$¢ lizat do minikolumny homogenizacyjnej (fioletowe) umieszczonej w 2 ml

probdéwece odbierajacej. Wirowac przez 2 min z maksymalng predkoscia.
o Wirowanie przez minikolumne homogenizacyjnq filtruje i homogenizuje lizat oraz eliminuje DNA.

6. Dodac¢ 250 pl alkoholu etylowego (96-100%) do przesaczu (flow-through). Wymieszac
doktadnie przez pipetowanie. Nie wirowac.

0 Po dodaniu etanolu moze strqcic sie osad.

7.  Przenie$¢ mieszanine (razem z osadem jezeli powstat) do minikolumny wiazacej (z6tte)
umieszczonej w probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.
Wylaé przesacz.

8. Doda¢ 400 ul buforu ptuczacego Wash DN1 do minikolumny. Wirowaé przez 1 min




10.

11.

12.

13.

14.

15.

10

z predkoscig 11 000 x g.

o Krok ten efektywnie eliminuje slady DNA. Jednakze w przypadku niektérych zastosowan RNA
szczegolniewrazliwych na minimalne ilosci DNA, dalsze kroki proponujemy wykonac zgodnie
z Dodatkiem 2 (strona 19) wykorzystujgcym trawienie preparatu DNazq | (w trakcie izolacji na
minikolumnie).

Wyja¢ minikolumne, wylaé przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwece.

Doda¢ 600 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 1 min

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

Doda¢ 300 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 2 min

z predkoscia 11 000 x g.

o Podczas wyjmowania minikolumny zwrécic szczegdlng uwage aby nie zanieczyscic prébki buforem
ptuczgcym. Jezeli membrana nie jest catkowicie sucha, wylaé przesqcz, umiesci¢ minikolumne
w probéwce i ponownie wirowac przez 1 min.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 30-100 pl
RNase-free water centralnie na membrane.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

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




Drozdze

UWAGA 1 - Protokoét przeznaczony jest do izolacji catkowitego RNA (powyzej 200 nt) z drozdzy.

UWAGA 2 . Ze wzgledu na zwiekszong wydajnosc izolacji RNA z drozdzy zalecamy izolacje RNA z
uzyciem protokotu dodatek 5: Alternatywna metoda przygotowania materiatu do izolacji RNA z drozdzy

z wykorzystaniem kulek szklanych BeadTubesDry (patrz strona 23).

UWAGA 3 - Korzystajac z metody z trawieniem enzymatycznym przygotowac przed izolacjq bufor
YL:1 M sorbitol, 0.1 M EDTA. Przed uzyciem dodaé: 10 ul (50 U) litykazy E0329 na 1 x 107 komérek,
0.1% B-merkaptoetanolu lub DTT.

UWAGA 4 - Przed uzyciem buforu RL do 1 ml doda¢ 10 pl B-merkaptoetanolu (B-ME) lub 10 ul DTT.
Po dodaniu B-ME bufor RL jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest stabilny w buforze RL (patrz

Uwaga 4 strona 3).

UWAGA 5 - Hodowle nalezy zwirowac¢ w 4°C. Nastepne etapy nalezy wykonywac¢ w temperaturze

pokojowej. Izolacje nalezy wykonywac ze $wiezo zwirowanych hodowli.

1. Zwirowac odpowiednia ilos¢ hodowli drozdzy z predkoscia 5 000 x g przez 5 min w 4°C.
Doktadnie usuna¢ supernatant.

o Nie nalezy uzywac wiecej niz 5 x 10” komérek drozdzy.

2. Zawiesi¢ osad w 1.5 ml buforu YL zawierajacego litykaze (patrz Uwaga 3). Inkubowac przez
30 min w 30°C.

o Nalezy uzy¢ swiezo hodowanych komorek.

3. Zwirowac powstate sferoplasty przez 5 min z predkoscia 1 000 x g.
4.  Dodac¢ 350 ul buforu RL do osadu. Doktadnie wymieszac przez worteksowanie.

5. Przenie$¢ lizat do minikolumny homogenizacyjnej (fioletowe) umieszczonej w 2 ml

probdéwece odbierajacej. Wirowac przez 2 min z maksymalng predkoscia.
o Wirowanie przez minikolumne homogenizacyjnq filtruje i homogenizuje lizat oraz eliminuje DNA.

6. Dodac¢ 250 pl alkoholu etylowego (96-100%) do przesaczu (flow-through). Wymieszac
doktadnie przez pipetowanie. Nie wirowac.

7.  Przenie$¢ mieszanine (razem z osadem jezeli powstat) do minikolumny wiazacej (z6tte)
umieszczonej w probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.
Wylaé przesacz.

8. Doda¢ 400 ul buforu ptuczacego Wash DN1 do minikolumny. Wirowaé przez 1 min
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

z predkoscig 11 000 x g.

o Krok ten efektywnie eliminuje slady DNA. Jednakze w przypadku niektérych zastosowan RNA
szczeg6lnie wrazliwych na minimalne ilosci DNA, dalsze kroki proponujemy wykonaé zgodnie
z Dodatkiem 2 (strona 19) wykorzystujgcym trawienie preparatu DNazq | (w trakcie izolacji na
minikolumnie).

Wyja¢ minikolumne, wylaé przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwece.

Doda¢ 600 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 1 min

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

Doda¢ 300 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 2 min

z predkoscia 11 000 x g.

o Podczas wyjmowania minikolumny zwrécic szczegdlng uwage aby nie zanieczyscic prébki buforem
ptuczgcym. Jezeli membrana nie jest catkowicie sucha, wylaé przesqcz, umiesci¢ minikolumne
w probéwce i ponownie wirowac przez 1 min.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 30-100 pl
RNase-free water centralnie na membrane.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

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

Hodowle komoérkowe

1.

2.

12

UWAGA 1 - Protokoét jest przeznaczony do izolacji catkowitego RNA (powyzej 200 nt) z hodowli

komérkowych.
UWAGA 2 - Nie nalezy uzywac wiecej niz 10¢ komérek.

UWAGA 3 - Przed uzyciem buforu RL do 1 ml dodac 10 ul B-merkaptoetanolu (3-ME) lub 10 pl DTT.
Po dodaniu B-ME bufor RL jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest stabilny w buforze RL (patrz
Uwaga 4 strona 3).

W probéwce 2 ml typu Eppendorf zwirowaé hodowle komérek przez 5 min z predkoscia
1 000 x g. Ostroznie wybra¢ supernatant znad osadu.

Dodac 400 ul buforu RL do osadu. Doktadnie wymieszac przez worteksowanie.




10.

11.

12.

13.

Przenie$¢ lizat do minikolumny homogenizacyjnej (fioletowe) umieszczonej w 2 ml

probéwece odbierajacej. Wirowac przez 2 min z maksymalng predkoscia.
o Wirowanie przez minikolumne homogenizacyjnq filtruje i homogenizuje lizat oraz eliminuje DNA.

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

Przenie$¢ mieszanine (razem z osadem jezeli powstat) do minikolumny wiazacej (z6tte)

umieszczonej w probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.
Wylaé przesacz.

Doda¢ 400 pl buforu ptuczacego Wash DN1 do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min
z predkoscig 11 000 x g.

o Krok ten efektywnie eliminuje slady DNA. Jednakze w przypadku niektérych zastosowan RNA
szczegolnie wrazliwych na minimalne ilosci DNA, dalsze kroki proponujemy wykonac zgodnie
z Dodatkiem 2 (strona 19) wykorzystujgcym trawienie preparatu DNazq | (w trakcie izolacji na
minikolumnie).

Wyja¢ minikolumne, wylaé przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwece.

Doda¢ 600 ul buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min
z predkoscig 11 000 x g.

Wyja¢ minikolumne, wylaé przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwece.

Doda¢ 300 ul buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min
z predkoscig 11 000 x g.

o Podczas wyjmowania minikolumny zwrdécic szczegdlng uwage aby nie zanieczyscic¢ prébki buforem
ptuczgcym. Jezeli membrana nie jest catkowicie sucha, wylaé przesqcz, umiesci¢ minikolumne
w probéwce i ponownie wirowac przez 1 min.

Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 30-100 pl
RNase-free water centralnie na membrane.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

Usuna¢ minikolumne, zamkna¢ probéwke. RNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji,
moze by¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C (nalezy unika¢ wielokrotnego
zamrazania i rozmrazania RNA).
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Krew (leukocyty)
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UWAGA 1 - Protokét przeznaczony jest do izolacji catkowitego RNA (powyzej 200 nt) ze $wiezej krwi
ludzkiej. Zestaw nie nadaje sie do izolacji RNA z krwi mrozonej. W przypadku prébek mrozonych nalezy
uzy¢ Universal Blood RNA Purification Kit (Nr kat. E3594). W przypadku przechowywania krwi probki

muszg by¢ stabilizowane specjalnym buforem, ktéry znajduje sie w zestawie.

UWAGA 2 - Po etapie lizy erytrocytéw (punkt 5 protokotu), leukocyty mozna przechowywac zawieszone
w roztworze fix RNA (EURx nr kat. E0280).

UWAGA 3 - Jedna minikolumna pozwala na oczyszczenie RNA z nie wiecej niz 0.75 ml krwi (do 10¢

komorek jadrzastych).

UWAGA 4 - Do izolacji RNA z prébki krwi o objetosci wiekszej niz 0,75 ml nalezy zastosowac dodatek 4

niniejszego protokotu (str. 21).

UWAGA 5 - Przed uzyciem buforu RL do 1 ml doda¢ 10 pl B-merkaptoetanolu (3-ME) lub 10 ul DTT.
Po dodaniu B-ME bufor RL jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest stabilny w buforze RL (patrz
Uwaga 4 strona 3).

UWAGA 6 - Zestaw nie zawiera buforu Lyse RBC. Bufor Lyse RBC dostepny jest jako oddzielny produkt
EURXx nr kat. E0326.

Do s$wiezej krwi dodaé¢ 4 objetosci buforu Lyse RBC. Wymieszaé przez odwracanie

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

o Maksymalna ilos¢ krwi to 0,75 mi.
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 zebrac pipetq znad osadu resztke supernatantu.

Pellet zawiesi¢ w buforze Lyse RBC (uzy¢ 2 objetosci Lyse RBC na 1 objetos¢ krwi uzyta do

izolacji). Wymieszac przez worteksowanie.

o Na przyktad, jezeli do izolacji uzyto 300 ul krwi dodac 600 ul buforu Lyse RBC.

Wirowac prébke przez 10 min w 4°C z predkoscia 400 x g. Wyla¢ supernatant.

o Ostroznie zebra¢ pipetq znad osadu resztke supernatantu.

Pellet zawiesi¢ w 400 ul buforu RL. Dobrze wymieszac przez pipetowanie i worteksowanie.

o Dopuszczalne jest czerwone zabarwienie pelletu.




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Przenie$¢ prébke do minikolumny homogenizacyjnej (fioletowe) umieszczonej w 2 ml

probdéwece odbierajacej. Wirowac przez 2 min z maksymalng predkoscia.

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

Dodac¢ 250 pl 96-100% alkoholu etylowego do przesaczu (flow-through). Wymieszac
doktadnie przez pipetowanie. Nie wirowac.

Przenie$¢ mieszanine (razem z osadem jezeli powstat) do minikolumny wiazacej (z6tte)

umieszczonej w probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.
Wylaé przesacz.

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

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

z predkoscig 11 000 x g.

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

Minikolumne umiesci¢ w nowej probdéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 30-100 ul
RNase-free water 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 -20°C (nalezy unika¢ wielokrotnego
zamrazania i rozmrazania RNA).
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Grzyby
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UWAGA 1 - Protokét przeznaczony jest do izolacji catkowitego RNA (powyzej 200 nt) z owocnikéw
grzybow lub grzybni wolnej od gleby. Do detekcji RNA/DNA z grzybni wraz z ziemia (prébka

srodowiskowa) nalezy uzyc¢ zestawu Environmental DNA & RNA Purification Kit nr kat. E3572.

UWAGA 2. Przed uzyciem buforu RL nalezy doda¢ 10 pl B-merkaptoetanolu (B-ME) lub 10 ul DTT do
1 ml buforu. Po dodaniu B-ME bufor RL jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest stabilny w buforze
RL (patrz Uwaga 4 strona 3).

UWAGA 3 - Nie przekraczac¢ 50 mg probki do jednej izolacji RNA. Do izolacji RNA nalezy uzy¢ $wiezych
owocnikéw lub grzybni. Stare owocniki, lub przesuszona grzybnia, posiadaja mato RNA i jest ono

zdegradowane.

UWAGA 4 - Do homogenizacji mozna uzy¢ homogenizatora mechanicznego, mozdzierza i ciektego
azotu lub Tissue Grinding Tool E0359-03; E0359-04.

UWAGA 5 - Tissue Grinding Tool E0359-03 lub E0359-04 sktada sie z probéwki o objetosci 1.5 ml
ze ztozem granitowym i patyczka do rozcierania. Zestaw dostepny jest jako osobny produkt. Nalezy

zamawia¢ oddzielnie.

Wybra¢ metode homogenizacji probki:

a) Do Tissue Grinding Tool doda¢ 400 ul buforu RL oraz fragment owocnika grzyba lub
grzybni i bardzo dobrze rozetrzeé patyczkiem z zestawu.

b) Zamrozi¢ fragment tkanki w ciektym azocie, a nastepnie doktadnie rozdrobni¢, uzywajac
do tego celu wczesniej schtodzonego mozdzierza i ttuczka. Umiescic rozdrobniong tkanke
w schtodzonej, RNase-free 2 ml probéwce typu Eppendorf.

c) Rozdrobni¢ fragment tkanki ($wiezy lub zamrozony) mechanicznie w 400 pl buforu RL za
pomoca homogenizatora.

o Fragment tkanki nalezy rozbic jak najdrobniej, gdyz jest to etap decydujgcy o wydajnosci izolacji
RNA. Zamrozone tkanki nie powinny ulec rozmrozeniu. Nie nalezy uzywac wiecej niz 50 mg grzybni.

W przypadku metod homogenizacji a) i c): Przej$¢ do pkt 3 czesci ,Tkanki zwierzece”
strona 5 protokotu. W przypadku metody homogenizacji b): Przej$¢ do pkt 2 czesci ,Tkanki
zwierzece” strona 5 protokotu.




Dodatek 1: Protokoét izolacji RNA z tkanek
zwierzecych z uzyciem Proteinazy K

UWAGA 1 - Dodatek przeznaczony jest do izolacji catkowitego RNA (powyzej 200 nt) z uzyciem
Proteinazy K z trudnych materiatéw bogatych w kolagen, biatka kurczliwe czy tkanke taczng (np. serce,

miesnie czy skora).
UWAGA 2 - Jedna minikolumna pozwala na oczyszczenie RNA z nie wiecej niz 30 mg tkanek statych.

UWAGA 3 - Przed uzyciem buforu RL do 1 ml dodaé¢ 10 pl B-merkaptoetanolu (B-ME) lub 10 ul DTT.
Po dodaniu B-ME bufor RL jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest stabilny w buforze RL (patrz

Uwaga 4 strona 3).

UWAGA 4 - Przygotowac roztwér wodny (20 mg/ml) Proteinazy K. Polecamy uzycie Proteinazy K
EURXx nr kat. E4350.

1. a) Zamrozi¢ fragment tkanki w ciektym azocie, a nastepnie doktadnie rozdrobni¢, uzywajac
do tego celu wczeéniej schtodzonego mozdzierza i ttuczka. Umiesci¢ rozdrobniong tkanke
w schtodzonej, RNase-free 2 ml probédwce typu Eppendorf.

O Fragment tkanki nalezy zhomogenizowac/rozbic jak najdrobniej, gdyz jest to etap decydujqcy
o wydajnosci izolacji RNA.

o Zamrozone tkanki nie powinny ulec rozmrozeniu.
o Nie nalezy uzywac wiecej niz 30 mg tkanek.

b) Rozdrobni¢ fragment tkanki (Swiezy lub zamrozony) mechanicznie w 300 ul buforu RL za
pomoca homogenizatora. Przejs¢ do punktu 3.

o Korzystajgc zhomogenizatora mechanicznego nalezy uzyc do 10 razy mniej materiatu do izolacji
niz w przypadku mozdzierza i ttuczka.

o W celu podniesienia wydajnosci izolacji zalecamy uzycie homogenizatora mechanicznego.

2. Doda¢ 300 ul buforu RL do rozdrobnionej tkanki. Dokfadnie wymiesza¢ przez
worteksowanie.

3. Ostroznie przenie$¢ probke do minikolumny homogenizacyjnej (fioletowe) umieszczonej

w 2 ml probéwce odbierajgcej. Wirowac przez 2 min z maksymalng predkoscia.
o Wirowanie przez minikolumne homogenizacyjnq filtruje i homogenizuje lizat oraz eliminuje DNA.

4. Do przesaczu dodac 600 pl jatowej, podwdjnie destylowanej wody, doktadnie wymieszaé.
Dodac 15 ul Proteinazy K (20mg/ml), wymiesza¢ doktadnie przez pipetowanie.

5.  Inkubowac¢ 10 min w 55°C.
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Doda¢ 0.5 objetosci 96-100% alkoholu etylowego do prébki. Wymiesza¢ doktadnie przez
pipetowanie. Nie wirowac.

11 000 x g. Wylac przesacz.

Powtérzy¢ punkt 7: przenies¢ pozostata mieszaning do tej samej minikolumny wigzacej

umieszczonej w probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.
Wylaé przesacz.

Doda¢ 400 pl buforu ptuczacego Wash DN1 do minikolumny. Wirowac przez 1 min

z predkoscig 11 000 x g.

o Krok ten efektywnie eliminuje slady DNA. Jednakze w przypadku niektérych zastosowan RNA
szczegolnie wrazliwych na minimalne ilosci DNA, dalsze kroki proponujemy wykonac zgodnie
z Dodatkiem 2 (strona 19) wykorzystujgcym trawienie preparatu DNazq | (w trakcie izolacji na
minikolumnie).

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

Doda¢ 600 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé 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 RBW do minikolumny. Wirowac przez 2 min

z predkoscig 11 000 x g.

o Podczas wyjmowania minikolumny zwrdécic szczegdlng uwage aby nie zanieczyscic¢ prébki buforem
ptuczgcym. Jezeli membrana nie jest catkowicie sucha, wylaé przesqcz, umiesci¢ minikolumne
w probéwce i ponownie wirowac przez 1 min.

Minikolumne umieséci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 30-60 pl
RNase-free water 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 (nalezy unika¢ wielokrotnego
zamrazania i rozmrazania RNA).




Dodatek 2: Oczyszczanie RNA z wykorzystaniem
trawienia DNaz3 | na kolumnie

UWAGA 1 - Ponizsza procedure wykonac po kroku z Wash DN1 w standardowym protokole.

UWAGA 2 - Trawienie DNaz3 | nalezy wykona¢ z uzyciem buforu DNR dotaczonego do zestawu. Nie

nalezy uzywac innych buforéw.
UWAGA 3 - DNaza | nie jest dotagczona do zestawu. Polecamy uzycie DNazy | EURx nr kat. E1345.

UWAGA 4 - Przygotowac roztwor DNazy | przed rozpoczeciem izolacji. Doda¢ 1-2 U (Kunitz) DNazy |
do 50 ul buforu DNR. Nie dodawac wiecej niz 2 ul roztworu DNazy |. Statg DNaze | zawiesi¢ w buforze
o sktadzie: 50 mM Tris-octan pH 7.5, 10 mM CaCl2 i 50% v/v glicerol w stezeniu 1-2 U/pl (Kunitz).

UWAGA 5 - DNaza | jest wrazliwa i tatwo ulega denaturacji fizycznej. Nie nalezy jej worteksowac, a
po dodaniu DNazy | do roztworu nalezy mieszac jedynie przez delikatne pipetowanie. Uzywac tylko

DNazy | wolnej od RNaz.

1.  Po wykonaniu Wash DN1 i odwirowaniu, wyja¢ minikolumne, wylaé przesacz i powtdrnie

umiesci¢ minikolumne w probéwce.

2. Dodaé¢ 50 ul buforu DNR (z dodang DNaza |) centralnie na membrane i pozostawié

w temperaturze pokojowej na 10 - 20 min. Nie wirowac.

3. Doda¢ 400 pl buforu Wash RBW do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min z predkoscig
11000 x g.

4.  Wyjac¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.

5. Doda¢ 500 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min

z predkoscig 11 000 x g.
6.  Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g w celu usuniecia resztek buforu ptuczacego.

7. Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 30-100 ul
RNase-free water centralnie na membrane.

8.  Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

9. Usuna¢ minikolumne, zamknac¢ probéwke. RNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji,
moze byé przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C (nalezy unikaé wielokrotnego
zamrazania i rozmrazania RNA).
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Dodatek 3: Oczyszczanie RNA po reakcjach
enzymatycznych

10.

20

UWAGA 1 - Protokét przeznaczony jest do doczyszczania catkowitego RNA (powyzej 100 nt) po
reakcjach enzymatycznych (np. oczyszczanie RNA otrzymanego przy uzyciu T7 Transcription Kit
EURx E0901).

UWAGA 2 - Maksymalna objetos¢ roztworu RNA to 100 pl. Minimalna to 30 pl. W przypadku mniejszej
objetosci niz 30 pl dopetni¢ woda wolng od RNaz do 30 pl.

UWAGA 3 - Procedura eliminuje DNA z roztworu.

UWAGA 4 - Przed uzyciem buforu RL do 1 ml dodac 10 pl B-merkaptoetanolu (3-ME) lub 10 pl DTT.
Po dodaniu B-ME bufor RL jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest stabilny w buforze RL (patrz

Uwaga 4 strona 3).

Dodac¢ 3 objetosci buforu RL do 1 objetosci roztworu RNA i wymieszac.
o Np. do 40 ul roztworu RNA dodac¢ 120 ul buforu RL.
o Upewnic sie czy do buforu RL zostat dodany B-ME lub DTT (uwaga 1 str 3).

Przenie$¢ mieszanine do minikolumny homogenizacyjnej (fioletowe) umieszczonej w 2 ml

probdéwece odbierajacej. Wirowac przez 2 min z maksymalng predkoscia.

Doda¢ 0.8 objetosci 96% alkoholu etylowego do przesaczu (flow-through). Wymieszaé

doktadnie przez pipetowanie. Nie wirowac.
o Np. do 150 ul przesqczu dodac 120 ul etanolu.
Przenie$¢ mieszanine (razem z osadem jezeli powstat) do minikolumny wiazacej (z6tte)

umieszczonej w probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.
Wylaé przesacz.

Doda¢ 400 pl buforu ptuczacego Wash DN1 do minikolumny. Wirowac¢ przez 1 min

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

Dodaé¢ 650 ul buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowaé przez 1 min

z predkoscig 11 000 x g.
Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i powtérnie umiesci¢ minikolumne w probéwce.
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¢ 30-100 ul
RNase-free water centralnie na membrane.




11. Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

12. Usuna¢ minikolumne, zamkna¢ probéwke. RNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji.
Powinno by¢ przechowywane zamrozone w -20°C.

Dodatek 4: Protokoét izolacji RNA z tkanek
zwierzecych z uzyciem mieszaniny RNA Extracol

UWAGA 1 - Dodatek przeznaczony jest do izolacji catkowitego RNA (powyzej 200 nt) z uzyciem
mieszaniny fenol-sole chaotropowe z trudnych materiatéw bogatych w kolagen, biatka kurczliwe czy
tkanke taczna (np. serce, miesnie czy skéra) lub bogatych w ttuszcze (np. moézg, ttuste tkanki) badz

ubogich w RNA, a takze w przypadku prébek krwi o objetosci powyzej 0.75 ml.

UWAGA 2 - Zastosowanie mieszaniny RNA Extracol pozwala na znaczne zwigkszenie ilosci poczatkowej
materiatu, co w przypadku tkanek trudnych do obrébki badz ubogich w RNA skutkuje zwiekszeniem

stezenia oczyszczonego RNA w eluacie.

UWAGA 3 - W trakcie czynnosci zwigzanych z izolacja RNA, zamrozone tkanki nie powinny ulec

rozmrozeniu.

UWAGA 4 - Ponizsza procedura efektywnie eliminuje cato$¢ DNA lub w przypadku zbyt duzej ilosci
materiatu uzytego do izolacji i przetadowania minikolumny homogenizacyjnej wiekszo$¢ DNA.
W zwiazku z tym w przypadku niektérych zastosowan RNA szczegdlnie wrazliwych na minimalne
ilosci DNA, proponujemy oczyszczanie zgodnie z Dodatkiem 2 wykorzystujgcym trawienie preparatu

DNaza | (w trakcie izolacji na minikolumnie).

UWAGA 5 - Zestaw nie zawiera RNA Extracolu. RNA Extracol dostepny jest jako oddzielny produkt
EURXx nr kat. E3700.

Metoda opiera sie na ekstrakcji wodnych roztworéw kwaséw nukleinowych za pomoca
rozpuszczalnikbw organicznych. Rozdzielenie kwaséw nukleinowych miedzy fazami jest
zalezne od pH. Przy pH 4-6 DNA znajduje sie w fazie organicznej podczas, gdy RNA pozostaje
w fazie wodnej. Fenol zwieksza efektywno$¢ oddzielania kwaséw nukleinowych od zwigzanych
biatek, denaturuje biatka oraz inaktywuje RNazy. Prébka poddawana jest homogenizacji i lizie
w roztworze RNA Extracol. Po dodaniu chloroformu lub 1-bromo-3-chloropropanu nastepuje
rozdziat mieszaniny na fazy: gérna wodng (zawierajacag RNA), interfaze (zawierajgca DNA) oraz
dolng organiczng (zawierajagca DNA oraz biatka). RNA jest wytracane z warstwy wodnej za

pomocy izopropanolu.

1. Zhomogenizowac¢ fragment tkanki w roztworze RNA Extracol. Zachowaé proporcje:

maksymalnie 100 mg tkanki na 1 ml roztworu.
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Tkanke mozna zhomogenizowac w buforze RL a nastepnie dodac¢ zawiesine do roztworu

o W celu uzyskania komérek jgdrzastych (leukocytow) z probek krwi o objetosci powyzej 0,75 ml
nalezy przeprowadzic lize erytrocytéw zgodnie z instrukcjq str. 14 pkt 1-5 z uzyciem buforu Lyse
RBC. Uzyskany pelet zhomogenizowaé w roztworze RNA Extracol.

Tkanki bogate w ttuszcze lub w razie niekompletnej homogenizacji probke nalezy
odwirowac z predkoscia 12 000 x g przez 10 min w 4°C. Usuna¢ gérna warstwe ttuszczu
(jezeli powstata) i przenies¢ klarowny supernatant znad osadu do czystej probowki.

Pozostawi¢ zhomogenizowang prébke na 5 min w temperaturze pokojowe;j.

Dodac¢ 0.2 ml chloroformu na 1 ml roztworu RNA Extracol uzytego do homogenizacji.

0O Zamiast chloroformu mozna uzy¢ 1-bromo-3-chloropropan. Nalezy wéwczas dodac 0.1 ml
1-bromo-3-chloropropanu na 1 ml roztworu RNA Extracol uzytego do homogenizacji.

Wytrzasac¢ prébke recznie lub przy uzyciu worteksu przez 15 sekund.
Pozostawi¢ prébke w temperaturze pokojowej na 2-5 min.

Wirowac prébke przez 15 min w 4°C z predkoscig 12 000 x g.

o Nastgpi rozdzielenie mieszaniny na fazy. Gérna, wodna, bezbarwna frakcja zawiera RNA. Stanowi
ona ok. 50% objetosci prébki.

Ostroznie zebra¢ gérna warstwe i przenies¢ ja do nowej probéwki o objetosci 1.5-2.0 ml
typu Eppendorf. Dodac 1 objetos¢ etanolu (96-100%) i dobrze wymieszaé. Nie wirowad.

o Na przyktad do 400 ul fazy wodnej dodac 400 ul etanolu.

11 000 x g. Wyla¢ przesacz.

Przenie$¢ pozostata objeto$¢ mieszaniny do minikolumny wiazacej (z6tte) umieszczonej w

probéwce odbierajacej. Wirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g. Wyla¢ przesacz.

Doda¢ 400 ul buforu ptuczacego Wash DN1 do minikolumny. Wirowaé przez 1 min

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

Doda¢ 600 ul buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny. Wirowa¢ przez 1 min
z predkoscig 11 000 x g.

o Podczas wyjmowania minikolumny zwrdécic szczegdlng uwage aby nie zanieczyscic prébki buforem
ptuczgcym. Jezeli membrana nie jest catkowicie sucha, wylaé przesqcz, umiesci¢ minikolumne

w probéwce i ponownie wirowac przez 1 min.




15. Minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 30-100 pl

RNase-free water centralnie na membrane.

16. Wirowac przez 1 min z predkosciag 11 000 x g.

17. Usuna¢ minikolumne, zamkna¢ probéwke. RNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacji,

moze by¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C (nalezy unika¢ wielokrotnego

zamrazania i rozmrazania RNA).

Dodatek 5: Alternatywna metoda przygotowania
materiatu do izolacji RNA z drozdzy
z wykorzystaniem kulek szklanych BeadTubesDry

UWAGA 1 - Dodatek opracowano w celu zwiekszenia wydajnosci izolacji catkowitego RNA (powyzej

200 nt) z komérek drozdzy.

UWAGA 2 - Decydujacym etapem izolacji RNA z drozdzy jest homogenizacja tkanki w sposéb
efektywny oraz szybki, zapobiegajacy degradacji RNA. Sciana komérkowa drozdzy zostaje efektywnie
zniszczona w wyniku mechanicznego tarcia kulek szklanych o specjalnie dobranej srednicy. Zastosowana

uniwersalna procedura pozwala unikna¢ stosowania kosztownych enzymaow lizujacych specyficznych

dla drozdzy.

UWAGA 3 - Przed uzyciem buforu RL do 1 ml doda¢ 10 pl B-merkaptoetanolu (3-ME) lub 10 ul DTT.
Po dodaniu B-ME bufor RL jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest stabilny w buforze RL (patrz

Uwaga 4 strona 3).

UWAGA 4 - Zestaw GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit nr kat. E3598 nie zawiera probéwek
z kulkami szklanymi BeadTubeDry. Produkt BeadTubeDry dostepny jest jako oddzielny produkt EURX

nr kat. EO358.

UWAGA 5 - Hodowle nalezy zwirowac w 4°C. Nastepne etapy nalezy wykonywacé w temperaturze

pokojowej. Protokot zaleca sie do wykorzystania do izolacji RNA z komérek Swiezych lub zabezpieczonych

roztworem fixRNA (nr kat. E0280).

UWAGA 6 - Przed izolacja nalezy przygotowac bufor PBS lub 0.9 % NaCl. Ewentualnie dokupié

oddzielnie 1 x PBS nr kat. E0281.
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Zwirowac odpowiednia ilos¢ hodowli drozdzy z predkoscia 5 000 x g przez 5 min w 4°C.
Doktadnie usuna¢ supernatant.

o Nie nalezy uzywac wiecej niz 5 x 10” komérek drozdzy.
Zawiesi¢ osad w 100 pl PBS lub 0.9 % NaCl i przenie$¢ do probéwki z kulkami szklanymi
BeadTubeDry.

o Nalezy uzy¢ swiezo zwirowanych hodowli.

Probéwki BeadTubeDry umiesci¢ w worteksie. Uzy¢ w tym celu specjalnego adaptera.
Worteksowac przez 5 min z maksymalng predkoscia, nie dopusci¢ do podgrzania zawartosci
probdéwek, a nastepnie umiescic na lodzie.

o Do wytrzgsania probéwek BeadTubeDry mozna uzy¢ wyspecjalizowanych przyrzqdéw,
nazywanych ang. “bead beater” lub “cell disrupter” (np. FastPrep, Precellys, Disruptor Genie), co
pozwala na uzyskanie wiekszej wydajnosci izolacji RNA. W celu unikniecia podgrzania zawartosci
probowki i degradacji RNA zaleca sie znaczne skrocenie czasu wytrzgsania.

Do probéwki BeadTubeDry dodac 350 pl RL i doktadnie wymieszac przez worteksowanie.

Wirowac przez 1 min z maksymalng predkoscia, a nastepnie cato$¢ supernatantu przenie$¢
do minikolumny homogenizacyjnej (fioletowe) umieszczonej w 2 ml probéwce odbierajacej.

Wirowac przez 2 min z maksymalng predkoscia.
o Nie nalezy naruszac osadu powstatego po wirowaniu probéwek BeadTubesDry.

o Wirowanie przez minikolumne homogenizacyjng filtruje i homogenizuje lizat oraz eliminuje DNA

probéwki.

Przej$¢ do punktu 6 na str. 11 (cze$¢ izolacji RNA z Drozdzy).




Dodatek 6: Izolacja RNA z roslin bogatych
w zwiazki fenolowe.

UWAGA 1 - W szczegodlnych przypadkach pracy z roslinami o duzej zawartosci zwigzkéw fenolowych,
a takze tkanek zdrewniatych zaleca sie zastapienie buforu LG buforem Lyse Buffer PVP nr kat. E0291-01.
Lyse Buffer PVP w sktadzie zawiera poliwinolopirolidon (PVP) aktywnie usuwajacy zwiazki polifenolowe

bedace inhibitorami reakcji PCR.

UWAGA 2 - Modyfikacja protokotu polega na wymianie buforu LG na Lyse Buffer PVP oraz na 10 min
inkubacji prébki na lodzie (krok 3).

UWAGA 3 - Przed uzyciem buforu Lyse Buffer PVP do 1 ml doda¢ po 10 ul B-merkaptoetanolu (B-
ME) lub 10 pl [1 M] DTT. Po dodaniu B-ME Lyse Buffer PVP jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest
stabilny w odczynniku Lyse Buffer PVP.

UWAGA 3 - Przed uzyciem buforu RL do 1 ml dodaé 10 ul B-merkaptoetanolu (3-ME) lub 10 pl DTT.
Po dodaniu B-ME bufor RL jest stabilny przez 1 miesigc. DTT nie jest stabilny w buforze RL (patrz
Uwaga 4 strona 3).

1. Woybra¢ metode homogenizacji materiatu roslinnego:

a. Zamrozi¢ fragment tkanki roslinnej w ciektym azocie, a nastepnie doktadnie rozdrobnic,
uzywajac do tego celu wczesniej schtodzonego mozdzierza i ttuczka. Umiescic rozdrobniong
tkanke (max. 100 mg) w schtodzonej, RNase-free 2 ml probéwce typu Eppendorf. Dodaé
200 pl buforu Lyse Buffer PVP oraz 100 ul buforu RL do rozdrobnionej tkanki. Doktadnie
wymieszac przez worteksowanie.

b. Rozdrobni¢ fragment tkanki (Swiezy lub zamrozony) mechanicznie za pomoca
homogenizatora w mieszaninie 200 ul buforu Lyse Buffer PVP oraz 100 ul buforu RL.

o Nie nalezy uzywac wiecej niz 100 mg tkanek. Korzystajqc z homogenizatora mechanicznego
nalezy uzy¢ do 10 razy mniej materiatu do izolacji niz w przypadku moZdzierza i ttuczka.

o Fragment tkanki nalezy zhomogenizowac/rozbic jak najdrobniej, gdyz jest to etap decydujqgcy
0 wydajnosci izolacji. W celu podniesienia wydajnosci izolacji zalecamy uzycie homogenizatora
mechanicznego.

0 Zamrozone tkanki nie powinny ulec rozmrozeniu.
o Upewnic sie czy do buforu Lyse Buffer PVP i buforu RL zostat dodany B-ME lub DTT

2. Wirowac probke przez 4 min z maksymalng predkoscia, a nastepnie przenies¢ supernatant
do nowej RNase-free, probowki 1.5-2 ml typu Eppendorf. Osad sktadajacy sie z resztek
roslinnych wyrzucic.

3. Inkubowac prébke na lodzie 10 min.

4. Kontynuowac protokot od kroku 2 str. 7 tkanki roslinne.
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Srodki ostroznosci

LG

Wash RBW

RL

Uwaga

H319 Dziata draznigco na oczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka
minut. Wyjaé soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania drazniacego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza
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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
skontaktowa¢ sie z osrodkiem zatrué¢/
lekarzem.

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

EUHO032 W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy.

Uwaga

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

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

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka
minut. Wyjaé 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.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym  miejscu. Przechowywac
w chtodnym miejscu.




GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit jest przeznaczony do szybkiej
izolacji catkowitego komoérkowego RNA, pochodzqgcego z réznorodnych zrodet
m.in.: tkanek zwierzqt i ludzi, roslin, grzybow, hodowli tkankowych, bakterii

drozdzy oraz krwi.

Oczyszczone RNA nie zawiera zanieczyszczen m.in.
takich jak: DNA, biatka, lipidy, barwniki, detergenty,
organiczne inhibitory enzymoéw, zwiazki buforowe,
sole, kationy dwuwartosciowe. W trakcie izolacji RNA
prébka poddana zostaje lizie w obecnosci buforéw
denaturujacych, ktére inaktywuja RNazy komérkowe.
Nastepnie lizat jest wirowany w mini-kolumienkach
o specjalnej konstrukcji, ktére rozdrabniajg
komoérkowe DNA, redukuja lepkos¢ lizatu i wstepnie
oczyszczaja preparat usuwajac fragmenty DNA.
Dodanie specjalnego buforu oraz etanolu wytwarza
warunki do selektywnego wigzania RNA do membrany

GeneMATRIX. Podczas krétkiego wirowania nastepuje

wiazanie RNA do membrany, natomiast niezwigzane
zanieczyszczenia pozostaja w wycieku z kolumny. Ich
$ladowe pozostatosci na membranie sg skutecznie
usuwane w trakcie dwéch etapéw ptukania. Elucje
oczyszczonego RNA wykonuje sie wodg destylowana,
wolng od RNaz. Maksymalna wydajno$¢ procesu
to ok. 100 pg RNA o dtugosci powyzej 200 nt.
Zestawem GeneMATRIX Universal RNA Purification
Kit mozna uzyskac izolaty RNA charakteryzujace sie
wysoka czystoscia i integralnoscia (RIN). Oczyszczony
preparat RNA nadaje sie do bezposredniego uzytku w
technikach biologii molekularnej: RT-PCR, qRT-PCR,

sekwencjonowanie, NGS.

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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