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Instrukcja

Total RNA Mini Concentrator

Zestaw do izolacji catkowitego RNA.

numer katalogowy wielkos¢
031-25C 25 izolacji
031-100C 100 izolacji

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.

Gwarancja
Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:
e odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu
braku zalecanego w niniej: protokole wy, Zenia i materiatow

.
e uzyciainnych odczynnikéw niz zalecane lub ktére nie wchodza w sktad produktu
e uzycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu
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Specyfikacja
format mikrokolumna
pojemnosc ztoza 10 ug RNA

wielkos¢ probki

hodowla bakteryjna, drozdzowa: do 500 pl
krew: do 1 ml
tkanka roslinna, zwierzeca: do 10 mg

hodowla komérkowa: do 1 x 10°

° nicienie

objetos¢ elucji od 15 pl
roztwor elucyjny woda jatowa

Sktad
sktadnik 25 izolacji 100 izolacji przechowywanie
Mikrokolumny 25 szt. 100 szt. temp. pok.
Proboéwki 1,5 ml 25 szt. 100 szt. temp. pok.
Probéwki 2 ml 50 szt. 200 szt. temp. pok.
A1l roztwor ptuczacy 50 ml 200 ml temp. pok.
Fenozol 25ml 100 ml 4°C
Izopropanol 12,5ml 30ml temp. pok.
Woda jatowa 8ml 15 ml temp. pok.

Dodatkowy sprzet i odczynniki

Niezbedne

. Jatowe probéwki 1,5 ml typu Eppendorf

. Chloroform
° Mikrowiréwka

° Inkubator 50 °C

Opcjonalne

. RBCL (nr kat. 213-100, 213-250)

. DNAza (nr kat. 1009-10, 1009-100)

. Clean-Up RNA Concentrator (nr kat. 039-25C, 039-100C)
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W przypadku pracy z RNA uzywac¢ plastikowych materiatéw zuzywalnych wolnych od RNAz. Pracowac sterylnie,
uzywac jednorazowych rekawiczek i zmieniac je kazdorazowo, kiedy wymaga tego dobra praktyka laboratoryjna.

Bakterie / drozdze

1. Odwirowac 100-500 pl $wiezej nocnej hodowli bakteryjnej i usunac supernatant.

2. Przejs¢ do punktu 1. protokotu izolacji.

Hodowle komérkowe

1. Odwirowa¢ komérki w ilosci 1 x 10°-5 x 10° i usunac supernatant.

2. Przejsc¢ do punktu 1. protokotu izolacji.

Tkanki roslinne / zwierzece

1. Tkanki(1-10 mg) nalezy rozetrze¢ w mozdzierzu z ciektym azotem..
2. Przenie$¢ sproszkowane tkanki do probéwki 1,5 ml typu Eppendorf (nie ma w zestawie).

3. Przejs¢ do punktu 1. protokotu izolacji.

Krew $wieza (nie mrozona)

1. Do maksymalnie 1 ml krwi doda¢ odpowiednig ilos¢ buforu RBCL do lizy erytrocytéw (nie ma w zestawie).
Zalecamy uzycie 5 objetosci RBCL na 1 objetosc¢ krwi.

2. Catos¢ wymieszac i pozostawic w lodzie na 15 min.
Po inkubacji roztwoér z metnego powinien zmienic sie na szkartatnie przezroczysty.

3. Wirowac przez 10 min przy 3000 x g, a nastepnie usuna¢ supernatant.

4. Przejsc do punktu 1. protokotu izolacji.

Mrozony lub swiezy pojedynczy okaz nicienia (Nemotoda, np. Canoraitidis,
Anizakis)

1. Umiesci¢ pojedynczy okaz nicienia na sterylnej powierzchni (np. mata szalka Petriego) i pocia¢ sterylnym
ostrzem na 3-4 kawatki. Przenies¢ caty materiat do probéwki 1,5 ml typu Eppendorf (nie ma w zestawie).

2. Przejs¢ do punktu 1. protokotu izolacji.
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Do przygotowanej prébki dodac po 800 pl fenozolu i mieszac przez pipetowanie, az do catkowitej lizy
komoérek.

Fenozol inaktywuje endogenne RNAzy. Préby zawieszone w fenozolu moga by¢ przechowywane:
- do roku w temp. -20 °C, -80 °C
- do tygodniaw temp. +4 °C do +8 °C
- do 24 godzin w temp. pokojowe;j

Roztwdr fenozolu zawiera fenol. Nalezy unikac jego kontaktu ze skéra i pracowac w rekawiczkach ochronnych.

Inkubowac prébke przez 5 min wtemp . 50 °C.

Do lizatu dodac¢ 200 pl chloroformu (nie ma w zestawie) i delikatnie miesza¢ prébke przez kilkakrotne
odwracanie probowki.

Probke pozostawic na 3 min w temp. pokojowej.
Nastepnie wirowac przez 10 min przy 10 000-12 000 RPM.

Pobrac gérne frakcje (ok. 450 pl supernatantu) do nowej probdwki 1,5 ml (nie ma w zestawie).
Dodaé po 250 pl izopropanolu.

Doktadnie wymieszac i nanies¢ na mikrokolumne. Zamkna¢ mikrokolumne wieczkiem od probéwki.

Wirowac przez 1 min przy 12 000 RPM.

Przenies$¢ mikrokolumne do nowej probéwki 2 ml (w zestawie).
Doda¢ po 700 pl roztworu ptuczacego Al. Zamkna¢ mikrokolumne wieczkiem od probdowki.

Wirowac przez 1 min przy 12 000 RPM.

Wyija¢ mikrokolumne z probéwki, wyla¢ przesacz i ponownie umiesci¢ w niej mikrokolumne.
Doda¢ po 700 pl roztworu ptuczacego Al. Zamkna¢ mikrokolumne wieczkiem od probdowki.

Wirowac przez 1 min przy 12 000 RPM.

Przenies¢ mikrokolumne do nowej probdwki 2 ml (w zestawie).
Dodaé po 200 pl roztworu ptuczacego Al. Zamkna¢ mikrokolumne wieczkiem od probdéwki.

Wirowac przez 2 min przy 12 000 RPM.
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14. Przenies$¢ mikrokolumne do nowej probowki 1,5 ml (w zestawie).
Do ztoza, znajdujacego sie na dnie mikrokolumny, doda¢ po 15-20 ul wody jatowe;j.
Zamkna¢ mikrokolumne wieczkiem od probowki.

15. Probke pozostawic na 2 min w temp. pokojowej.
Wirowac przez 1 min przy 12 000 RPM.

16. Mikrokolumne usunag, a oczyszczone RNA znajdujace sie w probdwce przechowywaé
w temp. -20 °C, -80 °C, do czasu dalszych analiz.

Probéwka elucyjna potaczona jest dtugim, elastycznym tacznikiem z wieczkiem. Zamykajac probéwke, po usunieciu
kolumny, nalezy zwrdcic¢ uwage by zamykanie wieczka rozpoczac od strony tacznika. Klikniecie $wiadczy o prawidtowym
zamknieciu probowki. Inny sposéb zamykania moze spowodowac samoczynne otwieranie probdwki.

Zestaw Total RNA Mini Concentrator efektywnie izoluje i oczyszcza RNA bez potrzeby jego dodatkowego
doczyszczania.

W szczegdlnym przypadku, gdy konieczne jest usuniecie nawet sladowych ilosci DNA zalecamy wybér jednej z metod:
Zastosowanie DNAzy (nr kat. 1009-10, 1009-100)
1. Do 20 pl eluatu RNA dodac¢ po:

0,2 ul DNAzy (10 U/ul)
2 pl 10x buforu reakcyjnego (w zestawie z DNAz3)

2. Inkubowac probke przez 15 min w temp. 37 °C.

3. Inkubowac probke przez 10 min w temp. 65 °C - inaktywacja DNAzy.

Zastosowanie zestawu Clean-Up RNA Concentrator (nr kat. 039-25C, 039-100C)

Zestaw oparty jest na mikrokolumnach i stuzy do usuwania $ladowych ilosci DNA.
Elucja RNA w ok. 30 pl wody jatowej.
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Informacje Bezpieczenstwa
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NIEBEZPIECZENSTWO

Fenozol

H301+H311+H331 Dziata toksycznie po potknieciu, w kontakcie ze skéra lub w nastepstwie wdychania.
H314 Powoduje powazne oparzenia skéry oraz uszkodzenia oczu.

H341 Podejrzewa sig, ze powoduje wady genetyczne.

H373 Moze powodowac uszkodzenie narzaddw poprzez dtugotrwate lub wielokrotne narazenie.
H411 Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate skutki.

P261 Unika¢ wdychania pytu.

P273 Unika¢ uwolnienia do srodowiska.

P280 Stosowac rekawice ochronne/ odziez ochronna/ ochrone oczu/ ochrone twarzy.

P301+P310 W przypadku potkniecia: natychmiast skontaktowac sie z O$rodkiem Zatru¢ lub lekarzem.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezelisa i

mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.

P310 Natychmiast skontaktowac sie z Osrodkiem Zatru¢ lub lekarzem.
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NIEBEZPIECZENSTWO

A1l roztwor ptuczacy

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

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

P261 Unikac¢ wdychania par.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac¢ woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukaé.
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NIEBEZPIECZENSTWO

Izopropanol

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

P210 Przechowywac z dala od Zrédet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet
zaptonu. Palenia wzbronione.

P261 Unika¢ wdychania par.

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 ptukaé.
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