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Syngen RNA clean-up Kit

Zawarto$¢ opakowania i warunki przechowywania

Syngen RNA clean-up zestaw SY391010 SY391011

Kit demo

Liczba izolacji 4 50 200
Bufor RW 1,8 ml 30 ml 8o ml
Bufor RP1 3ml soml 1oml
Bufor RP2 1,5ml 20ml 2x35ml
Woda wolna od RNaz 1,5ml 6ml 12ml
Kolumienki R 4 szt. 50 Szt. 200 Szt.
Probéwki 2 ml 457t 50szt. 200 szt.
Probowki 1,5 ml 4 szt. 50 Szt. 200 Szt.

Kolumienki R, a takze wszystkie roztwory, powinny byc
przechowywane w temperaturze pokojowej (15-25°C).

Sprzet i odczynniki potrzebne do wykonania procedury, a
niedostarczone z zestawem

- Etanol (96-100%)

- Probéwki 1.5 mli2 ml (eppendorfki)

- Statyw

- Sterylne koncéwki do pipet (najlepiej z filtrem)

- Pipety automatyczne nastawne

- Mikrowiréwka

- Worteks

-taznia wodna, blok grzejny lub termomikser na 65°C

Przygotowanie odczynnikéw przed pierwszym uzyciem
Bufor ptuczacy

Bufor ptuczacy RP2 jest dostarczany jako koncentrat. Przed
pierwszym uzyciem dodaj do niego odpowiednig ilos¢

etanolu (96-100%) i starannie wymieszaj. Ponizsza tabela
przedstawia sposéb przygotowania buforu ptuczacego.

Syngen RNA clean-up zestaw  SY391010 SY391011
Kit demo

Liczba izolagji 4 50 200
Objetosé etanolu, jaka 6 ml 8oml po140
nalezy doda¢ do ml do 35
koncentratu buforu ml
ptuczacego RP2 buforu

Bufor RP2 po dodaniu etanolu powinien by¢ szczelnie
zamkniety i przechowywany w temperaturze pokojowe;j.
Przed rozpoczeciem procedury zawsze wymieszaj
rozpuszczony bufor przez obrécenie butelki kilka razy.

Materiat wyjsciowy

Ilo$¢ materiatu na 1 izolacje: maksymalnie 100 pg RNA w
maksymalnie 100 ul roztworu.

Specyfikacja

Wydajnos¢: 85-95%

Objetos¢ elugji: 30-50

Ztoze wigze do 100 ug RNA

Czas wykonania procedury: do 10 minut bez opcjonalnego
trawienia DNazg

Zanim zaczniesz

1. Do buforu RP2 dodaj odpowiednig ilos¢ 96-
100% etanolu.

2. Jezeli w jakims buforze wytracit sie precypitat,
rozpus¢ go inkubujac w 37°C przez kilka
minut, mieszajac, a nastepnie ostudz.

3. Jezeli dodatkowo chcesz wykonaé trawienie
DNazg (opcjonalnie) rozpus¢ DNaze | wolng od
RNaz w buforze do rozpuszczania (150 mM
NaCl, 1 mM MgCl,, 10 mM Tris HCl o0 pH 7,5) 0
koricowym stezeniu 0,5 U/ul.

PROTOKO

1. W 15 ml probéwce umies¢ prébke RNA i
uzupetnij wodg wolng od RNaz (dostarczono) do
objetosci 100 pl. Maksymalna dopuszczalna
objetos¢ prébki RNA to 100 pl. Jezeli objetosé
prébki RNA wynosi100 pl, nie dodawaj wody.

2. Dodaj 350 pl buforu wigzacego RW. Zamknij
probéwke i wymieszaj na worteksie.

3. Dodaj 250 ul etanolu (96-100%) (nie
dostarczono) i wymieszaj na worteksie.

4. Umies¢ kolumienke R w probéwce 2 ml
(dostarczono). Przenie$ catg zawartos¢ probdwki
z kroku 3 na kolumienke R. Zamknij wieczko.

5. Wiryj przez1 minute z predkoscig 10.000 x g (lub
14.000 rpm). Odrzu¢ supernatant, a kolumienke
przenie$ z powrotem do probéwki.

I:> Opcja:  trawienie  DNA.  Jezeli
potrzebujesz RNA wolne od DNA, wykonaj
ponizsze kroki.

Jesli nie wykonujesz trawienia DNazg na
kolumnie, przejdz do kroku 6.

- do kolumienki dodaj 250 pl buforu RP1. Wiryj
przez 1 minute z predkoscig 10.000 x g (lub
14.000 rpm). Odrzu¢ supernatant, a kolumienke
przenie$ z powrotem do probéwki.

- na Srodek membrany w kolumience dodaj 100
ul roztworu DNazy | wolnej od RNaz o stezeniu
0,5 U/ul (nie dostarczono). Zamknij wieczko i
inkubuj przez 15 minut w temperaturze
pokojowej.

- do kolumienki dodaj 250 ul buforu RP1. Wiryj
przez 1 minute z predkoscig 10.000 x g (lub
14.000 rpm). Odrzu¢ supernatant, a kolumienke
przenie$ z powrotem do probéwki.
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- przejdz do kroku 7.

6. Dodaj do kolumienki 500 ul buforu ptuczacego
RP1, zamknij wieczko. Wiruj przez 1 minute z
predkoscig 10.000 x g (lub 14.000 rpm). Odrzué
supernatant, a kolumienke przenies z powrotem
do probowki.

7. Dodaj do kolumienki 750 pl buforu RP2, zamknij
wieczko. Wiruj przez 1 minute z predkoscig
10.000 x g (lub 14.000 rpm). Odrzué
supernatant, a kolumienke przenies z powrotem
do probowki.

8. Powtdrz krok 7.

9.  Wiryj kolumienke przez 3 minuty z predkoscig
10.000 X g, aby wysuszy¢ membrane.

10. Przenie$ kolumienke do nowej 1,5 ml probéwki
(dostarczono). Na srodek membrany dodaj 30-
50 pl wody wolnej od RNaz (dostarczono) i
inkubuj w RT przez1 minute. Zamknij wieczko.

1. Wiryj przez 2 minuty z predkoscig 10.000 x g.
Ostroznie  wysun  kolumienke i zamknij
probéwke z wyeluowanym RNA. Przechowuj w
temperaturze od -70°C do -86°C.

Samodzielne rozwigzywanie probleméw
1. Matawydajnosé:

RNA zostato na kolumnie. Powtérz elucje.
Podgrzej wode do elugji do 70°C i inkubuj na
kolumnie 5 minut.

2. Zdegradowane RNA

Wystgpito zanieczyszczenie RNazami. Pracuyj
zgodnie z zasadami pracy z RNA. Sprawdz
zanieczyszczenia buforéw.

3. Problem w reakcjach enzymatycznych

Wystgpito zanieczyszczenie eluatu solg. Upewnij
sie, czy przygotowano bufor RP2 zgodnie z
zaleceniami oraz ze powtérzono ptukanie
buforem w kroku 8.

4. Niewtfasciwy wspotczynnik A260/A280

Obecnos¢ DEPC w DEPC-owanej wodzie uzytej
do elugi lub blankowania. Uzywaj wody
dostarczonej z zestawem. Przy pomiarze
spektrofotometrycznym blankuj na 10 mM Tris-
HCl, a nie DEPC-owanej wodzie.
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