Syngen Blood/Cell RNA Maxi Kit (24)

Co potrzeba:

ukhwn e

Probdéwki 50 ml do wirowania przy 5.000 rpm

70% etanol

96-98% etanol

B-merkaptoetanol

Opcjonalnie: roztwdér DNazy | o stezeniu 2KU/ml w 1x buforze reakcyjnym (150mM NaCl, 1 mM
MgCI2, 10 mM Tris HCI, pH 7.5)

Do izolacji z bakterii: roztwoér lizozymu (20 mg/ml lizozymu; 20 mM Tris-HCl, pH 8,0; 2mM EDTA;
1,2% Triton)

Do izolacji z drozdzy: bufor sorbitolowy do lizy enzymatycznej (20 mg/ml litykazy lub zymolazy; 1M
sorbitolu, 100 mM EDTA; 0,1% B-merkaptoetanolu). Przygotuj bufor sorbitolowy tuz przed uzyciem.

Zanim zaczniesz:

1.

Rozciencz bufor RLE — jest on najczesciej dostarczany jako 10x koncentrat, nalezy go rozcieniczy¢
woda

Przygotuj porcje buforu RLK-BME — na kazdy 1 ml potrzebnej objetosci buforu RLK dodaj 10 ul B-
merkaptoetanolu i zamieszaj, nie wolno dodawaé B-ME od razu do catej butelki buforu RLK, o ile nie
zostanie zuzyta od razu

Przygotuj bufor RP2 poprzez dodanie 96-98% etanolu w ilosci podanej na butelce

PROTOKOL 1 — IZOLACJA Z LUDZKIEJ KRWI

Pobierz swiezg ludzka krew na antykoagulant.

Dodaj 3-10 ml krwi do odpowiedniej wielkosci probéwki wiréwkowej (falkonka 15 ml lub 50 ml, nie
dostarczona).

Dodaj 5 objetosci rozcienczonego buforu RLE i spokojnie odwracaj probowke (np. Dodaj 25 ml
rozcienczonego buforu RLE do 5 ml prébki krwi).

Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Podczas inkubacji zworteksuj krétko 2 razy.

Wiruj przez 5 minut przy 500 x g, aby leukocyty stworzyty pelet. Wylej supernatant.

Dodaj 2 objetosci rozciericzonego buforu RLE do peletu i krétko worteksuj (zadbaj o to, aby pelet sie
rozpuscit).

Wiruj przez 5 minut przy 500 x g, aby leukocyty ponownie stworzyty pelet. Wylej supernatant.
Dodaj 12,5 ml buforu RLK-BME do peletu komérkowego i wortkesuj energicznie (zadbaj o to, aby

pelet sie rozpuscit). Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 3 minuty, az komoérki catkowicie
zlizuja. W razie potrzeby przedtuz inkubacje z mieszaniem.
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Umiesé¢ Kolumienke klarujgcg KL w czystej 50 ml probowce (falkonka 50 ml, nie dostarczona).
Nanies$ na Kolumienke KL caty lizat i wiruj przy petnej szybkosci 3500-5000 rpm przez 5 minut.

Przenie$ klarowny przesacz do czystej 50 ml probowki (falkonka 50 ml, nie dostarczona) i oszacuj
jego objetos¢. Uwazaj, aby nie naruszy¢ ewentualnie powstatego peletu.

Dodaj do przesaczu 1 objetos¢ 70% etanolu i wymieszaj poprzez worteksowanie.
Umiesé Kolumne R w czystej 50 ml probowce (falkonka 50 ml, nie dostarczona) i przenie$ 14 ml
prébki (wraz z ewentualnym precypitatem) na te kolumne. Wiruj przy petnej szybkosci 3500-5000

rpm przez 5 minut. Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.

Jesli objetos¢ prébki byta wieksza niz 14 ml, powtdrz krok 12 az do natozenia catej probki na
kolumne.

Dodaj 7ml Buforu RP1 w celu przemycia Kolumny R. Wiruj przy petnej szybkosci 3500-5000 rpm
przez 2 minuty. Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probdéwki.

Opcjonalnie: Natéz 1 ml roztworu DNazy | na centralny punkt membrany Kolumny R. Inkubuj na
stole przez 10 min.

Dodaj 7ml Buforu RP1 w celu przemycia Kolumny R. Wiruj przy petnej szybkosci 3500-5000 rpm
przez 2 minuty. Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probdéwki.

Przemyj Kolumne R dwukrotnie poprzez dodanie 12,5 ml Buforu RP2 i wirowanie przy petnej
szybkosci 3500-5000 rpm przez 2 minuty. Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.

Wiruj przy maksymalnej szybkosci 3500-5000 rpm przez 10 minut w celu osuszenia Kolumny R.
Umiesé Kolumne R w Probdéwce Elucyjnej (50 ml probéwka, dostarczona).

Dodaj 500-1000 ul wody wolnej od RNaz na centralny punkt membrany Kolumny R i pozostaw
Kolumne przez 5 minut na stole. Upewnij sie, ze woda zostata natozona na srodek membrany i
zostata zaabsorbowana catkowicie.

Wiruj przy petnej szybkosci przez 5 minut w celu elucji RNA.

Przechowuj RNA w -70°C.



PROTOKOL 2 — 1ZOLACJA Z KOMOREK ZWIERZECYCH

1. Zbierz 5 x 10° komdrek rosnacych w zawiesinie poprzez wirowanie przy 300 x g przez 5 minut. Wylej
supernatant.
Komorki rosngce w monowarstwie zbierz trypsyng i przeptucz w PBS, zwiruj przy 300 x g przez 5
minut, wylej supernatant.

2. Dodaj 14 ml Buforu RLK-BME do peletu komdrkowego i wortkesuj energicznie (zadbaj o to, aby
pelet sie rozpuscit). Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 5 minut, az komérki catkowicie zlizuja.

W razie potrzeby przedtuz inkubacje z mieszaniem.

3. Umies$¢ Kolumienke klarujgcg KL w czystej 50 ml probdéwce (falkonka 50 ml, nie dostarczona).
Nanies$ na Kolumienke KL caty lizat i wiruj przy petnej szybkosci 3500-5000 rpm przez 5 minut.

4. Przenie$ klarowny przesgcz do czystej 50 ml probéwki (falkonka 50 ml, nie dostarczona) i oszacuj
jego objetos¢. Uwazaj, aby nie naruszy¢ ewentualnie powstatego peletu.

5. Dodaj do przesaczu 1 objetos¢ 70% etanolu i wymieszaj poprzez worteksowanie.

6. Przejdz do protokotu 1 do miejsca oznaczonego strzatka.

PROTOKOL 3 — IZOLACJA RNA Z BAKTERII

1. Przenieé do 5 x 10" komérek bakteryjnych do probéwki wiréwkowej (nie dostarczona). Wiruj przy
3,000 x g przez 5 minut i odrzuc¢ supernatant.

2. Zawies$ pelet w 1 ml roztworu lizozymu (nie dostarczony) i inkubuj w 37°C przez 10 minut.
3. Dodaj 14 ml Buforu RLK-BME do peletu komérkowego i wortkesuj energicznie (zadbaj o to, aby
pelet sie rozpuscit). Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 5 minut, az komérki catkowicie zlizuja.

W razie potrzeby przedtuz inkubacje z mieszaniem.

4. Wiruj przy maksymalnej szybkosci przez 5 minut aby osadzi¢ niestrawione pozostatosci. Pobierz
klarowny supernatant do nowej 50 ml probéwki (nie dostarczona).

5. Dodaj do przesaczu 1 objetos¢ 70% etanolu i wymieszaj poprzez worteksowanie.

6. Przejdz do protokotu 1 do miejsca oznaczonego strzatka.



PROTOKOL 4 — IZOLACJA RNA Z DROZDZY

1.

Przenie$ do 5 x 10° komdrek drozdzy do 50 ml probéwki wiréwkowej (nie dostarczona). Wiruj przy
500 x g w 4°C przez 5 minut i odrzué supernatant.

Zawie$ pelet w 2,5 ml buforu sorbitolowego (nie dostarczony). Inkubuj w 30°C przez 30 minut.
Wiruj przy 500 x g w temperaturze pokojowej przez 5 minut i odrzu¢ supernatant.

Dodaj 14 ml Buforu RLK-BME do peletu komdrkowego i wortkesuj energicznie (zadbaj o to, aby
pelet sie rozpuscit). Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 5 minut, az komérki catkowicie zlizuja.

W razie potrzeby przedtuz inkubacje z mieszaniem.

Wiruj przy maksymalnej szybkosci przez 5 minut aby osadzi¢ niestrawione pozostatosci. Pobierz
klarowny supernatant do nowej 50 ml probéwki (nie dostarczona).

Dodaj do przesaczu 1 objetos¢ 70% etanolu i wymieszaj poprzez worteksowanie.

Przejdz do protokotu 1 do miejsca oznaczonego strzatka.



