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Syngen Plant & Wood
RNA Mini & Maxi Kit

Zestawy do izolacji catkowitego RNA z probek:
- Swiezych tkanek roslinnych

- mrozonych tkanek roslinnych

- tkanek ros$linnych zdrewniatych (tylko Mini)

- komérek z hodowli w zawiesinie
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Syngen Plant & Wood RNA Mini & Maxi Kit

Dziekujemy za wybdr zestawu serii Syngen RNA i okazane nam
zaufanie. Produkty serii Syngen RNA to wysokiej jakosci zestawy
odczynnikow do izolacji catkowitego RNA z szerokiej gamy probek takich
jak krew, tkanki, komorki i inne. Zastosowana technologia wykorzystuje
technike chromatografii na ztozu krzemionkowym zamknietym w
membranie kolumienki. Uzyskany materiat genetyczny odznacza sie
wysokg czystoscig, wymagang do zastosowan miedzy innymi w
technikach real-time PCR i microarray.

Niniejsza instrukcja dla uzytkownika zawiera szczegotowe wytyczne
dotyczgce stosowania zestawéw Syngen Plant RNA Mini, Syngen Wood
RNA Mini oraz Syngen Plant RNA Maxi. Rozdziaty wstepne pomogag
uzytkownikowi przygotowa¢ sie do wykonania procedur opisanych w
dalszych rozdziatach. Zalecamy uwazne przeczytanie catej instrukcji
przed przystgpieniem do pracy.

Przy uzyciu produktu powinna by¢ zachowana uwaga i ostroznosc.
Zalecamy uzytkownikom stosowanie sie do zasad GLP (Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej). Miedzy innymi nalezy stosowac fartuch laboratoryjny,
rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne.

Aby uzyskac¢ wiecej informacji o substancjach niebezpiecznych, ktére
mogg byC zawarte w niektérych skfadnikach zestawéw, prosimy
przeczytaé Karty Charakterystyki Substanciji Niebezpiecznych (MSDS)
dostepne u producenta.

W przypadku pytan pozostajemy do Panstwa dyspozycji. Zyczymy
sukceséw w pracy z zestawami Syngen.

Zespot Syngen Biotech
Ograniczenia
Zestawy serii Syngen RNA sg przeznaczone wytgcznie do uzytku

laboratoryjnego. Nie bedg uwzgledniane zadne roszczenia wynikajgce z
uzycia zestawu do diagnozowania lub leczenia chorob.
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Syngen Plant & Wood RNA Mini & Maxi Kit

Zawartosc¢ zestawow

Syngen Plant RNA Mini Kit SY341010 SY341011 SY341012
Liczba izolacji 50 100 300
Kolumienki R 50 100 300
Kolumienki klarujgce KL 50 100 300
Bufor lizujgcy RLR 30 ml 60 ml 170 mi
Bufor lizujgcy RLK 30 ml 60 mi 170 ml
Bufor ptuczacy RP1 30 ml 60 mi 170 ml
Bufor ptuczacy RP2 — koncentrat 20 ml 35 ml 2 x 50 mi
Woda wolna od RNaz 6 ml 6 ml 2x8ml
Probdéwki do elucji 1,5 ml 50 100 300
Probdéwki do ptukania 2 ml 100 200 600
Syngen Wood RNA Mini Kit SY341030 SY341031
Liczba izolacji 50 100
Kolumienki R 50 100
Kolumienki klarujgce KL 50 100
Bufor lizujgcy RLR1 30 ml 60 ml
Bufor lizujgcy RLR2 4 ml 8 ml
Bufor ptuczacy RP1 30 ml 60 ml
Bufor ptuczacy RP2 — koncentrat 15 ml 35 ml
Woda wolna od RNaz 6 ml 6 ml
Probéwki do ptukania 2 ml 50 100
Syngen Plant RNA Maxi Kit SY341010 SY341011
Liczba izolacji 10 24
Kolumny R 10 24
Kolumny klarujgce KL 10 24
Bufor lizujgcy RLR 60 ml 150 ml
Bufor lizujgcy RLK 60 ml 150 ml
Bufor ptuczacy RP1 45 ml 120 ml
Bufor ptuczacy RP2 — koncentrat 12,5 ml 50 ml
Woda wolna od RNaz 6 ml 30 mi
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Syngen Plant & Wood RNA Mini & Maxi Kit

Przechowywanie

Kolumienki R, a takze wszystkie roztwory, powinny by¢ przechowywane
w temperaturze pokojowej (15-25°C), chyba ze na butelce okreslono
inacze;j.

Przechowywanie kolumienek R w wyzszej temperaturze jest zabronione.

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

Do wszystkich protokotow:
— Etanol (96-100%)
— Etanol 70%
— R-merkaptoetanol (B-ME)
— Statyw
— Sterylne konhcdowki do pipet z filtrem
— Pipety automatyczne nastawne
— Worteks

— Rekawiczki beztalkowe
— Mozdzierz

— Ciekty azot
— Homogenizator elektryczny (opcjonalnie)
— PBS wolny od RNaz (opcjonalnie)

— Roztwdér DNazy | o stezeniu 0,5 U/ul w buforze o sktadzie 1M NaCl,
10mM MnCI2, 20 mM Tris-HCI, pH 7.0 at 25°C (opcjonalnie)
— Pokruszony |16d (opcjonalnie)

Do izolacji RNA z komorek w hodowli w zawiesinie:
— Probowki wirbwkowe 1.5 lub 2.0 ml z wieczkiem (eppendorfki)
— PBS wolny od RNaz
— Narzedzia do liczenia komorek

Do zestawu Syngen Plant RNA Mini:
— Proboéwki wirbwkowe 1.5 lub 2.0 ml z wieczkiem (eppendorfki)
— Mikrowiréwka 10.000 x g (12.000-14.000 rpm)
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Syngen Plant & Wood RNA Mini & Maxi Kit

Do zestawu Syngen Wood RNA Mini:

— Probowki wirébwkowe 1.5 lub 2.0 ml z wieczkiem (eppendorfki)
— Mikrowiréwka 10.000 x g (12.000-14.000 rpm) z chtodzeniem 5°C
— taznia wodna, blok grzejny lub termomikser (zalecany) na 70°C

Do zestawu Syngen Plant RNA Maxi:

— Probowki wirbwkowe 15 ml zakrecane (falkonki 15)
— Probowki wirbwkowe 50 ml zakrecane (falkonki 50)
— Mikrowiréwka 4500-6000 rpm z rotorem wychytowym (zalecany) z

chtodzeniem do 4°C

— Laznia wodna, blok grzejny lub termomikser (zalecany) na 70°C

Przygotowanie odczynnikéw przed pierwszym uzyciem

Bufor ptuczacy

Bufor ptuczacy RP2 jest dostarczany jako koncentrat. Przed pierwszym
uzyciem dodaj do nich odpowiednig ilos¢ etanolu (96-100%) i starannie
wymieszaj. Ponizsza tabela przedstawia sposob przygotowania buforow.

koncentratu buforu ptuczgcego RP2

Syngen Plant RNA Mini Kit SY341010 SY341011 SY341012
Liczba izolacji 50 100 300
Objetosc¢ etanolu, jakag nalezy doda¢ do 80 ml 140 ml 200 ml
koncentratu buforu ptuczgcego RP2 (do kazdej
butelki)
Syngen Wood RNA Mini Kit SY341030 SY341031
Liczba izolacji 50 100
Objetosc¢ etanolu, jakg nalezy doda¢ do 60 ml 140 ml
koncentratu buforu ptuczgcego RP2
Syngen Plant RNA Maxi Kit SY341010 SY341011
Liczba izolacji 10 24
Objetos¢ etanolu, jakg nalezy dodaé do 50 ml 200 ml
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Syngen Plant & Wood RNA Mini & Maxi Kit

Bufory po dodaniu etanolu powinny by¢ szczelnie zamkniete
I przechowywane w temperaturze pokojowej. Przed rozpoczeciem
procedury zawsze wymieszaj rozpuszczone bufory przez obrocenie
butelki kilka razy.

Material wyjsciowy i wydajnos¢é RNA

Zestawy Syngen Plant RNA Mini i Maxi stuzg do izolacji catkowitego
RNA z tkanek roslinnych swiezych i mrozonych oraz hodowli komorek
roslinnych. Zestawy Syngen Plant W RNA Mini stuzy do izolacji
catkowitego RNA z tkanek roslinnych zdrewniatych.

Wyizolowany RNA ma wysoki stopien czystosci, dzieki czemu moze by¢
uzyty bezposrednio do dalszych analiz, jak reakcje enzymatyczne z
detekcjga w czasie rzeczywistym, mikromacierze i inne procedury
wymagajgce RNA wysokiej jakosSci.

Prawidtowe dobranie ilosci materiatu wyjsciowego jest kluczem do
wydajnej izolacji. Ponizsza tabela okresla zalecane maksymalne ilosci

poszczegolnych rodzajéw prébek oraz typowe wydajnosci RNA.

Syngen Plant RNA Mini Kit / Syngen Wood RNA Mini Kit

Material wyjsciowy Maksymalna ilosé Typowa wydajnosé
na 1 izolacje RNA
Swieze liscie 100 mg 5-30 ug
Mrozone liscie 100 mg 5-30 ug
Komorki w hodowli 1x 107 5-30 ug

Syngen Plant RNA Maxi Kit

Materiat wyjsciowy Maksymalna ilo$¢ Typowa wydajnosé
na 1 izolacje RNA
Swieze liscie 500-1000 mg 50-300 ug
Mrozone liscie 500-1000 mg 50-300 ug
Komorki w hodowli 5-10 x 107 50-300 ug
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Syngen Plant & Wood RNA Mini & Maxi Kit

Do izolacji najlepiej nadajg sie miode liscie i igly, gdyz majg one
najwiekszy stosunek ilosci komérek do wagi.

Tkanki $wieze powinny by¢ przekazane do izolacji natychmiast po
pobraniu. W przeciwnym wypadku nalezy je zamrozi¢ w ciektym azocie i
przechowywac w temperaturze -80°C.

Przy pomocy zestawéw Syngen Plant RNA Mini i Maxi mozna izolowac
RNA z tkanek bogatych w lepkie drugorzedowe metabolity, jak np.
bielmo ziarna kukurydzy. W takim przypadku zamiast buforu lizujgcego
komorki RLK stosuje sie bufor lizujgcy roslinny RLR.

Komorki hodowane w zawiesinie nalezy oczysSci¢ z pozostatos$ci pozywki
przed przekazaniem do izolacji. W tym celu komorki ptucze sie w PBS
wolnym od RNaz i separuje przez odwirowanie.

Nie nalezy przekraczaé maksymalnej ilosci na jedng izolacje podanej w
tabeli. Za duza zawartos¢ komoérek w prébce spowoduje niewydajng lize,
za duza zawartos¢ RNA — przetadowanie kolumny. W obu sytuacjach
wydajnosc¢ izolacji znaczgco spadnie. Jesli nie dysponujemy wiedzg na
temat zawartosci RNA w uzywanym materiale startowym, zalecane jest
zmniejszenie stosowanej ilosci 2- lub 3-krotnie wzgledem dozwolonej
ilosci maksymalne;.

Nie posiadajgc wagi mozna okresli¢ ilos¢ tkanki pobranej do izolacji na
podstawie powierzchni fragmentu liscia. Okragty wycinek swiezego liscia
o srednicy 1,5 cm wazy od 25 do 75 mg. Wycinek swiezego liscia o
wymiarach 4x4 cm wazy od 230 do 700 mg.

Nie posiadajgc komory do liczenia komoérek hodowanych w zawiesinie
mozna okresli¢ ilos¢ materiatu pobranego do izolacji stosujgc wage. W
tym celu komorki nalezy odwirowac i otrzymany pellet zwazy¢, jak
Swiezg tkanke.

Instrukcja dla uzytkownika — strona 8



Syngen Plant & Wood RNA Mini & Maxi Kit

Homogenizacja

W procesie izolacji RNA z tkanek roslinnych homogenizacja jest
kluczowym etapem, majgcym wyrazny wptyw na wydajnosc izolacji.

Homogenizacje nalezy wykonaC poprzez ucieranie Swiezej tkanki w
ciektym azocie na jednolity proszek. Nastepnie doktadnie utarty drobny
proszek pobiera sie do izolacji. Ten sposob homogenizacji jest
wystarczajgcy dla wiekszosci miekkich tkanek. Utarty proszek mozna
takze zamrozic.

Tkanki mrozone homogenizuje sie bez rozmrazania poprzez ucieranie w
ciektym azocie. Alternatywnie mozna zastosowa¢ homogenizator
elektryczny, jak opisano dalej.

Alternatywg dla ucierania w cieklym azocie sg homogenizatory
elektryczne typu ostrzowego Iub kulowego. W takim przypadku
homogenizacje nalezy wykona¢ zgodnie z zaleceniami producenta
homogenizatora.

Przy pomocy homogenizatora ostrzowego najczesciej tkanke swiezg lub
mrozong homogenizuje sie w cieklym azocie, lub ewentualnie swiezg
tkanke mozna homogenizowa¢ w pierwszym buforze lizujgcym przed
dodaniem enzymu.

Przy pomocy homogenizatora kulowego najczesciej swiezg lub mrozong
tkanke homogenizuje sie po zamrozeniu w ciektym azocie, zamiennie
Swiezg tkanke mozna homogenizowa¢ w pierwszym buforze lizujgcym
przed dodaniem enzymu.

W Zadnym wypadku nie zalecamy homogenizacji mrozonego materiatu
w buforze lizujgcym.

Stosujgc homogenizatory elektryczne nalezy rozdrobni¢ wstepnie tkanke
przy pomocy nozyczek lub skalpela.
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Syngen Plant & Wood RNA Mini & Maxi Kit

Po wykonaniu homogenizacji metodg inng niz ucieranie w ciektym
azocie, rozpocznij protokét od miejsca oznaczonego biatg strzatka. —>

Zestawy Syngen Plant RNA Mini i Maxi zawierajg kolumny klarujgce KL.
Nie sg to kolumny homogenizujgce, a jedynie klarujgce lizat. Nie
zastepujg one wydajnej homogenizaciji probki przed izolacja.

Ogoélne wytyczne do pracy z RNA

Zaréwno kwas rybonukleinowy (RNA) jak i rybonukleazy (RNazy) sg
powszechne w $rodowisku. Jednak poza komérkg Ilub w martwej
komodrce nie wystepujg mechanizmy chronigce RNA przed RNazami,
zatem RNA ulega bardzo szybkiej degradacji. Z tego wzgledu w
pracowni RNA konieczne jest rygorystyczne przestrzeganie kilku
podstawowych zasad, ktére opisano ponize;.

Przygotowanie stanowiska pracy:

1. W pomieszczeniu nie powinno by¢ upalnie, temperatura optymalna
to 15-25 stopni C.

2. Nadmuch klimatyzacji nie powinien by¢ skierowany w strone stotow
roboczych i nie moze powodowac uczucia podmuchu lub przeciggu.

3. Nad blatem nie powinny znajdowaé sie zadne przedmioty, do
ktérych ktos mogtby siega¢ podczas naszej pracy, w tym kwiatki,
potki, telefon itd.

4. Okna i drzwi nalezy pozamyka¢, pomieszczenie do pracy z RNA nie
moze byc¢ przechodnie.

5. Blat roboczy powinien by¢ kompletnie zaopatrzony, tak aby wykonaé
catg procedure bez wstawania od stotu i przenoszenia probek.

6. Wszystkie blaty robocze i przedmioty (pipety, statywy itd.) nalezy
umyC¢ roztworem detergentu zawierajgcego SDS (np. Ludwik),
nastepnie przetrze¢ 70% EtOH oraz na koniec uzy¢ $rodka do
usuwania RNaz najlepiej w sprayu (np. RNase Away firmy Sigma
Aldrich lub Invitrogen, RNaseZAP firmy Sigma Aldrich).
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7. Wszystkie przedmioty do pracy z RNA powinny stuzy¢ wytgcznie do
pracy z RNA i nie mogg by¢ uzywane do innych celéw. Dotyczy to w
szczegolnosci pipet, plastikdw i odczynnikdw.

Ubranie:

1. Fartuch roboczy powinien byC czysty, niedopuszczalne jest
uzywanie fartucha noszonego uprzednio w zwierzetarni lub
pozywkarni.

2. Pracujemy wylfgcznie w rekawiczkach bezkalkowych, talk ,zabija”
RNA.

3. Wiosy nalezy spig€. Najlepiej stosowaé czepek ochronny.

4. Nalezy stosowac okulary ochronne.

Praca:

1. Do pracy stosujemy wytgcznie jednorazowe plastiki wolne od RNaz,
najlepiej firmowo zapakowane w jatowe pudetka.

2. Wszystkie tipsy muszg miec filtr.

3. Worek z probéwkami przecieramy RNase Away (do sucha) przed
potozeniem go na blacie. Nie wktadamy reki do worka z
probowkami. Wysypujemy kilka probowek na blat i chwytajgc za ich
dét zamykamy je i ustawiamy w statywie.

4. Nie nalezy przenosi¢ niczego (np. reki z pipetg) nad otwartymi
probéwkami.

5. Nie wolno nachylac¢ sie nad otwartymi probéwkami.

6. Nie dotykamy niczego, co nie jest wolne od RNaz, w tym rowniez
swojej twarzy, telefonu komoérkowego itd. Jesli musimy czego$
dotkng¢, pozniej nalezy zmienic¢ rekawiczke.

7. Zawsze przed otwarciem probowki nalezy jg krotko zwirowaé w celu

usuniecia kropli z wieczka.
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Ogodlne wytyczne dotyczace obstugi zestawow Syngen RNA

Kolumienki Mini pasujg do wiekszosci probéwek wirowkowych o
pojemnosci 1.5 ml lub 2 ml (tzw. eppendorfek).

Kolumienki Maxi pasujg do wiekszosci probéwek wirowkowych o
pojemnosci 50 ml (tzw. falkonek 50).

Wszystkie wirowania w zestawach Mini wykonywane sg z petng
predkoscig (ok. 14.000 rpm lub 10.000 x g), aczkolwiek mozliwe jest
zastosowanie nizszych predkosci (8000 rpm Ilub 6000 x g), gdy
uzytkownik nie posiada szybszej wirowki lub przeszkadza mu hatas — w
takim przypadku nalezy proporcjonalnie wydtuzy¢ wirowanie. Zaleca sie
jednak, aby przynajmniej wszystkie drugie kroki ptukania, kroki
dosuszania membrany oraz elucja odbywaty sie przy najwyzszych
obrotach wiréwki. Wszystkie wirowania nalezy przeprowadza¢ w
temperaturze pokojowej, chyba ze w protokole zaznaczono inaczej.

Wirowania w zestawach Maxi wykonywane sg z predkoscig 4500-6000
rom w temperaturze pokojowej. Zalecamy stosowanie rotora
wychytowego, a nie statokgtowego.

Podczas obstugi zestawéw Syngen zalecamy, aby ogranicza¢ dotykanie
membran w kolumienkach koncéwka pipety, przed wirowaniem zamykac
wieczka kolumienek i probdwek, a z wirdwki kolumienki wyjmowac
razem z probowkami — dopiero po ustawieniu w statywie mozna wyjgc
kolumienke z probowki. Ponadto, dla ograniczenia kontaminacji
pomiedzy prébkami (cross-contamination), zalecamy aby utrzymywac w
czystosci rekawiczki ochronne, uzywac¢ koncowek do pipet z filtrem i po
kazdym worteksowaniu lub mieszaniu zwirowywac¢ probowki, aby usungc
krople ze spodu wieczek.
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Elucja RNA

Typowa objetos¢ elucji w zestawach Mini wynosi 50 ul lub 1000 ul w
zestawach Maxi i jest wystarczajgca dla zdecydowanej wiekszoSci
probek.

Elucje z kolumny nalezy wykonywac dostarczong wodg wolng od RNaz.
Ewentualnie mozna uzy¢ wiasnej wody wolnej od RNaz o pH=7.5-9.0.
Woda o innym pH moze znacznie ograniczy¢ wydajnosc elucji lub nawet
uniemozliwi¢ jg. Zanieczyszczenie RNazami uniemozliwi analize
wyizolowanego materiatu.

W przypadku materiatu wyjsciowego bardzo bogatego w RNA, mozna
wykonaé dwie elucje — kazdg o objetosci podanej dla pojedynczej eluciji.
W niektérych przypadkach druga elucja pozwala na odzyskanie
dodatkowych 40% RNA.

Wyizolowany RNA nalezy przechowywac¢ zamrozony w temperaturze od
-70 do -86°C. Dobrym rozwigzaniem jest rozporcjowanie izolatu przed
zamrozeniem.

Trawienie DNA na kolumience

Zestawy serii Syngen RNA pozwalajg na otrzymanie RNA o bardzo
wysokiej czystosci. Niemniej mozliwe jest przedostanie sie pewnej ilosci
DNA z prébki do izolatu.

W przypadku stosowania procedur wymagajgcych RNA wolnego od
DNA, zalecamy wykonanie trawienia DNA na kolumience przed etapem
elucji. Taki sposéb trawienia jest bardzo wygodny, nie wymaga
dodatkowych etapow inaktywaciji DNazy i zapobiega obecnosci enzymu
w wyizolowanym RNA.

Trawienie DNazg na kolumience zaznaczono w protokotach kraciastg

strzatka. Bﬂﬂ
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Protokot 1
do zestawu Syngen Plant RNA Mini

Izolacja RNA z tkanek roslinnych swiezych lub mrozonych

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant RNA Mini Kit,
najpierw przeczytaj wszystkie rozdziaty poprzedzajgce protokoty.

— Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i
sprzety opisane w rozdziale ,Sprzet i odczynniki potrzebne do
wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem”.

— Upewnij sie, ze bufor ptuczgcy zostat przygotowany zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikow

przed pierwszym uzyciem”.

— Jezeli w ktorym$ buforze wytrgcit sie precypitat, rozpus¢ go
inkubujgc w 37°C przez kilka minut i mieszajac.

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).
— Doktadnie wymieszaj prébki i umies¢ je na lodzie (opcjonalnie).
— Przygotuj potrzebng porcje buforu RLK-BME uzywajgc 10 ul B-ME

na kazdy 1 ml buforu RLK. Nie wolno dodawa¢ B-ME do catej
butelki buforu RLK, o ile caty nie zostanie zuzyty na raz.
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Procedura

Umiesé odmierzong ilos¢ (maksymalnie 100 mg) swiezej lub
mrozonej tkanki roslinnej w mozdzierzu z ciekltym azotem.

Przy pomocy ttuczka rozetrzyj tkanke na drobny pyt.

Przesyp pyt z ewentualnymi resztami ciektego azotu do probdwki
1,5 ml lub 2,0 ml z wieczkiem (nie dostarczono).

Pozwdl na odparowanie pozostatosci ciektego azotu z probowki.

Homogenizacje mozna wykona¢ inaczej. Wiecej szczegotow
znajdziesz w rozdziale ,Homogenizacja”.

Dodaj 500 ul przygotowanego buforu RLK-BME i zawies$ proszek
mieszajgc na worteksie, a nastepnie zworteksuj energicznie.
Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Zwiruj probdwki, aby usungc krople z wieczka.

Umiesc kolumienke klarujgcg KL w probéwce 2 mil.

Przenies zawartos¢ probowki z kroku 2 na kolumienke.

Zamknij wieczko i wiruj przez 2 minuty z maksymalng predkoscig.
Usun kolumienke klarujgcg KL ze statymi czgstkami lizatu.

Przenies$ przesgcz (sklarowany lizat) do nowej probowki 1,5 ml lub
2,0 ml z wieczkiem (nie dostarczono).

Dodaj 1 objetos¢ etanolu (70%), zamknij i zmieszaj na worteksie.
Zwiruj probéwki, aby usung¢ krople z wieczka.

Umiesc kolumienke R w probowce 2 ml do ptukania.
Przenies catg zawartosc¢ probdwek z kroku 14 na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.

Jesli objetosc lizatu w punkcie 4 jest wieksza niz 700 ul, przenie$
na kolumne tylko 700 ul, wiruj, usun przesacz (nie wyrzucaj
probowki) i powtarzaj, az do natozenia catego lizatu na kolumne.

Przenie$ kolumienke do nowej probowki 2ml (nie dostarczono) i
wyrzué przesgcz razem ze starg probowka.
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N\

10.

11.

Otwoérz kolumienke, dodaj 250 ul buforu RP1.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscig.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Jesdli wymagane jest RNA wolne od DNA, otworz kolumienke,
dodaj na sam srodek membrany 80-100 ul roztworu DNazy I,
zamknij wieczko i inkubuj przez 15 minut w temperaturze
pokojowe;.

Otworz kolumienke i dodaj 250 ul buforu RP1.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probowki.

Otworz kolumienke i dodaj 750 ul buforu RP2.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Otwoérz kolumienke i dodaj 750 ul buforu RP2.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probowki.

Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkos$ciag, aby wysuszyé
membrane i pozby¢ sie z kolumienki resztek buforéw
zawierajgcych etanol.

Upewnij sie, ze w rogu kolumienki nie zostat zaden ptyn.

Przenies kolumienke do probowki elucyjnej 1,5 ml i wyrzu¢ starg
probowke z resztkami buforu ptuczgcego.

Otwérz kolumienke. Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na
sam srodek membrany 50 ul wody wolnej od RNaz.

Zamknij wieczko i inkubuj przez 1-3 minuty w temperaturze
pokojowej, az bufor wsigknie w membrane.

Wiruj przez 2 minuty w temperaturze pokojowej z maksymalng
predkoscia.
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12. Ostroznie wysuh kolumienke i zamknij wieczko w probdéwce z
wyizolowanym RNA.

Nie wyrzucaj kolumienki do czasu okreslenia stezenia
wyizolowanego RNA. Jak w przypadku kazdej metody
chromatograficznej, niewtasciwe pH wody uzytej do elucji moze
wyraznie zmniejszy¢ wydajnos¢ elucji, a nawet uniemozliwic ja,
powodujgc pozostanie catego RNA na kolumience.

Przy pomiarze stezenia RNA metodami spektrofotometrycznymi,
stosuj wode uzytg do elucji jako prébe slepg (blank).

Wyizolowany RNA nalezy rozporcjowa¢ i przechowywa¢ w
temperaturze od -70°C do -86°C.
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Protokot 2
do zestawu Syngen Plant RNA Mini

Izolacja RNA z tkanek roslinnych swiezych lub mrozonych
bogatych w lepkie metabolity, jak bielmo ziarna kukurydzy
Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant RNA Mini Kit,
najpierw przeczytaj wszystkie rozdziaty poprzedzajgce protokoty.

— Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i
sprzety opisane w rozdziale ,Sprzet i odczynniki potrzebne do
wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem?”.

— Upewnij sie, ze bufor ptuczacy zostat przygotowany zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikéw

przed pierwszym uzyciem?”.

— Jezeli w ktoryms buforze wytrgcit sie precypitat, rozpus¢ go
inkubujgc w 37°C przez kilka minut i mieszajac.

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).
— Doktadnie wymieszaj prébki i umies¢ je na lodzie (opcjonalnie).
— Przygotuj potrzebng porcje buforu RLR-BME uzywajgc 10 ul B-ME

na kazdy 1 ml buforu RLR. Nie wolno dodawa¢ B-ME do catej
butelki buforu RLR, o ile caty nie zostanie zuzyty na raz.
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Procedura

1.

Umiesé odmierzong ilos¢ (maksymalnie 100 mg) swiezej lub
mrozonej tkanki roslinnej w mozdzierzu z ciektym azotem.

Przy pomocy tluczka rozetrzyj tkanke na drobny pyt.

Przesyp pyt z ewentualnymi resztami ciektego azotu do probdwki
1,5 ml lub 2,0 ml z wieczkiem (nie dostarczono).

Pozwdl na odparowanie pozostatosci ciektego azotu z probowki.

Homogenizacje mozna wykonacC inaczej. Wiecej szczegotdw
znajdziesz w rozdziale ,Homogenizacja”.

Dodaj 500 ul przygotowanego buforu RLR-BME i zawie$ proszek
mieszajgc na worteksie, a nastepnie zworteksuj energicznie.
Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Zwiruj probéwki, aby usung¢ krople z wieczka.

Umiesc¢ kolumienke klarujgcg KL w probowce 2 ml.

Przenies zawartos¢ probowki z kroku 2 na kolumienke.

Zamknij wieczko i wiruj przez 2 minuty z maksymalng predkoscia.
Usun kolumienke klarujgcg KL ze statymi czgstkami lizatu.

Przenies przesacz (sklarowany lizat) do nowej probéwki 1,5 ml lub
2,0 ml z wieczkiem (nie dostarczono).
Dodaj 1 objeto$¢ etanolu (70%), zamknij i zmieszaj na worteksie.

Przejdz do protokotu 1 ,Izolacja RNA z tkanek roslinnych
swiezych lub mrozonych”, do miejsca oznaczonego czarng

strzatkg.
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Protokot 3
do zestawu Syngen Plant RNA Mini

Izolacja RNA z hodowli komérek roslinnych w zawiesinie
bogatych w lepkie metabolity oraz typowych

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant RNA Mini Kit,
najpierw przeczytaj wszystkie rozdziaty poprzedzajgce protokoty.

— Zapoznaj sie z protokotem 1 (dla komoérek bogatych w lepkie
metabolity, jak bielmo ziarna kukurydzy) Ilub protokotem 2 (dla
typowych komoérek), w tym 2z rozdziatem wstepnym ,Zanim
zaczniesz”

— Przygotuj l6d (opcjonalnie) i ewentualnie schiodz wirowke do
+10°C (opcjonalnie).

— Przygotuj potrzebng porcje buforu RLR-BME (dla komoérek
bogatych w lepkie metabolity, jak bielmo ziarna kukurydzy) lub
RLK-BME (dla typowych tkanek), uzywajgc 10 ul B-ME na kazdy 1
ml buforu RLK. Nie wolno dodawac¢ B-ME do catej butelki buforu
RLK, o ile caty nie zostanie zuzyty na raz.

— Przygotuj narzedzie do liczenia komorek
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Procedura

1.

Przenie$ maksymalnie 1x10” komérek do probowki wirdbwkowej
1,5 lub 2,0 ml (nie dostarczono).

Wiruj przez 5 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze +10°C
(schtodzenie opcjonalne).

Ostroznie usun caty supernatant, nie naruszajgc pelletu.

Uwaga: Pellet komérek moze by¢ niewidoczny lub tworzy¢ nalot
na ukosnej sciance wewnatrz probowki.

Dodaj 0,5-1,0 ml PBS wolnego od RNaz i zawies komorki —
mozna zastosowac energiczne worteksowanie.

Wiruj przez 5 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze +10°C
(schtodzenie opcjonalne).

Ostroznie usun caty supernatant, nie naruszajgc pelletu.

Uwaga: Pellet komoérek moze by¢ niewidoczny lub tworzy¢ nalot
na ukosnej sciance wewngtrz probowki.

Umies¢ probowki na lodzie (opcjonalnie).

Przejdz do Protokotu 1 ,lzolacja RNA z tkanek roslinnych
swiezych lub mrozonych” (dla wigkszosci komorek) lub do
Protokotu 2 ,lzolacja RNA z tkanek roslinnych swiezych lub
mrozonych bogatych w lepkie metabolity, jak bielmo ziarna
kukurydzy” (dla komérek bogatych w lepkie metabolity, jak
bielmo ziarna kukurydzy). Zacznij od poczatku.
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Protokoét 4
do zestawu Syngen Wood RNA Mini

Izolacja RNA z tkanek roslinnych zdrewniatych

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant RNA W Mini
Kit, najpierw przeczytaj wszystkie rozdziaty poprzedzajgce
protokoty.

— Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i
sprzety opisane w rozdziale ,Sprzet i odczynniki potrzebne do
wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem?”.

— Upewnij sie, ze bufor ptuczacy zostat przygotowany zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikéw

przed pierwszym uzyciem?”.

— Jezeli w ktoryms buforze wytrgcit sie precypitat, rozpus¢ go
inkubujgc w 37°C przez kilka minut i mieszajac.

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).
— Doktadnie wymieszaj prébki i umies¢ je na lodzie (opcjonalnie).

— Nastaw blok grzejny, taznie wodng lub termomikser na 70°C.

— Przygotuj potrzebng porcje buforu RLR1-BME uzywajgc 10 ul B-

ME na kazdy 1 ml buforu RLR1. Nie wolno dodawac¢ B-ME do catej
butelki buforu RLR1, o ile caty nie zostanie zuzyty na raz.
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Procedura

Umiesé odmierzong ilos¢ (maksymalnie 100 mg) swiezej lub
mrozonej tkanki roslinnej w mozdzierzu z ciekltym azotem.

Przy pomocy ttuczka rozetrzyj tkanke na drobny pyt.

Przesyp pyt z ewentualnymi resztami ciektego azotu do probdwki
1,5 ml lub 2,0 ml z wieczkiem (nie dostarczono).

Pozwdl na odparowanie pozostatosci ciektego azotu z probowki.

Homogenizacje mozna wykonacC inaczej. Wiecej szczegotow
znajdziesz w rozdziale ,Homogenizacja”.

Dodaj 500 ul przygotowanego buforu RLR1-BME i zawies$ proszek
mieszajgc na worteksie, a nastepnie zworteksuj energicznie.
Zwiruj probdéwki, aby usungc¢ krople z wieczka.

Dodaj 50 ul buforu RLR2 i zmieszaj na worteksie.

Inkubuj w temperaturze 70°C przez 10 minut mieszajgc co 3
minuty. Zamiast bloku/tazni i mieszania co 3 minuty mozna
zastosowac termomikser.

Wiruj przez 5 minut z predkoscig 12000 rpm w temperaturze 5°C.

Ostroznie, nie naruszajgc osadu, przenie$ sklarowany lizat do
nowej probéwki 1,5 ml lub 2,0 ml z wieczkiem (nie dostarczono).
Dodaj 0,9 objetosci etanolu (96-100%), zamknij i zmieszaj.

Przejdz do protokotu 1 ,lzolacja RNA z tkanek roslinnych
swiezych lub mrozonych” do miejsca oznaczonego czarna
strzatka.
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Protokoét 5
do zestawu Syngen Plant RNA Maxi

Izolacja RNA z tkanek roslinnych swiezych lub mrozonych

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant RNA Maxi Kit,
najpierw przeczytaj wszystkie rozdziaty poprzedzajgce protokoty.

— Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i
sprzety opisane w rozdziale ,Sprzet i odczynniki potrzebne do
wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem”.

— Upewnij sie, ze bufor ptuczgcy zostat przygotowany zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikow

przed pierwszym uzyciem”.

— Jezeli w ktérym$ buforze wytrgcit sie precypitat, rozpusé go
inkubujgc w 37°C przez kilka minut i mieszajac.

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).
— Doktadnie wymieszaj prébki i umies¢ je na lodzie (opcjonalnie).
— Przygotuj potrzebng porcje buforu RLK-BME uzywajgc 10 ul B-ME

na kazdy 1 ml buforu RLK. Nie wolno dodawa¢ B-ME do catej
butelki buforu RLK, o ile caty nie zostanie zuzyty na raz.
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Procedura

1.

Umiesé odmierzong ilos¢ (500 do maksymalnie 1000 mg) swiezej
lub mrozonej tkanki roslinnej w mozdzierzu z ciektym azotem.
Przy pomocy tluczka rozetrzyj tkanke na drobny pyt.

Przesyp pyt z ewentualnymi resztami ciektego azotu do probdwki
50 ml z wieczkiem, tzw. falkonki 50 (nie dostarczono).

Pozwdl na odparowanie pozostatosci ciektego azotu z probowki.

Homogenizacje mozna wykonac¢ inaczej. Wiecej szczegotdw
znajdziesz w rozdziale ,Homogenizacja”.

Dodaj 5 ml przygotowanego buforu RLK-BME i zawie$ proszek
mieszajgc na worteksie, a nastepnie zworteksuj energicznie.
Inkubuj w temperaturze 70°C przez 10 minut mieszajgc co 3
minuty. Zamiast tazni/bloku i mieszania co 3 minuty mozna
zastosowac termomikser.

Zwiruj probdéwki, aby usungc¢ krople z wieczka.

Umiesc¢ kolumne klarujgcg KL w probéwce 50 ml (falkonce 50).
Przenies zawartos¢ probowki z kroku 7 na kolumienke.

Zamknij wieczko i wiruj przez 5 minut z predkoscig 4500-6000
rom w temperaturze 4°C.

Usun kolumne klarujgcg KL ze statymi czgstkami lizatu.

Przenie$ przesgcz (sklarowany lizat) do nowej probowki 50 ml z
wieczkiem (nie dostarczono). Nie trzeba zmienia¢ probowki, jesli
poprzednia byta z wieczkiem.

Dodaj 1 objetos¢ etanolu (70%), zamknij i zmieszaj na worteksie
impulsowo przez 5 sekund.

Zwiruj probdéwki, aby usungc¢ krople z wieczka.

Umiesc kolumne R w probéwce 50 ml do ptukania.

Przenies catg zawartosc¢ probowek z kroku 4 na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z predkoscig 4500-6000
rpm.
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7

N

10.

11.

Przenie$ kolumne do nowej probéwki 50 ml (nie dostarczono) i
wyrzu¢ przesgcz razem ze starg probowka.

Otwérz kolumne, dodaj 2,5 ml buforu RP1.

Zamknij wieczko i wiruj przez 2 minuty z predkoscig 4500-6000
rpm.

Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Jesli wymagane jest RNA wolne od DNA, otwoérz kolumienke,
dodaj na sam srodek membrany 800 ul roztworu DNazy |, zamknij
wieczko i inkubuj przez 15 minut w temperaturze pokojowe;.

Otwoérz kolumne, dodaj 2,5 ml buforu RP1.

Zamknij wieczko i wiruj przez 2 minuty z predkoscig 4500-6000
rpm.

Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Otwoérz kolumne i dodaj 5 ml buforu RP2.

Zamknij wieczko i wiruj przez 2 minuty z predkoscig 4500-6000
rpm.

Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Otwoérz kolumne i dodaj 5 ml buforu RP2.

Zamknij wieczko i wiruj przez 2 minuty z predkoscig 4500-6000
rpm.

Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Wiruj przez 10 minut z maksymalng predkoscia, aby wysuszy¢
membrane i pozby¢é sie z kolumienki resztek buforow
zawierajgcych etanol.

Upewnij sie, ze w rogu kolumienki nie zostat zaden ptyn.

Przenie$ kolumne do nowej probéwki elucyjnej 50 ml i wyrzué
starg probéwke z resztkami buforu ptuczgcego.

Otwérz kolumne. Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na
sam srodek membrany 1000 ul wody wolnej od RNaz.
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12.

Zamknij wieczko i inkubuj przez 5 minut w temperaturze
pokojowej, az bufor wsigknie w membrane.

Wiruj przez 5 minut w temperaturze pokojowej z predkoscig 4500-
6000 rpm.

Ostroznie wysun kolumne i zamknij wieczko w probéwce z
wyizolowanym RNA.

Nie wyrzucaj kolumny do czasu okreSlenia stezenia
wyizolowanego RNA. Jak w przypadku kazdej metody
chromatograficznej, niewtasciwe pH wody uzytej do elucji moze
wyraznie zmniejszy¢ wydajnosc elucji, a nawet uniemozliwic ja,
powodujgc pozostanie catego RNA na kolumnie.

Przy pomiarze stezenia RNA metodami spektrofotometrycznymi,
stosuj wode uzytg do elucji jako prébe slepg (blank).

Wyizolowany RNA nalezy rozporcjowa¢ i przechowywa¢ w
temperaturze od -70°C do -86°C.
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Protokot 6
do zestawu Syngen Plant RNA Maxi

Izolacja RNA z tkanek roslinnych swiezych lub mrozonych
bogatych w lepkie metabolity, jak bielmo ziarna kukurydzy
Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant RNA Maxi Kit,
najpierw przeczytaj wszystkie rozdziaty poprzedzajgce protokoty.

— Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i
sprzety opisane w rozdziale ,Sprzet i odczynniki potrzebne do
wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem?”.

— Upewnij sie, ze bufor ptuczacy zostat przygotowany zgodnie z
instrukcjami zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikéw

przed pierwszym uzyciem?”.

— Jezeli w ktoryms buforze wytrgcit sie precypitat, rozpus¢ go
inkubujgc w 37°C przez kilka minut i mieszajac.

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

— Doktadnie wymieszaj prébki i umies¢ je na lodzie (opcjonalnie).

— Przygotuj potrzebng porcje buforu RLR-BME uzywajgc 10 ul B-ME
na kazdy 1 ml buforu RLR. Nie wolno dodawa¢ B-ME do catej
butelki buforu RLR, o ile caty nie zostanie zuzyty na raz.

Procedura

1. Umies¢é odmierzong ilos¢ (500 do maksymalnie 1000 mg) swiezej
lub mrozonej tkanki roslinnej w mozdzierzu z ciektym azotem.
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Przy pomocy ttuczka rozetrzyj tkanke na drobny pyt.

Przesyp pyt z ewentualnymi resztami ciektego azotu do probdwki
50 ml z wieczkiem, tzw. falkonki 50 (nie dostarczono).

Pozwdl na odparowanie pozostatosci ciektego azotu z probdwki.

Homogenizacje mozna wykona¢ inaczej. Wiecej szczegotow
znajdziesz w rozdziale ,Homogenizacja”.

Dodaj 5 ml przygotowanego buforu RLR-BME i zawies proszek
mieszajgc na worteksie, a nastepnie zworteksuj energicznie.
Inkubuj w temperaturze 70°C przez 10 minut mieszajgc co 3
minuty. Zamiast tazni/bloku i mieszania co 3 minuty mozna
zastosowac termomikser.

Zwiruj probéwki, aby usung¢ krople z wieczka.

Umiesc¢ kolumne klarujgcg KL w probéwce 50 ml (falkonce 50).
Przenies zawartos¢ probowki z kroku 7 na kolumienke.

Zamknij wieczko i wiruj przez 5 minut z predkoscig 4500-6000
rom w temperaturze 4°C.

Usun kolumne klarujgcg KL ze statymi czgstkami lizatu.

Przenie$ przesgcz (sklarowany lizat) do nowej probowki 50 ml z
wieczkiem (nie dostarczono). Nie trzeba zmienia¢ probowki, jesli
poprzednia byta z wieczkiem.

Dodaj 1 objetos¢ etanolu (70%), zamknij i zmieszaj na worteksie
impulsowo przez 5 sekund.

Przejdz do protokotu 5 ,lzolacja RNA z tkanek roslinnych
swiezych lub mrozonych”, do miejsca oznaczonego czarng

strzatkg.
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Protokot 7
do zestawu Syngen Plant RNA Maxi

Izolacja RNA z hodowli komérek roslinnych w zawiesinie
bogatych w lepkie metabolity oraz typowych

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant RNA Maxi Kit,
najpierw przeczytaj wszystkie rozdziaty poprzedzajgce protokoty.

— Zapoznaj sie z protokotem 6 (dla komoérek bogatych w lepkie
metabolity, jak bielmo ziarna kukurydzy) Ilub protokotem 5 (dla
typowych komoérek), w tym 2z rozdziatem wstepnym ,Zanim
zaczniesz”

— Przygotuj potrzebng porcje buforu RLR-BME (dla komorek
bogatych w lepkie metabolity, jak bielmo ziarna kukurydzy) lub
RLK-BME (dla typowych tkanek), uzywajgc 10 ul B-ME na kazdy 1
ml buforu RLK lub RLR. Nie wolno dodawac¢ B-ME do catej butelki
buforu RLK lub RLR, o ile caly nie zostanie zuzyty na raz.

— Przygotuj narzedzie do liczenia komorek
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Procedura

1. Przenie$ maksymalnie 5-10x10” komoérek do probdéwki (nie
dostarczono).
Wiruj przez 5-10 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze
+10°C (schtodzenie opcjonalne).
Ostroznie usun caty supernatant, nie naruszajgc pelletu.

Uwaga: Pellet komérek moze by¢ niewidoczny lub tworzy¢ nalot
na ukosnej sciance wewnatrz probowki.

2. Dodaj 5 ml PBS wolnego od RNaz i zawie§ komorki — mozna
zastosowac energiczne worteksowanie.
Wiruj przez 5-10 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze
+10°C (schtodzenie opcjonalne).
Ostroznie usun caty supernatant, nie naruszajgc pelletu.

Uwaga: Pellet komoérek moze by¢ niewidoczny lub tworzy¢ nalot
na ukosnej sciance wewngtrz probowki.

3. Umies¢ probowki na lodzie (opcjonalnie).

4. Przejdz do Protokotu 5 ,lzolacja RNA z tkanek roslinnych
swiezych lub mrozonych” (dla wigkszosci komorek) lub do
Protokotu 6 ,lzolacja RNA z tkanek roslinnych swiezych lub
mrozonych bogatych w lepkie metabolity, jak bielmo ziarna
kukurydzy” (dla komérek bogatych w lepkie metabolity, jak
bielmo ziarna kukurydzy), zacznij od poczatku.
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Okreslenie ilosci i integralnosci wyizolowanego RNA

Do okreslenia ilosci i integralnosci wyizolowanego RNA proponujemy
automatyczng elektroforeze kapilarng Fragment Analyzer firmy AATI.

Fragment Analyzer wykorzystuje gotowe zele wstawiane do aparatu po
prostu w Falcon’ce 50ml i automatycznie nanosi prébki na zel. Teraz nie
trzeba juz przygotowywac zelu poliakryloamidowego, nanosi¢ na niego
probek, wybarwiaé bromkiem, dokumentowa¢ obrazu i analizowac
wynikdw w specjalnych programach.

- Fragment Analyzer wykonuje petng analize DNA i RNA.

- Fragment Analyzer analizuje do 288 prob jednoczesnie bez
ingerencji operatora

- Fragment Analyzer umozliwia doktadanie probek podczas pracy
- Fragment Analyzer zuzywa mniej niz 0,1 ul probki

- Fragment Analyzer jest bardzo czuty — limit detekcji 50 pg/ul RNA.
Uzyskujemy wiarygodne wyniki przy niskich stezeniach.

- Fragment Analyzer ma wysokg rozdzielczos¢ nawet 2 pz

- Fragment Analyzer automatycznie analizuje wyniki, oznacza
dtugos¢ fragmentow, stezenie i integralnos¢ RNA
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P Y
Pomiar stezenia wyizolowanego RNA ii, L.;; §‘»§)

Do okreslenia stezenia wyizolowanego RNA polecamy nowoczesny
spektrofotometr mikrolitrowy NANO, wykonujgcy pomiar w probce o
objetosci zaledwie 2 pl.

- tylko 2 pl, tylko 2 sekundy,
pomiar stezenia bezposrednio w kropli

- wbudowany komputer i drukarka wynikéw,
szybka obstuga bez dodatkowego komputera

- automatyczne obliczanie stezenia i czystosci,
odczyt absorbanciji przy 230nm, 260nm i 280 nm

- 0d 2 do 2000 ng/ul w 1 kropli,
szeroki zakres pomiaru bez potrzeby rozcienczania

- wysoka powtarzalnos¢ pomiaréw,
SD<5ng/ul (2-100 ng/ul), CV<5% (100-2000 ng/ul)

- opatentowana technologia,
US 6.628.382 B2, US 6.809.826 B2

- automatyczna pamie¢ wynikow,
urzgdzenie przechowuje wyniki eksperymentéw

- transfer wynikow do komputera,
tatwa i wygodna archiwizacja danych
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Samodzielne rozwiazywanie probleméw

Za niska czystos¢ A260/A280
Nieprawidtowa warto$¢ A230

Przyczyna

Rozwigzanie

Zanieczyszczenia wprowadzone przez
uzytkownika

Stosuj sie do wskazowek w rozdziatach ,Ogolne
wytyczne dotyczgce obstugi zestawdw Syngen
DNA” (3 akapit — nakfadaj bufory i probki do
wnetrza kolumny, nie zanieczyszczajgc brzegu
kolumny) oraz ,Ogdlne wytyczne do pracy z
RNA”

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcej homogenizacji tkanki

Zwroc¢ uwage na etap homogenizac;ji tkanki.
Przeczytaj zalecenia w rozdziale
.,Homogenizacja”

Niewydajna liza z powodu za duzej
ilosci komorek w prébce

Powtorz izolacje. Zmniejsz ilo$¢ prébki do
zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcych warunkéw inkubaciji

Powtorz izolacje. Wydtuz dwukrotnie inkubacje z
buforem RLK-BME/RLR-BMR/RLK1-BME

Niewydajna liza z powodu duze;j
zawartosci lepkich metabolitéw

Powtdrz izolacje stosujgc protokdt do roélin
zawierajgcych lepkie metabolity

Nie dodano etanolu do probki przed
natozeniem na kolumne lub
zastosowano etanol o ztym stezeniu

Powtorz izolacje, nie pomijaj zadnego kroku,
upewnij sie, ze uzywasz etanolu o stezeniu
okreslonym w protokole

Nie dodano etanolu do buforu
ptuczacego przed pierwszym uzyciem
lub zastosowano etanol o ztym stezeniu

Powtorz izolacje, przygotuj prawidtowo bufory,
upewnij sie, ze uzywasz etanolu o stezeniu
okreslonym w protokole

Duza zawartos¢ DNA w izolacie z
powodu pominiecia trawienia DNazg

Powtorz izolacje, wykonaj trawienie DNA na
kolumience

Mata lub zerowa wydajnos¢ izolacji

Przyczyna

Rozwigzanie

Zanieczyszczenie RNazami
spowodowato roztozenie RNA

Powtorz izolacje, przeczytaj rozdziat ,,0gdine
wytyczne do pracy z RNA”

Mato komérek w probce

Powtorz izolacje, uzyj wiecej probki, nie
przekraczaj dozwolone;j ilosci

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcej homogenizacji tkanki

Zwro¢ uwage na etap homogenizaciji tkanki.
Przeczytaj zalecenia w rozdziale
.,Homogenizacja”

Niewydajna liza z powodu za duzej
ilosci komorek w prébce

Powtorz izolacje. Zmniejsz ilos¢ prébki do
zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcych warunkéw inkubaciji

Powtorz izolacje. Wydtuz dwukrotnie inkubacje z
buforem RLK-BME/RLR-BMR/RLK1-BME

Niewydajna liza z powodu duze;j
zawartosci lepkich metabolitéw

Powtorz izolacje stosujac protokot do roslin
zawierajgcych lepkie metabolity

Nie dodano etanolu do probki przed
natozeniem na kolumne lub
zastosowano etanol o ztym stezeniu

Powtorz izolacje, nie pomijaj zadnego kroku,
upewnij sie, ze uzywasz etanolu o stezeniu
okreslonym w protokole
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Nie dodano etanolu do buforu
ptuczgcego przed pierwszym uzyciem
lub zastosowano etanol o ztym stezeniu

Powtorz izolacje, przygotuj prawidtowo bufory,
upewnij sie, ze uzywasz etanolu o stezeniu
okreslonym w protokole

Niewydajna elucja wodg o za niskim pH
(nizsze niz 7.5-9.0)

Wykonaj elucje ponownie wodg dostarczong z
zestawem lub wodg o odpowiednim pH
(przeczytaj rozdziat ,Elucja RNA”)

Niewydajna elucja — woda nie wsigkta
w membrane

Powtorz elucje

- upewnij sie, ze nanosisz wode na sam $rodek
membrany

- pozwdl wodzie wsigkngé w membrane

- inkubuj 5 minut przed wirowaniem

Niewydajna elucja w powodu
przedziurawienia membrany

Powtorz izolacje

Materiat po izolacji jest zdegradowany

Przyczyna Rozwigzanie
Prébka jest stara lub Zle Powtorz izolacje na nowej prébce, izoluj RNA z
przechowywana probek swiezych lub prawidtowo

przechowywanych

Zanieczyszczenie RNazami
spowodowato roztozenie RNA

Powtorz izolacje, przeczytaj rozdziat ,,0goine
wytyczne do pracy z RNA”

Zielone zabarwienie membrany/eluatu

Przyczyna

Rozwigzanie

Naturalne zjawisko przy izolacji z roslin

Powtorz izolacje. Zwieksz ilos¢ my¢ buforami
myjgcymi RP1 i RP2 z 2x + 2x na 4x + 4x

Kolumienka zatkata sie

Przyczyna

Rozwigzanie

Prébka jest zbyt gesta lub lepka

Powtorz izolacje z mniejszej ilosci probki.
Sprobuj zastosowac protokoty do tkanek
zawierajgcych lepkie metabolity.

Elementy state w lizacie

Usun z lizatu elementy state np. przez
odwirowanie, uzyj nowej kolumienki

Zbyt mata predkos¢ wirowania

Powtérz wirowanie z maksymalng predkoscig

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcej homogenizacji tkanki

Zwro¢ uwage na etap homogenizac;ji tkanki.
Przeczytaj zalecenia w rozdziale
.,Homogenizacja”

Niewydajna liza z powodu za duzej
ilosci komorek w prébce

Powtorz izolacje. Zmniejsz ilos¢ prébki do
zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcych warunkéw inkubaciji

Powtorz izolacje. Wydtuz dwukrotnie inkubacje z
buforem RLK-BME/RLR-BMR/RLK1-BME

Niewydajna liza z powodu duze;j
zawartosci lepkich metabolitéw

Powtorz izolacje stosujac protokot do roslin
zawierajgcych lepkie metabolity

Instrukcja dla uzytkownika — strona 35




n facebook.com/SyngenBiotech

Syngen Biotech Sp. z 0.0. Sp. k. sg ngen
54-116 Wroctaw, ul. Ostrodzka 13 biotech
kolumienki.pl, syngen.pl, info@syngen.pl

tel. +48 71 349 70 13, +48 349 91 66, +48 71 349 91 67, faks +48 71 349 70 33



