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Syngen miRNA
Mini Kit

Zestawy do izolacji miRNA z prébek:
- komérek

- tkanek swiezych

- tkanek mrozonych

- ptynoéw ustrojowych

Opcjonalna izolacja wielkoczgsteczkowego RNA
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Syngen miRNA Mini Kit

Dziekujemy za wybdr zestawu serii Syngen RNA i okazane nam
zaufanie. Seria Syngen RNA to wysokiej jakosci zestawy odczynnikéw
do izolacji miRNA i innych niskoczgsteczkowych RNA oraz catkowitego
RNA z szerokiej gamy prébek, m.in. tkanek i komorek. 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 zestawow Syngen mIiRNA Mini. Rozdziaty
wstepne pomogg uzytkownikowi przygotowac 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 uzyska¢ 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
sukcesow 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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Spis tresci

Informacje wstepne

Ograniczenia

Zawartos¢ zestawow

Przechowywanie

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

Przygotowanie odczynnikéw przed pierwszym uzyciem
Materiat wyjsciowy

Homogenizacja

Elucja RNA

Izolacja RNA wielkoczgsteczkowego

Trawienie DNA na kolumience

Ogodlne wytyczne do pracy z RNA

Ogodlne wytyczne dotyczgce obstugi zestawdw Syngen

Protokoty

Protokét 1: 1zolacja miRNA z komérek

Protokét 2: Izolacja miRNA z tkanek

Protokét 3: 1zolacja miRNA z ptynéw ustrojowych

pozbawionych komérek

Protokoét 3: lzolacja wielkoczasteczkowego RNA
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Przewodnik po zestawach serii Syngen®

A~ BADNDN

N O O Ooo~NO O b~

FE N §

13
19

22
22

24

28

Instrukcja dla uzytkownika — strona 3



Syngen miRNA Mini Kit

Zawartosc¢ zestawu

Syngen miRNA Mini Kit SY391210
Liczba izolacji 100
Kolumienki mR 200
Bufor lizujgcy mRL 25 ml
2M Octan sodu 2,5 ml
Bufor ptuczagcy mRP — koncentrat 5ml
Bufor elucyjny mRE 5,5 ml
Probdéwki do ptukania 2 ml 200

Przechowywanie

Kolumienki mR, a takze wszystkie roztwory, powinny byc¢
przechowywane w temperaturze pokojowej (15-25°C), chyba Ze na
butelce okreslono inacze;.

Przechowywanie kolumienek mR w wyzszej temperaturze jest
zabronione.

Instrukcja dla uzytkownika — strona 4



Syngen miRNA Mini Kit

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

Do wszystkich protokotow:
— Etanol (96-100%)
— Chloroform
— Fenol uwodniony
— Probowki 1.5 mli 2.0 ml (eppendorfki)
— Statyw
— Sterylne koncowki do pipet z filtrem
— Pipety automatyczne nastawne
— Mikrowiréwka 12.000-14.000 rpm
— Worteks
— taznia wodna lub blok grzejny na 65°C
— Pokruszony |6d (mokry, temperatura 0°C)
— Rekawiczki beztalkowe

Do izolacji miRNA z tkanek:
— Jednorazowa strzykawka z igtg grubosci 0,9 (Srednica wewnetrzna
ok. 0,6 mm) o jak najmniejszej pojemnosci.
— Homogenizatorki H [Syngen, SY391098 Ilub SY391096] Iub
homogenizator elektryczny wykorzystujgcy jednorazowe elementy
majgce kontakt z prébka.

Do izolacji miRNA z hodowli komérkowej:
— Trypsyna lub skrobak (do komérek rosngcych w monowarstwie)
— Medium hodowlane
— PBS lub ptyn Hanksa, wolne od RNaz, Ca?* i Mg?*
— Przyrzady do liczenia komérek

Do izolacji miRNA z ptynow ustrojowych niezawierajgcych komoérek:
— Wieksza ilos¢ buforu mRL

Do izolacji wielkoczgsteczkowego RNA:
— Roztwd6r DNazy | o stezeniu 0,5 U/ul
— Dodatkowa porcja buforu ptuczgcego mRP
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Przygotowanie odczynnikdéw przed pierwszym uzyciem

Bufor ptuczacy

Bufor ptuczgcy mRP jest dostarczany jako koncentrat. Przed pierwszym
uzyciem dodaj do niego odpowiednig ilos¢ etanolu (96-100%) i starannie
wymieszaj. Ponizsza tabela przedstawia sposob przygotowania buforu.

Syngen miRNA Mini Kit SY391210

Objetosc etanolu, jakg nalezy dodaé do 20 ml
koncentratu buforu ptuczgcego mRP

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

Material wyjsciowy

Zestaw Syngen miRNA Mini stuzy do izolacji miRNA oraz innych
niskoczgsteczkowych RNA mniejszych niz 200 nukleotydow z tkanek
Swiezych i mrozonych, hodowli komoérkowych a takze z ptyndw
ustrojowych pozbawionych komdérek. Wyizolowany miRNA ma wysoki
stopien czystosci, dzieki czemu moze by¢ uzyty bezposrednio do
dalszych analiz, jak reakcje enzymatyczne z detekcjg w czasie
rzeczywistym, mikromacierze i inne procedury wymagajgce RNA
wysokiej jakosci.

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

Materiat wyjsciowy Maksymalna ilos¢
na 1 izolacje

Tkanki Swieze lub mrozone 10-25 mg

Komérki (hodowla) 1x 108

Instrukcja dla uzytkownika — strona 6



Syngen miRNA Mini Kit

Nie nalezy przekracza¢ maksymalnej ilosci tkanki na jedng izolacje
podanej w tabeli. Za duza zawartos¢ komoérek w probce spowoduje
niewydajng lize, za duza zawartos¢ RNA — przetadowanie kolumny. W
obu sytuacjach wydajnos¢ izolacji znaczgco spadnie.

Ptyny ustrojowe pozbawione komérek

Do izolacji mozna uzy¢ surowicy, osocza, ptynu moézgowo-rdzeniowego
oraz innych ptyndéw ustrojowych nieposiadajgcych komorek. Stosujac
inng niz 200ul ilo$¢ prébki nalezy dostosowaé proporcjonalnie ilosci
uzywanego buforu mRL, octanu sodu, fenolu i chloroformu.

Tkanki

Tkanki swieze powinny by¢ przekazane do izolacji natychmiast po
pobraniu. W przeciwnym wypadku nalezy je bezzwtocznie zamrozi¢ w
ciektym azocie i przechowywac -70°C.

Nie posiadajgc wagi mozna okresli¢ ilos¢ tkanki pobranej do izolacji na
podstawie jej objetosci. Prostopadtoscian o wymiarach 2x2x3mm wazy
od 15 do 25 mg.

W przypadku tkanek o bardzo wysokiej zawartosci RNA nalezy
odpowiednio zmniejszy¢ ilos¢ tkanki pobranej do izolacji. Jesli nie jest
znana zawartos¢ RNA lub gestos¢ komdérek w badanej tkance, zalecamy
zmniejszenie ilosci tkanki wzietej do izolacji o potowe wzgledem tabeli.
W przypadku tkanek ubogich w komérki mozna odpowiednio zwiekszy¢
ilos¢ materiatu uzytego do izolacji. Kazdy z przypadkéw nalezy
przetestowac i stosowac ilos¢ materiatu dajgcg najlepsze rezultaty.

Komorki
Komoérki z hodowli przygotowuje sie do izolacji poprzez zebranie i

przemycie w PBS. Komorki rosngce w zawiesinie nalezy odwirowac.
Komorki rosngce w monowartstwie nalezy zebrac przy pomocy trypsyny
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lub zeskroba¢ z powierzchni i odwirowac. Przygotowanie komoérek do
izolacji opisano szczego6towo w protokotach.

llos¢ komoérek rosngcych w monowarstwie mozna okreslic na podstawie
powierzchni hodowli. Nalezy przyjaé¢, ze 1 cm? hodowli zawiera od 1x10°
do 1,5x10° komorek. W kazdym dotku ptytki 6-dotkowej ro$nie okoto
1x10° komorek.

Homogenizacja

W procesie izolacji miRNA z tkanek homogenizacja jest kluczowym
etapem, majgcym wyrazny wptyw na wydajnos¢ izolacji, jednoczesnie
wprowadzajgcym najwiecej zagrozen dla izolowanego materiatu.

Do homogenizacji mogg postuzy¢ jednorazowe  plastikowe
homogenizatorki H [SY391098 z probowkami lub SY391096 bez
probéwek] do zastosowania w probowce 1,5 ml (eppendorfce). Przy ich
uzyciu nalezy rozgnieS¢ tkanke o scianki i dno probowki. Ten sposob
homogenizacji jest wystarczajgcy dla wiekszosci miekkich tkanek.
Stosujgc  wtasne probowki 1,5 ml nalezy przed rozpoczeciem
homogenizacji zwrdci¢ uwage na to, czy homogenizator scisle pasuje do
ksztattu wnetrza probowek. Jesli homogenizator nie siega dna probdwki
(opiera sie o ukosne $cianki ponad dnem) lub wystepuje luz pomiedzy
ukosnymi sciankami probowki, a koncem homogenizatora (po oparciu
konnca o dno), nalezy uzy¢ do homogenizacji probéwek od producenta
homogenizatora H [SY391092].

W przypadku tkanek twardych lub wtdknistych (jak skéra, Sciana serca,
Sciegna) mozna zastosowac elektryczny homogenizator typu ostrzowego
lub kulowego, koniecznie wykorzystujgcego jednorazowe elementy
majgce kontakt z probkg. W takim wypadku homogenizacje wykonujemy
w buforze mRL, a ewentualng piane usuwamy przez wirowanie.

Ze wzgledu na wyjagtkowo duzg wrazliwos¢ miRNA nie zalecamy
recznego ucierania tkanki w mozdzierzu z ciektym azotem.

Instrukcja dla uzytkownika — strona 8



Syngen miRNA Mini Kit

Drugi etap homogenizacji potgczony z lizg chemiczng wykonuje sie
przepuszczajgc Kilkukrotnie wstepny homogenat przez jednorazowg
strzykawke z igtg 0,9 (srednica wewnetrzna ok. 0,6 mm) o jak
najmniejszej pojemnosci.

Elucja miRNA

Typowa objetos¢ elucji wynosi 50 wul i jest wystarczajgca dla
zdecydowanej wiekszosci probek. Elucje miRNA z kolumny nalezy
wykonywac dostarczonym buforem mRE podgrzanym do 65°C.

Ewentualg elucje wielkoczgsteczkowego RNA z pierwszej kolumny
mozna wykonac¢ buforem mRE lub wodg wolng 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.

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

Izolacja wielkoczasteczkowego RNA

Zestawy Syngen miRNA Mini pozwalajg na otrzymanie miRNA oraz
wielkoczgsteczkowego RNA w dwdch osobnych probowkach. W tym
celu zastosowano selektywne wigzanie roznych wielkosci RNA na dwéch
osobnych kolumnach w srodowisku o réoznym stezeniu etanolu. Przed
wtasciwg izolacjg miRNA lizat naktadany jest na pierwszg kolumne, na
ktorej nastepuje wigzanie wielkoczgsteczkowego RNA i DNA. Nastepnie
na drugiej kolumnie nastepuje wigzanie miRNA i niskoczgsteczkowych
RNA mniejszych niz 200 nt.

Aby wyizolowacC wielkoczgsteczkowy RNA nalezy przeprowadzi¢ kroki
ptukania oraz elucji takze z pierwszej kolumny. Procedura zostata
opisana w dodatkowym protokole. Odtworzenie naturalnego stosunku
miRNA/RNA nastepuje po potaczeniu w catosci obu izolatéw.
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Trawienie DNA na kolumience

W przypadku izolacji wielkoczgsteczkowego RNA z pierwszej kolumny
zalecamy wykonanie trawienia DNA na kolumience przed etapem eluciji.
Taki sposob trawienia jest bardzo wygodny, nie wymaga dodatkowych
etapéw inaktywacji DNazy i zapobiega obecno$ci enzymu w
wyizolowanym RNA.

Trawienie DNazg na kolumience zaznaczono w protokotach kraciastg

strzatka. @

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 Kkilku
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 kto§ 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
umy¢ roztworem detergentu zawierajgcego SDS (np. Ludwik),
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nastepnie przetrze¢ 70% EtOH oraz na koniec uzy¢ s$rodka do
usuwania RNaz najlepiej w sprayu (np. RNase Away firmy Sigma
Aldrich lub Invitrogen, RNaseZAP firmy Sigma Aldrich).

7. Wszystkie przedmioty do pracy z RNA powinny stuzy¢ wytgcznie do
pracy z RNA i nie moga by¢ uzywane do innych celdéw. 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 wytgcznie w rekawiczkach bezkalkowych, talk ,zabija”
RNA.

3. Wiosy nalezy spig¢. Najlepiej stosowac 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
probowkami.

5. Nie wolno nachyla¢ sie nad otwartymi probowkami.

6. Nie dotykamy niczego, co nie jest wolne od RNaz, w tym rowniez
swojej twarzy, telefonu komérkowego 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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Ogdlne wytyczne dotyczace obstugi zestawéw Syngen RNA

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

Wszystkie wirowania, o ile w protokole nie podano inaczej, wykonywane
sg z petng predkoscig (ok. 14.000 rpm lub 10.000 x g), aczkolwiek
mozliwe jest zastosowanie nizszych predkosci (8000 rpm lub 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.

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 probéwkami — 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 koncéwek do pipet z filtrem i po
kazdym worteksowaniu lub mieszaniu zwirowywaé probowki, aby usungc
krople ze spodu wieczek.
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Protokoét 1

Izolacja miRNA z komérek

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen miRNA 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).

— Przygotuj 16d i ewentualnie schtodz wiréwke do +10°C.

— Podgrzej bufor elucyjny mRE do temperatury 65°C.

— Do zebrania komorek rosngcych na powierzchni przygotuj roztwor
trypsyny lub skrobak oraz medium hodowlane. Mozna uzycC

medium zebranego z tej samej hodowli.

— Przygotuj narzedzie do liczenia komorek.
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Procedura dla komoérek rosnacych z zawiesinie

1. Przenie$ maksymalnie 1x10%° komérek do probowki 1,5 ml (nie
dostarczono). Trzymaj probéwke na lodzie.
Wiruj przez 5 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze +10°C.
Ostroznie usun caty supernatant, nie naruszajgc pelletu.

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

2. Dodaj 200 ul PBS wolnego od RNaz i zawies komorki — mozna
zastosowac energiczne worteksowanie. Trzymaj probéwke na
lodzie.

Wiruj przez 5 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze +10°C.
Ostroznie usun caty supernatant, nie naruszajgc pelletu.

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

3. Do pelletu komoérek dodaj 200 ul Buforu mRL i zamieszaj
pipetujgc lub energicznie zworteksuj.
Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 10 minut

4. Dodaj 20 ul dostarczonego 2M Octanu sodu, zamieszaj pipetujgc.
5. Dodaj 180 ul uwodnionego fenolu i 40 ul chloroformu.
Zamknij i worteksuj energicznie przez 2 minuty.
Ostroznie uchyl wieczko probowki, aby wyréwnac cisnienia i
ponownie je zamknij.

6. Wiruj przez 3 minuty z predkoscig 12.000 rpm.

7. Przejdz do dalszej czesci Protokotu, =zacznij od miejsca
oznaczonego biatg strzatka. :>

Instrukcja dla uzytkownika — strona 14



Syngen miRNA Mini Kit

Procedura dla komoérek rosngcych na powierzchni — trypsyna

1. Usun medium, przemyj powierzchnie PBS bez Mg?* i Ca?* lub
ptynem Hanksa bez Mg?* i Ca?*, usun ptyn.

2. Dodaj 0,10-0,25% roztwér trypsyny.
Gdy komoérki zaczng sie odrywac, dolej medium, aby zatrzymac
dziatanie trypsyny i zawies komorki przez pipetowanie.

3. Przenie$ maksymalnie 1x10® komorek do probdwki 1,5 ml (nie
dostarczono). Trzymaj probéwke na lodzie.
Wiruj przez 5 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze +10°C.
Ostroznie usun caty supernatant, nie naruszajgc pelletu.

Uwaga: Pellet komdérek moze by¢ niewidoczny lub tworzyé¢ nalot na uko$nej $ciance wewnatrz probdwki.

4. Dodaj 200 ul PBS lub ptynu Hanksa i zawie$ komorki — mozna
zastosowaC energiczne worteksowanie. Trzymaj probowke na
lodzie.

Wiruj przez 5 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze +10°C.
Ostroznie usun caty supernatant, nie naruszajgc pelletu.

Uwaga: Pellet komérek moze by¢ niewidoczny lub tworzyé nalot na uko$nej $ciance wewnatrz probdwki.

5. Do pelletu komoérek dodaj 200 ul Buforu mRL i zamieszaj
pipetujgc lub energicznie zworteksuj.
Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 10 minut

6. Dodaj 20 ul dostarczonego 2M Octanu sodu, zamieszaj pipetujgc.

7. Dodaj 180 ul uwodnionego fenolu i 40 ul chloroformu.
Zamknij i worteksuj energicznie przez 2 minuty.
Ostroznie uchyl wieczko probdéwki, aby wyréwnaé cisnienia i
ponownie je zamknij.
Wiruj przez 3 minuty z predkoscig 12.000 rpm.

Przejdz do dalszej czesci Protokotu, zacznij od miejsca
oznaczonego biatg strzatka. ::>
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Procedura dla komérek rosngcych na powierzchni — skrobak

1. Usun cze$¢ medium, zostaw ok. 1-2 mm warstwe na powierzchni
komoérek.
Zeskrob komorki z powierzchni, zawies$ je w medium pipetujgc.

2. Przenie$ maksymalnie 1x10® komoérek do probdéwki 1,5 ml (nie
dostarczono). Trzymaj probéwke na lodzie.
Wiruj przez 5 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze +10°C.
Ostroznie usun caty supernatant, nie naruszajgc pelletu.

Uwaga: Pellet komorek moze by¢ niewidoczny lub tworzyé nalot na uko$nej $ciance wewnatrz probdwki.

3. Dodaj 200 ul PBS lub ptynu Hanksa i zawie$s komorki — mozna
zastosowaC energiczne worteksowanie. Trzymaj probowke na
lodzie.

Wiruj przez 5 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze +10°C.
Ostroznie usun caty supernatant, nie naruszajgc pelletu.

Uwaga: Pellet komorek moze by¢ niewidoczny lub tworzyé nalot na uko$nej $ciance wewnatrz probdéwki.

4. Do pelletu komérek dodaj 200 ul Buforu mRL i zamieszaj
pipetujgc lub energicznie zworteksuj.
Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 10 minut

5. Dodaj 20 ul dostarczonego 2M Octanu sodu, zamieszaj pipetujgc.

6. Dodaj 180 ul uwodnionego fenolu i 40 ul chloroformu.
Zamknij i worteksuj energicznie przez 2 minuty.
Ostroznie uchyl wieczko probdéwki, aby wyréwnaé cisnienia i
ponownie je zamknij.
Wiruj przez 3 minuty z predkoscig 12.000 rpm.

7. Przejdz do dalszej czesci Protokotu, zacznij od miejsca
oznaczonego biatg strzatka. :>
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Procedura

—

8. Przenies 200 ul gérnej fazy do nowej probowki 1,5 ml lub 2,0 ml z
wieczkiem (nie dostarczono).
Dodaj 110 ul etanolu 96-100%, zamknij i zmieszaj na worteksie.
Nie wiruj.

9. Umiesc¢ kolumienke mR w probowce 2 ml.
Przenies catg zawarto$¢ probdéwki z kroku 8 na kolumienke.
Zamknij i inkubuj przez 1 minute w temperaturze pokojowej.
Wiruj przez 30 sekund z maksymalng predkoscig.
Zachowaj przesgcz i sprawdz jego objetosc.

Jesli planujesz réwnoczesng izolacje wielkoczgsteczkowego RNA,
przenies kolumienke mR do nowej probowki i przejdz do protokotu
,1zolacja wielkoczgsteczkowego RNA” do miejsca oznaczonego

czarng strzatka. ‘

10. Do 300 ul przesgczu dodaj 350 ul etanolu 96-100%, zamknij i
zmieszaj na worteksie. Nie wiruj.

11. Umies$¢ nowg kolumienke mR w nowej probdéwce 2 ml.
Przenies catg zawarto$¢ probdéwki z kroku 10 na kolumienke.
Inkubuj przez 1 minute w temperaturze pokojowe;.

Wiruj przez 30 sekund z maksymalng predkoscig.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probowki.

12. Otwérz kolumienke, dodaj 200 ul buforu mRP.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.

13. Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.
Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkoscig, aby wysuszyc
membrane i pozby¢ sie 2z kolumienki resztek buforéw
zawierajgcych etanol.
Upewnij sie, ze w rogu kolumienki nie zostat zaden ptyn.
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14.

15.

Przenie$ kolumienke do probdwki elucyjnej 1,5 ml i wyrzu¢ starg
probowke z resztkami buforu ptuczgcego.

Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam sSrodek
membrany 50 ul podgrzanego do 65°C Buforu mRE.

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

Wiruj przez 1 minute w temperaturze pokojowej z maksymalng
predkoscia.

Ostroznie wysun kolumienke i zamknij wieczko w probéwce z
wyizolowanym miRNA.

Nie wyrzucaj kolumienki do czasu sprawdzenia wyizolowanego
miRNA. Jak w przypadku kazdej metody chromatograficznej,
niewtasciwe warunki elucji (np. pH) mogg wyraznie zmniejszy¢
wydajnosc¢ elucji, a nawet uniemozliwi¢ jg, powodujgc pozostanie
catego RNA na kolumience.

Wyizolowany miRNA nalezy rozporcjowa¢ i przechowywac w
temperaturze od -70°C do -86°C.
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Protokot 2

Izolacja miRNA z tkanek

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen miRNA 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).

— Przygotuj 16d z wodg i umies¢ probki na lodzie.

— Podgrzej bufor elucyjny mRE do temperatury 65°C.

— Przygotuj homogenizator: jednorazowe homogenizatory H, ciekty
azot i mozdzierz lub homogenizator elektryczny. Upewnij sie, ze

twoje probowki 1,5 ml (eppendorfki) pasujg do homogenizatora H,
ewentualnie zamien probowki na odpowiednie.
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Procedura

1. W eppendorfce (nie dostarczono) umies¢ 10-25 mg sSwiezej
tkanki.

W przypadku tkanek bogatych w RNA Ilub o duzej gestosci
komérek zastosuj potowe porciji.

2. Przy pomocy homogenizatora H [SY391098] rozgnieC tkanke
wewnatrz probowki do uzyskania jednolitej masy.
Dodaj 200 ul buforu mRL i kontynuuj ucieranie przy pomocy
homogenizatora H.
Usun homogenizator H pozostawiajgc caty homogenat w
probéwce.

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

3. Przy pomocy jednorazowej strzykawki z igtg nabierz i wypusc
homogenat 10 razy przez igte, az do jego zauwazalnego
ujednolicenia.

4. Dodaj 20 ul dostarczonego 2M Octanu sodu, zamieszaj pipetujgc.
5. Dodaj 180 ul uwodnionego fenolu i 40 ul chloroformu.
Zamknij i worteksuj energicznie przez 2 minuty.
Ostroznie uchyl wieczko probdéwki, aby wyréwnaé cisnienia i
ponownie je zamknij.

6. Wiruj przez 3 minuty z predkoscig 12.000 rpm.

7. Przejdz do Protokotu 1 ,lzolacja miRNA z komorek”, zacznij od
miejsca zaznaczonego biatg strzatkg.
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Protokot 3

Izolacja miRNA z ptynéw ustrojowych

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen miRNA 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).
— Przygotuj 16d z wodg i umies¢ probki na lodzie.

— Podgrzej bufor elucyjny mRE do temperatury 65°C.
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Procedura

1. Do eppendorfki (nie dostarczono) dodaj do 200 ul ptyndw
ustrojowych.

W przypadku zastosowania innej ilosci probki nalezy
proporcjonalnie dostosowac ilos¢ odczynnikdbw sosowanych
w krokach od 2 do 5 wigcznie.
2. Dodaj 200 ul buforu mRL, zamknij i energicznie wymiesza,.
3. Inkubuj przez 10 minut w temperaturze pokojowej
4. Dodaj 50 ul dostarczonego 2M Octanu sodu, zamieszaj pipetujgc.
5. Dodaj 450 ul uwodnionego fenolu i 200 ul chloroformu.
Zamknij i worteksuj energicznie przez 2 minuty.
Ostroznie uchyl wieczko probdéwki, aby wyréwnaé cisnienia i
ponownie je zamknij.

6. Wiruj przez 3 minuty z predkoscig 12.000 rpm.

7. Przejdz do Protokotu 1 ,lzolacja miRNA z komorek”, zacznij od
miejsca zaznaczonego biatg strzatka.
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Protokot 4

Izolacja wielkoczasteczkowego RNA

Zanim zaczniesz

-)

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

Przygotuj dodatkowa porcje buforu mRP i roztwér DNazy |.

Jezeli izolujesz RNA z komoérek, przeczytaj i wykonaj Protokét 1
.1zolacja miRNA z komdrek” do miejsca oznaczonego czarng
strzatkg, a nastepnie wykonaj ponizszg procedure.

Jezeli izolujesz RNA z tkanek, przeczytaj i wykonaj Protokét 2
.zolacja mMiIRNA z tkanek” do miejsca oznaczonego czarng
strzatkg, a nastepnie wykonaj ponizszg procedure.

Procedura

e

Umies¢ kolumienke w nowej probéwce 2 ml (nie dostarczono).
Otwoérz i dodaj 200 ul buforu mRP.

Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Zalecana opcja — trawienie DNazg na kolumnie:

Otwoérz kolumienke, dodaj na sam $rodek membrany 100 ul
roztworu DNazy |, zamknij wieczko i inkubuj przez 15 minut w
temperaturze pokojowe;.

Wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.

Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probowki.
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3. Otworz kolumienke i dodaj 200 ul buforu mRP.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscig.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probdowki.

4. Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkoscig, aby wysuszy¢
membrane i pozby¢ sie 2z kolumienki resztek buforéw
zawierajgcych etanol.

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

5. Przenies kolumienke do probowki elucyjnej 1,5 ml i wyrzu¢ starg
proboéwke z resztkami buforu ptuczgcego.
Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam sSrodek
membrany 50 ul Buforu mRE lub wody wolnej od RNaz o pH=7.5-
9.0.
Zamknij wieczko i inkubuj przez 3 minuty w temperaturze
pokojowej, az bufor wsigknie w membrane.
Wiruj przez 1 minute w temperaturze pokojowej z maksymalng
predkoscia.

6. Ostroznie wysun kolumienke i zamknij wieczko w probowce 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¢ wydajnosc 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 rozporcjowaC i przechowywac¢ w
temperaturze od -70°C do -86°C.
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Samodzielne rozwigzywanie problemoéw

Fazy wodna i organiczna nie rozdzielajg sie

Przyczyna

Rozwigzanie

Nie dolano chloroformu lub dodano
chloroform z alkoholem
izoamylowym

Sprawdz, czy dolano czysty chloroform

Niedostatecznie wymieszano po
dolaniu chloroformu

Zwrd¢ uwage na energiczne wytrzgsanie z
chloroformem

Zanieczyszczenia w materiale
startowym

Zadbaj o brak jakichkolwiek dodatkow w
materiale startowym

Kolumienka zatkata sie

Przyczyna

Rozwigzanie

Prébka jest zbyt gesta lub lepka

Powtérz izolacje z mniejszej ilosci prébki

Elementy state w lizacie

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

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcej homogenizaciji
tkanki

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

Niewydajna liza z powodu za duzej
ilosci komédrek w probce

Powtdérz izolacje. Zmniejsz ilo$¢ probki do
zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu za grube;j
igly w strzykawce

- Powtdrz izolacje. Uzyj odpowiedniej igty
- Powtérz izolacje. Przedtuz trawienie

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcych warunkéw
inkubacji

Powtdrz izolacje. Wydtuz dwukrotnie
inkubacje z buforem mRL

Za niska czystos¢ A260/A280 wielkoczgsteczkowego RNA

Przyczyna

Rozwigzanie

Niewydajna liza z powodu za duze;j
ilosci komoérek w prdbce

Powtorz izolacje. Zmniejsz ilos¢ prébki do
zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu za grubej
igty w strzykawce

- Powtérz izolacje. Uzyj odpowiedniej igty
- Powtdrz izolacje. Przedtuz trawienie

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcych warunkoéw
inkubaciji

Powtérz izolacje. Wydtuz dwukrotnie
inkubacje z buforem mRL

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

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

Powtérz izolacje, przygotuj prawidtowo
bufory, upewnij sie, ze uzywasz etanolu o
stezeniu podanym w procedurze

Duza zawarto$¢ DNA w izolacie z
powodu pominiecia trawienia DNazg

Powtorz izolacje, wykonaj trawienie DNA na
kolumience

miRNA zanieczyszczone wielkoczgsteczkowym RNA

Przyczyna

Rozwigzanie

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

Powtdrz izolacje, nie pomijaj zadnego kroku,
upewnij sie, ze uzywasz etanolu o stezeniu
podanym w procedurze

Dodano etanol do prébki w
niewtasciwym stosunku

Zwr6¢ uwage, czy probka przed dodaniem
etanolu ma zatozong objeto$¢ (200 ul i 300
ul) i ewentualnie skoryguj ilos¢ dodawanego
etanolu. Po pierwszym dodaniu kohcowe
stezenie etanolu w prébce powinno wynosi¢
35%, po drugim dodaniu — 70%.

Mata lub zerowa wydajnos¢ izolaciji

Przyczyna

Rozwigzanie

Zanieczyszczenie RNazami
spowodowato roztozenie RNA

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

Mato komoérek w probce

Powtérz izolacje, uzyj wiecej probki, nie
przekraczaj dozwolonej ilosci

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcej homogenizaciji
tkanki

Zwrd¢ uwage na etap homogenizacji tkanki.
Przeczytaj zalecenia w rozdziale
,Homogenizacja”

Niewydajna liza z powodu za duze;j
ilosci komoérek w prdbce

Powtorz izolacje. Zmniejsz ilos¢ prébki do
zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcych warunkoéw
inkubaciji

Powtérz izolacje. Wydtuz dwukrotnie
inkubacje z buforem mRL

Niewydajna liza z powodu za grubej
igty w strzykawce

- Powtérz izolacje. Uzyj odpowiedniej igty
- Powtdrz izolacje. Przedtuz trawienie

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

Powtorz izolacje, nie pomijaj zadnego kroku,
upewnij sie, ze uzywasz etanolu o stezeniu
podanym w procedurze

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 podanym w procedurze
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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

Powtdrz elucje

- upewnij sie, ze nanosisz wode na sam
srodek membrany

- pozwdl wodzie wsigkngé w membrane
- inkubuj 5 minut przed wirowaniem

Niewydajna elucja w powodu
przedziurawienia membrany

Powtérz izolacje

Materiat po izolacji jest zdegradowany

Przyczyna

Rozwigzanie

Prébka jest stara lub Zle
przechowywana

Powtdrz izolacje na nowej probce, izoluj
RNA z prébek swiezych lub prawidtowo
przechowywanych

Warunki utrwalania tkanki w
formalinie i parafinie zniszczyty RNA
w probce

Nic nie da sie zrobic

Zanieczyszczenie RNazami
spowodowato roztozenie RNA

Powtérz izolacje, przeczytaj rozdziat
,0Ogolne wytyczne do pracy z RNA”

Brgzowy osad na membranie w kolumnie

Przyczyna

Rozwigzanie

Niewydajna liza z powodu za duzej
ilosci komoérek w prdbce

Powtérz izolacje. Zmniejsz ilo$¢ probki do
zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcej homogenizaciji
tkanki

Zwrd¢ uwage na etap homogenizacji tkanki.
Przeczytaj zalecenia w rozdziale
,Homogenizacja”

Niewydajna liza z powodu za duze;j
iloéci komédrek w probce

Powtorz izolacje. Zmniejsz ilos¢ prébki do
zalecanej porcji

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcych warunkéw
inkubaciji

Powtérz izolacje. Wydtuz dwukrotnie
inkubacje z buforem mRL

Niewydajna liza z powodu za grubej
igty w strzykawce

- Powtérz izolacje. Uzyj odpowiedniej igty
- Powtdrz izolacje. Przedtuz trawienie

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

Powtdrz izolacje, nie pomijaj zadnego kroku,
upewnij sie, ze uzywasz etanolu o stezeniu
podanym w procedurze

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

Powtérz izolacje, przygotuj prawidtowo
bufory, upewnij sie, ze uzywasz etanolu o
stezeniu podanym w procedurze

Instrukcja dla uzytkownika — strona 27




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



