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Instrukcja

Fenozol Plus

Fenozol Plus - mieszanina soli chaotropowych oraz fenolu, przeznaczona do wydajnej ekstrakcji RNA.

Fenozol inaktywuje aktywnos¢ RNAz.

numer katalogowy wielkos¢
203-50P 50 ml
203-100P 100 ml

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.
Gwarancja

Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:

. odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu

. braku zalecanego w niniejszym protokole wyposazenia i materiatow

. uzycia innych odczynnikéw niz zalecane lub ktére nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikéw oraz elementéw produktu
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Opis
° Fenozol Plus - mieszanina soli chaotropowych oraz fenolu, przeznaczona do wydajnej ekstrakcji RNA.
° Fenozol Plus inaktywuje aktywnos¢ RNAz.

° Przechowywac w temp. 2-8 °C.

Materiat biologiczny doktadnie zawieszony w fenozolu Plus moze by¢ przechowywany w:
° w temp. od -20 °C do -80 °C: do jednego roku
. w temp. 2-8 °C: do 6 miesiecy

. w temp. pokojowej: do jednego tygodnia

Wskazéwki i dobra praktyka laboratoryjna

Prowadzic¢ wszystkie czynnosci w temp. pokojowej, jezeli inaczej nie zalecono.

° Stosowac schtodzony (4 °C) fenozol Plus, jezeli materiat biologiczny moze zawieraé wysoki poziom
endogennej aktywnosci RNAz, np. trzustka czy sledziona.

° Stosowac zawsze sterylne tipsy i probéwki jednorazowego uzytku wolne od RNAz.

. Stosowac rekawiczki i odpowiednie srodki ochrony oraz odczynniki do usuwania RNAz z powierzchni
roboczych, aby zapewnic sterylne i wolne od RNAz warunki pracy. Zmieniac rekawiczki w trakcie procedury
w miare postepowania od lizy do elucji czystych produktéw.
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Przygotowanie Materiatu

1. Prowad? lize i homogenizacje zaleznie od rodzaju materiatu biologicznego:

Tkanki
A.  Dodac po 1 ml fenozolu Plus na kazde 100 mg tkanki i homogenizowa¢ stosujac odpowiedni
homogenizator. Alternatywnie rozciera¢ zamrozong tkanke w ciektym azocie i fenozolu Plus do
zamrozonego sproszkowanego materiatu.
Kultury komérkowe i komorki w zawiesinie
A.  Wirowaé komorki i usunaé supernatant (np. 5 min/5000 RPM).

B.  Doda¢do osadu po 1 ml fenozolu Plus na kazde 250 ul prébki (5-10x10¢ komérek pochodzenia
zwierzacego, roslinnego lub drozdzy oraz 1x10” komérek bakteryjnych).
UWAGA: Nie przemywac¢ komérek zadnymi buforami przed dodaniem fenozolu Plus, aby uniknaé
degradacji mRNA.

C.  Mieszac prébke przez pipetowanie, aby uzyska¢ homogeniczng zawiesine.

UWAGA: Objetosc probki nie moze przekracza¢ 10% objetosci fenozolu Plus uzytego do lizy.

Na tym etapie probki moga by¢ przechowywane przez noc (16 godz.) w temp. 4 °C lub
do 1 roku w temp. -20°C.

OPCJA: Jezeli prébka zawiera duza ilos¢ ttuszczéw, nalezy wirowac lizat przez 5 min
przy 12000 x g w temp. 4-10 °C. Nastepnie przeniesc klarowny supernatant do nowej probéwki.
Inkubowac przez 5 min, aby umozliwic¢ catkowita dysocjacje komplekséw nukleoproteinowych.

2. Dodac po 200 pl chloroformu na kazdy 1 ml fenozolu Plus uzytego do lizy. Zamkna¢ probéwke wieczkiem.
Mieszac probke przez odwracania probowki do osiggniecia jednolitej mieszanimy fazowe;j.
Inkubowac prébke przez 2-3 min. Wirowac przez 15 min przy 12 000 x g w temp. 4 °C.

Mieszanina rozdzieli sie na dolna, brazowa faze organiczna fenozolu Plus z chloroformem, interfaze oraz
bezbarwna, gérna faze wodna.

3. Przechyli¢ probéwke z rozdzielonymi fazami o ok. 45° i przeniesc¢ pipeta gérna faze wodna, zawierajacg RNA,

do nowej probdwki.

UWAGA! Nalezy unikac przenoszenia interfazy i fazy organicznej podczas oddzielania pipeta fazy wodnej
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11.

OPCJA: Jezeli prébka zawiera niewiele materiatu (<10° komérek lub <10 mg tkanki), doda¢ do fazy wodnej po
5-10 pl wzmacniacza precypitacji (nr kat. K-WZM-12) lub po 5 ul polyA RNA jako nos$nika wspomagajacego
izolacje RNA.

Dodac réwna objetos¢ izopropanolu do fazy wodnej (zazwyczaj 450-500 pl izopropanolu na kazdy 1 ml
fenozolu Plus zastosowanego podczas lizy).

Wymieszac probke przez kilkakrotne obracanie probéwki. Inkubowaé przez 3 min w temp. pokojowej.

Wirowac przez 10 min przy 12 000 x g w temp. 4 °C.
Catkowite RNA wytraci sie w formie biatego osadu na dnie probéwki.

Supernatant ostroznie usuna¢ pipeta.

Zawiesic¢ osad w 1 ml 75% etanolu na kazdy 1 ml fenozolu Plus zastosowanego podczas lizy.
UWAGA: RNA w 75% etanolu moze byc¢ przechowywane: do jednego tygodnia w temp. -4 °C lub do jednego
roku w temp. -20 °C.

Wymieszac probke przez worteksowanie i wirowac przez 5 min przy 7500 x g w temp. 4 °C.

Supernatant ostroznie usunac pipeta. Suszy¢ osad RNA pod préznig lub na powietrzu przez 5-10 min w temp.
pokojowe;j.

WAZNE!

Nie suszyc¢ osadu przy pomocy prézniowej wiréwki. Nie dopusci¢ do przesuszenia osadu RNA, aby zapewni¢
catkowite jego ponowne rozpuszczenie. Czesciowo rozpuszczone prébki RNA wykazuja w pomiarach
absorpcji UV stosunek Ajsg <1.6.

Zawiesic¢ osad w 20-50 pl wody DEPC wolnej od RNAz (nr kat. 003-075, 003-25) lub
w 0,1 mM EDTA pH 8.0.

Inkubowac probke RNA w tazni wodnej lub suchym bloku przez 10-15 min w temp. 55 °C.

Tak uzyskane RNA moze by¢ przechowywane do czasu dalszych analiz w temp. -70 °C.
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Informacje bezpieczenstwa
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NIEBEZPIECZENSTWO

H301+H311+H331 Dziata toksycznie po potknieciu, w kontakcie ze skérg lub w
nastepstwie wdychania.

H314 Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu.

H341 Podejrzewa sie, ze powoduje wady genetyczne.

H373 Moze powodowac uszkodzenia narzaddw poprzez dtugotrwate lub wielokrotne
narazenie.

H411 Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate skutki.

P261 Unika¢ wdychania pytu.

P273 Unikac¢ uwolnienie do srodowiska.

P280 Stosowac rekawice ochronne / odziez ochronna / ochrone oczu / ochrone twarzy.
P301+P310 W przypadku potknigcia natychmiast skontaktowac sie z Osrodkiem Zatrué
lub lekarzem.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu ostroznie ptuka¢ woda przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usunad. Nadal ptukac.
P310 Natychmiast skontaktowac sie z Osrodkiem Zatru¢ lub lekarzem.
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