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Instrukcja

StayRNA™

Bufor zabezpieczajacy RNA przed degradacja.

numer katalogowy wielkos¢
038-100 100 ml
038-250 250 ml
038-500 500 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 niniej protokole wy ‘enia i materiatow

. uzycia innych odczynnikow niz zalecane lub ktore nie wchodza w sktad produktu
. uZycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu
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Opis

StayRNA™ jest roztworem wodnym, nietoksycznym, przeznaczonym do przechowywania swiezych prébek
(nie mrozonych) przeznaczonych do izolacji RNA.

Roztwor przenika do swiezej probki i zabezpiecza RNA in situ przed degradacja i dziataniem RNAz.
Przechowywanie prébek w roztworze nie wptywa na jakosc i ilos¢ izolowanego RNA.

Dzieki StayRNA™ probki do izolacji RNA nie musza by¢ od razu poddawane izolacji RNA lub zamrazane w ciektym azocie
do pozniejszej izolacji.

W przypadku zauwazenia osadu roztwér nalezy podgrza¢ do temp. 37 °C.

StayRNA™ zabezpiecza RNA w prébach:
. 1 dzien /24 hw temp. 37 °C

° 1 tydzien w temp. 25 °C
. 1 miesigc w temp. od +2 °C do +8 °C

. przy dtuzszym przechowywaniu zalecamy stosowanie temperatury -20 °C lub -80 °C

Powyzsze dane s jedynie orientacyjne.

W doborze warunkéw przechowywania prébek przeznaczonych do izolacji RNA zawsze nalezy stosowac temperatury
najnizsze z mozliwych / osiagalnych oraz najkrétsze z mozliwych okresy przechowywania w temp. powyzej -20 °C.

Preparat StayRNA™ zostat przetestowany na prébach pochodzacych z réznego rodzaju materiatu biologicznego, m.in.

. tkanki kregowcow w tym mozg, serce, nerki, Sledziona, watroba, jadra, miesnie szkieletowe, tkanka
ttuszczowa, ptuca, grasica

. hodowle bakteryjne E. coli
° Drosophila

. hodowle komérkowe

. krwinki biate

° niektére tkanki roslinne

StayRNA™ jest kompatybilny z zestawami do izolacji RNA firmy A&A Biotechnology:
Total RNA Mini (nr kat. 031-25,031-100)

Total RNA Midi (nr kat. 032-20)

Total RNA Maxi (nr kat. 033-10)

Total RNA Mini Plus (nr kat. 036-25,036-100)

Total RNA Mini Plus Concentrator (nr kat. 036-25C, 036-100C)

Micro RNA (nr kat. 035-25)

Micro RNA Concentrator (nr kat. 035-25C)
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Dodatkowy sprzet i odczynniki

. 10 mM bufor Tris, pH 8,5 nr kat. K-Tris-50

Krew

1. Krwinki biate nalezy oddzieli¢ od krwinek czerwonych i osocza.

2. Krwinki biate zawiesi¢ w 5 objetosciach StayRNA™ (“objetos¢” jest definiowana jako objetos¢ osadu).

StayRNA™ nie nalezy stosowac do krwi petnej, osocza lub surowicy ze wzgledu na wysoka zawartos¢ biatka,
ktore po zawieszeniu w buforze bedzie stracac sie w postaci nierozpuszczalnego osadu.

3. Przechowywac w zadanej temperaturze - informacje w dziale ,Przechowywanie préb” - str. 6.
Bakterie

1. 1,5-3 ml hodowli bakteryjnej wirowac przez 2 minw 12 000 x g.

2. Usunac supernatant.

3. Delikatnie rozpuscic pelet w 0,5-1 ml StayRNA™.

StayRNA™ dziata bakteriostatycznie, jednakze komérki pozostaja nietkniete. Komoérki E.coli przechowywane
przez 1 miesigc w temp. od +2 °C do +8 °C pozostaja w stanie nienaruszonym.

Drozdze
1. Komorkiw ilosci 3 x 108 wirowaé przez 2 minw 12 000 x g.
2. Usunac¢ supernatant.
3. Delikatnie rozpuscic pelet w 0,5-1 ml StayRNA™.
Komoérki drozdzy moga byc¢ przechowywane w buforze do 8 godzin w temp. 25 °C lub przez tydzien w temp. od
+2°Cdo+8°C.

W przypadku dtuzszego przechowywania nalezy inkubowac komérki przez 1 godz. w buforze. Wirowac przez 5
minw 12 000 x g. Usunac supernatant i szybko zamrozi¢. Przechowywac w temp. od -20 °C.
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Tkanka zwierzeca

1.

20-50 mg swiezej tkanki zwierzecej pociac na drobne kawatki.
Przenies$¢ do naczynia o odpowiedniej objetosci.
Mate narzady, jak np. szczurza watroba, nerki, $ledziona, moga by¢ przechowywane w catosci.

Dodac 5 objetosci StayRNA™ (“objetosc¢” jest definiowana jako objetosc tkanki,) np. do 100-200 pl prébki nalezy
dodac 0,5-1 ml StayRNA™.

Przechowywac w zadanej temperaturze - informacje w dziale ,Przechowywanie préb” - str. 6.

Tkanka roslinna

1

4.

Swieza tkanke roslinna pocia¢ na drobne kawatki <0,5 cm. Zaleca sie rozdrobnienie przez rozcieranie lub
homogenizacje na lodzie.

Przenies¢ do probéwki typu Eppendorf.

Tkanki roslinne, ktére sa pokryte woskowymi nalotami lub maja inne bariery naturalne uniemozliwiajace
whikanie roztworu do tkanki. Przed dodaniem StayRNA™ tkanke nalezy pozbawic tych naturalnych barier.
Kazda metoda, ktdéra narusza strukture wosku jest odpowiednia.

Doda¢ 5 objetosci StayRNA™.

Przechowywac w zadanej temperaturze - informacje w dziale ,Przechowywanie préb” - str. 6.

Hodowle komérkowe

1

Komérki wilosci 1 x 10® wirowaé przez 2 minw 3000 x g.

Usunac supernatant, a osad zawiesi¢ w 5 objetosciach StayRNA™ (“objetos¢” jest definiowana jako objetosc
osadu) np. do 20-50 pl osadu nalezy dodac 250-500 pl StayRNA™.

W celu usuniecia resztek medium, przed dodaniem StayRNA™, osad mozna przeptukac lodowatym buforem Tris
(10 mM bufor Tris, pH 8,5), zwirowacé w temp. +4 °C i usuna¢ supernatant.

Przechowywac w zadanej temperaturze - informacje w dziale ,Przechowywanie prob” - str. 6.
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Przechowywanie w temp. -80 °C i -20 °C

zalecane w przypadku przechowywania dtugoterminowego

Nie zamrazac prob zawieszonych w StayRNA™ bez wczesniejszego ich przygotowania.

W celu przygotowania prébek do przechowywania nalezy przeprowadzi¢ nocng inkubacje w temp.

od +2 °C do +8 °C. Umozliwia to doktadne przenikniecie roztworu do préby. Nastepnie usunac pozostate StayRNA™

przed przeniesieniem do temp. -80 °C lub -20 °C, aby zapobiec tworzeniu sie krysztatow soli.
W komérkach hodowli tkankowej, nie nalezy usuwaé StayRNA™. Zamrozi¢ wraz z buforem.

Préby moga by¢ rozmrazane w temp. pokojowej i ponownie zamrazane zazwyczaj bez wptywu na ilo$¢ i jakosé¢
izolowanego RNA.

Przechowywanie w temp. od +2 °C do +8 °C

Préby moga by¢ przechowywane do 1 miesigca zazwyczaj bez wptywu na ilos¢ i jakos¢ izolowanego RNA.
Czesciowa degradacja moze wystapic dla niektérych rodzajow probek (zwtaszcza tkanek statych).

Przechowywanie w temp. pokojowej (25 °C)
Préby moga by¢ przechowywane do 1 tygodnia zazwyczaj bez wptywu na ilos$¢ i jakos¢ izolowanego RNA.

Czesciowa degradacja moze wystapic dla niektdrych rodzajow probek (zwtaszcza tkanek statych).

RNA izolowane z préb przechowywanych przez dwa tygodnie w temp. 25 °C jest w niewielkim stopniu zdegradowane
(tj. minimalnie dopuszczalne w technice Northern Blot, ale wystarczajaco dobre do analiz RT-PCR).

Jezeli temperatura pokojowa jest powyzej 25 °C, nalezy probke zawieszona w StayRNA™ inkubowac na lodzie przez
kilka godzin zanim zostanie pozostawiona w temperaturze pokojowe;j.

Przechowywanie w temp. 37 °C

Proby moga by¢ przechowywane do 24 godzin zazwyczaj bez wptywu na ilos¢ i jakosc izolowanego RNA.
Czesciowa degradacja moze wystapic dla niektérych rodzajow probek (zwtaszcza tkanek statych).

Uwaga: niezaleznie od rodzaju prébki, RNA ulega czesciowej degradacji po 3 dniach inkubacji w temp. 37 °C.
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Izolacja RNA z prob przechowywanych w StayRNA™

Proéby przechowywane w StayRNA™ moga stac sie twardsze, co moze powodowac problemy z homogenizacja proby w
poréwnaniu do $wiezej. Zalecamy pociecie probek na mniejsze kawatki przed homogenizacja w buforze lizujagcym.

Tkanki

Za pomoca sterylnej pincety wyciagnac tkanke zanurzong w StayRNA™. Szybko osuszy¢ z nadmiaru buforu (np.
papierowym recznikiem lub bibuta).

Nastepnie prébki umiesci¢ w buforze lizujacym z zestawu do izolacji RNA (fenozol lub fenozol plus). Tkanke
homogenizowaé niezwtocznie po umieszczeniu jej w buforze lizujacym.

Komorki

Do komérek zawieszonych w StayRNA™ nalezy dodac rowng objetos¢ lodowatego buforu Tris (10 mM bufor Tris,
pH 8,5) w celu zmniejszenia gestosci roztworu i delikatnie wymieszac.

Catosé wirowac 3 min przy 5000 x g. Usunaé supernatant.

Osad ponownie zawiesi¢ w 1 ml buforu Tris (10 mM bufor Tris, pH 8,5). Wirowa¢ 3 min przy 5000 x g. Usuna¢
supernatant.

Osad komorek zawiesi¢ w buforze lizujagcym. Postepowac zgodnie z protokotem izolacji RNA z zestawu.
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