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Instrukcja

Total RNA Zol-Out™

Zestaw do szybkiej izolacji ultraczystego, catkowitego RNA z odczynnikéw typu TRIzol®, TRI Reagent®,
RNAzol®, QlAzol®, TriPure™, TriSure™, etc.

numer katalogowy wielkos¢
030-25 25 izolacji
030-100 100 izolacji

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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Spis tresci

Sktad

Dodatkowy sprzet i odczynniki
Niezbedne
Opcjonalne

Wazne informacje
Przygotowanie materiatu
Protokot izolacji

Doczyszczanie eluatu RNA (opcjonalnie)
Zastosowanie DNAzy (nr kat. 1009-10, 1009-100)
Zastosowanie zestawu Clean-Up RNA Concentrator (nr kat. 039-25C, 039-100C)

Informacje bezpieczeristwa
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Sktad

25 izolacji 100 izolacji przechowywanie
Minikolumny 25 szt. 100 szt. 15-25°C
Probéwki 2 ml 25 szt. 100 szt. 15-25°C
A1 roztwor ptuczacy 50 ml 200 ml 15-25°C
Izopropanol 10 ml 30ml 15-25°C
Woda ultraczysta 8ml 30ml 15-25°C

Pojemnos¢ minikolumny do oczyszczania RNA wynosi 100 pg.

Dodatkowy sprzet i odczynniki
Niezbedne

. Jatowe, wolne od RNAzy probéwki 1,5 ml typu Eppendorf

° Mikrowiréwka

Opcjonalne

. 96%-100 % etanol

. Chloroform

. BPC (1-bromo-3-chloropropan)

. DNAza (nr kat. 1009-10, 1009-100)

. Clean-Up RNA Concentrator (nr kat. 039-25C, 039-100C)
. Inkubator 37 °C, 75 °C

W przypadku pracy z RNA uzywac¢ plastikowych materiatéw zuzywalnych wolnych od RNAz. Pracowac sterylnie,
uzywac jednorazowych rekawiczek i zmieniac je kazdorazowo, kiedy wymaga tego dobra praktyka laboratoryjna.
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Dla prébki zawieszonej w: TRIzol®, TRI Reagent®i innych odczynnikach opartych na mieszaninie fenolu oraz rodanku
guanidyny lub chlorowodorku guanidyny (RNAzol®, QIAzol®, TriPure™, TriSure™, itp.)
wybraé jedna z czterech metod (A, B, C lub D) przygotowania prébek do izolacji RNA.

Do 1 objetosci probki dodac:
A. 1/5 objetosci chloroformu (nie ma w zestawie) - proporcje 5:1, np. do 1 ml prébki dodac po 0,2 ml chloroformu.
Przejs$c do pkt. 1. protokotu izolacji RNA.

B. 1/10 objetosci BCP (nie ma w zestawie) - proporcje 10:1, np. do 1 ml prébki dodac po 0,1 ml BPC.
Przejsc do pkt. 1. protokotu izolacji RNA.

C. 1objetos¢ 96%-100% etanolu (nie ma w zestawie) - proporcje 1:1, np. do 1 ml prébki dodac po 1 ml etanolu.
Przejs¢ do pkt. 3. protokotu izolacji RNA.

D. 1/3 objetosci wody ultraczystej (w zestawie) - proporcje 3:1, np.do 1 ml prébki dodaé po 0,3 ml wody
ultraczyste;j.

Wirowac probke przez 15 min przy 10 000-12 000 RPM.
Pobrac supernatant do nowej probdwki 1,5 ml (nie ma w zestawie).

Dodac po 1/2 objetosci izopropanolu (w zestawie) - proporcje 2:1, np. do 1 ml prébki dodac po 0,5 ml
izopropanolu.

Przejsc do pkt. 3. protokotu izolacji RNA.
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Z przygotowanego materiatu pobrac gorne frakcje zawierajagce RNA do probdéwek 1,5 ml
(nie ma w zestawie).

Doda¢ po 1/2 objetosci izopropanolu - proporcje 2:1, np. do 600 pl prébki dodaé po 300 ul izopropanolu.

Catos¢ doktadnie wymieszac i nanies¢ po 700 pl mieszaniny na minikolumne.

Wirowac¢ przez 1 min przy 10 000-12 000 RPM.

Na minikolumne mozna nanie$¢ jednorazowo do 700 pl mieszaniny. W przypadku wigkszej objetosci mieszaniny niz 700 pl,

po zwirowaniu pierwszej partii, nalezy nanies¢ na minikolumne pozostata cze$¢ mieszaniny i ponownie wirowac.

Przenie$¢ minikolumne do nowej probéwki 2 ml (w zestawie).

Doda¢ po 700 pl roztworu ptuczacego Al.

Wirowacé przez 1 min przy 10 000-12 000 RPM.

Wyija¢ minikolumne z probéwki, wylac przesacz i ponownie umiesci¢ w niej minikolumne.

Doda¢ po 700 pl roztworu ptuczacego Al.

Wirowac przez 1 min przy 10 000-12 000 RPM.

Wyja¢ minikolumne z probéwki, wylac przesacz i ponownie umiesci¢ w niej minikolumne.

Doda¢ po 200 pl roztworu ptuczacego Al.

Wirowac przez 2 min przy 10 000-12 000 RPM.

Przenies¢ minikolumne do nowej probowki 1,5 ml (nie ma w zestawie).
Do ztoza, znajdujacego sie na dnie minikolumny, doda¢ po 100 pl wody ultraczystej.

Probke pozostawic na 3 min w temp. pokojowej.

Wirowadé przez 1 min przy 10 000-12 000 RPM.
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16. Minikolumne usunag, a oczyszczone RNA znajdujace sie w probéwce przechowywac
w temp. -20 °C, -80 °C, do czasu dalszych analiz.

Zestaw Total RNA Zol-Out efektywnie izoluje i oczyszcza RNA bez potrzeby jego dodatkowego doczyszczania.
W szczegdlnym przypadku, gdy konieczne jest usuniecie nawet sladowych ilosci DNA zalecamy wybér jednej z metod:
Zastosowanie DNAzy (nr kat. 1009-10, 1009-100)

1. Do 100 pl eluatu RNA dodac po:

1 ul DNAzy (10 U/ul)
10 ul 10x buforu reakcyjnego (w zestawie z DNAz3)

2. Inkubowac prébke przez 15 min w temp. 37 °C.

3. Inkubowac probke przez 10 min w temp. 65 °C - inaktywacja DNAzy.

Zastosowanie zestawu Clean-Up RNA Concentrator (nr kat. 039-25C, 039-100C)

Zestaw oparty jest na mikrokolumnach i stuzy do usuwania sladowych ilosci DNA.
Elucja RNA w ok. 30 pl wody ultraczystej.
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Informacje bezpieczenstwa

A1l roztwor ptuczacy

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

P210 Przechowywac z dala od Zrédet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych Zrédet

. zaptonu. Palenia wzbronione.
NIEBEZPIECZENSTWO P261 Unikac wdychania par.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac¢ woda przez kilka minut. Wyjaé
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukaé.

Izopropanol

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

P210 Przechowywac z dala od Zrddet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet

. zaptonu. Palenia wzbronione.
NIEBEZPIECZENSTWO P261 Unikac wdychania par.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukaé.
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