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Instrukcja

Total RNA Zol-Out™ D

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

numer katalogowy wielkos¢
043-25 25 izolacji
043-100 100 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 odczynnikow niz zalecane lub ktore nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu
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Sktad
25 izolacji 100 izolacji

sktadnik ilosé nr kat. ilos¢ nr kat. przechowywanie
mikrokolumny 25 szt. K-C02-25 100 szt. K-C02-100 15-25°C
probéwki 1,5 ml 25 szt. K-CO1P-25 100 szt. K-C01P-100 15-25°C
probéwki 2 ml 25 szt. K-PC-25 100 szt. K-PC-100 15-25°C
A2WE roztwor ptuczacy | 45 ml K-A2WE-45 180 ml K-A2WE-180 |15-25°C
R8I roztwor ptuczacy 20 ml K-R8I-20 80 ml K-R81-80 15-25°C
DNAza 2204l K-DNA-220B | 650 pl K-DNA-650B | -20°C
10x bufor do DNAzy 1,5ml K-BDNA-15A | 1,5ml K-BDNA-15A | -20°C
woda ultraczysta 8ml K-WUP-8 30ml K-WUP-30 -20-25°C

Pojemnos¢ mikrokolumny do oczyszczania RNA wynosi 10 pg.
Dodatkowy sprzet i odczynniki

Niezbedne

° 96-99 % etanol
e  jatowe probowki zamykane 1,5 ml
e mikrowirowka

° inkubator 50 °C

Wazne informacje

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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1. Do 1 objetosci probki zawieszonej w odczynniku typu TRIzol doda¢ 1/3 objetosci wody ultraczystej
(np. do 300 pl komorek zawieszonych w TRIzolu dodac po 100 ul wody ultraczystej).

2. Zamknac probowke. Wymieszac przez kilkakrotne odwracanie probéwki.

3. Wirowac¢ przez 10 min przy 10 000 RPM.

4. Przenie$¢ supernatant do nowej probéwki 1,5 ml (nie ma w zestawie).

5. Do 1 objetosci supernatantu dodac 1 objetosé 96%-99% etanolu (nie ma w zestawie)

(np. do 350 pl supernatantu dodac po 350 pl etanolu).

6. Zamknac probowke. Wymieszac przez kilkakrotne odwracanie probowki.

7. Przejsé do punktu 1. protokotu izolacii.

Przed przystapieniem do izolacji RNA nalezy przygotowac odpowiednig ilo$¢ mieszaniny trawiacej DNA
wedtug ponizszego przepisu po 50 pl mieszaniny na préobke:

s ol o ek
10x bufor do DNAzy 5ul 26 x5l 101 x5yl (n+1) x5l

+ + + +
DNAza 6l 26 x 6 pl 101 x 6 pl (n+1)x 6 ul

+ + + +
woda ultraczysta 39 ul 26 x 39l 101x 39yl (n+1)x 39 pl
mieszanina trawiaca 50l 1.3ml 5,05 ml

DNA

Wymieszaj i opisz "mieszanina trawigca DNA".
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Protokot izolacji RNA

Jezeli objetos¢ probki jest wieksza niz 700 pl nalezy powtdrzyc punkty 1. i 2. protokotu izolacji wylewajac przesacz po
wirowaniu.
Maksymalnie 700 pl przygotowanej probki naniesé na mikrokolumne.

Wirowac przez 1 min przy 10 000 RPM.

Dodac po 700 pl roztworu ptuczacego A2WE.

Wirowac przez 2 min przy 10 000 RPM.

Uwaga. Nalezy wirowa¢ min. 2 min celem usuniecia etanolu ze ztoza.

Dodac 700 pl roztworu ptuczacego R8I na mikrokolumne.

Wirowac przez 1 min przy 10 000 RPM.

Wyjac mikrokolumne. Przesacz wymieszac przez pipetowanie, pobrac (ok. 750 ul) i nanies¢ ponownie na
mikrokolumne. Mikrokolumne nalezy umiesci¢ w tej samej probéwce 2 ml.

Wirowac przez 1 min przy 10 000 RPM.
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Wyijaé mikrokolumne z probdéwki, wyla¢ przesacz i ponownie umiesci¢ w niej mikrokolumne.

Doda¢ 700 pl roztworu ptuczacego A2WE.

Wirowac przez 1 min przy 10 000 RPM.

Wyija¢ mikrokolumne z probdéwki, wylac przesacz i ponownie umiesci¢ w niej mikrokolumne.

Doda¢ 200 pl roztworu ptuczacego A2WE.

Wirowac przez 2 min przy 10 000 RPM.

Uwaga. Nalezy wirowa¢ min. 2 min celem usuniecia etanolu ze ztoza.

Przenies$¢ mikrokolumne do nowej probowki 1,5 ml (w zestawie).

Dodaé po 40 pl wody ultraczyste;j.

Pozostawi¢ na 3 min w temp. pokojowe;j.

Wirowac przez 1 min przy 10 000 RPM.

Mikrokolumne usunac¢, zamkna¢ probéwke z wyizolowanym RNA i przechowywac w temp. -20, -80 °C

do czasu dalszych analiz.
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Informacje bezpieczenstwa

&b

A2WE roztw6r ptuczacy

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P210 Przechowywac z dala od zrodet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych zrodet
zaptonu. Palenia wzbronione.

P233 Przechowywac pojemnik szczelnie zamkniegty.

NIEBEZPIECZENS o P305+P351+P338 W przypadku dostania sie,do oczu: ostroznie ptukac woda, przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usunag. Nadal ptukac.
R8I roztwér 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 zrodet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych zrodet
. zaptonu. Palenia wzbronione.
NIEBEZPIECZENSTWO P261 Unikac wdychania par.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie,do oczu: ostroznie ptukac woda, przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usunag. Nadal ptukac.
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