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1. DNS izolalas
1.1. Total DNS kivonasa fagyasztott szovetbol (Qiagen)

DNeasy Blood & Tissue Kit (50) Qiagen, Cat no: 69504
DNeasy Blood & Tissue Kit (250) Qiagen, Cat no:69506

Sziikséges anyagok:
- Pipettak, pipetta hegyek, centrifugacsovek (1,5 ml vagy 2 ml)
- Kever6 (vortex), mikrocentrifuga kis csovekhez, melegitblokk
- Ethanol (96—100%)
- (Opcionalis: RNase A (100 mg/ml; cat. no. 19101, nincs a kitben) Ha nem kell
RNS is a mintabdl, hogy ne gatolja a tovabbi reakciokat (PCR-t nem
befolyasolja))

e Kiinduldsi anyag: 10-15 mg szovet! 2mm2-es kocka, vagy 8mm3 térfogat

e Akkor szép, ha A260/A280 értéke 1,7-1,9 kozott van, az abszorbancia gorbe pedig
szimmetrikus és 260nm-nél tetézik.

e Elémelegiteni a melegitéblokkot, razoé vizfiirdét, razoé (rocking) platformot 56°C-ra

e Buffer AW1 és Buffer AW2-t etanollal (96-100%) higitani az elsé hasznalat el6tt

e Buffer ATL és AL kicsapodhat, megvarni, mig feloldodik, akar betenni 56°C-ra

Megjegyzések: Minden centrifugalasi lépés szobahon (15-25°C), keverés: ,,pulse-vortexing” 5-10 mp-ig

Protokoll:
1. Max 25mg szovetet apré darabokra vagni és beletenni egy 1,5 ml-s
centrifugacsobe. Hozzaadni 180 pl Buffer ATL-t.
2. 20 pl Proteinase K-t adni hozza. Keverés, majd 56°C-ra tenni, amig a szovet
teljesen feloldodik. Kozben-kozben keveréssel segiteni a lizist (kb. 1-3h).
3.  (Opcionalis: Ha RNS-mentes genomi DNS kell, hozzaadni 4 pl RNase A-t
(100mg/ml), keverés és allni hagyni 2 percig szobahon)
4.  Keverés 15 mp-ig.
5. 200 pl Buffer AL-t adni hozza. Azonnal alapos keverés. Hozzaadni 200 pl
etanolt (96- 100%), és megint keverés (kicsi kicsapodhat, ami nem befolyasolja a
reakciot).
6. A mixet DNeasy Mini Spin oszlopra pipettazni, 2ml gy(jtécsével. Centrifugalas 1 perc, 8000
RPM (6000g). Atfoly6 levet lednteni és gy(ijtécsovet kidobni.
7. A DNeasy Mini Spin oszlopot egy Uj 2ml gy(jtocsére athelyezni. Hozzaadni 500 pl
Buffer AW1-t. Centrifugalas 1 perc, 8000 RPM (6000g). Atfolyo levet lednteni és
gyljtocsovet kidobni.

8. A DNeasy Mini Spin oszlopot egy Uj 2ml gyiijtocsére athelyezni. Hozzaadni 500 pl
Buffer AW2-t. Centrifugalas 3 perc, 14.000 RPM (20000 g), a DNeasy membran
megszaradasaig (etanol semmiképpen ne maradjon rajta). Atfolyo levet lednteni és
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gylijtocsovet kidobni.

Athelyezni a DNeasy mini spint egy 1,5 ml centrifugacsobe, és 200 pl Buffer AE-t (NGS-hez
30 pl desztvizet) pipettazni kozvetleniil a membranra. Allni hagyni 1 perc szobahdén, majd
centrifugalas 1 perc, 8000 RPM (6000 g).

Javasolt lépés: a maximalis DNS hozam kinyerésére megismételni az el6zd lépést egy (j

centrifugacsovel.

1.2. Total DNS kivonasa vérbol (EDTA-s cs6) (Qiagen)

DNeasy Blood & Tissue Kit (50) Qiagen, Cat no: 69504
DNeasy Blood & Tissue Kit (250) Qiagen, Cat no:69506

Sziikséges anyagok:

Pipettak, pipettahegyek, centrifugacsovek (1,5 ml vagy 2 ml)

Feliratozni: DNEasy oszlopok, 1.5 ml-s csovek és végso tarolocsovek (DNA LoBind Tube)
feliratozasa

Keverd, mikrocentrifuga kisebb centrifugacsévekhez, melegitéblokk (tiirkiz szin()
Etanol (96-100%)

(Opcionalis: RNase A (100 mg/ml; cat. no. 19101, nincs a csomagban) Ha nem kell RNS is
a mintabol, hogy ne gatolja a késébbi reakciokat (PCR-t nem befolyasolja)

PBS, pH 7,2 (50 mM kalium foszfat, 150 mM NaCl)

Kiindulasi anyag: 100-200 pl human vér (lehetdleg friss)

Mintak elévétele szobahére

Elémelegiteni a melegitdblokkot, razo vizfiirdot, razo (rocking) platformot 56°C-ra
Buffer ATL-t nem kell hasznalni a vérbél valé izolalashoz

Buffer AW1 és Buffer AW2-t etanollal (96-100%) higitani az els6 hasznalat el6tt
Buffer AL kicsapddhat -> megvarni, mig feloldddik, akar betenni 56°C-ra

Megjegyzések: minden CF lépés szobahdn (15-25°C), keverés: ,,pulse-vortexing” 5-10 mp-ig.

Protokoll:

1.

2.

Sejtmag nélkili vérnél 20 pl Proteinase K-t pipettazni egy 1,5 vagy 2 ml-s tubusba. 200
pl nem megalvadt vért hozzaadni és alaposan szuszpendalni. (A protokoll max. 100 pl
kiindulasi vértérfogatot ir, ha ennyibél indulunk ki, adjuk még hozza 100 ul PBS-t, hogy
220 pl végtérfogatot kapjunk. Tapasztalat alapjan, ha 200 pl vérbdl indulunk ki, 2x olyan
jo lesz a hozam is (és ez NGS- nél sokat szamit), ezért a PBS elhagyhatd! Ha nem NGS-re
kell a nukleinsav, hanem mondjuk PCR- hez, akkor nyugodtan lehet PBS-sel higitani a 100
pl vért.)

(Opcionalis: Ha RNS-mentes genomi DNS kell: 4 pyl RNAse A (100mg/ml)-t hozzaadni és
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allni hagyni 2 percig szobahdn.)

200 pl Buffer AL-t adni hozza (hozzaadott etanol nélkiil!!!). Azonnal alapos keverés,
vortex—homogénné, majd 56°C, 10 perc melegités.

Rovid centrifugalas (“pulse”), hogy a kicsapddott paratél megszabaduljunk

200 pl etanolt (96-100%) adni a mintahoz, majd alapos keverés, vortex —homogénné

A mixet DNeasy Mini Spin oszlopra pipettazni, 2 ml gyijtécsével. Centrifugalas 1 perc,
8000 RPM (6000 g). Atfolyo levet leonteni és gyljtocsovet kidobni.

A DNeasy Mini Spin oszlopot egy uj 2ml gyijtcsére athelyezni. Hozzaadni 500 pl Buffer
AW1-t. Centrifugalas 1 perc, 8000 RPM (6000 g). Atfolyo levet lednteni és gyljtécsovet
kidobni.

A DNeasy Mini Spin oszlopot egy Uj 2 ml gy(jtécsore athelyezni. Hozzaadni 500 pl Buffer
AW2-t. CF 3 perc, 14.000 RPM (20000 g), a DNeasy membran megszaradasaig (etanol
semmiképpen ne maradjon rajta). Atfolyo levet lednteni és gy(ijtocsovet kidobni.
Athelyezni a DNeasy mini spint egy 1,5 ml centrifugacsébe (DNA LoBind Tube), és 200 pl
Buffer AE-t (NGS-hez 30 pl RN&z mentes viz!) pipettazni kozvetleniil a membranra. Allni
hagyni 1perc szobah6n, majd centrifugalas 1 perc, 8000 rpm (6000 g).

Tarolas: -20°C (nem javasolt -80°C-on)

1.3. DNS kivonasa FFPE mintabol (formalin fixalt, paraffinba agyazott szovet)

(Qiagen)

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) Qiagen, Cat.no. 56404

Elokésziiletek:

Xilén, 96-100% etanol

Rakd a puffereket szobahémérsékletre!

Allitsd a termoblokkot 56 °C-ra!

Ha az AL vagy az ALT puffer kicsapodott, melegitsd 70°C-ra!

Bizonyosodj meg rola, hogy az AW1 és AW2 pufferekhez hozza lett adva az etanol!

(az utolso pillanatig maradjon a QlAamp MinElute oszlop a 4°C-os h{tében, hogy a minta
a hideg oszlopra keruljon!

Ha FFPE (makro) blokk a kiindulasi anyagod, az 1-2 |épéshez mikrotom és hozzaérté
segitség sziikséges!

Protokoll:

1. Szike segitségével szedd le a felesleges paraffint a mintarol.

2. Vagj maximum 8 darab 5-10 pm vastag metszetet, ha a minta felszinét leveg6 érte, az els6
2-3 metszetet ne hasznald fel az izolalashoz!

3. A metszeteket azonnal tedd egy 1,5 vagy 2 ml-es centrifuga csébe, adj 1 ml xilént a mintahoz.
Zard ra a kupakot és keverd erételjesen 10 masodpercig.
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4. Centrifugalas 14000 RPM, 2 perc.

5. A felliluszot pipettazd le, az liledékre vigyazva.

6. Adj 1 ml 96-100%-0s etanolt az liledékhez és keverd!

7. Centrifugalas 14 000 RPM, 2 perc.

8. Pipettazd le a feliiluszot a lehetd legalaposabban, az iledékre vigyazva!

9. Nyisd ki a kupakot és hagyd allni 10 percig, vagy amig a maradék etanol elparolog
szobahémérsékleten vagy magasabb homérsékleten (37°C-ig)!

10. Az {iledéket szuszpendald 180 ul ATL pufferben. Adj hozza 20 pl proteinaz K-t és keverd!
Hagyd allni 56°C-on 1 6ran at, vagy amig a minta teljesen fel nem oldddik. (Lehet egész
éjszakan at is!)

11. Ha a melegit6é blokkot hasznalod, a mintat szobahémérsékleten tarold a 10-es lépés utan,
amig a blokk el nem éri a 90°C-ot. Hagyd allni 90°C-on 1 o6ran at. (pontosan betartani az
idét!)

12. A 1,5 ml-es csovet centrifugalas 30 mp, 8000 RPM.

13. Ha RNS-mentes DNS-re van sziikség, adj 2 pyl RNaz A-t (100mg/ml) és hagyd allni 2 percig
szobah6mérsékleten. Hagyd, hogy a minta leh(iljon, miel6tt hozzaadod az RNaz A-t! (én ezt
a lépést ki szoktam hagyni).

14. Adj a mintahoz 200 pl AL puffert, keverd azonnal, alaposan. Adj 200 pl 96-100%-o0s etanolt,
keverd azonnal, alaposan! Tobb minta izolalasa esetén eldére Ossze lehet pipettazni a két
oldatot!

15. Centrifugalas 30 mp, 8000 RPM.

16. Ovatosan pipettazd at a mintat a QlAamp MinElute oszlopra, zard le a tetejét, anélkiil hogy
a széle nedvessé valna! Centrifugalas 8000 RPM, 1 perc. Helyezd az oszlopot egy tiszta 2 ml-
es gyt’jjt()’csébe dobd ki a hasznalt gyljtécsovet. Ha a minta nem ment at teljesen az oszlopon
Centrlfugalas Ujra magasabb fordulatszamon!

17. Ovatosan nyisd ki az oszlopot, és adj hozza 500 pl AW1 puffert az oszlop szélének
benedvesitése nélkiil! Centrifugalas 8000 RPM 1 perc. Helyezd az oszlopot egy tiszta 2 ml-es
gyljtocs6be, dobd ki a hasznalt gyUJtocsovet

18. Ovatosan nyisd ki az oszlopot, és adj hozza 500 pl AW2 puffert az oszlop szélének
benedvesitése nélkul! Centrifugalas 8000 RPM, 1 perc. Helyezd az oszlopot egy tiszta 2 ml-es
gy(ijtécsébe, dobd ki a hasznalt gylijtécsovet. Ugyelj arra, hogy az oszlop ne keriiljon
kontaktusba az oszlopon athaladt folyadékkal!

19. Centrifugalas 14 000 RPM, 3 perc.

20. Helyezd az oszlopot egy tiszta 1,5 ml-es centrifugacsobe és dobd ki a hasznalt gydjtocsovet.
Ovatosan nyisd ki az oszlopot, és pipettazz 20-100 pl szobahémérsékletii ATE puffert a
membran kozepére (Ha szekvenalashoz kell a DNS, akkor 30ul-ben oldd a mintat). Hagyd allni
1 percig szobahdmérsékleten! (5 perces inkubacié esetén altalaban né a kinyert DNS
mennyisége - én meg szoktam varni) Centrifugalas 14 000 RPM, 2 perc. (Masodik elualasra
nincs sziikség, az elsében leoldddik szinte a teljes mennyiség)

21. Tarold a DNS-t -20°C alatti h6mérsékleten!
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2. RNS izolalas:

2.1,

Total RNS kivonasa human fagyasztott szovetbol és sejtekbol (Qiagen)

RNeasy Mini Kit (50) Qiagen, Cat.no.: 74104

Elokésziiletek:

- 0 6 06 06 0o o o

A munkateriiletet, keszty(it és Eppendorf-allvanyokat lefujni etanollal és RNAseZap-pel.
Keszty(it a munka kézben tobbszor is lefUjni, esetleg lecserélni
golyds homogenizator csovek + feliratozas (ahany minta - csak szovethez)
1,5 ml centrifugacsovek + feliratozas (ahany minta) +alkoholos filc
RNS izolalo kit (Qiagen) (rozsaszin cs6) + feliratozas
Pipettak (1000 pl, 200 pl, 2,5 pl), hegyek
Spatula, csipesz, Petri csésze és szike (szovethez), mérleg, vatta, papirtorld, alkohol
nagy lombik / méréhenger (hulladéknak)
Etanol higitasa (70%-ra)
Kikeverni:
o Mintaszamnak megfelelé6 mennyiségl RLT + B-ME oldat (x db * 600 pl): 1 ml RLT-
hez kell 10 pl B-ME (szOovethez)
o Ha Uj a kit, akkor RPE pufferhez etanol (96-100%) hozzaadasa (X-szel van jelélve a
tubus tetején, ha mar tartalmaz etanolt). 33 ml RPE (ennyi van az eredeti
tubusban) + 134 ml abs. EtOH

Izolalas szovetbol:

N

8.

9.

Minden golyos cs6be 600 pl (RLT + B-ME) keveréket teszek.

A fagyasztébol kivett mintat spatulaval kiszedem, szikével lemetszek 60 mg-t.

Mintakat a golyos homogenizator csovekbe, majd kettesével a homogenizatorba (2 x 90
sec, speed: 4,5)

Feluiliszot atmérjiuk centrifugacsébe (tobbi kuka), a golydkat Osszegy(ijtjik egy
tvegedénybe. CF 3 perc, 15.000 RPM. Innen a feliluszoval dolgozom tovabb.

Minden mintahoz adok 600 pl 70 %-os etanolt, kozben pipettaval at is keverjiik.

Az RNS izolalo oszlopot (rézsaszin, szlirds) raillesztjik a 2 ml gy(ijtécsére, majd ramériink
max. 700 pl mintat. Azutan CF 15 sec-ig 10 000 RPM. Az atfolyo levet kiontjiik. Mindezt
megismétlem a maradék mintaval. UJ GYUJTOCSO!

700 pl RW1 Buffert pipettazunk az oszlopra, CF 15 sec, 10 000 RPM. Az atfolyo levet
kiontjuk.

500 pl (etanollal higitott) RPE Buffert pipettazunk az oszlopra. Ezutan CF 15 sec, 10 000
RPM. Az atfolyd levet kiontjlk.

Ismét 500 pl RPE Buffert pipettazunk az oszlopokra és CF 2 percig 10 000 RPM (a
szilikamembran szaradasaig). A gyljtocsovet kidobjuk.

10. Az oszlopot athelyezziik (j 2 ml-es gylijtocsobe, CF 1 perc, max.
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sebesség 11.
a. szovet: Az oszlopot a végleges centrifugacsébe, majd 2x30 pl Rnase Free

desztillalt vizet pipettazunk kozvetlen a membranra (fentrél belekukkantva!l),
kicsit allni hagyjuk, majd centrifugalas 1 perc, 10 000 RPM. Masodszorra

centrifugalas 2 perc, 10 000 RPM.
b. sejtek: Az oszlopot a végsé centrifugacsébe helyezziik, 40 pl Rnase mentes vizzel

elualjuk CF 1 perc 10 000 RPM
12. Ezzel kész az RNS, fotometraljuk és -80 C-ra tessziik.

Izolalas sejtekbél:

1. Kriocsovek/ sejtszuszpendatumot tartalmazoé csoveket lecentrifugaljuk, CF: 5 perc, 5000
x g, a felliliszot egy hatarozott mozdulattal leontjik, a pelletnek (sejtek) a cs6ben kell

maradnia!
350 pl RLT puffert adunk a pellethez, pipettaval homogénre szuszpendaljuk!

2.

3. A teljes térfogatot rapipettazzuk a QlAshredder oszlopra, CF 2 perc, 13 ezer rpm
(atfolyoban: RNS)

4. 350 pl 70%-os etanolt adunk az atfolyohoz, alaposan szuszpendaljuk! (A tobbi lépés

megegyezik a szoveti izolalas lépéseivel, kezdd a 6. ponttal)

2.2. RNS kivonasa vérbol (EDTA-s csO, buffy coat vagy RNALater) (Ambion)

RiboPure Ambion by Life Technologies (PN 1928M Rev D) Cat. No: AM1928

Hattér:
¢ antikoagulanssal bevont vérvételi csobol
¢ Kiindulasi mennyiség: 300-500 pl minta
€  Két lépése van:
sejtlizis guanidinium-so6 alapu oldattal, majd fenol/klorofom-extrakcidval RNS

kivonasa, kezdeti tisztitasa
végleges tisztitas szilard-fazis alapu extrakcioval tivegszal-alapu szlirével/ oszloppal

@)

(@]
¢ DNaz | kezelés opcionalis
RNS-hozam: 0,5 ml egészséges vérbél 2-4 ug

¢ Buffy coat-hoz is jo

-

RNS munkakhoz elokésziilet:

¢ RNaseZap oldattal attorolni a munkafeliiletet, pipettakat, mintatart6 allvanyokat stb.
¢ Alternativaként 0.1 M NaOH, 1 mM EDTA oldattal is lemoshatjuk a mlanyag eszkozoket

fellileteket, amit RNaz-mentes vizzel kell ledbliteni a végén
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( Elektroforézis tankok RNaz mentesitése: detergens (pl. 0.5% SDS) oblités, majd
RNazmentes viz, majd etanol és megszaritjuk

Haj 6sszefogasa

Kopeny, keszty(i kotelezd! Keszty(it munka kozben 1x-2x lecserélni

Minél rovidebb id6 alatt elkésziilni az izolalassal

RNaz-mentes pipettahegyek és csovek hasznalata

Izolalt RNS-t azonnal jégre rakni (pl. amig lemérjiik/ elrakjuk, ne szobahén legyen)

- e e e e

Elokésziiletek:

£ 56 ml 100% etanol hozzaadasa a Wash Solution 2/3 Concentrate-hoz (1 hénap szobahén,
tovabbi tarolas esetén 4°C, de hasznalat el6tt szobahdre melegiteni)

¢ Elution Solution megfelel6 aliquot mennyiségét 75°C-ra melegiteni (mintanként 100 pl
kell, de érdemes tobbet kimérni, mert parolog)

€ Filter Cartidge behelyezése gylijtécsovekbe és feliratozas

Még ugyanennyi gyljtocso feliratozasa (ebbe elualddik majd az RNS az livegszalakrol)

Protokoll:
Ha a minta RNALater-ben lett tarolva:

1. 1 min max. sebesség (>~16 000 g). A vvt-k és plazmafehérjék egy nagy barnas/ pirosas
pelletet képeznek, amik a cs6 falara tapadhatnak, mig a fellilUszo vilagos rézsaszin, barna
vagy atlatszo lesz.

2. Feliiliszo eltavolitasa (pipettaval vagy leontéssel). Teljesen tavolitsuk el a feliiliszot!! Ami
a pellet folott van kozvetleniil és zavaros, fehér csapadékos, azt is!! Ha leontéssel
tavolitjuk el, akkor papirtorlére raforditva, ovatos kocogtatassal tavolitsuk el a maradék
felliliszot. Kupakban se maradjon folyadék. Ezutan adjunk 800 pl Lysis Solution-t, majd 50
Ml Sodium Acetate Solution-t a pellethez.

Ha nem RNALater-ben lett tarolva:

1. Néhanyszor dvatosan forgassuk at a vérvételi csovet.
2. 2 ml-s centrifuga csébe mérjiink ki 300-500 pl vért és adjunk hozza 800 pl Lysis Solution,
majd 50 pl Sodium Acetate Solution-t.

Innent6l mar megegyeznek a lépések:

3. Erételjes vortex, hogy a vvt-ket lizaljuk. Forgassuk at néhanyszor a csovet, hogy homogén
oldatot kapjunk. Az RNALater-es mintak erdsebb vortexelést és reszuszpendalast kivannak.
4. 500 pl Acid-Phenol:Chloroform kivétele a vizes fazis (réteg) alél, majd adjuk a lizatumhoz,

razzuk meg erételjesen vagy vortexeljiik 30 s-ig. (Ha az 500 pl tul sok a csébe, 250 pl is elég.)
5. 5 min szobahdn inkubalas.

6. Centri 1 min, max sebesség (>~16 000 g) a vizes és a szerves fazis szeparalasa érdekében.
A vizes fazis centri utan lehet zavaros, de tiszta is.
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7. A vizes (fels6) fazis tartalmazza az RNS-t, ezt a fazist (~1-1,2 ml) pipettazzuk at egy (j 2
ml-s cs6ébe. Ha a minta tobb csdbe lett szétosztva, egy csObe gyljtsiik most Gssze. A szerves fazis
szines, ennek atvitelét el kell keriilni (hem és fehérjék).
8. Egy vizes fazist tartalmazo csé mennyiségéhez képest kb. 1,5-6d annyi 100%-os etanolt
adjunk a mintahoz, majd rovid ideig, de alaposan vortexeljiik. Tehat pl. ha egy csé vizes fazisunk
volt, abban volt kb. 1 ml fazis, amit elraktunk, akkor 1000/1,5=666,6 ul etanol kell az 1 ml
mintahoz. Ha tobb cs6b6l mértiink ossze vizes fazist, akkor aranyosan pl. 3 csé esetén ~2000 pl
etanol.

Tehat egy cs6nek megfeleld vizes fazishoz olyan 600-800 pl etanolt adjunk. Ha kell, 1 mp-s

centrifugalassal ossze lehet gy(jteni a cs6 oldalarol a folyadékot.
9. Kb. 700 ul etanolos-vizes fazisos minta pipettazasa Filter Cartridge-ba, centri 5-10 s, max
sebesség. Atfolyo kiontése, majd visszahelyezziik a Filter Cartridge-t ugyanabba a gy(ijtécsébe.
10.  Maradék ~700 pl minta ramérése, el6z6 |épés ismétlése. Ha még maradt minta, még
egyszer megismételjik.
11. 700 pl Wash Solution 1 bemérése a Filter Cartridge-ra, majd 5-10 s centri, max
sebességen. Atfolyd kiontése, oszlop visszahelyezése.
12. 700 pl Wash Solution 2/3 bemérése a Filter Cartridge-ra, majd 5-10 s centri, max
sebességen. Atfolyd kiontése, oszlop visszahelyezése.
13.  Még 700 pl Wash Solution 2/3 bemérése a Filter Cartridge-ra, majd 5-10 s centri, max
sebességen. Atfolyd kiontése, oszlop visszahelyezése.
14.  Centri 1 min, max sebesség, hogy a maradék nedvességet is eltavolitsuk.
15.  Feliratozott gylijtocsobe athelyezziik a Filter Cartridge-t, majd 75°C-os ~50 pl Elution
Solution-t mériink az oszlop kozepére. Kupakot lezarjuk és kb. 20 s-ig inkubaljuk szobah6n, majd
~20-30 s-ig ,,lehlzzuk” (spin) max. sebességen. Az RNS az atfolyoban lesz.
16.  Még ~50 pl Elution Solution bemérése az oszlopra. 1 min, max sebesség, hogy minden RNS-
t kinyerjiink az oszloprol.

Opcionalis DNaz | kezelés RNS elucié utan:

¢ A DNase Inactivation Reagent csapadékos, zavaros (,,slurry”), ezért hasznalat el6tt
erételjes vortexeléssel lehet Gjra oldatba vinni. Az oldat kivétele soran a pipettahegyet jol
a kolloid feliilet ala kell bevinni és csak a fehér oldatot felszivni (ami tiszta, atlatszo, azt
nem, az csak a kozeg, nem a reagens!). Ha tobb mintat is kezellink, annyiszor vortexeljuk,
ahanyszor csak sziikséges, hogy a részecskéket oldatba vigylik. Ha mar sokat hasznaltuk,
egy id6 utan nehéz lesz pipettazni, mert a részecskék kozotti atlatszo folyadék
mennyisége csokken. Ekkor a ,,bed” (ez a csapadékos kolloid fellilet/ reagens)
térfogatahoz képest 10-20%-nyi Elution Solution-t adjunk hozza és alaposan vortexeljiik,
hogy Ujra pipettazhato oldatot kapjunk.

1. 1/20-ad mennyiségli 20x DNase Buffer és 1 ul DNase | (8 U/ pl) bemérése az elualt RNS-
hez. Alapos, de gyengéd szuszpendalas. Tehat, ha pl. az RNS 100 pl Elution Solution-ben
lett kinyerve, akkor 5 pl 20x DNase Buffer és 1 ul DNase | kell.
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2. A kezelni kivant RNS térfogatahoz képest 20%-nyi DNase Inactivation Reagent kimérése.
Tehat, ha 100 pl RNS lett kezelve az el6z6 |épésben DNazzal, akkor 20 pl DNase
Inactivation Reagent kell. Vortex rovid ideig, de teljesen. Inkubalas szobahoén 2 percig, de
kozben 1-2x atvortexelni vagy megpockolni a csovet, hogy az inkativalo reagens homogén
legyen.

3. Centri 1 min max. sebesség, majd a felliluszot (RNS) egy Uj RNaz-mentes cs6be atmérni.

2.3. RNS kivonasa FFPE szovetbol (Qiagen)

RNEasy FFPE Kit (50) Qiagen, Cat. no.: 73504

Infok:

£ Max. 20 pm -es metszetek. Maximum 4x10 u pm metszet, tehat 250 mm2 felszin egy
preparalashoz. Tobb, mint 4 darab kombinalhato, ha az 0sszvastagsag kisebb 40 pm -nél,
tehat pl. 8x5 pm.

 Ha ismeretlen a minta el6készitése, akkor érdemes eldszor 2 metszetbol kiindulni
preparalasonként, majd ezt novelni 4-re.

§ Erkezés utan az izolald csdveket és a DNaz I-et 4°C-on kell tarolni

€ A deparaffinizalashoz hasznalt oldatok belélegezve és lenyelve halalosak! Megfelel6
ovintézkedések betartasa kotelezd!

RNS munkakhoz elokésziilet:

¢ RNaseZap oldattal attorolni a munkafeliiletet, pipettakat, mintatart6 allvanyokat stb.

¢ Alternativaként 0.1 M NaOH, 1 mM EDTA oldattal is lemoshatjuk a mlanyag eszkozoket
fellileteket, amit RNaz-mentes vizzel kell ledbliteni a végén

¢ Elektroforézis tankok RNaz mentesitése: detergens (pl. 0.5% SDS) oblités, majd

RNazmentes viz, majd etanol és megszaritjuk

Haj 6sszefogasa

Kopeny, keszty(i kotelezo! Keszty(it munka kozben 1x-2x lecserélni

Minél rovidebb id6 alatt elkésziilni az izolalassal

RNaz-mentes pipettahegyek és csévek hasznalata

€ Izolalt RNS-t azonnal jégre rakni (pl. amig lemérjik/ elrakjuk, ne szobahdn legyen)

- - - -

Elokésziiletek:
€ DNaz | stock készitése:

o liofilizalt formaban érkezik, be kell oldani, ezért liresnek tiinhet a cso

o ne nyissuk ki a csovet, hanem fecskendével és tlivel oldjuk be 550 ul RNaz mentes
vizben anélkiil, hogy kinyitnank a csovet (tehat kozvetlen befecskendezziik a vizet)

o ne vortexeljlik, ne szuszpendaljuk, csak ovatosan forgassuk meg a csovet, mert a
DNaz | nagyon érzékeny a fizikai behatasokra

o beoldas utan is lehetnek még benne csomok, ez nem befolyasolja a mindséget
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(

o ezt kovetben porcidzzuk ki 1 hasznalatnak megfelelé adagokra, majd -15°C-on
taroljuk max. 9 honapig. A kiolvadt csoveket 6 hétig lehet hasznalni 2-6°C-os
hiitében (TILOS Gjbol lefagyasztani)

Buffer RPE készitése:
o 4 térfogat (44 ml) 96-100% etanol a 11 ml Buffer RPE-hez
o hasznalat el6tt felrazni

Melegitoblokk bekapcsolasa 56°C-ra

Ha van masik termoblokk is, akkor az 80°C-ra

Protokoll:

1.
2.

3.
4.

0 RXNOo

10.
1.
12.
13.

14.

Paraffin lemetszése a blokkrdl boncpenge segitségével

5-20 pm vastag blokkok metszése (ha a minta felszine leveg6hoz ért, akkor az els6 2-3
metszetet dobjuk el)

Azonnal rakjuk A 1.5 ml-s vagy m 2 ml-s csovekbe és zarjuk le a tetejiiket

A 160 pl vagy m320 pl Deparaffinization Solution hozzaadasa a csovekhez, majd erételjes
vortex 10 s-ig és lehuzni centrifugaval az oldatot a cs6 aljara (alternativaként hasznalhato
heptan, metanol, xilén, limonén, CitriSolv vagy melegités - ezeknek a protokollja a kit
leirasaban megtalalhato)

56°C 3 min inkubalas, majd htités szobahémérsékletlire (ha hiités utan tal waxos, szilard a
minta, akkor valdszinileg kevés volt a deparaffinizacios oldat vagy tul sok paraffin maradt
a mintan, ezért még kell hozzaadni Deparaffinization Solution-t és 56°C-on 3 min-et Ujbol
inkubalni

A 150 pl vagy m240 pl pl Buffer PKD hozzaadasa és vortex

1 min 11,000 g (10,000 RPM)

10 pl Proteinase K hozzaadasa az also, tiszta fazishoz. Ovatos szuszpendalas.

56°C 15 min, majd 80°C 15 min inkubalas razatassal. Ha nincs razé funkcidja a
termoblokknak, akkor révid vortexelést kell végrehajtani minden 3-5. percben. Ha csak 1
termoblokk van, akkor az 56°C-os inkubalas utan maradhat szobahén a minta, amig 80°C-ra
nem melegszik a készllék. A 80°C-os lépés kritikus a maximalis RNS hozam eléréséhez,
mert a formaldehid altal okozott keresztkdtéseket ez allitja vissza. Bizonyosodjunk meg
arrél, hogy a melegit6 valéban elérte a 80°C-ot. A 80°C-os inkubalas Buffer PKD-ban
részlegesen visszaallitja a nukleinsavakat ért médosulasokat. A hosszabb inkubacios id6
vagy a magasabb hémérséklet jobban fragmentalt RNS-hez vezethet, de alacsonyabb Ct
értékekhez is gqPCR-nél.

Az also, szintelen fazis atvitele egy Uj 2 ml-s csébe

Inkubalas jégen 3 min

15 min 20,000 g (13,500 RPM)

Feliiluszo atvitele egy Uj eppendorf-csébe a pellet megzavarasa nélkiil. A pellet az
oldhatatlan sejttormelékeket tartalmazza, pl. keresztkotott DNS-t. Ha tobb, mint 2
metszetbol indultunk ki, egy nagyobb cs6 kellhet.

A teljes mintatérfogathoz képest tizedannyi DNase Booster Buffer hozzaadasa (kb. A 16 pl
vagy m25 pl), majd 10 pl DNase I. A cs6 OVATOS megforgatasa. Vortexelni TILOS! A Dnaz |
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nagyon érzékeny fizikai behatasokra. Rovid centri, hogy a cs6 oldalan maradt folyadék és
az aljara keriiljon.

15.15 min RT inkubalas

16. A 320 pl vagy m500 pl Buffer RBC hozzaadasa, hogy optimalis kotddést biztositsunk, majd
a lizatum alapos szuszpendalasa, cs6 megforgatasa

17. A720 pl vagy m1200 pl etanol (96-100%) hozzaadasa, majd alapos szuszpendalas
(precipitatum el6fordulhat, ez nem baj), azonnal folytassuk a kovetkezo (épéssel

18.Max. 700 pl minta (precipitatummal egyiitt) atpipettazasa az RNeasy MinElute oszlopra egy
2 ml-s gyijtocsovel az aljan. Cs6 tetejét zarjuk le.

19. 28,000 g (= 10,000 RPM) 15 s. Atfolyo kiontése. Gy(jtécsé maradhat.

20. Folyamat megismétlése addig, amig van minta.

21.500 pl Buffer RPE (etanolos!) hozzaadasa az oszlophoz. Csé tetejét zarjuk le.

22.>8,000 g (= 10,000 RPM) 15 s. Atfolyo kiontése. Gyljtécsé maradhat.

23.500 pl Buffer RPE (etanolos!) hozzaadasa az oszlophoz. Csé tetejét zarjuk le.

24.28,000 g (= 10,000 RPM) 2 min. Atfolyd kiontése. A gyljtécsdvet dvatosan vegyiik le,
nehogy hozzaérjen a membranhoz az atfolyo.

25.0j 2 ml-s gy(ijtécs rarakasa az oszlopra.

26. A cs6 tetejét nyissuk ki és maximalis sebességen centrifugaljuk 5 min-ig. (Ugy helyezziik
be a csoveket, hogy legalabb 1 hely maradjon a centrifugaban kozottiik és a cso teteje
ellentétes iranyba nézzen a centrifuga forgasaval). Fontos, hogy a membran teljesen
megszaradjon, ne maradjon benne etanol, ez a |épés ezt szolgalja. Atfolyd kiontése a
gyljtocsovel egylitt.

27.Az oszlop athelyezése egy Uj 1.5 ml-s cs6be.

28.14-30 pl RNase-free water pipettazasa a membran kozepére. A cso tetejét becsukjuk. (Ha
kevesebb vizzel elualunk, magasabb RNS koncentraciét kapunk, de alacsonyabb hozamot.
Ha 14 pl vizet hasznalunk, 12 pl eluatum fog lejonni az oszloprol. Ha 15 pl-t, akkor 13 pl és
igy tovabb.)

29. Centifugalas 1 min maximalis sebesség.
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Szimultan izolalasok (DNS/ RNS/ fehérje)
RNS/ DNS kivonasa vérbol (Qiagen)

QlAamp® RNA Blood Mini Kit (50) HB-0322-004 Cat. No. / ID: 52304

{

-

Ennek a kitnek a kiegészito protokolljai:
o Purification of genomic DNA and total RNA from human whole blood using the
QlAamp RNA Blood Mini Kit and additional Buffer AW1; spin procedure (HB-2658-
001)
o Purification of genomic DNA and Total RNA from cultured cells and tissue using the
QlAamp® RNA Blood Mini Kit and additional Buffer AW1; Spin Procedure (HB-2735-
001)
Antikoagulanst (pl. EDTA, de heparin, citrat vagy ACD is jo) tartalmazoé vérvételi csobol
Lehetdleg friss vér (néhany ora levétel utan), fagyasztott teljes vér nem hasznalhato
Egészséges egyének esetén max. 1,5 ml vér (max. 10 millio leukocita/spin column). Ha
ennél tobbel dolgozunk, az oszlop telitédik, a fehérvérsejtek lizise csokken és a
szennyezédéseket nem lehet teljes mértékben eltavolitani, ezért a hozam lecsokken. Vart,
maximalis hozam: 3 ug RNS/ml
Homogenizalt lizatumok (6. lépés utan) -80°C-on honapokig tarolhatdk (felolvasztas:
gyorsan, 37 fokos vizflirdében)
2 lépése van: eritrocita (vorosvérseijt) lizis hipotonias pufferrel, majd leukocita lizis
(fehérvérsejtek, vagyis monocitak, limfocitak és granulocitak). Az eritrocitak enuklealtak,
tehat nincs DNS-lik és RNS-iik, a lizislik, eltavolitasuk egyszer(en csak el6segiti a
fehérvérsejtek bekoncentralasat, mivel vvt-b6l 1000x tobb van, mint fehérvérsejtbol.
o Ficoll denzitas-gradiens-centrifugalassal étrehozott sejtoldat (mononuklearis
sejtek) is hasznalhato ezzel a kittel. Ficoll esetén csak monocitak és leukocitak
maradnak, granulocitak nem.

RNS munkakhoz elokésziilet:

RNaseZap oldattal attérolni a munkafeliiletet, pipettakat, mintatarto allvanyokat stb.
Alternativaként 0.1 M NaOH, 1 mM EDTA oldattal is lemoshatjuk a miianyag eszk6zoket
fellileteket, amit RNaz-mentes vizzel kell ledbliteni a végén

Elektroforézis tankok RNaz mentesitése: detergens (pl. 0.5% SDS) oblités, majd
RNazmentes viz, majd etanol és megszaritjuk

( Haj 0sszefogasa

€ Kopeny, kesztyl kotelez6! Kesztylit munka kézben 1x-2x lecserélni

€ Minél rovidebb id6 alatt elkésziilni az izolalassal

¢ RNaz-mentes pipettahegyek és csovek hasznalata

€ lzolalt RNS-t azonnal jégre rakni (pl. amig lemérjik/ elrakjuk, ne szobahon legyen)
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Elokésziiletek:

{

1.

10 ul B-ME hozzaadasa 1 ml Buffer RLT-hez (RT, 1 honapig elall) VAGY 20 ul 2M-os DTT
hozzaadasa 1 ml RLT-hez (1 ho, RT, a 2 M-os DTT-t frissen kell késziteni vizzel vagy
lefagyasztani aliquotokban)

 RPE-hez 4 térfogategység 96-100%-0s etanol hozzaadasa

¢ Ha csapadékos a Buffer RLT, akkor felmelegiteni
Protokoll:

1. 1 TE (térfogategység) vér (pl. 1 ml) feloldasa 5x annyi Buffer EL-ben (5 ml). Olyan csovet
valasszunk, hogy az elegy a cs6 75%-at foglalja csak el, hogy jol el tudjuk szuszpendalni.
Max. 1,5 ml vér hasznalhato.

2. 10-15 perc inkubalas jégen. Vortex-szel 2x atkeverni inkubalas kozben. Felhés, zavaros
oldat inkubalas alatt atlatszo lesz, ami az eritrocitak lizisét jelenti. Ha kell, 20 percre
novelhetd az inkubalasi id6.

3. 400 g, 10 min, 4°C, feliilUszo teljes eltavolitasa, a pelletnek fehér kell lennie. Ha piros, 5-
10 perc tovabbi inkubalas jégen, majd folytassuk a kdvetkezo lépéssel.

4. Buffer EL hozzaadasa a pellethez: 2x annyi TE Buffer EL kell (2 ml), mint a kiindulasi vér
mennyisége volt. Rovid vortex.

5. 400 g, 10 min, 4°C, feliilUszo teljes eltavolitasa (ha marad feliiluszo, az zavarhatja a lizist
és RNS kotédést az oszlophoz)

6. Buffer RLT hozzaadasa a pellethez (leukocitak) az alabbi mennyiségben, majd

szuszpendalni/ vortexelni (350-600 pl):

Table 3. Volumes of Buffer RLT used for sample lysis

Buffer RLT* (pl) Healthy whole blood (ml) No. of leukocytes
350 Up to 0.5 Upto2x 10°
600 05t01.5 2x10%t0 1 x 107

* Ensure B-ME (or DTT) is added to Buffer RLT (see “Things to do before starting”).

Ha nem egészséges a donor, a leukocitak szama alapjan kovetkeztessiink az RLT
mennyiségére. Daganatos betegekben (kivéve limfomak) a leukocitaszam drasztikusan
lecsokken, tehat elvileg 350 pl RLT elég lesz. Az RLT szétrombolja a sejteket, ezért ezutan
a lépés utan nem szabad sejtcsomodkat latni. A csomodk eltavolitasat alapos
szuszpendalassal vagy vortexeléssel is elosegithetjiik. Ezutan a lépés utan el lehet rakni a
lizatumot -80°C-ra néhany honapig.

Lizatum atvitele QlAshredder oszlopra egy 2 ml-s gyljtocsovel az aljan (a pipettat

nagyobbra allitani, mint, ami a mintamennyiség, hogy egy felszivassal at tudjuk vinni a lizatumot
az oszlopra), maJd 2 min centrifuga maximalis sebességen a homogenizalas elésegitéséhez.
Oszlop kidobasa, homogenizatum megtartasa a kovetkezo lépésekhez. (Ha tul sok a sejt, akkor a
homogenizalas utan a lizatum tal viszkozus lesz, nehezen pipettazhaté. Ekkor osszuk 2 felé az
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oldatot és egészitsiik ki a térfogatukat 600 pl-re Buffer RLT-vel, majd ezzel a két aliquot-tal
folytassuk a protokollt.)

1. 1 térfogat (350 pl vagy 600 pl - el6z6 lépéseknek megfeleléen) 70%-os etanol hozzaadasa a
homogenizatumhoz és szuszpendaljuk. Precipitatum képzédhet, ami nem baj.
1. Max 700 pl minta (és a precipitatum is, ha van) évatos atvitele egy Uj QIAmp oszlopra, Uj

gy(ijtocsovel, (anélkiil hogy a szlir6hoz érne a gyljtocso, illetve a minta az oszlop oldalahoz). 15
s >8000 g (>10,000 rpm). Nagyobb térfogat esetén a lépést megismételni. Gyljtécsod eldobasa.
(Ha DNaz kezelést is alkalmazunk, akkor D1-D4 lépéseket kell ezutan elvégezni - ld. protokoll).

Ha DNS-t is ki akarunk vonni, akkor ennél a |épésnél a mintat kétfelé kell osztani, még
miel6tt felvissziik a QIAmp oszlopra - pl. 700 pl minta esetén (350 pl RLT-ben szuszpendalt
pellet + 350 pl etanol) menjen 350 pl az RNS kivonasra, 350 pul a DNS kivonasra. De célszeri
minél tobb mintabdl kiindulni (600-600 pl)

1. QIAmp oszlop atvitele egy Uj gylijtocsobe. 700 ul RW1 az oszlopra, majd 15 s >8000 g.
Gy(ijt6écso eldobasa.

1. QIAmp oszlop atvitele egy Uj gylijtocsobe. 500 pl Buffer RPE (etanolos) az oszlopra, majd
15 s 8000 g, gyljtocso eldobasa.

1. 500 pl Buffer RPE hozzaadasa az oszlophoz, centri maximalis sebességen 3 min. Kivétel
soran ugyeljlink ra, hogy az oszlop alja (sz(ir6) ne érjen a gyijtocso falahoz, ne legyen nedves.
Gy(ijt6écso eldobasa.

1. QIAmp oszlop atvitele egy Uj gylijtocsobe. Centri maximalis sebességen 1 min. Ez a |épés
el6segiti a Buffer RPE maradvanyok eltavolitasat.

1. QIAmp oszlop atvitele egy Uj, 1.5 ml-s Eppendorf-csébe és 30-50 pyl RNaz-mentes viz
(RNase-free water) ramérése az oszlopra, kozépre, ugy, hogy a pipetta hegye ne érjen a
sz(ir6hoz. 1 min 8000 g. Ha tobb, mint 0.5 ml teljes vérbol (>2x10"6 leukocita) indultunk ki, a
lépést ismételjik meg.

Kiegészito protokollok (RNS és DNS szimultan izolalasa vérbol):

Purification of genomic DNA and total RNA from human whole blood using the QlAamp RNA Blood
Mini Kit and additional Buffer AW1; spin procedure (HB-2658-001)

Lépések ugyanazok, mint a normal RNS izolalasnal (ld. el6z6 bekezdés), azonban a 9. pontnal a
mintat ketté kell venni és utana nem RW1, hanem AW1 Buffer-rel elualni.

1-8. Ugyanaz

9. Minta kettéosztasa: pl. 700 ul minta esetén (350 pl RLT-ben szuszpendalt pellet + 350 pl
etanol) menjen 350 pl az RNS kivonasra, 350 pl a DNS kivonasra. De célszer(i minél tobb mintabal
kiindulni (600-600 pl). Mintak felvitele ij QIAmp oszlopra (max 700 pl). Ovatosan, anélkiil, hogy a
sz(ir6hoz érne a gy(ijtocso, illetve a minta az oszlop oldalahoz). 15 s >8000 g (>10,000 rpm).
Nagyobb térfogat esetén a lépést megismételni. Gy(ijtocsé eldobasa.

10.  QIAmp oszlop atvitele egy (j gyljtécsébe. 700 ul AW1 az oszlopra, majd 15 s >8000 g.
Gy(jt6écso eldobasa.
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11-14. Ugyanaz

3.2. DNS/ RNS izolalasa FFPE szovetbol (Qiagen)

Qiagen AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (Cat No./ID: 80234)

El6késziiletek:

FRN puffer elokészitése: 42ml izopropanol hozzaadasa a teljes (14ml) puffer térfogathoz
DNaz | oldat készitése: 550 pul RNaz mentes viz hozzaadasa a liofilizatumhoz - ne vortexeld!
RPE, AW1, AW2 bekeverése 96-100%-os etanollal

m total RNS, kis RNS-ek nélkiil A total RNS kis RNS-ekkel

Protokoll:

1.
2.

Max 4 db 10 pm és 2 db 20 pm metszet athelyezése 1,5ml vagy 2ml-es centrifuga csébe
1 ml xilén hozzaadasa a mintahoz, vortex 10mp-ig

a. CF: 2 perc, max sebességen

b. Felliliszd eltavolitasa pipettaval (pelletre iigyelve!)
1 ml 96-100%-0s etanol hozzaadasa az uiledékhez, vortex

a. CF: 2 perc, max sebességen

b. Felliliszd eltavolitasa pipettaval (pelletre iigyelve!)
Inkubacio nyitott kupakkal 10 percig, vagy amig a maradék etanol elparolog
szobah6mérsékleten vagy magasabb hémérsékleten (37°C-ig)!
150 pl PKD puffert hozzaadasa pellethez, a csovet razogatva, fel-le forditva fellazitani a
pelletet
10 pl proteinaz K hozzaadasa a pellethez, vortex

Inkubacio: 56°C-on 15 perc, majd jégen visszahlteni max. 3 perc alatt
a. CF20000g, 15 perc
b. felliliszo: RNS
c. pellet: DNS
Feluiliszo athelyezése m 1,5 ml-es vagy A 2ml-es safe-lock centrifugacsobe, a pellet

megtartasa DNS izolalashoz

Total RNS izolalas

9.

A 14, lépésben kapott felliluszo inkubalasa 80°C-on 15 percig (szobahdn tarolni a
mintakat, amig a gép fel nem melegszik)
a. csovek leporgetése, hogy a falukon ne maradjon folyadék

10. 320 pl RLT puffer hozzaadasa, osszekeverni vortex-szel vagy pipettaval
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11. m 750 pl vagy A 1120 pl etanolt (96-100%) hozzaadasa, osszekeverni vortex-szel vagy
pipettaval
12. max 700 pl mintat pipettazasa az RNEasy MinElute oszlopra
a. CF: 10000 rpm, 15 mp
b. az atfolyo kiontése
13. 12. lépés megismétlése, amig a minta teljes térfogatat at szlirjik az RNEasy oszlopon
14. 350 pl FRN pipettazasa az RNEasy MinElute oszlopra
a. CF: 10000 rpm, 15 mp
b. az atfolyo kiontése
15. 10 pl DNaz | oldat hozzaadasa 70 pl RDD pufferhez, a csoveket ovatosan fel-le forgatni,
leporgetni, hogy a falan ne maradjon folyadék. Nem szabad vortexelni, a DNaz érzékeny
a fizikai behatasokra!
16. 80 pl DNaz-RDD mix pipettazasa RNEasy MinElute oszlop membranjara
a. inkubalni szobah6n (20-30°C-on) 15 percig
17. 500 pl FRN puffer pipettazasa az oszlopra
a. CF: 10000 rpm, 15 mp
b. az atfoly6t megtartani!
18. Oszlop athelyezése (j 2ml-es cs6be, rapipettazni az el6zd lépésben kapott atfolyot
a. CF: 10000 rpm, 15 mp
b. az atfolyd kiontése
19. 500 pl RPE pipettazasa az RNEasy MinElute oszlopra
a. CF: 10 000 rpm, 15mp
b. az atfolyd kiontése
20. Ujra 500 pl RPE pipettazasa az oszlopra
a. CF: 10000 rpm, 15 mp
b. atfolyo kiontése, gylijtécsovel egyiitt
21. Oszlop athelyezése (j gyljtécsébe
a. CF: nyitott kupakkal, 5 percig max sebességen
b. atfolyo kiontése, gyljtocsovel egyiitt
22. Oszlop athelyezése 1,5 ml-es centrifuga cs6be
23. 14-30 pl RNaz mentes viz pipettazasa membranra
a. inkubacio: 1 perc szobahon,
b. CF: max sebesség, 1 perc

Genomi DNS izolalas

24. 180 pl ATL pufferben szuszpendalni a 14. lépésben kapott pelletet
25. 40 pl proteinaz K hozzaadasa, vortex
a. inkubacio: 56°C 1 6ra
b. inkubacio: 90°C 2 6ra
mintak tarolasa szobahén, amig a késziilék fel nem melegszik a kivant héfokra
c. Csovek leporgetése, hogy a falukon ne maradjon folyadék
26. Ha RNS mentes izolatumot szeretnénk, megvarni, mig szobahére visszah(il a minta, 4 pl

Semmelweis Onkologiai Szovetbank Oldal: 17/22
Valtozat szama: 01
Kod: SE-BIOINFO-ONKOBANK-MU—01-M7



"L, LLLLLL Semmelweis Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
; Em Bioinformatika Tanszék, Semmelweis Onkolégiai Szovetbank

o 30 [J:WPQA
ipEnngn

Laboratériumi protokollok

RNaz A hozzaadasa (100mg/ml).
a. inkubacio: 2 perc szobaho6n
27. 200 pl AL puffer hozzaadasa, vortex
28. 200 pl 96-100%-0s etanol hozzaadasa, azonnal 0sszekeverni vortex-szel vagy pipettaval
29. A teljes térfogat rapipettazasa a QIAmp MinElute oszlopra
a. CF: 10000 rpm, 1 perc
b. atfolyo kiontése, gylijtocsovel egyiitt
30. Oszlop athelyezése Uj 2ml-es gydjtécsobe
31. 700 pl AW1pipettazasa az oszlopra,
a. CF: 10000 rpm, 15mp
b. atfolyo kiontése
32. 700 pl AW2 pipettazasa az oszlopra
a. CF: 10000 rpm, 15 mp
b. atfolyo kiontése
33. 700 pl 96-100%-0s etanol pipettazasa az oszlopra
a. CF: 10000 rpm, 15 mp
b. atfolyo kiontése, gylijtécsovel egyiitt
34. Oszlop athelyezése (j 2ml-es gyljtécsébe
a. CF: nyitott kupakkal 5 perc max sebességen
35. Oszlop athelyezése 1,5 ml-es gy(ijtécsobe
36. 60 ul ATE puffer pipettazasa a membranra (NGS-hez 30 pl deszt. viz)
a. inkubacio: 1 perc szobahon
b. CF: 1 perc max sebességen

Izolatumok tarolasa

RNS, DNS mindségi és mennyiségi ellenérzése NanoDrop-pal/ Qubit-tal/ Fragment Analyzer-rel
(felhasznalasi teriileteket, hasznalati Utmutatojukat lasd késébb) és adatok elmentése.
NanoDrop: akkor szép, ha A260/A280 értéke 1,7-1,9 kozott van, az abszorbanciagorbe pedig
szimmetrikus és 260nm-nél tetozik.

€ RNS: -80°C
€ DNS: -20°C
f Fehérje: -80°C

3.3. DNS/ RNS/ fehérje kivonasa fagyasztott szovetbol (Qiagen AllPrep)

AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit (50) Cat. No. / ID: 80004

Elokésziiletek:

§ Kikeverni:
o Mintaszamnak megfelel6 mennyiségli RLT + B-ME oldat (x db * 600 pl): 1 ml RLT-

hez kell 10 pl B-ME
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o Dithiothreitol (DTT) hozzaadasa ALO pufferhez (8 mg DTT 1 ml ALO pufferhez)

o RPE, AW1, AW2 pufferekhez etanol (96-100%) hozzaadasa (X-szel van jelolve a
tubus tetején, ha mar tartalmaz etanolt). RPE keverése: 33 ml RPE (ennyi van az
eredeti tubusban)

+ 134 ml abs. EtOH

( Melegit6t bekapcsolni, majd a “Genomi DNS izolalasa” c. rész elétt az EB puffert 70°C-
ra felmelegiteni

4 ALO puffert 95°C-ra melegiteni

4 Munkateriilet, kesztyl és Eppendorf-allvanyok lefujasa etanollal. Kesztylt a munka
kozben tobbszor is lefujni, esetleg lecserélni

( Csovek feliratozasa (1,5 ml-s Eppendorfok a fehérjének és RNS-nek, valamint DNALoBind

Tube- ok a DNS-nek: minta sorszama, minta tipusa, datum plusz a DNEasy és RNEasy oszlopok és
homogenizalashoz specialis csovek feliratozasa: minta sorszama)
4 Mintak eredeti sorszamanak és az altalunk adott azonositoknak jegyzokonyvben valo

rogzitése (ép- tumor)

Homogenizalas:
1. 2 ml-es csovekbe 4 db fémgyongy helyezése
2. Minden csébe 600 pl (RLT + B-ME) keveréket tenni
3. Mérleget az adott csére letarazni
4. A fagyasztébol kivett mintabdl 20-25 mg-ot (0.020 - 0.025 g, ez koriilbelul egy

gyufafejnyi) ovatosan, lassan lemetszeni egy Petri-csészében steril szikével. Tobb minta
esetén a Petri-csésze mas-mas részébe rakni a mintakat. Keriiljiik a véres és zsiros részbél
valé mintavételt.

5. Csovet a homogenizatorba tenni (180 sec, speed: 280)

6. (Amig ez lejar, a masik mintat el is kezdhetjiik lemetszeni egy Uj cs6be. Mintak
kozott a csipeszt toroljik at majd alkohollal fertétlenitsik és vegyijnk Uj szikét)

7. - Ezutan meg lehet allni és elrakni a mintakat -80°C-ra masnapi felhasznalasra (a

golyok miatt elGszor a hitébe, utdna a -20°C-ra, majd -80°C-ra rakjuk el, nehogy
szétpattanjanak a csovek) -
8. CF 3 perc, max sebesség
9. Afeliluszo atmérése (max. 700 pl fér el anélkiil, hogy a sz(ir6hoz érne az atfolyo) AllPrep
DNEasy oszlopra (kék), CF: 30 mp, 10 000 rpm
a. oszlopon: DNS
b. atfolyoban: RNS, fehérje
10. DNEasy oszlop athelyezése Uj 2 ml-es gy(ijtocsébe, DNS elualasig 4°C-on tarolni,
viszonylag rovid idon beliil folytatni a DNS izolalast

RNS izolalas:

11.430 pl 96-100% etanol hozzaadasa a 9. lépésben kapott atfolyohoz, szuszpendalas
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12.Max (!!) 700 pl atpipettazasa RNEasy oszlopra (rozsaszin)
a. CF:15 mp, 10 000 rpm
b. atfolyot 1,5 ml-es centrifugacs6be atpipettazni a fehérje izolalashoz (ha
tomegspektrometriahoz kell a fehérje, akkor ez az utolso lépés, ez a cso lesz a
végso tarolo, amit elrakunk -80°C-ra)

13. 12. lépés megismétlése: a fennmaradod térfogatot (330 pl) az etanolos lizatumbol Gjbol
rapipettazom az RNEasy oszlopra és lecentrizem, majd az atfolyot atpipettazom a 1,5
ml-es centrifugacsovekbe, amiben mar ott a fehérje

14. 700 pl RW1 pipettazasa az RNS oszlopra

a. CF: 15 mp, 10 000 rpm

b. atfoly6é kiontése (a centribdl kivéve a gyljtocsovet egybdl lehet is kiontogetni,
majd visszatenni rajuk az RNS-oszlopot, DE az oszlopot 6vatosan, lassan vegyiik ki
a gyljtécsobdl, ne érjen hozza a folyadékhoz vagy a csé falahoz a membran)

15. 500 pl RPE pipettazasa az RNS oszlopra

a. CF:15 mp 10 000 rpm

b. atfoly6 kiontése (a centribdl kivéve a gyljtécsovet egybdl lehet is kiontégetni, majd
visszarakni az RNS-oszlopot rajuk,DE az oszlopot oOvatosan, lassan vegyiik ki a
gy(ijtécsébol, ne érjen hozza a folyadékhoz vagy a cs6 falahoz a membran)

16. Megint 500 pl RPE pipettazasa az RNS oszlopra
a. CF: 2 min 10 000 rpm
b. atfoly6 kiontése (miutan kiontottik, rakhatjuk vissza egybdl az oszlopot és mehet
a centribe)
17. Centrifugalas megismétlése: 1 perc, max sebességen
18. RNS oszlop athelyezése a végleges, feliratozott 1,5ml-es gylijtocsébe
19. 30 pl RN&z mentes viz pipettdzasa a membranra (A MEMBRAN KOZEPERE, FELULROL

MERJUK RA AZ OLDATOT, NE A FALARA. NE ERJUNK A MEMBRANHOZ A PIPETTAHEGGYEL.)
a. CF: 1 perc, 10 000 rpm )
20. 15 pl RNaz mentes viz pipettazasa az oszlopra (MEMBRAN KOZEPERE, FELULROL MERJUK
RA AZ OLDATOT, NE A FALARA ES NE ERJUNK A MEMBRANHOZ A PIPETTAHEGGYEL)
a. CF: 1 perc, 10 000 rpm
/19-20. lépések: RNS eludldsnadl érdemes 2x oldani az oszloprol, elészér nagyobb majd kisebb
térfogattal. A protokoll 50-100 ul-t ajanl, de ez NGS-hez nagyon hig./

Fehérje izolalas:

1. 1000 pl APP hozzaadasa az RNS izolalas 12. |épésében félretett atfolyohoz
a. osszekeverni, majd inkubaci6é 10 perc, szobahd
b. CF: 10 perc, max sebességen, feliiluszo eltavolitasa pipettaval
2. 500 pl 70%-0s alkohol hozzaadasa a pellethez
a. CF: 1 perc max sebességen, feliiluszo eltavolitasa pipettaval
b. pellet szaritasa 10 percig szobahén
3. 50 pl ALO puffer hozzdadasa, vortex-szel 6sszekeverni,
a. inkubacio: 5 perc, 95°C-on (hogy az Osszes protein oldatba keriiljon.)
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b. a mintakat visszah(tjiik szobahdre

4. Centrifugalas 1 percig max sebességen, feliiluszo felhasznalasa SDS-PAGE / Western blot

Genomi DNS izolalas:

1.

500 pl AW1 pipettazasa a homogenizalas utan a 10. |épésbél kapott DNS oszlopra
a. CF: 15 mp, 10 000 rpm
b. atfolyo kiontése (centribdl kivéve mar onthetd is ki)
500 pl AW2-t pipettazasa a DNS oszlopra
a. CF: 2 perc, max sebesség
b. atfolyo kiontése a gyljtocsovel egyiitt
A DNS oszlop athelyezése a végleges, feliratozott DNALoBind 1,5 ml-s cs6be
50 pl, 70°C-ra eldmelegitett EB puffer (VAGY NGS-nél 30 pl deszt. viz) pipettazasa a
membranra, kupak lezarasa. KOZEPRE, FELULROL PIPETTAZZUK!
a. inkubacio: 2 perc, szobah6

b. CF 1 perc, 10 000 rpm
Ismétlés 10 pul,  70°C-ra elémelegitett EB  puffer pipettazasa (KOZEPRE,
FELULROL PIPETTAZVA) a membranra, kupak lezarasa

a. inkubacio: 2 perc, szobah6

b. CF 1 perc, 10 000 rpm

/4-5. lépések: vagy 50 ul -> 10 ul vagy 45 ul -> 10 ul. A protokoll 100 - 200 ul-t ir, de ez
NGS-hez nagyon hig/

Fehérje kivonas elokészitése Western Blothoz

Teljes sejt kivonas:

1. Tripszinezés és sejtszamlalas

2. Centrifugalas as feloldas PBS-ben.

Sejtek szétosztasa 500000 sejt/ 1,5 ml centrifugacsd, centrifugalas 1 perc, 3000
RPM-en

Felliliszo leontése

20 ul 1x Laemmli puffer hozzaadasa

Allni hagyni 100°C 5 percig terméblokkban

Termék tarolasa -20°C-on

w

No ok

2x Laemmli puffer: (1x-esre higitas vizzel)
4% SDS

10% 2-mercaptoethanol

20% glycerol

0.004% bromofenol kék
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e 0.125 M Tris-HCl
e pH ellendrzése és sziikség szerint beallitasa 6.8-ra.
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