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Izolace celkové RNA

RNeasy Mini Kit (Qiagen)

- Pfidat B-merkaptoetanol: 10 pl na 1 ml RLT pufru
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1. Kazdy vzorek rozsuspendovat v 1200 ul RLT pufru, vortexovat

2. Kazdy vzorek nanast na kolonu QIAshredder umisténou ve 2 ml zkumavce (rozdélime na 2
samostatné shreddery)

3. Centrifugovat 2 min, max. rychlost (14.5000 rpm)

4. Prtidat 1 objem 70% EtOH k supernatantu, promichat pipetou

5. Pipetovat po 600 pl na Minispin kolonky

o Centrifugace 15s/11.000 rpm, supernatant odstranit
6. Na stejnou Minispin kolonku napipetovat podruhé 600 ul
o Centrifugace 15s/11.000 rpm, supernatant odstranit
Pridat 700 pl RW1 pufru na kolonku
o centrifugace 15s/ 11000 rpm, slit supernatant
8. Ptidat 500 pl RPE pufru na kolonku, rychle pfevratit
o centrifugace 15s/ 11000 rpm, slit supernatant
9. Pridat 500 pl RPE pufru na kolonku, rychle pfevratit
o centrifugace 2 min / 11000 rpm, slit supernatant
10. Centrifugace 1 min na max rychlost

~

11. Kolonky umistit do nové 1,5 ml eppendorfky, ptidat 40 ul RNase free vody ke vzorkim

o Nechat stat cca 5 min
o Centrifugace 1 min/ 11000 rpm
12. Zmeéfit koncentraci RNA a Cistotu na nanodropu

Meéteni mnozstvi RNA a €istoty na Nanodropu:

- Nutné zmeéfit koncentraci, a absorbanci a tzv. Ratio pii 260/280 a 260/230. Obé hodnoty

musi byt nad 1,5. Jinak je nutné RNA precipitovat.
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Reverzni transkripce celkové RNA do cDNA

Ptipravit vychozi mnozstvi vzorku tak, aby mnozstvi RNA bylo 1 pg, doplnit vodou do 10 pl
2. Ptipravit Mastermix — 10 pl, podle ptilozené¢ho navodu

High Capacity cDNA Reverse Transctiption Kit (Applied Biosystems)

Slozka Mnozstvi (ul)
10X RT Buffer 2,0
25X dNTP Mix (100mM) 0,8
10X RT Random Primers 2,0
MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0
Nuclease-free H,O 4,2
Total 10,0
3. Pfidat 10 ul pfipravenych vzorki s RNA
4. Udelat NO RT (voda misto reverzni transkriptazy) a NO RNA kontrolu (voda misto RNA) +
4 mikrozkumavky normalni RT reakce
5. Reverzni transkripce — dle navodu

Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4
Teplota 25°C 37°C 85°C 4°C
Cas 10 min 120 min 5 min neomezené
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Den 1

Kazda skupina provede izolaci RNA z poskytnutého materialu a pak jeji zpétnou transkripci
do cDNA.

Skupina 1:

- Bunééna linie U937 kultivovana s TPA
- Bunécéna linie U937 kultivovana bez TPA

pozn.: TPA = 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate, oznacovany také jako PMA (phorbol-
12-myristate-13-acetate)

Skupina 2:

- Bunééna linie U937

Skupina 3:

- Bunééna linie RPMI senzitivni na Velcade
- Bunécéna linie RPMI rezistentni vucéi Velcade



