Protokol pro izolaci celkové RNA z kultivovanych buék

pomoci kitu NucleoSpin® RNA I

Obsah kitu:

10 preps 20 preps 50 preps 250 preps
Cat. No. 74095510 740855.20 740955.50 740955.250
Lysis Buffer RA1 10 m 10 ml 25 mi 125 ml
Wash Buffer RA2 15 mi 15 mi 15 mi 80 mi
Wash Buffer RA3
Concentrate* 5mi 5mi 12.5 ml 3« 25 ml
Membrane
Desalting Buffer 10 ml 10 ml 25 ml 125 mi
MDEBE
Reaction Buffer for
DNase 3 mi 3ml 7 mil 35 ml
rDNase, RNase-free 1 vial 1 vial 1 vial 5 vials
(lyophilized)* (size C) (size C) (size D) (size D)
RNase-free Water 5 ml 5mi 15 mi 65 mi
NucleoSpin® Filter
Columns (violet ring) 10 20 50 250
MucleoSpin® RNA I
Columns (light blue
ring - plus Collection 10 20 50 250
Tube)
Collection Tubes
(2 mi) 30 &0 150 750
Collection Tubes
(1.5 ml) 10 20 50 250
User Manual 1 1 1 1




Pied prvnim pouzitim:

v’ rDNaza: rozpustit enzym ve stanoveném objemu vody a opatrné zamichat.
rDNaza je vysoce citliva k mechanické denaturaci — nemichat pipetou!
Pfipravené alikvoty jsou ulozeny pfi teplot¢ -18°C. OPakované
nerozmrazovat.

v’ pufr RA3: pfidat 96 — 100% ethanolu ke koncentrovanému pufru RA3.

v’ pufr RA1: pfidat merkaptoethanol (1:100)



Izolace RNA:

1) Adherentné rostouci buriky (maximalné 5 x 10°) jsou lyzovany p¥imo na misce
pridanim pufru RA1 (350 pl pufru RA1 s 3.5 pl merkaptoethanolu).

2) Pro snizeni viskozity a proci$téni bunééného lyzatu jsou lyzaty ¢istény pomoci
fialovych NucleoSpine Filter Columns, umisténych do epp. zkumavek (1,5
ml) . Naneste bunécny lyzat a centrifugujte 1 min pfi 11000 x g.

3) Pridejte k homogenizovanému lyzatu 350 pl ethanolu (70%) a dlkladné
promichejte opakovanym pipetovanim (5 X). Pfipadné precipitaty by mély byt
odstranény.

4) Naneste smé&s na modré NucleoSpin® RNA Il kolonky umisténé ve sbéracich
zkumavkach.

5) Centrifugujte 30 s pfi 11000 x g. Vyprazdnéte sbé&rnou zkumavku.

6) Pro odstranéni soli naneste na kolonu 350 yl MDB (Membrane Desalting
Buffer) a centrifugujte pfi 11,000 x g po 1 min aby byla membrana vysusena.
Tento krok zvysi naslednou ucinnost rDNazy.

7) Pripravte reakéni smés DNazy — pro kazdou kolonu smichejte 10 ul rDNazy a
90 pl reakéniho pufru pro DNazu a protrepte.

8) Pro odstranéni kontaminujici DNA naneste na kolonu 95 pl reakéni smési
DNazy a nechte plsobit 15 min pfi pokojové teploté.

9) Pro promyti membrany a inaktivaci DNazy pfidejte 200 pl pufru RA2 a
centrifugujte 30 s pfi 11000 x g. Vezméte novou sbérnou zkumavku.

10) Pro promyti membrany pridejte 600 pl pufru RA3 a centrifugujte 30 s

pfi 11000 x g.



11) Pro promyti a vysu$eni membrany pfidejte 250 pl pufru RA3 a
centrifugujte 2 min pfi 11000 x g.

12) VlozZte kolonu do Cisté epp. zkumavky bez nukleaz (1,5 ml) a pfidejte
pro eluci RNA 60 ul vody be RNaz (supplied) a centrifugujte 1 min pfi 11000 x

g. Pro vySSi koncentrace RNA Ize pouzit objem 40 pl.

Izolovana RNA je dale skladovana pfi teploté — 80°C. Koncentrace a pfiblizna

Cistota jsou stanoveny na spektrofotometru Nanodrop.



