Total RNA Isolation Kit

Total RNA Isolation Kit spaja vyhody Trizolovej a kolonkovej izolacie RNA. V priebehu 45 minit umoznuje rychlo a jednoducho
vyizolovat intaktnd total RNA z tkaniv alebo bunkovych kultdr, pri¢om jedna koldnka je uréend na spracovanie cca 50-100 mg tkaniva,
resp. 5-10.10° buniek. Takto ziskand RNA méze byt nasledne procesovana metdédami RT-PCR, RNase protection assay, primer extension,

Northern blot analysis, oligo (dT) izolacie mRNA, in vitro translacie a cDNA tvorbou kniznic.

ZloZenie Total RNA Isolation Kitu (25 purifikdcii):

1. Redzol Reagent 25 ml

2. SiMax Membrane Spin Column 25 ks

3. RNA Washing Buffer 20 ml

4. DEPC Water 1,5ml

Kat.c. Ndzov Cena s DPH
, , , €46,8
FTRI-25 Total RNA Isolation Kit (25 Isolations)
1410 Sk
Pracovny protokol

1. Priprava:

Pripravte si potrebné mnozstvo buniek/tkaniva. 1 ml Redzolu je uréeny na spracovanie 5-100 mg tkaniva, resp. 5-10x10° buniek.

2. Lyza buniek:
a. Adherované bunky

Odoberte kultivaéné médium a pridajte Redzol. Pipetovanim suspenzie pomocou mikropipety zlyzujte vSetky bunky a lyzat
nasledne preneste do novej mikroskimavky.

1 ml Redzolu je schopny zlyzovat cca 10 cm? buniek.
b. Bunkové suspenzie.

Bunky usadte centrifugdciou, odstrante supernatant a pridajte Redzol. Pipetovanim suspenzie pomocou mikropipety zlyzujte
vsetky bunky (niektoré typy kvasiniek a baktérii je potrebné zlyzovat mechanicky v homogenizatore, alebo pomocou sklenych guliciek).
Lyzat preneste do novej mikroskimavky.

1 ml Redzolu je urceny na lyzu 5-10x10° zZivocisnych, rastlinnych alebo kvasinkovych buniek, resp. 1x10’ bakteridlnych buniek.

Upozornenie - bunky pred pridanim Redzolu nepremyvajte, pretoze premyvanim moze nastat degradacia mRNA:

c. Tkaniva
Tkanivo rozdefte na mensie casti, vloZte do homogenizatora, pridajte adekvatne mnoZstvo Redzolu a homogenizujte.
Homogenat nasledne preneste do novej centrifugaénej skimavky. Pletivo je mozné homogenizovat aj v tekutom N, a aZ potom zmie3at

s Redzolom. 1 ml Redzolu je uréeny na 50-100 mg tkaniva, pricom celkovy objem tkaniva by mal byt pod 10% objemu Redzolu.
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3. Separdcia faz

a. Homogenat nechajte stat 5 min pri 15-30°C, &im sa dosiahne kompletna lyza buniek.
b. Pridajte 0,2 ml chloroformu (200 ul na 1 ml Redzolu), zvortexujte a nechajte 2-3 minuty stat pri 15-30°C.

c. Centrifugujte 15 min pri 12.000 rpm. Obsah mikroskimavky sa tym rozdeli do troch faz, pricom RNA je vo vrchnej vodnej faze.

4. Purifikacia v koldnke

a. Vrchnu vodnu fazu (bez porusenia spodnej fazy) preneste do novej 1,5 ml mikroskiimavky a pridajte 200 ul etanolu. Obsah jemne
premiesajte prevracanim mikroskimavky.

b. Zmes preneste do SiMax Spin kolénky, vloite do novej 1,5 ml mikroskimavky, nechajte postdt najmenej 3 minaty.
Nasledne centrifugujte 2-3 min pri 12.000 rpm.

c. SiMax Spin koldnku vlozte do Collection tube, pridajte 600 ul Washing buffer a centrifugujte 1 min pri 12.000 rpm. Obsah z Collection
tube odstrarite a vlozte Spin koldnku spat.

d. Centrifugujte dalSie 2 min pri 12.000 rpm do Uplneho odstranenie Washing buffer z kolénky a SiMax Spin koldnku nasledne preneste
do novej 1,5 ml mikroskiimavky. Do stredu membranky pridajte 50 ul DEPC vody alebo 0,5% SDS, nechajte postat 2 minuty a centrifugujte

1 min pri 12.000 rpm. V eluate sa nachadza intaktna RNA.

Pre zvys$enie vytazku je mozné bod d. opakovat pridanim dalsich 30 ul DEPC vody. Vysledna koncentracia RNA sa tym vsak znizi.
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