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RNA Isolierung nach Piotr Chomczynski und Nicoletta Sacchi

Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion
fur die Extraktion von RNA
© Applichem GmbH, Darmstadt

Benotigte Chemikalien (erhatlich bei www.analytics-shop.com):

Alle Produkte sind frei von RNasen/DNase/DNA/RNA

- TRItidy G™ AppliChem (APA4051.0100 / APA4051.0200) monophasisches Reagenz (enthalt
Phenol und Guanidinthiocyanat) erhoht die Ausbeute an RNA Molekilen im Vergleich zur
Standardmethode oder Sdulenaufreinigung !!!

Alternativ zu TRItidy :
Guanidinthiocyanat fiir die Molekularbiologie AppliChem (APA1107.0500)
Phenol wassergesdttigt, nicht stabilisiert + separate Tris - Lésung AppliChem (APA0444.0500)

Phenol wassergesdttigt, stabilisiert + separate Tris - Lésung AppliChem (APA0447.0500)

- Chloroform BioChemica AppliChem APA3691.1000

- 2-Propanol fiir die Molekularbiologie AppliChem (APA3928.2500PE)

- Ethanol absolut, fiir die Molekularbiologie Applichem (APA8075)

- Ethanol absolut fiir die Molekularbiologie AppliChem (APA3678.2500)

- Wasser, PCR getestet, DNA-frei, fir die Molekularbiologie AppliChem (APA8510.1017)
- Wasser fiur die Molekularbiologie AppliChem (APA7398.5000)

- DEPC BioChemica AppliChem (APA0881.0100)


http://www.analytics-shop.com/
https://www.itwreagents.com/germany/de/product/phenol+wasserges%C3%A4ttigt%2C+nicht+stabilisiert+%2B+separate+tris+-+l%C3%B6sung/A0444
https://www.itwreagents.com/germany/de/product/phenol+wasserges%C3%A4ttigt%2C+stabilisiert+%2B+separate+tris+-+l%C3%B6sung/A0447
https://www.itwreagents.com/germany/de/product/wasser%2C+pcr+getestet%2C+dna-frei%2C+f%C3%BCr+die+molekularbiologie/A8510
https://www.itwreagents.com/germany/de/product/wasser+f%C3%BCr+die+molekularbiologie/A7398
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Protokoll:

RNA-Isolierung: 1.1.)

TRItidy erhoht die Ausbeute an RNA Molekiilen im Vergleich zur klassischen Methode und zur
Saulenaufreiningung deutlich!!

(A.) Das Gewebe wird in ca. 1 ml TRItidy G ™ pro 50-100 mg Gewebe (max. 1/10 des Volumens von
TRItidy G ™). (b.) Zellkulturzellen werden nach Absaugen des Mediums in einer Schale mit 1 ml / 102
cm (3,5 cm Durchmesser) lysiert. (c.) In Suspension wachsende Zellen miissen vor der Zugabe des
Reagens durch Zentrifugation gesammelt werden (1 ml TRItidy G ™ pro 1-5 x 106 Zellen; Bakterien bis
zu 1 x 107). (d.) Fur Blutproben * , Serum oder andere biologische Fliissigkeiten geben 750 pl
TRItidy G ™ pro 250 pl Probenvolumen hinzu.

* Hinweis: Biologische FlUssigkeiten mit hohem Proteingehalt oder anderen kontaminierenden
Substanzen (z. B. Vollblut) kdnnen 1: 1 mit RNase-freiem Wasser verdiinnt werden.

Homogenisieren Sie die Probe, indem Sie die Suspension mehrmals auf und ab pipettieren. Eine
kurze Inkubationszeit verbessert die Trennung von RNA / Protein-Komplexen. 0,2 ml Chloroform zum
Lysat und gut mischen. Eine weitere Inkubation mit Chloroform 0,2 ml von 10 Minuten verbessert
zusatzlich die Reinheit der RNA. Da Phenolreste sich inhibierend auf die reverse Transcriptase
auswirken!!!

1.2.) Das Lysat 15 Minuten bei 12.000 g und + 4 ° C zentrifugieren.

1.3.) Ubertragen Sie die obere wissrige Phase in ein neues Reaktionsréhrchen und geben Sie das
gleiche Volumen Isopropanol hinzu, um die RNA mindestens 15 Minuten lang auf Eis auszufallen.
Halten Sie die organische Phase / Interphase mit der DNA / dem Protein bei + 4 ° C.

1.4.) 12.000 g 15 Minuten bei + 4 ° C zentrifugieren.

1.5.) Wasche die RNA mit Ethanol (70-80%) durch Vortexen und anschlieRend mit absolutem Ethanol
(100%). Bei 7500 g bei + 4 ° C oder Raumtemperatur zentrifugieren.

1.6.) Trocknen Sie die RNA an der Luft und l6sen Sie sie in 20 pl Wasser, PCR getestet, DNA-frei, fur
die Molekularbiologie AppliChem (APA8510.1017) + DEPC BioChemica (APA0881.0100).
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