Uloha: Izolace RNA fenol-chloroformem

e 3 ml bakterialni kultury centrifugovat 10 000 x g/ 3 min.

e pelet resuspendovat v 800 pl lyzacniho roztoku (na 1 litr deionizované vody: octan sodny
2,7g8,SDS5 g, EDTA 0,34 g, pH 5,5)

e pridat sklenéné kulicky (0,8 g, 425 — 600 um v priméru)

e vortexovat 2 — 3 min. pfi 2 000 ot.

e centrifugace 10 000 x g/ 3 min.

e supernatant (500 pl) premistén do cerstvych 1,5 ml mikrozkumavek

e supernatant smichat s 500 pl nasyceného fenolu (pH 5,5) a inkubovat 5 min. / 68°C za
pravidelného michani

e centrifugace 10 000 x g / 3 min.

e vodnou fazi (450 ul) premistit do Cerstvych 1,5 ul mikrozkumavek a smichat
s chloroformem (450 pl)

e centrifugace 10 000 x g / 3 min.

e vodnou fazi (400 pl) pfemistit do Cerstvych 1,5 ul mikrozkumavek a smichat se 100 %
etanolem (800 pl) a 3 M octanem sodnym (1/10 objemu)

e centrifugace 10 000 x g 10 min.

e pelet promyt 70 % ledovym etanolem a susit ve vakuu

e suchou RNA resuspendovat v 5,5 ul dH,0

e kazdy vzorek smichat s 19,5 ul RNA denaturacni smési (50 ul 10 x MOPS [10 x 3-N-
morpholino propanesulfonic acid: 0,2 M MOPS, 50 mM octan sodny a 10 mM EDTA],
250 pl formamid, 90 pl formaldehyd; pH 7)

o veskeré sklenéné pomdcky osetfit diethyl pyrokarbonatem (DEPC) k inaktivaci RNazové
aktivity

e izolovanou RNA analyzovat na 1,5 % agarozo/formaldehydovém gelu (140 V 20 — 40 min.)

e nanaseci (loading) pufr: 1 x MOPS pufr



