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RNA Isolation mit Trizol (Sigma TRI Reagent T9424)

Introduction:
Yields to expect: 1-3 μg of total RNA/mg of tissue. Keep in mind that mRNA represents 1-3 % of total RNA. 
If  large amounts of total RNA (more than 500  µg) are required, use protocol P 5 (one mouse liver for
example gives 4-5 mg of total RNA). 
Whatever method you use,  RNA is  always stored as EtOH precipitate.  This  means that  the final  RNA,
resuspended in ultrapure Sigma water, is reprecipitated with 0.1 vol. of 3 M NaAc, 2 vol. EtOH and stored
at -20°C. If RNA is needed, vortex this suspension and remove appropriate amount in fresh tube. Then spin
as usual, wash with 70 % EtOH, air-dry and resuspend in Sigma water for further use.

Nachfolgende Mengen sind für 1 konfluente 6cm-Schale. Bei abweichenden Mengen bitte genau die 
Anweisungen des Herstellers bezüglich Zellzahl/Gewebemenge beachten! 

- bevor die ganze Prozedur beginnt: Gelkammern in NaOH (10 M, 10 min) einweichen, 2 min Fließwasser, 2 x 
deion. Wasser; Gel gießen mit frischem Kolben und Zentrifuge vorkühlen: 4°C

- Zellen: konfluente 6 cm Schale (Zugabe von TRI-Reagent ist abhängig von der Zellzahl - siehe Produkt 
Information im Anhang)

- Gewebe: Überschuß Flüssigkeit an Einmalhandtuch abtropfen lassen; Gewebe schnell in N2 einfrieren und bei
-20 oder 80° aufbewahren. Alternativ: sofort in 2 ml TRI Reagent + Vanadyl-Ribonucleoside (NEB S1402 , 
Endkonzentration 5 mM) mit Ultra Turrax in 15- oder 50 ml-Falcon-Tube zerkleinern und weiterverarbeiten. 
(Stab dekontaminieren mit 10N NaOH, gründlich mit sterilem Wasser nachspülen,  zwischen den einzelnen 
Proben mit H2O spülen)

- Zellen 3 x mit sauberem Zellkultur-PBS waschen > sehr gut absaugen
- je Schale 1 ml TRI Reagent (Sigma T9424)
-  mit Zellschaber abkratzen und schnell in 15 ml-Röhrchen überführen; 1 min auf Eis mit Ultraturrax 

homogenisieren; hohe Geschwindigkeit
- > in 2 ml Tube überführen
- Inkubation 5 min bei RT 
- Zugabe von 0,2 ml Chloroform, ca. 15 s invertieren > 3 min RT
- Zentrifugieren: 12.000 g (=RCF), 10 min, 4 °C  Phasentrennung

 untere rote Phase = Phenol-Chloroform (organisch)
 Interphase
 obere Phase (farblos) = RNA

- obere Phase vorsichtig in neues 1,5 ml Tube überführen
- Präzipitation: 

 Zugabe von 0,5 ml Isopropanol
 Invertieren 3-5x
 10 min bei RT Inkubieren
 Zentrifugieren: 12.000 g, 10 min 4°C
 RNA-Pellet sollte sichtbar sein

- waschen:
 Überstand entfernen
 2x 75% EtOH waschen (1 ml per 1 ml TRI Reagent)
 kurz vortexen, so das Pellet sich ablöst, aber nicht zerfällt
 zentrifugieren: 14.000 rpm, 5 min, 4°C
 vorsichtig und vollständig EtOH abnehmen 
 Pellet 5 - 10 min lufttrocknen oder kurz in Heizblock bei 55 °C trocknen
 weiter mit zusätzlicher Phenol-Chloroform-Extraktion oder DNAse-Verdau
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 für DNAse-Verdau in 30-50 µl S-H20 lösen -  je nach Pellet 
- Kontrollgel:  

 Agarosegel: 
o 1 µl RNA
o 4 µl 6x Ladepuffer
o 19 µl Sigma-H2O

 A   Phenol-Chloroform-Extraktion 

(Diese Extraktion muss nicht durchgeführt werden, wenn noch ein DNAse Verdau erfolgt!!)

- Pellet in 400 µl Sigma-H2O aufnehmen, auf- und abpipettieren
- 10 min 55°C im Heizblock um RNA vollständig zu lösen
- Phenol-Chloroform-Extraktion:

 Add 320 µl Phenol/Chloroform (0,8 Volumina; Verhältnis 1:1; Phenol pH 4.0 Applichem 
A1624.0250)

 vortexen und 5 min bei 14.000 rpm, 4°C zentrifugieren
 Überstand in neues 1,5 ml Tube
 Add 320 µl Chloroform
 vortexen und 5 min bei 14.000 rpm, 4°C zentrifugieren
 Überstand in neues 1,5 ml Tube

- Fällung:
 Add 1 µl Glycogen (RNA grade, Fermentas R0551)
 Add 40 µl 3M NaAc
 Add 800 µl 100% EtOH
 30 min auf Trockeneis inkubieren
 10 min bei 14.000 rpm,  4°C zentrifugieren
 2 x 70% EtOH waschen, danach jeweils 10 min, 14.000 rpm, 4°C zentrifugieren
 letzten Überstand vollständig abnehmen und Pellet bei RT trocknen lassen
 Pellet in 30 µl Sigma-H2O aufnehmen
 3 min bei RT stehen lassen
 10 min 55°C Heizblock

Konzentrationsmessung:
 Nanodrop 1 µl
 Agarosegel: 

o 1 µl RNA
o 4 µl 6x Ladepuffer
o 19 µl Sigma-H2O

B   DNase-Verdau:
 Kit: EN0521 von Fermentas
 12 µg RNA + 12 µl 10x reaction buffer with MgCl2

                    + 12 µl DNaseI 1U/µl
                    + auffüllen auf 120 µl Sigma-H2O

 30 min 37°C Heizblock 
 Phenol/Chloroform Extraktion :

o Ad 80 µl S-H2O 
o Add 160 µl Phenol/Chloroform (1:1; 0,8 Volumina)
o vortexen und 10 min 14.000 rpm, 4°C zentrifugieren
o Überstand in neues 1,5 ml Tube
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o + 200 µl Chloroform
o vortexen und 10 min 14.000 rpm, 4°C zentrifugieren
o Überstand in neues 1,5 ml Tube
o Fällung: 

 + 1 µl Glycogen (RNA grade)
 + 20 µl 3M NaAc pH 5,5
 + 500 µl 100% EtOH, invertieren 
 10 min bei 14.000 rpm,  4°C zentrifugieren
 2 x 70% EtOH waschen, danach jeweils 5 min, 14.000 rpm, 4°C 

zentrifugieren
 letzten Überstand vollständig abnehmen und Pellet bei RT trocknen 

lassen
 in 12 µl S-H2O lösen.
 1.5 µl 3M NaAc pH 5.5, 30 µl 100% EtOH zugeben, invertieren und 

bei -20 oder -80°C°C aufbewahren.  

Konzentrationsmessung:
 Nanodrop 1 µl
 Agarosegel: 

o 1 µl RNA
o 4 µl 6x Ladepuffer
o 19 µl Sigma-H2O

RT-PCR

First strand cDNA Synthesis; Fermentas K1632

 Primer: 1:1-Mix aus oligo (dT)18  - und Random hexamer primern

2 µg RNA (Dnase verdaut)
+ 0,5 µl Random hexamer primer
+ 0,5 µl oligo (dT)18  (100 µM)
auffüllen auf 13 µl Sigma-H2O (100 µM)

→ 65 °C, 5 min, kurz zentrifugieren und auf Eis stellen

+ 4 µl 5x Reaktion Buffer
+ 2 µl dNTP´s (10mM)
+ 1 µl Reverse Transcriptase

→ 5 min 25 °C
→ 60 min 45 °C
→ 5 min 70 °C
 

 cDNA 1:10 verdünnen : 20µl cDNA + 180 µl S-H20 > da 2 µg RNA umgeschrieben↘ c= 10 ng/µl
 Lagerung bei -80 °C

qPCR

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2x) Fermentas K0251(200rxns); K0252(1000rxns); K0253(4000rxns)
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1 Reaktion finale Konzentration
12,5 µl SYBR Green

1,0 µl ROX (von 1:200 Verdünnung, 250nM); 
Stock    50µM; Verdünnung in S-H2O; Einsatz von ROX vom Cycler 
abhängig.

10,00 nM

4,5 µl S-H2O
1,5 µl Forward primer (10 µM) 0,75 µM
1,5 µl Reverse primer (10 µM) 0,75 µM
4,0 µl Template (c: cDNA 10 ng/µl) 40,00 ng

 ∑25,0 µl Ansatz
[Template Konzentration ist von der Expressionsstärke des Gens anhängig > bei GAPDH etl. weniger einsetzen!]
AB 7500, TRM; Serial-Nr. 275003780

Set up:

→ Gerät immer vor PC anschalten!
→ Guest auswählen, kein Passwort

 advanced setup – 7500 (96-well) [nicht fast wählen!]
 quantification > comparative ct > SYBR green reagent
 plate setup:

o targets wählen(primer)
o sample wählen (wt, ko…)
o biological group > nichts wählen!

[Step 1: 50°C 2min uracyl glycosylane > nicht notwendig, da nicht in unserem Kit enthalten]

Program [open run method - AG Magin Janina]
 40 Zyclen
 25 µl Volumen eingeben
 melt curve nicht vergessen

Thermoprofil:
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Anhang
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