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Blood /Cultured Cell Total RNA Kit

lideltalabe o o » Cat. N°: DG2017 (50 reacciones)

Descripcion

El Kit ARN total de sangre/células cultivadas es un
método simple y rapido para la purificacion de ARN total
de alta calidad a partir de sangre entera y cultivo celular.

El kit se basa en la capacidad del ARN para unirse al silice
en presencia de altas concentraciones de sales
caotrépicas.

Este método primero lisa las células, une el ARN a las
membranas de silice, lava el ARN con un tampdn de
lavado que contiene etanol y luego eluye el ARN
purificado con ddH20 libre de ARNasa.

El procedimiento completo tarda 30 minutos y el ARN
purificado esta listo para la RT-PCR, la transferencia

Northern, la extension del cebador y la construccion de
la biblioteca de ADNCc.

Caracteristicas

o Altos rendimientos: 2-30 pug; depende del tipo de

muestra.
o ARN Listo para usar.
. Procedimiento rapido (alrededor de 30 min).
o Formato mini

Certificaciones de calidad

El ARN total se aisla de 300 ul de sangre humana entera
fresca utilizando el Kit de ARN total de sangre/células
cultivadas. EI ARN purificado se cuantifica utilizando un
espectrofotdmetro con un rendimiento tipico de 2-3 ug de
ARN total y una relacion A260nm/A280nm de 1,8-2. La
calidad se comprueba ademds mediante electroforesis en
gel de agarosa.
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Componentes del Kit 50 Reacciones
RBC Buffer 120 ml
Buffer BLY* 25 ml
Wash Buffer 1 (WB1) 30 ml
Wash Buffer 2 ** (WB2) 15 ml
RNase-free ddH,0 10 ml
Filter Column 50
Collection tube (2mL) 100
1.5 ml microtube 50

Nota

*Antes de comenzar, prepare una nueva cantidad de Buffer BLY
que contenga 1% de 2-mercaptoetanol (B-ME) [No incluido]
para cada procedimiento de purificacion. Afiadir 10 18-ME por
cada 1 ml de tampdn de lisis

**Agregue el volumen de etanol (96 % -100 %) especificado [no
incluido] al tampén WB2 antes del uso inicial (consulte la
etiqueta de la botella para conocer el volumen). Después de
agregar el etanol, marque la botella para indicar que este paso
se ha completado.

Almacenamiento de equipos:

El Kit de ARN total de sangre/células cultivadas se puede
almacenar a temperatura ambiente. Los componentes
del kit son estables durante 1 afio, si se almacenan
correctamente.

& Por favor use guantes cuando use este producto. Evite
todo contacto de la piel con los reactivos del kit. En caso de
contacto, lavar abundantemente con agua.

B-ME es toxico; utilicelo en una campana de humos y use ropa
protectora adecuada.

(Continua en el reverso)
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Detailed Protocol

1.
2.

Para cultivo celular

Pellet 1-5 x 10 células por centrifuga a 3000 g durante 5 min y eliminar todo el sobrenadante.

Sigue el Protocolo General
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Para sangre entera humana

Recoja sangre humana fresca en un tubo de recoleccion de tratamiento anticoagulante.

Agregue 200-300 pl de sangre total humana a un tubo de centrifuga adecuado (1,5 ml). (No incluido)
Mezcle 5 volimenes de RBC Buffer con 1 volumen de la muestra y mezcle bien por inversion.
Incubar en hielo durante 10 min. Vortex brevemente 2 veces durante la incubacion.

Centrifugar durante 1 min a 3000 g para formar un sedimento celular y desechar el sobrenadante por completo.

Agregue 600 pl de RBC Buffer para resuspender el sedimento celular agitando brevemente en vortex.

Centrifugar durante 1 min a 3000 g para volver a formar un sedimento celular y desechar el sobrenadante por completo.

Siga el Protocolo General

1.

10.
11.

12.

13.
14.

Protocolo General

Agregue 350 ul de BLY Buffer (B-ME afiadido) al sedimento celular y vote enérgicamente. Para liberar
todo el ARN de la muestra, es necesario romper la muestra por completo.

Coloque una columna de filtrado en un tubo de recogida de 2 mly transfiera la mezcla de muestra a
la columna de filtrado. Centrifugar a maxima velocidad durante 2 minutos.

Transfiera con cuidado el filtrado clarificado a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

Agregue 1 volumen de etanol al 70 % al lisado clarificado y mezcle vigorosamente mediante agitacion
en vortex.

Aplique el volumen total (normalmente 700 pl) del paso 4 a la RNAprep spin column mediante
decantacion o pipeteo.

Centrifugar a maxima velocidad durante 90 segundos. Deseche el flujo continuo.

Lave la RNAprep spin column agregando 250 uL de WB1 y centrifugando a 10000 g durante 90
segundos. Deseche el flujo continuo.

[Opcional] Coloque la RNAprep spin column en un tubo de recogida y agregue 60 L de solucidn de
DNase | libre de RNase (0.5U/ul) (no provista) al centro de la matriz de la columna. Reposar facilmente
durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Afiadir 500 pl de WB1 y centrifugar a maxima velocidad durante 30 segundos. Deseche el flujo continuo.
Afiadir 700 pl de WB2 y centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto. Deseche el flujo continuo.

Centrifugar de nuevo a méxima velocidad durante 3 minutos. Este paso ayuda a secar la columna de
centrifugado RNAprep.

Coloque la columna de centrifugacion RNAprep en un tubo de microcentrifuga de 1,5 nuevo, etiquetado
y pipetee 50-60 pl de agua libre de ARNasa directamente en el. Cierre la tapa e incube durante 1
minuto a temperatura ambiente.

Centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto para eluir el ARN.
Mantenga el ARN eluido en hielo en todo momento y guérdelo a -70 ° C.

Buffer BLY
(B-ME added)

Binding
(EtOH)

Wash 3X
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