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Carrier-GLY

Nosi€ pro precipitaci malych mnozstvi RNA nebo DNA
(katalogové Cislo C083 a C084) rev. 02/2020

Popis

Carrier-GLY je vysoce purifikovany polysacharid (glykogen) z Ustfic. Jednd se o inertni nosi¢, ktery neobsahuje
hostitelské DNA, RNA, nikdzy, DN4dzy a RNazy a je ve srovnani s tRNA, kvasniénou RNA nebo sonikovanou DNA
vhodnéjsim nosicem pro precipitaci nukleovych kyselin z didvodu mensi pravdépodobnosti Ze by interferoval
s enzymatickymi reakcemi pti manipulaci s RNA nebo DNA a navic je Uc¢innéjsi prfi RNA a DNA precipitaci. Pomoci
Carrier-GLY mohou byt precipitovany i mald mnozZstvi (pikogramy/ml) RNA nebo DNA oligonukleotidi o velikosti
pouhych 8 pard bazi.

Technické udaje
Komponenty a baleni

e Carrier-GLY je dodavan jako vysoce purifikovany glykogen v deionizované, ultracisté a sterilni vodé (18
Mohm.cm) v koncentraci ~20 mg/ml.

e  Zakladni baleni obsahuje 1 ml Carrier-GLY v 2-ml umélohmotné zkumavce se Sroubovacim uzdvérem.

e  Carrier-GLY je také soucasti soupravy pro RNA a DNA precipitaci, obsahujici mimo Carrier-GLY také Carrier-
iRNA (0,5 ml) and Carrier-ACRYL (1 ml). Srovnani vlastnosti rliznych nosi¢d pro RNA a DNA precipitaci je
uvedeno s klicovymi referencemi v tabulce ¢. 1.

Skladovani a stabilita

e Skladovat pfti teploté -20°C + 5°C. Material snasi opakované rozmrazovani. Neoteviend zkumavka je stabilni

do expira¢niho data uvedeného na Stitku.
Kontrola kvality
Kazda SarZe Carrier-GLY je analyzovana v fadé testl. Pro tyto testy je vyuzivan pufr CAB (Carrier assay buffer): 10 mM
Tris-HCI, 2 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol, pH 7.5 pfi 37°C.

e Test na precipitaci nukleovych kyselin. Economy DNA marker (Kat. ¢. D071, 2,5u) je smichan s 0,2 ml 10 mM
Tris-HClI pufru s 1 mM EDTA, 1ul Carrier-GLY, 20 pl 3 M octanu sodného, pH 5.2, a 0.6 ml 96 % etanolu. Po
inkubaci 30 min pfi -20 + 5°C je smés centrifugovéana pfi 12,000 x g, analyzovana elektroforézou v agarézovém
gelu s ethidium bromidem a vyhodnocovdna v UV svétle. Vice nez 90% vSech komponent DNA markeru je
obsazeno v DNA precipitatu.

e  Test na nikovaci aktivitu. Plasmid pUC19 (1 pg) v 50 pl pufru CAB je inkubovan s Carrier-GLY (50 pg) 1 hod pfri
37°C a nasledné analyzovan elektroforézou v agarézovém gelu s ethidium bromidem. Nikovaci aktivita neni
pozorovana.

e  Test na ribonukledzovou aktivitu. RNA (1 pg) v 50 pl CAB je inkubovana 1 hodiny pfi 37°C s Carrier-GLY (50 pg)
a nasledné analyzovana elektroforézou v agarézovém gelu s ethidium bromidem. Pfi prohlizeni pod UV
svétlem nejsou pozorovany zadné zmeény ve vlastnostech testované RNA

e Nepritomnost nukleovych kyselin. Carrier-GLY (200 pg) je vpraven do agardzového gelu s ethidium
bromidem. DNA neni pozorovana pfi prohlizeni gell v UV svétle.
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Tabulka 1. Srovnani vlastnosti nosi¢l pro RNA/DNA precipitaci.

Nosic Hlavni komponenta Vyhody Nevyhody
Carrier-iRNA Polyinosinova kyselinam Chemicky definovand RNA, kterd je Inhibuje reakce katalyzované
(dfive oznacovany vhodnéjsi pro cDNA syntézu nez terminalni transferdzou nebo
RNA nosic) béZné pouzivané rRNA nebo tRNA. polynukleotid kindzou.
Interferuje s uréovanim
koncentrace RNA/DNA.
Carrier-ACRYL Linearni polyakrylamid(z’s) Inertni neutrdlni nosi¢, neinhibuje Nevhodny pro precipitaci
DNA-protein interakce a enzymové kratkych oligonukleotidd
reakce. Neinterferuje s ur¢ovanim (<20 pb).
koncentrace RNA/DNA. Neprecipituje
kratké oligonukleotidy (< 20 pb).
Carrier-GLY Polysacharid Purifikovany glykogen neinhibuje MiZe inhibovat nékteré DNA-
(glykogen z L’JstFic)(4) klonovani DNA a vétsinu protein interakce. Mize
enzymovych reakci. Neinterferuje inhibovat reverzni transkripci
s uréovanim koncentrace RNA/DNA. | dlouhych RNA templatd.
Je vhodny pro precipitaci i kratkych
oligonukleotidl (> 8 pb).
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Protokol

PoZadované pristroje a roztoky

Mikrocentrifuga (12.000 x g)

PCR Sodium acetate buffer solution, 3 M, pH 5.2. Top-Bio, Kat. ¢. PO53

PCR Ethanol, 96%, Top-Bio, Kat. ¢. P054

PCR Ethanol, 75%, Top-Bio, Kat. ¢. P044

10 mM Tris - 1 mM EDTA buffer, ptipraveny 100x fedénim z 1 M PCR Tris-EDTA buffer solution , Top-Bio, Kat.
¢. PO55

PCR Ultra H,0 (Top-Bio, Kat. ¢. P040) nebo PCR H,0 (Top-Bio, Kat. ¢. P042)
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Procedura
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Ke vzorku RNA nebo DNA (maximalné 400 ul v 1,5 ml zkumavce) pfidat 1 ul Carrier-GLY (20 ug glykogenu).
Pridat 0.1 objemu 3M octanu sodného, pH 5.2.
Pridat 2,5 — 3,0 x objemu vzorku 96% ethanolu.

Pfiklad smichani reagens
DNA/RNA vzorek Carrier-GLY 3M Sodium acetate buffer | 96% Ethanol
200 pl 1l 20 ul 600 pl

Smés kréatce vortexovat (2 sec) a nechat stat alespori 30 min pFi -20°C.

Centrifugovat zkumavky 15 min pFi 4°C v mikrocentrifuze p¥i maximalni rychlosti (12,000 x g).
Peclivé odstranit supernatant a pridat 200 pl 75% ethanolu.

Centrifugovat zkumavky 2 min a peclivé odstranit supernatant

Vysusit peletu 15 min v oteviené zkumavce.

Rozpustit RNA nebo DNA v 10 mM Tris-1 mM EDTA pufru, PCR ultra H,0 nebo PCR H,0.




