Kvalita vzorku izolované total RNA

Značení

- nepřímé, Cy3 nebo Cy5 evnt. jiné barvičky s podobným excitačním spektrem.

Množství

· závislé na použité arrayi

· v případě požadavku na zjištění kvality a kvantity u nás v laboratoři je nutné připočíst 100 – 500 ng totalRNA pro účely měření.

Pro použití bez amplifikace (značená cDNA)

· závislé na použité arrayi

· minimálně 20 μg

· optimum 30 – 50 μg (pro expresní čipy PhalanxBio min. 40 μg)

Pro lineární amplifikaci

· tak optimum je RNA o kvantitě 2000 ng, minimum kdy se to zatím vždy povedlo je 500 ng, minimum pod které se jednokroková amplifikace nemusí povést je 100 ng. U vzácných vzorků je možná dvojkroková amplifikace, kdy je možno amplifikovat i 0,1 ng, ale tam už určitě přijdete o část informace, protože přeci jen některá mRNA se nepodaří namnožit. Samozřejmě velkou roli může hrát kvalita RNA.

Kvalita

Čistota

- spektrofotometricky stanovené poměry 260/280 ≥ 1,7; 260/230 ≥ 1,6

Integrita

· Stanovená pomocí Agilent Bioanalyzéru 2100, RIN ≥ 7

· elektroforeticky, ostré bandy ribozomální RNA bez smíru na pozadí

