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Introductory Notes
���� 1 �  ��� ������������ ��� ��� r������ �� � r���y-��-��� �������� ��� ��� ������� 
r�����y ��rm���� ������ ��� ����� ��r �����v��� ���b�������� ��� �r������� �� �������r R�� �r�m 
���r������� ��� r������ ����w� �� �r���rv� ��m��� m���r��� ��r ���� ��rm ���r��� ��� ����w� 
������� �������� �� R�� �� ��y �m�� F�r ������� �r������� �� R��� ��� �� ��� ���y �� �r��� 
��m��� m���r���� ���� �� �r��� ������ b���� (������y����� ���� - �r b����r��� �����r��� �� ��� ��� 
�r���� ��m���� �r ��m���� �������y ���r�� w������ ������� �� �� ��� r������� F�r �r������� ��� 
���b������� �� w���� b���� ��m���� w� r���mm��� ����� ��� Universal Blood RNA Kit (�35�4� 
��� �� Lyse Blood b���r �������� w��� ��� ����

���� 2 �  ���r��� �� ���b������ ��m����� ��m���� ��������� w����� �� ��� ������� �r� ���b�� �� 
r��m ��m��r���r� ��r �� �� 7 ��y� �r �� 4���� ��r �� �� ���r w����� R���mm����� ��������� 
��r ����-��rm ���r��� �r� �r����r ������ ���� �� -20�� �r -�0��� F�r ����-��rm ���r��� �� -20��� 
�r���r� ��� ��m��� �� �����w�: ����b��� ��m��� ��r ��12 ���r� w����� ��� r������ �� 4����� ���� 
�r�����r ��� ��m��� (w��� ��� r������� �� -20�� ��r ���r���� ��m���� ���r�� �� �� ��� ������� 
�� -20�� m�y ��� �r����� W��� ��m��� �� -�0�� ����-��rm ���r���� �r�� ����b��� ��� ��m��� ��r 
��12 ���r� �� ��� r������ �� 4����� ���� r�m�v� ��� ��m��� �r�m ��� r������ ��� �r�����r �� 
-�0�� ��r ���r����

���� 3 �  M���m�m ��m��� ��r���� �mm�������y ���r ��rv������ ����� ��� ����� ��m��� �� 10 
v���m�� �� �� ��� ������� �r ��� ���r�x�m����y 10 �� r������ ��r 1 m� ��m���� ��y ��r�����r 
������� �� ���r��y ��v�r ��� ����� ��r���� w��� �� ��� �������� �� �������ry� ��r��r v���m�� m�y 
b� ����� �� ����r� r���� ��� ��rr��� ���b�������� �� R��� ���r���� ��� ��r����-��-v���m�-r��� by 
����� ��� ��m��� ���� ���� ������� ������y ���� ���� 0�5 �m ������ �� ��� ������ �r� ��� v���m����� 
��� ��� ��r����-��-v���m� r��� �� �����q�����y r����r �m���� �������� �� �� ��� ������� �� 
�����r ��� ���w �r ����m������ r������� �� R�� ���r������ �� ���w�y �r ����m������y ��rm����� 
��r�� �� ��� ����� ��m���� F�r ��m��� m���r��� ��rr�v�� �r�m ���� �����r��� b����r��� �����r�� �r 
������y���� ��� 10 v���m�� �� �� ��� ������� ��r ��� v���m� �� ��m��� (�r �������� �� ��� ��� 
���� ���� 400 �� �� �� ��� ������� ��r ��m����

���� 4 �  ��� ��m������ ���r���� ���� ��� ��� �� ��������� ���r� ��� ��m������� �� r��m 
��m��r���r�� �� ���� �� ���������� b���r ���r������� �r����������� ��m��y w�rm ������� 
��m������� �� �b��� 40�� �� � w���r b���� ���� ��� ������� ������� �����r� ��m������y ����r� 
w������ ��y r�m������ ��rb����y� ���r r�-������� �� r��m ��m��r���r�� ��� ������� m�y b� ���� 
�� ����� ��r �r������� �r��� ��m��� m���r��� �r�m R�� ���r�������

���� � �  M���������� G��� ��r���� �r������ ��� ������� ������ b� ���� �����y ������ �� 
�v��� �v���r���� ������� r������� �� ��m������� �������r���� ������� ��� �r����������� �v��� 
���r������� ��y R����� ��r��� ��� �r�����r� �r ��r��� ����r ���������
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�������� �� R�� �r�m ���b������ ��m����

��r������� �� R�� �r�m ���b������ ��m���� m�y b� ��r��rm�� ����� ��Rx G��� M��r�x ����� 
F�r �x�r����� ��� �������� �� ����-q�����y� ���-�r�� R��� w� r���mm��� ����� Universal 
RNA (�35���� �����r��� R���m�R�� (�35��� �r ��m�� B���� R�� (�35��� ����� r������v��y� 
�� �r������ ���b����� ��� ������� R�� �r�m w���� b���� w� r���mm��� Universal Blood RNA 
Kit (�35�4�� F�r ��m��������� r���v�ry �� ���� R�� ��� �r����� �r�m ��m��� ���m��� ������ 
b����r��� �r ���� �����r� ��m����� w� r���mm��� ����� ��� �����r��� ��� � R�� � �r����� ��� 
(�35����

B� ��r� �� ����r��� ��m��� m���r��� �r�m �� R�� r������ b���r� �r�������� w��� �y��� �r 
���r����� ��� ��m���������� �� ��m��� m���r��� ��r��� ��� R�� ��r������� �r�����r�� F�r 
����� ��m����� ��� ��m��� ��� b� �r�w� �r�m ��� ������� ����� ���r��� �w����r� b���r� ������� 
�� ��� ���r���r���� �y��� b���r (b���r RL� LG� �R� or Lyse ALL r������v��y�� ����r���� �� ��� 
r������v� �������� �r������ ��r ��� ��� �� ������� �� ���� �� ��r�������� �r�����r ����������� �� 
��m��� m���r��� (v�ry �m��� ������ � ��r������ �r ��r ���� �����r��� b����r�� �����r�� �r ������y���� 
�r����� �� �����w�: �mm�������y �r��r �� ��������� ��� ��� ��r� �� R���� �r�� w���r �� �w� 
��r�� �� �� R�� r������� ����r������ ��r�����y ������ ��� ����r������ ��� r�m�v� ��y r�m������ 
������� by ��r���� �������� ��� �� ���r���r���� �m���� �� �y��� b���r �� ��� �������� ����� 
��� �����w ��� ��v�� �r������ ��r �������� �� R��� F�r ��r���r �������� ��� ��� r������v� �r������ 
b���w�

���m�� ��� ����� ������

1. �x���� �r��� ����� ��m���� �r�m ���m��� �r ������ ��� ��� ��m���� ���� ������ ���� ���� 
0�5  �m ������

 � �� ����r� ra��� a�� ��rr��� ��ab����a��� �� ���� ��� �am��� m��� b� ��� ���� ������ ���� ��a� 
0�� �m ������ �� ��� ������ ar� ��� v���m������ ��� r�a���� w��� ������ ��� ���w�y �r ��� ��m������y 
a�� ��� ���ra�a��� w��� ����r�

 � �� �a�� �� ��a�� ��m���� w��� �ar� ����� �r w��� a������a� barr��r� ��rv��� ��r ��v�r��m���a� 
�r������� (����� ����� waxy ��a��� ������ a��m���� �r�a�m���� w��� �x ��� ������� may r����� 
�� ���-�������� ���a���a���ry �r������� a�a���� ��� ���ra�a����

2. ����� ��m��� m���r��� �� �� ���r��r���� q�����y �� �� R�� r������� ��m������y ��bm�r�� 
��� ����� w����� ��� ������� �� �� ���r��r�����y ����� ��������� v���� ���r� �� ����r����� 
w��� ��� ����r������ ��v�� �� ��� ���r������ry ����� (��� page 3� ���� 2 ���r��� �� 
���b������ ��m������

 � ��� �����r 10 v���m�� �� �x ��� ������� �r a��r�x�ma���y 10 �� r�a���� ��r 1  m� �am����DO
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3. �r��r �� R�� �x�r����� ��� ��������� ��y r�m���� �� �� R�� ������� ������ b� �����r���:

• ��� ��m��� m�y b� �r�w� �r�m ��� ������� ����� ���r��� �w����r� b���r� ������� �� 
���r���r���� �y��� b���r (b���r RL� LG� �R� or Lyse ALL� ����r���� �� ��� �������� 
�r������ �� ��� �������� ����

• �� ���� �� ��r�������� �r�����r ����������� �� ��m��� m���r��� (v�ry �m��� ������ � 
��r������� �mm�������y �r��r �� ��������� ��� ��� ��r� �� R���� �r�� w���r �� �w� 
��r�� �� �� R�� r������ ��� ����r����� ��r 2 m�� �� 10 000 x �� ��r�����y ������ 
��� ����r������ ��� r�m�v� ��y r�m������ ����r������ by ������ �������� ��� �� 
���r���r���� �m���� �� �y��� b���r �� ��� �������� ����� ��� �����w ��� r������v� 
�r������ ��r �������� �� R���

• ����r���v��y� ����r ��� ������� ���������� ��������� ����� m���r��� ��r���� m���-
����r�� �����w�� by r������ ��� r������� m���r��� w��� � �����b�� �y��� b���r�

 � �� ����� �a� b��� ���r�� a� -�0��� �� ��� a���w ��� �am��� �� ��aw �r��r �� �ra����rr��� ��� 
ma��r�a� ���� a� a��r���r�a�� �y��� b���r�

Cell culture

1. ����r����� ��� ���� �����r� ��m��� ��r 2 m�� �� 5000 x � ��� ��r�����y ������ ��� 
����r�������

 � �ar�����y r�m�v� a�y r�ma����� ����r�a�a�� by ��������

 � F�r ��� �x�ra���� � ����a��� ����� m����r�� ����� �� ��� ��� m�r� ��a� �x106 cells per one 
������ �r��ara���� F�r m��� ��r������ �������� am����� �� ��� ar� �b�a���� �r�m 0���1x106 

cells per prep.

2. ��� �� ���r��r���� q�����y �� �� R�� r������ �� ��� ���� ������� M�x ���r�����y� ���r� �� 
����r����� w��� ��� ����r������ ��v�� �� ��� ���r������ry ����� (��� page 3� ���� 2 ���r��� 
�� ���b������ ��m������

 � ��� 10 v���m�� �� �x ��� ������� ��r ��� v���m� �� �am��� (�r ��������

3. �r��r �� �������� �� R��� ��y r�m������ �� R�� ������� ������ b� �����r���� �mm�������y 
�r��r �� ��������� ��� ��� ��r� �� R���� �r�� w���r �� �w� ��r�� �� �� R�� reagent and 
����r����� ��r 3 m�� �� 10 000 x �� ��r�����y ������ ��� ����r������ ��� r�m�v� ��y 
r�m������ ����r������ by ������ �������� ����r���� �� ��� �������� �r������ ��r ��� ��� �� 
������� ��� �� ���r���r���� �y��� b���r (���� b���r RL or �R�� �� ��� �������� ����� (��� page 
3� �������� �� R�� �r�m ���b������ ��m������DO
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Bacteria culture

1. ����r����� ��� b����r��� �����r� ��r 2 m�� �� 10 000 x � ��� ��r�����y ������ ��� 
����r�������

 � �ar�����y r�m�v� a�y r�ma����� ����r�a�a�� by ��������

 � F�r ��� ����a��� ����� m����r�� ����� �� ��� ��� m�r� ��a� 1x109 ba���r�a� ����� ��r ������ 
�r��ara����

2. ��� �� ���r��r���� q�����y �� �� R�� r������ �� ��� ���� ������� M�x ���r�����y� ���r� �� 
����r����� w��� ��� ����r������ ��v�� �� ��� ���r������ry ����� (��� page 3� ���� 2 ���r��� 
�� ���b������ ��m������

 � ��� 10 v���m�� �� �x ��� ������� ��r ��� v���m� �� �am��� (�r ��������

3. �r��r �� �������� �� R��� ��y r�m������ �� R�� ������� m��� b� �����r���� ����r����� ��� 
��m��� ��r 3 m�� �� 10 000 x �� ��r�����y ������ ��� ����r������ ��� r�m�v� ��y r�m������ 
����r������ by ������ �������� ����r���� �� ��� �������� �r������ ��r ��� ��� �� ������� ��� 
�� ���r���r���� �y��� b���r (b���r RL or �R�� �� ��� �������� ����� (��� page 3� �������� �� 
R�� �r�m ���b������ ��m������

 � ��� �� ��� ���r�a��� ������y �� ��� �������� ����r����a��� b��av���r �� ��� ba���r�a� ����� may 
��v�a�� �r�m ���a� ���������� �� �a�� �� �r�b��m� ��r��� ����r����a��� �� ������ r������� �� 
��rma��� �� ����m����� �r ����ab�� ���� �������� ��m��y ���r�a�� ��� ����� �� r��a���� ����r�a�v��y� 
a�� ��� �ar� �� ��a�� �r�� wa��r �� �w� �ar�� �� �x ��� r�a���� �mm���a���y �r��r �� ����a��� 
a�� ����r����� ��r � m�� a� 10 000 x ��
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��m�� b����
������y��� �r� ��m������� �� b���� ��m����� ���� ��� b� ���b������ ����� �� ��� �������� 
�������� �� R�� �r�m �r��� �r ���b������ ������y��� m�y b� ��r��rm�� ����� ��� G���M��R�� 
��m�� B���� R�� ��r������� K�� (�35���� ��� ��� �������� ��� r�q��r�� ��m������� ��r ��� 
��m����� �y��� �� �ry��r��y��� ��� ��r ������y�� ����r�����

1. ��� 4 v���m�� �� b���r Lyse RBC �� � ��m��� �� �r��� b����� M�x by ��v�r��� ��� ��b��

 � F�r �xam���� �� ��� ��ar��� b���� v���m� �� �00 ��� a�� 1200 �� �� �y�� �B� b���r�

 � �y�� �B� b���r �� a �ar� �� ��� G���M����� ��ma� B���� ��� ��r���a��� K�� (������� �� �� 
�������� a� �x �������ra��� ����� ������� a�� m��� b� ������� �r��r �� ��a���

 � �� ��� ��� �r���� b���� (������y��� ar� a�r�a�y �y��� ��� �� �r������ a�� ��aw�����

2. K��� �� 4�� ��r 10 m�� ��r ����r��� ��m����� �y��� �� �ry��r��y���� M�x �w��� by ��v�r��� 
��� ��b��

3. ����r����� �� 400 x � ��r 10 m�� �� 4��� ��� ��r�����y ������ ��� ����r�������

 � �ar�����y r�m�v� a�y r�ma����� ����r�a�a�� by ��������

4. ��� �w� v���m�� �� b���r Lyse RBC �� ��� ������y�� ������� M�x ���r�����y by v���r��� 
v�r��x����

 � F�r �xam���� �� ��� ��ar��� b���� v���m� �� �00 ��� a�� �00 �� �� �y�� �B� b���r�

5. ����r����� �� 400 x � ��r 10 m�� �� 4��� ��� ��r�����y ������ ��� ����r�������

 � �ar�����y r�m�v� a�y r�ma����� ����r�a�a�� by ��������

6. ��� �� ���r��r���� q�����y �� �� R�� r������ �� ��� ������y��� ������� M�x ���r�����y� 
���r� �� ����r����� w��� ��� ����r������ ��v�� �� ��� ���r������ry ����� (��� page 3� ���� 
2 ���r��� �� ���b������ ��m������

 � ��� 10 v���m�� �� �x ��� ������� ��r ��� v���m� �� �am��� (�r ��������

 � F�r ��� ����a��� ����� m����r�� ����� ��� max�m�m b���� v���m� �am��� am����� �� 1�� m�� 
�� ��� a��m�� �� ��r��y �r�m m�r� ��a� 1�� m� �� b���� �am��� ��r ����m� �� av��� a�y ����m� 
�v�r��a���� �r ����m� ��������� r������� �� ����m������y ��r���� ����

7. �r��r �� �������� �� R��� ��y r�m���� �� �� R�� ������� m��� b� �����r���� �mm�������y 
�r��r �� ��������� ��� ��� ��r� �� R���� �r�� w���r �� �w� ��r�� �� �� R�� reagent and 
����r����� ��r 3 m�� �� 10 000 x �� ��r�����y ������ ��� ����r������ ��� r�m�v� ��y 
r�m������ ����r������ by ������ �������� �������� ����� ������ b� r���������� �� �y��� 
b���r �r�m ��� G���M��R�� ��m�� B���� R�� ��r������� K�� (�35���� ����r���� �� ��� 
����r������ ��v�� �� ��� ��� m������DO
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