Выделение ДНК из клеток китайского хомячка.
11,05,06
1) Сняла клетки версеном-трипсином с одного флакона. 

2) Клетки посчитала с помощью камеры Гаряева. Получилось  3 566 310 кл/мл, так как было 3 мл, то, соответственно получилось всего примерно 10, 69 млн. кл.

3) Суспендировала клетки в среде ДМЕМ с 10% сыворотки. Объем суспензии – около 3 мл. разделив суспензию по двум эппендорфам. Осадила клетки в центрифуге (1000 об/мин, 10 мин). Супернатант слила. 

4) Объединила осадки из обоих эппендорфов. Прилила 250 мкл буфера I 12,5 мкл 20% SDS, 12,5 мкл воды.

5)  Перемешала все на приборе типа «Вортекс».

6) Культивировала в термостате 10 мин при 37(С.

7) Прилила 25 мкл 3М ацетата натрия (pH 5.2) и 68 мкл 5М перхлората лития.

8) Отцентрифугировала: 10 мин – 1000об/мин, 5мин – 13 400об/мин, 10 мин – 13 400об/мин. 

9) Слила супернатант, осадок оставила.

10) Выполнила хлороформенную экстракцию 2раза [Добавила  750 мкл хлороформ : изоамиловый спирт (24:1), перемешала, центрифугировала 10 мин при 4(С и 13000 оборотов]. 1

11) Осадила ДНК добавлением 1500 мкл холодного 96% этанола.

12) Оставила в холодильнике на 1 час, при -20(С.

13) Отцентрифугировала 10 мин при 4(С и 10 000g (для осаждения ДНК)

14) Высушила образцы под вакуумом, промыла два раза 70% этанолом.

15) Оставила в холодильнике при -20(С на 4 суток.

Все было сделано за один день!!!
15,05,06

16) Взяла эппендорф и развела ДНК водой (200 мкл.)

17) Получившийся раствор развела в 20 раз(к 20 мкл исходного раствора добавила 380мкл воды) и сняла спектр (файл DNA_guzel_15_05_06.src) с= 0,974 опт.ед/мл.

18) Посчитала концентрацию до разведения с = 19.48 опт.ед/мл.

