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R BEN N En

Izolace RNA



Extrakce a izolace RNA

Klasickd metoda:

Chomczynski, P. and Sacchi, N. Single-Step Method of RNA Isolation by Acid

Guanidinium Thiocyanate- phenol-chloroform extraction. Anal. Biochem. 162,
156-159 (1987).

nevyhody - vyZaduje extenzivni pouzivani organickych
rozpoustédel a je ndrocnd na pouziti inhibori RNGz
(napf. e.g. guanidinium isothiocyanate (GITC))

vyhoda - cena

komercéné doddavana jako TRI Reagent nebo TRIzol.




Extrakce a izolace RNA

Klasickd metoda:

Metoda je zaloZena na fdzové separaci - po

centrifugaci vzorku ve smési vodu nasyceného fenolu,
chloroformu a GITC.

Po centrifugaci je RNA pritomnd ve vodné fazi,
zatimco DNA a proteiny jsou soustredény v interfazi
mezi horni vodnou a dolni organickou fazi.

Po odebrani vodné faze je ziskand RNA precipitovana
pomoci 2-propanolu nebo ethanolu, vysusena a
rozpusténa v H,O nebo TE pufru..




» pouzivat inhibitory RNdz, napf. GITC

Dllezité si uvédomit:

v’ je tfeba branit degradaci RNA prostiednictvim

RNaz

* nedotykat se vzorku, pracovat v rukavicich
v' odstranit kontaminujici DNA (RNA)




Metody odstranujici DNA kontaminaci:

v' oligo d(T) metody (pouzitelné pro eukaryotickou mRNA)

vyuziti polyadenylovaného konce eukaryotické mRNA
hybridizace oligo d(T) s mRNA
separace vdzané mRNA (centrifugaci, magneticky)

~DNA

-mRNA
pellet




Metody odstranujici DNA kontaminaci:

v" pomoci DNdzy
1. kontaminujici DNA je rozloZzena rDNazou

2. DNaza je odstranéna




Extrakce a izolace RNA

ITzolace pomoci komercnich kolonovych kiti.

Buniky jsou Iyzovany v roztoku s vysokou koncentraci
chaotropnich iontt (zaroven okamzité denaturuji
RNazy), které napomahaji vazbé RNA na silika
membranu.

rekombinantni DNazy aplikované na membranu:
membrdna je poté, vétsinou dvoukrokové, promyta
pufry, které odstrani soli, metabolity a zbylé
bunééné makromolekuly.

Cistd RNA je eluovdna pomci ultradisté vody bez
RNaz nebo TE pufru.

[
I Kontaminujici DNA je odstranéna pomoci
I



Izolace RNA pomoci kit

Homogenization of
sample

=

[ . 30 mg
Cell Lysis
350 pl RA1
A.5 pl B-mercaptoethanol
Mix
Filtration of lysate
=
> B 1 min
E;T - 11,000 x g
A4
Adjust RNA binding
conditions 350 pl 70 % ethanol
Bind RNA

£ By 30 sec
11,000 x g




Izolace RNA pomoci kit

6 Desalt silica
membrane

350 pl MDB

= 1 min
e 11,000 x g

7 Digest DNA

95 pl DNase reaction mixture

RT
15 min

8 Wash and Dry silica
membrane

1*wash 200 pl RA2
2" wash 600 pl RA3

29 wash 250 ul RA3

at nd g By 30 sec
1% and 2 &2 11,000 x g
B 2 min
3 ) 11,000 x g

9  Elute highly pure
RNA

60 pl RNase-free Water

B, 1 min
11,000 x g




Stanoveni koncentrace a Cistoty RNA:
» spektrofotometricky

A26O - 10 ~ 40 Mg/ml

Azeo/ Azgo ~ 2.0

» gelova elektroforéza

* RNA analyzéry




Degradace RNA na gelové elektroforéze
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Nové technologie pro analyzu Cistoty a koncentrace NK
NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer
Small samples: designed for 1 ul samples
Dynamic range: measures 2-3700 ng/ul (dsDNA) on a
single sample.
Full Spectrum (220-750nm)
. 10 second measurement time
No cuvettes or capillaries
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Nové technologie pro analyzu Cistoty a koncentrace NK

Agilent 2100 Bioanalyzer
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Podrobny popis:

» protokol pro izolaci celkové RNA z kultivovanych bunék pomoci
kitu NucleoSpin®RNA ITI (cviceni Moderni metody bunécné
biologie);

- Uplna anglicka verze protokolu:




