Uloha: Izolace bakterialni RNA

Stejné jako u izolace bakteridlni DNA, také bakteridlni RNA se purifikuje a izoluje nékolika moznymi zpUsoby.
Mohou se pouZzivat specialni komercné dostupné kity s kolonkami, kde jejich matrix na sebe navaie RNA
z roztoku a RNA je postupné purifikovdna na kolonce. Dale se pouZiva metoda zaloZend na izolaci pomoci fenol-
chloroformem nebo fada komeréné dostupnych produktd napf. velmi rozsifena izolace TRIzolem nebo
RNazolem.

Pti praci s RNA je nutné dodrZovat nékolik zasad, protoZe RNA je velice nachylna na pUsobeni RNaz z prostredi.
Striktné pracujeme v rukavicich, pouzivame sterilni Spicky s filtrem, pipety uréené pro praci s RNA, specialné
oSetfenou vodu (tzv. DEPC vody, které neobsahuji RNazy) a idedlné pracujeme v Casti laboratore, ktera je
vymezena pouze pro praci s RNA.

Pfevazina Cast bakteridlni RNA je tvorena dvéma typy ribozomalni RNA (16S rRNA a 23S rRNA) a mRNA. Spravné
izolovana totalni bakteridlni RNA tvofi na elektroforetickém gelu dva celistvé krouzky (horni 23S a dolni 16S
rRNA) (viz obr.).

Izolace celkové RNA TRIzolem
Nize uvedeny postup popisuje izolaci celkové bakterialni RNA pomoci komeréné dostupného TRIzolu. Kit je
mozZné pouzivat pro gram-pozitivni a gram-negativni bakterie.

Obr. (a) celkova bakterialni 16S a 23S rRNA, (b) purifikované podjednotky bakterialni RNA
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Bakterialni buriky jsou v prvnim kroku oSetfeny Max Bacterial Enhancement Reagent a inkubovany pfi vysoké
teploté. V dalsSim kroku je pridan k roztoku TRIzol, ktery rozrusi bakteridlni komponenty a zaroven udrzuje
integritu RNA. Po pfidani chloroformu a nasledné centrifugaci dojde k oddéleni vodné faze s obsahem RNA a
organické faze, kterd obsahuje bunécné zbytky. RNA je z vodné faze precipitovana izopropanolem. Naslednou
centrifugaci ziskany pelet RNA je rozpustén v DEPC vodé.

Seznam materialu:

e  Bakterialni kultura E. coli
e Komercni kit pro izolaci celkové bakterialni RNA:
TRIzol® Max™ Bacterial RNA Isolation Kit; Kat. &.: 16096-040 (Ambion®)*

! Originalni protokol viz stranky distributora kitu:
http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/trizolmax_man.pdf

2 Kit je optimalizovany pro E. coli, kdy z 1,5 ml bakteridlnich bunék ziskdme vice nez 20 ug RNA. Je nutné
optimalizovat mnozZstvi bakteridlnich bunék podle pouzitého vstupniho materialu.



e Roztoky, chemikalie, média: 20 ml MPB, DEPC voda, chloroform
e  Plasty: Spicky s filtrem, pipety pro praci s RNA
e  Ostatni vybaveni: laminarni box pro praci s RNA, stolni centrifuga, mikrozkumavky
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Naockovat bakteridlni kulturu, inkubovat 18h/37 °C ve vhodném kultivaénim médiu.

Pracujeme v lamindrnim boxu, sterilné a v prostordch urcenych pro prdci s RNA
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Pfenést 1,5 ml bakterialni kultury (10° bunék) do sterilni mikrozkumavky.
Centrifugovat 6000 g/5 min/4 °C.

Béhem centrifugace pfedehfat na 95 °C 200 pl Max Bacterial Enhancement Reagent.
Ziskany pelet resuspendovat v 200 ul Max Bacterial Enhancement Reagent.
Inkubovat 95 °C/4 min.

Ptidat 1 ml TRIzolu, dobfe promichat. Inkubovat 5 min/laboratorni teplota.

Pridat 2 ml vychlazeného chloroformu a promichat prevracenim zkumavky.
Inkubovat 2 — 3 min/laboratorni teplota.

. Centrifugace 12 000 g/15 min/4 °C.

Pozn. Dojde k oddéleni vodné bezbarvé fdze obsahujici RNA a organické nacervenalé faze
obsahujici fenol a bunécné zbytky.

Prenést vodnou fazi obsahujici RNA (cca 400 ul) do Cisté mikrozkumavky.

Pridat 500 ml na ledu vychlazeného izopropanolu a pomalu promichat prevracenim zkumavky.
Inkubace 10 min/laboratorni teplota.

Centrifugace 15 000 g/10 min/4 °C. Opatrné odsat supernatant, RNA se jevi jako poloprihledny
gel na spodu zkumavky.

Resuspendovat pelet v 1 ml 75 % etanolu a dobfe zvortexovat.

Centrifugovat 7 500 g/5 min/4 °C. Opatrné odstranit supernatant.

Pelet RNA susit na vzduchu, nepouZivat suseni ve vakuové odparce.

Vysusenou RNA rozpustit v 50 ul DEPC vody a zahtat na 60 °C/10 min, pokud je tfeba zvysit
rozpustnost RNA.

*P¥ed vlastnim experimentem je nutné vychladit rotor centrifugy a vychladit chemikalie.




