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Metodiky izolace RNA

» celkova bunécna RNA (,total® RNA) zahrnuje radu
typu RNA, které se mohou liSit svymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi a tedy i naroky na jejich
1zolaci;

» vice nez 80 % bunécneé RNA tvori ribozomalni RNA;

» zbytek tvori mediatorova ,messenger® RNA (MRNA,;
ccal -5 %), transferova RNA (tRNA) a ruzné typy
nekodujicich RNA, v€. mIRNA, InRNA apod.

» pro izolaci mMRNA za ucCelem studia genoveé exprese
se vyuzivaji jak metody vhodné pro izolaci celkove
RNA, tak specifické postupy umoznujici pripravu
,Cisteé” mMRNA,;



Metodiky izolace RNA

» dynamicka regulace hladiny mRNA — detekce zmeén je
zasadni pro studium zmeén exprese specifickych genu;
» izolace celkové RNA — 2 zakladni metodiky:
» extrakce pomoci organickych rozpoustédel;
» affinitni/adsorpéni metody;
» izolace mMRNA — pomoci oligo(dT) substratu — kuliCky,
kolony apod.
» jako zdroj — celkova RNA,;
» pfimo z bunéénych/tkanovych lyzatu;



Dulezité faktory ovliviujici izolaci RNA:

» je treba branit degradaci RNA prostrednictvim
ribonukleaz (RNaz);
» nedotykat se vzorku, pracovat v rukavicich;

» pouzivat inhibitory RNaz, napf. guanidin isothiokyanat
(GITO);

» vedle proteinu je tfeba také odstranit kontaminuijici
DNA;

» zakladni kroky/cile pripravy RNA:
» rychla a efektivni lyze buneék;
» inaktivace RNaz:
» denaturace komplexu nukleovych kyselin s proteiny;
» oddéleni RNA od proteint a DNA;



RNazy a ochrana pred jejich pusobenim

» RNazy jsou bézny laboratorni kontaminant
(bakterialni a lidské zdroje) a uvoliuji se béhem
procesu vedoucich bunécéné lyzi;

» ochrana: rukavice, pouzivani RNase-free zkumavek,
sSpicek a chemikalii;

» pouzivani inhibitort RNaz — pfedevsim chaotropnich
reagencii (GITC apod.) naruSujicich stabilitu
vodikovych mustku, hydrofobni interakce —
denaturace proteinu a jejich inaktivace;



|lzolace RNA pomoci organické extrakce

=2 homogenizace a
lyze bunek
# smeés fenol:chloroform:isoamyl alkohol — inkubace
~acentrifugace
% vodna faze obsahuje RNA, zatimco

\ genomova DNA a zbytky bunecneho
materialu vytvareji uzkou vrstvu na rozhrani

vodna vodné a organické faze;

faze —
organicka ~ / & 7 prenos RNA do Cisté zkumavky — precipitace
faze ﬁ a precisténi ethanolem a vysrdzena RNA je
./ rozpusténa ve vodé zbavené RNaz, pfip. v
pufru;




Vyhody a nevyhody metody

» kompatibilni s ruznymi typy vzorku a pouzitelna k
izolaci malych i velkych mnozstvi RNA;
» nizké naklady;

» nevyhodou je nutnost pouzivani agresivnich
organickych rozpoustedel, Casova narocnost a
omezené mnozstvi vzorku (neni to high-throughput
metoda);

» RNA muze byt kontaminovana DNA;



Afinitni purifikace RNA

homogenizace a lyze bunék

naneseni lyzatu na kolonu (obsahuje jak nukleové kyseliny,
tak zbytky bunek;

promyti ethanolem — odstrani nedistoty, zatimco
nukleové kyseliny zistanou navazany na membranu;
odstranéni kontaminujici DNA pomoci DNazy;

— rozpusteni RNA ve vode —
dalSi zpracovani;




Vyhody a nevyhody metody

» nepotrebujeme organicka rozpoustedla; varianty
kompatibilni se Sirokym spektrem vzorkd;

» pomoci DNazy eliminujeme kontaminujici DNA;
» vysoce kvalitni RNA,;
» nevyhoda: nakladnejsi;

» v ramci cviCeni — afinitni purifikace RNA pomoci
kolonek;



lzolace mMRNA

» MRNA obsahuje polyA konec na 3’ konci molekuly;

» to umoznuje vyuzit oligo(dT) proby v rizné formé k
1zolaci MRNA,;

» hybridizace oligo d(T) s mRNA - separace vazaneé
MRNA (centrifugaci, magneticky);

<+ DNA

MRNA
pellet

v
&7 I




lzolace RNA pomoci Kitu

1 Homogenization of
sample

30 mg
2 Cell Lysis
350 pl RA1
3.5 pl p-mercaptoethanol
Mix

3  Filtration of lysate

f;b Qﬁ 1 min

S 11,000x g

4  Adjust RNA binding

conditions 350 pl 70 % ethanol

5 Bind RNA

ey @w@:o@

fﬁ 3 30 sec

11,000 x g




lzolace RNA pomoci Kitu

6 Desalt silica

350 pl MDB
membrane
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
39 wash 250 pl RA3
1% and 2™ - 11?:305093':: g
3" "fﬁ ”\f' 1 1,20 00 x g
9

Elute highly pure
RNA

60 pl RNase-free Water
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=2 1 min
R\) 11,000x g




Stanoveni koncentrace a cCistoty RNA:

=

» spektrofotometricky

» gelova elektroforeza;

» RNA analyzery;



Degradace RNA na gelové elektroforéze:

» ribozomalni RNA:
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Nové technologie pro analyzu Cistoty a
koncentrace NK

» maly objem vzorku (1-2 mikrolL);

» velky dynamicky rozsah (jednotky — tisice ng
NK/mikroL);

» kompletni spektrum (220 -750 nM);
» rychlé méreni, nepotiebujeme specif.
kapilary/kyvety;
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Nové technologie pro analyzu Cistoty a
koncentrace NK

RIN=102

» ribozomalni
RNA
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pfiklad: Agilent 2100 bioanalyzer
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