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|zolacja oraz ocena jakdciowa i ilosciowa RNA

1. lzolacja catkowitego RNA Trizolem z komorek

Wytracanie RNA
Rozdzial faz izopropanolem

Faza wodna
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Osad RNA

UWAGA!!! Wykonanie procedury izolacji nalezy bezwzgédnie przeprowadzié w
rekawiczkach!

Potrzebne materiaty i odczynniki:
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Osad komorek zawieszonych w RNAlater.
TRIZOL

Chloroform

Izopropanol

75% etanol

Woda (wolna od RNaz)

Eppendorfy

vortex

wirowka

Izolacia RNA
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Osad komorek zawiegsiv 0,5 ml Trizolu (dobrze ,przepipetoa
Inkubowa& 5 min w temp pokojowej (RT)

Dod& 100 ul chloroformu i wytrgsat w reku przez 15s
Inkubow& 2-3 min w RT

Wirowat 11 500 rpm / 15 min / 4°C

Gorm wodm faze przeniéc¢ do nowej probowki

Doda 0,25 ml izopropanolu i delikatnie wymiesza

Inkubowa& 10 min w RT

Wirowa¢ 11 500 rpm / 10 min / 4°C



10. Po wirowaniu obserwoweosad na dnie probowki i uwaie odl& supernatant, nie
naruszajc osadu

11.Przemy osad RNA dodag 0,5 ml 75% etanolu —3eli po dodaniu etanolu, osad
wciaz bedzie obecny na dnie probéwki, préby nalelelikatnie zworteksowa— do
momentu oderwaniagbsadu z dna probowki

12.Wirowa¢ 9 000 rpm /5 min / 4°C

13.Odrzuct supernatant observagj osad RNA

14.0sad RNA suszyna powietrzu, pozostawigj probowk otwart i ustawiajc ja do
gory dnem na 10 — 20 min

15.RNA zawiest w wodzie, dopasowsg jej ilos¢ do wielkasci osadu (ok. 20-30ul)

. Ocena jakasiciowa RNA — elektroforeza wzelu agarozowym
Potrzebne materiaty i odczynniki:

» Bufor do elektroforezy TAE 1x (10x TAE: 40mM Tri@,12 % kwas octowy,
1mM EDTA pH 8,0,)

» Agaroza

» Bromek etydyny

» Obciaznik (10x obcaznik: 0,25% bromophenol blue, 0,25% xylene cyan662
ficoll typ 400)

» Saneczki, grzebienie i komora elektroforetyczna

» Wzmacniacz gdu

» Kuchenka mikrofalowa

UWAGAI!!! Bromek etydyny jest silnym kancerogenem! Nilezy bezwzgkdnie
pracowaé w rekawiczkach!

Przygotowaniezelu agarozoweqo

1. Saneczki wtay¢ w forme i wywazy¢ jej rownowag
2. W saneczki wiay¢ grzebid
3. Przygotowa zel agarozowy 1% w objosci 70 ml

Miejsce na obliczenia

1. Odpowiedna nawake agarozy rozpici¢ na goaco w buforze TAE 1x
2. Klarowny roztwér agarozy ochtodzdo temp ok 50°C
3. Pod wycagiem, do roztworu agarozy dadd pl bromku etydyny, zamiesza



4. Wyla¢ zel na sanaczki, uwajac by nie pojawity si bable powietrza
5. Zel zastyga ok 20 min

Elektroforeza RNA w zelu agarozowym

1. Z zelu wycagna¢ grzebid i przenié¢ saneczki do komory elektroforetycznej

Napeint komor buforem TAE 1x, w iléci ktéra zapewni pokrycigelu

3. Proby RNA naley inkubowa& w temp 70°C przez 1 min, a ngstie umidgci¢ na
lodzie

4. nalazy¢ nazel: 3 pl markera wielkosci

5. Przygotow& proby do natleenia nazel: 10 pl préby + 3 pl obcjznika,
wymiesz& i natazy¢ nazel

6. Elektroforez prowadzé przez 30-40 min/ 100 V

7. Po zakaczonej elektroforezie przeanalizofwaynik w swietle UV
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RNA dobrej jakosci
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Ryc 2. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny RN#&Iw agarozowym.



