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|IZOLACJA RNA Z HODOWLI KOMORKOWEJ

W komorkach wysipuija trzy gtdwne rodzaje RNA: mRNA, tRNA, rRNA. Najgkisz pule
RNA stanowi rRNA kodujce podjednostki rybosomow (u Eukariota o statycthyseentacji 25-
28S, 18S, 5S i 5,8S). exteczki tRNA biog czynny udziat w procesie translacji dostargzaj
odpowiednie aminokwasy w trakcie syntezyidacha polipeptydowego. Z kolei mRNA stanowi
matrye; dla syntezy biatek funkcjonalnych i strukturalny(h5% catkowitego RNA komorki).
Otrzymanie wysokiej jakiei RNA (niezdegradowanego o wysokim stopniu cz§@jgest czsto
momentem krytycznym w dalszej analizie opigtaj st 0 wykorzystanie takich metod jak
Nothtern blot, RT-PCR, mapowanie RNA, translaicjavitro, czy tworzenie bibliotek cDNA. W
procesie obrobki RNA way jest dob6r odpowiedniej metody homogenizacji ematu
wyjsciowego, dobor samej metody izolacji RNA jak i ppzewywania wyizolowanego materiatu.
RNA jest znacznie bardziej namny na degradagjniz kwas dezoksyrybonukleinowy. W materiale
biologicznym i srodowisku zewstrznym obecne s rybonukleazy- bardzo aktywne i stabilne,
niewymagajce dla swej aktywri@i kofaktorow, enzymy degradige RNA. Ze wzgidu na
specyficzne wiéciwosci RNaz naley poddawa je dziataniu bardzo silnych zuzkdéw
degradujcych biatka (chlorowodorek/izotiocyjanian guanidynya sprzt i niektore bufory
wykorzystywane do pracy z RNA traktodveoztworem dietylopirowglanu (0,1% roztwér DEPC).
TRIzol- Total RNA Isolation, jest mieszaninfenolu, izotiocyjanianu guanidyny i innych
zwiazkow, ktore prowadgdo lizy komorek i inaktywacji endogennych RNaz.Réejnym etapie
dodawany jest chloroform, odpowiedzialny za eksikakanieczyszcze biatkowych, ale take
rozdziat DNA i RNA. Wirowanie w obecrioi chloroformu prowadzi do utworzeniags3 warstw i
tym samym rozdzielenia skladnikéw lizatu (RNA, DNAijatek). We frakcji wodnej (gérnej)
zatrzymuje si RNA, traktowanie nagpnie izopropanolem w celu wytenia i koncentracji.
Koncowe etapy izolacji sprowadaagic do osuszenia i rozpuszczenia w wodzie osadu RNa#k#
i DNA mozliwe ;3 do odzyskania w trakcie procesu izolacji RNA zyfamganicznej. Tworg
Trizolu byt Piotr Chomczfiski. Nadmiar DNA w mieszaninie traktowany jest kwam fenolem,
alternatywnie roztwor RNA trawi siDNaz. Jezeli interesuje nas okélna frakcja RNA (MRNA)
w trakcie procedury izolacji natg uwzgkdni¢ dodatkowe etapy wymywage z preparatu pozostate
kwasy tRNA oraz rRNA. Wykorzystujeesiwv tym celu fakt,ze casteczki mRNA na kacach 3’
zawieraj sekwencje poli(A), ktore magwiazat si¢ z casteczkami poli(T) przyczonymi do
statego podiza (kulki magnetyczne, kolumna chromatograficznaasteczki RNA nie zwizane z
podiazem g wymywane, natomiast oczyszczone g@ne z podizem mRNA poddawane ®lucji.
Elektroforeza wykorzystuje zjawisko przemieszczamia w polu elektrycznym csteczek
obdarzonych tadunkiem. Na szyBkomigracji w polu elektrycznym majwptyw takie czynniki

jak: réznica potencjatéw w polu, wiellké, ksztalt, tadunek i charakter chemiczny przemieagce;j
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sie | czasteczki. Kwasy nukleinowe majtadunek ujemny (nadany przez grupy
fosforanowe) i zgodnie z nim migeujw polu elektrycznym do anody (+). Po rozdziale
elektroforetycznym catkowitego RNA najlepiej widoeznazelu s dwie frakcje rRNA (u myszy
28S oraz 18S). Intensywftoprazkdw daje nam informacje na temat jakopreparatu RNA: ich
zanikanieswiadczy o posipujacej degradacji RNA. Niewielkie ikzi wyizolowanego mRNA ze
wzgledu na swaqj wielkos¢ po rozdziale catkowitego RNA nie svidoczne. Spektrofotometryczne
oznaczanie zawadoi substancji rozpuszczonej w roztworze polega neepguszczeniu przez
badany roztwor wizki swiatta o znanej diugai fali. llo$¢ energii transmitowanej przez prabjest
rejestrowana przez fotokoma@rkimieszczon ,na wyjsciu” sciezki. Zgodnie z prawem Lamberta-
Beera istnieje liniowa zataos¢ pomidzy absorbangjA (okreslang jako gestas¢ optyczna OD), a
stezeniem makrocasteczek, ktéra wyra sk wzorem:

A=0D=molowy wspotczynnik absorpcji*skzenie*grubosé¢ warstwy absorbujacej (kuwety)

Biatka i kwasy nukleinowe pochtaniggwiatto w zakresie UV(210-300nm), przy czym maksimum
absorpcji dla DNA i RNA znajduje siprzy wartéci 260nm, natomiast dla biatek wynosi 280nm.
Ze wzgkdu na fakt,ze czs$ciowe pochtanianigwiatta dla DNA, RNA ma miejsce w zakresie
280nm, a dla biatek przy diuga fali 260, daje nam to niwos$¢ oszacowania czysto preparatu
dokonupc prostej kalkulacji dla stosunku absorbancji 26@8aGnm. Dla czystego, nie
zanieczyszczonego biatkami, ani pochodnymi fenoNARwartas¢ referencyjna wynosi ok.2,00.
Dla warstwy absorbagej 1cm, przy diugai fali 260nm, absorbancja A=1 odpowiada ok.g/nl
RNA.

l. IZOLACJA TRIZOLEM CALKOWITEGO RNA Z KOMOREK ZWIE RZECYCH

Materiaty, odczynniki, roztwory:
* Osad komorek z hodowih vitro
 TRIZOL
e Chloroform
* lzopropanol
*  75% Etanol (EtOH)
* H20 (wolna od RNaz)
» _ Proboéwki typy Eppendorf (wolna od RNaz)
* Tipsy (wolne od RNaz)
* Rekawiczki (wolne od RNaz)

Aparatura:
e Vortex
«  Wirowka
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UWAGA!!
Procedure nalezy przeprowadzic w REKAWICZKACH!

Wykonanie:

Zawiest komorki w 0,5ml Trizolu (1ml/5-10 min komérek),

Inkubacja 5min w temperaturze pokojowej (RT),

Dod& 0,1ml chloroformu (0,2ml/ml Brizolu),

Whytrzasa: w reku obracajc probowk przez 15sek.,

Inkubacja w RT przez 2-3min.,

Zwirowac: 11 500rpm, 15min, 4°C,

Przenié¢ gérm (wodm faze) do nowej probdwki,

Dod& 0,25ml izopropanolu (0,5ml/1ml Trizolu),

Inkubacja w TR przez 10min.,

10 Zwirowac¢: 11 500rpm, 10min, 4°C,

11.Delikatnie odl& supernatant,

12.Przemy osad RNA 0,5ml 75% EtOH (1ml/1m Trizolu),

13.Zworteksowa,

14.Zwirowac: 9 000rpm, 5min, 4°C,

15.0drzuct EtOH i osusz§ osad pozostawiaf otwarte probéwki ustawione do géry dnem na
10-20min.,

16.Zawiest RNA w wodzie (5@l); w razie niekompletnego rozpuszczenia osadu RMA
wodzie naley inkubowa probe w temperaturze 55-60°C przez 10-15min.,

©CoNoO~WNE

ll. ELEKTROFOREZA RNAW ZELU AGAROZOWYM

Materiaty, odczynniki, roztwory:
* 0,1IN NaOH
» _Bufor do elektroforezy: TAE/TBE przygotowany w waelzvolnej od RNaz
* Agaroza
* Bromek etydyny
e Obcigznik
» Saneczki oraz grzebienie elektroforetyczne
* Pipety i tipsy (wolne od RNaz)
» Szklana zlewka

Aparatura:
* Kuchenka mikrofalowa
» Aparat do elektroforezy (wolny od RNaz- zanurzeradd,5h w 0,1N NaOH)

UWAGA!
EtBr jest silnym mutagenem i teratogenem; nalgy unikac¢ bezpagredniego kontaktu z
tym zwiazkiem, w tym celu pracow& w REKAWICZKACH!!

Wykonanie:

1. przygotowd 70ml 1% roztworu agarowy

2. rozpuci¢ w buforze 1X TAE, a po ostygstiu agarozy do temp.45°C dad&tBr w ilosci
3ul,

3. wyla¢ zel na saneczki i zanurgyv nim grzebié,

4. po zastygriciu zelu (ok.15min) wkladamy saneczki do aparatu do tedédrezy
napetnionego buforem 1X TAE/TBE wdcaee] wyciagajac zzelu grzebié.

5. préby z RNA naley inkubowa w temperaturze 70°C przez 1 min, a gasie umidci¢ na
lodzie,
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6. wypeinic studzienki przygotowanymi wcgeiej roztworami RNA z

obciaznikiem (3ul/prébe) w ilosci 20ul/studzienk;,

7. wiaczy¢ zasilanie (100V) na ok.30-40min.
8. po wskazanym czasie padetli¢ zel lamp@ UV i przeanalizowa powstate przki,

lIl. SPEKTROFOTOMETRYCZNY POMIAR ST EZENIA RNA

Materiaty, odczynniki, roztwory:

Uzyskane w procesie izolacji probki RNA

* _ Kuwety jednorazowe
* Tipsy, pipety
* Woda
Aparatura:

» _vortex

* Spektrofotometr
Wykonanie:

1. przygotowa 20-krotne rozcigczenia prob RNA (okjos¢ koncowa préby do pomiaru:
60ul)

2. dobra& odpowiednie ustawienia aparatu (@bj¢ proby, rozciéczenie materiatu, rodzaj
kwasu nukleinowego, dtugé fali) i skalibrow& go wywajac do tego celu kuwety
wypetnionej wod (A260=0),

3. wypeni¢c kuwet 60 pl rozcienczanej proby RNA i wigy¢ ja do spektrofotometru tak, by
wiazka promieni przechodzita przez gtadkoganki kuwety,

4. odczyt& skzenie préby i przeanalizowavartasci absorbancji przy diugai fali 260, 280

oraz 230nm,



