Seminar izolacnich technologii na MZLU v Brné

Izolace RNA ze svaloviny, tuku

RNA Blue Kit

Material:

tkan (60 mg),RNA Blue Kit, chloroform (bez doplnkt),
isopropylalkohol, 75% ethanol ve vodé, voda zbavenad RNaz, chlazena
centrifuga, mikrocentrifuga, 1,5 nebo 2,0 ml mikrocentrifugacni
zkumavky, pipety, 3picky s filtrem, rukavice

! Problémem pr¥i izolaci RNA je existence RNaz, které se vyskytuji
vSude kolem nas a je obtiZné je inhibovat. Z toho divodu vyzaduje
prace s RNA urc¢itd opatfeni:

a) je nutno pouzivat jednoucelové rukavice

b) je nutno pouzivat sterilni zkumavky a pipety urcené vyhradné
na praci s RNA

Pracovni postup:

'P¥ed zadatkem izolace je t¥eba zahfat termostat na 60 °C a zapnout
a nachladit centrifuqgu.

A) Priprava vzorku

1. Do zkumavky s kulic¢kami napipetujte 1 ml RNA Blue.

2. Rozkradjejte vzorek tkané sterilnim skalpelem na malé kousky a

vlozte do zkumavky.

3. Homogenizujte v pristroji FastPrep pri intenzité 6 po dobu

40 sekund.
4. Odstfedte zkumavku 5 minut pri 12 000 x g.

5. Preneste ¢isty lyzat (bez kulicek a usazenych zbytkd tkané) do

nové 1,5 ml zkumavky.
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B) Izolace RNA

6. Do ¢istého lyzatu pridejte (v digestori) 200 pl chloroformu
(pozor kape ze Spilky - nechat odkdpnout prvni kapku zpét do
odbérné nddoby a pak rychle prenést Spicku do zkumavky) a
15 sekund vortexujte.

7. Smés inkubujte po dobu 5 minut pf¥i pokojové teploté.

8. Odsttedte zkumavku 10 minut pfi 12 000 x g a 4 °C. To rozdé&li
obsah zkumavky na horni bezbarvou fazi, interfdzi a modrou
organickou fazi. RNA se nachazi vyhradné v horni vodni fézi.

9. Preneste horni fazi (opatrné - bez naruseni mezifize!) do nové
1,5 ml zkumavky. Ridime se pravidlem - méné (svrchni fdze) je
vice a ¢istéjsi RNA!

10. Pridejte 500 pl isopropylalkoholu.

11. Inkubujte 10 minut pri 4 °C.

12. Odstfedte zkumavku 10 minut p¥i 12 000 x g a 4 °C.

13. Opatrnym pipetovanim odstrante supernatant (RNA se nachazi na
dné a po stranach zkumavky).

14. Poté pridejte 1 ml 75% ethanolu a dikladné protrepte.

15. Odstfedte zkumavku 15 minut pri 12 000 x g a 4 °C.

16. Opéet opatrnym pipetovanim odstrante vsechen supernatant a pak
nechte otevfenou zkumavku 5 — 10 minut su$it na vzduchu.

17. Po vysu8eni pridejte 70 pl na 55 - 60 °C predehtaté vody
zbavené RNaz a S$pickou lehce promichejte.

18. Ve zkumavce je nyni obsaZena RNA.

Poznamky

1) RNA Blue obsahuje fenol a dalsi toxické latky - zachdzejte s nim
opatrné a pouzivejte ochrané pomlcky (rukavice, pléast, bryle).
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