Instrukcja ¢wiczen ,Biologia molekularna” dla II roku Farmacji
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Cwiczenie nr 2.
Izolacja RNA metodg kolumienkowa.

Elektroforeza czasteczek RNA.

UWAGA! Praca z materiatem biologicznym! Prosze przynie$¢ na zajecia wtasne rekawice i
okulary ochronne.

Zadanie 1. Izolacja RNA przy uzyciu zestawu GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (EURx)

WAZNE! RNA ze wzgledu na budowe i obecnoéé RNaz w otoczeniu jest bardzo labilne. Z tych
powodow pracuj zawsze w bezpudrowych rekawiczkach oraz rygorystycznie przestrzegaj zasad
sterylnosci.

1. Do osadu komdrek z hodowli in vitro dodaj 400 pl buforu lizujgcego RL, zawierajacego B-
merkaptoetanol. Komaérki dokfadnie wymieszaj przy uzyciu vortexu lub przez pipetowanie.

2. Lizat przenie$ do mini kolumny homogenizacyjnej (ZOtTY KOREK), umieszczonej w czystej
probdéwce odbierajgcej o poj. 2 ml.

3. Wiruj 3 minuty przy 9 000 x g.

4. Usun kolumne z probdwki odbierajacej a do homogenatu dodaj 350 pl 70 % etanolu i dokfadnie
wymieszaj roztwory przez pipetowanie.

5. Catos$¢ materiatu przenie$ do kolumny ze ztozem wigzacym (BEZBARWNY KOREK). Pamietaj aby
kolumienka byta umieszczona w czystej probéwce o poj. 2 ml.

UWAGA: przenoszac materiat nie uszkodzi¢ ztoza koricéwka od pipety!

6. Wiruj1 min. przy 9 000 x g. Ptyn z probdwki usun (wylej do pojemnika na zlewki) i umie$¢ ponownie
kolumienke w pustej probdwce. Dodaj 400 pl buforu ptuczacego Wash DN1 do mini kolumny.

7. Wiruj 1 min. przy 9 000 x g. Usun ptyn z probéwki i ponownie umiesé w niej kolumienke.

Dodaj 650 pul buforu ptuczacego RBW do kolumny i wiruj w warunkach jak wyze;j.

9. Piynz probdéwki usun i umies¢ w niej ponownie kolumienke. Dodaj 350 pl buforu ptuczacego RBW
do kolumny i wiruj przez 2 min. przy 9 000 x g.

10. Ptyn z probdwki usun. Kolumienke umies¢ w czystej probéwce o pojemnosci 1,5 ml. Bezposrednio
na ztozu kolumny umies$é 40 ul wody wolnej od RNaz. Wiruj 1 min przy 9 000 x g.

11. Kolumienke usun i zamknij probowke. Roztwér z wyizolowanymi czasteczkami RNA umies¢
w lodzie w celu wykonania zadania nr 2, nastepnie materiat oddaj do pokoju przygotowawczego
w celu przechowania go do kolejnych ¢éwiczen. Probéwke podpisz nr grupy i inicjatami!

©®

RNA przechowywac do 1 roku w -20° C lub -80° C. Unika¢ zamrazania i rozmrazania roztworu.
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Zadanie 2. Elektroforeza RNA.

UWAGA! Ze wzgledu na obecnos¢ RNaz w srodowisku nalezy wszystkie czynnosci prowadzi¢ na
odczynnikach traktowanych inhibitorami dla tych enzymow.

W tym celu aparat do elektroforezy, grzebien i saneczki nalezy zalac¢ 0,1M roztworem NaOH na 0,5
godziny lub 0,1% roztworem DEPC (dietylopiroweglan). Zaréwno bufor do elektroforezy, jak i bufor
do probek powinien by¢ traktowany inhibitorami RNaz np. DEPC lub RNazin (biatko wigZgce RNA).

1. Przygotowa¢ czystg probdwke o pojemnosci 1,5 ml. Doda¢ 5 pl wyizolowanego materiatu RNA
oraz 5 pl buforu obcigzajacego do probek (RNA Gel Loading Dye 2x) wolnego od RNaz. Doktadnie
wymieszac i zwirowaé, tak aby catos¢ roztworu znajdowata sie na dnie probdwki.

2. Catos¢ (10 ul) roztworu przenie$¢ do studzienki w zelu agarozowym (zawierajgcym znacznik
wigzacy kwasy nukleinowe Midori Green Advance).

3. Elektroforeze prowadzi¢ przy 70-100 V przez ok. 1 h.

4. Po tym czasie rozdzielone czasteczki RNA w zelu agarozowym obserwowac w Swietle lampy UV
(transiluminator).
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Ocen jako$¢ wyizolowanego przez siebie RNA:
Po izolacji catkowitego RNA z komdrek eukariotycznych i rozdziale w zelu agarozowym widoczne sg
(o= 1] A =Tovd (SR oraz
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w celu wykrycia konkretnych czasteczek mRNA nalezy uzyc techniki

Zaktad Biologii Molekularnej i Komdrkowej Strona 2



