Instrukcja ¢wiczen ,Biologia molekularna” dla III roku Analityki Medyczne;j

GrUPA..eecceereeseecresnesaneseesnssnssnsssnnses Wroctaw,

Imie i nazwisko studenta: Imie i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenie nr 2.

Izolacja RNA metodg fenolowa.
Przygotowanie biblioteki mRNA- reakcja odwrotnej transkrypcji z uzyciem

starteréw oligo(dT).

UWAGA! Praca z materiatem biologicznym prosze przynies¢ na zajecia wtasne rekawice i
okulary ochronne.

Wszystkie probowki i kolumny podpisywac w celu unikniecia pomytkowych wymian
probowek z innymi grupami.

1. Izolacja RNA metodg fenolowa.

UWAGA! Praca z materiatem biologicznym i fenolem (w RNA Extracolu) prosze przynie$¢ na zajecia wiasne
rekawice i okulary ochronne. Wszystkie procedury wykonywac ostroznie, unikajac bezposredniego kontaktu

z odczynnikami i materiatem.
Fenol jest zwigzkiem toksycznym. Dziata niszczgco na btony $luzowe i drogi oddechowe. Powoduje zatrucia (wdychane opary) i oparzenia
(kontakt ze skérg).

Odczynniki:
1. 1x Bufor Lyse RBC- bufor do lizy *
2. RNA Extracol
3. Chloroform
4. lzopropanol
5. 70% lub 75% etanol
6. Probdwki typy Falcon 15 ml
7. Probéwki typu Eppendorf 1,5 ml
8. Woda wolna od RNaz
9. Lbd
10. 10x Bufer Reakcyjny | (dla DNAzy)
11. 1U/ul DNazal
12. 120 mM EDTA, pH8,0
Sprzet:
1. Vortex
2.  Miniwiréwka
3. Pipety automatyczne
4. Termoblok (37°C, 65°C)
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Zadanie 1. Izolacja RNA przy uzyciu RNA Extracol (EURx)

WAZNE! RNA ze wzgledu na budowe i obecno$¢ RNaz w otoczeniu jest bardzo labilne. Z tych

powoddéw pracuj zawsze w bezpudrowych rekawiczkach oraz rygorystycznie przestrzegaj zasad

sterylnosci.

Punkty 1-2 wykonywac pod dygestorium.

1.

Lo N

Do osadu komodrek dodaé¢ 1 ml buforu roztwér RNA Extracol doktadnie wymieszaé przez
pipetowanie (w przypadku krwi po zawieszeniu, cato$s¢ mieszaniny przenies¢ do czystej
probowki eppendorfa 1,5 ml). Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 5 min.

Dodac¢ 0,2 ml chloroformu. Wytrzgsa¢ prébke recznie lub przy uzyciu worteksu przez 30-60
sek. Przed wytrzgsaniem sprawdz czy probdéwka jest szczelnie zamknieta!

Inkubowaé¢ w temperaturze pokojowej przez 2-5 min., po czym wirowac¢ 15 min, przy 12 000
Xg.

Po wirowaniu nastgpi rozdziat faz. Ostroznie zebra¢ gérna faze (wodng, zawierajagcg RNA)
i przenies¢ do wczesniej przygotowanej czystej probéwki o obj. 1,5 ml.

Dodaé 0,5 ml izopropanolu. Delikatnie wymiesza¢ przez kilkukrotne odwrdécenie probowki,
inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 10 min.

Wirowac 10 min. przy 12 000 xg.

Supernatant usunac a osad przeptukac 1 ml 70-75% etanolu.

Wirowac przez 5 min. przy 12 000 xg.

Usung¢ supernatant (dokfadnie), osad osuszy¢, trzymajgc otwartg probowke 5-10 min,,
a nastepnie rozpusci¢ w 40 pl wody wolnej od RNAz. Materiat trzymadé na lodzie.

10. Zmierz z pomocg prowadzgcego stezenie wyizolowanego RNA.

Zadanie 2. Trawienie DNAzq I.

UWAGA! Otrzymany RNA jest zanieczyszczony gDNA. Z tego powodu probke nalezy potraktowac

enzymami degradujgcymi DNA.

1.

Do 40 ul wyizolowanego roztworu RNA nalezy dodac¢ 3 pl wody wolnej od RNAz, a nastepnie 5
pl 10x Buforu Reakcyjnego |. Doktadnie wymieszaé sktadniki przez pipetowanie.

Dodac 2 pl (2U) Dnazy |, wymieszac i zwirowac.

Inkubowa¢ w termobloku przez 15 min. w 37°C.

Reakcje przerwacd przez dodanie 10 pul 120 mM EDTA i termiczng inaktywacje w 65°C, przez 10
min.

Zmierz z pomocg prowadzacego stezenie wyizolowanego, oczyszczonego RNA.

Czesc wyizolowanego materiatu (5 pl) wykorzystac¢ do przygotowania biblioteki mRNA- reakcji
odwrotnej transkrypcji z uzyciem starteréw oligo(dT). Pozostaty czes$é podpisac i przekazaé do
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pokoju przygotowawczego. Przechowywanie w -20°C do dalszej analizy (rozdziat
elektroforetyczny, éwiczenie nr 3).

Pytanie sprawdzajgce:
1. Oblicz stezenie wyjsciowego roztworu RNA, jezeli absorbancja przy 260 nm roztworu 20 razy
rozciefczonego wynosita 0,20.

DNA.

2. Przygotowanie biblioteki mRNA- reakcja odwrotnej transkrypcji z uzyciem
starterow oligo(dT).

Zadanie 1. Reakcja odwrotnej transkrypcji.

WAZNE! Dla wiekszej wydajnosci reakcji rekomendowane jest jej przeprowadzenie w obecnosci
inhibitoréw RNaz. Wszystkie odczynniki i plastiki muszg by¢ wolne od tych enzymoéw. Wszystkie
czynnosci powinny by¢ wykonywane w bezpudrowych rekawiczkach. Pamietaj o kazdorazowej
wymianie koncéwek przy odpipetowywaniu nowego odczynnika (zapobiega kontaminacji).

1. Do sterylnej, podpisanej probéwki o pojemnosci 0,2 ml dodaj odczynniki zgodnie
z informacjami zamieszczonymi w tabeli nr 1 (kolejnos¢ rowniez istotna) dla prébki RT. Jeden
zespot na grupe, wskazany przez prowadzgcego, przygotowuje reakcje kontrolng —kontrola
negatywna (NC). Wszystkie czynnosci wykonuj, trzymajgc probéwke caty czas na lodzie.
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Odczynnik Stezenie koncowe Prébka RT | Prébka NC
Woda (DEPC) - oul 14 pl
5xNG cDNA Buffer | 1x 4l 4 ul
Startery (primers) | 2,5 uM oligo(dT)., 1 1l

lub 10 ng/ml RH (sprawdz co masz na stole!)
RNA =5 g 5ul -
NG dART RT mix 1pl 1l

Objetos¢ koncowa reakcji 20 pl

5x NG cDNA Buffer zawiera optymalny dla enzymu bufor RT oraz mieszanine DTP

NG dART RT mix zawiera odwrotng transkryptaze dART, mieszanine dNTPs oraz inhibitor
hamujace aktywnosé RNazy A, Bi C.

2. Po dodaniu wszystkich sktadnikéw zawartos¢ probéwki delikatnie wymieszaj (pipetowanie)i
zwiruj, tak aby catos¢ znalazta sie na dnie probéwki. Ponownie umiesci¢ probdwke w lodzie.

3. Zaprogramuj termocykler na nastepujgcy profil termiczny: 60 minut- 50° C dla starteréw
oligo(dT)., ( w przypadku uzycia RH: 25°C przez 10min, 50°C przez 50 min.), 5 minut- 85° C, 4°
C- oo.

4. Umiesci¢ probdwke w termocyklerze i rozpocznij reakcje.

5. Pozakonczeniu reakcji probowke oddac do pokoju przygotowawczego w celu jej przechowania
do nastepnych ¢wiczen. cDNA przechowywaé w -20° C. Unika¢ rozmrazania/zamrazania
materiatu. cDNA otrzymane w reakcji RT bedzie stanowito matryce w PCR zaplanowanej na
kolejnych zajeciach. Prosze o doktadne opisanie swoich préb celem szybkiej identyfikacji na
kolejnych zajeciach!

Przepisz sekwencje RNA
5’ccugauauuuaaaggcecccuaggaacuuuaugeccuuugegegaugugacaugggaauccuauuuu3’

tak jakby to zrobita odwrotna transkryptaza. Jako startera do reakcji uzyto oligonukleotyd:
LN 1o o (ol ol o1 o =4 or- OO
Uzupethnij zdania:

W reakcji RT stosowane s3 .......... (ile) rozne typy sekwencji starterowych. Startery .................... stuzg
do przepisywania specyficznych fragmentdéw RNA. Startery losowe (Random) wykorzystuje sie do
przepisywania zarowno czasteczek ..., JaK 0 e, Do tworzenia bibliotek
cDNA, powstajgcych z przepisywania wszystkich czgsteczek mRNA znajdujgcych sie w danym
momencie w komadrce, stuzg startery......cceeeveveveccecceieeneeene.

Do usuwania nici RNA po reakcji odwrotnej transkrypcji stosuje sie
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