Instrukcja ¢wiczen ,Diagnostyka molekularna” dla IV roku Analityki Medycznej

GIUPA..ccceeerenssnesescnssnesnssssssasssnsnnsnnes Wroctaw,

Imie i nazwisko studenta: Imie i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenie nr 6.
Izolacja RNA metoda kolumienkowa.
Odwrotna transkrypcja.

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

Odczynniki:

Bufor lizujgcy RL

70% lub 75% etanol
Bufor ptuczacy Wash DN1
Bufor ptuczacy RBW

5 x NG cDNA Buffer

50 uM oligo(dT)2o

NG dART RT mix |

Woda wolna od RNaz

Léd

Sprzet:
Vortex

Miniwiréwka

Pipety automatyczne (koncowki z filtrami)
Termocykler

Probowki typu Eppendorf 1,5 mli
Probowki typu Eppendorf 0,2 mli

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

1. Koniecznie zanotowac oznaczenia z probowki z komérkami, bedzie to wazne przy analizie
wynikéw na éwiczeniu 7.

2. Do osadu komérek w probéwce eppendorf o obj. 1,5 ml dodac 400 ul buforu lizujgcego RL,
zawierajgcego B-merkaptoetanol. Komarki doktadnie wymieszac przy uzyciu vortexu lub przez
pipetowanie.

3. Lizat przenies¢ do mini kolumny homogenizacyjnej (z6tte wieczko), umieszczonej w czystej
probowce odbierajgcej o poj. 2 ml.

4. Wirowac 3 minuty przy 9 000 x g.
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10.

11.

12.

Do homogenatu w probéwce odbierajgcej dodac 350 pl 70 % etanolu i doktadnie wymieszac
roztwory przez pipetowanie.

Catos¢ materiatu przeniesé do kolumienki ze ztozem wigzgcym (bezbarwne wieczko). Pamietaj
aby kolumienke umiesci¢ w czystej probdéwce o poj. 2 ml.

UWAGA: przenoszgc materiat nie uszkodzi¢ ztoza korncéwka od pipety!

Wirowac 1 min. przy 9 000 x g. Ptyn z probdéwki usung¢ i umiesci¢ ponownie kolumienke w
pustej probéwce. Dodaé 400 pl buforu ptuczagcego Wash DN1 do mini kolumny.

Wirowac przez 1 min. przy 9 000 x g. Usung¢ ptyn z probéwki i ponownie umiesci¢ w niej
kolumienke.

Dodac 650 ul buforu ptuczacego RBW i wirowac w warunkach jak wyzej.

Ptyn z probdéwki usungé i umiesci¢ w niej ponownie kolumienke. Doda¢ 350 ul buforu
ptuczacego RBW i wirowac przez 2 min. przy 9 000 x g.

Ptyn z probdéwki usungé. Kolumienke umiescié w czystej probdwce o pojemnosci 1,5 ml.
Bezposrednio na ztozu kolumny umiesci¢ 40 ul wody wolnej od RNaz. Wirowaé 1 min przy
9 000x g.

Kolumienke usung¢ i zamkngé probdéwke. Roztwdr z wyizolowanymi czasteczkami RNA
umiesci¢ w lodzie w celu wykonania zadania nr 2. RNA przechowywacé do 1 roku w -20°C lub -
80 °C. Unika¢ zamrazania i rozmrazania roztworu.

Zadanie 2. Pomiar stezenia i czystosci RNA

Wykonaé z pomocg prowadzacego spektrofotometryczny pomiar stezenia i czystosci wyizolowanego
RNA. Otrzymane wyniki zapisa¢ ponizej.

StEZENIE DINA......eeeeeeee ettt s r et et e e seeer e tesaneenaee s

Zanieczyszczenia biatkiem........cooeveevevcrieevennen, , A260/A280=....ceeieeeeieeieieeeee et

Katedra i Zaktad Biologii Molekularnej i KomoérkowejStrona 2



Instrukcja ¢wiczen ,Diagnostyka molekularna” dla IV roku Analityki Medycznej

Zadanie 3. Reakcja odwrotnej transkrypcji.

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

1. Do sterylnej, podpisanej (tak aby GRUPA mogta jg zidentyfikowac na nastepnych éwiczeniach)
probowki o pojemnosci 0,2 ml dodaé odczynniki zgodnie z informacjami zamieszczonymi w tabeli
ponizej (kolejnos¢ dodawania sktadnikdw reakcji istotna). Wszystkie czynnosci wykonywaé,
trzymajac probowke caty czas na lodzie. W razie wysokiego stezenia RNA (>1000ng/ul) przed
przystgpieniem do ¢wiczenia nalezy wykonaé 10-krotne rozcieficzenie preparatu RNA wodg w
nowej, sterylnej probdowce.

Odczynnik Stezenie koncowe Prébka RT Prébka kontrolna NC (tylko grupa
wskazana przez prowadzacego)

Woda (DEPC) - oblicz 14 pl

5xNG cDNA Buffer | 1x 4 ul 4 ul

Startery (primers) 2,5 uM oligo(dT)e | 1l 1l

RNA 1lug oblicz -

NG dART RT mix 1x 1pl 1ul

Objetos¢ koncowa reakcji 20 pl, 5x NG cDNA Buffer zawiera optymalny dla enzymu bufor
RT oraz mieszanine dTTPs, NG dART RT mix zawiera odwrotng transkryptaze dART oraz
inhibitor hamujgce aktywno$¢é RNazy A, Bi C

2. Sktadniki reakcji delikatnie wymieszac przez pipetowanie i zwirowac, tak aby catos$¢ znalazta sie
na dnie probowki. Ponownie umiesci¢ probowke w lodzie.
3. Zaprogramowacd termocykler na nastepujacy profil termiczny:
60 minut- 50° C dla starterow oligo(dT)»o
5 minut- 85° C
4°C-0
Umiesci¢ probodwke w termocyklerze i uruchomi¢ program.
5. cDNA przechowywa¢ w -20°C. Unika¢ rozmrazania/zamrazania materiatu.
cDNA otrzymane w reakcji RT bedzie stanowito matryce w PCR zaplanowanych w kolejnych
¢wiczeniach.
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