RNA 3-zone

Odczynnik do izolacji RNA
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RNA 3-zone jest odczynnikiem umozliwiajgcym izolacje catkowitego kwasu rybonukleinowego (total
RNA) z materiatu biologicznego, takiego jak komorki bakterii, drozdzy, tkanki roslinne i zwierzece.
Wykorzystanie RNA 3-zone umozliwia uzyskanie wysokiej jakosci RNA pozbawionego zanieczyszczen
biatkowych i DNA. Proces izolacji prowadzany z wykorzystaniem RNAzne pozwala na uzyskanie

czystego RNA w ciggu 1 h.

RNA uzyskany przy pomocy RNA 3-zone mozna nastepnie wykorzysta¢ w innych technikach biologii

molekularnej, takich jak np.:
- odwrotna transkrypcja

- Northern blot

- hybrydyzacja dot blot

- translacja in vitro

- klonowanie molekularne

Dodatkowe odczynniki potrzebne do izolacji RNA:

chloroform
alkohol izopropylowy
75% etanol (roztwor w HOpepc )

AN

W celu przygotowania wody wolnej od RNaz nalezy wla¢ wode do butelek wolnych od RNaz, nastepnie dodac
DEPC w ilosci umozliwiajgcej uzyskanie 0,01% roztworu (v/v). Odstawic na noc, a nastepnie roztwér poddac
autoklawowaniu. Roztwor SDS przygotowywac wytgcznie przy uzyciu autoklawowanej HoOpgpc .

Uwaga! Skfadniki RNA 3-zone majg wiasciwosci draznigce i Zrgce.
zachowac szczeg6lng ostroznosc, unikac kontaktu ze skérg, ubraniem oraz wdychania oparéw. Nalezy stosowac

woda wolna od RNaz lub 0,5 % roztwoér SDS .

rekawiczki i okulary ochronne. Pracowac pod dygestorium.
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Podczas pracy z RNA 3-zone nalezy
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Izolacja RNA przy uzyciu RNA 3-zone:

1. Homogenizacja
Tkanki

Prébke homogenizowac przy uzyciu homogenizatora w obecnosci RNA 3-zone stosujac 1 ml RNA 3-zone na
50-100 mg tkanki. Objetos¢ probki nie powinna przekracza¢ 10% objetosci RNA 3-zone uzytego do
homogenizacji.

Komoérki z hodowli jednowarstwowej (monolayer)

Lize komorek przeprowadzi¢ bezposrednio na ptytce przez podanie 1 ml RNA 3-zone na kazde

3,5 cm? powierzchni pytki. Komorki na ptytce z RNA 3-zone przepipetowac kilka razy. llos¢ RNA 3-zone jaka
nalezy podac zalezy od powierzchni ptytki (1 ml na 10 cmz), nie zas$ od ilosci komoérek. Zbyt matg ilos¢ RNA 3-
zone zwieksza ryzyko pojawienia sie kontaminacji DNA.

Zawiesina komoérkowa

Komorki osadzi¢ przez krotkie zwirowanie. Nastepnie lizowa¢ komorki pipetujac z RANzone, uzywajac 1 ml
odczynnika na 5-10 x 10° komorek zwierzecych, roslinnych lub drozdzowych.

W przypadku bakterii stosowa¢ 1 ml RNzone na na 1 x 10  komérek. Unika¢ przemywania komoérek przed
zastosowaniem RNA 3-zone ze wzgledu na wysokie ryzyko degradacji mRNA. Zniszczenie struktury niektorych
komoérek drozdzy i bakterii moze wymagac uzycia homogenizatora.

Uwaga: W przypadku prébek o wysokiej zawartosci biatek, ttuszczéw, polisacharydoéw lub takich probek
jak miesnie, tkanka ttuszczowa oraz fragmenty bulw roslinnych nalezy wprowadzi¢ dodatkowy etap po
homogenizacji.

Dotykowy etap:

Po homogenizacji usuna¢ nierozpuszczone elementy homogenatu przez wirowanie

12 000 x g/10 min/2-8°C. Uzyskany osad zawiera btony zewnatrzkomaorkowe, polisacharydy

i wysokoczasteczkowy DNA, natomiast supernatant zawiera RNA. Podczas izolacji z komorek

o duzej zawartosci ttuszczu, jego nadmiar zbiera sie w postaci warstwy powierzchniowej, ktéra trzeba usungd.
W kazdym przypadku nalezy przenies¢ klarowny roztwér homogenatu do nowej probéwki i przystgpi¢ do
kolejnego etapu separacji fazy.

2. Separacja fazy

Prébke po homogenizacji inkubowaé przez 5 min/15-30°C tak, aby umozliwi¢ kompletng dysocjacje
komplekséw nukleoproteinowych. Dodac¢ 0,2 ml chloroformu na 1 ml RANzone. Zawartosé probowki
wymieszac recznie energicznie wstrzasajac przez 15 sek. Inkubowac

w 2-3 min/ 15-30°C. Nastepnie zwirowac probke przy maksimum 12 000 x g/15 min/ 2-8°C.

W wyniku wirowania mieszanina rozdziela sie na 3 fazy: dolng fenolowo-chloroformowa, interfaze oraz gérna
faze wodna (bezbarwna). RNA znajduje sie w gornej fazie wodnej. Objetos¢ fazy wodnej stanowi ok. 60 %
objetosci RNA 3-zone uzytego do homogenizacji.
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3. Precypitacja RNA

Przenie$¢ faze wodna do nowej probéwki. W przypadku izolacji DNA lub biatek zachowa¢ faze organiczna.
Przeprowadzi¢ precypitacje RNA z fazy wodnej przy uzyciu alkoholu izopropylowego stosujac 0,5 ml alkoholu
na 1 ml RNA 3-zone uzytego na etapie homogenizacji. Prébke inkubowac 10 min/15-30°C, a nastepnie
zwirowac przy maksimum 12 000 x g/10 min/ 2-8°C. Precypitat RNA zwykle tworzy podobny do zelu osad na
Sciankach i dnie probéwki, ktéry jest niewidoczny przed wirowaniem.

4. Przemywanie RNA

Po wirowaniu usunac¢ supernatant. Osad RNA przemy¢ 75% etanolem stosujac przynajmniej
1 ml 75% etanolu na kazdy 1 ml RNA 3-zone uzytego na etapie homogenizacji. Prébke wymieszac przez
zworteksowanie, zwirowa¢ przy maksimum 7500 x g/ 5 min/ 2-8°C.

5. Rozpuszczanie RNA

Na ostatnim etapie izolacji krétko wysuszy¢ osad RNA przez pozostawienie otwartej probowki lub suszy¢
prézniowo przez 5-10 min. Nie nalezy suszy¢ RNA przez poprzez zwirowanie

w warunkach proézni. Bardzo wazne jest, aby nie przesuszy¢ osadu RNA, gdyz moze to spowodowac
zmniejszenie jego rozpuszczalnosci. Czesciowo rozpuszczony RNA osigga stosunek OD A260/280<1,6. RNA
rozpuszcza¢ w wodzie wolnej od RNaz lub 0,5% roztworze SDS przez kilkukrotne pipetowanie. Inkubowac¢ 10
min/55-60°C. Unikac¢ obecnosci SDSu jezeli izolowany RNA bedzie wykorzystywany do reakcji
enzymatycznych. RNA mozna réwniez rozpuszcza¢ w 100% dejonizowanym formamidzie, co umozliwia
przechowywanie w -70°C nawet do kilku lat.
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