Izolace RNA

e RNA je nachylna na degradaci ribonukleazami
— Inhibitory RNaz, sterilni boxy, DEPC-HzO, rukavice!
* [zolace RNA fenolovou extrakci je podobna
1zolaci DNA s nasledujicimi rozdily:
/— Extrakce v guanidinovych solich
— Fenolove extrakce pri1 pH 5-6 (trizol)
— Odstranéni DNA DNazami bez RNaz
— Selektivni srazeni RNA pomoci LiCl

— Afinitni chromatografie na olido-dT kolonach pro
izolaci mRNA



Izolace mRNA

« mRNA tvori pouze maly [;Odil z celkove RNA,
proto je jeji 1zolace obtizna
* Pro izolaci se vyuzivaji

— Tradicni metody, kdy se nejprve 1zoluje celkova

RNA, ktera je nasledné separovanda na mRNA,
rRNA a tRNA

— Metody vyuzivajici afinitu poly(A) konce u mRNA
a biotinem znacCen¢ oligo(dT) sondy

e Sonda se v lyzatu selektivné vaze na mRNA, aniz by
interagovala s DNA nebo jinymi RNA

e Hybridni molekuly biotinylovan¢ dT-A mRNA jsou
imobilizovany na pevném podkladu pokrytém
streptavidinem
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RNA separovana na bioanalyzatoru Agilent
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Vzorek RNA izolovany TRIzolem po oSetfeni DNazou,
RNA integrity number algoritmus pro posouzeni integrity RIN = 8,8



Adsorpcni metody

VyuZivaji schopnost nnukleovych kyselin adsorbovat se na
povrchy z oxidu kremicitého (kolonky do centrifugacnich
mikrozkumavek) v pritomnosti chaotropni soli (Vogelstein
and Gillespie, 1979)

— guanidin thiokyanat

— guanidin hydrochlorid

Sila vazby zavisi na

— Typu nukleove kyseliny (DNA nebo RNA)

— lontové sile

— pH roztoku

Promyvani pro odstranéni proteinu a dalSich kontaminant
Eluce DNA pufrem s nizkou koncentraci soli nebo H,O

Rychla metoda, vysoky vytézek (malé fragmenty), vysoka
Cistota



Mechanismus interakce DNA s oxidem
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A possible mechanism for silica binding of DNA in high
concentrations of chaotropic salt.
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Analyza a kvantifikace
SPEKTROFOTOMETRICKA METODA

— Nukleové kyseliny absorbuji UV zareni s
maximem absorbance v oblasti vinové délky
okolo 260 nm

— Koncentraci stanovujeme na zakladé empirie:

o

1.0 = 50 pg/ml
16-1.8

1.0 = 40 ug/ml
~2.0

— Vhodna metoda pro méfeni vzorka, které jsou
 V dostatecne¢ koncentraci

e Dostatecné Cisté bez vyznamného mnoZstvi
kontaminant
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