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Wybrane metody izolacji kwasu rybonukleinowego (RNA)

Intensywne badania kwasu rybonukleinowego (RNA) rozpoczeto jeszcze przed ,era DNA”.
Pierwszym etapem badan RNA byta jego izolacja i oczyszczanie [4]. Aktualnie istnieje wiele réznych
metod izolacji RNA, réznia sie one wydajnoscia i jakoscia, a takze stosowanymi odczynnikami
i czasem trwania izolacji. Pomimo szerokiego wyboru izolacji, metody te ciagle sa ulepszane
i modyfikowane. Gtéwnym zadaniem przy opracowywaniu nowych procedur stato sie ich

uproszczenie, przy jednoczesnym maksymalnym zabezpieczeniu wyizolowanego RNA przed
degradacja [4].
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Po raz pierwszy udato sie wyizolowa¢ RNA z tkanek zatopionych w parafinie w 1991 roku. Pomimo,
iz istnieje wiele réznych modyfikacji metod izolacji, nadal mozliwe jest uzyskanie jedynie krotkich
fragmentow RNA, Jednakze dzieki rozwojowi technik amplifikacji, udato sie przyblizy¢ czutos¢
reakcji do tych, ktore wykorzystuja jako matryce RNA izolowane z tkanek swiezych lub mrozonych

[2].

Wczesniejsze badania Ruppa’a i Locker’a wykazaty, ze RNA ekstrahowane z utrwalonych
w formalinie, a nastepnie zatopionych w bloczkach parafinowych, jest odpowiednim materiatem do
badania determinacji ekspresji gendw. RNA izolowane z tkanek FPPE (formalin-fixed,
paraffin-embedded) moze by¢ zlej jakosci, gdyz jego rozlegta degradacja moze wystapic¢ jeszcze
przed zakonczeniem proceséw utrwalania. Ponadto, utrwalanie w formalinie powoduje powstawanie
wiazan krzyzowych miedzy kwasami nukleinowymi a biatkami [8].

(=IStowa kluczowe: izolacja RNA, formalina, bloczki parafinowe, drozdze Saccharomyces cerevisiae,
RNAzy ,DNAzy, metoda FFPE, metoda AGPC.

W komoérkach prokariotycznych i eukariotycznych wyroéznia sie 3 gtdéwne rodzaje RNA. Sa to mRNA
(informacyjny RNA), tRNA(transportowy RNA) oraz rRNA(Rybosomalny RNA) [4], [9], [10].

Rybosomalny RNA wystepuje w komorce w najwiekszej ilosci. Stanowi on 75% komdrkowego RNA.
rRNA sklada sie z 3 fakcji, ktore réznia sie stala sedymentacji. I tak jest to : 25-28S, 18S, 5Si 5,8S.
Frakcje te wystepuja w rybosomach eukariotycznych. Z kolei w rybosomach prokariotycznych
wyrdznia sie: 23S, 16S oraz 5S. Czasteczki transportowego RNA tj. tRNA, odpowiedzialne sa za
dostarczanie odpowiednich aminokwasow do rybosoméw w czasie syntezy biatek. Czasteczki tRNA
sq mate, zwykle rzedu do 25kDa. Informacyjne RNA(mRNA) koduje z kolei biatka. Ten rodzaj RNA
stanowi ok. 1-5% catkowitego RNA w komorce [4], [9], [10].

Wsrod metod izolacji RNA z réznych materiatéw wyjsciowych, wyrdznia sie:

1) Izolacje specyficznego RNA (poprzez frakcjonowanie catkowitego RNA komorki)

2) Bezposrednia izolacje specyficznego RNA (ograniczona jest ona wylgcznie do tych komorek,
ktore syntetyzuja okreslony RNA w zwiekszonej ilosci)

3) Izolacja Poli(A)RNA

4) Izolacja RNA z polirybosomow

5) Izolacja catkowitego RNA komdrki, a w kolejnym etapie izolacji uzyskiwanie okreslonego
RNA(cDNA) z zastosowaniem metody PCR [4].

Najczesciej stosowana metoda jest izolacja catkowitego RNA komorki. Pozostate metody stosowane
sa znacznie rzadziej. Rzadko wykorzystywana jest metoda oparta na izolacji RNA z polirybosomdw.

Warunkiem uzyskania dobrej jakosci preparatu RNA jest szybkie i skutecznie zahamowanie dziatania
enzyméw degradujacych RNA tj. rybonukleaz. Rybonukleazy wystepuja we wszystkich zywych
komoérkach i bardzo szybko niszcza czasteczki RNA. Dlatego tez, do izolacji wymagane jest
przygotowanie szkta i odczynnikéw, ktore sa wolne(pozbawione) rybonukleaz.

W zwiazku z tym, wszystkie odczynniki powinny by¢ przygotowywane na wodzie, do ktdrej wczesniej
dodano dietylopiroweglan (DEPC). Najczesciej dodaje sie go w ilosci 1ml na 1 1 wody. DEPC jest
zwiazkiem, ktéry bardzo skutecznie hamuje dziatanie rybonukleaz. Jednakze nalezy pamietac, ze jest
on takze silnym mutagenem, dlatego nalezy pracowac z nim pod wyciagiem i w rekawiczkach. Praca
w rekawiczkach dotyczy takze samego procesu izolacji RNA, ma to na celu unikniecie



zanieczyszczenia preparatéw [4].
Izolacja RNA z tkanek (myszy) [4]

Pobraé ok. 0,5 cm3 tkanki lub caty narzad myszy (np. Sledzione) i przenies¢ do probowki, w ktdrej
znajduje sie ciekly azot. Po wyparowaniu ciektego azotu do tkanki doda¢ 200 pl BSS, 800 pl GTC,
100 ul 2M octanu sodu o pH=4.0, 1000 pl fenolu, oraz 200 pl mieszaniny chloroform: alkohol
izoamylowy w stosunku 24:1. Tkanke homogenizowa¢ na lodzie przez okoto 1-3 minut. Po
homogenizacji probke inkubowac na lodzie przez 15 min. Faze wodna oddzieli¢ przez wirowanie
w temp. 4°C, przy 10 000 rpm, wirowa¢ przez 15 minut. Nastepnie doda¢ 1200 pl izopropanolu.
Powstaly osad RNA zebra¢ przez odwirowanie (4°C, 10 000 rpm, 20 min). Po wirowaniu osad
przemy¢ 2 razy 75% etanolem. Osad wysuszy¢, a po wysuszeniu RNA zawiesi¢ w 100 pl sterylnej
wody traktowanej DEPC [4].

Izolacja calkowitego RNA z zastosowaniem TRIZOLU [4].

Pobrany fragment tkanki (50-100 mg) homogenizowa¢ w TRIZOLU zawierajacym fenol oraz
izotiocyjanian guanidyny. Homogenat inkubowac przez 5 minut w temperaturze 15-30 °C. Nastepnie
doda¢ 0.2 ml chloroformu. Catos$¢ intensywnie mieszac i znow inkubowac¢ 3 minuty w temperaturze
15-30°C. Rozdzieli¢ fazy przez wirowanie w mikrowiréwce (12 000rpm, 15 min, temp. 2-8°C).
Powstata faze wodna zebraé, doda¢ 0.5 ml izopropanolu i catos¢ inkubowa¢ 10 minut
w temperaturze 15-30°C. Probke wirowa¢ w mikrowiréwce (12 000rpm, 10 min, temp. 2-8°C).
Powstaty supernatant usunac.

Otrzymany osad RNA przemy¢ 1 ml 75% etanolu. Probke intensywnie wymiesza¢, a nastepnie
zwirowaé (7500 rpm, 5 min., temp. 2-8°C). Otrzymany osad RNA wysuszy¢ przez ok. 10 min,
rozpusci¢ w wodzie lub 0.5% SDS. Catos¢ wymiesza¢ przez pipetowanie, a dalej inkubowaé¢ 10 minut
w temperaturze 55-60°C. Otrzymany RNA przechowywa¢ w temp. -70°C [4].

W uproszczeniu, izolacje catkowitego RNA mozna przedstawi¢ w nastepujacy sposdb:

-krew (badzZ inny materiat wyjsciowy)

- zebranie komodrek

- ekstrakcja RNA

- wirowanie

- wytracanie RNA

- wirowanie

- rozpuszczanie RNA

- elektroforeza w zelu agarozowym i ocena RNA [4].

Izolacja RNA z linii komoérkowych

Komoérki, z ktérych ma by¢ izolowany materiat genetyczny w postaci RNA, przeptukac 2x roztworem
PBS. Nastepnie komorki zawiesi¢ w odczynniku TRI® Reagent (Sigma), tj. na 10 000 000 komdrek
dodaé¢ 1 ml odczynnika. Dodaé chloroform ( na 1 ml odczynnika TRI® Reagent dodac 0,2 ml
chloroformu). Tak otrzymanag mieszanine wytrzasac przez 10 sekund, a nastepnie zwirowac przy 15
000 obr/min, 15 minut w 4°C. Otrzymana po wirowaniu faze wodna przenies¢ do nowej probowki.
Doda¢ 0,5 ml izopropanolu (0,5 ml izopropanolu na 1 ml odczynnika TRI® Reagent). Prébke
wstawi¢ na 10 min do -20°C (nastepuje wytracanie RNA), a potem odwirowaé przez 20 min w 4°C,
przy predkosci 15000 obr./min.



Otrzymany osad RNA przemy¢ w 0,5 ml 70% etanolu, . Osad wysuszy¢ na powietrzu lub w suszarce
prozniowej Speed Vac. Po suszeniu osad zawiesi¢ w wodzie mQ. Tak otrzymana probke RNA
przechowywac¢ w -20°C [12].

Prowadzone w ostatnich latach intensywne badania potwierdzily, ze wycinki utrwalane i rutynowo
przeprowadzane do bloczkéw parafinowych, moga by¢ Zrodtem RNA o jakosci wystarczajacej do
przeprowadzenie dalszych badan np. ekspresji genéw [2].

Formalina jest 40% roztworem formaldehydu w wodzie, stosowanym w rozcieficzeniu w stosunku 1:9.
Wtasciwosci utrwalajace formaliny sa znane juz od ponad 100 lat. Dlatego, tez jest ona bardzo
rozpowszechniona i powszechnie stosowana jako odczynnik utrwalajacy.

Formalina doskonale zachowuje morfologie tkanek, jednak tym samym wptywa niekorzystnie na
strukture kwaséw nukleinowych. Formaldehyd reaguje z zasadami azotowymi wystepujacymi
w RNA, tworzac N-metylol (N-CH20H) [2], [5].

Wedlug przeprowadzonych badan, wszystkie zasady azotowe reaguja z formaldehydem, jednakze
najbardziej reaktywna jest adenina. Po inkubacji (16 godzinnej) w roztworze formaliny, w temp. 4°C,
wykazano, ze prawie 40% czasteczek adeniny w syntetycznym RNA zawiera addycyjny monometyl.
Ponadto, addycja metylolu w komérkowym RNA, powoduje zakidcenia w czasie procesu odwrotnej
transkrypcji oraz syntezy cDNA. Badania wykazaly, ze takie dziatlanie mozna czesciowo zniesc,
podczas podgrzewani probek RNA w buforze TE (tj. Tris-EDTA). Poddanie RNA godzinnej inkubacji
z 10 mM buforem TE, w temperaturze 70°C powoduje, ze czesciowo usuwane sg pochodne metylolu
[16].

Doswiadczenia, przeprowadzone przez Hamatani i wsp. wykazaly, ze chemiczne modyfikacje RNA
pochodzace z tkanek, ktore utrwalane byty w niezbuforowanej formalinie i przechowywane przez
wiele lat, moga zosta¢ zniesione przez ogrzewanie probek w buforze cytrynianowym (pH=3-6.5) [2].

Czesciowa poprawe jakosci wyizolowanego RNA mozna uzyskaé, stosujac wspomniana juz inkubacje
probek w buforze cytrynianowym. W przeprowadzonych doswiadczeniach, najlepsze wyniki uzyskano
stosujac 30-60 minutowa inkubacje RNA w buforze cytrynianowym o pH=4.0. Najbardziej optymalna
temperatura okazato sie¢ 70°C [16].

Zastosowanie swiezych tkanek do izolacji materiatu genetycznego, np.RNA , zapewnia stosunkowo
dobra jako$¢ wyizolowanej probki. Bardzo duze znaczenie dla jakosci wyizolowanego RNA ma czas,
jaki uptynat od momentu pozyskania danej tkanki, do momentu jej odpowiedniego zabezpieczenia.
Wedtug niektérych danych RNA w swiezych tkankach jest stabilne nawet do ok.6h ( w temperaturze
pokojowej). Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze niewlasciwe przechowywanie materiatu do dalszych
analiz (np. izolacji), niekorzystnie wpltywa na ekspresje gendéw. Dlatego, tez wedtug doswiadczen
wynika, ze najbardziej wiarygodne dane pochodza z prébek, w ktérych pozyskana do badania tkanka
zostala od razu przeniesiona na 16d (ochrona przed degradacja przez RNAzy), lub do odpowiednich
plynéw, stosowanych komercyjnie do przechowywania tkanek [16].

Wycinki tkankowe, utrwalone w formalinie, a nastepnie w bloczkach parafinowych, sa rutynowo
wykorzystywane do diagnostyki histopatologicznej. Bardzo czesto stanowia tez materiat do badan
molekularnych, genomu, a takze ekspresji gendéw, z uzyciem réznych technik biologii molekularne;j.
Jednakze powaznym ograniczeniem jest wysoki stopien fragmentacji oraz chemicznych modyfikacji
kwasdéw nukleinowych, ktdére izolowane sa z utrwalonych tkanek [2], [5].

Podczas izolacji materiatu genetycznego z probek, ktére wczesniej utrwalone byty w formalinie,



wystepuje kilka, znacznych ograniczen. RNA, ktdére pozyskiwane jest z tkanek utrwalonych w FFPE,
charakteryzuje sie niska jakoscia. Spowodowane to jest znacznym stopniem degradacji, ktora
zachodzi jeszcze przed zakonczeniem procesu utrwalania probek w roztworze formaliny. Dodatkowo,
juz samo utrwalanie powoduje niekorzystne zmiany w prébce.

Miedzy innymi, samo utrwalanie powoduje, ze tworzone sa wiazania krzyzowe pomiedzy
czasteczkami kwasow nukleinowych, a biatkami. Ponadto, wprowadzane sa modyfikacje
kowalencyjne RNA. Ograniczenia te sprawiajq, ze utrudniona jest nie tylko izolacja RNA, ale takze
jego ocena (analiza) ilosciowa i jakosciowa [7], [8].

Izolacja RNA z tkanek utrwalonych w parafinie (FFPE, formalin-fixed, paraffin-embedded)

Z probek, z ktorych ma by¢ izolowane RNA, nalezy usuna¢ parafine. Odbywa sie to przez kolejne
ptukania probek w ksylenie (4-8 krotnie), a nastepnie w alkoholu etylowym (99,8%, 3-4 krotnie).
Badana tkanke (po usunieciu parafiny) wysuszy¢, homogenizowa¢ w 850 ul buforu denaturujacego (tj.
4M izotiocyjanek guanidyny, 0.25 M cytrynian sodu, 0.5% sarkosyl, 0.1 M merkaptoetanol)

z dodatkiem 250 ul roztworu proteinazy K (o stezeniu 20 mg/ml) zgodnie z Lehmann i Kreipe ,
a nastepnie inkubowa¢ w 55°C przez noc (16-18h). Po inkubacji probke odwirowac¢ (14000g, 5 min,
4°C). Po wirowaniu do otrzymanego supernatantu (200pl) doda¢ 1 ml odczynnika Trizol.

Kolejne etapy procedury przeprowadzi¢ zgodnie z instrukcja producenta, tj. powstalg mieszanine
ekstrahowac 0,2 ml chloroformu. Po ekstrakcji faze wodna straci¢ przez dodanie 0,5 ml izopropanolu.
Odwirowa¢ (12000g, 10 min, 4°C), a otrzymany osad RNA ptukaé¢ 75% alkoholem etylowym.Osad
wysuszy¢ i rozpusci¢ w 100 pl buforu TE. RNA ponownie straci¢ przez noc w -70°C stosujac
nastepujaca mieszanine: 220 pl alkoholu etylowego 99,8%, 10 ul 3M octanu sodowego. Catos¢
odwirowa¢ (12000g, 10 minut, 4°C). Osad wysuszy¢ i rozpusci¢ w wodzie (20-100yul) [7], [8].

Aktualnie dostepnych jest wiele gotowych zestawoéw do izolacji RNA. Jednakze bardzo czesto stosuje
sie tradycyjne protokoty izolacji, ktore opieraja sie m.in. na dziataniu proteinazy K i tiocyjanianu
guanidyny.

Podczas izolacji RNA z bloczkéw parafinowych metoda, w ktorej stosuje sie czynnik chaotropowy
w postaci tiocyjanianu guanidyny- ustepuje metodom z zastosowaniem proteinazy K. A to dlatego, ze
dzieki enzymatycznemu trawieniu utrwalonej wczesniej tkanki, mozliwe jest uzyskanie 10 razy
wiecej catkowitego RNA.

Istniejg rowniez procedury, ktore tacza w sobie oba te czynniki. Godfrey i wsp. opisali 3-dniowa
inkubacje z proteinaza K, w buforze zawierajacym tiocyjanian guanidyny, a nastepni ekstrakcje za
pomoca mieszaniny fenol: chloroform, z dodatkowym etapem oczyszczania [2], [5].

Enzymy zdolne do rozkladania kwaséw nukleinowych , znane sg od wielu lat. Enzymy swoiste dla
kwasu deoksyrybonukleinowego nazywa sie deoksyrybonukleazami (DNAzy), zas te, ktore
hydrolizuja kwas rybonukleinowy, okreslane sa jako rybonukleazy (RNAzy). W obrebie kazdej z tych
klas wyodrebnia sie enzymy, ktéore maja zdolnos$¢ rozszczepiania wewnetrznych wigzan
fosfodiestrowych. W wyniku rozszczepienia powstaja koncowki 3’-hydroksylowe i 5’-fosforanowe, lub
5’-hydroksylowe i 3’-fosforanowe. Enzymy te okreslane sa mianem endonukleaza. Niektore z nukleaz
zdolne sa hydrolizowa¢ nukleotydy tylko wtedy, kiedy znajduja sie one na koncu czasteczki.
Enzymami tymi sa egzonukleazy [11], [13].

W badaniach wykazano, ze niekorzystny wptyw na jako$¢ RNA moga mie¢ inhibitory RNAz, ktére
dodawane sa na etapie enzymatycznego trawienia tkanki. Pomimo tego, ze RNAzy sa enzymami
bardzo stabilnymi, wysoce reaktywnymi i nie wymagajacymi do dziatania kofaktoréw, to jednak



podczas utrwalania w formalinie sa inaktywowane. Dodatkowo, uzycie proteinazy K zapewnia ich
catkowite zniszczenie [2].

Izolacja RNA z niewielkich bioptatow pobranych ze skdry czlowieka i myszy [6].

W 1,5 ml probéwce umiesci¢ 75-100 mg badanej préobki w probéwkach zawierajacych zel blokujacy,
catos¢ zwirowac¢ (12000xg, 30 s.). Pojedyncze bioptaty rozdrobni¢ na drobny proszek w schtodzonym
mozdzierzu, standardowo uzywajac ciektego azotu.

Otrzymany proszek przenies¢ do 1,5 ml probowki, doda¢ 300 pl Qiazol (Qiagen). Homogenat
zworteksowac przez 15 s, a nastepnie wytrzasac przez 10 minut na Reax 2000 (Heidolph). Dodac 60
nl chloroformu, wirowac przez 15 s, a po wirowaniu pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez 3
minuty. Czesciowo oddzielona mieszanine przenies¢ do wczesniej przygotowanych proboéwek,
zawierajacych faze zelu blokujgcego, i wirowac¢ przez 15 min, przy 12000xg. Otrzymana faze wodna
przenies¢ do nowych 1,5 ml probéwek. Otrzymane RNA oczyszcza¢ przez wytracanie kolumienek
zgodnie z RNeasy MinElute Cleanup Handbook (wersja 2007). Dodatek D: Oczyszczanie RNA po
lizie i homogenizacji z Qiazol Odczynnik do lizy (Qiagen). Na koniec procedury RNA eluowac 14 nl
wody (nuclease-free watre). Zwirowa¢ 1 minute przy maksymalnych obrotach [6].

Wedtug Bruning’a i wsp. przedstawiona wyzej metoda izolacji RNA z matych biopsji skory czlowieka
i myszy, daje dostatecznej jakosci RNA, ktore moze by¢ wykorzystywane do dalszych badan. Pomimo,
iz metoda ta jest poréwnywalna pod wzgledem jakosci izolowanego materiatu z innymi procedurami,
to jednak jej zaleta jest to, ze metoda ta jest tatwa do wdrozeni nawet w sytuacji braku
specjalistycznego sprzetu laboratoryjnego.

Ponadto, Bruning i wsp. w swojej procedurze izolacji chwala to, ze powtarzalne wyniki ilosci
wyizolowanego RNA mozna uzyskac stosujac bardzo mate skrawki skory, wielkosci 1.5 mm. Ma to
ogromne znaczenie w przypadku wykonywania testow na skdrze ludzi, poniewaz oznacza to, Ze
materiat (skéra) do badan moze byé pozyskiwany ze znacznym zmniejszeniem dyskomfortu u oséb
badanych [6].

Izolacja RNA metoda AGPC-acid guanidinium/phenol/chloroform (wedtug procedury opracowanej
przez Chomczynskiego i Sacchi) [1]

100 mg homogenizowa¢ w 2 ml roztworu zawierajacego 4 M rodanek guanidyny i 25 mM cytrynian
sodu (pH=7.0), 0,5% sarkosyl, 0.1 M 2-merkaptoetanol, cato$¢ inkubowac¢ 10-60 min w temperaturze
pokojowej, od czasu do czasu mieszajac. Nastepnie doda¢ 0.2 ml 2M octanu sodu (pH=4.0), 2 ml
fenolu i 0.4 ml mieszaniny chloroform: alkohol izoamylowy (w stosunku 49:1), catlo$¢ wymieszac.
Przed wirowaniem (10 000xg, 20 min) mieszanine ochtodzi¢ na lodzie przez 15 min. Po wirowaniu
i precypitacji etanolem otrzymang probke RNA rozpusci¢ w 400 ul wody(RNase-free water) [1].

Zmodyfikowana metoda izolacji, opisana przez Shibata , Jackson’a i wsp., zawiera etap trawienia
proteinaza K. W metodzie tej 100 mg prébki homogenizowano w 1 ml buforu trawiacego (tj. 200 mM
Tris-HCI, 200 mM NacCl, 1.5 mM MgCl2, 2% SDS, pH=7.5) z 500 pg proteinazy K. Calosc¢
inkubowano w 45°C przez 1 h. Lizat tkanki ekstrahowa¢ 1 ml plynnej mieszaniny
fenol/chloroform/alkohol izoamylowy w stosunku 25:24:1, a nastepnie 1 ml chloroformu. Po
precypitacji etanolem, doda¢ 400 pl wody (RNase-free water). W celu zapewnienia eliminacji
genomowego DNA, prébke inkubowa¢ w 37°C przez 1 h z 1 U DNase I( na pg calkowitego RNA),
a nastepnie inaktywowa¢ w 75°C przez 5 minut [1].



Masuda i wsp. w swoim doswiadczeniu testowali dwie metody izolacji RNA: metode AGPC oraz
metode z proteinaza K. Jako material wykorzystywane byly fragmenty watroby utrwalony w 10%
buforowanej formalinie(BF) i przechowywany przez okres 1 miesigca po utrwaleniu w 4°C. Plasterki
tkanki o wadze ok. 100 mg uzywane byly do izolacji RNA wymienionymi wyzej metodami.

W metodzie AGPC, nawet po intensywnej homogenizacji lub dtugotrwatej inkubacji w roztworze
rodanku guanidyny do 1 h, mate fragmenty tkanki pozostawaly widoczne. W przeciwienstwie do
innego plasterka tkanki, ktory zostal catkowicie strawiony w buforze do lizy (zawierajacym
proteinaze K), przez inkubacje w 45°C przez 1h. Na podstawie powyzszych wynikéw, uwzgledniajac
roznice w zdolnosci do rozpuszczania tkanki, nalezy zaznaczy¢, ze metoda z proteinaza K jest lepsza

[1].

W przedstawionej zmodyfikowanej metodzie (z trawieniem proteinaza K) w doswiadczeniu
przeprowadzonym przez Masuda i wsp., wydajnos¢ wyizolowanego RNA bylta 10-razy wieksza
w metodzie z trawieniem proteinaza K, niz w metodzie AGPC. W metodzie z proteinaza K nie
stwierdzono réznic w ilosci i integralnosci izolowanego RNA z tkanek $wiezych i zamrozonych
o podobnych rozmiarach [1].

RNA obecny w komoérkach drozdzowych mozna wyekstrahowaé ze zhomogenizowanych komérek za
pomoca metody, w ktorej wykorzystuje sie 2% roztwor soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS).
Otrzymany w ten sposob ekstrakt (RNA) charakteryzuje sie niewielka zawartoscia DNA (tj. <0.5%),
oraz biatek, ktérych jest < 2.0% [14].

Przedstawiona ponizej metoda izolacji RNA z komoérek drozdzowych (Schmitt i wsp. ), pozwala na
wyizolowanie wystarczajacej ilosci materiatu w ok. 60 minut. W metodzie wykorzystano fenol oraz
roztwor soli sodowej SDS [3].

Izolacja RNA z komdrek drozdzowych Saccharomyces cerevisiae (mini-preparacja RNA
z wykorzystaniem fenolu i SDS) [3].

Komorki drozdzy hodowa¢ w ptynnym podiozu YPG ( 2% glukoza, 1% pepton, 1% ekstrakt
drozdzowy). Pobrac¢ 10 ml kultury, komoérki zebraé¢ przez odwirowanie, i zawiesi¢ w 400 pl 50 mM
octanu sodu o pH=5.3 oraz 10 mM EDTA (bufor AE).

Zawiesine komorek przenies¢ do 1,5 ml probowki, dodac¢ 40 pl 10% SDS. Calos$¢ zawiesiny zwirowac.
Nastepnie doda¢ swiezy fenolu zréwnowazony réwng objetoscia buforu AE. Mieszanine ponownie
zwirowac i inkubowa¢ w 65°C przez 4 minuty, po inkubacji gwattownie schtodzi¢ na lodzie az do
wytracenia sie krysztatow fenolu. Zwirowac przez 2 minuty przy najwyzszych obrotach, w celu
oddzielenia fazy wodnej od fenolowej. Gorna faze (wodna) przenies¢ do nowej probdwki,
i ekstrahowa¢ ja mieszanina fenol: chloroform w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Do
wyodrebnionej fazy wodnej doda¢ 40 ul 0.3M octanu sodu o pH=5.3. Nastepnie doda¢ 2,5 objetosci
alkoholu etylowego do powstatego osadu RNA. Osad przemy¢ 80% etanolem, wysuszy¢ i zawiesi¢
w 20 pul sterylnej wody.

Przechowywac¢ w -70°C do momentu ponownego uzycia probki. Podczas izolacji podja¢ powszechnie
znane srodki ostroznosci w celu unikniecia zanieczyszczenia RNA rybonukleazami [3].
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Zdjecie: izolacja RNA z komorek drozdzowych Saccharomyces
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M.E. Schmitt, T.A. Brown i B.L. Trumpower [3] zastosowali skrocona metode izolacji RNA z fenolem.
Po izolacji otrzymano od 60ug do 300ug catkowitego RNA na 10 ml kultury, w zaleznosci od szczepu
z jakiego materiat genetyczny byt izolowany [3]. Inna metoda izolacji RNA (z wykorzystaniem
piasku szklanego-kulek szklanych) , uwazana jest przez badaczy za zmudna w wykonaniu,
a dodatkowo mato efektywna, gdyz izoluje sie nia mato RNA [3].

Izolacja RNA z drozdzy

W kolbie ptaskodennej doprowadzi¢ do wrzenia 10 mL 2% roztworu SDS. Nastepnie do wrzacego
roztworu doda¢ 2 g rozdrobnionych $wiezych drozdzy. Cala zawarto$¢ ogrzewac przez ok. 3 minuty.
Po ogrzewaniu, kolbe schtodzi¢ strumieniem zimnej wody z kranu, nastepnie zawartos¢ kolby
przenies¢ do probowki wird6wkowej i odwirowac¢ (10 min, 6000 rpm). Otrzymany po wirowaniu
supernatant przenies¢ do kolbki ptaskodennej, doda¢ 1 ml roztworu octanu potasu i 22 ml alkoholu
etylowego. Mieszanine (z wytraconym RNA) pozostawi¢ na tazni lodowej przez okres 0,5h. Po
uplywie tego czasu probke odwirowac (6 min, 6000 rpm). Roztwor znad osadu zdekantowadé, z kolei
otrzymany osad RNA rozpusci¢ w 1 ml wody. Wyizolowane RNA z drozdzy przechowywac
w temperaturze 0°C do momentu dalszej analizy [14].

Izolacja RNA z komorek hodowanych in vitro [4].

Komérki hodowane w naczyniu hodowlanym zebra¢, przemy¢ PBS i zawiesi¢ w 0,5 ml buforu A (tj.5
mM MgCI2, 100 mM NaCl, 50 mM HEPES pH=7.0). Doda¢ 0.5 ml buforu B (tj. bufor A, 1% Nonident
P40, 0.2% DEPC) o temp. 0°C. Cato$¢ doktadnie wymieszac¢, a nastepnie inkubowac¢ w temp. 0°C
przez 1 minute. Otrzymane lizaty komorek wirowac¢ przez 5 minut, 2500 rpm, w temperaturze 4°C (w
celu oddzielenia jader komdrkowych).

Otrzymany po wirowaniu supernatant przenies¢ do nowej probowki Eppendorf. Do supernatantu
dodac¢ 0.6 ml mieszaniny fenol/CIAA w stosunku 1:1 (tj. fenol wysycony 10 mM Tris-HCl pH=7.5, 100
mM NaCl, 1 mM EDTA). Mieszanine intensywnie wytrzasa¢ prze 1 minute. Nastepnie zwirowac (20
min), zebra¢ powstaly supernatant i ponownie wytrzasa¢ z réwna objetoscia fenol/CIAA. Po
wirowaniu i zebraniu powstatej fazy wodnej, do probki dodaé¢ 0.1 obj. 3 M octanu sodu o pH=5.2.

RNA wytraca przez dodanie 2,5 objetosci etanolu. Odstawi¢, a po 3h zebra¢ osad RNA przez
odwirowanie przez 30 minut przy 8000rpm. Otrzymany osad przemy¢ 80% etanolem, wysuszy¢, a na
koniec zawiesi¢ w 100 ul sterylnej wody (traktowanej roztworem DEPC) [4].

Krew obwodowa jest to krew pochodzaca z naczyn krwionosnych tj. z naczyn zylnych, wiosniczek,
badz tetnic [15].

Izolacja RNA z limfocytow krwi obwodowej [4].

10 ml krwi obwodowej pobrac¢ na 100 ul 10% EDTA o pH=8.0. Krew rozcienczy¢ (przez dodanie 10
ml BSS tj. roztwor A: D-glukoza 0.1%, 5x10-5M CaCl2 x 2H20, 9,8x 10-6M MgCI2 x 6H20,
5.4x10-3M KCl, 0.145M Tris-HCl o pH=7.6; roztwér B: 0.14M NaCl; roztwor koncowy: A:B=1:9).
Calos¢ natozy¢ na 20 ml fikolu, zwirowa¢ w 18°C przez 30 minut przy 1500 rpm. Po wirowaniu
odrzucié¢ surowice. Zebra¢ 10 ml warstwy fikolu, ktéra zawiera limfocyty.

Do otrzymanych limfocytéw doda¢ 30 ml BSS, calo$é¢ wymieszaé, zwirowaé (18°C, 10 min, 2500
rpm). Osad limfocytéw zawiesi¢ w 2 ml BSS, przeniesé do nowej proboéwki typu Eppendorf, zwirowac
(15 sek, 10 000 rpm). Do powstatego osadu dodac¢ 100 ul BSS i zawiesi¢ komdrki przez pipetowanie



(5 razy). Do powstatej zawiesiny doda¢ 400 ul GTC (tj. 4M izotiocyjanian guanidyny, 25 mM
cytrynian sodowy o pH=7.0, 0.5% sarkosyl, 0.1M 2-merkaptoetanol), przepipetowa¢ kilkakrotnie.
Nastepnie dodac¢ 50 pl 2M octanu sodu o pH=4.0, 500 ul fenolu (fenol wysycony H20 o pH=4.0),
i 100 pl CIAA (tj. chloroform: alkohol izoamylowy, w stosunku 49:1). Catos¢ dokladnie wymieszaé
przez pipetowanie (10 razy), i inkubowa¢ w temp. 0°C przez 15 min. Oddzieli¢ faze wodna przez
wirowanie (4°C, 15 min, 10 000 rpm). Po wirowaniu doda¢ 600 pl izopropanolu i inkubowac 2 h
w temperaturze -20°C.

Powstaly osad RNA zebra¢ przez wirowanie (4°C, 20 min, 10 000 rpm). Osad przemy¢ 2 razy 75%
etanole. Po wysuszeniu probke RNA zawiesi¢ w 20 pl wody (traktowanej DEPC) [4].

Autor: Lidia Koperwas
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