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Vloge RNA v celicah
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Vrste RNA

snRNA, SL RNA
(ni prikazana);
izrezovanje mRNA;

gRNA,
snoRNA...

RNA vpletene |
v post- \
transkripcijske
modifikacije

Regulatorne
RNA; razlicne
naloge

IncRNA, miRNA, shRNA,
eRNA... (ni prikazana); uravnavanje

prevajanja mRNA (translacija) _

tRNA

mMRNA

RNA v evkariontskih celicah

e 10> mikrogramov RNA

¢ Op. Ocenjena je koli¢ina/masa v povprecni celici sesalcev. Koli¢ine/mase posameznih vrst RNA so

seveda razli¢ne v razli¢nih celicah.
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RNA glede na maso
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Pogoste tezave pri izolaciji mRNA
e Kemicno nestabilna enoverizna molekula

* RNaze

— Kje se nahajajo RNaze?

— Kako preprecimo delovanje RNaz v postopku
izolacije RNA?

Inhibitorji RNaz

e DEPC: dietilpirokarbonat
— AlkilirajoCa spojina, modificira proteine, NK,...
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e Odvzem vzorca

* Homogenizacija // odstranjevanje rdecih krvnick,
¢e imamo kri

* Liza celic (denaturanti, inhibitorji RNaz)
» Denaturacija/razgradnja proteinov

* Locevanje RNA od razgrajenih/denaturiranih
proteinov, DNA, lipidov, ostalih celi¢nih
komponent...

e Obarjanje RNA

e Raztapljanje RNA v ustreznem pufru

Osnovni koraki izolacije RNA

Izolacija RNA z afinitetno kolono

Gvanidinijev tiocianat
-Kaotropna sol
-Denaturira proteine
-Lizira celice
-Inhibira Rnaze

Etanol
-Zagotovi pogoje za
vezavo RNA na silikatno
membrano

1 vzorec v pufru RLT

|‘ celice v kulturi (105-107 celic)
i ali
\ tkivo (10 - 30 mg)

lizain

l. homogenizacija

T centrifugiranje
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vezava RNA na
membrano

celokupna RNA Pufer RW1 — malo gvanidinijevega
tiocianata (predvsem kot zas¢ita
pred RNazami)
-Odstrani makromolekule, ki
niso RNA

-Odstranijo se tudi molekule

spiranje (SxV RNA, ki so krajée kot 200
1x pufer RW1 nkt.

2x pufer RPE

cenlnfugnanje\

Pufer RPE
-Zagotovi blage pogoje za
spiranje/odstranjevanje soli
(ki so bile v prej
uporabljenih pufrih)

centrifugiranje

elucija RNA iz
membrane

celokupna RNA
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lzvedba vaje

Razdelitev v skupine po 2 (3).
Sledite navodilom, stran 9.
Ocistite delovne povrsine in pribor.

Dodajte pufer RLT, prenesite v 2 ml centrifugirke,
navodila, str. 10.

Homogenizirajte v digestoriju. Po vsaki
homogenizaciji sperite homogenizator z DEPC
H,O — 2x. Po potrebi s papirjem odstranite tkivo iz
kovinskega nastavka.

Sledite navodilom na strani 10.

Analiza RNA

A (RNA, max) pri 260 nm
A (proteini, max) pri 280 nm
A (kontaminanti) pri 230 nm

A260/A280 > 1,8
A260/A230>1,8
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Analiza RNA

A , - "
—20—— X standardni koeficient X faktor redCitve
dolzina poti

+ [RNA] =

* Donos RNA = [RNA]X Vvzo,,,

* RIN

Porocilo

* Rezultate analize dobite po e-posti.
* Napisite porocilo, posljite ga na naslov:
petra.hudler@mf.uni-lj.si
e Elementi porocila (1 — 2 strani, imena in priimki
Studentov v skupini, Stevilka vzorca):
— Namen vaje
— Rezultati
— Komentar rezultatov
— Odgovorite na vprasanja iz razprave, str. 12.
— Poslati do 22. 11. 2017
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