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REAGENS PRO RYCHLOU PRiIPRAVU CISTE A NEDEGRADOVANE RNA
(katalogové ¢islo RO11, R012, R0O13) rev. 04/2025

Upozornéni: RNA Blue obsahuje fenol a dalsi toxické komponenty. Pfi kontaktu s kiZi je nutné omyti
velkym mnoZstvim vody.

Popis

RNA Blue je reagens progresivni metody izolace RNA. Zaklady metody byly popsany v praci Chomczynski, P. a N.
Sacchi, Anal. Biochem., 162: 156-159, 1987. Buriky jsou lyzovany nebo homogenizovany v RNA Blue pfi zachovani
integrity RNA, DNA i proteinl. Pridani chloroformu a nésledna kratka centrifugace vedou k separaci vzorku do tfi fazi:
1. vodni faze, obsahujici RNA, 2. interfaze, obsahujici DNA a 3. organické modre zabarvené faze, obsahuijici proteiny.
RNA je izolovdna z vodni faze precipitaci isopropylalkoholem. RNA Blue reagens je mozné pouzit na soucasnou izolaci
RNA, DNA a proteint ze vzork( rlzného plivodu, véetné ¢lovéka, zvifat, rostlin, kvasinek, bakterii a vir(. Jeden ml RNA
Blue umoiZriuje izolovat RNA, DNA a proteiny z 50 - 100 mg tkané, 5 x 10° bunék nebo z misky (10 cm?) s kulturou
adherentnich bunék.

RNA izolovana pomoci reagens RNA Blue je Cista (Azs0/280 = 1,65 - 1,8) a v nedegradované formé (RNA o velikosti 0,1 -
15 kb).

Technické udaje

Komponenty baleni
e Lahvicka RNA Blue o obsahu 25, 50, 100 ml.
e  Podrobny navod naizolaci RNA, DNA a protein(.

Skladovani
e  Skladovat pfi teploté 4°C + 3°C.

Kontrola kvality
e  Pfipouziti doporu¢eného protokolu je izolovand RNA nedegradovanag, jak je dokumentovano po elektroforetické
separaci RNA ve formaldehydovém gelu a barvenim ethidium bromidem.

Kat. ¢. Ndzev vyrobku a specifikace MnoZstvi w0500
27 3N i~ )
([ 1)

RO11 RNA Blue 25 ml ——

RO12 RNA Blue 50 ml S\ A4

RO13 RNA Blue 100 ml Intertek sv?]ims




RNA Blue

REAGENS PRO RYCHLOU PRiPRAVU CISTE A NEDEGRADOVANE RNA
(katalogové Cislo R011, R012, R013)

Protokol

1. Navod na izolaci RNA
Problémem pfi izolaci RNA je existence RNaz, které je obtizné inhibovat. Z tohoto dlivodu prace s RNA vyZaduje urcita
opatreni:
- P¥i praci je nutno pouzivat jednoucelové rukavice aby nedoslo ke kontaminaci vzorku RNazami,
které jsou pritomny na rukou.
- Je nutné poutzivat sterilni zkumavky a automatické pipety, uréené vyhradné pro praci s RNA.
- RNA Blue reagens obsahuje silné inhibitory RNaz, které zajisti, Ze RNA je intaktni. Postupy nasledné po kroku
1.2. (viz nize) vSak musi byt provadény za podminek zamezujicich kontakt vzorku s RNazami. Sklo musi byt
vystaveno pusobeni vysoké teploty (180°C, 4 hod) a plastikové predméty musi byt vystaveny plsobeni 0,5 M
NaOH po 10 min, extenzivné proplachnuty vodou a autoklavovany. Je rovnéz nutné zamezit kontaminaci vzorku
bakteriemi a plisnémi.

PoZadovana reagens:
- chloroform (bez doplrikd),
- isopropylalkohol,
- voda, zbavend RNaz (PCR Ultra H20, kat.c. P040),
- 75% ethanol ve vodé, bez RNaz (PCR Et-OH, kat. ¢. P044).

1.1. Homogenizace bunék

Homogenizace bunék se provadi pti pokojové teploté (15 - 30°C).

1.1.1. Buriky v suspenzi. Buriky jsou peletovény centrifugaci. K 5 - 10 x 10° bunék (nap¥. leukemickych) je pfidan 1 ml RNA
Blue a bunky jsou rozvolnény pipetovanim.

1.1.2. Bunky rostouci jako monolayer. Z bunék je odstranéno kultivacni medium (odsatim) a k burikdm je pridan RNA
Blue; 1 ml na misku o plose 10 cm? (priimér 3,5 cm). Buriky jsou rozvolnény pipetovanim a vzorek je pfenesen do
centrifugacni zkumavky (napr 1,5 ml, Eppendorf).

1.1.3. Tkdné 50 - 100 mg tkané je homogenizovdno v 1 ml RNA Blue pomoci Polytronu nebo jiného homogenizatoru.
Objem vzorku by nemél prekrocit 10% objemu RNA Blue.

1.2. Fazova separace

Bunky a homogenizované tkané v RNA Blue jsou inkubovany 5 min pfi pokojové teploté aby doslo ke kompletnimu
rozvolnéni nukleoproteinového komplexu. K 1 ml RNA Blue se pfida 0,2 ml chloroformu. Zkumavka se uzavie vickem,
silné protrepe (15 sec) a inkubuje pfi pokojové teploté 5 min. Poté je vzorek centrifugovan pfi 12 000 x g, 10 min, 4°C. Po
centrifugaci je vzorek rozdélen na horni bezbarvou vodni fazi, interfazi a modrou organickou fazi. RNA se nachazi
vyhradné ve vodni fazi, ktera predstavuje asi 60% objemu RNA Blue reagens pouzitého pro homogenizaci.

1.3. Precipitace RNA

Vodni faze je prenesena do nové zkumavky a RNA je precipitovana pridanim isopropylalkoholu (0,5 ml na 1 ml RNA Blue
pouzitého pro homogenizaci). Vzorek je inkubovan 10 min pfi 4°C a poté centrifugovan pfi 12 000 x g, 10 min, 4°C. RNA
se nachazi na dné a po stranach zkumavky.

1.4. Promyti RNA
Po odstranéni supernatantu se k sedimentu RNA pfidda 1 ml 75% etanolu, dikladné se protfepe a RNA sedimentuje
centrifugaci 5 min pfi 4°C.

1.5. Rozpusténi RNA

Po odstranéni supernatantu se vzorek vysusi na vzduchu 5 - 10 min. DuleZité je aby nedoslo k pfesuseni vzorku, které by
snizilo rozpustnost RNA. RNA se rozpusti v PCR Ultra H20. Pipetovani pomoci pipetovaci Spi¢ky a zahrati na 55 - 60°C
napomaha rozpousténi RNA.



1.6. Poznamky k izolaci RNA

1.6.1. Izolace RNA z rliznych typd bunék

K izolaci RNA je moZno poutzit vSsechny typy bunék, véetné rostlinnych, bakterii a kvasinek. Pokud buriky obsahuji hodné
tuku, polysacharid nebo extracelularniho materialu, pouZiva se dodatecny separacni krok. Po homogenizaci (krok 1.1.)
se vzorek stoci pfi 12 000 x g, 10 min, 4°C (odstranéni nerozpustnych materidl(l) a supernatant se prenese do dalsi
zkumavky.

1.6.2. Vytézek RNA

Pfi izolaci RNA pomoci RNA Blue by mély byt ziskany nésledujici vytézky z 1 mg tkané nebo 10° bunék: jatra a slezina (6 -
10 mg), ledvina (3 - 4 pg), svalovina a mozek (1 - 2 pg), placenta (1 - 4 ug), epitelialni buriky (8 - 15 ug), fibroblasty (5 - 7
Hg).

1.6.3. Izolace poly A*RNA
Po precipitaci RNA isopropylalkoholem (krok 1.3.) je peleta RNA rozpusténa v pufru pro izolaci RNA na koloné oligo-dT-
celulézy a provadi se izolace béznym zplisobem.

1.6.4. Pouziti izolované RNA pro RNA PCR

Pro minimalizaci kontaminace izolované RNA bunécnou DNA pfi fazové separaci je vhodné zaradit dalsi centrifugaci po
kroku 1.1. Alternativné, po prenosu vodni fize do nové zkumavky (krok 1.3) se ptidd ke vzorku 1/10 objemu
isopropanolu. Po 5 min inkubaci pfi pokojové teploté je vzorek centrifugovan pri 12 000 x g, 10 min, 4°C. Supernatant je
prenesen do nové zkumavky a RNA precipitovana po pfidani zbyvajicitho mnozstvi isopropylalkoholu (podle kroku 1.3.).

1.7. Potencialni problémy pfi izolaci RNA

1.7.1. Nizké vytézky

Nizky vytéZzek RNA odrazi nekompletni homogenizaci nebo lyzu vzorku (nedostatek RNA Blue reagens) nebo nedokonalé
rozpusténi RNA pelety.

1.7.2. Nizk3 Cistota

Pomér mezi Axo/Azs0 je mensi nez 1,65. Vzorek byl homogenizovan v mensim neZ doporuceném objemu RNA Blue
reagens. Vzorek po homogenizaci nebyl 5 min pfi pokojové teploté (viz krok 1.2.). Vodni faze byla kontaminovana
organickou (modrou) fazi. Nedokonale rozpusténa peleta RNA. Pti rozpousténi nebyla pouzita PCR Ultra H20, ale voda o
pH nizsim nez 6,0 (Wilfinger et al., BioTechniques, 22: 474-481, 1997).

1.7.3. Degradace RNAn

Tkan nebyla zpracovana nebo zamrazena pfi -70°C bezprostfedné po vynéti z organizmu. Vzorky pouZité pro izolaci byly
skladovany pfi - 20°C namisto - 70°C. Buriky byly p¥ed lyzou opracovany trypsinem. Vodni roztok nebo nddobky a plastik
byly kontaminované RNazami. Formaldehyd pouZity pro ptipravu gelu pro elektroforézu mél pH nizsi nez 3.

1.7.4. Kontaminujici DNA
Vzorek byl homogenizovan v malém objemu RNA Blue reagens. Vzorek pouzity pro izolaci RNA obsahoval organicka
rozpoustédla (napt. etanol, DMSO), silné pufry nebo zasadité roztoky.

2. Navod na izolaci DNA
Pozadovana reagens:
-8 mM NaOH,
- 0,1 M citronan sodny,
- absolutni etanol, 10% etanol.

2.1. Precipitace DNA

Pocatecni postup je stejny jako pfi izolaci RNA. Po peclivém odebrani vodni faze, obsahujici RNA, je DNA precipitovana z
interfaze a organické faze (modre zabarvené) pfidanim 0,3 ml 100% etanolu na 1 ml RNA Blue reagens, pouzitého v kroku
1.2. Vzorek je promichan inverzi zkumavky a ponechdn v klidu 2-3 min pfi pokojové teploté. Precipitat je sedimentovan
centrifugaci pfi 2 000 x g, 5 min, 4°C.

2.2. Promyti DNA

Supernatant obsahuijici proteiny je odstranén, pfipadné uchovan pfi 4°C pro naslednou izolaci protein(i. K DNA peleté se
pfida 0,1 M citronan sodny v 10% etanolu (1 ml na 1 ml RNA Blue pouzitého v kroku 1.1.) a peleta se rozvolni tfepanim.
Po minimalné 30 min stani za obCasného tfepani se vzorek centrifuguje pfi 2 000 x g, 5 min, 4°C a peleta se promyva
podruhé stejnym zplsobem. Po dvojim promyti je peleta DNA resuspendovana v 75% etanolu (1,5 ml etanolu na 1 ml



RNA Blue pouzitého v kroku 1.1.) ponechana pti pokojové teploté 10 - 20 min (za obcasného trepdni) a centrifugovana pfi
2000 x g, 5 min, 4°C. DNA v 75% etanolu mUzZe byt skladovana pfi 4°C po nékolik mésicd.

2.3. Rozpusténi DNA

Vzorek je centrifugovan (2000 x g, 5 min, 4°C), peleta DNA je vysusena ve vakuu a rozpusténa v 8 mM NaOH pomalym
protahovanim $pi¢kou mikropipety. Obvykle se DNA z 50-70 mg tkdné nebo 107 bunék rozpousti v 0,3 - 0,6 ml 8 mM
NaOH (finaIni koncentrace DNA byva 0,2 - 0,3 mg/ml. Nerozpustné materidly (zvlasté pfi izolaci DNA z tkani) jsou
odstranény centrifugaci (12 000 x g, 10 min, 4°C). Vzorky rozpusténé v 8 mM NaOH mohou byt skladované pfi 4°C pres
noc. Pro delsi skladovani je nutné upravit pH na 7 - 8 pfidanim nize uvedenych koncentraci 0,1 M nebo 1 M HEPESu
(volnd kyselina) na 1 ml 8 mM NaOH:

Final pH HEPES pl (M Final pH Hepes pl (M
8,4 66 (0,1) 7,5 180 (0,1)
8,2 90 (0,1) 7,2 30(1)

8,0 115 (0,1) 7,0 42 (1)

7,8 135(0,1)

2.4. Poznamky k izolaci DNA

2.4.1. Kvantifikace izolované DNA

Koncentrace DNA je uréena po odebrani ¢asti roztoku DNA v 8 mM NaOH a po nafedéni vodou méfenim absorbance pfi
260 nM. Ao = 1 odpovida koncentraci 50 mg dvouvlaknové DNA/ml. Pro vypocet poctu bunék v analyzovaném vzorku
Ize vychazet z dajd Ze 10° bunék v genomu ¢lovéka odpovida 7,1 ug DNA; u potkana je tato hodnota 6,5 pg a u mysi 5,8
pg. Z 1 mg tkané Ize ziskat 2 - 4 ug DNA (jatra, ledvina), pripadné 2 - 3 ug DNA (svalovina, mozek, placenta).

2.4.2. Pouziti izolované DNA pro PCR
Po rozpusténi pelety DNA v 8 mM NaOH se pH upravi na 8,4 pfidanim 0,1 M Hepesu (volna kyselina) (viz 2.3.). Pro PCR se
pouziva 0,1 - 1 pug vzorku DNA.

2.4.3. Pouziti izolované DNA pro Stépeni restrikénimi enzymy
Roztok DNA v 8 mM NaOH se upravi na pozadovanou hodnotu pH (viz 2.3.) nebo se DNA dialyzuje proti 1 mM EDTA. Pro
restrikéni Stépeni Ize doporucit 3 - 5 jednotek enzymu na 1 ug DNA a Stépeni provadét 3 - 24 hodin.

2.5. Potencialni problémy pfi izolaci DNA
2.5.1. Nizké vytézky
Nekompletni homogenizace vzorku v kroku 1.1. nebo neuplné rozpusténi pelety v kroku 2.3.

2.5.2. Nizka &istota vzorku hodnocend pomérem Azeo/A2s0
Nekompletni odstranéni fenolu pfi pfipravé DNA. Nutno promyt peletu DNA navic 0,1 M citronanem sodnym v 10%
etanolu (viz 2.2.).

2.5.3. Degradovand DNA

Tkan nebyla zpracovdna nebo zamrazena v -70°C bezprostifedné po vynéti z organizmu. Vzorky pouZité pro izolaci byly
skladovany pfi - 20°C namisto - 70°C. Vzorky byly homogenizovédny pomoci Polytronu nebo jiného homogenizatoru pfi
vysokych otackach.

2.5.4. Kontaminujici RNA
Vodni faze nebyla kompletné odstranéna (viz 2.1.). DNA peleta nedostate¢né promyta 0,1 M citronanem sodnym v 10%
etanolu (viz 2.2.).

2.5.5. Pfi poutziti v PCR nizké vytézky
U preparatu DNA nebylo upraveno pH (viz 2.3.a2.4.2.).

2.5.6. Spatné $tépeni restrikénimi enzymy
Nutno ovéfit pH vzorku a zda byl dodan dostatek restrikéniho enzymu (viz 2.4.3.) .



3. Navod na izolaci proteinti

Pozadovana reagens:
- Isopropylalkohol,
- 0,3 M guanidin hydrochlorid v 95% etanolu,
- 95% etanol,
-1% SDS,
- absolutni etanol.

3.1. Precipitace proteind

Proteiny jsou precipitovany z fenol-etanol supernatantu (viz 2.2.) pfidanim 1,5 ml isopropylalkoholu na 1 ml RNA Blue
reagens pouzitého v kroku 1.1. Vzorek je inkubovan 10 min pti pokojové teploté a centrifugovan pfi 12 000 x g, 10 min pfi
4°C.

3.2. Promyti proteinu

Supernatant je odstranén a peleta je 3 x promyta 0,3 M roztokem guanidin hydrochloridu v 95% etanolu (2 ml na 1 ml
RNA Blue pouzitého v kroku 1.1.). Pfi kazdém promyvacim kroku je vzorek inkubovan v promyvacim roztoku 20 min pfi
pokojové teploté a poté centrifugovan pti 7 500 x g, 5 min, 4°C. Proteiny suspendované v 0,3 M guanidin hydrochloridu v
95% etanolu mohou byt skladovany 1 mésic pfi 4°C nebo 1 rok pfi - 20°C. Po tfech promytich je ptidan 100% etanol (2 ml)
a vzorek vortexovan. Vzorek je centrifugovan pfi 7 500 x g, 5 min, 4°C.

3.3. Rozpusténi proteinu
Proteinova peleta je vysusena ve vakuu po dobu 5 - 10 min a rozpusténa pipetovanim v 1 % SDS. Kompletni rozpusténi
muZe vyZadovat zahfati vzorku na 50°C. Nerozpustny material je odstranén centrifugaci pfi 10 000 x g, 10 min, 4°C a
supernatant pfenesen do nové zkumavky. Roztok proteinu miiZe byt pouZit bezprostfedné pro elektroforetickou separaci
nebo zamrazen pfi - 20°C.

3.4. Poznamky k izolaci proteinu

3.4.1. Koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu mizZe byt stanovena metodou podle Bradforda po 10-ti nasobném naredéni pti kterém dojde ke
snizeni koncentrace SDS na 0,1%. Proteiny mohou byt stanoveny rovnéz pomoci BCA protein assay reagent (Pierce) a
dalsimi vhodnymi zpUsoby, které nejsou zaloZeny na promérovani Azeo a Azso (stopy fenolu by mohly zvySovat Azso a Azso).

3.4.2. Alternativni protokol izolace proteini pomoci RNA Blue_
Fenol-etanol supernatant (viz 2.2.) je dialyzovan proti 0,1% SDS pfi 4°C. Po troji vyméné dialyzacniho roztoku je vzorek
centrifugovan a pouZit pro uréeni koncentrace proteinu a elektroforetickou separaci.

3.5. Potencialni problémy pfi izolaci proteinti
3.5.1. Nizké vytézky
Tkané nekompletné homogenizovany v kroku 1.1. Peleta protein( (v kroku 3.3) nekompletné rozpusténa.

3.5.2. Degradace protein(
Tkan nebyla zpracovana nebo zamrazena pfti -70°C bezprostfedné po vynéti z organizmu. Vzorky pouzité pro izolaci byly
skladovany pti - 20°C namisto - 70°C.

3.5.3.Nerovnomérna frakcionace protein( pfi separaci v SDS PAGE
Nedostatecné promyti proteinové pelety (viz 3.2.).

I_)alél' udaje o metodice prace s RNA, DNA a proteiny Ize nalézt v knize Ausubel, F.M., et al, eds. Current Protocols in
Molecular Biology, Vol. 3, Greene Publishing Assoc. and Wiley-Interscience, New York, 1995.



