Metoda: Izolace RNA fenol — chloroformovou metodou
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Princip: Technik k izolaci nukleovych kyselin se v dnesni dobé vyuziva cela fada. Mé vsak nejvice zaujala
klasicka metoda izolace RNA pomoci fenol — chloroformu. Nejprve je dilezZité pfipravit si lyzat, ktery
ziskdme pridanim specifickych enzym( a detergentd ke vzorku. Tyto latky narusi celistvost bunék a
umozni wyliti jejich obsahu. Kromé nukleovych kyselin jsou to vSak i rlznych proteiny, které vzorek
kontaminuji. Nasledné tedy pfidame lyzac¢ni roztok, ktery bunééné proteiny degraduje. Nejcastéji se
vyuziva proteindaza K ¢i RNaza nebo DNaza (zalezi, jakou nukleovou kyselinu chceme izolovat a jakou
potfebujeme degradovat.)

Vtuto chvili je jiz lyzat pfipraven k dalSimu kroku metody, kterym je pfidani roztoku fenolu a
chloroformu. Fenolova ¢ast oddéluje nukleové kyseliny od natravenych proteinlt pomoci rozdilné
rozpustnosti v polarnich (vodny roztok) a méné polarnich rozpoustédlech (fenol). Nukleové kyseliny
jsou vysoce poldrni a ve fenolu se Spatné rozpousti, proto pfechazi do vodné faze. Proteiny jsou slozené
z vice ¢i méné polarnich aminokyselin, takZze se shromazduji na rozhrani mezi fenolem a vodnym
roztokem.

Nasledné nechame vzorek centrifugovat, diky cemuz dojde k jeho rozdéleni na fenolovou fazi, fazi se
zbytkem denaturovanych protein a buriek (tzv. mezifazi) a vodnou fazi s rozpusténymi nukleovymi
kyselinami. K separaci téchto fazi napomaha chloroform. Poté se odpipetuje vodna faze do smési
izoamylakoholu s chloroformem, ¢imz dojde k ocisténi od proteind.

V zavérecné fazi RNA precipujeme z vodného roztoku, ¢ehoZ dosahneme pridanim etanolu, pfipadné
izopropanolu.

Uplatnéni metody: Izolace obecné nukleovych kyselin ma mnoha vyuziti, nebot ziskand nukleova
kyselina tvoti vychozi material pro témér vsechny molekularné genetické metody, napfiklad metoda
PCR, NGS nebo aCGH.

Uskali metody: Hlavni nevyhodou metody je znaéna pracnost a ¢asova naroénost. Kromé toho je
molekula RNA v porovnani s molekulou DNA nachylné&jsi na plsobeni ribonukledz. Po kontaktu s nimi
dojde k jeji degradaci. Z tohoto dlivodu je velmi dllezZité prisné pouzivani rukavic, specialnich Spicek
s filtrem a vody bez aktivnich ribonukledz. DalsSim problémem je vyuzZiti fenolu a chloroformu, které
mohou byt pro laboratorni personal zdravotnim rizikem. V neposledni fadé je pfi praci s nukleovymi
kyselinami nutné dodrzovat eticka pravidla.

Pristrojové vybaveni: Tato metoda neni na pfistrojové vybaveni nijak naro€na. Zapotiebi je pouze
centrifuga, ktera je vSak v dnesni dobé béZnou vybavou témér kazdé laboratore.

Odbér a transport: Pro izolaci nukleovych kyselin se témér ve vétsiné pripadl pouziva nesrazliva Zilni

krev. Proto je dulleZity odbér do K3EDTA zkumavek, které zabrani jejimu srazeni. Kromé krve se
zpracovavaji i jiné télesné tekutiny, nativni tkdné nebo bunécné kultury.
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