Molekulārās metodes mikrobioloģijā.

Totālās RNS izdalīšana no E. coli šūnām

Šūnu protoplastošana

1) Savāc šūnas, 15ml E. coli kultūras centrifugējot 15 minūtes pie 5900 x g, +4°C (50ml stobriņā);

- Pirms centrifugēšanas visus stobriņus nosver un nobalansē, pievienojot kultūru liīdz smagākā stobriņa masai.
2) Resuspendē šūnas 10ml protoplastošanas buferī. Pievieno 80µl 50mg/ml lizozīmu. Inkubē 15 minūtes pie +4°C.

- Lizozīms noārdīs šūnapvalka peptidoglikānus, atstājot šūnas bez šūnapvalka (protoplastus).

3) Savāc protoplastus, centrifugējot 5 minūtes pie 5900 x g, , +4°C. Supernatantu nolej;

Guanidīna tiocianāta – fenola – hloroforma ekstrakcija
4) Protoplastus resuspendē 700µl šķīdumā D, nekavējoties pārnes 2ml mikrocentrifūgas stobriņā un pievieno sekojošus reaģentus: 70µl 2M nātrija acetātu (pH 4.0), 700µl ar ūdeni piesātinātu fenolu un 140µl hloroformu – izoamilspirtu (49:1). 10 sekundes samaisa vorteksējot;

5) Centrifugē 20 minūtes pie 10000 x g, +4°C un virsējo RNS saturošo ūdens fāzi uzmanīgi ar pipeti pārnes jaunā stobriņā. Stobriņu ar organisko fāzi un DNS interfāzi saglabā pie +4°C;

Turpina ar etanola VAI izopropanola precipitāciju 
(A) Etanola precipitācija

6a) Ar pipeti savāc augšējo ūdens fāzi un sadala to vienādās daļās pa diviem 1,5ml stobriņiem.  Pievieno 1/10 tilpumu 3M nātrija acetātu (pH 5.2) / 1mM EDTA un 2-2,5 tilpumus ledus aukstu 96% etanolu. Invertē stobriņu 10x un precipitē RNS, uz 20 minūtēm ievietojot stobriņu kelvinatorā pie -80°C.

7a) Centrifugē stobriņu 10 minūtes pie 13000 x g (+4°C), pēc kā jābūt redzamai baltai RNS nogulsnei. Uzmanīgi atsūc etanolu.

8a) Skalo nogulsni ar 1ml 70-80% etanolu. Centrifugē stobriņu 5 minūtes pie 13000 x g RMP (+4°C). Uzmanīgi atsūc etanolu un apmēram 15-20 minūtes žāvē nogulsni, stobriņu atstājot atvērtu.

9a) Katru nogulsni izšķīdina 50µl ūdens. RNS šķīdumus no abiem stobriņiem apvieno vienā.
(B) Izopropanola precipirācija 

6b) Ar pipeti savāc augšējo ūdens fāzi jaunā 1,5ml stobriņā un pievieno 0,7-0,8 tilpumus izopropanola. Invertē 10x un precipitē RNS, atstājot stobriņu uz 10 minūtēm istabas temperatūrā.
7b) Centrifugē stobriņu 10 minūtes pie 13000 x g (+4°C), pēc kā jābūt redzamai baltai RNS nogulsnei. Uzmanīgi atsūc izopropanolu.

8b) Skalo nogulsni ar 1ml 70-80% etanolu. Centrifugē stobriņu 5 minūtes pie 13000 x g RMP (+4°C). Uzmanīgi atsūc etanolu un apmēram 15-20 minūtes žāvē nogulsni, stobriņu atstājot atvērtu.
9b) RNS nogulsni izšķīdina 100µl ūdens. 

10) Nomēra RNS koncentrāciju un tīrību ar NanoDrop spektrofotometru. Uzglabā RNS pie -20°C vai kelvinatorā pie -80°C.

	Koncentrācija, µg/ml
	260/280
	260/230

	
	
	


RNS elektoforēze  agarozes gēlā (kvalitātes pārbaude)
11) RNS kvalitātes pārbaudei gatavo 1,5% agarozes gēlu 1x TBE buferī; 

12) Paraugus sagatavo, 250-500ng RNS sajauc ar 2x denaturējošu uznešanas šķīdumu;
13) Pirms uznešanas uz gēla, paraugu 10 minūtes karsē pie 80°C un atdzesē uz ledus bloka.
Reaģenti
1) Protoplastošanas buferis 
15 mM Tris-Cl, pH 8.0

0.45 M saharoze

8 mM EDTA

2) Šķīdums D
4 M guanidīna tiocianāts

25 mM nātrija citrāts, pH 7.0

0.5% N-laurozilsarkozīns

0.1 M 2-merkaptoetanols 
3) 1x TBE buferis
90 mM Tris bāze

90 mM borskābe

2 mM EDTA
4) 2x RNS uznešanas šķīdums
95% formamīds

0.025% SDS

0.025% bromfenol zilais

0.025% ksilēna cianols

0.025% etīdija bromīds

0.5mM EDTA

