Insan Kan Orneginden Total RNA izolasyonu
GIRIS
DNA'da depolanan genetik bilginin diger bir niikleik asit olan RNA'ya transfer oldugunu
biliyoruz. Genetik analizlerin bazilar1 RNA iizerinde calisilarak gerceklestirilir.Kesin bir
boyutlandirma ve karakterizasyon iglemi yapmak ve cDNA kiitiiphaneleri olusturabilmek i¢in

RNA intakt olarak elde edilmelidir. Intakt RNA izolasyonu i¢in Guanidium thiocyanide

metodu kullanilacaktir.

Prosediir

Total RNA izolasyonu

1- 5 ml kan 6rnegi alinir ve (0.5 ml 0.5 M EDTA,ph:8.0) EDTA igeren tiipe transfer edilir.
2-Esit hacimde fikolle kan tabakas1 yavasca olusturulur ve 1000xg ,20 dakika satrifiijlenir.
3-Lokosit tabakasi dikkatlice alinir ve 1ml PBS ile yikanir.

4-6500 rpm de 2 dakika mikrosantifiij uygulanir ve siipernatan atilir.

5-Hiicrelerin tizerine 1000 pl solusyon D ve 100 pl sodyum asetat eklenir.

6-Tiip ¢alkalandiktan sonra 100 ul asidik fenol eklenir.

7-lyice karistirilir ve 200 ul kloroform:izoamil alkol (49:1) karisimindan eklenir.

8-15 dakika buz tlizerinde bekletilir ve 10000xg,20 dakika satrifiijlenir.

9-Siipernatan alinir ve 1000 pl izopropanol eklenir. Sonra 30 dakika boyunca -20 C°de inkiibe

edilir.

10-10000xg de 20 dakika tekrar santifiijlenir. Santifiij sonrast RNA peleti tiipiin yiizeyinde

beyaz bulutsu bicimde goriinebilir. Siipernatan atilir.

11-RNA molekiilleri %75lik alkolde tekrar siispanse edilir.



Izolatin Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile Denetimi
1-0.2 gr agaroz 17.4 ml su igerisinde kaynatilir.( DEPC ile muamele edilmis)
2-MOPS tamponundan 2 ml, %37’lik formaldehitten 600ul eklenir.

3-60C°’deki jel elektroforez tankina dokdiliir.

Soliisyonlar
Ornek Karisim Kloroform: izoamilalkol
2.5ul MOPS tamponu 26.26 gram | MOPS (3-(N-morfolino)propeno
siilfonik asit)
43 Formaldehit 50mlL1 M Sodyum asetat
ul,%37
5.7 RNA 06rnegi 6.20ml 0.5 | EDTA
M

*Elektroforez yiiriitiillitken MOPS tamponu kullanilir. * dH,O kullanarak 1 litreye

tamamlanir.

Soliisyon D:

4M Guanidyum tiyosiyanat
25 mM Sodyum sitrat

%0.5 Sarkosil

0.1 M B-Merkaptoetanol
PBS Tamponu

20ml,5M NaCl

20ml, 1M Tris-HCI (pH:7.4)

20 ml,0.5 M EDTA (pH:7.5)

*dH,O kullanarak 1 litreye tamamlanir.
Sodyum asetat:

2 M Sodyum asetat, pH: 4.0




