RNA izolasyonu




RNA molekula

Yasayan tum canlilarda ve viruslerde bulunan polimerik yapidaki ntkleik
asittir.

Tek zincirli yapida bulunur. Icerisinde Adenin, Guanin, Urasil ve sitozin
bazlari olup, seker molekull olarak da Riboz pentozu tasimaktadir.

DNA molekultinden farkl olarak;
Daha kisadirlar. DNA molekulinden uretilirler.

Nukleozom yapisi olmadan farkli katlanma tipleri gosterirler.

MRNA, tRNA, rRNA, miRNA, siRNA, LongRNA, LincRNA, siRNA
gibi farkl fonksiyonlara sahip RNA molekdilleri bulunur.

Ribozomlar hem prokaryot hem de dkaryotlarda iki altbirimden
olusur. Bu altbirimler santrifijleme  sirasinda  hangi
hizda sedimante olduklart ile iliskili olarak adlandirilir
(adlarindaki S, Svedberg birimine karsilik gelir). Tabloda parantez
icindeki rakamlar, altbirimde bulunan rRNA molekillerine aittir.



https://tr.wikipedia.org/wiki/Prokaryot
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%96karyot
https://tr.wikipedia.org/wiki/Santrif%C3%BCj
https://tr.wikipedia.org/wiki/Sedimantasyon
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Svedberg&action=edit&redlink=1

RNA molekul




*%80-85 rRNA (28S, 18S, 5S o6karyot)
*%1-5 mMRNA
*%10-15 tRNA




RNA Izolasyonu

Molekuler Biyoloji calismalarinin en kritik asamalarindan biri
RNA izolasyonudur.

RNA izolasyonu ¢ok zordur. DNA kadar kararli bir molekdl
degildir.

Cunkd, Ribonukleazlar (Rnaz =RNase) cok stabildir.

Izolasyon sirasinda RNA’larin parcalanmasi cok sik karsilasilan
bir durumdur.

Cunkd, RNA stabil olmayan bir molekdaldur. Kolay yikilir.



RNA Izolasyonu Temel Basamaklar

Hiicre ceperinin ve membraninin parcalanmasi (LIZIS)

Hucre lizatinin santrifijlenmesi ile RNA'nin diger
makromolekullerden ayrilmasi

RNA izolasyonunda htcre tipi ve RNA'nin ne amacla
kullanilacagi COK dnemli !




RNA izolasyon Prensipleri 1

Bir cok RNA izolasyon protokolinde cok gicli protein denatlrani ve
ayrica RNazlarin guclt bir inhibitéri olan Guanidyum iceren Lizis

soltsyonlari kullanilir.

Izolasyon sirasinda kullanilacak olan materyaller cok dikkatli bir sekilde
hazirlanmalidir.

Kullanilacak tupler ve pipetler otoklavlanmali.

Kullanilacak tim sollisyonlar Rnase free (Rnaz’siz su) distile su ile
nazirlanmalidir.

Bu amacla Rnase free su Dietilpropiyonat (DEPC) ile
hazirlanmalidir.

DEPC Rnazlarn irreversibl (Geri Donusimsiz) olarak denatire
eder.

Not: Tris DEPC’yi inaktif eder. Bu yuzden Tris iceren cozeltiler
DEPC ile hazirlanmamalidir.




RNA izolasyon Prensipleri 2

RNA molekiuli genomik DNA’dan asidik soltsyonlar
kullanilarak ayrilir.

RNAse her yerde vardir. Ozellikle ellerimizde bulunur. Bu
nedenle RNA izolasyonu vyapilirken mutlaka eldiven
kullanmaliyiz.

Ayrica kullanilan soltsyonlar oldukca toksik maddelerdir.

RNA izolasyonu kesinlikle soguk ortamda (Buz igerisinde)
vapilmalidir. 1zolasyon sirasinda tupler 30 saniye kadar kisa bir
siire disarida kalsa RNA’lar degrede olur.

Izole edilen RNA’lar -80 derecede saklanir.



RNA Izolasyonu Metotlari

Guanidine Tiyosiyanat Methodu
Proteinaz K Methodu

Sezyum Klorid Gradient Purifikasyonu

Trizol ile RNA izolasyonu methodu (Birlestirilmis Metot)




1. Guanidine Tiyosiyanat
Methodu

Hucreler Guanidin tiyosiyanat ve 2-merkaptoetanol iceren
buffer icerisinde lizis edilir.

Sipernatant CsCl(Sezyum Klortir) Uzerine eklenir ve santrifij
edilir.

Olusan RNA pelleti buffer icerisinde ¢ozulur.
RNA'yi presipite etmek icin Etanol eklenir.



2. Proteinaz K Methodu

Hipotonik bir soltsyon ile yapilan lizis hlcreleri parcalar ve
nukleusu serbest birakir,

Santrifuj sonucu Sitoplazmik RNA stupernatantta kalir.

Proteinaz K ile inklibasyon sonrasinda fenol/kloroform ile
ekstraksiyon yapllir.

Santrifuj sonrasinda RNA sivi fazda kalir.

Bu metottaki Asidik Fenol RNA’y1 sivi fazda birakir. Bu asidik
fenol DNA’y1 kolay notralize olan fosfat gruplari varligindan
dolayi fenol fazda tutar.

Etanol eklenerek RNA presipite edilir.



3. Sezyum Klorid Gradienti ile
Purifikasyon

RNA DNA'dan daha yogundur. Bu nedenle CsCi
solisyonunda dibe ¢oker.

Bu metod ultrasantriftj de gerceklestirilir.

A——?M tein

) Ultrasantrifij sonrasinda
e RN A AE DI protein, lipid ve
3 polisakkaritler en yukarida,
A Supenceiled PNA DNA ortada kalirken, RNA
S dibe ¢coker.
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4. Trizol ile Total RNA Izolasyonu
Yonteminin Prensipleri 1

En iyi ve etkili Manual RNA izolasyon teknigidir.

Ticari kit kullanimina gére daha fazla miktarda RNA izole edilir.
Fakat kite gore izole edilen RNA'nin saflik miktari daha dusuk

olabilir.

Trizol: Guanidinium thiocyanate — phenol — chloroform.

+4 derecede saklanir ve vicuda temasi halinde yanma ve
tahris s6z konusudur. Icerisinde fenol bulundugu icin kesinlikle

solunmamalidir.



Trizol ile Total RNA Izolasyonu
Yonteminin Prensipleri 2




Trizol ile Total RNA Izolasyonu
Yonteminin Prensipleri 3

Trizol ile izole edilmis olan RNA Northern Blotting, RT-PCR,
Dot Blot assay ve RNAse Protection Analysis calismalarinda
kullanilabilir.

Trizol ile izole edilen RNA Northern blot ve
Immunopresipitasyon calismalariicin kullanilacak ise akrilamid
jeller kullanilarak elektroforez yurutulmesi yapilir.




Ticari Kitlerdeki RNA izolasyonu
Mantigi

RNA izolasyonu da tipki DNA izolasyonunda size anlatilan
mantik ile presipite edilir.

Hucreler lizis edilir. Hucre lizati kolon iceren tuplere alinir.
Kolonlar RNA'y1 kendine baglarken, diger molekdilleri baglamaz.

Son olarak kolona baglanan RNA kolondan ayrilarak presipite
edilir.
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RNA Kalite Kontroli 1

m RRLA » RNA Kalite kontroli birkac farkl
sekilde yapilabilir.

» Bunlardan biri; RNA'nin agaroz
jelde yurutulmesidir.

» Agaroz jelde 28 S ve 18 S RNA
yogun bir sekilde goéruluyorsa
total RNA izolasyonu basarili
olmustur(dkaryotik organizma).

» Fakat bu bantlarin disinda
smear goruntusu varsa
parcalanma gerceklesmistir.

» Yeniden izolasyon  yapmak
gerekir.




RNA Kalite Kontroli 2

~lzole edilen RNA molekili dizileme calismalarinda
kullanilacaksa, Kalite kontroli RNA bioanalyzer cihazlari ile
vapiimahdir.
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—x NOTE: Total RNAs with lower RIN values may require increased input
amounts to generate enough aRNA for hybridization to an array.
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RNA'nin Agaroz Jelde
Gorunttlenmesi 1

RNA molekultd tipki DNA molekilid gibi agaroz jelde

yuratulebilir. Fakat kullanilan tamponlar ve ortam sartlari
farkhdir.

Total RNA izolasyonu sonucu
eger RNA degrede olmussa
agaroz jelde smear goriintusu
olusur. RNA par¢calanmamissa
18 S ve 28 S olarak yogun

gorulen RNA bantlari olusur.




RNA'nin Agaroz Jelde
Goruntulenmesi 2

Prensip 1: RNA Sekonder yapida bulunur. (1. Slayt) jelde
yuratulirken ise bu sekonder vyapisini  kaybetmesi
gerekmektedir. Bunun icin denature edici ajan olarak jel
vapisinin icerisinde formaldehyde bulunmalidir.

Prensip 2: Tek zincirli halde bulunan RNA molekali EtBr gibi
bir boya ile etkilesime girme egilimi gostermez. Bu bakimdan
etkilesim olusmasini zorlamak icin hem jel icerisine hem de
loading dye icerisine EtBr eklenmesi gerekmektedir.

Agaroz jel karisimi icerisinde MOPS buffer bulunmalidir.



RNA'nin Agaroz Jelde
Goruntulenmesi 3: MOPS

3-(N-morpholino) propanesulfonic acid

Nortal pH ortami saglar.

10X MOPS buffer oda sicakliginda filtre edilerek veya otoklavlanarak
karanlikta saklanir. Rengi sari olmalidir. Koyulasmis olan MOPS’un yapisi
bozulmustur. Kullanilmamalidir.
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NUkleik Asitlerin Spektrofotometrik
Olcumi ve Saflik Kontroli

Optik Densite (OD) Olcumu : Nukleotidler spektrumun UV
bolgesinde maximum 260 nm dalga boyundaki 15181 absorbe
ederler. Proteinler ise 280 nm UV 1sig1 daha fazla absorbe

ederler.

OD degeri; DNA ve RNA'nin safliklarini belirlemede
kullanilmaktadir.

Eger Sollisyon protein iceriyorsa, OD 260/280 orani azalir.

Saf DNA’nin OD 260/280 orani: 1,8
Saf RNA’nin OD 260/280 orani: 2.0

RNA Konsantrasyonu (pg/ml): Azso X Sulandirim orani x 40



Onemli Noktalar

RNA vyapisindan dolayir DNA'ya goére daha kirilgan bir nukleik asittir.

Bundan dolayr RNA calismalarinda gereken titizlik mutlaka
gosterilmelidir. CunkG ortamdaki en ufak olumsuzluk RNA’larin
parcalanmasina neden olabilir.

RNA saflastirma islemine baslamadan 6nce calisma yapilacak alan

oncelikle “RNasezap” ile dezenfekte edilmelidir. Clinkl, calismalarda
kullanilacak tim kimyasallarin RNase bakimindan temiz olmasi
gerekmektedir. Bundan dolayr kullanilan kimyasallar sadece RNA
calismasi icin kullanilmalidir.

Ayrica laboratuvarda RNA calismalari icin 6zel bir alan olusturulmalidir.
Bir diger 6nemli nokta da, calismalarda ultra-pure otoklavlanmis DEPC’li
su kullaniimasidir. DEPC ortamdaki RNase’lerinin inaktif olmasini saglar.



KANDAN RNA IZOLASYONU PROSEDUR

Total kan, 2000 rpom’de 5 dk santriflij edilir.

Supernatant uzaklastirilir. Aradaki faz yeni ependorfa toplanir.

Toplanan fazin Ustine 800 pl Trizol eklenir. (Bu asamada RNA’ya bagli proteinle

uzaklastirihir).

1-2 dk elde hizlica calkalanir. 5 dk oda sicakhginda bekletilir. (5 dk’ dan fazla beklerse RNA
zarar gorebilir).

160 ul kloroform eklenir.

1-2 dk elde hizlica calkalanir. Bu asamada yogun kivamda olacak. 2-3 dk beklet.
13.000 rpm’de 15 dk santrifij edilir. (+4°C)

Ust faz yeni tiipe aktarilir.

400 pl, 2-propanol eklenir. 3-5 defa alt Ust edilir. Bulaniklik gozlenir.

10 dk oda sicakliginda beklenir.

13.000 rpm’de 15 dk santrifdj edilir. (+4°C)

1 ml %70 etanol eklenir.

7.500 rom’de 5 dk santrifij edilir. (+4°C) Pellet gorinmeli.

Pellet 30 ul nuclease-free dH20 ile ¢6zilmeli.



