Protocolo de extracción RNA total a partir de células

1. Materiales, reactivos y equipos

· Tubos eppendorf RNAsa y DNAsa free

· Puntas RNAsa y DNAsa free

· Micropipetas

· Trizol

· Cloroformo

· Centrífuga (10000 rpm)

· Alcohol 75% preparado en el día

· Agua DEPCT

Procedimiento

1. Agregar 1 mL de Trizol para cada placa de 2,5 cm, homogenizar bien, haciendo pasar el contenido con Trizol a través de la punta de una micropipeta en reiteradas oportunidades.

2. Depositar el homogeneizado en un tubo eppendorf de 2 mL

3. Incubar duranre 5 min de 15 a 30°C

4. Agregar 200(L de cloroformo por cada mL de Trizol usado

5. Agitar el tubo durante 15 segundos e incubarlo por 6 min de 15 a 30°C

6. Centrifugar a 10000 rpm durante 15 min a 4°C

Nota: “Se obtienen tres fases al interior del tubo, de las cuales la fase inferior u orgánica, se guarda a –20°C (contiene DNA). La fase inorgánica o superior , contiene el ARN, mientras que la fase intermedia está constituida por proteínas”.

7. Extraer la fase inorgánica y agregarla a un tubo eppendorf nuevo que  contenga 0,5mL de alcohol isopropílico. Nota: al extraer con pipeta el ARN deben ser cuidadosos y tratar de no ser codicioso, pues pueden extraer proteínas de la interfase, lo que contaminaría la muestra).

8. Incubar por 3 min 15 a 30°C

9. Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min a 4°C

10. Remover el sobrenadante y agregar 1 mL de etanol al 75%

11. Mezclar bien y centrifugar a 5500 rpm durante 5 min a 4°C

12. Extraer el sobrenadante e invertir el tubo sobre una toalla de papel (durante algunos minutos) para retirar el exceso de etanol

13. Resuspender el pellet de ARN total en 50 (L de agua tratada con DEPC y tomar una alícuota para determinar la absorbancia a 260 y 280 nm.

El cálculo de RNA total es:

RNA total= 40X Abs 260 X factor de dilución = (gRNA/(L

Trascripción reversa

Para cada 2 (g de RNA total:

1. Agregar 0,5 (g de primer adaptador (oligo dT20)

2. Completar con agua DEPCT hasta un volumen de 10(L

3. Calentar el tubo enfriado para evitar la formación de estructuras secundarias

4. Dejar el tubo enfriando para evitar la formación de estructuras secundarias

Preparar un Mix de:

· M-MLV 5X reaction

5(L

· 10mM dNTPs 


1,25(L

· RNAsa out


0,75(L

· RT




1(L

· Agua DEPCT


7(L

Volumen total: 25(L
El programa de la transcripción reversa debe ser: 42°C por 60 min y finalizar a 4°C-

PCR

1) En un tubo de PCR de 0,2 mL agregara:

· 10X PCR buffer minus Mg2+

2,5(L

· 10mM dNTPs mix


0,5(L

· 50mM MgCl2



0,75(L

· Primer A (10mM)


1,25(L

· Primer B (10mM)


1,25(L

· cDNA




2 (L

· Taq DNA Pol (5U/(L)


0,125(L

· Agua DEPCT



16,625(L

Volumen total: 25(L

2) Se incuban las muestras por 3 min a 94°C

3) Luego se incuban las muestras entre 25 y 35 ciclos de:

Denaturación: 94°C por 45 seg

Alineamiento:  depende del primer

Polimerización: 72°C por 15 min

4) Se finaliza incubando las muestras por 10 min a 72°C y luego se dejan las muestras a 4°C.

