7. Wyodebnianie RNA z dredzy. Elektroforeza agarozowa kwasow nukleinowys

RNA obecne w drzdzach mana wyekstrahow& ze zhomogenizowanych komérek za pomoc
2% roztworu soli sodowej siarczanu dodecylu (SO@K otrzymany ekstrakt zawiera niewielkie
ilosci DNA (<0,5%) i biatka (<2,0%).

Odczynniki i sprgt laboratoryjny.

1. Swieze dradze

2. 2% roztwor SDS (soli sodowej siarczanu dodecylu)

3. 95% etanol

4. Roztwor octanu potasu (200.gpH 5,0)

5. Bufor TBE (Tris/kwas borowy/EDTA) — roztwoér podstawy 10-krotnie sizony o skladzie:
108 g Tris, 55 g kwasu borowego oraz 3,7 g EDTAO®QLM. wodnego roztworu.

6. Bufor tadupcy: 50% roztwor gliceryny w buforze TBE z dodatkiékakitu bromofenylowego

7. Wirowka

8. taznia wodna

9. Kolby ptaskodenne i okgtodenne

10. Cylindry miarowe

11. Zlewki

12. Agaroza

13.Bromek etydyny
14. Aparat do elektroforezy agarozowe.
15. Transluminator lub zwykta lampa UV

Wykonanie déwiadczenia:
1. Izolacja RNA

W kolbie ptaskodennej doprowadailo wrzenia 10 m 2% roztworu SDS. Do wszego roztworu
dod& 2 g rozdrobnionyckwiezych draxdzy i zawartd¢ ogrzewa przez 3 minuty. Nagpnie kolkg
schiodz¢ strumieniem zimnej wody z kranu, przeitieawartd¢ kolby do probdéwki wirébwkowej i
odwirowa: przez 10 min przy 6000 RPM. Supernatant przéni® kolbki ptaskodennej, dodd
ML roztworu octanu potasu, a ngstie 22 m etanolu. Mieszaninz wytraconym RNA pozostawi
na tani lodowej przez 0,5 godziny, a ngstie odwirowé przez 6 min przy 6000 RPM. Roztwor
znad osadu zdekantowaza otrzymany osad RNA rozgci¢ w 1 mL wody. Roztwory otrzymane
w wyniku izolacji RNA z dradzy nalezy przechowywé w temperaturze @, az do momentu ich
analizy.

2. Przygotowanieelu

Przygotowa 2 L rozcieaxczonego buforu TBE biac 1 czs$¢ sitzonego roztworu i 9 e&ci wody.
Nastpnie naway¢ 0,8 g agarozy i dodga do 100 m uprzednio przygotowanego buforu w kolbie
ptaskodennej. Caé doprowadzi do wrzenia i odczeka az caly roztwér ldzie klarowny.
Odczeka 2-3 minuty a nagpnie doda 5 p. bromku etydyny .

* Ostroznie, substancja kancerogenna, naky pracowaé tylko w r ekawiczkach!

Po rozpuszczeniu bromku etydyny cgélgtarannie wymieszaZmontow& pod wycagiem zestaw
do wylewaniazelu agarozowego i do poprawnie zamontowanego zas{awaga: sprawdzi
szczelndé!) wyla¢ roztwor agarozy. Naky pamktac, aby w zestawie znajdowalkesyrzebié do
tworzenia studzienek #elu. Po 20 minutach przeséezel do aparatu do elektroforezy agarozowej,
zalat zel uprzednio przygotowanym rozaizonym buforem TBE i ostémie wyja¢ grzebié z
zelu.



3. Nanoszenie probki nal

W probowkach Eppenorfa undm¢ kolejno 20, 40, 60 i 100 Luotrzymanego w wyniku izolaciji
roztworu RNA i do kadej z nich doda odpowiednio takie same @bpsci buforu tadugcego.

Nastpnie zachowujc ostranos¢ delikatnie nanig& préblke do studzienki za pomacpipety

automatycznej. Nakly pamktta¢c o tym, ze podczas pracy z RNA lub DNA, trzeba pracoéwa

rekawiczkach jednorazowych, a szklo powinng legyste (najlepiej przemyte bezpednio przed
uzyciem etanolem i wysuszone).

4. Elektroforeza

Uwaga:

Obstuga aparatu do elektroforezy agarozowej nalgy do prowadzcego! Ze wzg¢du na ryzyko
porazenia pradem elektrycznym naley zachowa& szczegélg ostroznosé podczas pracy w
poblizu tego urzadzenia

Po naniesieniu prébek padky¢ elektrody do zasilacza i nast&wiasilacz na nagtie 80-100 V.
Rozdziat prowadZi godzirg. Po tym czasie od aparatu ga#ty¢ elektrody i ostronie wyjac zel.
Uzywajac transluminatora lub zwyktej lampy UV zaobserwéwigracg RNA w zelu.

Zakres materiatu:
Zasada rozdziatu kwasow nukleinowych w elektrof@reelowej, budowa kwaséw nukleinowych.



