4. Wyodregbnianie RNA z drozdzy

RNA obecne w drozdzach mozna wyekstrahowa¢ ze zhomogenizowanych komorek za pomoca 2%
roztworu soli sodowe;j siarczanu dodecylu (SDS). Tak otrzymany ekstrakt zawiera niewielkie ilo$ci
DNA (<0,5%) i biatka (<2,0%).

Odczynniki i sprzet laboratoryjny.

1. Swieze drozdze

2% roztwor SDS (soli sodowej siarczanu dodecylu)
2 M roztwor NaOH

2 M roztwér HCI

95% Etanol

Roztwor octanu potasu (200 g/L, pH 5,0)
0,2 M roztwor NaOH

Wiréwka

9. Probowki wirowkowe

10. Probowki zwykte szklane

11. Laznia wodna

12. Kolby ptaskodenne i okragtodenne

13. Cylindry miarowe

14. Zlewki
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Wykonanie doswiadczenia:

1. Izolacja RNA*
* Jzolacj¢ RNA przeprowadza¢ w rekawiczkach

W erlenmajerce doprowadzi¢ do wrzenia 30 mL 2% roztworu soli sodowej siarczanu dodecylu. Do
wrzacego roztworu doda¢ 10 g rozdrobnionych $wiezych drozdzy 1 zawartos¢ ogrzewac przez 3
minuty. Nastepnie kolbe schlodzi¢ strumieniem zimnej wody z kranu, przenie$¢ zawartos¢ kolby do
proboéwki wiréwkowej i odwirowac przez 10 minut przy 6000 RPM. Supernatant przenie$s¢ do
erlenmajerki, dodac¢ taka objetosé octanu potasu, aby koncowe stgzenie soli wynosito 20 g/L, a
nastepnie dwie objetosci etanolu. Mieszaning z wytrgconym RNA pozostawi¢ na tazni lodowe;j
przez 0,5 godziny, a nastgpnie odwirowac przez 6 minut przy 6000 RPM. Roztwoér znad osadu
zdekantowac, za$ otrzymany osad RNA rozpusci¢ w 10 mL 0,2 M roztworu NaOH. Tak otrzymany
roztwor RNA zawiera stosunkowo duza frakcj¢ biatkowsa, ktérag mozna dalej oddzieli¢ na drodze
chromatograficzne;.

2. Oszacowanie zawartosci RNA i biatek

Zawartos¢ RNA 1 bialek mozna oszacowa¢ wykorzystujgc charakterystyczne dla tych grup
zwigzkow pasma absorbcji w ultrafiolecie. Kwasy nukleinowe wykazuja maksimum absorbcji przy
260 nm. Empirycznie stwierdzono, ze As=1 odpowiada stezeniu okoto 50 pg/mL. Podobnie dla
bialek, wykorzystujac ich charakterystyczne pasma absorbcji w ultrafiolecie, wyznaczono
empirycznie kilka wzoréw, pozwalajacych na oszacowanie ich stezenia. Kilka z nich przedstawiono
ponizej:

C (mg/mL) = 0,4 (A235 — Asgo )

C (mg/mL) = 1,55 Argo — 0,76 Aseo

C (mg/mL) = 0,144 (A215 — A225)

Na podstawie pomiaréw absorbcji charakterystycznych pasm dla biatek 1 kwaséw nukleinowych
oszacowac zawartos¢ obydwu grup zwigzkéw w wyizolowanym preparacie.



3. Okreslenie rozpuszczalnosci RNA

» wroztworach kwasow i zasad
Z otrzymanego w poprzednim doswiadczeniu roztworu RNA w 0,2 M roztworze NaOH
(rybonukleinianu sodu) pobra¢ 1 mL, umie$ci¢ w probdéwce szklanej, a nastepnie dodawaé
kroplami 2 M roztwér HCIl. Zaobserwowad wytracanie si¢ RNA. Nastepnie do tej samej
probowki ponownie dodawaé kroplami 2 M roztwor NaOH. Zaobserwowacé rozpuszczanie
osadu.

» wetanolu
Z otrzymanego w poprzednim do$wiadczeniu roztworu RNA w 0,2 M roztworze NaOH
(rybonukleinianu sodu) pobra¢ 1 mL, umie$ci¢ w proboéwce szklanej, a nastepnie dodawac
kroplami etanol. Opisa¢ pojawiajace si¢ w probowce zmiany.

Zakres materiatu:
Budowa 1 funkcje kwaséw nukleinowych.





