7. Wyodrebnianie RNA z drozdzy. Elektroforeza agarozowa kwasow nukleinowych

RNA obecne w drozdzach mozna wyekstrahowa¢ ze zhomogenizowanych komoérek za pomoca 2%
roztworu soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS). Tak otrzymany ekstrakt zawiera niewielkie ilosci
DNA (<0,5%) i biatka (<2,0%).

Odczynniki i sprzet laboratoryjny.

Swieze drozdze

2% roztwor SDS (soli sodowej siarczanu dodecylu)

95% etanol

Roztwor octanu potasu (200 g/L, pH 5,0)

Bufor TBE (Tris/kwas borowy/EDTA) — roztwor podstawowy 10-krotnie stezony o skladzie:
108 g Tris, 55 g kwasu borowego oraz 3,7 g EDTA w 1000 mL wodnego roztworu.

6. Bufor tadujacy: 50% roztwor gliceryny w buforze TBE z dodatkiem biekitu bromofenylowego
7. Wiréwka

8. Laznia wodna

9. Kolby ptaskodenne i okraglodenne

10. Cylindry miarowe

11. Zlewki

12. Agaroza

13. Bromek etydyny

14. Aparat do elektroforezy agarozowe;j.

15. Transluminator lub zwykta lampa UV

arLONE

Wykonanie doswiadczenia:
1. Izolacja RNA

W kolbie ptaskodennej doprowadzi¢ do wrzenia 10 mL 2% roztworu SDS. Do wrzacego roztworu
doda¢ 2 g rozdrobnionych $§wiezych drozdzy i zawarto$¢ ogrzewac przez 3 minuty. Nastepnie kolbe
schtodzi¢ strumieniem zimnej wody z kranu, przenies¢ zawartos¢ kolby do probowki wirowkowej i
odwirowac¢ przez 10 min przy 6000 RPM. Supernatant przenies¢ do kolbki ptaskodennej, doda¢ 1
mL roztworu octanu potasu, a nastgpnie 22 mL etanolu. Mieszaning z wytrgconym RNA pozostawi¢
na tazni lodowej (zamrazarce) przez 0,5 godziny, a nastepnie odwirowaé przez 6 min przy 6000
RPM. Roztwor znad osadu zdekantowac, za$ otrzymany osad RNA rozpusci¢ w 1 mL wody.
Roztwory otrzymane w wyniku izolacji RNA z drozdzy nalezy przechowywac¢ w temperaturze 0°C,
az do momentu ich analizy.

2. Przygotowanie zelu

Przygotowac 2 L rozcienczonego buforu TBE biorac 1 czg$¢ stezonego roztworu 1 9 czegsci wody.
Nastepnie nawazy¢ 1,6 g agarozy i dodac ja do 200 mL uprzednio przygotowanego buforu w kolbie
ptaskodennej. Cato$¢ doprowadzi¢ do wrzenia i odczekad, az caly roztwdr bedzie klarowny.
Odczekac¢ 2-3 minuty a nastepnie dodac¢ 1 uL bromku etydyny *.

* Ostroznie, substancja kancerogenna, nalezy pracowa¢ tylko w rekawiczkach!

Po rozpuszczeniu bromku etydyny cato$¢ starannie wymiesza¢. Zmontowaé pod wyciggiem zestaw
do wylewania zelu agarozowego i1 do poprawnie zamontowanego zestawu (Uwaga: Sprawdzi¢
szczelno$é!) wyla¢ roztwor agarozy. Nalezy pamigtac, aby w zestawie znajdowat si¢ grzebien do
tworzenia studzienek w Zelu. Po 20 minutach przenie$¢ zel do aparatu do elektroforezy agarozowej,
zala¢ zel uprzednio przygotowanym rozcienczonym buforem TBE i ostroznie wyjaé grzebien z
zelu.



3. Nanoszenie probki na zel

W probéwkach Eppenorfa umiesci¢ kolejno 100 pL otrzymanego w wyniku izolacji roztworu RNA
i doda¢ takg sama objeto$¢ buforu tadujgcego. Nastepnie zachowujac ostrozno$¢ delikatnie nanies$¢
dwie probki do studzienki za pomoca pipety automatycznej odpowiednio 20 i 30 pL. Nalezy
pamigta¢ o tym, ze podczas pracy z RNA lub DNA, trzeba pracowa¢ w rekawiczkach
jednorazowych, a szklo powinno by¢ czyste (najlepiej przemyte bezposrednio przed uzyciem
etanolem i wysuszone).

4. Elektroforeza

Uwaga:

Obsluga aparatu do elektroforezy agarozowej nalezy do prowadzacego! Ze wzgledu na ryzyko
porazenia pradem elektrycznym nalezy zachowaé szczegdlna ostroznos¢ podczas pracy w
poblizu tego urzadzenia.

Po naniesieniu probek podtaczy¢ elektrody do zasilacza i nastawic¢ zasilacz na napigcie 80-100 V.
Rozdziat prowadzi¢ godzing. Po tym czasie od aparatu odtaczy¢ elektrody i ostroznie wyjaé zel.
Uzywajac transluminatora lub zwyktej lampy UV zaobserwowa¢ migracj¢ RNA w zelu.

Zakres materiatu:
Zasada rozdzialu kwas6w nukleinowych w elektroforezie zelowej, budowa kwasow nukleinowych:
pojecia nukleotyd, nukleozyd, zasada azotowa, SDS, odczynnik interkalujacy



