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Kwasy nukleinowe

Zadanie 1. Ekstrakcja RNA z dro zdzy

Celem zadania jest wyekstrahowanie RNA z komorek dr ozdzowych, jego
hydroliza do poszczegolnych sktadnikow nukleotydu.

Homogenizacja dro  zdzy i ekstrakcja kwasu RNA. Odwazy¢ 5 gdro  zdzy
na s aczku bibutowym, przenie $¢jedomo zdzierza. Doda ¢rown gilo $¢ pyhu
szklanego homogenizowa  ¢&, rozcieraj ac zawarto $¢ ttuczkiem przez okoto 5
min. Nast epnie doda ¢ do otrzymanej mieszaniny 2,5 cm 32 mol/dm 2 NaCl i
rozciera ¢ | a dalej przez okoto 3 min.

Uzyskan a zawiesin e przenie $¢ do szklanej probowki i wytrz asac in-
tensywnie przez 10 min.

Homogenna mieszanin e wstawi ¢ do ta Zni wodnej o temp. 90 ‘Cna7
min., ci  agle mieszaj ac bagietk a. Po uptywie tego czasu probowk e ochto-
dzi ¢ ostro znie pod bie  zaca wod a i przela ¢ jej zawarto $¢ do probowki wi-
rowkowe;.

Wirowa ¢ przez 10 min. z u zyciem sity 2000 X g.

Otrzymany supernatant przela ¢ do nowej probowki wirébwkowej i doda-
wac do niego kroplami ozi ebiony kwas chlorowy (VII) w obj eto sci 3cm 3,
Odstawi ¢ na 10 min.

Wirowa ¢ przez 10 min. z u zyciem sity 2000 X g.

Supernatant odrzuci ¢, a otrzymany osad RNA rozpu sci ¢ w6 cm * wody
destylowanej. Przenie §¢ zawarto $¢  probowki  wirowkowej do probowki
szklanej.

Hydroliza otrzymanego RNA. Do rozpuszczonego osadu powoli dodawa ¢
3cm?3®10 molldm ° H ,SQ i odstawi ¢ na 30 min. W otrzymanym hydrolizacie

wykona ¢ proby na obecno $¢ pentoz, fosforu i zasad purynowych.

Zadanie 2. oznaczanie poszczegolnych sktadnikow RNA

Celem zadnia jest oznaczanie poszczegolnych skiadni kow nukleotydu
dla potwierdzenia sktadu RNA. Wyniki zanotowa ¢ w tabeli.

Wykrywanie pentoz. Do 1 cm 3 kwa snego hydrolizatu z zadania 1 doda ¢
1 cm 2 odczynnika Biala. Prob e Ostro znie ogrza ¢ nad palnikiem.

W celu wykrycia pozostatych skladnikow hydrolizat z oboj etni &, do-
daj acok.2cm ° 2 mol/dm ° NHs.aqg.

Wykrywanie fosforu. Do 1 cm ® zasadowego hydrolizatu dodawa ¢ 0,5
cnt st ez. HNOsi1lcm 2 molibdenianu amonu. Ogrza ¢ ostro  znie nad palni-
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kiem a z do zagotowania mieszaniny i utrzymywa ¢ ] a w stanie wrzenia
przez okoto 3 min.

Wyrywanie zasad purynowych. Do 2cm 2 zasadowego hydrolizatu doda ¢5
kropli 0,1 mol/dm % AgNO; przy stalym mieszaniu. Nast epnie doda ¢ do
otrzymanego roztworu okoto 1 cm 32 mol/dm 3 NHs.aq. Zasady purynowe two-
rz a nierozpuszczalne w roztworze amoniaku sole srebrow e i wytr acaj a
Si e.

Proba Wynik
Wykrywanie pentoz
Wykrywanie fosforu
Wyrywanie zasad purynowych
09-04-22 www.biochfiz.up.lublin.pl Werga 2.22.04.09

-222-



