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TEMA NUKLEOVE KYSELINY
Uloha 31: | Izolicia DNA zo sleziny
Reagencie: 1.1 M chlorid sodny
2.0,4 % hydroxid sodny
3. morsky piesok
Material: slezina, centrifuga, centrifugacné skimavky, drevena Spajl’a, trecia miska
Postup: 1 g sleziny rozotrieme v trecej miske s morskym pieskom. Potom pridame
25 ml chloridu sodného a mieSame 15 mintt. Viskozita roztoku stupa postupom
extrakcie DNA. Suspenziu centrifugujeme 10 minat pri 3000 ot/min (1000 g).
Viskozny supernatant pomaly viejeme do 50 ml destilovanej vody. Vytvori sa
sietka vlaknitej vyzrazanej DNA, ktori navinieme na drevenu Spajlu.
Dalej pokradujeme dokazovou skiiskou na DNA (iiloha 33)
Uloha 32: | Izoldcia RNA z droZdia
Princip: Po rozruSeni bunkovej steny kvasiniek sa RNA extrahuje 0,5 % roztokom
NaOH a po uprave pH sa zraza ladovym etanolom.
Reagencie: 1. dietyléter
2.0,4 % roztok hydroxidu sodného
3.5 % roztok kyseliny octovej
4.50 % roztok kyseliny octovej
5.vychladeny etanol
6. morsky piesok
Material: pekarenské drozdie, trecia miska, centrifiiga, centrifugacné skimavky
Postup: Zmes 10 g pekarenského drozdia, 1 ml destilovanej vody a 1 ml dietyléteru
rozotrieme s malym mnozstvom morského piesku v trecej miske. Do ho-
mogenatu priddme 25 ml 0,4 % NaOH a pokraujeme v rozotierani eSte asi
15 minat. Pomocou 5 % kyseliny octovej (~ 3 ml) upravime pH na 6. Zmes
centrifugujeme 10 minut pri 3000 ot/min (1000 g). Supernatant zlejeme do ka-
dicky a upravime jeho pH na 3,5 pomocou 50 % roztoku kyseliny octovej. Od-
meriame objem supernatantu a priddme k nemu rovnaky objem vychladeného
etanolu. Vytvorend zrazenina predstavuje ribonukleoprotein. Pockdme 5 min
a centrifugujeme 10 min pri 3000 ot/min (1000 g). Supernatant zlejeme a zraze-
ninu pouZijeme v lohe 34.
Uloha 33: | Dékaz zlofiek DNA
Princip: 2-deoxypentozy, podobne ako vicsina ostatnych monosacharidov, poskytuju
zahrievanim v kyslom prostredi derivaty furalu a niektoré dalSie chromogénne
latky, ktoré davaju s aromatickymi aminmi (ale tiez s tiolovymi zluceninami)
charakteristické sfarbenie.
Reagencie: 1.0,4 % roztok hydroxidu sodného
2.difenylamin (/ g v 100 ml ladovej kyseliny octovej a 2,75 ml koncentrova-
nej kyseliny sirovej)
3.vzorka DNA (z ulohy 31)
Material: skiimavky, stojan na skimavky, vodny kipel’, mikropipety
Postup: Do skumavky vlozime malé mnozstvo (10 az 100 pg) vyzrazaného deoxyri-

bonukleoproteinu (ziskaného v ulohe 31) arozpustime v 1 ml 0,4 % NaOH.
K roztoku priddame 1 ml difenylaminu a reakéni zmes nechame 10 minat vo
vriacom vodnom kupeli. Vznika modré sfarbenie, charakteristické pre 2-deoxy-
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pentdzy (2-deoxyribozy).

Pozorova- Zaznamename farebnu zmenu.
nie:
Uloha 34: | Dékaz zlofiek RNA
Reagencie: 1. 0,4 % roztok hydroxidu sodné¢ho
2. difenylamin
3. vzorka RNA (z tlohy 32)
Material: skiimavky, stojan na skimavky, vodny kipel’, mikropipety
Postup: Do centrifugacnej skimavky k zrazenine RNA zlohy 32 pridame 1 ml
0,4 % NaOH. Po rozpusteni zrazeniny prelejeme roztok do sklenenej skiimavky
apriddme 1 ml difenylaminu. Roztok nechdme 10 minut vo vriacom kupeli.
Vzniké zelené sfarbenie.
Pozorova- Zaznamename farebnll zmenu.
nie:
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