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6.1. BUDOWA KWASOW NUKLEINOWYCH

Kwasy nukleinowe sg uniwersalnym materiatem genetycznym wszystkich organizmow. Ze wzgledu
na budowe chemiczna komponentéw kwasy nukleinowe mozemy podzieli¢ na kwasy deoksyrybonukleinowe
(DNA) oraz kwasy rybonukleinowe (RNA). Kwasy nukleinowe zbudowane sa z trzech rodzajow sktadnikow:
zasad azotowych, cukrow — pentoz oraz kwasu ortofosforowego.
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Rys. 6.1 Podstawowe zasady azotowe wystepujgce w kwasach nukleinowych

Zasady azotowe wystepujace w kwasach nukleinowych to pochodne pirymidyny ipuryny. W sktad
kwaséw nukleinowych wchodzg przewaznie tylko cztery zasady azotowe — dwie puryny: adenina
(6-aminopuryna) i guanina (2-amino-6-oksypuryna) oraz dwie pirymidyny: cytozyna (2-oksy-4-
aminopirymidyna) i tymina (5-metylo-2,4-dioksypirymidyna) (Rys. 6.1). Taki sklad zasad azotowych jest
charakterystyczny dla DNA. W przypadku RNA zamiast tyminy wystepuje uracyl (2,4-dioksypirymidyna).
W przypadku niektorych rodzajow RNA (np. tRNA) mamy do czynienia z wystepowaniem tzw.
zmodyfikowanych zasad azotowych takich jak rybotymina, dihydrouracyl, pseudouracyl, tiouracyl, 3’- i 5°-
metylocytozyna, inozyna, izopentenyloadenina, 7-metyloguanina itd. DNA r6zni si¢ od RNA obecnoscig 2’-
deoksyrybozy (B-D-2’-deoksyrybofuranozy) jako cukru (Rys. 6.2). W RNA wystepuje ryboza (B-D-
rybofuranoza). Zasady azotowe polaczone sa z pentozami poprzez pierwszy atom wegla furanozy. Takie
potaczenie zasady azotowej z pentoza nosi nazwe¢ nukleozydu. W zwiazku z tym nukleozydy wystgpujace w
DNA to: adenozyna, guanozyna, tymidyna oraz cytydyna. Nukleozydy wystepujace w RNA to: adenozyna,
guanozyna, cytydyna oraz urydyna. Z chemicznego punktu widzenia nukleozydy pirymidynowe sa 1-B-D-
rybofuranozydami lub 1-B-D-2’-dezoksyfuranozydami. Nukleozydy purynowe sa to albo 9-B-D-rybofuranozydy
lub 9-B-D-2’-deoksyrybofuranozydy.

(3-D-rybofuranoza [3-D-2'-deoksyrybofuranoza

Rys. 6.2 Pentozy obecne w kwasach nukleinowych



Estry kwasu ortofosforowego oraz nukleozydéw nazywane sg nukleotydami (Rys. 6.3). Estryfikacji moga
ulega¢ grupy hydroksylowe w pierscieniu cukrowym polozone przy atomach wegla: trzecim (3°) lub/i pigtym
(57). Kwasy nukleinowe tworzg struktury wysokospolimeryzowane, w ktorych nukleozydy potaczone sa ze soba
wigzaniami fosfodiestrowymi — jedna reszta kwasu ortofosforowego tworzy wigzanie estrowe z weglem 3’ oraz
5’ (Rys. 6.4).

Nazwy nukleotydow zwykle piszemy skrotowo w postaci trojliterowej. Skrot okresla zarowno rodzaj
zasady azotowej (A, G, T, C, U), typ pentozy wchodzacej w sktad nukleotydu (np. dATP = trifosforan
deoksyadenozyny; ATP = trifosforan adenozyny; UTP = trifosforan urydyny, dTTP = trifosforan
deoksytymidyny; dCTP = trifosforan deoksycytozyny) oraz stopien ufosforylowania danego nukleotydu (np.
AMP, ADP lub ATP).

DNA jest makroczasteczka zbudowang z dwoch komplementarnych nici polaczonych wigzaniami
wodorowymi pomiedzy zasadami azotowymi. Podstawowa jednostka budujaca DNA sa nukleotydy (zasada
azotowa potgczona wigzaniem N-glikozydowym z deoksyrybozg zestryfikowang resztg kwasu fosforowego).
Nukleotydy tacza si¢ migdzy sobag tworzac tancuch DNA poprzez reszty kwasu fosforowego pomigedzy weglami
Cs i C3 cukru. W nici DNA wyrozniamy 3 '-koniec — koniec, na ktérym deoksyryboza ma wolng grupe OH przy
weglu C; oraz 5'-koniec — koniec, na ktorym deoksyryboza ma wolng reszte kwasu fosforowego, estryfikujaca
grupe OH przy weglu Cs. Utozenie komplementarnych nici jest w DNA antyrownolegte — tzn. 3'-koniec jednej
nici jest parowany przez 5'-koniec drugiej nici i na odwroét. Kolejnoé¢ zasad azotowych od 5'-konica do 3'-konca
stanowi tzw. struktur¢ pierwszorzgdowa DNA i determinuje kod genetyczny jaki niesie dana ni¢ kwasu
nukleinowego. Komplementacja obu nici DNA polega na tym, ze adenina tworzy zawsze par¢ z tyming — A=T,
polaczong dwoma wigzaniami wodorowymi, a cytozyna tworzy zawsze par¢ z guaning — C=G, potaczong
trzema wigzaniami wodorowymi (Rys. 6.5). Stosunek ilosci par A=T do ilosci par G=C jest staly
i charakterystyczny dla danego gatunku.
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Rys. 6.3 Struktura nukleozydu i nukleotydu dla adeniny i uracylu

Najczesciej wystepujaca forma natywna dwuniciowego DNA jest forma o strukturze drugorzgdowej typu
podwojnej, prawoskretnej helisy, ktorej skok linii §rubowej wynosi 3,4 nm co stanowi 10 par zasad. Grubosé¢
helisy wynosi ok. 1,1 nm, a odlegto$¢ pomig¢dzy sasiadujagcymi parami zasad wynosi 0,33 nm. Obserwujac
helis¢ z boku widzimy, ze tworzy ona dwa rowki — tzw. bruzd¢ duza i bruzd¢ malg. Budowa dwuniciowej
czasteczki DNA oraz zdolno$¢ kwaséow nukleinowych do tworzenia struktur dwuniciowych przez parowanie
zasad obszarow o homologicznej sekwencji determinuje sposéb syntezy kwasoéw nukleinowych. Synteza kwasu



nukleinowego w organizmach zywych jest wynikiem jego polimeryzacji (polimeryzacja DNA Iub RNA)
z monomerow (trifosforanow nukleotydéw) z wykorzystaniem jako matrycy istniejacej nici kwasu. Procesy te
sa katalizowane przez specyficzne enzymy — wielopodjednostkowe biatka o nazwie polimerazy. Polimerazy
DNA zalezne od DNA syntetyzuja ni¢ DNA korzystajac z matrycy w postaci DNA. Polimerazy RNA zalezne
od DNA syntetyzuja ni¢ RNA korzystajac z matrycy w postaci DNA. Stosunkowo niedawno poznano nowa
klas¢ - polimerazy DNA zalezne od RNA (tzw. odwrotne transkryptazy), ktore katalizuja syntez¢ nici DNA
korzystajac z matrycy w postaci RNA. W organizmach wystgpuja zatem trzy sposoby namnazania kwasow
nukleinowych mianowicie, polimeryzacja DNA na matrycy DNA zwana replikacja, polimeryzacja RNA
na matrycy DNA zwana transkrypcja oraz polimeryzacja DNA na matrycy RNA zwana odwrotng transkrypcja.

Rys. 6.4 Schemat budowy fragmentu jednej nici DNA zlozonej 7 czterech nukleotydéw o sekwencji: 5°-AGCT-3’
Uwzgledniajgc obecnosé reszt kwasu ortofosforowego zapis sekwencji wyglgdatby nastgpujgco: 5’ OH-ApGpCpT-3 p.

Kwasy nukleinowe oraz ich monomery (nukleotydy, nukleozydy oraz zasady azotowe) absorbuja
promieniowanie ultrafioletowe (nadfioletowe). Wynika to z obecnosci pierscieni heterocyklicznych w zasadach
azotowych. Jest to podstawa spektrofotometrycznych metod wykrywania i ilosciowego oznaczania kwasow
nukleinowych. Denaturacja termiczna dwuniciowego DNA (zerwanie wigzan wodorowych pomi¢dzy zasadami
komplementarnymi) powoduje tzw. efekt hiperchromowy. Jest to podwyzszenie absorbancji roztworu kwasu
nukleinowego po przyjeciu struktury jednoniciowej 1 nieuporzadkowanej. Przy spektrofotometrycznym
oznaczaniu DNA przyjmuje si¢, ze absorbancja promieniowania ultrafioletowego o dtugosci fali A = 260 nm dla
roztworu wodnego dwuniciowego DNA o stgzeniu 50ug/ml (przy dtugosci drogi optycznej (1) rownej 1 cm)
wynosi 1,0. Dla jednoniciowego DNA oraz RNA absorbancja rowna 1,0 oznacza, ze roztwor powinien mie¢
stezenie 40ug/ml. Do detekcji i wizualizacji (barwienia) kwasow nukleinowych stosuje si¢ rézne metody.
Klasyczng metoda wykorzystywana do detekcji kwaséw nukleinowych po rozdziale elektroforetycznym w zelu
agarozowym lub poliakryloamidowym jest barwienie przy pomocy bromku etydyny (Rys. 6.6).
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Rys. 6.5 Schemat tworzenia struktury dwuniciowego DNA poprzez tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy
komplementarnymi zasadami azotowymi 7 dwéch nici

bromek etydyny

Rys. 6.6 Schemat struktury bromku etydyny

Bromek etydyny ma zdolno$¢ fluorescencji, czyli po wzbudzeniu $wiattem ultrafioletowym emituje $wiatto
czerwono-pomaranczowe. Poniewaz bromek etydyny wiaze si¢ specyficznie do kwaséw nukleinowych mozemy
je wykry¢ poprzez obserwacje/fotografi¢ emitowanego promieniowania.

W komorce eukariotycznej DNA wystepuje w jadrze komorkowym w formie chromosomow. Wielkos¢
genomu kregowcow wynosi ok. 4 x 10° par zasad. U roélin waha si¢ w przedziale od ok. 1 x 107 do ok. 10" par
zasad, a u owadoéw wynosi ok. 1,6 x 10°. W chromosomach DNA wystepuje w formie helisy silnie skreconej
i nawini¢tej na biatka o charakterze zasadowym — histony. Buduja one podstawowe podjednostki chromatyny
i chromosoméw — tzw. nukleosomy, ktére odpowiednio skrgcone i upakowane daja nam tzw. wiokno
chromatynowe o $rednicy ok. 30 nm. Widkno chromatynowe tworzy szereg petli poprzez zakotwiczenie wtokna
chromatynowego do struktury szkieletowej chromatyny. Fizyczna wielkos¢ DNA w tak utworzonych petlach
waha si¢ w przedziale od ok. 40 kpz do 300 kpz. Chromatyna jadra interfazowego wystepuje zwykle w takiej
postaci. W trakcie przygotowania komorki do podziatlu (mitozy, mejozy) chromatyna ulega kondensacji
w struktury chromosomoéw mitotycznych. Maksimum kondensacji przypada na metafazg. Chromosomy
metafazowe sa najbardziej skondensowana (upakowang) forma chromatyny. Stopien upakowania sigga
ok. 10 000 razy. Kazdy chromosom zawiera silnie upakowana jedna dwuniciowa czasteczk¢ DNA. Gdyby
czasteczki DNA wystgpujace w chromosomach jednej komorki cztowieka sklei¢ ze soba w jedna ni¢ DNA
i rozwing¢ ja do formy dwuniciowej a-helisy (spirali) to taka czasteczka miataby ok. 1,8 metra dlugosci.

DNA chromosomowy komorek eukariotycznych zawiera informacj¢ o budowie i funkcjonowaniu komorek oraz
catego organizmu. Informacja ta wystepuje w formie genow oraz ,,instrukcji” (informacji) jak ich uzywac. Kod
genetyczny jest trojkowy — trzy zasady azotowe w nici DNA w kolejnosci od 5'-konica do 3'-konca koduja jeden
aminokwas w fancuchu peptydowym lub stanowig sygnat ,,STOP translacja”. U eukariontéw geny maja budowe
nieciaglta. W ich obrgbie wystepuja tzw. egzony czyli obszary kodujace sekwencje biatek i introny — obszary
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niekodujace o blizej niepoznanej funkcji, przedzielajace egzony. Bialka nie zawieraja aminokwasow
odpowiadajacych sekwencji intronéw, gdyz regiony te po przepisaniu na mRNA sg usuwane w jadrze przed
procesem syntezy biatek. W DNA chromosomowym poza genami kodujacymi sekwencj¢ aminokwasow
w biatkach wystepuja geny kodujace wszystkie rodzaje RNA (poza mRNA). Tak wigc w genomach
organizmoéw mamy geny dla bialek, catej grupy rRNA, wszystkich tRNA oraz coraz bardziej licznej grupy
roznych RNA okre$lanych mianem snRNA (ang. small nuclear — mate jadrowe RNA). Znaczna cz¢$¢ snRNA
wystepuje w jaderkach tworzac osobng pule tzw. snoRNA (ang. small nucleolar — mate jaderkowe RNA)
bioraca udziat w dojrzewaniu i obrébce (ang. splicing) rRNA. Duza cze$¢ sposrod puli snRNA bierze udziat
W dojrzewaniu i obrobce tzw. pierwotnych transkryptow mRNA.

Znaczna cze$¢ DNA w genomie eukariontow nie jest sktadnikiem genow (nie koduje bezposrednio

informacji o sekwencji aminokwasowej biatek czy sekwencji zasad RNA). Cz¢s$¢ z tego DNA stanowia obszary
kontrolujace lub regulujace poziom ekspresji gendow. Sa to tzw. obszary regulatorowe: promotory genow
i obszary wzmacniajace. Obszar promotora danego genu stanowi odcinek DNA lezacy bezposrednio przed
(od konca 5°) genem i zawierajgcy si¢ w przedziale od miejsca startu transkrypcji do ok. -3 do —5kpz
(u eukariontow). W obszarze promotora mozemy wydzieli¢ region promotora podstawowego (od —200pz do ok.
+3-5pz), ktoéry jest wigzany przez tzw. podstawowe czynniki transkrypcyjne. Wyjatkowa budowg i lokalizacje
promotora majg geny dla tRNA oraz 5S snRNA — obszary promotorowe tych genow leza w obszarze ponizej
punktu startu transkrypcji (sg obecne w tzw. pierwotnym transkrypcie RNA tych gendéw).
Czgs¢ z DNA, ktéra nie jest odpowiedzialna za kodowanie genow i regulacje ich transkrypcji jest
odpowiedzialna za wiele niezbednych dla organizméw cech, takich jak zdolno$¢ do prawidlowej replikacji
(miejsca startu replikacji, sekwencje telomerowe), tworzenia prawidtowej struktury przestrzennej czy zdolnosé¢
do segregacji do komorek potomnych (np. sekwencje centromerowe).

W komérkach eukariotycznych DNA wystepuje takze poza jadrem komoérkowym — w mitochondriach,
w postaci kolistych czasteczek, w licznych kopiach o wielkosci ok. 15 tysigcy zasad (kb), kodujacy czes¢ biatek
mitochondrialnych, niewystarczajacy jednak do ich funkcjonowania, a u roslin rowniez w chloroplastach, takze
w postaci licznych kopii kolistych czgsteczek wielkosci 120 kb, rowniez kodujacy czgs¢ biatek chloroplastow.

6.1.1. Kwasowa hydroliza RNA

Zasada metody

Stezone kwasy: mréwkowy czy chlorowy (VII) (nadchlorowy) hydrolizuja DNA i RNA do zasad
azotowych. Cze$¢ z zasad azotowych ulega jednak w takich warunkach destrukcji. Inkubacja RNA przez
1 godzing w 100°C w roztworze 1 M HCI lub H,SO, powoduje jego hydroliz¢ do zasad purynowych
i nukleozydéw pirymidynowych.
Postepowanie
1. Do probowki odmierzy¢ 5 ml roztworu RNA.
2. Doda¢ 5 ml 2 M H,SO,4. Zamkng¢ probowke korkiem z rurkg i wstawié¢ do wrzacej tazni wodnej na 60 min.
3. Po ozigbieniu hydrolizat zachowa¢ do dalszych oznaczen.

Materialy i odczynniki

- roztwor RNA o stezeniu 100 pg/ml

- 2MH,S0,

- probowki z korkiem z chtodniczka (rurka szklang)

6.1.2. Wykrywanie kwasu fosforowego w hydrolizacie RNA

Postepowanie

0,5 ml hydrolizatu RNA zoboje¢tni¢ roztworem amoniaku.

Doda¢ 0,5 ml stgzonego HNOjz i 2 ml molibdenianu amonowego.
Zawartos¢ probowki ogrza¢ do wrzenia. Proba zabarwia si¢ na zotto.

Po ostygnigciu moze powstaé zotty osad fosforomolibdenianu amonowego.
Probe powtorzyc stosujac wyjsciowy roztwor RNA (przed hydrolizg).

a ks~ wbd e

Materialy i odczynniki

- hydrolizat RNA

- stezony HNO;

- roztwor 2,5% molibdenianu amonowego



6.1.3. Wykrywanie puryn poprzez reakcj¢ z amoniakalnym roztworem azotanu srebra

Postepowanie

1. Do 1 ml hydrolizatu RNA doda¢ rozcienczony roztwor wodorotlenku amonu do uzyskania slabo
alkalicznego odczynu. Jesli roztwor nie jest klarowny nalezy go przesaczyc.

2. Wprowadza¢ kroplami amoniakalny roztwor azotanu srebra. Powstaje osad nierozpuszczalnych w amoniaku
soli srebrowych puryn.

Materialy i odczynniki

- hydrolizat RNA

- rozcienczony wodorotlenek amonu

- 2 Mamoniak

- amoniakalny roztwoér azotanu srebra (do 100 ml 0,1 M AgNO;z; doda¢ 5 ml 2 M NaOH 120 ml 2 M
amoniaku)

6.1.4. Wykrywanie puryn poprzez reakcje z siarczanem (VI) miedzi (II)

Postepowanie

1. Do 1 ml hydrolizatu RNA dodawa¢ 1 M NaOH do uzyskania stabo kwasnego odczynu.

2. Roztwor ogrza¢ do wrzenia.

3. Doda¢ kilka kropli 1% CuSOQy,, a nastgpnie dodawaé kroplami nasycony roztwor NaHSO3. Straca si¢ zotto-
biaty osad soli miedzi (I) puryn. Kwasny siarczan (IV) sodu redukuje jony Cu®* do Cu™".

Materialy i odczynniki
- hydrolizat RNA
- 1M NaCH
- 1% CuSO,
nasycony roztwér NaHSO3

6.1.5. Oznaczanie RNA metoda orcynowa

Zasada metody

Ryboza pod wplywem stgzonego kwasu solnego odwadnia sie do furfuralu, ktory w obecnosci Fe** daje
z orcyng kompleks o barwie zielonej. Reakcje t¢ daje wolna ryboza, jej estry fosforanowe oraz ryboza
nukleotydow i nukleozydéw purynowych. Ryboza zwigzana z pirymidynami nie tworzy tego kompleksu.
Dlatego wigc podczas ilosciowego oznaczania RNA nie stosuje si¢ jako wzorca wolnej rybozy, lecz
standardowy roztwor RNA.
Z orcyng, oprocz rybozy, reaguje takze deoksyryboza, dajac jednak ok. 10-krotnie stabsze zabarwienie niz
ryboza.

Postepowanie

1. 1 ml roztworu zawierajgcego 10—100 ug RNA i 1 ml odczynnika orcynowego ($wiezo sporzgdzonego)
zmiesza¢, wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na 20 minut, po ozigbieniu uzupetni¢ wodg do 4 ml. Jezeli do
oznaczenia pobiera si¢ objeto$¢ mniejsza niz 1 ml proby badanej (ma to miejsce gdy badany roztwor
zawiera wiecej niz 100 pg RNA) nalezy uzupehic probe woda tak, aby konicowa objetos¢ testu byta zawsze
rowna 4 ml.

2. Odczytaé absorbancje dla 670 nm wobec $lepej proby odczynnikowe;.

3. Wykona¢ pomiar absorbcji dla 100 pg RNA standardowego oraz dla proby badanej. Obliczy¢ stgzenie RNA
w 1 ml badanego roztworu, stosujac przeliczenie:

_ Cst x Ab
Ast

gdzie: C, — stgzenie proby badanej, A, — absorbancja proby badanej, Cg — stezenie standardu, Ay — absorbancja standardu.

Chb



Materialy i odczynniki

- standardowy roztwor RNA o stezeniu 100 pg/ml

- odczynnik orcynowy: w 100 ml stezonego kwasu solnego rozpusci¢ 100 mg FeCls x 6 H,0; bezposrednio
przed uzyciem doda¢ orcyny w ilosci 10 mg/1ml kwasu

6.1.6. Oznaczanie DNA metoda z difenyloaming (DFA)

Zasada metody
Deoksyryboza pod wpltywem st¢zonego kwasu siarkowego (VI) i octowego odwadnia si¢ do furfuralu,
ktory daje z difenyloaming kompleks o barwie niebieskie;j.

Postepowanie

1. 1 ml roztworu zawierajacego 10-150 ug DNA (jezeli objgtos¢ proby badanej jest mniejsza niz 1ml, nalezy
ja uzupetnié¢ woda do tej objetosci) i 2 ml odczynnika difenyloaminowego (odczynnik Dischego) zmieszac,
wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na 10 min.

2. Po ozigbieniu odczyta¢ absorbancje przy 600 nm wobec proby $lepej dla proby standardowej (75 pg DNA)
oraz proby indywidualne;.

3. Obliczy¢ stezenie DNA w 1 ml indywidualnej proby, korzystajac ze wzoru podanego w rozdziale 6.1.5.

Materialy i odczynniki

- standard DNA o stezeniu 75 pg/ml

- odczynnik difenyloaminowy (Dischego): 1 g oczyszczonej difenyloaminy (w celu oczyszczenia
difenyloaminy nalezy handlowy preparat przekrystalizowa¢ z goracego heksanu) rozpusci¢ w 100 ml kwasu
octowego lodowatego z dodatkiem 2,75 ml stezonego kwasu siarkowego (VI)

6.2. WIDMO ABSORPCYJNE KWASOW NUKLEINOWYCH ORAZ EFEKT HIPERCHROMOWY

Kwasy nukleinowe, nukleotydy, nukleozydy i wolne zasady azotowe pochtaniaja $wiatto ultrafioletowe
w zakresie dlugosci fal od 249 nm do 276 nm. Odpowiedzialne za to sa wigzania podwdjne w pozycji
sprzgzonej oraz heteroatomy w pierScieniach zasad purynowych i pirymidynowych. Pozostate elementy
struktury kwasow nukleinowych — grupa fosforanowa, cukier ryboza lub deoksyryboza nie wptywaja na zakres
pochtaniania §wiatla ani na jego intensywno$¢. Poszczegélne zasady azotowe maja roznigce si¢ nieznacznie
maksima absorbancji $wiatta i tak: guanina posiada maksimum absorbancji przy 249 nm; adenina przy 265,5
nm; uracyl przy 260 nm; cytozyna przy 276 nm; tymina 265 nm. R6znig si¢ one takze wyraznie intensywnoscia
pochtaniania $wiatta w swoich maksimach, co uwidacznia si¢ w molowych wspotczynnikach absorbancji €
poszczegolnych zasad. Wyglad krzywych widma absorbancji poszczegodlnych zasad purynowych
i pirymidynowych zalezy od pH $rodowiska, w ktorym aktualnie dokonujemy wyznaczania widma absorbancji.
Kwasy nukleinowe posiadaja kombinacj¢ wszystkich zasad azotowych, dlatego tez maja maksimum przy
$redniej dtugosci fali dla poszczegolnych zasad azotowych — przy 260 nm.
Efekt hiperchromowy jest to zwigkszenie absorbancji A A w czasie denaturacji DNA. Mierzac absorbancj¢
DNA natywnego, a nastgpnie jego absorbancj¢ po denaturacji termicznej, obserwujemy zwigkszenie absorbancji
DNA zdenaturowanego w stosunku do DNA w formie natywnej:

ADNA nat. < ADNA den.

Efekt ten zwigzany jest ze zmiang gestosci optycznej DNA w trakcie denaturacji (zmienia si¢ takze skrgcalno$é
optyczna, lepko$¢ 1 wspotczynnik sedymentacji DNA).

Warto$¢ charakterystyczna dla procesu denaturacji termicznej DNA to temperatura topnienia DNA, czyli
temperatura, w ktorej polowa DNA pozostaje jeszcze w formie natywnej, a potowa jest juz w formie
zdenaturowanej. Im wiecej par G=C o potrojnym wigzaniu wodorowym w dwuniciowym DNA, tym
temperatura topnienia jest wyzsza, poniewaz trzeba dostarczyé wigcej energii na ich zerwanie niz podwojnych
A=T.



6.2.1. Wyznaczanie widma absorpcyjnego kwasow nukleinowych

Postepowanie
1. Zmierzy¢ absorbancj¢ probki DNA wobec wody w zakresie dtugosci fal: od 220 nm do 300 nm (co 10 nm).
2.  Wpykresli¢ na papierze milimetrowym zalezno$¢ wartosci absorbancji od dtugosci fali.

Materialy i odczynniki
- roztwor 15 ug DNA w 1ml 0,9% NaCl
- kuwety kwarcowe

6.2.2. Oznaczanie efektu hiperchromowego

Zasada metody

Podgrzewajac roztwory DNA we wrzacej tazni wodnej dokonujemy jego denaturacji termicznej. Stopniowe
ochtodzenie zdenaturowanego DNA do temperatury pokojowej powoduje jego renaturacje. Gwattowne
ochtodzenie DNA w tazni lodowej utrwala forme zdenaturowana.

Postepowanie

1. Roztwor DNA dzielimy na dwie czgsci i umieszczamy w dwoch probowkach zamknigtych korkami
z chtodniczkami.

Probéwki umieszczamy na 10 minut we wrzacej fazni wodnej.

Jedna z probowek pozostawiamy do powolnego ochtodzenia roztworu DNA w temp. pokojowe;.

Druga probowke gwaltownie chtodzimy umieszczajac ja w tazni lodowe;.

Czytamy absorpcje obu prob w zakresie dtugosci fali od 220 do 300 nm wobec wody co 10 nm i rysujemy
wykres obu widm absorbancji. Wyliczamy warto$¢ efektu hiperchromowego wystepujacego przy dlugosci
fali 260 nm.

gL

Materialy i odczynniki

- roztwor 15 g DNA w 1ml wody

- laznia wodna ustawiona na temperature 100°C
- laznia lodowa

- kuwety kwarcowe

6.2.3. Oznaczanie iloSciowe kwasow nukleinowych metodg spektrofotometryczna

Zasada metody

Pomiaru spektrofotometrycznego przy dhugosci fali $wietlnej 260 nm uzywa si¢ m.in. do okreslenia
stezenia kwasu nukleinowego w probie wiedzac, ze natywny DNA (podwdjna spirala) o stezeniu 50 ug/ml,
RNA oraz zdenaturowany DNA (pojedynczy tafcuch) o stezeniu 40 pg/ml odczytywane w warstwie 1 cm dla
260 nm, wykazuja absorbancje 1,0.
Obliczenia mozna dokona¢ wykorzystujac wzor podany w rozdziale 6.1.5.

Postepowanie
1. Oznaczy¢ absorbancj¢ probki w kuwecie o dtugosci drogi optycznej rownej 1 cm.
2. Obliczy¢ stezenie kwasu nukleinowego korzystajac z podanego wzoru.

Materialy i odczynniki
- roztwor DNA lub RNA o nieznanym st¢zeniu (w przedziale od 5 pg/ml do 100pug/ml)
- kuwety kwarcowe (I = 1cm)

6.3. ROZDZIAL ELEKTROFORETYCZNY KWASOW NUKLEINOWYCH

Kwasy nukleinowe mozemy rozdziela¢ roznymi metodami w zalezno$ci od ich rodzaju oraz potrzeb.
Do rozdziatlu kwaséw nukleinowych pod wzgledem ich wielkosci (dlugo$ci) oraz ksztaltu (w mniejszym
stopniu) stosuje si¢ metody chromatograficzne, elektroforetyczne oraz sedymentacyjne. Te ostatnie zwykle
polegaja na sedymentacji kwasow nukleinowych podczas wirowania (lub ultrawirowania) w roztworach
o gradiencie gestosci, np. chlorku cezu w obecno$ci bromku etydyny. W taki sposob tradycyjnie oddziela si¢



genomowe DNA bakterii od plazmidowego DNA. Do oddzielenia kwasow nukleinowych o roznej dtugosci
mozemy réwniez wykorzysta¢ wirowanie w odpowiednio dobranym buforze zawierajacym rézne ilosci glikolu
polietylenowego.

Metody chromatograficzne rozdziatu kwaséw nukleinowych pod wzgledem dlugosci czasteczek oparte sg
na zastosowaniu réznego rodzaju zt6z chromatograficznych—sit molekularnych. Generalng zasada jest tu fakt,
ze im dtuzsza czasteczka tym szybciej ,,wyptynie” ze ztoza. Techniki te maja obecnie coraz mniejsze znaczenie
i powoli przechodzg do historii.

Podstawowa technika rozdziatu kwasow nukleinowych jest w tej chwili elektroforeza. Mozemy
przeprowadzac ja bezposrednio w roztworze — jest to elektroforeza swobodna. Przykladem jej zastosowania jest
elektroforeza kapilarna kwasoéw nukleinowych.

Najbardziej powszechne i podstawowe techniki separacji kwaséw nukleinowych wzgledem ich wielkos$ci
(dlugosci) opieraja si¢ na wykorzystaniu techniki elektroforezy w nosnikach: zelu agarozowym i zelu
poliakryloamidowym. Elektroforeza DNA w agarozie i poliakryloamidzie wykorzystuje fakt, ze kwasy
nukleinowe sg polianionami. Dysocjacja elektrolityczna reszt kwasu ortofosforowego w roztworach (buforach)
elektroforetycznych powoduje, ze kwasy nukleinowe posiadajg staly tadunek na jednostke dtugosci,
a w zwigzku z tym ich wedrowka w danym no$niku i w danych warunkach zalezy od dlugosci czasteczki oraz
od jej ksztattu (konformacji).

Technika elektroforezy w agarozie pozwala na rozdzial czgsteczek DNA w przedziale od ok. 50 000 par
zasad (pz), czyli 50 kpz, do ok. 100 pz. W ostatnich latach coraz powszechniej stosuje si¢ bardziej
zaawansowang metode elektroforezy DNA w agarozie tzw. elektroforez¢ pulsacyjng. W technice tej zamiast
dwoch elektrod mamy ich wiele (4-8), utozonych symetrycznie wokot zelu (np. 6 elektrod w ksztalcie
heksagonalnym), a warunkami elektroforezy steruje procesor i odpowiednio dobrane programy. W technice tej
mozliwy jest rozdziat bardzo duzych czasteczek DNA o wielkosci od 50 kpz do powyzej 2—-3 Mpz. Mozna nig
oddzieli¢ od siebie poszczegodlne czgsteczki DNA chromosomowego eukariontow.

Do rozdzialu matych (krotkich) czasteczek kwaséw nukleinowych stosowana jest elektroforeza w Zelu
poliakryloamidowym. Dobierajac odpowiednio steZenie i parametry zelu mozemy rozdziela¢ fragmenty DNA
od kilku par zasad do ok. 1-2 kpz. Stosujac specjalng wersje metody tzw. elektroforeze denaturujgcg mozemy
oddzieli¢ od siebie nici DNA réznigce sie dtugos$cia nawet o jeden nukleotyd. Technika ta byta wykorzystywana
w ,.starych” metodach sekwencjonowania czasteczek DNA. Oznaczenie wielkosci (dtugosci) rozdzielonych
czasteczek DNA (RNA) odbywa si¢ poprzez porownanie ruchliwosci elektroforetycznej fragmentu DNA (lub
RNA) w stosunku do tzw. standardow dlugosci. Sg to zwykle dostepne komercyjnie mieszaniny réznych
fragmentow DNA lub RNA o precyzyjnie okre§lonych dlugosciach.

6.3.1. Rozdzial elektroforetyczny DNA oraz produktéow jego enzymatycznej degradacji w 0,8% agarozie

Zasada metody

Elektroforeza w zelu agarozowym jest standardowa metoda do rozdzielania, identyfikacji, a takze
oczyszczania DNA 1 jego fragmentow. Pasma DNA po elektroforezie sa lokalizowane w zelu poprzez
obserwacje w $wietle ultrafioletowym fluorescencji bromku etydyny wbudowanego w podwdjng spirale kwasu
nukleinowego. Metoda ta pozwala wykry¢ obecnos$¢ nawet tak matych ilosci DNA jak 1 ng na pasmo. Szybko$¢
wedrowki DNA w agarozie podczas elektroforezy zalezy od: 1) wielko$ci czasteczki (szybkos¢ wedrowki DNA
przez zel agarozowy jest odwrotnie proporcjonalna do dlugosci czasteczek), 2) stezenia agarozy, 3) konformacji
DNA, 4) napigcia pradu elektrycznego.

stezenie agarozy w zelu | zakres rozdzialu liniowych molekul DNA
[%6] (kb)*
0,3 5-60
0,6 1-20
09 0,57
1,2 0,4-6
2,0 0,1-3

* 1 kb(p) jest to dtugos¢ liniowej czasteczki DNA rowna 1 000 par zasad azotowych. Jest to skrot bezposrednio przeniesiony
z terminologii angloj¢zycznej kilo base (pair). Polskim odpowiednikiem sa skroty: pz (par-zasad) lub kpz (kilo-par-zasad).
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Rozdziat elektroforetyczny trzech form DNA o takim samym cig¢zarze czasteczkowym, lecz roéznigcych si¢
przestrzenna struktura czasteczki (na przyktadzie DNA plazmidu pBR322) zostat przedstawiony na Rys 6.7.
Szybkos¢ migracji liniowych fragmentow DNA jest proporcjonalna do napigcia tylko dla jego stosunkowo
niskich wartosci, dlatego wigc do otrzymania najlepszego rozdziatu fragmentow wigkszych niz 2 kpz nie nalezy
przekracza¢ napigcia 5V/cm. Zachowanie DNA w elektroforezie w zelu agarozowym nie zalezy w istotny
sposob od sktadu zasad azotowych. Szybko$¢ poruszania si¢ fragmentow DNA w agarozie nie zmienia si¢
w do$¢ szerokim zakresie temperatur (od 4°C do 30°C), w zwigzku z tym wygodniej jest prowadzi¢ ten proces
w temperaturze pokojowej. Technika ta sluzy do rozdzialu kwasow nukleinowych, kompleksow biatek
z kwasami nukleinowymi oraz duzych struktur biatkowych. Zaleznie od wielko$ci rozdzielanych struktur
stosuje si¢ odpowiednie st¢zenie agarozy, z czym wiaze si¢ stopien (ggstos¢) jej usieciowania. Agaroza jest
polimerem polisacharydowym, utworzonym przez pochodne galaktozy. Elektroforezg przeprowadza si¢ w pH
ok. 7,0; w tych warunkach czasteczki DNA s3 ujemnie natladowane, wedruja wige do anody.

©_> oc

N

e | CCe

Rys.6.7 Schemat rozdziatu elektroforetycznego trzech réinych form plazmidu pBR322 (widok znacznie powigkszony)

CCC — czgsteczki koliste, kowalencyjnie zamkniete (ang. covalently closed circles) zwinigte w forme superhelikalng; OC — formy koliste
powstajgce po wprowadzeniu co najmniej jednego nacigcia do jednej z nici DNA, wchodzqcej w sktad czgsteczki (ang. open circles); L —
czgsteczki liniowe powstajgce w wyniku przeciecia obu nici DNA w tym samym miejscu

Postepowanie

Procedura przygotowania 0,8% zelu agarozowego

1. Odwazy¢ 0,8 g agarozy i wsypac do kolby stozkowej na 500 ml.

2. Wzia¢ 100 ml buforu 10 x TBE i uzupeti¢ H,O do 1 litra — mamy 1 litr buforu elektrodowego.

3. Do kolby z agaroza doda¢ 100 ml buforu elektrodowego, zamieszaé, zakry¢ folig i rozpusci¢ agaroze
w kuchence mikrofalowej (ok. 3—4 minut).

4. Dobrze wymieszac, pozostawi¢ do schtodzenia do temp. ok. 55°C i doda¢ krople roztworu bromku etydyny,
zamieszac.

5. Na idealnie poziomej powierzchni przygotowa¢ ptytke do agarozy wstawiong w rynienke, ustawi¢ grzebien.
Poniewaz aparaty do elektroforezy w agarozie rdznig si¢ od siebie pod wzgledem ksztattu i sposobu
przygotowania zelu, stosuje si¢ rézne modyfikacje tej procedury. Np. samg plytke do agarozy zaklejamy
tasma samoprzylepna z obu koncoéw przed wstawieniem grzebienia i wlaniem agarozy. Po zastygnigciu
agarozy delikatnie odklejamy tasme¢ samoprzylepng (zwykle po wyciagnigciu grzebienia).

6. Wlac agaroze na ptytke, zostawi¢ do stezenia.

7. Wstawi¢ ptytke z agaroza do aparatu do elektroforezy, wlac¢ bufor elektrodowy.

Przygotowanie i nanoszenie prébek

Uwaga! Maksymalna objetos¢ probki do nanoszenia wynosi 55 pl ze wzgledu na objeto$¢ pojedynczej
,,studzienki” do nanoszenia probek. W tej objetoSci musi by¢ co najmniej 1/5 objetosci tzw. ,.stopera” do
agarozy (buforu do nanoszenia). Tak wigc mozliwa objetos¢ do ,,zagospodarowania” wynosi maksymalnie 9/10
pojemnosci pojedynczej studzienki. Osobom nanoszacym probki po raz pierwszy sugerujemy maksymalne
zwigkszenie ilosci dodanego buforu do nanoszenia — gestos¢ probki jest wtedy wigksza i probka jest bardziej
,bezpieczna” — ryzyko ztego naniesienia i wyptynigcia probki jest mniejsze. Najwygodniej nanosi si¢ probki na
zel (w aparacie) stojagcym na rownym i ciemnym tle. Probki nanosimy siedzgc wygodnie, z tokciami opartymi o
blat stotu laboratoryjnego, jedng reka trzymajac pipet¢ automatyczna, podczas gdy palcami drugiej dioni
podtrzymujemy (prowadzimy) pipete.
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1. Delikatnie (!!!) wyciggamy grzebien z agarozy.

2. Probki nanosimy ,,podwarstwiajac” do studzienek wypelnionych buforem elektrodowym.

3. Elektroforeze prowadzimy przy odpowiednim natezeniu pradu dla danego aparatu do elektroforezy. Zel
musi (!!!) by¢ catkowicie zakryty buforem.

4. Elektroforez¢ prowadzimy zwykle 1-2 godz.

5. Wynik rozdzialu elektroforetycznego ogladamy w $wietle UV. Nalezy bezwzglednie zaklada¢ maske
ochronng.

6. Przy dluzszych manipulacjach z wlaczong lampa UV nalezy ubra¢ rekawiczki, fartuch ochronny powinien
mie¢ opuszczone rgkawy.

Materialy i odczynniki

- bufor 10 x TBE: 0,89 M Tris, 0,89 M kwas borowy, 0,02 M EDTA

- “stoper” do agarozy: 100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50% glycerol, 2,5% SDS, 25 mM EDTA, 0,05% bfekit
bromofenolowy

- agaroza

- standard masy DNA (opcjonalnie)

6.3.2. Enzymatyczna degradacja kwasow nukleinowych

Kwasy nukleinowe moga ulega¢ fragmentacji pod wplywem réznych czynnikéw. Czynniki chemiczne
takie jak stezone kwasy: mréwkowy czy chlorowy (VII) hydrolizuja DNA i RNA do zasad azotowych. Czesé
z zasad azotowych ulega jednak w takich warunkach destrukcji. Inkubacja RNA przez 1 godz. w 100°C
w roztworze 1 M HCI lub H,SO, powoduje jego hydrolize¢ do zasad purynowych i nukleozydow
pirymidynowych.

W organizmach zywych kwasy nukleinowe ulegaja degradacji na drodze enzymatycznej. Proces ich
hydrolizy katalizowany jest przez specyficzne enzymy. Enzymy degradujace kwasy nukleinowe katalizujg
proces hydrolizy wigzania estrowego pomiedzy reszta kwasu fosforowego a pentoza. W zaleznos$ci od ich
specyficznosci dziatania (hydrolizy) powoduja przerwanie nici kwasu nukleinowego od strony grupy 3’ lub 5’
pentozy. Powoduje to, ze tak powstaty koniec w miejscu 3’ lub 5’ moze ,,mie¢” grupe hydroksylowa lub reszte
kwasu fosforowego. Enzymy trawigce (fragmentujace) mozemy podzieli¢ na kilka grup w zaleznosci od
sposobu dziatania i specyficzno$ci wzglgdem rodzaju i formy kwasu nukleinowego. Enzymy trawiace zard6wno
DNA jak i RNA generalnie nazywamy nukleazami. Enzymy trawigce wylacznie DNA nazywamy
deoksyrybonukleazami lub DNazami. Z kolei rybonukleazy lub RNazy trawia wylacznie RNA. Ze wzgledu na
lokalizacje miejsc hydrolizy kwasow nukleinowych przez enzymy mozemy je podzieli¢ na endonukleazy
(hydrolizuja wigzanie estrowe wewnatrz) oraz egzonukleazy (hydrolizujg wigzanie estrowe ,,o0dcinajac”
zewnetrzny nukleotyd). Egzonukleazy moga mie¢ specyficzno$¢ wzgledem 3’ konca (3°>5" egzonukleazy) lub
wzgledem 5 konca (5°>3’ egzonukleazy). Egzonukleazy (podobnie jak endonukleazy) moga wykorzystywaé
jako substrat kwas nukleinowy w postaci jedno lub dwuniciowej.

Endonukleazy moga degradowa¢ (przecina¢) kwas nukleinowy w sposob niespecyficzny (niezalezny od
sekwencji) lub w sposob specyficzny rozpoznajac okreslong sekwencj¢ (np. enzymy restrykcyjne). Przyktadem
endodeoksyrybonukleazy jest DNAza 1, przykltadem endorybonukleazy moze by¢é RNAza A. Sa to dwie
najbardziej znane niespecyficznie dziatajace nukleazy.

Klasycznym przyktadem endodeoksyrybonukleazy (endoDNAzy) moze by¢ enzym restrykcyjny Eco RI.
Jest to enzym wystepujacy w niektorych szczepach bakterii z grupy E. coli (np. szczep BSS5) rozpoznajacy
sekwencje dwuniciowego DNA zlozong z szeéciu par zasad:

—NNNN-GAATCC-NNNN-
—NNNN-CTTAGG-NNNN—

rozcinajacy tancuch kwasu nukleinowego jednej nici pomigedzy guaning a adening, natomiast w drugiej nici
pomiedzy dwiema guaninami (N — oznacza dowolny nukleozyd). Produktem pojedynczego trawienia czgsteczki
DNA przez Eco RI sg dwie czgsteczki DNA posiadajgce komplementarne odcinki jednoniciowe — tzw. lepkie
konce:
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—NNNN-G AATCC-NNNN-
—NNNN-CTTAG (G—NNNN-—

Nie wszystkie enzymy restrykcyjne przecinaja rozpoznawang sekwencje DNA niesymetrycznie. Sg enzymy
restrykcyjne, ktore przecinaja sekwencje DNA symetrycznie generujac tzw. tgpe konce. Przyktadami takich
enzymow moga by¢: Dra I lub Alu I rozpoznajace i trawigce odpowiednio sekwencje:

pral: —1 1T AAA— Aul: —AG TC-
~AAA TTT- —TC AG—

Przyktady innych enzymoéw restrykcyjnych generujacych tzw. tepe konce to Pvu Il (CAG CTG), Sma | (CCC
GGG) czy Ssp | (AAT ATT).

6.3.3. Degradacja wysokoczasteczkowego DNA réznymi iloSciami DNAzy

Zasada metody

DNAza | jest enzymem endonukleolitycznym specyficznym wzgledem dwuniciowego DNA.
Wysokoczasteczkowy DNA jest degradowany (trawiony) przez DNAz¢ 1 na coraz mniejsze fragmenty w miare
czasu trwania reakcji lub dostepnosci enzymu. Jako rezultat trawienia uzyskujemy mieszaning fragmentow
DNA o réznej wielkoséci (dtugosci), ktore w elektroforezie w zelu agarozowym moga uktadaé sie¢ w postaci
zabarwienia Sciezki nawet na calej jej dlugosci (ang. smear — czasteczki DNA ,rozsmarowane” po catej
dtugosci sciezki).

Postepowanie
1. Przygotowac proby zawierajace poszczegolne sktadniki mieszaniny reakcyjnej w ilo$ci podanej w tabeli.

DNAza | bufor inkubacyjny | DNA substrat

DNAZza bez rozcienczenia
1| 20 I (=200 ng) 30l Sul

DNAza rozcienczona 10 x

2 | 20 ul (=20 ng) 0wl Sul
DNAza rozcienczona 100 x

3 20 ul (=2 ng) 30 wl 3ul

4 l(;o:ltrola (bez DNAzy) 50 ul 3l

2. Wszystkie proby inkubowac 10 minut w temp. 37°C, po czym doda¢ 10 ul ,,stopera”

3. Wszystkie probki (calos¢ roztworu) nanie$¢ na zel agarozowy (uprzednio pokry¢ zel cienkg warstwg buforu
elektrodowego).

4. Elektroforezg prowadzi¢ przez ok. 1 godz. przy 40 mA / zel.

5. Pasma DNA po elektroforezie lokalizowa¢ w zelu przez obserwacje w $wietle ultrafioletowym fluorescencji
bromku etydyny wbudowanego w podwdjng spiral¢ kwasu nukleinowego.

Materialy i odczynniki
- DNAzal (1 mg/100 ml), czyli 10 ul (= 100 ng)
bez rozcieficzenia: 5 ul (=50 ng)
20 pl (=200 ng)
rozcienczona 10 razy: 100 pl (= 1 000 ng) + 0,9 ml buforu inkubacyjnego
10 ul (= 10 ng)
5 ul (= 5 ng)
20 ul (= 20 ng)
rozcienczona 100 razy: 100 pl (= 100 ng) + 0,9 ml buforu inkubacyjnego
10 ul (=1 ng)
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5 ul (=0,5 ng)
20 pl (=2 ng)
- DNA chromosomowy (roztwor o st¢zeniu 1 mg/ml)
- bufor elektrodowy TBE: 54 g Tris base, 27,5 g kwasu borowego i 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) uzupehié¢ do
1 1 woda destylowana; Uwaga! do elektroforezy rozcienczy¢ 5-krotnie
- roztwor 0,8% agarozy w buforze elektrodowym (5-krotnie rozcienczonym, z dodatkiem bromku etydyny)
- bufor do inkubacji z DNAza: 20 mM Tris-HCl o pH 7,0, 5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA, 10% glicerol
- odczynnik przerywajacy reakcje enzymatyczng (,,stoper”): 20% sacharoza, 2% SDS, 5 mM EDTA, bfekit
bromofenolowy (0,5 mg/ml), pH 8,0

6.3.4. Analiza trawienia DNA plazmidowego enzymem restrykcyjnym Eco RI

Zasada metody

Enzym restrykcyjny jest endodeoksyrybonuklaza specyficzng wzgledem okreslonej sekwencji DNA. Ilos¢
miejsc trawienia w danej czasteczce DNA zalezy od ilosci powtorzen sekwencji DNA trawionej przez enzym.
Jesli w czasteczce DNA nie wystepuje taka sekwencja to taki DNA nie bedzie trawiony. Jesli enzymem
restrykcyjnym trawimy populacje jednakowych czasteczek DNA (np. plazmidowy DNA pBR322 Iub DNA faga
A) to po rozdziale w elektroforezie w agarozie uzyskujemy wyraznie zdefiniowane pasma DNA.

Postepowanie

1. Przygotowac probe badang zawierajaca: 2-5 pul DNA plazmidowego (0,5-2,0 ng DNA), 2 ul buforu H, 1pul
enzymu restrykcyjnego (Eco R I); uzupetni¢ do 20 pl woda bidestylowana. Przygotowaé probe kontrolng
nie zawierajacg enzymu restrykcyjnego. Proby inkubowa¢ 1-2 godz. w temp. 37°C.

2. Po inkubacji calo$¢ probek nanie$¢ na 0,8% zel agarozowy i podda¢ elektroforezie.

3. Zel obserwowa¢ w $wietle ultrafioletowym.

Materialy i odczynniki

- 2-5 ul DNA plazmidowego (0,5-2,0 ug DNA)

- Enzym restrykcyjny Eco RI

- bufor H: 50 mM Tris-HCl o pH 7,5, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol
- enzym restrykcyjny

- ,stoper” do agarozy

6.4. IZOLACJA DNA Z KOMOREK BAKTERYJNYCH

W komorce prokariotycznej DNA wystepuje w cytoplazmie w postaci pojedynczego, kolistego
chromosomu bakteryjnego, zwanego genoforem, wielkosci od 300 kb do 5 000 kb. Genofor nosi kompletng
informacj¢ o budowie i funkcjonowaniu komorek bakteryjnych, a w obrebie gendow bakteryjnych nie wyr6znia
si¢ intronow.

Poza chromosomem bakterie posiadaja takze w cytoplazmie kolisty DNA plazmidowy, ktory niesie
dodatkowe informacje nie bedace konieczne do funkcjonowania komdrek bakteryjnych, korzystne jednak dla
bakterii, takie jak: oporno$¢ na antybiotyki np. gen kodujacy laktamaze rozktadajgcg ampicyline, wiasciwosci
chorobotworcze, zdolno§¢ wykorzystywania innych zrddel energii, np. gen B-galaktozydazy, kodujacy enzym
umozliwiajacy trawienie galaktozy. DNA plazmidowy niesie takze informacj¢ o ptci bakterii.

Informacje genetyczng wiruséw mogg stanowi¢: dwuniciowy DNA réznej dtugosci w zaleznosci od wirusa,
posiadajacy takze obszary niekodujgce; jednoniciowy DNA lub RNA.

6.4.1. Otrzymywanie DNA chromosomowego z E. coli

Zasada metody
Bakterie do preparacji DNA genomowego hodujemy ok. 6 godz. w 37°C na pozywece stalej lub w pozywce
ptynnej z wytrzasaniem. Sciany komoérkowe usuwamy inkubujac bakterie z lizozymem, komoérki lizujemy przy
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uzyciu detergentu — 25% SDS. RNA jest usuwany przez hydroliz¢ w pH 8,0. Biatka i lipidy usuwamy z lizatu
poprzez ekstrakcje do mieszaniny chloroformu i alkoholu izoamylowego. DNA o duzej masie czgsteczkowej
(DNA chromosomowy) wytragcamy z roztworu zimnym etanolem i nawijamy na bagietke szklana.

Postepowanie

Hodowla na podlozu stalym

1. Na trzy ptytki Petriego ze stata pozywka petng wysiewamy 2 ml zawiesiny bakterii w logarytmicznej fazie
wzrostu, rozprowadzamy glaszczka i inkubujemy 6 godz. w 37°C.

2. Kolonie bakterii zawieszamy za pomocg glaszczki w matej ilosci 0,9% NaCl (Il) i przenosimy pipetka
pasteurowska do probéwek wirdwkowych.

3. Zawiesing komorek wirujemy 5 minut, 3 000 x g w +4°C, supernatant odrzucamy.

Hodowla na podlozu plynnym

1. 0,5 1bulionu zaszczepiamy hodowla E. coli w stosunku 1:50.

2. Bakterie hodujemy 6 godz. w 37°C z wytrzasaniem.

3. Hodowle wirujemy 5 minut, 3 000 x g w +4 °C, supernatant odrzucamy.

4. Osad bakterii z punktu 3 zawieszamy w 12,5 ml buforu (I111) i przenosimy do kolbki.

5. Do zawiesiny dodajemy 5 mg lizozymu (VI11), doktadnie mieszamy i inkubujemy 30 minut w 37°C.

6. Dodajemy 1 ml 25% SDS (1V) i delikatnie mieszamy kolistym ruchem.

7. Do lizatu dodajemy 3,5 ml 5 M NaCl (1) i 17 ml mieszaniny chloroform : alkohol izoamylowy (24:1, v/v)
(V) i wytrzasamy przez 30 minut.

8. Calos¢ wirujemy 10 minut, 10 000 x g w +4°C.

9. Pipetg pasteurowska zbieramy fazg wodng (roztwér DNA genomowego bakterii) i mierzymy jej objgtosé
cylindrem, a nastepnie przenosimy do zlewki.

10. Dodajemy podwojng objetos¢ zimnego etanolu (V1) i delikatnie mieszamy kolistym ruchem.

11. Wytracony DNA nawijamy delikatnie na bagietke szklana, a nastgpnie rozpuszczamy w matej ilosci buforu
(VII) (w najmniejszej objetoéci buforu, w ktorej rozpusei sic DNA).

12. Uzyskany preparat DNA chromosomowego E. coli przechowujemy w —20°C.

Materialy i odczynniki

- L.5M NaCl

- 11.0,9% NaCl

- 1. bufor o pH 8,0: 0,15 M NaCl, 0,1 M EDTA

- IV.25% SDS

- V. mieszanina: chloroform : alkohol izoamylowy (24:1 v/v)
- VI.99% etanol (- 20 °C)

- VII. bufor o pH 7,4: 0,15 M NaCl, 0,015 M cytrynian sodu
- VII. lizozym — ok. 5 mg

6.4.2. 1zolacja DNA plazmidowego

Zasada metody

W zasadowym roztworze izoosmotycznym glukozy (roztwér 1) zawieszamy komorki bakterii. Dodanie
na tym etapie preparacji lizozymu dla zhydrolizowania $cian komorek bakterii, jak podaja niektdre przepisy, jest
niekonieczne. Dodajgc SDS i NaOH dokonujemy zasadowej lizy komorek, przy czym EDTA z roztworu |
chroni lizat przed dzialaniem uwolnionych endogennych enzymoéw. W punkcie 6. Postepowania,
po odwirowaniu mieszaniny roztworow | i Il, zawieszamy lizat w roztworze 111 —nastepuje zoboj¢tnienie
srodowiska zasadowego, DNA rozpuszcza si¢ w roztworze. Dodajac propanol wytrgcamy z roztworu kwasy
nukleinowe. Po rozpuszczeniu osadu DNA w wodzie, dodajgc 0,1 objetosci octanu sodu i podwdjng objetos¢
etanolu, ponownie wytracamy DNA plazmidowy w celu dalszego 0czyszczenia preparatu.
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Postepowanie

1.

w

© o N

11.

12.

Pojedyncza koloni¢ bakteryjng wysiewamy do 3 ml pozywki LB z odpowiednim antybiotykiem
i inkubujemy, wytrzasajac, przez noc w 37°C.

Nalewamy po 1,5 ml hodowli do probéwek Eppendorfa i wirujemy 30 sekund przy 12 000 x g w 4°C.
Supernatant odrzucamy, a osad bakterii suszymy w probowce przez odsaczenie roztworu na bibule.

Osad zawieszamy w 100 pl schtodzonego do 4°C roztworu | i pozostawiamy kilka minut w lodzie. Uwaga!
Osad bakterii musi by¢ na tym kroku preparacji bardzo dobrze zawieszony w roztworze |, co mozna
uzyskaé przez energiczne wytrzasanie.

Dodajemy 200 ul $wiezo przygotowanego roztworu Il i pozostawiamy ok. 15 minut na lodzie. Uwaga! Po

dodaniu roztworu Il proby nie mozna energicznie mieszaé ani wytrzasa¢ aby nie porozrywaé
zdenaturowanego DNA.

Dodajemy 150 pl schtodzonego do 4°C roztworu Ill, delikatnie mieszamy i pozostawiamy 30 minut
w lodzie.

Zawiesiny wirujemy 5 minut przy 12 000 x g w 4°C.
Supernatant przenosimy do nowych probowek i dodajemy 400 ul propanolu, trzymamy w lodzie 1 godz.
Wirujemy 5 minut przy 12 000 x g w 4°C.

. Supernatant odrzucamy, a osad rozpuszczamy w 200 pl H,O; dodajemy 20 pl octanu sodu i 400 ul etanolu,

pozostawiamy ok. 30 minut w —20°C.

Proby wirujemy 5 minut przy 12 000 x g w 4°C; supernatant odrzucamy, osad suszymy w wirdwce
proézniowej i rozpuszezamy w 100 ul H,0.

Uzyskany wodny roztwor plazmidowego DNA przechowujemy w —20°C.

Materialy i odczynniki

roztwor 1: 25 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM glukoza, 10 mM EDTA ; wszystkie sktadniki buforu rozpusci¢
w ok. 90 ml wody, doprowadzi¢ stezonym HCI do pH 8,0 i uzupeli¢ woda do 100 ml

roztwo6r 11: 0,2 M NaOH (2 ml 10 M NaOH), 1% SDS (0,5 ml 20% SDS); dopetni¢ woda do 10 ml; roztwor
przygotowac na §wiezo z wyjsciowych roztworéw: 10 M NaOH i 20% SDS

roztwor I11: zmiesza¢ 60 ml 5 M octanu potasu; 11,5 ml lodowatego kwasu octowego i 28,5 ml H,O

99% etanol

99% propanol

3 M octan sodu

6.5. PREPEARACJA KWASU RNA Z DROZDZY

Postepowanie

1. W kolbie stozkowej na 50-200 ml doprowadzi¢ do wrzenia 15 ml buforu do ekstrakc;ji.

2. Do wrzacego roztworu doda¢ 10 g dobrze rozdrobnionych §wiezych drozdzy i ogrzewaé zawartos¢ przez
3 minuty.

3. Zawiesing schtodzi¢ pod strumieniem zimnej wody z kranu, a nastgpnie w tazni wodno-lodowej o temp.
4°C.

4. Odwirowa¢ zawiesing przez 10 minut przy 3 000 x g.

5. Uzyskany supernatant wla¢ do dwoch objetosci ozigbionego 95% etanolu i inkubowaé w zamrazarce
30 minut.

6. Preparat odwirowac (3 000 x g; 10 minut; 4°C).

7. Uzyskany osad rozpusci¢ w 5 ml 0,01 M roztworu NaOH.

8. Okresli¢ ilos¢ wypreparowanego RNA poprzez pomiar absorbancji przy dlugosci fali 260 nm.

9. Okresli¢ stopien czysto$ci wypreparowanego RNA przez wykres§lenie widma absorpcyjnego w zakresie od

230 nm do 300 nm i obliczenie stosunku Ajse/Asgy, Do pomiaréw spektrofotometrycznych roztwor RNA
nalezy rozcienczy¢ (ok. 100 razy).

Materialy i odczynniki

$wieze drozdze piekarskie (10 g na jedna preparacje¢)
bufor ekstrakcyjny o sktadzie: 25 mM bufor fosforanowy (wyltacznie fosforany sodowe), pH 7,0, 2% SDS
i 4,5% etanol
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