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Troche historii

- 1869 r. - odkrycie DNA (Johannes Friedrich Miescher)

- 1903 r. - powigzanie praw Mendla z chromosomami (Walter
Sutton)

- 1915 r. - chromosomowa teoria dziedzicznosci (Thomas Hunt
Morgan)

+ 1944 r. - doswiadczenia z czynnikiem transformujgcym
bakterie Streptococcus pneumoniae (Oswald Avery, Colin
MacLeod, Maclyn McCarty)
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« 1952 r. - wykazano, ze to DNA bakteriofagow T2 wnika do
komorek infekowanych przez nie bakterii (Alfred Hershey |
Marta Chase)
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capsule (red)
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wg. Thomasione, Wikipedia

e 1953 r. - odkrycie struktury podwaojnej helisy DNA (James
Watson i Francis Crick) Slide 3



Kwasy nukleinowe

 DNA, RNA
* liniowe, nierozgatezione polimery
« monomerem jest nukleotyd

Nukleotyd zbudowany jest z:

e zasady azotowej

- puryna (adenina, guanina)

- pirymidyna (cytozyna, tymina, uracyl)
e cukru (pentozy)

- ryboza (RNA)

- 2-deoksyryboza (DNA)
e 1-3 reszt kwasu fosforowego

, / zasada
azotowa

OH H Slide 4
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Nukleotyd/nukleozyd

zasada
azotowa

nukleozyd

nukleotyd

Jako substraty w syntezie DNA wykorzystywane sg
trifosforany nukleozydow:

* 2'-deoksyadenozyno-5'-trifosforan (dATP)
* 2'-deoksycytydyno-5'-trifosforan (dCTP)
* 2'-deoksyguanozyno-5'-trifosforan (dGTP)
* 2'-deoksytymidyno-5'-trifosforan (dTTP)
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Zasady azotowe

Pirymidyny
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' reszta fosforanowa

cukier (ryboza lub
deoksyryboza)

3 / pirymidyna
3!
{ / puryna

3/
OH
3

nukleotydy potaczone sg wigzaniami fosfodiestrowymi - resztama
fosforanowa taczy atom wegla w pozycji 5' jednej pentozy z atomem
wegla 3' kolejnej
koniec 5' - tam, gdzie atom wegla w pozycji 5' deoksyrybozy nie tworzy
wigzania z kolejnym nukleotydem
koniec 3' - tam, gdzie atom wegla w pozycji 3' deoksyrypozy nie tworzy

wigzania z kolejnym nukleotydem

polimerazy DNA przeprowadzajg synteze nowej nici w kierunléllJ, g' a73'
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5’
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 dwie nici potgczone sa dzieki wigzaniom wodorowym
wystepujgcym pomiedzy zasadami azotowymi z sasiadujgcych
lancuchow

- zawsze dwupierscieniowa puryna taczy sie z jednopierscieniowg
pirymidyng, dlatego odlegtosc nici jest stata

» pomiedzy A i T wystepuja 2 wigzania wodorowe

- pomiedzy C i G wystepujg 3 wigzania wodrowe

Adenine Thymine Guanine Cytosine

By Jypx3 (Own work) [Public domain], via Wikimedia Commons

e asocjacja warstwowa (oddziatywania typu 1-11) - zwieksza
stabilnos¢ podwojnej helisy na skutek oddziatywan |
hydrofobowych pomiedzy sasiadujacymi parami zasad ¢ °



Podwdjna helisa - forma B

opisana przez Watsana

| Cricka

najczesciej

wystepujaca in vivo

obecnosc 2 rowkow:

mniejszego | 5 3’
wiekszego (decyduja o O
dostepie biatek -
wigzacych DNA | —

regulujacych ekspresje
genow) wiekszy — 3 )

\szkielet zbudowany
prawoskretna rowek o8 S deoksyrybosy
pary zasad po’;ozone i reszt fosforanowych
sga W osi helisy 1 sg do

para zasad azotowych

niej mniejsz )

praWie prostopad’;e FOWEL g __;’/Wiazania wodorowe
Srednica: 2,37 nm 3’ 5’

skok helisy: 3,4 nm S1ide 10

liczba zasad na skret: 10



Inne typy helis

Zmiany konformacji wynikajgce gtownie z rotacja wokot wigzania [3-N-
glikozydowego oraz obrotu wokoét wigzania miedzy atomami wegla 3' i 4'
reszty cukrowej umozliwiajg wystepowanie innych typow helis DNA:

 forma A e forma Z

~ prawoskretna - lewoskretna

~ posiada 2 rowki, jeszcze ~ wystepuje tylko w
bardziej roznigce sie specyficznych sekwencjach
gtebokosciag niz w formie sktadajgcych sie z
B wystepujacych po sobie reszt

- pary zasad lezg poza osig pirymidynowych | purynowych
helisy | sg od nie] > prawdopodobnie nie odgrywa
odchylone znaczacej roli in vivo

> wystepuje w czgsteczkach
hybrydowych (DNA/RNA) i
tam gdzie RNA przyjmuje
strukture drugorzedowag

A\

Srednica: 1,84 nm
skok helisy: 4,5 nm Slide 11
liczba zasad na skret: 12

~ Srednica: 2,55 nm
> skok helisy: 3,2 nm
> liczba zasad na skret: 11
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Zapis sekwencji DNA

w kierunku od konca 5' do 3', np. 5'-ATGGTCAGTTA-3'
podaje sie sekwencje nici "+", czyli tej ktorej sekwencja
odpowiada nici RNA

stosuje sie kod IUPAC:

A - adenina

T (U) - tymina (uracyl)
C - cytozyna

G - guanina

R-Alub G
Y-ClubT
S-GlubC

W-Alub T
K-GlubT
M-Alub C
B-ClubGlubT
D-AlubGlubT
H-AlubClubT
V-AlubClub G

N- AlubClubGlubT
- (.) - przerwa
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|lzolacja DNA
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Materiata do izolacji DNA oraz jego
przechowywanie

Najszesciej do izolacji DNA wykorzystuje sie:

« W przypadku zwierzat i cztowieka: krew, komaorki nabtonka
« w przypadku roslin: mtode liscie, siewki
« w przypadku szczatkow paleontologicznych i archeologicznych: czaszka,

kosci i zeby
Przechowywanie materiatu do izolacji DNA

e zamrozenie materiatu w -80 °C

« zasuszenie materiatu w zelu krzemionkowym (np. w przypadku lisci)
* liofilizacja
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Wybor metody izolacji DNA

e rodzaj mareriatu z jakiego bedzie izolowane DNA

» rodzaj DNA jaki chcemy otrzymac (catkowite, jadrowe,

organellowe, mitochondrialne, plazmidowe itp.)

 do jakich analiz ma postuzycC otrzymany preparat DNA - jaka

10SC i jakos¢ DNA jest potrzebna do dalszych analiz

e koszt i czasochtonnosc¢ procedury
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WsSrod istniejgcych metod izolacji
DNA mozna wyrozni¢ m. in.:

* metody oparte na ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi
(np. fenolem lub mieszaning chloroformu z alkoholem
Izoamylowym)

* metody oparte na wigzaniu DNA do przez ztoza
krzemionkowe - wykorzystujgce zdolnosc¢ wigzania DNA

przez te ztoza w obecnosci soli chaotropowych

Sole chaotropowe (np. chlorowodorek guanidyny lub izotiocyjanian
guanidyny) sa to zwiazki zaburzajgce strukture wody poprzez oddziatywanie na
wystepujace w niej wigzania wodorowe. Sole chaotropowe powodujg tez rozpad
bton i denaturacje biatek, co réwniez jest korzystne podczas izolacji DNA.
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Etapy izolacji DNA opartej na
ekstrakcji rozpuszczalnikami
organicznymi

1. Zniszczenie struktury komorkowej
mechaniczne (np. ucieranie tkanki w ciektym azocie)
enzymatyczne (np. lizozym do trawienia bakteryjnych scian
komorkowych)
chemiczne (np. zastosowanie detergentéw do niszczenia bton
komorkowych)

2. Ekstrakcja rozpuszczalnikami organicznymi (np. mieszanina
chloroformu z alkoholem izoamylowym)

3.Strgcanie DNA przy uzyciu izopropanolu lub etanolu

4.Ptukanie osadu DNA

5.Wysuszenie | ponowne rozpuszczenie DNA w wodzie lub buforze TE
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Etapy izolacji DNA opartej na na
wigzaniu DNA do przez ztoza
krzemionkowe (kolumienki)

1.Zniszczenie struktury komaorkowej

2.Zwigzanie DNA ze ztozem znajdujgcym sie w
kolumnie

3.Plukanie ztoza

4.Elucja DNA
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Ocena jakosci DNA

- elektroforeza w zelu agarozowym

- spektrofotometria

Przechowywanie DNA

> krotkoterminowo: +4 °C

~ dtugoterminowo: -20 °C
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