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Analiza restrykcyjna i elektroforeza DNA

Sl R —
Model aparatu do poziomej elektroforezy zelowej.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Enzymy restrykcyjne (restryktazy) wystepujg u bakterii, gdzie zapobiegajg wigczeniu DNA
bakteriofaga do ich DNA genomowego. Odkrycie i wyizolowanie restryktaz, a takze
poznanie specyfiki ich dziatania, pozwolito na rozwoj biotechnologii i biologii molekularne;.

W jaki sposob wykorzystywana jest aktywnos$¢ enzymow restrykcyjnych w warunkach
laboratoryjnych?
Twoje cele

Wyjasnisz mechanizm dzialania enzymow restrykcyjnych.

Przedstawisz istote analizy restrykcyjneji elektroforezy DNA.

Opiszesz warunki i przebieg elektroforezy DNA.

Wykonasz do$wiadczenie polegajagce na analizie restrykcyjneji obserwacii
produktow rozdziatu elektroforetycznego uzyskanych fragmentow restrykcyjnych.




Przeczytaj

Enzymy restrykcyjne (restryktazy) sa enzymami nalezgcymi do endonukleaz. Rozpoznaja
one specyficzne sekwencje DNA dlugosci od kilku do kilkunastu nukleotydow (zwykle 4-8
pz). Zazwyczaj s3 to sekwencje palindromowe, czyli takie same, gdy odczytuje si¢ je na obu

niciach w kierunku od 5" do 3. Rozpoznanie sekwencji charakterystycznejdla danego
enzymu powoduje hydrolize wigzan fosfodiestrowych, najczesciej w obrebie sekwencii
rozpoznawanej przez enzym. Powstate fragmenty restrykcyjne DNA moga by¢ zakonczone
lepkimi badz tepymi koncami, w zaleznosci od rodzaju enzymu. Duza liczba réznych
enzymoOw restrykcyjnych oraz ich specyficzno$¢ w rozpoznawaniu okreslonych sekwencii
DNA pozwalajg na wykorzystanie ich dzialania w procesach inzynierii genetyczne;j.
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Przeciecie DNA enzymami restrykcyjnymi moze dawac w rezultacie tzw. tepe konce, gdy zachodzi
w naprzeciwlegtych miejscach obu nici DNA, albo tzw. lepkie konce, gdy zachodzi w obu niciach w miejscach
przesunietych wzgledem siebie o kilka nukleotydéw. Sekwencja rozpoznawana przez restryktazy sktada sie

zwykle z 4-8 par zasad.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0. 0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Znanych jest ponad 1000 enzymow restrykceyjnych. Nazwy restryktaz wykorzystywanych
w laboratoriach sktadajg si¢ z dwoch lub trzech cztonow. Pierwszy z nich zawiera
trzyliterowy symbol informujgcy o gatunku bakterii, z ktorej enzym zostat wyizolowany.
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Kolejny czton, czyli dodatkowa wielka litera, oznacza szczep bakterii, natomiast ostatni
czlon to cyfra rzymska okreslajagca serie, np.:

e EcoRI - pierwszy enzym wyizolowany z Escherichia coli szczepu R;
o BamHI - pierwszy enzym wyizolowany z Bacillus amyloliquefaciens szczepu H.

Enzymy restrykcyjne dzieli sie na kilka klas, ze wzgledu na miejsce ciecia sekwencji DNA
oraz niezbedne kofaktory:

« klasal - dokonuja ciecia w odleglosci nawet 1000 pz (par zasad) od rozpoznawanej
sekwenciji; kofaktorami w reakcji s3 m. in. ATP, jony magnezu (Mg?*) oraz
S-adenozylometionina;

» klasa Il - przecinajg dwuniciowy DNA w obrebie rozpoznawanej sekwenciji
palindromowej; kofaktorem enzymow tej klasy s jony magnezu (Mg?*);

« klasa III - hydrolizujg wigzania w tylko jednejnici DNA w odlegtosci do 25 nukleotydow
od specyficznej sekwencji; wymagane kofaktory to ATP i jony magnezu (Mg®*);
S-adenozylometionina wzmacnia aktywnos$¢ enzymow tej klasy.

Najczesciej uzywanymi enzymami restrykcyjnymi w biologii molekularnej sa enzymy klasy II,
ze wzgledu na fakt przecinania DNA w obrebie rozpoznawanej przez nie sekwencji
palindromowej. Dzigki temu mozliwe jest obliczenie wielkosSci powstatego po cigciu
produktu i jego identyfikacja.

Wiecejinformacji o enzymach restrykcyjnych znajdziesz w materiale: Enzymy stosowane

w biotechnologii molekularne;j.

Dzigki obecnosci miejsc restrykcyjnych mozliwe jest np. wprowadzanie do wektora genow
pochodzacych od innych organizmoéw na drodze rekombinacji homologicznej. Proces ten
opiera si¢ na dziataniu restryktaz dokonujacych ciecia DNA oraz ligazy, ktora taczy wolne
konce powstalych czgsteczek. Znajomos¢ specyficznosci danego enzymu restrykcyjnego
pozwala na zaprojektowanie fragmentoéw DNA w taki sposob, aby mozliwe bylo potgczenie
wstawki z wektorem (np. plazmidem).

Aby utatwi¢ wprowadzanie modyfikacji genetycznych, tworzone s3 mapy restrykcyjne
plazmidow, ktore wskazujg utozenie miejsc na czgsteczce cietych przez roézne enzymy
restrykcyjne. Dzigki nim planujgc doswiadczenie, mozna dobra¢ enzym, ktory rozpoznaje
sekwencje obecne w plazmidzie oraz okresli¢, w jakim miejscu plazmid zostanie przeciety.
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Mapa restrykcyjna plazmidu pUC19, posiadajgcego 2686 par zasad. Oznaczenia, takie jak Eam1105 |, Akr N |,
to miejsca ciecia dla poszczegdlnych enzyméw restrykcyjnych.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Aby wprowadzi¢ do plazmidu pozadane DNA nalezy zastosowac te same enzymy, ktorych
uzyto do trawienia wstawki. Dzigki obecnosci lepkich koncow o takiej samej sekwencji

w obu fragmentach mozliwe jest potaczenie ich za pomoca ligazy DNA. Nastepnie plazmidy
mozna namnozy¢ w komorkach bakteryjnych w celu uzyskania wigkszejilosci kopii.
Wazne!

Wydajnos¢ ligaciji jest o wiele wieksza w przypadku lepkich koncow, poniewaz moga one
taczy¢ si¢ wigzaniami wodorowymi z komplementarnymi jednoniciowymi koncami

innych czasteczek DNA.

Aby gen ze wstawki ulegat ekspresji, musi ona zosta¢c wbudowana w odpowiednie;j
orientacji, tak aby sekwencja genu znajdowala si¢ za promotorem bakteryjnym, w orientaciji
5'-3' na nici kodujaceji konczyta sygnalem prowadzacym do terminacji transkrypcji. Jednak
poniewaz lepkie konce na obu stronach wstawki sg takie same, dlatego moze ona zostac
polaczona z plazmidem w odwrotnej orientacji do zamierzonej. W takim przypadku
sekwencja genu bylaby odczytywana ,0d tytu”, przez co nie ulegtby on ekspresiji.

Wiecej o plazmidach znajdziesz w e-materiatach:

» Wektory genetyczne,
» Klonowanie DNA.
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Aby sprawdzi¢, czy zaszla ligacja wstawianego genu z plazmidem, oraz w jakiej orientacji
zostal wstawiony gen, dokonywana jest analiza restrykcyjna. Technika ta pozwala na
identyfikacje fragmentow powstajacych po cieciu enzymem restrykcyjnym na podstawie
ich wielkosci.

Analize restrykcyjng przeprowadza si¢ poprzez poddanie plazmidoéw trawieniu
restrykcyjnemu. Trawienie restrykcyjne zachodzi w srodowisku wodnym z buforem, ktory
zapewnia niezbedne warunki reakcji. Czas reakcji zalezy od rodzaju enzymu i wielkosci
materialu poddawanego trawieniu. Uzyte w reakcji enzymy powinny trawi¢ wstawke,

a nastepnie plazmid. Po trawieniu przeprowadza si¢ ligacje wstawki z plazmidem. Na
podstawie dlugosci powstatych po trawieniu fragmentéw mozna odré6zni¢ plazmid
zawierajacy wstawke od tego, ktory nie zostal potaczony z zadnym fragmentem DNA.

Kolejnym krokiem w analizie restrykcyjnej jest wizualizacja produktéw trawienia. Dokonuje

sie jej na drodze elektroforezy.

Elektroforeza to metoda polegajgca na poruszaniu si¢ naladowanych czastek pod
wptywem pola elektrycznego. Czgstki majace na swojej powierzchni tadunek dodatni daza
do elektrody ujemnej (katody), majace zas$ tadunek ujemny - do elektrody dodatniej (anody).

W DNA obecne s3 grupy fosforanowe, przez co ma on fadunek ujemny. Dzigki temu
wszystkie czgsteczki tego kwasu nukleinowego migruja w strone dodatniego bieguna pola
elektrycznego, a szybkoS¢ migracji zalezy od wielkoSci czasteczek - im mniejsza (krotsza)
czgsteczka DNA lub RNA, tym szybciej przesuwa si¢ w strone elektrody dodatnie;j.

Elektroforeza zelowa pozwala na rozdzielenie kwasow nukleinowych w porowatym zelu.
Zel to galaretowata substancja, ktora sktada sie z agarozy lub poliakrylamidu. Wylewa sie go
cienka warstwg do szklanego pojemnika. Dziata on jak sito, umozliwiajgc separacje
czasteczek. S3 w nim wydrazone studzienki, w ktorych umieszcza sie probki, np.
zawierajgce plazmidy po trawieniu restrykcyjnym. Oprocz badanych probek na zelu
umieszcza si¢ rowniez mieszaning fragmentoéw DNA o znanej wielkosSci, tzw. marker

masy nazywany tez drabinka (ang. ladder).



Zel umieszcza sie w aparacie do elektroforezy wypetnionym buforem. Nastepnie poddaje
sie go dzialaniu pola elektrycznego. Pod jego wplywem fragmenty kwasow nukleinowych
o roznej wielkoSci przemieszczaja si¢ od katody w strone anody z r6zng szybkoscia.
Mniejsze czasteczki migruja szybciej, gdyz latwiej przeciskaja si¢ w sieci zelu, natomiast
czgsteczki, ktore sg wieksze od poréw, sa prawie nieruchome. Dodatek odpowiedniego
barwnika pozwala na obserwacje tempa migracji probek w zelu. Elektroforeza prowadzona
jest pod napieciem 100-120 V przez ok. 20-30 min.
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Roztwor buforu
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Studzienki

Pasy prazkéw

(po odpowiedniej wizualizacji,
np. w $Swietle UV)



Zel

Anoda

Schemat aparatu do elektroforezy. Kwasy nukleinowe maja tadunek ujemny, dlatego beda wedrowac¢
w kierunku anody.

Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.
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Probki DNA oraz marker zostajg naniesione na zel

Po wtaczeniu zasilania fragmenty DNA migruja przez zel od katody w kierunku anody

Fragmenty DNA zostaty uszeregowane wedtug wielkosci



Najdtuzsze fragmenty

Najkrotsze fragmenty

Przebieg elektroforezy.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Po zakonczonej elektroforezie zel analizuje si¢ w Swietle UV. Rozdzielone fragmenty
widoczne s3 w postaci prazkow dzieki swieceniu barwnikow fluorescencyjnych wigzacych
sie z DNA.

Liczba prazkow Swiadczy o tym, ile miejsc restrykcyjnych zostato rozpoznanych przez
enzymy restrykcyjne w danej czgsteczce DNA.

Wielko$¢ fragmentow DNA okresla sie na podstawie poroéwnania ich szybkosci migraciji
w zelu (na podstawie pozycji odpowiednich prazkow) z szybkoscig migracji fragmentow
DNA o znanej dtugosci (pozycje prazkow z drabinki).

3000 pz

1500 pz

1000 pz

Drabinka, marker masy
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Wielkos¢ fragmentow DNA okreéla sie, poréwnujac pozycje prazkéw z poszczegdlnych
probek z pozycja prazkéw z drabinki.

Prébka 1

Probka 2

Préobka 3

Prébka 4

Poréwnujac prazki z prébki z drabinkg DNA, mozna okresli¢ ich przyblizone rozmiary. Na
przyktad wskazany prazek na zelu ma wielkos¢ okoto 1500 par zasad (pz).

Wizualizacja fragmentéw DNA,; pz przy liczbach w drabince wskazuje, ile par zasad znajduje sie w danym
fragmencie DNA.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Elektroforeze DNA stosuje si¢ m.in. w biologii molekularnej, farmakologii, medycynie
sadowej, weterynarii, diagnostyce medycznej oraz kontroli jakoS$ci zywnosci.
Wykorzystywana moze by¢ takze w kryminalistyce do identyfikowania 0s6b podejrzanych

o popetnienie przestepstwa. Wowczas probke zebrang z miejsca przestepstwa oraz probki
uzyskane od 0sob podejrzanych naklada si¢ na zel. Po zakonczonej elektroforezie nalezy je
porownac. Jesli uktad prazkow w danej probce jest taki sam jak w probce pobranej z miejsca
przestepstwa, dana osoba najprawdopodobniejjest winna.

Stownik



elektroforeza

jedno ze zjawisk elektrokinetycznych polegajace na poruszaniu si¢ naladowanych
czgsteczek pod wptywem pola elektrycznego; czasteczki majgce na swojej powierzchni
tadunek dodatni daza do elektrody ujemnej, natomiast obdarzone tadunkiem ujemnym -
do elektrody dodatniej; jest to takze technika rozdziatu czgsteczek pod wpltywem pola
elektrycznego dzigki roznicom w masie i /lub tadunku

endonukleazy

grupa enzymoéw nalezaca do hydrolaz - enzymow katalizujgcych cigcie czgsteczek
kwasow nukleinowych
fluorescencja

zjawisko polegajgce na emitowaniu $wiatla przez wzbudzony atom lub czasteczke,
spowodowane wzbudzeniem przez pochlonigcie $wiatla lub innego promieniowania
elektromagnetycznego

kofaktory

grupa zwigzkow chemicznych potrzebnych enzymom do katalizowania reakcji
chemicznych; kofaktory nieorganiczne to m.in. jony metali; kofaktory organiczne to np.
witaminy

lepkie konce

powstajace po trawieniu restrykcyjnym jednoniciowe konce dwuniciowych czasteczek
DNA, ktore sa komplementarne do innego jednoniciowego odcinka na koncu drugiej
czasteczki DNA

rekombinacja homologiczna

procesy prowadzace do powstania nowych genotypow, w wyniku niezaleznej segregacii
genow lezacych na roznych chromosomach oraz zmiany w obrebie nici DNA
S-adenozylometionina

pochodna adenozyny i metioniny, u cztowieka jest gtdbwnym substratem w procesach
metylacji, czyli przylaczania grup metylowych
tepe konce

powstajace po trawieniu restrykcyjnym dwuniciowe zakonczenie fragmentu DNA
wektor

niewielka czasteczka DNA zdolna do replikacji w komorce biorcy; podstawowe narzedzie
inzynierii genetycznej, moze zosta¢ zrekombinowana przez wigcznie do niej fragmentu
innej czasteczki DNA, ktory po wprowadzeniu do komoérek gospodarza bedzie w nich
powielany i poddawany ekspres;ji; do komorek ssakow wektory mozna wprowadzac za
posrednictwem wirusow

wstawka



| fragment DNA wlaczony np. do plazmidu dzigki technikom inzynierii genetycznej



Wirtualne laboratorium (WL-I)




Laboratorium 1

Przeprowadz doswiadczenie w wirtualnym laboratorium biotechnologicznym. Rozwigz
problem badawczy i zweryfikuj hipoteze. W formularzu zapisz swoje obserwacje, sformutuj
whnioski i zweryfikuj hipotezy.

W celu produkgji biatka X stworzono wstawke z genem tego biatka zakoriczong lepkimi
konncami. Przeprowadzono ligacje wstawki z plazmidem (wektorem) w miejscu rozpoznawanym
przez enzym HindlIl. Ligacja moze dawac trzy rézne rezultaty:

e brak wbudowania wstawki,
e wstawka wbudowana w prawidtowej orientacji,
o wstawka wbudowana w odwrotnej orientacji (nie ulega ekspres;ji).

Plazmidy namnozono w koloniach bakteryjnych, a nastepnie wyizolowano, otrzymujac 5
probek zawierajgcych wyizolowane plazmidy (po jednej probce z kazdej kolonii bakteryjnej).
W celu przeprowadzania analizy restrykcyjnej préobki trawiono enzymem Pvul. Na podstawie
dtugosci powstatych fragmentéw mozna wnioskowaé o wyniku ligacji.

Hindlll Pvul Hindll
350 pz 850 pz
: P . P . @ 500 pz Pwul 1000 pz
: 1 = %

900 pz

150 pz
Hindlll 900 pz 900 pz

Pvul pUC19

2700 pz

Pvul Pvul

2500 pz

1650 pz

Brak wbudowania wstawki Wstawka wbudowana w prawidtowe] orientacji Wstawka wbudowana w odwrotnej orientacji

Wstawka

Fragment DNA zawierajacy gen X. Znajduja sie na nim trzy miejsca rozpoznawane przez
enzymy restrykcyjne: Hindlll na obu koicach wstawki i Pvul w $rodku wstawki.



Plazmid pUC19

Kolista czasteczka DNA majaca zdolnos¢ do samodzielnej replikacji w cytoplazmie
gospodarza. Plazmid pUC19 jest dtugosci 2700 pz i zawiera sekwencje rozpoznawang
przez enzym Hindlll oraz w dwdch miejscach sekwencje rozpoznawang przez enzym Pvul.
Liczbami oznaczono dtugosé fragmentdow pomiedzy sekwencjami rozpoznawanymi przez
enzymy.

Plazmid ze wstawka po ligacji zawiera 3 miejsca rozpoznawane przez enzym Pvul (dwa w
sekwencji plazmidu oraz jedno w sekwencji wstawki). Wstawka jest wbudowana w
prawidtowej orientacji, czyli sekwencja genu znajduje sie za promotorem, w orientacji 5'-
3’ na nici kodujacej.

Plazmid ze wstawka po ligacji zawiera 3 miejsca rozpoznawane przez enzym Pvul (dwa w
sekwencji plazmidu oraz jedno w sekwencji wstawki). Wstawka wbudowana w odwrotnej
orientacji, gen ustawiony jest w kierunku 3'-5' na nici kodujacej, przez co nie ulegnie
ekspresiji.

Mozliwe rezultaty ligacji genu biatka X z plazmidem pUC19. Na schematach zaznaczono miejsca

rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne Hindlll i Puvl oraz odlegtosci miedzy nimi wyrazone w pz.

Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Problem badawczy: Ktére plazmidy po ligacji zawierajg wstawki w odpowiedniej orientacji?

Hipoteza 1: Wszystkie plazmidy zawieraja prawidtowo wbudowane wstawki.

Hipoteza 2: Wstawka zostata prawidtowo wbudowana tylko w niektére plazmidy.

Materiat biologiczny:

e plazmidy zawierajace geny X uzyskane z kolonii bakteryjnych

Sprzet laboratoryjny:



probowki Eppendorfa;

pipeta automatyczna z koncéwkami;

aparat do elektroforezy;

kuweta z lodem.

Odczynniki:

e woda destylowana;

e bufor do trawienia z barwnikiem;

e enzym restrykcyjny Puvl;

e marker masy;

e zel do elektroforezy.

Zasob interaktywny dostepny pod adresem https:/zpe.gov.pl/a/DY2RHUaXD


https://zpe.gov.pl/a/DY2RHUaXD

Analiza doswiadczenia: Analiza restrykcyjna i obserwacja produktow rozdziatu

elektroforetycznego uzyskanych fragmentow restrykcyjnych.

Problem badawczy: Ktére plazmidy po ligacji zawierajg wstawki w odpowiedniej orientacji?

Hipoteza 1: Wszystkie plazmidy zawierajg prawidtowo wbudowane wstawki.

Hipoteza 2: Wstawka zostata prawidtowo wbudowana tylko w niektére plazmidy.

Obserwacje:

Whioski:

Weryfikacja hipotez:

Polecenie 1

Wyjasnij, dlaczego do analizy restrykcyjnej nie uzyto enzymu Hindlll.




Sprawdz sie

Pokaz ¢wiczenia: O O @

Cwiczenie 1 ¢

Zaznacz witasciwe dokonczenie zdania.

Enzymy restrykcyjne naleza do...

() ligaz.
() transferaz.
() oksydoreduktaz.

() hydrolaz.

(O liaz.

Cwiczenie 2 G

Wskaz prawdziwe twierdzenia.

(] Restryktazy klasy Il przecinaja dwuniciowy DNA w obrebie rozpoznawanej sekwenciji.
(] Obecno$é¢ S-adenozylometioniny wzmacnia aktywnos¢ restryktazy klasy |I.

Restryktazy wystepujg u eukariontéw i chronig przed wbudowywaniem materiatu

0J

genetycznego bakteriofagdéw do ich komorek.

(] Wszystkie restryktazy wymagaja obecnosci jondw magnezu.




Cwiczenie 3 3

Wstaw odpowiednie okreslenia w tekst tak, aby uzyskaé poprawne informacje dotyczace
elektroforezy zelowej.

Elektroforeza to metoda polegajgca na poruszaniu sie natadowanych czastek pod wptywem

____________________________

____________________________

______________

porowatym zelu ’ ‘ studzienki ’ ‘ drabinke ’ ‘ anody ’ ‘ pola elektrycznego ’ ‘ litym zelu ’

pola elektromagnetycznego ’ ‘ dziurki ’ ‘ schodki ’ ‘ agarozy ’ ‘ sity grawitacji ’ ‘ zelatyny ’

katody

Cwiczenie 4 »

Ocen prawdziwosé ponizszych twierdzen.

Twierdzenie Prawda Fatsz

Elektroforeza polega na rozdziale w polu elektrycznym

czasteczek o podobnym tadunku na podstawie ich O O
wielkosci.
tadunek elektryczny fragmentéw DNA jest dodatni. O O

Aby obserwowac migracje probek w zelu, dodaje sie do
nich odpowiedni barwnik.

O O



Cwiczenie 5

2000 pz

1000 pz

500 pz

Wynik elektroforezy.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Zaznacz numery probek, dla ktérych podane zdania sg prawdziwe.

Twierdzenie 1 2 3

Zawiera najdtuzszy
fragment DNA.

Zawiera najkrotszy
fragment DNA.

Zawiera fragment DNA
o dtugosci 1000 pz.

O] O|O
O] OO
O] OO

Zawiera najwiecej
fragmentéw DNA
o réznych dtugosciach

O
O
O

Cwiczenie 6

Wyjasnij, dlaczego restryktazy klasy Il sg najczesciej wykorzystywanymi enzymami

restrykcyjnymi.

O] OO

O




Cwiczenie 7 @
Na schemacie przedstawiono ,genetyczny odcisk palca”, czyli réznice w sekwencji DNA
wystepujace u roznych ludzi. Prébka oznaczona cyfra 1 pochodzi z miejsca przestepstwa.

Przeanalizuj ponizszy schemat i okresl, ktdra osoba (od 2 do 4) moze by¢ podejrzana
o dokonanie przestepstwa. Odpowiedz uzasadnij.

O 3

(1) Zadna z badanych oséb

O 2

O 4

Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.




Cwiczenie 8

@

Zapisz dwuniciowg sekwencje nukleotydowa DNA przed cieciem przez enzym i po cieciu, jezeli

restryktaza Accé5l rozpoznaje sekwencje 5...GGTACC...3’ z miejscem ciecia pomiedzy

czasteczkami guaniny.
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