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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) sg enzymami nalezgcymi do endonukleaz.

Rozpoznajg one specyficzne sekwencje DNA diugosci od kilku do kilkunastu
nukleotydow (zwykle 4-8 pz). Zazwyczaj sg to sekwencje palindromowe, czyli takie
same, gdy odczytuje si¢ je na obu niciach w kierunku od 5" do 3'. Rozpoznanie
sekwencji charakterystycznej dla danego enzymu powoduje hydrolize wigzan
fosfodiestrowych, najczesciej w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez enzym.
Powstate fragmenty restrykcyjne DNA mogg by¢ zakonczone lepkimi bgdz tepymi
koncami, w zaleznosci od rodzaju enzymu. Duza liczba r6znych enzymow
restrykcyjnych oraz ich specyficzno$¢ w rozpoznawaniu okreslonych sekwencji DNA

pozwalajg na wykorzystanie ich dzialania w procesach inzynierii genetyczne;j.
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Przecigcie DNA enzymami restrykcyjnymi moze dawa¢ w rezultacie tzw. tepe konce, gdy zachodzi
w naprzeciwleglych miejscach obu nici DNA, albo tzw. lepkie konce, gdy zachodzi w obu niciach
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w miejscach przesunigtych 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 restrykcyjnych. Nazwy restryktaz
wykorzystywanych w laboratoriach sktadaja si¢ z dwoch lub trzech cztonow. Pierwszy
z nich zawiera trzyliterowy symbol informujacy o gatunku bakterii, z ktorej enzym
zostat wyizolowany. Kolejny czton, czyli dodatkowa wielka litera, oznacza szczep

bakterii, natomiast ostatni czton to cyfra rzymska okres$lajgca serie, np.:

e EcoRI - pierwszy enzym wyizolowany z Escherichia coliszczepu R;

e BamHI - pierwszy enzym wyizolowany z Bacillus amyloliquefaciens szczepu H.

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

e klasaI - dokonujg ciecia w odlegtosci nawet 1000 pz (par zasad) od
rozpoznawanej sekwencji; kofaktorami w reakcji sa m. in. ATP, jony magnezu

Mg=") oraz S-adenozylometionina:
Y-

e klasa II - przecinajag dwuniciowy DNA w obrebie rozpoznawanej sekwencji

palindromowej; kofaktorem enzyméw tej klasy s3 jony magnezu (Mg?*);

e klasa III - hydrolizuja wigzania w tylko jednej nici DNA w odleglosci do 25
nukleotydow od specyficznej sekwencji; wymagane kofaktory to ATP i jony
magnezu (Mg?*); S-adenozylometionina wzmacnia aktywno$¢ enzymow tej klasy.

Najczesciej uzywanymi enzymami restrykcyjnymi w biologii molekularnej sg enzymy
klasy II, ze wzgledu na fakt przecinania DNA w obr¢bie rozpoznawanej przez nie
sekwencji palindromowe;j. Dzigki temu mozliwe jest obliczenie wielkoSci powstatego
po cieciu produktu i jego identyfikacja.

Wiecej informacji o enzymach restrykcyjnych znajdziesz w materiale: Enzymy

stosowane w biotechnologii molekularney.
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Dzieki obecno$ci miejsc restrykeyjnych mozliwe jest np. wprowadzanie do wektora

genow pochodzgcych od innych organizmow na drodze rekombinacji homologicznej.

Proces ten opiera si¢ na dzialaniu restryktaz dokonujacych ciecia DNA oraz ligazy,
ktora Igczy wolne konce powstatych czgsteczek. Znajomosc¢ specyficznosci danego
enzymu restrykcyjnego pozwala na zaprojektowanie fragmentow DNA w taki sposob,
aby mozliwe bylo potgczenie wstawki z wektorem (np. plazmidem).

Aby ulatwi¢ wprowadzanie modyfikacji genetycznych, tworzone sg mapy restrykcyjne
plazmidow, ktore wskazujg utozenie miejsc na czgsteczce cietych przez rézne enzymy
restrykcyjne. Dzieki nim planujac 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, posiadajacego 2686 par zasad. Oznaczenia, takie jak Eam1105 I,
AkrN 1, to miejsca cigcia dla poszczeg6lnych enzymow restrykeyjnych.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.
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Aby wprowadzi¢ do plazmidu pozadane DNA nalezy zastosowac te same enzymy,
ktorych uzyto do trawienia wstawki. Dzieki obecnosci lepkich koncow o takiej same;j
sekwencji w obu fragmentach mozliwe jest potaczenie ich za pomoca ligazy DNA.
Nastepnie plazmidy mozna namnozy¢ w komorkach bakteryjnych w celu uzyskania

wiekszej ilosci kopii.

Wazne!

Wydajno$¢ ligaciji jest o wiele wieksza w przypadku lepkich koncow, poniewaz
moga one Igczyc¢ sie wigzaniami wodorowymi z komplementarnymi
jednoniciowymi konicami innych czasteczek DNA.

Aby gen ze wstawki ulegat ekspresji, musi ona zosta¢ wbudowana w odpowiedniej
orientacji, tak aby sekwencja genu znajdowata si¢ za promotorem bakteryjnym,

w orientacji 5'-3' na nici kodujgcej i konczyta sygnatem prowadzacym do terminacji
transkrypcji. Jednak poniewaz lepkie konce na obu stronach wstawki sg takie same,
dlatego moze ona zostac potaczona z plazmidem w odwrotnej orientacji do
zamierzonej. W takim przypadku sekwencja genu bytaby odczytywana ,,od tytu”, przez
co nie ulegtby on ekspres;ji.

Wiecej o plazmidach znajdziesz w e-materiatach:

e Wektory genetyczne;

e Klonowanie DNA.

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.
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Analize restrykcyjng przeprowadza si¢ poprzez poddanie plazmidow trawieniu
restrykcyjnemu. Trawienie restrykcyjne zachodzi w srodowisku wodnym z buforem,
ktory zapewnia niezbedne warunki reakcji. Czas reakcji zalezy od rodzaju enzymu

i wielkosci materiatu poddawanego trawieniu. Uzyte w reakcji enzymy powinny trawic
wstawke, a nastepnie plazmid. Po trawieniu przeprowadza si¢ ligacje wstawki

z plazmidem. Na podstawie dtugosci powstatych po trawieniu fragmentéw mozna
odrozni¢ plazmid zawierajacy wstawke od tego, ktory nie zostat polgczony z zadnym
fragmentem DNA.

Kolejnym krokiem w analizie restrykcyjnej jest wizualizacja produktow trawienia.

Dokonuje si¢ jej na drodze elektroforezy.

Elektroforeza to metoda polegajaca na poruszaniu si¢ naladowanych czgstek pod
wplywem pola elektrycznego. Czastki majgce na swojej powierzchni tadunek dodatni
dgza do elektrody ujemnej (katody), majgce za$ fadunek ujemny - do elektrody
dodatniej (anody).

W DNA obecne s3 grupy fosforanowe, przez co ma on tadunek ujemny. Dzi¢ki temu
wszystkie czgsteczki tego kwasu nukleinowego migruja w strone dodatniego bieguna
pola elektrycznego, a szybkoS¢ migracji zalezy od wielkosci czasteczek — im mniejsza
(krotsza) czasteczka DNA lub RNA, tym szybciej przesuwa sie w strone elektrody
dodatniej.

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

wielkoSci, tzw. marker masy nazywany tez drabinka (ang. /adder).



Zel umieszcza sie w aparacie do elektroforezy wypemionym buforem. Nastepnie
poddaje sie go dzialaniu pola elektrycznego. Pod jego wplywem fragmenty kwasow
nukleinowych o roznej wielkosci przemieszczaja si¢ od katody w stron¢ anody z rozng
szybkoScig. Mniejsze czgsteczki migrujg szybciej, gdyz tatwiej przeciskajg sie w sieci
zelu, natomiast czgsteczki, ktore sg wieksze od porow, sa prawie nieruchome. Dodatek
odpowiedniego barwnika pozwala na obserwacj¢ tempa migracji probek w zelu.

Elektroforeza prowadzona jest pod napieciem 100-120 V przez ok. 20-30 min.

Schemat aparatu do elektroforezy. Kwasy nukleinowe majg fadunek ujemny, dlatego beda

wedrowac w kierunku anody.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0, licencja: CC BY-SA 3.0.

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 sa w postaci prazkow dzieki Swieceniu barwnikéw fluorescencyjnych

wigzacych sie z DNA.

Liczba prazkow Swiadczy o tym, ile miejsc restrykcyjnych zostalo rozpoznanych przez

enzymy restrykcyjne w danej czgsteczce DNA.

Wielkos¢ fragmentow DNA okreSla si¢ na podstawie porownania ich szybkosci
migracji w zelu (na podstawie pozycji odpowiednich prazkow) z szybko$cig migracji

fragmentow DNA o znanej dlugosci (pozycje prazkow z drabinki).

Wizualizacja fragmentow DNA; pz przy liczbach w drabince wskazuje, ile par zasad znajduje si¢

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 jako$ci ZywnoSci.

Wykorzystywana moze by¢ takze w kryminalistyce do identyfikowania 0sob
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podejrzanych o popelnienie przestepstwa. Wowczas probke zebrang z miejsca
przestepstwa oraz probki uzyskane od osob podejrzanych naktada si¢ na zel. Po
zakonczonej elektroforezie nalezy je porownac. Jesli uktad pragzkoéw w danej probcee
jest taki sam jak w probce pobranej z miejsca przestepstwa, dana osoba

najprawdopodobniej jest winna.

Stownik

elektroforeza

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

tadunku

endonukleazy

grupa enzymoOw nalezgca do hydrolaz - enzymow katalizujgcych ciecie czasteczek
kwasow nukleinowych

fluorescencja

zjawisko polegajace na emitowaniu Swiatla przez wzbudzony atom lub
czgsteczke, spowodowane wzbudzeniem przez pochloniecie Swiatta 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 sg komplementarne do innego jednoniciowego odcinka na

koncu drugiej czasteczki DNA

rekombinacja homologiczna

procesy prowadzgce do powstania nowych genotypow, w wyniku niezaleznej
segregacji genow lezgcych na roznych chromosomach oraz zmiany w obrebie nici
DNA

S-adenozylometionina

pochodna adenozyny i metioniny, u cztowieka jest gtownym substratem
w procesach metylacji, czyli przytgczania grup metylowych

tepe konce

powstajace po trawieniu restrykcyjnym dwuniciowe zakonczenie fragmentu DNA

wektor

niewielka czgsteczka DNA zdolna do replikacji w komorce biorcy; podstawowe
narzedzie inzynierii genetycznej; moze zosta¢ zrekombinowana przez wiacznie do
niej fragmentu innej czasteczki DNA, ktory po wprowadzeniu do komorek
gospodarza bedzie w nich powielany i poddawany ekspresji; do komorek ssakow

wektory mozna wprowadzac za posrednictwem wirusow

wstawka

fragment DNA wiaczony np. do plazmidu dzigki technikom inzynierii genetycznej



Wirtualne laboratorium (WL-I)




Laboratorium 1
Przeprowadz doswiadczenie w wirtualnym laboratorium biotechnologicznym. Rozwiaz
problem badawczy i zweryfikuj hipoteze. W formularzu zapisz swoje obserwacje,

sformutuj wnioski i zweryfikuj hipotezy.

W celu produkgji biatka X stworzono wstawke z genem tego biatka zakonczong lepkimi
koncami. Przeprowadzono ligacje wstawki z plazmidem (wektorem) w miejscu

rozpoznawanym przez enzym Hindlll. Ligacja moze dawac trzy rézne rezultaty:

e brak wbudowania wstawki,
¢ wstawka wbudowana w prawidtowej orientacji,

e wstawka wbudowana w odwrotnej orientacji (nie ulega ekspresji).

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

ligacji.

Mozliwe rezultaty ligacji genu biatka X z plazmidem pUC19. Na schematach zaznaczono
miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne HindlIII i Puvl oraz odleglosci 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 zawierajg prawidtowo wbudowane wstawki.

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

Materiat biologiczny:

e plazmidy zawierajace geny X uzyskane z kolonii bakteryjnych



Sprzet laboratoryjny:

e probéwki Eppendorfa;
e pipeta automatyczna z koncowkami;
e aparat do elektroforezy;

e kuweta z lodem.

Odczynniki:

e woda destylowana;

e bufor do trawienia z barwnikiem:;
e enzym restrykcyjny Puvl;

e marker masy;

e zel do elektroforezy.

Zas6b interaktywny dostepny pod adresem https:/zpe.gov.pl/a/DY2RHUaxXD

Polecenie 1


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

Sprawdz sie

Pokaz ¢wiczenia: ® ) @

Cwiczenie 1
Cwiczenie 2
Cwiczenie 3
Cwiczenie 4

Cwiczenie 5

2000 pz

1000 pz

500 pz

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

Cwiczenie 6




Cwiczenie 7

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

Cwiczenie 8



Dla nauczyciela

Autor: Anna Juwan
Przedmiot: Biologia

Temat: Analiza restrykcyjna i elektroforeza DNA

Grupa docelowa: uczniowie Il etapu edukacyjnego - ksztalcenie w zakresie podstawowym
1 rozszerzonym

Podstawa programowa:
Zakres podstawowy
Tresci nauczania - wymagania szczegolowe
VIIL. Biotechnologia. Podstawy inzynierii genetycznej. Uczen:

3) przedstawia istote technik stosowanych w inzynierii genetycznej (elektroforeza
DNA, metoda PCR, sekwencjonowanie DNA);

Zakres rozszerzony
TreSci nauczania - wymagania szczegotowe
XV. Biotechnologia. Podstawy inzynierii genetycznej. Uczen:

4) przedstawia istote technik stosowanych w inzynierii genetycznej (hybrydyzacja
DNA, analiza restrykcyjna i elektroforeza DNA, metoda PCR, sekwencjonowanie
DNA);

Ksztaltowane kompetencje kluczowe:

» kompetencje cyfrowe;

» kompetencje osobiste, spoleczne i w zakresie umiejetnosci uczenia sig;

» kompetencje matematyczne oraz kompetencje w zakresie nauk przyrodniczych,
technologii i inzynierii.

Cele operacyjne (jezykiem ucznia):

» Wyjasnisz mechanizm dzialania enzymow restrykcyjnych.

o Przedstawisz istote analizy restrykcyjneji elektroforezy DNA.

e Opiszesz warunki i przebieg elektroforezy DNA.

» Wykonasz doSwiadczenie polegajace na analizie restrykcyjneji obserwacji produktow
rozdziatu elektroforetycznego uzyskanych fragmentéw restrykcyjnych.



Strategie nauczania:

» konstruktywizm;
» konektywizm.

Metody i techniki nauczania:

odwrocona klasa;

e zuzyciem komputera;

e burza mozgow;

e Cwiczenia laboratoryjne;
e ¢wiczenia interaktywne;
o krzyzowka.

Formy pracy:

e pracaindywidualna;

e pracaw parach;

e pracaw grupach;

e praca catego zespotu klasowego.

Srodki dydaktyczne:

» komputery z gtoSnikami, stuchawkami i dostepem do internetu;
 zasoby multimedialne zawarte w e-materiale;
« tablica interaktywna/tablica, pisak /kreda.

Przed lekcja:

1. Uczniowie zapoznajg si¢ z trescig w sekcji ,Przeczytaj.
Przebieg lekcji
Faza wstepna:

1. Nauczyciel wyswietla na tablicy temat lekcji oraz cele zaje¢, omawiajgc lub ustalajgc
razem z uczniami kryteria sukcesu.

2. Nauczyciel faczy uczniow w pary, a nastepnie kazdejz nich daje do rozwigzania
krzyzowke. Po odczytaniu hasta krzyzowki nauczyciel pyta uczniow, co wiedzg
o restryktazach. Chetne osoby wypowiadaja sie.

Faza realizacyjna:

1. Burza mo6zgow. Nauczyciel rozpoczyna burz¢ mozgow, mowigc: ,Enzymy sg
katalizatorami reakcji zachodzacych w naszym organizmie. W jaki sposob mozemy je
Swiadomie wykorzystywac?”. Uczniowie zapisuja swoje odpowiedzi na tablicy w formie



stoneczka. Nastepnie nauczyciel wspolnie z uczniami dokonuje selekcji zapisanych
propozyciji, wykreslajgc btedne, i podsumowuje burze mozgow.

2. Praca z multimedium (,Wirtualne laboratorium (WL-I)"). Uczniowie przeprowadzajg
indywidualnie doSwiadczenie w wirtualnym laboratorium biotechnologicznym.
Rozwigzuja problem badawczy. W formularzu zapisuja swoje obserwacje, formutuja
wnioski i weryfikujg hipotezy. Nastepnie rozwigzuja polecenie nr 1: ,Wyjasnij, dlaczego
do analizy restrykcyjnejnie uzyto enzymu HindIII”. Wybrane osoby przedstawiajg
odpowiedzi na forum klasy.

3. Utrwalenie wiedzy i umiejetnosci. Uczniowie w parach wykonuja ¢wiczenie nr 7 (w
ktorym majg za zadanie - na podstawie przedstawionych informacji i wlasnejwiedzy -
okresli¢, ktora z przedstawionych osob moze by¢ podejrzana o dokonanie
przestepstwa) z sekcji ,Sprawdz sie”. Nastepnie poréownuja swoje odpowiedzi z najblize;j
siedzacymi sgsiadami. Nauczyciel w razie trudnos$ci naprowadza podopiecznych na
wlasciwe rozwiazania lub wyjasnia watpliwosci.

Faza podsumowujaca:

1. Nauczyciel dzieli uczniow na czteroosobowe grupy. Kazda z nich dostaje arkusz
papieru i flamastry. Na podstawie zdobytej wiedzy, wiasnych obserwaciji oraz informacii
dostepnych w internecie uczniowie wymieniajg wady i zalety analizy restrykcyjnej
i elektroforezy DNA.

2. Nauczyciel wySwietla treSci zawarte w sekcji ,Wprowadzenie” i na ich podstawie
dokonuje podsumowania najwazniejszych informacji przedstawionych na lekciji.
Wyjasnia takze watpliwosci uczniow.

Praca domowa:

1. Wykonaj ¢wiczenia od 1 do 6 z sekcji ,,Sprawdz sie”.
2. Dla chetnych: Wykonaj ¢wiczenie nr 8 z sekcji ,Sprawdz si¢”.

Materialy pomocnicze:

e Jane B. Reece i in., ,Biologia Campbella”, ttum. K. Stobrawa i in., Dom Wydawniczy
REBIS, Poznan 2021.

» ,Encyklopedia szkolna. Biologia”, red. Marta Steplewska, Robert Mitoraj, Wydawnictwo
Zielona Sowa, Krakow 2006.

Krzyzéwka.
Plik o rozmiarze 116.99 KB w jezyku polskim

Dodatkowe wskazowki metodyczne:

» Nauczyciel moze wykorzysta¢ medium zamieszczone w sekcji ,Wirtualne laboratorium
(WL-I)” do podsumowania lekciji.



