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1 Kwasy nukleinowe

Przechowuj
↪

a i przekazuj
↪

a informacj
↪
e w komórkach.

DNA – kwas deoksyrybonukleinowy (przechowuje zakodowan
↪

a informacj
↪
e,

jest podstawowym materia lem genetycznym).
RNA – kwas rybonukleinowy (jest aktywnym czynnikiem w dekodowaniu

informacji).
Obydwa kwasy s

↪
a liniowymi polimerami sk ladaj

↪
acymi si

↪
e z monomerów

po l
↪

aczonych w  lańcuch. Te monomery (cegie lki do budowy kwasów) nazywa
si

↪
e nukleotydami.

Zarówno DNA jak i RNA jest zbudowane tylko z czterech rodzajów
nukletydów. Trzy rodzaje wyst

↪
epuj

↪
a w obydwu kwasach: adenina (A),

guanina (G), cytozyna (C). Ponadto w DNA wyst
↪
epuje tymina (T), a w

RNA wyst
↪
epuje uracyl (U).

Każdy nukleotyd sk lada si
↪
e z trzech cz

↪
eści:

• reszta fosforanowa

• cukier (oparty na pi
↪
eciu w

↪
eglach, tzw. pentoza). W DNA tym cukrem

jest deoksyryboza, a w RNA ryboza.

• zasada azotowa (st
↪

ad nukleotyd bierze swoj
↪

a nazw
↪
e).

Rysunki: schemat nukleotydu (4-1,L), struktura rybozy i deoksyrybozy
(4-2,L).

Zasady wyst
↪
epuj

↪
ace w nukleotydach dziel

↪
a si

↪
e na dwie grupy:

• puryny (A, G)

• pyrymidyny (C, T, U).

Rysunki: przyk ladowy schemat nukletydu (A) (4-4,L), schemat  l
↪

aczenia
polimerów (4-5,L).

 Lańcuch nukletydów ma dwa różne końce: 5’ (koniec fosfatowy) i 3’
(koniec hydroksylowy) (liczby pochodz

↪
a od numeracji w

↪
egli). Zwykle sek-

wencje s
↪

a zapisywane i czytane w kierunku od 5’ do 3’.

1.1 DNA

W naturalnym stanie tworzy podwójn
↪

a helis
↪
e (Watson i Crick, 1953) pow-

sta l
↪

a z po l
↪

aczenia dwóch  lańcuchów nukleotydów (wi
↪

azania wodorowe). Kierunki
 lańcuchów w helisie s

↪
a przeciwne. Zwykle helisa jest prawoskr

↪
etna.

Rysunki: schemat po laczeń w podwójnej helisie (4-6,L), (4-7,L). Modele
podwójnej helisy (4-8,L), (4-9,L).

Pary komplementarne nukleotydów:
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• A — T (s labsze wi
↪

azanie).

• G —- C (silniejsze wi
↪

azanie).

Możliwe s
↪

a wyj
↪

atki, np. G — T.
Kszta lt: może być nić (podwójna) lub cykl.
Rozmiary: zasady s

↪
a oddalone od siebie o 0.34 nm (licz

↪
ac wzd luż osi).

Pe lny obrót co 3.4 nm.
Denaturacja DNA – rozpl

↪
atanie nici pod wp lywem wysokiej temperatury

(zwykle 80-90C, zależnie od kwaśności środowiska i sk ladu nukleotydów).
S labsze wi

↪
azania rozpadaj

↪
a si

↪
e szybciej. Po obniżeniu temperatury nast

↪
epuje

ponowne  l
↪

aczenie w helis
↪
e (renaturacja).

1.2 RNA

Budowa chemiczna podobna do DNA, zamiast tyminy (T) jest uracyl (U).
Jest hipoteza, że RNA pojawi lo si

↪
e na świecie przed DNA. RNA jest mniej

stabilne niż DNA (np. rozpada si
↪
e w alkalicznych roztworach). Podobnie

jak DNA, tworzy pojedyncze nici, podwójne, liniowe lub cykliczne. Ważna
jest trójwymiarowa struktura RNA (w laściwości katalityczne lub  l

↪
aczenie si

↪
e

z bia lkami).

1.3 Centralny dogmat biologii molekularnej

DNA −→ RNA −→ bia lko

• Przej́scie od DNA do RNA – transkrypcja.

• Przej́scie od RNA do bia lka – translacja.

• Bia lka bior
↪

a udzia l w wielu procesach (jako enzymy, sk ladniki budul-
cowe, regulatory innych procesów).

Geny – minimalne fragmenty nici DNA zawieraj
↪

ace informacj
↪
e odpowiedzialn

↪
a

za dzia lanie każdej niezależnej funkcji w organizmie.

2 Zasady syntezy kwasów nukleinowych

1. Zarówno DNA jak i RNA s
↪

a produkowane przez kopiowanie istniej
↪

acej
wcześniej nici DNA (zgodnie z zasad

↪
a komplementarności Watsona-

Cricka).
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2. Kierunek kopiowania jest zawsze od 5’ do 3’ (tzn. powstaj
↪

aca nić jest
budowana w kierunku od 5’ do 3’).

3. Przy kopiowaniu bior
↪

a udzia l specjalne enzymy, nazywane polimer-

azami. DNA polimerazy s luż
↪

a do budowania DNA, a RNA polimerazy

s luż
↪

a do budowania RNA. Budowa RNA na podstawie matrycy DNA
nazywa si

↪
e transkrypcj

↪
a. RNA polimerazy mog

↪
a zacz

↪
ać budow

↪
e nowej

nici (de novo). Natomiast DNA polimerazy nie mog
↪

a – musz
↪

a zaczynać
od pewnego miejsca zwanego starterem lub primerem i doklejaj

↪
a now

↪
a

nić z nukleotydów. Rysunek: transkrypcja DNA na RNA (4-20,L).

4. Synteza podwójnego DNA (replikacja) przebiega poprzez mechanizm
zwany wide lkami replikacyjnymi. Synteza wzd luż jednej nici (nić prowadz

↪
aca,

leading strand) odbywa si
↪
e w sposób ci

↪
ag ly. Synteza wzd luż drugiej nici

(nić opóźniaj
↪

aca, lagging strand) odbywa si
↪
e kawa lkami (zawsze od 5’

do 3’) zwanymi fragmentami Okazaki. Rysunek: schemat replikacji
(4-22,L).

3 Trzy królestwa

3.1 Prokaryota

Organizmy, których komórki nie zawieraj
↪

a j
↪

adra, np. bakterie. (To nie jest

pe lna definicja!).

3.2 Eukaryota

Organizmy, których komórki zawieraj
↪

a j
↪

adro (np. drożdże, nicień, muszka
owocowa, cz lowiek).

3.3 Archea

Bakterie żyj
↪

ace w ekstremalnych warunkach (temperatura, císnienie), np. na
dnach oceanów. Nie maj

↪
a j

↪
adra, ale pod pewnymi wzgl

↪
edami (np. istnienie

eksonów/intronów) przypominaj
↪

a Eukarioty.

4 Transkrypcja genów prokariotycznych

Geny odpowiedzialne za jeden cel metaboliczny (np. synteza jakiegoś aminok-
wasu) leż

↪
a obok siebie (na chromosomie) i ich transkrypcja jest wsólnie regu-

lowana. Taki fragment nazywa si
↪
e operonem. Transkrypcja przebiega wed lug
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zwyk lej zasady syntezy. Powstaje mRNA (messanger RNA lub informacyjne

RNA). Jest to RNA zawieraj
↪

acy wszystkie instrukcje potrzebne do syntezy
bia lka.

Rysunek: schemat transkrypcji u prokariota (4-23(a),L)

5 Transkrypcja genów eukariotycznych

U eukariontów geny s
↪

a “w kawa lkach” poprzedzielanych niekoduj
↪

acymi frag-
mentami (intronami). Koduj

↪
ace cz

↪
eści (eksony) oraz introny s

↪
a pocz

↪
atkowo

kopiowane na pre-mRNA, które jest dualn
↪

a kopi
↪

a DNA (z zamian
↪

a T na
U). Nast

↪
epnie dzi

↪
eki procesowi wycinania intronów i sklejania pozosta lych

eksonów (splicing) powstaje ostateczne mRNA.
Rysunek: schemat transkrypcji u eukarionta (4-25,L). (splicing).

6 Bia lka

Bia lka s
↪

a zbudowane z jednego lub kilku  lańcuchów (polipeptydów). Polipep-
tydy s

↪
a liniowymi polimerami cz

↪
astek nazywanych aminokwasami). Aminok-

wasy  l
↪

acz
↪

a si
↪
e ze sob

↪
a przy pomocy silnych wi

↪
azań zwanych wi

↪
azaniami pep-

tydowymi. Jest 20 rodzajów aminokwasów. W aminokwasach wyróżnia si
↪
e

dwa końce (podobnie jak w nukleotydach):

• koniec aminowy (N-koniec),

• koniec karboksylowy (C-koniec).

Rysunki: aminokwasy (2-15,B), schemat wi
↪

azania peptydowego (2-16,B).
Liczba aminokwasów wyst

↪
epuj

↪
acych w bia lkach waha si

↪
e od kilkudziesi

↪
eciu

do kilku tysi
↪
ecy (s

↪
a bia lka zawieraj

↪
ace 30 000 aminokwasów). Bia lka spe lniaj

↪
a

wiele bardzo ważnych funkcji w dzia laniu organizmu (strukturalne, katality-
czne (enzymy), regulacyjne (hormony), transportowe i magazynuj

↪
ace (hemoglobina),

kontroluj
↪

ace proces transkrypcji i translacji, uk lad odpornościowy (przeciw-
cia la)). Struktura przestrzenna bia lek ma ogromny wp lyw na ich funkcj

↪
e.

Rysunek: różne kszta lty bia lek (3-1,L).
W przyrodzie wyst

↪
epuje stosunkowo niewiele bia lek (jak na liczb

↪
e możliwych

kombinacji aminokwasów) – znakomita wi
↪
ekszość kombinacji jest niestabilna.

Obecnie znanych jest oko lo 200 tysi
↪
ecy bia lek (por. baza danych Swiss-Prot

http://us.expasy.org/sprot/).
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7 Kod genetyczny

Każdemu aminokwasowi odpowiada sekwencja trzech nukleotydów (kodon),
która go koduje. Cz

↪
esto wi

↪
ecej niż jedna sekwencja koduje ten sam aminok-

was, np. leucyna ma 6 kodonów.
tablice kodonów: (4-3,L), (4-4,L).
Kodon AUG (metionina) koduje pocz

↪
atek polipeptydu. S

↪
a trzy kodony

stopu (nie koduj
↪

a żadnego aminokwasu): UAA, UGA, UAG. Tak wi
↪
ec  l

↪
acznie

61 kodonów reprezentuje 20 aminokwasów.
Ci

↪
ag nukleotydów (RNA) wyznacza pewien ci

↪
ag aminokwasów. W zależności

gdzie zaczniemy czytać, możemy dostać trzy różne ci
↪

agi aminokwasów. Ramka

odczytu to ci
↪

ag nukletydów nie przerwany kodonem stopu.

8 Translacja

Jest to proces przetwarzania zakodowanej (przy pomocy kodonów) informacji
w mRNA na bia lko. Jest to bardzo skomplikowany proces, w którym bior

↪
a

udzia l nast
↪
epuj

↪
ace kwasy rybonukleinowe:

• mRNA, informacyjne RNA, zawiera zakodowan
↪

a informacj
↪
e o bia lku.

• tRNA, transportuj
↪

acy RNA (ang. transfer RNA). D lugośc”: 70-90 nuk-
leotydów. Ustala odpowiedniość pomi

↪
edzy aminokwasem i kodonem.

 L
↪

aczenie ‘pustego’ tRNA z odpowiadaj
↪

acym aminokwasem jest regu-
lowane przez enzym. Powyższa odpowiedniość jest osi

↪
agni

↪
eta poprzez

tzw. antykodon czyli kodon komplementarny. S
↪

a różne tRNA dla
różnych aminokwasów. Bakterie maj

↪
a oko lo 30-40 różnych rodzajów

tRNA, a zwierz
↪
eta i rośliny oko lo 50.

Rysunek: schemat tRNA (4-31(a),L).

• rRNA (rybosomowe RNA). Rybosomy s
↪

a kompleksami sk ladaj
↪

acymi si
↪
e

z wielu podjednostek bia lkowych i rRNA. Przeprowadzaj
↪

a one w laściw
↪

a
syntez

↪
e bia lek.

8.1 Proces translacji

1. (Faza inicjacji) tRNA nios
↪

acy metionin
↪
e, wraz z innymi bia lkami (in-

icjuj
↪

acymi) i z mniejsz
↪

a cz
↪
eści

↪
a rybosomu (rybosom sk lada si

↪
e z dwóch

nierównych cz
↪
eści)  l

↪
acz

↪
a si

↪
e z mRNA w pozycji start (AUG). Wówczas

do l
↪

acza si
↪
e wi

↪
eksza cz

↪
eść rybosomu.

Rysunek: faza inicjacji (4-42(a),L).
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2. (Faza wyd lużania) Zostaje pobrany nast
↪
epny tRNA, którego antykodon

pasuje do kolejnego kodonu w ci
↪

agu mRNA. Polipeptyd wyprodukowany
dot

↪
ad ‘wisi’ przy poprzednim tRNA. Nowy aminokwas zostaje do l

↪
aczony

do polipeptydu (na końcu karboksylowym) i wi
↪
ekszy polipeptyd ‘wisi’

teraz przy ostatnim tRNA. Poprzednie tRNA (puste) zostaje wydalone
z rybosomu. Wyd lużanie polipeptydu jest przeprowadzane od końca
aminowego (N) w kierunku końca karboksylowego (C). Nast

↪
epnie ry-

bosom przesuwa si
↪
e o kolejne trzy pozycje wzd luż mRNA ( w kierunku

od 5’ do 3’).

3. (Terminacja) Po napotkaniu przez rybosom kodonu stopu nast
↪
epuje

uwolnienie zbudowanego polipeptydu, uwolnienie ostatniego pustego
tRNA i od l

↪
aczenie rybosomu od mRNA. Rysunek: schemat fazy wyd lużania

i terminacji (4-42(b,c),L).

Kilka rybosomów (po kolei) może pracować w tym samym czasie na jed-
nym mRNA. Pr

↪
edkość budowania polipeptydu przez rybosom to 3-5 aminok-

wasów na sekund
↪
e. Zatem bia lko o 100-200 aminokwasach jest produkowane

przez ok. 1 minut
↪
e. Duże bia lka (np. titina, 30 000 aminokwasów) s

↪
a bu-

dowane przez 2-3 godziny.

9 Geny, chromosomy, genomy

9.1 Co to jest gen?

Jest to taki fragment ci
↪

agu nukleotydów DNA, który jest niezb
↪
edny do

syntezy funkcjonalnego polipeptydu lub cz
↪

asteczki RNA. Tak wi
↪
ec, oprócz

niezb
↪
ednej informacji koduj

↪
acej ci

↪
ag aminokwasów w bia lku lub funcjonalne

RNA (takie jak tRNA lub rRNA) geny zawieraj
↪

a jeszcze inne ci
↪

agi nukleo-
tydów DNA, które s

↪
a niezb

↪
edne do przeprowadzenia transkrypcji. Takie ci

↪
agi

mog
↪

a leżeć daleko (50 kbp lub wi
↪
ecej) od regionu koduj

↪
acego.

9.2 Chromosom

Jest to cz
↪

asteczka DNA zawarta w komórce (spójny kawa lek). Otaczaj
↪

a
t

↪
e cz

↪
asteczk

↪
e bia lka odpowiedzialne za ekspresj

↪
e genów. Liczba różnych

chromosomów (oraz ich wielkość) s
↪

a specyficzne dla każdego gatunku. U
prokariota jest jeden chromosom (jest on zwykle cykliczn

↪
a cz

↪
asteczk

↪
a DNA).

U eukariota jest wiele chromosomów. Zawarte s
↪

a one w j
↪

adrach komórek.
Chromosomy eukariota s

↪
a liniowymi podwójnymi nićmi DNA.
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DNA w chromosomach jest bardzo mocno skondensowane (zwini
↪
ete). Np.

kolisty chromosom DNA E. coli ma po rozplecieniu d lugość ok. 1.4mm, ale
mieści si

↪
e w komórce o d lugości 0.002 mm i średnicy 0.001 mm. W komórce

ludzkiej DNA o  l
↪

acznej d lugości ok. 2 m (tak! 2000 mm) mieści si
↪
e w j

↪
adrze

komórki o średnicy 0.005 mm.
U wi

↪
ekszości eukariotów chromosomy wyst

↪
epuj

↪
a parami identycznych (ho-

mologicznych) chromosomów. Przyk ladowe liczby chromosomów (liczby hap-

loidalne):
cz lowiek: 23
rezus: 21
pies: 39
kot: 19
koń: 32
karp: 52
dróżdż: 16
ziemniak: 24
cebula: 8
muszka owocowa: 4

Czasem zdarza si
↪
e dodatkowy chromosom. Zwykle powoduje to objawy

chorobowe. Np. u cz lowieka trzeci chromosom nr.21 powoduje wyst
↪

apienie
zespo lu Downa.

9.3 Genomy

Genom jest to ca lkowity DNA zawarty w chromosomach danego gatunku.
Ponieważ chromosomy eukariotów wyst

↪
epuj

↪
a zwykle w homologicznych parach,

to wystarczy podać sekwencj
↪
e po lowy chromosomów dla określenia ca lego

genomu. Nazywa si
↪
e to tzw. haploidalnym genomem.

Przyk ladowe rozmiary haploidalnych genomów:
wiroid: 0,38 kbp
wirus, fag λ: 50 kbp
Escherichia coli: 4 000 kbp
dróżdż: 14 000 kbp
nicień: 80 000 kbp
muszka owocowa: 170 000 kbp
kurczak: 1 200 000 kbp
cz lowiek: 3 500 000 kbp
kukurydza: 5 000 000 kbp.

W genomach eukariotów wi
↪
ekszość DNA nie ma (poznanego) funkcyjnego

znaczenia — nie koduje bia lek ani RNA (tzw. junk DNA). Szacuje si
↪
e, że

ponad 90% genomu cz lowieka nie ma funcyjnego znaczenia. Nie wiadomo
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jaka jest rola tej cz
↪
eści DNA.

9.4 Historia poznawania sekwencji genomów

Obecnie (listopad 2005) zsekwencjonowanych jest ponad 180 genomów różnych
organizmów. Poniżej przedstawiam chronogi

↪
e najwa”zniejszych wydarzeń

zwi
↪

azanych z projektami sekwencjonowania.

• Bakteriofag φX174 (5,4 kbp) – pierwszy ca lkowicie zsekwencjonowany
w ca lości materia l genetyczny (Sanger, 1972).

• Fag λ (48,5 kbp), Sanger 1982.

• Bakteria Haemophilus influenze (1 830 kbp), Venter 1995.

• Bakteria Mycoplasma genitalium (580 kbp), Venter 1995.

• Droźdźe piekarskie Saccharomyces cerevisiae (13 500 kbp) – pierwszy
genom eukariota, (wspó lpraca mi

↪
edzynarodowa), 1996.

• Bakteria Escherichia coli (4 000 kbp), 1997.

• Nicień Caenorhabditis elegans (100 000 kbp) 1998.

• Cz lowiek, chromosom 22, (35 000 kbp) 1999.

• Cz lowiek, chromosom 21, (34 000 kbp) 2000.

• Muszka owocowa Drosophila melanogaster (160 000 kbp) 2000.

• Rzodkiewnik Arabidopsis thaliana (100 000 kbp), 2000.

• Cz lowiek, ca ly genom Homo sapiens (3 500 000 kbp), 2001.

• Mysz Mus musculus (3 000 000 kbp), 2002.

• Kurczak Gallus gallus (1 300 000 kbp), 2004.

• Ryż Oryza sativa (390 000 kbp), 2005.

• Szympans Pan troglodytes (3 100 000 kbp), 2005.
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9.5 Projekt poznania genomu cz lowieka (Human Genome
Project)

Zapis ca lego genomu zajmie (używaj
↪

ac alfabetu A,C,G,T) oko lo 750 Mb
pami

↪
eci.

Inicjatywa projektu powsta la w USA pod koniec 1984. Uruchomienie
projektu nast

↪
api lo w 1988. G lówn

↪
a rol

↪
e przy realizacji przewidziano dla

NIH (National Institutes of Health), ale również mocno zaangażowany jest
Departament Energii.

Projekt zaplanowano na 15 lat i  l
↪

aczny budżet 3 mld USD (po 200 mln
USD na rok). Jest to obecnie bardzo duże mi

↪
edzynarodowe przedsi

↪
ewzi

↪
ecie,

w którym udzia l bior
↪

a m.in.: USA, Francja, Japonia, Niemcy, Rosja, Wielka
Brytania.

W lutym 2001 zaanonsowano ukończenie pierwszego szkicu ca lego genomu
cz lowieka (publikacja Human Genome Project w Nature oraz prywatnej firmy
C. Ventera o nazwie Cellera w Sciene). W w/w szkicu jest dużo b l

↪
edów,

pewne fragmenty nie s
↪

a ca lkowicie poznane, brak jest opisu sekwencji ko-
duj

↪
acych.

10 Pewne metody rekombinacji DNA

10.1 Klonowanie

10.1.1 Enzymy restrykcyjne

Tn
↪

a dwuniciowe DNA w specyficznym miejscu wyznaczonym przez charak-
terystyczny dla tego enzymu ci

↪
ag nukleotydów. Np. enzym EcoRI wyt-

warzany przez E. coli tnie pomi
↪
edzy G oraz A (w nici wiod

↪
acej) oraz pomi

↪
edzy

A oraz G (w nici opóźniaj
↪

acej), jeśli napotka nast
↪
epuj

↪
ac

↪
a sekwencj

↪
e:

5’ . . . GAATTC . . . 3’
3’ . . . CTTAAG . . . 5’

(Tab. s.65,W) – przyk lady enzymów restrykcyjnych.
Zakończenie dwuniciowego DNA o nierównych końcach nazywa si

↪
e lep-

kim końcem (sticky end). Lepkie końce można enzymatycznie do l
↪

aczać do
“t

↪
epych” końców.

10.1.2 Wektory plazmidowe

Plazmid to ma la kolista cz
↪

astka DNA, która nie jest zwi
↪

azana z żadnym
chromosomem. Może być wprowadzona do komórki bakterii, od której si

↪
e

wywodzi. Cz
↪
esto używa si

↪
e plazmidów E. coli. Plazmid musi zawierać
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miejsce startu replikacji (aby móg l si
↪
e replikować, gen lub kilka genów odpowiedzial-

nych za odporność na pewne anybiotyki. Pozostaje jeszcze pewna cz
↪
eść w

DNA plazmidu, w któr
↪

a można wstawić fragment obcego DNA (o d lugości do
15-20 kbp). Nat

↪
epnie hoduje si

↪
e bakterie, dodaj

↪
ac antybiotyk. Te bakterie,

które zawieraj
↪

a plazmidy z genem odporności na ten antybiotyk przeżywaj
↪

a.
Powstaje w ten sposób kolonia klonów.

Rysunek: (5-11,W) – klonowanie DNA w plazmidzie.

10.1.3 Komplementarne DNA (cDNA)

Jest to DNA otrzymane z mRNA przy pomocy enzymu zwanego odwrotn
↪

a

tranzkrypktaz
↪

a (pochodzi od retrowirusów). Zalet
↪

a pracy z cDNA zamiast
z genomowym DNA jest to, że ten pierwszy nie zawiera już intronów tylko
czysty ci

↪
ag nukleotydów koduj

↪
acy bia lko. Każda cz

↪
asteczka cDNA jest kopi

↪
a

pojedynczego mRNA. Jak odróżnić mRNA od innych kwasów nukleinowych?
Na końcu 3’ jest d lugi  lańcuch A, tzw. poly(A).

10.1.4 Wektory λ-fagów

λ-fagi s
↪

a wirusami atakuj
↪

acymi bakterie E.coli. Ich genom ma rozmiar ∼50
kbp, z czego ∼25 kpb można usun

↪
ać, wymieniaj

↪
ac na obcy DNA, bez wp lywu

na proces infekowania bakterii. λ-fag namnaża si
↪
e w zainfekowanej komórce,

produkuj
↪

ac nawet wi
↪
ecej niż 100 kopii w jednej komórce. Zabija przy tym

bakteri
↪
e, uwalniaj

↪
ac zreplikowane nowe kopie wirusa. Przygotowanie zmu-

towanych λ-fagów można przeprowadzać in vitro.
Rysunek: (7-11,L) – budowa λ-faga.

10.1.5 Biblioteki genomowe

Pobiera si
↪
e genomowe DNA, tnie na kawa lki ∼20 kbp przy pomocy enzymu,

którym si
↪
e również tnie genom λ-faga. Nast

↪
epnie tworzy si

↪
e zrekombinowane

λ-fagi i zaraża nimi bakterie aby wytworzyć duż
↪

a liczb
↪
e kopii. Tak otrzymane

kolonie nazywaj
↪

a si
↪
e bibliotekami genomowymi. Zamiast λ-faga używa si

↪
e

również plazmidów czy też sztucznych chromosomów.

10.1.6 Inne wektory

Kosmidy: po l
↪

aczenie techniki wykorzystania plazmidów z technik
↪

a λ-fagów
(tworzy si

↪
e duże plazmidy, które s

↪
a wprowadzane do bakterii przy pomocy

“obudowy” od λ-fagów). Dzi
↪
eki temu pomys lowi można tworzyć wstawki o

d lugości ∼45 kbp.
Wektory P1: ≤ 100 kbp.
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YAC: (sztuczny chromosom drożdża) ≤ 1000 kbp.

10.2 Metody sekwencjonowania

10.2.1 Metoda chemiczna Maxama-Gilberta (1977)

Przeprowadza si
↪
e cztery reakcje chemiczne, które tn

↪
a nić DNA w miejscach

G, A+G (puryny), C+T (pirymidyny), C. Reakcja jest tak przeprowadzana
aby każd

↪
a nić przeci

↪
ać tylko w jednym miejscu. Nast

↪
epnie, używaj

↪
ac elektro-

forezy na żelu, porównuje si
↪
e d lugości poci

↪
etych fragmentów (radioaktywnie

zaznacza si
↪
e jeden koniec nici i przeprowadza autoradiografi

↪
e pr

↪
ażków pow-

sta lych w żelu). Ta metoda jest pracoch lonna i kosztowna.
Rysunek: (5-3,W) – ilustracja metody Maxama-Gilberta.

10.2.2 Metoda enzymatyczna Sangera (1977)

Matryc
↪

a jest jednoniciowe DNA. Do niej do l
↪

acza si
↪
e starter (tzw. primer),

jest on syntetycznie wyprodukowany. Jego koniec 5’ jest oznakowany ra-
dioaktywnie. Proces przeprowadza si

↪
e w 4 probówkach. W każdej z nich zna-

jduje si
↪
e matryca ze starterem, nukleotydy A, C, G, T oraz jeden z czetrech

rodzajów nukleotydów pozbawiony grupy 3’-hydroksylowej (tzw. dideoksy

ATP, CTP, GTP, TTP). Do tego dodaje si
↪
e enzym DNA polimerazy, który

powoduje wyd lużanie nici zaczynaj
↪

acej sie starterem. Do laczenie w danym
momencie dideoksy powoduje, że proces wyd lużania zostaje zatrzymany (bo
nie ma końca 3’). Nast

↪
epnie denaturuje si

↪
e podwójne nici, wykonuje elek-

troforez
↪
e dla porównania d lugości i przeprowadza autoradiografi

↪
e pr

↪
ażków

powsta lych w żelu.
Rysunek: (5-4, W) – ilustracja metody Sangera.

10.3 Technika PCR

PCR, reakcja  lańcuchowa polimerazy (Polimerase Chain Reaction) odkryta
przez Kary Mullis (∼ 1985) jest używana do szybkiego kopiowania materia lu
genetycznego. Proces ma charakter wzrostu wyk ladniczego.
Podstawowe kroki procesu:
Za lóżmy, że chcemy powielić materia l genetyczny zawarty w pewnym regionie
DNA. Wytwarzamy syntetycznie startery (dwa rodzaje), których pozycje
b

↪
ed

↪
a ogranicza ly ten region z obu stron. Dajemy bardzo dużo starterów

oraz wolnych nukleotydów do materia lu, który mamy powielić. Dodajemy
enzym polimerazy (zwykle Taq polimeraz

↪
e z bakterii Thermus aquaticus,

która żyje w gor
↪

acych źród lach – może wyd lużać nici w temperaturze do
72C). Nast

↪
epnie powtarzamy cyklicznie nast

↪
epuj

↪
ace trzy kroki:
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1. Podgrzewamy roztwór do temperatury 95C. Nat
↪
epuje denaturacja nici

materia lu genetycznego.

2. Och ladzamy do 60C. Wówczas startery  l
↪

acz
↪

a si
↪
e z pojedynczymi nićmi.

Ponieważ materia lu genetycznego jest ma lo w porównaniu z liczb
↪

a
starterów to szansa po l

↪
aczenia nici materia lu genetycznego ze sob

↪
a jest

ma la.

3. Nat
↪
epuje faza budowania nowych (komplementarnych) nici przez en-

zym polimerazy. Po zakończeniu tej fazy cykl powtarzamy tak d lugo
aż uzyskamy odpowiedni

↪
a ilość materia lu genetycznego.

Po każdym cyklu PCR ilość materia lu genetycznego podwaja si
↪
e. W

ten sposób można powielać (amplifikować) fragmenty o d lugości do 20 kbp.
Przyk ladowe zastosowanie: wykrywanie obecności wirusa HIV w bardzo wczes-
nym stadium zarażenia (przed wyst

↪
apieniem objawów).

Rysunek: (7-27,L) – ilustracja techniki PCR.
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3. “Genetyka molekularna”, red. P. W
↪
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