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1 Kwasy nukleinowe

Przechowuja i przekazuja informacje w komorkach.

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (przechowuje zakodowana informacje,
jest podstawowym materialem genetycznym).

RNA — kwas rybonukleinowy (jest aktywnym czynnikiem w dekodowaniu
informacji).

Obydwa kwasy sa liniowymi polimerami sktadajacymi sie z monomeréw
potaczonych w taricuch. Te monomery (cegietki do budowy kwaséw) nazywa
sie nukleotydamia.

Zaréwno DNA jak i RNA jest zbudowane tylko z czterech rodzajow
nukletydéow. Trzy rodzaje wystepuja w obydwu kwasach: adenina (A),
guanina (G), cytozyna (C). Ponadto w DNA wystepuje tymina (T), a w
RNA wystepuje uracyl (U).

Kazdy nukleotyd sklada sie z trzech czesci:

e reszta fosforanowa

e cukier (oparty na pieciu weglach, tzw. pentoza). W DNA tym cukrem
jest deoksyryboza, a w RNA ryboza.

e zasada azotowa (stad nukleotyd bierze swoja nazwe).

Rysunki: schemat nukleotydu (4-1,L), struktura rybozy i deoksyrybozy
(4-2,L)).
Zasady wystepujace w nukleotydach dziela sie na dwie grupy:

o puryny (A, G)

o pyrymidyny (C, T, U).

Rysunki: przyktadowy schemat nukletydu (A) (4-4,L), schemat taczenia
polimerdéw (4-5,L).

Lancuch nukletydéw ma dwa rézne korice: 5 (koniec fosfatowy) i 3’
(koniec hydroksylowy) (liczby pochodza od numeracji wegli). Zwykle sek-
wencje sa zapisywane i czytane w kierunku od 5" do 3.

1.1 DNA

W naturalnym stanie tworzy podwdjna helise (Watson i Crick, 1953) pow-
stala z potaczenia dwéch tanicuchéw nukleotydéw (wiazania wodorowe). Kierunki
tanicuchéw w helisie sa przeciwne. Zwykle helisa jest prawoskretna.

Rysunki: schemat potaczen w podwdjnej helisie (4-6,L), (4-7,L). Modele
podwdjnej helisy (4-8,L), (4-9,L).

Pary komplementarne nukleotydow:
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o A — T (slabsze wiazanie).
e G — C (silniejsze wiazanie).

Mozliwe sa wyjatki, np. G — T.

Ksztalt: moze by¢ ni¢ (podwéjna) lub cykl.

Rozmiary: zasady sa oddalone od siebie o 0.34 nm (liczac wzdluz osi).
Pelny obrét co 3.4 nm.

Denaturacja DNA — rozplatanie nici pod wplywem wysokiej temperatury
(zwykle 80-90C, zaleznie od kwasnosci srodowiska i sktadu nukleotydéw).
Stabsze wiazania rozpadaja sie szybciej. Po obnizeniu temperatury nastepuje
ponowne laczenie w helise (renaturacja).

1.2 RNA

Budowa chemiczna podobna do DNA, zamiast tyminy (T) jest uracyl (U).
Jest hipoteza, ze RNA pojawilo sie na $wiecie przed DNA. RNA jest mniej
stabilne niz DNA (np. rozpada sie w alkalicznych roztworach). Podobnie
jak DNA, tworzy pojedyncze nici, podwdéjne, liniowe lub cykliczne. Wazna
jest tréjwymiarowa struktura RNA (wlasciwosci katalityczne lub laczenie sie
z biatkami).

1.3 Centralny dogmat biologii molekularnej
DNA — RNA — bialko
e Przejscie od DNA do RNA — transkrypcja.
e Przejécie od RNA do biatka — translacja.

e Biatka biora udzial w wielu procesach (jako enzymy, sktadniki budul-
cowe, regulatory innych proceséw).

Geny— minimalne fragmenty nici DNA zawierajace informacje odpowiedzialna

za dzialanie kazdej niezaleznej funkcji w organizmie.

2 Zasady syntezy kwaséw nukleinowych

1. Zaréwno DNA jak i RNA sa produkowane przez kopiowanie istniejacej
wezesniej nici DNA (zgodnie z zasada komplementarnosci Watsona-
Cricka).



2. Kierunek kopiowania jest zawsze od 5" do 3’ (tzn. powstajaca nié jest
budowana w kierunku od 5" do 3’).

3. Przy kopiowaniu biora udzial specjalne enzymy, nazywane polimer-
azami. DNA polimerazy stuza do budowania DNA, a RNA polimerazy
stuza do budowania RNA. Budowa RNA na podstawie matrycy DNA
nazywa sie transkrypcja. RNA polimerazy moga zacza¢ budowe nowej
nici (de novo). Natomiast DNA polimerazy nie moga — musza zaczynaé
od pewnego miejsca zwanego starterem lub primerem i doklejaja nowa
ni¢ z nukleotydéw. Rysunek: transkrypcja DNA na RNA (4-20,L).

4. Synteza podwdjnego DNA (replikacja) przebiega poprzez mechanizm

zwany widetkami replikacyjnymi. Synteza wzdhuz jednej nici (nié prowadzaca,

leading strand) odbywa sie w spos6b ciagly. Synteza wzdtuz drugiej nici
(nié¢ opdiniajaca, lagging strand) odbywa sie kawatkami (zawsze od 5’
do 3’) zwanymi fragmentami Okazaki. Rysunek: schemat replikacji
(4-22,L.).

3 Trzy krdélestwa

3.1 Prokaryota

Organizmy, ktérych komérki nie zawieraja jadra, np. bakterie. (To nie jest
petna definicjal).

3.2 Eukaryota

Organizmy, ktérych komérki zawieraja jadro (np. drozdze, nicieri, muszka
owocowa, cztowiek).

3.3 Archea

Bakterie zyjace w ekstremalnych warunkach (temperatura, cisnienie), np. na
dnach oceanéw. Nie maja jadra, ale pod pewnymi wzgledami (np. istnienie
eksonéw /intronéw) przypominaja Eukarioty.

4 Transkrypcja genéw prokariotycznych

Geny odpowiedzialne za jeden cel metaboliczny (np. synteza jakiego$ aminok-
wasu) leza obok siebie (na chromosomie) i ich transkrypcja jest wsélnie regu-
lowana. Taki fragment nazywa sie operonem. Transkrypcja przebiega wedlug
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zwyklej zasady syntezy. Powstaje mRNA (messanger RNA lub informacyjne
RNA). Jest to RNA zawierajacy wszystkie instrukcje potrzebne do syntezy
biatka.

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

5 Transkrypcja genéw eukariotycznych

U eukariontéw geny sa “w kawaltkach” poprzedzielanych niekodujacymi frag-
mentami (intronami). Kodujace czesci (eksony) oraz introny sa poczatkowo
kopiowane na pre-mRNA, ktére jest dualna kopia DNA (z zamiana T na
U). Nastepnie dzigki procesowi wycinania intronéw i sklejania pozostatych
eksonéw (splicing) powstaje ostateczne mRNA.

Rysunek: schemat transkrypcji u eukarionta (4-25,L). (splicing).

6 Bialka

Bialka sa zbudowane z jednego lub kilku taiicuchéw (polipeptydéw). Polipep-
tydy sa liniowymi polimerami czastek nazywanych aminokwasams). Aminok-
wasy lacza sie ze soba przy pomocy silnych wiazan zwanych wiqzaniamsi pep-
tydowymi. Jest 20 rodzajow aminokwasow. W aminokwasach wyrdznia sie
dwa korice (podobnie jak w nukleotydach):

e koniec aminowy (N-koniec),
e koniec karboksylowy (C-koniec).

Rysunki: aminokwasy (2-15,B), schemat wiazania peptydowego (2-16,B).

Liczba aminokwasow wystepujacych w biatkach waha sie od kilkudziesieciu
do kilku tysiecy (sa biatka zawierajace 30 000 aminokwaséw). Biatka spetniaja
wiele bardzo waznych funkcji w dzialaniu organizmu (strukturalne, katality-
czne (enzymy), regulacyjne (hormony), transportowe i magazynujace (hemoglobina),
kontrolujace proces transkrypcji i translacji, uktad odpornosciowy (przeciw-
ciala)). Struktura przestrzenna bialek ma ogromny wplyw na ich funkcje.

Rysunek: rézne ksztatty bialek (3-1,L).

W przyrodzie wystepuje stosunkowo niewiele biatek (jak na liczbe mozliwych
kombinacji aminokwaséw) — znakomita wiekszosé kombinacji jest niestabilna.
Obecnie znanych jest okoto 200 tysiecy biatek (por. baza danych Swiss-Prot

http://us.expasy.org/sprot/).



7 Kod genetyczny

Kazdemu aminokwasowi odpowiada sekwencja trzech nukleotydéw (kodon),
ktéra go koduje. Czesto wiecej niz jedna sekwencja koduje ten sam aminok-
was, np. leucyna ma 6 kodonéw.

tablice kodonéw: (4-3,L), (4-4,L).

Kodon AUG (metionina) koduje poczatek polipeptydu. Sa trzy kodony
stopu (nie koduja zadnego aminokwasu): UAA, UGA, UAG. Tak wiec tacznie
61 kodonéw reprezentuje 20 aminokwasow.

Ciag nukleotydéw (RNA) wyznacza pewien ciag aminokwaséw. W zaleznosci
gdzie zaczniemy czytaé¢, mozemy dostac trzy rézne ciagi aminokwaséw. Ramka
odczytu to ciag nukletydéw nie przerwany kodonem stopu.

8 Translacja

Jest to proces przetwarzania zakodowanej (przy pomocy kodonéw) informacji
w mRNA na biatko. Jest to bardzo skomplikowany proces, w ktérym biora
udzial nastepujace kwasy rybonukleinowe:

e mRNA, informacyjne RNA, zawiera zakodowang informacje o biatku.

e tRNA, transportujacy RNA (ang. transfer RNA). Dhugosc”: 70-90 nuk-
leotydéw. Ustala odpowiednio$¢ pomiedzy aminokwasem i kodonem.
Laczenie ‘pustego’ tRNA z odpowiadajacym aminokwasem jest regu-
lowane przez enzym. Powyzsza odpowiednios¢ jest osiagnieta poprzez
tzw. antykodon czyli kodon komplementarny. Sa rézne tRNA dla
roznych aminokwaséw. Bakterie maja okolo 30-40 réznych rodzajow
tRNA, a zwierzeta i rosliny okoto 50.

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

e rRNA (rybosomowe RNA). Rybosomy sa kompleksami sktadajacymi sie
z wielu podjednostek biatkowych i rRNA. Przeprowadzaja one wlasciwa
synteze bialek.

8.1 Proces translacji

1. (Faza inicjacji) tRNA niosacy metionine, wraz z innymi biatkami (in-
icjujacymi) i z mniejsza czescia rybosomu (rybosom sktada sie z dwéch
nieréwnych czesci) tacza sie z mRNA w pozycji start (AUG). Wéwcezas
dotacza sie wigksza czes¢ rybosomu.

Rysunek: faza inicjacji (4-42(a),L).



2. (Faza wydtuzania) Zostaje pobrany nastepny tRNA, ktérego antykodon
pasuje do kolejnego kodonu w ciagu mRNA. Polipeptyd wyprodukowany
dotad ‘wisi’ przy poprzednim tRNA. Nowy aminokwas zostaje dotaczony
do polipeptydu (na konicu karboksylowym) i wiekszy polipeptyd ‘wisi’
teraz przy ostatnim tRNA. Poprzednie tRNA (puste) zostaje wydalone
z rybosomu. Wydluzanie polipeptydu jest przeprowadzane od konca
aminowego (N) w kierunku korica karboksylowego (C). Nastepnie ry-
bosom przesuwa sie o kolejne trzy pozycje wzdtuz mRNA ( w kierunku
od 5" do 3").

3. (Terminacja) Po napotkaniu przez rybosom kodonu stopu nastepuje
uwolnienie zbudowanego polipeptydu, uwolnienie ostatniego pustego
tRNA i odlaczenie rybosomu od mRNA. Rysunek: schemat fazy wydluzania
i terminacji (4-42(b,c),L).

Kilka rybosoméw (po kolei) moze pracowaé¢ w tym samym czasie na jed-
nym mRNA. Predkosé¢ budowania polipeptydu przez rybosom to 3-5 aminok-
wasow na sekunde. Zatem biatko o 100-200 aminokwasach jest produkowane
przez ok. 1 minute. Duze biatka (np. titina, 30 000 aminokwaséw) sa bu-
dowane przez 2-3 godziny.

9 Geny, chromosomy, genomy

9.1 Co to jest gen?

Jest to taki fragment ciagu nukleotydéw DNA, ktory jest niezbedny do
syntezy funkcjonalnego polipeptydu lub czasteczki RNA. Tak wiec, oprécz
niezbednej informacji kodujacej ciag aminokwaséw w biatku lub funcjonalne
RNA (takie jak tRNA lub rRNA) geny zawieraja jeszcze inne ciagi nukleo-
tydéw DNA, ktére sa niezbedne do przeprowadzenia transkrypcji. Takie ciagi
moga leze¢ daleko (50 kbp lub wiecej) od regionu kodujacego.

9.2 Chromosom

Jest to czasteczka DNA zawarta w komdrce (spéjny kawalek). Otaczaja
te czasteczke biatka odpowiedzialne za ekspresje genéw. Liczba réznych
chromosomoéw (oraz ich wielkosé) sa specyficzne dla kazdego gatunku. U
prokariota jest jeden chromosom (jest on zwykle cykliczna czasteczka DNA).
U eukariota jest wiele chromosomoéw. Zawarte sa one w jadrach komorek.
Chromosomy eukariota sa liniowymi podwéjnymi ni¢mi DNA.



DNA w chromosomach jest bardzo mocno skondensowane (zwiniete). Np.
kolisty chromosom DNA FE. coli ma po rozplecieniu dlugosé ok. 1.4mm, ale
miesci sie w komorce o diugosci 0.002 mm i Srednicy 0.001 mm. W komorce
ludzkiej DNA o tacznej dtugosei ok. 2 m (tak! 2000 mm) miesci sie w jadrze
komérki o srednicy 0.005 mm.

U wiekszosci eukariotéw chromosomy wystepuja parami identycznych (ho-
mologicznych) chromosoméw. Przyktadowe liczby chromosoméw (liczby hap-
loidalne):
cziowiek: 23
rezus: 21
pies: 39
kot: 19
kon: 32
karp: 52
drézdz: 16
ziemniak: 24
cebula: 8
muszka owocowa: 4

Czasem zdarza sie dodatkowy chromosom. Zwykle powoduje to objawy
chorobowe. Np. u cziowieka trzeci chromosom nr.21 powoduje wystapienie
zespotu Downa.

9.3 Genomy

Genom jest to calkowity DNA zawarty w chromosomach danego gatunku.
Poniewaz chromosomy eukariotow wystepuja zwykle w homologicznych parach,
to wystarczy podaé¢ sekwencje polowy chromosoméw dla okreslenia catego
genomu. Nazywa sie to tzw. haploidalnym genomem.

Przykiadowe rozmiary haploidalnych genomoéw:
wiroid: 0,38 kbp
wirus, fag A: 50 kbp
Escherichia coli: 4 000 kbp
drézdz: 14 000 kbp
nicien: 80 000 kbp
muszka owocowa: 170 000 kbp
kurczak: 1 200 000 kbp
cziowiek: 3 500 000 kbp
kukurydza: 5 000 000 kbp.

W genomach eukariotéw wigkszosé DNA nie ma (poznanego) funkcyjnego
znaczenia — nie koduje bialek ani RNA (tzw. junk DNA). Szacuje sie, ze
ponad 90% genomu cztowieka nie ma funcyjnego znaczenia. Nie wiadomo



jaka jest rola tej czesci DNA.

9.4 Historia poznawania sekwencji genomow

Obecnie (listopad 2005) zsekwencjonowanych jest ponad 180 genoméw réznych
organizmow. Ponizej przedstawiam chronogie najwa”zniejszych wydarzen
zwiazanych z projektami sekwencjonowania.

e Bakteriofag ¢ X174 (5,4 kbp) — pierwszy calkowicie zsekwencjonowany
w calodci material genetyczny (Sanger, 1972).

e Fag \ (48,5 kbp), Sanger 1982.
e Bakteria Haemophilus influenze (1 830 kbp), Venter 1995.
e Bakteria Mycoplasma genitalium (580 kbp), Venter 1995.

e Drozdze piekarskie Saccharomyces cerevisiae (13 500 kbp) — pierwszy
genom eukariota, (wspétpraca miedzynarodowa), 1996.

e Bakteria Fscherichia coli (4 000 kbp), 1997.

e Nicien Caenorhabditis elegans (100 000 kbp) 1998.

e Czlowiek, chromosom 22, (35 000 kbp) 1999.

e Czlowiek, chromosom 21, (34 000 kbp) 2000.

e Muszka owocowa Drosophila melanogaster (160 000 kbp) 2000.
e Rzodkiewnik Arabidopsis thaliana (100 000 kbp), 2000.

o Czlowiek, caly genom Homo sapiens (3 500 000 kbp), 2001.

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

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

e Ryz Oryza sativa (390 000 kbp), 2005.

e Szympans Pan troglodytes (3 100 000 kbp), 2005.
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9.5 Projekt poznania genomu czlowieka (Human Genome
Project)

Zapis calego genomu zajmie (uzywajac alfabetu A,C,G,T) okolo 750 Mb
pamieci.

Inicjatywa projektu powstala w USA pod koniec 1984. Uruchomienie
projektu nastapilo w 1988. Gléwna role przy realizacji przewidziano dla
NIH (National Institutes of Health), ale réwniez mocno zaangazowany jest
Departament Energii.

Projekt zaplanowano na 15 lat i taczny budzet 3 mld USD (po 200 mln
USD na rok). Jest to obecnie bardzo duze miedzynarodowe przedsiewziecie,
w ktorym udziat biora m.in.: USA, Francja, Japonia, Niemcy, Rosja, Wielka
Brytania.

W lutym 2001 zaanonsowano ukoniczenie pierwszego szkicu catego genomu
czltowieka (publikacja Human Genome Project w Nature oraz prywatnej firmy
C. Ventera o nazwie Cellera w Sciene). W w/w szkicu jest duzo bledéw,
pewne fragmenty nie sa catkowicie poznane, brak jest opisu sekwencji ko-
dujacych.

10 Pewne metody rekombinacji DNA

10.1 Klonowanie
10.1.1 Enzymy restrykcyjne

Tna dwuniciowe DNA w specyficznym miejscu wyznaczonym przez charak-
terystyczny dla tego enzymu ciag nukleotydow. Np. enzym EcoRI wyt-
warzany przez F. colitnie pomiedzy G oraz A (w nici wiodacej) oraz pomiedzy
A oraz G (w nici op6zniajacej), jesli napotka nastepujaca sekwencje:
5’ ... GAATTC 3
3 ... CTTAAG Y

(Tab. s.65,W) — przyktady enzyméw restrykeyjnych.

Zakoniczenie dwuniciowego DNA o nieréwnych koncach nazywa sie lep-
kim koricem (sticky end). Lepkie korice mozna enzymatycznie dotaczaé do
“tepych” koncow.

10.1.2 Wektory plazmidowe

Plazmid to mala kolista czastka DNA, ktora nie jest zwiazana z zadnym
chromosomem. Moze by¢ wprowadzona do komorki bakterii, od ktorej sie
wywodzi. Czesto uzywa sie plazmidow FE. coli. Plazmid musi zawieraé
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miejsce startu replikacyi (aby mogt sie replikowaé, gen lub kilka genéw odpowiedzial-
nych za odpornos¢ na pewne anybiotyki. Pozostaje jeszcze pewna czesé¢ w
DNA plazmidu, w ktéra mozna wstawi¢ fragment obcego DNA (o dlugosci do
15-20 kbp). Natepnie hoduje sie bakterie, dodajac antybiotyk. Te bakterie,
ktére zawieraja plazmidy z genem odpornosci na ten antybiotyk przezywaja.
Powstaje w ten sposob kolonia klonow.

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

10.1.3 Komplementarne DNA (cDNA)

Jest to DNA otrzymane z mRNA przy pomocy enzymu zwanego odwrotna
tranzkrypktaza (pochodzi od retrowiruséw). Zaleta pracy z cDNA zamiast
z genomowym DNA jest to, ze ten pierwszy nie zawiera juz intronéw tylko
czysty ciag nukleotydéw kodujacy biatko. Kazda czasteczka cDNA jest kopia
pojedynczego mRNA. Jak odr6zni¢ mRNA od innych kwaséw nukleinowych?
Na konicu 3’ jest dhugi taiicuch A, tzw. poly(A).

10.1.4 Wektory \-fagéw

M-fagi sa wirusami atakujacymi bakterie E.coli. Ich genom ma rozmiar ~50
kbp, z czego ~25 kpb mozna usunaé¢, wymieniajac na obcy DNA, bez wplywu
na proces infekowania bakterii. \-fag namnaza sie w zainfekowanej komérce,
produkujac nawet wiecej niz 100 kopii w jednej komérce. Zabija przy tym
bakterie, uwalniajac zreplikowane nowe kopie wirusa. Przygotowanie zmu-
towanych A-fagéw mozna przeprowadzac in vitro.

Rysunek: (7-11,L) — budowa A-faga.

10.1.5 Biblioteki genomowe

Pobiera sie genomowe DNA, tnie na kawalki ~20 kbp przy pomocy enzymu,
ktorym sie réwniez tnie genom A-faga. Nastepnie tworzy sie zrekombinowane
M-fagi i zaraza nimi bakterie aby wytworzy¢ duza liczbe kopii. Tak otrzymane
kolonie nazywaja sie bibliotekami genomowymi. Zamiast \-faga uzywa sie
rowniez plazmidow czy tez sztucznych chromosomow.

10.1.6 Inne wektory

Kosmidy: potaczenie techniki wykorzystania plazmidow z technika A-fagow
(tworzy sie duze plazmidy, ktore sa wprowadzane do bakterii przy pomocy
“obudowy” od A-fagéw). Dzieki temu pomystowi mozna tworzyé¢ wstawki o
dtugosci ~45 kbp.

Wektory P1: < 100 kbp.
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YAC: (sztuczny chromosom drozdza) < 1000 kbp.

10.2 Metody sekwencjonowania
10.2.1 Metoda chemiczna Maxama-Gilberta (1977)

Przeprowadza sie cztery reakcje chemiczne, ktére tna ni¢c DNA w miejscach
G, A+G (puryny), C+T (pirymidyny), C. Reakcja jest tak przeprowadzana
aby kazda ni¢ przecia¢ tylko w jednym miejscu. Nastepnie, uzywajac elektro-
forezy na zelu, poréwnuje sie dlugosci pocietych fragmentéw (radioaktywnie
zaznacza sie jeden koniec nici i przeprowadza autoradiografie prazkéw pow-
statych w zelu). Ta metoda jest pracochtonna i kosztowna.

Rysunek: (5-3,W) — ilustracja metody Maxama-Gilberta.

10.2.2 Metoda enzymatyczna Sangera (1977)

Matryca jest jednoniciowe DNA. Do niej dolacza sie starter (tzw. primer),
jest on syntetycznie wyprodukowany. Jego koniec 5’ jest oznakowany ra-
dioaktywnie. Proces przeprowadza sie w 4 proboéwkach. W kazdej z nich zna-
jduje sie matryca ze starterem, nukleotydy A, C, G, T oraz jeden z czetrech
rodzajéw nukleotydéw pozbawiony grupy 3’-hydroksylowej (tzw. dideoksy
ATP, CTP, GTP, TTP). Do tego dodaje sie enzym DNA polimerazy, ktéry
powoduje wydluzanie nici zaczynajacej sie starterem. Dotaczenie w danym
momencie dideoksy powoduje, ze proces wydluzania zostaje zatrzymany (bo
nie ma konica 3’). Nastepnie denaturuje sie podwdjne nici, wykonuje elek-
troforeze dla porownania dlugosci i przeprowadza autoradiografie prazkow
powstalych w zelu.
Rysunek: (5-4, W) — ilustracja metody Sangera.

10.3 Technika PCR

PCR, reakcja tanicuchowa polimerazy (Polimerase Chain Reaction) odkryta
przez Kary Mullis (~ 1985) jest uzywana do szybkiego kopiowania materiatu
genetycznego. Proces ma charakter wzrostu wyktadniczego.

Podstawowe kroki procesu:

Zat6zmy, ze chcemy powieli¢ material genetyczny zawarty w pewnym regionie
DNA. Wytwarzamy syntetycznie startery (dwa rodzaje), ktérych pozycje
beda ograniczaly ten region z obu stron. Dajemy bardzo duzo starteréw
oraz wolnych nukleotydéw do materiatu, ktory mamy powielic. Dodajemy
enzym polimerazy (zwykle Taq polimeraze z bakterii Thermus aquaticus,
ktéra zyje w goracych zrodiach — moze wydluza¢ nici w temperaturze do
72C). Nastepnie powtarzamy cyklicznie nastepujace trzy kroki:
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1.

Podgrzewamy roztwér do temperatury 95C. Natepuje denaturacja nici
materialu genetycznego.

. Ochladzamy do 60C. Wéwczas startery tacza sie z pojedynczymi niémi.

Poniewaz materialu genetycznego jest malo w poréwnaniu z liczba
starteréw to szansa potaczenia nici materialu genetycznego ze soba jest
mala.

. Natepuje faza budowania nowych (komplementarnych) nici przez en-

zym polimerazy. Po zakonczeniu tej fazy cykl powtarzamy tak diugo
az uzyskamy odpowiednia ilo$¢ materialu genetycznego.

Po kazdym cyklu PCR ilo$¢ materialu genetycznego podwaja sie. W
ten spos6b mozna powielaé¢ (amplifikowad) fragmenty o dtugosci do 20 kbp.
Przykladowe zastosowanie: wykrywanie obecnosci wirusa HIV w bardzo wczes-
nym stadium zarazenia (przed wystapieniem objaw6w).

Rysunek: (7-27,L) — ilustracja techniki PCR.

Literatura (do czesci biologicznej):

1.

2.

ot

“Jezyk genow”, P. Berg, M. Singer, Proszynski i S-ka, 1997.
“Genom czlowieka”, red. W. Krzyzosiak, PWN, Warszawa, 1997.
“Genetyka molekularna”, red. P. Weglenski, PWN, Warszawa, 1998.

“Recombinant DNA”, J.D. Watson, M. Gilman, J. Witkowski, M. Zoller,
S(31ent1ﬁc American Books 1992.

“Podstawy biologii komorki. Wprowadzenie do biologiv molekularne;j”,
B. Alberts, D. Bray, et.al., PWN, Warszawa, 1999.

“Molecular Biology of the Cell, Fourth Edition”, B. Alberts, A. John-
son, ..., Garland Science, 2002.

14



