Cwiczenie 8
Oczyszczanie i analiza kwasow nukleinowych cz. 2:
Analiza DNA metoda elektroforezy
Analiza DNA metodg spektrofotometrii

Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

Czasteczki DNA zwykle poddaje si¢ elektroforezie w zelu agarozowym. NajczeSciej stosuje si¢
stezenia agarozy wahajace si¢ miedzy 0,8% a 2,0% w buforze TAE (w/v) zapewniajagcym przeptyw
pradu przez zel, stata wartos¢ pH, a takze minimalizujacym aktywno$¢ nukleaz (dzigki obecnosci
EDTA kompleksujacego dwuwartosciowe Kationy bedace kofaktorami tych enzymow). Stezenie zelu
zalezy od wielkosci czasteczek DNA poddawanym rozdziatowi (Tab. 1.). Jeszcze mniejsze czasteczki
DNA mozna rozdziela¢ réwniez W zelu poliakrylamidowym. Niezaleznie do rodzaju zelu, z uwagi
na tadunek ujemny czasteczek DNA, ich migracja przebiega od katody (ze znakiem ujemnym)
w kierunku anody (ze znakiem dodatnim). Najmniejsze czasteczki DNA migrujg najszybciej,
a czasteczki najwicksze najwolniej. Sledzenie postepow elektroforezy umozliwiaja barwniki
naladowane ujemnie, ktore dodaje si¢ do preparatow DNA przed rozpoczeciem elektroforezy. Do
najczesciej stosowanych barwnikow naleza: oranz G i bigkit bromofenolowy migrujace jak
czasteczki DNA o wielkosci, odpowiednio, 50 pz [bp] i 500 pz [bp]. Niezaleznie od rodzaju zelu
uzytego do rozdziatu DNA, jego uwidocznienie w zelu wymaga barwnikéw wnikajacych do
przestrzeni migdzy poszczegdlnymi parami zasad w dwuniciowej czasteczce DNA. Najczesciej
stosuje sie w tym celu bromek etydyny, ktory wzbudzony promieniowaniem UV w kompleksie
z czasteczka DNA emituje $wiatlo o dtugosci fali 590 nm (kolor pomaranczowo-ceglany).
Ze wzgledu na wiasciwosci interkalujace, bromek etydyny jest zaliczany do niebezpiecznych dla
zdrowia mutagenow. Dlugotrwala ekspozycja na promieniowanie UV roéwniez nie jest wskazana.
Podczas obserwacji wynikow elektroforezy DNA nalezy wigc zachowaé szczegdlng ostroznosé
zaktadajac rekawiczki oraz stosujac odpowiednie ostony wykonane ze szkta akrylowego. W ostatnich
latach coraz czgsciej stosuje sie barwniki mniej szkodliwe niz bromek etydyny, np. Midori Green
Advance, ktorego kompleksy z DNA wzbudzane sg przez UV (a takze przez $wiatlo niebieskie)
i emitujg Swiatto w kolorze zielonym.

Tabela 1. Zalezno$¢ miedzy stezeniem zelu agarozowego i wielkos$cig rozdzielanych czasteczek DNA

stezenie zelu (%) | wielko$¢ rozdzielanych
czasteczek DNA (pz [bp])

0,8 800-12000

1,0 500-10000

1.2 400-7000

15 200-4000

2,0 50-2000

Aparatura i odczynniki

* Aparat do elektroforezy z zasilaczem pradu statego

* Transiluminator UV

* Pipeta automatyczna (2-20 ul)

* Zel agarozowy 1,5% (w/v) z dodanym barwnikiem Midori Green Advance, w buforze TAE
* Bufor TAE o sktadzie: 40 mM Tris-octan (pH 8,0), 1 mM EDTA
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Mieszanina PCR z poprzednich zaje¢ po przeprowadzonej
amplifikacji fragmentu chromosomu 5

Roztwor barwnika oranz G o sktadzie: 10 mM Tris-HCI
(pH 7,4), 0,15% oranz G, 60% glicerol, 60
mM EDTA

W?zorzec wielkosci DNA 100 bp Ladder
Plus z firmy Fermentas (Rys. 1.)
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Rys. 1. Uktad fragmentow DNA po elektroforezie przeprowadzonej w 1,5% zelu agarozowym. Wartosci liczbowe
podane po prawej stronie odpowiadajg liczbie par zasad (pz [bp]), z ktorych sktadaja si¢ poszczegolne fragmenty DNA.

Wykonanie éwiczenia

1.

Do mieszaniny PCR po amplifikacji fragmentu chromosomu 5 (obj. 20 ul) doda¢ 5 pl roztworu
barwnika oranz G. Doktadnie wymieszac.

Nanies$¢ 20 ul preparatu z pkt. 1. do wskazanej studzienki w zelu agarozowym.

Jedna studzienka na zelu powinna zawiera¢ wzorzec wielko$ci DNA (Rys. 1.) 0 obj. 6 ul (nie ma
potrzeby dodawania roztworu barwnika oranz G).

Po naniesieniu wszystkich preparatow nalezy podiaczy¢ odpowiednimi kablami zasilacz
I przylozy¢ napiecie ok. 110 V pradu statego. Elektroforez¢ prowadzi¢ do momentu dotarcia
barwnika oranz G do konca zelu agarozowego (do konca od strony dodatniej anody).

Ostroznie potozy¢ zel na transiluminatorze UV.

UWAGA! Zel agarozowy jest doé¢ tamliwy.

UWAGA! Barwnik fluorescencyjny Midori Green Advance obecny w zelu jest zwigzkiem
interkalujacym pomigdzy pary zasad w DNA i stad potencjalnym kancerogenem. Wszelkie
czynno$ci moggce spowodowaé kontakt z tg substancjag powinny by¢ wykonywane
w rgkawiczkach!

UWAGA! Promieniowanie UV jest szkodliwe dla zdrowia. Nalezy stosowac¢ odpowiednie ostony
z pleksi i okulary ochronne!

. Zaobserwowa¢ uktad prazkow pojawiajacych si¢ pod wpltywem UV (kompleksow DNA

z barwnikiem absorbujgcych $wiatto UV i §wiecgcych na zielono - Emmax 0k. 530 nm) - najlepiej
szybko zrobic zdjecie smartfonem.

Na potrzeby zaliczenia wykona¢ rysunek zelu, zaznaczajagc potozenie anody i katody oraz
studzienek, kierunek migracji, potozenie wzorcéw po elektroforezie, potozenie prazka lub
prazkow W swojej probce oraz w wybranych probkach innych osob, ktorych obraz odbiega od
swojej (wraz z szacowang ich wielkoscig W pz [bp] i interpretacjg, ktory z nich zawiera sekwencje
Alu; uzy¢ poje¢ homozygota i heterozygota).



Spektrofotometria DNA

Wszystkie zasady azotowe (Ade, Gua, Cyt, Ura, Thy), a takze ich pochodne: nukleozydy (A, dA, G,
dG, C, dC, U, dT), nukleotydy, oligonukleotydy i polinukleotydy (w naturze kwasy nukleinowe -
DNA i RNA) absorbuja $wiatto UV, nawet bez obecnosci dodatkowych barwnikéw jak Midori Green
Advance czy bromek etydyny (klasyczny barwnik fluorescencyjny stosowany do wykrywania kw.
nukleinowych), dajac charakterystyczne widma z maksimum absorbcji przy dlugosci fali ok. 260
nm i jej minimum ok. 230 nm. (Rys. 2). T¢ wlasciwo$§¢ mozna wykorzysta¢ do Sstwierdzenia
obecnos$ci tych substancji w roztworze, a takze do okreslenia ich stezenia. Dla czystego roztworu
dwuniciowego DNA o stezeniu 50 pg/ml, przy dtugosci drogi $wiatta 1 cm, absorbancja przy 260
nm (Aze0) wynosi 1,0. Dla RNA, taka warto$¢ Azeo osigga roztwor 0 stezeniu 40 pug/ml (z powodu
braku oddziatywan warstwowych, gdyz RNA jest jednoniciowy - patrz ponizej). Nalezy jednak
pamietac, ze przy takim samym stgzeniu wagowym, roztwor zawierajacy krotkie czasteczki kwasu
nukleinowego (np. plazmidowy DNA) bedzie miatl wyzsze stezenie molowe niz roztwor zawierajacy
dhugie czasteczki (np. duze fragmenty DNA z chromosomow eukariotycznych).

Denaturacja DNA (przejscie W postac¢ jednoniciowsa, np. poprzez podgrzanie jego roztworu do 95-
100°C) powoduje wzrost absorpcji UV - jest to tzw. efekt hiperchromowy i wynika on z uwolnienia
elektronéw W pierscieniach zasad azotowych od oddziatywan warstwowych (ten efekt bedzie jeszcze
wickszy, kiedy DNA ulegnie hydrolizie do wolnych nukleotydéw). Poniewaz, na ogoét absorpcje
mierzy sie¢ w temp. pokojowej, roztwor DNA po denaturacji szybko chtodzi si¢ poprzez przeniesienie
go do tazni lodowej (ok. 0°C), co zapobiega jego spontanicznej renaturacji (odtworzeniu
dwuniciowej struktury i oddziatywan warstwowych), a potem przenosi si¢ do temp. pokojowej
i dokonuje si¢ pomiaru (w stanie nadal zdenaturowanym; poréwnaj Rys. 2 i Rys. 3). W zaleznosci od
sktadu zasad azotowych, maksymalny efekt hiperchromowy (przyrost Azso) moze wynosi¢ ok. 40%.

Ponadto, obecno$¢ w roztworze niektorych substancji (takze absorbujacych UV) moze zaklocaé
pomiary spektrofotometryczne kwaséw nukleinowych, np. oznaczanie ich stezenia (a takze
interferowac z dalszym wykorzystaniem preparatu kwasu nukleinowego, zwtaszcza, jesli bedzie to
jakas reakcja enzymatyczna, np. trawienie enzymami restrykcyjnymi lub synteza z udziatem
polimerazy; uwaga, tego typu interferencja nie jest juz zwiagzana ze zdolno$cig do absorpcji UV).
Przyktadami takich substancji sg bialka, sole chaotropowe (np. izotiocyjanian lub chlorowodorek
guanidyny) i fenol (te substancje albo wspotoczyszczajg si¢ wraz z kwasami nukleinowymi [biatka],
albo bywaja wykorzystywane przy ich oczyszczaniu [sole chaotropowe i fenol]). O ich obecnosci
moze $wiadczy¢ zmienione widmo w UV. W przypadku fenolu, obserwuje si¢ przesuniecie
maksimum absorbancji w strong 270 nm (Rys. 4), a przy biatku, wzrost Azgo (biatka absorbujg UV
z maksimum przy 280 nm dzi¢ki resztom tyrozyny i tryptofanu), a takze wzrost Ax3o (ale taki wzrost
nie jest charakterystyczny jedynie dla biatka; Rys. 5). Poniewaz sam fenol silnie absorbuje UV przy
260 nm, w jego obecnos$ci nie mozna prosto oznaczy¢ prawidtowego stezenia kwasu nukleinowego
(jest ono zawyzone). Nie kazda substancja absorbujgca UV zaktoca pomiary spektrofotometryczne
kwasow nukleinowych. Dla przyktadu, sol dwusodowa EDTA, ktorg dodaje si¢ do roztworow DNA,
aby zahamowa¢ jego degradacje przez jedna z DNaz (poprzez wytapywanie jonow Mg?*, ktore sa
kofaktorem dla tej DNazy), wykazuje wysoka absorpcje przy 230 nm, ale nie absorbuje przy 260 nm,
tak wiec w jego obecnosci, 0znaczenie stezenia kw. nukleinowego bedzie prawidtowe (jednak moze
ona interferowa¢ z dziataniem polimeraz, ktore rowniez do swej aktywnos$ci wymagaja obecnosci
jonow Mg?").

Najczesciej, nie analizuje si¢ jednak catych widm, tylko sprawdza si¢ dwa parametry (dwa stosunki
absorbancji): Azeo/Azso | Azeo/A230, ktore w przypadku bardzo czystego DNA powinny wynosié,
odpowiednio, powyzej 1,8 i powyzej 2,0 (dla czystego RNA mogg by¢ nawet troche wyzsze).
Mniejsze wartosci §wiadczg 0 obecnoS$ci zanieczyszczen (choé¢ nie zawsze ich natura jest znana).



W kazdym przypadku, jako probe slepa do zerowania spektrofotometru, nalezy uzywac roztworu, w
ktorym rozpuszczony jest oznaczany kwas nukleinowy.

-
|

Absorbancja 10 mm
N
1
o’ -
Absorbancja 10 mm
P
‘\
e

< i
L

i Al R LR e, =
250 300 350 250 350

Wavelength (nm)

300
Wavelength (nm)

Rys. 2. Widmo absorpcji w UV preparatu Rys. 3. Widmo absorpcji w UV preparatu

(roztworu) czystego DNA. Wida¢ wyrazne czystego DNA (z Rys. 2) po denaturacji.

maksimum przy 260 nm i minimum przy Wida¢ wzrost absorpcji przy 260 nm (o ok.

230 nm. 15%) i przy 230 nm (cata krzywa
przesuneta si¢ W gore).
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Rys. 4. Widmo absorpcji w UV preparatu Rys. 5. Widmo absorpcji w UV preparatu
DNA zanieczyszczonego fenolem. Widac DNA zanieczyszczonego biatkiem. Wida¢
przesuniecie maksimum w strone 270 nm (i wzrost absorpcji przy 280 nm (tfagodniejszy
minimum w strong¢ 240 nm) oraz wzrost spadek z prawej strony krzywej).

absorpcji przy 260 nm (uwaga, zmiana skali
na osi rzednych w stosunku do Rys. 2 i 3).

Pomiary absorbcji mozna wykonywa¢ w typowych spektrofotometrach, ktore dodatkowo
wyposazone sg W zrodto UV (np. lampe deuterowq), ale nalezy uzywa¢ kuwet kwarcowych (szklane
lub zwykte plastikowe nie przepuszczaja UV). Istniejg wyspecjalizowane, nieduze spektrofotometry,
w ktorych do pomiaru uzywa si¢ niewielkich ilosci roztworu naktadanego w postaci kropli
bezposrednio na powierzchnie pola pomiarowego (bez uzycia kuwet; przyktadem takiego urzadzenia
jest uzywany w tym éwiczeniu aparat NanoDrop One™). Po wybraniu odpowiedniej opcji (w tym
¢wiczeniu "dsDNA", ang. double strand DNA), urzadzenie automatycznie wykonuje widmo w UV
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i oblicza stezenic DNA oraz parametry Aoeso/Azso | Azeo/Azz0. Takie urzadzenie pozwala bardzo
szybko dokona¢ analizy licznych probek przy zuzyciu tylko 1-2 ul z kazdej z nich (takze bardzo
wygodne, kiedy cata obj¢tos¢ roztworu izolowanego DNA wynosi jedynie kilkanascie czy
kilkadziesiat pl).

Aparatura i odczynniki

Aparat NanoDrop One™ z podtaczona drukarka (zaladowana papierem z recyklingu)
Sucha taznia (Termoblock) nastawiona na 100°C

Laznia lodowa (ok. 0°C)

Pipety automatyczne (2-20 ul i 20-200 ul)

Woda dejonizowana (destylowana), tj. wolna od DNA i RNA oraz DNaz i RNaz

Statyw na probéwki typu eppendorf (1,5 ml) z
roztworem czystego DNA z Bos taurus (probowka 1)
roztworem tego DNA z domieszka biatka (probowka 2)
roztworem tego DNA z domieszka fenolu (probowka 3)

Wykonanie éwiczenia

1.

2.

ok~

8.

9.

Z probowki 1 przenies¢ 100 ul roztworu czystego DNA do probowki eppendorfa podpisanej jako
4,

Wstawi¢ probowke 4 (z zamknigtym wieczkiem!) do suchej tazni nastawionej na 100°C (uwazag,
aby si¢ nie oparzyc!) i trzymac ja tam przez 5 min.

Przetozy¢ proboéwke 4 szybko (jednym ruchem) do tazni lodowej i trzymac ja tam przynajmniej
przez 5 min.

Na 5 min. przed pomiarami, przenie$¢ probowke 4 do statywu z probéwkami 1-3.

Przystapi¢ do pomiaréw przy pomocy aparatu NanoDrop One™ - upewnic sie, ze zostala wybrana
opcja "dsDNA".

Nanies¢ 2 pl wody dejonizowanej doktadnie na pole pomiarowe i potozy¢ na nim ruchome ramig
aparatu (uruchamiajgc pomiar - teraz proby $lepej, czyli tzw. zerowanie aparatu); zdjac¢ koncowke
z pipety automatycznej.

Zaraz po wykonaniu pomiaru, delikatnie ale catkowicie zetrze¢ resztki roztworu z pola
pomiarowego i ramienia, za pomocg migkkiej bibutki (nie pozwoli¢ na ich wyschnigcie na ich
powierzchni).

Nanies¢ 2 pl z probowki 1 na pole pomiarowe, potozy¢ na nim ramig aparatu i po zakonczeniu
pomiaru, zetrze¢ resztki roztworu.

Powtorzy¢ pomiary dla probowek 2-4 (zawsze nowa, czyli czysta koncowka nanosi¢ 2 pl
roztworu i $cierac ten roztwor zaraz po pomiarze).

10. Osoby zainteresowane mogq takze dokonaé analizy spektrofotometrycznej izolowanego przez

siebie DNA (nalezy 9o rozmrozic¢ i ogrzac jeszcze przed przystgpieniem do pomiarow!).

11. Wydrukowac¢ tabele ze wszystkimi dokonanymi przez siebie pomiarami (lub zapisa¢ te wartosci).
12. Zapozna¢ si¢ z dostgpnymi na sali, wydrukowanymi widmami roztworéow z probowek 1-4

(zwréci¢ uwage na dtugosc fali UV, przy ktorej wystepuje maksimum i minimum absorbcji
w kazdym widmie; nie dac si¢ wprowadzi¢ w blad przez zmienng skalg absorbancji!).

13.Na potrzeby zaliczenia, poda¢ stezenie czystego DNA w ug/ul i mg/ml, obliczy¢ efekt

hiperchromowy (stosunek Azeo po denaturacji do Aceo przed denaturacjg), poda¢ maksima
i minima absorbcji (dtugosci fal UV) i parametry Azeo/Azso 1 Azeo/A230 dla probowek 1-3
I podsumowac efekty obecnosci domieszek biatka lub fenolu w preparacie DNA.



