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Materiat do przygotowania przez studenta na zajecia

e Zasady heterocykliczne i aldopentozy wchodzgce w sktad kwaséw nukleinowych, wzory
strukturalne

e Nukleotydy i nukloozydy, budowa, wzory strukturalne, funkcje biologiczne
nukleotydow

e DNA - budowa, komplementarne parowanie zasad, funkcje, wtasciwosci DNA,
denaturacja DNA

e RNA —budowa, rodzaje, funkcje biologiczne RNA.
e Histony, nukleosom, chromatosom — budowa i funkcje
e Pojecia genu i genomu

e Struktura i organizacja chromatyny (budowa kwaséw nukleinowych, struktura
przestrzenna kwaséw nukleinowych, biatka chromatynowe)

e Replikacja DNA (mechanizm, enzymy uczestniczace w tym procesie, miejsca inicjacji i
terminacji, kierunki replikacji, fragmenty Okazaki, telomery, uszkodzenie, naprawa i
rekombinacja DNA)

e Transkrypcja (transkrypcja mRNA, przetwarzanie postranskrypcyjne, hnRNA, splicing,
regulacja transkrypcji, inhibitory transkrypcji)

e Translacja (budowa mRNA, cechy kodu aminokwasowego, kodon, kody genetyczne
mRNA, odcinki strukturalne i funkcjonalne mRNA, budowa tRNA, antykodony,
oddziatywanie kodon-antykodon, aktywacja aminokwaséw, struktura rybosomow,
poszczegblne etapy procesu translacji, regulacja translacji, inhibitory translacji,
modyfikacja biatek)

e Hamowanie syntezy biatek
e Czynniki mutagenne, mutacje punktowe

e Wirusy, retrowirusy mechanizm dziatania
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Cwiczenie 1. Preparatyka kwaséw nukleinowych z drozdzy
Wykonanie ¢wiczenia: (GRUPY 4 OSOBOWE)

Okoto 25 g drozdzy piekarskich zawiesi¢ w 30 ml 10% NaCl w kolbie stozkowej. Rozetrze¢

zatopionym koncem bagietki, a nastepnie zawiesing zobojetni¢, najpierw 3 kroplami 10%
NaOH, potem 2-3 kroplami 0,1 M NaOH do uzyskania na papierku lakmusowym pH 7-8.

Zawiesing ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez 30 minut, okresowo mieszajac.

Kwasy nukleinowe przechodzag do roztworu. Po ochtodzeniu mieszaning odwirowaé
lub odsaczy¢. Kwasy nukleinowe pozostaja w przesagczu (w przypadku saczenia)
lub w supernatancie (w przypadku wirowania). Nierozpuszczalne sktadniki (osady) nalezy
odrzuci¢. Do tak otrzymanego roztworu kwaséw nukleinowych dodaé trzykrotna objetos¢
etanolu i odstawi¢ na 15 minut. Kwasy nukleinowe wypadaja wowczas z roztworu w postaci
osadu, ktéry nalezy odwirowa¢ (3 min. 3000RPM), roztwor zlaé, a osad ponownie rozpuscié

w 15 ml 0,1M NaOH. Nastepnie roztwor przesaczy¢ do probowki.

Otrzymany w ten sposob preparat kwasow nukleinowych - nukleinian sodowy -

nalezy uzywac¢ do dalszych doswiadczen !!!.

Odczynniki Sprzet/szklo laboratoryjne

e 10% roztwor chlorku sodu (NaCl) e Kolba 200 ml — 1 szt.

e Drozdze piekarskie e Cylinder miarowy — 1 szt.

e 10% roztwor wodorotlenku sodu e Pipeta/zakraplacz — 4 szt.
(NaOH) e Kolba 100ml - 1 szt.

e 0,1 M roztwor wodorotlenku sodu
(NaOH)

e Etanol (C2HsOH)

o Lejek

e Bibula filtracyjna

e 0,1M roztwor wodorotlenku sodu * Wrzaca faznia wodna
(NaOH) e Probowki typu falcon

e  Wirowka
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Cwiczenie 2. Oszacowanie zawartosci kwaséw nukleinowych i bialek
Zasada:

Zawartos¢ RNA i biatek mozna oszacowa¢ wykorzystujac charakterystyczne dla tych grup
Zwigzkow pasma absorbcji w ultrafiolecie. Kwasy nukleinowe wykazujg maksimum absorbcji
przy 260 nm. Empirycznie stwierdzono, ze Ao = 1 odpowiada st¢zeniu okoto 50 pg/mL.
Podobnie dla biatek, wykorzystujgc ich charakterystyczne pasma absorbcji w ultrafiolecie,
wyznaczono empirycznie kilka wzoréw, pozwalajacych na oszacowanie ich stezenia.

Kilka z nich przedstawiono ponizej:

C (mg/mL) = 0,4 (A23s — Ao )
C (mg/mL) = 1,55 Azgo — 0,76 Azeo
C (mg/mL) = 0,144 (Az15 — A22s)

Wykonanie ¢wiczenia:

Na podstawie pomiaréw absorbcji charakterystycznych pasm dla biatek 1 kwasow
nukleinowych oszacowac¢ zawartos¢ obydwu grup zwigzkéw w wyizolowanym preparacie.
Do pomiardéw absorbancji roztwordéw biatek przy 280 nm, czy tez DNA przy 260 nm stosuje
si¢ kuwety kwarcowe. Do kalibracji spektrofotometru uzy¢ tego samego buforu, w ktérym

wczesniej rozcienczono preparaty (10% NaCl).

Odczynniki Sprzet/szklo laboratoryjne
e Roztworu nukleinianu sodu (Cw. 1) e Kuwety kwarcowe
e Woda destylowana e Spektrofotometr

e 10% roztwor chlorku sodu (NaCl)
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Cwiczenie 3. Rozpuszczalnos$¢ kwaséw nukleinowych

Wykonanie ¢wiczenia:
a. Do probowki odmierzy¢ 1 ml roztworu nukleinianu sodu (otrzymanego w 1 ¢wiczeniu)
dodawac kroplami (3-5) 2M HCI. Wypada osad kwasu nukleinowego — ptyn opalizuje.

Do tej samej probowki dodawac kroplami (3-5) 2M NaOH. Osad ulega rozpuszczeniu.

b. Do probowki odmierzy¢ 1 ml roztworu nukleinianu sodu doda¢ 2 ml etanolu. Wytraca

si¢ osad.
Odczynniki Sprzet/szklo laboratoryjne
e Roztworu nukleinianu sodu (Cw. 1) e Probowka krotka — 2 szt.
e 2M kwas solny (HCI) e Pipeta/zakraplacz — 4 szt.

e 2M wodorotlenek sodu (NaOH)
e Etanol (C2HsOH)
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Cwiczenie 4. Wykrywanie skladnikow cukrowych kwaséw nukleinowych

a. 0g0Ilny odczyn na cukry - préba z a-naftolem

Wykonanie ¢wiczenia

Do 1 ml nukleinianu sodu doda¢ krople 10% alkoholowego roztworu a—naftolu, a nastepnic

doda¢ ostroznie pod dygestorium, po Sciance pochylonej probowki (kat 45°), 0,5 ml stezonego

H2SO4 tak, aby ,podwarstwi¢” nim ptyn. Na granicy faz powstaje czerwono-fioletowa

warstwa, rozszerzajaca si¢ na caty roztwor po delikatnym wymieszaniu.

Odczynniki Sprzet/szklo laboratoryjne
e Roztworu nukleinianu sodu (Cw. 1) e Probowka dtuga — 1 szt.
e 10% alkoholowy roztworu a—naftolu e Pipeta/zakraplacz — 3 szt.

e Kwas siarkowy (H2S04)
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Cwiczenie 4. Wykrywanie skladnikéw cukrowych kwaséw nukleinowych

b. wykrywanie rybozy - préba z oryna (Reakcja Biala)

Zasada

W reakcji Biala pentozy polaczone z zasadami purynowymi wystepujace w nukleotydach
podczas ogrzewania z odczynnikiem Biala przeksztalcajg si¢ w furfural. Powstaty furfural
tworzy z orcyng w obecnosci jonow Fe® kompleks o trwalej barwie zielonej.

W tych warunkach p-D-2-deoksyryboza reaguje 10-krotnie stabiej od rybozy.

cHo HO
+2

furfural 3

orcyna

barwny kompleks

Wykonanie ¢wiczenia
Do pierwszej probéwki odmierzy¢ 0,5 ml nukleinianu sodu, doda¢ 2,5 ml odczynnika Biala
(orcyna z FeCls w stezonym HCI), wymiesza¢ i wstawi¢ na 10-20 minut do wrzacej tazni

wodnej. Powstaje zielone zabarwienie.

Do drugiej proboéwki odmierzy¢ 0,1 M NaOH, 2,5 ml odczynnika Biala (préba odczynnikowa).

Odczynniki Sprzet/szklo laboratoryjne

e Roztworu nukleinianu sodu (Cw. 1) e Probowka dtuga — 2 szt.

e Odczynnik Biala: w 100 ml stezonego e Pipeta/zakraplacz — 2 szt.
kwasu solnego rozpusci¢ 0,5 g orcyny i dodac¢ e Ll.aZznia wodna

kilka kropel 10% roztworu chlorku zelaza (III).

e (,1M roztwor wodorotlenku sodu

NaOH
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Cwiczenie 4. Wykrywanie skladnikow cukrowych kwaséw nukleinowych

c. wykrywanie deoksyrybozy - proba z difenyloaming (Reakcja Dischego)

Zasada

Reakcja Dischego pozwala odrozni¢ dwa typy kwasow nukleinowych (DNA i1 RNA).
W s$rodowisku kwasnym deoksyryboza tworzy z difenyloaming produkt kondensacji o barwie
niebieskiej. = Ta  reakcja  barwna  jest konsekwencja  powstania  aldehydu
o-hydroksylewulinowego z -D-2-deoksyrybozy pod wptywem dziatania kwasu siarkowego

i octowego.

HOH,C OH
HAH H/h

OH H

deoksyryboza
CH,COOH

HSO4

H\C ¢0

H
| l » kompleks barwy
CH, + niebieskiej

difenyloamina

I
CH,OH

n

aldehyd
@-hydroksylewulinowy

Wykonanie ¢wiczenia

Do jednej probowki odmierzy¢ 0,5 ml rozcienczonego preparatu kwasow nukleinowych
(proba petna), do drugiej probowki 0,5 ml 0,1 M NaOH (proba odczynnikowa). Nastepnie
do obu probowek doda¢ po 2 ml 1%-owego roztworu difenyloaminy, doktadnie wymieszaé

1 wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na 10-15 min. Zaobserwowaé pojawienie si¢ lekko

niebieskiego zabarwienia.

Odczynniki e 0,1M roztwor wodorotlenku sodu

e Roztworu kwasoéw nukleinowych (NaOH)
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e 1%-owy roztwor difenyloaminy e Probowka dtuga — 2 szt.
(C12H11N) /(1g difenyloaminy rozpusci¢ w 100 e Pipeta/zakraplacz — 3 szt.

ml lod. CH3COOH z dodatkiem 2,75 ml st.H,SO4/

e laznia wodna

Sprzet/szklo laboratoryjne
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Cwiczenie 5. Wykrywanie fosforanu

Zasada
Reakcja charakterystyczna dla fosforanéw polega na taczeniu si¢ molibdenianu amonu z jonem

fosforanowym, w wyniku czego powstaje z6ity osad fosfomolibdenianu amonu.

Wykonanie ¢wiczenia
Do probowki dodaé 3 krople nukleinianu sodu, 2 ml wody destylowanej, 1,5 ml 10% TCA,

0,5 ml 10 % odczynnika molibdenowego i doktadnie wymieszaé (proba petna).

Do drugiej probowki doda¢ 2 ml wody destylowanej, 15 ml 10% TCA,
0,5 ml 10 % odczynnika molibdenowego i doktadnie wymieszaé (proéba odczynnikowa).
Zaobserwowa¢ pojawienie si¢ lekkiego zabarwienia (osadu), charakterystycznego dla

obecnos$ci anionow fosforanowych.

Odczynniki Sprzet/szklo laboratoryjne
e Roztworu nukleinianu sodu (Cw. 1) e Probowka dluga — 2 szt.
e Wody destylowana e Pipeta/zakraplacz — 4 szt.

e 10% roztwor TCA
(Kwas trichlorooctowy C2HCI30,)

e 10% wodny roztwor Molibdenianu

amonu ((NH4)sM07024)
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Cwiczenie 6. Wykrywanie zasad purynowych i pirymidynowych w hydrolizatach kwaséw

nukleinowych

a. hydroliza kwasow nukleinowych

Pobra¢ do probowki 4 ml nukleinianu sodu, doda¢ 1 ml 2,5M roztworu H2SO4 1 wymieszac.
Wstawi¢ do wrzacej lazni wodnej na 30 min. Hydrolizat ochtodzi¢ i ostroznie zobojetni¢
(pod kontrolg papierka lakmusowego) dodajac kroplami ok 1,5-2ml 2M roztwor NaOH, do
oddziatywania stabo kwasnego (pH-3)

Otrzymany hydrolizat wykorzysta¢ do dalszej cze¢$ci ¢wiczenia punktb i c.

Odczynniki Sprzet/szklo laboratoryjne

e Roztworu nukleinianu sodu (Cw. 1) e Probowka dtuga — 1 szt.

e 2,5M roztworu kwasu siarkowego e Pipeta/zakraplacz — 3 szt.
(H2S0.) e Laznia wodna

e 2M roztwor wodorotlenku sodu
(NaOH)
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b. wykrywanie zasad purynowych

Zasada

W $rodowisku wodorosiarczanu(IV) sodu NaHSO3 kationy miedzi Cu?* ulegaja redukcji do

kationow Cu+, ktore wytracaja zoltobiaty osad nierozpuszczalnych soli miedzi (I) zasad

purynowych.

Wykonanie éwiczenia

Pobra¢ do probowki 1 ml hydrolizatu i ogrza¢ do wrzenia. Doda¢ kilka kropli roztworu 10%

CuSO4 (niebieski), a nastepnie dodawaé kroplami nasycony roztwor NaHSO3 (redukujacy jon

Cu?* do jonu Cu*). Wytraca si¢ zotto-biaty osad nierozpuszczalnego kompleksu puryn z

miedzig. Powtorzy¢ doswiadczenie uzywajac wody zamiast hydrolizatu kwasu nukleinowego.

Zaobserwowac roznice.

Odczynniki Sprzet/szklo laboratoryjne
e Hydrolizat kw. nukleinowych (punkt a) e Probowka dluga — 2 szt.
e 10% roztwor siarczanu miedzi (CuSOa) e Pipeta/zakraplacz — 3 szt.
e Nasycony roztwor wodorosiarczanu e Palnik

(IV) sodu (NaHSOs3)
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Cwiczenie 6. Wykrywanie zasad purynowych i pirymidynowych w hydrolizatach kwasow

nukleinowych

c. wykrywanie zasad purynowych

Wykonanie:

Pobra¢ do probowki 1 ml hydrolizatu i doda¢ 1 ml ODCZYNNIKA TOLLENSA (amoniakalny
roztworu AgNOz). Po 5-10 min wypada lekko bialy (zmetnialy) osad bedacy kompleksem
puryn z jonami Ag*. Powtorzy¢ doswiadczenie uzywajgc wody zamiast hydrolizatu kwasu

nukleinowego (préba odczynnikowa). Osad nie powstanie.

Odczynniki

e Hydrolizat kw. nukleinowych (punkt a)
e Odczynnik Tollensa

Sprzet/szklo laboratoryjne

e Probowka dluga — 2 szt.

e Pipeta/zakraplacz — 3 szt.
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