Biologicka olympiada Rocnik: 57. Skolsky rok: 2022/2023
Kolo: celostatne
Kategodria: A

Teoreticko — prakticka éast

Prakticka uloha ¢. 1
MOLEKULOVA BIOLOGIA - Restrikéna analyza DNA

Tedria

V bunkach mnohych baktérii a inych mikroorganizmov boli objavené a izolované
Specidlne enzymy, nazyvané restrikcné endonukledzy (dalej restriktdzy), ktoré si schopné
Stiepit (prestrihnit) molekulu DNA. Restriktazy skenuju nukleotidy pozdi? molekuly DNA
a vyhladdvaju Specificki sekvenciu, ktoru rozpoznavaju. Ako je zobrazené na Obr. 1, toto
rozpoznavacie, tzv. restrikcné miesto, ma zvyc€ajne Strukturu palindromu (rovnaku sekvenciu
nukleotidov v smere 5°—3" na oboch vldknach DNA a di?ku 4 — 8 parov nukleotidov. Akonéhle
je restriktdza lokalizovand, viaie sa na molekulu DNA a S3pecificky Stiepi vazbu medzi
nukleotidmi obidvoch vldkien DNA. Stiepenie bude pokracovat na kazdom najdenom
restrikénom mieste, po celej dizke molekuly DNA, ktora sa nasledne rozpadne na fragmenty.
Vzniknuté fragmenty mézu mat rézne typy zakonceni. Jednym typom su jednovldknové
(precnievajuce) konce, ktoré nazyvame kohézne alebo lepivé konce. Takéto konce vznikaju
napriklad po Stiepeni DNA restriktdzou EcoRl, rozpoznavajucou sekvenciu 5°-GAATTC-3’
a zanechavajucou 5’-precnievajuce konce (Obr. 1A). Naopak, restriktdza Sacl zanechdva
3’-precnievajuce konce po rozpoznani a Stiepeni sekvencie 5-GAGCTC-3" (Obr. 1B). Inym
typom zakonceni fragmentov DNA su tzv. tupé konce bez jednovldknového precnievania.
Vznikaju napriklad stiepenim restriktazou EcoRV, ktora rozpoznava sekvenciu 5-GATATC-3’
a Stiepi obe vlakna DNA v rovnakom mieste (Obr. 1C).
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Obr. 1. Priklady rozpoznavacich miest pre niektoré restrikéné endonukleazy
a vysledky Stiepenia DNA tymito enzymami.



Metdda, ktora slUZi na separaciu (oddelenie) fragmentov DNA vzniknutych restrikénym
$tiepenim a na uréenie ich dizky, je agardzova gélova elektroforéza. K separacii fragmentov
dochdadza priamo v agarézovom géli (umiestnenom v elektroforetickom tlmivom roztoku)
pomocou aparatury, ktord vytvori elektrické pole. Vdaka svojmu naboju sa fragmenty DNA
v elektrickom poli pohybuju a sti¢asne sa od seba separuju, a to na zaklade ich velkosti (dizky
v bazovych paroch; ,bp“). VSeobecne plati, Ze ¢im su molekuly kratSie, tym viac su pohyblivé,
a naopak, ¢im su molekuly dlhsie, tym sa pohybuji pomalsie. Kratsie fragmenty tak za rovnaky
Cas separacie prejdu vacsiu vzdialenost ako dlhsie od miesta, kde bola vzorka pridana do gélu
(jamka gélu). Rychlost pohybu fragmentov DNA v géli je tiez dana hustotou agardzy, z ktorej
sa gél pripravuje. Cim viac agarézy gél obsahuje, tym je vhodnej$i na separaciu mensich
fragmentov DNA, nakolko pozostdva z pérov s mensim priemerom, cez ktoré molekuly DNA
prechadzaju pomalsSie. Napr. 2 % agardzovy gél je vhodny na separaciu fragmentov DNA
s velkostou 100 — 2 000 bp; v 0,7 % agardézovom géli efektivne separujeme fragmenty DNA
s velkostou 800 — 12 000 bp.



Prakticka uloha

Ciel:

Restriktazy su klasickym, ¢asto vyuzivanym nastrojom molekulovej biolégie a genetiky. Kvoli
ich Specifickosti pri Stiepeni DNA mozu byt pouZité na ,mapovanie” sekvencii DNA analyzou
fragmentov vytvorenych po restrikcnom Stiepeni. Cielom experimentu je na zaklade
restrik¢nej analyzy vzorky DNA — kruznicovej molekuly plazmidu pUK1 (Obr. 2A) — a nasledne;j
analyzy agardézovou gélovou elektroforézou urcit, ktorému z restrikénych enzymov prislicha
ziskany profil analyzovanej DNA.

Materidl:

Na pracovnom stole — mikropipeta, Spicky, stojan, prazdna mikroskimavka, mikroskimavka
so vzorkou DNA (oznaCena DNA), mikroskimavka s timivym roztokom pre restriktazu
(oznacend TR), mikroskimavka so sterilnou vodou (oznacena H;O ), mikroskiumavka
s roztokom Novel Juice (oznacena NJ), fixka, rukavice, vortex

U veduceho ulohy — restriktdza, ukazovatel molekulovych velkosti DNA

Spolo¢né — centrifiga, termoblok, elektroforetickd aparatura, 0,8 % agardzovy gél,
elektroforeticky roztok, transiluminator s kamerou

Restrik¢éna analyza - postup:

1. Prdzdnu mikroskimavku oznacte svojim kédom.

2. Vtakto oznacenej mikroskimavke pripravte reakénld zmes (v celkovom objeme 20 ul),
a to napipetovanim jednotlivych zloziek v nasledovnom poradi:

H,O 13 ul
TR (tImivy roztok) 2 ul
DNA 4l
restriktaza (pridd vedduci ulohy) 1ul

3. Reakénu zmes jemne premiesajte na vortexe, kratko scentrifugujte, vlozte do termobloku
a inkubujte 10 minut pri teplote 37 °C.

Analyza dizky fragmentov DNA agarézovou gélovou elektroforézou - postup:
1. Kpostiepenej DNA pridajte 4 pl farbiaceho roztoku Novel Juice. Ten zabezpedi, aby vzorky

pri nandsani klesli do jamiek gélu (nevyplavali na hladinu) a zdrovent umozni priblizne
sledovat pohyb DNA v géli.

2. Ztakto pripravenej vzorky DNA odpipetujte 12 ul a opatrne naneste priamo do prislusnej
jamky v agarézovom géli.

3. Do jednej z jamiek gélu nanesie veduci ulohy ukazovatel molekulovych velkosti DNA.
Ten je tvoreny linedrnymi fragmentami DNA, preto je vhodny na orientaéné uréovanie
dizky linedrnych fragmentov ziskanych po Stiepeni analyzovanej DNA. Jednotlivé
fragmenty ukazovatela molekulovych velkosti DNA maju presne definované dizky, a tak
sa pocas elektroforetického delenia rozmiestnia v géli od najdlhsieho po najkratsi (Obr.
2B).

Veduci ulohy aparatuiru uzavrie a zapne zdroj elektrického prudu.



4. Vzorky separujte 40 minut pri 135 V.

Fragmenty analyzovanej DNA sa v elektrickom poli navzdjom oddelia, pricom sa
v agarézovom géli pohybuju rychlostou, ktord je uréend jednak ich dizkou — najkratsie
fragmenty sa pohybuju najrychlejsie, ale aj tvarom molekuly DNA — linedrne molekuly sa
pohybuju vyrazne rozdielne ako kruznicové.

5. Po tomto case veduci ulohy vizualizuje ziskany restrikény profil na transiluminatore
a vysledok restrikénej analyzy odfoti.

6. Ziskany restrikény profil testovanej DNA pozorne porovnajte s restrikénymi profilmi
na Obr. 2B a dizky ziskanych fragmentov orientaéne uréte pomocou ukazovatela
molekulovych velkosti DNA.

K ziskanému restrikénému profilu priradte restrikénd endonukledzu a nasledne, pomocou
mapy plazmidu pUK1 (Obr. 2A), presne vypocitajte dizky ziskanych fragmentov
analyzovanej DNA (v bazovych paroch; ,bp“).

Vysledok analyzy:
Testovana vzorka DNA bola Stiepena restrikénou endonukleazou ..................cccoceeeiiiiiinnenn,

Dizky jednotlivych fragmentov testovanej VZOrky DNA SU .............cccoveveveueueeieeeeeeeeeeeeseeeesenans
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Obr. 2. Mapa plazmidu pUK1 pouZitého na restriként analyzu a jeho restrikéné profily ziskané Stiepenim

vybranymi restriktazami.

A. Mapa kruZnicovej molekuly pUK1 (dizka 11 240 bazovych parov ,bp“) s vyznatenymi polohami restrikénych
miest pre vybrané restriktazy. V zatvorke je uvedené poradie prvého nukleotidu restrikciného miesta

vzhladom k celkovej dizke plazmidu.

B. Restrikéné profily plazmidu pUK1 po separacii agarovou gélovou elektroforézou. Oznacdenia drah (ak nie je
uvedené inak) nesu nazov restrikénej endonukleazy, ktorej stiepenim plazmidu pUK1 bol ziskany prislusny

restrikény profil.

M — ukazovatel molekulovych velkosti DNA (Uplny popis je schematicky znazorneny vpravo od gélu)

N — nestiepeny plazmid pUK1



Teoretické ulohy a otdzky

1. V ktorej drahe gélu na Obr. 2B sa nachadza fragment DNA, ktory definuje presnt dizku
plazmidu pUK1? Aka je dizka tohto fragmentu?

2.V ktorej drahe gélu na Obr. 2B vidime molekuly DNA, ktorych dizka neméze byt uréena
pomocou ukazovatela molekulovych velkosti DNA? Strucne vysvetlite preco.

Jeden z restrikénych profilov na Obr. 2B nie je kompletny. O ktory profil ide? Ktory
z fragmentov, ktoré ocakavate po Stiepeni pUK1 prisluSnou restriktazou, chyba a preco?

Navrhnite, ako by ste zmenili podmienky experimentu tak, aby ste ziskali vSetky
fragmenty tohto konkrétneho restrikéného profilu.



4. Po stiepeni plazmidu pKGE restrikénymi endonukledzami Drall a Sacl a po naslednej
elektroforéze v agarézovom géli ste ziskali restrikéné profily schematicky znazornené na
Obr. 3.
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Obr. 3. Restrikéné profily plazmidu pKGE ziskané stiepenim restriktazami.
1 — nestiepeny plazmid pKGE
2 — plazmid pKGE stiepeny restriktazou Drall
3 — plazmid pKGE stiepeny restriktazou Sacl
4 — plazmid pKGE Stiepeny restriktazou Drall a Sacl sucasne
5 — ukazovatel molekulovych velkosti DNA
Pri elektroforetickom deleni umiestnenie kladnej elektrédy predstavuje elektréda ..................

(uvedte pismeno v prislusnom modrom obdiZniku). Svoju odpoved stru¢ne zdovodnite.



Aka je priblizna dizka plazmidu PKGE? ....c.cevevereeeeeeeeeeeeeeenee
Kolkokrat sa v molekule pKGE nachadza sekvencia 5'-GAGCTC-3"? .....ceevveeeeeeieiiecirnnrnnneen,

Ako by vyzerala drdha 3, ak by restriktaza Sacl nebola katalyticky aktivna? Z Obr. 3 vyberte

drahu, ktord by zodpovedala takémuto stavu: ........cccceeeeeeiiiiieeccce,

Ako by vyzerala draha 4, ak by restriktaza Sacl nebola katalyticky aktivna? Z Obr. 3 vyberte

drahu, ktord by zodpovedala takémuto stavu: ........cccceeeeeeiiciiiee e,



