Dodatek A

Metody inzynierii genetyczne]j
wykorzystywane w obliczeniach

molekularnych

A.1 Budowa DNA

DNA (kwas dezoksyrybonukleinowy) jest nosnikiem informacji gene-
tycznej w organizmach zyjacych na Ziemi. Czasteczka DNA sktada sie z dwoch
oplatajacych si¢, oddalonych od siebie o 2 nm nici ztozonych z nukleotydow.
Taka strukture nazywa sie podwojng helisg. Nukleotyd sktada sie z nukle-
ozydu i reszty kwasu fosforowego. W sktad nukleozydu DNA wchodzi z ko-
lei czasteczka dezoksyrybozy i zasada azotowa. Dezoksyryboza jest to cza-
steczka cukru prostego z grupy pentoz, czyli cukréw piecioweglowych. Do
srodka helisy skierowane sa potaczone z czasteczkami cukru zasady azotowe.
Skok helisy wynosi 3,4 nm. Budowe podwdjnej helisy DNA przedstawiono
na rys. A.1. W naturze wystepuja 4 rézne nukleotydy DNA, ktére réznia
sie jedynie zasadami azotowymi. Istniejg nastepujace zasady azotowe: Ade-
nina, Guanina, Cytozyna i Tymina, wiec istnieja nastepujace nukleotydy
DNA: kwas dezoksyadenylowy, kwas dezoksyguanylowy, kwas dezoksycyty-
dylowy, kwas dezoksytymidylowy. W skrécie nukleotydy oznacza sie literami
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zasada azotowa wigzanie wodorowe

szkielet fosforanowo - cukrowy

Rysunek A.1: Budowa podwdjnej helisy DNA.

A G,C/T. Chemicznie otrzymano jeszcze wiele innych typéw nukleotydow
charakteryzujacych sie ciekawymi wtasno$ciami. Zgodnie z reguta Chargaffa
(ustalona, gdy nie znano jeszcze struktury DNA) ilo$¢ moli zasad purynowych
(Adenina, Guanina) jest rowna ilo$ci moli zasad pirymidynowych (Cytozyna,
Tymina). Reguta ta znalazta potwierdzenie w istnieniu komplementarno-
$ci zasad, co znaczy, ze adenina z jednej nici taczy sie zawsze z tyming
z drugiej nici, a guanina z cytozyna. To selektywne oddzialywanie jest czesto
wykorzystywanym mechanizmem w obliczeniach molekularnych. Wigzania
taczace zasady naleza do grupy wodorowych, czyli stabych, tatwych do ro-
zerwania oddziatywan miedzy przeciwnie natadowanymi atomami. Miedzy
adenina a tyming wystepuja dwa takie wigzania, a miedzy guaning a cyto-
7Zyng - trzy.

Nukleotyd jest czasteczka niesymetrycznag - wykazuje polarnosé¢, ponie-
waz czasteczka cukru nie jest symetryczna. Na jednym koncu nukleotydu,
oznaczanym 5’, wystepuje grupa fosforanowa (ktéra jest przytaczona do pia-
tego atomu wegla dezoksyrybozy), a na drugim, oznaczanym 3’, znajduje
sie grupa hydroksylowa zwiazana z trzecim atomem wegla dezoksyrybozy.
Kolejne nukleotydy tworza tancuch polinukleotydowy taczac sie szeregowo,

5 koniec z 3’ koncem. Nukleotydy potaczone sg ze sobg wigzaniami fosfodie-
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strowymi, ktore sg silne i tworza tak zwany szkielet fosforanowo - cukrowy.
W podwdjnej helisie DNA nici utozone sg naprzemianlegle, to znaczy naprze-
ciwko 5’ konca jednej nici jest 3’ koniec drugiej nici. Oznacza to, ze tancuchy
maja przeciwng polarnos¢ - jeden z nich biegnie w jedng strone, a drugi
W przeciwna.

Heliks DNA mozna poréwnac do skreconej spiralnie drabiny, ktorej szcze-
ble tworza oddzialujace ze soba zasady, natomiast pionowe listwy stanowia
potaczone wiazaniami fosfodiestrowymi czasteczki dezoksyrybozy. Koniecz-
no$¢ spiralnego skrecenia catej struktury wynika z rozmiaréw poszczegdlnych
elementow nukleotydéw. Na jeden pelny obrét heliksu przypada 11 par za-
sad. Heliksy DNA sg prawoskretne, tancuchy polinukleotydowe wydtuzajac
sie, okrecaja sie wokot siebie w kierunku zgodnym z ruchem wskazéwek ze-
gara.

Czasteczki DNA wystepujace w komorkach organizmoéw owijaja sie wokot
biatek tworzac zlozone struktury i ulegajac wielokrotnej spiralizacji (w ja-
drze komorki czltowieka znajduja sie czasteczki DNA o tacznej dlugosci okoto
2 metréw). Przy opisie reakcji z dziedziny obliczenn molekularnych stosuje
sie uproszczony sposob zapisu czasteczek DNA. Podaje sie jedynie sekwencje
nukleotydéw oraz kierunki nici DNA. Tak wiec pewien fragment podwdjnej

helisy mozna zapisac:

5" — —AAGCTGATGC — —3’
3’ — —TTCGACTACG — —5’

Stosujac taki zapis traci sie informacje o ksztalcie czastki, ktéry moze
mie¢ duzy wplyw na wydajnos¢ reakcji. Gdy opisuje sie sekwencje pojedyn-
czej nici zazwycza] koniec 5’ znajduje sie po lewej stronie. Jezeli obrazuje
sie dwuniciowg czasteczke DNA, to ni¢ géorna ma 5" koniec po lewej stronie.
W zapisie czasami pojawia sie litera N oznaczajaca dowolny nukleotyd (z A,
T, G, C).
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A.2 Hybrydyzacja i denaturacja

Poniewaz wigzania wodorowe utrzymujace dwie nici podwdjnej helisy ze soba
sa relatywnie stabe, nici te mozna rozples¢ i rozdzieli¢ przy niewielkim na-
ktadzie energii. Zeby rozplesé helise, wystarczy doprowadzi¢ do temperatury
bliskiej temperaturze wrzenia wodny roztwér DNA — wysoka temperatura
powoduje rozerwanie wigzan wodorowych nie uszkadzajac silniejszych wig-
zan, utrzymujacych razem nukleotydy w poszczegdlnych niciach. Zjawisko to
nosi nazwe denaturacji DN A. Denaturacja zachodzi réwniez pod wplywem
wysokiego pH (powyzej 13). Temperatura réwnowagi termodynamicznej dla
danej czasteczki zalezy od tworzacych ja nukleotydéw i mozna obliczy¢ ja
dla krétkich (do 20 par zasad) tancuchéw DNA z zaleznosci A.1, gdzie a jest
liczbg par AT, zas b jest liczba par GC.

t[°Cl=2%a+4x*b (A.1)

Komplementarne, pojedyncze nici odtwarzajg strukture dwuniciowa w pro-
cesie zwanym renaturacja. Renaturacje zachodzaca pomiedzy tancuchami
kwaséw nukleinowych o réznym pochodzeniu (np. DNA i RNA, lub DNA
z dwoéch réznych organizméw) nazywa sie hybrydyzacja. Hybrydyzacja
jest oddzialywaniem selektywnym - hybrydyzuja do siebie tylko czasteczki
o komplementarnych sekwencjach. Hybrydyzacja jest podstawowym zjawi-
skiem wykorzystywanym do przeprowadzania obliczen molekularnych, ma
takze duze znaczenie w inzynierii genetycznej (stuzy do wyszukiwania kom-
plementarnych odcinkéw DNA w banku gendow, stosuje sie ja do badan ewo-
lucyjnych oraz badania stopnia pokrewienstwa miedzy poszczegdlnymi osob-

nikami).

A.3 Polimeryzacja DNA, PCR

Enzymy sa to biatka, wyodrebnione z zywych organizmdw, najczesciej z bak-

terii. Niektore enzymy pozwalaja przeprowadza¢ pewne operacje na czastecz-
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kach DNA i z tego powodu sa powszechnie wykorzystywane przez inzynierie
genetyczng.

Czasteczka DNA jest dwuniciowa i nici sa do siebie wzajemnie komple-
mentarne, wiec wystepuje redundancja informacji. Replikacja DNA jest
procesem, w ktorym gtéwnag role odgrywajg enzymy zwane polimerazami
DNA. Podczas replikacji nici helisy sa rozplatane w okreslonym rejonie
i kazda z nich stuzy jako matryca dla nowej, komplementarnej nici. Tak wiec
w kazdej z nowo powstajacych dwuniciowych czasteczek DNA jedna z nici jest
odziedziczona po czasteczce macierzystej, a druga - nowo syntezowana. En-
zym polimerazy DNA syntezuje czasteczke komplementarng do matrycowej
nici DNA. Polimeraza katalizuje reakcje wydtuzania syntetyzowanego tancu-
cha DNA przez kolejne dotaczanie nukleotydéw do wolnej grupy 3'— OH. Kie-
runek syntezy jest zawsze taki sam - od 5’ do 3’ konca. Do syntezy nici DNA
polimerazy wymagaja komplementarnego, krotkiego jednoniciowego odcinka
DNA zwanego starterem (poniewaz potrafia jedynie wydtuzaé ni¢ w oparciu
o ni¢ matrycowa,).

Czesto potrzebne jest zwiekszenie ilosci czgsteczek DNA o danej sekwen-
cji. Mozna to osiggna¢ umieszczajgc te sekwencje w tancuchu DNA organi-
zmu zywego. Mechanizmy powielania komorek sprawia, ze interesujaca nas
sekwencja bedzie powielana. Taki proces nazywa sie klonowaniem. Jest on
najbardziej wydajny, gdy klonujemy w komoérkach bakteryjnych, poniewaz
ich podziat nastepuje co okoto 20 minut. Proces taki jest stosowany w bio-
logii molekularnej, jednak jest on bardzo czasochtonny, dlatego w dziedzinie
obliczen molekularnych nie jest spotykany.

Polimerazowa reakcja taicuchowa (PCR) jest technika powielania
in vitro fragmentéw DNA. Polega ona na powielaniu fragmentu DNA na ma-
trycy kwasu nukleinowego z uzyciem starteréw i termostabilnej polimerazy.
PCR pozwala na namnozenie okreslonych odcinkow DNA praktycznie w do-
wolnych ilosciach. W metodzie PCR chcac namnozy¢ okreslony odcinek DNA |
dodaje sie startery - krétkie ( z reguty do 20 nukleotydéw) jednoniciowe cza-
steczki DNA, komplementarne do dwoch nici zgdanego odcinka DNA na jego
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konicach (rys. A.2a). Aby startery mogly sie przyltaczyé, matrycowa cza-
steczka DNA musi najpierw ulec denaturacji (jak pokazano na rys. A.2b),
co osiaga sie podnoszac temperature do okoto 94 °C. Nastepnie temperatura
zostaje obnizona do okoto 4050 °C (zaleznie od sekwencji starteréw). W tej
temperaturze startery hybrydyzuja w odpowiednich miejscach, co zilustro-
wano na rys. A.2c. Startery sa dodane w stezeniu tak wysokim, ze prawdo-
podobienstwo hybrydyzacji startera jest o wiele wyzsze niz renaturacja dwoch
nici matrycy. W koncu podnosi sie temperature do 72 °C i w tej temperaturze
przeprowadza sie polimeryzacje (polimeraza dobudowuje nowe nici zaczyna-
jac od starteréw). Tym samym uzyskuje sie z jednej czasteczki DNA dwie
takie same, co pokazano na rys. A.2d. Po tym kroku cykl mozna powtorzyc.

W kazdym cyklu ilos¢ czasteczek DNA ulega podwojeniu, wiec po niewielu
cyklach uzyskuje sie zadang liczbe czastek. Metoda jest mozliwa do zasto-
sowania dzieki temu, ze enzym termostabilnej polimerazy nie jest niszczony
w temperaturze 95°C. Uzywa sie polimerazy izolowanej z bakterii zyjacych
w goracych zrodlach, zwanej Taq polimeraza. Metoda PCR ma wiele za-
stosowan i jest podstawowa technikg wykorzystywana do budowy urzadzen

obliczeniowych przedstawionych w niniejszej rozprawie.

A.4 Ciecie enzymami restrykcyjnymi

Enzymy restrykcyjne (zwane takze restrykatazami) sa biatkami zdol-
nymi do rozpoznawania specyficznych sekwencji w DNA i do przecinania
dwuniciowej czasteczki DNA. Ciecie polega na zerwaniu silnego wigzania fos-
fodiestrowego, utrzymujacego razem nukleotydy w poszczegdlnych niciach.
Najwieksze znaczenie praktyczne maja enzymy klasy II, ktére rozpoznaja
sekwencje sktadajace sie z 4 — 12 nukleotydéw, za$ miejsce przeciecia znaj-
duje sie w obrebie rozpoznawanej sekwencji lub w $cisle okreslonej odlegtosci
od niej. Znanych jest obecnie kilka tysiecy restryktaz, z ktorych kilkaset jest
sprzedawanych przez firmy zajmujace sie handlem odczynnikami chemicz-

nymi. Tab. A.1 zawiera sekwencje rozpoznawane i miejsca ciecia niektérych
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Rysunek A.2: Polimerazowa reakcja laficuchowa, namnazanie tancucha o koncach
oznaczanych a, b; a) czasteczka wejsciowa oraz startery; b) denaturacja nici ma-

trycowej; c¢) przylaczenie starteréw oraz polimeryzacja; d) wynikowe czasteczki.

enzymoéw restrykeyjnych.

W wyniku trawienia enzymem restrykcyjnym moga powstaé czasteczki
z jednoniciowymi koncami. Mowimy wtedy, ze enzym zostawia lepkie konce.
Dzieje sie tak dlatego, ze enzym tnie obie nici DNA w réznych miejscach.
Przyktadem takiego enzymu jest EcoRI. Jezeli miejsce przeciecia obu nici jest
takie samo, to czasteczki po przecieciu majg tepe konce. Tak tnie HaeIII.
Lepkie konce maja duze znaczenie, poniewaz sekwencje lepkich koncow po-
wstatych w wyniku dziatania tego samego enzymu sg komplementarne i moga

one tatwo hybrydyzowa¢ ze soba. Mozna tez czasami dobra¢ dwa enzymy roz-
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Nazwa || Rozpoznawana sekwencja | Czasteczki po przecieciu
Hinfl | GANTC G ANTC
CTNAG CTNA G
EcoRI GAATTC G AATTC
CTTAAG CTTAA G
Fokl GGATGNNNNNNNNNNNNN GGATGNNNNNNNNN NNNN
CCTACNNNNNNNNNNNNN CCTACNNNNNNNNNNNN N
Haelll || GGCC GG CC
CCGG CC GG
Hpall CCGG C CGG
GGCC GCC C
PstI CTGCAG CTGCA G
GACGTC G ACGTC

Tablica A.1: Niektére enzymy restrykcyjne, sekwencje rozpoznawane i miejsca

ciecia.

poznajace rozne sekwencje i zostawiajace takie same lepkie konce.
Trawienie enzymem restrykcyjnym (oraz inne reakcje wykorzystujace en-
zymy) mozna zatrzymac przez grzanie przez 10-15min w temperaturze 65-
70°C lub ekstrakcje fenolem (dodanie nasyconego fenolu sprawia, ze DNA
przechodzi do fazy wodnej, ktora sie zbiera). Istnieja termostabilne enzymy

restrykcyjne, ktore nie ulegaja termicznej inaktywacji.

A.5 Ligacja DNA

Powstanie dlugiego tancucha DNA wymaga tgczenia wielu krétkich fragmen-
tow w jedna ni¢. Odpowiedzialny za to jest enzym zwany ligaza DN A ktory
katalizuje powstawanie wigzan miedzy fragmentami DNA. Ligacja polega
na tworzeniu kowalencyjnych wigzan fosfodiestrowych pomiedzy grupa fos-

foranowa na 5 koncu jednego tancucha a grupa hydroksylowa z 3’ konca
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drugiego tancucha. Jest to reakcja odwrotna do reakcji ciecia enzymem re-
strykcyjnym. Ligazy wymagaja obecno$ci ATP, ktory jest zrodtem energii.
Reakcje ligacji przeprowadza sie w niskiej temperaturze 14 — 16 °C, poniewaz
taka temperatura sprzyja powstawaniu wigzan wodorowych miedzy lepkimi
koncami fragmentow DNA. W przypadku ligowania czasteczek z tepymi kon-
cami konieczne jest dodanie glikolu polietylenowego do buforu ligacyjnego,

aby zwiekszy¢ prawdopodobienstwo potaczenia tepych koncow ze soba.

A.6 Odczytywanie dlugosci tancuchéw DNA

Elektroforeza w zelach jest technikg stosowang standardowo przy rozdzia-
le, analizie i oczyszczaniu kwaséw nukleinowych. Pozwala ona badaé¢ dtugosé
DNA z dokladnoscig do 1 nukleotydu, eliminujac w wielu przypadkach uzy-
cie drogich mikroskopéw elektronowych. Po umieszczeniu w polu elektrycz-
nym czasteczki DNA migruja w zelu, zgodnie ze swym ujemnym tadunkiem.
Szybkos¢ migracji zalezy od wielkosci czasteczki. Schematycznie proces ten

pokazano na rys. A.3.

diuzsze fragmenty krétsze fragmenty
katoda(-) ///// anoda(+)

| zel

Rysunek A.3: Elektroforeza - rozdzielanie czasteczek DNA ze wzgledu na ich

dhugosé.

Elektroforeze mozna prowadzi¢ w warunkach natywnych badz denaturu-

jacych. Zel posiada warunki denaturujace, gdy nastepuje w nim rozdziat
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dwuniciowej czasteczki DNA na jednoniciowe. Jesli takie zjawisko nie wyste-
puje moéwimy, ze elektroforeza jest prowadzona w warunkach natywnych.

Szybkos$¢ migracji w zelu jednoniciowych czasteczek DNA, zalezy nie tylko
od ich wielkosci i1 tadunku, ale rowniez w duzym stopniu od ksztattu, jaki
przybiera czasteczka. Aby dokladnie okresli¢ wielkos¢ takich czasteczek eli-
minuje sie roznice w szybkosci migracji wywotane ksztaltem stosujac zele
denaturujace. Sa to najczesciej zele akrylamidowe, w ktorych czynnikiem de-
naturujacym jest mocznik.

Elektroforeza w zelach agarozowych, jest metoda do rozdzielania cza-
steczek o dtugosciach 200 — 10000 par zasad. Elektroforeze przeprowadza sie
w odpowiednim buforze. Najczesciej stosowanym buforem jest TAE (Tris-
octan, EDTA) lub TBE (Tris-boran, EDTA). Przed naniesieniem na zel
probki zawiesza sie w buforze zawierajacym ,obciazacze” (glicerol, Ficoll lub
sacharoza) oraz barwnik umozliwiajacy $ledzenie przebiegu elektroforezy.

Elektroforeza w zelach poliakrylamidowych stosowana jest do rozdzia-
tu matych czasteczek DNA. Zel taki powstaje poprzez polimeryzacje mono-
mer6éw akrylamidu w dhugie tancuchy z wytworzeniem wigzan poprzecznych
przez bisakrylamid. Wielkos¢ poréw w zelu zalezy od stezenia akrylamidu
do bisakrylamidu. Zele poliakrylamidowe stosuje sie przy rozdziale fragmen-
téw o wielkosci od 6 par zasad (20% poliakrylamid) do 1000 par zasad (3%
poliakrylamid) oraz przy rozdziale jednoniciowych czasteczek DNA. Do elek-
troforezy stosuje sie zazwyczaj bufor TEB (tris-boran, EDTA). W zelach
akrylamidowych stosuje sie najczesciej barwniki, aby kontrolowaé¢ przebieg
reakcji. DNA w zelu uwidacznia sie poprzez znakowanie oméwione w dalszej
czesci pracy.

Liniowe czasteczki DNA migruja w zelu z predkos$cia odwrotnie proporcjo-
nalng do logarytmu dziesietnego ich masy czasteczkowej (wyrazonej w Dalto-
nach lub w liczbie par zasad). Predko$¢ migracji jest rowniez zalezna od steze-
nia oraz rodzaju zelu, natezenia pola elektrycznego, temperatury. Praktycz-
nie stosuje sie kalibracje zelu. Uzywa sie do tego standardy wielkosci, czyli

czasteczki DNA o znanej wielkosci, poddawane elektroforezie w tym samym

10
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zelu co czasteczki badane.

A.7 Odczytywanie sekwencji DNA

Sekwencjonowanie czgsteczek DNA pozwala poznaé kolejno$é wystepu-
jacych w nich nukleotydéw. Obecnie najczesciej stosuje sie metode polega-
jaca na analizowaniu produktow polimeryzacji na jednoniciowej matrycy, po-
czawszy od przygotowanego startera. Prowadzi sie roéwnolegle cztery reakcje.
Kazda z nich zawiera w mieszaninie nukleotydow dideoksytrifosforany nukle-
otydow, powodujace zakonczenie polimeryzacji w pozycji, w ktorej zostana
wlaczone do syntetyzowanej nici. Powstaje zatem pelen zestaw fragmentow
DNA o réznej dtugosci, konczacych sie odpowiednim nukleotydem. Metoda
ta pozwala odczytaé sekwencje 400 - 700 nukleotydéw w jednym doswiadcze-
niu. Techniki sekwencjonowania DNA sg na tyle zautomatyzowane, ze stato

sie mozliwe podjecie projektéw poznania sekwencji catych genomdw.

A.8 Modyfikacja koncéw czasteczek DNA

Czasteczki DNA izolowane z organizmow zawieraja na 5 koncu grupe fosfo-
ranowgq, ktora jest niezbedna do tgczenia dwoch tancuchéw DNA za pomoca
ligazy. Takie czasteczki sa pokazane na rys. A.4a. Jezeli czasteczki takiej
grupy nie maja, to ligacja fragmentéw nie jest mozliwa.

Usuniecie grupy fosforanowej nastepuje w wyniku dziatania alkaicznej
fosfatazy. W wyniku tej reakcji na koncu 5 zostaje dotaczona grupa OH,
tak jak pokazano na rys. A.4b.

Dziatanie odwrotne posiada enzym zwany kinazg polinukleotydowa.
Kinaza taka przenosi grupe fosforanows z nukleotydu ATP na czasteczke
DNA, zawierajacy grupe OH na 5’ koncu. Jezeli czasteczka z rys. A.4b zo-
stanie poddana reakcji kinazowania, to powstanie czasteczka z rys. A.4a. Po

reakcji kinazowania czasteczki moga by¢ taczone za pomoca enzymu ligazy.

11
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a) P ?’ ;‘% OH
OH 3 5 p
b) OH Tr,’ :‘3OH
OH ¥ 5 “OH

Rysunek A.4: Grupy na konicach DNA; a) DNA izolowane z organizméw posiada
na 5’ konicu grupa fosforanowa, to samo po reakcji kinazowania; b) DNA otrzy-
mywane sztucznie posiada na 5’ konicu grupa OH, to samo po dziataniu alkaicznej

fosfatazy.

Sztucznie syntezowane oligonukleotydy takze nie maja grupy fosforanowej
na 5 koncu, zatem nie moga one ligowaé, jezeli nie zastosuje sie reakcji

kinazowania.

A.9 Znakowanie kwaséw nukleinowych

Wiele metod biologii molekularnej oraz wiele metod obliczen molekularnych
opiera sie na wykorzystaniu znakowanych czasteczek DNA. Stosuje sie tech-
niki znakowania radioaktywnego oraz znakowania fluorescencyjnego.
Metody znakowania fluorescencyjnego dzieli siec na dwa typy: bez-
posrednie i posrednie. Najbardziej rozpowszechnione sg systemy posrednie,
w ktorych dodatkowa czasteczka wbudowuje sie w helise DNA. Przyktadami
takich czasteczek sa bromek etydyny i biotyna. Najbardziej powszechna
metodag znakowania czasteczek podczas elektroforezy jest dodanie do zelu
agarozowego bromku etydyny, ktéory wbudowuje sie miedzy obie nici czg-

steczki DNA. Bromek etydyny uwidacznia sie pod wplywem $wiatta UV.
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A.9. Znakowanie kwasow nukleinowych

Systemy bezposrednie stosujg specjalne nukleotydy, ktore podczas syntezy
zostaty tak zmodyfikowane, ze wykazuja wtasnosci fluorescencyjne. Takie
systemy nie potrzebuja dodatkowych zwiazkéw bioracych udzial w reakcji.

Mimo duzego postepu technik znakowania fluorescencyjnego, w dalszym
ciagu wykorzystuje sie¢ znakowanie radioaktywne. Uzywa sie nukleoty-
dow, w ktérych jeden z atoméw zostat zastapiony izotopem radioaktyw-
nym. Najczedciej stosuje sie izotopy fosforu 32P lub 33P, oraz izotop siarki
35S, Fosfor 3*P emituje promieniowanie o najwyzszej energii wéréd wyko-
rzystywanych w praktyce biologicznej izotopéw (promieniowanie 3 o energii
1,7 MeV). Uzyskuje sie zatem najbardziej aktywne sondy, zapewniana jest
wysoka czutos$é i krotki czas detekeji. Okres pottrwania 32P wynosi 14 dni.
Siarka 3°S emituje promieniowanie o niskiej energii, nie s3 wymagane zadne
specjalne ekrany ochronne (promieniowanie [ o energii 0,17 MeV). Okres
rozpadu polowicznego wynosi 87 dni. Fosfor **P ma wtasnoéci poérednie po-
miedzy omowionymi powyzej izotopami.

Metody znakowania mozna takze podzieli¢ na metody znakujace rowno-
miernie tancuch na catej dtugosci, oraz metody znakujgce konce nici. Do
pierwszej klasy zalicza sie metode zwang ,random priming”, ktora polega
na polimeryzacji nici z uzyciem znakowanych nukleotydéw. Znakowanie przy
uzyciu kinazy polinukleotydowej pozwala otrzymaé czasteczke wyznakowang
na 5 koncu. Znakowanie 3’ konca fragmentu DNA jest mozliwe przy uzy-
ciu terminalnej transferazy. Jest to enzym dotaczajacy nukleotydy na
3’ konicu, nie wymagajac do tego matrycy. Inna metoda znakowania 3’ konca

jest wypetnianie lepkich koncow przy uzyciu znakowanych nukleotydow.
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