Απομόνωση νουκλεικών οξέων

Θεωρητικές επισημάνσεις:

Ο βιολογικός ρόλος των νουκλεϊκών οξέων είναι η αποθήκευση, η μετάδοση και η έκφραση των γενετικών πληροφοριών.

Τα νουκλεϊκά οξέα είναι πολυμερείς οργανικές ενώσεις. Τα πολυμερή σχηματίζονται από τα μονομερή τους (νουκλεοτίδια) με 3΄- 5΄φωσφοδιεστερικό δεσμό. Ο προσανατολισμός κάθε πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας είναι 5΄→3΄, δηλαδή ξεκινά με 5΄τέλος (φωσφορική ομάδα) και τελειώνει με 3΄τέλος (υδροξύλιο). Κάθε νουκλεοτίδιο αποτελείται από μία πεντόζη (ριβόζη για το RNA και δεσοξυριβόζη για το DNA), μία αζωτούχο βάση (αδενίνη, ουρακίλη, κυτοσίνη ή γουανίνη για το RNA και αδενίνη, θυμίνη, κυτοσίνη ή γουανίνη για το DNA) και φωσφορικό οξύ.

Το DNA στο χώρο περιελίσσεται σύμφωνα με το μοντέλο της διπλής έλικας. Τα σημαντικότερα χαρακτηριστικά του μοντέλου της διπλής έλικας είναι τα εξής :
· To DNA αποτελείται από δύο πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες που σχηματίζουν στο χώρο μία δεξιόστροφη διπλή έλικα. 

· Η διπλή έλικα έχει ένα σταθερό σκελετό, που αποτελείται από επαναλαμβανόμενα μόρια φωσφορικής ομάδας-δεοξυριβόζης ενωμένων με φωσφοδιεστερικό δεσμό. Ο σκελετός αυτός είναι υδρόφιλος και βρίσκεται στο εξωτερικό του μορίου. Προς το εσωτερικό του σταθερού αυτού σκελετού βρίσκονται οι αζωτούχες βάσεις που είναι υδρόφοβες. 

· Οι αζωτούχες βάσεις της μιας αλυσίδας συνδέονται με δεσμούς υδρογόνου με τις αζωτούχες βάσεις της απέναντι αλυσίδας με βάση τον κανόνα της συμπληρωματικότητας. Η αδενίνη συνδέεται μόνο με θυμίνη και αντίστροφα, ενώ η κυτοσίνη μόνο με γουανίνη και αντίστροφα. Οι δεσμοί υδρογόνου που αναπτύσσονται μεταξύ των βάσεων σταθεροποιούν τη δευτεροταγή δομή του μορίου. 

· Ανάμεσα στην αδενίνη και τη θυμίνη σχηματίζονται δυο δεσμοί υδρογόνου, ενώ ανάμεσα στη γουανίνη και την κυτοσίνη σχηματίζονται τρεις δεσμοί υδρογόνου. 

· Οι δύο αλυσίδες ενός μορίου DNA είναι συμπληρωματικές, και αυτό υποδηλώνει ότι η αλληλουχία της μιας καθορίζει την αλληλουχία της άλλης. Η αλληλουχία των βάσεων μεταφέρει τη γενετική πληροφορία. 

· Οι δύο αλυσίδες είναι αντιπαράλληλες, δηλαδή το 3' άκρο της μίας είναι απέναντι από το 5' άκρο της άλλης. 
Σε αντίθεση με το DNA, τα RNA μόρια είναι μονόκλωνα (δεν αποτελούνται από συμπληρωματικές αλυσίδες), ωστόσο παρουσιάζουν αναδιπλώσεις στο μόριό τους που οφείλονται σε δεσμούς υδρογόνου που αναπτύσσονται μεταξύ συμπληρωματικών βάσεων (αδενίνη με ουρακίλη, γουανίνη με κυτοσίνη).

Η μεγάλη ποσότητα πληροφοριών που περιέχονται στο DNA πρέπει να χωράει σε μικρό χώρο και την ίδια στιγμή να μεταγράφεται εύκολα όταν χρειάζεται . Επομένως μέσα στον πυρήνα το γονιδίωμα υφίσταται πολλά επίπεδα πακεταρίσματος:
Καταρχάς η διπλή έλικα περιελίσσεται γύρω από οκταμερές ιστονών σχηματίζοντας το νουκλεόσωμα. Κάθε νουκλοεόσωμα αποτελείται από DNA μήκους 146 ζευγών βάσεων (146bp) και από οκτώ μόρια ιστονών. Ακολούθως τα νουκλεοσώματα τυλίγονται με τη βοήθεια ιστονών Η1 σχηματίζοντας ένα σπειροειδή σωλήνα (κάθε σπείρα του σωλήνα αποτελείται από 6-7 νουκλεοσώματα). Έτσι σχηματίζονται τα ινίδια της χρωματίνης (μεσόφαση). Στο τέλος της μεσόφασης το κάθε ινίδιο διπλασιάζεται και συσπειρώνεται σε επόμενο επίπεδο οργάνωσης που γίνεται με βάση το πρότυπο της ακτινωτής θηλειάς με τη βοήθεια μη ιστονών. Με τη μορφή αυτή τα διπλασιασμένα ινίδια της χρωματίνης αποτελούν τις αδελφές χρωματίδες. Στο τέλος της πρόφασης και στην αρχή της μετάφασης οι δύο ενωμένες αδελφές χρωματίδες συσπειρώνονται στο επόμενο επίπεδο οργάνωσης (χρωμόσωμα).
Το DNA με μορφή ινιδίων χρωματίνης ή μεταφασικών χρωμοσωμάτων βρίσκεται μέσα στον πυρήνα του κυττάρου. Επίσης μικρή ποσότητα DNA υπάρχει στα μιτοχόνδρια και στους χλωροπλάστες . Τόσο ο πυρήνας όσο και τα μιτοχόνδρια και οι χλωροπλάστες είναι μεμβρανώδη οργανίδια με μεμβράνες λιποπρωτεϊνικής σύστασης. Λιποπρωτεϊνική σύσταση έχει επίσης η πλασματική μεμβράνη των κυττάρων.
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Απομόνωση νουκλεϊκών οξέων στο εργαστήριο
Όργανα και Υλικά:
· 10gr ή 1κτλ. απορρυπαντικό πιάτων

· 3gr ή μισή κτλ. αλάτι

· 100ml απιονισμένο νερό
· Υγρό φακών επαφής ή πεψίνη (1g/100ml)
· πλαστικό σακουλάκι (τροφίμων)

· ηθμός από διηθητικό χαρτί ή φίλτρο καφέ

· 1 ποτήρι ζέσεως 250 ml

· 1 ποτήρι ζέσεως 100ml

· δοκιμαστικός σωλήνας 
· 1 μπανάνα

· αιθυλική αλκοόλη (σε σταγονομετρικό φιαλίδιο αν είναι δυνατό) παγωμένη 

· πλαστικό κουταλάκι, γυάλινη ράβδος ανάδευσης ή καλαμάκι από σουβλάκι, μαχαίρι

· μαύρο χαρτόνι ή σκούρα επιφάνεια
Πειραματική διαδικασία:
1. Σε ποτήρι ζέσεως 250ml προσθέτουμε 1κτλ. απορρυπαντικό πιάτων και μισή κτλ. αλάτι και ανακατεύουμε καλά με το πλαστικό κουταλάκι. Προσθέτουμε απιονισμένο νερό μέχρι τα 100ml περίπου και αναδεύουμε, προσέχοντας να μην αφρίσει.
2. Κόβουμε μισή μπανάνα, τη βάζουμε μέσα στο πλαστικό σακουλάκι και την πολτοποιούμε με τα δαχτυλά μας και την παλάμη μας.
3. Προσθέτουμε περίπου 50ml από το διάλυμα απορρυπαντικού-αλατιού και συνεχίζουμε την πολτοποίηση με μαλακές κινήσεις για 3-5 λεπτά ακόμα. Αν ο πολτός είναι πολύ πυκνός προσθέτουμε λίγο παραπάνω διάλυμα απορρυπαντικού – αλατιού. 
4. Με τον ηθμό ή το φίλτρο του καφέ διηθούμε 3 κουταλιές περίπου πολτοποιημένης μπανάνας στο μικρό ποτήρι ζέσεως 100ml, προσέχοντας να μην ακουμπάει το φίλτρο στον πάτο του ποτηριού για να γίνει γρηγορότερα η διήθηση. Περιμένουμε -υπομονετικά!- μέχρι να συλλέξουμε περίπου 5ml διηθήματος (να καλυφθεί ο πάτος του ποτηριού).
5. Προσθέτουμε 1-2 σταγόνες από το υγρό φακών επαφής.
6. Μεταφέρουμε το διήθημα στο δοκιμαστικό σωλήνα και προσθέτουμε σταγόνα -σταγόνα την παγωμένη αιθανόλη. Προσέχουμε να μην ανακινήσουμε το δοκιμαστικό σωλήνα και η προσθήκη να γίνει αργά ώστε να δημιουργηθούν με σαφήνεια 2 φάσεις.

7. Παρατηρούμε ότι στη φάση της αιθανόλης ανασύρονται τα νουκλεϊκά οξεα με τη μορφή λευκού νεφελώματος. Περιμένουμε 2-3 λεπτά για καλύτερα αποτελέσματα. Τοποθετώντας το δοκιμαστικό σωλήνα μπροστά από το μαύρο χαρτόνι, διακρίνουμε με μεγαλύτερη ευκρίνεια το λευκό συσσωμάτωμα  των νουκλεϊκών οξέων.

8. Μπορούμε να συλλέξουμε τα νουκλεϊκά οξέα περιστρέφοντας γύρω τους ένα ξύλινο καλαμάκι.
Παρατηρήσεις:

· Σε δύο σημεία τουλάχιστον του πειράματος είναι σημαντικό να περιμένουμε 3 -5 λεπτά:

· Όταν στο σακουλάκι έχουμε πολτοποιημένη μπανάνα μαζί με απορρυπαντικό- αλάτι, ώστε να δώσουμε χρόνο στο απορρυπαντικό να διασπάσει τις μεμβράνες των κυττάρων. Ο χρόνος της διήθησης επίσης λειτουργεί υπέρ της διαδικασίας!

· Μετά την προσθήκη της παγωμένης αιθυλικής αλκοόλης όσο περισσότερο περιμένουμε τόσο καλύτερα αναδύονται και διακρίνονται τα νουκλεϊκά οξέα.
Μπορούμε να αξιοποιούμε τους χρόνους αναμονής ερμηνεύοντας με τους μαθητές τα στάδια της διαδικασίας.
· Η διαδικασία που περιγράφηκε θεωρείται η απλούστερη δυνατή με καλά ορατά αποτελέσματα. Το υλικό που απομονώνεται και συλλέγεται είναι στην πραγματικότητα DNA, RNA και ορισμένες πρωτεΐνες.

· Η πεψίνη ή το υγρό φακών επαφής περιέχει ένζυμα διάσπασης των πρωτεϊνών (πρωτεάσες). Το τελικό –ορατό!- αποτέλεσμα (λευκό συσσωμάτωμα) είναι ωστόσο παρόμοιο ακόμα κι αν παραλείψουμε την προσθήκη πρωτεάσης.
· Παρατηρώντας το DNA που απομονώσαμε στο οπτικό μικροσκόπιο του σχολείου μας δε μπορούμε -βεβαίως!- να διακρίνουμε τη διπλή έλικα. Το πλάτος της είναι 10-9m, το οποίο δε διακρίνεται ούτε με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο! (παρά μόνο με κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ)
· Στη (σίγουρη) ερώτηση πώς γνωρίζουμε ότι αυτή η μάζα που απομονώσαμε είναι πράγματι DNA (ή νουκλεϊκά οξέα για μεγαλύτερη ακρίβεια) κάνουμε μια αναφορά στη φασματοφωτομετρία  (Το DNA έχει μέγιστη απορρόφηση στα 260nm).
Ερμηνεία της δράσης των υλικών του πειράματος:

· Απορρυπαντικό: Για να προσεγγίσουμε το DNA πρέπει να σπάσουμε τις πλασματικές και τις εσωτερικές μεμβράνες του κυττάρου. Οι μεμβράνες είναι λιποπρωτεϊνικής σύστασης όπου τα λιπίδια τοποθετούνται με τις υδρόφιλες ομάδες προς τα έξω και τις υδρόφοβες προς τα μέσα. Το απορρυπαντικό διασπά τις κυτταρικές μεμβράνες επειδή τα λιπόφιλα άκρα του αλληλεπιδρούν με τα λιπίδια της πλασματικής μεμβράνης και τα υδρόφοβα άκρα του με τις πρωτεΐνες της μεμβράνης. Έτσι οι μεμβράνες κατακρατώνται στο φίλτρο κατά τη διήθηση.
· Αλάτι (NaCl): Τα νουκλεϊκά οξέα διαθέτουν αρνητικά φορτισμένες φωσφορικές ομάδες που δημιουργούν ιοντικούς δεσμούς με τα θετικά φορτισμένα ιόντα Na+. Έτσι, το αρνητικό φορτίο τους εξουδετερώνεται και επιτρέπεται η συσσωμάτωσή τους με τη μορφή άλατος Na+ .
· Πεψίνη ή υγρό φακών επαφής: Το DNA στον πυρήνα του κυττάρου είναι πακεταρισμένο με τη βοήθεια πρωτεϊνών. Αυτές διασπά και απομακρύνει η πεψίνη. Τα ορατά αποτελέσματα ωστόσο (λευκό συσσωμάτωμα που περιτυλίγεται σε ράβδο) είναι παρόμοια ακόμα κι αν δεν απομακρύνουμε τις πρωτεΐνες.
· Αιθανόλη: Η αιθανόλη δημιουργεί μία «επίστρωση» γύρω από τα νουκλεϊκά οξέα απομακρύνοντας τα μόρια του νερού. Είναι μόριο λιγότερο πολικό από το νερό και εξαιτίας της μικρής διηλεκτρικής της σταθεράς συμβάλλει στη δημιουργία των σταθερών ιοντικών δεσμών μεταξύ νουκλεϊκών οξέων και Na+. Η αιθανόλη προστίθεται παγωμένη γιατί η διαλυτότητα των αλάτων στα υγρά μειώνεται με την πτώση της θερμοκρασίας. Έτσι το DNA με τη μορφή άλατος Na+ καθίσταται αδιάλυτο σε αυτήν.
Ενδεικτική βιβλιογραφία- δικτυογραφία:
· ΕΚΦΕ Ηλιούπολης: Εργαστηριακές Ασκήσεις Βιολογίας Γ΄ Λυκείου Θετικής Κατεύθυνσης.
· Μικροσκοπική παρατήρηση μονίμου παρασκευάσματος ανθρώπινου χρωμοσώματος

· [Άσκηση 3 Εργ.Οδηγού: Κυτταρογενετική-Ανάλυση Καρυότυπου- Άσκηση 1 Εργ.Οδηγού: Απομόνωση νουκλεϊκών οξέων]
· ΕΚΦΕ Μαγνησίας: Εργαστήριο Βιολογίας: Απομόνωση νουκλεικών οξέων (DNA και RNA) από φυτικά κύτταρα

· 1ο ΕΚΦΕ Ηρακλείου: Απομόνωση DNA extraction σε 5 min https://www.youtube.com/watch?v=78VUQ7KTOqo
ΥΠΕΠΘ, Παιδαγωγικό Ινστιτούτο, Βιολογία Θετικής Κατεύθυνσης Γ Λυκείου.

Φύλλο Εργασίας «Απομόνωση νουκλεϊκών οξέων»
1. Σε τι νομίζετε ότι συνεισφέρει το υγρό πιάτων στη διαδικασία απελευθέρωσης των νουκλεϊκών οξέων;

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

2. Για ποιο λόγο φιλτράρουμε το διήθημα των σπασμένων κυττάρων; Τι κατακρατείται στο φίλτρο και τι περνάει στο διήθημα;

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

3. Γιατί προσθέτουμε πρωτεϊνάση ή πεψίνη;

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

4. Πιστεύετε ότι με τη μέθοδο αυτή απομονώθηκε καθαρό DNA ή DNA και RNA μαζί;
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

5. Μπορούμε να παρατηρήσουμε στο μικροσκόπιο τα νουκλεϊκά οξέα που απομονώσαμε;

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
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