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7. KWASY NUKLEINOWE

7.1. Ogodlne wiasciwosci kwasow nukleinowych

Kwasy nukleinowe (RNA i DNA) tworza lancuchy zbudowane z nukleotydéw pola-
czonych wigzaniami fosfodiestrowymi. W sklad kwaséw nukleinowych wchodza
cztery rodzaje zasad: adenina, guanina, cytozyna i tymina (DNA) lub uracyl (RNA),
cukier deoksyryboza (DNA) lub ryboza (RNA) oraz reszty kwasu fosforowego.

Poza zblizong budowg chemiczng RNA i DNA ro6znig sie wieloma cechami. DNA
zazwyczaj wystepuje w postaci dlugiej, nierozgalezionej podwéjnej helisy, w ktorej
nukleotydy jednego lanicucha sg polaczone w pary wigzaniami wodorowymi z nukle-
otydami drugiego laficucha, przy czym adenina zawsze wigze sie z tyming a guanina
z cytozyna (zasada komplementarnosci). RNA wystepuje zwykle w postaci jednoni-
ciowej i tworzy krdtsze od DNA polimery. Dodatkowa grupa hydroksylowa obecna
w pierécieniu rybozy, a niewystepujaca w pierécieniu deoksyrybozy czyni ponadto
RNA bardziej podatnym na hydrolize. DNA stanowi material genetyczny wiekszosci
organizmow i czesci wiruséw (wyjatkiem jest genom niektérych wiruséw, zbudowa-
ny z RNA). Funkcja RNA jest zwigzana gléwnie z biosyntezg bialek choé istnieja
rowniez regulatorowe RNA, ktére biorg udzial w regulacji proceséw transkrypcji,
translacji czy degradacji transkryptow.
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Zasady pirymidynowe: zwiazki heterocykliczne wchodzace w sktad kwaséw nukle-
inowych, DNA (tymina, cytozyna) i RNA (uracyl, cytozyna).
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Zasady purynowe (adenina i guanina): zwiazki heterocykliczne wchodzace w sktad

kwaséw nukleinowych.
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Schemat struktury kwasu rybonukleinowego (RNA). Zasady purynowe (adenina, gu-

anina) i pirymidynowe (cytozyna, uracyl) zwigzane s3 z resztami rybozylowymi wia-

zaniem N-glikozydowym. Miedzy resztami rybozylowymi wystepuje wigzanie fosfo-
diestrowe.

[ ZAGADNIENIA DO OPRACOWANIA:

¢ Budowa chemiczna kwaséw nukleinowych — nukleozydy, nukleotydy, postulaty
Watsona i Cricka, struktury superhelikalne, DNA A, B, Z.

e Funkcja DNA i r6znych typow RNA.

¢ Cykl Zyciowy retrowirusow.

¢ Enzymy restrykcyjne — ich funkcja fizjologiczna oraz zastosowanie.

¢ Elektroforeza kwaséw nukleinowych — zasada rozdzialu, sposoby barwienia.

¢ Metody sekwencjonowania kwas6w nukleinowych.

¢ Wektory jako narzedzia biologii molekularnej — rodzaje i budowa.
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o Reakcja PCR.
e Mechanizm replikacji — enzymy biorace w niej udzial.
¢ Zasady wszystkich wykonywanych na éwiczeniach oznaczen.

LITERATURA UZUPELNIAJACA:
e Biochemia. Berg J M., Tymoczko J L., Stryer L. (red.), PWN, Warszawa 2005
— rozdzialy 4, 61 31.
e Genetyka molekularna. Weglenski P., PWN, Warszawa 2006 — rozdzialy: ,DNA
budowa i wlasciwosci” oraz ,,Rekombinowanie i klonowanie DNA".

7. 2. Izolacja genomowego DNA z linii komdorkowych

ZASADA:

Gléwnym celem izolacji jest uzyskanie maksymalnej ilosci wysokoczgsteczkowego,
genomowego DNA przy jednoczesnym zachowaniu odpowiednich parametréw doty-
czacych czystosci uzyskanego preparatu. Dotychczas opisano wiele réznych metod
izolacji DNA, jednak kazda procedura sklada si¢ z nastepujacych etapow: liza komo-
rek celem uzyskania jader komérkowych; odbialczanie odbywajace sie zwykle po-
przez ekstrakcje fenolem i chloroformem; wytracanie DNA poprzez dodanie 0,1 obje-
tosci 3 M octanu amonu i 1 objetosci izopropanolu lub przez dodanie 2,5 objetosci
etanolu; przemywanie osadu DNA 70% alkoholem etylowym.

WYKONANIE:
Do komorek zebranych w 2 ml probowce typu Eppendorf doda¢ 100 pl sterylnego
PBS. Po dokladnym zawieszeniu komoérek (przez s5-krotne pipetowanie pipeta auto-
matyczng) dodaé¢ 400 pl tiocyjanianu guanidyny (GTC) i pipetowa¢ kilkakrotnie do
uzyskania klarownego roztworu o gestej konsystencji. Nastepnie dodaé:

1. 500 plfenolu

2. 100 pl mieszaniny chloroform-alkohol izoamylowy (49:1).
Caloé¢ dokladnie wymieszaé poprzez wielokrotne pipetowanie. W nastepnym etapie
preparaty odwirowac (10 min, 14 000 obr./min) celem rozdzielenia fazy wodnej i or-
ganicznej. Faze wodng zebraé¢ do czystej probéwki typu Eppendorf i dodaé 500 pl al-
koholu izopropylowego. Po odwirowaniu (10 min, 14 000 obr./min) przemy¢ osad
dwukrotnie 70% alkoholem etylowym. Po wysuszeniu osadu DNA (inkubacja w 37°C,
5-10 min) zawiesi¢ osad w 50 pl sterylnej wody.

Bufor GTC: 4 M izotiocyjanian guaniny, 25 mM cytrynian sodu pH 7,0, 0,5% sar-

kozyl, 0,1 M 2-merkaptoetanol.

7. 3. Izolacja catkowitego RNA z linii komdrkowych

ZASADA:

Celem izolacji jest otrzymanie calkowitego RNA z komoérek eukariotycznych. Uzy-
skane RNA moze by¢ nastepnie uzyte do hybrydyzacji typu ,Northern”, odwrotnej
transkrypcji, przygotowania bibliotek cDNA czy translacji in vitro.
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WYKONANIE:

UWAGA: aby uchroni¢ izolowane RNA przed dzialaniem RNaz nalezy pracowaé
w rekawiczkach, uzywajac wylgcznie autoklawowanych koricowek i probowek. Cala
procedure przeprowadzac na lodzie.

Z szalki hodowlanej zlaé pozywke, przeptukaé¢ komoérki 1 ml roztworu PBS i usu-
ngé go. Bezposrednio na szalke dodaé 300 pl buforu GTC i umiesci¢ j3 na lodzie.
Koricowka pipety dokladnie zdrapaé komérki z powierzchni naczynia, przeniesé do
probowki typu Eppendorf i kilkakrotnie pipetowa¢. Do lizatu komérkowego dodaé:

1. 30 ul 2 M octanu sodu (pH 4,0);

2. 300 pl fenolu (pH 4,0);

3. 80 ul mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy (49:1).
Pipetowa¢ 10 razy. Inkubowaé na lodzie 15 min. Odwirowa¢ mieszanine przez 5 min,
14 000 obr./min, w temperaturze 4°C. Po wirowaniu zebraé¢ gérng faze wodna, uni-
kajac zaciagniecia fazy dolnej i przenie§¢ do nowej probowki. W celu precypitacji
RNA dodaé 300 pl izopropanolu i wymieszaé przez kilkakrotne odwracanie probow-
ki. Odwirowaé mieszanine przez 15 min, 14 000 obr./min w temperaturze 4°C i zla¢
nadsacz. Osad przemyé dodajac 300 pl 70% etanolu i odwirowac przez 3 min, 14 000
obr./min w 4°C. Usuna¢ nadsacz bardzo dokladnie, a osad wysuszy¢ poprzez pozo-
stawienie otwartej probowki przez 10—15 min, w temperaturze pokojowej. Osad roz-
pusci¢ w 30 pl wody wolnej od RN-az.
Uzyskane RNA nalezy przechowywaé¢ w temperaturze -20 °C.

Bufor GTC: 4 M izotiocyjanian guaniny, 25 mM cytrynian sodowy pH 7,0; 0,5%
sarkozyl, 0,1 M 2-merkaptoetanol.

7.4. Ocena ilosciowa preparatow DNA i RNA

Okresli¢ stezenie DNA i RNA na podstawie pomiaru absorbancji przy 260 nm. Po-
niewaz absorbancja roztworu RNA o stezeniu 40 pg/ml wynosi okolo 1, stezenie
RNA w badanej probce mozna obliczy¢ ze wzoru:

[RNA],m = Aaze X 40 X rozcienczenie

Poniewaz absorbancja roztworu DNA o stezeniu 50 pg/ml wynosi okolo 1, stezenie
DNA w badanej probce mozna obliczy¢ ze wzoru:

[DNA].em = Az X 50 X rozcienczenie

Na otrzymang warto$é stezenia maja wplyw réwniez inne zwiazki, ktére moga sta-
nowié zanieczyszczenie preparatu i pochlaniaja $wiatto w podobnym zakresie, dlate-
go nalezy dodatkowo zmierzy¢ absorbancje badanej probki przy dlugosci fali 230
i 280 nm. Dla czystego preparatu RNA lub DNA stosunek Az3o/Az60 1 A260/A280 pOWi-
nien znajdowa¢ sie w przedziale 1,8—2. Nizsza warto$¢ wspolczynnika $wiadczy o za-
nieczyszczeniu fenolem, a wyzsza — biatkami.

Przygotowaé 1 ml 200-krotnie rozcienczonego preparatu w wodzie destylowanej,
zmierzy¢ absorbancje przy 230, 260 i 280 nm, a nastepnie obliczy¢ stezenie i ocenié
czysto$¢ preparatu.
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OPRACOWANIE WYNIKOW:
Obliczy¢ stezenie otrzymanych preparatbw DNA i RNA na podstawie pomiaru ab-
sorbancji, a nastepnie oceni¢ ich czystosc.

7.5. Elektroforeza DNA

ZASADA:

Standardowa metoda rozdzialu, identyfikacji i oczyszczania DNA jest elektroforeza
w zelach agarozowych lub poliakryloamidowych. W buforach o pH w zakresie od 7,5
do 7,8, w ktérych prowadzi sie rozdzial elektroforetyczny reszty fosforanowe kwasow
nukleinowych s3 zdysocjowane i posiadaja ladunek ujemny. Poniewaz jedna reszta
fosforanowa przypada na pojedynczy nukleotyd, stosunek ladunku do masy jest
wielkoScig stala. W tych warunkach predkosé¢ migracji czasteczek DNA zalezy od:
¢ ich wielkosci — predko$é migracji czasteczek jest odwrotnie proporcjonalna do
logarytmu z ich masy czasteczkowe;j;
e stezenia zelu — do rozdzialu fragmentow DNA o wielko$ci 0,5—20 kpz (kilo par
zasad) mozna zastosowa¢ 0,8% zel agarozowy;
¢ rdznicy potencjaléw miedzy elektrodami.
Zaleta opisywanej metody jest mozliwoé¢ bezposredniej lokalizacji rozdzielanych
fragmentéw DNA. Zel oraz bufor do elektroforezy zawieraja bromek etydyny, sub-
stancje wigzaca sie do DNA, ktora wykazuje fluorescencje w UV. Dzieki temu mozna
w $wietle UV $ledzi¢ przemieszczanie si¢ poszczegblnych prazkéw DNA podczas
prowadzenia elektroforezy.

WYKONANIE:

Przygotowanie zelu: w celu przygotowania 0,8% zelu agarozowego nalezy rozpusci¢
0,8 g agarozy w 100 ml 10 x rozcieficzonego buforu TBE (1 x stezony bufor TBE),
a nastepnie podgrza¢ w kuchence mikrofalowej. Po schlodzeniu, do roztworu dodaé
5 ul bromku etydyny (10 mg/ml). Calo$¢ wylaé na przygotowang uprzednio tacke
z grzebieniem i poczeka¢ az zel zastygnie.

Przygotowanie preparatu: Do probéwki typu Eppendorf starannie odpipetowaé
1 pl buforu obcigzajacego i 2 ul DNA o stezeniu 0,5 pg/pl.

Rozdzial w zelu: Umiesci¢ przygotowany zel w aparacie do elektroforezy napel-
nionym buforem TBE. Nalozy¢ probki na zel i prowadzi¢ rozdzial pod napieciem 8oV
przez 30—45 min.

10 x stezony bufor TBE:

e 0,89 M Tris

e 0.89 M kwas borowy

e 0,02 MEDTA, pH 8,0

6 x stezony bufor obcigzajacy:

e 15% fikol

e 0,25% blekit bromofenolowy
e 0,25% cyjanoksylen

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Obejrzeé zel na transiluminatorze w $wietle UV i ocenié jako$¢ DNA: poziom degra-
dacji i stopien zanieczyszczenia bialkami.
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7.6. Elektroforeza RNA w warunkach denaturujacych

ZASADA:

Metoda ta pozwala na latwy rozdzial jednoniciowego RNA. Mozna dzieki niej spraw-
dzié jako$é (stopien degradacji) wyizolowanego RNA. Elektroforeza RNA stanowi tez
pierwszy etap analizy typu ,Northern blotting”. Po rozdziale RNA zostaje przeniesio-
ny na membrane nylonow3 lub nitrocelulozowg i poddany analizie poprzez hybrydy-
zacje ze znakowanymi sondami.

WYKONANIE:
Przygotowanie zelu: Aby przygotowaé 1% zel agarozowy z formaldehydem nalezy
rozpu$ci¢ 1 g agarozy w 73 ml wody destylowanej z dodatkiem 10 ml buforu
10 X MOPS (2 X rozcieniczony bufor 20 x), podgrzewajac w kuchence mikrofalowej.
Nastepnie nalezy schlodzié agaroze do okoto 55°C, dodaé 16,7 ml 37% formaldehydu,
wymiesza¢ i wyla¢ na przygotowana uprzednio tacke z grzebieniem. Umiescié pod
dygestorium i poczekac az zel zastygnie.
Przygotowanie preparatu:
Wilaczy¢ blok grzejny i ustawié¢ temperature 65°C. Przygotowacé 7 ul roztworu zawie-
rajacego RNA z oczyszczanej probki i dodac 7 ul buforu obciazajacego. Znajac steze-
nie otrzymanego preparatu obliczy¢ ilos¢ RNA (w ng) nalozonego na zel. Inkubowa¢
przygotowana probke w bloku grzejnym, w temperaturze 65°C, przez 10 min. Prze-
nie$¢ RNA na 16d.
Rozdzial w zelu:
Umiesci¢ przygotowany zel w aparacie do elektroforezy napelnionym 20 razy roz-
cienczonym roztworem MOPS (1 x stezony MOPS). Nalozy¢ probki na zel i prowa-
dzi¢ rozdzial pod napieciem 80V przez 30—45 min. Obejrze¢ zel na transiluminatorze
w $wietle UV i oceni¢ jakosé RNA: poziom degradacji i stopien zanieczyszczenia ge-
nomowym DNA.

20 X stezony bufor MOPS:

e 0,4 MMOPS (pH 7,0)

e 80 mM octan sodu

e 20 mM EDTA (pH 8,0)

2 x stezony bufor obcigzajacy do RNA:
56% (o/0) formamid
0,4 M formaldehyd
2 x stezony bufor MOPS
80 pg/ml bromek etydyny
200 pg/ml blekit bromofenolu

OPRACOWANIE WYNIKOW:
Obejrzeé zel na transiluminatorze w $wietle UV i oceni¢ jako§¢ RNA: poziom degra-
dacji i stopien zanieczyszczenia bialkami.
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