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Analiza jakoSciowa i iloSciowa RNA

Wstep

W komorkach wystepuja trzy gtowne rodzaje RNA: mRNA, tRNA, rRNA. Najwigksza pule RNA
stanowi rRNA kodujace podjednostki rybosoméw (u Eukariota o statych sedymentacji 25-28S, 18S,
5S 1 5,8S). Czasteczki tRNA biorg czynny udziat w procesie translacji dostarczajac odpowiednie
aminokwasy w trakcie syntezy tancucha polipeptydowego. Z kolei mRNA stanowi matryce dla

syntezy biatek funkcjonalnych i strukturalnych (1-5% catkowitego RNA komorki).

MikroRNA (miRNA) zaliczane sa do endogennych, krotkich (19 - 23 nukleotydow),
jednoniciowych, niekodujacych czasteczek RNA, uczestniczacych w regulacji ekspresji genow.
MikroRNA przytaczaja si¢ glownie do regionéw 3’UTR (ang. untranslated region) docelowego
MRNA. Skutkuje to zahamowaniem translacji lub nawet degradacja nici nukleotydowej, co
przektada si¢ w nastgpstwie na obnizenie ekspresji docelowego genu. Wykazano, ze jedno miRNA
moze oddzialywa¢ na rézne mRNA jak réwniez jedno mRNA moze posiada¢ sekwencje
komplementarne dla ré6znych miRNA. Szacuje si¢, ze ponad 60% transkryptomu ssakéw podlega

regulacji miRNA.

Biosynteza miRNA

MiRNA powstaja na matrycy genow, ktdre przewaznie polozone sa w intronach. Niewielka liczba
genow miRNA znajduje si¢ w egzonach, rejonach 5’UTR 1 3’UTR. Takie geny miRNA ulegaja
transkrypcji razem z genami ,,gospodarzami”. Ponadto, geny miRNA moga znajdowac si¢ rowniez
w obszarze mi¢dzygenowym. W takiej sytuacji, ich transkrypcja przebiega z udzialem wtasnych
promotorow i czynnikow transkrypcyjnych. Warto dodaé, ze geny miRNA maja charakter mono- i
policistronowy. Biosynteza miRNA rozpoczyna si¢ w jadrze komdérkowym 1 ma charakter
wieloetapowy. Poczatkowo z udzialem gltéownie polimerazy 1l RNA transkrybowany jest pri-
miRNA. Przecigtny pri-miRNA zlozony jest z ~ 33 nukleotydowego dwuniciowego rdzenia
zawierajagcego sekwencje dojrzatego miRNA, ktory zakonczony jest jednoniciowa petla oraz
jednoniciowych regionéw flankujgcych. Pri-miRNA ulega pocieciu w swoistym mikroprocesorze
ztozonym z rybonukleazy III Drosha oraz biatka DGCRS. W efekcie dziatania mikroprocesora,
powstaja ~ 70 nukleotydowe czasteczki o strukturze spinki do wloséw, zwane prekursorowymi
mMIRNA (pre-miRNA). Na tym etapie, zostaje zakonczona biosynteza miRNA w jadrze
komorkowym, a pre-miRNA ulega transportowi przez blong jadrowa do cytoplazmy. Transport
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czasteczki pre-miRNA zapewnia Eksportyna-5, wspoldziatajaca z kofaktorem Ran-GTP. W
cytoplazmie pre-miRNA zostaje wlaczony do wielobiatkowego kompleksu RLC (ang. RISC loading
complex), w ktorego sktad wchodzi rybonukleaza III Dicer, oraz biatka wigzace si¢ z dsRNA.
Enzym Dicer, rozpoznaje czasteczk¢ pre-miRNA i wycina ze struktury spinki do wlosow ~ 22

nukleotydowe dwuniciowe fragmenty RNA, w ktorych budowie na koncu 3’wyrdznia si¢ dwa

niesparowane nukleotydy. Tylko jedna ni¢ dupleksu miRNA/miRNA* zawiera sekwencje
dojrzatego miRNA. Druga ni¢ jest nazywana nicig pasazerska. Dzieki aktywnosci helikaz dupleks
miRNA ulega rozpleceniu, a pojedyncza ni¢ miRNA poprzez przylaczenie do biatka Ago2, zostaje
wigczona do kompleksu RISC (ang. RNA-Induced Silencing Complex). W sktad kompleksu RISC
wchodzg biatka o aktywnos$ci helikaz, nukleaz oraz biatka wigzace si¢ z dsRNA. Jednym z
glownych biatek kompleksu RISC jest biatko z rodziny Argonaute. Kompleks RISC przylacza si¢
do komplementarnych sekwencji miRNA gtéownie w obszarze 3’UTR mRNA. Wykazano, ze do
prawidlowego wiazania si¢ miRNA z mRNA niezb¢dna jest komplementarno$¢ jedynie kilku
nukleotydow. Region ten zwany jest regionem ,,seed” 1 stanowi obszar 2-7 nukleotydu od konca 5’
w strukturze miRNA. W przypadku catkowitej komplementarno$ci pomigdzy wigzaniem
miRNA/mRNA dochodzi do zahamowania translacji na skutek rozcigcia nici mRNA. Natomiast w
sytuacji niepelnej komplementarnosci miRNA/mRNA dochodzi jedynie do blokady mechanizmu

translacji.

Rola miRNA w organizmie

MikroRNA uczestniczg w wielu procesach fizjologicznych takich jak np. hematopoeza, rozwoj
serca, neurogeneza, apoptoza, wzrost i proliferacja komorek a takze odgrywaja waznag role w
procesach patologicznych takich jak np. nowotworzenie czy choroby uktadu sercowo-
naczyniowego. Szczegdlnie warto zwrdci¢ uwage na znaczenie mikroRNA w  procesie
kancerogenezy, gdzie zardGwno na etapie inicjacji i progresji nowotworu jak i przerzutowaniu duze
znaczenie odgrywa obnizenie ekspresji miRNA supresorowych jak np. let-7, miR-16, miR-15 oraz

wzrost ekspresji tzw. ,,onkomiréw” jak np. miR-21, miR-221, miR-373, miR-520c.

MiRNA jako biomarker

Cecha charakterystyczng miRNA jest ich swoistos¢ wobec danej tkanki, komorki. Obecnosé
miRNA notuje si¢ w réznych ptynach ustrojowych takich jak: osocze, mocz, $lina, tzy, mleko.
Trwaja badania nad wykorzystaniem mikroRNA jako potencjalnych, oryginalnych biomarkerow
diagnostycznych. MikroRNA moga znalez¢ zastosowanie jako biomarkery uszkodzenia narzagdow

np. MiRNA-208 jako wskaznik uszkodzenia kardiomiocytow. Niektore miRNA wykazujg



Zaktad Biologii Molekularnej, Wydzial Farmaceutyczny, WUM.

zmieniong ekspresje podczas procesu patologicznego, co moze by¢ korzystne np. w diagnostyce
nowotworow — W raku piersi obserwuje si¢ wzrost ekspresji miRNA-21 i obnizenie mMiRNA-125-1,
mMiRNA-125-2, miRNA-145, w raku jelita grubego stwierdzono obnizenie poziomu miRNA-143 i
miRNA-145.

MiIRNA jako czynnik terapeutyczny

MikroRNA moze sta¢ si¢ roéwniez wartym uwagi czynnikiem terapeutycznym. Strategie
terapeutyczne moga opiera¢ si¢ na eliminacji miRNA bedacego w nadekspresji, blokowaniu
pri-miRNA czy wprowadzaniu miRNA, ktérego ekspresja jest obnizona. Z wykorzystaniem miRNA
w terapii wigza si¢ jednak liczne problemy zwigzane z wlasciwo$ciami fizykochemicznymi i

biologicznymi czasteczki.

I1zolacja miRNA

Otrzymanie wysokiej jakosci RNA (niezdegradowanego o wysokim stopniu czystosci) jest czesto
momentem krytycznym w dalszej analizie opierajacej si¢ o wykorzystanie takich metod jak
Nothtern blot, RT-PCR, mapowanie RNA, translacja in vitro, czy tworzenie bibliotek cDNA. W
procesie obrobki RNA wazny jest dobor odpowiedniej metody homogenizacji materiatu

wyjsciowego, dobor samej metody izolacji RNA jak i przechowywania wyizolowanego materiatu.

RNA jest znacznie bardziej narazony na degradacje niz kwas dezoksyrybonukleinowy. W materiale
biologicznym i $rodowisku zewnetrznym obecne sg rybonukleazy. Sg to bardzo aktywne i stabilne,
niewymagajace dla swej aktywnosci kofaktorow, enzymy degradujace RNA. Ze wzgledu na
specyficzne wlasciwosci RNaz nalezy poddawa¢ je dziataniu bardzo silnych zwigzkéw
denaturujacych bialka (chlorowodorek/izotiocyjanian guanidyny ), a sprzet i niektore bufory

wykorzystywane do pracy z RNA traktowac roztworem dietylopiroweglanu (0,1% roztwor DEPC).
y ystyw pracy ylop eg

Izolacj¢ miRNA mozna wykona¢ r6znymi metodami. Mozna wsrod nich wyrdzni¢ metodg z
uzyciem RNAzol®RT oraz TRIZOL. RNAzol®RT jest odczynnikiem, ktdry poprzez dzialanie
fenolu i guanidyny prowadzi do lizy komoérek. Dodanie wody powoduje precypitacje czasteczek
takich jak np. DNA 1 biatko, ktore usuwane sg z roztworu w procesie wirowania. Uzyskany

supernatant traktuje si¢ alkoholem w celu wytragcenia i oczyszczenia czasteczek RNA.

TRIzol- Total RNA Isolation, jest mieszaning fenolu, izotiocyjanianu guanidyny i innych zwigzkow,

ktére prowadza do lizy komorek 1 inaktywacji endogennych RNaz. Pierwszym etapem izolacji RNA
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jest zawieszenie materiatu komorkowego/tkankowego w Trizolu. W kolejnym etapie dodawany jest
chloroform, odpowiedzialny za ekstrakcje zanieczyszczen biatkowych, ale takze rozdziat DNA i
RNA. Wirowanie w obecnosci chloroformu prowadzi do utworzenia si¢ 3 warstw 1 tym samym
rozdzielenia sktadnikow lizatu (RNA, DNA, biatek). We frakcji wodnej (goérnej) zatrzymuje si¢
RNA, traktowanie nast¢pnie izopropanolem w celu wytrgcenia i koncentracji. Koncowe etapy
izolacji sprowadzaja si¢ do osuszenia i rozpuszczenia w wodzie osadu RNA. Biatka i DNA mozliwe
sg do odzyskania w trakcie procesu izolacji RNA z fazy organicznej. Twoércg Trizolu byl Piotr

Chomczynski.

Nadmiar DNA w mieszaninie traktowany jest kwasnym fenolem, alternatywnie roztwor RNA trawi

si¢ DNaza.

Jezeli interesuje nas okre$lona frakcja RNA (mRNA) w trakcie procedury izolacji nalezy
uwzgledni¢ dodatkowe etapy wymywajace z preparatu pozostate kwasy tRNA oraz rRNA.
Wykorzystuje si¢ w tym celu fakt, ze czasteczki mRNA na koncach 3’ zawieraja sekwencje poli(A),
ktére moga wigza¢ si¢ z czgsteczkami poli(T) przylaczonymi do statego podtoza (kulki
magnetyczne, kolumna chromatograficzna). Czasteczki RNA nie zwigzane z poditozem sa

wymywane, natomiast oczyszczone zwigzane z podtozem mRNA poddawane sg elucji.

Elektroforeza agarozowa

Elektroforeza wykorzystuje zjawisko przemieszczania si¢ w polu elektrycznym czasteczek
obdarzonych ladunkiem. Na szybko$¢ migracji w polu elektrycznym maja wplyw takie czynniki
jak: réznica potencjatow w polu, wielko$¢, ksztalt, tadunek i1 charakter chemiczny przemieszczajacej
si¢ czasteczki. Kwasy nukleinowe majg tadunek ujemny (nadany przez grupy fosforanowe) 1

zgodnie z nim migrujag w polu elektrycznym do anody (+).

Po rozdziale elektroforetycznym catkowitego RNA najlepiej widoczne na zelu sa dwie frakcje
rRNA (u myszy 28S oraz 18S). Intensywno$¢ prazkow daje nam informacje na temat jakosci
preparatu RNA: ich zanikanie $wiadczy o postepujacej degradacji RNA. Niewielkie ilosci
wyizolowanego mRNA ze wzglgdu na swoja wielko$¢ po rozdziale catkowitego RNA moga nie by¢

widoczne.
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Analiza spektrofotometryczna kwasow nukleinowych

Spektrofotometryczne oznaczanie zawartosci substancji rozpuszczonej w roztworze polega na
przepuszczeniu przez badany roztwér wigzki Swiatta o znanej dlugosci fali. Ilo$¢ energii
transmitowanej przez probke jest rejestrowana przez fotokomoérke umieszczong ,,na wyjsciu”
$ciezki. Zgodnie z prawem Lamberta-Beera istnieje liniowa zalezno$¢ pomiedzy absorbancja A

(okreslang jako gestos¢ optyczna OD), a stezeniem makroczgsteczek, ktora wyraza si¢ wzorem:

A=0D=molowy wspotczynnik absorpcji*stezenie* grubos¢ warstwy absorbujacej (kuwety)

Biatka i kwasy nukleinowe pochtaniajg $wiattlo w zakresie UV(210-300nm), przy czym maksimum
absorpcji dla DNA i RNA znajduje si¢ przy warto$ci 260nm, natomiast dla bialek wynosi 280nm.
Ze wzgledu na fakt, ze czg¢sciowe pochtanianie $wiatta dla DNA, RNA ma miejsce w zakresie
280nm, a dla biatek przy dtugosci fali 260, daje nam to mozliwo$¢ oszacowania czystosci preparatu
dokonujac prostej kalkulacji dla stosunku absorbancji 260nm/280nm. Dla czystego, nie
zanieczyszczonego biatkami, ani pochodnymi fenolu, RNA, warto$¢ referencyjna wynosi ok.2,00.
Dla warstwy absorbujacej lem, przy dlugosci fali 260nm, absorbancja A=1 odpowiada ok.40ug/ml
RNA.

Crna =40 * A(260nm)* R
gdzie:
R - rozcienczenie
Absorbancja [A (260nm)] réwna 1, odpowiada 40 pg RNA
Crna — stezenie RNA
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Protokol _izolacji i _analizy jakosciowej i _ilosciowej frakcji RNA

catkowitego 7 frakcjg mikroRNA 7 hodowli komdrkowej

Izolacja RNA

Potrzebne materiaty i odczynniki:

1.

© 0o N o g bk~ wDN

Odwirowany osad komoérek zawieszonych w RNAlater.
TRIZOL

Chloroform

Izopropanol

75% etanol

Woda (wolna od RNaz, woda do wstrzykiwan)
Eppendorfy

Vortex

Wirdéwka

UWAGA!!! Wykonanie procedury izolacji nalezy bezwzglednie

przeprowadzi¢ w rekawiczkach!

w

© o N o g B~

11

Osad komorek zawiesi¢ w 0,5 ml Trizolu (dobrze ,,przepipetowac”)

Inkubowa¢ 5 min w temp pokojowej (RT)

Doda¢ 100 ul chloroformu i wytrzgsa¢ w reku przez 15s — uwaga, ,,leje” si¢ z pipety — niskie
napigcie powierzchniowe

Inkubowac 2-3 min w RT

Wirowac¢ 11 500 rpm / 15 min / 4°C

Gorna wodna faze przenies¢ do nowej probowki

Doda¢ 0,25 ml izopropanolu i delikatnie wymiesza¢, obracajac probowke
Inkubowa¢ 10 min w RT

Wirowac¢ 11 500 rpm / 10 min / 4°C

.Po wirowaniu obserwowa¢ osad na dnie probowki i1 uwaznie odla¢ supernatant, nie

naruszajac osadu

. Przemy¢ osad RNA dodajac 0,5 ml 75% etanolu — jezeli po dodaniu etanolu, osad wciaz

bedzie obecny na dnie probowki, proby nalezy delikatnie zworteksowaé — do momentu

oderwania si¢ osadu z dna probowki
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12. Wirowa¢ 9 000 rpm / 5 min / 4°C

13. Odrzuci¢ supernatant obserwujac osad RNA

14. Osad RNA suszy¢ na powietrzu, pozostawiajagc probowke otwarta i ustawiajac ja do gory

dnem na bibule przez 10 — 20 min

15. RNA zawiesi¢ w 20ul wody (wolnej od RNaz, woda do wstrzykiwan).

Wytracanie RNA
Rozdzial faz izopropanolem

Faza wodna
4/ [——1

Faza posrednia

aza organiczna
)

al

Osad RNA

Rye. 1. Rozdzial faz podczas izolacji RNA

Ocena jakosciowa RNA — elektroforeza w zelu agarozowym

UWAGA!!! Bromek etydyny jest silnym kancerogenem! Nalezy bezwzglednie

pracowac w rekawiczkach!

Potrzebne materiaty 1 odczynniki:

1.

Bufor do elektroforezy TAE 1x (10x TAE: 40mM Tris, 0,12 % kwas octowy, 1mM EDTA
pH 8,0)

Agaroza

Bromek etydyny

Obcigznik (10x obciaznik: 0,25% bromophenol blue, 0,25% xylene cyanol, 20%ficoll typ
400)

Saneczki, grzebienie i komora elektroforetyczna

Wzmacniacz pradu
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7. Kuchenka mikrofalowa

Przygotowanie zelu agarozowego

1. Saneczki wlozy¢ w formg¢ i wywazy¢ jej rtOwnowage

2. W saneczki wlozy¢ grzebien

3. Przygotowaé zel agarozowy 1,2 % w objetosci 70 ml (mate saneczki) lub 140 ml (duze
saneczki)

Miejsce na obliczenia

4. Rozcienczy¢ buforu TAE 50x, tak aby przygotowac roztwor TAE 1x

Miejsce na obliczenia

Odpowiednia nawazke agarozy rozpusci¢ na goragco w buforze TAE 1x
Klarowny roztwor agarozy ochtodzi¢ do temp ok 50°C
Pod wyciagiem, do roztworu agarozy doda¢ 3ul bromku etydyny, zamieszaé

Wylac¢ Zel na saneczki, uwazajac by nie pojawity si¢ bable powietrza

© © N o o

zel zastyga ok 20 min

Elektroforeza RNA w Zelu agarozowym

RNA dobre;j jakoéci

Zdegradowane |
RNA

Rye. 2. Przykladowy rozdzial elektroforetyczny RNA w Zelu agarozowym.
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Z zelu wyciagnaé grzebien 1 przenie$¢ saneczki do komory elektroforetycznej
Napehi¢ komore buforem TAE 1x, w ilosci ktéra zapewni pokrycie zelu
Proby RNA nalezy inkubowa¢ w temp 70°C przez 1 min, a nastepnie umiescic¢ na lodzie

Przygotowac proby do natozenia na _el: 10 pl préby + 5 pl obcigznika,

a > Wb oE

wymieszaé przez przepipetowanie w probowce i1 natozy¢ na zel — jezeli pozostat ptyn na
$ciance probowki, nalezy probe zwirowac
6. Elektroforeze prowadzi¢ przez 30-40 min / 80V

7. Po zakonczonej elektroforezie przeanalizowaé wynik w §wietle UV

Pomiar spektrofotometryczny

1. Dokona¢ pomiaru spektrofotometrycznego z uzyciem spektrofotometru kropelkowego

2. Przeanalizowaé wyniki

260nm —
280nm —
260/280 —
260/230 —
Stezenie RNA —

10



