Sondy molekularne i hybrydyzacja DNA
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Probéwki Eppendorfa charakteryzuja sie duzg wytrzymato$cia mechaniczng i wysoka odpornoscia

chemiczna, co sprawia, Zze s3 podstawowymi naczyniami reakcyjnymi uzywanymi w biologii molekularne;j.
Zrédto: Wikimedia Commons, domena publiczna.

Rozw¢j technik biologii molekularnej sprawit, ze obecnie wiele choréb rozpoznawanych
jest jeszcze przed pojawieniem si¢ objawow klinicznych. Mozliwos¢ wykrycia mutaciji

w genach pozwala bowiem na ich wczesng identyfikacje i postawienie diagnozy. W tym
celu wykorzystywane sg glownie metody oparte na tancuchowejreakciji polimerazy (PCR)
i hybrydyzacji DNA.

Twoje cele

» Wyjasnisz, na czym polega denaturacja i renaturacja kwasoéw nukleinowych.
o Scharakteryzujesz typy hybrydyzaciji.

» Omowisz znaczenie sondy molekularnejw badaniach genetycznych.



Przeczytaj

DNA - budowa i wtasciwosci

Materiatem genetycznym wiekszosci organizmow jest DNA - kwas deoksyrybonukleinowy
(ang. deoxyribonucleic acid). Zbudowany jest on z dwoch nici (fancuchow)
polinukleotydowych tworzgcych strukture podwojnej helisy. Struktura ta utrzymywana jest
dzieki obecnosci wigzan wodorowych pomiedzy zasadami azotowymi obu nici. Wiecej
informaciji na temat budowy DNA znajdziesz w e-materiale DNA jako nosnik informacji
genetycznej.

Stabilizacja wigzan wodorowych zalezy m.in. od stezenia soli oraz pH Srodowiska. Wahania
tych parametrow mogg powodowac destabilizacje wigzan wodorowych. Natomiast wysoka
temperatura (~95°C) jest gtdbwnym czynnikiem powodujgcym pekanie wigzan wodorowych.
W konsekwencji dochodzi do separacji obu nici kwasu nukleinowego (dwuniciowego DNA).
Proces rozdzielenia podwadjnej nici kwasu nukleinowego okresla si¢ mianem denaturacji
lub topnienia. Temperatura topnienia zalezy od liczby par G-C: im jest ich wig¢cej, tym
temperatura musi by¢ wyzsza. Na denaturacje wigzan wodorowych wplywa réwniez
obecno$¢ niektorych substancji chemicznych, takich jak formamid.

Obnizenie temperatury lub usuniecie substancji denaturujgcej z badanej proby powoduje
laczenie sie komplementarnych jednoniciowych nici DNA w procesie zwanym renaturacja.
Wazne!

Temperatura, w jakiej 50% DNA ulega denaturacji, nazywa si¢ temperaturg topnienia
DNA (Tm).

Renaturacja - proces, podczas ktorego dochodzi do odtworzenia pierwotnie dwuniciowej
struktury - stanowi jeden z przykladow hybrydyzacji. Hybrydyzacja to okreslenie uzywane
do opisania spontanicznego tgczenia si¢ nukleotydow roznych kwasoéw nukleinowych.

W wyniku tego procesu moze dojs¢ do tworzenia si¢ potaczen miedzy pojedynczymi ni¢mi:
DNA-DNA, RNA-RNA lub DNA-RNA. Zaréwno szybkos¢ 1gczenia sig¢, jak i stabilnos¢
powstatych odcinkow zalezg od dtugosci fragmentoéw oraz podobienstwa sekwencji
nukleotydow. Powstawanie stabilnych struktur dwuniciowych mozliwe jest wtedy, gdy
istnieja komplementarne odcinki kwasow nukleinowych o dtugosci kilkunastu
nukleotydow.


https://zpe.gov.pl/b/dna-jako-nosnik-informacji-genetycznej/PO5R814os
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Zjawisko Igczenia si¢ komplementarnych fragmentoéw kwasow nukleinowych zostato
wykorzystane w biologii molekularnej w technice zwanej hybrydyzacja. Polega ona na
przylaczaniu wyznakowanych fragmentow kwasow nukleinowych do komplementarnych
sekwencji. Takie wyznakowane izotopami lub chemicznie odcinki kwaséw nukleinowych
to sondy molekularne.

Sondy molekularne

Sondy molekularne mogg stanowi¢ kroétkie oligonukleotydy lub diugie fragmenty kwasow
nukleinowych. Wazna cechg sond molekularnych jest ich znakowanie, czyli przytaczanie
okreslonych substancji (tzw. znacznikow), ktore umozliwiaja ich detekcje oraz wykrycie
komplementarnych do nich fragmentéw kwasow nukleinowych. Wezes$niej sondy
molekularne znakowane byty gléwnie radioaktywnymi izotopami (32P, 35S, 14C), jednak
zwigzane z nimi zagrozenia, powodujace niedogodnosci w pracy laboratoryjne;j,
doprowadzily do wynalezienia metod znakowania nieradioaktywnego. W tym celu
wykorzystuje si¢ fluorofory - substancje o zdolnosci do fluorescencji. Wéréd nich wyréznic
mozna takie zwiazki jak fluoresceina, rodamina czy cyjaniny.

Wodne roztwory zwigzkéw o zdolnosci do fluorescencji w $wietle UV: czerwony - rodamina B, niebieski -
chinina, fioletowy - chinina oraz rodamina 6G, zotty - rodamina 6G, zielony - fluoresceina.
Zrédto: Maxim Bilovitskiy, Wikimedia Commons, licencja: CC BY-SA 4.0.

Dla zainteresowanych

Do znakowania sondy molekularnej wykorzystywane sa enzymy. Znakowanie konca 5’
kwasu nukleinowego przeprowadza si¢ przy uzyciu kinazy polinukleotydowej, natomiast
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| konca 3’ - z pomocg terminalnej transferazy deoksynukleotydowe;j.

Technika hybrydyzacji kwaséw nukleinowych

Jak wspomniano, sondy molekularne wykorzystywane sa w technice zwanej hybrydyzacja.
Reakcje hybrydyzacji mogg by¢ przeprowadzane w rozny sposob. Z tego wzgledu wyréznia
sie hybrydyzacje typu Southern blot (metodq Southerna) oraz northern blot. Techniki te
stanowia podstawowe narzedzia w badaniu pojedynczych genow. Do metod opartych na
hybrydyzacji nalezy takze fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH, ang. fluorescent in situ
hybrydization), ktora stuzy do identyfikacji sekwencji DNA w chromosomach lub jadrach
interfazowych.
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hybrydyzacji € atena analizy Typ sondy
okreslenie
lokalizacii
lub sondy DNA a
k i izol k
Southern blot Wy ryw’ar?le WYIZOIOWARE | hNA-DNA ,Zna owane n
obecnosci DNA izotopowo lub .
danej nieradioaktywnie
sekwenciji
DNA
identyfikacja sondy DNA a
Northern blot okreélon?j wyizolowane RNA-DNA zna'kowane | 0
sekwencji RNA radioaktywnie lub .
RNA nieradioaktywnie
K .
Fluorescencyjna lv]znez‘gr?:'le nienaruszone sondy DNA .
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Modyfikacjg klasycznej hybrydyzaciji jest
metoda mikromacierzy, polegajaca na
rozmieszczeniu sond molekularnych na
podtozu zwanym mikromacierzg (ang.
microarray). Moze to by¢ ptytka szklana lub
plastikowa, na ktorej nanoszone sg
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w regularnych odstepach sondy, réznigce
sie sekwencjami. Do tych sond moga
przytaczac si¢ czagsteczki DNA lub RNA,
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- stopniem komplementarnosci.

(s
W przeciwienstwie do innych metod,

w przypadku mikromacierzy znakowany

Fragment mikromacierzy dwukolorowej. jest materiat badany, a nie sondy.
Zrodto: Wikimedia Commons, sgn.cornell.edu, licencja: CC BY
2.5. Dzieki miniaturyzacji technika ta pozwala

na jednoczesng analize ekspresiji wielu,
a czasami wszystkich genow w dwoch probowkach (np. pacjenta zdrowego i chorego).
Materiat znajdujgcy sie¢ w obu probkach znakowany jest roznymi barwnikami, tak aby
mozliwe bylo ich odréznienie. Takie probki kwasu nukleinowego hybrydyzuje si¢
z mikromacierzg. Czasteczki wyznakowanego kwasu nukleinowego wigza si¢ do
komplementarnych sekwencji sond na mikromacierzy.

Odczyt mikromacierzy wykonywany jest za pomocg metody obrazowania umozliwiajace;
iloSciowy pomiar sygnatu fluorescencyjnego. Intensywnos¢ sygnatu dla poszczegolnych
sond mikromacierzy jest proporcjonalna do iloSci w probce kwasu nukleinowego o danej
sekwencji zwigzanego z sondg. W przypadku braku réznic w ekspresji genow widoczna
barwa bedzie wypadkowa obu znacznikow. Przewaga jednego z kolorow Swiadczy

o wiekszej ekspresji w probowce zawierajacej barwnik o danej fluorescencij.

Gdzie wykorzystywana jest technika hybrydyzacji?

Technika hybrydyzacji wykorzystywana jest w diagnostyce nowotwor6w oraz chorob
zakaznych i o podtozu genetycznym (m.in. fenyloketonurii, hemofilii). W badaniach
naukowych metody oparte na hybrydyzaciji stosuje si¢ w celu analizy struktury kwasow
nukleinowych, identyfikacji sekwencji powtorzonych oraz sledzenia aktywnosci komorek.
Hybrydyzacja DNA pozwala rowniez na okreslenie pokrewienstwa ewolucyjnego, a takze
identyfikacje zywnos$ci genetycznie zmodyfikowanej. Co wiecej, metoda ta jest
wykorzystywana do monitorowania zmian $rodowiska, w tym okreslania bior6znorodnosci
mikroorganizmow.

Stownik
autoradiografia

metoda obrazowania substancji promieniotworczych



cyjanina

zwiazek chemiczny emitujacy fioletowe Swiatto fluorescencyjne
fluoresceina

organiczny zwigzek emitujgcy zielonozoétte Swiatto fluorescencyjne
formamid

organiczny zwigzek nalezgcy do amin stosowany jako rozpuszczalnik
oligonukleotydy

fragment kwasu nukleinowego o dtugosci od kilkunastu do kilkudziesigeciu nukleotyd ow
rodamina

organiczny zwigzek emitujgcy czerwone $wiatlo fluorescencyjne
sonda DNA znakowana fluorochromem

fragment jednoniciowego DNA znakowany substancjami o zdolnosciach
fluorescencyjnych; fluorochromy absorbujg promieniowanie o okreslonej dtugosci fali,
a nastepnie emituja fale o innej dlugosci fali



Film samouczek

Sondy molekularne i hybrydyzacja DNA

Film dostepny pod adresem /preview/resource/RIKtqOLtmTtH9

Sondy molekularne i hybrydyzacja DNA.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., Inga Wojtowicz, licencja: CC BY-SA 3.0.

Film opisuje sondy molekularne i zjawisko hybrydyzacji DNA.

Polecenie 1

Wyjasnij, na czym polega hybrydyzacja DNA z wykorzystaniem sondy molekularnej.

Polecenie 2

Scharakteryzuj sposéb dziatania mikromacierzy DNA. Uzasadnij ich przydatnos$¢

w diagnostyce medycznej.
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Sprawdz sie

Pokaz ¢éwiczenia: O @

Cwiczenie 1 @)
Zaznacz poprawne dokonczenie zdania.

Denaturacja DNA polega na...

usunieciu wigzan fosfodiestrowych z dwuniciowego DNA w wyniku dziatania

O

wysokiej temperatury lub substancji denaturujacej.

rozdzieleniu dwuniciowego DNA w wyniku dziatania wysokiej temperatury lub
substancji denaturujace;j.

O usunieciu wigzan nukleozydowych z dwuniciowego DNA w wyniku dziatania
wysokiej temperatury lub substancji denaturujacej.

O potaczeniu dwuniciowego DNA w wyniku dziatania wysokiej temperatury lub
substancji denaturujace;j.

Cwiczenie 2 @)
Wskaz twierdzenia zawierajace fatszywe informacje.
(] Temperatura topnienia DNA jest tym wieksza, im wiecej zawiera on par G-C.

(] Temperatura topnienia to temperatura, w ktérej 50% DNA ulega denaturacji.

D Spontaniczne taczenie sie pojedynczych nici DNA wystepuje tylko pomiedzy DNA-
DNA.

Renaturacja polega na rozdzieleniu dwuniciowego DNA w wyniku destabilizacji
wigzan wodorowych.




Cwiczenie 3

Podane terminy potacz z ich definicjami.

Znaczniki

Sondy molekularne

Fluorofory

Czynniki denaturujace

Cwiczenie 4

Zwiazki chemiczne wigzace sie
z okreslong substancja i umozliwiajace
jej identyfikacje.

Substancje umozliwiajace identyfikacje
okres$lonej substancji poprzez jej
barwienie lub fluorescencje.

Wysoka temperatura, sole metali
ciezkich lub wahania pH srodowiska
powodujace destabilizacje i rozerwanie
wigzan wodorowych.

Substancje o zdolnosci do fluorescencji.

Ocen, czy podane stwierdzenia sg prawdziwe czy fatszywe.

Stwierdzenie

Prawda Fatsz

Technika hybrydyzacji DNA wykorzystywana jest do

identyfikacji obecnosci specyficznych sekwencji kwaséw

nukleinowych.

O O

Powstawanie stabilnych struktur dwuniciowych mozliwe
jest wtedy, gdy istniejg komplementarne odcinki kwaséw O O
nukleinowych o dtugosci kilku nukleotydow.

Fluorofory tacza sie z okreslonymi substancjami,

umozliwiajac ich identyfikacje.

Technika hybrydyzacji wykorzystywana jest m.in. do

wykrywania fenyloketonurii.



Cwiczenie 5

Typ Southern Northern Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
hybrydyzaciji blot blot (FISH)

Typ analizy

________________________________________________________________________________________________

Typ sondy

________________________________________________________________________________________________

‘ RNA-DNA ’ ‘ sondy DNA znakowane radioaktywnie ’ ‘ DNA-DNA ’

‘ sondy DNA znakowane fluoroforami ’ ‘ sondy DNA znakowane izotopowo ’ ‘ DNA-DNA ’

Cwiczenie 6

Uzupetnij tekst, wstawiajgc w puste miejsca odpowiednie wyrazenia.

..............

‘ wodorowych ’ ‘ Obnizenie ’ ‘ niskiej ’ ‘ fragmentacja ’ ‘ nukleozydowe ’

‘ Denaturacja DNA ’ ‘ wysokiej ’ ‘ potaczenie ’ ‘ wzrost ’ ‘ fosfodiestrowe ’ ‘ wzrost ’

Cwiczenie 7 @
Wyijasnij, w jaki sposéb fluorescencyjna hybrydyzacja in situ moze stanowi¢ narzedzie

diagnostyczne.




Cwiczenie 8 @

,Rak brodawkowaty tarczycy, najczestszy histotyp raka tarczycy, zostat po raz pierwszy
przeanalizowany technikg mikromacierzy w roku 2001, kiedy grupa z laboratorium prof. de la
Chapelle z Columbus, Ohio, opublikowata analize 8 guzéw i 8 tkanek zdrowych pobranych od
tych samych chorych. W wyniku tej analizy wytypowano okoto 50 genéw, z wyréznieniem
genow ulegajacych nadekspresji i wyciszeniu w tkankach raka (...). Te ostatnie zostaty
przeanalizowane nieco szerzej w kolejnej publikacji pod katem ich znaczenia w transformacji
nowotworowej komoérki pecherzykowej tarczycy. W odniesieniu do genéw hamowanych
autorzy najwieksze znaczenie przypisali genowi CITED1, ktory byt jednym z genéw po raz
pierwszy wigzanych z rakiem brodawkowatym tarczycy przez to wtasnie badanie”.

Barbara Jarzab, Elzbieta Gubata, Dariusz Lange, Mikromacierze DNA i profil ekspresji genow raka brodawkowatego tarczycy,

,2Endokrynologia Polska” 2005, t. 56, nr 3, s. 293-301.

Na podstawie tekstu o analizie profili ekspresji genéw raka brodawkowatego tarczycy oraz
wiasnej wiedzy wyjasnij, jakie zastosowanie mogg mie¢ mikromacierze w terapiach

przeciwnowotworowych.




Dla nauczyciela

Autor: Anna Juwan
Przedmiot: Biologia

Temat: Sondy molekularne i hybrydyzacja DNA

Grupa docelowa: uczniowie Il etapu edukacyjnego - ksztalcenie w zakresie podstawowym
1 rozszerzonym

Podstawa programowa:
Zakres podstawowy
Tresci nauczania - wymagania szczegolowe
VIIL. Biotechnologia. Podstawy inzynierii genetycznej. Uczen:

4) przedstawia zastosowania wybranych technik inzynierii genetycznejw medycynie
sadowej, kryminalistyce, diagnostyce choroéb;

Zakres rozszerzony
TreSci nauczania - wymagania szczegotowe
XV. Biotechnologia. Podstawy inzynierii genetycznej. Uczen:

4) przedstawia istote technik stosowanych w inzynierii genetycznej (hybrydyzacja
DNA, analiza restrykcyjna i elektroforeza DNA, metoda PCR, sekwencjonowanie
DNA);

5) przedstawia zastosowania wybranych technik inzynierii genetycznejw medycynie
sadowej, kryminalistyce, diagnostyce chorob;

Ksztaltowane kompetencje kluczowe:

kompetencije obywatelskie;
kompetencje cyfrowe;

kompetencje osobiste, spoteczne i w zakresie umiejetnosci uczenia sig;

kompetencje matematyczne oraz kompetencje w zakresie nauk przyrodniczych,
technologii i inzynierii.

Cele operacyjne (jezykiem ucznia):

» Wyjasnisz, na czym polega denaturacja i renaturacja kwasoéw nukleinowych.



o Scharakteryzujesz typy hybrydyzaciji.
« Omowisz znaczenie sondy molekularnejw badaniach genetycznych.

Strategie nauczania:

» konstruktywizm;
o konektywizm.

Metody i techniki nauczania:

odwrocona klasa;

e zuzyciem komputera;

« Cwiczenia interaktywne;

» praca z filmem samouczkiem;
e gwiazda pytan;

» gra dydaktyczna;

o mapa mysli.

Formy pracy:

e pracaindywidualna;

e pracaw parach;

e pracaw grupach;

» praca catego zespotu klasowego.

Srodki dydaktyczne:

» komputery z gtoSnikami, stuchawkami i dostepem do internetu;
 zasoby multimedialne zawarte w e-materiale;
« tablica interaktywna/tablica, pisak /kreda.

Przed lekcja:

1. Uczniowie zapoznajg sie z trescig w sekcji ,Przeczytaj.
Przebieg lekcji
Faza wstepna:

1. Nauczyciel wyswietla na tablicy temat lekcji oraz cele zaje¢, omawiajac lub ustalajgc
razem z uczniami kryteria sukcesu.

2. Wprowadzenie do tematu - gwiazda pytan. Nauczyciel dzieli uczniéw na 4-osobowe
grupy, a nastepnie rozdaje im schematy gwiazdy pytan (zob. materialy pomocnicze).
Objasnia uczniom, w jaki sposob powinni pracowac ze schematem: na podstawie
przeczytanego przed lekcjg tekstu majg za zadanie odpowiedzie¢ na pytania
widniejace na gwiezdzie.



Wybrani przez nauczyciela uczniowie kolejno prezentujg wyniki prac swojego zespotu.
Nauczyciel w razie potrzeby koryguje i uzupetnia informacije.

Faza realizacyjna:

1. Praca z multimedium (,Film samouczek”). Uczniowie czytajg polecenia do filmu
samouczka zawartego w e-materiale, a nastepnie nauczyciel wySwietla multimedium.
Po zapoznaniu si¢ z filmem uczniowie, pracujac w parach, wykonuja polecenia. Chetne
osoby przedstawiajg rozwigzania na forum klasy. Pozostali uczniowie oceniajg
poprawnos¢ odpowiedzi. Ewentualne watpliwosci rozstrzyga nauczyciel.

2. Praca w parach z trescig e-materialu. Uczniowie na podstawie przeczytanego tekstu
oraz informacji zawartych w medium w sekc;ji ,Film samouczek” uktadajg pytania do
quizu dla innych par. Nauczyciel wraz z uczniami okresla zasady rywalizacji
i punktowania dobrych odpowiedzi (np. gra na czas lub na liczb¢ poprawnych
odpowiedzi). Przeprowadzenie gry w klasie. Nauczyciel lub wybrany uczen dba
o prawidtowy przebieg quizu zgodnie z wczesniejszymi ustaleniami. Nauczyciel
oglasza zwycieska pare.

3. Utrwalenie wiedzy i umiejetnosci. Uczniowie samodzielnie wykonuja ¢wiczenie nr 7
(,Wyjasnij, dlaczego formamid jest substancja denaturujacqg DNA”) oraz ¢wiczenie nr 8
(,Wyjasnij, dlaczego temperatura topnienia DNA zawierajagcego wiecej par G-C jest
wyzsza niz tego, ktory zawiera wiecej par A-T") z sekcji ,Sprawdz sie”. Nastepnie
w 4-osobowych grupach omawiajg prawidtowe rozwigzanie. Po uptywie wyznaczonego
czasu wskazany przez nauczyciela przedstawiciel grupy prezentuje odpowiedz wraz
z jej uzasadnieniem. Klasa ustosunkowuje si¢ do niej. Nauczyciel udziela uczniom
informaciji zwrotne;j.

Faza podsumowujaca:

1. Klasa wspolnie wykonuje mape mysli podsumowujacg zajecia.

2. Nauczyciel wySwietla tresci zawarte w sekcji ,Wprowadzenie” i na ich podstawie
dokonuje podsumowania najwazniejszych informacji przedstawionych na lekciji.
Wyjasnia takze watpliwosci uczniow.

Praca domowa:
1. Wykonaj ¢wiczenia od 1 do 6 z sekcji ,Sprawdz si¢”.
Materialy pomocnicze:

» Jane B. Reeceiin., ,Biologia Campbella”, thum. K. Stobrawa i in., Dom Wydawniczy
REBIS, Poznan 2021.

Zatacznik 1. Gwiazda pytan.
Plik o rozmiarze 77.62 KB w jezyku polskim

Dodatkowe wskazowki metodyczne:



» Uczniowie mogg przed lekcja zapoznac si¢ z multimedium zamieszczonym w sekcji
»Film samouczek”, aby przygotowac si¢ do pozniejszej pracy na zajeciach.



