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Spis tresci:

1. lzolacja genomowego DNA z drozdzy Saccharomyces cerevisiae
2. Amplifikacja genow kodujacych rybosomowe biatka P1A i P1B
drozdzy Saccharomyces cerevisiae
3. Badanie wptywu inhibitorow translacji na wzrost komoérek bakteryjnych
1 drozdzowych.

4. Elektroforeza 2D jako narzedzie w diagnostyce chorob genetycznych ( 2 ¢wicz.) :

Przygotowanie ekstraktoéw S30 i nastawienie pierwszego kierunku
Przeprowadzenie drugiego kierunku i barwienie CBB

5. Immunologiczne metody identyfikacji biatek o znanej sekwencji.
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Izolacja genomowego DNA z drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Izolacja kwasow nukleinowych jest pierwszym etapem wielu procedur stosowanych
w inzynierii genetycznej oraz diagnostyce molekularnej. Celem metody jest uzyskanie
materialu o  wysokiej czystosci, czyli wolnego od biatek i polisacharydéw, mogacych
negatywnie wplywaé na dalsze analizy. Istotne jest takze, aby izolowany kwas nukleinowy
nie ulegt zbytniej fragmentacji czy enzymatycznej degradacji w czasie stosowanych procedur.
Aktualnie dysponujemy bardzo zréznicowanymi metodami otrzymywania kwasow
nukleinowych, od ztozonych, wieloetapowych procedur wykorzystujgcych rozpuszczalniki

organiczne do metod szybszych, prostszych i bezpieczniejszych, ktorych wyboér zalezy od:

o rodzaju otrzymywanego kwasu nukleinowego (DNA genomowe, mitochondrialne,
plazmidowe, RNA itd.),

o zrodta pochodzenia (roslinne, zwierzece, bakteryjne, wirusowe itd.) i rodzaju
materialu

z ktorego przeprowadzamy izolacje (np. z tkanek, organu, hodowli komérkowej
itd.),

o docelowego przeznaczenia kwasu nukleinowego (np. PCR, klonowanie, synteza
cDNA, itd.), co naktada konkretne wymagania wzgledem jego -czystosci
1jakosci.

Kazda izolacja drozdzowego DNA wymaga rozbicia s$ciany komodrkowej. W
przypadku drozdzy stosowane sa metody mechaniczne lub lagodniejsze obejmujace
enzymatyczng degradacje S$ciany komodrkowej i1 lize otrzymanych sferoplastow przy
udziale detergentow. Enzymy wykorzystywane do otrzymania sferoplastow drozdzowych
to najczesciej: litykaza (z Arthrobacter luteus) lub glukulaza (ze slimaka), hydrolizujace

wigzanie [3-1,3 glikozydowe wystepujace w glukanie $ciany komorkowe;.

Zastosowana w niniejszym ¢wiczeniu metoda izolacji DNA umozliwia otrzymanie
kilkunastu mikrograméw preparatu, ktory jest gotowy do cCigcia enzymami restrykcyjnymi

1 moze shuzy¢ jako matryca w rekcji PCR.
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Materialy i odczynniki
1. 12- godzinna hodowla drozdzy S. cerevisiae w pozywce YPD (50 ml)
2. Bufor do sferoplastyzaciji:
1 M sorbitol,
50 mM Tris-HCI, pH 7,5
20 mM EDTA,
20 mM B-MET (doda¢ bezposrednio przed uzyciem)
3. Zymoliaza 100T (handlowy preparat zawierajacy litykaz¢) - 2,5 mg/ml w buforze
do sferoplastyzacji
10 % w/v SDS
Bufor do lizy (50 mM Tris pH 7.5; 20 mM EDTA)
5 M octan potasu
96% i 70% etanol (ozigbiony)
Bufor TE (10 mM Tris — HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA)

Termoblok lub taznia wodna
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10. Jatowe probéwki Eppendorfa o poj. 2 ml i koncéwki do pipet
11. Mikroskop $wietlny oraz szkietka podstawowe i nakrywkowe
12. Odczynniki i zestaw do elektroforezy kwaséw nukleinowych (patrz zatgcznik do

¢wiczen)

Przed przystapieniem do wykonania éwiczenia przygotowa¢ taznie wodna 0 temp. 37°C oraz

blok grzejny o temp. 65°C oraz schtodzié¢ wirdwke do temp. 4°C

Wykonanie ¢wiczenia
1. Przenies¢ 4 ml zawiesiny komorek do dwoch probowek Eppendorfa o poj. 2 ml.
Osadzi¢ komorki przez wirowanie przy predkosci 5000 rpm przez 3 min.
w temp. 4°C.

2. Uzyskane osady komorek zawiesi¢ tacznie w 0,5 ml buforu do sferoplastyzacji

w jednej probowce Eppendorfa (dodaé¢ B-MET do koncowego stezenia 20 mM!).

3. Doda¢ 20 pl roztworu zymoliazy 100T, dobrze wymiesza¢ i inkubowac¢ przez 20 min

w temp. 37°C .



10.

11.

12.

Zaktad Biologii Molekularmej UMCS, luty 2015

Uzyskane sferoplasty osadzi¢ przez wirowanie przy predkosci 3000 rpm przez 5 min.
w temp. 4°C. Supernatant delikatnic usunaé za pomoca pipety, a do osadu
sferoplastow doda¢ 0,5 ml buforu do lizy i kilkukrotnie przepipetowaé w celu

wymieszania zawarto$ci probowki.

Doda¢ 25 pl 10% SDS (koncowe stezenie 0,5 % SDS). Zawarto$¢ doktadnie
wymieszaé przez Kilkakrotne odwracanie probowki. Uwazaé aby zawarto$é

probowki nie ulegla spienieniu! Cato$¢ inkubowaé 20 min. w temp. 65°C.

Po inkubacji schtodzi¢ probéwke w lodzie po czym doda¢ 0,2 ml 5SM octanu potasu,
Zawarto$¢ dokladnie wymiesza¢ przez kilkakrotne odwracanie probéwki, a nastepnie
inkubowa¢ w lodzie przez 20 min. Widoczny po dodaniu octanu potasu biaty

precypitat tworzg kompleksy SDS ze zdenaturowanymi biatkami.
Probke odwirowaé przy predkosci 10000 rpm przez 10 min. w temp. 4°C.

Przenies¢ 500 pl supernatantu do nowej proboéwki Eppendorfa o poj. 2 ml (temp.
pokojowa) i doda¢ do niego trzy objetosci ozigbionego 96% etanolu (precypitacja

kwasow nukleinowych). Probke pozostawi¢ w temp. —20°C do kolejnych éwiczen.

Osadzi¢ wytrgcony kwas nukleinowy przez wirowanie przy predkosci 10000 rpm

przez 15 min. w temp. 4°C, po czym delikatnie usunaé supernatant.

Uzyskany osad DNA przemy¢ 1 ml ozigbionego 70% etanolu, a nastepnie odwirowac
przez 5 min. przy predkosci 10000 rpm w temp. 4°C. Supernatant odrzucié¢, a osad
wysuszy¢ w eksykatorze przez ok. 20 min. (az do catkowitego zaniku zapachu

etanolu).

Otrzymany osad rozpusci¢ w 50-100 ul buforu TE (pH 8.0); jesli pojawiag sig
problemy z rozpuszczalno$cia DNA - inkubowa¢ ok. 10 min w temp. 62°C lub

pozostawi¢ w lodowce na okres okoto 12 godzin.

Sprawdzi¢ jakos¢ wyizolowanego DNA metodg elektroforezy w 0.7 % zelu
agarozowym W tym celu przygotowaé¢ probki do elektroforezy zawierajace
15 ul otrzymanego roztworu genomowego DNA i 5 ul buforu probkowego do DNA.
Preparat otrzymanego DNA przechowywa¢ w temp. — 70°C. Nalezy unikaé

wielokrotnego zamrazania 1 odmrazania probek DNA.
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ELEKTROFORETYCZNY ROZDZIAL DNA W ZELU AGAROZOWYM

Agaroza to polisacharyd bedacy polimerem pochodnych galaktozy, otrzymywany
przez oczyszczanie z agaru jadalnego. Agaroza jest tatwo rozpuszczalna w wodzie, w
temperaturze pokojowej odwracalnie tworzy zel. Temperatura przejscia zelu w zol (potocznie
topnienie agarozy) jest wyzsza od temperatury zestalania.

Elektroforeza DNA w zelu agarozowym jest standardowa metoda pozwalajaca
rozdzieli¢, zidentyfikowac lub oczysci¢ fragmenty DNA. Do zalet tej metody nalezy zaliczy¢
jej prostote a takze mozliwos¢ bezposredniej lokalizacji fragmentéw DNA w zelu przy
pomocy barwnika interkalujacego — bromku etydyny

Czynniki wptywajace na tempo migracji DNA w zelu agarozowym.

Masa czgsteczkowa DNA:

Wigksze czasteczki DNA migruja wolniej niz czasteczki mate ze wzgledu na wigksze
opory ruchu oraz wigksze trudno$ci w penetrowaniu poréw zelu bedacego rodzajem sita
molekularnego. Tempo migracji jest odwrotnie proporcjonalne do logarytmu dziesietnego
ilo$ci par zasad.

Stezenie agarozy:

Zwickszajac stezenie agarozy zwalnia si¢ tempo migracji DNA w zelu. Na podstawie

prac doswiadczalnych ustalono optymalne st¢zenie agarozy do rozdzialow fragmentow DNA

o okreslonej wielkosci. Dane te przedstawiono w tabeli:

Optymalne stezenie agarowy

Wielkos¢ czasteczki DNA (kb) Stezenie agarozy (%w/v)

5-60 0,3

1-20 0,6
0,8-10 0,7

05-7 0,9

0,4-6 1,2

0,2-3 1,5

0,1-2 2,0



http://pl.wikipedia.org/wiki/Polisacharyd
http://pl.wikipedia.org/wiki/Galaktoza
http://pl.wikipedia.org/wiki/Agar
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Stosowane napie¢cie pradu podczas elektroforezy:

Przy niskich napigciach tempo migracji liniowych czasteczek kwasow nukleinowych
jest wprost proporcjonalne do napigcia. Zalezno$¢ ta przestaje obowigzywaé dla duzych
czasteczek DNA rozdzielanych przy zastosowaniu wysokich napi¢é¢, dlatego tez w czasie
rozdziatu czasteczek wigkszych niz 2000 pz (2 kb) nie nalezy stosowac napigcia wiekszego
niz 5 V/em.

Temperatura rozdzialu:

Temperatura w jakiej dokonuje si¢ rozdzialu w zakresie od 4°C do temperatury
pokojowej nie wpltywa w istotnym stopniu na elektroforetyczne wiasciwosci DNA. Ma
jednakze wplyw na bierng dyfuzje kwaséw nukleinowych w zelu, co moze mie¢ wplyw
(szczegolnie w przypadku wyzszych temperatur a takze mniejszych fragmentéw DNA) na
ostro$§¢ prazkoéw. Obnizenie temperatury podczas rozdzialu powoduje wyostrzenie
poszczeg6lnych prazkow. W celu przeprowadzenia elektroforezy w obnizonej temperaturze
nalezy zastosowac¢ aparat z wymiennikiem ciepta.

Bromek etydyny:

Obecnos¢ bromku etydyny w buforze do elektroforezy (i zelu) lub w barwniku do
probek zwalnia tempo przemieszczania si¢ czasteczek o ok. 15%.

Sklad i sila jonowa buforu:

W buforze o niskiej sile jonowej DNA przemieszcza si¢ bardzo wolno. W wypadku
stosowania buforu o duzej sile jonowej wydzielana jest duza ilo$¢ ciepta, ktore moze
spowodowac roztopienie agarozy i denaturacj¢ DNA. Najpowszechniej stosowany jest bufor
TAE.

Materialy i odczynniki
1. Bufor prébkowy do elektroforezy DNA:
10 mM Tris-HCI, pH 8,0
30 % glicerol
0,04% btekit bromofenolowy
3. Bufor TAE 50 x stezony:
242 g Tris
57,1 ml kw. octowy lodowaty
100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
dopeti¢ H,O do 1000 ml
4. Agaroza
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5. Bromek etydyny 10 mg/ml
6. Markery do elektroforezy kwaséw nukleinowych
7. Zestaw do elektroforezy kwasoéw nukleinowych

Wykonanie ¢wiczenia
Uwaga! Prace z bromkiem etydyny wykonywa¢ w rekawicach ochronnych.

Zgodnie z zaleceniami prowadzacego ¢wiczenia, przygotowac¢ 100 ml 0,7% roztworu
agarozy w buforze TAE. W tym celu 0,7 g agarozy rozpusci¢ w 100 ml buforu TAE ( 2 ml
50x stezonego buforu TAE + 98 ml H,0). Agaroz¢ gotowaé przez ok. 2 minuty w celu
dobrego rozpuszczenia. Nastepnie roztwor agarozy schtodzi¢ do temp. 60-70°C i doda¢ 5 ul
roztworu bromku etydyny. Doktadnie wymiesza¢, wyla¢ na ptytke 1 pozostawi¢ do
zastygniecia.

Badane probki DNA zawiesi¢ w buforze probkowym do elektroforezy. Plytke
z zastygnietym zelem agarozowym umiesci¢ w aparacie do elektroforezy. Aparat napetnic
buforem elektrodowym (1x stezony TAE). Na zel nanosi¢ po 5-30 ul probek kwaséw
nukleinowych. Rozdziat prowadzi¢ przy napigciu 100V dopoki czoto barwnika nie dotrze do
3/4 dtugosci zelu. Po zakonczonej elektroforezie obserwowac rozdzielone kwasy nukleinowe

pod lampa UV.
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Amplifikacja genéw kodujacych rybosomowe biatka P1A i P1B

drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Oczyszczone genomowe DNA moze shuzy¢ jako matryca do amplifikacji genow
z wykorzystaniem metody PCR (z ang. Polymerase Chain Reaction). Amplifikacja sekwencji
DNA odbywa si¢ z uzyciem pary oligonukleotydowych starterow, z ktorych kazdy jest
komplementarny do jednego konca docelowej sekwencji DNA. Startery te sa wydtuzane
w kierunku do siebie przy udziale termostabilnej polimerazy DNA w cyklu kilkunastu
(kilkudziesieciu) reakcji, na ktére sktadaja si¢: denaturacja, przylaczanie starter6w oraz
polimeryzacja. Poszczegolne etapy cyklu reakcji PCR zachodza w réznych temperaturach:
e Zzaczynajaca caly cykl reakcja denaturacji odbywa si¢ w temperaturze 93-96°C, czego

wynikiem jest rozplecenie podwojnych nici DNA,

e nastepnic odbywa si¢ ochtodzenie mieszaniny reakcyjnej do doswiadczalnie dobranej
temperatury (42-68°C), w ktorej dochodzi do przylaczania sie starteréw do matrycy
(ang. annealing). Na tym etapie mozna kontrolowa¢ specyficzno$¢ taczenia sig

starterow do DNA),

e W kolejnym etapie, polimeryzacji, temperatura wzrasta do 72°C (optymalna temp.
dziatania polimerazy) i nastgpuje wydluzanie nici - poczawszy od konca 3' startera
enzym doktada kolejne, komplementarne w stosunku do matrycy nukleotydy w tempie
okoto 1000 nukleotydéw na minute dla najczgsciej wykorzystywanej polimerazy Taq

(z Thermus aquaticus).

Ze wzgledu na jednoczesne kopiowanie dwoch komplementarnych nici matrycy, po
kazdym cyklu nastepuje podwojenie liczby amplifikowanych czasteczek DNA. Liczba kopii
DNA po zakonczeniu okoto 30 cykli przekracza kilka milionéw. Jako$¢ uzyskanego,
metodg reakcji PCR, DNA mozna analizowa¢ za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym,
wybarwiajac DNA bromkiem etydyny.

Interpretujac  wyniki uzyskane metoda PCR, nalezy pamigtaé, ze najczgstsza
przyczyna braku amplifikacji jest hamujacy wpltyw zanieczyszczen obecnych w matrycowym
DNA. Innym czgsto wystepujacym problemem jest obecnos¢ niespecyficznych produktow

amplifikacji, ktora najczesciej wynika z niewtasciwego doboru temperatury przytaczania sie
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starterow czy nieodpowiedniego stezenia jonow Mg®*, koniecznych do prawidlowego
taczenia si¢ DNA ze starterami.

Celem ¢wiczenia jest porownanie dlugosci genoéw dla dwoch drozdzowych biatek
rybosomowych: P1A i P1B (powielonych metodg PCR z genomowego DNA drozdzy). Biatka
te cechuje jednakowa dlugos¢ tancucha polipeptydowego (106 aminokwasow) 1 duze
podobienstwo struktury pierwszorzgdowej, czego pochodng sa zblizone masy czgsteczkowe
biatek wynoszace odpowiednio 10 908 i 10 667 Da. Pozwala to zalozy¢ jednakowa dtugos¢
sekwencji nukleotydowej mRNA kodujacego te biatka. Startery reakcji PCR zostaty
zaprojektowane w ten sposob, aby powieleniu ulegla sekwencja obejmujgca poczatkowy
kodon ATG jak tez kodon STOP obu bialek, dlatego uzyskane po reakcji PCR fragmenty
DNA beda bezposrednio odpowiadaty dtugosci gendéw kodujacych te biatka.

P1A 1 MSTESALSYA ALILADSEIE ISSEKLLTLT NAANVPVENI WADIFAKALD
P1B 1 MSDSIISFAA FILADAGLEI TSDNLLTITK AAGANVDNVW ADVYAKALEG
P1A 51 GONLKDLLVN FSAGAAAPAG VAGGVAGGEA GEAEAEKEEE EAKEESDDDM
P1B 51 KDLKEILSGF HNAGPVAGAG AASGAAAAGG DAAAEEEKEE EAAEESDDDM

P1A 101 GEFGLFD
P1B 101 GFGLFD

Rys. Porownanie sekwencji aminokwasowych drozdzowych bialek P1A i P1B

Materialy i odczynniki

1. Genomowe DNA drozdzy uzyskane w poprzednim ¢wiczeniu.
Startery reakcji PCR dla genéw kodujacych biatka P1A i P1B
Polimeraza Taq 0,5U/ul
Bufor dla polimerazy Taq (firmowy)
2 mM mieszanina deoksynukleotydow (dNTP)
25 mM MgCl, (firmowy)

Jatowa dejonizowana woda

© N o g Bk~ DN

Jatowe probowki Eppendorfa o poj. 0,5 ml, cienkos$cienne probowki do reakcji PCR

0 poj. 0,2 ml oraz koncéwki do pipet

10
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Odczynniki i zestaw do elektroforezy kwasdéw nukleinowych

Wykonanie ¢wiczenia

1.

2.

Do probowki Eppendorfa o poj. 0,5 ml, umieszczonej w lodzie, odmierzy¢ nastepujace
sktadniki mieszaniny reakcyjnej:
23 ul dejonizowanej wody
5 ul dNTP
5 ul buforu dla polimerazy Taq
5 ul roztworu MgCl,
2 pl genomowego DNA drozdzy
2 ul polimerazy DNA Taq
Wymiesza¢ zawarto$¢ probowki i 0sadzi¢ ptyn ze $cianek przez krotkie odwirowanie,
po czym rozdzieli¢ mieszaning reakcyjng na dwie rdwne czesci do dwoch probowek
do PCR. Nastepnie, do jednej z probowek dodac po 2 ul obu starteréw do amplifikacji
genu kodujacego biatko P1A, a do drugiej probéwki doda¢ po 2 ul obu starteréw do
amplifikacji P1B.
Reakcje przeprowadzi¢ w termocyklerze w warunkach wskazanych przez
prowadzacego ¢wiczenia. Po reakcji, do kazdej probowki doda¢ po 5 ul buforu do
elektroforezy DNA 1 dokona¢ elektroforetycznego rozdziatu powstatych fragmentow
oraz komercyjnego wzorca DNA w 1% zelu agarozowym (wedlug przepisu

zamieszczonego w zatgczniku do ¢wiczen).

Interpretacja wynikow

1.

2.

Okresli¢  dlugo$¢, rozdzielonych w zZelu agarozowym, fragmentow DNA
i zinterpretowac¢ otrzymane wyniki.
Samodzielnie przeprowadzi¢ poréwnanie sekwencji genéw kodujacych oba biatka

korzystajac z bazy http://www.yeastgenome.org/ (nazwy gendéw dla biatek to

odpowiednio RPP1A i RPP1B) i przedstawi¢ zestawienie sekwencji nukleotydowej

genow dla obu biatek w formie pisemnej na nastepnych zajeciach.

11


http://www.yeastgenome.org/

Zaktad Biologii Molekularmej UMCS, luty 2015

Badanie wplywu antybiotykow na wzrost komorek

bakterii E. coli i drozdzy S. cerevisiae

Zdolnos¢ precyzyjnej translacji mRNA na biatko jest jedng z podstawowych cech
zycia na Ziemi. Chociaz aparat translacyjny wykazuje znaczne podobienstwa migdzy
organizmami to jednak w toku ewolucji wyksztalcity si¢ subtelne réznice w mechanizmie
biosyntezy biatka u prokariontéw i eukariontéw. Te rdznice wykorzystano w medycynie,
gdyz wiele zwigzkow selektywnie hamujacych proces translacji u bakterii nalezy do
najbardziej skutecznych antybiotykdéw stosowanych przez czlowieka. Miejscem dzialania
wielu chemicznie zréznicowanych antybiotykow jest rybosom. Antybiotyki te wigza si¢ ze
specyficznymi fragmentami rybosomu, wptywajac w ten sposdb na synteze¢ biatka i wzrost
komoérek. Mutacje w niektorych biatkach rybosomowych moga powodowaé zmiang
wrazliwosci komorek na inhibitory translacji.

Celem ¢wiczenia jest przebadanie wptywu niektérych antybiotykéw (cykloheksimidu,
chloramfenikolu, streptomycyny, kanamycyny, higromycyny B, paromomycyny,
puromycyny) na wzrost komorek bakterii oraz mutantdw drozdzowych pozbawionych
r6znych biatek rybosomowych.

Chloramfenikol i cykloheksimid sg inhibitorami aktywnos$ci peptydylotransferazy,
odpowiednio, w podjednostce 50S rybosoméw bakteryjnych i w podjednostce 60S
rybosomow eukariotycznych. Z kolei higromycyna B 1 paromomycyna naleza do
antybiotykow aminoglikozydowych, dzialajacych zaro6wno na komorki bakteryjne jak
1 eukariotyczne, ktore wigza si¢ z rRNA matej podjednostki rybosomowej. Poprzez
oddziatywanie z miejscem A na rybosomie aminoglikozydy zwigkszaja czgstotliwos¢ bledow
w odczytywaniu mRNA. Ponadto higromycyna B hamuje etap translokacji podczas
biosyntezy biatka. Puromycyna =za$ jest strukturalnym analogiem aminoacylo-tRNA
1 powoduje przedwczesng terminacj¢ syntezy biatka zar6wno w komorkach bakterii jak

1 eukariontow.

12
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Materialy i odczynniki

1.

© o N o g B~ w

Catonocne hodowle drozdzy S. cerevisiae — po 10 ml
(dwa szczepy wskazane przez prowadzacego ¢wiczenia)
Catonocne hodowle bakterii E. coli — po 10 ml

(dwa szczepy wskazane przez prowadzgcego ¢wiczenia)
Podtoze YPD oraz YPD z 2% agarem

Podtoze LB oraz LB z 1,5% agarem

Roztwor higromycyny B (15 mg/ml w H,0)

Roztwor paromomycyny (250 mg/ml w H,0)

Roztwor cykloheksimidu (0,25 mg/ml w H,0)

Roztwor streptomycyny (1 mg/ml w H,0)

Roztwor kanamycyny (3 mg/ml w H,0)

10. Roztwor chloramfenikolu (3 mg/ml w 96% etanolu)

11. Roztwor puromycyny (10 mg/ml w H,0)

12. Jatowe ptytki Petriego

13. Jatowe proboéwki Eppendorfa o poj. 1,5 ml 1 koncowki do pipet

14. Jatowe krazki bibuty Whatman 3MM o $rednicy 6 mm i pgsety.

15. Jatowe patyczki do rozprowadzania hodowli na ptytkach Petriego.

Wykonanie ¢wiczenia

Uwaga! Wszystkie czynnosci nalezy wykonywa¢é z zachowaniem warunkow jalowych

1.

Na cztery jatlowe ptytki Petriego wyla¢ po 20 ml podtoza YPD z agarem 1 pozostawi¢
do zastygnigcia.

Zmierzy¢ gestos¢ optyczng wskazanych catonocnych hodowli drozdzy przy dtugosci
fali 600 nm (ODggg). Pomiar wykonaé¢ wzglgdem proby kontrolnej (podtoze YPD).
Jesli zaistnieje konieczno$é, (tzn. wielkos¢ OD przekracza 1), nalezy probke hodowli
rozcienczy¢, a nastepnie uwzgledni¢ to przy obliczaniu jej gestosci. Znajac gestosé
optyczna hodowli drozdzy przygotowa¢ po 1 ml obu hodowli drozdzowych
rozcienczonych pozywka YPD do ODgy = 0,2.

Rozprowadzi¢ po 200 pl tak rozcienczonych hodowli na przygotowane wczesniej
ptytki Petriego ze stalym podtozem YPD (dwie ptytki Petriego na jeden szczep
drozdzowy).

Po 10 min. na ptytki nanie$¢ po cztery jatowe krazki bibuly Whatman 3MM
1 nakropli¢ na nie po 10 pl roztworow paromomycyny (P), higromycyny B (H)
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i cykloheksimidu (CH), chloramfenikolu (C), streptomycyny (S), kanamycyny (Kan),
puromycyny (Pur) i wody (K-kontrola) wg ponizszego schematu. Po dwoch dniach
inkubacji w temperaturze 30°C zmierzy¢ $rednice stref zahamowania wzrostu
komorek drozdzy wokot kragzkéw bibuly nasgczonych roztworami antybiotykow.

5. Identyczne doswiadczenie wykona¢ z bakteriami E. coli, stosujac podioze LB

i zachowujac temperature inkubacji 37°C.

Interpretacja wynikow
Porowna¢ wpltyw antybiotykOw na wzrost poszczegolnych szczepdéw bakteryjnych
1 drozdzowych, mierzac $rednic¢ strefy zahamowania wzrostu (odleglo$¢ miedzy krawedzia

krazka i krawedzig wzrostu w najszerszym miejscu, podana w milimetrach).

14



Zaktad Biologii Molekularmej UMCS, luty 2015

Elektroforeza 2D jako narzedzie w diagnostyce chorob

genetycznych

Elektroforeza dwukierunkowa (dwuwymiarowa) 2D (ang. two-dimentional) jest
powszechnie stosowang technikg rozdziatu biatek badanego proteomu. Metoda ta pozwala na
wykrycie zmian w ekspresji biatek, ich izoform czy modyfikacji potranslacyjnych (takich jak
fosforylacja, glikozylacja czy ograniczona proteoliza). Sktada si¢ z dwoch etapow. Pierwszym
etapem (kierunkiem, wymiarem) jest ogniskowanie izoelektryczne (IEF), w ktorym biatka sg
rozdzielane w gradiencie pH w zaleznosci od ich punktu izoelektrycznego (pl).
W ogniskowaniu izoelektrycznym stosowane sa komercyjne paski zeli z immobilizowanym
gradientem pH gwarantujacym wysoka rozdzielczos¢ i powtarzalno$¢ uzyskanych wynikow,
badz Kapilary z zelem poliakrylamidowym z okre$lonym gradientem pH. Drugim etapem
(kierunkiem, wymiarem) jest elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (SDS/PAGE) w ktorej biatka s3 rozdzielane zgodnie z ich masg
czasteczkowa. W wyniku rozdzialu biatek metodg elektroforezy 2D, a nast¢pnie wybarwienia
uzyskanego zelu (najcze$ciej stosowanymi barwnikami sg - biekit Coomassie Brillant Blue
oraz sole srebra) otrzymujemy ,,mape biatkowa” sktadajacg si¢ z wielu plam, z ktorych kazda
stanowi biatko o okreslonych parametrach masy czasteczkowej i punktu izoelektrycznego.
Porownanie takich map pochodzacych z komoérek zdrowego i chorego organizmu moze nam
dostarczy¢ wiele informacji na temat biatek charakterystycznych dla danej choroby, ktore
potencjalnie mogg si¢ sta¢ nowymi markerami choroby. Dodatkowo, niektore z tak wykrytych
biatlek mogg sta¢ si¢ celem terapeutycznym. Mimo wielu zalet, metoda ta ma pewne
ograniczenia. Duza trudno$¢ sprawia uzyskanie profilu biatkowego charakterystycznego dla
catego proteomu, poniewaz biatka wystepujace w komorce rdznig si¢ rozpuszczalnoscig. Na
przyktad, bialka btonowe, hydrofobowe oraz o wysokiej masie czasteczkowej mogg nie
zosta¢ wykryte przy zastosowaniu mocznika, ktory jest typowym sktadnikiem roztwordw,
w ktorych przeprowadza si¢ elektroforeze. Innym problemem jest wykrycie biatek
wystepujacych w badanej probce biatkowej w bardzo niskich stezeniach. Jest to o tyle
powazne ograniczenie, gdyz wiele bialek regulatorowych, sygnalowych czy czynnikow
transkrypcji, waznych z punktu widzenia diagnostyki i prognostyki chordb, wystepuje
W niskich stezeniach. Najprostszym sposobem na wyeliminowanie tych ograniczen jest

wstepne frakcjonowanie badanej proby. Kolejnym problemem jest uzyskanie odpowiedniej
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powtarzalno$ci miedzy rozdziatami tej samej probki biatkowej na kilku zelach, co utrudnia
precyzyjna komputerowg analiz¢ uzyskanych obrazow.

Powtarzalnos$¢ techniki klasycznej elektroforezy dwukierunkowej mozna zwigkszy¢
dzieki zastosowaniu zmodyfikowanej metody, zwanej dwukierunkowa fluorescencyjna
elektroforezg roznicowa (ang. difference in gel electrophoresis) — 2D DIGE. Technika ta
opiera si¢ na znakowaniu probek biatkowych trzema fluorescencyjnymi barwnikami
cyjaninowymi (Cy2, Cy3, Cy5) wigzacymi si¢ kowalencyjnie do reszt lizyny. Na jednym zelu
podczas elektroforezy 2D rozdzielane sa dwie probki badane, wyznakowane Cy3 i Cy5, oraz
standard wewnetrzny wyznakowany Cy2. Zastosowanie standardu wewngtrznego
minimalizuje wptyw roznic pomiedzy otrzymanymi zelami, w konsekwencji utatwia ich
dopasowanie, a tym samym czyni analiz¢ iloS§ciowa badanych proteomow tatwiejsza
1 bardziej wiarygodng. W zaleznos$ci od wielkosci zelu i zastosowanego gradientu pH mozna
jednoczesnie rozdzieli¢ ponad 5000 biatek (zwykle do 2000) i wykry¢ < 1 ng bialka na
plamke.

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z technikg elektroforezy 2D oraz poréwnanie
obrazéw biatek po rozdziale metoda 2D pochodzacych z komorek nowotworowych

1 prawidtowych.

Materialy i odczynniki

1. Hodowla komorek nowotworowych i prawidlowych w oddzielnych szalkach Petriego
o gestosci komorek ok. 80% (dwie szalki z komodrkami jednego typu na zespot
studentow)

2. Bufor PBS

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10 mM Na;HPO,4

2 mM KH;PO4 pH 7,5

9 M mocznik

1MDTT

Bufor do IEF ( komercyjny IPG Buffer 3-10)

o o~ w

Bufor do rehydratacji (2 x stezony)— przechowywaé¢ w -20°C w porcjach po 100 pl

9 M mocznik
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6 % CHAPS
80 mM Tris base
100 mM DTT — doda¢ bezposrednio przed uzyciem

1 % IPG bufor - doda¢ bezposrednio przed uzyciem

7. Gotowe paski z zelem do IEF o zakresie pH 3-10, o dlugosci 7 cm
8. Odczynnik Bradford
9. Zdrapywacz do komorek
10. Bufor do rownowazenia paskow przed SDS/PAGE:
6 M mocznik
75 mM Tris-HCI pH 8,8
30 % glicerol
2 % SDS
0,002 % biekit bromofenolowy
20 mM DTT — doda¢ bezposrednio przed uzyciem
11. Zestaw odczynnikow 1 sprzgtu do elektroforezy SDS/PAGE
12. Jatowe proboéwki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 i 2 ml oraz koncoéwki do pipet.
13. Jatowe probéwki typu Falcon o poj. 15 ml
14. Vortex
15. Peseta

Wykonanie ¢wiczenia (dzien pierwszy)

1. Plytke Petriego z komdrkami o gestosci ok. 80% przenie$¢ na 16d 1 Sciggnaé pipeta
ptyn hodowlany.

2. Przepluka¢ komorki na ptytce za pomoca 5 ml ozigbionego buforu PBS.

3. Po Sciagnieciu pipeta buforu PBS zeskroba¢ komorki fibroblastéw z ptytek za pomoca
specjalnego zdrapywacza do komorek. Zawiesing komodrek sptuka¢ z ptytki 0,8 ml
ozigbionego PBS 1 przenies¢ do probowki Eppendorfa o poj. 2 ml.

4. Powtornie poptukaé plytke Petriego 0,8 ml ozigbionego PBS i potaczy¢ zawiesing
z zawiesing otrzymang w punkcie 3.

5. Komoérki odwirowa¢ przy predkosci 2000 rpm przez 5 min w °C. Supernatant

odrzuci¢ za pomocg pipety, a osad zawiesi¢ w 150 ul 9 M mocznika.
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6. Zawiesing miesza¢ poprzez vorteksowanie 5 razy po 30 sek. z 30-sekundowymi
przerwami.

7. Odwirowac zawiesing przy predkosci 10000 rpm przez 10 min.

8. Supernatant (lizat komorkowy) przenies¢ do nowej proboéwki Eppendorfa
0 poj. 1,5 ml. a osad wyrzuci¢.

9. Oznaczy¢ stezenie biatka w otrzymanym lizacie komdérkowym metoda Bradford.

[ Do dwoch proboéwek zawierajacych po 0,8 ml wody, odmierzy¢ 2 — 10 ul badanego
roztworu bialka (zgodnie z zaleceniami prowadzacego ¢wiczenia). Do obu probowek
doda¢ po 0,2 ml odczynnika Bradford i doktadnie wymieszaé. Rownoczesnie
przygotowa¢ probke kontrolng nie zawierajagcg biatka. Po uplywie 5 min,
zmierzy¢ absorpcje w kolorymetrze przy diugosci fali 595 nm. Stezenie biatka
odczytaé z przygotowanej krzywej wzorcowe;j. |

10. Przygotowa¢ bufor do rehydratacji: do 89 ul gotowego buforu doda¢ 10 pl roztworu
IM DTT oraz 1ul IPG buforu

11. Objetos¢ lizatu zawierajaca 100 ng biatka dodaé do 65 pl przygotowanego buforu do
rehydratacji tak, aby otrzyma¢ koncowa objetos¢ 130 ul. (Przyktad: Jesli
w otrzymanym lizacie komorkowym stezenie biatka wynosi 4,6 ug/ul, wowczas 100 ug
biatka znajduje si¢ w 21,7 ul lizatu komorkowego. Aby przygotowaé probke do
rozdziatu metodq elektroforezy 2D nalezy zmiesza¢ w nowej probowce Eppendorfa
0 poj. 1,5 ml - 65 ul buforu do rehydratacji, 21,7 ul lizatu komorkowego i 43,3 ul 9 M
mocznika, aby otrzymac probke w koncowej objetosci 130 ul)

12. Wymiesza¢ doktadnie roztwér biatka z buforem do rehydratacji poprzez
vorteksowanie, a nastgpnie krotko odwirowaé probke, aby cato$¢ roztworu znalazta
si¢ na dnie probowki.

13. Za pomoca pipety nanies¢ cato$¢ probki (130 pl) do specjalnego naczynia do rozdzialu
IEF (ang. strip holder) jak pokazano na rysunku ponizej. Rozprowadzi¢ roztwor

powoli pomigdzy elektrodami. Usuna¢ duze babelki powietrza.
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&

| Fot.GE Healtcare

14. Usung¢ foli¢ zabezpieczajaca pasek zelowy zaczynajgc od strony anody (+).

Fot.GE Healtcare

15. Przy uzyciu pesety umiescié¢ pasek zelowy w naczynku — ZELEM DO DOLU, tak
aby zel miatl kontakt z elektrodami z obu stron naczynia. Aby utatwi¢ pokrycie catego
zelu roztworem i ewentualnie usung¢ powstale babelki powietrza, kilkakrotnie,

delikatnie podnosi¢ 1 opuszcza¢ pasek z zelem.

Fot.GE Healtcare

16. Pokry¢ pasek zelowy 0,8 ml oleju mineralnego (ang. cover fluid) aby zminimalizowac
parowanie i w ten sposob zapobiec krystalizacji mocznika. Nanosi¢ olej kroplami

najpierw od jednego konca naczynia az potowa paska z zelem zostanie przykryta,
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a nastgpnie od drugiego konca naczynia az caty pasek z zelem zostanie przykryty
olejem.

17. Przykry¢ naczynie pokrywka i umie$ci¢ w urzadzeniu (Ettan IPGphor III, GE
Healthcare) do rozdziatu IEF.

Fot.GE Healtcare

18. Ustawi¢ program do rehydratacji paska zelowego (12-16 godz.) i rozdziatu

w pierwszym kierunku — IEF wg warto$ci podanych przez producenta.

Rehydratacja 50 pA/pasek
14 godzin
temperatura 20°C
Ogniskowanie Slstep 300V 200 Vhr
izoelektryczne S2grad 1000V 300 Vhr
(4 kroki S1-S4) S3grad 5000V 4500 Vhr
S4step 5000V 3000 Vhr
and hold

19. Po zakonczeniu rozdzialu IEF mozna bezposrednio przej$¢ do rozdziatu w drugim

kierunku lub przechowywa¢ paski z zelem w temp. -70°C.
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Wykonanie ¢wiczenia (dzien drugi)

ELEKTROFORETYCZNY ROZDZIAL BIALEK W ZELU
POLIAKRYLAMIDOWYM

Zel poliakrylamidowy posiada nastepujace cechy: jest bezbarwny, pozbawiony
tadunkow, odznacza si¢ duzg wytrzymato$cia mechaniczng, latwy w przygotowaniu
i formowaniu w odpowiednich naczyniach. Zel poliakrylamidowy to tancuchy akrylamidu
(H2C=CH-CO-NH;) potaczone wigzaniami poprzecznymi za pomoca N,N’-metyleno-bis-
akrylamidu (H,C=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=CH,). W ten sposob tworzy si¢ sie¢, przez
»oczka » ktorej migruja rozdzielane czasteczki. Wielko$¢ ,,oczek™ sieci zelu zalezy od
stezenia akrylamidu oraz bisakrylamidu. Polimeryzacja zelu odbywa si¢ w obecnosci
nadsiarczanu amonu (APS) oraz N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiaminy (TEMED).

Elektroforeza w zZelu poliakrylamidowym (PAGE) umozliwia rozdzial czasteczek
biatkowych réznigcych sie wielkoscig 1 tadunkiem elektrycznym. Rozdziat ten mozna
prowadzi¢ w warunkach niedenaturujacych oraz w warunkach denaturujacych. Elektroforeza
biatek w warunkach denaturujacych okres§lana skrétem SDS-PAGE odbywa si¢ w obecnosci
soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS), ktory jest detergentem jonowym. SDS taczac si¢
z grupami hydrofobowymi aminokwasow nadaje biatkom tadunek ujemny. Sprawia to, Ze
migrujag one w kierunku dodatniej anody. Ilo$¢ zwigzanego SDS jest proporcjonalna do
wielkos$ci czgsteczek biatkowych. Dzigki temu rozdzielajg si¢ one w zelu pod wzglgdem masy
czasteczkowej. Polipeptydy o nizszej masie czasteczkowe] migruja szybciej, zas wigksze
wolniej. Metoda SDS-PAGE stosowana jest miedzy innymi do: identyfikacji i monitorowania
sktadu mieszaniny bialek, sprawdzania jednorodnosci (homogennosci) biatek, oznaczania
masy czasteczkowej biatek, analizy struktury podjednostkowej aktywnych biologicznie

kompleksow biatkowych.

Elektroforeza w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)
Materialy i odczynniki
1. 30%roztwor akrylamidu + 0,8% roztwor bisakrylamidu

2. 1,5M roztwor Tris - HCI pH 8,8
3. 0,5M roztwoér Tris - HCI pH 6,8
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4.10% roztwor SDS
5. 10% roztwoér APS
6. TEMED
7. Bufor probkowy (4x stezony) :
1,25M roztwo6r Tris-HCI pH 6,8 0,5ml

Glicerol 1,0ml
10% roztwor SDS 2,0ml
DTT 154mg
H,O 1,3ml

1% roztwor biekitu bromofenolowego 200yl

8. Bufor elektrodowy:

Glicyna 14,49
Tris 3,09
SDS 1,09

uzupetni¢ woda do 1000ml
9. Wzorce bialkowe

10. Zestaw do elektroforezy biatek

1. Przygotowac 10% zel SDS/PAGE wg ponizszej procedury:
Umyte 1 odtluszczone specjalne plytki szklane do elektroforezy zlozy¢ zgodnie
ze wskazdwkami prowadzacego ¢wiczenia. Przygotowac zel poliakrylamidowy wedtug
przepisu:
Uwaga! Prace z akrylamidem wykonywa¢ w rekawicach ochronnych.
Roztwory dodawa¢é¢ wg przedstawionej kolejnosci.
TEMED - inicjator polimeryzacji, dodawaé¢ jako ostatni skladnik,

bezposrednio przed wylaniem mieszaniny mi¢dzy plytki !
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Zel separujacy
ODCZYNNIK Zel 10%
(8 ml)
H.0 3,8 ml
40% akrylamid -bisakrylamid 2,0 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,0 ml
10% SDS 80 ul
10% APS 80 ul
TEMED 8 ul
Zel zageszczajacy
ODCZYNNIK na 2,5 ml zelu
H.0 1,57 ml
40% akrylamid -bisakrylamid 0,25 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 0,625 ml
10% SDS 25 ul
10% APS 25 ul
TEMED 2,5 ul

2.

3.

4.

Polimeryzacj¢ Zelu wykona¢ miedzy przygotowanymi ptytkami szklanymi, zgodnie
ze wskazowkami prowadzacego ¢wiczenia .

Umiesci¢ pasek z zelem w probdéwce Falcona o poj. 15 ml i doda¢ 5 ml buforu do
rownowazenia paskéw zawierajacego DTT (DTT dodajemy bezposrednio przed
uzyciem). Miesza¢ probowke na kolysce laboratoryjnej przez 15 min.

Usung¢ z proboéwki bufor po czym dodac kolejng porcje 5 ml buforu do rownowazenia
z DTT 1 miesza¢ proboéwke dalsze 15 min.

Plytki ze spolimeryzowanym zelem poliakrylamidowym umie$ci¢ w aparacie do
elektroforezy. Aparat napeti¢ buforem elektrodowym. Zréwnowazony pasek z Zelem
ostroznie wsuna¢ do studzienki w zelu zageszczajacym. Rozdziat prowadzi¢ pod

napieciem 150V tak dhlugo, az barwnik przesunie si¢ do konca zelu separujacego.
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Wylaczy¢ zasilacz, wyja¢ ptytki z zelem i1 wybarwi¢ je za pomocg barwnika

Coomassie Brilliant Blue.

Interpretacja wynikow
Poréwnaj obrazy plamek biatkowych uzyskanych po rozdziale biatek z komoérek HeLa
i fibroblastow. Czy widoczne sg zmiany ilosciowe i jakosciowe? W jaki sposéb mozemy

zidentyfikowac¢ biatka po rozdziale 2D?

Literatura

1. 2-D Electrophoresis Principles and Methods (GE Healthcare handbook)
2. 2-D Electrophoresis Workflow How-To Guide, Fourth Edition (Bio-rad handbook)
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Immunologiczne metody identyfikacji bialek o znanej sekwencji

Do metod immunologicznych czesto wykorzystywanych do detekcji i identyfikacji

bialek naleza techniki: ELISA, immunobloting oraz immunohistochemia.
Immunodetekcja bialek metodg immunoblotingu

Technika immunoblotingu, zwana inaczej technikg western blot, sktada si¢ z kilku
etapow. Pierwszym etapem jest rozdzielenie mieszaniny bialek w zelu poliakrylamidowym.
Nastgpnie biatka przenoszone sa na membrang (W naszym przypadku jest to transfer pot-
suchy), ktora niespecyficznie wigze wszystkie bialka. Ostatnim etapem jest detekcja biatek
przy udziale przeciwciat.

Po rozdziale elektroforetycznym w obecnosci SDS (jonowego, natadowanego
ujemnie, detergentu) biatka sa zdenaturowane i wszystkie posiadaja tadunek ujemny
proporcjonalny do ich masy. Transfer odbywa si¢ zatem w kierunku elektrody dodatniej.
Nalezy wiec tak ulozyé membrane wzglgdem zelu, by znalazta si¢ ona na drodze migracji

biatek z zelu. Wyrdzniamy dwa typy transferu: transfer mokry i pétsuchy.

Transfer mokry
W metodzie tej ,,kanapka” ztozona z Zelu, membrany i bibuly Whatman utozona jest

pionowo pomiedzy dwiema elektrodami. Cato§¢ umocowana jest w aparacie wypetnionym
buforem. W niektorych typach aparatow mozna umiesci¢ i prowadzi¢ transfer dla czterech
takich ,kanapek” jednoczes$nie. Transfer mokry zalecany jest w przypadku biatek duzych
(>100 kDa), hydrofobowych lub trudno rozpuszczalnych ze wzgledu na mozliwosé
prowadzenia go nawet przez 24 godziny, bez ryzyka wyparowania buforu. Nalezy jednak
pamigtac, ze przy transferach trwajacych dluzej niz godzing, trzeba zapewni¢ chtodzenie, aby
utrzymac temperature w granicach 10 — 30°C. Transfer mokry przeprowadza si¢ przy stalym
napieciu pradu, zwykle 20 — 30 V. Konieczno$¢ chtodzenia, jak rowniez duza ilos¢ buforu

niezbedna do przeprowadzenia transferu sg niewatpliwie wadami tej metody.

Transfer pél-suchy
Drugi rodzaj transferu to transfer pétsuchy. W tym przypadku ,,kanapka” utozona jest

poziomo i znajduje sic miedzy plaskimi elektrodami. Zel i membrana umieszczone sg

25



Zaktad Biologii Molekularmej UMCS, luty 2015

pomig¢dzy bibutami Whatman nasgczonymi buforem. Transfer ten prowadzi si¢ przy statym
natezeniu pradu, wynoszacym zwykle 0,8 — 1,5 mA/cm® membrany. Transfer biatek z zelu
mozna przeprowadzi¢ na réznego typu membrany. Najpopularniejsze z nich to membrany
nitrocelulozowe lub membrany z polifluorku winylidenu (PVDF). Membrany nitrocelulozowe
sa niezbyt drogie, wiaza do 249 pg biatka na cm?. Wielko$¢ poréw w membranach
nitrocelulozowych waha si¢ od 0,45 um do 0,1 um, dzigki czemu mozna transferowa¢ mate
bialka, tj. ponizej 1500 Da. Membrany te od razu nasacza si¢ buforem do transferu, bez
uprzedniego zanurzania ich w metanolu. Membrany PVDF charakteryzujg si¢ nieco mniejsza
zdolnoscig do wigzania bialek w porownaniu do membran nitrocelulozowych (172 pg/cm?2),
maja za to duzo wigkszg wytrzymalo$¢ mechaniczng. Nalezy pamigta¢é o wczesniejszym

zanurzeniu ich w metanolu i dopiero p6zniej w buforze do transferu.

Blokowanie membran
Po transferze wolne miejsca wigzania biatek na membranie sg blokowane, aby
zapobiec niespecyficznej adsorpcji przeciwcial. Do blokowania membran najczesciej uzywa

si¢ odthuszczonego mleka lub albuminy z surowicy bydlece;.

Wigzanie przeciwcial

Antygeny bedace przedmiotem badan identyfikuje si¢ przy uzyciu wyznakowanych
przeciwcial, badZ przeciwciat niewyznakowanych a identyfikowanych poprzez wyznakowane
przeciwciala drugorzgdowe specyficzne dla pierwszorzedowych. Nastepnie przeprowadza si¢

detekcje, ktorej sposob zalezy od rodzaju uzytych przeciwciat.

Detekcja

Metoda detekcji bialek w technice western blot zalezy od rodzaju znacznika, jaki
dotagczony jest do przeciwcial. Najczesciej stosowane sg alkaliczna fosfataza lub peroksydaza
chrzanowa. Wizualizacja tych enzymatycznych znacznikow moze by¢ przeprowadzona
kolorymetrycznie (alkaliczna fosfataza, w miejscu zwigzania przeciwcial do biatka na
membranie powstaje barwny produkt) lub chemiluminescencyjnie (peroksydaza, enzym

przeprowadza reakcj¢ z wytworzeniem $wiatla, ktore naswietla klisz¢ fotograficzng).
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W trakcie ¢wiczen przeprowadzimy identyfikacje rybosomalnych biatek P drozdzy

stosujac  skrocong odmiang¢ metody immunoblotingu zwang dot blot. W tym celu

wykorzystamy niewyznakowane przeciwciata pierwszorzgdowe rozpoznajace drozdzowe,

rybosomalne biatka P i drugorzedowe sprzezone z alkaliczng fosfataza. Technika dot blot

rozni si¢ od metody western blot tym, ze nie przeprowadza si¢ elektroforetycznego rozdziatu

biatek, tylko bezposrednio nakrapla si¢ probke biatka na membrang.

Materialy i odczynniki

1.
2.
3.

Membrana nitrocelulozowa (paski 2cm x 6¢cm)
Roztwory badanych biatek
Przeciwciata pierwszorzedowe (poliklonalna surowica skierowana przeciwko

drozdzowym biatkom P)

4. Drugorzedowe przeciwciata sprzezone z alkaliczng fosfataza

5. Roztwor blokujacy (10 % roztwor mleka odttuszczonego w PBS)
6.
7
8
9

Bufor PBS
Bufor PBS-T (PBS z 0,1 % Tween 20)
Bufor AP

. NBT (18 mg NBT rozpuscié¢ w 1400 ul DMF i 600 ul wody). Przechowywaé w -20°C.

10. BCiP (8 mg BCiP rozpusci¢ w 2 ml DMF). Przechowywaé w -20°C.

11. Ptytki Petriego

Wykonanie ¢wiczenia

1.

Na paski membrany nitrocelulozowej nanies¢ po 2 pl badanych roztworéw biatek
wg schematu podanego przez prowadzacego ¢wiczenie (uwaga: nie dotykaé
membrany palcami, uzywa¢ rekawiczek i pesety).

Poczekac az naniesione na nitroceluloze roztwory biatka wyschng.

Paski membrany przenies¢ do roztworu blokujacego (na ptytce Petriego) 1 zostawi¢ na
kotysce laboratoryjnej w temp. pokojowej na 15 min. Na tym etapie, membrang
mozna przechowywa¢ w + 4°C przez Kilka dni.

Wyla¢ roztwor blokujacy i doda¢ do membrany przeciwciata pierwszorzgdowe
rozcienczone 1:1000 w 10 ml PBS i pozostawi¢ przez 20 min. na kotysce w temp.
pokojowe;j.

Odptuka¢ przeciwciata roztworem PBST: 4 razy przez 1 min.
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. Doda¢ przeciwciata drugorzgdowe rozcienczone 1:10000 w 10 ml PBST i pozostawi¢
na kotysce w temperaturze pokojowej na 20 min.

. Odptuka¢ przeciwciata roztworem PBST: 4 razy przez 1 min.

. Przeptuka¢ membrang buforem AP: 2 razy przez 1 min.

. Przeprowadzi¢ detekcj¢ biatek na membranie. W tym celu do ptytki Petriego wlaé
10,5 ml buforu AP, doda¢ jednocze$nie dwa przygotowane barwniki (NBT i BCiP)

1 pozostawi¢ na kotysce do pojawienia si¢ prazkéw. Reakcje barwienia przerwac

poprzez ptukanie wodg dejonizowang, po czym membrang wysuszy¢ na powietrzu.
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