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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 polisacharydow, 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 wybér zalezy od:

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

. zrédta  pochodzenia  (rodlinne, zwierzece, bakteryjne, wirusowe itd.)
I rodzaju materiatu z ktorego przeprowadzamy izolacj¢ (np. z tkanek, organu,

hodowli komodrkowej itd.),

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

Kazda izolacja drozdzowego DNA wymaga rozbicia $ciany komorkowej. W
przypadku drozdzy stosowane s3 metody mechaniczne lub tagodniejsze obejmujace
enzymatyczng degradacje $ciany komorkowej i1 lize¢ otrzymanych sferoplastow przy
udziale detergentow. Enzymy wykorzystywane do otrzymania sferoplastow drozdzowych
to najczesciej: litykaza (z Arthrobacter luteus) lub glukulaza (ze $limaka), hydrolizujace

wigzanie B-1,3 glikozydowe wystepujace w glukanie sciany komorkowe;.

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

1 moze shuzy¢ jako matryca w rekcji PCR.
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Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany

do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje a nastepnie pobraé

dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
wldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki

1.
2.

4
5
6.
Z
8
9

12- godzinna hodowla drozdzy S. cerevisiae w pozywce YPD (50 ml)

Bufor do sferoplastyzacji:

1 M sorbitol,

50 mM Tris-HCI, pH 7,5

20 mM EDTA,

20 mM B-MET (doda¢ bezposrednio przed uzyciem)

Zymoliaza 100T (handlowy preparat zawierajacy litykaze) - 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% i1 70% etanol (ozigbiony)

Bufor TE (10 mM Tris — HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA)

. Termoblok lub taZznia wodna

10. Jatowe probowki Eppendorfa o poj. 2 ml i koncoéwki do pipet

11. Mikroskop $wietlny oraz szkietka podstawowe 1 nakrywkowe

12. Odczynniki i zestaw do elektroforezy kwaséw nukleinowych (patrz zatgcznik do

¢wiczen)

Przed przystapieniem do wykonania éwiczenia przygotowaé 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 komoérek do dwodch proboéwek Eppendorfa o poj. 2 ml.
Osadzi¢ komorki przez wirowanie przy predkosci 5000 rpm przez 3 min.

w temp. 4°C.


http://www.poch.com.pl/
http://www.sigmaaldrich.com/poland.html
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3.
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Uzyskane osady komoérek zawiesi¢ tgcznie w 0,5 ml buforu do sferoplastyzacji

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

Doda¢ 20 pl roztworu zymoliazy 100T, dobrze wymiesza¢ i inkubowaé przez 20 min
w temp. 37°C (sferoplastyzacja trwa od 20 do 120 min, zaleznie od szczepu, rodzaju

podtoza czy fazy wzrostu komorek).

Uwaga! Formowanie si¢ sferoplastéw mozna monitorowa¢ w dwojaki sposob:

a) pod mikroskopem $wietlnym - na jedno szkietko podstawowe nanie$¢ 4 ul
zawiesiny komorek oraz 4 ul 0,1% SDS, a na drugie 4 pl zawiesiny komorek oraz
4 ul buforu do sferoplastyzacji; formowanie sferoplastow uznaje si¢ za
zakonczone, gdy 80-90 % komorek wystepuje jako tzw. komoérki-duchy (z ang.
ghost cells);

b) do dwodch szklanych probowek doda¢ po 0,5 ml buforu do sferoplastyzacji,
nastepnie do pierwszej z nich doda¢ 50 pl 10 % roztworu SDS, po czym do obu
proboéwek doda¢ po 5 pl zawiesiny komodrek i1 energicznie zamieszac; stopien
strawienia §ciany komodrkowej mozna uzna¢ za zadowalajacy, jesli zawiesina

W probéwcee z SDS stanie si¢ klarowna.

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

wymieszania zawartosci probowki.

Doda¢ 25 pl 10% SDS (koncowe stezenie 0,5 % SDS). Zawarto$¢ doktadnie
wymiesza¢ przez kilkakrotne odwracanie probowki. Uwazaé aby zawartosé

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

Po inkubacji schtodzi¢ probowke w lodzie po czym dodaé 0,2 ml SM octanu potasu,
Zawartos¢ dokladnie wymiesza¢ przez kilkakrotne odwracanie probowki, a nastgpnie
inkubowa¢ w lodzie przez 20 min. Widoczny po dodaniu octanu potasu biaty

precypitat tworza kompleksy SDS ze zdenaturowanymi biatkami.

Probke odwirowac przy predkosci 10000 rpm przez 10 min. w temp. 4°C.



8.

9.
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Przenies¢ 500 ul supernatantu do nowej probowki Eppendorfa o poj. 2 ml (temp.
pokojowa) i doda¢ do niego trzy objetosci ozigbionego 96% etanolu (precypitacja

kwasow nukleinowych). Probke pozostawié w temp. —20°C do kolejnych ¢wiczen.

Osadzi¢ wytracony kwas nukleinowy przez wirowanie przy predkosci 10000 rpm

przez 15 min. w temp. 4°c, po czym delikatnie usung¢ 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 odrzuci¢, a osad
wysuszy¢ w eksykatorze przez ok. 20 min. (az do catkowitego zaniku zapachu

etanolu).

Otrzymany osad rozpusci¢ w 50-100 pl buforu TE (pH 8.0); jesli pojawig sie

problemy z rozpuszczalnoscia DNA - inkubowaé ok. 10 min w temp. 62°C.

Sprawdzi¢ jakos¢ wyizolowanego DNA metodg elektroforezy w 0.7 % zelu
agarozowym (przygotowanie zelu i przeprowadzenie elektroforezy DNA — patrz
zalacznik do ¢wiczen). W tym celu przygotowac probki do elektroforezy zawierajace
15 pl otrzymanego roztworu genomowego DNA i 5 ul buforu probkowego do DNA.
Preparat otrzymanego DNA przechowywaé w temp. — 70°C. Nalezy unikaé

wielokrotnego zamrazania 1 odmrazania probek DNA.
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Amplifikacja genéw kodujacych rybosomowe biatka P1A i P1B

drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Oczyszczone genomowe DNA moze shluzy¢ 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. Poszczeg6lne etapy cyklu reakcji PCR zachodza w r6znych 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 nastepuje 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,
metoda reakcji PCR, DNA mozna analizowac za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym,
wybarwiajagc 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 obecno$¢ 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
faczenia 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) i duze
podobienstwo struktury pierwszorzgdowej, czego pochodng sg 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 obejmujaca 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 GFGLFED
P1B 101 GFGLFD

Rys. Porownanie sekwencji aminokwasowych drozdzowych bialek P1A i P1B

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z kartg charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W katalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje¢ a nastepnie pobraé
dolaczona do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
wldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

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


http://www.poch.com.pl/
http://www.sigmaaldrich.com/poland.html
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25 mM MgCl, (firmowy)

Jalowa dejonizowana woda

Jalowe probowki Eppendorfa o poj. 0,5 ml, cienko$cienne proboéwki do reakcji PCR
0 poj. 0,2 ml oraz koncéwki do pipet

Odczynniki 1 zestaw do elektroforezy kwasow nukleinowych (patrz zatacznik do

¢wiczen)

Wykonanie ¢wiczenia

1.

2.

Do probéwki 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 ul 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 réwne 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¢c  dlugos¢, rozdzielonych w Zelu agarozowym, fragmentow DNA
I zinterpretowac otrzymane wyniki.
Samodzielnie przeprowadzi¢ poroéwnanie sekwencji genow kodujacych oba biatka

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

odpowiednio RPP1A i RPP1B) i przedstawi¢ zestawienie sekwencji nukleotydowej

genow dla obu biatek w formie pisemnej na nastepnych zajeciach.


http://www.yeastgenome.org/
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Izolacja i elektroforetyczna analiza RNA z komorek drozdzy

Uzyskanie wysokiej jakosci RNA jest pierwszym i czesto krytycznym etapem
eksperymentdow w biologii molekularnej m. in. analizy ,,Northern”, RT-PCR, badaniu
ochrony przed nukleazami, translacji in vitro, mapowania RNA, konstrukcji bibliotek cDNA.
W izolacji RNA duze znaczenie ma szybko$¢ przeprowadzania procedury oczyszczania
1 kontrolowanie aktywno$ci rybonukleaz komoérkowych, ktore moga doprowadzi¢ do szybkiej
degradacji RNA. Dlatego tez podczas izolacji RNA wszystkie odczynniki nalezy
przygotowywac z uzyciem wody traktowanej 0,1% piroweglanem dietylu (DEPC), ktory jest
silnym inhibitorem RNaz. Ponadto trzeba stosowac jednorazowy sterylny sprzet laboratoryjny
wykonany z tworzyw sztucznych, ktory jest wolny od RNaz, a sprzet wielokrotnego uzytku
umieszcza¢ w 3% roztworze H,O,, po czym przepluka¢ woda traktowang DEPC.

Opracowano szereg metod pozwalajacych na  wyizolowanie czystych
1 niezdegradowanych preparatow kwasdéw nukleinowych o pelnej aktywnos$ci biologiczne;.
Celem c¢wiczen jest poréwnanie dwoch metod izolacji RNA. Jedng z nich jest ekstrakcja
fenolowa. W podanej procedurze, cale nienaruszone komorki drozdzy poddawane sa
ekstrakcji fenolowej podczas, ktorej RNA ,,przechodzi” do tzw. fazy wodnej. DNA jako
substancja wielkoczasteczkowa pozostaje w fazie fenolowej, w ktorej obok DNA znajduja si¢
inne skladniki komoérkowe stanowiace nierozpuszczalng frakcje komorkowa. Druga
wykonywang na ¢wiczeniach metoda jest izolacja RNA za pomocg TRIzolu zawierajacego

fenol i izotiocyjanian guanidyny.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z kartg charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje a nastepnie pobraé
dolaczona do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
wldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

10
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IZOLACJA RNA METODA EKSTRAKCJI FENOLOWEJ

Materialy i odczynniki
Uwaga! Wszystkie roztwory nalezy przygotowac z uzyciem wody traktowanej DEPC.
1. Hodowla S. cerevisiae ODggo = 2 (100 ml)
2. H,O (DEPC, ozigbiona)
3. Bufor do zawieszania komoérek drozdzy ( bufor AE):
50mM CH3;COONga, pH 5,3
10 mM EDTA
4. 10% SDS
5. Kwasny fenol (staty fenol nasycony woda a nastepnie buforem AE )
z 0,1% hydroksychinoling. Przechowywa¢ w ciemnos$ci w 4°C.
6. chloroform
7. 3 M CH3COONa, pH 5,3
8. 100% etanol (ozigbiony)
9. 70% etanol (ozigbiony)
10. 2M LiCIl - 0,1M CH3COONa, pH 5,3
11. Jatowe probowki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 ml i 2 ml oraz koncéwki do pipet.
12. Odczynniki i zestaw do elektroforezy kwaséw nukleinowych (patrz zatacznik do

¢wiczen)

Przed przystapieniem do wykonania ¢wiczenia schtodzié wiroéwke do temp. +4°C

oraz przygotowaé blok grzejny o temp. 65°C

Wykonanie ¢wiczenia

Uwaga! Wszystkie czynnosci nalezy wykonywac¢ z zachowaniem warunkow

jalowych. Prace z fenolem wykonywa¢ w rekawicach ochronnych

1. Hodowle drozdzy odwirowaé¢ w probéwkach Eppendorfa o poj. 2 ml przez 3 min. przy
5000 rpm w 4°C tak, aby w kazdej probéwce otrzymaé osad komorek drozdzy
pochodzacy z 4 ml hodowli. Supernatant odrzuci¢, a osad komoérek drozdzy zawiesi¢
w 1 ml ozigbionej H20, po czym odwirowaé przez 3 min. przy 5000 rpm w 4°C (na

tym etapie osad komoérek drozdzy mozna zamrozi¢ w ciektym azocie i przechowywaé

11
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w —80°C). Na wykonanie ponizszej procedury potrzebny jest osad komérek
drozdzy w dwoch probowkach.

Osad komorek drozdzy w kazdej probowce zawiesi¢ w 400 ul buforu AE, doda¢ po
40 ul 10% SDS 1 wytrzasa¢ przez 1 min.

Doda¢ do kazdej probowki po 440 ul kwasnego fenolu 1 wytrzasa¢ cato$¢ przez 5 min.
a nastepnie inkubowa¢ przez 10 min. w 65°C (wytrzasajac co 3 min.).

Po inkubacji probowki ozigbi¢ przez 5 min. w lodzie, a nastepnie odwirowac przez
3 min. (jesli nie zaznaczono inaczej wszystkie wirowania wykonywaé przy
14000 rpm w 4°C) w celu rozdzielenia fazy fenolowej i wodnej

Gome fazy wodne przenies¢ do nowych probowek Eppendorfa o poj. 1,5 ml,
ponownie doda¢ po 400 pl kwasnego fenolu i wytrzasa¢ przez 5 min. a nast¢pnie
odwirowaé przez 3 min.

Gorne fazy wodne przenies¢ do nowych probowek Eppendorfa o poj. 1,5 ml, doda¢ po
400 pl chloroformu (usuwanie resztek fenolu) i wytrzasa¢ przez 5 min. a potem
odwirowa¢ przez 3 min.

Gorne fazy wodne przenies¢ do nowych probowek Eppendorfa o poj. 1,5 ml, doda¢ po
40 ul 3M octanu sodu, pH 5,3 oraz 1 ml ozigbionego 100% etanolu.

Probki pozostawi¢ w temp. —20°C na 20 min. lub na noc w celu precypitacji RNA.
Nastepnie, precypitat RNA odwirowa¢ przez 10 min. Uzyskany osad przemy¢ 1 ml
ozigbionego 70% etanolu i powtornie odwirowac przez 5 min.

Osad z jednej proboéwki wysuszy¢ na powietrzu (kilka minut do odparowania etanolu,
nie dopuszczajgc do catkowitego wyschnigcia osadu), a nastepnie rozpusci¢ w 20 ul
wody i zmierzy¢ stezenie otrzymanego RNA (patrz zatacznik do ¢wiczen). RNA
przechowywa¢ w temp. —70°C do analizy elektroforetycznej (surowy preparat RNA).
Osad z drugiej probowki rozpusci¢ w 1 ml roztworu 2M chlorku litu z 0,1M octanem
sodu o pH 5,3 i miesza¢ przez 10 min.

Odwirowa¢ probke przez 10 min. 1 delikatnie usunaé, przy pomocy pipety,
supernatant. Uzyskany po wirowaniu osad to rRNA, ktory nalezy wysuszyc,
a nastepnie zawiesi¢c w 15 ul wody i zmierzy¢ stgzenie otrzymanego RNA (patrz
zalacznik do ¢wiczen). RNA przechowywaé w temp. —70°C do analizy
elektroforetyczne;j.
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IZOLACJA RNA PRZY UZYCIU TRIzolu

Materialy i odczynniki
1. Hodowla S. cerevisiae ODggo = 4 (100 ml)
H,O (DEPC, ozi¢gbiona)
TRIzol
Chloroform
Izopropanol
70% etanol
Bufor do precypitacji: 1,2 M NaCl; 0,8 M cytrynian disodowy - 15 H,O
Kulki szklane

© o N o o b~ WD

Jalowe probowki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 ml i 2 ml oraz koncowki do pipet.

Przed przystapieniem do wykonania ¢wiczenia schlodzi¢ wirdwke do temp. +4°C

oraz przygotowaé blok grzejny o temp. 50°C

Wykonanie ¢wiczenia
Uwaga! Wszystkie czynnosci nalezy wykonywa¢ z zachowaniem warunkow

jalowych. Prace z TRIzolem wykonywa¢ w rekawicach ochronnych.

1. Pobra¢ 2 ml zawiesiny drozdzy do probowki Eppendorfa o poj. 2 ml i odwirowac w przez
3 min. przy 5000 rpm w 4°C.

2. Supernatant odrzuci¢ a osad zawiesi¢ w 1 ml ozigbionej wody, po czym odwirowaé przez
3 min przy 5000 rpm w 4°C.

3. Supernatant odrzuci¢ a osad drozdzy zawiesi¢ w 1 ml TRIzolu i przenie$¢ do probdwki
ze szklanymi kulkami.

4. Mieszaning wytrzasa¢ na wytrzasarce typu vorteks siedem razy po 30 sekund, robiac
przerwy (30 sekund) po kazdych 30 sekundach wytrzasania w celu schtodzenia
probowki z mieszaning w lodzie.

5. Nastepnie zawiesing przenie$¢ do nowej probowki Eppendorfa o poj. 1,5 ml i inkubowa¢
przez 5 min. w 50°C.

6. Po inkubacji zawiesing wirowac przez 1 min, przy 10000 rpm,

13
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7. Przenie$¢ supernatant do nowej proboéwki Eppendorfa o poj.1, 5 ml, doda¢ 200 ul
chloroformu i wytrzasa¢ przez 5 minut.

8. Mieszaning odstawic¢ na 3 min. w temperaturze pokojowej, po czym wirowac przez 15
min., przy 10000 rpm w 4°C

9. Gorng faze wodng przenies¢ do nowej proboéwki Eppendorfa o poj. 1,5 ml, doda¢ 250 ul
izopropanolu i 250 pl buforu do precypitacji (zmniejsza zanieczyszczenie
oligosacharydami i proteoglikanami), zamieszac.

10. Inkubowa¢ mieszanine¢ przez 10 min w temperaturze pokojowej, a nastgpnie wirowac
przez 10 min, przy 10000 rpm w 4°C.

11. Supernatant odrzuci¢, a do proboéwki z osadem RNA doda¢ 0,5 ml 70% ozigbionego
etanolu i delikatnie wymieszaé przez odwracanie.

12. Wirowa¢ przez 5 min, przy 10000 rpm w 4°C.

13. Supernatant odrzuci¢ i pozostawi¢ otwartg probowke Eppendorfa na kilka minut
w temperaturze pokojowej w celu odparowania etanolu. Nie dopusci¢ do catlkowitego
wyschnigcia osadu!

14. Osad rozpusci¢ w 50 ul wody (jesli pojawia si¢ problemy z rozpuszczalno$cia RNA -
inkubowac przez 10 min. w temp. 50°C)

15. Zmierzy¢ stezenie otrzymanego RNA (patrz zalacznik do ¢wiczen). RNA przechowywac

w temp. —70°C do analizy elektroforetyczne;.

Elektroforetyczna analiza RNA

1. Przygotowa¢ 100 ml 1% roztworu agarozy w buforze TAE wedlug przepisu
zamieszczonego w zalaczniku do ¢wiczen.

2. Do probek RNA zawieszonych w wodzie doda¢ réwng objgtos¢ buforu probkowego
do elektroforezy RNA.

3. Nanie$¢ przygotowane probki RNA na Zel.

4. Rozdzial prowadzi¢ przy napieciu 100V dopoki czolo barwnika nie dotrze do 3/4
dhugosci zelu.

5. Po zakonczonej elektroforezie obserwowac rozdzielone RNA pod lampg UV.

Interpretacja wynikow
1. Poréwnac sktad preparatow poddawanych elektroforezie.

2. Okresli¢ masy czasteczkowe rozdzielonych czasteczek RNA.

14
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Izolacja kinaz bialkowych z drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Kinazy biatkowe uczestnicza w regulacji wielu proceséw metabolicznych, biorg udziat
w transmisji sygnatéw przez btony, reguluja procesy wzrostu i roznicowania si¢ komorek.

Oczyszczanie enzymoOw jest stosowane w badaniach ich struktury i funkcji. W tym
celu stosuje sie¢ metody chromatografii jonowymiennej, chromatografii powinowactwa
1 sgczenia molekularnego, w ktérych wykorzystuje si¢ takie cechy biatek enzymatycznych
jak: tadunek, powinowactwo wigzania do no$nikow, wielko§¢. Ponizej podana jest jedna
z metod oczyszczania bialek przez rozdziat w procesie chromatografii jonowymiennej (ang.
ion exchange chromatography — IEC). Rozdziat biatek w technice IEC polega na odwracalnej
adsorpcji obdarzonych tadunkiem elektrycznym makromolekul na no$niku jonowymiennym
(Jonowymieniaczu). Jonowymieniacz to ztoze chromatograficzne z unieruchomionymi na
powierzchni polarnymi czasteczkami posiadajacymi tadunek elektryczny okreslonego znaku.
W zalezno$ci od tego jakie jony wigze jonowymieniacz, mOwimy O anionowymieniaczu
(anionicie) — wiazacym aniony lub o kationowymieniaczu (kationicie) — wigzacym kationy.

Celem ¢wiczenia jest oczyszczenie kinaz biatkowych PKA i CK2 z frakeji

cytoplazmatycznej komoérek drozdzy na DEAE-celulozie (anionit) i P-11 celulozie (kationit).

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowigzany
do samodzielnego zapoznania si¢ z kartg charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W katalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje a nastepnie pobrad
dolaczona do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwroci¢ na sekcje:
wldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. Wysolony supernatant postrybosomalny z drozdzy S. cerevisiae
2. DEAE-celuloza (DE-52) i P-11 celuloza wyrownowazone w buforze do preparatyki
kinaz biatkowych

3. Bufor C (do preparatyki kinaz biatkowych)
50 mM Tris — HCI, pH 7,5
0,5mM EDTA
6 mM B- MET
0,5 mM PMSF

15


http://www.poch.com.pl/
http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

© © N o g &

Zaktad Biologii Molekularnej UMCS, wrzesien 2019

0,2 M NaCl w buforze C

0,4 M NaCl w buforze C

0,7 M NaCl w buforze C

Bufor C z dodatkiem 50% glicerolu
Waz dializacyjny

Wirowka szybkoobrotowa Allegra

Wykonanie ¢wiczenia

Chromatografia na DEAE-celulozie
Do 5 ml celulozy doda¢ odpowiednig ilos¢ wysolonej frakcji cytoplazmatycznej,
przyjmujac, ze 1 ml DE-52 wigze 5 mg bialka.
Delikatnie miesza¢ przez 10 min., a nast¢gpnie doda¢ 5 ml buforu C, zamieszac,
odwirowa¢ (jesli nie zaznaczono inaczej wszystkie wirowania wykonywacé przy
4000 rpm przez 5 min. w 4°C) i zebraé supernatant (frakcja 1 — zawierajaca biatka
niewigzace si¢ do DE-52),
Do DE-52 doda¢ 40 ml 0,2 M NaCl w buforze C, zamiesza¢, odwirowa¢ i odrzucié¢
supernatant.
Powtérzy¢ pkt 3.
Do DE-52 doda¢ 5 ml 0,4 M NacCl (w celu elucji biatek zwigzanych z DE-52), mieszac

przez 10 min. i po odwirowaniu zebra¢ supernatant (frakcja 2).

Oczyszczanie PKA na P-11 celulozie
Supernatant zawierajacy biatka niewigzace si¢ do DE-52 (frakcja 1) doda¢ do 5 ml P-
11 celulozy, delikatnie miesza¢ przez 10 min. po czym odwirowac¢ 1 supernatant
odrzucié.
Do P-11 celulozy doda¢ 40 ml buforu C, zamieszaé, odwirowa¢ i odrzucié
supernatant.
Powtorzy¢ pkt 2.
Nastepnie do P-11 celulozy doda¢ 5 ml 0,2 M NaCl w buforze C, miesza¢ przez 10
min. po czym odwirowaé 1 zebra¢ supernatant zawierajacy aktywnos$¢ kinazy

biatkowej A.
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. Zebrany supernatant podda¢ dializie (przepis — patrz zatacznik do ¢wiczen) wobec
buforu C z dodatkiem 50% glicerolu. Po zakonczeniu dializy roztwor przechowywac
w temp. —20° C.

Oczyszczanie CK2 na P-11 celulozie
. Supernatant ulegajacy elucji przy 0,4 M NaCl (frakcja 2) rozcienczy¢ dwukrotnie
buforem C i doda¢ do 5 ml P-11 celulozy, delikatnie miesza¢ przez 10 min. po czym
odwirowac i supernatant odrzucic.
Do P-11 celulozy doda¢ 40 ml 0,2 M NaCl w buforze C, zamieszaé, odwirowaé
1 odrzuci¢ supernatant.
. Powtérzy¢ pkt 2.
. Nastepnie do P-11 celulozy doda¢ 5 ml 0,7 M NaCl w buforze C, miesza¢ przez 10
min. po czym odwirowaé i zebra¢ supernatant zawierajacy aktywno$¢ kinazy
biatkowej CKIL
. Zebrany supernatant podda¢ dializie (przepis — patrz zatacznik do ¢wiczen) wobec
buforu C z dodatkiem 50% glicerolu. Po zakonczeniu dializy roztwor przechowywac
w temp. —20° C.
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Lokalizacja i regulacja aktywnosci kinazy bialkowej CK2

Kinaza biatkowa CK2 (dawniej nazywana kinazg kazeinowa II) jest tradycyjnie
klasyfikowana jako kinaza serynowo-treoninowa, niezalezna od wtornych przekaznikow.
Niemniej pojawity si¢ doniesienia o zdolnosci CK2 do fosforylacji bialek w resztach
tyrozynowych. Wykazano m.in., ze jadrowe biatko immunofilina FPR3 u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae jest fosforylowane w reszcie tyrozyny w pozycji 183 przez CK2,
co czyni ja kinazg o podwojnej specyficznosci. Lista przypuszczalnych fizjologicznych
substratow tego enzymu zawiera ponad 300 biatek, wsrdd ktérych znajdujg sie syntaza
glikogenu, receptor insuliny, biatka c-Myc i c-Myb czy topoizomerazy DNA | i Il. Kinaza
bialkowa CK2 jest szeroko rozpowszechniona w organizmach eukariotycznych. W
wiekszosci z nich wystepuje jako tetrameryczny kompleks skladajacy si¢ z dwoch
podjednostek katalitycznych (o 1/lub o’) i dwoch podjednostek regulatorowych p.
W fosforylowanym biatku CK2 rozpoznaje reszt¢ seryny lub treoniny w sekwencji Ser/Thr —
X=X - Asp/Glu/pSer/pThr/pTyr, gdzie X oznacza dowolny aminokwas.

Celem (¢wiczenia jest wykazanie obecnosci CK2 w formie zasocjowanej
z rybosomami i wolnej w cytoplazmie komorki drozdzowej oraz okreslenie specyficznosci

substratowej 1 wptywu efektorow na aktywnos$¢ tej kinazy.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z kartg charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym c¢wiczeniu. Karty charakterystyki dost¢pne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje a nastepnie pobraé
dolaczona do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynnikKi

1. Preparat enzymatyczny kinazy CK2 po oczyszczeniu na DE-52 celulozie i P-celulozie
2. Frakcja mikrosomalna i rybosomy surowe o stgzeniu 15 mg/ml
3. Bufor do oznaczania aktywnosci kinaz — 10 x stezony:

200 mM Tris-HCI, pH 7,5

150 mM MgCl,

60 mM B-MET

4. Substraty dla kinaz biatkowych — 10 x stezone:
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fosfityna (30 mg/ml)
kazeina defosforylowana (30 mg/ml)
histon 1A (3 mg/ml)
protamina (3 mg/ml)
rybosomalne biatka P (3 mg/ml)
. 0,5 mM polilizyna
. Heparyna — 50 pg/ml

. 3mM GTP

. [y*?P]ATP
10. Kwas octowy 30% i 15%
11. Kwas trdjchlorooctowy 10% 1 5%
12. Krazki z bibuly szklanej i P-81

5
6
7. 2 mM spermina
8
9

13. Ptyn scyntylacyjny
14. Odczynniki i zestaw do elektroforezy SDS-PAGE (patrz zatacznik do éwiczen)

Wykonanie ¢wiczenia

Ustalenie optymalnej ilo$ci enzymu
Optymalng dla przebiegu reakcji ilos¢ enzymu ustali¢ badajac aktywno$¢ kinazy

biatkowej CK2 wobec kazeiny jako substratu. Mieszanina reakcyjna w koncowej objetosci 50
pl zawiera:

20 mM Tris-HCI, pH 7,5

15 mM MgCl,

6 mM B-MET

30uM [y*?P] ATP

150 pg kazeiny

2 - 10 pl frakeji enzymatycznej
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Sktadniki mieszaniny reakcyjnej dodawaé wedtug kolejnosci przedstawione;j

w ponizszej tabeli (w pl):

Proboéwka nr
Sktadniki mieszaniny reakcyjnej 1 2 3 4 5 6
H,0 uzupeti¢ do objetosci 50 ul
Bufor do oznaczania aktywnosci kinaz 5 5 5 5 5 5
Kazeina - 5 - 5 - 5
[y**P] ATP 5|5 5 5 5 5
Frakcja enzymatyczna 2 2 5 5 10 10

Inkubacje prowadzi¢ 20 min. w temp. 30°C. Reakcje zatrzymaé przez dodanie 100 pl
10% TCA w celu precypitacji bialek a nastgpnie przesaczy¢ na filtrach z bibuty szklanej,
przemywajac dwa razy po 5 ml roztworu 5% TCA. Krazki wysuszy¢ i umiesci¢ w ptynie

scyntylacyjnym. Zliczy¢ radioaktywnos¢.

Okreslenie specyficznosci substratowej kinazy biatkowej CK2
Zbada¢ aktywno$¢ kinazy biatkowej CK2, uwzgledniajac optymalng ilo§¢ enzymu,
z wykorzystaniem ponizej podanych substratow. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej dodawaé

wedlug schematu podanego dla ustalenia optymalnej ilosci enzymu.

Lp. Substrat Wyjsciowe stezenie substratu | Koncowe stgzenie substratu
(w mieszaninie inkubacyjnej)

1. fosfityna 30 mg/ml 3 mg/ml

2. kazeina 30 mg/ml 3 mg/mi

3. | rybosomalne biatka P 3 mg/ml 0,3 mg/ml

4. protamina 3 mg/ml 0,3 mg/ml

5. histon 1A 3 mg/mi 0,3 mg/mi

Inkubacje prowadzi¢ 20 min. w temp. 30°C. Reakcje w probdéwkach zawierajagcych
fosfityng, kazeing i rybosomalne biatka P zatrzyma¢ przez dodanie 100 pl 10% TCA,
a nastepnie przesaczy¢ na filtrach z bibuly szklanej, przemywajac dwa razy po 5 ml 5%
roztworem TCA po czym wysuszy¢ i umiescic w plynie scyntylacyjnym. Zliczy¢

radioaktywnos$¢. W przypadku probek zawierajacych protaming i histon IIA bezposrednio po
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inkubacji nanosi¢ po 40 ul mieszaniny inkubacyjnej na krazki z bibuty P-81. Krazki ptukac
przez 10 min. kolejno w 30% 1 15% kwasie octowym a nastgpnie wysuszy¢ i umiesci¢

w ptynie scyntylacyjnym. Zliczy¢ radioaktywnos$¢.

Badanie wptywu efektorow na aktywnos¢ CK2
Zbada¢ wplyw polilizyny i heparyny na aktywno$¢ kinazy biatkowej CK2,
(uwzgledniajac optymalng ilo$¢ enzymu), wobec kazeiny jako substratu. Koncowe stezenie
polilizyny w mieszaninie inkubacyjnej powinno wynosi¢ 0,05 mM, 0,1 mM i 0,2 mM, za$
heparyn¢ nalezy dodawa¢ do koncowego stezenia rownego 5 pg/ml oraz 10 pg/ml. Sktadniki
mieszaniny reakcyjnej dodawaé¢ i1 inkubacj¢ prowadzi¢ wedlug schematu podanego dla

ustalenia optymalne;j ilosci enzymu.

Lokalizacja CK2 w formie zasocjowanej z rybosomami

Wystgpowanie kinazy CK2 w formie zasocjowanej z rybosomami mozna wykazaé
inkubujac rybosomy ze zrodlem reszty fosforanowej, np. [y**P] ATP, w obecnosci efektorow
aktywnos$ci CK2, bez dodawania preparatu egzogennej kinazy.

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej dodawa¢ wedtug kolejnosci przedstawionej

w ponizszej tabeli (w pl):

Probowka nr

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej 1 2 3 4 5 6
H,0 uzupeti¢ do objetosci 50 pl
Bufor do oznaczania aktywnosci kinaz ) ) 5 5 5) 5)
Mikrosomy 10 | - - - - -
Rybosomy surowe - 10| 10 10 10 10
Heparyna - - 5 10 - -
Spermina - - - - 5 -
GTP - - - - - 5
[y**P] ATP 10|10 | 10 | 10 | 10 | 10

1. Mieszanine inkubowa¢ 30 min. w temp. 30°C, po czym doda¢ 20 pl buforu
probkowego do elektroforezy biatek w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

w celu zatrzymania reakcji.
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2. Przygotowa¢ 13,8 % zel poliakrylamidowy do elektroforezy biatek w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE) wedtug przepisu w zalaczniku do ¢wiczen.

3. Probki zawieszone w buforze probkowym ogrzewac przez 3 minuty W temperaturze
90°C. Bezposrednio po ogrzaniu nanosi¢ na zel po 20 ul przygotowanych probek.
Rozdziat prowadzi¢ pod napi¢ciem 150V tak dtugo, az barwnik przesunie si¢ do konca
zelu separujgcego. Po rozdziale biatka wybarwi¢ biekitem Coomassie (patrz zatacznik

do ¢wiczen), wysuszy¢, a nastepnie podda¢ autoradiografii.

Interpretacja wynikow
1. Okresli¢, ktore biatka ulegaja fosforylacji przez kinaze¢ biatkowa CK2.
2. Porowna¢ wptyw poszczegdlnych efektorow na aktywnos¢ kinazy CK2.
3. Poréwnaé¢ poziom fosforylacji mikrosoméw i rybosomoéw surowych przez

kinaze biatkowg CK2 zasocjowang z rybosomami.
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Aktywacja i specyficznos¢ substratowa kinazy zaleznej od cAMP

Kinaza biatkowa zalezna od cAMP, zwana takze kinazg A (PKA) nalezy do najlepiej
poznanych wielofunkcyjnych kinaz serynowo-treoninowych. Substratami dla tej kinazy sa
m.in. bialka histonowe, biatko S6 podjednostki rybosomowej 40S, syntaza glikogenu. PKA
jest holoenzymem sktadajacym si¢ z dwoch podjednostek regulatorowych (R) i dwoéch
podjednostek katalitycznych (C). W obecnosci cAMP w komorce nastgpuje aktywacja kinazy
w wyniku dysocjacji nieaktywnego holoenzymu na dimer podjednostek regulatorowych i dwa
aktywne monomery podjednostki katalitycznej wedtug wzoru:

R,C, + 4CAMP  —» Ry(CAMP), +2C

W warunkach in vitro, aktywacje¢ kinazy A mozna przeprowadzi¢ drogg kontrolowanej
proteolizy przy uzyciu trypsyny, ktora odcina w podjednostce regulatorowej kinazy A
domeng wigzaca cykliczne nukleotydy, co prowadzi do aktywacji kinazy. Podjednostki
regulatorowe sg istotne dla lokalizacji PKA w komorce. Przy udziale biatek AKAP (ang. A-
kinase anchoring protein) wigzacych si¢ z jednej strony do podjednostek regulatorowych
PKA a z drugiej do bialek cytoszkieletu czy membran organelli kinaza A jest kierowana do
okreslonych miejsc w komorce.

Celem ¢wiczenia jest okreslenie specyficzno$ci substratowej kinazy A oraz sposobdw

jej aktywaciji.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancj¢ a nastepnie pobraé
dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. Preparat enzymatyczny kinazy A po oczyszczeniu na DE-52 celulozie i P-celulozie

2. Bufor do oznaczania aktywnosci kinaz — 10 x stezony

3. Substraty dla kinaz biatkowych — 10 x stezone (patrz str. 39)
4. 20 uM cAMP

5. 20 uM cGMP

6. [y*P]ATP
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7. Bufor T — 10 x stezony:
100 mM Tris-HCI pH 8,0
100 mM B-MET
8. BSA 6 mg/ml
9. Trypsyna 40 pg/ml w 1 mM HCI
10.1 mM HCI
11. Inhibitor trypsyny 0,4 mg/ml
12. Kwas octowy 30% i 15%
13. Kwas trdjchlorooctowy 10% 1 5%
14. Krazki z bibuty szklanej oraz P-81

15. Ptyn scyntylacyjny

Wykonanie ¢wiczenia

Ustalenie optymalne;j ilosci enzymu

Optymalng dla przebiegu reakcji ilo§¢ enzymu ustali¢ badajac aktywnos$¢ kinazy PKA

wobec protaminy jako substratu. Mieszanina reakcyjna w koncowej objetosci 50 pul zawiera:
20 mM Tris-HCI, pH 7,5
15 mM MgCl,
6 mM B-MET
30uM [y*2P] ATP
15 pg protaminy
2 uM cAMP
2 - 10 pl frakeji enzymatyczne;j
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Sktadniki mieszaniny reakcyjnej dodawaé wedtug kolejnosci przedstawione;j

w ponizszej tabeli (w pl):

Proboéwka nr

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej 1 2 3 4 5 6
H,0 uzupeti¢ do objetosci 50 ul
Bufor do oznaczania aktywnosci kinaz 5 5 5 5 5 5
Protamina 5|5 5 5 5 5
cAMP - 5 - 5 - 5
[y**P] ATP 5|5 5 5 5 5
Frakcja enzymatyczna 2 2 5 5 10 10

Inkubacje prowadzi¢ 20 min. w temp. 30°C. Bezposrednio po inkubacji nanosi¢ po 40 pl
mieszaniny inkubacyjnej na krazki z bibuty P-81. Krazki ptuka¢ po 5 min. kolejno w 30%
1 15% kwasie octowym a nastgpnie wysuszy¢ 1 umie$ci¢ w plynie scyntylacyjnym. Zliczy¢
radioaktywnosc.

Okreslenie specyficzno$ci substratowej kinazy A
Zbada¢ aktywno$¢ kinazy A, uwzgledniajac optymalng ilo$¢ enzymu, z
wykorzystaniem ponizej podanych substratow. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej dodawaé
wedlug schematu podanego dla ustalenia optymalnej ilosci enzymu (zamiast protaminy

dodawac¢ podane ponizej substraty).

Lp. Substrat Wyjsciowe stezenie substratu | Koncowe stezenie substratu
(w mieszaninie inkubacyjnej)

1. fosfityna 30 mg/ml 3 mg/mi

2. kazeina 30 mg/ml 3 mg/ml

3. histon 1A 3 mg/ml 0,3 mg/ml

4. protamina 3 mg/mi 0,3 mg/mi

5. | rybosomalne biatka P 3 mg/ml 0,3 mg/ml

Inkubacje¢ prowadzi¢ 20 min. w temp. 30°C. W probowkach zawierajacych fosfityne,
kazeing 1 rybosomalne biatka P, reakcj¢ zatrzymaé przez dodanie 100 pl 10% TCA,
a nastepnie przesgczy¢ na filtrach z bibuly szklanej, przemywajac, dwa razy po 5 ml,

5% roztworem TCA, po czym wysuszy¢ i umiesci¢ w ptynie scyntylacyjnym. Zliczy¢
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radioaktywno$¢. W przypadku probek zawierajacych protaming i histon IIA bezposrednio po
inkubacji nanosi¢ po 40 pl mieszaniny inkubacyjnej na krazki z bibuty P-81. Krazki ptukaé
przez 10 min. kolejno w 30% 1 15% kwasie octowym, a nast¢gpnie wysuszy¢ i umiescic¢

w ptynie scyntylacyjnym. Zliczy¢ radioaktywnos$¢.

Badanie wptywu cGMP na aktywnos¢ kinazy A

Zbada¢ wplyw cGMP na aktywnos$¢ kinazy A (uwzgledniajagc optymalng ilo$¢

enzymu), wobec protaminy jako substratu. Koncowe stg¢zenie ¢cGMP w mieszaninie

inkubacyjnej powinno wynosi¢ 2 uM i 4 uM. Skifadniki mieszaniny reakcyjnej dodawac,

a takze inkubacje prowadzi¢ wedlug schematu podanego dla ustalenia optymalnej ilosci
enzymu (zamiast cAMP dodawa¢ cGMP).

Aktywacja kinazy A drogg kontrolowanej proteolizy
Preparat kinazy A podda¢ inkubacji z trypsyna i bez trypsyny. Skladniki mieszaniny

reakcyjnej dodawac¢ wedtug kolejnos$ci przedstawionej w ponizszej tabeli (w pl):

Probéwka nr
Sktadniki mieszaniny reakcyjnej 1 2

H,0 uzupetni¢ do objetosci 50 pl
Bufor T — 10x stezony 5 5
BSA — 6 mg/ml 5 5
HCl-1mM 5 -
Trypsyna — 40 pg/ml - 3)
Preparat kinazy A 20 20

Inkubacje prowadzi¢ 15 min. w temp. 30°C, po czym doda¢ 5 pl sojowego inhibitora
trypsyny w celu zatrzymania reakcji. Nastegpnie w obu preparatach enzymatycznych
sprawdzi¢ aktywnos¢ kinazy A wobec protaminy jako substratu w obecnosci cAMP 1 bez

CAMP wedtug schematu podanego dla ustalenia optymalnej ilo$ci enzymu.
Interpretacja wynikow

1. Okresli¢, ktore biatka ulegaja fosforylacji przez kinazg A.
2. Wymieni¢ sposoby aktywacji kinazy A.
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Izolacja jader komorkowych i histonow

U organizmow eukariotycznych, wiekszos¢ DNA znajduje si¢ W wyspecjalizowanych
organellach — jadrach komorkowych. DNA jadrowy wystepuje w postaci kompleksu
nukleoproteinowego, zwanego chromatyng. Podstawowg jednostka strukturalng chromatyny
jest nukleosom. W sktad nukleosomu wchodzi tzw. czastka rdzeniowa (ang. core particle),
czasteczka histonu H1 i fragment DNA o dlugosci ok. 190-220 pz. Czastk¢ rdzeniowa tworzy
kompleks o$miu histonéw (oktamer) zwanych histonami rdzeniowymi (po dwie czasteczki
histonow H2A, H2B, H3 i H4). Wokot oktameru owinigty jest odcinek DNA o dtugosci 140-
150 pz. Pozostalg czes¢ stanowi tgcznikowy DNA (ang. linker DNA) o diugosci 50-70 pz
z ktorym oddzialuje pojedyncza czasteczka histonu H1. Znanych jest wiele wariantow
sekwencyjnych histonu H1, wystepujacych w okre§lonych tkankach lub etapach rozwoju
danego organizmu. Na przyktad w jadrzastych erytrocytach ptakow zamiast histonu H1
wystepuje histon HS.

Histony moga podlega¢ szeregu modyfikacjom potranslacyjnym, np. acetylacji,
metylacji, fosforylacji czy ubikwitynacji. Modyfikacje te majg istotne znaczenie w regulacji
stopnia upakowania DNA 1 jego dostepnosci dla replikacji 1 transkrypcji np. acetylacja reszt
lizyny na N-koncu tancucha polipeptydowego histonéw rdzeniowych zmniejsza ich
powinowactwo do DNA, co powoduje rozluznienie struktury chromatyny i zwigkszenie
poziomu ekspresji genow. Warto zauwazy¢, ze wplyw modyfikacji potranslacyjnych
histonéw na stopien kondensacji chromatyny i ekspresj¢ genow nie zalezy tylko od rodzaju
modyfikacji ale takze od miejsca wystgpienia takiej modyfikacji na biatku histonowym,
np. metylacja reszty lizyny w pozycji 9 tancucha polipeptydowego histonu H3 powoduje
zwiekszenie stopnia upakowania chromatyny i wyciszenie ekspresji genow za§ metylacja
reszty lizyny w pozycji 4 wpltywa na rozluznienie struktury chromatyny. Wysunieto wigc
hipotezg ,.kodu histonowego”, ktora zaktada, ze istnieja pewne okreslone wzory modyfikacji
histonéw odpowiedzialne za zachodzenie konkretnych procesow w komorce.

Material badawczy do ¢wiczen stanowi linia komérkowa fibroblastow mysich NIH
3T3 lub linia komoérkowa wywodzaca si¢ z komorek raka szyjki macicy HelLa. Komorki
hodowane sa na ptytkach Petriego (10x14cm) odpowiednio w plynie hodowlanym DMEM
i RPMI, w temperaturze 37°C i w atmosferze 5% CO,. Celem ¢wiczenia jest otrzymanie
preparatow zawierajacych wszystkie biatka jadrowe oraz izolacja histonéw z jader komorek

linii NIH 3T3 lub HeLa. Histony oczyszcza si¢ z jader komorkowych wykorzystujgc zdolnos¢

27


http://pl.wikipedia.org/wiki/Histony
http://pl.wikipedia.org/wiki/Lizyna
http://pl.wikipedia.org/wiki/Lizyna

Zaktad Biologii Molekularnej UMCS, wrzesien 2019

tych biatek do rozpuszczania si¢ w kwasach nieorganicznych, np. 0,25M HCI lub 0,2M
H,SOq.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje a nastepnie pobraé
dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
wldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. Hodowla komodrkowa fibroblastow mysich NIH 3T3 lub komoérek HelLa o ggstosci
komorek ok. 90% (trzy ptytki Petriego na jeden zespot studentow)
2. Bufor PBS
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM Na;HPO4
2 mM KH;PO4 pH 7,5
3. Bufor do izolacji jader:
200 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM NaCl
250 mM sacharoza
1 mM EDTA
0,5% Triton X-100
4. Bufor probkowy do elektroforezy bialek w zZelu poliakrylamidowym
SDS-PAGE (4x stgzony)
0,25 M HCI
Aceton (ozigbiony)
Zdrapywacz do komorek

Homogenizator szklano-teflonowy o pojemnosci 2 ml

© oo N o O

Jatowe probowki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 1 2 ml oraz koncéwki do pipet.

Przed przystapieniem do wykonania éwiczenia przygotowaé blok grzejny o temp. 95°C

oraz schlodzi¢ wirowke do temp. 4°C
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Wykonanie ¢wiczenia
Uwaga! Jesli nie zaznaczono inaczej, ponizsze czynnosci nalezy wykonywa¢é

w temp. +4°C

Otrzymywanie jader z fibroblastow mysich NIH 3T3 lub komorek HelLa

1. Trzy ptytki Petriego z komérkami fibroblastow mysich o gestosci ok. 90% przenies¢
na 16d i $ciggnac¢ pipetg ptyn hodowlany.

2. Przeptluka¢ komorki na kazdej ptytce 5 ml ozigbionego buforu PBS.

3. Po $ciagnigciu pipeta buforu PBS zeskrobac¢ komorki fibroblastow z ptytek za pomoca
specjalnego zdrapywacza do komorek. Zawiesing komorek sptukaé ze wszystkich
ptytek 3 ml ozigbionego PBS i przenies¢ do dwoch probowek Eppendorfa o poj. 2 ml.

4. Komorki odwirowa¢ przy predkosci 2500 rpm przez 5 min. Supernatant odrzucic,
a osad z obu probowek zawiesi¢ tgcznie w 1,5 ml buforu do izolacji jader i inkubowac
20 min. w lodzie.

5. Przenies¢  zawiesing komoérek do  homogenizatora  szklano-teflonowego
1 dezintegrowa¢ wykonujac 40 ruchéw teflonowym tltoczkiem (stopien dezintegracji
mozna zweryfikowac¢ przy uzyciu mikroskopu $wietlnego).

6. Uzyskany dezintegrat komoérek przenies¢ do proboéwki Eppendorfa o poj. 2 ml
i odwirowac przy predkosci 2000 rpm przez 10 min.

7. Supernatant (zawierajacy biatka cytoplazmatyczne) przenies¢ do nowej probowki
Eppendorfa, oznaczy¢ w nim stezenie biatka metodg Bradford (przepis w zalgczniku
do ¢wiczen), a nastgpnie przygotowaé probki do elektroforezy SDS-PAGE
zawierajace po 15 pg i 30 pg biatka (przepis w zataczniku do ¢wiczen). Gotowe
probki  do analizy metoda SDS-PAGE przechowywaé¢ w temp. -20°C do kolejnych
¢wiczen.

8. Do osadu jader doda¢ 1 ml buforu PBS, kilkukrotnie przepipetowaé zawarto$¢
probowki (probowka nr 1) w celu jej doktadnego wymieszania a nastepnie przeniesé¢
0,3 ml do nowej probowki Eppendorfa (probowka nr 2). Obie probowki Eppendorfa
odwirowa¢ przy 2000 rpm przez 10 min. Po odwirowaniu delikatnie usung¢ z

probowek supernatant przy pomocy pipety.
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Izolacja bialek jadrowych

. Osad jader z probowki nr 2 zawiesic w 30 ul buforu probkowego
do elektroforezy SDS-PAGE (1x stezony).

. Probke dokladnie wymiesza¢ i inkubowaé w temp. 95°C przez 5 min.
W wyniku uwolnienia DNA z jader zawiesina przyjmuje galaretowatg konsystencje.

. Po inkubacji probke odwirowaé przy predkosci 10000 rpm przez 5 min. Supernatant

zawierajacy biatka jadrowe przenie$¢ do nowej probowki Eppendorfa i zamrozic.

Izolacja histonéw z uzyciem 0,25 M HCI

. Osad jader z probowki nr 1 zawiesi¢ w 50 pul 0,25 M HCI .

. Probke pozostawi¢c w temp. pokojowej na 25 min. (ekstrakcja histonow),
a nastgpnie odwirowac przy predkosci 2000 rpm przez 10 min.

Supernatant zawierajacy histony przenies¢ do nowej probowki Eppendorfa o poj.
1,5ml.

. Do osadu doda¢ ponownie 50 pl 0,25 M HCI, doktadnie wymiesza¢ i pozostawi¢
na 25 min. w temp. pokojowej (ponowna ekstrakcja w celu zwigkszenia wydajnosci).

. Probke odwirowacé przy predkosci 2000 rpm przez 10 min.

. Uzyskane supernatanty, zawierajace histony, potgczy¢.

. Whytraca¢ histony z supernatantu przez dodanie 8 objetosci (0,8 ml) ozigbionego
acetonu. Cato$¢ pozostawi¢ do kolejnych ¢wiczen (minimum na 24 godziny)
w temp. -20°C.
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Analiza skladu bialkowego chromatyny

Cwiczenie ma na celu dokonanie analizy bialek jadrowych technikg elektroforezy
jednokierunkowej w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych SDS-PAGE

(metoda Laemmli’ego).

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowigzany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢éwiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje¢ a nastepnie pobraé
dolaczona do niej karte charakterystyki. Szczegélny nacisk nalezy zwroci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. Aceton (ozigbiony)
2. Odczynniki i zestaw do elektroforezy SDS-PAGE (patrz zatacznik do ¢wiczen)
3. Preparaty biatek jadrowych, cytoplazmatycznych i histonéw otrzymane w poprzednim

¢wiczeniu

Przed przystapieniem do wykonania éwiczenia przygotowaé blok grzejny o temp. 90°C

oraz schlodzi¢ wirowke do temp. 4°C

Wykonanie ¢wiczenia

1. Przygotowaé¢ 13,8 % zel poliakrylamidowy do elektroforezy biatek w warunkach
denaturujgcych wedtug przepisu zamieszczonego w zalgczniku do ¢wiczen.

2. Probki z wytrgconymi histonami odwirowac przy predkosci 10000 rpm przez 15 min.
w 4°C w celu otrzymania osadu biatek histonowych. Nastgpnie osad przemy¢ 1 ml
ozigbionego acetonu i wysuszy¢ na powietrzu. Osad biatek histonowych zawiesi¢
w 30 ul buforu probkowego do elektroforezy SDS-PAGE (1x stgzony).

3. Probki zawierajace wszystkie biatka jadrowe, wyizolowane histony, biatka
cytoplazmatyczne oraz wzorce bialkowe zawieszone w buforze probkowym do
elektroforezy SDS-PAGE ogrzewaé przez 3 min. W temp. 90°C. Bezposrednio po

ogrzaniu nanosi¢ na zel po 30 pl przygotowanych probek. Rozdzial prowadzi¢ pod
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napi¢ciem 150V, tak dlugo, az barwnik przesunie si¢ do konca zelu separujacego. Po

rozdziale biatka wybarwi¢ biekitem Coomassie (patrz zatacznik do ¢wiczen).
Interpretacja wynikow

1. Poréwnac¢ sktad biatkowy preparatow poddawanych elektroforezie.

2. Okresli¢ masy czasteczkowe biatek histonowych.
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Trawienie DNA chromatyny nukleaza ze Staphylococcus aureus

Nukleaza ze Staphylococcus aureus (MN-aza, nukleaza mikrokokowa) jest
stosunkowo niespecyficzng endonukleaza, gdyz tnie zarowno jedno- jak i dwuniciowe kwasy
nukleinowe, chociaz bardziej aktywna jest wobec substratow jednoniciowych. Cigcie DNA
lub RNA nastepuje preferencyjnie w regionach bogatych w AT lub AU. Zmieszana
z chromatyng MN-aza tnie fragmenty DNA, ktore nie sg chronione przez zwigzanie
z biatkami. Dlatego tez w wyniku dziatania MN-azy na chromatyn¢ otrzymuje si¢ szereg
fragmentow odpowiadajagcych mono- i oligonukleosomom. Enzym ten wykazuje swoja
aktywno$¢ w obecnosci jonow Ca*. Reakcje trawienia chromatyny przez MN-aze¢ mozna
zahamowac stosujac odpowiednie stezenie EGTA lub EDTA, ktore dziatajg jako chelatory
jonéw dwuwarto$ciowych.

Cwiczenie ma na celu otrzymanie mieszaniny oligonukleosoméw w wyniku trawienia
chromatyny jader fibroblastow mysich NIH 3T3 lub komoérek Hela przez niespecyficzng

endonukleazg ze Staphylococcus aureus.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
s pod n/w adresami Www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancj¢ a nastepnie pobraé
dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. Hodowla komérkowa fibroblastéw mysich NIH 3T3 lub komoérek HelLa o gestosci
komorek ok. 90% (trzy ptytki Petriego na jeden zespot studentow)
Bufor PBS
Bufor do izolacji jader
Zdrapywacz do komorek
Homogenizator szklano-teflonowy o poj. 2 mi

o ok~ w N

Bufor do cigcia MN-aza:
20 mM Tris-HCI, pH 8,8
5mM CaCl,
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7. Roztwor MN-azy w H,O (300 U/ul). Bezposrednio przed ¢wiczeniami rozcienczy¢
MN-aze 240-krotnie (1 pl roztworu MN-azy doda¢ do 239 ul H,0). Uzyskuje si¢
koncowe stezenie 1,25 U/ul

8. 100 mM EDTA

9. 10% SDS

10. Pronaza E — roztwér w H20 o stgzeniu 25 mg/ml

11. Fenol, pH 7,5- 8,0

12. Chloroform

13.5 M NaCl

14.96% etanol (ozigbiony)

15. 70% etanol (ozigbiony)

16. Jatowe probdéwki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 i 2 ml oraz koncoéwki do pipet.

Przed przystapieniem do wykonania éwiczenia przyeotowaé blok grzejny o temp. 37°C

oraz schlodzi¢ wirowke do temp. 4°C

Uwaga! Jesli nie zaznaczono inaczej, ponizsze czynnosci nalezy wykonywa¢

w temp. +4°C
Otrzymywanie jader z fibroblastow mysich NIH 3T3 lub komoérek HelLa

1. Trzy ptytki Petriego z komorkami fibroblastow mysich o gestosci ok. 90% przenies¢
na 16d 1 $ciggnac pipeta ptyn hodowlany.

2. Przeptuka¢ komorki na kazdej ptytce 5 ml ozigbionego PBS.

3. Po usunigciu PBSu, zeskroba¢ komorki fibroblastéw z ptytek za pomoca specjalnego
zdrapywacza do komorek. Zawiesing komorek splukaé ze wszystkich ptytek 3 ml
ozigbionego PBS i przenies¢ do dwoch probowek Eppendorfa o poj. 2 ml.

4. Komorki odwirowaé przy predkosci 2500 rpm przez 5 min. Supernatant odrzucié,
a osad z obu proboéwek zawiesi¢ tacznie w 1,5 ml buforu do izolacji jader i inkubowac
20 min. w lodzie.

5. Przenie§¢  zawiesing komorek do  homogenizatora  szklano-teflonowego
1 dezintegrowa¢ wykonujac 40 ruchéw teflonowym tloczkiem (stopien dezintegracji

mozna zweryfikowa¢ przy uzyciu mikroskopu $wietlnego).
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6. Uzyskany dezintegrat komoérek przenies¢ do probowki Eppendorfa o poj. 2 ml
i odwirowac¢ przy predkosci 2000 rpm przez 10 min.
7. Po odwirowaniu usung¢ z probéwki supernatant przy pomocy pipety, a do osadu jader

doda¢ 1 ml buforu do ciecia MN-azg i doktadnie wymieszaé ( za pomocg pipety).

Trawienie DNA chromatyny MN-aza

Uwaga! Wszystkie czynnosci nalezy wykonywa¢ z zachowaniem warunkow

jalowych. Prace z fenolem wykonywac¢ w rekawicach ochronnych.

1. Zawiesing jader komérkowych odwirowaé przy predkosci 2000 rpm przez 10 min.
Supernatant odrzuci¢, a osad jader zawiesi¢ ponownie w 1 ml buforu do cigcia
MN-aza

2. Doda¢ 5 pl przygotowanego roztworu MN-azy (6,25u) i wymiesza¢ doktadnie
zawartos$¢ probowki.

3. Bezposrednio po dodaniu enzymu przenie$¢ 300 pl mieszaniny do nowej probowki
Eppendorfa o poj. 1,5 zawierajacej 30 upl ozigbionego 100 mM EDTA (czas
trawienia 0).

4. Pozostalg cze$¢ mieszaniny inkubowaé¢ w temp. 37°C. Po uptywie 5 i 10 min. (liczac
od czasu 0) inkubacji, przenosi¢ po 300 ul mieszaniny do nowych probowek
Eppendorfa zawierajacych po 30 pl ozigbionego 100 mM EDTA.

5. Do tak otrzymanych probek doda¢ po 5 pl 10% SDS i 3 pl roztworu pronazy.

6. Inkubowaé probki przez 30 min. w temp. 37°C (trawienie biatek jadrowych). Reakcje
zatrzymac przez dodanie 34 pul 10% SDS.

7. Do kazdej probowki doda¢ po 400 ul fenolu i wytrzgsaé cato$¢ przez 10 min.
(ekstrakcja DNA) po czym odwirowac przez 5 min. (jesli nie zaznaczono inaczej
wszystkie wirowania wykonywa¢ przy 10000 rpm w 4°C) w celu rozdzielenia faz.

8. Gorne fazy wodne przenies¢ do nowych probowek Eppendorfa, doda¢ po 400 pul
chloroformu i1 wytrzasaé przez 5 min. (usuwanie resztek fenolu), a potem odwirowac
przez 5 min.

9. Gorne fazy wodne przenies¢ do nowych probowek Eppendorfa i doda¢ po 6 ul 5M
NaCl oraz 800 ul ozigbionego 96% etanolu. Probki pozostawi¢ w temp. -20°C, w celu

precypitacji DNA, do kolejnych ¢wiczen.
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Elektroforetyczna analiza DNA po trawieniu nukleaza

ze Staphylococcus aureus

Cwiczenie ma na celu dokonanie analizy otrzymanych na poprzednich ¢wiczeniach

preparatow DNA technika elektroforezy w zelu agarozowym.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje a nastepnie pobraé
dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegélny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. Odczynniki i zestaw do elektroforezy kwaséw nukleinowych (patrz zatacznik do
¢wiczen)

2. Preparaty DNA otrzymane w trakcie poprzednich ¢wiczen.

Wykonanie ¢wiczenia

1. Wytracony na poprzednich ¢wiczeniach DNA odwirowa¢ przy predkosci 10000 rpm
przez 15 min. w 4°C, Uzyskany osad DNA przemy¢ 1 ml ozigbionego 70% etanolu,
po czym odwirowa¢ przy 10000 rpm przez 5 min. i wysuszy¢ na powietrzu.

2. Osad DNA rozpusci¢ w 20 pl buforu probkowego do elektroforezy DNA.

3. Przygotowa¢ 80 ml 1% roztworu agarozy w buforze TAE wedlug przepisu
zamieszczonego w zalaczniku do ¢wiczen

4. Na zel agarozowy nanie$¢ otrzymane probki DNA. Rozdziat fragmentow DNA
prowadzi¢ przy napigciu 100V dopdki czoto barwnika nie dotrze do 3/4 dlugosci zelu.
Po zakonczonej elektroforezie obserwowac rozdzielone fragmenty DNA pod lampa
UV. Obrazem trawienia powinna by¢ ,drabinka” prazkéw, ktore odpowiadajg

fragmentom DNA stanowigcym wielokrotno$¢ okoto 200 par zasad.

Interpretacja wynikow
1. Pordwnac obraz elektroforetyczny DNA przed i po trawieniu MN-azg.

2. Okresli¢ wielkos¢ fragmentéw DNA otrzymanych w wyniku dziatania MN-azy.
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Wykrywanie inhibitorow proteaz serynowych

Proteazy (proteinazy, peptydazy) to duza grupa enzymoéw nalezacych do klasy hydrolaz,
przeprowadzajacych hydrolize wigzan peptydowych. Ze wzgledu na mechanizm katalizy

proteazy podzielone zostaty na nastepujace grupy:
e proteazy serynowe,
e proteazy treoninowe,
e proteazy cysteinowe,
e proteazy aspartylowe
e metaloproteazy
e proteazy glutamylowe

Niektore proteazy odcinaja koncowe aminokwasy od lancucha peptydowego
(egzopeptydazy, np. aminopeptydaza N, karboksypeptydaza A), a inne hydrolizuja
wewnetrzne wigzania peptydowe (endopeptydazy, np. trypsyna, chymotrypsyna, pepsyna,
trombina). Proteazy wystepuja w komorkach wszystkich organizméw. Aktywnos$¢ proteaz jest
hamowana przez specyficzne inhibitory.

Ponad jedna trzecig wszystkich znanych enzymow proteolitycznych stanowia proteazy
serynowe. Sa one zaangazowane w roznorodne reakcje w organizmie poczynajac od prostego
trawienia biatek w przewodzie pokarmowym po precyzyjnie regulowane kaskady np. kaskada
krzepnigcia krwi. Centrum aktywne wszystkich proteaz serynowych zawiera trzy, potozone
blisko siebie, reszty aminokwasowe: histydyne, seryne i kwas aspartylowy, tworzace tzw.

triade katalityczng bioraca bezposredni udziat w hydrolizie wigzania peptydowego.

Trombina ( EC 3.4.21.5) to enzym osocza nalezacy do proteaz serynowych. Produkowana
jest z protrombiny osocza pod wptywem tromboplastyny i aktywatorow. Trombina umozliwia
powstanie nierozpuszczalnej fibryny z rozpuszczalnego fibrynogenu umozliwiajac
krzepnigcie krwi. Trombina rozpoznaje sekwencje Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser i przecina
wigzanie peptydowe pomiedzy resztami Arg i Gly. Enzym wykazuje aktywno$¢ w pH 5,0-
10,0 (optimum to pH 8,3) i nie wymaga obecnosci dwuwarto$ciowych jonow metali ani

kofaktorow.

W  ¢wiczeniu biatko, zawierajace sekwencje aminokwasowa rozpoznawang przez
trombing, jest inkubowane z trombing w obecnosci 1 bez inhibitorow proteaz. Po zakonczeniu
inkubacji przeprowadza si¢ elektroforeze badanego biatka w zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) w celu identyfikacji inhibitor6w hamujacych

aktywno$¢ proteolityczng trombiny.
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Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany

do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym c¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html
W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje a nastepnie pobraé

dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
wldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki

1.

© 0o~ w DN

Roztwor biatka zawierajacego sekwencje aminokwasowa rozpoznawang przez
trombing w PBS (wg zalecen prowadzacego ¢wiczenia)
Trombina (2U/ul — bezposrednio przed ¢wiczeniami rozcienczy¢ 50-krotnie w PBS)
EDTA (80 mM roztwér w H,O pH 8,0)
PMSF (16 mM roztwor w etanolu)
Pepstatyna A (16 uM roztwor w metanolu)
Bufor PBS:
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM Na;HPO,
2 mM KH,PO,4 pH 7,5
Odczynnik Bradford
Termoblok

Odczynniki i zestaw do elektroforezy SDS-PAGE (patrz zatacznik do ¢wiczen)

Wykonanie éwiczenia

1.
2.

Oznaczy¢ st¢zenie badanego biatka metodg Bradford (przepis strona 80).

Badane biatko podda¢ inkubacji z trombing w obecnosci 1 bez inhibitoréw proteaz
wedlug ponizszego schematu (na podstawie podanych stezen substancji uzywanych
w do$wiadczeniu, nalezy samodzielnie obliczy¢ objetos¢ tych substancji, ktérg trzeba

doda¢ do probowki):
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Uwaga! Skladniki mieszaniny reakcyjnej dodawa¢ wg przedstawionej kolejnosci

Sktadniki mieszaniny Probéwka nr
reakcyjnej 1 2 3 4 5 6 7
PBS uzupetni¢ do objetosci 40 ul
Trombina (0,04 U/ pul) 0,4U - 0,08U | 04U | 04U 0,4U 0,4U
EDTA 80 mM - - - - 10 mM - -
PMSF 16 mM - - - - - 2 mM -
Pepstatyna A 16 uM - - - - - - 2 uM

Zawarto$¢ probowek doktadnie wymieszaé i inkubowa¢ 10 min. w temperaturze pokojowej,

a nastepnie doda¢ badane biatko

Badane biatko - 10pg | 10pg | 10pg | 10pg | 10pg | 10 pg

3. Mieszanine inkubowaé 30 min. w temp. 37°C, po czym doda¢ 15 ul buforu
probkowego do elektroforezy biatek w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)
w celu zatrzymania reakcji (jesli zachodzi taka potrzeba, probki mozna pozostawié¢ do
kolejnych ¢wiczen w temperaturze -20°C).

4. Przygotowac¢ 13,8 % zel poliakrylamidowy do elektroforezy bialek w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE) wedtug przepisu w zataczniku do ¢wiczen.

5. Probki zawieszone w buforze probkowym ogrzewac¢ przez 3 minuty W temperaturze
90°C. Bezposrednio po ogrzaniu nanosi¢ na zel po 30 pl przygotowanych probek.
Rozdzial prowadzi¢ pod napigciem 150V tak dlugo, az barwnik przesunie si¢ do konca
zelu separujgcego. Po rozdziale biatka wybarwi¢ bigkitem Coomassie (patrz zatacznik

do ¢wiczen).

Interpretacja wynikow

Okresli¢, ktore z badanych inhibitorow hamujg aktywnos$¢ proteolityczng trombiny.
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Badanie aktywnosci enzymatycznej w zelu poliakrylamidowym

na przykladzie inwertazy

Badanie aktywnosci enzymow w zelu poliakrylamidowym jest czesto skuteczng
metoda identyfikacji enzymdéw w nieoczyszczonych preparatach biatkowych. Badanie
aktywnos$ci enzymatyczne] mozna przeprowadza¢ zarowno po rozdziale biatek w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych jak i po elektroforezie w warunkach
natywnych. Wybdr metody zalezy w duzej mierze od wrazliwo$ci badanego enzymu na
obecno$¢ SDS. W przypadku niektorych biatek, ktore nie zachowujg aktywnosci
enzymatycznej w obecnosci SDS, mozna przeprowadzi¢ ich renaturacje poprzez usunigcie
SDS (np. phluczac zel w roztworze 2,5% tritonu X-100). Jednakze nie ma jednej
uniwersalnej, efektywnej metody renaturacji enzymow, totez aktywno$¢ enzymatyczng
niektorych biatek bada si¢ po przeprowadzeniu elektroforezy w warunkach natywnych.

Inwertaza, albo sacharaza (EC 3.2.1.26) katalizuje hydrolize sacharozy bedacej
disacharydem ztozonym z czasteczki a-D-glukozy i czasteczki 3-D-fruktozy potaczonych
wigzaniem al-B2 glikozydowym. Po rozerwaniu wigzania powstaje rownomolarna
mieszanina czasteczek glukozy i fruktozy. Inwertaza jest syntetyzowana przez wiele
szczepow drozdzy i bakterii. Ilo§¢ enzymu produkowana przez mikroorganizm waha si¢
znacznie w zalezno$ci od gatunku, szczepu, czy dostgpnego zrodlta wegla. Drozdze
Saccharomyces cerevisiae wytwarzaja zarowno wewnatrz- jak i zewngtrzkomorkowa
inwertazg. Zewnatrzkomorkowa inwertaza wystepuje w formie wysoce glikozylowanego
homodimeru wydzielanego do przestrzeni periplazmatycznej. Wewnatrzkomorkowa
inwertaza rowniez tworzy homodimer ale nie ulega glikozylacji. Inwertaza jest
powszechnie stosowana w przemysle spozywczym do produkcji fruktozy czy
w biosensorach do statego monitorowania poziomu sacharozy.

Celem ¢wiczenia jest identyfikacja aktywnosci enzymatycznej inwertazy z drozdzy

S. cerevisiae po rozdziale w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z kartg charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym éwiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html
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W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancj¢ a nastepnie pobraé

dolaczona do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwroci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki

1.

o a ~ wDn

20-godzinna hodowla drozdzy S cerevisiae, szczep W303 (50 ml na zespot studentéw)
(NH4)SO4 cz. d. a. w postaci stalej

10 mM bufor fosforanowy pH 7,0

10 mM bufor fosforanowy pH 7,0 z dodatkiem 30% glicerolu

10 mM bufor fosforanowy pH 5,8

0,1 M r-r sacharozy w 10 mM buforze fosforanowym pH 5,8 (przygotowac
bezposrednio przed uzyciem)

Chlorek tetrazolu w postaci stalej (chroni¢ przed $wiattem!!!)

1M NaOH

Inwertaza - preparat handlowy (1 mg/ml w 10 mM buforze fosforanowym pH 5,8) —

przygotowaé w dniu poprzedzajacym éwiczenia, przechowywaé w temp. 4°C.

10. Celulozowe ,,weze” do dializy

11. Papierki wskaznikowe pH 5,4 — 7,0

12.10% roztwor kwasu octowego

13. Odczynniki i zestaw do elektroforezy biatek SDS/PAGE

Wykonanie ¢wiczenia

Wysalanie i dializa biatek z ptynu pohodowlanego (dzien 1)

Po ok. 20 godzinach hodowli, gdy ODgy rowna sie ok. 9-10 (faza stacjonarna)
odwirowa¢ komorki przy 3000 rpm przez 10 min.

Plyn pohodowlany zla¢ do cylindra (Zrédlo inwertazy) a osad komorek odrzucic.
Zmierzy¢ objetos¢ ptynu pohodowlanego, przela¢ go do zlewki i pozostawi¢ w lodzie
na mieszadle magnetycznym.

Biatka wytragca¢ statym siarczanem amonu przy wysyceniu 0-90% (tabela
frakcjonowania siarczanem amonu — zatacznik do ¢wiczen). Siarczan amonu dodawac
stopniowo mieszajac przez 1 godz. w temp. 4° C. Nastepnie zawiesing odwirowac

przy 10000 rpm przez 20 min.
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5. Osad wytragconych biatek rozpusci¢ w 200-300 ul 10 mM buforu fosforanowego, pH
7,0 1 podda¢ dializie (przepis — zalacznik do ¢wiczen) wobec 10 mM buforu
fosforanowego, pH 7,0 z dodatkiem 30% glicerolu. Po zakonczeniu dializy roztwor

biatek przechowywa¢ w temp. —20° C.

Oznaczanie aktywnosSci inwertazy w zelu (dzien 2)

1. Oznaczy¢ stezenie biatka metoda Bradford (przepis — zatacznik do ¢wiczen).

2. Przygotowa¢ 10% zel poliakrylamidowy do -elektroforezy biatek w warunkach
denaturujacych (SDS/PAGE) wedtug przepisu w zatgczniku do ¢wiczen.

3. Przygotowac trzy probki zawierajace: 100 pug, 150ug i 200 pg biatka w objetosci 30 ul
I doda¢ do nich po 10 ul buforu probkowego do elektroforezy biatek w warunkach
denaturujacych (bezposrednio przed naniesieniem na zel). Jako wzorzec przygotowac
dwie probki zawierajace 10 pg i 20ug inwertazy handlowej w objetosci 30 ul i dodaé
do nich po 10 ul buforu probkowego. Doktadnie wymiesza¢ (uwaga! nie ogrzewaé
prébek w temperaturze 90°C) i nanies¢ do studzienek w zelu zageszczajacym.

4. Rozdziat elektroforetyczny prowadzi¢ pod napigciem 150 V tak diugo, az barwnik
przesunie si¢ do konca zelu separujacego.

5. Po zakonczeniu elektroforezy zel przenie$¢ do malego pojemnika, przeptuka¢ 30 ml
wody destylowanej, a nastepnie 30 ml 10 mM buforu fosforanowego pH 5,8.

6. Nastepnie zel zala¢ 30 ml 0,1 M roztworu sacharozy w 10 mM buforze fosforanowym
pH 5,8 i inkubowaé w lazni wodnej w temp. 45°C przez 45 min. Uwaga! Podczas
inkubacji nalezy kontrolowaé, za pomoca papierkow wskaznikowych, pH r-ru
(pH r-ru wzrasta, zwlaszcza w ciagu pierwszych 15 min. inkubacji). W przypadku
zmiany pH, zla¢ roztwér sacharozy i zala¢ zel kolejna porcja.

7. Po zakonczeniu inkubacji, zla¢ roztwdr sacharozy, a zel przeplukaé trzy razy woda
destylowana.

8. Ok. 10 min przed zakonczeniem inkubacji przygotowaé wrzaca taznie wodna.
Nawazy¢ 50 mg chlorku tetrazolu i rozpusci¢ w 50 ml 1M NaOH.

9. Gdy roztwér chlorku tetrazolu zaczyna zmienia¢ barwe (z bezbarwnej na r6zowa),
wla¢ barwnik do naczynia z zelem i umie$ci¢ we wrzacej tazni wodne;.

10. Zel barwié¢ do pojawienia si¢ czerwonych prazkoéw biatkowych.

11. Reakcj¢ przerwac przez przeniesienie zelu do roztworu 10 % kwasu octowego.
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