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Charakterystyka chemiczna kwasow nukleinowych

Analiza sktadu chemicznego RNA Iub DNA jest poprzedzona ich hydroliza.
W przypadku RNA, mozna stosowaé zar6wno hydrolize zasadowa, jak i kwasng. DNA za$
jest odporny na dziatanie zasad. Decyduje o tym brak grupy -OH przy weglu 2'-
deoksyrybozy. Z tego wzgledu, analize chemiczng DNA przeprowadza si¢ po hydrolizie

kwasami.

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:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Przed przystapieniem do wykonania ¢wiczenia przygotowacé

wrzaca laznie wodna

Hydroliza kwasna RNA i DNA
W celu calkowitej hydrolizy RNA lub DNA 1 uzyskania wolnych zasad purynowych
1 pirymidynowych, stosuje si¢ wysokie st¢zenia kwasu solnego, nadchlorowego lub

siarkowego.

Odczynniki
1% wodne roztwory DNA i RNA (preparaty handlowe)
IM roztwor HoSOy

Wykonanie ¢wiczenia

Do jednej zlewki odmierzy¢ 10 ml 1% roztworu RNA, a do drugiej 10 ml 1% roztworu DNA.
Nastepnie, do obu zlewek odmierzy¢ po 10 ml 1M H,SO,. Zlewki zatka¢ gumowym korkiem
z umieszczong w nim rurkg szklang i ogrzewac¢ na wrzacej fazni wodnej przez 60 min. Po tym

czasie zlewki wyjac¢ z tazni, ozigbi¢ 1 zachowac¢ do dalszych doswiadczen.


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

Zaktad Biologii Molekularej UMCS, luty 2019

Wykrywanie pentoz (reakcja Biala)

Pentozy (wolne oraz zwigzane w nukleozydach) ogrzewane ze stezonym HCI ulegaja
cyklizacji do furfuralu, ktéry w obecnosci jonow Fe®* kondensuje z orcyna, tworzac zwiazek
barwy zielonej.

Odczynniki

0,5% roztwory RNA i DNA po hydrolizie

Odczynnik orcynolowy; nietrwaly-przygotowacé bezposrednio przed uzyciem (0,3 g orcyny
rozpusci¢ w 100 ml stgzonego HCI i doda¢ 5 kropli 10% roztworu FeCls)

Wykonanie ¢wiczenia

Do jednej proboéwki odmierzy¢ 0,5 ml hydrolizatu RNA, a do drugiej 0,5 ml hydrolizatu
DNA. Do kazdej z probowek doda¢ po 1 ml odczynnika orcynolowego i ogrzewac
ok. 5-10 min. we wrzacej tazni wodnej. W proboéwce zawierajacej pentozg pojawia si¢ zielone

zabarwienie.

Wykrywanie deoksyrybozy (reakcja Dischego)

Odczynniki

Odczynnik difenyloaminowy (1g difenyloaminy rozpusci¢ w 100 ml lodowatego CH3COOH
z dodatkiem 2,75 ml st¢zonego H,SO4 cz.d.a.)

0,5% roztwory RNA i DNA (przed lub po hydrolizie)

Wykonanie ¢wiczenia

Do jednej probowki odmierzy¢ 0,5 ml roztworu RNA, a do drugiej 0,5 ml roztworu DNA. Do
kazdej z probowek doda¢ po 1 ml odczynnika difenyloaminowego. Probdéwki umiesci¢
we wrzgcej tazni wodnej na 5-10 min. Pojawienie si¢ niebieskiego zabarwienia w badanej

probie Swiadczy o obecnosci deoksyrybozy.
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Wykrywanie kwasu ortofosforowego

Wykrywanie ortofosforanow w hydrolizatach kwaséw nukleinowych polega na reakcji
z molibdenianem amonu. Jon ortofosforowy tworzy kompleks soli amonowej

heteropolikwasu tetratrimolibdeniano-fosforowego o barwie zottej.

Odczynniki

Roztwoér molibdenianu amonowego: 10g kwasu molibdenowego rozpusci¢ w mieszaninie:
14,4 ml 25% roztworu amoniaku i 27,1 ml wody. Nastgpnie, calos¢ wla¢ powoli, ciagle
mieszajac, do roztworu kwasu azotowego (48,9 ml stezonego kwasu azotowego plus 114,8 ml
wody)

0,5% roztwory RNA i DNA po hydrolizie

0,5% roztwor NaH,PO4 ( roztwor wzorcowy)

Wykonanie éwiczenia

Do jednej probowki odmierzy¢ 0,5 ml hydrolizatu RNA, do drugiej 0,5 ml hydrolizatu DNA,
a do trzeciej 0,5 ml wzorcowego roztworu ortofosforanu (kontrola). Do kazdej z probowek
doda¢ po 1 ml roztworu molibdenianu amonowego. Zawarto§¢ probowek ogrza¢ na tazni
wodnej do wrzenia. W obecnosci ortofosforanow wytraca si¢ zotty osad fosfo-molibdenianu

amonowego.

Wykrywanie zasad purynowych
Odczynniki
IM  roztwor NaOH
1%  roztwor CuSQOgy
0,5% roztwor RNA po hydrolizie
Nasycony roztwor Na,S,0s5 (10 ml)

Wykonanie éwiczenia

Do 0,5 ml hydrolizatu RNA dodawa¢ kroplami 1M NaOH, by uzyska¢ pH roztworu okoto 6,0
(odczyn sprawdzaé papierkiem wskaznikowym). Nastepnie, roztwor ogrzewac przez 3 min.
we wrzace] tazni wodnej, po czym wprowadzi¢ 6 kropli 1% CuSO,4 a potem ostroznie
kroplami nasycony roztwor Na,S,0s. Pirosiarczyn sodu redukuje jony Cu®* do Cu*, ktére z

purynami tworzg nierozpuszczalne sole miedziawe.
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Rozpuszczalnosé kwaséw nukleinowych w kwasach, zasadach i alkoholu

Odczynniki

1% wodne roztwory RNA i DNA
2M  roztwor HCI

2M  roztwor NaOH

Alkohol izopropylowy (ozigbiony)

Wykonanie ¢wiczenia
1. Do dwoch probowek zawierajacych oddzielnie po 0,5 ml roztworow RNA i DNA,
dodawa¢ kroplami 2M HCI, az nastgpi wytracenie si¢ kwasow nukleinowych.
Nastepnie dodawac kroplami 2M NaOH. Zanotowa¢ wynik.
2. Do jednej probowki odmierzy¢ 0,5 ml roztworu RNA, a do drugiej 0,5 ml roztworu

DNA. Do kazdej z nich doda¢ po 1,5 ml ozigbionego izopropanolu. Zanotowa¢ wynik.
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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
materialtu o wysokiej czystosci, czyli wolnego od biatek i polisacharydow, mogacych
negatywnie wplywac¢ 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.),

o zrodta pochodzenia (roslinne, zwierzece, bakteryjne, wirusowe itd.) i rodzaju
materialu z ktorego przeprowadzamy izolacje (np. z tkanek, organu, hodowli

komoérkowej itd.),

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

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

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

Zastosowana w niniejszym ¢wiczeniu metoda izolacji DNA umozliwia otrzymanie
kilkunastu mikrogramow preparatu, ktory jest gotowy do cigcia 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 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.
2.

4
5
6.
;
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 2-Merkaptoetanol (B-MET) — (dodaé¢ bezposrednio przed uzyciem
Z r-ru wyjsciowego o stez. 1M)

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% 1 70% etanol (ozigbiony)

Bufor TE (10 mM Tris — HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA)

. Termoblok lub taZznia wodna

10. Jatowe probéwki Eppendorfa o poj. 2 ml i koncéwki do pipet

11. Mikroskop $wietlny oraz szkietka podstawowe 1 nakrywkowe

12. Odczynniki 1 zestaw do elektroforezy kwasow nukleinowych (patrz zalacznik

do ¢wiczen)

Przed przystapieniem do wykonania é¢wiczenia przygotowac laznie wodna o temp. 37°C

oraz blok grzejny o temp. 65°C oraz schlodzi¢ wiréwke do temp. 4 C



http://www.poch.com.pl/
http://www.sigmaaldrich.com/poland.html
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Wykonanie ¢wiczenia

1.

Przenies¢ 4 ml zawiesiny komoérek do dwoéch proboéwek Eppendorfa o poj. 2 ml.
Osadzi¢ komorki przez wirowanie przy predkosci 5000 rpm przez 3 min.

w temp. 4°C.

Uzyskane osady komoérek zawiesi¢ tgcznie w 0,5 ml buforu do sferoplastyzacji
w jednej probéwce Eppendorfa a nastepnie dodaé 2-merkaptoetanol do koncowego

stezenia 20 mM!

Doda¢ 20 pl roztworu zymoliazy 100T, dobrze wymiesza¢ i inkubowa¢ przez 20 min

w temp. 37°C..

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 zawarto$ci probowki.

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

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

Po inkubacji schtodzi¢ proboéwke przez 2 min. w lodzie po czym dodaé¢ 0,2 ml
r-ru 5M octanu potasu. Zawartos¢ doktadnie wymiesza¢ przez kilkakrotne odwracanie
proboéwki, a nastgpnie 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 ul supernatantu do nowej probowki Eppendorfa o poj. 2 ml i doda¢ do
niego trzy objetosci ozigbionego 96% etanolu (precypitacja kwasow nukleinowych).

Probke pozostawié w temp. —20°C do kolejnych éwiczen.

Osadzi¢ wytracony kwas nukleinowy przez wirowanie przy predkosci 10000 rpm

przez 15 min. w temp. 4°C, po czym delikatnie usuna¢ supernatant.
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10. Uzyskany osad DNA przemy¢ 1 ml ozigbionego 70% etanolu, a nastepnie odwirowac

11.

12.

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 ul buforu TE (pH 8.0); jesli pojawig si¢ problemy
z rozpuszczalnoscia DNA - inkubowaé ok. 10 min w temp. 62°C lub pozostawié

w lodéwce na okres okoto 12 godzin.

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

wielokrotnego zamrazania i odmrazania probek DNA.

Amplifikacja genéw kodujacych rybosomowe biatka P1A i P1B

drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Oczyszczone genomowe DNA moze shuzy¢é 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 sktadajg si¢: denaturacja, przylgczanie starterow oraz

polimeryzacja. Poszczegolne etapy cyklu reakcji PCR zachodza w r6znych temperaturach:

zaczynajaca caty cykl reakcja denaturacji odbywa si¢ w temperaturze 93-96°C, czego

wynikiem jest rozplecenie podwdjnych nici DNA,

nastgpnie 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 si¢
starterow do DNA),

10
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e W kolejnym etapie, polimeryzacji, temperatura wzrasta do 72°C (optymalna temp.
dziatania polimerazy) i1 nastepuje wydluzanie nici - poczawszy od konca 3' startera
enzym doktada kolejne, komplementarne w stosunku do matrycy nukleotydy w tempie
okoto 1000 nukleotydéw na minut¢ dla najczesciej 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 milionow. Jako$¢ uzyskanego,
metodg reakcji PCR, DNA mozna analizowa¢ za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym,
wybarwiajac DNA bromkiem etydyny.

Interpretujac  wyniki uzyskane metoda PCR, nalezy pamigta¢, ze najczestsza
przyczyng braku amplifikacji jest hamujacy wpltyw zanieczyszczen obecnych w matrycowym
DNA. Innym czesto wystepujacym problemem jest obecnos$¢ niespecyficznych produktow
amplifikacji, ktora najczesciej wynika z niewlasciwego doboru temperatury przytaczania si¢
starterow czy nieodpowiedniego stezenia jonéw Mg®*, koniecznych do prawidlowego
taczenia si¢ DNA ze starterami.

Celem ¢wiczenia jest porownanie dlugosci gendéw dla dwoch drozdzowych biatek
rybosomowych: P1A i P1B (powielonych metodg PCR z genomowego DNA drozdzy). Biatka
te cechuje jednakowa dlugo$¢ tancucha polipeptydowego (106 aminokwasow) 1 duze
podobienstwo struktury pierwszorzedowej, czego pochodng sa zblizone masy czasteczkowe
biatek wynoszace odpowiednio 10 908 i 10 667 Da. Pozwala to zalozy¢ jednakowa dtugo$¢
sekwencji nukleotydowej mRNA kodujacego te biatka. Startery reakcji PCR zostaty
zaprojektowane w ten sposob, aby powieleniu ulegta sekwencja obejmujaca poczatkowy
kodon ATG jak tez kodon STOP obu biatek, 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

11
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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

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

Materialy i odczynniki

1.

© N o ok~ D

Genomowe DNA drozdzy uzyskane w poprzednim ¢wiczenilu.

Startery reakcji PCR dla genow kodujacych biatka P1A i P1B

Polimeraza Taq 0,5U/ul

Bufor dla polimerazy Taq (firmowy)

2 mM mieszanina deoksynukleotydow (dNTP)

25 mM MgCl; (firmowy)

Jalowa dejonizowana woda

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

Odczynniki i zestaw do elektroforezy kwaséw 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 pl 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 $cianek przez krotkie odwirowanie,
po czym rozdzieli¢ mieszaning reakcyjng na dwie rowne cze$ci do dwoch probowek
do PCR. Nastgpnie, do jednej z probowek doda¢ po 2 ul obu starterow do amplifikacji
genu kodujacego biatko P1A, a do drugiej probéwki doda¢ po 2 pl obu starteréw do
amplifikacji P1B.

12
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3.
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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 fragmentéw
oraz komercyjnego wzorca DNA w 1% zelu agarozowym (wedlug przepisu

zamieszczonego w zalgczniku do ¢wiczen).

Interpretacja wynikow

1.

2.

Okresli¢  dhugos¢, rozdzielonych w  Zelu agarozowym, fragmentow DNA
i zinterpretowac otrzymane wyniki.
Samodzielnie przeprowadzi¢ porownanie sekwencji genéw kodujgcych 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.
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Transkrypcja w warunkach in vivo w komérkach bakteryjnych

i drozdzowych

W procesie transkrypcji, katalizowanej przez polimerazy RNA zalezne od DNA,
informacja genetyczna zawarta w DNA zostaje przepisana na RNA. Celem ¢wiczenia jest
zbadanie wptywu ryfampicyny i aktynomycyny D na transkrypcj¢ w warunkach in vivo
w komorkach bakterii E. coli i drozdzy S. cerevisiae. Ryfampicyna, potsyntetyczna pochodna
ryfamycyn, oddzialuje z podjednostka B bakteryjnej polimerazy RNA i blokuje inicjacje
transkrypcji nowych tancuchéw RNA nie wptywajac na transkrypcje tancuchow, ktoérych
synteza juz si¢ rozpoczeta. Aktynomycyna D wigzac si¢ z dwuniciowym DNA, uniemozliwia
wykorzystanie takiego DNA jako matrycy w syntezie RNA.

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

Materialy i odczynniki

1. 18-godzinna hodowla bakterii E. coli w podtozu LB (20 ml)
18-godzinna hodowla drozdzy S. cerevisiae w podtozu SD (20 ml)
Podtoze LB - podtoze do hodowli bakterii (ang. Luria-Bertani medium)
Podtoze SD - podtoze do hodowli drozdzy (ang. synthetic defined)
Ryfampicyna (20 mg/ml w metanolu)
Aktynomycyna D (5 mg/ml w 96% etanolu)
[*H]-urydyna (ImCi/ml)

© N o ok~ D

Wysuszone krazki bibuty Whatman 3MM o $rednicy 2,0 cm, moczone uprzednio
przez dobg w roztworze 0,5M NaCl z dodatkiem 1 mg/ml nie znakowanej urydyny
9. TCA5% 1 10%

10. Ptyn scyntylacyjny

Przed przystapieniem do wvkonania ¢wiczenia przygotowac¢ dwie laznie wodne:

jedna o temp. 30°C, a druga o temp. 37°C
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Wykonanie ¢wiczenia

1. Zmierzy¢ gestos¢ optyczng catonocnych hodowli komorek drozdzy przy diugosci fali
600 nm (ODggo). Pomiar wykona¢ wzgledem proby kontrolnej (pozywka SD). Jesli
zaistnieje konieczno$¢, (tzn. wielko§¢ OD przekracza 1), nalezy probke hodowli
rozcienczy¢ pozywka, a nastepnie uwzgledni¢ to przy obliczaniu jej gestosci.

2. Znajac gestos$¢ optyczng hodowli drozdzy, przygotowa¢ 5 ml hodowli rozcienczone;j
pozywka SD, do ODgnp=0,4.

3. Tak przygotowang hodowle rozla¢, po 1 ml, do trzech probowek. Nastepnie do jedne;j
z probowek doda¢ 100 pg aktynomycyny D, do drugiej 100 pg ryfampicyny, a trzecig
pozostawi¢  jako kontrole. Zawarto§¢ probowek doktadnie = wymieszaé
i inkubowaé¢ w temp. 30 C przez 15 min.

4. Do wszystkich probéwek doda¢ znakowanag trytem urydyn¢ w ilosci 10 pCi/ml
1 wymiesza¢. Nastepnie pobra¢ z probowek po 50 pl hodowli i nanie$¢ na
przygotowane  wczesniej  krazki  bibuty = Whatman 3MM = moczone
w roztworze nie znakowanej urydyny (czas 0). Identyczne probki hodowli pobieraé
po 15, 30, 45 i 60 minutach inkubaciji.

5. Krazki wysuszy¢ pod lampa, przenies¢ do 10% TCA (ok. 100 ml) i pozostawi¢ przy
statym mieszaniu na 10 min.

6. Przenie$¢ krazki do naczynia z 5% TCA (ok. 100 ml) i ponownie miesza¢ przez
10 min, po czym wysuszy¢ pod lampa.

7. Suche krazki umiesci¢ w naczynkach scyntylacyjnych zawierajacych po 5 ml ptynu
scyntylacyjnego i zliczy¢ radioaktywne pigtno pochodzace od wbhudowanej do RNA
[*H]-urydyny w liczniku scyntylacyjnym.

8. Identyczne do$wiadczenie wykona¢ z bakteriami E. coli, zachowujac temperature

inkubacji 37°C.

Interpretacja wynikow
1. Poréwnaé poziom inkorporacji [3H]-urydyny w hodowli bakteryjnej i drozdzowej
w zalezno$ci od czasu inkubacji 1 obecnosci antybiotykéw. Wyniki przedstawié
w formie wykresu, odktadajac na osi X czas inkubacji, a na osi Y poziom

inkorporacji (w imp/min.) [°*H]-urydyny.
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Izolacja i elektroforetyczna analiza RNA z komorek drozdzy

Uzyskanie wysokiej jakosci RNA jest pierwszym i czgsto 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$¢ przeprowadzania procedury oczyszczania i
kontrolowanie aktywnos$ci rybonukleaz komérkowych, 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), ktéry jest
silnym inhibitorem RNaz. Ponadto trzeba stosowa¢ 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;.
Jedna z nich jest ekstrakcja fenolowa. W podanej procedurze, cate 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 sktadniki komoérkowe stanowigce nierozpuszczalng frakcje

komorkowa.

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 nast¢pnie pobraé
dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

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
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10% SDS
Kwasny fenol (staty fenol nasycony woda a nastepnie buforem AE )
z 0,1% hydroksychinoling. Przechowywaé¢ w ciemnosci w 4 C.

Mieszanina chloroform — alkohol izoamylowy (24:1)

6
7. 3M CH3COONa, pH 5,3
8.

9. 70% etanol (ozigbiony)

100% etanol (ozigbiony)

10. 2M LiCI - 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 zalacznik

do ¢wiczen)

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

oraz przysotowaé blok grzejny o temp. 65 C

Izolacja RNA z komorek drozdzy

Wykonanie éwiczenia

Uwaga! Wszystkie czynnosci nalezy wykonywac z zachowaniem warunkow

1.

4.

jalowych. Prace z fenolem wykonywac¢ w rekawicach ochronnych
Hodowle drozdzy odwirowa¢ w probowkach Eppendorfa 0 poj. 2 ml przez 3 min. przy
5000 rpm w 4°C tak, aby w kazdej probowce otrzymaé osad komoérek drozdzy
pochodzacy z 4 ml hodowli. Supernatant odrzuci¢, a osad komoérek drozdzy zawiesi¢
w 1 ml ozigbionej H20, po czym odwirowa¢ przez 3 min. przy 5000 rpm w 4°C (na
tym etapie osad komorek drozdzy mozna zamrozi¢ W Ciektym azocie i przechowywac
w —80°C). Na wykonanie poniiszej procedury potrzebny jest osad komérek
drozdzy w dwoch probowkach.
Osad komorek drozdzy w kazdej probowce zawiesi¢ w 400 ul buforu AE, doda¢ po
40 pl 10% SDS i wytrzasa¢ przez 1 min.
Dodac¢ do kazdej probowki po 440 pl kwasnego fenolu i wytrzasaé catos¢ przez 5 min.
a nastepnie inkubowaé przez 15 min. w 65 C (wytrzasajac co 5 min.).
Po inkubacji probowki oziegbi¢ przez 5 min. w lodzie, a nastgpnie odwirowaé przez
5 min. (jesli nie zaznaczono inaczej wszystkie wirowania wykonywaé przy

10000 rpm w 4°C) w celu rozdzielenia fazy fenolowej i wodnej.
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Goérne fazy wodne przenie$¢ do nowych probowek Eppendorfa o poj. 1,5 ml,
ponownie doda¢ po 400 ul kwasnego fenolu i wytrzasa¢ przez 5 min. a nastgpnie
odwirowacé przez 5 min.
Gorne fazy wodne przenies¢ do nowych proboéwek Eppendorfa o poj. 1,5 ml, doda¢ po
400 pl mieszaniny chloroform : alkohol izoamylowy (usuwanie resztek fenolu)
1 wytrzasaé przez 5 min. a potem odwirowac przez 5 min.
Goérne fazy wodne przenies¢ do nowych proboéwek 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 30 min. lub na noc w celu precypitacji RNA.
Nastepnie, precypitat RNA odwirowa¢ przez 15 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 pul
wody i pozostawi¢ 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 15 min.
Odwirowa¢ probke przez 15 min. i delikatnie usungé, przy pomocy pipety,
supernatant. Uzyskany po wirowaniu osad to rRNA, ktéry nalezy wysuszy¢,
a nastepnie zawiesi¢ w 15 ul wody i pozostawi¢ w temp. —70'C do analizy
elektroforetyczne;j.

Elektroforetyczna analiza RNA
Przygotowa¢ 80 ml 1% roztworu agarozy w buforze TAE wedlug przepisu
zamieszczonego w zalaczniku do ¢wiczen.
Do préobek RNA zawieszonych w wodzie doda¢ rowng objetos¢ buforu probkowego
do elektroforezy RNA.
Nanies¢ przygotowane probki RNA na zel.
Rozdziatl prowadzi¢ przy napigciu 100V dopdki czoto barwnika nie dotrze do 3/4
dhugosci zelu.

Po zakonczonej elektroforezie obserwowac rozdzielone RNA pod lampg UV.

Interpretacja wynikow

1.
2.

Poréwnac sktad preparatow poddawanych elektroforezie.

Okresli¢ masy czasteczkowe rozdzielonych czasteczek RNA.
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Badanie wplywu inhibitorow translacji na wzrost komorek

drozdzowych

Rybosom jest miejscem dziatania wielu chemicznie zréznicowanych antybiotykow,
ktore wigza si¢ ze specyficznymi fragmentami tego rybonukleoproteinowego kompleksu,
wplywajgc 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 wplywu cykloheksimidu, higromycyny B
i paromomycyny na wzrost komoérek mutantow drozdzowych pozbawionych réznych biatek
rybosomowych.

Cykloheksimid blokuje elongacj¢ translacji na poziomie translokacji w komorkach
eukariotycznych. Z kolei higromycyna B i paromomycyna nalezag do antybiotykoéw
aminoglikozydowych,  dzialajacych ~ zarowno  na  komorki  bakteryjne  jak
1 eukariotyczne, ktore wiaza si¢ z rRNA matej podjednostki rybosomowej. Poprzez
oddzialywanie z miejscem A na rybosomie aminoglikozydy zwigkszaja czestotliwos$¢ btedow
w odczytywaniu mRNA. Ponadto higromycyna B hamuje etap translokacji podczas

biosyntezy bialka.

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. Catonocne hodowle drozdzy S. cerevisiae — po 5 ml
(trzy szczepy wskazane przez prowadzacego ¢wiczenia)
Podtoze YPD oraz YPD z 2% agarem
Roztwor higromycyny B (15 mg/ml w H0)
Roztwor paromomycyny (250 mg/ml w H,0)
Roztwor cykloheksimidu (0,1 mg/ml w H,0)

Jatowa woda dejonizowana

N o gk~ DD

Jatowe plytki Petriego
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Gtaszczki lub jatowe patyczki
Jalowe probowki Eppendorfa o poj. 1,5 ml i koncowki do pipet

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

Wykonanie ¢wiczenia

Uwaga! Wszystkie czynnos$ci nalezy wykonywaé z zachowaniem warunkow jalowych

1.

2.
3.

5.

Rozpusci¢ podtoze YPD z agarem w goracej tazni wodnej lub kuchence mikrofalowej
1 wyla¢ po 20 ml na trzy jatlowe ptytki Petriego .

Pozostawi¢ uchylone ptytki Petriego do zastygnigcia na ok. 15 min.

Zmierzy¢ gestos¢ optyczng catonocnych hodowli drozdzy przy dtugosci fali 600 nm
(ODggo). Pomiar wykona¢ wzgledem proby kontrolnej (podtoze YPD). Jedli zaistnieje
koniecznos$¢, (tzn. wielkos¢ OD przekracza 1), nalezy probke hodowli rozcienczyé,
a nastepnie uwzgledni¢ to przy obliczaniu jej gestosci (do pomiaru nalezy
przygotowa¢ po 1 ml odpowiednio rozcienczonych probek). Znajac gestos¢ optyczng
hodowli drozdzy przygotowa¢é 1 ml hodowli rozcienczonej pozywka YPD,
do ODggo = 1,0.

Rozprowadzi¢ po 100 pl tak rozcienczonych hodowli na przygotowane wczesniej
ptytki Petriego ze statym podtozem YPD.

Na plytki nanie$¢ po cztery jalowe krazki bibuty Whatman 3MM i nakropli¢ na nie
po 10 ul roztworéw paromomycyny (P), higromycyny B (H), cykloheksimidu (C)
i wody (K-kontrola) wg ponizszego schematu. Po dwoch dniach inkubacji
w temperaturze 30 C zmierzy¢ érednice stref zahamowania wzrostu komérek drozdzy

wokot kragzkow bibuly nasgczonych roztworami antybiotykow.
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Interpretacja wynikow

Poréwna¢ wptyw antybiotykow na wzrost poszczegodlnych szczepéw drozdzowych,

mierzac S$rednice strefy zahamowania wzrostu (odlegto$¢ miedzy krawedzig krazka

1 krawedzig wzrostu w najszerszym miejscu, podana w milimetrach).

CyKkl zyciowy drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Komérki drozdzy moga wystgpowaé w dwoch formach: haploidalnej i diploidalne;.

Zarowno forma haploidalna jak i diploidalna moze si¢ rozmnaza¢ na drodze podzialow

wegetatywnych (paczkowanie) i stabilnie rosng¢ w hodowlach. Haploidalne komorki

drozdzowe moga wystepowa¢ w dwoch typach piciowych — a i a. Poprzez zlanie si¢ dwoch

haploidalnych komoérek o przeciwnych typach piciowych (koniugacja) powstaje komorka

diploidalna a/a. Komorka w fazie diploidalnej moze przechodzi¢ normalne wegetatywne

podziaty, lecz nie moze si¢ krzyzowa¢ z innymi komoérkami. W niekorzystnych warunkach

srodowiskowych komorka diploidalna moze wejs¢ na szlak sporulacji, wytwarzajac po

podziatach mejotycznych, worek z czterema haploidalnymi zarodnikami (askosporami):

dwoma typu a i dwoma a. .

Cykl zyciowy drozdzy S. cerevisiae przedstawiono schematycznie na ponizszym rysunku.

—~ N

L
haploid
paczkowanie

paczkowan|e dlplmd

sporulacja

~ ” komugaqa
haplmd paczkowanie -r-‘"/

J\_/
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Koniugacja drozdzy S. cerevisiae

Techniki koniugacji 1 sporulacji od lat s3 wykorzystywane w laboratoriach
zajmujgcych sie drozdzami, gdyz pozwalaja na potaczenie haploidalnych klondéw
o odmiennych cechach genetycznych. Po wytworzeniu zarodnikéw przez pokolenie
diploidalne mozliwa jest izolacja klonow pochodzacych z jednego zarodnika o pozadanych
cechach genetycznych wprowadzonych przez oba szczepy haploidalne uzyte do koniugacji.
Aby ulatwi¢ takie manipulacje utworzono na drodze mutagenezy liczne tandemy szczepow
haploidalnych a i o réznigce si¢ posiadanymi markerami auksotroficznymi, co pozwala na
swobodne krzyzowanie i tatwa selekcje pokolenia diploidalnego. Przykladem, ktéry to
ilustruje jest czesto wykorzystywany tandem szczepow drozdzowych BY4741 i BY4742
0 cechach genotypowych ujetych w tabeli:

Nazwa Typ markery auksotroficzne
szczepu plciowy
BY4741 a his3A1; leu2A0; ura3A0; met15A0
BY4742 a his3A1; leu2A0; ura3A0; lys2A0

W obu szczepach obecne s3 delecje inaktywujace geny zwigzane z biosynteza
histydyny, leucyny i uracylu, co pozwala na dowolne wprowadzanie: (1) mutacji kierowanych
(ang. site directed) na chromosomie za pomocg aktywnych kopii genow (HIS3, LEU2
i URA3), (2) plazmidow posiadajacych wymienione geny w celu selekcji. Pozostale markery
stuza do przeprowadzenia procesu koniugacji pomigdzy tymi szczepami. Po zmieszaniu
hodowli obu szczepoéw haploidalnych i przeniesieniu mieszaniny na podloze pozbawione
metioniny i lizyny, nie zaobserwujemy wzrostu haploidalnych pokolen rodzicielskich a i a,
natomiast uzyskamy wzrost szczepu diploidalnego, powstalego w wyniku koniugacji obu
szczepOw haploidalnych, ktory bedzie zawieral zarowno po nieaktywnej kopii genow

met15A0 i lys2A0 jak i ich aktywne kopie wprowadzone przez przeciwny typ ptciowy.

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”.
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Materialy i odczynniki

1.
2.

© N o 0o B~ W

Nocna hodowla wzorcowych szczepow drozdzy BY4741(a) i BY4742(a) — po 5 ml
Nocna hodowla badanych szczepow drozdzy (wybranych przez prowadzgcego
¢wiczenia — po 5 ml, oznaczonych jako x i y)

Podtoze SD z 3% agarem

40% roztwor glukozy

Mieszanina aminokwas6w pozbawiona metioniny i lizyny (10 x stezona)

Jalowa woda dejonizowana

Jatowe ptytki Petriego

Jalowe probowki Eppendorfa o poj. 1,5 ml i koncowki do pipet

Wykonanie ¢wiczenia

Uwaga! Wszystkie czynnosci nalezy wykonywac z zachowaniem warunkow jalowych.

1.

Przygotowac state podtoze SD— w tym celu rozpusci¢ 42,5 ml podtoza SD z agarem
w goracej tazni wodnej lub kuchence mikrofalowej, nastepnie doda¢ do niego 5,0 ml
roztworu aminokwasow pozbawionych lizyny i metioniny oraz 2,5 ml roztworu 40%
glukozy, wymiesza¢ i wyla¢ po 25 ml na dwie jatowe ptytki Petriego

Pozostawi¢ uchylone ptytki do zastygnigcia na ok. 15 minut.

Do jalowych probdéwek Eppendorfa o poj. 1,5 ml pobra¢ po 200 pl catonocnych
hodowli szczep6w wzorcowych i badanych i odwirowac przy 10000 rpm przez 1 min.
Supernatant odrzuci¢ a osad komoérek zawiesi¢c w 1000 pl jatowej wody i ponownie
odwirowa¢ w celu usuniecia resztek podtoza.

Osad komorek zawiesi¢ w 500 ul jatowej wody.

Wykona¢ koniugacj¢ badanych szczepdw z wzorcami typu plciowego a 1 «
wg ponizszego schematu, nanoszac na ptytke z podtozem po 8 ul zawiesiny komorek
(gérny panel w schemacie to testowa koniugacja szczepow wzorcowych wykonywana
w celu sprawdzenia poprawnosci procedury)

Plytki inkubowaé¢ w temp. 30'C do pojawienia si¢ wzrostu koniugantow (3-4 dni).
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Schemat wykonania koniugacji

dla szczepu x

Interpretacja wynikow

Okresli¢ typ ptciowy badanych szczepdéw drozdzy.

Sporulacja drozdzy S. cerevisiae

Wytworzenie zarodnikéw (spor) poprzedzone podzialem mejotycznym jest jedna
ze strategii przetrwania komorek drozdzy w czasie pogorszenia si¢ warunkoéw wzrostu
w $rodowisku. Spory ze wzgledu na odmienng budowe $cian komdrkowych i kondensacje
cytoplazmy sg bardziej odporne niz komorki wegetatywne na szkodliwe czynniki takie jak
wysuszenie czy wysoka temperatura.

W warunkach laboratoryjnych proces wytwarzania zarodnikéw mozemy indukowac
dobierajac odpowiednio podioza. W pierwszym pasazu komorki drozdzowe hoduje si¢ na
poditozu statym bogatym w zrodta azotu (aminokwasy, pepton, ekstrakt drozdzowy) oraz
w obecnosci niefermentowalnych zrodet wegla takich jak etanol czy gliceryna, w czasie
wzrostu metabolizm drozdzy przestawiony zostaje na oddychanie tlenowe. Z takiego podtoza
komorki drozdzy przenosi si¢ na podloze minimalne pozbawione zrédet azotu oraz
z ograniczonym dostgpem do substancji mogacych stanowi¢ Zrddia energii. Standardowo
wykorzystujemy w tym celu podtoze agarowe zawierajace jedynie octan potasu. Gwattowne
pogorszenie warunkéw wzrostu, polaczone z obnizeniem temperatury inkubacji z 30°C do

25°C, indukuje procesy prowadzace do podziatu mejotycznego i wytworzenia zarodnikow.
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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.

o~ DN

Ptytka Petriego z podtozem presporulacyjnym YPGlic (2% pepton, 1% ekstrakt
drozdzowy, 2% glicerol, 2% agar) z rosngcymi komoérkami drozdzy pokolenia
diploidalnego — przygotowac trzy dni przed zaj¢ciami

Podtoze sporulacyjne (1% octan potasu, 2 % agar)

Jalowe ptytki Petriego

Eza

Parafilm

Wykonanie ¢wiczenia

Uwaga! Wszystkie czynnoSci nalezy wykonywa¢ z zachowaniem warunkow jalowych.

1.

Rozpusci¢ 20 ml podtoza sporulacyjnego w kuchence mikrofalowej i wyla¢ na jatowa
ptytke Petriego.

Pozostawi¢ uchylong ptytke do zastygnigcia na 15 minut.

Za pomocg ezy przenie$¢ komorki drozdzy z podtoza presporulacyjnego na podtoze
sporulacyjne rozprowadzajac je gruba warstwg w postaci kwadratu 0 powierzchni
1cm kw.

Ptytke Petriego szczelnie zabezpieczy¢ parafilmem przed wysychaniem.

Inkubowaé plytke Petriego w temp. 25°C lub w temp. pokojowej do nastgpnych

¢wiczen (min. 7 dni).
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Kietkowanie zarodnikow drozdzy po sporulacji

Poprawa warunkow $rodowiska prowadzi do kietkowania zarodnikow. Pokolenie
haploidalne najczeSciej jeszcze w zarodni wchodzi w proces koniugacji prowadzacy do
odtworzenia pokolenia diploidalnego. W warunkach laboratoryjnych istotne jest oddzielenie
zarodnikow od komorek wegetatywnych oraz rozbicie zarodni (workdéw) celem separacji
zarodnikow, aby nie dopusci¢ do przypadkowych koniugacji.

W tym celu najczesciej dokonujemy mechanicznego rozerwania §cian zarodni poprzez
np. wytrzasanie z kulkami szklanymi, badz prowadzimy enzymatyczng degradacje $ciany za
pomoca enzyméw rozktadajacych wigzanie B (1-3) glikozydowe, np. zymoliazy ($ciana
zarodnika, ze wzgledu na odmienng budowe, jest na trawienie takimi enzymami odporna). Po
uwolnieniu zarodnikéw przeprowadzamy ich izolacje wykorzystujac rdéznice w masie
zarodnikow 1 komorek wegetatywnych lub doprowadzamy do =zabicia komorek

wegetatywnych dzialajac na nie wysoka temperatura.

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:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. Podtoze sporulacyjne z komoérkami drozdzy przygotowanymi na poprzednich
zajeciach
Nocna hodowla drozdzy BY 4741 na ptynnym podtozu YPD — 5 ml
Podtoze YPD (2% pepton, 1% ekstrakt drozdzowy 2% glukoza, 2% agar) — 200 ml
Jatowy bufor PBS
Jalowe ptytki Petriego
Eza
Gtlaszczka

Jalowe probowki Eppendorfa o poj. 1,5 ml oraz koncowki do pipet

© 0o N o g bk~ w DN

Termoblok

10. Mikroskop $wietlny oraz szkietka podstawowe 1 nakrywkowe
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Wykonanie ¢wiczenia

Uwaga! Wszystkie czynnosci nalezy wykonywacé z zachowaniem warunkow jalowych.

1. Przygotowac 8 ptytek Petriego z podtozem YPD z 2% agarem.

2. Za pomocg ezy pobra¢ komoérki z ptytek z podtozem sporulacyjnym i zawiesi¢ je
w 1 ml buforu PBS, utrzymujac komorki w lodzie.

3. Odwirowaé przy 10000 rpm przez 1 min. 1 ml komodrek nocnej hodowli drozdzy.
Supernatant odrzuci¢ a osad komorek zawiesi¢ w 1 ml buforu PBS.

4. Zmierzy¢ gestos¢ optyczng zawiesiny komoérek pobranych z podtoza sporulacyjnego
oraz zawiesiny komorek pobranych z nocnej hodowli drozdzy przy dlugosci fali 600
nm (ODgg). Zachowaé zawiesiny drozdzy do przygotowania preparatow
mikroskopowych na pdzniejszym etapie ¢wiczen.

5. Dla obu probek przygotowaé, w probowkach Eppendorfa o poj. 1,5 ml, po 1 ml
rozcienczonej zawiesiny komorek o gestosci ODggo = 0,1 w buforze PBS.

6. Pobra¢ do osobnych probowek Eppendorfa po 0,1 ml zawiesiny (czas 0)

7. Pozostalg cze$¢ zawiesiny umiesci¢ w termobloku w temperaturze 60°C i pobiera¢ po
0,1 ml zawiesiny w odstepach 15 minutowych (czas 15, 30 i 45 min). Ze wzgledu na
szybka sedymentacje komorek drozdzy, przed pobraniem zawarto$¢ probowek
wymieszac.

8. W czasie inkubacji przygotowac preparaty mikroskopowe komorek drozdzy z ptytek
z podilozem sporulacyjnym i nocnej hodowli drozdzy, nanoszac na szkietko
podstawowe po 5 ul zawiesiny drozdzy. Zanotowac réznice w wygladzie komorek
zwracajac uwage na: liczbe paczkujacych komorek, ich wielkos$¢ oraz obecnos¢ tetrad
zarodnikow.

9. Pobrane w czasie 0, 15, 30 i 45 min. zawiesiny komorek rozprowadzi¢ glaszczka na
ptytkach Petriego z podtozem YPD z 2% agarem.

10. Ptytki Petriego szczelnie zabezpieczy¢ parafilmem przed wysychaniem.

11. Inkubowaé w temperaturze 30 C do czasu pojawienia sie kolonii drozdzy (3-5 dni).

12. Policzy¢ ilo$¢ kolonii na kazdej ptytce i zanotowac wynik.
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Wykrywanie inhibitoréw proteaz serynowych

Proteazy (proteinazy, peptydazy) to duza grupa enzyméw 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 stanowig proteazy
serynowe. Sa one zaangazowane w roznorodne reakcje w organizmie poczynajac od prostego
trawienia biatek w przewodzie pokarmowym po precyzyjnie regulowane kaskady np. kaskada
krzepniecia krwi. Centrum aktywne wszystkich proteaz serynowych zawiera trzy, potozone
blisko siebie, reszty aminokwasowe: histydyne, seryn¢ 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 aktywnos¢ w pH 5,0-
10,0 (optimum to pH 8,3) i nie wymaga obecno$ci dwuwarto$ciowych jonéw metali ani

kofaktorow.

W ¢wiczeniu badane biatko, zawierajace sekwencj¢ aminokwasowa rozpoznawang przez
trombing, jest inkubowane z trombing w obecnosci 1 bez inhibitorow proteaz. Po zakonczeniu
inkubacji przeprowadza si¢ elektroforez¢ 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 zwroci¢ na sekcje:
wldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki

1.

© g~ w D

Roztwor badanego biatka 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 roztwdr w metanolu)
Bufor PBS:
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM Na;HPO4
2 mM KH,PO,4 pH 7,5
Odczynnik Bradford
Termoblok

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

Wykonanie ¢wiczenia

1.
2.

Oznaczy¢ st¢zenie badanego biatka metoda Bradford (patrz zalacznik do ¢wiczen).

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, ktorg trzeba

doda¢ do probowki):

29


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

Zaktad Biologii Molekularej UMCS, luty 2019

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/ pl) 0,4U - 0,08U | 04U | 04U 04U 04U
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 pokojowe;j,

a nastepnie doda¢ badane biatko

Badane biatko

10 pg

10 pg

10 pg

10 pg

10 pg

10 pg

3. Mieszaning inkubowa¢ 30 min. w temp. 37 C, po czym doda¢ 15 pl buforu

probkowego do elektroforezy bialek w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

w celu zatrzymania reakcji (jesli zachodzi taka potrzeba, probki mozna pozostawi¢ do

kolejnych ¢wiczen w temperaturze -20 C).

4. Przygotowa¢ 13,8 % zel poliakrylamidowy do elektroforezy biatek w warunkach

denaturujacych (SDS-PAGE) wedlug przepisu w zalaczniku do ¢wiczen.

5. Probki zawieszone w buforze probkowym ogrzewac przez 3 minuty W temp.

90°C.

Bezposrednio po ogrzaniu nanosi¢ na zel po 30 ul przygotowanych probek. Rozdziat

prowadzi¢ pod napigciem 150V tak dlugo, az barwnik przesunie si¢ do konca zelu

separujgcego. Po rozdziale biatka wybarwi¢ biekitem Coomassie (patrz zalgcznik

do ¢wiczen ).

Interpretacja wynikow

Okresli¢, ktore z badanych inhibitorow hamujg aktywnos¢ proteolityczng trombiny.
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Badanie subkomorkowej lokalizacji bialek w komorkach ssaczych
— projektowanie i fizyczne otrzymanie konstruktow genetycznych,
transfekcja i hodowla komorek ssaczych, analiza lokalizacji bialek

w komorce metodami mikroskopii konfokalnej.

Eksperyment majacy na celu zbadanie wewnatrzkomorkowej lokalizacji bialek
w komorkach ssaczych w warunkach in vivo sktada si¢ z kilku etapow. Pierwszy etap polega
na zaprojektowaniu i fizycznym otrzymaniu Konstruktu genetycznego, kodujacego badane
biatko polaczone z biatkiem fluorescencyjnym (stworzenie biatka hybrydowego/fuzyjnego).
Etap nastepny polega na przygotowaniu linii komodrkowej i wprowadzeniu otrzymanego
konstruktu genetycznego do komorek ssaczych (transfekcja). Ostatni etap to analizy
z wykorzystaniem techniki mikroskopii konfokalne;j.

1. Przygotowanie rekombinowanego DNA kodujacego badane bialko w fuzji

z bialkiem fluorescencyjnym obejmuje:

a) Przygotowanie DNA kodujacego badane biatko (znalezienie sekwencji
nukleotydowej, zaprojektowanie starterOw, izolacja i oczyszczanie DNA, reakcja

PCR, oczyszczanie produktu reakcji PCR)

b) Wybor i przygotowanie odpowiedniego wektora (izolacja i oczyszczanie DNA

plazmidowego)

c) Cigcie enzymami restrykcyjnymi produktu reakcji PCR i wektora, oczyszczanie
uzyskanego DNA

d) Przeprowadzenie reakcji ligacji
e) Wprowadzenie DNA do komorek bakteryjnych (transformacja bakterii)

f) Selekcje pozadanych klondéw, izolacje i sekwencjonowanie otrzymanego

rekombinowanego DNA.
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2. Przygotowanie linii komérkowej oraz wprowadzenie otrzymanego konstruktu

genetycznego do komorek ssaczych (transfekcja) obejmuje:
a) Pasazowanie linii komorkowej i przygotowanie komorek do transfekcji

b) Transfekcja komorek ssaczych otrzymanym konstruktem genetycznym

3. Analizy in vivo lokalizacji badanego bialka w fuzji z bialkiem fluorescencyjnym

za pomoc3 technik mikroskopii konfokalnej:

a) Badanie subkomorkowej lokalizacji biatka (1D i 3D)

b) Badanie wptywu lekow/antybiotykow na lokalizacje biatka

€) Badanie zachowania si¢ biatek w komorce (Time lapse imaging)

d) Badanie dynamiki biatek w komorce (techniki FRAP, Fotokonwersja)

e) Badanie interakcji biatek w komorce (technika FRET)

Dlaczego badanie lokalizacji biatek in vivo w komoérkach ssaczych jest interesujace?
Przede wszystkim eksperyment prowadzony in vivo znacznie zmniejsza prawdopodobienstwo
pojawienia si¢ btednych wynikéw spowodowanych nienaturalnie wystepujacymi artefaktami.
Rozmieszczenie bialek w komodrce moze posrednio sygnalizowa¢ ich funkcj¢. Biatka
rozmieszczone w btonie komoérkowej moga by¢ zaangazowane w transdukcj¢ sygnatow czy
tez w transport réznych substancji, natomiast lokalizacja jaderkowa moze $wiadczy¢
o zwigzku tych biatek 2z procesem Dbiogenezy rybosomdéw. Badania zmiany
lokalizacji/rozmieszczenia bialek w czasie (opcja time lapse imaging) moga dostarczy¢
informacji o fizjologii komorki (np. transporcie biatek miedzy kompartmentami
komoérkowymi, sekrecji  bialek na  zewnatrz = komorki). Takze  zmiana
lokalizacji/rozmieszczenia biatek w komorce wywotana czynnikiem zewngtrznym (czynnik
stresowy, antybiotyk) moze dostarczy¢ pewnych informacji o badanym biatku czy tez
o procesie metabolicznym w ktory to biatko jest zaangazowane. Natomiast kolokalizacja
biatek, czyli wystepowania biatlek w tym samym miejscu w komoérce moze (lecz wcale nie

musi) $wiadczy¢ o ich interakcji lub zaangazowaniu w ten sam proces biologiczny.
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Oddziatywania miedzy biatkami sg kluczowe dla wszystkich procesow zachodzacych
w zywej komorce (np. podzial komorki, przekazywanie sygnatow).

Powstaje pytanie jak bada¢ lokalizacj¢ biatek oraz interakcje migedzy biatkami in vivo?
Ze wzgledu na rozmiary biatek (rzedu nanometréw) dobrym rozwigzaniem wydaje si¢ uzycie
mikroskopu $wietlnego, ktory umozliwia obserwacj¢ obiektow niewidzialnych dla
nieuzbrojonego oka ludzkiego. By jakis$ obiekt byt widzialny w mikroskopie §wietlnym musi
cechowa¢ si¢ odpowiednim kontrastem wzgledem tla (np. réznice w intensywnosci $wiatla,
barwie $wiatla, we wspotczynniku zatamania $wiatta). Bardzo dobry kontrast zapewniajg
obiekty fluoryzujace, czyli emitujgce $wiattlo o okre$lonej dlugosci fali po wczes$niejszym
zaabsorbowaniu $wiatta o innej (krotszej) dlugosci fali. Czyli aby zbadaé lokalizacje
badanego biatka w komorce nalezy to biatko wyznakowa¢ czasteczka zdolng do fluorescenc;i.
Idealnym rozwigzaniem jest stworzenie biatka hybrydowego/fuzyjnego, sktadajacego si¢
z badanego biatka pofaczonego krotkim odcinkiem kilku aminokwaséw z biatkiem
fluorescencyjnym.

Jak w skrécie przedstawia si¢ procedura wprowadzenia DNA kodujacego biatko
hybrydowe do komorek ssaczych? Pierwszym etapem jest otrzymanie konstruktu
genetycznego kodujacego biatko fuzyjne. W tym celu cDNA kodujace badane biatko oraz
odpowiedni wektor sg poddawane reakcji enzymatycznego cigcia za pomocg enzymow
restrykcyjnych a nastgpnie oba fragmenty DNA sa laczone ze sobg w reakcji ligacji. Tak
powstate rekombinowane DNA jest wprowadzane do komorek bakteryjnych w celu
amplifikacji, nastgpnie oczyszczane i wprowadzane do komorek ssaczych gdzie ulega
ekspresji. Gen dla biatka fuzyjnego znajdujacy si¢ na czasteczce wektora jest transkrybowany,
powstale mRNA wulega translacji, zsyntetyzowany polipeptyd falduje sie¢ przyjmujac
odpowiednia konformacj¢ przestrzenng i biato hybrydowe staje si¢ widoczne w mikroskopie
fluorescencyjnym.

Szczegdbtowa procedura eksperymentu, ktory moéglby by¢é zatytulowany
,,Charakterystyka ludzkiego biatka X (subkomoérkowa lokalizacja, funkcja, dynamika,
interakcje z innymi biatkami)’’ jest nieco bardziej skomplikowana. Przed rozpoczgciem pracy
nalezy szczegOlowo zaplanowaé caly eksperyment. W tym celu pomocne moze byc¢
odpowiedzenie sobie na nastgpujace pytania: Jaki jest cel eksperymentu? Z jakimi
biomolekutami bedziemy pracowac? Co bedzie zroédlem materiatu biologicznego? Jakie
techniki bedg uzywane? itp.

Pierwszy etap procedury obejmuje przygotowanie DNA kodujacego badane biatko

oraz wybor 1 przygotowanie odpowiedniego wektora, ktory umozliwi wprowadzenie
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konstruktu genetycznego do komorki a nastgpnie jego wydajng ekspresje. Przygotowanie
DNA ma na celu zapewnienie bliskiego kontaktu miedzy DNA a czynnikami modyfikujagcymi
oraz usuni¢cie niepozadanych zanieczyszczen. Zalecane jest w miar¢ mozliwo$ci uzywanie
Swiezego materialu biologicznego, poniewaz jakos$¢ biomolekul zaczyna spada¢ juz od
momentu pozyskiwania probki. Nalezy stara¢ si¢ by proces izolacji DNA przebiegal z wysoka
wydajnoscia a pozyskane DNA cechowato si¢ wysoka jakoscia (bylo wolne od
zanieczyszczen 1 DNaz), gdyz prawdopodobienstwo uzyskania btednych wynikow
1 wnioskéw wzrasta, gdy eksperyment przeprowadzony jest z uzyciem niskiej jakosci DNA.
Kazdy nastepny krok w wieloetapowej procedurze zalezy od wczesniejszych etapow, dlatego
tez przygotowanie DNA jest rownie wazne jak koncowa analiza.

Gen kodujacy badane biatko mozemy pozyska¢ z ludzkiego genomowego DNA
(najlepiej jesli bedzie to cDNA np. z komodrek linii HelLa). Kazda metoda dezintegracji
komoérki ma na celu zachowanie naturalnego stanu, konformacji i aktywnos$ci biologicznej
interesujacej nas biomolekuty. Znajomo$¢ materiatu biologicznego pozwala na wybranie
odpowiedniej metody dezintegracji komorki. Nalezy uzy¢ procedury ekstrakcji ktora w jak
najmniejszym stopniu wptynie na konformacje i aktywnos¢ biologiczng izolowanej molekuty.
Ekstrakcja powinna by¢ przeprowadzana w odpowiednim buforze w celu utrzymania
odpowiedniego pH, stabilizacji i ochrony przed degradacjg. Izolacja genomowego DNA
polega na hodowli odpowiedniej ilosci komorek, nastepnie ich dezintegracji oraz usunigciu
biatek, lipidow, RNA 1 innych skladnikow komoérkowych. Uzyskane DNA mozna
wyprecypitowaé etanolem a nastepnie zawiesi¢ w odpowiednim buforze lub wodzie. Stezenie
wyizolowanego DNA mozna okresli¢ spektrofotometrycznie mierzac absorbancje
w spektrofotometrze przy dlugosci fali 260nm (Ao = 1 = 50ug/ml dsDNA), natomiast
stopien zanieczyszczenia biatkami mozna ustali¢ ze stosunku Azgo/Azgo.

Majac przygotowane DNA zawierajace gen dla badanego biatka, ktory chcemy
polaczy¢ z biatkiem fluorescencyjnym 1 wprowadzi¢ do komorek ssaczych, nalezy wybraé
odpowiedni wektor (DNA nos$nikowe) to umozliwiajgcy. Jakimi cechami powinna si¢
charakteryzowac czasteczka DNA by mogta stuzy¢ jako wektor? Przede wszystkim powinna
by¢ zdolna do autonomicznej replikacji w komoérce gospodarza, by mozna byto uzyska¢ wiele
kopii utworzonego rekombinowanego DNA. Wektor powinien rowniez cechowac si¢
wielkoscig do 10kpz, poniewaz wigksze czgsteczki sg bardziej narazone na uszkodzenia
podczas oczyszczania. Powinien takze zawiera¢ w swej sekwencji nukleotydowej unikalne
miejsca restrykcyjne (sekwencje rozpoznawane przez endonukleazy restrykcyjne),

wystepujace tylko raz w calej czasteczce. Ostatnig cechg jest obecnos¢ markera selekcyjnego
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(np. gen opornosci na jaki§ rodzaj antybiotyku), by mdc rozr6zni¢ komoérki do ktorych
wprowadzony zostal wektor od komodrek ktére go nie przyjety. Takimi cechami
charakteryzuja si¢ plazmidy bakteryjne, czyli naturalnie wystgpujace koliste, dwuniciowe
czgsteczki pozachromosowego DNA (Rys. 1). Posiadajg sekwencj¢ ori (origin of replication),
ktora odpowiada za replikacj¢ w komorce gospodarza (wykorzystujac enzymy gospodarza)
oraz marker selekcyjny nadajacy komorkom zawierajacym ten plazmid dodatkowe
wlasciwosci a takze region zawierajacy wiele unikalnym miejsc restrykcyjnych (MCS-
multiple cloning site, Polylinker). Stwierdzenie, ze plazmidy sg kolistymi czgsteczkami DNA
nie jest do konca precyzyjne, poniewaz plazmidy w komoérce w wigkszosci wystepuja
w formie superskreconej (CCC — covalently closed circular), gdy jedna z nici DNA ulegnie

rozerwaniu plazmid przyjmuje formg¢ open circular.

Hindlll
Sphl *u
Pstl =
Sall 21 [ Region into which
Xbal exogenous DNA
BamHI can be inserted
Smal ;
Kpnl #
Sacl a
EcoRlI

Polylinker Plasmiid
cloning vector

Rys. 1 Schemat wektora bakteryjnego [Gene Cloning and DNA Analysis, T.A. Brown]

Eksperyment wymaga jednak by wprowadzone za pomoca wektora rekombinowane
DNA ulegato ekspresji w komorkach ssaczych. Jest niezwykle mato prawdopodobne by DNA
kodujace badane biatko potaczone ze standardowym wektorem uleglo ekspresji w komorkach
ssaczych. Dlatego zasadny wydaje si¢ wybor wektora ekspresyjnego, czyli wektora
zawierajacego oprocz w/w elementéw takze sekwencje promotora, miejsca wigzania
rybosomu oraz terminatora, odpowiednie dla komodrek gospodarza. Najwazniejszym
elementem wektora ekspresyjnego jest promotor, czyli sekwencja DNA rozpoznawana przez

polimeraz¢ RNA gospodarza, bedaca miejscem startu transkrypcji. Po zaindukowaniu
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transkrypcji (w przypadku promotora bakteryjnego lac poprzez IPTG) syntetyzowane jest
biatko, ktorego sekwencja DNA znajduje si¢ pod kontrolg tego promotora.

Ekspresja ma mie¢ miejsce w komorkach ssaczych, dlatego odpowiednim wektorem
bedzie ssaczy wektor ekspresyjny (Rys 2). Powinien on zwiera¢ nastepujace elementy:
miejsce poczatku replikacji (ori) SV40 (simian virus 40), konstytutywny promotor np.
promotor wirusa CMV (cytomegalovirus), sygnaty dla dojrzewania i obrobki mRNA
(sekwencja poliadenylacji), marker selekcyjny oraz MCS. Wektor ten réwniez powinien
posiada¢ sekwencj¢ dla biatka fluorescencyjnego, ktorym zamierzamy wyznakowac biatko

badane.

SnaB |

34 Nhel (592)
Ecod Il (597)
Age | (501}

Apall
(4360) ~,

Eco0109 1
(3854)

BsrG | (1323)
MCS
(1330-1417)

Miu 1 (1842)

Dra lll 1872)

Stul
(2577)

ggrp 9% 1340 1350 1360 1370 1380 1290 1400 STOPs

— % . . . . . - . . — T—
TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCT CAA GCT TCG AAT TCT GCA GTC GAC GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CTGATC A
BspEl Bglll Xhol )3 Hind Il EcoR1 Pstl  Sall Kpnl | Apal . BamHl Xbal* BelI*

S / Xmal
EcN3611 Accl Asp?18|sac"Bsp12l}l Sl

Rys. 2 Ssaczy wektor ekspresyjny wraz z sekwencja nukleotydowa MCS

Izolujac plazmidowe DNA nalezy wybra¢ metodg, ktéra pozwoli na wydajne
uzyskanie DNA wysokiej jakosci 1 czystosci. Obecnie wiele firm oferuje specjalne zestawy do
izolacji plazmidowego DNA. Na wydajnos¢ procesu izolacji oraz na czysto$¢ uzyskanego
DNA ma wplyw gestos¢ hodowli, napowietrzanie, czas hodowli, rodzaj podtoza, rodzaj
plazmidu oraz rodzaj szczepu bakteryjnego. Material biologiczny (nocna hodowla bakterii
0 ODgp=2.5) zaggszczony przez wirowanie jest zawieszany w odpowiednim buforze.
Nastepnie komorki ulegaja lizie na skutek dodania roztworu alkalicznego zawierajacego
NaOH 1 SDS. Zdenaturowane genomowe DNA (w pH zasadowym wigzania wodorowe

ulegaja rozerwaniu) 1 biatka po zoboje¢tnieniu roztworu poprzez dodanie buforu octanowego
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precypituja, natomiast plazmidowe DNA pozostaje w roztworze dzigki swojej specyficzne]
konformacji. Uzyskana ilo$¢ plazmidowego DNA moze dochodzi¢ nawet do 20 pg z Sml
catonocnej hodowli bakteryjnej. Zarowno jakos¢ jak i stgzenie uzyskanego plazmidowego

DNA mozna oszacowa¢ po rozdziale elektroforetycznym DNA w zelu agarozowym (Rys 3).

Markery DNA  Plazmidl  Plazmid 2

Rys. 3 Zdjecie zelu agarozowego po rozdziale elektroforetycznym

Majac oczyszczone DNA wektora oraz DNA zawierajace gen dla badanego biatka
mozna przystapi¢ do przygotowania reakcji PCR, ktéra umozliwi nam amplifikacje
wybranego genu. W reakcji PCR matrycowe DNA w pierwszym etapie ulega denaturacji (93-
96°C), nastepnie temperatura jest obnizana do 42-68°C by umozliwi¢ przylaczenie si¢
wigzaniami wodorowymi (zgodnie z zasadg komplementarnosci) starterow do matrycy, trzeci
etap cyklu polega na podwyzszeniu temperatury do 72°C w ktorej przebiega reakcja
polimeryzacji. Caty cykl jest powtarzany wielokrotnie (30x) tak by uzyskaé¢ wystarczajaca
ilos¢ docelowego DNA. By zaszta amplifikacja odpowiedniego genu potrzebne sg krotkie
odcinki DNA (oligonukleotydy o dtugosci 18-22 pz) zwane starterami, od ktorych polimeraza
DNA zacznie przyltaczaé na zasadzie komplementarno$ci kolejne nukleotydy.

Projektowanie starteré6w zaczyna si¢ od znalezienia w bazie danych NCBI sekwencji
cDNA dla badanego biatka. Nastgpnie znajac sekwencje nukleotydowa wektora nalezy
wybra¢ enzymy restrykcyjne (dla ktérych miejsca cigcia znajdujg si¢ w odcinku MCS
wektora), ktore przetng zarowno DNA wektora jak 1 powstaly produkt reakcji PCR
i umozliwig przeprowadzenie reakcji ligacji. Starter tzw. forward, be¢dzie mial sekwencje

DNA identyczng jak ni¢ 5°-3. Zeby sekwencja DNA amplifikowanego geny znalazta sig
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w ramce odczytu w MCS wektora nalezy ,,doda¢’’ dwa nukleotydy przed sekwencja
rozpoznawang przez pierwszy enzym restrykcyjny. Starter tzw. reverse, musi byc¢
komplementarny do nici DNA 5°-3°. Dodajac miejsce restrykcyjne dla drugiego enzymu
roOwniez nalezy zadba¢ by pozycja w ramce odczytu byla zachowana. Synteze

zaprojektowanych starterow mozna zamowi¢ w wielu firmach biotechnologicznych.
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ACCGGAGGTGAAGTCGGTGCCACTTCTGCCCTGGCCCCCAAGATCGGCCCC
CTGGGTCTGTCTCCAAAAAAAGTTGGTGATGACATTGCCAAGGCAACGGGET
GACTGGAAGGGCCTGAGGATTACAGTGAAACTGACATTCAGAACAGACAG
GCCCAGATTGAGGTGGTGCCTTCTGCCTCTGCCCTGATCATCAAAGCCCTCA
AGGAACCACCAAGAGACAGAAAGAAACAGAAAAACATTAAACACAGTGG
GAATATCACTTTTGATGAGATTTCAACATTGCTCGACAGATGCGGCACCGAT
CCTTAGCCAGAGAACTCTCTGGAACCATTAAAGAGATCCTGGGGACTGCCC
AGTCAGTGGGCTGTAATGTTGATGGCCGCCATCCTCATGACATCATCGATGA
CATCAACAGTGGTGCTGTGGAATGCCCAGCCAGTTAA

CGACACCTTACGCCTCGGTCAATT CCTAGG TCG

5.3

Rys. 4 Schemat przedstawiajacy miejsce wielokrotnego klonowania wektora
wraz z sekwencjg nukleotydowa badanego biatka oraz sekwencjami
zaprojektowanych starteréw

Reakcja PCR przeprowadzana jest w termocyklerze gdzie mamy mozliwos¢ wyboru
odpowiedniego programu. Mieszanina reakcyjna powinna zawiera¢ wode, matrycowe DNA,
dNTP, statery F i R, jony Mg®", bufor dla polimerazy Taq oraz polimeraze Taq. Poprawne;
wielkosci produkt PCR mozna wyizolowa¢ 1 oczysci¢ z zelu agarozowego za pomoca
komercyjnych zestawdéw do izolacji DNA z zelu. Czystos¢ i1 stezenie produktu PCR mozna
okresli¢ spektrofotometrycznie.

Kolejnym etapem eksperymentu jest przeprowadzenie reakcji enzymatycznego cigcia
produktu PCR oraz wektora za pomocg wybranych enzymow restrykcyjnych (dla ktorych

miejsca ciecia znajdujg si¢ w zaprojektowanych starterach oraz w MCS wektora). Enzymy
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restrykcyjne uzywane do cigcia DNA to endonukleazy restrykcyjne klasy II rozpoznajace
specyficznie sekwencje 4-8 nukleotydowe w DNA. Enzymy te katalizuja reakcj¢ hydrolizy
wigzan fosfodiestrowych w DNA (wigzanie pomi¢dzy deoksyryboza a reszta fosforanowq)
(Rys. 5). Po reakcji pocigte DNA (wektor i wstawka) jest izolowane 1 oczyszczane z zelu
agarozowego. Czysto$¢ 1 stezenie pocigtego produktu PCR oraz wektora mozna zmierzy¢

spektrofotometrycznie lub oszacowaé po rozdziale elektroforetycznym w zelu agarozowym
(Rys. 6).
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Restriction fragment Restriction fragment

Rys. 5 Schemat enzymatycznej hydrolizy wigzan fosfodiestrowych we fragmencie
DNA [Gene Cloning and DNA Analysis, T.A. Brown]

Majac przygotowang wstawke 1 wektor mozna przystapi¢ do przeprowadzenia reakcji
taczenia ,,przycictego’’ fragmentu DNA zawierajacego sekwencje kodujaca badane biatko
z ,przycigtym’’ wektorem (ligacja). Enzym ligaza katalizuje reakcj¢ utworzenia wigzania
fosfodiestrowego pomiedzy reszta fosforanowa przy weglu 5’ nukleotydu z jednej czasteczki
DNA a grupa hydroksylowa przy weglu 3’ nukleotydu z drugiej czasteczki DNA. Najczesciej
uzywana jest ligaza pochodzaca z bakteriofaga T4. By reakcja ligacji przebiegata
z odpowiednig wydajno$cig nalezy zastosowa¢ molowy nadmiar wstawki w stosunku do

wektora zmniejszajac w ten sposob prawdopodobienstwo tzw. self-ligacji.
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Markery DNA Wektor Produkty PCR

Rys. 6 Zdjecie zelu agarozowego po rozdziale elektroforetycznym DNA
plazmidowego oraz produktu PCR pocigtych enzymami restrykcyjnymi

Po ligacji, przebiegajacej w 16°C, przeprowadza si¢ transformacj¢ bakterii, czyli
otrzymany konstrukt genetyczny jest wprowadzany do komorek bakteryjnych w celu
uzyskania znacznych ilosci rekombinowanego DNA. By zwickszy¢ prawdopodobienstwo
wniknigcia obcego DNA do komorki bakteryjnej nalezy je wczes$niej odpowiednio
przygotowa¢ — sprawi¢ by staty si¢ ,,.kompetentne’’. Jedna z metod transformacji komorek
bakteryjnych jest metoda z uzyciem roztworu TSS (Transformation and Storage Solution).
W tym celu komoérki z hodowli o odpowiedniej gestosci (ODgoo = 0,3-0,4) zawiesza si¢
w podtozu LB o pH 6,5 z dodatkiem 50 mM jonéw Mg2+ 1 5% DMSO (TSS). Nastepnie do
komorek kompetentnych dodaje si¢ plazmidowe DNA i inkubuje w 4°C przez 20-60 min.
Pd&zniej nastepuje szok cieplny (42°C/90s), po ktorym komorki sg inkubowane w 37°C przez
godzing w celu regeneracji $ciany i btony komdrkowej oraz ekspresji gendéw opornosci na
antybiotyki. Ostatnim etapem transformacji jest wysianie komorek na podloze stale
z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego. Udana transformacja nie jest tozsama
z udanym klonowaniem, poniewaz na podtozu z antybiotykiem wyrosng wszystkie komorki
bakteryjne posiadajace plazmid niezaleznie od tego czy jest nim prawidlowy konstrukt
genetyczny czy tez plazmid nie zawierajgcy wstawki (self-ligand). Z tego powodu kolejng
czynnoscig do wykonana jest tzw. screening’u, czyli poszukiwanie klonu zawierajacego
poprawny konstrukt genetyczny (Rys.7). Po cigciu enzymami restrykcyjnymi
potwierdzajacym obecnos¢ wstawki (Rys.8), plazmid jest sekwencjonowany w celu
sprawdzenie wystgpowania poprawnej ramki odczytu. Plazmidowe DNA zawierajace

pozadany konstrukt genetyczny jest oczyszczane za pomocg specjalnych zestawoéw do izolacji
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ultraczystego DNA w celu otrzymania DNA wysokiej jakosci odpowiedniego do transfekcji

komorek ssaczych.

Rys.7
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Zdjecie  zelu  agarozowego  po  rozdziale  elektroforetycznym
po przeprowadzeniu screening’u. Zolte strzalki oznaczaja plazmidy
réznigce si¢ wielkoscig w stosunku do wektora kontrolnego (strzatka biala)
nie zawierajacego zadnej wstawki

Rys. 8 Zdjecie zelu agarozowego po rozdziale elektroforetycznym plazmidowego

DNA pocietego enzymami restrykcyjnymi. Czarna strzatka wskazuje obecno$¢
pozadanej wstawki

41



Zaktad Biologii Molekularej UMCS, luty 2019

Subkomorkowa lokalizacja badanego bialka bedzie przeprowadzana w komorkach
ssaczych, w komodrkach nowotworowych linii HeLa (linia komorkowa wywodzaca sig¢
z komorek raka szyjki macicy Henrietty Lacks (ang. Henrietta Lacks cell). Dlatego niezb¢dna
jest podstawowa wiedza dotyczgca utrzymywania poza organizmem, czyli in vitro, komorek
ssaczych. hodowla pierwotna. Po pierwszym pasazu, ktdry oznacza przeniesienie komorek
ze starego naczynia hodowlanego do nowych naczyn, zawierajacych swieza pozywke przed
osiggnigciem stanu 100% konfluencji, hodowla pierwotna staje si¢ linig komorkowa. W miare
kolejnych pasazy linia komérkowa o okreslonym czasie zycia zamiera, natomiast komorki
nowotworowe jak i komorki uniesmiertelnione moga si¢ dzieli¢ w nieskonczono$¢ — sg
nazywane liniami komoérkowymi cigglymi. Komoérki wymagajace do wzrostu 1 podziatow
przyklejenia si¢ do podioza statego zwane s3 komorkami adherentnymi, natomiast te rosngce
w zawiesinie zwane s3 komodrkami zawiesinowymi.

Hodowle komoérkowe prowadzi sie¢ w odpowiednich naczyniach hodowlanych -
szklanych lub plastikowych (butelki hodowlane, szalki Petriego, ptytki 6/24/96-dotkowe).
Hodowla komorek in vitro wymaga zachowania sterylnych warunkéw (komory z laminarnym
przeptywem powietrza), zapewnienia $rodowiska wzrostu o optymalnej temperaturze,
wilgotnosci i pH (inkubator CO,) oraz dostarczenia komorkom wszystkich niezbednych do
zycia i proliferacji substancji odzywczych (podtoze hodowlane).

Wprowadzenie obcego kwasu nukleinowego za pomocg metod niewirusowych do
komorki eukariotycznej nosi nazwe transfekcji. Transfekcja stabilna ma miejsce gdy
wprowadzone DNA ulega integracji z genomem komorki gospodarza, natomiast transfekcja
przejsciowa charakteryzuje si¢ brakiem integracji wprowadzonego DNA do genomu
1 zanikiem ekspresji wprowadzonego DNA w miar¢ podzialdéw komorkowych. DNA, ktore
chcemy prowadzi¢ do komorki ssaczej powinno cechowac si¢ wysoka jakoscia 1 czystoscia.
Istnieje wiele metod transfekcji, jedng z nich jest lipofekcja (Rys. 9) polegajaca na utworzeniu
kompleksu DNA-odczynnik do lipofekcji i wniknieciu do komorki na drodze endocytozy.
Nastepnie wprowadzone DNA ulega ekspresji 1 po 24h komorki mogg zosta¢ poddane
obserwacjom mikroskopowym. Transfekcja moze by¢ optymalizowana na réznych etapach
(indywidualnie do eksperymentu). Parametry podlegajace manipulacjom to: objetosc

liposomow, stezenie DNA, czas inkubacji DNA + liposomy, % konfluencji.
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Lipid-Mediated Transfection in Mammalian Cells
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Rys 9. Schemat wprowadzenie plazmidowego DNA do komorki ssaczej przy uzyciu
odczynnika lipidowego [http://www.microscopyu.com]

Warunkiem koniecznym przy prowadzeniu obserwacji subkomoérkowej lokalizacji
bialek, badaniu dynamiki i oddziatywan biatek czy kazdego procesu metabolicznego in vivo
jest zapewnienie komoérkom optymalnych warunkéw do zycia (wzrostu i podzialow) przez
caly czas trwania eksperymentu. Kazde odstgpstwo od warunkéw fizjologicznych jest
podstawa do poddania w watpliwos¢ wynikow eksperymentu. Kontrolowane parametry to
odpowiednia temperatura, wilgotno$¢ powietrza i stezenie CO,. Obecnie automatyczne
systemy do przyzyciowego obrazowania komoérek zbudowane woko6t mikroskopu

konfokalnego w petni zapewniaja optymalne warunki dla zycia komorek (Rys. 10).

Rys. 10 Zdjqcié ikroskopu konfokalnego LSM 780 Zeiss

Badane biatko syntetyzowane bedzie w komodrkach ssaczych w fuzji z biatkiem
fluorescencyjnym wiec nalezy zapoznac si¢ z podstawami zjawiska fluorescencji. W pewnych

sciSle okreslonych warunkach promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu $wiatla
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widzialnego moze zosta¢ pochlonigte przez czasteczkg. Po absorpcji $§wiatta czgsteczka
przechodzi do stanu wzbudzonego. Istnieje wiele sposobow na ktore czasteczka moze pozby¢
si¢ nadmiaru energii (tzw. kanalow dezaktywacji stanu wzbudzonego) i jednym z nich jest
emisja Swiatta charakteryzujacego si¢ wickszg dtugoscig fali niz $wiatlo pochtoniete. To
zjawisko nazywane jest fluorescencja. Czyli czasteczka zdolna do fluorescencji (zazwyczaj
posiadajaca budowe pierscieniowa i zdelokalizowane elektrony typu © ) bedzie pochtaniata
Swiatlo o krotszej dlugosci fali (np. $wiatlo niebieskie) i po czasie, zwanym czasem zycia
fluorescencji (zazwyczaj rzedu nanosekund), wracajagc do stanu podstawowego wyemituje
swiatlo o wigkszej dtugosci fali (np. $wiatto zielone).

Obserwacje beda prowadzone w mikroskopie konfokalnym ktory, jest ulepszona
wersja mikroskopu fluorescencyjnego. Jak dziata mikroskop konfokalny? Swiatto, o dtugosci
fali odpowiedniej do wzbudzenia czasteczki fluoryzujacej, emitowane przez laser ulega
odbiciu od lustra dichroicznego i przechodzac przez obiektyw trafia na badany obiekt.
Emitowana fluorescencja wraca przez obiektyw i z powodu wiekszej dtugosci fali od $wiatta
wzbudzajacego, jest transmitowana przez lustro dichroiczne do detektora, ktoérym jest
fotopowielacz. Przed detektorem znajduje si¢ niewielka szczelina zwana z ang. ,,pinhole’’,
ktéra powoduje, ze tylko $wiatto emitowane z jednej plaszczyzny ogniskowania (ptaszczyzny
gdzie skupiajg si¢ promienie $wietlne) dociera do detektora, natomiast $wiatto pochodzace
z ptaszczyzn potozonych nizej lub wyzej nie bierze udziatu w tworzeniu obrazu (dzigki czemu
uzyskany obraz cechuje si¢ doskonalg rozdzielczos$cia, kontrastem i1 ostro$cig). Zatem
mozemy obrazowaé dowolng plaszczyzne w osi Z i tym samym stworzy¢ przekroje optyczne
preparatu, ktore po ztozeniu dadzg nam obraz trojwymiarowy. W laserowym skaningowym
mikroskopie konfokalnym $wiatto lasera skanuje preparat, emitowana fluorescencja tworzy
obraz, ktory nastgpnie jest dzielony na pixele. Kazdemu pixelowi przypisana zostaje
odpowiednia warto$¢ intensywnos$ci fluorescencji. Powstaty obraz widzimy na monitorze
komputera.

Jak przebiegal rozwdj technologii bialek fluorescencyjnych? Pierwsze biatko
fluorescencyjne  zostalo  odkryte przez Osamu Shimomura. Badajac  biatko
bioluminescencyjne ekworyna z meduzy Aequorea victoria zauwazyl, ze Swiatto niebieskie
emitowane przez to biatko na skutek reakcji z jonami Ca?* jest konwertowane na $wiatto
zielone. Odpowiedzialne za to bylo biatko nazwane Green Fluorescent Protein (GFP). GFP
jest biatkiem o masie 27 kDa, jego struktura trzeciorzgdowa przypomina tzw. beczutke
majacg wymiary 4 x 3 nm, Sktada si¢ z 11 tancuchdéw P oraz polozonej wewnatrz o helisy

zawierajacej tripeptyd odpowiedzialny za fluorescencje — Ser 65, Tyr 66, Gly 67 (Rys. 11).
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Kolejng osobg, ktéra w znacznym stopniu przyczynita si¢ do rozwoju technologii biatek
fluorescencyjnych byl Martin Chalfie. Udowodnit on, ze gen kodujacy biatko GFP moze
ulega¢ ekspresji w innym organizmie niz Aequorea victoria, mianowicie w nicieniu C.
elegans oraz bakterii E. coli. Tym samym dal poczgtek technice projektowania i ekspresji
biatek hybrydowych. Jednak ,,dzikie GFP” (wild type GFP) miato liczne wady. Posiadato
dwa maksima w widmie absorpcji co swiadczylo o istnieniu GFP w dwoch formach. Dzikie
GFP byto efektywnie wzbudzanie §wiatlem z zakresu UV, ktore jest toksyczne dla komorek.
Miato rowniez tendencje do oligomeryzacji co utrudnialoby wszelkie analizy lokalizacji
1 dynamiki. Optimum temperaturowe dla dojrzewania GFP (formowania si¢ chromoforu)

znacznie rdznito si¢ od optimum dla komorek ssaczych (37°C).
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Rys. 11. Schemat struktury trzeciorzedowej GFP [http://www.microscopyu.com]

Problemy te zostaly przezwyci¢zone dzigki pracom Roberta Tsien’a, ktory udoskonalit
i zmodyfikowal dzikie GFP dajac poczatek wielu biatkom fluorescencyjnych. Zamiana seryny
65 na treoning przesuneta widmo absorpcji dajac pojedyncze maksimum przy 488 nm, liczne
punktowe mutacje w obrebie struktury GFP zoptymalizowaly jego ekspresj¢ w komoérkach
ssaczych, poprawily szybko$¢ dojrzewania i efektywno$¢ faldowania biatka, tak powstato
ulepszone biatko GFP — EGFP (Enhanced GFP). Inne mutacje w obrebie tripeptydu
tworzacego chromofor spowodowaly otrzymanie bialek §wiecgcych na niebiesko (BFP),
cyjanowo (CFP), z6tto (YFP). Obecnie mamy do dyspozycji catg palete kolorow biatek
fluorescencyjnych rozszerzong o biatka czerwone wyizolowane z koralowcow Anthozoa,

noszace takie nazwy jak mTomato, mCherry, DsRed.
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Posiadajac  wiedze¢ o fluorescencji, biatkach fluorescencyjnych 1 mikroskopii
konfokalnej mozemy przystagpi¢c do koncowej czgsci eksperymentu — obserwacji
mikroskopowych. Oczywiscie przed przystapieniem do analiz nalezy upewnic¢ si¢, ze komorki
posiadajg prawidlowa morfologi¢ oraz ze nie ma $§ladéw kontaminacji bakteriami czy
drozdzami. Obserwowane komorki powinny cechowaé si¢ fizjologicznym poziomem
ekspresji biatka, poniewaz w ten sposdb mozna unikng¢ blednych wnioskéw spowodowanych
nieprawidlowa lokalizacjg bialka (wynikajaca ze zbyt duzego stgzenia — agregacja).
W mikroskopie konfokalnym mozemy zbada¢ lokalizacj¢ danego biatka a takze zbada¢ jak
zmienia si¢ jego lokalizacja po dodaniu do podtoza hodowlanego np. antybiotyku czy leku.
Tworzac przekroje optyczne komorki i sktadajac obraz 3D dostajemy rozmieszczenie biatek
w calej komorce. Wykorzystujgc opcje time lapse imaging mozemy zaprogramowac system
by obrazowal w zadanym przez nas interwale czasowym np. co 10 sekund czy 10 minut.
W ten spos6b mozna obrazowa¢ dynamike catych organelli np. dynamike mitochondriéw gdy
badane biatko lokalizuje si¢ w mitochondriach a nawet stworzy¢ film przedstawiajacy ruch

organelli w komorce.

Rys. 12 Zdjgcia wykonane za pomoca mikroskopu konfokalnego przedstawiajace od
prawej: komorki linii HeLa w §wietle przechodzacym, komorki linii HeLa
wyrazajace biatko hybrydowe pEGFPC-P1, komorki linii HeLa wyrazajace biatko
hybrydowe pEGFPN-PO

W jaki sposéb zbada¢ dynamike biatek gdy lokalizujg si¢ gléwnie w jadrze czy tez
tylko w cytoplazmie? Lub gdy obraz lokalizacji mowi nam, Ze dane biatko jest zarowno
w jadrze jak 1 w cytoplazmie to jednak musi by¢ w jaki§ sposob transportowane migdzy tymi
kompartymentami. Doskonale do tego celu nadaja si¢ tzw. techniki fotoperturbacji, ktore

powoduja zaburzenie stanu rownowagi (Steady state fluorescence). Poprzez analize powrotu
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uktadu do stanu réwnowagi mozna uzyska¢ wiele informacji o tym uktadzie. Do owych
technik zaliczajg si¢ FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching lub Fluorescence
Redistribution After Photoperturbation) oraz FLIP (Fluorescence Loss In Photobleaching).
Obie te techniki wykorzystuja zjawisko z ang. zwane photobleaching, czyli wygaszanie
fluorescencji za pomoca $§wiatta. Polega ono na tym, ze w czasteczce fluoryzujacej na skutek
absorpcji $wiatla o duzej intensywnos$ci zachodza kowalencyjne modyfikacje fluoroforu
w wyniku czego molekuta nieodwracalnie traci zdolno$¢ do fluorescencji.

Na czym polega technika FRAP? W wybranym przez nas miejscu w komorce
fluorescencja jest wygaszana (photobleaching) na skutek absorpcji $wiatta laserowego o duzej
intensywnos$ci. Nastepnie mierzac intensywnos¢ fluorescencji w tym regionie (wykorzystujac
opcje time lapse ) otrzymujemy obraz zachowania si¢ badanego biatka (Rys. 13).
Z otrzymanych danych dostajemy krzywa, ktorej ksztalt odzwierciedla sposob w jaki badane
molekuly przemieszczaja si¢ do zaznaczanego regionu (dyfuzja, transport aktywny). Jak
wythumaczy¢ w jaki sposob otrzymujemy krzywa ,,powrotu’’ intensywnosci fluorescencji? W
wybranym przez nas regionie molekuly traca zdolno$¢ do fluorescencji i tym samym przestaja
by¢ dla nas widoczne w mikroskopie. Biatka, ktére utracity zdolno$¢ do fluorescencji
przemieszcza si¢ na zewnatrz wybranego obszaru a ich miejsce beda zajmowaly biatka
znajdujace si¢  uprzednio wlasnie poza regionem obserwowanym. W ten sposob
intensywnosc¢ fluorescencji w wybranej czgsci komorki bedzie wzrastata z szybkoscig zalezng
od ruchliwosci badanych biatek. Natomiast w przypadku gdy molekuty po wygaszeniu nie
przemieszczaja si¢ na zewnatrz wybranego obszaru na skutek silnych interakcji z innymi
molekutami (sg zimmobilizowane), molekuly z zewnatrz nie mogg zajac ich miejsca i krzywa
,powrotu’’ intensywnos$ci fluorescencji w tym regionie znacznie rézni si¢ od przypadku

opisanego powyzej.
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Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) with Green Fluorescent Protein
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Rys. 13. Schemat opisujacy technik¢ FRAP. Objasnienia w teksScie [http:/zeiss-
campus.magnet.fsu.edu/index.html]

Jakie informacje mozemy uzyska¢ za pomoca techniki FRAP? Mozemy dowiedzie¢
si¢ jak szybko poruszajg si¢ biatka, przez jaki czas biatka pozostajg zwigzane, jaki jest %
biatek ,,zimmobilizowanych’ poprzez oddziatywanie z innymi molekutami (np. DNA,
aktyna), jak leki/mutacje wptywaja na ruchliwo$¢ biatka, jak szybko biatka sg transportowane
migdzy kompartmentami komoérkowymi (import/export).

Jaka metode zastosowac¢ w przypadku gdy interesuje nas wybrana subpopulacja biatek
np. gdy biatka lokalizuja si¢ w jaderkach oraz w cytoplazmie a jesteSmy zainteresowani
$ledzeniem loséw bialek znajdujacych sie w jaderkach. Dobrym rozwigzaniem wydaje si¢
stworzenie biatka hybrydowego z jakim$ biatkiem fotokonwertowalnym (photoconvertable
FP). Biatka te charakteryzuja si¢ zmiang widma emisji fluorescencji na skutek
promieniowania §wiatla o okre$lonej dlugosci fali. Przykladem jest biatko Dendra, ktore
przed fotokonwersja emituje $wiatlo zielone, natomiast na skutek absorpcji $wiatta UV
zachodza kowalencyjne modyfikacje w obrebie fluoroforu czego skutkiem jest emisja Swiatta
czerwonego. Aktywujac populacje biatek np. w jaderku mozemy $ledzi¢ losy tej populacji
1 badac¢ ich dalsze losy.

Przejdzmy teraz do metod pozwalajacych na badania interakcji migdzybiatkowych.
Przypusémy, ze mamy podejrzenia co do pewnego bialka, ze w jaki§ sposob oddziatuje
z badanym biatkiem. Jak sprawdzi¢ czy rzeczywiscie zachodza jakie$ interakcje? Pierwsze
podejscie do tego zagadnienia mogloby polega¢ na sprawdzeniu czy te dwa biatka znajduja
si¢ w tej samej fizycznej przestrzeni w komorce (np. w btonie komorkowej), czyli czy ma

miejsce kolokalizacja. Laczac te biatka z bialkami fluorescencyjnymi (np. EGFP i DsRed)
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w miejscu kolokalizacji w mikroskopie konfokalnym zaobserwujemy kolor zotty (natozenie
koloru zielonego EGFP z czerwonym DsRed). Dlaczego kolokalizacja nie moze by¢
dowodem na wystepowanie interakcji? W mikroskopie §wietlnym nie mozemy rozréznic¢
dwoch punktow jako oddzielne, gdy sg potozone w odlegtosci mniejszej niz 200 nm.
Poniewaz biatka fluorescencyjne maja wymiary 4 x 3 nm nie mozemy stwierdzi¢, ze
oddziatujg ze sobag mimo ich kolokalizacji. Dlatego tez by potwierdzi¢ wystepowanie
fizycznej interakcji musimy zastosowa¢ technike¢ FRET. FRET (Forster Resonance Energy
Transfer) polega na bezpromienistym transferze energii wzbudzenia elektronowego od
molekuty donora do molekuty akceptora. By zachodzit transfer energii muszg by¢ spelnione
trzy warunki: donor i akceptor musza znajdowac si¢ w odlegltosci 2-10 nm, widmo emisji
donora musi naklada¢ si¢ w znacznym stopniu na widmo absorpcji akceptora oraz obie
molekuty musza by¢ odpowiednio zorientowane w przestrzeni. Oddzialywanie FRET
redukuje zarowno intensywnos$¢ fluorescencji jak i czas zycia fluorescencji donora. FRET
umozliwia obliczenie fizycznej odleglo$ci miedzy donorem a akceptorem i jest jedna z

najlepszych o ile nie najlepsza metoda na potwierdzenie interakcji miedzybiatkowych in vivo.
Jlepszy Jlepsza anap ] edzy y

Literatura:
1. http://www.microscopyu.com
2. http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/index.html
3. Gene Cloning and DNA Analysis, T.A. Brown, 2010, Part I, The Basic Principles
of Gene Cloning and DNA Analysis
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Zalacznik do ¢wiczen

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¢, zidentyfikowaé lub oczysci¢ fragmenty DNA. Do zalet tej metody nalezy zaliczy¢
jej prostote a takze mozliwo$¢ bezposredniej lokalizacji fragmentéw DNA w zelu przy
pomocy barwnika interkalujacego — bromku etydyny

Czynniki wptywajace na tempo migracji DNA w zelu agarozowym.

Masa czasteczkowa DNA:

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

Stezenie agarozy:

Zwigkszajac stezenie agarozy zwalnia si¢ tempo migracji DNA w Zelu. Na podstawie

prac doswiadczalnych ustalono optymalne stezenie agarozy do rozdziatow fragmentow DNA

o okreslonej wielkosci. Dane te przedstawiono w tabeli:

Optymalne stezenie agarowy

Wielkos$¢ czasteczki DNA (kb) Stezenie agarozy (%ow/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

01-2 2,0
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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 obowigzywac dla duzych
czasteczek DNA rozdzielanych przy zastosowaniu wysokich napi¢é¢, dlatego tez w czasie
rozdzialu czasteczek wigkszych niz 2000 pz (2 kb) nie nalezy stosowaé 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
(szczegoOlnie w przypadku wyzszych temperatur a takze mniejszych fragmentow DNA) na
ostro$§¢ prazkoéw. Obnizenie temperatury podczas rozdzialu powoduje wyostrzenie
poszczegodlnych 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, ktére moze
spowodowac roztopienie agarozy i denaturacje DNA. Najpowszechniej stosowany jest bufor
TAE.

Elektroforeze natywnego RNA przeprowadza si¢ wedlug tych samych zasad co
elektroforez¢ DNA. Jednakze wigkszo§¢ czasteczek RNA tworzy ztozone struktury
drugorzedowe co powoduje, ze szybko$¢ migracji takich czasteczek RNA nie jest
proporcjonalna do ich wielkosci. Ponadto, czasteczki takie moga tworzy¢ kilka form
widocznych na Zelu w postaci oddzielnych prazkow. Totez, probki RNA przed elektroforeza

cz¢sto poddaje si¢ denaturacji i elektroforeze przeprowadza si¢ w warunkach denaturujacych.
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Materialy i odczynniki
1. Bufor prébkowy do elektroforezy RNA 2x stezony:
95% formamid
0,025 % SDS
0,025% bitekit bromofenolowy
0,025% bromek etydyny
0,5 mM EDTA, w wodzie
2. Bufor probkowy 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
dopetni¢ H,O do 1000 ml
4. Agaroza
5. Bromek etydyny 10 mg/ml
6. Markery do elektroforezy kwasow nukleinowych

7. Zestaw do elektroforezy kwaséw nukleinowych

Wykonanie ¢wiczenia

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

Zgodnie z zaleceniami prowadzacego ¢wiczenia, przygotowa¢ 100 ml 0,7% lub 1%
roztworu agarozy w buforze TAE. W tym celu odpowiednio 0,7 g lub 1 g agarozy rozpuscic¢
w 100 ml buforu TAE ( 2 ml 50x stezonego buforu TAE + 98 ml H;0). Agarozg gotowac
przez ok. 2 minuty w celu dobrego rozpuszczenia. Nastgpnie roztwodr agarozy schlodzi¢ do
temp. 60-70°C i dodaé 5 ul roztworu bromku etydyny. Doktadnie wymiesza¢, wyla¢ na ptytke
1 pozostawi¢ do zastygnigcia.

Badane probki DNA lub RNA zawiesi¢ w buforze probkowym do elektroforezy,
odpowiednio, DNA lub RNA. Plytke z zastygnigtym zelem agarozowym umiesci¢ w aparacie
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do elektroforezy. Aparat napetni¢ buforem elektrodowym (1x stezony TAE). Na Zel nanosic¢
po 5-30 ul probek kwaséw nukleinowych. Rozdzial prowadzi¢ przy napieciu 100V dopoki
czolo barwnika nie dotrze do 3/4 dlugosci zelu. Po zakonczonej elektroforezie obserwowac

rozdzielone kwasy nukleinowe pod lampg UV.

ELEKTROFORETYCZNY ROZDZIAL BIALEK W ZELU
POLIAKRYLAMIDOWYM

Zel poliakrylamidowy posiada nastepujace cechy: jest bezbarwny, pozbawiony
tadunkéw, odznacza si¢ duzg wytrzymatoscia mechaniczng, tatwy w przygotowaniu
i formowaniu w odpowiednich naczyniach. Zel poliakrylamidowy to tancuchy akrylamidu
(H,C=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. Wielkos¢ ,,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 zelu poliakrylamidowym (PAGE ang. Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) umozliwia rozdzial czgsteczek biatkowych roznigcych sie wielkoscia
1 fadunkiem elektrycznym. Rozdziat ten mozna prowadzi¢ w warunkach niedenaturujacych
oraz w warunkach denaturujacych. Elektroforeza bialek w warunkach denaturujacych
okreslana skrotem SDS-PAGE (ang. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) odbywa si¢ w obecnosci soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS), ktory jest
detergentem jonowym. SDS taczac si¢ z grupami hydrofobowymi aminokwaséw nadaje
biatkom fadunek ujemny. Sprawia to, Zze migrujag one w kierunku dodatniej anody. Ilo$¢
zwigzanego SDS jest proporcjonalna do wielkosci czasteczek biatkowych. Dzigki temu
rozdzielajg si¢ one w zelu pod wzgledem masy czasteczkowej. Polipeptydy o nizszej masie
czasteczkowej migrujg szybciej, za§ wigcksze wolniej. Metoda SDS-PAGE stosowana jest
miedzy innymi do: identyfikacji i monitorowania skladu mieszaniny biatek, sprawdzania
jednorodnosci (homogennos$ci) biatek, oznaczania masy czasteczkowej biatek, analizy

struktury podjednostkowej aktywnych biologicznie komplekséw biatkowych.
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Elektroforeza w warunkach niedenaturujacych (PAGE)

Materialy i odczynniki

1. 30% roztwor akrylamidu + 0,8% roztwor bisakrylamidu
. 1,5M roztwo6r Tris-HCI pH 8,8

. 0,5M roztwo6r Tris-HCI pH 6,8

. 10%roztwor APS (nadsiarczanu amonu)

. TEMED

. 1% roztwor bigkitu bromofenolowego

. 30%roztwor sacharozy

o N o o1 B~ W N

. Bufor elektrodowy:

Glicyna 14/4¢

Tris 300

uzupehi¢ woda do 1000 ml
9. Wzorce biatkowe

10. Zestaw do elektroforezy biatek
Przygotowanie Zelu i probek bialkowych

Umyte i odtluszczone specjalne plytki szklane do elektroforezy, ztozy¢ zgodnie ze
wskazdéwkami prowadzacego ¢wiczenia. Przygotowaé 2 rodzaje zeli poliakrylamidowych
wedhug przepisu:
Uwaga! Prace z akrylamidem wykonywa¢ w r¢kawicach ochronnych.

Roztwory dodawa¢ wg przedstawionej kolejnosci.

TEMED - inicjator polimeryzacji, dodawaé jako ostatni skladnik,

bezposrednio przed wylaniem mieszaniny miedzy plytki !
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Zel separujacy
ODCZYNNIK Zel 10% | Zel 10% | Zel 12% | Zel 13,8% | Zel 15%
@ml) | 8Bmhz | (8ml) (8 ml) (8 ml)
edestyna
H,O 3,1 ml 2,3 ml 2,6 ml 2,2 ml 1,8 ml
30% akrylamid + 1% bisakrylamid | 2,7 ml 2,7ml 3,2ml 3,6 mi 4,0 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,0 ml 2,0 ml 2,0ml 2,0 ml 2,0 ml
10% APS 80 pl 80 pl 80 pl 80 ul 80 pl
1% edestyna - 0,8 ml - - -
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul 8 ul 8 ul
Zel zageszczajacy
ODCZYNNIK na 2,5 ml zelu na 5,0 ml zelu
H.0 1,3 ml 2,6 ml
30% akrylamid + 1% bisakrylamid 0,5ml 1,0 ml
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 0,625 ml 1,25 ml
10% APS 25 ul 50 ul
TEMED 2,5 ul 5ul

Polimeryzacje zelu wykona¢ migdzy przygotowanymi ptytkami szklanymi, zgodnie ze

wskazdéwkami prowadzacego ¢wiczenia.

Probki do analizy przygotowa¢ w nastepujacy sposob: do kazdej probowki

zawierajacej analizowane biatka lub wzorce biatkowe (1-20ug biatka w objetosci 30ul) dodaé

po 10ul 30% sacharozy i 1ul 1% biekitu bromofenolowego. Doktadnie wymiesza¢ i bez

ogrzewania uzywac do do§wiadczen.

Piytki ze spolimeryzowanym zelem poliakrylamidowym umie$ci¢ w aparacie do

elektroforezy. Aparat napetni¢ buforem elektrodowym. Przygotowane probki ostroznie

nanie$¢ do studzienek w zelu zaggszczajacym. Podiaczy¢ elektrody do zasilacza. Rozdziat

elektroforetyczny prowadzi¢ pod napigciem 120 V tak dlugo, az barwnik przesunie si¢ do
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konca zelu separujagcego. Wylaczy¢ zasilacz, wyjac ptytki z zelem, a nastepnie przeprowadzi¢

kolejno barwienie i odbarwianie zelu.

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

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

1% roztwor biekitu bromofenolowego 200 pl

8. Bufor elektrodowy:

Glicyna 144 g
Tris 309
SDS 109

uzupetni¢ woda do 1000 ml
9. Wzorce biatkowe

10. Zestaw do elektroforezy biatek

Przygotowanie zZelu i probek bialkowych
Umyte i odtluszczone specjalne ptytki szklane do elektroforezy zlozy¢ zgodnie ze
wskazéwkami prowadzacego C¢wiczenia. Przygotowaé zel poliakrylamidowy wedlug

przepisu:
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Uwaga! Prace z akrylamidem wykonywa¢ w rekawicach ochronnych.

Roztwory dodawaé wg przedstawionej kolejnosci.

TEMED - inicjator polimeryzacji, dodawa¢ jako ostatni skladnik,
bezposrednio przed wylaniem mieszaniny miedzy plytki !
Zel separujacy
ODCZYNNIK Zel 10% | Zel 12% | Zel 13,8% | Zel 15%
(8 ml) (8 ml) (8 ml) (8 ml)
H.O 3,1 ml 2,6 ml 2,2 ml 1,8 ml
30% akrylamid + 1%bisakrylamid 2,7 ml 3,2ml 3,6 ml 4,0 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml
10% SDS 80 ul 80 ul 80 ul 80 ul
10% APS 80 ul 80 ul 80 ul 80 ul
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul 8l
Zel zageszczajacy
ODCZYNNIK na 2,5 ml zelu na 5,0 ml zelu
H,O 1,3 ml 2,6 ml
30% akrylamid + 1%bisakrylamid 0,5 ml 1,0 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 0,625 ml 1,25 ml
10% SDS 25 ul 50 pl
10% APS 25 ul 50 pl
TEMED 2,5 ul 5ul

Polimeryzacje¢ zelu wykona¢ migdzy przygotowanymi plytkami szklanymi, zgodnie ze

wskazoéwkami prowadzacego ¢wiczenia .
Probki do analizy przygotowaé w nastgpujacy sposdb: do kazdej probowki
zawierajgcej analizowane biatka lub wzorce biatkowe (1-30 ug biatka w objetosci 30 pl)

doda¢ po 10 pl buforu prébkowego (4x stezonego) 1 wymieszac. Nastepnie, probki ogrzewac
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przez 3 min. w temp. 90°C. Bufor probkowy zawierajacy SDS i DTT niszczy strukture
natywng biatek w podwyzszonej temperaturze.

Piytki ze spolimeryzowanym zelem poliakrylamidowym umie$ci¢ w aparacie do
elektroforezy. Aparat napelni¢ buforem elektrodowym. Przygotowane probki biatkowe
ostroznie nanie$¢ do studzienek w zelu zageszczajacym. Rozdzial prowadzi¢ pod napigciem
150 V tak dlugo, az barwnik przesunie si¢ do konca zelu separujacego. Wylaczy¢ zasilacz,

wyjac ptytki z zelem do wybarwienia .
Barwienie bialek po elektroforezie
Celem uwidocznienia oraz identyfikacji rozdzielonych prazkow biatkowych, zel

poliakrylamidowy po elektroforezie poddaje si¢ barwieniu. Najcze$ciej stosuje si¢ tu roztwor

barwnika Coomassie lub barwienie metodg srebrowg .

A. Barwienie blekitem Coomassie

Odczynniki

Mieszanina barwigca:
Metanol 400 ml
Kwas octowy 100 ml
H.0 500 ml

Blegkit Coomassie 2,59

Odbarwiacz:

Metanol 400 ml
Kwas octowy 100 ml
H,O 500 ml

Wykonanie ¢wiczenia
Wyjety zel poliakrylamidowy umie$ci¢ w roztworze barwnika na okres okoto
15-30 min. Po tym czasie, zla¢ barwnik, Zel przepluka¢ woda a nastgpnie odbarwiaé go

roztworem odbarwiajacym tak dlugo, az widoczne stang si¢ rozdzielone prazki biatka. Po
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wybarwieniu zel wysuszy¢. Barwienie bigkitem Coomassie pozwala na wykrycie prazkow

biatkowych zawierajacych okoto 0,1 pg biatka.

B. Barwienie srebrem
Jest to metoda 10-100 razy czulsza od metody barwienia biatek biekitem Coomassie.
W metodzie srebrowej wickszo$¢ biatek ulega zabarwieniu na kolor czarny lub brazowy.

Lipoproteiny wybarwiajg si¢ na niebiesko, a glikoproteiny na brazowo lub czerwono.

METODA |
Odczynniki
Nrl. 10% roztwor kwasu trichlorooctowego (TCA)
Nr2. 2%  roztwor bigkitu Coomassie G - 250

Nr 3. Roztwor do barwienia koloidalnego:

(NH4)2SO04 709

85% H3PO, 23,6 mi

Metanol 200 ml

uzupehic¢ wodg do 950 ml
Nr4. 0,2 mM roztwor DTT: 10 ul 2M DTT w 100 ml H,O
Nr5. 0,1% roztwor AgNOs: 50 mg AgNO3z w 50 ml H,O

Nr6. 3% roztwor Nap;COs + 0,018% HCHO: 7,5 g Na,COs
125 pl 37% HCHO w 250 ml H,O
Nr7. 20% kwas cytrynowy: 5 g kw. cytrynowego w 25 ml H,O
Uwaga! Odczynniki nr 4, 5, 6 przygotowaé¢ bezpoSrednio przed uzyciem. Barwienie

wykonywa¢ w kuwecie przeznaczonej wylacznie do tego celu.

Wykonanie ¢wiczenia
1. Zel poliakrylamidowy po elektroforezie utrwalaé przez 1 godz. w 50ml 10% TCA .
2. Ptuka¢ 3 x 5 min w 100 ml wody destylowane;.
3.Barwi¢ zel przez 1godz. w 50 ml roztworu do barwienia koloidalnego, zawierajacego
2,5 ml 2% biekitu Coomassie.
4. Phuka¢ 3 x 5 min. w 100 ml wody destylowane;j.
5. Pluka¢ 10 min. w 50 ml wody destylowanej, w goracej tazni wodnej stale mieszajac.

6. Doda¢ 50 ml 0,2M DTT i miesza¢ przez nastepnel) min. w goracej tazni wodne;j.
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7. Przeptuka¢ zel w 100 ml wody destylowane;.

8. Barwi¢ w 50 ml 0,1% AgNO3; w goracej tazni wodnej przez 10 min. stale mieszajac.

9. Przeptuka¢ zel 100 ml wody destylowane;.

10. Doda¢ 50ml roztworu wywolywacza barwy (odczynnik nr 6) na okoto 30 sek., nastgpnie
zla¢ go 1 powtornie doda¢ 50 ml swiezego wywotywacza. Catos¢ doktadnie mieszaé. Z chwilg
pojawienia si¢ pierwszych prazkow biatkowych dodaé pozostala porcje wywolywacza i
calo$¢ miesza¢ do momentu pojawienia si¢ wyraznych prazkow biatkowych.

11. Zatrzyma¢ barwienie przez dodanie 25 ml 20% kw. cytrynowego (odczynnik nr 7).

METODA i
Odczynniki
1. Roztwor A (50% metanol, 10% kw. octowy)
2. 30% etanol
3. Roztwor B (20 mg tiosiarczanu sodu na 100 ml H,0)
4. Roztwor C (5 ml 25% glutaraldehydu + 95 ml H,0)
5. Roztwor D (200 mg AgNO3 + 75 ul 37% formaldehydu + 100 ml H,0)
6. Roztwor E (6g Nay,CO; + 50 pl 37% formaldehydu + 200 pl tiosiarczanu z wyjsc.
roztworu 20 mg na 10 ml H,O — dopetni¢ woda do 100 ml)
Uwaga! Roztwory B, C, D i E przygotowa¢ bezposrednio przed uzyciem. Barwienie
wykonywa¢ w kuwecie przeznaczonej wylacznie do tego celu.
Wykonanie ¢wiczenia
1. Zel poliakrylamidowy po elektroforezie utrwalaé przez 3 x 1 godz. lub przez noc
w 100 ml roztworu A.
Doda¢ 100 ml 30% etanolu i miesza¢ przez 1 godz.
Doda¢ 100 ml roztworu B 1 miesza¢ przez 1 min.
Doda¢ 100 ml roztworu C i miesza¢ przez 30 min.
Pluka¢ 3 x 20 sek. w 100 ml wody destylowane;.
Barwi¢ w 100 ml roztworu D, stale mieszajac przez 20 min.

Ptluka¢ 3 x 20 sek. w 100 ml wody destylowane;.

© N o o B~ DN

Doda¢ 100 ml roztworu E (wywolywacza barwy) i miesza¢ do momentu pojawienia
si¢ wyraznych prazkow biatkowych.

9. Phukac 3 x 20 sek. w 100 ml wody destylowane;.

10. Zatrzymac barwienie przez dodanie 100 ml roztworu A na 10 min.

11. Przeptuka¢ zel woda 1 wysuszyc.
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Oznaczanie stezenia bialka - metoda Bradford

Metoda ta pozwala na szybkie oznaczenie stezenia biatka w roztworze. W metodzie
Bradford wykorzystywana jest zdolnos$¢ biatka do tworzenia kompleksu z barwnikiem
zwanym biekitem Coomassie (Coomassie Brilliant Blue). Biekit Coomassie
w $srodowisku kwasnym posiada zabarwienie brunatne, ktore zmienia si¢ na biekitne w reakcji
z biatkiem. Natezenie barwy jest proporcjonalne do stezenia biatka. Absorpcje powstatego

kompleksu barwnego odczytuje si¢ w zakresie $wiatta widzialnego przy dlugosci fali 595 nm.

Odczynniki
1. Odczynnik Bradford (preparat handlowy)
2. Roztwor wzorcowy albuminy wotowej o stezeniu 100ug/ml

3. Roztwor badanego biatka

Wykonanie ¢wiczenia
a) wykreslenie krzywej wzorcowej
Przygotowa¢ 8 ponumerowanych probowek, do ktérych odmierzy¢ (wedlug tabeli)

nastepujace ilosci roztworu biatka wzorcowego i wody destylowanej:

Nr probowki 1 2 3 4 5 6 7 8
Wzorzec albuminowy (ul) 20 |40 |80 |[100|120|160|200 |O
Woda (ul) 780 | 760 | 720 | 700 | 680 | 640 | 600 | 800
Ilos¢ biatka w probie (ug) 2 4 8 10 |12 |16 |20 0

Do wszystkich probowek doda¢ po 0,2 ml odczynnika Bradford i doktadnie wymieszac.

Po uplywie 5 min, zmierzy¢ absorpcje w kolorymetrze przy dtugosci fali 595nm.

Pomiarow dokonywaé¢ wzgledem proby kontrolnej (nr 8). Wykresli¢c krzywa wzorcowa
odktadajac na osi odcigtych (X) stezenia biatka, a na osi rzednych (Y) wartosci absorpc;i.

b) wykonanie pomiaru w badanej probce biatka.

Do dwoch probowek odmierzy¢ 2 — 20 ul badanego roztworu biatka (zgodnie z zaleceniami
prowadzacego ¢wiczenia) 1 uzupetni¢ woda do objetosci 0,8 ml. Do wszystkich probowek
doda¢ po 0,2 ml odczynnika Bradford i doktadnie wymieszaé. Po uptywie 5 min, zmierzy¢
absorpcje w kolorymetrze przy dtugosci fali 595 nm.

Stezenie biatka odczytaé z przygotowanej krzywej wzorcowe;.
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ILOSCIOWE OZNACZANIE KWASOW NUKLEINOWYCH

METODA SPEKTROFOTOMETRYCZNA

Kwasy nukleinowe charakteryzuja si¢ zdolnoscig absorpcji promieniowania
ultrafioletowego, ktorej maksimum przypada na fale o dlugosci 260 nm. Na warto$¢ absorpcji
moga wplywaé zanieczyszczenia biatkami, dla ktorych maksimum absorpcji promieni UV
przypada na fale o dtugosci 280 nm i 235 nm. Zasada metody polega na
spektrofotometrycznym pomiarze absorpcji promieni UV o dtugosci 260 nm, przez
jednocentymetrowa warstwe badanego roztworu kwasu nukleinowego i obliczeniu jego
stezenia wiedzac ze, absorpcja (A) o wartosci A = 1 odpowiada okoto 50 pg/ml
dwuniciowego dsDNA (ang. double stranded DNA), okoto 33 pg/ml jednoniciowego ssDNA
(ang. single stranded DNA) oraz okoto 40 pug/ml jednoniciowego ssRNA (ang. single
stranded RNA) i 20 -30 ug/ml oligonukleotydow.

Przyktad oznaczenia stezenia RNA

Objetos¢ probki RNA: 100 ul
Rozcienczenie: 10 pl probki RNA + 490 ul dest. wody (rozcienczenie 1/50)
Ay rozcienczonej probki = 0.55
Stezenie RNA =40 pg/ml x Aggo X rozcienczenie

=40 ug/ml x 0.55 x 50

= 1100 pg/ml
Calkowita ilos¢ RNA = stezenie x objetos¢ probki w ml

=1100 pg/ml x 0,1

=110 pg RNA

Poniewaz tak roztwory DNA jak 1 RNA czesciowo absorbujg swiatto przy dtugosci fali
280 nm, a roztwory bialek czgsciowo pochtaniajg Swiatto rowniez przy dtugosci fali 260 nm,
stosunek odczytu przy dhugosci fali 260 nm i 280 nm (Azeo/Azg) informuje o czystosci
kwasow nukleinowych. W przypadku dobrej izolacji warto$¢ Azgo/Azgo dla DNA wynosi 1,8
—2,0,adlaRNA19-21.

Odczynniki

Roztwory badanych kwaséw nukleinowych.

62



Zaktad Biologii Molekularej UMCS, luty 2019

Wykonanie ¢wiczenia

Przeprowadzi¢ spektrofotometryczny pomiar absorpcji promieni UV przez badany
roztwor kwasu nukleinowego przy dwoch dlugosciach fal 260 nm oraz 280 nm. Pomiar
wykona¢ wzgledem proby kontrolnej (bufor lub H»O). Jesli zaistnieje konieczno$¢ (tzn.
wielko$¢ absorpcji przekracza 1), nalezy probke kwasu nukleinowego rozcienczy¢ (najlepiej
woda), a nastepnie uwzglednié to przy obliczaniu jego stezenia. Znajac warto$¢ absorpcji (A)

obliczy¢ czystos¢ 1 stezenie badanego kwasu nukleinowego.

WYKAZ WYBRANYCH SUBSTANCJI CHEMICZNYCH STOSOWANYCH
NA CWICZENIACH

Aceton — wykorzystywany do wytragcania biatka z roztworu oraz przeptukiwania osadow
biatek

APS — nadsiarczan amonowy (ang. Ammonium Persulphate)

inicjator polimeryzacji akrylamidu i N,N'-metylenobisakrylamidu

B-MET — B-merkaptoetanol (ang. p-Mercaptoethanol)

substancja redukujgca, m. in. mostki dwusiarczkowe w biatkach
Blekit bromofenolowy — barwnik stosowany w buforach do probek DNA, RNA 1 biatek
poddawanych elektroforezie zelowej
Bromek etydyny — barwnik wykorzystywany do barwienia kwasoéw nukleinowych
po elektroforezie zelowej, silny mutagen

DEPC — piroweglan dietylu (ang. Diethyl Pyrocarbonate)
inhibitor RNaz

DTT — ditiotreitol (ang. Dithiothreitol)
substancja redukujgca, m. in. mostki dwusiarczkowe w biatkach

EDTA — kwas etylenodwuaminoczterooctowy (ang. Ethylenediaminetetraacetic Acid)

chelator jonéw dwuwarto§ciowych, substancja hamujaca nukleazy
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Fenol — stosowany do ekstrakcji kwaséw nukleinowych, substancja denaturujaca biatka,
silnie Zraca i toksyczna
NaH,PO, — substancja buforujaca, utrzymuje pH roztworu
NaCl — substancja zapewniajaca sit¢ jonowa roztworu
PMSF — sulfofluorek fenylometanu (ang. Phenylmethylsulphonyl Eluoride)
nieodwracalny inhibitor proteaz serynowych
SDS — sdl sodowa siarczanu dodecylu (ang. Sodium Dodecyl Sulphate)
anionowy detergent, uptynniajacy wszystkie btony komoérkowe i denaturujacy biatka,
nadajgcy biatkom ujemny fadunek wypadkowy

TAE - bufor do elektroforezy DNA/RNA (ang. Tris- Acetate-EDTA)
TCA — kwas trojchlorooctowy (ang. Trichloroacetic Acid)

silny kwas, stosowany do wytracania biatka z roztworu

TEMED — N,N,N’,N’-czterometyletylenodiamina
(ang. N,N,N’,N - tetramethylethylenediamine)
katalizator polimeryzacji akrylamidu i N,N'-metylenobisakrylamidu

Tris — trojhydroksymetyloaminometan; 2-amino-2(hydroksymetylo)-1,3-propanodiol
(w formie Tris-HCI, Tris-octan, Tris-glicyna) — substancja buforujaca,
utrzymuje pH roztworu w zakresie 7-9

Triton X-100 — detergent uzywany do lizy blon komérkowych.
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