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Inhibitory translacji - wplyw na wzrost oraz synteze bialka

w komorkach bakterii i drozdzy

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

Celem ¢wiczenia jest przebadanie wptywu niektorych antybiotykow (chloramfenikolu,
cykloheksimidu,  streptomycyny, kanamycyny, higromycyny B, paromomycyny,
puromycyny) na wzrost komorek oraz poziom syntezy biatka in vivo w komorkach bakterii
oraz mutantéw drozdzowych pozbawionych réznych bialek rybosomowych.

Chloramfenikol jest inhibitorem aktywnosci peptydylotransferazy
w podjednostce 50S rybosomow bakteryjnych, za$ cykloheksimid blokuje elongacje
translacji na poziomie translokacji w komorkach eukariotycznych. Z kolei higromycyna B
1 paromomycyna naleza do antybiotykdw aminoglikozydowych, dziatajacych zaré6wno na
komorki bakteryjne jak i eukariotyczne, ktore wigza si¢ z rRNA matej podjednostki
rybosomowej. Poprzez oddzialywanie z miejscem A na rybosomie aminoglikozydy
zwiekszajg czestotliwos¢ btedow w odczytywaniu mRNA. Ponadto higromycyna B hamuje
etap translokacji podczas biosyntezy biatka. Puromycyna za$ jest strukturalnym analogiem
aminoacylo-tRNA i powoduje przedwczesng terminacje sSyntezy biatka zar6wno

w komorkach bakterii jak i eukariontow.
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Cwiczenie 1. Badanie wplywu antybiotykéw na wzrost komérek

bakterii E. coli idrozdzy S. cerevisiae

Materialy i odczynniki

1.
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Catonocne hodowle drozdzy S. cerevisiae — po 10 ml
(dwa szczepy - W303 i AL12)

Catonocne hodowle bakterii E. coli — po 10 ml

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

Podtoze LB oraz LB z 1,5% agarem

Roztwor higromycyny B (15 mg/ml w H,0)
Roztwoér paromomycyny (250 mg/ml w H,0)
Roztwor cykloheksimidu (0,25 mg/ml w H,0)
Roztwor streptomycyny (1 mg/ml w H,0)

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

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

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

12. Jatowe ptytki Petriego

13. Jatowe probowki Eppendorfa o poj. 1,5 ml i koncoéwki do pipet
14. Jatowe krazki bibuty Whatman 3MM o $rednicy 6 mm 1 pgsety.

15. Jatowe patyczki do rozprowadzania hodowli na ptytkach Petriego.

Wykonanie ¢wiczenia

Uwaga! Wszystkie czynnos$ci nalezy wykonywa¢é z zachowaniem warunkow jalowych

1.

2.

Na cztery jatowe plytki Petriego wyla¢ po 20 ml podtoza YPD z agarem i pozostawic¢
do zastygnigcia.

Zmierzy¢ gestos¢ optyczng wskazanych catonocnych hodowli drozdzy przy dtugosci
fali 600 nm (ODggp). Pomiar wykona¢ wzgledem proby kontrolnej (podtoze YPD).
Jesli zaistnieje konieczno$é, (tzn. wielkos¢ OD przekracza 1), nalezy probke hodowli
rozcienczy¢, a nastepnie uwzgledni¢ to przy obliczaniu jej gestosci. Znajac gestose
optyczng hodowli drozdzy przygotowa¢ po 1 ml obu hodowli drozdzowych
rozcienczonych pozywka YPD do ODgy = 0,2.
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3. Rozprowadzi¢ po 200 ul tak rozcienczonych hodowli na przygotowane wczesniej
ptytki Petriego ze stalym podlozem YPD (dwie ptytki Petriego na jeden szczep
drozdzowy).

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

5. ldentyczne doswiadczenie wykona¢ z bakteriami E. coli, stosujac podtoze LB

i zachowujac temperature inkubacji 37°C.
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Interpretacja wynikow
Porowna¢ wpltyw antybiotykow na wzrost poszczegdlnych szczepow bakteryjnych
I drozdzowych, mierzac $rednice strefy zahamowania wzrostu (odlegto$¢ migdzy krawedzia

krazka 1 krawedzig wzrostu w najszerszym miejscu, podana w milimetrach).
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Cwiczenie 2. Badanie wplywu antybiotykéw na poziom syntezy

biatka in vivo w komoérkach bakterii E. coli i1 drozdzy S. cerevisiae

Materialy i odczynniki

1.
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18—-godzinna hodowla bakterii E. coli ( DH5a) w podtozu M9 (20 ml)
18-godzinna hodowla drozdzy S. cerevisiae ( W303) w podtozu SD (20 ml)
Podtoze M9 1 SD

Chloramfenikol (10 mg/ml w 96% etanolu)

Cykloheksimid (10 mg/ml w H,0)

Puromycyna (10 mg/ml w H,0)

[*°S]-metionina (1 mCi— 100 pl)

Filtry z bibuty szklane;j.

TCA -50% i 5%

10. Ptyn scyntylacyjny

11. Jatowe probowki typu Falkon

12. Jatowe probowki Eppendorfa o poj. 1,5 ml i koncéwki do pipet

13. Termoblok, dwie taznie wodne, pgsety.

14. Jatowe kolby Erlenmayera o poj. 50 ml — 8 szt. na grupg.

Przed przystapieniem do wykonania ¢wiczenia przygotowaé dwie laznie wodne:

jedna o temp. 30°C, a druga o temp. 37°C oraz blok grzejny o temp. 80°C

Wykonanie ¢wiczenia

6.

7.

Zmierzy¢ gesto$¢ optyczng catonocnej hodowli drozdzy przy dlugosci fali 600 nm
(ODggp). Pomiar wykona¢ wzgledem proby kontrolnej (pozywka SD). Jesli zaistnieje
konieczno$¢, (tzn. wielkos¢ OD przekracza 1), nalezy probke hodowli rozcienczyc,
a nastgpnie uwzgledni¢ to przy obliczaniu jej gesto$ci. Znajac gesto$¢ optyczng
hodowli drozdzy, przygotowa¢ 50 ml hodowli rozcienczonej pozywka SD,
do ODggo = 0,4.

Tak przygotowang hodowlg rozlaé, po 10 ml, do czterech kolb Erlenmayera o poj. 50
ml. Nastgpnie do jednej z kolb hodowli doda¢ 200 ug cykloheksimidu, do drugiej 200

pg puromycyny, do trzeciej 200 pg chloramfenikolu, a czwarta pozostawi¢ jako
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kontrole. Zawartos¢ kolb dokladnie wymieszaé i inkubowaé w temp. 30°C przez
15 min.

8. Do wszystkich kolb doda¢ znakowana metioning w ilosci 1uCi/ml
i wymiesza¢. Bezposrednio po dodaniu metioniny, z kolb pobra¢ po 1 ml hodowli
1 przenie$¢ do proboéwki Eppendorfa o poj. 1,5 ml zawierajacej 0,2 ml zimnego, 50%
TCA (czas 0). Identyczne probki hodowli pobiera¢ po 15, 30 i 45 min.
inkubacji.

9. Po dodaniu TCA probowki inkubowaé 10 min. w 4°C, a nastepnie ogrzewaé przez 20
min. w bloku grzejnym w temp. 80°C.

10. Zawarto$¢ probowek przesaczy¢ na filtrach z bibuly szklanej, przemywajac je - trzy
razy po 1 ml—5% roztworem TCA, po czym wysuszy¢ pod lampa.

11. Suche krazki umiesci¢ w naczynkach scyntylacyjnych zawierajacych po 2 ml ptynu
scyntylacyjnego 1 liczy¢ radioaktywne pietno pochodzace od wbudowanej do biatek
[*°S]-metioniny przy uzyciu licznika scyntylacyjnego.

12. Identyczne doswiadczenie wykona¢ z bakteriami E. coli, stosujac podtoze M9 oraz

zachowujac temperature inkubacji 37°C.

Interpretacja wynikow
Poréwnaé poziom inkorporacji [*S]-metioniny w hodowli bakteryjnej i drozdzowej
w zalezno$ci od czasu inkubacji 1 obecno$ci antybiotykow. Wyniki przedstawié
w formie wykresu, odktadajac na osi X czas inkubacji, a na osi Y poziom inkorporacji

[*°S]-metioniny (w imp/min.)



