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Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowigzany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w danym ¢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”.
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Izolacja jader komorkowych i histonow

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

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

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

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


http://pl.wikipedia.org/wiki/Histony
http://pl.wikipedia.org/wiki/Lizyna
http://pl.wikipedia.org/wiki/Lizyna
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tych biatek do rozpuszczania si¢ w kwasach nieorganicznych, np. 0,25M HCI lub 0,2M

H2SO..

Materialy i odczynniki

1.

© o N o O

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

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

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

oraz schlodzi¢ wirowke do temp. 4°C
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Wykonanie ¢wiczenia
Uwaga! Jesli nie zaznaczono inaczej, ponizsze czynnosci nalezy wykonywa¢é
w temp. +4°C
Otrzymywanie jader z fibroblastow mysich NIH 3T3 lub komoérek HeLa

1. Trzy ptytki Petriego z komérkami fibroblastow mysich o gestosci ok. 90% przeniesé
na 16d i $ciagnac pipeta ptyn hodowlany.

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

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

4. Komorki odwirowa¢ przy predkosci 2000 rpm przez 5 min. Supernatant odrzucic,
a osad z obu probowek zawiesi¢ tacznie w 2 ml buforu do izolacji jader i inkubowac
20 min. w lodzie.

5. Przenie$¢  zawiesing komodrek do  homogenizatora  szklano-teflonowego
1 dezintegrowa¢ wykonujac 40 ruchéw teflonowym tltoczkiem (stopien dezintegracji
mozna zweryfikowaé przy uzyciu mikroskopu swietlnego).

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

7. Supernatant (zawierajacy biatka cytoplazmatyczne) przenie$¢ do nowej probowki
Eppendorfa, oznaczy¢ w nim st¢zenie biatka metodg Bradford (przepis w zataczniku
do ¢wiczen), a nastepnie przygotowa¢ probki do elektroforezy SDS-PAGE
zawierajace po 15 pg i 30 pg biatka (przepis w zalaczniku do ¢wiczen). Gotowe
probki  do analizy metoda SDS-PAGE przechowywaé w temp. -20°C do kolejnych
¢wiczen.

8. Do osadu jader doda¢ 1 ml buforu PBS, kilkukrotnie przepipetowaé zawarto$¢
probowki w celu jej doktadnego wymieszania i odwirowaé przy 2000 rpm przez 10
min.

9. Po odwirowaniu usung¢ z probowki supernatant przy pomocy pipety, a do osadu jader

doda¢ 1 ml buforu PBS i doktadnie wymieszac ( za pomoca pipety).
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Izolacja biatek jadrowych

. Do probowki Eppendorfa o poj. 1,5 ml przenie$¢ 500 ul zawiesiny jader i wirowac
przy predkosci 2000 rpm przez 10 min.

. Supernatant odrzuci¢ a osad jader zawiesi¢ w 60 pl buforu probkowego
do elektroforezy SDS-PAGE (1x stezony).

. Probki dokladnie wymiesza¢ 1 inkubowaé¢ w temp. 95°C przez 5 min.
W wyniku uwolnienia DNA z jader zawiesina przyjmuje galaretowatg konsystencje.

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

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

Izolacja histonéw z uzyciem 0,25 M HCI

. Do probowki Eppendorfa 0 poj. 1,5 ml przenies¢ 500 pl zawiesiny jader i wirowac
przy predkosci 2000 rpm przez 10 min.

. Supernatant odrzuci¢, a do osadu jader doda¢ 50 pl 0,25 M HCI i doktadnie
wymieszac.

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

Supernatant zawierajacy histony przenies¢ do nowej probowki Eppendorfa 0 poj.
1,5 ml.

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

. Probke odwirowaé przy predkosci 2000 rpm przez 10 min.

. Uzyskane supernatanty, zawierajace histony, polgczy¢.

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

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

(metoda Laemmli’ego).

Materialy i odczynniki
1. Aceton (0zigbiony)
2. Odczynniki i zestaw do elektroforezy SDS-PAGE (patrz zatacznik do ¢wiczen)
3. Preparaty biatek jadrowych, cytoplazmatycznych i histonéw otrzymane w poprzednim

¢wiczeniu

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

oraz schlodzi¢ wirowke do temp. 4°C

Wykonanie ¢wiczenia

1. Przygotowa¢ 13,8 % zel poliakrylamidowy do elektroforezy biatek w warunkach
denaturujacych wedhug przepisu zamieszczonego w zatgczniku do ¢wiczen.

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

3. Probki zawierajace wszystkie biatka jadrowe, wyizolowane histony, biatka
cytoplazmatyczne oraz wzorce bialkowe zawieszone w buforze probkowym do
elektroforezy SDS-PAGE ogrzewaé przez 3 min. w temp. 90°C. Bezposrednio po
ogrzaniu nanosi¢ na zel po 30 ul przygotowanych probek. Rozdzial prowadzi¢ pod
napigciem 150V, tak dlugo, az barwnik przesunie si¢ do konca zelu separujacego. Po

rozdziale biatka wybarwi¢ bigkitem Coomassie (patrz zatacznik do ¢wiczen).

Interpretacja wynikow
1. Poréwnac sktad biatkowy preparatow poddawanych elektroforezie.

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

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

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

endonukleazg ze Staphylococcus aureus.

Materialy i odczynniki
1. Hodowla komoérkowa fibroblastéw mysich NIH 3T3 lub komoérek HelLa o gestosci
komorek ok. 90% (trzy ptytki Petriego na jeden zesp6t studentow)
Bufor PBS
Bufor do izolacji jader
Zdrapywacz do komorek
Homogenizator szklano-teflonowy o poj. 2 mi

o gk~ w N

Bufor do cigcia MN-aza:

20 mM Tris-HCI, pH 8,8
5mM CaCl,

7. Roztwor MN-azy w H,O (300 U/ul). Bezposrednio przed ¢wiczeniami rozcienczy¢
MN-aze 240-krotnie (1 pl roztworu MN-azy doda¢ do 239 ul H,0). Uzyskuje si¢
koncowe stezenie 1,25 U/ul

8. 100 mM EDTA

9. 10% SDS

10. Pronaza E — roztwoér w H20 o stezeniu 25 mg/ml
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11. Fenol, pH 7,5- 8,0

12. Chloroform

13.5 M NacCl

14. 96% etanol (ozigbiony)

15. 70% etanol (ozigbiony)

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

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

oraz schlodzi¢ wirowke do temp. 4°C

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

w temp. +4°C

Otrzymywanie jader z fibroblastow mysich NIH 3T3 lub komoérek HeLa
1.

Trzy ptytki Petriego z komorkami fibroblastéw mysich o gestosci ok. 90% przeniesé
na 16d 1 $ciagna¢ pipeta ptyn hodowlany.

Przeptuka¢ komorki na kazdej ptytce 5 ml ozigbionego PBS.

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

Komoérki odwirowaé przy predkosci 2000 rpm przez 5 min. Supernatant odrzucic,
a osad z obu probowek zawiesi¢ facznie w 2 ml buforu do izolacji jader i inkubowac
20 min. w lodzie.

Przenie§¢  zawiesing komoérek do  homogenizatora  szklano-teflonowego
1 dezintegrowa¢ wykonujac 40 ruchéw teflonowym tloczkiem (stopien dezintegracji
mozna zweryfikowac przy uzyciu mikroskopu swietlnego).

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

Po odwirowaniu usung¢ z probowki supernatant przy pomocy pipety, a do osadu jader

doda¢ 1 ml buforu do cigcia MN-aza i doktadnie wymieszaé ( za pomoca pipety).
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Trawienie DNA chromatyny MN-aza
Uwaga! Wszystkie czynnosci nalezy wykonywaé z zachowaniem warunkow

jalowych. Prace z fenolem wykonywac¢ w rekawicach ochronnych

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

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

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

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

5. Do tak otrzymanych probek doda¢ po 5 pl 10% SDS 1 3 pl roztworu pronazy.

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

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

8. Gorne fazy wodne przenies¢ do nowych probowek Eppendorfa, doda¢ po 400 ul
chloroformu 1 wytrzasa¢ przez 5 min. (usuwanie resztek fenolu), a potem odwirowac
przez 5 min.

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

precypitacji DNA, do kolejnych ¢wiczen.

10
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Elektroforetyczna analiza DNA po trawieniu nukleaza

ze Staphylococcus aureus

Cwiczenie ma na celu dokonanie analizy otrzymanych na poprzednich ¢wiczeniach

preparatow DNA technika elektroforezy w zelu agarozowym.

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

2. Preparaty DNA otrzymane w trakcie poprzednich ¢wiczen.

Wykonanie ¢wiczenia

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

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

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

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

fragmentom DNA stanowigcym wielokrotnos¢ okoto 200 par zasad.
Interpretacja wynikow

1. Poréwnac obraz elektroforetyczny DNA przed i po trawieniu MN-azg.

2. Okresli¢ wielkos¢ fragmentéw DNA otrzymanych w wyniku dziatania MN-azy.

11
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Badanie aktywnosci enzymatycznej w zelu poliakrylamidowym

na przykladzie inwertazy

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

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

Celem ¢wiczenia jest identyfikacja aktywnosci enzymatycznej inwertazy z drozdzy

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

Materialy i odczynniki
1. 20-godzinna hodowla drozdzy S cerevisiae, szczep W303 (50 ml na zesp6t studentow)
2. (NH4)SO;4 cz. d. a. w postaci stalej
3. 10 mM bufor fosforanowy pH 7,0
4. 10 mM bufor fosforanowy pH 7,0 z dodatkiem 30% glicerolu
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5. 10 mM bufor fosforanowy pH 5,8

6. 0,1 M r-r sacharozy w 10 mM buforze fosforanowym pH 5,8 (przygotowac
bezposrednio przed uzyciem)

7. Chlorek tetrazolu w postaci statej (chroni¢ przed §wiattem!!!)

8. 1M NaOH

9. Inwertaza - preparat handlowy (1 mg/ml w 10 mM buforze fosforanowym pH 5,8) —
przygotowaé w dniu poprzedzajacym éwiczenia, przechowywaé w temp. 4°C.

10. Celulozowe ,,weze” do dializy

11. Papierki wskaznikowe pH 5,4 — 7,0

12.10% roztwor kwasu octowego

13. Odczynniki i zestaw do elektroforezy biatek SDS/PAGE

Wykonanie ¢wiczenia

Wysalanie i dializa biatek z ptynu pohodowlanego

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

2. Plyn pohodowlany zla¢ do cylindra (zroédto inwertazy) a osad komorek odrzucic.

3. Zmierzy¢ objetos¢ ptynu pohodowlanego, przela¢ go do zlewki i pozostawi¢ w lodzie
na mieszadle magnetycznym.

4. Biatka wytrgca¢ stalym siarczanem amonu przy wysyceniu 0-90% (tabela
frakcjonowania siarczanem amonu — zatacznik do ¢wiczen). Siarczan amonu dodawac
stopniowo mieszajac przez 1 godz. w temp. 4° C. Nastepnie zawiesing odwirowaé
przy 10000 rpm przez 20 min.

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

biatek przechowywac¢ w temp. —20°C.
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Oznaczanie aktywnos$ci inwertazy w zelu
Oznaczy¢ st¢zenie biatka metoda Bradford (przepis — zatacznik do ¢wiczen).
. Przygotowa¢ 10% zel poliakrylamidowy do -elektroforezy biatek w warunkach
denaturujacych (SDS/PAGE) wedtug przepisu w zatgczniku do ¢wiczen.
. Przygotowac trzy probki zawierajace: 100 ug, 150ug 1200 pg biatka w objetosci 30 pl
i doda¢ do nich po 10 ul buforu probkowego do elektroforezy biatek w warunkach
denaturujacych (bezposrednio przed naniesieniem na zel). Jako wzorzec przygotowac
dwie probki zawierajace 10 ug i 20ug inwertazy handlowej w objetosci 30 ul i dodaé
do nich po 10 pul buforu probkowego. Doktadnie wymiesza¢ (uwaga! nie ogrzewaé
probek w temperaturze 900C) 1 nanie$¢ do studzienek w zelu zageszczajacym.
. Rozdziat elektroforetyczny prowadzi¢ pod napigciem 150 V tak dlugo, az barwnik
przesunie si¢ do konca zelu separujacego.
. Po zakonczeniu elektroforezy zel przenie$¢ do malego pojemnika, przeptuka¢ 30 ml
wody destylowanej, a nastepnie 30 ml 10 mM buforu fosforanowego pH 5,8.
. Nastepnie zel zala¢ 30 ml 0,1 M roztworu sacharozy w 10 mM buforze fosforanowym
pH 5.8 i inkubowaé¢ w tazni wodnej w temp. 45°C przez 45 min. Uwaga! Podczas
inkubacji nalezy kontrolowa¢é, za pomoca papierkow wskaznikowych, pH r-ru
(pPH r-ru wzrasta, zwlaszcza w ciagu pierwszych 15 min. inkubacji). W przypadku
zmiany pH, zla¢ roztwér sacharozy i zalaé¢ zel kolejng porcja.
. Po zakonczeniu inkubacji, zla¢ roztwor sacharozy, a zel przeptuka¢ trzy razy woda
destylowana.
Ok. 10 min przed zakonczeniem inkubacji przygotowa¢ wrzacg lazni¢ wodna.
Nawazy¢ 50 mg chlorku tetrazolu i rozpusci¢ w 50 ml 1M NaOH.
Gdy roztwor chlorku tetrazolu zaczyna zmienia¢ barweg (z bezbarwnej na ré6zowa),

wla¢ barwnik do naczynia z zelem i1 umiesci¢ we wrzacej tazni wodne;.

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

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

14



Zaktad Biologii Molekularnej UMCS, luty 2019

Otrzymywanie rybosomow i frakcji cytoplazmatycznej drozdzy

Saccharomyces cerevisiae

Frakcjonowanie komodrek to metoda rozdzielania struktur subkomoérkowych
polegajaca na wstepnej dezintegracji oraz poddaniu homogenatu wirowaniu réznicowemu
(kilkukrotnemu wirowaniu ze stopniowo wzrastajacg sila odsrodkowsg) albo wirowaniu
w gradiencie sacharozy czy chlorku cezu (poszczegolne struktury subkomorkowe osadzajg si¢
w roztworze o réznej gestosci).

Celem (¢wiczenia jest izolacja mikrosomow 1 frakcji cytoplazmatycznej oraz
oczyszczenie rybosomow z drozdzy S. cerevisiae technikg wirowania roznicowego.
Mikrosomy sa pecherzykami, powstajacymi z samozasklepiajacych si¢ fragmentéw gladkiego
lub szorstkiego retikulum endoplazmatycznego. W celu uwolnienia rybosoméw od bton
retikulum endoplazmatycznego stosuje si¢ bufor z dodatkem 1% nicjonowego detergentu
jakim jest Triton X-100. Tak traktowane rybosomy (tzw. rybosomy surowe) zawierajg
zasocjowane z nimi biatka cytoplazmatyczne, ktore mozna usungé z powierzchni rybosomow

za pomocg zbuforowanych roztworé6w o wysokim stezeniu soli.

Materialy i odczynnikKi
1. Osad zamrozonych komoérek drozdzy S. cerevisiae
2. Piasek do dezintegracji
3. 2MTris
4. 10% roztwor Tritonu X-100 w buforze A
5. Bufor A (do dezintegracji)

50 mM Tris-HCI, pH 7,5

80 mM KCI

12,5 mM MgCl,

0,5mM EDTA

1 mM PMSF

6 mM p- MET
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6. Bufor B (do zawieszania rybosomow)
50% glicerol
50 mM Tris-HCI, pH 7,5
80 mM KClI
10 mM MgCl,
0,5mMEDTA
SmMDTT
7. Bufor A z dodatkiem 0,5 M KClI
8. 30% sacharoza w buforze A z dodatkiem 0,5 M KCI
9. Staly siarczan amonu
10. Bufor C (do preparatyki kinaz biatkowych)
50 mM Tris — HCI, pH 7,5
0,5mM EDTA
6 mM p- MET
0,5 mM PMSF
11. Odczynnik Bradford

Wykonanie ¢wiczenia

Uwaga! Ponizsze czynnoS$ci nalezy wykonywa¢ w temp. 4°C

Dezintegracja komorek drozdzy i otrzymywanie ekstraktu bezkomorkowego

1. Osad zamrozonych komorek drozdzowych zwazyc.

2. Komorki drozdzowe dezintegrowaé, ucierajac je z piaskiem w mozdzierzu
porcelanowym przez okoto 15 min. Piasek dodawaé stopniowo w ilosci wagowej
3 -krotnie wigkszej od masy komorek. Podczas dezintegracji utrzymywac wartos¢ pH
w zakresie 7,2 — 7,5 poprzez dodawanie 2 M Trisu (niebuforowanego).

3. Uzyskany dezintegrat drozdzy zawiesi¢ w buforze A i wirowa¢ przy 3000 rpm przez
5 min. celem osadzenia piasku i resztek komorek.

4. Uzyskany supernatant wirowac przy 30000 x g w ciagu 15 min. aby osadzi¢ struktury
subkomoérkowe (mitochondria, jadra, §ciany komorkowe).

5. Tak otrzymany ekstrakt komorkowy (tzw. frakcja S30) podzieli¢ na dwie czesci. Do

jednej czgéci, przy statym mieszaniu, doda¢ 10% Tritonu X-100 tak, aby jego
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koncowe stgzenie wynosito 1%, po czym ekstrakt mieszaé jeszcze przez 10 min.
Druga cze$¢ ekstraktu przechowywaé w tym czasie w temp. 4°C.

. Obie czesci wirowac przy 400000 x g przez 30 min. W wyniku wirowania otrzymuje
si¢ frakcje cytoplazmatyczna, tzw. frakcje S100 i frakcj¢ mikrosomalng
(z czgéci nietraktowanej Tritonem X-100) oraz rybosomy surowe (z czesci
traktowanej Tritonem X-100).

. Osady stanowigce frakcj¢ mikrosomalng oraz rybosomy surowe zawiesi¢ w buforze B
(za pomocg homogenizatora szklano-teflonowego) i przechowywa¢ do kolejnych
¢wiczen w temp. —20°C.

. W supernatancie stanowigcym frakcj¢ cytoplazmatyczng oznaczy¢ biatko metoda
Bradford. a nastgpnie przygotowaé dwie probki do elektroforezy SDS/PAGE
zawierajace po 25 pg biatka. Gotowe probki biatkowe przechowywaé do kolejnych

¢wiczen w temp. —20°C.

Oczyszczanie rybosomow

. Osad rybosomow surowych zawiesi¢ w buforze A z dodatkiem 0,5 M KCI i miesza¢
w homogenizatorze szklanym przez 15 min. po czym osadzi¢ przez wirowanie przy
100000 x g przez 1,5 godz. Czynnos¢ t¢ wykona¢ dwukrotnie.

. Uzyskany preparat rybosomoéw ponownie zawiesi¢ w buforze A z 05 M KCI
1 wirowa¢ przez lcm warstwe zbuforowanego roztworu sacharozy (30% sacharoza
w buforze A z dodatkiem 0,5 M KCI) przy 100000 x g przez 3 godz. Po osadzeniu,
rybosomy zawiesi¢ w buforze B, oznaczy¢ ich stgzenie (przepis — patrz zalacznik do

¢éwiczen) i przechowywaé do kolejnych éwiczen w temp. —20° C.
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Izolacja kwasnych bialek rybosomowych z drozdzy

Wickszo$¢ biatek rybosomowych stanowig mate biatka o charakterze zasadowym,
ktérych punkt izoelektryczny oscyluje w poblizu pH 8,5 lub wyzszym. Duza podjednostka
rybosomow zawiera jednak grupe powierzchniowych bialek kwasnych, tworzacych
charakterystyczng strukture zwang ,,kciukiem”, ktory oddziatuje z czynnikami translacyjnymi
podczas syntezy bialka. U bakterii kwasne biatka rybosomowe tworzg pentameryczny lub
heptameryczny kompleks, ztozony, odpowiednio, z dwoch lub trzech dimeréw biatka 1.12
oraz pojedynczej czasteczki biatka L.10. U Escherichia coli biatko L12 nazywane jest L7/L12.
Roznica miedzy L7 i L12 polega na potranslacyjnej acetylacji na N-koncu polipeptydu L7.
Biatko L7/L12 E. coli ztozone ze 120 aminokwasow i posiada mase czgsteczkowa 12,2 kDa.
Eukariotyczne biatka kwasne nosza nazwe bialek P, ze wzgledu na ich fosforylacyjng
modyfikacje. Biatka te podzielono na dwie grupy. Jedna z nich stanowig dwa matle biatka P1
i P2 o masie 11 kDa i pl rownym 3,0-3,5, bedace funkcjonalnymi odpowiednikami
bakteryjnego biatka L12. U nizszych eukariontow takich jak drozdze stwierdzono obecno$¢
czterech biatek P1/P2. Kwasne biatka drozdzy S. cerevisiae nazwano P1A, P1B, P2A i P2B.
Ponadto u ro$lin zidentyfikowano dodatkowo biatko P3. Druga grupe bialek P stanowi
pojedyncze biatko PO o masie ok. 34 kDa, bedace odpowiednikiem bakteryjnego biatka L10.
Na rybosomie biatka P tworza pentameryczny kompleks PO-(P1-P2),, ktory wiaze sig,
poprzez N-koncowy fragment biatka PO, do wysoce konserwatywnego regionu 25S/28S
rRNA, zwanego centrum GTPazowym. U S. cerevisiae biatka z grupy P1/P2 tworza
preferencyjnie dwa heterodimery P1A-P2B i P1B-P2A w ktorych N-koncowe fragmenty
biatek sg odpowiedzialne za dimeryzacj¢ 1 interakcje z biatkiem PO, za$§ karboksylowe kofice
sa wolne i oddziatlujg z czynnikami translacyjnymi takimi jak EF-2.

Biatka z grupy P1/P2 nie sg niezbedne dla aktywno$ci translacyjnej rybosomu,
natomiast biatko PO jest stabilnym biatkiem rdzenia rybosomowego i jest konieczne dla jego
funkcjonowania. Delecja genu dla PO prowadzi do $mierci komorki. Wszystkie biatka P
charakteryzuja si¢ niezwykle konserwatywng C-koncowa domeng, zawierajaca resztg seryny
ulegajaca fosforylacyjnej modyfikacji oraz stanowigca antygen, przeciwko ktéremu
skierowane sg przeciwciata u ludzi cierpigcych na niektére choroby autoimmunologiczne
(uktadowy toczen trzewny) i infekcyjne (choroba serca Chagasa, leiszmanioza).

W odréznieniu od pozostalych sktadnikéw rybosomu kwasne biatka rybosomowe,

zarowno bakteryjne jak i eukariotyczne, wystepuja w postaci wolnej w cytoplazmie.
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U organizmow eukariotycznych, w przeciwienstwie do bakterii, odbywa si¢ ponadto wymiana

tych bialek miedzy rybosomem a pulg cytoplazmatyczna.

Materialy i odczynniki

1.
2.

o a ~ w

Oczyszczone rybosomy drozdzowe o stezeniu 20 mg/ml
Bufor do ekstrakcji kwasnych biatek rybosomowych
20 mM Tris-HCI, pH 7,5
40 mM MgCl,
6 mM B- MET
1 M NH,CI
96% etanol (ozigbiony)
Aceton (ozigbiony)
25 mM Tris-HCI, pH 7,5
Odczynnik Bradford

Wykonanie ¢wiczenia

1.

Kwasne biatka rybosomowe ekstrahowa¢ z 2 mg rybosomdéw oczyszczonych
S. cerevisiae o stezeniu 20 mg/ml. Do zawiesiny rybosoméw (1 objetosé) dodac
1 objetos¢ buforu do ekstrakcji biatek kwasnych i pozostawi¢ na 5 min. w lodzie.
Dodac 1 objetos¢ 96% etanolu (ozigbionego) i pozostawi¢ na 10 min. w lodzie.
Powtdrzy¢ punkt 2.
Odwirowa¢ przy 10000 rpm przez 15 min. w celu osadzenia czgstek rdzeniowych
rybosoméw ( tj. rybosomoOw zawierajacych bialka, ktére nie zostaty wyekstrahowane).
Supernatant zawierajacy kwasne biatka rybosomowe przenies¢ do nowej probowki
Eppendorfa, doda¢ trzykrotng objetos¢ ozigbionego acetonu (w celu wytracenia biatek
z supernatantu) i pozostawi¢ w temp. —20° C przez co najmniej 24 godz.
Wytracone biatka osadzi¢ droga wirowania przy 10000 rpm przez 15 min., po czym
supernatant odrzuci¢, a osad kwasnych biatek rybosomowych wysuszy¢ na powietrzu
I zawiesi¢ W 50 ul 25 mM Trisu — HCI, pH 7,5.

Oznaczy¢ stezenie biatka metoda Bradford (przepis w zataczniku do ¢wiczen)
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Analiza otrzymanych bialek metoda SDS/PAGE

I immunoblotingu

Technika immunoblotingu, zwana inaczej technika western blot, sktada si¢ z kilku
etapow. Pierwszym etapem jest rozdzielenie mieszaniny biatek w Zelu poliakrylamidowym.
Nastepnie biatka przenoszone sg na membrane (W naszym przypadku jest to transfer pot-
suchy), ktora niespecyficznic wigze wszystkie biatka. Ostatnim etapem jest detekcja biatek
przy udziale przeciwciat.

Po rozdziale elektroforetycznym w obecnosci SDS biatka sa zdenaturowane
i wszystkie posiadaja tadunek ujemny proporcjonalny do ich masy. Transfer odbywa si¢
zatem w kierunku elektrody dodatniej. Wyrozniamy dwa typy transferu: transfer mokry

i potsuchy.

Transfer

Aby przeprowadzi¢ transfer bialek na membrane, nalezy przygotowac ,kanapke”
ztozong z zelu, membrany i bibuty Whatman. W przypadku transferu mokrego, ,.kanapka”
utozona jest pionowo pomigdzy dwiema elektrodami, a cato$¢ umieszczana jest w aparacie
wypelnionym buforem. Transfer mokry stosuje si¢ zwtaszcza w przypadku biatek duzych
(>100 kDa), hydrofoowych lub trudno rozpuszczalnych ze wzgledu na mozliwosc
prowadzenia go nawet przez 24 godziny, bez ryzyka wyparowania buforu. Nalezy wowczas
zapewni¢ chtodzenie, aby utrzyma¢ temperatur¢ w granicach 10 — 30°C. Transfer mokry
przeprowadza si¢ przy statym napigciu pradu, zwykle 20 — 30 V.

W przypadku transferu potsuchego ,kanapka” ulozona jest poziomo migdzy
elektrodami. Zel i membrana umieszczone s3 pomiedzy bibutami Whatman nasgczonymi
buforem. Transfer ten prowadzi si¢ przy staltym nat¢zeniu pradu, wynoszacym zwykle 0,8 —
1,5 mA/cm? membrany.

Transfer biatlek z zelu mozna przeprowadzi¢ na membrany nitrocelulozowe lub
membrany z polifluorku winylidenu (PVDF). Wielkos¢ poréw w obu typach membranach
waha si¢ od 0,1 um do 0,45 um. Membrany nitrocelulozowe sa tansze, wigzg 80-200 g
biatka na cm® Membrany te od razu nasacza sie buforem do transferu, bez uprzedniego
zanurzania ich w metanolu. Membrany PVDF wigza 150-200 pg biatka na cm? i maja duzo
wieksza wytrzymalo$¢ mechaniczng niz membrany nitrocelulozowe. Nalezy pamigtaé

0 wezesniejszym zanurzeniu ich w metanolu i dopiero pozniej w buforze do transferu.
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Blokowanie membran
Po transferze wolne miejsca wigzania bialek na membranie s3 blokowane, aby
zapobiec niespecyficznemu wigzaniu si¢ przeciwciat do membrany. Do blokowania membran

uzywa si¢ odtluszczonego mleka lub albuminy z surowicy bydlece;.

Wiazanie przeciwcial

Badane biatka identyfikuje si¢ przy uzyciu wyznakowanych przeciwcial
pierwszorzedowych (swoistych dla badanych biatek), lub niewyznakowanych przeciwciat
pierwszorzedowych 1 wyznakowanych przeciwcial drugorzedowych (specyficznych dla
pierwszorzedowych). Nastepnie przeprowadza si¢ detekcje przeciwcial zwigzanych
z badanymi biatkami, ktorej sposob zalezy od rodzaju znacznika, jaki dolaczony jest do

przeciwcial.

Detekcja

Najczesciej dotaczanymi do przeciwciat znacznikami sa enzymy: alkaliczna fosfataza
i peroksydaza chrzanowa. Wizualizacja tych znacznikéw moze by¢ przeprowadzona
kolorymetrycznie (w miejscu zwigzania przeciwcial do biatka na membranie powstaje barwny
produkt) lub chemiluminescencyjnie (enzym przeprowadza reakcj¢ z wytworzeniem $wiatla,
odczytu ilosci emitowanego $wiatta mozna dokona¢ na dwa sposoby, stosujac urzadzenie do

detekcji chemiluminescencji lub za pomocg kliszy fotograficznej).

Cwiczenie ma na celu dokonanie analizy biatek rybosomowych
i cytoplazmatycznych technikg SDS-PAGE i immunoblotingu. Przeprowadzimy identyfikacje
immunologiczng biatek P drozdzy. W tym celu wykorzystamy niewyznakowane przeciwciata
pierwszorzedowe rozpoznajace drozdzowe, biatka P i przeciwciata drugorzgdowe sprzezone

z alkaliczng fosfatazg.

Materialy i odczynniki
1. Odczynniki i zestaw do elektroforezy SDS-PAGE (patrz zatacznik do ¢wiczen).
2. Preparaty mikrosomow, rybosomow surowych, rybosomoéw oczyszczonych, frakceji
cytoplazmatycznej oraz biatek P otrzymane na poprzednich ¢wiczeniach.
3. Membrana PVDF.
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4. Metanol

5. Bibuta Whatman 3 MM.

6. Bufor Novablot.

7. Czerwien Ponceau.

8. PBS

9. Roztwor blokujacy (10 % roztwor mleka odttuszczonego w PBS).

10. Aparat do pot-suchego transferu biatek.

11. Przeciwciala pierwszorz¢dowe (poliklonalna surowica skierowana przeciwko
drozdzowym biatkom P)

12. Drugorzedowe przeciwciata sprzgzone z alkaliczng fosfataza

13. Bufor PBS

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

15. Bufor AP

16. NBT (18 mg NBT rozpusci¢ w 1400 pl DMF i 600 pl wody). Przechowywaé w -20°C.

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

18. Probowki Falcona o pojemnosci 15 ml 1 50 ml.

19. Pesety.

20. Regkawiczki nitrylowe.

Wykonanie ¢wiczenia

1. Przygotowac dwa 12 % zele poliakrylamidowe do elektroforezy biatek w warunkach
denaturujgcych wedtug przepisu w zalgczniku do ¢wiczen.

2. Oznaczy¢ stezenie mikrosomow, rybosomow surowych i oczyszczonych (przepis —
patrz zatacznik do ¢wiczen)

3. Przygotowa¢ po dwie probki biatkowe do elektroforezy SDS/PAGE zawierajace:
a) 25 ug mikrosoméw, b) 25 ug rybosoméw surowych, c¢) 25 pg rybosomow
oczyszczonych, d) 25 ug biatek frakcji cytoplazmatycznej, e) 5ug biatek P, ¢) wzorce
biatkowe, wedtug przepisu w zatagczniku do ¢wiczen.

4. Probki biatkowe zawieszone w buforze probkowym SDS/PAGE nanie$¢ na zele
poliakrylamidowe. Rozdziat prowadzi¢ pod napigciem 150V tak dlugo, az barwnik
przesunie si¢ do konca zelu separujacego. Po rozdziale, jeden zel poliakrylamidowy
wybarwi¢ blekitem Coomassie lub metoda srebrowg (przepis w zataczniku do

¢wiczen).
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5. Drugi zel poliakrylamidowy przeptuka¢ buforem Novablot a nastepnie przeprowadzi¢
transfer bialek z zZelu na membrang PVDF (wcze$niej nawilzong metanolem
a nastgpnie buforem Novablot), umieszczong pomiedzy dwiema potrdjnymi
warstwami bibuty Whatman 3 MM nawilzonej buforem Novablot. Cato$¢ umiescic
w aparacie do elektrotransferu pomigdzy grafitowymi elektrodami. Transfer biatka
prowadzi¢ w kierunku anody przy nat¢zeniu pradu 280 mA przez jedng godzing.

6. Po zakonczeniu transferu, membran¢ PVDF inkubowa¢ z 0,02% roztworem czerwieni
Ponceau (celem wybarwienia markerow biatkowych). Po zaznaczeniu otowkiem
pozycji markeréw biatkowych, odptuka¢ barwnik za pomoca buforu PBS. Nastepnie
inkubowaé¢ membrane w roztworze blokujacym, w temp. 4°C, do kolejnych éwiczen.

7. Wyla¢ roztwor blokujacy 1 doda¢ do membrany 20 ml przeciwciat
pierwszorzedowych rozcienczonych 1:1000, w buforze PBS i pozostawi¢ przez

40 min. na kotysce w temp. pokojowe;j.

oo

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

O

. Na ptytke z membrang wla¢ 20 ml przeciwcial drugorzgdowych rozcienczonych
1:10000 w 20 ml PBST i pozostawi¢ na kotysce w temperaturze pokojowej na
40 min. (w czasie inkubacji przygotowac barwniki do detekcji).

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

11. Przeptuka¢ membrane buforem AP: 2 razy przez 1 min.

12. Przeprowadzi¢ detekcje bialek na membranie. W tym celu do proboéwki Falcona

doda¢ 10,5 ml buforu AP a nastgpnie doda¢ jednoczesnie dwa przygotowane

wczesniej barwniki (NBT 1 BCiP) . Wymiesza¢ zawarto$¢ probowki Falcona 1 wyla¢
catos¢ na ptytke z membrang. Pozostawi¢ na kotysce do pojawienia si¢ prazkow.

Reakcje barwienia przerwaé poprzez ptukanie membrany woda dejonizowana, po

czym membran¢ wysuszy¢ na powietrzu.

Interpretacja wynikow
1. Poréwnac sklad biatkowy preparatow poddawanych elektroforezie.
2. Okresli¢ masy czasteczkowe biatek P.
3. Okresli¢ w jakich frakcjach komorkowych wystepuja biatka P drozdzy.
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