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Izolacja genomowego DNA z drozdzy Saccharomyces cerevisiae

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

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

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

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

hodowli komodrkowej itd.),

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

Kazda izolacja drozdzowego DNA wymaga rozbicia $ciany komorkowej. W
przypadku drozdzy stosowane sg metody mechaniczne lub tagodniejsze obejmujace
enzymatyczng degradacje $ciany komorkowej 1 lize otrzymanych sferoplastow przy
udziale detergentow. Enzymy wykorzystywane do otrzymania sferoplastoéw drozdzowych
to najczesciej: litykaza (z Arthrobacter luteus) lub glukulaza (ze slimaka), hydrolizujace

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

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

1 moze shuzy¢ jako matryca w rekcji PCR.
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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 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. Szczegdlny nacisk nalezy zwroci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki

1.
2.

4
5
6.
Z
8
9

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

Bufor do sferoplastyzacji:

1 M sorbitol,

50 mM Tris-HCI, pH 7,5

20 mM EDTA,

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

Zymoliaza 100T (handlowy preparat zawierajacy litykaz¢) - 2,5 mg/ml w buforze

do sferoplastyzacji

. 10 % w/v SDS

Bufor do lizy (50 mM Tris pH 7.5; 20 mM EDTA)

5 M octan potasu

. 96% i1 70% etanol (ozigbiony)

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

. Termoblok lub taZznia wodna

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

11. Mikroskop $§wietlny oraz szkietka podstawowe 1 nakrywkowe

12. Odczynniki i zestaw do elektroforezy kwasow nukleinowych (patrz zatacznik do

¢wiczen)

Przed przystapieniem do wykonania éwiczenia przygotowaé taznie wodna o temp. 37°C oraz

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

Wykonanie ¢wiczenia

1.

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


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

2.

3.
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Uzyskane osady komoérek zawiesi¢ tgcznie w 0,5 ml buforu do sferoplastyzacji

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

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

podtoza czy fazy wzrostu komorek).

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

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

b) do dwodch szklanych probowek doda¢ po 0,5 ml buforu do sferoplastyzacji,
nastepnie do pierwszej z nich doda¢ 50 pl 10 % roztworu SDS, po czym do obu
probowek doda¢ po 5 pl zawiesiny komorek i energicznie zamieszal; stopien
strawienia $ciany komoérkowe] mozna uznaé za zadowalajacy, jesli zawiesina

W proboéwce z SDS stanie si¢ klarowna.

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

wymieszania zawartosci probowki.

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

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

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

precypitat tworza kompleksy SDS ze zdenaturowanymi biatkami.

Prébke odwirowaé przy predkosci 10000 rpm przez 10 min. w temp. 4°C.



8.

9.

10.

11.

12.
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Przenies¢ 500 ul supernatantu do nowej probowki Eppendorfa o poj. 2 ml (temp.
pokojowa) i doda¢ do niego trzy objetosci ozigbionego 96% etanolu (precypitacja

kwasow nukleinowych). Probke pozostawi¢ 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 usunaé supernatant.

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

etanolu).

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

problemy z rozpuszczalnoscig DNA - inkubowa¢ ok. 10 min w temp. 62°C.

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

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

drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Oczyszczone genomowe DNA moze shuzy¢ jako matryca do amplifikacji genow
z wykorzystaniem metody PCR (z ang. Polymerase Chain Reaction). Amplifikacja sekwencji
DNA odbywa si¢ z uzyciem pary oligonukleotydowych starterow, z ktérych kazdy jest
komplementarny do jednego konca docelowej sekwencji DNA. Startery te sg wydluzane
w kierunku do siebie przy udziale termostabilnej polimerazy DNA w cyklu kilkunastu
(kilkudziesieciu) reakcji, na ktore sktadaja si¢: denaturacja, przylaczanie starteréw oraz
polimeryzacja. Poszczegodlne etapy cyklu reakcji PCR zachodzg w r6znych temperaturach:
e zaczynajaca caty cykl reakcja denaturacji odbywa si¢ w temperaturze 93-96°C, czego

wynikiem jest rozplecenie podwojnych nici DNA,

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

starterow do DNA),

e w kolejnym etapie, polimeryzacji, temperatura wzrasta do 72°C (optymalna temp.
dziatania polimerazy) i nastepuje wydtuzanie nici - poczawszy od konca 3' startera
enzym doktada kolejne, komplementarne w stosunku do matrycy nukleotydy w tempie
okoto 1000 nukleotydow na minute 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 milionéw. Jako$¢ uzyskanego,
metoda reakcji PCR, DNA mozna analizowa¢ za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym,
wybarwiajagc DNA bromkiem etydyny.

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

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

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

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

P1A 101 GEFGLFD
P1B 101 GFGLFD

Rys. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych drozdzowych bialek P1A i P1B

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.htmi

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

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


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

Jalowa dejonizowana woda

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

Odczynniki 1 zestaw do elektroforezy kwasow nukleinowych (patrz zatgcznik do

¢wiczen)

Wykonanie éwiczenia

1.

2.

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

zamieszczonego w zatgczniku do ¢wiczen).

Interpretacja wynikow

1.

2.

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

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

odpowiednio RPP1A i RPP1B) i przedstawi¢ zestawienie sekwencji nukleotydowej

genow dla obu biatek w formie pisemnej na nastepnych zajeciach.


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

Uzyskanie wysokiej jakosci RNA jest pierwszym i czesto krytycznym etapem
eksperymentow w biologii molekularnej m. in. analizy ,,Northern”, RT-PCR, badaniu
ochrony przed nukleazami, translacji in vitro, mapowania RNA, konstrukcji bibliotek cDNA.
W izolacji RNA duze znaczenie ma szybko$¢ przeprowadzania procedury oczyszczania
1 kontrolowanie aktywnos$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), ktory 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
i niezdegradowanych preparatow kwaséw nukleinowych o petnej aktywnosci biologiczne;.
Celem c¢wiczen jest poréwnanie dwoch metod izolacji RNA. Jedng z nich jest ekstrakcja
fenolowa. W podanej procedurze, cale nienaruszone komorki drozdzy poddawane sa
ekstrakcji fenolowej podczas, ktorej RNA ,,przechodzi” do tzw. fazy wodnej. DNA jako
substancja wielkoczasteczkowa pozostaje w fazie fenolowej, w ktorej obok DNA znajduja si¢
inne skladniki komoérkowe stanowiace nierozpuszczalng frakcje komodrkowa. Druga
wykonywang na ¢wiczeniach metoda jest izolacja RNA za pomocg TRIzolu zawierajacego

fenol i izotiocyjanian guanidyny.

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

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

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

10
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IZOLACJA RNA METODA EKSTRAKCJI FENOLOWEJ

Materialy i odczynniki
Uwaga! Wszystkie roztwory nalezy przygotowac z uzyciem wody traktowanej DEPC.
1. Hodowla S. cerevisiae ODgoo = 2 (100 ml)
2. H20 (DEPC, ozigbiona)
3. Bufor do zawieszania komoérek drozdzy ( bufor AE):
50mM CH3COONga, pH 5,3
10 mM EDTA
4. 10% SDS
5. Kwasny fenol (staty fenol nasycony woda a nastgpnie buforem AE )
z 0,1% hydroksychinoling. Przechowywaé w ciemnoéci w 4°C.
6. chloroform
7. 3M CH3COONa, pH 5,3
8. 100% etanol (ozigbiony)
9. 70% etanol (ozigbiony)
10. 2M LiCIl - 0,1M CH3COONa, pH 5,3
11. Jatowe probowki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 ml i 2 ml oraz koncoéwki do pipet.
12. Odczynniki i zestaw do elektroforezy kwasow nukleinowych (patrz zalgcznik do

¢wiczen)

Przed przystapieniem do wykonania éwiczenia schlodzié¢ wirowke do temp. +4°C

oraz przygotowaé blok grzejny o temp. 65°C

Wykonanie ¢wiczenia

Uwaga! Wszystkie czynnosci nalezy wykonywa¢ z zachowaniem warunkow

jalowych. Prace z fenolem wykonywa¢ w rekawicach ochronnych

1. Hodowle drozdzy odwirowa¢ w probéwkach Eppendorfa 0 poj. 2 ml przez 3 min. przy
5000 rpm w 4°C tak, aby w kazdej proboéwce otrzymaé osad komorek drozdzy
pochodzacy z 4 ml hodowli. Supernatant odrzuci¢, a osad komoérek drozdzy zawiesi¢
w 1 ml oziebionej H20, po czym odwirowaé przez 3 min. przy 5000 rpm w 4°C (na

tym etapie osad komorek drozdzy mozna zamrozi¢ w ciektym azocie i przechowywacé

11



10.

11.

Zaktad Biologii Molekularnej UMCS, wrzesien 2023

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

Osad komorek drozdzy w kazdej proboéwce zawiesi¢ w 400 ul buforu AE, doda¢ po
40 pl 10% SDS i1 wytrzasa¢ przez 1 min.

Doda¢ do kazdej probowki po 440 ul kwasnego fenolu i wytrzasaé catos¢ przez 5 min.
a nastepnie inkubowaé przez 10 min. w 65°C (wytrzasajac co 3 min.).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3. Nanies¢ przygotowane probki RNA na zel.

4. Rozdzial prowadzi¢ przy napigciu 100V dopdki czoto barwnika nie dotrze do 3/4
dhugosci zelu.

5. Po zakonczonej elektroforezie obserwowac rozdzielone RNA pod lampa UV.
Interpretacja wynikow

1. Porownac sktad preparatéw poddawanych elektroforezie.

2. Okresli¢ masy czasteczkowe rozdzielonych czasteczek RNA.

13
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Izolacja jader komorkowych i histonow

U organizmoéw eukariotycznych, wigkszo$¢ DNA znajduje si¢ W wyspecjalizowanych
organellach — jadrach komorkowych. DNA jadrowy wystepuje w postaci kompleksu
nukleoproteinowego, zwanego chromatyng. Podstawowsg jednostka strukturalng chromatyny
jest nukleosom. W sktad nukleosomu wchodzi tzw. czastka rdzeniowa (ang. core particle),
czasteczka histonu H1 i fragment DNA o dtugosci ok. 190-220 pz. Czastkg rdzeniowa tworzy
kompleks o$miu histonéw (oktamer) zwanych histonami rdzeniowymi (po dwie czasteczki
histonéw H2A, H2B, H3 i H4). Wokot oktameru owiniety jest odcinek DNA o dtugosci 140-
150 pz. Pozostatg cze¢s¢ stanowi tgcznikowy DNA (ang. linker DNA) o diugosci 50-70 pz
z ktorym oddzialuje pojedyncza czasteczka histonu H1. Znanych jest wiele wariantow
sekwencyjnych histonu H1, wystepujacych w okreslonych 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 dostepnos$ci 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 zwickszenie
poziomu ekspresji genow. Warto zauwazy¢, ze wplyw modyfikacji potranslacyjnych
histonéw na stopien kondensacji chromatyny i ekspresj¢ genow nie zalezy tylko od rodzaju
modyfikacji ale takze od miejsca 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 wplywa na rozluznienie struktury chromatyny. Wysunig¢to wiec
hipoteze ,.kodu histonowego”, ktora zaktada, Ze istniejg pewne okreslone wzory modyfikacji
histonéw odpowiedzialne za zachodzenie konkretnych procesow w komorce.

Material badawczy do ¢wiczen stanowig komorki watroby mysiej. Celem ¢wiczenia
jest otrzymanie preparatow zawierajacych wszystkie biatka jadrowe oraz izolacja histonow
z jader komorek watroby. Histony oczyszcza si¢ z jader komodrkowych wykorzystujac
zdolnos$¢ tych biatek do rozpuszczania si¢ w kwasach nieorganicznych, np. 0,25M HCI lub

0,2M H2SO0a4.
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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 ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

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

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

Materialy i odczynniki
1. Zamrozone skrawki watroby mysiej
2. Bufor PBS
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM NazHPO4
2 mM KHz2POg4, pH 7,5
3. Bufor do izolacji jader:
200 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM NaCl
250 mM sacharoza
1 mM EDTA
0,5% Triton X-100
4. Bufor probkowy do elektroforezy bialek w zZelu poliakrylamidowym
SDS-PAGE (4x stgzony)
5. Bufor probkowy do elektroforezy biatek w zelu poliakrylamidowym
SDS-PAGE (1x st¢zony bez dodatku bigkitu bromofenolowego)
0,25 M HCI
Aceton (oziebiony)

Homogenizator szklano-teflonowy o pojemnosci 2 ml

© © N o

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

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

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

w temp. +4°C
Izolacja jader komorkowych z watroby mysiej

1. Zamrozony skrawek watroby przenie$¢ z probowki Eppendorfa do homogenizatora
szklano-teflonowego, nastepnie doda¢ 1,5 ml buforu do izolacji jader
I dezintegrowa¢ wykonujac 10 ruchéw teflonowym tloczkiem, po czym pozostawi¢ do
inkubacji 20 min. w lodzie.

2. Po 20 min. inkubacji zawiesing komorek ponownie dezintegrowaé wykonujac 30
ruchéw teflonowym tloczkiem.

3. Uzyskany dezintegrat komorek przenies¢ do probowki Eppendorfa o poj. 2 ml
I odwirowac przy predkosci 6000 rpm przez 10 min.

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

5. Do osadu jader doda¢ 1 ml buforu PBS, kilkukrotnie przepipetowaé zawarto$¢
probowki (probowka nr 1) w celu jej doktadnego wymieszania a nastgpnie przenies$é
0,3 ml do nowej probéwki Eppendorfa (probéwka nr 2). Obie probéwki Eppendorfa
odwirowa¢ przy 6000 rpm przez 10 min. Po odwirowaniu delikatnie usung¢ z obu

probowek supernatant przy pomocy pipety.
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Izolacja histonow z uzyciem 0,25 M HCl

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

. Probke pozostawi¢c w temp. pokojowej na 20 min. (ekstrakcja histonow),
a nastepnie odwirowac przy predkosci 3500 x g przez 10 min.

Supernatant zawierajacy histony przenie$¢ do nowej proboéwki Eppendorfa 0 poj.
1,5 ml.

. Do osadu doda¢ ponownie 50 ul 0,25 M HCI, doktadnie wymieszaé i pozostawié
na 20 min. w temp. pokojowej (ponowna ekstrakcja w celu zwigkszenia wydajnosci).

. Probke odwirowac przy predkosci 3500 x g przez 10 min.

. Uzyskane supernatanty, zawierajace histony, polgczy¢.

. Whytragca¢ 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.

Izolacja bialek jadrowych

. Osad jader z probowki nr 2 zawiesi¢ w 50 pul buforu probkowego
do elektroforezy SDS-PAGE (1x stgzony bez bigkitu bromofenolowego)

. Probke dokladnie wymieszaé i inkubowaé w temp. 95C przez 5 min.
W wyniku uwolnienia DNA z jader zawiesina przyjmuje galaretowatg konsystencjeg.

. Po inkubacji probke odwirowac przy predkosci 10000 rpm przez 5 min. Supernatant
zawierajacy biatka jadrowe przenies¢ do nowej probowki Eppendorfa, oznaczy¢ w
nim stezenie bialka metoda Bradforda, a nastepnie przygotowaé probki do
elektroforezy SDS-PAGE zawierajace po 15 pg i 30 pg biatka i pozostawi¢ do

kolejnych éwiczen w temp. -20°C.
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Analiza skladu bialkowego chromatyny

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

(metoda Laemmli’ego).

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

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

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

¢wiczeniu

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

oraz schtodzi¢ wirowke do temp. 4°C

Wykonanie ¢wiczenia

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

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

3. Probki zawierajagce wszystkie biatka jadrowe, wyizolowane histony, biatka

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

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

1. Poréwnac sktad biatkowy preparatow poddawanych elektroforezie.

2. Okresli¢ masy czgsteczkowe biatek histonowych.
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Badanie aktywnosci enzymatycznej w zelu poliakrylamidowym

na przykladzie inwertazy

Badanie aktywnos$ci enzymdéw w zelu poliakrylamidowym jest czesto skuteczng
metoda identyfikacji enzymow w nieoczyszczonych preparatach biatkowych. Badanie
aktywnos$ci enzymatyczne] mozna przeprowadzaé zarowno po rozdziale biatek w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych jak i po elektroforezie w warunkach
natywnych. Wybor metody zalezy w duzej mierze od wrazliwosci badanego enzymu na
obecnos¢ SDS. W przypadku niektorych biatek, ktore nie zachowuja aktywnosci
enzymatycznej w obecnosci SDS, mozna przeprowadzi¢ ich renaturacje poprzez usunigcie
SDS (np. ptuczac zel w roztworze 2,5% tritonu X-100). Jednakze nie ma jednej
uniwersalnej, efektywnej metody renaturacji enzymoéw, totez aktywnos$é enzymatyczng
niektorych biatek bada sie 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 B-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. Ilos¢ enzymu produkowana przez mikroorganizm waha si¢
znacznie w zalezno$ci od gatunku, szczepu, czy dostgpnego zrddta wegla. Drozdze
Saccharomyces cerevisiae wytwarzaja zarowno wewnatrz- jak i zewnatrzkomorkowa
inwertaze. Zewnatrzkomorkowa inwertaza wystepuje w formie wysoce glikozylowanego
homodimeru wydzielanego do przestrzeni periplazmatycznej. Wewnatrzkomorkowa
inwertaza rowniez tworzy homodimer ale nie ulega glikozylacji. Inwertaza jest
powszechnie stosowana w przemys$le spozywczym do produkcji fruktozy czy
w biosensorach do statlego monitorowania poziomu sacharozy.

Celem ¢wiczenia jest identyfikacja aktywno$ci enzymatycznej inwertazy z drozdzy

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

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowigzany
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
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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 a ~ D

20-godzinna hodowla drozdzy S cerevisiae, szczep W303 (50 ml na zesp6t studentéw)
(NH1)SOs cz. d. a. w postaci statej

10 mM bufor fosforanowy pH 7,0

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

10 mM bufor fosforanowy pH 5,8

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

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

1M NaOH

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

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

10. Celulozowe ,,weze” do dializy

11. Papierki wskaznikowe pH 5,4 — 7,0

12.10% roztwor kwasu octowego

13. Odczynniki i zestaw do elektroforezy biatek SDS/PAGE

Wykonanie éwiczenia

Woysalanie 1 dializa biatek z ptynu pohodowlanego (dzien 1)

Po ok. 20 godzinach hodowli, gdy ODeoo réwna si¢ ok. 9-10 (faza stacjonarna)
odwirowa¢ komorki przy 3000 rpm przez 10 min.

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

Biatka wytraca¢ 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 zawiesine odwirowaé

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

biatek przechowywaé w temp. —20° C.

Oznaczanie aktywnos$ci inwertazy w zelu (dzien 2)

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

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

3. Przygotowac trzy probki zawierajace: 100 pug, 150ug 1200 pg biatka w objetosci 30 ul
I doda¢ do nich po 10 ul buforu probkowego do elektroforezy biatek w warunkach
denaturujacych (bezposrednio przed naniesieniem na zel). Jako wzorzec przygotowac
dwie probki zawierajace 10 pg i 20ug inwertazy handlowej w objetosci 30 ul i dodaé
do nich po 10 ul buforu probkowego. Doktadnie wymiesza¢ (uwaga! nie ogrzewaé
prébek w temperaturze 90°C) i nanie$¢ do studzienek w zelu zageszczajgcym.

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

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

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

7. Po zakofczeniu inkubacji, zla¢ roztwodr sacharozy, a zel przeptukaé trzy razy woda
destylowana.

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

9. Gdy roztwér chlorku tetrazolu zaczyna zmienia¢ barwe (z bezbarwnej na r6zowa),
wla¢ barwnik do naczynia z zelem 1 umies$ci¢ we wrzacej tazni wodne;.

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

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