Zaktad Biologii Molekularnej Roslin

Uniwersytet Warszawski
Instytut Biochemii 1 Biofizyki PAN

BioLoGiA MOLEKULARNA ROSLIN

Skrypt do ¢wiczen

Warszawa, 2009






Spis Tresci

1. Analiza zmian na poziomie chromatyny w cyklu komorkowym ...............cccocooviiiiiiiniininns 3
CRIOIMALYTIA ...ttt ettt ettt b sttt et ea e et eateh e eb e e bt e bt bt e bt se ettt et e st et entestebtebeebeebesbesteebenbenaens 3
CYKL KOMOTKOWY ...ttt ettt et et a e a e h e e bbb s ettt ettt et ebtea e e bt et e et e sbesteebenbenaens 3
Fosforylacja hiStOnu H3 ..........ooiiiii ettt ettt e e st e e st e et e e et et e et e e s e es e et e eneeaseeneesneensesneennennean 4

Elektroforeza biatek w Zelach poliakrylamidowycCh..........ccoooiiiiiiiiiiii e 4
Elektroforeza w warunkach naty Wiy Ch. ........c.oooiiiiiiiiieie ettt ettt ettt et sneenee s reenaeenean 6
SDS—PAGE ........................................................................................................................................................................... 6
A (S 1T 10724 V1 )< TSRS 7
Ogniskowanie 1Z0leKtryczne (IEF).......ccccoiiiiiiiiiiiiiine ettt ettt et sb e 8
Elektroforeza dwukierunkowa 2DE ...........ccoiiiiiiie ettt et ne et ene et reeeeenean 8

Barwienie biatek po €leKtrofOoreZie ...........ooouiiiiiiiiiiiiii e e 8
Co0masSie BIrilant BIUC..........coiuiiiiiiiiieieeee ettt ettt ettt et ekt et et e e e e e st e eeene e beeneeaneeneeseeneenteeneenneens 9
LS A ST A LTS (<] 03 (<) VTP SSSRS 9
ZNACZNIKT FIUOTESCENCYJNC ...t eeieit ettt ettt ettt et et e et et e ss e e aeesseeneesseenseeseenseeseenseeseenseeneeseeneesneeneesneensennean 9

Imunodetekcja bialek - Western BIOt.........oooiiiiiiiiii e e 9
Y11 3 0110 4 s RS RTRSPRRSR 9
TrANSTRT PO-SUCKHY ...ttt ettt et e b et et e et e st e et e seess e emeesseeneesseenseeseenseeseenseeneanseeneenneenes 10
BIOKOWANIE MEIMDIAN ......eouiieiiiiieiie ittt ettt et et e e st estesaeeaeeseeseesee s e emse s e ene e s e enseeseenseeneenseeneesneensenseensenseens 10
WIQZANIE PIZECIWCIAL ...ttt ettt ettt et st e e e e st et e e et et e ene et e ene e st enseeseenseeneenseeneesneennenseensenseans 10
LD <] T SO SPRSSRRSP 10

Dzien 1. Izolacja biatek z materialu ro$linnego (0k. 3 h) ...cocooeiiiiiiiiiiii 11

Dzien 2, 3. Elektroforeza SDS-PAGE (ok. 3 h), barwienie (Przez noc)........ccoeeeeveereeriieenieneeeniienneens 12

Przygotowanie Zelu do SDS PAGE .......ccooiiiiie ettt e s 12
Przygotowanie probek do naniesienia Na ZE1..........oceiieiirieriieieieeee e 14
2 Q8 0 ) o) (72 SRR 14
Barwienie DIatek W ZEIU ......ceoiuiiiieee e ettt et enee e enes 14

DZIeN 4. WESLETTL DLOT ....eiuiiiiiiieiie ettt ettt et ettt e st e e bt e e st e e seesnbeebeesnseeseesnseans 15
Dzien 5. Detekcja Metoda ECL.....c..cooiiiiiiiiiiiiiesese ettt sttt ettt ettt ettt st et 16

2. Analiza mutanta A. thaliana z insercja w genie kodujacym H1-1 i transgen amiRNA .............. 17

IZO1ACTA DINA ..ottt et sht e et e e he e et e e e aeeeab e e eaeeeabeeeaeeenbeebeeenbeenneeenne 17

Amplifikacja fragmentu DNA metoda PCR ..o 17

GENOLYPOWANIE TOSIIN ...eiiviiiiiiiieeiis et ettt et e et e e et e e e te e e e taeeesabeeesabee e sseeessseeesseeensseesnsseesnseesnnnens 18

SZtuczNe MIKTORINA ...ttt e et e e et e e e te e e e saeeeesbeeessseeessseeessseeesseeesseesnseeanns 19

IZO1ACTA RINA. ... et ettt ettt et e s ae e et e e e st e ea bt e st e enbeeeseeenbee st eenbeeseesabeenneeenne 20

RT-PCR ettt ettt ettt e e bt e st e e e st e e s ab e e e sabeeebbeesbteesbteesaneeas 20
IMATYCOWY RINA .ottt ettt ettt e et e et e st e et e em et se e e et e st e et ee e et e em e e bt emeees e en e e es e e et emee st emeeaneemnenseensenseans 21
OAWTOtNA tTANSKITPCIA .. eeenteitieteeiteet ettt ettt ettt ettt e e st e bt eeteeb e eateeh e em et e st e et eaeeabeemeeeaeemeeeseemseeseenseeseenseeneenseeneenneenes 21
POHIOSCIOWY RT-PCR ...ttt ettt ettt e e e e et e et e bt e et ekt eneees e entees e e et esee et emeesneemneabeensenseans 22

Dzien 3. Synteza jednoniciowego CDINAL..........oiiiiiiee ettt 25

Dzien 4. Pohlo$ciowy multipleX PCR .........oooiiiiiiiii et 26

Elektroforeza DNA W ZelU ZarOZOWYIM ......cocuiiiiiiiiiiiieiiieiie ettt st 26

3. Badanie oddzialywan bialek - drozdzowy system dwuhybrydowy ............ccccococvvinnninininnnnn, 27

Zastowowanie systemu dWUhYDIYAOWEZO .......eeeviiiiiiiiiiii et 27

OgraniCZenia MELOAY .......ccveieiiuieeiiieeiieeesteeerte e ettt e e steeeteeesteeesseeessseeessseeessseeessseeesseeensseesssseessseesnseens 28

ATSWIBB ettt ettt e e bt e ettt e s et e e e ab et e bt e e e bt e e e bt e e ene e narae s 29

A ettt ettt ettt e e bt e ettt e ettt e e ettt e bt e bt e et e e st e e naaee s 29

TSt AWUNYDIYAOWY ... ettt e e st e e s aba e e sbe e e sbeeesaeeensseesnsaeeennseennseeas 29

Schemat dOSWIAACZENIA .........eoiuiiiiiiiiiiiee ettt ettt et e st e e bt e et e b e e saneenbeeenee 29

Dzien 1. 1zolacja DNA plazmidowego Z DaKteril. ......c.eeevviieiiieeiiieeiiie et 30

Dzien 1. Izolacja DNA plazmidowego na mala skalg (minilizaty)........cccccoeevvrervieenciieeniiecciee e, 30

Dzien 2. Transformacja droZAZY ........cc.eeeevieiiiiiiiie ettt e e e e e e e aseeenseeenaees 31

Dzien 1. Test AWUNYDIYAOWY ...ooiiiiiiiiieciie et ettt e e e e b e e e s e e enseeennaees 32

4. Wybrane Substancje chemiczne stosowane podczas ¢WICZen ..............cccooceviiiiiniiie e, 34

Zasady prowadzenia zeszytu 1aboratoryjnego ...............ccccccooviiiiiiiiiiii 41



VI NN XD XD ND XD YO

E XD

UWAGI:

Zeszyt laboratoryjny jest podstawa do zaliczenia ¢wiczen. Wskazowki dotyczace
prowadzenia zeszytu laboratoryjnego znajduja si¢ na stronie 21 skryptu.

Akrylamid 1 bisakrylamid sa silnymi neurotoksynami wchtanianymi przez skorg.
W trakcie wazenia nalezy wktada¢ fartuchy, rekawiczki, maski 1 okulary. Pomimo
ze poliakrylamid jest uwazany za nietoksyczny zawsze nalezy zaktada¢ rekawiczki
- moze bowiem zawierac resztki niespolimeryzowanego akrylamidu.

2-merkaptoetanol 1 DTT — sa szkodliwe dla bton §luzowych, goérnych drog
oddechowych, skory i1 oczu. Powinny by¢ uzywane tylko pod wyciagiem,
w rekawiczkach.

APS 1 TEMED sa szkodliwe dla bton §luzowych, gornych drog oddechowych, skéry
1 oczu. Wdychanie oparow, jak i kontakt ze skdra moze prowadzi¢ do powaznych
schorzen.

SDS — odwazanie sypkiego odczynnika tylko w maseczce.

TCA — silny kwas, pracowa¢ w rekawiczkach 1 fartuchu. Rekawice lateksowe nie
chronia catkowicie przed TCA. W razie zanieczyszczenia rekawic TCA, nalezy
natychmiast je zmienic.

PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride) — jest substancja toksyczna (inhibitor
esterazy acetylocholinowej).

Fenol - substancja bardzo toksyczna, powoduje trudno gojace si¢ oparzenia skory,
jest rakotworczy.

Bromek etydyny jest substancja mutagenna, pracowaé w rgkawiczkach.
X-gal jest substancja silnie trujaca.

Azydek sodu jest substancja silnie toksyczna i mutagenna. Latwo wchilania sig
przez skore. Nalezy pracowac w rekawiczkach 1 fartuchu.

W trakcie pracy z cieklym azotem nalezy uwazac¢ aby nie ulec poparzeniu. Pracowac
w fartuchu 1 suchych rekawiczkach. Podczas ucierania nalezy trzymac¢ mozdzierz
przez bibute lub rekawice kuchenna. Nie wdycha¢ intensywnie.

Substancja niebezpieczna.

Roztwory tak oznaczone nalezy przygotowacé samemu.

© Zaktad Biologii Molekularnej Roslin, UW, 16.02.2008 ver. 4.0
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1. Analiza zmian na poziomie chromatyny
w cyklu komorkowym

Dhigos¢ DNA w jadrze komorkowym jest
daleko wigksza niz rozmiar kompartmentu,
w ktorym sig znajduje. Stad tez material genetyczny
musi wystgpowaé w zorganizowanej i upakowane;j
postaci, przy jednoczesnym zachowaniu mozliwosci
zachodzenia wielu waznych procesow.

Chromatyna

W przeciwienstwie do organizmow
prokariotycznych, DNA u eukaryota nie jest

»,hagie”, ale wystgpuje w postaci kompleksu
z biatkami chromatynowymi, warunkujacego
organizacj¢ strukturalng DNA w przestrzeni.

Dynamika tego kompleksu warunkuje zachodzenie
tak  waznych procesow, jak  kondensacja
chromosomow, czy regulacja transkrypcji genow.
Podstawowa jednostkg strukturalng chromatyny
stanowi nukleosom, begdacy kompleksem DNA
1 pigciu zasadowych biatek histonowych. W sktad
pojedynczego nukleosomu wchodzi dyskowatego
ksztattu oktamer histonow (tzw. rdzen) H2A, H2B,
H3, H4, fragment czasteczki DNA nawinigtej na
rdzen nukleosomu, oraz stabilizujacy oddziatywania
rdzen — DNA histon tacznikowy H1. Za wiazanie

H3 | |
[ FECRLERERES §
H28 C-term
H2A C-term H3K79 @ R .'__.-" S
s H2BK1233 'H2A

Histone glabular

Rys.1. Schemat budowy nukleosomu z widocznymi
,ogonami histonowymi na zewnatrz rdzenia.

histonéw w oktamerze, jak tez za tworzenie miejsc
dla wiazania DNA, odpowiedzialne sa domeny
globularne histonéw rdzeniowych o regularnie
rozmieszczonych fadunkach. N 1 C konce (tzn.
,»ogony histonowe”), moga natomiast ulega¢ wielu
odwracalnym modyfikacjom posttranslacyjnym
(Rys.1). W 2000 roku wysunigto hipoteze ,,kodu
histonowego”, ktéra sugeruje, ze istnieja pewne
okreslone wzory modyfikacji histondw rdzeniowych

odpowiedzialne za zachodzenie konkretnych
procesow w komorce. Modyfikacje te moga
bowiem z jednej strony wplywac¢ na oddzialywania
DNA-histony, decydujac o lokalnym (lub jak w
przypadku mitozy — globalnym) rozluznieniu lub
kondensacji chromatyny. Stopien upakowania
chromatyny wplywa np. na mozliwo$¢ wiazania
czynnikow transkrypcyjnych do znajdujacych sig
w tych obszarach promotoréw. Z drugiej strony,
naznaczone modyfikacjami epitopy histonow
moga stanowi¢ platformy rozpoznawane przez
rézne biatka regulatorowe. Niektére modyfikacje
histonow moga bra¢ udziat w wielu, czgsto réznych,
procesach. Np. fosforylacja seryny 10 histonu H3
bierze udzial zarowno w kondensacji chromatyny
w czasie podziatdéw komorkowych, jak 1 w indukcji
genow wczesnej odpowiedzi pod wptywem réznych
czynnikow zewngtrznych - z czym wiaze si¢ lokalne
rozluznienie chromatyny.

Cykl komorkowy

Podziat mitotyczny jest poprzedzony replikacja
chromosomoéw. Podczas mitozy ma miejsce
rozdzielenie si¢ chromosoméw na dwie rowne grupy,
po czym nastgpuje podzial komorki. Mitoza dzieli
si¢ na szereg etapow charakteryzujacych lokalizacje
1 zachowanie chromosomow. Przej$cie komorki
do kolejnego etapu jest zwykle nieodwracalne.
Chromosomy rozdzielane sa przez wrzeciono
mitotyczne. Jest ono symetryczna, bipolarna
struktura zbudowana z mikrotubul rozciagajacych
si¢ pomigdzy dwoma biegunami, w ktorych znajduja
si¢ centrosomy oraz biatka motoryczne zalezne od
mikrotubul. Centrosom definiuje bieguny wrzeciona
1 odgrywa wazna rolg w samym jego tworzeniu.

Utworzenie nowego centrosomu wymaga
duplikacji centrioli, ktora kontrolowana jest przez
cykl komorkowy 1 jest skoordynowana z replikacja
DNA. Oddziatywania pomigdzy centrosomami
inicjuja  tworzenie  wrzeciona  mitotycznego.
Chromosomy przyczepiaja si¢ do wrzeciona
za pomoca oddziatywania ich kinetochorow
z mikrotubulami. Oddzielenie si¢ centrosomow
zalezy od biatek motorycznych. Niemozliwe jest
uformowanie si¢ wrzeciona pod nieobecnosé
chromosomow, ktore stabilizuja geometrycznie
wrzeciono 1 mikrotubule poprzez wiazanie
astralnych mikrotubul przy ich kinetochorach.
Chromosomy przylegaja do wrzeciona na
kinetochorach, gdzie oddzialuja z mikrutubulami.
Miejsce, w ktorym tworza si¢ kinetochory to
centromer. Ponadto stwierdzono wystgpowanie
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wyselekcjonowanych wariantow histonow w rejonie
centromerowym. Kazdy chromosom ma pojedynczy
region centromerowy, w ktorym nie ma genow
- zloZzony jest on z wysoce wyspecjalizowanych,
powtorzonych sekwencji DNA wiazacych unikalny
zestaw biatek. Kinetochor zmienia struktur¢ na
poczatku mitozy formujac ptaska blaszk¢ na
powierzchni centromeru. Kinetochory 1 mikrotubule
tacza si¢ dzigki dynamicznej niestabilnosci samych
mikrotubul. Zdolno$¢ kinetochoréw do stabilizacji
zwigzanych mikrotubul ma kluczowe znaczenie dla
tworzenia wiokien kinetochorowych. Kinetochory
kontroluja przejscie metafaza/anafaza. W anafazie
ma miejsce rozdzielenie chromatyd siostrzanych.
Podczas telofazy nastgpuje wyjscie komorki
Z mitozy.

Fosforylacja histonu H3

Zalezna od cyklu komorkowego fosforylacja
histonu H3 w serynie 10 jest konserwowana wsrdd
organizméw eukariotycznych. Ta dynamiczna
potranslacyjna modyfikacja jest zaangazowana
zarbwno w  aktywacj¢  transkrypcji  jak
1 w kondensacj¢ oraz segregacje chromosomow.

Wiele procesow zachodzacych w trakcie mitozy
jest uzaleznionych od upakowania chromatyny do
jej mitotycznej formy. Pojawia si¢ coraz wigcej
dowodow na to, ze upakowanie chromosomow jest
regulowane w duzej mierze poprzez potranslacyjna
modyfikacj¢ histondow — fosforylacjg. Obecnie
fosforylacja histonu H3 jest uznawana za jeden
z mitotycznych biomarkerow.

Z obserwacji wielu organizmow wynika,
ze poziom fosforylacji histonu H3 jest niski
wczasie interfazy, wzrasta na  poczatku
podzialow  komodrkowych 1 opada podczas
telofazy. W przypadku komorek zwierzecych
mitotycznie specyficzna fosforylacja S10 histonu
H3 rozpoczyna si¢ w pdznej fazie G2 w obszarach
perycentromerycznych heterochromatyny
1rozprzestrzenia si¢ Ww sposob uporzadkowany
1zbiezny z kondensacja chromosomoéw. Modyfikacja
ta jest jednolicie dystrybuowana na chromosomy
zard6wno w mitozie jak mejozie.

U roslin natomiast, w trakcie podziatow
mitotycznych poziom fosforylacji jest wysoki
w czgdciach perycentromerycznych 1 niski
w obszarach ramion chromosomow. Ta specyficzna
dla perycentromeréw fosforylacja moze by¢
zaburzona przez dzialanie stresu chlodu lub
dzialanie inhibitorow fosfataz. Wyjatkiem sa
ro§liny o chromosomach policentromerycznych,
u ktorych fosforylowane sa histony H3 na calej

dlugosci chromosoméw. W przypadku podziatow
mejotycznych istnieja réznice pomigdzy pierwszym
a drugim podziatem. Podczas pierwszego podziatu
mejotycznego fosforylowane sa histony H3 na catym
chromosomie, podczas gdy w trakcie drugiego
podziatu fosforylacja ograniczona jest, podobnie jak
w mitozie, do obszarow perycentromerow. Podobny
profil wykazuje réwniez fosforylacja histonu H3
w serynie 28.

Tak szczegdlowy obraz zmian modyfikacyjnych
poznano przy uzyciu przeciwciat specyficznych dla
ufosforylowanych epitopow histonu H3.

Kultury zawiesinowe komorek ro$linnych
stanowia homogenna populacj¢ komorek, tatwo
dostgpnych dla podawanych z zewnatrz substancji
1 rosnacych w okreslonych, sterylnych warunkach.
Sa zatem dobrym materialem do badan S$ciezek
metabolitow wtornych, indukcji enzymow, czy
ekspresji gendéw. Stosunkowo tatwa jest takze
izolacja enzyméw 1 innych biatek z komorek
hodowanych w zawiesinie. Brak lub niewielka
zawarto$¢ chlorofilu i1innych barwnikow utatwia
doswiadczenia. Stosujac roznego rodzaju inhibitory
mozna synchronizowa¢ zawiesiny komorkowe,
czyli doprowadzi¢ do stanu, w ktorym wszystkie
komorki w zawiesinie znajduja si¢ na tym samym
etapie cyklu komoérkowego. Poprzez ,,gtodzenie”
komorek mozna zahamowaé podzialy komoérkowe
1 wprowadzi¢ je w fazg G,,.

W trakcie ¢wiczen jako materiat badawczy
postuzy linia komoérkowa tytoniu TBY-2.

Linia komoérkowa TBY-2 (Tobacco Bright-
Yellow) zostata wyprowadzona z komoérek mezofilu
lisci przez Nagate 1 wspotpracownikow na poczatku
lat 90-tych. Komorki hodowane sa w ptynnej
pozywce MS (Murashige i Skoog) wzbogaconej
0 2,4-D i witaming B5, w ciemno$ci, w temperaturze
ok. 25°C przy statym wytrzasaniu (125 obrotow na

minute).

Elektroforeza bialek w zelach
poliakrylamidowych

Jedna z najpowszechniej  stosowanych
technik jakosciowej 1 ilosciowej analizy biatek
jest elektroforeza w zelach poliakrylamidowych
(PAGE — ang. polyacrylamide gel electrophoresis).
Zele poliakrylamidowe uzyskuje sie w wyniku
polimeryzacji ~ akrylamidu 1  bisakrylamidu.
Produktem polimeryzacji akrylamidu jest liniowy
polimer, za$ czynnikiem odpowiedzialnym za
usieciowanie powstatego zelu jest bisakrylamid.
Zel poliakrylamidowy jest wiec heteropolimerem,
ktérego stopien usieciowania mozna regulowac



ANALIZA ZMIAN NA PoziomMmiE CHROMATYNY W CykLU KoMORKOWYM 5

poprzez zwigkszanie lub zmniejszanie ilosci
dodanego bisakrylamidu. Standardowo stosuje
si¢ proporcj¢ akrylamid:bisakrylamid = 29:1,
ktéra pozwala na uzyskanie zelu o odpowiednich
wiasciwos$ciach (twardos¢, krucho$¢). Gestosé zelu
mozna regulowaé poprzez manipulowanie iloscia
dodanych do reakcji monomerow oraz stosunkiem
akrylamid : bisakrylamid. Zel poliakrylamidowy,
zarowno podczas polimeryzacji jak i elektroforezy
jest zwykle ustawiony pionowo (tzw. vertical slab
system).

Polimeryzacja akrylamidu i bisakrylamidu ma
mechanizm wolnorodnikowy. Do zainicjowania
reakcji polimeryzacji konieczne jest wigc zrodto
wolnych rodnikow. Powszechnie wykorzystuje
si¢ mieszaning APS 1 TEMED. Aniony
nadtlenosiarczanowe sa nietrwale 1 ulegaja
spontanicznej  homolizie, czyli  rozpadowi
z wytworzeniem wolnych rodnikéw. Tempo
rozpadu  ulega  znacznemu  przyspieszeniu
w obecno$ci TEMED. Powstate w ten sposob wolne
1 bisakrylamidu. Istotne jest staranne dobranie ilo$ci
dodanego APS i TEMED. Wraz ze wzrostem ich
stezenia spada bowiem przecigtna dlugos¢ tancucha
polimeru, co objawia si¢ zmgtnieniem i obnizona
elastyczno$cia zelu. Ponadto dodatek TEMED
powyzej 0,2% (v:v) moze powodowaé zaburzenia
w rozdziale elektroforetycznym biatek. Istotne jest
réwniez pH polimeryzujacej mieszaniny. Poniewaz
TEMED, aby przyspiesza¢ tempo rozpadu APS,
musi  wystgpowa¢ w formie deprotonowane;j,
pH mieszaniny powinno by¢ powyzej 6. Nalezy
takze zauwazy¢, ze w celu osiagnigcia catkowitej
polimeryzacji akrylamidu, zel powinien by¢
pozostawiony w temperaturze 4° na okres 2 —3 h. Tak
przygotowany zel uzyskuje maksymalna zdolnos¢
rozdzielcza. Nawet ,,wizualnie” spolimeryzowany
zel po uptywie jednej godziny od wylania nadal
zawiera znaczne ilo$ci niespolimeryzowanego
akrylamidu.

Zele poliakrylamidowe mozna przygotowywacé
w dwoch postaciach: jako zele o stalym stgzeniu
poliakrylamidu w catej objgtosci oraz jako Zzele
o rosnacym liniowo stgzeniu poliakrylamidu (tzw.
zele gradientowe). Zele o statym stezeniu powinny
by¢ uzywane tylko do rozdziatu bialek o masie
zawierajacej si¢ w okreSlonym przedziale. Dla
przyktadu, w technice SDS-PAGE (patrz ponizej)
15% zele maja maksymalna zdolno$¢ rozdzielcza
dla bialek o masie mniejszej niz 20 kDa, 12% dla
20-30kDa, 10% dla 30—-40 kDa i 8% dla bialek

o masie powyzej 50kDa. Bialka o masie ponizej
tych przedzialdow moga migrowac jako jeden, gruby
prazek wraz z czotem elektroforezy, za$ biatka
o wyzszej masie jako slabo rozdzielone prazki
lub w ogole nie wnikna do Zelu. Zele gradientowe
wykonane sa z poliakrylamidu o st¢zeniu rosnagcym
liniowo wraz z kierunkiem migracji biatek. Uzycie
zeli gradientowych pozwala na rozdzial biatek
o bardzo zréznicowanych masach, jednakze
rozdzielczo$¢ zeli gradientowych jest zawsze nizsza
niz rozdzielczo$¢ zelu o odpowiednio dobranym,
okreslonym staltym stgzeniu.

Elektroforez¢ w zelach poliakrylamidowych
mozna prowadzi¢ w dwodch systemach: ciaglym
1 nieciagtym. Systemy elektroforezy ciagltej uzywaja
buforow o identycznym pH do sporzadzania
zelu, przygotowywania probki i przeprowadzania
elektroforezy. Poniewaz biatka z probki nie
ulegaja zat¢zeniu, konieczne jest nanoszenie na zel
probek o niewielkiej objgtosci. Jako$¢ rozdzialu
bardzo zalezy od ,,wysokosci” naniesionej probki.
W systemie nieciagltym stosuje si¢ dwa rodzaje zelu:
zatgzajacy 1 rozdzielajacy. Podczas elektroforezy
probka najpierw przechodzi przez zel zatgzajacy
a nastgpnie przez zel rozdzielajacy. Przejscie przez
zel zatgzajacy sprawia, ze biatka ulegaja $cis$nigciu
do bardzo waskiego paska (~0,1 mm), dzigki czemu
wnikaja one w zel rozdzielajacy praktycznie w tym
samym czasie, co pozwala na uzyskanie ostrych
1 wyraznych prazkow (patrz tez: SDS-PAGE)

Niezwykle istotnym zjawiskiem podczas
przebiegu elektroforezy jest wzrost oporu
elektrycznego zelu, czego konsekwencja moze by¢
przegrzewanie si¢ zelu prowadzace do zaburzen
w rozdziale biatek (tzw. ,,usmiechanie si¢” zelu).
Mozna temu zapobiec poprzez zastosowanie
zewngtrznego chlodzenia Zelu lub odpowiednie
dobranie parametrow przy ktorych prowadzona
jest elektroforeza . Elektroforez¢ mozna prowadzi¢
przy statej wartosci jednego z trzech parametrow:
natgzenia, napigcia lub mocy. Przy stalym natgzeniu
tempo migracji bialek pozostaje state, zwigksza si¢
jednak wraz z czasem ilo$§¢ wydzielanego ciepta,
co prowadzi do ogrzewania si¢ zelu. Podczas
elektroforezy przy stalym napigciu tempo migracji
spada wraz z czasem prowadzenia rozdziatu,
aczkolwiek statemu zmniejszaniuulegaréwniezilo§¢
wydzielanego ciepta, dzigki czemu ogrzewanie si¢
zelu jest minimalne. Przy statej mocy tempo migracji
spada wraz z czasem prowadzenia rozdziatu, za$
ilo§¢ wydzielanego ciepta pozostaje stala w czasie,
co prowadzi do grzania si¢ zelu, ale w mniejszym
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stopniu niz podczas elektroforezy przy stalym
nat¢zeniu. Spo$rod wymienionych powyzej trzech
wariantow najpowszechniej stosuje sig elektroforezg
przy statym natg¢zeniu pradu z uwagi na krotszy czas
trwania rozdzialu. Warto$¢ przytozonego nat¢zenia
powinna by¢ dostosowywana do grubosci zelu.
Standardowo zaleca si¢ prowadzenie elektroforezy
przy nat¢zeniu 12—30mA na kazdy zel o grubosci
I'mm 1 szeroko$ci 10cm (zele takie stosowane sa
na ¢wiczeniach). Warto$¢ przylozonego nat¢zenia
zalezy takze od naszych oczekiwan wzgledem
jakosci 1 czasu rozdziatu biatek.

Elektroforeza w warunkach natywnych.

Natywna elektroforeza biatek w Zelach
poliakrylamidowych (Native PAGE) odbywa sig
w warunkach niedenaturujacych. Zar6wno bufor do
elektroforezy jak i bufor w ktorym jest rozpuszczone
biatko nie zawieraja substancji denaturujacych
(np. SDS, mocznik, chlorowodorek guanidyny),
za wyjatkiem $ladowych ilosci detergentow
niejonowych, ktére moga by¢ niezbedne do lizy
bton biologicznych w analizowanych materiale
biologicznym (jadra komorkowe, mitochondria,
plastydy). Elektroforeza w warunkach natywnych
pozwala na analiz¢ komplekséw biatkowych,
ktéore w warunkach denaturujacych ulegltyby
rozpadowi. Tempo migracji biatek zalezy od
licznych czynnikéw, takich jak wielkos$¢ bialka,
jego struktura przestrzenna, sumaryczny tadunek
elektryczny, obecno$¢ zwiazanych kofaktorow czy
obecno$¢ modyfikacji potranslacyjnych. Sprawia
to, ze przewidywanie tempa migracji oraz analiza
obrazu po elektroforezie moga by¢ problematyczne.
Elektroforez¢ natywna mozna przeprowadzac
zard6wno w uktadzie ciagtego jak i nieciaglego zelu.
Obecnie stosowane sa liczne techniki natywnej
elektroforezy, z ktorych dwie sa najpowszechniej
uzywane: Blue Native PAGE (BN-PAGE) i1 Clear
Native PAGE (CN-PAGE).

BN-PAGE jest najstarsza technika natywnej
elektroforezy biatek. Wykorzystuje ona barwnik
Coomassie Blue jako substancj¢ nadajaca biatkom
wypadkowy ladunek ujemny oraz uwidaczniajaca
ich migracj¢ w zelu. BN-PAGE jest powszechnie
stosowany do analizy kompleksow biatkowych
o zachowanej aktywno$ci enzymatycznej. Tempo
migracji biatek zalezy gltownie od ich masy
i konformacji. Po rozdziale -elektroforetycznym
prazek zawierajacy badany kompleks moze zostaé
wycigty 1 rozpuszczony w buforze zawierajacym
SDS, za$§ biatka uwolnione z kompleksu

rozdzielone technika SDS-PAGE. Procedura ta jest
czasem nazywana Two Dimensional Blue Native
SDS-PAGE. Wada techniki BN-PAGE jest to, ze
Coomassie Blue moze w niektorych przypadkach
dziala¢ jako detergent i powodowac dysocjacje
kompleksow biatkowych oraz hamowac¢ aktywnos¢
enzymatyczna. Ponadto, Coomassie interferuje
z niektorymi technikami detekcji biatek bazujacymi
na chemiluminescencji 1 fluorescencji (np. podczas
analizy Western-blot).

CN-PAGE nie wykorzystuje barwnikow
do nadawania bialkom tadunku -elektrycznego.
Efektem tego jest ograniczenie tej metody do
rozdziatu biatek o pl ponizej pH buforu (na og6t
beda to biatka o pI<7). Tempo migracji bialek silnie
zalezy od ich natywnego tadunku elektrycznego.
Brak detergentow sprawia, ze biatka maja tendencje
do tworzenia agregatéw, co objawia si¢ mniejsza
zdolno$cia rozdzielcza tej metody. CN-PAGE,
w odréznieniu od BN-PAGE, w mniejszym stopniu
powoduje zaburzenia w aktywnos$ci enzymatycznej
analizowanych biatek oraz nie interferuje z dalszymi
procedurami bazujacymi na chemiluminescencji
1 fluorescencji. Istnieja modyfikacje tej metody,
w ktorej do stosowanych buforow dodaje
si¢ niewielkie ilosci tagodnych detergentow
niejonowych, ktdre zapobiegaja agregacji bialek.
Winnym wariancie do buforow dodaje sig
niewielkie ilo$ci detergentow anionowych, takich
jak deoksycholan sodu, co réwniez zapobiega
agregacji, a takze nadaje biatkom tadunek ujemny
1 pozwala na analiz¢ biatek o pI>7.

SDS-PAGE

Najpowszechniej stosowana technika
elektroforetycznego rozdziatu biatek w Zelach
poliakrylamidowych jest elektroforeza w obecnosci
SDS (tzw. SDS-PAGE). SDS jest silnym detergentem
anionowym, ktory niszczy struktury biatkowe
wyzszego rzedu, denaturujac biatka do postaci
liniowej (struktura pierwszorz¢dowa) oraz nadaje
im wypadkowy tadunek ujemny. Przyjmuje sig,
ze statystycznie jeden anion dodecylosiarczanowy
przypada na dwie reszty aminokwasowe. Ponadto
do rozdzielanych probek dodaje sig silne S$rodki
redukujace, takie jak 2-merkaptoetanol lub DTT,
ktore redukuja mostki disiarczkowe obecne
w biatkach. Mozna wigc przyjac, ze tempo migracji
biatek podczas SDS-PAGE jest zalezne tylko od ich
masy 1 jest wprost proporcjonalne do jej logarytmu.
Oczywiscie sa biatka dla ktorych wystepuja
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odstgpstwa od tej reguly i1 ich migracja ulega
zaburzeniu. Zaliczaja si¢ do nich biatka obdarzone
wysokim tadunkiem natywnym (np. bialka
histonowe, migrujace wolniej niz wskazywataby
na to ich masa) oraz biatka btonowe. Jednakze dla
wigkszosci bialek tempo migracji jest zalezne tylko
od masy. Dlatego tez mozliwe jest stosowanie tzw.
standardow wielkos$ci biatek. Standardy wielkoS$ci
sa mieszaning kilku lub kilkunastu biatek o znanej
masie. Po ich roéwnoleglym rozdziale razem
z analizowana probka mozliwe jest oszacowanie
masy badanych biatek. Dla wigkszo$¢ biatek biad
w szacowaniu wielko$ci miesci si¢ w granicach
5do10%.

Rozdziat SDS-PAGE prowadzony jest na
ogol technika nieciaglego zelu. Jako buforu
elektroforetycznego standardowo uzywa si¢ ukladu
tris-glicyna (tzw. uktad Leammli’ego), w ktorym pH
zeluzatgzajacegowynosi6,6,za$zelurozdzielajacego
8,8. Jonami zaangazowanymi W zaggszczanie
analizowanych biatek w zelu zat¢zajacym sa aniony
chlorkowe 1 glicynianowe. pH zelu zat¢zajacego
jest nieznacznie wyzsze niz pl glicyny. W tych
warunkach wigkszo$¢ glicyny wystepuje w postaci
jondw  obojnaczych, posiadajacych  zerowy
wypadkowy tadunek elektryczny i nie migrujacych
w polu elektrycznym. Tylko niewielka ich czgs$¢
posiada w danym momencie sumaryczny fadunek
uyjemny i1 migruje w kierunku anody (elektroda
,»T7). Anion glicynianowy migruje wigc powoli jako
tzw. ,,jon opozniony” (ang. trailing ion). Natomiast
aniony chlorkowe, posiadajace wysoka ruchliwo$¢
elektroforetyczna, przemieszczaja si¢ szybko
w kierunku anody wraz z czotem probki jako tzw.
»jon wiodacy” (ang. leading ion). Rozdzielenie si¢
dwoch ,,chmur” jondw powoduje spadek napigcia
pomigdzy nimi, w wyniku czego zawarte migdzy
nimi biatka ulegaja silnej kondensacji w bardzo
waskim pasmie. Dzigki temu wszystkie biatka
wchodza w zel rozdzielajacy praktycznie w tym
samym czasie. W Zelu zatgzajacym stosuje si¢
na tyle niskie stgzenie poliakrylamidu, aby nie
zaburzat on migracji bialek. Jego funkcja sprowadza
si¢ do ograniczania dyfuzji molekul i hamowania
ruchow konwekcyjnych. Po dotarciu probki do
zelu rozdzielajacego dochodzi do gwattowne;j
zmiany w otoczeniu migrujacych bialek. Poniewaz
pH Zelu rozdzielajacego jest znacznie powyzej
pl glicyny (pH=8,8), praktycznie catos¢ glicyny
ulega deprotonacji i jako aniony wyprzedza bialka.
Powoduje to zanik miejscowego spadku napigcia.
Od tej pory biatka migruja w tempie zaleznym od
ich masy.

Wada uktadu Leammli’ego jest to, ze zasadowe
pH zZelu rozdzielajacego promuje tworzenie sig
mostkow disiarczkowych, za$ czynniki redukujace,
takie jak 2-merkaptoetanol lub DTT nie migruja
wraz z biatkami. Mozna temu zapobiec stosujac
inne uktady buforujace, na przyktad bufory bazujace
na bis-tris o pH=6,5, a takze uzywajac $rodkow,
ktorych aniony o redukujacych wlasciwo$ciach
migruja wraz z biatkami (np. disiarczek sodu).

Z.ele mocznikowe

Podobnie jak SDS-PAGE, elektroforeza
biatek w zelach poliakrylamidowych w obecnosci
mocznika (Urea-PAGE) jest technika denaturujaca
biatka. Podobnie jak SDS, mocznik niszczy
struktury bialkowe wyzszego rze¢du, jednakze nie
wplywa on na sumaryczny tadunek elektryczny
biatka. Tempo migracji bialek zalezy wigc zardwno
od ich masy jak i tadunku. Technika ta bywa
stosowana jako alternatywa dla SDS-PAGE podczas
rozdziatu biatek blonowych, ktére mimo obecnos$ci
SDS pozostaja w formie nierozpuszczone;.

Modyfikacja tej metody jest AU-PAGE
(ang. Acidic Urea PAGE), czyli elektroforeza
biatek w obecnosci mocznika i kwasu octowego.
Technika ta pozwala na rozdziat elektroforetyczny
biatek o wlasciwosciach zasadowych, gltownie
histonow. Niskie pH buforow uzywanych podczas
elektroforezy (pH=3) sprawia, Ze analizowane
biatka wystepuja w formie protonowanej, za$
wielkos¢  wypadkowego dodatniego ladunku
elektrycznego zalezy od liczby reszt aminokwasow
zasadowych (gldwnie arginin i lizyn). Poniewaz
biatka wystgpuja w postaci kationdw, rozdziat
elektroforetyczny prowadzi si¢ w kierunku katody
(elektroda ,,-”). W technice AU-PAGE tempo
migracji zalezy zaréwno od tadunku jak i masy
danego biatka. Wrazliwo$¢ na sumaryczny tadunek
biatka jest tak wysoka, Ze nawet utrata jednej
grupy funkcyjnej o charakterze zasadowym (np. w
wyniku modyfikacji potranslacyjnych, takich jak
acetylacja lizyny) lub uzyskanie grupy funkcyjnej
o wyraznych wlasciwosciach kwasowych (np.
w wyniku fosforylacji seryny) moze, w przypadku
niektorych matych bialek (np. histonu H4), by¢
widoczna w postaci wyraznego przesunigcia prazka
na zelu. Technik¢ AU-PAGE mozna stosowac
w formie uktadu nieciagltego (analogami anionow
chlorkowego 1 glicynianowego sa odpowiednio
kation amonowy 1 kation glicyniowy) lub ciaglego
(stosowane dla bardzo matych biatek i peptydow
lub bialek ktére nie wulegaja rozdzialowi po
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zatgzeniu). Podczas rozdzialu w uktadzie ciagltym,
przed wlasciwa elektroforeza przeprowadza sig tzw.
pre-elektroforezg, czyli przyktada si¢ napigcie do
»pustego” zelu w celu usunigcia z niego kationow
amonowych, ktére powodowalyby zatg¢zanie
probki. Czynnikami inicjujacym polimeryzacjg zeli
do AU-PAGE moga by¢ uktady APS/TEMED lub
ryboflawina/TEMED. Stosowanie APS jest jednak
ktopotliwe, poniewaz w warunkach niskiego pH
kataliza rozktadu APS przez TEMED jest mato
wydajna, co prowadzi do dtugotrwatej polimeryzacji
zelu. Ponadto, obecno$¢ jonow powstatych
w wyniku rozktadu APS zaburza zatg¢zanie bialek
w uktadach nieciaglych. W ukladzie ryboflawina/
TEMED polimeryzacja jest indukowana przez
promienie UV lub silne zrodio swiatla.

Ogniskowanie izoelektryczne (IEF)

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
stwarza  mozliwo$¢  frakcjonowania  biatek
zaleznie od ich punktow izoelektrycznych (pl)
- metoda ta to ogniskowanie izoelektryczne
(IEF). Wykorzystuje ona rozdziat w Zelu
poliakrylamidowym, w ktorym utworzono gradient
pH migdzy katoda a anoda, wywotany elektroliza
amfoterycznych, syntetycznych zwigzkow
buforowych - amfolitow. Jesli wprowadzi si¢ do
zelu poliakrylamidowego z amfolitami substancje
o charakterze amfoterycznym, np. polipeptydy,
to podczas elektroforezy wedruja one do miejsc
w zelu o warto$ci pH odpowiadajacej pl, czyli
stref, w ktérych tadunek sumaryczny czasteczek
wynosi zero. Dobra jako$¢ amfolitow warunkuje
niewielka masa czasteczkowa (300-500), znaczna
pojemno$¢ buforowa, dobra rozpuszczalnosé
w wodzie oraz mata absorbcja w pasmie UV,
zwlaszcza w zakresie 260-280 nm. Takie wlasno$ci
maja syntetyczne izomery i1 homologi kwasow
poliaminopolikarboksylowych. Elektroforeza
biatek za pomoca ogniskowania izoelektrycznego
przebiega zwykle w obecnosci duzych stgzen
mocznika 1 detergentow niejonowych, ktore
umozliwiaja analiz¢ bialek trudnorozpuszczalnych
(elektroforeza w  warunkach denaturujacych).
Obecnie ogniskowanie izoelektryczne przeprowadza
si¢ w komercyjnie dostgpnych immobilizowanych
gradientach pH. Paski Zelu z gradientem pH sa
dostarczane w formie zliofilizowanej (suche).
Najczgsciej paski te rehydratuje si¢ buforem
zawierajacym  rozdzielane  biatka, amfolity,
mocznik 1 detergenty. Przy elektroforezie
w immobilozowanych gradientach pH stosuje

si¢ bufory o jak najmniejszym stgzeniu soli, co
pozwala na zastosowanie wysokiego napigcia przy
rozdziale bialek. Ogniskowanie izoelektryczne
z zastosowaniem gotowych gradientow pH
prowadzi si¢ zwykle przez 10 — 36 godzin przy
statym napigciu 3000 — 8000 V. Natezenie pradu przy
takiej elektroforezie jest bardzo niskie - zwykle nie
przekracza 100 pA na jeden pasek z gradientem.

Elektroforeza dwukierunkowa 2DE

Przy analizie skomplikowanych mieszanin
biatek rozdzielczos¢ jednokierunkowego rozdzialu
elektroforetycznego jest czgsto niewystarczajaca.
Jedna z metod pozwalajaca na zwigkszenie liczby
biatek skutecznie rozdzielanych i uwidacznianych na
zelu jest elektroforeza dwukierunkowa. W metodzie
tej taczy sie dwie rdzne, elektroforetyczne techniki
rozdziatu biatek. Bialka sa rozdzielane najpierw
przy pomocy jednej metody (pierwszy kierunek)
po czym paski zelu z rozdzielonymi biatkami
sa taczone z drugim, innym zelem i na nim
rozdzielane (drugi kierunek). W ten sposéb mozna
rozdzieli¢ 1uwidoczni¢ znacznie wigcej bialek.
Najczgsciej stosowanym wariantem elektroforezy
dwukierunkowej jest rozdzial biatek pod wzglgdem
ich  punktu izoelektrycznego (ogniskowanie
izoelektryczne, IEF) 1 poOzniejszy rozdziat
w systemie SDS-PAGE. Jest metoda powszechnie
stosowana w do§wiadczeniach proteomicznych.

Metody elektroforezy dwukierunkowej sa
takze wykorzystywane do badania kompleksow
biatkowych. Czgsto metoda rozdzialu Bue Native
oraz Clear Native PAGE jest faczona z rozdziatem
SDS-PAGE. W ukladzie takim w pierwszym
kierunku biatka sa rozdzielane w postani nie
zdenaturowanej z zachowaniem catych kompleksow.
W  drugim kierunku biatka sa rozdzielane
w warunkach denaturujacych (kompleksy rozpadaja
sig). W ten sposob mozna uwidoczni¢ kompleksy
biatkowe jako serie plamek. Biatka nie wystgpujace
w kompleksach sa widoczne jako pojedyncze
plamki.

Barwienie bialek po elektroforezie

Biatka w  zZelach  poliakrylamidowych
mozna wykrywa¢ przy pomocy barwnikow
lub fluorochromoéw taczacych si¢ specyficznie
z bialkami (Commasie, SyproRuby) lub przy
pomocy reakcji chemicznych prowadzacych do
powstania barwnych produktow. Reakcje takie moga
niespecyficznie wykrywa¢ biatka (np. barwienie
zeli srebrem) lub opiera¢ si¢ na specyficznej reakcji
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katalizowanej przez okreslone biatko enzymatyczne
(wykrywanie enzymow w zelach po elektroforezie
natywnej).

Coomassie Brilant Blue

W  barwieniu wykorzystuje si¢ zdolnos¢
barwnikow z rodziny Coomassie Brilant Blue do
niespecyficznego wiazania do bialek. Po inkubacji
z barwnikiem zel przybiera niebieskawa barwg
a prazki wskazuja lokalizacje biatek. Barwnik nie
wiaze si¢ z zelem poliakrylamidowym 1 tatwo go
odptuka¢, dzigki czemu uzyskuje si¢ wyrazny obraz

prazkow.
Barwienie ta  metoda  pozwala na
densytometryczna  analize ilosciowa  bialek,

w stosunkowo duzym zakresie dynamicznym.

Metoda ta jest mniej czula niz barwienie
srebrem cz SyproRuby, pozwala zwykle na wykrycie
> 50ng biatka w prazku. Czuto$¢ metody zalezy
takze od stosowanego protokotu barwienia.

Barwienie srebrem

Istnieje wiele protokotéw wyznakowywania
biatek srebrem (AgNO,). Metody te mozna podzieli¢
na dzialajace w $srodowisku kwasnym i zasadowym.
W $rodowisku kwasnym jony srebra reaguja
z grupami  karboksylowymi  aminokwasow.
W $rodowisku zasadowym jony srebra reaguja
z grupami aminowymi. W obu przypadkach jony
srebra zostaja zredukowane 1 pozostaja w zelu jako
koloidalne srebro. Metoda ta jest znacznie czulsza
niz barwienie Coomassie — pozwala na wykrycie
kilku ng biatka w prazku. Barwienie srebrem
pozwala na iloSciowa analize densytometryczna
zeli, jednak zakres dynamiczny tej metody jest
mniejszy niz w przypadku barwienia Coomassie
czy SyproRuby.

Znaczniki fluorescencyjne

Istnieje  wiele substancji  wykazujacych
fluorescencje, a jednoczesnie taczacych sig
z biatkami. Niektore z nich mozna wykorzystac¢

do wykrywania biatlek w Zelach. Jednym
z najpopularniejszych barwnikéw tego typu jest
SyproRuby.

Barwienie SyproRuby jest mniej czule niz
barwienie srebrem, ale bardziej czule niz barwienie
Coomasie. Barwniki fluorescencyjne charakteryzuja
si¢ najwigkszym zakresem dynamicznym, wigc
doskonale nadaja si¢ do analiz ilo$sciowych. Do
dokumentacji (skanowania) zeli wybarwionych
znacznikami fluorescencyjnymi stosuje si¢ skanery
fluorescenc;ji.

Istnieja barwniki fluorescencyjne czulsze
od barwienia srebrem. Przykladem jest barwnik
Lightning Fast zawierajacy fluorochrom pochodzacy
od grzyba Epicoccum nigrum, ktory laczy sig
niekowalencyjnie z biatkami i1 czasteczkami SDS.
Znakowanie ta metoda pozwala wykry¢ 100pg
biatka w prazku, a wigc jest ponad 10 razy czulsze
niz barwienie srebrem.

W proteomice stosuje si¢ takze znaczniki
fluorescencyjne, ktore przylacza si¢ do biatek
przed elektroforeza. Metody takie pozwalaja
na wyznakowanie réznych probek biatkowych
fluorochromami o r6znej barwie emitowanego
Swiatta. Probki sa pozniej faczone i rozdzielane na
jednym Zelu. Zele sa skanowane przy dwoch réznych
dhugos$ciach fali (dla obu fluoroforow). Poréwnanie
intensywnosci fluorescencji w probkach pozwala
na okres$lenie réznic w ilosci poszczegdlnych
biatek. Zaleta takiej metody jest rozdziat dwoch
porownywanych préb w identycznych warunkach
(ten sam zel).

Imunodetekcja bialek - Western Blot

Technika western blot wykorzystywana jest do
detekcji 1 identyfikacji biatek. Procedura sktada si¢
z kilku cze$ci. Pierwszym etapem jest rozdzielenie
mieszaniny biatek w zelu poliakrylamidowym.
Nastepnie biatka przenoszone sa na membrang
(w naszym przypadku jest do transfer pot-suchy),
ktora niespecyficznie wiaza wszystkie biatka.

Transfer odbywa si¢ w kierunku elektrody
dodatniej. Po  rozdziale elektroforetycznym
w obecno$ci  SDS-u (jonowego, naladowanego
ujemnie, detergentu) biatka sa zdenaturowane
1 wszystkie posiadaja  tadunek ujemny
proporcjonalny do ich masy. Wszystkie zatem beda
wedrowa¢ w kierunku elektrody dodatniej. Nalezy
zatem tak ulozy¢ membrang wzgledem zelu, by
znalazla si¢ ona na drodze migracji biatek z zelu.

Wyrézniamy dwa typy transferu: transfer
mokry i pétsuchy.

Transfer mokry

W metodzie tej ,kanapka” zlozona z zelu,
membrany 1 bibuly Whatmana ulozona jest
pionowo pomigdzy dwiema elektrodami. Catosé
umocowana jest w aparacie wypelionym buforem.
W niektorych typach aparatéw mozna umiescié
1 prowadzi¢ transfer dla czterech takich ,.kanapek™”
jednoczesnie.

Transfer mokry zalecany jest w przypadku
biatek duzych (>100 kDa), hydrofobowych lub
trudno rozpuszczalnych ze wzglgdu na mozliwos¢
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prowadzenia go nawet przez 24 godziny, bez
ryzyka wyparowania buforu. Nalezy jednak
pamigtac, ze przy transferach trwajacych dtuzej niz
godzing, trzeba zapewni¢ chtodzenie, aby utrzymac
temperatur¢ w granicach 10 — 30°C. Transfer mokry
przeprowadza si¢ przy statym napigciu pradu,
zwykle 20 — 30 V.

Konieczno$¢ chtodzenia, jak rowniez duza ilo$¢
buforu niezbg¢dna do przeprowadzenia transferu sa
niewatpliwie wadami tej metody.

Transfer pol-suchy

Drugi rodzaj transferu to transfer potsuchy.
W tym przypadku ,,kanapka” utozona jest poziomo
i znajduje sie miedzy plaskimi elektrodami. Zel
1 membrana umieszczone sa pomiedzy bibutami
nasaczonymi buforem. Ze wzgledu na to, ze caly
dostarczany prad przechodzi przez membrang,
transfer ten jest szybszy niz transfer mokry.
Prowadzi si¢ go przy stalym natgzeniu pradu,
wynoszacym zwykle 1 — 1,5 mA/cm2 membrany.
Kolejna zaleta jest niewielka ilo§¢ buforu potrzebna
do przeprowadzenia transferu, nie jest tez konieczne
chtodzenie. Ze wzgledu na mozliwos$¢ wyparowania
buforu, nie nalezy prowadzi¢ transferu dtuzej niz
trzy godziny. W przypadku biatek duzych lub
trudno rozpuszczalnych, wymagajacych dlugiego
transferu, zaleca si¢ transfer mokry.

Transfer bialek z zelu mozna przeprowadzi¢
na roéznego typu membrany. Najpopularniejsze
z nich to membrany nitrocelulozowe lub membrany
z polifluorku winylidenu (PVDF).

Membrany nitrocelulozowe sa niezbyt drogie,
a ich zdolno$¢ do wiazania bialek jest wysoka
(249 pg/cm?). Wielko$¢ poré6w w membranach
nitrocelulozowych waha si¢ od 0,45 um do 0,1 um,
dzigki czemu mozna transferowa¢ mate bialka, tj.
ponizej 1500 Da. Membrany te od razu nasacza si¢
buforem do transferu, bez uprzedniego zanurzania
ich w metanolu.

Membrany =~ PVDF  charakteryzuja  si¢
nieco mniejsza zdolnoscia do wiazania bialek
w poréwnaniu do membran nitrocelulozowych
(172 pg/cm2), maja one za to duzo wigksza
wytrzymato$¢ mechaniczna. Nalezy pamigtac
0 wczesniejszym zanurzeniu ich w  metanolu
1 dopiero pozniej w buforze do transferu (aktywacja
membrany).

Membran PVDF mozna uzywac kilkakrotnie
— po ich wywotaniu, mozna odptuka¢ przeciwciata
I i [I-rzgdowe, a nastgpnie powtornie zablokowac

w mleku 1 powtorzy¢ inkubacje =z
przeciwcialami I-, a nastepnie II-rzedowymi.

innymi

Blokowanie membran

Po transferze wolne miejsca wigzania biatek
na membranie sa blokowane, aby zapobiec
niespecyficznej  adsorpcji  przeciwcial. Do
blokowania membran najczescie] uzywa si¢
odtluszczonego mleka lub albuminy z surowicy
cielecej.

Wiazanie przeciwcial

Antygeny  bedace  przedmiotem  badan
identyfikuje si¢ przy uzyciu wyznakowanych
przeciwcial, badz przeciwcial niewyznakowanych
a identyfikowanych poprzez  wyznakowane
przeciwciala  drugorzedowe  specyficzne dla
pierwszorzedowych. W  koncu nastegpuje
detekcja, ktérej sposob zalezy od rodzaju uzytych
przeciwcial.

Detekcja

Metoda detekcji biatek w technice western blot
zalezy od rodzaju znacznika, jaki dotaczony jest do
przeciwcial. Najczesciej stosowane sa alkaliczna
fosfataza lub peroksydaza chrzanowa. Wizualizacja
tych enzymatycznych znacznikow moze by¢
przeprowadzona  kolorymetrycznie (alkaliczna
fosfataza, w miejscu zwiazania przeciwciat do
biatka na membranie powstaje barwny produkt)
lub chemiluminescencyjnie (peroksydaza, enzym
przeprowadza reakcj¢ z wytworzeniem Swiatla,
ktore naswietla klisz¢ fotograficzng).

ECL

W trakcie ¢wiczen  wykorzystujemy
metod¢ chemiluminescencyjna (ECL — ehanced
chemiluminescence). Chemiluminescencja polega
na wydzieleniu energii powstatej] w wyniku
reakcji chemicznej w postaci swiatta. Peroksydaza
(sprzezona  z przeciwciatami  II-rzedowymi)
w obecnosci nadtlenku wodoru utlenia luminol,
a produktem tej reakcji jest zwiazek o nizszym
stanie energetycznym. Nadmiar energii uwalniany
jest w postaci fotonéw $wiatla.
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Cel doswiadczenia

Celem ¢wiczenia jest porownanie poziomu
fosforylacji histonu H3 w komorkach
dzielacych si¢ i komorkach zatrzymanych
w fazie G, cyklu komorkowego.

Przejscie zawiesiny do G, uzyskuje sig¢
w przypadku  komodrek TBY-2  przez
30-krotne obnizenie zawartoSci sacharozy
W pozywce.

Dzien 1. Izolacja bialek z materialu
roslinnego (ok. 3 h)

Metody stosowane przy izolacji i oczyszczaniu
biatek zaleza od wlasciwosci danego biatka. Ponizej,
podano procedure izolacji histonow rdzeniowych.
Nalezy jednak pamigtac, ze obok histonéw metoda
ta ekstrahuje si¢ réwniez wiele innych biatek.

Materiaty:
- zamrozony material biologiczny (komorki hodo-

wane w pozywce MS z 0,1% 1 3% sacharoza)

- ciekty azot

- lod

- probowki wirowkowe na 30 ml lub falkony
50 ml

- duza wiréwka z chtodzeniem

- kotyska laboratoryjna

- mozdzierze 1 thuczki

- homogenizator IKA

- miracloth lub gaza

- suszarka (zimny strumien powietrza)

- waga laboratoryjna

Odczynniki:
- 2M Tris-HCI pH 7,8
- 0,5M EDTA pH 8.0
- 36-38% HCI (11,46M)
- PB-mercaptoethanol (14,2 M)
- 100 mM PMSF
- bufor HI (Histone Isolation):
10 mM Tris-HCI1 pH 7.5
2 mM EDTA
0,25 M HCI
5 mM B-mercaptoethanol* @
0,2 mM PMSF >
@®  (Phenylmethanesulfonyl fluoride)*
< * dodaé nie wezesniej niz 30 min. przed izolacja
- 100% TCA
- 5x SDS loading buffer (60 mM Tris-Cl pH 6.8,
2% SDS, 10% glicerol, 0.025% Bromophenol

Blue)
- 1MDTT ge
- zimny aceton (-20°C)
W trakcie izolacji nie nalezy ogrzewaé
materialu, trzeba dba¢ o utrzymanie niskiej

temperatury poprzez trzymanie probek w lodzie
lub prace w chtodni. Wszelkie wirowania nalezy
przeprowadzaé¢ w schtodzonej do 4°C wirowce.
Pierwszym etapem jest uszkodzenie komorek
w celu uwolnienia biatek. Nastgpnie bialka
wytracane s3 kwasem trdjchlorooctowym (TCA).
TCA jest usuwany poprzez ptukanie acetonem.
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Wykonanie

1. ok. 0,1 — Ig materiatlu ros§linnego zamrozic¢
w cieklym azocie 1 utrze¢ w mozdzierzu
porcelanowym na proszek (zarowno mozdzierz
jak 1 thuczek nalezy wczesniej schtodzi¢ poprzez
zalanie cieklym azotem; ucieranie komorek
z zawiesiny bedzie tatwiejsze, jezeli przed
odwinigciem foli ,,obstukamy” ja zimnym
thuczkiem). Nie dopusci¢ do rozmrozenia.

proszek  przenies¢ schlodzona  szpatutka
do falkonu na 50 ml zawierajacego 10 ml
buforu HI (tuz przed izolacja doda¢ do buforu
HI B-mercaptoethanol i PMSF)

98]

zawiesing dodatkowo homogenizowaé
ok. 20s homogenizatorem IKA przy
najwyzszych obrotach (nalezy pamigtac, ze néz
homogenizatora trzeba dobrze optukac przed i po
homogenizacji (najlepiej trzymajac pracujacy
n6z w plastikowej butelce z woda destylowana)
1 wytrze¢ do sucha papierowym recznikiem;
pracujace noze nalezy trzymac¢ w roztworze)

4. prébki  zréwnowazy¢ 1 wirowaé przez
15 min. przy 12 000 g (~10 500 rpm wiréwka
preparatywna Eppendorf) w plastikowych
probowkach 30 ml.

5. supernatant przela¢ do falkonu na 50 ml przez
warstw¢ miracloth lub wielokrotnie ztozona

gazg

6. doda¢ 100% TCA (kwas trdjchlorooctowy) do
koncowego stezenia 20 — 25%,

Uwaca: TCA jest substancja silnie zraca, dodawac
w rekawiczkach pod wlaczonym wyciagiem. Po
pracy z TCA rekawice wyrzuci¢ i zatozy¢ nowe.

7. pozostawi¢ w lodzie na co najmniej 30 minut na
kotysce laboratoryjne;j

8. po zréwnowazeniu proéb zwirowaé przez
30-40 minut przy 16000g (~13000 rpm
wirdwka preparatywna Eppendorf) w szklanych
30ml probowkach Corex (malezy pamigtaé
o zalozeniu gumowych adaptorow na
probowki).

9. wyla¢ supernatant, zaznaczy¢ potozenie osadu,
markerem, na probowce

10. przeptuka¢ osad dwukrotnie porcjami po 10 ml
zimnego (-20°C) acetonu, po obu ptukaniach
zwirowa¢ w warunkach podanych wyzej przez
5 min. — pamigta¢ o zrOwnowazeniu probek i
umieszczeniu probowek tak, aby osad znajdowat
si¢ na ,,na zewnatrz” od osi rotora.

11. osad wysuszy¢ strumieniem zimnego powietrza
trzymajac probéwke w lodzie

Uwaca: Na tym etapie mozna przerwac
doswiadczenie, probowki z wysuszonym osadem
mozna pfrzechowywac w -20°C.

12. zawiesi¢ w 300 pl 1x SDS loading buffer
(uwaga: przygotowany bufor jest 5x stezony),
przenies¢ do 1,5 ml probowek typu eppendorf
idoda¢ po 15 ul IM DTT (dithiothreitol)

13.w celu usunigcia nierozpuszczalnego osadu
zwirowa¢ w mikrowiréwce w 4°C przez
15 minut 1 przenie$¢ do §wiezych probowek. Tak
uzyskane preparaty bialkowe przechowywac
w —20°C.

Dzien 2, 3. Elektroforeza SDS-PAGE
(ok. 3 h), barwienie (przez noc)

Dla sprawdzenia wydajnosci i oszacowania
ilosci biatek wyizolowanych podczas ¢wiczen
wystarczy zel 12%. Rozdziat biatek w takim zelu
zachodzi szybciej. Do analizy Western Blot lepszy
bedzie zel 15% (lepsza rozdzielczos¢ dla biatek
histonowych).

Przygotowanie zelu do SDS PAGE

Materiaty:

- 2 przektadki (spacers) grubosci 1 mm
- szklana ptytka

- porcelanowa ptytka

- caster clamp

- caster

- 2 czarne Sruby

- 2 czerwone klipsy

- grzebien o grubosci 1 mm

- kalka ze wzorem studzienek
- bibuta filtracyjna

- aparat do elektroforezy

- zasilacz

Odczynniki:

- mieszanina monomerow (30% akrylamid, 0.8% @
bisakrylamid)

- 1.5 M Tris-Cl pH 8.8

- 0.5 M Tris-Cl pH 6.8

- 10% SDS

- woda destylowana

- 10% APS (ammonium persulfate)

- TEMED (N,N,N’,N'-
Tetramethylethylenediamine) %<

- butanol nasycony woda

- bufor SDS-PAGE (25 mM Tris, 192 mM
glicyna, 0.1% SDS pH 8.3)
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- roztwor utrwalajacy (7% kwas octowy, 40%
metanol)

- roztwor barwiacy: (0,025% Coomassie Brillant
Blue G-250 w 10% kwasie octowym)

- roztwor odbarwiajacy (10% kwas octowy,
25% metanol)

- komercyjny ekstrakt histondw rdzeniowych

- Standard (marker) wielkos$ci biatek

Wykonanie

1. Przetrzyj szklane <
szybki 1 ceramiczne £ .
plytki metanolem lub
acetonem. Rys. 2.

2. Wt6z po bokach -

pomiedzy szybke a plytke przektadki (rys.2)
i umie$¢ w statywie (casting clamp - rys.3).
Wczesniej upewnij sig, Ze na statywie nie zostaly
resztki zaschnigtego akrylamidu.

3. Dokrg¢ s$ruby az poczujesz lekki opdr (zbyt
mocne doci$nigcie moze spowodowac peknigcie
szybki).

Back block

Casting clamp
assembly (2)

Pressure bar

Silicone rubber gaskets
(2 on each side; 1 white under-gasket
and 1 black over-gasket)

Casting cradle

Cams (4)

Pull cams out
to disassemble
the caster

Fit short jaw of clamp
into the groove

Cooling is optional: Attach tubing to ports on
both sides of the core before attaching gel sand-
wiches. Circulate coolant.

Rys. 4.

4. Wstaw do podstawki (casting cradle) i docis$nij
do silikonowej gumy w podstawie poprzez
przekrecenie do gory czarnych $rub.

W celu sprawdzenia szczelnosci uktadu mozna
miedzy szybki wlac¢ wode destylowanq. Po takim
tescie szyby nalezy doktadnie osuszy¢ bibulq.

5. Przygotuj mieszaning dla zelu rozdzielajacego:

12% zel rozdzielajacy:

- 3 ml mieszaniny monomerow (30% akrylamid, @
0.8% bisakrylamid); (3,75 ml dla 15%) %<

- 1.8 ml 1.5M Tris-Cl pH 8.8 w

- 75 ul 10% SDS

- 2.625 ml wody; (1,88ml dla 15%)

- 75 pul 10% APS (ammonium persulfate)

- 7,5 Wl TEMED (N,N,N’,N'Tetramethylethylenedi
amine)

- APS i TEMED dodaje si¢ tuz przed wylaniem
mieszaniny pomigdzy szyby

6. Od razu po dodaniu katalizatoréw polimeryzacji
roztwor doktadnie, ale delikatnie wymieszaj
(unikaj tworzenia pecherzykow powietrza) i wlej
pomigdzy przygotowane szybki pozostawiajac
3-4 cm na zel rozdzielajacy.

7. Natéz warstwe (ok.2-3 mm) nasyconego woda
butanolu i pozostaw do polimeryzacji na co
najmniej 30 min.

8. Delikatnie usun bibulg butanol 1 osusz szybki.

9. Wlej zel zatgzajacy 1 wldz grzebien pomigdzy
szybki. Grzebien trzeba umiesci¢ tak, by
w studzienkach  nie  bylo  pgcherzykow

powietrza. Zel jest gotowy do uzycia po ok.
20 - 30 minutach.

Zel zatezajacy:

- 0.65 ml mieszaniny monomeréw @
1.2 ml 0.5M Tris-Cl pH 6.8 =

120 ul 10% SDS %
=

3 ml wody

150 pl 10% APS
15 Wl TEMED

Tak przygotowany zel mozna zapakowac szczelnie

w folie z kawatkiem mokrego recznika papierowego

i przechowywac kilka dni w lodowce.

10.Przed elektroforeza zel (wraz z szybami)
umieszcza Si¢ W aparacie, przymocowujac
czerwonymi klipsami (rys. 4) 1 zalewa buforem
elektrodowym (bufor SDS PAGE) - uwaga:
przygotowany bufor jest 5 razy st¢zony.

X9
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11.Po ostroznym wyjeciu grzebienia z zelu nie
mozna zapomnie¢ o przeplukaniu studzienek
1 usunigciu ewentualnych pecherzy powietrza
spomiegdzy szyb w dolnej czesci zelu.

Przygotowanie probek do naniesienia na zel (nie
dotyczy standardu wielkosci):

12.Do podpisanych probdéwek odpipetowaé po
10 1 20 ul kazdej probki. Dodatkowo marker
wielkos$ci biatek (Rys. 5) — 3 ul oraz komercyjna
mieszaning histondw rdzeniowych 5 ul.

13. Inkubowac preparaty przez 8-10 minut w 95°C-
denaturacja biatek (za wyjatkiem standardu
wielkosci).

14. Krotko zwirowa¢ w mikrowirowce

15. Nanie$¢ probki na zel za pomoca wydtuzonych
tipsow 1 rozpoczaé elektroforeze

Elektroforeza

Natg¢zenie 1 napigcie, przy ktorych prowadzona
jest elektroforeza, sa zalezne od grubosci, szerokosci
1 dlugosci zelu oraz naszych oczekiwan co do
jakosci 1 czasu rozdziatu biatek.

Zwykle zalecane jest stale natgzenie pradu
w granicach 12-30mA / zel grubosci 1mm
1 szerokosci 10cm. W przypadku uzywanych na
¢wiczeniach zestawdéw Hoeffer nalezy ustawié
natezenie pradu 25 mAna 1 zel. 12% zel rozwija¢ do
czasu az czoto barwnika bedzie wychodzi¢ z Zelu.
W przypadku zelu 15% dobrze jest wydluzy¢
elektroforez¢ o ok. 10 minut. Przy doborze
parametréw elektroforezy dla innej wielkosci zeli
nalezy pamigtac, ze wraz ze wzrostem szerokos$ci
1 grubosci zelu mozna zwigkszy¢ natezenie pradu.
Jesli zel jest dtuzszy nalezy zwigkszy¢ napigcie.
Przy doborze napigcia i nat¢zenia pradu nalezy
zwroci¢ uwage na moc pradu, kDa
ktory bedzie plynal przez
zel (natezenie * napigcie).
Parametr ten mowi ile ciepta
bedzie wydzielato si¢ podczas
elektreoforezy.

— 200
— 150
—120
— 100
— 85
— 70
— 60
— 50
— 40
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Barwienie bialek w zelu

w—— )

—— or

Sposrod  wielu  metod
barwienia biatek po SDS-PAGE
wybrano najpowszechniej
stosowang metode barwienia
Coomassie  Brillant  Blue.
Histony sa biatkami wysoce
zasadowymi. W zwiazku z tym

S——
S
| ———

— 10

Rys. 5.

Weight Marker

Standard
wielkosci-PageRuler
Protein ~ Molecular

ich migracja w zelu SDS jest zaburzona - tzn.
potozenie prazkow nie odzwierciedla prawdziwej
wielkoSci biatek.

Masy czasteczkowe histonow

Histon Masa - kDa
H1 19-29
H2a 14,0
H2b 13,8
H3 15,3
H4 11,3
Wykonanie
1. Po  zakonczeniu  elektroforezy  nalezy

rozmontowa¢ aparat 1 delikatnie rozdzieli¢
szyby.

2. Zel umiesci¢ w roztworze utrwalajacym
1 zostawi¢ na kotysce laboratoryjnej na 15 - 30
minut.

3. Nastepnie usunaé utrwalacz i zala¢ roztworem
barwiacym. Barwi¢ do uzyskania wyraznych
prazkdbw - pozostawienie zelu na dhuzej
w roztworze utrwalajacym (np. na noc)
przyspiesza barwienie biatek.

4. Po zabarwieniu zel inkubowa¢ w roztworze
odbarwiajacym do uzyskania  prawie
przezroczystego tta 1 wyraznych prazkéw
biatek- od kilku do kilkudziesieciu minut. Zel po
odbarwieniu moze by¢ dlugo przechowywany
w roztworze 7% kwasu octowego.

5. Oszacowac¢ ilosci biatka w zelu tak, aby
w badanych probach mie¢ zblizone ilosci
histonéw rdzeniowych. Ilo§ci mozna oszacowac
,ha oko”, co bywa zawodne lub zeskanowac
wybarwiony zel biatkowy 1 oszacowac ilosci za
pomoca programu komputerowego np. ImageJ

Nalezy pamigta¢ o tym, ze jako$¢ rozdziatu
w SDS-PAGE zalezy od poprawnego i solidnego
wykonania szeregu prostych czynnosci. Dlatego
tez, mimo iz technika nie jest skomplikowana,
moze zajmowaé sporo czasu, kilkakrotnie wigcej
niz elektroforeza agarozowa shuzaca do rozdziatu
preparatow DNA.

Ew. dodatkowa elektroforeza (lub kilka)
- do ustawienia ilosci biatka, moze okazaé sig
niezbe¢dna.

Przed przejsciem do kolejnych etapow
doswiadczenia, 1ilos¢ Dbialek we wszystkich
analizowanych probach powinna by¢ taka

wystandaryzowana (wyroOwnana).
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Dzien 4. Western blot

W trakcie ¢wiczen wykorzystamy
niewyznakowane przeciwciata pierwszorzedowe
rozpoznajace histon H3 z ufosforylowana seryna 10
1 drugorzedowe sprz¢zone z peroksydaza z chrzanu.

Materiaty:

- nie barwiony zel poliakrylamidowy
z rozdzielonymi biatkami (moze by¢
przechowywany przez noc w 4°C,
zabezpieczony wilgotna bibulq i folig).

- membrana Westran

- bibuta Whatman

- transblotter

- zasilacz

- kotyska laboratoryjna

- mysie przeciwaciata pierwszorzedowe anty-
fosfo(ser10)-histon H3 rozcienczone w buforze
TBST 1:50 000 z w 5% mleku w azydku sodu

Odczynniki:
bufor TGM:
25 mM Tris
192 mM glicyna
20% metanol
- TBST:
20 mM TrisHCI pH 8.0
165 mM NaCl
0.2 % Tween
- odttuszczone mleko w proszku
- mysie przeciwciala pierwszorzedowe (anty-
fosfo (ser10)- histon H3)
- przeciwciala drugorzedowe (anty-mysie
sprz¢zone z peroksydaza z chrzanu)
- 1M Tris-HCI pH 8
- 250 mM luminol rozpuszczony w DMSO
(Dimetylosulfotlenek)
- 90 mM kwas p-kumarynowy rozpuszczony
w DMSO
- 30% nadtlenek wodoru (perhydrol) ;%
- woda destylowana

Przygotowanie membran do transferu.

W technice western-blot wykorzystuje si¢ r6zne
membrany. W trakcie ¢wiczen wykorzystujemy

membrang  Westran, ktéora jest membrana
hydrofobowa PVDF.
Wykonanie:

1. Wycia¢ membrany nieco wigksze (ok. 2 — 5 mm)
od wielko$ci zelu (uwaga: nie dotyka¢ membrany
palcami, uzywac rekawiczek i pgset).

2. Umiesci¢ na 15 sekund w metanolu, przeptukac
dobrze woda destylowana 1 umiesci¢ w buforze
do transferu TGM na kotysce na ok. 10 — 15
minut. Przygotowa¢ 8 kawalkéw (wielkos$ci
membrany) bibuly Whatman.

Ukladanie transferu

3. Ulozy¢ na blacie aparatu do transferu:
4 kawalki bibuly Whatman nasaczonej buforem
TGM, nastgpnie membrang, zel i1 kolejne
4 bibuly przygotowane jak powyzej. Przy
ukfadaniu transferu nalezy uwazaé, aby nie
tworzyly si¢ pecherze powietrza pomigdzy
kolejnymi warstwami. Na koniec cato$¢ mozna
»przerolowa¢” (np. falkonem) 1 delikatnie
wycisna¢  spomigdzy warstw  ewentualne
pecherze.

4. Nalozy¢ pokrywy 1 przeprowadzi¢ transfer
przez ok. 2 godziny przy stalym napigciu
25V 1 natezeniu 1,5 — 2 mA na cm? zelu —
im krotszy transfer tym wyzsze natgzenie.
UwAGA:  wstosowanym na  ¢wiczeniach
transbloterze nie wolno przekracza¢ napigcia
25 V!

5. Po zakonczeniu transferu zel wybarwié
a membrang przenie$¢ do roztworu blokujacego
(TBST + 5% mleko odtluszczone) i zostawic
na kolysce laboratoryjnej w temperaturze
pokojowej na co najmniej 30 min. Na tym
etapie, membran¢ mozna przechowywacé¢ w 4°C
przez kilka dni.

6. Doda¢ przeciwciata pierwszorzedowe
rozcienczone 1:2500 w 10ml TBST z 5%
mlekiem 1pozostawi¢ przez noc na kolysce
w 4°C.

7. Odptluka¢ przeciwciata roztworem TBST: 2 razy
5 min., 2 razy 15 min.

8. Doda¢ przeciwciata drugorzgdowe (rozcienczy¢
1:5000 w TBST z mlekiem) 1 pozostawic
na kotysce w temperaturze pokojowej na
1 godzing.

9. Odptukac jak wyzej.

UWAGA:

Nie pozwoli¢ membranie wyschna¢. Obchodzi¢
si¢ z nia delikatnie. Uzywaé pegsety. W celu
zmniejszenia zuzycia przeciwciat nalezy uzywac jak
najmniejszej objgtosci buforow, pamigtajac jednak,
ze konieczne jest catkowite zanurzenie membrany.
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Dzien 5. Detekcja metodg ECL

Wykonanie:

Uwaca: W czasie wykonywania eksperymentu,
nie nalezy dotyka¢ powierzchni membrany —
pozwoli to unikna¢ tta

Uwaca: Nie nalezy dopusci¢ do wyschnigcia
membrany

1. Rozmrozi¢ luminol 1 kwas kumarynowy,
zostawi¢ oba odczynniki przez ok. 5 — 10 minut
w temperaturze pokojowej

2. Przygotowa¢ 10 ml roztworu (10 ml roztworu
to ilos¢ potrzebna do wywolania jednej
membrany): doda¢ 50 ul luminolu, 22 pul
kwasu kumarynowego, 3 ul nadtlenku wodoru,
1 ml Tris, pH 8,0; dopetni¢ woda do 10 ml

Uwaca: Nadtlenek wodoru nalezy doda¢ tuz przed
uzyciem

3. Przela¢ przygotowany odczynnik do czystej
szalki 1 zanurzy¢ w nim membrang na 5 minut;
w tym czasie wycia¢ z przezroczystej folii
(najlepiej ,,koszulki” na dokumenty, niektore
rodzaje folii, np. saran, moga powodowaé
powstawanie tta) dwa kawatki o powierzchni
nieco wigkszej niz powierzchnia membrany
(nalezy zwréci¢ uwagg na to, by fragmenty te
nie byly zabrudzone, matowe badz ze $§ladami
zagniecen — pozwoli to unikna¢ nadmiernego
tla)

4. Membrang delikatnie  osuszy¢, najlepiej
przytrzymujac ja przez chwile peseta i delikatnie
strzepujac nadmiar odczynnika (nalezy trzymac
za r0g membrany; $lad po pgsecie moze by¢
widoczny na membranie i dawac niespecyficzny
sygnat)

5. Membrang delikatnie potozy¢ na wycigtym
fragmencie folii i przykry¢ od gory drugim
kawatkiem folii, w razie potrzeby nalezy pozby¢
si¢ pecherzykow powietrza (ale: w miarg
mozliwos$ci nie dotykajac przy tym membrany)

Kolejne etapy bedq sie odbywaly w ciemni
fotograficznej przy czerwonej lampie ciemniowej

6. Na membrang polozy¢ klisz¢ fotograficzna
1 zostawi¢ na 2 minuty

7. Zdja¢ klisz¢ 1 zanurzy¢ ja w roztworze
wywotywacza az do pojawienia si¢ prazkéw
(w tym celu nalezy co jaki§ czas wyjmowac
kliszg z roztworu 1 sprawdzaé, czy pojawit si¢

sygnal)

Uwaca: Gdyby po uplywie kilku minut sygnat nadal

si¢ nie pojawial, nalezy powtorzy¢ punkt 6, ale
wydhuzy¢ czas ekspozycji do 5-15 minut

Uwaca: Jesli mimo wydluzonego czasu ekspozycji

nie pojawi si¢ sygnat, nalezy przyjrzec si¢ kliszy
1 sprawdzi¢, czy widoczny jest zarys membrany.
Jesli tak, znaczy to, ze sama detekcja zostata
przeprowadzona prawidtowo, a problem wystapit
we wczesniejszych etapach eksperymentu
(transfer, przeciwciata). W przypadku, gdy
nie wida¢ zarysu membrany na kliszy, nalezy
przypuszczaé, ze nie powiodt sig etap detekc;i.

. Przeptukac klisz¢ w wodzie i nastgpnie zanurzy¢

ja na co najmniej 2 minuty w roztworze
utrwalacza

. Przeptuka¢ klisz¢ w wodzie i zostawi¢ do

wyschnigcia

UwaGA: Po wywotaniu, membrang ze zwiazanymi

biatkami mozna uzy¢ ponownie (tzn. odptukac
przeciwciala I- 1 Il-rzedowe 1 powtorzyc
inkubacj¢ z innymi przeciwciatami). Nalezy
wowczas przechowywa¢ membrang w buforze
TBS w chtodni do rozpoczgcia kolejnego
eksperymentu.
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2. Analiza mutanta Arabidopsis thaliana
posiadajgcego insercj¢ T-DNA w genie
kodujgcym HI1-1 i transgen kodujgcy
amiRNA skierowane do H1-3

U organizmow eukariotycznych DNA jadrowy
nawinigty jest na biatka histonowe tworzac kompleks
zwany chromatyna. Struktura chromatyny ma
duze znaczenie w regulacji proceséw zwigzanych
z DNA, takich jak replikacja, rekombinacja,
naprawa oraz transkrypcja. Podstawowa jednostka
chromatyny jest nukleosom, zbudowany z oktameru
histonow rdzeniowych H2A, H2B, H3 i H4.
Funkcja histondw rdzeniowych jest obecnie dobrze
poznana, natomiast niewiele wiadomo o roli
histonu lacznikowego H1. Biatko to przylaczone
jest do nukleosomu od zewnatrz. Mimo, ze histon
H1 wystepuje w jadrach komorkowych w duzej
ilosci 1 jest silnie konserwowany ewolucyjnie, wiele
prostych organizmow jest w stanie prawidtowo
funkcjonowa¢ pomimo uszkodzenia  genoéw
kodujacych HI. U organizméw wyzszych HI
wystgpuje w wielu wariantach. U Arabidopsis
wyrdzniamy trzy izoformy histonu H1. Pozbawienie
ro$lin jednego z wariantow poprzez insercj¢ T-DNA
w obszar kodujacy genu, powoduje kompensacje
— wzrost poziomu ekspresji pozostatych wariantow.
W dostepnych kolekcjach mutantéw insercyjnych
mozemy znalez¢ lini¢ pozbawiong funkcjonalnego
genu hl-1 1. Aby uzyskaé rosliny z wylaczona

ekspresj¢  pozostatych ~ wariantow  musimy
positkowac si¢ technika RNA1
Izolacja DNA

Pierwszym etapem izolacji genomowego

DNA =z komorki roslinnej jest pozbycie sig
sciany komorkowej. Utarcie w mozdzierzu,
wczesniej zamrozonego w  cieklym  azocie
materialu roslinnego, pozwala na mechaniczne
uszkodzenia $ciany komorkowej. Nastepny etap to
rozpuszczenie bton komokowych. Detergenty takie
jak SDS (sodium dodecyl sulafate) lub CTAB (cetyl
trimethylammonium bromide) zawarte w buforach
do ekstrakcji DNA umozliwiaja rozpuszczenie
bton. EDTA chelatujaca jony magnezu — naturalne
kofaktory wigkszo$ci nukleaz, chroni uwolniony
DNA przed dzialaniem endogennych enzymow
o aktywnosci nukleolitycznej. Zwykle otrzymany
preparat DNA zawiera duze ilosci RNA. Aby
pozby¢ si¢ zanieczyszczajacego RNA preparat
poddajemy trawieniu RNaza A wolna od DNaz. Jesli

uzyskany preparat zanieczyszczony jest biatkami,
mozna potraktowac go proteinaza K i przeprowadzi¢
ekstrakcjg¢ fenolem.

Otrzymany wysokoczasteczkowy catkowity
DNA nalezy chroni¢ przed zbyt czgstym
zamrazaniem 1 rozmrazaniem, poniewaz DNA
ulega fragmentacji 1 preparat traci na jakosci.
W trakcie preparatyki najlepiej stosowac odczynniki
1 materialy $§wiezo przygotowane, tak aby podczas
preparatyki nie wprowadzi¢ obcego DNA, ktory
moze przeszkadza¢ w dalszej analizie otrzymanego
DNA (np. analiza metoda PCR moze da¢ bigdne
wyniki).

Amplifikacja fragmentu DNA metodg
PCR

Technika PCR (ang. Polymerase Chain
Reaction), opracowana w latach  80-tych,
zrewolucjonizowata genetyke molekularna,

umozliwiajac otrzymywanie duzej liczby kopii
unikalnych fragmentéw DNA bez koniecznosci
stosowania zmudnych i dhugotrwatych procedur
klonowania.

Metoda PCR oparta jest na replikacji
DNA in vitro: polimeraza DNA, wykorzystujac
jednoniciowe  DNA  (ang.  single-stranded
DNA, ssDNA) jako matryce do syntezy nici
komplementarnej, wymaga réwniez krotkich
fragmentow dwuniciowych, aby zapoczatkowac
syntez¢ nowej nici w kierunku 5’ - 3. W praktyce
laboratoryjnej jednoniciowe DNA uzyskuje si¢
ogrzewajac DNA dwuniciowe (ang. double-stranded
DNA, dsDNA) do temperatury bliskiej 100°C, za$
jako startery stuza dodawane oligonukleotydy (tzw.
primery) wiazace si¢ specyficznie (hybrydyzujace)
z okreslonym miejscem na jednoniciowej matrycy.
Oligonukleotydy hybrydyzuja z miejscami na
obydwu niciach. Dobiera sig je tak, aby oskrzydlaty
odcinek DNA, ktéry ma by¢ zreplikowany.

Replikacja rozpoczyna si¢ od primerow
na kazdej nici i1 zachodzi na obu niciach
w dwoch  przeciwstawnych — kierunkach. Na

nowosyntetyzowanych niciach powstaja zatem
nowe miejsca wiazania primerow. Po zakonczeniu
replikacji nici sa rozdzielane (denaturacja), aby
ponownie umozliwi¢ wiazanie znajdujacych sig
w nadmiarze primerdéw (tzw. annealing), syntezg
DNA i kolejne rozdzielenie nici. Cykl taki powtarza
si¢ wielokrotnie, a po n cyklach otrzymuje si¢
teoretycznie 2" dwuniciowych czasteczek DNA
bedacych kopiami sekwencji zawartej pomigdzy
primerami.
Typowy

schemat reakcji PCR jest wigc
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szeregiem cykli ztozonych z nastepujacych etapow:
1. denaturacja DNA (30 s — 1 min. 90 — 95°C),
2. hybrydyzacja primeréw (annealing)
(20 s — 2 min. 40 — 60°C),
3. elongacja (synteza DNA) (1 — 3 min. 68 — 75°C).

W kazdym cyklu liczba czasteczek syntetyzowanego
DNA jest podwajana. Efektem replikacji DNA
technika PCR jest wigc amplifikacja specyficznego
obszaru DNA.

Amplifikacja DNA metoda PCR znajduje
szereg zastosowan w diagnostyce i terapii, m.in.
do mapowania mutacji, monitorowania leczenia
nowotworow, wykrywania infekcji bakteryjnych
1 wirusowych czy ustalania plci w badaniach

prenatalnych.
PCR daje si¢ stosunkowo latwo zastosowac
jako technika laboratoryjna. Materiatem

wyjsciowym do amplifikacji jest DNA zawierajacy

interesujaca nas sekwencjg. Poniewaz sekwencja

ta okreslona jest przez primery uzyte do reakcji,
nie jest konieczne izolowanie samej sekwencji.

[los¢ DNA stosowanego do PCR jest bardzo mata

(teoretycznie wystarczy jedna czasteczka DNA).

Do mieszaniny reakcyjnej, oprécz DNA, dodaje

si¢ nadmiar primerdw (dwa rodzaje primerdéw

okreslajacych miejsce startu replikacji na kazdej
nici), polimerazg DNA, odpowiedni bufor
zawierajacy magnez oraz mieszaning 4 prekursorow

DNA, tj. dezoksyrybonukleotydow (ANTP).

Powodzenie reakcji PCR wymaga wlasciwego

doboru nastgpujacych parametrow:

1. starterow reakcji amplifikacji (primerow).
Projektujac startery reakcji PCR, nalezy je
dobrac tak, aby:

- starter zawierat okoto 50% par GC,

- starter byl wysoko specyficzny dla danej
sekwencji,

- odlegto$¢ migdzy starterami
w amplifikowanym DNA wynosita 0.1 do 3 kb
(o ile uzywana jest Taq polimeraza),

- startery nie tworzyly struktur typu hairpin lub
konkatamerdow,

- dlugos¢ primerow wynosita okoto 20 — 30 par
zasad, a temperatura ich topnienia 50 — 60°C,

- startery nie powinny zawiera¢ w 3’ koncowej
czegsci fragmentéw komplementarnych do
siebie samych oraz do drugiego startera,

2. parametréw reakcji amplifikacji (stgzenia ANTP,
polimerazy, starteréw, magnezu). Do reakcji
PCR uzywa sig polimerazy z Thermus aquaticus

(Taq polimeraza) lub innych termostabilnych
polimeraz DNA (np. Pfu, Pwo, Vent). Maja one te
przewage nad innymi polimerazami DNA, Ze sa
stabilne nawet w 94°C (optimum temperaturowe
wynosi  72°C), a wigc moga by¢ dodane
jednorazowo na samym poczatku reakcji PCR,
nie ulegajac dezaktywacji w trakcie kolejnych
cykli podgrzewania,

3. warunkdéw samej reakcji PCR (temperatury,
czasu trwania cykli itp). Optymalne temperatury
annealingu dla starteréw mozna dobrac
wykorzystujac m.in. program OLIGO. Czasy
i temperatury w duzym stopniu zaleza od
wielko$ci produktow otrzymywanych w procesie
amplifikacji oraz sekwencji i dtugosci starterow.

Reakcjg prowadzi si¢ w objgtosci 10 — 50 pl.
Probowki z PCR umieszcza si¢ w termocyklerze
(ang. thermal cycler), w ktéorym programuje
si¢ czas trwania 1 liczbg cykli oraz temperaturg
poszczegolnych etapow reakcji. Zwykle stosuje sig
25 do 35 cykli.

Genotypowanie roslin

Arabidopsis  thaliana  jest  organizmem
diploidalnym—w jednej roslinie kazdy gen wystepuje
w postaci dwoch alleli, ktore moga by¢ identyczne
(roslina jest homozygota) lub rézne (heterozygota).
Jesli analizowana jest mutacja recesywna, to w celu
odréznienia ros$lin typu dzikiego od heterozygot
zawierajacych zmutowany allel konieczne jest
genotypowanie. (Genotypowanie jest rowniez
niezbedne, gdy mutanty homozygotyczne nie
posiadaja wyraznych cech fenotypowych, a takze
w analizie potomstwa pochodzacego z krzyzowki
dwoch roznych mutantow, w ktorej poszukiwane sa
podwojne heterozygoty.

Metoda pewna 1 wzglednie prosta, ktora
pozwala na zgenotypowanie ro$lin jest PCR.
Genotypowanie linii  zawierajacych  mutacje
w postaci delecji lub insercji najczesciej polega na
bezposredniej analizie wielko$ci zamplifikowanych
fragmentow DNA. W tej metodzie kluczowy jest
dobdr odpowiednich primeréw, tak aby mozliwe
bylo odréznienie produktéw odpowiadajacych
dzikiemu i zmutowanemu allelowi. W przypadku
analizy mutantéw insercyjnych pochodzacych
z kolekcji mutantéw, takich jak analizowany na
¢wiczeniach mutant h1-1 z kolekcji SALK, primery
dobiera si¢ wg schematu zamieszczonego na
Rys.1la. Wykorzystuje si¢ tu fakt, ze sekwencja oraz
pozycja (przynajmniej przyblizona) insercji T-DNA
jest znana. Primery 1 i 2 sa komplementarne do
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T-DNA

Rys. la Schemat potozenia primeréw do

genotypowania roslin z insercja T-DNA

sekwencji genu flankujacych insercje od strony
5" 1 3" 1 stuza do amplifikacji fragmentu DNA
odpowiadajacego dzikiemu allelowi genu. Primer
3 jest komplementarny do sekwencji insercji
T-DNA sasiadujacej z DNA genomowym i wraz
z primerem 1 lub 2 (w zalezno$ci od orientacji
T-DNA, na Rys.la jest to primer 2) daje produkt
PCR odpowiadajacy allelowi zmutowanemu.
Amplifikacja odpowiednich fragmentow DNA
moze by¢ przeprowadzona w dwdch oddzielnych
reakcjach PCR, badz tez w jednej reakcji z uzyciem
trzech primeréw jednoczesnie (Rys.1b). Primery do
genotypowania mozna zaprojektowa¢ samodzielnie
lub korzystajac z programdéw dostgpnych na
stronach internetowych poswigconych kolekcjom
mutantéw insercyjnych.

heterozygota

homozygota

Rys. 1b Spodziewane wyniki genotypowania
z uzyciem trzech primeroéw
przedstawionych na Rys.1 a, w jedne;j
reakcji PCR.

Sztuczne mikroRNA

MikroRNA to 21-24 nukleotydowe czasteczki
jednoniciowego RNA. Sekwencja miRNA jest
kodowana w genomie i transkrybowana przez
polimerazg RNA II (Polll). MikroRNA powstaje
z transkryptow RNA  tworzacych specyficzne
struktury drugorzedowe, w ktérych wystepuja
rejony do siebie komplementarne (pre-miRNA).
Transkrypt pre-miRNA w jadrze komodrkowym
jest przetwarzany przy udziale biatka DCL1 (ang.
Dicer-like 1) oraz biatka HYLI1, ktore wiaze
dwuniciowe RNA. W rezultacie powstaja dupleksy
miRNA, ktérych konce 3’ sa metylowane przez
biatko HENI1. Produkty sa transportowane do
cytoplazmy i tam jedna ni¢ dupleksu wiaczana jest

do kompleksu RISC (ang. RNA Induced Silencing
Complex), wiazac si¢ do bialka z rodziny Argonaute
(AGO1). Po przytaczeniu si¢ do docelowego mRNA
wg zasady komplementarnosci, transkrypt jest
degradowany, wigc nie moze zosta¢ wykorzystany
w tworzeniu biatka. Niektore mikroRNA hamuja
réwniez translacjg biatka.

Sztuczne mikroRNA (ang. artificial micro
RNA — amiRNA) to jednoniciowe 21-nukleotydowe
RNA powstajace z prekursora wprowadzonego do
ro$liny poprzez transformacj¢. Mechanizm jego
dziatania jest analogiczny do funkcjonowania
miRNA. Jednak amiRNA normalnie nie wystgpuje
w roslinach, tylko jest projektowany tak, aby

przypominal naturalne miRNA 1 specyficznie
wyciszal ekspresj¢ interesujacego nas genu.
=
&
|
% 3 %
>
RISC
H
--’ y --> : % L/‘
mRNA h1-3amiRNA mRNA h1-3

Rys. 1d Schemat powstawania i dziatania miRNA
w A.thaliana
Do zaprojektowania odpowiedniej sekwencji

amiRNA przydatnym narzedziem jest program
WMD 2 (ang. Web MicroRNA Designer) dostgpny w
Internecie. Program ten na podstawie wprowadzonej
sekwencji genu wybiera najbardziej odpowiednie
21-nukleotydowe sekwencje sztucznego miRNA.
Obecnos¢ transgenu kodujacego sztuczne
miRNA do sekwencji genu HI1-3 mozna
potwierdzi¢ stosujac startery do genu opornosci
na herbicyd Basta (Nos-BAR), uzytego do selekc;ji
transformantéw. Gen ten jest wprowadzany na tym

samym T-DNA (Rys.1c).

Nos-BAR Isssenh. ICaMV 353' amiH1-3 I Nos polyA

Rys. 1c Schemat T-DNA (w plazmidzie binarnym
pCambia0390) wuzytego do utworzenia
sztucznego  mikroRNA  wyciszajacego
ekspresje genu H1-3. RB/LB- lewa i1 prawa
granica insertu, 35Senh/CaMV35S- silny
promotor z wirusa mozaiki kalafiora,
amiRNA wyciszajacy ekspresje H1-3. Nos
polyA - terminator transkrypcji
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Izolacja RNA

RNA jest znacznie bardziej narazony na
degradacj¢ niz DNA. W materiale biologicznym
oraz w $rodowisku zewngtrznym obecna jest duza
ilo§¢ bardzo aktywnych i stabilnych rybonukleaz.
Nawet po zastosowaniu wysokiej temperatury, np.
100°C, a takze w obecnosci detergentow, np. SDS,
enzymy te zachowuja wysoka aktywno$¢. Ponadto,
wiele rybonukleaz nie wymaga dla swej aktywnosci
kofaktoréw, np. jondéw dwuwartosciowych,
w zwiazku z czym aktywnosci tych enzymow nie
mozemy zablokowa¢ stosujac EDTA. Dlatego
podczas izolacji RNA do inaktywacji RNaz nalezy
stosowa¢ bardzo silne zwiazki degradujace biatka,
takie jak chlorowodorek guanidyny lub izotiocjanian

guanidyny. Zwiazki te, oprécz degradacji
rybonukleaz, umozliwiaja réwniez zniszczenie
struktur ~ komorkowych.

RNazy powinny zostac

roOwniez usunigte ze sprzetu

uzywanego do izolacji. !

Do tego celu stosuje sig  ** &+ —258
inhibitory RNaz, tj. DEPC —18S
(dietylopirowgglan). W ' —~16S

postaci  0,1% roztworu
wykorzystujemy go do
ptukania sprzetu majacego
kontakt z RNA oraz
do przygotowywania
niektorych buforow.
Nalezy  pamieta¢  aby
roztwér  ten  poddac
autoklawowaniu inaktywujacym DEPC. Nalezy
pamigtac, ze 0,1% DEPC nie poddany inaktywacji
blokuje aktywno$¢ enzymoéw wykorzystywanych
na kolejnych etapach prac z RNA, np. odwrotnej
transkryptazy. Kolejnym, czgsto stosowanym
inhibitorem RNaz, jest tzw. RNazin — biatko ktore
inaktywuje RNazy wiazac si¢ z nimi. Inhibitor ten
moze towarzyszy¢ RNA podczas przechowywania
oraz podczas reakcji enzymatycznych, gdyz nie
powoduje inhibicji innych enzymow.

Podczas izolacji RNA nalezy wusunaé
towarzyszacy mu DNA. W tym celu stosuje si¢
ekstrakcj¢ fenolem o niskim pH. Kwasny fenol
powoduje usunigcie nadmiaru DNA z roztworu.
DNA pozbywamy si¢ rowniez wytracajac RNA
chlorkiem litu (LiCl). Dokladne usunigcie resztek
DNA =z preparatu mozna uzyska¢ wykonujac
trawienie DNA-za wolna od RNA-az.

W komorkach eukariotycznych czasteczki

Rys. 2 Zel agarozowy
catkowitego RNA z
Arabidopsis thaliana.

rRNA, tRNA oraz RNA niskoczasteczkowy
stanowia lacznie ok. 80-98% RNA komorkowego.
Dlatego, jezeli interesuje nas tylko pula mRNA,
nalezy zastosowa¢ dodatkowy etap izolacji,
podczas ktérego usuwamy z preparatu pozostate
kwasy rybonukleinowych. Stosowane w tym celu
techniki wykorzystuja fakt, ze czasteczki mRNA na
3’ koncach zawieraja sekwencje poli(A). Sekwencje
te moga zosta¢ zwiazane z czasteczkami poli(T)
przytaczonymi do statego podtoza np. w kolumnach
chromatograficznych lub na kuleczkach
magnetycznych. Czasteczki RNA nie zwiazane
z podtozem sa nastgpnie odmywane a oczyszczone
czasteczki mRNA poddawane sa elucji.

Po rozdziale elektroforetycznym catkowitego
RNA w zZelu agarozowym najlepiej widoczne
sa frakcje rRNA (rys. 2). Ich obraz moze by¢
wykorzystany jako orientacyjny marker mas

czasteczkowych, gdyz znane sa wielko$ci
podstawowych  frakcji  rRNA  wystgpujacych
u poszczegolnych  organizmow.  Intensywnos¢

prazkow rRNA (rys. 2), informuje nas o jakosci
preparatu, ich zanikanie $wiadczy o postepujace]
degradacji RNA. Frakcje mRNA, ze wzgledu na
ich niewielka 1lo$¢ w preparacie oraz zroznicowana
wielko$¢, charakterystyczna dla poszczegdlnych
gendw, nie s3 widoczne na zelach po rozdziale RNA
catkowitego.

RT-PCR

RT-PCR jest technika taczaca reakcje odwrotne;j
transkrypcji oraz reakcje PCR. Sprowadza sig
ona do amplifikacji specyficznego fragmentu
RNA, dzigki czemu mozliwa jest detekcja oraz
oszacowanie poziomu ekspresji gendow. Pod tym
wzgledem RT-PCR uzupetlnia sig, lub stosuje
si¢ zamiennie z takimi technikami biologii
molekularnej jak Northern blot, hybrydyzacja in
situ oraz mikromacierze DNA. Wsrod zastosowan
metody RT-PCR mozna wymieni¢ m.in. badanie
alternatywnych form splicingowych, wykrywanie
markeréw nowotworowych, detekcje transkrypcji
genow wprowadzanych do organizmow
transgenicznych oraz okreslanie wpltywu mutacji na
poziom ekspresji gendw.

Pierwszym etapem RT-PCR jest reakcja
odwrotnej  transkrypcji, tj.  synteza  nici
komplementarnego DNA (cDNA) na matrycy RNA
prowadzona przez enzym odwrotng transkryptaze.
Wiasciwa reakcja PCR nastepuje dopiero po reakcji
odwrotnej transkrypcji. Jest to konieczne z uwagi
na to, ze RNA nie jest matryca dla termostabilnych
polimeraz DNA uzywanych w reakcji PCR.
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RT-PCR moze by¢ przeprowadzony wg

réznych strategii:

1.

jedna reakcja — jeden enzym (ang. one tube,
one-step) — synteza cDNA oraz reakcja PCR
odbywaja si¢ w jednym buforze z uzyciem
primerdw specyficznych do okreslonej sekwencji
oraz odwrotne] transkryptazy posiadajacej
dodatkowa aktywno$¢ polimerazy DNA.
W systemie tym reakcja odwrotnej transkrypcji
moze si¢ odbywa¢ w wysokiej temperaturze,
co zapewnia wysoka specyficzno$¢ reakcji
(eliminacja drugorzedowych struktur RNA
oraz ograniczenie nieprawidtowego parowania
primeréw). Ograniczone jest réwniez ryzyko
zanieczyszczenia probki. Wada metody jest
duza ilo$¢ btedéw wprowadzanych przez enzym
(otrzymany produkt nie nadaje si¢ do dalszego
klonowania).

jedna reakcja — dwa enzymy (one tube, two-step)
— w pierwszym kroku przy pomocy odwrotnej
transkryptazy i odpowiedniego primera (patrz
pkt ,,odwrotna transkrypcja) uzyskuje si¢
cDNA. Nastepnie do tej samej probéwki dodaje
si¢ odpowiedni bufor (pozbawiony jonow Mg,"),
termostabilng polimerazg¢ DNA, specyficzne
primery i przeprowadza reakcje PCR. Metoda ta
jest przydatna w przypadku, gdy dysponujemy
mala ilo$cia matrycy — caly uzyskany cDNA
zostaje uzyty w jednej reakcji PCR.

dwie reakcje — dwa enzymy (two tube, two-
step) — syntez¢ cDNA przeprowadza si¢
w optymalnych warunkach przy uzyciu
odpowiedniego primera (patrz pkt ,,odwrotna
transkrypcja”). Uzyskany cDNA stuzy nastgpnie
jako matryca w ,,zwyktych” reakcjach PCR.
Metoda ta umozliwia analizg wielu transkryptow

2) mRNA

z jednego cDNA. Ponadto dzigki optymalnym
warunkom odwrotnej transkrypcji i reakcji PCR,
umozliwia ona amplifikacj¢ dtugich produktow
(nawet kilkanascie tysigcy par zasad).

Matrycowy RNA

Jako matrycowy RNA moze stuzy¢ zaréwno
mRNA, jak i catkowity RNA komodrkowy (ten
wariant zostanie uzyty podczas ¢wiczen). Aby
osiagna¢ dobra wydajno$¢ odwrotnej transkrypcji,
wyizolowany RNA musi by¢ czysty — przede
wszystkim nie powinien by¢ zanieczyszczony
DNA. Ewentualna obecno§¢ DNA w izolacji
mozna sprawdzi¢ w rdzny sposob, m.in. ustawiajac
reakcje kontrolna bez odwrotnej transkryptazy
(w ¢wiczeniu oznaczona ,,-RT”) lub amplifikujac
sekwencje zawierajaca intron. O czysto$ci probki
wyizolowanego RNA $wiadczy takze stosunek
absorbancji przy dlugosciach fali 260 oraz 280 nm.
Dla czystego RNA A, /A, wynosi 2 i ulega
zmniejszeniu W obecnosci zanieczyszczen (fenol,
biatka).

Jako$¢ (np. czy wystapila degradacja) oraz
ilo§¢ RNA mozna oceni¢ na podstawie elektroforezy
w zelu agarozowym (Rys. 2).

Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzi sig
najczesciej przy uzyciu primera oligo(dT) (Rys. 3a),
ktory jest komplementarny do fragmentu poliA
na 3’-koncu czasteczek mRNA. Zastosowanie
primera oligo(dT) pozwala na uzyskanie puli cDNA
odpowiadajacej calemu mRNA znajdujacemu sig
w komorce (poza nielicznymi wyjatkami — m.in.
mRNA wariantow histonéw ktorych transkrypcja
zalezna jest od syntezy DNA). W szczeg6lnych
przypadkach (np. brak poliA w analizowanym

b) (m)RNA

Primer oligo(dT) TTTTTTTTT

«— <

9 (mRNA

(AAAAAAAAAAAA..)
NNNNNN

(AAAAAAAAAAAA..)

Primer specyficzny

Rys. 3 Schemat reakcji odwrotnej transkrypcji z uzyciem
roznych typow primerow
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mRNA, analiza innych klas RNA) stosuje si¢
przypadkowe primery heksamerowe (Rys. 3b),
ktore daja jednakowa reprezentacj¢ calego RNA
komoérkowego, lub tez primer specyficzny do
okreslonej sekwencji (Rys. 3c).

Do oceny jakosci uzyskanego cDNA stuzy
reakcja kontrolna PCR z uZyciem primerow
specyficznych  do  genu  eksprymowanego
konstytutywnie, np. aktyny.

Polilosciowy RT-PCR

Terminem tym okresla si¢ metode, w ktorej
poréwnuje si¢ ilo§¢ dwoch lub wigcej czasteczek
RNA z jednej lub wigkszej ilosci izolacji, przy
czym ilo$¢ transkryptu szacuje si¢ na podstawie
ilosci produktu PCR powstalego na matrycy
cDNA. Aby mozliwe bylo oszacowanie poziomu
ekspresji, w poréwnywanych reakcjach PCR
musi si¢ znajdowa¢ ta sama ilos¢ cDNA, co
mozna stwierdzi¢ dzigki wewngtrznej kontroli
(PCR z primerami  specyficznymi  do  genu
eksprymowanego konstytutywnie, np. aktyny).
Liczba cykli w potilosciowym PCR musi by¢
ustawiona tak, aby zachowac liniowos$¢ przyrostu
ilosci produktow w kolejnych cyklach.

Opis i cel doswiadczenia

Do mutantéw insercyjnych T-DNA hl-1
Arabidopsis ~ wprowadzono transgen kodujacy
sztuczne microRNA do sekwencji genu HI1-3
i otrzymano linie w pierwszym pokoleniu hi-1/hl-
3miR”#%_ oraz poziomu ekspresji poszczegdlnych
wariantow histonu HI. Ro$liny te opryskano
herbicydem Basta w celu selekcji transformantow.
Nalezy rowniez potwierdzi¢ ich transgenicznos¢
genotypujac rosliny pod katem obecnosci genu
kodujacego odpornos¢ na Baste. (NosBAR)

Celem dosdwiadczenia jest sprawdzenie
czy w mutantach Arabidopsis thaliana
h1-1/h1-3miRP®®  pastepuje  wyciszenie
ekspresji wariantu H1-1 i H1-3.

Etap 1. Genotypowanie metoda PCR otrzymanych
roslin i1-1/h1-3miRP9S1@ oraz Col-0045!4 (jako
kontrola) pod wzgledem: a) insercji w genie H1-
1 oraz
b) obecnosci transgenu kodujacego opornos¢ na
herbicyd bastg i amiRNA skierowane do H1-3.

Etap 2. Za pomoca metody RT-PCR sprawdzenie:
czy mutant
wyraza uszkodzony gen
H1-1, czy wyciszeniu ulega ekspresja wariantu
H1-3 i czy wariant H1-2 kompensuje brak
pozostatych wariantow.
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13. Przygotowa¢ mix na 3 reakcje PCR w celu
okreslenia obecnosci genu BAR wg schematu:
(probki przygotowywacé w lodzie)

Dzien 1. Izolacja DNA genomowego na
malg skale, genotypowanie roslin

Materialy: . e
- liscie roslin na 1 reakcje:
- probowki Eppendorfa, Matryca DNA 2 ul

Mix primerow (G)do 5l
genu opornosci Basta (BAR)

koncowki do pipet (tipsy),
ttoczki do ucierania tkanki

- ciekly azot Bufor Pfu (10x) Sul
o dNTP (2,5mM) 8 ul
Odczynniki: MgCL, (25mM) 6 ul
- bufor do ekstrakcji (200 mM Tris HCI pH 7.,5; Polimeraza Pfu 1l
250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS), H,0 milliQ do 50 pl
- izopropanol, . ..
- etanol 70%, Warunki reakcji PCR:
- HO - hold 94°C
2 e . . - 94°C 2 min Col-0"*® iuniamin " -matryca
- odczynniki do PCR (bufor i polimeraza Pfu, ) S . url"' . i’l
startery, chlorek magnezu, dNTP) -94°C30s DNA - — = =
Wykonanie: -60°C30s | 35cykli
-72°C45s
1. 100 mg tkanki utrze¢ (15— 30 sekund) w ciektym 72°C 3 min
azocie za pomoca tloczka, na jednolita mase - hold 4°C '

2. Doda¢ 400 pl buforu do ekstrakceji i miesza¢ na
vorteksie przez 5 sekund (taka mieszanina moze
sta¢ 1 godzing)

14.Po zakonczeniu programu doda¢ 5 pul
obciaznika.

15. Nanie$¢ na 1% zel 25 ul reakg;ji.
3. Wirowa¢ przy 13000 obr./min. przez 5 min. ARIESC Hia 170 Z61 Agarozowy <o W feaxat

16. Przygotowa¢ mix na 3 reakcje PCR w celu
genotypowania mutanta hl-1 wedtug schematu
pkt13: (probki przygotowywac w lodzie)

4. Przenies¢ 300 pl supernatantu do nowej

probowki. (W przypadku pobrania osadu nalezy
ponownie zwirowaé probke i przenies¢ supernatant do

nowej probowki) na 1 reakcje:
5. Zmiesza¢ z 300 pl izopropanolu i pozostawi¢ na Matryca DNA 2l
2 min. w temp. pokojowej (miesza¢ delikatnie) Mix primeréw (G) do 7,5 pl
. ) . . gentypowania LP/PR/LBb1-3
6. Wirowac przy 13000 obr./min. przez 5 min. Bufor Pfu (10x) 5ul
7. Supernatant wyla¢, osad przeptuka¢ dodajac dNTP (2,5mM) 8 ul
1 ml 70% etanolu. Nastgpnie zwirowa¢ 1 min. MgCl, (25mM) 6 ul
3 Su tant wylaé d zwi . torni Polimeraza Pfu I ul
. Supernatant wyla¢, osad zwirowaé¢ powtdrnie

H,0 milliQ do 50 pl
Warunki reakcji PCR:

1 usunac¢ resztke etanolu

9. Osad wysuszy¢ pozostawiajac otwarta probowke
na ok. 30 min. w temp. pokojowej - hold 94°C

0 e 30Ul - 94°C 2 min.
. Zawiesi¢ osad w 30 ul H, -94°C 30 s
11. Przygotowac 1% zel agarozowy (patrz pkt. _60°C30s |35 cykli
,welektroforeza DNA w Zelu agarozowym”) - 72°C 2 min

12. Nanies$¢ na 1% zel agarozowy 5 upl DNA+0,5 ul - 72°C 3 min.
obciaznika do DNA. - hold 4°C

Tak otrzymane DNA mozna przechowywa¢ przez 17.Po zakonczeniu programu doda¢ 5 pl
rok w 49C. obciaznika.

18. Nanie$¢ na 1% zel agarozowy 25 ul reakcji.
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Dzien 2. Izolacja calkowitego RNA

Podczas izolacji RNA nalezy pamigta¢ o tym,
ze zanieczyszczenie probki moze si¢ wiazac
z wprowadzeniem RNaz (gtownie
znaskorka rak), a wigc z degradacja RNA
1 niepowodzeniem calej procedury.

Materialy:

- lidcie roslin

- mozdzierze

- tipsy (wolne od RNaz)

- rekawiczki (wolne od RNaz)
- vortex pod wyciagiem

- wiréwka pod wyciagiem

Odczynniki:
bufor do homogenizacji
100 mM Tris pH 8 — 9
5 mM EDTA
100 mM NaCl
0,5% SDS, 0,5% Sarkozyl
2-mercaptoethanol @
- kwasny fenol pH 4.0
- mieszanina fenol/chloroform/alkohol
izoamylowy (24:24:1) pH 4.0 @
- chloroform =
- H,0 milliQ (wolna od RNaz)
- 3M NaAc pH 5.2 (4°C)
- izopropanol (-20°C)
- etanol 70% (-20°C)

Wykonanie:

®
=

Pracowac¢ w rekawiczkach!!!
1. Przygotowac bufor do ekstrakcji

Pod wyciagiem na kazde 500 pl buforu
homogenizacyjnego doda¢
5 ul 2-mercaptoetanolu

2. Zebra¢ material roslinny (roslina kontrolna oraz
mutant)

3. Utrze¢ 150 — 200 mg tkanki w mozdzierzu

Pod wyciagiem (w fartuchu, okularach i
rekawiczkach)

4. Utarta tkanke przenies¢ do eppendorfa zalaé
500 pl buforu ekstrakcyjnego

Wytrzasaé (vortex) 30 sekund

AN

Doda¢ 250 pl kwasnego fenolu
(uwaga substancja szkodliwa!)

~

Wytrzasa¢ 30-60 sekund

8. Doda¢ 250 pl chloroformu
(uwaga substancja szkodliwa!)

9. Wytrzasa¢ 30-60 sekund

10. Zwirowa¢ (w mikrowirowce pod wyciagiem)
10 min. przy 13000 rpm

11. Przenie$¢ fazg¢ wodna (gérna warstwa ok. 500
— 600 pl) do nowego eppendorfa

12. Doda¢ 600 pl mieszaniny fenol/chloroform/
alkohol izoamylowy — warstwa dolna
(uwaga substancja szkodliwa !)

13. Wytrzasac 30 s
14. Zwirowa¢ (pod wyciagiem) 10 min. 13000 rpm

15.Przenies¢ warstwe wodna (gorna warstwa
400 — 500 pl) do nowej probowki

Od tego etapu pracowac szczegdlnie ostroznie,
aby zapobiec kontaminacii probek RNazami
(rekawiczki, trzymanie probek na lodzie).

16. Doda¢ 50 pl 3M NaAc pHS5.2 (0.1v/v)

17.Doda¢ 450 upl (1:1 v/v) zimnego (-20°C)
izopropanolu, zamiesza¢

18. Inkubowa¢ 20 minut w -20°C

19. Zwirowac¢ 30 min.

20. Delikatnie usuna¢ supernatant

21. Wysuszy¢ osad 15 — 20 min. w temp. pokojowe;j
22. Zawiesi¢ w 500 ul H,O wolnej od RNaz

23. Doda¢ 500 pl 4M LiCl (koncowe stezenie 2M)
24. Inkubowac¢ w 4°C przez noc

25. Zwirowaé¢ 30 minunt, bardzo delikatnie usuna¢
supernatant (stabo widoczny osad RNA moze
si¢ odkleic)

26.Przemy¢ osad 1 ml

70% etanolu

zimnego (-20°C)

27.Zwirowa¢ 5 min., bardzo delikatnie usunaé
supernatant (stabo widoczny osad RNA moze
si¢ odkleic).

28.0sad zwirowaé powtoérnie i bardzo delikatnie
odciagnac resztke etanolu

29. Wysuszy¢ osad 15 — 20 min. w temp. pokojowe;j
30. Zawiesi¢ osad w 30 pl H O miliQ

31.Inkubowa¢ RNA 2 min. w 65°C, worteksowac
30 sekund, schtodzi¢ w lodzie

Odda¢ prowadzacym c¢wiczenia 3 ul RNA
w nowym podpisanym eppendorfie w celu
okreslenia 1ilo$ci 1 czystosci wyizolowanego
RNA przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop.
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32.Przygotowa¢ 1% zel agarozowy (patrz pkt.
,»przygotowanie zelu agarozowego™)

33.Zmiesza¢ 5 pl RNA + 5 ul obciaznika do RNA,
denaturowac¢ 10 min. w 70°C

34.Nanie§¢  preparat na zel agarozowy
i przeprowadzi¢ elektroforezg przy napigciu 90
— 100V, obejrze¢ zel 1 zrobi¢ zdjecie (Rys. 2)

Marker
wielkosci

cDNA Col-O
1/2 1

Genomowe

DNA

1/4 -RT

1Kb+

< H 1.1

8 «— H1.2

L8 <« H1.3

Rys. 4. Rodziat  elektroforetyczny  produktow
amplifikacji ~ wariantow  histonu  HI.
Histon H1.3 wystepuje w dwodch wariantach
splicingowych (a ib).

< Aktyna

Dzien 3. Synteza jednoniciowego cDNA
za pomoca RevertAid First Strand Synthesis Kit (Fermentas)

1. Przygotowa¢ mieszaning reakcyjna (na lodzie,
w probowkach do PCR o pojemnosci 500 pl):

- 1 pg RNA z roéliny kontrolnej Col-07%%

(probowka 1)

1 pg RNA z rosliny kontrolnej Col-0°4 do

rekcji -RT (probdéwka 2, -RT)

1 pg RNA z rosliny h1-1/h1-3miRP%

(probowka 3)

1 pg RNA z rosliny h1-1/h1-3miR"®™ do rekciji

-RT (probéwka 4, -RT)

[lo§¢ wymaganego do reakcji RNA uzalezniona
jest od ilosci 1 jakosci wyizolowanego RNA oraz
poziomu ekspresji danego genu.

1l
dopeti¢ do 13 pl

— primer oligo(dT) (0,5ug/ul)

— woda sterylna (Milli-Q)

2. Mieszaning inkubowaé w termocyklerze w 70°C
przez 5 min., a nastgpnie proboéwke umiescic
w lodzie. Inkubacja w 70°C pozwala na
denaturacje¢ drugorzedowych struktur mRNA.

3. Dodac¢ kolejno:

— 5x stezony bufor reakcyjny 4 ul
— 10mM mix dNTP 2ul
— odwrotna transkryptaza lub H,O 1l

(H,O do reakgji ,,- RT”)
4. Inkubowa¢ w 42°C przez 1 h (termocykler).

W tym etapie zachodzi reakcja odwrotnej
transkrypcji
5. Reakcj¢ zatrzymaé przez ogrzewanie w 70°C
(termocykler) przez 10 min.
cDNA nalezy przechowywa¢ w -20°C.

Zsyntetyzowane cDNA postuzy jako matryca do
amplifikacji analizowanych sekwencji metoda
PCR.
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Dzien 4. Polilosciowy multiplex PCR

Multiplex PCR polega na amplifikacji

jednoczesnie kilku sekwencji w jednej reakcji PCR.
Warunkiem powodzenia takiego typu reakcji jest
optymalizacja jej warunkow — odpowiedni dobor
buforu oraz primeréw, liczby cykli, jednakowej
temperatury przytaczenia starterow, itd.

Multiplex PCR ma istotna przewage¢ nad

zwyktym PCR. W potilosciowym multiplex
RT-PCR  produkty amplifikacji  okreslonych
transkryptow oraz kontroli uzyskane sa w jednej
reakcji 1 w jednakowych warunkach, co pozwala na
lepsze porownanie ich iloSci.

Dla dwdch wariantow eksperymentalnych
(Col-0P%@ i p1_1/h1-3miRP4St@y,

1.

Przygotowa¢ mix do PCR  wedhig
schematu: (probki przygotowywaé w lodzie)
na 1 reakcje:

Matryca cDNA 1-2 ul
Mix primerow (M) 4 ul
Bufor Pfu (10x) S5ul
dNTP (2,5mM kazdy) 8 ul
MgCl, (25mM) 6 ul
Polimeraza Pfu Il
H,0 milliQ do 50 ul

basta basta
Col-0 h1-1/h1-3miR

Obj. 1 2p 2yl 2ul 2yl

Nl

Warunki reakcji PCR:
- hold 94°C
- 94°C 2 min.
-94°C 30 s )
_68°C 6min. | 27 oYKl
- hold 4°C

Primery

H1-1 HI1-2 Hl1-3 Aktyna

152 h1-1F | 154 h1-2F | 156 h1-3F | 158 aktynaF

153 h1-1R | 155h1-2R | 157 h1-3R | 159 aktynaR

Dtugos$¢ produktu (par zasad)

783 | 618 [380 [ 196

2. Po zakonczeniu reakcji PCR do probowek nalezy

doda¢ 1/10 obj. barwnika do elektroforezy.

3. 20 pl prébki natozy¢ na 1,2 % zel agarozowy

Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Materiaty

- agaroza

- bufor TBE (45 mM Tris-boran, | mM EDTA)
- bromek etydyny

- obciaznik DNA (DNA loader)

- standard wielkosci (marker)

Wykonanie

1. Odwazy¢ 0,5 g/ 0,6 g agarozy (1% / 1,2%)

2. Agarozg¢ przesypa¢ do kolby, doda¢ 50 ml
buforu TBE

3. Rozpusci¢ agaroze przez podgrzanie w kuchence
mikrofalowe;j

4. Schlodzi¢ kolbe pod biezaca woda, dodac
bromku etydyny do st¢zenia 0,5 pg/ml.

5. Wla¢ zel do wanienki, wlozy¢ grzebien,
pozostawi¢ do zastygnigcia

6. Prowadzi¢ elektroforez¢ w buforze TBE przy
napigciu ok. 100 V w obecnos$ci markera
wielkosci.

7. Zelobejrzeéisfotografowaé na transiluminatorze

UV z kamera.

Oczekiwany  wynik  dla  roslin  dzikich
zuwzglednieniem kontroli wewngtrznej (aktyna)
przedstawia Rys. 4.



BADANIE ODDZIALYWAN BIALEK - DROZDZOWY SYSTEM DWUHYBRYDOWY

27

3. Badanie oddzialywan bialek -
drozdzowy system dwuhybrydowy

Drozdzowy system dwuhybrydowy (ang. Yeast
Two Hybrid) stuzy do badania oddziatywan migdzy
dwoma potencjalnymi partnerami biatkowymi.
W technice tej wykorzystuje si¢ fakt, ze wiele
eukariotycznych  czynnikow  transkrypcyjnych
zawiera dwie funkcjonalnie niezalezne domeny.
Jedna z nich wiaze si¢ z DNA (BD, ang. Binding
Domain), druga natomiast aktywuje transkrypcje
danego genu (AD, ang. Activation Domain).
Obie te domeny sa zatem niezbgdne aby nastapita
transkrypcja okreslonego genu.

W drozdzowym systemie dwuhybrydowym
kazda z tych domen zostaje polaczona z jednym
z potencjalnych i1 bedacych przedmiotem badan,
partneréw biatkowych. W efekcie powstaja dwa
tzw. biatka fuzyjne: jedno z nich zwigzane z domena
wiazaca si¢ z DNA (BD), drugie za$ z domena
aktywujaca transkrypcj¢ (AD). Geny kodujace
oba fuzyjne biatka znajduja si¢ na dwdch réznych
plazmidach. Plazmidy te wprowadza si¢ do komorek
drozdzy, zatem oba bialka podlegaja ekspresji w tej
samej komorce. Jezeli badane biatka oddziatluja ze
soba, obie domeny: aktywujaca transkrypcje (AD)
1 wigzaca si¢ z DNA (BD), zblizaja si¢ do siebie
na tyle blisko, by moc aktywowac transkrypcje
konkretnego genu. W opisywanym ukladzie
genem, ktory ulega transkrypcji jest jeden z genow
reporterowych, np. gen kodujacy P-galaktozydaze
(lac-Z) lub HIS3.

Na zajeciach bedziemy sprawdzac
oddzialywanie w  systemie dwuhybrydowym
pomigdzy dwoma jadrowymi biatkami ro$linnymi:
AtSWI3B 1 FCA. Metoda dwuhybrydowa, ktora
zostanie zastosowana na ¢wiczeniach polega na
wykorzystaniu  dwudomenowej struktury bialka,
aktywatora GAL-4. Aktywator ten sklada sig
z domeny aktywujacej transkrypcje¢ genui z domeny
wiazacej si¢ do rejonu promotorowego — UAS genu
GALI1. Genem reporterowym jest lacZ. Uzywane
sa dwa wektory, ktére po wprowadzeniu do
komorek drozdzy daja dwa biatka fuzyjne w dwoch

niezaleznych uktadach:
| rinika v |

hiatka X hialko Y

* pGAD424 zawierajacy domeng aktywujaca (AD)
1 sekwencje kodujaca biatko FCA oraz pGBT9
zawierajacy domeng wiazaca si¢ z DNA (BD)

1 sekwencje kodujaca drugie biatko AtSWI3B.

* pGAD424 zawierajacy domeng aktywujaca (AD)
1 sekwencje kodujaca biatko AtSWI3B oraz
pGBT9 zawierajacy domeng wiazaca si¢ z DNA
(BD) 1 sekwencje kodujaca biatko FCA.

Jesli biatko X oddziatuje z biatkiem Y, gen
reporterowy kodujacy B-galaktozydaze ulegnie
transkrypcji (rys. 1). Woéwcezas aktywne biatko
B-galaktozydazy w obecnosci podanego z zewnatrz
substratu, ktorym jest X-gal (5-bromo-4-chloro-
3-indolilo-B-D-galaktopiranozyd) przeprowadzi
reakcje, w wyniku ktorej powstanie niebieski
produkt.

System dwuhybrydowy moze by¢
wykorzystywany jako metoda ilosciowa. To znaczy
mozna ocenia¢ sil¢ oddziatywan, a nie tylko
stwierdza¢ ich obecnos$¢ lub brak. Metoda ilo$ciowa
jest wykorzystywana bardzo rzadko, zuwagi na
liczne ograniczenia wynikajace m. in. z réznic w
produkcji biatka migdzy poszczeg6lnymi koloniami
drozdzowymi, r6znic w tolerowaniu danego biatka
przez komorke drozdzowa np. toksycznos$¢ biatek.
Ograniczenia te moga wplywac na niedoktadnos$ci
w wynikach.

Schemat metody ilosciowe;j:

- Pomiar ggsto$ci komorek
drozdzowych (spektrofotometr)

- Pomiar ilosci biatka (metoda
Bradford)

ustalenie takich
samych ilosci biatka
we wszystkich
probkach

- Badanie aktywnosci B-galaktozydazy poprzez
pomiar ilo$ci barwnego produktu na ptytkach
wielodotkowych (czytnik spektrofotometryczny)

Zastowowanie systemu dwuhybrydowego

Drozdzowy system dwuhybrydowy mozna
uzywa¢ zaroOwno do badania kierunkowych
oddziatywan migdzy dwoma biatkami, jak rowniez
do poszukiwania nowych, nieznanych partnerow
danego bialka.

W pierwszym przypadku nalezy skonstruowaé

transkrypcja

( BD

UAS promotor

>

Gen reporteronw LAC Z albo HIS3

Rys. 1 Schemat dziatania drozdzowego systemu dwuchybrydowego.
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dwa plazmidy, z ktorych eksprymowane beda dwa
biatka fuzyjne: jedno z domena aktywujaca, za$
drugie z domena wiazaca. Uzywajac odpowiednich
starterOw z zaprojektowanymi miejscami cigcia
przez enzymy restrykcyjne nalezy wykona¢ reakcje
PCR na matrycy cDNA. Otrzymane fragmenty
DNA trzeba nastgpnie zligowaé¢ z odpowiednio
przygotowanymi plazmidami, jednym kodujacym
domeng wiazaca, a drugim - domeng aktywujaca,
pamigtajac o zachowaniu wlasciwej ramki
odczytu. Po uzyskaniu wlasciwych plazmidow
nalezy stransformowaé¢ nimi odpowiedni szczep
drozdzy, np. Y190, HF7¢c czy CG-1945, ktore maja
uszkodzony szlak syntezy leucyny 1 tryptofanu
1 potrzebuja tych aminokwasow do wzrostu. Po
transformacji dwoma plazmidami drozdze wysiewa
si¢ na odpowiednia pozywke selekcyjna. Uzyskane
kolonie przeszczepia si¢ na nowa szalke 1 nastgpnie
przeprowadza sig test dwuhybrydowy.

Drugim zastosowaniem drozdzowego systemu
dwuhybrydowego jest poszukiwanie nieznanych
partnerow konkretnego biatka. W tym celu mozna
przeszukiwac¢ cata biblioteke cDNA w okreslonym
wektorze z domena aktywujaca interesujacym nas
biatkiem, eksprymowanym z plazmidu z domena
wiazaca. Zaréwno plazmid kodujacy biatko bedace
»przyneta” (ang. bait plasmid) ktorego partnerow
chcemy pozna¢, jak 1 cala bibliotek¢ cDNA
tworzy si¢ w analogiczny sposéb jak w przypadku
kierunkowego systemu dwuhybrydowego. Przy
przeszukiwaniu biblioteki tatwiej jest przeprowadzi¢
wstepna selekcje ewentualnych partneréw badanego
biatka przed wilasciwym testem na obecnos¢
B-galaktozydazy. W wielu systemach wykorzystuje
si¢ zatem obecnos¢ drugiego genu reporterowego,
tym razem pokarmowego, np. genu HIS3,
kodujacego enzym niezbedny w szlaku biosyntezy
histydyny. Poniewaz transformacje pojedynczymi
plazmidami sa wydajniejsze od transformacji
podwdjnych, mozna tez najpierw stransformowac
drozdze plazmidem kodujacym ,,przynete”,
wysiewajac je na odpowiednie podioze selekcyjne 1
po uzyskaniu komorek zawierajacych jeden plazmid
wprowadzi¢ do nich plazmidy biblioteki. Po
wstepnej selekcji na podtozu bez histydyny wyrosna
kolonie, w ktorych nastapita aktywacja transkrypcji
genu HIS3. Dopiero na tych koloniach nalezy
przeprowadzi¢ test na obecno$¢ B-galaktozydazy
w komorkach drozdzy. Dzigki tej metodzie mozna
stosunkowo szybko wykry¢ nowych partneréw
biatkowych dla interesujacego nas biatka. Ponadto,
nalezy podkresli¢, iz w systemie dwuhybrydowym

mozliwe jest badanie oddziatywan migdzy
biatkami, ktére normalnie wystgpuja w komorce
w matlych ilosciach, zatem trudno je sprawdzié
innymi metodami, za§ w drozdzach biatka fuzyjne
eksprymowane z plazmidéw wystapia w iloSci
wystarczajacej do wykonania testu.

Ograniczenia metody

Glowna wada systemu dwuhybrydowego jest
fakt, iz z r6znych przyczyn oddziatywan niektorych
klas biatek nie mozna zbada¢ za jego pomoca.
Z pewna czestotliwoscia pojawiaja si¢ wyniki
falszywie pozytywne 1 falszywie negatywne. Te
pierwsze sa najczesciej powodowane przez biatka,
ktére, kodowane przez plazmid z domena wiazaca,
sa aktywatorami transkrypcji i do aktywacji genu
reporterowego nie potrzebuja oddziatywania
z drugim biatkiem fuzyjnym zawierajacym domeng
aktywujaca. Z tego powodu biblioteki cDNA
tworzone do przeprowadzania wysokowydajnych
analiz dwuhybrydowych sa prawie zawsze tworzone
w plazmidach kodujacych domeng aktywujaca,
aby biatka bedace aktywatorami transkrypcji nie
powodowaty fatszywych wynikéw pozytywnych.
Poza tym =zdarzaja si¢ tez oddzialtywania
niespecyficzne ktoérych wynikiem jest aktywacja
genu reporterowego. Ich przyczyny moga by¢
roézne. Niektore biatka fuzyjne z domena aktywujaca
moga oddziatywa¢ z Dbiatkiem drozdzowym
zawierajacym domeng wiazaca i w ten sposob
aktywowa¢ transkrypcje u drozdzy. Analogicznie,
biatko fuzyjne z domena wiazaca moze, poprzez
oddziatywanie z drozdzowym biatkiem z domena
aktywujaca, aktywowa¢ transkrypcje u drozdzy. Te
dwa przypadki falszywie pozytywnych wynikow
systemu dwuhybrydowego mozna wyeliminowac,
stosujac  odpowiednie  kontrole = negatywne.
W tym celu réwnolegle do transformacji drozdzy
plazmidami kodujacymi biatka fuzyjne nalezy
przeprowadzi¢ transformacj¢ plazmidem kodujacym
biatko fuzyjne z domena-AD z pustym plazmidem
kodujacym domeng-BD lub kodujacym inne biatko
fuzyjne o ktorym wiadomo ze nie oddziatuje
zbadanym biatkiem fuzyjnym. Analogicznie
nalezy przeprowadzi¢ kontrolg dla biatka fuzyjnego
z domena-BD, kotransformujac drozdze plazmidem
je kodujacym wraz z plazmidem-AD pustym badz
kodujacym biatko ktore nie oddzialuje z biatkiem
z domena-BD. Jezeli kontrola negatywna zabarwi
si¢ na niebiesko, wiadomo, ze mamy do czynienia
z wynikiem fatszywie pozytywnym.

Istnieje rowniez przypadek artefaktu systemu
dwuhybrydowego, ktorego nie da si¢ wyeliminowac
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stosowaniem kontroli negatywnych. Zdarza sig
on wtedy, gdy oba biatka fuzyjne eksprymowane
w drozdzach wprawdzie nie oddzialuja ze soba,
ale oddziatuja z tym samym biatkiem drozdZzowym
1 stad ich domeny aktywujaca 1 wiazaca moga
si¢ znalez¢ na tyle blisko siebie, aby aktywowac
transkrypcje w drozdzach. Z powodu tej mozliwos$ci
oddziatywania migdzy dwoma biatkami stwierdzone
w systemie dwuhybrydowym nalezy jeszcze
potwierdzi¢ druga, niezalezng metoda

Oprocz wynikow falszywie pozytywnych,
w systemie dwuhybrydowym zdarzaja si¢ réwniez
wyniki fatlszywie negatywne, tzn. pomimo istnienia
oddziatywan nie zostaja one wykryte. Tego rodzaju
przypadkow nie da si¢ wyeliminowa¢ stosowaniem
kontroli, a spowodowane sa one najczgscie]
niestabilno$cia danego biatka w drozdzach. Poza
tym, niektore biatka moga przybiera¢ w drozdzach
niewlasciwa konformacjg, przez co ich domena
wiazaca bedzie ukryta i do oddziatywan nie dojdzie.
Rowniez niektore klasy biatek, a w szczego6lnosci
biatka btonowe zawierajace hydrofobowa domeng
transblonowa, moga nie trafi¢ do jadra i wowczas
nie dojdzie do aktywacji transkrypcji.

Czasami przyczyna otrzymywania wynikow
falszywie pozytywnych 1 falszywie negatywnych
moze by¢ tez nieprawidlowa hodowla drozdzy: zbyt
stare drozdze wykazuja tendencj¢ do powodowania
wynikow pozytywnych w teScie na obecnos¢
B-galaktozydazy. Szczego6lnie wazne jest rowniez
utrzymywanie stabilnej temperatury hodowli
drozdzy.

Z tego powodu wyniki otrzymane w systemie
dwuhybrydowym nalezy potwierdzi¢ za pomoca
innych metod, jak np. pull-down. Technika ta polega
na dodaniu do mieszaniny obu analizowanych
biatek, przeciwciata skierowanego przeciwko
jednemu z nich. Jezeli biatka te oddziatuja ze
soba mozna ,,wyciagna¢” (za pomoca jednego
przeciwciata) jednocze$nie oba biatka (biatko
wiazace si¢ z przeciwcialem oraz biatka, ktore
oddziatuja z pierwszym bialkiem). Jesli badane
biatka nie oddziatuja ze soba, mozna ,,wyciagnac”
tylko jedno biatko.

AtSWI3B

U Arabidopsis thaliana istnieje mata rodzina
genoéw posiadajaca sekwencje homologiczne do
drozdzowego genu SWI3, kodujacego wazna
podjednostke duzego kompleksu przebudowujacego
(remodelujacego) chromatyng ySWI/SNF.
W roslinach wystepuja cztery biatka typu ySWI3:
AtSWI3A, AtSWI3B, AtSWI3C oraz AtSWI3D.

Bialka te zawieraja charakterystyczne motywy
wysoko konserwowane we wszystkich czterech
biatkach, a takze w drozdzowym SWI3. Bialko
AtSWI3B jest eksprymowane we wszystkich
organach Arabidopsis thaliana, jest biatkiem
jadrowym oraz komplementuje mutacjg¢ swego
homologa w drozdzach.

FCA

FCA (Flowering Time Control Protein from
A.thaliana) jest silnym aktywatorem wejscia
ros$liny w fazg kwitnienia. Zawiera dwie domeny
wiazace RNA i domeng WW odpowiedzialna za
wiazanie biatko-biatko. Transkrypt FCA podlega
altenatywnemu sktadaniu (ang. splicing), w zwiazku
z czym w komoérce moga wystgpowac cztery
warianty transkrypcyjne tego genu.

Test dwuhybrydowy

Jesli badane biatka, czyli AtSWI3B oraz
FCA, oddzialuja ze soba, kolonie drozdzy stana
si¢ niebieskie. Brak niebieskiego zabarwienia
bedzie $§wiadczyl o braku oddziatywan pomigdzy
tymi biatkami w zastosowanym uktadzie. Przy
przeprowadzaniu testu istotne jest wykonanie
szeregu kontroli. Nalezy wykona¢ analogiczny
test dla drozdzy transformowanych pojedynczymi
plazmidami (kontrola negatywna), po to, zeby
sprawdzi¢, czy pojedyncze biatka nie sa zdolne do
aktywacji transkrypcji.

Dodatkowa, wspolna kontrola dla
wszystkich analizowanych uktadéw sa drozdze
stransformowane plazmidem pLC1 (kontrola
pozytywna), dla ktéorych rowniez wykonuje sig
podobny test. Na plazmidzie tym kodowane sa
obie domeny niezbedne do aktywacji transkrypcji,
a zatem domena wiazaca si¢ z DNA (BD) oraz
domena aktywujaca transkrypcje (AD). Zabarwienie
si¢ kolonii kontroli pozytywnych na kolor niebieski
bedzie $wiadczy¢ o poprawnym wykonaniu testu.
Kolonie kontroli negatywnych powinny pozostac
biale.

Schemat doswiadczenia

1. Transformacja drozdzy konstruktami:
- FCA/pGAD424

- FCA/pGBT9

- AtSWI3B/pGAD424

- AtSWI3B/pGBT9

- FCA/pGAD424 i AtSWI3B/pGBT9

- FCA/pGBT9 i AtSWI3B/pGAD424

- pLC1 (kontrola pozytywna)

2. Hodowla drozdzy
3. Test dwuhybrydowy
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Tydzien 1

Dzien 1. Izolacja DNA plazmidowego z
bakterii.

Opracowano szereg metod oczyszczania
plazmidowego DNA, z ktérych kazda obejmuje trzy
etapy:

- hodowl¢ bakterii
- lize bakterii,

- oczyszczanie plazmidowego DNA.

Plazmidy izoluje si¢ najczgs$ciej z hodowli
ptynnych, w ktérych podloze uzupetnione jest
odpowiednim  antybiotykiem. = Wysokokopijne
wektory plazmidowe (np. serii pUC), otrzymywane
sa z hodowli znajdujacej si¢ w pdznej fazie
logarytmicznej wzrostu, podczas gdy wektory nisko-
1 $redniokopijne (np. pBR322) powinny by¢ przed
izolacja amplifikowane. Do czgsciowo wyro$nigtej
hodowli dodaje si¢ w tym celu chloramfenikol,
ktory selektywnie zapobiega replikacji chromosomu
bakteryjnego.

Wewszystkichmetodachizolacjiplazmidowego
DNA wykorzystuje si¢ dwie istotne roznice
pomigdzy DNA genomowym a DNA plazmidowym
bakterii:

- DNA genomowy jest wielokrotnie wigkszy od
DNA plazmidu,

- podczas procedury izolacji DNA plazmidowego
DNA genomowy zostaje trwale zniszczony,
podczas gdy DNA plazmidowy pozostaje w
postaci form CCC (ang. covalently closed
circle).

Odwirowane komorki bakteryjne poddawane
sa lizie. Bakterie ulegaja lizie pod wplywem
niejonowych lub jonowych detergentow (SDS,

Sarkozyl, Triton X-100), rozpuszczalnikow
organicznych, roztworow alkalicznych  (liza
alkaliczna) lub wysokiej temperatury (liza

termiczna). Stosowany moze by¢ rowniez lizozym
— enzym trawiacy $ciang komorkowa bakterii (nie
dziata w pH<8.0). W metodzie lizy alkalicznej bufor
o wysokim pH zawierajacy NaOH i SDS powoduje
catkowita liz¢ komorki, jak rowniez denaturacje
ge-nomowego DNA, natomiast plazmidowy DNA
w formie CCC zostaje zdenaturowany jedynie na
niewiel-kich odcinkach. W przypadku otrzymywania
plazmidowego DNA metoda termiczna, czynnikiem
denatu-rujacym jest wysoka temperatura, w ktorej
DNA genomowy i plazmidowy zachowuja si¢
podobnie jak w wysokim pH.

Nastepny etap oczyszczania DNA polega na
oddzieleniu DNA od zwigzanych z nim biatek.

V2

Zwykle stosu-je si¢ do tego celu nasycony buforem
roztwor fenolu lub jego mieszaning z chloroformem
1 alkoholem izoamylowym. Biatka mozna réwniez
usuna¢ przez trawienie ich proteinazami (zwykle
proteinaza K). Usunigcie RNA przeprowadza si¢
enzymatycznie, inkubujac probki z RNaza (wolna od
DNaz), przez saczenie molekularne lub wirowanie
w gradiencie ggstosci (patrz, dalej). W metodzie
lizy alkalicznej, kiedy liniowe czasteczki DNA
ulegaja denaturacji natomiast superzwinigte formy
CCC plazmidu sa po denatura-cji nadal splecione,
neutralizacja pH roztworami o wysokim stgzeniu
soli (np. octan amonu) prowadzi do renaturacji
jedynie DNA plazmidowego, podczas gdy DNA
genomowy wraz z RNA i bialkami wytraca si¢ w
postaci serowatego osadu.

Z odbiatczonych probek, DNA wytracany
jest alkoholem etylowym lub izopropanolem w
obecno$ci octanu potasowego, sodowego lub
amonowego.

Dzien 1. Izolacja DNA plazmidowego na
malg skal¢ (minilizaty)

Odczynniki 1 aparatura:

- hodowle ptynne bakterii

- RNaza (10 mg/ml)

- roztwor I: 25 mM Tris-HCI pH 8,0;

50 mM glukoza, 10 mM EDTA

roztwor II: 0.2 M NaOH, 1 % SDS (przygotowac
tuz przed uzyciem)

- roztwor III: 7.5 M octan amonu

- etanol 96 %
- etanol 70 %
- woda miliQ
- agaroza, ®
- bromek etydyny (10 mg/ml), =

- bufor TBE (45 mM Tris-boran, | mM EDTA),
- barwnik do elektroforezy,

- proboéwki Eppendorfa,

- mikrowiroéwka,

- SpeedVac,

- aparat do elektroforezy.

Wykonanie (okolo 3,5 godz.)
Uczestnicy zaj¢¢ otrzymaja od prowadzacych
5 hodowli bakteryjnych, z ktorych beda izolowac
plazmidy: AtSWI3B/pGBT9, AtSWI3B/pGAD424,
FCA/pGBTY, FCA/pGAD424, pLCI.

- rozla¢ hodowle bakteryjne do odpowiednio
podpisanych probowek Eppendorfa (po 1,5 ml)
i zwirowa¢ bakterie w mikrowirowce przez
I minutg (2 x 1.5 ml)
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odsaczy¢ pipeta pozywke do sucha,

- zawiesi¢ osad koncoéwka do pipety w 100 pl
roztworu I, doda¢ 5 pl RNazy

- inkubowa¢ przez 5 minut w temperaturze
pokojowe;j

- do probowki Eppendorfa doda¢ 200 pl swiezo
przygotowanego roztworu II

- zamiesza¢ BARDZO delikatnie 1 wstawi¢ do
lodu na 5 minut

- doda¢ 150 pl zimnego (z lodéwki) roztworu
III, dwukrotnie BARDZO SILNIE wstrzasnaé
1 wstawi¢ do lodu na 10 minut

- zwirowaé 15 minut

- zebra¢ klarowny supernatant (jesli supernatant
nie jest klarowny, mozna zwirowaé go
powtornie)

- doda¢ 450 ul izopropanolu i inkubowaé na
lodzie 2 min

- zwirowac¢ 20 minut w mikrowiréwce

- zla¢ izopropanol, osad przemy¢ (nie zawieszac)
1 ml etanolu 70%, zwirowac

- wysuszy¢ w SpeedVacu (do 5 minut)
- osad zawiesi¢ w 20 ul wody MiliQ

- przygotowa¢ 0,8% zel agarozowy w buforze
TBE (doda¢ bromku etydyny do st¢zenia
0,5 pg ml)

- nanie$¢ na zel 5 pl preparatu z 1 pl barwnika do
elektroforezy

- prowadzi¢ elektroforez¢ w buforze TBE przy
napieciu nie przekraczajacym 100V

- sfotografowac zel na transiluminatorze w §wietle
UV (oceni¢ jakosc¢ 1 ilos¢ DNA w preparacie)

Dzien 2. Transformacja drozdzy

Jest to szybka, jednoetapowa metoda
uzyskania kompetentnych komorek drozdzy i ich
transformacji.

Uwaza sig¢, ze obecnos¢ ditiotreitolu (DTT)
w roztworze A uzywanym do transformacji drozdzy
zmienia strukture komplekséw mannoproteidowych
w ich $cianie komorkowej. W efekcie zwigksza
si¢ liczba poréw lub/oraz plastyczno$¢ $cian
komorkowych, co sprzyja przedostawaniu sig
wysokoczasteczkowych  kwaséw  nukleinowych
do wnetrza komorek. Jednoniciowy nosnikowy
DNA dodatkowo utatwia wprowadzanie czasteczek
plazmidu do komorek drozdzy. Drozdze po

transformacji wysiewa si¢ na pozywke minimalna
(WO) z dodatkiem jedynie tych aminokwasow,
ktorych dane transformanty nie sa w stanie same
syntetyzowaé. Na plazmidzie pGBT9 znajduje
si¢ jeden z gendéw szlaku biosyntezy tryptofanu,
natomiast na plazmidzie pGAD424 oraz pLCl
— leucyny. Dlatego tez drozdze po transformacji
plazmidem pGBT9 wysiewa si¢ na pozywke
minimalng WO bez tryptofanu, drozdze po
transformacji  plazmidem pGAD424 lub pLClI
na pozywke WO bez leucyny, a drozdze po
transformacji oboma plazmidami (podwdjne
tansformanty) pGAD424 oraz pGBT9 na WO bez
leucyny 1 tryptofanu. Postgpowanie takie umozliwia
wyselekcjonowanie transformantéw (uzyty szczep
drozdzy nie jest w stanie syntetyzowac tryptofanu
ani leucyny).

Wydajno$¢ tej metody wynosi okoto 10*
transformantow/pg plazmidowego DNA.

- Roztwor A: 60% glikol polietylenowy
3350 (PEG 3350), 0,2 M octan litu,

100 mM ditiotreitol (DTT) @

- Jednoniciowy DNA no$nikowy (10 mg/ml)

- YPD - pozywka petna do hodowli drozdzy
(bacto-pepton 1%, ekstrakt drozdzowy 1%,
agar 2%)

- WO - pozywka uzywana do selekcji
transformantow (yeast nitrogen base) 0,67%,
glukoza 2%, agar 2%, mieszanina aminokwasow
1 nukleotydow z wyjatkiem wymagania
pokarmowego uzywanego do selekcji, np.
tryptofanu: WO—trp, leucyny: WO-leu)

- Szczep drozdzy Y190

- Preparaty plazmidowego DNA: AtSWI3B/
pGBT9, AtSWI3B/pGAD424, FCA/pGBT9
FCA/pGAD424, pLC1

- Probowki typu Eppendorf

- Glaszczka

- sterylne wykataczki

- Palnik, zapalarka

- lod

Hodowle state (na szalkach) drozdzy, preparaty

DNA oraz szalki z pozywka uczestnicy zajeé

otrzymuja od prowadzacych.

Wykonanie (okolo 45 minut)

1. Przygotowa¢ bufor A, skladajacy sig
z 600 ul PEG, 200 ul LiAC, 100 pl 1M

@ DTT oraz 40 pl H20 (bufor A nalezy
>< przygotowa¢  tuz  przed  transformacja).
DTT jest substancja szkodliwa, nalezy

pracowaé w rekawiczkach!
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2. Do 7 proboéwek Eppendorfa (1,5 ml) doda¢ po
100 pl buforu A .

3. Do kazdej proboéwki doda¢ po 5 ul no$nikowego
DNA (ang. carrier DNA). Nosnikowy DNA
nalezy trzymac w lodzie.

4. Do probowki:

— nr 1 doda¢ 5 pl (ok. 300 ng) plazmidowego
DNA AtSWI3B/pGBT9 (kontrola negatywna
testu dwuhybrydowego)

— nr 2 doda¢ 5 pl plazmidowego
DNA FCA/pGBT9 (kontrola
negatywna testu dwuhybrydowego)

— nr 3 doda¢ 5 pl plazmidowego DNA
(AtSWI3B/pGADA424) (kontrola negatywna
testu dwuhybrydowego)

— nr 4 doda¢ 5 pl plazmidu FCA/
pGAD424 (kontrola negatywna testu
dwuhybrydowego)

—nr 5 doda¢ po 5 ul dwoch preparatow
plazmidowego DNA (AtSWI3B/pGBT9 oraz
FCA/pGADA424)

— nr 6 dodac po 5 pul dwoch preparatow
plazmidowego DNA (AtSWI3B/pGAD424
oraz FCA/pGBT9)

— nr 7 doda¢ 5 pl plazmidu pLC1 (kontrola
pozytywna testu dwuhybrydowego).

5. Zebra¢ sterylna wykataczka po okoto 1 mm?®
drozdzy (szczep Y190) z powierzchni pozywki
statej (drozdze hodowane w temperaturze 30°C
przez 2-3 dni na pozywce YPD) i doda¢ do
probowek, zworteksowac.

6. Wszystkie otrzymane mieszaniny inkubowac
w bloku  grzejnym lub  tazni  wodnej
w temperaturze 45°C przez 30 min

7. Calo$¢ przenies¢ na szalki:

— mieszaning zawierajaca plazmid AtSWI3B/
pGBT9 na szalkg WO-trp

— mieszaning zawierajaca plazmid FCA/
pGADA424 na szalkg WO-leu

— mieszaning zawierajaca plazmid AtSWI3B/
pGADA424 na szalkg WO-leu

— mieszaning zawierajaca plazmid FCA/pGBT9
na szalkg WO-trp

— mieszaning zawierajaca oba plazmidy na
szalki WO-trp-leu

— mieszaning zawierajaca plazmid pLC1 na
szalke WO-leu

8. Mieszaniny transformacyjne delikatnie
rozprowadzi¢ glaszczka po calej powierzchni
szalek. Szalki zaparafilmowac.

9. Drozdze na szalkach hodowaé przez 2-3 dni
w cieplarce w temperaturze 30°C (do momentu
pojawienia si¢ biatych kolonii).

UWAGA!

Prosze ustali¢ z prowadzacym zajecia termin
przeszczepienia drozdzy na nowe szalki w celu
odnowienia kolonii. Do testu dwuhybrydowego
uzywa si¢ 2-3 dniowych kolonii, w innym wypadku
sygnat jest bardzo staby, lub w ogéle niewidoczny.

Tydzien 1/2

Przygotowanie
dwuhybrydowego

do wykonania testu

Materiaty:

- Szalki WO-trp-leu, WO-trp, WO-leu
Sterylne wykalaczki

Palnik

Zapalarka lub zapatki

Wykonanie: (okolo 15 minut)

—_—

. Pobrac¢ sterylng wykataczka po kolei pojedyncze
biale kolonie z szalek (po kilka kolonii z kazdej
szalki)

— WO-trp-leu (podwojne transformanty),
— WO-leu (drozdze transformowane
plamidem pLC1 lub plazmidem pGADA424),
— WO-trp (drozdze transformowane plazmidem
pGBT9)

1 przenies¢ je na 3 nowe szalki WO-trp-leu, WO-leu,
WO-trp, rozprowadzi¢ je po niewielkiej powierzchni
szalki (ok. cm?na jedna kolonig).

2. Szalki inkubowa¢ przez 2-3 dni w 30°C.

Tydzien 2
Dzien 1. Test dwuhybrydowy

Zamrozenie komorek drozdzy w ciektymazocie,
a nastgpnie ich rozmrozenie powoduje uszkodzenie
1 uwolnienie bialek na zewnatrz komorek. Jesli
dwaj potencjalni partnerzy biatkowi oddziatuja ze
soba, to przylaczone do nich domeny, tj. domena
wiazaca si¢ z DNA (BD) oraz domena aktywujaca
transkrypcj¢ (AD), zblizaja si¢ do siebie 1 wowczas
nastgpuje ekspresja genu [-galaktozydazy. Po
dodaniu do roztworu substratu dla 3-galaktozydazy,
ktoérym jest X-gal, dochodzi do hydrolizy wiazania
B-D-galaktozydowego. Jednym z produktéw tej
reakcji jest niebieski 5-bromo-4-chloro-3-indol.
Produkt taki, a zatem takze i niecbieskie zabarwienie,
swiadczy o tym, ze oba badane biatka oddziatuja ze
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soba. Brak zabarwienie begdzie dowodem tego, ze
oddziatywania takie nie zachodza.

Jak zostalo to juz wcze$niej wspomniane,
nalezy wykona¢ kontrole zaréwno pozytywne,
jak 1 negatywne. Kontrola negatywna sa drozdze
transformowane pojedynczymi plazmidami, za$
pozytywna drozdze stransformowane plazmidem
pLCI.

Materiaty:

- Bufor Z: 60 mM Na,PO,;
10 mM KCI; 1 mM MgSO, pH 7,0

- Bufor Z/X-gal: do 10 ml buforu Z doda¢ 27 pl
-merkaptoetanolu i 167 pl X-gal z roztworu
wyjsciowego o stezeniu 20 mg/ml
(B-merkaptoetanol i X-gal doda¢ tuz przed
uzyciem!)

substancjami szkodliwymi. nalezy pracowa¢
N . w rekawiczkach! B-merkaptoetanol nalezy
>< dodawa¢ pod wyciagiem!

@ UWAGA: B-merkaptoetanol 1 X-gal sa

- Krazki bibuty Whatmann dopasowane
wielkoscia do $rednicy szalki

- Puste szalki

- 20 mg/ml X-gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolilo-B-D-galaktopiranozyd) rozpuszczony
w dimetyloformamidzie

- Ciekty azot

Wykonanie: (ok. 30 minut)

1. Przygotowac roztwor 10 ml Z/X-Gal

2. Przygotowac 3 puste szalki (na kolonie z szalek
WO-trp, WO-trp-leu, WO-leu)

3. Wycia¢ 6 krazkow bibuty (dopasowane do
srednicy szalek) 1 wytozy¢ po jednym krazku na
kazda szalke

4. Krazki na szalkach nasaczy¢ buforem Z/X-gal
rozprowadzajac po 2 ml na krazek uwazajac
zeby nie powstaly bable powietrza migdzy
szalka a bibulg i zla¢ nadmiar buforu z szalki

5. Na kazda szalke z drozdzami
- WO-trp-leu,
- WO-trp (kontrola negatywna)
- WO-leu (kontrole negatywne i pozytywna)
przytozy¢ po krazku bibuty Whatman
1 odcisna¢ na nim kolonie.
6. Zdjac po kolei penseta krazki z szalek 1 zamrozi¢

w ciekltym azocie przez 5 sekund, po czym
przetozy¢ je koloniami do gory na przygotowane

wczesniej szalki, uwazajac by nie powstaty
bable powietrza migdzy dwoma krazkami.

. Szalki inkubowa¢ w 37°C przez 12 — 24

godziny.

Dzien 2.

. Wyjac szalki z cieplarki

. Zanalizowa¢ zabarwienie/brak zabarwienia na

szalkach

. Zinterpretowa¢ otrzymane wyniki
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4. Wybrane Substancje chemiczne
stosowane podczas ¢wiczen

Aceton — propanon; bezbarwna,

zywa ciecz o charakterystycznym
zapachu, mieszajaca si¢ z woda
bez ograniczen. Aceton jest

powszechnie wykorzystywany
w przemysle jako rozpuszczalnik i1 $rodek do
czyszczenia powierzchni metali 1 szkta. W chemii
jest czesto uzywany jako polarny aprotyczny
rozpuszczalnik do przeprowadzania reakcji
chemicznych. W biologii aceton jest uzywany do
wytracania makromolekul oraz przeplukiwania
ich osadow. Aceton jest substancja wysoce
tatwopalna 1 dzialajaca drazniaco na oczy.
Dhuzszy kontakt ze skéra moze powodowac jej
wysychanie i pgkanie.

Agaroza — polisacharyd, liniowy heteropolimer
galaktozy 1 jej pochodnych; biate, bezpostaciowe

OH OH 0
O

40 0 T /"

OH HO ©

- “n

cialo stale, higroskopijne. Agaroza jest dos¢
dobrze rozpuszczalna w wodzie, w temperaturze
pokojowe] wodny roztwor agarowy tworzy zel.
Przej$cia zel-zol wykazuja zjawisko histerezy
(koagulacja zolu nastepuje w nizszej temperaturze
niz peptyzacja zelu). Zel agarozowy jest
powszechnie stosowany do elektroforetycznego
rozdziatu kwaséw nukleinowych w procesie
elektroforezy.

Akrylamid — 2-propenamid,; o)

biata,krystalicznasubstancja,
bardzo dobrze rozpuszczalna \)J\
w wodzie (200g/100ml). W N H2

obecnosci wolnych rodnikow

ulega reakcji polimeryzacji do poliakrylamidu.
W laboratorium jest stosowany gléwnie do
otrzymywania zeli poliakrylamidowych oraz
liniowego poliakrylamidu (LPA), uzywanego do
precypitacji DNA. Akrylamid jest substancja silnie
toksyczna 1 kancerogenna, dzialajaca drazniaco
na skorg i1 btony $luzowe, tatwo wchtaniajaca
si¢ przez skore. Zatrucie akrylamidem powoduje
uszkodzenia uktadu nerwowego.

APS — nadtlenosiarczan NH,*

BCIP — fosforan 5-bromo-4- Cl

Bisakrylamid -

Alkohol izoamylowy —3-metylo-
I-butanol; bezbarwna ciecz
epray; OH

0 nieprzyjemnym zapachu,

bardzo stabo rozpuszczalna w wodzie. Alkohol
izoamylowy jest skladnikiem niedogonu.
W biologii molekularnej alkohol izoamylowy
jest uzywany jako skladnik mieszaniny
fenol:chloroform:alkohol izoamylowy
(25:24:1 viviv), wktorej odgrywarolg stabilizatora
1 antyemulgatora. Alkohol izoamylowy dziala
drazniaco na skor¢ i1 uktad oddechowy. Jest

réwniez tatwopalny. o
O

(VI) amonu; biata, S
krystaliczna substancja,
bardzo dobrze
rozpuszczalnawwodzie
(62g/100ml w 20°C).
Bardzo silny utleniacz,
ulega rozkladowi z wytworzeniem wolnych
rodnikow. W przemysle jest uzywany do produkcji
obwodéw drukowanych. W laboratoriach jest
stosowany jako inicjator reakcji o mechanizmie
wolnorodnikowym, np. podczas polimeryzacji
akrylamidu do zelu poliakrylamidowego. APS
dziata drazniaco na skoére, oczy i blony $luzowe,

moze tez wywotywac reakcje alergiczne. o
il

\ o
07 \

chloro-3-indolilu, (ang. 5-Br
bromo-4-chloro-3-indolyl

phosphate); sprzedawany NH

jako sol p-toluidyny bezbarwne ciato state,
higroskopijne, bardzo stabo rozpuszczalne w
wodzie, stabo rozpuszczalne w DMF (2 g/ 100 ml),
wrazliwe na $wiatto;. Uzywany wraz z NBT
w barwnej reakcji na wykrycie aktywnosci
alkalicznej fosfatazy. BCIP jest substratem dla
alkalicznej fosfatazy. W wyniku enzymatycznej
hydrolizy BCIP powstaje bezbarwny produkt,
ktory jest nastgpnie utleniany przez NBT do

0"

ciemnoniebieskiego,  nierozpuszczalnego w
wodzie zwiazku (rownoczesnie NBT jest
redukowane takze do ciemnoniebieskiego,

nierozpuszczalnego w wodzie zwiazku). BCIP
dziata drazniaco na oczy, uktad oddechowy
1 skore.

N,N’-metylenobisakrylamid;
biata, krystaliczna substancja, bardzo dobrze
rozpuszczalna w wodzie. W obecnosci wolnych
rodnikéw ulega polimeryzacji. %1sakrylam1d wraz

z  akrylamidem, N N
jest uzywany do //\ﬂ/ ~ \ﬂ/\\\‘

(o] Q

_ NHy
5 4

o—P—0
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n-butanol-1-butanol;bezbarwna

produkcji zeli poliakrylamidowych. Dodatek
ciecz o charakterystycznym, OH

akrylamidu powoduje usieciowanie powstalego

polimeru; im jest wyzsze stezenie bisakrylamidu,
tym zel jest silniej usieciowany, a zarazem
twardszy 1 kruchszy. Bisakrylamid jest substancja
szkodliwa.

Blekit bromofenolowy - 3°,37,5°,5"-
tetrabromofenolosulfonoftaleina; ciemnonie-
bieskie cialo state. Wodne roztwory sa

wykorzystywane jako barwny marker do
uwidaczniania postgpOw migracji zwiazkow
podczas elektroforezy w zelach agarozowych
i poliakrylamidowych. W warunkach typowych
dla elektroforezy OH

btekit bromofenolowy

)  Br Br
wystepuje w  postaci
. .. . Br
anionu 1 jako taki ‘

migruje  w  kierunku
anody (elektroda 0 /O OH
»,17); tempo migracji =g

zalezy od pH i gestoéci o Br
stosowanego zelu.

Bilekit bromofenolowy

jest takze stosowany jako wskaznik kwasowo-
zasadowy; przy pH powyzej 4,6 posiada
ciemnoniebieska barwe, przy pH ponizej 3,0
barwe zotta, za§ w przedziale 3,0-4,6 wykazuje
barwe posrednia. Blekit bromofenolowy moze
dziata¢ drazniaco na oczy i skore.

Bromek etydyny — [UPAC: bromek 3,8-diamino-
N-etylo-6-fenylofenantrydyniowy; fioletowo-
czerwone ciatlo state, slabo rozpuszczalne
w wodzie (4g/100ml). Aromatyczny zwiazek,
silnie interkalujacy w struktur¢ dwuniciowego
DNA oraz, znacznie slabiej, w struktury
jednoniciowego DNA i1 RNA. W $wietle UV
bromek etydyny fluoryzuje na fioletowo.
Zwiazanie zdwuniciowym DNA powoduje
znaczny wzrost intensywnosci fluorescencji.
W laboratoriach bromku etydyny uzywa
si¢ do uwidaczniania migracji DNA 1RNA
podczas elektroforezy w zelu, a takze podczas
ultrawirowania w gradiencie chlorku cezu.
Bromek etydyny jest zwiazkiem silnie trujacym.
Wykazuje  dzialanie  karcinogenne  oraz
teratogenne.

stodkawym zapachu, $rednio rozpuszczalna
w wodzie (7,7g/100ml w 20°C). Butanol jest
uzywany w przemysle jako rozpuszczalnik,
jest sktadnikiem plynéw hydraulicznych oraz
niektorych perfum; jest takze stosowany jako
biopaliwo. W biologii molekularnej bywa
wykorzystywany do precypitacji makromolekut.
Nasycony woda roztwor n-butanolu moze by¢
uzyty do nawarstwienia na polimeryzujacy zel
poliakrylamidowy w celu odcigcia dostgpu tlenu
i wygladzenia powierzchni zelu. Butanol moze
dziata¢ drazniaco na skorg 1 oczy.

Chlorek magnezu — MgCl; biafe, krystaliczne

cialo stale, dobrze rozpuszczalne w wodzie
(54,3g/100ml w 20°C). Chlorek magnesu
jest podstawowym przemystowym zZroédtem
metalicznego magnezu. Jest wykorzystywany
w  przemyS$le  tekstylnym,  papierniczym
i w produkcji cementu. Wchodzi takze w sktad
soli zapobiegajacych obladzaniu si¢ drog.
Bezwodny chlorek magnezu jest substancja silnie
higroskopijna 1 jest uzywany jako pochtaniacz
wilgoci. W biologii molekularnej siarczan
magnezu jest uzywany jako Zzrddlo kationow
magnezu, bedacych kofaktorami dla wielu
powszechnie stosowanych enzymoéw, takich
jak polimeraza DNA czy enzymy restrykcyjne.
Bezwodny chlorek magnezu dziala drazniaco na
skore 1 oczy.

Chlorek sodu — NaCl; bezbarwne, krystaliczne

cialo state, higroskopijne, dobrze rozpuszczalne
w wodzie (35,9g/100ml w 25°C). Chlorek
sodu jest powszechnie stosowany w przemysle
spozywczym. Jest takze wykorzystywany
w wielu gatgziach przemystu (produkcja mydet,
detergentow, papieru, tekstyliow) oraz jako
substrat do otrzymywania chloru i wodorotlenku
sodu na skalg przemystowa. W biologii
molekularnej chlorek sodu jest powszechnym
sktadnikiem buforow do przeprowadzania
reakcji enzymatycznych, zapewniajacym
pozadana sitg¢ jonowa. Stosuje si¢ go takze jako
sktadnik buforéow do ekstrakcji DNA, RNA
i biatek. Jest roéwniez sktadnikiem roztworow
uspecyficzniajacych  oddzialywania  molekut
(np. bufory do ptukania membran w technice
Western-blot,  bufory do  przeplukiwania
zt6z w technikach chromatograficznych itp).
W technikach chromatografii jonowymiennej oraz
chromatografii powinowactwa (np. technikach
pull-down) moze by¢ stosowany do elucji molekut
zwigzanych ze zlozem.
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Chloroform — trichlorometan; H
bezbarwna ciecz o charakterysty- |
cznym zapachu, bardzo C " ,C I
stabo rozpuszczalna w  wo- C Cl
dzie (0,8g/100ml w 20°C),

gestszy od wody (1,48g/ml). Chloroform
jest powszechnie stosowany jako substancja
chtodzaca w klimatyzatorach biurowych. Uzywa
si¢ go takze jako Srodka usypiajacego. Z uwagi
na wzgledna bierno$¢ chemiczna chloroform
jest czgsto uzywany jako rozpuszczalnik
w przemyS$le farmaceutycznym oraz podczas
produkcji barwnikéw 1 pestycydéw. W biologii
molekularnej chloroform jest uzywany do
ekstrakcji  hydrofobowych  zwiazkow. Jest
rébwniez rozpuszczalnikiem w  mieszaninie
fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:24:1
v:viv) uzywanej do ekstrakcji zanieczyszczen
biatkowych z wodnych roztworéw DNA i RNA.
Chloroform jest substancja szkodliwa. Kontakt ze
skora 1 oczami moze prowadzi¢ do podraznien.
Wdychanie  oparéw  chloroformu  moze
prowadzi¢ do zaburzen uktadow oddechowego
1 pokarmowego. Chloroform jest takze Srodkiem

rakotworczym. OH

DTT —ditiotreitol, (2S,3S)- -
1,4-disulfanylobutan- S/\/\/SH
2,3-diol; biate cialo =
state, higroskopijne, OH

dobrze rozpuszczalne w wodzie (50g/100ml).
DTT wykazuje silne wiasciwosci redukujace;
jest powszechnie wykorzystywany do redukcji
wigzan disiarczkowych w biatkach. Wtasciwosci
redukujace DTT silnie zaleza od pH; przy pH
ponizej 7 wlasciwosci redukujace DTT ulegaja
silnemu ostabieniu z uwagi na protonacje grup
tiolowych. DTT ulega bardzo tatwo utlenieniu
tlenem atmosferycznym, w zwiazku z czym
konieczne jest przechowywanie go w niskich
temperaturach, za§ na okres dluzszego
przechowywania zalecane jest przetrzymywanie
go pod inertng atmosfera. DTT jest substancja
szkodliwa, dziata drazniaco na oczy, skore i drogi
oddechowe.

EDTA—kwas etylenodiaminotetraoctowy, H EDTA;

biate, pylace si¢

ciato stale. EDTA OH
\E OH
7‘) O)\OH

jest popularnie
sprzedawany jako
sol dwusodowa
Na H EDTA.
Aniony EDTA

O

Etanol -

(EDTA*, HEDTA?®) tworza silne o

kompleksy kleszczowe z dwu- &o.
' O
_<

i trojdodatnimi kationami metali.
EDTA  jest wykorzystywany E

w przemys$le jako konserwant

zywosci, stabilizator kosmetykow, \—‘<o
srodek zmigkczajacy wodg oraz o
zapobiegajacy precypitacji  soli. o
W laboratoriach EDTA jest stosowany jako
titrant w miareczkowaniu kompleksometrycznym
(w postaci soli dwusodowej). Jest takze uzywany
do maskowania obecnosci kationow metali,
hamowania zaleznej od obecnosci kationow
metali aktywno$ci nukleaz 1 proteaz oraz
sporzadzania roztworéw buforujacych. EDTA
dziata drazniaco na oczy, jest tez szkodliwy dla
organizméw wodnych.

bezbarwny alkohol

pierwszorzedowy o charaktery- /\OH
stycznym, ostrym zapachu i stodkawym, palacym
smaku, mieszajacy si¢ z woda w kazdym
stosunku. Etanol znajduje szerokie zastosowanie
w przemysle spozywczym, jest takze sktadnikiem
licznych perfum i1 kosmetykéw oraz Srodkoéw
do dezynfekcji. W przemysle jest stosowany
jako rozpuszczalnik i1 substrat do syntezy innych
zwiazkow o znaczeniu przemyslowym (kwas
octowy, estry etylu). Jest takze stosowany jako
paliwo. W biologii molekularnej etanolu uzywa
si¢ do wytracania makromolekul oraz plukania
ich osadow. Etanol jest substancja wysoce
tatwopalna, dluzsza ekspozycja dziata drazniaco

na skore. OH

Fenol — najprostszy z fenoli; bezbarwne,

krystaliczne cialo state, umiarkowanie
rozpuszczalne w wodzie (8,3g/100ml

w 20°C); staby kwas (pKa=10,0). Fenol
stosowany jest jako substrat w syntezie
lekéw, kosmetykoéw, herbicydow 1 tworzyw
sztucznych.  Jest takze  wykorzystywany
w chirurgii kosmetycznej oraz jako $rodek
antyseptyczny. W biologii molekularnej jest
uzywany jako silny denaturant wytracajacy biatka
oraz (po zakwaszeniu) DNA. Fenol jest substancja
silnie zraca 1 toksyczna, a takze mutagenem.

Glicerol — propano-1,2,3-triol, zwany tez gliceryna;

lepka, gesta, bezbarwna ciecz, bez zapachu,
o bardzo stodkim smaku, higroskopijna,
mieszajaca si¢ z woda w kazdym stosunku.
Glicerol jest stosowany w przemysle spozywczym
jako zageszczacz, nawilzacz OH

lub substytut cukru oraz HO\)\/OH
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w przemys$le kosmetycznym jako lubrykant i Kwas borowy — H,BO,, kwas ortoborowy; biafe,

nawilzacz. W biologii wodny roztwor glicerolu
jest  wykorzystywany do przechowywania
enzymow w temperaturach ponizej 0°C. Glicerol
jest takze dodawany do roztwordéw stuzacych
do zamrazania Zzywych organizmoéw z uwagi
na znaczna redukcje obrazen powodowanych
przez krysztaty lodu. Jest rowniez skladnikiem
buforéw do nanoszenia probek na zel podczas
elektroforezy, w ktorych dziata jako obciaznik.

Glicyna —kwas 2-aminooctowy;

O
biale cialo state, dobrze HZN/Y
wodzie

rozpuszczalne \%%
25°C):; OH

(25g/100ml  w

aminokwas, pl = 6,06, jeden z dwudziestu
kodowanych aminokwasow biatkowych.
W przemys$le stosowana jako substancja
wzmacniajaca smak oraz czynnik buforujacy
w niektorych antyperspirantach. W biologii
molekularnej jest stosowana jako sktadnik
buforéw (np. bufor TGM, bufor do SDS-PAGE).
Przy niskim pH (~2,8) glicyna (jako kation)
jest czesto stosowana do elucji bialek ze ztoz
w technikach chromatografii powinowactwa.
Glukoza - (2R,3S,4R,5R)- OH

2,3 ,4.,5,6 -

pentahydroksyheksanal; HOM
monosacharyd, bezbarwne, HO OH

krystaliczne ciato stale, OH

o stodkim smaku, bardzo dobrze rozpuszczalne
w  wodzie. Glukoza jest powszechnie
wykorzystywana w przemys$le spozywczym,

tekstylnym 1 medycynie. W biologii glukoza
jest wykorzystywana do sporzadzania podiozy
mikrobiologicznych. Jest takze dodawana
do roztworéw wodnych w celu nadania im
pozadanego ci$nienia osmotycznego.

Izopropanol - 2-propanol; OH
bezbarwny alkohol drugorzedowy
o  charakterystycznym  zapachu,

mieszajacy si¢ z woda w kazdym

stosunku.  Powszechnie  stosowany  jako
rozpuszczalnik 1 $rodek odtluszczajacy. Moze
by¢ uzywany jako $rodek konserwujacy
(zamiast formaldehydu), jako sktadnik plynéw
do dezynfekcji oraz dodatek do paliw. W
biologii molekularnej izopropanolu uzywa sig
do wytracania makromolekut oraz ptukania ich
osadow. Izopropanol jest substancja wysoce
tatwopalna, dluzsza ekspozycja dziala drazniaco
na skore.

Kwas octowy — slaby (pKa = 4,75)

kwas karboksylowy, bezbarwna ciecz )J\
o ostrym, kwasnym zapachu, silnie OH

2-merkaptoetanol — 2-hydroksy-

krystaliczne (lub sproszkowane) ciato state, dos¢
stabo rozpuszczalne w wodzie (5,7g/100ml
w 25°C); bardzo staby kwas nieorganiczny
(pKa=9,24). Kwas borowy jest stosowany
jako $rodek antyseptyczny i owadobojczy oraz
srodek do konserwacji drewna. Kwas borowy
jest stosowany takze w reaktorach jadrowych
do spowalniania tempa reakcji jadrowych. W
laboratoriach kwas borowy jest uzywany do
sporzadzania roztworow buforujacych (np. bufor
TBE). Kwas borowy dziata drazniaco na drogi
oddechowe 1 oczy.
O

higroskopijna, mieszajaca si¢ z woda

w kazdym stosunku; zamarzaponizej 16°C tworzac
bezbarwne krysztaly (lodowaty kwas octowy).
Stosowany w przemysle jako rozpuszczalnik,
do produkcji polimeréw (octan poliwinylu)
1 rozpuszczalnikéw (estry kwasu octowego); jest
takze wykorzystywany w przemysle spozywczym
jako ocet. W biologii molekularnej kwas octowy
jest czesto sktadnikiem roztworow do utrwalania
i suszenia zeli poliakrylamidowych. Przy
stezeniach powyzej 25% (w/w) kwas octowy jest
zracy, podobnie jak jego opary.

Kwas solny - H Claq, wodny roztwoér chlorowodoru;

bardzo mocny kwas nieorganiczny (pKa=-7),
dostgpny handlowo w postaci stgzonej (36% w/w;
d=1,18g/ml). W przemysle kwas solny jest
uzywany do czyszczenia powierzchni metali
oraz jako substrat do syntezy licznych zwiazkéw
organicznych 1 nieorganicznych. W laboratoriach
kwas solny jest stosowany do sporzadzania
roztworéw buforujacych (np. bufor Tris-HCI),
regeneracji  kationitow oraz do ekstrakcji
zwiazkow o charakterze zasadowym (np. biatek
histonowych). Kwas solny jest substancja
drazniaca (przy stezeniu < 25%) lub zraca (przy
stgzeniu >25%). Opary stezonego kwasu solnego
(gazowy chlorowodor) sa zrace 1 toksyczne.

1-etanotiol; znany potocznie jako
B-merkaptoetanol; bezbarwna ciecz o ggstosci
d=1,11 g/ml, lotna, o odrazajacym zapachu.
2-merkaptoetanol R

jest wykorzystywany
w  biologii  jako
przeciwutleniacz, a R
takze  do redukcji St +hs

R

|

S—S
+ Ho/\/

R Reakcja redukcji mostku disiarczkowego

HS\/\OH

e Sd

/
/S—S + Ho/\/SH + Ho/\/SH

OH
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wigzan disiarczkowych w biatkach.
2-merkaptoetanol jest substancja toksyczna,
dziata drazniaco na uktad oddechowy, skorg
10czy.

Metanol — alkohol, bezbarwna ciecz H H
o stodkawym zapachu, mieszajaca H\ /
si¢ z woda w kazdym stosunku. c—0
Metanol jest powszechnie H
wykorzystywany w przemysle chemicznym jako
prekursor formaldehydu, a takze do produkcji
tworzyw sztucznych, farb, tekstyliow itp. Moze
by¢ takze stosowany jako paliwo. W laboratoriach
jest uzywany jako rozpuszczalnik. W biologii
molekularnej metanol jest sktadnikiem roztworow
do utrwalania, barwienia, odbarwiania i suszenia
zeli poliakrylamidowych. Metanol jest wysoce
tatwopalny oraz toksyczny, dawka $miertelna dla
cztowieka wynosi 100 — 125 ml.

NBT — chlorek q/ d % ﬁ
tetrazoliowy nitro > { ¥

blue” (ang. nitro-blue

tetrazolium chloride); Q

lekko zotte ciato state, 20 e
stabo rozpuszczalne w wodzie (1g/100ml),
wrazliwe na $§wiatlo 1 powietrze. Uzywany wraz
z CIP w barwnej reakcji na wykrycie aktywnos$ci
alkalicznej fosfatazy. NBT dziata jako utleniacz
w stosunku do produktu enzymatycznej
hydrolizy BCIP. W wyniku reakcji powstaja
dwa ciemnoniebieskie zwiazki bardzo stabo
rozpuszczalne w wodzie (patrz BCIP). NBT jest
takze uzywany jako wskaznik redoks w innych

reakcjach enzymatycznych. NBT jest substancja sps —

szkodliwa, wdychanie pytu, kontakt ze skora lub
potknigcie moze prowadzi¢ do nieodwracalnych
zmian w organizmie.

Octan amonu -1 ¥ " Y -
CH,COONH,; biate lub | MNen| | £ CHs
bezbarwne  krystaliczne H ©
cialo state, bardzo dobrze rozpuszczalne

w wodzie (148g/100ml w 4°C), higroskopijne.
Octan sodu bywa wykorzystywany jako dodatek
do soli zapobiegajacych zamarzaniu drog. Jest
takze uzywany jako Kkonserwant zywnoSci
(E264). W biologii molekularnej octan amonu jest
wykorzystywany do precypitacji biatek. Octan
amonu dziata drazniaco na skorg, oczy i drogi
oddechowe.

Octan litu — CH,COOLi; biate, J,,J'k

krystaliczne (lub sproszkowane) oLt
cialo stale, dobrze rozpuszczalne w wodzie
(40,8g/100ml w 20°C). W laboratoriach moze

Octan

by¢ stosowany do sporzadzania buforow do
elektroforezy w zelu agarozowym. Jest rowniez
uzywany jako zrodto kationéw litu podczas
transformacji drozdzy. Dziata drazniaco na oczy
i skorg. o

sodu — biate, pylace si¢

cialo state, dobrze rozpuszczalne O Na'
w wodzie (76 g/ 100ml). Octan sodu jest uzywany
w przemysle tekstylnym i wulkanizacyjnym. Jest
takze dodawany do produktow spozywczych jako
konserwant (E262). W laboratorium jest uzywany
jako sktadnik roztworéw buforujacych (np. bufor
octanowy CH,COONa/CH,COOH). W biologii
molekularnej jest uzywany do wytracania DNA
1 RNA z roztworow wodnych. Octan sodu moze
wywotywac¢ podraznienia skory i oczu.

PMSF - fluorek fenylometano- >s? F
sulfonylu; zwany potocznie o~ "0
fluorkiem fenylometylo-

sulfonylu; bezbarwne, krystaliczne ciato state,
roboczo stosowane jako roztwor etanolowy. PMSF
jest inhibitorem wigkszosci proteaz serynowych.
Inhibicja polega na trwatej sulfonylacji grupy
hydroksylowej seryny w miejscu aktywnym
enzymu. Z uwagi na specyficzne otoczenie
chemiczne tej grupy funkcyjnej tylko ta seryna
ulega modyfikacji. Lancuchy boczne pozostatych
seryn pozostajanie zmienione. PMSF ulega bardzo
tatwo hydrolizie, w zwiazku z czym musi by¢
dodawany do roztworé6w wodnych bezposrednio
przed ich uzyciem. PMSF jest zwiazkiem silnie
cytotoksycznym i1 wywolujacym poparzenia.

dodecylosiarczan (VI) sodu, znany
réwniez jako laurylosiarczan sodu (SLS); biate,
tatwo pylace si¢ cialo state, higroskopijne,
wzglednie tatwo rozpuszczalne w  wodzie
(15g/100ml). SDS jest anionowym surfaktantem
o amfifilowych  wlasciwosciach  (reszta
dodecylowa posiada charakter hydrofobowy,
reszta siarczanowa — hydrofilowy). SDS jest
powszechnie wykorzystywany jako sktadnik
substancji odtluszczajacych 1 detergentow. Jest
takze stosowany w przemysle kosmetycznym
jako komponent szamponoéw, pianek do golenia
i past do zebdéw (moze wywotywaé afty!).
W biologii molekularnej stosowany jest do
solubilizacji biatek oraz jest podstawa techniki
elektroforetycznego rozdziatu biatek zwanej
SDS-PAGE. SDS posiada zdolno$¢ taczenia sie

0P
/\/\/\/\/\/\O/ ~O—Nat
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TEMED -

z czasteczkami biatek (~1 czasteczka SDS na
dwie reszty aminokwasowe), denaturujac je do
struktury I-rzgdowej oraz nadajac im sumaryczny
tadunek ujemny. SDS jest substancja szkodliwa
1 latwopalna, dziata drazniaco na skorg, oczy
1 drogi oddechowe. Podczas pracy ze statlym SDS
nalezy zachowa¢ szczego6lna ostrozno$¢ z uwagi
na latwe rozpylanie si¢ w powietrzu (nalezy
uzywac masek ochronnych).

Siarczan (VI) magnezu -~ MgSO,; biale,
krystaliczne cialo state, dobrze rozpuszczalne
w wodzie (25,5g/100ml w 20°C); bezwodny
siarczan magnezu jest silnie higroskopijny.
Siarczan magnezu jest stosowany jako sktadnik
nawozOow sztucznych oraz jako substancja
zmigkczajaca skére w solach do kapieli.
Bezwodny siarczan magnezu jest uzywany jako
srodek suszacy. W biologii molekularnej siarczan
magnezu jest uzywany jako zrodlo kationow
magnezu, bedacych kofaktorami dla wielu
powszechnie stosowanych enzymow, takich
jak polimeraza DNA czy enzymy restrykcyjne.
Siarczan magnezu moze dziata¢ drazniaco na
drogi oddechowe i oczy; nalezy unika¢ kontaktu
stalego siarczanu magnezu ze skora.

TCA — kwas trichlorooctowy; O

biale, grubokrystaliczne ~ Cl,
ciato stale, doskonale ClaX OH
rozpuszczalne w  wodzie

(1kg/100ml  w  25°C), Cl

mocny kwas organiczny (pKa = 0,77). TCA jest
wykorzystywany w biologii molekularnej do
wytracania makromolekut (biatka, DNA, RNA).
Zdolnos¢ TCA do wtracania bialek silnie zalezy
od jego stezenia. Przy niskich stezeniach (<5%
w/v) wigkszo$¢ biatka pozostaje w supernatancie,
dopiero uzycie TCA w stgzeniu 5-40% (zaleznie
od wytracanego bialka) powoduje przejscie
wigkszos$ci biatka do osadu. Zastosowanie jeszcze
wyzszych stezen powoduje ponowne przejscie
biatek do roztworu. TCA jest substancja zraca 1
szkodliwa dla srodowiska. Stezony TCA szybko
przenika przez rekawiczki lateksowe.

N,N,N’*,N’- ?Hs
tetrametyloetano-1,2- H.c N
diamina; bezbarwna ciecz, TN e
o odrazajacym ,,rybnym” CHs

zapachu, mieszajaca si¢ bez ograniczen
zwoda; trzeciorzedowa amin, slaba zasada;
posiada zdolno$¢ kompleksowania kationow
metali jako ligand dwukleszczowy. TEMED
jest uzywany jako katalizator polimeryzacji

3

Tween-20 —

zeli poliakrylamidowych. Obecno$s¢ TEMED
wzelu wplywa na tempo migracji biatek
podczas elektroforezy; wzrost stgzenia TEMED
(> 0,2% v/v) powoduje spowolnienie tempa
migracji. TEMED jest substancja tatwopalna
1 zraca. Dziala drazniaco na skorg i oczy.

Tris—tris(hydroksymetylo)aminometan, HO

2-amino-2-hydroksymetylopropano-
1,3-diol; amina pierwszorzedowa; NH
biate, drobnokrystaliczne ciato state,

dobrze rozpuszczalne w wodzie HO
(50g/100ml w 25°C), staba zasada (pKa
sprzezonego kwasuwynosi8,06). Trisjestuzywany
w medycynie do leczenia kwasicy metaboliczne;.
W laboratoriach tris jest powszechnie stosowany
do sporzadzania roztworéw buforujacych, np.
Tris-HCI, TBE (patrz tez: bufor Tris-HCI). pH
buforéw bazujacych na Tris silnie zalezy od
temperatury, wraz ze wzrostem temperatury pH
buforu maleje. Tris dziala drazniaco na oczy,
skore 1 uktad oddechowy.

laurynian polioksyetyleno(20)sor
bitanu; przezroczysta, zottawozielona, lepka
ciecz, rozpuszczalna w wodzie (10mg/100ml);
niejonowy surfaktant polisorbitanowy.
Komercyjnie dostepny Tween-20 jest
W rzeczywistosci mieszaning licznych
laurynianiow polioksyetylenosorbitanu,
rozniacych si¢ liczba reszt oksyetylenowych.
Uzywany jako detergent i emulgator. W biologii
molekularnej Tween-20 jest stosowany do
solubilizacji biatek, lizy komorek ssaczych, a takze
jako sktadnik roztworow uspecyficzniajacych
oddziatywania czasteczek (np. bufory do ptukania
membran w technice Western-blot). Tween-20
moze dziala¢ drazniaco na blony §luzowe, skore
10czy. o

O\/%;Ok/\/\/\/\/\
O O/\);OH
HO\(/\O Z O/\);OH

WHX+Y+2=20
X-gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-p-D-
galaktopiranozyd;  bezbarwne cialo stale,

stabo rozpuszczalne w DMSO (2g/100ml),
w wodzie ulegajace powolnej hydrolizie. X-gal
jest analogiem laktozy i1 substratem w reakcji
enzymatycznej hydrolizy, katalizowanej przez [3-
galaktozydaze. Produkt Cl
hydrolizy X-gal (1)

(5-bromo-4-chloro-3-Ho 0.0
hydroksyindol) ulega " \ NH
pod wpltywem tlenu HO OH

OH
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utlenieniu do niebieskiego, nierozpuszczalnego w
wodzie zwiazku (2) (5,5’-dibromo-4,4’-dichloro-
1H,1H’-(2,2*)biindolilideno-3,3’-dion). X-gal
jest powszechnie wykorzystywany w reakcjach
na oznaczanie aktywnosci B-galaktozydazy, np.
podczas przeszukiwania kolonii bakteryjnych
niosacych rekombinowany plazmid czy analizy
aktywnosci P-galaktozydazy uzytej jako gen
reporterowy. X-gal jest wrazliwy na $wiatto i
wilgo¢.



BADANIE ODDZIALYWAN BIALEK - DROZDZOWY SYSTEM DWUHYBRYDOWY 41

Zasady prowadzenia zeszytu
laboratoryjnego

* Prawidlowo prowadzony zeszyt pozwala na
odtworzenie wykonanych doswiadczen innej
osobie.

Kazdy wpis do zeszytu opatrzony jest data.

Wpisywaé do zeszytu wszystkie przeprowadzone
czynnos$ci. Jezeli procedura jest opisana mozna
poda¢ gdzie (np. izolacje przeprowadzono wg.
przepisu ze skryptu do BMR 2006, str. 5). W takim
wypadku nie trzeba przepisywac procedury.

Zapisywa¢ wszystkie zmiany wprowadzone do
procedur.

W zeszycie zamieszczamy wnioski z uzyskanych
wynikow i ich interpretacje.

Jesli pomyliliSmy si¢ w trakcie wykonywania
doswiadczenia, nalezy zapisac to w zeszycie.

Zeszyt laboratoryjny jest dokumentem. Dobrze
prowadzony zeszyt stanowi dowdd wykonania
doswiadczeh 1 potwierdza  prawidtowos¢
uzyskanych wynikow.

Wysytajac prace do publikacji w czasopismie
naukowym, akceptujemy prawo redakcji do
wgladu do naszych zeszytow laboratoryjnych
w celu potwierdzenia poprawnos$ci uzyskanych
przez nas wynikow.
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