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WPROWADZENIE

Tegoroczne ¢wiczenia pomyslane sa jako calos$ciowy eksperyment. Mamy nadzieje ze taki uktad éwi-
czen pozwoli wam lepiej poznaé praktyczne zastosowania omawianych technik biologii molekularne;.

Cwiczenia oparte beda na analizie genu AtSWI3B (At2G33610) Jest to jedno z biatek ktérego bada-
niem zajmuje si¢ nasza pracownia. Bialko to jest skladnikiem chromatyny, a jego funkcja nie jest do
kofica poznana. Mutacje w genie kodujacym to biatko sa letalne w Arabidopsis.

Wiekszo$¢ proponowanych przez nas w tym roku ¢wiczen da si¢ wpisa¢ w schemat eksperymentu
majacego na celu analize promotora genu AtSWI3B przy zastosowaniu genu reporterowego GUS (patrz
schemat 1). Eksperyment taki pozwala pozna¢ wzor ekspresji badanego genu, to znaczy zobaczy¢ w
jakich czesciach rodliny nasze biatko wystepuje. Informacja taka jest bardzo istotna dla planowania dal-
szych eksperymentéw. Wynik takiego eksperymentu czgsto pozwala postawi¢ hipotezg¢ na temat funkcji
badanego biatka. Na przyklad jezeli nasze biatko pojawia si¢ dopiero w starzejacych roélinach to mo-
zemy wnioskowaé, ze odpowiada ono za kontrole starzenia roslin.

Podobne wyniki mozna takze uzyskac stosujac inne metody, jak nothern czy ilosciowy RT-PCR.

Kazda z tych metod ma swoje wady i zalety. Analiza za pomoca genu reporterowego GUS ma nastepu-

jace zalety:
. jest stosunkowo prosta,
° jest bardzo czula,
° pozwala jednoczesnie analizowac ekspresje danego genu zaréwno na poziomie calej ro-

$liny jak 1 tkankowym,
° pozwala na latwa analiz¢ ekspresji w réznych warunkach fiziologicznych.
Glowna wada tej metody jest to ze analizujemy najczesciej sam promotor bez enhancera, 3’UTRa 1

innych elementéw regulatorowych np. potozonych w intronach.

Eksperyment nasz mozna podzieli¢ na kilka etapéw przedstawionych na schemacie 1.

Na pierwszych ¢wiczeniach sprobujemy zidentyfikowac 7 silico promotor genu AtSWI3B 1 zapro-
jektowac jego przeklonowanie z plazmidu pAtSWI3B do plazmidu pCAM1381Z. W celu uzyskania
plazmidu pAtSWI3B::GUS. W dalszej czesci ¢wiczenia zajmiemy si¢ troche samym genem AtSWI3B.
Poszukamy znanych homologéw z innych organizméw — by¢ moze o ktéryms wiadomo co$ wigcej.

Spréobujemy takze scharakteryzowac¢ domeny tego bialka. Zrobimy analiz¢ filogenetyczng rodziny
biatek typu SWI3 z Arabidopsis thaliana.

Na drugich ¢wiczeniach wyizolujemy z bakterii plazmid pAtSWI3B niosacy sklonowany promotor

genu AtSWI3B oraz plazmid pCAM13817Z. Za pomoca zaplanowanych na poprzednich ¢wiczeniach



enzymow restrykeyinych z uzyskanego plazmidu pAtSWI3B wytrawimy promotor AtSWI3B oraz zline-
aryzujemy plazmid pCAM13817Z.

W trakcie trzecich ¢wiczen wyizolujemy z zelu 1 zligujemy (polaczymy) zlinearyzowany plazmid z
promotorem AtSWI3B. Nastepnie stransformujemy mieszaning ligacyjng bakterie Esherichia coli.

Na kolejnych czwartych ¢wiczeniach bedziemy transformowaé rosliny Arabidopsis thaliana uzyska-
nym uprzednio plazmidem via Agrobacterium tumefaciens.

Uzyskane z transformacji nasiona wysiejemy na pozywke z odpowiednim antybiotykiem, co pozwoli
wyselekcjonowac roéliny transgeniczne. Nastepnym etapem naszego eksperymentu bedzie potwierdze-
nie transgeniczno$ci uzyskanych roslin. W tym celu na piatych ¢wiczeniach wyizolujemy DNA geno-
mowe z uzyskanych roslin. Posluzy ono (¢wiczenie szoste) do potwierdzenia transgenicznosci metoda
PCR.

Nastepnym etapem naszych ¢wiczent bedzie analiza uzyskanych roslin za pomoca techniki hybrydy-
zacji Southerna (¢wiczenia si6dme i 6sme). Technika ta pozwala nie tylko na potwierdzenie lub wyklu-
czenie transgenicznosci badanej rodliny ale pozwala takze ustali¢, liczbe kopii transgenu wintegrowa-
nych w genom naszej roéliny transgenicznej.

Na ¢wiczeniach dziewiatych i dziesiatych wyizolujemy biatka z Arabidopsis 1 rozdzielimy w zelu
oraz zrobimy western uzywajac przeciwcial skierowanych przeciwko biatku AtSWI3B.

Na ¢wiczeniach jedenastych przeprowadzimy detekcje GUSa w wytypowanych roslinach transge-
nicznych. Detekcja ta polega na barwieniu histochemicznym z uzyciem odpowiednich substratow. Bar-
wienie to przeprowadzimy na catych roslinach. Zapoznamy si¢ rowniez z podstawami analizy fenotypu
Arabidepsis. Jest to bardzo potezne narzedzie poznawania funkcji badanego genu, niestety rzadko doce-
niane.

Dwunaste ¢wiczenie bedzie przeznaczone na podsumowanie catego eksperymentu.

Prosimy, aby w czasie ¢wiczen kazdy prowadzil dziennik laboratoryjny i notowal w nim wszystkie
wykonywane czynnosci oraz uzyskane wyniki. Notatki te postuza do napisania krétkiego opisu prze-

prowadzonego eksperymentu.
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KOMPUTEROWA ANALIZA
SEKWENC]I

Wspolczesna biologia dostarcza ogromnej ilosci informa-
cji, ktorych przechowywanie i obrébka mozliwa jest wy-
facznie przy pomocy komputeréw. Najistotniejszym
obecnie narzedziem jest przeszukiwanie publicznych baz
sekwencji DNA i biatkowych. Bazy te zawieraja wszystkie
opublikowane sekwencje w tym te pochodzace z projek-
tow sekwencjonowania genomow. Przeszukanie baz se-
kwencji pozwala na stawianie hipotez na temat funkgji
nowo sklonowanego genu. Przeszukiwanie bazy sekwencji
polega na poréwnaniu zadanej sekwencji ze wszystkimi w
bazie i wybraniu grupy najpodobniejszych. Istnieje wiele
algorytmow poréwnujacych, sposrod ktérych najpow-
szechniej stosowane sa BLAST (szybki, ale mato czuly)
oraz FASTA (wolniejszy i bardziej czuly).

Wielu informacji moze dostarczy¢ analiza samej sekwencji.
Istnieja narzedzia pozwalajace na identyfikacje domen
biatkowych w sekwencji. Pot¢znym narzedziem jest anali-
za filogenetyczna.

Eksperyment na ktoérym oparte sq nasze tegoroczne ¢wi-
czenia polega na analizie promotora genu AtSWI3B. Nie-
stety analiza komputerowa promotoréw jest bardzo
skomplikowana i malo miarodajna. Dlatego sekwencje
promotora zanalizujemy tylko pod kontem przeklonowa-
nia promotora do konstruktu z sekwencja kodujaca genu
GUS. Nastepnie sprobujemy powiedzie¢ co$ o funkeji
genu AtSWI3B analizujac jego domeny i robiac wstepna
analize filogenetyczna.

Wykonanie:

1.odnalezienie promotora genu AtSWI3B w bazie danych
GenBank.

-arete.ibb.waw.pl wybra¢ ,,GenBank DNA sequences”
wpisac ,,accession number” naszego genu (AT2G33610)
-wybraé pozycje zawierajaca chromosom z naszym genem,
-zanalizowa¢ dokladnie rejon przed miejscem inicjacji
translacji naszego genu i okoliczne sekwencje kodujace.

2. planowanie ligacji

-zrobi¢ mape restrykcyjna znalezionego promotora
-zrobi¢ mape restrykcyjna plazmidu docelowego
pCAMBIA-1381Z (jego sekwencje $ciagnac w opisany
wyzej sposob z GenBanku) w tym celu wklei¢ znalezione
sekwencje (po jednej) w okienko na stronie
http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html (nie zmie-
nia¢ parametréow programu)

-zanalizowa¢ wyniki przeszukiwan, wybra¢ enzymy do
uzycia przy przeklonowaniu

3. analiza genu AtSWI3B

-polaczy¢ si¢ z serwisem BLASTP — przeszukiwanie bazy
bialek sekwencja bialkows

(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), wklei¢ sekwencje w
przeznaczonym do tego polu, rozpoczaé przeszukiwanie
-doktadnie przeanalizowa¢ kilka najpodobniejszych bialek,
zwrdcié uwage na wielkosé i jakosé podobiefistwa se-
kwencji, ustali¢ przypuszczalng funkcje genu

-na stronie http://smart.embl-heidelberg.de/ wkleié¢ se-
kwencje genu AtSWI3B do okienka i rozpoczaé¢ analize
-polaczy¢ si¢ z serwisem DART

(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), wklei¢ sekwencje

w przeznaczonym do tego polu, rozpoczaé przeszukiwa-
nie,

-sprawdzic, jakie domeny obecne s3 w zadanej sekwencji,
przyjrzec si¢ genom o podobnym ukladzie domen,

4. analiza filogenetyczna

-jeszcze raz przeszuka¢ GenBank przy uzyciu programu
BlastP wybierajac tym razem w polu

“select from:” “Arabidopsis thaliana”.

-kilka sekwencji znalezionych w punkcie pierwszym zapi-
sa¢ w jednym pliku w formacie Fasta

-otworzy¢ plik z sekwencjami w programie ClustalX (do-
stepny z

http:/ /www-igbme.u-strasbg.fr/Biolnfo/ClustalX /)
-stworzy¢ multiple alighment

-obliczy¢ drzewo filogenetyczne sekwencji

-obejrze¢ drzewo programem NJplot

-doktadnie przeanalizowaé otrzymane drzewo pamigtajac,
ze jest to drzewo nie ukorzenione

IZOLACJA PLAZMIDOWEGO
DNA BAKTERII

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

- hodowle¢ bakterii (i ewentualnie amplifikacj¢ plazmidu),

- liz¢ bakterti,

- oczyszczanie plazmidowego DNA.

Plazmidy izoluje si¢ najczesciej z hodowli ptynnych, w kté-
rych podtoze uzupetnione jest odpowiednim antybiotykiem.
Wysokokopijne wektory plazmidowe (np. setii pUC), otrzy-
mywane sa z hodowli znajdujacej si¢ w p6znej fazie logaryt-
micznej wzrostu, podczas gdy wektory nisko- i $rednioko-
pijne (np. pBR322) powinny by¢ przed izolacja amplifiko-
wane. Do czgSciowo wyrosnigtej hodowli dodaje si¢ w tym
celu chloramfenikol, ktéry selektywnie zapobiega replikacji
chromosomu bakteryjnego.

We wszystkich metodach izolacji plazmidowego DNA wy-
korzystuje si¢ dwie istotne réznice pomiedzy DNA geno-
mowym a DNA plazmidowym bakterii:

- DNA genomowy jest wielokrotnie wigkszy od DNA pla-
zmidu,

- 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. Bakte-
rie ulegaja lizie pod wplywem nicjonowych Iub jonowych
detergentéw (SDS, Sarkozyl, Triton X-100), rozpuszczalni-
kow organicznych, roztworéw alkalicznych (liza alkaliczna)
lub wysokiej temperatury (liza termiczna). Stosowany moze
by¢ réwniez lizozym - enzym trawiacy $ciang komorkows
bakterii (nie dziala w pH<8.0). W metodzie lizy alkaliczne;j
bufor o wysokim pH zawierajacy NaOH i SDS powoduje
catkowity liz¢ komorki jak réwniez denaturacje genomowe-
go DNA, natomiast plazmidowy DNA w formie CCC zosta-
je zdenaturowany jedynie na niewielkich odcinkach. W przy-
padku otrzymywania plazmidowego DNA metoda ter-
miczna, czynnikiem denaturujacym jest wysoka temperatura,
w ktorej DNA genomowy i plazmidowy zachowuja si¢ po-
dobnie jak w wysokim pH.

Nastepny etap oczyszczania DNA polega na oddzieleniu
DNA od biatek. Zwykle stosuje si¢ do tego celu nasycony
buforem roztwér fenolu lub jego mieszaning z chlorofor-



mem i alkoholem izoamylowym. Biatka mozna réwniez
usunaé przez trawienie ich proteinazami (zwykle proteinaza
K). Usuniccie RNA przeprowadza si¢ enzymatycznie,
inkubujac prébki z RNaza (wolng od DNaz), przez saczenie
molekularne lub wirowanie w gradiencie gestosci (patrz dale)).
W metodzie lizy alkalicznej, kiedy liniowe czasteczki DNA
ulegaja denaturacji, natomiast superzwinicte formy CCC
plazmidu sa po denaturacji nadal splecione, neutralizacja pH
roztworami o wysokim stezeniu soli (np. octan amonu)
prowadzi do renaturacji jedynie DNA plazmidowego, pod-
czas gdy DNA genomowy wraz z RNA i biatkami wytraca
si¢ w postaci serowatego osadu.

7 odbialczonych probek DNA wytracany jest alkoholem
etylowym lub izopropanolem w obecnosci octanu potaso-
wego, sodowego lub amonowego.

Wszystkie metody otrzymywania plazmidowego DNA, z
wyjatkiem lizy alkalicznej, wymagaja oddzielenia tego DNA
od DNA genomowego w gradiencie chlorku cezu w obec-
nosci bromku etydyny. Wykorzystuje si¢ tu fakt, ze bromek
etydyny intensywniej interkaluje do zdenaturowanego DNA
genomowego niz do DNA plazmidowego, powodujac cze-
$ciowe rozwinigcie helisy DNA i wydtuzZenie czasteczki, co
powoduje zmniejszenie jej gestosci plawnej. Réznica w
gestosci pomiedzy forma CCC a liniowa i kolista OC (ang,.
open circle) wynosi okolo 0.04 g/ml i jest wystarczajaca do
oddzielenia superzwinictego DNA podczas wirowania w
gradiencie gestosci chlorku cezu w obecnosci bromku ety-
dyny. Pasmo superzwinigtego DNA uktada si¢ ponizej pa-
sma utworzonego przez liniowe fragmenty chromosomowe-
go DNA oraz formy liniowej i OC plazmidu. Czasteczki
RNA maja najwigksza gestosc i zbierajg si¢ na dnie probowki
wirowniczej, za$ biatka pozostaja w gbrnej warstwie roztwo-
ru.

Oczyszczanie plazmidowego DNA przeprowadzi¢ mozna
réwniez metoda wirowania lizatéw komoérkowych w gra-
diencie alkalicznej sacharozy (w $rodowisku alkalicznym
formy liniowe i OC ulegaja rozdzieleniu na pojedyncze nici i
sedymentujg 3-4 razy wolniej niz niezdenaturowana superz-
winigta forma CCC), stosujac wymieniacze jonowe (np.
kolumienki Qiagen) lub filtracje na Zelach.

Otrzymywanie DNA plazmidowego na maf3
skale (minilizaty)

Odczynniki i aparatura:

- pozywka LBamp plynna

- pozywka LBamp stata

- RNaza (10 mg/ml)

- roztwor It 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM glukoza, 10
mM EDTA

- roztwor 11: 0.2 M NaOH, 1 % SDS (przygotowac tuz
przed uzyciem)

- roztwor I11: 7.5 M octan amonu

- etanol 96 %

- etanol 70 %

- bufor TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA)

- agaroza,

- bromek etydyny (10 mg/ml),

- bufor TBE (45 mM Ttis-boran, 1 mM EDTA),

- barwnik do elektroforezy,

- probéwki szklane (10 ml),

- probéwki Eppendorfa,

- mikrowiréwka,

- SpeedVac,

7

- aparat do elektroforezy.

Wykonanie:

- poprzedniego dnia, bakterie z wybranych kolonii bakte-
ryjnych zaszczepi¢ do 3 ml pozywki plynnej LBamp. Ho-
dowa¢ przez noc w 37°C, z wytrzasaniem,

- rozla¢ hodowle bakteryjna do probéwek Eppendorfa i
zwirowaé bakterie w mikrowirowce przez 1 minute (2 x 1.5
ml),

- odsaczy¢ pipetg pozywke do sucha,

- zawiesi¢ osad koncowkg do pipety w 100 ul roztworu I,
dodac¢ 5 ul RNazy,

- inkubowa¢ przez 5 minut w temperaturze pokojowej,

- do probowki Eppendorfa doda¢ 200 ul $wiezo przygoto-
wanego roztworu II,

- zamiesza¢ BARDZO delikatnie i wstawi¢ do lodu na 5
minut,

- dodac¢ 150 ul zimnego (z lodéwki) roztworu III, dwu-
krotnie BARDZO SILNIE wstrzasnac i wstawi¢ do lodu
na 10 minut,

- zwirowaé 15 minut,

- zebra¢ klarowny supernatant (mozna zwirowaé go po-
wtoérnie),

- doda¢ 900 ul etanolu 96 % i inkubowaé co najmniej 20
minut w temperaturze -20°C,

- zwirowaé 15-20 minut w mikrowiréwece,

- zla¢ etanol, osad przemy¢ 1 ml etanolu 70 %, zwirowad,

- wysuszy¢ na SpeedVacu (do 5 minut),

- osad zawiesi¢ w 50 ul buforu TE

- przygotowac 0.8 % zel agarozowy w buforze TBE (doda¢
bromku etydyny do stezenia 0.5 ug/ml) ,

- nanie$¢ na zel 5 ul preparatu z 1 ul barwnika do elektrofo-
rezy,

- prowadzi¢ elektroforeze w buforze TBE przy napigciu nie
przekraczajacym 5 V/cm,

- sfotografowac zel na transiluminatorze w §wietle UV
(oceni¢ jakosé i ilos¢ DNA w preparacie).

Bardzo szybka metoda otrzymywania DNA plazmi-
dowego bakterii (UWAGA! Metoda nie uzZywana na
¢éwiczeniach)

Odczynniki i aparatura:

- pozywka LBamp stala,

- roztwor I: 9 objetosci barwnika do elektroforezy + 11
objetosci wody + 40 objetosci mieszaniny 0.2 M NaOH i 1
% SDS (przygotowac tuz przed uzyciem),

- roztwor I1: 3 M octan potasu, 1.8 M kwas mréwkowy,
- agaroza,

- bufor TBE (45 mM Ttis-boran, 1 mM EDTA),

- bromek etydyny (10 mg/ml),

- barwnik do elektroforezy,

- probéwki Eppendotfa,

- mikrowirowka,

- aparat do elektroforezy.

Wykonanie:
- wybrane kolonie przeszczepi¢ na szalke LBamp. Hodo-

waé przez noc w 37°C,

- odpipetowa¢ do probéwek Eppendorfa po 16 ul roztwo-
rul,

- zebra¢ konicéwka do pipety potowe kolonii i zawiesi¢ w
przygotowanym roztworzel,



- dodaé 3 ul roztworu II,

- zwirowaé 5 minut w mikrowirowce,

- supernatant nanie$¢ bezposrednio na 1% zel agarozowy
(bufor TBE, bromek etydyny w zelu: stezenie koficowe 0.5
ug/ml),

- prowadzi¢ elektroforez¢ w buforze TBE przy napigciu
nie przekraczajacym 5 V/cm,

- sfotografowac zel na transiluminatorze w §wietle UV.

Uwaga! Bromku etydyny nalezy dodawac¢ w reka-
wiczkach !

Uwaga! Nalezy przestrzegacC zasad pracy z transilu-
minatorem !

ENZYMY RESTRYKCYJNE. MAPY
RESTRYKCYJNE

Enzymy restrykcyjne (ang. restriction engymes) sa enzymami
izolowanymi z bakterii, zdolnymi do rozpoznawania specy-
ficznych sekwencji w DNA i przecinania dwuniciowej cza-
steczki DNA. Enzymy restrykcyjne typu II wymagaja jako
substratu dwuniciowej czasteczki DNA, zawierajacej co
najmniej jedna sekwencj¢ rozpoznawang przez dany enzym,
oraz jonéw magnezu. DNA zostaje przecigte w obrebie lub
w okolicy sekwencji rozpoznawanej.
Wigkszos¢ enzyméw restrykeyjnych typu II rozpoznaje
palindromowe (posiadajace 0§ symetrii) sekwencje cztero-
lub szescionukleotydowe (tzw. enzymy czwoérkowe lub
szostkowe). Nacigcia w obu niciach moga leze¢ naprzeciwko
siebie i wowczas powstaja tzw. "tepe kofice", np. enzym
Haelll z Haemophilus aegypticns rozpoznaje i przecina nastepu-
jaca sekwencje:
5" GGCC 3'
3" CCGG 5

w wyniku czego powstaja "tepe konce":

5 GG i CC 3

3 CC i GG 5
7 kolei enzym EwRI ze szczepu E.coi RY13 rozpoznaje
szescionukleotydowa sekwencje:

5" GAATTC 3'

3" CTTAAG 5'
przecinajac obie nici DNA tak, Zze powstaja tzw. "lepkie
kodce" w postaci jednoniciowych czteronukleotydowych
kofcow 5"

5'G i AATTC 3'
3" CTTAA G 5

Niektére enzymy produkuja "lepkie konce" 3'. Wszystkie
natomiast pozostawiaja grupe fosforanowa na koricu 5, a
grupe hydroksylows na koricu 3'.
"Lepkie kofice" maja duze znaczenie przy klonowaniu ge-
néw: sekwencje "lepkich koAcéw" powstalych w wyniku
dzialania tego samego enzymu sa komplementarne. W
obecnosci enzymu ligazy mozna takie czasteczki ponownie
polaczy¢ ze soba kowalencyijnie.
Nazewnictwo enzymow restrykeyjnych opiera si¢ na litero-
wych skrotach, w ktérych pierwsza litera pochodzi od rodza-
ju bakterii, a druga i trzecia od gatunku. Nastgpna litera
oznacza szczep lub typ, a kolejne enzymy z danego typu lub
szczepu otrzymuja liczby rzymskie.
Enzymy pochodzace z réznych szczepéw, ale rozpoznajace
te same sekwencje DNA, nazywaja si¢ izoschizomerami.
Zdarza sig, ze dwa enzymy wytwarzaja takie same "lepkie
kofice", mino ze rozpoznaja tézne sekwencje DNA. Enzym

BamHI produkuje konice GATCC (rozpoznaje sekwencje
GGATCC), za$§ enzym Bg/ll, wytwarzajacy takie same "lep-
kie konice", rozpoznaje sekwencje AGATCT. Umozliwia to
klonowanie DNA strawionego BamHI w wektorze strawio-
nym Bg/Il, ale sklonowany odcinek DNA nie bedzie mégl
by¢ wycinany enzymem Bg/II ani BanHI.

Do pojedynczej reakcji trawienia uzywa si¢ zwykle 0.2 - 1 ug
DNA w roztworze o objetosci 20 ul lub mniejszej. Bufory
do trawien przygotowuje si¢ w postaci 10-krotnie st¢zonych
roztworéw téznigcych si¢ miedzy soba zawartoscia soli.
Jezeli DNA ma by¢ strawiony dwoma enzymami wymagaja-
cymi réznych buforéw, najpierw przeprowadza si¢ trawienie
w buforze o nizszej soli, a nastgpnie podwyzsza si¢ stezenie
soli w mieszaninie przez dodanie odpowiedniej objetosci
stezonego NaCl.

Inkubacje preparatéw DNA z enzymami restrykcyjnymi

prowadzi si¢ w temperaturze 37°C w czasie 1 godziny lub
dtuzej. Przerwanie reakcji (zwykle nickonieczne) mozna
przeprowadzi¢ przez termiczna inaktywacje enzymu (15

minut, 65°C) lub dodajac EDTA pH 8.0 do korcowego
stezenia 10 mM (chelatacja jonéw magnezu).

Zrédlem informacji o enzymach restrykeyjnych (ich termo-
stabilno$ci 1 wymaganiach co do stezenia soli) sa katalogi
firm produkujacych te enzymy (np. New Eungland Biolabs,
Promega).

Jednostka enzymu restrykcyjnego to taka jego ilos¢,
ktora trawi kompletnie 1 ug DNA wzorcowego (np. fag )
w czasie 1 godziny w temperaturze optymalne;.

Podstawows cechg produktéw trawienia DNA enzymami
restrykcyjnymi jest to, ze otrzymywane fragmenty DNA
daja si¢ rozdzieli¢ na zelach w taki sposéb, ze w kazdym
prazku na zelu znajduja si¢ czasteczki DNA o tej samej
masie. Fakt ten pozwala na precyzyjna obrobke DNA,
m.in. konstruowanie map restrykcyjnych badanego DNA
(mapa restrykcyjna wskazuje miejsca cigte przez enzymy
restrykeyjne). Analizujac na Zelach produkty trawienia
danego DNA réznymi enzymami restrykcyjnymi, stosowa-
nymi pojedynczo i w kombinacjach, mozna ustali¢ wza-
jemne polozenie i odlegtosci pomiedzy sekwencjami roz-
poznawanymi przez te enzymy. Oproécz tego, DNA pocie-
ty enzymami restrykcyjnymi mozna poddawal ligacji z
wektorem i tworzy¢ zrekombinowane (zawierajace sklo-
nowany DNA) plazmidy.

Sporzadzanie mapy restrykcyjnej plazmidu poprzedzone
jest kalibracja Zelu. Przeprowadza si¢ ja w oparciu o zasa-
de¢, ze droga migracji liniowej czasteczki DNA w zelu
agarozowym jest odwrotnie propotrcjonalna do logarytmu
dziesigtnego jej masy czasteczkowej. Aby wyznaczy¢ wiel-
kos¢ nieznanych fragmentéw DNA, stosuje si¢ standardy
wielkosci (czasteczki DNA o znanej wielkosci, poddawane
elektroforezie w tym samym zelu co czasteczki badane).

Trawienie plazmidow pAtSWI3B oraz pCAMI1381Z
enzymami restrykcyjnymi oraz sporzadzenie mapy
restrykcyjney.

Odczynniki i aparatura:

- plazmidy pATSWI3B i pCAM1381Z o stezeniu ok. 1
mg/ml,

- standard wielkosci DNA,

- enzymy EcRI i BamHI

- bufory do trawienq,



- agaroza,

- bromek etydyny (10 mg/ml),

- bufor TBE (45 mM Ttis-boran, 1 mM EDTA),
- barwnik do elektroforezy,

- probéwki Eppendotfa,

- mikrowirowka,

- laznia wodna na 37°C,
- aparat do elektroforezy.

Wykonanie:

- strawi¢ DNA plazmidowy enzymami EcwRI 7 BanHI
pojedynczo i w kombinacjach,

- przygotowac 1% zel agarozowy w buforze TBE (dodaé¢
bromku etydyny do zelu do stezenia 0.5 ug/ml)

- do strawionych prébek oraz do markera wielkosci DNA
doda¢ 1/10 objetosci barwnika do elektroforezy,

- nanies¢ probki na zel przy pomocy pipety automatycznej
(Uwaga! Minimalna ilo§¢ DNA, kt6ra widac na zelu w
postaci prazka, wynosi okoto 10 ng. Nie nalezy przekra-
cza¢ 200 ng DNA w prazku),

- prowadzi¢ elektroforez¢ w buforze TBE przy napieciu
nie przekraczajacym 5 V/cm,

- sfotografowac zel na transiluminatorze w $wietle UV,

- wyciaé z zelu prazek DNA i zamrozi¢ go w — 20° C,

- wykresli¢ na papierze pétlogarytmicznym krzywa kalibra-
cyjna zelu,

- oszacowal na podstawie krzywej wielkosci trawionych
fragmentéw DNA i narysowaé mape restrykcyjna plazmi-
du.

Uwaga! Bromku etydyny nalezy dodawac¢ w reka-
wiczkach !

Uwaga! Nalezy przestrzegac zasad pracy z transilu-
minatorem !

IZOLACJA DNA Z ZELU
AGAROZOWEGO

Procedura klonowania genéw wymaga umiejetnosci
oczyszczania czasteczek DNA o $cisle okreslonej wielko-
$ci. W tym celu przeprowadza si¢ elektroforeze w zelu
agarozowym, wycina prazek o odpowiedniej mobilnosci i
nastepnie oczyszcza DNA od agarozy.

Zel agarozowy zawiera substancje mogace negatywnie
wplywa¢ na reakcje enzymatyczne z udzialem DNA,
dlatego skutecznos¢ oczyszczenia ma kluczowe znaczenie
dla powodzenia przeprowadzanych pdzniej manipulacji.
Szczegblnie wrazliwe na zanieczyszczenia sa ligacja i se-
kwencjonowanie DNA.

Istnieje wiele sposob6w izolacji DNA z zelu agarozowego.
Najskuteczniejsze wydaja si¢ zestawy oferowane przez
dostawcéw materialéw laboratoryjnych. Duzialaja one
najczesciej wedlug nastepujacego schematu: rozpuszcezenie
zelu, adsorbcja DNA, przemywanie, elucja DNA. Mozna
réwniez izolowa¢ DNA z Zelu bez wykorzystania kosz-
townych zestawow przy uzyciu DEAE-celulozy lub elek-
troelucji do woreczkow dializacyjnych.

Izolacja fragmentu DNA z Zelu agarozowe-
£0 za pomocg komercyjnego zestawu

Odczynniki i aparatura:
-aparat do elektroforezy
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-zestaw do izolacji DNA z Zelu

-taznia wodna lub heat-block

-skalpel

-mikrowiréwka

-agaroza

-bufor TBE (45mM Ttis-boran, ImM EDTA)
-bromek etydyny 10 mg/ml

-izopropanol

-etanol 96%

-barwnik do elektroforezy

Wykonanie:

-przygotowaé 1% zel agarozowy z 0,5ug/ml bromku
etydyny, natozy¢ DNA zmieszane z barwnikiem, prowa-
dzi¢ elektroforeze az prazki nalezycie si¢ rozdziela,

-na transiluminatorze skalpelem wycia¢ kawalek Zelu za-
wierajacy odpowiedni prazek,

-izolacje z zelu przeprowadzic $cisle wedlug zalecen pro-
ducenta zestawu,

-sprawdzi¢ skutecznos¢ izolacji puszczajac czgs¢ oczysz-
czonego preparatu na zelu agarozowym.

Izolacja fragmentu DNA z uZyciem DEAE-
celulozy

Metoda izolowania DNA z uzyciem DEAE-celulozy pole-
ga na "zlapaniu" migrujacego w zelu DNA na umieszczo-
na w zelu membrane z DEAE-celuloza. Membrane z
DNA odptukuje si¢ od zanieczyszczenn buforem o niskiej
sile jonowej, a nastepnie eluuje sic DNA (bufor o wysokiej
sile jonowej). DNA o diugosci od 500 bp do 5 kb odzy-
skiwane jest z duza wydajnoscia, a jego czystos¢ jest bar-
dzo wysoka. Z membran nie eluuje si¢ jednak jednonicio-
we DNA (ssDNA) oraz fragmenty powyzej 15 kb.

Odczynniki i aparatura:

- DNA do izolacji,

- papierki z DEAE-celuloza (preparat handlowy),

- 10 mM EDTA (pH 8.0),

- 0.5 M NaOH,

- agaroza,

- bufor TBE (45 mM Ttis-boran, 1 mM EDTA),

- bromek etydyny (10 mg/ml),

- barwnik do elektroforezy,

- bufor A: 50 mM Ttris-HCI (pH 8.0), 0.15 M NaCl, 10
mM EDTA (pH 8.0),

- bufor B: 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1.0 M NaCl, 10 mM
EDTA (pH 8.0),

- mieszanina fenol : chloroform : alkohol izoamylowy
(25:24:1) pH 8.0,

- 3 M octan sodu,

- etanol 96 %,

- etanol 70 %,

- bufor TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA),
- aparat do elektroforezy,

- skalpel lub zyletka,

- probéwki Eppendorfa,

- laznia wodna lub heat-block na 65°C,
- mikrowstrzasarka Vortex,
- mikrowirowka.

Wykonanie:
- pasek z DEAE-celulozg zanurzy¢ na 5 minut w roztwo-
rze 10 mM EDTA (pH 8.0),



- pasek przenie$¢ na 5 minut do roztworu 0.5 M NaOH,

- przeptukaé 6-krotnie sterylna bidestylowana woda (fak
prygotowana DEAE-celuloza moge byé przechowywana w loddwee
w sterylnej wodzie przez, kilka tygodni),

- przygotowac zel agarozowy w buforze TBE (doda¢
bromku etydyny do stezenia 0.5 ug/ml), prowadzi¢ elek-
troforeze do czasu, gdy prazek DNA, ktéry ma by¢ izolo-
wany, stanie si¢ widoczay,

- uzywajac ostrego skalpela lub zyletki, nacia¢ agaroze tuz
przed prazkiem DNA, ktéry ma by¢ izolowany; naciecie
powinno by¢ szersze niz prazek o okoto 2mm z obu stron,
- umiesci¢ w nacigciu papierek z DEAE-celulozg tak, aby
nie znalazly si¢ razem z nim pecherze powietrza,

- kontynuowa¢ elektroforeze (5 V/cm) do czasu, az cale
izolowane DNA znajdzie si¢ na papierku,

- zatrzymac elektroforeze, wyjac papierek i przeplukaé w 5
- 10 ml buforu A,

- przenies¢ papierek do eppendorféwki i dodaé buforu B
tak, aby papierek byt catkowicie przykryty,

- wstawi¢ probéwke na 30 minut do 65°C,

- zwirowa¢ 5 minut, supernatant przenie$¢ do nowej pro-
bowki,

- do papierka doda¢ druga objeto$¢ buforu B i inkubowaé
kolejne 15 minut w 65°C,

- polaczy¢ ze soba dwie objetosci buforu B, doda¢ réwna
objetos¢ mieszaniny fenol:chloroform:alkohol izoamylowy,
zamieszaé na vortexie, zwirowa¢ 5 minut,

- przenies¢ fazg wodna (gérna) do nowej probowki,

- doda¢ 1/10 objetosci 3 M octanu sodu i 2.5 objetosci
zimnego etanolu 96 %, wstawi¢ do -20°C na 15 do 30
minut,

- zwirowaé co najmniej 15 minut w mikrowiréwce,

- osad przemy¢ 70 % etanolem, wysuszy¢ 1 zawiesi¢ w
buforze TE,

- sprawdzic ilo§¢ odzyskanego DNA na Zelu agarozowym.

Elektroelucja do woreczkow dializacyjnych

Elektroelucja do woreczkéw dializacyjnych jest najmniej
wygodng ze stosowanych technik, ale okazala si¢ najefek-
tywniejsza w izolowaniu duzych fragmentéw DNA (powy-
zej 5 kb), mato wydajnie izolowanych innymi metodami.

Odczynniki i aparatura:

- woreczki dializacyjne przygotowany w nastgpujacy spo-
s6b: gotowac woreczki 10 minut w duzej objetosci Na-
HCO3 i1 mM EDTA (pH 8.0), przeptuka¢ woda bidesty-

lowana, gotowa¢ 10 minut w 1 mM EDTA (pH 8.0),
schlodzi¢ (tak przygotowane woreczki moga byé przechowywane w
loddwee w sterylnej wodzie przez, kilka tygodni),

- agaroza,

- bufor TBE (45 mM Tris-boran, 1 mM EDTA),

- bromek etydyny (10 mg/ml),

- barwnik do elektroforezy,

- 3 M octan sodu,

- etanol 96 %,

- etanol 70 %,

- bufor TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA),
- aparat do elektroforezy,

- skalpel lub zyletka,

- probéwki Eppendorfa,

- mikrowiréwka.

Wykonanie:

- przygotowac zel agarozowy w buforze TBE (doda¢
bromku etydyny do stezenia 0.5 ug/ml), prowadzi¢ elek-
troforez¢ do czasu, gdy prazek DNA, ktéry ma by¢ izolo-
wany, stanie si¢ widoczny,

- uzywajac ostrego skalpela lub zyletki, wycia¢ z Zelu pra-
zek DNA, ktére ma by¢ izolowany,

- umiesci¢ fragment agarozy w woreczku dializacyjnym w
jak najmniejszej objetosci buforu 0.5 x TBE i zamkna¢
woreczek tak, aby nie pozostaly w $rodku pecherze powie-
trza,

- umiesci¢ tak przygotowany woreczek w aparacie do elek-
troforezy i prowadzi¢ elektroforeze przy napieciu 5 V/cm,
- po 1 godzinie odwréci¢ bieguny i prowadzi¢ elektrofore-
z¢ przez okolo 1 minute (uwolnienie DNA ze $cian wo-
reczka),

otworzy¢ woreczek, wyjaé fragment agarozy i starannie
przenies¢ bufor do probéwki Eppendorfa,

- woreczek przemy¢ mala iloscia buforu 0.5 x TBE i prze-
nies¢ bufor do probéwki Eppendorfa,

- doda¢ 1/10 objgtosci 3 M octanu sodu i 2.5 objetoscei

zimnego etanolu 96 %, wstawi¢ do -20°C na 15 - 30 mi-
nut,
- zwirowa¢ co najmniej 15 minut w mikrowiréwee,

- osad przemy¢ 70 % etanolem, wysuszy¢ 1 zawiesi¢ w
buforze TE,

- sprawdzic ilo§¢ odzyskanego DNA na Zelu agarozowym.

LIGACJA DNA

F.aczenie (ligacja) czasteczek DNA jest jedng z podstawo-
wych technik biologii molekularnej. Ligacja DNA jest
reakcja enzymatyczng. Reakcja ta jest bardzo wrazliwa na
bledy, na tym wiasnie etapie klonowania genéw ujawniaja
si¢ wszelkie popelnione wczesniej pomytki.

Warunki w jakich przeprowadza si¢ reakcje ligacji zaleza
przede wszystkim od tego czy laczy si¢ lepkie czy tepe
kofice DNA. W zalezno$ci od potrzeb mozna zmieniaé
temperature 1 czas trwania reakeji oraz st¢zenie laczonego
DNA.

Jesli produktem ligacji jest plazmid, mieszaning ligacyjna
bezposrednio transformuje si¢ bakterie. Wynikiem sa
wtedy kolonie bakterii nosacych zamkniety plazmid.
Transformuje si¢ bakterie Escherichia coli. Zawsze nalezy
sprawdzi¢ poprawnos$¢ ligacji trawieniem restrykcyjnym
lub sekwencjonowaniem.

Odczynniki i aparatura:

-taznia wodna lub termostat,

-elektroporator,

-kuwety do elektroporaciji,

-ligaza DNA,

-bakterie elektrokompetentne,

-pozywka LB ptynna,

-szalki z pozywka LB z odpowiednim antybiotykiem,
-0,5M EDTA pH 8

-woda sterylna,

Wykonanie:

-przygotowac reakcje mieszajac wode, bufor ligazy (do-
starczany zawsze z ligaza), DNA i ligaz¢; przygotowac
réwniez kontrole bez ligazy,

-prowadzi¢ reakcje przez 60 minut w 23°C,
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-inkubowa¢ mieszaning 10 minut w 65°C i dializowa¢ na
krazku przez 20 minut

-polowe mieszaniny ligacyjnej zmieszac ze 100pl wody i
doda¢ do 40pl bakterii elektokompetentnych,
-transformowac bakterie w elektroporatorze (2500V,
5mA), bezposrednio potem doda¢ 700pl pozywki LB bez
antybiotykéw i inkubowac w 37°C przez 45 lub 90 minut
w zaleznosci od opornosci jaka niesie plazmid,

-wysia¢ bakterie na szalki z pozywka LB z odpowiednim
antybiotykiem i hodowa¢ przez noc w 37°C.

TRANSFORMACJA ROSLIN

Wprowadzenie obcego DNA do genomu organizmdw jest
niezwykle istotne zaréwno w celach poznawczych, jak 1
uzytkowych. Roéliny niezwykle trudno poddaja si¢ proce-
durze transformacji z powodu obecnosci $cian komoérko-
wych oraz aktywnych mechanizméw obronnych.

Istnieja bezposrednie techniki transformacji polegajace na
fizycznym umieszczeniu obcego DNA w komérce roslin-
nej (na przyklad strzelba genowa). Obecnie stosowane sa
one tylko w sytuacjach szczegdélnych.

Najpowszechniej stosowana jest technika transformacji
roélin przy pomocy bakterii Agrobacterinm tumefaciens. Bak-
terie te wystepuja naturalnie w glebie i pasozytuja na rosli-
nach. Wykorzystujac naturalnie posiadana zdolno$¢ trans-
formacji roslin, wprowadza do genomu zywiciela geny
odpowiedzialne za syntezg¢ substancji, ktére stanowig
pbzniej pozywienie bakterii.

Aby wykorzysta¢ Agrobacterium do transformaciji roslin
wybrana przez nas sekwencja DNA, wystarczy obszar
naturalnie wprowadzany do roslin podstawi¢ nasza se-
kwencja. Istnieja specjalne plazmidy, do ktérych wligowu-
je si¢ zadana sekwencje. Konstrukt taki wprowadza si¢
nastgpnie do odpowiedniego szczepu Agrobacterium 1 bez
zadnych dalszych manipulacji mozna transformowac
roéliny.

Istotnym elementem procedury transformacii jest odroz-
nienie komorek transformowanych od nie transformowa-
nych i nastepnie odtworzenie calej rosliny. Komorki
transformowane odrdznia si¢ przez selekcje na antybioty-
ku. Dlatego transformujac zawsze trzeba wprowadza¢ gen
opornosci na antybiotyk. Odtworzenie catej rosliny odby-
wa si¢ przez regeneracje z kallusa lub embriogeneze¢ soma-
tyczna. Procedura regeneracji nie do$¢ ze jest dlugotrwata
i trudna, to cz¢sto powoduj¢ powstawanie nie zamierzo-
nych zaburzen genetycznych. Dla tego obecnie najpow-
szechniej stosuje si¢ technike transformacji i planta w
ktorej transformacji ulega gametofit. Procedura polega na
zanurzeniu kwiatéw w zawiesinie bakterii. Wsrod uzyska-
nych z tych kwiatéw nasion pewna cz¢$¢ jest transgenicz-
na, selekeji dokonuje si¢ kietkujac nasiona na pozywce z
antybiotykiem.

W czasie ¢wiczen transformowad bedziemy _Arabidopsis
thaliana otrzymanym przez nas plazmidem

pASWI3B:GUS.

Transformacja Arabidopsis thaliana metodg
In planta

Odczynniki i aparatura:

-komora fitotronowa,
-hodowla nocna Agrobacterinm
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-wiréwka,

-probowki wiréwkowe,

-roztwor do infiltraciji (0,5x sole MS; 1x witaminy B5; 5%
sacharoza; 0,05% MES; 44mg/1 BAP; 0,02% Silwet L-77;
pH 5,7)

-cksykator 1 pompa prézniowa,

-folia spozywcza

-szalki z pozywka MS z kanamycyng (100 mg/I) i wanko-
mycyng (500 mg/1)

Uwaga! Nalezy przestrzegac zasad pracy z organi-
zmami transgenicznymi.

Wykonanie

-hodowaé Arabidopsis thaliana w fotopetiodzie 8/16h
dzied/noc z regulatnym nawozeniem az wyksztalca si¢
duze rozetki,

-przenies¢ do fotoperiodu 16h/8h dzied/noc i hodowaé
az pojawia, si¢ kwiatostany,

-uciaé kwiatostany i hodowac az boczne kwiatostany beda
mialy dtugos¢ 5 do 10 cm,

-200 ml hodowli nocnej Agrobacterinm tumefaciens zwirowaé
w 5000 rpm przez 10 min., zawiesi¢ w 200 ml roztworu
do infiltracji,

-zanurzy¢ kwiatostany w zawiesinie bakterii,

-umiesci¢ w eksykatorze i podda¢ dzialaniu prézni przez 2
minuty,

-przez noc trzymac rosliny w ciemnosci przykryte folia,
-hodowa¢ w fotopetiodzie 16h/8h az tuszczynki zaczna
si¢ otwierad,

-wstrzymac podlewanie i zbiera¢ nasiona,

-nasiona wysuszy¢ trzymajac w suchym pomieszczeniu
przez tydzien i nastepnie trzymac przez tydzien w 4°C ,
-wysia¢ na pozywke MS kan van.

Wersja uproszczona

-hodowaé Arabidopsis thaliana z regularnym nawozeniem
do momentu zakwitniecia,

-200 ml hodowli nocnej Agrobacterinm tumefaciens zwirowaé
w 5000 rpm przez 10 min., zawiesi¢ w 200 ml 5% sacha-
rozy i doda¢ 60 pl Silwet L-77,

-zanurzy¢ kwiatostany w zawiesinie bakterii na okoto 10
sekund,

-przez noc trzymac rosliny w ciemnosci przykryte folia,
-hodowac az tuszczynki zaczng si¢ otwiera,

-wstrzymac podlewanie i zbiera¢ nasiona,

-nasiona wysuszy¢ trzymajac w suchym pomieszczeniu
przez tydzien i nastepnie trzymac przez tydzien w 4°C ,
-wysia¢ na pozywke MS kan van.

Transformacja siewek tytoniu

Odczynniki i aparatura:

-komora fitotronowa,

-hodowla nocna Agrobacterium

-wirowka,

-probéwki wiréwkowe,

-10mM MgSOy4

-sterylne 2-3 tygodniowe siewki tytoniu,
-eksykator 1 pompa prézniowa,

-sterylna bibula i peseta,

-pozywka MS,

-pozywka MS z claforanem (500 mg/1), kanamycyna (100
mg/]) i hormonami (1 mg/1 BAP; 0,1 mg/1 NAA),



-pozywka MS claf kan.

Wykonanie

-30 ml nocnej hodowli Agrobacterium wirowaé 5000 rpm
przez 10 min.,

-zawiesi¢ w 20 ml 10mM MgSO,, plukanie powtdrzyc
dwa razy,

-siewki tytoniu zala¢ zawiesing bakteryjna,

-zaaplikowac¢ préznie przez 5 minut,

-rosliny odsaczy¢ od bakterii na sterylnej bibule i rozlozy¢
na szalce z pozywka MS na 3 dni (kokultywacja w 26°C,
fotoperiod 16h/8h dzied/noc),

-roslinki przenies¢ na pozywke MS z dodatkiem hormo-
néw i antybiotykdw

-hodowle prowadzi¢ w warunkach podanych wyzej, eks-
plantaty przenosi¢ na nowe podtoze co 7 dni,

- regenerujace pedy o diugosci okoto 1 cm odcinaé od
kalusa i przenosi¢ na podtoze MS z antybiotykami,

- po ukorzenieniu rosliny mozna przenie$¢ do ziemi.

IZOLACJA GENOMOWEGO DNA
Z ROSLIN

Pierwszym etapem izolacji genomowego DNA z komérki
roélinnej jest pozbycie si¢ Sciany komoérkowej. Utarcie w
mozdzierzu, wczesniej zamrozonego w cieklym azocie
materiatu rodlinnego, pozwala na mechaniczne uszkodze-
nia $ciany komoérkowej. Nastepny etap to rozpuszczenie
bton komoékowych. Detergenty takie jak SDS (sodium
dodecyl sulafate) lub CTAB (cetyl trimethylammonium
bromide) zawarte w buforach do ekstrakcji DNA umozli-
wiaja rozpuszczenie bton. EDTA chelatujaca jony magne-
zu — naturalne kofaktory wigkszosci nukleaz, chroni uwol-
niony DNA przed dzialaniem endogennych enzyméw o
aktywnosci nukleolitycznej. Zwykle otrzymany preparat
DNA zawiera duze ilosci RNA. Aby pozby¢ si¢ zanie-
czyszczajacego RNA preparat poddajemy trawieniu RNa-
za, A wolna od DNaz. Jesli uzyskany preparat zanieczysz-
czony jest biatkami, mozna potraktowac go proteinaza K i
przeprowadzi¢ ekstrakcje fenolem.

Otrzymany wysokoczasteczkowy catkowity DNA nalezy
chroni¢ przed zbyt czgstym zamrazaniem i rozmrazaniem,
poniewaz DNA ulega fragmentacji i preparat traci na
jakosci. W trakcie preparatyki najlepiej stosowaé odczyn-
niki i materialy $wiezo przygotowane, tak aby podczas
preparatyki nie wprowadzi¢ obcego DNA, ktéry moze
przeszkadza¢ w dalszej analizie otrzymanego DNA (np.
analiza metoda PCR moze da¢ bledne wyniki).

Catkowity roslinny DNA otrzymamy dwoma metodami:

L z uzyciem CTAB
11 za pomoca zestawu firmy Sigma

Izolacja DNA metodg z CTAB

Odczynniki i aparatura:

- mozdzierz i thuczek porcelanowy, probowki wiréwkowe,
probéwki typu Corex, probowki Eppendorfa, koncowki
do pipet,

- 2xCTAB (100mM Ttis pH 8.0, 1.4M NaCl, 20mM
EDTA pH 8.0, 2% CTAB, 0.2% B-merkaptoetanol);

- mieszanina chloroform:alkohol izoamylowy (24:1);

- izopropanol,
- roztwor IT (776% etanol, 10mM octan amonu );
-TE pH 7.5 (10mM Tris, ImM EDTA ).

Wykonanie:

- 1 gram tkanki roslinnej zamrozi¢ w cieklym azocie i
utrze¢ w mozdzierzu,

- dodaé 5 ml roztworu 2xCTAB,

- prébki inkubowaé w 60°C przez 30 minut, w trakcie
inkubacji kilkakrotnie mieszac,

- dodac réwna objetosé mieszaniny chloroform:alkohol
izoamylowy (24:1), miesza¢ lagodnie przez 15 minut,

- mieszaning przenies¢ do probéwek typu Corex i wirowac
przy 10000 obrotéw/min przez 15 minut w rotorze SS34
(wiréwka Sorvall),

- przenies¢ faze wodng do nowych probowek, doda¢ 0.7
objetosci zimnego izopropanolu,

(-209C), miesza¢ bardzo delikatnie az pojawi si¢ wytraco-
ny DNA,

- przenies¢ DNA do probéwki Eppendorfa, doda¢ 500 pl
roztworu II, pozostawi¢ na 15 min. w lodzie,

- probéwki zwirowac w mikrowiréwcee, usunaé roztwor,
osad lekko wysuszy¢,

- osad zawiesi¢ w TE pH 7.5.

- prowadzi¢ elektroforeze przy napieciu 5V/cm, w bufo-
rze TBE, stezenie bromku etydyny powinno wynosi¢ nie
wiecej niz 0.5 pg/ml zelu.

Metoda szybkiej izolacji DNA na mafa skalg

Materiaty:

-bibuta, probéwki Eppendorfa, ttoczki do ucierania tkan-
ki, koficéwki do pipet,

-bufor do ekstrakeji (200 mM Tris HCI pH 7.5, 250 mM
NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS), izopropanol, etanol
70%, roztwér TE pH 7,5 (10mM Tris, ImM EDTA)

Wykonanie;

- 100mg tkanki roslinnej ( wycinamy krazek z liScia za
pomocg wieczka probowki Eppendorfa, najlepiej na
bibule).

Nastepnie utrze za pomocg tloczka na jednolita mase
ok. 15 sekund.

- Dodac¢ 400ul buforu do ekstrakcji i mieszaé na vorteksie

przez 5 sekund.

(taka mieszanina moze sta¢ 1h)

- Wirowa¢ 13000 obt/min przez 1min. (w mikrowiréwce)

- Nastepnie przeniesé 300ul supernatantu do nowej pro-
béwki i zmieszaé z 300l izopropanolu pozostawiajac
na 2 min w temp. pokojowej.

(mieszaé delikatnie)

- Wirowaé 13000 obt/min przez Smin.

- Osad ptukac 70% etanolem i zwirowa¢ jak poprzednio.

- Osad wysuszy¢ prozniowo.

- Zawiesi¢ osad w 100ul TE pH 7,5

Tak otrzymane DNA mozna przechowywaé przez 1 rok

w 4°C.
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AMPLIFIKACJA FRAGMENTU
DNA METODA PCR

Technika PCR (ang. polymerase chain reaction), opracowana w
latach 80-ych, zrewolucjonizowalta genetyke molekularna,
umozliwiajac otrzymywanie duzej liczby kopii unikalnych
fragmentéw DNA bez koniecznosci stosowania zmudnych
i dlugotrwalych procedur klonowania.

Metoda PCR oparta jest na replikacji DNA 7z vitro: polime-
raza DNA, wykorzystujac jednoniciowe DNA (ang. single-
stranded DNA, ssDNA) jako matryce do syntezy nici kom-
plementarnej, wymaga réwniez krétkich fragmentéw dwu-
niciowych, aby zapoczatkowaé syntez¢ nowej nici w kie-
runku 5' - 3'. W praktyce laboratoryjnej jednoniciowe
DNA uzyskuje si¢ ogrzewajac DNA dwuniciowe (ang.
double-stranded DINA, dsDNA) do temperatury bliskiej
100°C, za$ jako startery stuza dodawane oligonukleotydy
(tzw. primery) wiazace si¢ specyficznie (hybrydyzujace) z
okreslonym miejscem na jednoniciowej matrycy. Oligonu-
kleotydy (primery) hybrydyzuja z miejscami na obydwu
niciach. Dobiera si¢ je tak, aby oskrzydlaly odcinek DNA,
ktory ma by¢ zreplikowany.

Replikacja rozpoczyna si¢ od primeréw na kazdej nici i
zachodzi na obu niciach w dwdch przeciwstawnych kie-
runkach. Na nowosyntetyzowanych niciach powstaja za-
tem nowe miejsca wigzania primeréw. Po zakonczeniu
replikacji nici sa rozdzielane (denaturacja), aby ponownie
umozliwi¢ wiazanie znajdujacych si¢ w nadmiarze prime-
réw (tzw. annealing), synteze DNA 1 kolejne rozdzielenie
nici. Cykl taki powtarza si¢ wielokrotnie, a po # cyklach

otrzymuje si¢ teoretycznie 2”7 dwuniciowych czasteczek
DNA bedacych kopiami sekwencji zawartej pomiedzy
primerami.

Typowy schemat reakcji PCR jest wigc szeregiem cykli
ztozonych z nastepujacych etapéw: 1) denaturacji DNA
(2-5' 90-95°C), 2) hybrydyzacji (annealings) primeréw (1-2'
40-60°C), 3) clongacji (syntezy DNA)(1-3' 70-75°C). W
kazdym cyklu liczba czasteczek syntetyzowanego DNA
jest podwajana. Efektem replikacji DNA technika PCR jest
wiec amplifikacja specyficznego obszaru DNA.
Amplifikacja DNA metoda PCR znajduje szereg zastoso-
wan w diagnostyce i terapii, m.in. do mapowania mutacji,
monitorowania leczenia nowotwordéw, wykrywania infekcji
bakteryjnych i wirusowych, ustalania plci w badaniach
prenatalnych i in.

PCR daje si¢ stosunkowo latwo zastosowac jako technika
laboratoryjna. Materialem wyjsciowym do amplifikacji jest
DNA zawierajacy interesujaca nas sekwencje. Poniewaz
seckwencja ta okreslona jest przez primery uzyte do reakcji,
nie jest konieczne izolowanie samej sekwencji. llos¢ DNA
stosowanego do PCR jest bardzo matla (teoretycznie wy-
starczy jedna czasteczka DNA). Do mieszaniny reakcyjnej,
oprécz DNA, dodaje si¢ nadmiar primeréw (dwa rodzaje
primeréw okreslajacych miejsce startu replikacji na kazdej
nici), polimeraz¢ DNA, odpowiedni bufor zawierajacy
magnez oraz mieszaning 4 prekursorow  DNA,
tj.dezoksyrybonukleotydéw (dNTP). Powodzenie reakcji
PCR wymaga wlasciwego doboru nastgpujacych parame-
trow:

13

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

- starter zawieral okoto 50% par GC,

- starter byl wysoko specyficzny dla danej sekwencji,

- odleglos¢ miedzy starterami w amplifikowanym DNA
wynosita 0.1 do 3 kb (o ile uzywana jest Tag polimeraza),

- startery nie tworzyly struktur typu hairpin lub konkatame-
réw,

- dlugos¢ primeréow wynosita okoto 20-30 zasad,a tempe-
ratura ich topnienia 50-60°C,

- startery nie powinny zawiera¢ w 3' koficowej czeéci frag-
mentéw komplementarnych do siebie samych oraz do
drugiego startera,

2) parametréw reakcji amplifikacji (stezenia ANTP, polime-
razy, starteréw, magnezu). Do reakcji PCR uzywa si¢ po-
limerazy z Thermus aquaticus (Tag polimeraza) lub inne
termostabilne polimerazy DNA (np. Pfu, Pwo, VVeni). Maja,
one t¢ przewage nad innymi polimerazami DNA, Ze sa

stabilne nawet w 94°C (optimum temperaturowe wynosi

72°C), a wiec moga by¢ dodane jednorazowo na samym
poczatku reakcji PCR, nie ulegajac dezaktywacji w trakcie
kolejnych cykli podgrzewania,

3) warunkéw samej reakcji PCR (temperatury, czasu trwa-
nia cykli itp). Optymalne temperatury annealingu dla starte-
réw mozna dobra¢ wykorzystujac m.in. program OLIGO.
Czasy 1 temperatury w duzym stopniu zaleza od wielkosci
produktéow otrzymywanych w procesie amplifikacji oraz
sekwencji i dlugosci starterow.

Reakeje prowadzi si¢ w objetosci 10-50 ul pod warstwa
oleju parafinowego lub wosku, zapobiegajaca parowaniu.
Probéwki z PCR umieszcza si¢ w specjalnym aparacie
(ang. thermal cycler), w ktérym programuje si¢ czas trwania i
liczbe cykli oraz temperatur¢ poszczegdlnych etapow
reakcji. Zwykle stosuje si¢ 25-35 cykli.

W ramach ¢wiczen bedziemy amplifikowaé fragment
DNA obejmujacy cz¢$¢ promotora genu AtSWI3B i genu
GUS. Jako matrycy uzyjemy DNA genomowe z ¢wiczenia
V. Jesli powstanie produkt o odpowiedniej wielkosci, be-
dzie to pierwszy dowdd na transgeniczno$c uzyskanych
przez nas roslin.

Sekwencje starterow:

BAFprom_U: 5 CTC CTC ACC TTT TAT CTC TCC C
37
Gus+baf_L: 5 TGC CAG TTC AGT TCG TTG TTC 3’

Warunki reakeji PCR:

1x 5 min. 95°C

30 x 30sec. 95°C; 30sec 53°C; 2min.10sec. 72°C
1x6 min. w 72°C

Odczynniki i aparatura:

- bufor do Tag polimerazy (10x stezony),

- primery (stezenie 50 pM),

- genomowe DNA A.thaliana

- mieszanina ANTP (10x st¢zone),

- Tag polimeraza (0.5 U/pul),

- standard wielko$ci DNA,

- agaroza,

- bufor TBE (45 mM Tris-boran, 1 mM EDTA),
- bromek etydyny (10 mg/ml),



- barwnik do elektroforezy,

- sterylne probéwki Eppendorfa 0.5 ml,
- aparat do elektroforezy,

- aparat do PCR.

Wykonanie:
- odpipetowac do probowek eppendorfa: 1xdNTP ; bufor
do Tag (1x), starter I (0.5 uM), starter I (0.5 pM), DNA
genomowe, dopetni¢ woda do 45 pl, (podano stezenia
koncowe),
- odpipetowa¢ do:
probéwki kontrolnej I wszystko oprocz starterdw,
probéwki kontrolnej II: wszystko oprécz matrycy
DNA,
- doda¢ 2,5 U polimerazy Tag
- ustawi¢ odpowiedni program
- produkt amplifikacji zanalizowac na zelu agarozowym
wobec standardu wielko$ci.

HYBRYDYZACJA KWASOW
NUKLEINOWYCH METODA
SOUTHERNA

Metoda Southerna polega na hybrydyzacji wyznakowanej
sondy do fragmentéw DNA rozdzielonych w Zelu agaro-
zowym, a nastepnie przeniesionych na filtr nylonowy lub
nitrocelulozowy.

W celu potwierdzenia obecnosci transgenu i zbadania
ilosci jego kopii nalezy strawi¢ DNA genomowy odpo-
wiednio dobierajac enzymy restrykcyjne. Do doswiadcze-
nia wykorzystamy strawiony genomowy DNA z ¢wiczenia
V, oraz jako kontrol¢ produkt PCRu z ¢wiczenia VI. W
DNA genomowym znajduje si¢ duzo miejsc rozpoznawa-
nych przez enzym, z tego powodu nalezy prowadzi¢ reak-
cje przez dlugi czas (przez noc) i przy uzyciu duzej ilosci
enzymu.

Po rozdziale na zelu, DNA zostaje zdenaturowany pod
wplywem NaOH, a nast¢pnie poddaje si¢ go dzialaniu
roztworu neutralizujacego o pH 7.4 (wysokie pH uniemoz-
liwia wigzanie si¢ DNA z filtrem). Nast¢pnie przenosi si¢
fragmenty DNA z Zelu na filtr, umozliwia to sila ssaca
bibuly. Przeniesienie DNA z Zelu na filtr nazywamy trans-
ferem. Transfer fragmentéw DNA powyzej 5 tysiecy par
zasad zachodzi z malq wydajnoscia. Aby pofragmentowac
DNA w zelu nalezy podda¢ je depurynacji (podda¢ dziata-
niu kwasu). DNA zostaje zwiazane z filtrem przez zapie-

kanie w 80°C lub przez naswietlanie $wiatlem UV.

Sondy mozna znakowaé przy uzyciu réznych metod (np.
PCR) i czynnikéw znakujacych. Jedna z bardziej popular-
nych i czulych metod jest znakowanie przy uzyciu radioak-
tywnych nukleotydow. Na naszych ¢wiczeniach uzyjemy
jednak metody nie radioak-

tywnej z  wykorzystaniem

digoksygeniny. Detekcja opie-

ra si¢ na wykorzystaniu prze-

ciwcial skierowanych przeciw

digoksygeninie.  Przeciwciala

Transfer DNA z zZelu agarozowego na filtr
nylonowy (Southern blot)

Materiaty :

- filtr nylonowy, bibuta Whatman 3MM, szklana plytka,
kuweta, folia spozywcza, pieluszki higieniczne jednorazo-
wego uzytku, parafilm.
- roztwoty :
1.denaturujacy
2.neutralizujacy
3.20xSSC

pH 7.0

1.5M NaCl, 0.5M NaOH
1M Ttis (pH 8.0), 1.5M NaCl
3M NaCl, 0,3M cytrynian sodu,

Wykonanie :

- rozdzieli¢ fragmenty DNA na zelu agarozowym, zabat-
wi¢ bromkiem etydyny, przez odcigcie jednego z rogéw
zorientowac zel, utozy¢ wzdtuz Sciezek linijke i sfotogra-
fowacé zel,

- zel umiesci¢ w kuwecie z roztworem denaturujacym, a
kuwete ustawi¢ na kotysce laboratoryjnej,

- po 1 godzinie przeptukaé Zzel woda destylowana i umie-
$ci¢ w roztworze neutralizujacym na 40 minut,

- zel przeptukaé woda destylowana i ponownie umiesci¢ w
roztworze do neutralizacji na 40 minut, - nastepnie prze-
ptuka¢ woda destylowana i umiesci¢ w roztworze 20xSSC
na okoto 15 minut.

W trakcie neutralizacji zelu nalezy wyciaé filtr nylonowy i 3
kawalki bibuty Whatman 3MM o wymiarach Zelu,

- filtr nylonowy wyplukaé¢ w wodzie, a nastgpnie w roztwo-
rze 20xSSC (bibule wystarczy zamoczy¢ w roztworze
20xS8C).

- na kuwecie umiesci¢ szklang plytke, na ktorej utozyé
warstwe bibuly Whatman 3MM, tak aby brzegi bibuty
dotykaly do dna kuwety, bibut¢ zmoczy¢ roztworem
20xSSC, tak aby migdzy bibulg a plytka nie bylo pecherzy
powietrza, ten sam roztwér wla¢ do kuwety,

- na bibule potozy¢ Zel; pod Zelem nie moga znajdowac si¢
pecherze powietrza; wzdhuz zelu utozy¢ paski parafilmu,
tak aby zachodzily na Zel okoto 2mm,

- na zel polozy¢ wezesniej przygotowany filtr nylonowy i 3
warstwy mokrej bibuly Whatman 3MM: nie pozostawiac
pecherzy powietrza !

- na bibule umiesci¢ 2 warstwy pieluszek higienicznych i
przycisnac je 1 kg cigzarkiem; transfer prowadzi¢ przez
noc,

- usunac gérne warstwy przykrywajace zel, na filtrze zazna-
czy¢ dlugopisem kieszonki i odciety rog zelu,

- wilgotny filtr polozy¢ na transiluminatorze i zapiekac
przez 2 minuty,

- filtr pozostawi¢ do wyschnigcia.

Znakowanie sondy za pomocg DIG DNA

1kg
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Labelling Kit Roche
Wykonanie

Przygotowaé roztwér DNA, ktéry ma zosta¢ wyznakowa-
ny:

3ul DNA do znakowania (0,5 — 3 ug)
12 ul wody

zdenaturowa¢ DNA (ogtza¢ w 100°C przez 10 minut)
wstawi¢ do lodu na 2 minuty a nastepnie dodac¢ pozostate
sktadniki mieszaniny reakcyjne;j:

2ul mieszaniny heksanukleotydéw

2ul mieszaniny nukleotydéw zawierajacej DIG-11-dUTP
1ul enzymu Klenowa

Mieszaninie inkubowaé¢ w temperaturze 37°C przez 60
minut. Nastgpnie zatrzymac reakcje dodajac 2ul 0,2M
EDTA (pH 8,0). Teraz nalezy usunaé pozostale w reakcji
w wyznakowane nukleotydy. W tym celu doda¢ do reakeji
1/10 objetosci 4M LiCl i 3 objetosci zimnego (-20°C)
etanolu 96%. Wymiesza¢ 1 umiesci¢ na 30 minut w tempe-
raturze —20°C. Zwirowa¢ w mikrowiréwce przez 15 minut.
Usunaé supernatant a osad przeptuka¢ 70% etanolem,
wysuszyC i zawiesi¢ w 50ul buforu TE.

Hybrydyzacja

Jesli sonda jest w 100% homologiczna do poszukiwanego
DNA, hybrtydyzacje¢ nalezy prowadzi¢ w 65°C.

- prehybrydyzacje prowadzi¢ w 65°C co najmniej przez 2
godziny:

roztwor do prehybrydyzacji:

0,25M Na2HPO4 (pH 7,2)

1mM EDTA

20% SDS

0,5% odczynnik blokujacy,

- po zakoficzeniu prehybrydyzacji wymieni¢ roztwér na
nows porcje zawierajaca wyznakowana sonde.

- hybrydyzacje prowadzié¢ przez noc w temperaturze 68°C,

- po hybrydyzacji ptukac filtr 3 razy w temperaturze 68° C
W roztworze zawierajacym:

20mM Na2HPO4

1mM EDTA

1% SDS

-nastepnie przeplukaé krétko w temperaturze pokojowej
buforem do ptukania II:

0,1M kwas maleinowy (pH 8,0)

3M Na(Cl

0,3% Tween20

Wywofanie

Przeciwciata skierowanie przeciwko digoksygeninie sko-
niugowane z alkaliczna fosfataza rozcienczy¢ w stosunku
1:10 000 w buforze blokujacym (bufor do ptukania II plus
0,5% odczynnik blokujacy). Przygotowaé 10 ml powyz-
szego roztworu na jedna membrang. Membrane inkubo-
wac przez 1 godzine mieszajac a nastepnie przeplukac trzy
razy buforem do plukania II.Membran¢ zréwnowazy¢é w
buforze substratowym dla alkalicznej fosfatazy (0,1 M
Tris-HCI pH 9,5, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCly). Doda¢ po
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20ul substratéw kolorymetrycznych (NBT i BCIP) do 10
ml buforu substratowego. UWAGA — substraty sg tok-
syczne. Czekaé na pojawienie si¢ prazkéw.

ELEKTROFOREZA BIALEKW
ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym jest technika
powszechnie stosowang w analizie bialek.

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym — typ SDS
PAGE stuzy do rozdziatu biatek ze wzgledu na ich wiel-
kos¢, wykluczajac inne wlasciwosci fizykochemiczne poli-
peptydow.

Jesli zrozumiesz nazwe SDS PAGE, zrozumiesz za-
sade dziatania tej metody rozdziatu biafek.

SDS

Wiadomo, ze na predkos¢ poruszania si¢ obiektu w §ro-
dowisku wplywa zaréwno jego wielkos¢ jak i ksztalt. Jesli
chcemy rozdzieli¢é mieszaning bialek, ktére réznia si¢
miedzy soba ksztaltem i wielkoscia, przede wszystkim
chcemy uzyska¢ warunki, w ktérych poszczegdlne cza-
steczki bialkowe zostana pozbawione swojej drugo-, trze-
cio- i czwartorzedowej struktury (chcemy, aby wszystkie
polipeptydy mialy ten sam liniowy ksztalt). Aby nadac
wszystkim biatkom ten sam liniowy ksztalt uzywamy
SDS-u (siarczan dodecylu sodu, ang. Sodium Dodecyl
Sulfate). SDS jest detergentem, ktéry rozpuszcza hydro-
fobowe czasteczki i jednoczesnie posiada ujemny tadunek.
W zwigzku z tym, jesli przeprowadzimy inkubacje komor-
ki w roztworze SDS-u, blony komoérkowe zostana roz-
puszczone, a zdenaturowane bialka zostang pokryte
ujemnymi tadunkami. Po zadziataniu SDS wszystkie bial-
ka beda posiadaly jedynie strukture pierwszorzedowa,
oraz wszystkie czasteczki beda ujemnie naladowane, co po
przylozeniu pola elektrycznego spowoduje ich migracje w
strong dodatniego bieguna.

PAGE

Jesli zdenaturowane biatka umiescimy w polu elektrycz-
nym wszystkie przemieszcza si¢ w strong dodatniego
bieguna z ta samg predkoscia, niezaleznie od swojej wiel-
kosci.

Aby biatka mogly porusza¢ si¢ z predkoscia zalezna od
wielko$ci czasteczki rozdziela si¢ je w poliakrylamidzie,
ktory jest polimerem zbudowanym z monomeréw akry-
lamidowych. W trakcie polimeryzacji, monomery akryla-
midowe tworzg zel poliakrylamidowy, ktory staje si¢ $ro-
dowiskiem rozdzialu biatek po przylozeniu pola elek-
trycznego, stad nazwa — ang. PolyAcrylamide Gel Elec-
trophoresis (PAGE). Poliakrylamid zbudowany jest z sieci
labiryntéw o korytarzach réznej $rednicy. W tak skonstru-
owanym S$rodowisku mate czasteczki szybciej osiagna
dodatni biegun niz wigksze czasteczki bialka.

Ten typ elektroforezy jest obecnie najczesciej stosowany i
moze by¢ uzyty jako oddzielna metoda analityczna lub
stanowi¢ element szeregu dalszych, bardziej skompliko-
wanych badan (np. elektroforeza dwuwymiarowa, prepara-
tywna, Western blotting).

Standardowo SDS PAGE jest uzywana w wersji tzw. disc
electrophoresis (ang. discontinuons pH), umozliwiajacej maksy-
malne wykorzystanie zdolnosci rozdzielczych tej metody.
W praktyce ta ,,nieciagtos¢” dotyczy zaréwno zelu, ktory



sktada si¢ jakby z dwdch warstw, jak réwniez buforu
zastosowanego do przygotowania zelu: innego dla gérnej i
innego dla dolnej warstwy zelu. Prébki naktadane na zel w
tym ukladzie moga mie¢ stosunkowo duza objctosé, po-
niewaz w czasie przechodzenia przez gérna warstwe zelu
zostaja, zageszczone do waskiego pasma, ktére w dolnym
zelu rozdziela si¢ na pojedyncze, ,,0stre” prazki.

W rzeczywisto$ci biatka rozdzielane s w SDS PAGE na
zasadzie filtracji, analogicznie do metody chromatogra-
ficznej saczenia molekularnego.

Poniewaz frakcjonowanie zachodzi w zaleznosci od dtu-
gosci laficucha polipeptydowego, mozna ustali¢é mase
danego biatka przez poréwnanie z odpowiednimi standar-
dami. Jest to metoda pozwalajaca na oznaczenie masy
biatka z dokladnoscia, do 5-10%, ale niestety nie kazdy
polipeptyd mozna w ten sposéb scharakteryzowaé (jed-
nym z wyjatkéw sa bialka histonowe).

Cwiczenie bedzie zawierato nastepujace elementy:

- krétkie wprowadzenie w techniki elektroforezy biatek,
- nauka wylewania zelu poliakrylamidowego,

- prosta ekstrakcja bialek z materialu roslinnego,

- prowadzenie elektroforezy w ukladzie z SDS,

- wybarwianie czesci zelu po zakonczeniu elektroforezy,
- wykonanie westernu z pozostala cz¢scia zelu.

Izolacja biatek z materiatu roslinnego

Metody stosowane przy izolacji i oczyszczaniu biatek sa
bardzo réznorodne i ich wybor zalezy m.in. od wlasciwo-
$ci danego biatka. Ponizej podana zostala procedura po-
zwalajaca na matoselektywng ekstrakcje szeregu biatek z
lisci roslin (tu: tytoniu).

Wykonanie

- ok. 1g lisci tytoniu zamrozi¢ w cieklym azocie i utrze¢ w
mozdzierzu na proszek

- proszek przenies¢ do zlewki na 50ml i zala¢ 6ml buforu
10mM Tris-Cl pH 8

- zawiesing przenies¢ do homogenizatora Pottera-
Elvehjema i ,,homogenizowa¢” kilkukrotnie przesuwajac
tloczek

- z roztworu nalezy pobra¢ probki o réznej objetosci
(podane ponizej) do naniesienia na zel

Uwaga ! Wszystkie czynnosci nalezy wykonywac w temp.
0 do 49C. Roztwér do homogenizacji powinien zawieraé
fluorek fenylometylosulfonowy (PMSF) w stez. 1mM.

Przygotowanie Zelu do SDS PAGE

Roztwory potrzebne do przeprowadzenia elektroforezy:
- mieszanina monomerow (30% akrylamid, 0.8% bisakry-
lamid) przefiltrowana przez filtr 0.45 um; roztwor nalezy
przechowywaé w lodéwce w ciemnej butelce

Uwaga ! Roztwor akrylamidu jest silng neurotoksyna!
- 1.5M Tris-Cl pH 8.8

- 0.5M Tris-Cl pH 6.8

- 10% SDS

- TEMED

- 10% nadsiarczan amonu (APS)

- bufor do elektroforezy (25mM Ttis, 192mM glicyna,
0.1% SDS pH 8.3); przygotowano bufor 5xstezony

- bufor do prébek (60mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10%
glicerol, 0.025% Bromophenol Blue)

- roztwoér do barwienia (0.2% Coomassie Brillant Blue G-
250, 40% metanol, 10% kwas octowy)

- roztwo6r do odbarwiania (10% metanol, 7% kwas octo-

wy)
Wylewanie Zelu

Idealnie czyste szyby nalezy zlozy¢, umieszczajac miedzy
nimi przektadki (ang. spacers) o odpowiedniej grubosci i
uszczelni¢ zestaw. Szyby powinny by¢ $cisnigte spinaczami
lub umieszczone w specjalnym statywie do wylewania zeli
(w zaleznosci od zestawu).

Aby wyla¢ Zel poliakrylamidowy, nalezy zmiesza¢ sktadni-
ki w nastepujacych proporcjach:
- dla 12% zelu rozdzielajacego:

6ml mieszaniny monomeréw

3.6ml 1.5M Tris-Cl pH 8.8

150ul 10% SDS

5.25 ml wody

50ul 10% APS

10ul TEMEDu  (objgtosé koficowa ok.15ml)
Zwykle przed dodaniem katalizatoréw (APS i TEMED)
zaleca si¢ odpowietrzenie mieszaniny. Roztwér APS nale-
zy przygotowac na §wiezo. Katalizatory dodaje si¢ tuz
przed wylaniem mieszaniny pomiedzy szyby. Od razu po
dodaniu katalizatoréw polimeryzacji roztwor nalezy wy-
mieszac 1 przy pomocy pipetki nala¢ miedzy szyby (pamie-
tajac o zostawieniu miejsca na zel zatgzajacy). Na wierzch
zelu nalozy¢ cienka warstwe (kilkaset pl) n-butanolu wy-
syconego woda.
- dla Zelu zatg¢zajacego:

0.65ml mieszaniny monomeréw

1.2ml 0.5M Tris-Cl pH 6.8

120ul 10% SDS

3ml wody

25ul 10% APS

S5ul TEMED (objetos¢ konicowa ok. 5ml)
Po spolimeryzowaniu zelu rozdzielajacego nalezy osuszy¢
jego gbérna czes¢ przy pomocy bibuly, a nastgpnie wylaé
zel zatezajacy. Grzebien trzeba umiesci¢ w zelu zatezaja-
cym tak, by w studzienkach nie byto pecherzykéw powie-
trza. Zel zostawié na noc (ew.- jesli nie mamy tyle czasu -
tak dtugo, jak to jest mozliwe)
Przed elektroforeza zel (pomigdzy szybami) umiesza si¢ w
aparacie i zalewa buforem elektrodowym. Po ostoznym
wyjeciu grzebienia z zelu nie mozna zapomnie¢ o prze-
plukaniu studzienek i ,,wygonieniu” pecherzy powietrza
spomiedzy szyb w dolnej czeéei zelu.

Przygotowanie probek do naniesienia na Zel

Wykonanie

- do ponumerowanych probéwek Eppendorfa doda¢
ekstrakt z lisci tytoniu, wodg i bufor do prébek w/g
schematu:

ekstrakt [ul]  woda [ul] bufor [ul]  obj.calk. [ul]
1. 2 8 10 20
2. 5 5 10 20
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3. 10 - 10 20

4. 20 - 20 40

- do kazdej probki doda¢ po 1ul 2-merkaptoetanolu

- prébki nalezy zamieszac i zwirowaé (5 sekund)

w mikrowiréwce

- inkubowaé preparaty przez 4 minuty w 959C

- nanie$¢ probki na zel i rozpoczaé elektroforeze

W razie potrzeby w analogiczny sposéb mozna przygoto-
wac probki ze standardem wielkosci biatek.

Elektroforeza

Warunki natezenia i napigcia, przy ktérych prowadzona
jest elektroforeza, sa zalezne od grubosci i dlugosci zelu
oraz naszych oczekiwan co do jakosci i czasu rozdziatu
biatek.

Zwykle zalecane jest stale natezenie pradu w granicach 12-
30 mA / 1mm grubosci zelu.

Barwienie prazkow na Zelu

Sposréd wielu metod barwienia bialek po SDS PAGE
wybrano najpowszechniej stosowana (cho¢ nie najczulsza)
metode barwienia Coomassie Brillant Blue.

Wykonanie

- po zakoficzeniu elektroforezy nalezy rozmontowac apa-
rat i delikatnie rozdzieli¢ szyby

- odciaé cze$é zelu 1 umiesci¢ w roztworze barwnika i
zostawi¢ na kolysce laboratoryjnej na 0.5 do 1 godziny

- po tym czasie zla¢ barwnik do butelki (moze by¢ uzywa-
ny wielokrotnie) i zel inkubowaé w roztworze odbarwiaja-
cym az do uzyskania prawie przezroczystego tla i wyraz-
nych prazkéw biatek

- zel po odbarwieniu moze by¢ dlugo przechowywany w
roztworze 7% kwasu octowego

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

WESTERN

"Western Blot" to technika wykorzystujaca przeciwciata
do analizy biatek rozdzielonych uprzednio w zelu polia-
krylamidowym. Technika Western blot jest najczesciej
uzywana w polaczeniu z metoda SDS-PAGE i opiera si¢
na specyficznej reakeji antygenu z przeciwcialem. W me-
todzie tej mozna wyrdznié kilka etapow:
» transfer rozdzielonych w Zelu bialek na specjalng
membrane
Istnieje kilka stosowanych metod transferu biatek
z zelu na membrang. Jedna z nich jest transfer
pot-suchy (semi-dry). W metodzie tej wykorzy-
stuje si¢ przeplyw pradu w poprzek zelu i mem-
brany, co powoduje przejscie bialek z zelu i
zwigzanie na powierzchni membrany.
»  blokowanie membrany
Etap blokowania membrany polega na zabloko-
waniu/wysyceniu przez dodane przez nas biatko
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(np.: kazeing) wszystkich pozostatych jeszcze na
membranie miejsc wiazania biatka.

» inkubacja membrany z tak zwanym przeciwcialem

pierwszorzedowym

Membrane inkubuje si¢ z przeciwcialem pierw-
szorzedowym, ktére rozpoznaje na membranie
szukane biatko i przylacza si¢ do niego.

» inkubacja membrany z tak zwanym przeciwcialem

drugorzedowym

Membrane inkubuje si¢ z roztworem zawieraja-
cym przeciwciala drugorzedowe ktoére skierowa-
ne sa przeciwko fragmentom stalym (Fc) prze-
ciwcial pierwszorzedowych. Dodatkowo prze-
ciwciala te sa sprz¢zone z enzymem np. z alka-
liczng fosfataza, co umozliwia latwa lokalizacje
powstalego  kompleksu  epitop-przeciwcialo
pierwszotrzedowe-przeciwciato drugorzedowe.

» wywolanie Westernu
Membrang inkubuje si¢ z substratami dla enzymu
sprzgzonego z uzytym przeciwciatem.

Odczynniki:

-Bufor Anodowy I (0.3 M Ttis, pH 10.4, 10% (v/v) meta-
nol),

-Bufor Anodowy II (25 mM Ttis, pH 10.4, 10% (v/v)
metanol),

-Bufor Katodowy (25 mM Ttis, 40 mM glicyna, 10% (v/v)
metanol, pH 9.4)

-bufor TBS (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl)

-Bufor substratowy (100 mM Tris pH 9.5, 100 mM NaCl,
50mM MgCly)

-BCIP 50mg/ml w 100% DMF

-NBT 100mg/ml w 70% DMF

Wykonanie:

UWAGA: Wszystkie czynno$ci zwigzane z uktada-
niem i wywotaniem Westernu wykonujemy w reka-
wiczkach.

Delikatnie otworzy¢ szybki w ktérych rozwijano zel, zmie-
rzy¢ rozmiar czgsci zelu rozdzielajacego przeznaczonej do
transferu.
Zel rozdzielajacy namoczy¢é minimum 15 minut w buforze
katodowym
Wyciaé szes¢ kawalkéw bibuly Wathman 3MM i jeden
kawalek membrany Immobilon-P o wymiarach Zelu.
Namoczy¢:
-trzy kawatki bibuly Wathmana w buforze katodowym
-dwa kawatki bibuly Wathmana w buforze anodowym I
-jeden kawatek bibuly Wathmana w buforze anodowym II
Wycieta membrang Immobilon-P moczyé w metanolu
przez 15 sekund,
nastepnie przekltadamy do pojemnika z woda de-
stylowana i moczymy 2 minuty,
membrang przetozy¢ do buforu anodowego 11 i
inkubowa¢ minimum 5 minut
Utozy¢ kanapke jak na rysunku.
Wyliczy¢ natezenie wedlug wzoru 4mA na cm? zelu
Transfer prowadzi¢ 15 minut przy nat¢zeniu 4mA na cm?
zelu.
Rozebra¢ kanapke zel wyrzu¢ a membrane Immobilon-P
moczy¢ 10 sekund w metanolu.



Membrang suszy¢ na czystym kawatku bibuty Whatman
okoto 15 minut.

Wysuszona membrang inkubowac z rozcieficzonym
1:1000 w buforze (5%mleko odttuszczone w TBS) prze-
ciwcialem pierwszorzedowym. Inkubacje prowadzi¢ 30
minut w temperaturze pokojowej na bujawce.
Membrang przeplukaé 2 razy TBS'em i inkubowaé z roz-
ciedczonym 1:10 000 w buforze (5%mleko odtluszczone
w TBS) przeciwciatem drugorzedowym. Inkubacje pro-
wadzi¢ 30 minut w temperaturze pokojowej na bujawce.
Membrane delikatnie przeptukaé 3 razy TBS'em i zalaé
uprzedno przygotowanym i ogrzanym do temp. okolo
379C buforem substratowym z dodatkiem 45pl BCIP i
45ul NBT.

Po pojawieniu si¢ prazkow reakeje zatrzymac pluczac
membrane w wodzie.

DETEKCJA GUSa

Barwienie histochemiczne GUS to technika powszechnie
stosowana nie tylko w badaniach roslin. Metoda ta opiera
si¢ na detekcji kolorowego (ciemnoniebieski) produktu
dziatania enzymu B-glucuronidazy (GUS). Reakcja bar-
wienia jest bardzo prosta i polega na zanurzeniu roslin
eksprymujacych gen GUS w roztworze barwiacym i po-
traktowaniu zanurzonych roslin prézniq co przyspiesza
whnikanie roztworu barwigcego do wnetrza tkanek. Roz-
twor barwiacy zawiera bezbarwny substrat X-gluc. Infil-
trowane rosliny pozostawia si¢ w roztworze barwiacym w
37°C na 1,5h do 12h. Nastepnie czesto usuwa chlorofil

Metoda szybkiego transferu na Immobilon-P

trzy kawatki bibuty namoczone w buforze
katodowym

podczas dodatkowej inkubacji w 70% Et-OH w 37°C
przed dwa dni lub w 50°C przez 1h.

Metoda barwienia GUS a wykorzystuje bardzo duza od-
pornos$¢ GUS a na dziatanie czynnikéw degradujacych
(endogenne proteazy) i denaturujacych biatko. Istnieja
modyfikacje tej metody pozwalajace na barwienie GUS a
na skrawkach uzyskanych z utrwalonego materiatu.

Wykonanie
Na poprzednich ¢wiczeniach uzyskaliscie rosliny ekspry-
mujace ten enzym w tkankach wykazujacych ekspresje
genu AtSWI3B.
. Obcigte kawalki roslin dtugosci nie wigcej niz
lem zanurzamy w roztworze barwigcym i ca-
tos¢ wkladamy do eksykatora.

° Zalaczamy préznie na 2-3 minuty, piec razy.
. Infiltrowane roéliny inkubujemy w 37°C przez
1,5h.

o Roéliny przektadamy do 70% ET-OH i inkubu-
jemy w 50°C przez 1h.
Nalezy dokladnie obejrzec¢ rosliny pod binokularem,
zwracajac uwage czy we wszystkich roslinach wzoér bar-
wienia jest identyczny.

Transfer tradycyjny
- katoda
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< anoda
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All spins at 2 12,000 x g
1 Release DNA from tissue

Q Grind plant tissue in liquid nitrogen.

O Lyse up to 100 mg ground plant tissue
with 350 pl of lysis solution (Part A) +
50 pl of lysis solution (Part B)
Vortex & invert to mix thoroughly.

QO Incubate at 65 °C for 10 min.

2 Remove debris
O Add 130 pl precipitation solution.
Invert to mix. Incubate on ice 5 min.
O Pellet debris 5 min.

Prepare binding column
O Add 500ul Column Preparation Solution to column
and centrifuge 1 min. Discard flow trough.

3 Bind DNA to column
O Add 700 pl binding solution to filtrate.
Mix thoroughly by inversion.
Q Transfer 700 pl of mixture to binding column.
Spin 1 min. Discard flow through.

0O Repeat with remainder of mixture.
Transfer column to new collection tube.

4 Wash to remove contaminants

0O Add 500 pl wash solution to column.
Spin 1 min. Transfer column to new collection
tube.
Note: Ethanol must be added to wash
solution concentrate before first use.

O Add second 500 pl wash solution to column.
Spin 1 min.

5 Elute purified DNA

Transfer column to new collection tube.

O Add 100 pl elution solution (pre-warmed to
65 °C) to column. Spin 1 min.

O Repeat elution.

O
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