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Wstep

Celem ¢wiczen prowadzonych w ramach fakulte@@enetyka molekularngest
przedstawienie wybranych metod biologii molekulqor@az inzynierii genetycznej. Kady
student powinien opanowgraktycznie prezentowane techniki, do ktérych sale

» komputerowa analiza sekwencji kwaséw nukleinowyblalek

* izolacja plazmidowego DNA

» analiza restrykcyjna DNA (mapy restrykcyjne)

» klonowanie genow (ligacja DNA z wektorem, transfagjaE. coli, analiza klonow)
* metoda PCR

« heterologiczna ekspresja biatekBwcoli

« analiza biatek metadwestern

» znakowanie DNA izotopami radioaktywnymi

» hybrydyzacja kwasow nukleinowych

* izolacja i analiza RNA

Fakultet sktada siz dwoch blokéwtwiczen.

Pierwszy blok to kilka podstawowych technik wspélsaej biologii molekularnej,
takich jak izolowanie DNA, trawienie enzymami rgg&tryjnymi, klonowanie, techniki
PCR i Western.

Manipulacje te bda wykonywane w ramach dwiadczenia, ktérego ostatecznym
celem jest wyrzenie fragmentu cDNA kodagego ludzkie biatko Xip vE. coli. Fragment
cDNA kodupcy Xip zostat wyizolowany przy zastosowaniu zitgowego systemu dwoch
hybryd, w ktorym jako przyrete wykorzystano C-kacowy fragment ludzkiej
mitochondrialnej helikazy hSuv3p. Interakgbu biatek potwierdzono stogujdodatkowe
badanian vitro.

Zadaniem studentOw ebzie namneenie fragmentu cDNA Xip w reakcji PCR,
wklonowanie go do wektora ekspresyjnego oraz wemee wE.coli. W pierwszym etapie
doswiadczenia dokonana zostanie analiza komputerokaeseji DNA i biatkowej Xip
oraz wyszukanie danych literaturowych domzxh tego biatka. Nagbnie
zaprojektowane zostarstartery pozwalage na namnaenie petnej diugai cDNA Xip,
wbudowupce do produktu PCR sekweaajozpoznawaa przez enzymNcd. Nastpnie
uzyskany produkt PCR ¢Hbzie klonowany do wektora ekspresyjnego pET15TAP,
pozwalajcego na heterologiczrekspresj Xip w fuzji ze znacznikiem TAP (ang.andem
Affinity Purification), utatwiapcym p&niejsze oczyszczanie produktu biatkowego. W tym
celu, wektor i produkt PCR zostarpockte enzymemNcd, a nastpnie mieszanina
fragmentow DNA kdzie poddana ligacji. Po transformacji komoétek coli izolowane
beda klony zawierajce wstawk w odpowiedniej orientacji. Z klondw tych otrzymyma
bedzie plazmidowy DNA i transformowany do komorekcoli BL21. Otrzymane szczepy
zostanm poddane indukcji, a naginie obecn& fuzji biatkowej Xip-TAP w komaorkach
E.cplizostanie zweryfikowana przy pomocy metody Western.

W drugim blokuéwiczen przedstawione zostarmetody izolacji i analizy RNA
oraz DNA pochodzcych z r@nych organizmow. Zaprezentowangdip rowniez techniki
hybrydyzacji typu Northern i Southern.

Fakultet kaiczy sk kolokwium na prawach egzaminu.
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Enzymy restrykcyjne

Enzymy restrykcyjne (zwane tak restryktazami, endonukleazami restrykcyjnymi)
sa enzymami izolowanymi z bakterii, zdolnymi do rozpawania specyficznych
sekwencji w DNA i do przecinania dwuniciowejasteczki DNA.

System restrykcji i modyfikacji Escherichia coli

Systemy restrykcji i modyfikacji Typu | obejmugrzy geny:hsdR hsdM i hsdS
Produkty tych genow twoszwielojednostkowy enzym posiaday zarbwno aktywnii
endonukleolityczne jak i metylacyjne. Enzym dzig@#o metylaza, kiedy jedna z nici
rozpoznawanego miejsca jest metylowana, przeproaygdz modyfikacg nici
niemetylowanej. Kiedy rozpoznawane miejsce jestaaicie niezmodyfikowane, enzym
dziata jako endonukleaza i hydrolozuje DNA.

Enzymy restrykcyjne typu Il. Ich substratem jestudieiowa casteczka DNA,
zawierajca przynajmniej jedn sekwengi rozpoznawasm przez dany enzym (od 4 do
kilkunastu nukleotydéw). W wyniku reakcji, w obeénbjonéw M, obydwie nici DNA
zostaj przecete w obebie lub w okrélonej odlegidci w poblizu rozpoznawanej
sekwencji. Obecnie znanych jest kilkasetnyth enzymow restrykcyjnych, z czego
wigkszai¢ jest dostpna handlowo. Enzymy restrykcyjne stangwodstawowe naezizie
w inzynierii genetycznej.

Innym systemem restrykcyjnyiB. coli jest system zwany McrA skierowany wobec
DNA zmetylowanego w sekwencji CRGG

Dobrze poznane systemy metyladfi. coli to system Dam i Dcm. Metylaza
adeninowa kodowana przez gdam modyfikuje reszi adeniny w obydwu niciach w
obrebie sekwencji GATC. Metylaza cytozynowa kodowanaepr gendcm modyfikuje
wewrgtrzmg reszt cytozyny w obydwu niciach w otdie sekwencji CC(A/T)GG.

Najczsciej wwywane szczepy laboratoryjie colito pochodne typéw dzikich K-12 i
B, mapce system restrykcji i modyfikacji, odpowiednicoKI (rozpoznawana sekwencja:
5'AAC(N)¢GTGC) i EcoBI (rozpoznawana sekwencja 5 TGA@UCT). MutacjehsdS
zaburzaj zaréwno modyfikagj, jak i restrykcg DNA, mutantyhdsRnie maj aktywnaci
restrykcyjnej, ale zachowapktywndaé metylacyjm (sa ri” mg* lub " mg").

W dalszej cgséci skryptu termin enzymy restrykcyjneedrzie okrélat stosowane
powszechnie w metodachzynierii genetycznej enzymy restrykcyjne typu

Wigksza¢ enzymOw restrykcyjnych rozpoznaje sekwencgterech lub szeiu
nukleotydoéw. § to zazwyczaj sekwencje palindromiczne, to znacopgiguajce &
symetrii. Na przykiad enzyiacoR rozpoznaje szZeionukleotydow sekwengi:

¥ ----GAATTC----- s
¥ --CTTAAG----- °,

W obrbie tej sekwencji nagbuje ckcie nukleolityczne obydwu nici, pozostavicg
grupz -OH na kaicach 3, a grup —P na kacach 5. Poniewamiejsce przegcia jednej




nici (G/AATTC) nie znajduje si naprzeciwko miejsca nacia drugiej (CTTAA/G),
powstaj tzw. lepkie kace:

e C i i > BAATTC---- ¥
¥CTTAA ©° ¥ oG- °

W tym przypadku, w wyniku dziatania enzymu powstagzasteczki DNA z
jednoniciowymi kaicami 5. W wyniku trawienia przez niektore enzymgstrykcyjne
otrzymujemy casteczki z jednoniciowymi kicami 3’ (n.p.Pst — 5’CTGCA/G3’) lub te
tzw. tpe kace, ktére powstaj w wyniku przecatcia obydwu nici DNA pérodku
rozpoznawanej sekwencji (w obu niciach naprzecisgikbie).

Lepkie kace maj dwe znaczenie przy rekombinowaniu DNA. Poniewa
sekwencje lepkich kawow powstatych w wyniku dziatlania tego samego enzysp
komplementarne, magone fatwo parowaze soh. W obecnéci enzymu - ligazy DNA -
maozna takie czsteczki podczy¢ kowalencyjnie.

Zdarza s, ze dwa enzymy wytwarzajtakie same lepkie kKoe, mimo i
rozpoznaj rézne sekwencje DNA. Przyktadowo, enzy@au3A rozpoznaje sekwengj
5/GATC 3’ i pozostawia jednoniciowe koe 5’GATC. Takie same kKoe pozostawia
BamH, ktory rozpoznaje sekwencj5’G/GATCC3’. Umaliwia to klonowanie DNA
strawionego Sau3Al w wektorze strawionyBamH. Taka pak enzyméw stosuje @i
czesto przy konstrukcji bankéw genow (DNA donorowywrasic enzymemSau3A
niecatkowicie). [Naley pamkgtaé, ze nie kady sklonowany odcinek DNA dolzie
wycinany ze zrekombinowanego wektora enzynigamH.]

Na ogoét ragne enzymy rozpoznajrozne sekwencje DNA. Istnieje jednak wiele
przyktadow enzymow restrykcyjnych, izolowanych zrgmhych organizmow, lecz
rozpoznajcych takie same sekwencje DNA. Na przykiad enzy@&au3A oraz Mbol
rozpoznag sekwengj 5'GATC3. Takie enzymy nazywamy izoschizomerami.
Izoschizomery mag cia¢ rozpoznawas sekwenag w rézny sposéb [npMbol (G/TAC) i
Dpnl (GA/TC)].

Niektére izoschizomery ihia sie wrazliwoscia na metylagi DNA. Przykiadowo,
enzymSau3A jest niewraliwy na metylacgg DNA, z& jego izoschizomeMbol nie tnie
DNA, kiedy reszta cytozynowa w sekwencji rozpoznagya GATC) jest zmetylowana.
Fakt ten pozwala badametylaci DNA pochodacego z ranych zrédet (casteczki
zmetylowane &da trawione przeSau3A, a nie leda trawione przeMboal).

W wyniku trawienia danej @steczki DNA przez ok&ony enzym restrykcyjny
powstaje zawsze taka sama liczba fragmentowstukrej wielkasci. Liczbe i wielkosé
uzyskiwanych fragmentow DNA ustalag¢spoddajc strawiony DNA elektroforezie w
zelach agarozowych lub akryloamidowych. Analiujprodukty trawienia rnymi
enzymami restrykcyjnymi, stosowanymi pojedynczokembinacjach, oraz w ikziach
wystarczagcych lub niewystarczagych do petnego strawienia preparatu -zmeo ustak
wzajemne potzenie i odlegiéci pomidzy sekwencjami rozpoznawanymi przez te
enzymy w obgbie badane] asteczki DNA, czyli sporadzi¢ jej mape restrykcyjna.
Stosujic techniki hybrydyzacyjne nioa ustak mapg; restrykcyjra danego fragmentu i
jego otoczenia w genomiengpa genomowa

Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi
« Trawienie enzymami restrykcyjnymi przeprowadza swykle przy stzeniu 0.05-
0.5ug DNA /.




» Wigksza¢ stosowanych w laboratorium enzyméw restrykcyjngaiata w jednym z
trzech podanych poigj buforéw, r@niacych st sttzeniem soli.

Najczesciej uzywane bufory do enzymow restrykcyjnych
bufor NacCl TrisHCI MgCl, DTT

pH 7.5
LSB OmM 10mM 10 mM 1 mMm
MSB™ 50mM 10mM 10 mM 1mM
HSB™ 100mM 50mM 10 mM 1 mM

*niskie skzenie soli ( ang. low, L); *$rednie s¢zenie soli (ang. medium, M);
***wysokie skzenie soli (ang. high, H)

» Dane dotyczce wymaganego &tenia soli zamieszczajkatalogi firm produkujcych
enzymy np. New England Biolabs, Fermentas. Wskazase stosowanie buforoy
zalecanych przez producenta danego enzymu.

« Jali DNA ma by strawiony dwoma enzymami wymageymi réznych buforéw,
nalezy najpierw przeprowadéitrawienie w buforze o nszym s¢zeniu soli, a nagpnie
podwyzszy¢e stzenie soli w mieszaninie reakcyjnej poprzez dodamipowiedniej
objctosci sktzonego roztworu NacCl.

» Bufory do trawié przygotowanesgw postaci 10-krotnie stonych roztworéw.

* llosé enzymu, jaka nalezy wzigé¢ do reakcji, oblicza s¢ korzystajac z nasgpujacej
definicji: 1 jednostka enzymu trawi kompletnie 1 ug DNA faga A (ok. 50 kb) w
czasie 1 godz.

* Nie naley dodaw& wigcej enzymu i 1/10 obgtosci mieszaniny reakcyjnej. Glicerq
obecny w preparatach enzyméw raobowiem hamowa aktywnagé enzymu lub
zmieni& jego specyficzné.

* Niektore enzymy majdodatkowe aktywriwi, pojawiapce sé w pewnych warunkach
trawienia, okrélane jako aktywn& ,star”. Informacje o takiej aktywr$gi podawanes
przez producentéw enzymow restrykcyjnych.

e Przy sporzdzaniu mieszaniny reakcyjnej enzym dodaje sia kocu. Naley
bezwzgtdnie pamitac, ze enzymy musgby¢ trzymane w temperaturze 2D, a wicC
pobyt enzymu poza zaniarka powinien trwaé krotko. Po uayciu enzymy nalgy
natychmiast odstawina miejsce.

» Trawienie naley prowadzé w temperaturze zalecanej przez producenta enzyame
w katalogach).

» Trawienie mana zatrzymé przez dodanie EDTA, grzanie przez 10-15 min. wpen
65-7CC lub ekstrake fenolem. Naley pamkttaé, ze niektére enzymyastermostabilne
I nie ulegag termicznej inaktywacji (patrz katalogi).

Podstawowe enzymy modyfikuj gce DNA przydatne do klonowania

Alkaliczna fosfataza
- Z jelita cietcego (CIP lub CIAP)
- bakteryjna (£. coli)
- Shrimp (z krewetki)
Katalizuje usuwanie grup 5'fosforanowych z DNA, RNvaz trifosforandw.
Enzymy rGnia sig odporndcia na inaktywagj termiczry, najbardziej odporna jest




fosfataza bakteryjna, najmniej fosfataza z krewdtekzna p inaktywowa w 65°
C).

Zastosowanie:

- defosforylacja kacéw DNA przy przygotowywaniu wektorow do klonowania
(fragmenty pozbawione grup fosforanowych nadaxh nie mogzamyka si¢
w koétko w reakcji ligacji)

- defosforylacja DNA lub RNA przed znakowaniemnkOw przy uyciu kinazy
polinukleotydowej T4

- defosforylacja biatek

Fragment Klenowa polimerazy DNA |
Fragment Klenowa jest produktem proteolizy polinagrd&dNA | z E. coli,
ktory ma aktywné&¢ polimeryzacji (35 5’) i1 aktywnas¢ egzonukleolitycza 3'- 5,
ale stracit aktywn& egzonukleolitycza 5'- 3'. Dzigki temu zachowat wierrig
polimeryzacji holoenzymu nie degradajkoncéw 5'.
Zastosowanie:
- wypetnianie lepkich kacéw (jednoniciowe odcinki wysugtie w kierunku
5’, ni¢ 3’ cofnigta)
- sekwencjonowanie metgdangera
- synteza drugiej nici cDNA
znakowanie metedlosowych oligonukleotydéw ( tu nioa zastosowa
fragment Klenowa exq bez obydwu aktywrigi egzonukleolitycznych)

Nukleaza Mung Bean
Egzonukleaza specyficzna wobec jednoniciowych ddawin DNA i RNA,
ktéra degraduje wysugte jednoniciowe kace (zarowno 3’ jak i 5') z csteczek
RNA i DNA pozostawiajc tepe kace.

Zastosowanie:
- usuwanie jednoniciowych odcinkow (3’ i 5") nadaach DNA i RNA.
- przecinanie struktur szpilki do wiosow
- mapowanie transkryptow

Nukleaza S1
Degraduje jednoniciowe odcinki kwaséw nukleinowych
Zastosowania
- usuwanie jednoniciowych odcinkow (3’ i 5’) nafdlaach DNA.
- przecinanie struktur szpilki do wiosow
- mapowanie transkryptow

Egzonukleaza

Egzonukleaza 3:5 uwalniagca 5 mononukleotydy z dwuniciowych odcinkow
DNA. Dziala na DNA z jednoniciowymi nagiami, degradujc przecgta ni¢. Nie
dziala na wystage kace 3’ o diugéci przynajmniej 4 nukleotydoéw i na DNA
jednoniciowy.

Zastosowanie:
- konstrukcja jednokierunkowych delecji we fragmeht&diNA
- wytwarzanie jednoniciowych fragmentdw DNA (np. jakmatryc do
sekwencjonowania metedbangera).

Kinaza polinukleotydowa T4




Enzym, ktory katalizuje przeniesienie grupyosforanowej z ATP na koniec 5’-
OH DNA, RNA, oligonukleotydow lub nukleozydo 3’-mofosforanow i katalizuje
wymiarg 5’-koncowej grupy fosforanowej. Ma rowriektywna¢ 3’ fosfatazy.

Zastosowanie:
- dofaczanie grup fosforanowych do syntetycznych oligdeotydow
- znakowanie kacow 5’ kwasow nukleinowych

Odwrotna transkryptaza
Polimeraza DNA zalsma od RNA, kodowana przez gen pol z retrowirusop, n
(M-MuLV, AMV czy M-MLV).

Zastosowanie:
- synteza pierwszej nici CDNA
- analiza RNA poprzez wydanie startera

Elektroforeza DNA w zelach

Elektroforeza wzelach jest technik stosowaa standardowo przy rozdziale,
analizie i oczyszczaniu kwasow nukleinowych. Po asaczeniu w polu elektrycznym
czasteczki te migry w zelu zgodnie ze swym fadunkiem, przy czym szykmigracji
zalery od wielkdci i ksztattu casteczki. Elektroforeza welach jest palczeniem techniki
rozdziatu w polu elektrycznym z metpeiczenia molekularnego. Powszechnie stosuje si
dwa rodzajezeli: agarozowe i akryloamidowe. Elektrofoeemnazemy prowadz w
warunkach natywnychablZz denaturujcych.

Elektroforeza w zelach agarozowych.

Elektroforeza wzelach agarozowych, jako metoda szybka i prostajaziza
powszechne zastosowanie. Zdgkorozdzielcza zelu zalgy od stzenia agarozy,
determinugcego wielkd¢ porow wzelu. Standardowo stosuje;siele 1%. Do rozdziatu
czasteczek mniejszych (0.5-2.0 kbyywa st zeli bardziej stzonych 1,4-2%, a do
rozdziatu casteczek wgkszych (10-20 kb i wkszych)zeli o stzeniu mniejszym, 0,5-
0,7%. Podczas elektroforezyaglach agarozowych naguje rownie rozdziat casteczek
o tej samej wielkéci, lecz r@niacych st ksztattem np. rozdziat trzech agych form
plazmidu: CCC (ang. covalently closed circle)iduej i OC (ang. open circle).

Elektroforeza musi hky przeprowadzana w odpowiednim buforze. N&jciej
stosowanym buforem jest TAE ( Tris-octan, EDTA) [UBE ( Tris-boran, EDTA). Przed
naniesieniem nael probki zawiesza siw buforze zawieragym ,obciazacz” (glicerol,
Ficoll lub sacharoza) oraz barwnik ushwiajacy sledzenie przebiegu elektroforezy
(Xylene cyanolniebieski, fioletowyBromophenol bludub pomaraczowy Orange G.
DNA w zelu mazna uwidoczni dzigki barwieniu zwazkiem interkalugcym - bromkiem
etydyny, ktory fluoryzuje véwietle UV.

Elektroforeza w zelach poliakryloamidowych

Zel poliakryloamidowy powstaje przez polimeryzaojonomerow akryloamidu w
diugie tarcuchy z wytworzeniem wkan poprzecznych przez bisakryloamid. W reakcji tej
konieczna jest obeckd odpowiedniego katalizatora (PERS) i zmku inicjujacego
reakcg (TEMED). Wielkas¢ porow wzelu zaley od stosunku gtenia akryloamidu do
bisakryloamidu. Zele poliakryloamidowe stosuje esiprzy rozdziale fragmentéw o
wielkosci od 6 bp (20% poliakryloamid) do 1000 bp (3% pkiyloamid) oraz przy
rozdziale jednoniciowych a@steczek DNA (np. sekwencjonowanie).




Do elektroforezy stosuje esibufor TEB (Tris, EDTA, boran). DNA wzelu
uwidacznia si poprzez barwienie bromkiem etydyny.

Elektroforeza w zelach denaturujgcych

Szybka¢ migracji wzelu jednoniciowych cisteczek DNA zalbey nie tylko od ich
wielkosci i tadunku, ale réwniew duzym stopniu od ich struktury drug@dowej. Aby
doktadnie okréli¢ wielkos¢ takich casteczek, naley wyeliminowa réznice w szybkéci
migracji wywotane rana konformacy czasteczki. Mana to osigna¢ Stosujc
elektroforez w zelach denaturagych. § to najczsciej zele akryloamidowe, w ktérych
czynnikiem denaturgcym jest mocznik. Takiezele stosuje si miedzy innymi przy
analizie jednoniciowych fragmentow DNA podczas sekejonowania.

Przed naniesieniem probki n#l denaturujcy konieczne jest odpowiednie jej

zdenaturowanie. Najezciej oshga st to przez dodanie formamidu i odpowiednie
podgrzanie.

Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Odczynniki

» Bufor do elektroforezy TAE (16): 400 mM Tris-octan, pH 8.2, 10 mM EDTA

* agaroza

» Bufor do nanoszenia probek 6x: 15 % Ficoll 400 8@86 glicerol, 0, 25% barwnika
(Xylene cyanolBromophenol bludub Orange G

» Bromek etydyny: 10mg/ml wodny roztwor

Przygotowanie zelu

1. Doda odwaona agaroz do odpowiedniej okjosci rozcieaiczonego buforu dg
elektroforezy.

2. Gotowa w kuchence mikrofalowejzado rozpuszczeniagagarozy.

3. Schiodz¢ agaroz do temp. ok. 50°C i dodeébromek etydyny do stenia 0.5ug/mi.
UWAGA!: bromek etydyny tsilny mutagern nalezy uzywac r ekawiczek.

4. OKlei¢ tasma saneczki, umigi¢ w nich grzebyk.

5. Wila¢ agaroz do saneczekzél nie powinien by zbyt gruby).

6. Kiedy zel catkowicie zastygnie (15-30 min.), przeftisaneczki do aparatu i zéleaka
objetoscia rozcieaczonego buforu do elektroforezy, aby warstwa bufaadzelem nie
przekraczata 2-3 mm grubo.

7. Ostraznie wyjac¢ grzebyk.

Przygotowanie probki

1. Do prébki doda 1/6 obgtosci barwnika, wymieszai krotko zwirowa.

2. Probki nanosi si do kieszonekzelu (nie obok!) za pomacpipety automatycznej
naleey uwaza¢ aby do kacoéwki pipety nie pobra razem z probk pecherzykow
powietrza.

3. llos¢ DNA w probce, ktéa nalezy nanig¢ do jednej kieszonki, zatg od ilosci
fragmentow i ich wielkéci. Minimalna ilas¢ DNA, ktora widac na zelu w postaci
prazka, wynosi 20 ng. ll&& DNA w prazku nie powinna przekracza200 ng, w
przeciwnym wypadku obserwujezprzetadowanie kieszonki.

Elektroforeza

1. Aparat naley podhczy¢ do zasilacza partiajac, ze DNA migruje w kierunku
elektrody dodatniej (dobrze jest zrélib przed naniesieniem prébek, aby sprawdzi
czy ptynie pad; prébki nanosimy oczywéeie przy wyhczonym nagiciu!).

2. Wielkos¢ napkcia zaley od oczekiwanego czasu elektroforezy i wigtkozelu.
Najczsciej stosuje s napkcie 5-7 V/cm diugéci zelu. Na ogot lepszy rozdzigt




uzyskuje st przy nizszym napjciu. Zbyt due napecie maze spowodé przegrzanie

zelu.

3. Po skaczonej elektroforezigel wyjmuje s¢ z aparatu rgkawiczki !), a nastpnie
oglada i fotografuje wéwietle UV na transiluminatorze. Bezwzghie naley takze
przestrzeg& zasad pracy z transiluminatorenokglary na nosie iszyba na
transiluminatorze)Pamigtaj! swiatto UV jest szkodliwe dla oczu i skory.

Kalibracja zelu

5

bufor TBE, 0.5 ug/ml bromek etydyny
elektroforeza: 1V/em, 16 godzin

0.5%
0.7%
08%
1.2%
1.4%

! 1 \ 1 | |
2 1 2 3 4 5 6
Odlegtosé przebyta przez DNA w zelu [cm]
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Log,, dtugosci fragmentow DNA
™

Zalezno$¢ migracji fragmentéw DNA od wielkoSci

Kalibracg wielkosci fragmentéw DNA
przeprowadza giw oparciu 0 zasag ze
liniowe czsteczki DNA migruj w zelu
agarozowym z pdkoscia odwrotnie
proporcjonala do logarytmu
dziesttnego ich masy @gsteczkowej,
wyrazonej w Daltonach lub w tystach
par zasad (kb). W celu wyznaczenia
wielkosci nieznanych fragmentéw DNA
stosuje gj tzw. standardy wielkii, czyli
czasteczki DNA o znanej wielkmi,
poddawane elektroforezie w tym samym
zelu, co casteczki badane. Kalibracja
zelu polega wjc na wykréleniu krzywej
zaleenosci odlegtaci przebytej w czasie

elektroforezy przez poszczegollne
fragmenty, od logarytmu masy
czasteczkowej (tzw. krzywej

kalibracyjnej).

Powszechnie aywanymi standardami as preparaty DNA bakteriofaga\ strawione
odpowiednimi kombinacjami endonukleaz restrykcyjmyab mieszanina fragmentéw o
znanej dtugéci ( np. DNA Ladder Mix i 100bp DNA Ladder Plusimfiy Fermentas)

A DNA

) DNA % DNA EcoRl+ A DNA
EcoRI Hindl Hindlll BstEll
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GeneRuler™
DNA Ladder Mix

1.0% agamse

GeneRuler™

: GeneRuler™ 100bp
100bp DNA Ladder Plus

DNA Ladder

bp _ngly

1.7% agarose
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=1
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Izolacja fragmentow DNA z  zelu agarozowego

Istnieje szereg sposobow izolowania fragmentow DiNA&li agarozowych. Cztery
najczsciej stosowane metody to:

» odwirowanie agarozy w odpowiednich warunkach, zeleravydzielonego ptynu i
wytracenie DNA etanolem (odmiantej metody jest tzw. ,freeze squeeze", czyli
zamraenie i rozmraenie kawatka agarozy z fragmentem DNA przed wiraesa)

» elektroelucja DNA poprzez poddawanie elektrofordawatka agarozy umieszczonego
w woreczku dializacyjnym lub zastosowanie odpowieda urzdzenia np. firmy
Biorad.

» zastosowanie agarazy, czyli enzymu rozkiackgo agaragz( np. z firmy NewEngland
Biolabs)

» zastosowanie jednego z wielu dgstych handlowo ztowiazacych DNA np. filtry NA
45 (Schleicher & Schuell), zta: QIAEX (QIAGEN), GENECLEAN (BIO101) i
Wizard (Promega).

Zanieczyszczenia agarozy silnym inhibitorem wielu enzyméw, dlategoesto
pojawiap sig problemy np. przy ligacji, znakowaniu Ilub innycheakcjach
enzymatycznych. Istotne znaczenie ma zatemifagimsowanej agarozy. Wysokiej jako
agaroza jest sprzedawana np. przezdiffviC. W przypadku bardzo czystej agarozy o
niskiej temperaturze topnienia (low melting poimdzna, po uptynnieniu, przeprowadza
reakcje enzymatyczne w jej obeéoin

Izolacja fragmentu DNA z zelu agarozowego metod g "freeze-squeeze”

1. Fragmenty DNA rozdzietiw zelu agarozowym.

2. Umiesci¢ zel na transiluminatorze i wygi skalpelem kawatek agarozy z fragmenfem
DNA (rekawiczki, okulary ochronne).

3. Na dnie Eppendorféwki 0,5 ml undigi¢ penset odrobire waty szklanej

4. Woyciety kawalek agarozy why¢ do probowki i zamrozi w -20°C lub w cieklym
azocie.

5. Agaroz rozmrozt, zrobi cienky igta maty otworek w dnie probowki, wstagvido
eppendorfowki 1,5 ml i wirow@aprzez 15 min.

6. Do zwirowanego ptynu dodal/10 obgtosci 3M octanu sodu pH 5,2 i ekstrahavya
rowng objetoscia mieszaniny fenol:chloroform:oktanol (25:24:1).

7. Odwirowa przez 5 min. w mikrowirowce i zehragorm warstwe do swiezej
Eppendorfowki

8. Doda: 1 ul tRNA (10mg/ml) i 2,5 olgtosci zimnego etanolu.

9. Inkubowa 30 min. w temp. -2TC.

10. Zwirowa¢ przez 15 min. w mikrowiréwce.

11. Osad przeptuka70% etanolem i ponownie zwiroda

12. Osad wysuszyw wiréwce pod prénia (SpeedVac) przez 5 min.

13. Zawiest w 10pl TE.
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Ligacja DNA

Ligacja polega na tworzeniu kowalencyjnychazan fosfodwuestrowych poraidzy
grupami 3'OH i 5P dwoch gsiadupcych nukleotyddéw w tacuchu DNA. Najczsciej
stosowanym enzymem do przeprowadzenia tej reastjligaza faga T4.

Istotnym parametrem reakcji ligacji jest stosume&lowy DNA donorowego do
wektorowego. Najogciej stosuje si proporcg molowa 2:1. Czsto w konkretnym
doswiadczeniu istnieje koniecz&® optymalizacji tej proporcji eksperymentalnie. W
przypadku matej iléci DNA donorowego mina wy¢ nadmiar wektora.

Stezenie wektora w prébce powinno wyno$l,02-0,05ug/pl. Przy stzeniu 0,01-
0,02 pg/ul plazmid zamyka si w kotka, stzenie 0,3-0,5ug/pl sprzyja z& tworzeniu
konkatamerdw.

Reakcg ligacji prowadzimy na ogot w niskiej temperaturze4-16°C. Taka
temperatura sprzyja powstawaniu ggan wodorowych ponudzy lepkimi kacami
fragmentow DNA, co zwiksza wydajné reakcji. W przypadkuakzenia fragmentow
DNA z tepymi koacami konieczne jest stworzenie takich warunkow, akyekszy
prawdopodobigstwo ich zetkngcia sk. Mozna to osigma¢ przez dodanie glikolu
polietylenowego (PEG) do buforu ligacyjnego. Poraeweakcja ligacji ¢pych kacow
przebiega wolniej, mma wydhzy¢ czas ligacji lub dodawiecej jednostek enzymu w celu
uzyskania wikszej ilasci produktow.

Aktywnos¢ enzymu okr@la sk stosujc rézne jednostki aktywniwi. Jednostka
Weissa jest zdefiniowana jako d§to enzymu wymagana do katalizowania wymiany 1
nmola** P z pirofosforanu do ATP. Jednostka aktydaidigacji lepkich kaicow jest
zdefiniowana jako il& enzymu wymagana do uzyskania 95% ligacjidl fragmentéw
Hindlll faga A w czasie 20 min. w 18C. Taka jednostka odpowiada 0,01 jednostek
Weissa, a 1 jednostka Weissa odpowiada 67 jednostigacji lepkich kacow.

W probéwce naley zmieszé odpowiedn ilos¢ (patrz wy.ej) donorowego i wektoroweg
DNA, 1/10 obgtosci mieszaniny reakcyjnej buforu do ligacji oraz wodo kaicowej
objetosci 10-20ul . Nastpnie naley doda& odpowiedni ilos¢ ligazy (na ogot stosujecsi
ok. 1 jednostki ligacji Weissa, co stanowi ogronmagimiar w stosunku do koow DNA).

A

Sktad buforu do ligacji (%) zalezy od rodzaju kacow faczonych fragmentéw DNA.

lepkie konce epe konce
200 mM Tris-HCI, pH 7.5 | 250 mM Tris-HCI pH 7.5
100 mM MgCh 50 mM MgC}
50 mM ATP 2.5 mM ATP
100 mM DTT 100pg/ml BSA

2.5 mM spermidyna

7.0 mM3-merkaptoetanol
10% PEG

Reakcje ligacji przeprowadzasi

« dla lepkich kaicéw 1-24 godz. temp. 1@
« dla gpych kaicéw 12-24 godz. temp. i@
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Transformacja E. coli

Transformagj nazywamy proces pobierania przez komorki DNA ziqial U
niektorych bakterii proces ten zachodzi w sposdaturalny. Komorki takich bakterii w
pewnych warunkach fizjologicznych agmja tzw. stan kompetencji iaszdolne do
pobierania DNA. U innych bakterii stan kompetermjistaje wymuszony, np. H. coli
poprzez traktowanie komérek jonami<Céub R w niskiej temperaturze. Transformacja
E. coli zachodzi z nisk czstdécia | zaleey od rodzaju DNA: najwisza wydajnagé
uzyskuje si dla DNA plazmidowego w formie CCC,a3iza dla formy OC, a najasz dla
formy liniowej. Najczsciej do jednej komorki bakteryjnej wnika tylko jelczsteczka
DNA. Ma to istotne znaczenie w przypadku, kiedyteak transformowaneasnieszanin
roznych casteczek zrekombinowanego DNA.

Wydajnai¢ transformacji E. coli plazmidami w formie CCC wynosi 30’
transformantéw na fig DNA i zalery od wielu czynnikow :

e uzytego szczepu bakterii,

» zwiazkéw chemicznychzywanych do wymuszania kompetencji (metoda z
zastosowaniem RDbCI jest bardziej wydajna),

» fazy wzrostu komorek,

* ilosci i wielkosci DNA uzytego do transformacji,

» czasu inkubacji DNA z komérkami kompetentnymi,

e czasu trwania szoku termicznego,

» czystaci odczynnikow i szkia,

» jakosci pazywki, na ktép wysiewane gtransformanty.

Kompetencja komorek gwaltownie spada po 24 godhina ile nie g one
przechowywane w odpowiednich warunkach. Komoérki ieamone w 15% roztworze
glicerolu i przechowywane w -7Q zachowuj swoje wigciwosci przez szereg tygodni.

Istnieje bardzo wiele imych metod transformadi. coli. Przedstawiona tu metoda
jest jednym z licznych wariantéw metody z zastostem CaCj

Odczynniki
* 0.1M CaC}
* 0.9% NacCl
» (glicerol

Przygotowanie bakterii kompetentnych

1. Wyszczept szczepE. coli na pojedyncze kolonie (posiew redukcyjny) na gtate
podiaze LB, inkubowa 12-24 godz. w temp.37°C.

2. Zaszcze@ 10 ml podiga LB pojedynca kolonia i hodow& 12-20 godz.
wytrzasaniem, w temp.37°C.

3. Zaszczep 50 ml podiga SOB 0.5 ml nocnej hodowli i inkubowa wytrzasaniem W

temp.37°C do Ok 0,2-0,3.

Hodowk schtodz¢ przez 10 min. w lodzie.

Bakterie przeni& do sterylnych probowek JA20 i wirowgrzy 4 krpm. w temp.0°f

przez 5 min.

6. Osad delikatnie zawigsiv 2 ml zimnego roztworu 0.1M Caghastpnie doda 0.1M

CaClb do obgtosci 25 ml i inkubowé 10 min. w lodzie.

Bakterie zwirowa jak wyzej.

Osad zawiesiw 1 ml zimnego roztworu 0.1 M CaQl inkubowa& 30 min. w lodzig

LUB w 1 ml zimnego roztworu: 85% (v/v) 0,1 M CaCl5% glicerol, rozporcjows

po 200ul do schtodzonych eppendorféwek i zamtozitemp -70°C.

Transformacja E. coli

T~

a s

o~
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1. Do schiodzonej w lodzie eppendorfowki przeni00 pl kompetentnych bakterii
doda& 50-100 ng DNA LUB eppendorféwk z zamraonymi bakteriamj
kompetentnymi wstawido lodu i po rozmrzeniu doda DNA (j.w.).
Inkubowa 30 min. w lodzie.
Przenié¢ do tazni wodnej o temp. 42C i inkubowa przez 90 sek.
Schiodz¢ w lodzie (1 min.)
Doda 1 ml pazywki SOB i inkubowa 1 godz. z wytrzsaniem.
Wysiew& na podiae selekcyjne:
a. w przypadku selekcji na antybiotyk wysaéwezpdrednio na podize kompletng
LB z antybiotykiem i inkubowé&przez noc w temp. 3T.
b. w przypadku selekcji na wymaganie pokamero

- bakterie zwirowaw mikrowiréwce przez 1 min.

- zawiesiw 1 ml soli fizjologicznej (0,9% NaCl)

- bakterie ponownie zwirowa

- zawiesi w 200ul soli fizjologicznej.

- wysiewéa na podtae minimalne M9

- inkubowé& 2 dni w temp. 37°C.

oahwn

14

Podloza (sktad patrz Dodatek):

* podiaze kompletne LB ptynne

* podiaze kompletne LB state

« podiaze ptynne SOB

* podiaze minimalne M9 state ( 200 ml pod# przygotowuje sipoprzez zmieszanie 1P0
ml soli M9 2x s¢zonych ze 100 ml 3% agaru i dodanie po 2 ml 20%agy, 0,1 M
MgSQ, i 0,01 M CaCj oraz odpowiednich sktadnikow pokarmowych [Rffml L-
aminokwasow; Jug/ml witamin])

» Ampicylina (Polfa) 500 x gfzona: 100 mg/ml w 75% etanolu, przechowywana WC20

» X-gal (500 x stzony): 2% roztwor w dimetyloformamidzie, przechowywaw -20C.

« IPTG (500 x sfzony): 100 mM, przechowywany w -20.

Transformacja E. coli przy zastosowaniu elektroporacji

Elektroporacja, czyli pobieranie DNA po zadziatana komorki krotkim impulsem
elektrycznym, jest szyhk i wydajmm metody transformacji. Przygotowanie bakterii
elektrokompetentnych jest prostszez niv przypadku transformacji chemicznej. Po
wyhodowaniu bakterii do fazy logarytmicznej, scl#adse je, przemywa intensywnie
woda w celu zmniejszenia sity jonowej zawiesiny, a gpsite zawiesza w zimnym buforze
zawieragcym 10% glicerol. Elektroporagj mazna przeprowadza od razu albo
przechowywa bakterie w -78C do 6 miesicy przez elektroporagj

Elektroporacja naspuje pod wptywem krotkiego wysokonapiowego
wytadowania elektrycznego (12,5-15 kV ¢m Optymalne wydajnii uzyskuje si dla
matej obgtosci gestej zawiesiny bakteryjnej (ok. 220 *ml) w specjalnych kuwetach z
odpowiednio oddalonymi od siebie elektrodami. Psogest zaleny od temperatury i
najlepiej przeprowadzago w temp. 0-2C. Wydajng¢ spada 100-krotnie w temperaturze
pokojowe;j.

Elektroporaat przeprowadza siprzy matym stzeniu DNA (ok. 10 pg/ml), aby
zminimalizowa pobieranie przez komdégkvigcej niz jednej casteczki DNA.

14



Materiaty

10% glicerol

Pozywka LB ptynna

Pozywka SOB ptynna

Kuwety do elektroporacji: odlegta¢ elektrod 0,2 cmUwaga! Kuwety s w zasadzi
jednorazowe, ale nioa ich uywa¢ wielokrotnie po dokladnym umyciu we
destylowan, a nasipnie przeptukaniu etanolem i starannym wysuszemozia jg
przechowywa po etanolem do czasu ponowneggaia).

Przygotowanie bakterii elektrokompetentnych

1.

2.

3.

ok

Wyszczept szczepE. colina pojedyncze kolonie na state pastd B, inkubowa 12-
24 godz. w temp. 37°C.

Zaszcze@ 50 ml podiga LB pojedynca kolonia i hodow& 12-20 godz.
wytrzasaniem w temp. 37°C.

Zaszczef 2 x 500 ml podiga LB 25 ml/kolle nocnej hodowli i inkubowa z
wytrzasaniem w temp. 37°C do Q= 0,4.

Hodowk schtodzé przez 15 min. w lodzie.

Bakterie przenig do sterylnych probowek wiréwkowych i wirowarzy 3000 rpm. v
temp. 4°C przez 15 min.

jon

D

N

<

Zla¢ supernatant i osad delikatnie zawdesi 500 ml schtodzone] w lodzie czygtej

(mili Q) wodzie.

Bakterie zwirowd przy 3000 rpm przez 20 min. w temp. 4°C.&Z&pernatant i osgd

zawiest w 1 ml schtodzonego w lodzie glicerolu

Pobra 10pl, zawies¢ w 1 mli zmierzy ODgpo Doprowadzi wyjsciowa zawiesir
bakterii kompetentnych doestaici 2 x 13°- 3 x 13° komérek/ml (1,0 Okyo= 2,5 X
106° komérek/ml).

Rozporcjowé zawiesier po 40 pl do schtodzonych eppendorfowek, zanirox
ciektym azocie i przeng do -70°C.

Elektroporacja

1.

2.

ok w

No

© ©

Eppendorfowk z zamraonymi bakteriami wstawi do lodu razem z kuwetami
elektroporacji

Po rozmraeniu do bakterii dodaDNA (nie wiecej niz 5 ng czystego plazmidy).

UWAGA! Roztwér DNA powinien b§ odsolony. Soli mezna pozby sie przez
mikrodialize (patrz rozdziat: Wyticanie kwasow nukleinowych, str. 22).
Inkubowa& w lodzie przez 30-60 sek.

Nastaw¢ aparat do elektroporacji na pojerd@@5uF, napécie 2,5V i opér 200 ohm.,
Przenié¢ mieszanin DNA/komoérki do schtodzonej kuwety. Upewnisie, ze
zawiesina znajduje sina dnie kuwety. Osusgykuwet z zewntrz i umigci¢ w
elektroporatorze.

Wiaczy¢ puls elektryczny: 4-5 milisekund, sita pola 12\ é&m.

Tak szybko, jak to mdiwe wyja¢ kuwet z elektroporatora i dodal ml pazywki
ptynnej SOB o temp. pokojowe;.

Doda 1 ml pazywki SOB i inkubowa 1 godz. z wytrgzsaniem w temp. 37°C.
Wysiew& na podige selekcyjne (100 pl zawiesiny nierozmgone) plu

do

o7

rozcieiczenia 10, 10%).
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Izolacja DNA plazmidowego

Istnieje szereg metod otrzymywania plazmidowego ADNz ktérych kada
obejmuje trzy etapy:

* hodowla bakterii niagcych plazmid
» zebranie bakterii i ich liza
* oddzielenie plazmidowego DNA od genomowego DNA

Mimo, ze w poszczegblnych metodach etapy te przehiegaj odmienny sposéb,
wykorzystuje s} w nich dwie istotne rinice pom¢dzy DNA genomowyE.coli a DNA
plazmidowym:

1. DNA genomowy jest wielokrotnie wkszy od DNA plazmidowego.

2. W czasie procesu otrzymywania DNA plazmidowego, D@§ghomowy zostaje trwale
zniszczony, podczas gdy DNA plazmidowy pozostajeogéd w postaci kowalentnie
zamknetych czsteczek (tzw. forma CCC).

Bakterie zawierage plazmidy hoduje siw warunkach presji selekcyjnej. W celu
zwickszenia wydajn&ci preparatyki plazmidow zawieraych ori replikacji Col E1 (np.
plazmid pBR322 i jego pochodne) pnma przeprowadzi amplifikacg plazmidowego
DNA w czasie hodowli bakterii. Zwkszenie liczby kopii plazmidu uzyskujez gpoprzez
dodanie do hodowli antybiotyku (chloramfenikolu ligpektynomycyny) hamagego
syntez biatek, koniecznych do replikacji DNA genomowedgObecnd¢ antybiotyku
zatrzymuje syntez genomowego DNA, nie wplywa natomiast na tempo egnt
plazmidowego DNA. Otrzymuje siw ten sposéb do kilkuset razyasej kopii plazmidu
na komork.

Kolejne etapy otrzymywania DNA plazmidowego obejalize zebranych bakterii
I nieodwracala denaturagg genomowego DNA W zalmosci od metody proces ten
przeprowadza siw réznych buforach zawierggych m.in. lizozym - enzym niszazy
sciany komérkowe ( Uwaga! lizozym nie dziata w pH&8,oraz detergenty (SDS, Triton-
X100) destabilizujce btony komorkowe.

W metodzie lizy alkalicznej, ktéra jest najéziej stosowasm metod, izolacji
plazmidowego DNA, bufor o pH 12,5 zawieygy NaOH i SDS powoduje catkowitize
komoérki. W tak wysokim pH zachodzi rowaielenaturacja genomowego DNA, podczas
gdy DNA plazmidowy w formie CCC zostaje zdenaturawana jedynie niewielkich
odcinkach. Po dodaniu buforu octanowego, przywsgego mieszaninie neutralne pH,
jedynie DNA plazmidowy ulega renaturacji i zostajeoztworze. Genomowy DNA wraz
z biatkami i nierozpuszczainsoh potasow siarczanu dodecylu wyita s¢ w postaci
serowatego osadu.

W przypadku otrzymywania plazmidowego DNA metdeérmiczra czynnikiem
denaturugcym/renaturujcym DNA jest temperatura. W wysokiej temperaturzblAD
genomowy i plazmidowy zachowwjsic podobnie jak w wysokim pH. Ogienie
powoduje renaturagjjedynie plazmidowego DNA. DNA genomowy zostaje wsStaci
zdenaturowanej.

W dalszych etapach oczyszczania plazmidéw usupviaiadka, najczsciej stoswc
ekstrakag fenolowa lub wysalanie octanem amonu i DNA wagda sé etanolem lub
izopropanolem. RNA, ktory izoluje girazem z plazmidowym DNA nioa usuné
poprzez trawienie RNaz Otrzymany w ten sposob plazmidowy DNA redby¢ uzyty do
wigkszasci eksperymentow (trawienie enzymami restrykcyjnyiigowanie, transformacja
itd.).

Jezeli chcemy uzyskabardzo czysty preparat, nie zanieczyszczony gemngmo
DNA i biatkami, m@zemy zastosow@aproces ultrawirowania w gradiencie chlorku cezu w
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obecndci bromku etydyny. W metodzie tej wykorzystuje $akt, ze bromek etydyny
interkaluje w wegkszym stopniu do liniowego DNA genomowego,z ndo DNA
plazmidowego w formie CCC. Tym samym zmniejsza ggstas¢é ptawna DNA
genomowego i w gradiencie chlorku cezu DNA plazmigaustawia s ponizej DNA
genomowego.

Po otrzymaniu plazmidowego DNA naje

« Oznaczy jego stzenie Stzenie DNA mana oszacowaw zelu agarozowym stosig
jako kontrot DNA o znanym sizeniu (najlepiej ay¢ kilka rozciexczen badanego
prepatatu). Doktadneestenie DNA (dla czystych preparatéw) oznaczasizy wyciu
spektrofotometru przy diudoi fali 260 nm stosug zalenosé, ze Ego= 1,0 odpowiada
stezeniu 50ug/ml.

* Ocent czystdé i jakos¢ DNA.

e Stosunek Eo/Ezgo powinien zawier&sie w przedziale 1.8-2.0.

* Aby sprawdzt¢, czy otrzymany DNA nie ulega degradacji, przeprozaas¢ tzw.
.samotrawienie”, polegage na tym,ze probk DNA w buforze do trawie
pozostawia g na noc w 37C. Nastpnie probk sprawdza siw zelu agarozowym,
jako kontroli wywajac tego samego DNA nie testowanego w pszych
warunkach.

Izolacja plazmidowego DNA metod g lizy alkalicznej

Odczynniki:

e Roztwoér I: 50 mM glukoza, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HEH 8.0

* Roztwoér 11: 0.2 M NaOH, 1% SDS

e Roztwor Ill: na 100 ml: 60 ml 5M octanu potasu,5Linl lodowatego kwasu octoweg
28.5 ml HO

* mieszanina fenol:chloroform:oktanol (25:24:1 vivysycona TE

* izopropanol

» etanol 96%

» etanol 70%

e Bufor TE: 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA

* RNaza A : roztwor wyjciowy 10 mg/ml. Przedayciem rozciéczy¢ 10x

Izolacja plazmidu na matg skale - mikrolizaty

1. 1,5 ml paywki LB uzupetnionej odpowiednim antybiotykiem zasept ez bakterii i
inkubow& przez noc w temp. 3C, z wytrzsaniem.

2. Hodowle przeni& do eppendorfowki i odwirowaw mikrowirbwce w cagu 2 min.,
doktadnie ususgt pazywke

3. Bakterie zawiegiw 100pl roztworu I.

4. Doda 200ul roztworu Il, tagodnie wymieszagprzez kilkukrotne obrécenie probowii.
Pozostawd w lodzie na 5 min.

5. Doda 150ul zimnego roztworu Ill, wytrasa przez kilkanécie sekund i pozostawi
w lodzie przez 10 min.

6. Zwirowat 5 min.

7. Supernatant przerieé ostraznie do nowej eppendorfowki, dodadwn objetosé
mieszaniny fenol:chloroform:oktanol, wytsat przez kilkanécie sekund i zwirowa
2 min. Zebréd warstwe wodma do nowej eppendorfowki. W przypadku silne
zabiatczenia preparatu powtéézignolowanie.

8. Doda 2 obgtosci 96% etanolu i pozostadiv lodzie 10-15 min,

9. Zwirowat 5-10 min., osad przeptuk& 0% etanolem, wysusey zawies¢ w 20-50ul
TE lub TE z RNaz (10 pg/ml).
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Izolacja plazmidu na srednig skale ze 100 ml hodowli

1.

wmn

No ok

@

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.

17.
18.

19.
20.

Pojedyncz kolonia bakterii zaszczepi 100 ml paywki LB, uzupetnionej
antybiotykiem. Wytrzsa przez noc w temp. 3C.

Hodowk przeniéé do probéwek JA14; zwirowsb krpm, 5 min, C.

Zla¢ pazywke, jej resztki ususc pipet pasteurowsk osad zawiesiw 3 ml roztworu
| i przenie¢ do probdwki JA20.

Doda 5 ml roztworu II, delikatnie wymieszainkubowa& 10 min w lodzie.

Doda 4 ml zimnego roztworu lll, delikatnie wymieszankubowa 15 min. w lodzie.
Zwirowaé 11 krpm, 15 min, ZC.

Supernatant przeszy¢ przez pojedyncg chusteczk higieniczra do nowej probowki
JA20.

Doda& 0,6 obgtosci izopropanolu; dokfadnie wymieszainkubowa& 10 min w
temperaturze pokojowe;j.

Zwirowa¢ 10 krpm, 15 min., 4°C, usaé supernatant, doktadnieqmzy¢ osad.
Zawiest w 2 ml buforu TE; przeni do probowki Corex 15 ml.

Doda 1 ml 7,5M octanu amonu; wymieszankubowa 10 min w lodzie.

Zwirowaé 10 krpm, 10 min, ZC.

Supernatant przerii€ do nowej probowki Corex; doda2,5 obgtosci etanolu;
inkubow& w lodzie 10 min.

Zwirowaé 10 krpm, 15 min, 2C.

Osad wysuszy zawiest w 300ul TE o pH 8.0; przenig€ do eppendorfowki

Doda 300l mieszaniny fenol:chloroform:oktanol (25:24:1)tensywnie wstrzsmg;
odwirowa w mikrowirowce 5 min.

Powtérzy punkt 16.

Gorm faze delikatnie zebrg przenié¢ do nowej eppendorfowki; dodasr5Qul 96%
etanolu; inkubow&5 min; zwirowa 15 krpm, 15 min, 2C.

Osad przeptuka70% etanolem; zwirowal5 krpm, 5 min, 2C; wysuszy.

Zawiest w 10Qul TE 8.0.

Wytr gcanie kwasow nukleinowych.

Wytracanie kwasow nukleinowych z roztworow wodnych progmdza si na ogot w

celu ich zatzenia i/lub pozbycia sizanieczyszcze Do wytracania najcgsciej stosuje i
alkohol: etanol lub izopropanol. Istotne parameigy wytrmcaniu DNA to:

Wielkos¢ czasteczki (im mniejsza tym wksze straty). Standardowe warunki
stosuje si przy wytricaniu casteczek wikszych ni 100 bp

* Stezenie kwasow nukleinowych. Przy niskinggtniu DNA >20ng/ml do roztworu

mozna dodaé jako nagnik tRNA (zwykle 5-10ug/ml etanolu).

* Rodzaj zastosowanego alkoholu: etanol dodajevsilosci 2-3 obgtosci roztworu

kwasu nukleinowego, izopropanol 0,6 obj. Etanolu wygtraceniu fatwiej st
pozby, ale osad mie zawiera sole dodawane do wytania. Izopropanol jest
mniej lotny i trudniej go usuyg.

Obecna¢ soli: wytracanie jest wydajne przy odpowiedniej sile jonowgjvykle

stosuje si:
- octan sodu 0,3 M (roztwor podstawowy NaAc: 3 n¥, 5,2)
- octan amonu 2-2,5 M (roztwor podstawowy JA: 7,5 M lub 10 M). Nie wytica

dNTP, ale hamuje kinapolinukleotydowy T4.

- chlorek sodu 0,2 M (roztwér podstawowy NaCl 4Mje wytraca SDS.
- chlorek magnezu 0,01 M (roztwor podstawowy MgCM). Styca efektywnie mate

czasteczki DNA <100 bp.
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- chlorek litu 0,8 M (roztwor podstawowy LIiClI 8 M)Stosowany gtéwnie do
wytracania RNA. Zaleta: nie wydca st etanolem.

Warunki wytgcania
Generalnie im riisza temperatura i dtazy czas wytcania, tym wysza wydajnéé
(ale rownie mazliwos¢ wspotstacania zanieczyszcag Przy wytpcaniu etanolem
zwykle stosuje s temp. OC lub —20C przez 30-60 min., przy wyitaniu
izopropanolem temperatupokojows przez 10-30 min.

Nie naley wytraca¢ DNA bezpdrednio z roztworow zawierggych > 1 mM fosforan
i/lub >10 mM EDTA z powodu wspotsitania s¢ z kwasami nukleinowymi. W tym
przypadku przed stceniem nalgy przeprowadz dializ¢. Mikrodializ ¢ mazna
przeprowadzi nakraplajc roztwor na membran Millipore VS 0,025 um
umieszczon na powierzchni dejonizowanej wody (50-100 ml) iezhjac po 10-30
min. inkubacji w temp. pokojowe;j

Wirowanie osadu: im mniejszegsénie i wielkGé czasteczek, tym wigsze obroty i
nizsza temperatura. Zwykle wystarcza wirowanie w mikrowce w temp.
pokojowej (ok. 8-12 tys./obr./min.) przez 15 miup®rnatant po wirowaniu zlewa
si¢ (dobrze jest zachowasupernatant - nitiwos¢ odzyskania DNA w przypadku
ztego dobrania parametrow &tania) lub odsysa Kaowka do pipety automatycznej
pofaczonej z pompkwodm, uwazajac zeby pozostawiosad (czasem bardzo stabo

. widoczny).

Ptukanie osadu: zwykle poprzez dodanie 70% etanmdmowne wirowanieUwaga na
osad, czesto w czasie ptukania odklejacsod scianek probdéwki (warto zlewta
supernatant do czystej probowki).

Suszenie osadu:

- na powietrzu trwa ditej, ale osad tatwiej sirozpuszcza.

- w wiréwce pod prénia (SpeedVac) ok. 5 minut: szybciej, wydajniejszelpavanie
si¢ alkoholu, ale mog by¢ kiopoty z rozpuszczeniem osadu, szczegllnie w
przypadku wysokocwteczkowego DNA i ditszego czasu suszenidlwaga!
Najpierw zapowietrz§ wirdwke, a potem zatrzymywarotor (przy odwrotnej
kolejnasci osad zostanie wyssany).

Znakowanie kwasow nukleinowych

Wiele metod biologii molekularnej opierag ana wykorzystaniu wyznakowanych
czasteczek kwasow nukleinowych. ¥¢kzanie znakowanych nukleotydow w procesach
enzymatycznych unmiwia badanie transkrypcji, obrobki RNA itp., jes#z podstavi
takich metod jak sekwencjonowanie DNA. Wyznakowameasteczki kwasow
nukleinowych wykorzystywaneasjako sondy wizace s¢ z okre&lonymi czsteczkami
DNA (Southern), RNA (Northern) czy biatek (Southstern). Dla wszystkich tych metod
istotna jest maiwos¢ uzyskiwania sondy o wysokiej aktywdod, odpowiedniej czyskwi i
specyficznéci.

Mimo duzego posipu technik znakowania nieradioaktywnego, w dalszyagu

najpowszechniej wykorzystywane do znakowania kwasdkleinowych g czasteczki
nukleotydéw, w ktorych jeden z atomow zgmbny zostat izotopem radioaktywnym.

Zasadniczo stosujeesilwa izotopy — fosfoB2P, whczany w pozycjio lub y czasteczki

trifosforanu nukleotydu oraz siark39S, whczam w miejsce atomu tlenu odpowiedniej
reszty fosforanowejo( luby).

Fosfor32P emituje promieniowani@ o energii 1,709 MeV — jest to najuisza
energia promieniowania dn0d wykorzystywanych w praktyce biologicznej izodep
Praca z nim wymaga zatem zachowania szczegélnejzneici. Prébki zawierajace 32P
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nalezy przechowywa& w specjalnych pojemnikach wyposzonych w warstwe
ochronna z otowiu. Podczas pracy z fosforem naly bezwzgédnie uzywaé ekranow
ochronnych (1 cm warstwa pleksiglasu hamuje prawieatkowicie promieniowanie

32p), pracowa w rekawiczkach i fartuchach (dotyczy to wszystkich izaipéw, nie

tylko fosforu), zalecane jest noszenie dozymetréwsobistych Okres péitrwania32pP
wynosi 14,3 dni, jest to zatem izotop stosunkowetrmiaty. Wykorzystuje sigo wtedy,
gdy wymagane jest uzyskanie sondy o wysokiej akbgain- zapewnia wysak czutas¢ i
krotki czas detekcji. Jest standardowo wykorzystyywave wszystkich hybrydyzacjach,
dodwiadczeniach typprimer extensionoznaczeniach aktywda transkrypcji itp.

Siarka39S emituje promieniowanip o energii 0,167 MeV. Energia ta jest na tyle
niska,ze nie 8 wymaganezadne specjalne ekrany ochronne, nie stosgjg¢esioston z
ofowiu. Konieczne jest jednak zachowanie ostimosci — w zawierajacych siarke
preparatach powstap pewne produkty organiczne o dosy wysokiej lotnosci. Moga
one by tatwo wchtonigte do organizmu, gdzie ulega akumulacji. Z preparatami

zawierajacymi 35S naley zatem pracowa& pod sprawnym wychgiem. Okres

pottrwania 39S  wynosi 87,4 dni. Podstawowym zastosowanieBPS  jest
sekwencjonowanie DNA. W postaci siarczanu stosiggastez do badania metabolizmu
biatek, z& w postaci metioniny do baflaad translagj

Od niedawna stosujeestez fosfor 33P, o widciwosciach pdrednich pomidzy
omowionymi powyej izotopami. Gtéwa jego wad jest wysoka cena.

W zalenosci od konkretnego zastosowania, wykorzystywaner@&ne metody
znakowania DNA. Niektére z nichigk translationoraz random priming prowada do
otrzymania sondy wyznakowanej losowo na catej ddagaonne z& znakuj specyficznie
konce nici DNA. Stosuje sitez sondy RNA generowane w procesie transkrypcyitro
przy wyciu radioaktywnych substratéw. Paej omowiono w skrocie podstawowe metody
znakowania DNA.

* Nick translation jest metod stosowam obecnie coraz rzadziej. Opierag sha
wykorzystaniu aktywngci dwoch enzyméw: DNazy | i DNA polimerazy |. DNazta
wprowadza do citeczki jednoniciowe gkniecia (nick), ktore g nastpnie miejscem
dziatania polimerazy I. Enzym ten, ki swej aktywndci 5'-3' egzonukleazy, usuwa
"przed soh" nukleotydy, a "za saj dobudowuje nowe "przesuvagj’, niejako miejsce
pekniccia. W trakcie syntezy wbudowywanea sradioaktywne nukleotydy.

Otrzymywany jest w ten sposéb preparat DNA o aktydenhspecyficznej do 1®dpm/
Mg DNA, a wydajné¢ inkorporacji wynosi ok. 50%. Metoda ta lepiej ngdak do
znakowania catych plazmidow, nie jest zalecanar@gnientéw liniowych.

* Random primingest obecnie podstawawnetod, znakowania DNA. Wykorzystuje¢si
tutaj krétkie oligonukleotydy (6-9 nt) o losowejkseencji. Do zdenaturowanej matrycy
DNA dodaje st mieszanin oligonukleotydow, ktoreakza sic ze znakowanym DNA.
Nastpnie dodawany jest enzym, ktory syntetyzuje DNA ykerzystaniem tych
fragmentéw jako starterow. Enzymem tym jest fragmédlenowa - fragment
polimerazy |, nie posiadajy aktywndci 5'-3' egzonukleolitycznej. Syntetyagj
komplementarp ni¢c DNA, enzym whcza radioaktywny nukleotyd. Moa w ten
sposob otrzymasondy o aktywnéci dochodzcej do 18 dpmfig DNA. Metoda ta
pozwala na wydajne znakowanie zarowno catych pldamj jak i liniowych
fragmentow, np. izolowanychzzlu.
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Denaturacja matrycy
v Przytaczenie losowych oligonukleotydéw

Synteza DNA (Klenow)

Schemat znakowania DNA metodg random priming

» Znakowanie DNA na kiacach.

¢ Znakowanie 5' kaca fragmentu DNA przy ayciu kinazy polinukleotydowej faga
T4. Kinaza polinukleotydowa przenosi geufpsforanova z pozycjiy ATP na DNA
lub RNA zawierajce grug -OH na 5' kédcu. Normalnie czsteczki DNA zawieraj
na 5 kdcu grug fosforanows, przed znakowaniem nale zatem podda je
dziataniu alkalicznej fosfatazy w celu jej usema. Jest to podstawowa metoda
znakowania syntetycznych oligonukleotydow (nie jestbwczas oczywcie
konieczne stosowanie fosfatazy).

¢ Znakowanie 3' kaca fragmentu DNA przy ayciu terminalnej transferazy.
Substratem dla terminalnej transferazyzaréwno jednoniciowe, jak i dwuniciowe
czasteczki DNA. Enzym daktza deoksyrybonukleotydy na 3'dau, nie wymagagc
matrycy.

¢+ Wypetnianie lepkich kacow przy uyciu fragmentu Klenowa. Enzym ten wypetnia
brakupce na 3' kacu nukleotydy w casteczkach strawionych enzymami
restrykcyjnymi pozostawiagymi 5' lepkie kace. Dobierajc odpowiedni enzym i
radioaktywny trifosforan nukleotydu, mwoa uzyska& specyficzne znakowanie 3'
konca okrélonych czsteczek.

Zaleznie od uwytej] metody osiga sé wydajnagé inkorporacji od 50% do nawet
90%. Pozostafpe nie whczone radioaktywne trifosforany nukleotydéw mogjemnie
wptywaé na jakd¢ hybrydyzacji, powoduc nadmiernie wysokie tto. Po znakowaniu
warto zatem oddzidgli nie whczone nukleotydy poprzezaczenie na kolumienkach z
Sephadex'em G-50, ktory zatrzymuje azki drobnocasteczkowe, przepuszcaej
makrocasteczki.

Ponizej podano przepis znakowania metedndom primingwg instrukcji do zestawu d
znakowania Decal.abel firmy Fermentas.

Sktad mieszaniny reakcyjnej:
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» Bufor do znakowania 5x @tony (Tris-HCI pH 8,0; 25 mM Mg&G 5 mM-DTT;
losowe oligonukleotydy-dekamery 12,5 u/ml)

* Mieszanina nukleotydow minus dATP (Mix A): dTTP, @8, dCTP, 0,33 mM kaly

* DNA do wyznakowania (30-100 ng)

« Nukleotyd radioaktywny- 32P dATP, 3000 Ci/mmol

* Mieszanina nukleotydow (dNTP Mix): dATP, dTTP, dGTETP, 0,25 mM kady

* Fragment Klenowa exb jednostekil)

* Woda bidestylowana.

Wykonanie
1. Do eppendorféwki odpipetoweDNA, 5 pl buforu do znakowania i dopetniwoda do
22 ul.

2. Zdenaturowé przez ogrzanie we wigej tazni wodnej przez 5 min., a naphie
szybko schiodZiw lodzie.

3. Do probki doda 1,5 pl MixA,1 pl (10 pCi) izotopu UWAZNIE!) i 0,5 pl enzymu
(2,5 jednostki).

4. Reakcg prowadzt w 37°C przez 5 min.
5. Doda& 2 pl dNTP i inkubowa przez 5 min. w 3C.
6. Po wyznakowaniu dodaBlue-Dextran, natoy¢ na kolumienk z Sephadex’em G-5(

zebr& frakcjge zabarwiom na niebiesko.UWAGA: kolumienka po #@yciu jest
odpadem radioaktywnym!

7. Odpipetowa 1ul sondy do eppendorfowki i zmier&yaktywnaé. Obliczye aktywnaé
wiasciwa oraz wydajné¢ znakowania.

8. Przed hybrydyzagjZDENATUROWAC sond!

Pomiar aktywno sci sondy.

Jednostki aktywnosci preparatdéw izotopowych.

Podstawowym parametrem fizycznym preparatu izot@go jest jegaktywnosé.
Aktywnos¢ promieniotworcza definiowana jest jako liczba ak&misji casteka, czstek
B lub kwantéwy zachodzcych w probce substancji promieniotworczej w jedoeszasu.
Jednostl aktywndici w uktadzie S| jests™. Jednostka ta nosi miartmekerela (Bq)
Czesto stosowanjednostly spoza uktadu Sl jegiur (Ci). 1 Ci odpowiada 3,7 x 10Bq.
Aktywnos¢ preparatow promieniotworczych stosowanych w biblagraza sk zazwyczaj
w uCi (10° Ci).

Oprocz catkowitej aktywniei prébki istotnym jej parametrem jest gktywnosé
witasciwa, wyrazana w jednostkach aktywém na jednostk objetosci, masy lub liczh
moli preparatu. Aktywn& wiasciwa preparatéw izotopowych stosowanych jako sabstr
do znakowania i sekwencjonowania DNA wynosi staddao 10uCi/pl .

Urzadzenia przeznaczone do pomiaru aktysenopromieniotworczej zliczaj
zarejestrowane rozpady promieniotworcze w jednostesu. Podstawawednostlg skali
tych uradzen bedzie wicc zliczenie na minug (sekunck), oznaczane odpowiednio jako
cpm (ang. counts per minute) lub cps (counts per second. Dla celéw biologii
molekularnej mena przyp¢, ze w przypadku pomiaru w liczniku scyntylacyjnyngziba
zliczen w jednostce czasu odpowigdbedzie liczbie rozpaddéw promieniotwérczych w
jednostce czasu, wyranych wdpm (disintegrationsper minute). Te z& mazna, juz po
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dokonaniu stosownych przeliaze bezpérednio czasu na aktywb® preparatow
izotopowych

Aktywnos¢ preparatu izotopowego maleje z uptywem czasu.vidigody trwatdé
izotopu okréla sk poprzez wart& okresu pottrwania . Wartc¢ ta okréla sredni czas,
po ktérym aktywné¢ probki wynosi potow aktywndaci pocatkowej. Do obliczania
aktywnaici preparatu stosuje ¢siodpowiednie tabele rozpadu, ktore zaalenazna w
katalogach firm sprzedgyych zwhazki radioaktywne.

Warto w tym miejscu nadmieh)i ze bkdem jest kompensowanie spadku
aktywnaici preparatu znakowanego nukleotydu ¢kszaniem jego iléci w reakciji.
Zwigksza st w ten sposob catkowite ¢gkenie dodawanego nukleotydu, co eo
niekorzystnie zmieiwarunki reakcji enzymatycznej.

Preparatbw DNA wyznakowanego fosforedfP nie naley zbyt diugo
przechowywd, maze bowiem dagj¢ do radiolizy casteczek DNA. Preparaty znakowane
siarka %S ¢ trwalsze.

Pomiar aktywnosci otrzymanej sondy

1. Odpipetowé do eppendorfowki @ sondy, otrzymanej w p. 4 powsj.
Eppendorfowk umiesci¢ w naczyiku scyntylacyjnym.

2. Zmierzy¢ aktywnagé¢ w liczniku scyntylacyjnym. Oszacowacatkowita objetosé
preparatu sondy i oblicZycatkowita aktywna¢ uzyskanego preparatu.

3. Uwzgledniajac ilos¢ uzytego do znakowania DNA, obliczyaktywnagé wiasciwa
sondy w przeliczeniu nag DNA.

4. Obliczye catkowita aktywna¢ sondy wuCi. Obliczy wydajna¢ reakcji znakowanip
(w %), uwzgtdniajac aktywna@¢ uzytego izotopu (zwykle 1QCi).

5. PowtOrzy obliczenie z p. 4 uwzegtiniajpc wiek wytego preparatu izotopu.

Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych na filtrach

Hybrydyzacja jest to reasocjacja komplementarnyich kwaséw nukleinowych.
Najczscie] stosowanymi technikami hybrydyzacji, ushwiajacymi identyfikacg
specyficznych sekwencji DNA i RNAasodpowiednio Southern i Northern. Metody te
polegaj na przeniesieniu na filtr rozdzielonych uprzednigelach kwasoéw nukleinowych
i hybrydyzaciji filtru z wyznakowansond.

Filtry wykorzystywane w procedurach hybrydyzaciji

Podstawowym elementem technik Southern i Northesh przeniesienie materiatu
z zelu na odpowiedni filtr a naginie utrwalenie go.

Wybér ré&nych filtréw produkowanych przez czotowe firmy, imkak Amersham,
BioRad czy Promega, jest bardzo szerokizd§aproducent przedstawia tabeltatwiapca
dobor filtru do konkretnego zastosowania. PReji przedstawiono jedynie zarys
podstawowych typow filtréw i ich zastosoiva

Niezalenie od rodzaju iywanego filtru | prowadzonego eksperymentu mgle
przestrzegakilku podstawowych zasad:

* Nigdy nie wolno dotyk& powierzchni filtru palcami. Wszelkie manipulacjefitrem
naleey prowadzt w rekawiczkach, na czystym i suchym stole. Ngleunika
wyciagania filtru spomgdzy ochronnych przekfadek, gdy nie jest to konieczn

o Z filtréw dostarczanych w rolkach lub arkuszachesmalsamemu wyeic odpowiedni
kawatek. Ca¢ trzeba ostrym skalpelem lub zyzzkami, postuguic sk narysowanymi
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wczelniej na przektadce ochronnej liniami. Nafestarannie planowacigcie tak, aby
zminimalizowa straty nascinkach.

* Nalezy przestrzega wskazéwek producenta dotycxch sposobu przechowywan|a
filtru. W kazdym przypadku trzeba uni&avilgoci, wysokich temperaturswiatia.

* Przed utgeniem transferu natg filtr delikatnie zwiky¢, ktachc go na powierzchai
tacki z roztworem 5 x SSC (nie wpyéhpod powierzchri na sit). Warto to zroki
nawet wtedy, gdy nie jest to absolutnie nigdrie (w przypadku filtréw nylonowych).

* Przed uyciem naley sprawdzé dat waznosci filtru. Filtry przeterminowane trac
cze¢sto swoje wiéciwosci, co mae przyczynt sic do niepowodzenia eksperymentu.

* Pis& i rysow& na filtrze mana jedynie mgkkim otdwkiem lub dtugopisem typu BIC
Flamastry § wykluczone.

Filtry nitrocelulozowe

Nitroceluloza byta jednym z najwcgeej opracowanych i najpowszechniej
wykorzystywanych materiatow do transferu kwasowlailowych oraz biatek Do dzisiaj
jest rutynowo wykorzystywana jako niezawodny filtwielu zastosowaniach.

Filtry wykonane z czystej nitrocelulozya sbardzo kruche, zwlaszcza po
wysuszeniu. Naley traktowa je bardzo delikatnie. Z tegozevzgledu niezbyt nadajsic
do wielokrotnej dehybrydyzaciji i rehybrydyzacji ardo hybrydyzacji kolonijnej. Filtry z
czystej nitrocelulozy majzwykle w nazwie liteg C (np. Hybond-C firmy Amersham).

Powyszej wady pozbawione asfiltry z nitrocelulozy wzmacnianej, ktore
otrzymywane $ przez umieszczenie warstwy nitrocelulozy na cieplgiateczce z
tworzywa sztucznego. Mapne dostatecanwytrzymatagé mechanicza przy zachowaniu
praktycznie wszystkich whaskio klasycznych filtrow nitrocelulozowych. W nazwie
takich filtrow pojawia s zwykle okrélenie supported i oznaczenie C+ lub C extra.

Utrwalania materiatu przeniesionego na filtr nietulozowy dokonuje gipoprzez
zapiekanie w temperaturze 80°C w pd(lub w atmosferze azotulNie wolno zapiek&
nitrocelulozy w podwyzszonej temperaturze w atmosferze zawieragej tlen —
nitroceluloza jest materialem tatwopalnym i mae nawet dofé do eksplozji
Utrwalanie przy pomocy promieni UV daje w przypaditrocelulozy gorsze wyniki.

Gtownym obszarem zastosofwvaitrocelulozy jest obecnie transfer biatek (metoda
Western). Nitroceluloza jest tu podstawowym matenm gdy nylon do tych celéw si
nie nadaje. Filtry nitrocelulozowe dziaddjez dobrze w transferach RNA (Northern) oraz
DNA (Southern), aczkolwiekaswvypierane z tych zastosowarzez filtry nylonowe.

Filtry nylonowe

Opracowanie filtrow nylonowych przyczynito esido wyparcia nitrocelulozy z
wielu zastosowaw hybrydyzacji kwaséw nukleinowyckiltry nylonowe nie nadaja si¢
do transferu bialek, przy transferze kwasOw nukleinowych garujednak nad
nitroceluloz.

Podstawowe zalety filtrow nylonowych to: wysokaucgc (do széciu razy wysza
niz dla nitrocelulozy), znaczna wytrzymato mechaniczna i wksza odporn& na
niekorzystne warunki przechowywania oraz ztiveos¢ zastosowania szybkich metod
utrwalenia przez rsavietlanie UV.

Istniep dwie gtéwne odmiany filtrow nylonowych: zwykte atadowane dodatnio.
Zwykty nylon jest obecnie podstawowym filtrem wykgstywanym w hybrydyzacji DNA
i RNA. Moze by wielokrotnie dehybrydyzowany i rehybrydyzowany. &y nukleinowe
maozna utrwalé na filtrze nylonowym przy pomocy faietlania UV (na transiluminatorze
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lub w specjalnym urgdzeniu — cross-linkej lub przez zapiekanie w temp. 80°C.
Zapiek&d mazna w powietrzu, gdy nylon nie jest tatwopalny. Filtry nylonowe maj
zwykle w nazwie liteg N (np. Hybond N firmy Amersham).

Filtry nylonowe natadowane dodatnioznia si¢ zasadniczo tolerancjna pH
zasadowe. Przy pracy ze zwyktym nylonem mglanikac zbyt zasadowego pHél po
denaturacji naley zneutralizowd). Filtry z nylonu natadowanego dodatnip adporne na
dziatanie wysokiego pH i dgi temu maliwy jest transfer alkaliczny. Traktowanie
roztworem zasady jestAesposobem na trwale zygianie DNA z filtrem, metoda ta jest
jednak mniej niezawodna nnawietlanie UV. Filtry z nylonu natadowanego dodatnio
mMoga gorzej spisywasie przy transferze RNA (Northern), ich odpoftma zasady jest tu
zreszj i tak bezuyteczna. Z tego powodu filtry te zaleca gtdwnie do pewnych typow
transferow DNA (Southern). Dane niektorych produéensugery, ze filtry z nylonu
natadowanego dodatnio maprzewag nad zwyktym nylonem przy stosowaniu nie
radioaktywnych metod znakowania i detekcji kwasavkleinowych. W nazwie filtry te
zawieraj zwykle oznaczenie N+.

Poza wymienionymi powagj gtownymi typami filtrow, produkowanych jestzte
szereg wariantow przeznaczonych do specjalnychogast (np. specjalne filtry
nitrocelulozowe do ok&tonych metod detekcji biatek, czy do badania glikdgin albo
filtry nylonowe przeznaczone do diagnostyki medyjzmetod RFLP — tu liczy st
gtéwnie bardziej rygorystyczna kontrola jakg.

Filtry dostarczaneasw postaci rolek, arkuszy lub przytych kétek o wielkdci
odpowiadajcej rozmiarom szalki Petriego — do hybrydyzacjidmjnej lub tysinkowej.
Praktycznie wszystkie produkowane obecnie filgydsvustronne i mogby¢ uzywane w
dowolnej orientacji. Filtry stosowane dawniej bydgnostronne, st w literaturze znale
mozna jeszcze opisy odidiania wigciwej strony filtru.

Przy projektowaniu eksperymentu nalezawsze kierowasic wskazéwkami producenta
zawartymi w dadczonej do filtru broszurze. Whksza¢ standardowych protokotéw daje
si¢ jednak zastosowado typowych filtrow bez wikszych modyfikacji.

Hybrydyzacja

Filtr, na ktorym unieruchomione zostaly rozdzielondpowiednio casteczki
kwasow nukleinowych, czy to jako obraelu po elektroforezie, czy zerozmieszczenia
kolonii lub tysinek na szalce, poddaje; diybrydyzacji, wykorzystac wyznakowane
radioaktywnym izotopem sondy. Rki temu mana zidentyfikowa obszar filtru, do
ktGrego zwazaty sk czasteczki o okrdonej sekwencji.

Kazda hybrydyzacja sklada ¢sizasadniczo z trzech etapdw: prehybrydyzacii,
wiasciwej hybrydyzacji i ptukania filtru.

Prehybrydyzacja polega na moczeniu filtru w odpowiednim roztwork&rego
sktadniki blokujp miejsca mogce zwhzat kwasy nukleinowe na filtrze. Materiaty, z
ktorych robi s¢ filtry (nitroceluloza, nylon) maj oczywicie wysokie powinowactwo do
DNA i RNA - jest to podstawich funkcjonowania. Po przeniesieniu badanego nadte
na filtr nalezy jednak maliwosé te zablokowad, aby unika¢ dalszego, niespecyficznego
wigzania s¢ sondy (jest ri przecie DNA lub ew. RNA!) z cat powierzchm filtru.
Dlatego po utrwaleniu filtru, przed dodaniem sondsgktuje st go odpowiednim
roztworem zawieragcym wysokoczsteczkowe substancje blokog miejsca wizace
kwasy nukleinowe na filtrze. Od efektywdwp prehybrydyzacji zaley uzyskane w
eksperymencie niespecyficzne tto, dobra prehybrgdgzzapewnia wt wysok czutasé i
specyficznéc.
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Istnieje wiele ranych metod prehybrydyzacji, wybér jednej z nichezal od
warunkow, typu eksperymentu (Southern, Northern)lzaju filtru a take preferencii
eksperymentatora.  Stosuje ¢si kilkka podstawowych  rodzajéw  roztworow
prehybrydyzacyjnych:

e Supermix (Church bufferzawiera 1% BSA, 1mM EDTA, 0.5M bufor fosforanowy,
7%SDS. Przedayciem naley rozpuci¢ wytracony w buforze SDS. Sita bufouaga
roztworu jest bardzo da, co pozwala na denaturacsondy w 100mM NaOH.
Najlepszy ze znanych buforéw prehybrydyzacyjnydosewany w analizach typu
Southern i Northern.

e odczynnik Denhardta, zawiera BSA Bovine Serum Albumipe PVP
(polivinylopyridong oraz Ficoll-400. Przygotwywuje gigo w stzeniu 50x (po 2%
kazdej z w/w. substancji), stenie robocze to 1x lub 2x. 50xe¢sbny odczynnik
Denhardta jest trwaly, jeli przechowuje s go w temp. -20°C, najlepiej
rozpipetowany na mate porcje, aby urakrwielokrotnego rozmraania i zamraania.
Daje dobre wyniki w szeregu zastosaw@outhern, Northern), wadest wysoki koszt
sktadnikéw. Niekiedy dodajeeiowniez siarczanu dekstranu.

e« BLOTTO - czyli po prostu odtluszczone mleko w proszkgzesie kaicowe 0,25%.
Skuteczny i tani sposOb prehybrydyzaciji, pozwahaj na uproszczenie metody |
zmniejszenie kosztow. Nie zalecany do metody Nonth@naze zawierd RNazy)!
Roztwory z mlekiem nafgy przygotowywa naswiezo, nie nadaj sic one bowiem do
dtuzszego przechowywania.

Do roztworu prehybrydyzacyjnego dodaje¢ soczywgcie rownie: soli w
odpowiednim sizeniu. Zaleénie od warunkéw hybrydyzacji (patrz uwagi piej) stosuje
si¢ najczsciej] SSC w sizeniu od 3x do 6x. Niekiedy stosujeg SSPE (buforowany
buforem fosforanowym), gtéwnie przy Northern'aclozRvér ten zawiera rownteSDS w
stezeniu 0.1%.

Stosuje s takee gotowe roztwory dogbne  komercyjnie, np.
PERFECTHYBMPLUS firmy Sigma. Roztwory takie egto pozwalaj na skrécenie czasu
hybrydyzacji, zmniejszaj niespecyficzny sygnat i magby¢ dituzej przechowywane.
PERFECTHYBMPLUS zostat opracowany zaréwno dla hybrydyzacji them jak i
Southern, pozwala na kilkuminutawrehybrydyzag i 3 godzina hybrydyzacs (przy
prostych hybrydyzacjach jak np. do produktéw PCR plazmidow czas mme by
skrécony do 30 minut). Do ptukania filtréow (patrizej) po hybrydyzacji w tym buforze
wykorzystuje st standardowe bufory na bazie SDS i SSC.

Jezeli zaleey nam na zminimalizowaniu tta wynikgego z hybrydyzacji sondy do
losowych casteczek DNA lub RNA (np. przy hybrydyzaciji z totgn DNA), do roztworu
prehybrydyzacyjnego dodaje ¢sirébwniez nie homologicznego DNA raikowego
(carrier), ktérym najczsciej jest DNA spermy fososiaCarrier naleey zawsze
zdenaturowa przed dodaniem. DNA doika dodaje s do stzenia 100 pg/ml.
Kosztowry alternatyw, stosowaa gtéwnie przy niektorych hybrydyzacjach RNA-DNA,
jest wycie tRNA jako nénika.

Warunki (stzenie soli, temperatura, ewzycie nagnika, substancja blokaga)
prehybrydyzacji s takie same jak wkaiwej hybrydyzacji (patrz uwagi parej). Czas od
1h (proste hybrydyzacje) do kilku godzin.

Hybrydyzacja witasciwa to ten etap procedury, w ktérym wyznakowanadso
wiaze Sk z unieruchomionymi na filtrze kwasami nukleinowyrobranie odpowiednich
warunkéw hybrydyzacji zapewnia specyfickdo wiazanie sondy tylko z okéonymi
fragmentami - oraz czwé. Jeeli wykrywamy sekwengj identyczr lub o wysokiej
homologii zastosujemy ostrzejszetringen) warunki, nz dla wykrycia sekwencji o
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stabszym stopniu homologii. Ustalenie odpowiedrdtzndanego eksperymentu warunkéw
wymaga& maze wielu prob, poriej podano jedynie podstawowe wskazowki. Mgle
pamgtac 0 umieszczeniu w eksperymencie odpowiednich kéntropozytywnej i
negatywnej. Bez nich ustalenie odpowiednich waruwnkédzie niemaliwe.

Hybrydyzacg prowadzi st w takim samym roztworze, jak zyty do
prehybrydyzacji. Czynnikami wplywagymi na "ostré¢" (stringency warunkéw s:
temperatura, stenie soli i ew. dodatek formamidu. Wzrost tempeasatpowoduje
oczywicie zwkkszenie wymaga co do homologii sekwencji. Typowa temperatura dla
hybrydyzacji o petnej (lub bardzo wysokiej) homaldg 65°C, sekwencje o ¢gciowe]
homologii hybrydyzuje si w temp. ok 55°C. Mdiwe jest teoretyczne przewidzenie
temperatury hybrydyzacji dla znanej sekwencji ipsia homologii (trzeba uwzglnic
zawartd¢ par GC), w praktyce metody obliczeniowe nie gaigtdoswiadczenia. Bardzo
istotnym czynnikiem jest atenie soli w roztworze hybrydyzacyjnym. Im mniejsze
stezenie soli, tym "ostrzejsza" hybrydyzacja.¢@aej jednak manipuluje sitemperatu,
niz skladem mieszaniny. Dodatek formamidu pozwala m&czne obrienie temperatury
hybrydyzacji. Hybrydyzaej ktora normalnie wymaga temperatury 65°C, zma
prowadz¢ w temperaturze 42°C, w roztworze zawieegm 50% formamid. Formamid
stosuje si gidwnie w hybrydyzacji RNA-DNA, stanowi on dodatke zabezpieczenie
przed aktywnécia RNaz. Podobnie, jak dla prehybrydyzacji, do hygpmatji dod&
maozna carrier DNA. Niekiedy, dla oszegincici, dodaje si go jedynie do hybrydyzacji,
pomijajac go w skladzie roztworu prehybrydyzacyjnego.

Sonde przed dodaniem do hybrydyzacji naléy oczywgcie zdenaturowa!
Bezpieczna i wygodna metoda denaturacji radioakéywsondy polega na dodaniu
roztworu NaOH do stenia 100mM (dodajemy 1/10 ebpsci 1M NaOH). Mana te
stosowa termiczry denaturag jak przed znakowaniem sondy ale trwa tozdju maze
spowodowa ,wystrzelenie” pod dinieniem pary radioaktywnej zawastdo probowki.
Sondy do znakowania nie denaturujemy chemicznieHybrydyzacg prowadzi st
zasadniczo przez noc, w najprostszych przypadkacke mednak wystarczy nawet 1
godzina.

Ptukanie pozwala na usuetie nie zhybrydyzowanej sondy, a zatem na uzyskanie
obrazu specyficznej hybrydyzacji. Zasadniczo fitucze s¢ roztworami zawieracymi
s6l (SSC) w stzeniach mniejszych aiw pre- i hybrydyzacji z dodatkiem 0.1% SDS.
Czas, temperatura i skiad ptukania zaled konkretnej metody. Naje&cie] wystarczy
kilka ptukah roztworem 2xSSC, 0.1%SDS w temp. pokojowej, nidkiaeymagany jest
dodatkowy etap ptukania 0.1xSSC, 0.1%SDS w padegnej temperaturze. Pgst
ptukania mana weryfikowa licznikiem GeigeraUWAGA - roztwér sondy i roztwory po
pierwszych ptukaniach asradioaktywne, naly pamgtac o odpowiednichsrodkach
ostraznosci.

Technika Southern
Przeniesienie DNA na filtr

Odczynniki

* Roztwér do denaturacji: 0.5M NaOH, 1.5M NacCl

* Roztwér do neutralizacji: 0.5M Tris-HCI pH 7.0, 3N&CI

e 20x SSC: 3M NacCl, 0.3M cytrynian sodu, pH 8.2 (odanio rozciéczany aby
otrzyma 10X i 2X SSC)

Wykonanie
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Zel agarozowy z rozdzielonymi fragmentami DNA zakiankromkiem etydyny,
zorientowa przez odgicie jednego z rogow, wzdhsciezek umigci¢ linijk¢ z dobrze
widoczm podziatk lub pasek papieru milimetrowego i sfotograféwa

Ustalic wymiaryzelu.

Zel umigci¢ w kuwecie z roztworem denatugaym o temp. 42 i inkubowa w tej
temperaturze przez 20 min.

Przetay¢ zel do roztworu neutralizagego i inkubowa 10 min. w temp. 4Z.
Roztwor zl&, zel traktowd ponownie jak w pkt.4.

W czasie neutralizacjielu wycic filtr nitrocelulozowy o wymiarachkelu (maze by o
kilka milimetréw wickszy), umiéci¢ go w roztworze 2xSSC. Filtr powinien nas¢

przycisk
szklana ptyta

papierowe reczniki

lub bibuta ( 500 g

filtr nylonowy _ bibuta Whatman 3MM

lub nitrocelulozowy ]
bibuta Whatman 3MM\————'“— /
10xsscC \ :

Schemat transferu DNA na filtr

podpora

rownomiernie UWAGA! Stara sic maksymalnie ograniczalotykanie filtru palcami.

Utozy¢ transfer:
na kuwecie umigi¢ szklam ptytke
na ptytce utay¢ warstwe bibuty Whatman 3MM o rozmiarach ptytki
do kuwety nal&roztwdér 10 x SSC; tym samym roztworem zwd bibulk
na bibule potayc¢ zel, tak aby nie pozostadvpod nim gcherzy powietrza
nazelu umigcic filtr, a nasgpnie bibut Whatman 3MM o wymiarachelu, namoczom
uprzednio w roztworze 2xSSC (nie pozostawniecherzy powietrza)
na wierzchu utoy¢é ok. 5cm grubéci warstwe bibuty filtracyjnej lub ligniny, tak aby
nie dotyk& bibuty, na ktérej ley zel i kompres przycisgt jakims cigzarkiem.
Transfer prowadziprzez 10-20 godzin.
Zdja¢ wierzchnie warstwy bibuty, zaznaczya filtrze dtugopisem typu BIC lulp
otébwkiem pozycje kieszonek i odtego roguzelu.

Filtr przeptuk& roztworem 2xSSC i odszy¢ na bibule.

Filtr umiesci¢ w cross-linkerze (na czystej bibule) isnéetlac UV o energii 6x160
nl/enf (wartgsé 600 na wywietlaczu uradzenia).

Filtr jest gotowy do #ycia, przy czym mana te dodatkowo zapiec w piec
prézniowym w 80°C - co jest istotne gdy chcemy filtr wykorzys®o kilku réznych
hybrydyzacji.
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Hybrydyzacja Southern — wykonanie

W  wykonywanym na ¢éwiczeniach déwiadczeniu hybrydyzujemy soado petne
homologii z fragmentem z preparatu trawionego pldemoraz z trawionym DNA
genomowym. Przygotowane wdénéej probki DNA rozdzielamy w 0,8%:zelu
agarozowym i przenosimy na filtr.

Prehybrydyzacja

Prehybrydyzagj prowadzimy w temperaturze 65°C w roztworze PERFEEZB PLUS
przez przynajmniej 5 minut.

Hybrydyzacja

D
7

Hybrydyzacja bdzie prowadzona w roztworze jak #gj + zdenaturowana (!) sonda. Cg
- 3 godziny.

Ptukanie

Sond: po hybrydyzacji zebta pipett pasteurowsk do naczyika scyntylacyjnego |i
przechowywa we wskazanym miejscu.

Ptukanie roztworem 2xSSC, 0.1%SDS w temp. pokojp®gj razy po 1 min., kontroja
licznikiem Geigera. Przy wygikowo mocnym sygnale maoa filtr podd& ostremt
ptukaniu roztworem 0.1SSC, 0.1%SDS, prowadzonemtemperaturze hybrydyzadgi.
Roztwory po pierwszych dwoch ptukaniach zbéedd pojemnikéw przeznaczonych |na
ptynne odpady radioaktywne.

Technika Northern

Technika Northern nie #di sie w istotny sposéb od techniki Southern. Przy
przenoszeniu RNA najegciej postugujemy si technily kapilarry z uzyciem roztworow
20(lub 10XSSC lub 28SSPE jako fazy ruchomej. Czynnik denatacyjusuwa i przez
odptukanie wod dejonizowan (formaldehyd), poddanigelu dziataniu pH>8 lub ogrzanie
filtru z przeniesionym RNA w 8C przez 2 godziny (glioksal). RNA przeniesione ifta f
maozna uwidoczni poprzez barwienie gkitem metylenowym.

Hybrydyzacja, ptukanie, autoradiografia.
Szczegolna labilig RNA wymusza stosowanie metod ogtrasci takich, jak przy
izolacji RNA oraz pewne modyfikacje w samej hybrydgiji:

* roztwor prehybrydyzacyjny i hybrydyzacyjny opargsi na odczynniku Denhardta -
stosowanie BLOTTO jest wykluczone, gdpdczynnik ten zawietamaze RNAzy.
Stosuje si takze gotowe bufory do hybrydyzacji (patrz iey).

* Aby unikm¢ naraania RNA na wysokie temperatury, stosuje \&i roztworze pre- i
hybrydyzacyjnym formamid, najegciej w stzeniu 50%. Hybrydyzacja w 50%
formamidzie i w temperaturze 42°C odpowiada hybpatyi w temp. 65°C w
roztworze wodnym (typowe warunki hybrydyzacji prstnej homologii).

Poniewa formamid zmniejsza szybké reakcji tworzenia dupleksow, czas
hybrydyzacji zwykle przedia st do 36-48 godzin, szczegolnie wtedy, gdy staramy si
wykry¢ maito liczmy klass RNA. Filtry odptukuje s w temperaturze pokojowej, stosa
wodne roztwory SSC z SDS. W przypadku obécngsygnatu niespecyficznego
ewentualnie dodatkowo wyptudiltr w wyzszej temperaturze.

Materiaty, odczynniki, roztwory
* bibuta: Whatman 3MM oraz zwykta lukazniki papierowe
« filtr nylonowy Hybond-N (Amersham)
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« formamid dejonizowany, formaldehyd

e 20xSSC (3M NaCl, 0.3M cytrynian sodu, pH 7.0)

« bufor do hybrydyzacji PERFECTHYBPLUS

* 10% SDS

e Bufor 10xNBC (0.5 M kwas borny, 10 mM Cytrynian so&0mM NaOH)

Wykonanie

1. Elektroforez prowadzimy w buforze 1IXNBC w 1%elu agarozowym z dodatkier
formaldehydu.

2. Po elektroforezie odptukaformaldehyd inkubujc zel przez 15 minut w 3 zmianacgh
wody dejonizowanej (tylko w przypadkalu formaldehydowego).

3. Ulozy¢ transfer kapilarny stosag roztwor 1&SSC jako fag ruchomy (patrz.
Southern).

4. Nastpnego dnia rozebéatransfer, pamiajac 0 zaznaczenie na filtrze paénia
kieszonekzelu.

5. Filtr umiesci¢ w cross-linkerze (na czystej bibule) isméetlaé UV o energii 6x16
plienf (wartgs¢ 600 na wywietlaczu uradzenia) filtr dodatkowo zapiec w piedu
prézniowym w 80°C.

6. Prehybrydyzagj prowadzimy w roztworze PERFECTHYBPLUS przez
przynajmniej 5 minut w temp. 65°C.

7. Doda zdenaturowanej sondy i prowadlzhybrydyzaci w temp. 65C, przez 3
godziny.

8. Odptuka sond; inkubupc filtr:

e wroztworze XSSC, 0.1% SDS, dwukrotnie przez 10 minut w tempezatpokojowej

e wroztworze ¥SSC, 0.1% SDS, dwukrotnie przez 10 minut w tempezatpokojowe;j

W uzasadnionych wypadkach ama przeptuké filtr w roztworze 0.kSSC, 0.1%
SDS, w temp. 6&, kontrolujc licznikiem Geigera stopie odptukania sondy w
odstpach 1-minutowych.

9. Filtr odsaczy¢ na bibule, zawig w foli¢ polietylenova | podda& autoradiografii.

-

Izolacja RNA

Wiasciwosci RNA

Wiasciwosci chemiczne RNA powodyj ze jego preparatyka wymaga zey
starannéci i uwagi. Komorki wszystkich organizmow zawieraestaw rybonukleaz, ktore
biora udziat w r@nych procesach zazanych z metabolizmem RNA. Preparatyka nie
zdegradowanego RNA wymaga «wi czynnika kdacego inhibitorem RNaz oraz
powodupcego selektywne frakcjonowanie RNA. Wdnbylskie RNazy $ odporne na
denaturag wieloma czynnikami, co wymaga specjalnego przygaiua materiatdw i
odczynnikéw.

Przygotowania

Roztworem najcgciej wywanym do inaktywacji RNaz jest 0.01%-0.1% DEPC
(dietylopirokarbonian). Szkto laboratoryjne, naizia metalowe itp. nahy inkubowa
przez noc z roztworem DEPC (lub przynajmniej prakat), a nasfpnie wypray¢ w 180-
220°C przez 3 godziny. Roztwory zawiegeg substancje reagepe chemicznie z DEPC
(np. Tris) powinny by przygotowane na wodzie traktowanej DEPC, dwukeotni
autoklawowanej. Do pozostatych roztworowzina dodé DEPC przed autoklawowaniem.
Wskazane jest stosowanie odczynnikdw o nagmgj czystéci z certyfikatem ,RNase
free”.
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UWAGA! DEPC jest sila trucizra metabolicza, jest silnie rakotwdrczy i teratogenny.
Praca wydcznie w ekawiczkach i odzigy ochronne.

Metody oczyszczania.
» Ekstrakcja fenolem na ggo w niskim pH W metodzie tej wykorzystujeesi
e denaturyjce wiaciwosci fenolu,
« niewraliwos¢ RNA na mechanicznfragmentagj,
» tendec poszczegdblnych kwaséw nukleinowych do lokalizagjir6znych fazach,
uzyskiwanych w czasie ekstrakcji i wirowania magkri

Materiat homogenizuje sikrotko w buforze o pH 5.0, a naphie poddaje si
kilkukrotnej ekstrakcji garcym fenolem o tym samym pH. Po wirowaniu faza wodna
(gorna) zawiera wykznie RNA, a interfaza - DNA, polisacharydy orazazdturowane
biatka. Po ekstrakcji RNA wyica s¢ etanolem. Uzyskany preparat imeozawiera
sladowe ilgci RNaz i dlatego zwykle nie nadaje; sio diugiego przechowywania.
Trwatosé prébki mana zwikszye przechowujc preparat RNA pod etanolem w °20

» Ekstrakcja z #yciem soli chaotropowych.Roztwory zwiazkéw chaotropowych,
chlorowodorku guanidyny lub rodanku guanidyny, pdwja catkowite uptynnienie
zawartdci komorki i inaktywaat enzymow. Fakt ten wykorzystuje esiprzy
otrzymywaniu RNA. Material homogenizuje;si buforze o pH 4.0, zawietglym 4M
rodanek guanidyny, a naphie przeprowadzasekstrakeg fenolem nasyconym wad
Po odwirowaniu faza wodna zawiera RNA, ktory wgha s¢ izopropanolem. Preparat
poddaje si jeszcze zwykle jednej do dwdch ekstrakcji fenolei ~7.0 w celu
odbiatczenia.

e Ekstrakcja TRIzol'em. Opisana powse] metoda poskyla przy opracowaniu
uniwerslnego odczynnika do preparatyki RNA (rown2NA i biatek). TRIzol (TRI
reagent) umdiwia otrzymanie czystego preparatu RNA z bardzotenalosci
materiatu, w bardzo krotkim czasie.

Izolacja RNA z r6 znych organizméw

Materiaty :

» Komorki E. coli OTC, dradzy S. cerevisiaé P. tannophilusoraz ewentualnie innyc
organizmow.

* Fenol nasycony wagd

» Bufor ekstrakcyjny: 0.1M octan sodu pH 5.2, 50mMIN&.2% SDS, 20mM EDTA

Wykonanie:

Komérki odwirowa i przenigé¢ do madzierza

Zamrozt przez dolanie cieklego azotu

Dod& piasek szklany i ucieéana zimno

Dod& buforu ekstrakcyjnego i fenolu w proporcjiok. 1: 1

Utrze¢ past o konsystencjgmietany. Uwaga: komérek.coli mozna nie uciera w
mozdzierzu

Przenig¢ do eppendorfowek i wirowsb minut

Zebra faze wodm (gorm)

Doda réwna obgtos¢ fenolu, wirowa 5 minut

Powtarza ekstraka i wirowanie & do zaniku interfazy (2 - 5 razy)
10 Do fazy wodnej dodaoctanu sodu do @tenia 0.3M

11. Dod& 2 obgtosci etanolu i wymiesza

12. Osad odwirowai osuszy w kilku eppendorféwkach

—4

ogkrwbR

©ooNOo

Sprawdzenie jakosci RNA w zelu:
1. Osad z jednej eppendorféwki zawiesi TE
2. Dod&a roztworu barwnika
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3. Prowadzt standardow elektroforez w zelu agarozowym

Elektroforeza RNA w zelach

RNA posiada silp tendengi do tworzenia skomplikowanych struktur drugo- i
trzeciorzdowych, ktére majwptyw na migracgj czasteczek w sitach molekularnycha&t
tez, aby uzyskarozdziat casteczek zaleny wylacznie od ich wielkéci, nalezy prowadzé
go w warunkach denatuagych. Najczsciej jako czynniki denaturage stosuje 8i
mocznik, formaldehyd i formamid. @gteczki RNA mana rownie poddawa
odwracalnej chemicznie modyfikacji powodcgj zniesienie oddziatywiaprowadacych
do wytwarzania struktur przestrzennych, np. dziatapztworem glioksalu.

Do elektroforezy RNA stosujecshastpujace rodzajezel:

* agarozowy (cgciowa denaturacja)
» agarozowy z formaldehydem

* agarozowy z glioksalem

» akryloamidowy z mocznikiem

Zele RNA standaryzuje sina podstawie pof@nia klas rRNA lub stosag handlowo
dostpne markery RNA np. z firmy USB.

Elektroforeza zdenaturowanego RNAw  zelu agarozowym

Ten typ rozdziatu pozwala na szybéicery jakosci preparatu RNA. Ze wzgtlu na
to, ze czs¢ czasteczek RNA mge ulega renaturacji w czasie elektroforezy, metoda ta nie
moze by stosowana w przypadku, gdy rozdzielonye@lu RNA ma by przenoszony na
filtr.

Materiaty, odczynniki, roztwory

e 10xbufor TBE: 1M Tris, 1M kwas borowy, 10mM EDTA, pH3
* barwnik formamidowy: 0.1% bkit bromofenolowy w 90% formamidzie
* barwnik do RNA: ug/ml wodny roztwor bromku etydyny

Przygotowanie zelu (50 ml)

1. Odwazy¢ 0.759 agarozy i rozgai¢ w 50 ml Xxbuforu TBE.

2. Schtodzé zel do ok. 5@C.
3. Wyla¢ zel w aparacie horyzontalnym.

Przygotowanie probki RNA

1. Zawiest prébke suchego RNA (20g) w 20pul barwnika formamidowego.

2. Ogrza problke przez 5 minut w temperaturze®s.
3. Schtodzé probke w lodzie i doda 1 pl roztworu bromku etydyny {ig/ml).
4. Nanie¢ probke nazel.

Elektroforeza
Elektroforez prowadzé przy nape¢ciu 8 V/cm stosujc jako bufor elektrodowy 3bufor
TBE.

Dokumentacja zelu
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Po zakaczonej elektroforezigeel obejrzé w swietle UV (300 nm) i sfotografowa

Elektroforeza RNA w zelu agarozowym z formaldehydem

Jest to, obok elektroforezy glioksylowanego RNA,jcag&ciej stosowana technika
rozdziatu czsteczek RNA. Jej zalgtjest niezawodni@, natomiast powana wach

koniecznd¢ stosowania toksycznego odczynnika (formaldehydwiazanych z tym
odpowiednich zabezpieaze

Materiaty, odczynniki, roztwory

» formaldehyd dejonizowany (37% roztwor wodny)

e 10xbufor MOPS: 200mM MOPS, 50mM octan sodu, 10mM EDpHA,7.0
* barwnik formamidowy: 0.1% bkit bromofenolowy w 90% formamidzie
* barwnik do RNA: ug/ml wodny roztwor bromku etydyny

Przygotowanie zelu

1. Odwazy¢ 0.75 g agarozy i rozgai¢ w 37 ml wody w kolbce stdkowej na 100 ml.

2. Umiesci¢ kolbke w tazni wodnej o temperaturze ok. @0.
3. Doda kolejno 5 ml 1&buforu MOPS i 8.25 ml formaldehydu, starannie wysng.
4. Wyla¢ zel w aparacie horyzontalnym.

Przygotowanie probki RNA

1. Zawiest prébke suchego RNA (20g) w 20ul barwnika formamidowego.

2. Ogrza probke przez 5 minut w temperaturze®s.
3. Schtodzé prébke w lodzie i doda 1 pl roztworu bromku etydyny (ig/ml).
4. Nanies¢ prébke nazel.

Elektroforeza

Elektroforez prowadzé przy napeciu 8V/cm dlugdci zelu stosujc jako bufor
elektrodowy kbufor MOPS.

Dokumentacja zelu

Po zakaczonej elektroforezieel obejrzé w swietle UV (300 nm) i sfotografowa
Uwaga:

Probki mana przygotowywa bez bromku etydyny, a RNA moa uwidoczni
umieszczajc zel na fluoryzugcej piytce celulozowej J4 (Merck) i stosujc UV o
diugcici fali 254 nM (RNA pochtania UV).

Glioksylacja RNA i elektroforezaw  zelu agarozowym

Technika ta jest pracochtonna i wymaga stosowad@ynnikOw najwyszej czystéci
oraz specjalnie przystosowanego gprzlo elektroforezy (aparat z pomgo recyrkulacji
buforu), jednak jak& uzyskiwanego rozdziatu ¢gto przewysza jaké¢ uzyskiwam przy
zastosowaniieli formaldehydowych.

Materiaty, odczynniki, roztwory

* 7M wodny roztwor glioksalu (dejonizowany i przefitvany)
» 10xbufor fosforanowy: 100mM NgPpH 7.0

* bufor do prébek: 20% glicerol, 20mM EDTA, 0.05%lt bromofenolowy
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* barwnik dozelu: Jug/ml wodny roztwor bromku etydyny
Przygotowanie zelu

1. Rozpdci¢ 0.75g agarozy w 50 mixbuforu fosforanowego.
2. Wyla¢ zel w aparacie horyzontalnym.

Przygotowanie probki RNA

Zawiest probke suchego RNA (20g) w 10ul 1xbuforu fosforanowego.

Doda 8 pl wody i 3pl 7M glioksalu.

Nawarstwé olej mineralny i ogrzew@aprobke w 50°C przez 1 godzin

Pobra roztwor spod oleju, przeri€do nowej probéwki umieszczonej w lodzie.
Dod& 10l buforu do prébek.

Nanie¢ probke nazel.

oubwdpE

Elektroforeza

Elektroforez prowadzé¢ przy naptciu 6V/cm dtugdci zelu, stosujc jako bufor
elektrodowy Xbufor fosforanowy. Do agtej wymiany buforu midzy naczyniami zy¢
pompy perystaltycznej.

Barwienie zelu

Po zakdczonej elektroforeziezel wybarwt w wodnym roztworze bromku etydyny
stezeniu Jug/ml.

Elektroforeza RNA w  zelu poliakryloamidowym z 8M mocznikiem

Technika ta jest stosowana do rozdzialu matyalstezzek RNA (<500 zasad).

Materiaty, odczynniki, roztwory i odczynniki

* 40% akryloamid (akryloamid/bisakryloamid 30:1)

* mocznik

* PERS (nadsiarczan amonu)

« TEMED (N,N,N',N'-tetrametyletylenodiamina)

e 10xbufor TBE: 1M Tris, 1M kwas borowy, 10mM EDTA, pH3
* bufor do prébek: 0.1% bkit bromofenolowy w 90% formamidzie
* barwnik dozelu: Jug/ml wodny roztwor bromku etydyny

Przygotowanie zelu

1. Piyty szklane doktadnie uniy odthsci¢ acetonem, wysuséyi ziozy¢ stosujc
przektadki o grubgci 1mm.

2. W cylindrze na 50 ml odwg¢ 24g mocznika, doda7.5 ml roztworu akryloamidu

bisakryloamidu, 5 ml buforu TEB X0 dopetnt woda do 50 ml.

Ogrzewd i miesz& do catkowitego rozpuszczenia mocznika.

Dod& ok. 100mg PERS, wymieszdo rozpuszczenia.

Przefiltrowa roztwor przez filtr nylonowy 0.48m.

Do matej zlewki pobr&5 ml mieszaniny, dodalOpl TEMED i wyla¢ zatyczk.

Po zakrzeprrciu zatyczki do pozostatej mieszaniny doé&® ul TEMED i wyla¢ zel.

Od momentu zakrzepgtia zelu odczekéjeszcze co najmniej 30 minut.

N Ok

Przygotowanie probki RNA
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1. Zawiest probke suchego RNA (20g) w 20l buforu do probek.

2. Ogrza probke przez 5 minut w temperaturze%s.
3. Nanie¢ prébke nazel.

Elektroforeza i barwienie zelu

Elektroforez prowadzé przy naptciu 12V/icm dilugéci zelu, stosujc jako bufor
elektrodowy kbufor TBE. Barwieniezelu jak w poprzedniej procedurze
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PCR.

Reakcja tancuchowa polimerazy lub polimerazowa reakcja tacuchowa (PCR)
- technika amplifikacji (powielania)in vitro okrelonych, kadz przypadkowych,
fragmentow DNA. Kluczowym momentem w rozwoju teghaiki byto wprowadzenie
przez Kary'ego Mullisa (K.B. Mullis) (Saiki i wspl985, Mullis i wsp. 1986, Mullis i
Faloona 1987) termostabilnej polimerazy ufhwiajacej przeprowadzenie wielu cykli
reakcji (obejmujcych denaturagj DNA w 94-95C). Reakcja polega na powielaniu
fragmentu DNA na matrycy kwasu nukleinowego z uegtistarteréw i termostabilnej
polimerazy. Starterami as hybrydyzuace ze specyficznymi sekwencjami w DNA
(annealing oligonukleotydy  wyznaczage miejsca  rozpogeia  syntezy
komplementarnych nici DNA. W zaleosci od amplifikowanego materiatu (DNA lub
RNA), oraz celu prowadzonej reakcji, istnieje sgemdmian polimerazowej reakcji
tancuchowej takich jak:

1. Klasyczny PCR - technika um#gliwiajaca amplifikacg specyficznych fragmentow
DNA. W metodzie tej sywa sk jako starterow syntetycznych jednoniciowych
fragmentéw DNA (o diugéri od 10 do ok. 30 par zasad - zalie od prowadzonej
reakcji). Miejsce przyczenia starterow wyznacza amplifikowany obszar;
konieczne jest aby hybrydyzowaty one z komplemeytar nicmi, umazliwiajac
syntez komplementarnych do siebie fragmentow DNA. RealRjzR skfada si
zazwyczaj z 25 do 40 cykli. Jeden cykl stanpwastpujace po sobie reakcje: a)
denaturacji DNA (zazwyczaj 20-30 sek. w temp. 94695 b) hybrydyzacji
starterow (annealing - w zal®osci od stosowanych starterow 20-90 sek. w temp.
40-65°C) oraz c) syntezy komplementarnych nici {gazaj 20-90 sek. w temp.
72°C) (Rys.1). Warunki prowadzonej reakcji PCR mubg¢ optymalizowane
(temperatura i diug cykli, ilos¢ cykli, stosowana termostabilna polimeraza - np.
Taq, Pvu, Tth, Tfl, szenie MgC}, ilos¢ matrycy i s¢zenie starterOw oraz szereg
innych specyficznych parametrow) dlazlago déwiadczenia.

1.1. Amplifikacja dlugich fragmentéw DNA (Long PCR) - zazwyczaj, w
standardowych warunkach, klasygzmetody PCR (patrz wyej) mazna
amplifikowat, z zadawalajca wydajnccia, fragmenty DNA o diugei do
ok. 2 tys. par zasad. Celem amplifikacji fragmentdwickszej diugdci
(Barnes, 1994, Cheng i wsp. (1994) przetestowareyegz parametrow
reakcji wptywajcych na wydajn& syntezy fragmentéw DNA o diugo
ponad 5 tys. par zasad. Najlepsze wynika@&ise stosujc rownoczénie
dwie termostabilne DNA zatee polimerazy DNA, z ktérych jedna jest
pozbawiona aktywniei korekcyjnej (3-5 aktywnas¢
egzonukleolityczna), a druga, obecna w bardzo agzane) ilcci
charakteryzuje sibardzo wysok aktywnacia korekcyjra. Gdy pierwszy z
enzymow (np. Taq polimerazakbhie wbuduje nukleotyd, w konsekwencji
czego naspuje zahamowanie Iub nawet zatrzymanie syntezy
komplementarnej nici, drugi z enzymow (np. Pfu TUbpolimeraza) mae
wydajnie usua¢ t¢ pomyike, pozwalajc Taqg polimerazie na
kontynuowanie syntezy. Na wydagtosyntezy dtugich cisteczek DNA w
reakcji PCR ma réwnie wptyw szereg innych czynnikéw, takich jak
stosowanie w reakcji glicerolu lub/i DMSO oraz otmiiie s¢zenia jonéw
magnezu.
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amplifikacja krétkich fr. DNA

Rys. 1 Schemat amplifikacji przez PCR fragmentéw DNA

1.2. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA Analysis) - metoda
pozwalajca na szybkie wyznaczenieznic migdzy badanymi genomami.
Miara roznic jest podobigstwo w ilasci oraz wielkdci otrzymywanych w
wyniku reakcji PCR fragmentéw DNA. Odmienne od klasego PCR w
RAPD stosowaneasjako startery oligonukleotydy o diugm 10 par zasad
(w klasycznej PCR 17 - 23 par zasad). Zazwyczagakcji stosuje gijeden
starter, a nie par Podobnie jak w przypadku innych reakcji PCR, RAPD
wymagasladowych ilgci matrycy (w tym przypadku DNA).

37



1.3.

Sekwencjonowanie cykliczne - reakcg PCR mana rownig
wykorzystyw& do oznaczania sekwencji nukleotydowych fragmentéw
DNA, badz to dla otrzymania wystarczge] ilosci specyficznego
fragmentu, ktérego sekwercghcemy ustadi, badz dla analizy sekwencji
nukleotydowej fragmentu, ktoéry posiadamy wladowych ilgciach
(sekwencjonowanie cykliczne). Pierwotnie stosowamnmodyfikowara
metodt Sangera, wykorzystag do syntezy komplementarnych nici
termostabilne polimerazy (zazwyczaj Taq polimeraDuzym postpem
byto wprowadzenie udoskonalonej biotechnologiczntermostabilnej,
polimerazy T7 (TermoSequenaseAmersham, USB). Enzym ten nie tylko
popetnia znacznie mniej d@ow, lecz rownie pozwala prowadzi reakcg
sekwencjonowania w sposob cykliczny. Kolejnym isyon krokiem jest
wprowadzenie czterech, radioaktywnyc¢fP) nukleotydéw terminacyjnych
(dideoksynukleotydow) (ddATP, ddCTP, ddGTP i ddTTHReakcja
sekwencjonowania cyklicznegozrd si¢ od klasycznej reakcji PCR tyme
wykorzystuje si w niej jeden (zazwyczaj dtugi - 17-30 bp) oligoredtyd
jako starter.

2. RT-PCR - jest odmian PCR pozwalajca na amplifikac czasteczek (okrdonych
lub przypadkowych) RNA (Rys. 2). RT-PCR jako pierywsopisat P. Seeburg.
Reakcja mee przebiega w dwdch etapach: 1) synteza jednoniciowego DNA
komplementarnego do RNA (prowadzona przez AMV, MWlUub MulLV
odwrotry transkryptag) oraz 2) PCR - amplifikacja cDNA.
synteza pierwszej nici
losowy starter \
b AMMAAMAAY | mRNA
+Ng=-Ng +-Ng +-Ng =N +-Ng 1nié

oligo(dT) starter

6[

I

5[

AMMAAMMAY | mRNA
TS [ o —| PCR
nié
specyficzny starter |(=)
AMMAAAAAS' | mRNA
e 1 nig

Fig

-
RyS. L OulICIHTIUL IV T T Iy

2.1.

3’ lub 5’RACE - (Rapid Amplification of cDNA Ends), jest specyfican
odmiarpy RT-PCR umaliwiajaca szybkie namnaanie i analiz rejonow
odpowiadajcych, w zalenasci od prowadzonej reakcji, sekwencjom 3’ i 5’
koncéw specyficznych RNA (zazwyczaj mRNA). Z uwagi na
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charakterystyk enzymu prowadgego reakg (polimerazy mog
katalizowa syntez nowych nici DNA jedynie w kierunku 55 3) to o ile
stosunkowo prostjest technika 3'RACE (Rys. 3) o tyle 5’RACE (Ryb.
jest metod znacznie bardziej skomplikowan

-4 - — 3 -m
’ specyficzny starter
AAARAAAAA " mRNA cduretne ondhryptoza
odwrotna transkryptaza z: :rA AAAMARA S %
) ~ DNA
zakotwiczony starter (VI TTT =y ) V=G, CorA l
AMAARAMAAAY mRNA 7 '
terminalna transferaza
17T —_— 5 CONA (TdT; INTP (np. dCTP)
3 CCccece 5
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Rys. 3 Schemat typowego fleiadczenia 3' RACE  Rys. 4 Schemat dwoch typdéw metody 5° RACE

1.1.

DDPCR (Differential Display PCR) - réznicowy PCR - jest odmianRT-
PCR pozwalajca na poréwnanie tdic w ekspresji informacji genetycznej
w komorkach ranych tkanek, lub tych samych komoérkach w zatéci od
dziatapcych na nie battow lub/i ich odmiennego stanu fizjologiczno-
biochemicznego (np. warunki hodowli, wiek komoratn.) W reakcji
DDPCR jako pierwszy starter (do reakcji RT) stosoeves zazwyczaj
zakotwiczone oligo(dT) nukleotydy (podobnie jak @akcji 3' RACE - Rys.
3). W reakcji PCR jako wewtrzny starter (Wizacy Sk z pierwsz nicia
cDNA) stosowaneaszazwyczaj startery losowe. Reakcje DDPCR podobnie
jak, RT-PCR, mog by¢ katalizowane przez dwa enzymy (reakcja RT -
odwrotna transkryptaza i PCR - termostabilna DNAez®a polimeraza
DNA) lub przez jeden enzym (np. Tth polimeraza).

Alternatyva dla DDPCR jest technika RDA (Representational éddhce

1.2.

Analysis). Wymaga ona posiadania cDNA (cDNA RDA) Ibibliotek
cDNA otrzymanych z komorek, dla ktérych chcemy dwéoporéwnania
ekspres;ji informacji genetycznej.

llosciowy PCR - zazwyczaj jest to odmiana RT-PCR (czasem PCR),
pozwalajca na oszacowanie fla specyficznego RNA lub DNA w badanej
proébce. Teoretycznie powinna fatwo szybko i w pordlny sposéb
okresla¢ ilos¢ badanego materialu (np. poziom infekcji wirusenb lu
ekspresji okrdonego genu), jednak z uwagi na niskazwyczaj czyskd
analizowanych prob (np. obecoinhibitoréw) reakcje RT-PCR i PCR
przewanie nie wykazuyj liniowego przyrostu iléci amplifikowanego
materiatu. lldgciowy PCR bezwzgdnie wymaga wewirznej
standaryzacji, co oznacza rownoczesne amplifikoevlaidanego materiatu
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(np. mRNA genu, ktorego ekspresjchcemy zbadgd oraz probki
referencyjnej (np. MRNA genu ulegeggo konstytutywnej ekspresji lub
DNA dodanego vécisle okreglonej ilosci).

Reakcja PCR.

Materiaty

» sterylna woda bidestylowana
» startery (~ 2pM/ul)

» Taq polimeraza ok. 10U

* bufor do Taq polimerazy

e 25 mM chlorek magnezu

e 2 mM roztwor dNTP

» olej mineralny

* 2%zel agarozowy

Wykonanie

1. Do 0,5 ml. probdéwki typu Ependorff odpipetosva
1 pl DNA (50 x rozcigéczony roztwor podstawowy).
5 ul 10x stz. buforu do Taq polimerazy (w zal®sci od stosowanego enzymu).
X Ul roztworu MgC} (do kaacowego sizenia 3 mM).
X Ul 2pM starter(6w)a
2l dNTP
x il (ok. 1,0 - 1,5 U) Taqg polimerazywaga! enzym pipetow&na samym kcu
wodk do obgtosci 50 pl.

2. Nanies¢ na powierzchri probki mah krople oleju mineralnegé.

3. Wstawit probki do PCR maszyny i wystartoévarogram.

Standardowo program ziony jest z 20-40 cykli, poprzedzonych wemta denaturag
DNA (5 min 94-95C) o nastpujacej charakterystyce:

1. Cykle amplifikacji:

a) denaturacja DNA - 94°C, 20 sekmifh. (zalenie od zawarteci par GC)

b) przykhczanie startera - XX°C, 20 sek. 3 min.lgzae od widciwosci
starter(éw)a)

C) synteza - 72°CQ Xek. — 2 min. (zammie od dtugéci
amplifikowanego fragmentu DNA srednio 1000 par zasad/min.)

2. Zakaczenie reakcji - 72°C, 7 min.

3. przechowywanie - 4°C, bez ogradi

* stosuje s jedynie, gdy maszyna do PCR nie posiada piyty ewapcej gorra
powierzchng¢ probowki (ptyta zapobiega skraplanig piary na wieczku probowki).
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Elektroforeza produktow reakcji

1. Pobr& pipets automatycza cala¢ produktdw reakcji spod oleju mineralneg® i
przenigc¢ do nowej probowki typu Eppendorf.

2. Dod& 7 pl barwnika do elektroforezy.

3. 25 pl probki nanié¢ na 1,8 - 2,0 %el agarozowy. Pardiac 0 naniesieniu standargiu
wielkosci.

Elektroforez prowadz¢ a2z do momentu, kiedy barwnik agjnie konieczelu.

Dokumentacja zelu
Po zakdczeniu elektroforezyel obejrzé w swietle UV i sfotografowé.

Elektroforeza biatek w  zelach poliakryloamidowych

Podstawow i najszerzej stosowammetod, rozdziatu biatek jest elektroforeza w
zelach poliakryloamidowych zawiergych SDS (SDS-PAGE, ang SpBlyacrylamide
gel electrophores)s SDS jest silnym jonowym detergentem, ktory dengé biatka i
wiaze st z nimi. SDS nadaje polipeptydom ujemny tadunekwadapcy na migragi w
polu elektrycznym. 116 zwiazanego detergentu jest prawie zawsze liniowoznaleod
masy polipeptydu. Umiiwia to, wzywajac markerow o znanej wielkoi wyznaczanie
masy rozdzielanych biatek.

Najczscie] stosuje si elektroforez z niecaglym systemem buforowym, ktora
pozwala na uzyskanie wysokiej rozdzielgzo Bufor w zbiornikach ma inne pH i sit
jonowa niz zel. Zel podzielony jest na dwie exi tak zwanyzel zatzajacy i zel
rozdzielajcy. Zel zatzajacy ma nisze pH i weksz porowat@é od zelu rozdzielajcego.
Kompleks SDS z polipeptydami pod wplywem r@m migruje najpierw przez krotki
odcinekzelu zatzajacego i jest osadzany naaskie] powierzchnizelu rozdzielagcego.
Zwigksza to rozdzielcze elektroforezy.

Bufor do elektroforezy zawiera Tris-glicyna (pEBB zel zatzajacy Tris-HCI (pH
6.8), azel rozdzielagcy Tris-HCI (pH 8.8). Wszystkie roztwory zawiega).1% SDS.
Podczas elektroforezy jony chlorkowe z prébeklu zatzajacego tworz przedni koniec
poruszajcego s¢ czota. Wleczony koniec skladagsz nie zjonizowanych gateczek
glicyny. Pom¢dzy dwoma granicami zmniejsza; przewodnictwo elektryczne i tworzy
si¢ ostrzejszy gradient nagia, ktory przesuwa polipeptydy osadgaje na powierzchni
zelu rozdzielajcego. Zel rozdzielajcy ma wysze pH, co powoduje jonizacglicyny,
ktora migruje ta za jonami chlorkowymi. Polipeptydy zostajuwolnione z
przesuwajcego s¢ czota i migruy zaleznie od swojej wielkéci.

Zazwyczaj stosuje sizele o grubéci 0.5 - 2 mm i sizeniu poliakryloamidu od 5
do 15%. Stosunek akryloamidu do bisakryloamidu vey29/1
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Elektroforeza bialek w  zelu poliakryloamidowym zawieraj agcym SDS

Odczynniki

» Bufor do elektroforezy (5X): 125mM Tris, 1.25M ghaa (pH 8.3), 0.5% SDS

e Mieszanina monomeréw akryloamid, bisakryloamid %38F). 30% {Uwaga!
Akryloamid jest silna neurotoksymng)

* 10% SDS

* 10% nadsiarczan amonBrgygotowat bezpdrednio przed uzyciem!)

 TEMED (tetrametyloetylenodiamina)

e 1.5M Tris (pH 8,0)

e 1M Tris (pH 6,8)

» Bufor Laemmli’'ego 0.065M Tris-HCI, 2% SDS, 5@e-merkaptoetanol (pH 6.8), 0.01

% bkkit bromofenolowy, 5% glicerol

Przygotowanie zelu

1. Przygotowé odpowiedni ilos¢ roztworuzelu rozdzielajcego (Tabela 18.3 zgizong
w dodatku)

2. Roztwér wlg pomidzy dwie szklane plytki przedzielone przektadkanpolaczone
klamerkami, pozostawigg odpowiedri ilos¢ miejsca dla zelu zatzajacego |
grzebienia. Roztwarelu ostranie zalg woda lub alkoholem izoamylowym.

3. Zel pozostawd do polimeryzacji (okoto 30 minut). Naghie zl& roztwér znadzelu i

zel przeptukéd wodh w celu usungcia resztek nie spolimeryzowanego akryloamidu

. Przygotowa roztworzelu zatzajacego.(Tabela 18.4 zamieszczona w dodatku)

. Roztwor wlg bezpdrednio nazel rozdzielagcy a nasgpnie delikatnie wswt grzebié
uwazajac by nie powstaly gcherzyki powietrza.Zel pozostawd do polimeryzacj
(okoto 30 minut)

6. Gdy zel spolimeryzuje delikatnie usah grzebié i przeptuka kieszonki wod

dejonizowan, zeby usun¢ resztki niespolimeryzowanego akryloamidu

7. Umiesci¢ zel w aparacie i zatabuforem

(20~

Przygotowanie probek.
» Prébki zawiesi w roztworze Leammeliego, a ngshie inkubowa przez 3 minuty v
100°C w celu denaturaciji biatek. Prébki nay6 nazel

Elektroforeza
» Elektroforez nalezy prowadzé pod napiciem okoto 15 V na centymetr diugm zelu
do momentu, kiedy barwnik dojdzie do dolnej keaiai zelu.

Barwienie zeli poliakryloamidowych zawierajgcych SDS.

Istniep dwie podstawowe metody barwieniali poliakryloamidowych: Bgkitem
Coommasie’go oraz jonami srebra. Barwienigkidém jest prostsze ifiaze, ale od 100 ¢
1000 rasy mniej czute od barwienia jonami srebram@fodzie tej biatkaasjednoczénie
unieruchamiane i barwione roztworem metanolu i kwastowego z dodatkiem dhitu
Coomassie’go.

Barwienie zelu btekitem Coomassie’go

Odczynniki

« Bufor do barwieniazelu: 40% metanol, 10% lodowaty kwas octowy 0,025%¢kiB
Coomassie’go R250

« Bufor do odbarwiania: 30% metanol, 10% lodowaty &watowy

Procedura

1. wyja¢ zel z aparatu i umigi¢ go w roztworze do barwienia, inkubosva0 minut.

2. roztwor zla& z powrotem do butelki zel umigci¢ w aparacie do odbarwiania.
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d Tandemowa chromatografia powinowactwa (TAP-tag - tandem
affinity purification).

Metoda tandemowej chromatografii zostala opracowath@ oczyszczania
kompleksow biatkowych. Pozwala ona na oczyszczdmsmka za pomagc dwoch
nastpujacych po sobie chromatografiach powinowactwa. Zn&cZrAP skiada si z
biatka A oraz peptydu wikacego kalmodulia (CBP). Midzy nimi jest miejsce e¢cia
rozpoznawane przez proteaZEV. Biatko z znacznikiem TAP jest wdane do ziga
zawierajcego 1gG, uwalniane przez odcie proteaz TEV, a nasipnie oczyszczane na
ztozu kalmodulinowym (Rigaut i wsp.,1999). Fragment thkaa A znajdujcy sk w
znaczniku pozwala rowniena bardzo tatw detekcg biatka fuzyjnego za pomaa@nalizy
typu Western blot, przyayciu jako przeciwciata peroksydazy chrzanowej aggasnej
przeciwciatami IgG krolika (PAP.

Miejsce ciecia
Oddziatujace ’ proteazg TEV

biatka \\ (2 /
@ _ CO —__— Biako A
2 badane
Wigzanie biatko Peptyd wigzacy

Zanieczyszczenia kalmoduline

(2)
€

~ (2)
€ <)

D¢ 3{) i Pi kol
o~

ztoze 1gG
Ciecie proteazg
TEV ‘_/i
X @
2R
(O: Druga kolumna

ztoze z kalmoduling

Natywna elucja
kompleksu (EGTAI

GC):' Oczyszczony kompleks

Rys. Schemat oczyszczania bialek przy uzyciu tandemowej chromatografii
powinowactwa.

Elektroforeza biatek w  zelach poliakryloamidowych

Podstawow i najszerzej stosowammetod, rozdziatu biatek jest elektroforeza #elach
poliakryloamidowych zawieragych SDS (SDS-PAGE, ang Sp®lyacrylamide gel
electrophoresis SDS jest silnym jonowym detergentem, ktory nadpplipeptydom
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ujemny tadunek, pozwakgy na migragg w polu elektrycznym. & zwiazanego
detergentu jest prawie zawsze liniowo zake od masy polipeptydu. Urdovia to,
uzywajac markerow o znanej wielkoi wyznaczanie masy rozdzielanych biatek.

Najczscie] stosuje si elektroforez z niecaglym systemem buforowym, ktora
pozwala na uzyskanie wysokiej rozdzielgzo Bufor w zbiornikach ma inne pH i sit
jonowa niz zel. Zel podzielony jest na dwie exi - zel zatzajacy i zel rozdzielagcy. Zel
zakzajacy ma niksze pH i mniejsze stenie poliakryloamidu odrelu rozdzielajcego.
Kompleks SDS z polipeptydami pod wplywem re@m@ migruje najpierw przez krotki
odcinekzelu zatzajacego i jest osadzany naaskie] powierzchnizelu rozdzielajcego.
Zwigksza to rozdzielcze elektroforezy.

Bufor do elektroforezy zawiera Tris i glioyr{pH 8.3),zel zatzajacy Tris-HCI
(pH 6.8), azel rozdzielagcy Tris-HCI (pH 8.8). Wszystkie roztwory zawiegd).1% SDS.
Podczas elektroforezy jony chlorkowe z probeklu zatzajacego tworz przedni koniec
poruszajcego s¢ czota. Wleczony koniec skladagst nie zjonizowanych @steczek
glicyny. Pom¢dzy dwoma granicami zmniejsza; przewodnictwo elektryczne i tworzy
si¢ ostrzejszy gradient nagia, ktory przesuwa polipeptydy osadzaje na powierzchni
zelu rozdzielajcego. Zel rozdzielajcy ma wysze pH, co powoduje jonizacglicyny,
ktéra migruje ta za jonami chlorkowymi. Polipeptydy zostajuwolnione z
przesuwajcego s¢ czota i migrug zaleznie od swojej wielkéci.

Zazwyczaj stosuje sizele o grubéci 0.5 - 2 mm i sgzeniu poliakryloamidu od 5
do 15%. Stosunek akryloamidu do bisakryloamidu veyiéoto 29/1
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Elektroforeza bialek w  zelu poliakryloamidowym zawieraj acym SDS

Odczynniki

» Bufor do elektroforezy (5X): 125mM Tris, 1.25M ghaa (pH 8.3), 0.5% SDS

e Mieszanina monomeréw akryloamid, bisakryloamid %38F). 30% Uwaga!
Akryloamid jest silna neurotoksymng)

* 10% SDS

* 10% nadsiarczan amonu (APS)

 TEMED (tetrametylenodiamina)

e 1.5M Tris (pH 8.8)

e 1M Tris (pH 6.8)

» Bufor Laemmliego 0.065M Tris-HCI (pH 6.8), 2% S8 —merkaptoetanol, 0.01
btekit bromofenolowy, 5% glicerol

Przygotowanie zelu

8. Przygotowé odpowiedmn ilos¢ roztworuzelu rozdzielagcego (Tabela 18.3 zgizong
w dodatku)

9. Roztwér wlg& pomidzy dwie szklane piytki przedzielone przektadkanpolaczone
klamerkami, pozostawigg odpowiedri ilos¢ miejsca dla zelu zatzajacego |
grzebienia. Roztwarelu ostranie zal& alkoholem izopropanolowym

10Zel pozostawd do polimeryzaciji (okoto 30 minut). Naghie zl& roztwér znadzelu i
zel przeptukéd wodhq w celu usunicia resztek niespolimeryzowanego akryloamidu

11.Przygotowéaroztworzelu zatzajacego.(Tabela 18.4 zamieszczona w dodatku)

12.Roztwor wlé bezpdrednio nazel rozdzielajcy a nasfpnie delikatnie wsuit grzebié

uwazajac by nie powstaly gcherzyki powietrza.Zel pozostawd do polimeryzacj

(okoto 30 minut)

13.Gdy zel spolimeryzuje delikatnie usad grzebié 1 przeptuka kieszonki wod
dejonizowan zeby usun¢ resztki niespolimeryzowanego akryloamidu

14.Umigci¢ zel w aparacie i zatabuforem

Przygotowanie probek.
» Prébki zawiesi w roztworze Leammeliego, a ngshie inkubowa przez 3 minuty \
100°C w celu denaturacji biatek. Prébki nayo nazel.

Elektroforeza
» Elektroforez nalezy prowadzé pod napiciem okoto 15 V na centymetr diugm zelu
do momentu kiedy barwnik dojdzie do dolnej keai zelu.

Barwienie zeli poliakryloamidowych zawierajgcych SDS.

Istniep dwie podstawowe metody barwieniali poliakryloamidowych: Bgkitem
Coommasie’go oraz jonami srebra. Barwienigkibem jest prostsze ifigze ale od 10 0
100 razy mniej czute od barwienia jonami srebramétodzie tej biatkassjednoczénie
unieruchamiane i barwione roztworem metanolu i kwastowego z dodatkiem d#itu
Coomassie’go.

Barwienie zelu btekitem Coomassie’go

Odczynniki

« Bufor do barwieniazelu: 40% metanol, 10% lodowaty kwas octowy 0,025%kiB
Coomassie’go R250

« Bufor do odbarwiania: 30% metanol, 10% lodowaty &watowy

Procedura

~

o

3. wyjac zel z aparatu i umigi¢ go w roztworze do barwienia, inkubotvd0 minut.
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4. roztwor zla z powrotem do butelki zel umigci¢ w roztworze do odbarwiania.

Technika Western.

Technika Western jest najszerzej stosowana methdaca do wykrywania okrdonych
biatek (epitopéw) w badanych probkach. Techniksktada sj z szeregu etapow (Rys. 1):

1.

Przeniesienie (kapilarne lub elektroforetyczne)dmelonych przez SDS-PAGE
antygenow na filtr (zazwyczaj nitrocelulozowy IUW'BF).

Blokowanie filtra celem unieniiwienia niespecyficznego wrania s¢ z nim
przeciwciat (biatka).

Reakcja z pierwszym przeciwciatem - przeciwcialegicznie rozpoznage
wykrywany epitop.

Reakcja z drugim, zazwyczaj wyznakowanym przecitgoma Drugie przeciwciato
specyficznie rozpoznaje pierwsze przeciwcialo. Rexjowo, jali pierwszym
przeciwciatem jest otrzymane przez immunizasyinki morskiej IgGskierowane
przeciw epitopowi A, to drugim przeciwcialem jesyamakowane przeciwciato
skierowane przeciw specyficznemu epitopowi Ig&inki morskiej Drugie
przeciwciato jest zazwyczaj wyznakowane przez skgoiwanie go z np. fosfataz
alkaliczra, peroksydag lub biotyr.

Wykrywanie przyhczonego do pierwszego, drugiego przeciwciata ckilzi
specyficznej reakcji barwnej, katalizowanej przemikgat (fosfataza alkaliczna
lub peroksydaza).
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biatko zwigzane z btong po etapie
blokowania

pierwsze przeciwciato
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Rys 1. Immunologiczne wykrywanie specyficznych epitoptagniesionych zelu na filtr (nitrocelulozowy
lub PVDF) - metoda Western.

Odczynniki
Do przeprowadzenia dwiadczenia wymagane siastpujace odczynniki:

* Roztwor do transferu biatekzelu na filtr 1x bufor do elektroforezy (Tris-glicgih 20%
metanol

* Roztwor do barwienia biatek na filtrze PonceauS2%®©PonceausS, 3% kwas octowy

* PBST - 137mM NaCl; 2,7mM KCI; 10mM MNdPQOy; 2mM KH,POy; 0,1 % Tween20

» Mleko w proszku (koniecznie odttuszczone).

* Pierwsze przeciwciato: specyficzne do badanycloppiv.

» Drugie przeciwciato: znakowane peroksyglazhrzanow przeciwcialo wykrywajce
specyficzne przeciwciato.

» Zestaw do wykrywania aktywi§ol peroksydazy.
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Sposob post epowania.
Pamktaj, to, co lzdzie nazelu, to wykryg Twoje przeciwciata. Pracuj wekawiczkach.

1. Przenoszenie antygendéw (biatek) zelu na filtr nitrocelulozowy.
Filtr nitrocelulozowy umieszczacgsha zwikonych buforem do transferu 3 kawatkach
bibuty Whatman 3MM (uwaga - wysoki koszt filtra).

Filtr  przykrywamy namoczonym w buforze do elektaoisferu zelem
poliakryloamidowym. Naspnie zel przykrywamy 3 kawatkami zwibnymi buforen
do elektrotransferu bibuty Whatman 3MM. UWAGA!!!li&l powinno by powietrzg
pomiedzy kolejnymi warstwami ,kanapki”. Tak wykonarkanapk umieszczamy W
aparacie do elektrotransferu potsuchego, firmy Ba. UWAGA!!  Filtr
nitrocelulozowy powinien znaké si¢ podzelem.

Transfer prowadzi giprzez 70 minut przy statym napiu pradu 15V. Po zakeczeniu
doswiadczenia wyjmujemy filtr. X natychmiast nie przyspujemy do dalsz¢
analizy, to filtr naley doktadnie zapakowaw foli¢ polietylenows i przechowywa
(do 1 miesica) w lodéwce.

2. Barwienie bialek na filtrze. Bezpdrednio po transferze filtr ptuczemy wpgd
dejonizowan, a nasipnie zalewamy roztworem PonceauS. Po kilku minutach
inkubacji w temperaturze pokojowej roztwor wylewangy filtr ptuczemy daymi
ilosciami wody dejonizowanej. Naginie filtr naleey zawim¢ w folig polietylenowy i
zeskanowa W celu usunicia odczynnika PonceauS filtr umieszcza i buforze
PBST i inkubuje ado odbarwienia biatek.

3. Blokowanie. Dla zablokowania nie zwzanej z biatkami powierzchni filtra, a co |za
tym idzie uniemaliwienia p&niejszego niespecyficznego agania st z nim
przeciwciat, filtr umieszcza siw ptaskodennym naczyniu z 5% roztworem mlekjp w
proszku w PBST i delikatnie wytiga przez 30 min. w temp. pokojowej.

4. Inkubacja z pierwszorzedowym przeciwcialem Po blokowaniu nalsy zmient
roztwor mleka (dodajemy na ogoét 10ml), a wpete doda przeciwciato. Sizenie
przeciwciata oraz diugd inkubacji musi zalgy od jakaci przeciwciat.

5. Plukanie. Celem usunriia niezwazanego lub zvezanego niespecyficznie pierwszggo
przeciwciata, ptuczemy filtr 3 - 4 razy buforem PBXazde ptukanie dokonywarje
jest przez delikatne wytgganie filtra w PBST w temp. pokojowej przez minim&m
min.

6. Inkubacja z drugorzegdowym przeciwcialem Po usurgciu ostatniego roztworu do
ptukania zalewamy filtr roztworem PBST (jak najnmjsm objctoscia) zawierajcym
drugie przeciwcialo (w skeniu zalecanym przez producenta) skoniugowame z
peroksydaz.

—_—

7. Piukanie. Nadmiar niezwizanego specyficznie drugiego przeciwciata usuwanly w
spos6b opisany w pkt. 4.

8. Wykrywanie drugorzedowego przeciwciala Reakcy barwra pozwalagca nZL\/
wykrycie przeciwciat prowadzimy w sposéb zgodnyatezeniami producenta zestawu
do wykrywania aktywnéci peroksydazy chrzanowe;.
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Fakultet odbywa si w pon. 10 -16, wt. 10— 16y. 9 - 1518 — 14

Tydzien 1. 4,5,618. X
1. Sprawy organizacyjne i zapoznanie ze zwyczayadG. UW.
6 godz— P. Borsuk

Tydzien IV 11, 12, 131 15. X
PCR, przygotowanie wektora (defosforylacja) 6 gdtiZBorsuk

Tydzien Il'i lll. 18,1921 X oraz 25, 26, 271 29. X
Analiza komputerowa — metody. Projektowanigwiadczeniain silico. — 2 x 6 godzP.
Golik

Tydzien V. 2, 3,51 8. XI
Elektroforeza produktu PCR, i strawionego, defogfiwanego wektora. 1zolacja wstawki.
Ligacja. 6 godzP.Borsuk

Tydzien VI. 15, 16, 17 i 19. XI.
Analiza ligacji i transformacja - elektroporacja +przygotowanie bakterii
chemokompetentnych (BL21!) — 6 godz.Dmochowska

Tydzien VII. 22, 23, 24 i 26. XI.
Analiza transformantéw. Mikrolizaty + elektrofore8aweryn Mroczek, Michat Matecki

Tydzien VIII. 29, 30. XI, 1i 3. XII
Analiza restrykcyjna mikrolizatéw. Mapy restrykcginTransformacj&. coliBL21.
6 godz.A. Dmochowska

Tydzien IX. 6, 7, 81 10 .XII.
SDS-PAGE, blot. Ew. barwienie. 6. god%.Grzechnik

Tydzien X 20, 21, 22. XIli 7. 1.
Western. Omoéwienie blotow. 5 god®. Grzechnik + 1 godz. omdéwienie formy
sprawozdania P. Borsuk

Tydziea XIi X1l 10, 11, 12i14.1oraz 17, 18,191 21. .
Northern + podsumowanie Western 8 gdelzSergiejuk + 4 godz. seminaria P. Borsuk

Genotypy szczepow bakteryjnych

Systemy restrykcji i modyfikacji Typu | obejmaujrzy geny:hsdR hsdMi hsdS
Produkty tych genéw twoszwielojednostkowy enzym posiaday zarowno aktywrgzi
endonukleolityczne jak i metylacyjne. Enzym dzigdko metylaza kiedy jedna z nici
rozpoznawanego miejsca jest metylowana, przeproaggd modyfikacg nici
niemetylowanej. Kiedy rozpoznawane miejsce jestaaicie niezmodyfikowane, enzym
dziata jako endonukleaza i hydrolozuje DNA. Najtiej wzywane szczepy laboratoryjne
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E. colito pochodne typéw dzikich K-12 i B, map system restrykcji i modyfikacji,
odpowiednio, EcoKl (rozpoznawana sekwencja: 5 AACEBTGC) i EcoBI

(rozpoznawana sekwencja 5TGA@IGCT). Mutacje hsdS zaburzaj zaréwno

modyfikacg, jak i restrykcg DNA, mutantyhdsRnie maj aktywndci restrykcyjnej, ale
zachowuj aktywndié metylacyjm (sa rk” mg” lub " mg”).

Innym systemem restrykcyjnyia. coli jest system zwany McrA skierowany wobec
DNA zmetylowanego w sekwencji CRGG.

Inne dobrze poznane systemy metyld€ji coli to system Dam i Dcm. Metylaza
adeninowa kodowana przez gdam modyfikuje reszi adeniny w obydwu niciach w
obrebie sekwencji GATC. Metylaza cytozynowa kodowanaepr gendcm modyfikuje
wewrgtrzmg reszt cytozyny w obydwu niciach w otdie sekwencji CC(A/T)GG.

XL2-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR{¥, m") supE44 relAl la¢F” proAB lacf
ZAM15Tn10 (Tef ) Amy Canj]

DH5: F deoR recAl endAl hsdR(@iZ, m") ginvV44 thi-1 gyrA9gNal’) relAl A (lacZYA-
argF) U169 [p80AlacZ ]

BL21 CodonPlus(DE3)-RIL: FompT hsdSrg, mg) dcm Tef gal A (DE3) endA Hte
[argUile Y leuWCam]

F typ ptciowy

[F] gospodarz zawiera episom F

recA gen zwizany z ogoéla rekombinacj DNA

endA gen dla DNA-specyficznej endonukleazy. Mutacja rpopa jakdaé
wyizolowanego plazmidu

gyrA gen dla gyrazy DNA. Mutacja wprowadza opadrhoa kwas nalidiksowy

thi gen zwizany z metabolizmem tiaminy. Mutant wymaga do waros
tiaminy

SUpE supresor mutacji amber (UAG), tRNA supresorowy eposi
glutamirg. Obecnie zwanglnV

relA zrelaksowany fenotyp. U mutanta istnieje an@os¢ syntezy RNA przy
braku syntezy biatka

lacl"Z4aM15 fragment operonu laktozowego zawiacyj superrepresor ldtli gen B-
galaktozydazy z N-kicowa delecy M15

proAB geny zwizane z syntegproliny. Mutant wymaga do wzrostu proliny
Tnl0 transpozon przenagzy oporngé na tetracyklie (Tef)

Tet gen oporkai na tetracyklin

Cani gen oporngci na chloramfenikol

Amy gen kodujcy amylaz

deoR gen regulacyjny dla operaten Umazliwia pobieranie daych plazmidéw
ginv patraupk

[$80] komodrka zawiera profay@0

ompT gen koduagy proteaz OmpT

lon gen kodagy proteaz Lon. Szczep dzikke. coli Bnie posiada proteazy Lon
gal geny zwrzane z katabolizmem galaktozy

A (DE3) pochodna faga lambda zawigrajgen koduicy polimeraz faga T7 pod

kontrok elementow operonu laktozowego
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Hte [argU ile Y leuW} dodatkowe geny kodage tRNA rozpoznage heterologiczne
kodony dla arg ile leu

Enzym Sekwencja Adeno-2 pBR322 pUC19
Lambda T7
Aat Il GACGTC 3 10
Acc65 | GGTACC 8 2 0
Acc | GTMKAC 17 9 2 1 33
Acl | CCGC 582 516 67 34 199
Acl | AACGTT 3 4 2 19
Afe | AGCGCT 13 4 0 0
Afl I CTTAAG 4 0 0 19
Afl 1 ACRYGT 25 20 1 1 23
Age | ACCGGT 5 13 0 0 2
Ahd | GACNNNNNGTC 9 9 1 1 14
Ale | CACNNNNGTG 10 20 0 0 8
Alu | AGCT 158 143 17 15 140
Alw | GGATC 35 58 12 10 1
AlwN | CAGNNNCTG 25 41 1 1 15
Apa | GGGCCC 12 1 0 0
Apal | GTGCAC 7 3 3 1
Apo | RAATTY 29 58 1 1 13
Asc | GGCGCGCC 2 2 0 0 0
Ase | ATTAAT 3 17 1 3 12
AsiS | GCGATCGC 1 0 0 0
Ava | CYCGRG 40 8 1 1 4
Ava ll GGWCC 73 35 8 2 54
Avr Il CCTAGG 2 2 0 0 3
Bae | ACNNNNGTAYC 5 10 0 0 3
BamH | GGATCC 3 5 1 1 0
Ban | GGYRCC 57 25 9 4 33
Ban Il GRGCYC 57 7 2 1 1
Bbs | GAAGAC 27 24 3 0 38
BbvC | CCTCAGC 9 7 0 0 10
Bbv | GCAGC 179 199 21 12 116
BceA | ACGGC 80 115 3 2 47
Bcg | CGANNNNNNTGC 10 28 3 1 19
BciV | GTATCC 9 26 2 2 23
Bel | TGATCA 5 8 0 0 1
Bfa | CTAG 54 13 5 4 60
BfrB | ATGCAT 10 14 0 0 8
BfuA | ACCTGC 39 41 1 1 18
Bgl | GCCNNNNNGGC 20 29 3 2
Bal AGATCT 11 6 0 0
Blp | GCTNAGC 8 0 0 20
Bme1580 | GKGCMC 45 10 3 3 16
BmgB | CACGTC 15 17 0 0
Bmr | ACTGGG 22 4 5 2
Bpm | CTGGAG 32 25 4 1 23
BpulO | CCTNAGC 23 19 1 0 39
BpuE | CTTGAG 19 13 6 4 56
BsaA | YACGTR 22 14 1 0 35
BsaB | GATNNNNATC 2 21 1 0
BsaH | GRCGYC 44 40 6 3
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Bsa | GGTCTC 18 2 1 1 29
BsaJ | CCNNGG 234 105 8 5 85
Bsaw | WCCGGW 28 81 5 3 32
BsaX|| ACNNNNNCTCC 29 19 0 1 12
BseR | GAGGAG 63 19 0 0 13
BseY | GCTGGG 31 32 2 1 29
Bsg | GTGCAG 34 41 1 0 21
BsiE | CGRYCG 50 22 7 5 17
BsiHKA | GWGCWC 38 28 8 5 24
BsiW | CGTACG 4 1 0 0 0
Bsl | CCNNNNNNNGG 216 176 20 6 90
BsmA | GTCTC 60 37 3 4 95
BsmB | CGTCTC 21 14 1 2 16
BsmF | GGGAC 59 38 4 0 46
Bsm | GAATGC 10 46 1 0 15
BsoB | CYCGRG 40 8 1 1 4
Bsp1286 | GDGCHC 105 38 10 5 40
BspCN | CTCAG 75 80 7 5 142
BspD | ATCGAT 2 15 1 0 3
BspE | TCCGGA 8 24 1 0 0
BspH | TCATGA 3 8 4 3 13
BspM | ACCTGC 39 41 1 1 18
BsiB | CCGCTC 28 17 2 3 17
BsrD | GCAATG 14 44 2 2 18
BsrF | RCCGGY 40 61 7 1 3
BsrG | TGTACA 5 5 0 0 13
Bsr | ACTGG 86 110 19 11 118
BssH Il GCGCGC 52 6 0 0 1
BssK | CCNGG 233 185 16 12 11
BssS | CACGAG 11 8 3 3 31
BstAP | GCANNNNNTGC 20 34 2 1 12
BstB | TTCGAA 1 7 0

BstE Il GGTNACC 10 13 0 0

BstF5 | GGATG 78 150 12 5 97
BstN | CCWGG 136 71 6 5 2
BstU | CGCG 303 157 23 10 65
BstX | CCANNNNNNTGG 10 13 0 0 11
BstY | RGATCY 22 21 8 7 2
BstZ17 | GTATAC 3 3 1 0 8
Bsu36 | CCTNAGG 0 0 30
Btg | CCRYGG 82 46 2 0 26
Bts | GCAGTG 22 34 2 3 20
Cac8 | GCNNGC 285 238 31 14 104
Clal ATCGAT 2 15 1 0 3
CviJ I(x) RGCY 680 692 73 44 562
Dde | CTNAG 97 104 8 6 282
Dpn | GATC 87 116 22 15

Dpn Il GATC 87 116 22 15

Dra | TTTAAA 12 13 3 3

Dra lll CACNNNGTG 10 10 0 0 16
Drd | GACNNNNNNGTC 6 3 2 2 11
Eae | YGGCCR 70 39 6 3

Eag | CGGCCG 19 2 1 0

Ear | CTCTTC 29 34 2 3 46
Ecl | GGCGGA 29 32 4 3 2
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ECo57 I(x) CTGAAG 23 40 2 2

EcoN | CCTNNNNNAGG 10 9 1 0
Eco0109 | RGGNCCY 44 3 4 1| 2
EcoR | GAATTC 5 1 1] o
EcoR V GATATC 9 21 1 0| o
Fau | cceae 147 | 90 10 5 | 24
FrudH | GCNGC 411 | 380 42 19 | 156
Fok | GGATG 78 | 150 12 5 | o7
Fse | GGCCGGCC 0 0 0

FspA I(x) RTGCGCAY 5 2 2 0

Fsp| TGCGCA 17 15 4 2

Hae Il RGCGCY 76 48 1 3 | 26
Hae IlI GGCC 216 | 149 22 11 | 68
Hga | GACGC 87 | 102 1 4 | 70
Hha | GCGC 375 | 215 31 17 | 103
HinP1 | GCGC 375 | 215 31 17 | 103
Hinc I GTYRAC 25 35 2 61
Hind 1l AAGCTT 12 6 0
Hinf | GANTC 72 | 148 10 218
Hpa | GTTAAC 6 14 0 18
Hpa I CCGG 171 | 328 26 13 | s8
Hph | GGTGA 99 | 168 12 7 | 102
Hpy188 | TCNGA 80 | 170 15 10 | 153
Hpy188 11 TCNNGA 103 | 185 19 13 | 173
Hpy8 1x) GTNNAC 116 | 125 199
Hpy99 | CGWCG 61 | 102 9 29
HpyCH4 11 ACNGT 122 | 187 14 174
HpyCH4 IV ACGT 83 | 143 10 170
HpyCH4 v TGCA 207 | 273 21 13 | 116
o [pemmes o To [ > [o]
I-Sce | EAGGG?%FACA 0 0 0 0 0
Kas | GGCGCC 20 1 4 2
Kpn | GGTACC 8 2 0 5
Mae 111(x) GTNAC 118 | 156 17 1 | 212
Mbo | GATC 87 | 116 22 15 | 6
Mbo Il GAAGA 113 | 130 1 7 | 140
Mfe | CAATTG 4 8 0 o | s
Miu | ACGCGT 5 7 0 0 | 1
My | GAGTC 40 61 4 115
Mnl | ccTe 397 | 262 26 13 | 342
Msc | TGGCCA 17 18 1 0| 2
Mse | TTAA 115 | 195 15 13 | 207
Ms! | CAYNNNNRTG 35 62 38
MspAL | CMGCKG 95 75 6 6 | 35
Msp | CCGG 171 | 328 26 13 | 58
Mwo | GCNNNNNNNGC 391 | 347 34 13 | 170
N.BStNB | GAGTC 40 61 4 4 | 115
Nae | GCCGGC 13 1 4 o | o
Nar | GGCGCC 20 1 4 1] 2
Nl | CCSGG 97 | 114 10 7 | o
Nco | CCATGG 20 4 0 0| 1
Nde | CATATG 2 7 1 1] 7
NgoM IV GCCGGC 13 1 4 0| o
Nhe | GCTAGC 4 1 1 0 | 1
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Nla Il CATG 183 | 181 26 11 | 148
NlalV GGNNCC 178 | 82 24 11 | 99
Not | GCGGCCGC 7 0 0 0| o
Nru | TCGCGA 5 1 o | 3
Nsl | ATGCAT 10 14 0 0| s
Nsp | RCATGY a1 32 4 3 | 24
oli 1(x) CACNNNNGTG 10 20 0 o | s
oot o o [ o o]
Pl-Sce | é;CG?':TAGGTACGGGGT%GTCG 0 0 0 0 0
Pac | TTAATTAA 1 0 0 0| 1
PaeR7 | CTCGAG 6 1 0 o | o
Pl | ACATGT 9 2 1 1] s
PAF | GACNNNGTC 12 2 1 0| 1
PIM | CCANNNNNTGG 18 14 2 o | s
Ple | GAGTC 40 61 4 4 | 115
Pme | GTTTAAAC 1 2 0 0| 2
Pmi | CACGTG 10 0 0 | 1
PpUM | RGGWCCY 23 2 0 | 1
PShA | GACNNNNGTC 2 1 o | s
Psl | TTATAA 4 12 0 0| s
PSPG | CCWGG 136 | 71 6 5 | 2
PSPOM | GGGCCC 12 1 0 o | o
Pst CTGCAG 30 28 1 1] o
Pvu | CGATCG 7 3 1 2 | o
P Il CAGCTG 24 15 1 S EE
Rsa | GTAC 83 | 113 3 3 | 168
Rsr I CGGWCCG 2 5 0 0| 1
Sac| GAGCTC 16 2 0 1] o
Sac il CCGCGG 33 4 0 o | o
sall GTCGAC 3 2 1 1] o
SanD I(x) GGGWCCC 8 1 0 o | 3
Sap | GCTCTTC 10 1 1| 4
SausA | GATC 87 | 116 22 15 | 6
Saug6 | GGNCC 164 | 74 15 6 | 79
Sbof | CCTGCAGG 3 5 0 0
Scal AGTACT 5 5 1

ScrF | CCNGG 233 | 185 16 12 | 11
SexA | ACCWGGT 9 5 0 0| o
SfaN | GCATC 86 | 169 22 8 | 9
Sl CTRYAG 47 38 4 4 | a8
Sl GGCCNNNNNGGCC 3 0 0

Sfo | GGCGCC 20 4 1

SgrA | CRCCGGYG 6 1 0

Small CCCGGG 12 3 0 1] o
Smil CTYRAG 29 17 6 4 | 715
SnaB | TACGTA 0 1 0 0 | 13
Spe | ACTAGT 3 0 0 0| 2
Sph | GCATGC 8 1 1] o
S 1) GCCCGGGC 1 0 0 o | o
Sspl AATATT 5 20 1 1] s
St | AGGCCT 1 6 0 0| 1
Sty | CCWWGG 44 10 1 o | 36
Swal ATTTAAAT 1 0 0 0| 1
Taq | TCGA 50 | 121 7 4 | 1

54




Tat I(x) WGTACW 19 24 2 2 37
Tau I(x) GCSGC 232 | 181 21 7 40
TH | GAWTC 32 87 6 2 | 103
i CTCGAG 6 1 0 0
Tsel GCWGC 179 | 199 21 12 | 116
Tspds5 | GTSAC 73 81 4 | 108
Tsp509 | AATT 87 189 7 79
TspGWI(X) ACGGA 39 107 5 2 90
TspR| CASTG 83 119 12 10 | o4
Tth11l | GACNNNGTC 12 2 1 0 1
Xba | TCTAGA 5 1 0 1 3
Xem | CCANNNNNNNNNTGG 14 12 0 0 8
Xho | CTCGAG 6 1 0 0 0
Xma | CCCGGG 12 0 1 0
Xmn | GAANNNNTTC 5 24 2 1 12
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