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7.1 IZOLACJA CALKOWITEGO DNA Z LISCI FASOLI
Vallejos C.E., Sakiyama N.S., Chase C.D. (1992) Genetics 131, 733-740.

Zasada metody

Przedstawiona metoda stuzy do izolacji catkowitego DNA z lisci roslin, a wigc w otrzymanym preparacie
znajduje si¢ DNA jadrowy, chloroplastowy i mitochondrialny. Do preparacji wykorzystuje si¢ miode liscie,
poniewaz w mtodych tkankach zawartos¢ DNA w stosunku do biatek jest korzystna, a zatem z nich wilasnie
najlatwiej otrzymac¢ wzglgdnie czysty DNA z dobrag wydajnoscia.

Pierwszym etapem preparacji jest homogenizacja liSci w ciektym azocie poprzez ich ucieranie
w mozdzierzu. Drugi etap preparacji to liza komorek, ktora zachodzi pod wplywem buforu lizujacego
(zawierajacego detergent) w temperaturze 65°C. W trzecim etapie zostaje usunigta wickszo$¢ zanieczyszczen
biatkowych przez ekstrakcje rowna objgtoscig chloroformu. Po wirowaniu powinien wystapi¢ charakterystyczny
uktad faz: na goérze znajduje si¢ faza wodna, a pod nig faza organiczna, na ich granicy zbiera si¢ kozuszek
z resztek lici. Czwarty etap preparacji polega na precypitacji kwaséw nukleinowych za pomocg izopropanolu.
Do czystej zlewki nalezy wlac¢ taka objeto$¢ izopropanolu o temperaturze pokojowej, ktora rowna si¢ 2/3
objetosci fazy wodnej uzyskanej po ekstrakcji, a nastgpnie wla¢ szybkim ruchem faz¢ wodna. Jest wazne, aby
najpierw wla¢ alkohol, a dopiero do niego doda¢ od razu cata faz¢ wodna! Juz po chwili w zlewce powinien by¢
widoczny biaty kiebuszek (DNA), wraz z uplywem czasu staje si¢ on coraz bardziej zwarty. Po zakonczeniu
precypitacji, DNA zawiesza si¢ w buforze TE, a nastepnie dodaje si¢ RNAze i inkubuje w temp. 37°C. Jest to
piaty etap preparacji, ktorego celem jest usunigcic RNA. W szdstym etapie ponownie ekstrahuje si¢ preparat
réwng objetoscig chloroformu, by wreszcie w etapie siodmym zagescic DNA przez precypitacje po dodaniu
2 objetosci 97% etanolu i 1/6 objegtosci 5 M NaCl. Nastegpnie (etap 8) nalezy odwirowaé preparat przy 20
000 x g przez 20 minut — sg to standardowe warunki wirowania po precypitacji DNA. Supernatant nalezy wylac,
a osad wysuszy¢ na powietrzu. Wyglad osadu $wiadczy o jakosci otrzymanego DNA, idealny jest osad
przezroczysty i opalizujacy. Do probowki nalezy doda¢ bufor TE, w ktorym rozpusci si¢ DNA. Po pewnym
czasie, (jesli nie ma pospiechu, to nastgpnego dnia) nalezy przenie$¢ preparat do proboéwki Eppendorfa. Preparat
DNA na tym etapie nie jest jeszcze wystarczajaco czysty, aby poddaé go trawieniu enzymami restrykcyjnymi.
Dlatego wykonuje si¢ dodatkowa ekstrakcj¢ fenolem i chloroformem, a nastgpnie precypitacjc DNA (etapy 9
i 10).

Postepowanie

1. 4 g lisci wlozy¢ do schlodzonego mozdzierza i utrze¢ w cieklym azocie na gladki proszek. Doda¢ 14 ml
buforu lizujacego, przenies¢ do probowki wirowkowej o pojemnosci 28 ml.

2. Inkubowaé przez 45 minut w temp. 65°C. Schtodzi¢ proby.

3. Homogenat ekstrahowac rowna objgtoscig chloroformu mieszajac bardzo delikatnie! Oddzieli¢ faz¢ wodng
przez wirowanie (28 000 x g, 20 minut).

4. Precypitowa¢ DNA wlewajac faz¢ wodng do matej zlewki (najlepiej o pojemnosci 25 ml), w ktorej
przygotowano 2/3 objgtosci izopropanolu o temperaturze pokojowej. Zlewke przykry¢ folig aluminiows
i pozostawi¢ na 30 minut.

5. Za pomoca pipety pasteurowskiej z petelka przenies¢ DNA do czystej probowki wirowkowej, w ktorej
przygotowano 3 ml buforu TE oraz 60 pg RNazy. Probe inkubowaé 15 minut w temp. 37°C.

6. Ponownie ekstrahowaé roztwor rowng objetoscia chloroformu i odwirowaé (15 000 x g, 20 minut).

7. Fazg wodna przenie$¢ do czystej probowki wirdwkowej i precypitowa¢ DNA dodajac 1/6 objetosci 5 M
NaCl i 2 objetosci 97% etanolu. Probowke pozostawi¢ 1 godz. w lodowce.

8. Probowke odwirowaé przy 20 000 x g przez 20 minut, supernatant wylaé, a osad suszy¢ na powietrzu.
Do probéwki doda¢ 500 pl buforu TE i pozostawi¢ jg w takiej pozycji, aby bufor obmywat osad. Preparat
przenies¢ do probowki Eppendorfa.

9. Preparat ekstrahowac rowng objetoscia fenolu, a nastgpnie chloroformu delikatnie mieszajgc. Wirowaé przy
15 000 x g, 10 minut.

10. DNA precypitowa¢ dodajac 1/6 objetosci 5 M NaCl i 2 objetosci 97% etanolu. Probe pozostawié
w lodowce, a nastepnie wirowac przy 20 000 x g przez 20 minut. Osad zawiesi¢ w 50 ul buforu TE.



Materialy i odczynniki

- bufor lizujacy: 133,0 mM Tris, 6,7 mM EDTA, 0,95 M NaCl, 4% Sarcosyl, pH 7,8; tuz przed uzyciem
nalezy doda¢ 1,33 ml B-merkaptoetanolu na 100 ml buforu

- TE:10mM Tris, ImM EDTA, pH 8,0

- fenol (o czystosci wymaganej w biologii molekularnej)

- izopropanol

- RNAza

- 5M NaCl

- 97% etanol

- chloroform

7.1.1 Trawienie calkowitego DNA enzymem Eco RI
Wegleniski P. Genetyka molekularna. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2002.

Sambrook J., Russel D.W. Molecular Cloning. A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York. Third Edition 2001.

Zasada metody

Enzymy restrykcyjne (restryktazy, endonukleazy) zostaly odkryte w latach szes¢dziesigtych XX w. przez
Wernera Arbera, Hamiltona Smitha i Daniela Nathansa. Enzymy te rozpoznajg i przecinajg okreslone sekwencje
nukleotydowe w czasteczce DNA. Sekwencje rozpoznawane przez restryktazy zawieraja od 4 do 8
nukleotydow. Miejsce przecigcia czasteczki DNA znajduje si¢ w obrebie sekwencji rozpoznawanej lub
w okreslonej odlegtosci od niej.

Enzymy restrykcyjne wystepuja u bakterii i sinic i stanowig antywirusowa bron tych organizméw. Bakterie
i sinice modyfikuja sekwencje rozpoznawane przez restryktazy W swoim wlasnym materiale genetycznym
chronigc go w ten sposob przed dziataniem restryktaz.

Dziatanie enzymow restrykcyjnych polega na hydrolizie wigzan fosfodiestrowych w obu niciach DNA.
Miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne sa palindromami, a miejsca przecigcia nici DNA
sg usytuowane symetrycznie (Rys. 7.1). Sekwencje palindromowe (palindrom — gr. ,,biega¢ tam i z powrotem”)
to sekwencje nukleotydowe, ktore sg identyczne, jesli sg czytane z obu nici w tym samym kierunku np. 5°—3’.
Przecigcie nici nastgpuje albo dla tej samej pary zasad i powstaja wtedy czasteczki DNA o tzw. ,.tgpych”
koncach, albo z przesunigciem o 1 lub 2 zasady — powstajg czasteczki o ,,lepkich” koncach (Rys. 7.1).

Enzymy restrykcyjne sa wykorzystywane do identyfikacji i poréwnywania organizmow (Rys. 7.2),
do izolacji fragmentow DNA z genoméw oraz do konstruowania map restrykcyjnych (Rys. 7.3). Mapa
restrykcyjna to obraz czasteczki DNA, na ktérym zaznaczono miejsca rozpoznawane przez rozne enzymy
restrykcyjne z uwzglednieniem odlegtosci miedzy nimi wyrazonej loczbg nukleotydow.

Postepowanie

Uwaga! Enzym Eco RI dodawany jest do mieszaniny reakcyjnej porcjami, poniewaz wowczas trawienie jest
bardziej efektywne. Enzym dodawany jest do mieszaniny reakcyjnej jako ostatni sktadnik i powinien by¢
wyjmowany z zamrazarki tuz przed dodaniem do mieszaniny, przez caty czas powinien znajdowac si¢ na lodzie.
W mieszaninie znajduje si¢ rowniez wlasciwy dla enzymu bufor (dostarczany lacznie z enzymem w stezeniu 10
razy wiekszym od optymalnego dla reakcji). Reakcja jest prowadzona w temp. 37°C. Przed kazdym dodaniem
nowej porcji enzymu nalezy przez chwilg zwirowa¢ zawarto$¢ probowki z mieszaning reakcyjna.

1. Przygotowa¢ mieszaning reakcyjna:

- catkowity DNA X ul (5 ng)
- woda 44 pl — X ul

- bufor 5ul

-  EcoRI 1ul

2. Po 1 godzinie inkubacji doda¢ kolejng porcje 0,5 pl enzymu.
3. Po 2 godzinach inkubacji doda¢ kolejna porcje 0,5 pl enzymu.



4. Po 3 godzinach inkubacji doda¢ kolejng porcje 0,5 pl enzymu.
5. Mieszaning inkubowa¢ jeszcze przez okolo 2 godziny, a nastgpnie nanies¢ na 0,8% zel agarozowy (rozdziat
6.2.5)

Materialy i odczynniki
- enzym restrykcyjny Eco RI 10 J/ul z buforem

EcoRI

5’...G’AATTC...3’ 5°...G AATTC...3?
3’...CTTAA'G...5’ 3'...CTTAA G...5°
Hpal '

5°..GTTAAC..3’ 5..GTT AAC...3°
3’...CAA;FTG...5’ 3°...CAA TTG...5”

Fokl 5. .GGATG(Ng)'.3’

MIAT 5. PuGATCPy...3’

Rys. 7.1 Sekwencje nukleotydowe rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne Eco RI, Hpa I, Fok | oraz Mfl |
Strzatkami zaznaczono miejsca, w ktérych enzymy rozcinajg nici DNA. Czgsteczki uzyskane po trawieniu mogq mieé tepe (Hpa I) [ub lepkie
(Eco RI) konce
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Rys. 7.2 Identyfikacja i rozrézinianie czgsteczek DNA przez trawienie restryktazq i rozdzial elektroforetyczny
Rysunek zmodyfikowany na podstawie Weglenski P. (patrz Pismiennictwo)
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Rys. 7.3 Rozdzial elektroforetyczny czgsteczek plazmidu pMSO?2 trawionych pojedynczymi lub parqg enzymow
restrykcyjnych

Na zel naniesiono takze plazmid, ktory nie byl trawiony enzymatycznie (nt). Ponizej przedstawiono mape restrykcyjng pMSO2, ktorg
opracowano na podstawie uzyskanych wzorow restrykcyjnych. Rysunek zmodyfikowany na podstawie Weglenski P. (patrz PismiennictwO)



7.2 IZOLACJA RNA Z LISCI
Chomczynski P. (1993) BioTechniques 15, 532-537.
Chomczynski P., Sacchi N. (1987) Anal. Biochem. 162, 156-159.

Zasada metody

Izolacja RNA z lisci bedzie prowadzona z wykorzystaniem odczynnika TRI Reagent firmy Sigma, ktory
jest mieszaning tiocyjanianiu guanidyny i fenolu rozpuszczajaca kwasy nukleinowe i biatka podczas
homogenizacji tkanki. Po dodaniu chloroformu mieszanina rozdziela si¢ na trzy fazy: wodna zawierajacg RNA,
interfaz¢ zawierajaca DNA oraz fazg organiczng zawierajaca biatka. Kazda z tych substancji moze by¢
oczyszczana po rozdzieleniu faz. Zastosowanie tej procedury pozwala na oczyszczenie czasteczek RNA réznych
typow o wielkosci od 0,1 do 15 kpz.

Postepowanie

1. Fragment liscia (200 mg) utrze¢ w mozdzierzu z cieklym azotem. Proszek przenies¢ do probowki
Eppendorfa i doda¢ 1 ml odczynnika TRI. Zawiesing pipetowaé wielokrotnie w celu utatwienia doktadnej
lizy komorek.

2. Zawiesing pozostawi¢ na 5 minut w temp. pokojowej — w tym czasie nastepuje dysocjacja kompleksow
tworzonych przez biatka i kwasy nukleinowe.

3. Doda¢ 200 pl chloroformu, miesza¢ intensywnie przez 30 s i pozostawi¢ na 20 minut w temp. pokojowe;j.

Wirowaé w nastepujacych warunkach: 12 000 x g, 15 minut, 4°C.

Goérng bezbarwna fazg wodng przenies¢ do czystej probowki i doda¢ 500 pl izopropanolu, zamieszac

i pozostawi¢ w temp. — 80°C do nastepnych éwiczen.

Wirowaé w nastepujacych warunkach: 12 000 x g, 15 minut, 4°C.

Usung¢ supernatant a osad RNA przemy¢ 1 ml 75% etanolu o temperaturze — 20°C.

Wirowaé w nastepujacych warunkach: 15 000 x g, 15 minut, 4°C.

. Usung¢ supernatant, osad osuszy¢ przez 10 minut.

10. Osad zawiesi¢ w 20 pl wody.
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Materialy i odczynniki

- TRI Reagent firmy Sigma
- chloroform

- izopropanol

- 75% etanol

7.2.1 Elektroforeza RNA

Sambrook J., Russel D.W. Molecular Cloning. A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York. Third Edition 2001.

Zasada metody zostala przedstawiona w rozdziale 6.2.4.

Postepowanie

Przygotowanie zZelu

1. Zwazy¢ 0,33 g agarozy i rozpusci¢ ja w 21,8 ml wody, ogrzewajac 3—4 minuty w kuchence mikrofalowej.
2. Do ostudzonej agarozy doda¢ 6,9 ml 5 x stgzonego buforu do elektroforezy RNA i 6,3 ml formaldehydu.



3. Wyla¢ zel w matym aparacie. Uwaga! Nie wdycha¢ oparéw unoszacych si¢ znad zelu, wylewac
go i nanosic¢ probki w okularach ochronnych.

4. Elektroforezg¢ prowadzi¢ w 5-krotnie rozcienczonym buforze.

Przygotowanie prébek (pod dygestorium) i warunki rozdzialu elektroforetycznego

1. Przygotowa¢ mieszaning: 4,5 pl RNA, 2,0 pl 5 x stezonego buforu do elektroforezy RNA, 3,5 pl
formaldehydu, 10 ul formamidu.

2. Probki inkubowaé przez 15 minut w 65°C, przenie$¢ je na 16d i zwirowaé. Dodaé po 2 ul buforu
obcigzajacego i po 0,5 ul bromku etydyny.

3. Zel zalaé buforem i przed naniesieniem probek na 5 minut podlaczyé aparat do zasilacza (5 V/em odlegloéci
miedzy elektrodami).

4. Nanie$¢ probki, elektroforeze prowadzi¢ przy napieciu 3—4 V/cm.

Materialy i odczynniki

- 5 x stezony bufor do elektroforezy RNA: 0,1 M MOPS o pH 7,0, 40 mM octan sodu, 5 mM EDTA
- bufor obciazajacy: 50% glicerol, ImM EDTA o pH 8,0, 0,25% bf¢kit bromofenolowy

- agaroza

- formaldehyd

- formamid

7.3. AMPLIFIKACJA FRAGMENTU DNA METODA PCR

Sambrook J., Russel D.W. Molecular Cloning. A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York. Third Edition 2001.

Zasada metody

Metoda PCR (ang. polymerase chain reaction, czyli reakcja tancuchowa polimerazy) pozwala
na powielanie czasteczek DNA. Polega ona na amplifikacji in vitro fragmentow DNA przy zastosowaniu
termostabilnej polimerazy. Jest to proces analogiczny do replikacji zachodzacej in vivo. Pierwszym etapem
reakcji PCR jest denaturacja, czyli oddzielenie od siebie komplementarnych nici DNA, ktore sa matryca
do amplifikacji nowych czasteczek DNA. Podwojna ni¢ DNA denaturuje w temperaturze, ktora zalezy
od zawartosci G+C (im wicksza zawartos¢ G+C, tym wyzsza temperatura jest potrzebna do rozdzielenia nici
DNA). Im dhuzsza ni¢ DNA, tym dluzszy czas jest potrzebny do ich rozdzielenia. Matryca moze by¢ nawet
jedna czasteczka DNA jedno- lub dwuniciowego. Odpowiednio przygotowane specyficzne oligonukleotydy
(startery), zwykle o dtugosci 18-25 nukleotydow, stosowane sa w stezeniu 0,1-0,5 uM kazdy (6 x 10**-3 x 10*
czasteczek — jest to ilo$¢ wystarczajaca na przynajmniej 30 cykli amplifikacji fragmentu o wielko$ci 1 kpz).
Startery przylaczaja si¢ do przeciwlegltych koncow nici DNA od strony 3°. Temperatura przylaczania starterow
(T,) powinna by¢ nizsza o 3-5 stopni od temperatury topnienia (T,,) starterow. Za wysoka temperatura jest
przyczyna braku lub slabego przylaczania starterow, a zbyt niska temperatura przyczynia si¢ do powstawania
niespecyficznych produktow. Nastepnie polimeraza dobudowuje komplementarne nukleotydy do juz
istniejagcych nici. Polimerazy réznig si¢ powinowactwem, wydajnoscig oraz zdolnoscig do syntezy diugich
fragmentow DNA. Rutynowo stosowana jest polimeraza Taq (0,5-2,5 jednostek na standardowa reakcje
prowadzona w objetosci 25-50 pl). Podczas etapu polimeryzacji stosuje si¢ temperature optymalna dla dane;j
polimerazy (dla polimerazy Taq 72-78°C). Polimeraza Taq dobudowuje okoto 2 000 nukleotydow na minute.
Wydhuzanie prowadzi si¢ zwykle przez 1 minute na 1 000 nukleotydow produktu. Podstawowe sktadniki,
z ktorych powstaje nowa ni¢ DNA to trifosforany nukleozydow (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ktore stosowane
sa w rownomolarnych ilosciach w st¢zeniu 200-250 uM kazdy. Reakcja PCR przebiega w buforze o pH 8,3—
8,8. Sila jonowa buforu jest gldwnie utrzymywana przez stezenie jonow K*. Jony Mg?* (stosowane w stezeniu
1-4 mM) kontroluja specyficznos¢ przytaczania starterow. (Rys 7.4, Rys. 7.5, Rys 7.6).
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Rys. 7.4 Schemat reakcji PCR
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Rys. 7.5 Powielanie czgsteczek DNA podczas reakcji PCR
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Rys. 7.6 Schemat przebiegu reakcji PCR

Warunki reakcji PCR przedstawiono w tabeli ponize;.

etap reakcji PCR temperatura czas trwania
denaturacja wstepna 92-98°C 30 s-8 min
denaturacja 94°C 15 s-1 min
przylaczanie 50-65°C 15s-1 min
wydtuzanie 68-78°C 30 s—4 min (1-1,5 kpz/min)
koficowe 72°C 2 min-30 min
wydtuzanie

liczba cykli 20-40

Polimerazy to enzymy z klasy transferaz, przenoszace reszty nukleotydowe na tworzace si¢ tancuchy
polinukleotydowe. W ponizszej tabeli zgromadzono informacje na temat najczgsciej stosowanych polimeraz
(Tab. 7.1).



Tab. 7.1 Najczesciej stosowane polimerazy DNA

Taq Tfu Arrow Pyra Pfu Vent Tgo
5-3’ + B + B 3 B B
egzonukleaza
-5 - + + - + + +
egzonukleaza
WSp‘l’)llzlyu““‘k 8-13x10°| 45x10° | 8x10° | 2x10° | 1,3x10°| 28x10° 49 %107
termostabilno$¢ 40 min 5h 40 min 5h 2h 7h 25h
w 95°C 50% 40% 50% 70% 50% 50% 50%
najdluzszy amplikon| 7 10 21 21 15 13 10
[kpz]
dodawanie A + B B + B B B
na koncach 3’
ochodzenie Thermus | Thermococcus mgﬁ?ﬁ;{;‘: Pyrococcus | Pyrococcus| Thermococcus | Thermococcus
P aquaticus fumicolans F')I'aq i T abysi furiosus litoralis gorgonarius




7.3.1. Projektowanie starteréw

Przyktadowa sekwencja DNA amplifikowana metoda PCR:
S’ATGTTTTCTCAAGGATTGGGCGCGCTCTGTCGCGTTCTTCTCGCGTTAAAAATTTGTTGCACGGTG
ATTCGAGATTGGGGGCGCTTTCTGGAGTTCCGCGAATAGATGTCTATTCTGAGGGTGTTGAAGGGG
GGTTAGGGTTTTTCAGGGGTTACGTATCTTCTCAGTAGCTCGCAATAATGGTTTTGTTTCTAATTTG
TCTGGTTTTAAATCTGTTGCTGGAAACCCTAGGTTTCTTCGCTTGTTTTCCAGCGAAGCCCCAAAGA
GAAGAATTATGAGAACTTTTATCAAGGGACAGAGAAGTACCTAAGGGGGTGAAAGAATGAGTCTA
AAGAGGATCCAAGTCAACACAGAATCAAGGTGGTTTCAAGAAGCCTTCATGAAGCAATTTCAAAG
TTTTCTCACCCATTGTTGGTGTGGGGCTATTTCTGCGGCTATAAGCCTAGCCCGTATCGCTAGCAAT
TCTAG 3’

Startery do metody PCR:

Starter poczatkowy (ang. forward primer): 20 nt; T, = 56°C; G + C = 40%
S-ATGTTTTCTCAAGGATTGGG-3’

Starter koncowy (ang. reverse primer): 20 nt; T, = 54°C; G + C = 45%
5’-CTAGAATTGCTAGCGATACG-3’

7.3.2. Startery do metody PCR z dolaczonymi niekomplementarnymi fragmentami

Starter poczatkowy (ang. forward primer):
5-NNNAAGCTTATGTTTTCTCAAGGATTGGG-3’

AAGCTT — miejsce rozpoznawania i cigcia przez enzym restrykcyjny Hind 111

Starter koncowy (ang. reverse primer):
5~ NNGGTACCCTAGAATTGCTAGCGATACG-3’

GGTACC — miejsce rozpoznawania i cigcia przez enzym restrykcyjny Kpn |

N — dodatkowe zasady dodawane na koncach sekwencji w celu ulatwienia trawienia przez enzymy restrykcyjne, ktore
sg endonukleazami.

7.3.3. Amplifikacja mitochondrialnego genu atpA na matrycy catkowitego DNA

Postepowanie

1. Mitochondrialny gen atpA bedzie amplifikowany na matrycy catkowitego DNA wyizolowanego wczesniej
z lisci fasoli (rozdziat 7.1). W reakcji zostang wykorzystane startery homologiczne do sekwencji
zlokalizowanych na 5’ i 3” koncach genu.

2. Otrzymany produkt odpowiadajgcy catemu genowi atpA powinien mie¢ wielkos¢ 1,1 kpz.

3. Kazda podgrupa przygotowuje dwie probki: badang oraz kontrol¢ negatywng zawierajacg wszystkie
sktadniki oprécz DNA. Kontrolg negatywna przygotowuje si¢, aby sprawdzi¢ czy uzywane odczynniki
sa wolne od zanieczyszczen DNA.
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Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

1. Rozmrozi¢ na lodzie odczynniki: bufor do polimerazy DNA, dNTP (mieszanina nukleotydow), startery.
2. Umiesci¢ na lodzie i oznaczy¢ dwie probowki (kontrola negatywna i proba badana) o pojemnosci 0,2 ml.
3. Przygotowac proby o sktadzie podanym ponizej:

skladniki mieszaniny | préba badana [pl] | kontrola negatywna [pl]
woda 40 41
bufor 5 5
dNTP (10 mM kazdy) 1 1
starter 1 (10 pM) 1 1
starter 2 (10 pM) 1 1
DNA (100 ng/ul) 1 —
polimeraza DNA 1 1

Program reakcji PCR i sekwencje starterow
1. Probdéwki z mieszaning reakcyjng nalezy wstawic¢ do termocyklera i uruchomié nastepujacy program:

denaturacja wstgpna 94°C, 5 min

denaturacja 94°C, 10 s

przytaczanie 55°C,30s 30 cykli
wydtuzanie 72°C,1 min

koncowe wydhuzanie 72°C, 5 min

2. Sekwencje starterow:
Starter 1: 5 — ATG GAATTC TCT TCC AGAGC -3’
Starter 2: 5° — ATA GCA GGT CTAATT CCG CG -3’

Materialy i odczynniki

- bufor 10 x stezony (odpowiedni dla danej polimerazy) zawierajacy 15 mM MgCl,

- nukleotydy dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP; mieszanina nukleotydow o stezeniu 10 mM kazdy)
- startery: 10 uM kazdy

- matryca (np. DNA plazmidowy, catkowity genomowy DNA)

- woda destylowana sterylna

- polimeraza Taq

7.4. KLONOWANIE PRODUKTU PCR DO WEKTORA SEKWENCYJNEGO

Fragment DNA przeznaczony do klonowania mozna uzyska¢ za pomoca reakcji PCR lub w wyniku
trawienia DNA wybranego organizmu enzymem restrykcyjnym (Rys. 7.7). Klonowanie fragmentu DNA polega
na jego polaczeniu z wektorem (np. pCR4-TOPO Sequencing Vector firmy Invitrogen), a nastgpnie
na wprowadzeniu tak otrzymanej zrekombinowanej czasteczki DNA do komoérki (Rys. 7.7). Wektor posiada
cechy zapewniajace replikacje, a w niektorych przypadkach, réwniez ekspresje klonowanego fragmentu DNA
w komorce gospodarza.

12



caly DNA
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(np. plazmidowy)

trawienie
enzymem restrykcyjnym

y/4
/%\ U(J

N e

.
ST,

Rys. 7.7 Klonowanie fragmentow genomu wybranego organizmu 7 zastosowaniem kolistego wektora DNA
Rysunek zmodyfikowany na podstawie Gajewski W. i Weglenski P. (patrz Pismiennictwo)

7.4.1. Wektory plazmidowe

Plazmidy to koliste czasteczki DNA wystepujace w komorkach bakterii i niektorych innych organizméw,
replikujace si¢ niezaleznie od replikacji chromosoméw. Wektory plazmidowe sa wykorzystywane
do wprowadzania fragmentdow DNA do bakterii. Podobnie jak naturalnie wystepujace plazmidy, posiadaja one
zdolno$¢ do autonomicznej replikacji w bakteriach, dzieki ktérej zapewniaja powielanie wprowadzonego
fragmentu DNA.

Kazdy wektor powinien posiada¢ nastepujace cechy:

1. Sekwencje odpowiedzialng za inicjacje replikacji, tzw. sekwencje ori. Od tej sekwencji zalezy
specyficzno$¢ wektora, czyli to, w jakich komdrkach moze on ulegaé replikacji.

2. Geny markerowe — geny odpowiedzialne za tatwo wyroznialne cechy fenotypowe pozwalajace odréznié
komorki, ktore zawieraja wektor od tych, ktore go nie przyjety. Moga to by¢ geny warunkujace opornosé
na antybiotyk:

- gen bla lub amp’ kodujgcy enzym B-laktamaze, ktora rozktada antybiotyki penicylinowe, np. ampicyling.
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- gentet A, ktory koduje pompg transbtonowsg zdolng do usuni¢cia z komorki antybiotyku tetracykliny.

- role gendw markerowych moga tez spetnia¢ geny warunkujace zdolno$¢ do syntezy tatwo oznaczanego
enzymu, np. B-galaktozydazy.

3. Miejsca ciecia przez enzymy restrykcyjne, tzw. polilinkery. W tych miejscach wektor jest rozcinany
za pomocg enzymow restrykcyjnych, a jego konce sa laczone z koncami klonowanego fragmentu DNA
zwanego wstawka lub insertem.

Przyklady wektoréw plazmidowych i genéw markerowych

- Wektor pBR 322 (Rys. 7.8) posiada geny markerowe warunkujace odporno$¢ na ampicyling i tetracykling.
Klonowany fragment DNA mozna wprowadzi¢ do wektora w obrebie jednego z tych gendow. Obecnos¢
az dwoch gendéw markerowych pozwala na rozréznienie komorek, ktore nie przyjely wektora (wrazliwe
na tetracykling iampicyling), komodrek, ktore zawieraja ,,pusty” wektor (oporne na oba antybiotyki)
oraz komorek, ktore przyjety wektor z insertem (sg wrazliwe tylko na jeden antybiotyk).

Hg'E 1T 3054
Eco57 1 3000

AlwnN 1 2884

przeciecie plazmidu enzymem Sall, ligacja z fragmentami
obcego DNA i transtormacia komérek E.coli wrazliwych
na tetracykling (tet) i ampicyling {amp.}

/

/
() (O (D)

komérki komorki komorki

niestranstormowane, stranstormowane str
5 ansformowa
wrazliwe na . plazmidem plazmidem ne
tet. i amp. niezrekombinowanym, zrekombinowanym,
oporme na oporne na amp.
tet. i amp. i wrazliwe na tet.

Rys. 7.8 Wektor pBR 322 z zaznaczonymi miejscami rozpoznawanymi przez enzymy restrykcyjne oraz lokalizacjq
sekwencji ori i genow opornosci na ampicyling i tetracykling

Na rysunku przedstawiono strategi¢ pozwalajqcq na rozréznienie bakterii, ktére nie ulegly transformacji od bakterii transformowanych
pustym wektorem oraz wektorem zawierajgcym klonowany fragment DNA. Rysunek zmodyfikowany na podstawie Gajewski W. i Weglenski
P. (patrz PisSmiennictwo)
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Wektor pBluescript (Rys. 7.9) takze posiada dwa geny markerowe. Gen warunkujacy oporno$¢ na
ampicyling pozwala na rozpoznanie komorek, ktore przyjely wektor. Na wyselekcjonowanie kolonii
bakteryjnych zawierajacych wektor z insertem pozwala obecnos¢ genu [3-galaktozydazy, w obrebie ktorego
znajduje si¢ miejsce klonowania. W odpowiednich warunkach [-galaktozydaza katalizuje reakcje, ktorej
produkt nadaje koloniom bakteryjnym niebieska barwe. Wprowadzenie insertu niszczy ciaglto§¢ genu, nie
powstaje wowczas [-galaktozydaza i kolonie bakteryjne sa biate.

Nae| 131

X1 | 2645
Sca i 2526

Pwu i 500

Pyul2a1g Pvirll 529

BssH 1} 819
ekl / 41
pBluescript® ii SK(+/-)

2.96 kb

Sac| 759
Bsstli7ez 131

Pw g7

AN 1153

Rys. 7.9 Wektor pBluescript 11 SK (+/-)

f1 — fragment pochodzqcy z genomu faga f1, ColEI ori — sekwencja odpowiedzialna za inicjacje replikacji, Ampicillin — gen kodujgcy p-

laktamaze nadajqcq opornosé na ampicyling, lacZ — 5’ koricowy fragment genu lacZ kodujgcy N-koricowy fragment p-galaktozydazy, MCS —
polilinker

Wektor pCR4-TOPO (firma Invitrogen) jest przygotowany w formie liniowej z pojedynczymi resztami
tymidyny (T) przy kazdym 3’ koncu nici DNA. Polaczenie zasad A wystepujacych w produkcie reakcji PCR
i zasad T plazmidowego DNA pozwala na specyficzng ligacj¢ produktu PCR oraz wektora. Ligacja zachodzi
przy udziale topoizomerazy I, ktora przylacza si¢ do podwojnej nici DNA w specyficznych miejscach oraz
hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe za sekwencja 5’-CCCTT w pojedynczej nici DNA. Polimeraza Taq
posiada aktywno$¢ terminalnej transferazy, czyli przytaczania pojedynczych reszt adeniny (A) do kazdego
konca amplifikowanego produktu podczas reakcji PCR.

7.4.2. Ligacja

Ligacja to taczenie fragmentow DNA wigzaniami kowalencyjnymi. W reakcji ligacji powstaje wigzanie

fosfodiestrowe pomigdzy grupa hydroksylowa przy weglu 3’ jednego nukleotydu a resztg fosforanowa przy
weglu 5° innego nukleotydu. Z ligacja taczy si¢ pojecie rekombinowanego DNA, czyli czasteczki, ktdora
powstata przez polaczenie fragmentéw DNA pochodzacych z réznych zrodet. Do taczenia fragmentéw DNA
w reakcji ligacji stosuje sie enzym ligaze T4 DNA (pochodzacg z bakteriofaga T4). Ligacja jest jedng z reakcji
wykorzystywanych do klonowania DNA.

Postepowanie
Wykonanie do§wiadczenia zgodnie z zatagczonym protokotem.

Materialy i odczynniki

gotowy zestaw
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7.4.2.1. Przygotowanie komorek kompetentnych metoda Inoue

Inoue H, Nojima H, Okayama H. (1990) Gene 96, 23-28.

Postepowanie

1.

© o0 NGA

Pobra¢ pojedyncza koloni¢ bakteryjna z ptytki inkubowanej przez 16—20 godz. w temp. 37°C i zawiesi¢ w
25 ml pozywki LB. Inkubowa¢ przez 6-8 godz. w temp. 37°C, wytrzasajac hodowle przy 250 rpm.

Do 3 kolb stozkowych zawierajacych po 25 ml pozywki SOB doda¢ odpowiednio po 1 ml, 0,4 ml oraz 0,2
ml hodowli i inkubowa¢ przez noc w temp. 18—22°C z umiarkowanym wytrzasaniem.

Kontynuowaé¢ hodowlg do uzyskania absorbancji Aggp = 0,55 (I=1 cm) w jednej z kolb. Przenie$¢ hodowlg
na 16d i inkubowa¢ 10 minut.

Zawiesing bakterii odwirowa¢ przy 2 500 x g przez 10 minut w temp. 4°C.

Odrzuci¢ supernantant i delikatnie zawiesi¢ komorki w 8 ml zimnego buforu Inoue.

Odwirowa¢ przy 2 500 x g przez 10 minut w temp. 4°C.

Odrzuci¢ supernatant i delikatnie zawiesi¢ komorki w 2 ml zimnego buforu Inoue.

Doda¢ 0,15 ml roztworu DMSO i delikatnie zamiesza¢. Inkubowac na lodzie przez 10 minut.

Bardzo szybko odpipetowaé po 100 ul zawiesiny komorek do zimnych probéwek Eppendorfa i natychmiast

przenie$é proboéwki do ciektego azotu. Tak przygotowane komorki kompetentne przechowywaé w temp. —
70 do —80°C.

Materialy i odczynniki

pozywka LB: 10 g tryptonu, 5 g ekstraktu drozdzowego, 10 g NaCl; uzupelni¢ woda do 1 litra;
autoklawowac

pozywka SOB: 20 g tryptonu, 5 g ekstraktu drozdzowego, 0,5 g NaCl; doda¢ 10 ml 250 mM roztworu KCI
(1,86 g KCl rozpusci¢ w 100 ml wody); doprowadzi¢ do pH 7,0 za pomocg 5 M NaOH (~0,2 ml); uzupetnic
woda do 1 litra; autoklawowac; bezposrednio przed uzyciem doda¢ do 1 litra pozywki 5 ml sterylnego
roztworu 1 M MgCl;, (19 g MgCl;, rozpusci¢ w 90 ml wody, a nastgpnie uzupehi¢ woda do 100 ml;
autoklawowac)

pozywka SOC (jest to pozywka SOB z dodatkiem 20 mM glukozy): do uprzednio przygotowanej pozywki
SOB (1 litr) doda¢ 20 ml sterylnego rotworu 1 M glukozy (rozpusci¢ 18 g glukozy w 90 ml wody, a po
rozpuszczeniu uzupehi¢ do 100 ml; sterylizowaé za pomoca filtracji przez filtr 0,22 um)

0,5 M bufor PIPES o pH 6,7: rozpusci¢ 15,1 g PIPES (kwas piperazyno-1,2-di[etanosiarkowy]) w 80 ml
wody; doprowadzi¢ do pH 6,7 za pomoca 5 M KOH i uzupeli¢ woda do 100 ml; sterylizowaé poprzez
filtracje przez filtr 0,45 pm; przechowywaé¢ w temp. —20°C

bufor Inoue: rozpusci¢ w 80 ml wody sktadniki podane ponizej w tabeli i uzupeli¢ woda do 100 ml,;
uzyskany roztwor sterylizowaé poprzez filtracj¢ przez filtr 0,45 pum; przed uzyciem bufor ozigbi¢ na lodzie;
przechowywaé w temp. —20°C.

skladnik ilo§¢ na 100 ml koncowe stezenie
MnCl, x 4 H,O 1,099 55 mM
CaCl,, 2 H,0 0,229 15 mM
KCI 1,86 ¢g 250 mM
0,5 M PIPES 0 pH 6,7 2 ml 10 M

7.4.2.2. Transformacja — wprowadzenie DNA plazmidowego do bakterii E. coli

Zasada metody

Wigkszos$¢ komorek bakteryjnych nie jest zdolna do przyjmowania obcego DNA do wngtrza komorki. Aby

to bylo mozliwe, btone bakteryjng nalezy odpowiednio zmodyfikowaé. Stosuje si¢ dwie podstawowe metody:
transformacje typu heat shock i elektroporacj¢. Pierwsza metoda polega na inkubacji komoérek bakteryjnych
na lodzie i ich chemicznym traktowaniu za pomocg jondw, a nastepnie krotkiej inkubacji w temperaturze 42°C.
Druga metoda polega na traktowaniu bakterii ladunkiem elektrycznym. Obydwie metody prowadza
do destabilizacji blony bakteryjnej, co pozwala na wnikanie obcego DNA do wnetrza komorki.
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Postepowanie

Rozmrozi¢ komoérki kompetentne E. coli na lodzie (ok. 10 minut).

Doda¢ 2 pl mieszaniny ligacyjnej do 100 ul zawiesiny komorek kompetentnych i delikatne wymieszac.
Inkubowacé na lodzie przez 15-30 minut.

Ogrza¢ proby w temp. 42°C (taznia wodna) przez 30 s.

Inkubowa¢ na lodzie przez 2 minuty.

Doda¢ 250 pul pozywki SOC.

Wiytrzasaé przez 30—60 minut w temp. 37°C przy 220 rpm.

Wiysia¢ po 50 pl i 300 ul zawiesiny komorek po transformacji na dwie sterylne plytki Petriego z LB agarem
(10 g tryptonu, 5 g ekstraktu drozdzowego, 10 g NaCl, 15 g agaru; uzupeli¢ woda do 1 litra;
autoklawowac) i ampicyling (koncowe stg¢zenie ampicyliny 100 pg/ml).

9. Inkubowa¢ przez noc w temp. 37°C.

NG~ WDN R

Materialy i odczynniki

- komoérki kompetentne E.coli

- mieszanina ligacyjna (rozdziat 7.4.2)
- pozywka SOC (rozdziat 7.4.2.1)

- pozywka LB (rozdzial 7.4.2.1)

- ampicylina

7.4.2.3. 1zolacja DNA plazmidowego z bakterii E. coli (zestaw firmy Macherey-Nagel)

Zasada metody

Zasada izolacji DNA plazmidowego z wykorzystaniem gotowego zestawu firmy Macherey-Nagel jest
podobna jak w metodzie izolacji DNA plazmidowego za pomoca lizy alkalicznej (rozdziat 6.3.2).
W odréznieniu od metody lizy alkalicznej, w tej metodzie DNA plazmidowy jest wiazany do odpowiedniego
ztoza znajdujacego sie w kolumience. Zestaw firmy Macherey-Nagel pozwala na oczyszczanie do 40 ug
plazmidowego DNA z 1-8 ml hodowli. Typowa hodowla bakterii w pozywce LB o objetosci 2-5 ml pozwala na
uzyskanie 5-6 ng DNA/mI hodowli.

Postepowanie
1. Hodowlg bakterii (warunki hodowli: 37°C, wytrzasanie przy 220 rpm, 16 godz.) odwirowac przez 1 minute
przy 5 000 rpm, a uzyskany osad zawiesi¢ w 250 ul buforu Al.
Doda¢ 250 ul buforu A2, delikatnie wymiesza¢ przez odwracanie probowki.
Doda¢ 300 pl buforu A3, delikatnie wymiesza¢ przez odwracanie probowki.
Odwirowa¢ przez 10 minut przy 12 000 rpm.
Wtozy¢ kolumienke do probowki o objetosci 2 ml i nanie$¢ na nig supernatant po odwirowaniu prob.
Odwirowa¢ przez 1 minute przy 12 000 rpm.
Odrzuci¢ przesacz i wlozy¢ kolumienke do tej samej probowki o objetosci 2 ml.
Do kolumienki doda¢ 600 pl buforu A4 i odwirowaé przez 1 minutg przy 12 000 rpm.
Odrzuci¢ przesacz i powtorzy¢ wirowanie.
. Wlozy¢ kolumienke do czystej probowki Eppendorfa o objgtosci 1,5 ml. Do kolumienki doda¢ 50 pl
sterylnej wody destylowanej, inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 1 minutg.
11. Odwirowa¢ przez 1 minute przy 12 000 rpm.
12. Zachowa¢ przesacz z kolumienki do analizy (zawiera on plazmidowy DNA).
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Materialy i odczynniki

- instrukcja firmy Macherey-Nagel z opisem odczynnikow w zataczeniu

- bufor Al (przed pierwszym uzyciem doda¢ RNaze A do buforu; po dodaniu RNazy przechowywaé¢ w temp.
4°C)

- bufor A2 (przechowywa¢ w temp. pokojowe;j)

- bufor A3 (przechowywa¢ w temp. pokojowe;j)
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bufor A4 (przed pierwszym uzyciem doda¢ 96% etanol wedlug instrukcji; przechowywaé w temp.
pokojowej)
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W opracowaniu rozdziatu Techniki biologii molekularnej korzystano z nastgpujgcych
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Protokoty dotaczone do gotowych zestawow laboratoryjnych.
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