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Cwiczenia 2-4

KLONOWANIE DNA

Klonowanie DNA — jest podstawowg technikg biologii molekularnej umozliwiajaca
powielenie okreslonego fragmentu DNA (najczesciej genu) w komorkach gospodarza np.
bakteriach Escherichia coli, przy zastosowaniu odpowiedniego wektora. Proces ten polega na
potaczeniu czasteczki wektora z badanym fragmentem DNA tzw. ,,wstawka” | wprowadzeniu
takiej zrekombinowanej czasteczki DNA do organizmu, w ktérym ulegnie ona powieleniu.
Technike te stosuje si¢ m.in. w celu zwigkszenia liczby kopii klonowanego fragmentu DNA w
komorce, w celu uruchomienia produkcji kodowanego przez ten gen bialka, czy tez w celu

przeprowadzenia ukierunkowanej mutagenezy.

Celem ¢wiczen 2-4 jest przeprowadzenie klonowania DNA z wykorzystaniem technik
inzynierii genetycznej w warunkach laboratoryjnych. Cwiczenia beda obejmowaty konstrukcje
zrekombinowanej czasteczki DNA, jej wprowadzenie i powielenie w komorkach bakteryjnych

oraz analize otrzymanych klonow (Ryc. 1).
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CWICZENIE NR 2

Przygotowanie ,,wstawki” oraz wektora w celu
skonstruowania zrekombinowanej czasteczki DNA

-trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

- elektroforeza DNA w zelu agarozowym

-izolacja fragmentu DNA z Zelu agarozowego z
wykorzystaniem minikolumn ze zlozem
krzemionkowym

CWICZENIE NR 3

Otrzymanie zrekombinowanej czasteczki DNA
i wprowadzenie jej do komorki bakteryjne;

- pomiar stezenia DNA metoda fluorymetryczna
- ligacja
- transformacja

CWICZENIE NR 4

Analiza transformantow pod katem obecnosci
zrekombinowanej czasteczki DNA

- liza kom. bakteryjnych pod wpltywem wysokiej temp.
- fancuchowa reakcja polimerazy (PCR)
- elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

Ryc. 1 Schemat przebiegu doswiadczen realizowanych w ramach c¢wiczen 2-4
(zmodyfikowany z http://www.e-biotechnologia.pl).
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Cwiczenie 2
(23-27. 04. 2018)

Przygotowanie ,,wstawki” oraz wektora w celu skonstruowania

zrekombinowanej czasteczki DNA
Prowadzacy: mgr Aleksandra Dydecka, mgr Agnieszka Necel

2.1 Wstawka (inaczej insert) - fragment DNA, ktéry zamierzamy powieli¢, pochodzacy z
dowolnego organizmu i czgsto uzyskiwany przy uzyciu techniki PCR (ang. Polymerase Chain
Reaction) czyli fancuchowe;j reakcji polimerazy.

Na ¢éwiczeniach wykorzystywana jest wstawka, ktorg jest fragment DNA bakteriofaga
A o wielkosci 201 pz, obejmujacy otwartg ramke odczytu orf60a. Fragment ten zostal
zamplifikowany w reakcji PCR, przy uzyciu starterow pFA60a oraz pRA60a umozliwiajacych
wprowadzenie miejsc cig¢cia dla enzymow restrykeyjnych Nhel i Xhol (odpowiednio).

2.2 Wektor genetyczny — to replikujaca si¢ autonomicznie (czyli niezaleznie od chromosomu
gospodarza) czasteczka DNA, skonstruowana w celu przenoszenia informacji genetycznej.
Wektory sg podstawowym narzgdziem inzynierii genetycznej. Wektorami genetycznymi mogg
by¢ plazmidy, sztuczne chromosomy (YAC, BAC) lub wirusy (w tym bakteriofagi). Wyr6znia
si¢ wektory ekspresyjne, klonujace i bifunckjonalne (wahadtowe).

Na ¢wiczeniach wykorzystywany
jest  ekspresyjny wektor plazmidowy
pET28a posiadajagcy m.in.: MCS (miejsce

wielokrotnego klonowania), marker

selekcyjny ~ warunkujacy oporno$¢ na T7 terminator e
. o _Ndel(a39)

kanamycyne, origin replikacji, promotor, fl =

~xbal :335).\':-:& (297)

“Sphl(599)

miejsce wigzania rybosomu, oraz terminator
transkrypcji (Rye. 2). Plazmidowe DNA
zostalo namnozone w bakteriach E. coli
C600 a nastgpnie wyizolowane przy uzyciu  smor(use -
zestawu kolumienkowego Plasmid Mini
firmy A&A Biotechnology 1 poddane
trawieniu enzymami restrykcyjnymi Nhel
oraz Xhol (zgodnie z opisem z pkt 2.3). W
wyniku trawienia powstaly dwa fragmenty
wielkosci 5296 1 73 pz, ktore zostaly

poddane elektroforetycznemu rozdziatowi w - \/
1% zelu agarozowym. (pkt 2.4). Wigkszy
fragment DNA zostal wyciety z zelu 1
Ryec. 2 Mapa wektora pET28a

oczyszczony zgodnie z opisem z pkt. 2.5.

T7 promoter

pET28-a(+)
5365bp
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2.3 Trawienie enzymami restrykcyjnymi typu FastDigest

Enzymy restrykcyjne — (inaczej restryktazy, endonukleazy restrykcyjne, enzymy trawienne)
sa to biatka przecinajgce wigzania fosfodiestrowe w lancuchu DNA w taki sposob, ze
zostawiajg grupe fosforanowa na koncu 5°, za§ grupe hydroksylowa na koncu 3. W wyniku
cigcia enzymami restrykcyjnymi, powstaja w DNA tepe lub lepkie konce. Te¢pe konce sa
efektem nacigcia obu komplementarnych nici w tym samym miejscu, natomiast lepkie konce
powstaja wskutek nacigcia nici DNA w dwoch roznych miejscach oddalonych od siebie o kilka
nukleotydow (Ryc 3). Rozréznia si¢ trzy klasy enzymow restrykcyjnych, z czego najwigksze
znaczenie w procesie klonowania DNA majg enzymy zaliczane do klasy II, tj. zdolne do
rozpoznawania specyficznych sekwencji w DNA, a takze przecinania dwuniciowej czasteczki
DNA w dwoch miejscach w obrgbie tej sekwencji, badz w doktadnie zdefiniowanym miejscu
w pewnej odleglosci od niej. Sekwencje rozpoznawane przez te enzymy sg to zazwyczaj
sekwencje palindromowe o dtugosci od 4 do 8 pz. Enzymy restrykcyjne sg naturalnie obecne
w komorkach bakterii i sinic a ich zadaniem jest ochrona komoérek gospodarza przed
wniknigciem obcego DNA. Nazwy enzymow restrykcyjnych tworzy si¢ od nazw organizmow,
z ktorych pochodza. Literami (lub cyframi arabskimi) oznacza si¢ szczepy bakterii/sinic, a
cyframi rzymskimi kolejnos¢ izolacji enzymu. Przyktadowo restryktaza Nhel jest pierwszym
enzymem wyizolowanym z Neisseria mucosa heidelbergensis, a Xhol jest pierwszym enzymem
wyizolowanym z Xanthomonas holcicola.

Nhe | Xho | EcoR V
5 ..GCTAGC...3 5...CTCGAG...3 5 . GATIATC...3
3. CGATCG...5 3. ..GAGCTIC...% 3...CTATAG...%

Ryc. 3 Przyktady enzyméw dajacych lepkie (Nhel i Xhol) oraz tepe (ECORV) konce
(zmodyfikowany z https://www.sigmaaldrich.com)

W przypadku klasycznych enzymow restrykcyjnych, warunki trawienia roznig si¢ dla
poszczegodlnych enzymow i sg optymalizowane przez produkujace je firmy (np. New England
Biolabs, Thermo Fisher Scientific, Nzytech). Stad tez zalecane jest stosowanie buforu
wskazanego przez producenta danego enzymu. Aktywno$¢ enzymoéw restrykcyjnych zalezy
m.in. od zawartego w buforze stezenia NaCl. W zalezno$ci od rodzaju, niektore enzymy
wykazujg maksimum swojego dziatania przy wysokim stezeniu chlorku sodu (np. 150mM),
inne natomiast przy niskim. Temperatura reakcji zalezy od wybranego enzymu, a jej zakres
moze by¢ bardzo szeroki tj. od 37°C do nawet 60-65°C. Reakcja trawienia klasycznymi
restryktazami wymaga minimum godzinnej inkubacji w okres$lonej temperaturze. Od jakiego$
czasu alternatywg dla klasycznych enzymow restrykcyjnych sa enzymy typu FastDigest, ktore
wprowadzono w celu zredukowania czasu potrzebnego na przeprowadzenie reakcji trawienia
restrykcyjnego oraz w celu ujednolicenia warunkéw tej reakcji. Trawienie enzymami
FastDigest trwa zaledwie kilka, do kilkunastu minut (5-20 minut) i odbywa si¢ w jednym i tym
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samym buforze. Tak szybkie dziatanie enzymoéw typu FastDigest to m.in. efekt mutacji
wprowadzonych w kodujace je sekwencje.

Cel doswiadczenia:

W tym etapie ¢wiczenia zastosowane zostang te same enzymy restrykcyjne typu
FastDigest: Nhel oraz Xhol, do poci¢cia DNA wektora oraz wstawki (Ryc. 4). Pod wptywem
dziatania enzymow w obu czgsteczkach powstang komplementarne wzgl¢dem sicbie lepkie
konce, dzieki ktorym mozliwe bedzie polacznie tych dwoéch fragmentéw w  jedna
zrekombinowang czasteczk¢ DNA, przy udziale ligazy, podczas ¢wiczenia nr 3.

Nhel Xhol
Y | | Nhel
| Xhol
. Nhel ~ Xhol  Nhel — Xhol wektor pET28a
wstawka” — zamplifikowany Y Y Y Y (5369 pz)

metoda PCR fragment DNA faga A

obejmujacy orf60a (201 pz)

trawienie enzymami
restrykcyjnymi Nael i Xhol

trawienie enzymami
restrykeyjnymi Nhel i Xhol

fragment wektora pET28a
wstawka z S, h
e . z lepkimi koncami
lepkimi koncami (5296 pz)
(189 pz) P

Ryc. 4 Schemat przebiegu trawienia DNA wstawki oraz wektora enzymami Nhel oraz Xhol

Wykonanie:
Kazda osoba z grupy przygotowuje wlasng reakcje trawienia.

1. W tym celu nalezy pobra¢ 16 ul mieszaniny po reakcji PCR wykonanej w celu
zamplifikowania fragmentu DNA A orf60a (tj. wstawki) i umiesci¢ w probowce typu
Eppendorf o poj. 0,2 ml.

2. Nastepnie, do probki dodac 2 ul buforu do trawienia (10x stezonego NZY SpeedyBuffer
Orange).

3. Doda¢ 1 pl enzymu Nhel oraz 1 pl enzymu Xhol.

4. Calos¢ delikatnie przepipetowa¢ w razie potrzeby krotko zwirowac i inkubowac 15
minut w temperaturze 37°C.

Sporzadzajac mieszaning reakcyjng, nalezy pamigtac, ze enzymy dodaje si¢ zawsze na koncu i
do tego czasu bezwzglednie muszg by¢ trzymane w lodzie. Po zakonczeniu pracy, enzymy
nalezy schowa¢ do zamrazarki i przechowywac¢ w temperaturze -20°C.
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2.4 Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Jest to standardowa metoda pozwalajgca rozdzieli¢, zidentyfikowac lub oczysci¢ fragmenty
DNA. Rozdziat czasteczek kwasow nukleinowych odbywa si¢ w polu elektrycznym. Kierunek
tego rozdziatu uzalezniony jest od tadunku. Kwasy nukleinowe w buforach o pH bliskim
neutralnego obdarzone s3 tadunkiem ujemnym i poruszajg si¢ w stron¢ dodatniej anody.
Szybko$¢ poruszania si¢ czasteczek zalezy przede wszystkim od ich masy i konformacji
przestrzennej. Czasteczki wigksze z zasady migruja wolniej, natomiast szybko$¢ migracji
czasteczek o zlozonej strukturze drugorzedowej nie zawsze jest proporcjonalna do ich
wielko$ci. Wplyw na rozdziat ma réwniez stopien usieciowania, czyli wielko$¢ poréw osrodka
(w tym przypadku agarozy), w ktorym przemieszczajg si¢ czasteczki, Im wyzsze stezenie, tym
gestsze usieciowanie, a tym samym doktadniejszy rozdziat czasteczek o zblizonej masie.
Agaroza posiada obojetny tadunek i jest to naturalny
polisacharyd bedacy polimerem pochodnych galaktozy,
wyizolowany ze S$ciany komorkowej krasnorostow.
Szybko rozpuszcza si¢ w buforze do elektroforezy (np.
TAE) pod wplywem ogrzewania a w temperaturze

GeneRuler™ 50bp DNA Ladder

0’GeneRuler™ 50bp DNA Ladder,
ready-to-use

bp ng/0.5p9 %

pokojowej odwracalnie tworzy zel. Porowato$¢ zelu a 0 Mo 69
przez to stopiefi rozdzialu dostosowuje si¢ do rozmiaru | === g{jﬁ §;3
rozdzielanych czastek, stosujac roézne st¢zenia agarozy. | —g'@:?' féﬁo 150
Aby zidentyfikowaé¢ wielko$¢ rozdzielonych czgsteczek % . .o .o
DNA, na zel naklada si¢ standard wielkosci (inaczej | jmmed 250 50 '30
drabinka, marker) sktadajagcy sie z kilku/kilkunastu g Ca =
fragmentow DNA o $ci$le zdefiniowanej wielkosci i 5 B dEd 3D
widocznych w postaci pragzkow. (Ryc. 5). Poréwnujac |2

fragmenty DNA z badanej probki z prazkami standardu |

Jestesmy w stanie okre$li¢ wielkos¢ czasteczek DNA w |00 o
badanej probce. W celu lepszej obserwacji postepu | 1XTEESsvem. th
elektroforezy do badanej proby dodaje si¢ bufor
obcigzajacy zawierajacy barwnik (np. niebieski Xylene
cyanol, fioletowy Bromophenol blue lub pomaranczowy
Orange G), ktory nadaje probom zabarwienie i pozwala na
$ledzenie migracji fragmentow DNA podczas elektroforezy. Oprocz barwnikéw, bufor zawiera
czynnik obcigzajacy np. glicerol lub sacharoze, zwigkszajacy gestosé probki, dzieki czemu nie
dyfunduje ona do buforu, w ktorym prowadzi si¢ elektroforeze, lecz opada na dno studzienki.
W celu uwidocznienia czasteczek DNA w zZelu, po rozdziale elektroforetycznym stosuj¢ si¢
barwienie zwigzkiem interkalujacym. Najpopularniejszym jest bromek etydyny, ktoéry wnika
W glab struktury DNA, a nastgpnie pod wptywem $wiatla UV $wieci na pomaranczowo.
Barwnik ten posiada silne wlasciwosci mutagenne 1 kancerogenne dlatego tez pracujgc z tym
odczynnikiem nalezy zachowaé szczegdlng ostroznos¢, pracowaé w rekawiczkach i ochronnej
odziezy laboratoryjne;.

Ryec. 5. Marker DNA - GeneRuler 50 bp
firmy Thermo Fisher Scientific

Cel doswiadczenia:

Celem tego etapu ¢wiczenia jest przeprowadzenie rozdzialu elektroforetycznego
czasteczek DNA powstatych po trawieniu enzymami restrykcyjnymi, analiza otrzymanych
prazkow przy uzycia markera wielkosci GeneRuler 50bp oraz wycigcie z zelu prazka
odpowiadajgcego wielkoscig fragmentowi DNA wstawki po trawieniu (189 pz). Etap ten
przeprowadzany jest w celu usunigcia powstatych po trawieniu krétkich fragmentow DNA oraz
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oczyszczenia posiadajgcego lepkie konce fragmentu DNA wstawki. W analogiczny sposob
przygotowany zostat powstaty po trawieniu fragment DNA wektora o wielk. 5296 pz.

Wykonanie

Przygotowanie 2.5% zelu agarozowego — 1 na grupe

1.

P w

Odwazy¢ 2,5 g agarozy i rozpusci¢ w 100 ml 0,5 x stezonego buforu TAE (Tris-octan,
EDTA) przez podgrzanie w kuchence mikrofalowe;j.

Lekko zamiesza¢ i wyla¢ ptynng agaroze do uprzednio przygotowanych saneczek w
statywie. Szersza koncowka tipsa usungé powstate babelki, aby nie zaklocaty odczytu.
Wilozy¢ grzebien, ktory uformuje w zelu dotki (studzienki) do naktadania prob.
Poczeka¢ az zel stezeje, okoto 30 minut i wyjaé grzebien.

Przetozy¢ saneczki ze spolimeryzowanym zelem agarozowym do aparatu
elektroforetycznego zawierajgcego bufor 0,5 x TAE. W razie potrzeby dola¢ buforu tak
aby zel byl w catosci zanurzony.

Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

1. Do pierwszej studzienki natozy¢ 7 pl markera wielkosci GeneRuler 50bp. W przypadku
markeré6w oznaczonych jako ready-to-use nie ma konieczno$ci dodawania buforu
obcigzajacego gdyz zardwno barwnik, jak i czynnik obcigzajacy zostaty dodane przez
producenta.

2. Do kolejnych studzienek natozy¢ po 40 ul mieszanin reakcyjnych przygotowanych w
pkt 2.3 (2 mieszaniny po 20 ul — od tego momentu pracujemy w parach). Nie ma
koniecznosci dodawania buforu obcigzajacego do nakladanych mieszanin, gdyz
barwnik oraz czynnik obcigzajacy znajdujg si¢ w buforze uzytym do trawienia
NZY SpeedyBuffer Orange.

3. Rozdziat elektroforetyczny prowadzi¢ przy napigciu 100V przez 30 minut.

4. Po zakonczeniu rozdziatu wylaczy¢ zasilacz 1 odtaczy¢ aparat od zrodta zasilania.

5. Wyjac zel i wybarwi¢ w roztworze bromku etydyny przez 15 minut.

Analiza

1. Po zakonczonym barwieniu, umiesci¢ zel na transiluminatorze UV i obserwowac
rozdzielone fragmenty DNA w $wietle UV.

2. Przy uzyciu markera GeneRuler 50bp (Ryc. 5) okresli¢ przyblizong wielko$¢
rozdzielonych fragmentéw DNA w natozonych probach i zidentyfikowa¢ fragment o
wielkosci 189 pz odpowiadajacy fragmentowi DNA wstawki po trawieniu.

3. W pracy ze s$wiattem UV nalezy zachowaé szczeg6lng ostroznos¢ i pracowaé w

rekawiczkach i okularach ochronnych.

Wyciecie prazkdw z zelu agarozowego

1.

2.

Przy uzyciu ostrego i czystego skalpela wycia¢ zidentyfikowany fragment DNA o
wielkosci 189 pz w taki sposob, aby pobra¢ jak najmniej otaczajacej prazek agarozy.
Operacj¢ wycinania prazka DNA nalezy wykona¢ mozliwie szybko, aby
zminimalizowa¢ oddziatywanie promieniowania UV na izolowane DNA.

Przenie$¢ wycigty bloczek agarozowy do probdwki 1,5-2 ml, a nastgpnie zwazy¢.
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2.5 Oczyszczanie DNA z zelu agarozowego przy uzyciu minikolumn ze zlozem
krzmionkowym

Procedura ta przeprowadzana jest z wykorzystaniem minikolumn wirowniczych, zawierajacych
ztoze krzemionkowe umozliwiajace wydajne i selektywne wigzanie kwasow nukleinowych
(Ryc. 6). W pierwszym etapie wycigty z zelu fragment DNA, inkubowany jest w buforze, ktory
po podgrzaniu ulatwia rozpuszczanie agarozy i czesto zawiera barwnik umozliwiajgcy
$ledzenie tego procesu. W kolejnym etapie, podczas krotkiego wirowania DNA wigze si¢ do
membrany a agaroza i inne zanieczyszczenia pozostajg W wycieku z kolumny. Dwuetapowe
przemywanie minikolumny ma na celu usuni¢cie pozostatych zanieczyszczen i/lub inhibitoréw
reakcji enzymatycznych. Oczyszczone DNA eluowane jest ze ztoza minikolumny buforem
niskosolnym, np.: zawierajagcym Tris-HCI, TE lub woda destylowana (pH 7,0-9,0) i gotowe
jest do bezposredniego wykorzystania w technikach biologii molekularnej m.in. w reakcji
ligacji, ktora zostanie wykonana w ¢wiczeniu nr 3.

membrana @ @

minikolumna ze zlozem

prazek DNA | | * i 1 ’ ‘ ' ’ ( !
wyciety zzelu  \ A% : ] | 1 '.| !
— B ' ki a9

! 3 1 ! 1 | 1

R a h P |

rozpuszczenie aktywacja adsorpcja DNA wymywanie elucja DNA
agarozy memebrany na membranie zanieczyszczen

Ryc. 6 Schemat metody oczyszczania DNA z Zelu wykorzystujacej membrany krzemionkowe

Wykonanie

Niniejsze do§wiadczenie zostanie przeprowadzone z wykorzystaniem zestawu GeneMATRIX
Agarose-Out DNA Purification firmy EURX, zgodnie z dostarczonym przez producenta

protokotem.

Literatura

1. ,,Biologia molekularna — krotkie wyktady” - P. Turner, A. McLennan, A. Bates, M. White
2. ,,Genetyka — krotkie wyktady”- H. Fletcher, I. Hickey, P. Winter
3. ,,Genetyka molekularna” — P. Weglenski



BIOLOGIA Il ROK
Rok akademicki 2017/2018

BIOLOGIA MOLEKULARNA Z BIOTECHNOLOGIA

Katedra Biologii Molekularnej, Wydziat Biologii UG

Opracowanie instrukcji: B. Nejman-Falenczyk

m:xﬂx Molecular Biology Products

GeneMATRIX to syntetyczne membrany nowej generacji wigzace DNA i RNA, wykorzystujace selektywne
wiaéciwosci wigzania kwasow nukleinowych przez kompozytowy SiO; W celu osiagnigcia wysokiej wydajnosci i
czystosci otrzymanych kwasow nukleinowych, opracowano wyspecjalizowane bufory wiaZzace i pluczace,
projektowane pod katem optymalnego wykorzystania wiasciwosci nowych membran. Zastosowanie gotowych do
uzycia membran, umieszczonych w kolumienkach wirowniczych (ang. Spin-format) w polaczeniu ze specjaing
konstrukcjg naszych minikolumn, istotnie poprawia jako$¢ uzyskanego preparatu DNA lub RNA.Celem monitorowania
kompletnego wymieszania roztworéw oraz utatwienia procedury izolacji DNA, cze$¢ roztworéw wyznakowano
barwnikami.

W efekcie przekazujemy w Paristwa rece zestawy skiadajace si¢ z nowych zi6z i buforéw reakcyjnych,
ktorych uzycie gwarantuje szybkie, proste, bezpieczne i jednoczeénie wydajne otrzymanie ultraczystych kwaséw
nukleinowych. Uzyskane DNA lub RNA nadaje si¢ bezposrednio do zastosowar w technikach biologii molekularnej,
m.in.: trawienia enzymami restrykcyjnymi, defosforylacjifosforylacji, ligacji, badai oddziatywania biatko-DNA,
sekwencjonowania, blottingu, translacji in vitro, otrzymywania cDNA, hybrydyzacji. Dodatkowa zaleta zestawow jest
powtarzalno$¢ wiasciwosci zarowno membran jak i buforow wigzacych, poniewaz przygotowanie komponentow
odbywa sie w EURX sp. z 0.0.

GeneMATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit pozwala na szybkie oczyszczenie liniowych lub kolistych
czasteczek DNA o wielkosci od ok. 100 pz do ponad 10 kpz, rozdzielanych na TAE- lub TBE-zelu agarozowym.
Zabarwiony bufor ufatwia $ledzenie postepu rozpuszczania agarozy oraz jednoczesng prace z wieloma probkami.
Poza usunigciem agarozy z probki DNA efektywnie usuwane sg zanieczyszczenia takie jak: bromek etydyny, RNA,
nukleotydy, primery, znaczniki radioaktywne i nieradioaktywrie, detergenty, zwiazki buforowe, sole, EDTA, inhibitory
restrykeji i ligacji DNA, barwniki, enzymy i inne biatka. Dodanie specjalnego buforu wytwarza warunki do selektywnego
wigzania DNA do membran GeneMATRIX. Podczas krétkiego wirowania nastepuje wigzanie DNA do membrany,
natomiast niezwigzana, rozpuszczona agaroza oraz inne zanieczyszczenia pozostajg w wycieku z kolumny. Ich
$ladowe pozostalosci na membranie sa skutecznie usuwane w trakcie dwoch etapéw plukania. Uzyte zloze jest
zaprojektowane pod katem skutecznego usuwania inhibitorow restrykeji i ligacji DNA. Elucje oczyszczonego DNA
wykonuje sie buforem niskosolnym, np.: zawierajacym Tris-HCI, TE lub wodg destylowana. Oczyszczony preparat
DNA nadaje sie do bezposredniego uzytku. Nie wymaga dalszej precypitacji etanolem.

EURx Ltd. 80-297 Gdansk Poland ul. Przyrodnikow 3, NIP 957-07-05-191, KRS 0000202039,
www.eurx.com.pl orders: email: orders@eurx.com.pl fel. +48 58 524 06 97, fax +48 58 34174 23
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Uwaga 1: Po rozpakowaniu, zestaw do oczyszczania DNA nalezy przechowywaé w temperaturze pokojowej. W
wypadku krystalizacji komponentow przechowywanych buforow, roztwory nalezy podgrzaé do 37°C, az do
calkowitego wyklarowania. :

Uwaga 2: Optymalne wyniki automatycznego sekwencjonowania DNA, oczyszczanego GeneMatrix Agarose-Out,
uzyskuje sig uzywajac 0.3-0.6 pmola DNA (przykladowo 200-400 ng fragmentu DNA o dfugosci 1 kb).

Uwaga 3: Bufory Orange A oraz Wash A1 po kontakcie z kwasami moga uwalniac toksyczne gazy. Uzywat
wylacznie zgodnie z przeznaczeniem; nie dodawaé kwasow do pojemnikow zawierajacych pozostatosci po uzyciu
zestawu.

Uwaga 4: Roztwory z zestawu do oczyszczania DNA naleZy przechowywaé szczelnie zamknigte, aby uniknaé
zmiany stgzen w wyniku parowania.

Uwaga 5: Zestaw jest przeznaczony do izolacji fragmentow DNA o wielkosci od ok. 100 bp do 10 kb, zarbwno z Zeli
buforowanych TAE jak i TBE. Mozliwa jest izolacja wigkszych fragmentéw DNA (10 kb do ponad 20 kb). W tym
zakresie obserwuje si¢ jednak znacznie obnizong wydajno$¢ izolacii.

Protokot

1. Dodac¢ 40 pl buforu aktywacyjnego Buffer A do minikolumny (nie wirowa¢). Pozostawi¢ w
temperaturze pokojowej do momentu naniesienia rozpuszczonej agarozy na minikolumne.

Uwaga 1: Dodanie buforu aktywacyjnego Buffer A centralnie na powierzchnig membran zapewnia kompletne
nasaczenie membran buforem aktywacyjnym i uzyskanie maksymalnej wydajnosci wigzania DNA.
Uwaga 2: Aktywacije nalezy wykona¢ przed rozpoczeciem procedury izolacji DNA.

2. Wyciag prazek DNA z Zelu, tak aby jego waga nie przekroczyta 250 mg, a nastgpnie
umiesci¢ wyciety fragment zelu w probowce typu Eppendorf.

Uwaga 1: Istotne jest, aby bufor do elektroforezy nie byl wielokrotnie uzywany, ze wzgledu na zachodzace zmiany
pH, ktdre obnizaja wydajno$¢ odzysku DNA.

Uwaga 2: Prazek nalezy wycina¢ w taki sposob, aby uniknaé nadmiaru otaczajacej DNA agarozy.

Uwaga 3: W przypadku, gdy waga fragmentu Zelu przekracza 250 mg, nalezy pociaé el na mniejsze fragmenty i
uzyé odpowiednio zwigkszong iloS¢ minikolumn.

3. Doda¢ 600 pl buforu Orange A i wymieszac poprzez 3-krotne odwracanie.

4. Inkubowaé w bloku grzejnym lub fazni wodnej w temp. 55°C, mieszajac przez 2-krotne
odwracanie co 1-2 min, az do catkowitego rozpuszczenia agarozy. Uzyskanie jednorodnego
roztworu o pomaranczowym kolorze $wiadczy o zakoriczeniu procesu.

Uwaga 1: Proces rozpuszczania trwa od 5 do 10 min, zaleznie od stezenia agarozy, uzytego buforu oraz ilosci
wycietego Zelu.

5. Wilaé rozpuszczong agaroze do minikolumny, znajdujacej si¢ w probowce odbierajacsj. d

6. Wirowa¢ w mikrowirowce przez 1 min z predkoscia 12000 rpm. X N

7. Wyjaé minikolumne, wyla¢ przesgcz i umiescic minikolumne z powrotem w probowce
odbierajacej.

8. Dodac 500 pl buforu pluczacego Wash A1 do minikolumny i wirowa¢ przez 1 min z
predkoscia 12000 rpm.

9. Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesgcz i umiesci¢ minikolumne z powrotem w probowce
odbierajacej.

10.Dodaé 650 i buforu pluczacego Wash AX2 i wirowac przez 1 min z predkoscig 12000 rpm.

11.Wyjac minikolumne, wyla¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne z powrotem w probowce
odbierajace;j.

12.Wirowac przez 2 min z predkoscia 12000 rpm w celu usunigcia resztek buforu pluczacego.

13.Minikolumng umiesci¢ w nowej probowce typu Eppendorf 1.5-2 ml. Doda¢ 50-80 il buforu
Elution/ 20 ph :0&..%

Uwaga 1: Dodanie buforu eluujacego centralnie na powierzchnie membrany zapewnia uzyskanie maksymainej
wydajnosci odzysku DNA. Nalezy unika¢ dotykania scianek minikolumn mikropipeta, aby nie przenosic sladow DNA
pomigdzy kolejnymi minikolumnami.

Uwaga 2: Do elucji wigkszych fragmentow DNA (powyzej 5 kb) zwigkszong wydajno$¢ uzyska sie stosujac bufor
elucyjny podgrzany do 80°C.

Uwaga 3: Do elucji DNA zaleca sig uzycie buforu Elution, ktory sporzadzono na bazie ultra-czystej wody ze sladowym
dodatkiem czynnika buforujacego. Bufor Elution pozwala na uzyskanie najwyzszej wydajnosci elucji oraz nie
interferuje z pdiniejszy sekwencjonowaniem DNA, ligacjg, trawieniem enzymami restrykcyjnymi oraz innymi
aplikacjami biologii molekularnej.

Uwaga 4: MoZliwe jest zmniejszenie objgtosci elucyjnej ponizej 50 il {graniczna objetos¢ 20 pil), powoduje to jednak
stopniowe obnizenie wydajnosci odzysku DNA.

Uwaga 5: Optymalne wyniki automatycznego sekwencjonowania DNA, oczyszczanego GeneMatrix Agarose-Out,
uzyskuje sig uzywajac 0.3-0.6 pmola DNA (przykladowo 200-400 ng fragmentu DNA o diugosci 1 kb).

14.Minikolumng pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowej.
15.Wirowaé minikolumne przez 1 min z predkoscig 12000 rpm.

16.Usuna¢ minikolumng, zamkna¢ probowke. DNA jest gotowe do dalszych analiz/manipulacii,
moze by¢ przechowywane w 2+8°C lub zamrozone w -20°C.
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Cwiczenie 3
(07-11. 05. 2018)

Otrzymanie zrekombinowanej czasteczki DNA i wprowadzenie jej do

komorki bakteryjnej
Prowadzacy: mgr Aleksandra Dydecka, mgr Daria Lubomska

3.1 Pomiar stezenia dwuniciowego DNA metodg fluorymetryczng

W technice tej wykorzystywane sg barwniki fluorescencyjne, emitujace $wiatlo po zwigzaniu
si¢ z dwuniciowa czgsteczkg DNA. Metoda ta jest bardziej selektywna od prostego pomiaru
absorbancji w spektrofotometrze przy di. fali 260 nm, gdyz w przeciwienstwie do metody
spektrofotometrycznej, pomiar stezenia dsDNA nie jest uzalezniony od wplywu innych
sktadnikéw takich jak: sole, biatka, pojedyncze nukleotydy, RNA czy jednoniciowy DNA. Z
tego wzgledu metoda fluorymetryczna charakteryzuje si¢ wyzsza czuto$cig oraz doktadnoscia
1 zalecana jest w przypadku pomiaru niskich stezen DNA.

Cel doswiadczenia:

Oznaczone zostanie st¢zenie dwuniciowego DNA w probach przygotowanych podczas
¢wiczenia nr 2, zawierajacych oczyszczone fragmenty DNA wstawki o wielkosci 189 pz.

Wykonanie:

Stezenie dSDNA o0znaczone zostanie z uzyciem fluorymetru Qubit i zestawu Qubit dsSDNA HS
(High Sensitivity) umozliwiajacym pomiar stezenia DNA w zakresie 0,2 — 100 ng. Pomiary
stezenia DNA przeprowadzone zostang w temperaturze pokojowej, w probéwkach 0,5 ml 1 w
odniesieniu do dwoch wchodzacych w sklad zestawu standardow, czyli prob o znanym stezeniu
DNA. Pomiary zostang wykonane zgodnie z instrukcja dostarczong przez producenta (Ryc. 7).
Przed przystgpieniem do pomiaréw zarowno badane proby, jak rowniez odczynniki nalezy
ogrza¢ do temperatury pokojowe;.
1. W pierwszym etapie nalezy przygotowaé¢ mieszaning Working Solution. W tym celu
nalezy zmiesza¢ N X 199 pl buforu z n x 1 pl odczynnika zawierajacego barwnik

fluorescencyjny (Qubit Reagent) przyjmujac, ze N oznacza liczbg wszystkich badanych
prob w grupie + dwa standardy.

2. Przygotowac N probowek o poj. 0,5 ml.

3. Nastepnie przenies¢ po 190 ul przygotowanej mieszaniny Working Solution do dwoch 0,5
ml probéwek 1 doda¢ po 10 ul kazdego z dostarczonych w zestawie standardow 11 2.
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4. Do pozostatych probéwek przenie$¢ po 198 ul mieszaniny Working Solution i doda¢ po 2

ul badanych prob.

5. Wszystkie probki krotko zworteksowac 1 po 2 minutach inkubacji rozpocza¢ pomiar stezen.

Standards from kit

t
i

lo;l\“ lu-.;l.\

Ensure all reagents are at
room tempersture

\

Final volume
190 4l ',.‘ U i 200 L
v
User Samples
) | |
v v ¥
1 :oul\ |-.‘ou.\! .“Ju(\
-
TI i Final volume
180-199 L \ \ 'J 15 200 pL

* where n = number of Standards plus number of Samples

For research use onty, Not intended for any animal or human therapeutic or dagnostic use.

€2010 Life Techneicges Corparntinn. AL nghis resarws The trademarks mentioned herein are the sroperty ol Lee Technalopes Corporatan of thee

molecular
probes omwtrogen'
mL‘kmm:vn

Vortex all assay tubes for
2-3 seconds

Incubate at room temperature
for 2 minutes (15 minutes for
Qublit™ protein assay)

Read tubes in Qubit* 20 v
Fluorometer

respaciive owmers.

Ryc. 7. Schemat przygotowania prob do pomiaru st¢zenia DNA z uzyciem urzadzenia Qubit.

6. W celu wykonania odczytu stezenia DNA nalezy wlaczy¢ urzadzenie Qubit i z
dostepnych opcji pomiaru wybra¢ DNA a nastepnie dSDNA High Sensitivity.

7. Nastgpnie, po wyswietleniu si¢ zapytania Read New Standards? wybrac¢ Yes

8. Po pojawieniu si¢ komunikatu Insert Standard 1, wtozy¢ do urzadzenia probowke ze
standardem nr 1, wybra¢ Read, poczeka¢ az urzadzenie wykona odczyt i wyjacé

probowke.
9. W taki sam spos6b wykona¢ odczyt dla standardu nr 2.
10.

Po pojawieniu si¢ komunikatu Insert Assay Tube, wiozy¢ do urzadzenia probowke z

pierwszg badang proba, wybra¢ Read, poczekac az urzadzenie wykona odczyt.

11.
zapisa¢ podane stezenie 1 wyjaé probowke.
12.
sposOb wykonac¢ odczyt stezen dla pozostatych prob.

11

Wybra¢ Calculate Stock Conc, zmieni¢ objeto$¢ na 2 ul oraz jednostki na ng/pl,

Wtozy¢ kolejng probowke do urzadzenia, wybra¢ Read Next Sample i w analogiczny
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3.2 Reakcja ligacji

Ligaza DNA - enzym taczacy wolne konce czasteczek DNA. Laczenie DNA nastgpuje poprzez
wytworzenie wigzania fosfodiestrowego pomiedzy grupg hydroksylowg znajdujaca si¢ na
koncu 3" a resztg fosforanowa z konca 5° w sgsiadujgcych fragmentach dwuniciowego DNA,
zakonczonych tepo lub lepko. Laczenie to zachodzi w reakcji zaleznej od ATP w przypadku
ligazy bakteriofagowej lub eukariotycznej albo od NAD+ w przypadku ligazy bakteryjnej.
Reakcja katalizowana przez enzym ligaze zwana jest ligacja. Efektem ligacji jest
rekombinowane DNA, czyli czasteczka, ktora powstata przez polaczenie pochodzacych z
roéznych zrodet fragmentow DNA, w tym wypadku wektora i wstawki.

Przyktad dziatania ligazy (taczenie fragmentoéw DNA z lepkimi koncami):

Nhel Xhol

l l

5'-AGTCTGATCTGACG-3"' 5'-CTAGCTATGCTAGTGC-3' 5'-TCGAGGTATGCTAGTGC-3"'
3'-TCAGACTAGACTGCGATC-5"' 3'-GATACGATCACGAGCT-5' 3'-CCATACGATCACG-5"

Po ligacji powstaje:

5'-AGTCTGATCTGACGCTAGCTATGCTAGTGCTCGAGGTATGCTAGTGC-3"
3'-TCAGACTAGACTGCGATCGATACGATCACGAGCTCCATACGATCACG-5"

Ligacja lepkich koncow DNA jest znacznie wydajniejsza od ligacji tepych koncow. Dzieje si¢
tak dlatego, ze pomigdzy komplementarnymi jednoniciowymi fragmentami w obrebie lepkich
koncow czgsteczek DNA, oprocz wigzan fosfodiestrowych, tworza si¢ dodatkowo wigzania
wodorowe. Wigzania te utrzymuja oba konce w bliskiej odlegtosci, co znaczaco utatwia reakcje
ligacji. Ligacja fragmentow zakonczonych tepymi koncami jest rowniez mozliwa aczkolwiek
mniej wydajna ze wzgledu na fakt, iz konce te zdecydowanie rzadziej znajduja si¢ na tyle blisko
aby ligacja 1 utworzenie nowego wigzania fosfodiestrowego bylo mozliwe.

Cel doswiadczenia:

Celem niniejszego etapu jest potaczenie posiadajacych lepkie konce dwdch czasteczek DNA:
1. powstatego w wyniku trawienia enzymami restrykcyjnymi Nhel i Xhol fragmentu DNA
wektora pET28a o dtugosci 5296 pz
2. oraz powstalego w wyniku trawienia enzymami restrykcyjnymi Nhel i Xhol fragmentu
DNA wstawki A orf60a o dt. 189 pz.
Reakcja ligacji zostanie przeprowadzona zgodnie ze schematem przedstawionym na Ryc. 8 z
uwzglednieniem zasady molowego nadmiaru iloéci klonowanego fragmentu w stosunku do
wektora. Do taczenia fragmentow DNA w reakcji ligacji wykorzystany zostanie enzym ligaza
T4 DNA, pochodzacy z bakteriofaga T4.

12


http://pl.wikipedia.org/wiki/Enzym
http://pl.wikipedia.org/wiki/Kwas_deoksyrybonukleinowy
http://pl.wikipedia.org/wiki/Wi%C4%85zanie_fosfodiestrowe
http://pl.wikipedia.org/wiki/Koniec_3%27
http://pl.wikipedia.org/wiki/ATP
http://pl.wikipedia.org/wiki/Lepkie_ko%C5%84ce

BIOLOGIA MOLEKULARNA Z BIOTECHNOLOGIA BIOLOGIA 1l ROK
Katedra Biologii Molekularnej, Wydziat Biologii UG Rok akademicki 2017/2018
Opracowanie instrukcji: B. Nejman-Falenczyk

Fragment DNA wstawki A orf60a Fragme{r;t DNA W_’ekFOTa pETZSa.
powstaly po trawieniu enzymami powstaly po trawieniu enzymarmi
restrykeyjnymi Nhel oraz Xhol el Ahol restrykeyjnymi Nel oraz Xhol

(189 pz) Nl ey 02959

Ligacja wektora z fragmentem DNA wstawki

Zrekombinowana czasteczka DNA gotowa do
wprowadzenia do bakterii (5485 pz)

Ryc. 8. Schemat przebiegu reakcji ligacji wektora ze wstawka.

Wykonanie:

Kazda para przygotowuje 1 reakcje ligacji. Mieszanine reakcyjng nalezy przygotowaé w
probowkach Epp. 0 poj. 0,2 ml.

1.

2.

©o gk w

Do probowki nalezy pobra¢ 1-2 ul wezesniej przygotowanego DNA wektora pET28a,
tak aby jego koncowe stezenie w mieszaninie miescito si¢ w zakresie 7-9 ng.

W zaleznosci od uzyskanego stezenia, doda¢ tyle ul DNA wstawki aby koncowe
stezenie W Mmieszaninie wynosito 27 ng. Obliczenia nalezy wykona¢ korzystajac z
uzyskanych w pkt 3.1 wartosci stezen [ng/ul] i ponizszej proporcji:

zmierzone w pkt 3.1 stezenie DNA wstawki [ng] ------- 1 [pl]
27 [ng] - x ]

Nastepnie dodac¢ 2 pl buforu ligacyjnego zawierajacego ATP.

Uzupetni¢ jatowa wodg do 19,5 pl.

Doda¢ 0,5 pl enzymu ligazy T4 DNA.

Catos¢ (20 pl) delikatnie przepipetowac, w razie potrzeby krotko wirowac 1 inkubowac
w termocyklerze przez 20 minut w temperaturze optymalnej dla dziatania enzymu t;.
22°C, a nastepnie przez 5 minut w temperaturze 70°C w celu inaktywacji enzymu
(program o nazwie LIG INAKTYWACJA).

Sporzqdzajgc mieszanine reakcyjng, nalezy pamietaé, ze ligaze oraz bufor ligacyjny
zawierajgcy ATP nalezy trzymaé w lodzie, a po zakonczeniu pracy przechowywaé
w temperaturze -20°C.
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3.3 Transformacja bakterii E. coli zrekombinowang czasteczka DNA

Transformacja bakterii polega na pobraniu egzogennego DNA ze s$rodowiska i jego
ustabilizowaniu w komorce. Proces ten umozliwia bakteriom nabycie nowych cech np.
opornosci na antybiotyki i obok koniugacji oraz transdukcji, jest jednym z mechanizméw
horyzontalnego transferu gendéw. Zdolnos¢ komodrek bakteryjnych do pobierania DNA w
procesie transformacji okre$lana jest stanem kompetencji. Niektore gatunki bakterii (np.
Bacillus subtilis czy Haemophilus influenzae) posiadaja naturalng/spontaniczng zdolnos¢ do
pobierania czasteczek DNA ze $rodowiska w okreslonych warunkach. Inne, jak Escherichia
coli nie posiadaja naturalnie takiej zdolnosci i sg wprowadzane w stan kompetencji na drodze
indukcji czynnikami chemicznymi lub fizycznymi. Jedng z najpopularniejszych metod
wprowadzania bakterii E. coli w stan kompetencji jest traktowanie zimnym 100 mM roztworem
chlorku wapnia (CaCl,). Jedna z hipotez wyjasniajgca mechanizm tego procesu zaklada, ze
dochodzi wowczas do zmian w przepuszczalnosci btony a jony wapnia dodatkowo maskuja
ujemny tadunek DNA, dzigki czemu DNA z tatwoscia si¢ do niej przylacza. Znajdujace si¢ na
powierzchni komorki egzogenne DNA, jest wprowadzane do jej wnetrza na skutek szoku
termicznego. Sugeruje si¢, iz nagle podwyzszenie temperatury powoduje powickszenie si¢
poréw w blonie, przez ktore czgsteczka DNA przenika do wnetrza komoérki. Podczas inkubacji
w pozywce bez czynnika selekcyjnego komorki, m.in. te ktore pobraly egzogenna czasteczke
DNA, wracaja do normalnego stanu fizjologicznego, intensywnie si¢ dzielg i dochodzi do
powielenia pobranej czasteczki DNA. Etap ten umozliwia ustabilizownie pobranej czasteczki
DNA w populacji bakterii. Selekcja komorek, ktore pobraty egzogenng czgsteczke DNA opiera
si¢ na obecnosci w tej czgsteczce genu markerowego, ktory nadaje transformantom okreslony
fenotyp np. opornos¢ na antybiotyk.

Cel doswiadczenia:

Celem niniejszego etapu jest wprowadzenie otrzymanej w reakcji ligacji zrekombinowanej
czasteczki DNA do kompetentnych komoérek bakteryjnych E. coli i wysiew komorek na
podtoze z antybiotykiem w celu wyselekcjonowania tych, ktére pobraty wektor.

Wykonanie:
Pracujemy w czteroosobowych zespotach.

Przygotowanie plytek z podlozem LA i antybiotykiem

1. W mikrofalowce rozgrza¢ 150 ml uprzednio przygotowanego, sterylnego podtoza LA
ktére zrobiono poprzez rozpuszczenie 10 g tryptonu, 5 g ekstraktu drozdzowego, 10 g
NaCl i 15 g agaru w 1 litrze wody.

2. Rozgrzane podtoze pozostawi¢ do wystygniecia a w miedzyczasie przygotowaé 4
sterylne szalki Petriego

3. Do wystudzonego poditoza doda¢ 90 pl uprzednio rozmrozonego antybiotyku
kanamycyny o stgezeniu 50 mg/ml (koncowe stezenie kanamycyny bedzie woéwczas 30

pg/ml).
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4. Tak przygotowane podtoze LA wyla¢ na ptytki Petriego i poczekaé az zastygnie, a
nastepnie podsuszy¢ ptytki z podtozem w cieplarce.

Przygotowanie komoérek kompetentnych

Na potrzeby niniejszego ¢wiczenia, komorki kompetentne E. coli MC1061 zostaly
przygotowane z wykorzystaniem zimnego 100 mM CaCls, zgodnie z ponizszym protokotem.

1. Zaszczepi¢ hodowle nocng E. coli w plynnej pozywce LB i hodowac przez noc w
wytrzasarce, w temp. 37°C.

2. Odmtodzi¢ nocng hodowle bakteryjng w §wiezej pozywce LB w stosunku 1:100

3. Prowadzi¢ hodowle w wytrzgsarce, w temp. 37°C do osiagniecia fazy logarytmicznego
wzrostu (OD 600 nm w zakresie 0.2-0.3).

4. Przenie$¢ po 40 ml hodowli do schtodzonych w lodzie 50 ml probéwek wiréwkowych

I odwirowac przy 4000 obr./min, w temp. 4°C, przez 10 min.

Zla¢ supernatant a osad zawiesi¢ w 20 ml zimnego 100 mM CaClo.

Inkubowa¢ w lodzie przez minimum 1 godzing, a najlepiej przez noc.

Powtornie zwirowaé komorki przy 4000 obr./min, w temp. 4°C, przez 10 min.

Zla¢ supernatant i osad zawiesi¢ w 4 ml mieszaniny chlorku wapnia z 10% glicerolem.

Rozporcjowaé zawiesing komorek kompetentnych po 200 ul do jalowych proboéwek

typu Eppendorf o poj. 1,5 ml, a nastepnie zamrozi¢ i przechowywa¢ w temp. -80°.

©o~NoO

Komorki kompetentne sg bardzo wrazliwe i nalezy si¢ z nimi obchodzi¢ bardzo delikatnie,
zwlaszcza podczas wirowania 1 pipetowania. Wszystkie etapy preparatyki nalezy
przeprowadza¢ w lodzie. Nie zaleca si¢ wielokrotnego zamrazania/rozmrazania komorek
kompetentnych. Niektore szczepy bakteryjne sa szczeg6lnie zalecane w procesie transformacji
ze wzgledu na posiadane cechy. Przyktadowo bakterie MC1061 to szczep bezplazmidowy
(wrazliwy na antybiotyki, w tym kanamycyng¢) i posiadajacy nieaktywny system restrykcyjny
(r-) co zapobiega degradacji obcego DNA. Innym szczepem o podobnych wtasciwosciach jest
szczep DHS5a, ktory oprocz nieaktywnego systemu restrykcyjnego posiada roOwniez nieaktywny
system rekombinacji (RecA-) co korzystnie wptywa na stabilno$¢ wprowadzonej do komorki
egzogenne czasteczki DNA.

Transformacija komoérek kompetentnych z zastosowaniem szoku termicznego

1. Rozmrozi¢ 4 probéwki z komoérkami kompetentnymi E. coli MC1061 na lodzie (przez
minimum 15 minut).

2. Do pierwszej probowki doda¢ 20 ul mieszaniny ligacyjnej przygotowanej przez
pierwsza pare¢ z zespotu i delikatnie przepipetowac.

3. Do drugiej probéwki doda¢ 20 ul mieszaniny ligacyjnej przygotowanej przez druga
pare z zespotu i delikatnie przepipetowac.

4. Do trzeciej probowki dodac 1 pl wyjsciowego wektora pET28a 1 opisac¢ jako kontrole
pozytywng (Kp)

5. Do czwartej probowki nic nie dodawac 1 opisa¢ komorki kompetentne jako kontrole
negatywng (Kn).

6. Wszystkie probowki inkubowaé w lodzie przez 25 minut.
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14.

15.

Ogrza¢ proby w temp. 42°C (termoblok) przez 2 minuty (szok termiczny).
Nastepnie szybko przetozy¢ probowki do lodu i inkubowaé przez 2 minuty.
Doda¢ 1 ml ogrzanej do 37°C pozywki LB bez antybiotyku.

. Wytrzasa¢ przez 40 minut w temp. 37°C przy 700 rpm (termomikser).
. Zwirowac¢ przy 4000 obr./min, w temp. pokojowej, przez 3 min.
. Ostroznie zla¢ lub odpipetowac¢ supernatant pozostawiajac jego niewielkg ilo$¢ na dnie

proboéwki w celu zawieszenia powstatego osadu.

. Wzig¢ cztery uprzednio przygotowane i podsuszone plytki z podlozem LA i

antybiotykiem 1 opisa¢ w taki sposdb, aby mozna je bylo tatwo zidentyfikowaé na
kolejnych ¢wiczeniach.

Zawarto$¢ probowek przenies¢ pipeta na odpowiednio opisane plytki, a nastepnie
wetrze¢ w podiloze za pomoca glaszczki rozprowadzajac zawiesing po catlej
powierzchni ptytki. Nalezy pamigta¢ o wyjatowieniu glaszczki pomiedzy kolejnymi
probami poprzez zanurzenie w alkoholu i opalenie w plomieniu palnika. Przed
opaleniem usung¢ nadmiar alkoholu z glaszczki. Alkohol nalezy trzymaé z daleka od
ptomienia palnika i NIE WOLNO zanurza¢ w nim palacej si¢ gltaszczki!!!!

Plytki inkubowa¢ przez noc w temp. 37°C a nastgpnie przenies¢ do chlodni i
pozostawi¢ do czasu kolejnego ¢wiczenia.

Literatura

1. ,,Biologia molekularna — krotkie wyktady” - P. Turner, A. McLennan, A. Bates, M. White
2. ,,Genetyka — krotkie wyktady”- H. Fletcher, 1. Hickey, P. Winter

3. ,,Genetyka molekularna” — P. Weglenski
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Cwiczenie 4
(14 -18. 05. 2018)

Analiza transformantow pod katem obecnosci zrekombinowanej

czasteczki DNA
Prowadzacy: mgr Krzysztof Kubiak, mgr Michat Grabski

Ostatnim etapem klonowania jest wyszukanie pojedynczego klonu zawierajacego
zrekombinowany wektor z interesujagcym nas fragmentem DNA (wstawka). Selekcja komorek,
ktore w ogodle pobraty wektor mozliwa jest, dzicki wykorzystaniu genu opornosci na
antybiotyk. Dodanie antybiotyku do pozywki uniemozliwi wzrost bakteriom bez wektora.
Potwierdzeniem poprawnie przeprowadzonej selekcji na tym etapie jest brak kolonii na
ptytkach z kontrola negatywna (Kn) procesu transformacji. Zadaniem kolejnego etapu jest
rozroznienie kolonii zawierajacych zrekombinowany DNA od tych, ktoére zawieraja
niezmieniong czasteczke DNA wektora (bez wstawki). Obecno$¢ kolonii bakteryjnych na
ptytkach z kontrola pozytywna (Kp) procesu transformacji §wiadczy o tym, iz doswiadczenie
transformacji zostalo wykonane poprawnie, komoérki kompetentne pobraty wektor, dzigki
czemu uzyskaly oporno$¢ na kanamycne¢. Z kolei, wsrdéd klondw pojawiajacych si¢ po
transformacji komodrek kompetentnych mieszaning ligacyjng wystgpi¢ moga zaréwno te
zwierajace zrekombinowany wektor ze wstawka, jak i posiadajace wyjsciowy wektor bez
wstawki (Ryc. 9). Obecnos¢ w tym wariancie kolonii z pustym wektorem moze $swiadczy¢ o
nieefektywnym trawieniu restrykcyjnym wektora oraz wynikajacych z tego trudnosciach w
izolacji pozadanego fragmentu DNA wektora z zelu agarozowego. W celu rozréznienia klonow
niosgcych zrekombinowang czgsteczka DNA od tych posiadajacych pusty wektor, wybrane
kolonie bakteryjne poddawane sg lizie termicznej. W wyniku dziatania wysokiej temperatury z
komorek uwolniony zostanie material genetyczny, ktory to z kolei stuzy jako matryca w
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) umozliwiajacej amplifikacje wklonowanych wstawek i
tym samym identyfikacj¢ klonow. O obecnosci klonowanego genu $wiadczy uzyskanie
fragmentow DNA o okreslonej dtugosci podczas rozdziatu elektroforetycznego.

4.1 Liza komorek bakteryjnych pod wplywem wysokiej temperatury

W przypadku lizy termicznej (z ang. boiling lysis), czynnikiem denaturujgcym DNA jest
wysoka temperatura. Metoda ta moze by¢ wykorzystywana do izolacji plazmidowego DNA jest
zalecana do izolacji DNA na malg skalg. Uzyskane w ten sposob DNA nie jest pozbawione
zanieczyszczen (sole, biatka w tym DNAzy) i bez wprowadzenia dodatkowych etapow
oczyszczania nie nadaje si¢ do dhuzszego przechowywania. Z drugiej strony, metoda ta pozwala
w bardzo szybki i niekosztowny sposob uzyska¢ DNA z wielu kolonii bakteryjnych
jednocze$nie i tym samym doskonale nadaje si¢ do szybkiego przeszukiwania uzyskanych
klonoéw. lzolacja DNA metoda lizy termicznej odbywa si¢ podobnie jak w przypadku lizy
alkalicznej. W warunkach krétkotrwatego gotowania komorek bakteryjnych dochodzi do
denaturacji nici dsDNA. Wysoka temperatura powoduje denaturacj¢ genomowego DNA,
natomiast plazmidowy DNA zostaje zdenaturowany jedynie na niewielkich odcinkach. W
efekcie, po obnizeniu temperatury, fragmenty genomowego DNA tworza nierozpuszczalng
sie¢, dzieki czemu mozna usungC je przez wirowanie; natomiast DNA plazmidowe ulega
specyficznej renaturacji i pozostaje w supernatancie.
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Ryc. 9. Selekcja transformantow na podlozu z antybiotykiem. Transformanty rosngce na
podtozu selekcyjnym moga zawiera¢ pusty wektor albo wektor ze wstawka.

18



BIOLOGIA MOLEKULARNA Z BIOTECHNOLOGIA BIOLOGIA 1l ROK
Katedra Biologii Molekularnej, Wydziat Biologii UG Rok akademicki 2017/2018
Opracowanie instrukcji: B. Nejman-Falenczyk

Cel doswiadczenia:

Celem niniejszego etapu jest uzyskanie lizatow bakteryjnych z pojedynczych kolonii i

uwolnienie z komoérek materiatu genetycznego, ktory postuzy jako matryca w reakcji PCR.

Wykonanie:

Praca w parach z wykorzystaniem plytek z koloniami bakteryjnymi z éwiczenia nr 3.

1. Przygotowac trzy probdéwki typu Eppendrof o poj. 0,2 ml 1 doda¢ po 30 ul jatlowe;j
wody.

2. Tipsem pobra¢ dowolng kolonig, z tych ktére wyrosty na plytce po transformacji

komorek kompetentnych mieszaning ligacyjng i przenie$¢ do pierwszej probowki.

Z tej samej ptytki, pobra¢ drugg koloni¢ i przenies¢ do kolejnej probowki.

4. Do ostatniej probowki przenies¢ koloni¢ z ptytki z kontrola pozytywna procesu
transformacji (komorki kompetentne + wektor pET28a bez wstawki).

5. Probéwki inkubowaé 5 minut w temperaturze 98°C (program LIZA 98C)

6. Nastgpnie probowki wirowaé¢ 1 minute, przy 12 000 rpm, w temperaturze pokojowe;.

w

4.2. Lancuchowa reakcja polimerazy (z ang. Polymerase Chain Reaction, PCR)

Jest to technika umozliwiajaca powielenie okreslonego fragmentu DNA i zostata

opracowana przez Kary'ego Mullisa i wspotpracownikow z kalifornijskiej firmy Cetus (1983
r.). Za to osiggniecie Mullis otrzymat w 1993 r. Nagrod¢ Nobla.
Aby doszto do namnozenia fragmentu DNA nalezy skompletowa¢ wszystkie sktadowe reakcji
PCR, ktorymi s3.:

- woda — jest dodawana do okres§lonej objetosci, dzigki czemu wszystkie pozostate sktadniki

19

reakcji pozostaja w odpowiednich st¢zeniach

bufor reakcyjny — jest specyficzny dla danej polimerazy i dodawany w celu zapewnienia
odpowiedniego pH i optymalnych warunkéw dla aktywnos$ci polimerazy. Zwykle jest
dostarczany razem z enzymem w postaci 10 X stezonego buforu.

jony magnezu — ich stezenie ma kluczowe znaczenie w reakcji PCR i ustala si¢ je
eksperymentalnie. Optymalne stezenie jonow w reakcji mieSci si¢ w granicach 1-6 mM.
Zbyt male st¢zenie powoduje znaczny spadek wydajno$ci reakcji, natomiast zbyt duze
skutkuje powstawaniem produktow niespecyficznych oraz pomytkami polimerazy w
podstawianiu nukleotydéw. Jony magnezu moga by¢ dodawane oddzielnie lub znajdowac
sic¢ w buforze reakcyjnym. Jezeli bufor do PCR zawiera zwigzki chelatujace jony
dwuwartosciowe (np. EDTA) stezenie Mg*? nalezy proporcjonalnie zwigkszyé.
mieszanina nukleotydow dATP, dCTP, dGTP, dTTP (czyli trojfosforanéw
deoksyrybonukleozydow).

startery, czyli krotkie oligonukleotydy DNA komplementarne do fragmentow sekwencji
matrycy znajdujacych si¢ na obu koncach powielanego fragmentu DNA. Wyr6znia si¢
dwa typy starterow: starter przedni (forward) — jego sekwencja jest taka sama jak
sekwencja powielana; starter wsteczny (reverse) — jego sekwencja jest komplementarna do
powielanej. Startery projektuje si¢ tak, aby oflankowywaty amplifikowany fragment, a
nastepnie syntetyzuje chemicznie. W wigkszosci przypadkow projektowane sa
oligonukleotydy o dtugosci 15-25 par zasad (najczgsciej ok. 20 pz), przy czym wazne jest
aby temperatury topnienia obu uzywanych starterow byly takie same (lub zblizone),
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optymalnie w przedziale 50-60°C. Zalecane jest rowniez aby startery zawieraty 40-60%
zasad G+C, nie tworzyly dimeréw oraz struktur drugorz¢dowych. Robocze stezenie
kazdego ze starterow W mieszaninie reakcyjnej wynosi najczgsciej od 0,2 do 0,5 uM.

- matrycowy DNA- dwuniciowy plazmidowy lub genomowy DNA, ktérego fragment ma

by¢ powielony.

- termostabilng polimeraze¢ DNA. Uzywanym do reakcji enzymem moze by¢ na przyktad

polimeraza Taq wyizolowana z bakterii Thermus aquaticus lub polimeraza Pfu pozyskana
z archeowcow Pyrococcus furiosis. W odrdznieniu od Tag, polimeraza Pfu wykazuje
aktywnos$¢ egzonukleazy 3'->5', co umozliwia korygowanie bledéw wbudowywania
nukleotydow (ang. proofreading). AKtywnos¢ egzonukleolityczna znaczaco zmniejsza
szybkos$¢ 1 wydajnosc¢ reakcji PCR, dlatego tez czesto stosuje si¢ mieszaniny polimeraz np.
Taq + Pfu. Dostepne sg takze inne polimerazy, bedace z reguly modyfikacjami wyzej
wymienionych.
Istotna jest kolejnos¢ wprowadzania poszczegdlnych sktadnikow, gdyz jej zmiana moze by¢
przyczyna pojawienia si¢ produktow niespecyficznych, a takze obnizenia aktywnosci
niektorych elementow mieszaniny. Stad tez, dodawanie sktadnikéw rozpoczyna si¢ od: wody,
buforu, jonéw magnezu, wolnych nukleotydéw (dNTPS), starterow, a konczy najczesciej na
DNA lub polimerazie. Przygotowujac wigksza ilo$¢ reakcji PCR rdznigcych si¢ matrycowym
DNA, mozna sporzadzi¢ jedng mieszaning (tzw. mix) ztozong ze wszystkich sktadnikow,
oprocz DNA, w wickszej, wyliczonej wczesniej, objetosci. Tak przygotowang mieszaning
rozpipetowuje si¢ do proboéwek, a nastepnie do kazdej z nich wprowadza okreslong ilo§¢ DNA.
Gotowa mieszaning reakcyjng poddaje si¢ wlasciwej amplifikacji metodg PCR, ktora jest
przeprowadzana w termocyklerach — urzadzeniach wyposazonych w blok grzejny z otworami
na probowki. Urzadzenia te umozliwiaja zmiany temperatury zgodnie z ustalonym wczes$niej
programem. fancuchowa reakcja polimerazy polega na cyklicznym powtarzaniu trzech
kolejnych etapéw, ktore zachodza w réznych temperaturach. Poszczegdlne etapy cyklu
wymusza si¢ bez ingerencji w sklad mieszaniny, a jedynie przez zmian¢ temperatury
mieszaniny w termocyklerze. Pojedynczy cykl sktada si¢ z nastgpujacych etapow:

- denaturacja jest pierwszym etapem cyklu, podczas ktorego w wysokiej temperaturze (zwykle
94-95°C) pekaja wigzania wodorowe i dochodzi do rozplecenia podwdjnej helisy
matrycowego DNA. W celu uzyskania tego efektu podnosi si¢ temperatur¢ mieszaniny
reakcyjnej do wymaganych 94-95° C na 15 -30 sekund.

- annealing jest etapem, w ktorym nastgpuje hybrydyzacja starterow do komplementarnych
sekwencji w matrycowym DNA. Etap ten trwa zwykle 15-30 sekund i zachodzi w nizszej
temperaturze, scisle okreslonej dla danej pary starterow (najczesciej w zakresie 45-60 °C) i
umozliwiajacej ich przytaczenie do matrycowego DNA.

- elongacja to etap, podczas ktorego zachodzi wydhuzanie starterow przez polimerazg, czyli
wlasciwa synteza DNA 1 tym samym amplifikacja pozadanego fragmentu DNA.
Podwyzszenie temperatury do okoto 72 °C powoduje utworzenie si¢ na matrycy, z
przytaczonymi do niej starterami, kompleksu z polimeraza DNA i przy jej udziale
rozpoczyna si¢ wbudowywanie komplementarnych nukleotydow. Czas elongacji zalezy od
rodzaju uzytej polimerazy oraz dtugosci amplifikowanego fragmentu DNA. W przypadku
polimerazy Taq zwykle przyjmuje si¢ 1 minute wydtuzania na kazde 1000 pz powstajacego
produktu.

Typowa reakcja PCR obejmuje 30-40 cykli. W kazdym cyklu dochodzi do podwojenia
wyjsciowej liczby czgsteczek matrycowego DNA. Po ukonczeniu wszystkich cykli nastepuje
koncowe, zwykle 5 minutowe wydtuzanie amplifikowanych fragmentow, w temp. 72°C, po
czym proba poddawana jest rozdziatowi elektroforetycznemu w celu uwidocznienia
powstatych w reakcji produktow.
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Cel doswiadczenia:

Celem tego etapu jest przeprowadzenie reakcji PCR na DNA uzyskanym metoda lizy
termicznej z kolonii bakteryjnych oraz ze starterami zaprojektowanymi do sekwencji
flankujacych miejsce wstawienia wstawki w wektorze (zaznaczone strzatkami na ryc. 9).
Rozréznienie kolonii zawierajacych zrekombinowany DNA od tych, ktore zawieraja
niezmieniong czgsteczke DNA wektora, bedzie mozliwe ze wzgledu na fakt, iz dzieki tak
zaprojektowanym starterom w analizowanych przypadkach powstang w reakcji PCR produkty
o roznej wielkosci. Mniejszy produkt o wielkosci 148 pz powstanie w przypadku DNA
pozyskanego z klonu niosagcego wektor bez wstawki, wigkszy natomiast o wielkosci 264 pz
powstanie na matrycy DNA wyizolowanego z komorek bakteryjnych niosgcych wektor ze
wstawka.

Wykonanie:
Praca w parach.

1. Przygotowacé cztery probowki typu Eppendorf o poj. 0,2 ml oraz jedng o poj. 1,5 ml.
2. W probdwce o poj. 1,5 ml przygotowac mix reakcyjny dla ilosci prob wickszej o 1 od
faktycznej ilosci prob, zgodnie z ponizszym schematem:

Skladnik i jego Koncowe stezenie | Objetosé na 1 | Objetos¢ na 5

wyjSciowe stezenie skladnika reakcje [pl] reakcji, czyli mix
reakcyjny [pl]

Woda - 17,75 88,75

10 x stezony bufor | 1 x stezony 2,5 12,5

reakcyjny

100 mM MgCl; 6 mM 1,5 7,5

dNTPs (4mM kazdy) | 0,2 mM kazdy 1,25 6,25

10 uM starter 1 0,3 uM 0,75 3,75

10 uM starter 2 0,3 uM 0,75 3,75

Polimeraza DNA Tag | 25U 0,5 2,5

5U/ul (Bioron)

Sporzqdzajgc mieszaning reakcyjng, nalezy pamietac, aby polimeraze dodac na koncu i do tego
czasu trzymaé W lodzie. Po zakonczeniu pracy, polimeraze nalezy przechowywaé
w temperaturze -20°C.

3. Przenie$¢ po 23 ul mixu do kazdej z przygotowanych proboéwek o poj. 0,2 ml.
4. Do trzech probowek przenies¢ po 2 ul zawierajagcych DNA supernatantow uzyskanych
w punkcie 4.1 1 odpowiednio oznaczy¢ probowki.
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5. Do czwartej probowki doda¢ 2 ul jatowej wody. Probéwke oznaczy¢ jako Kn (kontrola
negatywna).

6. Delikatnie przepipetowaé przygotowane mieszaniny i w razie koniecznosci krotko
zwirowac.

7. Reakcje prowadzi¢ w termocyklerze z wykorzystaniem programu o nazwie orf60aspr2
(termocykler pok. A206, katalog Goscie — Cwiczenia) i nastepujacych ustawieniach:

Etap Temperatura | Czas Liczba cykli
Denaturacja wstepna 94°C 3 minuty 1
Denaturacja 94°C 20 sekund

Przytaczenie starterow | 60°C 20 sekund 36
(anneling)

Wydluzanie starterow 72°C 20 sekund

Wydluzanie koncowe 72°C 5 minut 1
Chtodzenie 4°C - -

Calkowity czas trwania programu 1 godzina 10 minut.

4.2 Elektroforeza DNA w zelu agarozowym
(Technika zostata opisana w pkt 2.4 niniejszej instrukcji)

Cel doswiadczenia:

Celem niniejszego etapu bedzie rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR w celu
uwidocznienia obecnosci czastek DNA o wielkosci 148 pz lub 264 pz, odpowiadajacej
wielkosci fragmentu DNA pomiedzy starterami, w przypadku wektora bez i ze wstawka,
odpowiednio. Analiza otrzymanych produktow reakcji PCR zostanie wykonana przy uzyciu
markera wielko$ci GeneRuler 50bp.

Wykonanie

Przygotowanie 2.5% zelu agarozowego — 1.5 na grupe

1. Odwazy¢ 2,5 g agarozy i rozpusci¢ w 100 ml 0,5 x stezonego buforu TAE (Tris-octan,
EDTA) przez podgrzanie w kuchence mikrofalowe;j.

2. Lekko zamiesza¢ 1 wyla¢ plynng agaroze¢ do uprzednio przygotowanych saneczek w
statywie. Szersza koncowka tipsa usunaé powstate babelki, aby nie zaktocaly odczytu.

3. Wlozy¢ grzebien, ktory uformuje w zelu dotki (studzienki) do naktadania prob
(minimum 26 studzienek na grupe).

4. Poczekac¢ az zel stezeje, okoto 30 minut i wyjac grzebien.

5. Przetozy¢ saneczki ze spolimeryzowanym zelem agarozowym do aparatu
elektroforetycznego zawierajacego bufor 0,5 x TAE. W razie potrzeby dola¢ buforu aby
zel byt w catosci zanurzony.
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Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

1.

3.
4.
5.

Do pierwszej studzienki natozy¢ 7 pl markera wielko$ci GeneRuler 50bp. W przypadku
markerow oznaczonych jako ready-t0o-use nie ma koniecznosci dodawania buforu
obcigzajacego gdyz zaréwno barwnik, jak 1 czynnik obcigzajacy zostaty dodane przez
producenta.

. Do kolejnych studzienek natozy¢ po 15 pl mieszanin reakcyjnych PCR przygotowanych

w pkt 4.2 i uprzednio zmieszanych z 4 ul buforu obcigzajacego 6 x Loading Dye (4
probki na pare).

Rozdziat elektroforetyczny prowadzi¢ przy napigciu 100V przez 30 minut.

Po zakonczeniu rozdziatu wylaczy¢ zasilacz i odlaczy¢ aparat od zrodta zasilania.
Wyja¢ zel i wybarwi¢ w roztworze bromku etydyny przez 15 minut.

Analiza

1.

2.

Po zakonczonym barwieniu, umiesci¢ zel na transiluminatorze UV 1 obserwowacé
rozdzielone fragmenty DNA w §wietle UV.

Przy uzyciu markera GeneRuler 50bp (Ryc. 5) okresli¢ przyblizong wielko$¢
rozdzielonych fragmentow DNA w natozonych probach i zidentyfikowa¢ fragmenty 0
wielko$ci 148 pz 1264 pz.

. W pracy ze s$wiattem UV nalezy zachowaé szczegdlng ostrozno$¢ i pracowaé w

rekawiczkach 1 okularach ochronnych.

Gratulacje dla osob, ktorym udato si¢ otrzymac Klon zawierajacy zrekombinowang czasteczke
DNAI! Co istotne, w celu uzyskania catkowitej pewnosci, iz udalo si¢ uzyska¢ wilasciwa
czasteczke nalezatoby teraz ten zamplifikowany fragment zsekwencjonowac.
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