MATERIALY DO BLOKU INZYNIERIA GENETYCZNA

1. AMPLIFIKACJA FRAGMENTU DNA METODA PCR

Otrzymywanie duzej liczby kopii okre§lonego fragmentu DNA mozliwe jest przy
zastosowaniu procedur klonowania lub znacznie mniej dlugotrwatej i pracochtonnej techniki
PCR (ang. polymerase chain reaction). Metoda ta opiera si¢ na powielaniu (amplifikacji)
zdefiniowanego odcinka DNA przez polimerazg DNA in vitro. Warunkiem przeprowadzenia
reakcji PCR jest znajomos$¢ sekwencji krotkich odcinkow DNA na koncach 5° 1 3” fragmentu
DNA, ktéry ma by¢ powielony.

Do reakcji PCR potrzebne sa:
1. matryca - dwuniciowa czasteczka DNA, ktorej fragment chcemy powieli¢;
2. startery - zazwyczaj chemicznie syntetyzowane oligonukleotydy o dlugosci ok.10-20
par zasad o sekwencji komplementarnej do matrycowego DNA;

3. termostabilna polimeraza DNA.

Schemat przebiegu pierwszego cyklu reakcji PCR przedstawiono na rys.1.
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Rys. 1. Etapy cyklu amplifikacji DNA metoda PCR

Matryca w reakcji PCR sa jednoniciowe czasteczki DNA, ktore powstaja w wyniku
ogrzewania dwuniciowego DNA do temperatury ok. 95°C (etap I). Do jednoniciowych
czasteczek matrycowego DNA przylaczane sa nastepnie startery. Ich hybrydyzacja (ang.

annealing) do kazdej z nici DNA (etap II) umozliwia polimerazie DNA zapoczatkowanie

replikacji, ktora przebiega na obydwu niciach w kierunkach 5°—3’ (etap III). W ten sposéb w
jednym cyklu amplifikacji powstaja dwie potomne czasteczki DNA. Cykl taki powtarza si¢
wielokrotnie, a po n cyklach otrzymuje si¢ teoretycznie 2" dwuniciowych czasteczek DNA
bedacych kopiami sekwencji wyznaczonej przez potozenie starter6w na matrycy DNA

(startery + sekwencja znajdujaca si¢ pomigdzy nimi) (Rys. 2).
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Rys.2 Schemat przyrostu ilosci amplifikowanego fragmentu DNA w kolejnych cyklach

reakcji PCR; gwiazdka zaznaczono wlasciwy produkt reakc;ji.

Istotny przy planowaniu reakcji PCR jest dobdr nastgpujacych parametréw:
1. odpowiednie startery do reakcji PCR. Nalezy dobrac je tak, aby:
= zawieraty ok. 50% par GC,
» nie tworzyly struktur typu spinki do wlosoéw (ang. hairpin),
* nie zawieraly fragmentow komplementarnych do drugiego startera,
* temperatura topnienia wynosita ok. 50-60°C;
2. rodzaj polimerazy; najcze$ciej uzywa si¢ polimerazy z Thermus aquaticus - Taq
polimeraza - lub innych termostabilnych polimeraz DNA, np. odznaczajacej si¢
wigksza wiernos$cia kopiowania - polimeraze Pfu);

3. warunkow samej reakcji - temperatury, przebiegu poszczegdlnych cykli itp.

2. KLONOWANIE GENOW

Termin ,klonowanie” w odniesieniu do pojedynczego fragmentu DNA oznacza

namnozenie okreslonego odcinka DNA w komorkach gospodarza, najczesciej Escherichia



coli, przy zastosowaniu odpowiedniego wektora. Klonowanie DNA jest podstawowa technika
biologii molekularnej. Stosuje si¢ ja w celu odszukania i wyizolowania wybranego genu z
genomu jakiego§ organizmu, namnozenia badanego fragmentu DNA, a takze
przeprowadzania manipulacji, na przyklad ukierunkowanej mutagenezy, jak roéwniez
uzyskiwania ekspresji genu, czyli produkcji kodowanego przez niego produktu. Aby
skutecznie manipulowa¢ genami niezbedne sa odpowiednie narzedzia, z ktorych

najwazniejsze to enzymy restrykcyjne, ligazy oraz wektory.

2.1. Enzymy restrykcyjne (restryktazy)

Enzymy restrykcyjne zostaly wyizolowane z wielu gatunkow bakterii, w ktorych
petia funkcje obrony przed obcym DNA (np. wirusami). Sg to enzymy nalezace do grupy
endonukleaz, czyli enzyméw przecinajacych nici DNA w $rodku czasteczki. Dzigki ich
obecnosci obcy DNA po znalezieniu si¢ w komorce bakterii zostaje pocigty, natomiast DNA
bakteryjny unika degradacji dzigki metylacji przez specyficzna metylaze.

W inzynierii genetycznej wykorzystywane sa gtownie enzymy restrykcyjne klasy I1
czyli takie, ktére tna dwuniciowy DNA w obrgbie lub w okreslonym miejscu w poblizu
rozpoznawanej sekwencji nukleotydowej. Rozpoznawane sekwencje sa palindromowe i
obejmuja zwykle 4 lub 6 nukleotydow, ale znane sa enzymy, ktore rozpoznaja sekwencje 5, 7
lub 8 nukleotydow. Dany rodzaj enzymu przecina DNA zawsze w taki sam sposob. Uzywajac
enzymu ,,czworkowego” (rozpoznajacego sekwencje czterech nukleotyddéw) otrzymuje sig
niewielkie fragmenty DNA (statystycznie dana sekwencja czterech nukleotydow wystepuje w
DNA raz na 256 zasad). Enzym ,,sz6stkowy” tnie DNA na znacznie wigksze fragmenty (dana
sekwencja sze$ciu nukleotydow wystepuje raz na 4096 zasad). Produkty trawienia enzymami
restrykcyjnymi analizuje si¢ zazwyczaj stosujac rozdziat elektroforetyczny w zelach
agarozowych, wykorzystujac ujemny tadunek czasteczek DNA. DNA uwidacznia si¢ poprzez
barwienie bromkiem etydyny, ktory §wieci w $wietle UV, a wielko$¢ fragmentéw okresla
poprzez porownanie z DNA wzorcowym.

W sekwencji nukleotydowej danej czasteczki DNA znajduja si¢ miejsca
rozpoznawane przez okreslony zbior enzymow restrykcyjnych. Wzajemne utozenie tych
miejsc to mapa restrykeyjna, a wielkos$¢ fragmentéw uzyskiwanych po trawieniu
wybranymi spos$rod tych enzymow stanowi wzor restrykeyjny. Kazda czasteczka DNA ma
okreslona mape 1 wzor restrykcyjny.

Miejsce cigcia przez enzym restrykcyjny obu nici DNA moze znajdowad sig

naprzeciwko lub z przesunigciem o kilka nukleotydéw. W pierwszym przypadku powstaja tak



zwane ,,tepe”, a w drugim ,Jepkie” konce. Oto przyktad trawienia DNA dwoma enzymami
restrykcyjnymi:
Enzym Smal rozpoznaje sekwencje: S’CCCGGG3’ i pozostawia tgpe konce:

\:
. . NNNNNCCCGGGNNNNN. . . . NNNNNCCC GGGNNNNN.. .
FEETTEEET Smal  — PRI NEREREN
. . NNNNNGGGCCCNNNNN. . . . NNNNNGGG CCCNNNNN.. .
T
Enzym Xmal réwniez rozpoznaje sekwencje: 5’CCCGGG3’, ale pozostawia lepkie konce:
A
. . NNNNNCCCGGGNNNNN. . . . NNNNNC >’CCGGGNNNNN. .
PEETTEEET Xmal  — RN LT
. . NNNNNGGGCCCNNNNN. . . . NNNNNGGGCC*' CNNNNN. .

T

Enzymy Smal 1 Xmal rozpoznaja t¢ sama sekwencj¢ nukleotydowa sa wigc izoschizomerami.
Po przecigciu DNA enzymem Xmal odcinek jednoniciowy wystaje w kierunku 5°. Istnieja

enzymy, ktore pozostawiaja lepkie konce wysunigte w strong 3’(np. enzym Pstl):

\
. . NNNNNCTGCAGNNNNN. . NNNNNCTGCA®* GNNNNN. .
NERRRRRRRRRRRRN Pstl  — NERRN FETTT
. . NNNNNGACGTCNNNNN. . . .NNNNNG  */ ACGTCNNNNN. .

T

Rodzaj pozostawianych koncow jest istotny przy manipulacjach przeprowadzanych przy
klonowaniu, np. przeksztatceniu koncow lepkich w tepe przez fragment Klenowa polimerazy
DNA.

Niektore enzymy pozostawiaja takie same lepkie konce, mimo ze rozpoznaja rdzne
sekwencje DNA. Czgsto stosowana przy klonowaniu DNA parg takich enzymow jest BamH],
ktéry rozpoznaje szeScionukleotydowa sekwencj¢ GGATCC i Sau3Al, ktory rozpoznaje
czteronukleotydowa sekwencje GATC:

\

. . NNNNNGGATCCNNNNN. . . . NNNNNG *GATCCNNNNN.

RN BamHI — [T1] ] HERRE
. . NNNNNCCTAGGNNNNN. . . .NNNNNCCTAG">’ GNNNNN. .



J
. . NNNNNNGATCNNNNNN. . . . NNNNNN 5"GATCNNNNNN .
RN Sau3A — HERRE HERRE
. . NNNNNNCTAGNNNNNN. . . . NNNNNNCTAG>’ NNNNNN. .
T
2.2. Ligazy

Ligazy DNA sa enzymami laczacymi dwa fragmenty DNA poprzez tworzenie wigzan
fosfodiestrowych miedzy grupa *OH deoksyrybozy i grupa fosforanowa (°P) przy
wykorzystaniu energii z hydrolizy ATP.

. .NNNNNG* F*GATCCNNNNN . . NNNNNGGATCCNNNNN. .
FEEEn FEEEn - FEEEEEErrrrrrerrnd
. .NNNNNCCTAG® °*GNNNNN NNNNNCCTAGGNNNNN. .

Ligacja lepkich koncéw DNA jest znacznie wydajniejsza od ligacji tepych koncow.
Dzieje si¢ tak, dlatego ze pomigdzy komplementarnymi jednoniciowymi fragmentami na
lepkich koncach czasteczek DNA tworza si¢ wiazania wodorowe. Wigzania te przytrzymuja
razem oba konce, co ogromnie ulatwia reakcje ligacji. Swobodne tepe konce rzadko znajduja

si¢ w tak blisko siebie, by ligacja stata si¢ mozliwa.

2.3. Klonowanie

Podstawowym elementem techniki klonowania sa wektory - nos$niki stuzace do
wprowadzania 1 powielania fragmentow DNA w komorkach wybranego organizmu.
Najczgsciej stosowanymi wektorami sa plazmidy, czyli koliste czasteczki DNA zawierajace
elementy niezbedne do autonomicznej replikacji w komorce gospodarza. W najczgsciej

stosowanym systemie klonowania komorkami gospodarza sa bakterie E. coli.

2.3.1. Klonowanie fragmentow DNA w E. coli na wektorze plazmidowym
Ponizej (Rys 3.) przedstawiono uproszczony schemat klonowania fragmentu DNA w

E. coli na wektorze plazmidowym i oméwiono poszczegolne etapy tego procesu.
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Rys 3. Schemat klonowania fragmentu DNA na plazmidzie:

1. DNA donorowy poddaje si¢ trawieniu enzymem restrykcyjnym. Tym samym enzymem

restrykcyjnym lub enzymem zostawiajacym identyczne lepkie konce przecina si¢ wektor.

W przypadku klonowania fragmentu DNA uzyskanego w reakcji PCR miejsce
trawienia enzymem restrykcyjnym wprowadza si¢ poprzez dodanie
odpowiedniej sekwencji do starterow.

Trawienie DNA genomowego w celu wytworzenia banku gendw jest
omoéwione w rozdz. 2.4.

Jezeli celem klonowania jest przeniesienie fragmentu DNA z jednego wektora
na drugi, po strawieniu zrekombinowanego wektora zwykle izoluje si¢

wstawke DNA poprzez elektroforeze w zelu.

2. Przeprowadza si¢ ligacje wektora z fragmentami donorowego DNA. Aby zapobiec

cyrkularyzacji wektora przed ligacja mozna usuna¢ grupy fosforanowe obecne na koncach

5’ liniowego plazmidu, niezbedne w procesie ligacji, przy uzyciu fostatazy. Po



defosforylacji jedynie wektor z dotaczona wstawka moze ulec cyrkularyzacji. Reakcja

defosforylacji nigdy nie zachodzi ze stuprocentowa wydajnoscia. Po ligacji powstaja

zatem trzy klasy kolistych czasteczek: odtworzony pusty wektor, zamknigte w kotko

fragmenty donorowego DNA i wektor ze wstawka (czyli plazmid zrekombinowany).

3. Kolejnym etapem klonowania jest transformacja, czyli wprowadzenie DNA do komorek

baktertii.

Bakterie musza by¢ odpowiednio przygotowane na przyjecie DNA — musza
by¢ kompetentne. Komoérki E. coli uzyskuja kompetencj¢ migdzy innymi po
potraktowaniu jonami wapnia w niskiej temperaturze (4°C), a nastgpnie
poddaniu szokowi cieplnemu (w temp.37°C-42°C). Wniknigcie DNA do
komorki bakteryjnej mozna réwniez uzyskaé przeprowadzajac elektroporacje,
czyli zastosowanie silnego impulsu elektrycznego uszkadzajacego btong
komorkowa.

Po transformacji bakterie wysiewa si¢ na odpowiednie podtoze selekcyjne.
Selekcja opiera si¢ na obecnosci w wektorze genu markerowego, ktory nadaje
transformatom okreslony fenotyp, np. oporno$¢ na antybiotyk (patrz ponizej).
Transformanty rosnace na podtozu selekcyjnym beda zawieraty pusty wektor
albo wektor ze wstawka. Zasada klonowania opiera si¢ na zalozeniu, ze do
jednej komorki bakteryjnej wnika tylko jedna czasteczka plazmidu.
Potomstwo takiego transformanta to klon, z ktoérego, po jego namnozeniu,
mozna wyizolowa¢ DNA plazmidowy.

Na przedstawionym schemacie w przypadku DNA genomowego kazdy
zrekombinowany plazmid zawiera inna wstawke. Jezeli uzyskamy dostateczna
liczbe klondéw niosacych zrekombinowane plazmidy, tak aby zawarte w nich
wstawki reprezentowaly caty genom, méwimy ze klony te stanowia bank
genomowego DNA (lub bank genomowy lub bibliotek¢ genomowg) danego

organizmu (patrz rozdz. 2.4).

4. Ostatnim etapem klonowania jest wyszukanie pojedynczego klonu zawierajacego

zrekombinowany plazmid z interesujacym nas fragmentem DNA.

Zwykle stosuje si¢ wektory umozliwiajace rozroznienie  plazmidu
zrekombinowanego od niezrekombinowanego (patrz ponizej, 2.3.2.1)

W przypadku klonowania pojedynczego fragmentu DNA wigkszo$¢ klondw
zrekombinowanych zawiera odpowiednia wstawke DNA, co potwierdza si¢

poprzez sporzadzenie mapy restrykcyjnej plazmidu wyizolowanego z



transformantéw albo reakcji PCR gdzie matryca jest catkowity DNA w lizacie z
bakterii.

e Strategie wyszukiwania odpowiedniego klonu z banku genéw sa bardzo
réznorodne i opieraja si¢ na przyktad na komplementacji mutacji i hybrydyzacji

(patrz rozdz. 2.5).

2.3.2. Wektory bakteryjne

Pierwsze wektory do klonowania w oparciu o naturalnie wystepujace plazmidy
bakteryjne, takie jak np. ColE1, skonstruowano w latach siedemdziesiatych. W miarg rozwoju
genetyki wektory byly udoskonalane poprzez wprowadzanie nowych elementow
utatwiajacych klonowanie. Wektory plazmidowe zawieraja nastgpujace, podstawowe
elementy:

¢ Ori— miejsce inicjacji replikacji. Miejsce inicjacji replikacji jest specyficzne dla danej
komorki gospodarza. Niektore plazmidy bakteryjne niosa ,,silne” ori, dzigki czemu
wystepuja bardzo licznie w pojedynczej komodrce — sa to tak zwane plazmidy
wysokokopijne.

e Marker I — znajdujacy si¢ na wektorze gen pozwalajacy odrézni¢ bakterie
posiadajace plazmid od takich, ktore go nie zawieraja. Jako markery najczgsciej
stosuje si¢ geny oporno$ci na antybiotyki (np. ampicyling lub tetracykling). Podczas
transformacji tylko nieliczne bakterie przyjmuja plazmid, ale tylko one bgda w stanie
wyrosna¢ na pozywce z dodatkiem antybiotyku. Oczywiscie szczep uzyty do
transformacji musi by¢ wrazliwy na ten antybiotyk.

e Marker II — ten marker pozwala odr6zni¢ bakterie, ktore pobraty plazmid bez
wstawki, od takich, ktére otrzymaty plazmid zrekombinowany, czyli zawierajacy
wstawke (patrz ponizej).

e Polilinker — jest to niewielki, sztucznie utworzony odcinek DNA, zawierajacy
sekwencje rozpoznawane przez wiele enzymow restrykcyjnych. Sa to na ogot
pojedyncze miejsca cigcia w wektorze. Polilinker zazwyczaj wstawiony jest w obrebie

drugiego markera.

2.3.2.1. Wykorzystanie markera II do wykrywania transformantow niosacych

zrekombinowany plazmid:



Cigcie enzymem restrykcyjnym musi by¢ wykonane w obrgbie markera II. Jesli do
wektora zostanie wiaczona wstawka, spowoduje to zniszczenie genu markerowego. W
przypadku uzycia jako markera II genu opornosci na antybiotyk bakterie posiadajace
zrekombinowany plazmid beda wrazliwe na antybiotyk, tak wigc dla uzyskania
zrekombinowanych klonow wymagane jest =zastosowanie techniki replik (selekcja
negatywna).

Przesiewania bakterii mozna unikna¢ stosujac inny rodzaj markera — B-galaktozydaze.
Na wektorze znajduje si¢ N-koncowy fragment genu /acZ kodujacego ten enzym (nazywany
fragmentem Z’ lub o) wraz z sekwencja promotorowa, a w genomie szczepu biorcy znajduje
sig¢ czgs¢ C-koncowa wraz z sekwencjami niezbednymi dla jej ekspresji. Po wprowadzeniu
plazmidu do komorki biorcy produkty bialkowe obydwu fragmentow genu lacZ tacza si¢
tworzac funkcjonalny enzym. Jest to tak zwana a-komplementacja. Jesli w obrebie
fragmentu Z’ wstawiony zostanie odcinek DNA, w komorce nie bedzie powstawal aktywny
enzym. Obecno$¢ B-galaktozydazy wykrywa si¢ w komodrkach E. coli poprzez dodanie do
podtoza X-gal, ktéry po przecigciu B-galaktozydaza przyjmuje niebieskie zabarwienie. Tak
wige, po wysianiu stransformowanych bakterii na podtoze z X-gal niebieskie zabarwienie
przyjma kolonie powstate z komorek zawierajacych pusty wektor, a kolonie niezabarwione

beda posiadaty plazmidy ze wstawkami.

BAKTERIA WRAZLIWA BRAK WIRCDSTU

MA AMPICYLINE MA PODEOFU 7
MIE PRODUKILLIE AMPICYLIMNA,
B-GALAKTOIYDALY wGALLIPTG
BAKTERIA MIE
PRZVJELA PLAZMIDL
TRAVIEMIE
LIGACJA ZE WITAWYIA
TRANSFRMACJA BAKTERIA OPORNA  KOLONIE MIEBIESKIE
MA AMPICYLINE MNA PODEOZUZ
PRODLUKLJIE AMPICYLIMNA,
B-GALAKTOZYDAZE W-GALLIPTG
PSL%ZymLﬁEPNTéEAD BAKTERIA PRZY.JELA
PLAZMWID MIEZREKOMBINCWANY
O POLILIMKER
(!&hT&E?EIEJ;L\] BAKTERIA OPORMA KOLOMIE BIALE
A AMPICYLINE NAPODEOZU 7
B MARKER I MIE PRODUKILIE AWPICYTLIMA,
(N-KOMNIEC p-GAL) B-GALAKTOZYDAZY HGALLIPTG
= ORI
O C-KOMIEC B-GAL BAKTERIA PRIYIELA

I sTA kA PLAZMID ZREKOMBINOWANY



Rys 4. Schemat budowy wektora plazmidowego i dziatania markeréw selekcyjnych.

2.3.3. Wektory bifunkcjonalne

Wektory bifunkcjonalne to wektory, ktore zawieraja elementy umozliwiajace ich
powielanie 1 selekcje w komorkach dwoch gospodarzy, np. E. coli 1 drozdzy Saccharomyces
cerevisiae. Wigkszo$¢ wektorow bifunkcjonalnych zawiera elementy plazmidu bakteryjnego
(Ori, markery, patrz wyzej) oraz poczatek replikacji i markery selekcyjne specyficzne dla
drugiego gospodarza. Obecno$¢ sekwencji E. coli ulatwia izolacje i manipulacje DNA (np.
konstrukcje banku genow), a sekwencje drugiego gospodarza umozliwiaja transformacje
drugiego gospodarza, np. w celu selekcji gendw z banku poprzez komplementacje mutacji lub
badania funkcji genu.

W przypadku drozdzy Ori pochodzi albo z chromosomu drozdzowego (ARS) albo z

plazmidu drozdzowego 2u. Markerami sa najczesciej geny kodujace enzymy ze szlaku
biosyntezy aminokwasow lub nukleotydow, ktore mozna zastosowaé do transformacji
odpowiednich mutantow pokarmowych S. cerevisiae (np. geny LEU, TRP, HIS, URA).
Wektory z sekwencjami 2pu wystepuja w komorkach drozdzy w wielu kopiach. Jezeli chcemy
wprowadzi¢ do komorek tylko jedna kopig genu, mozemy uzy¢ plazmidu, ktéry zawiera
dodatkowo sekwencje centromerowe (CEN).

Skonstruowano réwniez wektory w oparciu o sekwencje chromosomowe drozdzy
(ARS, CEN, telomery), ktére umozliwiaja klonowanie bardzo duzych fragmentéw DNA. Sa
to tzw. YAC (od ang. yeast artificial chromosomes), ktore okazaty si¢ bardzo przydatne do

badania genomoéw wyzszych eukariontoéw, migdzy innymi cztowieka.

2.3.4. Wektory ekspresyjne

Wektory ekspresyjne umozliwiaja ekspresj¢ wstawionej do nich sekwencji DNA
kodujacej biatko. Wektory bakteryjne, ktore stuza do otrzymywania biatka eukariotycznego
musza posiada¢ dodatkowe elementy takie jak:
Sekwencja promotorowa — silny promotor umiejscowiony przed miejscem wprowadzenia
sekwencji kodujacej. Moze by¢ konstytutywny albo regulowany.
Sekwencja Shine-Dalgarno (SD=RBS) - miejsce wiazania rybosomow bakteryjnych.
Sekwencja ATG moze pochodzi¢ ze wstawki albo rowniez znajdowac si¢ na wektorze.

Terminator transkrypcji - za sekwencja kodujaca.



2.4. Bank genow (bank/biblioteka genomowa) na wektorze plazmidowym

Ogo6lny schemat konstruowania bankow genow jest przedstawiony powyzej. Etap istotny
z punktu widzenia mozliwos$ci znalezienia w banku catych genéw (oczywiscie dotyczy to
gendw o stosunkowo matych rozmiarach - prokariotrycznych i z nizszych Eukaryota, np.
drozdzy) to sposob uzyskiwania fragmentéw genomowego DNA. Uzycie szdstkowego
enzymu restrykcyjnego, ktory zostal zastosowany do linearyzacji wektora eliminuje
mozliwo$¢ klonowania pelnych genow, w obrgbie ktorych znajduje si¢ miejsce cigcia dla tego
enzymu. Aby uzyska¢ bardziej losowa fragmentacj¢ wykorzystywane sa dwa podejscia: 1)
fragmentacja mechaniczna, a nastgpnie dodanie na koncach adaptoréw z odpowiednimi
lepkimi koncami 1 2) niepelne trawienie enzymem czworkowym, ktory daje takie same lepkie
konce co enzym szostkowy zastosowany do strawienia wektora (np. para enzymow

Sau3 A/BamHI, patrz wyzej). Strategia 2) jest zilustrowana ponize;j:

S S/B S S/B S S S: Sau3A
VAN \2 \’ \2 d  S/B: Sau3A/BamHI
fragment genomowego DNA | klonowany gen |

| niepelne trawienie Sau3A i izolacja mieszaniny fragmentow
| o wielkosci ok. 5-10 kb (np. poprzez wirowanie w gradiencie

4 sacharozy albo izolacje z zelu)

Fragmenty zaznaczone gwiazdka zawierajq caty gen.



Aby oceni¢ czy bank reprezentuje caty genom trzeba znac:

1) wielko$¢ genomu badanego organizmu;

2) liczbg transformantéw uzyskanych po transformacji bakterii mieszaning ligacyjna;

3) udziat transformantéw niosacych zrekombinowane plazmidy (zwykle okresla si¢ to w
oparciu o dodatkowy marker na wektorze, w obrgbie ktorego wstawia si¢ klonowane
fragmenty DNA, np. fragment [-gal, patrz wyzej);

4) $rednia wielkos¢ wstawki (np. poprzez oceng wielkosci probki zrekombinowanych

plazmidow wyizolowanych z transformantow).

Liczbe klonéw wymaganych, aby kazdy gen byt reprezentowany w bibliotece z
prawdopodobienstwem 0,99 mozna okresli¢ wedtug wzoru:
In(1-P)
N= In(1-f)
N = liczba klonow
P = pozadane prawdopodobienstwo (0,99)

f = $rednia wielko$¢ wstawki/wielko$¢ genomu

Dobry bank gendw w E. coli na wektorze plazmidowym zwykle zawiera ponad 50%
zrekombinowanych plazmidow ze $rednia wielko$cia wstawki ok. 10 kb i pokrywa
kilkakrotnie genom organizmu dawcy. Wigksze fragmenty (mniejsza liczba klonow
wymagana dla pokrycia genomu) mozna klonowa¢ przy zastosowaniu specjalnych wektorow
np. kosmidow, ktore tacza wlasciwosci bakteriofagdw i plazmidéow oraz BAC (sztucznych

chromosomow bakteryjnych, pochodnych plazmidu ptciowego F).

2.5. IZOLOWANIE I BADANIE GENOW WZSZYCH EUKARYOTA

Ponizej przedstawiono schemat r6znych strategii klonowania gendw wyzszych Eukaryota
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3. SYSTEMY HETEROLOGICZNEJ EKSPRESJI BIALEK.

Poznanie funkcji oraz struktury biatka jest ostatecznym celem wigkszos$ci prac
prowadzonych metodami genetyki molekularnej. Gléwnym ograniczeniem tego typu badan
jest znikoma ilo$¢ biatka obecna zazwyczaj w badanym organizmie. Izolacja i doktadne
oczyszczenie biatka z duzej ilosci materialu biologicznego jest w wigkszosci przypadkow
niemozliwe ze wzgledu dostgpnos¢ materiatu, a takze zanieczyszczenia innymi biatkami.
Ogromnym postgpem w dziedzinie biologii molekularnej oraz biotechnologii ostatnich lat,
byto opracowanie metod pozwalajacych na otrzymanie duzych ilosci biatka z organizmoéow
modelowych poprzez zastosowanie systemOow heterologicznej ekspres;ji.

W zalezno$ci od rodzaju oraz skali produkcji biatka, uzywane sa roézne systemy
ekspresji heterologicznej w oparciu o rézne organizmy - gospodarzy. Najwigcej systemoOw
opiera si¢ na bakteriach (Escherichia coli, Bacillus subtilis), drozdzach (Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris) oraz liniach komorek eukariotycznych (owadzich, ssaczych,
ro$linnych). Zaleta systemOow prokariotycznych jest w tatwo§¢ hodowli i manipulacji

genetycznych oraz duza ilo$¢ powstajacego produktu.



Kolejnym istotnym elementem wplywajacym na decyzjg wyboru odpowiedniego
systemu ekspresji heterologicznej jest sposob oczyszczania produktu biatkowego. Najbardziej
rozpowszechniona metoda stosowana do tego celu jest chromatografia powinowactwa—

najbardziej specyficzna ze sposobow frakcjonowania biatek.

3.1. Systemy ekspresji heterologicznej w bakteriach E. coli

Opracowano réznorodne systemy stuzace do uzyskiwania ekspresji heterologicznej w
bakteriach E. coli. Kazdy z nich jest oparty na odpowiednich wektorach ekspresyjnych, do
ktérych wprowadza sig¢ sekwencje¢ cDNA, kodujaca heterologiczne biatko i odpowiednio
zmodyfikowanych szczepach gospodarza. Wektory moga réwniez umozliwia¢ dotaczanie do
badanego biatka dodatkowych sekwencji aminokwasowych ulatwiajacych oczyszczanie,
sekrecjg albo zwigkszajace stabilno$¢ produktu.

Jednym z bakteryjnych systemow stuzacych do heterologicznej ekspresji jest system
oparty na elementach promujacych transkrypcje i translacj¢ pochodzacych z faga TS5 (system
QIAexpress, Qiagen). Rozpoznawany przez bakteryjna polimeraz¢ RNA promotor faga TS5
znajduje si¢ pod kontrola dwdch operatorow lac, co zapobiega niepozadanemu powstawaniu
biatka przed indukcja ekspresji. Ekspresja rekombinowanego biatka kodowanego na wektorze
ekspresyjnym jest silnie indukowana po dodaniu IPTG, ktoére laczy si¢ represorem lac
inaktywujac go. Umozliwia to endogennej bakteryjnej polimerazie RNA transkrypcje genu
znajdujacego si¢ pod kontrola promotora faga T5.

Terminacja transkrypcji jest determinowana dwoma terminatorami — pierwszy

pochodzi z faga A, drugi jest terminatorem E. coli. Zastosowanie podwoéjnego miejsca
terminacji transkrypcji zapobiega powstawaniu nieprawidtowych transkryptéw. Do genu
kodujacego wyrazane biatko jest dolaczona sekwencja kodujaca 6 histydyn (znacznik HIS),
dzigki czemu powstajace biatko jest tatwo oczy$ci¢ przy uzyciu chromatografii

powinowactwa za pomoca kolumny niklowe;j.
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Rys. 5. Plazmid ekspresyjny pQE-9 (Qiagen)

4. ANALIZA TYPU SOUTHERN, NORTHERN I WESTERN

Powszechnie stosowanymi metodami stuzacymi do analizy kwaséw nukleinowych i
biatek sa techniki polegajace na rozdziale elektroforetycznym, transferze na filtr i detekcji
przy uzyciu okre$lonych sond. Sa to techniki: Southern, Northern i Western, omdwione

pokroétce w ponizszej tabelce.

Analiza Zastosowanie Opis techniki
typu:
Southern | Detekcja DNA 1. Rozdzial DNA w Zelu agarozowym (zazwyczaj) lub




poliakrylamidowym.

2. Kapilarny lub elektryczny transfer DNA z Zelu na filtr
nylonowy.

3. Hybrydyzacja przeniesionego na filtr DNA z
wyznakowanym (zazwyczaj radioaktywnie) fragmentem
kwasu nukleinowego, komplementarnym do poszukiwanej
czasteczki DNA.

Northern

Detekcja RNA

1. Rozdzial RNA w denaturujacym zelu agarozowym lub
poliakrylamidowym.

2. Kapilarny lub elektryczny transfer RNA na filtr
nylonowy.

3. Hybrydyzacja przeniesionego na filtr RNA z
wyznakowanym (zazwyczaj radioaktywnie) fragmentem
kwasu nukleinowego, komplementarnym do poszukiwane;j

czasteczki RNA.

Western

Detekcja biatek

1. Rozdziat biatek w zelu poliakryloamidowym.

2. Elektryczny transfer biatek na filtr nitrocelulozowy.
3. Wykrywanie danych bialek za pomoca specyficznych
przeciwcial i skierowanych przeciwko nim przeciwciat
drugorzedowych, ktorych obecno$¢ mozna wykry¢ przy
uzyciu odpowiednich systemow detekcji (np. poprzez

aktywno$¢ enzymu dolaczonego do przeciwciala).

5. DYSRUPCJA GENOW

Ostatecznym celem analizy genu jest poznanie funkcji jego produktu w organizmie.

Dowodem na udziat biatka czy sktadnika rybonukleinowego w danym szlaku metabolicznym

jest zaburzenie tego procesu spowodowane brakiem funkcji badanego czynnika.

U drozdzy S. cerevisiae stosuje si¢ wiele metod stuzacych do ,,wylaczania” ekspres;ji

genu. Dla genéw, ktérych produkty sa niezbgdne do zycia komoérki mozna uzyska¢ mutanty

warunkowe, na przyktad temperaturowrazliwe (ts — temperature sensitive i cs — cold sensitive)

lub geny te umieszcza si¢ pod kontrola promotoréw reprymowalnych lub indukowalnych (na

przyklad promotoréw galaktozowych 1 tetracyklinowych). Natomiast funkcja wigkszosci

pozostalych genow jest badana w mutantach, w ktorych dany gen zostal zinaktywowany przez

delecje lub insercje.




Dysrupcje (rozbicie) genu mozna uzyskaé poprzez transformacje dzikiego pod wzgledem
genu X szczepu drozdzy liniowym fragmentem DNA zawierajacym gen markerowy oflankowany
sekwencja DNA odpowiadajaca odcinkom lezacym po obu stronach otwartej ramki odczytu (ORF)
genu X. Wolne konce liniowego fragmentu stymuluja homologiczna rekombinacj¢ w badanym locus,
w wyniku czego nastgpuje wymiana ORF genu X na gen markerowy. Proces homologicznej
rekombinacji jest w komdrkach drozdzy (w odréznieniu od innych Eucaryota) bardzo wydajny.
Obecnie najczesciej stosowanym genem markerowym jest bakteryjny gen opornosci na
kanamycyne kan "pod kontrola dziatajacych w drozdzach sekwencji regulacyjnych z nitkowanego
grzyba Ashbya gossypi. Produkt tego genu nadaje drozdzom oporno$¢ na pochodna kanamycyny-
G418. Mozna rowniez wykorzysta¢ drozdzowe markery pokarmowe (np. geny URA3, HIS 3, TRPI,
LEU?2) wraz z odpowiednimi szczepami mutantéw auksotroficznych S.cerevisiae.
Kasetg do transformacji mozna przygotowaé¢ dwoma sposobami:
1) poprzez przeprowadzenie reakcji PCR z zastosowaniem jako matrycy plazmidu
zawierajacego gen markerowy i syntetycznymi starterami, ktorych jedna czgs¢ odpowiada
sekwencji markera, a druga czgs¢ odcinkowi DNA flankujacemu ORF genu X;

2) poprzez skonstruowanie plazmidu z kaseta do dysrupcji na drodze rekombinowania DNA
z wykorzystaniem miejsc restrykcyjnych, a nastgpnie wycigcie z tego plazmidu kasety
jako liniowego fragmentu DNA.

Transformacji poddaje si¢ na 0ogot dwa szczepy: szczep haploidalny i diploidalny. Uzycie
szczepu diploidalnego umozliwia uzyskanie integracji w locus w przypadku, kiedy produkt genu jest
niezbgdny dla przezycia drozdzy. Efekt letalny dysrupcji mozna stwierdzi¢ analizujac produkty
mejozy w tetradach uzyskanych ze szczepu diploidalnego. Prawidtowa zamiang fragmentow mozna
potwierdzi¢ metoda PCR albo hybrydyzacji Southerna, stosujac startery lub sondy specyficzne dla
badanego genu i genu markerowego.

Kolekcja szczepow z dysrupcja dla wszystkich ORF drozdzy jest obecnie dostepna handlowo,
migdzy innymi z firmy Euroscarf (www.rz.uni-frankfurt.de).

Ponizej przedstawiono przyktadowy schemat dysrupcji z zastosowaniem kasety kan "


http://www.rz.uni-frankfurt.de/

0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,5
1 I ! 1

< 14 kb :
407 b 005 kb

Hindlil Hindlll

Hindlll

Bsphll, 647
: An?n
Hindlll, 1363

4087, Aatil,
2268 AT

3744 Xmnl,

3s16.PvuL,

2667 AlwNi”

226389,

Rys. 6. Schemat dysrupcji genu u drozdzy S. cerevisieae

Dysrupcje (nokauty) gendw sa stosowane do badania funkcji gendw rowniez w
przypadku organizmow wyzszych Eukaryota. W przypadku ro$liny Arabidopsis thaliana
transformacji dokonuje si¢ za pomoca bakterii Agrobacterium tumefaciens. Bakteria posiada
plazmid niosacy geny kodujace biatka vir odpowiedzialne za przenoszenie fragmentdéw DNA
do komorek roslinnych oraz plazmid niosacy gen oporno$ci na antybiotyk oflankowany T-
DNA (sa to sekwencje wilaczajace si¢ z duza czgstotliwoscia do genomu roslinnego). Po
infekcji zalazkow nastgpuje ekspresja biatek vir, ktére przecinaja jedna ni¢ T-DNA, co
powoduje rozplecenie plazmidu. Jedna z nici jest optaszczana biatkami vir 1 eksportowana do
jadra komoérkowego rosliny, gdzie jest wlaczana do genomu. Wstawienie T-DNA do genomu
ro$linnego nie jest specyficzne — T-DNA wstawia si¢ ,,na chybil-trafit”. Przecigtnie jedna
komorka przyjmuje 1-3 fragmenty T-DNA, ktore wbudowuja si¢ w rozne miejsca genomu.

Wyksztatcone nasiona sa zbierane 1 wysiewane na pozywke z antybiotykiem. Siewki oporne



na antybiotyk (kietkuje od 0,1 do 1% nasion) przenosi si¢ do doniczek z ziemia. Kolejnym
krokiem jest doprowadzenie do homozygotyczno$ci — analizuje si¢ pokolenie potomne. Z
siewek izoluje si¢ DNA i ustala miejsce integracji T-DNA poprzez sekwencjonowanie przy
uzyciu startera komplementarnego do wstawionego T-DNA. Identyfikuje si¢ w ten sposob
gen, ktory zostat ,,znokautowany”.

Dysrupcje gendw przeprowadzaja firmy biotechnologiczne, od ktorych mozna kupié
wybrane linie ro$linne. Bazy danych zawierajace informacje o dostgpnych zmutowanych
liniach roslinnych, np. www.arabidopsis.org., przeszukuje si¢ za pomoca programu BLAST
przy uzyciu sekwencji danego genu. Linie takie mozna kupi¢, ale firmy biotechnologiczne nie
sprawdzaja czy w danej linii zostat znokautowany tylko i wylacznie interesujacy nas gen.
Najprostszym sposobem na zbadanie, czy dana linia ro$linna jest mutantem w konkretnym

genie jest wykonanie analizy hybrydyzacyjnej typu Southern.

Czesto obecnie stosowana metoda wyciszania ekspresji gendow w komorkach albo
organizmach wyzszych Eukaryota jest technika RNAi (od ang. RNA interference). Technika
ta polega na wprowadzeniu do komodrek dwuniciowych sekwencji RNA Iub wektoréw
kodujacych takie sekwencje, komplementarnych do sekwencji badanego genu. Obecno$¢ w
komorce dwuniciowego RNA prowadzi do specyficznej degradacji mRNA przez zastaw

biatek komorkowych uczestniczacych w procesie RNA.

6. USTALENIE SEKWENCJI NUKLEOTYDOWEJ FRAGMENTU DNA
Jedna z najczegsciej obecnie stosowanych metod sekwencjonowania DNA jest metoda

Sangera. Opiera si¢ ona na przedwczesnej terminacji syntezy DNA, wynikajacej z


http://www.arabidopsis.org/

przypadkowego wilaczenia przez polimerazg DNA dideoksynukleotydéw (analogi
nukleotydéw bez grupy -OH w pozycji 3', Rys. 7).
Przedstawiono rowniez oligonukleotyd, ktorego synteza zakonczyla si¢ w wyniku

wbudowania dideoksynukleotydu.
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Rys. 7. Budowa deoksynukleotydu i wyznakowanego fluorescencyjnie dideoksynukleotydu

Przedstawiono rowniez oligonukleotyd, ktorego synteza zakonczyla si¢ w wyniku

wbudowania dideoksynukleotydu

Synteza DNA zapoczatkowana jest ze starterow komplementarnych do fragmentu DNA,
ktorego sekwencj¢ chcemy ustali¢. Jeden z koncow starteréw znakuje si¢ radioaktywnie lub
fluorescencyjnie. W klasycznej metodzie sekwencjonowania prowadzi si¢ jednoczesnie 4
oddzielne reakcje, z ktorych kazda zawiera w mieszaninie reakcyjnej jeden z
dideoksynukleotydéw (dideoksy-ATP, -GTP, -CTP lub -TTP) oraz znaczna ilo§¢ czterech
"normalnych" deoksynukleotydow. Inkorporacja dideoksynukletydu do rosnacego tancucha
DNA powoduje zahamowanie dalszej jego syntezy, gdyz brak grupy hydroksylowej w
pozycji 3' uniemozliwia przytaczenie kolejnego nukleotydu. Powstaje seria wyznakowanych
fragmentow DNA, konczacych si¢ zasada reprezentowana przez didoksynukleotyd
wystepujacy w danej mieszaninie reakcyjnej. Fragmenty te rozdziela si¢ ze wzgledu na
wielkos¢ za pomoca elektroforezy. W przypadku znakowania starterOw izotopami
promieniotworczymi obraz rozdzielonych fragmentéw DNA uzyskuje si¢ poprzez wykonanie
autoradiografii na kliszy rentgenowskiej. Sekwencja DNA odpowiada kolejnosci fragmentoéw

odczytanej z zelu.



Schemat sekwencjonowania DNA metoda Sangera
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Rys. 8. Sekwencjonowanie DNA wg. metody Sangera (dideoksy). Znakowanie
syntetyzowanych fragmentéw DNA wuzyskuje si¢ przez znakowanie starterow (przed
rozpoczeciem  reakcji  sekwencjonowania) lub = wbudowanie = wyznakowanego
deoksynukleotydu w czasie reakcji sekwencjonowania

W systemach  potautomatyczego sekwencjonowania stosowane sa

dideoksynukleotydy wyznakowane fluorescencyjnie (Rys. 9). Ich wbudowanie do



syntetyzowanej nici DNA powoduje rownoczes$nie jej wyznakowanie i terminacje syntezy.
Stosujac cztery rézne znaczniki fluorescencyjne uzyskuje sig¢ syntezg¢ fragmentéw DNA
wyznakowanych odpowiednio do wbudowanego do nici dideoksynukleotydu. Dzigki temu
oznaczajac sekwencje nukleotydowa fragmentu DNA mozna stosowaé jedna, a nie cztery
niezalezne reakcje sekwencjonowania. Prowadzac syntezg¢ wielu nici 1 stosujac rownoczesnie
w reakcji wszystkie dezoksy- 1 dideoksynukleotydy otrzymuje si¢ mieszaning
fluorescencyjnie wyznakowanych fragmentow DNA o dtugosci rownej dtugosci startera + (1
do n). Zazwyczaj n nie przekracza 1000 par zasad. Elektroforetyczny rozdzial fragmentow
umozliwia ich uporzadkowanie pod wzgledem wielko$ci, a analiza $wiatla emitowanego

przez fluorescencyjny znacznik okresla, jaki nukleotyd zostal wbudowany jako ostatni.

Zel
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Rys. 9. Schematyczne przedstawienie rozdziatu wyznakowanych fluorescencyjnie
fragmentow DNA zsyntetyzowanych w reakcji sekwencjonowania wraz z odczytem
sekwencji.

W przypadku poétautomatycznej analizy sekwencji nukleotydowej DNA uzyskany rozdziat

fragmentow przedstawiony jest w postaci chromatogramu.
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Rys. 10. Chromatogram z elektroforetycznego rozdziatu wyznakowanych fluorescencyjnie

fragmentow DNA otrzymanych w reakcji sekwencjonowania.

6.1 SEKWENCJONOWANIE GENOMOW
Obecnie dla wielu organizmoéw (w tym cztowieka) znana jest pelna sekwencja genomu.

Strategie ustalania sekwencji genomow sa omowione pokrotce ponize;j.

Sekwencjonowanie genomu

Okreslenie zestawu klonow obejmujacych obszar, ktérego

Mapowanie sekwencja nukleotydowa ma by¢ okreslona.

. - ) Uzyskanie zestawow mniejszych klondw z klonéw,
Uzyskanie biblioteki DNA ' yt6re zmapowano (subklonowanie)

. Oczyszczenie DNA mniejszych klondw.
Przygotowanie matrycy

Przeprowadzenie reakcji sekwencjonowania

Elektroforeza w zelu Rozdziat produktow reakcji sekwencjonowania.

Okreslenie sekwencji nukleotydowej badanych klondw.

Opracowanie danych Sprawdzenie jako$ci sekwencji.
Potwierdzenie sekwencji.

Opracowanie sekwencji i przestanie jej do
publicznej bazy danych.

Sekwencjonowanie genomu moze obejmowac sortowanie chromosomoéw 1 konstrukcje
bankow gendw specyficznych dla poszczegdlnych chromosoméw. Kolejne etapy analizy
sekwencji nukleotydowej chromosomu podano ponizej na przyktadzie chromosomu 19. W
pierwszym etapie konstruowane sa biblioteki zachodzacych na siebie fragmentow. W

klonowaniu stosowane sa wektory typu kosmid lub sztuczne chromosomy bakteryjne (BAC).



Nastgpnie na podstawie hybrydyzacji sa one porzadkowane i przypisywane poszczegdlnym
rejonom chromosomu (Rys. 11). Sekwencje nukleotydowe duzych wstawek przenoszonych
przez kosmidy lub wektory BAC sa ustalane po ich subklonowania do wektorow
plazmidowych (losowe, zachodzace na siebie fragmenty), a nastgpnie okreslaniu sekwencji
nukleotydowych poszczegolnych klonow. Sekwencje zachodzacych na siebie obszaréw sa

taczone in silico w dluzsze ciagi nazywane kontigami (Rys. 12).
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Rys 11. Strategia sekwencjonowania DNA chromosomu 19.



¢ losowe trawienie (hp. przez czesciowe trawienie
czworkows endonukleaza restrykeyjna)

subklonowanie fragmentiw do wektora (np.
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Komputerowe skladanie pelnej selosencji wyjsciowej wstawld.

Rys 12. Strategia sekwencjonowania duzego fragmentu DNA przenoszonego przez kosmid
lub wektor typu BAC. Uzyskane fragmentaryczne sekwencje taczone sa w dhuzsze ciagi

(kontigi) dzigki zachodzacym na siebie obszarom.



7. ZASTOSOWANIE GENOW REPORTEROWYCH W BIOLOGII
MOLEKULARNEJ

Gen reporterowy - gen kodujacy bialko, ktorego obecnos¢ Iub aktywnosé
biochemiczna mozna w latwy sposéb oznaczy¢ w komorce (in vivo) poprzez wykorzystanie
technik autoradiograficznych, spektrofotometrycznych lub bio- i chemiluminescencyjnych.
Geny reporterowe laczy si¢ w fuzje z sekwencjami, ktore chcemy scharakteryzowacé (np.
otwartymi ramkami odczytu, regionami regulatorowymi), przy zastosowaniu technik
inzynierii genetycznej. Geny reporterowe wprowadza si¢ do badanych komoérek lub
organizméw na drodze transformacji (bakterie, drozdze) lub transfekcji (komoérki hodowane
w hodowli komdrkowe;j), a efekt ich ekspresji moze by¢ staty lub przejSciowy, w zaleznosci
od tego, czy ulegaja one integracji do genomu biorcy. Konkretny gen reporterowy mozna
stosowa¢ w danym systemie badawczym pod warunkiem, ze system ten jest pozbawiony w
normalnych warunkach endogennego genu homologicznego. Niezbg¢dne jest rowniez
zastosowanie takiego wektora ekspresyjnego, ktéry umozliwi efektywne wyrazenie biatka

kodowanego przez gen reporterowy w badanym uktadzie.

7.1. Niektore zastosowania genOw reporterowych

e ustalanie regionéw promotoréow odpowiedzialnych za regulacje genow -
tworzenie fuzji fragmentow potencjalnego promotora z genem reporterowym —
transfekcja komorek — szacowanie aktywno$ci promotora na podstawie oznaczania
aktywnosci biatka kodowanego przez gen reporterowy. W analogiczny sposoéb mozna
przeprowadzi¢ analizg czasowej i/lub przestrzennej aktywnosci badanych promotorow
w komorkach i1 tkankach.

e ustalanie wewnatrzkomorkowej lokalizacji bialek — tworzenie fuzji cDNA
kodujacego badane bialtko z genem reporterowym (najczgsciej biatkiem zielonej
fluorescencji (ang. GFP) lub jego wariantem) 1 analiza mikroskopowa;

e wykorzystanie genu lacZ jako reportera w drozdzowym systemie
dwuhybrydowym - w tym systemie wykrywa si¢ interakcje miedzy
makroczasteczkami  poprzez ekspresj¢ dwoch  potencjalnie  odzialywujacych
czasteczek w tej samej komoérce drozdzowej 1 aktywacje przez powstaty kompleks
biatkowy ekspresji genu reporterowego (do jednego z biatek dotaczona jest domena
wiazaca si¢ do DNA, drugie biatko jest syntetyzowane w fuzji z domena aktywujaca
transkrypcje). Obecnos¢ biatka reporterowego [-gal wykrywa sig¢ poprzez niebieskie

zabarwienie komorek drozdzy w obecnosci X-gal.



7.2. NajczgSciej stosowane geny reporterowe (dla zainteresowanych)

acetylotransferaza chloramfenikolu (ang. chloramphenicol acetyltransferase; CAT)
- prokariotyczny enzym, ktory katalizuje przenoszenie grup acetylowych z acetylo-
koenzymu A na chloramfenikol. Zaleta jego stosowania w komorkach
eukariotycznych jest fakt, ze komorki te praktycznie pozbawione sa enzymow, ktore
moga z nim wspdtzawodniczy¢. Ponadto biatko to jest bardzo stabilne — jego okres
pottrwania w komodrkach ssakow wynosi okoto 50 godzin. Jedna z metod oznaczania
aktywnos$ci CAT przedstawiono na rysunku 2;

p-galaktozydaza (B-gal) — enzym kodowany przez gen lacZ, pochodzacy z
Escherichia coli. Oznaczenie aktywnosci B-gal polega na uzyciu jako substratu X-gal
(5-bromo-4-chloro-3-indolylo-B-D-galaktozyd), ktory jest rozktadny do barwnego
(niebieskiego) produktu, 4-chloro-3-bromo-indygo. Ilo$¢ tego barwnego produktu
reakcji mozna w tatwy sposob mierzy¢ kolorymetrycznie. Zabarwienie mozna réwniez
obserwowa¢ w komorkach, tkankach i narzadach organizméw tranformowanych
wektorami z B-galaktozydaza.

lucyferazy — enzymy kodowane przez geny luc, wystepujace miedzy innymi u
robaczka $wigtojanskiego Photinus pyralis (ang. firefly) lub jamochtona morskiego
Renilla reniformis (ang. sea pansy) — oznaczane odpowiednio jako Pp Luc lub Rr Luc.
Lucyferazy katalizuja bioluminescencyjna reakcje przemiany substratu — lucyferyny,
ktora w obecnosci ATP, jonow Mg?*" oraz tlenu czasteczkowego ulega utlenieniu i
przechodzi w stan wzbudzenia, a nastgpnie — powracajac do stanu wyj$ciowego —
powoduje emisjg $wiatla. Emitowane fotony sa zliczane przy pomocy luminometru.
Calkowita emisja $wiatla jest wprost proporcjonalna do aktywnosci lucyferazy w
badanej probce i pozwala na oszacowanie aktywnosci transkrypcyjnej genu
reporterowego. Lucyferazy charakteryzuja si¢ szybkim tempem rozpadu w komorkach
ssaczych (ti.=~3 h);

B-glukuronidaza (GUS) — enzym kodowany przez gen bakteryjny, czgsto
wykorzystywany w badaniu ekspresji gendw roslin, ze wzgledu na bardzo niskie tlo, a
co za tym idzie — obnizenie czgstosci fatszywych wynikow. Co ciekawe, gen ten moze
by¢ stosowany jako reporter mimo faktu wystgpowania homologicznego genu w
organizmach roslin — wynika to z faktu, ze optymalne pH dla enzymu bakteryjnego
jest znacznie wyzsze niz w przypadku enzymu endogennego. Powszechnie
stosowanym substratem w oznaczaniu aktywnos$ci biochemicznej GUS jest X-gluc (5-

bromo-4-chloro-3-indolylo- B-D-glukuronid), a sama reakcja przebiega analogicznie,



jak w przypadku B-galaktozydazy. Ten system reporterowy zapewnia wysoka czuto$§¢
ze wzgledu na duzg stabilno$¢ enzymu w komorkach roslin;

e bialko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein; GFP) — biatko
kodowane przez gen wyizolowany z meduzy Aequorea victoria. Normalnie fluoryzuje
ono po dostarczeniu energii przez fotoproteing aktywowana jonami Ca*" (ang.
aequorin). Fluorescencj¢ GFP mozna roéwniez zaindukowaé przy pomocy
promieniowania nadfioletowego. Poprzez wykorzystanie techniki mutagenezy udato
si¢ stworzy¢ pochodne GFP, ktore fluoryzuja na niebiesko (CFP — cyan fluorescent

protein) oraz z6tto (YFP — yellow fluorescent protein).

7.3. Wykorzystanie genu cat jako reportera w badaniu sekwencji promotora ludzkiego
genu hSuv3 (wg. M. Minczuk, 2003, rozprawa doktorska, ZGUW) (dla
zainteresowanych)

Ludzki gen hSuv3 koduje mitochondrialng helikazg¢ DNA 1 RNA. W celu okreslenia,
ktory fragment DNA powyzej pierwszego ATG hSUV3 ma aktywno$¢ promotora oraz w celu
ustalenia, ktore obszary promotora sa odpowiedzialne za regulacje ekspresji genu, stworzono
fuzje odcinkow DNA réznej dlugosci z konca 5° hSUV3 z genem reporterowym. Promotor
zawegzano od konca 5° w zakresie od -2999 do -54 wzgledem pierwszego ATG.
Skonstruowano réwniez mutanty delecyjne promotora. Odpowiednie konstrukty utworzono
na bazie plazmidu pcDNA3.1/CAT (Rys. 13). Plazmid ten jest wektorem bifunkcjonalnym,
ktory koduje acetylotransferaze chloramfenikolu (CAT), pochodzaca z E. coli pod kontrola
promotora CMV. Promotor CMV zastgpowano rdznej dlugosci fragmentami sekwencji

powyzej pierwszego ATG otwartej ramki odczytu hSUV3.

Rys. 13. Uproszczona mapa plazmidu pcDNA3/CAT (Invitrogen)



Aktywnos$¢ genu reporterowego CAT dla wszystkich fuzji badano po transfekcji ludzkich
komoérek HelLa odpowiednimi plazmidami, a nastgpnie za pomoca testu CAT-ELISA
mierzono ilo$¢ powstajacego biatka CAT. Wspomniany test opiera si¢ na zastosowaniu

immunodetekcji posredniej (Rys. 14).
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dolek mikroplytki probka  przeciwciala przeciwciala substrat dla
pokryty przeciwcialami zawierajaca anty-CAT  anty-digitonina  peroksydazy
anty-CAT CAT sprzezone z  sprzezone z
digitonina  peroksydaza
1 2 3 4 5

Rys. 14. Zasada testu CAT-ELISA

1. Test przeprowadzano na mikroptytce, ktorej dotki oplaszczone sa przeciwciatami anty-
CAT.

2. Lizaty z komorek transfekowanych plazmidami z genem reporterowym nanoszono na dotki
mikroplytki. CAT wiazatla sig specyficznie z przeciwcialami.

3. Dodawano przeciwciata pierwszorzegdowe anty-CAT sprze¢zone z digitoning, ktore wiazaly
si¢ specyficznie z CAT unieruchomiong w dotkach mikroptytki.

4. Dodawano przeciwciata drugorzgdowe anty-digitonina sprzgzone z peroksydaza, ktore
wigzaty si¢ specyficznie z digitonina.

5. Dodawano substrat dla peroksydazy. Enzym katalizowal rozktad substratu do barwnego
produktu, ktorego stezenie (proporcjonalne do ilosci syntetyzowanej CAT) szacowano

spektrofotometrycznie.

Wyniki testu CAT-ELISA dla poszczegolnych konstruktow (plazmidow) przedstawiono na
Rysunku 15.
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Rys. 15. Analiza funkcjonalna mutantoéw delecyjnych promotora hSUV3. Czarne bloki
symbolizuja badane odcinki promotora; obszary zaznaczone przerywana linia oznaczaja
delecje. Wartosci przy prostokatach oznaczaja dtugosci odcinkow wzgledem pierwszego
ATG genu. Obszary delecji zaznaczono pojedyncza pozioma ling (w przypadku fragmentow
zawierajacych delecje zaznaczono rowniez dlugo$¢ wycigtego odcinka). Warto$ci otrzymane
z przynajmniej 3 niezaleznych transfekcji standaryzowano przyjmujac aktywnos¢

transkrypcyjna odcinka -588/ATG za 100%, a pusty wektor uznawano za 0%.
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