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DETEKCJA DNA W ZELU

Proces migracji DNA obserwujemy dzieki
dodaniu do préobki odpowiedniego
barwnika (np. Oranz )

DNA obserwujemy w swietle UV, dzieki
obecnosci w zelu bromku etydyny,
interkalujgcego pomiedzy pierscienie
aromatyczne w kwasie nukleinowym

Bromek etydyny winterkalowany w helise
DNA "swieci" w UV znacznie mocnigj niz
niewbudowany bromek w tle

Bromek etydyny zaburza strukture DNA,
jest silnym mutagenem!!
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Analiza restrykcyjna DNA

- podstawowa technika biologii molekularnej, ktora umozliwia analize sekwencji DNA

Enzym restrykcyjny nalezacy do tzw. klasy |l to nukleaza rozpoznajgca

i przecinajgca DNA w obrebie scisle zdefiniowanej sekwencji.

Mapa restrykcyjna danego fragmentu DNA to wzajemne utozenie miejsc
(sekwenciji), ktére sg rozpoznawane i przecinane przez okreslony zbior

enzymow restrykcyjnych.



Thermus aquaticus

Haemophilus haemolyticus

Desulfovibrio desulfurcans

Moraxella bovis

Escherichia coli

Microcoleus

Nocardia otitidis-caviarum
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Izoschizomery — enzymy restrykcyjne izolowane z réznych bakterii rozpoznajace
te samg sekwencje w DNA i wprowadzajgce identyczny typ ciecia.

Haelll, BsuRlI, BshFl, Phol, Bsnl
GGYCC
CC,GG

Neoschizomery - enzymy restrykcyjne izolowane z réznych bakterii rozpoznajace
identyczng sekwencje w DNA, ale wprowadzajgce odmienny typ ciecia.

Smal Xmal
CCCVGGG CYCCGGG
GGG ,LCCC GGGCCLC
Accb65I Kpnl
GVGTACC GGTACYC
CCATG,G C,CATGG



Analiza restrykcyjna
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Mapa restrykcyjna
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Zadanie domowe - mapa restrykcyjna

Neo 1(611)

Pst 1(2312) /\ECO RI(953
Nco 1(2691)

Nco 1(611) f‘Pst 1(3956) Pst 1(3956) L 5434 pz
\Nco 1(1956)
5434 pz | \~~,Pst I1(2312)

Neo 1(2691)

Jakiej dtugosci powstang fragmenty DNA po przecieciu powyzszych czgsteczek DNA za
pomocg enzymu/ow:

Enzym Czgsteczka liniowa Czgsteczka kolista
EcoRl

Psitl

Ncol

EcoRI/Pstl
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Schemat mutagenezy Petl27p

1. PCR 1z wykorzystaniem oligonukleotydowych starteréw, zawierajagcych zmiane
nukleotydu w miejscu wprowadzanej mutacji, na matrycy plazmidowego DNA (wektora
bifunkcjonalnego, bakteryjno-drozdzowego, ze sklonowanym genem PET127)

2. Usuniecie metylowane] matrycy - trawienie matrycy enzymem restrykcyjnym Dpnl po
reakcji PCR

3. Transformacja bakterii E. coli

4. lzolacja DNA plazmidowego z wielu klonéw

5. Analiza sekwencji poszczegolnych plazmidéw poszukiwanie pozytywnych klonéw

6. Transformacja drozdzy plazmidami zawierajacymi zmutowane sekwencje genu PET127

7. Analiza fenotypoéw — kroplowe testy wzrostowe na podtozach z glukozg lub glicerolem w
temp. 30°C lub 37°C

8. Kontrola genotypow: sekwencjonowanie plazmidéw uzytych do transformacji (kontrola
mutagenezy) i test PCR na obecnos¢ wektora i kasety delecyjnej w otrzymanych
szczepach (kontrola molekularna mutantéw)
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Transformacja drozdzy Saccharomyces cerevisiae metoda LIOAC/PEG
Transformacja drozdzy (szczepy z delecjg genu PET127) wyizolowanymi z
bakterii plazmidami niosacymi wprowadzong na éwiczeniach mutacje genu
PET127 (petl27-L392A, pet127-K364A, petl27-E364A lub pet127-D391A).

Roztwor transformacyjny (PEG Mix):

ODCZYNNIK OBJETOSC (stezenie kocowe)
PEG 3350 50% [w/V] 42 ulL (~40%)
LiOAc 1M 6 uL (~0.1 M)

Jednoniciowe nosnikowe DNA ze spermy | 2 uL
tososia (carrier ssDNA) 10 mg/mL

Konncowa objetos¢ 50 pL

Komorki kompetentne zostaty przygotowane wczesniej, rozporcjowane i zamrozone w -80°C.
Zawieszone sg w roztworze zawierajgcym 1xTE, 0,1 M LiOAc oraz 25% glicerol.
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Transformacja drozdzy Saccharomyces cerevisiae metoda LIOAC/PEG
Transformacja drozdzy (szczepy z delecjg genu PET127) wyizolowanymi z
bakterii plazmidami niosacymi wprowadzong na éwiczeniach mutacje genu
PET127.

Wykonanie:

1. Otrzymane komorki kompetentne krotko zwirowacC na niewielkich obrotach (2500 rpm
przez 30 s. lub short). Supernatant usungc pipetg nienaruszajgc pelletu.

2. Do probowki z drozdzami dodac 50 pl roztworu transformacyjnego, a nastepnie 2 uL DNA
plazmidowego (w probie kontrolnej zamiast DNA nalezy doda¢ 2 ul sterylnej wody).
Catos¢ zawiesicC poprzez pipetowanie.

3. Inkubowac w 42°C przez 30 min (w termobloku lub tazni wodnej).

4. Po inkubacji zebra¢ komorki przez krotkie i delikatne wirowanie (2500 rpm przez 30 s. lub
short), supernatant usungg, a pellet zawiesi¢ w 50 ul sterylnej wody lub soli fizjologiczne,.

5. Catos¢ wysiaC na odpowiednig szalke selekcyjng i inkubowac¢ przez 2-3 dni w
temperaturze 30°C.
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KLONOWANIE DNA

_ GENOMOWY — WEKTOR
A

iy

O

1. trawienie restryktazag
wyizolowanego DNA, trawienie
wektora.

2. ligacja wektora ze wstawkag

_ . TRAWIENIE
3. transformacja bakterii \L RESTRYKTAZA,
- chemokompetentne P @ QQ seLEKCIA (@)
FPOJEDYNCIEGD
- elektrokompetentne \//\//)} Q KLONU
4. selekcja (dzigki obecnosci na \,f/// LIGACIA
wektorze gendw markerowych) \ @) /
TRAMSFORMACIA

5. Wyszukanie pojedynczego © BAHTEMHSELEHCJ,&@
klonu zawierajacego O > ©

zrekombinowany plazmid z ©
interesujgcym nas fragmentem
DNA

jezeli uzyskamy dostateczna liczbe klonow, na tyle duzg, zeby zawarte
w nich wstawki reprezentowaty caty genom, klony te stanowig

BANK GENOMOWEGO DNA



WEKTORY BIFUNKCJONALNE: DWOCH GOSPODARZY, np.:

E. coli S. cerevisiae

Drugi marker

bakteryjny, np.  polilinker (MCS)
LacZ’

i i, Marker drozdzowy,

N zwykle pokarmowy (np.

\ \_—"leu2, trp1, his3, ura3)

Marker bakteryjny,
np. AmpR

/

/'

Drozdzowy ori

Bakteryjny ori replikacji, np. 2p

replikacji

Transformacja drozdzy
(np. mutantéw leu , trp’,
his™, ura’)

Selekcja \!
Podioze 2 transformantow Podtoze selekcyjne,
antybiotykiem (np. bezleu itp.)

Transformacja bakterii
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BANK GENOW DROZDZY NA WEKTORZE
BIFUNKCJONALNYM YEplac181
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ROZNE ENZYMY MOGA ZOSTAWIAC TAKIE SAME KONCE:

— GGATCCc— BamHI — G GATCC —
—p

— CCTAGG — — CCTAG G —

—— NGATCN — Sau3A — N GATCN —
—

— NCTAGN — — NCTAG N —



S S/B S S/B S S S: Sau3A
NN v ) ) \  S/B: Sau3A/BamHI
fragment genomowego DNA | Klonowany gen |

I mepelne trawienie SauiA 11zolacja mieszaniny fragmentow
| o wielkosci ok. 5-10 kb (np. poprzez wirowanie w gradiencie
4 sacharozy albo izolacje z zelu)
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KLONOWANIE DNA

_ GENOMOWY — WEKTOR
A

iy

O

1. trawienie restryktazag
wyizolowanego DNA, trawienie
wektora.

2. ligacja wektora ze wstawkag

_ . TRAWIENIE
3. transformacja bakterii \L RESTRYKTAZA,
- chemokompetentne P @ QQ seLEKCIA (@)
FPOJEDYNCIEGD
- elektrokompetentne \//\//)} Q KLONU
4. selekcja (dzigki obecnosci na \,f/// LIGACIA
wektorze gendw markerowych) \ @) /
TRAMSFORMACIA

5. Wyszukanie pojedynczego © BAHTEMHSELEHCJ,&@
klonu zawierajacego O > ©

zrekombinowany plazmid z ©
interesujgcym nas fragmentem
DNA

jezeli uzyskamy dostateczna liczbe klonow, na tyle duzg, zeby zawarte
w nich wstawki reprezentowaty caty genom, klony te stanowig

BANK GENOMOWEGO DNA
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DZIEKI OBECNOSCI DRUGIEGO MARKERA
WYKRYWAMY BAKTERIE NIOSACE
ZREKOMBINOWANY PLAZMID

W przypadku wektorow pochodnych pUC19 (np. YEPLAC) do odréznienia bakterii ze
zrekombinowanym wektorem wykorzystujemy zjawisko a-komplementacji
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BAKTERIA WRAZL WA

MA AMPICYLIME
MIE FRODUKLLIE
B-GALAKTOLYDALY

BRAK WIRDOSTL

MAPODEOZL Z
AMPICYLIMNA,
AGAL T IPTG

BAKTERIA MIE
PRIOVIEEA PLASWMIDL
TRAWIENIE
LIGACJA ZE WaTAYVEA
TRANSFREMACIA, BAKTERIA OPORMA KOLOMIE MIEBIESKIE
A AMPICYLIMNE WA PODEOF) Z
PRODLKLE AMPICY LIMA,
B-GALAKTOZYDAZE H-GALLIPTG
PS%I'&SEULE: EPNRé EﬂD BAKTERIA PRIYIERA
PLAZMID MIEZREKOMBINCWANY
O] FOLILIMKER
%E&E?EEL} BAKTERIA OPORMA KOLOMIE BIALE
MA AMPICYLINE MA BODEOTU 7

B WARKER I MIE PRODUIKLE AMPICYLINA,

(N-KONIEC B-GAL) B-GALAKTOZYDAZY v.AL | PTG

O ORI

O C-KONIEC p-GAL
[ WS T AN kA

BAKTERIA PRIYIELA
PLAZMID ZREKOMBINCWARNY



a- komplementacja

B-galactozidase L BNZYme
a-fragment |

E coli
‘ectnr

Functional

—

A-galactozidase +— .

w-fragment

T

Chrormosarme

N

Blue colonies an #-Gal/lPTG plates
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Reprezentatywnos¢é banku

Dane konieczne do oszacowania reprezentatywnosci banku genomowego:

 Wielkos¢ genomu
« Liczba uzyskanych klonéw
* % transformantow ze zrekombinowanym wektorem

« Srednia wielkos$é wstawki

Dobry bank genéw w E. coli na wektorze plazmidowym zwykle
zawiera ponad 50% zrekombinowanych plazmidéw, ze srednia
wielkoscig wstawki ok. 10 kb i pokrywa kilkakrotnie genom
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BANK GENOW DROZDZY NA WEKTORZE
BIFUNKCJONALNYM YEplac181

Oszacowanie wielkosci wstawki (plazmidy nie trawione)

I 20 Foe & Sulige ity I8l 10 I

.

Sk ';5§'< £

Wzorce masy czgsteczkowej 1-4:
1. pusty wektor (5,7kb)

2. 7,8kb

3. 9,4kb

4. 12,6 kb Wielkos¢ genomu S. cerevisiae ~12,1 Mb
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Wykorzystanie banku genomowego do
klonowania genow

. Jak sklonowa¢ bakteryjng sekwencje inicjacji replikacji (ori)?

. Jak sklonowaé gen drozdzowy (i pozna¢ jego sekwencje),
ktorego mutacja odpowiada za auksotrofie (mutacja recesywna)

. Jak sklonowac¢ gen drozdzowy (i pozna¢ jego sekwencje), w
ktorym zaszta mutacja dominujgca?
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Bank genomowy

g 5
<A - » b
BamH| : - 4 BamHl
Recombinant genomic DNA A vector
Digest with BamHI
Purify genomic DNA
P ¢ I"\
BamHI EcoRl Hindlll BamHl|
oo — ol i L. ..
Genome Promoter Exon 1 Exon 2 Exon 3

|

hnRNA "W Wu FAVAVA A VAVAV -

l

MRNA A 5




Bank cDNA

BamHI

Loy

BamHI EcoRlI Hindlll
l == k S *
Promoter Exon 1 Exon 2 Exon 3

|

PremRNA  SUAUAL AU AU

l

mMARNA AV e

Purify poly A* mRNA

|

In vitro cDNA synthesis

!

Recombinant cDNA plasmid
N\
@f %/I/
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Geny reporterowe

Badanie regionow promotora odpowiedzialnych za
regulacje ekspresji genu

Badanie zmian ekspresji w wyniku dziatania czynnikow
zewnetrznych

|dentyfikacja oddziatywan pomiedzy biatkami

Okreslenie lokalizacji badanego biatka
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Przyktadowe geny reporterowe

B-galaktozydaza

B-glukuronidaza (GUS)
acetylotransferaza chloramfenikolu (CAT)
fosfataza alkaliczna

lucyferazy

biatko fluoryzujgce na zielono (GFP)



Identyfikacja regionow promotora
odpowiedzialnych za regulacje transkrypciji

aktywatory transkrypcji

% Ekspresja genu
reporterowego

:‘:g:_ — 100%

—~

promotor

—  30%

— 70%

— 0%
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Lokalizacja biatka

e biatko NH,

promotor pOWSta}aC

Hodowla komoérek HelLa
(Kontrast fazowy)

i |

s
amp R

analiza mikroskopOAwa/

] Mitochondria Kontrast
Jadra komoérkowe ] ) " )
(Hoechst) Biatko X-EGFP (MitoTracker) Ztozenie Nomarskiego
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Lokalizacja biatka

Biatko X-EGFP Kontrast Nomarskiego

Zdjecia i filmy komorek -
t. S. Borowski
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Badanie lokalizacji w komorce czynnika transkrypcyjnego AREB u
Aspergillus nidulans z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej

« AREB - czynnik transkrypcyjny z rodziny GATA, rozpoznaje
konkretne sekwencje w promotorach wielu genéw

 Peini role negatywnego regulatora transkrypcji (represor) w
represji azotowej

» Lokalizacja wewngtrzkomorkowa zalezy od statusu pokarmowego:
zwykle jest w jadrze, czesciowo w cytoplazmie. W przypadku
gtodzenia azotowego zwicksza sie jeszcze jego obecnos¢ w
jadrze

* Obserwacja lokalizacji mozliwa jest dzieki fuzji AREB z biatkiem T-
Sappaphire (,szafirowej fluorescencji”)

« Kontrolg w doswiadczeniu jest histon H1 (biatko jgdrowe) w fuzji z
RFP (biatkiem ,,czerwonej fluorescencji”)



Schemat integracji do genomu A. nidulans konstruktu kodujgcego AREB
w fuzji biatkiem fluorescencyjnym T-Sapphire

7//////,‘,.,,,,‘,‘,,,,.,,,.,
K B
) b A s A LY

Szczep areBA, riboB-
\& Y, 2

selekcja na pozywce minimalnej

pyrG A. fu — gen z Aspergillus fumigatus, gpd — promotor zapewniajagcy  riboB A. fu — selekcyjny marker

wykorzystywany do rekombinacji wysokg, konstututywng pokarmowy, gen z A. fumigatus
homologicznej. Pozwala to uniknaé ekspresje konstruktu. (tez zabezpieczenie przed nieporzgdang

. .. o . rekombinacjg z genem A. nidulans)
rekombinaciji z dzikim losuc pyrG A.
nidulans (niska homologia obu genc')w)

Za A. Dzikowska i M. Macios
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Lokalizacja zalezy od statusu pokarmowego

Obecnos¢ AREB w jadrze wzrasta przy glodzeniu azotowym

G - glukoza; F- fruktoza; -N — gtodzenie azotowe; -C — gtodzenie weglowe

G/NH4 G/NO3 F/NH4 F/NO3 -N -C

o ------

Za A. Dzikowska i M. Macios



