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REGULAMIN PRACY W LABORATORIUM

1.Podczas pracy w laboratorium konieczny jest fartuch i odpowiednie obuwie.

2.Wszystkie prace potencjalnie niebezpieczne lub wymagajace sterylnosci nalezy wykonywacé
w rekawiczkach.

1.W pracowni nie wolno jes¢, pi¢ ani palié.

2.Ubranie wierzchnie nalezy pozostawi¢ w szatni, natomiast torby, siatki, itp. sktadaé w
miejscu do tego przeznaczonym.

3.Kazda grupa ma wyznaczone miejsce pracy, za ktorego czystos¢ jest odpowiedzialna.
4.Przed przystapieniem do pracy nalezy zapoznaé si¢ z obstugg uzywanej aparatury.
5.Alkohol uzywany w pracowni jest skazony substancjg toksyczng w dawce niebezpiecznej
dla zdrowia.

6.Prace z ciektym azotem nalezy wykonywaé ze szczegdlna ostroznoscig — ciekly azot moze
spowodowac trudno gojace si¢ oparzenia.

7.Bromek etydyny uzywany do wywolywania zeli jest mutagenny i kancerogenny..

8. Swiatto UV, w ktorym jest ogladany wynik PCR jest szkodliwe dla skory i oczu.

9. Majac do czynienia z silnie trujacymi zwigzkami zachowa¢ szczegdlng czysto$¢ rak i
miejsca pracy.

10. Pracowac¢ ze stezonymi kwasami, zasadami oraz innymi substancjami zragcymi mozna
tylko w wyznaczonych miejscach. Szczegdlng ostrozno$¢ nalezy zachowaé przy ich
odmierzaniu. Skoér¢ oparzong kwasem lub zasada nalezy sptuka¢ dokladnie woda biezaca,
nastgpnie przemy¢ 5% Na,HCO (kwas) lub 2% CH3COOH (zasada). W przypadku stezonych
kwasow skore nalezy przed sptukaniem osuszy¢.

11. Przy kazdym, nawet drobnym wypadku (np. skaleczeniu) nalezy zaalarmowaé

asystenta prowadzacego ¢wiczenie.
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Ekofizjologia jest dziedzing nauki zajmujaca si¢ badaniem zalezno$ci miedzy reakcjami roslin
1 zwierzat na czynniki zewnetrzne lub we wzajemnych powigzaniach biocenozy i biotopu czy
wreszcie w oddziatywaniu organizmow na biotop. W szczeg6lnosci, ekofizjologia zajmuje si¢
oceng wptywu warunkow Srodowiskowych, zwlaszcza czynnikéw fizycznych i chemicznych,
takich jak temperatura, wilgotno$¢, zasolenie na funkcjonowanie organizméw zywych.
Ekofizjologia rowniez ewolucyjne powstawanie przystosowan, np. fizjologicznych,
morfologicznych i behawioralnych (adaptacjach).

Wzajemne oddziatywania migdzy $rodowiskiem i roslinami sg domena ekofizjologii
roslin, ktéra w ostatnich latach rozwija si¢ bardzo dynamicznie. Postgp w tej dyscyplinie,
zwigzany z rozwojem nowych technik eksperymentalnych na poziomie molekularnym
spowodowal powstanie nowej dziedziny badawczej, ekofizjologii molekularnej roslin
(Luttge 1 in., 1995). Nowe podejscie badawcze umozliwilo lepsze zrozumienie
funkcjonowania roslin i przebiegajacych w nich proceséw oraz pozwolilo glebiej i lepiej
pozna¢ mechanizmy regulacji tych procesow z uwzglednieniem oddziatywan zmieniajacego
si¢ srodowiska. Ekofizjologia molekularna roslin ma duze zastosowanie w praktyce, m.in. w
rolnictwie np. przy okres$laniu odpornosci roslin uprawnych na stresy biotyczne oraz
abiotyczne i opracowywaniu metod selekcji nowych odmian. Metody biologii molekularnej sa
wykorzystywane réwniez dla wykrywania organizméw modyfikowanych genetycznie,
ktorych stosowanie jest regulowane prawnie, jako potencjalne zagrozenie dla §rodowiska.
Ponadto, ekofizjologia molekularna roslin daje podstawy teoretyczne dla szeregu technologii
stosowanych w przechowalnictwie zywnos$ci i w bankach gendw.

Proponowany przedmiot ma na celu przedstawienie Panstwu wybranych zagadnien
ekofizjologii molekularnej roslin. Opracowany zestaw ¢wiczen obejmuje wachlarz technik
molekularnych i1 wykorzystanie ich do opisu proceséw fizjologicznych zachodzacych w
ro$linach, m.in. do okreslania zmian ekspresji genow pod wpltywem stresow biotycznych i
abiotycznych, wykrywania programowanej $mierci komorkowej oraz identyfikacji
organizméw genetycznie modyfikowanych.

Fakultet obejmie nastgpujace zagadnienia:

I. Zmiany ekspresji wybranych genow pod wplywem stresow abiotycznych
Teoria: molekularne mechanizmy reakcji ro$lin na stresy srodowiskowe.
Laboratorium: izolacja i czyszczenie RNA z roslin. Badanie ekspresji wybranych genow

metoda potilosciowego RT PCR oraz oznaczanie aktywno$ci odpowiadajacych im enzymow.

II. Krioprezerwacja
Teoria: mrozoodpornos¢ roslin, przebieg zamarzania wody w tkankach, banki genow.

Laboratorium: badanie przebiegu zamarzania wody w nasionach i ocena uszkodzen,



przemrazanie tkanek do temperatury ciektego azotu, ocena skutecznosci réznych krio-
protektantow 1 schematoéw schtadzania 1 rozmrazania, przechowywanie probek RNA 1 DNA.
III. Wykrywanie programowanej $mierci komorki na poziomie DNA

Teoria: rola programowanej $mierci komorki w rozwoju ro$lin i ich reakcji na stresy.
Laboratorium: izolacja i oczyszczanie DNA z ziarniakéw Z. mays na r6znym etapie rozwoju i
z lisci Z. mays poddanych dziataniu chtodu. Elektroforeza w zelu agarozowym.

IV. Wykrywanie organizméw roslinnych modyfikowanych genetycznie

Teoria: Organizmy modyfikowane genetycznie, wprowadzenie do prawodawstwa unijnego 1
krajowego dotyczacego GMO.

Laboratorium: izolacja DNA z soi transgenicznej i typu dzikiego. Wykrywanie GMO z
uzyciem RT PCR. Wykrywanie GMO z uzyciem testu polowego metoda ELISA.

V. Podstawy bioinformatyki

Teoria: Podstawowe techniki bioinformatyczne, przeglad zasobow sieciowych.

Pracownia komputerowa: przeszukiwanie baz danych, porownywanie sekwencji, budowa

drzew filogenetycznych, projektowanie starterow.

VI. Zastosowanie mikromacierzy do analizy zmian transkryptomu u ros$lin pod
wplywem stresu

Teoria: Mikromacierze cDNA, oligo i biatkowe 1 ich zastosowanie w ekofizjologii
molekularnej roslin.

Laboratorium: pokaz procedury. Pracownia komputerowa: analiza statystyczna i

merytoryczna wynikoéw, programy do analizy wynikow eksperymentéw mikromacierzowych.
VII. Analiza poziomu wybranych transkryptow za pomoca metody real-time RT-qPCR
Teoria: Podstawy metody

Laboratorium: oznaczenie poziomu transkryptu kilku genéw w roslinach typu dzikiego i
mutancie SALK 030046 Arabidopsis thaliana

Polecana literatura
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Prasad M.N.V. Plant Ecophysiology. J. Wiley & Sons, New York.Turner P.C., 1996.
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Cwiczenie I. Zmiany ekspresji wybranych genéw pod wplywem streséw abiotycznych

Pawel Sowinski, Maciej Jonczyk, Andrzej Podstolski, Danuta Solecka, Alicja
Sobkowiak,
Zaktad Ekofizjologii Molekularnej Roslin, UW

I.1. Cze$¢ teoretyczna

Cechg charakterystyczng $rodowiska, w jakim bytujg organizmy zywe jest jego zmiennosc.
Dotyczy to m.in. temperatury otoczenia, dost¢pnosci wody i1 substancji odzywczych oraz
Swiatta. Cze$¢ z tych zmian ma charakter naturalnych fluktuacji cyklicznych lub losowych. Te
pierwsze niosa czesto informacje wykorzystywang przez organizmy dla dostosowywania
swojego metabolizmu do zmieniajgcego si¢ sSrodowiska. Np. w przypadku roslin wieloletnich
z rejonéw klimatu umiarkowanego, skracajacy si¢ jesienia dzien wraz z obnizajaca si¢
stopniowo temperaturg s3 sygnalem do wchodzenia w okres spoczynku zimowego
polaczonym z hartowaniem do mrozu. Pewne zmiany $rodowiska moga by¢ jednak na tyle
duze, ze prowadza do ograniczenia funkcji zyciowych, a nawet do powaznych uszkodzen czy
wrecz do $§mierci organizmu.

Ekofizjologia, jako dziedzina nauki zajmujaca si¢ m.in. zjawiskami i procesami
zwigzanymi z dziataniem niekorzystnych warunkéw srodowiska na organizmy zywe, opisuje
je w kilku podstawowych definicjach. Definicje te odnoszg si¢ do wszystkich organizméw

zywych, jednak dalszy wywod bedzie dotyczyt tylko §wiata roslin

Niekorzystne czynniki srodowiska sg okreslane mianem stresorow:

stresor - abiotyczny lub biotyczny czynnik S$rodowiska ograniczajacy procesy

Zyciowe organizmu.

Do abiotycznych stresorow zaliczamy wysoka 1 niskg temperaturg, susze 1 nadmiar wody w
podiozu, stabe i silne §wiatlo, deficyt mineralny i zasolenie, itp. Do biotycznych stresoréw
zaliczamy choroby wirusowe, bakteryjne, grzybowe, atak owadow roslinozernych, spasanie

zwierzg¢tami ro$linozernymi, oddzialywanie ze strony innych roslin, itp.

Reakcja organizmu Zywego na stresor jest nazywana stresem:



stres - zmiana funkcji organizmu w odpowiedzi na czynnik stresowy uzalezniona od

czasu trwania 1 natezenia bodzca.

Wszystkie organizmy zywe sg przystosowane do bytowania w typowym dla siebie

srodowisku. Zespot tych przystosowan jest okreslany mianem adaptacji:

adaptacja - odziedziczalna modyfikacja cech organizméw danego gatunku, rasy,
odmiany lub populacji pozwalajagca przetrwa¢ im w danym $rodowisku oraz

przekazac te cechy potomstwu.

Jako przyklad adaptacji mozna poda¢ kompleks cech anatomicznych 1 fizjologicznych

charakteryzujacych sukulenty, rosliny bytujace w srodowisku suchym.

Adaptacja organizmu do danego §rodowiska jest mozliwa dzigki dwdm zjawiskom,

unikaniu i tolerancji:

unikanie - zapobieganie lub opdznianie ustalenia si¢ rownowagi termodynamicznej
z czynnikiem stresowym dzigki barierom fizycznym, chemicznym lub rozwojowym.
tolerancja - zapobieganie skutkom dziatania stresu w komorce lub tolerowanie tych

skutkow.

W przypadku zwierzat mechanizm unikania jest tozsamy z reakcjg ucieczki, w przypadku
ros$lin, a wigc organizmow osiadlych, mechanizm unikania przejawia si¢ m.in. w
dostosowaniu cyklu rozwojowego do zmian sezonowych $rodowiska. Przyktadem jest
wystepowanie w kimacie umiarkowanym licznych roslin uprawnych (pomidor w uprawach
polowych, kukurydza, proso zwyczajne) 1 chwastow (Digitaria sanguinalis, Echinochloa
crus-galli) pochodzacych z tropikow i subtropikow. Ich cykl zyciowy zamyka si¢ w okresie
kilku miesiecy (maj - sierpien), gdy temperatura jest wystarczajaco wysoka dla bytowania
tych cieptolubnych roslin. Przyktadem zjawiska tolerancji jest zdolnos¢ przezycia roslin ze

srodowisk suchych przy niskim potencjale wodnym gleby i powietrza.

Przystosowanie do niekorzystnych warunkow srodowiska moze obejmowac takze
zmiany w metabolizmie lub budowie anatomicznej zwigkszajacej zdolnos¢ przezycia stresu.

Takie zjawisko jest okreslane terminem aklimatyzacji:



aklimatyzacja - niedziedziczna zmiana struktury i funkcji organizmu zachodzaca w
reakcji na czynnik stresowy lub wyprzedzajace przygotowanie ro$liny do

niekorzystnych warunkow srodowiska.

Przyktadami aklimatyzacji sg: zwiekszenie aktywnos$ci enzyméw anty-oksydacyjnych w
reakcji na szereg stresow powodujacych zaburzenie rownowagi oksydo-redukcyjnej (m.in.
nadmiar $wiatta i chldd), synteza substancji toksycznych lub odstraszajacych owady, a takze
hartowanie mrozowe, a wigc zdolno$¢ zwigkszania naturalnej tolerancji mrozu (temperatury
ponizej punktu zamarzania tkanki) przez rosliny wieloletnie z rejondéw klimatu
umiarkowanego i1 polarnego pod wptywem chtodu (temperatury z zakresu 2 - 8°C).

Wsrod zagadnien, jakimi zajmuje si¢ ekofizjologia molekularna ro$lin, jednym z
wazniejszych jest okre§lenie wspolnych mechanizmow odpowiedzi roslin na stresy rdéznego
typu. Wspdlng odpowiedzig tkanek roslinnych na roézne czynniki stresowe (np. atak
patogenow, promieniowanie UV, deficyt wody, zbyt wysoka lub zbyt niska temperatura, jony
metali ciezkich) moze by¢ zaklocenie rownowagi migdzy wytwarzaniem i1 usuwaniem
reaktywnych form tlenu, co prowadzi do wystapienia stresu oksydacyjnego. Powstajace
reaktywne formy tlenu (ROS) moga uszkadza¢ lipidy bton (peroksydacja), zmieniajac jej
strukture 1 stan fizyczny i zaklocajac funkcje. Uszkadzaja roéwniez biatka (zwlaszcza
enzymatyczne, zawierajace w centrum aktywnym zelazo i/lub siarkg) i DNA. W ro$linach
dzialaja enzymatyczne i nieenzymatyczne systemy antyoksydacyjne, ktore "wymiatajac" (ang.
scavenging) reaktywne formy tlenu zapobiegajg powstawaniu stresu oksydacyjnego. Katalazy
1 peroksydazy, zawierajace zelazo hemowe, zaangazowane sg w usuwanie nadtlenku wodoru.
Enzymy te biora udziat w wielu reakcjach zachodzacych w komorkach, a takze chronia
organizmy, zarOwno zwierzece jak i roslinne, przed szkodliwym dziataniem rodnikow
nadtlenkowych.

Innym waznym zagadnieniem ekofizjologii molekularnej roslin jest transdukcja
sygnatu o stresie, tzn. cigg proceséw obejmujacy odbidr (recepcje) sygnalu, wzmocnienie i
przekazanie sygnatu w komorce oraz indukcje odpowiedzi rosliny. Szlak transdukcji sygnatu

na poziomie fizjologicznym 1 komorkowym jest przedstawiony na Rys. I.1.1.
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Rys. I.1.1. Uproszczony schemat szlakow transdukcji sygnatow u roslin w zaleznosci od sity

stresu. Za: Kacperska A. (2004).

Sygnaly o stresie majg rozny charakter, moze to by¢ zmiana potencjalu oksydo-
redukcyjnego lub wodnego, a takze zmiany w blonach komdrkowych. W zaleznosci od
rodzaju sygnahlu, w recepcji sygnatu biorg udzial rézne struktury komorkowe: chloroplasty i
mitochondria, btona komorkowa i $ciana komoérkowa. Podobnie, rézne moga by¢ wtorne
przekazniki informacji (ang. messengers): aktywne formy tlenu (w szczego6lnosci nadtlenek
wodoru), wolne jony wapnia w cytozolu lub fosfolipidy. Odpowiedz rosliny na stres moze by¢
realizowana badZ poprzez zmiany aktywno$ci réznych enzymow, co jest inicjowane za
posrednictwem kaskad kinaz biatkowych lub w wyniku indukcji ekspresji/represji

specyficznych gendéw, w czym biorg udzial liczne czynniki transkrypcyjne (Rys. 1.1.2).
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Stress tolerance / Acclimation
Rys. 1.1.2. Schemat szlakow transdukcji sygnatu prowadzacych do zmian ekspresji
genow. Za: Pastori i Foyer (2002).
Efektem tego jest generalna zmiana metabolizmu rosliny skutkujaca zwigkszeniem

tolerancji na stres. Szlaki transdukcji sygnatéow dla réznych typoéw stresow moga byc



wspolne, co powoduje, ze dziatanie jednym rodzajem stresu indukuje tolerancje rosliny na
inne. Jako przyktad mozna poda¢ indukcje ekspresji gendw zwigzanych z atakiem patogendéw
przez ozon (Rao i Davies, 2001) lub genéw zwigzanych ze stresem mechanicznym przez UV
(Jansen i in., 1998). Zjawisko to jest zwane odpornos$cig krzyzowa (cross-tolerance).
Przyktadem szlaku metabolicznego ulegajacego istotnym modyfikacjom pod
wpltywem réznych stresow jest szlak biosyntezy zwigzkéw fenolowych o strukturze
fenylopropenu). Zwiazki te znajduja si¢ zarowno w $cianie komérkowej (np. kwas ferulowy 1
kumarowy, ligniny, jak i m.in. w wakuoli (antocyjaniny, flawonoidy, kumaryny). Liczne
sposrod tych dwu ostatnich grup zwiazkéw sa fitoaleksynami. Kluczowym enzymem
regulatorowym rozpoczynajagcym szlak biosyntezy zwigzkoéw fenolowych o strukturze
fenylopropenu jest amoniakoliaza L-fenyloalaniny (PAL). Aktywnos¢ PAL jest regulowana
przez czynniki srodowiskowe, gtownie §wiatlo i1 temperature, a takze stresory biotyczne —
patogenne grzyby i bakterie oraz mechaniczne, jak zranienie tkanki (Dixon i in., 2002).
Czasteczka PAL sktada si¢ z 4 podjednostek o m.cz. 77 do 83 kDa, ktére sa kodowane przez
rodzing gendéw i eksprymowane w zaleznos$ci od rodzaju indukujacego bodzca. Skutkuje to
pojawianiem si¢ innych izoform PAL niz te eksprymowane konstytutywnie, w odpowiedzi na

np. zranienie tkanki, stres temperaturowy czy infekcj¢ patogenami.
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I.2. Cze¢s¢ laboratoryjna

Celem ¢wiczenia jest okreslenie poziomu ekspresji genu kodujacego amoniako-liazg L-
fenyloalaniny (PAL), aktywnosci tego enzymu 1 poziomu fenoli w li§ciach siewek kukurydzy
poddanych dziataniu niskiej temperatury. Ponadto, w tych samych roslinach, bedzie zbadana
ekspresja gendw kodujacych peroksydazy (zwigzane z aktywnoscig anty-oksydacyjng) oraz
metylesteraza pektyn, enzymu zwigzanego z funkcjami $cian komoérkowych. Geny te sg

indukowane przez chtod zaréwno u roslin chtodoodpornych jak i chtodowrazliwych.

1.2.1. Material roslinny:

Materiat roslinny wykorzystywany w ¢wiczeniach stanowig siewki dwoch linii wsobnych
kukurydzy o réznym stopniu wrazliwosci na chtéd: linia S68911 — chtodotolerancyjna oraz
S160 — chiodowrazliwa. Rosliny hodowano na ptynnej pozywce Hoagland’a w komorze
fitotronowej (fotoperiod dzien/noc: 24/22°C, $wiatto: 250 pE-m-2-s-1), do momentu
calkowitego rozwoju trzeciego liScia, a nastgpnie cze$¢ z nich przenoszono do chlodu

umiarkowanego (14/12°C).

1.2.2. Analiza zmian ekspresji wybranych genow

1.2.2.1. Izolacja i oczyszczanie RNA.

Material badawczy
Srodkowy fragment trzeciego liscia kukurydzy, pobierany z roélin kontrolnych oraz po 38 h

dziatania chtodu umiarkowanego.

Sprzet i aparatura:

-sterylne mozdzierze i thuczki;
-sterylna szpatutka metalowa;
-sterylna peseta;

-sterylne nozyczki,

-rekawice kuchenne;
-pojemnik na azot;

-wirowka;

-wstrzgsarka typu worteks;



-statywy na probowki;
-pipety automatyczne o pojemnosci 10 pl, 100 pl, 1000 pl;

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:

- zestaw do izolacji i oczyszczania RNA (RNeasy Plant Mini Kit, Qiagen);
-B-merkaptoetanol;

-etanol 96%:;

-woda (sterylna, wolna od RN-az);

-probowki 2,0 ml, sterylne;

-probéwki 1,5 ml, sterylne;

-sterylne koncowki wymienne (tipsy) z filtrem do pipet automatycznych,;
-rekawiczki (bez pudru, sterylne);

-probéwki 50 ml (falkony);

-etanol 96% skazony acetonem.

Wykonanie ¢wiczenia:

Uwaga: RNA jest bardzo podatny na degradacje przez endo- i egzogenne RN-azy. Pierwsze
uwalniajg si¢ podczas ucierania materiatu, drugie mogg si¢ dosta¢ do probek np. z naskorka
rak. Dlatego podczas izolacji RNA nalezy pamig¢ta¢ o tym, aby probki nie uleglty rozmrozeniu

oraz zanieczyszczeniu.

1. Przygotowac bufor do ekstrakcji:

sktad buforu dla 1 probki:
- 350 pl buforu RA1,
- 3,5 ul B-merkaptoetanolu.
2. Utrze¢ tkanke roslinng (Srodkowa czes¢ blaszki trzeciego lisScia) w mozdzierzu w
ciektym azocie.
3. Ok. 100 mg utartej tkanki przenies$¢ za pomocg szpatutki do zmrozonych sterylnych
proboéwek 2,0 ml.
4. Doda¢ 350 pl buforu ekstrakcyjnego.
5. Wytrzasa¢ na worteksie przez 15-20 s w celu rozbicia grudek tkanki;
6. Cato$¢ przenies$¢ na kolumienki z fioletowym pierscieniem (NucleoSpin filter).
eZwirowac 1 min. przy 11000 rpm.;

ePobra¢ supernatantu (ostroznie, aby nie poruszy¢ osadu z dna) do nowych sterylnych



probéwek 1,5 ml;

eDoda¢ 350 pl etanolu 70%;

eCalos¢ wymieszac poprzez kilkukrotne pipetowanie (nie worteksowac);

eCalo$¢ przenies¢ na kolumienki z niebieskim pierscieniem (NucleoSpin RNA Plant
Column);

eoZwirowac 1 min. przy 11000 rpm.;

eWyla¢ z probowki przesacz;

eNa kolumienke nanies¢ 350 ul buforu MDB;

eZwirowac 1 min. przy 11000 rpm.; Wyla¢ z probowki przesacz.

ePrzygotowa¢ mix DNasy w nowej probowce 1,5ml:

sktad mixu dla 1 prébki:
- 90 pl Reaction Buffer for rDNase,

- 10 pl reconstituted rDNase.

eNa kolumienke nanie$¢ 95 pl mixu DNasy; pozostawi¢ na 15 min w temp. pokojowej;
ePlukanie:
- Na kolumienke nanie$¢ 200 pl buforu RAW2;

- Zwirowac¢ 1 min. przy 11000 rpm.;

- Przenies$¢ kolumienke do nowej probowki 2,0 ml;

- Na kolumienke nanie$¢ 600 ul buforu RA3;

- Zwirowaé 1 min. przy 11000 rpm.;

- Wyla¢ z probowki przesacz;

- Na kolumienkg nanie$¢ 250 pl buforu RA3;

- Zwirowa¢ 2 min. przy 11000 rpm.;

ePrzenies$¢ niebieska kolumienke do nowej probowki 1,5 ml;

eElucje¢ przeprowadzi¢ z uzyciem 60 pl sterylnej wody (wod¢ nanosi¢ centralnie na
membrang kolumienki, tak aby nie uszkodzi¢ jej tipsem);

eoZwirowac 1 min. przy 11000 rpm.;

eTak wyizolowane RNA zamrozi¢ w -20°C.

1.2.2.2.1. Ocena ilosciowa RNA



Ocena ilosciowa wyizolowanego RNA jest dokonywana poprzez pomiar stezenia RNA w
probce w ng/ul oraz okreslenie czysto$ci probki RNA poprzez wyznaczenie stosunku
absorbancji A260/280. Dla czystego RNA A260/280 warto$¢ ta wynosi 2 i1 ulega zmniejszeniu

w obecnosci zanieczyszczen (DNA, fenol, biatka).

Sprzet i aparatura:
- spektrofotometr

- pipeta automatyczna 10 pL;

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:
-woda (sterylna, wolna od RNA-az);
-sterylne koncowki wymienne (tipsy) do pipet automatycznych (ew. z filtrem);

-rekawiczki (wolne od RNA-az).

Wykonanie ¢wiczenia:

Oceng ilosciowa wyizolowanego RNA wykonuje si¢ za pomocg spektrofotometru (np.
Nanodrop ND-1000). Aby dokona¢ pomiaru nalezy wyzerowa¢ aparat, wyzerowanie jest
wykonywane przez nakroplenie na soczewke aparatu 1,5 pl sterylnej wody i wybranie w
menu funkcji ,,initialize”, a nast¢gpnie ,blank”. Po przetarciu soczewki recznikiem
papierowym, 1,5 pl wyizolowanego RNA nakropli¢ na soczewke¢ aparatu. Po zamknigciu
komory pomiarowej wybra¢ funkcje ,,measure”. Pomiar nalezy wykona¢ 2 razy w celu

zminimalizowana bledu pomiaru i pipetowania.

* Blankujemy roztworem, uzytym do elucji — w tym przypadku woda.

1.2.2.2.2. Ocena jakoSciowa RNA

Oceng jakosciowg RNA wykonuje si¢ za pomocg elektroforezy w warunkach denaturujacych
(zel agarozowy z formaldehydem, por. Dodatek A). O dobrej jakos$ci wyizolowanego RNA
$wiadczy obecno$¢ wyraznych prazkow rRNA, czasteczki mRNA majg szerokie spektrum
wielkosci 1 sg widoczne jako stabo $wiecaca smuga (ang smear). Obraz elektroforetyczny

RNA jest odmienny dla roznych gatunkow i tkanek.
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Fot. 1.2.1. Obraz rozdzialu calkowitego RNA z kukurydzy na 1% Zzelu agarozowym

Zaznaczono wielkosci rRNA

Material badawczy:
wyizolowane RNA z lisci kukurydzy.

Sprzet i aparatura:

-aparat do elektroforezy z zasilaczem;

-system obrazowania zeli Chemi-doc;

-statywy na probowki;

-pipety automatyczne o pojemnosci 10 pl, 100 pl;
-waga;

-kuchenka mikrofalowa;

-regkawice kuchenne;

-wytrzasarka typu worteks;

-butelki ze szkta hartowanego 250 ml z zakretka.

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:
-10X bufor MOPS (200 mM MOPS, 50 mM octan sodu, 10 mM EDTA, pH 7,0);
-agaroza;
-woda sterylna;
-nadtlenek wodoru 30%;
-formamid;
-formaldehyd,;
-glicerol 80%;

-bromophenol blue;



-xylene cyanol;

-bromek etydyny
-probéwki 0,2 ml, sterylne
-tipsy sterylne z filtrem;

-rekawiczki (bez pudru, sterylne).

Wykonanie ¢wiczenia:

1.Wymoczy¢ aparat do elektroforezy wraz z dodatkami w 3% wodzie utlenionej przez
minimum 10 min. przed uzyciem. Aparat i dodatki zostaly wcze$niej umyte roztworem
detergentu, wyptukane woda dejonizowang i1 osuszone etanolem 60%.

2.Przygotowac¢ ptytke do wylewania zeli 1 grzebien (osuszy¢). UmieSci¢ w statywie do
polimeryzacji zastawki. Statyw ustawi¢ na ptaskiej, rownej powierzchni i wypoziomowac go.
3.Przygotowanie zelu (1%):

-do butelki odwazy¢ 600 mg agarozy;

-rozpusci¢ w 45 ml wody sterylne;j;

-mieszaning podgrza¢ w kuchence mikrofalowej ok. 2 min sporadycznie mieszajac az do
momentu catkowitego rozpuszczenia agarozy (przy pracy z goracg agaroza zachowaé
szczegolna ostroznos¢!!!);

-schtodzi¢ mieszaning do temp. 60°C pod biezaca woda;

-doda¢ 5,1 ml 10X MOPS;

-doda¢ 1,5 ml formaldehydu (pod wyciagiem!!!);

-wyla¢ schtodzong agaroz¢ do przygotowanego wczesniej pojemnika (pod wyciagiem!!!),
sprawdzi¢ czy nie utworzyly sie pecherzyki powietrza — jesli sa, przesuna¢ je na skraj zelu za
pomoca tipsa;

-po zastygnieciu zelu ostroznie wyjac rynienke z zelem i umiescic je w aparacie;

-wla¢ do aparatu bufor elektrodowy w takiej ilosci, aby catkowicie przykryt zel (3 mm);
-ostroznie wyja¢ grzebien z zelu; wyjecie grzebienia pod warstwa buforu zapobiega
zapadaniu si¢ i sklejaniu studzienek wytworzonych przez zabki grzebienia;

-UWAGA: opary wydobywajace si¢ z Zelu sg trujace — nie wdycha¢!!!

4. Przygotowanie probki:

- w probowce 1,5 ml zrobi¢ mix do elektroforezy o sktadzie wymienionym ponizej

1 cato$¢ wymiesza¢ na worteksie:



sktadniki reakcji: ilo$¢ na 7 probe: ilo$¢ na x prob
formamid 37,5 ul

10X MOPS 7,5u

formaldehyd 12 ul

woda sterylna 5,0l

glicerol (80%) 5,0 ul

bromophenol blue 10% (w/v) 1,0ul

bromek etydyny 7,1ul

-pobra¢ 1 pl RNA do probéwki 0,2 ml;
-doda¢ 9,0 pl mixu do elektroforezy;
-10 pl nanies¢ do studzienek na Zelu;
5. Elektroforeze prowadzi¢ przy napigciu 80V przez 90 min stosujac jako bufor
elektrodowy 1X MOPS.
6. Gdy bromophenol blue osiggnie 2/3 dhugosci zelu, wytaczy¢ zasilacz 1 odlaczy¢ kable
od aparatu.

7. Po zakonczonej elektroforezie zel obejrze¢ w swietle UV i sfotografowac.

1.2.2.3. Pélilosciowy PCR.

Potilosciowy PCR jest metoda, w ktorej porownuje si¢ ilos¢ mRNA w dwoch lub wigcej
probach uzyskanych np. w rd6znych wariantach eksperymentalnych. Ilo$¢ transkryptu szacuje
si¢ na podstawie ilosci produktu PCR powstatego na matrycy cDNA. Aby mozliwe bylo
oszacowanie poziomu ekspresji, w poréwnywanych reakcjach PCR musi si¢ znajdowaé ta
sama ilos¢ cDNA. Liczba cykli w pétilosciowym PCR musi by¢ ustawiona tak, aby zachowac
liniowo$¢ przyrostu produktéw w kolejnych cyklach. Wartos¢ t¢ ustala si¢ eksperymentalnie.

Pierwszym etapem poétilosciowego PCR jest reakcja odwrotnej transkrypcji, tj. synteza
nici komplementarnego DNA (cDNA) na matrycy mRNA prowadzona przez enzym odwrotng
transkryptaze. Wlasciwa reakcja potilosciowego PCR nastgpuje dopiero po reakcji odwrotnej
transkrypcji. Jest to konieczne z uwagi na to, ze RNA nie moze by¢ matryca dla
termostabilnych polimerazy DNA uzywanych w reakcji PCR.

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzi si¢ najczgsciej przy uzyciu startera (primera)
oligo(dT), ktoéry jest komplementarny do fragmentu poliA na 3’-koncu czasteczek mRNA.
Zastosowanie startera oligo(dT) pozwala na uzyskanie puli cDNA odpowiadajacej catemu

mRNA znajdujacemu si¢ w komoérce. Do oceny jako$ci uzyskanego cDNA shuzy reakcja



kontrolna PCR z uzyciem starterow specyficznych. Mozliwe jest rdwniez zastosowanie
roztworu losowych heksameréw (primerdw o dlugosci 6 nt), samych lub razem z primerem
oligo(dT). Trzecia opcja jest zastosowanie pary primerdw specyficznych dla badanego genu,
uzycie tak uzyskanego cDNA jest ograniczone do badania wlasnie tego jednego genu. Do
oceny jako$ci uzyskanego cDNA shizy reakcja kontrolna PCR z uzyciem starterow
specyficznych dla badanego genu.

Drugim etapem potilosciowego PCR jest amplifikacja analizowanych sekwencji na
drodze reakcji PCR (fancuchowej reakcji polimerazy). Reakcja ta stanowi cykl trzech etapow,
ktore zachodzg w roznych temperaturach: denaturacji (rozplatanie nici DNA) w temperaturze
95°C, przyltaczenia (annealing) starteréw (oligonukleotydy o dlugosci ok. 20 nukleotydow
najczesciej w temperaturze ok. 58-60°C (w zalezno$ci od parametrow starterdw) oraz

elongacji w temperaturze ok. 72°C.

1.2.2.3.1. Synteza cDNA za pomocg RevertAid First Strand Synthesis Kit (Fermentas)

Material badawczy:

wyizolowane wcze$niej RNA

Sprzet i aparatura:

-statywy na probowki;

-probowki 0,2 ml, sterylne;

-pipety automatyczne o pojemnosci 10 pl, 100 pl, 1000 pl;
-tipsy sterylne z filtrem;

-termocykler.

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:
-10X reaction buffer with MgClI2;

-woda sterylna;

-DNA-za I (deoksyrybonukleaza I);

-EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy);
-starter oligo(dT);

-5X reaction buffer;

-10mM mix dNTP;

-16d;

-rekawiczki (wolne od RNA-az).



Wykonanie ¢wiczenia
Wszystkie odczynniki rozmrozi¢ na lodzie i zworteksowa¢. Enzymy (DN-azg I,

Inhibitor RN-az, odwrotng transkryptaze) wyja¢ z zamrazarki tuz przed uzyciem (sa w
roztworze glicerolu)
1.Trawienie RNA DNA-az3:
-do probowki na 0,2 ml odpipetowac po 1 pg naszej proby (wyliczyé potrzebng ilos¢ pl);
-doda¢ 1 pl buforu (10X reaction buffer with MgClI2);
-uzupehi¢ mieszanine do 9 ul woda sterylng (DEPC);
-doda¢ 1 pl DN-azy I (objetos¢ koncowa mieszaniny 10ul).

Mieszaning inkubowa¢ w termocyklerze przez 30 min w temp. 37°C;
2.Doda¢ 1 pl EDTA (objetos¢ koncowa mieszaniny 11ul);

Mieszaning inkubowa¢ w termocyklerze przez 10 min w temp. 65°C;
3.Do mieszaniny doda¢ 1 ul oligo(dT) oraz 0,5 ul sterylnej wody;

Mieszaning inkubowa¢ w termocyklerze przez 5 min w temp. 65°C;
4.Catos¢ wstawi¢ na 16d na 10 s;
5.Do mieszaniny dodac¢:
-4 ul buforu RTreakcyjnego (5x stezony);
-2 ul 10mM mix dNTP;
-0,5 ul inhibitora RN-az (RiboLock)rybonukleazy;
-1 pl odwrotnej transkryptazy (M-MuLV RevertAid);

objetos¢ koncowa mieszaniny 20ul.
6.Mieszanin¢ inkubowa¢ w termocyklerze przez 60 min w temp. 42°C a nast¢pnie 10 min w
temp. 70°C.

7.0trzymane cDNA mozna przechowywaé w temperaturze -20°C.

Zsyntetyzowane cDNA postuzy jako matryca do amplifikacji analizowanych sekwencji

metodg potilosciowego PCR. Do reakcji PCR uzyjemy matrycy cDNA rozcienczone] w

stosunku 1:50.

1.2.2.3.2. Amplifikacja analizowanych sekwencji

Material badawczy:

uzyskane wczesniej cDNA (rozcienczone 50X)



Sprzet:

-statywy na probowki;

-pipety automatyczne o pojemnosci 10 ul, 100 pl, 1000 pl;
-butelka ze szkta hartowanego 250 ml;

-termocykler;

-worteks;

-wirowka.

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:
-2,5 mM mix dNTP (dCTP, dGTP, dATP, dTTP);
-10X Bufor 7ag bez MgCl2;

-25 uM MgCl2;

-polimeraza Tagq;

-primery Forward (Fw) i Reverse (Rv);

-matryca cDNA;

-woda sterylna;

-oranz G;

-agaroza;

-1X bufor TAE;

-marker wielko$ci 100 bp.;

-rekawiczki (bez pudru, sterylne);

-probéwki typu falkon na 50 ml;

-probowki 0,2 ml, sterylne;

-probowki 1,5 ml, sterylne;

-tipsy sterylne z filtrem;

-16d.

Tab. 1.2.1. Charakterystyka starterow uzywanych w reakcji PCR

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

Sekwencja Fv 5'TTCGTGGACCGTGCTTC 3'

Sekwencja Rv 5' CGTTGATGTTCGTGTCGTTG 3'

pectin methylesterase (PME)




Sekwencja Fv 5' ATCTACCACAACGCCAAGGA 3

Sekwencja Rv 5' TCCATCGTGCCAGTCATCT 3'

phenylalanine ammonia-lyase (PAL)

Sekwencja Fv 5' CGGAGGAGAAGAGGAAAATACA 3'
Sekwencja Rv 5'CCAATACAACCAAAAGTCAACG3'
peroxidase (PER)

Sekwencja Fv 5'AGCCCTCCGTCTTCTCCA 3'
Sekwencja Rv 5'CTTGCCGTCCCACTCCTT3'

Wykonanie ¢wiczenia:

Wszystkie odczynniki rozmrozi¢ na lodzie 1 zworteksowa¢. Polimeraze Tag wyjacé z

zamrazarki tuz przed uzyciem (jest w roztworze glicerolu).

1.Przygotowac mix do reakcji PCR wg schematu

Na 1 reakcje:
Sktad mix-u

10X Bufor 7aq bez MgCI12 5ul
2,5 mM mix dNTP 4 pl
25 mM MgClI2 5l
Primer Fw 1 ul
Primer Rv 1 ul
Matryca cDNA 1l
Polimeraza Tag 1 ul

Woda sterylna 32 pl (razem 50 pl)

2. Reakcje przeprowadzi¢ wg podanego profilu temperaturowego:

94°C 30 sek
58°C 30 sek

X35



72°C 30 sek
7min 72°C
3.Po zakonczeniu reakcji potilosciowego PCR, produkty reakcji rozdzieli¢ na 2% zelu

agarozowym. W tym celu:

- do mieszaniny reakcyjnej (50 ul) dodac po 4 ul oranzu G;
- 10 pl natozy¢ na wczesniej przygotowany zel agarozowy;
- do skrajnych studzienek doda¢ po 6 pl roztworu markera wielkosci (2 pl markera

wielkos$ci, 1 ul oranzu G, 3 ul wody wolnej od RN-az).

Przygotowanie zelu agarozowego 2%:

1. Przygotowac¢ ptytke do wylewania zeli i grzebien (osuszy¢). Umiesci¢ w statywie do
polimeryzacji.

2. Przygotowanie zelu:
-Odwazy¢ 1,2 g agarozy;
-Rozpusci¢ w 60 pl buforu SB/TAE;
-Mieszaning podgrza¢ w kuchence mikrofalowej przez 2 min sporadycznie mieszajac do
momentu catkowitego rozpuszczenia agarozy;
-doda¢ 3 pl barwnika Midori Green i ostroznie zamiesza¢ agaroze;
-wyla¢ schtodzong agaroze do przygotowanego pojemnika;
-wla¢ do aparatu bufor elektrodowy 1X TAE w takiej ilosci, aby przykryt zel warstwg ok. 3-5
mm;
-ostroznie wyjaé grzebien z zelu; grzebien mozna usunaé z zelu wczesniej, jednak jego
wyjecie grzebienia pod warstwa buforu zapobiega zapadaniu si¢ i sklejaniu studzienek
wytworzonych przez zabki grzebienia.

4 Nalozy¢ do studzienek zelu wcze$niej przygotowane probki

5.Elektroforeze¢ prowadzi¢ przy napigciu 120V przez 40 min; nastgpnie polozy¢ zel na

podswietlaczu transiluminatora UV oraz wykona¢ zdjecie.
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Fot. 1.2.2. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji dla dwoéch linii wsobnych
kukurydzy: S160 i S68911 dla 3 réznych par starterow. Podpis nad Zelem identyfikuje
linie (numer) i wariant eksperymentalny (C — chtéd, K — kontrola).

1.Amoniakoliaza L-fenyloalaniny (PAL).

2.Peroksydaza (PER)

3.Metyloesteraza pektyn (PME).

4.GAPDH - gen kontrolny.

1.2.3. Zmiany aktywnos$ci PAL i poziomu fenoli w lisciach kukurydzy poddanych

dzialaniu chlodu

Material badawczy:
Trzeci li§¢ kukurydzy pobierany z roslin kontrolnych lub po 38 h dziatania chiodu

umiarkowanego.

Sprzet i aparatura :

- mozdzierze porcelanowe 10 szt.;
- wirowka z chtodzeniem,;

- pipety automatyczne;

- cieplarka 40 °C;

- spektrofotometr;

- wstrzgsarka typu wortex;

- waga.

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:

- 0,1 M bufor Tris/HCL pH 8,8 — 250 ml;

- 0,2 M bufor boranowy, pH 8,8 — 100 ml

- 0,1 M roztwor L-fenyloalaniny w 0,1 M buforze Tris/HCL pH 8,8 - 10 ml,
- 0,1 N odczynnik Folina - 50 ml;

- 7,5% roztwor Na,CO; - 50 ml;

- ciekty azot.

Wykonanie ¢wiczenia:



Pobranie materialu roslinnego

Z roslin chtodzonych i kontrolnych wycia¢ wybrane fragmenty lisci i odwazy¢ porcje po ok. 1 g.

Przygotowanie ekstraktu enzymatycznego PAL

Zwazone wycinki liSci z danej grupy ro$lin nalezy pocig¢ nozyczkami na kilkumilimetrowe
fragmenty, umiesci¢ w mozdzierzu porcelanowym, zala¢ cieklym azotem (UWAGA -
WSZYSTKIE CZYNNOSCI NALEZY WYKONYWAC W REKAWICZKACH
OCHRONNYCH !!) i doktadnie rozetrze¢ na proszek. Nastepnie doda¢ 4 ml 0.1 M buforu
Tris/HC1 pH 8,8 i starannie rozciera¢ przez okoto 10 min., tak, aby wyekstrahowac
rozpuszczalne bialtka. Nastepnie, postugujac si¢ pipeta Pasteura przenies¢ homogenat do
probowek wirowkowych (podpisa¢ probowki!). Analogicznie przygotowa¢ homogenaty z
drugiej porcji lisci 1 wirowac przy 11 000 rpm przez 15 min. Supernatanty odpipetowaé do
czystych probowek Eppendorfa. Supernatant stanowi ekstrakt enzymatyczny PAL

(przechowywa¢ w lodéwce lub w lodzie).

Oznaczanie aktywnosci PAL
Wykona¢ 3 powtorzenia dla kazdej proby biologicznej - ekstraktu z roslin kontrolnych i po
dziataniu chtodu.
Do probowek dodac:

- 2250 pl 0.2 M buforu boranowego, pH 8.8

- 500 pl 0.1 M roztworu fenyloalaniny w buforze

- 250 pl ekstraktu z lisci
Probowki inkubowa¢ 2 godziny w temperaturze 37°C. Ilo$§¢ powstatego kwasu ¢-
cynamonowego mierzy¢ spektrofotometrycznie przy A = 290 nm. Obliczy¢ aktywno$¢
enzymatyczng przyjmujac zalezno$¢: zmiana o 0.01 jedn. absorb. = 3.4 nmola kwasu #-

Cynamonowego.

Oznaczanie zawartosci zwigzkow fenolowych metodg Folina-Ciocolteu’a

Z przygotowanych ekstraktow odpipetowac po 0.25 ml i rozcienczy¢ 4 x woda destylowana
do objetosci 1,0 ml. Z rozcienczonego ekstraktu odpipetowaé do 3 probowek szklanych po
0,1 ml i doda¢ po 0,5 ml 0,1 N odczynnika Folina — natychmiast wymiesza¢ 1 po 5 minutach
doda¢ 0,6 ml 7,5 % roztworu Na,COs;, wymiesza¢ i pozostawi¢ na 30 min. Réwnolegle
przygotowa¢ w ten sam sposob 2 proby Slepe, gdzie zamiast ekstraktu z roslin uzywamy 0,1

ml H,O dest. Po uptywie 30 minut zmierzy¢ absorbancje probek przy dtugosci fali 750 nm



wobec proby slepe;.

Wynik koncowy:

Aktywnos¢ PAL poda¢ w nmolach kwasu #-cynamonowego na 1 g §wiezej masy oraz
na 1 mg biatka/godz. w grupach z warunkow ciepta oraz chtodu i zestawi¢ w tabelce.
Wyliczy¢ §rednig arytmetyczna.

Zawartos¢ zwigzkow fenolowych na 1 g $wiezej masy obliczy¢ z zaleznosci, ze przyrost
absorbancji o 0,1 odpowiada 1 pg wzorcowego zwigzku fenolowego (kwas galusowy)
Uzyskane wyniki wstawi¢ odpowiednio do tabeli ze zmianami aktywnosci PAL. Wyciagnaé

whnioski z przeprowadzonego do§wiadczenia i przedstawi¢ je w formie krotkiego opisu.

1.2.4. Zmiany aktywnosci peroksydazy w liSciach kukurydzy pod wplywem chlodu

Material badawczy:
Trzeci li§¢ kukurydzy pobierany z roslin kontrolnych lub po 38 h dziatania chiodu

umiarkowanego.

Sprzet i aparatura:

- spektrofotometr Shimadzu 160A;

- homogenizator Ultraturax;

- wirowka Eppendorf 5408R;

- pipety automatyczne 10 pl, 50ul, 200ul, 1000ul;

- probowki wiréwkowe typu Falcon 15 ml.

Odczynniki i materialy:

- bufor Tris-HCI, pH 7,0;

- 0.1 M bufor octanowy, pH 5.0;
- odczynnik Bradford;

- akrylamid;

- bufor do prob;

- gwajakol;

- benzydyna;

- pirogallol;



- perhydrol.

Wykonanie ¢wiczenia:

Otrzymywanie ekstraktow bialek cytoplazmatycznych.

Liscie z roslin kontrolnych 1 poddanych dziataniu niskiej temperatury (2 x 1 g)
homogenizowa¢ w 5 ml 0,1 M buforu Tris-HCl pH 7.0 (zawierajagcego 1 mM PMSF)
schlodzonego do 4°C. Homogenat przenies¢ do probowek wirowkowych. Proby wirowac
przy 14000 g w temp. 4°C przez 20 min. Supernatant zla¢. Pobra¢ 0,5 ml z kazdej proby do

oznaczenia zawarto$ci biatek.

Oznaczanie zawartosci bialka rozpuszczalnego metoda Bradford

Z kazdego supernatantu pobra¢ 50 pl (w 3 powtorzeniach) doda¢ 2 ml odczynnika Bradford,
wytrzasac. Po 2 min zmierzy¢ absorpcj¢ przy A = 595 nm wobec préoby slepej (50 pl buforu 1
2 ml odczynnika Bradford). Absorpcj¢ przeliczy¢ na pg biatka, korzystajac z krzywej

wzorcowej dla rdznych stgzen albuminy.

Oznaczanie aktywnoSci peroksydaz.
Oznaczanie aktywnosci in vitro:
Do probowek dodac:

- 940 ul 0.1 M buforu octanowego, pH 5.0,

- 2 ul guaiakolu (koncowe stezenie 10 mM),

- 50 pl ekstraktu z lisci.
Zmierzy¢ absorbancje mieszaniny przy A = 436 nm (start). Doda¢ 10 pl H,O, (rozpoczgcie
reakcji), wymieszaé i natychmiast mierzy¢ przyrost absorbancji, co 20 sekund przez 3 minuty.
Wykona¢ 3 powtorzenia chemiczne dla kazdej proby biologicznej. Aktywno$¢ peroksydaz

wyrazi¢ jako zmiang absorbancji w czasie pomiaru na 1 mg bialtka.

Oznaczanie aktywnosci na zelu poliakrylamidowym:
Otrzymane wczesniej ekstrakty zawierajace biatko potagczyé w stosunku 1:1 z buforem do
prob o nastepujacym sktadzie: 3,1 ml buforu Tris-HC1 1M, pH 6.8, 5 ml glicerolu, 0,5 ml 1%

biegkitu bromofenolowego i 1,4 ml wody destylowane;.

UWAGA! Akrylamid dziala toksycznie na uklad nerwowy — zachowac¢ szczegolng ostroznos¢!!!



Przygotowane proby nanie$¢ na 10% zel poliakrylamidowy mikropipeta zaopatrzong
w koncowke z kapilarg, w ilosci 30 pl na kazda studzienke. Do jednej ze studzienek nanies¢
mieszaning wzorcéw bialek. Po naniesieniu prob ustawi¢ natezenie pradu na 70 mA.
Elektroforeza trwa okoto 1,5 godziny. Kiedy barwnik znajdzie si¢ na koncu plytki, wytaczy¢
zasilacz. Wyja¢ ptytki z zelem z aparatu, ostroznie zdja¢ zele z plytek i przenies¢ do szalek
Petriego z odpowiednimi substratami:

benzydyna
2 ml roztworu benzydyny w kwasie octowym + 9 ml H20 + 11 ml 1% wody utlenione;.
Roztwor sporzadzi¢ tuz przed uzyciem (wszystkie prace wykonywaé¢ w rekawiczkach -
benzydyna jest rakotwércza). Zel zanurzyé w roztworze na okolo 30 sek. - 1 min.
Obserwowac pojawienie si¢ bigkitnych prazkéw w miejscu obecnosci peroksydazy.

pirogallol
5% pirogallol (5 ml) + 1% woda utleniona (2,5 ml) + 0.1M bufor octanowy pH 5,0 (2,5 ml)

Zel zanurzyé w roztworze az do pojawienia sie brazowych prazkow (wszystkie prace

wykonywa¢é¢ w rekawiczkach - pirogallol jest trujacy).



Cwiczenie II. Krioprezerwacja

Danuta Solecka

Zaktad Ekofizjologii Molekularnej Roslin, UW

I1.1. Cze$¢ teoretyczna

Gléwnym zagrozeniem wywotanym dziataniem niskiej temperatury (mrozu) na zywe tkanki i
komorki jest krystalizacja wody. Jesli krysztaly powstajg na terenie komorki (krystalizacja
wewnatrzkomorkowa), nastepuje zniszczenie ultrastruktury cytoplazmy 1 organelli
komoérkowych, co mozna obserwowaé¢ po rozmrozeniu materiatu. Ryzyko powstania
krysztatdéw lodu na terenie protoplastu jest mniejsze, gdy komoérka zawiera niewielka ilo$¢
"wolnej" wody, a takze, gdy obecne w komdrce cukry czy inne substancje "wigzace" wode
(oddziatywujace z polarnymi czasteczkami wody) powodujg obnizenie punktu zamarzania
wody. Jesli jednak krysztatly lodu powstaja na zewnatrz protoplastu (pozakomodrkowo),
pociaga to za soba migracj¢ wody z wnetrza komorki do jej sSrodowiska, zgodnie z gradientem
stezenia pary wodnej (mate jej stezenie nad lodem). Wowczas dochodzi do odwodnienia
protoplastu, skurczu komorek, zwigkszenia st¢zenia jonow roznych soli na terenie cytoplazmy
1 innych efektow odwodnienia. Odwodnienie wywotane pozakomorkowa krystalizacja wody
moze spowodowaé rézne uszkodzenia struktur komdrkowych, w tym blon i organelli
komorkowych, a takze uszkodzenia bialek enzymatycznych niezwigzanych z blonami.
Uszkodzenia te sg obserwowane na ogot po odtajaniu komoérek. Zakres uszkodzen zalezy nie
tylko od zakresu temperatury, do ktorej komorki zostaty przemrozone (a wigc od stopnia
odwodnienia wywotanego wymarzaniem coraz wigkszych ilo$ci wody), ale 1 od szybkosci
rozmrazania (tj. od szybkosci wnikania wody do protoplastu), a takze od obecno$ci na terenie
komorek substancji, ktore chronig struktury komodrkowe przed skutkami odwodnienia
(niektore drobnoczasteczkowe biatka, aminokwasy, cukry i polialkohole).

Niektore typy tkanek, charakteryzujace si¢ niskg zawarto$cig wody 1 zwartg struktura,
pozbawiong przestrzeni miedzykomorkowych (np. paki kwiatowe, zarodki nasion, niektére
typy migkiszu lisciowego, promienie rdzeniowe) moga osiggna¢ wysoki poziom odpornosci
na niskg temperature unikajac zamarzania wody. Stan ten osiggaja w wyniku trwalego
przechlodzenia wody w tkankach (tzn. utrzymania wody w stanie ptynnym w temperaturach
nizszych niz punkt zamarzania roztworow wodnych). Z drugiej strony zamarzanie
wewnatrzkomorkowe gleboko przechtodzonej wody prowadzi do letalnych skutkow, co jest

przyczyng eliminacji niektorych gatunkow na terenach, gdzie temperatura spada okresowo do



-30pC lub ponizej. Na zakres i trwato$¢ przechlodzenia wptywaja roézne czynniki, np.
obnizenie potencjalu wody w komorkach. W nasionach mozliwo$¢ osiggnigcia stanu
glebokiego przechlodzenia zalezy dodatkowo od okrywy nasiennej: frakcja wody znajdujaca
si¢ w okrywie 1 pod nig ulega wczes$niej krystalizacji, natomiast woda w komorkach zarodka
ulega przechtodzeniu i zamarza dopiero w nizszej temperaturze.

Punkt (temperaturg) krystalizacji wody okre$la si¢ na podstawie emisji ciepta
krystalizacji, metoda réznicowej analizy termicznej (DTA). W celu dokonania pomiaru
jedng z koncowek termopary przytwierdza si¢ do badanej tkanki parafilmem i umieszcza w
probéwce, druga koncowke (termopare odniesienia) owija si¢ parafilmem, wkiada do innej
probowki 1 umieszcza w tych samych warunkach. Réznica temperatur pojawiajaca si¢ na
koncoéwkach termopary podczas krystalizacji jest rejestrowana w postaci piku tzw. egzotermy.
U niektérych roslin obserwuje si¢ 2 egzotermy, wystgpujace w temperaturze stosunkowo
wysokiej (tzw. HTE) 1 w temperaturze niskiej (np. -30pC i nizej), tzw. LTE.

Krioprezerwacja (ang. cryopreservation), czyli dlugotrwate przechowywanie
materiatu roslinnego (nasion, ziaren pytku, merystemow wierzchotkowych, cebul, bulw czy
pakow spoczynkowych) w bardzo niskiej temperaturze (w zakresie od -150p do -196pC) bez
utraty zywotno$ci, jest jedna z metod przechowywania materialu genetycznego gatunkow
rzadkich 1 zagrozonych lub cennych dla uprawy. Stosuje si¢ tez ja w celu zachowania
materiatu badawczego (np. linii komérkowych stosowanych w biotechnologii czy komorek
transgenicznych). Przechowywanie materiatu o wysokiej aktywnos$ci metabolicznej lub duzej
zawarto$ci wody wymaga stosowania specjalnych procedur podczas zamrazania. Jedynie
tkanki tzw. powietrznie suche (np. organy przetrwalnikowe lub nasiona) nie wymagaja
stosowania takich metod.

Materiat roslinny, zawierajacy komorki aktywne metabolicznie, o stosunkowo duzej
zawarto$ci wody, moze by¢ przechowywany w temperaturze cieklego azotu pod warunkiem,
ze zawarta w nich woda ulegnie ,,witryfikacji”, tzn. zeszkleniu w formie niekrystalicznej, (co
zachodzi w wyniku bardzo szybkiego ochtodzenia do temperatury ciektego azotu).
Uwodnione komorki nalezy wstepnie czgsciowo odwodnié, aby uniemozliwi¢ przypadkowa
wewnatrzkomorkowa krystalizacje wody podczas bardzo szybkiego schtadzania. W tym celu
nalezy podda¢ komorki dehydratacji albo w roztworach hipertonicznych (np. mannitolu,
sorbitolu, sacharozy) lub przemrazajac je powoli do okoto —30pC (co prowokuje czeSciowe
wymarzanie wody na zewnatrz komorki), a dopiero potem przenosi¢ je do temperatury
cieklego azotu.

Prawdopodobienstwo przezycia dziatania ultraniskiej temperatury zwigksza obecnos¢

zwigzkow ochronnych, tzw. krioprotektantoéw. Naleza do nich niskoczasteczkowe zwigzki



rozpuszczalne wnikajace do komorek, takie jak cukry, aminokwasy lub alkohole
poliwodorotlenowe, jak rowniez polimery nieprzenikajace przez btong komorkowas.
Krioprotektanty moga dziata¢ w rozny sposob. Zwigzki te, wigzac si¢ z biatkami, moga
stabilizowa¢ ich struktur¢ a zatrzymujac wod¢ w komodrce - przeciwdziata¢ zatezaniu
elektrolitow wewnatrz komodrek. Zwiazki niewnikajagce do komorki, poza oddziatywaniem na
plazmoleme¢, moga réwniez dziala¢ ochronnie modyfikujac strukturg powstajacych

krysztatow wody.

Literatura:
Sakai A, Matsumoto T, Hirai D, Charoensub R. 2002. Survival of Tropical Apices Cooled to -
196pC by Vitrification. W: Plant Cold Hardiness (Li PH, Palva JP, red.), str. 109-119.
Sakai A, Larcher W. 1987. Frost Survival of Plants, Springer-Verlag, Berlin:
The Freezing Process in Plants, str. 21-38.
Results of Freezing Injury and Chances of Recovery, str. 54-58.
Supercooling as a Survival Mechanism, str. 70-85.

Survival at Ultralow Temperatures, str. 91-96.

I1.2. Cze$¢ laboratoryjna

Celem ¢wiczenia jest:
- poréwnanie przezywalno$ci nasion powietrznie suchych i nasion napeczniatych w wodzie
po przemrozeniu ich do temperatury cieklego azotu,
- temperatury krystalizacji wody w catych nasionach stonecznika i wyizolowanych z nich
zarodkach,
- wykazanie mozliwosci przechowania metabolicznie aktywnych tkanek roslinnych w

temperaturze cieklego azotu

I1.2.1. Przezywalnos$¢ nasion a ich uwodnienie

Material badawczy:

Nasiona rzepaku, fasoli azuka oraz ziarniaki pszenicy i kukurydzy

Sprzet i aparatura:
- termopary z rejestratorami

- pojemnik na azot;



- laznia wodna.
- probowki Cryovial;

- szalki Petriego.

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:
- folia aluminiowa;
- bibuta filtracyjna;

- ciekly azot.

Wykonanie ¢wiczenia:

I1.2.1.1. Przygotowanie materialu

Przygotowac po 80 nasion rzepaku, fasoli, pszenicy i kukurydzy. Na 18 godzin przed
rozpoczgciem doswiadczenia potowe nasion namoczy¢ w dwukrotnej objetosci wody
destylowanej. Namoczone i suche nasiona podzieli¢ na porcje: rzepaku po 10 sztuk, fasoli,
pszenicy 1 kukurydzy po 5 sztuk. Kazda porcje wlozy¢ do probdéwki Cryovial. Dwie probowki
z nasionami rzepaku oraz po cztery z nasionami fasoli lub ziarniakami pszenicy i kukurydzy
(osobno ziarniaki namoczone 1 suche) owing¢ razem folig aluminiowg 1 wyraznie podpisac.

Pozostalg czes$¢ nasion (kontrola), przechowywac w lodowce.

I1.2.1.2. Przemrazanie nasion w temperaturze cieklego azotu

Zapakowane w foli¢ probowki z nasionami wlozy¢ ostroznie do pojemnika z cieklym
azotem 1 pozostawi¢ na 30 minut. Po tym czasie ostroznie wyja¢ pakiety i szybko wrzuci¢ do
tazni wodnej o temperaturze nie wyzszej niz 40°C, inkubowaé przez 10 minut (sprawdzi¢
doktadnie temperature!).

Nasiona kontrolne (nieprzemrazane) i przemrozone w ciektym azocie wyktada¢ po 20
sztuk na doktadnie podpisane szalki Petriego, wylozone podwojng warstwa bibuty filtracyjnej
1 zwilzone 4 ml wody. Szalki przechowaé¢ w cieplarce o temperaturze 20pC do nastgpnego
tygodnia. Policzy¢ skietkowane nasiona, obliczy¢ procent przezycia przemrazanych nasion
(suchych 1 namoczonych) w odniesieniu do nieprzemrazanej kontroli. Wyniki przedstawi¢ w

formie tabel lub diagramow.

Wyciagnac¢ wnioski na temat:
a) zaleznosci migdzy uwodnieniem tkanek a ich odpornoscig na bardzo niskie temperatury

b) ewentualnych réznic w odpornosci badanych nasion



I1.2.2. Réznicowa analiza termiczna (DTA)

Material badawczy:

Nasiona stonecznika

Sprzet i aparatura:
- szalki Petriego;
- termopary z rejestratorami;

- MiniCool (aparat do ultraszybkiego schtadzania prob).

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:
- blgkit Evansa;

- ciekty azot;

- alkohol etylowy;

- probowki typu Eppendorff

Wykonanie ¢wiczenia:

Przygotowanie nasion
Przygotowac 20 nasion stonecznika, przemywajac nasiona krotko (10 min) alkoholem
etylowym. Przetrze¢ palce alkoholem i z potowy nasion zdja¢ tuping. Nasiona i wyizolowane

zarodki przechowywac na szalkach Petriego wytozonych zwilzong bibulg.

Przeprowadzenie réoznicowej analizy termicznej

Do jednej proboéwki Eppendorffa wlozy¢ ziarno slonecznika z termopara
przytwierdzong do niego parafilmem, termopar¢ odniesienia owing¢ samym parafilmem i
umiesci¢ w drugiej probowce. Podobnie postapi¢ z wyizolowanym zarodkiem. Termopary
podtaczy¢ do rejestratorow.

Termopary umiesci¢ w komorze aparatu Minicool. Wiaczy¢ program 6 (schladzanie
od temperatury 0°C do -35°C z szybkoscig 1°C/min). Obserwowacé rejestratory. Po

wystapieniu drugiej egzotermy przerwac schtadzanie i wytaczy¢ MiniCool.

Ocena stopnia przezycia nasion - barwienie bl¢kitem Evansa
Nasiona 1 zarodki kontrolne (nieprzemrazanych) oraz poddane przemrazaniu wylozy¢

na mate szalki 1 zala¢ roztworem 0,25% bi¢kitu Evansa na 25 minut (Uwaga: Prace z



barwnikiem prowadzi¢ w rekawiczkach!). Roztwor zla¢, zarodki przeptuka¢ duzg ilo$ciag
wody destylowanej (ok. 20-30 ml). Zaobserwowa¢ miejsca wnikania barwnika do
uszkodzonych komoérek (wnikanie barwnika oznacza zniszczenie struktury bton). Zanotowac

obserwacje.

Wyciagnac¢ wnioski na temat:
a) roli okrywy nasiennej w odpornos$ci nasion na mréz,

b) mozliwos$ci wykorzystania DTA do wyznaczania odpornosci tkanek na mroz,

I1.2.3. Krioprezerwacja zawiesiny komorkowej

Material badawczy:
Zawiesina komorek tytoniu BY2 (pochodzaca z kalusa) i zawiesina embriogeniczna komorek

goryczki (Gentiana spp.)

Sprzet i aparatura:

- MiniCool (aparat do ultraszybkiego schladzania prob).
- spektrofotometr Shimadzu 160A;

- pojemnik na ciekly azot;

- laznia wodna

- probowki Cryovial.

Odczynniki i materialy:

- mieszanina 10% DMSO i 12% glicerolu
- 1 ml odczynnika tetrazoliowego;

- etanol 96%

- probowki Cryovial;

- ciekty azot;

Wykonanie ¢wiczenia:

Przygotowanie materialu.

Komorki zawiesiny odsaczy¢ z pozywki 1 przeptuka¢ woda destylowang. Materiat
podzieli¢ na 2 czesci: jedng z nich zala¢ 30 ml wody destylowanej a druga 30 ml
krioprotektantu (mieszanina 10% DMSO 1 12% glicerolu) 1 przez 1 godzing¢ inkubowac¢ na

wytrzasarce, w temperaturze pokojowej.



Zamrazanie i rozmrazanie materialu

Komorki zawiesiny wymiesza¢é 1 rozdzieli¢ materiat z kazdego wariantu
doswiadczenia do 15 probdéwek Cryovial (po 50 mg odpowiedniej zawiesiny), pozostawi¢ w
lodowce po 5 probowek jako kontrole, a resztg przemraza¢ w roznych warunkach:
a) bezposrednio w cieklym azocie (po 5 proboéwek z kazdego wariantu)
b) dwuetapowo (rowniez po 5 probowek): schtodzi¢ w MiniCool’u powoli (1p/min.) do
temperatury -35°C, pozostawi¢ na 15 minut, a nastgpnie przenies¢ proby bezposrednio do
ciektego azotu .

Po 30 min przechowywania w cieklym azocie potowe prob rozmrozi¢ szybko w tazni

wodnej w temperaturze 40°C, druga potowe ogrza¢ stopniowo w temperaturze pokojowe;j.

3. Ocena zywotnos$ci komorek metoda tetrazoliowg

Proby kontrolne 1 przemrazane odsgczyC pipeta, a nastepnie zala¢ po 1 ml odczynnika
tetrazoliowego. Zywotno$é komorek oceni¢ na podstawie iloéci czerwonego barwnika
(formazanu), powstajacego w komorkach w wyniku redukcji chlorku tetrazoliowego (TTC)
po 20 godz. inkubacji w temperaturze pokojowej. Ekstrakcje przeprowadzaé etanolem, w
tazni wodnej o temperaturze 70°C. Spadek zawarto$ci tego zwigzku jest proporcjonalny do
stopnia uszkodzenia komorek. Za miar¢ zywotno$ci komorek przyjmuje si¢ zmiany
zawarto$ci formazanu w stosunku do kontroli przechowywanej w 4pC, ktérej wartosé

przyjmuje si¢ za 100%.

Wyniki przedstawi¢ w postaci diagramow. Okresli¢ czynniki warunkujace mozliwosé

przechowywania materialu w ultraniskich temperaturach.



Cwiczenie ITI. Wykrywanie programowanej §mierci komoérkowej na poziomie DNA

Bozenna Maciejewska,

Zaktad Ekofizjologii Molekularnej Roslin, UW

IT1.1. Cze¢$¢€ teoretyczna

Smier¢ komoérek moze mie¢ podtoze patologiczne lub byé elementem programu genetycznego
realizowanego podczas rozwoju i morfogenezy organizmu. Programu, ktory kontroluje liczbe
komorek organizmu, usuwa komoérki uszkodzone 1 niezdolne do spetniania wiasciwych sobie
funkcji 1 takich, ktére moga by¢ potencjalnie szkodliwe. T¢ forme¢ eliminacji komorek z
organizmu nazwano programowang $miercig komoérek (programmed cell death, PCD).
Zmiany towarzyszace programowanej $mierci komodrek u roslin nie sg tozsame z
obserwowanymi podczas apoptozy u zwierzat, chociaz szereg badan wskazuje, ze szlaki
apoptotyczne w komorkach roslinnych i1 zwierzecych sa podobne z morfologicznego i
biochemicznego punktu widzenia (Reape i McCabe, 2008). Wiele cech charakterystycznych
dla apoptozy u zwierzat jest takze obserwowana podczas PCD u ro$lin, chociaz nie
znaleziono dotad markerow biochemicznych, wspdlnych dla wszystkich form programowanej
$mierci komorek. Jednym z najlepiej scharakteryzowanych markerow jest internukleosomalna
fragmentacja DNA katalizowana przez endogenne endonukleazy, ktéra prowadzi do
powstania poczatkowo duzych (50-300kpz), a nastepnie matych (180pz) fragmentow DNA.
Ostateczna faza $mierci komorki roslinnej, podobnie jak zwierzgcej, jest takze zalezna od
specyficznych proteinaz cysteinowych. Programowana $mieré¢ komorek obserwowana jest u
ro$lin w roznych fazach rozwoju, zaangazowana jest zar6wno w morfogeneze tkanek
embrionalnych, jak i homeostaze dojrzalych organoéw. Uczestniczy m.in. w usuwaniu
komorek spetniajacych swe funkcje jedynie tymczasowo, np. kiedy degeneracji na drodze
PCD ulegaja komoérki wieszadetka (suspensora); towarzyszy takze réznicowaniu elementow
naczyniowych ksylemu czy uruchamiana jest w odpowiedzi na niekorzystne, stresowe
warunki $rodowiska (np. wysoka lub niska temperatura). Obserwuje si¢ ja rowniez
komorkach warstwy aleuronowej i1 bielma kietkujgcych nasion zb6z, ktorych komorki ulegaja
degradacji wkrotce po tym, jak zmagazynowane w nich rezerwy pokarmowe ulegng
mobilizacji na potrzeby rozwijajacego si¢ zarodka. Podczas kietkowania ziarniakéw zbo6z
gibereliny wydzielane przez rozwijajacy si¢ zarodek aktywuja w warstwie aleuronowej
enzymy hydrolityczne (alfa- amylazy, nukleazy 1 proteinazy) degradujace zawarte w

komorkach bielma zapasy. Proces ten jest regulowany w czasie tak, zeby zmagazynowane



rezerwy wystarczyly siewce do osiggniecia stadium samowystarczalnosci i na jej dalszy
prawidtowy rozwoj. Na tym etapie, komorki warstwy aleuronowej, ktorych funkcja zostata
zakonczona wkraczaja na droge PCD.

Obok programowanej $mierci pojedynczych komorek lub calych zespotow komorek
obserwuje si¢ takze $Smier¢ patologiczng okreslang terminem nekroza (martwica). Zachodzi
ona w sposéb przypadkowy 1 nie jest zwigzana z programem rozwojowym organizmu a
nastepuje zwykle w wyniku mechanicznego uszkodzenia komorki lub dzialania silnych

czynnikow stresowych (np. atak patogena).

Literatura

Reape T.J., McCabe P.F. (2008) Apoptotic-like programmed cell death in plants. New
Phytologist. 180: 13 - 26

I11.2. Cze$¢ laboratoryjna

Celem ¢wiczenia jest obserwacja programowanej $mierci komdrek w peczniejacych

ziarniakach kukurydzy, a takze w lisciach kukurydzy pochodzacych z ros$lin poddanych

stresowi niskiej temperatury oraz wykazanie, charakterystycznej dla PCD, fragmentacji DNA.

I11.2.1. Wizualizacja obszarow zywych i martwych komorek w ziarniakach kukurydzy z
zastosowaniem barwien przyzyciowych — blekitu Evansa i chlorku
tréjfenylotetrazoliowego — TTC

Material badawczy:

Napeczniate (48 godz.) ziarniaki kukurydzy.

Sprzet i aparatura:

- skalpel;

- szkietko zegarkowe;

- binokular z kamerg i komputerem;

- cieplarka.



Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:

- chlorek trojfenylotetrazoliowy (TTC),
- btekit Evansa.

Wykonanie ¢wiczenia:

Otrzymane ziarniaki kukurydzy nalezy podzieli¢ na dwie czg$ci wedlug schematu

zamieszczonego na rysunku I11.2.1.

Rys. II1.2.1. Rozdzielenie ziarniaka kukurydzy na cze$¢ bielmowa i zarodkowa

Otrzymane ,,potéwki” ziarniakow nalezy nastgpnie umiesci¢ odpowiednio w roztworach:
ecze$¢ zarodkowa nasienia plaszczyzng cigcia umiesci¢ w temperaturze pokojowej (lub np. 30
0 C) na szkietku zegarkowym w 1 % TTC na 10- 20 minut;

eczes¢ ,.bielmowa” ziarniaka plaszczyzng cigcia umiesci¢é w temperaturze pokojowej na
szkietku zegarkowym z kilkoma kroplami 0,1% roztworu biekitu Evansa. Po ok. 1 minucie
usung¢ ziarniaki z roztworu barwnika i delikatnie sptuka¢ woda destylowang jego
pozostatosc;

edodatkowo wykona¢ barwienie czesci zarodkowej w biekicie Evansa i1 czgsci ,,bielmowe;j”

w roztworze TTC.
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Rys. II1.2.2. Barwienie czasci zarodkowej i ,,bielmowe;j” ziarniakéw kukurydzy TTC

i bigkitem Evansa

Opisac 1 zinterpretowac uzyskane wyniki.
I11.2.2. Wykrywanie programowanej Smierci komorek (PCD) na poziomie DNA w
kielkujacych ziarniakach kukurydzy (Zea mais L.)iw liSciach kukurydzy

poddanych stresowi niskiej temperatury.

Material badawczy:

Napeczniale przez 48 godz. ziarniaki kukurydzy. Liscie kukurydzy pochodzace z roslin
hodowanych w warunkach kontrolnych (por. ¢wiczenie 1) i poddane 24 godzinnemu dziataniu

temperatury 8oC.

Sprzet i aparatura:

- sterylne mozdzierze i thuczki;
- sterylna szpatutka metalowa;
- sterylna peseta;

- sterylne nozyczki;



- rekawice kuchenne;

- pojemnik na azot;

- probowki wiréwkowe;

- blok grzejny;

- binokular;

- wirowka;

- aparaty do elektroforezy;

- pipety automatyczne o pojemnosci 10 pl, 100 pl, 1000 pl.

I11.2.2. Wykrywanie programowanej Smierci komorkowej (PCD) na poziomie DNA w
kielkujacych ziarniakach kukurydzy i liSciach kukurydzy (Zea mays L.)
poddanych stresowi niskiej temperatury.

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:

A. Odczynniki do izolacji DNA

1. bufor do izolacji DNA (2xCTAB):

a. 100mM Tris/HCI, pH 8,0

b. 1.4 M NaCl

c. 20 mM EDTA, pH 8,0

d. 2% CTAB (cetyltrimetylamonium bromide)
e. 0.2% B-merkaptoetanol

f. 3% PVPP

2. roztwor CTAB/NaCl
a. 10% (w/v) CTAB roztwor miesza¢ w temp. 650C
b. 0.7M NaCl

3. bufor do wytrgcania DNA
a. 1% (w/v) CTAB
b. 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
c. 10mM EDTA, pH 8,0

4. bufor do elucji DNA ( z wysokim stezeniem soli)
a. 10mM Tris/HCI, pH 8,0
b. 0.1mM EDTA, pH 8,0
c. 1,0mM NaCl



5. bufor do elucji DNA
a. 10mM Tris/HCI, pH 8,0
b. 1.0 mM EDTA, pH 8,0

6. mieszanina- chloroform:alkohol izoamylowy (24:1)

3

. izopropanol (przechowywa¢ w zamrazarce)

8. 80% etanol

9. alkohol absolutny

[

. Odczynniki do elektroforezy DNA

[

. 1% agaroza: przygotowa¢ 50ml agarozy w buforze do elektroforezy DNA

N

. bufor migracyjny do elektroforezy DNA w zelu agarozowym (10x stezony)
a. 54g Tris
b. 27.5g kwas borowy
c.20ml 0.5 M EDTA (pH8,0)
3. bufor do zawieszania prob (6x stezony)- proby mieszamy 4x DNA:1x bufor
a. 0.25% blekit nitrobromofenolowy (NTB)
b. 40% sacharoza
4. probowki typu Eppendorf (2,0 ml i 1,5 ml- sterylne)

5. koncdéwki do pipet sterylne

I11.2.2.1 Izolacja DNA metoda CTAB

1.Z otrzymanych spgczniatych ziarniakow kukurydzy usuna¢ tuping nasienng i nastgpnie
ostroznie wyizolowa¢ zarodki (500 mg) oraz tkanke bielma (500 mg).

2.Usung¢ 3-1i$¢ z roslin kukurydzy wyhodowanych w warunkach kontrolnych i poddanych
dziataniu niskiej temperatury

3.Uzyskany material (bielmo, zarodki, liscie) przenie$¢ do schtodzonego mozdzierza i
rozetrze¢ w ciektym azocie na proszek

4.W sterylnej probowce Eppendorf o poj. 1,5 ml, umiesci¢ 500ul ogrzanego do 650C buforu
do izolacji DNA[bufor 1] (2xCTAB), doda¢ PVPP do osiagniecia stezenia 3% oraz 10ul -



merkaptoetanolu, a nastepnie do probéwki dodaé proszek (ok.500 mg) uzyskany z materiatu
roslinnego.
5.Probowki umiesci¢ na 30 min w temperaturze 650C, w bloku grzejnym. Proby delikatnie,
regularnie mieszac.
6.Nastepnie do kazdej proby doda¢ réwng objetos¢ mieszaniny[bufor 6] chloroform:alkohol
izoamylowy (24:1) i delikatnie miesza¢ przez obracanie prob.
7.Nastepnie proby odwirowac przy 10000 obrotéw/min (7500xg) przez 5 min.w temp.
pokojowej. Gérng fazg odpipetowaé do nowej, sterylnej probowki i ponownie dodaé
mieszaning [bufor 6] chloroform: alkohol izoamylowy. Proby odwirowac j.w.
8.0.1 objetosci roztworu CTAB/NaCl [bufor 2] ogrzanego do 650C doda¢ do goérnej fazy
uzyskanej w pkt.7 i umieszczonej w nowej sterylnej pozywece.i delikatnie miesza¢ przez
obracanie. Do roztworu doda¢ réwna objeto$¢ mieszaniny [bufor 6] chloroform:alkohol
izoamylowy (24:1) i delikatnie zmieszaé, a nastepnie proby odwirowaé przy 10000
obrotow/min (7500xg) przez 5 min.w temp. pokojowej. Ten etap powtdrzy¢ dwukrotnie.
9.Jedna objetos¢ buforu do wytrgcania DNA [bufor 3] doda¢ do supernatantu uzyskanego w
pkt. 8. Powstaty osad odwirowac przy 2700 obrotéw/min (500 x g) przez 5 min w temp.
pokojowej. Ostroznie zla¢ uzyskany supernatant. DNA pozostaje w probéwce w postaci
osadu.
10.0sad DNA rozpusci¢ w 500ul buforu do elucji DNA z wysokim stezeniem soli [bufor 4].
11.Nastepnie wytraci¢ DNA przez dodanie 0.6 objetosci (300 pl) zimnego izopropanolu
[bufor 7], proby delikatnie wymieszaé a nastepnie odwirowac 15 min przy 10000
obrotow/min (7600 x g)
12.Z1a¢ supernatant a osad przemy¢ 80% etanolem a nastepnie etanolem absolutnym.

13. Po wysuszeniu osadu rozpusci¢ go w buforze do elucji DNA [bufor 5]

14. Uzyskany DNA zawiesi¢ w buforze do zawieszania prob (bufor 6x rozcienczy¢) w

stosunku 20ul DNA 5ul buforu.

15. Przeprowadzi¢ elektroforezg uzyskanego DNA w zZelu agarozowym

111.2.2.2. Elektroforeza DNA:

1. Przygotowac 1% roztwor agarozy w buforze do elektroforezy. Na 2 min roztwor
umiesci¢ w kuchence mikrofalowej i po rozpuszczeniu agarowy roztwor wystudzi¢ 1 wyla¢
na przygotowane ,,saneczki” tak, aby grubos¢ zelu nie przekraczata 0,5 cm.

2. W zelu umiesci¢ grzebienie na wykonanie kieszonek. Po spolimeryzowaniu zelu usungé

grzebienie.



(98]

. Do aparatu nala¢ buforu do elektroforezy.

W kieszonkach umiesci¢ po 15 pl przygotowanego wezesniej preparatu DNA, w jednej

kieszonce umiesci¢ wzorzec DNA.

. Elektroforeze prowadzi¢ przy napigciu 100 V i natezeniu 50 mA, zakonczy¢ kiedy czoto

barwnika znajdzie si¢ 1 cm przed koncem phytki.

. Usung¢ ostroznie zel i umiesci¢ na okoto 10 minut w roztworze bromku etydyny ( !!!) o

stezeniu 0.5 pg/ml.

Obejrze¢ zel w swietle UV, sfotografowac. Wyciagna¢ wnioski.



Cwiczenie IV. Wykrywanie organizméw modyfikowanych genetycznie (GMO)

Magdalena Zurawska-Zajfert, Katarzyna Grelewska, Anna Linkiewicz

Laboratorium Kontroli GMO, IHAR Radzikéw

IV.1. Cze¢s¢ teoretyczna

W ciggu ostatnich dziesigcioleci rozwoj technik biologii molekularnej i genetyki oraz
biotechnologii roslin umozliwit klonowanie genéw i przenoszenie ich do zywych komorek, z
ktorych mozliwe jest odtworzenie catego organizmu — rosliny, mikroorganizmu lub
zwierzecia, okreslanego jako Organizm Zmodyfikowany Genetycznie (GMO).

W roélinach zidentyfikowano i zmieniono wiele gendéw. Metody klasycznej hodowli
wsparte technikami inzynierii genetycznej doprowadzily do powstania roslin GM z cechami
odpornosci na owady czy wirusy, tolerancyjnosci herbicyddéw, zmienionym skladzie
aminokwasowym lub kompozycji kwasoéw tluszczowych, obnizonym poziomie
niekorzystnych substancji jak nikotyna. Rosliny GM w 2008 roku uprawiano na $wiecie w 25
krajach, na powierzchni ponad 125 milionow hektarow.

Jednoczes$nie w spoleczenstwie pojawity si¢ watpliwosci dotyczace stosowania produktow
GM w lancuchu zywieniowym czlowieka 1 zwierzat oraz obecno$ci tych organizmow w
srodowisku. Nalezy pamigtaé, ze stosowanie GMO reguluja szczegdtowe przepisy na
poziomie prawa mi¢dzynarodowego, Unii Europejskiej oraz prawa poszczego6lnych krajow.
Przepisy wymagaja bardzo szczegdtowego badania kazdego GMO na poszczegdlnych etapach
prowadzacych do wydania zgody na jego uzycie. Wymagajg tez pdzniejszego monitorowania
GMO 1 w przypadku wystapienia realnych zagrozen pozwalaja na natychmiastowg reakcje.
Regulacje dotyczace stosowania i znakowania produktow GM zapewniaja konsumentowi
mozliwos¢ §wiadomego wyboru pomiedzy réznymi typami produkcji. Regulacje prawne Unii
Europejskiej dotyczace GMO zaktadaja rozwdj wiarygodnych 1 czulych metod
wykorzystywanych do detekcji GMO. W celu wykrycia i iloSciowe] oceny obecnosci GMO
opracowywane s3 metody specyficznej identyfikacji transgenicznego DNA Iub bialek. Od
2002 roku funkcjonuje w Unii Europejska Sie¢ Laboratoriow GMO (ENGL - European
Network of GMO Laboratories) http://engl.jrc.it/, ktora jako organ Komisji Europejskiej

zajmuje si¢ problemami zwigzanymi z GMO w catlej zjednoczonej Europie.

Metody wykrywania genetycznie zmodyfikowanych organizméw (GMO)


http://engl.jrc.it/#_blank

Metody wykrywania GMO opisane w opracowaniu dotyczg wykrywania organizmow
transgenicznych w materiale ros$linnym a takze w produktach zywno$ciowych i paszach
pochodzenia roslinnego. Dwie gltéwne grupy metod detekcji i oznaczania ilosciowego GMO,
uzywane powszechnie, stanowiag metody oparte na analizie DNA oraz metody analizujace

biatka.

PCR

W Europie najczgsciej stosowana jest metoda oparta na reakcji PCR (tancuchowe;j
reakcji polimerazy). Pozwala ona na powielenie wybranego fragmentu DNA w bilionach
kopii. Do reakcji PCR niezbedne sg startery (oligonukleotydy komplementarne do
fragmentow DNA na skrajach powielanej sekwencji, o dtugosci ok. 20 par zasad), polimeraza
DNA, odpowiednie $rodowisko reakcji, jony magnezu niezbedne do dziatania polimerazy
oraz deoksynukleotydy (por. dodatek A). Reakcja PCR sklada si¢ z trzech etapow: denaturacja
DNA zachodzaca w 95°C, przylaczanie starteréw (temp ok. 60°C) i synteza DNA przez
polimeraze (temp. ok. 72°C). Powieleniu ulega fragment sekwencji lezacy pomigdzy
miejscami przylaczenia starterow. Podczas wielokrotnego powtarzania tego cyklu ilo$¢
produktu ro$nie w tempie wyktadniczym. Po 20 cyklach otrzymuje si¢ okoto milion razy
wiecej kopii danego fragmentu niz na poczatku pierwszego cyklu. Metoda ta wykorzystywana

jest do jako$ciowego oznaczania zawarto§ci GMO.

Real Time PCR

Analiza ilosciowa kwasow nukleinowych metodg PCR w czasie rzeczywistym, czyli
Real Time PCR umozliwia okre$lenie ilosci danej modyfikacji DNA w badanej probie.
Technika ta, dzigki =zastosowaniu specyficznych barwnikéw fluorescencyjnych lub
wyznakowanych odpowiednimi fluorochromami sond molekularnych, umozliwia obserwacj¢
zmian w st¢zeniu produktu PCR w czasie trwania reakcji. W metodzie stezenie
amplifikowanego DNA jest monitorowane w kazdym cyklu reakcji poprzez pomiar
intensywnosci fluorescencji, ktéra jest proporcjonalna do ilosci produktu. Barwniki
fluorescencyjne wykorzystywane w tej metodzie dzialajg na dwa sposoby. Pierwsza strategia
dzialania to wigzanie si¢ barwnikéw bezposrednio do podwodjnej nici DNA (np. SYBR
Green). Druga, drozsza od poprzedniej, ale bardziej specyficzna, wykorzystuje sondy
znakowane barwnikami fluorescencyjnymi (np. sondy typu TagMan, Molecular Beacons,
Scorpion). Fluorescencja emitowana przez barwnik jest rejestrowana przez kamerg i

przekazywana do komputera. Dzigki temu wynik reakcji Real Time PCR jest widoczny na



monitorze w postaci krzywej amplifikacji, ktora oddaje zalezno$¢ natgzenia fluorescencji w
stosunku do czasu trwania reakcji PCR. W poczatkowych cyklach powolne powielanie
produktu rejestrowane jako niski poziom fluorescencji tta (ang. background). W pdzniejszych
etapach wzrastajace stgzenie produktow reakcji powoduje przyrost fluorescencji. Cykl w
ktérym fluorescencja przekracza poziom tla nazywamy cyklem progowym — Ct (ang. treshold
cycle). Cykl Ct charakteryzuje poczatek wczesnej fazy logarytmicznej PCR. Okreslenie cykli
progowych dla badanych prob pozwala na porownanie ich pod wzgledem zawartosci
sekwencji rozpoznawanych przez oligonukleotydy wykorzystane w reakcji PCR. Im wigcej
modyfikacji genetycznej w probie tym we wczesniejszym cyklu fluorescencja przekroczy

poziom tla i pojawi si¢ krzywa amplifikacji produktu.
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Rys. IV.1.1. Krzywa amplifikacji reakcji Real-Time PCR

W wyniku analizy GMO metodg Real Time PCR otrzymuje si¢ wiele danych. Aby je
zinterpretowa¢ muszg one zosta¢ zebrane przy pomocy tabel a do obliczenia zawartosci GMO
wykorzystuje si¢ metody graficzne i analize statystyczna.

W reakcji Real Time PCR wykorzystuje si¢ dwa zestawy starterow (i sond), jeden dla
szukanej modyfikacji, drugi dla genu referencyjnego. Dzigki temu mozliwe jest iloSciowe
oznaczenie tej modyfikacji. Gen referencyjny jest to sekwencja gatunkowo-specyficzna,
wystepujaca w pojedynczej kopii w genomie haploidalnym. Gen ten powinien by¢
reprezentatywny dla réznych linii czy odmian w ramach gatunku oraz powinien by¢

powielany podczas analizy w taki sam sposob jak modyfikacja genetyczna.



Sa dwie gléwne metody oznaczania zawartosci GMO w badanej probie. W obu tych
metodach wykorzystuje si¢ materialy odniesienia, czyli takie materiaty, w ktorych znana jest
procentowa zawarto$¢ danej modyfikacji genetycznej. Na podstawie materialéw odniesienia
w pierwszej metodzie konstruowana jest krzywa wzorcowa. Wynik Ct uzyskany dla probki
odnosi si¢ bezposrednio do wartosci z krzywej standardowej. Druga metoda tzw. metoda
porownawcza AACt wykorzystuje znormalizowane wzgledem genu referencyjnego wartosci
Ct dla genu GMO. Dlatego AACt = ACt probki nieznanej — ACt genu referencyjnego. Metoda
ta pozwala wyliczy¢ wzgledng réznice poziomu ekspresji badanego genu miedzy probami
nieznanymi a probami referencyjnymi. Warunkiem stosowania metody poroéwnawczej s3
zblizone efektywnosci reakcji powielenia sekwencji badanej 1 genu referencyjnego.

[lo§¢ GMO w badanej probie okresla si¢ jako procent danej modyfikacji genetycznej
w odniesieniu do danego sktadnika np. 0,8% DNA soi Roundup Ready w soi.

W procesie transformacji do rosliny wprowadzane sg nowe fragmenty DNA. Kaseta
transformacyjna wklonowana do odpowiedniego wektora zawiera zazwyczaj nastgpujace

elementy:

Promotor - element niezbedny do ekspresji genu. Jest to sekwencja rozpoznawana przez
polimeraze RNA zalezna od DNA, bioraca udziat w transkrypcji. Wyr6zniamy kilka rodzajow
promotordéw: tkankowo specyficzne (promuja ekspresje genu tylko w specyficznych tkankach
np. liciach, pytku, korzeniach), czasowo specyficzne (dziatajg tylko w okre§lonych okresach
cyklu zyciowego rosliny np. wyksztalcanie kwiatow lub dojrzewanie owocow), promotory
indukowane (ekspresja gendéw nastepuje pod wplywem specyficznych warunkow
srodowiskowych np. $wiatlo, susza, temperatura, lub pod wptywem okreslonych sygnatéw
komoérkowych np. pod wptywem zranienia rosliny). Do ostatniej grupy naleza promotory
uniwersalne, ktore pozostaja czynne niezaleznie od tkanki, fazy cyklu Zzyciowego ro$liny 1
innych czynnikéw. Nalezy do nich promotor 35S z wirusa mozaiki kalafiora (ang. cauliflower
mosaic virus - CaMV), ktory jest bardzo czgsto uzywany w konstruktach genetycznych

uzywanych do transformacji roslin.

Wprowadzany gen - najcze$ciej] wprowadzane sekwencje to geny odpornosci na herbicydy
(geny EPSPS 1 pat), geny odporno$ci na szkodniki (rodzina gendéw cry), geny warunkujace
odporno$¢ na wirusy np. geny biatek plaszcza wirusa papai (PRSV), oraz poprawiajace cechy
jakosciowe ros$lin (np. cordapA zwigkszajacy zawartos¢ lizyny w kukurydzy, czy BayTE

podnoszacy zawarto$¢ kwasu laurynowego w nasionach rzepaku.



Gen markerowy - Transformacja roslin jest bardzo nisko wydajnym procesem. Dlatego

zawsze potrzebny jest system pozwalajacy na odrdéznienie tkanek ztransformowanych od
pozostalych. Umozliwiaja to geny markerowe obecne w wektorach uzywanych do
transformacji. Nalezag do nich: geny odporno$ci na antybiotyki (np. nptll- odpornos¢ na
kanamycyne)- selekcja odbywa si¢ na pozywkach z antybiotykiem; geny odpornosci na
herbicydy np. fosfinotrycyne (paf). Do genow markerowych nalezag rowniez geny
reporterowe, umozliwiajace ocen¢ wizualng przebiegu transformacji np. gen biatka zielone;j
fluorescencji (ang. green fluorescent protein), gen B-glukuronidazy (gus)- enzym kodowany

przez ten gen rozktada bezbarwne glukuronidy do barwnych produktow.

Terminator - sekwencja nukleotydowa bedaca sygnalem konca transkrypcji. Najczesciej w
konstruktach do GMO uzywany jest terminator syntazy nopalinowej z Agrobacterium

tumefaciens (T-nos).

Promotor Wprowadzany gen gen markerowy terrminator

Rys. IV.1.2. Schemat typowej kasety transformacyjne;j.

Metody detekcji GMO oparte na reakcji PCR ze wzgledu na specyficznos¢ dzieli si¢ na:

1.Metody ,,skriningowe” (ang. screeming)- inaczej metody przesiewowe. Pozwalaja na
wykrycie duzej ilosci linii transgenicznych roslin bez identyfikacji konkretnego zdarzenia
transformacyjnego. Najczesciej oznacza si¢ obecno$¢ promotora 35S lub terminatora nos,
ktdre sg najczesciej spotykanymi elementami genetycznymi w roslinach transgenicznych.
2.Metody specyficzne dla genu- oznaczana jest obecnos¢ transgenu
3.Metody specyficzne dla konstruktu (ang. construct specific)- amplifikowany jest fragment
sekwencji DNA charakterystyczny dla wektora uzytego do transformacji.
4.Metody specyficzne dla zdarzenia transformacyjnego (ang. event specific)- pozwalaja

na wykrycie konkretnej linii transgenicznej. W reakcji PCR amplifikowany jest

fragment na styku DNA genomowego 1 konstruktu uzytego do transformacji.

ELISA - test inmunoenzymosorbcyjny



Najbardziej popularng z metod oznaczania GMO opartych na detekcji biatek jest
metoda ELISA (ang. Enzyme Linked Immunosorbent Assay- test immunoenzymosorbcyjny).
Metoda wykorzystuje reakcje immunologiczng pomigdzy przeciwcialami i1 antygenami.
Przeciwciata to klasa biatek wytwarzanych w organizmach kregowcow. Maja one zdolno$¢ do
wigzania czgstek obcych dla organizmu (antygenow) 1 biorg udziat w mechanizmach
obronnych. Ich wiasciwosci zostaty wykorzystane do specyficznego wykrywania zwigzkow
organicznych np. obecnych w transgenicznych roslinach.

W metodzie ELISA przeciwciala specyficzne dla wykrywanego antygenu sa
immobilizowane na tzw. immunosorbencie, ktorym moze by¢ np. pasek z tworzywa
sztucznego lub $cianka studzienki w plastikowej ptytce. Do przeciwciata wigze si¢ antygen,
jezeli jest obecny w analizowanej probce, a nastepnie do innego epitopu (miejsce wigzania
przeciwciala) antygenu wigze si¢ drugorzgdowe przeciwciato. To przeciwcialo jest
skoniugowane z enzymem (np. peroksydaza chrzanowa), ktory katalizuje reakcje barwna.
Dzigki temu po dodaniu substratu mozliwa jest obserwacja zmiany zabarwienia, jezeli probka
zawiera poszukiwany antygen. W innym systemie detekcji zamiast enzymu stosowane sg
nanoczasteczki ztota o czerwonej barwie.

W testach ELISA do oznaczania GMO wykrywanym antygenem jest biatko- produkt
transgenu np. biatka EPSPS, Cry. Jakosciowe testy ELISA, w postaci paskow z tworzywa
sztucznego (tzw. Lateral flow strip- paski z przeptywem bocznym), pozwalaja na okreslenie
czy w probce jest obecne szukane biatko. Za pomoca testow iloSciowych mozliwe jest
oznaczenie procentowej zawartosci GMO w probee. Intensywno$¢ zabarwienia probki po
barwnej reakcji jest wprost proporcjonalna do ilo$ci antygenu. Zawartos¢ GMO jest obliczana
na podstawie porownania absorbancji badanych probek po reakcji barwnej do absorbancji
standardow o znanej zawartosci GMO.

Analizy oparte na wykrywaniu biatek nie sg polecane dla mocno przetworzonych
produktow zywnosciowych ze wzgledu na matg stabilno$¢ biatek. Innym ograniczeniem tej
metody jest uzaleznienie wyniku od poziomu ekspresji biatka w roslinie, ktory moze si¢

r6zni¢ w zaleznosci od cyklu zyciowego rosliny czy tkanki.



Rys. IV.1.3. Schemat dziatania testu ELISA

IV.2. Cze¢s$¢ eksperymentalna

Celem ¢wiczenia jest zidentyfikowanie probek transgenicznych poprzez nastawienie reakcji
PCR specyficznej dla promotora 35S. Kazda para sprawdzi dwie wcze$niej wyizolowane
probki, transgeniczng (zawierajaca kukurydze¢ MON810) i konwencjonalng. Przeprowadzenie
reakcji PCR z uzyciem starterow specyficznych dla promotora 35S umozliwi identyfikacje

kukurydzy MONS810 i odrdéznienie jej od kukurydzy konwencjonalne;.

Detekcja GMO - identyfikacja kukurydzy MON810

Material badawczy:

Kukurydza MONS8I10 jest rosling transgeniczng dopuszczong do uprawy w Unii Europejskie;.
Odmiana ta jest odporna na najwazniejszego szkodnika kukurydzy - omacnice prosowianke
(Ostrinia nubilalis L.) dzieki wprowadzonemu genowi cryl4db z bakterii Bacillus
thuringensis. Biatko Cryl Ab wigze si¢ specyficznie do receptoréw obecnych w przewodzie
pokarmowym gatunkow z rzedu motyle (Lepidoptera) i powoduje zaburzenia w przeplywie
jondéw, perforacje btony przewodu pokarmowego, a w konsekwencji $mier¢ owada. Biatko
CrylAb znajduje si¢ pod kontrolag zmienionego promotora 35S z wirusa mozaiki tytoniu
CaMV wraz z wzmacniaczem (enhancerem -E35S).

Geny sa regulowane przez sekwencje promotorowe 1 terminatory. Najczesciej
wykorzystywang sekwencja regulatorowa, w konstruktach uzywanych do transformacji jest
promotor 35S pochodzacy z wirusa mozaiki kalafiora (CaMV) oraz terminator nos
pochodzacy z genu syntazy nopaliny z bakterii Agrobacterium tumefaciens. ldentyfikacja

jednej z tych sekwencji w badanej probce moze oznacza¢ obecno$¢ modyfikacji genetyczne;.
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Rys IV.2.1. Konstrukt plazmidowy uzyty do transformacji kukurydzy MONS&10.

IV.2.1. Izolacja i oczyszczanie DNA

Izolacja DNA z zywnos$ci pochodzenia roslinnego, przy uzyciu kitu GeneMATRIX Food-
Extract DNA Purification Kit.

W trakcie izolacji DNA prébka zostaje doktadnie rozdrobniona, a nastepnie pozostatosci struktur
tkankowych i komorkowych sg solubilizowane poprzez lize w specjalnym buforze, ktéry zapewnia
integralnosc i ilosciowy odzysk DNA. Proteinaza K degraduje biatka komorkowe, w tym biatka wigzace
DNA i nukleazy. Dodanie wyspecjalizowanego roztworu umozliwia precypitacje organicznych i
nieorganicznych substancji, m.in.: biatek, pozostatosci komorkowych, inhibitoréw enzymatycznych.
Nastepnie DNA zawarte w lizacie jest wigzane do minikolumny w obecno$ci buforu zawierajacego sole
chaotropowe i etanolu. Zanieczyszczenia zwigzane do ztoza sg skutecznie usuwane w trakcie dwoch
etapow ptukania. Elucje oczyszczonego DNA wykonuje sie buforem niskosolnym, np.: zawierajacym
Tris-HCI, TE lub woda destylowana. Oczyszczony preparat DNA jest gotowy do bezpo$redniego uzytku.

Nie wymaga dalszej precypitacji etanolem.

Material badawczy:

Materialem badawczym sg ziarniaki transgenicznej kukurydzy MONS810 oraz kukurydzy

konwencjonalnej

Sprzet i aparatura:



-sterylne mozdzierze i thuczki;
-sterylna szpatutka metalowa;
-sterylna peseta;

-sterylne nozyczki;

-regkawice kuchenne;
-pojemnik na azot;

-wirowka;

-worteks;

-statywy na probowki;

-pipety automatyczne o pojemnosci 10 pl, 100 pl, 1000 pl;
-taznia wodna;

-termoblok.

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:

- Zestaw do izolacji DNA z pasz (GeneMATRIX Food-Extract DNA Purification Kit)
-96% etanol;
-rekawiczki (wolne od RN-az);
-probéwki 2,0 ml, sterylne;
-probowki 1,5 ml, sterylne;

-tipsy sterylne z filtrem.

Wykonanie ¢wiczenia

1. Nakropi¢ 40 pl buforu aktywacyjnego (Buffer FE) centralnie na membrang kolumny
(nie wirowac). Pozostawi¢ w temperaturze pokojowe;.
2. Homogenizacja materiatu:
- zamrozi¢ 100 mg pobranego materiatu w ciektym azocie, a nastgpnie doktadnie
rozdrobni¢, uzywajac do tego celu wczesniej schtodzonego mozdzierza i thuczka. - -
- umie$ci¢ utarty materiat w sterylnej 2 ml probowce.
3. Doda¢ 750 ul buforu Res FE i doktadnie wymieszac.
4. Dodac¢ 60 pul buforu Lyse FE i 10 ul Proteinase K.
5. Doktadnie wymiesza¢ przez kilkukrotne odwrdcenie probowki.
6. Catos¢ inkubowa¢ 30 min w 650C (podczas inkubacji wymiesza¢ dwukrotnie przez

odwracanie).



7. Wirowa¢ przez 5 min z predkoscig 12 000 rpm.

8. Przenies¢ 400 pl supernatantu do nowej, sterylnej probowki.

9.

10.

I1.

12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22

24.
25.

26.
27.
28.
29.
30.

31.

Doda¢ 400 pl buforu PR. (bufor PR umozliwia precypitacje organicznych i
nieorganicznych substancji, m.in.: biatek, pozostatosci komoérkowych, inhibitorow
enzymatycznych).

Worteksowac¢ przez 5 sekund i inkubowac przez 5 min. w lodzie.

Wirowac przez 1 min z predkoscig 14000 rpm.

Przenie$¢ 600 pl supernatantu do nowej, sterylnej probowki o pojemnosci 2 ml.

Doda¢ 600 pl buforu Sol FE.

Doda¢ 600 pl 96% etanolu 1 doktadnie wymieszaé przez kilkukrotne odwrdcenie
probowki.

Zwirowac¢ przez kilka sekund z predkoscig 12000 rpm.

Przenie$¢ 600 ul supernatantu na kolumne.

Wirowac¢ przez 30 sekund z predkoscig 12 000 rpm.

Wyja¢ kolumne, wylaé przesacz i umiesci¢ kolumng z powrotem w probowce.

Powtorzy¢ kroki 16-18 procedury izolacji DNA.

Przenie$¢ pozostato$¢ supernatantu na kolumne.

Wirowac¢ przez 1 min z predkoscig 12 000 rpm celem przefiltrowania pozostatosci lizatu

przez ztoze.

. Wyja¢ kolumng, wyla¢ przesacz i umiesci¢ kolumne¢ z powrotem w probowce.

23.

Doda¢ 500 pl buforu ptuczacego Wash FEX do kolumny i wirowa¢ przez 1 min z
predkoscig 12 000 rpm.

Wyja¢ kolumne, wylaé przesacz i umiesci¢ kolumng z powrotem w probowce.

Doda¢ 500 pl buforu ptuczacego Wash FEX do kolumny i wirowa¢ przez 2 min z
predkoscig 12 000 rpm.

Kolumng umiesci¢ w nowej, sterylnej probowce.

Doda¢ 60 pl buforu Elution (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) ogrzanego do temperatury 70°C.

Kolumng pozostawi¢ na 5 min w temperaturze pokojowe;.

Wirowac¢ przez 30 sekund z predkoscig 12 000 rpm.

Wyizolowane DNA znajduje si¢ w przesgczu. Zmierzy¢ stezenie DNA w probie z uzyciem

spektrofotometru Nanodrop.
Otrzymane DNA moze by¢ przechowywane w temperaturze 2 - 8°C lub zamrozone w

-20°C.



IV.2.2. Wykrywanie promotora 35S w DNA kukurydzy metoda PCR

Material badawczy:

Uzyskane wcze$niej izolaty DNA z kukurydzy transgenicznej MONS810 oraz kukurydzy

konwencjonalnej

Sprzet i aparatura:

- spektrofotometr Nanodrop;

- termocykler;

- aparat do elektroforezy;

- wiréwka;

- mikrofalowka;

- waga,

- statywy na probowki;

- pipety automatyczne o pojemnosci 10 pl, 100 pl, 1000 pl.

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:

- probowki 1,5 ml, sterylne;
- sterylne koncéwki wymienne (tipsy) do pipet automatycznych (ew. z filtrem);

- rekawiczki wolne od RN-az.

Tabela IV.2.1. Charakterystyka starterow p35S-3 i p35S-6 uzywanych w reakcji PCR na

obecno$¢ promotora 35S.

p35S-3

Sekwencja 5' GACAGTGGTCCCAAAGATGG 3'
Dhugosé 20

Masa mol. (g/mol) 6172,0

Temp. topnienia * (G/C) 55.0

p35S-6
Sekwencja 5' GTCTTGCGAAGGATAGTGGG 3'
Dhugos¢ 20

Masa mol. (g/mol) 6234,0



Temp. topnienia * (G/C) 55.0
*w oparciu o [Na+] = 50 mM

Wykonanie ¢wiczenia

IV.2.2.1. Nastawianie reakcji PCR

Przygotowanie mastermixu

Obliczy¢ niezbedna ilo$¢ kazdego z odczynnikow dla serii 4 probek (2 probki badane,
kontrola negatywna (ntc) oraz uwzgledni¢ btad pipetowania). Postepowaé zgodnie z ponizsza

procedura, wedtug ktorej objetos¢ wszystkich reagentow w reakcji wynosi 25 pl.

eprzygotowaé 1,5 ml proboéwke,
edoda¢ odczynniki zgodnie z Tabelg 1V.2.2:
Tabela IV.2.2 Przygotowanie p35S-3/p35S-6 Mastermixu

Koncowa Mastermix Mastermix

koncentracja dla 1 probki dla 4 probek

Sterylna, dejonizowanawoda ul
10x PCR bufor Ix pl
25 mM MgCl2 20mM pl
10 mM dNTPs OlmM ul
20 uM starter p35S-3 IyM pl
20 uM starter p35S-6 e ul
5UNl Tag DNA polimeraza  1U/225ul ul
RAZEM 20l +5puIDNA ... ul

ewymiesza¢ delikatnie p35S-3/p35S-6 mastermix przez pipetowanie ,,gora — dot” i krétko
zwirowac,

eodpipetowac po 20 ul mastermixu do czterech 0,2 ml probéwek PCR,

edoda¢ po 5 pl roztworu DNA o stezeniu 20ng/pul do przygotowanych probowek z
mastermixem,

ewymiesza¢ delikatnie i krotko zwirowac,

eumies¢ probowki reakcyjne w termocyklerze 1 rozpocznij program STUDENT.

Tabela IV.2.3. Program STUDENT



Temperatura Czas

Poczatkowa denaturacja 95°C 10 min

Denaturacja 95°C 15 sec

Przytaczanie 60°C 15 sec

Wydtuzanie 72°C 15 sec

Liczba cykli 50

Koncowe wydluzanie  72°C 7 min
4°C 0

1v.2.2.2. Elektroforeza

Po zakonczonej reakcji PCR wyja¢ probki z termocyklera 1 natozy¢ ja na zel. Rozpoczaé

elektroforeze. Postgpowac zgodnie z ponizsza procedura:

enawazy¢ odpowiednig ilo§¢ agarozy tak, aby otrzymac 2% zel w 150 ml buforu 1x TA;
epodgrza¢ agaroz¢ w mikrofalowce tak, aby otrzymac catkowicie rozpuszczony roztwor;
eschtodzi¢ roztwor agarozy do 50-60°C i doda¢ 3 pl barwnika Midori Green (10mg/ml)
eprzygotowac tacke do elektroforezy i umiesci¢ w niej grzebien;

ewyla¢ roztwor agarozy na tacke 1 poczekaé ok. 20 minut aby zastygt;

ewyjac grzebien i1 nalozy¢ probki na zel, zapisa¢ kolejnos¢;

enalozy¢ marker wielkosci DNA.

Wynik pozytywny: prazek DNA o wielkosci 147 par zasad



Cwiczenie V. Podstawy bioinformatyki

Pawel Siedlecki
Zaktad Biologii Molekularnej Roslin, UW

V.1. Cze¢s¢ teoretyczna

Analiza bioinformatyczna stata si¢ juz dawno nieodtagcznym elementem badan molekularnych
i fizjologicznych. Wiedza zgromadzona w bazach danych pozwala badaczom na coraz
bardziej skomplikowane analizy wynikéw eksperymentalnych i1 projektowanie kolejnych
badan na ich podstawie. Wspolczesne bazy to juz nie tylko zbiory sekwencji — to cenne Zrddto
anotacji (informacji charakteryzujacych sekwencje), odno$nikow do literatury oraz wiedzy
jaka udato si¢ zgromadzi¢ badaczom. Wiele osrodkéw naukowych utrzymuje wiasne,
specyficzne repozytoria np. dla konkretnego organizmu (np. SGD, PlasmoDB), a nawet
konkretnego typu enzymoéw, szlaku badZz procesu. Istniejg rowniez bardziej wszechstronne
bazy — prawie wszystkie znane sekwencje nukleotydowe przechowywane przez trzy duze
o$rodki NCBI (USA), EMBL (Europa) oraz DDBJ (Japonia). Z kolei konsorcjum UniProt
utrzymuje bazy sekwencji aminokwasowych oraz doskonatych jakosciowo anotacji. Bazy
danych mozna przeszukiwa¢ na kilka sposobdw, uzywajac stow kluczowych zawartych w
opisach, wykorzystujac samag sekwencj¢ aminokwasowsa, nukleotydowa badz bardziej
skomplikowane zapytania takie jak profile czy motywy.

Jednym z problemow z ktorymi stykaja si¢ badacze pracujac z biologicznymi bazami
danych jest trudno$¢ w aczeniu informacji z kilku Zrédet. Opracowano szereg mechanizmow
utatwiajacych to zadanie, od prostych odnosnikéw hipertekstowych, przez identyfikatory
stosowane w roznych bazach, specyficzne narzgdzia, az po cate serwisy internetowe. Jednym
z takich serwisow jest system SRS (Sequence Retrieval Service). Integruje on wiele zrodet
informacji utatwiajac jednoczesne zapytania do wielu baz. Dysponuje tez szeregiem narze¢dzi
bioinformatycznych umozliwiajace podstawowgq analiz¢ sekwencji.

Jednymi z najczeSciej uzywanych narzgdzi bioinformatycznych sa programy do
pordwnywania ze sobg sekwencji. Istnieje wiele algorytmow umozliwiajacych takg analize,
najbardziej rozpowszechnionym obecnie sg rozne odmiany algorytmu BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, Altschul et. al, 1997). Ten heurystyczny algorytm pozwala w szybki 1
w miar¢ doktadny sposob przeszukiwac bazy sekwencji w celu znalezienia zdeponowanych
tam genow/biatek podobnych do szukanego. Dzigki temu pracujac z nieznanym fragmentem

genomu, mozemy ustali¢ do jakich znanych sekwencji jest podobny i co o nich wiadomo.



Innym problemem z ktéorym czesto styka si¢ biolog jest pordwnanie cech zestawu biatek;
znalezienie w sekwencjach wspolnych motywoéw, czesci konserwowanych ewolucyjnie.
Fragmenty takie czesto sg konserwowane ze wzgledu na istotng funkcje jaka pelniag — moga to
by¢ aminokwasy odpowiedzialne za budowe centrum katalitycznego enzymu,
wykorzystywane do wigzania substratu badz oddziatywan z biatkami i/lub kwasami
nukleinowymi. Znalezienie takich miejsc moze pomoc w zrozumieniu funkcji danego biatka
lub w projektowaniu dalszych doswiadczen. Aby zdefiniowaé takie miejsca wykorzystuje si¢
techniki wielokrotnego alignmentu sekwencji (MSA, ang. multiple sesquence alignment). W
uproszczeniu algorytmy MSA szukaja najpierw dwoch najbardziej podobnych do siebie
sekwencji, dopasowujac je do siebie, a nastgpnie sukcesywnie doktadajg kolejne sekwencje
do alignmentu.

Wielokrotny alignment sekwencji jest wykorzystywane rowniez do przesledzenia
odleglosci ewolucyjnych pomigdzy genami czy biatkami. Na podstawie roznic w sekwencjach
mozemy przesledzi¢ ewolucje molekularng danej grupy 1 okresli¢ sekwencje hipotetycznego
przodka, z ktorego si¢ wywodza. Odleglosci ewolucyjne pomiedzy biatkami pozwalajag nam

np. okresli¢ jak r6znorodng populacje badamy.
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(1997). Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs. Nucleic Acids Research. 25: 3389 - 3402.

V.2. Pracownia komputerowa

Cwiczenia na stronie http://valis.ibb.waw.pl/EFMR2009
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Cwiczenie VI. Analiza zmian transkryptomu u roslin z uzyciem techniki mikromacierzy

Pawel Sowinski, Maciej Jonczyk,

Zaktad Ekofizjologii Molekularnej Roslin, UW

Alicja Sobkowiak,

Zaktad Biochemii 1 Fizjologii Ro$lin, IHAR, Radzikow

V.1. Czg¢s¢€ teoretyczna

Jednym z glownych zagadnien ekofizjologii molekularnej roslin jest poznanie, jakie geny sg
odpowiedzialne za reakcje roslin na niekorzystne czynniki $rodowiska. W szczegdlnosci
dotyczy to czynnikoéw transkrypcyjnych i innych elementéw regulacyjnych bioragcych udziat
w szlaku transdukcji sygnalu o stresie, a takze gendéw kodujacych enzymy i inne biatka
odpowiedzialne z aklimatyzacje ro$lin do stresu.

Tradycyjne metody biologii molekularnej pozwalaja bada¢ zmiany ekspresji kilku —
kilkunastu gendw. Ostatnie lata przyniosty rewolucyjne rozwigzania metodyczne, dzigki
ktorym mozliwa jest poro6wnawcza ocena ekspresji bardzo wielu genéw na poziomie
transkryptu. Takg metoda, coraz powszechniej stosowang do jednoczesnego monitorowania
duzej liczby gendéw lub nawet calego genomu, s3 mikromacierze. Metoda ta jest
wykorzystywana m.in. do badania ekspresji genéw w reakcji na rézne stresy. Jest szczegdlnie
przydatna i uzasadniona ekonomicznie, jesli celem jest zbadanie zmian wzoru ekspresji wielu
genow (transcriptome profiling). Aktualnie technika mikromacierzy jest stosowana nie tylko
do celéw badawczych, np. w ekofizjologii molekularnej roslin (Wullschleger 1 Difazio, 2003),
ale takze do celéw diagnostycznych, np. w medycynie do wykrywania takich choréb jak
choroby nowotworowe, wirusowe lub genetyczne, na przyktad raka piersi, jajnika, talasemii,
retinopatii czy infekcji wirusem HIV. Dokladna analiza pomaga wykry¢ roznice w przebiegu
chorob 1 zdefiniowac ich podtypy, stanowiac krok naprzoéd w kierunku zindywidualizowanej
medycyny. Ponadto wykrycie zmian w ekspresji poszczegdlnych genéw pomaga wytypowac
potencjalne cele dla chemio- lub immunoterapii (Schulze i Downward, 2001).

Mikromacierze sa zestawami sond molekularnych naniesionych w uporzadkowany
sposob na podtoze w postaci szklanych lub plastikowych ptytek. Sondami molekularnymi
mogg by¢ cDNA (dtugos¢ tancucha powyzej 150 nukleotydow) lub oligonukleotydy (dlugos¢
do 80 nukleotydow). Sondy cDNA sg zwykle produktem reakcji PCR przeprowadzonej na
bazie bibliotek cDNA lub genomowego DNA. Sondy typu oligo s3 syntetyzowane sztucznie.

Sondy s3 nanoszone na podioze r6znymi technikami: m.in. z uzyciem precyzyjnych robotow



(gtowica dotykajac specjalnie przygotowanej ptytki zostawia na nim kroplg sondy), napylania
(technologia typu ink-jet, podobna do stosowanej w drukarkach atramentowych) lub syntezy
in situ na ptytce. Obecna technologia pozwala na umieszczenie na ptytce od kilkudziesigciu
do kilkuset tysiecy sond.

W technice mikromacierzy dokonuje si¢ poroéwnania ekspresji genéw w dwoch
obiektach biologicznych. Po przeprowadzeniu odpowiedniej procedury laboratoryjnej (por.
podrozdziat VI.2), dla obu obiektow uzyskuje si¢ odpowiednie pule aRNA (amplified RNA)
wyznakowane dwoma roéznymi barwnikami fluorescencyjnymi. Pule te, po potaczeniu,
hybrydyzuje si¢ do mikromacierzy, gdzie fragmenty aRNA uzyskane po namnozeniu mRNA z
prob biologicznych wigza si¢ do odpowiednich sond na mikromacierzach. Obrazy
mikromacierzy uzyskuje po skanowaniu odpowiednimi urzadzeniami (skanerami). O
poziomach ekspresji danego genu w dwdch porownywanych obiektach biologicznych bedzie
swiadczyt stosunek fluorescencji barwnikow fluorescencyjnych uzytych do znakowania

aRNA.

Eksperyment mikromacierzowy sktada si¢ z nastgpujacych etapow:

1. Planowanie eksperymentu
2. Uzyskanie wyznakowanego aRNA i hybrydyzacja do mikromacierzy
3. Wstepne opracowanie danych ze skanera

4. Analiza statystyczna i bioinformatyczna wynikow.

1. Planowanie eksperymentu

W przypadku mikromacierzy dwukolorowych, uzyskiwane wyniki ekspresji gendw maja
charakter wzgledny, bowiem wynik ekspresji genu w jednym obiekcie (np. w roslinach
poddanych dziataniu czynnika stresowego) jest odnoszony do wyniku ekspresji genu w
drugim obiekcie (np. w roslinach kontrolnych). Pociaga to za soba konieczno$¢ wykonywania
wielu hybrydyzacji, je§li eksperyment jest bardziej skomplikowany niz proste porownanie
dwoch wariantow eksperymentalnych. Dla skomplikowanych eksperymentéw zostaly
wypracowane standardowe schematy (modele) eksperymentdéw, ktorych zatozeniem byto
uzyskanie jak najwickszej wiarygodnos$ci statystycznej przy jak najmniejszej liczbie
hybrydyzacji. Wérdd najbardziej popularnych mozna wymieni¢ (a) uktad petli oraz (b) uktad
referencyjny z probg odniesienia (Ryc. VI.1.1).
a) b)
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Ryc. VI.1.1. Podstawowe schematy eksperymentéw mikromacierzowych; (a) uktad petli, (b)
uktad referencyjny. Strzatki wskazuja pordéwnania miedzy poszczegdlnymi obiektami

biologicznymi.

Pierwszy uklad eksperymentalny jest szczegoélnie efektywny przy porownywaniu
matej liczby wariantow eksperymentalnych, jest to jednak uktad zamkniety, tzn. dodanie
nowego wariantu eksperymentalnego do petli wymaga wielu dodatkowych hybrydyzacji.
Drugi uktad eksperymentalny zaktada poréwnanie wszystkich wariantéw eksperymentalnych
do proby odniesienia (np. RNA z kilku tkanek nowotworowych poréwnuje si¢ do tkanki
"zdrowej"). Jest to uktad mato efektywny statystycznie, gdyz pordéwnania pomiedzy
wariantami eksperymentalnymi s3 dokonywane posrednio, przez prébg odniesienia.
Natomiast jest to uklad otwarty, tzn. dodanie nowego wariantu eksperymentalnego wymaga
przeprowadzenia tylko jednej dodatkowej hybrydyzacji z préba odniesienia.

Istnieje wiele odmian powyzszych dwoch uktadow eksperymentalnych, zadaniem
badacza jest, przed przystagpieniem do eksperymentow, wybra¢ schemat doswiadczalny

odpowiedni do problemu badawczego.

Etap 2 (Uzyskanie wyznakowanego aRNA 1 hybrydyzacja do mikromacierzy) bedzie
omowiony w podrozdziale VI.2 Cze$¢ laboratoryjna, natomiast etapy 3 (Opracowanie
danych ze skanera) i 4 (Analiza statystyczna i bioinformatyczna wynikow) beda omdéwione w

podrozdziale Cze$¢ VI.3. Analiza wynikéw — pracownia komputerowa.

Literatura
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technology review. Nature Cell Biology 3: E190 — E195
Waullschleger S.D., Difazio S. (2003) Emerging use of gene expression microarrays in plant
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VI.2. Cze¢$¢ laboratoryjna

Celem ¢wiczenia jest zaprezentowanie studentom procedury laboratoryjnej, ktorej koncowym
efektem jest hybrydyzacja wyznakowanego aRNA do mikromacierzy. Istnieje kilka typow
(platform) mikromacierzy. Dla kazdej z nich producenci proponuja wiasne procedury
laboratoryjne. Choc roznig si¢ w szczegdlach, jednak ich ogdlny schemat jest podobny. W
naszym laboratorium stosujemy mikromacierze opracowane dla kukurydzy na Uniwersytecie
w Arizonie, Tucson (Maize Oligonucleotide Array Project, USA, http://www.maizearray.org).
Zawierajg one sondy molekularne - oligonukleotydy o dlugosci 70 nukleotydow - dla ok. 43
tys. genow, cDNA 1 EST oraz zestaw sond kontrolnych (kontrola druku, kontrola pozytywna i
negatywna).

Technika mikromacierzy jest skomplikowana 1 dlugotrwata, wymaga duzego
doswiadczenia oraz jest bardzo kosztowna. Z tego wzgledu jej prezentacja bedzie miata forme
pokazu gléwnych etapoéw. Dlatego ponizszy opis techniki jest znacznie uproszczony.

Doktadny opis procedury jest zamieszczony w Dodatku C.

1.Izolacja catkowitego RNA.

2.0cena ilosciowa 1 jakosciowa RNA.
3.Namnozenie mRNA.

4.Znakowanie aRNA.
5.Hybrydyzacja do mikromacierzy.

6.Skanowanie mikromacierzy.

1. Izolacja RNA catkowitego

Istnieje kilka metod izolacji RNA z materiatu biologicznego. Jedna z tych metod zostata

zaprezentowana w opisie Cwiczeniu I. 2.2.1.

2. Ocena ilosciowa i jakosciowa wyizolowanego RNA

Jako§¢ wyizolowanego RNA jest jednym z krytycznych czynnikow warunkujacych
powodzenie dalszych etapoéw procedury i wysoka jakos¢ hybrydyzacji do mikromacierzy.
Ocena ilosciowa 1 jakoSciowa RNA moze by¢ prowadzona wg procedury przedstawionej w
opisie ¢wiczenia [.2.2.2.

3. Namnozenie mRNA


http://www.maizearray.org/#_blank

W typowym eksperymencie mikromacierzowym uzyskuje si¢ poczatkowo od 30 do 50 ug
RNA catkowitego, co odpowiada tylko ok. 1 pg poliA-RNA. W zwigzku z tym konieczne

jest namnozenie uzyskanego mRNA. Wigkszo$¢ metod amplifikacji mRNA jest polega na
syntezie dwuniciowego cDNA z uzyciem starterow oligo(dT) wbudowujacych wirusowe
promotory T3 lub T7 i nastgpujacej po tym transkrypcji in vitro. Efektem jest liniowy wzrost

3
liczby czastek mRNA. W pierwszym cyklu wspotczynnik amplifikacji wynosi ok. 10 , a w

5
dwoch ok. 10 . Dzigki temu mozliwe jest wykonanie eksperymentu mikromacierzowego z

uzyciem tylko 10 ng RNA, co odpowiada kilku komorkom.

4. Znakowanie aRNA barwnikami fluorescencyjnymi

W tym etapie, aRNA pochodzace z dwoch prob, ktore beda porownywane na mikromacierzy
(np. z materialu z ro$lin kontrolnych i ro$lin poddanych dzialaniu jakiego$ czynnika
stresowego) sa znakowane dwoma roznymi barwnikami fluorescencyjnymi. Do tego celu
najczesciej stosuje si¢ barwniki Cyanine3 (Cy3) i Cyanine5 (CyS5). Barwniki sg przytaczane
do fragmentu aaUTP wbudowanego do aRNA podczas amplifikacji.

5. Hybrydyzacja do mikromacierzy

Celem tego etapu jest przylaczenie wyznakowanego aRNA do sond zawartych na
mikromacierzach. Dwie proby wyznakowanego aRNA s3 mieszane z buforem
hybrydyzacyjnym i nanoszone na podtoze mikromacierzy, a nastgpnie przeprowadzana jest
reakcja hybrydyzacji. Przytaczenie wyznakowanego aRNA z dwoch préb ma charakter
konkurencyjny, tzn. jesli w jednej probie aRNA jest wigcej niz w drugiej (co jest zwigzane z
roznym poziomem ekspresji danego genu w materiale biologicznym dwoéch réznych typow),
do sondy bedzie przytaczane wigcej aRNA z pierwszej proby, proporcjonalnie do st¢zenia w

mieszaninie hybrydyzacyjne;.

W' niektorych typach mikromacierzy, w celu unieruchomienia sond na powierzchni
mikromacierzy, mikromacierze poddaje si¢ dziataniu pary wodnej, a nastgpnie naswietla
promieniowaniem UV  Ten etap procedury mozna wykonaé¢ na diugo przed wiasciwym

eksperymentem. Kondycjonowane szkietka mozna przechowywac przez kilka miesiecy w



ciemnosci, w srodowisku o obnizonej wilgotnosci, w temperaturze pokojowej.
W niektorych procedurach, w celu przygotowania podtoza, przed witasciwg hybrydyzacjg
przeprowadza sie prehybrydyzacje.- obrobke cieplng w obecnosci odpowiedniego buforu.

6. Skanowanie mikromacierzy

Po hybrydyzacji, wyptukaniu i osuszeniu szkietek, wykonywane jest ich skanowanie. Odbywa
si¢ to w odpowiednich urzadzeniach wyposazonych w lasery (2-4), jako Zrédla §wiatla i
uklady zbierania obrazu (fotopowielacze, glowice detekcyjne). Niektére ze skaneréw majq
wbudowane zmieniacze szkietek (czipéw). Dla barwnikéw cy3 1 cy5S skanowanie wykonuje
si¢ przy dlugo$ciach fali emisji, odpowiednio 532 1 635 nm. Zeskanowany obraz szkietka jest
zapisywany w jednym graficznych formatow (*.tiff lub *.jpg). Taki obraz jest pdzniej

poddawany obrobce komputerowej przy uzyciu odpowiednich programow.

Ryc. obraz fluorescencji barwnika Cy3

nalozenie obrazdéw barwnikow

Cy31Cy5

obraz fluorescencji barwnika Cy5

VI.2.1. Powigkszone fragmenty obrazu mikromacierzy skanowanego w kanale
»zielonym” (532 nm, Cy3) i ,,czerwonym” (635 nm, Cy5) oraz ich superpozycja.

V.L.3. Pracownia komputerowa



V1.3.1. Opracowanie danych ze skanera

Zanim dane z mikromacierzy beda poddane analizom statystycznym i matematycznym, obraz
graficzny mikromacierzy musi by¢ przetworzony na wartosci liczbowe. Polega to na
sczytaniu warto$ci liczbowych (w jednostkach umownych) fluorescencji z obszaréw (spotow)
zajmowanego przez kazda z sond. Jest to wykonywane przy wykorzystaniu programu
komputerowego dedykowanego dla konkretnego skanera. W ¢wiczeniu zostanie uzyty
program GenePix Pro wspotpracujacy ze skanerem GenePix f-rmy Axon. Program wylicza
m.in. fluorescencj¢ dla obu kanatéw (532 nm i1 635 nm), stosunek fluorescencji obu

barwnikdw 1 szereg zmiennych uzytecznych dla analizy jakoSciowe;.

Material badawczy

obraz graficzny mikromacierzy: zea chlod.tif

Sprzet i aparatura

- komputer

- program GenePix Pro 6 (wersja demo)

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Otworzy¢ program GenePix Pro w trybie ,,analysis only”.
2. W polu ,,File” menu gléwnego wybraé ,,open images”.
3. Otworzy¢ plik (np. zea_chlod.tif).
Plik zawiera obraz w postaci dwoch warstw (dla obu kanatow barwnych). Program
automatycznie nadaje obu warstwom fatszywe kolory: zielony 1 czerwony.
4. W polu ,,image” wybra¢:
- ,,wavelength 635, aby zobaczy¢ obraz w kanale czerwonym,
z uzyciem funkcji ,,zoom” mozna powigkszy¢ wybrany fragment obrazu,
poprawic jasnos$¢ i kontrast obrazu po6l zajmowanych przez sondy (spoty) ,
z uzyciem funkcji zawartych w polu ,,tools”,
- ,,wavelength 532”, aby zobaczy¢ obraz w kanale zielonym.
5. Klikna¢ w pole ,,ratio 635/532”, aby sprawdzi¢ potozenie obu obrazow, korekty

niezgodno$ci mozna dokona¢ uzywajac funkcji z pola ,,image tools”.



6.

7.

8.

Powigkszy¢ obraz tak, aby spoty byty widoczne. Do obrébki obrazu wykorzystuje si¢ plik
GAL (,,Genepix Array List”) udostgpniony przez producenta mikromacierzy, ktory po
otwarciu naktada na obraz siatke z okregéw wskazujacych potozenie 1 identyfikujace
sondy.
Kliknaé w pole ,,file”, a nastepnie ,,load array list” i wybra¢ odpowiedni plik typu GAL.
Aby natozy¢ siatkg na obraz szkietka:

- wybra¢ funkcje ,,find array” (w polu ,,tools”),

- wybra¢ funkcje ,,find all blocks”,

- wybra¢ funkcje ,,align features in all blocks”

Rys. VI.3.1. Powigkszony fragment mikromacierzy z naniesiong siatka przez program

GenePix Pro. Spoty zidentyfikowane przez program sg oznaczone okrggami. Okregi z

pionowa linig oznaczaja nieodnalezienie spotu.

10.

I1.

Wynik automatycznego nanoszenia siatki na obraz mikromacierzy moze by¢
skorygowany po wejsciu w pole ,,feature”, a nastepnie ,,select all features”. Aby usungé
oznaczenia spotoOw nalezy wybrac funkcje ,,clear all flags”. Podobnie mozna zmienia¢
inne ustawienia.

Po zmianie ustawien, nalezy ponownie uzy¢ funkcji ,,align features in all bloks”. Jesli
nowe natozenie siatki jest poprawne nalezy wybra¢ funkcje ,,lock settings”. Ustawienia
moga by¢ zapisane po wejsciu w pole ,,file”.

Aby uzyska¢ dane liczbowe odnoszace si¢ do poszczegdlnych spotow, nalezy klikna¢ w
pole ,,analyze”. Wyniki pojawig si¢ w tabeli “results”. Oznaczenia: ,,F” — , feature”

(cecha), ,,B” — background (tlo).



12. Wartosci liczbowe moga zapisane w postaci pliku o rozszerzeniu *.gpr. Plik moze by¢
odczytany zarowno przez program Microsoft Excel oraz przez rozne programy
statystyczne. Wartosci liczbowe moga by¢ tez wyeksportowane w postaci pliku

tekstowego.

VI1.3.2. Analiza statystyczna wynikow z mikromacierzy.

Surowe wyniki fluorescencji, przed dalszymi analizami startystyczymi i matematycznymi ,
muszg zosta¢ poddane procedurze normalizacji. Ma ona na celu usunigcie rdéznic migdzy
eksperymentami niezwigzanych z r6znicami biologicznymi miedzy badanymi obiektami (np.
przebiegiem reakcji hybrydyzacji). Wtasciwa analiza statystyczna ma celu okreslenie
poziomu istotno$ci (p-wartosci), przy ktorym roznice w ekspresji danego genu moga by¢
uznane za istotne statystycznie. Zar6wno normalizacja, jak i analizy statystyczne sg
wykonywane przy uzyciu specjalistycznych programow komputerowych, m.in.
komercyjnych, Acuity, GeneSpring, JMP Genomix oraz ogolnie dostepnych, np.
Bioconductor. W ¢wiczeniu, analizy statystyczne zostang wykonane w programie R przy

uzyciu darmowego pakietu limma (czg$¢ projektu Bioconductor).

Material badawczy:

pliki w formacie *.gpr

Sprzet i aparatura

- komputer

- pakiet limma (cz¢$¢ projektu BioConductor, www.bioconductor.org) dziatajacy w

programie R (www.r-project.org).

Geny o ekspresji istotnie zmieniajacej si¢ w chtodzie znajdziemy wykorzystujac
zasoby typu open-source. Bedzie to pakiet limma (cze$¢ projektu BioConductor,

www.bioconductor.org) dziatajacy w programie R (www.r-project.org).

R dziata w oparciu o komendy wpisywane z klawiatury. Kazda uzyta w tym tekscie
komenda opatrzona jest komentarzem pozwalajagcym zrozumiec ,,co si¢ dzieje”. Proponujemy
jedna z mozliwych $ciezek analizy, odsylajac zainteresowanych tematem do cytowanych

wyzej stron. Cze$¢ komend nie zmie$cila si¢ w jednej linii 1 przechodzi do nastgpnej. Aby
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zaznaczy¢, gdzie zaczyna si¢ nowa komenda na poczatku kazdej umieszczono symbol ,,>”.

Symbol ten nie jest cze¢$cig komendy i1 nie nalezy go przepisywac.
1.Przygotowanie pliku z informacja o eksperymencie (notatnik). Plik opisujacy nasze
doswiadczenie to ,,information.txt”. Zawiera on kolumny: slidenumber (numer

mikromacierzy), FileName (nazwe pliku *.gpr), Cy3 1 Cy5 (identyfikujace jak probki byty

barwione). Kazdy wiersz zawiera informacje dla jednej mikromacierzy.

2. Zaladowanie pakietu limma i wczytanie pliku z opisem eksperymentu.

> library(limma)

> eks<-readTargets(”sciezka/information.txt™)

3. Wcezytanie plikéw *.gpr

> mm<read.maimages(eks,source="genepix.median”,path="sciezka/

”’, annotation="1D")

eks — plik z kroku nr 2.
source — wskazanie typu mikromacierzy i pobranie danych median fluorescencji.

annotation — wskazanie zmiennej identyfikujacej sondy.
4. Wczytanie informacji o sondach (nazwa, potozenie na mikromacierzy) z pliku *.gal.
> mm$genes<-readGAL(”sciezka/maize-45k1.anno.gal.xls”)
5. Sformatowanie danych (mm$genes) do uzycia w wykresach.

> mmS$printer<-getLayout(mm$genes)
6.Rysowanie wykreséw pokazujacych rozktad fluorescencji (osobno dla cy5 i cy3) na
mikromacierzach (analiza jako$ciowa eksperymentu). Po wykonaniu instrukeji ,,Par” nie
nalezy zamykac¢ pustego okna, ktore si¢ pojawi. Powstale okno z wykresami mozna rozciagac,

zwigkszajac jednoczes$nie wykresy.

> par(mfrow=c(2,3))



— }

> for (i in 1:6){imageplot(log2(mm$R[,i]),mmS$printer,low="whit
e”,high="red”)}

par — ustawia parametry bloku wykresow, tu 2 rzedy i 3 kolumny.
for 1 instrukcje po nim — rysujg wykresy rozktadu zlogarytmowanej fluorescencji cyS.
Niskiej fluorescencji ma odpowiadac kolor biaty, coraz wyzszej coraz intensywniejszy

czerwony.

> par(mfrow=c(2,3))
> for (i in 1:6){imageplot(log2(mm$Gl,i]),mm$printer,low="whit
e”,high="green”)}

Popatrz na wykresy. Czy fluorescencja z obu barwnikow rozktada si¢ rownomiernie na

mikromacierzy?

7. Przygotowanie wykresu MA (MA-plot). Na osi ,,x”” odlozona bedzie $rednia
fluorescencja A=((log2(cy5)+log2(cy3))/2) a na osi ,,y” réznica fluorescencji
M=(log2(cy5)-log2(cy3)). Taki wykres pokazuje czy réznica w fluorescencji nie
zmienia si¢ wraz ze wzrostem Sredniej fluorescencji.

"} }

> logma<-normalizeWithinArrays(mm,method="none”
> par(mfrow=c(2,3))

> for (i in 1:6){plotMA(logmal,i])}

Aby narysowa¢ wykres MA trzeba uzy¢ komendy ,,normalizeWithinArrays”. Tu nie

9999

robimy normalizacji, wigc ,,method="none’”.

8. Normalizacja w obrgbie szkietka mikromacierzowego. Polega ona na wyréwnaniu

rozktadow fluorescencji z obu barwnikow, tak aby byty porownywalne.

> mm_nw<-normalizeWithinArrays(mm,method="printtiploess”,itera
tions=60,bc.method="subtract”)

> par(mfrow=c(2:3))

> for (i in 1:6){plotMA(mm_nw[,i])}

Pierwsza komenda normalizuje dane w obrebie kazdej z mikromacierzy. Robi to



osobno dla kazdego bloku sond ,,method="printtiploess™” i od fluorescencji sondy
odejmuje fluorescencje przylegtego tta ,,bc.method="subtract™”.
Nastepne, to komendy rysujace wykresy MA dla znormalizowanych danych. Nalezy je

poréwnac z wezesniejszymi.
9. Poréwnanie rozktadu fluorescencji miedzy mikromacierzami — wykres.
> plotDensities(mm_nw)

Sprawdz, czy rozktady fluorescencji si¢ naktadaja, jesli nie — konieczna jest

normalizacja miedzy mikromacierzami.

10. Normalizacja migdzy mikromacierzami. Wyrownuje rozktady fluorescencji dla zbioru

mikromacierzy.

> mm_nm<-normalizeBetweenArrays(mm_nw,method="Aquantile)

> plotDensities(mm_nm)

Pierwsza komenda normalizuje dane metoda ,,aquantile”, wykorzystujaca wartos¢ A.
Druga komenda rysuje rozklad fluorescencji dla wszystkich mikromacierzy, poréwnaj

go z wczesniejszym.
11. Test istotnosci. Pokazuje ktore sondy zmieniajg ekspresje w chlodzie.

> poj.kropki<-subset(names(table(mm$genes$ID)),(table(mm$genes
$ID)>1)==FALSE)

Komenda wybiera ze zbioru po jednej sondy z kazdego rodzaju (dana sonda moze by¢
nadrukowana wiele razy — powtorzenie wewnatrz mikromacierzy). Jest to wymog

nastepnych komend.
> ukl.eksp<-modelMatrix(eks,ref="control”)

Wskazanie, ktory wariant eksperymentalny ma by¢ uzyty jako kontrola, czyli do

ktérego ma by¢ porownana fluorescencja pozostatych wariantow (tu chtodu —,,cold”).



> model<-lmFit(mm_nm[mm_nm$genes$ID %in% poj.kropki, ],ukl.eksp )
> ist<-decideTests(model,adjust.method="fdr”,method="global)

Test istotnosci. Stosujemy poprawke na porownania wielokrotne (fdr — false discovery

rate), zmniejszajacg liczbe fatszywie pozytywnych wynikow.

> summary(ist)

Liczba gendw reprymowanych, bez zmian i nadeksprymowanych.

12. Zapisanie genow do pliku tekstowego. Dane w R istniejg jako tzw. ,,obiekty”, aby moc

je oglada¢ w innych programach trzeba utworzy¢ tabele z potrzebnymi kolumnami.

> w.gore<-model[ist>0,]

Wybranie gendéw nadeksprymowanych. Dla genow reprymowanych bedzie ist<0, dla

tych bez zmian ist=0.

> cbind(w.gore$genes$ID[1:10],w.gore$coefficients[1:10])
> raus<-cbind(ID=model$genes$ID,name=model$genes$Name,log2_fol

d_change=model$coefficients,fdr_based_decision=ist)

Wybranie kolumn z nazwami sond 1 zmiang ekspresji w chlodzie, tu dla sond

nadeksprymowanych.

> write.table(raus,”sciezka/plik.txt”)

Tak wyeksportowany zbidr stuzy do dalszych analiz (klastrowania, analizy GeneOntology,...),

ktore bedg przedstawione w formie pokazu.



Cwiczenie VII. Analiza poziomu wybranych transkryptéw za pomoca metody

real-time RT-qPCR

Rafal Archacki
Zaktad Biologii Molekularnej Roslin

VII.1. Cze¢s¢€ teoretyczna
Istnieje kilka metod pozwalajacych na detekcj¢ oraz oszacowanie poziomu ekspresji genow.
Sa to przede wszystkim RT-PCR, Northern blot, hybrydyzacja in situ, mikromacierze DNA, a
takze metody sekwencjonowania nowej generacji (RNA-seq). Metody te sg stosowane
zamiennie lub uzupehiaja si¢. Na przyktad metody wielkoskalowe, takie jak mikromacierze,
wymagaja potwierdzenia uzyskanych wynikow. Jest to zwigzane ze znaczng ilo$cig wynikow
fatszywie pozytywnych oraz negatywnych w tego typu analizach, a takze z tym, ze poziomy
ekspresji uzyskane w analizie mikromacierzy maja charakter przyblizony. Typowa metoda
pozwalajaca na walidacj¢ wynikdw mikromacierzowych jest RT-PCR. W metodzie tej
porownuje si¢ ilo§¢ dwoch lub wigcej czasteczek RNA, przy czym ilos¢ transkryptu szacuje
si¢ na podstawie ilosci produktu PCR powstatego na matrycy cDNA (zob. opis Cw. I). W
ostatnich latach coraz czgsciej taczy sie reakcje odwrotnej transkrypcji z metoda real-time
PCR (PCR z analizg ilo$ci produktu w czasie rzeczywistym, inaczej qPCR - quantitative
PCR).

Technika qPCR zostata przedstawiona w Cw. IV. Nalezy podkresli¢, ze metoda gPCR
(oraz RT-qPCR) ma zasadniczg przewage nad klasycznym PCR (RT-PCR) — umozliwia ona
uzyskiwanie bardziej wiarygodnych i powtarzalnych danych. Wynika to ze znacznie lepszego
sposobu pomiaru ilo$ci produktu PCR. W klasycznej metodzie PCR mozna posrednio
zmierzy¢ 1lo§¢ powstatego produktu poprzez pomiar intensywnosci prazkéw w zelu
agarozowym. Istotnym ograniczeniem tej metody jest jednak fakt, ze odpowiednig ilos¢
produktu PCR, ktoérg mozna zaobserwowaé w zelu, otrzymuje si¢ dopiero pod koniec fazy
wyktadniczej lub w fazie plateau amplifikacji (Rys. VII.1a), kiedy réznice pomigdzy
badanymi probkami sg juz mate (Rys. VII.1b). Natomiast qPCR, dzigki zastosowaniu
znacznikow fluorescencyjnych pozwala §ledzi¢ w czasie rzeczywistym przyrastanie produktu
PCR. Umozliwia to pomiar ilo$ci produktu PCR we wczesnej fazie wyktadniczej (Rys.
VII.1b), ktora bardziej odpowiada wyjsciowej ilosci matrycy. Roznice ilosci produktu
pomiedzy badanymi probkami uzyskane ta metoda sg zatem proporcjonalne do réznic w ilo$ci

tran skryptow.
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Rys. VIIL.1. a) Wykres przedstawiajacy przyrost produktu PCR w trakcie amplifikacji oraz
obraz zelu agarozowego z uwidocznionym produktem PCR powstalym po okreslonej liczbie
cykli reakcji. b) Przyrost ilosci produktéw reakcji PCR prowadzonych przy uzyciu tej same;j
matrycy w réznych rozcienczeniach. Po 30 cyklach reakcji, ilosci produktu PCR w prébkach
oznaczonych kolorem czerwonym (probka nierozcienczona), zielonym (rozcienczenie 1:10)
oraz niebieskim (1:100) sg zblizone. W 35 cyklu ilo$ci produktu PCR sg podobne we
wszystkich probkach. Za: Meis & Khanna, Nature Methods 6, (2009).

Metoda Real-time PCR znalazla bardzo wiele zastosowan w biologii, medycynie i rolnictwie,
sg to m.in.:

eanaliza poziomu ekspresji gendw (np. badania wplywu mutacji, czynnikow zewnetrznych,
substancji chemicznych na ekspresj¢ wybranych genow)

ewalidacja danych mikromacierzowych

eoznaczanie zawartosci GMO (zob. ¢w. IV)

ebadanie alternatywnych form splicingowych

ediagnostyka onkologiczna (np. wykrywanie markeréw nowotworowych, translokacji
chromosomowych) i mikrobiologiczna (wczesne wykrywanie patogenow)

swykrywanie mutacji oraz polimorfizméw — w tym wypadku nie mierzy si¢ ilosci
transkryptu, ale stosuje si¢ metode HRM (ang. High Resolution Melting), w ktorej
analizowana jest krzywa topnienia uzyskanego produktu PCR (zob. rozdz. VII.2.3). W
analizie HRM wykorzystuje si¢ fakt, ze w przypadku obecnosci mutacji w amplifikowanej

sekwencji, krzywa topnienia ma inny ksztatt.

Literatura

1. Meis & Khanna, Nature Methods 6, (2009).
2. Mark A, Repa V (2005), The Power of Real-time PCR ; Adv Physiol Educ , 29:151-159
3. Rasmussen RP, Morrison TB, Herrmann MG, Wittwer CT (1998). Quantitative PCR by

continous fluorescence monitoring of a double strand DNA specific binding dye. Biochemica
02/1998, 8-11

VII.2. Cze¢s¢ laboratoryjna



Celem ¢wiczenia jest weryfikacja danych pochodzacych z analizy mikromacierzowej
transkryptomu rosliny dzikiej oraz mutanta SALK 030046 Arabidopsis thaliana. W pierwszej
kolejnosci zostanie wytypowanych kilka gendéw, ktore — na podstawie analizy
mikromacierzowej - majg obnizony lub podwyzszony poziom ekspresji w mutancie.
Nastepnie poziomy ekspresji tych gendw zostang oznaczone za pomocg metody RT-qPCR na

matrycy cDNA uzyskanego z rosliny dzikiej oraz mutanta.

VIIL.2.1 Material badawczy:

Jako materiat badawczy postuza rosliny typu dzikiego Arabidopsis thaliana (ekotyp Col-0)
oraz mutanty SALK 030046, zawierajace w genie BRM insercje¢ T-DNA, powodujaca
catkowite wytaczenie tego genu. Gen BRM koduje podjednostke katalityczng kompleksu
przebudowujacego chromatyne SWI/SNF, ktory jest zaangazowany w kontrole ekspres;ji

przynajmniej kilkuset genow.

VIL.2.3 Wybor genoéw do analizy

W typowych eksperymentach z uzyciem mikromacierzy, poprawno$¢ uzyskanych danych
ekspresyjnych weryfikuje si¢ za pomoca RT-qPCR, oznaczajac kilkanascie — kilkadziesiat
tran skryptow w probie badanej wzgledem proby kontrolnej. Wybdr genéw moze by¢ losowy,
czesciej jest on jednak subiektywny — zwykle wybiera si¢ do analizy geny, ktére wg badacza
moga mie¢ istotne znaczenie w badanym procesie. W trakcie ¢wiczen studenci wybiorg 4-5
genow z listy kilkunastu genéw o zmienionej ekspresji w mutancie, uzyskanej na podstawie
analizy mikromacierzowej. Geny te koduja elementy §ciezki sygnalizacji giberelinowej, w
ktérej uczestniczy kompleks SWI/SNF. Analizowany réwniez bedzie gen referencyjny,

ktorego ekspresja jest stabilna w roznych warunkach eksperymentalnych.

VIL.2.3 Doswiadczenie RT-qPCR
Podobnie do klasycznej metody RT-PCR, metoda z uzyciem qPCR sktada si¢ z kilku etapow:

1. Izolacja RNA calkowitego oraz ocena iloSciowa i jakoSciowa wyizolowanego RNA

Jedna z metod izolacji RNA z materiatu biologicznego zostata zaprezentowana w opisie Cw.
I. Jakos¢ wyizolowanego RNA jest kluczowym czynnikiem decydujacym o powodzeniu
dalszych etapéw analizy. Ocena ilo$ciowa i jakosciowa RNA moze by¢ prowadzona wg

procedury przedstawionej w opisie Cw. I

2. Synteza cDNA



Kolejnym etapem RT-PCR z uzyciem Real-time PCR jest reakcja odwrotnej transkrypcji, tj.
synteza nici komplementarnego DNA (cDNA) na matrycy RNA, prowadzona przez enzym
odwrotna transkryptaze (zob. Cw.I). RT-PCR z uzyciem Real-time PCR moze by¢
przeprowadzony wg réznych strategii:

ejedna reakcja — jeden enzym (ang. one-step) — synteza cDNA oraz reakcja qPCR odbywaja
si¢ w jednym buforze z uzyciem primerdéw specyficznych do okreslonej sekwencji oraz
odwrotnej transkryptazy posiadajacej dodatkowa aktywnos¢ polimerazy DNA. W systemie
tym reakcja odwrotnej transkrypcji moze si¢ odbywa¢ w wysokiej temperaturze, co zapewnia
wysoka specyficznos¢ reakcji (eliminacja drugorzedowych struktur RNA oraz ograniczenie
nieprawidlowego parowania primerdéw). Ograniczone jest rowniez ryzyko zanieczyszczenia
probki. Ten typ reakcji okresla si¢ czgsto skrotem qRT-PCR.

edwie reakcje (two-step) - syntez¢ cDNA przeprowadza si¢ w optymalnych warunkach przy
uzyciu odpowiedniego startera, zazwyczaj oligodT (zob. Cw.I). Uzyskany cDNA stuzy
nastepnie jako matryca w reakcjach qPCR. Metoda ta umozliwia analize wielu transkryptow
w tej samej probie biologicznej. Ten typ reakcji, okreslany skrétem RT-qPCR zostanie

zastosowany na ¢wiczeniach.

Na ¢wiczeniach studenci otrzymaja gotowe cDNA zsyntetyzowane przy uzyciu startera
oligo dT 1 totalnego RNA wyizolowanego z ro$lin Arabidopsis typu dzikiego oraz mutanta

SALK_030046.

3.qPCR

Reakcje qPCR przebiegajg w termocyklerach sprzezonych ze spektrofluorymetrem, dzieki
czemu mozliwy jest pomiar fluorescencji emitowanej przez odpowiednie sondy lub powielane
fragmenty DNA. Na ¢wiczeniach w reakcjach qPCR zostanie zastosowany popularny
fluorofor, SYBR Green I. Zwiazek ten emituje stabg fluorescencj¢ w roztworze, podczas gdy
jego emisja wzrasta po zwigzaniu z dwuniciowym DNA, w tym wypadku z produktem PCR.
Stad tez im wigcej powstaje produktu PCR, tym wyzsza rejestrowana fluorescencja. Do
nastawienia reakcji PCR stuza komercyjne zestawy zawierajace w swoim sktadzie dNTPy,
polimeraze, chlorek magnezu oraz barwnik SYBR Green I. Reakcje qPCR prowadzi si¢ w
specjalnie przystosowanych probowkach lub ptytkach wielodotkowych, produkowanych z

odpowiedniego polimeru, ktéry umozliwia prawidlowy odczyt fluorescenc;ji.

Sprzet i aparatura:

-wiréwka;
-worteks;



-statywy na probowki;
-pipety automatyczne o pojemnosci 10 pl, 100 pl, 1000 pl;
-wytrzasarka oraz wiréwka do ptytek wielodotkowych

- termocykler do real —time PCR

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:
-Zestaw Sybr Green Master Mix (Roche)

-Startery specyficzne do badanych gendéw

-rekawiczki

-probowki 1,5 ml, sterylne;
-tipsy sterylne

-plytka do qPCR (na 96 prébek)

Wykonanie ¢wiczenia

Przygotowanie mieszanin do reakcji QqPCR (praca w parach)

Dla danego wariantu eksperymentalnego (badany gen) nalezy obliczy¢ niezbedng ilo$¢
odczynnika Sybr Green Master Mix, specyficznych starterow, cDNA oraz wody dla serii 15
probek: 4 probek badanych (2 probki wt i 2 probki brm) w 2 powtodrzeniach technicznych, 3

probek do krzywej wzorcowej w 2 powtorzeniach technicznych oraz kontroli negatywnej

(K-). Objetos¢ koncowa reakcji wynosi 20 pl.

UWAGA: metoda gPCR jest bardzo czuta i wrazliwa na bledy pipetowania!

Tabela VII.1 Przygotowanie mieszaniny

Koncowa mieszanina mieszanina

koncentracja |dla 1 probki dla 15 probek
Sybr Green Master Mix 2x Ix ul
50 uM starter 1 0,5uM | ul
50 uM starter 2 0,5upM | pl
woda Dol8u | pl
RAZEM 18pul+2 pleDNA......coone ul

Procedura:

eprzygotowac 1,5 ml probowke,




edoda¢ odczynniki zgodnie z Tabelg VII.1

ewymiesza¢ delikatnie mieszaning przez pipetowanie
,,gora — dot” 1 krotko zwirowac,

eodpipetowa¢ po 18 pl mieszaniny do dziewigciu
dotkéw na plytee (rys. 1.2)

edoda¢ po 2 ul roztworu cDNA do przygotowanych
probowek z mieszaning,

ezaklei¢c plytke folia wymiesza¢ delikatnie na
wytrzasarce 1 krotko zwirowac,

erozpocza¢ odpowiedni program w termocyklerze (w
obecnos$ci prowadzacego)

eumiesci¢ w termocyklerze 1 uruchomi¢ program
(Tabela VII.2)
erys. VIL.2 Nastawianie reakcji qPCR

Tabela VII.2. Program qPCR

Temperatura Czas
Poczatkowa denaturacja 95°C 10 min
Denaturacja 95°C 10 sec
Przyltaczanie 58°C 8 sec
Wydtuzanie 70°C 15 sec
Liczba cykli 45
Pomiar fluorescencji w kazdym
cyklu w trakcie wydtuzania
Koncowe wydhluzanie 70°C 7 min
Krzywa topnienia 1 cykl 15 min
40°C 00

epo zakonczeniu programu obserwowac¢ wykresy fluorescencji

4. Analiza wynikow qPCR — pracownia komputerowa

Sprzet i aparatura



- komputer
- pakiet LightCycler 480 Software (Roche)
- arkusz kalkulacyjny

Wykonanie ¢wiczenia:
Cwiczenia beda polegaty na pokazie, z elementami samodzielnej pracy studentow wg

wskazowek prowadzacego

Ocena jako$ciowa reakcji gPCR

W pierwszej kolejnosci, korzystajac z oprogramowania LightCycler 480 Software nalezy
sprawdzi¢ przebieg krzywych fluorescencji w powtorzeniach technicznych reakcji PCR. Jesli
roéznice pomiedzy powtdrzeniami sg znaczne (co zazwyczaj $wiadczy o duzych btedach
pipetowania), uniemozliwiaja one prawidtowg analize ilosciowa.

Zastosowanie w reakcjach qPCR barwnika SYBR Green niesie ryzyko znacznych
btedow pomiarowych, w przypadku gdy reakcja PCR nie przebiegla specyficznie, lub
powstaty znaczne ilosci dimerow starterow. W celu sprawdzenia specyficznos$ci reakcji,
wykonuje si¢ analize¢ krzywych topnienia (Rys. VII. 3). Krzywe topnienia obrazuja
temperature, przy ktorej nastepuje denaturacja produktu PCR (odczytywana jako spadek
fluorescencji). Krzywa topnienia ma nieco inny przebieg w zaleznosci od sekwencji
nukleotydowej produktu PCR, dlatego tez mozna za pomoca tej analizy okresli¢

specyficznos¢ reakcji.
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dla specyficznej reakcji qPCR

i " Obliczenia

Odczyty fluorescencji w instrumencie do Real-time PCR musza by¢ przeksztalcone w
informacj¢ o ilosci analizowanych produktéw PCR. W tym celu wyznacza si¢ tzw. cykle
progowe reakcji. Cykl progowy (Ct, ang. treshold cycle) jest to liczba cykli konieczna do

przekroczenia wartosci progowe;j fluorescencji (od tego momentu rozpoczyna si¢ faza



wyktadnicza PCR). Liczba cykli jest odwrotnie proporcjonalna do poczatkowej ilosci badanej
czasteczki cDNA, a wigc posrednio badanego transkryptu. W celu wyznaczenia
poczatkowych ilo$ci matrycy nalezy takze uwzgledni¢ w obliczeniach wydajno$ci reake;ji
PCR. Wydajno$¢ PCR wynosi w optymalnych warunkach 2 (w kazdym cyklu PCR liczba
czasteczek powielanego DNA podwaja si¢), jednak w praktyce jest ona niemal zawsze nizsza
1 zalezy od wielu czynnikdéw, m.in. od sekwencji starterow, rodzaju i jako$ci matrycy, a takze
stezenia starteroOw 1 innych sktadnikoéw reakeji. Obliczanie wydajnos$ci reakeji PCR opiera sig¢
na wygenerowaniu krzywej wzorcowej z serii rozcienczen matrycy (Rys. VII.4). Do
wykonania obliczen wydajnos$ci reakcji, wyznaczenia cykli progowych oraz ilosci produktow

PCR w trakcie ¢wiczen zostanie uzyte oprogramowanie LightCycler 480 Software.
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Rys. VI1.4 Wyznaczanie krzywych
wzorcowych dla genu badanego oraz
referencyjnego. Za: www.roche-
applied-science.com
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W koncowym etapie analizy nalezy poréwnac poziomy badanych transkryptow i
transkryptu genu wyrazanego konstytutywnie oraz obliczy¢ $rednie z powtdrzen
eksperymentu. Dla tatwiejszej interpretacji danych, poziom ekspresji badanego genu
(znormalizowany do poziomu ekspresji genu konstytutywnego) ustala si¢ czesto dla proby
kontrolnej jako rowny 1 (w eksperymencie prowadzonym na ¢wiczeniach sg to proby
pochodzace z roslin wt) i normalizuje wzgledem niego poziomy ustalone dla prob badanych

(Rys. VIL5).
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Dodatek A. Elektroforeza kwasow nukleinowych

Standardowg metoda do rozdzielania, identyfikacji i oczyszczania fragmentow DNA jest
elektroforeza w Zelu agarozowym (dla duzych czasteczek DNA) lub poliakrylamidowym (dla
matych czasteczek DNA). Techniki te s3 stosunkowo proste, szybkie i umozliwiajg
rozdzielenie mieszaniny fragmentow DNA, ktérych nie mozna rozdzieli¢ innymi metodami,
jak np. wirowaniem w gradiencie gesto$ci. Ponadto lokalizacja DNA w Zelu jest wykonywana
bezposrednio. Prazki DNA w zZelu barwi si¢ przy uzyciu bardzo matych st¢zen barwnika

fluoryzujacego — bromku etydyny, wbudowujacego si¢ (interkalujacego) miedzy zasady.

Szybkos¢ elektroforetycznej migracji DNA w Zelu jest zalezna od 5 gléwnych parametrow.

1.Masa czasteczkowa DNA: wieksze czasteczki DNA migruja wolniej niz czasteczki
mate ze wzgledu na wigksze opory ruchu oraz wigksze trudnosci w penetrowaniu porow
zelu bedacego rodzajem sita molekularnego. Tempo migracji jest odwrotnie
proporcjonalne do logarytmu dziesig¢tnego liczby par zasad.

2.Stezenie agarozy: dany fragment DNA o okre$lonej wielkoSci migruje z rdézng
szybko$cig w Zelu zawierajacym rozne stezenia agarozy. Istnieje tu liniowa zaleznosé
pomiedzy logarytmem elektroforetycznej ruchliwosci DNA w Zelu 1 stezeniem agarozy.

Zakres rozdziatu linearnego DNA w zalezno$ci od stezenia agarozy w zelu.

Stezenie agarozy w zelu (%) Wielko$¢ czasteczki DNA (kb)
0,3 5-60

0,6 1-20

0,7 0,8-10

0,9 0,5-7

1,2 0,4-6

1,5 1,2-3

2,0 0,1-2

3.

Konformacja DNA: forma I — superzwinigte (CCC), forma II — nacigte koliste (OC),
forma III — liniowe (L). Czasteczki DNA o tej samej masie migruja w zelu z rézng
szybko$cig. Wzgledna ruchliwo$¢ tych trzech form DNA zalezy glownie od stgzenia
agarozy w zelu oraz od wielkosci przylozonego natezenia pradu, sity jonowej buforu i
od gestosci superhelikalnych skretow w czasteczce DNA formy 1. Dobra metoda dla
identyfikacji roznych konformacyjnych form DNA jest rozdziat elektroforetyczny w

obecnos$ci wzrastajacej ilosci bromku etydyny. Przy wzro$cie ste¢zenia bromku etydyny



wigcej barwnika wigze si¢ z DNA. Skrety czasteczki DNA formy I sa sukcesywnie
likwidowane, a szybko$¢ migracji czasteczek ulega zwolnieniu. Przy krytycznym
stezeniu barwnika szybko$¢ migracji czasteczki DNA w formie I osiaga swoja
minimalng wielko$¢. Ruchliwo§¢ formy II i1 III zmniejsza si¢ w rdzny sposob w
wyniku neutralizacji tadunkéw i duzej sztywnosci nadawanej czasteczce DNA przez
bromek etydyny.

4 Natezenie pola elektrycznego: przy niskim natezeniu pola, migracja fragmentow
liniowych DNA jest proporcjonalna do przylozonego napigcia. Jednak, przy wzroscie
natezenia pola elektrycznego, ruchliwo$¢ fragmentow DNA o duzej masie
czasteczkowe] nie wzrasta w sposob proporcjonalny. Dlatego efektywny zakres
rozdzialu w Zelu agarozowym zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem napiecia. Aby uzyskac
maksymalny rozdziat fragmentéw DNA, spadek napigcia nie powinien przekraczaé
5V/em.

5. Temperatura rozdziatu: temperatura w jakiej dokonuje si¢ rozdziatu nie wplywa w
istotnym stopniu na elektroforetyczne wtasciwosci DNA.

6.Sktad buforu do elektroforezy: ruchliwos$¢ elektroforetyczna DNA jest zalezna od
sktadu i sity jonowej buforu, w ktorym przeprowadzamy elektroforeze. W roztworach
o niskiej sile jonowej, DNA migruje bardzo wolno, natomiast w buforach o zbyt
wysokiej sile jonowej przeplyw tadunku powoduje wydzielanie si¢ znacznej ilosci
ciepla, co moze doprowadzi¢ do uptynnienia zelu i denaturacji DNA. Ponizej podano

sktad buforéw stosowanych do elektroforezy DNA.

bufor Sktad buforu (na litr)
Tris-octanowy (TAE) 4,84 g Tris

1,142 ml 99% kwasu octowego
2ml 0,5M EDTA

Tris-boranowy (TBE) 10,8 g Tris

5,5 g kwasu borowego

4ml 0,5M EDTA
Sodowo-boranowy (SB) | SmM Na2B407/Borax lub 10mM
NaOH doprowadzone do pH 8.0
kwasem borowym
Tris-fosforanowy (TPE) | 10,8 g Tris

1,55 ml 85% kwasu fosforowego

4 ml 0,5M EDTA

Alkaliczny 5 ml 10N NaOH

2 ml 0,5M EDTA

Bufor alkaliczny uzywany jest podczas elektroforezy zdenaturowanych, jednoniciowych

czasteczek DNA. Najczgsciej stosowany bufor TAE ma niska pojemnos¢ buforowsa i



tendencje do rozktadu podczas przedluzajacej si¢ elektroforezy. W takim przypadku
roztwor w poblizu anody zakwasza si¢ 1 jesli proces postepuje dalej obejmujac zel, moze
doj$¢ do degradacji rozdzielanego DNA. Prazki DNA ulegaja wowczas rozmyciu i
przestaja by¢ widoczne. Dlatego podczas dtuzszej elektroforezy, przy wysokim napigciu,
niezbedna jest wymiana buforéw przyelektrodowych. Do nanoszenia probek DNA do
studzienek zelu stuzg bufory obcigzajace. Bufory te zwigkszajga gestos¢ probek,
zapewniajac dobre umiejscowienie DNA w studzience bez dyfuzji, a takze zabarwiaja
probke powodujac migracje barwnika w zelu w czasie elektroforezy, utatwiajac w ten

sposob latwe §ledzenie przebiegu rozdziatu.

Czasteczki RNA maja tadunek ujemny i zgodnie z tym ladunkiem, nadawanym przez
grupy fosforanowe, migruja w polu elektrycznym w kierunku anody. Szybko$¢ migracji
zalezy od wielkosci i1 ksztaltu czasteczki. Dodanie formaldehydu do zelu agarozowego
utrzymuje RNA w formie liniowej. Wigksze czasteczki migrujag wolniej przez macierz
zelu. Przy niskich napigciach, wskaznik migracji RNA jest proporcjonalny do
stosowanego napigcia. Aby uzyska¢ maksymalny rozdziat fragmentow RNA, spadek
napigcia nie powinien przekracza¢ 5V/cm.

Bromek etydyny zmniejsza ruchliwos¢ elektroforetyczng liniowego RNA o okoto 15%.,
poniewaz EtBr ma wigksze powinowactwo do podwojnej niz pojedynczych nici kwasow

nukleinowych.

Sktad buforu do elektroforezy RNA:
Bufor 10X MOPS:

«0.4 M MOPS;
«0,1 M octanu sodu;
¢10 mM EDTA (dwusodowy);

edoprowadzi¢ pH do 7,0.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pl&langpair=en%7Cpl&u=http://www.molecularstation.com/wiki/EDTA&prev=/translate_s%3Fhl%3Dpl%26q%3Delektroforeza%2BRNA%26tq%3DRNA%2Belectrophoresis%26sl%3Dpl%26tl%3Den&rurl=translate.google.pl&usg=ALkJrhgersQ9Hg4hQy-tlyTstE5CwY4PBQ#_blank
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pl&langpair=en%7Cpl&u=http://www.molecularstation.com/wiki/MOPS&prev=/translate_s%3Fhl%3Dpl%26q%3Delektroforeza%2BRNA%26tq%3DRNA%2Belectrophoresis%26sl%3Dpl%26tl%3Den&rurl=translate.google.pl&usg=ALkJrhjMS1sqXe0KvtVdin-nQzXIvtLpng#_blank

Dodatek B. PCR

PCR (polimerase chain reaction, reakcja tancuchowa polimerazy) umozliwia uzyskanie
miliondéw kopii danego odcinka DNA na matrycy tylko kilku czasteczek, poniewaz produkt
jednego cyklu PCR staje si¢ matryca w kolejnym cyklu.

The PCR. Process
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Ryc. B.1. Schemat przebiegu reakcji PCR, zmod.

Aby doszlo do namnozenia fragmentu DNA, w mieszaninie reakcyjnej musza znajdowac si¢:
-czasteczki DNA stanowigce matryce do syntezy kolejnych kopii;

-startery;

-wolne nukleotydy stuzace do syntezy nowych nici DNA;

-jony Mg2+, ktore sg kofaktorem polimerazy;

-polimeraza, enzym katalizujacy reakcje;

-woda.

Matrycowe DNA: zazwyczaj ilo$¢ matrycowego DNA wynosi 10pg — Ing dla plazmidowego
lub fagowego DNA oraz 100ng - 1pg dla genomowego DNA na 100 pl mieszaniny
reakcyjnej. Wigksza ilos¢ DNA powoduje amplifikacje niespecyficznych produktéw PCR.
Starter:

-startery do klasycznego PCR majg dtugos$¢ 15-30 nukleotydow;



-zawarto$¢ GC powinna wynosi¢ 40-60%. GC powinny by¢ réwnomiernie roztozone na catej
dtugosci primera;

-primer nie moze by¢ komplementarny do samego siebie, ani innych primeréw w mieszaninie
reakcyjnej, pozwala to unikna¢ tworzenia struktury spinki do wloséw w obrebie primera lub
tworzenia si¢ dimerow;

-temperatura topnienia primerdéw nie powinna réznic si¢ o wigcej niz 3-5°C.

Jony Mg2+: s3 istotnym kofaktorem polimerazy DNA. Tworza one takze kompleksy z ANTP,
primerami i matrycowym DNA. Stad optymalne stezenie MgCl2 musi by¢ dobrane
eksperymentalnie dla kazdej reakcji. Zbyt mata ilo$¢ jonéw Mg2-+obnizy ilos¢ produktow
PCR, zbyt duza spowoduje wzrost produktéw niespecyficznych. Dla standardowych
warunkow reakcji zakres stezen dla MgCI2 wynosi 1-4 mM. Jesli matrycowe DNA jest
zanieczyszczone EDTA lub innymi zwigzkami chelatujacymi nalezy podwyzszy¢ stezenie

MgCl2.

dNTP: stezenie kazdego ANTP w mieszaninie reakcyjnej wynosi 20-200 uM. Jest bardzo
istotne, aby w mieszaninie reakcyjnej stezenie kazdego dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
byly jednakowe, poniewaz nadmiar lub niedobor chociaz jednego z nukleotydow powoduje

mylne przylaczenie niewtasciwych nukleotydéw w trakcie amplifikacji.

Polimeraza: zazwyczaj uzywa si¢ termostabilnej 2-3 U polimerazy Tag na 100 pl mieszaniny
reakcyjnej. Wigksze st¢zenie polimerazy moze powodowac¢ amplifikacj¢ produktow
niespecyficznych, mniejsze stezenie — malejaca wydajnos$¢. Natomiast je§li w mieszaninie
reakcyjnej znajduja si¢ inhibitory polimerazy np. matrycowe DNA jest zanieczyszczone,

wowczas wyzsze ilosci polimerazy mogg zwigkszy¢ amplifikacje.

Etapy cyklu:

1. Wstepna denaturacja: catkowita denaturacja DNA na poczatku reakcji PCR jest
bardzo istotna. Niepetna denaturacja sprawia, ze nie cate DNA moze by¢ wykorzystane
jako matryca w pierwszym cyklu, a to z kolei powoduje zmniejszenie ilosci

amplifikowanych produktéw. Etap ten powinien trwa¢ 1-3 min. w temperaturze 94-95°C.

2. Denaturacja: zazwyczaj wystarcza 1-2 min. denaturacji w temperaturze 94 °C, z uwagi
na to, ze produkty reakcji PCR sg krotsze od matrycowego DNA i w krotszym czasie

ulegaja kompletnej denaturacji.



3. Przylaczanie startera (annealing): optymalna temperatura annealingu jest o 5°C
nizsza od temperatury topnienia dupleksu starter-matryca DNA, a czas trwania tego etapu
to 1-2 minut. Jesli uzyskiwane sg produkty niespecyficzne nalezy o 1-2 °C podnie$¢

temperature przylaczania.

4. Wydluzanie (elongacja): przebiega w temperaturze 70-75 °C, poniewaz tempo syntezy
przez polimeraze Taq jest najwigksze 1 wynosi 2-4kb/min. Wydtuzanie trwajace 1 min.
wystarcza do uzyskania produktow o wielkosci do 2kb. Jesli amplifikowane sg wicksze

fragmenty, czas wydhuzania nalezy zwigkszy¢ o 1 min. na kazde 1000pz.

-Liczba cyKkli: zalezy ona od ilosci DNA matrycowego w mieszaninie reakcyjnej oraz od
pozadanej ilosc produktu. Dla niskich ilo§ci DNA zaleca si¢ ok. 40 cykli, dla wyzszych ilo$ci
25-35 cykli;

-po ostatnim cyklu nastepuje etap koncowego wydluzania, trwajacy 5-15 min. w
temperaturze 72°C . Ma on na celu uzupehienie niedokonczonych w trakcie poprzednich

cykli fragmentéw DNA.

Rozwiazywanie problemow zwigzanych z PCR:

symptom przyczyna

Brak lub staba amplifikacja Niekompletna denaturacja matrycy

Brak docelowej sekwencji na matrycy
Nieodpowiedni profil termiczny reakcji
Nieodpowiednia sekwencja starterow
Degradacja startero6w przez polimeraze
Niedostateczne stgzenie jonow Mg+2
Zanieczyszczenie odczynnikow nukleazami

Obecno$¢ inhibitorow

Brak amplifikacji niektorych probek Niedoktadnie wymieszana mieszanina reakcyjna
Zanieczyszczenie probek

Wada termocyklera

Smear widoczny po elektroforezie Zbyt dlugi czas wydluzania

Nadmiar matrycy




Nadmiar starterow

Niespecyficzne produkty reakcji Niespecyficzne przylaczanie startera do matrycy
Nadmiar polimerazy

Nadmiar Mg+2

Produkty PCR w kontroli negatywnej Zanieczyszczenie odczynnikow




Dodatek C. Procedura hybrydyzacji do mikromacierzy

1. Izolacja RNA calkowitego, ocena iloSciowa i jakoSciowa

Wg procedur z ¢wiczen 1.2.2.111.2.2.2.

2. Namnozenie mRNA

Material badawczy:

RNA wyizolowane w etapie 1

Sprzet i aparatura:
- wirowka;
- worteks;
- pH-metr;
- termocykler lub bloki grzewcze o temperaturze 16, 37, 42 1 70°C;
- pipety automatyczne o pojemnosci: 10 pl, 100 pl, 1000 pl i Sml;
- waga laboratoryjna;
- szpatulka;
- pojemnik na 16d;

- cienki pisak permanentny.

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:
- etanol 99,8% CzDA;
- woda (sterylna, wolna od RNA-az);
- 12 N HC;
- Aminoallyl Message Amp II kit (Ambion);
- DNA Clear Kit (Ambion), opcjonalnie;
- 50 mM 5-(3-aminoallyl)-UTP (Ambion);
- MEGA Clear Kit for extra aaRNA purifications (Ambion);
- rekawiczki bez pudru;
- tipsy sterylne z filtrem;
- probéwki 1,5 ml, sterylne;

- probowki 0,2 ml do PCR z ptaskim wieczkiem.



Wykonanie ¢wiczenia

Przylaczanie startera oligo(dT) i synteza pierwszej nici cDNA:
1. odpipetowac 5 pg catkowitego RNA do probowki 0,2 ml;
2. doda¢ 1 pl startera oligo(dT);

. nastepnie do objetosci 6 pl dodac strylnej wody;

3

4. inkubowa¢ mieszaning 10 min w 70°C;

5. mieszaning w probéwce zwirowac przez 10 s i natychmiast przenies na 1od;
6

. przygotowa¢ master-mix reakcyjny wg tabeli:

Master-mix na jedng reakcje: Objetos¢ pul
10x First strand buffer 1 ul
Inhibitor RNA-z 0,5 ul

Mix ANTP 2ul
Polimeraza Array script 0,5 ul
Calkowita objetos¢ 4ul

7. do mieszaniny reakcyjnej doda¢ 4 pl mix-u, zmiesza¢ poprzez ostrozne pipetowanie
mieszaniny w proboéwce lub stukajac w $scianke probowki. W razie potrzeby — krople na
sciankach probowki — krotko zwirowac;

8. inkubowa¢ mieszaning w 42°C przez 2 h;

9. wyjag, krotko zwirowac, umiesci¢ proboéwki z mieszaning na lodzie.

Synteza drugiej nici DNA

1.Przygotowa¢ master-mix reakcyjny na lodzie wg tabeli:

Master-mix na jedng reakcje: Objetos¢ ul
Woda 31,5l

10x bufor do drugiej nici Sul

Mix dNTP 2 ul
Polimeraza DNA 1 pul
RNA-za H 0,5 ul
Calkowita objetos¢ 40 pl

2. do probowek z poprzedniego etapu doda¢ po 40 ul master-mix-u;

3. inkubowac probki z mieszaning reakcyjna w 16°C przez 2 h.



Oczyszczanie DNA
Do oczyszczania otrzymanego cDNA stosuje si¢ kit z zestawem odczynnikéw (kit DNA clear

lub MEGA Clear Kit for extra aaRNA purifications firmy Ambion).

1. Przed przystgpieniem do pracy ogrzac butelke ze sterylng woda w 50°C.
2. Umiesci¢ filtr w probowce 2,0 ml 1 nanie$¢ 50 pul cDNA binding buffer. Inkubowac¢ 5 min
w temperaturze pokojowe;.
3. Do kazdej z probéwek z mieszaning doda¢ po 250 ul cDNA binding buffer i doktadnie
zmieszac.
. Nanie$¢ otrzymang mieszaning na wczesniej przygotowany filtr.

. Wirowac przez 1 min przy 10000 g.

4
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6. Wylac¢ przesacz.

7. Na filtr nanie$¢ 500 pul cDNA wash buffer. Wirowa¢ przez 1 min przy 10000 g.

8. Wyla¢ przesacz.

9. Zwirowac probowke z filtrem na sucho przez 1 min w celu usuniecia resztek etanolu.

10. Przenies$¢ filtr do nowej probowki. Na srodek filtra nanies¢ 6 pl sterylnej wody
podgrzanej do 50°C. Pozostawi¢ na 2 min w temperaturze pokojowej 1 zwirowac przez 1,5
min. przy 10000 g.

11. Powtorzy¢ krok 10.

12. Oczyszczone cDNA znajduje si¢ w przesaczu (ok 11 ul).

13. Zmierzy¢ stezenie cDNA przy uzyciu spektrofotometru Nanodrop.

Transkrypcja in-vitro

1.Przygotowa¢ master-mix reakcyjny na lodzie wg tabeli:

Master-mix na jedng reakcje: | Objetosc ul
aaUTP (50 mM) 1,5 ul

Mix ATP + CTP + GTP 6 ul

UTP (75 mM) 0,5 ul

T7 10x reaction buffer 2 ul
Enzym T7 2 ul
Calkowita objetos¢ 12 nl

2. Doda¢ 12 pl master-mix do 8 pl cDNA. Zwirowac przy 3000 g przez 30 s;
3Inkubowa¢ w 37°C przez 4 do 14 h (najwygodniej wstawi¢ na noc).

4.  Zatrzymac reakcje poprzez dodanie 80 pl wody (do 100 pl). Zworteksowac;



Oczyszczanie aRNA
1.Przed przystapieniem do pracy ogrza¢ butelke ze sterylng wodg w 50°C.
2.Do probki doda¢ po 350 pl aRNA binding buffer i natychmiast przej$¢ do nastgpnego
kroku.
3.Doda¢ do probki po 250 ul etanolu 99,8%, zmiesza¢ poprzez pipetowanie. Nie
worteksowac i nie wirowac!
4.0trzymany roztwor nanie$¢ centralnie na filtr (aRNA filter), zwirowa¢ przez 1 min
przy 10000 g.
5.Wyla¢ przesacz.
6.Na filtr nanie$¢ po 650 ul wash buffer, wirowac przez 1 min przy 10000 g.
7.Wyla¢ przesacz.
8.Wirowac ,,na sucho” przez 3 min, aby usuna¢ resztki wash buffer. Ostroznie! Resztki
buforu zanieczyszczg probke!
9.Przenies¢ filtr do nowej probowki (aRNA collection tube). Na $rodek filtra nanies¢ po
30 pl ogrzanej wody. Pozostawi¢ przez 2 min i zwirowa¢ przez 1,5 min przy 10000 g.
(Nie wyrzucaé przesaczu!!)
10.Powtorzy¢ krok 9.
11.0czyszczone aRNA bedzie si¢ znajdowalo w otrzymanym przesaczu (ok. 60 pl).
12.Zmierzy¢ st¢zenie aRNA na Nanodropie.
13.Podzieli¢ uzyskane aRNA na porcje o stezeniu 6 pg aRNA. Tak przygotowany

materiat uzy¢ do znakowania lub zamrozi¢ w -80°C.

Znakowanie aRNA
W procedurze do aaUTP wbudowanego w amplifikacji do RNA przylaczane sa barwniki
fluorescencyjne (Cy3, Cy5).
Material badawczy:
Oczyszczone aRNA

Sprzet i aparatura:

- pipety automatyczne o pojemnosci: 10 pl, 100 pl i 1000 pl;

- wiréwka;



- wiréwka prézniowa;
- worteks;

- statywy na probowki.

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:

- rekawiczki bez pudru;
- tipsy sterylne z filtrem;
- probéwki 1,5 ml, sterylne;
- folia aluminiowa;
-Na CO

2 3
- NaHCO

3;

- Cy3 Monoreactive dye (Amersham Pharmacia);
- Cy5 Monoreactive dye (Amersham Pharmacia);
- DMSO (DiMetylo Sulfo Oxide);
- 4M hydroksylamina;
- Nucleo-spin Plant (Macherey-Nagel);
- etanol 99,8%:;
- etanol 96%;

- woda (sterylna, wolna od RNA-z).

Wykonanie ¢wiczenia

1.Przygotowaé¢ bufor sodowo-weglanowy (200 mM Na CO , 200 mM NaHCO , pH
2 3 3

9,0).

2.Rozpusci¢ barwniki Cy3/Cy5 w 22 ul DMSO, doktadnie wymieszac.

3.Pozostawi¢ barwniki w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej przez 30 min, nastgpnie
zwirowac przez 30 s w 1000 g.

4.Wysuszy¢ probke aRNA w wirdéwce prozniowej, (proboéwki z otwartymi wieczkami).
5.Wysuszong probke rozpusci¢ w 5 ul buforu weglanowego - kilkukrotnie optukujac
$cianki probowki buforem. Pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez 20 min.

6.Doda¢ 5 pl Cy3 lub Cy5 — w zaleznos$ci od uktadu eksperymentalnego — do prébki i



wymiesza¢ poprzez pipetowanie. Barwniki dodawaé powoli, inaczej duza jego ilo$¢
zostanie na $ciankach koncowki pipety, zmniejszajac wiarygodnos¢ catego eksperymentu.
7.Zwirowaé probki w 1000 g przez 30 s.

8.Inkubowac¢ probki z barwnikiem przez 2 h w ciemnosci.

9.Reakcje zatrzymaé poprzez dodanie 4,5 pl 4 M hydroksylaminy i inkubujac 15 min w

temperaturze pokojowe;.

Usunig¢cie niezwiazanego barwnika

1. Do buforu RA3 doda¢ podang na butelce ilo$¢ etanolu 99,8%.
2. Probke dopethi¢ sterylng woda do objetosci 100 pl.

(98]

. Przygotowa¢ mix buforu RA1 i etanolu w proporcji 1:1. Na kazdg probke po 300 ul RA1
1300 pl etanolu.
. Do probki doda¢ po 600 pl mixu RA1-etanol, zworteksowac.

. Mieszaning nanies$¢ na filtr kolumny w probowce 2,0 ml.

4
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6. Zwirowac przez 30 s w 12000 rpm.

7. Umiesci¢ filtr w nowej probowce 2,0 ml.

8. Dodac¢ po 700 pl buforu RA3 i zwirowac¢ 30 s w 12000 rpm.

9. Wyla¢ przesacz.

10. Doda¢ po 350 ul RA3 i zwirowa¢ 2 min w 12000 rpm.

11. Kolumienke przenie$s¢ do nowej proboéwki 1,5 ml, otworzy¢ wieczko kolumienki i
pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez 3 min. Zwroci¢ uwage na membrane, brak
zabarwienia $wiadczy o nieudanym znakowaniu.

12. Doda¢ po 60 ul wody i zwirowa¢ 1 min w 12000 rpm.

13. W otrzymanym roztworze znajduje si¢ wyznakowane i oczyszczone RNA.

14 Zmierzy¢ stgzenie RNA przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop (opcja ,,microarray”),

zwracajgc uwage na odczyt dla barwnikow.
Hybrydyzacja do mikromacierzy:

W tej czesci procedury wyznakowane i1 zmieszane parami (wg wybranego uktadu

eksperymentalnego) probki hybrydyzuja do sond na mikromacierzy.

Material badawczy:



Wyznakowane RNA

Sprzet i aparatura:

- mikromacierze oligo;

- komory do hybrydyzacji (Telechem International);

- szkietka nakrywkowe (Erie Scientific);

- szkietka mikroskopowe (podstawowe, bez szlifu);

- peseta;

- spinacz typu ,,zabka”;

- filtr 0,22 um CA (Corning);

- pipety automatyczne o pojemnosci: 10 pl, 100 pl, 1000 pl i Sml;
- faznia wodna ustawiona na 55°C;

- blok grzejny (45, 95°C);

- cross-linker UV;

- szklany kominek do plukania szkielek mikroskopowych;

- piec hybrydyzacyjny nastawiony na 42°C;

- mieszadto magnetyczne;

- mieszadetko magnetyczne;

- wiréwka z rotorem z adapterami na szkietka mikroskopowe;

- zamykany, wodoszczelny pojemnik na szkietka mikroskopowe;
- wirowka prozniowa;

- pojemnik na 16d;

- stoper.

Odczynniki i materialy jednorazowego uzytku:
- rekawiczki bez pudru;
- probéwki 1,5 ml, sterylne;
- probdwki typu falcon;
- tipsy sterylne z filtrem,;
- 20x SSC (Saline-Sodium Citrate, cytrynian sodu);
- 10% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate, siarczan dodecylu sodu);
- BSA (Bovine Serum Albumin, albumina bydlaca);
- formamid,;

- woda destylowana;



- woda (sterylna, wolna od RNA-z);

- etanol 99,8%;

- etanol 96%;

- DNA ze spermy tososia (10 mg/ml);
- tRNA z drozdzy (10 mg/ml).

Kondycjonowanie mikromacierzy

W celu unieruchomienia sond na powierzchni mikromacierzy, mikromacierze poddaje si¢
dziataniu pary wodnej i promieni UV (kondycjonuje). Ten etap procedury mozna wykona¢ na
dhugo przed wilasciwym eksperymentem. Kondycjonowane szkietka mozna przechowywac

przez kilka miesigcy w ciemnos$ci w temperaturze pokojowe;.

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Od dotu do szkietka mikromacierzowego przytozy¢ mikroskopowe szkietko
przykrywkowe (czyste, mozna my¢ 96% etanolem skazonym acetonem i wykorzystywac
wielokrotnie) i oznaczy¢ pisakiem granice pola z sondami (po skondycjonowaniu nie bedzie
ono widoczne). Zwrdci¢ nalezy uwage na potozenie nacigcia na rogu mikromacierzy — po
nim poznaje si¢, ktéra strona zawiera sondy. Pozwoli to na wlasciwe umieszczenie szkietka
nakrywkowego przy naktadaniu mieszaniny hybrydyzacyjne;.

2. Mikromacierz spigtg spinaczem (za stron¢ z etykieta) trzymaé nalezy strong z sondami
w dot nad taznig wodna nastawiong na 55°C przez ok. 5 s (okoto 10 cm nad powierzchnig
wody).

3. Strong nie zawierajaca sond potozy¢ mikromacierz na termobloku (45°C) na 5 s.

4. Powtorzy¢ kroki 2-3 jeszcze cztery razy.

5. Wlozy¢ mikromacierze do cross-linkera UV (strong z sondami w gore) 1 naswietlac
promieniami UV 180 mlJ.

6. Wstawi¢ mikromacierze do kominka z 1% roztworem SDS na 5 min.

7. Nastepnie nalezy wyptuka¢ mikromacierze w kominku z woda destylowana, ostroznie lecz
zdecydowanie, zanurzajac 1 wynurzajac statyw kominka z mikromacierzami.

8. Powtorzy¢ powyzszy punkt jeszcze 9 razy.

9. Przenies¢ mikromacierze do falkonow z 99,8% etanolem na 3 min, mieszac;.

10. Wysuszy¢ mikromacierze, wirujac je 2-4 min w 1000 rpm w adaptorach lub falkonach

(etykietka w dol).



Prehybrydyzacja

Przygotowanie buforow

Bufor do prehybrydyzacji — 5X SSC, 0,1% SDS, 1% BSA, wysterylizowa¢ z uzyciem filtra
CA.

Wykonanie ¢wiczenia

1.Podgrza¢ bufor do prehybrydyzacji i inkubowa¢ w 420C przez 30 min.
2.Mikromacierze umiesci¢c w pojemniku z podgrzanym do 42°C buforem do
prehybrydyzacji.

3. Inkubowa¢ 45 min w piecu hybrydyzacyjnym (42°C).

4. Phuka¢ mikromacierze w falkonach z wodg destylowang przez 5 min dwa razy.

5. Wypluka¢ mikromacierze w etanolu 96% przez 2 min (w falkonach, stawia¢ tylko tak,
aby naklejka byta na dole).

6. Wysuszy¢, wirujac w adaptorach lub w falkonach (1000 rpm przez 10 min).

7. Jesli na suchych mikromacierzach wida¢ zacieki, powtérzy¢ ptukanie

woda/woda/etanol.

Hybrydyzacja

Przygotowanie buforow

Bufor do hybrydyzacji — 50% formamid, 5X SSC, 0,1% SDS, tRNA oraz DNA ze

spermy tososia.

Bufor do 1. plukania — 2x SSC, 0,1% SDS (Przed uzyciem podgrza¢ do 42°C).

Wykonanie ¢wiczenia

1.W wirébwce prozniowej wysuszy¢ (wymieszane parami wg zatozonego uktadu

eksperymentu) wyznakowane probki RNA (probowki wirowa¢ z otwartymi wieczkami).

Suszenie trwa ok. 2 h.



2.Doktadnie umy¢ potrzebng ilo$¢ szkietek nakrywkowych z silikonem (ludwik > woda
> woda destylowana >etanol skazony acetonem). Zrobi¢ to bardzo doktadnie,
zabrudzenia prawie na pewno spowoduja powstanie babli powietrza przy naktadaniu
buforu na mikromacierz, a ta bedzie do wyrzucenia.

3.Rozpusci¢ wyznakowane probki w 60 pl buforu do hybrydyzacji. Probki trudno si¢
rozpuszczaja, ale ich podgrzanie w nastgpnym kroku to utatwi.

4.Zdenaturowac probki w 95°C, przez 3 min, a nastepnie wstawic¢ do lodu na 30 s.
5.Zwirowa¢ probki przy 12000 rpm przez 2 min.

6.Na mikromacierzy umiesci¢ szkietko nakrywkowe, silikonowe (paskami w dot). Aby
wlasciwie to zrobi¢ nalezy wykorzysta¢ przygotowane przy kondycjonowaniu szkietko
z zaznaczonym polem z sondami.

7.W szczeling migdzy mikromacierza a szkietkiem nakrywkowym wprowadzi¢ probke.
Nalezy robi¢ to ostroznie.

8.Wlozy¢ mikromacierz do komory hybrydyzacyjnej, w rowki komory wpuscic¢ po 10 pl
wody wolnej od RNA-az.

9.W ostatnim etapie hybrydyzacji nalezy zakry¢ komor¢ wieczkiem. Nie obracaé
komory (pionowo/spodem do gory), moze to spowodowac zsunigcie si¢ szkietka
nakrywkowego, wyciek buforu i/lub powstanie zaciekow. Komory umiesci¢ w piecu

hybrydyzacyjnym (42°C) na 12-14 h (najwygodniej na noc).

Plukanie po hybrydyzacji:

Wykonanie ¢wiczenia

1.Mikromacierze nalezy wyptuka¢ w podgrzanym do 42°C buforze 1. (2x SSC, 0,1%
SDS). Pojedynczo przenosi¢ peseta mikromacierze do falkonéw z buforem, miesza¢ 30
s 1 ponownie wstawi¢ do pieca (catkowity czas ptukania — 5 min).

2.Przenies¢ mikromacierze do falkonow z 0,1x SSC i ptukaé, obracajac co jakis czas,
przez 5 min w temperaturze pokojowej.

3.Powtorzy¢ powyzszy krok, uzywajac buforu 0,05 SSC i ptuczac 10 min, dwa razy;
4.Wysuszy¢ mikromacierze poprzez wirowanie w adaptorach do szkietek
mikroskopowych lub w falkonach (1000 rpm, 10 min).

5.Mikromacierze przechowywa¢ w ciemnych falkonach owinietych folig aluminiowg 1

zeskanowac.



granicy
liScienia i
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