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Warunki wstepne:

Prosze zapoznad sie z tematem ,Metody badania ekspresji gendw” zamieszczonym w
skrypcie pod reakcjg A. Litynskiej i M. Lewandowskiego ,, Techniki badan fizjologicznych”,
Wydawnictwo UJ, 1998. (skan w zatgczeniu)

Wstep:

Dziatanie i wiasciwosci kazdej komorki zalezg od sygnatow, ktére do niej dochodza.
Odpowiedz komoérki na takie sygnaty polega na zmianie ekspresji gendw, a co za tym idzie na
zmianie ilosci produkowanego biatka. Zatem analiza ekspresji gendw moze odbywac sie na
poziomie mRNA lub biatka. W pierwszym przypadku po wyizolowaniu komérkowego RNA
przeprowadza sie reakcje odwrotnej transkrypcji w celu przepisania czgsteczek mRNA na
cDNA, a nastepnie przy uzyciu metody PCR powiela sie konkretne cDNA. Po powieleniu, DNA
z fatwoscig daje sie oddzieli¢ od reszty, ktéra nie zostata powielona podczas elektroforezy w
zelu agarozowym. Obecnos¢ prazka o okreslonej ilosci par zasad, widzianego w Swietle UV,
Swiadczy o ekspresji genu na poziomie mRNA. Inng metodg stuzgcg do analizy RNA jest
metoda Northern blot, w ktérej catkowity komorkowy RNA jest wpierw rozdzielany w zelu
agarozowym. Nastepnie czgsteczki RNA z zelu sg przenoszone na nitrocelulozowe membrany
i uwidaczniane za pomocg odpowiednich sond. Obie metody analizy ekspresji gendéw na
poziomie RNA pozwalajg na wskazanie, w ktorej tkance lub typie komdrek nastepuje
ekspresja okreslonego genu i jakie czynniki jg reguluja.

Z kolei analiza ekspresji gendw na poziomie biatka jest mozliwa stosujgc metode Western
blot. Metoda ta polega na izolacji catkowitego biatka z komadrek, nastepnie jego rozdziatu w
zelu poliakrylamidowym i detekcji konkretnego biatka przy uzyciu znakowanych,
specyficznych przeciwciat. W celu detekcji badanego biatka, rozdzielone po elektroforezie w
zelu poliakrylamidowym biatka przenosi sie w polu elektrycznym na membrane
nitrocelulozowg, a obecno$é badanego biatka jest potwierdzana za pomoca specyficznego
przeciwciata pierwszorzedowego, ktore z kolei wykrywane jest przy uzyciu drugorzedowego
przeciwciata odpowiednio wyznakowanego np. enzymem. W przypadku, gdy drugorzedowe
przeciwciato jest wyznakowane peroksydazg chrzanowg, do identyfikacji miejsca zwigzania
tego przeciwciata mozna zastosowac¢ metode chemiluminescenciji, ktéra polega na
enzymatycznie katalizowanej produkcji swiatta i amplifikacji powstatego swiatta przez

chemiczne wzmacniacze. Detekcje mozna réwniez prowadzi¢ z zastosowaniem



autoradiografii, alkalicznej fosfatazy, czy diaminobeznydyny. Jednak metoda

chemiluminescenc;ji jest najlepsza pod wzgledem czutosci, szybkosci i bezpieczenstwa.

Opis procedury:

W trakcie ¢wiczen studenci pracujg w dwodch grupach zgodnie z przygotowanym opisem
procedury, z ktdrych kazda przygotowuje zele agarozowe, nastepnie naktada na nie prébki
po reakcji PCR, a po zakoriczonym rozdziale elektroforetycznym oglada rezultat w aparacie
GelDoc. Ponadto studenci w kazdej z grup majg za zadanie wyla¢ 10% zel poliakrylamidowy
rozdzielajacy oraz 5% zel zageszczajgcy oraz przygotowac probki (zmiesza¢ odpowiednig
objetos¢ probki z buforem do prébek i zagrzaé w temperaturze 95°C przez 3 minuty) i

natozy¢ je na zel.

Wykonanie ¢éwiczenia:

1. Przygotowac aparat do wylewania zeli agarozowych.

2. Przygotowac 100ml 1% agarozy w buforze TAE i ogrzewac¢ do catkowitego
rozpuszczenia w kuchence mikrofalowej; po lekkim przestudzeniu wylaé zel do
przygotowanego aparatu do wylewania zeli; natozy¢ grzebienie i zostawic¢ do
polimeryzacji (okoto 30 min). Po polimeryzacji zel wtozy¢ do aparatu do
elektroforezy, zala¢ buforem TAE i wyjgé grzebien.

3. Do prébek po reakcji PCR dodac bufor obcigzajacy wraz z Midori Green (w celu
uwidocznienia DNA w $wietle UV) i natozy¢ probki na zel.

4. Elektroforeze prowadzi¢ przez 45 min przy 70V. Po tym czasie ogladac zel w aparacie
GelDoc.

5. Przygotowac poliakrylamidowy zel 10% :

H,0 2 ml
Tris-HCI (pH 8.8) 1,25 ml
Akryloamid/BisAkr 1,65 ml
SDS 50 pl
APS 25 ul
TEMED 2,5 ul

TEMED DODAWAC POD DIGESTORIUM;

wylaé zel do aparatu (pod digestorium), na wierzch nawarstwi¢ wode, pozostawic na
45min do polimeryzacji

6. Przygotowac poliakrylamidowy zel 5% :



H,0 1,52 ml

Tris-HCI (pH 6.8) 625 pl
Akryloamid/BisAkr 335 ul
SDS 25 pl

APS 12,5 ul

7. Przygotowac probki do natozenia na zel: do objetosci prébki zawierajgcej 20ug biatka
dodac bufor TRIS/EDTA do objetosci 15ul i dodaé 15ul buforu do prébek; gotowad
prébki przez 3 min w temp. 95°C i po ochtodzeniu na lodzie natozy¢ prébki na zel
przygotowany przez poprzednig grupe.

8. Usuna¢ wode z zelu 10%, doda¢ TEMED (2,5 ul) do zelu 5% i nawarstwic go na zel

10%; wtozy¢ grzebien i pozostawi¢ do polimeryzacji.

Wymagania:

Student powinien wiedzie¢ na czym polegajg metody badania ekspresji genéw na
poziomie mRNA (PCR, real-time PRC, Northern blot) oraz na poziomie biatka (Western blot),
jak przeprowadzi¢ elektroforeze w zelu agarozowym i poliakrylamidowym (przygotowac zele

i prébki do elektroforezy).

Student powinien potrafi¢ samodzielnie przygotowac probki do elektroforezy kwaséw
nukleinowych i biatek oraz zele agarozowe i poliakrylamidowe w oparciu o przygotowany

przez prowadzgcego protokét oraz interpretowac wyniki.

Student powinien rozumiec¢ konieczno$¢ odpowiedniego zaplanowania eksperymentu,
precyzyjnego odmierzania préobek w badaniach ilosciowych oraz zachowanie zasad

bezpiecznego wykonywania doswiadczen.
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METODY BADANIA EKSPRESJI GENOW

Pracownia Endokrynologii Zwierzat i Hodowli Tkanek

Wstep

Poznanie struktury, funkeji i mechanizméw regulacji genow jest konieczne do zrozumienia
funkcjonowania systeméw biologicznych. Wiadomo, ze dziatanie 1 whasciwosci kazdej ko-
morki sa zdeterminowane przez biatka w niej zawarte. Ale co decyduje o iloéci biatka w kazdej
z komérek? Tymi czynnikami sa:

—iloéé mRNA odpowiadajaca danemu biatku,

— czestotliwosé z jaka mRNA ulega translacji,

— stabilnoé¢ powstatego biatka.

Te czynniki decyduja, ktore geny ulegaja ekspresji i w jakim stopniu w danej komorce.
Ponizszy schemat przedstawia drogg prowadzaca od genomowego DNA do koncowego pro-
duktu — biatka.

Transkrypcja
pre-RNA
m-RNA
Translacja
biatko

Rys.1
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Regulacja ekspresji genéw moze sig¢ odbywa¢ na poziomie translacji, potranslacyjnym,
transkrypcji, potranskrypeyjnym. Czasteczki RNA sa produkowane w procesie transkrypcji
w jadrze komérkowym. Po modyfikacji, wycieciu intronéw i dobudowaniu fancucha poli(A)
sq eksportowane do cytoplazmy. Stabilnoéc¢ cytoplazmatycznego RNA jest réwniez elemen-
tem regulacji ekspresji genow. Nalezy pamigtac, ze wigkszos$é czasteczek mRNA tworzy kom-
pleksy z polisomami, lecz powstaja réwniez kompleksy mRNA: biatka, ktére nie podlegaja
translacji.

Badaniu ekspresji genéw na poziomie transkrypcji badz translacji shuza opisane ponizej
metody (Northern i Western blorting). Opisano krotko rowniez metodg Southern blottingu,
ktora byla pierwszg z zastosowanych metod blottingu.

Southern blotting, wprowadzony przez E.M. Southern, jest metoda stuzaca do analizy
struktury genu. Genomowy DNA wyizolowany z komorki jest cigty przy uzyciu enzymow
restrykeyjnych i rozdzielany w zelu agarozowym. Po zakoficzeniu rozdziatu, na zel naktada-
my filtr nitrocelulozowy lub nylonowy (o wymiarach zelu) i strumien buforu przechodzacy
przez zel przenosi rozdzielone fragmenty DNA na filtr, gdzie sa wiazane. W taki sposéb po-
wstaje replika DNA na filtrze. Znakowana izotopem sonda, specyficzna dla genu, ulega hy-
brydyzacji (przylacza sie) z czasteczkami DNA zwigzanymi z filtrem. Sondg taka moze by¢
oczyszezony RNA, sklonowany cDNA lub krotki syntetyczny oligonukleotyd. Sonda bedzie
hybrydyzowa¢ tylko ze specyficznymi czasteczkami zawierajacymi komplementarna sekwen-
cje. Autoradiografia nitrocelulozowego filtru umozliwi okreslenie ilosci i wielkosci fragmen-
tobw DNA komplementarnych do sondy. Metoda ta jest niezwykle uzyteczna do wykrywania
gléwnych rearanzacji i delecji w genie, ktore moga by¢ przyczyng wielu choréb.

Northern blotting jest technika uzywana do analizowania RNA. Catkowity komorkowy
RNA lub poli(A)RNA jest rozdzielany w zelu agarozowym. Czasteczki RNA z Zelu sg prze-
noszone na nitrocelulozowe lub nylonowe filtry i wykrywane (uwidoczniane) za pomoca od-
powiednich sond (cDNA, oligonukleotyd). Ta metoda pozwala na wskazanie, w ktorej tkance
lub typie komérek nastgpuje ekspresja okreslonego genu lub jakie czynniki regulujg ich eks-
presje.

Przyktad zastosowania metody

Badano wplyw czynnikdéw wzrostu zawartych w surowicy na ekspresje genu c-Fos w komor-
kach fibroblastéw w hodowli.

Komorki stymulowano surowica; nastgpnie wyizolowano catkowity RNA w kilku punk-
tach czasowych. RNA otrzymane w kazdym z punktow analizowano metoda Northern blot-
ting, stosujac odpowiednie cDNA jako sonde. Wyniki pokazuja, Zze Fos mRNA byto obecne
w matych ilo$ciach w komorkach niestymulowanych i ilo§¢ jego gwaltownie wzrastata pod
wplywem surowicy.

Western blotting pozwala na zidentyfikowanie specyficznych biatek, Mieszanina biatek
otrzymana z tkanek lub hodowanych komérek rozdzielana jest w zelu poliakrylamidowym
zawierajacym SDS. Rozdzielone biatka sa przenoszone na filtr nitrocelulozowy 1 inkubowane
z odpowiednimi przeciwciatami. Pierwotne przeciwcialo wiaze specyficzny epitop i kom-
pleks antygen — przeciwciato jest wykrywany przy uzyciu drugorzedowego przeciwciata od-
powiednio wyznakowanego (patrz rozdziat 23).
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24.1. Wykonanie ¢wiczenia

24.1.1. Aparatura

Aparat do rozdziatu elektroforetycznego, aparat do elektrotransferu, wytrzasarka.

24.1.2. Odczynniki

Akrylamid: bisakrylamid (29:1), nadsiarczan amonu (100 mg/ml), TEMED, bufor Laemmli,
bufor do probek (2x), 10% SDS, bufor do transferu, TBS, Tween 20, bufor 1.5 M Tris (pH
8.8), bufor 1 M Tris (pH 6.8), przeciwciato pierwotne, odpowiednie przeciwciato drugorze-
dowe sprzgzone z peroksydaza chrzanowa, 30% H,O,, DAB (dwuaminobenzydyna).

Uwaga: Podczas wykonywania dodwiadezenia konieczne jest uzywanie rekawiczek lateksowych.

24.1.3.1. Elektraforeza

a) Przygotowac¢ 10 ml 10% Zelu: zmiesza¢ w zlewce 4 ml H,O, 3.3 ml mieszaniny 30%
akrylamidu, 2.5 ml 1.5 M buforu Tris (pH &.8), 0.1 ml 10% SDS, 0.1 ml 10% nadsiarczanu
amonu 1 dobrze wymieszac.

b) Przygotowa¢ szklane ptytki wedtug instrukeji dofaczonej do aparatu.

¢) Dodanie 4 ul TEMED rozpocznie proces polimeryzacji. Wla¢ przygotowany zel mig-
dzy ptytki (do okre$lonej wysokosci) 1 na powierzchnie zelu nawarstwic delikatnie wodg (za-
pobiega to wysychaniu polimeryzujacego zelu).

d) Po godzinie usuna¢ wode z powierzchni 1 natozy¢ zel zaggszczajacy przygotowany
nastgpujaco: 2.7 ml H,0, 0.67 ml 30% akrylamid, 0.5 ml 1.0 M buforu Tris (pH 6.8), 40 pl
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10% SDS, 40 pl 10% nadsiarczanu amonu, 4 ul TEMED. Miedzy ptytki wsunaé grzebieni,
ktory pozwoli na utworzenie studzienek w polimeryzujacym zelu.

e) Zmontowac¢ aparat do elektroforezy; do komory gérnej 1 dolnej nala¢ bufor.

f) Przygotowanie probek do rozdziatu: zmieszac 10 pl probki (zawierajace]j znane stgzenie
biatka) z 10 ul buforu do prébek (2x), zagrzaé w temperaturze 95°C przez 3 minuty i nalozy¢
probki na zel.

Uwaga: Do pierwszej studzienki naktadamy zawsze standard mas czgsteczkowych (miesza-
nina biatek o znanej masie czasteczkowej).

g) Przeprowadzac¢ elektroforeze przy 150 V, przez okoto 45 minut. Kiedy barwnik zawarty
w buforze (bigkit bromofenolowy) dojdzie do dolnej krawedzi plytki, elektroforezg mozna
zakonczy¢.

24.1.3.2. Elektrofotransfer biafek na filtr nitrocelulozowy

a) Zel z rozdzielonymi biatkami przemy¢ buforem do transferu.

b) W aparacie do transferu (lezacym plasko na stole) wypetnionym buforem umiescié
elektrode, na niej potozy¢ specjalng gabke, arkusz bibuly Whatman 3 MM, zel poliakrylami-
dowy, filtr nitrocelulozowy, bibutg 3 MM, gabke i druga elektrode (patrz rys. 5). Migdzy
zelem a filtrem nie moze by¢ banieczek powietrza!

anod_g________ | /katoda

 )¥Ma

gabka

bibuta Whatman

bibutla Wha.t%

IMM | -3MMm
filtr - -

e el
nitrocelulozowy —

Rys. 5

¢) Prawidtowe ulozenie wszystkich elementdw sprawia, ze przylegaja one §cisle do siebie
i sa zanurzone w buforze. Umiesci¢ je w komorze wypelnionej buforem do transferu, podta-
czy¢ elektrody.

d) Transfer przeprowadzamy przy natgzeniu 480 mA przez 1.5 godziny.

24.1.3.3. Reakcje z przeciwcialami

a) Po zakonczeniu transferu filtr przeptukaé buforem i zostawié¢ do blokowania w TBST
przez noc w temperaturze 4°C.
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b) Inkubacja z pierwszorzedowym przeciwcialem — do szalki wlaé roztwér przeciwciala
(zwykle rozcienczenie 1:100 — 1:1000), przeniesc filtr i pozostawi¢ na 1-2 godziny z fagod-
nym wytrzasaniem w temperaturze pokojowej.

¢) Przemy¢ filtr buforem TBST 3x10 minut.

d) Inkubowaé z przeciwciatem drugorzedowym sprzgzonym z peroksydaza chrzanowa
(rozcienczenie 1:1000).

¢) Przemy¢ buforem TBST 3x10 minut, buforem TBS 1x10 minut.

f) Przeprowadzi¢ reakcje barwna:

100 ml buforu TBS pH 7.4 zawiera: 40 mg DAB
35 u130% H,0,

Filtr zanurzaé w buforze z substratami tak dtugo (110 min), az pojawia sig brazowe paski
w miejscach, gdzie znajduje si¢ identyfikowane biatko.
g) Reakcje przerwaé, przemywajac filtr woda destylowana.

H,0,
Enhancer
Luminol

swiatlo

HRP-przeciwcialo

przeciwciato

antygen

Filtr nitrocelulozowy

Rys. 6

Przeciwcialo znakowane peroksydaza moze by¢ réwniez uwidocznione przy uzyciu tech-
niki ECL (wzmocniona chemiluminiscencja). ‘ECL jest nieradioaktywna metoda oparta na
enzymatycznie katalizowanej produkcji §wiatha i amplifikacji powstatego Swiatla przez che-
miczne wzmacniacze. Pod wzgledem czulodci, bezpieczenstwa, szybkodci i latwosci uzycia
metoda ta jest najlepsza przy immunodetekeji biatek. Czutos¢ tej metody pozwala na wykry-
cie pikogramowych iloéci biatka.



