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ВСТУП
Кредитний модуль «Основи молекулярної біології-1. Молекулярна біологія ДНК» (далі – кредитний модуль) є необхідною складовою програми завершального етапу підготовки бакалаврів з біотехнології. Разом із мікробіологією, загальною біотехнологією, генетикою, молекулярною біофізикою,  біохімією, і біоінформатикою цей кредитний модуль надає майбутнім фахівцям з біотехнології здатність використовувати молекулярно-біологічні технології для створення та аналізу нових біологічних агентів, до узагальнення знань з принципів організації органічних молекул природного походження: ДНК, їх функціонування, сучасні знання молекулярних механізмів збереження, передачі та реалізації спадкової інформації для ефективного аналізу біологічних процесів з точки зору уявлень про будову та функціональну характеристику макромолекул нуклеїнових кислот. 
Практичне застосування цих знань має бути відпрацьовано в молекулярно-біологічній лабораторії.

Кредитний модуль надає уміння використовувати експериментальні методи молекулярної біології для подальшого дослідження та маніпуляцій молекулярно-біологічними процесами. Кредитний модуль надає студентам знання експериментальних методів молекулярної біології, практичного застосування вже існуючих досягнень молекулярної біології для фармакології, сільського господарства, мікробіологічної промисловості, перспективних напрямків нових досліджень, наприклад, у галузі генної інженерії, способів попередження спадкових захворювань, використання молекулярних маркерів для потреб сільського господарства тощо. 
Досвід роботи в молекулярно-біологічній лабораторії є однією з базових компетентностей спеціаліста-біотехнолога. Основні практичні навики роботи з ДНК представлено в лабораторних роботах даного практикуму.

Техніка безпеки під час виконання лабораторних робіт

До виконання лабораторних робіт студенти допускаються тільки після проходження інструктажу, вивчення правил техніки безпеки та протипожежних правил, перевірці освоєння правил та відповідного оформлення допуску до роботи в спеціальному журналі.

Студенти несуть особисту відповідальність за недотримання вимог техніки безпеки. Далі перераховано основні з них.

1 При виконанні лабораторних робіт потрібно суворо дотримуватись методики та порядку проведення роботи. Відхилення від методики можливе тільки з дозволу та під керівництвом викладача.

2 До виконання лабораторних робіт студенти допускаються тільки за наявності захисного одягу – халату.

У разі робіт з подрібнення твердих речовин вручну необхідно здійснювати маніпуляції у захисних окулярах з оправою, що щільно прилягає до обличчя.
Для виконання робіт з генетичним матеріалом необхідно бути в одноразових рукавичках.

Всі роботи із застосуванням отруйних речовин слід проводити лише у витяжній шафі. Якщо раптово вентиляція припинила працювати, слід негайно припинити роботу. Не допускається засовувати голову всередину шафи з метою з’ясування причин неполадок або інших дій.

В лабораторії має бути аптечка та перев’язувальні матеріали.
3 Для роботи можна використовувати тільки реактиви, які знаходяться в хімічному посуді, на яких є етикетки з назвами реактивів. Під час виконання роботи маркувати спеціальним олівцем по склу лабораторний посуд з будь-якими реактивами або рідинами всередині. 

4 Відбір реактиву дозволено лише автоматичною піпеткою або піпеткою з гумовою грушею. 

5 Заборонено пробувати хімічні речовини на смак. Нюхати їх можна, тільки направляючи до себе пари або гази рухом руки, а не вдихаючи запах на повні легені. Не допустимо визначати хімічні речовини за смаком або запахом.
6 Залишки розчинника, концентрованих кислот та лугів, а також інших їдких рідин зливають в каналізацію тільки після нейтралізації та знешкодження.

7 Працюючи з хімічними реактивами, необхідно уникати попадання реактивів на руки, одяг, лабораторні столи та інші об’єкти в лабораторії. У разі потрапляння токсичних, агресивних або отруйних речовин на одяг, його необхідно терміново зняти і попрати, не виходячи з лабораторії. 

8 Для попередження опіків хімічними речовинами необхідно працювати обережно, чітко й акуратно. Переливати такі речовини з великих ємкостей в малі треба за допомогою сифону, лійки, гумової груші. 

Всі операції з їдкими, отруйними та токсичними речовинами мають проводитись лише під увімкненою витяжною шафою.

9 У разі опіків необхідно дотримуватися таких правил:

- у разі незначного опіку шкіри кислотою або лугом постраждале місце негайно промивають великою кількістю проточної водопровідної води протягом 10-30 хв;

- у разі хімічного опіку кислотою обпечене місце після обробки водою промивають 5%-м розчином питної соди; у разі опіку лугом обпечене місце після обробки водою промивають 5%-м розчином оцтової кислоти;

- у разі термічного опіку після обробки водою обпечене місце промивають розчином етилового спирту та змазують маззю від опіків;

10 У разі отруєння парами або газами, необхідно винести постраждалого на свіже повітря, якщо воно відбулося в результаті попадання отрути всередину – викликати блювання та дати протиотруту, за необхідності зробити штучне дихання. Штучне дихання протипоказано у разі отруєння хлором.

11 У випадку порізу рану треба обробити розчином йоду чи пероксиду водню.

12 Під час роботи з електроприладами суворо дотримуватись інструкції до приладу. Всі кабелі і проводи мають бути ізольовані. Перед увімкненням приладу слід перевірити його технічний стан, у разі виявлення дефектів, спочатку необхідно їх усунути. Переносити чи ремонтувати обладнання, яке знаходиться під напругою, заборонено. Заборонено працювати з електроприладами зі знятими передньою або задньою кришкою.
13 Заборонено працювати з легкозаймистими речовинами, які знаходяться близько до відкритих електронагрівальних пристроїв.

14 В приміщеннях лабораторії слід суворо дотримуватись правил протипожежної безпеки. Категорично заборонено залишати ввімкнені прилади без нагляду.

15 В лабораторії необхідно дотримуватися та підтримувати чистоту. Не допускається обмежувати проходи, виходи з лабораторії, підходи до протипожежного інвентаря. 

16 Заборонено класти на робочі столи одяг та їжу, а також захаращувати їх посудом, банками з реактивами, піпетками, витратним матеріалом. У разі розбиття посуду та пролиття його вмісту все має бути негайно прибрано. 

17 Категорично заборонено вживати їжу в лабораторних приміщеннях.

18 По закінченні роботи всі електроприлади мають бути вимкнено, використаний посуд ретельно вимито, робоче місце прибрано, вимито руки з милом та закрито водопровідні крани.
Лабораторна робота 1. Виділення загальної ДНК з рослинного матеріалу (ЦТАБ метод) (2 години)
Мета – засвоїти методи пробопідготовки та виділення загальної ДНК з рослинного матеріалу miniprep методом.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; витяжна шафа; термошейкер; вортекс; стерильні ступки з пестиками; штативи для пробірок; автоматичні дозатори з наконечниками на 1000 мкл та 200 мкл мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл, рукавички.
Реактиви: лізуючий буфер, деіонізована вода, суміш хлороформ:ізоаміловий спирт 24:1, ізопропанол, 70% етанол, ТЕ буфер.

Теоретичні відомості

Отримання високоочищених нативних нуклеїнових кислот є першим необхідним етапом у більшості молекулярно-біологічних досліджень. У зв'язку з тим, що існують різноманітні методи виділення та очищення нуклеїнових кислот, вибір найбільш підходящої методики базується на таких передумовах:

• цільова нуклеїнова кислота;

• джерело нуклеїнових кислот і первинний матеріал – організм (рослинні та тваринні тканини, мікроорганізми), листя, насіння, продукти переробки, фізіологічні рідини і т.ін.);
• очікувані результати (вихід, чистота, час, потрібний ступінь очищення та ін.);

• мета подальшого використання нуклеїнових кислот (ПЛР, клонування, введення мітки, блот-гібридизація, ПЛР у реальному часі, синтез кДНК і т.ін.).

Етапи виділенння:

1. Підготовка матеріалу до виділення;

2. Лізис клітин;

3. Ферментативне руйнування білків протеїназами та/або депротеїнізація клітинного лізата за допомогою фенолу і хлороформу;

4. Очистка від низько- та високомолекулярних домішок;

5. Осадження.

Основними етапами виділення нуклеїнових кислот з первинного матеріалу необхідно провести лізис клітин, інактивувавши клітинні нуклеази, і відділити цільові нуклеїнові кислоти від клітинної маси. Перш за все, потрібно відокремити ДНК від білків, що входять до складу нуклеопротеїдних комплексів хроматину. Часто ідеальна методика лізису є поєднанням декількох процедур; причому вона має бути досить жорсткою, щоб дезінтегрувати структури міцного вихідного матеріалу (наприклад, рослинних тканин), і водночас досить делікатною, щоб залишити в нативному вигляді цільові нуклеїнові кислоти, оскільки довгі лінійні молекули ДНК під час їх виділення з клітини фрагментуються.

Зазвичай процедура лізису включає:

• Механічне руйнування (наприклад, подрібнення, осмотичний шок)

• Хімічну обробку (наприклад, за допомогою детергентів (додецилсульфат натрію, ЦТAБ) та хаотропних агентів (наприклад, гуанідінізотіоціанат)).

• Ферментативний протеоліз білків (наприклад, за допомогою протеїнази К).

Методики очищення нуклеїнових кислот, як правило, є комбінацією не менш, ніж двох таких методів:

• виділення/осадження

• хроматографія

• центрифугування

• афінне розділення і т.ін.

Ряд сучасних методів передбачає сорбцію ДНК на гранулах силікагелю у присутності хаотропних речовин, центрифугування і подальшу елюцію ДНК з гранул в розчин. Існують методики виділення ДНК з використанням магнітних частинок з нашарованою сілікою SiO2. 
Деякі комерційні набори передбачають сорбцію ДНК на мембранах або іонообмінних сорбентах. Фенол-хлороформний метод екстракції ДНК вважається стандартним.

Методика з використанням ЦТАБ (бромистого цетилтриметиламонію), вперше була розроблена Мюрреєм і Томпсоном в 1980 році. Цей метод добре підходить для виділення і очищення ДНК з рослин і харчових продуктів рослинного походження; і особливо зручний для видалення полісахаридів і поліфенолів, які мають негативний вплив на чистоту ДНК, а відтак – на її якість. Виділення ДНК за методом ЦТАБ широко застосовується в молекулярній генетиці рослин. Розроблено кілька варіантів даної методики з метою адаптації її до широкого спектру вихідного матеріалу.

Метод з використанням ЦТАБ включає в себе стадії лізису, очистки і осадження.

Лізис клітинної мембрани. Першим етапом виділення ДНК є руйнування клітинних і ядерних стінок. Для цього гомогенізований зразок обробляють спочатку буфером для екстракції, що містить ЕДТА, Tris-HCI і ЦТАБ. 
Всі біологічні мембрани мають в цілому однакову структуру, що включає ліпідні і білкові молекули, які взаємодіють між собою за рахунок нековалентних зв'язків.

Ліпідні молекули формують подвійний шар , в якому локалізовані білкові молекули. Ліпідні молекули складаються з гідрофільного кінця («голова») і гідрофобного кінця («хвіст»). 
У методі з використанням ЦТАБ лізис мембран здійснюється детергентом (ЦТАБ), що міститься в буфері для екстракції. У зв'язку з тим, що хімічний склад ліпідів і детергенту подібний, компоненти ЦТАБ в буфері для екстракції можуть здійснювати «захоплення» ліпідів, що утворюють мембрани клітин і ядер. Механізм солюбілізаціі ліпідів зображений на рисунку 1.
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Рисунок 1 – Солюбілізація ліпідів

На рисунку 2 проілюстровано, яким чином під час взаємодії клітинних мембран з буфером для екстракції, що містить ЦТАБ, детергент захоплює ліпіди і білки, вивільняючи геномну ДНК. За певної концентрації солі (NaCl) детергент утворює нерозчинний комплекс з нуклеїновими кислотами. ЕДТА є хелатним агентом, який, поряд з іншими металами, здатний зв'язувати магній. Магній є кофактором ДНКаз. У разі зв'язуванні магнію з ЕДТА знижується активність наявних ДНКаз. Буфер Tris-HCI надає розчину здатність підтримувати рН (у зв'язку з тим, що і низькі, і високі значення рН спричиняють ушкодження ДНК). 
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Рисунок 2 – Руйнування клітинної мембрани і виділення геномної ДНК

Виділення. На цьому етапі необхідно відділити з водного розчину, в якому знаходиться ЦТАБ-комплекс нуклеїнових кислот, полісахариди, білки, фенольні сполуки та інші складові клітинного лізату. 
За високої концентрації солі ДНК утворює зі ЦTAБ стабільні та розчинні комплекси. Домішки з комплексу нуклеїнових кислот не осідають і можуть бути видалені з водного розчину екстракцією хлороформом, який денатурує білки і полегшує розділення водної та органічної фаз. Якщо необхідно, для того, щоб повністю видалити домішки з водного шару, екстракцію хлороформом повторюють два або три рази. Щоб досягти кращого виходу нуклеїнових кислот, органічну фазу доцільно повторно екстрагувати водним розчином, а потім додати його до першого екстракту. 

Осадження. За зниження концентрації солі (<0,4 М NaCl) комплекси ДНК-ЦТАБ випадають в осад, тоді як більша частина полісахаридів залишається в розчині. Після цього осад розчиняють у розчині NaCl (>1 М) та осаджують спиртом (етиловий або ізопропіловий). Обробка 70 % етанолом дає змогу провести додаткове очищення та відмивання нуклеїнових кислот від залишку солі.

Кількісна і якісна оцінка зразка отриманої ДНК здійснюється за стандартною процедурою електрофорезу ДНК в агарозному гелі шляхом візуального порівняння із зразками відомої концентрації. Спектрофотометричне визначення дає більш точну характеристику препарату ДНК.
Хід роботи

1. Підготувати робоче місце для проведення лабораторної роботи.

2. Підготувати та підписати стерильні мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл з розрахунку 2 пробірки на 1 зразок.

І Пробопідготовка сухого рослинного матеріалу

а) для сухого матеріалу:

1. Перенести отриманий сухий матеріал (зерно) у стерильні ступки.

2. Розтерти зернівку максимально зберігаючи матеріал в одному місці ступки.

3. Обережно перенести матеріал зі ступки в пробірку Eppendorf об’ємом 1,7 мл. 

б) для зеленої маси:

1. Чистим пінцетом перенести шматочок зеленої маси (розміром 
≈ 0,5×0,5 см) у стерильну ступку.
ІІ Виділення ДНК 

1. Додати 600 мкл лізуючого буферу (для зеленої маси у ступку і гомогенізувати з подальшним перенесенням у чисту стерильну пробірку; для сухого матеріалу у пробірку та збити осад на вортексі). 
2. Перемішувати суміш у пробірках на термошейкері за 65 оС протягом 

15 хвилин. 
2. Додати 500 мкл суміші хлороформ: ізоаміловий спирт (24:1). Змішувати на вортексі до утворення емульсії.

3. Відцентрифугувати на 12000 об/хв 5 хвилин.

4. Відібрати 200 мкл верхньої водної фази, що містить ДНК та перенести її у чисту пробірку Eppendorf 1,7 мл. 

5. Додати 140 мкл ізопропанолу, залишити на 5 хвилин за кімнатної температури.
6. Відцентрифугувати за 12000 об/хв протягом 20 хвилин.

7. Злити супернатант і додати 0,8 мл 70% етанолу. 
8. Ресуспендувати піпеткою або на вортексі за 12000 об/хв. Обережно злити супернатант.

9. Відцентрифугувати 2 хвилини і залишки етанолу відібрати піпеткою.

10. Висушити осад за температури 55 °С і розчинити ДНК у 75 мкл TE буферу, pH 8,0.

11. Підписати пробірки та заморозити виділені препарати ДНК.

Контрольні запитання
1. З якою метою проводять виділення та аналіз нуклеїнових кислот? 

2. Основні методи виділення ДНК з біологічного матеріалу.

3. Основні принципи та підходи для збереження та пробопідготовки зразків рослинного, тваринного та бактеріального походження у молекулярно-генетичному аналізі.

4. Основні етапи виділення загальної ДНК з рослинного, тваринного бактеріального матеріалу. 

5. Основні компоненти розчинів для виділення ДНК.

6. Зберігання препаратів загальної ДНК. Функції у зберіганні ДНК буферу 10 мМ Tris-1 мМ ЕДТА, з рН 8,0 (ТЕ буфер).

7. ЦТАБ метод виділення загальної ДНК.

Лабораторна робота 2. Виділення загальної ДНК з рослинного матеріалу з використанням Silica (2 години)
Мета – засвоїти метод виділення загальної ДНК з рослинного матеріалу з використанням твердого носія.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; витяжна шафа; термошейкер; вортекс; стерильні ступки з пестиками; штативи для пробірок; автоматичні дозатори з наконечниками на 1000 мкл та 200 мкл мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл, рукавички.
Реактиви: лізуючий буфер, деіонізована вода, суміш хлороформ:ізоаміловий спирт 24:1, Binding Buffer, промивний буфер, ТЕ буфер, суспензія Silica.

Теоретичні відомості

В твердофазних методах виділення ДНК  використовують такі процеси та принципи:

· водневі зв’язки з немодифікованою гідрофільною матрицею, зазвичай кварцем, в хаотропних умовах;

· іонообмін у водному розчині, зазвичай з використанням аніонообмінників;

· афінність; 

· механізми виключення за розмірами.

Для виділення нуклеїнових кислот у твердофазних системах застосовують хроматографічні сепараційні колонки, носіями в яких є  частинки на основі кварцу або скляних волокон,  частинки з аніонообмінними властивостями, які адсорбують нуклеїнові кислоти. Ці носії застосовуються для виділення або очищення нуклеїнових кислот з висококонцентрованими розчинами хаотропних солей (йодид натрію, перхлорат натрію, гуанідин тіоціанату). 

Твердофазні методи виділення поділяють на:

- виділення на склі або твердих частинках;

- методи на основі магнітного сепарування.

Методи виділення НК на склі або твердих частинках розглянемо на прикладі методу, запропонованого Boom. Цей метод включає в себе стадію лізису клітин сильним хаотропним агентом, який руйнує клітинні мембрани і інактивує внутрішньоклітинні нуклеази, і подальшу сорбцію нуклеїнової кислоти на носії. Нуклеїнова кислота оборотно зв’язується зі склом у присутності високої концентрації хаотропних солей (наприклад, гуанідин хлориду, гуанідин тіоціанату). У таких умовах зв'язування білків з матрицею не відбувається.

Хаотропні сполуки являють собою речовини, що порушують впорядковану структуру води і тим самим призводять мембрани в стан хаосу (наприклад, сечовина, йодид натрію). Таким чином, крім зв'язування, хаотропні агенти забезпечують руйнування клітинних мембран і лізис клітин з подальшим вивільненням нуклеїнової кислоти. Домішки відмиваються хаотропною сіллю, а хаотропна сіль – 80% етанолом. Очищена нуклеїнова кислота знімається зі скла буфером з низькою іонною силою. 

На цей час багато комерційних фірм пропонують для виділення нуклеїнових кислот свої набори.
Використання магнітних твердих носіїв у біохімічних та молекулярно біологічних процесах має багато переваг порівняно з немагнітними сепараційними методами. Для зв’язування цільової речовини (у даному разі – ДНК)  використовують магнітні носії з іммобілізованими афінними лігандами або лігандами з біополимерів, які збільшують афінність до потрібної нуклеїнової кислоти. 

Зазвичай магніт прикладають до стінки посудини, яка містить зразок, щоб частинки зі вже зв’язаною  цільовою речовиною агрегувалися біля стінки посудини або ж використовують стержні, які занурюються в розчин. Тоді незв’язані компоненти зразку, наприклад поліцукри, фенольні компоненти, які інгібують ДНК-полімеразу та ПЛР-реакцію, можна потім вилучити. Таким способом можна відокремлювати компоненти клітинного лізата.

Матеріалом для магнітних частинок можуть бути як синтетичні полімери або біополімери, так і неорганічні речовини на основі пористого скла або оксиду заліза з модифікованою поверхнею. Найкраще застосовувати для виділення суперпарамагнітні частинки, які не взаємодіють одна з одною за відсутності магнітного поля. 

Для автоматичного виділення нуклеїнових кислот використовуються магнітні частинки зі скляним покриттям. Нуклеїнова кислота зв'язується зі скляною поверхнею, потім, вже зв'язана з частинками, вона проходить ті самі стадії екстракційного процесу, що і в методиці на склі.

Загальні ДНК і РНК не розділяються методом твердофазної сепарації за допомогою магнітних частинок, тому для виділення ДНК необхідно зруйнувати РНК ще на стадії сепарації ДНК. Для цього застосовують РНКазу або луг. Натомість, для виділення РНК доцільно викристосувати дезоксирибонуклеазу (ДНКазу).
Хід роботи

1. Підготувати робоче місце для проведення лабораторної роботи.

2. Підготувати та підписати стерильні мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл з розрахунку 3 пробірки на 1 зразок.

3.  Пробопідготовка сухого рослинного матеріалу

а) для сухого матеріалу:

3.1 Перенести отриманий сухий матеріал (зерно) у стерильні ступки.

3.2 Розтерти зернівку максимально зберігаючи матеріал в одному місці ступки.

3.3 Обережно перенести матеріал зі ступки в пробірку Eppendorf об’ємом 1,7 мл. 

б) для зеленої маси:

3.4 Чистим пінцетом перенести шматочок зеленої маси (розміром ≈ 0,5×0,5 см) у стерильну ступку.

3.5 В ступку відібрати зразок масою близько 100-200 мг, додати стерильний пісок.

4. Додати 300 мкл лізуючого буферу (для зеленої маси – у ступку і гомогенізувати з подальшим перенесенням у чисту стерильну пробірку; для сухого матеріалу – у пробірку та збити осад на вортексі). 
5. Перемішувати суміш у пробірках на термошейкері за 65 оС протягом 
15 хвилин. 
6. Додати 300 мкл суміші хлороформ:ізоаміловий спирт (24:1). Змішувати на вортексі до утворення емульсії.

7. Відцентрифугувати за 12000 об/хв протягом 5 хвилин.

8. Відібрати 100 мкл верхньої водної фази, що містить ДНК, та перенести її у чисту пробірку Eppendorf 1,7 мл. 

9. Додати 300 мкл Binding Buffer.

10. Додати 5 мкл суспензії Silica.

11. Змішати на вортексі до отримання однорідної суспензії.

12. Відцентрифугувати протягом 10 с за 12000 об/хв.

13. Додати 500 мкл буферу для промивки. Змішати на вортексі до отримання однорідної суспензії.

14. Відцентрифугувати протягом 5 с за 12000 об/хв.

15. Обережно злити надосадову рідину.

16. Повторити п.п. 13-15 ще два рази.

17. Відцентрифугувати протягом 5 с за 12000 об/хв.

18. Механічною піпеткою відібрати залишки спирту.

19. Центрифужні пробірки у відкритому стані поставити на шейкер для підсушування за 55 °С.

20. Після підсушування додати 50 мкл ТЕ буфера (рН 8.0).

21. Змішати на вортексі до отримання однорідної суспензії. 

22. Перемішувати суміш у пробірках на термошейкері за 55 оС протягом
5 хвилин.

23. Відцентрифугувати протягом 20 с за 12000 об/хв.

24. Відібрати 30 мкл надосадової рідини в окрему підписану пробірку і залишити за температури 20 оC для подальшого електрофоретичного розділення.
Контрольні запитання
1. Хаотропні агенти в молекулярних дослідженнях, принцип їх дії.

2. Основні твердофазні методи виділення загальної ДНК. 

3. Принципи основних етапів виділення ДНК методом Silica.
4. В чому полягає модифікація методу із застосуванням магнітних частинок?
5. Переваги і недоліки твердофазних методів виділення ДНК.
6. Як відрізняється пробопідготовка для сухого рослинного матеріалу і для зеленої маси?
Лабораторна робота  3. Електрофоретичне дослідження загальної рослинної ДНК (2 години) 
Мета – засвоїти метод електрофорезу в агарозному гелі загальної рослинної ДНК.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; камера для електрофорезу з блоком живлення, штативи для пробірок; плашка для електрофорезу, гребінки, плашка для змішування, орбітальний шейкер, автоматичні дозатори з наконечниками на 1000, 200 та 10 мкл, гель-документуючий пристрій, рукавички.

Реактиви: 1×SB буфер, агароза, бромистий етідій 10 мг/мл, маркер молекулярної маси λ/HindIII, дистильована вода, препарати загальної ДНК.

Теоретичні відомості

Електрофорез в агарозному гелі – це метод, який слугує для розділення макромолекул на основі їх розміру, електричного заряду й інших фізичних властивостей. Рушійною силою електрофорезу є напруга між електродами, розташованими на початку та кінці гелевої пластини, в товщі якої під впливом електричного поля мігрують заряджені частинки. Властивості цих частинок або молекул (розмір, заряд та ін.) визначають, наскільки швидко електричне поле може переміщати їх через драглеподібне середовище. 
Метод електрофорезу в агарозному гелі широко використовується для розділення, ідентифікації за розміром та очищення фрагментів ДНК. Ця методика проста, швидка, і дає змогу розділяти фрагменти ДНК, які не можуть бути ефективно розділені за допомогою інших процедур. Локалізацію ДНК в гелі після розділення можна визначити шляхом мічення її бромистим етидієм – флуоресцентним інтеркалярним барвником – за низьких концентрацій. 

Фізичні принципи електрофорезу в агарозному гелі засновані на таких основних властивостях макромолекул як заряд і маса. Фрагменти ДНК в буферному розчині, що розділяють, наносять на гель, в якому вони рухаються. Під дією електричного поля заряджені частинки (молекули) відштовхуються від одного електрода, натомість притягуючись іншим, з протилежним знаком. Водночас, маючи різний розмір і форму, частинки рухаються з різною швидкістю, оскільки гель діє як "молекулярне сито", розділяючи молекули. 

Отже,  в процесі електрофорезу швидкість переміщення макромолекул через пори гелю в електричному полі залежить від таких параметрів, як:

• сила електричного поля;
• розмір і форма молекул;
• відносна гідрофобність зразків;
• іонна сила і температура буфера, у якому рухаються молекули.

Коли до електродів прикладається напруга, створюється градієнт потенціалу Е, який може бути виражений рівнянням:

Е = V/d

де V – напруга, що вимірюється у вольтах,
 і d - відстань між електродами в сантиметрах.

Коли створюється градієнт потенціалу Е, на зарядженій молекулі утворюється сила F, що виражається рівнянням:

F = Еq,

де q – заряд на поверхні молекули в кулонах. Ця сила, яка вимірюється в H, переміщує заряджену молекулу до електрода.

Існує, також, опір тертя, який уповільнює рух заряджених молекул. Сила тертя є функцією від таких параметрів:

• гідродинамічний розмір молекули;
• форма молекули;
• розмір пор середовища, в якому відбувається електрофорез;
• в'язкість буфера.
Електрофоретична рухливість – це швидкість руху частинки (зазвичай виражається в см/с) за напруженості електричного поля в 1 В/см. Ця величина має розмірність см2∙с-1∙В-1, а її знак збігається зі знаком сумарного заряду макромолекули.

Швидкість V зарядженої молекули в електричному полі є функцією градієнта потенціалу (E), заряду (q) і сили тертя молекули і може бути виражена рівнянням:

V = Eq/f

де f – це коефіцієнт тертя.

Електрофоретична швидкість М будь-якого іона може бути визначена швидкістю іона, розділеної на градієнт потенціалу:

М = V/Е

Коли створюється різниця потенціалів, молекули з різним сумарним зарядом починають розділятися відповідно до різної електрофоретичної рухливості. Електрофоретична рухливість є дуже важливим параметром, який характеризує заряджену молекулу або частинку, цей параметр залежить від величини рК зарядженої групи і розміру молекули, або частинки. Навіть молекули з однаковим зарядом будуть розділятися, якщо в них різний розмір молекул, оскільки вони будуть відчувати вплив різної за величиною сили тертя.

Лінійна дволанцюгова ДНК рухається через матрикс гелю зі швидкістю, яка обернено пропорційна десятковому логарифму числа нуклеотидних пар. Молекули більшого розміру переміщуються повільніше, внаслідок більшого опору тертя і меншої ефективності проходження через пори гелю. 

Струм в розчині між електродами створюється, в основному, за рахунок іонів буфера і, невеликою мірою, за рахунок іонів аналізованого зразка. Співвідношення між струмом I, напругою V і опором виражається, як в законі Ома:

R = V/I

Це рівняння демонструє, що за заданого опору можливо прискорити електрофоретичне розділення шляхом збільшення напруги V, яка подається, що приведе до відповідного збільшення струму I. Пройдена відстань буде пропорційною величині струму і часу. 

Однак, підвищення напруги V і відповідне збільшення струму I може стати причиною однієї із серйозних проблем для різних видів електрофорезу, а саме – утворення тепла. Це може бути проілюстровано рівнянням, в якому потужність W (вимірювана у Вт), що генерується в процесі електрофорезу, дорівнює добутку опору і квадрату сили струму:

W = I2∙R

Оскільки основна частина потужності, вироблена в процесі електрофорезу, розтрачується у вигляді тепла, можуть виникати такі небажані ефекти:

• зростає швидкість дифузії іонів досліджуваного зразка і буфера, що призводить до розширення зони розділення зразка;
• утворення конвекційних струмів, що призводить до перемішування розділених зразків;
• термічна нестабільність зразків, які більш чутливі до нагрівання; 

• зменшення в'язкості буфера, що призводить до зниження опору середовища.

ДНК – слабка кислота, тому вона рухається до аноду («+») за рахунок негативно заряджених фосфатних груп. За рухом ДНК (РНК) в пластині гелю можна стежити за смугами барвників, що входять до складу буферу для завантаження. Швидкість руху ДНК (РНК) через пори агарозного гелю під час електрофорезу визначається розміром молекул і їх конформацією. Молекули лінійної дволанцюгової ДНК переміщаються в товщі гелю зі швидкостями, обернено пропорційними десятковому логарифму їх молекулярних мас. Швидше мігрують низькомолекулярні фрагменти, великі молекули рухаються повільніше через більший опір. З нативних молекул НК найшвидше рухається тРНК розміром 70-90 нуклеотидів і 5S pРНК розміром 120 нуклеотидів. Найбільш великі фрагменти геномної (хромосомної, ядерної) ДНК можуть досягати розмірів 100000 п.н. Для визначення розміру фрагментів використовують маркери молекулярної маси (DNA Ladder), які наносять у сусідні лунки гелю.

Для фарбування ДНК застосовують барвник 3,8-диаміно-5-етил-6-феніл-фенантрідіум бромід (бромистий етидій EtBr (λmax = 590 нм)). 
Молекули EtBr інтеркалюють у молекули ДНК, тобто вбудовуються між сусідніми парами нуклеотидів. Інтенсивність флуоресценції зв'язаного EtBr в 20 разів вище, ніж вільного. Таке забарвлення забезпечує високу чутливість: від 10 нг ДНК можна побачити у вигляді смужки помаранчевого кольору. Застосовують і інші барвники, зокрема SYBR Green (λmax = 497 нм). Довжина хвилі приладу для візуалізації ДНК УФ-трансілюмінатора – 305-320 нм.

Агароза –  це лінійний полімер (середня молекулярна маса ~ 12000 кДа) полісахаридної природи, елементарною ланкою якого є дисахарид агаробіоза, яка, в свою чергу, складається з галактози і незвичайного цукру –
3,6-ангідрогалактози, завдяки якому агароза стійкіша проти мікроорганізмів. Водночас, агароза дуже крихка, і легко руйнується під час маніпулювання. Агарозний гель має «пори» великого розміру, внаслідок чого розділення відбувається швидко. Завдяки цьому ж роздільна здатність такого гелю теж обмежена. Крім того смуги, що утворюються в агарозних гелях, мають тенденцію розмиватися/дифундувати/розповсюджуватись в сторони.
Оскільки агар отримують з морських водоростей, його склад може варіювати і містити шкідливі домішки, що впливають на процес розділення. Агароза може бути легкоплавкою (з температурою плавлення близько 65 °С), яку застосовують для розділення термолабільних зразків, а також з нормальною та підвищеною температурою плавлення. Для фракціонування ДНК використовують агарозу з температурою плавлення ≈ 90 °С, тому готують гель, розчиняючи сухий порошок у водному буфері, та кип'ятять суміш у мікрохвильовій печі або на водяній бані до плавлення та утворення прозорого розчину. Після цього розчин наливають на підкладку і дають застигнути для формування міцного гелю. Легкоплавка агароза застигає за температури 30 °С, гель для розділення ДНК формує матрикс за температури близько 40 °С. Його щільність визначається концентрацією.

Буфер. Буфер для електрофорезу необхідний як для стабілізації рН, так і для електрофоретичної рухливості ДНК завдяки електропровідності гелю. Електропровідність, в свою чергу, виникає за рахунок іонів, отже на неї впливає склад і іонна сила буфера для електрофорезу. 

За відсутності іонів електропровідність мінімальна, тому переміщення ДНК відбувається повільно. У буфері з високою іонною силою електропровідність висока, але утворюється велика кількість тепла. В такому разі гель може розплавитись, а ДНК денатурувати.

Існує кілька буферів для електрофорезу нативної дволанцюгової ДНК. Вони містять ЕДТА (рН 8,0) і Тris-ацетат (ТАЕ), Тris-борат (ТВЕ), або Тris-фосфат (ТРЕ) концентрацією приблизно 50 мМ (рН 7,5 – 7,8). Буфери для електрофорезу, як правило, готують концентрованими і зберігають за кімнатної температури. 

Розчин ДНК в лунки гелю вносять в буфері (буфер для завантаження, loading buffer, LB), що містить гліцерин або сахарозу, щоб ДНК відразу опустилася на дно лунки, а не розчинилася в електрофорезному буфері ще до включення струму і входження в гель.

Концентрація агарози. Фрагменти ДНК певних розмірів рухаються в гелі з різними швидкостями, тому опиняються на різних відстанях залежно від концентрації агарози. Підбираючи концентрацію агарози і/або буфера, можливо розділити фрагменти ДНК, що містять від 20 до 50 000 п.н. Для горизонтального електрофорезу ДНК використовують концентрацію агарози від 0,7% до 3%.

Таблиця 1 – Рекомендовані концентрації агарози для розділення лінійних молекул ДНК
	Концентрація агарози, %
	Діапазон розмірів ДНК (п.н.)

	0,75
	10 000 – 15 000

	1,00
	500 – 10 000

	1,25
	300 – 5000

	1,50
	200 – 4000

	2,00
	100 – 2500

	2,50
	50 – 1000


Рухливість різних форм ДНК. Дволанцюгові молекули ДНК, що мають однакову молекулярну масу, але різні конформації, будуть рухатися з різною швидкістю. Так, кільцева суперспіралізована форма плазміди, кільцева з одноланцюговим розривом і лінійна форма плазміди рухаються в агарозному гелі з різними швидкостями.

У 1% агарозному гелі одноланцюгова ДНК (і РНК) рухається приблизно на 10% швидше, ніж дволанцюгова ДНК того самого розміру. Ця ДНК (РНК) забарвлюється бромистим етидієм приблизно в 4-5 разів слабкіше, що необхідно враховувати у разі візуальної оцінки результатів електрофорезу.
Хід роботи

Електрофоретичне дослідження загальної ДНК

1. Закрити гелеву плашку з обох боків гумовими спейсерами.

2. Приготувати 0,8 % агарозу. Для цього зважити 0,8 г агарози, перенести її до чистої банки та додати 100 мл 1×SB буферу.

3. Розчинити агарозу у мікрохвильовій пічці.

4. Охолодити агарозу приблизно до 40 оС під струменем холодної води.

5. Додати до агарози 5 мкл бромистого етидію.

6. Залити агарозу в плашку, так щоб утворився шар гелю ≈5 мм.

7. Вставити у гель гребінку.

8. Залишити гель для застигання на 20-30 хв.

9. Розморозити та перемішати препарати загальної ДНК. Скинути розпорошені по краях краплі вниз на центрифузі. Змішати загальну ДНК з буфером для завантаження (6×LB). Для цього нанести на отвори плашки по 1 мкл LB та додати по 5 мкл загальної ДНК. Перемішати.

10. Обережно витягти гребінку та зняти гумові спейсери.

11. Розморозити, перемішати та скинути на центрифузі маркер молекулярної маси λ/HindIII.

12. Перенести плашку з гелем у електрофорезну камеру. Буфер має повністю покрити гель.

13. Обережно внести по 6 мкл зразків ДНК в окремі лунки гелю.

14. Обережно внести у окрему лунку 6 мкл маркеру молекулярної маси λ/HindIII.

15. Закрити камеру, включити блок живлення та встановити напругу 
150 В. Проводити електрофорез протягом 30-45 хв.

16. Відмити гель дистильованою водою.

17. Сфотографувати гель, використовуючи гель-документуючий пристрій.

18. Перенести фото гелю на ПК та обробити його в програмі GIMP.
Обробка зображення гелю у програмному середовищі GIMP

1.
Перенести файл з гель-документуючого пристрою у папку комп’ютера.

2.
Запустити програму GIMP. Перенести файл у вікно програми. Виконати команди головного меню:

-
Перегляд > Показувати сітку (якщо комірки сітки занадто малі, то зайти до меню Зображення > Налаштування сітки і змінити розмір комірок);

- Шар > Перетворення > Довільне обертання > Кут (тут змінюємо значення) > Повернути (даний пункт виконується, якщо попередня ротація зображення не відповідає необхідній);

- Засоби > Перетворення > Кадрування (виділяємо необхідну область, перетягуючи курсором межі, зайві поля відкинути) > Один клік лівою кнопкою миші в центрі виділеної області;

- Зображення > Режим > Градації сірого;

- Колір > Інвертувати;

- Колір > Рівні  > Авто > ОК;

- Експортувати.

3.
Підписати опрацьований файл зображення: 
рік місяць число Назва досліду.tif 

Контрольні запитання
1. Основні принципи електрофоретичного розділення нуклеїнових кислот.

2. Електрофорезні буфери: основні компоненти, застосування.

3. Поліакріламідні та агарозні гелі: склад, відмінності, переваги і недоліки, галузі застосування. 

4. Барвники для візуалізації нуклеїнових кислот в агарозних та поліакриламідних гелях.

5. Бромистий етидій: потенційні небезпеки, основні правила техніки безпеки під час роботи з ним.
6. Переваги обробки результатів в програмному середовищі GIMP.

Лабораторна робота 4. Спектрофотометричне дослідження загальної рослинної ДНК (1 година) 

Мета – засвоїти методи спектрофотометрії загальної рослинної ДНК.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; спектрофотометр  Bio Photometer Plus Eppendorf v.1.35; автоматичні дозатори з наконечниками на 200 та 10 мкл, мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл, кювета пластикова для ДНК; промивалка.  

Реактиви: деіонізована вода, ТЕ буфер, дистильована вода, препарати загальної ДНК.

Теоретичні відомості

Досить часто кількісну та якісну оцінку препарату виділеної ДНК в першому наближенні можна дати за результатами електрофорезу. Для цього візуально порівнюють на сусідніх доріжках гелю інтенсивність флуоресценції в ультрафіолеті отриманого зразка із зразком відомої концентрації.

Кількісний вміст ДНК, РНК, олігонуклеотидів і навіть мононуклеотидів може бути визначений безпосередньо у водному розчині або в буфері з низькою іонної силою (наприклад, ТЕ буфері) у розведеному або в нерозведеному вигляді шляхом вимірювання величини поглинання А в ультрафіолетовому світлі (а також і у видимій частині спектру). Якщо зразок є досить очищеним (тобто, без значної кількості домішок, таких як білки, фенольні сполуки або агароза), то спектрофотометричне визначення кількості ультрафіолетового світла, що поглинається основами, є простим і точним.  

Фізико-хімічний метод абсорбційної спектрофотометрії широко застосовують для дослідження розчинів і твердих речовин, в основі якого лежить здатність атомів, іонів і молекул поглинати в ультрафіолетовій 
(від 200 до 400 нм), видимій (від 400 до 760 нм) та інфрачервоній (понад 760 нм) областях спектра. Згідно із законом Бугера-Ламберта-Бера інтенсивність світла, що пройшло через середовище, зменшується залежно від концентрації розчину. Однак, молярний коефіцієнт поглинання залежить від довжини хвилі λ. 
Нуклеїнові кислоти поглинають УФ випромінювання завдяки азотистим основам, які є хромофорами, причому піримідинові основи поглинають краще за пурині і мають здатність поглинати в 10-20 разів інтенсивніше за хромофори білку – триптофан, тирозин і фенілаланін. Область поглинання нуклеїнових кислот знаходиться на довжинах хвиль від 240 до 290 нм з максимумом 260 нм, перекриваючи спектр поглинання білків з максимумом 280 нм.
Для вимірювання спектрів використовують спектрофотометри, в яких вимірюють інтенсивність світла певної довжини хвилі, що пройшло через зразок, яке вимірюється фотоелементом. Довжина світла встановлюється за допомогою призми або дифракційної решітки та фільтрів, кювета для роботи в ближньому ультрафіолеті має бути кварцовою. Зазвичай спектрофотометри використовують для визначення концентрації розчиненої речовини, в молекулярній біології та біофізиці – для визначення спектрів поглинання. 
Конструкція однопроменевого спектрофотометра включає джерело світла, призму, тримач зразка і фотоелемент. До кожного з елементів приладу приєднані відповідні електричні або механічні системи для контролю інтенсивності світла, довжини хвилі і для перетворення отриманої фотоелементом енергії в коливання напруги. Коливання напруги фіксуються на метричній шкалі, або записуються на приєднаний комп'ютер для подальших досліджень. Для двопроменевих спектрофотометрах світло розщеплюється на два променя, що проходять через зразок і розчинник одночасно. 
Концентрація нуклеїнових кислот зазвичай визначається за довжини хвилі 260 нм порівняно зі стандартним розчином. Для встановлення «оптичного нуля» спектрофотометра використовують деіонізовану воду, А260 якої дорівнює нулю. Це важливо, оскільки наявність будь-якої мікрофлори та ферментів, які містять  ДНКази або РНКази, може знизити точність результатів вимірювання, оскільки руйнують нуклеїнові кислоти. Слід також уважно поставитись до розведення зразків, щоб оптична густина знаходилась в межах шкали оптичної щільності спектрофотометра, оскільки з цим пов'язана точність розрахунку концентрації нуклеїнових кислот. 

Виміряну за А260 і розраховану концентрацію препарату нуклеїнових кислот можна вважати правильною у разі впевненості чистоти отриманого препарату. Для цього вимірюють оптичну густину зразку ДНК, звільненого від РНК, за довжин хвиль 260, 280 і 230 нм, оскільки ці довжини хвиль відповідають максимумам поглинання нуклеїнових кислот, білків і полісахаридів, відповідно. Потім розраховують співвідношення А260/А280 і А260/А230, які для чистої ДНК мають бути більше 1,8 і 2,2, відповідно. Для ДНК, виділеної з рослинної сировини, слід особливу увагу звернути на друге співвідношення, оскільки полісахариди рослинної сировини містять лігнін, що поглинає в УФ-ділянці спектру, тому що до його складу входять ароматичні кільця. У разі недостатнього очищення препарату від білків значення А260/А280 буде значно менше, ніж 1,8, що також негативно вплине на точність визначення концентрації ДНК. Вимірювання оглинання за довжини хвилі 340 нм використовують для пвиявлення забрудненості кювети або присутності клітинного гомогенату.
Якщо вказані співвідношення витримані, то поглинання А260=1 у разі кварцової кювети товщиною 10 мм відповідає, приблизно, 50 мкг/мл дволанцюгової ДНК, 37 мкг/мл – одноланцюгової ДНК, 40 мкг/мл – РНК та 
30 мкг/мл – олігонуклеотидів. 

Для оцінки вмісту домішок РНК в розчині ДНК метод спектрофотометрії не можь бути застосований, оскільки РНК поглинає в тому самому діапазоні та приблизно з такою самою інтенсивністю. 

Хід роботи

1. Приготування зразків

1) Розморозити зразки загальної ДНК, перемішати та скинути краплі на центрифузі.

2) Підготувати мікропробірки на 1,7 мл. Підписати.

3) Змішати 95 мкл деіонізованої води + 5 мкл зразку ДНК (Sample).

4) Для контролю змішати 95 мкл деіонізованої води + 5 мкл ТЕ буфера рН 8,0 (Blank).

4) Перемішати. Скинути краплі на центрифузі.
2. Вимірювання:

1) Увімкнути прилад;

2) Вибрати програму “dsDNA”;

3) Ввести розведення, натиснувши кнопку “Dilution”;
4) Ввести “5” для кількості (в мкл) зразка ДНК у пробірці. Натиснути кнопку “Enter”;

5) Ввести “95” для кількості (в мкл) води в пробірці. Натиснути кнопку “Enter”;

6) Промити кювету;

7) Перенести контроль до кювети;
8) Протерти серветкою ті стінки кювети, крізь які проходитиме світло;
9) Поставити кювету в отвір приладу, притиснути кювету до дна;

10) Натиснути “Blank” (повинні висвітиться “0,000”). Натиснути ”Enter”;
11) Вийняти кювету. Залити в кювету воду, вилити  вміст в баночку. Промити кювету водою з промивалки декілька разів;
12) Струснути над підлогою, щоб вилетіли залишки рідини;
13) Чистим носиком перенести перший зразок до кювети. Протерти за необхідності стінки кювети. Легенько постукати дном кювети по столу, щоб рідина добре її заповнила;
14) Поставити кювету в отвір приладу. Натиснути “Sample”;

15) Переписати дані до таблиці в зошиті. Натиснути “Enter”;

16) Повторити пп. 11-15 для всіх зразків;

17) Після закінчення роботи вимкнути прилад.  Закрити  отвір. 

18) Заповнити таблицю (підготувати залежно від кількості зразків):

Таблиця 2 – Результати спектрофотометрії 
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19) Побудувати спектр поглинання розчинів ДНК.

3. Розведення зразків до концентрації 50 нг/мкл 

1) Підготувати мікропробірки на 1,7 мл. Підписати.

2) Внести у пробірку кількості зразків, розраховані залежно від результатів спектрофотометрії (див. теоретичні дані). 
Контрольні запитання
1. Методи визначення концентрації нуклеїнових кислот.

2. Співвідношення А260/А280 та А260/А230 в оцінці чистоти нуклеїнових кислот. Що саме вони означають?
3. Домішки в препаратах загальної ДНК та їх роль у визначенні концентрації нуклеїнових кислот.

4. Чому для вимірювання концентрації нуклеїнових кислот необхідним є використання стерильної деіонізованої води? 
5. Які компоненти нуклеїнових кислот і білків є хромофорами? Чому?

6. Навіщо застосовують спектрофотометричне визначення концентрації нуклеїнових кислот та оцінку чистоту одержаних препаратів?
Лабораторна робота  5. Полімеразна ланцюгова реакція для ампліфікації послідовностей генів (4 години)
Мета – освоїти основні принципи, які лежать в основі специфічної ампліфікації генів, та навчитися проводити ПЛР.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; термошейкер; штативи для пробірок; автоматичні дозатори з носиками на 1000, 200 та 10 мкл, мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл та 0,2 мл, ампліфікатор, ємність для льоду, рукавички.

Реактиви: деіонізована вода, 10×реакційний буфер В, 2 мМ дНТФ, специфічні олігонуклеотиди 10 мкМ TaG3PDHF та TaG3PDHR, буфер для завантажування (60 % сахароза, 0,4 мг/мл крезол червоний), 5 од/мкл Taq ДНК-полімераза, ТЕ буфер, зразки загальної ДНК 30 нг/мкл.
Теоретичні відомості

Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) – це метод in vitro, що використовується для ферментативного помноження (ампліфікації) певної специфічної ділянки ДНК. Специфічність такого багатократного подвоєння забезпечена двома короткими ділянками ДНК з відомою послідовністю по обидва сторони цільової послідовності, з якими зв’язуються праймери. 
Метод ПЛР повторює природний механізм реплікації ДНК: для синтезу комплементарних ланцюгів дволанцюгова ДНК (dsДНК) спочатку розкручується до одноланцюгових ДНК (ssДHK), за допомогою ДНК-полімерази відбувається дуплікація, а потім материнський і дочірній ланцюги знову закручуються. Отже, методика складається з таких етапів:
• денатурація ДНК за підвищеної температури – розходження ланцюгів;

• відпал (гібридизація) доданих праймерів з відомими послідовностями матриці по обидві сторони цільової ділянки ДНК;

• синтез дочірнього ланцюга ДНК за допомоги ДНК-полімерази як каталізатора і за присутності іонів Мg2+, подовжуючи праймери, шляхом додавання нуклеотидів, які знаходяться у реакційній суміші.

Такі операції складають один цикл, повторення якого відбувається, зазвичай від 20 до 35 разів. Після кожного циклу новосинтезований ланцюг ДНК буде комплементарний цільовій послідовності і може слугувати матрицею у наступному циклі. 
Отже, продукт полімеразної реакції – це послідовність dsДНК, кінці якої визначено 5'-кінцями олігонуклеотидних коротких праймерів, а довжина послідовності – відстанню між цими праймерами. Після першого етапу довжини продуктів ампліфікації є гетерогенними за розміром, їх довжина може перевищувати відстань між сайтами зв’язування двох праймерів (це обумовлено точністю приєднання праймерів).  Починаючи з другого етапу, цільові ланцюги ДНК певної довжини накопичуватимуться експоненційно, і такі продукти реакції переважатимуть у реакційній суміші. Ефективність кожної ПЛР буде різнитись залежно від матриці і відповідно до ступеня оптимізації, яка була проведена.
Денатурація матриці
Під час денатурації подвійний ланцюг плавиться, відкриваючи одноланцюгову ДНК і зупиняючі всі ферментативні реакції (у тому числі, подовження ланцюга попереднього циклу). Два комплементарні ланцюга розділяються шляхом підвищення температури. Цей процес відомий як денатурація. Для того, щоб домогтися денатурації ДНК, температуру зазвичай підвищують до ~93-96 °С. При цьому сильні водневі зв'язки розриваються і збільшується число неспарених основ.

Реакція завершена, коли всі дволанцюгові ДНК (dsДHK) стають одноланцюговими (ssДHK). Температура, при якій половина dsДHK стають одноланцюговими, відома як температура плавлення, Тm. Тип розчину, концентрація солі і рН впливають на процес денатурації. Наприклад, за низької концентрації солі, високого рН і за присутності органічних розчинників, таких як формальдегід, температура плавлення, Тm, знижується. Кількість G/С і Т/А також впливають на величину Тm. Температура плавлення ДНК зі структурою, яка містить підвищену кількість G/С вище порівняно з ДНК, збагаченому T/A. 

Відпал праймерів
Відпал праймерів, або гібридизація ланцюгів ДНК з праймерами відбувається за більш низької температури (зазвичай 55-65 °С). 
Після зниження температури дві ssДНК, які розійшлись в процесі денатурації, починають відтворювати dsДНК молекулу, а комплементарні ділянкам на флангах праймери, які знаходяться у реакційному середовищі, можуть утворювати між одноланцюговим праймером і одноланцюговою матрицею водневі зв'язки, які, однак, і руйнуються. Якщо праймери точно комплементарні матричній ДНК, то водневі зв'язки будуть стабільнішими та існуватимуть трохи довше. Тоді до цього маленького відрізку дволанцюгової ДНК, де зв’язались матриця і праймер, може приєднатись і почати рух матрицею наявна в середовищі полімераза. 
Подовження праймера
Пересуваючись, ДНК-полімераза каталізує приєднання нових нуклеотидів, комплементарних матриці. Після приєднання декількох основ взаємодія між матрицею і праймером посилюється, що унеможливлює розірвання утворених зв’язків. ДНК-полімераза, яка застосовуєься у ПЛР in vitro, була виділена із екстремофільних бактерій Thermus aquaticus, тому вона витримує високі температури, не руйнуючись. Це, так звані ТаqДНК-полімерази, вони термостабільні, і їхньою ідеальною робочою температурою є 72 °С. Для подовження нуклеотидного ланцюга необхідна наявність дНТФ, тому що для приєднання використовується енергія фосфатного зв’язку. Коли праймери подовжаться на кілька основ, збільшуються їхні зв’язки з матрицею, що знижує ймовірність зворотного процесу. Якщо ж праймери не є строго комплементарними, їхні зв’язки з матрицею недостатньо міцні, тому внаслідок високої температури вони знову від’єднуються, тому подовження ланцюга на таких помилково приєднаних праймерах не відбувається. Подовження ланцюга здійснюється з 3'-кінця праймера, тобто матриця причитується від 3' до 5' кінця. Тривалість процесу елонгації залежить від довжини цільової послідовності і для довгих послідовностей може бути збільшена до 15 хв. 

Цільова ДНК
Теоретично ампліфікація може бути здійснена, якщо є одна інтактна копія цільового гена. Більше число копій цільової послідовності підвищує ймовірність успішної ампліфікації ДНК. Будь-яке пошкодження, таке як насічка («надкус») в цільовій ДНК, блокуватиме ПЛР ампліфікацію. 
Розмір цільової послідовності може бути такого порядку: від <0,1 до декількох тисяч основ. Сумарна кількість ДНК, що зазвичай використовється для ПЛР, – від 0,05 до 1,0 мкг; це дає змогу виявляти одиничні копії цільової послідовності.

Праймери
Для ефективного проведення полімеразної ланцюгової реакції та ампліфікації цільової нуклеотидної послідовності до праймерів також висувається ряд вимог:

- довжина праймерів зазвичай знаходиться у проміжку від 16 до 30 нуклеотидів, що обумовлюється необхідністю застосування досить високої температури відпалу (за високої температури неточна гібридизація швидко розпадеться);

- не слід використовувати довгі ділянки послідовності з однієї основи (наприклад, poly-dТ) або повторюваних мотивів для уникнення неправильної гібридизації з матрицею; 
- бажано уникати інвертованих повторів, які можуть спричинити утворення вторинних структур в праймері, що також заважатиме гібридизації;
- у разі мультиплексної реакції послідовності, комплементарні іншим праймерам, можуть спричинити гібридизацію між праймерами або утворення димерів, що особливо небезпечно для 3'-кінця праймера;
- натомість бажана наявність G і С нуклеотидів на 3'-кінці, на якому відбувається подовження ланцюга – для підвищення ефективності відпалу;

- для підвищення ефективності рекомендовано, щоб відстань між праймерами не була більше 10 тисяч основ, оскільки вже за віддалення праймерів один від одного більш ніж на 3 тисячі основ ефективність знижується;
- концентрація олігонуклеотів для 30 циклів ампліфікації має бути 1 мкМ: збільшення концентрації може призвести до синтезу нецільових фрагментів, зменшення – до недостатньої ефективності синтезу цільового фрагменту.
ДНК-полімераза
В перших методах ПЛР використовували фрагмент Кленова ДНК полімерази I  E.coli. Цей фермент, однак, денатурується за більш низької температури, ніж це потрібно для більшості матричних дуплексів. 
Таким чином, в ранніх експериментах свіжий фермент слід було додавати в реакцію після кожного циклу. На додаток, зразки слід було переміщати з однієї термальної лазні в іншу, щоб забезпечити здійснення окремих етапів – денатурації, відпалу і полімеризації. 
Використання термостабільної ДНК-полімерази полегшило процес, оскільки додавання ферменту після кожного етапу денатурації більше не було необхідним. Зазвичай, ДНК-полімерази здатні приєднувати нуклеотиди тільки з 3'-кінця полінуклеотиду. Першою використаною термостабільною ДНК полімеразою була Taq ДНК-полімераза, виділена з термофільних екстремальних бактерій Thermus aquaticus.
Реакційні буфери і МgCl2 в реакціях ПЛР
Метод ПЛР вимагає відповідного реакційного буферу. Склад буферу залежить від типу і характеристики ферменту, який передбачається використовувати, і більшість постачальників зазвичай надають 10× (десятикратний) буфер для використання з відповідним ферментом. 
Присутність дивалентних катіонів є критичним для ПЛР. Концентрація MgCl2 в кінцевій реакційній суміші зазвичай знаходиться в межах від 0,5 до 
5,0 mM, і оптимальна концентрація визначається емпірично.

Mg2+ іони:

• утворюють розчинний комплекс з дНТФ, який необхідний для приєднання нуклеотидів,

• стимулюють полімеразну активність,

• збільшують Tm взаємодії праймер/матриця (і, отже, стабілізують взаємодію дуплексу).

Дезоксирибонуклеозидтрифосфати
Для синтезу ДНК необхідні вільні дезоксирибонуклеозидтрифосфати (дНТФ). Концентрація дНТФ для ПЛР повинна бути від 20 до 200 мкМ для кожного дНТФ, причому всі чотири дНТФ повинні використовуватися в еквівалентних концентраціях для мінімізації помилок приєднання.
Високоочищені дНТФ можуть бути отримані від ряду виробників, як у вигляді індивідуальних дезоксирибонуклеозидтрифосфатів, так і у вигляді суміші всіх чотирьох дезоксирибонуклеозидтрифосфатів. Базові розчини дНТФ (зазвичай з концентрацією 100 мM) повинні бути доведені до pH 7.0-7.5 за допомогою 1М NaOH, щоб забезпечити pH кінцевої реакції не нижче 7.1.

Кількість циклів і ефект плато 

Число циклів ампліфікації, які необхідні для отримання видимої смуги продукту в гелі, значною мірою залежить від вихідної концентрації цільової ДНК. 
Для того, щоб ампліфікувати 50 цільових молекул, рекомендується 40-45 циклів, водночас як для того, щоб ампліфікувати 3×105 молекул до такої самої концентрації, достатньо 25-30 циклів. Така непропорційність відбувається через так званий ефект плато, який є згасанням експоненційної швидкості накопичення продукту на пізніх стадіях ПЛР, коли продукт досягає концентрації 0,3-1,0 нМ. 
Причиною цього може бути деградація реактантів (дНТФ, ферментів), виснаження реактантів (праймерів, дНТФ: у першому випадку виникне проблема накопичення коротких продуктів реакції, у другому випадку – проблема накопичення довгих продуктів), а також інгібування кінцевим продуктом (утворення пірофосфату), конкуренція з неспецифічними продуктами за реактанти, конкуренція за зв'язування праймера шляхом ре-відпалу концентрованого (10 нМ) продукту. 
Якщо бажаний продукт не отриманий за 30 циклів, слід відібрати невелику пробу (1 мкл) ампліфікованого продукту, перемішати і ре-ампліфікувати протягом 20-30 циклів в новому реакційному середовищі, а не продовжувати наступні цикли першої реакції. 

ПЛР є потужним аналітичним і препаративним методом. Однак, внаслідок природи цієї процедури, слідові кількості домішок ДНК можуть бути матрицями, приводячи до ампліфікації помилково-цільової нуклеїнової кислоти (хибно-позитивний результат). Таким чином, критичним моментом у ампліфікації є її проведення у вільному від ДНК середовищі. 
Забезпечення фізичної ізоляції робочої зони за допомогою спеціального обладнання знижує ризик забруднення. Суворе дотримання вимог знезараження (очищення від домішок нуклеїнових кислот, запобігання потрапляння аерозолів і т.ін.) – є найважливішим етапом зведення до мінімуму помилково-позитивних результатів. 
Попадання домішок в середовище ПЛР може відбуватися за рахунок таких джерел:

• лабораторні столи, обладнання та прилади для піпетування, які можуть бути забруднені попередніми препаратами ДНК або очищеними рестрикційними фрагментами;
• перехресне забруднення, що відбувається між зразками;
• продукти попередньої ампліфікації.

Фізичні методи профілактики забруднення 
Для того, щоб уникнути забруднення, необхідно створити фізичну ізоляцію робочої зони відповідно до таких вимог.
1. Зона приготування зразків.

Це приміщення складається із зони, де здійснюються всі етапи, які передують ампліфікації матричної ДНК (тобто, виділення та очистка ДНК).

2. Приміщення для постановки ПЛР. Це «чисте» приміщення призначене для процедур, пов'язаних з підготовкою реакції ПЛР (у тому числі, приготування основного розчину, розведення праймерів і т.ін.).

3. Пост-ПЛР зона. Ця зона призначена для ампліфікації цільової послідовності ДНК, а також для детекції та аналізу ПЛР продуктів.

Слід дотримуватися таких загальних правил: 

• всі приміщення повинні містити призначене для них обладнання та витратні матеріали (халати, рукавички, реагенти і пластик);
• реагенти повинні бути марковані, із зазначенням складу і дати приготування;
• використовувати тільки односпрямовану систему переміщення інгредієнтів, тобто ніколи не переносити матеріали, зразки або обладнання з пост-ПЛР зони в приміщення, де йде підготовка до ПЛР;
• використовувати одноразові реакційні пробірки для ПЛР, вільні від ДНКаз і РНКаз;
• використовувати спеціальні, стійкі до аерозолів наконечники піпеток та спеціально призначений (використовуваний тільки для ПЛР) набір піпеток;
• якщо можливо, проводити ПЛР реакції під витяжкою, обладнаної УФ лампою. Під витяжкою слід зберігати і мікроцентрифугу, і одноразові рукавички, які використовуються тільки для ПЛР;
• періодично мити столи і полиці 10% хлорним вапном, а потім 70% етанолом.

Підготовка проб
• використовувати стерильну техніку і завжди надягати свіжі рукавички, коли працюєте в зонах, описаних вище. Частіше міняти рукавички, особливо, якщо ви підозрюєте, що вони могли бути забруднені розчинами, що містять матричну ДНК;
• завжди використовувати новий та/або стерильний посуд, вироби з пластика і піпетки для приготування реагентів для ПЛР і матричної ДНК;
• автоклавувати всі реагенти і розчини, які можна автоклавувати, не порушуючи їх активність. Праймери, дНТФ і Taq ДНК-полімеразу не можна автоклавувати.
Бажано використовувати власний набір ПЛР реагентів і розчинів, які використовуються тільки для ПЛР, і зберігати ці реагенти невеликими порціями. При піпетуванні ДНК, треба уникати утворення аерозолів, які можуть призводити до забруднення.

Завжди потрібно включати в план експерименту контрольні реакції, наприклад, негативний («без ДНК») контроль, який містить всі реакційні компоненти, за винятком матричної ДНК, а також позитивний контроль, який був успішно використаний в попередніх ПЛР.

Приготування реакційної суміші для ПЛР
Необхідними реакційними компонентами для ПЛР є вода, реакційний буфер, термостабільна ДНК полімераза, олігонуклеотидні праймери, дезоксирибонуклеотиди, матрична (цільова) ДНК, а також іони магнію (Мg2+). Загалом, всі ці реагенти (за винятком матричної ДНК), змішуються в одній пробірці в достатньому обсязі, відповідно до числа реакцій, які передбачається поставити (основна суміш). Потім з основної суміші відбирають аліквоти в окремі пробірки і додають матричну ДНК. 

Контролі

Для того, щоб отримати надійні результати, завжди слід використовувати як позитивні, так і негативні контролі під час проведення ПЛР. 

Потенційним джерелом забруднення реакції можуть бути зразки, співробітники лабораторії, система кондиціонування повітря, обладнання та реагенти. Серед забруднюючих факторів можна відзначити:

1) перенесення домішок ампліфікованої цільової ДНК з попередніх серій ПЛР;
2) перехресне забруднення між зразками, що призводить до перенесення цільової ДНК від одного зразка до іншого;
3) геномна ДНК з колишніх зразків;
4) продукти деградації з реакції деконтамінації.

У той час як перші три форми контамінації дають помилково-позитивні результати, останній тип призводить до отримання хибно-негативного сигналу. Ця форма контамінації вперше спостерігалася Нідерхаузером  і співробітниками у 1994 р, і вона призводить до інгібування реакції ПЛР.
Хід роботи

1. Приготувати лід.

2. Розморозити, перемішати та скинути на центрифузі основні компоненти полімеразної ланцюгової реакції (крім 5 од/мкл Taq ДНК-полімерази!!!) та препарати загальної ДНК 30 нг/мкл. Перенести компоненти та ДНК на лід.

3. Підготовувати пробірку на 1,7 мл для приготування МasterMix.

4. Розрахувати кількість компонентів для приготування MasterMix за формулою.

N = n (кількість зразків) + n (кількість контролів) + 1 Extra

5. Для контролів використовувати надані зразки ДНК (позитивний контроль ДНК) та ТЕ (негативний контроль.)

6. Внести в таблицю необхідну кількість компонентів для приготування MasterMix (ММ).

Таблиця 3 – Склад реакційної суміші
	Складова
	Кількість реакцій

	
	1
	___

	Milli-Q вода, мкл
	10,3
	

	10× реакційний буфер B, мкл
	2,0
	

	2 мM дНТФ, мкл
	2,0
	

	10 мкM TaG3PDHF, мкл 
	0,5
	

	10 мкM TaG3PDHR, мкл
	0,5
	

	25 мМ MgCl2
	1,6
	

	60 % сахароза, 0,4 мг/мл крезол червоний
	2,0
	

	5 од/мкл Taq ДНК полімераза, мкл 
	0,1
	

	30 нг/мкл загальної ДНК
	1,0
	

	Об’єм, мкл
	20,0
	


7. Приготувати MasterMix з перших 8 компонентів реакції. Перемішати, скинути на центрифузі, поставити на лід. Уникати утворення бульбашок.

8. Підготувати та підписати 0,2 мл пробірки для реакції. 

9. Внести в кожну пробірку по 19 мкл суміш та додати в кожну пробірку по 1 мкл загальної ДНК 30 нг/мкл. В одну пробірку як негативний контроль внести замість загальної ДНК ТЕ буфер. 

10. Ввімкнути прилад для ампліфікації. 

11. Обрати параметри реакції, специфічні для досліджуваного гену.

Програма ампліфікації на ген ga3pdh.

1) T=94 °C, 04:00 хв 

2) T=94 °C, 00:30 хв 

3) T=58 °С, 00:30 хв 

4) T=72 °С, 00:30 хв 

5) GO TO 2 REP 34

6) Т=72 °C, 05:00 хв 

7) Т=22 °C, 02:00 хв

 - end

12. Поставити пробірки у прилад та запустити програму.

13. Після завершення реакції витягти та заморозити пробірки.

Контрольні запитання

1. Підготовка робочої зони для приготування реакційної суміші для ПЛР, боротьба з забрудненнями.

2. Основні принципи ПЛР. Основні стадії ПЛР.

3. Компоненти реакційної суміші ПЛР. Вплив концентрації компонентів (буфер, суміш нуклеотидів, різних солей, полімерази, праймерів та матриці) на хід процесу ампліфікації.

4. Підбір та моделювання специфічних олігонуклеотидів для ПЛР.

5. Типи ПЛР.

6. Вплив забруднюючих речовин на ПЛР. Методи оптимізації умов ПЛР та боротьба з неспецічними сигналами.

7. Методи біохімічної профілактики і контролю ПЛР.

8. Типи контролів в ПЛР.

Лабораторна робота 6. Електрофоретичне розділення продуктів ПЛР на референтний ген (2 години)
Мета – закріпити досвід роботи за методом горизонтального гельелектрофорезу загальної рослинної ДНК. Отримати досвід визначення наявності референтного гену в продуктах ПЛР.
Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; камера для гельелектрофорезу з блоком живлення, штативи для пробірок; плашка для електрофорезу, гребінки, плашка для змішування, орбітальний шейкер, автоматичні дозатори з наконечниками 200 мкл, гель-документуючий пристрій, рукавички.

Реактиви: 1×SB буфер, агароза, бромистий етідій 10 мг/мл, маркер молекулярної маси Ladder Mix, дистильована вода, препарати загальної ДНК.
Теоретичні відомості 
За допомогою стандартного методу електрофорезу в агарозному гелі, теоретичні відомості про який наведено в лабораторній роботі 3, можна ідентифікувати фрагменти ДНК. Для цього як маркер застосовують референтний ген, за розташуванням якого визначають наявність такого самого в продуктах ПЛР. Локалізація референтного гену в гелі так само може бути визначена шляхом фарбування бромистим етидієм, – флуоресцентним інтеркалярним барвником, в низьких концентраціях. Референтний ген може бути ідентифікатором сировини, з якої отримано ДНК.
Хід роботи 
1. Закрити гелеву плашку з обох боків гумовими утримувачами.

2. Приготувати 1,2 % агарозу. Для цього зважити 1,2 г агарози, перенести її до чистої банки та додати 100 мл 1×SB буферу.

3. Розчинити агарозу у мікрохвильовій пічці.

4. Остудити агарозу приблизно до 40 оС під струменем холодної води.

5. Додати до агарози 5 мкл бромистого етидію.

6. Залити агарозу в плашку, так щоб утворився шар гелю ≈5 мм.

7. Вставити у гель гребінку.

8. Залишити гель для застигання на 20-30 хв.

9. Розморозити та перемішати продукти ПЛР. Скинути краплі на центрифузі. 

10. Обережно витягти гребінку та від’єднати гумові тримачі.

11. Розморозити, перемішати та скинути на центрифузі маркер молекулярної маси Ladder Mix.
12.  Перенести плашку з гелем у електрофорезну камеру. Буфер має повністю покрити гель.

13. Обережно внести по 8 мкл зразків ДНК в окремі лунки гелю.

14. Обережно внести у окрему лунку 8 мкл маркеру молекулярної маси Ladder Mix.

15. Закрити камеру, включити блок живлення та встановити напругу
200 В. Проводити електрофорез 30-45 хв.

16. Налити у піддон для відмивки дистильовану воду та додати туди 
15 мкл бромистого етидію. 

17. Перенести у піддон плашку з гелем та перемішувати на орбітальному шейкері протягом 10 хв.

18. Відмити гель дистильованою водою.

19. Сфотографувати гель використовуючи гель-документуючий пристрій.

20. Перенести фото гелю на ПК та обробити його в програмі GIMP.

Обробка зображення гелю у програмному середовищі GIMP

1.
Запустити програму GIMP. Виконати команди головного меню:

- Файл > Відкрити; 
- Перегляд > Показувати сітку (якщо комірки сітки занадто малі, то зайти до меню Зображення > Налаштування сітки і змінити розмір комірок);


- Шар > Перетворення > Довільне обертання > Кут (тут змінюємо значення) > Повернути (даний пункт виконується, якщо попередня ротація зображення не відповідає необхідній);

- Засоби > Перетворення > Кадрування (виділяємо необхідну область, перетягуючи курсором межі, зайві поля відкинути) > Один клік лівою кнопкою миші в центрі виділеної області;

- Зображення > Режим > Градації сірого;

- Колір > Інвертувати;

- Колір > Рівні  > Авто > ОК;

- Зберегти файл

2.
Підписати опрацьований файл зображення:                              
  рік місяць число Назва досліду.jpg.
Контрольні запитання
1. Основні принципи електрофоретичного розділення нуклеїнових кислот.

2. Електрофорезні буфери: основні компоненти, застосування.

3. Поліакріламідні та агарозні гелі: склад, відмінності, переваги і недоліки, галузі застосування. 

4. Барвники для візуалізації нуклеїнових кислот в агарозних та поліакриламідних гелях.

5. Бромистий етидій: потенційні небезпеки, основні правила техніки безпеки під час роботи з ним.
6. Переваги обробки результатів в програмному середовищі GIMP.

7. Чим відрізняється електрофоретичне розділення загальної ДНК і електрофорез продуктів ПЛР на референтний ген? Які задачі вирішує цей метод? 


8. В яких дослідженнях може бути застосовано електрофоретичне розділення на референтний ген?

Лабораторна робота 7-8. Виділення плазмідної ДНК з бактеріальних клітин Електрофоретичне дослідження плазмідної ДНК  (4 години)

Мета – засвоїти методи пробопідготовки та виділення плазмідної ДНК.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; витяжна шафа; термошейкер; вортекс; штативи для пробірок; автоматичні дозатори з наконечниками на 1000 мкл та 200 мкл, мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл, рукавички.

Реактиви: Розчин I (50 мM глюкоза, 25 мM Tris-Cl pH 8.0, 10 мM ЕДТА), Розчин II (0,2 Н NaOH, 1% SDS), Розчин IIІ (на 100 мл: 60 мл 5 M калію ацетату, 11,5 мл льодяної оцтової кислоти, 25,5 мл деіонізованої води), суміш хлороформ:ізоаміловий спирт 24:1, ізопропанол, 70% етанол, ТЕ буфер.
Теоретичні відомості

Всі методи для виділення плазмідної ДНК включають три основні етапи: нагромадження бактеріальної біомаси й ампліфікація плазміди; збір бактерії та її лізис; очистку плазмідної ДНК. 

Лізис клітин. Для руйнування бактерій для подальшого виділення біологічно активної ДНК можна використовувати декілька основних способів: 

- фізичні, зокрема й механічні (які можуть пошкодити ДНК). Для цього застосовують розтирання в ступці з додаванням рідкого азоту або подрібнення в спеціальних гомогенізаторах, зокрема й балістичних або ультразвукових, осмотичний шок тощо;

- хімічні. У багатьох бактерій настає лізис після додавання поверхнево-активних речовин, наприклад, аніонного детергента додецилсульфату (або лаурилсаркозилу). Зокрема, так можна зруйнувати бактерії кишкової групи, пневмококи і гемофільні бактерії. Але додецилсульфат також денатурує білки, тому його домішка в ДНК, яка використовуватиметься для трансформації, заважатиме успіху проведення цього процесу. Під час очищення він повинен бути повністю вилучений з лізата (що і досягається під час подальших стадій);
- ферментативні. Для лізису деяких бактерій спочатку потрібно зруйнувати клітинну стінку і потім застосувати той чи інший детергент. Для руйнування клітинної стінки бактерій найчастіше застосовують лізоцим у концентраціях 50-500 мкг/мл. В результаті утворюються крихкі протопласти, які легко руйнуються детергентами. За великих концентрацій лізоцим може впливати на зв'язок ДНК з цитоплазматичною мембраною і навіть зв'язуватися з ДНК. Крім лізоциму, для цієї самої мети використовують проназу. Проназа сприяє більш повному гідролізу білка і, відповідно, подальшій депротеїнізації ДНК. 
У разі руйнування бактерій в лізаті серед інших ферментів з'являються дезоксирибонуклеази. Якщо їхня дія чимось не блокована, вони можуть зруйнувати ДНК. Зазвичай від них захищаються, додаючи речовини (ЕДТА, цитрат), які зв'язують іони магнію, необхідні для роботи більшості ДНКаз. 

Для депротеїнізації лізату під час виділення ДНК використовують обробку фенолом, який осаджує додецилсульфат і інактивує всі білки, в тому числі і дезоксирибонуклеази. Для інгібування нуклеаз разом з руйнуванням клітинної стінки та цитоплазматичної мембрани застосовують ЕДТА, лізоцим та додецилсульфат (SDS). 

Існують різні методики лізису з метою виділення плазмідної, а не хромосомної ДНК. Оскільки плазмідна ДНК більш стійка, то для виділення невеликих плазмід (до 10  тис. п.н.) в концентрації 2-3 мг/л застосовують лізис кип'ятінням і лізис лугом відрізняються високою ефективністю. Лізис за допомогою SDS порівняно м'який, і їм слід користуватися в разі великих плазмід (≥10 тис.п.н.). 

Очищення ДНК. При виборі методів очищення необхідно враховувати дві основні відмінності між хромосомною і плазмідною ДНК: 1) по-перше, хромосомна ДНК за розміром набагато більше ДНК плазмід, які зазвичай використовують як вектори; 2) хромосомна ДНК під час виділення фрагментується на лінійні молекули, водночас як більшість плазмідної ДНК –  ковалентно замкнуті кільцеві молекули – стійкіші і екстрагуються цілими. 
Тому в процесі очищення застосовують стадію осадження, в результаті  якої з препарату видаляються переважно довгі ланцюги хромосомної ДНК 
E. сoli та залишки клітинних органел. Методики ці базуються на використанні властивостей кільцевої замкнутої ДНК. Кожна з комплементарних ланцюгів плазмідної ДНК є ковалентно замкнутим суперспіралізованим кільцем, тому її ланцюги не роз’єднуються один від одного без розриву за таких умов, за яких відбувається розрив більшості водневих зв'язків в ДНК, наприклад у разі нагрівання або витримки в лужних розчинах (до рН 12,5). Після охолодження або повернення до нейтрального рН замкнуті кільцеві молекули знову приймають нативну конформацию, тоді як хромосона ДНК E. coli залишається денатурованою.
Плазмідна ДНК поводиться відмінно від хромосомної ДНК E. coli під час рівноважного центрифугування в градієнті концентрації хлористого цезію. Для розділення за плавучою густиною до зразку додають інтеркалюючий барвник, наприклад бромистий етидій або дийодистий прорідій. Тоді в зоні з більш високою щільністю після ультрацентрифугування виявляться ковалентно замкнені кільцеві ДНК, тому що цей барвник легше проникне між основами лінійної ДНК і, зв’язавшись з нею, розпушить молекулу, збільшивши її плавучу густину. Цю методику використовують, якщо необхідна висока ступінь очищення плазмідної ДНК. 
Однак у міру розвитку методів роботи із рекомбінантними ДНК для багатьох цілей виявилося необов'язковим проводити очистку великих кількостей плазмідної ДНК до ступеня повної гомогенності зразку. Наприклад, розщеплення ендонуклеазами рестрикції, лігування, трансформація і навіть секвенування ДНК можна проводити, використовуючи малоочищені препарати плазмідної ДНК, отримані з невеликих обсягів культури (близько 10 мл). 
Плазмідну ДНК виділяють з великих обсягів культури лише в тих випадках, коли потрібні значні її кількості (наприклад, в дослідах по гібридизації для відбору специфічних мРНК або у разі позначення полінуклеотидкіназою 5`-кінців фрагментів ДНК. 
Загалом, чим менше плазміда, тим ефективніше її можна розділити з хромосомною ДНК, оскільки її властивості відрізняються від властивостей ДНК господаря. Виділення плазмід, розмір яких перевищує 25 kb, сильно ускладнюється і вихід стає невисоким. Описану методику успішно використовують для виділення різноманітних плазмід з різних штамів бактерій. 
Хід роботи

1. Нагромадити 1,5 мл рідкої бактеріальної культури за 37 °C за струшування 200 об/хв протягом ночі.

2. Відцентрифугувати бактеріальну культуру за 10-12 тис. об/хв протягом 
30 с. Злити всю надосадову рідину.

3. Ресуспендувати осад у 150 мкл холодного розчину І шляхом перемішування. Необхідно впевнитися, що бактеріальний осад повністю однорідно збовтався. 
4. Додати 300 мкл свіжоприготованого розчину ІІ. Обережно перевернути пробірку декілька разів перемішуючи її вміст. 
5. Одразу ж після просвітління додати 225 мкл холодного розчину ІІІ. Ретельно та обережно перемішати протягом 10 с, залишити на льоду на 
3-5 хв. Спостерігати появу білого преципітату. 
6. Відцентрифугувати за 12-15 тис. об/хв 5-10 хв, перенести надосадову рідину у нову пробірку.

7. Додати 400 мкл розчину хлороформ:ізоамілового спирту (24:1) для екстракції білків, інтенсивно перемішати. Відцентрифугувати за 12000 об/хв протягом 2-5 хв.

8. Відібрати 500 мкл верхнього шару рідини, не збовтуючи інтерфазу у нову підписану пробірку. Осадити нуклеїнові кислоти, додаючи 300 мкл ізопропанолу. Добре перемішати. Залишити за кімнатної температури на 
20 хв.

9. Відцентрифугувати за 12-15 тис. об/хв протягом 5-10 хв. Обережно злити надосадову рідину.

10. Промити осад у 1 мл 70 %-вому етанолі, інтенсивно перемішати. Відцентрифугувати за 15000 об/хв протягом 5-10 хв. Дуже обережно і повністю відібрати надосадову рідину. Підсушити осад плазмідної ДНК протягом 
10 хв.

11. Розчинити нуклеїнові кислоти у 20 мкл TE буферу за pH 8.0.

12. 5 мкл отриманої суспензії далі відбираємо для електрофорезу у 0,8 % агарозному гелі або рестрикції. 
Теоретичні відомості та методику електрофоретичного дослідження загальної ДНК описано в лабораторній роботі 3.

Теоретичні відомості та методику рестрикції плазмідної ДНК описано в лабораторній роботі 9.

13. Для довготривалого зберігання залишаємо суспензію за температури 
-20 °C.

Контрольні запитання
1. Типи плазмід бактерій.

2. Використання плазмід як векторів для генетичної трансформації.

3. Основні відміннності у виділенні плазмідної ДНК з грампозитивних та грамнегативних бактерій.
4. Основні відмінності у виділенні плазмідної і хромосомної ДНК.

5. Які основні стадії виділення плазмідної ДНК?  
6. Які процедури виконання роботи відповідають стадіям виділення плазмідної ДНК?

7. Чому для виділення цільової плазміди застосовують «нічну» культуру? Як можна досягти нагромадження цільової плазміди в бактерійній культурі?

8. Навіщо проводити електрофоретичне розділення виділеної плазмідної ДНК?
Лабораторна робота  9. Рестрикція плазмідної ДНК (2 години)

Мета – провести рестрикційний аналіз виділеної плазмідної ДНК.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; термошейкер; штативи для пробірок; автоматичні дозатори з наконечниками на 1000, 200 та 10 мкл, мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл та 0,5 мл, ампліфікатор, рукавички.

Реактиви: деіонізована вода (mQ), 10× буфер BamHI, ендонуклеаза рестрикції BamHI, продукти ампліфікації.
Теоретичні відомості

Рестриктази – це ферменти, що впізнають певні послідовності (сайти рестрикції) в дволанцюговій ДНК і розщеплюють молекулу ДНК в цих сайтах. Їх виділяють переважно з прокаріотичних клітин. Сайт рестрикції може містити від 4 до 8 і більше (рідше) нуклеотидів.

Номенклатура рестриктаз

Номенклатуру рестриктаз було запропоновано Смітом і Натансом у 1973 році, що включає такі пункти:
1. Абревіатура назви кожного ферменту є похідною від бінарної назви мікроорганізму, що містить дану метилазно-рестриктазну систему. Для позначення рестриктаз застосовують велику першу букву роду та дві маленькі букви виду, наприклад  Eco – Escherichia coli, Sal – Streptomyces albus.

2. Для позначення серотипу або штамму додають ще літеру, наприклад, Есо B.

3. За типом рестриктази того самого виду, наприклад,  Haemophilus influenzae, позначають римськими цифрами: Hind II, Hind I, Hind IIІ.

4. Для розрізнення метилазної та рестриктазної системи одного організму метилази позначають літерою М (М Hind III), рестриктази – R (R Hind III.

З відкриттям нових рестриктаз і збігу назв абревіатур декількох ензимів у 1978 році Робертсом було введено доповнення: до перших 2 літер скороченої назви додаєься третя з наступних букв видової назви:
Haemophilus parainfluenzae - Hpa I

Haemophilus parahaemolyticus – Hph

Таблиця 4 – Типи рестриктаз та їх властивості
	Тип рестриктаз
	Властивості

	Тип I
	розщеплюють ДНК випадковим чином поза сайтом впізнавання на випадковій відстані.

	Тип II
	розрізають ДНК в певному місці поблизу або всередині сайту впізнавання, причому сайти можуть бути як симетричними, так і несиметричними. Існує більше 10 підтипів ферментів цього типу, що мають різні сайти впізнавання, сайти розщеплення і вимагають різні кофактори. Найчастіше за все саме ферменти цього класу використовуються для генно-інженерних методів дослідження.

	Тип IIS
	розщеплюють ДНК поза сайтом впізнавання (наприклад, FokI і AlwI), впізнають несиметричні сайти.

	Тип IIM
	впізнають метиловані субстрати (наприклад, DpnI).

	Тип IIP
	впізнають паліндроми (наприклад, HindIII).

	Тип IIG
	мають відразу 2 активності (нуклеазну і метилтрансферазну) на один поліпептидний ланцюг. Розпізнають як симетричні, так і несиметричні сайти (наприклад, AcuI і BcgI).

	Тип III
	розщеплюють ДНК поза сайтом впізнавання і вимагають для розщеплення однієї молекули ДНК два сайти впізнавання протилежної орієнтації.

	Тип IV
	впізнають модифіковану ДНК (метильовану, гідроксиметильовану та ін.) і розщеплюють ДНК не специфічно. Їм необхідні два сайти.

	Ізошізо-мери
	це рестриктази, які мають однакові сайти впізнавання і розрізають їх в однакових місцях, але іноді відрізняються наявністю метильованих нуклеотидних залишків (наприклад, BcoDI, BsmAI і BsoMAI)

	Неошізо-мери

(гетеро-шізомери)
	це ізошізомери з різними сайтами розщеплення (наприклад, SmaI і XmaI).



	Ізокаудо-мери
	розпізнають абсолютно різні послідовності, але утворюють однакові кінці


Системи рестрикції – модифікації типу II включають два окремих ферменти: рестриктуючу ендонуклеазу і модифікуючу метилазу. В молекулярному клонуванні  застосовується багато ензимів рестрикції типу II, які розрізають ДНК усередині або поруч зі своїми сайтами. Сайти рестрикції мають вісь симетрії 2-го порядку. Наприклад, сайт рестрикції для EcoRI містить таку послідовність гексануклеотидів:
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Подібно до багатьох інших ферментів рестрикції, EcoRI вносить розрив не точно по осі симетрії 2-го порядку, а в точках двох ланцюгів ДНК, віддалених один від одного на 4 нуклеотиди:
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В результаті такого розриву утворюються фрагменти ДНК з виступаючими липкими 5'-кінцями. Кожен такий кінець може взаємодіяти з будь-яким іншим кінцем, комплементарних йому. Таким чином, будь-які молекули ДНК, що містять сайти рестрикції, можна поєднувати з іншими молекулами і в результаті отримувати рекомбінантні молекули.

Багато ферментів рестрикції, подібно EcoRI, каталізують розриви, в внаслідок яких утворюються фрагменти ДНК з виступаючими 5'-кінцями; під дією інших (наприклад, PstI) –  з  виступаючими 3'-липкими кінцями, водночас як треті (наприклад, BalI) розрізають ДНК по осі симетрії з утворенням фрагментів з тупими кінцями.
Рестрикція плазмідної ДНК

Активність і кількість ферменту. Кожен препарат ферменту має певну активність. 1 одиниця активності рестриктази повністю гідролізує 1 мкг ДНК фага за 1 год за 37оС. Комерційні препарати зазвичай мають активність 
10-20 од/мкл і вимагають розведення. Гідроліз ДНК здійснюють 2-3-кратним надлишком ферменту, тобто на 1 мкг ДНК беруть 2-3 одиниці. Зберігають рестриктази за -20оС в 50% гліцерині.

Буфери. Абсолютно необхідним кофактором для роботи рестриктази є іони Mg2+. Буферну ємність з потрібним значенням показника pH забезпечує Тris-HCl. β-меркаптоетанол або дитіотрейтол стабілізує фермент. Розрізняють високосолевий (100мМ NaCl), средньосолевий (50мМ NaCl) і низькосольовий (без NaCl) буфери. Фірми-постачальники разом з ферментом продають і необхідний буфер в концентрованому вигляді.
Об’єм реакційної суміші. Зручно проводити рестрикцію в об’ємі 
20-50 мкл, коли розчин ДНК, 10× буфер і фермент змішують в пробірці і доводять до кінцевого об’єму бідистильованою або деіонізованою водою. Для ферментативних реакцій завжди беруть високоочищену воду.

Таблиця 5 – Підбір буфера для одночасної обробки двома рестриктазами (визначається за даними каталогами фірм виробників)
	Рестриктаза
	Ефективність рестрикції в буферах виробництва «Сибензим»
	Ефективність рестрикції в буферах виробництва «NEB»

	BamHI
	Buffer B 25-50%

Buffer G 100%

Buffer O 75-100%

Buffer W 75-100%

Buffer Y 25-50%
	Buffer 1 75%

Buffer 2 100%

Buffer 3 100%

Buffer 4 100%

	HindIII
	Buffer B 10-25%

Buffer G 25-50%

Buffer O 0-10%

Buffer W 100%

Buffer Y 0-10%
	Buffer 1 50%

Buffer 2 100%

Buffer 3 10%

Buffer 4 50%


Температура і час інкубації. Більшість ферментів працюють за 37 оС (крім ферментів з термофільних бактерій). За кімнатної температури швидкість роботи суттєво знижується. Більш тривала, ніж 1 год, інкубація буває необхідною, якщо гідроліз з якихось причин пройшов не в повному обсязі. У разі неповної рестрикції на електрофореграмі буде видно смужки ДНК, що відповідають смужкам нерозрізаного контролю.

Хід роботи

1. Розморозити, перемішати та скинути на центрифузі основні компоненти рестрикційної суміші (крім ендонуклеази рестрикції BamHI!!!) та отримані на попередній роботі продукти ампліфікації.

2. Підготовувати пробірку на 1,7 мл для приготування МasterMix.

3. Розрахувати кількість компонентів для приготування MasterMix за формулою:
N = n (кількість зразків) + 1 Extra
4. Внести в таблицю необхідну кількість компонентів для приготування MasterMix (ММ).
Таблиця 6 – Склад реакційної суміші
	Складова
	Кількість реакцій

	
	1
	__х MM

	mQ вода, мкл
	
	

	10× буфер BamHI, мкл
	2,0
	

	BamHI ендонуклеаза рестрикції, мкл 
	0,5
	

	Плазмідна ДНК, мкл
	
	

	Об’єм, мкл
	20,0
	


5. Приготувати MasterMix з перших 3 компонентів реакції. Перемішати, скинути на центрифузі. Уникати утворення бульбашок.

6. Підготувати та підписати пробірки на 0,5 мл для реакції. 

7. Внести в кожну пробірку по ___ мкл суміш та додати в кожну пробірку по ___ мкл продуктів ПЛР реакції. 

8. Ввімкнути термоциклер. 

9. Обрати параметри рестрикції, специфічні для досліджуваної рестриктази.

Програма рестрикції:
1) t=37 °C, 01:00 год 

2) t=22 °C, 01:00 хв

 - end
10. Поставити пробірки у прилад та запустити програму.

11. Після завершення реакції витягти пробірки та використовувати суміш для проведення гель-електрофорезу. 
Контрольні запитання
1. Ендонуклеази рестрикції (рестриктази): основні характеристики і принципи номенклатури.

2. Стабільність ферментів. Умови зберігання і підготовки до використання.

3. Фрагмент рестрикції. Величина фрагмента рестрикції.
4. Прокоментуйте режими рестрикції.

5. Навіщо після рестрикції проводити електрофорез?
6. Що означають смужки, які збігають з контролем і як цьому запобігти?

7. Навіщо застосовувати та підбирати буфери для проведення рестрикції?
Лабораторна робота  10. Полімеразна ланцюгова реакція в реальному часі для ампліфікації генетичних послідовностей (4 години)

Мета – освоїти основні принципи, які лежать в основі специфічної ампліфікації генів в реальному часі.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 rpm; термошейкер; штативи для пробірок; автоматичні дозатори з носиками на 1000, 200 та 10 мкл, мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл та 0,2 мл, ампліфікатор, ємність для льоду, лід, рукавички.

Реактиви: деіонізована вода (mQ), 10× реакційний буфер, 2 мM дНТФ, специфічні олігонуклеотиди 10 мкМ, 5 од/мкл Hot-Start полімераза, Sybr Green, ТЕ буфер, зразки загальної ДНК 30 нг/мкл.

Теоретичні відомості

Технічну базу для проведення ПЛР «в реальному часі» можна охарактеризувати як звичайний ампліфікатор ДНК, поєднаний з детектором флуоресценції, який дає змогу проводити вимірювання в реакційному обсязі безпосередньо в ході ПЛР. Така комбінація отримала назву детектувального ампліфікатора. Загальну схему типового детектувального ампліфікатора зображено на рисунку 3.
Оптична частина детектувальних ампліфікаторів. Спектральні характеристики барвників і оптичної системи. На цей час в тест-системах для ПЛР «в реальному часі» використовують флуоресцентні барвники зі спектром поглинання і випромінювання у всьому видимому діапазоні, а також у «ближній» ультрафіолетовій та інфрачервоній областях. Оскільки для вирішення більшості завдань досліднику необхідно використовувати одночасно кілька каналів вимірювання флуоресценції, важливим є підбір правильної комбінації флуорофорів з точки зору їх спектральних характеристик. 
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Рисунок 3 – Схема організації детектувального ампліфікатора: 
1 – пробірки; 2 – термоелектричні (ТЕ) модулі (елементи Пельтьє); 3 – радіатор; 4 – дзеркало; 5 – джерело світла збудження флуоресценції; 6 – світлофільтр джерела збудження; 7 – детектор випромінювання флуоресценціі; 
8 – світлофільтр детектора; 9 – світловий потік від флуорисценції; 
10 – світловий потік збудження; 11 – сумарний світловий потік; 
12 – спектродільник.

Оптична фільтрація і схеми транспортування світла. Внаслідок відносно невисокої концентрації флуорофора в реакційній суміші величина сигналу флуоресценції складає досить невелику частку від інтенсивності збуджувального світла. Ще менша величина відбитого від стінок пробірки і лунки світла, який досягне каналу детекції ампліфікатора. У всіх пристроях, які випускаються серійно, завдання відсікання збуджувального світла (щоб воно не потрапляло в детектор приладу) вирішується за допомогою оптичних інтерференційних фільтрів. 
Перший фільтр встановлений між джерелом збудження і пробірками з реакційною сумішшю. Він обмежує спектр збудження, блокуючи проходження довжин хвиль, близьких до області випускання флуорофора (при використанні лазерних джерел цей фільтр може бути відсутнім). Другий фільтр встановлений між пробірками і детектором. Він не пропускає відбите світло збудження і виключає «нецільові» діапазони довжин хвиль.

В оптичних блоках сучасних детектувальних ампліфікаторів використовують різні (за принципом дії) джерела світла – лазери, лампи, світлодіоди. Кожен тип джерела світла має свої переваги і недоліки, і, відповідно, використовується в різних за компонуванням оптичних схемах.

Детектори світла – ФЕП (фотоелектронні помножувачі), фотодіоди, ПЗЗ-матриці (прилади із зарядним зв'язком). До особливостей роботи оптоелектронних перетворювачів детектувальних ампліфікаторов відносять невелику величину світлового потоку і обмежений час вимірювання (особливо в разі мультиплексної ПЛР). 

Візуалізація накопичення ДНК під час проведення ПЛР

Всі існуючі в даний час системи реєстрації накопичення продуктів ПЛР безпосередньо під час реакції засновані на вимірюванні флуоресценції реакційної суміші. Причому системи «проявлення» ДНК розроблені так, щоб інтенсивність флуоресценції була пропорційна кількості напрацьованої в ході реакції ДНК.

За законом випромінювання здатних до флуоресценції молекул (флуорофорів) відбувається на більшій довжині хвилі, ніж було поглинене. Довжини хвиль поглинання і випромінювання, а також кількість поглиненого і випроміненого світла є характеристикою кожного з флуорофорів і можуть істотно відрізнятися для різних сполук (що дає змогу незалежно детектувати відразу кілька флуорофорів в суміші).

Поглинання світла флуорофором переводить електрони окремих атомів цієї хімічної сполуки на більш високі енергетичні рівні (збудження), на якому вони перебувають близько 10-8 с. 
Після цього флуорофор знову переходить в нормальний стан, випускаючи при цьому фотон. Оскільки частина енергії порушеного електрона розсіюється у вигляді тепла, довжина хвилі, яку формує фотон завжди нижче довжини хвилі поглиненого (різниця довжин хвиль поглиненого і випромінюючого фотонів називається зсувом Стокса) (рис. 4).

Таким чином, процес флуоресценції складається з багатократно повторюваних циклів поглинання-випускання фотонів і, врешті-решт, призводить до руйнування флуорофора (фотознебарвлення).
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Рисунок 4. Зсув Стокса: 1 – поглинання; 2 – флуоресценція; 3 – процес коливальної релаксації

Флуорофори

Більшість флуоресцентних сполук, які використовуються в ПЛР «в реальному часі», являють собою гетероциклічні або поліароматичні вуглеводні. Придатність того чи іншого флуорофора для цілей ПЛР залежить, в першу чергу, від ефективності поглинання і випускання фотонів, а також від здатності до повторення циклів поглинання-випускання (числа циклів до фотознебарвлення).

За принципом використання в ПЛР «в реальному часі» флуорофори можна розділити на дві групи – дуплекс-специфічні інтеркалюючі барвники і барвники для мічення олігонуклеотидів. 
Перша група флуорофорів характеризується здатністю істотно змінювати квантовий вихід (відношення числа випущених фотонів до числа фотонів, поглинутих флуорофором) після зв'язування з дволанцюговою молекулою ДНК або РНК. До них відносяться такі сполуки, як бромистий етидій, сайбргрін (SYBR Green), сайбрголд (SYBR Gold) та інші. На цей час такі флуорофори використовують або для неспецифічного фарбування ДНК, або для реєстрації моменту гібрідизації міченого синтетичного олигонуклеотида і ампліфікованої ДНК. Останнім часом для цих цілей особливо популярно використання так званих пептидних нуклеїнових кислот (peptide nucleic acids, PNA).

Іншу групу флуорофорів складають сполуки, квантовий вихід яких не залежить від утворення комплексу з ДНК і які зручно приєднувати до синтетичних олігонуклеотидів в процесі синтезу праймерів або проб (головною відмінністю проби від праймера є блокування кінця проби від подовження ДНК-полімеразою).

Оскільки інтенсивність флуоресценції барвників, які використовуються для мічення олігонуклеотидів, практично не залежить від зв'язування з ДНК, для визначення моменту «спрацьовування» флуоресцентно-міченого олігонуклеотида використовують один з двох підходів: перенос енергії репортерного (донорного) флуорофора на інший (акцепторний) флуорофор з більш довгохвильовим спектром випускання («флуоресцентний гасник») або перенесення енергії на «темновий гасник» флуоресценціі (сполука, яка ефективно знижує інтенсивність флуоресценції барвника і розсіює енергію в тепло).

Часто перед дослідником постає питання про те, яку комбінацію флуорофорів використовувати для незалежного реєстрування накопичення відразу декількох продуктів ПЛР в одній пробірці (наприклад, при проведенні мультиплексної ПЛР). 
В цьому випадку принциповою є мінімізація перекривання спектрів поглинання і випромінювання різних флуорофорів з метою запобігання перехрещення окремих каналів реєстрації флуоресценції. Як правило, виробники детектувальних ампліфікаторів рекомендують певний набір флуорофорів, які оптимально підходять до встановлених в приладі фільтрів. 

Гасники флуоресценції

Говорячи про взаємодію різних флуоресцентних сполук, під гасінням (quenching) зазвичай розуміють будь-який процес, що веде до зменшення квантового виходу даного процесу флуоресценції. Сполуки, які впливають на флуоресценцію інших сполук, називають гасниками (quenchers). Гасники використовують в разі неінтеркалюючих барвників, будуючи систему олігонуклеотідов так, щоб зняття гасіння (поява флуоресценції) відповідало утворенню ДНК в ході ПЛР. 

Всі гасники можна розділити на дві групи – флуоресцентні і темнові. Флуоресцентні барвники, одночасно зі здатністю знижувати квантовий вихід флуорофора, самі є гарними флуорофорами, які реалізують поглинену в ході гасіння енергію в світло. Темнові гасники реалізують поглинену енергію іншими способами, як правило, розсіюючи її у вигляді тепла.

Хід роботи

1. Приготувати лід.

2. Розморозити, перемішати та скинути на центрифузі основні компоненти полімеразної ланцюгової реакції (крім Hot Start ДНК-полімерази!!!) та препарати загальної ДНК 30 нг/мкл. Перенести компоненти та ДНК на лід.

3. Підготовувати пробірку на 1,7 мл для приготування МasterMix.

4. Розрахувати кількість компонентів для приготування MasterMix за формулою:
N = n (кількість зразків) + n (кількість контролів) + 1 Extra

5. Для контролів використовувати надані зразки ДНК (позитивний контроль ДНК) та ТЕ (негативний контроль.)

6. Внести в таблицю необхідну кількість компонентів для приготування MasterMix.
Таблиця 7 – Склад реакційної суміші
	Складова
	Кількість реакцій

	
	1 (20 мкл)
	___

	mQ вода, мкл
	___
	

	10× реакційний буфер B1, мкл
	2,0
	

	2 мM дНТФ, мкл
	2,0
	

	10 мкM F1, мкл
	0,5
	

	10 мкM R1, мкл
	0,5
	

	25мМ MgCl2
	1,6
	

	Sybr Green
	2,0
	

	5 од/мкл, Hot Start ДНК полімераза, мкл 
	0,4
	

	30 нг/мкл загальної ДНК
	3,0
	

	Об’єм, мкл
	20,0
	


7. Приготувати MasterMix з перших 8 компонентів реакції. Перемішати, скинути на центрифузі, поставити на лід. Уникати утворення бульбашок.

8. Підготувати та підписати 0,2 мл пробірки для реакції. 

9. Внести в кожну пробірку по 19 мкл суміш та додати в кожну пробірку по 1 мкл загальної ДНК 30 нг/мкл. В одну пробірку як негативний контроль внести замість загальної ДНК ТЕ буфер. 

10. Ввімкнути прилад для ампліфікації. 

11. Обрати параметри реакції, специфічні для досліджуваного гену.

Програма ампліфікації.

1) T=94 °C, 04:00 хв 

2) T=94 °C, 00:30 хв 

3) T=58 °С, 00:30 хв 

4) T=72 °С, 00:20 хв 

5) GO TO 2 REP 40
12. Поставити пробірки у прилад та запустити програму.

13. Проаналізувати отримані графіки флуоресценції.

Контрольні запитання
1. Специфічні і неспецифічні системи детекції в режимі ПЛР в реальному часі.

2. Використання ПЛР в режимі реального часу в різних наукових напрямках досліджень.

3. Кількісна ПЛР в режимі реального часу.

4. Особливості підготовки препаратів нуклеїнових кислот для ПЛР в режимі реального часу.
5. Принцип дії флуорофорів за зв’язуванням з ДНК.

6. Принцип дії гасників флуорофорів.
Рекомендована література

1. Глик Б., Пастернак Дж. Молекулярная биотехнология. Принципы и применение. – М.: Мир, 2002. – 589 с.
2. Албертс Б., Брей Д., Льюис Дж. и др. Молекулярная биология клетки. В 3-х т. – М.: Мир, 1994.

3. Анализ генома. Методы / Под ред. К. Дейвиса. – М.: Мир, 1990. – 246 с.

4. Льюин Б. Гены. – М.: Мир, 1987.  – 544 с.

5. Пирузян Э. С., Андрианов В. М. Плазмиды агробактерий и генная инженерия растений. – М.: Наука, 1985. – 280 с.

6. Сингер М., Берг П. Гены и геномы. В 2-х т. – М.: Мир, 1998.
7. Томилин Н. В., Глебов О. К. Генетическая трансформация клеток млекопитающих // Молекулярные и клеточные аспекты биотехнологии. – 1986. –Л.: Наука. – С. 62-82.
8. Анализ генома. Методы / Под ред. К. Дейвиса. – М.: Мир, 1990. – 246 с.

9. Маниатис Т., Фрич Э., Сэмбрук Дж. Методы генетической инженерии. Молекулярное клонирование. – М.: Мир,1984. 

10. Aaij C., Borst P. The gel electrophoresis of DNA // Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Nucleic Acids and Protein Synthesis, 1972. – 269(2). – Р. 192-200. 
11. Fisher M.P., Dingman C.W. 1971. Role of molecular conformation in determining the electrophoreties of polynucleotids in agaroseacrylamide composite gels // Biochemistry. – 1971, 10(10). – Р. 1895-1899. 

12. Holmes D.S., Quigley M. A rapid boiling method for the preparation of bacterial plasmids // Analytical biochemistry. – 1981, 114(1). – Р. 193-197.
13. Дурбин Р., Эдди Ш., Крог А., Митчисон Г. Анализ биологических последовательностей. – Ижевск: РХД, 2006. – 480 с.

14. Сиволоб А.В. Молекулярна біологія: Підручник – К.: ВПЦ «Київський університет» – 2008. – 384 с.

15. Остерман Л.А. Методы исследования белков и нуклеиновых кислот: Электрофорез и ультрацентрифугирование (практическое пособие). – М.: Наука, 1981. – 288 c. 

16. Остерман Л.А. Методы исследования белков и нуклеиновых кислот. – М.: МЦНМО, 2002. – 266 c.

17. Агол В.И. и др. Молекулярная биология. Структура и биосинтез нуклеиновых кислот /  Под ред. А.С. Спирина. – М.: Высшая школа, 1990. – 
352 с.
18. Мартиненко О.І. Методи молекулярної біотехнології: Лабораторний практикум / За наук. ред. чл.-кор. НАН України, проф. Д.М.Говоруна. – К.: Академперіодика, 2010. – 232 с.















5

