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У практикумі з молекулярної біології описані методи, розроблені й випробувані в різних лабораторіях світу. Ці методи ретельно перевірені й успішно використаються в різних лабораторіях. 
У тексті ми намагалися по можливості вказати, хто саме розробив ту або іншу методику. Перед кожним новим методичним розділом є короткий вступ, який дозволяє студентам одержати основні дані про предмет. Потім дається опис самої методики. Окремо наводяться рецепти розчинів необхідних для цієї методики. 
Більшість методик складається з безлічі окремих етапів, щоб упоратися з усіма труднощами, потрібно добре розуміти ті принципи, які лежать в основі кожної методики. Ми наводимо необхідну для цього інформацію й посилання, які можуть виявитися корисними у випадку ускладнень.
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Лабораторна робота № 1. Трансформація бактерій е. coli плазмідною ДНК

Література:

Прозоров А.А. Трансформація в бактерій. Москва. «Наука». 1988

Плазмідні вектори вводять у реципієнтні клітини методом генетичної трансформації, тобто шляхом переносу за допомогою ізольованої ДНК. Ефективність трансформації бактерій залежить від їхньої здатності пропускати ДНК через клітинну стінку. Для деяких видів бактерій, наприклад Bacillus subtilis, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, трансформація є природною. Такі клітини, як клітини E. coli, гідролізують лінійну трансформуючу ДНК. Тому їхня трансформація відбувається тільки в штамів recBC sbcВ, оскільки в них порушена система деградації ДНК.

Бактеріальні клітини, що втратили свою стінку частково (сферопласти) або повністю (протопласти), але зберегли цитоплазматичну мембрану, також можна використати для трансформації. Однак у грам-негативних бактерій цей метод не отримав поширення через складність будови клітинної стінки.

Бактеріальні клітини, здатні до трансформації й трансфекції, називаються компетентними. Культуру, що містить такі клітини, називають культурою в стадії компетентності. Хоча успішне завершення трансформації й трансфекції залежить від виконання багатьох стадій, компетентність у більшості робіт прийнято пов’язувати з початковими етапами – адсорбцією й поглинанням ДНК клітиною.

Трансформація E. coli за допомогою плазмідної і бактеріальної ДНК відрізняється деякими особливостями адсорбції й поглинання ДНК у порівнянні із трансформацією в інших бактерій і може відбуватися тільки в лабораторних умовах. Мабуть, ДНК, яка трансформує при цьому на початкових стадіях, зазнає набагато менших змін, ніж у тих бактерій, для яких трансформація є природним процесом; вона майже не фрагментується й не утворює одноланцюгових молекул. Однак усередині клітини лінійна ДНК, яка потрапила в неї, значною мірою руйнується АТФ-залежною ДНК-азою. Цим, напевно, пояснюється та обставина, що трансформація за допомогою хромосомної ДНК успішно проходить лише в клітинах, позбавлених цього ферменту (recBC sbcВ). Крім того, у таких клітинах відсутня й активність екзонуклеази I. Таке сполучення мутацій повертає клітині здатність до рекомбінації. Вважається, що рекомбінація при цьому йде за рахунок інших механізмів, ніж у клітинах вихідного генотипу, – по так званому шляху recF. Використовують також інший клас мутантів – recBC sbcA. У них також відсутня активність АТФ-залежної ДНК-ази, але з’являється активність іншої екзонуклеази – так званої екзонуклеази VIII. Конкретні молекулярні механізми рекомбінації тут знов-таки не з’ясовані; шлях, по якому в мутанта recBC sbcA іде рекомбінація, називається шляхом recE.

Як реципієнтні клітини у більшості випадків використовують штами С600hsdR-hsdМ- і HB101hsdR-endArecА-. Мутація hsd, блокуючи клітинну систему рестрикції, захищає тим самим фрагменти які  клонуються від дії рестриктази EcoК. Мутації endА- і RecА- запобігають розщепленню ДНК яка трансформується клітинними нуклеазами.

Після проникнення ДНК (інфекційної фагової або плазмідної) у клітину відсутнє наступне перетворення цієї ДНК на хромосому.

Як суперскручена, так і релаксована плазмідна ДНК трансформувала клітини із приблизно однаковою ефективністю. ДНК великих плазмід мала гіршу здатність до трансформації, ніж ДНК дрібних плазмід. Одночасне додавання до клітин будь-який інших ДНК знижувало вихід трансформантів незалежно від походження конкуруючої ДНК й її розмірів. Якщо для трансформації брали мономерну лінійну ДНК плазміду pBR322, попередньо перетворену в лінійну, то кількість трансформантів у порівнянні із суперскрученою формою в клітинах штаму з непорушеною здатністю до рекомбінації падало в 100 – 1000 разів. Якщо в ролі реципієнтів були взяті мутанти recА, recBC й recА, то кількість трансформантів за допомогою суперскрученої ДНК залишалося без зміни, а ефективність трансформації за допомогою лінійної ДНК зменшувалося ще більше, ніж у клітинах вихідного генотипу (додатково в 10 – 40 разів). Ймовірно, у клітини кишкової групи бактерій, що стали компетентними після обробки хлористим кальцієм, може проникати кільцева плазмідна ДНК, не зазнаючи розривів (на відміну від грампозитивних мікроорганізмів). Якщо ж ДНК штучно перетворювали в лінійну, то вона з достатньою низькою частотою рециркуляризувалась у клітині (як у бацил, пневмококів і стрептококів). При цьому перетворення лінійної форми в кільцеву відбувалося за рахунок внутрішньо-молекулярної рекомбінації між прямими повторами. Цей процес потребував рекомбінаційних систем клітини (зокрема, у наявності АТФ-залежної ДНК-ази, утворення якої в кишкової палички детермінується генами recBC) і був полегшений у димерних форм плазмід.

Застосування так званих tonВ-мутантів, у яких змінена структура клітинної стінки, на додаток до мутацій recBC sbcAB дозволяє підвищити частоту утворення трансформантів.

Культура кишкової палички має різну здатність до трансформації після обробки хлористим кальцієм у різні періоди росту. На самому початку й кінці росту культури трансформантів майже не виникає. Найбільше їхнє число утвориться, якщо беруть клітини в середині-початку логарифмічної фази росту. Цікаво, що саме на цей період припадає максимальне зниження числа життєздатних клітин після відповідних обробок. Тоді ж спостерігається найбільше «витікання» ферментів, розташованих у периплазматичному просторі, із клітин у зовнішнє середовище. Таким чином, в E. coli є стадія росту, в яку може повідомлятися компетентність при трансформації, і в цей період клітини найбільш «тендітні». Оптимальне значення рН для трансформації при кальцієвій методиці дорівнює 7-8.

Насичуючі концентрації ДНК при трансформації кишкової палички трохи вищі, ніж у більшості мікроорганізмів – близько 10 мкг/мл. Залежність кількості трансформантів від концентрації ДНК, при ненасичуючих концентраціях, близька до лінійної. Судячи із частоти появи трансформантів, число компетентних клітин у культурі при кальцієвій методиці становить лише незначну частину популяції.

На відміну від інших бактеріальних видів у кишкової палички оптимальна величина фрагментів ДНК, які трансформуються обмежена не тільки нижніми, але й верхніми межами. Найбільше трансформантів утвориться, якщо використати ДНК із молекулярною масою 10 – 30 мегадальтон.

Є непрямі дані, що свідчать про те, що трансформуюча ДНК кишкової палички проникає в клітину у дволанцюговому стані й надалі не утворює одноланцюгових структур.

Трансформація за допомогою плазмідної ДНК може здійснюватися й за допомогою методу заморожування-відтавання клітин. Ефективність трансформації була не нижча, ніж при кальцієвому методі. Методика зводиться до нетривалого заморожування бактеріальних клітин разом із ДНК при – 70º С і наступному відтаванню при 37º С. Поглинання ДНК відбувається дуже швидко. У момент відтавання, менш, ніж за хвилину; обробка ДНК-азою відталої суспензії не перешкоджає трансформації. Судячи зі швидкості поглинання ДНК тут відбувається поглинання ДНК не протопластоподібними структурами, а інтактними клітинами.

При кальцієвій методиці застосовується комбінація таких впливів як витримування клітин на холоді і їхня обробка хлористим кальцієм. Хлористий кальцій може бути замінений хлористим барієм і хлористим рубідієм. Інкубація при 37º С обов’язкова для генетичної трансформації. Іони кальцію діють лише при 37º С, тобто на заключних етапах обробки клітин.

Механізми проникнення ДНК сильно відрізняються залежно від застосування тієї або іншої методики і є мало вивченими.

У випадку виникнення компетентності при заморожуванні-відтаванні клітин E. coli ДНК поглинають не протопласти, а інтактні клітини, у яких через відповідну обробку різко змінюється проникність для макромолекул. Сам молекулярний механізм такого поглинання невідомий.

Існують різні гіпотези про роль хлористого кальцію при застосуванні кальцієвого способу одержання компетентних клітин E. coli. Іонам кальцію приписувалась певна роль у нейтралізації негативних зарядів клітинної поверхні, що може сприяти адсорбції також негативно заряджених макромолекул ДНК. Припускали, що хлористий кальцій може денатурувати якісь білки на поверхні клітини, що також сприяє адсорбції й проникненню ДНК у клітину, або діяти на ліпіди клітинної стінки. Є припущення про активацію ним ферментів-фосфоліпаз, що впливають на проникність, або гіпотетичних ферментів E. Coli, що беруть участь в активному транспорті ДНК. У всякому разі, ця обробка скорочує число життєздатних клітин, можливо, ушкоджуючи їхні клітинні стінки; є зворотна залежність між виживанням клітин і частотою генетичної трансформації після кальцієвої обробки.

Головний етап у молекулярному клонуванні – введення рекомбінантної ДНК у бактеріальні клітини. В основі більшості методів бактеріальної трансформації лежить спостереження, відповідно до якого обробка бактерій хлористим кальцієм збільшує ефективність поглинання ними молекул ДНК. Вихід трансформантів у більшості випадків становить 105–108 на 1 мкг інтактної ДНК бактерії. Модифікаціями основного методу намагалися збільшити ефективність трансформації в різних штамів бактерій. Можна підібрати умови, у яких штами бактерій при відтворені дають 107–108 трансформантів на 1 мкг інтактної ДНК. Варто враховувати, що компетентна, тобто, здатна поглинати плазмідну ДНК, тільки невелика фракція клітин (у трансформації бере участь лише 1 з 10000 молекул ДНК). Після проникнення в бактерію відбувається реплікація плазмідної ДНК і починається експресія маркерів стійкості до лікарських препаратів, у результаті чого трансформанти набувають стійкості до антибіотика.

Бактерії здатні поглинати ДНК протягом короткого періоду часу, але в результаті утримування з агентами, що підвищують ефективність трансформації, більшість бактеріальних штамів набуває здатності зберігати стан компетентності протягом 1–2 днів. Компетентні клітини можна приготувати в великих кількостях, перевірити й зберігати замороженими.

Швидкий метод трансформації бактерій E. coli

Середовище LB:

1 % триптону
0.5  % дріжджового екстракту 
1 % NaCl 
на 100 мл:

1 г триптону
0.5 г дрож. екстракту

1 м NaCl

Розчин SST :

MgCl2 – 50 mM
KCl – 100 mM

PEG3000 – 10%

DMSO – 5%

1. Приготуйте 3 моль нічної культури (LB, 370С).

2. Внесіть 30 мкл нічної культури в 3 моль середовища LB. Вирощуйте клітини при 37º С при інтенсивному перемішуванні до концентрації 5х10 кл/мл. Як правило, це займає 1,5 – 2 години. Для штаму ТG1 потрібна концентрація відповідає коефіцієнту OD550 = 0,6 для ХL1 - ОD550 = 0,4.

3. Осадіть клітини центрифугуванням (4000 об/хв, 1 хв).

4. Ресуспендуйте клітини в 300 мкл буфера SSТ.

5. Додайте до 100 мкл компетентної культури 10 мкл розчину ДНК. (Три рази піпетувати.)

6. Витримаєте в льоді 3 – 5 хв.

7. Перенесіть проби в термостат (42º С, 40 сек).

8. Посійте по 50 мкл культури на селективні чашки (LB+Amр (100 мкг/мл)).

9. Інкубуйте добу при 37º С.

Лабораторна робота № 2. Трансформація дріжджів saccharomyces cerevisiae плазмідною днк
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ДНК дуже легко ввести в клітини дріжджів. Для цього ферментативним способом видаляють целюлозну клітинну стінку й одержують так звані «сферопласти». Сферопласти потім інкубують із ДНК, CaCl2 і полімерним спиртом (наприклад, поліетиленгліколем), що робить мембрану проникною й створює тим самим можливість для проникнення ДНК у клітини. Після цього сферопласти інкубують у середовищі, що містить агар, де вони відновлюють клітинну стінку. Ефективність трансформації при цьому становить 2×105/g.
Трансформація за допомогою ацетату літію (СН3СООLi) уперше була запропонована в 1983 році (Ito et al., 1983), у наступні роки в результаті модифікацій був зменшений час процедури й збільшена ефективність більш ніж у 20 разів (Gietz et al., 1992; 1992). Ця методика проста й дає до 2,2×107 трансформантів/g плазмідної ДНК і до 1.5% трансформованих клітин. Хоча літієва методика трансформації широко використовується, дуже мало відомо про механізм трансформації. Відомо, що трансформація стимулюється агентами, що змінюють пористість клітинної стінки, наприклад, Li+, протеазами й -меркаптоетанолом. Показано, що з них найбільш ефективним агентом є СН3СООLi. Для високої ефективності трансформації важливою є присутність у реакції молекул одноланцюгового ДНК-носія. Хоча вихід трансформантів пропорційний середньому розміру фрагментів ДНК-носія, використовують УЗ-обробку для зменшення довжини до достатньої для запобігання утворенню гелю денатурованим носієм при заморожуванні ДНК. Додавання PEG до суміші клітин, носія й плазмідної ДНК необхідна для проходження трансформації. PEG концентрує молекули ДНК носія й плазмід на поверхні клітини. Показано, що важливо молекулярну масу PEG: PEG 2000 й PEG 3350 найбільш ефективні, критична концентрація PEG у трансформаційній суміші. Тепловий шок при 42ºС протягом 15 – 20 хвилин значно збільшує рівень трансформації для більшості штамів дріжджів. Показано, що при завершенні всієї процедури життєздатність клітин (plating efficiency) становить більше 50%.

Спостерігається майже лінійне збільшення числа трансформантів в області від 1 ng до 5 g плазмідної ДНК у реакційній суміші.

Як Днк-носій використовують ДНК зі сперми лосося (Salmon sperm) або тимуса теляти (Calf thymus). Додавання нативної ДНК зі сперми лосося дає 20-кратне збільшення, а з тимуса теляти – 200-кратне збільшення (Табл. 1). 
Таблиця 1.
Вплив способу обробки ДНК-носія на ефективність трансформації
	Носій
	Умови обробки
	Число трансформантів g пл ДНК
	Збільшення

ефективності

трансформації

	-
	-
	37
	1х

	Salm. sp.
	ультразвук
	739
	20х

	Salm.sp.
	ультразвук, кип’ятіння
	67 000
	1 810х

	Calf thymus
	Ультразвук
	7900
	213х

	Calf thymus
	ультразвук, кип’ятіння
	37 000
	1 000х


Фрагментація ультразвуком молекул ДНК-носія підвищує ефективність трансформації. Кип’ятіння й подальше заморожування ще підвищують ефективність трансформації. Не оброблена УЗ ДНК зі сперми лосося дає ефективність трансформації 4,6×104 на g  плазмідної ДНК. Аналіз фрагментів ДНК в агарозному гелі показав, що ефективність трансформації досягає піку, 5,5×104 на g плазмідної ДНК, якщо при ультразвуковій обробці одержують фрагменти в області від 15 до 2 kb, середня довжина фрагмента близько 7 kb. Подальше зменшення розміру фрагментів ДНК до 500 bp знижує ефективність трансформації до 1,9×104 трансформантів на g плазмідної ДНК.

Процедуру трансформації можна оптимізувати змінюючи кількість ДНК-носія, тривалість теплового шоку й кількість трансформуючого вектора. В табл. 2 показаний вплив кількості носія на частоту трансформантів.

Таблиця 2.

Вплив різної кількості ДНК-носія, обробленого кип’ятінням, на ефективність трансформації
	Кількість ДНК-носія
(Salmon sperm)
	Число трансформантів  плазмідної ДНК
	Кратність збільшення

	0

10 mg

50 mg

100 mg

200 mg

500 mg
	37

720

29 700

37 000

42 500

28 000
	1х

20х

803х

1 000х

1 149х

757х


Пік ефективності трансформації спостерігається при додаванні 200 одноланцюгових молекул ДНК-носія.

Експерименти показали, що тривалість інкубації при 42º С перед посівом на чашки із селективним середовищем впливає на число трансформантів. Застосування теплового шоку збільшує ефективність трансформації в 8 разів, пік спостерігається при 15 хв витримуванні (табл. 3). 
Таблиця 3.
Вплив часу інкубації при 42оС (тепловий шок) на ефективність трансформації
	Час  інкубації при 42оС
	Число трансформантів/ g плазмідної ДНК
	Кратність збільшеня

	0

2,5 хв

5 хв

10 хв

15 хв

20 хв

10 хв/10 лід
	12 900

31 600

56 900

94 400

107 000

100 000

78 000
	1х

2.5х

4.4х

7.3х

8.3х

7.8х

6.1х


Таким чином, оптимальна реакційна суміш: 200 мл суспензії клітин (1×108 клітин) + 20 мл ДНК (5 мг плДНК + 100 мг ДНК-носія).
ДНК, яка трансформується може зберігатися в дріжджових клітинах або шляхом інтеграції із хромосомою, або шляхом автономної реплікації у вигляді епісоми. Доля введеної в клітини ДНК визначається присутністю або відсутністю в ній елементів автономної реплікації (ЕАР). Високоефективна епісомна трансформація досягається включенням у кільцеву плазміду сегмента ДНК, що містить точку початку реплікації, що обумовлює незалежну реплікацію епісоми в дріжджових клітинах. Включення в плазміду ЕАР у багатьох випадках дозволяє довести ефективність трансформації популяції сферопластів дріжджів до 1%.

Послідовності ЕАР були виділені з ендогенної дріжджової плазміди (2µ-кільця) і із клонованих сегментів дріжджової хромосоми. Вони складаються, принаймні, з 60 нуклеотидних пар, збагачені АТ парами й містять канонічну послідовність АААС/ТАТААА. Цікаво, що в якості ЕАР у дріжджових плазмідах функціонують також певні клоновані сегменти ДНК кукурудзи, дрозофіли й інших організмів. У всіх випадках послідовності служать сигналом для екстрахромосомної реплікації ДНК, введеної в дріжджові клітини, однак поки немає чітких доказів того, що вони ініціюють реплікацію хромосомної ДНК у дріжджів або інших організмів. Тому присутність таких послідовностей у хромосомах безлічі різноманітних видів організмів може бути й звичайною випадковістю.

Для трансформації дріжджів часто використовують човникові вектори, тобто плазміди, що містять як бактеріальні сигнальні послідовності, що запускають реплікацію ДНК у клітинах E. coli, і послідовності, необхідні для ініціації реплікації в дріжджових клітинах. Селекцію здійснюють за допомогою комплементації мутацій у дріжджових клітинах.

Коли в рекомбінантні бактеріальні плазміди, наприклад рBR322, що містять у вигляді вставки ЕАР і чужорідні гени, вводять у дріжджові клітини, відбувається високоефективна трансформація. Однак зазвичай при розмноженні трансформованих клітин у неселективних умовах вони втрачають плазміди. Після 10 генерацій плазміда зберігається всього приблизно в 5% клітин. При розмноженні в селективних умовах стабільність плазміди YRp12 (ARS1) становить близько 34%. Очевидно, при клітинному поділі плазміди не розподіляються порівно у дві дочірні клітини. Щоб перебороти це ускладнення, у плазміду можна ввести фрагменти ДНК, що містять послідовності центромер (CEN) дріжджових хромосом. Вони забезпечують приєднання хромосом до ниток мітотичного веретена, що необхідно для їхньої точної сегрегації при поділі клітин. Таким чином, плазміди, що містять CEN-послідовності, підтримуються в клітинах за допомогою того ж механізму, що забезпечує рівний розподіл хромосом. При цьому стабільність центромервмістної плазміди YCp50 (CEN4 ARS1) у неселективних умовах становить вже 40 – 50%.

Процедура швидкої трансформації дріжджових клітин

Поживне YPD СЕРЕДОВИЩЕ:
 2% пептону,
1 % дріжджового екстракту,
2% глюкози
ade-сульфат (30 мг/л)

Довести рН середовища до 6,0 розчином NaOH.

10×ТЕ-буфер, pH 7,4:

0.1 M трис-HCl, pH 7,4

0.01 M ЕДТА, рН 8,0
10×LiCl:

1 М LiCl, pH 7,5
· хлорид літію (Sigma cat.no. L-4408) LiCl (FW 42.39)
· * 0,22 um-фільтр для стерилізації
Розчинити 42,39 г хлориду літію в 100 мл води й простерилізувати фільтруванням. 
1M СН3СООLi:
Для приготування матричного 1М розчину СН3СООLi висуваються наступні вимоги:

· ацетат літію (Sigma cat.no. L-4158) СН3СООLi *2H2О (FW 102,0)
· * 0.22 m-фільтр для стерилізації
Розчинити 10,2 г ацетату літію в 100 мл води. Перевірити рН, яке повинно бути 8,4 – 8,9 і простерилізувати розчин фільтруванням. Перелити в стерильну матричну колбу із притертою кришкою й зберігати при кімнатній температурі.

40% ПЕГ 4000:

в 1×ТЕ, 1×LiCl. Свіжий розчин готують зі стерильних матричних розчинів 50% ПЕГ, 10×ТЕ, 10× LiCl.

1. Зачерпнути із чашки приблизно 50 мл клітин і суспендувати їх в 1,5 мл-мікроцентрифужній пробірці в 1 мл стерильної води.

2. Центрифугуючи на мікроцентрифузі клітини відмити по разу в 1 мл стерильної води й 0,5 мл 100 мМ розчині СН3СООLi.

3. Оцінити об’єм осілих клітин і ресуспендувати у рівному об’ємі 100 мМ розчину СН3СООLi.
4. Додати 5 мл ДНК-носія (50 мг) і 5 мг плазмідної ДНК до 50 мл суспензії клітин і добре перемішуємо (Vortex).

5. Додати 300 мл PEG/ СН3СООLi і перемішати (Vortex).

6. Тепловий шок (42º С, 20 хв).

7. Центрифугувати при максимальній швидкості 10 сек, мікропіпеткою видалити PEG.
8. Ресуспендирувати клітини в 10 мл стерильної води й розсіяти по 250 мл суспензії на 4 чашки із селективним середовищем.

9. Інкубувати чашки при 30º С протягом 3 – 4 діб.

Лабораторна робота № 3. Виділення плазмідної днк із бактерій e. coli
Література:

1. Birnboim H.C., Doly J. (1979) A rapid alkaline extraction procedure for screening recombinantplasmidDNA. Nucleic Acids Res. 7:1513.
2. Godson G.N., Vapnek D. 1973. A simple method of preparing large amounts of f174 RFI supercoiledDNA. Biochem. Biophys. Acta.299:516.
3. Holmes D.S., Quigley M. 1981. A rapid boiling method for the preparation of bacterial plasmids. Anal. Biochem. 114:193.
Для виділення плазмідної ДНК користуються багатьма методами. Всі вони включають три основних етапи: ріст бактерій й ампліфікацію плазміди; збір бактерій й їхній лізис; очищення плазмідної ДНК. 
Ампліфікація в середовищі

Ампліфікацію плазмід здійснюють при вирощуванні бактерії-хазяїна в середовищі в присутності хлорамфеніколу. Нічну культуру (10 мл LB з додаванням антибіотика) пересівають у свіже середовище LB (0,2 мл н.к. в 25 мл LB з антибіотиком) і інкубують поки культура не досягне пізньої логарифмічної фази (D600=0,6). Переносять культуру у свіже середовище LB з антибіотиком (500 мл), інкубують 2,5 години (при цьому титр подвоюється), додають антибіотик до концентрації 170 мкг/мл й інкубують ще 12-16 год. 
Лізис клітин

Руйнування бактерій для наступного виділення біологічно активної ДНК можна домогтися різними способами.

· Механічні. При цьому відбуваються численні розриви ДНК.

· У багатьох бактерій наступає лізис після додавання аніонного детергенту додецилсульфату (або лаурилсульфату). Зокрема, так можна зруйнувати бактерії кишкової групи, пневмококи й гемофільні бактерії. Додецилсульфат не тільки руйнує клітини, але й денатурує деякі білки. Однак потім він повинен бути повністю вилучений з лізату (що й досягається при наступних обробках), тому що його наявність в ДНК, яка трансформується заважає самому процесу трансформації.

- Деякі грампозитивні бактерії не можна зруйнувати тільки додецилсульфатом або іншими поверхнево-активними речовинами. Спочатку потрібно видалити клітинну стінку й потім застосувати той або інший детергент. Для руйнування клітинної стінки найчастіше застосовують лізоцим. При концентраціях, які найчастіше застосовуються для руйнування бактеріальних клітин (50-500 мкг/мл), функції лізоциму зводяться до руйнування клітинної стінки, у результаті чого утворюються тендітні протопласти, які легко руйнуються детергентами. При більших концентраціях лізоцим може, напевно, впливати на зв’язок ДНК із цитоплазматичною мембраною й навіть зв’язуватися із ДНК, осаджуючи її. Крім лізоциму, для тієї ж мети використовують проназу. Проназа сприяє більш повному гідролізу білка й тому кращій наступній депротеїнізації ДНК.

При руйнуванні бактерій у лізаті в числі інших ферментів з’являються дезоксирибонуклеази. Вони, якщо дія їх чим-небудь не блокована, можуть відразу зруйнувати ДНК. Звичайно від них захищаються, додаючи речовини, які зв’язують іони магнію, які необхідні для роботи більшості ДНК-аз.

Речовини, що зв’язують іони магнію (ЕДТА, цитрат), які додають при лізисі клітин для інактивації дезоксирибонуклеаз і запобігання виділеної ДНК, придушують поглинання ДНК компетентними клітинами. Додецилсульфат і дезоксихолат також придушують трансформацію. Лізоцим і проназа, що залишаються в лізаті, самі можуть лізувати компетентні клітини. У ряді випадків від небажаних домішок, що заважають трансформації, можна позбутися за рахунок його розведення.

Для депротеїнізації лізату при виділенні ДНК використовують обробку фенолом, що осаджує додецилсульфат й інактивує усі білки, у тому числі й дезоксирибонуклеази.

ЕДТА – розпушує зовнішню мембрану, інгібує нуклеази; лізоцим – руйнує клітинну стінку;
SDS – руйнує цитоплазматичну мембрану, денатурує білки, інгібує нуклеази.
Існують різні методики лізису. Лізис кип’ятінням (Holmes, Quigley, 1981) і лізис лугом (Birnboim, Doly, 1979), відрізняються високою ефективністю й у випадку малих плазмід (≤10 kb) дають вихід 2-3 мг/л. Лізис під дією SDS (Godson, Vapnek, 1973) порівняно більш м’який, і ним варто користуватися у випадку більших плазмід (≥10 kb).
Очищення ДНК

У цих методах очищення так чи інакше використовують дві основних відмінності між ДНК Escherichia coli і плазмідною ДНК: 1) хромосома E. coli за розміром набагато більша ДНК плазмід, які зазвичай використовуються як вектори; 2) основна маса ДНК E. сoli виділяється із клітин у вигляді фрагментованих лінійних молекул, тоді як більшість плазмідних ДНК екстрагується у вигляді ковалентно замкнутих кільцевих молекул.

Тому більшість методів очищення включають осадження, при якому із препарату видаляються переважно довгі ланцюги ДНК E. coli, випадково захоплені уламки лізованих клітин. Методики ці засновані також на використанні властивостей кільцевої замкнутої ДНК. Кожен з комплементарних ланцюгів плазмідної ДНК являє собою ковалентно замкнуте кільце, тому ланцюг не можна відокремити один від одного (не розірвавши один з них) у тих умовах, при яких відбувається розрив більшості водневих зв’язків у ДНК, наприклад при нагріванні або при витримуванні в помірно лужних розчинах (до рН 12,5). При охолодженні або поверненні до нейтрального рН замкнуті кільцеві молекули знову набувають нативної конформації, тоді як ДНК E. coli залишається денатурованою.

Плазмідна ДНК поводиться на відміну від ДНК E. coli також і при рівноважному центрифугуванні в градієнті хлористого цезію, що містять який-небудь інтеркалюючий барвник що насичує концентраці, наприклад бромистий етидій або дийодистий пропідій. Ковалентно замкнуті кільцеві ДНК зв’язують менше такого барвника, ніж лінійна ДНК, і тому в градієнтах хлористого цезію, що містять інтеркалюючий агент, виявляються в зонах з більш високою щільністю. Цю методику використовують, якщо необхідний високий ступінь очищення плазмідної ДНК. Однак у міру розвитку методів роботи з рекомбінантною ДНК для багатьох цілей стало вже необов’язковим проводити очищення великих кількостей плазмідної ДНК настільки, щоб препарат був гомогенним. Наприклад, розщеплення рестриктуючими ендонуклеазами, лігування, трансформація й навіть секвенування ДНК можна проводити тепер, використовуючи відносно малоочищені препарати плазмідної ДНК, отримані з невеликих об’ємів культури (близько 10 мл). Плазмідну ДНК виділяють із великих об’ємів культури лише в тих випадках, коли потрібні значні її препарати (наприклад, у дослідах по гібридизації для добору специфічних мРНК або коли потрібно позначити 5-кінці фрагментів ДНК за допомогою полінуклеотидкінази).

Описані нижче методики можна успішно використовувати для виділення різноманітних плазмід з різних штамів бактерій. Загалом, чим менша плазміда, тим досягнені результати кращі. Зі збільшенням молекулярної маси плазміди її властивості стають усе ближче до властивостей ДНК-хазяїна. Виділення плазмід, розмір яких перевищує 25 kb, дуже ускладнюється й вихід виявляється невисоким. Однак всі плазміди, що зазвичай використовуються при клонуванні, відносно невеликі й наведені нижче методи дають гарні результати.

Виділення препаративних кількостей плазмідної ДНК лужним методом із клітин бактерій E. coli

Розчини:
Розчин для лізису I:

50 mM глюкози 

25 mM Tris-HCl, pH 8,0 
10 mM ЕДТА 
2 мг/мл лізоциму 
на 5 мл:

112,6 мкл 40% глюкози 
125 мкл 1М Трис, рН 8.0

100 мкл 0,5 М ЕДТА

10 мг лізоциму
4,66 мл Н2О
Лужний розчин II:

0,2 н NaOH
1% SDS
 на 10 мл:
200 мкл 40% NaOH

1 мл 10% SDS

8,8 мл Н2О
Розчин III:
3 М СН3СООNa (pH 4.8)

1. Нарощуємо культуру в 150 мл середовища LB+Amp при 37º С (20-24 години).

2. Осаджуємо клітини (4000 про/хв, 15 хв).

3. Ресуспендуємо клітини в 2,4 мл розчину I, що містить 2 мг/мл лізоциму (лізоцим не працює, якщо рН <8,0).

4. Витримуємо 15 хв у льоді.

5. Додаємо 4,8 мл свіжовиготовленого розчину II. Пробірку закриваємо парафіном і перевертаємо кілька разів обережно!
6. Витримуємо 5 – 10 хв у крижаній бані.

7. Додаємо 7,2 мл охолодженого розчину III. Різко перевертаємо пробірку, заклеєну парафіном.

8. Витримуємо 30-60 хв у крижаній лазні.

9. Центрифугуємо 20 хв при 6000 об/хв при 4º С.

10.  До супернатанту додаємо 2 об’єми етанолу й витримуємо 1 годину в морозильнику (-20º С).

11. Центрифугуємо 30 хв при 6000 об/хв при 4º С.

12. Осад розчиняємо в 1 мл ТЕ-буферу.

Лабораторна робота № 4. Виділення плазмідної ДНК із дріжджів Saccharomyces cerevisiae

Література:

(OshimaLab.- Toh-e,Tada. J.Bacteriol.l982.151.3:1380-1390)

Розчини:

розчин "А":

1,2 М сорбітол 
14 mМ 2-м-етанол
0,2 мг Zimoliase 6000
50 mМ К2НРО4-буфер

на 50 мл: 
25 мл 2,4 М сорбіт
 2,5 мл 1М К2НРО4
 50 мкл β-меркаптоетанолу
22,5 мл Н2О

Zimoliase -окремо!
на 1 мл р-ну «А» - 0,2 мг зимолтази

розчин «В»:

0,25 М ЕДТА
2,5% SDS в 0.5 М Tris base
р-н 5 М СН3СООК
на 50 мол:

25 мл 0,5 М ЕДТА
1,25 г SDS
25 мл 1 М Tris
 розчин «C»:
або ТE, або ЕФ-буфер 
1. Інокулят дріжджових клітин в 5 мл середовища YEPD інкубують ніч при 30º С.

2. Центрифугують 5 хв й 1 раз відмивають стерилізованою Н2О (3 мл).

3. Суспендують в 0,4 мл р-ну «А», переносять в епендорф та інкубують при 30º С протягом 30 хв.

4. Додаємо 80 мкл р-ну «В», потім 2 мкл DEPC. Змішуємо, перевертаючи кілька разів.

5. Інкубуємо суспензію при 65º С протягом 30 хв із відкритою кришкою (випаровуюємо DEPC до зникнення запаху).

6. Додаємо 100 мкл 5 М СН3СООК і переносять в лід на 60 хв.

7. Центрифугують при 12 000 об/хв протягом 5 хв.

8. Переносять супернатант у новий епендорф і додають 2 об’єми етанолу, тримають при кімнатній температурі протягом 10 хв.

9. Центрифугують (5000 об/хв, 5 хв). Зливають супернатант і сушать осад під продувкою ламінару протягом 10 хв. Розчиняємо осад в 50 мкл р-ну «С» і струшуємо на вортексі.

Лабораторна робота № 5. Виділення геномної ДНК
1. Вирощують 5 мл нічної культури при 30º С
2. Центрифугують, відмивають один раз в 1 мл води.
3. Ресуспендують в 500 мл лізуючого буферу.
4. Додають скляні намистинки, промиті в кислоті, до об’єму 1,25 мл.

5. Струшують 2 хв.

6. Recover liquid phase with blue tip or punch whole into the bottom of the tube and centrifuge into another tube
7. Додають 275 мл 7М ацетат амонію рН 7,0

Лабораторна робота № 6. Очищення нуклеїнових кислот
Однією з найважливіших процедур у молекулярному клонуванні є очищення нуклеїнових кислот. Ключовий етап – видалення білків – часто проводять за допомогою екстракції водних розчинів нуклеїнових кислот фенолом й (або) хлороформом. Таку екстракцію використовують там, де потрібно інактивувати і видалити ферменти, які застосовуються на одному з етапів клонування, перш ніж перейти до наступного. Якщо ж нуклеїнові кислоти виділяють зі складних сумішей молекул, таких як клітинні лізати, то необхідно прикладати додаткові зусилля. У таких випадках перш ніж проводити екстракцію органічними розчинниками, найчастіше видаляють більшість білків, гідролізуючи їх протеолітичними ферментами, такими, як проназа або протеїнкіназа К (табл.), які активні відносно широкого спектра нативних білків.

Таблиця.
	
	Основний розчин Н2О), мг/мл
	Температура зберігання, ос
	Концентрація в реакції,
мг/мл
	Буфер для реакції
	Температура,
оС
	Попередня обробка

	Проназа
	20
	-20
	1
	0,01 М Трис, рН 7,8
0,01 М ЕДТА
0,5% SDS
	37
	Самоперетравлення протягом 2 год при 37º С

	Протеїназа К
	20
	-20
	0,05
	0,01 М Трис, рН7,8
0,005 М ЕДТА
0,5% SDS
	37
	Не потрібно


Лабораторна робота № 7. Осадження нуклеїнових кислот етанолом або ізопропанолом
Найбільш часто для концентрування ДНК використовується метод – осадження її етанолом. Осад ДНК, який утворюється при низькій температурі (–20º С або нижче) у присутності помірної концентрації моновалентних катіонів, збирають центрифугуванням і розчиняють у відповідному буфері, доводячи до бажаної концентрації. Ця процедура є швидкою й кількісною, навіть якщо ДНК присутня у нанограмах.

1. Визначте об’єм розчину ДНК.

2. Доведіть до необхідної концентрацію моновалентних катіонів або шляхом розведення буфером ТЕ, рН 8,0, якщо в розчині ДНК є висока концентрація солей, або шляхом додавання одного із сольових розчинів.

3. Добре розмішайте. Додайте точно 2 об’єми охолодженого в льоді етанолу й знову добре розмішайте. Остудіть до –20º С.

4. Залишіть при низькій температурі, щоб ДНК випала в осад. Зазвичай для цього потрібно 30 – 60 хв при –20º С, але коли розмір ДНК малий (( 1 kb) або коли вона присутня в невеликих кількостях (( 0,1 мкг/мл), потрібно збільшити час витримування або понизити температуру до –70º С.

5. Центрифугуйте при 0º С. У більшості випадків досить центрифугувати 10 хв у центрифузі Еппендорф або при 12 000 об. Однак при роботі з розчином ДНК низької концентрації або ДНК які містить невеликі фрагменти може знадобитися більш інтенсивне центрифугування (наприклад, 30 хв при 30 000 об/хв у роторі Beckman SW50.1).

6. Видаліть надосадову рідину. Залишіть пробірку в переверненому положенні на листі фільтрувального паперу, для повного видалення рідини. Фільтрувальним папером видаліть всі краплі зі стінок пробірки.

7. Розчиніть осад ДНК у відповідному об’ємі буфера. Добре обполощіть буфером стінки пробірки, щоб зібрати всю ДНК. Для прискорення розчинення осаду можна прогріти пробу при 37º С протягом 5 хв.

Примітка!

а) Замість двох об’ємів етанолу для осадження ДНК можна взяти 1 об’єм ізопропанолу. Перевага такої заміни полягає в меншому об’ємі центрифугуючої рідини. Але ізопропанол менш леткий, ніж етанол, тому його сліди складніше видалити з розчину; крім того, деякі розчинені сполуки, такі як сахароза або NaCl, легше осаджуються разом із ДНК при використанні ізопропанолу, особливо при –70º С. Загалом, якщо не потрібно зводити до мінімуму обсяг рідини, осадження переважно проводять етанолом.

б) Для видалення домішок, які захоплюються осадом, можна промити осад ДНК розчином 70%-ного етанолу. Щоб при промиванні не втратити частину ДНК, заповнюйте пробірку 70%-ним етанолом не більше ніж на 2/3. Струшуйте нетривалий час і центрифугуйте так, як описано вище. Осад, що залишається після промивання 70%-ним етанолом, не дуже міцно зв’язаний зі стінками пробірки, тому будьте дуже обережні при видаленні надосадової рідини.

в)
Дуже короткі молекули ДНК (( 200 пар основ) погано осаджуються етанолом. Однак ефективність їхнього осадження значно збільшується, якщо, попередньо до розчину ДНК додати MgCl2 до концентрації 0,01 М.

г) Як правило, ДНК, осаджена етанолом, легко знову розчиняється в буферах з низькою іонною силою, таких, як буфер ТЕ.

Лабораторна робота № 8. Визначення кількості дволанцюгової днк по флуоресценції бромистого етидія
Іноді ДНК присутня у кількості (< 250 нг/мл), недостатній для спектрофотометричного визначення, або її розчин містить домішки інших речовин поглинаючих УФ, що заважають точному аналізу. Швидкий спосіб оцінки кількості ДНК у таких пробах полягає у вимірі флуоресценції бромистого етидію, інтеркальованого в молекулу ДНК. Оскільки величина флуоресценції пропорційна загальній масі ДНК, кількість ДНК у пробі можна визначити, порівнюючи вихід флуоресценції проби й серії стандартів. Цим методом можна визначити до 1 – 5 нг ДНК. 
Метод міні-гелю

Електрофорез у міні-гелі є швидким і зручним способом виміру кількості ДНК із одночасним аналізом її фізичного стану. Цей метод варто вибирати в тому випадку, коли існує ймовірність присутності в пробах значних кількостей РНК.

1. Змішайте 2 мкл проби ДНК із 0,4 мкл буферу для нанесення IV (барвник – тільки бромфеноловий синій) і нанесіть цю суміш на 0,8%-ний агарозний міні-гель, що містить 0,5 мкг/мл бромистого етидію.

2. Змішайте 2 мкл кожного із серії стандартних розчинів ДНК (0,5 – 50 мкг/мл) з 0,4 мкл буферу для нанесення. Нанесіть проби на гель.

Примітка. Стандартний розчин ДНК повинен містити ДНК приблизно такого ж розміру, який має невідома ДНК.

3. Проводьте електрофорез доти, поки бромфеноловий синій не просунеться приблизно на 1 – 2 см.

4. Видаліть барвник з гелю, зануривши останній на 5 хв в електрофорезний буфер, що містить 0,01 М MgCl2.

5. Сфотографуйте гель у короткохвильовому УФ-світлі. Порівняєте інтенсивності флуоресценції невідомої й стандартних ДНК і визначте кількість ДНК у пробі.
Лабораторна робота № 9. Рестриктний аналіз ДНК
Ферменти рестрикції
Рестриктуючі ендонуклеази (або рестриктази) – фето ферменти, певні послідовності, що впізнають сайти рестрикції у дволанцюговій ДНК і розщеплюють молекулу ДНК у цих сайтах. Їх виділяють переважно із прокаріотичних клітин. 
Рестриктази можна розділити на три групи. Ферменти типу I і типу III володіють модифікуючою (метилюючою) активністю й АТФ-залежною рестриктуючою активністю (внесення розривів), що проявляються тим самим білком. Ферменти обох типів впізнають неметильовані послідовності в ДНК-субстраті, але ферменти типу I вносять випадкові розриви, у той час як ферменти типу III розрізають ДНК у специфічних ділянках.

Системи рестрикції – модифікації типу II включають два ферменти: рестриктуючу ендонуклеазу й модифікуючу метилазу. Була виділена велика кількість ферментів рестрикції типу II, багато з яких використовуються в молекулярній біології. Ці ферменти розрізають ДНК усередині або біля своїх сайтів, які зазвичай мають 4 – 6 нуклеотидів і мають вісь симетрії 2-го порядку. Наприклад, фермент EcoRI впізнає послідовність гексануклеотидів
5’                  3’

G-A-A-T-T-C

C-T-T-A-A-G

3’                 5’
Подібно до інших ферментів рестрикції, EcoRI вносить розрив не точно по осі симетрії 2-го порядку, а в точках двох ланцюгів ДНК, що знаходяться один від одного на відстані 4 нуклеотиди:

5’ 3’

G-A-A-T-T-C

C-T-T-A-A-G

3’ 5’
5’ 3’                             3’

G-                A-A-T-T-C

C-T-T-A-A-               G

3’                5’            3’ 5’
У результаті такого розриву утворюються фрагменти ДНК із виступаючими липкими 5'-кінцями. Кожен такий кінець може взаємодіяти з будь-яким іншим кінцем, комплементарним йому. Таким чином, будь-які молекули ДНК, що містять сайти рестрикції, можна з’єднувати з іншими молекулами й у результаті одержувати рекомбінантні молекули.

Багато ферментів рестрикції, подібно EcoRI, каталізують розриви, у результаті яких утворюються фрагменти ДНК із виступаючими 5'-кінцями; під дією інших (наприклад, PstІ) – з виступаючими 3'-липкими кінцями, у той час як треті (наприклад, BalІ) розрізають ДНК по осі симетрії з утворенням фрагментів з тупими кінцями.

Розщеплення днк рестриктуючими ендонуклеазами
Для кожного ферменту рестрикції існують оптимальні умови реакції, які приводяться в описі, прикладеному фірмою-виготовлювачем.
Основні змінні параметри – це температура інкубації й склад буфера. До температурного режиму висуваються досить жорсткі вимоги, тоді як відмінності між буферами найчастіше незначні. Щоб не готувати окремий буфер для кожного ферменту, зручно розділити ферменти на три групи: ферменти, що найкраще функціонують при високій іонній силі ферменти, для яких бажані її середні значення; ферменти, що функціонують переважно в буферах з низькою іонною силою.

Відповідно до такого розподілу необхідно готувати тільки три вихідних буфери (табл. 1).

Таблиця 1.
Буфери, що використовуються при розщепленні ДНК рестриктуючими ендонуклеазами (мм)
	Іонна сила

буферу
	NaCl
	Трис-нс1,
	MgCl2
	Дитіотрейтол

	
	
	рН 7,5
	
	

	Низька

Середня

Висока
	0

50

100
	10

10

50
	10

10

10
	1

1

1


Зазвичай всі буферні розчини, наведені в табл.1, готують у вигляді вихідних розчинів 10-кратної концентрації, які можна зберігати при 4ºС протягом 1 – 2 тижнів або при –20º С необмежено довгий час.

Проведення розщеплення ДНК рестриктазами

Реакційна суміш зазвичай містить 0,2 – 1 мкг ДНК в об’ємі 20 мкл або менше.

1. Додайте воду до розчину ДНК у стерильній пробірці фірми Еппендорф до об’єму 18 мкл і перемішайте.

2. Додайте 2 мкл відповідного буферу 10-кратної концентрації й перемішайте, злегка постукуючи по пробірці пальцем.

3. Додайте 1 од. рестриктази й перемішайте, злегка постукуючи по пробірці пальцем. (1 од. ферменту – це кількість ферменту, необхідна для повного розщеплення 1 мкг ДНК за 1 год у певному буфері й при певній температурі в об’ємі 20 мкл. Як правило, розщеплення рестриктазами, проведене протягом більш тривалих періодів часу або при надлишку ферменту, не приводить до ускладнень, якщо в препараті ферменту відсутні домішки ДНК-ази або екзонуклеази. У наявних у продажі препаратах рестриктаз такі домішки виявляються рідко).
4. Інкубуйте суміш при потрібній температурі протягом необхідного часу.

5. Зупиніть реакцію додаванням 0,5 М ЕДТА, рН 7,5, до кінцевої концентрації 10 мм.

Якщо ДНК аналізують відразу в гелі, додайте 6 мкл барвника в буфері для нанесення, перемішайте суміш струшуванням і нанесіть розщеплену ДНК на гель.

Якщо оброблена рестриктазою ДНК має потребу в очищенні, екстрагуйте її один раз сумішшю фенол-хлороформ, один раз елороформом й осадіть етанолом.
Примітки
Рестриктази – витратні (ціна) ферменти! Пов’язані з ними витрати можуть бути зведені до мінімуму, якщо виконувати наведені нижче правила.

A.
Щоб відібрати невелику кількість ферменту з упакування з концентрованим розчином рестриктази, швидко торкніться кінчиком скляної мікропіпетки разового користування (на 5 мкл) поверхні розчину ферменту. Таким способом можна відібрати всього 0,1 мкл розчину ферменту.

Б. Рестриктази стабільні при зберіганні при – 20º С у буфері, що містить 50% гліцерину. При проведенні розщеплення ДНК рестриктазами приготуйте реакційну суміш, що містить усі компоненти, крім ферменту. Дістаньте з морозильника фермент і відразу ж помістіть його в лід. Працюйте якнайшвидше, щоб фермент перебував поза морозильником мінімальний час. Відразу ж після використання помістіть фермент назад у морозильник.

B.
Використовуйте мінімальні об’єми реакційної суміші, зменшуючи в ній кількість води, наскільки це можливо. Перевірте, щоб об’єм внесеної рестриктази становив менш 1/10 кінцевого об’єму реакційної суміші, інакше активність ферменту може інгібуватися гліцерином.

Г. Коли ДНК необхідно обробити двома або більше рестриктазами, реакцію можна проводити одночасно за умови, що обидва ферменти функціонують у тому самому буфері. В іншому випадку першим варто використати фермент, що функціонує в буфері з більш низькою іонною силою. Після цього в реакційну суміш можна додати необхідну кількість солі й другий фермент (ферменти) і продовжити інкубацію.

Лабораторна робота № 10. Гель-електрофорез
На початку 70-тих років ХХ ст. було показано, що за допомогою гель-електрофорезу можна визначити довжину й чистоту молекул ДНК. Цей метод простий, тому що кожен нуклеотид у молекулі нуклеїнової кислоти має негативний заряд, що змушує молекули рухатися до позитивного електрода. Були розроблені спеціальні поліакриламідні гелі, за допомогою яких вдається розділити фрагменти ДНК довжиною до 500 нуклеотидів, що відрізняються навіть на один нуклеотид. Оскільки пори в поліакриламідному гелі для більших молекул ДНК занадто малі, для їхнього розділення за розміром були розроблені спеціальні гелі на основі агарози (полісахарид, що виділяють з морських водоростей). Обидва ці методи поділу ДНК широко використовуться для аналітичних і препаративних цілей.

В 80-тих роках ХХ ст. була запропонована модифікація гель-електрофорезу в агарозному гелі, названа електрофорезом у пульсуючому електричному полі або пульс-електрофорез. З її допомогою вдається розділяти дуже великі молекули ДНК. Звичайний гель-електрофорез не дозволяє розділити такі молекули через сталість електричного поля, що надає молекулам змієподібну конфігурацію. Маючи таку конфігурацію молекули рухаються в гелях з постійною швидкістю поза залежністю від довжини молекул. Якщо ж напрямок електричного поля буде часто змінюватися, швидкість руху молекул буде визначатися їхньою здатністю переорієнтуватися відповідно до цієї зміни. Такий процес у більших молекул займає багато часу, внаслідок чого вони будуть відставати. На гелях після пульс-електрофорезу цілі хромосоми дріжджів виявляються у вигляді окремих смуг, і тому можна легко визначити хромосомні перебудови. Більш того, використовуючи гібридизацію молекул клонованої ДНК даного гелю для пошуку комплементарних послідовностей у гелі, вдалося картувати безліч генів у дріжджів.

Електрофорез в агарозному гелі
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Електрофорез в агарозному гелі – стандартний метод, що використовується для розділення, ідентифікації й очищення фрагментів ДНК. За допомогою цієї простої техніки можна швидко розділити такі суміші фрагментів ДНК, які не можуть бути розділені іншими способами, наприклад центрифугуванням у градієнті густини. Крім того, при розділенні в гелі стежать за положенням ДНК, тому що смуги ДНК у гелі можна забарвити флуоресцентним й інтеркалюючим у ДНК барвником – бромистим етидієм низької концентрації. Переглядаючи профарбований гель в ультрафіолеотовому світлі, можна помітити навіть 1 нг ДНК.

Швидкість міграції ДНК через агарозний гель при електрофорезі визначається п’ятьма головними параметрами, розглянутими нижче.

Розмір молекул ДНК. Молекули лінійної дволанцюгової ДНК переміщаються в гелі приблизно одним кінцем уперед (Fisher, Dingman, 1971; Aaij, Borst, 1972) зі швидкостями, обернено пропорційними десятковому логарифму їхніх молекулярних мас (Helling et al., 1974) (табл. 1).

Mr ( 1/log(Mw)

Таблиця 1.
Порівняння молекулярної маси й швидкості міграції.

	Молекулярна маса (Da)
	log (мол. маса)
	1/log (мол. маса), тобто relative Mr

	100,000
	5,0
	0,20

	50,000
	4,7
	0,21

	10,000
	4,0
	0,25

	5,000
	3,7
	0,27

	1,000
	3,0
	0,33


Концентрація агарози. Фрагменти ДНК даного розміру переміщаються в гелі, що містить різні концентрації агарози, з різними швидкостями. Між логарифмом електрофоретичної рухливості ДНК і концентрацією гелю  існує пряма залежність, описана рівнянням: log= log0 - Kr, де 0 - вільна електрофоретична рухливість, а константа Kr – називається коефіцієнтом уповільнення й залежить від властивостей гелю, а також від величини й форми молекул, що рухаються. Таким чином, застосовуючи гелі різних концентрацій, можна розділити великий набір фрагментів ДНК, що відрізняються за розміром.

log(Mr) 1/[gel]
	Гель, %
	1/гель %
	Інв. log (1/гель%) (тобто relative Mr)

	2.0
	0.50
	3.2

	1.5
	0.67
	4.6

	1.0
	1.00
	10.0

	0.5
	2.00
	100.0


	Кількість агарози в гелі, %
	Область ефективного поділу лінійних молекул ДНК, kb

	0,3

0,6

0,7

0.9

1,2

1,5

2,0
	60-5

20-1

10-0,8

7-0,5

6-0,4

4-0,2

3-0,1


Конформація ДНК. ДНК, що мають однакову молекулярну масу, але різні конформації, наприклад кільцева неушкоджена (форма I), кільцева з одноланцюговим розривом (форма II) і лінійна (форма III), рухаються в агарозному гелі з різними швидкостями (Thorne, 1966; 1967). Відносна рухливість трьох зазначених форм залежить головним чином від концентрації агарози в гелі, а також і від таких факторів, як сила току, іонна сила буфера або густина надспіральних витків у формі I (Johnson, Grossman, 1977). В одних умовах форма I переміщається швидше, а в інші – повільніше, ніж форма III. Найчастіше лінійна форма (форма III) мігрує повільніше за всі інші. Суперспіралізована ДНК (форма I) зазвичай мігрує найшвидше. Щоб однозначно визначити конформацію ДНК, необхідно провести її електрофорез у присутності зростаючих концентрацій бромистого етидію. Зі збільшенням концентрації барвника число його молекул, пов’язаних із ДНК, росте. При цьому негативні надспіральні витки в молекулах форми I поступово зникають, а швидкість руху ДНК у гелі зменшується. При деякій критичній концентрації вільних молекул барвника, коли в ДНК більше не залишається надспіральних витків, швидкість руху форми I досягає мінімальної величини. Подальше додавання нових порцій бромистого етидію призводить до утворення позитивних надспіральних витків, у результаті чого рухливість форми I починає швидко зростати. Рухливість форми II і форми III в описаних умовах знижуються, хоча й по-різному, внаслідок нейтралізації зарядів і збільшення твердості молекул ДНК під впливом бромистого етидію. Для більшості препаратів ДНК, що перебуває у формі I, критична концентрація бромистого етидія перебуває в області 0,1-0,5 мкг/мл.

Напруженість електричного поля. При низьких напруженостях швидкість переміщення фрагментів лінійної ДНК пропорційна прикладеній напрузі. Однак зі збільшенням напруженості електричного поля рухливість фрагментів ДНК із високою молекулярною масою диференціально збільшується. Отже, зі збільшенням напруженості область ефективного поділу ДНК в агарозному гелі знижується. Максимальний поділ фрагментів відбувається при напруженості, що не перевищує 5 В/см.

Склад основ і температура. Електрофоретична поведінка ДНК в агарозних гелях слабо залежить від складу основ ДНК (Thomas, Davis, 1975) або температури гелю. В агарозних гелях в області температур від 4 до 30º С зміни відносної електрофоретичної рухливості фрагментів ДНК різного розміру не спостерігається. Зазвичай електрофорез в агарозних гелях проводять при кімнатній температурі. Однак слід зазначити, що гелі, що містять менш 0,5% агарози, дуже м’які, тому з ними краще працювати при 4º С – у цих умовах вони стають більше щільними.

Буфери
Для електрофорезу зазвичай застосовують буфери, що містять трис-ацетат, трис-борат або трис-фосфат у концентрації 50 мм і що мають рН 7,5-7,8. Найчастіше їх готують у вигляді концентрованих розчинів і зберігають при кімнатній температурі.

Агароза

Існує багато різних марок агарози. Навіть у межах однієї марки з різним упакуванням можуть сильно відрізнятися. Найбільш вдалою для загальних цілей вважається агароза типу II – низькоендоосмотична агароза. Вона легко плавиться, даючи прозорі розчини; гелі, які утворюються із неї, пружні навіть при низьких концентраціях. Однак в агарозі типу II є домішка сульфатованих полісахаридів, інгібуючих деякі ферменти (лігази, полімерази й рестриктази). Тому фрагменти ДНК, елюйовані з таких гелів, необхідно добре очистити, перш ніж використовувати їх як матриці або субстрати для цих ферментів.
Фарбування ДНК в агарозних гелях

Найбільш зручний метод візуалізації ДНК в агарозних гелях – фарбування її флуоресціюючим барвником бромистим етидієм. Молекула цієї речовини містить плоску групу, що інтеркалює між сусідніми основами ДНК. У результаті такої інтеркаляції в безпосередній близькості від основ барвник зв’язується із ДНК, що супроводжується збільшенням інтенсивності флуоресценції. УФ-випромінювання, що поглинає ДНК в області 260 нм і передає на барвник (або ж випромінювання, що поглинається самим барвником при довжинах хвиль 302 й 366 нм), випускається потім у червоно-жовтогарячій області видимого спектра (590 нм).

Бромистий етидій можна використовувати для виявлення як дво-, так й одноланцюгових нуклеїнових кислот (ДНК і РНК). Однак спорідненість барвника до одноланцюгової ДНК набагато менша, ніж до дволанцюгової ДНК; тому флуоресценція в першому випадку є більш слабкою.

Зазвичай бромистий етидій (0,5 мкг/мл) додають і у гель, і в електрофоретичний буфер. У його присутності електрофоретична рухливість лінійної дволанцюгової ДНК знижується приблизно на 15%, але зате при цьому з’являється можливість спостерігати за процесом поділу безпосередньо під джерелом УФ-випромінення під час або наприкінці поділу. Можна також проводити електрофорез за відсутності бромистого етидія й забарвлювати ДНК уже після завершення поділу. В останньому випадку гель вводиться в електрофорезний буфер або воду, поміщають в бромистий етидій, на 45 хв при кімнатній температурі. Знебарвлення зазвичай не потрібне, але при визначенні малих кількостей ДНК (( 10 нг) краще знизити фонову флуоресценцію, обумовлену незв’язаним бромистим етидієм, витримавши пофарбований гель в 1 мМ MgSO4 протягом 1 год при кімнатній температурі.

Застереження. Бромистий етидій – сильний мутаген. Всі маніпуляції з гелями й розчинами, що містять барвник, необхідно проводити в рукавичках.
Буфер для внесення проб
Буфери для внесення проб являють собою розчини високої густини, які дозволяють легко вводити проби в лунки гелю. Вони містять також барвники, що дозволяють легко візуально стежити за електрофорезом (табл. 2).
Таблиця. 2.

Буфери для нанесення проб
	Тип буфера
	Буфер (6Х)
	Температура хранения

	I
	0,25% бромфенолового синього, 0,25%

ксилолціанола, 40% (мас/об’єм) сахарози в Н2О 
	4оС

	II
	0,25% бромфенолового синього, 0,25%

ксилолціанола, 15% фикола (тип 400) в Н2О
	кімнатна

	III
	0,25% бромфенолового синього, 0,25% ксилолціанола, 30% гліцерину в Н2О 
	4оС

	IV
	0,25% бромфенолового синього, 40% (об’єм/вага) сахарози в Н2О
	4оС


Барвник у буфері потрібний лише для того, щоб зразок був легко помітний у лунці й у гелі. Зазвичай в методиках приводять (0,025% бромфенолового синього й ксиленціанола (в 1хбуфері) на нашу думку занадто велика кількість.

Таблиця 3.
Рухливість барвника в гелях з різною концентрацією агарози
	%
	Рухливість барвника

	
	КЦ
	Крезоловий черв.
	Бромфенол. синій
	Orange

	0,7
	~ 10,5 (9 – 15)
	~ 3,8 (3,2 – 4,5)
	~ 0,8 (0,7 – 1,2)
	~ 0,15 (0,1 – 0,2)

	0,8
	~ 8 (7 – 9)
	~ 2,9 (2,7 – 3,2)
	~ 0,5 (0,4 – 0,6)
	< 0,25

	1,0
	~ 6 (4,8 – 7)
	~ 2,2 (2 – 2,5)
	~ 0,5 (0,4 – 0,6)
	< 0,25

	1,5
	~ 2,2 (1,8 – 2,6)
	~ 1,0 (0,9 – 1,3)
	~ 0,25
	<< 0,25

	2,0
	~ 0,75 (0,6 – 0,9)
	~ 0,35 (0,3 – 0,4)
	< 0,25
	<< 0,25


Вибір барвника:

· Бромфеноловий синій і ксиленціанол – (стокові розчини 1% у Н2О; робоча концентрація в 1х буфері ~ 0,005 – 0,02%) можуть помітно заважати спостереженню фрагментів під УФ. По нашому досвіді, елюція фрагмента в PEG разом з кожним із цих барвників не робить помітного впливу на мічені, ліговані й трансформацію.

· Cresol red – (стоковий розчин 50 мМ у Н2О; робоча концентрація в 1х буфері ~ 0,1 m) в сполученні з ферментативними реакціями, практично не заважає спостереженню під УФ.
•
Orange – (стоковий розчин 1% у формаміді; робоча концентрація в буфері 0,01 – 0,05%) найбільш рухливий барвник, практично завжди перебуває поза «робочою зоною». Помітний під УФ.

Фотографування

Фотографії гелів можна зробити в минаючому або відбитому УФ-світлі.

Найбільшою чутливістю володіє плівка Polaroid Type 57 або 667 (3000 од. ASA). При наявності потужного джерела УФ-випромінення (більше 2500 мкВт/см2) і гарних лінз для одержання зображення смуг, що містять усього лише 10 нг ДНК, досить експозиції плівки протягом декількох секунд. При тривалій експозиції й потужному джерелі УФ-випромінення можна виявити навіть 1 нг ДНК.

Приготування агарозних гелів й електрофорез
1. Додайте розраховану кількість порошку агарози в відміряний об’єм електрофорезного буфера.

2. Нагрійте суспензію в бані з киплячою водою або в мікрохвильовій печі доти, поки агароза не розчиниться. Агарозу довести до кипіння, кип’ятити 30-60" (виймати з мікрохвильової печі обережно – може різко скипіти).

3. Остудіть розчин до 50 – 60º С і додайте бромистий етидій (з водного розчину, що містить 10 мг/мл і зберігайте при 4º С у світлонепроникній посудині) до кінцевої концентрації 0,5 мкг/мл.

4. Установіть гребінку в плошку для агарози. Необхідно, щоб між дном лунки й основою гелю залишався шар агарози товщиною 0,5 – 1,0 мм, тобто щоб дном лунки служив агарозний гель.

5. Після того як гель повністю затвердіє (через 30 – 45 хв при кімнатній температурі), обережно видаліть гребінку й помістіть гель в електрофорезну кювету.
6. Додайте достатню кількість електрофорезного буфера (при необхідності, який містить 0,5 мкг/мл бромистого етидія), так щоб гель був закритий шаром буфера товщиною 1 мм.

7. Змішайте проби з буфером для нанесення проби, що містить 5 – 10% гліцерину, 7% сахарози або 2,5% фіколу й барвник (0,025% бромфенолового синього або ксилолціанола) і внесіть їх у лунки гелю під електрофорезний буфер. Зазвичай буфер для нанесення проб готують у вигляді розчину 6 – 10-кратної концентрації. Його змішують із пробою, а потім обережно вливають у лунку за допомогою автоматичної мікропіпетки.

8. Приєднайте електроди до джерела напруги. Напруженість при проведенні поділу в агарозних гелях становить 1 – 8 В/см. Маркерний барвник рухається з тією ж швидкістю, що й фрагменти ДНК, що містять зазначені в табл. число пар основ.

9. По закінченні поділу вийміть пластинку з гелем з кювети й помістіть гель разом із пластинкою в забарвлений розчин (1 мкг/мл бромистого етидія). Будьте обережні! Гель тендітний і легко зісковзує із пластинки. Після 15 хв профарбування вийміть пластину разом з гелем і промийте у воді протягом 20 хв.

10. Рідину із пластинки видаліть за допомогою фільтрувального паперу й перекладіть пластинку на скло трансілюмінатора, що пропускає ультрафіолет. Застереження. Працюючи з УФ-випроміненням необхідно захищати очі й шкіру від опіків. Одягайте окуляри!

