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Ievads 

Baktēriju ģenētika ir mikrobioloģijas nozare, kas pēta baktēriju iedzimtības materiāla struktūru un funkcijas. Baktēriju ģenētikas vietu mikrobioloģijas zinātnes struktūrā nosaka tas, ka visas baktēriju šūnu morfoloģiskās, bioķīmiskās un imunoloģiskās īpašības ir ģenētiski determinētas un to izpausmes un savstarpējās mijiedarbības ir iekodētas konkrētu fundamentālu iedzimtības vienību gēnu struktūrā. Tieši pētījumi baktēriju ģenētikā 20. gadsimta vidū sniedza izšķirošos pierādījumu, ka iedzimtības materiālais pamats ir dezoksiribonukleīnskā​bes (DNS) makromolekulas un ļāva noskaidrot, ka gēns ir noteikts DNS molekulas rajons. Vairums fundamentālo atklājumu molekulārajā bioloģijā (DNS replikācija, RNS transkripcija, translācija, gēnu ekspresijas regulācijas mehānismi) ir sasniegti pētot baktēriju šūnas. Lielākā daļa gēnu inženierijā izmantojamo fermentu, bez kuriem nebūtu iespējama rekombinanto DNS tehnoloģija, tiek iegūti no baktēriju šūnām (restrikcijas endonukleāzes un dažādi DNS un RNS modificējošie fermenti, tai skaitā termostabilās polimerāzes). Baktēriju ģenētikas popularitāte un baktēriju šūnas kā modeļobjekta izmantošana ģenētiskā materiāla funkcionēšanas pētījumos ir izskaidrojama ar sekojošiem faktoriem:

·  Baktēriju šūnas vairojas ļoti ātri, piemēram, Escherichia coli šūnas optimālos apstākļos dalās reizi 30 minūtēs.

·  No vienas baktēriju šūnas, izmantojot relatīvi vienkāršas barotnes un kultivēšanas apstākļus, ir iespējams iegūt lielas pilnīgi identisku baktēriju populācijas.

·  Salīdzinot ar eikariotiem, baktēriju šūnas ir ģenētiski vienkāršākas. Piemēram, Escherichia coli šūnās ir tikai viena 4.2x106 bāzu pārus (bp) gara hromosoma, kas satur aptuveni 5000 gēnus. Tai pašā laikā cilvēka haploīds genoms ir 3.3x109 bp liels un sadalīts 23 hromosomās, kopumā saturot ap 100 000 gēnu. 

· Baktēriju šūnu ģenētisko materiālu ir iespējams samērā vienkārši pārnest no vienas šūnas uz otru.

Lai gan pēdējo 10-15 gadu laikā ir strauji attīstījušās metodes, kas atļauj veikt tiešas manipulācijas ar eikariotu (tai skaitā zīdītāju) šūnu ģenētisko materiālu un pētīt tā struktūru un funkcijas in vivo un pat in situ, tomēr baktēriju ģenētika nav zaudējusi savu nozīmi kā fundamentālās zinātnes nozare ar milzīgu praktiskā pielietojuma potenciālu biotehnoloģijā, medicīnā un farmakoloģijā, un arī baktēriju ģenētikas metodes tiek vēl joprojām plaši pielietotas dažādu ar eikariotu genoma manipulācijām saistītu eksperimentu sagatavošanas stadijās. Baktēriju šūnas vēl aizvien nav zaudējušas savu lomu kā modeļobjekts eikariotu gēnu ekspresijas regulācijas pētījumiem. Tai pašā laikā baktērijās sastopamie regulācijas mehānismi savā daudzveidībā iespējams pat pārspēj eikariotos atrodamos, lai gan nav salīdzināmi ar tiem sarežģītības ziņā. Aizvien ievērojamāku vietu mūsu dzīvē ieņem sasniegumi medicīnā un biotehnoloģijā, kas saistīti ar rekombinanto DNS tehnoloģiju izmantošanu. Tās ir gan jaunas zāles, piemēram, rekombinantais insulīns un tuvākajā nākotnē arī DNS vakcīnas, gan arī jaunas, produktīvākas augu, dzīvnieku un mikroorganismu šķirnes, kas aizstāj ar klasiskajām ģenētikas un selekcijas metodēm izveidotās.

Baktēriju ģenētikas laboratorijas darbu laikā ir paredzēts sniegt priekšstatu par vienkāršākajām metodēm, kas tiek pielietotas baktēriju šūnu ģenētiskā materiāla struktūras un funkciju raksturošanai, īpašu vērību piegriežot tieši baktēriju gēnu ekspresijas regulācijas pētīšanas un rekombinanto DNS molekulu iegūšanas un manipulācijas metodēm. Laboratorijas darbi ietver sevī gan klasiskas baktēriju kultivēšanas un selekcijas metodes, gan manipulācijas ar baktēriju šūnu ģenētisko materiālu (hromosomālā un plazmīdu DNS), gan arī dažādas bioķīmiskās metodes, kuras izmanto atsevišķu baktēriju šūnu komponentu izdalīšanai, attīrīšanai un raksturošanai. 

Katra laboratorijas darba apraksta sākumā ir dots īss teorijas apskats, kā arī pielietojamo metožu izskaidrojums. Iepazīšanās ar šo materiālu ir obligāts priekšnoteikums sekmīgai laboratorijas darbu izstrādei. Papildus teorētiskais materiāls ir atrodams teorētiskās daļas beigās norādītajā mācību literatūrā. Tā apgūšana ievērojami veicinātu veicamā eksperimenta izpratni. Literatūras sarakstā ir arī norādītas atsauksmes uz zinātniskajiem rakstiem padziļinātai materiāla apguvei, kuros konkrētā metode ir aprakstīta pirmo reizi un kuros dotais protokols ir izmantots šī laboratorijas darbu apraksta veidošanā. 

Laboratorijas darba aprakstā ir norādīti nepieciešamie materiāli un reaģenti, piemēram, baktēriju celmi, fermenti, ķīmiskie reaģenti. Laboratorijas darbu laikā tiek izmantoti tikai Escherichia coli dažādi celmi, kā vienkāršāk kultivējami un ģenētiski vispilnīgāk raksturoti. 

Tā kā atsevišķi eksperimenti var prasīt pat vairākas dienas, tos ir nepieciešams veikt paralēli īsākiem eksperimentiem. Katram studentam tiks izsniegts laboratorijas darbu grafiks, kurā būs norādīta eksperimentu secība un laiks, kas nepieciešams to izpildei.

1. LABORATORIJAS DARBS

DNS PĀRNESE BAKTĒRIJĀS

1.1. P1 transdukcija 


Viens no baktēriju ģenētiskā materiāla pārneses veidiem starp dažādām šūnām ir transdukcija, ko veic baktēriju vīrusi. Vīrusu lītiskā cikla beigās, kad notiek vīrusu genoma pakošana vīrusa kapsīdā, dažās vīrusu daļiņās var iepakoties arī saimniekšūnas genoma fragmenti. Šādas vīrusu daļiņas ir spējīgas adsorbēties uz citas šūnas virsmas un injicēt tajā pirmās šūnas DNS fragmentus, kas var tālāk integrēties šūnas genomā un tādējādi piešķirt saimniekšūnai jaunas īpašības. Transdukcija ir dabā plaši izplatīts process un to var sastapt daudzās gram-pozitīvās un gram-negatīvās baktērijās. Izšķir 2 transdukcijas veidus - specifisko un nespecifisko. 

Specifiskās transdukcijas gadījumā nepieciešams, lai vīrusa DNS būtu integrēta saimniekšūnas genomā (lizogēnais attīstības cikls). Uzsākot lītisko attīstības ciklu, izšķelšanās no saimniekšūnas genoma var notikt neprecīzi, kā rezultātā jaunā bakteriofāga genoms satur daļu baktērijas hromosomālās DNS, kas atradās tiešā integrācijas vietas tuvumā. Šāds defektīvs bakteriofāga genoms var tikt iepakots vīrusa kapsīdā un pārnests uz citu šūnu, kur donoršūnas gēni var inkorporēties tās genomā. Klasisks specifiskās transdukcijas piemērs ir bakteriofāgs . Tas integrējas šūnas genomā stingri noteiktās vietās, kas zināmas kā piestiprināšanās (angl. attachment) vai att saiti. Specifiskajā transdukcijā tādējādi var tikt pārnesti tikai gēni, kas atrodas tiešā att saitu tuvumā.

Nespecifisko transdukciju 1951. gadā atklāja J. Lederberg un N. Zinder. To veic virulentie un mērenie bakteriofāgi sava lītiskā attīstības cikla laikā, piemēram, Salmonella typhimurium fāgs P22 vai Escherichia coli fāgs P1. Fāgu pakošanās stadijā vīrusa daļiņā var tikt inkorporēts jebkurš donoršūnas daļēji degradētā genoma fragments (1. attēls).




1. attēls. Nespecifiskās transdukcijas shēma.

Pārnestās bakteriālās DNS lielums ir atkarīgs no vīrusa kapsīda izmēriem un parasti sastāda apmēram 1-2 % no baktērijas genoma. Bakteriālās DNS iekļaušana fāga daļiņā tomēr ir samērā rets notikums un vidēji tikai viens no 1000 fāgiem satur hromosomālo DNS. 

Nespecifisko transdukciju iespējams izmantot noteiktu ģenētisko marķieru (gēnu vai gēnu grupu) pārnešanai no viena baktēriju celma uz otru un tādējādi tā tiek samērā plaši pielietota baktēriju ģenētikā. Tomēr jāņem vērā, ka, lai pārnestu kādu noteiktu marķieri no viena celma uz citu, ir jāizmanto pietiekami daudz fāga daļiņu. Ja vienā kapsīdā var ieslēgties ap 2% (apmēram 80 000 bp) no šūnas genoma un tikai viena no 1000 daļiņām satur šādu genoma fragmentu, tad ir nepieciešamas vismaz 50 000 fāga daļiņas, lai pārnestu kādu noteiktu ģenētisko marķieri. Nedrīkst aizmirst arī, ka kādu noteiktu fenotipisko pazīmi var noteikt vairāki attālu novietoti gēnu lokusi baktērijas hromosomā un tādējādi šāda pazīme nav pārnesama transdukcijas ceļā. Maksimālais attālums starp gēniem, kas vēl var tikt kopīgi transducēti ir 1.8 min. (1 minūtei Escherichia coli hromosomas atbilst aptuveni 42 000 bp). 


Dotajā laboratorijas darbā ir paredzēts ar bakteriofāga P1 palīdzību pārnest ģenētisko marķieri dam13::Tn9CmR no Escherichia coli celma GM2150 uz celmu XL1-Blue. dam lokuss kodē DNS metilāzi, kas pazīst DNS secību 5’-GATC-3’ un pievieno adenīnam metilgrupu N6 pozīcijā. Celmā GM2150 šis lokuss ir inaktivēts ar transpozona Tn9 inserciju, kā rezultātā DNS šajā celmā nesatur N6-metiladenīnu (N6-mA) 5’-GATC-3’ kontekstā. To var pārbaudīt šķeļot no celma GM2150 izdalītu plazmīdu DNS ar restriktāzēm DpnI (restrikcijai nepieciešama N6-mA klātbūtne) un Sau3AI (restrikciju neietekmē N6-mA klātbūtne), kas abas pazīst DNS secību 5’-GATC-3’. Tn9 savukārt satur hloramfenikola (Cm) rezistences gēnu (cat), kas kodē šo antibiotiku modificējošu fermentu hloramfenikolacetiltransferāzi, tādējādi atļaujot GM2150 celma šūnām augt barotnē, kas satur hloramfenikolu. Celms XL1-Blue satur intaktu dam lokusu, kas nozīmē, ka katra DNS secība 5’-GATC-3’ šajā celmā satur N6-mA. Bez tam celms XL1-Blue satur tetraciklīna rezistences gēnu (tet), kas kodē baktēriju šūnapvalku modificējošu proteīnu, kurš traucē tetraciklīnam iekļūt šūnā. 


Darba gaitā paredzēts inficēt celmu GM2150 (donors) ar bakteriofāgu P1. Šūnām lizējoties, hromosomālās DNS fragmenti (tai skaitā lokuss dam13::Tn9CmR) tiek ietverti vīrusa kapsīdā. Vīrusa daļiņas tiek savāktas un ar tām tiek inficēts celms XL1-Blue. Vīrusam tiek atļauts adsorbēties uz šūnu virsmas un injicēt savu DNS. Ja injicēta tiek donora celma DNS, tā var integrēties celma XL1-Blue genomā (akceptors) homologās rekombinācijas ceļā, aizvietojot atbilstošo lokusu akceptorās šūnas hromosomā. Transducētās šūnas tiek atlasītas sējot kultūru uz cietās barotnes, kas satur antibiotikas hloramfenikolu un tetraciklīnu. Šādos apstākļos spējīgas augt būs tikai šūnas, kas papildus normālajam XL1-Blue genotipam saturēs vēl arī transducēto dam13::Tn9CmR lokusu.


Mācību literatūra:
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1.2. Baktēriju transformācija


Baktēriju transformācija ir viens no veidiem kā baktēriju šūna var uzņemt svešu DNS un līdz ar to iegūt jaunas īpašības, t.i., var tikt transformēta. Dabisko transformācijas procesu atklāja Fred Griffith 1928. gadā pētot patogenitātes pārnesi no virulentiem uz avirulentiem Streptococcus pneumoniae celmiem. 1944. gadā O.T. Avery, C.M. MacLeod un M.J. McCarty pierādīja, ka transformējošais faktors ir dezoksiribonukleīnskābe. Dabiskajā transformācijas procesā parasti tiek pārnesta lineāra DNS, kura var adsorbēties uz baktēriju šūnu virsmas, pēc tam tikt transportēta caur šūnapvalku un plazmas membrānu un beigās rekombinācijas procesa rezultātā integrēties akceptorās šūnas genomā. Dabiskā transformācija ir sastopama atsevišķās gram-pozitīvo (Streptococcus, Bacillus) un gram-negatīvo (Haemophilus, Pseudomonas) baktēriju ģintīs. Tomēr ne visas baktēriju šūnas ir spējīgas uzņemt svešu DNS. Šūnas, kas spēj uzņemt DNS tiek sauktas par kompetentām. Dabisko kompetenci nodrošina speciāli recipientās šūnas mehānismi, ar kuru palīdzību svešā DNS tiek uzņemta šūnā. 


Kompetenci ir iespējams inducēt arī tādās baktēriju ģintīs, kurās tā dabiski nepastāv, piemēram, Escherichia. Šajā gadījumā baktēriju šūnas tiek speciāli apstrādātas vai nu ar hipotonisku CaCl2 šķīdumu vai ar elektrisko strāvu (elektroporācija), kas īslaicīgi padara baktēriju šūnapvalkus caurlaidīgus un atver plazmas membrānas poras, tādējādi atļaujot DNS iekļūt šūnā. Svarīgi, lai transformējamās DNS koncentrācija būtu augsta un šūnu kultūra, kurās tiks inducēta kompetence atrastos logaritmiskās augšanas fāzes vidusdaļā, t.i., šūnas aktīvi augtu un dalītos. Tādā veidā ir iespējams panākt praktiski jebkuras DNS iekļūšanu šūnā, tomēr jāņem vērā, ka lineāra DNS baktēriju šūnās tiek ātri fermentatīvi degradēta. 

Gēnu inženierijā plaši pielieto baktēriju šūnu transformāciju ar plazmīdu DNS, kas ir ievērojami stabilāka, spēj autonomi replicēties, izmantojot saimniekšūnas replikācijas mehānismu, un tādējādi nodrošina savu saglabāšanos baktēriju populācijā. Izmantojot plazmīdu vektorus kā nesējus, ar transformācijas palīdzību ir iespējams šūnā ievadīt un pavairot DNS no jebkura organisma. Dabiskās baktēriju plazmīdas var piešķirt transformētajām šūnām jaunas īpašības, kā piemēram, spēju konjugēt, rezistenci pret noteiktām antibiotikām, spēju producēt bakteriocīnus vai arī spēju metabolizēt dažādus ķīmiskos savienojumus. Spēja augt antibiotikas saturošā barotnē ir visplašāk pielietotais veids kā atlasīt transformētās baktēriju šūnas, kas uzņēmušas sevī svešo DNS. Vairums gēnu inženierijā izmantojamo rekombinanto plazmīdu satur vienu vai vairākus antibiotiku rezistences gēnus, kuru kodētie proteīni palīdz šūnai izsargāties no konkrētās antibiotikas to vai nu ķīmiski modificējot vai arī transportējot ārā no šūnas.


Lielā praktikuma laboratorijas darbu gaitā baktēriju transformācija tiks pielietota gan plazmīdu DNS ievadīšanai šūnā, gan arī rekombinantu plazmīdu iegūšanai, transformējot ligēšanas maisījumus. Šī iemesla dēļ nav izdalīts atsevišķs laboratorijas darbs - transformācija, lai gan transformācijas protokols ir dots 1. laboratorijas darba aprakstā.
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Papildus literatūra:

F.M. Ausubel (ed.) Short Protocols in Molecular Biology. 3rd ed. Wiley.1995.

D. Hanahan. Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. J.Mol.Biol. 166:557-580.

1. Laboratorijas darba apraksts

Materiāli:

· Sterilas pipetes, Petri plates, Eppendorf’a mēģenes un stikla mēģenes.

· 0.1 M CaCl2 šķīdums (sterilizē autoklāvējot).

· 0.5 M CaCl2 šķīdums (sterilizē autoklāvējot).

· P1 - sāļu šķīdums (NaCl 8.5 g/l; Na citrāts 14.7 g/l).

· 2xTY barotne (16 g/l bakto triptons; 10 g/l rauga ekstrakts; 5 g/l NaCl; sterilizē autoklāvējot).

· LB barotne (10 g/l bakto triptons; 5 g/l rauga ekstrakts; 10 g/l NaCl; sterilizē autoklāvējot). Ja nepieciešams, pēc autoklāvēšanas pievieno antibiotikas - tetraciklīnu līdz 15 mg/l un hloramfenikolu līdz 10 mg/l.

· Agarizētā LB barotne (LB barotne + 20 g/l bakto agars; sterilizē autoklāvējot). Ja nepieciešams, agarizētai barotnei, atdzesētai līdz 50o C, pēc autoklāvēšanas pievieno antibiotikas - tetraciklīnu un hloramfenikolu.

· Top-agars (LB barotne + 7 g/l bakto agars; sterilizē autoklāvējot). Pēc autoklāvēšanas pievieno 5 ml/l sterila 0.5 M CaCl2 šķīduma.


Baktēriju celmi
·  GM2150 genotips - thr1 leuB6 his4 thi1 tonA31 supE44 galK2 galT22 ara14 lac41 xyl5 mtl1 tsx78 rpsL136 dam13::Tn9CmR 

·  XL1-Blue genotips -  recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB lacIqZM15 Tn10 (TetR)]


Bakteriofāgs:

· P1.kc

Fāga lizāta pagatavošana no donora celma

· Uzsēj celma GM2150 naktskultūru 3 ml LB barotnes un audzē pa nakti pie + 37o C kratītājā. 

· Nākamajā dienā izkausē top-agaru ūdens vannā un tur ūdens termostatā pie + 50o C. Sasilda LB agara plates (bez antibiotikām) pie + 37 o C.

· Atšķaida 1 ml naktskultūras ar 4 ml LB barotnes un pārnes 0.25 ml sterilā stikla mēģenē.

· Atšķaidītajai nakstskultūrai pievieno 0.1 ml fāga P1.kc lizāta un 2.5 ml izkausētā top-agara. Samaisa un nekavējoties izlej uz iepriekš sasildītās LB agara plates. Strādāt ātri, jo pie + 50o C šūnas ātri mirst!

· Plates inkubē 6 stundas pie + 37 o C līdz kļūst redzama baktēriju šūnu lizēšanās (plaki).

· Uz plates uzpilina 3 ml LB barotnes un inkubē pa nakti ledusskapī, lai ekstraģētu fāga daļiņas no top-agara.

· Nākamajā dienā savāc fāga lizātu no LB agara platēm Eppendorf’a mēģenēs, centrifugē 30 sek., lai attīrītu lizātu no agara daļiņām un nelizētajām šūnām, pārnes lizātu tīrā stikla mēģenē un pievieno 0,5 ml hloroforma.

· Iegūto fāga P1:GM2150 lizātu uzglabā ledusskapī pie + 4 o C. 


Fāga titra noteikšana

· Fāga titrs ir fāga daļiņu skaits mililitrā  un to nosaka kā plakus veidojošo vienību skaitu mililitrā (PFU (angl. plaque forming units) /ml). Tā kā vidēji fāga titrs ir starp 1x107 un 1x1010, tad titrēšanai izmanto 10-6, 10-7, 10-8 un 10-9 atšķaidītu fāga lizātu. Atšķaidījumus veic LB barotnē.

· Tāpat kā iepriekšējās dienas eksperimentā katriem 0.1 ml fāga atšķaidījuma pievieno 0.25 ml atšķaidītas, svaigas GM2150 naktskultūras un 2.5 ml top-agara. Maisījumu izsēj uz siltām LB agara platēm un inkubē pie + 37 o C pa nakti. 

· Nākamajā dienā saskaita fāga lizētos plakus un nosaka precīzu fāga titru.


P1 transdukcija

· Uzsēj celma XL1-Blue naktskultūru (akceptors) 3 ml LB barotnes un audzē pa nakti pie + 37o C kratītājā.
· Nākamajā dienā fotoelektrokolorimetriski nosaka baktēriju skaitu naktskultūrā. Escherichia coli šūnu gadījumā vienai optiskā blīvuma vienībai pie 600 nm (OD600=1.0) atbilst apmēram 8x108 šūnas mililitrā. Atšķaida naktskultūru līdz 2x109 šūnām/ml.
· Sterilā mēģenē 0.8 ml atšķaidītās naktskultūras pievieno 0.4 ml fāga P1:GM2150 lizāta vai 0.4 ml LB barotnes (kontrole). Adsorbē fāga daļiņas uz šūnu virsmas 20 min. pie + 37o C.
· Pēc adsorbcijas pievieno 5 ml P1 sāļu šķīduma, kas satur Na citrātu. Citrāta joni saista Ca jonu un tādējādi novērš Ca atkarīgo nākamās fāgu paaudzes readsorbciju. Šūnu suspensiju centrifugē 5 min. pie 3000 rpm un nogulsnes suspendē 0.5 ml P1 sāļu šķīduma.
· Izsēj 0.1 ml šūnu suspensijas uz LB agara platēm ar hloramfenikolu un tetraciklīnu. Inkubē pa nakti pie + 37o C. Līdzīgi apstrādā arī kontroli.
· Nākamajā dienā izvērtē trandukcijas rezultātus. Tikai XL1-Blue celma kloni, kuros normālais dam lokuss ir aizvietots ar dam13::Tn9CmR no GM2150 spēj augt barotnē ar hloramfenikolu un tetraciklīnu. Rezultātā ir iegūts XL1-Blue celms ar papildus ģenētisko marķieri dam13::Tn9CmR.

Baktēriju transformācija ar plazmīdu DNS (CaCl2 protokols)

· Sēj baktēriju celma naktskultūras, pievienojot barotnei 2xTY atbilstošas antibiotikas. 


Kompetences indukcijas protokols

·  1 koloniju no plates inokulē 3 ml 2xTY barotnes un audzē pa nakti pie + 37o C kratītājā.

·  0.5 ml no iegūtās naktskultūras inokulē 50 ml 2xTY barotnes un audzē kratītājā pie +37o C līdz optiskajam blīvumam OD600=0.25-0.3. 

·  Kultūru centrifugē 15 min. pie 3000 rpm dzesējamā centrifūgā.

·  Supernatantu nolej, šūnu sedimentu suspendē 20 ml ledus auksta 0.1 M CaCl2 šķīduma un inkubē 20 min. uz ledus.

·  Šūnu suspensiju centrifugē tajā pašā režīmā un sedimentu suspendē 0.5 ml ledus auksta 0.1 M CaCl2 šķīduma. Iegūtās kompetentās šūnas glabā pie + 4o C.
Transformācijas protokols

· Katriem 100 l kompetento šūnu pievieno 1 l plazmīdu DNS šķīduma ar koncentrāciju 1 ng/l. Inkubē 30 min. uz ledus.

· Inkubē 30 sek. pie + 42o C, pēc tam 1-2 min. uz ledus.

· Šūnu suspensijai pievieno 1 ml iepriekš sasildītas 2xTY barotnes un inkubē kratītājā 30 min. pie + 37o C. 

· Transformācijas maisījumi (0.1 ml) tiek izsēti uz LB agara platēm, kas satur atbilstošu antibiotiku.

2. LABORATORIJAS DARBS

GĒNU EKSPRESIJAS REGULĀCIJA BAKTĒRIJĀS

Šūnas normālu funkcionēšanu nodrošina tās komponentu līdzsvars un saskaņotas mijiedarbības, ko savukārt nodrošina konkrētu gēnu ekspresija noteiktā daudzumā noteiktā šūnas attīstības stadijā. Tāpat arī mainoties apkārtējās vides apstākļiem, šūnai ir nepieciešams tiem pielāgoties un tas notiek izmainot noteiktu gēnu ekspresiju. Lai šādas gēnu ekspresijas izmaiņas varētu notikt, ir izstrādāti daudzi regulācijas mehānismi, kas darbojas gan transkripcijas, gan translācijas līmenī. Baktērijās primārā gēnu ekspresijas regulācija notiek tieši transkripcijas regulācijas līmenī. 

Turpmākajā laboratorijas darbā tiks apskatīta negatīvā un pozitīvā gēnu ekspresijas regulācija baktērijās, kā piemēru izmantojot Escherichia coli plazmīdu izcelsmes rafinozes katabolisma operonu. Ogļhidrātu katabolisma regulācija baktērijās ir klasisks piemērs, kas lieliski ilustrē baktēriju pielāgošanos mainīgajiem apkārtējās vides apstākļiem, tomēr līdzīgi regulācijas mehānismi ir sastopami arī citos operonos. Pētījumi par regulācijas mehānismiem, kas baktērijām atļauj strauji adaptēties dažādiem barības vielu avotiem, ir pamatā mūsu zināšanām  par gēnu ekspresijas molekulārajiem mehānismiem prokariotos un ir atzīstama bāze pētot atbilstošus procesus eikariotu šūnās. 

Rafinozes katabolisma operons (raf operons), kas atrodas dabiskās Escherichia coli plazmīdas pRSD2 sastāvā, kodē fermentus, kas nepieciešami trisaharīda rafinozes uzņemšanai šūnā un sašķelšanai līdz monosaharīdiem, kas tālāk ir izmantojami kā oglekļa un enerģijas avots. Rafinozes struktūrformula un operona struktūra ir parādīti 2. attēlā.
A




B



2. attēls. A - trisaharīda rafinozes struktūrformula. Ar bultu norādīta raf operona kodētās -galaktozidāzes šķeltā -galaktozīdsaite. Apakšā parādīti atsevišķi rafinozes sastāvā ietilpstošie monosaharīdi. B - raf operona struktūras shēma. 

Operons sastāv no 3 vienā mRNS transkribētiem struktūrgēniem - rafA (-galaktozidāze), rafB (raf permeāze) un rafD (invertāze jeb saharozes hidrolāze), kas atrodas negatīvā neatkarīgi transkribētā rafR gēna produkta (RafR represors) kontrolē. Struktūrgēnu transkripcijai (promoters PA) un tās regulācijai nepieciešamie elementi ir lokalizēti rafR - rafA starpgēnu rajonā. rafR gēna transkripcija notiek relatīvi vāja, konstitutīva (neregulējama) promotera - PR kontrolē, kas atrodas 5’ virzienā no rafR gēna.

Pozitīvo transkripcijas regulāciju realizē nespecifisks Escherichia coli aktivātorais proteīns CRP (angl. cAMP receptor protein; saukts arī par katabolītu aktivātorproteīnu - CAP). Saskaņojot negatīvo (RafR) un pozitīvo (CRP) regulāciju, tiek panākta efektīva operona transkripcijas kontrole, kas atļauj ekspresiju tikai tad, kad izpildās 2 nepieciešami priekšnoteikumi:

· augšanas vidē ir rafinoze;

· šūnā trūkst vieglāk metabolizējamā glikoze.
2.1. Escherichia coli rafinozes operona negatīvā regulācija


Escherichia coli primārais enerģijas un oglekļa avots ir glikoze un lielākā daļa katabolisma ceļu iet caur to. Glikoze ir arī Escherichia coli augšanas vidē visplašāk sastopamais ogļhidrāts. Tomēr izmainoties apkārtējās vides apstākļiem, tajā var parādīties alternatīvi ogļhidrāti (piemēram, laktoze, galaktoze, rafinoze) un spēja katabolizēt šos savienojumus var nodrošināt baktērijai priekšrocības augšanā. Tādēļ baktērijās ir sastopami operoni, kas kodē alternatīvo ogļhidrātu katabolisma fermentus. Tajā pašā laikā šo fermentu sistēmu biosintēze un darbība ir enerģētiskais slogs šūnai, kuru atļauties ir nepieciešams tikai gadījumā, ja augšanas vidē patiešām ir kādi citi ogļhidrāti. Šī iemesla dēļ visi augstāk minētie operoni ir pakļauti negatīvai regulācijai, t.i., ja augšanas vidē nav atbilstošā ogļhidrāta, tad operons ir represēts. Represija tiek realizēta ar DNS saistošu proteīnu - represoru starpniecību, kas novērš dotā operona transkripciju, kavējot RNS polimerāzes (RNSP) saistīšanos pie atbilstošā promotera vai veidojot represora - RNSP - promotera kompleksus, kas nav transkripcionāli aktīvi. Ja augšanas vidē parādās ogļhidrāts, kura katabolisma funkciju kodē dotais operons, tad represors atdisociē no DNS, t.i., notiek indukcija. Savienojums, kas saistoties ar represoru izraisa tā atdisociēšanu no DNS, ir induktors un tas ir specifisks katram represoram. Induktors var būt gan pats metabolizējamais ogļhidrāts (laktoze), ogļhidrāta katabolisma starpprodukts (RafR induktors ir melibioze, ko iegūst no rafinozes atšķeļot fruktozi) vai arī sintētisks savienojums (piemēram, izopropil--D-tiogalaktopiranozīds jeb IPTG, kas ir laktozes operona represora induktors). 


RafR ir 36.700 Da liels proteīns, kas ir aktīvs dimēra formā. Tā aminoskābju secība ir homoloģiska daudziem citiem E.coli represoriem, piemēram, LacI un GalR. Proteīna N-terminālajā galā ir lokalizēta augsti konservatīva aminoskābju secība, kas acīmredzot veido tā saukto spirāle - pagrieziens - spirāle motīvu (angl. helix - turn - helix jeb HTH), kas saistās pie specifiskas DNS secības - operatora (skat. 3. attēlu). Starp rafR un rafA gēniem lokalizētais PA satur divus operatora saitus, pie kuriem vienlaicīgi saistoties RafR kopumā nodrošina apmēram 1200 kārtīgu raf operona represiju. Represora dabiskais induktors ir disaharīds melibioze, kas ir rafinozes hidrolīzes produkts (hidrolīzi veic invertāze). Operatora saiti ir 18 bp garas palindromiskas DNS secības, kas savā vidusdaļā satur konservatīvu secību AAACGTTT (palindroma simetrijas centrs ir starp C un G). 
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3. attēls. rafR - rafA starpgēnu rajona shēma un nukleotīdu secība. Norādītas rafR gēna beigas un rafA gēna sākums. Shēmā parādīti raf operona ekspresijas regulācijā iesaistītie elementi: CRP - CRP (aktivātora) saistīšanās vieta; O1 un O2 - RafR operatora saiti; -35 un -10 - promotera -35 un -10 rajoni (atbildīgi par RNSP saistīšanu); +1 - transkripcijas starta saits; SD - Shine - Dalgarno sekvence jeb baktēriju ribosomu saistīšanās vieta. 

Attālums starp operatoru simetrijas centriem ir 21 bp. Tādējādi abi RafR dimēri, vienlaicīgi saistoties pie operatoriem, atrodas vienā un tajā pašā DNS dubultspirāles pusē (viens dubultspirāles vijums ir apmēram 10.5 bp). RafR tāpat kā daudzi citi DNS saistoši proteīni saistoties pie sava operatora saita izraisa dramatiskas DNS struktūras izmaiņas - asu DNS liekumu (apmēram 90o leņķī) prom no sevis. Sākotnēji tika uzskatīts, ka represors savu negatīvo efektu uz raf operona ekspresiju izpauž traucējot RNSP saistīties pie promotera. Jaunākie pētījumi tomēr liecina, ka RafR un RNSP var vienlaicīgi saistīties pie saviem saitiem DNS molekulā, tādējādi liekot skaidrot represiju kā transkripcijai nelabvēlīgas nukleoproteīnu arhitektūras un RafR un RNSP proteīnu - proteīnu mijiedarbību rezultātu.

Dotajā laboratorijas darbā ir paredzēts novērtēt represora darbību, izmantojot rekombinantās plazmīdas, kas satur dažādus raf operona fragmentus, wt, kā arī mutantus operatora saitus, kas nespēj saistīt RafR. Tāpat tiks izvērtēts arī efekts kādu izraisa induktora melibiozes pievienošana baktēriju augšanas videi. Represora efektu uz PA aktivitāti novērtē mērot rafA gēna produkta fermenta -galaktozidāzes aktivitāti, t.i., rafA gēns kalpo par reportiergēnu. -galaktozidāze šķeļ -galaktozīdsaiti rafinozes molekulā (skat. 2. attēlu), tomēr tā spēj izmantot kā substrātu arī citus ogļhidrātu atvasinājumus, kuros ir -galaktozīdsaite, piemēram, melibioze vai p-nitrofenil--D-galaktopiranozīds (-PNPG). Pēdējais savienojums ir izmantojams, lai noteiktu -galaktozidāzes aktivitāti plazmīdas saturošu šūnu lizātos, jo hidrolīzes produkts ir dzeltens savienojums p-nitrofenols, kuru iespējams kvantitatīvi noteikt mērot optisko blīvumu pie 420 nm (OD420). 

Darbā izmantojamo rekombinanto plazmīdu kartes parādītas 4. attēlā un to īpašības apkopotas 1. tabulā. 
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4. attēls. A - plazmīdas pRU1322 karte. Plazmīdā klonēts raf operona fragments, kas satur rafR gēnu ar tā promoteru PR un rafA gēnu ar tā promoteru PA un operatora saitus. B - plazmīdas pRU1307 karte. Plazmīdā klonēts raf operona fragments, kas satur rafA gēnu ar tā promoteru PA un operatora saitus.

1. tabula

Plazmīdas nosaukums
Īpašības
Indukcija

pRU1307
Konstitutīva, spēcīga -galaktozidāzes ekspresija
-

pRU1333
Konstitutīva, vāja -galaktozidāzes ekspresija
-

pRU1322
wt operatora saiti, PA represēts
+

pRU1324
Mutācija O1, PA daļēji represēts
+

pRU1327
Mutācija O2, PA daļēji represēts
+

Mācību literatūra:

Lewin, B. Genes VI. Oxford University Press. 1997.

Papildus literatūra:

Aslanidis, C., Schmitt, R. 1990. Regulatory elements of the raffinose operon: nucleotide sequences of operator and repressor genes, J. Bact., 172:2178-2180.

Aslanidis, C., Muiznieks, I., Schmitt, R. 1990. Successive binding of raf repressor to adjacent raf operator sites in vitro, Mol. Gen. Genet., 223:297-304.

Muiznieks, I., Schmitt, R. 1994. Role of two operators in regulating the plasmid-borne raf operon of Escherichia coli, Mol. Gen. Genet., 242:90-99. 

2.2. Escherichia coli rafinozes operona pozitīvā regulācija


Normālos apstākļos Escherichia coli šūnām augot vidē, kurā ir glikoze, tām nav nepieciešamības (nav enerģētiski izdevīgi) sintezēt fermentus, kas atļautu metabolizēt citus ogļhidrātus pat tad, ja tie ir pieejami. Tomēr kā aprakstīts nodaļā par negatīvo regulāciju, vairumā gadījumu induktori ir paši ogļhidrāti. Kā baktēriju šūnas šādā gadījumā izvairās no nevajadzīgu fermentu sistēmu sintēzes un nodrošina šo sistēmu sintēzi, tad kad tās kļūst nepieciešamas? Viens veids kādā to var panākt ir izmantojot relatīvi vājus promoterus, kuru aktivitāte pat derepresētā stāvoklī ir niecīga. Tādējādi induktora klātbūtne viena pati nav pietiekama efektīvai transkripcijai. Tikai tad, kad augšanas vidē beidzas glikoze, parādās nepieciešamība izmantot alternatīvus ogļhidrātus. Šajā gadījumā notiek derepresētā operona aktivācija. Uz glikozes samazināšanos barotnē šūna reaģē palielinot cikliskā adenozīnmonofosfāta (cAMP) koncentrāciju citoplazmā, kas ar cAMP receptorproteīna (CRP) palīdzību aktivē atbilstošos operonus. cAMP koncentrāciju citoplazmā regulē fosfoenolpiruvāta (PEP) atkarīgā cukuru fosfotransferāzes sistēma (PTS). PEP ir glikozes katabolisma starpprodukts, kas ar PTS katalizētās proteīnu fosforilācijas palīdzību negatīvi regulē fermentu adenilātciklāzi, kas sintezē cAMP. Samazinoties glikozes (un arī PEP) daudzumam šūnā, adenilātciklāze tiek aktivēta un šūnā pieaug cAMP sintēze. Adenilātciklāzi kodē cya gēns un mutācijas šajā gēnā liedz baktēriju šūnām izmantot alternatīvos cukurus. 


cAMP ir signālmolekula, kas savu efektu izpauž ar CRP starpniecību. CRP aktīvā formā ir dimērs ar molekulmasu 45.000 Da un 209 aminoskābju atlikumiem katrā subvienībā. CRP kodē vāji autoregulēts crp gēns, kas nodrošina pastāvīgu CRP klātbūtni šūnā. Tāpat kā cya gēna gadījumā crp gēna mutācijas liedz baktēriju šūnām izmantot alternatīvos cukurus, tomēr crp- un cya- celmi ir dzīvotspējīgi. Transkripciju aktivējošs efekts piemīt tikai cAMP-CRP kompleksam, pie kam katrs CRP dimērs saista tikai 1 cAMP molekulu. cAMP saista proteīna N-gala domēns, bet C-galā atrodas DNS saistošais HTH motīvs. cAMP piesaistīšanās izraisa konformacionālas izmaiņas proteīna struktūrā, kuru rezultātā cAMP-CRP komplekss iegūst spēju specifiski saistīties pie DNS. cAMP-CRP komplekss saistās pie 22 bp garas palindromiskas DNS secības, kuras konsensus struktūra ir sekojoša:

5’-AAaTGTGAtcT*AgaTCACAtTT-3’

Ar lielajiem burtiem norādīti viskonservatīvākie nukleotīdi, papildus izcelti pentanukleotīdi, kas veido specifiskus kontaktus ar CRP, ar bultu norādīts simetrijas centrs. 

cAMP-CRP komplekss regulē transkripciju, saistoties pie DNS augšpus promotera plašā intervālā no -41 līdz -100 bp attiecībā pret transkripcijas iniciācijas saitu. Lai gan cAMP-CRP komplekss vairāk pazīstams kā transkripcijas aktivātors, tomēr atsevišķos gadījumos tas var darboties arī kā represors, saistoties promotera rajonā un traucējot RNSP mijiedarbības ar to (piemēram, galaktozes operona promoters P2). Mehānisms kā cAMP-CRP komplekss veic transkripcijas aktivāciju ir viens no visvairāk pētītajiem un vislabāk izzinātajiem transkripcijas regulācijas procesiem. Tas ietver sevī 2 svarīgus komponentus, proti, cAMP-CRP kompleksa radītās DNS strukturālās izmaiņas un tiešus proteīnu - proteīnu kontaktus starp cAMP-CRP kompleksu un RNSP. cAMP-CRP komplekss saistoties pie DNS inducē tajā asu (atkarībā no konkrētā DNS saita pat >90o lielu) liekumu, pie kam DNS, atšķirībā no RafR, tiek liekta ap proteīnu. cAMP-CRP kompleksa inducētajam DNS liekumam ir neapšaubāmi ievērojama loma transkripcijas aktivācijā, par ko liecina iespēja saglabāt transkripcijas aktivāciju, aizvietojot CRP saitu ar cita DNS liecoša proteīna saitu vai pat ar stabili liektu DNS struktūru. DNS liekums acīmredzot veicina transkripcijai labvēlīgas DNS trīsdimensionālās struktūras rašanos promotera rajonā un DNS kušanu ap transkripcijas starta vietu. DNS liekums var arī atļaut RNSP kontaktus ar augšpus promoteram atrodošos DNS. Tomēr būtiskākā loma transkripcijas aktivācijā neapšaubāmi ir proteīnu - proteīnu mijiedarbībām. Noteikti aminoskābju atlikumi uz CRP virsmas var mijiedarboties ar specifiskām aminoskābēm vienas no RNSP  subvienības C-terminālā domēna sastāvā. Tas var veicināt RNSP piesaistīšanos pie promotera un slēgtā RNSP - promotera kompleksa veidošanos vai arī slēgtā kompleksa izomerizēšanos par atvērto kompleksu, kas saistīts ar DNS kušanu transkripcijas starta vietā. 


Rafinozes operona promotera PA gadījumā, CRP saita simetrijas centrs atrodas 60.5 bp no transkripcijas starta saita (tāpat kā lacZ promotera gadījumā). raf CRP saits ievērojami atšķiras no konsensus saita un tā nukleotīdu secība ir sekojoša:

5’-ATTTTTTATCC*AGATCACACAA-3’


Uzsvērti nukleotīdi, kas sakrīt ar konsensus secību. Kā redzams, kreisajā pusē sakrīt 6 nukleotīdi no 11 un tikai 2 no TGTGA motīva, kamēr labajā pusē sakrīt 8 no 11, bet TCACA motīvs sakrīt pilnīgi. Tas acīmredzot ir iemesls, kādēļ cAMP-CRP komplekss aktivē raf transkripciju tikai aptuveni 25 reizes, kamēr laktozes gadījuma tas aktivē vairāk kā 50 reizes un lac ir viens no spēcīgākajiem CRP saitiem. Atšķirībā no lacZ promotera, raf PA gadījumā cAMP-CRP komplekss ne tikai sekmē RNSP saistīšanos pie promotera, bet arī atvērtā kompleksa veidošanos. 


Dotajā darbā paredzēts izvērtēt cAMP-CRP lomu rafinozes operona PA ekspresijā. Šim nolūkam tiks izmantotas 2. tabulā raksturotās plazmīdas, kuras satur -galaktozidāzes gēnu vai nu wt PAkontrolē (pRU1307, skat. arī 4. attēlu) vai arī PA, kam deletēts CRP saits, kontrolē (pRU1307crp). CRP efekta novērtēšanai tiks izmantots nodaļā par negatīvo regulāciju aprakstītais -galaktozidāzes tests. Lai izvērtētu saimniekšūnas ģenētiskā fona lomu, -galaktozidāzes aktivitāte tiks mērīta divu dažādu plazmīdas saturošu celmu lizātos. Celms XL1-Blue satur intaktus crp un cya gēnus, bet celmā XA3D1 ir deletēts crp gēns.

2. tabula

Plazmīdas nosaukums
Īpašības
Aktivācija

pRU1307
Aktivējama, spēcīga wt PAkontrolēta 

-galaktozidāzes ekspresija
+

pRU1333
Konstitutīva, vāja PR kontrolēta

-galaktozidāzes ekspresija 
-

pRU1307crp
PA ar deletētu CRP saitu, konstitutīva, vāja 

-galaktozidāzes ekspresija
-

Mācību literatūra:

Lewin, B. Genes VI. Oxford University Press. 1997.

Papildus literatūra:

Muiznieks, I., Rostoks, N., Schmitt, R. Regulation of raf gene transcription: CAP and raf repressor bend DNA in opposite directions, iesniegts Biological Chemistry.

2. Laboratorijas darba apraksts

Materiāli:

· Sterilas pipetes, Petri plates, Eppendorf'a mēģenes un stikla mēģenes.

· 0.1 M CaCl2 šķīdums (sterilizē autoklāvējot).

· 0.5 M Na2CO3 šķīdums.

· 1 M MgCl2 šķīdums (sterilizē autoklāvējot).

· 1 M MgSO4 šķīdums (sterilizē autoklāvējot).

· 20 mM -PNPG šķīdums.

· 20% glikozes šķīdums (sterilizē filtrējot). 

· 20% melibiozes šķīdums.

· 20% fruktozes šķīdums.

· 50 mM Na fosfāta buferis pH 7.5 (30.5 ml 1 M Na2HPO4 šķīduma un 19.5 ml 1 M NaH2PO4 šķīduma uz 1 l 50 mM buferšķīduma).

· 2xTY barotne (16 g/l bakto triptons; 10 g/l rauga ekstrakts; 5 g/l NaCl; sterilizē autoklāvējot).

· NZY barotne (10 g/l kazamino skābes; 5 g/l rauga ekstrakts; 5 g/l NaCl; sterilizē autoklāvējot). Katriem 100 ml autoklāvētas barotnes sterili pievieno 1.25 ml 1 M MgCl2, 1.25 ml 1 M MgSO4 un 2 ml 20% glikozes šķīduma, kas sterilizēts filtrējot. 

· Agarizētā LB barotne (LB barotne + 20 g/l bakto agars; sterilizē autoklāvējot). Ja nepieciešams, agarizētai barotnei, atdzesētai līdz 50o C, pēc autoklāvēšanas pievieno antibiotikas - ampicilīnu līdz 100 mg/l.


Baktēriju celmi
·  XL1-Blue genotips -  recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB lacIqZM15 Tn10 (TetR)]

·  XA3D1 - dotajam darbam būtiskais genotips - crp cya+

Plazmīdu DNS:

· pRU1307, pRU1333, pRU1322, pRU1324, pRU1327, pRU1307crp - ūdens šķīdums ar koncentrāciju 1 ng/l.


Kompetento šūnu sagatavošana un transformācija

· Sēj celmu XL1-Blue un XA3D1 naktskultūras 3 ml 2xTY barotnes un audzē tās pa nakti pie +37o C kratītājā.

· XL1-Blue celma kompetento šūnu sagatavošana un transformācija tiek veikta precīzi kā aprakstīts pirmajā darbā. XA3D1 celmam ir pazemināta dzīvotspēja un transformācijas efektivitāte, tādēļ transformācijas protokolā ir daži papildinājumi, kas paaugstina efektivitāti. 

· Katriem 100 l kompetento XA3D1 celma šūnu, kas pagatavots kā aprakstīts 1. laboratorijas darbā, tieši pirms transformācijas pievieno 1.6 l 1:10 atšķaidīta -merkaptoetanola ūdens šķīduma un 1 l DNS šķīduma.

· Šūnas inkubē 30 min. ledus vannā, 30 sek. pie 42o C un atkal 1-2 min. uz ledus. 

· Šūnām pievieno 1 ml siltas NZY barotnes un inkubē 1 hr pie 37o C. 

· Transformācijas maisījumi tiek izsēti uz LB agara platēm ar ampicilīnu. XA3D1 celma gadījumā uz vienas plates izsēj 400 l transformācijas maisījuma. 


-galaktozidāzes aktivitātes noteikšana negatīvās regulācijas (RafR) eksperimentā

· No katras transformācijas tiek uzsēta viena naktskultūra 3 ml 2xTY barotnes ar ampicilīnu un audzēta pa nakti pie +37o C kratītājā. 

· Nākamajā dienā 0.5 ml naktskultūras tiek atšķaidīti ar 50 mM Na fosfāta buferšķīdumu līdz 10 ml (20 reizes) un tiek noteikts šūnu suspensiju OD600. 

· No šūnu suspensijām tiek sētas kultūras 25 ml 2xTY ar ampicilīnu. Inokulējamais šūnu suspensijas tilpums tiek rēķināts sekojoši:




· Kultūras audzē 4 hr pie +37o C kratītājā. 

· No katras kultūras pārnes 10 ml kolbā ar 0.1 ml 20% melibiozes šķīdumu un 10 ml kolbā ar 0.1 ml 20% fruktozes šķīdumu (gala koncentrācija 0.2%). Turpina audzēt kultūras vēl 1 hr. 

· No katras kultūras ņem 0.5 ml, atšķaida ar Na fosfāta buferi līdz 5 ml (10 reizes) un nomēra šūnu suspensijas OD600.

· Atlikušajai šūnu suspensijai pievieno 0.1 ml toluola, labi samaisa (vorteksē ne mazāk par 30 sek.) un uzglabā pa nakti ledusskapī.

· Nākamajā dienā inkubē šūnu lizātus 30 min. pie +37o C. 

· -galaktozidāzes aktivitātes noteikšanai pagatavo sekojošus reakcijas maisījumus:

Plazmīda
Ar melibiozi
Ar fruktozi


Šūnu lizāts
Na fosfāta buferis
Šūnu lizāts
Na fosfāta buferis

1. pRU1307
5 l
385 l
5 l
385 l

2. pRU1333
50 l
340 l
50 l
340 l

3. pRU1322
200 l
190 l
390 l
0 l

4. pRU1324
100 l
290 l
390 l
0 l

5. pRU1327
100 l
290 l
200 l
190 l

· Reakcijas maisījumus inkubē 5 min. pie +37o C un tad tiem pievieno 10 l 20 mM -PNPG šķīduma. Inkubē maisījumus līdz parādās labi saskatāms dzeltenais krāsojums, fiksē  laiku un apstādina reakciju, pievienojot 600 l 0.5 M Na2CO3. 

· Mēra OD420 reakcijas maisījumiem un aprēķina -galaktozidāzes aktivitāti pēc sekojošas formulas:





-galaktozidāzes aktivitātes noteikšana pozitīvās regulācijas (CRP) eksperimentā

· No katras transformācijas tiek uzsēta viena naktskultūra 3 ml 2xTY barotnes ar ampicilīnu un audzēta pa nakti pie +37o C kratītājā. 

· Nākamajā dienā 0.5 ml naktskultūras tiek atšķaidīti ar 50 mM Na fosfāta buferšķīdumu līdz 10 ml (20 reizes) un tiek noteikts šūnu suspensiju OD600. 

· Pāri palikušajai šūnu suspensijai pievieno 0.1 ml toluola un labi samaisa (vorteksē ne mazāk par 30 sek.).

· Inkubē šūnu lizātus 30 min. pie +37o C. 

· -galaktozidāzes aktivitātes noteikšanai pagatavo sekojošus reakcijas maisījumus:

Plazmīda
XL1-Blue
XA3D1


Šūnu lizāts
Na fosfāta buferis
Šūnu lizāts
Na fosfāta buferis

1. pRU1307
5 l
385 l
50 l
340 l

2. pRU1333
50 l
340 l
50 l
340 l

3. pRU1307crp
200 l
190 l
200 l
190 l

· Reakcijas maisījumus inkubē 5 min. pie +37o C un tad tiem pievieno 10 l 20 mM -PNPG šķīduma. Inkubē maisījumus līdz parādās labi saskatāms dzeltenais krāsojums, fiksē  laiku un apstādina reakciju, pievienojot 600 l 0.5 M Na2CO3. 

· Mēra OD420 reakcijas maisījumiem un aprēķina -galaktozidāzes aktivitāti.

3. LABORATORIJAS DARBS

REKOMBINANTO DNS TEHNOLOĢIJA

3.1. DNS restrikcija


Viens no baktēriju šūnu mehānismiem kā pasargāties no svešas DNS (vīrusi, konjugatīvas plazmīdas) iekļūšanas šūnā ir restrikcijas - modifikācijas sistēma (R - M sistēma). Lai atšķirtu savu DNS no svešās, pastāv divi mehānismi. Pirmajā gadījumā baktēriju šūnu DNS tiek modificēta (metilētas adenīna vai citozīna bāzes specifisku DNS secību kontekstā), kas pasargā to no restriktāžu jeb restrikcijas endonukleāžu iedarbības, kamēr jebkura sveša nemodificēta DNS, kas nonāk šūnā, tiek sašķelta. Tā ir klasiskā R - M sistēma, kas sastāv no 2 fermentiem - restrikcijas endonukleāzes un metiltransferāzes. Alternatīvā sistēma pazīst un šķeļ modificētu DNS. Šajā gadījumā saimniekšūnas genomiskā DNS nav modificēta, tādēļ šādas restrikcijas sistēmas nesatur modificējošo fermentu - metilāzi. 


Klasiskā R - M sistēma tiek sadalīta 3 tipos, kuri atšķiras pēc restrikcijas - modifikācijas fermentu struktūras, substrāta specifiskuma, DNS šķelšanas veida, kā arī pēc nepieciešamajiem kofaktoriem. 


I. tipa R - M sistēma ir viskompleksākā no zināmajām sistēmām. Tā sastāv no 3 dažādām subvienībām, kas veido multifunkcionālu fermentu kompleksu, kas realizē gan DNS modifikāciju, gan šķelšanu. Fermentu kompleksam piemīt arī ATPāzes aktivitāte. R - M sistēmas aktivitātei absolūti nepieciešama ir kofaktoru S-adenozilmetionīna, ATP un Mg2+ jonu klātbūtne. Specifiskā DNS secība, ko pazīst fermentu komplekss, sastāv no 2 komponentiem - 3 bp un 4-5 bp konservatīvām secībām, kas atrodas viena no otras 6-8 bp attālumā. DNS šķelšana notiek ievērojamā attālumā no specifiskā DNS saita - 400 līdz 7000 bp. 


II. tipa R - M sistēma ir plašāk pazīstamā no trim. Tai raksturīgs, ka restriktāzes un metilāzes funkcijas izpilda dažādi polipeptīdi. Ne DNS restrikcijai, ne metilācijai nav nepieciešams ATP. DNS restrikcijai nepieciešama Mg2+ jonu, bet metilācijai S-adenozilmetionīna klātbūtne. Dotajā brīdī ir zināmi vairāki simti II. tipa restrikcijas endonukleāžu, kas pazīst dažādas, lielākoties palindromiskas DNS secības (parasti 4-6 nukleotīdus garas) un ir spējīgas šķelt DNS dubultspirāli šajā vietā vai dažus nukleotīdus atstatus. Restrikcijas fermentus, kas pazīst vienu un to pašu DNS secību, bet ir tikuši izdalīti no dažādām baktērijām, sauc par izošizomēriem. Daži no restrikcijas fermentiem atstāj vienpavediena pārkares sašķeltās DNS molekulas galos, citi atstāj tā sauktos strupos galus (piem., EcoRV, ScaI). Vienpavediena pārkarošies gali var būt 5’ (piem., EcoRI, HindIII) un 3’ (piem., PstI, SphI). Visi restrikcijas fermenti atstāj fosfātgrupu DNS molekulas 5’ galā un hidroksilgrupu 3’ galā. Otrās grupas restrikcijas fermenti tiek plaši pielietoti gēnu inženierijā. Daudzi no šiem restrikcijas fermentiem tiek iegūti rūpnieciski un ir komerciāli pieejami. Turpmākajā laboratorijas darbu gaitā tiks runāts tikai par II. tipa restrikcijas endonukleāzēm. 


III. tipa R - M sistēmas gadījumā restrikcijas un modifikācijas reakcijas katalizē viens multifunkcionāls proteīns. Modifikācijai nepieciešama S-adenozilmetionīna klātbūtne un to veicina ATP un Mg2+ jonu klātbūtne. Restrikcija ir absolūti atkarīga no ATP un Mg2+ jonu klātbūtnes un to stimulē S-adenozilmetionīns. DNS secības, ko pazīst III. tipa R - M sistēmas ir asimetriskas, nepārtrauktas un 5-6 bp garas. DNS tiek šķelta apmēram 25-27 bp attālu no specifiskā saita tā 3’ pusē. 


Restriktāzes ir sastopamas gandrīz visās baktērijās. Tās iespējams izdalīt no konkrētā baktēriju celma, kas tās dabiski producē, tomēr pēdējā laikā arvien vairāk restriktāžu gēnu ir tikuši klonēti un ekspresēti E.coli, kas padara to rūpniecisko ražošanu ievērojami lētāku. 


Katrai restriktāzei ir ne tikai sava specifiska DNS secība, bet arī specifiski reakcijas apstākļi, kuros tā katalizē savu reakciju visaktīvāk. Tomēr gandrīz katra firma, kas ražo restriktāzes, ir izstrādājusi savu buferu sistēmu, kas ir derīga lielākajai daļai restriktāžu, kaut gan ir atsevišķi fermenti, kuru optimālai aktivitātei ir nepieciešami sevišķi reakcijas apstākļi. Restrikcijas fermentu aktivitāti izsaka nosacītās vienībās. Vispārpieņemta definīcija ir sekojoša:

“Viena vienība restrikcijas fermenta šķeļ vienu mikrogramu  fāga DNS vienas stundas laikā optimālos apstākļos”. 


Dotajā darbā paredzēts veikt  fāga restrikciju ar fermentiem PstI un EcoRI+HindIII.  fāga 48502 bp garo genomu šķeļot ar šīm restriktāzēm tiek iegūti šāda garuma fragmenti: 

 fāgs šķelts ar PstI
 fāgs šķelts ar EcoRI - HindIII

Fragmentu izmēri
Pozīcija fāga genomā
Fragmentu izmēri
Pozīcija fāga genomā

14057
 PstI(37006) - PstI(2561)
24756
 EcoRI(44973) - EcoRI(21227)

5077
 PstI(26933) - PstI(32010)
5148
 EcoRI(31748) - HindIII(36896)

4749
 PstI(32257) - PstI(37006)
4973
 EcoRI(39169) - HindIII(44142)

4507
 PstI(22426) - PstI(26933)
4268
 HindIII(27480) - EcoRI(31748)

2838
 PstI(5687) - PstI(8525)
2027
 HindIII(23131) - HindIII(25158)

2459
 PstI(11840) - PstI(14299)
1904
 EcoRI(21227) - HindIII(23131)

2443
 PstI(17395) - PstI(19838)
1709
 HindIII(37460) - EcoRI(39169)

2140
 PstI(20286) - PstI(22426)
1375
 EcoRI(26105) - HindIII(27480)

1986
 PstI(9782) - PstI(11768)
947
 HindIII(25158) - EcoRI(26105)

1700
 PstI(14386) - PstI(16086)
831
 HindIII(44142) - EcoRI(44973)

1159
 PstI(16236) - PstI(17395)
564
 HindIII(36896) - HindIII(37460)

1093
 PstI(8525) - PstI(9618)

805
 PstI(2825) - PstI(3630)

514
 PstI(3861) - PstI(4375)

468
 PstI(5219) - PstI(5687)

448
 PstI(19838) - PstI(20286)

339
 PstI(4375) - PstI(4714)

264
 PstI(2561) - PstI(2825)

247
 PstI(32010) - PstI(32257)

216
 PstI(3645) - PstI(3861)

211
 PstI(4914) - PstI(5125)

200
 PstI(4714) - PstI(4914)

164
 PstI(9618) - PstI(9782)

150
 PstI(16086) - PstI(16236)

94
 PstI(5125) - PstI(5219)

87
 PstI(14299) - PstI(14386)

72
 PstI(11768) - PstI(11840)

15
 PstI(3630) - PstI(3645)

Mācību literatūra:
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Papildus literatūra:

Redaschi, N., Bickle, T.A. DNA restriction and modification systems. In: Escherichia coli and Salmonella. 2nd Ed. ((Neidhardt, F.C. ed. in chief), ASM Press, 1996.

Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook, J. Molecular cloning. Cold Spring Harbor Laboratory, 1982.

3.2. DNS analīze agarozes un PAA gelos

Gēnu inženierijas rašanos un attīstību lielā mērā noteica restrikcijas endonukleāžu atklāšana, kā arī analītisko tehniku izstrādāšana, kas atļāva frakcionēt sašķeltās DNS fragmentus pēc to izmēriem. Agrāk izmantotās hromatogrāfijas metodes DNS frakcionēšanā ir izrādījušās lielākoties neprecīzas un nevajadzīgi sarežģītas. Pašlaik nolūkam plaši pielietotas tiek elektroforēzes metode gan agarozes, gan poliakrilamīda (PAA) gelos. 

Šķīdumā DNS molekulas pārvietojas elektriskajā laukā neatkarīgi no to formas un izmēriem, bet gan tikai atkarībā no to lādiņa. Turpretī gelā DNS molekulas pārvietojas atkarībā no to izmēriem un formas. Lādiņam šajā gadījumā nav nozīmes, jo izsakot uz vienu DNS garuma vienību (nukleotīdu), tas ir konstants. Elektriskās strāvas plūsmu gelā nodrošina buferšķīdumi. 


Parasti pieņem, ka DNS molekulu kustīgums gelā ir proporcionāls gela poru izmēriem. Tādējādi kustīgums samazinās palielinot gela koncentrāciju un DNS molekulmasu. DNS molekulas gelā kustas ar vienu galu pa priekšu čūskveidīgi lokoties. Tas atļauj izskaidrot gan dažādu DNS topoloģisko parametru, gan arī lineāru DNS fragmentu formas ietekmi uz kustīgumu. DNS fragmentu kustīgumu PAA gelos ietekmē ne tikai molekulmasa, bet lielā mērā arī fragmenta forma. Ja DNS fragments ir izliekts, t.i., ja fragmenta nukleotīdu secība nosaka DNS struktūras statisku liekumu, tad tam gelā būs samazināts kustīgums. 


Agaroze ir kompleksu polisaharīdu maisījums, ko iegūst no sārtaļgēm (Rhodophyceae dzimta). Agarozes ūdens šķīdumus karsējot un pēc tam atdzesējot, notiek polisaharīdu polimerizācija un veidojas porains, elastīgs gels, ko var izmantot nukleīnskābju sadalīšanai. Svarīgi agarozes gela parametri ir:

· kušanas un polimerizācijas temperatūra;

· gela stiprums;

· elektroendoosmoze.


Gela kušanas un polimerizācijas temperatūra var būt svarīgs parametrs, ja nepieciešams izdalīt nukleīnskābes no gela, vai arī ir vēlams veikt kādu fermentatīvu reakciju gelā. Agarozi ir iespējams ķīmiski modificēt un padarīt to vieglāk kūstošu, piemēram, zemas kušanas temperatūras agaroze (angl. low melting temperature agarose) kūst 65o C temperatūrā un polimerizējas tikai temperatūrā zemākā par 37o C. 


No gela stipruma atkarīgs cik ērti ir strādāt ar doto gelu. Īpaši svarīgs gela stiprums ir strādājot ar zemas koncentrācijas agarozes geliem, lai sadalītu augstmolekulārus DNS fragmentus. Gela stiprumu iespējams palielināt, izmantojot modificētus agarozes veidus ar palielinātu ūdeņraža saišu daudzumu.


Elektroendoosmoze (EEO) ir atkarīga no polisaharīdiem kovalenti saistīto anjonu grupu klātbūtnes (parasti SO4-), kuru pozitīvi lādētie kontrjoni pārvietojas elektriskajā laukā negatīvā pola (katoda) virzienā. Tā kā nukleīnskābes ir negatīvi lādētas un elektriskajā laukā pārvietojas pozitīvā pola (anoda) virzienā, tad šāda pozitīvi lādētu jonu pretplūsma izraisa nukleīnskābju zonu difūziju. Šī iemesla dēļ molekulārajā bioloģijā nukleīnskābju sadalīšanai izmanto zemas EEO agarozi.


Agarozes gelus izmanto, lai sadalītu DNS fragmentus 100 bp līdz apmēram 50 kbp robežās. Tomēr, izmantojot specifiskas elektroforēzes metodes, ir iespējams sadalīt arī vairākus miljonu bp garus DNS fragmentus un pat atsevišķas hromosomas (pulsējošā lauka gelelektroforēze; angl. pulsed field gel electrophoresis jeb PFGE).


PAA geli tiek izmantoti lai sadalītu DNS fragmentus, kas īsāki par 1000 bāzu pāru (bp). PAA gels ir akrilamīda (CH2=CH-CO-NH2) un N,N’-metilēn-bis-akrilamīda kopolimērs (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2). Polimerizācijas reakcijas iniciatori ir brīvie radikāļi, kuru veidošanos katalizē TEMED (tetrametiletilēndiamīns) un amonija persulfāts (APS). TEMED paātrina brīvo radikāļu veidošanos no persulfāta un tie savukārt katalizē akrilamīda monomēru pārvēršanos par brīviem radikāļiem, kuri tālāk reaģē ar neaktivētiem akrilamīda monomēriem un veido poliakrilamīda pavedienus. Tos savā starpā nejauši “sašuj” bis-akrilamīda monomēri, tādējādi veidojot gan noslēgtas cilpas, gan tīklu. Polimēra poru izmēri ir atkarīgi no reakcijas apstākļiem un galvenokārt no monomēru koncentrācijas. 


Akrilamīds un bis-akrilamīds ir spēcīgi neirotoksīni! Strādājot ar akrilamīdu un bis-akrilamīdu jāizvairās no tiešas saskares ar šiem reaģentiem, jo tie tiek viegli absorbēti caur ādu. Jāvalkā cimdi, bet sverot sausu akrilamīda vai bis-akrilamīda pulveri jāizvairās ieelpot putekļi. 



Nukleīnskābju frakcionēšanā tiek izmantoti dažādas koncentrācijas PAA geli (no 3.5 - 25 %) atkarībā no frakcionējamo molekulu izmēriem, kā arī dažādas akrilamīda:bis-akrilamīda attiecības (no 19:1 līdz pat 79:1). Lai iegūtu uzticamus un atkārtojamus rezultātu ir ieteicams izmantot vistīrākos reaģentus. Reaģenti, kas satur piemaisījums (akrilskābe, lineārs poliakrilamīds, metālu joni) nav izmantojami PAA gelu pagatavošanai. 


Reakciju katalizē TEMED un amonija persulfāts. Augstās tīrības prasības attiecas arī uz šiem reaģentiem. Papildus jāņem vērā, ka gan TEMED, gan APS ir viegli oksidējami un ļoti higroskopiski. TEMED jāuzglabā tumšā cieši noslēdzamā pudelē ledusskapī. Dzeltenas krāsas parādīšanās liecina par tā oksidēšanos. APS ir jāuzglabā tumšā, cieši noslēdzamā traukā vēsā vietā. Darba gaitā izmantojamais 10% APS šķīdums ir pagatavojams pirms lietošanas un uzglabājams ne ilgāk par nedēļu ledusskapī. 


Polimerizācijas reakciju ietekmē dažādi parametri, no kuriem galvenie ir temperatūra un skābekļa klātbūtne. Polimerizācijas reakcija ir ekzotermiska un paaugstinot temperatūru var panākt ātrāku polimerizāciju. Optimālā temperatūra ir 20-25o C. Augstākā temperatūrā veidotie geli ir neelastīgi, jo polimēru ķēdes ir relatīvi īsākas. Zemās temperatūrās polimerizēti geli ir duļķaini un neelastīgi, bet to īpašības nereproducējamas. 


Skābeklis tieši inhibē polimerizācijas reakciju, jo tas var kalpot kā brīvo radikāļu akceptors. Lai panāktu atkārtojamus rezultātus, ir ieteicams deaerēt visus šķīdumus pirms gela pagatavošanas. Lielākā daļa šķīdumu, no kuriem tiks pagatavots gels tiek uzglabāti pie + 4o C. Zemā temperatūrā gāzes labāk šķīst ūdenī, tādēļ šķīdumus ieteicams sasildīt līdz istabas temperatūrai. 


Atkarībā no katalizatoru (TEMED un APS) koncentrācijas redzama polimerizācija parasti notiek 10-15 min laikā. Pārāk strauja vai pārāk ilga polimerizācija var radīt nevienmērīgas koncentrācijas gelus. Tomēr pilnīga polimerizācija prasa aptuveni 2 stundas un tas atļauj iegūt atkārtojamus rezultātus. 


Dotajā darbā paredzēts veikt ar restriktāzi PstI sašķelta  fāga DNS elektroforēzi 1% agarozes un 6% PAA gelos, kā arī ar EcoRI+HindIII sašķelta  fāga DNS elektroforēzi 1% agarozes gelā. 
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3.3. DNS fragmentu izdalīšana no agarozes gela 


Molekulārās bioloģijas eksperimentu laikā nereti rodas nepieciešamība izolēt un attīrīt kādu noteiktu DNS fragmentu. Bieži ir vēlams izdalīt vienu konkrētu fragmentu no vairāku fragmentu maisījuma. Visērtāk to ir izdarīt, sadalot fragmentu maisījumu agarozes gelā un pēc tam izolēt vajadzīgā fragmenta zonu no gela. Šim nolūkam ir izstrādātas daudzas un dažādas metodes, kurām visām ir savas priekšrocības un arī trūkumi. Konkrētās metodes izvēle ir katra paša ziņā. 

Viena no ērtākajām metodēm ir tā sauktais Gene Clean protokols, kas adaptēts no Promega korporācijas (ASV) komerciāli pieejamā reaģentu komplekta. Interesējošo DNS zonu saturošais agarozes gabals tiek izgriezts no gela un inkubēts pie + 50o C augstas koncentrācijas haotropa sāļu šķīduma klātbūtnē, kas veicina agarozes izšķīšanu. Var tikt izmantoti Na jodīda un Na perhlorāta šķīdumi. Šķīdumā esošā DNS tiek saistīta pie speciāli apstrādātām SiO2 daļiņām. Augstā sāļu koncentrācija veicina DNS saistīšanos. SiO2 daļiņas ar saistīto DNS var tikt atdalītas centrifugējot un dažādus piemaisījumus var eliminēt mazgājot nogulsnes ar buferšķīdumu, kas satur 50% etanolu (DNS paliek saistīta pie SiO2 daļiņām). DNS tiek eluēta zemas sāļu koncentrācijas buferī un SiO2 daļiņas tiek aizvāktas centrifugējot. Protokols ir ātrs (mazāk par 30 min.), vienkāršs un DNS kvalitāte ir pietiekama vairumam klonēšanas procedūru. 

Dotajā darbā paredzēts izdalīt no agarozes gela 805 bp un 1700 bp garos DNS fragmentus no  fāga restrikcijas ar PstI, kā arī 564 bp un 1375 bp garos DNS fragmentus no  fāga restrikcijas ar EcoRI+HindIII. 

3.4. Plazmīdu vektoru sagatavošana, DNS fragmentu klonēšana plazmīdu vektoros un rekombinanto klonu atlase


Plazmīdu vektori ir gēnu inženierijā izmantojamas plazmīdas, kas:

· satur vienu vai vairākus selektīvos marķierus (parasti antibiotiku rezistences gēnus), pēc kuriem var atlasīt plazmīdu saturošas šūnas; 

· satur plazmīdu replikāciju nodrošinošu DNS rajonu (plazmīdas oridžins), pie tam vēlams, lai plazmīdai būtu augsts kopiju skaits (ap 1000 plazmīdu uz šūnu);

· satur unikālu restrikcijas endonukleāžu saitus, kas atļauj plazmīdā insertēt (klonēt) svešas DNS fragmentus. 


Patreiz ir pieejami specializēti plazmīdu vektori dažādiem noteiktiem pielietojumiem, kā piemēram, svešu gēnu ekspresija baktērijās, efektīvai svešu gēnu klonēšanai, “shuttle” vektori gēnu ekspresijai dažādos organismos. Tās visas ir ar gēnu inženierijas metožu palīdzību mākslīgi veidotas DNS molekulas, kas satur atsevišķus fragmentus no dabiskajām plazmīdām (replikācijas oridžini, antibiotiku rezistences un citi gēni, gēnu ekspresijas kontroles elementi), kā arī mākslīgi sintezētas DNS secības, piemēram, polilinkeri, kas satur pat vairākus desmitus unikālu restriktāžu saitu, tādējādi nodrošinot iespēju klonēt vektorā praktiski jebkuras DNS secības. Šajā ziņā tomēr pastāv daži ierobežojumi. Pirmkārt, ir sarežģīti klonēt relatīvi nelielā plazmīdu vektorā (vidēji ap 3000 bp) garus DNS fragmentus (augšējā robeža ap 10.000 bp), jo šāda izmēra plazmīdas transformējas ar ievērojami zemāku efektivitāti un arī tālākās manipulācijas ar šāda izmēra plazmīdām ir komplicētas. Otrkārt, pastāv iespēja, ka klonētais DNS fragments kodē baktērijai potenciāli toksisku produktu, kā rezultātā šūnas, kurās iekļūst rekombinantā plazmīda, iet bojā. 


DNS fragmenta klonēšana plazmīdu vektorā ietver sevī sekojošus etapus:

· DNS fragmenta un vektora sagatavošana;

· DNS fragmenta ligēšana plazmīdu vektorā;

· Ligēšanas produktu transformācija baktēriju šūnā;

· Rekombinanto (svešās DNS insertu saturošo) klonu atlase.


DNS fragmenta sagatavošana ir aprakstīta iepriekš. Klonējot DNS fragmentu vektorā ir jāņem vērā ar kādu restriktāzi ir šķelta DNS un, sagatavojot vektoru, jāšķeļ tas ar restriktāzēm, kas dod komplementārus DNS galus. Jāatceras, ka visas restriktāzes atstāj DNS fragmenta 5’ galā fosfātgrupu un 3’ galā hidroksilgrupu.


Ligējot DNS fragmentu vektorā notiek komplementāro galu salipšana, tomēr šāda molekula nav stabila un netiks efektīvi transformēta saimniekšūnā, tādēļ nepieciešams atjaunot fosfodiēstersaites. Šo reakciju katalizē ferments DNS ligāze, kas savieno 5’ fosfātgrupu ar 3’ hidroksilgrupu abos DNS pavedienos. 

Lai novērstu vektora pašligēšanos, iespējams aizvākt 5’ fosfātgrupas ar sārmainās fosfatāzes palīdzību (skat. 5. attēlu).  DNS ligāze nespēj izveidot fosfodiēstersaites un lineāru vektora DNS nevar transformēt saimniekšūnā. Savukārt, pievienojot DNS fragmentu, kam ir 5‘ fosfātgrupas, DNS ligāze sintezē fosfodiēstersaites vienā DNS pavedienā, otrajā atstājot vienpavediena pārrāvumus abās fragmenta (inserta) pusēs. Ar šādu molekulu ir iespējams efektīvi transformēt saimniekorganisma šūnas. Vienpavediena pārrāvumus likvidē šūnas DNS reparācijas mehānismi.



5. attēls. Shēma svešas DNS klonēšanai plazmīdu vektorā. Gan svešā DNS, gan plazmīdu vektors tiek šķelti ar restriktāzi EcoRI, vektors tiek apstrādāts ar fosfatāzi, lai novērstu pašligēšanos un svešās DNS fragments tiek ligēts plazmīdu vektorā. Efektīvi transformēt iespējams tikai plazmīdu vektorus, kas satur svešās DNS insertu. 


Klonējot DNS fragmentu ar vienādiem galiem atbilstošā vektorā, tas var ieklonēties 2 orientācijās. Lai panāktu fragmenta klonēšanu vienā noteiktā orientācijā, gan fragmentu, gan vektoru var šķelt ar 2 restriktāzēm, kas atstāj dažādus savstarpēji nekomplementārus galus. Šajā gadījumā nav nepieciešamības defosforilēt vektoru, jo pašligēšanās tā vai tā nav iespējama. Ir sastopamas restriktāzes, kas atstāj tā sauktos strupos galus, t.i., tās šķeļ savu palindromisko DNS secību tās simetrijas centrā. Šķeļot ar šādām restriktāzēm gan fragmentu, gan vektoru, iespējams klonēt praktiski jebkuru DNS fragmentu jebkurā vektorā. 


Ligēšanas produkts, kas ir cirkulāra DNS molekula, tiek transformēts saimniekorganisma šūnā, kur, izmantojot šūnas replikācijas mehānismus, tiek pavairots un, šūnām daloties, izplatās baktēriju populācijā.


Ligēšanas produkts parasti nav homogēns, bet gan satur dažādu molekulu maisījumu, tādēļ nepieciešams veikt rekombinanto DNS saturošo molekulu selekciju. Visvienkāršākajā veidā tas nozīmē plazmīdu DNS izdalīšanu no atsevišķiem pēc transformācijas izaugušiem kloniem un to restrikcijas analīzi. Tas tomēr ir samērā darbietilpīgs process, tādēļ ir ieviesti citi ērtāki paņēmieni rekombinantu atlasei. Bieži vien rekombinantu atlasei ir iespējams izmantot klonētā fragmenta īpašības, piemēram, tā kodētā proteīna fermentatīvo aktivitāti. Atsevišķos gadījumos šāda pieeja ir auglīga, tomēr šeit nepieciešama individuāla pieeja. Pastāv arī vairākas standartizētas pieejas rekombinanto klonu atlasei un ar divām no tām ir paredzēts iepazīstināt laboratorijas darbu gaitā. 


Ja svešās DNS fragments tiek insertēts vektora antibiotiku rezistences gēnā, tad rekombinantie kloni zaudē spēju augt barotnē ar šo antibiotiku. Nepieciešams, lai plazmīdu vektors saturētu vismaz 2 antibiotiku rezistences gēnus - vienu, kurā klonēt svešo DNS, un otru, pēc kura atlasīt plazmīdas saturošās šūnas. Labs šāda vektora piemērs ir plazmīda pBR322 (skat. 6. attēlu), kas satur ampicilīna (Ap) un tetraciklīna (Tc) rezistences gēnus. Klonējot svešu DNS, piemēram, ampicilīna rezistences gēnā, mēs sākotnēji varam atlasīt transformētās šūnas uz platēm ar tetraciklīnu. Pēc tam atsevišķi kloni tiek paralēli sēti uz platēm ar Ap un Tc. Kloni, kas nesatur insertu, aug uz abām platēm, turpretī kloni, kas satur svešās DNS insertu aug tikai uz platēm ar Tc. 


Lai gan šī klonēšanas shēma ir vienkārša un efektīva, tomēr plazmīdai pBR322 kā klonēšanas vektoram piemīt vairāki trūkumi. Starp tiem var minēt plazmīdas zemo kopiju skaitu (ne vairāk par 50), ko kontrolē rep rajons, kā arī nelielo skaitu unikālo restriktāžu saitu, kas piedevām nevienmērīgi izvietoti molekulā. 


 Pastāv citi, uz pBR322 bāzes attīstīti, plazmīdu vektori, kas apvieno augstu kopiju skaitu ar vairākiem cieši vienkopus polilinkerī novietotiem unikāliem restriktāžu saitiem un ērtu rekombinantu atlasi pēc baktēriju koloniju krāsas. Rekombinantu atlasi nodrošina plazmīdā klonētais E.coli lac operona fragments, kas satur lacZ gēna promoteru un pirmās 146 aminoskābes no lacZ gēna kodētā fermenta -galaktozidāzes. 

A



B



6. attēls. A - plazmīdas pBR322 karte. Ar bultām norādīti Ap un Tc rezistences gēni (attiecīgi bla un tet), kā arī replikācijas kontroles rajons rop. Attēloti atsevišķi unikāli restriktāžu saiti, kas piemēroti klonēšanai, piemēram, PstI un ScaI bla gēnā un EcoRV, BamHI un SalI tet gēnā. B - plazmīdas pUC19 karte. Ar bultām norādīts Ap rezistences gēna un lacZ promotera transkripcijas virziens. Polilinkeris atrodas starp restriktāžu EcoRI un HindIII saitiem.

Šis 146 aminoskābes garais polipeptīds ( peptīds) spēj komplementēt (-komplementācija) defektīvo -galaktozidāzi, ko kodē dažu E.coli celmu episomālais lacZ gēns. Tādējādi šūnā veidojas aktīvs ferments, kuram šķeļot hromogēno substrātu X-gal, šūnas krāsojas zilas. Reakcijai vēl nepieciešams lacZ gēna promotera induktors IPTG. Starp lacZ promoteru un -galaktozidāzes gēnu atrodas polilinkeris, kurš pats par sevi netraucē  peptīda ekspresiju un tādējādi plazmīdu vektoru saturošas šūnas IPTG un X-gal klātbūtnē krāsojas zilas. Ja polilinkerī klonē svešu DNS secību, tad -komplementācija tiek izjaukta un šūnas, kas satur rekombinanto DNS paliek baltas arī IPTG un X-gal klātbūtnē. Viens no šādiem vektoriem ir plazmīda pUC19, kuras karte redzama 6. attēlā. 


Dotajam darbam nepieciešams sagatavot pBR322/PstI un pUC19/EcoRI/HindIII vektorus. Lai novērstu pBR322/PstI vektora recirkularizāciju ligējot, to nepieciešams apstrādāt ar sārmaino fosfatāzi. 

Mācību literatūra:

Lewin, B. Genes VI. Oxford University Press. 1997.

Papildus literatūra:

Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook, J. Molecular cloning. Cold Spring Harbor Laboratory, 1982.

3.5. Plazmīdu DNS izdalīšana 


Ņemot vērā plazmīdu vektoru ārkārtīgi plašo pielietojumu molekulārajā bioloģijā, gēnu inženierijā un arī biotehnoloģijā, ir pilnīgi saprotama nepieciešamība pēc adekvātām metodēm plazmīdu DNS preparātu iegūšanai. Visas līdz šim izstrādātās metodes ietver sevī baktēriju šūnas lizēšanu, plazmīdu DNS atdalīšanu no hromosomālās DNS un sekojošu plazmīdu DNS preparāta attīrīšanu. 

Baktēriju šūnu lizēšanai iespējams izmantot dažādu ķīmisku un fizisku faktoru iedarbību, no kuriem plašāk pielietotie ir lizēšana ar NaOH un deterģentu Na dodecilsulfātu vai arī lizēšana vārot. Dažkārt, lai veicinātu baktēriju šūnapvalku dezintegrāciju, tiek izmantots ferments lizocīms jeb muramidāze, kas šķeļ (1'4) saiti starp N-acetilmurāmskābi un N-acetil-glikozamīnu baktēriju šūnapvalka peptidoglikānu sastāvā. 

Plazmīdu un hromosomālās DNS atdalīšana pamatojas uz to atšķirīgajiem izmēriem un superspiralizācijas pakāpes. Gēnu inženierijā izmantotās plazmīdas parasti ir relatīvi nelielas cirkulāras un negatīvi superspiralizētas DNS molekulas, kas ir samērā stabilas apstākļos kādos notiek šūnu lizēšana. Hromosomālā DNS, lai gan in vivo cirkulāra un negatīvi superspiralizēta, sava lielā izmēra dēļ tiek viegli fragmentēta un stipri sārmainajos (pH>12) lizēšanas apstākļos viegli denaturē. Lizātu neitralizējot augstā sāļu koncentrācijā, hromosomālā DNS un daļa šūnas proteīnu izveido nešķīstošus kompleksus, ko viegli atdalīt no šķīdumā palikušās plazmīdu DNS centrifugējot. 

Dažādo plazmīdu DNS preparātu attīrīšanas metožu pielietojumu nosaka mērķis, kādam šis preparāts ir paredzēts. Pirmējai plazmīdu DNS raksturošanai ar restrikcijas endonukleāzēm, kā arī vienkāršākām klonēšanas procedūrām,  apmierinošas kvalitātes DNS ir iespējams iegūt pārgulsnējot neitralizēto šūnu lizātu ar spirtu. Šādi DNS preparāti tomēr satur lielus daudzumus dažādu šūnas proteīnu un polisaharīdu piemaisījumu, salīdzinoši daudz sāļu un lielu daudzumu rRNS un tRNS. Arī plazmīdu DNS kvalitāte nav ideāla, jo papildus cirkulārai, superspiralizētai DNS šādi preparāti satur relaksētu DNS ar vienpavediena pārrāvumiem un arī lineāru DNS. Kvalitātes ziņā nepārspēta ir CsCl blīvuma gradientā attīrīta DNS.  Neitralizētajam šūnu lizātam pievieno CsCl un šo maisījumu ultracentrifugē 40-50 stundas pie apmēram 40.000 rpm. Centrifugēšanas laikā izveidojas CsCl blīvuma gradients un lizātā esošās nukleīnskābes sadalās tajā atbilstoši saviem peldošajiem blīvumiem. Gradienta augšdaļā paliek proteīni (vismazākais blīvums), zem tiem izvietojas lineāra DNS un relaksēta plazmīdu DNS. Tad seko cirkulāra superspiralizēta plazmīdu DNS un nogulsnēs paliek RNS. Šādā veidā iegūts plazmīdu DNS preparāts tiek papildus dializēts un pārgulsnēts ar etanolu, lai atbrīvotos no sāļiem. Lai gan DNS kvalitāte ir ļoti laba, tomēr attīrīšanas process ir laika un darbietilpīgs, tādēļ nav piemērots ikdienas vajadzībām. 

Pēdējā laikā daudzas kompānijas, kas specializējas molekulārās bioloģijas reaģentu un aparatūras ražošanā, piedāvā savus reaģentu komplektus plazmīdu DNS (arī bakteriofāgu un genomiskās DNS, DNS fragmentu, kā arī vienpavediena DNS) attīrīšanai. Vairums no tiem šūnu lizēšanai izmanto sārmainās lizēšanas metodi, bet DNS attīrīšana notiek to vispirms saistot pie speciāla nesēja (membrānas, hromatogrāfijas kolonnas matricas),  DNS preparāta piemaisījumi tiek nomazgāti un tīra DNS tiek  eluēta ūdens vai zemas sāļu koncentrācijas buferšķīdumā. Šādu DNS preparātu kvalitāte būtiski neatpaliek no CsCl gradientā attīrītās DNS kvalitātes un tie ir izmantojami pat vissarežģītākajās metodēs, kā transfekcija un in vitro transkripcija. Komerciālo reaģentu komplektu izmantošanai ir virkne priekšrocība, kā piemēram, stabils un atkārtojams iznākums, samazināts laika patēriņš un rezultātā arī samazinātas DNS preparāta izmaksas. Pazīstamākās kompānijas, kas piedāvā šādus reaģentu komplektus ir Qiagen (Vācija), Promega un Stratagen (ASV), kā arī daudzas citas. 
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3.6. Polimerāzes ķēdes reakcija 

Polimerāzes ķēdes reakcija (PCR no angl. Polymerase Chain Reaction) ir viena no iespaidīgākajām un visplašāk pielietotajām mūsdienu molekulārās bioloģijas metodēm. Tās pielietojums sniedzas no sarežģītiem eksperimentiem fundamentālās zinātnes jomā līdz praktiskam pielietojumam medicīnā un pat kriminālistikā. Komplicētus eksperimentus, kas agrāk prasīja mēnešiem saspringta darba, tagad ir iespējams veikt dažu dienu laikā vienam cilvēkam. PCR vienkāršākajā variantā ietver sevī mērķsekvences denaturāciju, vienpavediena oligonukleotīdu praimeru hibridizāciju pie komplementāras DNS mērķsekvences abās pusēs un praimeru pagarināšanu ar DNS polimerāzi (skat. 7. attēlu). Šādu ciklu atkārtojot 25 reizes, var iegūt 4x106 kopijas no vienas sākotnējās mērķsekvences molekulas (eksponenciāla amplifikācija). 



7. attēls. PCR shēma. 

PCR metodes pamati tika izstrādāti 80-tajos gados, bet plaši pielietot to sāka pēc termostabilo DNS polimerāžu atklāšanas. Ja agrāk pēc katra denaturācijas soļa (parasti 94o C), bija nepieciešams pievienot jaunu DNS polimerāzes devu, tad termostabilās DNS polimerāzes, kuru darbības optimālā temperatūra ir ap 70o C un kuras spēj izturēt līdz pat 100o C, ļauj ievērojami vienkāršot PCR protokolu. Termostabilie organismi, kas līdz tam tika uzskatīti galvenokārt par eksotiskiem dabas untumiem, negaidīti izrādījās praktiski ļoti nozīmīgi un šobrīd tie ir pamatā veselai biotehnoloģiskās un molekulārbioloģiskās industrijas nozarei. 

PCR atļauj specifiski amplificēt DNS secības (pat līdz 30 - 40 kbp garumā) no jebkura sākotnējā nukleīnskābju materiāla (plazmīda, fāgs, genomiskā DNS, mRNS). Amplificējamās nukleīnskābes secība var būt nezināma, galvenais, lai tai abās pusēs būtu zināma secība, kas ļauj sintezēt komplementārus oligonukleotīdu praimerus (īsas, vienpavediena DNS secības). Ar PCR palīdzību iespējams ne tikai precīzi amplificēt noteiktu DNS secību, bet arī ienest tajā konkrētas (saitspecifiskas) mutācijas - punktveida mutācijas, insercijas, delēcijas. Iespējams veikt PCR, kā matricu izmantojot mRNS un tādējādi specifiski amplificēt kodējošās sekvences (īpaši svarīgi eikariotu genomu gadījumā, jo eikariotu gēni satur intronus). 

PCR spēja pavairot ārkārtīgi nelielus nukleīnskābju daudzumus sniedz milzīgas priekšrocības, ja nepieciešams iegūt lielākus daudzumus retas DNS, teiksim, no retas genomiskās jeb mRNS secības. Tas dod priekšrocības, piemēram, vīrusu un baktēriju saslimšanu gadījumā, atļaujot konstatēt infekciju pirms vēl infekcijas izraisītājs paspējis savairoties. Ir par iespējams amplificēt miljoniem gadu vecu DNS no dinozauru skeletiem vai dzintarā ieslēgtu posmkāju audiem. PCR iespējams izmantot medicīnā infekciju konstatēšanai un identificēšanai, kā arī iedzimto slimību diagnostikā (arī prenatāla diagnostika). Vairākās valstīs PCR jau ir atļauta kā noteicošā metode paternitātes noteikšanā, kā arī kriminālistikā. 

Dotajā laboratorijas darbā PCR tiks pielietota, lai amplificētu plazmīdā pRU1322 esošā rafR gēna fragmentu. Amplificējamā DNS fragmenta garums ir 486 bp. DNS amplifikācijai kā praimerus izmantos 2 oligonukleotīdus (NR39 - 25 n un NR40 - 24 n). Svarīgs parametrs sekmīgai reakcijas veikšanai ir praimeru - DNS hibrīda kušanas temperatūra. To var aprēķināt pēc empīriskas formulas 

Tm=4(G+C)+2(A+T),

kur G, C, A, T ir atbilstošo nukleotīdu skaits oligonukleotīdā. Lai notiktu sekmīga oligonukleotīda - matricas DNS hibrīda veidošanās hibridizācijas temperatūrai jābūt vismaz 5o zemākai kā kušanas temperatūra. Kušanas temperatūra NR39 ir 59.7o C un NR40 tā ir 62.7o C. 

Mācību literatūra:
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3. Laboratorijas darba apraksts

Materiāli:

· Sterilas pipetes, Petri plates, Eppendorf'a mēģenes.

· 0.1 M CaCl2 šķīdums (sterilizē autoklāvējot).

· Akrilamīda:bis-akrilamīda šķīdums


29 g akrilamīda


1 g N,N’-metilēn-bis-akrilamīda


H2O līdz 100 ml.


· 10% amonija persulfāta šķīdums.
· TEMED (tetrametiletilēndiamīns).
· Elektroforēzes buferis


50x TAE buferis (uz litru):


242 g Tris

57.1 ml ledus etiķskābes


100 ml 0.5 M EDTA, pH8.0

· 6 M Na jodīds.

· SiO4 daļiņu suspensija 3 M Na jodīdā. 

· Mazgāšanas buferis (50 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl pH 7.5; 2.5 mM EDTA; 50% (v/v) etanols.

· Fenols:hloroforms:izoamilalkohols (FenolsCIA) attiecībās 25:24:1.

· 0.1 M Na acetāta bufera pH 5.0.

· I. šķīdums (25 mM Tris-HCL pH 8.0; 50 mM glikoze; 10 mM EDTA).

· II. šķīdums (0.2 M NaOH; 1 % SDS).

· III. šķīdums (3 M Na acetāts pH 4.5)

· IV. šķīdums (6 M K acetāts)

· X-gal šķīdums ar koncentrāciju 20 mg/ml (šķīdināt dimetilformamīdā un uzglabāt pie - 20o C. 

· IPTG šķīdums ar koncentrāciju 20 mg/ml (šķīdināt ūdenī).

· 2xTY barotne (16 g/l baktotriptons; 10 g/l rauga ekstrakts; 5 g/l NaCl; sterilizē autoklāvējot).

· LB barotne (10 g/l bakto triptons; 5 g/l rauga ekstrakts; 10 g/l NaCl; sterilizē autoklāvējot). Ja nepieciešams, pēc autoklāvēšanas pievieno antibiotikas - tetraciklīnu un ampicilīnu. 

· NZY barotne (10 g/l kazamino skābes; 5 g/l rauga ekstrakts; 5 g/l NaCl; sterilizē autoklāvējot). Katriem 100 ml autoklāvētas barotnes sterili pievieno 1.25 ml 1 M MgCl2, 1.25 ml 1 M MgSO4 un 2 ml 20% glikozes šķīduma, kas sterilizēts filtrējot. 

· Agarizētā LB barotne (LB barotne + 20 g/l bakto agars; sterilizē autoklāvējot). Agarizētai barotnei, atdzesētai līdz 50o C, pēc autoklāvēšanas pievieno antibiotikas - tetraciklīnu līdz 15 mg/l un ampicilīnu līdz 100 mg/l, kā arī, ja nepieciešams X-gal (līdz 40 mg/l) un IPTG (līdz 20 mg/l).


Baktēriju celmi
· XL1-Blue genotips -  recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB lacIqZM15 Tn10 (TetR)]


Plazmīdu DNS:

· pBR322

· pUC19

· pRU1322


 fāga DNS:

·  DNS 0.3 mg/ml (MBI Fermentas)


Restrikcijas endonukleāzes:

· PstI 10 vienības/l (MBI Fermentas)

· EcoRI 10 vienības/l (MBI Fermentas)

· HindIII 10 vienības/l (MBI Fermentas)


PCR:

· Taq DNS polimerāzes un dNTP komplekts (MBI Fermentas)


Oligonukleotīdu praimeri:

· NR39 (5’-GTA TCA CAC ATC TTC ATA AAG CAG G-3’)

· NR40 (5’-CGT GTT GAC TGA ATA ACA GCA GCC-3’)


DNS restrikcija

· Preparatīvai restrikcijai DNS fragmenta izdalīšanai sagatavo sekojošu maisījumu:

- 70 l  fāga DNS (21 g);


- 10 l 10x restriktāzes bufera;


- 50 vienības restriktāzes (5 l);


- 0.5 l BSA šķīduma (20 mg/ml);


- 14.5 l ūdens līdz 100 l.

· Preparatīvai restrikcijai plazmīdu vektora sagatavošanai sagatavo sekojošu maisījumu:


- 10 l plazmīdas DNS (5 g);


- 10 l 10x restriktāzes bufera;


- 20 vienības restriktāzes (2 l);


- 0.5 l BSA šķīduma (20 mg/ml);


- 77.5 l ūdens līdz 100 l.

· Inkubē reakcijas maisījumus 2 hr pie + 37o C.

· Pārbauda vai restrikcija pabeigta, elektroforezējot agarozes vai PAA gelā 5 l restrikcijas maisījuma. 
Agarozes gela pagatavošana

· Agarozes gela pagatavošanai 1 g agarozes ieber 100 ml 1xTAE bufera un vāra kamēr izšķīst. Šķīdumu atdzesē līdz aptuveni + 50o C, lej formā un ļauj tam polimerizēties.

PAA gela pagatavošana

· Lai pagatavotu 6% PAA gelu, vārglāzē sajauc sekojošus reaģentus:


38.625 ml H2O;


1 ml 50 x TAE;


10 ml AA:BAA (29:1);


0.35 ml 10% APS;


0.025 ml TEMED.

Gela maisījumu ielej formā un ļauj tam polimerizēties apmēram stundu, pēc tam gēlu ievieto vertikālās elektroforēzes aparātā un veic preforēzi 30 min. pie sprieguma 10 V/cm. Preforēze nepieciešama, lai atbrīvotu gelu no polimerizācijas blakusproduktiem un izlīdzinātu strāvas plūsmu. 

DNS elektroforēze agarozes un PAA gelos

· 5 l restrikcijas maisījuma sajauc ar 1 l krāsas (50% glicerols 1xTAE buferī + bromfenolzilā krāsa) un ienes agarozes vai PAA gela bedrītēs. Elektroforēzi veic pie ~10 V/cm ~1 hr.

· Gelu krāso ar etīdijbromīda šķīdumu (~1 mg/ml). Tā ir krāsa, kas iespiežas (interkalē) starp DNS slāpekļa bāzēm un apstarojot ar UV gaismu (254 nm) tā fluorescē oranžajā spektra daļā.

DNS fragmentu izdalīšana no agarozes gela

· Restrikcijas maisījumu sajauc ar krāsu (5 l uz 100 l restrikcijas maisījuma) un elektroforētiski sadala agarozes gelā.
· Krāso gelu ar etīdijbromīda šķīdumu un vizualizē DNS zonas UV gaismā.
· Izgriež interesējošā izmēra DNS zonu no gela ar asu skalpeli, cenšoties paņemt pēc iespējas mazāk “tukšā” gela.
· Gela gabalu ienes Eppendorf’a mēģenē, pievieno 600 līdz 800 l 6 NaI šķīduma un inkubē pie + 50o C 10 min. jeb kamēr gels ir pilnīgi izkusis, laiku pa laikam samaisot.
· Kad gels pilnīgi izkusis, maisījumam pievieno 20 l SiO4 daļiņu suspensijas, samaisa un inkubē 5 min. uz ledus. 
· Maisījumu centrifugē 20 sek., supernatantu nolej un nogulsnes suspendē 700 l mazgāšanas bufera, kas atdzesēts pie - 20o C.
· Suspensiju centrifugē, supernatantu nolej un atkārtoti mazgā.
· Suspensiju centrifugē, supernatantu nolej un nogulsnes 5 min. žāvē vakuuma eksikatorā.
· Nogulsnes suspendē 50 l ūdens un inkubē 5 min. pie + 50o C.
· Suspensiju centrifugē un uzmanīgi nosūc supernatantu, kas satur interesējošo DNS fragmentu.

· DNS fragmenta preparātu (5 l) analizē agarozes gelā, lai noteiktu tā koncentrāciju.

Plazmīdu vektoru sagatavošana

· Plazmīdu DNS sašķeļ ar klonējamam fragmentam atbilstošām restriktāzēm un pārbauda vai reakcija ir pabeigta agarozes gelā.
· Restrikcijas maisījumam pievieno 20 l 3 M Na acetāta pH 4.5 un DNS pārgulsnē ar 2.5 tilpumiem 96% etanola. 
· DNS nogulsnes atdala centrifugējot, supernatantu nolej un nogulsnes mazgā ar 500 l 70% etanola.
· DNS nogulsnes žāvē vakuuma eksikatorā 5 min.
· DNS nogulsnes šķīdina 44 l ūdens. Šķīdumam pievieno 5 l 10x sārmainās fosfatāzes bufera un 1 l (1 vienību) sārmainās fosfatāzes.
· Inkubē reakciju 1 hr pie + 37o C, lai defosforilētu DNS un 15 min. pie + 70o C, lai inaktivētu sārmaino fosfatāzi.
· Lai pilnīgi inaktivētu sārmaino fosfatāzi un atbrīvotos no proteīnu piemaisījumiem DNS preparātā, reakcijas maisījumu ekstraģē ar vienādu tilpumu fenolsCIA, centrifugē 5 min. un pārnes augšējo ūdens fāzi jaunā mēģenē.
· Atkārto ekstrakciju ar hloroformu.
· Pārgulsnē DNS ar 200 l etanola, mazgā un žāvē kā aprakstīts iepriekš.
· Šķīdina vektora DNS 50 l ūdens un analizē 5 l preparāta agarozes gelā, lai noteiktu DNS koncentrāciju.

DNS fragmentu ligēšana plazmīdu vektorā

· Pagatavo sekojošu reakcijas maisījumu:

- DNS fragments (~100 ng);


- Vektors (~10 ng);


- 2 l 10x ligāzes bufera;


- 1 l fāga T4 ligāzes (2 vienības);


- ūdeni līdz 20 l.

· Inkubē ligēšanas maisījumu 2 hr istabas temperatūrā. 


Ligēšanas maisījumu transformācija

· Ligēšanas maisījumam pievieno 2 l 0.1 M Na acetāta bufera pH 5.0.

· Turpmākā transformācija notiek tieši tā kā aprakstīts 2. laboratorijas darbā celma XA3D1 gadījumā. 

· 400 l transformācijas maisījuma izsēj uz plates ar atbilstošu antibiotiku (Ap vai Tc) un inkubē pa nakti pie + 37o C.


Rekombinantu atlase


Klonējot pBR322, rekombinantus atlasa sekojoši:
· 50 kolonijas no transformācijas platēm pārsēj uz divām LB agara platēm - vienu ar Ap, otru ar Tc.

· Inkubē pa nakti pie + 37o C.

· Kloni, kas aug uz Tc platēm, bet ne uz Ap platēm, potenciāli satur rekombinantu plazmīdu DNS.


Klonējot pUC19, rekombinantus atlasa sekojoši:

· 50 kolonijas no transformācijas plates pārsēj uz LB agara plati ar Ap, X-gal un IPTG.
· Inkubē pa nakti pie + 37o C.

· Baltie kloni, kas nespēj sašķelt X-gal, potenciāli satur rekombinantu plazmīdu DNS.


Plazmīdu DNS izdalīšana

· 3 kloni no katras ligēšanas, kas potenciāli satur rekombinantu plazmīdu DNS, tiek izmantoti, lai sētu naktskultūras 3 ml 2xTY barotnes ar atbilstošu antibiotiku. Naktskultūras audzē pa nakti pie + 37o C kratītājā. 

· 1.5 ml naktskultūras ielej mikrocentrifūgas stobrā (Eppendorf) un centrifugē 20 sek.

· Nolej barotni un šūnas suspendē 200 l I. šķīduma.

· Šūnas lizē ar 200 l II. šķīduma 5 min.

· Lizātu neitralizē ar 150 l III. šķīduma 20 min. pie - 20o C.

· Pievieno 150 l IV. šķīduma, kas veicina proteīnu denaturāciju augstās sāļu koncentrācijas dēļ un izveido nešķīstošu kālija dodecilsulfāta  kompleksu. Inkubē 30 min. pie - 20o C.

· Lizātus, kas satur natīvu plazmīdu DNS, denaturētus proteīnus un hromosomālo DNS centrifugē 15 min. Supernatants satur plazmīdu DNS.

· Supernatantu pārlej citā Eppendorf'a mēģenē ar 700 l izopropanola (vienāds tilpums) un centrifugē 15 min. Plazmīdu DNS atrodas nogulsnēs, bet supernatantu nolej.

· DNS nogulsnes mazgā ar 500  l 75% etanola un centrifugē 5 min.

· Nogulnes žāvē vakuuma eksikatorā ~5 min. un šķīdina 50 l destilēta H2O vai TE šķīduma.


Plazmīdu DNS restrikcijas analīze rekombinantu atlasei

· Lai noteiktu, vai izdalītā plazmīdu DNS satur klonēto DNS fragmentu, to šķeļ ar atbilstošām restriktāzēm. Kā kontroli izmanto plazmīdu vektorus, kuros tika klonēta svešā DNS.

· 1 l plazmīdu DNS preparāta Eppendorf’a mēģenē pievieno 9 l no sekojoša maisījuma:


- (n+1) l 10x restriktāzes bufera, kur n ir analizējamo plazmīdu DNS preparātu skaits;


- (n+1) l BSA šķīduma ar koncentrāciju 1 mg/ml;


- 3 vienības atbilstošās restriktāzes uz vienu reakciju;


- 2 l RNāzes, lai atbrīvotos no preparātā esošās RNS;


- ūdens līdz 9x(n+1) l.

· Inkubē restrikcijas maisījumus 1 hr pie +37o C. 

· Analizē restrikcijas maisījumus 1% agarozes gelā.


PCR

· Pagatavo sekojošu reakcijas maisījumu:


- pRU1322 DNS (1, 5, 25 ng);


- 1 l NR39 (50 pM);


- 1 l NR40 (50 pM);


- 5 l 10x PCR bufera;


- 5 l 2 mM dNTP maisījuma;


- 2.5 vienības Taq DNS polimerāzes;


- ūdens līdz 50 l.

· Reakcijas maisījumu pārklāj ar 30 l minerāleļļas, lai novērst ūdens iztvaikošanu reakcijas gaitā.

· PCR veic sekojošā režīmā:


3 min. 94o C (pirmējā denaturācija)


30 sek. 94o C (denaturācija)



30 sek. 52o C (hibridizācija)
Atkārto ciklu 25 reizes


1 min. 72o C (sintēze)


5 min. 72o C (sintēze)

· 5 l no reakcijas maisījuma analizē agarozes gelā. 

4. LABORATORIJAS DARBS

REKOMBINANTO PROTEĪNU EKSPRESIJA UN IZDALĪŠANA NO Escherichia coli

4.1. RafR izdalīšana no Escherichia coli šūnām


Proteīna raksturošanai un funkcijas noskaidrošanai ir nepieciešams iegūt to pietiekamos daudzumos tīrā veidā. Tikai nedaudzi proteīni gan prokariotu, gan eikariotu šūnās ir sastopami lielos daudzumos, kas pieļauj to tiešu izdalīšanu no šūnas (piemēram, histoni). Pārējos gadījumos izdalīšanas process ir sarežģīts un laikietilpīgs, bet iznākums relatīvi niecīgs. Ja ir zināms proteīnu kodējošais gēns, tad ir samērā vienkārši iegūt efektīvu ekspresiju baktēriju šūnās. Gan prokariotu, gan eikariotu (bez introniem!) gēnus var klonēt speciālos ekspresijas vektoros, kas satur visus nepieciešamos regulātoros elementus, proti, spēcīgu un labi regulējamu promoteru efektīvai transkripcijai, kā arī Shine - Dalgarno sekvenci (ribosomu saistīšanās vieta translācijai). Izmantojot augsta kopiju skaita ekspresijas plazmīdas un spēcīgus promoterus var panākt, ka interesējošais proteīns tiek efektīvi ekspresēts un var veidot pat līdz 50% no šūnas kopējā proteīnu daudzuma. Šādā gadījumā proteīna izdalīšana ir iespējama pat no neliela šūnu daudzuma, papildus vēl tam, ka darbs ar Escherichia coli ir ievērojami vienkāršāks kā ar citu baktēriju un vēl jo vairāk eikariotu šūnām. Šādam ārkārtīgi augstam ekspresijas līmenim tomēr piemīt savi trūkumi, jo augstā svešā proteīna koncentrācija šūnā var izraisīt tā agregāciju un ieslēgumķermeņu veidošanos. Tie ir slikti šķīstoši makroskopiski proteīnu kompleksi, kas ir salipuši pateicoties proteīnu hidrofobajām mijiedarbībām. Proteīnam šajos ieslēgumķemeņos nepiemīt tā normālā (natīvā) struktūra. 


Ieslēgumķermeņus tomēr ir iespējams vienkārši izdalīt un, ja iespējams atrast apstākļus, kuros šie proteīnu kompleksi izšķīst un proteīni renaturē (atgūst natīvo konformāciju), tad šāda metode ir viena no efektīvākajām relatīvi tīru proteīnu preparātu iegūšanai.


Proteīnu - DNS mijiedarbību  un gēnu ekspresijas regulācijas pētīšanai ir nepieciešami labi attīrīti proteīnu preparāti, lai izslēgtu nespecifiskas mijiedarbības un artefaktus. Pētot raf operona PA promotera negatīvo regulāciju, bija nepieciešams iegūt attīrītu raf represora RafR preparātu. rafR gēns tika klonēts spēcīgā laktozes operona promotera PlacZ kontrolē plazmīdā pUC8. Iegūtā plazmīda saucas pRU984. Audzējot plazmīdu pRU984 saturošas šūnas ir novērojama makroskopisku RafR ieslēgumķermeņu veidošanās. Izdalot un attīrot ieslēgumķemeņus, kā arī šķīdinot tos 0.3% N-lauroilsarkozīna (sarkozila) šķīdumā (sarkozils ir deterģents) ir iespējams panākt, ka denaturētais proteīns atgūst savu dabisko konformāciju un ir pilnīgi funkcionāls, t.i., spēj saistīt operatora DNS un represēt PA transkripciju. 


Dotajā laboratorijas darbā ir paredzēts transformēt celmu XL1-Blue ar plazmīdu pRU984, izdalīt RafR ieslēgumķermeņu veidā un iegūt natīvu proteīnu, šķīdinot ieslēgumķermeņus sarkozila šķīdumā. 
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4.2. Proteīna preparāta analīze SDS-PAA gelā


Proteīnu preparātu kvalitatīvai un kvantitatīvai analīzei viena no piemērotākajām metodēm ir to elektroforēze PAA gelā. Tomēr proteīnu elektroforēzei ir savas īpatnības. Atšķirībā no nukleīnskābēm, kuras ir summāri negatīvi lādētas un kuru lādiņš ir proporcionāls to izmēriem, proteīniem atkarībā no to aminoskābju sastāva var būt visai dažāds summārais lādiņš, tādēļ elektriskajā laukā tie pārvietojas galvenokārt atkarībā no lādiņa un nevis masas. Bez tam proteīnu kustīgums gelā ir atkarīgs arī no formas. Dažos gadījumos šīs proteīnu īpašības var sniegt pat zināmas priekšrocības, tomēr gadījumā, kad ir vēlams sadalīt proteīnu maisījumu atkarībā no masas, tās izrādās traucējošas. Proteīnu frakcionēšanai pēc to molekulmasas tos apstrādā ar lizējošu šķīdumu, kas satur -merkaptoetanolu vai ditiotreitolu (reducējošs reaģents) un Na dodecilsulfātu jeb SDS (deterģents). -merkaptoetanols (vai ditiotreitols - DTT) reducē proteīna molekulā esošās disulfīdsaites, bet SDS izveido hidrofobus kompleksus ar proteīna molekulas aminoskābju atlikumiem. SDS saistās ar proteīnu attiecībā 1.4 pret 1. Tā kā SDS ir summāri negatīvi lādēts un atrodas milzīgā molārā pārsvarā pār proteīna molekulu, tad proteīna paša lādiņu var neņemt vērā. Tādi proteīna - SDS kompleksi elektriskajā laukā pārvietojas pozitīvā pola virzienā un sadalās atbilstoši proteīnu molekulmasai, jo SDS piešķirtais lādiņš, t.i., molekulu skaits uz vienu proteīna molekulu, ir proporcionāls proteīna molekulmasai. 


Proteīnu gelu sastāvs un elektroforēze ievērojami atšķiras no nukleīnskābju geliem. Nukleīnskābju geli parasti visā to garumā ir vienādi  pēc koncentrācijas un bufera sastāva. Savukārt proteīnu gadījumā plaši pielietota ir divpakāpju gela un elektroforēzes bufera sistēma (angl. discontinuous electrophoresis). Šajā gadījumā gels sastāv no divām daļām, augšējā jeb koncentrējošā gela (angl. stacking gel), kura funkcija ir proteīna preparāta sakoncentrēšana vienā šaurā zonā neatkarīgi no preparāta tilpuma un apakšējā jeb sadalošā gela (angl. resolving gel), kurā tad arī notiek proteīnu sadalīšana. Izšķiroša loma ir koncentrējošā un sadalošā gela atšķirīgajiem pH. Koncentrējošā gela pagatavošanai izmanto Tris-HCl šķīdumu ar pH 6.8, bet sadalošajā gelā - Tris-HCl ar pH 8.9. Savukārt kā eletroforēzes buferi izmanto Tris-glicīna buferi ar pH 8.3. Strāvas ietekmē gelā esošie Cl- joni strauji pārvietojas pozitīvā pola virzienā un to vietā no elektroforēzes bufera stājas glicīna joni. Glicīna joni ir cviterjoni, t.i., molekulas vienā galā ir pozitīvi lādēta NH3+ grupa, bet otrā - negatīvi lādēta COO- grupa (glicīna izoelektriskais punkts pI 5.97). Sārmainā vidē NH3+ grupa zaudē H+ jonu un molekula iegūst summāru negatīvo lādiņu. Koncentrējošajā gelā (pH 6.8), tikai statistiski nelielai daļai glicīna jonu būs summārais negatīvais lādiņš un tādējādi tie pārvietosies gelā samērā lēni. Tādējādi glicīna joni atpaliek un starp tiem un Cl- joniem izveidojas paaugstinātas pretestības un sprieguma josla, kurā strauji pārvietojas proteīni. Kad glicīna joni sasniedz sadalošo gelu (pH 8.9), tie iegūst nozīmīgu negatīvo summāro lādiņu un sāk strauji pārvietoties gelā, apsteidzot proteīnus. Tas nodrošina zemu spriegumu un labu proteīnu sadalījumu apakšējā gelā. Proteīnu molekulas strauji pārvietojas tikai koncentrējošajā gelā, bet sasniedzot robežu ar sadalošo gelu, kur strauji krītas spriegums, tie gandrīz apstājas un izveidojas viena, ļoti šaura proteīnu zona, kas tālāk sadalās apakšējā gelā. Šāda gela sistēma atļauj sasniegt augstu izšķiršanas spēju. 


Proteīnu detekcijai gelā vispirms ir nepieciešams to atbrīvot no SDS klātbūtnes, atmazgājot gelu 5% perhlorskābē. Skābajā vidē notiek arī proteīnu izgulsnēšanās un fiksācija, kas novērš to difūziju krāsošanas laikā. Visplašāk lietotā krāsviela ir Kumasija briljanzilais G-250 (jutīgāka) vai R-250. Skābā vidē šīs krāsvielas saistās pie proteīna molekulām un pēc tam gelu atkrāsojot kļūst redzamas zilas proteīna - krāsvielas kompleksa zonas.


Dotajā laboratorijas darbā elektroforēze SDS-PAA gelā tiks izmantota, lai sekotu RafR izdalīšanas gaitai, kā arī novērtētu izdalītā proteīna koncentrāciju un preparāta tīrību. 

Papildus literatūra:


Остерман, Л.А. Методы исследования белков и нуклеиновых кислот. Электрофорез и ультрацентрифугирование. Москва, Наука, 1981.
4. Laboratorijas darba apraksts

Materiāli:

· Sterilas pipetes, Petri plates, Eppendorf'a mēģenes

· 0.1 M CaCl2 šķīdums (sterilizē autoklāvējot)

· RafR I. šķīdums:


- 25 mM Tris-HCl pH 8.0;


- 50 mM NaCl;


- 1 mM EDTA

Ja nepieciešams, pievieno lizocīmu līdz 1.25 mg/ml. Lieto svaigu!
· RafR II. šķīdums:


- 40 mM Tris-HCl pH 6.5;


- 500 mM NaCl;


- 8 mM EDTA;


- 2% Tritons X-100

· RafR III. šķīdums:


- 100 mM Tris-HCl pH 6.5;


- 20 mM EDTA;

· 5% koncentrējošais gels (100 ml):


- 5 g akrilamīda

- 0.172 g bis-akrilamīda (AA:BAA attiecība 29:1)


- 12.5 ml 1 M Tris-HCl pH 6.8


- 1 ml 10% SDS


- ūdens līdz 100 ml

· 10% sadalošais gels (100 ml):


- 10 g akrilamīda

- 0.344 g bis-akrilamīda (AA:BAA attiecība 29:1)


- 25 ml 1.5 M Tris-HCl pH 8.9


- 1 ml 10% SDS


- ūdens līdz 100 ml

· SDS-PAA gelu elektroforēzes buferis


5x Tris-glicīna buferis pH 8.3 (1 l):


- 15.1 g Tris (125 mM)


- 94 g glicīna (1.25 M)


- 100 ml 10% SDS (0.1%)

· SDS-PAA gela 2x lizējošais maisījums:


- 100 mM Tris-HCl pH 6.8


- 200 mM DTT


- 4% SDS


- 20% glicerols


- bromfenolzilā krāsa

· Gela atmazgāšanas šķīdums:


- 5% perhlorskābe


- 50% etanols

· Gela skalošanas šķīdums:

- 3.5% perhlorskābe

· Kumasija G-250 krāsa:


- 3.5% perhlorskābe


- 0.4% Coomassie Brilliant Blue G-250

· 10% amonija persulfāta šķīdums
· TEMED (tetrametiletilēndiamīns)
· 2xTY barotne (16 g/l baktotriptons; 10 g/l rauga ekstrakts; 5 g/l NaCl; sterilizē autoklāvējot).

· Agarizētā LB barotne (LB barotne + 20 g/l bakto agars; sterilizē autoklāvējot). Agarizētai barotnei, atdzesētai līdz 50o C, pēc autoklāvēšanas pievieno antibiotikas.


Baktēriju celmi
· XL1-Blue genotips -  recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB lacIqZM15 Tn10 (TetR)]


Plazmīdu DNS:

· pRU984

Transformācija

· Celma XL1-Blue transformāciju ar plazmīdu pRU984 veic kā aprakstīts 1. laboratorijas darbā.

· Transformācijas maisījumus sēj uz platēm ar Ap.

RafR izdalīšana

· 1 koloniju no XL1-Blue::pRU984 transformantiem inokulē 200 ml 2xTY barotnes ar Ap un audzē pa nakti pie + 37o C kratītājā. 
· Mēra naktskultūras OD600.
· Naktskultūru centrifugē atdzesējamā centrifūgā 15 min. pie 3000 rpm. 
· Supernatantu nolej, bet nogulsnes suspendē 5 ml RafR I. šķīduma ar lizocīmu (1.25 mg/ml).
· Inkubē 30 min. uz ledus. 
· Šūnu suspensiju lizē 3 reizes laižot caur French presi. 50 l lizāta pievieno vienādu tilpumu SDS-PAA gela 2x lizējošā maisījuma un uzglabā tālākai analīzei SDS-PAA gelā. 
· Lizātu centrifugē 20’ pie 8000 rpm. 50 l supernatanta pievieno vienādu tilpumu SDS-PAA gela 2x lizējošā maisījuma un uzglabā tālākai analīzei SDS-PAA gelā, bet pārējo supernatantu nolej.
· Nogulsnes, kuras veido RafR ieslēgumķermeņi, suspendē 5 ml RafR II. šķīduma un apstrādā 3 reizes pa 20 sek. ar ultraskaņu (22.000 KHz). Starplaikos preparātu dzesē uz ledus, lai novērstu sasilšanu un neatgriezenisku proteīna denaturāciju. Suspensiju inkubē 30 min. uz ledus.
· Ieslēgumķermeņu suspensiju centrifugē 20 min. pie 8000 rpm. 50 l supernatanta pievieno vienādu tilpumu SDS-PAA gela 2x lizējošā maisījuma un uzglabā tālākai analīzei SDS-PAA gelā, bet pārējo supernatantu nolej.
· Nogulsnes suspendē 5 ml RafR III. šķīduma un apstrādā 3 reizes pa 20 sek. ar ultraskaņu (22.000 KHz). Suspensiju inkubē 30 min. uz ledus.
· Suspensiju centrifugē 20 min. pie 8000 rpm. 50 l supernatanta pievieno vienādu tilpumu SDS-PAA gela 2x lizējošā maisījuma un uzglabā tālākai analīzei SDS-PAA gelā, bet pārējo supernatantu nolej.
· Nogulsnes suspendē 0.5 ml RafR I. šķīduma. Suspensijai pievieno 10% sarkozila šķīdumu ar gala koncentrāciju 0.3% un inkubē pa nakti uz ledus.
· Nākamajā dienā suspensiju centrifugē 5 min. mikrocentrifūgā un supernatantu, kas satur izšķīdušo RafR pārnes jaunā mēģenē. 50 l supernatanta pievieno vienādu tilpumu SDS-PAA gela 2x lizējošā maisījuma un uzglabā tālākai analīzei SDS-PAA gelā.

Proteīnu paraugu sagatavošana uznešanai uz SDS-PAA gela

· Iepriekš sagatavotos paraugus no dažādiem RafR izdalīšanas etapiem, kas apstrādāti ar 2x lizējošo maisījumu, inkubē 5’ pie 100o C, lai denaturētu proteīnus un saistītu SDS pie proteīnu molekulām.
· Kā kontroli izmanto BSA un lizocīma šķīdumus ar koncentrāciju 1 mg/ml. Tos apstrādā tieši tāpat kā RafR preparātus. 
· Paraugus pēc karsēšanas nekavējoties uznes uz gela sekojošā secībā:
1.  2 l BSA lizāta (1 g proteīna);

2.  2 l šūnu lizāta;
3.  5 l šūnu lizāta;
4.  10 l šūnu lizāta;
5.  10 l 1. supernatanta lizāta;
6.  10 l 2. supernatanta lizāta;
7.  10 l 3. supernatanta lizāta;
8.  2 l lizocīma lizāta (1 g proteīna)
Lai uznestajiem paraugiem būtu vienāds tilpums un tie gelā pārvietotos vienādi, tiem pievieno 1x lizējošo maisījumu līdz 10 l. 

SDS-PAA gela pagatavošana un elektroforēze

· Sagatavo gela formu.
· 100 ml 10% sadalošā gela pievieno 1 ml 10% amonija persulfāta un 40 l TEMED, labi samaisa un ielej formā tā, lai šķidruma līmenis būtu apmēram 2 cm no augšējās stikla malas. 
· Gela maisījumam uzmanīgi uzslāņo n-butanolu un ļauj polimerizēties.
· Kad gels sapolimerizējies, ar filtrpapīru nosūc augšpusē esošo šķidrumu.
· 100 ml koncentrējošā gela pievieno 1 ml 10% amonija persulfāta un 100 l TEMED, labi samaisa un ielej formā uz jau sapolimerizētā sadalošā gela. 

· Kad gels sapolimerizējies, to ievieto elektroforēzes aparātā, ielej buferi, uznes paraugus un uzsāk elektroforēzi. SDS-PAA gelu gadījumā preforēze netiek veikta, lai neizjauktu pH gradientu. 

· Elektroforēzi veic līdz bromfenolzilā krāsa atrodas 1 cm no gela apakšas.


SDS-PAA gelu mazgāšana un krāsošana

· Pēc elektroforēzes gelu 2 reizes pa 15 min. mazgā 5% perhlorskābes un 50% etanola šķīdumā un 15 min. 3.5% perhlorskābes šķīdumā.

· Gelu krāso 20 min. pie + 37o C Kumasija krāsā un pēc tam atmazgā lieko krāsu pie + 37o C ūdenī.
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