Laboratorijas darbs 4

Gela elektroforēze un plazmīdu kartēšana

Mērķis: sniegt priekšstatu par gela elektroforēzes metodi, gela elektroforēzes rezultātu matemātisko apstrādi, restrikcijas enzīmiem (restrikcijas endonukleāzēm) un to iedarbību uz DNS (dezoksiribonukleīnskābju) molekulām, plazmīdu DNS un DNS (plazmīdu DNS) kartēšanau ar restrikcijas enzīmiem.

Teorētiskais pamatojums.

Restrikcijas enzīmi un to iedarbība uz DNS, plazmīdu DNS, DNS kartēšana ar restrikcijas enzīmiem, gela elektroforēzes metodes fizikālie pamati un darbības principi, gela elektroforēzes iekārta, elektrobarošanas bloks elektroforēzei, DNS molekulu krāsošana un vizualizēšana pēc gela elektroforēzes, gela elektroforēzē iegūto rezultātu matemātiska apstrāde.

Darba uzdevumi

Pagatavot agarozes gelu elektroforēzei.

Sagatavot dotos DNS paraugus un uznest uz gela, veikt gela elektroforēzi.

Pagatavot reakcijas maisījumus plazmīdas DNS šķelšanai ar restrikcijas enzīmiem.

Veikt DNS šķelšanas reakciju.

Iepazīties ar doto DNS gela elektroforēzes attēlu (2. attēls), noteikt attēlā redzamo DNS fragmentu lielumu.

Novērtēt gela elektroforēzes rezultātus.

Vadoties pēc iepriekšējo aprēķinu rezultātiem papildināt doto plazmīdas pBR322 restrikcijas karti.

Nepieciešamais aprīkojums un materiāli

Gela elektroforēzei paredzēta agaroze, 50x TAE elektroforēzes buferis, 10 000x etīdija bromīda šķīdums ūdenī, destilēts ūdens. 

Plazmīdas pBR322 DNS (koncentrācija 0.5 (g/(l), ar restrikcijas enzīmiem sašķelta plazmīdu DNS (pBR322), DNS fragmentu garuma standarts, restrikcijas enzīmi: Bam HI, Pvu II, Pst I (koncentrācija 2 U/(l), “G” buferis restrikcijas enzīmiem, liellopu seruma albumīns - BSA (koncentrācija 1 (g/(l).

Kolbas, cilindrs, peldošs statīvs, statīvs 1,5 - 0,5 ml stobriņiem, plastmasas vanniņa.

Gela elektrofoorēzes iekārta un statīvs gela pagatavošanai.

Elektrobarošanas bloks elektroforēzei.

UV starojuma transiluminators.

Digitāla fotoiekārta iegūto gela elektroforēzes rezultātu dokumentēšanai.

Elektriskā plītiņa, laboratorijas svari, automātiskās pipetes (P20).

Automātisko pipešu uzgaļi, 0,5 ml stobriņi, laboratorijas cimdi.

Laboratorijas flaumasters rakstīšanai uz stikla un palstmasas traukiem un stobriņiem.

Zīmulis, lineāls, dzēšgumija, kaukulators.

Svaru apraksts, instrukcija darbam ar tiem.

Automātisko pipešu apraksts, instrukcija darbam ar tām.

Gela elektrofoorēzes iekārtas apraksts, instrukcija darbam ar to.

Elektrobarošanas bloka elektroforēzei apraksts, instrukcija darbam ar to.

UV starojuma transiluminatora apraksts, instrukcija darbam ar to.

Laboratorijas darba gaitas apraksts.

Protokola veidlapa novērojumu, rezultātu un secinājumu pierakstīšanai.

Laboratorijas darba secīgas izpildes gaitas apraksts 

1. Īss pārskats par laboratorijas darbā nepieciešamajām teorētiskajām zināšanām:

· restrikcijas enzīmi un to iedarbība uz DNS molekulām,

· plazmīdu DNS,

· DNS kartēšana ar restrikcijas enzīmiem,

· gela elektroforēzes metodes fizikālie pamati un darbības principi,

· gela elektroforēzes iekārta – uzbūve un darbs ar to,

· elektrobarošanas bloks elektroforēzei un darbs ar to,

· DNS molekulu krāsošana un vizualizēšana pēc gela elektroforēzes,

· gela elektroforēzē iegūto rezultātu matemātiska apstrāde.

2. DNS gela elektroforēze.

Pagatavot agarozes gelu elektroforēzes veikšanai:

· veikt nepieciešamos aprēķinus, izmantojot destilētu ūdeni un 50x TAE buferi pagatavot 1 litru 0,5x TAE bufera,

· sagatavot gela uzliešanai paredzēto rāmīti gela pagatavošanai un ievietot tajā ķemmīti,

· veikt nepieciešamos aprēķinus un pagatavot 0,8% agarozes gelu 0,5x TAE buferī (kopējais gela šķīduma tilpums 50 ml):

· nosvērt nepieciešamo agarozes masu un iebērt 250 ml kolbiņā,

· nomērīt 50 ml 0,5x TAE bufera un uzliet iesvērtajai agarozei,

· sildot uz plītiņas, agarozi izšķīdināt TAE buferī,

· atdzeset agarozes šķīdumu līdz aptuveni 50°C temperatūrai,

· veikt nepieciešamos aprēķinus un pievienot agarozes šķīdumam 10 000x etīdija bromīda šķīdumu, lai tā beigu koncentrācija gelā būtu 1x,

· ieliet agarozes šķīdumu gela gatavošanas rāmītī,

· pagaidīt, kamēr agarozes šķīdums atdziest un sacietē, veidojot gelu,

· uzmanīgi, ceļot tieši uz augšu, izņemt bedrītes veidoošo ķemmīti.

Sagatavot gela elektroforēzes iekārtu elektroforēzes veikšanai:

· pagatavoto gelu ievietot elektroforēzes kamerā,

· elektroforēzes kameru piepildīt ar sagatavoto 0,5x TAE elektroforēzes buferi, lai bufera līmenis sniegtos 1-2 mm virs gela.

Sagatavot dotos DNS paraugus gela elektroforēzei un uznest uz gela:

· katram DNS paraugam (paraugos atrodas ar dažādiem restrikcijas enzīmiem šķelta plazmīda pBR322; paraugus pagatavojuši citu grupu studenti tādā pat veidā, kā to darīsiet Jūs; nodarbības ierobežotais laiks neļauj sagaidīt, brīdi, kad Jūsu pašu enzimātiskās šķelšanas paraugi būs gatavi analīzei gelelektroforēzē) ar automātisko pipeti (modelis P20) pievieno 2 (l 5x uznešanas krāsas (GLB) un sajauc pipetējot,

· 10 (l parauga uznes uz gela (paraugu izvietojuma shema gelā parādīta 1. attēlā),

· uz gela uznes 5 (l DNS fragmentu garuma standarta (paraugu izvietojuma shema gelā parādīta 1. attēlā).

Uzsākt gela elektroforēzi:

· uzlikt elektroforēzes kamerai vāku,

· elektroforēzes iekārtas elektropadeves vadus pievienot elektroforēzes elektrobarošanas blokam (ar sarkano krāsu apzīmēts “+” elektrods, nesajauciet polaritāti!),

· nospiežot elektroforēzes elektrobarošanas bloka taustiņu “run” ieslēdziet strāvas padevi elektroforēzes iekārtai.

3. Plazmīdas DNS šķelšana ar restrikcijas enzīmiem.

Pagatavot reakcijas maisījumus plazmīdas DNS divkāršai šķelšanai, izmantojot enzīmu kombinācijas Bam HI + Pvu II un Bam HI + Pst I. Katrs no šiem restrikcijas enzīmiem cirkulāro plazmīdas pBR322 DNS molekulu šķeļ tikai vienā vietā.

· Paņemiet divus 0,5 ml stobriņus un ar laboratorijas flaumasteru uz stobriņa vāku un sāniem uzrakstiet reakcijas apzīmējumu. To veidos burti BC (reakcijai Bam HI + Pvu II) un BD (reakcijai Bam HI + Pst I), kuriem sekos Jūsu darba vietas numurs. Piemēram, BC 07 un BD 07 studentam, kurš strādā 7. darba vietā.

· Izmantojot automātisko pipeti (modelis P20), stobriņos ienesiet reakcijas komponentus, kā norādīts 1. tabulā. 

· Ūdens pilienu ienesiet stobriņa konusa galā un pārējios reaģentus ienesiet tieši jau stobriņā esošajā šķidruma pilienā!

Pēc katras šķidruma pārneses mainiet pipetes uzgaļus, lai izvairītos no reaģentu piesārņošanas!

Sekojiet, lai restrikcijas šķelšanai paredzētie reaģenti atrastos vannā ar ledu!

1. tabula. DNS restrikcijas šķelšanas reakciju sastāvs.

	Reaģents
	Reaģenta koncentrācija
	Reakcijai BC pievienojamais tilpums ((l)
	Reakcijai BD pievienojamais tilpums ((l)
	Beigu koncentrācija reakcijā

	H2O
	-
	10
	10
	

	Buferis G
	10x
	2
	2
	

	BSA
	1 (g/(l
	2
	2
	

	pBR322
	0,5 (g/(l
	2
	2
	

	Bam HI
	2 U/(l
	2
	2
	

	Pvu II
	2 U/(l
	2
	0
	

	Pst I
	2 U/(l
	0
	2
	


· Kad visi reaģenti apvienoti, aizveriet stobriņa vākus un saturu samaisiet ar vortekss-fūgas vibratora palīdzību.

· Ar vortekss-fūgas rotora palīdzību visus stobriņos esošos šķidruma pilienus savāciet stobriņa apakšdaļā. 

· Reakcijas stobriņus ievietojiet ūdens termostatu peldošajos statīvos divu stundu inkubēšanai 37°C. Ierobežotā nodarbību laika dēļ Jūsu sagatavotās reakcijas elektroforētiskai analīzei izmantos citu grupu studenti.

4. Kamēr notiek elektroforēze, iepazīstieties ar doto DNS gela elektroforēzes attēlu (2. attēls), nosakiet attēlā redzamo DNS fragmentu lielumu!

· Pievērsiet uzmanību DNS fragmentu garuma standartam (1. un 5. celiņš 2. attēlā). Šis DNS fragmentu garuma standarts pavisam ietver 14 dažādu izmēru DNS fragmentus. To lielums attiecīgi ir: 3 000; 2 000; 1 500; 1 200; 1 031; 900; 800; 700; 600; 500; 400; 300; 200 un 100 bāzu (nukleotīdu) pāri (bp). Vislielākais DNS fragments (3 000 bp) gela celiņā atradīsies vistuvāk starta līnijai (parauga uznešanas bedrītei), savukārt vismazākais DNS fragments gela elektroforēzes laikā būs paguvis veikt vislielāko attālumu no starta līnijas. Parasti DNS krāsojuma intensitāte gelā ir atkarīga no DNS fragmentu izmēra (DNS masas vienā gela zonā), tadēļ lielie DNS fragmenti ir intensīvak iekrāsoti - saskatami labāk, bet mazie – redzami vāji vai vispār nav saskatami. Lai atvieglotu dažādo DNS fragmentu atpazīstamību, šim DNS fragmentu garuma standartam DNS fragments ar garumu 500 bp ir pievienots lielākā daudzumā – šī zona gelā būs intensīvāka par apkārtējām. Jūsu uzdevums ir 2. tabulā ierakstīt, cik lieli DNS fragmenti (bp) atrodas DNS fragmentu garuma standarta zonās, kuras 2. attēla malā apzīmētas ar romiešu cipariem: I, II, III, IV, V, VI.
2. tabula. DNS fragmentu garums ar romiešu cipariem apzīmētajās 2. attēla DNS zonās.
	Zona
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI

	DNS fragmenta lielums (bp)
	
	
	
	
	
	

	Attālums (cm)
	
	
	
	
	
	


· Izmantojot logaritmiskā papīra formu, kas dota 3. attēlā, konstruējiet grafiku – DNS fragmentu lieluma (bp) atkarība no elektroforēzes laikā veiktā ceļa garuma (cm). Grafika konstruēšani izmantojiet punktus, kuri apraksta ar romiešu cipariem apzīmētās DNS fragmentu garuma standarta zonas. (2. attēls, 1. celiņš). Katrā zonā esošo DNS fragmentu garumu Jūs jau ierakstījāt 2. tabulā, bet dažādo DNS fragmentu (DNS zonu gelā) elektroforēzes laikā veiktais attālums jāizmēra 2. attēlā. Pareizi attālums jāmēra no starta līnijas līdz zonas vadošajai frontei, tas ir no uznešanas bedrītes gela vidum tuvākās malas līdz DNS zonas mali, kura atrodas tālāk no uznešanas bedrītes. Ērtības labad mērījumu rezultatus ierakstiet 2. tabulā! 3. attēla logaritmiskajā formā atlieciet punktus, kuru koordinātēs tagad atrodas 2. tabulā. Atliktos punktus savienojiet savā sarpā! Ja uzdevums veikts pareizi, grafikā būs iegūta taisne.
· Izmantojot 3. attēlā iegūto grafiku, nosakiet DNS fragmentu garumu zonās, kuras redzamas 2. attēla 2., 3. un 4. celiņos! Attālums no starta līnijas līdz zonai mērams, kā aprakstīts iepriekš. Atbilstošais DNS fragmentu lielums (bp) nolasams no 3. attēlā iegūtā grafika – attiecīgajam DNS veiktajam attālumam atbilstošais DNS fragmentu lielums. Iegūtos rezultātus ierakstiet 3. tabulā!
· 2. attēla 2., 3. un 4. celiņos redzamās zonas veido DNS fragmenti, kuri iegūti plazmīdu pBR322 šķeļot ar 2 dažādiem enzīmiem. Katrs no šioem enzīmiem plazmīdas DNS šķeļ tikai vienā vietā. Rezultātā cirkulārā plazmīdas DNS tiek sašķelta 2 daļās. Tā kā plazmīdas kopējais garums ir zinams – 4361 bāzu pāris, pārbaudiet vai noteikto DNS fragmentu garuma summa atbilst šai vērtībai. Nereti fragmentu izmēru noteikšnā radušās neprecizitātes, tādēļ proporcionāli pārrēķiniet fragmentu garumus tā, lai to summa būtu atbilstoša plazmīdas izmēriem, un vērtības ierakstiet 3. tabulā!
3. tabula. DNS fragmentu garums 2. attēla 2., 3. un 4. celiņos redzamajās DNS zonās.
	Zona
	2. celiņš

(smagākā)
	2. celiņš

(vieglākā)
	3. celiņš

(smagākā)
	3. celiņš

(vieglākā)
	4. celiņš

(smagākā)
	4. celiņš

(vieglākā)

	Attālums (cm)
	
	
	
	
	
	

	DNS fragmenta lielums (bp)
	
	
	
	
	
	

	Abu fragmentu summa (bp)
	X
	
	X
	
	X
	

	Pārrēķinātais DNS fragmenta lielums (bp)
	
	
	
	
	
	


5. Novērtējiet gela elektroforēzes rezultātus!

· Kad tumši zilā zona no paraugu uznešanas krāsas Jūsu gelā aizmigrējusi 2 cm no gela pretējās malas, pārtrauciet elektroforēzi, nospiežot elektroforēzes elektrobarošanas bloka taustiņu “stop”!

· Atvienojiet elektroforēzes iekārtas elektropadeves vadus no elektrobarošanas bloka un noņemiet elektroforēzes kameras vāku!

· Izceliet gela palikni ar gelu no elektroforēzes kameras, ievietojiet vanniņā un dodieties pie UV starojuma transiluminatora!

Lietojiet laboratorijas cimdus, jo gelam pievienotais etīdija bromīds ir kaitīgs veselībai!

· Novietojiet gela palikni uz UV starojuma transiluminatora loga un nolaidiet UV starojuma necaurlaidīgo aizsargstiklu!

· Ieslēdsziet UV transiluminatoru un novērojiet gelu! DNS zonas spīdēs oraņžā krāsā. Izmantojot DNS fragmentu garuma standartu aptuveni novērtējiet plazmīdas pBR322 šķelšanā ar restrikcijas enzīmiem Bam HI + Pvu II un Bam HI + Pst I iegūto DNS fragmentu izmērus un vērtības ierakstiet 4. tabulā!
Neieslēdziet UV starojuma transiluminatoru ar paceltu UV starojuma necaurlaidīgo aizsargstiklu! UV starojums ir kaitīgs ādai un acīm!

4. tabula. DNS fragmentu garums 2. attēla 2., 3. un 4. celiņos redzamajās DNS zonās.
	Zona
	Bam HI + Pvu II

(smagākā)
	Bam HI + Pvu II

(vieglākā)
	Bam HI + Pst I

(smagākā)
	Bam HI + Pst I

(vieglākā)

	DNS fragmenta lielums (bp)
	
	
	
	


6. Vadoties pēc iepriekšējo aprēķinu un gela elektroforēzes rezultātiem papildināt doto plazmīdas pBR322 restrikcijas karti.

· Vadoties pēc iepriekš veikto aprēķinu rezultātiem un Jūsu gelā redzamo DNS fragmentu izmēriem papildiniet 4. attēla redzamo plazmīdas pBR322 restrikcijas karti, tajā iezīmējot enzīmu Pst I un Pvu II šķelšanas vietas, pierakstiet attālumus (bp) starp kartē esošo un Jūsu iezīmēto enzīmu šķelšanas vietām!
· Enzīma Eco RI šķelšanas vieta tiek pieņemta par plazmīdas pBR322 restrikcijas kartes sākuma punktu. Zinams, ka enzīms Bam HI kopā ar enzīmu Eco RI plazmīdas DNS sašķeļ divos fragmentos, no kuriem īsākais ir 380 bp garšs.
Celiņš:           1       2       3       4       5
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	2. attēls. Plazmīdas pBR322 restrikcijas šķelšanas fragmentu elektroforētisks sadalījums.

Gelā uznesti sekojoši paraugi:

1. celiņš – DNS fragmenu garuma standarts,

2. celiņš – plazmīda pBR322, šķelta ar enzīmiem

    Eco RI + Pst I,

3. celiņš – plazmīda pBR322, šķelta ar enzīmiem

    Eco RI + Pvu II

4. celiņš – plazmīda pBR322, šķelta ar enzīmiem 

    Pvu II + Pst I

5. celiņš – DNS fragmenu garuma standarts



	
	


3. attēls. Logaritmiskā papīra forma grafika “DNS fragmentu lieluma (bp) atkarība no elektroforēzes laikā veiktā ceļa garuma (cm) konstruēšanai.
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4. attēls. Plazmīdas pBR322 restrikcijas karte.
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Uzdevums tehniskajam asistentam:

· Sagatavot darbam nepieciešamo iekārtu, trauku, materiālu un reaģentu komplektus.

· Pārliecināties, ka laboratorijas darbam nepieciešamās iekārtas un reaģenti funkcionē pareizi. 

· Novērst atklātos defektus un nepilnības.

