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Введение
Настоящее учебное пособие ставит своей целью ознакомление с важнейшими принципами молекулярной генетики на основе практических занятий. Оно составлено коллективом лаборатории молекулярной генетики МФТИ на основе работы с школьниками 8-11 классов и школьных учителей биологии в рамках практических занятий, а также со студентами 6 и 7 семестров обучения, проходящих обучение на курсах «Молекулярная биология» и «Генетическая инженерия». 
Учебное пособие включает в себя следующие разделы:
1. Подготовка оборудования и реактивов к работе;
2. Пересев бактерий на жидкую и твердую питательные среды;
3. Выделение плазмидной ДНК из бактериальных клеток;
4. Трансформация бактериальных клеток плазмидной ДНК;
5. Полимеразная цепная реакция (ПЦР);
6. Анализ фенотипических особенностей полученных клонов.
В первом разделе описана техническая часть работы, которая может выполняться как преподавателем перед занятиями, так и школьниками (по крайней мере, приготовление части рабочих растворов, в которых не применяются концентрированные кислоты) в рамках отдельной лабораторной работы. В разделах 2-6 описаны отдельные лабораторные работы, представляющую собой часть общей задачи практикума – перенос плазмидной ДНК из клеток одного штамма Escherichia coli (кишечная палочка) в клетки другого. В результате должен получиться штамм E. coli с комбинацией плазмид, обладающий фенотипическими проявлениями генов, расположенных на данных плазмидах. В результате прохождения полного курса описанных в пособии практических работ ученики экспериментально убедятся в роли ДНК в передаче наследственной информации и формировании фенотипа живых организмов и познакомятся с одним из основополагающих методов в генетической инженерии ― ПЦР.
Прохождение данного практикума способствует профориентации и формирует представление о работе молекулярных генетиков с той оговоркой, что ученые помимо переноса ДНК из одних клеток в другие осуществляют ее модификацию in vitro. 
Обучение в рамках настоящего практикума позволит перейти к практическим работам с модификацией ДНК in vitro, наиболее простой пример – клонирование гена флуоресцентного белка в клетках E. coli, который занимает около 60 учебных часов.
Вначале каждого из разделов 2-6 указан перечень необходимого для конкретной работы оборудования, расходных материалов и реактивов.

В данном пособии приводятся подробные описания методов, применимых к различным бактериальным штаммам и плазмидам. В описании конкретных работ используются штамм E. coli K-12 TG1 (далее в тексте TG1) и плазмиды pAL2-gfp и pAC16, которые по усмотрению преподавателя могут быть заменены на другие, если при этом не будет потеряна наглядность работ.

Сокращения и обозначения

ДНК 

– дезоксирибонуклеиновая кислота;
ед. 

– единица активности;
ИПТГ 
– изопропил β-D-1-тиогалактопиранозид;
конц. 
– концентрированный;
ЛР 
– лабораторная работа;

н.п. 

– нуклеотидные пары;
об. 

– обороты;
ПЦР 

– полимеразная цепная реакция;
РНК 

– рибонуклеиновая кислота;
СВЧ-печь

– микроволновая печь;
табл. 

– таблица;
ЭДТА 

– этилендиаминтетрауксусная кислота;

Трис 

– 2-амино-2-гидроксиметил-пропан-1,3-диол (трис(гидроксиметил)аминометана);

TAE 
– трис-ацетатный буфер, содержащий трис, уксусную кислоту и ЭДТА (Tris-acetate-EDTA);
TE 
– буфер, содержащий Трис, соляную кислоту и ЭДТА;
ЦФ 
– центрифугировать;
УФ 
– ультрафиолет;
dNTP 
– смесь дезоксирибонуклеозидтрифосфатов;
EtBr 
– 3,8-Диамино-5-этил-6-фенилфенантридиум бромид (бромистый этидий);
LB 
– микробиологическая среда (Lysogeny Broth);

LA 
– агаризованная микробиологическая среда LB;
NT 
– комнатная температура, на столе (normal temperature);
OD 
– оптическая плотность (optical density);
SDS 
– додецилсульфат натрия (sodium dodecyl sulfate);
V 
– объем (volume).
1. Подготовка оборудования и реактивов к работе

1.1. Ознакомление с оборудованием. Калибровка измерительных приборов
Перед началом выполнения задач практикума следует проверить работоспособность необходимого оборудования (табл. 1) согласно инструкциям производителей.
Таблица 1. Оборудование, применяемое в работах или подготовке к ним в рамках молекулярно-генетического практикума для школьников.
	Прибор
	Пример модели/производителя

	Весы от 0,1 г до 4000 г
	Ohaus AV4101

	Весы от 0,1 мг до 200 г.
	Ohaus AV264

	pH-метр
	pH-410    Аквилон  

	Ламинар
	Ламинарный шкаф II класса защиты БАВп-01–«Ламинар-С» 1,5 (220.150)

	Люменометр
	Immunotech LM-01t

	Шейкер-инкубатор.
	New Brunswick Excella E24

	Термостат суховоздушный 
	Техноком ТС-80М-2

	Пипетка автоматическая 
от 200 мкл до 1 мл
	Gilson 

	Пипетка автоматическая 
от 20 мкл до 200 мкл
	Ленпипет

	Пипетка автоматическая 
от 2 мкл до 20 мкл
	Ленпипет

	Пипетка автоматическая 
от 0,1 мкл до 2,5 мкл
	Eppendorf

	Холодильная установка
	Двухкамерная, температура +10±4ºС и -18±5°С

	Мешалка
	Мешалка магнитная с подогревом ПЭ-398

	Центрифуга настольная
	Eppendorf Minispin

	Микроцентрифуга - вортекс
	ТЭТА-2 Биоком

	Амплификатор
	MC-2+ ДНК-Технология

	Твёрдотельный термостат
	«Гном» ДНК-Технология

	Камера для горизонтального электрофореза
	SE-1 Хеликон

	Источник питания
	PS-400 ДНК-Технология

	СВЧ печь.
	Для плавки агаризованной среды и гелей. Камера объёмом 28-30 л.

	Трансиллюминатор
	Трансиллюминатор УВТ-1 

	Автоклав
	ВКа-75-Р ПЗ

	Спиртовка лабораторная
	СЛ-2


Следует откалибровать согласно инструкции производителя следующее оборудование:
1. весы,
2. pH-метр,
3. пипетки автоматические.
1.2. Приготовление рабочих растворов и сред
При приготовлении растворов соблюдайте следующие правила:
1. Готовьте все растворы на бидистиллированной деионизованной воде (при отсутствии таковой можно использовать дистиллированную воду, однако, в ней могут содержаться загрязнения, приводящие к деградации ДНК).

2. По возможности стерилизуйте все растворы автоклавированием или фильтрованием через 0,22-мкм фильтр.

Для выполнения задач практикума следует приготовить необходимые растворы. Методика приготовления приведена в табл. 2.
Таблица 2. Рабочие растворы
	Раствор
	Метод
	Примечания

	1M Tris-HCl, pH 8,0

	Растворить 12,1 г триса 
в 70 мл Н2О, добавить 4,2 мл концентрированной (конц.) соляной кислотой HCl.
Остудить раствор до комнатной температуры перед окончательным доведением pH. 
Довести pH до 8,0 титрованием конц. HCl.

Довести объём раствора до 100 мл добавлением H2O.
	1. Приблизительное количество конц. HCl для приготовления растворов 1M Tris-HCl другого pH:

pH 7,4 – 7 мл

pH 7,6 – 6 мл

pH 8,0 – 4,2 мл

2. Титровать, перемешивая раствор магнитной мешалкой

3. Раствор стерилизовать автоклавированием.

	0,5M ЭДТА, pH 8,0

	Добавить 18,6 г двухзамещенной соли ЭДТА(2Н2О к 70 мл Н2О. Интенсивно размешать на магнитной мешалке. Довести рН до 8,0, добавляя NaOH (приблизительное количество 2 г.).
	1. Динатриевая соль ЭДТА не растворится до тех пор, пока рН раствора не будет доведен приблизительно до 8,0.
2. Раствор стерилизовать автоклавированием. 

	50х ТАЕ
	В 60 мл H2O растворить:

· Трис – 24,2 г;

· Ледяная уксусная кислота – 5,7 мл;

· 0,5 М ЭДТА pH 8,0 – 10 мл;

Довести раствор водой до конечного объема 100 мл.
	

	ТЕ буфер
	К 988 мкл воды добавить:

· 0,5 М ЭДТА pH 8,0 – 2 мкл;
· 1 М Трис-HCl pH 7,4. – 10 мкл;

	

	0,1 М CaCl2
	1,11 г сухого хлорида кальция растворить в 100 мл H2O.
	Хлорид кальция весьма гигроскопичен, сухое вещество хранить в плотно закрытой банке.

	10% додецилсульфат натрия (SDS) или лаурилсульфатнатрия
	Растворить 10 г SDS в 90 мл Н2О. Нагреть до 68°С, для ускорения растворения. Довести рН до 7,2 добавлением нескольких капель конц. HCl. Довести объем до 100 мл.
	1. С SDS работать в вытяжном шкафу (мелкодисперсный порошок с легко разлетающимися частицами).
2. SDS стерилизовать нет необходимости.

	7,5 М ацетат аммония
	Растворить 57,7 г ацетата аммония.4Н2О (четырехводная соль) в 70 мл Н2О. Довести объем до 100 мл.
	Стерилизовать фильтрованием.

	1 N, NaOH
	В 90 мл воды растворить 4 г NaOH.

После полного растворения довести объем до 100 мл.
	

	2 М, глюкоза
	39,6 г глюкозы моногидрата растворить в 60 мл воды, довести объем раствора водой до 100 мл. 
	Для растворения глюкозы может потребоваться нагревание раствора.

	6-кратный буфер для нанесения проб ДНК для агарозного гель-электрофореза
	В 30% глицерине растворить 0,025% от общей массы раствора бромфенолового синего
	

	1 М ИПТГ
	В 0,8 мл H2O растворить 238,3 мг ИПТГ. Довести объем H2O до 1 мл.
	


Для выполнения задач практикума потребуются следующие питательные микробиологические среды и антибиотики.
Жидкая микробиологическая среда LB (Lysogeny Broth):
1. Добавить в расчете на 1 л среды:

· Бакто-триптон 10 г;
· Бакто-дрожжевой экстракт 5 г;
· NaСl 10 г.
2. Довести рН до 7,5 с помощью NaOH (опционально, в более щелочной среде снижен рост плесневых грибов). 
3. Тщательно перемешать.

4. Разаликвотить в стеклянные пробирки по 5 или 10 мл, закрыть ватно-марлевыми крышками.

5. Для получения твердой среды (агаризованной) в банку с жидкой средой добавить бакто-агара в расчете 15 г. на литр и перемешать.

6. Агаризованную и жидкую среды стерилизовать автоклавированием.

7. После автоклавирования банку с агаризованной средой необходимо встряхнуть для достижения однородного распределения агара. 

Агаризованная среда образует гель при температурах ниже 30-40°C и расплавляется при 80-90°C. Растопленную среду можно хранить при 50‑60°C в течение нескольких недель, после чего агар теряет способность к гелеобразованию. Топить агаризованную среду предпочтительно на водяной бане при температурах 90-100°C.

Антибиотики:
1) Ампициллин.
Концентрированный раствор: 1 г. натриевой соли ампициллина растворить в 10 мл Н2О. 

Рабочая концентрация 100-200 мкг/мл (концентрация антибиотика в среде, при которой бактерии, обладающие геном резистентности, способны к росту, а нерезистентные бактерии ― нет).

Механизм действия: вызывает нарушение синтеза пептидогликана (мукопептида клеточной оболочки), что приводит к ингибированию синтеза клеточной стенки микроорганизма, подавлению роста и размножения бактерий.

2) Хлорамфеникол.

Концентрированный раствор: 30 мг хлорамфеникола растворить в 1 мл 70% этилового спирта.
Рабочая концентрация: 10 мкг/мл.

Механизм действия: вызывает нарушение синтеза белков микроорганизмов за счёт блокирования пептидилтрансферазной активности путём связывания с 23S рРНК 50S субъединицы рибосомы бактерий.


Для гель-электрофореза ДНК необходимо приготовить агарозный гель. 

1% агарозный гель:
1. смешать

· 1 г агарозы, 
· 100 мл 1хТАЕ (получается разбавлением 50xTAE в 50 раз дистиллированной водой).
2. греть смесь до полного растворения (раствор станет прозрачным).
3. добавить раствор бромистого этидия до конечной концентрации 0,5 мкг/мл или краситель SYBR-Green для окраски гелей согласно инструкции производителя и перемешать. Бромистый этидий способен эффективно встраиваться между цепей ДНК и может вызывать мутации, поэтому требует соблюдения мер безопасности. SYBR-Green считается более безопасным красителем.
Для выделения плазмидной ДНК необходимо приготовить I и II плазмидные растворы. 
Для приготовления 100 мл плазмидного раствора I:
1. В бутылку налить 93 мл воды.

2. Добавить 2,5 мл раствора 2М глюкозы.

3. Добавить 2,5 мл 1М Трис-HCl pH 8,0.
4. Добавить 2 мл 0,5М ЭДТА pH8,0.
5. Тщательно перемешать.
6. Хранить I пл. р-р при +4°С. 
II-ой плазмидный раствор (табл. 4) готовится непосредственно перед использованием из приготовленных заранее компонентов. Для его приготовления необходимо смешать:
1. 0,2 мл 1М р-ра NaOH,

2. 0,1 мл 10% р-ра SDS,
3. 0,7 мл H2O.
1.3. Бактериальные штаммы и плазмиды.

Данное пособие разработано для работы с бактериями вида E. coli. Предлагается проводить работы со штаммом E. coli TG1 и плазмидами pAL2‑gfp и pAC16. pAL2-gfp ― вектор pAL2-T (Евроген, Россия) с клонированным в нем геном gfp из плазмиды pBAD-gfp-uv (GenBank: U62637.1), pAC16 ― вектор pACYC184, с клонированным в нем lux‑регулоном Aliivibrio fischeri [Манухов и др. 1999].

Плазмида pAL2-gfp (рис. 1) имеет размер около 3,5 тыс. п.н. и содержит следующие генетические элементы:

· ген bla, обеспечивающий устойчивость клеток к ампициллину;

· ген gfp, кодирующий зеленый флуоресцентный белок, обеспечивающий способность клеток к флуоресценции. Ген gfp расположен под контролем промотора лактозного оперона, что позволяет регулировать его экспрессию, добавляя в среду лактозу или ИПТГ, однако мультикопийность плазмиды снижает этот эффект и клеткам свойственна флуоресценция независимо от лактозы в среде;
· ориджин репликации pUC, обеспечивающий поддержание порядка нескольких сотен копий плазмиды в каждой клетке.
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Рисунок 1. Карта плазмиды pAL2-gfp.
Плазмида pAC16 (рис. 2) имеет размер около 12,3 тыс. п.н. и содержит следующие генетические элементы:

· ген cat, обеспечивающий устойчивость клеток к хлорамфениколу;

· гены luxAB, кодирующие люциферазу, обеспечивающую способность клеток к биолюминесценции;

· гены luxCDEG, обеспечивающие синтез субстратов для функционирования люциферазы;

· ген luxI, отвечающий за синтез специального сигнального вещества клетками ― аутоиндуктора (в данном случае преимущественно синтезируется N-3-оксо-гексаноил-гомосерин лактона);

· ген luxR, кодирующий регуляторный белок LuxR. LuxR регулирует экспрессию генов luxICDABEG, активируя ее в присутствии аутоиндуктора;

· ориджин репликации p15A, обеспечивающий поддержание 10-15 копий плазмиды в каждой клетке.
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Рисунок 2. Карта плазмиды pAC16.

Ориджины репликации pUC и p15A функционируют в клетке независимо и относятся к разным группам несовместимости плазмид, что обеспечивает возможность совместить в одной клетке две разные плазмиды с этими ориджинами репликации.
2. Пересев бактерий на жидкую и твердую питательные среды
Посев и культивирование бактерий E. сoli можно осуществлять в жидких и агаризованных средах. 
Приготовление чашек Петри со средой LA:
Заливку чашек Петри питательной средой следует проводить в стерильных условиях, чтобы избежать попадания чужеродных микроорганизмов на рабочие среды. Этого можно достичь несколькими методами. Наиболее эффективным является использование микробиологического ламинара (рис. 3), который за счет создания ламинарного потока воздуха, прошедшего через стерилизующий фильтр, поддерживает чистое изолированное от внешней среды рабочее пространство. Стерилизация поверхностей внутри ламинара производится с помощью встроенной УФ-лампой.
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Рисунок 3. Фотография ламинарного бокса.
В отсутствие ламинарного бокса можно создать условия близкие к необходимым на рабочем столе с помощью спиртовой горелки. Необходимо исключить сквозняки в помещении. Разместить на столе спиртовую горелку и выдвинуть фитиль таким образом, чтобы высота пламени была 10-15 см. Пламя горелки будет создавать восходящие потоки воздуха на небольшом расстоянии вокруг и втягивать частицы, несущие бактерии и споры грибов, создавая таким образом асептические условия для заливки чашек и пересева бактерий.
В стерильные чашки Петри диаметром 90 мм внести 20-25 мл стерильной агаризованной среды, расплавленной на водяной бане или в микроволновой печи.
Добавить антибиотик в LA среду, предварительно остудив её до температуры не более 65°С, и тщательно перемешать. Перемешивание среды в чашке Петри для равномерного распределения антибиотика производится круговыми движениями пипетки с одноразовым наконечником, которой этот антибиотик был только что добавлен. 

В случае заливки большого количества чашек с одним и тем же антибиотиком можно его добавить сразу в бутылку со средой, тщательно перемешать и разлить по стерильным чашкам. Это допустимо в том случае, если среда в бутылке расходуется полностью, т.к. при долгом хранении или сильном нагреве антибиотик в среде разрушается и теряет эффективность.
Чтобы среда в чашках застыла и потеряла лишнюю влагу необходимо выдержать их около 30 минут в открытом состоянии в ламинарном боксе или в окрестности горелки. Во избежание попадания загрязнений и более компактной укладки чашек их можно частично прикрыть их вторыми половинками, крышками. Чашки, замотанные парафильмом (используется неширокая полоска, намотанная на сложенные вместе чашку и крышку со стороны торца, чтобы скрепить две половинки и предотвратить попадание грязи извне), можно хранить в холодильнике на +4°С несколько дней.

Пересев бактерий на чашки Петри с агаризованной средой осуществляется прокалённой (но остуженной) петлёй (при пересеве с чашки Петри) или простерилизованным стеклянным шпателем (при пересеве из жидкой культуры). 
При пересеве с твердой среды используется микробиологическая петля. Ее необходимо прокалить в пламени горелки (кончик и участок длиной несколько см от него) и остудить на воздухе в течение 10-15 секунд. После этого взять небольшое количество клеток с исходной чашки, при этом следует выбирать отдельную колонию. Для пересева достаточно совсем незначительного объема клеток, т.к. они очень малы и даже самая маленькая колония, видимая глазом, содержит сотни миллионов клеток, каждая их которых может дать начало новой колонии. На новой чашке нужно распределить перенесенные бактерии таким образом, чтобы вновь получить отдельные колонии. Для этого необходимо осуществить следующие действия (рис. 4):
1. Нанести и распределить в небольшой области чашки клетки, оказавшиеся на кончике петли с исходной чашки.

2. Стерилизовать петлю в пламени горелки и остудить на воздухе или чистом участке среды на новой чашке. Провести кончиком петли по чашке как показано на рисунке 4 линиями (цифра 2) так, чтобы задеть область, где были исходно распределены перенесенные клетки и частично их растереть на большей площади.

3. Повторить действия п.2, задев стерильной петлей область, где клетки были распределены на предыдущем этапе (посев меньшей плотности), и распределив их на чистом пространстве (цифра 3).

4. Повторить действия п.2, распределив на большую площадь клетки с области посева из п.3 (линия 4).

Таким образом, достигается постепенное уменьшение плотности посева клеток, в результате чего после инкубации чашки в термостате должны образовываться отдельные колонии в последней итерации рассева.
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Рисунок 4. Схема рассева бактерий до отдельных колоний на поверхности плотной питательной среды в чашке Петри с помощью петли.
При пересеве из жидкой культуры материал в объёме 10-50 мкл переносят на чашку стерильной пипеткой. Шпатель Дригальского окунают в этанол и поджигают, для каждого посева промывка этанолом осуществляется 2-3 раза. Перед очередным погружением шпателя в спирт обязательно нужно убедиться, что пламя погасло. Шпатель остужается об агаризованную среду на чашке. Затем посевная культура втирается шпателем досуха в агаризованную среду. Для получения отдельных колоний на чашке можно применять один из двух подходов:
1. Втереть исходную культуру клеток до полного высыхания в половину чашки. Стерилизовать шпатель. Провести шпателем один раз по поверхности среды так, чтобы задеть область исходного посева и распределить клетки по второй половине.

2. Развести исходную культуру клеток исходя из её оптической плотности во столько раз, чтобы в 10 мкл жидкости содержалось от 10 до 100 клеток. Для E. coli OD=1 соответствует примерно 109 кл/мл.

После посева клеток, чашки Петри инкубируются в суховоздушных термостатах при +37°C в течение 14-18 часов.
Посев бактерий в пробирки с жидкой средой по 5-10 мл осуществляется прокалённой и затем остывшей петлёй (при пересеве с чашки Петри) или стерильной пипеткой (при пересеве из жидкой культуры). Культивирование на шейкер-инкубаторе проводить при 200 об/мин на 37°С.
Краткое описание ЛР «пересев бактериальных культур»

Для демонстрации работы антибиотиков и устойчивости некоторых бактерий к нему следует приготовить для каждого учащегося 2 чашки: одну с антибиотиком, другую ― без. Разделить каждую чашку на две части и на одну половинку сеять клетки E. coli K-12 TG1, чувствительные к антибиотику, а на вторую E. coli K-12 TG1 pAL2-gfp, резистентные к ампициллину, или E. coli K-12 TG1 pAC16, резистентные к хлорамфениколу. После посева поставить чашки в термостат 37°C на 14-18 часов. В результате на одной чашке вырастут клетки обоих штаммов, а на второй – только резистентные.
Необходимые оборудование и материалы

Чашки Петри, агаризованная среда LB, антибиотики, спиртовка, петля микробиологическая, ламинарный бокс, термостат суховоздушный, пипетки переменного объема с наконечниками, бактериальные клетки, (опционально) шпатель Дригальского и жидкая среда LB.

3. Выделение плазмидной ДНК
3.1. Суть метода

Выделение плазмидной ДНК предлагается проводить методом щелочного лизиса. Выделение проходит в несколько этапов:

1. Ресуспендирование клеток в стабилизирующем растворе.

На этом этапе клетки ресуспендируются (получается суспензия клеток путем перемешивания) в плазмидном растворе I, содержащем трис, ЭДТА и глюкозу. ЭДТА необходим для защиты ДНК от деградации вследствие активности различных нуклеаз. ДНКазы требуют наличия двухвалентных ионов в среде, а ЭДТА эффективно связывает их и таким образом ингибирует ДНКазы. Трис выполняет буферную функцию, т.к. стабильность и растворимость ДНК зависит от pH раствора. Глюкоза необходима для поддержания осмотического давления, чтобы избежать преждевременного разрушения клеток.

2. Разрушение клеточной мембраны и денатурация ДНК.
На этом этапе к суспензии клеток добавляется плазмидный раствор II, который содержит SDS и NaOH. SDS является детергентом и растворяет клеточные мембраны, в результате чего все содержимое клеток лишается природного защитного барьера. NaOH смещает pH раствора в щелочную область, при высоких значениях pH ДНК денатурирует, теряя способность образовывать водородные связи между комплементарными цепями. И хромосомальная, и плазмидная ДНК денатурируют. Однако хромосомальная ДНК слишком велика, чтобы при лизисе клеток оставаться целостным кольцом, и присутствует в растворе в виде линейных фрагментов различной длины. Плазмиды в свою очередь значительно меньше и при лизисе клеток сохраняют свою кольцевую структуру. При разрыве водородных связей цепи кольцевых молекул ДНК в отличие от линейных остаются сцепленными друг с другом за счет взаимной спирализации и замкнутости цепей. Т.е. даже при денатурации две цепи плазмиды закручены друг вокруг друга и не могут отдалиться. Однако со временем они могут скользить друг относительно друга, что приводит к необратимой денатурации.
3. Ренатурация ДНК и отделение плазмидной ДНК от остальных компонент клетки.

На этом этапе добавляется раствор ацетата аммония. Среда при этом закисляется, что приводит к ренатурации ДНК. Сильно отдалившиеся цепи линейных фрагментов образуют дуплексы беспорядочно за счет локальных комплементарных участков на отдельных цепочках, образуя большие малорастворимые агрегаты. Плазмиды же ренатурируют нормально и остаются растворимы. Большое содержание соли в растворе приводит к выпадению в осадок клеточного дебриса и большинства белков. После центрифугирования и отделения растворимых веществ от нерастворимых получается сравнительно чистый раствор плазмидной ДНК.

4. Переосаждение ДНК.

Полученный раствор ДНК все еще содержит большое количество примесей и солей, которые будут мешать проводить такие процедуры, как ПЦР, электрофорез, рестрикция и трансформация. Для того, чтобы избавиться от солей и примесей, а также повысить концентрацию ДНК, применяется метод переосаждения спиртом. ДНК не растворяется в спиртах, поэтому при добавлении к полученному раствору ДНК изопропилового спирта ДНК выпадет в осадок. Центрифугирование и добавление чистой воды или буфера ТЕ дают пригодный для дальнейших работ раствор плазмидной ДНК.
На этом этапе к суспензии клеток добавляют раствор щелочи

3.2. Описание процедуры выделения

1) Подготовить культуру клеток для выделения плазмидной ДНК одним из приведённых ниже способов.

a) С помощью стерильной петли перенести небольшое количество клеток бактерий E. coli, несущих целевую плазмиду, в пробирку с жидкой питательной средой с подходящим антибиотиком и поместить пробирку в шейкер-инкубатор для роста бактериальных клеток при постоянном перемешивании при 37° в течение 18 часов. Осадить клетки из 4,5 мл жидкой среды с помощью центрифугирования, убрать остатки питательной среды (можно трижды осадить клетки из 1,5 мл в одну пробирку или осадить в трех разных одновременно и объединить осадки на втором этапе). 
b) Выделять плазмиду можно и из клеток, выращенных на агаризованной среде. Оптимальный возраст культуры клеток от нескольких дней до 1-2 недель в условиях хранения  при +4°C после инкубации при 37°C в течение положенных 14-18 часов, но можно выделять и сразу, как только клетки выросли на чашке. Для выделения плазмиды необходимо собрать стерильной петлей клетки с поверхности агара и поместить в центрифужную микропробирку (необходим объем клеток со спичечную головку размером).

2) Осадок клеток ресуспендировать в 200 мкл I плазмидного раствора.

3) Добавить 400 мкл II плазмидного раствора, перемешать переворачиванием пробирки. Не трясти и не вортексировать! Сразу после добавления этого раствора клетки начинают разрушаться. Для эффективного отделения хромосомальной ДНК от плазмидной все манипуляции в пп. 5- необходимо проводить аккуратно во избежание множественных разрывов крупных молекул ДНК, т.к. малые фрагменты хромосом будет сложно отделить от плазмид.

4) Инкубировать не более 5 минут во льду (при 0°C) до образования видимой вязкости содержимого микропробирки и уменьшения оптической плотности суспензии. SDS растворяет клеточные мембраны, что приводит к разрушению клеток. В результате получается лизат – все содержимое клеток оказывается в растворе, более не отделенным от окружающей среды мембраной. На этом этапе содержимое пробирки становится заметно менее мутным, что является свидетельством разрушения клеток: отдельные клеточные компоненты имеют значительно меньшие размеры, чем сами клетки, и не способны столь же эффективно поглощать и рассеивать свет. В щелочной среде (NaOH) ДНК денатурирует.

5) Добавить 300 мкл холодного раствора 7,5М ацетата аммония и тщательно, но аккуратно перемешать. Щелочь в растворе нейтрализуется. В концентрированной соли образуются агрегаты клеточных компонент. Этот процесс сопровождается заметным помутнением раствора в пробирке. На этом этапе содержимое пробирки должно створожиться.
6) Инкубировать во льду 5 минут. Фрагменты хромосом, разделенные на отдельные одноцепочечные участки в результате своей линеаризации во время лизиса и денатурации в щелочи, восстанавливают двухцепочечную структуру беспорядочно и формируют крупные нерастворимые агрегаты. Плазмидная ДНК восстанавливает свою исходную форму и структуру и остается растворимой.

7) Центрифугировать 5 минут при >10,000 g. Нерастворимые агрегаты осаждаются на дне пробирки, а в прозрачной надосадочной содержится растворенная плазмидная ДНК. Вместе с плазмидой совыделяется клеточная РНК и при неаккуратном выделении могут выделяться фрагменты хромосомы.

8) Перенести супернатант (надосадочную фракцию) в чистую пробирку.

9) Добавить к просветленному супернатанту 500 мкл изопропанола и перемешать. Нуклеиновые кислоты в спирте нерастворимы, что приводит к их агрегации и выпадению в осадок.

10) Инкубировать 10 минут для завершения процесса агрегации ДНК.

11) Центрифугировать 10 минут при >10,000 g. На дальней от оси вращения ротора стенке микропробирки образуется осадок, содержащий ДНК. Он может быть почти прозрачным и оттого незаметен, поэтому следует запомнить, где он должен образоваться и не повреждать его во время следующих этапов до п. 14.
12) Удалить супернатант. В нем не осталось ничего ценного для нас, ДНК находится в осадке на дне пробирки. Осадок может быть прозрачным или слегка мутным белого оттенка.

13) Осадок ополоснуть 200 мкл 70% раствора этанола и затем подсушить. Важно проследить, чтобы осадок, прикрепленный к стенке пробирки, не отстал от нее и не был вылит вместе со спиртом. Это действие позволит нам избавиться от излишков соли, они могут мешать последующим манипуляциям с ДНК in vitro.

14) Растворить осадок ДНК в 50 мкл чистой бидистиллированной деионизованной воде или ТЕ буфере. Полученный раствор плазмидной ДНК пригоден для последующего анализа спектрофотометрическими методами и гель-электрофорезом, а так же для трансформации бактериальных клеток.

15) (опционально) Чтобы избавиться от РНК, выделенной вместе с нашей плазмидой, необходимо в полученный раствор добавить фермент, избирательно расщепляющий РНК (РНКаза А). РНКаза может быть добавлена, как на самом последнем шаге выделения, так и в составе плазмидного раствора I. Второй вариант предпочтителен, обычно применяется в коммерческих наборах для выделения плазмидной ДНК.
Для контроля результатов выделения ДНК из культуры бактериальных клеток необходимо провести гель-электрофорез с небольшим количеством полученного в итоге раствора (1-5 мкл в лунку).

3.3. Контроль результатов выделения при помощи агарозного гель-электрофореза
1. Приготовить 1хТАЕ (однократный раствор TAE).
2. Приготовить 1% агарозный гель.
3. Кювету для геля залить теплым гелем толщиной 1 см. Вертикально вставить гребенку. Оставить кювету с агарозным гелем на 30 мин, чтобы дать агарозе застыть, затем осторожно удалить гребенку. Кювету с гелем поместить в электрофорезную камеру, содержащую необходимое количество 1хТАЕ (уровень буфера в камере должен совпадать по высоте с верхним краем геля). EtBr и SYBR-Green при форезе движутся от (+) к (-). Если хочется, чтобы он не уходил из геля, можно ввести его и в форезный буфер в конечной концентрации 0,5 мкг/мл.
4. Раствор ДНК необходимо подготовить к электрофорезу, для чего смешать его с буфером для нанесения (5:1, о/о), содержащим глицерин (до 30%) и кислотно-основные индикаторы: бромфеноловый синий и/или ксиленовый голубой. Не следует добавлять краску в пробирку с выделенной плазмидой, т.к. она может мешать другим манипуляциям с ДНК, ― лучше отобрать необходимый объем образца и смешать с краской в другой пробирке или на чистом покровном стекле.
5. Осторожно внести в соседние лунки исследуемую ДНК и ДНК маркер молекулярного веса для сопоставления размера и количества образца.
6. Подключить камеру к источнику постоянного напряжения и включить его на 100-140 В (напряжение рассчитывается 10 В на каждый см между электродами в форезной камере). Выждать 20-30 минут.

7. Посмотреть гель в УФ-свете на трансиллюминаторе и сфотографировать или зарисовать (рис. 5). Если при выделении не использовалась РНКаза, то образец будет содержать значительное количество РНК-фрагментов, которые будут мигрировать в геле быстрее плазмидной ДНК. Большое количество РНК может связывать весь краситель их геля в процессе движения, из-за чего фрагменты большего молекулярного веса окрашиваются слабее и практически не видны. Как правило, плазмидная ДНК формирует несколько полос в геле. Это объясняется тем, что копии одной и той же плазмиды в клетках могут рекомбинировать, объединяясь в димеры, тримеры и т.д..
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Рисунок 5. Фотография геля, содержащего маркер молекулярного веса и образцы плазмидной ДНК.

Краткое описание ЛР «выделение плазмидной ДНК»

Группа учащихся делится на две подгруппы: в одной подгруппе каждый выделяет плазмиду pAL2-gfp из клеток TG1 pAL2-gfp, а во второй ― pAC16 из клеток TG1 pAC16. Результаты выделения контролируются методом гель-электрофореза.
Необходимые оборудование и материалы

Петля микробиологическая, пипетки переменного объема с наконечниками, центрифуга настольная, центрифужные микропробирки 1,7 мл, I и II плазмидные растворы, 7,5 М р-р ацетата аммония, изопропиловый спирт, этиловый спирт, культура бактериальных клеток, лед, источник постоянного напряжения, камера форезная, ТАЕ, агарозный гель, трансиллюминатор, (опционально) жидкая среда LB.

4. Трансформация клеток E. coli плазмидной ДНК

Метод кальциевой трансформации: 

1. вырастить бактериальную культуру в жидкой среде до 0,1-0,2 OD (при отсутствии фотоколориметра можно оценить оптическую плотность невооруженным глазом ― при плотности 0,1-0,2 OD в пробирке появляется едва заметная мутность, которую легче обнаружить разглядывая стеклянную пробирку с жидкой культурой клеток на просвет и немного встряхивая ее);
2. внести 1,5 мл культуры в микропробирку, центрифугировать (1-2 минуты при 10 000 об/мин) и удалить надосадочную жидкость;
3. собрать клетки с 4,5 мл культуры, повторяя п. 2;

4. ресуспендировать осадок в 1 мл холодного (0°С) 0,1 М CaCl2;
5. центрифугировать и удалить надосадок;
6. добавить 0,1 мл холодного 0,1 М CaCl2 и 1-10 нг плазмидной ДНК, взболтать постукиванием пальца;
7. инкубировать 1 час на льду (можно сократить время, но не менее 30 минут);
8. выдержать 2 минуты на 42°С (пробирки с клетками следует переносить из ледяной ванны в уже нагретый твердотельный термостат);
9. опционально: выдержать 1 минуту на льду;

10. добавить 1 мл теплой (37°С) LB среды;
11. инкубировать 20-30 минут при 37°С;
12. центрифугировать, удалить 1 мл надосадка (оставить ~50-100 мкл жидкости);

13. ресуспендировать осадок в оставшейся жидкости и высеять на чашку с антибиотиком или комбинацией антибиотиков с помощью шпателя.

Краткое описание ЛР «трансформация бактериальных клеток»

Группа учащихся делится на две подгруппы: те, кто выделил плазмиду pAL2-gfp, трансформируют клетки TG1 pAC16 плазмидой pAL2-gfp;те, кто выделял pAC16, трансформируют клетки TG1 pAL2-gfp плазмидой pAC16. В обоих случаях должны получиться клетки TG1 pAL2-gfp pAC16, содержащие сразу два разных типа плазмид. Т.к. плазмида pAL2-gfp содержит ген bla, обеспечивающий клеткам резистентность к ампициллину, а плазмида pAC16 содержит ген cat, дающий резистентность к хлорамфениколу, то при трансформации следует заливать чашки средой с обоими антибиотиками.

Необходимые оборудование и материалы

Петля микробиологическая, пипетки переменного объема с наконечниками, центрифуга настольная, центрифужные микропробирки 1,7 мл, культура бактериальных клеток, плазмида, 0,1 М р-р хлорида кальция, лед, термостат твердотельный, чашки Петри, стеклянные пробирки 25 мл, агаризованная и жидкая среда LB, антибиотики, шейкер-инкубатор, ламинарный бокс, спиртовка, шпатель Дригальского.

5. Генотипический анализ. ПЦР.

Приготовить смесь для ПЦР (табл. 3). Для постановки аналитического ПЦР (анализ клонов, проверка праймеров, подбор оптимальных условий и т.д.) готовить смесь в объеме по 10 мкл на пробу. При анализе бактериальных клонов можно клетки в небольшом количестве добавлять непосредственно в смесь ПЦР, при нагреве клетки разрушатся и ДНК окажется растворена в общей смеси. В некоторых коммерческих буферах для ПЦР уже есть Mg, dNTP и буфер для внесения в гель, в таких случаях дополнительно вносить эти компоненты не требуется. Перед началом работы ознакомьтесь с инструкцией к набору реактивов, которые Вы используете для постановки ПЦР.
Таблица 3. Состав смеси для ПЦР на примере Taq полимеразы производства Evrogen.
	Компонент 
	Рабочая концентрация
	Исходная концентрация
	Рабочая смесь.

На 10мкл.

	Буфер
	1х
	10х
	1 мкл

	MgCl2
	2,5 мМ
	-
	уже содержится в буфере

	смесь dNTP 
	0,2 мМ каждого
	10 мМ
	0,2 мкл

	Праймер 1
	0,4 мкМ
	10 мкМ
	0,4 мкл

	Праймер 2
	0,4 мкМ
	10 мкМ
	0,4 мкл

	Полимераза
	0,05 ед./мкл
	5 ед./мкл
	0,1 мкл

	Матрица
	 
	 
	0,1-1 мкл

	H2O
	 
	
	довести объем смеси до 10 мкл


При использовании амплификаторов с крышкой без подогрева добавить в пробирку с готовой смесью каплю минерального масла (~10-20 мкл, масло должно полностью прикрыть поверхность ПЦР-смеси).

Составить программу для ПЦР.

I. T горячего старта =95oC, t = 4 минуты;

II. 25-30 циклов:

Tденатурации=95oC, t = 20 секунд,
Tотжига определяется праймерами, t = 20 секунд,
Tэлонгации=72 oC, t определяется длинной амплифицируемого фрагмента и процессивностью используемой полимеразы (примерно 1 минута на 1 тыс. п.н. для Taq-полимеразы);

III. T=72oC, t = 5 минут;

IV. T хранения=4oC.
Краткое описание ЛР «анализ генотипа, ПЦР»

Предлагается использовать праймеры для амплификации гена cat (5’‑GCCATGGTGACGGAAGATCACTTCGCAGAAT-3’ и 5’‑GCCATGGAAAATTACGCCCCGCCCTGCC-3’) и клетки TG1 pAL2-gfp, TG1 pAC16 и TG1 pAL2-gfp pAC16 в качестве матрицы. Ген cat содержится на плазмиде pAC16 и обеспечивает рост клеток на средах с хлорамфениколом. В один день ставится ПЦР, его продолжительность около 2-3 часов, но в это время амплификатор работает автоматически. На следующем занятии можно поставить гель-электрофорез и убедиться в том, что ПЦР продукт размером около 900 нуклеотидов появился лишь в тех пробирках, куда были в качестве матрицы добавлены клетки с плазмидой pAC16.
Необходимые оборудование и материалы

Пипетки переменного объема с наконечниками, центрифужные микропробирки 0,7 мл, амплификатор, минеральное масло, реактивы для ПЦР-смеси, праймеры, культура бактериальных клеток или плазмида, источник постоянного напряжения, камера форезная, ТАЕ, агарозный гель, трансиллюминатор.

6. Анализ клонов по фенотипу

Наличие плазмиды в клетках E. coli определяется ростом на среде с добавлением антибиотика (ампициллин или хлорамфеникол в данном практикуме).

Наличие гена gfp можно наблюдать по способности клеток к флуоресценции (рис. 6).

[image: image7.png]



Рисунок 6. Фотография чашки с колониями флуоресцирующих клеткок при освещении УФ.
Наличие генов luxCDABEG можно наблюдать по способности клеток к биолюминесценции (рис. 7). Люминесценцию клеток можно увидеть исключив внешнее освещение, например, перейдя в темную комнату или соорудив коробку с прорезью для камеры.
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Рисунок 7. Фотография чашки с колониями люминесцирующих клеток.
Наблюдение биолюминесценции бактериальных клеток требует выполнения нескольких условий:
1) хорошее затемнение для наблюдения относительно неяркого свечения клеток;

2) свежая культура люминесцентных клеток (не старше 4-5 дней);

3) температура клеток должна быть между 20 и 30°C ― при низких температурах падает скорость биохимической реакции и уменьшается яркость, а при высоких денатурирует люцифераза;
4) поскольку в плазмиде pAC16 гены luxCDABEG находятся под контролем аутоиндуктор-регулируемого промотора, то для свечения клеток необходимо присутствие аутоиндуктора в среде. При температурах около 30°C и ниже клетки сами синтезируют аутоиндуктор за счет присутствия гена luxI, однако на его накопление может потребоваться время. Для ускорения активации люминесценции можно добавить экзогенно аутоиндуктор в концентрации 100-1000 нМ.

Краткое описание ЛР «анализ фенотипа»

Проводится исследование и сопоставление свойств клеток TG1 pAL2‑gfp, TG1 pAC16 и TG1 pAL2-gfp pAC16 в качестве матрицы. Клетки, содержащие плазмиду pAC16, должны обладать способностью к люминесценции и регуляции люминесценции. Для наблюдения регуляции люминесценции потребуется свежая культура клеток, в которой еще не произошло накопление аутоиндуктора (например, выращенная при +37°C). К свежей несветящей культуре клеток добавляется аутоиндуктор, через 30 минут инкубации при комнатной температуре должна появитсялюминесценция. Клетки, содержащие плазмиду pAL2-gfp, должны флуоресцировать. Клетки, содержащие обе плазмиды, должны обладать как люминесценцией, так и люминесценцией.
Необходимые оборудование и материалы

Культуры бактериальных клеток, трансиллюминатор, опционально: жидкая среда LB, петля микробиологическая, шейкер-инкубатор, аутоиндуктор, люменометр.

 7. Закладка штаммов на длительное хранение и высев.
7.1. Замораживание

В рамках настоящего практикума используется закладка штаммов на длительное хранение с использованием замораживания. Как правило, такой способ используют, если штаммы не требуется хранить больше 1-2 лет.
Вырастить культуру (можно с антибиотиком) в жидкой среде до стационарной фазы (ночная культура); Разборчиво подписать пробирку.
Вариант 1. В глицерине (40% глицерин):

1. Разборчиво подписать пробирку.

2. Добавить 400 мг стерильного глицерина,

3. Перенести 600 мкл ночной культуры в пробирку с глицерином;
4. Смешать, заморозить, замотать парафильмом.

Вариант 2. С диметилсульфоксидом (10% ДМСО):

1. Разборчиво подписать пробирку.

2. Добавить 100 мкл ДМСО мг стерильного глицерина,

3. перенести 900 мкл ночной культуры в пробирку с ДМСО;

4. смешать, заморозить, замотать парафильмом.
При содержании замороженных клеток при -70oС время хранения неограниченно, однако, как правило, штаммы теряют жизнеспособность в течение нескольких лет.

Содержание замороженных клеток при -20oС предполагает, что штаммы не потребуется хранить больше 1 года, т.е. необходимо перезакладывать штамм раз в год.

7.2. Хранение клеток в анаэробных условиях.

Клетки можно хранить в анаэробных условиях в столбиках длительностью до года.

Приготовление стока:

1. разлить по ~1,2 мл агаризованной среды (без антибиотиков) в 2 мл пробирки с завинчивающимися крышками, дать застыть;

2. снять петлёй бактериальную колонию или обмакнуть петлю в ночную культуру;

3. 2-3 раза воткнуть петлю в столбик;

4. плотно завинтить крышку, хранить в темноте при 4-8°C.

7.3. Высев клеток после хранения на -70oС.
Во время высева после длительного хранения при -70oС пробирка с клетками должна постоянно находиться в жидком азоте.
1. раскалить петлю на пламени горелки;

2. воткнуть в культуру, дать ей вмёрзнуть;

3. выдернуть петлю из пробирки вместе с несколькими мкл намёрзшей культуры;

4. перенести на чашку, размазать в небольшое пятнышко;

5. простерилизовать петлю, сделать серию параллельных штрихов;

6. пробирку с замороженной культурой можно опять поместить в морозильник и дальше хранить на -70oС
7.4. Высев клеток после хранения на -20oС.

При высеве клеток после длительного хранения при -20oС следует или держать пробирку при 0oС (ледяная баня), или быстро набрать культуру и сразу вернуть пробирку в морозильную камеру.

1. стерильным носом набрать из пробирки с хранящейся культурой клеток 10-15 мкл;

2. перенести на чашку, растереть стерильным шпателем;

7.5. Высев клеток из столбика (анаэробные условия).
1. воткнуть стерильную петлю непосредственно в культуру столбика;

2. перенести на чашку Петри, размазать в небольшое пятнышко;

3. простерилизовать петлю, сделать серию параллельных штрихов;

4. сделать ещё несколько серий параллельных штрихов, стерилизуя петлю между сериями.

Список задач практических занятий 

На практических занятиях по школьному лабораторному практикуму по молекулярной генетике решаются следующие задачи:
	1
	Ознакомление с оборудованием, применяющимся в генно-инженерных работах и приготовление растворов для выделения ДНК и проведения агарозного гель‑электрофореза. Приготовление микробиологических сред для E. coli.

	2
	Выделение плазмидной ДНК. Контроль результатов при помощи агарозного гель-электрофореза.

	3
	Трансформация E. coli.

	4
	Постановка ПЦР. Контроль результатов ПЦР при помощи агарозного гельэлектрофореза.

	5
	Знакомство с регуляцией экспрессии генов и роли генов в формировании фенотипа организма на примере бактерий, содержащих плазмиды pAL2-gfp и pAC16.
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