Со всеми вопросами студенты могут обращаться к А.Г.Евстафьевой (к. 528-А в корпусе А или к. 319 в корпусе Б). 

Задача 1.      Клонирование гена GFP в бактериальный                     экспрессионный вектор pQE60.


Клонирование генов – это один из самых необходимых для современного биоинженера  методов. Клонирование в E.coli может производиться с разными целями. Во-первых, с целью наработки в препаративных количествах фрагментов уникальных генов или регуляторных участков ДНК для последующего изучения их структуры (секвенирования, например), свойств, а также использования в качестве специфических зондов. Во-вторых, с целью внесения запланированных (или случайных) мутаций в гены, а также получения химерных молекул, которые несут новые комбинации фрагментов ДНК. И, наконец, с целью суперэкспрессии белковых продуктов сконструированных генов  в бактериальных клетках или получения конструкций для экспрессии продуктов этих генов в   эукариотических клетках. 

 Цель данной работы – освоить технику клонирования и  сконструировать плазмиду, направляющую суперпродукцию в клетках E.coli зеленого флуоресцирующего белка медузы GFP, содержащего дополнительный пептид (тэг), облегчаюший  выделение этого белка из клеток. 

Теоретическое введение.

 В качестве векторов для переноса клонируемой ДНК используют плазмиды – внехромосомные автономно-реплицирующиеся двуцепочечные кольцевые молекулы ДНК. Природные плазмиды есть практически у всех бактерий, каждая из них содержит сайт начала репликации (ori), без которого репликация плазмиды в клетке-хозяине была бы невозможной. Плазмидную ДНК со встроенным в нее чужеродным геном можно искусственно ввести в бактериальную клетку-хозяина (эта процедура называется трансформацией). Размеры природных плазмид варьируют от 1 до 500 т.п.н., но хороший вектор должен быть небольшого размера - не более 15 т.п.н. (обычно 3-5 т.п.н.), использование ДНК большей длины приводит к резкому снижению эффективности трансформации.   

 При трансформации плазмиды попадают только в очень небольшую часть (0,01-5%) клеток. Поэтому используют генетические селективные маркеры для отбора реципиентных клеток, несущих рекомбинантную ДНК (например, гены устойчивости к антибиотику). Многие векторы содержат ген устойчивости к ампициллину bla. Он кодирует фермент -лактамазу, который инактивирует ампициллин. После трансформации  такой плазмидой  клетки высевают на твердую среду (агар), содержащую ампициллин. При этом выживают и образуют колонии только те клетки, в которые попала плазмида и в результате синтезируется активная -лактамаза. Другие плазмидные векторы несут гены устойчивости к канамицину, тетрациклину и др.

Различают низкокопийные (1 – 4  копии на клетку) и высококопийные (10-100 копий на клетку) природные плазмиды. Плазмиды, используемые в качестве векторов, обычно являются высококопийными (100 и более копий на клетку), что позволяет существенно повысить дозу встроенного в  вектор гена по сравнению с хромосомными генами. 

Для встраивания фрагмента ДНК (гена)  в плазмидный вектор используют ферменты. ДНК разрезают в определенных участках (сайтах рестрикции) с помощью  эндонуклеаз рестрикции или рестриктаз. Рестриктазы II типа, используемые в генетической инженерии, разрезают ДНК внутри или около своих сайтов узнавания, которые представляют собой двуцепочечные  фрагменты ДНК длиной от 4 до 8 нуклеотидных остатков, обладающие осью симметрии второго порядка. Например, рестриктаза NcoI узнает 6-членный фрагмент ДНК  и разрезает две цепи ДНК несимметричным образом, при этом образуются так называемые «липкие концы», которые могут образовывать при отжиге комплементарные пары с липкими концами, образованными при обработке этой рестриктазой любой другой молекулы ДНК:


[image: image1.emf]
Следовательно, если  плазмидный вектор расщепить  рестриктазой NcoI, то по получившимся липким концам можно встроить любой фрагмент ДНК, вырезанный этой же  рестриктазой, причем ориентация вставки может быть как прямой, так и обратной по отношению к вектору. Образованный за счет комплементарных взаимодействий нековалентный комплекс «сшивают» с помощью фермента ДНК-лигазы. ДНК-лигаза фага Т4 катализирует образование фосфодиэфирной связи между  3’-OH группой и 5’-фосфатом на соседних (сближенных) концах ДНК в присутствии ATP и ионов  Mg2+:
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Рестриктаза BglII  узнает другую последовательность ДНК и расщепляет ее сходным образом с образованием липких концов:
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Видно, что липкие концы, образованные после гидролиза рестриктазой BglII, не образуют комплементарных взаимодействий с  липкими концами, образованными после гидролиза рестриктазой NcoI (это называется «несовместимые липкие концы»). Следовательно, фрагмент ДНК, вырезанный рестриктазами NcoI и BglII, может быть встроен в обработанный этими же двумя рестриктазами вектор только в одной заданной ориентации.

Описание системы. 

Для конструирования продуцента GFP в клетках E.coli  будет использован вектор pQE60 фирмы QIAGEN. Этот вектор позволяет продуцировать в E.coli рекомбинантные белки, несущие на С-конце гетерологичную последовательность из шести остатков гистидина подряд (6xHis тэг). Данный тэг позволяет легко выделить белок из бактериального лизата с помощью аффинной хроматографии на никель-нитрилоацетатной агарозе, так как (6хHis) последовательность обладает высоким сродством к ионам никеля. 

Вектор pQE60 представляет собой кольцевую двуцепочечную ДНК длиной 3416 п.н. Он содержит орижин репликации природной плазмиды ColE1 (ori), ген устойчивости к ампициллину (bla),  сильный промотор бактериофага Т5 с регуляторными участками, обеспечивающий эффективную транскрипцию в бактериальных клетках встроенного в данный вектор гена. За ним следует RBS (ribosome binding site), необходимый для связывания мРНК встроенного гена с рибосомой, т.е. для ее эффективной трансляции. Для встраивания генов имеется полилинкер, состоящий из сайтов NcoI, BamHI и BglII. Обратите внимание, что последовательность сайта NcoI  CCATGG кодирует инициаторный кодон AUG, с которого обычно начинается трансляция мРНК гена, встроенного в  вектор pQE60.  Далее следует последовательность, кодирующая (6хHis) тэг. Ген, встраиваемый в полилинкер между NcoI  и BglII сайтами, не должен содержать терминирующего кодона и должен попасть в одну рамку считывания с (6хHis) тэгом. Затем идет терминаторный кодон TAA, и терминатор транскрипции (to).
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Ген GFP нам предстоит вырезать с помощью рестриктаз NcoI  и BglII из плазмиды pSL1180/EGFP (выделена последовательность в 715 п.о., кодирующая GFP)

CC ATG GTG AGC……………………………………TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT

   NcoI                                                                                                     Kpn2I                 BglII
и лигировать в полилинкер вектора  pQE60, расщепленного по тем же сайтам:


GAATTC   RBS    CC ATG GTG GGA TCC AGA TCT   6xHis   TAAGCTT…….   to 

EcoRI                     NcoI               BamHI          BglII                          HindIII
 Обратите внимание, что при этом в получившейся плазмиде рамка считывания последовательности ДНК, кодирующей (6хHis) тэг, совпадет с рамкой считывания GFP.


GAATTC  RBS   CC ATG GTG ………....TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT  6xHis                                 EcoRI                    NcoI                                                      Kpn2I                BglII
 TAA GCT T……  to 

  HindIII

Анализировать клоны можно с помощью рестриктаз EcoRI и HindIII, при обработке которыми должна вырезаться вставка 750 п.о. в случае успешного клонирования. 


Как все это осуществить на практике? 


Рестрикция.

Для каждой рестриктазы существуют оптимальные условия реакции (температура, состав буфера), которые приводятся в описании, прилагаемом фирмой-изготовителем.  Например, фирма Ферментас предлагает для работы со своими рестриктазами пять буферных растворов - B (голубой), G (зеленый), O (оранжевый), R (красный) и Y (желтый). Их состав ясен из таблицы:
	
	B
	G
	O
	R
	Y (Tango)

	Буферное вещество
	10 mM Tris-HCl, pH 7.5
	10 mM Tris-HCl, pH 7.5
	50 mM Tris-HCl, pH 7.5
	10 mM Tris-HCl, pH 8.5
	33 mM Tris-acetate, pH 7.9

	Mg2+
	10 mM MgCl2
	10 mM MgCl2
	10 mM MgCl2
	10 mM MgCl2
	10 mM       Mg-acetate

	Соль
	-
	50 mM NaCl
	100 mM NaCl
	100 mM KCl
	60 mM          K-acetate

	БСА
	100 mkg/ml
	100 mkg/ml
	100 mkg/ml
	100 mkg/ml
	100 mkg/ml


Эти буферы выпускаются в виде10-кратных стоков. Для рестриктазы NcoI оптимален буфер Y, а для рестриктазы BglII - буфер O. 

	 
	Темпера-

тура ин-

кубации
	Рекомен-

дуемый 

буфер
	Термичес-

кая инак-

тивация
	Активность рестриктазы, %

	
	
	
	
	B
	G
	O
	R
	Y (Tango)

	
	
	
	
	
	
	
	
	1X
	2X

	BglII 
	37°C
	O
	нет
	0-20
	20-50
	100
	50-100
	0-20
	100

	NcoI 
	37°C
	Y (Tango)
	65°C
	20-50
	20-50
	20-50
	50-100
	100
	100


Если необходимо подобрать условия гидролиза ДНК обеими рестриктазами одновременно, это можно сделать на основании данных об активности каждой из рестриктаз во всех пяти буферных системах (взятых из каталога фирмы, см. таблицу)  или  воспользоваться программой DoubleDigest™ , которую можно найти на сайте www.fermentas.com. Эта программа рекомендует 2хY (Tango) буфер (двухкратный желтый буфер) для одновременного гидролиза NcoI  и BglII. В нем обе рестриктазы имеют 100% активность.


Единица активности рестриктазы – это количество фермента, необходимое для гидролиза 1 мкг ДНК в реакционной смеси 50 мкл при оптимальных условиях (обычно при 37о С) за час. Рестриктазы хранятся при -20о С в буфере с 50% глицерина. Ферменты, вынутые из морозильной камеры, следует держать только во льду и не дольше, чем это необходимо.  Объем добавляемых  рестриктаз не должен превышать 1/10 от объема реакционной смеси, иначе избыток глицерина ингибирует реакцию.
Электрофорез в агарозном геле и выделение фрагментов ДНК из геля.


Продукты рестрикции анализируют или фракционируют с помощью электрофореза в агарозном геле. Для удобства нанесения на гель к образцу добавляют 4-х кратный раствор «краски», содержащий краситель бромфеноловый синий и 40% глицерина.  Двуцепочечную ДНК прокрашивают флуоресцентным красителем бромистым этидием, молекулы которого интеркалируют между азотистыми основаниями ДНК. Визуализация полос происходит при облучении геля УФ светом (оптимальна длина волны 305-320 нм). В качестве маркера используют наборы фрагментов ДНК с известной длиной (например, маркер /PstI представляет собой смесь продуктов гидролиза ДНК фага лямбда рестриктазой PstI).  

Для выделения фрагментов ДНК из геля продаются специальные наборы. Мы будем использовать набор фирмы Хеликон. Метод основан на способности ДНК взаимодействовать с боросиликатной мембраной в присутствии хаотропных солей. На первом этапе кусочек агарозного геля, содержащего фрагмент ДНК, растворяют в растворе, содержащем хаотропную соль. Далее полученный раствор ДНК наносится на мембрану, что позволяет отделить фрагмент ДНК от примеси агарозы. Затем, после промывок, фрагмент ДНК элюируется с мембраны буфером с низкой ионной силой.   
Лигирование

Лигирование обычно осуществляют с помощью фермента ДНК-лигазы фага Т4. Буфер для лигирования имеет следующий состав: 66 мМ Tris-HCl (pH 7.6), 5 mM MgCl2, 5 mM DTT.  ATP (0.5 mM)  добавляется отдельно.  При лигировании необходимы достаточно высокие концентрации ДНК (примерно 10 мкг/мл), причем молярная концентрация вставки должна быть в 5-10 раз выше, чем вектора. 


Трансформация.

После лигирования вставки и вектора   лигазной смесью трансформируют «компетентных» клеток E.coli. Компетентными называют клетки, через внешнюю мембрану которых способна проникать  добавленная ДНК. Чтобы клетки E.coli сделать компетентными, их выращивают и обрабатывают специальным образом (например, раствором CaCl2 или полиэтиленгликолем). Компетентные клетки обычно замораживают и хранят при -700 С до 1 года.

Процедура трансформации состоит из нескольких стадий:

1) Адсорбция ДНК на клеточной мембране. К размороженной аликвоте компетентных клеток добавляют ДНК (3 мкл лигазной смеси на 100 мкл клеток), перемешивают и инкубируют 30 минут во льду. 

2) Тепловой шок. Клетки инкубируют 30 секунд при 420 С  и быстро ставят на 5 минут в лед. При этом раскрываются поры на клеточной мембране, через которые ДНК проникает внутрь клетки.

3) Фенотипическая экспрессия. К клеткам  добавляют 500 мкл среды LB и подращивают при  37о С 1 час (желательно постоянное перемешивание на качалке). За это время синтезируется белковый продукт закодированного на плазмиде гена устойчивости к антибиотику (в нашем случае -лактамазы, которая инактивирует ампициллин).

4) Селекция. В ламинарном боксе  наносят аликвоту клеток после фенотипической экспрессии на чашку Петри с твердой средой (SOB – 1.5% агар), содержащей ампициллин,  равномерно растирают  стерильным стеклянным шпателем  по поверхности агара и дают высохнуть. Затем чашку  инкубируют в термостате при 37о С  в течении ночи.  Те клетки, в которые попала плазмида, размножатся и образуют колонии. Остальные клетки размножаться не будут.

Колонии вырастают на следующее утро. Есть несколько способов понять, которые из них содержат плазмиду с нужной вставкой, а которые – пустой вектор без вставки (последние получаются в результате того, что рестриктазы не всегда полностью расщепляют ДНК. Вектор, разрезанный только по одному сайту, не способен к встраиванию и лигированию вставки, имеющей разные липкие концы). 

1 способ:  Использовать ПЦР (полимеразную цепную реакцию) для анализа полученных клонов.

2 способ:  Выделить плазмидную ДНК из нескольких клонов и убедиться в наличии нужной вставки с помощью рестриктного анализа. Второй способ более надежный.

ПЦР (полимеразная цепная реакция)

ПЦР позволяет с помощью термостабильной ДНК-полимеразы (например, Taq-полимеразы) экспоненциально размножить фрагмент ДНК, расположенный между последовательностями, комплементарными  двум олигонуклеотидным праймерам. Такие последовательности есть в векторе pQE60. Праймеры комплементарны противоположным цепям ДНК и ориентированы 3’-концами навстречу друг другу. Для ПЦР мы будем использовать 2 праймера:  pQE промоторный праймер (который отжигается за 140 н.о. до сайта NcoI) и pQE обратный праймер (отжигается через 50 н.о. после сайта HindIII). Следовательно, если в качестве матрицы  ПЦР использовать вектор без вставки, амплифицируется фрагмент 220 п.о., а если в вектор встроен ген GFP длиной 720 п.о., то амплифицируется фрагмент 940 п.о. С помощью ПЦР можно амплифицировать чрезвычайно малые количества ДНК-матрицы, при этом не обязательно выделять ДНК из клеток. 
Процедура ПЦР состоит из трех стадий: денатурация двуцепочечной ДНК (94 oC, 1 мин), отжиг праймеров (40-60 oC, 1 мин)  и элонгация ДНК-полимеразной реакции (72 oC, 1 мин на каждую 1000 пар оснований амплифицируемого фрагмента). Температура отжига определяется низшей из температур плавления праймеров минус 1-2 oC. Для оценки температур плавления праймеров каждая GC пара оценивается в 4 oC, а  AT пара – в 2 oC. 

 pQE- промоторный  праймер:   5’-GGCGTATCACGAGGCCCTTTCG-3’             

 pQE-обратный праймер:            5’- CATTACTGGATCTATCAACAGG-3’                             

Выделение плазмидной ДНК из бактериальных клеток.

Клетки E.coli лизируют в присутствии щелочи и додецилсульфата натрия (SDS). При добавлении нейтрализующего раствора в осадок выпадает додецилсульфат калия, с которым соосаждаются обломки клеток  и хромосомная ДНК. Белки, связанные с SDS, удаляют с помощью фенольной экстракции. Из водной фазы смесь плазмидной ДНК и клеточной РНК осаждают этанолом. Для гидролиза РНК проводят обработку образца рибонуклеазой А (это можно делать одновременно с обработкой рестриктазами).

Экспериментальная часть

Рестрикция.

Необходимые реагенты:

Плазмиды pQE60, pSL1180/EGFP;

10 х Y буфер;

Рестриктазы NcoI  BglII;   

вода mQ (для приготовления всех растворов используется только специально очищенная вода mQ). Все растворы и ферменты следует держать во льду. 

Для линеаризации вектора в эп.пробирке смешивают растворы в следующем порядке:

Вектор  pQE60   - 1 мкг в 14 мкл воды 

10 x Y буфер      -  4 мкл

NcoI                     - 1 мкл

BglII                     -1 мкл

Итого                   - 20 мкл

Для получения вставки смешивают:

pSL1180/EGFP   -  5 мкг в 14 мкл воды

10 x Y буфер      -  4 мкл

NcoI                     - 1 мкл

BglII                     -1 мкл

Итого                   - 20 мкл

Рестрикционные смеси инкубировать при  при 37о С 2 часа. После 1 часа инкубации аликвоты проанализировать с помощью аналитического гель-электрофореза.  

 Электрофорез в агарозном геле.

Необходимые реагенты: 

Агароза;

Буфер ТВЕ;

Бромистый этидий (10 мг/мл);

4 х раствор для нанесения на гель («краска»); 


Маркер /PstI
 За  время рестрикции следует залить 0.8% агарозный гель. Для этого в стеклянном стакане смешивают 400 мг агарозы с 50 мл буфера TBE,  содержащего 1 мкг/мл бромистого этидия (осторожно – канцероген) и плавят в микроволновой печи 3-5 минут до полного растворения агарозы (следить, чтобы не было бурного кипения). Раствор остужают примерно до 50о С и заливают в предварительно собранную кассету. Дают агарозе застыть в течении 15-30 минут, вынимают гребенку и помещают гель в электрофоретический холдер так, чтобы он полностью был залит буфером TBE,  содержащим 1 мкг/мл бромистого этидия.

По прошествии 1 часа обработки рестриктазами аликвоты реакционных смесей анализируют с помощью аналитического электрофореза. Для этого в предварительно маркированных   пробирках смешивают 3 мкл из каждой рестрикционной смеси с 6 мкл воды и 3 мкл 4-кратного раствора для нанесения на гель («краски»). Рестрикционные смеси возвращают в термостат. В качестве контролей смешивают 0.3-0.5 мкг исходных плазмид с 6 мкл воды и 3 мкл «краски». Наносят в каждый слот агарозного геля по образцу, рядом наносят маркер молекулярного веса /PstI (8 мкл). Электрофорез проводят при токе 40 mA  (напряжение 60 – 120 В) в течении 30-60 минут. За это время  следует залить 0.8% препаративный гель. 

Далее аналитический гель изучают в УФ-излучении.  Вектор при расщеплении по полилинкеру переходит из  кольцевой формы в линейную. ЭФ подвижность кольцевой формы слегка отличается от подвижности кольцевой суперскрученной и кольцевой релаксированной формы. Короткий фрагмент (прибл. 10 п.о.), вырезанный из полилинкера, на геле не виден. При обработке pSL1180/EGFP рестриктазами NcoI  и BglII образуется вставка 720 п.о., кодирующая GFP, и линейная форма вектора. Длину вставки можно оценить с помощью маркера /PstI. Сфотографируйте гель. Идентифицируйте все фрагменты, убедитесь, что за 1 час гидролиз прошел достаточно полно. 

По окончании 2 часов инкубации добавьте в каждую рестрикционную смесь по 4 мкл «краски» и нанесите на препаративный гель.  Электрофорез проводят при токе 30 - 40 mA  (напряжение 60 – 120 В) в течении 40-60 минут. Затем в УФ свете прокаленным чистым скальпелем вырезают нужные зоны (вектор и вставку) и помещают в предварительно взвешенные эп. пробирки. Надо стараться действовать быстро, чтобы не подвергать ДНК длительному облучению.

Выделение фрагментов ДНК из геля.

Необходимые реагенты:

Буфер 1 (сорбционный буфер);

Буфер 2 (промывочный буфер);

Буфер 3 (буфер элюции);

Микроколонки, содержащие боросиликатную мембрану.

1. Добавьте к гелю буфер 1 из расчета100-150 мкл на 100 мг агарозного геля и инкубируйте при 60-650 С до полного растворения геля (10-15 минут). В процессе инкубации рекомендуется через каждые 2 минуты перемешивать содержимое пробирки на вортексе.

2. Поместите микроколонку в центрифужную пробирку объемом 2 мл. Перенесите смесь, содержащую растворенный гель, в микроколонку и инкубируйте 1-2 минуты при комнатной температуре. Центрифугируйте при 12000об/мин в течении 10 минут. 

3. Удалите проскок из центрифужной пробирки. Добавьте в микроколонку 700 мкл буфера 2 и центрифугируйте  при 12000об/мин в течении 1 минуты. 

4. Повторите промывку. Удалите проскок из центрифужной пробирки. Добавьте в микроколонку 700 мкл буфера 2 и центрифугируйте  при 12000об/мин в течении 1 минуты. 

5.  Удалите проскок из центрифужной пробирки. Центрифугируйте  при 12000об/мин в течении 3 минут. 

6. Переместите микроколонку в микроцентрифужную пробирку объемом 1.5 мл и добавьте в нее 50 мкл буфера 3. Проинкубируйте 2 минуты, затем  центрифугируйте  при 12000об/мин в течении 1 минуты. 

Аликвоты (10 мкл) выделенных  из геля фрагментов ДНК анализируйте электрофорезом в 0.8% агарозе. Попросите преподавателя оценить концентрацию вектора и вставки. Сфотографируйте гель.
 
Лигирование.

Необходимые реагенты:

10 х лигазный буфер; 

10 мМ АТP;      

ДНК-лигаза Т4;
Составьте лигазную смесь (все компоненты должны храниться во льду):

Вектор                                                 -      30  - 100 нг

Вставка                                                -      50 -  300 нг

Н2О                                                      -        до 16 мкл

10 х лигазный буфер                          -               2 мкл

10 мМ АТP                                          -              1 мкл

ДНК-лигаза Т4 (5 ед./мкл)                 -              1 мкл

ИТОГО                                                -            20 мкл

Перемешайте и инкубируйте при комнатной температуре 2 часа.

Трансформация E.coli.

Необходимые реагенты: 

Компетентные клетки (замороженные);

Среда LB (бактотриптон – 10г/л, дрожжевой экстракт – 5г/л, NaCl -10г/л, pH 7.0);

Чашки LB – 1.5% агар, содержащие 75 мкг/мл ампициллина;

Также необходимы стерильные шпатели, ламинарный бокс, баня со льдом,  водяной термостат (420 С)  и  суховоздушный термостат (37о С).  

1. Аликвоту компетентных клеток быстро  разморозить и сразу поставить в лед.  Стерильно добавить ДНК (3 мкл лигазной смеси на 50 - 100 мкл клеток в микроцентрифужной пробирке на 1.5 мл), перемешать и инкубировать 30 минут во льду.

2. Пробирку перенести в предварительно нагретый водяной термостат, инкубировать 30 секунд при 420 С и быстро поставить на 5 минут в лед. 

3. К клеткам стерильно добавить 500 мкл среды LB, надежно закрыть (крышку заклеить парафильмом) и инкубировать при  37о С 1 час (желательно постоянное перемешивание на качалке).  

4. В ламинарном боксе стерильно нанести 100 мкл суспензии клеток после фенотипической экспрессии на чашку Петри с твердой средой (LB – 1.5% агар), содержащей ампициллин,  равномерно растереть  стерильным стеклянным шпателем  по поверхности агара и дать высохнуть. Затем закрыть чашку крышкой, перевернуть, подписать и инкубировать в суховоздушном термостате при 37о С  в течении ночи.  

Колонии вырастают на следующее утро. Есть несколько способов понять, которые из них содержат плазмиду с нужной вставкой, а которые – пустой вектор без вставки. 

1 способ:  Использовать ПЦР (полимеразную цепную реакцию) для анализа полученных клонов.

2 способ:  Выделить плазмидную ДНК из нескольких клонов и убедиться в наличии нужной вставки с помощью рестриктного анализа.
Анализ клонов с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР).

Необходимые реагенты:

10 х ПЦР буфер

25 мМ MgCl2
Праймер pQE промоторный

Праймер pQE обратный

Смесь четырех dNTP (10mM)

Taq-полимераза 

Минеральное масло

Состав реакционной смеси:                         ( 1 х   )                                ( 5 х   )

10 х ПЦР буфер                                              2.5 мкл                               12.5 мкл

25 мМ MgCl2                                                                           2.5 мкл                               12.5 мкл

Праймер pQE промоторный  (0.1 мг/мл)      0.75 мкл                             3.75 мкл       

Праймер pQE обратный  (0.1 мг/мл)             0.75 мкл                             3.75 мкл
Смесь четырех dNTP (10mM)                        0.5 мкл                               2.5 мкл    

H2O                                                                   16.8 мкл                             84 мкл        

Taq-полимераза (5u/мкл)                                  0.2 мкл                              1 мкл

ИТОГО                                                             24 мкл                               120 мкл

Составьте смесь ПЦР на 5 проб (во льду). Разнесите по 24 мкл смеси в 4 пронумерованных пробирки на 0.6 мл для ПЦР. В одну из них добавьте 1 мкл (10 нг) контрольной плазмиды. Во вторую - 1 мкл воды (негативный контроль). В остальные две  – по 1 мкл суспензии клеток из двух разных колоний. Капните в каждую пробирку по капле минерального масла (слой масла должен полностью покрывать водный слой для предотвращения испарения). 

Задайте программу ПЦР:  денатурация            94оС, 1 мин

                                             отжиг                        61оС, 1 мин

                                             элонгация               72оС, 1 мин

                                               25 циклов

 Установите пробирки в прибор. Запустите программу. За время ПЦР (2 часа) залейте 1.5% агарозный гель. После окончания ПЦР перенесите по 10 мкл водного слоя (из под масла) в новые пробирки, добавьте по 4 мкл «краски» и анализируйте электрофорезом с маркером  /PstI. Сфотографируйте гель. Сделайте вывод о наличии или отсутствии вставки в анализируемых клонах.

Выделение минипрепаратов плазмидной ДНК методом щелочного лизиса.

Необходимые реагенты:

1 день: среда LB, раствор ампициллина (50 мг/мл), бакпечатки, бактериальные петли, термостатируемая качалка.

2 день:  баня со льдом;

Раствор 1 (25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM глюкоза,10 mM EDTA);

Раствор 2 (0.2 N NaOH, 1% SDS);

Раствор 3 (5 M  CH3COOK, pH 5.2);

Ф-х-т:   смесь равных объемов фенола, насыщенного ТЕ, и хлороформа;

3 М CH3COONa, pH 5.2;

96% и 70 % этанол;

ТЕ (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA).

Отметьте (пронумеруйте) фломастером на чашке Петри четыре отдельно расположенных колонии. Приготовьте четыре подписанные бакпечатки, стерильно пипетируйте в каждую по 5 мкл стокового раствора ампициллина с концентрацией 50 мг/мл и по 3 мл среды LB. Стерильно посейте в каждую из  бакпечаток одну колонию с помощью бактериальной петли и растите ночь при 37о С в термостатируемой качалке при скорости качания 150-180 об/мин.  На следующее утро стерильно отлейте из каждой бакпечатки по 1.5 мл выросшей бактериальной культуры  в пронумерованные микроцентрифужные пробирки для выделения  плазмид. Бакпечатки с остатками культур храните в холодильнике при 4о С.

Дальнейшая работа не требует стерильных условий.

1. Осадите клетки центрифугированием в течении 5 минут при 4000 об/мин. Тщательно удалите надосадочную жидкость. Интенсивно суспендируйте каждый осадок клеток в 100 мкл раствора 1 на вортексе и поставьте пробирки в лед.  

2. Добавьте по 200 мкл холодного лизирующего раствора (раствора 2), закройте пробирки, перемешайте плавными движениями  и поставьте в лед на 5 минут. При лизисе клеток суспензия постепенно превращается в полупрозрачную желеобразную жидкость, ее вязкость резко возрастает   за счет выхода ДНК в раствор.

3. Добавьте по 200 мкл холодного нейтрализующего раствора 3, перемещайте на вортексе и инкубируйте во льду 5-10 минут для формирования осадка.  Затем еще раз перемешайте и центрифугируйте 5 минут при 12000 об/мин. За это время пронумеруйте 4 новых пробирки и добавьте в каждую по 500 мкл смеси ф-х-т. (С фенолом работайте в перчатках, не допускайте его попадания на кожу, а если это произошло, то быстро промойте кожу большим количеством воды). 

4. Аккуратно отберите по 500 мкл супернатантов, содержащих плазмидную ДНК, и перенесите их в подготовленные пробирки с ф-х-т. Плотно закройте крышки. Интенсивно перемешивайте на вортексе в течении 30-60 секунд (при этом белки, связанные с SDS, экстрагируются в фенольную фазу). Получившуюся эмульсию разделите на фазы центрифугированием в течение 15 секунд.

5. Пронумеруйте 4 новые пробирки и перенесите в них верхнюю водную фазу (старайтесь не захватить фенольный слой и осадок, выпавший на границе раздела фаз). Для осаждения плазмидной ДНК (в смеси с клеточной РНК) к водной фазе добавьте 1 мл этанола, перемешайте и охладите в морозильнике в течение 30-60 минут или заморозьте жидким азотом. Центрифугируйте 8 минут при 12 000 об/мин. Тщательно удалите супернатант, промойте осадки 150 мкл 70% этанола (центрифугируйте 3-5 минут), высушите осадки на воздухе (15-20 минут) или на Speed-Vac’e (3-5 минут), растворите в 50 мкл буфера ТЕ интенсивным  вортексированием и поставьте в лед. 

Рестриктный анализ минилизатной ДНК.

Необходимые реагенты:

10 х Y буфер;

Рестриктазы EcoRI, HindIII;   

Рибонуклеаза А (1 мг/мл)

Каждая рестрикционная проба                    Смесь для пяти реакций:

 имеет следующий состав:

Плазмида        -   5 мкл                                                     

Вода                -   1.5 мкл                                    -   7.5 мкл

10 х Y буфер  -   2 мкл                                       -  10 мкл

РН-аза А         -   0.5 мкл                                    -   2.5 мкл

EcoRI              -   0.5 мкл                                     -   2.5 мкл

HindIII            -   0.5 мкл                                     -   2.5 мкл

Итого              -  10 мкл                                       -   25 мкл

Добавьте в каждую из четырех пронумерованных пробирок по 5 мкл плазмидной ДНК и по 5 мкл указанной смеси. Перемешайте и инкубируйте 1 час при при 37о С (за это время залейте 1% агарозный гель).  Добавьте в каждую  пробирку по 4 мкл «краски», перемешайте и нанесите на гель все 4 образца рядом с маркером. После 30-40 минут электрофореза сфотографируйте гель в УФ свете и сделайте выводы об успешности клонирования.
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