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Зазначимо також, що дослідник аналізує результати не схрещування
окремих пар організмів, а одночасного схрещування багатьох організмів.

Під час виконання цього практикуму студенти будуть вивчати генетичну
рекомбінацію, яка проходить завдяки кон’югації в модельних об’єктів –
кишкової палички E. coli та в актиноміцета S. coelicolor A3(2) (див. розділ 1).

4.1. Кон’югація в 4.1. Кон’югація в 4.1. Кон’югація в 4.1. Кон’югація в 4.1. Кон’югація в E. coliE. coliE. coliE. coliE. coli

Кон’югація – це спосіб генетичного обміну в бактерій, який здійснюється
завдяки контакту клітин. Кон’югація була відкрита в E. coli в 1946 році Дж. ЛеO
дербергом та Е. Татумом (рис. 4.2). Вони схрещували два ауксотрофних штами
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Рис. 4.1. Генетична рекомбінація в мерозиготах, які утворюються під час процесів генетичного
обміну в бактерій. А. Мерозигота містить хромосому реципієнта та фрагмент хромосоми

донора. Продуктами парних кросинговерів є кільцева хромосома гаплоїдного рекомбінанта та
лінійний фрагмент ДНК. Б. Генетичне картування за допомогою рекомбінаційного аналізу

мерозигот: 1 – за частотою спільного успадкування двох генів А і В; 2 – за частотою
утворення рекомбінантів Ab та aB
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кишкової палички: A) MetOBioOThr+Leu+Thi+ (метіонінO та біотинOзалежний) та
Б) Met+Bio+ThrOLeuOThiO (треонінO, лейцинO та тіамінOзалежний). Після спільного
вирощування цих штамів у повноцінному середовищі їх висівали на синтетичне,
мінімальне (МС), середовище, що не містило амінокислот і вітамінів. Це
середовище використали як селективне для відбору прототрофних рекомO
бінантів, які успадкували дикі алелі генів синтезу треоніну, лейцину та тіаміну
(thr+, leu+, thy+) від штаму А, та генів синтезу метіоніну та біотину (met+, bio+)
від штаму Б. Їхня частота була низькою – близько 10O7. Пізніше було доведено,
що для виникнення генетичних рекомбінантів необхідний контакт клітин. Вони
не утворювалися, якщо штами А і Б поміщали в коліна UOподібної трубки, що
були розділені бактерійним фільтром. В. Хейс встановив, що кон’югація є
гетероталічним процесом. Один з батьківських штамів є донором генів, а другий
– їхнім реципієнтом.

4.2. Статевий фактор 4.2. Статевий фактор 4.2. Статевий фактор 4.2. Статевий фактор 4.2. Статевий фактор E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli –––––     плазміда Fплазміда Fплазміда Fплазміда Fплазміда F

Здатність штамів бактерій бути донорами генів у кон‘югаційних схрещуO
ваннях визначається статевими факторами – плазмідами. Вони контролюють
своє перенесення між клітинами, а в певних випадках – перенесення (мобілізаO
цію) хромосомних генів донора в клітину реципієнта.

Найліпше вивченим статевим фактором бактерій є плазміда F (від англ.
fertility – фертильність, плодючість) E. coli. Це кільцева дволанцюгова молекула
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Рис. 4.2. Схема експерименту Дж. Ледерберга та Е. Татума із схрещування штамів E. coli.
В контрольних експериментах визначали здатність батьківських штамів утворювати колонії на
МС. Протягом 18 годин батьківські штами вирощували разом у ПС. Потім змішану культуру

центрифугували, відмивали від ПС та сіяли на агаризоване ПС для визначення титру
екскон’югантів, а також на МС для визначення кількості прототрофних рекомбінантів
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ДНК розміром у 100 т.п.н. (рис. 4.3). Плазміда F містить чотири мобільних
генетичних елементи – один IS2, два IS3 (IS3а та IS3b), а також Tn1000. За
рахунок рекомбінації між гомологічними мобільними генетичними елементами
в плазміді та хромосомі може відбуватися інтеграція FOфактора в хромосому
E. coli. Інший можливий механізм – це зумовлене ISOелементом плазміди злиття
репліконів, формування коінтеграта та виникнення дуплікації ДНКOмішені (як
це відбувається під час транспозиції ISO та TnOелементів). У цьому випадку потO
рібен лише ISOелемент у плазміді. Цей процес є незалежним від гомологічної
рекомбінації. У хромосомі E. coli виявлено більше 20 сайтів інтеграції плазміди
F. Інтегрований FOфактор завжди оточений двома копіями ISOелемента. Інтеграція
в різні сайти хромосоми відбувається з різною частотою і зазвичай не
супроводжується мутаціями. Виявлено, що для інтеграції в більшість сайтів
необхідний білок RecA, тобто інтеграція найчастіше проходить за рахунок
гомологічної рекомбінації. Частота інтеграції зменшується в мутантів recA. ISO
елемент хромосоми, що бере участь в рекомбінації, може мати одну з двох
протилежних орієнтацій. Залежно від цього можливі й дві протилежні орієнтації
інтегрованого FOфактора (рис. 4.7).

Реплікацію та підтримання плазміди F у клітинах контролює головно ділянка
RepFIA, де містяться два сайти початку реплікації – oriV та oriS, гени inc,
copA,B, sopA,B,C, які контролюють відповідно несумісність FOподібних плазмід,
кількість копій плазмід у клітині, стабільність їхнього підтримання та сегрегацію.
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Рис. 4.3. Будова плазміди F – статевого фактора E. coli
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Крім того, є ще дві ділянки RepFIВ та RepFIС, де містяться гени, що контролюють
реплікацію плазміди. У ділянці RepFIС є інсерція транспозону Tn1000.

Третину плазміди (33,3 т.п.н) становить traOділянка, що містить близько 40
генів. Продукти 20 з них абсолютно необхідні для проходження кон’югації.
Мутації в них повністю блокують цей процес. Гени ділянки ділять на п’ять
груп, які контролюють: 1) утворення пілів; 2) „поверхневе виключення”;
3) стабілізацію контактів клітин, що кон’югують; 4) регулювання кон’югаційного
процесу; 5) однонитковий розрив одного з ланцюгів FOДНК та його перенесення
з клітиниOдонора в клітинуOреципієнт (рис. 4.4).
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Рис. 4.4. Організація traOділянки плазміди F E. coli

Шістнадцять генів визначають синтез піліну – білка, з якого формуються
статеві ворсинки (пілі), та збирання пілів. На поверхні клітин штамівOдонорів
є одна – три статевих ворсинки (пілі). Це ниткоподібні структури, довжиною
від 1 до 2 мк (іноді їхня довжина може сягати 20 мкм), які складаються зі
спірально розміщених субодиниць білка піліну. Діаметр пілів становить 8 нм.
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Вони мають внутрішню порожнину діаметром близько 2 нм. Функції пілів –
впізнавання та приєднання реципієнтних клітин, впізнавання білків, які
зумовлюють явище „поверхневого виключення” та звільняють від контактів з
клітинами, що вже містять плазміду F. Пілі є місцем адсорбції фагів, специфічних
до донорних клітин. Серед них є як РНКO (Qв, f2, R17), так і ДНКOвмісні фаги
(f1, fd, M13).

Синтез та процесинг піліну контролюється трьома генами – traA, traQ та
traX. Продуктом гена traA є пропілін (молекулярна маса – 13 kDa), який підлягає
дальшому процесингу з утворенням піліну (7 kDa). Він відбувається за участю
продуктів генів traQ та traX. Білок TraX кодує мембранний білок, який необхідний
для інсерції піліну в цитоплазматичну мембрану, де відщеплюється сигнальний
пептид довжиною у 51 амінокислотний залишок за участю сигнальної пептидази
І. NOкінцевий залишок аланіну в піліні ацетилюється продуктом гена traX.
Вважають, що NOкінцеве ацетилювання впливає на фолдинг піліну.

Ще 13 генів – traL,E,K,B,V,C,W,U,F,H,G, trbC, traІ контролюють формування
пілів. Мало відомо про функції продуктів цих генів, однак усі вони асоційовані
з клітинною поверхнею – внутрішньою та зовнішньою цитоплазматичною
мембраною та периплазматичним простором. Мутації в генах, що контролюють
статеві ворсинки, порушують здатність клітин схрещуватися й роблять їх
стійкими до донорOспецифічних фагів.

Гени traT та traS визначають явище „поверхневого виключення”, яке полягає
у зменшенні ефективності кон’югації між штамами, що несуть FOфактор та
споріднені плазміди. Продукт гена traT блокує початковий етап утворення пар
між F+Oштамами, тоді як продукт гена traS є білком внутрішньої мембрани
E. coli, що перешкоджає перенесенню ДНК вже після того, як такі пари
утворилися.

Білки – продукти генів traN та traG – стабілізують контакти клітин, які
кон’югують. Ген traN спочатку експресується як білок із 602 амінокислотних
залишків. Потім відбувається відщеплення NOкінцевого пептиду та утворюється
зріла форма білка з 584 амінокислотних залишків, яка локалізована у зовнішній
мембрані клітини. Білок TraG, розміщеній у внутрішній мембрані, задіяний
також у формуванні пілів. Мутації в проксимальній частині гена traG порушують
цей процес, а в дистальній – стабільність контактів клітин. За рахунок взаємодії
кінцівки статевої ворсинки з поверхнею клітиниOреципієнта утворюються пари
або агрегати із декількох клітин. У мембрані донора і (або) реципієнта відбувається
поступова дезагрегація пілів, що веде до зближення клітин. Спершу контакти
є нестабільними, потім вони стабілізуються, і зовнішні мембрани клітин щільно
прилягають одна до одної. У місцях прилягання мембран нагромаджуються
білки, що беруть участь у стабілізації контактів донора та реципієнта. Існують
дані про те, що саме TraN взаємодіє з рецепторними структурами мембрани
реципієнтної клітини – ліпополісахаридом та білком OmpA. У цей час формується
місток, по якому ДНК переноситься з донорної в реципієнтну клітину. Мутації
в генах traN та traG призводять до сильного зменшення ефективності
перенесення ДНК, але не припиняють цей процес повністю.
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Процес перенесення ДНК FOплазміди починається з розщеплення одного
з полінуклеотидних ланцюгів у сайті oriT (від англ. origin of transfer) nicOділянки
(рис. 4.3 та 4.4), стрілка вказує на напрям перенесення ДНК). З певними сайтами
в ділянці oriT взаємодіють білки TraI, TraY та IHF (від англ. integration host
factor). IHF кодується хромосомою клітини. Комплекс цих білків з плазмідною
ДНК називають релаксосомою. Ензиматично активним компонентом цього
комплексу є релаксаза TraI, яка є біфункціональним білком. Вона каталізує
реакцію трансестерифікації (рис. 4.5). Гідроксил тирозинового залишку, що
локалізований біля NOкінця TraI, діє як нуклеофіл й атакує специфічний фосфат
у ланцюзі ДНК. У результаті в одній з ниток FOДНК виникає однонитковий
розрив з вільним залишком гідроксилу на 3’Oкінці. Водночас релаксаза через
фосфодиефірний зв’язок ковалентно приєднується до 5’Oкінця розщепленого
ланцюга. Унаслідок цього суперспіралізована FOДНК переходить у релаксований
стан. Для перенесення FOДНК необхідне її розплітання, що здійснюється завдяки
5’→3’OДНКOхеліказній активності, властивій СOтермінальній частині релаксази.
Сигналом до релаксації та розплітання ДНК є приєднання до сайтів поблизу
nicOтетрамерів білка TraM. Він, очевидно, сприяє вивільненню від релаксази
3’OOH – групи розщепленого ланцюга. У напрямку 5’→ 3’ розщеплений ланцюг
з ковалентно приєднаним білком TraI переноситься у клітинуOреципієнт. РелакO
саза TraI захищає 5’Oкінець від дії екзонуклеаз і каталізує наступну реакцію
трансестерифікації, в якій як нуклеофіл діє 3’OOH розщепленого та перенесеного
ланцюга ДНК. У результаті перенесений ланцюг замикається в кільце. Перенесення
FOДНК триває близько двох хвилин. Ділянка tra завжди переноситься останньою.
Далі добудовується другий ланцюг FOДНК у клітинах, які кон’югували.

         

TraI 

Зàëèøîê òèðîзèíó TraI 

 ДÍК 

Рис. 4.5. Схема реакції, яку каталізує релаксаза TraI
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У traOділянці є три головних оперони. Гени traM та traJ транскрибуються
з власних промоторів. Більшість генів – від traY до finO формує великий
оперон (близько 30 т.п.н.), транскрипція якого починається з промотора P

Y
.

Додаткові промотори розміщені перед генами trbF, traS, traT та traD.
 
Промотор

P
Y
 забезпечує достатній рівень експресії дистальних генів оперона. Додаткові

промотори потрібні, очевидно, для диференціального регулювання експресії
генів. Гени finP та artA транскрибуються в протилежному напрямку щодо інших
генів з комплементарного ланцюга.

Експресія traOгенів регулюється як генами FOплазміди, так і генами хромосоми
(рис. 4.6). Транскрипція з промотора P

Y 
активується білками TraJ, TraY, IHF та

SfrA. Білки TraY та IHF активують транскрипцію також з P
M

. Натомість білок
TraM є негативним регулятором власного гена. Експресія TraJ негативно
регулюється на постранскрипційному рівні двокомпонентною системою
сигнальної трансдукції CpxA (мембранна сенсорна кіназа) – СрхR
(цитоплазматичний білокOрегулятор). Низка змін клітинної поверхні, зокрема,
нагромадження в мембранах неправильно згорнутих білків, індукує цю систему.
СрхR активує гени, що контролюють фолдинг та деградацію білків. За цих
умов експресія TraJ знижується, що зменшує ефективність перенесення
FOплазміди. Здатність до перенесення FOплазміди різко падає в клітинах культури,
що знаходиться в стаціонарній фазі росту. Виявлено, що у момент переходу
E. coli в цю фазу транскрипція з промоторів P

J
 та P

M
 пригнічується нуклеоїдO

асоційованим білком клітини HONS.

nic PM 

TraM 

PJ 

TraJ 

PY 

TraY 

finO 

IS3 

traYALE…. 
PFinP 

FinP 

FinP ÐÍÊаза Å 

INF 

INF 

SfrA 
CpxA/CpxR 

H-NS 

Рис. 4.6. Регулювання функцій генів traOділянки FOплазміди E. coli
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Функціонування traOгенів FOподібних плазмід знаходиться також під
негативним контролем генів finP та finО. Гени traJ та finP транскрибуються з
протилежних ланцюгів. Продуктом гена finP є антисенсOРНК (FinP), послідовність
якої комплементарна до 5’Oділяни traJ–мРНК, яка не транслюється та містить
сайт зв’зування з рибосомою. FinP здатна утворювати дуплекс з traJ–мРНК,
перешкоджати її зв’язуванню з рибосомами і в такий спосіб інгібувати синтез
TraJ. Білок FinО стабілізує FinP, можливо, запобігаючи її розщепленню
нуклеазами. Він також сприяє утворенню дуплексів FinPOtraJ–мРНК. Ген finО
плазміди F зруйнований інсерцією IS3Oелемента. Тому експресія traOгенів
FOплазміди дерепресована і всі F+O клітини здатні до кон’югаційного перенесення
ДНК. Натомість лише 0,1% донорів, які містять плазміди R1 та R100 з
функціонально активним геном finО, переносять їх у клітиниOреципієнти.

4.3. Типи штамівOдонорів 4.3. Типи штамівOдонорів 4.3. Типи штамівOдонорів 4.3. Типи штамівOдонорів 4.3. Типи штамівOдонорів E. coliE. coliE. coliE. coliE. coli

Штами кишкової палички, що містять автономну плазміду F (позначаються
як F+), є донорами, а штами, що не містять її (FO) – реципієнтами генів. Більше
70% екскон’югантів, які утворюються в схрещуваннях F+×FO, успадковують
статевий фактор, тобто стають донорами. Разом з тим, рекомбінанти за
хромосомним генами виникають з низькою частотою – 10O7–10O6.

Як вже зазначено, плазміда F здатна до інтеграції в хромосому E. coli.
Внаслідок цього виникають HfrOдонори (від англ. high frequency of recombination
– висока частота рекомбінації). Рекомбінанти за хромосомними генами утвоO
рюються в схрещуваннях Hfr×FO з частотою у 103O104 вищою, ніж у схрещуваннях
F+×FO. Саме інтегрований у хромосому FOфактор визначає перенесення
хромосомних генів донора в клітини реципієнтів. Вважають, що й у схрещуO
ваннях F+×FO перенесення хромосоми зумовлене наявністю невеликої частки
HfrOклітин у популяції F+Oдонорів.

Після утворення контактів між клітинами донорів та реципієнтів відбуваO
ється розрив ДНК у сайті oriT інтегрованої FOплазміди. Одна з двох ниток ДНК
донора переноситься в клітинуOреципієнт. Спочатку рухається частина ДНК
FOфактора, потім гени хромосоми. Останньою переноситься друга частина
FOфактора, що містить traOгени. В донорі відбувається реплікація хромосоми за
механізмом „кільця, що котиться”. В реципієнтній клітині проходить добудова
комплементарного ланцюга та рекомбінація між ДНК донора та ДНК реципієнта.

Послідовність, в якій переносяться гени донора, залежить від місця
інтеграції FOфактора в хромосомі та його орієнтації (рис. 4.7). Перенесення
всієї хромосоми триває близько 100 хв. За незмінних умов швидкість переO
несення хромосомної ДНК є постійною. Тому кожний ген донора потрапляє в
клітинуOреципієнт у певний момент часу від початку схрещування. Під час
схрещування відбувається спонтанне випадкове роз’єднання клітин, які
кон’югують. Тому зазвичай у клітинуOреципієнт потрапляє лише частина генів
донора. У результаті формується неповна зигота (мерозигота), яка містить
хромосому реципієнта та фрагмент хромосоми донора. Диплоїдність у мерозиготі
є лише за тими генами, які перенесені з донора. Між гомологічними ділянками
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ДНК донора та реципієнта проходять кросинговери. У результаті виникають
гаплоїдні рекомбінанти, що успадковують більшість генів від реципієнта і лише
частину генів – від донора.

Чим ближче розміщений певний ген донора до сайта oriT, тим вища
ймовірність його перенесення в мерозиготу та успадкування рекомбінантами.
Гени, віддалені від цього сайта, можуть не потрапити в мерозиготу через розриви
ДНК донора під час її перенесення. Оскільки ці розриви відбуваються випадково
у різні моменти часу, а кожен з перенесених генів успадковується рекомбінанO
тами з однаковою ймовірністю, то формується неперервний градієнт успадO
кування генів донора, який визначається їхнім розміщенням відносно oriT
(рис. 4.8). Унаслідок переривання кон’югації майже всі екскон’юганти залишаO
ються FO, бо вони не успадковують traOгенів плазміди F.

Третій тип донорів – це F’Oштами. Вони містять автономні F’Oплазміди,
що несуть фрагменти хромосомної ДНК. F’Oплазміди виникають унаслідок
помилкового вирізання статевого фактора з хромосоми, під час якого в плазміду
включаються хромосомні гени. Такі штами називають первинними F’Oдонорами.

 

 

F-ïëàçì³äà 

oriT 

А 

Á 

Рис. 4.7. Перенесення хромосомних маркерів (A, B, C, D…X, Y, Z ) у схрещуванні
 Hfr×FO залежно від орієнтації інтегрованого FOфактора. А – варіанти інтеграції FOфактора

в хромосому E. coli ; Б – порядок перенесення хромосомних маркерів
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В свою чергу їх поділяють на два типи: 1) F’I – ті, що несуть хромосомні гени,
які прилягають до FOфактора з одного боку (F’IA містять гени хромосоми, які
в схрещуванні Hfr×FO переносяться першими (А, В), та F’IB містять гени
хромосоми, які в схрещуванні Hfr×FO переносяться останніми (Y, Z); 2) F’IІ –
ті, що несуть хромосомні гени, які оточують FOфактор з обох боків (A, Y, Z)
(рис. 4.9).

 

А 

Б 

Â 

Рис. 4.9. Варіанти формування F’Oфакторів під час вирізання FOплазміди з хромосоми
HfrOштаму E.coli. A – хромосома HfrOштаму; БOкросинговери під час вирізання FOплазміди;

В – типи F’Oфакторів. А, В, С – гени, що переносяться цим донором першими під час
кон’югації; X, Y, Z – гени, що переносяться останніми

Фактори F’ типу І виникають за рахунок кросинговеру між хромосомним
сайтом та сайтом у FOплазміді. В результаті частина ДНК FOфактора залишається
в хромосомі. Фактори F’, утворені в такий спосіб, можуть бути дефектними за
здатністю до кон’югаційного перенесення, якщо втрачають traOгени. Фактори
F’ типу ІІ утворюються за рахунок кросинговеру між двома хромосомними
сайтами за межами інтегрованого FOфактора. Якщо F’ не є дефектним, то він
може бути виявлений за здатністю переносити з високою частотою ті хромосомні
гени, які включені в нього. Перенесення хромосомних генів у F’Oфакторі в
схрещуванні F’×FO називають FOдукцією, або сексдукцією. Внаслідок перенесення
F’Oфакторів у клітини реципієнтів утворюються вторинні F’Oдонори. Вони є
частково диплоїдними за тими генами, які містяться в F’Oфакторі. Наприклад,
F’lac+Oфактор, що несе дикі алелі lacOгенів, переноситься в клітини Lac-Oмутантів,
у результаті чого утворюється частковий диплоїд lac+/lac. Це явище можна
використати для комплементаційного аналізу мутацій, що мають однаковий
фенотиповий вияв, або ж для визначення домінантності (рецесивності)
досліджуваних мутацій. Вторинні F’Oштами є нестабільними. Відбувається
рекомбінація між гомологічними послідовностями в F’Oфакторі та в хромосомі.
В такий спосіб статевий фактор з високою частотою інтегрується в той самий
сайт хромосоми, в якому він був у вихідного HfrOштаму.
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4.4. Використання кон’югації для картування генів в 4.4. Використання кон’югації для картування генів в 4.4. Використання кон’югації для картування генів в 4.4. Використання кон’югації для картування генів в 4.4. Використання кон’югації для картування генів в E. coliE. coliE. coliE. coliE. coli

На особливостях кон’югаційного процесу в E. coli ґрунтуються три способи
картування генів.

Оскільки час потрапляння певних хромосомних генів донора в мерозиготу
визначають за їхнім положенням у хромосомі, то гени можна картувати за цим
часом у дослідах із переривання кон’югації. Спочатку змішують клітини донора
та реципієнта, а потім через певні проміжки часу відбирають проби кон’югаційної
суміші. Їх інтенсивно струшують, щоб роз’єднати клітини, що кон’югують.
Потім клітини екскон’югантів висівають на різні селективні середовища для
відбору рекомбінантів, які успадкували певні селективні маркери донора.
Отримані результати дають змогу визначити час появи перших рекомбінантів,
які несуть кожний з маркерів та їхнє взаємне розміщення у хромосомі. Саме
цей спосіб використовують для побудови генетичної карти E. coli. Кільцева
генетична карта E. coli поділена на 100 хвилин (рис.1.1).

Другий спосіб – це локалізація генів за градієнтом їхнього успадкування
рекомбінантами (рис. 4.8). Третій – визначення частоти рекомбінації між хроO
мосомними генами. Оскільки частота рекомбінації між хромосомними послідовO
ностями є високою, то гени, що знаходяться на відділі, більшій, ніж 3 хв,
поводять себе, як незчеплені. Тому такий спосіб можна використати лише для
картування тісно зчеплених локусів. Водночас перші два підходи добре
використовувати для картування віддалених (принаймні більше, ніж на 2 хв)
локусів.

Розглянемо приклади генетичного картування в E. coli з використанням
кон’югаційного процесу.

Схрестили штами E. coli: Hfr thi strS (тіамінOзалежний, чутливий до
стрептоміцину) та FO arg thr leu strR (аргінінO, треонінO та лейцинOзалежний,
стійкий до стрептоміцину). Після спільного вирощування батьківських штамів
екскон’юганти посіяли на МС із стрептоміцином (для контрселекції проти
штаму Hfr (див. тему 4.1), біотином та лейцином. Отже, маркер arg+ є селективним,
і всі відібрані рекомбінанти його успадкували. Маркери leu+/leu та thr +/thr є
неселективними. Визначили, які алелі неселективних маркерів успадкували
рекомбінанти. Отримані результати дали можливість розділити рекомбінанти
на чотири класи (табл. 4.1):

Таблиця 4.1
Кількість рекомбінантів різних класів, які виникли в

схрещуванні E. coli: Hfr thi strSх FO arg thr leu strR

Ãåíîòèïè ðåêîìá³íàíò³â Ê³ëüê³ñòü 
arg+thr+leu+ 335 
arg+thr+leu 10 
arg+ thr leu+ 2 
arg+ thr leu 53 
Âñüîãî 400 

 
Слід визначити взаємне розміщення досліджених маркерів на генетичний

карті та віддаль між ними у відсотках рекомбінації.
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З наведених результатів випливає, що 335 з 400 рекомбінантів (83,8%)
успадкували від HfrOштаму обидва неселективних маркери – thr+ та leu+. Отже,
є виразна тенденція до спільного успадкування цих генів, що свідчить про їхню
зчепленість. Наступним кроком стало визначення віддалі між маркерами. Ця
віддаль тим більша, чим більшою є частка рекомбінантів, які успадкували алелі
досліджуваних генів від різних батьків. Усі рекомбінанти успадкували маркер
arg+ від штаму Hfr, однак серед них є 55 рекомбінантів, що успадкували алель
thr від штаму FO. Виявлено також 63 рекомбінанти з генотипом arg+ leu. Це
можливо лише тоді, коли в ділянці хромосоми, яка розділяє гени arg та thr, а
також arg+ та leu, відбувся кросинговер (трикутниками позначено алелі,
успадковані рекомбінантами):

Чим довша ця ділянка, тим більша ймовірність того, що алелі будуть
роз’єднані кросинговером. Таким чином, частка рекомбінантів arg+ thr та arg+

leu є мірою віддалі між генами, відповідно, arg та thr, arg та leu. Віддаль між arg
та thr становить 13,8%, між arg та leu – 15,8%. Так само визначають віддаль між
маркерами thr та leu, за часткою рекомбінантів thr +leu та thr leu+ (разом їх є
12). Отже, віддаль між thr та leu становить 3,0%. За цими даними та за правилом
адитивності відстаней на генетичній карті досліджені маркери можна розмістити
так:

 Таблиця 4.2
Частоти рекомбінантів у схрещуваннях E. coli

з використанням різних донорів Hfr

 

leu arg 

arg+ 
Hfr 

 
arg thr 

thr+ arg+ 
Hfr 

F- F- 

leu+ 

 3,0 leu thr arg 13,8 

15,8 

Проведено схрещування, в яких як донори взяли три різних штами: HfrC,
HfrH, HfrH(ë). Це штами дикого типу, чутливі до стрептоміцину. Штам HfrH(ë)
несе профаг ë. Як реципієнт у всіх схрещуваннях використано штам FO thr leu

Êëàñ ðåêîìá³íàíò³â ×àñòîòà ðåêîìá³íàíò³â ó ñõðåùóâàííÿõ: 
 HfrC×F- HfrH×F- HfrH(λ) ×F- 

thr+strR 8,1×10-2 1,6×10-1 8,4×10-2 
leu+strR 9,2×10-2 1,4×10-1 5,1×10-2 
gal+strR 6,0×10-4 6,2×10-2 1,4×10-7 
trp+strR 1,4×10-3 3,2×10-2 3,6×10-7 
his+strR 2,2×10-3 1,0×10-2 9,4×10-8 
arg+strR 1,2×10-2 1,5×10-3 1,2×10-8 
met+strR 4,4×10-2 9,3×10-4 5,3×10-8 
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gal trp his argG metB strR ëO (треонінO, лейцинO, триптофанO, гістидинO, аргінінO,
метіонінOзалежний), не здатний засвоювати галактозу, чутливий до стрептоміO
цину, не містить профага ë. Визначено частоти виникнення семи класів
рекомбінантів у кожному схрещуванні (табл. 4.2). Необхідно визначити порядок
перенесення маркерів під час схрещування і відповідно їхнє розміщення в
хромосомі щодо сайта oriT.

Як видно з поданих у таблиці даних, у схрещуванні HfrC×FO з найбільшою
частотою утворюються рекомбінанти, що успадкували маркер leu+ від штамуO
донора. Дещо меншою є частота thr+Oрекомбінантів, а найменшою – gal+O
рекомбінантів. Очевидно, маркер leu+ переноситься в цьому схрещуванні
першим та успадковується найбільшою кількістю рекомбінантів. Можна зробити
висновок, що він знаходиться найближче до сайта oriT. Маркер gal+ переноситься
останнім. Отже, він знаходиться найдалі від oriT. Це означає, що FOфактор
інтегрований у ділянці хромосоми штаму HfrC: між маркерами leu+ та gal+.
Далі частота спадає у такій послідовності: met+O, arg+O, his+O, trp+Oрекомбінанти.
Ми бачимо градієнт успадкування маркерів у схрещуванні, тому можемо
розмістити проаналізовані маркери до oriT так:

oriT— leu+— thr+— met+— arg+— his+— trp+— gal+

Різниця в частотах виникнення певних класів рекомбінантів може свідчити
про більшу чи меншу віддаль між відповідними маркерами. Наприклад, різниця
у частоті виникнення leu+O та thr+O рекомбінантів лише 1,1. Ймовірно ці маркери
знаходяться в хромосомі досить близько. Натомість віддаль між маркерами
met+ і arg+ (які переносяться відповідно другим та третім) є більшою. На це
вказує різниця між виникненням met+O та arg+Oрекомбінантів – 3,7. Подібний
аналіз можна провести й для інших пар маркерів.

Проаналізувавши результати схрещування HfrH×FO подібним чином ми
можемо зробити висновок, що послідовність перенесення маркерів є такою:

oriT— thr+ — leu+ — gal+ — trp+ —his+ —arg+— met+

У хромосомі штаму HfrH FOфактор розміщений між маркерами thr+ та
met+. Порівнявши порядок перенесення генів у схрещуваннях HfrC×FO та HfrH×
FO, ми можемо зробити висновок про те, що інтеграція FOфактора в хромосоми
цих донорів відбулась у протилежних орієнтаціях (рис. 4.10). Зазначимо також,
що результати обох схрещувань підтверджують наш висновок про порядок
розміщення маркерів. Наприклад, у наших послідовностях trp+ та his+ розміщені
поряд, але поOрізному переносяться у схрещуваннях. Донор HfrC спочатку
переносить his+, а потім trp+, а штам HfrH – навпаки.

Лише маркери leu+ та thr+ успадковуються в схрещуваннях HfrH(ë) ×FO та
HfrH×FO однаково. Зате рекомбінанти, що успадкували маркери gal+, trp+, his+,
arg+ та met+, утворюються з дуже низькою частотою – 10O7–10O8. Це, очевидно,
зумовлено явищем зиготної індукції. Коли профаг ë у складі хромосоми
потрапляє в мерозиготу, яка не містить такого ж профага, і відповідно репресора
СІ, відбувається його індукція та літичний розвиток. Це призводить до загибелі
абсолютної більшості потенційних рекомбінантів. Із звичайною частотою
виникають лише ті рекомбінанти, які успадкували маркери, що переносяться
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ще перед тим, як профаг л потрапляє в мерозиготу. Отримані дані дають змогу
зробити висновок, що профаг ë локалізований в ділянці хромосоми між
маркерами leu та gal (рис. 4.10)

Схрестили штами Hfr met strS (метіонінOзалежний, чутливий до стрептоO
міцину) та FO leu lac strR (лейцинOзалежний, не здатний засвоювати лактозу,

Рис. 4.10. Черговість перенесення
генетичних маркерів E. coli донорами

HfrH і HfrC. Cтрілками показано
напрям перенесення генів

стрептоміцинOрезистентний). Через певні
проміжки часу після змішування клітин
батьківських штамів відбирали зразки
кон’югаційної суміші. Суспензії клітин
інтенсивно струшували для того, щоб
розділити клітини, що кон’югують. Потім
їх сіяли на два середовища. Перше –
ЕМСOагар, який містить амінокислоти,
лактозу, стрептоміцин і барвники –
еозин жовтий та метиленовий синій.
Колонії, що зброджують лактозу, зумовO
люють зниження рН середовища та зміну
кольору барвника. В результаті Lac+OкліO
тини утворюють на ЕМС темноOчервоні
колонії, а Lac–– білі. Друге – МС з метіO
оніном та стрептоміцином – для відбору
leu+strROрекомбінантів. Отримані на цих
середовищах leu+strRO та lac+strRO
рекомбінанти висівали на МС з лейциO
ном, щоб визначити, які з них є Met+, a

які MetO. Результати наведено в таблиці 4.3.
Слід визначити черговість перенесення маркерів leu+, lac+ та met під час

схрещування та віддаль між ними у хвилинах.
Таблиця 4.3

Динаміка появи leu+strR metO та lac+strR met –рекомбінантів у схрещуванні E. coli
Hfr met strS× FO leu lac strR

Перші leu+Oрекомбінанти з’являються в зразку, який відібрали через шість
хвилин після початку схрещування. Отже, ген leu+ потрапляє в клітинуOреципієнт

×àñ â³ä ïî÷àòêó 
ñõðåùóâàííÿ 

leu+strR-ðåêîìá³íàíòè  lac+strR-ðåêîìá³íàíòè  

 Ê³ëüê³ñòü % met Ê³ëüê³ñòü % met 
0 0 - 0 - 
3 0 - 0 - 
6 7 0 0 - 
9 14 36 0 - 

12 23 48 3 100 
15 32 60 6 100 
18 41 70 14 100 
21 42 79 20 100 
24 42 81 26 100 
27 42 81 217 100 
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у перші хвилини схрещування – раніше, ніж на шостій хвилині. Кількість
leu+Oрекомбінантів у пробах зростає до 21 хвилини. Потім ця величина не
змінюється. Перші leu+Oрекомбінанти є Met+, тобто за чотириOп’ять хвилин від
початку схрещування маркер met ще не встиг потрапити в мерозиготу. Натомість
36% leu+Oрекомбінантів, які виділені на дев’ятій хвилині, вже успадкували цей
неселективний маркер. Частка leu+ metOрекомбінантів зростає також до
21 хвилини і далі не змінюється. З цього можна зробити висновок, що в
проаналізованому схрещуванні маркер leu+ переноситься першим, а met –
другим, і віддаль між ними становить приблизно три хвилини.

Перші lac+Oрекомбінанти виявлені в зразку, який відібрали на 12 хвилині.
Висновок: маркер lac+ переноситься третім. Усі відібрані lac+Oрекомбінанти є
також met. Це підтверджує припущення, що met переноситься раніше, ніж lac+,
і всі рекомбінанти вже встигли успадкувати його. Віддаль між генами leu та lac
становить приблизно шість хвилин, а між генами met та lac – три хвилини.

4.5. Кон’югація в актиноміцетів4.5. Кон’югація в актиноміцетів4.5. Кон’югація в актиноміцетів4.5. Кон’югація в актиноміцетів4.5. Кон’югація в актиноміцетів

Кон’югація виявлена в багатьох видів Streptomyces, Saccharopolyspora та
Amycolatopsis. Вона проходить тоді, коли два або декілька штамів актиноміцетів
ростуть разом на твердому поживному середовищі (стадія утворення
субстратного міцелію). Після початку морфологічної диференціації кон’югаO
ційний процес припиняється. Немає доказів, що кон’югація відбувається в
рідкій культурі. За механізмом, динамікою, а також за фенотиповим виявом
вона значно відрізняється від кон’югації в E. coli.

Як і в інших бактерій, кон’югація в актиноміцетів зумовлена плазмідами.
Перенесення плазмід супроводжується мобілізацією хромосомних генів. Після
спільного вирощування штамівOдонорів та реципієнтів серед спор культури
можна виявити генетичні рекомбінанти, які утворюють клони на відповідних
селективних середовищах. Частота рекомбінантів зазвичай становить 10O3–10O6.
Однак у багатьох випадках вона є дуже високою й сягає навіть 100% (табл. 4.4).

Більшість плазмід, виявлених в актиноміцетів, є статевими факторами.
Вони переносяться в безплазмідні штамиOреципієнти з дуже високою частотою
– до 100%. Після контакту гіфів донора та реципієнта відбувається первинний
акт перенесення плазміди. Потім здійснюється дальше розповсюдження плазміди
в сусідні компартменти міцелію. Цей процес виявляється за певними морфологічO
ними змінами культури – в місцях контактів міцелію донора та реципієнта
утворюється зона пригнічення росту й формування повітряного міцелію
реципієнтного штаму. У S. lavidans це явище супроводжується індукуванням
синтезу пігментованого антибіотика актинородину. Контур зони відповідає
контуру плазмідовмісного клону. Такі морфологічні утворення, видимі
неозброєним оком, називають „поками” (від англ. pock – віспина) (рис. 4.11).
Кон’югативні плазміди зазвичай не несуть генів, які можна легко селекціонувати,
наприклад, резистентності до антибіотиків. Незважаючи на це, плазмідовмісні
клони можна виявити за їхньою здатністю утворювати „поки”.
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Кон’югативними є плазміди актиO
номіцетів, які сильно різняться як за
розмірами, так і за будовою. Серед них
є кільцеві багатокопійні плазміди невеO
ликих розмірів: 8–13 т.п.н., кільцеві
малокопійні плазміди розміром близько
20–30 т.п.н. та велетенські лінійні плазO
міди, розміри яких сягають сотень т.п.н.

 На відміну від E. coli та багатьох
інших бактерій генетичний контроль
кон’югаційного перенесення ДНК в
актиноміцетів досить простий Він
здійснюється лише декількома генами,
головним з яких є tra. Його продукт –
мембранний білок, що містить сайт зв’яO
зування АТФ. Білки Tra, що кодуються
різними кон’югативними плазмідами
актиноміцетів, мало подібні між собою,
однак всі вони виявляють подібність до
родини білків SpoIIIE/FtsK, які здійснюO
ють транслокацію двониткової ДНК
через цитоплазматичну мембрану.

Рис. 4.11. „Поки” – зони пригнічення
росту й формування повітряного міцелію

безплазмідного реципієнтного штаму
S. lividans (посіяний на твердому

середовищі газоном ) навколо окремих
колоній SCP2+ – штаму

Однією з найліпше вивчених багатокопійних плазмід є pIJ101 S. lividans
(8830 п.н., рис. 4.12, A). Вона може стабільно існувати в клітинах багатьох видів
актиноміцетів. Її використали для конструювання векторних молекул. Плазміда
pIJ101 наявна в клітинах у кількості близько 300 копій на хромосому.

Крім гена tra, для кон’югаційного перенесення плазміди pIJ101 потрібен
локус clt. Його роль в описаному процесі залишається нез’ясованою. Він не
виконує ролі oriTOсайта, не бере участі в мобілізації хромосоми та не є мішенню
для білка Tra. Однак, якщо його клонувати в некон’югативну плазміду, то
спостерігається її мобілізація.

Надекспресія гена tra плазміди pIJ101 зумовлює загибель клітин, тому цей
ген позначають ще й як kil (від англ. kill – вбивати). Для такого ефекту достатньо
клонувати послідовність, яка кодує NOкінцеву половину білка. Вона містить
домен, що зв’язується з мембраною. Очевидно, надекспресія білка Tra порушує
інтегральну цілісність цитоплазматичної мембрани. Нерегульована (підвищена)
експресія traOгенів інших плазмід зумовлює пригнічення споруляції та тимчасове
затримання диференціації.

Експресія гена tra регулюється репресором TraR/KorA (від англ. kill overO
ride – подолання летального ефекту). Гени tra/kilA та traR/korA pIJ101знаходяться
поряд і транскрибуються дивергентно (рис. 4.13). Репресор зв’язується з
повтореннями нуклеотидних послідовностей у ділянці між korA та tra й пригнічує
транскрипцію обох генів.

Білок Tra плазміди pIJ101 виявляється на ранній фазі росту субстратного
міцелію. Найвища його концентрація спостерігається на 12 годину росту. Вона
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різко знижується між 18 та 21 годинами росту. Після 30 години цей білок у
культурі не виявляється, хоча транскрипція гена tra досягає максимуму на
24 годину. Це свідчить про наявність існування певного механізму посттрансO
крипційного контролю експресії tra у часі.

Експресія tra корелює з ефективністю кон’югаційного перенесення pIJ101.
Динаміку цього процесу характеризують такі дані. Плазміда не переноситься
протягом перших шести годин від початку схрещування. Після 12 годин частка
екскон’югантів, що несуть плазміду, становить 0,01%. Вона досягає максимуму
(10%) через 24 години.

Продукти ще трьохOп’яти генів потрібні для розповсюдження плазміди в
сусідні ділянки міцелію. Ці гени позначені як spd (від англ. spread – розповсюO
джуватися). Вони зазвичай згруповані (рис. 4.12, 4.13) та кодують гідрофобні
білки. Їхня інактивація запобігає утворенню „поків”. Є докази того, що й Tra
бере участь у розповсюдженні плазміди. Підвищена експресія одного з
spdOгенів pIJ101– kilB, також спричиняє загибель клітин. Транскрипція kilB
контролюється репресором KorB.

Спочатку утворюється білок KorB з молекулярною масою 10 kDa, потім він
розщеплюється до білка 6 kDa. У такій формі він взаємодіє з промоторами korB
та kilB. KorB взаємодіє з промотором kilB у 50 разів ефективніше, ніж з
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Рис. 4.12. Будова плазмід pIJ101 (А), рSAM2 (Б) та SCP2*(В)
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промотором власного гена korB (рис. 4.13). Сайт зв’язування білка KorB у
промоторі korB перекривається з сайтом sti початку синтезу одного з ланцюгів
плазміди. Передбачають, що цей білок бере участь у координації між реплікацією
плазміди та її внутрішньоміцеліальним розповсюдженням.

Летальність надекспресії kilB, супресується регулятором KorA. Оскільки
KorA не взаємодіє з промотором kilB, то механізм такого контролю невияснений.

Прикладом кільцевих кон’югативних інтегративних плазмід є pSAM2
S. ambofaciens (рис. 4.12, Б) та pMEA300 Amycolatopsis methanolica. Ці плазміди
здатні до сайтOспецифічної інтеграції в хромосому за участю інтеграз, які
кодуються плазмідами. Сайтами їхньої інтеграції служать гени тРНК. Оскільки
цим генам властива значна консервативність, то плазміди включаються в
хромосоми різних штамів актиноміцетів. Різні плазміди інтегруються в різні
гени тРНК. Перед тим, як кон’югативно переноситися, плазміди вирізаються з
хромосоми та перебувають в автономному стані.

У випадку плазміди pSAM2 контроль traOфункції складніший. Репресор
KorSA прямо не контролює експресію гена traSA, а діє на ген pra, що впливає
на оперон intOxisOrep. Через сімOвісім годин після початку схрещування pSAM2
вирізається з хромосоми. Тоді її можна виявити як автономну молекулу. Частота
її перенесення в цей час становить ~ 0,1%. Через 22 години вона досягає
максимуму – 75%. Після 48 годин кон’югаційне перенесення pSAM2 припиO
няється і вона інтегрується в хромосому як в штаміOдонорі, так і в штаміO
реципієнті.

Прикладом перших є SCP2 S. coelicolor A3(2) (рис. 4.12, В). У клітині є від
однієї до чотирьох копій цієї плазміди. Це перша плазміда актиноміцетів, яку
вдалося виділити та охарактеризувати фізично. Вона містить два мобільних
елементи – IS1648 та Tn1547. Виділена її похідна – SCP2*, якій властива підвищена
(приблизно у 1 000 разів) здатність до мобілізації хромосомних маркерів. Розміри
SCP2* становлять 31 317 п.н. Спостерігали також спонтанні перетворення SCP2*
у SCP2. Ці плазміди не відрізняються за рестрикційними картами й причини
підвищеної здатності SCP2* до мобілізації хромосоми залишаються нез’ясоO
ваними. У SCP2* виявлено 34 ORF, більшість з яких кодують білки з невідомими
функціями. Ці гени розподілені у трьох функціональних ділянках, які
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Рис. 4.13. Регулювання функцій генів, що контролюють кон’югаційне
перенесення плазміди pIJ101
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контролюють реплікацію, підтримання плазміди в клітинах та перенесення ДНК.
У traOділянці знаходиться ген traA та ще 10 генів, продукти яких, очевидно,
задіяні в перенесенні плазміди та її розповсюдженні в міцелії реципієнта. За
межами цієї ділянки знайдено ген traR, який, ймовірно, кодує негативний
регулятор функцій генів кон’югаційного перенесення плазміди.

Першим статевим фактором, який виявили в актиноміцетів, була плазміда
SCP1 S. coelicolor A3(2). Ця лінійна плазміда має розміри 356 023 п.н. На кінцях
молекули є інвертовані повторення нуклеотидних послідовностей розміром
75–122 п.н. (TIR) та ковалентно приєднані білки на 5’Oкінцях. В плазміді ідентифіO
ковано 353 ORF, по 75 з яких є в кожному з TIR. В ній розміщений кластер генів
біосинтезу антибіотика метиленоміцину та стійкості до нього. В SCP1 є низка
генів, гомологічних до traO та spdOгенів SCP2*. Гени tra та spd плазміди SCP1 є
частиною ділянки, що містить 16 генів, які за порядком та орієнтацією
відповідають гомологічній ділянці лінійної плазміди SAP1 (94 т.п.н.) з іншого
актиноміцета – S. avermitilis.

SCP1 здатна до рекомбінації з лінійною хромосомою S. coelicolor A3(2). У
результаті відбувається взаємний обмін кінцями хромосоми і плазміди. Оскільки
на кінцях лінійної хромосоми актиноміцетів немає життєво важливих генів
(див. 1.2), то, як вважають, такий обмін не впливає на життєздатність штамів.

Існують докази того, що під час кон’югації з клітин донора в клітини
реципієнта переноситься двониткова плазмідна ДНК. Вони ґрунтуються на
різній чутливості двониткової та однониткової ДНК до дії рестриктаз.
Однониткова ДНК, на відміну від двониткової, не є субстратом для рестриктаз
класу ІІ. У дослідах використана плазміда pTS142, що має 17 сайтів для рестриктази
SalI. Вона ефективно переноситься лише в клітини штаму S. lividans, в яких
немає рестриктази Sal I. Якщо ж використати реципієнт, в якому експресується
система рестрикціїOмодифікації Sal I, то частота pTS142+Oтранскон’югантів
знижується в 104 разів. У контрольному експерименті дослідили перенесення
похідної pTS142, що несе ділянку oriT плазміди RK2. Така плазміда кон’югаційно
переноситься в схрещуванні між E. coli S17/1 та S. lividans як однониткова
молекула. Частота утворення екскон’югантів, які отримали плазміду, була
однаковою незалежно від того чи штамOреципієнт містив Sal I, чи ні.

На те, що під час кон’югації переноситься двониткова ДНК, свідчить також
подібність білка Tra до білків SpoIII та FtsK, які переносять двониткову ДНК.

На основі існуючих даних Е. Громан та співавтори [Grohmann et al., 2003]
запропонували модель кон’югаційного перенесення плазмід актиноміцетів. В
актиноміцетів, на відміну від інших бактерій, немає контрольованої кон’югаO
тивною плазмідою системи, що визначає контакти клітин. Під час росту на
твердому субстраті міцелій актиноміцетів галузиться й це забезпечує тісні
контакти клітин. Вважають, що найбільш раннім етапом кон’югації є злиття
кінцівок гіфів. Однак це явище до цього часу не вдалося спостерігати під
мікроскопом. Очевидно, за таке злиття мав би відповідати білок Tra (за аналогією
з SpoIIIE, що зумовлює злиття мембран клітин B. subtilis).

В E. coli та інших бактерій кон’югаційне перенесення починається з
внесення релаксазою однониткового розриву в ділянці oriT. Потім в клітинуO
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реципієнт переноситься однониткова ДНК (див. 4.2.) Кон’югативні плазміди
актиноміцетів не кодують релаксаз, тому переноситься двониткова ДНК.
Припускають, що cубодиниці білка Tra формують у мембрані кільцеподібні
агрегати, через які переноситься двониткова плазмідна ДНК у гіфи штамуO
реципієнта. Доведено, що білок FtsK формує подібні структури з діаметром
20–40 нм, що мають внутрішній отвір ~10 нм. Цього достатньо для переміщення
двониткової кільцевої молекули ДНК. Так само, як FtsK та SpoIIIE, білок Tra
використовує для транслокації плазмідної ДНК через мембрани енергію гідролізу
АТФ. Незрозумілим є механізм взаємодії Tra з плазмідною ДНК.

Гідрофобні білки Spd разом із Tra утворюють пори, через які плазміда
проникає в інші частини міцелію. Оскільки клітини міцелію, які щойно отримали
плазміду, не містять репресора TraR, індукується транскрипція гена tra.
Тимчасова його надекспресія зумовлює пригнічення росту міцелію реципієнта
та затримання морфологічної диференціації, що й виявляється у появі „поків”
(рис. 4.11).

Залишається невивченим питання, як здійснюється мобілізація хромосоми
під час кон’югації в актиноміцетів. Якщо в E. coli перенесення автономних
кон’югативних плазмід та хромосомних генів (завдяки інтегрованій в хромосому
плазміді) забезпечується одним механізмом, то наявні дані свідчать, що в
актиноміцетів у цих процесах задіяні різні механізми.

4.6. Картування генів актиноміцетів за допомогою аналізу4.6. Картування генів актиноміцетів за допомогою аналізу4.6. Картування генів актиноміцетів за допомогою аналізу4.6. Картування генів актиноміцетів за допомогою аналізу4.6. Картування генів актиноміцетів за допомогою аналізу
гаплоїдних рекомбінантів, отриманих у кон’югаційнихгаплоїдних рекомбінантів, отриманих у кон’югаційнихгаплоїдних рекомбінантів, отриманих у кон’югаційнихгаплоїдних рекомбінантів, отриманих у кон’югаційнихгаплоїдних рекомбінантів, отриманих у кон’югаційних

схрещуванняхсхрещуванняхсхрещуванняхсхрещуванняхсхрещуваннях

Автономні кон’югативні плазміди актиноміцетів зумовлюють мобілізацію
випадкових хромосомних маркерів. Здатність плазмід до мобілізації хромосоми
(в англомовній літературі скорочено c.m.a., від chromosome mobilising ability)
оцінюють за частотою рекомбінантів, які успадкували генетичні маркери обох
батьків. На практиці цю частоту визначають поділивши титр рекомбінантів (їх
виділяють на селективних середовищах) на суму титрів клонів, які мають
генотипи батьківських штамів (їх виділяють на середовищах з факторами росту,
необхідними батьківським штамам).

Частота рекомбінантів нижча, якщо обидва партнери, що схрещуються,
містять однакові плазміди. Вона зростає, коли один з партнерів втрачає плазміду.
Наприклад, коли схрещують штами S. lividans, що несуть плазміду SLP2 (SLP2+),
то частота рекомбінантів становить ~10O6. Натомість у схрещуванні SLP2+×SLP2O

частота рекомбінантів у 100 разів вища. Однак різниці у частоті рекомбінантів
може й не бути (як у схрещуваннях SCP2*×SCP2* та SCP2*×SCP2O в S. coelicolor
A3(2), або вона вища, якщо обидва штами містять плазміду (SCP1+×SCP1+

порівняно з SCP1+× SCP1O) (табл. 4.4). Аналіз успадкування маркерів засвідчує,
що в таких схрещуваннях вони переносяться між партнерами в обидва боки.

Дуже високою (до 100%) є частота рекомбінантів тоді, коли один з
батьківських штамів S. coelicolor A3(2) несе плазміду SCP1, інтегровану в
хромосому в ділянці „9 годин” (табл. 4.4, рис. 4.15). Такі донори позначають як
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SCP1NF. Це дає змогу проводити тотальний аналіз екскон’югантів від
схрещування SCP1NF×SCP1O, висіваючи їхні спори на ПС і перевіряючи генотипи
випадкових клонів. Для схрещування характерний направлений у два боки
градієнт успадкування маркерів (рис. 4.15). З найбільшою частотою успадкоO
вуються маркери, розміщені поблизу інтегрованої SCP1. Вона падає зі зростанO
ням віддалі маркерів від цього сайта.

Таблиця 4.4
Частота рекомбінантів за хромосомними маркерами у схрещуваннях штамів

S. coelicolor A3(2), що контролюються кон’югативними плазмідами SCP1 та SCP2

Ïëàçì³äè, ùî íåñóòü áàòüê³âñüê³ øòàìè  ×àñòîòà ðåêîìá³íàíò³â 
1-é 2-é  
SCP1- SCP2- SCP1- SCP2- 10-8 
SCP1+ SCP1- 10-6 
SCP1+ SCP1+ 10-5 
SCP1NF SCP1- 100% 
SCP1NF SCP1NF 1% 
SÑP2+ SCP2- 10-6 
SÑP2+ SÑP2+ 10-7 
SCP2* SCP2- 10-3 
SCP2* SCP2* 10-3 
SCP2* SÑP2+ 10-5 

 

Рис. 4.15. Схематичне зображення хромосоми S. coelicolor A3(2), на якому показано
з якою частотою різні хромосомні маркери успадковуються в схрещуванні SCP1NF×SCP1O



152 Великий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмів

Частота рекомбінантів є нижчою (~1%), якщо обидва партнери є SCP1NF.
Таким схрещуванням властивий обмін випадковими маркерами батьківських
штамів.

Для картування генів у S. coelicolor A3(2) найчастіше використовують
схрещування SCP1NF×SCP1O або SCP2*×SCP2O. У першому випадку можна
картувати ген за допомогою тотального аналізу генотипів клонів, які виросли
після посіву спор екскон’югантів, у другому – слід проводити селекцію та
аналіз певних класів рекомбінантів. Для генетичного картування в інших
актиноміцетів зазвичай застостовують селективний аналіз, оскільки частота
рекомбінантів є низькою (< 10O3).

Розглянемо для прикладу картування заново виділеної мутації стійкості
до рифампіцину rif5 в Saccharopolyspora erythraea. Мутація rif5 зумовлює стійкість
штаму до 300 мкг/мл антибіотика, тоді як спори вихідного штаму Sacch. erythraea
ВТСС2, похідним якого є RifROмутант, гинуть вже тоді, коли у середовищі міститься
лише 1 мгк/мл рифампіцину. Це дає можливість легко відрізнити резистентні
клони (RifR) від чутливих (RifS) (див. тему 3.4.5).

Для генетичного картування мутації rif5 проведено схрещування між
штамами Sacch. erythraea 1346 ura1 leu1 rif5 (урацилO та лейцинзалежний, стійкий
до рифампіцину) та 2407 met1 trp3 phe1 rif5+ (метіонінO, триптофанO та фенілаланінO
залежний, чутливий до рифампіцину). Положення маркерів ura1, leu1, met1,
trp3 та phe1 у хромосомі Sacch. erythraea відоме (рис. 4.16).

Рис. 4.16. Локалізація мутації rif5 у схрещуванні Sacch. erythraea 1346 ura1 leu1 rifR5  2407
met1 trp3 phe1 rifR5+ . Селективні маркери (позначені трикутниками) leu1+ та phe1+. Зовнішнє
кільце – це хромосома штаму 2407 rifR5+, внутрішнє – хромосома штаму 1346 rifR5. Цифри

біля кожного з алелів – їхня частота (%) серед групи аналізованих рекомбінантів

×
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Переважно виділяють рекомбінанти за парою диких алелів, які успадковуO
ються від різних батьків. Інші маркери, у тому числі той, який картують (rif5),
є неселективними. Найліпше використовувати як неселективні ті маркери,
позиції яких є протилежними на кільцевій генетичній карті. У нашому випадку
такими є, наприклад, leu1+ та phe1+.

Виділено та проаналізовано 81 leu1+ та phe1+O рекомбінант. Далі встановлено,
які алелі неселективних маркерів (ura/ura+, met/met+, trp/trp+ rif5/rif5+)
успадкували рекомбінанти. Отримані результати наведено в таблицях 4.5, 4.6 та
на рисунку 4.16. Виділені рекомбінанти належать до 11 генотипових класів
(табл. 4.5). На рисунку 4.16 хромосоми позначені як кільця: зовнішнє – хромоO
сома штаму 2407, внутрішнє – хромосома штаму 1346. Селективні алелі leu1+

та phe1+ позначені трикутниками. Вони успадковані 100% рекомбінантів. Цифри
біля кожного з алелів свідчать, з якою частотою (в %) вони трапляються серед
рекомбінантів. Цифрами, що знаходяться між кільцями, позначено ділянки
генетичної карти, оточені маркерами.

З наведених результатів видно, що серед рекомбінантів спостерігався
градієнт успадкування неселективних маркерів. Так, маркери ura1+ і met1 штаму
2407 успадкували відповідно 63,0% і 42,0% рекомбінантів. Маркер trp3 цього
самого батьківського штаму, що знаходиться в протилежній ділянці генетичної
карти, – 72,8% рекомбінантів. 42% leu1+phe1+Oрекомбінантів резистентні до
рифампіцину, тобто успадкували маркер rif5 штаму 2407rifR8. Отже, частота
успадкування рекомбінантами маркера рифампіцинOстійкості rif5 близька до
частот успадкування в схрещуванні інших хромосомних маркерів батьківських
штамів.

Мутацію rif5 розміщують у хромосомі Sacch. erythraea за градієнтом
алельних співвідношень проаналізованих маркерів (рис. 4.16). Ймовірні дві

Таблиця 4.5
Результати селективного аналізу потомства, отриманого у схрещуванні

штамів Sacch. erythraea 1346 ura1 leu1 rif5 та 2407 met1 trp3 phe1 rif5+ A.
Селективні маркери: leu1+ та phe1+ (див. рис. 4.16)

Ãåíîòèïè ðåêîìá³íàíò³â Ê³ëьê³ñòь 
ðåêîìá³íàíò³â 

Êðîñèíгîâåð ó ä³ëяíц³ 
гåíåòè÷íî¿ êàðòè äëя äâîõ 

пîçèц³й rif5 
ura1 met1 trp3  rif5  1 2 
+ + + + 3 3,7 3,5,6,7 
+ + + rif 5 2,7 2,7 
ura + + + 6 1,2,3,7 1,5,6,7 
ura + + rif  4 1,7 1,7 
+ met  +  +  1 4,7 4,5,6,7 
+ +  trp  +  7 3,6 2,5 
+ + trp rif 8 2,5 2,6 
ura met  +  + 3 1,2,4,7 1,3,4,5,6,7 
ura  +  trp  rif  14 1,5 1,6 
+ met  trp  + 27 4,6 4,5 
ura met  trp  rif  3 1,3,4,5 1,3,4,6 

Âñьîгî: 81 
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позиції: між ura1 і met1 (позиція 1), або ж між phe1 і trp3 (позиція 2). Вибір між
цими позиціями роблять за двома критеріями. Треба визначити: 1) за якої
позиції маркера rif5 для утворення рекомбінантів необхідна мінімальна кількість
множинних кросинговерів, які є менш ймовірними; 2) чи є кореляція між
успадкуванням rif5 та інших неселективних маркерів від одного з батьків.

Якщо маркер rif5 розміщений у позиції 1, то прототрофні рекомбінанти
можуть виникати за рахунок подвійного кросинговеру, тоді як позиція 2 потребує
множинних кросинговерів для їхнього утворення. Для виникнення двох класів
рекомбінантів (ura1 met1 trp3 rif5 та ura1 rif5+) потрібні множинні кросинговери
при обох положеннях маркера rif5. Однак при його локалізації у позиції 2, для
виникнення трьох рекомбінантів ura1 met1 rif5+ необхідний кросинговер у
шести дугах, а якщо він у позиції 1 – то у чотирьох (табл. 4.5). Очевидно, що
для виникнення leu1+phe1+O рекомбінантів необхідна менша кількість
кросинговерів, якщо маркер rif5 локалізований у ділянці хромосоми, оточеній
локусами ura1 і met1, ніж коли він знаходиться між phe1 і trp3. Припускають,
що першій позиції маркера rif5 слід надати перевагу.

Щоб визначити, чи є кореляція між успадкуванням неселективних маркерів,
складають таблицю, в якій вказують кількість рекомбінантів, що їх несуть,
наприклад, скільки рекомбінантів rif5+ є одночасно met1 чи met1+ і т.д.
(табл. 4.6). З результатів, наведених у цій таблиці, видно, що 31 рекомбінант
успадкував маркери rif5+ та met1 від штаму 2407, а rif5 та met1+ від іншого
батьківського штаму – 1346. Разом з тим, рекомбінантів, які б успадкували
алелі цих маркерів від різних батьків, значно менше. Наприклад, rif5 від штаму
1346 та met1 від штаму 2407 успадкували лише три рекомбінанти. Такої значної
різниці не спостерігається у випадку маркерів rif5 та trp3. Отже, є тенденція до
спільного успадкування алелів генів rif5 та met від одного з батьків, що може
свідчити про їхню зчепленість.

Таблиця 4.6
Сегрегація неселективних алелів rif5, phe1, met1, trp3 та ura1 у схрещуванні штамів

Sacch. erythraea 1346 ura1 leu1 rif5 та 2407 met1 trp3 phe1 rif5+

Селективні маркери: leu1+ та phe1+, n=81

met1 met1+ trp3 trp3+ ura1+ ura1 rif5+ 31 (a) 18 (b) 36 (a) 13 (b) 38 (a) 11 (b) 
rif5 3 (c) 29 (d) 23 (c) 9 (d) 13 (c) 19 (d) 
 rA= 0,53 

χ2= 22,7 
P<0,001 

 rA= 0,02 
χ2= 0,03 
P<0,01 

 rA= 0,37 
χ2= 11,1 
P<0,001 

 
Кількісне оцінення зв’язку між успадкуванням алелів проводять, вираховуO

ючи коефіцієнт асоціації rA. Як і коефіцієнт кореляції, rA варіює від O1 до +1.
Його вираховують за такою формулою:

де a, b, c і d – чисельність груп рекомбінантів, які є в клітинках таблиці 2   2
(табл. 4.6).

( )( )( )( )[ ]dbcadcba
bcadr

++++

−
=A , 

×
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При ad>bc коефіцієнт r
A
 має позитивний, а при ad<bc – негативний

знак, тоді як при ad=bc r
A
=0. Між значеннями r

A
 та õ2 є такий зв’язок:

rA
2 = n

2χ ,

де n= a+b+c+d.
Тому можна знаходити значення r

A
 за величиною ÷2:

rA =

n
2χ

.

Нульовою гіпотезою є припущення, що r
A
=0. Вона відхиляється, якщо ÷2

фактичний =nr2
A
     ÷2

st
, для прийнятого рівня значущості (á) та кількості ступенів

вільності k=(2O1)(2O1)=1. Критичні значення критерію ÷2
st
 наведені в посібниках

з біометрії.
Дані з таблиці 4.6 свідчать, що для всіх трьох випадків (визначення кореляції

між успадкуванням маркерів rif5 та met1, rif5 та trp3, rif5 та ura1) нульова
гіпотеза відхиляється при високому рівні значущості (Р<0,001 та P<0,01). Ці
дані також свідчать про достатньо високий рівень кореляції між успадкуванням
маркерів rif5 і met1 (r

A
=0,53), rif5 і ura1 (r

A
=0,37) від одного з батьківських

штамів. Натомість рівень кореляції між таким успадкуванням маркерів rif5 і
trp3 значно нижчий (r

A
=0,02).

Отже, за обома критеріями локалізація rif5 між маркерами ura1 і met1 є
більш ймовірною.

Підтвердити отримані результати можна, аналізуючи рекомбінанти, що
були відібрані за іншими парами селективних маркерів, зокрема, leu1+ і met1+.

4.7. Практична частина4.7. Практична частина4.7. Практична частина4.7. Практична частина4.7. Практична частина

4.7.1. Кон’югація в Escherichia coli K12. Генетичне картування4.7.1. Кон’югація в Escherichia coli K12. Генетичне картування4.7.1. Кон’югація в Escherichia coli K12. Генетичне картування4.7.1. Кон’югація в Escherichia coli K12. Генетичне картування4.7.1. Кон’югація в Escherichia coli K12. Генетичне картування
за градієнтом перенесення генів у схрещуванні Hfr  F за градієнтом перенесення генів у схрещуванні Hfr  F за градієнтом перенесення генів у схрещуванні Hfr  F за градієнтом перенесення генів у схрещуванні Hfr  F за градієнтом перенесення генів у схрещуванні Hfr  F –––––

Як батьківські в кон’югаційних схрещуваннях використовують штами,
що несуть дві або декілька мутацій. Ці мутації (мутантні гени), які називають
також генетичними маркерами, дають змогу відрізнити батьківські штами один
від одного, а також батьківські штами від рекомбінантів, що виникли у
схрещуваннях. Генотипи батьківських штамів мають бути комплементарними.
Зазвичай штамиOдонори Hfr несуть дикі, а штамиOреципієнти – мутантні алелі
відповідних генів, наприклад, Hfr O pro+srtS (синтезує пролін, чутливий до
стрептоміцину), а FO– pro strR (пролінзалежний, стійкий до стрептоміцину).
Батьківські штами вирощують разом на повноцінному поживному середовищі.
Потім екскон’юганти (клони, що утворилися в результаті схрещування)
висівають на селективні середовища для відбору рекомбінантів. Селективним
середовищем для виявлення рекомбінантів, які успадкували ген синтезу проліну

×

≥
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pro+ від штаму Hfr, є мінімальне середовище без проліну. Дикий (немутантний)
алель гена pro+, що визначає здатність синтезувати пролін, є в цьому випадку
селективним маркером. Інші гени донора, за якими не проводиться селекція, є
неселективними маркерами. Однак на вказаному середовищі буде рости й
батьківський штам Hfr pro+. Щоб перешкодити цьому, в середовище додають
стрептоміцин, до якого він чутливий (на відміну від реципієнта FO, який несе
мутацію стрептоміцинOстійкості). Такий відбір, скерований проти штамуOдонора,
називають контрселекцією. Визначають частку рекомбінантів, які успадкували
певні генетичні маркери донора, що дає можливість дослідити процес їхнього
перенесення в клітини реципієнтів.

Одним з підходів, який найчастіше використовують для аналізу результатів
схрещувань Hfr×FO, є визначення градієнта успадкування рекомбінантами
генетичних маркерів донора. Екскон’юганти сіють на селективні середовища
після закінчення схрещування (через 100 хв від моменту змішування клітин
донора та реципієнта). Частку рекомбінантів, які успадкували певні маркери
донора, визначають щодо титру клітин HfrOштаму в кон’югаційній суміші.
Схрещування Hfr×FO ставлять так, щоб на 10 клітин реципієнта FO припадала
одна клітина донора Hfr. Тому кількість пар клітин, які можуть кон’югувати,
визначається вмістом HfrOклітин у кон’югаційній суміші.

Схрещування проводять при температурі 37° С. Культури штамів донора
та реципієнта вирощують у повноцінному середовищі. Вони мають знаходитися
в експоненціальній фазі росту. Титр суспензій – (2O3)×108 клітин/мл. Під час
схрещування колби з кон’югаційною сумішшю поміщають на качалку й аерують,
обережно покачуючи. Качалку можна не використовувати, якщо відношення
поверхні рідини до її об’єму є високим, наприклад, в колбі Ерленмейєра на
100 мл є 5 мл рідини.

У роботі використовують штами E.coli KO12 HfrH thy (Δgly phe) strS (тіаO
мінO, гліцинO та фенілаланінзалежний, чутливий до стрептоміцину) та J62 FO pro
trp his lac strR (пролінO, триптофанO, гістидинзалежний, не здатний зброджувати
лактозу, стрептоміцинOстійкий). Визначають частоту рекомбінантів, які
успадкували маркери pro+, trp+ та his+ донора. Для цього штами спочатку
схрещують у повноцінному середовищі LB, а потім екскон’юганти висівають
на три селективних середовища для відбору Pro+O, Trp+O та His+Oрекомбінантів.
Наприклад, селективним для відбору Pro+Oрекомбінантів є мінімальне середовище
з стрептоміцином, тіаміном, триптофаном та гістидином (без проліну). Потім
визначають частку рекомбінантів, які успадкували неселективні маркери донора.
Наприклад, визначають, скільки Pro+Oрекомбінантів мають фенотип Trp+ або
TrpO, а також His+ або HisO. Отримані дані дають змогу визначити положення
маркерів pro+, trp+ та his+ щодо сайта oriT у хромосомі донора. В контрольних
експериментах визначають, чи батьківські штами утворюють клони на
селективних середовищах. Наприклад, утворення пролінOзалежним штамом
FO клонів на селективному середовищі без проліну, означатиме, що він здатний
утворювати з певною частотою Pro+Oревертанти. Цю частоту слід визначити й
порівняти з частотою утворення Pro+Oрекомбінантів. Поява таких ревертантів
зумовлює т.зв. фоновий ріст, який перешкоджає виявленню рекомбінантів.
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Крім того, блокування функцій, спричинене мутаціями, може бути неповним.
Тоді спостерігається слабкий ріст ауксотрофних мутантів навіть тоді, коли
чинника росту немає у середовищі. Крім того, може відбуватися перехресне
живлення клітин – одні клітини виділяють у середовище поживні речовини,
які використовують інші. Бажано використовувати такі штами, яким властива
низька (<10O7) частота утворення прототрофних ревертантів. Зазвичай
проведенню схрещувань передує перевірка наявності генетичних маркерів у
батьківських та визначення частоти відповідних ревертантів.

Заняття 1. Приготування поживних середовищ та посудуЗаняття 1. Приготування поживних середовищ та посудуЗаняття 1. Приготування поживних середовищ та посудуЗаняття 1. Приготування поживних середовищ та посудуЗаняття 1. Приготування поживних середовищ та посуду

1. Приготуйте синтетичне середовище Гловера, г/л:
 NH

4
Cl – 5,

 NH
4
NO

3
 – 1,

 Na
2
SO

4
 – 2,

 K
2
HPO

4
 –3,

 KH
2
PO

4
 – 1,

 глюкоза – 10,
 агар O 15.

Середовище стерилізуйте в автоклаві 30 хв при 0,6 атм (рН середовища
після стерилізації – 7,0). Перед використанням до стерильного середовища доO
дайте 5 мл стерильного 1М розчину MgSO

4
×7H

2
O та потрібні чинники росту.

LOамінокислоти вносять у середовище в кінцевій концентрації 50 мкг/мл,
DLO амінокислоти – 100 мкг/мл, тіамін – 2 мкг/мл; стрептоміцинOсульфат – 20 мкг/мл.

Готують розчин стрептоміцинOсульфату в стерильній дистильованій воді концентрацією
20 мг/мл. Цей розчин стерилізують фільтруванням через бактерійний фільтр та зберігають
при температурі –20° С. Розплавлене середовище охолоджують до температури ~50° С і
додають розчин стрептоміцину (0,1мл на 100 мл середовища).

2. Для приготування суспензій клітин E. coli приготуйте та простерилізуйте
в автоклаві 30 хв при 0,6 атм розчин NaCl (5 г/л).

3. Приготуйте рідке повноцінне середовище LB, г/л:
 триптон (Bacto) – 10,
 дріжджовий екстракт (Bacto) – 5,
 NaCl – 5,
 глюкоза – 1,
 рН до стерилізації – 7,2.

4. Приготуйте тверде повноцінне середовище L. Для цього до середовища
LB додайте агар (15 г/л).

5. Середовища LB та L стерилізуйте в автоклаві 30 хв при 0,6 атм.

Заняття 2. Клонування штамів E. coliЗаняття 2. Клонування штамів E. coliЗаняття 2. Клонування штамів E. coliЗаняття 2. Клонування штамів E. coliЗаняття 2. Клонування штамів E. coli

1. Отримайте у викладача косяки зі штамами E. coli, які будуть використані
в схрещуваннях як батьківські.
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2. Розплавте та розлийте в чашки повноцінне середовище L.
3. Розлийте в пробірки розчин NaCl для приготування суспензій E. coli.
4. Приготуйте суспензії батьківських штамів E. coli.
5. Нанесіть по дві краплі (0,1 мл) суспензій клітин кожного з штамів на

окремі чашки Петрі та ретельно розітріть їх по поверхні середовища за
допомогою стерильного шпателя.

6. Не пропалюючи шпатель у вогні пальника, розітріть рештки суспензії
послідовно ще на трьох чашках.

7. Чашки інкубуйте протягом доби у термостаті при температурі 37° С.

Заняття 3. Посів клонів E. coli на селективні середовищаЗаняття 3. Посів клонів E. coli на селективні середовищаЗаняття 3. Посів клонів E. coli на селективні середовищаЗаняття 3. Посів клонів E. coli на селективні середовищаЗаняття 3. Посів клонів E. coli на селективні середовища

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Відберіть по 20 колоній штамів HfrН та J62FO і посійте на різні варіанти

середовища Гловера:

Штам HfrH:
1) без додавання чинників росту;
2) з тіаміном;
3) з тіаміном та стрептоміцином.
Штам J62 FO:
1) з проліном та триптофаном;
2) з проліном і гістидином;
3) з триптофаном та гістидином;
4) з проліном, триптофаном і гістидином;
5) з проліном, триптофаном, гістидином та стрептоміцином.

3. Чашки інкубуйте протягом доби у термостаті при температурі 37° С.

Заняття 4. Перевірка генетичних маркерів штамів E. coliЗаняття 4. Перевірка генетичних маркерів штамів E. coliЗаняття 4. Перевірка генетичних маркерів штамів E. coliЗаняття 4. Перевірка генетичних маркерів штамів E. coliЗаняття 4. Перевірка генетичних маркерів штамів E. coli

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. За характером росту штамів на різних варіантах середовища Гловера

визначте, чи зберегли штами HfrН та J62FO генетичні маркери ауксотрофності
та стійкості до стрептоміцину.

3. Відберіть та посійте на косяки з середовищем L по три клони кожного
штаму.

Заняття 5. Підготування культур батьківських штамів до схрещуванняЗаняття 5. Підготування культур батьківських штамів до схрещуванняЗаняття 5. Підготування культур батьківських штамів до схрещуванняЗаняття 5. Підготування культур батьківських штамів до схрещуванняЗаняття 5. Підготування культур батьківських штамів до схрещування

1. По одному з відібраних клонів HfrН та J62FOO штамів посійте у великі
пробірки з 2 мл середовища LB.

2. Помістіть засіяні пробірки на 18 год у термостат при температурі 37° С.
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Заняття 6. Схрещування штамів Hfr та FЗаняття 6. Схрещування штамів Hfr та FЗаняття 6. Схрещування штамів Hfr та FЗаняття 6. Схрещування штамів Hfr та FЗаняття 6. Схрещування штамів Hfr та FOOOOO

1. Культури батьківських штамів розбавте свіжим середовищем LB,
підігрітим до температури 37°С: J62FO– у 5, HfrН – у 10 разів.

2. Пробірки з культурами помістіть на качалку та інкубуйте при температурі
37°С протягом 90 хв до титру, наближеного до 2×108.

3. Культуру штаму J62FO перенесіть у стерильну центрифужну пробірку та
центрифугуйте при 6 000 об/хв протягом 10 хв.

4. Осад клітин ресуспендуйте в 2 мл підігрітого середовища LB.
5. Внесіть 2 мл суспензії клітин J62FO та 1 мл суспензії клітин HfrН в колбу

Ерленмейєра на 50 мл.
6. Помістіть колбу у термостатовану водяну баню з качалкою при

температурі 37°С на 100 хв.
7. Приготуйте десятикратні розведення кон’югаційної суміші у розчині

NaCl.
8. Суспензії клітин з розведень 10O2, 10O3 та 10O4 посійте на селективні

середовища Гловера для виділення рекомбінантів (по три чашки на кожне
розведення):

1) з стрептоміцином, тіаміном, триптофаном та проліном;
2) з стрептоміцином, тіаміном, проліном і гістидином;
3) з стрептоміцином, тіаміном, триптофаном та гістидином.

9. Приготуйте десятикратні розведення суспезій батьківських штамів HfrН
та J62FO у розчині NaCl.

10. Посійте по 0,1 мл суспензій клітин обох штамів з розведень 10O5 та 10O6 на
чашки з середовищем L (по три чашки на кожне розведення).

11. Залишки суспензій батьківських штамів HfrН та J62FO у середовищі LB
центрифугуйте в стерильних центрифужних пробірках при 6 000 об/хв протягом
10 хв. Осад клітин ресуспендуйте у стерильному фосфатному буфері, об’єм
якого дорівнює об’єму вихідної суспензії.

12. Нерозведені суспензії батьківських штамів HfrН та J62FO посійте на
селективні середовища, перераховані в п.8. (по три чашки на кожний штам).

13. Чашки, засіяні на занятті, інкубуйте в термостаті протягом доби при
температурі 37° С.

Заняття 7Заняття 7Заняття 7Заняття 7Заняття 7

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Визначте, чи здатні батьківські штами рости на селективних середовищах

для виділення рекомбінантів.
3. Підрахуйте кількість колоній батьківських штамів на чашках з середоO

вищем L. Визначте титр клітин батьківських штамів HfrН та J62FO у суспензіях,
використаних у схрещуванні. Отримані результати внесіть в таблицю 4.7.
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Таблиця 4.7
Титр клітин батьківських штамів HfrН та J62FO у суспензіях, використаних у схрещуванні

4. Підрахуйте кількість колоній рекомбінантів на селективних середовищах.
Визначте титр клітин кожного класу рекомбінантів. Частоту рекомбінантів
подайте у відсотках до кількості клітин HfrН, що взяли участь у схрещуванні.
Результати внесіть у таблицю 4.8.

Таблиця 4.8
Частота рекомбінантів, які виникли в схрещуванні E.coli K12 HfrH thy

(Δgly phe) strS × J62 FO pro trp his lac strR

5. Зробіть висновок про ймовірність успадкування в схрещуванні
генетичних маркерів донора.

6. Посійте по сто рекомбінантів кожного класу на чашки з таким самим
селективним середовищем, використавши шаблон (див. рис. 3.16).

7. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 37° С протягом 24 годин.

Заняття 8Заняття 8Заняття 8Заняття 8Заняття 8

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Визначте, чи всі відібрані клони підтвердили свій рекомбінантний фенотип.
3. Для того, щоб визначити, які з неселективних маркерів донора успадO

кували рекомбінанти, висійте їх методом відбитків на такі варіанти середовища
Гловера:

His+Oрекомбінанти:
1) з проліном;
2) з триптофаном;
3) з проліном і триптофаном.

Trp+Oрекомбінанти:
1) з проліном;
2) з гістидином;
3) з проліном та гістидином.

Pro+Oрекомбінанти:
1) з гістидином;
2) з триптофаном;
3) з гістидином і триптофаном.

Øòàì Ðîçâåäåííÿ Ê³ëüê³ñòü êîëîí³é íà ÷àøêàõ Òèòð êë³òèí â 1 ìë 
HfrÍ    
J62F−    

 

Cåëåêòèâíå 
ñåðåäîâèùå 

Êëàñ 
ðåêîìá³íàíò³â 

Ðîçâåäåííÿ Ê³ëüê³ñòü êîëîí³é 
íà ÷àøêàõ 

Òèòð êë³òèí â  
1 ìë 

×àñòîòà 
ðåêîìá³íàíò³â 

1 His+     
2 Trp+     
3 Pro+     
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4. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 37°С протягом 24 годин.

Заняття 9Заняття 9Заняття 9Заняття 9Заняття 9

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Визначте відсоток рекомбінантів, які успадкували певні неселективні

маркери донора (наприклад, підрахуйте яка частка рекомбінантів Pro+ є
одночасно His+ та Trp+).

3. Результати внесіть у таблицю 4.9.
 Таблиця 4.9

Успадкування неселективних маркерів у схрещуванні E.coli K12 HfrH thy
(Δgly phe) strS × J62 FO pro trp his lac strR

4. На основі отриманих результатів табл. 2 та 3 зробіть висновок про
розміщення маркерів pro, trp та his у хромосомі E.coli K12.

4.7.2. Виділення та аналіз генетичних рекомбінантів у4.7.2. Виділення та аналіз генетичних рекомбінантів у4.7.2. Виділення та аналіз генетичних рекомбінантів у4.7.2. Виділення та аналіз генетичних рекомбінантів у4.7.2. Виділення та аналіз генетичних рекомбінантів у
схрещуваннях штамів Streptomyces coelicolor A3(2)схрещуваннях штамів Streptomyces coelicolor A3(2)схрещуваннях штамів Streptomyces coelicolor A3(2)схрещуваннях штамів Streptomyces coelicolor A3(2)схрещуваннях штамів Streptomyces coelicolor A3(2)

Мета цієї роботи – навчитися проводити кон’югаційні схрещування
штамів актиноміцетів та аналізувати їхні результати. Схрещують поліауксотрофні
похідні штаму S. coelicolor A3(2):

1. M107 argA1 proA1 cysD18 SCP1O SCP2* (аргінінO, пролінO та цистеїнO
залежний, не містить плазміди SCP1, несе плазміду SCP2*);

2. M108 argA1 proA1 cysD18 SCP1+ SCP2* (несе плазміди SCP1 та SCP2*);
3. M138 argA1 proA1 cysD18 SCP1+ SCP2O (містить плазміду SCP1 та не

містить плазміди SCP2);
4. M130 hisA1 uraA1 strA1 SCP1O SCP2O (гістидинO та урацилO залежний,

стійкий до стрептоміцину,не містить плазмід SCP1 та SCP2).
Батьківські штами різняться за наявністю статевих факторів – плазмід

SCP1 та SCP2*. Штами, які їх несуть (позначають як SCP1+та SCP2*), є донорами
генів, а ті, що не містять їх (позначають як SCP1O та SCP2O), – реципієнтами.
Студенти ставлять такі варіанти схрещувань, в яких донори несуть різні статеві
фактори, а реципієнтом є штам М130:

1)М138 SCP1+SCP2O×M130 SCP1OSCP2O;
2)M107 SCP1O SCP2*×M130 SCP1OSCP2O;
3)М108 SCP1+ SCP2*×M130 SCP1OSCP2O.

Êëàñ ðåêîìá³íàíò³â Íåñåëåêòèâí³ ìàðêåðè Â³äñîòîê ðåêîìá³íàíò³â, ÿê³ óñïàäêóâàëè öåé 
ìàðêåð 

His+ Trp+  
 Pro+  

Trp+ His+  
 Pro+  

Pro+ His+  
 Trp+  
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Генетичні рекомбінанти, що виникли в схрещуванні, відбирають на
селективних середовищах. Селекцію проводять за такими парами маркерів: arg+his+,
arg+ura+, pro+his+, pro+ura+, cys+his+ та cys+ura+. Рекомбінанти успадковують маркери
arg+, pro+ та cys+ від штаму М130, а маркери his+ та ura+ – від штамів М138, M107
та М108. Наприклад, для того, щоб відібрати рекомбінанти arg+his+, до мінімального
середовища додають цистеїн, пролін та урацил, але не додають аргініну та гістидину.
Тому на такому середовищі будуть рости рекомбінанти, що успадкували маркери
arg+ від штамуOреципієнта М130 та his+ – від донора. У цьому випадку за генами
cys, pro та ura селекцію не буде проведено (це неселективні маркери). Отримані
рекомбінанти можуть бути cys або cys+, pro або pro+, ura або ura+. Необхідно
визначити, які алелі неселективних маркерів – дикі, чи мутантні – успадкували
рекомбінанти. Аналогічно аналізують й інші класи рекомбінантів. Визначають
частоти виникнення рекомбінантів. Порівнюють частоти рекомбінантів та їхні
генотипи, залежно від того, який штамOдонор був використаний у схрещуванні.
Кожний студент проводить одне зі схрещувань. Порівнюють результати, отримані
різними студентами, та роблять висновок про особливості кон’югаційних схрещувань
у S. coelicolor A3(2), що контролюються статевими факторами – плазмідами SCP1
та SCP2. Перед проведенням схрещувань слід перевірити генетичні маркери
батьківських штамів. Наявність у клітинах донорів статевих чинників визначають
за здатністю таких штамів утворювати „поки” (див. 4.5) після їхнього посіву на
газон безплазмідних реципієнтів.

Хід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботи

Заняття 1. Приготування та стерилізація поживних середовищЗаняття 1. Приготування та стерилізація поживних середовищЗаняття 1. Приготування та стерилізація поживних середовищЗаняття 1. Приготування та стерилізація поживних середовищЗаняття 1. Приготування та стерилізація поживних середовищ

1. Приготуйте повноцінне поживне середовище ПКАO2 (г/л):
кукурудзяний екстракт – 5,
пептон – 5,
NaCl – 5,
глюкоза – 10,
СaCO

3
 – 0,5

агар – 15.
2. Середовище ПКАO2 стерилізуйте в автоклаві при 0,5 атм 30 хв, рН після

стерилізації – 7,2.
3. Приготуйте синтетичне (мінімальне, МС) середовище (г/л):

K
2
HPO

4
 – 0,5,

MgSO
4
×7H

2
O – 0,2,

FeSO
4
×7H

2
O – 0,01,

L – аспарагін – 0,5,
глюкоза – 10 (додається після стерилізації),
агар – 15.

Розчиніть інгредієнти (за винятком агару та глюкози) у дистильованій
воді, доведіть рН до 7,0–7,2 розчином КОН, розлийте по 200 мл у колби
Ерленмейєра, в які попередньо внесено по 2 г агару.
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4. Середовище простерилізуйте при 0,5 атм протягом 30 хвилин.
5. Приготуйте 50% розчин глюкози. Стерилізуйте його окремо в такому

самому режимі.
6. Приготуйте вихідні розчини (або суспензії, якщо сполуки погано

розчинні) чинників росту у дистильованій воді (мг/мл):
LOгістидин – 10,
інші LO амінокислоти – 7,5,
азотисті основи – 1,5.

7. Простерилізуйте ці розчини в автоклаві при 0,5 атм протягом 30 хв.
Зберігайте їх у холодильнику при температурі 4°С.

8. Розплавте МС перед вживанням. До 200 мл МС додайте 4 мл стерильного
50% розчину глюкози та по 1,5 мл відповідних чинників росту.

9. Приготуйте розчин NaCl (5 г/л) та простерилізуйте його при 0,5 атм
протягом 30 хвилин.

Заняття 2. Клонування батьківських штамівЗаняття 2. Клонування батьківських штамівЗаняття 2. Клонування батьківських штамівЗаняття 2. Клонування батьківських штамівЗаняття 2. Клонування батьківських штамів

1. Отримайте від викладача по косяку кожного з батьківських штамів.
2. Приготуйте спорові суспензії цих штамів у розчині NaCl. Спорові

суспензії мають титр ~ 1O2×108 спор/мл.
3. Приготуйте десятикратні розведення суспензій спор кожного з штамів.
4. Посійте по 0,1 мл суспензій, розведених у 105 та 106 разів, на повноцінне

середовище в чашках Петрі (по три чашки на кожне розведення).
5. Посійте по 0,1 мл суспензії спор штаму М130 без розведення на двіOтри

чашки з повноцінним середовищем. Ретельно розітріть спори по поверхні
середовища для отримання рівномірного газону культури.

Бажано використовувати чашки Петрі та косяки з підсушеним поживним середовищем
(без конденсату). Для цього середовище у чашки або пробірки розливають заздалегідь та
сушать його декілька днів у термостаті при температурі 28° С.

6. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 28° С протягом п’яти –
семи діб.

Зазвичай використовують культури, які добре спорулюють. Титр спорових суспензій,
отриманих з цих культур, має становити  ~108 спор/мл.

Заняття 3. Посів клонів батьківських штамів на матричні чашкиЗаняття 3. Посів клонів батьківських штамів на матричні чашкиЗаняття 3. Посів клонів батьківських штамів на матричні чашкиЗаняття 3. Посів клонів батьківських штамів на матричні чашкиЗаняття 3. Посів клонів батьківських штамів на матричні чашки

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті. Переконайтеся,
що використана Вами культура не заражена сторонніми мікроорганізмами.

2. Чашки з газоном штаму М130 зберігайте в холодильнику.
3. Розплавте повноцінне середовище та розлийте його в чашки Петрі по 20 мл.
4. Посійте на середовище по 20 клонів кожного з батьківських штамів.

Використайте для посіву шаблон (рис. 3.16, Б).
5. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 28°С протягом п’яти –

семи діб до появи спор.
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Заняття 4. Посів клонів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів на селективні середовища

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Приготуйте по 50 мл селективних середовищ для визначення генетичних

маркерів батьківських штамів. Для цього розплавте МС, додайте до нього розчин
глюкози та чинники росту (див. пункт 8, заняття 1). Для визначення генетичних
маркерів штамів М107, М108 та М138 приготуйте такі варіанти середовищ:

а) МС з аргініном, проліном та цистеїном (контрольне);
б) МС з аргініном та проліном;
в) МС з проліном та цистеїном;
г) МС з аргініном та цистеїном.

На середовищі а мають рости всі клони. На середовищах б, в та г не мають
рости клони з фенотипами CysO, ArgO та ProO, відповідно. Для визначення
генетичних маркерів штамів М130, приготуйте такі варіанти середовищ:

а) МС з гістидином та урацилом (контрольне);
б) МС з гістидином, урацилом і стрептоміцином;
в) МС з гістидином;
г) МС з урацилом.

На середовищі а мають рости всі клони. На середовищі б мають рости
клони, стійкі до стрептоміцину, а на в та г не мають рости клони з фенотипами
UraO та HisO відповідно.

Про приготування розчину стрептоміцину див. заняття 1 теми 4.7.1.

3. Розлийте кожне середовище у дві чашки Петрі.
4. Посійте клони батьківських штамів з матричних чашок на чашки з

селективними середовищами за допомогою методу відбитків (див. тему 3.4).
Посіви двократно повторіть.

Для посіву штамів актиноміцетів методом відбитків зазвичай  використовують стерильні
клаптики фільтрувального паперу.

5. Для перевірки здатності клонів штамів М107, М108 та М138 утворювати
„поки” використайте посів методом відбитків. Спочатку на чашки з повноцінним
середовищем посійте газон штаму М130. Потім на ці ж чашки посійте з матричних
чашок клони штамів М107, М108 та М138. Як контроль посійте клони штаму
М130 на його ж газон.

6. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 28°С протягом двохO
трьох діб. Чашки, на які проводили спільний посів, інкубуйте чотири – п’ять
діб до появи спор.

Заняття 5. Перевірка генетичних маркерів батьківських штамів. ВідбірЗаняття 5. Перевірка генетичних маркерів батьківських штамів. ВідбірЗаняття 5. Перевірка генетичних маркерів батьківських штамів. ВідбірЗаняття 5. Перевірка генетичних маркерів батьківських штамів. ВідбірЗаняття 5. Перевірка генетичних маркерів батьківських штамів. Відбір
клонів батьківських штамів для схрещуваньклонів батьківських штамів для схрещуваньклонів батьківських штамів для схрещуваньклонів батьківських штамів для схрещуваньклонів батьківських штамів для схрещувань

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Визначте, чи дійсно батьківські штами мають відповідні генетичні маркери.
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3. Визначте, чи клони штамівOдонорів зумовлюють утворення „поків”.
4. Приготуйте по три косяки з повноцінним середовищем на кожний з

батьківських штамів.
5. Відберіть по три клони кожного з батьківських штамів, які зберегли

відповідні маркери й виявляють Ltz+Oфенотип, і посійте їх на косяки.
6. Косяки інкубуйте в термостаті при температурі 28° С протягом п’яти –

семи діб.

Заняття 6. Посів батьківських штамів для схрещуваньЗаняття 6. Посів батьківських штамів для схрещуваньЗаняття 6. Посів батьківських штамів для схрещуваньЗаняття 6. Посів батьківських штамів для схрещуваньЗаняття 6. Посів батьківських штамів для схрещувань

1. Передивіться косяки, засіяні на попередньому занятті.
2. Приготуйте суспензії спор батьківських штамів.
3. У стерильній пробірці змішайте по 0,5 мл суспензій спор батьківських штамів.
4. Посійте по 0,4 мл цієї змішаної суспензії на дві чашки Петрі з повноцінним

середовищем.
5. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 28°С протягом п’яти –

семи діб.

Заняття 7. Посів спор екскон’югантів на селективні середовищаЗаняття 7. Посів спор екскон’югантів на селективні середовищаЗаняття 7. Посів спор екскон’югантів на селективні середовищаЗаняття 7. Посів спор екскон’югантів на селективні середовищаЗаняття 7. Посів спор екскон’югантів на селективні середовища

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Приготуйте суспензії спор з чашок, на яких проходило схрещування

батьківських штамів.
3. Приготуйте варіанти середовищ, зазначені в п. 5–7, враховуючи п. 5

заняття 8.
4. Зробіть десятикратні розведення (10O1–10O6) цих суспензій у розчині NaCl.
5. Для визначення загального титру спор екскон’югантів посійте суспензії

з розведень 10O5–10O6 на повноцінне середовище (по три чашки на кожне
розведення).

6. Для визначення частки екскон’югантів, які мають маркери батьківських
штамів, посійте по 0,1 мл суспензії з розведень 10O4–10O6 (по три чашки на
кожне розведення) на два варіанти МС:

а) з аргініном, проліном та цистеїном – для визначення титру клонів ArgO

ProO CysO;
б) з гістидином та урацилом – для визначення титру клонів HisO UraO.
7. Для виділення клонів рекомбінантів посійте по 0,1 мл суспензій з розведень

10O4 та 10O5 на такі варіанти селективних середовищ (табл. 4.10):

 Таблиця 4.10
Селективні середовища для відбору рекомбінантів від схрещувань

штамів S. coelicolor A3(2)
Êëàñ ðåêîìá³íàíò³â Ôàêòîðè ðîñòó, ÿê³ äîäàþòü ó ñåðåäîâèùå ÌÑ 

arg+ura+ öèñòå¿í, ïðîë³í, ã³ñòèäèí 
arg+his+ öèñòå¿í, ïðîë³í, óðàöèë 
cys+his+ àðã³í³í, ïðîë³í, óðàöèë 
cys+ura+ àðã³í³í, ïðîë³í, ã³ñòèäèí 
pro+his+ àðã³í³í, öèñòå¿í, óðàöèë 
pro+ura+ àðã³í³í, öèñòå¿í, ã³ñòèäèí 
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8. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 28° С протягом п’яти –
семи діб.

Заняття 8. Визначення частоти рекомбінантів. Відбір клонівЗаняття 8. Визначення частоти рекомбінантів. Відбір клонівЗаняття 8. Визначення частоти рекомбінантів. Відбір клонівЗаняття 8. Визначення частоти рекомбінантів. Відбір клонівЗаняття 8. Визначення частоти рекомбінантів. Відбір клонів
рекомбінантів та посів на матричні чашкирекомбінантів та посів на матричні чашкирекомбінантів та посів на матричні чашкирекомбінантів та посів на матричні чашкирекомбінантів та посів на матричні чашки

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Підрахуйте кількість колоній на чашках.
3. Результати внесіть у таблицю 4.11.
4. Обчисліть:

а) загальний титр спор екскон’югантів;
б) титри спор екскон’югантів, які мають маркери батьківських штамів;
в) титри спор та частоту кожного класу рекомбінантів.

Таблиця 4.11
Частота рекомбінантів, які утворилися в схрещуваннях штамів S. coelicolor A3(2)

П р и м і т к и:  1. А – аргінін, П – пролін; Г – гістидин; У – урацил; Ц – цистеїн. 2. Визначають
середні титри спор

5. Порівняйте результати схрещувань М138 SCP1+SCP2O× M130 SCP1OSCP2;
M107SCP1O SCP2*× M130 SCP1OSCP2O та М108 SCP1+ SCP2*× M130 SCP1OSCP2O,
проведених різними студентами.

6. Зробіть висновки про частоту утворення різних класів рекомбінантів
залежно від того, які статеві чинники ніс штамOдонор.

7. По 100 клонів кожного класу рекомбінантів посійте на матричні чашки з
таким  самим селективним середовищем, на якому вони виділені (наприклад, arg+ura+

– рекомбінанти на середовище МС з цистеїном, проліном та гістидином і т.д.).
8. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 28° С протягом п’яти –

семи діб.

Заняття 9. Посів клонів рекомбінантів на селективні середовищаЗаняття 9. Посів клонів рекомбінантів на селективні середовищаЗаняття 9. Посів клонів рекомбінантів на селективні середовищаЗаняття 9. Посів клонів рекомбінантів на селективні середовищаЗаняття 9. Посів клонів рекомбінантів на селективні середовища

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Переконайтеся, чи всі посіяні клони знову виросли на селективних

середовищах, тобто насправді є рекомбінантами.

Ñåðåäîâèùå1 

Åêñêîí’þãàíòè 
(ðåêîìá³íàíòè), ÿê³ 

â³äáèðàþòü íà öüîìó 
ñåðåäîâèù³ 

Ðîçâåäåííÿ 
ñóñïåíç³¿ 

Ê³ëüê³ñòü 
êîëîí³é íà 

÷àøêàõ 

Òèòð, 
ñïîð/ìë2 

×àñòîòà 
ðåêîìá³íàíò³â 

(äèâ. 4.6) 

ÏÑ Óñ³     
ÌÑ+ÀÏЦ Ç ìàðêåðàìè øòàì³â 

Ì107, Ì108, Ì138 
    

ÌÑ+ÃÓ Ç ìàðêåðàìè øòàìó Ì130     
ÌÑ+ЦÏÃ arg+ura+     
ÌÑ+ЦÏÓ arg+his+     
ÌÑ+ÀÏÓ cys+his+     
ÌÑ+ÀÏÃ cys+ura+     
ÌÑ+ÀЦÓ pro+his+     
ÌÑ+ÀЦÃ pro+ura+     
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3. Для того, щоб визначити, які з неселективних маркерів успадкували
рекомбінанти, приготуйте та розлийте в чашки селективні середовища
(табл. 4.12).

 Таблиця 4.12
Селективні середовища для визначення неселективних маркерів, які успадковані

рекомбінантами в схрещуваннях штамів S. coelicolor A3(2)

П р и м і т к а: 1. Див. примітку до табл. 4.11

4. Посійте клони рекомбінантів на вказані середовища методом відбитків.
5. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 28°С протягом двох –

трьох діб.

Заняття 10. Аналіз генотипів рекомбінантівЗаняття 10. Аналіз генотипів рекомбінантівЗаняття 10. Аналіз генотипів рекомбінантівЗаняття 10. Аналіз генотипів рекомбінантівЗаняття 10. Аналіз генотипів рекомбінантів

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Визначте, які з неселективних маркерів успадкували виділені рекомO

бінанти.
3. Пронумеруйте рекомбінанти (від 1 до n).
4. Встановіть генотип кожного з рекомбінантів. Результати внесіть у таблицю

4.13.
5. Підрахуйте, скільки є рекомбінантів з певним генотипом.
6. Визначте, в якому співвідношенні алелі генетичних маркерів – argA1+/

argA1,  proA1+/proA1, cysD18+/cysD18, hisA1+/hisA1 та uraA1+/uraA1 трапляються
серед  рекомбінантів кожного класу.

Êëàñ ðåêîìá³íàíò³â Ñåëåêòèâíå ñåðåäîâèùå1 Ðîñòóòü ðåêîìá³íàíòè, ÿê³ óñïàäêóâàëè 
íåñåëåêòèâíèé ìàðêåð 

arg+ura+ ÌÑ+ЦÏÃ êîíòðîëüíå 
 ÌÑ+ЦÏ his+ 
 ÌÑ+ЦÃ pro+ 
 ÌÑ+ÏÃ cys+ 
arg+his+ ÌÑ+ЦÏÓ êîíòðîëüíå 
 ÌÑ+ЦÏ ura+ 
 ÌÑ+ЦÓ pro+ 
 ÌÑ+ÏÓ cys+ 
cys+his+ ÌÑ+ÀÏÓ êîíòðîëüíå 
 ÌÑ+ÀÏ ura+ 
 ÌÑ+ÀÓ pro+ 
 ÌÑ+ÏÓ arg+ 
cys+ura+ ÌÑ+ÀÏÃ êîíòðîëüíå 
 ÌÑ+ÀÏ his+ 
 ÌÑ+ÀÃ pro+ 
 ÌÑ+ÏÃ arg+ 
pro+his+ ÌÑ+ÀЦÓ êîíòðîëüíå 
 ÌÑ+ÀЦ ura+ 
 ÌÑ+ÀÓ cys+ 
 ÌÑ+ЦÓ arg+ 
pro+ura+ ÌÑ+ÀЦÃ êîíòðîëüíå 
 ÌÑ+ÀЦ his+ 
 ÌÑ+ÀÃ cys+ 
 ÌÑ+ЦÃ arg+ 
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Таблиця 4.13
Генотипи рекомбінантів, виділених в схрещуванні штамів S. coelicolor A3(2)

П р и м і т к и: 1. Дикий алель позначайте знаком „+”, мутантний – „–”. 2. Вказують лише
мутантні алелі відповідних генів, наприклад, his pro

7. Встановіть, у яких ділянках хромосоми мають відбуватися кросинговери,
необхідні для виникнення кожного з рекомбінантів. Використайте метод
кільцевих моделей під час цього аналізу.

8. Результати внесіть у таблицю 4.14 та перенесіть на рисунок. Використайте
дані про положення відповідних маркерів на хромосомі S. coelicolor A3(2)
(рис. 4.15) та правила графічного зображення результатів схрещування, наведені
в розділі 4.5 (рис. 4.16).

Таблиця 4.14
Результати селективного аналізу схрещування штамів S. coelicolor A3(2)

9. Порівняйте результати варіантів схрещувань, в яких використовували
різні донори, проведених групою студентів (частоти утворення рекомбінантів,
різноманітність генотипів, наявність градієнта успадкування неселективних
маркерів, частоту подвійних та множинних кросинговерів, необхідних для
виникнення рекомбінантів).

10. Відберіть рекомбінанти з новою, відмінною від батьківських, комбінацією
генетичних маркерів та посійте на косяки з ПС для використання у дальшій
роботі.

Êëàñ ðåêîìá³íàíò³â Ðåêîìá³íàíò Íåñåëåêòèâí³ ìàðêåðè (+/–)1 Ãåíîòèï ðåêîìá³íàíòà2 
 his pro cys  
1     
2…     

arg+ura+ 

n     
 ura pro cys  
1     
2…     

arg+his+ 

n     
 ura ura arg  
1     
2…     

cys+his+ 

n     
 his pro arg  
1     
2…     

cys+ura+ 

n     
 ura cys arg  
1     
2…     

pro+his+ 

n     
 his cys arg  
1     
2…     

pro+ura+ 

n     
 

Êëàñ ðåêîìá³íàíò³â Ãåíîòèïè ðåêîìá³íàíò³â Ê³ëüê³ñòü Êðîñèíãîâåð â ä³ëÿíêàõ 
ãåíåòè÷íî¿ êàðòè 
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11. Косяки інкубуйте у термостаті при температурі 28° С протягом п’яти –
семи діб і потім зберігайте у холодильнику при температурі 4° С.

4.7.3. Картування мутації, що зумовлює стійкість S. ceolicolor4.7.3. Картування мутації, що зумовлює стійкість S. ceolicolor4.7.3. Картування мутації, що зумовлює стійкість S. ceolicolor4.7.3. Картування мутації, що зумовлює стійкість S. ceolicolor4.7.3. Картування мутації, що зумовлює стійкість S. ceolicolor
A3(2) до рифампіцинуA3(2) до рифампіцинуA3(2) до рифампіцинуA3(2) до рифампіцинуA3(2) до рифампіцину

Метою роботи є засвоєння студентами методики картування заново
виділеної мутації в групі зчеплення хромосомних генів актиноміцетів. Необхідно
картувати мутації стійкості штамів S. coelicolor A3(2) S18 та M130 до рифампіцину,
отримані під час виконання теми 3.4.5.

У роботі використовують штами S. coelicolor A3(2) A617 pabA1 argA1 uraA1
strA1 rif+ SCP1NF SCP2* (має потребу в рOамінобензойній кислоті, аргініні й
урацилі, стійкий до стрептоміцину, чутливий до рифампіцину, несе плазміду
SCP1, інтегровану в хромосому, та плазміду SCP2*), а також S18 adeC cysD18
strA1 rif SCP1O SCP2O (аденінO та цистеїнOзалежний, резистентний до стрептоміцину
та рифампіцину, не містить плазмід SCP1 та SCP2). Іншою парою батьківських
штамів можуть бути: M138 argA1 proA1 cysD18 rif+ SCP1+ SCP2O (аргінінO, пролінO
та цистеїнOзалежний, містить плазміду SCP1, не містить плазміди SCP2) та M130
hisA1 uraA1 strA1 rif SCP1O SCP2O (гістидинO та урацилOзалежний, стійкий до
стрептоміцину та рифампіцину, не містить плазмід SCP1 та SCP2).

Після схрещування між чутливим до рифампіцину штамом M138 SCP1+ SCP2O

та резистентним до нього мутантом M130 SCP1O SCP2O, рекомбінанти виділяють та
аналізують як описано в темі 4.7.2. Однак слід також визначити, які з рекомбінатів
є чутливими до рифампіцину (тобто успадкували маркер rif+ від штаму M138), а
які стійкими до нього (успадкували мутантний алель rif від штаму M130). Далі
маркери rif+/rif картують за градієнтом успадкування, а також за критерієм мінімуму
множинних кросинговерів, необхідних для утворення рекомбінантів, та кореляцією
між успадкуванням неселективних маркерів (див. 4.6).

Після схрещування A617 rif+ SCP1NF SCP2*×S18 rif SCP1O SCP2O можна
проводити неселективний аналіз екскон’югантів, оскільки в ньому рекомбінанти
виникають з високою частотою (табл.4.4). У цьому випадку спори екскон’югантів
сіють на повноцінне середовище та аналізують генотипи не менше 150–200 виO
падкових клонів, які утворилися. Визначають, які з них є рекомбінантами.
Встановлюють, з якою частотою трапляються проаналізовані генетичні маркери
серед рекомбінантів. Маркери картують, як у попередньому випадку.
Приготування поживних середовищ, клонування та перевірку генетичних
маркерів батьківських штамів проводять, як у темі 4.6.2. Рівні їхньої стійкості
до рифампіцину визначають з методикою, описаною в темі 3.4.5.

Хід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботи

Заняття 1. Посів батьківських штамів для схрещуванняЗаняття 1. Посів батьківських штамів для схрещуванняЗаняття 1. Посів батьківських штамів для схрещуванняЗаняття 1. Посів батьківських штамів для схрещуванняЗаняття 1. Посів батьківських штамів для схрещування

1. Використайте косяки з клонами батьківських штамів, генетичні маркери
яких попередньо перевірені (див. заняття два–п’ять 5 теми 4.7.2).
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2. Приготуйте суспензії спор батьківських штамів.
3. У стерильній пробірці змішайте по 0,5 мл суспензій спор батьківських

штамів.
4. Посійте по 0,4 мл цієї змішаної суспензії на дві чашки Петрі з повноцінним

середовищем.
5. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 28° С протягом п’яти –

семи діб.

Далі роботу можна проводити в одному з двох варіантів: 1) селективний аналіз
рекомбінантів, отриманих у схрещуванні M138 rif+SCP1+ SCP2O×M130rif SCP1O SCP2O;
2) неселективний аналіз клонів екскон’югантів від схрещування A617 rif+ SCP1NF SCP2*×S18 rif
SCP1O SCP2O.

Варіант 1Варіант 1Варіант 1Варіант 1Варіант 1

Заняття 2 та 3Заняття 2 та 3Заняття 2 та 3Заняття 2 та 3Заняття 2 та 3

1. Проведіть процедури, описані в заняттях 7 та 8 теми 4.7.2, крім п.5 та
6 заняття 8.

Заняття 4. Посів клонів рекомбінантів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів рекомбінантів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів рекомбінантів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів рекомбінантів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів рекомбінантів на селективні середовища

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Переконайтеся, чи всі посіяні клони знову виросли на селективних

середовищах, тобто дійсно є рекомбінантами.
3. Проведіть процедури зазначені в п. 3–5 заняття 9 теми 4.7.2.
4. Крім середовищ, перелічених в таблиці 4.12, приготуйте середовища для

визначення резистентності рекомбінантів до рифампіцину:
1) МС з цистеїном, проліном, гістидином та рифампіцином (для

arg+ura+O рекомбінантів);
2) МС з цистеїном, проліном, урацилом та рифампіцином (для arg+his+O

рекомбінантів);
3) МС з аргініном, проліном, урацилом та рифампіцином (для cys+his+O

рекомбінантів);
4) МС з аргініном, проліном, гістидином та рифампіцином (для cys+ura+O

рекомбінантів);
5) МС з аргініном, цистеїном, урацилом та рифампіцином (для pro+his+O

рекомбінантів);
6) МС з аргініном, цистеїном та гістидином (для pro+ura+O рекомбіO

нантів).

Заняття 5. Аналіз генотипів рекомбінантівЗаняття 5. Аналіз генотипів рекомбінантівЗаняття 5. Аналіз генотипів рекомбінантівЗаняття 5. Аналіз генотипів рекомбінантівЗаняття 5. Аналіз генотипів рекомбінантів

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Визначте, які з неселективних маркерів успадкували виділені рекомбіO

нанти.
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3. Визначте, які з рекомбінантів є стійкими до рифампіцину, а які – ні.
4. Пронумеруйте рекомбінанти.
5. Встановіть генотип кожного з рекомбінантів. Результати внесіть у

таблицю.

Таблиця 4.15
Генотипи рекомбінантів, виділених у схрещуванні штамів S. coelicolor A3(2) M138 argA1 proA1

cysD18 rif+ SCP1+ SCP2O×M130 hisA1 uraA1 strA1 rif SCP1O SCP2O

П р и м і т к и: 1. Дикий алель позначайте знаком „+”, мутантний – „–”. 2. Вказують лише
мутантOні алелі відповідних генів, наприклад, his pro

6. Розділіть рекомбінанти на класи з певним генотипом. Підрахуйте, скільки
рекомбінантів належить до кожного класу.

7. Визначте, в якому співвідношенні алелі генетичних маркерів argA1+/
argA1, proA1+/proA1, cysD18+/cysD18, hisA1+/hisA1, uraA1+/uraA1 та rif+/rif
трапляються серед рекомбінантів кожного класу.

8. Встановіть, в яких ділянках хромосоми мають відбуватися кросинговери,
необхідні для виникнення кожного з рекомбінантів.

9. Результати внесіть у таблицю 4.16 та перенесіть на рисунок. Використайте
дані про положення відповідних маркерів на хромосомі S. coelicolor A3(2) (рис.
4.15) та правила графічного зображення результатів схрещування, наведені в
розділі 4.5 (рис.4.16).

Êëàñ 
ðåêîìá³íàíò³â Ðåêîìá³íàíò Íåñåëåêòèâí³ ìàðêåðè 

(+/-)1   Ñò³éê³ñòü äî 
ðèôàìï³öèíó 

Ãåíîòèï 
ðåêîìá³íàíòà2 

arg+ura+  his pro cys   
 1      
 2…      
 n      
arg+his+  ura pro cys   
 1      
 2…      
 n      
cys+his+  ura ura arg   
 1      
 2…      
 n      
cys+ura+  his pro arg   
 1      
 2…      
 n      
pro+his+  ura cys arg   
 1      
 2…      
 n      
pro+ura+  his cys arg   
 1      
 2…      
 n      
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Таблиця 4.16
Результати селективного аналізу схрещування штамів S. coelicolor A3(2) M138 argA1 proA1

cysD18 rif+ SCP1+ SCP2O×M130 hisA1 uraA1 strA1 rif SCP1O SCP2O

10. Визначте позицію мутації rif за градієнтом успадкування маркерів
(див. розд. 4.5).

11. Встановіть, чи існує кореляція між успадкуванням rif та успадкуванням
неселективних маркерів для кожного з класів рекомбінантів. Дані внесіть у
таблицю 4.17 (прикладом є таблиця для аналізу arg+ ura+Oрекомбінантів; аналогічні
таблиці складіть для інших класів рекомбінантів).

Таблиця 4.17
Сегрегація неселективних алелів у схрещуванні в штамів S. coelicolor A3(2) M138 argA1 proA1

cysD18 rif+ SCP1+ SCP2O×M130 hisA1 uraA1 strA1 rif SCP1O SCP2O

Селективні маркери: arg+ та ura+, n= Х1

П р и м і т к а: Х = a+b+c+d – кількість проаналізованих рекомбінантів певного класу

Варіант 2Варіант 2Варіант 2Варіант 2Варіант 2

Заняття 2. Посів спор екскон’югантів на повноцінне середовищеЗаняття 2. Посів спор екскон’югантів на повноцінне середовищеЗаняття 2. Посів спор екскон’югантів на повноцінне середовищеЗаняття 2. Посів спор екскон’югантів на повноцінне середовищеЗаняття 2. Посів спор екскон’югантів на повноцінне середовище

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Приготуйте суспензію спор з чашок, на яких проходило схрещування

батьківських штамів.
3. Приготуйте повноцінне середовище.
4. Зробіть десятикратні розведення (10O1–10O6) суспензій у розчині NaCl.
5. Посійте суспензії спор екскон’югантів з розведень 10O5–10O6 (по десять

чашок на кожне розведення).
6. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 28°С протягом п’яти –

семи діб.

Заняття 3. Посів клонів екскон’югантів на матричні чашкиЗаняття 3. Посів клонів екскон’югантів на матричні чашкиЗаняття 3. Посів клонів екскон’югантів на матричні чашкиЗаняття 3. Посів клонів екскон’югантів на матричні чашкиЗаняття 3. Посів клонів екскон’югантів на матричні чашки

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Підрахуйте кількість колоній на чашках.
3. Визначте титр суспензії спор екскон’югантів.
4. Посійте 200 клонів екскон’югантів на матричні чашки, використовуючи

стерильні зубочистки та шаблон (рис.3.16).
5. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 28° С протягом чотирьох –

п’яти діб.

Êëàñ ðåêîìá³íàíò³â Ãåíîòèïè 
ðåêîìá³íàíò³â Ê³ëüê³ñòü Êðîñèíãîâåð ó ä³ëÿíêàõ 

ãåíåòè÷íî¿ êàðòè 
 

 pro pro1+ cys cys+ his+ his 
rif+ (a) (b)  (a) (b)  (a)  (b) 
rif  (c) (d)  (c) (d)  (c)  (d) 
 rA=  

χ2=  
P 

rA=  
χ2=  
P 

rA=  
χ2=  
P 
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Заняття 4. Посів клонів екскон’югантів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів екскон’югантів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів екскон’югантів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів екскон’югантів на селективні середовищаЗаняття 4. Посів клонів екскон’югантів на селективні середовища

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Приготуйте варіанти селективних середовищ для визначення генотипів

клонів екскон’югантів, перелічені в таблиці 4.18.
 Таблиця 4.18

Склад селективних середовищ для визначення генотипів клонів екскон’югантів, які виникли у
схрещуванні S. coelicolor A3(2) A617 pabA1 argA1 uraA1 strA1 rif+ SCP1NF SCP2*× S18 adeC

cysD18 strA1 rif SCP1O SCP2O

П р и м і т к а: П – pOамінобензойна кислота; А – аргінін; У – урацил; Ад – аденін; Ц–цитозин,
P – рифампіцин

3. Пронумеруйте всі клони, що виросли на матричних чашках.
4. Засійте клони з матричної чашки на перелічені варіанти селективних

середовищ методом реплік.
5. Чашки інкубуйте в термостаті при температурі 28°С протягом двох –

трьох діб.

Заняття 5. Визначення генотипів клонів екскон’югантівЗаняття 5. Визначення генотипів клонів екскон’югантівЗаняття 5. Визначення генотипів клонів екскон’югантівЗаняття 5. Визначення генотипів клонів екскон’югантівЗаняття 5. Визначення генотипів клонів екскон’югантів

1. Передивіться чашки, засіяні на попередньому занятті.
2. Визначте, які клони ростуть на селективних середовищах.
3. Результати внесіть у таблицю 4.19.
4. Визначте, які з клонів є рекомбінантами, а які мають генотипи батьківських

штамів.
5. Розділіть рекомбінанти на класи з певним генотипом. Підрахуйте, скільки

рекомбінантів належить до кожного класу.
6. Визначте, в якому співвідношенні алелі генетичних маркерів pabA1+/

pabA1, argA1+/argA1, uraA1+/uraA1, cysD18+/cysD18, та rif+/rif трапляються серед
рекомбінантів кожного класу.

 Таблиця 4.19
Ріст клонів екскон’югантів, які виникли у схрещуванні S. coelicolor A3(2) A617 pabA1 argA1

uraA1 strA1 rif+ SCP1NF SCP2*× S18 adeC cysD18 strA1 rif SCP1O SCP2O,
на селективних середовищах

П р и м і т к а: Номери середовищ – див. табл. 4.18

 Ñåðåäîâèùå1 Êëîíè, ÿê³ ðîñòóòü íà öüîìó ñåðåäîâèù³ 
1 ÌÑ+ ÏÀÓÀäЦ (êîíòðîëüíå) âñ³ 
2 ÌÑ+ ÏÀÓÀä Cys+ 
3 ÌÑ+ ÏÀÓЦ Ade+ 
4 ÌÑ+ ÏÀÀäЦ Ura+ 
5 ÌÑ+ ÏÓÀäЦ Arg+ 
6 ÌÑ+ ÀÓÀäЦ Pab+ 
7 ÌÑ+ ÏÀÓÀäЦÐ RifR 

 

Íîìåð êëîíà Ñåëåêòèâíå ñåðåäîâèùå 1       Ãåíîòèï 
1 1 2 3 4 5 6 7  
2         

   3…         
n         
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7. Встановіть, в яких ділянках хромосоми мають відбуватися кросинговери,
необхідні для виникнення кожного з рекомбінантів.

8. Результати внесіть у таблицю 4.20 та позначте на рисунку. Використайте
дані про положення відповідних маркерів на хромосомі S. coelicolor A3(2) (рис.
4.15) та правила графічного зображення результатів схрещування, подані в
розділі 4.5 (рис.4.16).

Таблиця 4.20
Результати неселективного аналізу схрещування штамів S. coelicolor A3(2) A617 pabA1 argA1

uraA1 strA1 rif+ SCP1NF SCP2*× S18 adeC cysD18 strA1 rif SCP1O SCP2O

9. Визначте позицію мутації rif, як описано в розділі 4.5 та в п.9 та
10 знаття 5 (варіант 1) цієї теми.

Контрольні запитанняКонтрольні запитанняКонтрольні запитанняКонтрольні запитанняКонтрольні запитання

1. Після того, як два штами бактерій А pro strR та B met his вирощували протягом 18 год у
         повноцінному рідкому середовищі, виділено прототрофні клони. Як довести, що вони
           дійсно є генетичними рекомбінантами?

2. Під час спільного вирощування двох штамів бактерій виникли рекомбінанти. Які
           експерименти слід виконати, щоб довести, що вони виникли за рахунок кон’югації?

3. Які дані свідчать про те, що кон’югація є гетероталічним процесом?
4. Які експерименти треба провести, щоб встановити, чи штам бактерій здатний до

           генетичного обміну?
5. Як встановити, чи існує статева диференціація серед різних штамів певного виду

           бактерій?
6. Як довести, що статеві фактори бактерій є плазмідами?
7. Порівняйте будову статевих факторів E. coli та актиноміцетів.
8. Які експериментальні дані свідчать про утворення під час кон’югації мерозигот?
9. На чому ґрунтується підбір пар батьківських штамів для кон’югаційного схрещування?
10. Як встановити, чи дійсно FOфактор здатний до інтеграції в хромосому?
11. Як довести, що плазміда F може включатися в різні сайти хромосоми E. coli?
12. Чому екскон’юганти від схрещування F+×FO набувають властивостей донора, від

            схрещування Hfr×FO залишаються реципієнтами?
13. Як довести, що F’Oфактори дійсно містять фрагменти хромосоми бактерій?
14. Поясніть, як Ви будете виділяти штам F’gal із HfrOдонора E. coli?
15. Як довести, що генетична карта E. coli є кільцевою?
16. Як регулюється експресія traOгенів FOфактора?
17. Порівняйте перенесення ДНК з донорних у реципієнтні клітини під час кон’югації в

            E. coli та актиноміцетів.
18. Як довести, що під час кон’югації актиноміцетів в клітини переносяться дволанцюгові

            молекули ДНК?
19. На середовищі з стрептоміцином проведено два реципрокних схрещуванння між

            штамами С та D:
1) С strR (стійкий до стрептоміцину)× D strS (чутливий до стрептоміцину);
2) С strS× D strR.

 Частота рекомбінантів у першому була в 105 разів меншою, ніж в другому. Який з штамів
         є донором генів у схрещуванні, а який реципієнтом?

20. Які дані дають змогу відрізнити схрещування F+×FO від Hfr×FO? F+×FO від F’×FO?
             Hfr×FO від F’×FO?

Êëàñ ðåêîìá³íàíò³â Ãåíîòèïè 
ðåêîìá³íàíò³â 

Ê³ëüê³ñòü Êðîñèíãîâåð ó ä³ëÿíêàõ 
ãåíåòè÷íî¿ êàðòè 
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21. Які з наведених нижче штамівOдонорів слід вибрати як батьківські для отримання
             максимальної кількості Gal+Oрекомбінантів у схрещуванні з GalO FO O штамами?

F+ thi strS;
HfrC pro strS;
HfrH thi strS;
F’gal+.

22. Порівняйте різні способи визначення віддалі між генами в кон’югаційних схрещуваннях
            E. coli.

23. Проведено схрещування pro his cys×ade trp strR. Які класи рекомбінантів можуть виникати
            в ньому? Які селективні середовища слід використати для того, щоб їх виділити?

24. Чому віддаль між генами на генетичній карті E. coli вказано в хвилинах?
25. Розмір хромосомної ДНК штаму E. coli К12 MG1655 становить 4639221 п.н. Які розміри

               ділянки ДНК в п.н., що переноситься за хвилину під час кон’югаційного схрещування?
            Скільки нуклеотидів розділяють гени thr та lac?

26. Проведено схрещування між двома штамами стрептоміцетів : CysO ProO Nic+ Ade+та
            Cys+ Pro+ NicO AdeO. При використанні селективних маркерів cys+ ade+ отримано такі
            результати:

Nic+Pro+ O 0%;
Nic+ProO O 33%;
NicOPro+ O 51%;
NicOProO O16%.

Визначте взаємне розміщення проаналізованих генів.
27. Для визначення взаємного розміщення декількох мутацій ауксотрофності E. coli провели

експеримент з переривання схрещування між прототрофним штамом Hfr strS та штамом
aObOdOstrR. Як селективні маркери використали d+ та стійкість до стрептоміцину.
Використовуючи дані, наведені нижче, визначте розміщення генів a та b щодо d,
враховуючи що d+Oмаркер передається в схрещуванні останнім.

28. Чотири HfrOдонори E. coli є похідними одного штаму. В схрещуваннях з FO O штамом
вони переносять генетичні маркери в такому порядку:

Встановіть розміщення цих маркерів в хромосомі штаму E. coli.
29. Виділено нову мутацію ace E. coli, що зумовлює нездатність засвоювати ацетат як джеO

рело вуглецю. Мутант АсеO схрестили з чотирма Ace+ HfrOдонорами. На рисунку показано
локалізацію FOфактора в хромосомах донорів. Стрілки показують напрям перенесення
ДНК у схрещуванні.

Ôåíîòèï êîëîí³é ×àñòêà ñåðåä d+strR, % 
A+B+ 22 
A+B- 0 
A-B+ 10 
A-B- 68 

 

Hfr-øòàì Ïîðÿäîê ïåðåíåñåííÿ ìàðêåð³â 
1 q w d m t 
2 a x p t m 
3 b n c a x 
4 b q w d m 

 

 

23 õâ pyrC  

0 õâ thrA  

90 õâ metA  

50 õâ cysA  

73 õâ ñysG 
Hfr4 

Hfr1 

Hfr3 

 Hfr2 
Øòàì-äîíîð Ê³ëüê³ñòü Ace+ - êëîí³â 

Hfr1 995 
Hfr2 5 
Hfr3 1020 
Hfr4 80 
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Ðåêîìá³íàíòè Ê³ëüê³ñòü 
arg+ bio+ leu+ 320 
arg+ bio+ leu- 8 
arg+ bio- leu+ 0 
arg+ bio- leu- 48 

 

У таблиці наведено результати схрещувань. Де локалізована мутація ace?
30. Виділено новий прототрофний штамOдонор Hfr. Для того, щоб визначити, в якому сайті

хромосоми інтегрований FOфактор, HfrOштам схрестили з різними ауксотрофними
реципієнтами та відібрали прототрофні рекомбінанти. Позиції мутацій ауксотрофності
на генетичній карті показано на рисунку, наведеному в попередній задачі. Результати
схрещувань подано в таблиці. В якому сайті хромосоми розміщений FOфактор? Який
напрям перенесення генів у схрещуваннях HfrOдонора з FOOреципієнтами?

31. Нижче наведено результати неселективного аналізу генотипів рекомбінантів,  отриманих
у схрещуванні двох штамів S. coelicolor A3(2): uraA1 argA1 сml1+ SCP1NF (урацилO та аргіO
нінOзалежний, стійкий до хлорамфеніколу) та adeC cysD18 cml1 SCP1O (аденінO та цистеїнO
залежний, чутливий до хлорамфеніколу).

Положення маркерів adeC cysD18 argA1 та uraA1 подано на рисунку.

В актиноміцетів стійкість до хлорамфеніколу є ознакою дикого типу. Встановіть позицію в
хромосомі мутації, що зумовлює чутливість актиноміцета до хлорамфеніколу.
32. Під час схрещування певний штам Hfr зазвичай переносить маркер pro+ останнім.

Однак у схрещуванні з FOOштамом деякі Pro+Oрекомбінанти утворилися на ранніх етапах
процесу. Якщо ці рекомбінанти схрестити з FOOштамами, то більшість екскон’югантів
мають Pro+Oфенотип та несуть статевий фактор. Як це пояснити?

33. Проведено схрещування Hfr arg+ bio+ leu+ strS × FO arg bio leu strR. Досліди з переривання
схрещування свідчать, що маркер arg+ переноситься останнім. Рекомбінанти відбирали
на середовищі, що містить біотин, лейцин та стрептоміцин. Отримано такі результати:

 Як розміщені гени? Яка віддаль між ними?
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metA 0 
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adeC cysD18 uraA1 cml1 13 
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cml1+ 1 
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РОЗДІЛ 5. ГЕНЕТИЧНА ІНЖЕНЕРІЯ БАКТЕРІЙРОЗДІЛ 5. ГЕНЕТИЧНА ІНЖЕНЕРІЯ БАКТЕРІЙРОЗДІЛ 5. ГЕНЕТИЧНА ІНЖЕНЕРІЯ БАКТЕРІЙРОЗДІЛ 5. ГЕНЕТИЧНА ІНЖЕНЕРІЯ БАКТЕРІЙРОЗДІЛ 5. ГЕНЕТИЧНА ІНЖЕНЕРІЯ БАКТЕРІЙ

Генетична інженерія – галузь молекулярної генетики, яка досліджує
способи та шляхи створення in vitro генетичних структур та спадково змінених
організмів. Особливістю генетичної інженерії є маніпулювання  матеріальними
носіями генетичної інформації – молекулами ДНК та РНК. Штучні носії
генетичної інформації, сконструйовані генними інженерами, називають
рекомбінантними (гібридними, химерними) молекулами ДНК. Методи генетичної
інженерії дають можливість виділяти окремі гени як фрагменти ДНК і отримувати
багато копій цих молекул. Тому генетичну інженерію часто називають
молекулярним клонуванням генів. Крім маніпулювання окремими генами,
предметом цієї науки є такі штучні способи генетичного обміну, як злиття
соматичних клітин, або протопластів, перенесення генів за допомогою
фрагментів клітин – органел, які містять ДНК (мітохондрій, пластид), ядер,
окремих хромосом тощо.

У типовому випадку генноOінженерний експеримент складається з трьох
етапів:

1. Отримання гена як фрагмента ДНК. Це досягається: а) виділенням його
з геному або б) його синтезом in vitro.

2. З’єднання отриманого фрагмента з векторною молекулою ДНК (вектором),
у результаті чого формується рекомбінантна молекула ДНК.

3. Перенесення рекомбінантних ДНК у клітиниOреципієнти і відбір клонів
клітин, які містять ці молекули.

Векторна ДНК забезпечує: а) перенесення клонованого гена у клітини –
реципієнти; б) його реплікацію у складі позахромосомної автономної молекули,
або ж інтеграцію перенесеного гена у хромосому клітиниOреципієнта; в) експреO
сію клонованого гена. Завдяки функціонуванню перенесених генів клітини
можуть набути нових ознак. Організми, що містять клоновані гени, називають
рекомбінантними,     або     трансгенними.

У першій частині цього розділу (теми 5.11.1 та 5.11.2) клонують плазмідні
гени стійкості до антибіотиків. Завданням другої частини розділу (теми 5.11.3
та 5.11.4) є створення рекомбінантних штамів стрептоміцетів та їхній аналіз за
допомогою ДНК – ДНКOгібридизації. У темі 5.11.5 ампліфікують певні гени
актиноміцетів за допомогою полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) та клонують
продукти ПЛР.
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5.1 Виділення сумарної5.1 Виділення сумарної5.1 Виділення сумарної5.1 Виділення сумарної5.1 Виділення сумарної     та плазмідної ДНКта плазмідної ДНКта плазмідної ДНКта плазмідної ДНКта плазмідної ДНК

Основну частину сумарної ДНК клітин бактерій становить ДНК,
зосереджена в нуклеоїді. В бактерійній клітині, яка щойно поділилася, є зазвичай
один нуклеоїд. Однак, якщо реплікація ДНК не супроводжується поділом клітини,
в ній може бути два і більше нуклеоїдів. Крім ДНК, яка за масою становить
близько 80% нуклеоїду, в ньому міститься також РНК та білки. У більшості
досліджених бактерій у нуклеоіді є одна кільцева молекула ДНК розміром у
декілька мільйонів пар нуклеотидів, яка є основою бактерійної хромосоми. Відомі
також бактерії, що мають більше, ніж одну хромосому. Наприклад, у Rhodobacter
sphaeroides є дві кільцеві хромосоми (І – 3,05 млн п.н., ІІ – 0,9 млн п.н.), а RhizoO
bium meliloti – три (3,54, 1,7 та 1,4 млн п.н). Є бактерії, клітини яких містять
лінійні хромосоми (як, наприклад, стрептоміцети (див. розд. 1.2.), або лінійні та
кільцеві, як Agrobacterium tumefaciens (лінійна – 2,1 млн п.н, кільцева – 2,8 млн
п.н.). Під час активного росту та поділу клітин бактерій наступні раунди реплікації
ДНК починаються ще до того, як завершилися попередні. Тому такі клітини
містять зазвичай більше ДНК, ніж це характерно для одного нуклеоїду. Так, у
клітині культури E. coli, що перебуває в експоненціальній фазі росту, на один
нуклеоїд припадає 2,8 еквіваленти хромосоми.

Хромосомна ДНК знаходиться в нуклеоїді в компактизованому стані. Рівень
компактизації перевищує 1 000 разів. Компактизація відбувається за рахунок
суперспіралізації та взаємодії ДНК з гістоноподібними білками.

Плазміди бактерій – позахромосомні генетичні елементи, здатні до
автономної реплікації. Більшість вивчених плазмід бактерій – це кільцеві
дволанцюгові молекули ДНК, розміри яких коливаються від декількох тисяч до
декількох сотень тисяч пар нуклеотидів (т.п.н.). У бактерій виявлені також і
дволанцюгові лінійні плазміди. Плазмідна ДНК становить від сотих і десятих
часток відсотка до більше, ніж 10% сумарної ДНК клітин бактерій. Кожній
плазміді властива певна кількість її копій, які припадають на одну хромосому
бактерії. Розрізняють малокопійні, як наприклад, плазміда F E. coli (одна – дві
копії на хромосому), олігoкопійні (ColE1 – 10–15 копій на хромосому) і
багатокопійні (pUC19, 200–500 копій на хромосому) плазміди.

Плазміди – важливий фактор спадковості та мінливості бактерій. Вони
визначають такі ознаки бактерій, як здатність бути донорами у кон’югаційних
схрещуваннях, множинну стійкість до антибактерійних агентів (антибіотиків,
іонів важких металів та ін.), синтез бактеріоцинів і токсинів, здатність засвоювати
деякі джерела живлення тощо. Однак плазміди розглядають як факультативний
компонент геному, бо в неселективних умовах вони можуть втрачатися
бактеріями без будьOякого впливу на їхню життєздатність.

На основі природних плазмід бактерій конструюють векторні молекули
ДНК для генноOінженерних експериментів. Зазвичай такі вектори мають розміри
від 2 до 20 т.п.н. Вони містять послідовності плазмід, які контролюють їхню
автономну реплікацію (ori – ділянки, від англ. origin – початок, оскільки в цих
ділянках починається реплікація ДНК), та один або декілька маркерних генів,
функціонування яких дає змогу відбирати клони плазмідовмісних клітин.
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Найчастіше маркерними є гени стійкості до антибіотиків. Тому для селекції
клітин бактерій, які містять плазмідні вектори, до поживного середовища додають
антибіотики.

Виділення як сумарної, так і плазмідної ДНК складається із трьох основних
етапів: 1) вирощування культури бактерій; 2) лізис клітин; 3) очищення ДНК.
Зазвичай ДНК виділяють з культур, що знаходяться в логарифмічній фазі
росту. За таких умов досягається найбільший вихід ДНК.

Важливо, щоб біомаса, з якої виділяють ДНК, була гомогенною. Це потрібно
для рівномірного та швидкого руйнування клітин. Наприклад, актиноміцети,
здатні утворювати згустки міцелію, культивують у колбах з скляними кульками,
зі спіраллю з нержавіючої сталі, або за наявності 0,1 – 1% гліцерину або
поліетленгліколю.

Існують різні способи руйнування клітинної стінки бактерій. Воно може
бути механічним у гомогенізаторі, за допомогою ультразвукового дезінтегратора,
заморожування та відтаювання. Використовують також літичні ферменти
(лізоцим), або детергенти (додецидсульфат натрію). У результаті утворюється
гомогенат клітин, з якого треба виділити ДНК. Щоб уникнути швидкого
руйнування сферопластів і забезпечити поступовий вихід ДНК із клітин, їх
лізують при високих концентраціях цукру. Сферопласти лізують, додаючи
детергент – додецил сульфат натрію (ДСН). Етилендиамінтетраацетат (ЕДТА)
руйнує зовнішню мембрану E. coli й утворює хелатні комплекси з іонами
двовалентних металів. Це сричиняє інгібування нуклеаз і запобігає розщепленню
ДНК.

Для того, щоб провести депротеїнізацію ДНК, до гомогенату клітин додають
один об’єм розчину фенолу або суміші: фенол: хлороформ: ізоаміловий спирт
(25:24:1), хлороформ: ізоаміловий спирт (24:1). Фенол та хлороформ – сполуки,
що спричиняють денатурацію білків. Ізоаміловий спирт – поверхнево активна
речовина, стабілізує границю між водною та органічною фазою, запобігає
утворенню піни. Після перемішування та центрифугування формується система
з двох фаз – водної та органічної. У водному розчині зосереджені нуклеїнові
кислоти та полісахариди, тоді як денатуровані білки – на межі двох фаз. Інший
підхід передбачає використання розчину ДСН, який викликає швидку
денатурацію білків і розчинення мембран. При низькій температурі (0оС) та за
наявності високої концентрації солі (більше 1М ацетату калію) білки та
полісахариди утворюють з ДСН комплекси, які випадають в осад, а нуклеїнові
кислоти залишаються в розчині. Осад являє собою пластівці, що видаляються
центрифугуванням при високих швидкостях. З водного розчину ДНК осаджують,
додавши два об’єми абсолютного етанолу або один об’єм пропанолу. Для
видалення солей та інших низькомолекулярних речовин осад промивають 70%
етанолом. Осад ДНК висушують на повітрі і потім розчиняють у буфері або
бідистильованій воді. Важливо позбутися домішок фенолу та хлороформу в
препаратах ДНК. Ці речовини екстрагують ефіром. Депротеїнізацію ДНК
проводять також за допомогою протеїнази К, а видалення полісахаридів –
амілолітичними ферментами. Для видалення солей та інших низькомолекулярних
сполук розчини ДНК піддають діалізу.
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Особливості методів виділення плазмід зумовлені тим, що вони є значно
меншими від бактерійних хромосом і є кільцевими ковалентно замкненими
(ккз) молекулами. Більшість плазмідних молекул є у суперспіралізованому стані
(рис. 5.1). Розрив одного з двох ланцюгів призводить до утворення мінорних
релаксованих форм – відкритих кілець (вк). Крім того, в препаратах плазмідної
ДНК трапляються й інші мінорні форми – лінійні двониткові й однониткові
молекули, однониткові кільцеві молекули, димери та мультимери, молекули, що
частково втратили суперспіральний стан, а також катенани (зчеплені кільця).

Для виділення ккзOформ мультикопійних плазмід найчастіше користуються
методом лужного лізису, розробленим Бірнбоймом і Долі, та його модифікаціями.
Його застосовують тоді, коли треба отримати “мініOпрепарати” плазмідної ДНК,
тобто невеликі її кількості з приблизно 1 мл культури бактерій одночасно із
багатьох зразків. За допомогою цього методу виділяють достатньо чисті препарати
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Рис. 5.1. Форми плазмідної ДНК
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ДНК, які можна згодом розщеплювати ендонуклеазами рестрикції та піддавати
іншим маніпуляціям.

У досить вузькому діапазоні значень рН (12,0–12,5) лінійні молекули –
уламки хромосомної ДНК – денатурують, а ккз ДНК плазмід – ні. Дуже
важливо після додавання лужного розчину ДСН негайно і ретельно перемішати
суміш, оскільки локальне підвищення рН більше 12,7 може призвести до
незворотної денатурації плазмідної ДНК. Потім суміш нейтралізують, додаючи
розчин ацетату калію. Хромосомна ДНК ренатурує, утворюючи нерозчинний
згусток. За наявності високої концентрації ацетату калію або ацетату натрію
відбувається також осадження ДСНOбілкових комплексів і високомолекулярної
РНК. Після додавання до суміші розчину солі оцтової кислоти слід особливо
обережно її перемішувати. Ккз ДНК, частина РНК та полісахариди залишаються
у супернатанті. Плазмідну ДНК осаджують із супернатанта, додаючи етиловий
або ізопропіловий спирт. Для ліпшого очищення ДНК від солей і, що особливо
важливо, від ДСН, часто треба повторно осаджувати ДНК спиртом при
температурі 0–4°С, щоб запобігти преципітації солей. Плазмідну ДНК
розчиняють у бідистильованй воді, або в ТЕOбуфері, і зберігають при температурі
4°С, або при температурі O20°С.

Принципи виділення ДНК з актиноміцетів та кишкової палички подібні.
Відмінності зумовлені особливостями морфології, фізіології та біохімії цих
бактерій. ПоOперше, актиноміцети ростуть повільніше, формуючи міцелій. ПоO
друге, для лізису їхньої клітинної стінки, що містить багато глікопептиду,
необхідне тривале оброблення культури лізоцимом, з дальшим додаванням
великих кількостей солі, щоб забезпечити повний лізис утворених сферопластів.

5.2. Розщеплення ДНК ендонуклеазами рестрикції5.2. Розщеплення ДНК ендонуклеазами рестрикції5.2. Розщеплення ДНК ендонуклеазами рестрикції5.2. Розщеплення ДНК ендонуклеазами рестрикції5.2. Розщеплення ДНК ендонуклеазами рестрикції

У генетичній інженерії використовують ендонуклеази рестрикції
(рестриктази) класу ІІ. Ці ферменти впізнають у ДНК відносно короткі
послідовності нуклеотидів (зазвичай чотири–вісім п.н., іноді більше) та
каталізують гідроліз фосфодиефірних зв’язків у цілком певних місцях молекули
– в ділянці впізнавання, або на певній, короткій віддалі від неї. У більшості
випадків ділянкам ДНК, які впізнають рестриктази класу ІІ, властива дзеркальна
симетрія другого порядку (табл. 5.1). Розриви в нитках ДНК виникають
симетрично, тому кінці утворених фрагментів повністю спарені („тупі”, як,
наприклад, після дії рестриктази EcoRV), або містять однониткові,
взаємокомплементарні послідовності із декількох нуклеотидів („липкі” кінці,
як наприклад, після дії рестриктази BamHI). Фрагменти ДНК, які утворилися,
мають на 3’Oкінцях гідроксильні групи, а на 5’Oкінцях – фосфатні залишки.

Розщеплення ДНК за допомогою рестриктаз проводять в умовах,
визначених їхніми виробниками. У каталогах фірмOвиробників зазначено склад
реакційної суміші, температуру, тривалість реакції. Для функціонування
рестриктаз необхідні іони Mg2+. Крім того, у суміш вносять KCl або NaCl,
трисOHCl, який забезпечує підтримання оптимального значення рН, бичачий
сироватковий альбумін і сульфгідрильні агенти – 2Oмеркаптоетанол або
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дитіотрейтол, необхідні для стабілізації рестриктаз. Найчастіше використовують
три типи буферів: з високою, середньою та низькою іонною силою (що
визначається концентрацією KCl або NaCl), залежно від того, в якому з них
найактивніше діє фермент. Зараз найчастіше користуються готовими буферними
сумішами 10Oкратної концентрації, що постачаються виробниками рестриктаз.
На активність ферментів впливає те, наскільки забрудненим є препарат ДНК,
а також специфічність та рівень її метилювання. Рестриктази поставляють
виробники у вигляді концентрованих розчинів і зберігають при температурі
O20°С. За одиницю активності (од.акт.) рестриктаз приймають активність, яка
зумовлює розщеплення 1 мкг ДНК фага лямбда за годину при температурі 37°С.
Активність ферментів (в од.акт./мкл розчину) вказується їхнім постачальником.

 Таблиця 5.1
Ділянки впізнавання в ДНК деяких ендонуклеаз рестрикції

Åíäîíóêëåàçà ðåñòðèêö³¿ Ä³ëÿíêà âï³çíàâàííÿ â ÄÍÊ 
AseI 5’-AT ↓ TA AT-3’ 

3’-TA AT ↑ TA-5’ 
BamHI 5’-G ↓ GATC C-3’ 

3’-C CTAG ↑ G-5’ 
DraI 5’-TTT ↓ AAA-3’ 

3’-AAA ↑ TTT-5’ 
EcoRI 5’-G ↓ AATT C-3’ 

3’-C TTAA ↑ G-5’ 
EcoRV 5’-GAT ↓ ATC-3’ 

3’-CTA ↑ TAG-5’ 
HindIII 5’-A ↓ AGCT T-3’ 

3’-T TCGA ↑ A-5’ 
PacI 5’-TTA AT ↓ TAA-3’ 

3’-AAT ↑ TA ATT-5’ 
PstI 5’-C TGCA ↓ G-3’ 

3’-G ↑ ACGT C-5’ 
PvuI 5’-CG AT ↓ CG-3’ 

3’-GC ↑ TA GC-5’ 
SacI 5’-G AGCT ↓ C-3’ 

3’-C ↑ TCGA G-5’ 
SalI 5’-G ↓ TCGA C-3’ 

3’-C AGCT ↑ G-5’ 
Sau3A 5’- ↓ GATC - 3’ 

3’- CTAG ↑ -5’ 
SmaI 5’-CCC ↓ GGG-3’ 

3’-GGG ↑ CCC-5’ 
SspI 5’-AAT ↓ ATT-3’ 

3’-TTA ↑ TAA-5’ 
XbaI 5’-T ↓ CTAG A-3’ 

3’-A GATC ↑ T-5’ 
XhoI 5’-C ↓ TCGA G-3’ 

3’-G AGCT ↑ C-5’ 
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У типовому випадку об’єм реакційної суміші – 20 мкл. Її склад розраховують
так:

1) від 0,1 до 1 мкг ДНК в Н
2
О або ТЕOбуфері;

2) 2 мкл концентрованого 10Oкратного буферного розчину;
3) бідистильована вода – до 20 мкл.
До цієї суміші додають рестриктазу – від 1 до 5 од.акт. на 1 мкг ДНК.

Зазвичай реакцію розщеплення проводять протягом години при температурі
37° С. Її зупиняють, додаючи 0,5 М ЕДТА до кінцевої концентрацї 10 мМ, або ж
охолодженням реакційної суміші протягом 5 хв при температурі O20°С, або ж,
навпаки, її нагріванням протягом 10 хв на водяній бані при температурі 65°С.
Якщо ДНК, оброблена рестриктазами, одразу ж підлягає електрофорезу, то
реакцію розщеплення зупиняють після змішування проб реакційної суміші з
буфером для внесення проб у гель.

Можна розщеплювати ДНК однією рестриктазою або двома і більше
рестриктазами, а також виконувати неповний ферментативний гідроліз ДНК.
У першому випадку ДНК інкубують з певною рестриктазою, використовуючи
буфер, в якому цей фермент функціонує найліпше. Існують дві способи
оброблення ДНК двома рестриктазами. У першому випадку ДНК розщеплюють
однією рестриктазою і осаджують спиртом, щоб очистити від буфера та
ферменту. Потім проводять розщеплення другою рестриктазою, додаючи новий
буфер. У другому – розщеплюють ДНК двома рестриктазами одночасно. У
цьому разі слід підібрати буфер, оптимальний для функціонування обох
рестриктаз. Якщо одна рестриктаза ефективно гідролізує ДНК у буфері з
високою концентрацією солі, а друга – з низькою, то спочатку слід використати
буфер з низькою концентрацією солі, а потім додати сіль і провести розщеплення
другим ферментом. ФірмиOвиробники ферментів зазвичай вказують умови
розщеплення ДНК двома рестриктазами (див., наприклад, www.fermentas.com).

Неповний ферментативний гідроліз ДНК використовують для отримання
випадкових фрагментів ДНК, які перекривають певну ділянку хромосоми або
навіть увесь геном. Для такого розщеплення використовують рестриктази,
сайти впізнавання для яких часто трапляються в ДНК. Це передусім рестриктази,
що впізнають тетраO та гексануклеотиди. Фермент Sau3AI (ізошизомери: Bsp1431,
MboI) найчастіше використовують для неповного гідролізу ДНК. Він впізнає
послідовність 5’ONGATC, каталізуючи гідроліз фосфодиефірного зв’язку між
N (будьOякий з чотирьох нуклеотидів) та G в обох нитках ДНК. Теоретично,
сайт впізнавання для Sau3AI буває один раз на кожні 256 п.н., і гідроліз 1 мкг
ДНК 1 од.акт. цього ферменту вестиме до повного розщеплення – утворення
суміші коротких фрагментів (250–1 000 п.н.). Зменшуючи кількість Sau3AI для
розщеплення ДНК, можна підібрати умови неповного гідролізу, за яких розмір
продуктів реакції (рестриктів) буде в межах 4–40 т.п.н. Інший підхід для
неповного гідролізу полягає у скороченні часу оброблення ДНК рестриктазами.
Отримані фрагменти придатні для конструювання бібліотек генів. Для кожної
певної ДНК слід емпірично підбирати умови неповного гідролізу.

Рестриктази використовують насамперед для отримання фрагментів ДНК
певного розміру з певною структурою кінців. Розміщення сайтів розщеплення
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певних молекул ДНК рестриктазами є їхніми постійними характеристиками,
своєрідними молекулярними маркерами. Тому рестриктази використовують
для побудови фізичних карт молекул ДНК. На них показані сайти розщепленння
молекул рестриктазами та віддалі між ними у п.н. Фізичні карти молекул ДНК
називають також рестрикційними. Їх будують, порівнюючи розміри фрагментів,
отриманих після рощеплення досліджуваних молекул рестриктазами. Фізичне
картування необхідне для вивчення будови молекул ДНК і дальших маніпуляцій
з ними, зокрема, виділення певних генів.

5.3. Електрофорез ДНК в агарозному гелі5.3. Електрофорез ДНК в агарозному гелі5.3. Електрофорез ДНК в агарозному гелі5.3. Електрофорез ДНК в агарозному гелі5.3. Електрофорез ДНК в агарозному гелі

Електрофорез в агарозному гелі – один з найефективніших і найпростіших
методів виявлення, фракціонування та очищення нуклеїнових кислот. Нуклеїнові
кислоти мають у водному розчині негативний заряд завдяки наявності в їхній
структурі залишків фосфорної кислоти, здатних до електролітичної дисоціації.
Під дією електричного поля молекули нуклеїнових кислот рухаються до анода.
Їхній рух відбувається в робочому каналі, заповненому гелем агарози, який
формує просторову сітку. Під час руху макромолекули зіштовхуються з нитками
полімеру, що знижує їхню швидкість. Ці перешкоди особливо значні, якщо
розміри пор гелю близькі до розмірів макромолекул (ефект „молекулярного
сита”). Молекули набувають різної швидкості, залежно від розмірів та
просторової конфігурації. Поступово препарат розділяється на фракції
однакових за розмірами молекул, що мігрують у гелі з однаковою швидкістю.

Найважливішими чинниками, які визначають рух нуклеїнових кислот під
час електрофорезу, є:

1) розміри молекул ДНК (їхні молекулярні маси);
2) їхня конформація;
3) концентрація агарози, від якої залежить розмір пор гелю;
4) напруженість електричного поля (В/см).
Лінійні дволанцюгові молекули ДНК рухаються у гелі зі швидкістю,

обернено пропорційного десятковому логарифму (lg) їхніх молекулярних мас
(розмірів, що виражені у кількості пар нуклеотидів). Тому можна визначити
розміри досліджуваних молекул, порівнявши їхню електрофоретичну рухливість
із рухливістю маркерних молекул відомих розмірів (наприклад, фрагментів
ДНК фага лямбда). Для цього слід побудувати калібрувальний графік: за віссю
абсцис відкласти віддаль у см, яку пройшли маркерні молекули під час електроO
форезу, а за віссю ординат – lg їхніх розмірів у п.н. (рис.5.2). Використавши
цей графік, можна визначити приблизні розміри досліджуваних молекул.

Найчастіше використовують прилади для електрофорезу, де пластинки
гелю знаходяться в горизонтальному положенні (горизонтальний гельO
електрофорез). Використання пластинок гелю дає змогу одночасно
фракціонувати в одному гелі десяткам зразків. За таких умов підтримується
рівномірність напруженості електричного поля по всьому просторі гелю та
відбувається рівномірне відведення тепла. Крім того, це дає можливість
використовувати гелі з низькою концентрацією агарози.
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Агароза – один з двох полісахаридів,
які входять до складу агару. В полімерному
ланцюзі чергуються залишки âODOгалакO
топіранози і 3,6OангідроOáOLOгалактопіO
ранози (молекулярна маса 104–105 Da).
Гель утворюється шляхом зв’язування в
просторову сітку пучків ниток за рахунок
водневих зв’язків між ними.

Розміри пор гелю зменшуються зі
зростанням концентрації агарози. ЗалежO
ність між електрофоретичною рухливістю
(U) ДНK та концентрацією агарози (Т)
описують рівнянням:

lgU = lgU
0 
O kôT,

де U0 – рухливість макромолекули ДНК
у розчині, kô – коефіцієнт затримання,
який залежить від властивостей гелю,
розмірів і форми молекул ДНК.

Для фракціонування молекул ДНК
різного розміру можна використати гелі

Рис. 5.2. Залежність швидкості руху
фрагментів ДНК під час гельOелектроO
форезу від їхніх розмірів при різних

концентраціях агарози. За віссю ордиO
нат – lg кількості пар нуклеотидів, за

віссю абсцис – віддаль у см, яку
пройшов фрагмент під час

електрофорезу

з різною концентрацією агарози (табл.5.2). Найчастіше використовують
одновідсотковий агарозий гель.

Таблиця 5.2
Концентрація гелів агарози, які використовують для електрофорезу молекул ДНК

Препарати агарози дуже різняться за своїми властивостями і, зокрема,
вмістом шкідливих домішок, наприклад, сульфатованих полісахаридів, які можуть
інгібувати активність рестриктаз, лігаз та полімераз, а також впливом на характер
фракціонування нуклеїнових кислот.

Агарозу розчиняють у буфері для електрофорезу. Вона плавиться при
температурі 84–96°С. Розчини агарози мають бути однорідними. Вони тверднуть,
утворюючи гель, при значно нижчих температурах: 36–42° С (легкоплавка агароза
– при температурі 30°С). Перед заливання у форми розчини агарози попередньо
охолоджують до температури 50–55°С. Гель можна знову розчинити, нагріваючи
його у киплячій водяній бані, або у мікрохвильовій пічці. Лунки для зразків
готують, використовуючи спеціальні гребінці, які поміщають у форму для гелю

Êîíöåíòðàö³ÿ àãàðîçè,% 
Ðîçì³ð ë³í³éíèõ ìîëåêóë ÄÍÊ, ÿêèì âëàñòèâå 
åôåêòèâíå ðîçä³ëåííÿ â ãåë³ ö³º¿ êîíöåíòðàö³¿, 

ò.ï.í. 
0,5 
0,7 
1,0 
1,2 
1,4 
2,0 

1,0–30,0 
0,8–12,0 
0,5–10,0 
0,4–7,0 
0,2–4,0 

0,05–2,0 
 



187Розділ 5. Генетична інженерія  бактерій

перед його заливанням. Віддаль між зубцями гребінця та дном форми – 0,5–
1 мм. Після того, як гель застигне, гребінець виймають з гелю.

Двониткові молекули мають більш жорстку структуру, ніж однониткові,
їм важче вигинатися при проходженні через пори гелю. Тому короткі двониткові
лінійні молекули ДНК рухаються в гелі повільніше, ніж однониткові молекули
відповідного розміру. Під час фракціонування довгих лінійних молекул ситуація
може бути зворотною. Довгі однониткові молекули можуть утворювати клубки
великих розмірів, рух яких сповільнюється. Кільцева суперскручена молекула
дуже компактна. Розрив одного з ланцюгів призводить до утворення менш
компактних відкритих кілець, а розрив двох – до утворення лінійних молекул
(рис. 5.1). Під час електрофорезу суперскручені та лінійні молекули завжди
мігрують швидше, ніж відкриті кільця. Натомість лінійні дволанцюгові молекули
можуть мігрувати швидше або повільніше, ніж суперскручені, залежно від
розміру пор гелю. Наприклад, у 0,6% гелі швидше рухаються суперскручені
молекули, а в 1,4% – лінійні. В першому випадку, коли пори гелю є великими,
більша рухливість суперскрученої молекули зумовлена тим, що вона є
компактнішою. В другому випадку (пори малі) визначальною є більша гнучкість
лінійних молекул.

Збільшення напруженості електричного поля зумовлює зростання
рухливості молекул ДНК. Однак за таких умов може знижуватися ефективність
їхнього розділення. При високій напруженості великі молекули будуть
проштовхуватися через пори гелю незалежно від їхньої молекулярної маси.
Зазвичай електрофорез проводять при напруженості електричного поля від 3
до 10 V/см.

Перед внесенням зразків ДНК у лунки гелю їх змішують із спеціальним
розчином. До його складу входять сполуки, що збільшують густину зразка ДНК
(сахароза) та полегшують внесення ДНК у лунки, а також ЕДТА (для інгібування
нуклеаз). Для слідкуванням за ходом електрофорезу в розчин вносять два
барвники – бромфеноловий синій та ксиленціанол FF (зеленого кольору), які
як і ДНК рухаються під час електрофорезу до анода. В одновідсотковому
агарозному гелі бромфеноловий синій рухається разом з фрагментами ДНК
розміром 300 п.н., тоді як ксиленціанол FF – з фрагментами розміром 4 000 п.н.
Чим нижча концентрація агарози або вища напруженість електричного поля,
тим більші фрагменти ДНК мають таку ж рухливість, як барвник. Існують такі
розчини, що відрізняються за кількісним співвідношенням компонентів,
барвниками та їхньою кількістю. Переважно ці розчини постачаються разом з
рестриктазами.

Для візуалізації смуг ДНК у гелі використовують бромід етидію: позитивно
заряджений фенантреновий барвник, який здатний інтеркалювати в ДНК. ДНК
виявляють за флуоресценцією броміду етидію, що включився у ДНК (довжина
хвилі 590 нм) при освітленні гелю ультрафіолетом. Бромід етидію можна вносити
в буфер і в гель перед проведенням електрофорезу (0,5 мкг/мл). Гель можна
також занурити в розчин броміду етидію після закінчення електрофорезу на
годину.
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5.4. Очищення лінійних фрагментів ДНК5.4. Очищення лінійних фрагментів ДНК5.4. Очищення лінійних фрагментів ДНК5.4. Очищення лінійних фрагментів ДНК5.4. Очищення лінійних фрагментів ДНК
Типовий генноOінженерний експеримент передбачає конструювання нової

молекули ДНК, що походить з двох і більше окремих фрагментів, які об’єднують
в одне ціле за допомогою спеціальних ферментативних маніпуляцій. Цьому
передує виділення окремих ДНКOфрагментів. Процес виділення з гелю та
очищення молекул ДНК називають елююванням (від лат. “elutio” – вимиваю).
Загальна схема елюювання ДНК передбачає:

1. Фракціонування гельOелектрофорезом лінійних фрагментів ДНК,
отриманих внаслідок її оброблення рестриктазами,.

2. Відокремлення потрібного рестрикту від решти ДНК (шляхом вирізання
з гелю шматка, що його містить).

3. Очищення ДНК від агарози та інших домішок.
Останній етап може бути виконаний багатьма методами. Одним із

найпростіших є електроелюювання ДНК із використанням діалізних мішечків.
Він полягає в тому, що шматок гелю поміщають у діалізний мішечок і діють на
нього електричним полем. Під час цього ДНК з гелю переходить у розчин і її
відбирають.

У сучасних методах очищення ДНК використовують розчин хаотропної
солі для розчинення гелю та центрифужні мініколонки із скляними мембранами
та силікагелевим наповненням для очищення препарату ДНК від РНК, білків та
інших домішок. “Хаотропною” (тою, що вносить хаос) називають сполуку,
здатну ефективно руйнувати водневі зв’язки у воді. „Хаотропні” солі
(гуанідингідрохлорид, деякі перхлорати) збільшують розчинність неполярних
сполук у водних розчинах та денатурують білки, оскільки порушують гідрофобні
взаємодії, але не денатурують ДНК та РНК. Висока концентрація хаотропної
солі також полегшує зворотне зв’язування нуклеїнових кислот до силікагелевої
мембрани мініколонки. Потім сторонні домішки з мембрани вимивають
хаотропною сіллю у 80% етанолі, а очищену ДНК елююють у буфері із низькою
іонною силою.

На сьогодні для виділення плазмідної ДНК та її елюювання використовують
готові набори, що виробляються багатьма фірмами.

5.5. Розщеплення домішок РНК у препаратах ДНК5.5. Розщеплення домішок РНК у препаратах ДНК5.5. Розщеплення домішок РНК у препаратах ДНК5.5. Розщеплення домішок РНК у препаратах ДНК5.5. Розщеплення домішок РНК у препаратах ДНК

Рибонуклеази (РНКази) з різною нуклеотидною специфічністю
використовують для різних аналітичних процедур (секвенування РНК, її
картування та кількісного аналізу). Одним із застосувань цих ферментів є
гідроліз РНК, що є у препаратах ДНК. З цією метою часто використовують
рибонуклеазу А (РНКазу А). Це ендорибонуклеаза, яку виділяють із підшлункової
залози великої рогатої худоби. Вона каталізує розриви ланцюгів РНК між
3’Oфосфатною групою піримідинового рибонуклетиду (С та U) і 5’Oгідроксилом
прилеглого нуклеотиду. Фермент розщеплює однониткову та двониткову РНК,
а також ланцюг РНК в дуплексах ДНК – – – – – РНК. Однак при концентрації NaCl
0,3M і вище він специфічно розщеплює однониткову РНК.
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Цей фермент є активним у надзвичайно широких межах температурного
та сольового режимів, а також рН. Тому його важко інактивувати. РНКазу А
можна специфічно інгібувати за допомогою РНКазину (комерційна назва білка,
виділеного із людської плаценти). Щоб видалити РНКазу А з реакційної суміші,
до неї додають протеїназу К, а потім проводять декілька екстракцій фенолом та
преципітацій ДНК етанолом. Для приготування РНКази А вільної від ДНКази,
фермент розчиняють в буфері ТЕ в концентрації 1мг/мл, та інкубують у водяній
бані при температурі 100°С протягом 10 –     30 хвилин. Порції ферменту зберігають
при температурі O20°С, щоб уникнути контамінації бактеріями.

5.6. Ферментативні маніпуляції з лінійними молекулами ДНК5.6. Ферментативні маніпуляції з лінійними молекулами ДНК5.6. Ферментативні маніпуляції з лінійними молекулами ДНК5.6. Ферментативні маніпуляції з лінійними молекулами ДНК5.6. Ферментативні маніпуляції з лінійними молекулами ДНК

5.6.1. Лігування ДНК5.6.1. Лігування ДНК5.6.1. Лігування ДНК5.6.1. Лігування ДНК5.6.1. Лігування ДНК

Найчастіше для з’єднання лінійних фрагментів ДНК використовують
Т4 ДНКOлігазу. Цей фермент кодується геномом бактеріофага Т4. Його виділяють
з клітин E. coli, інфікованих цим фагом. Він каталізує реакцію формування
фосфодиефірного зв’язку (лігування) між розміщеними поряд 5’Oфосфатною
та 3’Oгідроксильною групами на кінцях дуплексної ДНК у Mg++O та в АТФO
залежній реакції:

Фермент може каталізувати з’єднання комплементарних „липких” та
“тупих” кінців ДНК, а також репарувати однониткові розриви у подвійній
ДНК та ДНКOРНК гібридах.

Одна одиниця активності Т4 ДНКOлігази визначається як кількість
ферменту, необхідного для досягнення 50% лігування HindIIIOфрагментів ДНК
фага l (концентрація 5‘Oкінців – 0,12 мкМ, або 300 мкг/мл) в 20 мкл однократного
лігазного буфера за 30 хв при температурі 16°С. Ще однією шкалою вимірювання
активності лігаз є одиниці Вейса. Тут за основу беруть швидкість обмінної
реакції перетворення АТФ в АМФ та пірофосфат. Одна одиниця активності
Вейса відповідає 67 одиницям активності лігази (з’єднання 60–67 „липких”
кінців ДНК).

Т4 ДНКOлігаза функціонує в достатньо широкому діапазоні температур –
від 4°С до 30°С. Однак реакцію лігування виконують переважно при температурі
16–25°С. При температурі 25°С лігування „липких” кінців ДНК закінчується
за 10 хвилин. Аналогічна реакція з „тупими” кінцями триває дві години.
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ДНК для лігування слід розчиняти у високоочищеній воді. Для ефективного
лігування загальна концентрація ДНК вектора та ДНК, що клонують (вставки),
має бути 1–10 мкг/мл. Співвідношення концентрацій ДНК вектора до ДНК
вставки від 2 до 6 ефективне для лігування однієї вставки та вектора.
Співвідношення ДНК вектора до ДНК вставки, що становить 6:1, призводить
до вбудовування кількох вставок у вектор. Лігування „тупих” кінців потребує
значно більших кількостей (у 10 – 100 разів) ферменту на одиницю маси ДНК.
Додавання до лігазної суміші високополімерних молекул поліетиленгліколю (ПЕГ)
з молекулярною масою 4 000 –8 000 значно підвищує ефективність лігування.
ПЕГ спричиняє ефект “молекулярного натовпу” і кінці ДНК рухаються в розчині
значно повільніше. За таких умов імовірність лігування молекули ДНК самої
на себе (інтрамолекулярна циркуляризація) значно зменшується, натомість
зростає частота інтермолекулярних реакцій.

Теплова інактивація Т4Oлігази перед трансформацією реципієнтних клітин
(10 хв при температурі 65°С) може в 100 разів підвищити частоту трансформації
чи електропорації. Перед електропорацією із лігазної суміші слід видалити ПЕГ
шляхом осадження ДНК двома об’ємами етанолу.

Крім Т4 ДНКOлігази, в експериментах з клонування ДНК використовують
ДНКOлігазу E. coli. Кофактором цього ферменту є НАД. Він нездатний каталізуO
вати з’єднання фрагментів з “тупими” кінцями.

5.6.2. Дефосфорилювання та фосфорилювання ДНК5.6.2. Дефосфорилювання та фосфорилювання ДНК5.6.2. Дефосфорилювання та фосфорилювання ДНК5.6.2. Дефосфорилювання та фосфорилювання ДНК5.6.2. Дефосфорилювання та фосфорилювання ДНК

Фосфатази видаляють 5’Oфосфатні групи з кінців молекул ДНК, РНК, а
також рибоO і дезоксирибонуклеотидфософатів. Оброблені фосфатазою
фрагменти ДНК не можуть замикатися самі на себе. Цю властивість
використовують для зменшення кількості векторів, які рециркуляризуються.
У такий спосіб збільшується частка рекомбінантних молекул ДНК у лігазній
суміші. Дефосфорильовані молекули можна також використати для введення
радіоактивних міток у ДНК чи РНК. На сьогодні в генетичній інженерії
використовують дві фосфатази – бактерійну лужну фосфатазу (BAP, від англ.
bacterial alkaline phosphatase) та фосфатазу із шлунка теляти (CIP, від англ. calf
intestine phosphatase). Обидва ферменти для своєї активності потребують іонів
цинку Zn2+. Головна відмінність між цими ферментами полягає у їхній
стабільності. CIP інактивують нагріванням при температурі 70°С протягом
10 хв, або фенольною екстракцією. BAP є набагато стійкішою до температурної
інактивації. Тому для більшості потреб використовують CIP. Крім того, CIP має
в 10–20 разів вищу активність, ніж BAP.

Т4 полінуклеотидкіназа є продуктом гена pseT бактеріофага Т4. У прямій
реакції цей фермент каталізує перенесення кінцевого γOфосфату АТФ на
5’Oгідроксил ДНК або РНК. Ця реакція каталізується кіназою надзвичайно
ефективно і використовується для включення радіоактивної мітки 32Р в 5’OкінO
ці молекул нуклеїнових кислот чи фосфорилювання синтетичних олігонуклеоO
тидів перед лігуванням. Фермент також здатний каталізувати обмінну реакцію.
Вона потребує надлишку АДФ у реакційній суміші. З ДНК 5’Oфосфатна група
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переноситься на АДФ, а ДНК заново фосфорилюється шляхом перенесення
γOфосфату [γO32Р] АТФ. Ця реакція є менш ефективною ніж пряма, тому
використовується рідко. Ефективніше фосфорилюються 5’Oвиступаючі кінці,
ніж „тупі”. Показано, що додавання ПЕГ 8000 приводить до 1 000Oкратного
зростання ефективності кіназної реакції.

Фермент чутливий до домішок тРНК та олігонуклеотидів, які значно
зменшують ефективність його функціонування. Фермент інгібується за
наявності незначних домішок фосфатного буфера чи солей амонію. Кіназна
активність падає практично до нуля, якщо ДНК очищали із агарозних гелів.
Для мічення ДНК бажано очищувати шляхом хроматографії на диетиламіноетил
(ДЕАЕ)Oцелюлозі чи гідроксиапатиті.

5.6.3. Синтез ДНК in vitro ДНКOзалежними ДНКOполімеразами5.6.3. Синтез ДНК in vitro ДНКOзалежними ДНКOполімеразами5.6.3. Синтез ДНК in vitro ДНКOзалежними ДНКOполімеразами5.6.3. Синтез ДНК in vitro ДНКOзалежними ДНКOполімеразами5.6.3. Синтез ДНК in vitro ДНКOзалежними ДНКOполімеразами

Усі відомі на сьогодні ДНКOполімерази ініціюють синтез нитки ДНК шляхом
приєднання дезоксирибонуклеотидів до 3’Oкінця праймера. Синтез ДНК
відбувається в напрямі 5’→3’. Кожен нуклеотид, який включається в ДНК під
час полімеризації, є комплементарним до нуклеотиду, розміщеного навпроти, у
матричній нитці ДНК. Реакція потребує чотирьох дНТФ та іонів магнію. Багато
ДНКOполімераз мають також екзонуклеазні активності. Більшість ДНК–
полімераз мають 3’O–5’Oекзонуклеазну активність. За відсутності в інкубаційній
суміші дНТФ відбувається гідроліз однониткової та двониткової ДНК, починаючи
з вільного 3’– кінця. За наявності дНТФ ця активність пригнічується. Деякі
ДНКOполімерази мають також 5’–3’Oекзонуклеазну активність. Завдяки цій
активності відбувається розщеплення двониткової ДНК, починаючи з вільних
5’Oкінців. ДНКOполімераза І E. coli – поліпептид з молекулярною масою 109 kDa,
крім 5’–3’Oполімеразної має обидві екзонуклеазні активності.

Важливою характеристикою ДНКOполімераз є їхня процесивність.
Процесивність визначають як здатність полімерази безперервно приєднувати
нуклеотиди до праймера, не дисоціюючи від матриці. Більшість полімераз (ДНКO
полімераза І E. coli, фрагмент Кленова, Т4 ДНКOполімераза) має низьку
процесивність. Вони можуть дисоціювати після приєднання до праймера менше
10 нуклеотидів. Т7 ДНКOполімераза є високопроцесивною, вона може приєднувати
тисячі нуклетидів до праймера не дисоціюючи.

Для синтезу ДНК in vitro     широко використовують фрагмент Кленова –
СOкінцевий домен ДНКOполімерази I E. coli, в якому збережено близько 70%
амінокислотної послідовності нативного ферменту. Фрагмент Кленова володіє
ДНКOполімеразною та 3’–5’Oекзонуклеазною активностями, але не має 5’–3’O
екзонуклеазної активності. Фермент активний у будьOякому буфері для
рестриктаз, якщо до нього попередньо додати АТФ.

Фрагмент Кленова використовують для добудови (репарації) 5’OвистуO
паючих кінців ділянок ДНК, які виникають після дії багатьох рестриктаз (табл.5.1).
Такі сегменти з репарованими кінцями потім використовують в реакціях
лігування, які каталізує T4 ДНКOлігаза. У цьому випадку фермент каталізує
приєднання нуклеотидів до 3’Oкінців ланцюгів ДНК, а виступаючі кінці
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Рис. 5.3. Використання в генетичній інженерії фрагмента Кленова . А – уведення
радіоактивної мітки в 3’Oкінці ДНК. Б – генерування „тупих” кінців за рахунок

3’–5’Oекзонуклеазної активності. В – отримання мічених ДНКO зондів, комплементарних
ДНКOмішені, методом випадкових гексануклеотидних праймерів
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використовують як матриці. В інкубаційну суміш додають дНТФ. Якщо один з
них є міченим, то добудовані 3’Oкінці фрагментів ДНК будуть міченими
(рис. 5.3, А). Такі мічені фрагменти можуть бути використані в дослідах із
авторадіографії. Фрагменти з „тупими” кінцями можуть утворюватися також
завдяки 3’–5’Oекзонуклеазній активності ферменту (рис. 5.5, Б).

За допомогою фрагмента Кленова отримують мічені ДНКOзонди,
комплементарні певним ДНКOмішеням (рис. 5.3, В). Сьогодні для цього широко
використовують метод випадкових гексануклеотидних праймерів. ДНКOмішень
спочатку денатурують. Потім до одноланцюгових фрагментів додають суміш
однониткових шестичленних олігонуклеотидів з випадковою послідовністю
нуклеотидів. Ці послідовності гібридизуються з ланцюгами ДНКOмішені і їх
використовують як праймери для синтезу ДНК за допомогою фрагмента Кленова.
У результаті можна отримати мічені послідовності ДНК (зонди), комплементарні
обом ланцюгам ДНКOмішені, які згодом можна використати в експериментах з
гібридизації нуклеїнових кислот.

Фрагмент Кленова можна також застосувати для синтезу копій ДНК під
час секвенування ДНК методом Сенджера, для синтезу другого ланцюга кДНК,
синтезу гібридизаційних проб у дослідах з мутагенезу in vitro.

5.6.4. Полімеразна ланцюгова реакція5.6.4. Полімеразна ланцюгова реакція5.6.4. Полімеразна ланцюгова реакція5.6.4. Полімеразна ланцюгова реакція5.6.4. Полімеразна ланцюгова реакція

Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) – це метод ампліфікації певної
ділянки ДНК чи РНК in vitro чи in situ. Використовують ДНКOполімеразу та
олігонуклеотидні праймери, що комплементарні до 3’Oкінців фрагмента матриці,
який хочуть ампліфікувати. Для виконання ПЛР треба знати послідовність
нуклеотидів ділянки, яку хочуть ампліфікувати та синтезувати відповідні
праймери. Спочатку ДНКOматрицю денатурують нагріванням при температурі
94°С. Потім з нею гібридизуються праймери при температурі 54°C. За наявності
ДНКOполімерази та 4Oх дНТФ відбувається синтез ДНКOкопій та утворюється
дуплекс. Його денатурують, з ним знов гібридизуються праймери, і знову
синтезується ДНК. Ці цикли багаторазово (30–40 разів) повторюють. У кожному
з них кількість дуплексів зростає вдвічі (рис. 5.4). У ПЛР використовують
термостабільні полімерази, як наприклад, TaqOполімеразу з термофільної бактерії
Thermus aquaticus. Оптимальна температура для реакції полімеризації, яку
каталізує цей фермент, – від температури 75 до 80°С. При нагріванні
інкубаційної суміші (табл. 5.3) фермент не денатурує. Тому після кожного
циклу немає потреби вносити полімеразу у реакційну суміш. Це дало змогу
автоматизувати ПЛР та досягти надзвичайно високого ступеня продуктивності
та чутливості методу. Крім того, при високій температурі спарювання праймерів
та матриці більш специфічне, ніж при температурі 37°С, й не відбувається
ампліфікації небажаних ділянок ДНК. Процес здійснюється в автоматичній
ПЛРOмашині, яка нагріває та охолоджує пробірки із реакційною сумішшю за
дуже короткий проміжок часу.

Оскільки іони Mg2+ формують комплекси з дНТФ, праймерами та ДНКO
матрицями, оптимальна  концентрація  MgCl

2  
для  кожного експерименту має
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Рис. 5.4. Етапи полімеразної ланцюгової реакції

Таблиця 5.3
Склад реакційної суміші для ПЛР

Ðåàãåíò Ê³íöåâà êîíöåíòðàö³ÿ Ê³ëüê³ñòü äëÿ 100 ìêë 
ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ 

Ñòåðèëüíà äå³îí³çîâàíà âîäà – âàð³þº 
10-êðàòíèé ÏËÐ-áóôåð 1-êðàòíèé 10 ìêë 
Ñóì³ø äÍÒÔ, 2 ìÌ 0,2 ìÌ êîæíîãî 10 ìêë 
Ïðàéìåð 1 0,1 – 1 ìêÌ âàð³þº 
Ïðàéìåð 2 0,1 – 1 ìêÌ âàð³þº 
Taq-ïîë³ìåðàçà 2 îä.àêò. /100 ìêë âàð³þº 
Ìàòðèöÿ 10 ïã – 1 ìêã âàð³þº 

 

бути підібрана емпірично. Надто мала кількість Mg2+ спричинить низький вихід
продуктів ампліфікації, а надто велика – неспецифічну ампліфікацію. Для
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початку рекомендують виконати ПЛР при концентрації MgCl
2 

, що коливається
у межах 1–4 мМ (табл. 5.4).

Таблиця 5.4
Концентрація MgCl

2
 в інкубаційній суміші для ПЛР

Реакційну суміш ретельно перемішують і центрифугують кілька секунд,
щоб осадити її на дні пробірки. Суміш заливають мінеральною олією (її об’єм
становить половину об’єму реакційної суміші), якщо використовується ПЛРO
машина без “гарячої кришки”. Потім пробірки з реакційною сумішшю
поміщають у ПЛРOмашину та розпочинають ПЛР.

Кількість матричної ДНК переважно коливається в межах 0,01–1 нг для
плазмідної чи фагової ДНК і 0,1–1 мкг для геномної ДНК у загальному об’ємі
реакційної суміші (100 мкл). Більші кількості ДНКOматриці переважно збільшують
вихід неспецифічних продуктів ПЛР. Однак, якщо точність копіювання є
важливою, слід використовувати максимально допустиму кількість матричної
ДНК, щоб збільшити відсоток “правильних” продуктів ПЛР.

Слід ретельно підібрати довжину та ГЦOсклад праймерів. Довжина праймерів
для ПЛР є зазвичай 18–25 нуклеотидів. Їхній ГЦOсклад має становити 40–60%.
Нуклеотиди Г та Ц мають бути розповсюджені рівномірно по всій довжині
праймера. Слід уникати трьох нуклеотидів Г чи Ц поспіль на 3’Oкінці праймера,
оскільки це може спричинити його неспецифічне зв’язування із матрицею. З
тим, щоб попередити виникнення праймерних димерів чи формування
шпилькових структур, слід з’ясувати, чи є в праймері комплементарні ділянки
або ж ділянки, комплементарні до інших праймерів, які наявні в реакційній
суміші.

Температура плавлення праймерів, що фланкують певний фрагмент матриці,
не має відрізнятися більш ніж на 5°С. Якщо використовують вироджені праймери,
то на їхніх 3’Oкінцях має бути щонайменше три консервативних нуклеотиди.
Якщо праймер є коротшим за 25 нуклеотидів, то приблизну температуру
плавлення (Т

m
) можна обчислити за формулою:

Т
m 

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

де G,C,A,T – кількість відповідних нуклеотидів у праймері.
Температура ренатурації має бути приблизно на 5°С нижчою від

температури плавлення. Якщо довжина праймера більша за 25 нуклеотидів, то
температуру плавлення вираховують за допомогою спеціалізованих комп’ютерO
них програм, які враховують взаємодії між сусідніми нуклеотидами, концентраO
цію солі у розчині тощо.

Концентрація кожного дНТФ у реакційній суміші переважно становить
200 мМ. Дуже важливо, щоб концентрація усіх дНТФ була однаковою, інакше
вища або нижча концентрація хоча б одного з дНТФ збільшує частоту його
неправильного включення у нові ланцюги ДНК. Якщо точність ПЛР є важливою,

Ê³íöåâà êîíöåíòðàö³ÿ MgCl2 â 100 ìêë 
ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³, ìÌ 

1,0 1,25 1,5 1,75 2,0 2,5 3,0 4,0 

Îá’ºì 25 ìÌ MgCl2, ìêë 4 5 6 7 8 10 12 16 
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то концентрація дНТФ має бути в межах 10–50 мМ (при такій концентрації
дНТФ точність синтезу ДНК є максимальною). Крім того, слід підібрати
оптимальну концентрацію MgCl

2
.
 
Починаючи з 1мМ, її поступово збільшують

на 0,1 мМ, доки не вдасться досягти достатнього рівня продуктів ПЛР.
Переважно використовують 2–3 од. активності TaqOполімерази на 100 мкл

реакційної суміші. Вищі концентрації полімерази можуть спричинити синтез
неспецифічних продуктів ПЛР. Однак, якщо матриця не є достатньо очищеною
(містить інгібітори полімеразної реакції), можна внести 4–5 од. TaqOполімерази
для досягнення високого рівня ампліфікації ДНК.

Повна денатурація ДНКOматриці на початку ПЛР є дуже важливою для
ефективної ампліфікації. Неповна денатурація ДНК призведе до неефективного
використання матриці під час перших циклів ампліфікації та спричинить низький
рівень виходу продуктів ПЛР.

5.7. Генетична трансформація 5.7. Генетична трансформація 5.7. Генетична трансформація 5.7. Генетична трансформація 5.7. Генетична трансформація E. coliE. coliE. coliE. coliE. coli плазмідною ДНК плазмідною ДНК плазмідною ДНК плазмідною ДНК плазмідною ДНК

Необхідним етапом будь якого генноOінженерного експерименту є
перенесення в клітинуOреципієнт рекомбінантних ДНК, сконструйованих in
vitro. Процес, унаслідок якого екзогенна ДНК проникає в клітини та стає
причиною її спадкових змін, називають генетичною трансформацією, а
генетичні рекомбінанти, що виникли в результаті такого процесу O
трансформантами.

Фізіологічний стан клітин, під час якого вони здатні зв’язувати екзогенну
ДНК на своїй поверхні та поглинати її, називають компетентністю. Низці
бактерій (Streptococcus pneumoniae, Haemophillus influenzae, Bacillus subtilis)
притаманна природна компетентність. В E. coli та деяких інших бактерій немає
природного стану компетентності. Однак компетентність можна індукувати,
інкубуючи клітини в розчині CaCl

2 
на холоді (при температурі 0°С) а потім

піддавши їх тепловому шоку (змінити температуру з 0 до 42°С). За таких умов
клітинна мембрана тимчасово стає проникною для ДНК. Подібний ефект дає
оброблення розчином MgCl

2
, або сумішшю CaCl

2 
та RbCl

2
. Для успішної

трансформації E. coli треба, щоб клітини, які використовуються для цього,
перебували у логарифмічній фазі росту.

 Переважно близько 1% клітин набувають стану компетентності в результаті
“кальцієвого” оброблення. Частота трансформації знижується зі зростанням
розміру плазміди. Кількість трансформантів зростає лінійно зі збільшенням
кількості молекул до того моменту, коли до 100 мкл компетентних клітин додається
10 нг ДНК (під час використання протоколу трансформації, що наведений в
практичній частині, див.тему 5.13.2). Далі зростання частоти трансформантів зі
збільшенням кількості ДНК вже не відбувається.

Деякі мутації клітиниOреципієнта впливають на ефективність трансформації.
Мутанти GalO E. coli не синтезують галактозного компонента ОOполісахаридного
ланцюга ліпополісахаридів, що входять до зовнішньої мембрани клітини. Так
само ліпополісахариди клітинної поверхні таких мутантів не містять вказаного
ланцюга. Їм властива підвищена ефективність поглинання ДНК. З підвищеною
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частотою виникають трансформанти E. coli з мутованим геном deoR, що кодує
білокOрепресор транскрипції генів катаболізму нуклеозидів.

Якщо в клітини потрапляє лінійна ДНК, то вона розщеплюється під дією
екзонуклеаз RecBCD (екзонуклеаза V, кодується генами recB, recC та recD) та
І (кодується геном sbcB). Однак ці нуклеази не діють на кільцеву ДНК. Тому ккз
молекули ДНК можуть трансформувати клітини E. coli. Cконструйовано мутанти
RecBCDO та SbcBO, що трансформуються лінійними молекулами ДНК. У клітинах
мутантів RecAO зменшена частота перебудов нуклеотидних послідовностей
поглинутих плазмід. Вони не здатні до інтеграції в хромосому за рахунок
гомологічної рекомбінації. Крім того, в дослідах використовують мутанти з
порушеною функцією генів hsdR (кодує ендонуклазу рестрикції), hsdM та hsdS
(кодують метилази), а також endA (кодує неспецифічну ендонуклеазу І). Це дає
змогу уникнути розщеплення поглинутої немодифікованої ДНК. Часто вказані
вище мутації поєднують у геномі одного штамуOреципієнта.

Якщо поглинута молекула ДНК має власну ділянку ініціації реплікації в
кишковій паличці, тоді вона формує незалежну спадкову одиницю, яку називають
репліконом. ДНК, яка містить ділянки гомології до хромосоми трансформованої
клітини, може інтегруватися в хромосому господаря за механізмом гомологічної
рекомбінації. Перенесена ДНК, не здатна формувати реплікон, або інтегруватись
у хромосому господаря, буде поступово елімінуватись з популяції (такий процес
називають абортивною трансформацією).

Трансформовані клітини E. coli вирощують певний час у неселективних
умовах, щоб відбулась експресія генів, які містить перенесена ДНК. Тривалість
вирощування в неселективних умовах може бути різною, й залежить від того,
які гени перенесені. Наприклад, штами, що отримали плазміди з геном стійкості
до тетрацикліну tetC слід вирощувати 30 хвилин, з геном спектиноміцинOстійкості
ааdA – 1,5 години, з геном віоміцинOстійкості vph – 3 години, а з геном
ампіцилінOстійкості bla – 5–10 хвилин. Клітини, трансформовані плазмідою із
геном ампіцилінOстійкості, слід висівати на чашки розводячи, для того, щоб
трансформанти росли не надто густо (менше 500 колоній на чашку). Інакше
âOлактамаза – продукт гена bla, яка виділяється клітинами трасформантів у
середовище, гідролізує антибіотик навколо їхньої колонії, чим зумовлює ріст
сателітних колоній біля справжнього трансформанта.

5.8. Отримання протопластів стрептоміцетів, їхня5.8. Отримання протопластів стрептоміцетів, їхня5.8. Отримання протопластів стрептоміцетів, їхня5.8. Отримання протопластів стрептоміцетів, їхня5.8. Отримання протопластів стрептоміцетів, їхня
трансформація плазмідною ДНК та регенераціятрансформація плазмідною ДНК та регенераціятрансформація плазмідною ДНК та регенераціятрансформація плазмідною ДНК та регенераціятрансформація плазмідною ДНК та регенерація

Найчастіше в генетичній інженерії актиноміцетів використовують
трансформацію протопластів плазмідною ДНК за наявності поліетиленгліколю.
Можна виділити такі етапи у цьому процесі:

1. Вирощування культури актиноміцета.
2. Отримання протопластів.
3. Трансформація протопластів плазмідною ДНК.
4. Регенерація трансформованих протопластів на спеціальних регенераційO

них середовищах.
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У процедурах трансформації протопластів S. lividans та S. coelicolor
використовують ПЕГ 1 000 в концентрації 25%. За таких умов злиття протопластів
відбувається рідко. Це свідчить, що воно не є передумовою поглинання
протопластами екзогенної ДНК.

Плазмідні мономери ефективно поглинаються безплазмідними та
плазмідовмісними протопластами S. lividans та S. coelicolor. На 1 мкг плазмідної
ДНК можна отримати 106–107 трансформантів. Лінійні плазміди з комплеO
ментарними “липкими” кінцями трансформують протопласти в 10–100 разів
гірше. З низькою частотою трансформанти виникають при використанні
лінійних молекул з дефосфорильованими кінцями. Натомість трансформантів
не можливо отримати, якщо використати лінійні плазміди з некомплементарними
або „тупими” кінцями.

Є багато факторів, які мають важливе значення для отримання та регенерації
протопластів, а також їхньої трансформації. До них належать: стадія росту культури,
що використовується для протопластування, температура, при якій інкубують
міцелій та протопласти, певна кількість протопластів, яка використовується для
трансформації, ступінь сухості чашок, склад регенераційного середовища. Усі
вищезгадані параметри підібрані для модельних штамів генетики актиноOміцетів.
Для інших штамів актиноміцетів оптимальні умови протопластування та
трансформації можуть потребувати деяких (інколи значних) модифікацій.

 Очевидно, що висока частота регенерації протопластів є необхідною для
ефективної трансформації, але умови для максимальної регенерації не
обов’язково збігаються з умовами найефективнішої трансформації. Відразу
після додавання ДНК до протопластів, до суміші слід додати поліетиленгліколь
1000. Вважають, що це дає можливість уникнути небажаної дії нуклеаз на
екзогенну плазмідну ДНК. Він також зменшує поверхневу енергію протопласта,
що сприяє поглинанню ним ДНК.

Рідка культура актиноміцета, що є на початку стаціонарної фази росту,
оптимальна для виділення протопластів багатьох штамів. У рідке середовище
додають гліцин, який включається у клітинну стінку під час росту культури,
сприяє дисперсному росту міцелію та полегшує його дальше протопластування.

5.9. Кон’югаційне перенесення плазмід з 5.9. Кон’югаційне перенесення плазмід з 5.9. Кон’югаційне перенесення плазмід з 5.9. Кон’югаційне перенесення плазмід з 5.9. Кон’югаційне перенесення плазмід з Е. coliЕ. coliЕ. coliЕ. coliЕ. coli в актиноміцети в актиноміцети в актиноміцети в актиноміцети в актиноміцети

Альтернативним, і в багатьох випадках більш дієвим, шляхом перенесення
генів у клітини стрептоміцетів, порівняно з ПЕГOзалежною трансформацією
протопластів, є кон’югація між цими бактеріями та E. coli. Цей метод розроблено
за системою міжродової кон’югації, яку застосовували для грамOнегативних
бактерій, та основано на властивостях космополітичної плазміди RK2 (RP4 або
RP1), що належить до групи несумісності IncР. Ця плазміда виділена з декількох
представників роду Pseudomonas і характеризується здатністю до кон’югаційного
перенесення не лише в межах роду, а також і в клітини інших грамOнегативних
бактерій. На основі послідовності oriT цієї плазміди створено низку інтегративних
та автономних реплікативних векторів для стрептоміцетів. Перенесення таких
векторів забезпечується in trans генами штамуOдонора E. coli. Як донор було
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використано штам E. coli S17–1, що містив інтегровану в геном похідну плазміди
RK2 з traOгенами та ділянкою oriT, необхідними для мобілізації плазмід. Тепер
частіше застосовують штамиOдонори, похідні штаму E. coli ET12567, в якого
порушені всі основні системи метилування ДНК. Такі штами несуть
низькокопійні реплікативні плазміди pUB307 (здатна до автономного перенесення,
містить власну ділянку oriT) чи pUZ8002 (не здатна до перенесення), які й
визначають трансферну функцію за рахунок наявних у них traOгенів RK2. Ці
плазміди забезпечують більшу копійність traOгенів (дві – три копії відповідних
плазмід на геном E. coli), що в свою чергу зумовлює вищу ефективність
кон’югаційних схрещувань, порівняно зі штамом E. coli S17–1.

Метод міжродової кон’югації має низку переваг над ПЕГOзалежною
трансформацією протопластів стрептоміцетів:

1. Кон’югаційні схрещування є простішими і не потребують складних
процедур приготування та регенерації протопластів.

2. Використання під час кон’югації як донора плазмід штамів E. coli дає
змогу обійти чи значно зменшити ефект рестрикційних систем штамуO
реципієнта, тому що відбувається перенесення однониткової неметильованої
ДНК. З’являється можливість отримувати рекомбінантні штами стрептоміцетів,
для яких трансформація протопластів є ускладнена чи неможлива через
функціонування систем рестрикції – модифікації.

3. Створено велику кількість кон’югативних векторів на основі oriT RK2
для клонування, експресії та спрямованого руйнування генів у стрептоміцетів.
Усі вектори такого типу реплікуються у клітинах E. coli, що значно спрощує
конструювання рекомбінантних плазмід на їхній основі, на відміну від векторів,
які підтримуються лише у стрептоміцетах.

На сьогоднішній день існує кілька методик проведення кон’югаційних
схрещувань між стрептоміцетами та E. coli. Умови їхнього проведення для
різних штамів можуть дещо відрізнятись. Однак найбільш ефективними є ті,
що основані на використанні свіжих пророщених спор. Приготовану спорову
суспензію піддають тепловому шоку протягом 10 хвилин при температурі 50–
55°С для індукції проростання та інкубують дві–три години при температурі
28–30°С. Під час цього зі спори формується первинна гіфа з тонкою муреїновою
оболонкою, що полегшує формування кон’югаційних пар з E. coli та дальше
перенесення плазмід. У випадку, коли штамOреципієнт не утворює достатньо
спор, доцільно використовувати молоді (12–18Oгодинні) рідкі культури. За таких
умов значно зростає ефективність гомологічної рекомбінації, якщо
сконструйовані рекомбінантні ДНК використовують для спрямованого
руйнування досліджуваних генів.

5.10. Методи селекції та аналізу5.10. Методи селекції та аналізу5.10. Методи селекції та аналізу5.10. Методи селекції та аналізу5.10. Методи селекції та аналізу
рекомбінантних молекул ДНКрекомбінантних молекул ДНКрекомбінантних молекул ДНКрекомбінантних молекул ДНКрекомбінантних молекул ДНК

Відбір (“скринінг”) потрібної рекомбінантної молекули ДНК є важливим
етапом молекулярного клонування. У сучасній генетичній інженерії
конструюють нові молекули ДНК переважно з використанням E. coli. Для цієї
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бактерії розроблено ефективні методи скринінгу рекомбінантних ДНК, які
умовно можна розділити на такі, що дають змогу відібрати рекомбінантну ДНК
за її функцією чи за нуклеотидною послідовністю.

Під час функціональної селекції клони клітин, які містять рекомбінантну
ДНК, відбирають за новою ознакою, що визначається клонованим геном.
Наприклад, векторна плазміда pBR322 містить маркерні гени стійкості до
ампіциліну amp (ген âOлактамази) та тетрацикліну tetC (ген мембранного
транспортеру тетрацикліну). Гени клонують у сайти для рестриктаз PstI в гені
amp та BamHI, HindIII, SalI в гені tetC, унаслідок чого вони інактивуються. Так,
клонують ген стійкості до канаміцину в BamHIOсайт плазміди pBR322 (рис. 5.5).
Вектор обробляють рестриктазою BamHI, що зумовлює його лінеаризацію. До
лінійних молекул вектора додають лінійні молекули, що містять ген стійкості
до канаміцину та мають комплементарні „липкі” кінці. Суміш фрагментів
обробляють ДНКOлігазою. Серед продуктів лігазної реакції є як рекомбінантні
ДНК, що несуть бажаний фрагмент з геном канаміцинOстійкості, так і векторні
молекули, що знов стали кільцевими, однак не приєднали потрібного гена.
Сумішшю молекул ДНКOпродуктів лігазної реакції трансформують клітини
штаму E. coli, що є чутливим до усіх трьох антибіотиків. Клони клітин, які
несуть рекомбінантні ДНК, відбирають за фенотипом стійкості до антибіотиків.
Вони мають бути ампіцилінOстійкими за рахунок маркерного гена вектора та
канаміцинOстійкими за рахунок експресії клонованого гена. Однак вони є
чутливими до тетрацикліну, бо ген тетрациклінOстійкості інактивований у
результаті включення фрагмента ДНК у BamHIOсайт. Але клони, що містять
векторну молекулу є стійкими до ампіциліну та тетрацикліну.
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Рис. 5.5. Конструювання та селекція рекомбінантних ДНК на основі плазміди pBR322
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В одному з найпоширеніших методів селекції рекомбінантних ДНК
використовують інактивацію маркерного гена lacZ E. coli. Цей метод дає
можливість візуально відрізнити колонії, які містять рекомбінантну ДНК, від
тих, що несуть вихідну векторну ДНК. Схема скринінгу рекомбінантних плазмід
із використанням гена lacZ заснована на двох явищах: хромогенній селекції
LacZ–O та LacZ+Oколоній E. coli та a-комплементації гена lacZ.

Продукт гена lacZ – âOгалактозидаза, розщеплює дисахарид лактозу на
глюкозу та галактозу. Фермент здатний розщеплювати неприродний субстрат
– 5OбромO4OхлорO3OіндолілOâODOгалактопіранозид (XOGal). Ця сполука є
безбарвною, а один із продуктів її розщеплення – 5OбромO4OхлорOіндиго – має
синій колір. Отже, LacZ+Oколонії E. coli, що ростуть на агаризованому середовищі
з XOGal та ізопропілOâODOтіогалактопіранозидом (IПТГ – індуктором генів
лактозного оперона), будуть зафарбованими у синій колір, а LacZ–Oколонії –
безбарвними. Такий спосіб відбору рекомбінантних ДНК називають ще „blueO
white”Oселекцією (від англ. blue – cиній та white – білий).

Використовують векторні молекули ДНК, які несуть промотор лактозного
оперона та фрагмент гена lacZ, що кодує 3–92 амінокислотні залишки βOгалакO
тозидази (αOфрагмент). Як реципієнт служить штам E. coli з хромосомною муO
тацією lacZΔM15 (делеція ділянки, що кодує амінокислотні залишки 11–41
βOгалактозидази). Активна βOгалактозидаза є тетрамером. Білок LacZΔM15 із
внутрішньою делецією (ωOфрагмент) може димеризуватись, але не може формувати
тетрамер. Плазмідний ген lacZα здатний комплементувати хромосомну делецію
lacZΔM15. У результаті клітини мають змогу утворювати активну βOгалактозидазу.
Це явище назване αOкомплементацією. Клони, в яких вона відбулась, можна легко
відібрати на індикаторних чашках з XOGal та IПТГ за синім забарвленням.

Вектори зазвичай містять полілінкер – послідовність завдовжки 90–110
нуклеотидів, що містить сайти впізнавання багатьох рестриктаз. Полінкер
клонований всередину гена lacZα зі збереженням його рамки зчитування,
Включення полілінкера в lacZα не порушує його здатності до αOкомплементації.
Чужорідну ДНК лігують із вектором, розщепленим рестриктазою, сайт дії якої
знаходиться в полілінкері. Якщо відбулося включення нової ДНК в lacZα, то
порушується послідовність αOфрагмента і він не здатний комплементувати
мутацію lacZΔM15. Лігазною сумішшю трансформують штам E. coli lacZΔM15.
Трансформанти висівають на агаризоване середовище з антибіотиком, стійкість
до якого надає маркерний ген вектора, XOGal та IПТГ. Клітина, в яку потрапив
вихідний вектор, дасть початок колонії синього кольору (Lac+Oфенотип), оскільки
відбувається αOкомплементація. Безбарвні колонії, очевидно, виявляють
LacOOфенотип, який є результатом клонування чужорідної ДНК в ген lacZα, і
відповідно порушення явища αOкомплементації.

Для селекції рекомбінантних ДНК можна використати метод ДНК–ДНК–
гібридизації (див. 5.11). ДНК клонів, трансформованих лігазною сумішшю,
гібридизують з ДНКOпослідовністю (зондом), яка клонована у векторі. Відбирають
клони клітин, ДНК яких гібридизується із ДНКOзондом, і, отже, містять шукану
послідовність ДНК. Ефективність методу залежить від того, наскільки велика
вибірка клонів, перевірена в процесі скринінгу.
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 Якщо клонований фрагмент ДНК експресується в клітинахOреципієнтах,
утворюючи відомий білок, для якого існують антитіла, то продукцію цього
білка можна виявити імунологічними методами, шукаючи серед клонівO
трансформантів ті, що взаємодіють з цим антитілом.

Можна проводити також і “сліпу” селекцію – виділяти плазмідну ДНК з
усіх трансформантів, та виконувати її рестрикційний аналіз з метою виявлення
клонованої ділянки ДНК. Можна проводити скринінг молекул з ДНК, клонованою
у вектор, методом полімеразної ланцюгової реакції (див. 5.6.4). Для цього треба
мати праймери до кінців тієї ділянки ДНК, яку клонують.

5.11. ДНК–ДНК–гібридизація за Саузерном5.11. ДНК–ДНК–гібридизація за Саузерном5.11. ДНК–ДНК–гібридизація за Саузерном5.11. ДНК–ДНК–гібридизація за Саузерном5.11. ДНК–ДНК–гібридизація за Саузерном

Метод гібридизації нуклеїнових кислот дає змогу виявити ділянки гомології
нуклеотидних послідовностей у ДНКO чи РНКOмішені (нею, наприклад, може
бути сумарна ДНК чи РНК) до певного фрагмента ДНК або РНК (зонда). В
основі методу лежить принцип комплементарності азотистих основ нуклеїнових
кислот. Для виявлення факту гібридизації використовують ДНК (РНК)Oзонди,
що синтезуються з радіоактивних нуклеотидів чи нуклеотидів, до яких
приєднаний певний гаптен (дигоксигенін, біотин). Візуалізують сигнали
гібридизації за допомогою радіоавтографії або імунохімічно, залежно від
вибраного способу мічення зонда.

ДНК – ДНКOгібридизацію використовують тоді, коли потрібно встановити
факт наявності у геномі певних нуклеотидних послідовностей (генів). Наприклад,
гібридизація хромосомної ДНК штаму актиноміцета, що, ймовірно, несе
інтегровану в хромосому рекомбінантну плазміду з послідовностями цієї
плазміди (які використані як мічений зонд), дасть змогу недвозначно підтвердити
факт інтеграції та визначити кількість і локалізацію сайтів інтеграції.

У цьому практикумі буде проведено аналіз інтеграції плазміди pSET152 в
геном S. lividans методом СаузернOаналізу із використанням зонда, міченого
дигоксигеніном (DIG) (рис.5.6). Зазвичай як зонд використовують невеликий
(0,2–10 т.п.н.) фрагмент ДНК. Його денатурують і використовують у
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полімеразній реакції з випадковими гексануклеотидними праймерами та
сумішшю чотирьох нуклеотидів – дАTФ, дГTФ, дЦTФ, DIGOдУTФ. Під час цієї
реакції добудовується друга мічена нитка ДНК (див. 5.6.3., рис.5.3).

Процедура складається з таких етапів:
1) виділення та розщеплення рестриктазами ДНКOмішені;
2) фракціонування рестриктів за допомогою гельOелектрофорезу;
3) перенесення фрагментів ДНК з гелю на фільтр;
4) гібридизація ДНКOмішені з ДНКOзондом на фільтрі;
5) виявлення сигналів гібридизації.
Для фракціонування рестриктів ДНК, які будуть перенесені на

гібридизаційний фільтр, готують 0,6–0,8% агарозний гель. Електрофорез
виконують при низькій напруженості електричного поля – 2–5 В/см. Цим
досягається добре розділення рестриктів сумарної ДНК актиноміцетів.

Більшість гібридизаційних фільтрів виготовлено на основі нейлону, що
стійкий до високих температур та механічних стресів. Нейлонові фільтри мають
позитивний заряд на своїй поверхні, що полегшує зв’язування з ним ДНК.

ДНК переносять з гелю на гібридизаційний фільтр, використовуючи ефект
капілярних сил. Стос паперових серветок або клаптиків фільтрувального паперу,
накладений на гібридизаційний фільтр, “висмоктує” розчин із гелю, водночас
з потоком рідини ДНК потрапляє на фільтр. Зверху на стос паперу кладуть
вантаж. Його вага залежить від розміру гелю – 1,2 кг для гелів 20×20 см, для
мінігелів – 0,5 кг. Щоб полегшити перенесення з гелю великих фрагментів
ДНК (більше 10 т.п.н.), виконують її депуринізацію (обробляють гель 0,1Н
розчином HCl, що спричиняє видалення пуринів і розривів ниток ДНК). Якщо
для перенесення ДНК використовують розчин 0,4Н NaOH, то на фільтрі вона
знаходиться вже в денатурованому стані. Якщо ж ДНК переносили в сольовому
розчині, то після закінчення перенесення її слід денатурувати шляхом інкубації
в розчині NaОН.

Після денатурації ДНК на фільтрі фіксують. Існує два способи фіксації –
за допомогою оброблення фільтра ультрафіолетовими променями чи тривалого
(2 год) нагрівання у печі при температурі 80°С. В обох випадках оброблення стає
причиною виникнення поперечних зшивок між ДНК та нейлоновим фільтром.

Фільтр з ДНК, підготований у такий спосіб, промивають у буфері. Фільтр
може зберігатися при температурі 4°С щонайменше 6–8 місяців, або ж бути
безпосередньо використаним в експериментах ДНК–ДНКOгібридизації.
Спочатку фільтр інкубують у передгібридизаційному розчині, що містить
детергенти та блокуючий реагент. ПоOперше, це нейтралізує дію денатуруючого
розчину. ПоOдруге, детергенти сприяють змиванню з фільтра непотрібних
домішок білків, агарози тощо, а блокуючий реагент (реактив Дернхардта –
білок молока – казеїн) блокує позитивно заряджені ділянки фільтру, з якими
не зв’язалася ДНК. Потім до передгібридизаційного розчину додають
денатурований зонд. Протягом 8–16 год його гібридизують із зафіксованою на
фільтрі ДНК при температурі на 2–3 градуси нижчій від температури плавлення
ймовірного дуплекса, що утвориться між ланцюгами зонда та комплементарними
ланцюгами на фільтрі. Температура плавлення залежить від ГЦOскладу ДНК та
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очікуваної гомології між зондом та ДНК Oмішенню, складу гібридизаційного
буфера (якщо до нього входять денатуруючі агенти диметилформамід,
глутаральдегід, то температура плавлення ДНК значно знижується).

Після гібридизації фільтр відмивають від зонда, що неспецифічно зв’язався
із фільтром, та виявляють сигнали гібридизації. Ці заключні етапи виконують
поOрізному, залежно від вибраного методу гібридизації. У практикумі викорисO
тано імуноферментний метод детекції сигналів гібридизації. Застосовують
кон’югат антиODIGOантитіл з лужною фосфатазою та хромогенний субстрат:
5OбромO4OхлорO3OіндолілOфосфат (ХOфосфат), а також нітроголубий тетразолій
(НГТ) – стабілізатор продуктів розщеплення ХOфосфату. Кон’югат специфічно
зв’язується з гаптеном (дигоксигеніном), потім фільтр відмивають від залишків
кон’югату, що не зв’язався, і заливають сумішшю ХOфосфату та НГТ.

Реакція „проявлення” фільтра може тривати протягом 16 годин – саме
стільки часу лужна фосфатаза у розчині виявляє ферментативну активність та
розщеплює ХOфосфат з утворенням 5OбромоO4OхлороO3Oіндиго. У місцях фільтра,
де відбулася реакція ДНК – ДНКOгібридизації, з’являються фіолетові смуги.
Їхнє положення порівнюють з положенням фракцій рестриктів ДНКOмішені в
гелі. Це дає змогу визначити, з якими фрагментами сумарної ДНК гібридизувався
зонд.

Усі операції виконують у рукавичках, щоб уникнути забруднення гібриO
дизаційного фільтра та розчинів нуклеазами, та в хімічно чистому посуді.

Нижче описуємо найпоширеніші проблеми, що виникають у ході ДНК –
ДНК гібридизації та їхні імовірні причини:

5.12. Клонування продуктів полімеразної ланцюгової реакції5.12. Клонування продуктів полімеразної ланцюгової реакції5.12. Клонування продуктів полімеразної ланцюгової реакції5.12. Клонування продуктів полімеразної ланцюгової реакції5.12. Клонування продуктів полімеразної ланцюгової реакції

Продукти ПЛР можуть бути використані для дальшої роботи, залежно від
конкретної мети експерименту, – клонування певних генів, встановлення їхньої
нуклеотидної послідовності, створення системи експресії генів, ПЛРOмутагенез.
Тому отримані фрагменти мають бути клоновані у вектори для глибшого
вивчення та використання. Існує велика кількість методів клонування продуктів
ПЛР. Їх можна розділити на дві великі групи. Перша складається з методів, які

Ïðîáëåìà Ïðè÷èíà òà ðåêîìåíäàö³¿ ç ¿¿ óñóíåííÿ 
Íåìàº ñèãíàë³â ã³áðèäèçàö³¿ íà 
ô³ëüòð³ 

Ïîãàíî ïîì³÷åíî çîíä àáî íååôåêòèâíî ïåðåíåñåíî ÄÍÊ íà ô³ëüòð, 
íåàêòèâí³ àíòèò³ëà. Ñë³ä ïåðåâ³ðèòè DIG-ì³÷åííÿ òà àíòèò³ëà, 
çàô³êñóâàâøè ì³÷åíèé çîíä íà ô³ëüòð³ òà âèêîíàâøè éîãî 
³ìóíîäåòåêö³þ òà „ïðîÿâëåííÿ”.  

Òåìíèé ôîí íà ô³ëüòð³ Ô³ëüòð íåïîâí³ñòþ â³äìèòèé â³ä çîíäà àáî àíòèò³ë. Çá³ëüøèòè 
òðèâàë³ñòü ³ æîðñòê³ñòü â³äìèâàííÿ. Çàíàäòî òðèâàëå „ïðîÿâëåííÿ”, 
íàäòî âèñîêà êîíöåíòðàö³ÿ çîíäà. Ïîòð³áíî çìåíøèòè ÷àñ 
„ïðîÿâëåííÿ” ³ êîíöåíòðàö³þ ÄÍÊ-çîíäà. 

Ïëÿìèñòèé ôîí Ó ðîç÷èí³ àíòèò³ë íàÿâíèé ïðåöèï³òàò. Â³äöåíòðèôóãóâàòè ðîç÷èí 
àíòèò³ë. Âïåâíèòèñü, ùî â ðîç÷èí³ äëÿ ³ìóíîäåòåêö³¿ íåìàº ³îí³â 
Mg++.  

Äèôóçí³ ñìóãè ã³áðèäèçàö³¿ Íåïîâíå àáî íåð³âíîì³ðíå ïåðåíåñåííÿ ÄÍÊ. Âïåâíèòèñü, ùî ï³ä 
÷àñ ïåðåíåñåííÿ ÄÍÊ ç ãåëþ íà ô³ëüòð âàãà ð³âíîì³ðíî ðîçïîä³ëåíà 
ïî âñ³é ïëîù³ ô³ëüòðà. 
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під час приготування праймерів потребують включення в їхню послідовність
сайтів впізнавання певних ендонуклеаз рестрикції чи специфічних послідовностей,
які забезпечують клонування без лігази (LIC– – клонування, від англ. ligase
independent cloning). Друга група – це різноманітні методи Т/АOклонування та
клонування фрагментів з тупими кінцями. Перша група методів дає високий
вихід рекомбінантних плазмід, друга – дещо нижчу частоту їхнього утворення.
Проте вони більш швидкі та не потребують додаткових маніпуляцій. Друга група
методів найчастіше використовується для клонування ПЛРOпродуктів.

5.12.1. Т/АOклонування5.12.1. Т/АOклонування5.12.1. Т/АOклонування5.12.1. Т/АOклонування5.12.1. Т/АOклонування

Деякі з термостабільних ДНКOполімераз, які використовують під час ПЛР,
володіють активністю екстендаз (від англ. extend – продовжувати). Вони здатні
додавати до кінців ПЛРOпродуктів 3’Oвиступаючі моноO чи динуклеотиди. Різні
полімерази утворюють такі кінці, використовуючи різні нуклеотиди. Наприклад,
TaqOполімераза переважно утворює АOвиступаючі кінці, з дещо нижчою частотою
– ТOвиступаючі, рідше – G чи C. Проте, якщо в реакційній суміші є
нуклеотидтрифосфати одного типу – то фермент буде використовувати лише
їх. Цю властивість TaqOполімерази застосовують для клонування продуктів
ПЛР. Вектор розщеплюють ендонуклеазою рестрикції, що утворює тупі кінці.
За допомогою TaqOполімерази приєднують тимінові нуклеотиди до 3’Oкінців
вектора. Для цього в реакційну суміш додають всі компоненти ПЛРOреакції та
лише один нуклеотид, який буде приєднуватись TaqOполімеразою до кінців
вектора – дTTФ. Такі плазміди з 3’Oвиступаючими ТOнуклеотидами не здатні до
самолігування, і будуть лігуватись лише з продуктами ПЛР, які містять на своїх
кінцях виступаючі залишки А. При використанні цього методу майже 90%
колоній E. coli після трансформації лігазною сумішшю несуть рекомбінантні
плазміди з клонованими продуктами ПЛР. Високу ефективність клонування та
відбору рекомбінантних плазмід забезпечує використання векторів, що дають
можливість виконувати „blue – white”Oселекцію (див. 5.10) На сьгоднішній
день існує багато комерційних векторів для Т/АOклонування, що не потребують
попередньо їхнього оброблення, забезпечують „blue – white”Oселекцію
рекомбінантних плазмід та швидке й ефективне клонування ПЛРOпродуктів.

Більшості термостабільних полімераз, які мають коректорську функцію,
не властива активність екстендаз. Вони формують продукти ПЛР з тупими
кінцями. Тому фрагменти ДНК, отримані з використанням таких ферментів,
потребують додаткової модифікації. Для формування АOкінців в реакційну суміш
після завершення ПЛР додають TaqOполімеразу (1–2 одиниці активності) та
інкубують протягом 10–15 хв при температурі 72° С. Після очищення такі
модифіковані фрагменти можна використовувати для Т/АOклонування.

5.12.2. Клонування фрагментів з тупими кінцями5.12.2. Клонування фрагментів з тупими кінцями5.12.2. Клонування фрагментів з тупими кінцями5.12.2. Клонування фрагментів з тупими кінцями5.12.2. Клонування фрагментів з тупими кінцями

Більшість термостабільних ДНКOполімераз з коректорськими активностями,
використовувані під час ПЛР, синтезують фрагменти ДНК з тупими кінцями.
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Оскільки вони не містять 5’Oкінцевих фосфатів, то виникають проблеми під час
їхнього клонування. Існує два підходи до клонування таких ПЛРOпродуктів.
Перший не потребує жодних маніпуляцій з ампліфікованими фрагментами ДНК
і полягає в їхньому лігуванні у вектор, розщеплений рестриктазою, що утворює
тупі кінці. Для цього використовують фермент, сайтів впізнавання якого немає
в ампліфікованому фрагменті ДНК. Лігування проводять за наявності цієї
рестриктази. Більшість молекул вектора, що самолігувались, будуть повторно
розщеплені ферментом. Включення ПЛРOпродуктів у вектор спричинить
зникнення сайта впізнавання рестриктази в рекомбінантній молекулі. Тому
більшість продуктів лігування становитимуть молекули, що несуть клоновані
продукти ампліфікації. Недоліком цього методу є порівняно низька ефективність
лігування та необхідність у додатковій селекції рекомбінантних плазмід.

Інший підхід полягає у використанні дефосфорильованих векторів з тупими
кінцями та модифікації продуктів ПЛР. Для цього вектор розщеплюють
рестриктазою, що формує тупі кінці, та дефосфорилюють його лужною
фосфатазою. Такі молекули втрачають залишки 5’Oкінцевих фосфатів і тому не
здатні до самолігування. Продукти ПЛР навпаки потребують додаткового
фосфорилювання з використанням полінуклеотидкінази, або ПЛР проводять з
фосфорильованими праймерами. При використанні цього методу в лігазній
суміші будуть переважно продукти лігування ампліфікованих фрагментів ДНК
та вектора. Цей метод дає значно вищу ефективність лігування та отримання
рекомбінантних плазмід, ніж попередній спосіб.

Продукти ПЛР, отримані з використанням TaqOполімерази, також можуть
бути клоновані за допомогою цього методу. Спочатку відщеплюють 3’OвистуO
паючі кінцеві нуклеотиди. Для цього використовують PfuOполімеразу, що здатна
з високою ефективністю усувати кінцеві виступаючі нуклеотиди. Потім отримані
фрагменти можуть бути використані для клонування продуктів ампліфікації з
тупими кінцями.

5.12.3. ПраймерOспецифічне клонування продуктів ПЛР5.12.3. ПраймерOспецифічне клонування продуктів ПЛР5.12.3. ПраймерOспецифічне клонування продуктів ПЛР5.12.3. ПраймерOспецифічне клонування продуктів ПЛР5.12.3. ПраймерOспецифічне клонування продуктів ПЛР

Цей спосіб клонування продуктів ПЛР є набагато ефективнішим від
описаних раніше. Проте при його використанні з’являються додаткові вимоги
до праймерів та потрібна їхня попередня модифікація. У багатьох випадках
продукти ПЛР необхідно клонувати у специфічні вектори, для яких неможливе
Т/АOклонування чи клонування фрагментів з тупими кінцями. Тому під час
створення праймерів в їхню нуклеотидну послідовність вводять сайти
впізнавання для рестриктаз, які будуть використані згодом. Це змінює
нуклеотидну послідовність праймера й вона не є повністю комплементарною
до послідовності ДНКOматриці. Такі праймери називають виродженими.
Нуклеотиди, що будуть некомплементарними в праймері, та ДНКOматриці,
розміщують у центральній частині праймера. Бажано, щоб ділянка
некомплементарності не перевищувала двох нуклеотидів підряд. Під час
розрахунку температури плавлення праймерів (див. 5.6.4) ці нуклеотиди не
враховують. Якщо з використанням цих праймерів у ПЛР спостерігається
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високий рівень утворення неспецифічних продуктів, чи продуктів ампліфікації
взагалі немає, то температуру плавлення праймерів підбирають емпірично,
збільшуючи чи зменшуючи на 1–2 градуси, порівняно з розрахунковою.

Отримані продукти ПЛР обробляють відповідними рестриктазами.
Попередньо розщеплюють векторну ДНК цими ж ферментами та лігують
отриманий вектор і ампліфіковані фрагменти ДНК. Для більшої ефективності
доцільно використовувати вектори, що забезпечують „blue – white”Oселекцію.
Цей шлях клонування продуктів ПЛР є найбільш зручним при створенні плазмід
експресії чи для злиття частин різних генів. Для отримання систем експресії в
E. coli послідовність праймера найчастіше містить сайти впізнавання рестриктаз
NdeI чи NcoI, які після клонування у вектор експресії формують стартовий
кодон ATG досліджуваного гена. Зворотний праймер розробляють, ураховуючи
мету експерименту та конкретний вектор експресії, що використовується.

5.13. Практична частина5.13. Практична частина5.13. Практична частина5.13. Практична частина5.13. Практична частина

5.13.1. Виділення плазмідної ДНК з клітин кишкової палички5.13.1. Виділення плазмідної ДНК з клітин кишкової палички5.13.1. Виділення плазмідної ДНК з клітин кишкової палички5.13.1. Виділення плазмідної ДНК з клітин кишкової палички5.13.1. Виділення плазмідної ДНК з клітин кишкової палички
E. coli та її розщеплення ендонуклеазами рестрикціїE. coli та її розщеплення ендонуклеазами рестрикціїE. coli та її розщеплення ендонуклеазами рестрикціїE. coli та її розщеплення ендонуклеазами рестрикціїE. coli та її розщеплення ендонуклеазами рестрикції

Виділення, очищення та рестрикційний аналіз плазмідної ДНК є одним з
основних етапів генноOінженерних експериментів. На основі векторних плазмід
конструюють рекомбінантні молекули ДНК. Плазміди також є джерелом певних
генів для клонування, як, наприклад, генів стійкості до антибіотиків. Завданням
тем 5.13.1 та 5.13.2 є клонування гена спектиноміцинO та стрептоміцинOстійкості
з плазміди pHP45Ω у векторі pSET152.
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Рис. 5.7. Будова плазмід pHP45Ù та pSET152
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Плазміда pSET152 (5,5 т.п.н.) – човниковий інтегративний вектор для
клонування ДНК в актиноміцетах. Містить маркерний ген стійкості до
апраміцину aac(3) IV, ген, що кодує αOфрагмент βOгалактозидази lacZα з
полілінкером для клонування чужорідної ДНК та селекції рекомбінантних плазмід,
ділянку ініціації кон’югативного перенесення ДНК oriT RK2 . СайтOспецифічна
інтеграція pSET152 в геном актиноміцетів забезпечується інтегразою актинофага
ϕC31, що кодується геном int. На рисунку 5.7 літерами H, P, Xb, B, EV, E, X
позначені ділянки впізнавання для рестриктаз HindIII, PstI, XbaI, BamHI, EcoRV
(Eco321), EcoRI, XhoІ відповідно.

Плазміда рРНР45Ω містить генну касету стійкості до спектиноміцину та
стрептоміцину aadA (2 т.п.н.), що з обох боків фланкована сайтами для
рестриктаз EcoRI (E), SmaI (S), HindIII (H), BamHI (B). Використовуючи один з
цих ферментів, можна “вирізати” ген спектиноміцинстійкості з цієї плазміди.
В межах гена aadA є сайт для рестриктази SphI. Крім того, вона містить ген blа,
що кодує âOлактамазу та зумовлює стійкість до ампіциліну.

Під час виконання теми 5.13.1 студенти повинні виділити плазміди з клітин
E. сoli та провести їхній електрофоретичний аналіз. Потім плазміди розщеплюють
ендонуклеазами рестрикції, фракціонують отримані фрагменти ДНК за
допомогою гельOелектрофорезу та елюють з гелю фрагменти, потрібні для дальших
експериментів.

Хід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботи

Заняття 1. Виготовлення поживних середовищ для вирощування кишковоїЗаняття 1. Виготовлення поживних середовищ для вирощування кишковоїЗаняття 1. Виготовлення поживних середовищ для вирощування кишковоїЗаняття 1. Виготовлення поживних середовищ для вирощування кишковоїЗаняття 1. Виготовлення поживних середовищ для вирощування кишкової
палички та буферних розчинів для виділення плазмідної ДНК з клітинпалички та буферних розчинів для виділення плазмідної ДНК з клітинпалички та буферних розчинів для виділення плазмідної ДНК з клітинпалички та буферних розчинів для виділення плазмідної ДНК з клітинпалички та буферних розчинів для виділення плазмідної ДНК з клітин

E. coli, сумарної та плазмідної ДНК із StreptomycesE. coli, сумарної та плазмідної ДНК із StreptomycesE. coli, сумарної та плазмідної ДНК із StreptomycesE. coli, сумарної та плазмідної ДНК із StreptomycesE. coli, сумарної та плазмідної ДНК із Streptomyces

1. Для вирощування E. coli приготуйте триптозний агар (39 г/л) та рідке
середовище LB (г/л):

триптон – 10,
дріжджовий екстракт – 5,
NaCl – 10,
агар – 16,
pH 7,2 (до стерилізації).

2. Для виділення плазмідної ДНК з E. coli приготуйте такі розчини:
Розчин 1: 25 мМ трисOНСl, рН 8,0;
10мМ ЕДТА, рН 8,0;
50 мМ глюкоза.
Розчин 2: 0,2 М NaOH, 1% додецилсульфат натрію (ДСН).
Цей розчин готують свіжим із матричних розчинів 1М NaOH і 10%
ДСН.
Розчин 3: 3М ацетат натрію, рН 4,5 – 4,8.
Розчин 4: 0,1Oкратний розчин 1.

3. Для виділення плазмідної ДНК та сумарної ДНК із актиноміцетів готують
такі розчини:
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Розчин 1: 25мМ трисO НСl, рН 8,0;
25мМ ЕДТА, рН 8,0;
Розчин 2: (для виділення плазмідної ДНК) – 0,2 М NaOH, 1% ДСН.
Розчин 2: (для виділення сумарної ДНК) – 10% ДСН.
Розчин 3: (для виділення плазмідної ДНК) – на 100 мл розчину 60 мл
5М ацетату калію;
11,5 мл льодової оцтової кислоти;
28,5 мл дистильованої води.
Розчин 3: (для виділення сумарної ДНК) – 5М ацетат калію.
Буфер для електрофорезу (ТАЕOбуфер, 50Oкратний):
трисOосновний – 242 г;
льодяна оцтова кислота – 57,1 мл;
ЕДТА – 37,2 г;
вода дистильована – до 1л.
Всі вищенаведені буфери, розчини та середовища автоклавують при
0,5–0,7 атм протягом 30 хвилин.

4. Для селекції клонів клітин E. coli та Streptomyces, які містять плазміди,
приготуйте такі водні розчини антибіотиків:

ампіциліну натрієвої солі (Ар) – 100 мг/мл;
стрептоміцину сульфату (Sm) – 50 мг/мл;
апраміцину сульфату (Am) – 25 мг/мл;
хлорамфеніколу (Cm; розчин в 96% етиловому спирті) – 25 мг/мл;
тетрацикліну гідрохлориду – 100 мг/мл;
канаміцину сульфату (Km) – 100 мг/мл;
тіострептону (Th), розчин в диметилсульфоксиді – 50 мг/мл.

Крім солей цих антибіотиків, можуть бути використані їхні основи (ампіцилін,
стрептоміцин тощо). Слід урахувати, що в такій формі ці сполуки погано розчиняються у
воді, і треба використовувати органічні розчинники (спирт етиловий, диметилсульфоксид).

5. Для хромогенної селекції рекомбінантних плазмід в E. сoli (див. 5.8) приO
готуйте розчини ІПТГ (100 мг/мл) та ХOGal (100 мг/мл). Обидві сполуки розчиніть
у диметилформаміді.

6. Для внесення зразків ДНК у гель приготуйте 5Oкратний матричний
водний розчин: 60% сахароза, 100 мМ ЕДТА (рН 8), 0,25% бромфеноловий синій.

За день до чергового заняття посійте культуру E. coli, що містить плазмідну
ДНК, в рідке середовище LB, додаючи відповідні антибіотики для селекції плазмідO
вмісних клітин за стійкістю до антибіотиків.

Приклад. У випадку штаму E. coli DH5a, що несе плазміду pSET152, як
селективні добавки використовують антибіотик апраміцин (10 мкг/мл), оскільки
ця плазміда несе ген апраміцинOстійкості аасIV(3). Якщо ж необхідно вирощувати
клітини штаму E. coli DH5a з плазмідою pHP45Ω, то до середовища додають
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стрептоміцин (50 мкг/мл) та ампіцилін (100 мкг/мл), бо ця плазміда несе
детермінанти стійкості до ампіциліну і стрептоміцину (рис.5.7).

Заняття 2. Виділення плазмідної ДНК з клітин E. coli та горизонтальнийЗаняття 2. Виділення плазмідної ДНК з клітин E. coli та горизонтальнийЗаняття 2. Виділення плазмідної ДНК з клітин E. coli та горизонтальнийЗаняття 2. Виділення плазмідної ДНК з клітин E. coli та горизонтальнийЗаняття 2. Виділення плазмідної ДНК з клітин E. coli та горизонтальний
електрофорез в агарозному гелі зразків виділеної ДНКелектрофорез в агарозному гелі зразків виділеної ДНКелектрофорез в агарозному гелі зразків виділеної ДНКелектрофорез в агарозному гелі зразків виділеної ДНКелектрофорез в агарозному гелі зразків виділеної ДНК

Всі процедури під час занять 2 і 3 слід виконувати в гумових рукавицях

Виділення плазмідної ДНК з клітин Виділення плазмідної ДНК з клітин Виділення плазмідної ДНК з клітин Виділення плазмідної ДНК з клітин Виділення плазмідної ДНК з клітин E. coliE. coliE. coliE. coliE. coli

1. Виростіть культуру E. coli протягом 18–20 годин у середовищі LB до А
600

 =
1,0 на качалці (200–240 об./хв) при температурі 37° С.

2. Розлийте культуру порційно по 1 мл в пластмасові мікропробірки. Осадіть
клітини шляхом центрифугування при 12 тис. об/хв протягом хвилини.

3. Супернатант злийте. Залишки середовища LВ видаліть, енергійно струO
шуючи мікропробірки.

4. Додайте 100 мкл розчину 1 (див. заняття 1), ресуспендуйте в ньому
клітини.

5. Через 5 хвилин додайте 200 мкл розчину 2. Негайно і ретельно перемішайте
вміст мікропробірки до повного просвітління суміші. Залишіть суміш у льоді
на 3 хвилини.

6. Додайте 150 мкл розчину 3. Обережно перемішайте суміш. Пробірки
залишіть в льоді на 10 хвилин.

7. Центрифугуйте при 12 тис. об./хв 10 хвилин. Супернатант перенесіть у
нові пробірки.

8. До супернатанту додайте 2 об’єми етанолу чи 0,6 об’єму ізопропанолу,
перемішайте та відцентрифугуйте 10 хвилин при 12 тис. об./хв.

9. Супернатант злийте, осад промийте в 1 мл 70% етанолу (5 хв).
10. Центрифугуйте хвилину при 12 тис. об./хв, спирт злийте та відберіть

останню краплю спирту.
11. Осад підсушіть. Для цього пробірки помістіть у термостат на 10–15 хвиO

лин при температурі 37° С і розчиніть в 50 мкл бідистильованої води або ж у
розчині 4 (0,1Oкратний ТЕOбуфер). Розчин ДНК зберігайте при температурі O200 С.

Горизонтальний електрофорез виділених зразків ДНК в агарозному геліГоризонтальний електрофорез виділених зразків ДНК в агарозному геліГоризонтальний електрофорез виділених зразків ДНК в агарозному геліГоризонтальний електрофорез виділених зразків ДНК в агарозному геліГоризонтальний електрофорез виділених зразків ДНК в агарозному гелі

1. Приготуйте 1% розчин агарози для електрофорезу в 1Oкратному ТАЕ.
Для цього ТАЕOбуфер, приготований на занятті 1, розведіть у 50 разів. 1 г
агарози розчиніть в 100 мл буфера і доведіть до кипіння.

2. У форму для гелю помістіть гребінку так, щоб її зубці знаходилися
паралельно до дна форми на відстані 1–2 мм.

3. Охолодіть гель до 40–45° С і обережно залийте його у форму принаймні за
10–15 хвилин до початку електрофорезу так, щоб не утворювались бульбашки повітря.

4. Після застигання гелю вийміть гребінку і занурте форму з гелем у
ванну для електрофорезу.
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5. 5 мкл розчину плазмідної ДНК змішайте з 1 мкл розчину для внесення
ДНК у гель і внесіть суміш у лунки.

6. У сусідню лунку помістіть зразок маркерної ДНК відомої концентрації
(наприклад, ДНК фага λ, розщеплену певними рестриктазами).

7. Увімкніть прилад для електрофорезу. Під’єднання електродів ванни до
джерела живлення, під’єднання та від’єднання приладів проведіть згідно з
інструкцією до їхньої експлуатації.

Електрофорез нативних зразків плазмідної ДНК зазвичай проводять протягом 20–
30 хвилин при напруженості зовнішнього електричного поля 12 В/см.

8. Після закінчення електрофорезу занурте гель у ванну з 0,01% розчином
броміду етидію на 5 хвилин. Цей розчин заздалегідь приготуйте з матричного
20% розчину.

9. Промийте гель протягом 5 хвилин у проточній воді.
10. Пластинку гелю помістіть на фільтр трансілюмінатора, закрийте захисну

кришку та ввімкніть УФOлампу.

Під час цієї процедури використовуйте маску та рукавиці для захисту відкритих ділянок
шкіри від УФOпроменів.

11. Сфотографуйте гель.
12. Відзначте наявність ДНК у гелі. Визначте кількість фракцій плазмідної

ДНК та їхню рухливість, порівняно із маркерною ДНК. Оцініть чистоту
препарату ДНК за наявністю або відсутністю “шлейфів” білків та РНК на
треках, де відбувалося фракціонування виділених препаратів.

13. Визначте приблизну концентрацію ДНК у фракціонованих зразках.

Для приблизного визначення концентрації ДНК порівнюють флуоресценцію фракцій ДНК,
яку аналізували, із флуоресценцією маркерної ДНК, концентрація якої відома. Досліджуваний
препарат може містити сполуки, що перешкоджають визначенню концентрації ДНК,
спричиняючи посилення флуоресценції (молекули РНК), чи гасячи її (сахароза, ДСН, формамід).
У цьому випадку слід залишити гель на 4–6 год, тоді ці сполуки дифундують в агарозу. Щоб
точно визначити концентрацію ДНК, слід виконати її спектрофотометричний аналіз. Для
цього визначають поглинання розчинами ДНК світла з довжиною хвилі 260 нм. Попередньо
будують калібрувальну криву екстинкції розчинів ДНК з відомою концентрацією, потім
вимірюють величину екстинкції розчину досліджуваного зразка ДНК.

Заняття 3. Оброблення плазмідної ДНК ендонуклеазами рестрикціїЗаняття 3. Оброблення плазмідної ДНК ендонуклеазами рестрикціїЗаняття 3. Оброблення плазмідної ДНК ендонуклеазами рестрикціїЗаняття 3. Оброблення плазмідної ДНК ендонуклеазами рестрикціїЗаняття 3. Оброблення плазмідної ДНК ендонуклеазами рестрикції

Для розщеплення ДНК використайте зразки, отримані на попередньому
занятті. Розщеплення проводьте за умов, рекомендованих виробником
ендонуклеаз рестрикції.

1. 2–3 мкг ДНК в об’ємі 10 мкл внесіть у мікропробірку, додайте 2 мкл
відповідного 10Oкратного буфера для ендонуклеази рестрикції та фермент у
кількості 2–3 одиниці активності.
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2. Доведіть об’єм суміші до 20 мкл бідистильованою водою, перемішайте за
допомогою дозатора, набираючи суміш у носик і випускаючи її, та інкубуйте
годину при температурі 37° С.

3. Реакцію розщеплення зупиніть, охолоджуючи суміш (5 хвилин при
температурі O20° С), а у випадку термолабільних рестриктаз – нагріваючи на
водяній бані при температурі 65° С протягом 10 хвилин.

4.  Відберіть пробу, що містить 0,5 мкг ДНК, і визначте ефективність її
розщеплення за допомогою електрофоретичного розділення фрагментів ДНК
(див. заняття 2).

5. Якщо реакція розщеплення пройшла повністю (немає слідів нативної
плазміди на доріжці, де внесено ДНК, оброблену рестриктами), то можна
пропорційно збільшити кількість компонентів і об’єм реакційної суміші
(провести реакцію у великому об’ємі).

Приклад. Проводимо розщеплення плазмід pSET152 і pHP45Ω ендонуклеазою
рестрикції BamHI. Після розщеплення та електрофоретичного розділення
фрагментів ДНК, на доріжці гелю з розщепленою плазмідою pSET152 наявна
смуга, що рухається на рівні маркерної ДНК розміром 5,5 т.п.н. На доріжці з
розщепленою плазмідою pHP45Ω є два рестрикти розміром 2,3 і 2 т.п.н. З отриманих
результатів робимо висновок, що в плазміді pSET152 є один сайт впізнавання для
рестриктази BamHI (унікальний сайт, розщеплення в якому перетворює кільцеву
молекулу у лінійну), а в плазміді pHP45Ω – два сайти для цієї рестриктази, що
узгоджується з даними фізичних карт цих плазмід (рис. 5.7).

До чергового заняття наріжте зі стрічки діалізні мішечки завдовжки 6–7 см, помістіть
їх у колбу з бідистильованою водою та простерилізуйте в автоклаві.

Заняття 4. Елюювання фрагментів ДНК з агарозного гелюЗаняття 4. Елюювання фрагментів ДНК з агарозного гелюЗаняття 4. Елюювання фрагментів ДНК з агарозного гелюЗаняття 4. Елюювання фрагментів ДНК з агарозного гелюЗаняття 4. Елюювання фрагментів ДНК з агарозного гелю

Виділяти фрагменти ДНК, потрібні для дальших генноOінженерних
маніпуляцій, можна:

1) шляхом електроелюювання рестриктів з агарозного гелю в діалізних
мішечках (метод 1);

2)  використовуючи набір „QiaQuick” для елюювання та очищення ДНК
компанії Qiagen (США) (метод 2).

Метод 1Метод 1Метод 1Метод 1Метод 1

1. Фрагменти ДНК, отримані внаслідок розщеплення відповідною рестрикO
тазою, розділіть електрофоретично в 0,7 % гелі, що приготований із викорисO
танням агарози для елюювання (марка MFCD00081294, Sigma), що не містить
сульфітів, які інгібують активність ДНКOлігаз та ендонуклеаз.

2. Клаптик гелю з потрібним фрагментом ДНК виріжте скальпелем і помістіть
за допомогою пінцета в діалізний мішечок, закритий з одного боку затискачем.
Заповніть мішечок 0,1Oкратним ТАЕ так, щоб не залишилось бульбашок повітря,
і закрийте затискачем з другого боку.
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3.  Мішечок помістіть в електрофоретичну ванну і проведіть електрофорез
(12 В/см, 15–30 хвилин).

Тривалість елюювання залежить від розміру фрагмента ДНК. Довші рестрикти
потребують більше часу для того, щоб повністю перейти з гелю в розчин – 0,1Oкратний ТАЕ.

4. Відберіть 0,1Oкратний ТАЕ з розчиненою в ньому ДНК у нову мікроO
пробірку та додайте до розчину 2 об’єми 96% спирту. Суміш залишіть на ніч
при температурі O20° С.

5. Відцентрифугуйте суміш (13 тис. об./хв, 10 хвилин), злийте супернатант,
висушіть мікропробірки до зникнення запаху спирту.

6. Елюат розчиніть в 20–25 мкл бідистильованої води.
7. Концентрацію ДНК у пробі визначте електрофоретично (див. заняття 2).

Приклад. ДНК плазміди pHP45Ω, розщеплену рестриктазою BamHI,
розділяють електрофоретично протягом 30 хв при 12 В/см. За таких умов
фрагменти ДНК, розміром 2 т.п.н. (ділянка з геном aadA) та 3 т.п.н. (векторна
послідовність), розділяються так, що фракцію ДНК, яка відповідає генові aadA,
можна відділити від решти ДНК. Елюювання з гелю фрагмента з геном aadA в
0,1Oкратний ТАЕ проводять протягом 20 хв. Потім відбирають 0,1Oкратний ТАЕ,
в якому міститься елюйований фрагмент ДНК.

Метод 2Метод 2Метод 2Метод 2Метод 2

Дає змогу отримати високоочищені препарати ДНК, які можна
безпосередньо використовувати для секвенування та інших процедур (лігування,
дефосфорилювання, полімеразних реакцій).

До складу набору „Quick Plasmid DNA Purification Kit” входять:
1) розчин 1: містить хаотропну сіль, яка забезпечує розчинення агарози,

та індикатор рН.

Розчин 1 додають з розрахунку: на кожні 100 мг агарози – 300 мкл розчину. Отже, в одну
мікропробірку об’ємом 1,5 мл можна внести клаптик агарози з максимальною вагою 300 мг.

2) розчин 2: використовують для промивання ДНК;
3) колонки із ДНКOзв’язуючою силікагелевою мембраною та пробірки для

збирання розчину;
4) розчин 3: 10мМ трисOНСl, використовують для розчинення ДНК.

1. Фрагменти ДНК, отримані після розщеплення відповідною рестриктазою,
розділіть електрофоретично в 0,7 % гелі, що приготований із викорисO
танням агарози для елюювання

2. Клаптик гелю з потрібним фрагментом ДНК виріжте скальпелем, зважте,
помістіть у мікропробірку і додайте розчин 1.

3. Інкубуйте мікропробірку при температурі 50° С протягом 10 хвилин. Для
швидшого розчинення агарози перемішуйте вміст мікропробірки кожні
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3 хвилин, перевертаючи її. Наприкінці інкубації агароза має повністю
розчинитися, а якщо не розчиниться, то слід додати ще 100 мкл розчину
1 і продовжити час інкубації на 2–3 хвилини.

Очищаючи ДНК за допомогою цього методу, важливо звертати увагу на рівень рНO
розчину після розчинення агарози. Якщо колір розчину після інкубації при температурі 50°С
залишається жовтим, то рівень рН є оптимальним для дальших етапів очищення. Якщо ж
колір розчину змінився на рожевий, то це є сигналом про зміну рН у лужний бік. Для того, щоб
змістити рН у потрібний бік, до суміші слід додати льодяноїї оцтової кислоти (спочатку 10–
30 мкл). Якщо після перемішування розчин не набуває жовтого кольору, обережно додавати ще,
поки розчин не змінить забарвлення. Якщо розміри фрагмента ДНК, який елююють, є в межах
400 п.н. – 10 т.п.н., то до суміші додають 96% етанол з такого розрахунку: на кожні 300 мг
агарози – 100 мкл етанолу. Розчин перемішують. Додавання етанолу збільшує кінцевий вихід
елюйованого фрагмента ДНК.

4. Розчин з мікропробірки перенесіть у колонку (максимальний вміст колонки
– 750 мкл). Колонку вставте в пробірку для збирання рідини. Колонку з
розчином центрифугуйте хвилину при 12–14 тис. об./хв.

5.  Після центрифугування вилийте розчин із пробірки, знову помістіть у
неї колонку.

6. Внесіть у колонку 750 мкл розчину 2. Інкубуйте колонку 5 хвилин при
кімнатній температурі.

7. Центрифугуйте хвилину при 12–14 тис. об./хв.
8. Після центрифугування вилийте розчин із пробірки, знову помістіть у

неї колонку, і повторіть етап 7 для видалення залишків розчину 2 із колонки.
9. Після центрифугування колонку помістіть у нову мікропробірку і

обережно нанесіть у центр силікагелевої мембрани колонки 30–50 мкл розчину 3.
10. Тримайте колонку 2 хвилини при кімнатній температурі, після чого

центрифугуйте 2 хвилини при 12–14 тис. об./хв.
11. Розчин, що потрапив після центрифугування у мікропробірку, перевірте

на наявність ДНК за допомогою гельOелектрофорезу (див. заняття 2).

5.13.2. Клонування ДНК у плазмідних векторах5.13.2. Клонування ДНК у плазмідних векторах5.13.2. Клонування ДНК у плазмідних векторах5.13.2. Клонування ДНК у плазмідних векторах5.13.2. Клонування ДНК у плазмідних векторах

Ця тема є продовженням теми 5.13.1. Студенти отримують дефосфориO
льовану векторну ДНК. Потім її лігують з фрагментом ДНК, який елюювали з
гелю під час заняття 4 теми 5.13.1. Продуктами лігазної реакції трансформують
компетентні клітини E. coli та селекціонують клони трансформантів, які містять
рекомбінантні молекули ДНК. Ці молекули виділяють з клітин трансформантів
та проводять їхній рестрикційний аналіз.

Дефосфорилюють кінці ДНК, обробляючи їх бактерійною лужною фосфаO
тазою. Цей методичний прийом використовують для попередження замикання
лінеаризованого вектора в кільце під час лігазної реакції. За відсутності такого
лігування зростає ймовірність утворення кільцевих молекул за рахунок
включення у вектор вставки, що містить на 5’Oкінцях залишки фосфорної
кислоти, тобто утворення рекомбінантних ДНК.
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Для введення плазмідної ДНК в E. coli використовують метод трансформації
компетентних клітин із використанням хлористого кальцію, описаний Hanahan
та співавторами.

Хід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботи

Заняття 1. Дефосфорилювання кінців лінійної молекули плазміди pSET152Заняття 1. Дефосфорилювання кінців лінійної молекули плазміди pSET152Заняття 1. Дефосфорилювання кінців лінійної молекули плазміди pSET152Заняття 1. Дефосфорилювання кінців лінійної молекули плазміди pSET152Заняття 1. Дефосфорилювання кінців лінійної молекули плазміди pSET152

1. Розчиніть ДНК (5–10 мкг) в 10–40 мкл деіонізованої води, додайте 5 мкл
10Oкратного буфера для бактерійної лужної фосфатази та 0,4–0,5 од. акт. цього
ферменту.

2. Доведіть об’єм суміші до 50 мкл і ретельно її перемішайте.
3. Інкубуйте суміш при температурі 60° С годину. Зупиніть перебіг фосфаO

тазної реакції, додавши до реакційної суміші 5 мкл 0,5М ЕДТА та інкубуючи її
10 хв на водяній бані при температурі 75° С.

4. Додайте до реакційної суміші 2 об’єми етанолу, інкубуте 2 години при
температурі O20°С.

5. Центрифугуйте суміш при 12 тис. об./хв 10 хвилин.
6. Супернатант злийте, ДНК висушіть до зникнення запаху спирту і розO

чиніть її в кінцевому об’ємі 15 мкл.
7. Приблизну концентрацію ДНК у пробі визначіть за допомогою електрофоO

резу (див. заняття 2 теми 5.13.1).

Заняття 2. Лігування фрагментів ДНКЗаняття 2. Лігування фрагментів ДНКЗаняття 2. Лігування фрагментів ДНКЗаняття 2. Лігування фрагментів ДНКЗаняття 2. Лігування фрагментів ДНК

1. Розщеплену і дефосфорильовану ДНК вектора й елюйований фрагмент
(виділений під час заняття 4 теми 5.11.1), який планується клонувати у векторі,
змішайте у співвідношенні 1 : 3.

2. До розчину додайте 4 мкл 40% ПЕГ4000 (або 24% ПЕГ 6000), 2 мкл
10Oкратного лігазного буфера та 10 од. акт. Т4 ДНКOлігази.

3. Доведіть деіонізованою водою об’єм лігазної суміші до 20 мкл, старанно
її перемішайте.

4. Реакцію лігування проведіть протягом 12 годин при температурі 16–
25° С.

Вибір оптимальної температури для лігування залежить насамперед від того, чи кінці
ДНК, що лігуються, є „липкими” чи „тупими”. Якщо вони „тупі”, то лігування доцільно
проводити при нижчій температурі, щоб зменшити хаотичний тепловий рух молекул ДНК,
який знижує ймовірність лігування „тупих” кінців ДНК.

За день до чергового заняття посійте культуру E. coli – реципієнт
плазмідної ДНК (штами DH5a, TG1, або JM101) на агаризоване середовище LA.
Розлийте у чашки LA з ІПТГ (0,25 мкг/мл), XOGal (0,5мкг/мл) та апраміцином
(20 мкг/мл), а також LA з апраміцином та стрептоміцином (по 20 мкг/мл).
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Заняття 3. Генетична трансформація E. coli плазмідною ДНКЗаняття 3. Генетична трансформація E. coli плазмідною ДНКЗаняття 3. Генетична трансформація E. coli плазмідною ДНКЗаняття 3. Генетична трансформація E. coli плазмідною ДНКЗаняття 3. Генетична трансформація E. coli плазмідною ДНК

1. У 3 мл LOбульйону внесіть колонію нічної культури E. coli.
2. Виростіть культуру при температурі 37° С, інтенсивно перемішуючи, до

оптичної густини OD
600

=0,01 (5×107 клітин на 1 мл ).
3. Суспензію клітин розподіліть по 1 мл в мікропробірки і центрифугуйте

хвилину при 12 тис. об./хв.
4. Злийте бульйон і осад ресуспендуйте в останній краплі рідини.
5. Охолодіть пробірки в льоді протягом 5 хвилин.
6. Додайте 700 мкл охолодженого 0,1М CaCl

2
.

7. Суміш залишіть в льоді на годину.
8. Вміст пробірок центрифугуйте хвилину при 12 тис. об./хв.
9. Супернатант злийте, осад ресуспендуйте в останній краплі рідині.
10. Додайте до суспензії 100 мкл охолодженого 0,1М CaCl

2
.

11. Залишіть пробірки в льоді на 2 години.
12. Внесіть у мікропробірку з компетентними клітинами E. coli по 0,1–

1 мкг ДНК, інтенсивно перемішайте вміст і залишіть у льоді на годину.
13. Мікропробірки перенесіть на хвилину у водяну баню (температура

40° С), ще на хвилину в лід, а потім додайте в пробірки по 1 мл LB.
14. Інкубуйте трансформовані клітини при температурі 37° С протягом

1,5–2 години.
15.  Посійте клітини (100 мкл суспензії на чашку) на агаризоване середовище

з селективними добавками для відбору клонів E. coli, що містять рекомбінантну
ДНК.

16. Чашки інкубуйте протягом доби при температурі 37° С.
17. За день до чергового заняття відберіть ймовірні рекомбінантні клони

і посійте кожен клон у 2 мл LB, додавши антибіотики.

Приклад. Якщо клітини E. coli трансформували лігазною сумішшю, що
містила розщеплену плазміду pSET152 і фрагмент ДНК з плазміди pHP45Ω,
який кодує білок Aad (зумовлює стійкість до стрептоміцину та спектиноміцину),
то селекціонувати рекомбінантну плазміди pSET152 з геном aad можна двома
способами:

1) після клонування фрагментів ДНК у ген lacZ, відбувається його
інактивація. На індикаторних чашках (LA + IПТГ + XOGal + апраміцин)
колонії, що несуть рекомбінантну плазміду, будуть прозорими, а ті, що несуть
вихідний вектор pSET152, забарвляться в синій колір (див. 5.10).

2)     у     разі клонування фрагментів ДНК, які несуть гени стійкості, що ексO
пресуються в E. coli, селекцію рекомбінантних ДНК можна проводити за набуттям
клітинамиOтрансформантами подвійної стійкості – до апраміцину (за рахунок
гена стійкості у векторній молекулі ДНК) та стрептоміцину та спектиноміцину
(за рахунок клонованого гена aad). На середовищі LA з апраміцином та стрепO
томіцином, виростуть лише ті клітини, які містять вектор pSET152 з клонованим
геном aad.
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Заняття 4. Виділення рекомбінантної плазмідноїЗаняття 4. Виділення рекомбінантної плазмідноїЗаняття 4. Виділення рекомбінантної плазмідноїЗаняття 4. Виділення рекомбінантної плазмідноїЗаняття 4. Виділення рекомбінантної плазмідної
ДНК та її рестрикційний аналізДНК та її рестрикційний аналізДНК та її рестрикційний аналізДНК та її рестрикційний аналізДНК та її рестрикційний аналіз

1. Виділіть плазмідну ДНК з нічних культур E. coli, що несуть рекомбінантну
плазміду (див. заняття 2 теми 5.13.1).

2. Розщепіть її рестриктазами, щоб довести наявність вставки у
рекомбінантній ДНК та її відсутність у вихідній векторній молекулі.

3. Визначіть орієнтацію вставки у векторі.
4. Побудуйте фізичну карту рекомбінантної плазміди pSET152aad, знаючи

розміщення сайтів для рестриктаз PvuI, XhoI, BamHI у pSET152 та в гені aadА.

Приклад. Для доведення факту клонування гена aad у pSET152 в сайт
впізнавання рестриктази BamHI у полілінкері, слід провести розщеплення
ймовірної рекомбінантної плазміди, вихідного вектора pSET152, та плазміди
pHP45Ω, з якої клонували ген aad, рестриктазою BamHI. Після електрофореO
тичного розділення рестриктів на доріжці з розщепленою pSET152 помітна
одна смуга розміром 5,5 т.п.н., а на доріжці з розщепленою рекомбінантною
плазмідою видно дві смуги – одну, що рухається на рівні pSET152, і другу –
розміром 2 т.п.н., на рівні фрагмента з геном aad, який вирізається з pHP45Ω
рестриктазою BamHI. Така електрофореграма свідчить про клонування гена
aad у вектор pSET152. Для встановлення орієнтації гена aad у рекомбінантній
плазміді використовують наявність у векторі та вставці унікальних сайтів
розщеплення рестриктазами (PvuI, XhoI, EcoR321) та сайтів BamHI. Рестрикційний
аналіз pSET152 виявив, що сайти PvuI, XhoI, BamHI є унікальними. Подвійне
розщеплення цієї плазміди рестриктазами PvuI і BamHI приводить до появи
двох фрагментів розміром 5,1 і 0.4 т.п.н., рестриктазами XhoI та PvuIO фрагментів
1,9 і 3,6 т.п.н. Оброблення рекомбінантної плазміди pSET152aad рестриктазами
дало такі результати: XhoI – 1 фрагмент, 7,5 т.п.н.; PvuI – 6,1 і 1,4 т.п.н.; XhoI,
PvuI – 1,4, 2,5 і 3,5 т.п.н.

5.13.3. Отримання штамів актиноміцетів, що містять рекомбінантні ДНК5.13.3. Отримання штамів актиноміцетів, що містять рекомбінантні ДНК5.13.3. Отримання штамів актиноміцетів, що містять рекомбінантні ДНК5.13.3. Отримання штамів актиноміцетів, що містять рекомбінантні ДНК5.13.3. Отримання штамів актиноміцетів, що містять рекомбінантні ДНК

Під час виконання тем 5.13.3 та 5.13.4 студенти повинні отримати та проO
аналізувати штами актиноміцетів, в яких клоновано гени. Використовують
раніше сконструйовані (тема 5.13.2) рекомбінантні молекули ДНК. Їхнє перенеO
сення в клітини актиноміцетів здійснюють двома шляхами: 1) трансформацією
протопластів і 2) кон’югаційним перенесенням з E. coli.

Студенти спочатку отримують протопласти Streptomyces lividans та
трансформують їх плазмідною ДНК. Вирощують штамOдонор E. coli для
міжродових схрещувань, трансформують його рекомбінантними ДНК та
виконують кон’югаційне перенесення цих плазмід у штами стрептоміцетів. З
трансформантів та транскон’югантів виділяють плазміди та проводять їхній
рестрикційний аналіз. Порівнюють будову виділеної плазміди з тою, що була
використана для трансформації чи кон’югації, та доводять їхню ідентичність.
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Виділяють також сумарну ДНК з клітин отриманих рекомбінантних штамів. Її
розщеплюють рестриктазами та фракціонують за допомогою гельO
електрофорезу. Визначають, чи наявна плазмідна ДНК у препаратах сумарної
ДНК.

Передбачається, що рекомбінантна плазміда pSET152aad (див. тему 5.11.2)
інтегрується в хромосому трансформантів та транскон’югантів. Тому рестрикти
їхньої сумарної ДНК будуть використані під час виконання теми 5.11.5 для
гібридизації з міченим фрагментом плазміди pHP45Ω, що несе ген aad.

Крім того, оброблення сумарної ДНК ендонуклеазами рестрикції, сайти
впізнавання яких у хромосомі стрептоміцетів трапляються часто, з дальшим
електрофоретичним розділенням рестриктів дає змогу встановити специфічну
картину розподілу фрагментів ДНК (т.зв. ДНКOфінгерпринт (від англ. fingerO
print – “відбиток пальця”), що є видовою ознакою. Цей підхід дає можливість
показати приналежність різних штамів та мутантів до одного виду, виявити
певні перебудови нуклеотидних послідовностей, наприклад, ампліфікації певних
ділянок геному тощо.

За п’ять–шість діб до початку вивчення теми 5.11.3 треба приготувати
чашки з триптозним агаром і Sm (100 мкг/мл) та висіяти на них штам StreptoO
myces lividans TK24 strO6 SLP2O SLP3O (стійкий до стрептоміцину, не містить
плазмід SLP2 та SLP3), який служитиме реципієнтом рекомбінантних ДНК.

Усі розчини та середовища, описані нижче, є оптимальними для проведення
кон’югаційних схрещувань і трансформації протопластів модельних штамів
генетики стрептоміцетів S. coelicolor А3(2) та S. lividans та їхніх похідних (Kieser
et al., 2000). Реактиви, що їх використовують для маніпуляцій з протопластами
актиноміцетів, мають бути хімічно чистими, розчини доцільно виготовляти на
бідистильованій воді, оскільки протопласти є надзвичайно чутливими до будьO
яких сторонніх домішок та осмотичного стресу. Особливо негативно впливають
на отримання і регенерацію протопластів солі важких металів і детергенти.
Ефективна трансформація інших штамів стрептоміцетів часто потребує певних
модифікацій складу регенераційних середовищ та буферів для протопластуO
вання, що визначається емпірично. Для отримання протопластів S. lividans слід
використовувати 40–48Oгодинну культуру. Для збільшення ефективності кон’юO
гаційних схрещувань у середовище СМА додають розчин MgCl

2
 у кінцевій

концентрації 2–5 мМ. Час проведення схрещувань для різних штамів може
бути різним (від 12 до 20 годин), що залежить від швидкості росту відповідних
культур.

Хід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботиХід виконання роботи

Заняття 1. Виготовлення поживних та регенераційних середовищ
для актиноміцетів, буферів для отримання протопластів та реактивів

для проведення ДНК – – – – – ДНКOгібридизації

 1. Для вирощування стрептоміцетів приготуйте середовище YEME (г/л):
дріжджовий екстракт – 3;
пептон – 5;
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мальтозний екстракт (Malt Extract; Difco) – 3;
глюкоза – 10;
сахароза – 250.

2. Окремо приготуйте розчини, які додайте до YEME після стерилізації (в
дужках вказано кількість, яку слід додати на 1000 мл YEME):

20% розчин гліцину (1,25 мл);
2,5 М розчин MgCl

2
×6H

2
O (100 мл).

3. Розлийте середовище YEME по 50 мл в колби на 500 мл.
4. Приготуйте розчин мікроелементів (мг/л):

ZnCl
2 

– 40;
FeCl

3
×6H

2
O – 200;

CuCl
2
×2H

2
O – 10;

MnCL
2
×4H

2
O – 10;

Na
2
B

4
O

7
×10H

2
O – 10;

(NH
4
)

6
Mo

7
O

24
×4H

2
O – 10.

5. Приготуйте середовище для регенерації протопластів R
2
YE (грам на

800 мл):
сахароза – 103;
K

2
SO

4
 – 0,25;

MgCl
2
×6H

2
O – 10,12;

глюкоза – 10;
казамінові кислоти – 0,1;
дріжджовий екстракт – 5;
агар Bacto –17.

6. Приготуйте розчини, які додають до середовища R
2
YE (в дужках вказано

кількість, яку слід додати до 800 мл R
2
YE ):

0,5% KH
2
PO

4
 (10 мл);

3,68% CaCl
2
×2H

2
O (20 мл);

20% LOпролін (3,5 мл);
5,73% трисOетанолсульфонова кислота (ТЕС), pH7,2 (25 мл);
1N NaOH – (1,2мл).
Після стерилізації до R

2
YE додайте також і розчин мікроелементів

(0,5мл).
7. Приготуйте POбуфер (г на 800 мл):

сахароза – 103;
K

2
SO

4
 – 0,25;

MgCl
2
×6H

2
O –2,02;

Після стерилізації додайте до 800 мл РOбуфера:
розчин мікроелементів – 2 мл;
0,5% KH

2
PO

4
 – 10 мл;

3,68% CaCl
2
×2H

2
O – 25 мл;

5,73% трисOетанолсульфонова кислота (ТЕС), pH 7,2 – 25 мл.
8. Приготуйте 10,3 % розчин сахарози для промивання міцелію.
9. Приготуйте в пробірках наважки поліетиленгліколю 1000 (ПЕГ 1000) по

одному граму.
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Всі виготовлені розчини та середовища (крім розчинів амінокислот, які стерилізують
кип’ятінням) автоклавувати протягом 20 хв при 0,6 атм.

10. Після стерилізації змішайте компоненти R
2
YE і розлийте його у чашки.

11. Приготуйте повноцінне середовище СМА для міжродової кон’югації
(грам на 1000 мл водопровідної води):

соєва мука – 20;
маніт (манітол) – 20;
агар – 20;
рН до стерилізації – 7,4.
Після стерилізації додайте 1 мл 2,5М розчину MgCl

2
 та розлийте

середовище в чашки.

Регенераційне середовище та середовища для кон’югації мають підсохнути – втратити
близько 20% від вихідної ваги середовища в чашці.

12. Посійте спорову суспензію S. lividans TK24 в середовище YEME.
13. Вирощуйте S. lividans TK24 протягом 48 годин на качалці (250 об./хв)

при температурі 30°С.
14. Посійте спорову суспензію S. lividans TK24 на середовище СМА та

вирощуйте п’ять–шість діб при температурі 30° С для отримання достатньої
кількості спор.

Заняття 2. Трансформація протопластів Streptomyces плазмідною ДНКЗаняття 2. Трансформація протопластів Streptomyces плазмідною ДНКЗаняття 2. Трансформація протопластів Streptomyces плазмідною ДНКЗаняття 2. Трансформація протопластів Streptomyces плазмідною ДНКЗаняття 2. Трансформація протопластів Streptomyces плазмідною ДНК

Отримання протопластів Отримання протопластів Отримання протопластів Отримання протопластів Отримання протопластів S. lividansS. lividansS. lividansS. lividansS. lividans TK24 TK24 TK24 TK24 TK24

1. Вирощену культуру S. lividans TK24 перенесіть у центрифужні пробірки
(об’єм 50 мл), відцентрифугуйте, супернатант злийте і міцелій двічі промийте
в 10,3% сахарозі.

Промитий міцелій можна зберігати при температурі O20°С.

2. До промитого міцелію S. lividans TK24 додайте 5 мл POбуфера з лізоцимом
(2мг/мл).

3. Лізис проводьте при температурі 30° С протягом 15–45 хвилин.

При змішуванні РOбуфера, що містить лізоцим, з міцелієм формується непрозора суміш
сіруватоOмолочного кольору. Під час лізису міцелію фрагменти клітинної стінки осідають на
дно пробірки, а у верхній частині суміші формується прозора зона (”зона просвітління”), що
містить протопласти. Про те, що в цій зоні є лише протопласти, можна пересвідчитись
шляхом фазовоOконтрастної мікроскопії. На предметне скло наносять 5–10 мкл суміші із
пробірки і розглядають при 40Oкратному збільшенні. Протопласти мають вигляд напівпрозорих
сфер правильної форми, тоді як міцелій формує характерні ниткоподібні скупчення. Для штаму
S. lividans TK24 оптимальний час лізису становить приблизно 30 хв. Якщо на цей момент в
зоні просвітління не виявлено міцелію, то лізис припиняють. Для інших штамів актиноміцетів
оптимальний час лізису підбирають емпірично.
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4. Обережно відберіть суспензію протопластів із “зони просвітління” (по
0,5 мл) в мікропробірки і додайте до неї 1мл РOбуфера, щоб розвести лізоцим у
суспензії протопластів і тим зменшити їхню деградацію.

5. Суміш центрифугуйте 10 хвилин при 2500 об./хв, супернатант злийте і
протопласти ресуспендуйте в останній краплі.

Якщо отримані протопласти планується трансформувати пізніше, то слід провести
їхнє поступове замороження – 10 хвилин при температурі 4° С, 10 хв при температурі 0° С,
потім помістити у холодильник на O20° С.

Трансформація протопластів ДНКТрансформація протопластів ДНКТрансформація протопластів ДНКТрансформація протопластів ДНКТрансформація протопластів ДНК

1. Розведіть ПЕГ1000 РOбуфером до отримання 25% розчину.
2. До суспензії протопластів внесіть 0,5–1 мкг ДНК (5–10 мкл) і зразу

додайте 0,5 мл 25% ПЕГ 1000.
3. Суміш наберіть і випустіть з піпетки три–чотири рази. Посійте 100 мкл

трансформованих протопластів на підсушені чашки з регенераційним
середовищем.

4. На це середовище також посійте нетрансформовані протопласти для
визначення загального титру протопластів та нелізованих клітин у суспензії, а
також протопласти з мікропробірки, до якої попередньо додали 2 мкл 10% ДСН.
Чашки помістіть у термостат з температурою 30°С.

ДСН є детергентом, який зруйнує протопласти. Підрахувавши кількість колоній, що
виростуть на чашці, можна визначити кількість фрагментів нелізованого міцелію в отриманій
суспензії.

5. Через 18–20 годин залийте чашки, на які посіяли протопласти, 2 мл
10,3% сахарози з антибіотиками для селекції трансформантів.

6. Інкубуйте чашки ще 2–3 доби до появи колоній трансформантів.
7. Посійте трансформанти на агаризоване середовище з антибіотиком.

Приклад. Проводимо трансформацію протопластів S. lividans TK24
плазмідами pSET152aad і pSOK101. Для селекції клонів S. lividans TK24, що
несуть pSET152aad та pSOK101, використовують апраміцин (25 мкг/мл).

До чергового заняття клони S. lividans TK24, що несуть плазміди pSET152aad
і pSOK101, посійте у YEME з відповідними антибіотиками для селекції клітин з
плазмідами. Культивуйте їх дві доби при температурі 30° С на качалці.

Заняття 3. Кон’югаційне перенесення плазмідної ДНК у штамиЗаняття 3. Кон’югаційне перенесення плазмідної ДНК у штамиЗаняття 3. Кон’югаційне перенесення плазмідної ДНК у штамиЗаняття 3. Кон’югаційне перенесення плазмідної ДНК у штамиЗаняття 3. Кон’югаційне перенесення плазмідної ДНК у штами
стрептоміцетів у схрещуваннях з E. coliстрептоміцетів у схрещуваннях з E. coliстрептоміцетів у схрещуваннях з E. coliстрептоміцетів у схрещуваннях з E. coliстрептоміцетів у схрещуваннях з E. coli

Підготовка штамуOдонора Підготовка штамуOдонора Підготовка штамуOдонора Підготовка штамуOдонора Підготовка штамуOдонора E. coliE. coliE. coliE. coliE. coli ЕТ12567 ЕТ12567 ЕТ12567 ЕТ12567 ЕТ12567

1. За день до початку заняття посійте в пробірку, що містить 5 мл середовища
LB з 25 мкг/мл канаміцину та 25 мкг/мл хлорамфеніколу, одну колонію штаму
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E. coli ЕТ12567 (pUB307). Вирощуйте культуру протягом 12–18 годин при
температурі 37º С.

Штам E. coli ЕТ12567 (pUB307) містить локалізований у хромосомі ген стійкості до
хлорамфеніколу, що полегшує його ідентифікацію. Плазміда pUB307 несе traOгени, що in trans
забезпечують перенесення корезидентних плазмід з oriT RK2, та ген стійкості до канаміцину.
Потрібна постійна підтримуюча селекція, штамів, які містять цю плазміду. Тому штами
E. coli ЕТ12567 (pUB307) вирощують за наявності канаміцину та хлорамфеніколу.

2. Посійте 50 мкл приготованої нічної культури E. coli ЕТ12567 (pUB307) у
5–7 мл середовища LB з 25 мкг/мл канаміцину та 25 мкг/мл хлорамфеніколу та
вирощуйте до досягнення суспензією оптичної густини OD

600
=0,01 (5×107 клітин

на 1 мл).
3. Далі проведіть трансформацію E. coli плазмідними ДНК, що будуть

кон’югаційно переноситись у штами стрептоміцетів, за стандартною CaCl
2

методикою, як описано у занятті 3 теми 5.11.2.
4. Трансформанти посійте на агаризоване середовище LA з 25 мкг/мл

канаміцину, 25 мкг/мл хлорамфеніколу та 25–50 мкг антибіотика, що
використовується для селекції трансформованих плазмід.

Приклад. Проводимо трансформацію штаму E. coli ЕТ12567 (pUB307)
плазмідами pSET152aad та pSOK101. Для селекції трансформантів, які їх несуть,
використовують апраміцин (25 мкг/мл).

До чергового заняття по одній колонії отриманих трансформантів, які
несуть pSET152aad та pSOK101, посійте у 5 мл середовища LB з 25 мкг/мл канаO
міцину, 25 мкг/мл хлорамфеніколу та 25 мкг/мл апраміцину. Культивуйте їх
16–18 годин при температурі 37° С на качалці.

Кон’югаційне перенесення плазмід у штам Кон’югаційне перенесення плазмід у штам Кон’югаційне перенесення плазмід у штам Кон’югаційне перенесення плазмід у штам Кон’югаційне перенесення плазмід у штам S. lividansS. lividansS. lividansS. lividansS. lividans TK24 TK24 TK24 TK24 TK24

1. Приготуйте спорову суспензію штаму S. lividans TK24. Для цього на
поверхню чашки з п’яти – шестидобовою культурою стрептоміцета нанесіть
5–10 мл середовища YEME та зніміть спори петлею. Суспензію спор з
частинками міцелію розлийте по мілілітру у мікропробірки.

Необов’язково відділяти спори від часток міцелію. Наявність частини повітряних гіф
часто збільшує ефективність схрещувань, однак слід урахувати те, що в таких випадках
культури ростуть значно швидше, ніж при використанні чистих спорових суспензій. Тому
слід зменшити час інкубації до моменту, коли чашки заливають розчином антибіотиків.

2. Інкубуйте пробірки з приготованою суспензією при температурі 50º С
протягом семи–десяти хвилин, для індукції проростання спор. Потім охолодіть
суспензію до кімнатної температури.

3. Розлийте 16–18Oгодинну культуру штамуOдонора E. coli ЕТ12567 (pUB307)
по 1,5 мл у мікропробірки.
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Для ефективного проходження кон’югації доцільно використовувати культуру штамуO
донора, що знаходиться в пізній експоненційній – ранній логарифмічній фазі росту. Для E. coli
ЕТ12567 (pUB307) характерний більш повільний ріст, порівняно з іншими штамами E. coli,
тому найбільш ефективним є використання 16–8Oгодинної культури.

4. Осадіть суспензію спор штамуOреципієнта та клітини донора
центрифугуванням протягом 10 хвилин при 3–5 тис. об./хв.

5. Злийте супернатант та ресуспендуйте клітини E. coli та спори в залишку
середовища, змішавши їх між собою.

Оптимальним є співвідношення клітин донор–реципієнт як 3:1. Візуально це відповідає
рівним кількостям осаду спор і клітин E. coli, отриманим після центрифугування, оскільки
спори і частки міцелію актиноміцетів мають більші розмірами, ніж клітини E. coli.

6. Посійте отриману суміш на чашки з середовищем СМА та інкубуйте
12–20 годин при температурі 30º С.

7. Через 12–20 годин залийте чашки 1 мл 10,3% сахарози з антибіотиками
для селекції транскон’югантів та налідиксовою кислотою.

8. Інкубуйте чашки ще три–п’ять діб до появи колоній транскон’югантів.

Приклад. Проводимо кон’югацію між S. lividans TK24 та E. coli ЕТ12567
(pUB307), що несе плазміди pSET152aad та pSOK101. Для селекції клонів
транскон’югантів S. lividans TK24 використовуємо апраміцин (25 мкг/мл) та
налідиксову кислоту (100 мкг/мл). Чашки заливаємо сумішшю антибіотиків
після 12 годин інкубації.

До чергового заняття посійте транскон’юганти на агаризоване середовище
із селективними домішками та налідиксовою кислотою. Клони S. lividans TK24,
що ймовірно несуть плазміди pSET152aad і pSOK101, посійте у YEME з
відповідними антибіотиками для селекції клітин, які містять плазміди. КультиO
вуйте їх дві доби при температурі 30° С на качалці.

Заняття 4. Виділення плазмідної ДНК із стрептоміцетівЗаняття 4. Виділення плазмідної ДНК із стрептоміцетівЗаняття 4. Виділення плазмідної ДНК із стрептоміцетівЗаняття 4. Виділення плазмідної ДНК із стрептоміцетівЗаняття 4. Виділення плазмідної ДНК із стрептоміцетів
та її рестрикційний аналізта її рестрикційний аналізта її рестрикційний аналізта її рестрикційний аналізта її рестрикційний аналіз

Виділяють плазмідну ДНК із стрептоміцетів за модифікованим методом
лужного лізису (Kieseretal, 2000, Sheldon, 1994). Метод придатний для виділення
плазмід розміром до 15 т.п.н., що містять реплікони pIJ101 та pWOR119.

1. 50 мг (волога вага) клітин, промитих у 10,3% сахарозі, розчиніть у
300 мкл буфера 1 (див. заняття 1) з 4 мг/мл лізоциму.

2. Інкубуйте їх при температурі 37° С протягом 30 хвилин.
3. Додайте 400 мкл свіжоприготованого буфера 2. Ретельно, але обережно,

перемішайте вміст пробірки і залишіть в льоді на 10 хвилин.
4. Додайте 400 мкл буфера 3. Перемішайте і залишіть в льоді на 10 хвилин.
5. Центрифугуйте 10 хвилин при 13 000 об./хв. Супернатант відберіть та

перенесіть у нову пробірку.
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6. До супернатанту додайте два об’єми 100% етанолу або 0,6 об’єму ізоO
пропілового спирту. Перемішайте і відцентрифугуйте при 13 000 об./хв протягом
10 хвилин.

7. Злийте супернатант і промийте осад 70% етанолом.
8. Центрифугуйте дві хвилини, злийте спирт і осад підсушіть до зникнення

запаху спирту.
9. Осад розчиніть у 40 мкл бідистильованої води.
10. Проведіть електрофоретичне розділення зразків виділеної ДНК, як опиO

сано в занятті 2.
11. Якщо наявна плазмідна ДНК на електрофореграмі, проведіть її рестрикO

ційний аналіз (див. тему 5.11.1).
12. Порівняйте виділену плазміду з плазмідою, що була використана для

трансформації досліджуваного штаму.

Приклад. Проводимо електрофоретичне розділення виділених зразків ДНК.
На доріжці, де було нанесено ДНК, виділену зі штаму S. lividans TK24, який
стійкий до тіострептону, наявна плазмідна ДНК – ймовірно pSOK101. Проводимо
гідроліз препарату плазмідної ДНК, виділеної з трансформанта S. lividans TK24
і плазміди pSOK10, виділеної з E. coli. (аналізуємо за сайтами для ендонуклеаз
рестрикції Eco321, BamHI та HindIII). У S. lividans TK24, стійкому до апраміцину,
та у вихідному штамі S. lividans TK24 не виявили автономних плазмід. Це
свідчить про інтеграцію плазміди pSET152aad у хромосому штаму S. lividans
TK24, стійкого до апраміцину, або про її низьку копійність. Для доведення
факту інтеграції в хромосому S. lividans TK24 слід провести ДНК–ДНКO
гібридизацію рестриктів сумарної ДНК трансформованого штаму з
послідовностями ДНК, що були введені в штам (тема 5.13.4).

Заняття 5.Заняття 5.Заняття 5.Заняття 5.Заняття 5. Виділення сумарної ДНК з актиноміцетів Виділення сумарної ДНК з актиноміцетів Виділення сумарної ДНК з актиноміцетів Виділення сумарної ДНК з актиноміцетів Виділення сумарної ДНК з актиноміцетів
та її рестикційний аналізта її рестикційний аналізта її рестикційний аналізта її рестикційний аналізта її рестикційний аналіз

Виділяють сумарну ДНК з актиноміцетів методом сольової преципітації,
що описаний у “Genetic manipulation of Streptomyces” (D.A. Hopwood et al.,
1985). Виділені зразки ДНК придатні для оброблення ендонуклеазами рестрикції
та лігування без додаткових процедур очищення.

ВиділенВиділенВиділенВиділенВиділення сумарної ДНКня сумарної ДНКня сумарної ДНКня сумарної ДНКня сумарної ДНК

1. 50 мг (волога вага) міцелію, промитого в 10,3% сахарозі, ресуспендуйте
в 450 мкл буфера для лізису (трис 25 мМ, ЕДТА 25 мМ з 2–5 мг лізоциму/мл).
Інкубуйте суміш при температурі 37° С протягом 30–60 хвилин.

2. Додайте 50 мкл 5М NaCl та ретельно перемішайте.
3. Додайте 120 мкл ДСН, обережно і ретельно перемішайте. Інкубуйте

суміш у водяній бані при температурі 65°С протягом 30 хвилин.
4. Мікропробірки з сумішшю охолодіть до кімнатної температури і додайте

до неї 240 мкл охолодженого (0° С) 5 М ацетату калію. Старанно перемішайте
вміст мікропробірок та інкубуйте їх у льоді протягом 30 хвилин.
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5. Центрифугуйте вміст мікропробірок при 13 тис. об./хв протягом 10 хвилин.
Супернатант перенесіть у нову мікропробірку і додайте до нього 0,6 об’єму
ізопропанолу чи два об’єми етилового спирту. Вміст перемішайте.

6. Центрифугуйте вміст мікропробірок при 13 тис. об./хв протягом
10 хвилин. Супернатант злийте. До осаду додайте 500 мкл 70% етилового спирту,
ретельно промийте ним стінки мікропробірки, щоб позбутися солей, які
перешкоджатимуть проходженню ферментативного гідролізу ДНК.

7. Центрифугуйте вміст мікропробірок при 13 тис. об./хв протягом двох
хвилин, злийте 70% етанол, а осад підсушіть до повного зникнення запаху
спирту.

8. Розчиніть ДНК у 50 мкл бідистильованої води і проведіть електрофорез
для визначення чистоти препарату ДНК і наявності плазмідної ДНК разом із
фракцією сумарної ДНК.

Приклад. Виділяємо сумарну ДНК зі штамів S. lividans TK24, S. lividans
TK24 pSOK101+ (містить плазміду pSOK101), S. lividans TK24 (pSET152aad+) та
проводимо електрофорез зразків виділеної ДНК. На доріжці, де наносили ДНК
штаму TK24 (pSOK101+), вище фракції сумарної ДНК наявні фракції плазмідної
ДНК. На інших доріжках плазмідної ДНК немає. Оскільки плазміди, які були
використані для трансформації, містять ділянку ініціації реплікації E. coli, то
виявити такі автономні плазміди можна шляхом трансформації E. coli зразками
сумарної ДНК, яку виділяли з трансформантів. Поява в результаті такого
експерименту трансформантів E. coli та аналіз плазмідної ДНК свідчитимуть
про автономні плазміди в актиноміцеті. Цей метод використовують у випадку,
коли не вдається фізично виявити фракцію плазмідної ДНК після виділення
сумарної чи плазмідної ДНК з актиноміцета, що трансформували човниковою
плазмідою. Причиною може бути те, що фракція плазмідної ДНК рухається
разом з хромосомною ДНК, або не виділяється при використанні методу, який
описано вище, або ж через низьку копійність плазміди.

РесРесРесРесРестрикційний аналіз сумарної ДНКтрикційний аналіз сумарної ДНКтрикційний аналіз сумарної ДНКтрикційний аналіз сумарної ДНКтрикційний аналіз сумарної ДНК

 Гідроліз сумарної ДНК актиноміцетів ендонуклеазами рестрикції
виконують, як описано в занятті 3 теми 5.13.1, однак слід ураховувати деякі
особливості хромосомної ДНК цих бактерій. ПоOперше, це великий розмір –
8–10 млн п.н., та високий вміст GC пар – 68–72%. Для отримання великої
кількості фрагментів слід використовувати рестриктази, сайти впізнавання
яких бідні на АТOпари (BamHI, HindIII, Eco321 тощо). Щоб отримати
макрофрагменти хромосомної ДНК (400 т.п.н.–2 млн п.н.) використовують
рестриктази PacI, AseI, DraI, SspI, сайти яких містять переважно АТOпари або
складаються лише з АТOпар. Інколи для повного гідролізу хромосомної ДНК
актиноміцетів доцільно збільшити час реакції до двох–трьох годин та кількість
ферменту в інкубаційній суміші. Чітко розділити фрагменти хромосоми
актиноміцетів можна за допомогою електрофорезу при напруженості зовнішнього
електричного поля 4–5 В/см, використовуючи гель з низькою концентрацією
агарози (0,8–0,7%). Для електрофорезу слід використовувати свіжий ТАЕOбуфер.
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Приклад. Обробляємо зразки сумарної ДНК штамів S. lividans TK24, S. lividans
TK24(pSOK101), S. lividans TK24 (pSET152) рестриктазою BamHI. Для гідролізу
2 мкг сумарної ДНК (5–10 мкл) беремо 5–10 од. активного ферменту і реакцію
проводимо протягом двох годин при температурі 37°С. Електрофорез проводимо
в 0,8% агарозному гелі при напруженості 5 В/см протягом трьох годин.

5.13.4 ДНК – ДНКOгібридизація5.13.4 ДНК – ДНКOгібридизація5.13.4 ДНК – ДНКOгібридизація5.13.4 ДНК – ДНКOгібридизація5.13.4 ДНК – ДНКOгібридизація

Виконуючи цю тему, студентам необхідно отримати докази наявності у
клітинах актиноміцетів клонованих послідовностей ДНК. Доказом є гібридизація
певних фрагментів сумарної ДНК трансформантів і транскон’югантів (тема 5.13.3)
з міченим ДНКOзондом (див. 5.11). Студенти повинні перенести розділені
електрофоретично рестрикти сумарної ДНК з агарозного гелю на гібридизаційний
фільтр та помітити ДНКOзонд. Потім проводять гібридизацію ДНК, що знаходиться
на фільтрі, з міченим ДНКOзондом та виявляють сигнали їхньої гібридизації.

Заняття 1. Виготовлення реактивів для ДНК–ДНКOгібридизаціїЗаняття 1. Виготовлення реактивів для ДНК–ДНКOгібридизаціїЗаняття 1. Виготовлення реактивів для ДНК–ДНКOгібридизаціїЗаняття 1. Виготовлення реактивів для ДНК–ДНКOгібридизаціїЗаняття 1. Виготовлення реактивів для ДНК–ДНКOгібридизації

1. Приготуйте розчини для ДНК–ДНКOгібридизації:
1) буфер SSC (20Oкратний, для промивання гібридизаційних фільтрів,
pH7,2) (г/л):
цитрат натрію – 88,23;
NaCl – 175,32;
2) імунобуфер 1 (IБ1, 2Oкратний, рН 7,5, г/ 500 мл):
малеїнова кислота – 11,5;
NaCl – 8,62;
NaOH – 8;
3) розчин блокуючого реагенту – 10% (казеїн за Гаммарстеном в
однократному IБ1; розчин кип’ятять на водяній бані до повного розO
чинення казеїну в IБ1).
4) імунобуфер 3 (IБ3):
100 мМ трисOHCl pH9,5;
50 мM MgCl

2
;

100 мМ NaCl (його готують безпосередньо перед вживанням з матричних
розчинів – 1М трисOHCl pH 9,5, 1М MgCl

2
, 5М NaCl).

5) розчин для перенесення ДНК на фільтр – 0,4 Н NaOH.
2. Усі зазначені розчини простерилізуйте в автоклаві при 0,6 атм протягом

20 хвилин.

ЗанятЗанятЗанятЗанятЗаняття 2. Перенесення ДНК з гелю на гібридизаційний фільтртя 2. Перенесення ДНК з гелю на гібридизаційний фільтртя 2. Перенесення ДНК з гелю на гібридизаційний фільтртя 2. Перенесення ДНК з гелю на гібридизаційний фільтртя 2. Перенесення ДНК з гелю на гібридизаційний фільтр
за Саузерном та нерадіоактивне DIGOмічення ДНКза Саузерном та нерадіоактивне DIGOмічення ДНКза Саузерном та нерадіоактивне DIGOмічення ДНКза Саузерном та нерадіоактивне DIGOмічення ДНКза Саузерном та нерадіоактивне DIGOмічення ДНК

Перенесення ДНК за СаузерномПеренесення ДНК за СаузерномПеренесення ДНК за СаузерномПеренесення ДНК за СаузерномПеренесення ДНК за Саузерном

1. Залийте в апарат для електрофорезу 0,7–0,8% агарозний гель, принаймні
за 30 хвилин до початку електрофорезу.
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2. Внесіть у лунки розщеплену сумарну ДНК, що буде проаналізована
(отриману під час виконання теми 5.13.3), маркерну ДНК (для визначення
розмірів рестриктів), а також ДНК, послідовності якої будуть використані як
гібридизаційний зонд (слугує як позитивний контроль гібридизації).

3. Електрофорез проводьте протягом трьох–чотирьох годин при
напруженості електричного поля 4 В/см.

4. Гель фарбуйте в свіжому розчині бромистого етидію (10 хвилин) і
відмийте в дистильованій воді (5 хвилин).

5. Cфотографуйте eлектрофореграму.

Чергові три етапи (6,7,8) не є обов’язковими. Їх виконують для ефективного перенесення
великих ( більше 10 т.п.н.) фрагментів ДНК з гелю на фільтр.

6. Занурте гель у 0,25М HCl (два рази по 10 хвилин, кожен раз розчин
міняють на свіжий). Обережно помішуйте вміст ванночки.

7. Промийте гель у воді та денатуруйте ДНК, зануривши гель у розчин
0,5М NaOH та 1M NaCl (2 рази по 15 хвилин). Кожен раз розчин міняють на
свіжий та обережно помішують.

8. Нейтралізуйте гель, зануривши його на 20 хвилин у розчин, що містить
3М NaCl і 0,5М трисOHCl (рН 7,5). Обережно помішуйте.

9. Наріжте шматки фільтрувального паперу розміром 7×8 см. Загальна
кількість нарізаного фільтрувального паперу має утворити стос заввишки 8–
10 сантиметрів.

10. Налийте по вінця в чотири ванночки розчин для перенесення ДНК
(0,4М NaOH) і розмістіть їх з чотирьох боків центрального підвищення. На
центральне підвищення помістіть горизонтально скляну пластинку так, щоб
вона знаходилася вище краю стінок ванночок. Покладіть хрестоподібно на
скляну пластинку смуги фільтрувального паперу Whatman 3MM так, щоб вони
своїми кінцями занурювались на три–чотири сантиметри в 0,4М NaOH.
Покладіть зверху шматок паперу Whatman 3MM, який за розміром є трохи
меншим за скляну пластинку. Він має бути насичений 0,4М NaOH. Видаліть
повітряні бульбашки і надлишок розчину рукою в рукавичці.

11. Покладіть гель на підвищення, де перехрещуються смуги фільтруO
вального паперу Whatman 3MM, лунами догори. Видаліть надлишок вологи
рукою в рукавичці.

12. Обережно покладіть нейлоновий гібридизаційний фільтр на поверхню
гелю. За розмірами фільтр має бути коротшим на два–три міліметри від розмірів
гелю.

Не можна рухати і зміщувати фільтр після того, як його поклали на гель, оскільки
перенесення ДНК починається в момент контакту гелю і фільтра. БудьOяке зміщення може
спотворити результати гібридизації.

13. Накрийте фільтр двома шматками паперу Whatman 3MM, попередньо
зануривши їх в 0,4М NaOH.

14.  Помістіть на них стос фільтрувального паперу заввишки 6 см, який за
розмірами сторін збігається з розміром гібридизаційного фільтра.
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15. Помістіть скляну пластинку поверх стосу фільтрувального паперу і
притисніть гирею (0,5–1 кг – для фільтрів 7×8 см; 1кг – для фільтрів 15×
20 см).

16.  Переносьте ДНК з гелю на фільтр протягом 17 годин при температурі
18–5° С .

17. Зніміть фільтрувальний папір та помітьте фільтр, щоб знати його
орієнтацію під час перенесення (можна обрізати один кутик або обережно
намалювати точку на тому боці фільтра, що прилягає до фільтрувального паперу).

18. Зафіксуйте ДНК на фільтрі.

Якщо фіксацію планується проводити, термічно обробивши ДНК, то фільтр висушують
між двома шматками фільтрувального паперу та інкубують у вакуумній печі знову ж таки
між двома шматками фільтрувального паперу протягом 1,5–2 годин при температурі 80°С.
Якщо фіксацію буде проведено УФOопроміненням, то фільтр без підсушування поміщають
боком, що прилягає до гелю, на екран трансілюмінатора й опромінюють (λ=254–260 нм)
протягом трьох–п’яти хвилин залежно від потужності лампи.

19. Якщо фільтр не використовують одразу, то зберігають його між
шматками фільтрувального паперу при температурі 4° С.

Нерадіоактивне DIGOмічення ДНКНерадіоактивне DIGOмічення ДНКНерадіоактивне DIGOмічення ДНКНерадіоактивне DIGOмічення ДНКНерадіоактивне DIGOмічення ДНК

Для мічення використовуйте фрагмент ДНК, який елюювали з метою
дальшого клонування (див. заняття 4 теми 5.13.1).

1. Денатуруйте ДНК. Для цього інкубуйте 15 мкл елюату (1–3мкг ДНК) у
водяній бані при температурі 100° С протягом 10 хвилин.

2. Швидко перенесіть на 30 секунд мікропробірку з елюатом у 96% спирт,
що зберігався при температурі O20° С.

3. Центрифугуйте елюат 10 секунд і додайте до нього 2 мкл суміші гексаO
нуклеотидів (у суміші є буфер для ДНКOполімерази), 2 мкл суміші дНТФ з DIGO
УТФ та 1 мкл розчину фрагмента Кленова ДНКOполімерази (2 од.акт./мкл).

4. Реакційну суміш ретельно перемішайте та інкубуйте 4–12 годин при
температурі 37° С.

5. Суміш з DIGOміченими фрагментами зонда зберігайте при температурі
O20° С.

Приклад. Вносимо в пластинку гелю ДНК таким чином: pHP45Ω, розщеплену рестриктазою
BamHI, сумарну ДНК штаму S. lividans TK24, сумарну ДНК штамів трансформантів та
транскон’югантів S. lividans TK24 (pSET152aad+), розщеплені рестриктазою BamHI, та ДНК
бактеріофага λ, розщеплену рестриктазою HindIII, pSET152, розщеплену рестриктазою BamHI.
Для мічення використовуємо елюйований фрагмент плазміди pHP45Ω розміром 2 т.п.н. з геном
aadA.

Заняття 3.Заняття 3.Заняття 3.Заняття 3.Заняття 3. Передгібридизація та гібридизація ДНК Передгібридизація та гібридизація ДНК Передгібридизація та гібридизація ДНК Передгібридизація та гібридизація ДНК Передгібридизація та гібридизація ДНК

Усі операції виконують у рукавичках, щоб уникнути забруднення фільтра
та гібридизаційних розчинів нуклеазами, та в хімічно чистому посуді.



229Розділ 5. Генетична інженерія  бактерій

1. Приготуйте розчин для передгібридизації: 20Oкратний SSC – 25 мл, 10%
блокуючий розчин – 10 мл, 35% лаурил саркозинат – 0,3 мл, 10% ДСН – 0,2 мл.
Доведіть об’єм розчину до 100 мл бідистильованою водою.

2. Фільтр із зафіксованою ДНК занурте у ванну з розчином для
передгібридизації та інкубуйте при температурі 68°С протягом двох – чотирьох
годин.

3. Наприкінці передгібридизації денатуруйте DIGOмічений ДНКOзонд
кип’ятінням у водяній бані протягом 10 хвилин.

4. До ванни з розчином для передгібридизації та фільтром додайте
денатурований ДНКOзонд, перемішайте суміш і негайно помістіть у термостат
при температурі 68°  С.

5. Гібридизацію виконуйте протягом 12–16 годин.

Заняття 4.Заняття 4.Заняття 4.Заняття 4.Заняття 4. Відмивання фільтра, імунодетекція та проявлення Відмивання фільтра, імунодетекція та проявлення Відмивання фільтра, імунодетекція та проявлення Відмивання фільтра, імунодетекція та проявлення Відмивання фільтра, імунодетекція та проявлення
сигналів гібридизаціїсигналів гібридизаціїсигналів гібридизаціїсигналів гібридизаціїсигналів гібридизації

Оскільки передбачається стовідсоткова гомологія між послідовностями
зонда та ДНК, яку аналізують, то відмивання фільтра від ДНКOзонда, що не
гібридизувався, проводять у жорстких умовах (за низької концентрації солей
у буферах). Імунодетекцію та проявлення сигналів гібридизації в колориметO
ричній реакції виконують згідно з інструкцією виробника набору “DIG DNA
hybridization and detection kit” (Boehringer Mannheim, ФРН). Всі операції виконуO
ють у рукавичках.

1. Злийте гібридизаційний розчин і занурте фільтр у нову ванночку з
розчином 1 для відмивання (2Oкратний SSC, 0,1% ДСН). Інкубуйте фільтр у
розчині при кімнатній температурі, помішуючи (ванночку помістіть на качалку)
двічі по п’ять хвилин, кожен раз міняючи розчин на свіжий,

2. Занурте фільтр у розчин 2 для відмивання (0,1–0,5Oкратний SSC, 0,1%
ДСН). У розчині інкубуйте при температурі 68° С, помішуючи двічі по 15 хвиO
лин, кожен раз міняючи розчин на свіжий.

3. Після відмивання інкубуйте фільтр дві хвилини в імунобуфері 1,
помішуючи.

4. Перенесіть фільтр у нову ванночку з імунобуфером 2 (1% розчин
блокуючого реагенту в імунобуфері 1) та інкубуйте його, помішуючи протягом
30 хвилин–двох годин.

5. До ванночки з імунобуфером 2 і фільтром додайте розчин антиODIGOAPO
антитіл (кінцева концентрація антитіл – 150 mU/мл). Інкубуйте фільтр з
антитілами 30 хвилин, помішуючи.

6. Перенесіть фільтр у нову ванночку з імунобуфером 1. Інкубуйте, помішуO
ючи в імунобуфері 1 двічі по 15 хвилин, кожен раз міняючи розчин на свіжий.

7. Наприкінці інкубації приготуйте імунобуфер 3 з матричних розчинів
(на 100 мл імунобуфера 3 слід взяти 10 мл 1М трисOHCl pH 7,5 5мл 1М MgCl

2 
,

2 мл 5М NaCl). Інкубуйте фільтр в імунобуфері 3 протягом двох хвилин.
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8. Злийте імунобуфер 3 і залийте фільтр розчином 5OбромO4OхлорO3OіндоO
лілфосфату (3 мг/10 мл імунобуфера 3) та тетразолію нітроголубого (4 мг/ 10 мл
імунобуфера 3).

9. Помістіть у темне місце фільтр, залитий розчином для виявлення сигналів.

Розчин не слід перемішувати! Сигнали гібридизації починають з’являтися після 30 хвилин
інкубації. Загалом проявлення сигналів гібридизації можна проводити протягом 16 годин.

10. Після закінчення колориметричної реакції фільтр промийте в дистильоO
ваній воді, висушіть і сфотографуйте.

11. Проаналізуйте отримані результати (кількість смуг гібридизації, їхню
локалізацію та інтенсивність).

Приклад. На гібридизаційний фільтр переносили ДНК: 1) pHP45Ω,
розщеплена рестриктазою BamHI; 2) сумарна ДНК штаму S. lividans TK24;
3) сумарна ДНК штаму S. lividans TK24 (pSET152aad), розщеплені рестриктазою
BamHI; 4) ДНК бактеріофага λ, розщеплена рестриктазою HindIII; 5) pSET152,
розщеплена рестриктазою BamHI. Після проявлення фільтра виявлено позитивні
сигнали гібридизації, розміщені на рівні фрагментів ДНК розміром 2 т.п.н., на
доріжках №1 і 3. Це свідчить про те, що в хромосомі штаму S. lividans TK24
після його трансформації плазмідою pSET152aad з’явився новий фрагмент ДНК
(його не було у вихідному штамі S. lividans TK24 – нема сигналів гібридизації
з DIGOaadA). Розмір цього фрагмента, його гібридизація з зондом DIGOaadA, а
також відсутність гібридизації DIGOaadА з вихідною плазмідою pSET152 свідчать
про те, що фрагмент з’явився внаслідок інтеграції плазміди pSET152aad в
хромосому S. lividans TK24.

5.13.5 Клонування генів, які кодують полікетидсинтази (ПКС)5.13.5 Клонування генів, які кодують полікетидсинтази (ПКС)5.13.5 Клонування генів, які кодують полікетидсинтази (ПКС)5.13.5 Клонування генів, які кодують полікетидсинтази (ПКС)5.13.5 Клонування генів, які кодують полікетидсинтази (ПКС)
ІOго типу та білок рибосом S12, за допомогою полімеразноїІOго типу та білок рибосом S12, за допомогою полімеразноїІOго типу та білок рибосом S12, за допомогою полімеразноїІOго типу та білок рибосом S12, за допомогою полімеразноїІOго типу та білок рибосом S12, за допомогою полімеразної

ланцюгової реакції (ПЛР)ланцюгової реакції (ПЛР)ланцюгової реакції (ПЛР)ланцюгової реакції (ПЛР)ланцюгової реакції (ПЛР)

Під час виконання цієї теми студенти повинні засвоїти методику клонування
певних генів за допомогою ПЛР.

Процес клонування передбачає ампліфікацію бажаної ділянки геному, яку
пізніше можна включати в рекомбінантні молекули ДНК. Ампліфікацію можна
здійснити зо допомогою ПЛР за умови, що наявні праймери, комплементарні до
послідовностей, які фланкують цю ділянку (див. 5.6.4). У свою чергу праймери
можна синтезувати, знаючи повну або часткову нуклеотидну послідовність гена,
який хочуть клонувати. Це обмежує використання ПЛР. Однак, якщо ген, який
намагаються клонувати, має вже клоновані та секвеновані гомологи з подібними
нуклеотидними послідовностями, то цю перешкоду можна подолати. Порівнюють
нуклеотидні послідовності низки гомологічних генів із різних джерел та знаходять
їхні найбільш консервативні ділянки. Потім створюють праймери, комплементарні
цим ділянкам. Такий підхід дає змогу ампліфікувати гомологічні гени з тих
організмів, з яких їх ще не клонували, тобто проводити пошук певних генів.
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До числа консервативних належать гени бактерій, які кодують домени
ПКС ІOго типу (див.1.2.1.1) та ген rpsL білка S12 30S–субодиниці рибосоми
(див.1.2.2.4). Пошук і дослідження цих генів породжує у науковців великий
теоретичний та практичний інтерес. Виявлення в геномі генів, які кодують
домени ПКС ІOго типу, свідчить про наявність кластерів генів біосинезу
полікетидів, що важливо для пошуку й дослідження продуцентів цих сполук.
Мутації в гені rpsL зумовлюють стійкість до аміноглікозидних антибіотиків,
зокрема, стрептоміцину. Частина з них активує вторинний метаболізм
актиноміцетів і може бути використана в їхній селекції.

Для ампліфікації ділянки, що кодує домени кетосинтази та АПБ
використовують вироджені праймери CS001: 5’OTA GAATTC GAC ACV GCN
TGY TCB TCVO3’ (прямий) та CS002: 5’O TAT AAGCTT RTG SGC RTT VGT NGC
RCTO3’ (зворотний). Сайти впізнавання для ендонуклеаз рестрикції EcoRI і
HindIII у праймерах CS001 та CS002 відповідно підкреслені; умовні позначення
нуклеотидів – R=A+G, S=G+C, V=G+A+C, N= A+T+C+G, Y=C+T,
B=G+T+C. Вони розроблені на основі аналізу консервативних ділянок генів
модульних ПКС ІOтипу. У всіх досліджених генах ділянки, що кодують
кетосинтазний домен та прилеглий до нього ацилOпереносний домен, є близькими
за своїми нуклеотидними послідовностями. Таку особливість використовують
для пошуку та клонування нових генів ПКС ІOтипу. Праймери CS001 та CS002
розроблено на основі аналізу та порівняння ділянок, які кодують ці домени в
ПКС, задіяних у синтезі тилозину та еритроміцину.

Для ампліфікації гена rpsL використовують праймери SF 5'O GAAGGGCCGG
CAGGACAAGCTCGAGAAGO3’ (XhoI) (прямий) та SR 5'O CGGGCCTGCTTGCGGT
TCTAGACAGCCTGO3’ (XbaI) (зворотний). Сайти впізнавання для ендонуклеаз
рестрикції XhoI і XbaI у праймерах SF та SR підкреслено. Ці праймери розроблені
на основі аналізу нуклеотидної послідовності гена rpsL, клонованого зі штамів
S. coelicolor A3(2) та S. lividans TK24.

Спочатку студенти ампліфікують фрагменти генів ПКС ІOго типу та rpsL.
Для реакції можна використовувати сумарні ДНК, виділені з різних штамів
актиноміцетів, зокрема, виділені з ґрунту під час вивчення розділу 2. Далі
клонують отримані ПЛРOпродукти та аналізують отримані рекомбінантні ДНК.
Як вектори для клонування продуктів ПЛР (див. 5.10.) використовують плазміди
pT7Blue TOвектор фірми Novagen, розроблений для Т/А клонування та pBluescript
KS+ (Fermentas) для праймерOзалежного клонування і клонування фрагментів з
тупими кінцями. Ці вектори містять ген стійкості до ампіциліну (bla) та
забезпечують blueOwhite селекцію рекомбінантних плазмід.

Заняття 1. Ампліфікація за допомогою ПЛР генів ПКС S. lividansЗаняття 1. Ампліфікація за допомогою ПЛР генів ПКС S. lividansЗаняття 1. Ампліфікація за допомогою ПЛР генів ПКС S. lividansЗаняття 1. Ампліфікація за допомогою ПЛР генів ПКС S. lividansЗаняття 1. Ампліфікація за допомогою ПЛР генів ПКС S. lividans
та S. coelicolor A(2)та S. coelicolor A(2)та S. coelicolor A(2)та S. coelicolor A(2)та S. coelicolor A(2)

1. Приготуйте матричну суміш (мастермікс) для чотирьох реакції (50 мкл/
реакція):

праймери CS001 та CS002 (100пМ) – по 2 мкл кожного;
дНТФ (20мМ) – 2 мкл;
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ДМСО – 10 мкл;
TaqOполімераза – 2 мкл;
деіонізована вода – 164 мкл.

2. Внесіть у пробірки для ПЛР близько 40 пг сумарної ДНК штамів, які
будуть аналізовані (1 – 2 мкл).

3. Додайте у пробірки по 50 мкл мастерміксу. Вміст перемішайте.
4. Залийте суміш рівним об’ємом мінеральної олії (якщо використовують

ПЛРOмашину без “гарячої кришки”).
5. Встановіть пробірки в гнізда ПЛРOмашини та запрограмуйте її.

Програма для ПЛР з праймерами CS001 та CS002:
КРОК 1. 94°С, 5 хв
КРОК 2. 94°С, 45 сек
КРОК 3. 60°С, 1 хв
КРОК 4. 72°С, 2 хв
35 повторів кроків 2O4. Потім:
КРОК 5. 72°С, 7 хв
КРОК 6. 4°С, ∞

6. Закрийте кришку ПЛРOмашини та розпочніть виконання програми.
7. Виконавши ПЛР, помістіть пробірки у холодильник при температурі

O20° С.

Реакційна суміш замерзає, а мінеральна олія – ні. Її можна легко відібрати з пробірки.

8. Проведіть електрофорез реакційної суміші.

Якщо досліджувані штами містять гени ПКС ІOго типу, то за допомогою праймерів
CS001 та CS002 можна ампліфікувати фрагмент цих генів розміром близько 750 п.н.

9. Сфотографуйте гелеву пластинку.

Заняття 2. Ампліфікація за допомогою ПЛР гена rpsLЗаняття 2. Ампліфікація за допомогою ПЛР гена rpsLЗаняття 2. Ампліфікація за допомогою ПЛР гена rpsLЗаняття 2. Ампліфікація за допомогою ПЛР гена rpsLЗаняття 2. Ампліфікація за допомогою ПЛР гена rpsL
S. lividans та S. coelicolor A(2)S. lividans та S. coelicolor A(2)S. lividans та S. coelicolor A(2)S. lividans та S. coelicolor A(2)S. lividans та S. coelicolor A(2)

1. Повторіть етапи 1–3 заняття 1. Використайте праймери SF та SR.
2. Встановіть пробірки в гнізда ПЛРO машини та запрограмуйте її.

Програма для ПЛР з праймерами SF та SR:
КРОК 1. 95°С, 4 хв
КРОК 2. 95°С, 1 сек
КРОК 3. 64°С, 1 хв
КРОК 4. 72°С, 1 хв
30 повторів кроків 2O4. Потім:
КРОК 5. 72°С, 10 хв
КРОК 6. 4°С, ∞

3. Закрийте кришку ПЛРOмашини та розпочніть виконання програми.
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4. Після виконання ПЛР, помістіть пробірки у холодильник при температурі
O20° С.

5. Проведіть електрофорез реакційної суміші.

У разі вдалої ампліфікації гена rpsL на електрофореграмі будуть наявні фрагменти ДНК
розміром 350 п.н.

6. Сфотографуйте гелеву пластинку.

Заняття 3. Клонування продуктів ПЛРЗаняття 3. Клонування продуктів ПЛРЗаняття 3. Клонування продуктів ПЛРЗаняття 3. Клонування продуктів ПЛРЗаняття 3. Клонування продуктів ПЛР

Т/АOклонуванняТ/АOклонуванняТ/АOклонуванняТ/АOклонуванняТ/АOклонування

1. Проведіть електроелюювання фрагментів ДНК, отриманих після ПЛР
(див. заняття 4 теми 5.13.1).

2. Приготуйте лігазну суміш такого складу:
pT7Blue TOvector – 1 мкл;
отримані ПЛРOфрагменти – 7 мкл;
10Oкратний буфер для Т4 ДНКOлігази – 1 мкл;

      Т4 ДНКOлігаза (5 од/мкл) – 1 мкл.
3. Проведіть лігування вектора та ПЛРOфрагментів протягом години при

кімнатній температурі (див. заняття 2 теми 5.13.2).
4. Паралельно приготуйте компетентні клітини E. coli DH5a (див. заняття

3 теми 5.13.2).
5.Трансформуйте E. coli DH5a, додавши 5 мкл лігазної суміші (див. заняття

3 теми 5.13.2).
6. Посійте трансформовані клітини на середовище LA з ампіциліном,

XOGAL та IПТГ.

Клонування ПЛРOпродуктів з тупими кінцямиКлонування ПЛРOпродуктів з тупими кінцямиКлонування ПЛРOпродуктів з тупими кінцямиКлонування ПЛРOпродуктів з тупими кінцямиКлонування ПЛРOпродуктів з тупими кінцями

1. Проведіть електроелюювання фрагментів ДНК, отриманих після ПЛР.
2. Розщепіть вектор рBluescriptKS+ рестриктазою EcoRV у реакційній суміші

об’ємом 50 мкл (див. заняття 3 теми 5.13.1).
3. Очистіть вектор від компонентів реакційної суміші за допомогою

осадження етанолом (див. заняття 2 теми 5.13.1).
4. Осаджену векторну ДНК розчиніть у 20 мкл бідистильованої води та пеO

ревірте її концентрацію за допомогою електрофорезу (див. див. заняття 2 теми
5.13.1).

5. Приготуйте лігазну суміш такого складу:
рBluescriptKS+/ EcoRV – 1 мкл;
отримані ПЛРOфрагменти – 6 мкл;
10Oкратний буфер для Т4 ДНКOлігази – 1 мкл;
Т4 ДНКOлігаза (5 од./мкл) – 1 мкл;
рестриктаза EcoRV (5од. /мкл) – 1 мкл.

6. Повторіть етапи 3–6 протоколу 3.1.
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ПраймерOвизначене клонуванняПраймерOвизначене клонуванняПраймерOвизначене клонуванняПраймерOвизначене клонуванняПраймерOвизначене клонування

1. Проведіть електроелюювання фрагментів ДНК, отриманих після ПЛР.
2. Розщепіть вектор рBluescriptKS+ та елюйовані ПЛРOфрагменти рестO

риктазами. У випадку гена rpsL використайте рестриктази XhoI та XbaI, а у
випадку генів ПКС ІOго типу – EcoRI та HindIII.

3. Повторіть етапи три–шість протоколу 3.2.

За день до наступного заняття посійте декілька колоній трансформантів в 1–2 мл
свіжого середовища LB з ампіциліном та виростіть їх протягом 18–20 годин.

Заняття 4. Аналіз отриманих рекомбінантних плазмідЗаняття 4. Аналіз отриманих рекомбінантних плазмідЗаняття 4. Аналіз отриманих рекомбінантних плазмідЗаняття 4. Аналіз отриманих рекомбінантних плазмідЗаняття 4. Аналіз отриманих рекомбінантних плазмід

1. Виділіть плазмідну ДНК з клонів трансформантів.
2. Розщепіть отримані плазміди рестриктазами.

Використовуйте метод аналітичного розщеплення рестриктазами в реакційній суміші
малого об’єму – 15–20 мкл. У випадку ампліфікованого гена ПКС І типу слід застосовувати
подвійне розщеплення рестриктазами EcoRI та HindIII. У випадку ампліфікованого гена rpsL
використайте для картування подвійне розщеплення рестриктазами XbaI та XhoI.

3. Розділіть електрофоретично отримані рестрикти плазмід.
4. Відіберіть клони, що несуть рекомбінантні плазміди.

Плазміди, що містять ген ПКС І типу, після розщеплення утворюють фрагменти розміром
0,75 та 2,9 т.п.н., а плазміди, що містять ген rpsL, – 0,35 т.п.н та 2,9 т.п.н.

5. Проведіть детальне фізичне картування відібраних плазмід.

Щодо плазмід, які несуть ген ПКС І типу, то слід використати розщеплення рестрикO
тазами EcoRI та HindIII, а у разі ампліфікованого гена rpsL –рестриктази XbaI та XhoI

6. Розділіть електрофоретично отримані рестрикти плазмід.
7. Визначте їхні розміри та орієнтацію фрагментів, клонованих у плазмідах.
8. Побудуйте фізичні карти отриманих рекомбінантних плазмід.

Контрольні запитанняКонтрольні запитанняКонтрольні запитанняКонтрольні запитанняКонтрольні запитання

1. З яких етапів складається генноOінженерний експеримент?
2. Що таке рекомбінантна молекула ДНК?
3. Як побудовані та функціонують векторні молекули ДНК?
4. Як побудовані хромосоми прокаріотів?
5. Що таке плазміди?
6. Яку роль відіграють плазміди в спадковості бактерій?
7. З яких етапів складається виділення ДНК?
8. Які особливості мають методи виділення сумарної ДНК?
9. Які особливості мають методи виділення плазмідної ДНК?
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10. Які форми плазмідної ДНК трапляються в препаратах, виділених з клітин бактерій?
11. Які властивості мають рестриктази класу ІІ? Як їх використовують в генноOінженерних

експериментах?
12. За яких умов розщеплюють ДНК рестриктазами?
13. Як розщепити ДНК двома рестриктазами?
14. Як провести неповний гідроліз ДНК?
15. Що таке фізичне картування ДНК? Як можна використати фізичні карти?
16. Опишіть механізм фракціонування ДНК за допомогою гельOелектрофорезу?
17. Від яких чинників залежить рухливість нуклеїнових кислот під час гельOелектрофорезу?
18. Як рухаються під час електрофорезу плазмідні молекули, що мають різну конформацію?
19. Як слідкують за ходом елекрофоретичного фракціонування ДНК?
20. Як візуалізують ДНК у гелі?
21. Як проводять еюлювання ДНК з гелю?
22. Як можна позбутися від домішок РНК у препаратах ДНК?
23. Які властивості має РНКаза А?
24. Які властивості має ДНКOлігаза?
25. За яких умов проводять реакцію лігування ДНК?
26. За допомогою яких ферментів дефосфорилюють ДНК?
27. Які властивості має і як використовують полінуклеотидкіназу?
28. Які реакції каталізують ДНКOполімерази бактерій та бактеріофагів?
29. Як застосовують у генетичній інженерії ДНКOполімеразу І E. сoli?
30. Які властивості має і як використовують КленовOфрагмент ДНКOполімерази І E. сoli?
31. З яких етапів складається цикл ПЛР?
32. Чому в ПЛР використовують ДНКOполімерази термофільних організмів?
33. Які компоненти містить реакційна суміш для ПЛР?
34. Як підбирають праймери для проведення ПЛР?
35. Які застосовують ПЛР?
36. Що таке генетична трансформація?
37. Що таке стан компетентності клітин?
38. Як отримати компетентні клітини E. сoli?
39. Які мутації E. сoli збільшують ефективність трансформації плазмідною ДНК?
40. Як трансформують плазмідами протопласти актиноміцетів?
41. Які чинники визначають ефективність трансформації актиноміцетів?
42. Які Ви знаєте способи селекції рекомбінантних ДНК?
43. Як здійснюють функціональну селекцію рекомбінантних ДНК?
44. Як проводить селекцію рекомбінантних ДНК, сконструйованих на основі векторів, які

містять маркерний ген âOгалактозидази lacZ?
45. На яких принципах ґрунтується метод ДНК – ДНКOгібридизації?
46. З якою метою використовують ДНК – ДНКOгібридизацію?
47. З яких етапів складається експеримент з ДНК – ДНКOгібридизації?
48. Як виявляють сигнали гібридизації ДНК?
49. З якою метою клонують продукти ПЛР?
50. Як здійснюють Т/АOклонування продуктів ПЛР?
51. Як клонують продукти ПЛР з тупими кінцями? Що таке „праймер –специфічне” клоO

нування продуктів ПЛР?
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РОЗДІЛ 6. АНАЛІТИЧНА БІОТЕХНОЛОГІЯ ДРІЖДЖІВРОЗДІЛ 6. АНАЛІТИЧНА БІОТЕХНОЛОГІЯ ДРІЖДЖІВРОЗДІЛ 6. АНАЛІТИЧНА БІОТЕХНОЛОГІЯ ДРІЖДЖІВРОЗДІЛ 6. АНАЛІТИЧНА БІОТЕХНОЛОГІЯ ДРІЖДЖІВРОЗДІЛ 6. АНАЛІТИЧНА БІОТЕХНОЛОГІЯ ДРІЖДЖІВ

У цьому розділі практикуму маємо на меті ознайомити студентів із деякими
підходами та розділами біотехнології дріжджів.

Біотехнологія – це комплексна наукова дисципліна і водночас галузь
практичної технології, завданням якої є розроблення і використання нових
біологічних підходів для отримання цінних речовин і матеріалів, енергії,
продуктів харчування та інформації на основі використання модифікованих
організмів, їхніх структурних одиниць, біологічноOактивних сполук та принципів
життєдіяльності живих систем. Біотехнологію розділяють на традиційну та
новітню, які відрізняються, головно, за методичними підходами. На відміну від
емпіричних методичних основ і тривалої історії становлення традиційної
біотехнології, новітня  була започаткована нещодавно на підставі революційних
досягнень сучасної біології, передусім молекулярної, що характеризується
надзвичайно високою динамікою розвитку. Термін „біотехнологія” був вперше
запропонований у 1919 р. угорським інженером Карлом Ерекі, котрий відмітив
початок „біохімічної” ери історії цивілізації за аналогією з кам’яною, бронзовою,
залізною ерами.

За методичними підходами новітню біотехнологію можна розділити на
такі групи:

O біохімічні та фармацевтичні технології;
O промислова мікробіологія;
O клітинна, тканинна та органна інженерія;
O генетична інженерія;
O метаболічна інженерія;
O білкова інженерія;
O інженерна ензимологія;
O біотранформаційні технології;
O імунобіотехнологія;
O аналітична біотехнологія.
За сферами використання біотехнологія  має ще більш обширну ієрархію,

до якої відносять, зокрема, такі  галузі: фармобіотехнологію, агробіотехнологію,
харчову біотехнологію, аналітичну і діагностичну біотехнологію, генотерапію,
біоенергетику, біотехнологію довкілля, біоелектроніку, оборонну та мілітарну
біотехнологію, космічну біотехнологію та інші.

Прикметою нашого часу є сукупність технологічних революцій, пов’язаних
з освоєнням ядерної енергії, бурхливим розвитком мікроелектроніки, ствоO
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ренням нових матеріалів і речовин, комп’ютерною технологією та використанням
принципів і об’єктів живої природи для матеріальних та соціальних потреб
людини. Біотехнологія покликана поOновому розв’язувати вічні проблеми
людства – забезпечення енергетичними, сировинними та харчовими ресурсами,
збереження здоров’я, охорона і відтворення природних багатств та довкілля.
Проникнення біології в сучасну технологію неможливе без використання
мікроорганізмів – цих живих „хімічних фабрик”, які здатні перетворювати
прості речовини в найрізноманітніші корисні продукти. Ця здатність
мікроорганізмів, як і всіх живих клітин, зумовлена наявністю ферментів, які
здійснюють тисячі різноманітних хімічних перетворень як в клітинах, так і
поза ними. Здатність ферментів до селективного (вибіркового) каталізу певної
хімічної реакції за м’яких умов привела до їхнього широкого використання у
промисловості, медицині та наукових дослідженнях.

Важливим джерелом ферментів (як гомологічних, так і гетерологічних)
стали традиційні (пекарські) дріжджі Saccharomyces cerevisiae та низка т.зв.
„неконвенційних” дріжджів, серед яких важливе місце належить метилотрофним
дріжджам. Останні завдяки наявності унікально сильного промотора
алкогольоксидазного гена (pAOX1), стали вигідним у багатьох відношеннях
організмомOгосподарем для гетерологічної експресії промислово важливих білків
та ферментів (Cregg et al., 1985; 1993; Rosenfeld, 1999). Значні перспективи
мають метилотрофні дріжджі як джерело мікробного білка та низькомолекуO
лярних біологічно активних сполук. У фундаментальних дослідженнях механізмів
біогенезу і деградації клітинних органел метилотрофні дріжджі служать зручною
моделлю, оскільки низка ферментів обміну метанолу локалізована в
пероксисомах.

Метилотрофні дріжджі виявлено порівняно недавно – у 1969 році. Завдяки
інтенсивним дослідженням цього об’єкта за короткий час були відкриті унікальні
шляхи метаболізму одновуглецевих сполук, описано специфічні для цих
неконвенційних дріжджів механізми регулювання синтезу і деградації ферментів
метилотрофного обміну, виявлено низку генів і білків, залучених у біогенез та
деградацію пероксисом, розроблено системи гетерологічної експресії із
використанням активних промоторів цих дріжджів. Значний вклад у вивчення
метилотрофного обміну у дріжджів внесли вітчизняні вчені, зокрема,
співробітники Інституту біології клітини НАН України, де вивчають молекулярноO
генетичні та біохімічні механізми регулювання метаболізму у цих дріжджів та
розробляють нові біотехнологічні процеси і продукти на основі цих мікроорO
ганізмів. Одним із нових напрямків цих досліджень є аналітична біотехнологія.

Аналітична біотехнологія (АБТ) – це галузь біотехнології, пов’язана з
використанням тканин, клітин, органел, біомолекул або принципів їхнього
функціонування для аналітичних цілей. АБТ, по суті, є різновидністю
інформаційних технологій, оскільки вона, в кінцевому рахунку, не ставить на
меті отримання матеріальних продуктів чи енергії, а лише інформації про
якісний та кількісний склад аналізованих об’єктів. АБТ  включає розроблення
ензиматичних, імунохімічних, біосенсорних аналітичних систем на підставі
використання клітинних, білкових, ферментних і  ДНКOселективних систем
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розпізнавання практично важливих аналітів.  Останніми роками бурхливого
розвитку набули дослідження з розроблення і використання біоміметиків –
штучних синтетичних речовин і матеріалів, які копіюють принципи біосеO
лективної взаємодії.

Пропонований цикл практичних робіт з аналітичної біотехнології ставить
за мету ознайомлення студентів із основними навиками роботи, необхідними
для культивування клітин дріжджів, виділення і очищення ферменту аналітичO
ного призначення – алкогольоксидази, електрофоретичної характеристики
виділеного препарату ферменту, визначення його кінетичних параметрів,
використання алкогольоксидази для ензиматичного та біосенсорного визначення
вмісту етанолу в біотехнологічних продуктах.

6.1. Характеристика алкогольоксидази6.1. Характеристика алкогольоксидази6.1. Характеристика алкогольоксидази6.1. Характеристика алкогольоксидази6.1. Характеристика алкогольоксидази

Алкогольоксидаза (АО) (КФ 1.1.3.13) – пероксисомний фермент метилоO
трофних дріжджів, який каталізує першу реакцію обміну метанолу – окиснення
киснем повітря до формальдегіду і пероксиду водню:

СН
3
ОН + О

2        
СН

2
О + Н

2
О

2

У цій реакції споживається кисень і утворюються два токсичні продукти:
формальдегід та пероксид водню. Це зумовлює особливу клітинну локалізацію
(компартменталізацію) ферменту в спеціальних органелах, названих
мікротільцями, або пероксисомами. Ці органели відокремлені від цитозолю
одинарною мембраною, мають у діаметрі 0,2–1,5 мкм і часто містять кристалоїдну
серцевину, укладену молекулами алкогольоксидази.

Крім АО, пероксисоми містять каталазу, що руйнує токсичний пероксид
водню за реакцією:

2Н
2
О

2
       2Н

2
О + О

2

Синтез АО у метилотрофних дріжджів регулюється такими механізмами,
як індукція метанолом, репресія та інактивація глюкозою й етанолом.

Незамінність АО для метилотрофного росту вперше була доведена на мутанті
Candida boidinii, що має дефект АО. Цей фермент є флавопротеїном, який
містить FAD як простетичну групу, зв’язану з апоферментом нековалентними
зв’язками. Нативний білок є октамером, що складається з восьми ідентичних
FADOвмісних субодиниць із загальною молекулярною масою близько 600 кДа.
Білок має досить низьку ізоелектричну точку: наприклад, pI АО із Candida
pastoris становить 5,7. Можливо, завдяки високому вмісту АО в пероксисомах
та нижчому значенню рН у цих органелах (5,8–6,0), фермент легко переходить
у кристалоїдний стан in vivo, що фіксується за допомогою електронної
мікроскопії. Архітектура кристалоїда подібна до кубічної із елементарною
коміркою, що містить шість октамерів АО у трьох перпендикулярних орієнтаціях.
Дві порожнини, що містять інші пероксисомні ферменти, з’єднані каналами,
через які може відбуватись дифузія досить великих молекул. Повний рентгеноO
структурний аналіз ферменту ще не проведено.

→

→
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АО виділено в високоочищеному стані із кількох видів метилотрофних
дріжджів. Зазвичай для очищення використовують кількастадійну процедуру,
яка включає механічне руйнування клітин, фракційне осадження сульфатом
амонію, іонообмінну хроматографію на аніонітах (найчастіше на ДЕАЕOцелюлозі
або ДЕАЕOсефадексі) та гельOфільтрацію на сефадексах. Питома активність
очищеного ферменту змінюється в широких межах – від 5 до 30 і навіть
50 мкмоль×хвO1×мгO1 –залежно від виду дріжджів та схеми очищення. В
окисненому стані флавопротеїн має максимуми поглинання при 212, 274, 375 і
460 нм із гострим піком при 396 нм для алкогольоксидаз із H. polymorpha (Pichia
angusta) та P. pastoris. Відновлення АО субстратом (метанолом) веде до часткового
зниження поглинання в піках при 375, 396 і 460 нм. Різниця в поглинанні при
460 нм між окисненою і відновленою субстратом формами ферменту служить
для визначення вмісту окисненого флавіну в АО (Δε

мМ
 = 11,3 мМO1×смO1). У

звичайних препаратах ферменту, поряд із каталітично активною окисненою
формою, виявлено стабільну „червону” семіхінонну форму АО – до 60%, яка
не відновлюється далі ні метанолом, ні сульфітом чи дитіонітом натрію. Крім
того, до 30–35 % може сягати вміст т.зв. „некомпетентної” FADOвмісної форми
АО, теж не здатної відновлюватись за наявності метанолу. Можливо, саме
генерацією цих неактивних форм АО можна пояснити велику варіабельність у
питомій активності хроматографічно чистих препаратів ферменту.

АО в окисненій формі утворює червоний комплекс з азидом натрію
(1 моль N

3
O на моль мономера; K

зв
 = 3×106 М), що супроводжується оборотною

інактивацією ферменту. Ліганд можна усунути інтенсивним діалізом,
підкисленням розчину до рН 5,5 або прогріванням при температурі 50оС.

АО із різних видів дріжджів мають подібну первинну структуру і близькі
спектри кругового дихроїзму, що свідчить про подібність вторинної структури
білків. Кінетичні властивості ферментів різного походження теж подібні, хоча
деяка відмінність у кінетичних параметрах відзначається, зокрема в К

М
 щодо

субстратів.
АО не є високоспецифічним ферментом і, крім метанолу, здатна окиснювати

інші первинні спирти – від етанолу до гексанолу, практично не діючи на їхні
вторинні та третинні ізомери. Каталітична активність ферменту падає з ростом
довжини вуглецевого ланцюга субстрату. Так, наприклад, якщо ефективність
окиснення метанолу для АО із H. polymorpha прийняти за 100 %, то етанол
окиснюється з відносною швидкістю 35–50 % (дані різних авторів), пропанолO
1 – 25–60 %, бутанолO1 – 13–53 %. Формальдегід, який у гідратованій формі
є метиленгліколем, теж окиснюється АО з ефективністю 13 %. Нижче  подано
значення К

М
 для різних спиртів та АО із різних видів дріжджів.

Таблиця 6.1
Значення К

М
 (мМ) для АО із різних джерел у реакціях із спиртами та формальдегідом

Äð³æäæ³ Ñóáñòðàò 
 Ìåòàíîë Åòàíîë Ïðîïàíîë-1 í-Áóòàíîë-1 Ôîðìàëüäåã³ä 

H. polymorpha 0,712 2,7 27,3 54,6 2,6 
P. pastoris 0,845 3,68 20,26 18,06 Íåìàº äàíèõ 
C. boidinii 0,417 1,78 6,06 10,56 Íåìàº äàíèõ 
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АО здатна окиснювати аліловий спирт (відносна ефективність, порівняно
з метанолом – від 30 до 89 %), утворюючи дуже токсичну сполуку, акролеїн.
Цю реакцію використовують для позитивної селекції штамів із зниженою
активністю АО (зокрема, коли порушено біогенез пероксисом) за їхньою
резистентністю до алілового спирту.

Концентрація розчиненого кисню як другого субстрату АО суттєво впливає
на каталітичну активність ферменту. К

М
 для кисню становить 0,8 мМ, що значно

вище від величини 0,23 мМ – насичуючої концентрації кисню при температурі
30о С у водних розчинах та тиску повітря 1 атм. Мало того, концентрація кисню
впливає на кінетичні параметри АО щодо спиртів. Для прикладу, К

М
 для метанолу,

визначена в насичених киснем розчинах, утричі вища, порівняно із величиною,
отриманою за умов насичення повітрям.

Крім молекулярного кисню, інші електронні акцептори не підтримують
алкогольоксидазну реакцію, зокрема, NAD+, фериціанід калію, метил фіолетовий,
2,6Oдихлорфеноліндофенол, цитохром с, метиленовий блакитний.

Температурний оптимум дії АО різного походження дещо відрізняється і
він найбільш зсунутий в область вищих температур для ферменту із H. polymorpha
(до температури 45о С), віддзеркалюючи, можливо, відносну термофільність
штаму і сильно контрастуючи з поведінкою ферменту з інших джерел.

АО із H. polymorpha істотно відрізняється від аналогічних ферментів інших
метилотрофних дріжджів і за рНOоптимумом дії: цей фермент має широкий
діапазон оптимуму дії – від рН 7 до 11, тоді як для інших АО характерний
гострий пік максимуму активності при рН близько 8. Крім того, АО із
H. polymorpha надзвичайно резистентна до інгібуючого впливу хлоридів, тоді
як фермент із P. pastoris дуже чутливий до дії цього аніона.

Продукт алкогольоксидазної реакції – пероксид водню – негативно
впливає на ензиматичні властивості АО, спричиняючи її інактивацію. АО
більшості видів дріжджів втрачають половину своєї активності при концентрації
Н

2
О

2
 1–10 мМ, тоді як фермент із P. pastoris є помітно резистентнішим до

інактивуючої дії пероксиду, зберігаючи активність у 1 М Н
2
О

2
 протягом 20 хв

при температурі 30о С. Пероксид водню, можливо, є причиною окиснення певної
функціональної групи активного центру ферменту, оскільки глутатіон реактивує
фермент. Наявність каталази гальмує інактивацію, але не повністю. Другий
продукт окиснення метанолу – формальдегід, хоч і є субстратом АО, водночас
виступає її інгібітором, особливо за високих концентрацій. Вірогідно, це
пов’язано зі здатністю СН

2
О реагувати з функціональними групами білка,

зокрема, залишками лізину. Функціональна роль ковалентних оборотних аддуктів
АО з формальдегідом in vivo невідома, хоча висловлено припущення про своєрідну
буферну роль АО в пероксисомах у підтриманні нижчого рівня вільного
формальдегіду в цих органелах. Крім зв’язування надлишку формальдегіду,
цей процес може призводити до зниження активності АО і гальмувати дальше
нагромадження токсичного метаболіту. Така модифікаційна інактивація особливо
відчутна на перших стадіях адаптації клітин до метанолу і не супроводжується
ні деградацією білка, ні змінами в кристалічній структурі АО.
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АО повністю інактивується реагентами на сульфгідрильну групу (1 мМ пO
хлормеркурібензоат і 10 мМ йодацетамід) іонами важких металів (1 мМ Cd2+,
Cu2+, Hg2+ і Ag+), азидом натрію NaN

3
 (K

i
 для ферменту із P. pastoris становить

6 мкМ), ціанідом калію. Останній при концентрації 6 мМ відщеплює FAD від
холоферменту при інкубації протягом 2 годин при температурі 37о С як цілих
клітин, так і грубих екстрактів. Жоден метал не активує АО, що, можливо,
пояснює відсутність інгібування ферменту хелатуючими агентами, зокрема,
ЕДТА.

Механізм каталітичної дії АО мало вивчений. Порівняно із субстратами
інших флавінооксидаз, наприклад, оксидаз амінокислот або лактатоксидази,
С–Н зв’язок у молекулі спирту, який підлягає окисненню, набагато менше поляриO
зований сусідньою функціональною групою. У випадку окиснення амінокислот
або лактату реакція ініціюється утворенням aOкарбкатіона шляхом відщеплення
гідридOаніона НO від С–Н зв’язку, протікає через проміжне утворення ковалентO
ного аддукту між карбкатіоном і атомом N

5
 окисненого флавіну (Fl

ox
) і

завершується формуванням відновленого флавіну (Fl
red

) і продукту реакції.
Цикл завершується реокисненням Fl

red
 киснем. Цей сценарій малоймовірний

для окиснення С–Н групи спиртів, оскільки немає механізму стабілізації
карбкатіона, тому для АО запропоновано радикальний механізм, згідно з яким
мають місце два одноелектронні перенесення від субстрату до Fl

ox
. Ця гіпотеза

знайшла підтвердження фактом інактивації АО при дії суїцидних субстратів –
циклопропанолу і циклопропанонгідрату, що утворюють проміжний комплекс
між флавінсеміхіноном та βOпропіонатрадикалом.

Ферментативну активність проявляє лише октамер АО, оскільки при його
дисоціації у 80 % гліцерині на FADOвмісні мономери спостерігається втрата
каталітичної активності ферменту. Реактивація відбувається при розведенні
розчину і пов’язана із реасоціацією октамера. Якщо перед дисоціацією АО
попередньо усунути FAD із холоферменту, то при наступному його внесенні ні
реактивація, ні навіть реасоціація не відбуваються, що свідчить про участь
додаткових факторів у формуванні нативної структури АО.

При загальній подібності структури АО із різних організмів еволюційно
відбулось певне структурноOфункціональне розходження у властивостях цих
ферментів. У межах одного виду при дуплікації алкогольоксидазного гена
з’являється можливість дальшої дивергенції первісно ідентичних білків. Два
функціонально активних структурних гени АО – AOX1 і AOX2 – є в геномі
P. pastoris. Секвенуванням цих генів було виявлено високу гомологію білокO
кодуючих ділянок довжиною 1992 пар нуклеотидів – до 92 і 97% (на
нуклеотидному та амінокислотному рівнях відповідно). Клітини з елімінованим
геном AOX1 здатні рости на метанолі, проте з меншою швидкістю, ніж клітини
дикого типу, і виявляють знижену алкогольоксидазну активність. Делеція гена
AOX2 не має відчутних функціональних наслідків, проте пошкодження обох
генів спричиняє втрату здатності клітин до метилотрофного росту. Відмінність
у вираженні двох AOXOгенів пов’язана із різною ефективністю відповідних
промоторних ділянок, що підтверджено створенням конструкцій типу pAOX1O
ген AOX2 і, навпаки, pAOX2Oген AOX1 і аналізом рівня експресії АО у відповідних
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штамах, а також детекцією рівня мРНК для обох генів. Виявилось, що рівень
мРНК для AOX1 набагато вищий, ніж для AOX2.

Ген АО із H. polymorpha теж клоновано і секвеновано. Він містить
безінтронну відкриту рамку зчитування, довжиною 2046 нуклеотидів, які
відповідають поліпептиду із 664 амінокислотних залишків. Ця послідовність
містить FADOзв’язуючий структурний мотив (GlyOXOGlyOXOXOGly) і сім потенO
ційних сайтів фосфорилювання для протеїнкінази С, хоча in vitro така реакція
не відбувається. Ген АО – ядерний і наявний в одній копії на гаплоїдний
геном.

Для АО із P. methanolica (P. pinus MH4) доведено наявність дев’яти
молекулярних форм нативного ферменту. За використання комбінації
іонообмінної високоефективної рідинної хроматографії та препаративного
електрофорезу за нативних умов виділено індивідуальні множинні форми АО
і з’ясовано, що вони відрізняються ізоелектричною точкою (рІ 4,2–5,2), велиO
чиною K

M
 для метанолу (0,5–6,5 мМ) і вмістом модифікованого FAD. Виявлене

число множинних форм АО (9) збігається із теоретично очікуваним за умови
наявності двох структурно відмінних субодиниць октамерного білка. Ця гіпотеза
знайшла своє підтвердження у недавній роботі з клонування структурного
гена АО цих дріжджів. Виявилось, що геном P. methanolica містить два гени АО
– MOD1 і MOD2, як і у випадку P. pastoris. Обидва клоновані гени комплеO
ментували дефект росту на метанолі мутанта C. boidinii з делетованим геном
АО (aod1Ä). Роздільна експресія генів MOD1 і MOD2 у клітинах цього мутанта
вела до появи лише одинарних, відмінних за рухомістю, електрофоретичних
смуг при електрофорезі безклітинних екстрактів у нативних умовах. Лише
при коекспресії обох генів електрофореграма містила дев’ять смуг, як у клітин
дикого типу P. methanolica. З’ясовано, що білок Mod1p продукується клітинами
за низької, а Mod2p – за високої концентрації метанолу в середовищі, що
свідчить про відмінності в регулюванні двох структурних  генів АО дріжджів
P. methanolica.

Клоновано і секвеновано ген AOD1 алкогольоксидази дріжджів C. boidinii.
Доведено, що його експресія теж регулюється метанолом на рівні транскрипції.

Алкогольоксидаза має важливе біоаналітичне значення. Як вже згадувалось,
цей фермент каталізує окиснення метанолу киснем повітря, утворюючи
формальдегід та пероксид водню. АО здатна окиснювати й інші первинні
аліфатичні спирти, зокрема, етанол:

СН
3
СН

2
ОН + О

2
  → СН

3
СН=О + Н

2
О

2

На цих реакціях ґрунтується аналітичне використання АО для визначення
вмісту етанолу та метанолу.

За умови зниження собівартості виробництва АО в крупних масштабах
(зараз ця величина є занадто високою і оцінюється в 8000 доларів США за
1 млн од.) перспективним є використання цього ферменту у складі рідких
мийних засобів, антисептичних композицій для миття посуду, ванн,
біостерилізації лабораторного посуду й аналітичних пристроїв, а також у складі
біостерилізуючих бинтів. Усі ці підходи ґрунтуються на генеруванні алкогольO
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оксидазою за наявності алкоголю пероксиду водню, який відбілює тканини у
першому випадку і вбиває мікроорганізми – у другому. Використання АО для
відбілювання могло б запобігти негативному впливу на довкілля широко
вживаних хімічних засобів відбілювання тканин на основі перборатів.

6.2. Виділення та первинне очищення алкогольоксидази6.2. Виділення та первинне очищення алкогольоксидази6.2. Виділення та первинне очищення алкогольоксидази6.2. Виділення та первинне очищення алкогольоксидази6.2. Виділення та первинне очищення алкогольоксидази

Клітини мутанта H. polymorpha СO105 (gcr1 catX), нечутливого до глюкозної
катаболітної репресії і здатного до конститутивного надсинтезу цільового
ферменту на глюкозному середовищі та повністю позбавленого каталазної
активності, вирощують на цьому середовищі. Клітини осаджують і
відокремлюють від компонентів середовища центрифугуванням, механічно
руйнують на планетарному дезінтеграторі за наявності скляних бус.
Безклітинний екстракт отримують шляхом високошвидкісного центрифугування
зруйнованих клітин. АО виділяють методом дробного висолювання сульфатом
амонію. Принцип сольового фракціонування білків полягає у тому, що солі,
конкурентно взаємодіючи з молекулами води гідратної оболонки білків,
спричиняють агрегацію „зневоднених” білкових молекул і врештіOрешт – їхнє
осадження. Розчинність білків за наявності певної концентрації солі залежить
від природи білка, що є основою парціального (дробного) висолювання білків
із ростом іонної сили соліOосаджувача. Для такого фракціонування викорисO
товують солі, що: 1) мають високу розчинність, яка мало залежить від
температури; 2) не виявляють денатуруючої здатності; 3) мало впливають на
рН розчину. Серед таких солей можна назвати сульфат амонію (NH

4
)

2
SO

4
,

сульфат натрію Na
2
SO

4
 та інші солі (NaCl, KCl).

При сольовому осадженні білків користуються таким параметром, як
„ступінь насичення солі”. Цей ступінь характеризує відносну концентрацію
солі у фракціонованій суміші у відсотках до насиченої концентрації або долях
(частках). Для розрахунку кількості (в г) твердої солі (G

x
), яку слід додати до

літра вихідного розчину з відомим ступенем насичення (S
1
), для отримання

розчину солі з бажаним ступенем насичення (S
2
), користуються відповідними

формулами або номограмами. Нижче наводимо формулу і номограму для
сульфату амонію. Всі дані віднесено (табл. 6.3) до насиченого розчину солі при
температурі 00 С (G=706,8 г (NH

4
)

2
SO

4 
в 1 л води, тобто 3,90 М):

Gx = G×(S2–S1)/(1–0,001×í×G×S2),

де G– маса твердого (NH4)2SO4 (в г), яка міститься в 1 л насиченого розчину;
S1 і S2 – ступені насичення (в долях), наприклад, S1 = 0,5 і S2 = 0,7; í – парO
ціальний питомий об’єм (NH4)2SO4 в насиченому розчині, який при температурі
00 С рівний 0,5281 (зміною цього параметра, залежно від концентрації солі, при
розрахунках нехтують).

При температурі 00 С цю формулу можна записати так:

Gx = 706,8×(S2–S1)/(1–0,3733×S2)
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Осаджуючи білки, можна використовувати не тільки тверду сіль, а й
насичений розчин солі. Оскільки при розведенні насичених розчинів зміни
об’ємів незначні, то об’єм насиченого розчину (NH

4
)

2
SO

4 
(V

x
), який слід додати

для збільшення ступеня насичення розчину об’ємом 1 л від S
1 

до S
2
, визначають

за формулою:

V
x 

= 100×(S
2
–S

1
)/(1–S

2
)

Таблиця 6.2
Характеристика насичених розчинів сульфату амонію при різних температурах

6.3. Отримання гомогенного препарату алкогольоксидази6.3. Отримання гомогенного препарату алкогольоксидази6.3. Отримання гомогенного препарату алкогольоксидази6.3. Отримання гомогенного препарату алкогольоксидази6.3. Отримання гомогенного препарату алкогольоксидази
методом іонообмінної хроматографіїметодом іонообмінної хроматографіїметодом іонообмінної хроматографіїметодом іонообмінної хроматографіїметодом іонообмінної хроматографії

Іонообмінна хроматографія (ІОХ) – це метод розділення білків чи інших
заряджених молекул. Він ґрунтується на різниці в їхній електростатичній
взаємодії з іоногенними групами нерозчинного сорбенту – іоніту. Різні білки
відрізняються як загальним зарядом, який визначається співвідношенням
катіонних і аніонних бокових груп амінокислот (тобто ізоелектричною точкою
білка рІ), так і їхнім розподілом на поверхні білка, що впливає на ефективність
зв’язування білків із іонітом. Іоніти для ІОХ побудовані на гідрофільних носіях
(матрицях) і мають у своєму складі або аніоногенні групи (наприклад,
карбоксильні або фосфатні залишки), або катіоногенні (наприклад, амінні
залишки):

Карбоксиметилцелюлоза (КМOцелюлоза)

 Діетиламіноетилцелюлоза (ДЕАЕOцелюлоза)

КМOцелюлоза в іонній формі є негативно заряджена – отже, зв’язує
білки в катіонній формі (при рН<рІ), а ДЕАЕOцелюлоза, навпаки, є позитивно
заряджена – отже, зв’язує білки в аніонній формі (при рН>рІ). Відповідно до
цієї характеристики, перший іоніт називають катіонітом, а другий – аніонітом.

Òåìïåðàòóðà, 0Ñ Хàðàêòåðèñòèêà 
0 10 20 25 30 

Â³äñîòêîâà 
êîíöåíòðàö³ÿ, % 41,42 42,22 43,09 43,47 43,85 

Ìàñîâà êîíöåíò-
ðàö³ÿ, ã/1000 ìë 

âîäè 
706,8 730,5 755,8 766,8 777,5 

Ìàñîâà êîíöåíò-
ðàö³ÿ, ã/ë ðîç÷èíó 514,7 525,1 536,1 541,2 545,9 

Ìîëÿðí³ñòü, Ì 3,90 3,97 4,06 4,10 4,13 
Ãóñòèíà, ã/ìë 1,2428 1,2436 1,2447 1,2450 1,2449 

Ïèòîìèé îá’ºì ν 0,5281 0,5357 0,5414 0,5435 0,5458 
 

-
2 2-O-CH COOH    -O-CH COO   H+↔ +

2 2 2 3 2 2 2 2 3 2-O-CH CH N(CH CH )   H  -O-CH CH N H(CH CH )  + ++ ↔
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Оскільки рК карбоксильної групи наближена до 4, а рК ДЕАЕOгрупи – 9,5,
то КМOцелюлоза, як іоніт, найбільш ефективна при рН  5, а ДЕАЕOцелюлоза –
при рН  9. Реальне значення рН буферної системи для ІОХ підбирають, враO
ховуючи як це правило, так і значення рІ білка та його стабільність у вибраній
ділянці рН.

ІОХ проводять зазвичай у колонковому режимі, коли іоніт служить
нерухомою фазою у рівновазі з рухомою (проточною) буферною системою.
Сорбцію білка здійснюють у буфері з порівняно невисокою іонною силою (з
колонки вимиваються „баластні” компоненти, не здатні зв’язуватись з сорбентом).
Елюцію (десорбцію) цільового білка проводять у ступінчатому або градієнтному
режимі з використанням буферних розчинів з підвищеною іонною силою
(вища концентрація буфера або внесення в стартовий буфер NaCl, KCl) або зі
зміненим значенням рН.

6.4. Електрофоретична характеристика білків6.4. Електрофоретична характеристика білків6.4. Електрофоретична характеристика білків6.4. Електрофоретична характеристика білків6.4. Електрофоретична характеристика білків

Електрофорез (ЕФ) в поліакриламідному гелі (ПААГ) – часто вживаний
аналітичний та препаративний метод, який служить для фракціонування білків
за їхнім зарядом та величиною і формою молекул. Є два основні варіанти цьоO
го методу – електрофорез за нативних умов, коли білок (фермент) зберігає
свою нативну структуру і функціональну активність, та електрофорез за наявO
ності денатуруючих агентів, найчастіше – додецилсульфату натрію (ДСН).

ПААГ формується при співполімеризації акриламіду CH
2
=CH–CONH

2
 із

поперечно зшиваючим мономером N,N’OметиленбісOакриламідом (CH
2
=CH–

CONH)
2
CH

2
. Як ініціатор полімеризації використовують персульфат амонію

(NH
4
)

2
S

2
O

8
, а каталізатором процесу служить N,N,N’,N’Oтетраметилетилендіамін

(ТЕМЕД) (CH
3
)

2
N–CH

2
–CH

2
–N(CH

3
)

2
.

ПААГ характеризують двома параметрами: Т – сумарна маса (г) обох поO
лімерів на 100 мл розчину; С – відсоток метиленбісакриламіду у сумарній масі
обох мономерів. Величина Т змінюється в межах 3–30 %, а С зазвичай становить
1–5 %. Величини Т і С визначають пористість та жорсткість гелю. Для орієнтації
можна рекомендувати такі співвідношення молекулярних мас фракціонованих
білків М і концентрації ПААГ Т (С вибирають в межах 2–5 %):

М, кДа Т, %
10 – 40 15 – 20
40 – 100 10 – 15
100 – 300  5 –10
>300  5

6.4.1. Розділення білків за їхнім зарядом6.4.1. Розділення білків за їхнім зарядом6.4.1. Розділення білків за їхнім зарядом6.4.1. Розділення білків за їхнім зарядом6.4.1. Розділення білків за їхнім зарядом
і молекулярною масою (нативний електрофорез)і молекулярною масою (нативний електрофорез)і молекулярною масою (нативний електрофорез)і молекулярною масою (нативний електрофорез)і молекулярною масою (нативний електрофорез)

Електрофоретична рухомість полімерів у гелі (u’) пропорційна їхній
рухомості в рідині (u

0
), яка залежить від відношення сумарного заряду

≤
≥
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макромолекули до її маси, а також від її конфігурації. Відмінність цих параметрів
пов’язана із фактором тертя між рухомими молекулами і матриксом гелю,
який залежить від співвідношення лінійних розмірів макромолекул і пор гелю,
а отже, від молекулярних мас білків і концентрації ПААГ.

Оскільки білки є цвітеріонами, їхнім сумарним зарядом і, отже, електроO
форетичною рухомістю можна керувати, змінюючи рН буфера, в якому поліO
меризують ПААГ і виконують електрофорез. Очевидно, що вибір оптимального
значення рН робочого буфера спрямований не на досягнення максимального
заряду білка, а на максимальну відмінність у зарядах білків фракціонованого
зразка. Саме тому у більшості випадків недоцільно використовувати екстремальні
значення рН робочого буфера, надто віддалені від ізоелектричних точок білків
суміші. Для звичайних кислих білків оптимальні значення рН буфера знаходяться
у нейтральній і слабо лужній області, тому міграція білків відбувається у напO
рямку від катода до анода. Для лужних білків (гістони, білки рибосом) доцільно
використовувати слабко кислі буфери (рН 4–5). Ці білки, як електропозитивні,
мігрують у напрямку від анода до катода.

Незважаючи на малу кількість фракціонованого білка, його локальна
концентрація може бути досить високою, що визначає необхідність
використання буферів значної ємності (0,1–0,2 М і вище).

Швидкість руху макромолекул v при електрофорезі залежить як від їхньої
електрофоретичної рухомості u’ , так і напруженості електричного поля Н (у
В/см), яку визначають як відношення падіння потенціалу U

l 
(В) до довжини

однорідної ділянки поля l (см):

v ~ u’ × Н, де Н = Ul / l

Оскільки величина електричного струму по всьому гелю є однаковою (її
визначають за сумарним опором електричного ланцюга і різницею потенціалів
на електродах: I = U/R, а величина опору окремої ділянки гелю може змінюватись
залежно від її складу (наприклад, при використанні концентрованого і
роздільного гелів), то при електрофорезі може мати місце перепад різниці
потенціалів у різних ділянках гелю, відмінність у розподілі напруженості поля
вздовж гелю і, отже, різниця у швидкості руху макромолекул при проходженні
різних ділянок гелю: молекули прискорюють свій рух у зоні, де, скажімо, менша
концентрація іонів робочого буфера або де розміщується іон буфера з меншою
електрофоретичною рухомістю (при використанні двох буферів різного складу).
Цю особливість використовують для концентрування білків при міграції у
т.зв. концентрованому гелі, де спеціально створюють умови неоднорідності
електричного поля. На противагу цьому, процес електрофорезу у робочому
гелі слід вести в однорідному за напруженістю електричному полі, щоб розділення
білків відображало істинну різницю у їхніх власних характеристиках –
ізоелектричних точках і молекулярних масах.
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6.4.2. Розділення білків за їхньою молекулярною масою6.4.2. Розділення білків за їхньою молекулярною масою6.4.2. Розділення білків за їхньою молекулярною масою6.4.2. Розділення білків за їхньою молекулярною масою6.4.2. Розділення білків за їхньою молекулярною масою
(електрофорез за наявності додецилсульфату натрію (ДСН)(електрофорез за наявності додецилсульфату натрію (ДСН)(електрофорез за наявності додецилсульфату натрію (ДСН)(електрофорез за наявності додецилсульфату натрію (ДСН)(електрофорез за наявності додецилсульфату натрію (ДСН)

     На відміну від нативного ЕФ в ПААГ, ЕФ за наявності ДСН дає змогу
фракціонувати білки залежно від величини тільки одного параметра – їхньої
молекулярної маси. За рахунок гідрофобних взаємодій детергент майже однаково
зв’язується із більшістю білків (приблизно 1,4 мг ДДСONa на 1 мг білка). На
фоні великого заряду дисоційованих сульфогруп зв’язаного з білком детергента
внесок власного заряду молекули білка у загальний заряд комплексу є мізерним.
Наслідком постійного відношення детергент/білок є практично однакове
відношення негативного заряду до маси білка. Завдяки електростатичному
відштовхуванню негативно заряджених сульфогруп, пептидний ланцюг
розпрямляється і набуває конфігурації жорсткої палички, рух якої в гелі
визначається переважно фактором тертя: чим більша молекулярна маса, тим
менша електрофоретична рухомість. Ця величина (u’)     позв’язана з молекулярною
масою білка простим співвідношенням:

u’ = a–b × lgM,

де lgM – десятковий логарифм молекулярної маси білка; a і b – коефіцієнти
лінійної залежності, які емпірично залежать від пористості гелю, температури
та інших умов експерименту.

Величину електрофоретичної рухомості u’ зручно визначати у відносних
величинах як відношення шляхів міграції (Rf) відповідної білкової зони (lp) і
барвника бромфенолового синього (L):

Rf = lp/L

Після закінчення електрофорезу та проявлення білкових зон трьох–п’яти
маркерів і досліджуваних зразків розраховують величини Rf, будують
калібрувальну криву для маркерів у координатах Rf – lgM і графічно (або
аналітично) визначають молекулярні маси досліджуваних білків (див. рис. 6.1).
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Рис. 6.1.     Визначення молекулярної маси
очищених препаратів цитохрому с та цитохрому

сOпероксидази із метилотрофних дріжджів
H. polymorpha (H.pol) при ДСНOелектрофорезі в

15 % ПААГ. Маркери: I – цитохром с із пеO
карських дріжджів (M=12 кДа); II – карO

бангідраза бика (M=29 кДа); III – овальбумін
(M=45 кДа). Розрахунок за калібрувальною

прямою дає такі величини молекулярної маси
досліджуваних білків: цитохрому с із

H. polymorpha 12±1,4 кДа і цитохром сOпероO
ксидази із H. polymorpha O 37±4 кДа
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На графіку зображено залежність відносної електрорухомості (R
f
) від

десяткового логарифма молекулярної маси (lgM) маркерних білків (X) та
відмічено шукані M.

6.5. Визначення кінетичних параметрів алкогольоксидази6.5. Визначення кінетичних параметрів алкогольоксидази6.5. Визначення кінетичних параметрів алкогольоксидази6.5. Визначення кінетичних параметрів алкогольоксидази6.5. Визначення кінетичних параметрів алкогольоксидази

Вивчення кінетики дії ферментів дає можливість визначити їхні
найважливіші ензимологічні характеристики та отримати інформацію про
механізми ферментативних реакцій. Основний постулат ферментативної
кінетики, який дістав експериментальне підтвердження, ґрунтується на полоO
женні, що фермент Е оборотно зв’язується зі своїм субстратом S, утворюючи
проміжний фермент–субстратний комплекс ES, який може перетворюватись
у продукт P, вивільнюючи фермент:

За умов стаціонарності, коли концентрація комплексу ES практично не
змінюється в часі (d[ES]/dt=0), швидкість ферментативної реакції, яку часто
визначають за швидкістю утворення продукту реакції (d[P]/dt), є постійною в
межах часу, потрібного для її надійного визначення. Її називають початковою
швидкістю реакції v.

Для виведення основного рівняння ферментативної кінетики дотримуються
такого логічного шляху:

1). Записують загальну схему реакції:
k

+1
   k

+2

                      ,
k

O1
   k

O2

де k – константи швидкості відповідних реакцій (з індексом „+” – для прямих,
а з індексом „–” – для зворотних реакцій;

2). Складають рівняння для швидкості реакції v:

[ ] [ ] [ ] [ ]PEkESk  /dtPd  v 22 ××−×== −+
.

Оскільки в момент часу, наближеного до 0, концентрація продукту P рівна
0, то для початкової швидкості v справедливе рівняння:

[ ]ESk  d[P]/dt  v 2 ×== + .

У такому разі модель реакції спрощується:

P  E ES S  E +→↔+ .

3). Записують рівняння матеріального балансу, враховуючи, що загальна
концентрація ферменту [E

0
] є сумою концентрації вільної і зв’язаної з субстратом

форм ферменту:
 .

Аналогічне рівняння справедливе і для балансу за субстратом:

P  E ES   S E +↔↔+

P  E ES   S E +↔↔+
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[ES]  [S]  ][S0 += .

Оскільки на початку реакції [S] набагато більше [ES], то [S] = [S
0
].

4). Складають рівняння стаціонарного стану, при якому швидкість
утворення ES дорівнює швидкості його розпаду:

d[ES]/dt = 0 = k+1× [E] × [S] – (k+2 + kO1) × [ES],

тобто k+1× [E] × [S] = (k+2 + kO1) × [ES].

Звідси [E] = {(k+2 + kO1)/k+1} ×{[ES]/[S]}

5). Для отримання рівняння швидкості слід описати [ES] як функцію [E0],
користуючись рівнянням матеріального балансу:

[ES]= [E
0
] – [E] = [E

0
] – {(k

+2
 + k

O1
)/k

+1
} ×{[ES]/[S]}.

Отже, [ES]= [E0]/{(1 + (k+2 + kO1)/k+1) × 1/[S]} і v = k+2× [ES].

Максимальна швидкість реакції Vmax спостерігається, коли фермент
насичений субстратом, тобто, коли весь фермент знаходиться у формі ES. Це
означає, що Vmax = k+2× [E0].

Тоді v = Vmax/{1 + (k+2 + kO1)/k+1) × 1/[S]}.

При v = V
max

/2  [S] = (k
+2

 + k
O1

)/k
+1

).

Цю величину [S], відому як константа Міхаеліса, позначають KM, і вона
дорівнює такій концентрації субстрату, при якій швидкість реакції рівна
половині максимальної.

Тоді v =Vmax/(1 + KM/[S]).

Величина kO1/k+1 є константою рівноваги Ks дисоціації комплексу ES на E
і S. Ks називають субстратною константою, оберненою величині спорідненості
ферменту до субстрату. KM і Ks пов’язані співвідношенням KM = Ks + (k+2/k+1).
Отже, константа Міхаеліса рівна субстратній константі тільки тоді, коли величина
k+2 дуже мала, порівняно з kO1.

Важливими ензимологічними характеристиками ферменту є кінетичні
параметри KM і Vmax. Їх визначають експериментально за залежністю швидкості
реакції v від концентрації субстрату S. Оскільки ця залежність має гіперболічний
характер, Лайнуївер і Берк запропонували простий метод графічного визначення
кінетичних параметрів з використанням лінеаризованого рівняння для
обернених величин концентрації субстрату 1/[S] і 1/v:

1/v = 1/ Vmax + (KM/ Vmax) × 1/[S].
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Графік функції 1/v = f(1/
[S]) має вид прямої лінії з нахиO
лом K

M
/V

max
. На осі ординат 1/v

він відсікає відрізок 1/V
max 

, а на
осі абсцис 1/[S] – відрізок O1/K

M

(див. рис. 6.2).

 1/v 

1/S 

 
 1/Vmax 

-1/KM 

Рис. 6.2. Схематичний вид лінеаризації кінетичних
даних за методом ЛайнуївераOБерка

6.6. Ензиматичний аналіз6.6. Ензиматичний аналіз6.6. Ензиматичний аналіз6.6. Ензиматичний аналіз6.6. Ензиматичний аналіз
вмісту етанолувмісту етанолувмісту етанолувмісту етанолувмісту етанолу

Ензиматичний аналіз ґрунO
тується на ферментативному
перетворенні субстратуOаналіту
у відповідний продукт, причому
моніторинг реакції може здійсO
нюватись як за нагромадженням
продукту чи споживанням субO
страту, так і за перетворенням косубстрату чи коферменту.

Дегідрогеназний метод визначення вмісту етанолу оснований на окисненні
етанолу до ацетальдегіду алкогольдегідрогеназою (АДГ) із одночасним відновленO
ням нікотинамідного коферменту, який визначають спектрофотометрично при
340 нм:

 )NADH(H  CHOCH  NAD  OHCHCH 323
++ +↔+ .

Такий аналіз має значні переваги перед хімічними аналогами: є точним,
надійним, за використання відповідного набору простий у виконанні, придатний
для серійних визначень, досить чутливий (мілімолярна екстинкція NADH при
340 нм становить 6,23, що відповідає пороговій межі визначення приблизно
0,4 мкг етанолу в 1 мл фотометрованої суміші за повного окиснення аналіту).
На відміну від хімічних методів, алкогольдегідрогеназний метод є досить
селективним – ацетон, формальдегід і метанол не впливають на аналіз; проте
інші аліфатичні первинні та вторинні спирти дають позитивну реакцію внаслідок
неспецифічності АДГ (пропанол, бутанол, пентанол, гексанол та їхні вторинні
аналоги, а також циклогексанол, бензиловий та фурфуроловий спирти та ін.).

АДГOреакція є зворотною, тому для повноти аналітичної реакції застосоO
вують низку підходів для зміщення реакції вправо: а) лужне середовище з рН
8,8 – 9,2; б) зв’язування ацетальдегіду в ковалентний аддукт за допомогою різO
них сполук, наприклад, семикарбазиду, амінооксимасляної кислоти тощо;
в) спряження АДГOреакції із зворотною альдегіддегідрогеназною реакцією:

3 2 3

                                           ÀäÄÃ
CH CHO  NAD  CH COOH  NADH(H ) H O+ ++ + ↔ +

3 2 3

                                   ÀÄÃ
CH CH OH  NAD   CH CHO  NADH(H ) + ++ ↔ +

                                                                                                                                                                       .
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В останньому варіанті досягається також двократне підвищення чутливості
аналізу у зв‘язку з генерацією двох молів NADH на один моль окисненого
етанолу.

Другим ферментом, який використовують в аналітичній практиці для
визначення етанолу, є алкогольоксидаза (АО) метилотрофних дріжджів. На
відміну від АДГ, АО містить міцно зв’язаний FAD і не потребує екзогенного
кофактора; крім того, оксидазна реакція є необоротною, що позбавляє від
низки проблем, наявних у випадку АДГOметоду визначення етанолу.
Запропоновано кілька колориметричних варіантів алкогольоксидазного
визначення етанолу, що ґрунтуються на фотометруванні кольорового продукту,
генерованого в пероксидазній реакції окиснення АВТS (2,2’Oазинобіс
(3OетилбензтіазолінO6Oсульфонової кислоти), суміші 4Oаміноантипірину (ААП) з
4Oоксибензолсульфонатом, або суміші ААП з фенолом під дією пероксиду водню,
утвореного в алкогольоксидазній реакції:

 OH  CHOCH O H OCHCH
ÀO                                

223223 +→+

 O2H  ABTS OH2H-ÀBTS
àÏåðîêñèäàç                                

2îêèñë.22â³äí. +→+ .

Метод з ABTS є в сім разів більш чутливим за АДГOспосіб: коефіцієнт
мілімолярного поглинання окисненої форми хромогену при 420 нм становить
43,2 мМO1×смO1, що відповідає пороговому вмісту етанолу в фотометрованій пробі
близько 1,1 нмоль (50 нг) в 1 мл. Недоліком алкогольоксидазного методу аналізу
етанолу за генерованим пероксидом водню є його низька селективність: метанол,
інші первинні спирти, формальдегід теж дають позитивну реакцію, проте на
відміну від АДГ, АО не окиснює вторинні та ароматичні спирти. Посуті, пероксид
водню як аналітичний продукт АОOреакції не дає змоги диференціювати метанол
і етанол, але якщо ці аналіти розділені, то підхід є цілком інформативним.

Як хромоген, при оксидазноOпероксидазному визначенні етанолу, можна
використати і неканцерогенний хромоген – 3,3',5,5'Oтетраметилбензидин (ТМВ),
який при дії пероксиду водню та пероксидази хрону перетворюється у барвник
хінонімінної природи, що визначається фотометрично:

Як відомо, канцерогенність багатьох ароматичних амінів (бензидину,
оOдіанізидину, оOтолідину) зумовлена їхньою здатністю до метаболічної конверсії
in vivo в ортогідроксиамінопохідні, що можуть реагувати з ДНК, спричиняючи
мутації. У ТМВ усі чотири ортоOположення відносно аміногруп зайняті
метильними групами, внаслідок чого виключається ортогідроксилювання.

Використання ТМВ для аналізу дає значні переваги: вищий коефіцієнт
екстинкції (81,7 мМO1×смO1), менша витрата хромогену (0,05 – 0,1 мМ у реакційній
суміші) і стабільність щодо автоокиснення.

2 3 2 6 2 6 2 3 2 2 2 2 3 2 6 2 6 2 3 2 2H N-(CH )  C H -C H  (CH ) -NH   H O    HN (CH ) C H C H (CH ) NH  2H O
Áåíçî¿äíà ñòðóêòóðà õðîìîãåíó                                                               Х³íî¿äíà ñòðóêòóðà áàðâíèêà

+ → = = = +
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Можливі три варіанти реалізації кількісного ферментативного аналізу
речовин: метод „плато” (або „кінцевої точки”) – за повної конверсії аналіту в
аналізований продукт; метод „фіксованого часу” – за неповної конверсії аналіту
при зупиненні реакції в певний момент часу; кінетичний метод, при якому
вимірюється початкова швидкість ферментативної реакції. Для розроблення
рутинного методу аналізу етанолу, призначеного для широкого використання
у клінічній та біотехнологічній практиці, доцільно використовувати варіант
„фіксованого часу” з таких мотивів: 1) досягається менша затрата ферментів,
ніж у режимі „плато”; 2) висока чутливість аналізу Н

2
О

2
 за використання

ефективного хромогену ТМВ дає можливість проводити неповну окисну
конверсію етанолу (здебільшого в діапазоні 5–10%) зі збереженням достатньої
чутливості методу; 3) зупинення реакції підкисленням реакційної суміші сприяє
водночас переведенню синього продукту реакції в жовту форму з вищим
коефіцієнтом молярної екстинкції.

6.7. Біосенсори. Амперометричний біосенсор, селективний до6.7. Біосенсори. Амперометричний біосенсор, селективний до6.7. Біосенсори. Амперометричний біосенсор, селективний до6.7. Біосенсори. Амперометричний біосенсор, селективний до6.7. Біосенсори. Амперометричний біосенсор, селективний до
етанолу, на основі алкогольоксидази та кисневого електродаетанолу, на основі алкогольоксидази та кисневого електродаетанолу, на основі алкогольоксидази та кисневого електродаетанолу, на основі алкогольоксидази та кисневого електродаетанолу, на основі алкогольоксидази та кисневого електрода

Біосенсори – це найновіше досягнення біоаналітичної хімії. Хоча до цього
часу IUPAC не прийняв остаточно загального визначення біосенсора, для його
електрохімічного аналога рекомендовано таке визначення: „електрохімічний
біосенсор – це самодостатній інтегральний пристрій, який здатний генерувати
селективну кількісну або напівкількісну аналітичну інформацію, використовуючи
біологічний розпізнавальний елемент (біохімічний рецептор), який знаходиться
в безпосередньому просторовому контакті з електрохімічним перетворюваним
елементом (трансдуктором). Іншими словами, основною особливістю біосенсора
є просторовоOфункціональне поєднання біоелемента з фізичним або фізикоO
хімічним перетворювачем первинного сигналу, генерованого при біоселективній
взаємодії біоелемента з аналітом. У ролі біоелемента можуть бути інтактні
органи, шматочки тканин, мікроорганізми, органели, природні біомембрани
або ліпосоми, рецептори, ферменти, антитіла й антигени, нуклеїнові кислоти
та інші біомолекули, а також біоміметики, що імітують структурноOфункціO
ональні особливості природного біоелемента. Біоелемент є елементом, який
впізнає аналіт і забезпечує селективне зв’язування або біохімічне перетворення
аналіту. Це веде до зміни фізичних або фізикоOхімічних характеристик
контактного трансдуктора. Принципову схему біосенсора як біотрансдукторного
гібрида можна зобразити таким чином:

Біоелемент у такій конструкції зазвичай формують в іммобілізованій формі
та покривають зовні мембраною або розміщують, як сендвіч, між двома
мембранами, що перешкоджають проникненню інтерферуючих речовин у
чутливий біоселективний шар і поверхню трансдуктора або ж створюють
дифузійний бар‘єр для самого аналіту. Такі мембранні конструкції підвищують

 Á³îåëåìåíò Òðàíñäóêòîð Ïðîöåñîð ñèãíàëó Äàí³ 
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стабільність біочутливого елемента та його аналітичну селективність і
забезпечують проведення аналізу в дифузійноOконтрольованому режимі.

У ролі трансдуктора в біосенсорних системах використовують електроO
хімічні, оптичні, п’єзоелектричні, термоелектричні, транзисторні, акустичні та
інші елементи. В принципі, біосенсори можна розглядати як інформаційні
перетворювачі, в яких первинна енергія біоспецифічних взаємодій служить
для отримання інформації про природу та концентрацію аналіту в пробі.
Важливими перевагами біосенсорів є хімічна селективність (особливо у випадку
взаємодій антигенOантитіло, коли константа зв‘язування сягає величин 104 –
1012 МO1) і висока чутливість, можливість мініатюризації і сумісність із комп‘юO
терними процесорами; недоліками – обмежена стабільність та складність у
приготуванні біоелемента. Перспективність розвитку біосенсорної технології
зумовлена як бурхливим розвитком мікроелектроніки, що веде до створення
нових технологічних прийомів формування мікроO і навіть нанотрансдукторів
– мініатюрних перетворювачів із метричними характеристиками у мікроO та
нанометровому діапазоні, так і новітніми досягненнями генної і білкової
інженерії, хімічного комбінаторного синтезу та комп‘ютерного моделювання,
що дають змогу конструювати нові білкові структури та біоміметики із
заздалегідь заданою специфічністю та високою стабільністю. Серед найбільших
перспектив у цих областях є майбутній перехід від теперішньої літографічної
технології друкування інтегральних схем, де окремий транзисторний елемент
має мікронні розміри, до формування нанотранзисторів, які функціонують на
основі транспортування окремих електронів і мають розміри менші, ніж 10 нм
(т.зв. SET – від англ. single electron transistors). З другого боку, конструювання
методами білкової інженерії модифікованих білків і отримання абзимів –
штучних антитілOферментів, а також хімічний синтез біоміметиків – речовин,
що структурно відтворюють функціональні центри біомолекул, дають новий
імпульс у розвитку біосенсорної технології.

Ензимні сенсори відзначаються високою селективністю і швидкодією за
рахунок високої активності та можливості створення високої локальної
концентрації ферменту в чутливому шарі. Проте недоліком багатьох ферментних
сенсорів є нестабільність та висока ціна ферментів. Клітинні, і особливо мікробні,
біосенсори мають низку суттєвих переваг, порівняно з їхніми ензимними
аналогами: доступність, низька ціна і простота отримання біоелементів,
можливість використання довгих метаболічних ланцюжків, відсутність потреби
у виділенні очищених ферментів та використанні екзогенних кофакторів,
можливість метаболічного конструювання на генетичному та біохімічному
рівнях, широкий спектр у виборі трансдуктора, інтегральність клітинної відповіді
(це важливо при тестуванні сумарної токсичної та мутагенної дії компонентів
довкілля), можливість у деяких випадках зберігати життєздатність сенсорних
клітин і навіть забезпечити їхнє розмноження, вища стабільність, ніж у ензимних
елементів. Основними недоліками мікробних біосенсорів є повільність розвитку
сигналу, з огляду на нижчу концентрацію залучених у клітинну відповідь
ферментів, та низька селективність сенсорної відповіді, особливо у випадку
мікробних О

2
Oелектродних сенсорів через широку субстратну специфічність
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процесів клітинного дихання, проте завдяки прогресу генної інженерії та
можливості забезпечення високого рівня внутрішньоклітинної експресії
цільового аналітичного ферменту ці дві основні вади мікробних сенсорів можна
подолати.

Запропоновано кілька основних типів біосенсорів для аналізу етанолу, що
відрізняються за характером перетворювача: амперометричні, потенціометричні
(переважно, на основі рНOзалежних польових транзисторів), кондуктометричні,
термісторні та оптичні. Перші три типи мають спільну електрохімічну природу
й об’єднані під спільним терміном „електрохімічні біосенсори”. Основна
принципова відмінність між ними полягає у природі вимірюваного
електрохімічного сигналу: сили струму (амперометричні), різниці потенціалу
(потенціометричні), електричної провідності (кондуктометричні). При
використанні термісторних перетворювачів вимірюють зміну температури
завдяки тепловому ефекту аналітичної реакції, а в оптичних – інтенсивність
генерованої світлової енергії. За походженням біоелементів розрізняють клітинні
(мікробні) та ферментні (ензимні) сенсори.

Дія амперометричних біосенсорів на алкоголь ґрунтується, як правило, на
використанні кисневого або пероксидноводневого платинових електродів, на
яких відбувається катодне відновлення кисню або анодне окиснення     пероксиду
водню – електрохімічно активних сполук, споживання або утворення яких
спряжене з алкогольоксидазною реакцією:

1. Кисневий катод:

2. Пероксидноводневий анод:

Зазвичай в обох випадках електродом порівняння служить хлорсрібний
електрод (Ag/AgCl). При постійній різниці потенціалів між робочим електродом
і електродом порівняння величина електродного струму прямо пропорційна
концентрації кисню або пероксиду водню в електродному відсіку, яка, в свою
чергу, залежить від рівня споживання аналіту під час ферментативної реакції
в біоактивному шарі сенсора. Для запобігання інтерферуючому впливу інших
електрохімічно активних сполук, наявних в аналізованих пробах, біоактивний
елемент (найчастіше іммобілізовану алкогольоксидазу) розміщують на поверхні
робочого електрода у формі сендвіча між двома мембранами: внутрішньої
тефлонової і зовнішньої полікарбонатної (кисневий електрод) та внутрішньої
ацетатцелюлозної і зовнішньої полікарбонатної (пероксидноводневий електрод).
Роль жорсткої полікарбонатної мембрани полягає, поOперше, в забезпеченні
запобіжного бар’єра проникненню твердих часток та полімерів в активний
шар і, поOдруге, в сповільненні транспортування дифундуючих аналітів і, таким
чином, підтриманні дифузнозалежного протікання електродних реакцій.
Ацетатцелюлозна мембрана з молекулярноOситовим бар’єром близько 300 Да
пропускає пероксид водню і запобігає дифузії більших молекул, зокрема,
аскорбату, до поверхні електрода. Подібно діє тефлонова мембрана, через яку
проникає практично тільки кисень (рис. 6.3).

Pt, -0,8 B 
O2 + 4H+ + 4e-   2H2O. 

Pt, +0,7 Â 
Í2Î2    2Í+ + Î2 + 2e- 
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Рис. 6.3. Схема будови ензимного електрода

6.8. Практична частина6.8. Практична частина6.8. Практична частина6.8. Практична частина6.8. Практична частина

6.8.1. Виділення, очищення, електрофоретична6.8.1. Виділення, очищення, електрофоретична6.8.1. Виділення, очищення, електрофоретична6.8.1. Виділення, очищення, електрофоретична6.8.1. Виділення, очищення, електрофоретична
та ензимологічна характеристики алкогольоксидазита ензимологічна характеристики алкогольоксидазита ензимологічна характеристики алкогольоксидазита ензимологічна характеристики алкогольоксидазита ензимологічна характеристики алкогольоксидази

(АО) з клітин метилотрофних дріжджів(АО) з клітин метилотрофних дріжджів(АО) з клітин метилотрофних дріжджів(АО) з клітин метилотрофних дріжджів(АО) з клітин метилотрофних дріжджів
Hansenula polymorpha  (Pichia angusta)Hansenula polymorpha  (Pichia angusta)Hansenula polymorpha  (Pichia angusta)Hansenula polymorpha  (Pichia angusta)Hansenula polymorpha  (Pichia angusta)

У цьому підрозділі буде описано процес виділення та очищення АО з
клітин надпродуцента H. polymorpha СO105 (gcr1 catX), здатного конститутивно
синтезувати цільовий фермент на глюкозному середовищі та повністю позбавO
леного каталазної активності. Робота складається з таких етапів: вирощування
клітин, їхнє механічне руйнування, очищення АО дробним осадженням за
допомогою сульфату амонію, отримання гомогенного препарату ферменту
іонообмінною хроматографією, електрофоретична характеристика АО.

Студенти повинні приготувати поживні середовища, буферні та інші допоO
міжні розчини для посіву культури дріжджів і виділення алкогольоксидази, осO
воїти методи визначення концентрації клітин, їхньої пермеабілізації та мехаO
нічного руйнування для отримання безклітинного екстракту, визначення активO
ності алкогольоксидази в пермеабілізованих клітинах. Виконуючи роботу,
студенти засвоюють методи дробного висолювання білків на прикладі очищення
алкогольоксидази, проведення діалізу розчинів ферментів і контролю балансу
білка та активності в процесі виділення ферменту. На прикладі отримання
високоочищеного препарату алкогольоксидази вивчають методи іонообмінної
хроматографії. Вони повинні також засвоїти методи електрофоретичної
характеристики білків за допомогою нативного електрофорезу в ПААГ та
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електрофорезу за наявності додецилсульфату натрію, а також визначення
молекулярної маси субодиниць АО. Студенти ознайомлюються з методикою
визначення основних кінетичних параметрів ферменту на прикладі АО. Вчаться
працювати з кисневим електродом та калібрувати його. Виконують серію
кінетичних експериментів для визначення величин константи Міхаеліса (K

M
) і

максимальної швидкості реакції (V
max

) для виділеного препарату АО. Визначають
кінетичні параметри графічно та за допомогою комп’ютерних програм.

Заняття 1. Приготування поживних середовищЗаняття 1. Приготування поживних середовищЗаняття 1. Приготування поживних середовищЗаняття 1. Приготування поживних середовищЗаняття 1. Приготування поживних середовищ
для вирощування клітин метилотрофних дріжджів для вирощування клітин метилотрофних дріжджів для вирощування клітин метилотрофних дріжджів для вирощування клітин метилотрофних дріжджів для вирощування клітин метилотрофних дріжджів H. polymorphaH. polymorphaH. polymorphaH. polymorphaH. polymorpha,,,,,

буферів та інших допоміжних розчинів для виділення алкогольоксидази.буферів та інших допоміжних розчинів для виділення алкогольоксидази.буферів та інших допоміжних розчинів для виділення алкогольоксидази.буферів та інших допоміжних розчинів для виділення алкогольоксидази.буферів та інших допоміжних розчинів для виділення алкогольоксидази.
Посів культури H. polymorpha СO105Посів культури H. polymorpha СO105Посів культури H. polymorpha СO105Посів культури H. polymorpha СO105Посів культури H. polymorpha СO105

1. Приготуйте середовище YEPD для отримання інокуляту. Розчиніть
розчиненням у воді такі компоненти:

дріжджовий екстракт – 1 %;
бактопептон – 1 %;
глюкоза – 2 %.
Приготуйте 25 мл, розлийте по 5 мл в пробірки і простерилізуйте.
2. Для вирощування клітин мутантного штаму H. polymorpha     СO105 (gcr1

catX) приготуйте рідке середовище такого складу (г/л):
КH

2
PO

4
 – 1;

(NH
4
)

2
SO

4
 – 3,5;

MgSO
4
×7H

2
O – 0,5;

CaCl
2
 – 0,1;

дрiжджовий екстракт „Дiфко” – 0,5;
LOлейцин – 0,04;
глюкоза – 10.
рН середовища – 5,2–5,6.
Приготуйте 2 л середовища, розлийте в колби по 250 мл і простерилізуйте

в автоклаві.
3. Для виділення і визначення активності АО приготуйте такі вихідні

розчини:
1) 0,5 М фосфатний буфер, рН 7,5. Готують змішуванням 84,0 мл 0,5 М

Na
2
HPO

4
×2H

2
O і 16,0 мл 0,5 М KH

2
PO

4
. Мол. маси солей: Na

2
HPO

4
×2H

2
O –

178,05; KH
2
PO

4
 – 136,09.

Зберігають концентрований буфер при кімнатній температурі (якщо зберігають його в
холодильнику, то випадають в осад кристали солі, тому перед використанням такого розчину
слід нагріти його до розчинення).

2) 100 мМ ЕДТА, рН 8,0.
3) пермеабілізуючий розчин – 0,2 % розчин броміду цетилтриметиламонію

у воді.
4) компоненти субстратної суміші для визначення активності АО:
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а) 0,3 мМ оOдіанізидин (М.м. 244) в 50 мМ фосфатному буфері, рН 7,5.
Розчин готують, нагріваючи до температури 1000 С, а потім охолоджують;
зберігають у темряві;

б) водний розчин пероксидази хрону (RZ = 0,4–0,6), 1 мг/мл; зберігають
при температурі 40 С;

в) 0,2 М метанол – метанол розводять у 125 разів водою; зберігають при
температурі 40 С у герметично закритій посудині.

5) насичений (при температурі 0 0С) розчин сульфату амонію – 70,68 г
(NH

4
)

2
SO

4
 (кваліфікації „о.с.ч.” або „х.ч.”) розчиняють у 100 мл води, до розчину

додають ЕДТА до кінцевої концентрації 2 мМ і рН доводять до 7,0–7,5.

 Увага! Розчини (NH4)2SO4 мають слабкокислу реакцію, що недопустимо для АО.

6) реагент для визначення концентрації білка: 0,01 % розчин барвника
кумасі діамантового блакитного GO250 в 5 % етанолі і 8,5 % Н

3
PO

4
. Готують

розчиненням 10,0 мг барвника в 5 мл 95 % етанолу, додають 10 мл 85 % (мас./об.)
фосфорної кислоти і об’єм доводять до 100 мл водою. Розчин фільтрують і
зберігають при кімнатній температуру в герметично закритій посудині до двох
тижнів.

4. Отримайте посівний інокулят. Посійте штам H. polymorpha CO105 (gcr1
catX) у дві пробірки, в яких є 5 мл середовища YEPD і вирощуйте культуру в
термостаті при температурі 300 С протягом двох діб.

За дві доби до чергового заняття посійте інокулят клітин H. polymorpha
CO105 у вісім колб з 250 мл ростового середовища. Клiтини культивуйте при
температурі 300 С на качалці (240 об./хв) протягом двох діб до середини логарифO
мiчної фази росту.

Заняття 2. Підготування клітин. Визначення активностіЗаняття 2. Підготування клітин. Визначення активностіЗаняття 2. Підготування клітин. Визначення активностіЗаняття 2. Підготування клітин. Визначення активностіЗаняття 2. Підготування клітин. Визначення активності
АО в пермеабілізованих клітинах. Механічне руйнуванняАО в пермеабілізованих клітинах. Механічне руйнуванняАО в пермеабілізованих клітинах. Механічне руйнуванняАО в пермеабілізованих клітинах. Механічне руйнуванняАО в пермеабілізованих клітинах. Механічне руйнування

клітин та отримання безклітинного екстрактуклітин та отримання безклітинного екстрактуклітин та отримання безклітинного екстрактуклітин та отримання безклітинного екстрактуклітин та отримання безклітинного екстракту

1. Визначте біомасу клітин у вирощеній культурі (в мг абсолютної маси на
1 мл суспензії) за мутністю розведених суспензій, фотометруючи на приладі
ФЕК КФКOКФК 2МП при 540 нм у кюветі на 3 мм.

Для розрахунку використайте формулу:

С = Е540×n/1,33,

де Е540 – оптична густина при 540 нм; n – розведення вихідної суспензії
(зазвичай рівне 10); 1,33 – коефіцієнт перерахунку, визначений після
калібрування гравіметричним  методом.

2. Клітини осадіть центрифугуванням при 3–5 тис. об./хв, двічі відмийте
від середовища водою і ресуспендуйте у 100 мМ K, NaOфосфатного буфера
(рН 7,5) до концентрації клітин 20–50 мг/мл (у перерахунку на суху масу).
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3. 1 мл суспензії відберіть для пермеабілізації та аналізу активності АО.
Решту зберігайте при температурі 40 С перед руйнуванням для отримання
безклітинного екстракту.

4. Проведіть пермеабiлiзацiю клітин. До 1 мл суспензії клітин додайте
рівний об’єм водного розчину броміду цетилтриметиламонію (2 мг/мл). Суміш
iнкубуйте на водяній бані при температурі 300 С, збовтуючи її кожні 3–4 хв,
протягом 15 хв. Після пермеабiлiзацiї клітини двічі відмийте 5 мМ фосфатним
буфером (рН 7,5) i зразу ж використайте для визначення активності АО.
Концентрацію „тіней” (пермеабілізованих клітин) визначте як у випадку
інтактних клітин (див. п.1).

5. Визначіть питому активність алкогольоксидази у пермеабілізованих
клітинах і безклітинному екстракті.....

Суть методуСуть методуСуть методуСуть методуСуть методу

Активність алкогольоксидази визначають при температурі 300С за кількістю
пероксиду водню, що продукується при окисненні метанолу за хвилину у
перерахунку на 1 мг клітин або білка. Пероксид водню аналізують фотометрично
за утворенням кольорового продукту пероксидазного окиснення оOдіанізидину
(e

мМ
 кольорового продукту в кислому середовищі, 2,5 М HCl при 525 нм рівний

13,38 мМO1·смO1):

Склад реакційної суміші:
0,3 мМ оOдіанізидин у 50 мМ фосфатному буфері, рН 7,5................ – 2,50 мл
Пероксидаза хрому (1 мг/мл).................................................................... – 0,20 мл
Суспензія пермеабілізованих клітин (розведення – 20 разів) або
безклітинний екстракт (розведення – 100 разів).............................. – 0,15 мл

1. Реакційну суміш інкубуйте на водяній бані 5 хв при температурі 300 С.
Реакцію запустіть,  додаючи 0,15 мл 0,2 М метанолу.

2. Через 5–20 хв інкубації (у міру появи рожевого забарвлення) реакцію
зупиніть, додавши 0,80 мл концентрованої соляної кислоти. Сліпою пробою
служить проба з додаванням 0,15 мл води замість клітин чи екстракту.

3. Після центрифугування (ця операція потрібна тільки для клітин) проби
фотометруйте проти сліпої проби при 525 нм на спектрофотометрі СФO26 або
при 540 нм на фотоколориметрі КФКO2МП у кюветах на 1 см.

За одну одиницю активності АО приймають таку її кількість, яка, за
стандартних умов визначення, перетворює 1 мкмоль субстрату за хвилину
(1 Од. = 1 мкмоль×хвO1). Питому активність АО, яка визначає кількість одиниць
активності, що припадають на 1 мг білка (або клітин), розраховують за формулою:

АO 
CH3OH + O2

                    CH2O + H2O2  
 

Ïåðîêñèäàçà 
  H2N-(CH3Î)C6H3-C6H3(ÎCH3)2-NH2 + 2O2 HN=(CH3Î)C6H3=C6H3(ÎCH3)=NH+2H2O 

Áåíçî¿äíà ôîðìà î-ä³àí³çèäèíó       Х³íî¿äíà ôîðìà îêèñíåíîãî î-ä³àí³çèäèíó 
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А
пит

 = E×k×n/(0,15×t×c) мкмоль×хвO1×мгO1,

де E – оптична густина при 525 нм (спектрофотометр СФO26) або при 540 нм
(фотоколориметр КФКO2МП);

n – фактор розведення суспензії клітин (або безклітинного екстракту);
t – час реакції, хвилини;
0,15 – об’єм доданої проби для аналізу активності, мл;
k – калібрувальний коефіцієнт (це кількість мкмоль пероксиду, яка

утворюється у реакційній суміші за стандартних умов визначення активності,
при оптичній густині 1,0; для спектрофотометра ця величина рівна 0,284, а для
фотоколориметра КФКO2МП – 0,330;

c – концентрація вихідної суспензії пермеабілізованих клітин (або концентO
рація білка в безклітинному екстракті), мг/мл.

Якщо питома активність АО в пермеабілізованих клітинах достатньо висока (не нижче
0,25 од. акт./мг клітин), починають руйнувати решту інтактних клітин. А коли недостатня,
то вирощування клітин повторюють.

Отримання безклiтинного екстракту клітин дріжджівОтримання безклiтинного екстракту клітин дріжджівОтримання безклiтинного екстракту клітин дріжджівОтримання безклiтинного екстракту клітин дріжджівОтримання безклiтинного екстракту клітин дріжджів

1. До відмитих і ресуспендованих у 100 мМ К,NаOфосфатному буфері (рН
7,5) клітин дріжджів додайте ЕДТА до кінцевої концентрації 1–2 мМ і внесіть
інгібітор протеїназ фенілметилсульфонілфторид до концентрації 0,4 мМ.

2. Одержану суспензiю розлийте у склянки для гомогенiзацiї, внесіть склянi
кульки (дiаметр 0,45–0,5 мм) у кiлькостi 3/4 вiд об’єму суспензiї i заморозьте.

3. Клітини зруйнуйте на планетарному гомогенiзаторi протягом 5 хвилин
при 1000 об./хв та температурі 40 С.

4. Для відділення екстракту від уламків клітин гомогенат центрифугуйте
протягом 30 хв при 13 000 об./хв та температурі 50 С.

5. 1 мл екстракту відберіть для аналізу, а решту зберігайте при температурі
40 С для виділення  АО.

Використані скляні кульки не викидають, а готують для регенерації. Для цього нерозчинну
масу, що залишилась після руйнування клітин та центрифугування, переносять у хімічну
склянку, заливають водопровідною водою, відмивають кульки від біологічних решток методом
декантації і залишають для регенерації. Останню операцію здійснюють, витримуючи кульки у
~6 М HCl (конц. соляну кислоту розводять водою двічі) протягом кількох годин, знову відмиваючи
кислоту до нейтральної реакції промивних вод. Кульки висушують при температурі 100–
1500 С і використовують повторно.

Заняття 3. Визначення концентрації білка та активностіЗаняття 3. Визначення концентрації білка та активностіЗаняття 3. Визначення концентрації білка та активностіЗаняття 3. Визначення концентрації білка та активностіЗаняття 3. Визначення концентрації білка та активності
АО в безклітинному екстрактіАО в безклітинному екстрактіАО в безклітинному екстрактіАО в безклітинному екстрактіАО в безклітинному екстракті

1. В отриманому на попередньому занятті безклітинному екстракті дріжджів
визначте концентрацію білка за одним із пропонованих нижче методів та активність
АО, як описано в попередньому розділі. Отримані параметри безклітинного
екстракту (об’єм, концентрація білка, питома активність АО) служать як вихідні
характеристики при веденні обліку ходу очищення АО (див. табл., заняття 4).



262 Великий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмів

Визначення концентрації білка спектрофотометричним методомВизначення концентрації білка спектрофотометричним методомВизначення концентрації білка спектрофотометричним методомВизначення концентрації білка спектрофотометричним методомВизначення концентрації білка спектрофотометричним методом

 Більшість білків максимально поглинає світло при довжині хвилі 280 нм
завдяки наявності залишків триптофану і тирозину. Нуклеїнові кислоти, що
наявні в безклітинних екстрактах і препаратах білків на ранніх стадіях очищення,
також інтенсивно поглинають УФOсвітло при 280 нм, але максимум поглинання
світла для цих речовин спостерігається при довжині хвилі 260 нм. Особливістю
спектрів поглинання нуклеїнових кислот є практично однакове поглинання
при 235 і 280 нм. На підставі спектральних характеристик понад 200 білків
знайдено емпіричну формулу для розрахунку концентрації (С) білка:

C
білка

 (мг/мл) = n×(E
235

–E
280

)/2,51,

де n – розведення досліджуваного зразка, 2,51 – емпіричний коефіцієнт.
Чутливість методу порівняння поглинання при 235 і 280 нм наближена до

методу Лоурі.

Визначення концентрації білка з використанням кумасі діамантовогоВизначення концентрації білка з використанням кумасі діамантовогоВизначення концентрації білка з використанням кумасі діамантовогоВизначення концентрації білка з використанням кумасі діамантовогоВизначення концентрації білка з використанням кумасі діамантового
блакитного GO250 (метод Бредфорда)блакитного GO250 (метод Бредфорда)блакитного GO250 (метод Бредфорда)блакитного GO250 (метод Бредфорда)блакитного GO250 (метод Бредфорда)

1. Безклітинний екстракт (чи інший білковий зразок) розведіть водою або
0,15 М NaCl у 10 і 50 разів.

2. До 0,1 мл розведеного екстракту (10–100 мкг білка) додайте 5 мл реагенту
(0,01% розчин барвника кумасі діамантового блакитного GO250 в 5 % етанолі та
8,5 % Н3PO4).

3. Через 2 хвилини виміряйте оптичну густину розчинів при 595 нм проти
сліпої проби, яка не містить білка.

Інтенсивність забарвлення залежить від концентрації білка у пробі.

4. Розрахуйте концентрацію білка за калібрувальним графіком, отриманим
для сироваткового альбуміну (в діапазоні концентрацій від 0,1 до 1 мг/мл).

Можна працювати і з пробами, де вміст білка 0,01–0,1 мг/мл. Для цього до 0,1 мл зразка
додають 1 мл реагенту і вимірювання проводять в 1 см кюветі об’ємом 1 мл. Кювети після
вимірювань відмивають від сорбованого білка детергентом.

Заняття 4. Сольове фракціонування АО. Діаліз розчину ферментуЗаняття 4. Сольове фракціонування АО. Діаліз розчину ферментуЗаняття 4. Сольове фракціонування АО. Діаліз розчину ферментуЗаняття 4. Сольове фракціонування АО. Діаліз розчину ферментуЗаняття 4. Сольове фракціонування АО. Діаліз розчину ферменту

1. Очищення АО із безклітинного екстракту проведіть у кілька стадій:
– двостадійне сольове фракціонування за допомогою сульфату амонію

при ступенях насичення 0,4 і 0,7 (з отриманням активних фракцій
„супернатантO1” і „осадO2” відповідно);

– розчинення „осадуO2” і діаліз розчину;
– іонообмінна хроматографія АО на аніоніті DEAEOToyopearl 650M;
– осадження АО із елюату сульфатом амонію (S = 0,7) для стабілізації і

збереження ферменту.
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2. Облікування процесу очищення проведіть згідно з таблицею 6.4,
наведеною далі, в якій  відобразіть баланс білка й активності АО, ступінь
очищення і вихід ферменту за активністю. Ступінь очищення на певному етапі
розрахуйте як відношення поточної питомої активності до питомої активності
на попередній стадії очищення (сумарний ступінь очищення визначте за
відношенням питомої активності кінцевого препарату ферменту до питомої
активності вихідного безклітинного екстракту). Вихід за активністю розрахуйте
аналогічно, використавши наявні кількості активності ферменту (у %).

Сольове фракціонування білків безклітинного екстрактуСольове фракціонування білків безклітинного екстрактуСольове фракціонування білків безклітинного екстрактуСольове фракціонування білків безклітинного екстрактуСольове фракціонування білків безклітинного екстракту
за допомогою сульфату амоніюза допомогою сульфату амоніюза допомогою сульфату амоніюза допомогою сульфату амоніюза допомогою сульфату амонію

1. Екстракт перенесіть у центрифужну пробірку, додайте до нього 100 %
(S = 1,0) від насичення охолоджений розчин сульфату амонію в об’ємному
співвідношенні 1:1,5 (до S = 0,4).

2. Після перемішування розчин поставте на лід (або в холодильник при
температурі 40 С) на півгодини для формування білкового осаду.

3. Осад баластних білків усуньте центрифугуванням при 3 – 5 тис. об./хв.
4. Відберіть супернатант, виміряйте об’єм, відберіть аліквоту (0,5 мл) для

аналізу концентрації білка та активності АО, а до решти розчину додайте
рівний об’єм насиченого розчину сульфату амонію до насичення S = 0,7.

5. Після годинного формування осаду на холоді осад АО відділіть за
допомогою центрифугування.

6. Осад промийте розчином сульфату амонію (0,7 від насичення) і знову
відцентрифугуйте.

7. Осад розчиніть у мінімальному об’ємі 50 мМ фосфатного буфера, рН
7,5, додаючи 1 мМ ЕДТА.

8. Аліквоту розчину (0,5 мл) залишіть для аналізу концентрації білка й
активності АО.

При сольовому фракціонуванні як осаджувач можна використовувати не тільки насичений
розчин сульфату амонію, а й тверду сіль. Це дає змогу працювати з меншими об’ємами розчинів
і досягається менше розведення цільового білка. Необхідні для осадження кількості (NH4)2SO4

розраховують за формулою або номограмою (див. табл.6.3). Слід пам’ятати, що при розчиненні
солі виділяється тепло, а тому осаджувати білок треба шляхом порційного внесення необхідної
наважки солі в охолоджуваний на льоді білковий розчин, перемішуючи і контролюючи рН за
допомогою рНOметра. Запобігати закисленню розчину можна, додаючи мікрокількості 0,1 М
розчину КОН.

9. Діаліз розчину АО проведіть у діалізних мішках проти 1 л 10 мМ фосO
фатного буфера, рН 7,5, що містить 1 мМ ЕДТА, протягом ночі на холоді,
постійно перемішуючи на магнітній мішалці.

10. Після діалізу визначте об’єм, концентрацію білка й активність АО в
діалізованому розчині.
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 Заняття 5. Іонообмінна хроматографія АО Заняття 5. Іонообмінна хроматографія АО Заняття 5. Іонообмінна хроматографія АО Заняття 5. Іонообмінна хроматографія АО Заняття 5. Іонообмінна хроматографія АО
на катіоніті DEAEOToyopearl 650Mна катіоніті DEAEOToyopearl 650Mна катіоніті DEAEOToyopearl 650Mна катіоніті DEAEOToyopearl 650Mна катіоніті DEAEOToyopearl 650M

1. Приготуйте іонообмінний сорбент DEAEOToyopearl 650 M для колонкової
хроматографії. Для цього відберіть 20 г сорбенту у вихідній хлоридній формі
та залийте водою. При необхідності усувають дрібні частинки сорбенту методом
декантації, зливаючи кілька разів верхню фазу, що повільніше осідає, порівняно
із основною фракцією частинок.

2. Методом декантації замініть воду на 0,5 М фосфатний буфер, рН 7,5, а
потім на 50 мМ буфер цього ж складу. Цю операцію проведіть тричі. Густу
суспензію сорбенту рівномірним шаром внесіть у скляну колонку або медичний
шприц на 20 мл (2,0 х 7 см), не допускаючи просихання верхнього шару.

3. Поверх сорбенту внесіть кружок фільтрувального паперу (для
забезпечення стійкого меніска на межі розділу фаз сорбенту і буфера).

4. Використовуючи перистальтичну помпу або систему сполучених посудин,
забезпечте постійний протік через колонку стартової буферної системи
(50 мМ фосфатний буфер, рН 7,5) для 5Oкратного промивання колонки.

5. Від’єднайте помпу, і коли меніск буфера опуститься до мінімальної висоти
без „оголення” шару сорбенту, закрийте краник внизу колонки і нанесіть на
колонку діалізований екстракт дріжджів.

6. Досягнувши мінімальної висоти екстракту над верхньою межею сорбенту,
колонку перекрийте, поверх сорбенту обережно внесіть стартовий буфер і
колонку знову під’єднайте для протоку стартового буфера.

На цій стадії з колонки вимиваються баластні компоненти, а АО сорбується на колонці
у вигляді жовтої зони.

7. Після проходження двох об’ємів (відносно об’єму колонки) стартового
буфера, до колонки під’єднайте систему для створення лінійного градієнта
концентрації фосфатного буфера, рН 7,5, яка складається із двох циліндричних
склянок однакового діаметра, з’єднаних перемичкою. В першу склянку налийте
50 мл 50 мМ фосфатного буфера, а в другу – 50 мл 250 мМ фосфатного буфера.

8. Елюцію завершіть зміною елюента на 0,5 М вихідний буфер.
9. Хроматографічні фракції збирайте за допомогою колектора.
10. Виміряйте концентрацію білка в окремих фракціях спектрофотометO

рично при 280 нм або якісно за допомогою барвника кумасі діамантового блакитO
ного.

11. Виміряйте концентрацію білка й активність АО в отриманих фракціях
елюату і розрахуйте питому активність ферменту.

12. Фракції з максимальною активністю об’єднайте, виміряйте об’єм розчину
і визначте концентрацію білка та активність АО в отриманому препараті
ферменту. Дані занесіть у таблицю 6.4.

Для стабілізації ферменту і тривалого зберігання його осаджують сульфатом амонію до
ступеня насичення 0,7. Суспензію ферменту зберігають у морозильній камері побутового
холодильника.
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Заняття 6–7. Електрофоретична характеристика АОЗаняття 6–7. Електрофоретична характеристика АОЗаняття 6–7. Електрофоретична характеристика АОЗаняття 6–7. Електрофоретична характеристика АОЗаняття 6–7. Електрофоретична характеристика АО

Студенти розділяються на дві групи за характером завдання: одна група
проводить нативний електрофорез у ПААГ за ОрнстайномOДевісом, друга –
електрофорез у ПААГ за наявності додецилсульфату натрію за Лемлі.

Завдання 1. Ступінчастий нативний електрофорез у ПААГЗавдання 1. Ступінчастий нативний електрофорез у ПААГЗавдання 1. Ступінчастий нативний електрофорез у ПААГЗавдання 1. Ступінчастий нативний електрофорез у ПААГЗавдання 1. Ступінчастий нативний електрофорез у ПААГ
за Орнстейном і Девісом у лужній областіза Орнстейном і Девісом у лужній областіза Орнстейном і Девісом у лужній областіза Орнстейном і Девісом у лужній областіза Орнстейном і Девісом у лужній області

Особливістю цього методу є полімеризація в одній пластині двох гелів:
нижнього, робочого („роздільного”, дрібнопористого), і безпосередньо над ним
– „формуючого” („концентрованого”, крупнопористого). Крім пористості, ці
два гелі відрізняються за значенням рН і молярності буферів, в яких проводять
полімеризацію. У формуючому гелі (1–3 см) розділення білків не відбувається.
Навпаки, призначення цього гелю – сконцентрувати білки в одну вузьку зону,
незалежно від об’єму нанесеного зразка перед входженням білків у роздільний
гель. Таке концентрування різко підвищує роздільну здатність електрофореO
тичного фракціонування. Оскільки у формуючому гелі білки не мають
розділятися, то його концентрацію вибирають мінімальною (Т=2,5–3 %).
Формуючий гель полімеризують у такому ж за складом буфері, що й робочий
гель, але за концентрацією буфера і рН вони відрізняються: буфер формуючого
гелю, як правило, майже нейтральний, а буфер робочого гелю – лужний або
кислий.

1. Підготуйте гелі. Робочий гель – 5% ПААГ, формуючий – 3% ПААГ, для
обох гелів С = 2,6. Робочий гель полімеризуйте на висоту 10 см, а формуючий
– на 1–2 см. Буфером робочого гелю служить 0,375 М трисOНСl, рН 8,9. Для
формуючого гелю використайте буфер 0,0625 М трисOНСl, рН 6,8. При
полімеризації формуючого гелю застосуйте відповідну гребінку для утворення
„кишень”, призначених для нанесення зразків.

2. Приготуйте верхній електродний буфер – 5 мМ трис, відтитрований
до рН 8,3, додаючи гліцин (до 38 мМ).

3. Приготуйте нижній електродний буфер – 0,1 М трисOНСl, рН 8,1.
4. Приготуйте „завантажувальний” буфер – 150 мМ трисOHCl, pH 6,8, 40%

гліцерин, 1% бромфеноловий синій. Цим буфером розводять розчини білкових
зразків (співвідношення 1:4).

5. Згідно з інструкцією до апарату для вертикального електрофорезу, зберіть
камеру і приготуйте гелі.

6. Вийміть гребінку і додайте електрофоретичний буфер у верхню камеру
до рівня, що покриває верхню межу гелю.

7. Під буфер у відповідні „кишені” внесіть білкові зразки (по 25–50 мкл)
за  допомогою дозатора з видовженим на кінці носиком.

З метою оцінення ефективності використаної схеми для очищення АО, рекомендується
використати як досліджувані зразки препарати АО на різних етапах очищення:     безклітинний
екстракт дріжджів, розчин осадуO2 після сольового фракціонування і діалізу ферменту та
елюат АО після ІОХ.
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8. Наповніть нижній резервуар відповідним електродним буфером,
слідкуючи, щоб нижній рівень гелю був покритий розчином без бульбашок
повітря.

9. Закрийте кришку апарату, під’єднайте електричне живлення і встановіть
режим електрофорезу, рекомендований в інструкції до камери (зазвичай,
25 мА  на гелеву пластинку або 50 мА – на комплект з двох пластинок).

10. Закінчіть електрофорез, коли лідерний барвник (бромфеноловий синій)
досягне рівня на 1 см вище дна гелю. Напругу відключіть, від’єднайте контакти
і звільніть гель у посудині з приблизно 100 мл води.

11. Промийте гель тричі водою по 5 хвилин, відмітьте зону бромфенолового
сиOнього і залийте гель фарбувальним розчином (на білок) або інкубуйте в
субстратOній суміші для проявлення розділених білкових зон на відповідну
ферментативну активність.

При необхідності, проводять обидва проявлення, використовуючи дві гелеві пластинки
або ж розрізаючи гель на дві половини (в останньому випадку планують відповідну схему
нанесення зразків із трекамиOдублікатами).Виявити і локалізувати білкові зони найчастіше
можна за допомогою реакції зв’язування з барвниками. Зони проявляються як забарвлені смужки
різної інтенсивності, залежно від вмісту в них білка. Оскільки процес дифузії барвника в гель є
досить повільним, для запобігання розмивання білкових зон часто проводять первинне оброблення
гелю 10 % трихлороцтовою кислотою (ТХО), а вже потім виконують операцію фарбування.
Обидва процеси можна сумістити, готуючи розчин барвника і додаючи оцтову кислоту і
метанол або ТХО.

Фарбувальна суміш І: 0,1% кумасі діамантовий блакитний RO250 в 9% оцтовій кислоті і
40% метанолі.

Фарбувальна суміш ІІ: 0,1% кумасі діамантовий блакитний RO250 в 25 % трихлороцтовій
кислоті.

Фарбувальна суміш ІІІ: 0,04% колоїдний розчин кумасі діамантового блакитного GO250 в
3,5 % хлорній кислоті (HClO4).

При готуванні розчинів барвників їх обов’язково фільтрують. Чутливість методу з
використанням барвника RO250 – 10 мкг білка на смугу. Барвник GO250 дає вищу чутливість
виявлення білка – 1 мкг на зону.

12. Процес фарбування виконуйте протягом однієї і більше годин.
13. Відмивання гелю від надлишку барвника проводьте за допомогою 5 %

оцтової кислоти.
14. Профарбований гель скануйте і денситограму зберігайте у формі відпоO

відного файла в комп’ютері.

Проявлення ферментативної активності АО в гелі після електрофорезуПроявлення ферментативної активності АО в гелі після електрофорезуПроявлення ферментативної активності АО в гелі після електрофорезуПроявлення ферментативної активності АО в гелі після електрофорезуПроявлення ферментативної активності АО в гелі після електрофорезу

1. Промитий водою гель після електрофорезу помістіть у посудину з 50 мл
інкубаційного розчину такого складу: 50 мМ фосфатний буфер, рН 7,5; 0,3 мМ
бензидин; пероксидаза хрону (RZ = 0,5÷1,0; 0,05 мг/мл); 10 мМ метанол.

2. Гель інкубуйте в термостаті при температурі 300 С до появи рожевоO
коричневої зони.

3. Розчин злийте, а гель промийте кілька разів водою.
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3. Гель скануйте і денситограму запишіть у формі відповідного файла в
комп’ютері.

У зв’язку з токсичністю бензидину цю операцію виконують у захисних рукавичках.

4. На підставі аналізу електрофореграм різних препаратів АО, починаючи
від безклітинного екстракту дріжджів і закінчуючи елюатом АО після ІОХ,
зробіть висновок про ефективність очищення ферменту на різних етапах
факціонування.

Завдання 2. Електрофорез у ПААГ за наявності ДДСONa за ЛемліЗавдання 2. Електрофорез у ПААГ за наявності ДДСONa за ЛемліЗавдання 2. Електрофорез у ПААГ за наявності ДДСONa за ЛемліЗавдання 2. Електрофорез у ПААГ за наявності ДДСONa за ЛемліЗавдання 2. Електрофорез у ПААГ за наявності ДДСONa за Лемлі

Як і під час електрофорезу за ОсборномOДевісом, в одній пластині проводять
полімеризацію двох гелів: нижнього (дрібнопористого) і верхнього – формуюO
чого (крупнопористого).

1. Підготуйте гелі. Робочий гель: 10 % ПААГ, формуючий – 3 %, для обох
гелів С = 2,6.

2. Приготуйте буфер робочого гелю: 0,375 М трисOНСl, рН 8,8, додаючи
ДДСONa до концентрації 0,1 %. Розчин зберігайте на холоді.

3. Для формуючого гелю використайте буфер, удвічі концентрованіший,
ніж у системі ОрнстейнаOДевіса (0,125 М трисOНСl, рН 6,8, з 0,1 % ДДСONa).

4. Робочий гель полімеризуйте на висоту 10 см, а формуючий – на 1–2 см.
Для полімеризації внесіть по 0,025% персульфат амонію і ТЕМЕД. При
полімеризації формуючого гелю використайте відповідну гребінку для формуO
вання „кишень”, призначених для нанесення зразків.

5. Приготуйте верхній електродний буфер Лемлі (п’ятикратний, порівняно
з системою ОрнстейнаOДевіса): 25 мМ трисO192 мМ гліцин, рН 8,3, додаючи 0,1%
ДДСONa.

6. Приготуйте „завантажувальний” буфер: 150 мМ трисOHCl, pH 6,8, 40 %
гліцерин, 1 % бромфеноловий синій, 5 % ДДСONa і 12,5 % βOмеркаптоетанол.

Цим буфером розведіть розчини білкових зразків (зазвичай у співвідношенні 1:4). При
розчиненні сухих препаратів білка, ДДСONa і βOмеркаптоетанол додають (до кінцевої
концентрації 1% і 2,5% відповідно) уже після розчинення білка в неповному (і розведеному в
п’ять разів водою) завантажувальному буфері.

Зразки білків: Розчини у „завантажувальному” буфері суміші окремих
білків (1 мг/мл кожного) або комерційний набір маркерів молекулярної маси
для ПААГOДДСONaOелектрофорезу такого складу:

Á³ëîê Ìîëåêóëÿðíà ìàñà, êÄà 
Ì³îçèí 205 
β-ãàëàêòîçèäàçà 116 
Ôîñôîðèëàçà b 97,4 
Ñèðîâàòêîâèé àëüáóì³í 
áèêà 66 

Îâàëüáóì³í 45 
Êàðáàíã³äðàçà 29 
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Підготування досліджуваних зразківПідготування досліджуваних зразківПідготування досліджуваних зразківПідготування досліджуваних зразківПідготування досліджуваних зразків

1. Розведіть 25 мкл кожного зразка (безклітинного екстракту дріжджів,
розчину осадуO2 після сольового фракціонування і діалізу ферменту, елюату
АО після ІОХ) з рівним об’ємом повного „завантажувального” буфера.

2. Приготовані зразки витримайте 5 хвилин у киплячій водяній бані.
3. Нанесення зразків і проведення електрофорезу проводьте, як описано

вище, за винятком операції проявлення гелю на ферментативну активність.
4. Фарбування білкових зон проведіть, як описано вище.

Крім того, можна використати для цієї мети хлорид міді. Гель занурюють на 15 хвилин
у розчин 0,3 М CuCl2, відмивають сіль водою і спостерігають світлі білкові зони (комплекс CuO
ДДСOполіпептид) на мутнуватому блакитному фоні (комплекс CuOДДСOтрис). Чутливість цього
методу є вищою, ніж з кумасі, і поступається лише срібному фарбуванню білків. Профарбовані
у такий спосіб гелі можна зберігати у воді тривалий час – до кількох місяців при кімнатній
температурі. Гелі можна повністю знебарвити, повторно промиваючи в 0,1O0,25 М трис/
0,25 М ЕДТА, рН 8,0, а тоді проводити електроблотинг білків або їхню елюцію. Цей метод
фарбування можна використати і для гелів після нативного електрофорезу, але чутливість
виявлення білків тоді є меншою, і вони проявляються як тьмяні блакитні опалесцюючі смужки
на світлому синьому фоні.

5. Після фарбування, гелі скануйте або фотографуйте.
6. Для розрахунку R

f
 білків, виміряйте дистанції, пройдені окремими білO

ковими зонами від верхівки робочого гелю (l
p
), і поділіть їх на шлях, пройдений

фронтом лідерного барвника (L): R
f
 = l

p
/L. На основі цього параметра для

маркерних білків побудуйте графік функції R
f
 = f(lgM) і графічно (або аналітично)

визначте молекулярну масу субодиниці досліджуваної АО.

Заняття 8–9. Визначення кінетичних параметрівЗаняття 8–9. Визначення кінетичних параметрівЗаняття 8–9. Визначення кінетичних параметрівЗаняття 8–9. Визначення кінетичних параметрівЗаняття 8–9. Визначення кінетичних параметрів
АО з використанням кисневого електродаАО з використанням кисневого електродаАО з використанням кисневого електродаАО з використанням кисневого електродаАО з використанням кисневого електрода

Оскільки АО – типова оксидаза, косубстратом якої є молекулярний
кисень, її кінетичні параметри щодо етанолу можна визначати, вимірюючи
швидкість ферментативної реакції за кінетикою споживання кисню. Моніторинг
реакції здійснюють за допомогою кисневого електрода (електрода Кларка). Він
складається із дископодібного платинового електрода, відокремленого від
електрода порівняння (часто каломельного) тонким шаром розчину KCl.
Потенціал платинового електрода на 0,6÷0,8 В більш негативний, ніж у
каломельного півелемента, забезпечуючи катодне відновлення кисню:

Шар розчину хлориду калію відокремлений від реакційної суміші тонкою
тефлоновою мембраною, що є проникною практично тільки для кисню. Струм,
який виникає за рахунок електрохімічної реакції, прямо пропорційний активO
ності кисню. Насичувана концентрація кисню у воді відома, а в реальних розO
чинах може бути розрахована. Проте, оскільки активність кисню не рівнозначна
його концентрації, кисневий електрод зазвичай калібрують шляхом окиснення

Pt, – 0,8 B 
O2 + 4H+ + 4e-   2H2O. 
 



270 Великий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмівВеликий практикум з генетики, генетичної інженерії та аналітичної біотехнології мікроорганізмів

відомої кількості NADH NOметилфеназинметасульфатом (PMS), відновлена форма
якого (PMSН

2
) окиснюється киснем:

Для прискорення розкладання H
2
O

2
 у розчин додають каталазу, що каталізує

реакцію:

Сумарно реакцію описують за таким рівнянням:

Стехіометрія реакції засвідчує, що на 1 мкмоль NADH споживається
0,5 мкмоль О

2
. Таким чином, при калібруванні кисневого електрода аналізують

залежність між фіксованою кількістю внесеного NADH і силою струму,
моніторинг якого ведуть за допомогою самописця. Фіксують лінійну залежність
між числом поділок шкали самописця і кількістю мкмоль NADH і розраховують
відповідний калібрувальний коефіцієнт.

Оскільки доступні препарати NADH не є ідеально чисті і містять воду, для
точного визначення концентрації NADH у приготовленому вихідному розчині
(наприклад, 10 мМ за наважкою) його розводять у 100 разів і визначають
оптичну густину розведеного розчину при 340 нм (таку операцію проводять у
трьох повторах для усереднення). Реальну концентрацію NADH (С

р
) у

приготованому вихідному розчині (в мМ) визначають за формулою:

Ср = 100×Eсер./6,23,

де Eсер. – усереднена величина оптичної густини для розведеного розчину NADH;
6,23 – мілімолярний коефіцієнт екстинкції NADH (åмМ = 6,23 мМO1×смO1);100 –
фактор розведення вихідного розчину.

Калібрування кисневого електродаКалібрування кисневого електродаКалібрування кисневого електродаКалібрування кисневого електродаКалібрування кисневого електрода

1. Використайте кисневий датчик Biological Oxygen Monitor YSI Model 5300
(Yellow Springs Instruments Co., США).

2. На торець платинового електрода нанесіть краплю 0,5 М KCl і електрод
покрийте тефлоновою мембраною. Калібрування проводьте в п’ятимілітрових
пробах 50 мМ фосфатного буфера, рН 7,5, насиченого киснем повітря при
температурі 300 C (водяна баня YSI 5301), шляхом інтенсивного перемішування
проби у відкритих електродних комірках.

3. Після прописування базової лінії на самописці, що відповідає насичуючій
концентрації кисню у реальному розчині, в комірку внесіть розчин PMS (до
кінцевої концентрації 20 мкг/мл) і каталазу (до 200 МО/мл).

4. Внесіть 1 мкмоль NADH (наприклад, по 0,1 мл його 10 мМ розчину) у
закриту комірку і зареєструйте стабільне положення пера самописця після
фази швидкого споживання кисню.

NADH + H+ + PMS          NAD+ + PMSÍ2 
PMSÍ2 + O2         PMS + H2O2. 

 

2H2O2             O2 + 2H2O. 
 

2NADH + 2H+ + O2          2NAD+ + 2H2O.  
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5. Насамкінець додайте кілька кристаликів дитіоніту (Na
2
S

2
O

4
) і зафіксуйте

нове положення пера самописця, що відповідає нульовій концентрації кисню.
6. Вказані операції проведіть тричі (з проміжним промиванням комірки)

для усереднення. Рекомендовані параметри самописця: часова розгортка –
5 с/см, розгортка за напругою – 10 мВ/см. Експериментальну установку для
моніторингу концентрації кисню зображено на рисунку 6.4.

Рис. 6.4. Комплект обладнання для моніторингу концентрації кисню

Концентрацію кисню (мМ або мкмоль/мл) розраховують за формулою:

де  k – калібрувальний коефіцієнт, рівний L/Δl; L – відстань, виміряна від
„нульової” лінії (за наявності дитіоніту) самописця до базового рівня, що
відповідає початковій рівноважній концентрації кисню в комірці, мм; Δl –
зміна координати самописця по осі Y після внесення в пробу об’ємом 5 мл
1 мкмоль NADH, мм; 0,5 – стехіометричний коефіцієнт у неттоOреакції NADH
з киснем; 5 – об’єм проби в електродній комірці, мл.

Для типового експерименту концентрація кисню у насиченій повітрям
воді при температурі 300 С становить 0,24 мМ.

0,5 ×L  
C =  ⎯⎯⎯⎯  = 0,1×k,  
           5×Δl        
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 Визначення швидкості алкогольоксидазної реакції при різних Визначення швидкості алкогольоксидазної реакції при різних Визначення швидкості алкогольоксидазної реакції при різних Визначення швидкості алкогольоксидазної реакції при різних Визначення швидкості алкогольоксидазної реакції при різних
концентраціях субстрату – етанолуконцентраціях субстрату – етанолуконцентраціях субстрату – етанолуконцентраціях субстрату – етанолуконцентраціях субстрату – етанолу

1. Приготуйте вихідний 0,5 М розчин етанолу у воді та зробіть його серійні
розведення до таких концентрацій (мМ): 10; 25; 50; 80; 100 і 250.

2. Розведіть препарат АО до активності 1 од. акт./мл, який зберігайте на
льоді.

3. В електродні комірки внесіть по 4,8 мл 50 мМ фосфатного буфера, рН
7,5, витримайте при температурі 300 С з аерацією протягом 5 хвилин.

4. Почергово в комірки внесіть по 0,1 мл розведеного розчину етанолу і
0,1 мл розведеного розчину АО.

5. В комірку вмістіть електрод і запишіть зміну сили струму за допомогою
самописця. Розрахуйте тангенси нахилів кінетичних кривих на лінійній ділянці
та визначте швидкості ферментативної реакції в мкмоль спожитого кисню, що
припадає на 1 мл проби, за хвилину (враховуйте калібрувальний коефіцієнт та
масштаб часової розгортки самописця).

Розрахунок максимальної швидкості ферментативної реакціїРозрахунок максимальної швидкості ферментативної реакціїРозрахунок максимальної швидкості ферментативної реакціїРозрахунок максимальної швидкості ферментативної реакціїРозрахунок максимальної швидкості ферментативної реакції
та константи Міхаеліса АО відносно етанолута константи Міхаеліса АО відносно етанолута константи Міхаеліса АО відносно етанолута константи Міхаеліса АО відносно етанолута константи Міхаеліса АО відносно етанолу

1. Користуючись програмою EXCEL, внесіть у таблицю даних концентрації
етанолу в реакційній суміші S

i
 та відповідні значення швидкості реакції V

i
 (у

мМ і мкмоль×хвO1×млO1 відповідно), розрахуйте їх обернені величини 1/S
i
 і

1/V
i 
, імпортуйте останні дані в таблицю програми ORIGIN, побудуйте графік

функції 1/S
i
 = f (1/ V

i
) і аналітично та графічно розрахуйте величини K

M
 і V

max

та статистичні параметри для них.
2. Порівняйте отримані значення кінетичних параметрів із даними

літератури.

6.8.2. Ензиматичне та біосенсорне визначення вмісту6.8.2. Ензиматичне та біосенсорне визначення вмісту6.8.2. Ензиматичне та біосенсорне визначення вмісту6.8.2. Ензиматичне та біосенсорне визначення вмісту6.8.2. Ензиматичне та біосенсорне визначення вмісту
етанолу в біотехнологічних продуктах із використанняметанолу в біотехнологічних продуктах із використанняметанолу в біотехнологічних продуктах із використанняметанолу в біотехнологічних продуктах із використанняметанолу в біотехнологічних продуктах із використанням

алкогольоксидазиалкогольоксидазиалкогольоксидазиалкогольоксидазиалкогольоксидази

Виконуючи цю тему, студенти мають оволодіти навиками ензиматичного
аналізу вмісту етанолу в алкогольних напоях (винах, пиві) за допомогою
оксидазноOпероксидазного методу, вивчити основні поняття біосенсорного
аналізу й ознайомитися із головними етапами конструювання біоселективного
елемента на прикладі ензимного та клітинного алкогольного сенсора.

Заняття 1. Визначення вмісту етанолу з використанням аналітичногоЗаняття 1. Визначення вмісту етанолу з використанням аналітичногоЗаняття 1. Визначення вмісту етанолу з використанням аналітичногоЗаняття 1. Визначення вмісту етанолу з використанням аналітичногоЗаняття 1. Визначення вмісту етанолу з використанням аналітичного
набору “АЛКОТЕСТ”набору “АЛКОТЕСТ”набору “АЛКОТЕСТ”набору “АЛКОТЕСТ”набору “АЛКОТЕСТ”

Необхідні реактивиНеобхідні реактивиНеобхідні реактивиНеобхідні реактивиНеобхідні реактиви
1. „Хромоген”. Суха суміш хромогену із складниками фосфатного буфера

(2,45 г).
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2. „Ферменти”. Стабілізована суспензія алкогольоксидази і пероксидази в
сульфаті амонію (1,0 мл).

3. „Стандарт”. Калібрувальний розчин етанолу, 1,25 об.% (стабілізований)
(С = 10 г/л).

4. Додатковий реактив: 0,8 М HCl (концентровану соляну кислоту розводять
15 разів водою: 10 мл кислоти + 140 мл води).

Приготування робочого реагентуПриготування робочого реагентуПриготування робочого реагентуПриготування робочого реагентуПриготування робочого реагенту

1. Розчиніть у термостійкій колбі 2,45 г хромогену із флакона 1 у 340 мл
дистильованої води і нагрійте до моменту кипіння. Перед використанням розчин
охолодіть до кімнатної температури.

2. Внесіть збовтану суспензію ферментів із флакона 2 в доведений до
кімнатної температури розчин хромогену і добре розмішайте.

3. Об’єм суспензії ферментів визначте за формулою:

де V
сусп. 

–
 
паспортний об’єм суспензії ферментів, мл; V

e 
– об’єм суспензії

ферментів, мл; N – число аналізів (разом з сліпою та калібрувальною пробами).
4. Об’єм розчину хромогену розрахуйте за формулою:

5. Розведіть стандартний розчин етанолу в 50 разів водою (0,1 мл + 4,9 мл
води) до концентрації 0,025 об.% (С = 0,2 г/л).

Проведення аналізуПроведення аналізуПроведення аналізуПроведення аналізуПроведення аналізу

1. У пробірки внесіть по 0,1 мл розведену в 50–100 разів дослідну пробу.
2. Реакцію запускайте, додаючи 3,4 мл реакційної суміші в точно фіксований

час із інтервалом 20 сек між пробами. Інкубацію проводьте при кімнатній
температурі.

3. Зупиняйте реакцію через 20 хв, додаючи до всіх проб по 0,5 мл 0,8 М НСІ
у тій же часовій послідовності, яка була витримана при внесенні робочого
реагенту.

У кожній серії обов‘язковим є виконання калібрувальної проби.

4. Проби фотометруйте при 450 нм проти контролю в кюветах на 1 см.
5. Розрахунок концентрації етанолу (в г/л або проміле о/

оо
) у кожній серії

проводьте, використовуючи калібрувальну пробу, за формулою:

              Vñóñï. ×N  
       Ve = ⎯⎯⎯ ,  
                 340 

 

Võð = 3,4 × N.  
 

                   Åä 
Ñå = ⎯⎯⎯ ×n ×Ñêë , 

                  Åêë 
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де Е
д
 і Е

кл
 – оптичні густини дослідної та калібрувальної проб відповідно виміO

ряні проти сліпої проби; С
кл

 – концентрація етанолу в калібрувальній пробі
(звичайно 0,1 г/л); n – розведення зразка.

6. Перерахунок на од. об’ємної концентрації (у перерахунку на 96,5%
спирт) здійсніть за формулою: об’ємна конц.(С

%V
) = С

г/л
 × 0,13.

Заняття 2–3. Формування лабораторного прототипу амперометричногоЗаняття 2–3. Формування лабораторного прототипу амперометричногоЗаняття 2–3. Формування лабораторного прототипу амперометричногоЗаняття 2–3. Формування лабораторного прототипу амперометричногоЗаняття 2–3. Формування лабораторного прототипу амперометричного
біосенсора на основі алкогольоксидази та кисневого електродабіосенсора на основі алкогольоксидази та кисневого електродабіосенсора на основі алкогольоксидази та кисневого електродабіосенсора на основі алкогольоксидази та кисневого електродабіосенсора на основі алкогольоксидази та кисневого електрода

Студенти вибирають одне з двох завдань: 1) формування ензимного
елемента сенсора з використанням алкогольоксидази або 2) отримання
клітинного біоелемента на основі пермеабілізованих клітин мутанта СO105 (gcr1
catX) метилотрофних дріжджів  H. polymorpha.

Завдання 1. Приготування ензимного елемента для амперометричногоЗавдання 1. Приготування ензимного елемента для амперометричногоЗавдання 1. Приготування ензимного елемента для амперометричногоЗавдання 1. Приготування ензимного елемента для амперометричногоЗавдання 1. Приготування ензимного елемента для амперометричного
алкогольного біосенсора на основі кисневого електродаалкогольного біосенсора на основі кисневого електродаалкогольного біосенсора на основі кисневого електродаалкогольного біосенсора на основі кисневого електродаалкогольного біосенсора на основі кисневого електрода

1. Для створення ензимного (алкогольоксидазного) біоелемента на торець
кисневого електрода, покритого тефлоновою мембраною, одягніть насадку із
пружного матеріалу з бортиками висотою до 5 мм.

Біоселективну мембрану формують перехресним “зшиванням” АО із сироватковим
альбуміном бика (БСА) на поверхні електрода за наявності глутаральдегіду.

2. Приготуйте вихідні розчини АО (10 мг/мл) і БСА (20 мг/мл) у 25 мМ K,
NaOфосфатному буфері, рН 7,5.

3. Ці розчини змішайте в об’ємному співвідношенні 1:1 і нанесіть на
електрод тонким  шаром.

4. До суміші додайте глутаральдегід до кінцевої концентрації 1 % і витримате
кілька годин (або протягом ночі) при температурі 40 С до утворення мембрани.

5. Поверх ферментної мембрани за допомогою гумового кільця закріпіть
полікарбонатну або целофанову мембрану.

6. Перед використанням ензимний електрод вимочіть у 25 мМ K, NaOфосO
фатному буфері, рН 7,5, для усунення надлишку глутаральдегіду і зрівноваження.

7. Електрод зберігайте у 25 мМ K, NaOфосфатному буфері, рН 7,5 при
температурі 40 С.

Завдання 2. Приготування клітинного елемента для амперометричногоЗавдання 2. Приготування клітинного елемента для амперометричногоЗавдання 2. Приготування клітинного елемента для амперометричногоЗавдання 2. Приготування клітинного елемента для амперометричногоЗавдання 2. Приготування клітинного елемента для амперометричного
алкогольного біосенсора на основі кисневого електродаалкогольного біосенсора на основі кисневого електродаалкогольного біосенсора на основі кисневого електродаалкогольного біосенсора на основі кисневого електродаалкогольного біосенсора на основі кисневого електрода

1. Для конструювання клітинного (мікробного) біоселективного елемента
на торець кисневого електрода, покритого тефлоновою мембраною, одягніть
насадку із пружного матеріалу з бортиками висотою до 5 мм.

2. Свіжоприготовлений (або ліофілізований) препарат пермеабілізованих
цетилтриметиламонійбромідом клітин H. polymorpha СO105 суспендуйте у
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10 мМ фосфатному буфері до концентрації 100 мг/мл. Обережно змішайте
рівні об’єми суспензії клітин і 4% альгінату натрію.

3. Суміш нанесіть на робочу поверхню кисневого електрода до висоти 2–
4 мм.

4. Поверх суміші нашаруйте 0,1 М розчин СаСІ
2
 і залишіть на 10–15 хв

для формування гелю.
5. Поверх іммобілізованих клітин за допомогою гумового кільця закріпіть

полікарбонатну або целофанову мембрану.
6. У проміжках між проведенням вимірювань, електрод зберігайте

зануреним у 50 мМ фосфатний буфер, рН 7,5 при температурі 40 С.
7. Вимірювання залежності сигналу біосенсорів від концентрації етанолу

проведіть  таким чином:
а) внесіть у термостатовану електродну комірку 5 мл 25 мМ фосфатного

буфера, рН 7,5;
б) прогрійте розчин до температури 300 С і запустіть реакцію, додаючи

етанол до кінцевої концентрації 0,1÷25 мМ;
в) моніторинг амперметричного сигналу сенсорів здійснюють за допомогою

самописця.
8. Проведіть обрахунок кінетичних кривих і розрахуйте швидкість розвитку

сигналу для усіх концентрацій етанолу. Побудуйте калібрувальну криву.
Кінетичні дані використайте для обрахунку позірних величин K

M
 і V

max
 для

іммобілізованих форм ферменту і клітин. Порівняйте ці величини із даними,
отриманими для нативної форми алкогольоксидази.

Створені лабораторні моделі біосенсорів використовують для визначення вмісту етанолу
у винах або пиві. Аналіз проводять при різних розведеннях зразків.

9. Порівняйте розраховані величини вмісту етанолу, отримані біосенсорним
методом, із величинами концентрації етанолу за результатами попереднього
ензиматичного аналізу зразків.

10. Проведіть відповідний статистичний аналіз отриманих даних.

Контрольні запитанняКонтрольні запитанняКонтрольні запитанняКонтрольні запитанняКонтрольні запитання

1. Поясніть, чому використання солей (NH
4
)

2
SO

4
 і Na

2
SO

4
 як осаджувачів більш ефективне,

ніж NaCl чи KCl. Згадайте, як залежить іонна сила від концентрації солей.
2. Поясніть, чому перед нанесенням білкових зразків у гель для визначення їхніх

молекулярних мас методом ЕФ у ПААГ за наявності ДДСONa їх обробляють âOмеркаптоетанолом.
3. Із врахуванням того факту, що рІ алкогольооксидази близька до 5,7 і фермент нестабільний

при рН ≤ 6,5, запропонуйте умови ІОХ для цього білка (іоніт, рН сорбції, умови елюції).
4. За мілімолярним коефіцієнтом екстинкції для продукту окиснення оOдіанізидину в сильно

кислій області (å525
мМ

 = 13,38 мМO1×смO1), формули Бера (E = å
мМ

×c
мМ

×d
см

) і поняття питомої
активності, виведіть вищеописану формулу (для випадку фотометрування  при 525 нм).

5. При концентрації метанолу 1 мМ швидкість алкогольоксидазної реакції становить 59%
від максимальної величини, а при концентрації 2 мМ – 74%. Розрахуйте константу Міхаеліса
для алкогольоксидази відносно метанолу.
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6.При концентрації етанолу 1 мМ швидкість алкогольоксидазної реакції становить 27% від
максимальної величини, а при концентрації 4 мМ – 60%. Розрахуйте константу Міхаеліса для
алкогольоксидази відносно етанолу.

7. При концентрації кисню 0,1 мМ швидкість алкогольоксидазної реакції становить 11%
від максимальної величини, а при концентрації 0,23 мМ (насичення повітрям) – 22%. Розрахуйте
константу Міхаеліса для алкогольоксидази відносно кисню. За яких умов можна добитись
максимальної швидкості реакції?

8.При концентрації NAD+ 15 мкМ швидкість формальдегіддегідрогеназної реакції становить
37,5% від максимальної величини, а при концентрації 40 мкМ – 61,5 %. Розрахуйте константу
Міхаеліса для ферменту відносно NAD+.

9.При концентрації NAD+ 20 мкМ швидкість формальдегіддегідрогеназної реакції становить
44 % від максимальної величини, а при концентрації 30 мкМ – 54,5 %. Розрахуйте константу
Міхаеліса для ферменту відносно NAD+.

10. При концентрації форміату 10 мМ швидкість форміатдегідрогеназної реакції становить
38,5 % від максимальної величини, а при концентрації 20 мМ – 55,5 %. Розрахуйте константу
Міхаеліса для ферменту відносно метанолу.

11. При концентрації етанолу 1 мМ швидкість алкогольоксидазної реакції становить 27 %
від максимальної величини, а при концентрації 4 мМ – 60 %. Розрахуйте константу Міхаеліса
для алкогольоксидази відносно етанолу.

12. Як графічно визначають К
М

?
13. Розрахуйте оптичну густину фотометрованого розчину при 340 нм, визначаючи глюкозу

гексокіназноOглюкозоO6Oфосфатдегідрогеназним методом у сироватці крові здорової людини при
сумарному розведенні досліджуваної проби в 100 разів.

14. Розрахуйте сумарне розведення крові при визначенні етанолу алкогольоксидазним
методом (мілімолярний коефіцієнт екстинкції барвника становить 86 мМO1×смO1), щоб оптична
густина фотометрованої реакційної суміші становила 0,430 при юридично допустимому в Україні
вмісті алкоголю 0,5 проміле.

15. Запишіть хімічну реакцію відновлення NAD+. Як можна проводити моніторинг реакції?
16. Запишіть хімічну реакцію відновлення NADP+. Як можна проводити моніторинг реакції?
17. Запишіть хімічну реакцію окиснення NADН. Як можна проводити моніторинг реакції?
18. Запишіть хімічну реакцію окиснення NADPH. Як можна проводити моніторинг реакції?
19. Запишіть хімічну реакцію відновлення FMN. Як можна проводити моніторинг реакції

в оксидазних реакціях?
20. Запишіть хімічну реакцію окиснення FMNН

2
. Як можна проводити моніторинг реакції

в оксидазних реакціях?
21. Запишіть хімічну реакцію відновлення NAD+. Як можна проводити моніторинг реакції?
22. Запишіть хімічну реакцію відновлення FMN. Як можна проводити моніторинг реакції

в оксидазних реакціях?
23. У скільки разів відрізняється чутливість визначення етанолу з використанням АДГ і

АдДГ, порівняно з одноферментним АДГOметодом? Відповідь обґрунтуйте.
24. Назвіть способи зміщення алкогольдегідрогеназної реакції вправо до повного окиснення

етанолу.
25. На підставі хімічної структури біотину запропонуйте реакцію біотинілювання білків in

vitro.
26. Дайте означення аналітичної біотехнології.
27. Назвіть джерела ферментів аналітичного призначення.
28. Що є аналітичним продуктом в оксидазних методах аналізу? Як його визначають?
29. Назвіть кілька методів забезпечення надекспресії цільового рекомбінатного білка.
30. Назвіть кілька методів мічення рекомбінанатних білків, які полегшують їхнє очищення.
31. Назвіть кілька методів очищення ферментів.
32. Дайте означення афінної хроматографії. Приведіть конкретний приклад для певного

ферменту.
33. Який принцип методу гельOфільтрації Ви знаєте?
34. Перерахуйте методи перевірки гомогенності ферменту.
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35. Який принцип іонообмінної хроматографії Ви знаєте? Наведіть конкретний приклад.
36. Розрахуйте число оборотів для октамерного ферменту, якщо його субодиниця має мол.

масу 60 кДа, а питома активність становить 25 мкмоль×хвO1×мг−1білка.
37. Яка порогова чутливість визначення етанолу в алкогольдегідрогеназній реакції, якщо

мілімолярний коефіцієнт екстинкції NADH становить 6,23 мМO1×смO1?
38. Яка порогова чутливість визначення етанолу в алкогольдегідрогеназній реакції, спряженій

з утворенням формазану, якщо мілімолярний коефіцієнт екстинкції барвника становить 40 мМO1×смO1?
39. Охарактеризуйте метод спряжених реакцій у ферментативному аналізі. Наведіть два

приклади.
40. Запропонуйте метод виявлення спадкового дефекту, пов’язаного із дефіцитом глюкозоO

6Oфосфатдегідрогенази в еритроцитах людини. Як можна визначити активність ферменту?
41. Охарактеризуйте метод спряжених реакцій у ферментативному аналізі. Наведіть два

приклади.
42. Запропонуйте метод визначення ATP.
43. Запропонуйте два ферментативні методи визначення глюкози.
44. Запропонуйте ферментативний метод визначення лактози.
45. Запропонуйте два ферментативні методи визначення лактату.
46. Запропонуйте ферментативний метод визначення холестерину.
47. Охарактеризуйте флюорометричний метод визначення пероксиду водню.
48. Чим відрізняється кінетичний метод від методу „кінцевої точки” у ферментативному аналізі?
49. Запишіть приклад реакції пероксидазного окиснення певного хромогену.
50. Чим відрізняються амперметричні сенсори від потенціометричних?
51. Запропонуйте схему конструкції кисневого електрода.
52. Назвіть основні типи біосенсорних трансдукторів та вкажіть принцип їхньої дії.
53. Запропонуйте тип трансдуктора та аналітичну реакцію для визначення пеніциліну.
54. Запропонуйте біосенсорний метод визначення молочної кислоти.
55. Запишіть реакції і назвіть детектовану речовину при амперметричному визначенні етанолу.
56. Запропонуйте біосенсорний метод визначення глюкози з використанням амперометO

ричного трансдуктора.
57. Запропонуйте біосенсорний метод визначення глюкози з використанням потенціометO

ричного трансдуктора.
58. На чому може ґрунтуватись біосенсорний метод визначення глюкози з використанням

кондуктометричного трансдуктора?
59. Запишіть реакції і назвіть можливі детектовані речовини при амперметричному

визначенні глюкози.
60. Запропонуйте шлях біосенсорного визначення гліцерину.
61. Запропонуйте метод біосенсорного визначення холестерину.
62. Які сполуки сироватки крові можуть заважати біосенсорному визначенню глюкози з

використанням пероксидноводневого електрода? Як можна усунути цей вплив?
63. Який тип трансдуктора і який фермент Ви виберете для конструювання сенсора на

креатинін?
64. Зобразіть принципову схему оптоволоконного сенсора на глюкозу.
65. Запропонуйте біосенсорний метод визначення ADP.
66. Запропонуйте метод біосенсорного визначення сахарози.
67. Який принцип дії рНOПТOбіосенсора для визначення глюкози.
68. Наведіть приклад ензиматичної реакції, яку можна використати в біосенсорі кондуктометO

ричного типу.
69. Чому для біосенсорного визначення галактози не придатний рНOПТ як трансдуктор,

тоді як для глюкози його можна використати? Який тип трансдуктора і який фермент Ви
виберете для конструювання сенсора на галактозу?

70. Розрахуйте температуру аналізованого розчину при оксидазному визначенні глюкози
в зразку розведеної в 50 разів крові здорової людини. Ентальпія окиснення глюкози у цій
реакції становить – 83кДж/моль. Питома теплоємність системи 4,2 кДж/(кг×0С).
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71. Як зміниться концентрація кисню в разі біосенсорного визначення глюкози при внесенні
в аналізований розчин (5 мл) 20 мкл крові з нормальним вмістом глюкози?

72. Який принцип дії термобіосенсорів?
73. Який тип трансдуктора і який фермент Ви виберете для конструювання сенсора,

селективного до фенілаланіну?
74. Який тип трансдуктора і який фермент Ви виберете для конструювання сенсора на

сечовину?
75. Запропонуйте метод біосенсорного визначення лактози.
76. Який принцип дії трансдуктора на базі польових транзисторів?
77. Який принцип дії рНOПТ сенсора на метанол?
78. Який принцип дії п’єзоелектричного трансдуктора імуносенсорів?
79. Який принцип поверхневого плазменного резонансу та його використання в біосенсорах?
80. У чому полягає принцип затухаючої хвилі та як його використовують у біосенсорах?
81. Запропонуйте принципову схему біосенсора для аналізу вмісту тромбіну на основі

аптамерних ДНК.
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