Escherichia coli daudzmarķieru celmu pētīšana

1. Dažādu E.coli celmu ( rec+, rec- ) jūtība pret UV starojumiem.
2. F un citu plazmīdu noteikšana E. coli.celmos 
3. SOS-hromotesta izmantošana ģenētisko toksīnu konstatēšanai
Ievads

· Tīrkultūra - mikroorganismu kultūra, kas pieder vienai sugai. Mikroorganismu kultūrā ir milzīgs skaits šūnu, tādēļ nav iespējams izsekot visu pēcnācēju attīstībai. Bet, acīmredzot, analīzē šis noteikums ir obligāts. Tādēļ viena no galvenajām ģenētiskās analīzes metodēm ģenētiskajā mikroorganismu kultūrā ir klonu metode. Ģenētiķiem vajag zināt “vecākus un pēcnācējus”.

· Klons - mikroorganismu ģenētiskās skaldīšanās uzskaites vienība. Klons - ir šūnu kultūra, kas izdalīta no vienas šūnas, kurai ir viens kodols vai nukleoīds, veģetatīvi savairota kultūra; Vīrusa klons ir vienas vīrusu daļiņas pēcnācēji.

Visbiežāk klonu iegūst uz agarizētas barotnes, izolējot atsevišķas šūnas ar izkliedējošo (izsīkstošo) pārsējumu metodi, vai atšķaidot šūnu suspensiju un attiecīgu atšķaidījumu izsējot uz agarizētas barotnes Petri traukā.

Sēnēm un baktērijām kloni ir kolonijas. Vīrusa kloni ir lizisa zonas.

· Celms. Bez jēdziena “klons” mikroorganismu ģenētikā vēl eksistē arī jēdziens “celms”. Ar šo terminu apzīmē ģenētiski vienveidīgu kultūru ar specifiskām pazīmēm, kuru saglabā veģetatīvi un ģeneratīvi pavairojot atlasītas ģenētiski vienveidīgas šūnas.   

Marķieru gēni, tie ir gēni , kuru mutāciju rezultātā ir redzamas fenotipiskas izmaiņas, t.i. šo gēnu ekspresiju var eksperimentāli konstatēt.

Piemēram, mutācija  leu  gēnā izraisa auksotrofitāti, t.i nepieciešamību pēc  leicīna, mutācija gēnā rec A pazemina rezistenci pret UV starojumu un  palēnina šūnu augšanas ātrumu (sīkas kolonijas ).

2.Dzimumfaktora klātbūtnes noteikšana pēc šūnu jūtības pret fāgu

 
Daļa fāgu, kas satur gan vienpavediena RNS (fāgi R17, MS2, f2, M12, fr un Q( ), gan vienpavediena DNS (fāgi fd, f1 un M13 ) specifiski inficē dzimumfaktoru saturošus  E.coli celmus. Šie fāgi, kurus bieži sauc par vīrišķo šūnu fāgiem, adsorbējas uz F-piliem (dzimuma bārkstiņām), kuru ģenētiskie determinanti atrodas F faktorā. Tāpēc Hfr un F( baktērijas var atšķirt no F( baktērijām pēc to reakcijas uz fāgiem.


Lai noteiktu baktērijām jūtību pret fāgu, var izmantot šķērssvītrojuma metodi, kā arī spot-testu. Bieži precīzus rezultātus var iegūt, izmantojot sterilas filtrpapīra strēmeles. Tādas strēmeles iemērc fāga lizātā, bet pēc tam uzmanīgi novieto uz agara slāņa, kas satur pētāmās šūnas. Tālāk strēmeles akurāti noņem un plates inkubē vienu nakti. Lai iegūtu labus rezultātus, šūnas jāizaudzē 37(C un tām jāatrodas eksponenciālās augšanas fāzē, tā kā šie apstākļi ir vislabvēlīgākie,lai veidotos dzimumbārkstiņas. Zemāk par 33-34(C šie testi parasti nav efektīvi.

METODIKA

Atšķaidiet svaigu TG1 (F() un RR1 vai HB101 (F() naktskultūras attiecībā 1: 20 LB barotnē un paaudzējiet atšķaidīto kultūru 37(C līdz blīvumam 2(10((5(10( šūnas/ml.

Šķērssvītrojums.

Petrī trauciņā uz bagātinātas, agarizētas barotnes ar cilpas, Pastēra vai kapilārpipetes  palīdzību uzvelk paralēlas līnijas ar koncentrētu fāga lizātu. Līdzko lizāts ir izžuvis, perpendikulāri esošām līnijām uzvelk pētāmās baktēriju kultūras līnijas. Plati inkubē 37(C 12(15 stundas. Uz F+ kultūras līnijām var novērot gaišus laukumus, ko nevar redzēt uz F( kultūras līnijām. Šis tests vislabākos rezultātus dod, ja izmanto bagātinātas barotnes (LB). Šīs metodes ērtums slēpjas tajā apstāklī, ka dod iespēju viegli pārbaudīt lielu daudzumu celmu.

Spot- tests.

Petrī platē uz agarizētas LB barotnes blīvsējā uzsēj pētāmo kultūru mīkstajā agarā (H- agars). To dara sekojoši. Mazā mēģenītē iepilina dažus pilienus (~100 mkl ) pētāmās kultūras un pievieno 2,5 ml H-agara (barotne ar pamazinātu agara saturu). Maisījumu ātri izlej uz LB plates un gaida līdz sastingst uzslāņotais agars. Uz augšējā agara slāņa uznes fāga lizāta pilienu. Līdzko piliens ir izžuvis, nolieciet plati inkubēties 37(C. Vīrišķā celma gadījumā veidojas liels līzes laukums ar vāju augšanu plankuma vidū. Uz sievišķajām celma šūnām fāgam nevajadzētu iedarboties, un piliena vietā vajadzētu novērot blīvu augšanu. 

2. Dažādu E.coli celmu jūtība pret UV starojumu

E. coli Rec¯ celmi ir mutanti, kuriem ir traucēta spēja realizēt vispārējo rekombināciju. Šie celmi kalpo par recipientiem episomām un DNS fragmentiem konjugatīvajā krustošanā. Rec ¯ celmiem ir stipri pazemināts rekombinantu veidošanās biežums. Ir identificēti trīs rec - gēni ( rec A, rec B, rec C). Visi rec-mutanti ir defektīvi pēc spējas atjaunoties, un tāpēc tie ir jūtīgāki pret ultravioleto starojumu (UV), nekā savvaļas tipa šūnas. Rec¯ mutantu šūnas aug lēnāk nekā savvaļas tipa šūnas. Rec¯pazīmi 

E. coli šūnām parasti var pārbaudīt pēc jutības pret UV starojumu.

Apstarošana ar UV stariem E. coli šūnās inducē plašu spektru mutācijas un izsauc ne tikai bāzu maiņu ,bet ar lielu efektivitāti izsauc arī delēciju rašanos. Par UV staru avotu izmanto baktericīdās lampas. UV staru avots jānovieto noteiktā attālumā (parasti 30 cm) no baktērijām un jānokalibrē. Pirms lietošanas UV avots obligāti jāiesilda vismaz 30 min..Tā kā baktērijās ir efektīvi UV bojājumu reparācijas mehānismi, pie tam dažus no tiem stimulē redzamā gaisma, tad `pēc apstarošanu ar UV šūnas labāk audzēt tumsā.

Uz plates ar bagātu barotni ar paralēlām līnijām sēj pētāmo celmu un kā kontroli savvaļas tipa celmu , tad veic apstarošanu ar UV.

 Ar bakterioloģisko cilpu paņem vienu koloniju no attiecīgā celma un suspendē H2 O  pilienā. Ar to pašu cilpu ņem suspensiju un velk līniju iepriekš sagatavotas plates ar agarizēto LB barotni.

Uz katras plates uzvelk trīs šādas līnijas katru no sava celma.Plati novieto zem UV lampas 30 cm attālumā. Uz plates uzliek stiklu,atstājot ¼ daļu nenosegtu. Pēc 10 sekundēm atsedzam otru ceturdaļu un pēc 5 sekundēm- trešo plates ceturdaļu. Pēc 5 sekundēm izslēdzam UV lampu. Ceturtā plates ceturdaļa kalpo kā kontrole.
3. SOS – hromotests ģenētisko toksīnu konstatēšanai

Ar SOS hromotestu nosaka ģenētiskos toksīnus - aģentus, kas bojā DNS. Metodes pamatā ir kolometriska šūnas SOS funkciju novērtēšana.


Noteikšanai izmanto zarnu nūjiņu pQ37. Šis celms satur saplūdušu operonu  sfi A:: lac Z, pie kam Lac Z satur delēciju. Sakarā ar to šūnas

 (- galaktozidāzes aktivitāte ir atkarīga no gēna sfi A, kas ieslēdzas šūnas SOS funksiju gadījumā. Šim celmam ir ne tikai ( - galaktozidāze, ko inducē šūnas SOS funkcijas, bet arī konstitutīva sārmainā fosfatāze. Šo fermentu DNS bojājošie aģenti neinducē. Sārmainās fosfatāzes aktivitāti nosaka paralēli (-galaktozidāzes aktivitātei, jo dažas ķīmiskas vielas noteiktās koncentrācijās nomāc olbaltumvielu sintēzi un tādā gadījumā

 ( - galaktozidāzes indukcija var tikt nepareizi novērtēta.


( - galaktozidāzes aktivitātes (() attiecību pret sārmainās fosfatāzes aktivitāti (p) pieņem par ( - galaktozidāzes specifisko aktivitāti (R(C)) :

R= ρ/β

(- galaktozidāzes aktivitāti, ko iegūst, pievienojot analizējamo paraugu ar iespējamo toksisko aģentu, attiecina pret kontroli un aprēķina indukcijas koeficientu  ( IC ) :

IC = R(C)  /R(O)

Darba gaita:

Divās mēģenēs ar 2,5 ml divkāršu LB barotni pievieno 0,25 ml testorganisma naktskultūru un inkubē 37(C uz kratītāja ( 200 apgr./min.).


Kad sasniegta eksponenciālā augšanas fāze ( OD540= 0,4), vienai mēģenei pievieno 2,5 ml analizējamā materiāla. Otrā mēģenē pievieno 2,5 ml  ūdens (kontrole). Kultūras inkubē vēl 2 stundas iepriekšējos apstākļos.


Lai pierādītu, ka SOS hromotests darbojas, suspensiju no vienas mēģenes apstaro ar UV. Lai to izdarītu, šūnu suspensiju no mēģenes pārlej Petrī traukā un apstaro ar UV 10 sekundes ( vāks noņemts ). Pievieno 2,5 ml ūdens un kultūru inkubē iepriekš norādītajos apstākļos.

SĀRMAINĀS FOSFOTĀZES AKTIVITĀTES NOTEIKŠANA


0,5 ml  baktēriju kultūras pievieno pie 0,5 ml T bufera. Lai sagrautu šūnu membrānu, pievieno 0,02 ml 0,1% SDS un 0,03 ml hloroforma. Intensīvi maisa 10 min. 28(C.


Pievieno 0,1 ml p- nitro fenilfosfāta šķīduma ( 4 mg/ml T buferī ). Inkubē 28(C noteiktu laiku  ( 15 min. līdz 3 stundas ),  līdz parādās dzeltens krāsojums.


Pievieno 0,03 ml 2M HCl, lai reakciju pārtrauktu. Pēc 5 min. Pievieno 2 ml 2M Tris. Izmēra optisko blīvumu (OD) pie 420 nm uz spektrofotometra.

( - GALAKTOZIDĀZES AKTIVITĀTES NOTEIKŠANA


0,5 ml  baktēriju kultūras pievieno pie 0,5 ml Z bufera. Lai sagrautu šūnu membrānu, pievieno 0,02 ml 0,1% SDS šķīduma un

 0,03 ml hloroforma. Intensīvi maisa 10 min. 28(C.


Pievieno 0,1 ml Q- nitrofenilgalaktozīdu ( 4 mg/ml Z buferī). Inkubē 28(C noteiktu laiku ( no15min. līdz 3 stundām, var arī atstāt pa nakti), līdz parādās dzeltens krāsojums.


Pievieno 0,065 ml 1M Na2CO3. Pēc 5 min. pievieno 2 ml 2M Tris. Izmēra optisko blīvumu pie 420 nm uz spektrofotometra.

Barotnes, šķīdumi, buferi :

LB barotne ( g/l ) :
triptons - 10,0




rauga ekstrakts - 5,0




NaCl - 10,0

Z buferis ( g/l ) :
                                                 200 ml

Na2HPO4(7H2O - 16,1
        4,24




NaH2PO4(H2O - 5,5                 1,72




KCl - 0,75                                0,15




MgSO4(7H2O - 0,246            0,049




(-merkaptanols - 2,7 ml       0.54ml




pH līdz 7,0




Neautoklāvē!

T buferis ( g/l ) :




1M Tris                               1M tris - 122 g




pH līdz 8,8 ar HCl

0,1% SDS
Hloroforms

2M HCl no fiksanāla 0,1g E līdz 50 ml

Na2CO3 1M                              106 g/l


(-GALAKTOZIDĀZE NOTEIKŠANA

( J.H. Miller. 1972. Experiments in Molecular Genetics )


(-galaktozidāze ir ferments, kas katalizē (-galaktozīdu hidrolīzi.   (-galaktozidāzes aktivitāti viegli izmērīt ar hromogēno substrātu palīdzību. Tie ir tādi substrāti, kas, paši būdami bezkrāsaini, hidrolīzes procesā veido krāsainus produktus. Par hromogēnā substrāta paraugu var kalpot o-nitrofenil-(-D-galaktozīds (ONFG). Šī bezkrāsainā viela (-galaktozidāzes klātbūtnē pārvēršas par galaktozi un o-nitrofenolu. Tā kā o-nitrofenols ir dzeltenā krāsā, tā daudzumu var izmērīt pēc absorbcijas pie 420 nm. Ja ONFG koncentrācija ir pietiekami augsta, tad  o-nitrofenola daudzums, kas radies reakcijā, ir proporcionāls fermenta daudzumam un fermenta iedarbības laikam uz ONFG. Lai atkarība būtu lineāra, ONFG ir jāņem pārākumā. Labākus rezultātus iegūst, ja fermenta daudzums nodrošina reakcijas maisījuma nodzeltēšanu 15 min.- 6 stundu laikā. Reakciju apstādina, pievienojot koncentrētu Na2CO3 šķīdumu līdz pH 11. Pie šāda pH (-galaktozidāze ir neaktīva.

METODIKA


Lai nodrošinātu precīzus (-galaktozidāzes aktivitātes mērījumus, nepieciešams izmantot eksponenciālā fāzē augošas šūnas.Pie 5 ml svaigas barotnes piepilina 4 pilienus naktskultūras. Audzē aerējot 37(C līdz baktēriju suspensiju blīvums sasniedz 2(108-5(108šūnas/ml (D600=0,28-0,70). Lai novērstu šūnu tālāku augšanu, kultūru iegremdē ūdens vannā ar ledu. Pēc 20 min. nosaka (-galaktozidāzi un izmēra šūnu suspensijas blīvumu (absorbciju pie 600 nm).


Pēc reakcijas katrā mēģenē izmēra optisko blīvumu pie 420 nm un 550 nm. Ideālā gadījumā OD pie 420 nm ( dzeltenā krāsa) jābūt 0,6-0,9. Mērāmais lielums rodas, šūnu daļiņām absorbējot (-nitrofenolu un izkliedējot gaismu. Gaismas izkliedi nosaka,  izmērot optisko blīvumu pie cita viļņa garuma (550), pie kura notiek tikai izkliede, bet o-nitrofenolu neabsorbē. Gaismas izkliede pie 420nm ir proporccionāla izkliedei pie 550nm. E.coli  D420=1,75(D550. Izmantojot šo korekcijas koeficientu, var uzzināt gaismas izkliedi un aprēķināt īsto o-nitrofenola absorbciju vai arī fermenta aktivitāti ( nosacītās vienībās) pēc sekojošas formulas:







D420(1,75(D550
(-galaktozidāzes aktivitāte = 1000 ((((((((((((((((( ,






 t ( v ( D600

kur  D420 un D550 - reakcijas maisījuma mērījumi, D600 - šūnu suspensijas blīvums pirms noteikšanas, t - reakcijas laiks min un v- noteikšanai paņemtais kultūras tilpums ml.

Šis lielums ir proporcionāls o-nitrofenola daudzuma palielinājumam vienā baktēriju šūnā. 

Aprēķina piemērs. Pieņemsim, ka mēs esam noteikuši (-galaktozidāzi ar IPTG inducētā kultūrā ar OD 600 = 0,60. 

Mēs pievienojām 0,1 ml šīs kultūras pie Z-bufera + toluols + ONFG ( kopējais tilpums 0,9 ml ) un pēc 15 min. apstādinājām reakciju. Ieguvām sekojošus mērījumus: D420=0,900 un D550=0,050. 

Tā kā 1,75(0,050=0,088, tad(-galaktozidāzes aktivitāte :( 0,900-0,088/15 x 0,60 x 0,1 ) x 1000=902 ed.

Ja pēc dažu stundu inkubācijas mēģenē, (-galaktozidāzes aktivitātes sākuma līmeni (neinducētās kultūrās), dzeltenā krāsa neparādās, tad mēģenes aiztaisa ar alumīnija foliju un atstāj uz nakti. Šajā gadījumā sagatavo kontroles mēģeni ar  1ml Z-buferi bez šūnām un pēc ONFG pievienošanas to inkubē kopā ar neinducēto kultūru paraugiem. Tā būs kontrole, kas parādīs ONFG spontāno sairšanu.

(-galaktozidāzes īpatnējo aktivitāti izsaka vienībās uz 1mg olbaltumvielas. Daudzi zinātnieki (-galaktozidāzes aktivitātes vienību izsaka kā tādu fermenta daudzumu, kas  veido 1nmolu 0-nitrofenolu 1 minūtē 28(C pH 7,0. Šajos apstākļos o-nitrofenola šķīdumam ar koncentrāciju 1nmols/ml 10mm kivetē OD420=0,0045.Tādejādi šīs vienības ir viegli savstarpēji pārveidojamas. Lai gan olbaltumvielas parasti nosaka tieši šūnu ekstraktos vai arī to daudzumu aprēķina pēc šūnu sausā svara, olbaltumvielu daudzumu ir iespējams noteikt arī citādi, pieņemot, ka 109 šūnu satur apmēram 150(g olbaltumvielu un, ka pie OD600=1,4 šūnu suspensijas blīvums ir 109šūnas/ml. Izmantojot šos datus, aprēķina (-galaktozidāzes īpatnējo aktivitāti iepriekš norādītajās vienībās (mmolos o-ortonitrofenola 1min. uz 1mg olbaltumvielas).

