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Задача 1
ИДЕНТИФИКАЦИЯ МУТАНТОВ PSEUDOMONAS PUTIDA M, ДЕФЕКТНЫХ ПО СИНТЕЗУ ТРИПТОФАНА
Биосинтез ароматических аминокислот, в том числе и триптофана, начинается от хоризмата и протекает по сложному разветвленному пути с образованием ряда промежуточных продуктов. Каждый этап этого пути катализируется определенным ферментом ( рис. 1 ).

Trp E (G)      trp D         trpF
         trpC
          trpA

trpB
ХК   →  АК  →  ФРА  → КДРФ → ИнГФ →  ИНДОЛ  →  ТРИПТОФАН
 ↑           ↑              ↑              ↑               ↑                   ↑
АС         ФРТ        ФРАИ       ИнГФС
ТС-А
          ТС-Б
Рис. 1. Схема пути синтеза триптофана у бактерий. Буквами обозначены промежуточные продукты и ферменты пути биосинтеза триптофана:
ХК – хоризмовая кислота; АК – антраниловая кислота; ФРА – n-5-фосфорибозилантранилат; КДРФ – 1-(о-карбоксифениламино)-1-дезоксирибулозо-5-фосфат; ИнГФ – индол-3-глицерофосфат; АС – антранилатсинтаза; ФРТ – антранилат-5-фосфорибозилтрансфераза; ФРАИ – N-5-фосфорибозилантранилатизомераза; ИнГФС –индол-3-глицерофосфатсинтаза; ТС-А – триптофансинтаза А; ТС-Б – триптофансинтаза Б
В свою очередь синтез каждого фермента находится под контролем определенного гена. При этом организация Trp-генов у бактерий может быть различной. Так, структурные гены биосинтеза триптофана у Е. coli объединены в один оперон и располагаются на хромосоме в следующем порядке:
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У бактерий Р. putida M структурные гены распределены на несколько кластеров:
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Для идентификации полученных Тrp-мутаций могут быть использованы разнообразные подходы:
1.
Тест на накопление в ростовой среде промежуточных продуктов, предшествующих блоку конкретного этапа биосинтетического пути. Известно, что возникновение мутаций в том или ином Тrр-гене приводит к инактивации соответствующего фермента, в результате чего возникает блок определенного этапа и происходит накопление предшествующего блоку промежуточного продукта. Такие продукты могут быть зарегистрированы в среде культивирования соответствующего мутанта с помощью качественного анализа. Недостатком этого метода является невозможность идентификации всех типов Тrр-мутантов. Зарегистрировать накопление предшествующих блоку продуктов можно лишь у trpD-, trpA- и trpB-мутантов. Идентификация trpF- и trpC- мутаций невозможна из-за отсутствия качественных реакций на ФРА и КДРФ. ТrpЕ-мутанты регистрируют по отсутствию в ростовой среде каких- либо промежуточных продуктов.
2. Тест на способность Тгр -мутантов к росту в присутствии промежуточных продуктов основан на возможности использования для роста различных промежуточных продуктов биосинтетического пути триптофана. Так, trpE-муганты растут в присутствии антранилата; trpD-, trpF-, trpC- и trpА-мутанты - на индоле, а trpB-муганты — только в присутствии триптофана. Недостатком этого метода является невозможность идентификации мутантов trpD-, trpF- и trpC-типа, поскольку субстраты для их роста нестабильны и не транспортируются внутрь клетки.
3. Ауксонографический тест основан на совместном выращивании различных типов мутантов на «голодной» среде и их способности вследствие этого накапливать определенный предшественник, который обеспечивает рост находящихся рядом бактерий, имеющих блок на более ранних участках пути. Используя различные варианты посевов мутантных бактерий, можно определить тип их мутации. Однако этим методом не могут быть идентифицированы мутации в генах trpF, trpD, trpC и trpA.
4.  Ферментативный анализ. Наиболее точным для идентификации Тгр-мутаций является ферментативный анализ активностей соответствующих ферментов, проводимый in vitro.

ПЛАН

Ауксотрофные по триптофану мутанты бактерий P. putida M идентифицируют с помощью тестов:
1) на накопление в ростовой среде предшественников триптофана;

2) на способность к росту на средах с индолом, антранилатом и триптофаном;

3) ауксонографического теста;

4) ферментативного анализа.

ШТАММЫ И СРЕДЫ

В работе используют ауксотрофные мутанты P. putida M A88 (trpA), P. putida M B9 (trpB), P. putida M C102 (trpC, P. putida M D62 (trpD), P. putida M E2(trpE).
МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ

Культуры пяти мутантных штаммов P. putida M (trpE, trpD, trpC, trpB, trpA), выращенные на полноценной агаризованной среде, водный агар (2 %); солевой концентрат (Х4); растворы 0,1 моль калий-фосфатного буфера (рН 7,8), 0,05 моль индола, 0,3 моль L-серина, 3,75 моль пиридоксаль-5-фосфата, 0,01 моль СаС12х6Н2О, 0,1моль MgSO4x7H2O, 20 % глюкозы; растворы антранилата (4 мг/мл), индола (4 мг/мл), триптофана (2000 и 100 мкг/мл); физиологический раствор, стерильная дистиллированная вода, этиловый спирт, реактив Эрлиха, реактив FeCl3, стерильные чашки Петри, стерильные пробирки, стерильные металлические шпильки, стерильные флаконы, стерильные центрифужные пробирки, стерильные пипетки, центрифуга (6000 об/мин), термостат.
ХОД РАБОТЫ
Работа рассчитана на 6 часов и выполняется на двух занятиях.

1. Тест на накопление в ростовой среде промежуточных продуктов
1. Ночные культуры триптофанзависимых мутантов, выращенные в жидкой минимальной среде, лимитированной по триптофану (1 мкг/мл)., центрифугируют при 5000 об/мин в течение 10 мин
2. По 1 мл надосадочной жидкости переносят параллельно в две пробирки.
3. В одну пробирку добавляют 2 мл этанола, встряхивают и вносят 2 мл реактива Эрлиха, регистрируя по изменению окрашивания раствора накопление антранилата и индола. Появление желтого окрашивания свидетельствует о наличии в надосадочной жидкости антранилата, малинового – индола
4. К надосадочной жидкости в другой пробирке добавляют 1 мл реактива FeCl3. Смесь встряхивают и выдерживают 5-10 мин. Появление розового окрашивания свидетельствует о наличии в надосадочной жидкости индол-З-глицерофосфата.
5. Полученные результаты заносят в табл. 1.
Таблица 1
Накопление в ростовой среде промежуточных продуктов биосинтеза триптофана
Штамм 


Накопление в среде 


антраннлата 
индола 
нндол-3-глнцерофосфата 

1 




2 




3 




4 




5 




Примечание: «+»– наличие окрашивания;«-» – отсутствие окрашивания.
2. Тест, на способность к росту в присутствии промежуточных продуктов биосинтетического пути
1. Заливают 4 чашки с минимальной средой: первая содержит антранилат (40 мкг/мл), вторая – индол (40 мкг/мл), третья – триптофан (20 мкг/мл), четвертая чашка – без добавок.
2. Ночные культуры триптофанзависимых мутантов, выращенных на полноценной агаризованной среде, захватывают петлей, ресуспендируют в стерильных пробирках с 1 мл физиологического раствора и встряхивают.
3. Стерильной петлей захватывают культуру и засевают в виде штриха на поверхности агара в каждой чашке, предварительно разделив ее на сектора для индивидуального засева, и помечают мутанты соответствующими номерами.
4. Посевы инкубируют в течение 24 ч при 28 °С.
5. Результаты заносят в табл. 2.
Таблица 2
Рост триптофанзависимых мутантов на промежуточных продуктах биосинтеза триптофана
Штамм 
Рост на среде с: 
Рост на среде без добавок 


антранилатом 
индолом 
триптофаном 


1 





2 





3 





4 





5 





Примечание: «+» – наличие роста; «–» – отсутствие роста.
3. Ауксонографический тест
1. Ночные культуры триптофанзависимых мутантов, выращенных на полноценной агаризованной среде, захватывают петлей, ресуспендируют в 1 мл физиологического раствора в стерильных пробирках и встряхивают.
2. Стерильной петлей захватывают суспензию из пробирки и осуществляют посев двумя короткими штрихами по поверхности минимальной агаризованной среды. Перпендикулярно к исследуемому штамму петлей наносят культуры пяти различных мутантов на расстоянии 3 мм (рис. 2).
3. Таким же образом засевают остальные чашки, используя каждый из оставшихся четырех штаммов для нанесения первоначального штриха.
4. Посевы инкубируют в течение 48 ч при 28 °С.
5.  Просматривают рост мутантов на каждой чашке. Отмечают синтрофизм между отдельными клонами.
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Рис. 2. Синтрофизм между различными триптофанзависимыми мутантами
Примечание: на рисунке показано, что штамм 5 обеспечивает рост штаммов 1 и 4, штамм 4 — штаммов 1 и 3, штамм 3 — штаммов 1 и 2, штамм 2 – штамма 1. Штамм 1 не обеспечивает роста ни одного из тестируемых штаммов. Таким образом, можно сделать вывод, что блоки пути синтеза триптофана у мутантов I, 2, 3 и 4 предшествуют блоку у мутанта 5. В свою очередь, блок у мутанта 1 предшествует блокам у мутантов 2, 3, 4 и 5. Значит, этапы пути синтеза триптофана должны быть расположены следующим образом:

1
→
2
→
3
→
4
→
5
6. Окончательную идентификацию мутантов проводят с помощью ключа, приведенного в табл. 3.
Таблица 3

Ключ для идентификации триптофанзависимых мутантов
Мутанты 
Накопление в ростовой среде 
Рост мутантов на среде с


антранилата 
индол-3-
глицерофосфата 
индола 
антранилатом
индолом

trpE 
- 
- 
- 
+ 
+ 

trpD 
+ 
- 
- 
- 
+ 

trpC 
+ 
- 
- 
- 
+ 

trpB 
- 
± 
+ 
- 
- 

trpA 
- 
4- 
- 
- 
4- 

4. Ферментативный анализ
1.
Готовят реакционную смесь следующего состава:
2,2 мл 0,1 моль калий-фосфатного буфера (рН 7,8);
0,02 мл 0,05 моль индола;
0,25 мл 0,3 моль L-серина;
0,02 мл 3,75 ммоль пиридоксаль-5-фосфата;
0,1 мл клеточного экстракта бактерий P. putida М B9.
2. Приготовленную смесь разливают по 1 мл в две пробирки (опыт и контроль).
3. В опытную пробирку вносят 0,1 мл клеточного экстракта исследуемого штамма, в контрольную – 0,1 мл дистиллированной воды.
4. Смесь встряхивают и вьдерживают 20 мин в ультратермостате при37°С.
5. В обе пробирки вносят 0,1 мл 1 н раствора NaOH и 4 мл толуола, встряхивая 5-10 сек.
6. 1 мл толуолового слоя из каждой пробирки вносят в смесь, содержащую по 4 мл этанола и 2 мл реактива Эрлиха.
7. Смесь встряхивают и выдерживают при комнатной температуре 20 мин.
8. Содержимое пробирок спектрофотометрируют при длине волны 540 нм.
9. С использованием калибровочной кривой определяют концентрацию оставшегося в реакционной среде индола и рассчитывают удельную активность триптофансинтазы.
РЕКОМЕНДУЕМАЯ ЛИТЕРАТУРА
1. Клаус Р., Хейс У. Сборник методик по генетике микроорганизмов. М: Медицина, 1970. С. 35-44.
2. Миллер Дж.  Эксперименты в  молекулярной  генетике. М; Мир, 1976. 436 с.
3. Yanofsky С., Crawford J. Triptophan synthetase // The Enzymes. V. 3. Ed. Acad. Press: New York, 1972. P. 560.
Задача 2
ИССЛЕДОВАНИЕ АЛЛОСТЕРИЧЕСКОЙ РЕГУЛЯЦИИ ТРИПТОФАН-СИНТАЗЫ У БАКТЕРИЙ P. PUTIDA М
Биосинтетические процессы, протекающие в клетке, регулируются на уровне активности ферментов (аллостерическая регуляция) и генетически – путем репрессии или индукции. И в том, и в другом случае производится измерение ферментативной активности, которая выражается в мкмоль продукта, образующегося в минуту на мг белка, либо в мкмоль субстрата, потребляемого за минуту на мг белка.
Триптофан-синтаза (ТС) – специфический фермент класса лигаз, участвующий в заключительном этапе биосинтеза триптофана. Фермент состоит из двух субъединиц (ТС-А и ТС-Б), каждая из которых катализирует самостоятельную реакцию: ТС-А осуществляет реакцию превращения индол-3-глицерофосфата в индол, а ТС-Б – превращение индола в триптофан:
индол-3-глицерофосфат     →     индол
ТС-А
индол  +   L-серин    →     триптофан
ТС-Б
Ретроингибирование ТС-Б отмечено лишь у некоторых бактериальных штаммов, тогда как у большинства бактерий аллостерическая регуляция осуществляется на уровне ключевого фермента триптофанового пути – антранилат-синтазы.
Исследование ретроингибирования ТС-Б у бактерий Р. putida M проводится с учетом специфических особенностей этого фермента (в частности, в присутствии пиридоксаль-5-фосфата – кофактора фермента, при 37 °С в течение 20 мин и значении pН 7,8). Сигмоидный характер кривой ретроингибирования ТС-Б в присутствии различных концентраций триптофана свидетельствует об аллостерическом характере регуляции активности этого фермента.
ПЛАН
Клетки бактерий P. putida M A88 разрушают с помощью ультразвука и центрифугируют. Готовят реакционную смесь, проводят ферментативную реакцию без ингибитора (триптофана) и в его присутствии. Строят график зависимости степени ингибирования ТС-Б от различных концентраций триптофана.
ШТАММЫ
Штаммы бактерий Р. putida M B9 (trpB), P. putida M A88 (trpA).
МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ
Пробирки для дезинтеграции, автоматические пипетки, наконечники, химически чистые пробирки, секундомер, кюветы для пробирок, лед, холодильник, дезинтегратор УЗДН-2Т, центрифуга на 12000 об/мин с охлаждением, ультратермостат, спектрофотометр.
РЕАКТИВЫ
Растворы 0,02 и 0,1 моль калий-фосфатного буфера (рН 7,8); 0,05 моль индола; 0,3 моль L-серина; 3,75 ммоль пиридоксаль-5-фосфата; 1 н NaOH; толуол; 95% этанол; реактив Эрлиха.
ХОД РАБОТЫ
Задача рассчитана на 8 ч и выполняется на 2 занятиях.
1. Биомассу бактерий P. putida М штаммов А88 и В9 ресуспендируют в растворе 0,02 моль калий-фосфатного буфера (рН 7,8) и переносят в пластиковые пробирки для дезинтеграции.
2. Клетки дезинтегрируют с помощью ультразвука в режиме 15 секунд по 3 раза с интервалом 1-2 мин для охлаждения раствора.
3. Обломки клеточных стенок удаляют центрифугированием в течение 20 мин при 12000 об/мин с охлаждением. Полученный клеточный экстракт переносят в пробирку и помещают в лед (все работы с ферментами проводятся на холоде!).
4.
Для определения ретроингибирования ТС-Б готовят реакционную смесь следующего состава:
7,50 мл 0,1 моль калий-фосфатного буфера (рН 7,8);
0,06 мл 0,05 моль индола;
0,75 мл 0,3 моль L-серина;
0,06 мл 3,75 моль пиридоксаль-5-фосфота;
0,15 мл клеточного экстракта, содержащего ТС-А;
0,60 мл клеточного экстракта, содержащего ТС-Б.
5. Реакционную смесь разливают в пробирки (6 опытных и 1 контрольная) по 1 мл. В опытные вносят 0,1 мл раствора ингибитора (триптофан в концентрации от 10-1 до 10-6 моль), в контрольную – 0,1 мл дистиллированной воды. 
6. Пробирки встряхивают и помещают в ультратермостат на 20 мин при 37 °С.
7. Реакцию останавливают добавлением 0,1 мл 1н NaOH, после чего в пробирки вносят по 4 мл толуола.
8. Пробирки встряхивают 5-10 сек., отбирают 1 мл толуолового слоя, добавляют 4 мл этанола, 2 мл реактива Эрлиха, еще раз встряхивают и выдерживают при комнатной температуре 20 мин для проявления окраски. 
9.  Растворы (контроль относительно опыта) спектрофотометрируют при длине волны 450 нм; данные заносят в табл. 1.
Таблица 4

Ретроингибирование активности ТС-Б у бактерий P. putida M
№ пробы 
Концентрация триптофана (моль) 
ΔD540 (нм)

1 
10-6 


2 
10-5 


3 
10-4 


4 
10 -3 


5 
10-2


6 
10-1 


10. Используя данные таблицы, строят график зависимости активности ТС-Б от концентрации триптофана.
Δ D540, нм
триптофан, М
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