Лабораторна робота № 13
Тема: Віруси, плазміди і транспозони
Мета: ознайомитись та вивчити будову та функціонування вірусів, плазмід і транспозонів.

Матеріали та обладнання: авторські слайди.

Хід роботи

СИТУАЦІЙНА ЗАДАЧА № 1 

Бактеріальна та вірусна інфекції принципово різняться одна від одної, і відповідно до цього різняться стратегії боротьби з ними. Антибактеріальні препарати вибірково знищують клітини бактерій, не руйнуючи клітини-хазяїв. Віруси порушують метаболічний механізм клітини-хазяїна, використовуючи його для своїх особистих потреб. Якщо застосовувати проти них такі агенти, які діють на компоненти клітини, то будуть пошкоджуватися в однаковій мірі як інфіковані, так і неінфіковані клітини. Для успішної боротьби із вірусною інфекцією потрібні ліки, які вибірково блокують процеси, специфічні для вірусів, але не представляють загрози для нормальних клітин-хазяїв.


Одним із прикладів клінічно цінного антивірусного препарату може слугувати ацикловір (ациклогуанозін). Це сильний інгібітор реплікації реплікації віруса герпесу. Ацикловір фосфорилюється з утворенням ацикло-ГТФ тимідинкіназою, яка закодована в геномі віруса герпесу, але не тимідинкіназою нормальної клітини. Ацикло-ГТФ включається потім у реплікуючу вірусну ДНК за участю ДНК-полімерази, яка закодована також в геномі вірусу герпеса. Включення ацикло-ГТФ приводить до припинення реплікації, тому що у нього відсутня 3'-ОН-група, яка необхідна для додавання наступного нуклеотиду до зростаючого ланцюга.

Від хворих, яких лікували цим препаратом, були виділені мутанти віруса герпесу, які стійкі до ацикловіру. На реплікацію цих мутантів ацикловір не діяв. Запропонуйте два різних пояснення того, як міг мутувати вірус герпеса, щоб стати стійким до ациковіру.
 СИТУАЦІЙНА ЗАДАЧА № 2 

Ви виділили з тваринних клітин три різні віруси. Кожний з них містить одно ланцюгову РНК у якості геному. Для того щоб охарактеризувати, ви досліджуєте їх за допомогою двох тестів. По-перше, ви очищуєте РНК-геноми цих вірусів та визначаєте їх здатність слугувати мРНК у без клітинній системі синтезу білка. По-друге, ви вимірюєте активність їх ендогенних полімераз, для чого руйнуєте м’яким способом інтактні вірусні частки, потім інкубуєте їх або з радіоактивними рибонуклеозидтрифосфатами, щоб визначити синтез РНК, або з радіоактивними дезоксирибонуклеозидтрифосфатами, щоб визначити синтез ДНК. Результати цього дослідження представлені у таблиці. Спробуйте на їх основі коротко описати життєвий цикл кожного вірусу та назвіть будь-який відомий вірус із таким самим циклом розвитку.
Таблиця – Характеристика трьох РНК-вмісних вірусів

	Вірус
	Синтез білка
	Ендогенна полімер аза

	
	
	РНК
	ДНК

	Вірус 1
	-
	+
	-

	Вірус 2
	+
	-
	-

	Вірус 3 
	+
	-
	+


СИТУАЦІЙНА ЗАДАЧА № 3 

Бактеріофаг ϕX174 демонструє приклад дивовижної економії у використанні обмежених можливостей кодування. Він утворює тільки одну мРНК. Але одна особлива ділянка ДНК кодує чотири цілком різних білка, гени яких перекриваються, як зображено на малюнку:
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1) Який з генів, що перекриваються, транслюється зліва направо, як показано на малюнку?

2) Які з цих генів, якщо такі взагалі існують, транслюються з однієї рамки зчитування?

3) Мутація в особливому тирозиновому кодоні (ТАЦ) у гені для білка К приводить до появи стоп-кодону (ТАГ). Ця мутація супроводжується заміною глютаміну (ЦАА) на глютамінову кислоту (ГАА) у білку В. Яку зміну ця мутація викличе у білку А, у білку С?
Контрольні питання:

1. Типи вірусних геномів

2. Реплікація РНК- та ДНК-вірусів 

3. Життєвий цикл вірусів

4. ДНК-транспозони, їх будова. Переміщення ДНК-транспозонів. 

5. Ретротранспозони , їх будова. Життєвий цикл ретротранспозону
6. Зміни в послідовностях ДНК під впливом транспозонів. 

7. Вплив транспозонів на регуляцію генів. Транспозиційні вибухи. 

8. Плазміди – елементи, що незалежно розмножуються.

Тема: Методи вивчення структури і функції клітинних ДНК
Мета: ознайомитись та вивчити методи дослідження структури та функцій клітинних ДНК.

Матеріали та обладнання: авторські слайди.

Хід роботи
Контроль вихідного рівня знань

1. Заповніть пропуски в наступних ствердженнях:

А)  _____________ розрізають дволанцюгову спіраль ДНК за специфічними послідовностями, які складаються з чотирьох-восьми нуклеотидів, розділяючи її на фрагменти строго визначених розмірів, які називаються _______________.

Б) З метою розмноження (ампліфікування) і одержання в чистому виді тих або інших генів, фрагменти евкаріотичної ДНК можуть бути убудовані в спеціально підготовлені бактеріальні  віруси або плазміди, які називаються ___________.

В) Колонія клітин, яка виникла від однієї клітини, називається __________________ клітин.
2. Укажіть, які з наступних стверджень правильні, а які ні. Якщо свердження невірне, поясните чому.

А) Не всі рестрикуючі нуклеази  роблять східчасті розриви в ДНК.

Б) Бібліотеки кДНК містять тільки ті послідовності, які експресирувалися у тканині, відкіля була виділена вихідна мРНК, тоді як бібліотеки геномних ДНК містять набір усіх послідовностей, що є в організмі.

В) Амінокислотну послідовність еукаріотичного білка можна однаково добре визначити як за допомогою клону кДНК, так і за допомогою геномного клону.

3. Задача 1:

Ви вивчаєте Днк-вмісний вірус, який на пізніх стадіях інфекції синтезує ряд білків у великих кількостях. мрнк для одного з цих білків відповідає рестрикту із середини лінійного геному. Щоб точно визначити локалізацію цього фрагмента, ви гібридизуєте мрнк з очищеними рестриктами в умовах, коли стабільними виявляються тільки дуплекси ДНК-РНК, а ланцюги ДНК не спаровуються. При вивченні дуплексів, що утворилися в ході гібридизації, ви бачите за допомогою електронного мікроскопу структури, подібні представленої на малюнку. Чому на кінцях гібридів ДНК-РНК спостерігаються одноціпкові «хвости»?
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Задача 2
Ви провели клонування сегмента (4000 п.н.) гена який вас цікавить у плазмідному векторі (малюнок) і тепер хочете одержати карту рестрикції цього гена, щоб  перейти потім до інших маніпуляцій із ДНК. Ви все робите відповідно інструкції наданої нижче.



Контрольні питання:

1. Рестрикуючі нуклеази. Рестрикти. Побудова рестрикуючих карт та їх аналіз.

2. Фракціонування молекул ДНК різного розміру за допомогою гель-електрофорезу.

3. Хімічний метод секвенування ДНК.

4. Ензиматичний метод секвенування ДНК.

5. Реакція гібридизації нуклеїнових кислот. 

6. Cинтез генів іn vitro
7. Клонування ДНК. Етапи отримання клонів.

8. Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР)
9. Генна терапія
10. Бази даних послідовностей і структур біополімерів. Отримання заданих послідовностей мономерів білків та нуклеїнових кислот з баз даних у мережі Internet. 

11. Пошукові системи банків молекулярно-генетичної інформації. 

12. Основи аналізу послідовностей біополімерів. 

13. Методи порівняння послідовностей білків і нуклеїнових кислот. Складання структурно-функціональної характеристики заданої ділянки ДНК.
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А) Розрізати плазміду рестриктазойю ЕсоR1.


Б) Додати до кінців, які утворилися  після обрбки ЕсоR1 радіоактивну мітку.


В) Розрізати мічену ДНК рестриктазою ВаmН1.


Г) Очистити встроєну ДНК від плазміди
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Д) Обробити мічену ДНК-вставку рестриктазою протягом короткого періоду часу так, щоб кожна мічена молекула була разрізана у середньому один раз.


Д) Повторити етап 5, використовуя різні рестриктази.


Е) Провести електрофорез частково розщеплених ДНК в агарозному гелі, причему препарати, які були оброблені різними рестриктазами, нанести на гель поряд один із одним.


Ж) Наложити гель на рентгеновську плівку, щоб отримався радіоавтограф фрагментів з радіоактивним кінцем.


З) Намалювати рестрикційну карту





Збудуйте карту за наступними даними радіоавтограми:
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Рис. Радіоавтограма, яка показує електрофоретичне розділення мічених фрагментів після часткового розщеплення трьома рестриктазами, які відзначаються різними символами. Числа зліва указують розміри маркерних фрагментів
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