Лабораторна робота № 9
Тема: Експресія генів у прокаріотів
Мета: вивчити різноманітність  шляхів регуляції експресії генів у прокаріотів.

Матеріали та обладнання: авторські слайди.

Хід роботи
Контроль вихідного рівня знань

1. Заповніть пропуски в наступних ствердженнях:

1. Регуляція експресії генів шляхом вибіркової дестабілізації певних молекул мРНК у цитоплазмі має назву контроль на рівні ________.

2. Регуляція експресії генів шляхом контролю за тим, коли і з якою швидкістю здійснюється транскрипція даного гену, має назву контролю на рівні ________.

3. Регуляція експресії генів шляхом контролю за тим, як йде сплайсинг чи інший процесинг первинного транскрипту РНК, має назву контролю на рівні  ________.

4. Регуляція експресії генів шляхом відбору в ядрі тих зрілих мРНК, які будуть перенесені в цитоплазму, має назву контролю на рівні  __________.

5. Регуляція експресії генів шляхом відбору в цитоплазмі тих мРНК, які будуть траслюватися рибосомами, має назву контролю на рівні ______.

6. Регуляція експресії генів шляхом вибіркових активування та інактивування чи компартментації певних молекул білка після їх синтезу має назву контролю на рівні _______.

7. Стимуляція транскрипції шляхом зв’язування білків-регуляторів має назву __________, пригнічення транскрипції шляхом пов’язання білків-регуляторів має назву _______.

8. При зв’язуванні білка- ________ з певною послідовністю ДНК ген вимикається. Такий тип регуляції має назву ________. 

9. Білок- ________ пригнічує транскрипцію lac-оперону, зв’язуючись із певною послідовністю ДНК, яка має назву оператору, що перекривається із промотором.

2. Укажіть які з наступних стверджень правильні, а які ні. Якщо ствердження не вірне, поясните чому.

1. Хоча експресія генів може регулюватися на кожній стадії переносу інформації від ДНК до РНК і до білка, все ж найбільш поширений контроль на рівні транскрипції.

2. Алолактоза, яка утворюється клітиною у присутності лактози, знімає репресію із лактозного оперону, пов’язуючись із оператором і стимулюючи транскрипцію.

3. У бактерій білок-активатор пов’язується із певними послідовностями ДНК, які розташовані таким чином, що активатор може входити в контакт з РНК-полімеразою й тем самим підвищувати вірогідність ініціації транскрипції

3. Задача:


У відсутності глюкози Е.coli може рости на арабінозі (пентоза), використовуючи набір індуцибельних генів, розташованих на хромосомі трьома групами (рис). У одному з таких сайтів гени araA, araB і araD кодують ферменти, які беруть участь в метаболізмі арабінози, тоді як ген araС кодує білок регулятор, який пов’язується недалеко від промотору арабінозних генів та координуючий експресію генів, що входять у арабінозний оперон. Дві інші групи генів кодують білки, які беруть участь в транспорті арабінозі.


Для вивчення регуляторних властивостей білка аraС ви отримуєте мутантну бактерію, у якій ген аraС делетирований. Як показано в табл. мутантний штам при додаванні у середовище арабінози не експресує продукт гену araA.




Таблиця – Реакція мутантних бактерій і бактерій дикого типу у присутності арабінози у середовищі

	Генотип
	Продукт гену araA

	
	У відсутності арабінози
	У присутності арабінози

	аraС+
	1
	1000

	аraС-
	1
	1


А. Чи можна за даними табл. судити про те, негативну чи позитивну регуляцію арабінозного оперону здійснює білок аraС?

Б. Як виглядали б цифри у табл., якщо б білок здійснював регуляцію протилежного типу.

Контрольні питання:

1. Рівні контролю генної експресії. 
2. Позитивний контроль регуляції транскрипції у прокаріотів. 

3. Негативний контроль регуляції транскрипції у прокаріотів.
4. Лактозний оперон E.Сoli: його репресія та активація.

5. Триптофановий оперон.
Тема: Експресія генів у евкаріотів
Мета: вивчити різноманітність  шляхів регуляції експресії генів у евкаріотів.

Матеріали та обладнання: авторські слайди.

Хід роботи
Задачі для письмового виконання:
1. Неактивний ген після своеєї активації губить метильні групи в послідовності: а) GATC; б) СG; в) GC; 

2. Вибір на користь синтезу якого-небудь одного з двох білків-регуляторів після кожного поділу клітини носить назву: а) клональної спадковості конденсованної неактивної Х-хромосоми; б) комбінаційної регуляції активності гену; в) фазової варіації; г) ефектом положення в хромосомі.
3. Геном еукаріотів не має: А. переривчастий генів. Б. енхансерів. В. оперону. Г. Послідовності ТАТА в промоторі.

4. Репресія генів гетерохроматину не забезпечується: А. Просторовим укладанням ДНК. Б. метилюванням дезоксіцитидіну. В. зв'язуванням з гістонами і утворенням нуклеосом. Г. Групою негістонових HMG білків.

5. До механізмів регуляції експресії евкаріотичних генів не належить: а) метилювання ДНК, б) перебудова послідовностей ДНК; в) апуринізація; г) переключення генів; д) транс локація.

6. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому:  У еукаріот білки-регулятори майже завжди активуються або інактивуються в результаті зв'язування з невеликими сигнальними молекулами. 

7. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому:  У еукаріотів транскриптон містить лише один  структурний ген

8. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому:  У еукаріотів транскриптон  складається з декількох функціонально зв’язаних генів.

9. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому:  СG-островки в промоторних областях генів «домашнього господарства» збереглися в ході еволюції завдяки тому, що сайт-специфічні білки, які пов’язуються з ДНК, захищають 5-метилцитозин в цих острівцях від випадкового дезамінування та перетворення в Т-нуклеотиди.

10. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому:  Конститутивний гетерохроматин находиться в конденсованому стані у всіх клітинах, а факультативний гетеро хроматин сконденсований лише в деяких типах клітин. 

11. Заповнити пропуски у наступному твердженні: Механізм переключення, від якого залежить, чи буде бактеріофаг лямбда розмножуватися в цитоплазмі E. Coli (призводячи до загибелі клітини-хазяїна) або він вбудується в ДНК клітини-хазяїна, контролюється двома білками-регуляторами генів фага лямбда - ____________ та _____________

12. Заповнити пропуски у наступному твердженні: Дослідження за допомогою світлового мікроскопу, які були проведені у 1930-х роках, показали, що існують області хромосом, що мають назву ___________, які не деконденсуються в інтерфазі, залишаючись в сильно конденсованому стані, яке характерне для метафазних хромосом. 

13. Заповнити пропуски у наступному твердженні: У дрозофіл хромосомні перебудови, при яких ділянка із центру гетерохроматинової області переносяться на її кінець, який граничить з еухроматином, приводять до інактивації близьколежачого еухроматинового гену за рахунок процесу, який має назву __________.

14. Заповнити пропуски у наступному твердженні: Послідовності СG зустрічаються  у 10-20 разів частіше, ніж зазвичай, в певних ділянках, які мають назву ______________ , які оточують промотори генів ______________.

15. Заповнити пропуски у наступному твердженні: _______________  гени кодують білки, необхідні лише у клітинах певного типу.

Контрольні питання:

1. У чому полягають особливості прямого розвитку?

2. У чому полягають особливості розвитку з метаморфозом?

3. У чому полягають особливості метаморфозу гідроідних поліпів?

4. У чому полягають особливості метаморфозу голкошкіряних?

5. У чому полягають особливості метаморфозу асцидій?

6. У чому полягають особливості метаморфозу комах?

7. У чому полягають особливості метаморфозу нижчих хребетних?

Тема: Післятранскрипційна регуляція експресії генів
Мета: ознайомитись та вивчити післятранскрипційну регуляцію експресії генів.

Матеріали та обладнання: авторські слайди.

Хід роботи
Задачі для письмового виконання:
1. Форма сплайсингу, при якій сполучаються РНК різних транскриптів має назву: а) альтернативного сплайсингу; б) транс-сплайсингу; в) автосплайсингу.

2. Вибрати і встановити вірну послідовність етапів, які притаманні руйнуванню РНК: а) одночасне руйнування мРНК в 5' → 3' и 3' → 5' напрямках; б) видалення  поліаденінового хвоста на 3' кінці мРНК; в) видалення КЕПу на 5' кінці.

3.  В основі феномену переключення класів імуноглобулінів у B-лімфоцитах лежить механізм:  а) транс-сплайсингу; б) автосплайсингу; в) альтернативного сплайсингу.

4. Заповнити пропуски у наступному твердженні: Передчасна термінація транскрипції молекули РНК, яка використовується як спосіб контролю експресії гену, має назву ____________.

5. Заповнити пропуски у наступному твердженні: Багато генів вищих еукаріот утворюють декілька по-різному сплайсованих молекул РНК з одного первинного транс крипту за рахунок ____________

6. Заповнити пропуски у наступному твердженні: Різні білки, які мають сходні функції і синтезуються на молекулах мРНК та утворені з одного й того ж первинного транскрипту РНК в результаті альтернативного сплайсингу, маєть назву ___________.

7. Заповнити пропуски у наступному твердженні: ___________ – це будь-яка послідовність ДНК, яка транскрибується як окрема одиниця і кодує одну або  декілька близькоспоріднених поліпептидних ланцюгів або молекул структурних РНК.

8. Заповнити пропуски у наступному твердженні: Трансляцію молекул мРНК, які кодують феритин, блокують білки, які пов’язуються з 5’-кінцями цих молекул у відсутності заліза. Це приклад __________ контролю  на рівні __________.

9. Заповнити пропуски у наступному твердженні: ___________ – явище, звичайне для ретровірусів – приводить до того, що з однієї молекули мРНК можуть синтезуватися два більше білків.

10. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому:  У прокаріот та еукаріот в атенуації транскрипції беруть участь рибосоми, які рухаються по новосинтезованій РНК в ході її трансляції. 

Контрольні питання:

1. Атенуація транскрипції. 

2. Альтернативний сплайсинг РНК 

3.  Транс-сплайсинг 

4.  Автосплайсинг 

5. Вибіркова деградація мРНК

Тема: Післятрансляційна регуляція експресії генів
Мета: ознайомитись та вивчити регуляцію трансляції та післятрансляційну регуляцію експресії генів.

Матеріали та обладнання: авторські слайди.

Хід роботи
Задачі для письмового виконання:
1. Ефективність ініціації біосинтезу білка змінюється під впливом: а) гормонів, б) регуляторних білків транскрипції, в) факторів росту, г) цитокинів, д) рибосоми.

2. Білок p50 в регуляції трансляції може виступати: а) як інгібітор біосинтезу білка, б) як активатор біосинтезу білка.

3. Процес згортання поліпептидного ланцюга в правильну просторову структуру отримав назву: а) сплайсинг білків; б) фолдинг; в) процесінг білків.
4. Після завершення синтезу білків рибосомами встановлено, що протеолітичний розклад зазнають: а)  майже половина всіх білків; б) близько третини знову  синтезованих поліпептидних ланцюгів; в)  вони не розкладаються.
5. При фолдингу білків: а) гідрофобні залишки амінокислот упаковуються переважно усередину молекули, а гідрофільні залишки містяться на поверхні білкової глобули; б) гідрофобні залишки амінокислот упаковуються переважно зовні молекули, а гідрофільні залишки містяться усередині білкової глобули; в) гідрофобні і гідрофільні залишки амінокислот містяться і на поверхні білкової молекули, і у її середені.

6. Убіквитин з’єднується: а)  C-кінцем із боковими залишками лізину в субстраті (білку, який підлягає протеолізу); б) N-кінцем із боковими залишками лізину в субстраті; в) з будь-яким амінокислотним залишком білку, який підлягає протеолітичному розщепленню; г) C-кінцем із боковими залишками аргініну в субстраті.

7. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому: Більшість регуляторних білків, що взаємодіють з 5’-кінцевимі TIR-послідовностями мРНК прокаріот, є позитивними регулювальниками трансляції 

8. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому: Рибосоми в процесі трансляції мРНК можуть затримуватися на кодонах, які відповідають мінорним ізоакцепторним тРНК, присутнім у клітинах.

9. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому: Чим більше модулюющих кодонів в мРНК, тим повільніше вона транслюється 
10. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому: У еукаріотів транслююча рибосома може пропускати протяжні послідовності нуклеотидів мРНК, не припиняючи синтезу єдиного поліпептидного ланцюга. У той час як у прокаріотів в процесі декодування кодону, який знаходиться в А-ділянці рибосоми, може відбуватися навмисне розпізнавання кодону "неправильною" аміноацил-тРНК або зрушення рамки зчитування у працюючій рибосомі.

11. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому: Структурні і конститутивно експресуючі білки зазвичай мають більшу тривалість життя. Навпаки, регуляторні білки, як правило, швидко розкладаються.

12. Пояснити правильність наступного твердження. Якщо твердження не вірне, пояснити чому: Час життя еукаріотичних мРНК в цитоплазмі частіше всього контролюється їх 3’- 
Контрольні питання:

1. Регуляція ініціації трансляції. 

2. Регуляція елонгації синтезу поліпептидних ланцюгів. 

3. Регуляція термінації трансляції. 

4. Наслідки фолдингу знову синтезованих поліпептидних ланцюгів. 

5. Убіквітин-залежна система протеолізу у регульованій деградації білків 

6. Післятрансляційна модифікація білків. 

7. Специфічні протеїнази у післятрансляційному процесингу белків.
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:
[image: image1.png]Ten A

IHoninenmuon

Ten B

> 3'




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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Рис. Локалізація генів метаболізму арабінози в 


хромосомі





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





Вектор





EcoR1			BamH1


                    4 т.п.н





Вставка





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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