Тема: Методи встановлення видової приналежності організмів
Теоретичні відомості.
RFLP-аналіз.| Одним з сучасних методів встановлення видової приналежності організмів є|з'являється| метод виявлення довжини фрагментів рестрикції молекул ДНК, виділиних з клітин організму (т.з. RFLP-аналіз,| від латинської скороченої назви методу - Restriction| Fragment| Length| Polymorphism|). В ході дослідження, вчені працюють з|із| білками–рестриктазами|, які синтезують бактерії для самозахисту від чужорідної ДНК. Кожна рестриктаза| розпізнає|упізнає| певну послідовність нуклеотидів| чужорідної ДНК і ріже ДНК в цьому місці|місце-милі|. В результаті ДНК розпадається на фрагменти різних розмірів. Утворення фрагментів ДНК різної довжини в результаті|унаслідок| рестрикції пов'язане з тим, що в молекулах ДНК немає закономірності в розподілі сайтів розпізнавання для рестриктаз|. Слід зазначити, що|слід відзначити , що| в процесі рестрикції власна ДНК бактерії не пошкоджується, оскільки в даних сайтах розпізнавання рестриктаз| вона захищена від розщеплювання метиловими|метил-індиго| хвостиками. За відкриття|відчиняти| рестриктаз| Даніель Натан, Вернер Арбер і Гамільтон Сміт в 1978 р отримали|одержували| Нобелівську премію по фізіології і медицині, оскільки відкриття|відчиняти| ферментів рестрикції дозволило розробити і впровадити|запроваджувати| нові методи, використання яких кардинально змінило|зраджували| рівень, молекулярно-біологічних досліджень.

Для встановлення видової приналежності організму – з|із| його клітин|клітин| виділяють ДНК і ріжуть її на фрагменти різної довжини за допомогою рестриктаз|. Потім суміш фрагментів ДНК розділяють по масі за допомогою електрофорезу. Оскільки молекули ДНК заряджені негативно|заперечний|, то під дією електричного поля, вони починають|розпочинають| рухатись|сунути| до позитивно зарядженого електроду. Чим менше маса фрагмента ДНК – тим швидше він рухається|суне| в електричному полі. Таким чином, через деякий час відбувається|походить| розділення|поділ| фрагментів молекул ДНК за масою. Потім пластинку|платівку| гель-електрофореза| забарвлюють|фарбують| бромистими етидиєм| і в ультрафіолетовому світлі спостерігають світіння смуг ДНК на гелі.

Оскільки різні види організмів мають різну структуру ДНК, то і рестриктази| ріжуть їх молекули ДНК на різні фрагменти. В наслідок чого, на гель-електрофорезній| пластинці|платівці| для кожного виду формують свій набір смуг. Цей метод точно і швидко дозволяє встановлювати видову приналежність будь-якого організму. Сьогодні – це основний метод, яким користуються екологи, еволюційні біологи, медики, ветеринари, криміналісти, експерти по породах тварин та інші фахівці|спеціалісти| для встановлення видової приналежності того чи іншого організму. Для реалізації програми «Штрих-код життя» запропоновано проводити забарвлення|фарбування| не всіх фрагментів ДНК, а тільки|лише| еталонних. Наприклад, в якості еталонний маркеру для аналізу видової приналежності тварин сьогодні використовують 5`-фрагмент| першої субодиниці мітохондріального|мітохондрія| гена, що кодує білок цитохром-С-оксидазу|, як одного з найбільш консервативних генів у тварин. До цього фрагмента приєднується флуоресцентна мітка. Після|потім| проведення електрофорезу, на пластинку|платівку| гелю наносяться|завдають| марковані флуорохромом| еталонні фрагменти РНК-зондів, що дозволяє візуалізувати на гелі тільки|лише| ДНК-смужки, які містять ділянки гену білка цитохром-С-оксидази|. На сьогоднішній день за допомогою даної методики отриманий|одержувати| ДНК-штрих код для 7604 видів метеликів, 2828 видів риб, 1260 видів птахів|птиць| і так далі. Слід зазначити, що|слід відзначити , що| для рослин, грибів і прокаріот| використовують інші маркери.

Мітохондріальний|мітохондрія| тест для вивчення міграції організмів по материнській лінії. Практично у|біля| всіх еукаріот| – мітохондрії успадковуються|наслідують| тільки|лише| по материнській лінії (через небезпеку розвитку ядерно-цитоплазматичної несумісності материнських і батьківських мітохондрій). Спермій або відразу при заплідненні відправляє|відряджає| в яйцеклітину тільки|лише| своє ядро, залишаючи хвіст і мітохондрії за межами яйцеклітини, або злиття відбувається|походить| разом з мітохондріями (у|біля| деяких видів), проте|однак|, незабаром батьківські мітохондрії знищуються. Якщо внаслідок збою в генетичній програмі мітохондрії батька|батька| не знищуються, тоді зародок хворіє|боліє| або навіть гине внаслідок недостатності функцій мітохондрій в клітинах|клітинах|.

Мітохондрії, як нащадки бактеріальних клітин|клітин|, мають свою кільцеву ДНК. Молекула мітохондріальної|мітохондрія| ДНК складається з двох петель: великої - кодуючої петлі (з 581 по 16000 нуклеотид|) і малої - некодуючої петлі (з 1 по 580 нуклеотид| і з 16001 по 16569 нуклеотид|). Мутації – це точкові|крапкові| заміни однієї азотистої основи|основи| на іншу. Мутації в кодуючій петлі ДНК, як правило, летальні (тобто призводять|призводять| до загибелі мітохондрії). Тоді як мутації в некодуючій петлі не є небезпечними і можуть передаватися з|із| покоління в покоління по материнській лінії. Аналіз мутацій (точкових|крапкових| замін нуклеотидів|) в мітохондріальній|мітохондрія| ДНК дозволяє виявити спорідненість між організмами по материнській лінії і таким чином – шляхи|колії| міграцій організмів. Слід зазначити, що|слід відзначити , що| аналіз по ядерній У-хромосомі дозволяє виявити спорідненість і шляхи|колії| міграції організмів по батьківській лінії. 

Методика аналізу: 1) роблять|чинять| зскрібок з внутрішньої поверхні щоки людини; 2) виділяють мітохондріальну|мітохондрія| ДНК; 3) за допомогою приладу ДНК-секвенатора визначають послідовність нуклеотидів| в мітохондріальній|мітохондрія| ДНК і порівнюють її з|із| еталонною послідовністю; 4) результати аналізу записують|занотовують| у вигляді мітохондріальної|мітохондрія| карти, в яку вносять тільки|лише| мутації. Наприклад, мітохондріальна|мітохондрія| карта Марії-Антупанетти, королеви Франції, обезголовленої в 1793 році у віці 37 років, дружини|жінка| Людовіка XVI:
16519 Ц – в положенні|становищі| 16519 замість стандартного нуклеотида| з'явився|появлявся| цитозин|;

    152 Ц – в положенні|становищі| 152 замість стандартного нуклеотида| з'явився|появлявся| цитозин|;

    194 Т – в положенні|становищі| 194 замість стандартного нуклеотида| з'явився|появлявся| тимін;

     263 Г – в положенні|становищі| 263 замість стандартного нуклеотида| з'явився|появлявся| гуанин|;

     315.1 Ц – в положенні|становищі| 315 після|потім| стандартного нуклеотида| з'явився|появлявся| додатковий 

                      нуклеотид|  цитозин|.

Швидкість накопичення нуклеотидних| замін в гіперваріабельній| ділянці мітохондріальної|мітохондрія| ДНК людини складає 1 нуклеотид| в 18-20 тисяч років. Повний|цілковитий| збіг мутацій в гіперваріабельних| ділянках говорить про те, що у двох людей впродовж|упродовж| останніх 700 років була спільна|спільна| бабуся. Максимальні відмінності|відзнаки| між мітохондріальною|мітохондрія| ДНК у двох різних людей – 22 нуклеотиди|. У еволюційно спорідненій|родинній| групі – таких відмінностей|відзнаки| буде значно менше. Наприклад, серед людей російської національності ці відмінності|відзнаки| складають всього 4 нуклеотиди|.

Перелік питань для підготовки до семінарського заняття:

1) Природні та техногенні причини розселення організмів на нові території. 

2) Поняття «біоінвазії». Причини інвазівності видів-мігрантів. Засоби боротьби з інвазивними видами.

3) Методи встановлення видової приналежності видів-мігрантів:

- аналіз довжини фрагментів рестрикції ДНК (RFLP-аналіз);

- використання мітохондріального|мітохондрія| тесту для вивчення міграції організмів по материнській лінії. 
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Рис. 1. Таксонопрінт ДНК атлантичних і тихоокеанських лососів і форелі. Для фрагментації послідовностей, що повторюються, використаний фермент Tag| I. 1 — сьомга; 2 — кумжа; 3 — каспійський лосось; 4 — ішхан| (форель Севана); 5 — мікіжа| (вгорі|угорі| зліва|ліворуч|); 6 — мікіжа|, схожа з|із| лососем Кларка; 7 — житлова форма мікіжи|; 8 — веселкова|райдужна| форель; 9 — мікіжа| північноамериканська; 10 — лосось Кларка; 11 — сіма; 12 — кета; 13 — горбуша; 14 — нерка; 15 — кижуч; 16 — чавича. Для кожного виду і навіть форми цих риб набір фрагментів ДНК специфічний, тільки|лише| у|біля| двох форм мікіжи| (6, 7) він ідентичний. 
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Тема: Методи виявлення трансгенних компонентів в продуктах харчування
Теоретичні відомості.
Отримання|здобуття| генетично модифікованих організмів. На сьогоднішній день повністю|цілком| розшифровані послідовності ДНК людини, арабідопсису|, рису та інших організмів. Генний банк може надати інформацію про будову|споруду| практично будь-якого гену (тобто його повну|цілковиту| нуклеотидну| послідовність).

Для синтезу гена-інтересу, в прилад ДНК-синтезатор вводиться|запроваджує| програма збірки|зборки| нуклеотидів| і чотири типи нуклеотидів|: аденін|, гуанін|, тимін, цитозін|. Через декілька годин прилад видає готовий ген. NB|: у програму збірки|зборки| гену обов'язково вводиться|запроваджує| стартова| і стоп ділянка для коректного прочитування гена. Слід зазначити, що|слід відзначити , що| для отримання|здобуття| активної конститутивної експресії гена-інтересу, в якості промотору використовують послідовності вірусних промоторів або промотори генів, які активно конститутивно експресуються| в клітинах|клітинах| даного організму (як правило, це промотори генів білків цитоскелету – тубуліна| або актину).

Ген-інтереса вбудовують в клітини|клітини| нового господаря|хазяїна| за допомогою вектора. Вектор – це, як правило, вірус або бактеріальна| плазміда|, які можуть вбудовуватися в клітини|клітини| даного типу|виду|. Перед проведенням генно-інженерних робіт з|із| вектора видаляють|знищують| послідовності, що забезпечують патогенність|патогенний| даного вектора. Наприклад, з|із| бактеріальної Ti-плазміди| видаляють|знищують| гени синтезу опінів|, ауксинів|, цитокінінів| і т.п.

Вектор вводять|запроваджують| в клітини|клітини| нового господаря|хазяїна| або шляхом простого інфікування організму, або за допомогою методів мікроін'єкції, електоропорації|, мікробомбардмента|.
Сфери застосування генно-інженерних технологій.

1) У наукових дослідженнях. Наприклад, для вивчення роботи генів білків часу в біологічному годиннику і ін.

2) У прикладних дослідженнях. Наприклад, для створення|створіння| бактерій-біосенсорів забруднення навколишнього середовища нафтопродуктами, важкими|тяжкими| металами і т.п.

3) У біотехнології. Наприклад, для отримання|здобуття| великих кількостей корисних білків: інсуліну, інтерферону, гормону росту|зросту|, білкових вакцин, білків згортання крові і т.н.
4) У тваринництві, птахівництві, рибному господарстві і т.д. Наприклад, для отримання|здобуття| курей, стійких до вірусних хвороб, лососевих риб гігантського розміру, корів, що продукують молоко, яке не містить|утримує| молочний цукор лактозу і т.н.

5) У сільському господарстві. Наприклад, для отримання|здобуття| рослин стійких до гербіцидів, до комах-шкідників, до заморозків і т.н.

Небезпека генно-інженерних робіт.

А) Під час синтезу і перенесення|переносу| генів – можлива поява поломок в ДНК (точкових|крапкових| мутацій). В результаті, продукт роботи гена може стати небезпечним для організму. Крім того, в процесі синтезу білка-інтересу в чужому організмі можливий інший характер|вдача| пост-трансляційного| дозрівання білка-інтересу, що також може призвести до отримання|здобуття| токсичного продукту.

Наприклад: у 1989 році в США померли|вмерли| 33 людини і ще 1537 людей стали інвалідами (повний|цілковитий| параліч рук і ніг), унаслідок|внаслідок| використання в їжу амінокислотної добавки, синтезованої|синтезувати| генетично-модифікованими бактеріями. 

Наприклад: методами генної інженерії отримана Bt-кукурудза, стійка до комах-шкідників, в наслідок вбудовування в геном рослини гена-токсину з грунтової бактерії Bacillus thuringiensis. Цей токсин зв'язується з рецепторами епітеліальних клітин шлунково-кишкового тракту комах і утворює в мембранах дірки, що призводить до загибелі комах. Токсин видо-специфічен: одні штами B. thuringiensis продукують отруту проти жуків, другі – проти ос, треті – проти мурашок і тому подібне Ця отрута, що синтезується в природних умовах грунтовими бактеріями, не пошкоджує клітини тварин. Проте, згодовування трансгенної кукурудзи, що синтезує дану отруту, лабораторним мишам призвело до розвитку патології печінки і нирок у піддослідних тварин.
Наприклад: рослини квасолі не пошкоджуються комахами внаслідок| синтезу в клітинах|клітинах| квасолі специфічного глікопротеїну. Генно-інженерне перенесення|перенос| гену цього глікопротеїну в клітини|клітини| гороху дозволило отримати|одержувати| рослини гороху, стійкі до пошкодження|ушкодження| комахами. Проте|однак|, згодовування трансгенного гороху лабораторним мишам призвело до загибелі тварин внаслідок розвитку гіпер-алергічної| реакції. 

Б) При отриманні|здобутті| трансгенних організмів, ген-інтереса| переноситься в клітини|клітини| нового господаря|хазяїна| за допомогою вірусних або бактеріальних векторів. Вектор, як правило, не спроможний до саморозмноження| в клітинах|клітинах| нового господаря|хазяїна|, оскільки перед проведенням генно-інженерних робіт з|із| нього віддаляються ділянки, що відповідають за самокопіювання|. Більш того|більше того|, сучасні вектори після|потім| вбудовування в ДНК нового господаря|хазяїна| спроможні|здібні| вищеплювати| ділянки, що відповідають за вбудовування в ДНК, і, таким чином, ген-інтереса| перестає бути мобільним елементом, який здатний|здібний| переміщуватись по молекулі ДНК і викликати|спричиняти| її пошкодження|ушкодження|. Проте|однак|, годування лабораторних мишей трансгенною соєю призвело до безпліддя популяції вже в другому поколінні. Причина зупинки репродуктивного циклу – накопичення пошкоджень|ушкоджень| в молекулах ДНК. Загадка була вирішена в ході нещодавніх|нещодавніх| досліджень, які показали, що промотор, який широко використовується в генній інженерії рослин, - промотор вірусу мозаїки цвітної капусти – сам поводиться як активний мобільний генетичний елемент. 

Етапи проведення аналізу харчових продуктів або тканин організмів на присутність трансгенних компонентів.

1) З|із| рослинних або тваринних тканин виділяють ДНК.

2) Виділену ДНК ріжуть на фрагменти за допомогою спеціальних ферментів-рестриктаз|.

3) З|із| отриманими|одержувати| фрагментами молекул ДНК проводять ПЛР-реакцию|. При цьому в якості ДНК-затравки використовується ділянка ДНК, комплементарна ділянці генно-інженерної конструкції. Якщо в тканинах, які досліджуються, присутні трансгенні компоненти, то в ході ПЛР-реакції| відбувається|походить| вибіркове|вибіркове| накопичення цих фрагментів.

4) Після проведення ПЛР-реакції пробу розділяють на окремі ДНК-фрагменти за допомогою гель-електрофорезу|. Оскільки молекули ДНК заряджені негативно|заперечний|, то під дією електричного поля фрагменти ДНК починають|розпочинають| рухатись|сунути| до «+»| зарядженого електроду. Чим важчим є фрагмент ДНК, тим повільніше|повільний| він рухається в електричному полі|суне|. Таким чином, в результаті|унаслідок| проведення гель-електрофорезу|, фрагменти ДНК розділяються по масі.

5) Пластинку|платівку| гель-электрофореза| забарвлюють|фарбують| бромистим етидієм| і досліджують в ультрафіолетовому світлі. В якості контролю використовуються фрагменти ДНК, що не пройшли|минала| ПЛР-ампліфікацію|. Надмірне|надлишкове| накопичення фрагментів ДНК певної маси порівнянно з контрольною доріжкою свідчить|засвідчує| про присутність трансгенного матеріалу в пробі, яка досліджувалась.

Перелік питань для підготовки до семінарського заняття|слідуючі|:

1) |одержувати| Синтез гена-інтересу. Поняття промотора. Типи промоторів.

2) Вектор. Типи векторів.

3) Методи перенесення генно-інженерної конструкції в клітини нового хозяїна.

4) Використання трансгенних організмів в медицині, біотехнології, сільському господарстві, тваринництві, птахівництві, тощо.

5) Небезпека споживання|вжитку| трансгенних продуктів харчування.
6) Метод виявлення|із| трансгенних компонентів в продуктах харчування.

7) Принципі, на яких засновано проведення полімеразної ланцюгової реакції.

8) Проаналізуйте пластинки|платівки| гель-електрофорезу| фрагментів ДНК, виділеної з|із| рослин (Рис. 1). Який зразок|взірець| містить|утримує| трансгенні продукти? 
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Рис. 1. Гель-електрофорез фрагментів ДНК з різних ліній кукурудзи. Перед проведенням електрофорезу, зразки ДНК пройшли ПЛР ампліфікацію з ДНК-затравкою, що виявляє ген Bt з бактерій Bacillus thuringiensis. Продукт даного гена забезпечує синтез білка, токсичного для шкідників кукурудзи, але, теоретично, безпечного для людей. Лінії кукурудзи 6-9 и14-17 – не містять трансгенних компонентів. Лінії кукурудзи 2-5 и 10-13 – містять чужорідний ген. Лінії 1 і 18 – стандарти (по Danson et al., 2006).
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