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ВСТУП

Кредитний модуль «Молекулярна біологія РНК та синтезу білків» (далі – кредитний модуль) відіграє значну роль у підготовці майбутніх фахівців-біотехнологів. Разом із дисциплінами, які вивчались на молодших курсах, а також на основі кредитного модуля «Молекулярна біологія ДНК» цей кредитний модуль надає здобувачам вищої освіти з біотехнології здатність використовувати набуті знання та досвід роботи в молекулярно-біологічній лабораторії в практиці досліджень та аналізу відомих та створення нових біологічних агентів. Сучасний стан біотехнології вимагає сучасних знань з принципів експресії генів та синтезу білків і молекулярних механізмів, які лежать в основі реалізації записаної в генетичному коді інформації в процесі функціонування клітини.
У цьому кредитному модулі студент набуватиме знань загальних універсальних принципів структурної організації різних типів РНК та ілюстрації другої частини «центральної догми молекулярної біології»: транскрипція (РНК) – трансляція (білки). Важливим підґрунтям подальшої фахової діяльності є детальне ознайомлення зі структурою, функціями та процесінгом різних типів РНК (інформаційних, рибосомальних, транспортних, гетероядерних, малих інтерферуючих), процесами та регуляцією транскрипції і трансляції у прокаріот та еукаріот, білкового процесінгу. В результаті бурхливого розвитку молекулярної біології було показано,  що у живих системах реалізуються також шляхи передачі інформації від РНК на РНК і на ДНК. А в результаті відкриття пріонів було встановлено, що можлива передача інформації бід білків до білків.
Кредитний модуль надає уміння та досвід роботи в лабораторії, в якій використовуються експериментальні методи молекулярної біології в практичній площині застосування цих методів у створенні ліків і лікуванні небезпечних хвороб, захисті сільськогосподарських рослин і тварин та збереженні біорізноманіття, біотехнології, досліджень та створення перспективних продуктів за допомогою генної інженерії тощо. 

Техніка безпеки під час виконання лабораторних робіт

До виконання лабораторних робіт студенти допускаються тільки після проходження інструктажу, вивчення правил техніки безпеки та протипожежних правил, перевірці освоєння правил та відповідного оформлення допуску до роботи в спеціальному журналі.

Студенти несуть особисту відповідальність за недотримання вимог техніки безпеки. Далі перераховано основні з них.

1 При виконанні лабораторних робіт потрібно суворо дотримуватись методики та порядку проведення роботи. Відхилення від методики можливе тільки з дозволу та під керівництвом викладача.

2 До виконання лабораторних робіт студенти допускаються тільки за наявності захисного одягу – халату.

У разі робіт з подрібнення твердих речовин вручну необхідно здійснювати маніпуляції у захисних окулярах з оправою, що щільно прилягає до обличчя.
Для виконання робіт з генетичним матеріалом необхідно бути в одноразових рукавичках.

Всі роботи із застосуванням отруйних речовин слід проводити лише у витяжній шафі. Якщо раптово вентиляція припинила працювати, слід негайно припинити роботу. Не допускається засовувати голову всередину шафи з метою з’ясування причин неполадок або інших дій.

В лабораторії має бути аптечка та перев’язувальні матеріали.
3 Для роботи можна використовувати тільки реактиви, які знаходяться в хімічному посуді, на яких є етикетки з назвами реактивів. Під час виконання роботи маркувати спеціальним олівцем по склу лабораторний посуд з будь-якими реактивами або рідинами всередині. 

4 Відбір реактиву дозволено лише автоматичною піпеткою або піпеткою з гумовою грушею. 

5 Заборонено пробувати хімічні речовини на смак. Нюхати їх можна, тільки направляючи до себе пари або гази рухом руки, а не вдихаючи запах на повні легені. Не допустимо визначати хімічні речовини за смаком або запахом.
6 Залишки розчинника, концентрованих кислот та лугів, а також інших їдких рідин зливають в каналізацію тільки після нейтралізації та знешкодження.

7 Працюючи з хімічними реактивами, необхідно уникати попадання реактивів на руки, одяг, лабораторні столи та інші об’єкти в лабораторії. У разі потрапляння токсичних, агресивних або отруйних речовин на одяг, його необхідно терміново зняти і попрати, не виходячи з лабораторії. 

8 Для попередження опіків хімічними речовинами необхідно працювати обережно, чітко й акуратно. Переливати такі речовини з великих ємкостей в малі треба за допомогою сифону, лійки, гумової груші. 

Всі операції з їдкими, отруйними та токсичними речовинами мають проводитись лише під увімкненою витяжною шафою.

9 У разі опіків необхідно дотримуватися таких правил:

- у разі незначного опіку шкіри кислотою або лугом постраждале місце негайно промивають великою кількістю проточної водопровідної води протягом 10-30 хв;

- у разі хімічного опіку кислотою обпечене місце після обробки водою промивають 5%-м розчином питної соди; у разі опіку лугом обпечене місце після обробки водою промивають 5%-м розчином оцтової кислоти;

- у разі термічного опіку після обробки водою обпечене місце промивають розчином етилового спирту та змазують маззю від опіків;

10 У разі отруєння парами або газами, необхідно винести постраждалого на свіже повітря, якщо воно відбулося в результаті попадання отрути всередину – викликати блювання та дати протиотруту, за необхідності зробити штучне дихання. Штучне дихання протипоказано у разі отруєння хлором.

11 У випадку порізу рану треба обробити розчином йоду чи пероксиду водню.

12 Під час роботи з електроприладами суворо дотримуватись інструкції до приладу. Всі кабелі і проводи мають бути ізольовані. Перед увімкненням приладу слід перевірити його технічний стан, у разі виявлення дефектів, спочатку необхідно їх усунути. Переносити чи ремонтувати обладнання, яке знаходиться під напругою, заборонено. Заборонено працювати з електроприладами зі знятими передньою або задньою кришкою.
13 Заборонено працювати з легкозаймистими речовинами, які знаходяться близько до відкритих електронагрівальних пристроїв.

14 В приміщеннях лабораторії слід суворо дотримуватись правил протипожежної безпеки. Категорично заборонено залишати ввімкнені прилади без нагляду.

15 В лабораторії необхідно дотримуватися та підтримувати чистоту. Не допускається обмежувати проходи, виходи з лабораторії, підходи до протипожежного інвентаря. 

16 Заборонено класти на робочі столи одяг та їжу, а також захаращувати їх посудом, банками з реактивами, піпетками, витратним матеріалом. У разі розбиття посуду та пролиття його вмісту все має бути негайно прибрано. 

17 Категорично заборонено вживати їжу в лабораторних приміщеннях.

18 По закінченні роботи всі електроприлади мають бути вимкнено, використаний посуд ретельно вимито, робоче місце прибрано, вимито руки з милом та закрито водопровідні крани.
Лабораторна робота  1. Виділення загальної РНК з рослинного матеріалу 
(2 години)
Мета – засвоїти методи пробопідготовки та виділення загальної РНК з рослинного матеріалу.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; витяжна шафа; термошейкер; вортекс; морозильна камера (кельвінатор) (-70 оС), стерильні ступки з пестиками; штативи для пробірок; автоматичні дозатори з наконечниками на 1000 мкл та 200 мкл мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл, рукавички.

Реактиви: стерильний пісок, лізуючий буфер RE (0,1 M Tris pH 8,0, 
5 мM EDTA pH 8,0, 0,1 M NaCl, 0,5% SDS), деіонізована вода ДЕПК 
(ДЕПК-mQ), суміш хлороформ:ізоаміловий спирт 24:1, ізопропанол, 70% етанол, підкислений фенол pH 4,3 ± 0,2, 3М натрій ацетат (рН 5,2), 
2-меркаптоетанол.

Теоретичні відомості

Методи виділення ДНК і РНК мають незначні відмінності (методику виділення загальної ДНК описано в навчальному посібнику «Основи молекулярної біології-1. Молекулярна біологія ДНК. Лабораторний практикум»), варіюють лише деякі методологічні прийоми. 
Для виділення РНК проводиться лізис клітин, депротеїнізація клітинного лізата і відділення РНК від ДНК. Однак РНК порівняно з ДНК набагато лабільніша і більш чутлива до дії нуклеаз. Крім того, РНКази менш чутливі до дії денатуруючих речовин, ніж ДНКази. Все це ускладнює отримання повнорозмірної РНК, тому необхідно проводити лізис одночасно з інактивацією РНКаз. 
Зазвичай молекули РНК мають невеликий розмір, так що механічна деградація є малоімовірною, що дає змогу інтенсивно змішувати клітинний лізат з інгібіторами або інактіваторами РНКаз. 
Необхідно також вжити всіх необхідних заходів для запобігання випадкового потрапляння РНКаз з інших джерел. Значні кількості РНКаз знаходяться на шкірі людини, тому виділення РНК слід проводити в одноразових гумових рукавичках. 
Необхідно також мати на увазі таке: 

1) вся вода повинна бути оброблена 0,1 % диетилпірокарбонатом (ДЕПК) за 37 °С протягом ночі і потім проавтоклавована. Така обробка води необхідна для повного звільнення від РНКаз і подальшого її використання для приготування розчинів або для миття всіх необхідних для виділення РНК матеріалів (але ДЕПК є канцерогеном, тому під час роботи з ним слід дотримуватися всіх необхідних заходів охорони праці); 

2) найкраще використовувати для виділення РНК стерильний одноразовий пластиковий посуд, оскільки на ньому відсутні РНКази. Звичайний лабораторний скляний або пластиковий посуд необхідно замочити в обробленій ДЕПК воді на 2 год за 37 °С, потім ретельно промити в обробленій ДЕПК воді і автоклавувати; 

3) розчини, які використовуються для виділення РНК, необхідно обробити 0,1 % ДЕПК за 37 °С протягом ночі і проавтоклавувати. Їх також можна приготувати на обробленій ДЕПК воді. При цьому треба мати на увазі, що ДЕПК активно реагує з речовинами, що мають аміногрупи, і тому її не можна застосовувати для обробки розчинів, що містять Трис. Трис-вмісні буфери потрібно готувати на обробленій ДЕПК воді зі спеціально призначених для молекулярної біології препаратів Трис і після приготування автоклавувати. 

4) вкрай бажано мати обладнання (скляний і пластиковий посуд, автоматичні піпетки, камери для електрофорезу і т.ін.), призначене виключно для роботи з РНК, і виділення проводити в місці, де не проводиться жодних робіт з РНКазами. 

5) інгібітори РНКаз слід використовувати скрізь, де це можливо: в буферах для виділення РНК, в подальших експериментах, під час зберігання РНК у водних розчинах. 

6) Ванадил-рибонуклеозидні комплекси, утворені іоном оксованадія і будь-яким з чотирьох рибонуклеозидів, зв'язуються з багатьма РНКазами і практично повністю їх інгібують, тому їх додають до розчинів для виділення і використовують на всіх необхідних етапах.
У разі використання таких комплексів слід пам'ятати, що вони інгібують трансляцію РНК в безклітинних системах синтезу білка, у цих випадках їх необхідно видаляти з препаратів РНК багаторазовою екстракцією фенолом. 
Хід роботи

1) У ступку внести по 200 мг рослинного матеріалу, пісок.

2) Додати 800-1000 мкл RE буферу (RNA extraction buffer), який містить 2-меркаптоетанол з розрахунку 10 мкл на 1 мл RE буферу.

3) Вміст гомогенізувати.

4) Перенести у пробірки, додати 600 мкл суміші фенол (рН 4,3): хлороформ (1:1).

5) Вміст пробірок інтенсивно перемішати протягом 3 хвилин.

6) Відцентрифугувати за 12000 об/хв протягом 5 хв.

7) У пробірку з 480 мкл ізопропанолу та 60 мкл 3М натрій ацетату (рН 5,2) обережно перенести 600 мкл водної фази. Вміст пробірок перемішати.

8) Провести преципітацію НК за -70°С протягом 15 хвилин.

9) Преципітат осадити шляхом центрифугування за 12000 об/хв протягом 10 хвилин за кімнатної температури. Не центрифугувати пробірки з льодом.

10) Надосадову рідину видалити шляхом перевертання пробірки.

11) Осад нуклеїнових кислот промити 1,2 мл етанолу (70%). 

12) Відцентрифугувати за 10000 об/хв протягом 5 хвилин. 

13) Етанол злити, промивання повторити ще один раз. Залишки етанолу видалити за допомогою дозатору.

12) Вміст пробірок висушити за кімнатної температури.

13) В пробірки додати по 100 мкл ДEПК-mQ, перемішати. Зберігати за температури -20°С.

Контрольні запитання
1. Будова і функції РНК.

2. З якою метою проводять виділення та аналіз РНК? 

3. Основні методи виділення РНК з біологічного матеріалу.

4. Основні принципи та підходи для збереження РНК на різних стадіях виділення.

5. Основні етапи виділення загальної РНК з рослинного матеріалу. 

6. Основні компоненти розчинів для виділення РНК.

7. Роль ДЕПК та інших інгібіторів РНКаз у процесах виділення та збереження нуклеїнових кислот.

Лабораторна робота  2. Спектрофотометричне дослідження загальної рослинної РНК (1 година)

Мета – засвоїти методи спектрофотометрії загальної рослинної РНК.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; спектрофотометр  Bio Photometer Plus Eppendorf v.1.35; автоматичні дозатори з наконечниками на 200 та 10 мкл, мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл, кювета пластикова для РНК; промивалка, рукавички
Реактиви: деіонізована вода, ДЕПК деіонізована вода (ДЕПК-mQ), дистильована вода, препарати загальної РНК.
Теоретичні відомості

Вимірювання концентрації РНК необхідно для визначення об’єму препарату, необхідного для подальшої роботи.
Теоретичні відомості принципів визначення концентрації та чистоти отриманих препаратів нуклеїнових кислот описано в навчальному посібнику «Основи молекулярної біології-1. Молекулярна біологія ДНК. Лабораторний практикум». 

Концентрацію РНК (а також ДНК, оліго- та навіть мононуклеотидів) можна визначити безпосередньо у водному розчині шляхом вимірювання величини поглинання А в ультрафіолетовій або у видимій частині спектру. Для очищених зразків з незначною кількістю таких домішок, як білки, фенольні сполуки або агароза, такий метод є достатньо точним і швидким. Іншим застосуванням методу є дослідження денатурації-ренатурації ДНК, зважаючи на гіперхромний ефект поглинання кількості ультрафіолетового світла азотистими основами, який спостерігають у разі денатурації. Вимірювання зразків проводять у буфері з низькою іонної силою, наприклад, ТЕ.
Пік поглинання нуклеїнових кислот спостерігається за довжини хвилі 
260 нм, тому їх концентрацію зазвичай визначають проти розчинника саме за цієї довжини хвилі. 
Вплив домішок на результат може бути виявлено обчисленням співвідношень. Оскільки білки мають пік поглинання за довжини хвилі 280 нм, то співвідношення А260/А280 використовується для визначення чистоти зразків нуклеїнових кислот щодо білка. Чиста ДНК повинна мати величину цього свіввідношення, рівну приблизно 1,8, водночас як чиста РНК дає відповідну величину, рівну приблизно 2,0. Поглинання за 230 нм виявляє забруднення зразка такими речовинами, як вуглеводи, пептиди, феноли або ароматичні сполуки. У разі чистих зразків, співвідношення А260/А230 має становити приблизно 2,2.

Для визначення поглинання зручніше застосовувати спектрофотометр, принцип роботи якого полягає у вимірюванні інтенсивності світла, що пройшло через кювету зі зразком у фотоелементі з іншого боку від зразка. Конкретні довжини хвиль виставляють вручну або в автоматичному режимі.
В однопроменевих спектрофотометрах необхідно переключати розташування кювет зі зразком і буфером, у двопроменевих – світло, що виходить з одного джерела, певним чином роздвоюється на дві кювети. В таких спектрофометрах, під’єднаних до комп’ютера, одразу виводиться на екран крива спектру поглинання у заданому діапазоні довжин хвиль.   

Для визначення концентрації одноланцюгової РНК приймають, що  оптична щільність розчину зразку А260 = 1 за довжини хвилі 260 нм і кювети товщиною 10 мм відповідає концентрації 40 мкг/мл нуклеїнових кислот. Для дволанцюгової ДНК ця концентрація складає 50 мгк/мл, для одноланцюгової ДНК – 37 мкг/мл, для олігонуклеотидів – від 20 до 30 мкг/мл.

У разі забруднення домішками співвідношення А260/А280 і А260/А230 будуть меншими за 2,0 та 2,2, відповідно. Тоді точне визначення концентрації РНК  буде неможливим.

Додаткове вимірювання поглинання за довжини хвилі 340 нм може бути використано для перевірки на присутність клітинного гомогенату в розчині або забруднення самої кювети.

Хід роботи

1. Приготування зразків

1) Розморозити зразки загальної РНК, перемішати та скинути краплі на центрифузі.

2) Підготувати мікропробірки на 1,7 мл. Підписати.

3) Змішати 90 мкл деіонізованої води + 10 мкл зразку РНК (Sample).

4) Для контролю змішати 90 мкл деіонізованої води + 10 мкл ДЕПК води (Blank).

4) Перемішати та скинути краплі на центрифузі.

2. Вимірювання:

1) Увімкнути прилад;

2) Вибрати програму “RNA”;

3) Ввести розведення, натиснувши кнопку “Dilution”. 

4) Ввести “10” для кількості (в мкл) зразка РНК для вимірювань. Натиснути кнопку “Enter”;

5) Ввести “90” для кількості (в мкл) води в пробірці. Натиснути кнопку “Enter”;

6) Промити кювету;

7) Перенести контроль до кювети;
8) Протерти серветкою поверхні кювети, крізь які проходитиме світло;
9) Поставити кювету в отвір приладу, притиснути її до дна;

10) Натиснути “Blank” (має висвітитись “0,000”). Натиснути ”Enter”;
11) Вийняти кювету. Залити в кювету воду, вилити  вміст в баночку. Промити кювету водою з промивалки декілька разів;
12) Струснути, щоб вилетіли залишки рідини;
13) Чистим носиком перенести перший зразок до кювети. Протерти за необхідності стінки кювети. Легенько постукати дном кювети по столу, щоб сплили всі мікробульбашки;
14) Поставити кювету в отвір приладу. Натиснути “Sample”;

15) Занести дані в таблицю 1 в зошиті. Натиснути “Enter”;

16) Повторити пп. 11-15 для всіх зразків;

17) Після закінчення роботи вимкнути прилад.  Закрити  отвір. 
Таблиця 1 – Результати спектрофотометрії
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18) Побудувати спектр поглинання розчинів РНК.

Контрольні запитання
1. На чому базується спектрофотометричний метод визначення концентрації нуклеїнових кислот?
2. Навіщо вимірюють співвідношення А260/А280 і А260/А230, а також А340?
3. Чим відрізняється однопроменевий і двопроменевий спектрофотометр? Чому спектрофотометричне вимірювання концентрації та чистоти нуклеїнових кислот проводить на спектрофотометрі, а не фотоелектроколориметрі?

4. Як денатурація нуклеїнових кислот може вплинути на результат вимірювання?

5. Чому для різних видів нуклеїнових кислот характерні різні значення вмісту для однієї й тієї самої оптичної густини?

6. В чому полягає відмінність ходу роботи вимірювання концентрації ДНК і РНК? Чому? 

Лабораторна робота  3. Електрофоретичне дослідження загальної рослинної РНК (2 години)

Мета – набути досвіду горизонтального гель-електрофорезу загальної рослинної РНК.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; мікрохвильова піч, камера для гель електрофорезу з блоком живлення, штативи для пробірок; гребінки, плашка для змішування, плашка для електрофорезу, автоматичні дозатори з наконечниками на 1000, 200 та 10 мкл, орбітальний шейкер, гель-документуючий пристрій, рукавички.

Реактиви: 1×SB буфер, агароза, препарати загальної РНК, бромистий етідій 10 мг/мл, дистильована вода, маркер молекулярної маси.

Теоретичні відомості

Теоретичні відомості принципу гель-електрофорезу отриманих препаратів нуклеїнових кислот, зокрема зразків РНК, описано в навчальному посібнику «Основи молекулярної біології-1. Молекулярна біологія ДНК. Лабораторний практикум». 

Хід роботи

Електрофоретичне дослідження загальної РНК

1. Заклеїти гелеву плашку з обох боків липкою плівкою.

2. Для приготування агарозного гелю зважити 0,8 г агарози, перенести її до чистої посудини, додати 100 мл 1×SB буферу.

3. Розчинити суміш з агарозою у мікрохвильовій пічці.

4. Остудити суміш до температури приблизно 40 оС під струменем холодної води.

5. Додати до суміші з агарозою 5 мкл бромистого етидію.

6. Залити агарозний гель в плашку, так щоб утворився шар ≈5 мм.

7. Вставити у рідкий гель гребінку.

8. Залишити гель для застигання на 20-30 хв.

9. Розморозити препарати загальної РНК та перемішати. Скинути краплі на центрифузі. Змішати на плашці загальну РНК з буфером для завантаження 
(6 × LB). Для цього нанести на отвори плашки по 1 мкл LB та додати по 5 мкл загальної РНК та перемішати. 
10. Обережно витягти гребінку та розклеїти плашку з гелем.

11. Розморозити та перемішати маркер молекулярної маси λ/HindIII. Скинути на центрифузі краплі.
12. Плашку з гелем перенести у камеру для електрофорезу, залити буфер так, щоб він повністю покривав гель

13. Обережно заповнити окремі лунки гелю по 6 мкл зразків РНК.

14. В окрему лунку обережно внести 8 мкл маркеру молекулярної маси λ/HindIII.

15. Закрити камеру, включити блок живлення та встановити напругу 
150 В. Проводити електрофорез протягом 30-45 хв.

16. Перенести плашку з гелем у піддон та перемішувати на орбітальному шейкері протягом 10 хв.

17. Перенести гель на скло та остаточно відмити дистильованою водою.

18. Сфотографувати гель гель-документувальним пристроєм.

19. Перенести фото гелю на комп’ютер зі встановленою програмою GIMP.

20. Провести обробку зображення у програмному середовищі GIMP за алгоритмом, описаним у навчальному посібнику «Основи молекулярної біології-1. Молекулярна біологія ДНК. Лабораторний практикум». 

21.
Підписати опрацьований файл зображення:                                
рік місяць число Назва досліду.jpg.

Контрольні запитання
1. Які основні параметри є впливають на швидкість електрофоретичного розділення нуклеїнових кислот?
2. Які основні вимоги до електрофорезних буферів?
3. Які основні вимоги до гелю для електрофорезу?

4. Для чого застосовують барвники під час електрофорезу нуклеїнових кислот в агарозних та поліакриламідних гелях?
5. Прокоментуйте хід виконання лабораторної роботи з точки зори процесів, які відбуваються.

6. Які відмінності та спільні риси процесів проведення електрофорезу ДНК і РНК?
Лабораторна робота  4. Гідроліз залишкової ДНК в препаратах РНК  
(2 години)

Мета – набути досвіду проведення гідролізу залишкової ДНК після виділення загальної РНК.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; термошейкер; штативи для пробірок; автоматичні дозатори з наконечниками на 1000, 200 та 10 мкл, мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл та 0,5 мл, лід, рукавички.
Реактиви: деіонізована вода ДEПК, 10×DNase буфер, фермент ДНКаза (DNase I, RNase free), RiboLock інгібітор РНКаз 40 од/мкл, препарати загальної РНК, 25 мМ ЕДТА.
Теоретичні відомості

Дезоксирибонуклеаза, ДНКаза (deoxyribonuclease, DNAasa, DNase) – фермент, який розщеплює дволанцюгову ДНК. Існує два типи ДНКаз: 
- ДНКаза І, яка розрізає ДНК усередині молекули (ендонуклеаза), і
- ДНКаза ІІ, яка видаляє нуклеотиди з кінців молекули (екзонуклеаза).
ДНКаза І розрізає ДНК таким чином, що утворюються фрагменти, які містять 5'-кінцеві фосфатні групи; продуктом ДНКази ІІ є фрагменти, які містять 3'-кінцеві фосфатні групи. Цей фермент використовується в експериментальній роботі для деградації ДНК (наприклад, для очищення РНК і безклітинних екстрактів від ДНК), для селективного перетравлення хроматину (транскрипційно активні ділянки розщеплюються більш інтенсивно, ніж інертні), для фінгерпринтинга, футпринтинга і мічення ДНК.

Оптимальні умови гідролізу. Як і для багатьох інших ферментів, активність ДНКази І залежить від складу реакційного буферу. Для функціонування ферменту необхідна присутність іонів Mg2+ та Ca2+. Оскільки відомо, що Ca2+ зв’язується з ДНКазою І і стабілізує активну конформацію, навіть мікромолярні кількості Ca2+ можуть виступати в ролі сильних активаторів ферменту за присутності іонів Mg2+. 

Іонна сила реакційного буферу є ще одним фактором, який може впливати на активність ДНКази І. ДНКаза І має оптимальну активність в буферах, що містять іони Mg2+ та Ca2+ за відсутності інших солей. Якщо ж концентрація солі  (NaCl або KCl) стандартного буфера реакції зростає від 0 до 30 мМ, активність ДНКази I падає більш ніж у 2 рази. Тому фермент додають для реакції в надлишку.

Специфічність розщеплення ДНКази І. Розщеплення ДНКазою І гетерогенної дволанцюгової ДНК проходить до отримання динуклеотидів (60%), тринуклеотидів (25%) та олігонуклеотидів. Найменшим субстратом для ДНКази І є тринуклеотиди. Загальновідомо, що ДНКаза І гідролізує ДНК неспецифічно, однак, на практиці помітні деякі преференсні послідовності. Наприклад, фермент чутливий до структури малої борозенки і сприяє розщепленню пурин-піримідинових послідовностей. Однак, ДНКаза І буде розщеплювати в межах всіх 4 нуклеотидів гетерогенної дволанцюгової ДНК, і специфічність гідролізу в межах певного нуклеотиду зазвичай не відрізняється більше, ніж в три рази.

ДНКаза І може також гідролізувати одноланцюгову ДНК та ДНК в РНК-ДНК гібриді, однак, її активність для цих субстратів значно нижче. Наприклад, специфічна активність ДНКази І до одноланцюгової ДНК як субстрату менша, ніж для дволанцюгової ДНК, приблизно в 500 разів. Активність до РНК-ДНК гібридів на 1-2% нижче, ніж для дволанцюгової ДНК. Тому важливо відзначити, що ДНКаза І часто використовується в концентраціях значно вищих, ніж це є необхідним. 

Інактивація ферменту. Додавання ЕДТА в концентрації значно нижчої за концентрацію Mg2+, але значно вищої за концетрацію Ca2+ інгібує ДНКазу І в 1000 разів або й більше. 
Тому додавання ЕДТА використовують для інактивації ферменту з подальшим нагріванням з метою зупинення реакції. Якщо ЕДТА не додати, то РНК буде піддаватись хімічному гідролізу під час термоінактивації.

Для зразків РНК, які будуть використовуватись в реакції оберненої транскрипції, концентрація ЕДТА в зразку РНК має братись до уваги. Підвищення вмісту ЕДТА в зразку РНК буде знижувати концентрацію вільних іонів Mg2+ і впливати на ефективність оберненої транскрипції. Тому після термоінактивації ДНКази І може бути необхідним додавання додатково Mg2+ для збільшення активності оберненої транскрипції.
Хід роботи

1. Приготування реакційної суміші проводять на льоду. Використовують 
3 мкг загальної РНК. 

Для цього необхідно провести нормалізацію (обрахування) об’єму розчину РНК до 3 мкг у 20 мкл реакційної суміші (табл. 2).
Таблиця 2 – Склад реакційної суміші

	Реактив
	Об’єм

	ДЕПК-mQ
	до 20 мкл

	10× реакційний буфер з MgCl2
	2 мкл

	Препарати РНК
	3 мкг!

	RiboLock інгібітор РНКаз, 40 од/мкл
	0,5 мкл

	ДНКаза І (DNase I, RNase-free)
	2 мкл


2. Провести реакцію рестрикції протягом 30 хв за 37(С в термошейкері або на водяній бані.

3. Для зупинки реакції додати 2 мкл 25 мМ ЕДТА та витримати протягом 10 хв за 65(С для денатурації ферменту ДНКази I.

4. Після завершення отримані препарати РНК призначені для проведення реакції зворотної транскрипції.
Контрольні запитання
1. Мета ДНКазної обробки препаратів РНК перед зворотньою транскрипцією.

2. Збереження структури РНК під час маніпуляцій з нею.
3. Чим відрізняються ДНКази І і ІІ типів?

4. Функції рестриктаз у бактеріальній клітині

5. Що таке футпринтинг, фінгерпринтинг, мічення ДНК, для чого ці методи застосовують? Як це пов’язано з рестриктазами?

6. Чому відкриття рестриктаз дало поштовх розвитку генетичної інженерії?
Лабораторна робота  5. Реакція зворотньої транскрипції (2 години)

Мета – набути досвіду проведення реакції зворотньої транскрипції для отримання рослинної кДНК.
Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; штативи для пробірок; автоматичні дозатори з наконечниками на 1000, 200 та 10 мкл, мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл та 0,5 мл, лід, термоциклер, рукавички.

Реактиви: ДEПК-деіонізована вода (ДЕПК-mQ), 5×Reaction buffer, зворотня транскриптаза 200 од/мкл, RiboLock інгібітор РНКаз 40 од/мкл, праймер Oligo(dT)18 (5’-ТТТТТТТТТТТТТТТТТТ-3’) 100 мкМ, препарати загальної РНК після ДНКазної обробки.
Теоретичні відомості

Зворотня транскрипція (reverse transcription, RT) – реакція синтезу ДНК на матриці РНК за допомогою ферменту зворотньої транскриптази. Механізм зворотної транскрипції був відкритий в 1970 р. незалежно один від одного Д. Балтімором і Х. Теміним, за що у 1975 році вони разом з Р. Дульбекко отримали Нобелівську премію. Більш ранні подібні роботи київського вченого С.Гершензона Нобелівський комітет, на жаль, не взяв до уваги.
Зворотня транскриптаза або ревертаза (reverse transcriptase) – фермент РНК-залежна ДНК-полімераза, за допомогою якого здійснюється зворотна транскрипція, тобто синтез ДНК на матриці РНК (а не навпаки). Зворотня транскриптаза кодується в геномах деяких РНК-вірусів (наприклад, ретровірусів, зокрема ВІЛ) і рухомих генетичних елементів (ретротранспозонів) геному еукаріотів. Іншим відомим прикладом зворотної транскрипази є теломераза. Відкриття зворотної транскрипції як інструменту молекулярної біотехнології стало тригером бурхливого розвитку генної інженерії. 
Зворотня транскриптаза має, принаймні, три ферментативні активності: 
1) ДНК-полімеразну , яка може використовувати як матрицю і РНК, і ДНК; 
2 ) активність РНКази Н, яка гідролізує РНК у складі гібриду РНК-ДНК, але не одно- або дволанцюгову РНК;
3) ДНК-ендонуклеазну активність. 
Полімеразна ланцюгова реакція із зворотньою транскрипцією (ЗТ-ПЛР) є варіантом ПЛР, яку використовують для детекції експресії РНК. Слід розрізняти ЗТ-ПЛР (RT-PCR) і ПЛР «у режимі реального часу» (real-time polymerase chain reaction – qPCR), це – окремі методи.

Хоча ЗТ-ПЛР і традиційна ПЛР помножують копії конкретної ділянки ДНК в процесі ампліфікації, виконання цих двох методів є категорично різними. Традиційна ПЛР використовується для експоненційного накопичення цільових послідовностей ДНК. В ЗТ-ПЛР РНК матриця спочатку конвертується в комплементарну ДНК (кДНК) за допомогою оберненої транскриптази. Отримана кДНК потім використовується як матриця для експоненційної ампліфікації за допомогю ПЛР. 
Використання ЗТ-ПЛР для детекції РНК транскрипту дало потужний поштовх для вивчення експресії генів, оскільки:

- зробило теоретично можливим детектування транскриптів практично будь-якого гену;
- надало змогу ампліфікації зразку і, відповідно, відпала необхідність у великій кількості вихідного матеріалу, як для нозерн-блоттингу;
- надало змогу зберігання зразку у вигляді кДНК, тому що РНК схильна до швидкої деградації.

Визначення кількості РНК за допомогою ЗТ-ПЛР може проходити в один чи два етами.

ЗТ-ПЛР в один етап. Реакція оберненої транскрипції та ампліфікації проходять одночасно в одній пробірці. Такий підхід в реалізації ЗТ-ПЛР дає змогу мінімізувати похибки експерименту, оскільки всі ензиматичні реакції проходять в одному середовищі. Однак, вихідна матриця РНК схильна до деградації. Також є дані, що такий підхід є менш точним порівняно із ЗТ-ПЛР в два етапи.

ЗТ-ПЛР в два етапи. На першому етапі проводиться обернена транскрипції з неспецифічними праймерами в одній пробірці. На другому етапі – традиційна або кількісна ПЛР зі специфічними праймерами. Цей підхід характеризується схильністю до контамінації порівняно з вищезгаданим методом через подвійне перенесення зразку в нову пробірку.
Хід роботи

1. Приготування реакційної суміші проводять на льоду. 
2. Синтез першого ланцюга кДНК (комплементарна ДНК) зворотньою транскрипцією проводять з праймером Oligo(dT)18. Для цього використовують 
5 мкл продуктів реакції ДНКазної обробки (~600 нг загальної РНК).
3. Обрахування складу реакційної суміші наведено у таблиці 3.
Таблиця 3 – Склад реакційної суміші
	Реактив
	Об’єм

	ДЕПК-mQ
	7,4 мкл

	5×реакційний буфер
	4 мкл

	100 мкМ Oligo(dT)18
	1 мкл

	10 мM дНТФ
	2 мкл

	Препарат РНК (реакційна суміш після ДНКазної обробки)
	5 мкл (~600нг)

	RiboLock інгібітор РНКаз, 40 од/мкл
	0,5 мкл

	Зворотня транскриптаза, 200од/мкл
	0,1мкл


4. Для перевірки якості проводять реакції негативного контролю: 
а) реакція без матриці РНК – дає змогу перевірити відсутність забруднення реагентів ДНК (одна реакція на партію); 
б) без ревертази – дає змогу перевірити відсутність забруднення ДНК зразків РНК (проводиться для кожного зразка).

5. Реакційну суміш витримують протягом 60 хв за 42(С. 
6. Реакція зупиняється нагріванням до 70(С протягом 10 хв. 
7. Зразок кДНК зберігають за температури -20(С.

Контрольні запитання

1. Що таке зворотня транскриптаза, чому було дано таку назву?

2. Які активності має зворотня транскриптаза?

3. Завдяки яким роботам було винайдено механізм зворотної транскрипції?

4. Чому Нобелівську премію премію отримали 3 автори, але серед них не було київського вченого?

5. Значення реакції зворотної транскрипції у молекулярних дослідженнях.

6. Навіщо проводять реакції негативного контролю, що вони означають?

7. Що таке Oligo(dT)18 і RiboLock  інгібітор РНКаз?
Лабораторна робота  6. Полімеразна ланцюгова реакція з продуктами реакції зворотньої транскрипції (кДНК). Електрофоретичне розділення продуктів ПЛР на референтний ген (6 годин)
Мета – набуття досвіду проведення ПЛР з кДНК на референтний ген g3pdh та порівняння результатів з результатами ПЛР виділеної загальної рослинної ДНК.

Обладнання та матеріали: мікроцентрифуга на 12 000 об/хв; термошейкер; ампліфікатор, штативи для пробірок; мікропробірки Eppendorf на 1,7 мл та 0,2 мл, автоматичні дозатори з наконечниками на 1000, 200 та 10 мкл, лід, рукавички.

Реактиви: зразки кДНК, деіонізована вода (mQ), 10× буфер для полімерази, 5 од/мкл ДНК-полімераза, специфічні олігонуклеотиди (праймери) TaTM20F та TaTM20R, 2 мM дНТФ, 25 мМ MgCl2, TE-буфер (негативний контроль), буфер для завантаження (60 % сахароза, 0,4 мг/мл крезол червоний), позитивний контроль – зразок загальної ДНК 30 нг/мкл. 

Теоретичні відомості

Теоретичні відомості про полімеразну ланцюгову реакцію та електрофоретичне розділення продуктів ПЛР на референтний ген наведено в навчальному посібнику «Основи молекулярної біології-1. Молекулярна біологія ДНК. Лабораторний практикум».
Хід роботи

Хід виконання роботи по проведенню полімеразної ланцюгової реакції з продуктами реакції зворотньої транскрипції (кДНК) та електрофоретичне розділення продуктів реакції аналогічний проведенню ПЛР із виділеної загальної рослинної ДНК та електрофоретичному розділенню.

Результатом лабораторної роботи має бути перевірка якості виконання виділення РНК, гідролізу залишкової ДНК та реакції зворотної транскрипції.

1. Приготувати лід. 
2. Розморозити, перемішати та скинути на центрифузі основні компоненти полімеразної ланцюгової реакції (крім ДНК-полімерази!!!) та препарати кДНК, які були отримані шляхом реакції зворотної транскрипції. Перенести компоненти та кДНК на лід.

3. Підготовувати пробірку на 1,7 мл для приготування суміші МasterMix.

4. Розрахувати кількість компонентів для приготування MasterMix за формулою.
N = n (кількість зразків) + n (кількість контролів) + 1 екстра

5. Для контролів використовувати надані зразки ДНК (позитивний контроль ДНК) та ТЕ-буфер (негативний контроль).
6. Внести в таблицю (табл.4) необхідну кількість компонентів для приготування MasterMix.
Таблиця 4 – Склад реакційної суміші
	Складова
	Кількість реакцій

	
	1
	___

	Milli-Q вода, мкл
	10,3
	

	10× буфер для полімерази, мкл
	2,0
	

	2 мM дНТФ, мкл
	2,0
	

	10 мкМ TaTM20F, мкл 
	0,5
	

	10 мкМ TaTM20R, мкл 
	0,5
	

	25 мМ MgCl2, мкл
	1,6
	

	60 % сахароза, 0,4 мг/мл крезол червоний 
	2,0
	

	5 од/мкл, ДНК полімераза, мкл 
	0,1
	

	кДНК або 30 нг/мкл загальної ДНК (для позитивного контролю) або ТЕ-буфер(для негативного контролю) 
	1,0
	

	Об’єм, мкл
	20,0
	


7. Приготувати MasterMix з перших 8 компонентів реакції. Перемішати, скинути на центрифузі, поставити на лід. Уникати утворення бульбашок.

8. Підготувати та підписати 0,2 мл пробірки для реакції. 

9. Внести в кожну пробірку по 19 мкл суміші та додати в кожну пробірку по 1 мкл кДНК або загальної ДНК 30 нг/мкл (в різні лунки). В одну пробірку як негативний контроль внести замість загальної ДНК ТЕ буфер. 
10. Ввімкнути прилад для ампліфікації.
11. Обрати параметри реакції специфічні для досліджуваного гену.

Програма ампліфікації на ген TaTM20. 
1) T=94 °C, 04:00 хв 

2) T=94 °C, 00:30 хв 

3) T=57 °С, 00:30 хв 

4) T=72 °С, 00:39 хв 

5) GO TO 2 REP 34

6) Т=72 °C, 05:00 хв 

7) Т=22 °C, 02:00 хв

 - end
12. Поставити пробірки у прилад та запустити програму.

13. Після завершення реакції витягти та заморозити пробірки.
14. Провести електрофоретичне розділення продуктів реакції для перевірки якості проведеної роботи. Прикладом успішно виконаної роботи з виділення РНК, гідролізу залишкової ДНК та реакції зворотної транскрипції є, наприклад, наведена електрофореграма (рис.1)
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Рисунок 1 – Електрофореграма продуктів ампліфікації гена TaG3PDH (кДНК, синтезована за допомогою реверсивної транскриптази з РНК трансгенних рослин пшениці): 

1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 – кДНК трансформованих рослин пшениці сорту Подолянка; 

2, 4, 6, 8, 10, 12 – контроль (ті самі проби кДНК, але без використання реверсивної транскриптази); 

К1 – негативний контроль (кДНК, синтезована з РНК нетрансгенної рослини); 

К2 – позитивний контроль (кДНК, синтезована з РНК трансгенної рослини N. tabacum); 

К – негативний контроль – ТЕ буфер; 
М – маркер молекулярної маси DNA LadderMix.
Контрольні запитання
1. Які ризики отримання негативного результату в результаті проведених робіт?

2. Яких запобіжних заходів слід дотримуватись, щоб уникнути забруднень в процесі виконання роботи?

3. Який зміст полімеразної ланцюгової реакції?

4. В чому суть реакції зворотної транскрипції?

5. Які параметри процесу ампліфікації впливають на її успішне проведення?
6. Які параметри електрофоретичного розділення на референтний ген впливають на результат?

7. Які контролі використовують в даній лабораторній роботі і навіщо?

Лабораторна робота 7. Робота з генетичними послідовностями за допомогою інструментів СLC Main Workbench і СLC Sequence Viewer 
(4 години)

Мета – засвоїти основи роботи з генетичними послідовностями в програмному забезпеченні СLC Main Workbench і СLC Sequence Viewer.

Обладнання та матеріали: ПК, послідовності генів та праймерів, програмне забезпечення СLC Main Workbench і СLC Sequence Viewer.

Теоретичні відомості

У другій половині ХХ століття з розвитком молекулярної біології, уявлень про роль нуклеїнових кислот у зберіганні, відтворенні та експресії генетичної інформації почалась бурхлива діяльність по розшифровці нуклеотидних і амінокислотних послідовностей. 
У 1964 р. було проведено сиквенування першої тРНК дріжджів довжиною 77 нуклеотидів, 1977 році був сиквенований геном фагу Phi-X174, потім геном бактерії H.influenzae, згодом багато інших організмів, зокрема геном людини. 
Отже, розроблення методів сиквенування дало інструмент дослідникам для накопичення величезної кількості інформації, у зв’язку з чим виникла потреба у створенні баз даних для її зберігання, доступ до яких мав бути вільним. Наявність таких баз даних дало змогу науковцям з різних лабораторій світу поповнювати цю інформацію та аналізувати ці дані, отримуючи нові знання на основі цього аналізу. 

Було створено спеціальні біологічні бази даних молекулярної біології. Основні з них – DB Genbank (США) та DB EMBL (Європа) були засновані в 1982 році, DB DDBJ (Японія) – у 1984 році. З 1982 року в молекулярній біології було створено кілька тисяч різних публічних та платних баз даних. Серед них є як великі, так і малі, такі як ті, що контролюються дослідницькими центрами, такими як Національний центр біотехнологічної інформації, а також невеликі лабораторії та інститути чи приватні особи.

З розробленням та широким застосуванням автоматичних методів сиквенування потік інформації про структуру та властивості генів та білків почав зростати в геометричній прогресії. 

Для швидкого доступу вчених та лабораторій до накопичених знань Інтернет відіграв вирішальну роль. Але аналіз цього масиву даних «вручну» став неможливим. Однак стрімкий розвиток комп'ютерних технологій та значний прогрес у створенні ефективних алгоритмів обробки даних декодованих послідовностей стали необхідними умовами для вирішення цієї проблеми. Залежно від змісту та завдань ці бази мають відповідні інструменти: алгоритми, вбудовані програми, що створюють фахівців з біоінформатики – тих, хто добре обізнаний з біологією та програмуванням 

Перш за все, одним із одним з методів, застосовуваних в сучасній біоінформатиці для дослідження гомологічності білків з відомими амінокислотними послідовностями, є вирівнювання білків, суть якого полягає в 
- знаходженні за допомогою різних алгоритмів найбільш консервативних залишків в цих послідовностях, які зазвичай є ключовими для виконання однієї або декількох функцій білку; 

- дослідженні доменної структури даного білка за допомогою пошуку відомих структурних мотивів і доменів у досліджуваному білку; 

- пошуку гомолога даного білку в різних організмах, 

- побудови філогенетичних дерев різних організмів на основі гомологічних білкових послідовностей тощо.

Задача вирівнювання зводиться до задачі пошуку подібності аналізованих послідовностей та знаходження таких послідовностей в інших організмах або навіть в інших за функцією білках. 
Однак, подібність не тотожна гомології. Гомологічні білки, наприклад, можуть зберігати лише 10 % ідентичних амінокислот, а негомологічні – мати 30 % таких. Разом з тим, висока подібність може свідчити про значну функціональну або структурну подібність, а також еволюційну спорідненість, на основі якої встановлюють таксони і будують філогенетичні дерева.
Застосування результатів вирівнювання також було використано в методі shotgun sequencing (метод дробовика – отримання великої кількості довільних клонованих фрагментів ДНК) Інституту генетичних досліджень (TIGR) для розшифровки відносно невеликого геному Haemophilus influenzae в процесі сиквенування. Фрагменти послідовності близько 600–800 нуклеотидів накладали один на одного за подібністю і таким чином склали повний геном. 
Однак, такий підхід мав значні обмеження для складення великих геномів, оскільки потребував значного машинного часу та застосування суперкомп’ютерів. Наприклад, розрахований на 15 років проєкт «Геном людини» по розшифруванню геному людини, який розпочався у 1990 році, на складання довгих послідовностей було витрачено декілька місяців часу суперкомп'ютерів. Алгоритми такої збірки сиквенсів у довгу послідовність (картування геномів), засновані на нових знаннях і закономірностях, продовжують вдосконалюватись і є однією із задач біоінформатики.
Наступним (або паралельним) завданням дослідження геномів є ідентифікації функцій генів і позагенних елементів, тобто анотація геномів. Важливо, що цей процес включає також маркування послідовностей ДНК, які не кодують білки, але виконують інші важливі функції. Першою програмою для цих цілей була програма, розроблена командою Оуена Вайта (Owen White) у 1995 році, що знаходила тРНК і інші об'єкти в геномі. На цей час такі програми та алгоритми також вдосконалюються і поліпшуються.
Методи програмного аналізу послідовностей засновані на автоматичному пошуку не тільки генів, але й інших послідовностей в геномі з невідомими функціями і походженням. 
Слід зазначити, що в еволюційному перетворенні геному кожна послідовність могла поводитися абсолютно незалежним чином, тобто змінювалась дискретно або комбінуючись з іншими. Це, зокрема, підтверджується зіставленням геномів видів, а також штамів, рас, етносів, популяцій і навіть окремих індивідів.

Отже, біоіонформатичні методи дають змогу розвиватись еволюційній біології, яка досліджує походження і розвиток як видів, так і окремих білків та інших структур з часом. Це важливо з точки зору молекулярних механізмів формування виду, а не тільки зовнішнього вигляду або фізіології. Завдяки програмі вирівнювання (BLAST) на рівні геномів можна вивчати системно такі еволюційні події, такі як дуплікація генів, делеції генів, горизонтальний перенос генів, і таким чином передбачати фактори спеціалізації організмів та цілих популяцій. 
На основі усвідомлення напрямків і механізмів еволюції було створено алгоритми, які застосовують в різних галузях, зокрема інженерних. Завдяки подібності мети – задачі оптимізації – ці алгоритми названо генетичними. Отже, подібність з еволюційною біологією спостерігається в принципах побудови алгоритмів розвитку та виживання виду або популяції за умови природного відбору. Біологічні процеси, на базі яких відбувається еволюція виду, популяції або окремого білка та його функцій – це реплікація (відтворення) та  мутації, рекомбінації, кросинговер та ін., в результаті яких змінюються функції, набуті раніше. Отже, розуміння молекулярних механізмів, жорстко вибудуваних задля вдосконалення самою природою, знайшло застосування у програмному забезпеченні алгоритмів обчислень складних систем, що мають невизначеність. 

Для пошуку, візуалізації і аналізу інформації застосовують спеціалізоване програмне забезпечення, результати роботи якого, що важливо, роблять її доступною іншим дослідникам. Такі комп'ютерні симуляції моделюють, наприклад, популяційну динаміку або біорізноманіття конкретної екосистеми або загалом біосфери Землі. В оцінці біологічного різноманіття важливим аспектом є не тільки бази даних окремих видів у різних екосистемах, зокрема й вимерлих або тих, чиє становище загрозливе, але й вивчення генетичного (епігенетичного) стану сільськогосподарських культур або тварин. Генетичні напрацювання природи в такому разі, записані і проаналізовані у відповідних базах даних, дають змогу використовувати їх знову в майбутньому, навіть якщо ці види повністю вимруть.

Методи біоінформатики задіяні також в такій області молекулярно-генетичних досліджень, як аналіз експресії генів, який проводять вимірюванням рівнів мРНК з використанням методів «Lab on the chip», експресованих міток послідовностей (expressed sequence tag, EST), серійного аналізу експресії генів (serial analysis of gene expression, (SAGE) або інших варіантів мультиплексної гібридизації in situ. Всі ці методи надзвичайно чутливі до шуму і схильні до упередженості в отриманих значеннях, тому розробка статистичних інструментів виокремлення значимого сигналу не є тривіальною задачею. Рівень експресії певних генів, асоційованих із хворобою, мають вирішальне значення для діагностики та вибору стратегії лікування. Створено спеціалізовані бази даних хвороб, наприклад OMIM, в яких використовуються відповідні до задач програмні продукти. 
Для зручності дослідників бази даних молекулярної біології містять також ресурс повних текстів наукових статей, присвячених біологічним дослідженням, на основі яких створено відповідні записи в цих базах даних. Наприклад, в базі даних NCBI таким сховищем є PubMedCentr (PMC).
Отже, як правило, різноманітні бази даних містять розроблені під їхні задачі інструменти, програмні продукти яких можуть бути вбудовані в ресурс і працювати он-лайн або віддалено. Однією з компетентностей фахівця молекулярної біології є навики та досвід користувача таких програмних продуктів для потреб дослідника. Прикладом такої роботи є застосування програм СLC Main Workbench і СLC Sequence Viewer.

Хід роботи
Робота з програмою СLC Main Workbench.

1. Ознайомитись з інтерфейсом та меню програми СLC Main Workbench.

2. Зберегти послідовності генів та праймерів у форматі СLC.
3. Порівняти знайдені послідовності за допомогою інструменту «Sequencing Data Analysis/Assemble Sequences».

4. Вирівняти послідовності за допомогою інструменту «Aligments and Trees/Create Aligment».

5. Нанести на досліджувані послідовності послідовності праймерів за допомогою інструменту «Find Binding Site and Creatе Fragments». Підписати їх.

6. Нанести на послідовність кодуючі та некодуючі ділянки.
7. Ознайомитись з інструментом «Cloning Site Analysis».

8. Відкрити послідовність плазміди, показати її в кільцевій формі. 

9. За допомогою інструменту «Restriction Site Analysis» провести теоретичну рестрикцію даної плазміди рестриктазою AluI.
10. Вивести результати у вигляді таблиці та гелю, нанести маркерні лінії.

11. Ознайомитись з інструментами, які використовуються для обробки відсиквенованих послідовностей.

12. Отримані результати занести в протокол.
І

Ppo-A1 (Triticum aestivum)
PPO33F
 CCAGATACACAACTGCTGGC
PPO33R        TGATCTTGAGGTTCTCGTCG


Ppo-A1a
290
 


Ppo-A1b
481

ІІ

Glu-B1

MAR-F
CCTCAGCATGCAAACATGCAGC
MAR-R
CTGAAACCTTTGGCCAGTCATGTC
Glu-B1 (77+8) 563 п.н.

Glu-B1 (7+8) 520 п.н.

ІІІ

Wax/wax (Hordeum vulgare)

р-197  CAAACAGACGACAAGCGGAGAA

р+606  TAGAAAAAGAAAACATCAAGCA 

600 п.н., 800 п.н., 1000 п.н.
ІV
Wx-A1

Wx-A1F CCCCAAAGCAAAGCAGGAAAC
Wx-A1R  CGGCGTCGGGTCCATAGATC

Wx-A1a (671-bp) 

Wx-A1b (652-bp)


Робота з программою СLC Sequence Viewer
1. Завантажити та встановити програму СLC Sequence Viewer https://www.qiagenbioinformatics.com/products/clc-sequence-viewer/ 

2. Створити нову послідовність «New» -> «Sequence». Назвати послідовність. Обрати тип послідовності. Скопіювати з NCBI задану варіантом (з лабораторної роботи NCBI) нуклеотидну послідовність у FASTA форматі (рис.2).
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Рисунок 2 – Введення послідовності у FASTA  форматі.

3. Зберегти отриману послідовність в програмі натиснувши «Save» -> «OK». В «Navigation Area» відобразиться послідовність (рис.3):
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Рисунок 3 – Збереження вибраної послідовності.

4. Рестрикційний аналіз

4.1 Обрати «Toolbox»  -> «Restriction Site Table» -> «Restriction Site Analyses…» (рис.4).
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Рисунок 4 – Вибір інструменту аналізу рестрикційного сайту.
4.2 Якщо на попередніх етапах послідовність була збережена, то вона автоматично буде вибиратись для аналізу. 
Якщо необхідно проаналізувати іншу послідовність, тоді треба вибрати її із списку збережених файлів та перевести в поле справа за допомогою стрілочок (рис.5). Натиснути «Next».
4.3 Обрати декілька рестриктаз зі списку (на приклад, EcoRI, BamHI, HindIII) (рис.6). Натиснути «Next».
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Рисунок 5 – Вибір послідовності з меню збережених.
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Рисунок 6 – Вибір рестриктаз.
4.4 Обрати умови по кількості рестрикційних сайтів для виведення результатів на екран (рис.7). Натиснути «Next».
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Рисунок 7 – Вибір кількості рестрикційних сайтів.

4.5 На новій вкладці відмітити «Open» (замість «Save») (рис.8). Натиснути «Finish».
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Рисунок 8 – Вибір відкриття результатів.

4.6. В результаті  отримується табличка (рис.9), яку треба додати до звіту, описати, зробити висновки. 
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Рисунок 9 – Результати роботи програми рестрикції.
5. Переведення нуклеотидної послідовності в амінокислотну.

5.1 Обрати «Toolbox»-> «Nucleotide Analyses»-> «translate to protein».

5.2 Навести у звіті отриману послідовність.

6. Конвертування послідовності ДНК у РНК.

6.1 Обрати «Toolbox» -> «Nucleotide Analyses»-> «Convert DNA to RNA»
6.2 Навести у звіті отриману послідовність.

7. Визначення відкритої рамки зчитування

7.1 Обрати «Toolbox» -> «Nucleotide Analyses» -> «Find Open Reading Frame» (рис.10). Обрати всі необхідні параметри. 
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Рисунок 10 – Визначення відкритої рамки зчитування.

7.2. Навести у звіті отримані результати, охарактеризувати та зробити висновок.

Контрольні запитання
1. Біоінформатичні бази даних у молекулярних дослідженнях.
2. Основні інструменти для роботи з генетичними послідовностями.

3. Як можна використовувати інструменти баз даних молекулярної біології для геномних досліджень, наприклад, пшениці?

4. Основні принципи роботи з програмним забезпеченням СLC Main Workbench і СLC Sequence Viewer.
5. Чим відрізняються рестриктази, запропоновані програмою?

6. Як програмне забезпечення може допомогти досліднику вибрати найкращий варіант для отримання нової конструкції?
Лабораторна робота  8. Вирівнювання послідовностей та розробка систем праймерів для ПЛР за допомогою ресурсу BLAST (2 години)
Мета – набуття досвіду проведення порівняння послідовностей ДНК та кДНК гену g3pdh Triticum aestivum та Hordeum vulgare в базах даних National Center for Biotechnology Information.

Обладнання та матеріали: ПК з виходом в інтернет, послідовності праймерів.
Теоретичні відомості

Міжнародний консорціум банків даних (INSDC) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/collab) об’єднує NCBI – National Center for Biotechnology Information, USA (БД GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, засновано в 1982 році, поповнюється 1 раз на 2 місяці, щоденно синхронізується з DDBJ) та EMBL – колекцію всіх загальнодоступних послідовностей ДНК, РНК та їх білків (сотні тисяч послідовностей) і літературні посилання на них.
На ресурсі Nucleotide бази даних NCBI зібрано всі розшифровані на цей час нуклеотидні послідовності живих організмів і вірусів.

Для порівняння нуклеотидних або амінокислотних послідовностей в базі даних NCBI застосовуються інструмент BLAST, результатом якого є попарне вирівнювання послідовностей і знаходження схожих ділянок, між якими можуть бути ділянки, які не збігаються. Це можуть бути як пропуски в одній із послідовностей, так і заміни на іншу послідовність в одному з рядків, які розташовуються один над одним. Якщо літери в рядках збігаються, то між ними ставиться рисочка, якщо ні – точечка. Може бути деяка ділянка, на якій в одному рядку взагалі немає літер, що може свідчити про делецію в одній послідовності або інсерцією в іншій. Збіг на деякій ділянці в обох послідовностях може бути наслідком гомології або еволюційних зв'язків між ними. Можна передбачити структурну та функціональну подібність білків, які мають такі збіги.
Невідповідності між послідовностями свідчать про мутації, які виникли з того часу, як види або штами розійшлися, такі відхилення позначаються на структурі відповідного білка та його функціональній активності, стійкості до умов середовища, спорідненості до інших структур і лігандів.

Натомість, якщо деяка ділянка зберігає подібність у популяції або серед багатьох видів, то це свідчить про її надзвичайну важливість для функцій певного білка. Якщо заміни амінокислот синонімічні, тобто ці амінокислотні залишки мають подібні біохімічні властивості, то структурна та функціональна подібність також залишається. Про такі ділянки говорять, що вони консервативні. Враховуючи те, що одну амінокислоту можуть кодувати до 6 кодонів, то подібність послідовності основ нуклеїнових кислот свідчить про ближчий еволюційний зв'язок між видами, ніж у разі виявленої подібності амінокислотних послідовностей. 

Інструмент для досліджень пов’язаних з базовим локальним вирівнюванням (BLAST, The Basic Local Alignment Search Tool) знаходить ділянки або регіони місцевої подібності між послідовностями і розширює їх. Програма порівнює нуклеотидні або білкові послідовності в базах даних послідовностей і обчислює статистичну значущість співпадінь. BLAST може бути використано для виведення функціональних і еволюційних взаємозв’язків  між послідовностями, а також допомоги ідентифікаціх членів родин генів.

Основні завдання, які вирішує BLAST:

- вирівнювання нуклеотидних послідовностей (Nucleotide BLAST);
- вирівнювання амінокислотних послідовностей білків (Protein BLAST);

вирівнювання з попередньою трансляцією нуклеотидної послідовності в амінокислотну (blastx);

- вирівнювання з попередньою трансляцією амінокислотної послідовності в нуклеотидну (tblast);
- знаходження дуже подібних білків до вихідного заданого білку (SmartBLAST);
- розробка праймерів, специфічних до ПЛР матриці (Primer-BLAST);
- глобальне вирівнювання послідовностей (Global Align);
- знаходження консервативних доменів в заданій послідовності (CD-search);

- знаходження співпадінь до профайлів експресії генів (GEO);

- пошук послідовностей імуноглобулінів і рецепторів Т-клітин (IgBLAST);

- пошук послідовностей для контамінації вектору (VecScreen);

- знаходження послідовностей з подібною консервативною архітектурою доменів (CDART);
- пошук маркерів для філогенетичного аналізу (Targeted Loci);
- вирівнювання послідовностей за використання обмежень доменів та білків (Multiple Alignment);
- пошук білків або нуклеотидів в PubChem BioAssay (BioAssay);
- встановлення таксономії для  «чорнових»  або екологічних послідовностей (MOLE-BLAST).
Інтерпретація результатів вирівнювання. По закінченню вирівнювання генерується таблиця отриманих співпадінь (рис. 11), в якій в порядку від більшої до меншої подібності подаються детектовані співпадіння.
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Рисунок 11 – Таблиця з результатами вирівнювання.

Значення Expect (E) value є параметром, який визначає кількість співпадінь,  які можна "очікувати" випадково при пошуку в базі даних певного розміру. 
Воно зменшується в геометричній прогресії, а оцінка (S) співпадінь збільшується. По суті, величина Е описує випадковий фоновий шум. Чим нижче значення E (Expect) value, або чим ближче це значення до нуля, тим значущим є співпадіння.

Нижче таблиці можна знайти дані по вирівняних послідовностях (рис. 12). Однак, треба мати на увазі, що практично однакові короткі вирівнювання мають відносно високі значення Е. Це відбувається тому, що обчислення значення E враховує довжину послідовності запитів. Ці високі значення E мають сенс, тому що більш короткі послідовності мають більш високу ймовірність появи в базі даних випадково.
[image: image13.png]Triticum aestivum WRKY4 transcription factor mRNA, partial cds
Sequence ID: EUBG5433.1 Lengin: 1164 Number of Matches: 1

Range 1: 109 to 1164 Gertark Graptics

Seore Expect  Tdentities Gaps Strand

1692 bits(s18) 0.0 1022/1071(s5%) 15/1071(1%) __Plus/plus

QUErY 1 ATEGATCCATEGSTCASCAGCCAGCCTTCACTRASCCTCRATCTGEACGTCRGCCTECCS 60
LTI T T

SDICt 109  ATGGATCCATSGSTCAGCAGCCAGCCTTCCCTTAGCTCRACCTGAACGTCSRLCTECCS 168

QUETY B CCEATGSGTACCCECACAGCCACCACCAREGRCECCRITERTCSCRCTESCCARGECE 128
LT T AL T

Sbict 169  CCGATGGGGCACCCUA-- -CCACCACCAGGLGRLLCCATOETCOLOLTGRLLARGLLE 225




Рисунок 12 – Запис вирівняних послідовностей.

Основні критерії створення праймерів для ПЛР:

1. Розмір праймера повинен бути 16-25 нуклеотидів. Якщо послідовність менше 16-ти, то зв'язок з матрицею буде слабкий.

2. Різниця в температурі плавлення праймерів – не більше 6 градусів.

3. Співвідношення Ц + Г пар має бути 50-60%.
4. Для поліпшення якості відпалу рекомендується підбирати праймери так, щоб останні кілька нуклеотидів 3'- кінця праймера містили ГЦ-основи.

5. Відсутність внутрішньої вторинної структури (праймери не повинні бути само- і взаємокомплементарним).
6. Відсутність комплементарності між 3'-кінцями (щоб не утворювалися праймер-димери).
7. Оптимальна концентрація праймерів підбирається емпірично, але не повинна бути більше 50 пікомоль на пробірку – інакше почнеться неспецифічна гібридизація праймерів.
8. Спрощений розрахунок оптимальної температури гібридизації праймера:

Tm = [(A+T)x2°C]+[(G+C)x4°C],
якщо сумарна довжина олігонуклеотида не перевищує 20 основ;
Tm =22+1.46([2x(G+C)]+(A+T)),
якщо сумарна довжина олігонуклеотида становить 20-30 основ.
9. Область гібридизації праймерів повинна знаходитися поза зонами мутацій, делецій або інсерцій, в межах видової чи іншої, взятої як критерій для вибору праймерів, специфічності. У разі попадання на таку зону гібридизація праймерів відбуватися не буде, і як наслідок – будуть помилково негативні результати.

Опція «Primer-BLAST» дає змогу швидко згенерувати ефективні варіанти нових праймерів, необхідно лише задати цільову послідовність ДНК. Тут необхідно задати початкові параметри підбору:

· задати початкові межі розташування праймерів на послідовності за необхідності. Значення «з» («From») повинно бути меншим за «до» («To»). Якщо ви бажаєте, щоб продукт ПЛР знаходився між  позиціями 100 і 1000 на матриці, треба встановити для форвардного праймера «From» 100 і для реверсного - «To» 1000;
· задати межі довжини очікуваного продукту ПЛР. Найоптимальніше обирати продукт розміром 100-200 нуклеотидів. Це полегшить та пришвидшить етап розділення продуктів ПЛР методом електрофорезу. У разі розробки мультплексних ПЛР (декілька пар праймерів у реакції) необхідно, щоб продукти різнились у розмірах для ефективного швидкого розділення;
· мінімальне, максимальне, оптимальне значення температури плавлення праймерів (Tm), а також максмальну відмінність Tm;
· інші додаткові параметри.

Завдання
1. Знайти за допомогою інструментів пошуку послідовності генів g3pdh Triticum aestivum та Hordeum vulgare (ДНК та кДНК).

2. Порівняти надані послідовності праймерів з генетичними послідовностями, знайденими за допомогою пошуку.

3. Порівняти надані послідовності праймерів з генетичними послідовностями заданих культур.
4. Зробити висновок по отриманим результатам лабораторних робіт 1-6, враховуючі дані гель-електрофорезу та біоінформатичного пошуку.
5′-CAACGCTAGCTGCACCACTAACT-3′; 

5′-ACTCCTCCTTGATAGCAGCCTT-3′

Хід роботи

1. На головній сторінці бази даних NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) знайти та відкрити ресурс BLAST (рис.13). 

[image: image14]
Рисунок 13 – Інтерфейс програми NCBI з виділеною кнопкою ресурсу BLAST.
2. Здійснити пошук послідовності в NCBI.

2.1. Використовуючи пошукове поле NCBI, виконати пошук необхідного об’єкта за назвою (рис.14) (наприклад, транскрипційний фактор м’якої пшениці TaWRKY 33). 
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Рисунок 14 – Вигляд віконця пошуку.

2.2. Скопіювати або послідовність з посилання, або номер GenBank ID (для TaWRKY 33 GenBank: KU892156.1), або FASTA-послідовність.
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3. Провести вирівнювання знайденої послідовності з нуклеотидними послідовностями всієї бази даних.

3.1 Відкрити посилання «Nucleotide BLAST». 

3.2 Введення даних для вирівнювання.

В поле для вводу даних («Enter accession number») додати або послідовність FASTA-форматі, або GenBank ID номер. Також, послідовність можна прикріпити у вигляді файлу.

Введення додаткових даних – за необхідності: вказати межі послідовності для вирівнювання; назву роботи; вказати цільову базу даних та ін. 

3.3 Натиснути «BLAST».

3.4 Подати результати вирівнювання у вигляді таблиці (табл.5) у звіті. Описати отримані результати та представити різні варіанти співпадінь з різним значенням Е value.
Таблиця 5 – Результати вирівнювання нуклеотидної послідовності
	Назва гомологічної послідовності
	Е value
	Ident
	Query cover

	
	
	
	


4. Розробка системи праймерів для нуклеотидної послідовності.

4.1 Знайти цільову матричну послідовність ДНК за допомогою баз даних NCBI.

4.2 Відкрити ресурс «Primer-BLAST».

4.3 Додати цільову матричну послідовність у поле PCR Template.

4.4 Вказати діапазон розташування форвардного і реверсного праймерів на матриці ДНК (наприклад, для форвардного праймера – «From» 100, для реверсного – «From» 1000, однак числа повинні бути в межах рамки зчитування).

4.5 Задати межі цільового продукту ПЛР (наприклад, 100-200).

4.6 Задати прийнятні температури плавлення ампліконів.

4.7 Натиснути «Get Primers».

4.8. Додати отримані результати до звіту та проаналізувати їх відповідно до критеріїв розробки систем праймерів. Обрати оптимальну пару та обґрунтувати вибір.

Контрольні запитання
1. Що таке вирівнювання послідовностей і де воно застосовується.

2. Основні функції BLAST.

3. Основні критерії створення систем праймерів для якісної ПЛР та ПЛР у «режимі реального часу».

4. Основні інструменти бази даних NCBI.

5. Основні принципи роботи з інструментами Blast.

6. Підбір та моделювання олігонуклеотидів.

Лабораторна роботи 9. Визначення розміру ампліфікованих фрагментів за допомогою GelAnalyzer (2 години)
Мета – визначити розмір ампліфікованих фрагментів після розділення за допомогою електрофорезу та за допомогою програми GelAnalyzer. 

Обладнання та матеріали: ПК з виходом в інтернет, електрофореграма з розділеними ампліфікованими фрагментами, програма GelAnalyzer.
Теоретичні відомості

Електрофореграма – це задокументоване зображення гелю (агарозного чи поліакриламідного) після розділення і візуалізації складної суміші (продуктів ПЛР чи суміші білків) за допомогою електрофорезу.

Розмір розділених ампліфікованих молекул ДНК (суміші білку) оцінюється відносно розміру відомих фрагментів маркеру молекулярної маси (МММ). З цією метою зручно використовувати безкоштовну програму GelAnalyzer. Застосовуючи цю програму, не є необхідним використовувати дорогі системи документації для оцінки простих зображень. 
Необхідно лише отримати електрофореграму за допомогою цифрової камери або навіть мобільного телефону і використати GelAnalyzer для оцінки результатів за достатньо короткий період часу.

Завантажити програму можна за посиланням http://www.gelanalyzer.com/. За цим посиланням також можна знайти англомовний варіант мануалу до програми. Розглянемо різні опції для роботи із зображенням.
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Меню роботи з доріжками (рис. 15.а). 
В цьому меню (рис. 15б) можна виконати такі операції:
1 – модифікувати розмір доріжок;
2 – додавати нову доріжку; 
3 – видаляти обрану доріжку; 
4 – видаляти всі доріжки; 
5 – детектувати доріжки по всій області.
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Рисунок 15 – Меню роботи з доріжками: 
а – детектування доріжок; б  –  опції.

За допомогою опції Modify lanes (рис. 15б, 1) можна змінити довжину виділеної частини треку з маркером молекулярної маси, щоб охопити лише ті амплікони, які гарно розділились в гелі та по яких буде проводитись оцінка цільових ампліконів. 
Наприклад, на рисунку 16  виділено амплікони від 100 пн до 700 пн. Цього буває достатньо. Однак, чим більше захоплено ампліконів, тим більша точність. Тепер треба модифікувати всі інші треки, щоб довжина була приблизно однаковою з виділеним треком МММ. Чим більша розбіжність з доріжкою МММ інших доріжок, тим більше буде вноситись похибка до прорахування ваги ампліконів програмою!
[image: image17.png]GelAnalyzer - 219, =l
File Analysis Windows Help.

5 Fronie =
Zoom |Ftprote |+

267

243
218
12
192 v

135

108

at
54 M_J v
a7

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Pixel

S = e

5 ca cunes o
Laner | sanaz Rl | Rawvoume| Calvoume| _ww_| |

1 1 0033 2525 3 689 R Quanty Cal

840
756
672
588
504
420
336
252
168

840

Bps

0
0 007 014 022 029 036 043 051 058 0.65 072
Rf

Analysis->MW standard manager->MW standards->New MW standard-->BsecTH 8 o8 - ofk Igor Levtun Rel[5]: (HeT Temul) Napei 3a87pa Het. Otasixaiire. MNoxesensHy
«MW standard namey 10Binssy Hassy MMM. Yepes ILTIOCHK 1 XpPeCTHK Ha ‘BiKOHIIi MOKHa -
Cropinsi 132 | Cis 251 | b _pociiceta [EFE) wn O U

| o =R I i}





Рисунок 16 – Приклад зміни довжини доріжок.
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 Меню роботи з фрагментами. В цьому меню (рис.17) можна: 
1 – детектувати амплікони на кожному треку; 
2 – детектувати амплікони на вибраному треку; 
3 – додати новий амплікон; 
4 – видалити всі амлікони на вибраному треку.
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Рисунок 17 – Зображення меню роботи з фрагментами.

Якщо фрагмент автоматично не детектувався, треба скористатись опцією «Add new band» та на графіку з інтенсивностями фрагментів (справа від електрофореграми) обмежити пік кліком миші спочатку зліва, а потім справа.

Часто в автоматичній детекції фрагментів програма може ідентифікувати зайві включення (залишки пилу) як фрагменти. Тоді у вікні з графіком інтенсивності ампліконів слід натиснути правою кнопкою миші два рази на помилковий пік. 

Хід роботи

1. Обробити зображення у програмі GIMP. Зберегти файл з коректною ротацією зображення – лунки повинні бути згори.

2. Щоб почати новий аналіз необхідно у відкритому вікні програми обрати «File»   -> «New analysis».  Обрати необхідний файл з розширенням .png, .jpj, . jpeg, .gif. 

3. Image type -> «Dark on light».
4. Щоб детектувати доріжки, скористатись  «Lanes mode» -> «Detect lanes» (рис. 14а).
5. Скоригувати  розмір доріжок.

6. Розпізнати ампліфіковані фрагменти «Bands mode» - > «Detect  bands on every lane». Додати та видалити зайві амплікони за необхідності.

7. Внести дані розміру фрагментів МММ.

«Analysis» -> «MW standard manager» - > «MW standards» -> «New MW standard» ->ввести в поле «MW standard name» довільну назву МММ. Через плюсик і хрестик на віконці (рис. 18) можна додавати або видаляти відповідно стандартні маси амліконів для МММ (лише ті, що обмежені доріжкою!!!).
          [image: image19.png]] elAnal ] - o
o Ocroswe | Berasnenwa  Poswitka cropimkm  Mocwiawws  Posoankn  Peuewsysanna  Burnsg @ |[[File Analysis windows Help
ﬂ J Times NewRom < |12 | A” A" | Aav | &) . AaB6BaT, AaB6B: | % L
M ===
Brasumn o C W A — ronoso... || Iinumn | Peaarysarita
o g | K E Tdex X AWoA- ya gy [T 3 <] i | Pey B
Bydep o6MiHy 1 Wpndt o A63au. o Cruni 0 196.JPG.
FERCERT- TR S
] 7 A R R KB AR N R AN B KRR TR SR SN RF KN RE TR SR TR, x|
N File Analysis Windows Help MW standards.
7| Ixl=a=7 KAllaal . MW standards: Bps:
] D= @ [z p i &4 : '
] EBXxEBE e W i .
H 1234 51 - 3 W standard name: [ 1 » .
~| Ok Cancel G
i o1
E af —
o -
=l Puc.-1.-a—IeTeKTyBaHHA AOPIKOK; 6 -— Ommii ] - —
B 1
5 B-MeH0 poOoTH 3 ZopixKamu (Prc.1-6) MoxHa poduT BacTynHi onepanii: 1 -—-MoandiKysaTH-
g 20PLAKY; 2 —J0JaBATH HOBY AOPIAKY; 3 — BHAAIATH-00PaHY JOPIAKY; 4 — BHIATATH BCi JOPIAKIL
Ei 5 ——eTeKTyBaTH ZOPiAKKH 10 Beifi 067acTi |
3 q £
E PosmisRaBaHEs AMTIKOHIE |
E Bands mode->Detect-bands on every lanef
= B analysis info
E ] Show
= B-MeHIO MOKHA POOHTH: 1 — A€ TeKTYBATH aMILIOKOHH Ha KOKHOMY TPeKy: 2 - AeTEKIYBATH Lane# Band# RE Raw volume Cal. volume
- aMIIiKOHY Ha BHOPAHOMY TpeKy; 3 — Z0JaTH HOBHH aMILTIKOH; 4 — BHIATHTH Bei aMIiKoEH Ha

~BHORaHOMY Tperi | -
T

Creoperms Habopy- HIIB 2115 MAPKePa MOTEKY IADHOT MACH |
Analysis->MW standardmanager - >MW standards—>New MW standard{

RN

[RE NN TN

“«omd

Cropimcai131 | Cais156 | B anemicera (A |

il | B I i}




                       [image: image20.png]o Ocoswe | Berasnenss  Poswimea cropikn  Mownaws  Posoumn  Peuewysamna  Barasa @opuar

[ % cmnosom-u - A X M B
G

AaBGBsIT, aaboB . A B

=
&

File Analysis Windows Help.

Barasma E ¢ A~ 2 A~ i ronoso.. - S | Peaeryeaniin
K KT e X A WA cme g | > awiv |-

Eydep osuiny wpnor 5 Aesau 5 Cruni 5

H9- 050 HEAVHE <

O oo v s s s e s s oW w o w bW s o w o A

“«omd

Cropinea: 232

G156 | B yepoineca

MW standards

MW standards,

[200-700
w1

Addbp

Bpvalue: e

ok

Cancel - 8

Lane#

Band#

Rawvolume Cal.volume





Рисунок 18 – Зображення вікна роботи з налаштуванням фрагментів МММ.
8. Позначити МММ на електрофореграмі.  Для початку виділити обраний трек кліком лівої кнопки миші (рис.19).  «MW calibration mode» -> «Load MW standard on selected lane» -> Обрати необхідний МММ і натиснути «Оk»
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Рисунок 19 – Меню роботи з МММ.

9. Визначити розмір фрагменту. Після виконання попереднього пункту у вікні «Analysis info» з’явиться розрахована програмою довжина ампліконів у стовпчику «MW» (Molecular weight). 

10. Порівняти розміри подібних фрагментів і зробити висновок про точність методу.

Контрольні запитання
1. Що таке електрофореграма?

2. Маркери молекулярної маси ДНК та білку.

3. Закономірності розділення продуктів ПЛР та білку в агарозних та поліакриламідних гелях.

4. Переваги визначення ампліфікованих фрагментів за допомогою  програми GelAnalyzer.
5. Чи вважаєте ви визначення розміру фрагментів за допомогою програмного забезпечення точним? Чому? 
6. Які є альтернативні методи? Як можна збільшити точність роботи програми?
Лабораторна робота 10. Побудова філогенетичних дерев у програмі MEGA 
(2 години)
Мета – набути досвіду побудови філогенетичних дерев за допомогою програми MEGA. 

Обладнання та матеріали: ПК з виходом в інтернет, електрофореграма з розділеними ампліфікованими фрагментами, програма MEGA.
Молекулярна філогенетика на основі подібності нуклеотидних або амінокислотних послідовностей встановлює еволюційні родинні зв'язки між організмами. Результатом молекулярно-філогенетичного аналізу є побудова філогенетичного дерева організмів, яке моделює хід еволюції, враховуючи існуючи розшифровані послідовності.
Філогенетичне або еволюційне дерево, побудоване на основі встановленої подібності, відображає еволюційні взаємозв'язки між структурами (ДНК, РНК, білками) або різними видами, що мають спільного предка.

Структурні елементи філогенетичного дерева поділяють на три класи: листя, вузли і корінь (корінь може бути лише один або його взагалі може не бути) (рис.20).
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Листя
	деякий вид живого організму
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Рисунок 20 – Структурні елементи філогенетичного дерева.

Представлення утворення структур у вигляді «дерева», що розгалужується, базується на уявленнях про розвиток від простого до складного. 
На цей час розвиток молекулярно-біологічних методів дав змогу переглянути ранні установки про еволюційні зв’язки між видами, оскільки філогенетичні дерева будують на основі встановлених послідовностей білків або нуклеїнових кислот.

Однак, оскільки немає впевненості, що збереглися всі проміжні види або структури (скоріше, напевно не збереглися), то встановити правильний і абсолютний хід еволюції на основі наявних у нас даних не коректно. Отже, методологічно дані, на основі яких встановлюють зв’язки, неможливо відфільтрувати від шуму, тому використовувати їх можна з певними застереженнями. Підтвердженням цього можу бути філогенетичні деревa, побудовані на основі вирівнювання різних послідовностей: одні структури еволюціонували швидше у певному напрямку, інші – лишались консервативними.
Існують декілька типів філогенетичних дерев (рис.21).

Розрізняють біфуркаційні та мультифуркаційні філогенетичні дерева (це не залежить від наявності бо відсутності коріння). У біфуркаційних деревах кожний вузол має 3 гілки: одну від предка і дві до нащадків. Отже, пропонується еволюційний напрямок походження від одного (відомого) попередника. Від вузла мультифуркаційного дерева можуть відходити більше двох гілок. 

Етапи побудови філогенетичного дерева:

1. Вибір біополімеру, на основі якого буде побудоване філогенетичне дерево (ДНК, РНК, білок).
2. Сиквенування (визначення амінокислотної або нуклеотидної послідовності).
3. Первинна обробка сиквенсів.
4. Побудова дерев з використанням спеціальних обчислювальних (філогенетичних) методів (принцип найбільшої правдоподібності, принцип Байєса, «Максимальна економія» – Maximum parsimony, «метод об'єднання сусідів» – Neighbor-joining).
Типи філогенетичних дерев
	Вкорінене дерево – дерево, що містить виділену вершину – корінь. Кожний вузол такого дерева відповідає останньому спільному предку для листя, що виходить з цього вузла. 
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	Невкорінене дерево натомість не містить кореня, що вказує на те, що загального предка не визначено, а встановлено лише зв’язки між окремими вузлами, отже, не визначено й напрямку еволюції.
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	Кладограма: показує шлях походження від одного предка 
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	Філограма: дає додаткову інформацію про походження: довжини гілок, що представляють зміну якоїсь характеристики. Числа відображають кількість еволюційних змін на гілках.
	[image: image26.png]




	Хронограма: Особливий вид дерева, в рамках якого всі еволюційні зміни перераховані (відкалібровані) на еволюційний час. Еволюційний час виражено або у вигляді дивергенції послідовностей або безпосередньо в роках.
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Рисунок 21 – Типи філогенетичних дерев.

Обробка сиквенсів здійснюється за допомогою вирівнювання білків, суть якого полягає в: 
- знаходженні подібності у послідовностях амінокислот у різних білків;
- знаходженні за допомогою різних алгоритмів найбільш консервативних залишків в цих послідовностях, які зазвичай є ключовими для виконання однієї або декількох функцій білку; 

- дослідженні доменної структури даного білка за допомогою пошуку відомих структурних мотивів і доменів у досліджуваному білку; 

- пошуку гомолога даного білку в різних організмах, 

- побудови філогенетичних дерев різних організмів на основі гомологічних білкових послідовностей тощо.

Задача вирівнювання зводиться до задачі пошуку подібності аналізованих послідовностей та знаходження таких послідовностей в інших організмах або навіть в інших за функцією білках. Однак, наявність такої подібності зазвичай свідчить про структурну та функціональну схожість, а також про можливу гомологію, тобто походження від спільного предка. Часто виявлену подібність у послідовності амінокислот використовують для передбачення структури невідомого білку за аналогією структури відомого з подібною послідовністю.

Невідповідності між послідовностями свідчать про мутації, які виникли з того часу, як види або штами розійшлися, такі відхилення позначаються на структурі відповідного білка та його функціональній активності, стійкості до умов середовища, спорідненості до інших структур і лігандів. Натомість, якщо деяка ділянка зберігає подібність у популяції або серед багатьох видів, то це свідчить про її надзвичайну важливість для функцій певного білка. Якщо заміни амінокислот синонімічні, тобто ці амінокислотні залишки мають подібні біохімічні властивості, то структурна та функціональна подібність також залишається. Про такі ділянки говорять, що вони консервативні. Враховуючи те, що одну амінокислоту можуть кодувати до 6 кодонів, то подібність послідовності основ нуклеїнових кислот свідчить про ближчий еволюційний зв'язок між видами, ніж у разі виявленої подібності амінокислотних послідовностей. 

Зрозуміло, що для встановлення подібності між довгими послідовностями або між послідовностями багатьох організмів найкраще користуватись інструментальними програмними методами та алгоритмами, передбачивши виокремлення і синонімічних замін, і можливість делецій і вставок. Такий спосіб називається множинним вирівнюванням.
Існують алгоритми швидкого вирівнювання (для дуже близьких послідовностей), іноді для високоякісного вирівнювання послідовностей, особливо нуклеотидних, необхідно застосовувати декілька ітерацій. Для пошуку подібності не дуже схожих послідовностей існують інші алгоритми.

Загалом методи динамічного програмування можна поділити на глобальні і локальні вирівнювання. Деталі таких вирівнювань може встановлювати залежно від біологічного сенсу і мети вирівнювань сам дослідник на основі застосувань функції винагород та штрафів. 
У методі глобального вирівнювання порівнюють і встановлюють вагу вирівнювання (тобто числове значення подібності) всієї довжини послідовностей, незважаючи на кількість нуклеотидів або амінокислот у вирівнюваних фрагментах. У разі великих делецій або інсерцій у такому способі встановлення мінімальних штрафів за ці події незначно знижує вагу вирівнювання. 
Існують алгоритми, що мінімізують неспівпадіння на кінцях послідовностей (псевдоглобальне вирівнювання), що також має біологічний сенс в дослідження еволюції структур і встановлення еволюційних зв’язків.
Однак, для пошуку подібності серед великої кількості структур і організмів застосовують локальне вирівнювання, за якого спочатку знаходяться схожі ділянки серед довгих послідовностей, а потім вони розширюються за рахунок додавання елементів зліва та справа від таких ділянок. Такий алгоритм застосовується, наприклад, в BLAST і має певні переваги, але й може відкинути потенційно схожі структури із-за великої кількості точкових мутацій. 
Для вирішених тривимірних структур також створено методи вирівнювання, наприклад VAST. 
Отже, сучасні програмні комп’ютерні інструменти аналізу молекулярних біологічних послідовностей основані як на формальних методах оптимізації, так і на імовірнісних евристичних, які використовують математичні моделі, що враховують певні невизначеності. 

Методи побудови філогенетичних дерев

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) – це незважений парно-груповий метод або метод середніх відстаней.

Розглянемо алгоритм UPGMA. На першому етапі UPGMA обчислюється якась міра відстані (подібності) для всіх пар операційних таксономічних одиниць (ОТО) або операційних популяційних одиниць (ОПО), тобто, для пар видів або популяцій. На основі матриці всіх попарних відстаней далі будуютья дерево, перший кластер якого отримують об'єднанням двох ОТО з найменшою відстанню. Потім розраховується нова матриця відстаней з об'єднаними видами, що представляють тепер одну ОТО. 
Якщо види, що об'єднуються, були індексовані як i та j, то тоді для всіх відстаней з n (n – кількість ОТО n ≠ i, j) формуються кластери 
rn (i, j) = (rin + rjn) / 2.
Іншими словами, відстань від кожної n-ї ОТО до кластера – це середнє арифметичне відстаней n-ї ОТО до кожного іншого члена ОТО в конкретному кластері. Решта відстаней залишаються такими самими, як у вихідній матриці. Нова розрахована матриця відстаней аналізується для виявлення найменшої відстані між ОТО і об'єднання чергової пари в кластер. Така процедура повторюється доти, поки всі ОТО не кластеризуються в дерево.
UPGMA – це простий метод і при цьому він має кілька гарних статистичних властивостей. Основне припущення UPGMA у разі використання молекулярних даних полягає в прийнятті сталості очікуваного темпу замін в генах (всі покоління еволюціонують з однаковою швидкістю гіпотеза «молекулярного годинника»). 
Якщо використовувана міра відстані точно лінійно і без помилки пов'язана з часом еволюції (що майже неймовірно), то UPGMA дає точну топологію і правильні довжини гілок. Якщо міра відстані схильна до статистичної помилки, то і топологія і довжина гілок можуть бути неправильними, навіть у разі сталості очікуваного темпу замін. В емпіричних даних справжня топологія зазвичай не відома. 
Тому важко оцінити обсяг топологічних помилок і помилок довжин гілок. Відомо, однак, що якщо точна топологія знайдена, то UPGMA дає найкращі оцінки для довжин гілок за методом найменших квадратів. Але цей метод є нестійким для не ультраметричних даних (відстань від кореня до кожного листа не однакова), тобто філогенетичне дерево, побудоване цим методом, не збігається з деревом, дані якого враховують матрицю відстаней.
Метод найближчого сусідства (Neighbor Joining, NJ) Метод приєднання сусідів до вибраного розрахованого внутрішнього вузла (без встановленого кореня), враховує матрицю відстаней між кожною парою таксонів. Початок алгоритму розрахунку дерева з топологією «зірка» відбувається з вибору листя, яке розташоване за матрицею відстаней найближче одне до одного серед інших (рис.22). Далі алгоритм встановлює між ними вузол, з’єднаний з центральним вузлом, і вираховує відстані між цим вузлом і іншим листям матриці, послідовно виконуючи ітерації, описані нижче. Таким чином вираховується нова матриця відстаней і встановлюються нові вузли до моменту, поки не залишиться 2 елемента, і дерево з відомими довжинами усіх гілок не буде вирішене.
1. За поточною матрицей відстаней вираховують Q-матрицю (визначена нижче).
2. Відшукують пару різних таксонів i та j (тобто i ≠ j), для яких значення Q(i,j) − найменше. З цих таксонів (на рис.22 – f і g) утворюють новий вузол (на рис.22 – u), який, в свою чергу, з'єднано з центральним вузлом. 
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Рисунок 22 – Схема алгоритму методу найближчого сусідства для побудови філогенетичного дерева 

(Початок з дерева «зірка» (А), розраховуються Q-матриця і використовується для вибору пари таксонів для приєднання, як у випадку f і g. Вони приєднуються до новоствореного вузла u (В). Частина дерева у вигляді товстих ліній є закріплена і не буде змінюватись на наступних етапах приєднання. Розраховується відстань від u до таксонів a-e. Цей процес надалі повторюється використовуючи матрицю відстаней між таксонами a,b,c,d,e, і u та Q-матрицю, що була отримана з неї. В цьому випадку u та e приєднались до новоствореного v (С). Ще дві ітерації привели спочатку до (D), а потім до (Е). На цій точці алгоритм повністю виконано і дерево повністю побудовано).
3. Розраховують відстань від кожного з приєднаних таксонів до нового вузла. Обирають таксон з найменшою відстанню (на рис.22 – е). Встановлюють новий вузол (на рис.22 – v).

4. Розраховують відстань від нового встановленого вузлу (на рис.22 – v) до кожного із таксонів, що залишились у «зірці».
5. Далі алгоритм повторюється знову від нового розрахованого найближчого вузлу, не змінюючи відстаней між вже обрахованими у попередніх кроках таксонами – до вирішення всього не вкоріненого дерева. 
Алгоритмів UPGMA і NJ відносять до локальних методів побудови філогенетичних дерев, тому що вони приєднують найближчі таксони. Швидкість цих алгоритмів забезпечує доцільність їх використання для обробки великих масивів даних. Це стає перевагою порівняно з витратністю обчислень методом максимальної економії або методом максимальної правдоподібності, розглянутих нижче. Така швидкість обрахунків сотні або тисячі таксонів обумовлена тим, що після вибору вузла подальші коректировки неможливі. 

Незважаючи на швидкість алгоритму NJ, цей метод загалом дає правильну топологію, якщо задано більш-менш правильну матрицю відстаней (точну відстань визначити апріорі неможливо). Навіть, якщо довжина гілки відрізняється від правильного значення, але менше, ніж на половину довжини найкоротшої гілки дерева, топологія побудованого філогенетичного дерава вважається придатною. 

Достовірність топології також оцінюють за методом непараметричної статистики бутстреп (bootstrep), що використовує алгоритм Монте-Карло. Якщо імовірність встановлення вузла у випадковій псевдовиборці окремих стовпців N множинних вирівнювань і N побудованих філогенетичних дерев більше 
70-80 %, то така топологія достовірна, якщо менше 50 % – ні. 

Порівняно з UPGMA метод найближчих сусідів враховує нерівномірність еволюції (гіпотеза «молекулярного годинника»), однак іноді можуть з’явитись гілки з негативним значенням відстані. Натомість, методи максимальної економії та максимальної правдоподібності, які не враховують матрицю відстаней, побудовані на інших принципах, але, тим не менш, дають більшу точність, хоча, як було зазначено вище, більш повільні та витратні з точки зору машинного часу.
Метод максимальної економії (Maximum Parsimony) полягає в тому, що для кожної можливої топології філогенетичного дерева як вузол вибирається такий, який вимагає мінімальних змін для переходу до безпосередніх нащадків. Для кожної топології підраховується сумарна кількість змін і вибирається дерево за критерієм мінімуму їх кількості. Він дає найбільш просте пояснення для заданого набору даних. Через свою простоту метод піддавався критиці і був витіснений методами максимальної правдоподібності і Байєсовським методами. Метод максимальної економії має деякі проблеми і обмеження. 
Як було показано Фельштейном, метод може виявитися статистично неспроможним, що означає, що зі збільшенням розміру накопичених даних (наприклад, довжина послідовностей) результат може сходитися до неправильного дерева і привести до феномену тяжіння довгих гілок – філогенетичному феномену, за якого таксони з довгими гілками (численні зміни станів символів) мають тенденцію опинятися тісніше пов'язаними в філогенії, ніж насправді.

У методі максимальної правдоподібності (Maximum Likelihood) для кожної топології дерева довжини гілок розраховуються так, щоб ймовірність дерева за заданої еволюційної моделі була максимальною. Введення моделі еволюції в метод максимальної правдоподібності дає перевагу порівняно з методом максимальної економії, оскільки приймаються в розрахунок ймовірність замін нуклеотидів та інтенсивність цих замін, що пояснює філогенетичні відносини між таксонами більш реалістично. Важливим елементом методу є облік довжини гілок дерева так, що зміни відбуваються більш імовірно в довгих гілках, ніж в коротких, водночас як в методі максимальної економії цей параметр ігнорується. Такий підхід може усунути тяжіння довгих гілок. Незважаючи на те, що метод максимальної правдоподібності є найкращим підходом для виведення філогенетичних дерев з теоретичної точки зору, він є обчислювально складним: за допомогою нього майже неможливо досліджувати всі дерева, оскільки їх занадто багато.
Хід роботи

Програму MEGA можна завантажити за посиланням http://www.megasoftware.net/.

І. Побудова філогенетичних дерев за даними молекулярних мас поліморфних ампліфікованих фрагментів.

1. Створити таблицю (рис.23), куди внести отримані розміри локусів для різних сортів рослин, наприклад, пшениці.
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Рисунок 23 – Створення таблиці розмірів локусів різних сортів.
3. Створити таблицю з усіма можливими розмірами локусів (рис.24). Наявність локусу певного розміру позначити як «а», відсутність – «с».
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Рисунок 24 – Створення таблиці наявності певних локусів.
3. Відкрити програму MEGA. Створити нову послідовність (рис.25) («Align» -> «Edit/build Alignment» -> «Creatе new alignment» -> «DNA»). Для того, щоб створити новий зразок, необхідно натиснути Ctrl+N.
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Рисунок 25 – Створення нової послідовності.
4. Перенести дані з таблиці у програму у вигляді СА-послідовності (рис.26).
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Рисунок 26 – Створення послідовності наявності/відсутності певних локусів у вибраних сортах.
5. Зберегти сесію у форматі .mas для можливості подальшого редагування файлу («Data» -> «Save session»).

6. Зберегти у форматі .meg для проведення філогенетичного аналізу («Data» -> «Export alignment» -> «MEGA format»).

7. Відкрити стартове вікно. Побудувати філогенетичне дерево («Phylogeny» -> «Construct/Test UPGMA Tree» або «Maximum Likelihood Tree») Вибрати потрібний файл формату .meg. Натиснути Compute.

ІІ. Побудова філогенетичних дерев за даними нуклеотидних або білкових послідовностей.

1. Знайти цільові послідовності, скориставшись базою даних NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  Пошук робити за заданими ID.

2. Відкрити програму MEGA. Створити нову послідовність («Align» -> «Edit/build Alignment» -> «Creatе new alignment» -> «DNA» («Protein»)). Для того, щоб створити новий зразок, необхідно натиснути Ctrl+N.

3. Внести дані по послідовностям для кожного зразка.
4. Провести вирівнювання послідовностей в два етапи («Alignment»-> «Align by ClustalW»). 

4.1 Провести вирівнювання зі штрафами: «Gap Opening Penalties» – 
15 одиниць та «Gap Extension Penalties» – 5.

4.2 Великі пропуски видалити вручну.

4.3 Провести вирівнювання зі штрафами: «Gap Opening Penalties» – 
5 одиниць та «Gap Extension Penalties» – 0,5.

4.4 Видалити всі пропуски.

5. Зберегти сесію у форматі .mas для можливості подальшого редагування файлу («Data» -> «Save session»).

6. Зберегти у форматі .meg для проведення філогенетичного аналізу («Data» -> «Export alignment» -> «MEGA format»).

7. Відкрити стартове вікно. Побудувати філогенетичне дерево («Phylogeny» -> «Construct/Test UPGMA Tree» та «Maximum Likelihood Tree») Вибрати потрібний файл формату .meg. Натиснути «Compute».
8. Зробити висновки.
Контрольні запитання
1. Які основні типи філогенетичних дерев?
2. Які  основні методи побудови філогенетичних дерев? 

3. Для чого проводять вирівнювання послідовностей перед побудовою філогенетичних дерев?
4. Які переваги й недоліки методів UPGMA та Neighbor Joining?
5. Які переваги й недоліки методів Maximum Parsimony та Maximum Likelihood?
6. Які відмінності у побудові філогенетичних дерев за молекулярними масами ампліфікованих фрагментів та послідовності нукдеотидів або амінокислотних залишків?

7. Як впливає система штрафів на вигляд філогенетичного дерева?
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