REKOMBINANTU BIOTEHNOLOĢIJA

STUDIJU INFORMĀCIJA


Kurss "Biotehnoloģija III: rekombinantu biotehnoloģija" 

(piektdienās, 14-30 līdz 18-00, 2006. g. rudens)

Kursa mērķis:

apgūt akadēmiskai un profesionālai karjerai nepieciešamas zināšanas par rekombinantās DNS tehnoloģijas pielietojumu daudzveidību, tās praktiskajiem sasniegumiem veselības un dabas aizsardzības, lauksaimnieciskās ražošanas un mikrobioloģijas rūpniecības jomās; rosināt studentus inovatīvu ideju radīšanai un patstāvīgam, analītiskam darbam ar zinātnisko literatūru.

Kursa uzdevumi:
· nostiprināt un paplašināt zināšanas molekulārajā bioloģijā, mikrobioloģijā un ģenētikā, 

· iepazīties ar mūsdienīgām pieejām, teorētiskajām un praktiskajām problēmām jaunu mikroorganismu, augu un dzīvnieku šķirņu radīšanā, 

· apspriest un izvērtēt ar ģenētiski modificēto organismu radīšanu saistītās ētiskās, darba drošības un intelektuālā īpašuma aizsardzības problēmas, 

· sekmēt iemaņas patstāvīgam darbam ar zinātnisko literatūru, zinātniska ziņojuma un diskusijas prasmi. 

Kurss notiek 

lekciju, semināra nodarbību un kontroldarbu veidā. Lekcijās tiek dots pārskats par programmā paredzētajām tēmām, norādīta un apspriesta kursa apgūšanai nepieciešamā literatūra. 

Semināru ziņojumus (apm. 20 min.) par pasniedzēja doto tēmu, kura saistīta ar iepriekš lekcijās aplūkotajām problēmām, studenti gatavo, strādājot nelielās grupās. To sastāvs katrai semināra nodarbībai tiek mainīts. Katra grupas dalībnieka ieguldījumam semināra ziņojuma sagatavošanā jābūt skaidri identificējamam. Ziņojumus seminārā vērtē gan pasniedzējs, gan pārējie studenti. Vērtējumus apspriež semināra noslēgumā. Seminārs par ģenētiski modificēto organismu izplatīšanu dabā un lietošanu pārtikā paredzēts diskusijas formā.

Vērtējumu par uzstāšanos seminārā iegūst summējot atzīmes katrā kritēriju grupā un aprēķinot vidējo no pasniedzēja un vidējā aritmētiskā studentu vērtējuma. 

Kursā paredzēti divi rakstiski kontroldarbi - īsu atbilžu sagatavošana uz atklātiem jautājumiem un pareizo atbilžu izvēle no vairākiem variantiem. Kontroldarba atzīme veidojas, summējot formālos vērtējumus par katru atbildēto jautājumu.

Katra semināra un kontroldarba atzīme veido 25% no kopējās kursa atzīmes. 

Semināru ziņojumu vērtēšanai izmanto šādus kritērijus:

Kritēriji
Pozitīvi vērtējams
Atzīmju diapazons
Negatīvi vērtējams

Materiāla teorētiskā apguve un izpratne
Izcila, balstīta uz teicamām teorētiskām zinašanām, kas gūtas izmantojot arī papildliteratūru
3

1
Vāja, nav apgūta pamaliteratūra, trūkst priekšzināšanu.

Analītiskais vērtējums
Kritiska un vispusīga tēmas teorētiskās nozīmes un praktiskā pielietojuma iespēju analīze
3

1
Nespēja novērtēt tēmu un pamatot savus spriedumus

Uzstāšanās kvalitāte
Ziņojums strukturēts, sagatavoti uzskates materiāli, labs kontakts ar auditoriju, laika limitu izmantošana un ievērošana
3

1
Juceklīgs ziņojums, uzskates nav, neveidojas dialogs ar klausītājiem, ziņojums pārāk īss vai garš.

Papildus kritēriji
Komandas darbs, izdales materiāli, demonstrācijas utt.
1

0
Papildus kritēriju nav

KURSA PLĀNS

Lekciju materiāli būs atrodami šādā tīkla vietnē: http:\\priede.bf.lu.lv\grozs\Mikrobiologijas\BiotehIII

#
Nodarbības tēma
Datums

1
Ievads

Atmiņas atsvaidzināšana molekulārās ģenētikas, molekulārās mikrobioloģijas, gēnu inženierijas un imunoloģijas  pamatjautājumos.

Kas ir rekombinantu biotehnoloģija un ko jaunu tā dod biotehnoloģijai.
29.09.

2
Rekombinanto baktēriju izmantošana biotehnoloģijā. 

Hibrīdo plazmīdu replikācijas un gēnu ekspresijas regulācija. Promoteri, terminatori un plazmīdu topoloģija. Plazmīdu struktūras un replikācijas stabilitāte. Bakēriju populāciju heterogenitāte un subklonu selekcija. Metaboliskā slodze. Rekombinanto proteīnu stabilitāte. Baktēriju metabolisma inženierija.
06.10.

3
Rekombinantu biotehnoloģijas īpatnības dažādās rūpnieciski nozīmīgās baktēriju sugās: Lactobacillus, Bacillus, Corynebacterium. No baktērijām iegūstamie biotehnoloģijas produkti un procesi medicīnai, dabas aizsardzībai, lauksaimniecībai, pārtikas pārstrādei. raugu un mikroskopisko sēņu gēnu inženierija, vektori, iegūstamie produkti.
13.10

4


Seminārs un tests
20.10.

5


Dzīvnieku gēnu inženierijas īpatnības, transgēnu iegūšana, izmantojamie molekulārie rīki, metodes. Gēnu mērķtiecīga inaktivēšana (nokauti) un aktivēšana. Dzīvnieku klonēšana. Reproduktīvā un terapeitiskā klonēšana.
27.10.

7


Augu šūnu kultivēšana. Augu gēnu inženierija, izmantojamie molekulārie rīki, metodes. Agrobaktēriju sistēma. Augu organismu reģenerācija.
03.11.

8


 Rekombinantie augi lauksaimniecībā: herbicīdu, insektu, slimību rezistence.
10.11.

9
Rekombinantu biotehnoloģijas ētiskie aspekti. Laboratoriju aprīkojums. Riska analīzes principi. Labā mikrobioloģiskā prakse. Darba un dabas aizsardzība, strādājot ar ģenētiski modificētajiem organismiem.

Par un pret ģenētiski modificētai pārtikai.
17.11.

10
Seminārs
01.11.

11


Rekombinantu biotehnoloģijas izmantošana jaunu vakcīnu un antivielu radīšanā (DNS vakcīnas, himerās antivielas, ēdamās vakcīnas, fāgu veidotu antivielu sistēmas). Gēnu terapija. Vektori. Slimības.
08.12.

13


Genomu projekti, Proteomika, Intelektuālā īpašuma aizsardzība. Nanotehnoloģijas un molekulārie sensori, DNS telpiskās struktūras. Mākslīgā gēnu evolūcija.
15.12.

14
Seminārs, kontroldarbs
Janvārī

15
Pārskata nodarbība. Kursa analīze un vērtējums.
Janvārī

20. oktobra semināra tēmas:

(Literatūra: Alberts et al. Molecular Biology of the Cell; Ch. 6, 7, 9, 23; Watson et al. Recombinant DNA Ch. 4 - 7, 16 atbilstošas nodaļas Lewin, Genes); 

1. Gēnu inženierijas fermenti


2. Gēnu iegūšanas metodes


3. Antibiotikas kā selekcijas marķieri, darbības mehānisms


4. Prokariotu gēnu ekspresijas aktivitātes regulācija


5. DNS replikācijas pamatprincipi


6. Eikariotu gēnu ekspresijas aktivitātes regulācija


7. Eikariotu un prokariotu mRNS salīdzinājums


8. Proteīnu sintēzes īpatnības ei- un prokariotos


9. Plazmīdas un prokariotu transpozoni, raksturojums


10. Imūnās atbildes tipi un veidošanās


11. Monoklonālās antivielas, FACS


12. Rekombinantu pierādīšanas metodes - nukleīnskābes


13. Rekombinantu pierādīšanas metodes - proteīni


14. DNS vīrusu replikācijas īpatnības


15. RNS vīrusu replikācijas īpatnības


20. oktobra kontroldarba jautājumu piemēri:

1. Izmantojot kataloga tabulu, noteikt kurš ferments griež doto nukleotīdu secību un raksturot, kāds fragmenta gals veidojas, kurus fermentus iespējams izmantot gala modifikācijā.

Piem. Uzrakstīt, kurš ferments griež secību GAATTC, iegūto galu modificēšani iespējams izmantot: (a) DNS Pol. Klenova fragmentu; (b) fosfatāzi;(c) 3'-5'eksonukleāzi; (d) S1 nukleāzi (atzīmēt pareizos variantus, to var būt vairāki)

2. Izmantojot kataloga tabulas, noteikt kura no piedāvātajām darba secībām ir pietiekama un piemērota DNS šķelšanai ar divām restriktāzēm un sekojošai ligēšanai. 

Piem.:

Kādas darbības nepieciešamas un pietiekamas, lai sagrieztu DNS ar restriktāzēm SmaI un BclI, un iegūtos fragmentus sagatavotu ligēšanai:

(a) Vienlaicīga hidrolīze buferī X (norādīt kādā), termoinaktivācija

(b) Secīga hidrolīze: SmaI buferī X (kādā?), pārgulsnēšna, BclI buferī Y (kādā?), termoinaktivācija

(c) Vienlaicīga hidrolīze buferī X (norādīt kādā), fenola-hloroforma ekstrakcija, pārgulsnēšana.

(d) Secīga hidrolīze: SmaI buferī X (kādā?), pārgulsnēšna, BclI buferī Y (kādā?), termoinaktivācija, fenola-hloroforma ekstrakcija, pārgulsnēšana.

3. Noteikt kura no minētajām gēna izdalīšanas metodēm ir vienkāršāk piemērojama sekmīgai dotā gēna izolēšanai atbilstošā proteīna ekspresijas / gēna regulācijas pētījumu mērķiem.

Eikariotu gēns ar introniem, sekvence daļēji zināma

(a) ķīmiska sintēze;

(b) PCR

(c) cDNS klonēšana, atlase ar DNS hibridizāciju baktēriju šūnās

(d) cDNS klonēšana, atlase pēc ekspresijas eikariotu šūnās

(e) genomiskās DNS klonēšana, hibridizēšana

(f) genomiskās DNS klonēšana, hibridizēšana, sekvenēšana

4. Izvēlēties pareizo dotās antibiotikas darbības vai inaktivēšanas mehānisma raksturojumu.

Piem.: Rezistenci pret tetraciklīnu nodrošina

(a) antibiotikas sašķelšana

(b) antibiotikas acetilēšana

(c) antibiotikas aktīvs transports ārā no šūnas

(d) atbilstošo šūnas proteīnu mutācijas

5. No uzrakstītā atzīmēt DNS sekvences elementus, proteīnus vai to izvietojuma variantus, kas raksturīgi prokariotu/eikariotu gēnu transkripcijas regulācijai.

Piem.: Prokariotu DNS transkripcijas regulācijā piedalās (pareizos atzīmēt):

(a) -35 secība;

(b) CAT secība

(c) enhansers(i)

(d) operators(i)
(e) -10 secība

(f) TATA secība

(g) MAR secības


(e) terminators

6. Izvēlēties pareizo(s) atbildes variantu(s) DNS replikācijas procesa īpatnību / piedalošos fermentu raksturošanai.

Piem.:

(a) DNS replikācija notiek 5'-3' virzienā

(b) DNS replikācija notiek 3'-5' virzienā

(c) Okazaki fragmenti nodrošina DNS sintēzi līderpavedienā

(d) vienpavediena DNS saistošais proteīns mijiedarbojas ar atpaliekošo pavedienu

(e) Plazmīdu replikācija notiek, izmantojot teta mehanismu

(f) Fāgu produktīvas infekcijas gadījumā DNS replicējas pēc ripojošā gredzena mehanisma

(g) Hromosomu struktūra neietekmē replikācijas gaitu

7. Izvēlēties pareizos atbildes variantus eikariotu/prokariotu mRNS struktūras raksturošanai. 

Piem.: Prokariotu mRNS

(a) ir policistrona

(b) satur poliA sekvenci 3' galā

(c) satur CAP struktūru 5' galā
(d) satur CAP struktūru 3'galā

(e) satur SD sekvenci 

(f) veidojas no garāka priekšteča

8. Izvēlēties pareizos atbildes variantus rekombinācijas mehānismu un eikariotu/prokariotu proteīnu sintēzes un struktūras raksturošanai.

9. Izvēlēties pareizos atbildes variantus nespecifiskās/specifiskās imūnās atbildes komponentu un imūnās atbildes veidošanās procesa raksturošanai.

10.  Izvēlēties pareizos atbildes variantus plazmīdu un transpozonu struktūras un funkciju raksturošanai.

11.  Raksturot noteiktu rekombinantu pierādīšanas metodi, atbildot uz vairākiem formalizētiem jautājumiem. Piem.:

Southern metodi parasti izmanto:

_______________________  homoloģijas pierādīšanai ar, atrodot specifiskus 

(nukleīnskābju tips)

fragmentus ar _____________________ palīdzību. Nukleīnskābju fragmentus 

(kā ?)

Southern hibridizācijas metodē sadala _______________________ pārnes  un  

(kādu metodi?)

imobilizē uz _________________ un specifiskos fragmentus atrod, hibridizējot

(kāda nesēja)

ar_________________ iezīmētām zondēm.

(kā)

12.  Izvēlēties pareizos atbildes variantus konkrēto vīrusu struktūras un replikācijas raksturošanai.

Papildus izmantojamā literatūra
Recombinant Gene Expression, Reviews and Protocols, 2-nd ed. Electronic book, P. Balabas & A. Lorence eds. Humana Press, 2004, 524 pp.

Zinātniskās periodikas raksti un apskati: kopijas fakultātes serverī –

http://priede.bf.lu.lv/grozs/Mikrobiologijas/BiotehIII
Zinātniskās periodikas raksti un apskati, kas pieejami no LU datortīkla izdevniecību Elsevier un Springer datubāzēs – http://www.springerlink.com un http://www.sciencedirect.com
1
1

