Dace Bērtule    1. variants
dace.bertule@gmail.com
Kopā 29
1.Raksturojot transgēno peļu iegūšanu ar olšūnas mikroinjekcijas metodi, lūdzu, paskaidrojiet,

1) kā iegūst izolētu apaugļotu olšūnu, kurā injicēt svešo DNS ? Vajag tikai par pirmo metodi 1
a. Pirmo metodi plaši izmanto transgēnu peļu iegūšanai. Šim nolūkam izmanto mikromanipulatorus un īpaši aprīkotu mikroskopu. Pēc mikroinjekcijas no peles izņem nesen apaugļotus vienšūnas embrijus. Ar speciālu pipeti un vakuma palīdzību embriju fiksē, un tās pronukleusā ar kapilāru adatu ievada klonējamo DNS. Pēc tam embrijus pārnes aizvietotājmātēs, kuras tos iznēsā. 1 – 4 % no injicētajiem embrijiem dod transgēnus pēcnācējus. 
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b. Otrā metode. No blastocista (dažas dienas pēc apaugļošanas) iegūst embrionālās cilmes (EC) šūnas. Tās var audzēt neierobežoti ilgi laboratorijā un tās nezaudē spēju augt un diferencēties  par jebkuru dzīvnieka audu tipu, veidot veselu jaunu dzīvnieku. EC šūnas in vitro transformē ar svešajiem gēniem un ar mikroinjekciju ievada citā blastocistā. Aizstājējmātes iznēsā dzīvniekus, kurus veido divu dažādu tpu šūnas, transgēnās un parastās. Ja transgēnās EC šūnas ir veidojušas dzīvnieku spermatozoīdu vai olšūnu priekštečus – šadu dzīvnieku pēcteči visi būs transgēni.

2) kādā DNS forma tiek izmantota transfekcijai ? lineārs, nav pateikts 
1
Rekombinanta DNS, kuras sastāvā ir vajadzīgais gēns, DNS vektors, kas atļauj ievietot molekulas saimnieka DNS molekulās, promoter, enhanseru sekvenses, kas palīdz gēnam ekspresēties saimnieka šūnās.
3) kas ir vīrišķais pronukleuss ? 
2
Pronukleuss: spermas kodols apaugļošanas procesā, pēc spermas iekļūšanas olšūnā, bet pirms to saplūšanas. Pronukleusi nesaplūst, bet to ģenētiskais materiāls gan. 

4) kāpēc ieteicams ievadīt svešo DNS vīrišķajā pronukleusā ?

Vīrišķā pronukleuss ir nedaudz lielāks un tuvāks oocīta virmsai, vieglāk tikt klāt. Tilpums ! 1
5) ko dara ar transficēto olšūnu pirms tās reimplantācijas aizvietotājmātē ? ne par tēmu 0
Embrioniskās cilmes šūnas tiek atdalītas no iekšējās šūnu masas blastiocistā.
6) kā notiek reimplantācija aizvietotājmātes dzemdē ?
uz to pusi, lai gan ne sevišķi precīzi 2
peles ir iemidzinātas, pievieno trubiņas, oocītus implantē peles olvadā caur trubiņām, skatās mikroskopā. Sinhronizē embrionālo attīstību līdz blatiocistas līmenim. Implantācijā jāņem vērā dažādas signālu molekulas, hierarhijas instrukcijas, kuras kontrolē embrija-dzemdes attiecības, daudzas lietas ir nezināmas.

7) kā identificēt dzīvniekus, kas integrējuši genomā transgēno DNS ?
2
pēc fenotipa, Southern analīzēm, PCR, FISH metodēm
8) vai transgēnais dzīvnieks ir ģenētiski homogēns (visas šūnas satur vienādu genoma struktūru) ? 2
Jā, ir
9) vai transgēnais dzīvnieks ir homozigots ? neprecīzi 1
Jā ir, tā ir iespējams iegūt stabilu transgēno dzīvnieku ar stabilu gēnu ekspresiju. Ir iespējami arī heterozigoti, bet tie nav spēcīgi transgēnie dzīvnieki.
10) kā saglabāt izveidoto transgēnu nākamajās paudzēs? NPT 0
Marķiergēns tiek co-transferēts, kas dod šūnām selektīvu priekšrocību, rezistenci kādam toksīnam. Dažas transfektētās šūnas būs integrējušas svešo gēnu ģenētiskajā materiālā pašu šūnās. Ja toksīns tiek pievienots šūnu kultūrā, tikai dažas šūnas ar integrētu marķiergēnu varēs poliferēt, kamēr citas šūnas mirs. tikai tās šūnas, ar stabilu transfekciju varēs tālāk kultivēt. 

Populārs aģents stabilai transfekcijai ir Geneticīns G418, var viņu neitralizēt ar neomicīna rezistences gēnu. 
2. Raksturojiet transgēno augu īpašības, kuras veidotas pārtikas kvalitātes paaugstināšanai, miniet eksistējošus vai iespējamus piemērus !
daudz liekas informācijas ārpus jautājuma 8
No jaunākajām iespējām, ko pavērusi zinātnes attīstība, jāmin gēnu inženierija. Gēnu inženierija jeb ģenētiskā inženierija – ir bioķīmiska manipulēšana ar iedzimtības materiālu, jeb DNS. Ģenētiski modificētus organismus sauc par transgēniem organismiem. Gēnu inženieriju praktizē ne vien lai iegūtu jaunas atziņas par šūnu darbību un reproducēšanos, bet arī lai sasniegtu dažādus praktiskus mērķus. Piemēram, augiem, kurus audzē pārtikai, šādi var piešķirt spēju piesaistīt slāpekli, kas atrodams dažās baktērijās, un tādējādi mazināt vajadzību pēc dārga mēslojuma. Gēnu inženieriju izmanto, lai uzlabotu mūsu ikdienas pārtiku. Piemēram, tomātiem ir ļoti īss augšanas periods, tie nevar paspēt pilnībā nogatavoties, ja iestājas vēss laiks, tajā pat laikā zivis var labi dzīvot aukstā ūdenī – tātad tās ir izturīgas pret aukstuma. Kā rīkoties – lai apvienotu šīs abas īpašības – gēnu, kas nosaka zivju aukstumizturību, pārnes uz tomātiem – tie tagad var augt ilgāku sezonu. Tāpat vienkāršas baktērijas ar gēnu inženierijas metodēm var pārveidot tā, ka tās sāk producēt retas ārstnieciskās vielas.
Transformācijas procesu regulē apm. 100 baktēriju gēni. Procesā var izdalīt četras stadijas:

· baktērijas piesaistīšanās pie auga šūnām (adhēzija); 
· plazmīdas pārnese;

· plazmīdas nokļūšana šūnas kodolā (nuclear targeting); 
· integrācijas mērķa secību izvēle genomā.

Galvenie uzņēmumi, kas nodarbojas ar gēnu inženieriju, ir lauksaimniecības ķimikāliju ražotāji. Lielākā daļa šobrīd audzēto ģenētiski modificēto (ĢM) augu ir augi, kas ir izturīgi pret kādu noteiktu herbicīdu (ķīmisku nezāļu iznīcināšanas līdzekli). 58% ĢM augu, ko audzēja 2000. g., bija herbicīdizturīga soja, kas imūna pret herbicīdu raundapu. 
Herbicīdizturīga soja tika iegūta ievietojot glifozāta izturīgu enzīma 5-enolpiruvilšikimāt-3-fosfāt sintetāzes (EPSPS) gēnu, kas tika izolēts no augsnes baktērijas Agrobacterium tumefaciens CP4.

Liela vērība ir tikusi pievērsta ĢM augu, kas satur insekticīdu (kukaiņu iznīcināšanas līdzekli), radīšanai. Vairākas kompānijas ir radījušas kukurūzu, kokvilnu un citas lauksaimniecības kultūras, kas satur gēnu no augsnes baktērijas Bacillus thuringiensis. Šī baktērija izstrādā Bt protoksīnu, kas sagrauj dažu kukaiņu un kāpuru gremošanas traktu, tos nogalinot. Bt jau vairāk kā 40 gadus veiksmīgi lieto bioloģiskajā lauksaimniecībā kā izsmidzināmu līdzekli.

Strādāts tiek arī pie augiem, kurus varētu audzēt sarežģītos apstākļos, piemēram, sausā augsnē. Starp šiem augiem ir soja ar palielinātu olbaltumvielu daudzumu, banāni, kurus varētu lietot vakcīnu vietā, tomāti, kas lēnāk bojājas un kurus tāpēc var novākt gatavākus un garšīgākus, rapši ar pārveidotu eļļas sastāvu. 

Visvairāk tiek runāts par t.s. "zelta rīsu" – rīsu, kurā ir palielināts karotīna daudzums. Rīsā pārnesti divi gēni no narcisēm un viens no baktērijām. Šo gēnu komplekss sintezē β-karotīnu no geranil-geranil difosfāta, savienojuma, kas rīsos parasti tālāk netiek izmantots. 

Biotehnoloģijai attīstoties, tirgū parādās produkti, ar uzlabotu uzturvērtību, tādi kā:

·  tomāti ar paaugstinātu vitamīnu saturu;

·  zemesrieksti ar samazinātu alergēnu daudzumu;

·  kartupeļi ar palielinātu cietes saturu;

·  kvieši ar palielinātu folskābes daudzumu;

·  rīsi ar palielinātu A vitamīna provitamīna saturu;

·  sojas eļļa ar augstu oleīnskābes saturu;

·  rapšu eļļa ar augstu laurīnskābes sāļu saturu.

Pārtikas preces, kuru ražošanā tiek izmantoti ģenētiski modificētie augi: Šokolādes – Twix, KitKat, Galaxy, Cadbury’s; saldējums - Walls Vieneta, mākslīgie saldinātāji - Nutra Sweet, Equal, E 951; margarīns - Rama. Firmas un kompānijas, kuras ražošanai izmanto ģenētiski modificētus produktus: “Nestle”, “Coca Cola”, “Uncle Bens”, “McDonald”
Pārtika ar uzlabotu uzturvērtību:
·  tomāti ar paaugstinātu vitamīnu saturu;
·  zemesrieksti ar samazinātu alergēnu daudzumu;
·  kartupeļi ar uzlabotu cietes sastāvu;
·  kvieši ar palielinātu folskābes daudzumu;
·  rīsi ar palielinātu A vitamīna provitamīna saturu;
·  sojas eļļa ar augstu oleīnskābes saturu;
·  rapšu eļļa ar augstu laurīnskābes sāļu saturu
Neviens vēl droši nezina, kā ģenētiski modificēta pārtika ietekmēs cilvēku veselību. Īpaši tas attiecas uz slimībām, kas var parādīties pēc daudziem gadiem vai nākamajām paaudzēm. Nav arī skaidrs, vai tas, ka līdz šim traģēdijas nav notikušas, ir pierādījums šīs pārtikas drošībai vai vienkārši veiksme.
Skaidrs ir tas, ka daļa gēnu, ko lieto gēnu inženierijā, nekad nav bijuši cilvēku uztura sastāvdaļa. Jaunās pārtikas drošības pārbaudes līdz šim ir balstījušās uz pašu biotehnoloģijas kompāniju sniegtajiem datiem.
3. Izmantojot attēlā parādītās shēmas un informāciju no apskata D. Carroll, Zinc-finger nucleases as gene therapy agents, Gene Therapy 15, 1463–1468, 2008 (grozā), raksturojiet “zinka pirkstu nukleāzes” metodes izmantošanas principus genoma in vivo “rediģēšanai” !
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Attēlā redzams ZFN saistīšanās un aktivitāte. Katrs ZFN sastāv no četriem cinka pirkstiem (attēlā divu veidu ZFN - ZFNa un ZFNb) – katrs pirksts parādīts savā krāsā, lai parādītu, ka katrs pirksts saistās ar citu DNS tripletu. Katrs ZFN saistīts ar šķelšanās domēnu (cleavage domain) – lielie dzeltenie ovāli, kas sašķeļ DNS.  Vēlamā gēna šķelšana var novest līdz kodējošo sekvenču sagraušanas ar neakurātu reparāciju caur nehomologo beigu savienošanu (NHEJ). Kad homologa DNS donors (tumši zilais) ir ieviests ar ZFN, tas var tikt iekļauts homologajā rekombinācijā (HR). Šķelšana nevēlamās vietās var būt šūnām toksiska, novest pie mutācijām (violets). Lai samazinātu limitējošos faktorus, kā delēcijas efektu ,dimēru domēnu šķelšana un zinka pirkstu pievienošana palielina specifiskumu (zaļš). 

Attēlā parādīti divi veidi, kā var izmainīt nepieciešamos gēnus – 1) homologā rekombinācija HR un 2) nehomologā galu savienošana NHEJ. NHEJ – bieži vien ir neprecīza, veido lokālu inserciju vai delēciju, kas inaktivē mērķgēnu. HR izmanto DNS paraugu kā donoru (homologs mērķsekvencei, bet satur nepieciešamās izmaiņas), lai izmainītu mērķsekvenci  interesējošam gēnam, ko palīdz piegādāt cinka pirksti.
Cinka pirksti atšķirībā no citām metodēm palielina efektivitāti, ar kādu tiek izmainīta mērķa sekvence. Cinku pirkstu nekleāzes (ZFN)- ļauj labot interesējošo genomu. Tehnoloģiju izmanto medicīnā, kā arī biotehnoloģijā. 

Kas tas ir? 

Cinku pirkstu nekleāzes (ZFN)- DNS restrikcijas enzīms, kas sastāv no DNS saistoša cinka proteīna „pirksta” un nespecifiskas nukleāzes, kas iegūts no FokI endonukleāzes. ZFN var izmanot efektīvām ģenētiskajām modifikācijām zīdītājos, augos, eikariotu šūnās. Zinka pirkstu domēnus var veidot tā, lai tā nukleāzes mērķētu DNS specifiskas sekvences kompleksākos genomos.
Kā tas darbojas?

Vairākas tehnikas var tikt izmantotas, lai cinka pirksti tiktu izmantotu, lai mērķētu specifiskas DNS sekvences. Mainot sekundāro proteīna domēnu, kā transkripcijas aktivatoru vai represoru jebkuras izstrādātam cinka pirkstam, kas saistās netālu no vēlamā gēna promotera. Izstrādāta cinka pirkstu un proteīnu domēnu saistīšanās, kas sašķeļ vai modificē DNS, var tikt izmantota darbībām vēlamajā genomiskājā lokusā. Visizplatītākais veids kā izstrādāt cinka pirkstus, ir izmantot cinka pirkstu transkripcijas faktorus un cinka pirkstu nukleāzes. Cinka pirksti sastāv no trīs vai četriem cinka pirkstu moduļiem, kas katrs var atpazīt 3 bp subsaitus (ir arī citi veidi). Parasti cinka pirskstu masīviem ir 3 līdz 6 individuāli cinka pirkstu motīvi un saistīšanās saites no 9 – 16 bāzu bāriem gari. Masīvi ar 6 cinku pirkstu motīviem saistās mērķa vietā pietiekami ilgi, gari lai būtu laba izredze izveidot unikālu zīdītāju genomu.
tulkojums šaubīgs, bet jēga ir
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Attēls ar Cys2His2  cinka pirkstu. 

Priekšrocības:
· Cinka pirkstu nukleāzes ir spēcīfas gēnu modificējoš darbarīki

· Domēnu šķelšanas modifikācijas samazina toksicitāti

· ZFN-ieviestās modifikācijas var izmantot gēnu terapijā
