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1. BBEJEHHUE

Jloctrxenus B 00J1acTH OMOTEXHOJIOTUH U TEHHOM MHKEHEPHUHU BCE Yalle
MPUMEHSIOTCS JIJIsl MPOAYIIUPOBAHUS OEITKOB )KMBOTHOTO MPOUCXOXKICHUS B

JYXKEPOAHBIX OpraHU3Max. Takwne Oenku IIPUHATO HA3bIBATH peKOM6I/IHaHTHLIMI/I.

OTOT NOAXO0J MOKET OBITh UCIOJIb30BaH B IPOU3BOICTBE OEIIKOB, KOTOPHIE
CJI0’KHO, HEPAIMOHAJIBHO U CIMIIKOM JIOPOr0 MOJIy4aTh TPaAULMOHHBIMU
meTogamu. [[i1s1 0enaKoB, HUCIIOIb3YyEMBIX B TPOU3BOJCTBE MPOAYKTOB IUTAHMUS,
OMOTEXHOJIOTMUYECKOE IMPOU3BOICTBO MOKET HE TOJIBKO CIIOCOOCTBOBATH
YIIYYLIEHHIO Ka4eCTBA U yJICIIEBICHUS TPOAYKTOB IIMTAHMS, HO U YA OBJIETBOPATH

3aIlpoOC KIMCHTOB C 0COOBIMH TpC6OBaHI/IHMI/I.

Hanpumep, 3a cu€T 6aronpusTHIX MoIU(PUKAIITH aMUHOKUCIOTHOM
MOCJIEIOBATEIBLHOCTH MOXKHO CAENIaTh IPOJYKT MEHEe ajepreHHbiM. Kpome toro,
UCII0JIb30BAaHUE OMOTEXHOJIOTHM MPUBIIEKATEILHO C TOYKU 3PEHUS
pecypcocOepekeHrs U PallMOHAIBHOTO MPUPOIONOIb30BaHMSs, HAIIPUMED, 33 CUET
YMEHBIIICHUS YTIAEPOTHOTO Clie/ia OT )KUBOTHOBOACTBA. CHHTE3UPOBAHHBIE OCIIKU
3aTEM MOXKHO OYHUCTHUTh U UCIIOJIb30BaTh B KAUECTBE OCHOBHOI'O WJIN
BCIIOMOTATEILHOTO (DYHKIIMOHATLHOTO MHTPEAUEHTA IS pa3pabOTKH MPOAYKTOB

ITUTaHHA.

AKTyanbHOCTh padorbl: Ilomyuenne Oenka Kamma-Ka3ewHa  SIBJIAETCS
3aTPYJTHUTEIBHBIM MPOILIECCOM, B CBS3U C €r0 OYEHb MAJIbIM COJEPKAaHUEM B

MOJIOKE, CJIEI0BATEIILHO, U JOPOTOM IEHOW YMCTOTO MPOAYKTA.

Heab padorbi: Pa3paboTaTh HKOHOMHMYECKH IPHUBIIEKATENIbHBIE  METO/bI
OMOTEXHOJIOTMYECKOTO MPOU3BOJICTBA O€lKa MOJIOKA Ui pEelIeHHs MpoOJIeMbl B
chepe  COBpEMEHHOW  THUIIEBOM  OMOTEXHOJOTHMH.  MHKPOOHOJOTHUECKU
IIPOU3BEICHHBI MOJIOUHBIM OEIOK MOXET OBITh MCIOIb30BAaH B MEIULMHCKHUX U
OBITOBBIX LEJSIX, a TAKXKE JJIS YIYUIIEHUs aMUHOKHUCIOTHOTO COCTaBa MPOJYKTOB,

B TOM YHCJI€ BET€TAPUAHCKOTO PAIIMOHA.



3agaum padoThI:

Ne 1

Haiitu npoayrieHTa, KOTOphIM B HAUOOJIBIIIEH CTENEHU MOAOWAET I CUHTE3a
PEeKOMOHMHAHTHBIX MOJIOYHBIX OETKOB (B MEPBYIO OYEPEIb Ka3eHHOB).

Ne 2

[Tomo6path dHIOHYKII€a3bl PECTPUKIIUU K TUIA3MUJIE JIJI1 BCTABKH IIEJIEBOTO IeHA.
Ne 3

[TonoGpats npaliMepsl 17151 aMIUTU(UKALIMK 11€JIEBOTO I'eHa.

Ne 4

Haiitu meTon cenexuuu, 1151 0OHapy KEHUsI TUIa3MUIBI C 11EJIEBBIM T'€HOM.

Ne 5

Pa3paboTtaTh METOIMKY MOJIy4eHHS O€liKa C MOMOIIbIO TPOYLIEHTOB.

*[Ipakmuyueckas 4acms HAYYHO-UCCIE008AMENbCKOL pabOmbl 8bINOIHALACH HA
meppumopuu Kyol'AY (Kybanckoeo cocyoapcmeennozo azpaprozo

yuusepcumema um. U. T. Tpyoununa), 6 rabopamopuu MoaexyisapHot ouosocuu ™

Om3v18 HAYUHO20 PYKOBOOUMENs O 8bINOJIHEHUU pabom & 1abopamopuu

(Ilpunoswcenue 9)
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2. TEOPETUYECKAA YACTD

2.1. Yrto Takoe MOJIEKYJAPHOE KJIOHUPOBAHUE
MouiekyJIspHOe KJIOHUPOBAHUE — 3TO KOMILUIEKC METO/IOB, HAITPABJIEHHBIX Ha
co3nanue pekomMOouHanTHbIX MoJiekyn JJHK, nepenoc ux B opranu3mM-xo3siuHa
(Tpancdopmanuio) 1 ynpaplieHHE MOCIeayoel perukanuei. MosnekynspHoe
KJIOHUPOBAHHE UCIIOJb3YETCA ISl U3YYECHUS SKCITPECCUN MHTEPECYIOIINX I'€HOB,
CUHTE3a PEKOMOMHAHTHBIX O€JIKOB, CO3aHMs T€HHO-MOAUPUITUPOBAHHBIX
OPTaHU3MOB U T€HHOM TEparniu.

OcCHOBHBbIC KOMIIOHEHTBI MOJICKYJISIPHOTO KJIOHMPOBAHUS:

BexkTop /u1st BHECEHUS 1Ie7eBOr0 hparMeHTa B KJIETKy-X03g1Ha. Yaiiie Bcero B 3Ton

POJIM BBICTYTAIOT TUTA3MUJIBI - HEOOJBIITNE IBYIIETIOYSHHBIC KOJIBIIEBBIE MOJICKYJIbI

JIHK, cnocoOHbIe K aBTOHOMHOM perutukanuu. [lnazmMuapl Takke comeprrar

PETYJISITOPHBIE AIEMEHTHI ISl YIIPABICHUS TPAHCKPUIILIMEW U TPAHCISALUEN U MTPH

CPaBHUTEIHHO HEOOJIBIIIOM pa3Mepe MO3BOJIIOT KOMUPOBATH OOJIBIIINE YIaCTKU

JAHK.

BcraBka - nenesoii pparment JIHK, Hanpumep, reH, peryasTOPHBIA 371€MEHT WIH

OTIEPOH.

OO0wmas cxeMa MOJIEKYJISIPHOTO KJIOHMPOBAHUS BBITVISIAUT CJIeXYyIOUIAM

o0paszom:

Brinenenne ¢ nOMOIIBIO Y3HAOHYKIJIEa3 PECTPUKIIMU U OUMILIEHUE IEJIEBOIO IE€HA.

Konuposanue npu nomMomu nojJMMepasHon HEMHON PEaKIMU I'eHa-BCTABKH.

[Tonbop nmoaxoasie 1Jsl JadbHEUIIUX UCCIEOBAHUM TIIa3MU/IbI.

JIuHeapu3anus mia3Mu/bl IpU MOMOILIN SHIOHYKJIEA3 PECTPUKIUU.

Mopaudukamnus cBOOOTHBIX KOHIIOB TUTA3MUIBI U T€HA-BCTABKH, JIJIST JAITBHEUIIIETO

uX coeauHeHus noj aeicreuem JIHK-nurassl.

CuivBaHue MIa3MUbI U 1IEJIEBOTO I'EHa.

CKpUHUHT Ha MOJIOKUTENIbHBIA PE3yJbTaT BCTABKHU 1[EJIEBOTO I'eHA.

Tpancopmanus miazMuabl TpaHchopmMalius (BHEAPEHNE) B OpraHU3M-X0351HA.



2.2 Yt0 Takoe peKOMOMHAHTHBIE OeJIKU
PexoMOMHAHTHBIN 0€JI0K — 3TO OCJIOK, MPETEPIICBIINN ONPeaCIEHHBIC

MOAU(UKAIIMK U KOTUPYIOMIHICS pekoMOnHanTHON (Monudummposannoit) JTHK.
PexoMOMHamss — 1poiiecc 0OMeHa TCHETHUYECKUM MaTEPHAJIOM IMyTEM pa3phbiBa
Y COCIMHEHUSI PA3HBIX MOJIEKYJI HYKJICMHOBBIX KHCJIOT, TO €CTh
nepepacipeeiecHie FTeHeTHYSCKOro MaTeprasa, MPUBOASIIEe K CO3TaHII0 HOBBIX
KOMOUWHAIMK TeHOB. B €CTECTBEHHBIX YCIOBUSIX PEKOMOMHAITUS Y SYKApUOT —
00MEH yJacTKaMH XpOMOCOM B TIPOIECCE KIETOYHOTO JSICHHS. Y MPOKAPHUOT
pekoMOuHaIus ocymectBisgercs npu nepenade JJHK myTém konbroraum,
TpaHcpopMaIK WM TPaHCAYKLKH, INOO B IpoLecce oOMeHa

ydacTKaM{ BUPYCHBIX TEHOMOB. METOIbl TeHHON MH)KCHEPHUH 3HAYUTEIILHO
paCHIMPHIIA BO3MOXKHOCTH PEKOMOWHAIIMOHHBIX OOMEHOB | ITO3BOJISIOT, B OTJIUYHE
OT €CTECTBEHHOU PEKOMOWHAITNH, TIOJTy9aTh THOPHUIHBIE MOJICKYJIbI HYKJIEMHOBBIX
KHCIIOT, COICpIKaIie MPAKTHICCKU JTHO0BIC YyKepOIHbIC (DParMEHTHI.

benku, momy4deHHbIE TeHHO-MHXEHEPHBIM CITIOCOOOM, TO €CTh TPAHCIUPYEMbIE C
pekoMmOuHanTHEIX JIHK, Takke Ha3pIBarOTCS PEKOMOMHAHTHBIMH. TEXHOJIOTHS
pexkoMmOuHanTHBIX JIHK oka3zana cymiecTBeHHOE BO3/ICHCTBIE HA Pa3BUTHE
COBPEMEHHOW OMOJIOTHH, TIO3BOJIUB peIiaTh MHOTHE TEOPETUUECKHE 3a1a4H,
HaIpUMeEp, ONPEIeATh (QYHKIMHU OCITKOB, U3y4aTh MEXaHU3MBbI

PETYISIUN YKCIIPECCUU TEHOB.

Pa3zpabotka TexHomornu pekomOnHanTHbIX JIHK 1 MeTo0B mepeHoca reHoB u3
OJTHOTO OpraHu3Ma B IPYTOM COBEPIINIIA HACTOSIIIYIO PEBOJIIOINIO B OMOJIOTHH.
PexomOMHaHTHBIEC TEXHOJIOTUHN TTO3BOJISIOT HE TOJBKO MOTYYUTh MIPOIYKT C
BBICOKHMM BBIXOJIOM, HO ¥ KOHCTPYHPOBATh OMOMOJICKYJIBI C 3apaHee 3aJaHHbIMU
napameTpamu. B HacTosiiee BpeMs crioco0 SBISETCS OJHUM U3 BBITOIHBIX TS
TIOJTYYCHHS OeJIKa Karma-Ka3euHa, KOTOPBIA SBISICTCS TPYTHOBBIICIIEMOM

cocTasisitonier MosouHol npoaykuuu KPC.


https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B5%D0%BD%D0%BE%D0%BC
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9D%D1%83%D0%BA%D0%BB%D0%B5%D0%B8%D0%BD%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%8F_%D0%BA%D0%B8%D1%81%D0%BB%D0%BE%D1%82%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AD%D1%83%D0%BA%D0%B0%D1%80%D0%B8%D0%BE%D1%82%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A5%D1%80%D0%BE%D0%BC%D0%BE%D1%81%D0%BE%D0%BC%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%BB%D0%B5%D1%82%D0%BE%D1%87%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D1%86%D0%B8%D0%BA%D0%BB
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D1%80%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%B4%D1%83%D0%BA%D1%86%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%92%D0%B8%D1%80%D1%83%D1%81%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B5%D0%BD%D0%B5%D1%82%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F_%D0%B8%D0%BD%D0%B6%D0%B5%D0%BD%D0%B5%D1%80%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AD%D0%BA%D1%81%D0%BF%D1%80%D0%B5%D1%81%D1%81%D0%B8%D1%8F_%D0%B3%D0%B5%D0%BD%D0%BE%D0%B2

2.3. Ils1a3Muabl 1 KX POJIb B MOJIEKYJISAPHOM KJIOHUPOBAHUU
Inasmuabl — HeOombiue Monekyisl JIHK, dusnuecku 060cobiennbie
OT XpOMOCOM H CIIOCOOHBIE K aBTOHOMHOM pEeIUIMKAIIK, B TOM UM HHON Mepe
MPOXOASIIEN MO KOHTpoJieM Xpomocomuon JTHK.
['maBHBIM 00pa30M IJIA3MHIBI BCTPEUAIOTCS y OAKTepUid, a TAKKE Yy
HEKOTOPBIX apxei U 3yKapuoT (TpuOOB U BBICIIUX pacTeHuid). Yaiie Bcero
TJIa3MUIBI PEJICTABIISIIOT COOOM ABYIICMIOYEUHBIC KOJIBIICBBIE MOJICKYJIHI.
Hecmotpst Ha ciocOOHOCTH K pa3MHOKEHHIO, TNIa3MUJIbI, KaK U BUPYCHI, HE
paccMaTpUBAIOTCS B KAUECTBE )KUBBIX OPTaHU3MOB.
Pa3zmep npupoaHbIX mia3mMug MOXKET BApbUPOBATH OT THICAY 10 MAJJIMOHA
OCHOBaHMH, IUPOKO UCTIOIB3YIOTCS B MOJIEKYJISIPHOW OMOJIOTHH B KAYECTBE
BEKTOPOB JIJIs MEPEHOCA FTeHETUUECKON MH()OPMAIIMKY U TeHETHYECKUX
MAHUITYJISILUN BBUY CHEAYIOIINX MPEUMYIIECTB:
1. JIerkocTh MpoBEAECHNUS MAHUITYJISIIAM C TTOCIE0BATENBLHOCThIO. Pazmep
IPUMEHSEMBIX B reHeTnyeckor nnxenepuu miazmua (1 000-20 000 map
OCHOBAHHWI) JIelaeT UX yIOOHBIMHU JIJISI BBIICTICHUS, OUUCTKH ¥ MOTU(DUKAITUN
MOJIMHYKJICOTUIHOM LIETIH.
2. ABronomHas perumakays. [1ma3Muab cnocoOHBI K aBTOHOMHOM PETUIMKAIIHH,
CJIeI0BATEIbHO, MOKHO C JIETKOCTHIO TOJIYYUTh HEOOX0IUMOE KOJIMUYECTBO KOMUMI
mnasmugHon JIHK, ncnons3yst Hegoporue cpeibl U ObICTpo Aensiiuecs kieTku E.
coli.
3. CtabuiabHOCTh. [1ma3mMupl CTaOMIIBHBI B TEUCHUE JJTUTEIIHHOTO BPEMEHH B BUJIC
ounteHHOM Monekynbl JIHK unu BHyTpH TpanchopMUpOBaHHBIX OaKTEpHUATbHBIX
KJIETOK, XPaHAIINXCS [IPU HU3KOM TeMIIEpaType B BUJE MIMLEPUHOBBIX CTOKOB.
4. BO3MOXHOCTb MCIIOJIb30BAHUA B PA3JIMYHBIX OpraHu3Max U ucciaeaoBanusax. C
MIPUMEHEHHUEM IJIa3MHUJ] MOYKHO MPOBOJIUTH SKCIPECCHUIO T€HA HE TOJBKO B
OakTepUalIbHBIX KJIETKaX, HO U B KJIETKAaX dYKApUOT, BKJIKOYas KJIETKU IPUOOB,
pACTEHUI U MIIEKOTTUTAIOIIHKX.
[Tna3MuHBII BEKTOP, COASPKAIIMN HEOOXOUMBIE AJIEMEHTHI JIJIS TPAHCIISALHH,

xioHnpyemon JIHK B nmonmunenTuaHyo enb, Ha3bIBAETCS SKCIPECCUOHHBIM.


https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9C%D0%BE%D0%BB%D0%B5%D0%BA%D1%83%D0%BB%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B5%D0%B7%D0%BE%D0%BA%D1%81%D0%B8%D1%80%D0%B8%D0%B1%D0%BE%D0%BD%D1%83%D0%BA%D0%BB%D0%B5%D0%B8%D0%BD%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%8F_%D0%BA%D0%B8%D1%81%D0%BB%D0%BE%D1%82%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A5%D1%80%D0%BE%D0%BC%D0%BE%D1%81%D0%BE%D0%BC%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A0%D0%B5%D0%BF%D0%BB%D0%B8%D0%BA%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F_(%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%8F)
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%B8
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D1%80%D1%85%D0%B5%D0%B8
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AD%D1%83%D0%BA%D0%B0%D1%80%D0%B8%D0%BE%D1%82%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%92%D0%B8%D1%80%D1%83%D1%81%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9E%D1%80%D0%B3%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%B7%D0%BC

2.4. DHAOHYKJIea3bl PECTPUKIUMN U JIUTHPOBAHUE
Pectpukra3bl — 3710 depmentsl, pazpesatontue JHK. Kaxnpiit hepment
PACIIO3HAET OJIHY MJIM HECKOJIBKO LIEJEBBIX MOCIEI0BATEIHOCTEN U pa3pe3aeT
JIHK B MecTax 3THX NOCIEA0BATEIbHOCTEN WIIM PSIAOM C HUMU. MHOTHE
pPECTPUKTA3bl BHOCST Pa3pbIBbl B BUJIE CTYINEHEK, 00pa3ys KOHIIBI C
onHouenovyeunsiMu BoicTynamMu JIHK. OniHako ObIBaeT, 4TO HEKOTOPBIE KOHIIBI
IIOJIY4arOTCS TYIIBIMU U BBICTYIIOB HE HMEIOT.

JHK-auraza — sto pepment, oobpazyromuii csa3b B JIHK nocie paspsiBa. Eciu
nBa ¢pparmenta JJHK nmMeror coBnanaromue KoHIbI, JIMra3a CBA3bIBAET UX, YTOObI
chopMUpOBaTh €ANHYI0, HepephiBHYI0 Mosekyty JJHK.
Pectpuxkrasel u JIHK-nurasa ncnons3yrores npu knonuposanuun JAHK muis
BCTaBKH IreHOB U Apyrux ¢parmentos JIHK B miasmuasl.

Kak Bbipe3ats u BcraButh JJTHK?
[Tpu knonupoBanuu [JHK y4u€Hble cO37aI0T MHOKECTBO KOMUI KAKOT0-TO
dbparmenTa /JIHK, nanpumep, rena. B OonbmmuHCTBE ClTydaeB KJIOHUPOBAHUE
BKJIIOUAET B ce0s1 BCTABKY r'eHa B KoJblieByto Mosiekyny JIHK,
Ha3bIBAEMYIO IVIA3MHU/A0M, KOTOPasi MOKET KOIMPOBATHCS B OAKTEPUSIX.
Kak moxHO coenuuuth Gpparments! JJHK U3 pa3HbIX HCTOUHUKOB (TaKuX Kak
4eJI0BEUYECKHM reH U OakTepuaibHas Iu1a3Muaa) B enunyto moaekyny JJHK?
OpauH U3 pacupoCTPAHEHHBIX METOIOB OCHOBAH HA MCIIOJIb30BAHUH PECTPUKTA3 U
JAHK-nnra3ser.

PecTpukrassbl

PectpukTasbl 06HapykeHbl y OakTepuil U Ipyrux mpokapuoT. OHU pacro3HaIOT U
CBSI3BIBAIOTCSA C ONPEAEIEHHBIMU nTocaenoBaTensHocTamMu JJHK,
Ha3bIBACMBIMU CAWTAMHM pecTpUKIMHU. Ka)k1as pecTpuKTaza paCo3HaeT TOIbKO
OJIMH WJIM HECKOJIBKO CaUTOB pecTpuKInU. Korja oHa HaxoauT CBOIO
IIOCJIEIOBATEIbHOCTh-MHILIEHB, TO JIEJIAET IBYXLEIOYEUHBIN pa3phlB B MOJIEKYJIE
JIHK. Kak nmpaBuio, pa3pbelB HAXOAUTCS B CAUTE PECTPUKIIMU WU PSAOM C HUM.

JIlaHHBIN TPOLECC TOCTATOYHO MPEACKA3YEM U TOUECH.



B xadecTBe mpuMepa TOro, Kak peCTpUKTa3a paclo3HAET U pa3pe3aeT
nocnenosarenbHocTh JAHK, paccmorpum mmpoko n3BecTHyro pectpukrasy EcoRl,

UCIIOJB3YeMYI0 B Jaboparopusix. Eco RI BHOcUT pa3phiB B caiiTe:

5' GAATTC 3
3 CTTAAG s’

Calim *EcoRI*

5'-.GAATTC...-3' 3'-..CTTAAG...-5'

Caiit EcoRI
Koraa EcoRI pacro3Haer 3TOT caliT 1 BHOCUT pa3phiB, OHA BCETa JENIAET 3TO MO
OUYEHb CHEIU(PUYHON cxeme, KOTOpas MPUBOIUT K 00Pa30BAHUIO KOHIIOB C

oJiHoIIenoYeUYHbIMU «BbIcTynamu» JIHK:

L AATTC 3
5' GAATTC 3! 5 q G 5!

g CTTAAG sy CTTAA

depmeHm *Eco*RI

®depment EcoRI cBssbiBaetcs ¢ caiitoMm EcoRI B dparmente [JHK u BHOCHT
pa3peiB B 00e tenu JJHK. Cxema BHeceHus pa3pbiBa OyA€T CIEIYIOIIEH:
5'-...GIAATTC...-3' 3'-...CTTAA|G...-5'

Takum oOpazom, oOpazyercs aunkuii koHer 5'-AATT-3 'Ha kaka0M KOHIIE
paspeszannon [JHK.

Ecmu apyroit pparment JJHK umeer Takue ke BBICTYMBI (HAPUMED, IIOTOMY, YTO
OH Tak>ke Obu1 pa3pe3an EcoRI), BEICTYNBI MOTYT COETMHATHCS TOCPEACTBOM
KOMIUIEMEHTAPHOTO CIIapUBaHUs OCHOBaHMM. 1o 3TOM npruynHe cunTaercs, 4ro
(bepMeHTBI, OCTaBJISAIOLIME OTHOLEIIOYEUHBIE BBICTYIIbI, 00pa3ylOT JUIIKHE
KOHIBI. JIUTIKe KOHUBI MTOJIE€3HbI TPU KIOHUPOBAHUH, TIOTOMY YTO OHU
ckpemisitor n8a pparmenta JIHK u moryt O6b1Th 00BeauHEHBI ¢ ToMoIbio JJHK-
JIUTa3bl.

He Bce pectpukTasbl 00pa3yrot aunkue KoHibl. Hekotopblie u3 HUX 00pa3yroT
TYIbIE KOHLBI, BHOCS Pa3pbIB MNPSIMO MOCEPEINHE LIEIEBOM NOCIEI0BATENBHOCTH U
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HE OCTaBJIsis BRICTYNOB. PecTpukTaza* Sma*| siBnsieTcst TeM MpuMepoMm, KOraa

00pa3yroTcs TYIble KOHIIBI:

|
s' [CCC GGG 3! s' ccc :
3 GGG;[\C cc 5! 3 GGG |GGG 3

depmerm Smal

®epmeHT Smal cBsA3bIBae€TCA ¢ CAUTOM PECTPUKLMU Smal, KOTOPBINA BBITJIAIUAT
CJIETYIOIIUM 00pa3oMm:
5'-...CCCGGAG...-3' 3-...GGGCCC...5'
OH BHOCHUT pa3phIB NPSAMO B CEPEIMHE 3TOM MOCIEOBATEIFHOCTH HA 00EUX HUTSX,
oOpa3ysl Tynble KOHIbl. BbIpe3aHHbIE y4acTKu:
5'-...CCC|GGG...-3' 3'-...GGGICCC...5'
®dparMeHThl ¢ TyNbIMU KOHIIAMH MOT'YT OBITh CO€JUHEHBI IPYT C IPYTOM C
nomouibto JIHK-nurasel. OgHako pparMeHThl ¢ TyNIBIMU KOHIIAMH CIIOKHEE
CBs13aTh BMecTe (TIpoliece TUrupoBaHus MeHee 3 PeKTUBEH u ¢ OOoJbIIeH
BEPOATHOCTBIO MIOTEPIUT HEY1ady), IOTOMY UYTO HET OJIHOLIEIIOYEUHBIX BBICTYIIOB,
yaepxuBarommx MoJekyisl JJHK B Hy)KHOM 1OJI0KEHUN.

JAHK-nuraza
B npouecce pennmukanuu JIHK 3agaua nura3el COCTOUT B TOM, YTOOBI COETUHUTD
BMecTe ¢pparmMeHTsl BHOBb cuHTe3upoBanHoi JIHK u chopmupoBats 11e10cTHyI0
uens. JIurassl, ucnosibdyemslie pu kjaoHuposanuu JIHK, B OCHOBHOM JienaroT TO
e camoe. Ecnu y aByx wacreit JIHK coBmanator konusl, [JJHK-1uraza moxer

COEIMHUTH UX BMECTE, YTOOBI 00pa30BaTh HEMPEPHIBHYIO MOJICKYITY.

AHK -Auzasza
5 AATTC 3! 5' GAATTC 3!
3 CTTAAG s' 3 CTTAAG s!
«<AUnKue KOHUpbl» coeduHaromces, Auzaza cuubaem paspuibol

HO ocmaromcs paspb!ﬁbl
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®parment 1 JJHK:

5-..G3"-..CTTAA

®parment 2 JITHK:

AATTC...-3' G...-5'

OpHolienoyevyHble 00JaCTH ABYX MOJIEKYJT MOTYT CKJIEUBATHCS 3 CUET
BOJIOPOJHBIX CBS3E€H, HO B OCHOBHOM LIETIH BCE €IE OCTAIOTCS Pa3PhIBbI:
5'-...G|AATTC...-3' 3'-...CTTAA|G...-5'

JIHK-nurasa cimBaet pa3pbiBbl, 00pa3ys HenpepbiBHYI0 Mojiekyy JIHK:
5'-..GAATTC...-3' 3'-..CTTAAG...-5

Hcnonb3ys AT® B KaueCTBE HICTOYHUKA DHEPIUH, JINTA3a KaTAJIU3UPYET PEAKLIUIO
B KoTOpo# docdaTHas rpyrina, BeICTyMaromas Ha 5° konie ogHou nenu JJIHK,
CBA3BIBAETCS C THIPOKCUIIBHOM IPYIIOM, BBICTYIAIOIIEH Ha 3’ KOHIIE IPYroi

nenu. B pe3ynbTaTe 3TOM peakiiuu o0pa3zyercs 1eJIOCTHBIN caxapHo-pochaTHbIN

9

OCTOB.
IIpumep: co3panue peKOMOMHAHTHOM MJIA3MM/BI:

LleneBoii zenH Lieneboii zen

5 GAATTC GamnvTTc| 3f

L1 [ ¥ CTTAAG CTTAAG s’

Caiim EcoRl Caiimn EcoRlI

GAATTC
Maasmuda CTTAAG
Cailim EcoRI

LieaeBoii zen

AATTC ARATTC
CTTAAG CTTAAG

Pekomou -
HaHMHas

nAasmMmuda
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2.5. Ilpaiimepsbl U UX PYHKUMH
IIpaiimep (aHr1. primer) — 3TO KOPOTKUM PparMeHT HYKJIEUHOBOU KUCTIOTHI

(omuronykneotun), kommiementapubiii JIHK- nnu PHK-mumenu, cinyxur -
nonumepassl (pu perumkanuu JIHK). 3atpaBka Heooxoauma JIHK-
MoJIMMEepasam JJisi MHUIMALMK CUHTE3a HOBOM 1eMH, ¢ 3'-KoHLa (THAPOKCUIILHOM
rpynibl) npaiimepa. JJHK-nonmumepasa mocnenoBarenbHo 100aBIsieT K 3'-KOHITY
npanMepa HyKJIEOTH/Ibl, KOMILUIEMEHTApHbIE MATPUYHOW LIETIH.

B GonpmmacTBe cyyaeB ectectBeHHOM pervtnkanuu JJHK npaitmepom nms
cunre3a JIHK sBnsercs koporkuii pparment PHK (co3naBaemsrii 3aH0B0O). Takoi
pUOOHYKIICOTUIHBIN MpaiiMep co3naercs pepMeHTOM IpaiiMa3zoi (paiimasa y
npokapuot, JIHK-nommMepasa y 3ykapuoT), 1 BHOCIEACTBUU 3aMEHSIETCS
N€30KCUPUOOHYKIICOTHAMU TTOJIMMEPA30H, BBITIOJIHSIOIINI B HOpME

(GYHKIIUM penapaiuu.

AHK-nonumepasa | OHK-nonumepasa lll

OHK-nurasa Mpaitmaza  PHK npaitmep

5 , i
omen . LINITRMLELE '
uenb '
Tbl OKa3sa ;
cuss” . T 5
owan
Luenb 3 :

Tonouiomepa3sa

CKONb3ALWMA 3aUM

Benku, yaepxxusaiouwme

OHK-nonumepasa lll ogHouenove4nyio HK
(SSB-6enku)

MHorue n1abopaTopHbIe METO/Ibl B OMOXUMHUHU U MOJIEKYJIIPHOM OUOI0THH,
KOTOpbIE Ipernonaratot ucnoiaszoBanue JJHK-nonumepassl, Takue,

KaK CEKBEHHUPOBAHUE WJTU TIOJIMMEPA3Has MeTHAas peaKiusi, TpeOyoT HaTnInue
KOPOTKHUX OJMTOHYKJIEOTUI0B (TipaiiMepoB). Takue npaiimMepbl OOBIYHO JUTMHON OT

6 10 50 ocHOBaHMI, XUMUYECKH CUHTE3UPOBAHHBIE OJUTOHYKIJIEOTH/IBI.
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https://science.fandom.com/ru/wiki/%D0%90%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%B8%D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D1%8F%D0%B7%D1%8B%D0%BA
https://science.fandom.com/ru/wiki/%D0%94%D0%9D%D0%9A
https://science.fandom.com/ru/wiki/%D0%A0%D0%9D%D0%9A
https://science.fandom.com/ru/wiki/%D0%A0%D0%B5%D0%BF%D0%BB%D0%B8%D0%BA%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F_%D0%94%D0%9D%D0%9A
https://science.fandom.com/ru/wiki/%D0%94%D0%9D%D0%9A-%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://science.fandom.com/ru/wiki/%D0%94%D0%9D%D0%9A-%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://science.fandom.com/ru/wiki/%D0%94%D0%9D%D0%9A-%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://science.fandom.com/ru/wiki/%D0%A0%D0%9D%D0%9A
https://science.fandom.com/ru/wiki/%D0%A1%D0%B5%D0%BA%D0%B2%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D1%80%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%B5
https://science.fandom.com/ru/wiki/%D0%9F%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B0%D0%B7%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D1%86%D0%B5%D0%BF%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D1%80%D0%B5%D0%B0%D0%BA%D1%86%D0%B8%D1%8F

2.6. Kanmna-ka3zeuH, npuMeHeHHE MOJOYHOIO 0esIKa
Kamnma-ka3enH — sSBisieTCs KII0YEBBIM OCJIKOM B mpouecce Mpon3BoOACTBA

MOJIOUHBIX TPOAYKTOB. MccrienoBanusiMi yUeHBIX YCTAHOBIIEHO, 4TO B anmens
Karmna-Ka3enHa XapakTepu3yeT BBICOKOE coJiepKaHKe Oellka, 4To BaXKHO MpU
IPOM3BOJICTBE MPOIYKIIMU, OEIKOBOTO MPOUCXOKIACHUS C TOMOIIBIO
OMOTEXHOJIOTHYECKHX MPOIIECCOB.

B HacTosmiee BpeMs Karmna-Ka3enH HIMPOKO UCTIONb3YyeTCs Kak 100aBKa K KopMaM
C/X JKUBOTHBIM, pbiO€ U JIp.

Kanmna-ka3enn-coaepxaiiue npenapaTsl IUPOKO NMPUMEHSIOTCS B METUIHE,
0COOEHHO IpU apeHTepaIbHOM MUTaHuu. M3-3a cOamaHCUPOBAaHHOCTH
AMHHOKHCIIOTHOTO COCTaBa U JIETKOI YCBauBaeMOCTH BbIJICIICHHBIN U3 MOJIOKA
Ka3eWH YacTO BHICTYNAET OCHOBOM MUTAHUs aTJIETOB, OJIHAKO M3-3a JOBOJIBHO
MEJIEHHOTO PACIIETIJICHUS B JKETyJKE ero Npuém 1enecooOpa3eH B ATUTENbHbIC
NEPUOABI TOKOS MEXI1y TPEHUPOBKaMH, HallpUMep, Ha HOYb.

KazenHn BXoauT B cOCTaB Mase, MPUMEHSEMBIX B I€PMATOJIOTUH, U
OMOJIOTMYECKUX KJIEEB, UCIIOJIb3YEeMBIX B Xupypruu. Kazenn npumensiercs s
IPOM3BOJICTBA KA3€MHOBOM KpacKu, Ka3€MHOBOTO KJIesl, IJIACTMACC, a TaKKe

HNCKYCCTBCHHBIX IMUIICBLIX IIPOAYKTOB AJIS BETCTAPHAHCKOI'O palroHa.
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3. HIPAKTUYECKASA YACTb

3.1 . Ilouck mpoayueHTa JJisi CHHTe3a 0esiKka
I[JIH OeJka Kala-Ka3enHa CYHCCTBYCT HECKOJIBKO cr1oco00B €ro IMOJIYYCHUA:

1) BeiTskka Oesika U3 KOPOBbEro MOJIOKA.
IlepBbIii 3TAaN: MOJTy4YEHHE U TOJATOTOBKA ChIPhs. 3a OCHOBY MOJyuyeHHUsI Oeka
OepeTrcs KOPOBBE MOJIOKO, TIOJTyY€HHOE ATUYHBIM CITIOCOOOM Ha
cepTUGUIMPOBaHHBIX depMax. Y 10i MpOXOUT NpoLeaypy OUUCTKH. B chipom
BUJIE MOJIOKO COAEPKUT 0K0JIO 5% 1akTo3bl, 4% xupa u 3,5 % uucrtoro 6enka. Ho
HeoOpaOOTaHHOE ChIPhE COACPKUT €IIe U OaKTEPUH, KOTOPhIE MOTYT OBIThH
OMacHBIMHU 715 yesioBeka. [1jisi yHnuToKeHUs 00JI€3HETBOPHBIX MUKPOOPTaHU3MOB
MOJIOKO IacTepu3ytoT. IIpu 3ToM nuTaTenbHbIE BEIIECTBA COXPAHSIOTCS, a
OaxTepun norudarot. [locne nacrepuzanuu 6€I0K B MOJIOKE MEHSET CTPYKTYPY,
pacrnagaeTcsi Ha CbIBOpOTOUHBIHN npoTerH (20%) u kazeud (80%).
Bropoii 3Tan: B macrepruzoBanHOE MOIOKO J00aBISIOT (PePMEHTBI, KOTOPHIE
U3MEHSIOT CTPYKTYPY Ka3eMHOBBIX KJIETOK. [Iponecc u3BecTeH kak
«CBepThIBaHUE». TBOPOKUCTAS YACTh UCTIOIB3YETCS AJIs MPOU3BOJICTBA ChIPHBIX
MPOYKTOB, & OCTABIIIYIOCS KUKOCTh MIPOJIOJDKAIOT 00padaThiBaTh. M3
MOJTy4YEeHHOU 0eTKOBOM (ppakiinK yJIaast0oT U30BITOUHBIC COJIH, JIAKTO3Y U APYrue
«HEHYKHBIE)» 3JIEMEHTHI.
Tpernii 3Tan: AeHaTypauus ¢ MOCIEAYIOUEH CylKou. [leHaTypauus — 310
TEXHOJIOTUYECKHI MPOIECC, MPU KOTOPOM CTPYKTypa Oelika U3MEHSIETCSI MO/
BO3/ICMICTBUEM KHCIOTHBIX KOMIIOHEHTOB. DTO MPUBOJIUT K U3BMEHEHUIO CBOMCTB
Oesnka (yJIydIIaeTcsi paCTBOPUMOCTb, YBETUUUBAETCSI CIOCOOHOCTH CBSI3BIBATHCS C
IpyruMu mMoJiekysnamn). [lociie nenarypanuu cblpbe BBIMISAUT KaK Tellb U UMEET
HeOoJbIIoN cpok Xpanenus. [TosTomy OGenkoBast hpakiysi CyIIUTCS, U Ha BBIXOJIE
MOJIy4aeTCsl HOPOIIOK OEIKOBOM (Ka3eMHOBOM ) MOPO/IbI.
PaccmatpuBas manHbIi crioco0 Kak BEAYIIUN B MOTYYECHUH Kala-Ka3enuHa, MOKHO
CKa3aTh, YTO OH HE MOXKET SIBJIATHCS] TAKOBBIM, TaK KaK MPOIIECC MOATOTOBKHU

CBIPBS, a 3aTeM ero 00padoTka TpeOyeT MHOTO Cpe/ICTB. B nTore, B COOTHOILIEHUH
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2)

3)

007bIIOTO 00BbEMA B3SITOTO ChIPhs (MOJIOKA) HA BBIXO/IE€ MBI MOJIy4aeM OY€Hb

MaJICHbKOE KOJIMYECTBO Kamlla-Ka3enHa. Takxke IMOJIYYCHHUC Oeika u3 KOPOBLCTO

MOJIOKA SIBJISIETCS] HEIEJIECO00pa3HbIM C TOUKH 3PEHUS pecypcocOepeKeHusI.

Xopoiree MOJIOKO MOKET OBITh MOJTYyYEHO MPU HaJJIe)KAIIEeM KaueCTBE yXo/ia 3a

KOpOBaMH U COACPKAHUEM LICIIbIX (I)CpM, d Ha 9TO YXOAUT HC MAJIOC KOJIMYCCTBO

cpenctB. KopoBbe MOJIOKO %€ MOKET IPUMEHSATHCS B MPAMBIX LIEJIAX:

U3rOTOBJICHUH MOJIOYHOM IMPOAYKIIMH, 4 HC IJI U3TOTOBJICHHA KPOIICYHOT'O

KOJIMYECTBA Kallla-Ka3eruHa B OTHOIICHUH OOJIBIINX 00BEMOB HCXOOHOI'O ChIPbA.

XYMMHYeCKUd CUHTE3.

B Hacrosiiiee Bpemsi B 1aO0paTOpHsIX MO BCEMY MUPY MBITAIOTCS UCKYCCTBEHHBIM

(XMMHYECKHM MyTEM) CO3/1aBaTh OeNKoBbIe coequHenus. [Ipouecc sBnsgercs

HENPOCTHIM, TaK KaK K CHHTE3UPOBAaHHOMY O€JIKY OY€Hb CJIOKHO M0JA00paTh

MOAXOIAIINE YCIOBUS JJIsl €ro (POJITIMHTa, KOTOPBIM UTPAET OMPEACIISIIOIIYIO POJIh

B CBOMCTBax IMOJIYUYCHHBIX MOJICKYIJI. B xoneuHOM HMTOTE MOKET OBITH

CHUHTE3UPOBaH, HO OH He OyJeT 001a/1aTh MPOMBINIJICHHO 3HAYNMBIMH

(cTangapTHBIMH) CBOMCTBAMH.

IMoxyyeHne ¢ MOMONILIO MPOAYIEHTOB.

B 6Guorexnomoruuyeckom IMPOU3BOACTBC MOKHO UCITIOJIb30BATH OPIraHU3MBI PA3HBIX

I'pVyIIII. I[J'I}I BI)I60pa OIITUMAJIBHOI'O ITPOAYLICHTA B CHHTC3C KaIllla-Ka3CHHa

HGO6XOI[I/IMO CpPaBHUTH HUX IMOJOKUTCIBbHBIC U OTPUIATCIIbHBIC KAYCCTBA U

BBI6paTI> IMPETCHACHTOB, UCXOJs N3 OLCHKH.

Tabnuira ananm3a MpoIyIEHTOB:

Ha3zBanue oprannsma

IIpenmymecra

Henocratku

BAKTEPUU (E.coli.)

Krnerka 6akrepun E.

coli - Haubounee
npocTas,
SKOHOMHUYHAS U
W3yYCHHAs CUCTEMa
IKCITPECCHH

I'CHECTHYCCKOI'O

B opranusme E. coli
HEBO3MOYKHO TIOJTy4aTh
HEKOTOPbIE KPYITHBIC
OETTKOBbIE KOMITJICKCHI,
coJieprKalue
TUCYTbGUIHBIC CBS3H,

B YaCTHOCTH, OCJIKH,
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Martepuaia (co
BCTPOCHHBIM T'€HOM K-

Ka3enHa)

JUTSI TIPOSIBIICHUS
OMOJIOTHYECKOI
aKTUBHOCTH KOTOPBIX
TpedyeTcs
MOCTTPAHCISITUOHHBIC
MO U (DUKALIUH,

Ba’XHbIC AJIA K-

Ka3€HHOB.

JAPOXOKHN JpoAcKu ABISIOTCA MeToauuecku
(Schizosaccharomyces | mpocThiMH CJIO)KHAsI CUCTEMa B
cerevisiae). AYKapUOTaMU U TEM T€HHOUN MHXEHEePUHU

caMbIM 00Jaar0T JUTSL CO3/TaHMSI TICJIEBBIX

IPEUMYIIECTBAMH B TEHOB.

naHe GoJauHra u

MOCTTPAHCISITUOHHBIX

MouduKanuii 6enka,

UMEIOT BO3MOKHOCTh

BBICOKOTUIOTHOTO

KyJIbTUBUPOBAHUS
TpaHcmacTOMHBIE B pacturensHbix HeobxogumocTs
PACTEHUS (Psicka, | KJIeTKaxX HET pucKa CO3/1aHus
3eNIEHBIN MOX). 3arpsi3HCHUS TPaHCIUIACTOMHOTO

PEKOMOMHAHTHOTO pacTeHus, 4To

OeJIKa maToreHaMu
’KHBOTO
MIPOUCXOKICHUS-
BUPYyCaMH.
PacturensHble KIETKH

o0ecrneynBaroT

YCIIOXKHSIET TIPOIIece
cuHTEe3a Oenka.
HeBo3MOKHOCTD
MOJTy4eHUs! OOBILIOTO
KoJIMYecTBa Oenka

cpasy, TaK KaK y
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PABHIIbHYIO
MOCTTPAHCISAIIUOHHYO
MOIU(DUKAITUIO
PEKOMOMHAHTHOTO
Oenka, XapakTEePHYIO
TUTS SyKapUOTHIECKHUX
KJIETOK, a TAKXKE €Tr0
cOOpKY ¥ (hOJIJIUHT,
KOTOPBIC TIPOU3BOIAT

BBICHIHUC DYKAPUOTHI.

pAaCTEHUH UIUTEIbHBIN
MepUOJ OHTOTEHEe3a.
Manmnas
npUCrocabInBaeMoOCThb
CHUHTE3UPOBAHHOTO
OeJKka B MUIIY U

IpyTue OTPaCIn

OTPeOICHHUS.

XKMBOTHBIE (KPC, a | ObecnieunBaet Haubonee cioxnas u
TaK)Xe MJICUHBIC HanOoJIee BEICOKOE JIOPOTOCTOSIIIAs
KEJIE3BI KauyeCTBO CaMOTO CUCTEMa DKCIIPECCHH,
MJIEKOTTUTAIOLIHUX ). OeJika 1 ero yCTapeBIlas v

MOCTTPAHCIISIIUOHHBIX | HEBBITOAHAS.

Mo U (DUKAILIUH,

BKJTIOYAS

TJIMKO3UTUPOBAHKE
BUPYCBI OtcyTCcTBYET

HET METa00IN3M,

CJIICA0BATCIBHO, HCT
BO3MOXXHOCTH CMHTE3a

Oenka.

B urtore, Ha npenMyIIecTBEHHBIX O3UIMAX OoKa3zanuchk Oaktepuu (E.coli) n
nposxokn (Schizosaccharomyces serevisiae). Y KaXI0ro U3 HUX BBIACISIIOTCS CBOU
HEJOCTaTKH, KOTOPHIE HE MO3BOJISIIOT BBIOPATh OIHOTO MpoayleHTa. baktepuu He
UMEIOT TIOXOSAIINE TOCTTPAHCIIAIIMOHHBIE MOTU(BUKAIUN 0€3 KOTOPHIX HE
CMOET MPOUCXOAUTH COOpKa OeNKa, HO TeHETHIECKUH MaTepHralt (TIa3MUTbI)
E.coli naBHO n3y4eHbl B cepe MOJIEKYIISIPHOIM OMOJIOTUN U UCTIOIB3YIOTCS IS

IMPOBCACHUS SKCIICPUMCHTOB M BHCAPCHUA I'CHOB, KaK CaMas IIpoCTasd,
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npejckasyeMasl U IOHATHas cuctema. Jpoxoku, Ha000pOoT, UMEIOT
NOCTTPAHCISAMOHHBIE MOAU(PUKALIMY BaXKHbBIE IJIS Kalllla-Ka3enHa:
[JIMKO3WJIMPOBaHue, pochopuiupoBanue, CyMo, HOAUPOBAHHE, & TAKKE MOTYT
BBICOKOIUJIOTHO KYJIbTUBUPOBATHCS, HO MPOLIECC CO3/IaHUsI OMHAPHBIX BEKTOPOB B
IpoxoKax 3aTpyaHuTeseH. cxons U3 B3aMMHO BBITOJIHOTO MOJIOKEHUSI MHOIO ObLIT
MIPUMEHEH METO/ YeJTHOYHBIX IJIa3MHUI.

YesiHOUHBbIE (DMHAPHBIE) BEKTOPbI — 3TO THOPHUIHBIE IIa3MU/IbI, KOTOPBIE
CIIOCOOHBI PEILTUIIMPOBATHCS B KileTKax E. coli. 1ys qanpHeiero ux BBECHUS B
OPOAYLEHT U CUHTE3a Oelka.

Jlna knonupoBanus pparmentoB JIHK B apoxokeBbIX KileTKax, Kak MPaBHIIO,
UCIOJIb3YIOT YEITHOUYHbIE OMPETITMKOHHBIE BEKTOPBI, KOTOPHIE CIOCOOHBI
PETUIMIUPOBATHCS U B IPOKIKEBBIX, U B OAKTEPHANIbHBIX KJIETKaX. Takue BEKTOPbI
JOJKHBI COAEPKATh ABA TUIA CANTOB MHULIUALIMY PETUIMKALNK U CEJIEKTUBHBIX
MapKepoB, OJJHU U3 KOTOPbIX GYHKIUOHUPYIOT B OAKTEpUAIIbHBIX KJIETKaX, IPYrue

- B JIPOK)KEBBIX.
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3.2. [Toa0op 3HAOHYKJI€A3 PECTPUKIIMY K IJIa3MHIe I
BCTAaBKH 11€JI€BOIr0 reHa

UYro6s! mog00paTh SHAOHYKIIEa3bl PECTPUKIIMU K LIETIEBOMY T€HY, HY>KHO
COCTaBUTH PECTPUKIIMOHHBIN MPOTOKOJ M CO3AATh KapTy PECTPUKIIUH.
Hyxkneotunnyro nociie1oBaTeibHOCTh TeHa Kamnmna-kazenHa (Ilpuinoxkenue 1) s
Haiien B renetuueckoi 6aze GenBank. Ha 6a3e mabopatopuu, B KOTOpOii B
JabHEHIIEM s BBITIOIHSI MPAKTHYECKYIO YacTh CBOEH paboThl MHE ObLI
npenocrasiieH mramMm 6aktepuit E.coli. [Tnazmuna xkaxmnoit Oakrepun comepxana
CIICAYIONIYIO HYKJICOTUAHYIO TocienoBarenbHoCcTh (Ilpuaoikenne 2). 13
OaxTepuit mramMma E. coli, mpegocTaBieHHBIX B 1a00paTOpUH, 5 BBIICIHI

TUTa3MUIbI (BEKTOPBI) CIETYIOIIUM CITIOCOOOM:

1. PaspymeHune KIeTOYHOM CTEHKH C ITIOMOLIBIO JIM301UMA.

2. JIuzuc meMOpaHbl KIETKU-X035IMHA ¢ TTIOMOIIbIo aereprenta SDS mpu pH
cpensl 12,5.

B sTux ycnoBusix npoucxonut ¢pparmenTaus xpomocomuoit JJHK,
COIPOBOXAAIOIAsACA HEOOpaTUMOH JAeHATypalrel U BbIICICHUE TUIa3MHUI.

*[Ipu oLIeHKE MOJIyYEHHBIX PE3yJIbTaTOB, HA HAYAJIbHBIX 3TaIlax, B MPOLECCE
BCTaBKM reHa HEOOXOIMMO BBIOMPATH IIJIa3MUABI C JJAKTO3HBIM OLIEPOHOM, UHAUE
IUIa3MUIA B JPOXOKAX HE OyJeT MpoaylMpoBaTh O€IOK, TaK KaK JaHHas CTPYKTypa
ABJISIETCS (IPOMOTOPOM, OIIEPATOPOM, TEPMUHATOPOM) — HEOOXOAUMBIMHU

y4yacTkaMu B npouecce pervinkanuu JHK.

\ac F'mmﬂ!‘Er I

AP b
J}f@ &
HCS

I[JI}I MOACIUPOBAHUA PC3YIIBTATOB PECTPUKIIUOHHOI'O aHAJIN3a U CO3JaHUA KapThI
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PECTPUKLMU 5 UcnoJIb30Bal Snap(Gene — HAYKOEMKYIO IIPOrpaMMy, CO3AaHHYIO
JUIs 00JIeryeHusl 1 MHTEHCU(DMKAIIMY UCCIIEIOBAaHUIM MOJIEKYIISIPHBIX OHOJIOTOB B

obsactu knonupoBanus (Ilpuso:kenue (3)). [lepBbiM marom s BCTpoOuiI B

IpOrpamMMy UCXOJHYIO IJIa3MHTY.

\ (2675) Eco01091 Piol (46)

\qu Aatll Ndel (184)
(2619) Zral

BStAPI (185)
KasT (235)
Narl (236)
(2503) Sspl Sfol (237)
PIuTI (239)
HindIII (399)
BfuAl - BspMI (304)
Sphl (209)
Pstl - SbfI (415)

AmpR promoter

(2298) XmnI

(2179) Secal

(2098) Tsol

AmpR

i Kpnl (442)
U;;gﬁd:d Eco53kI (446)
p Banll - Sacl (448)
Apol - EcoRI (450)

lac operator
fac promoter
CAP binding site

BspQI - Sapl (690]
(1847) NmeAIIL E i 4

AAITI - Pal (806)
(1779) BsrFI
(1769) BpmI - ot

(1760) Bsal
(1699) Ahdl

Bse¥I (1110)
PspFI (1114)

AlwNI (1222)

B pe3ynbTaTe 4ero noiayyusa MHOXKECTBO PECTPUKTA3, KOTOPHIE pe3aiu
HYKJICOTUIHYIO MOCIIEI0BATEIbHOCTh B Pa3HbIX MECTax, 00pasysl TYIbIE U JUIIKUE
KOHIIBI. /{7151 TOTO 4TOOBI OpeenuTh IBE ONTUMATbHBIC HIOHYKJI€a3bl

PECTPUKLIMU 5 IPOBEN pabOTy JIsi CO3[IaHUS PECHMPUKUUOHHO20 NPOMOKOJIA:

XO/] PABOTBI:

1. Ha ocHOBaHMY (pU3NYIECKON KapThI IJIa3MHUbI BEIOpATh Mapy PECTPUKTA3
(*eascHvim Kpumepuem 8vlbOpa pecmpuxmas s6J1emcs HaxoHcoeHue ux He 8
NPOMOMOPHOU 0baacmu, a Max e nepeod JaKmo3HbIM ONepPOHOM, 0OIACb
svipesaHus He 0oicHa npesviuams 300 Hykieomuoos (Onuna yenu JJHK
naazmuovt = 2868 nyknieomuoos)*);

BeisiBUTH ¥ CpaBHUTH yCIOBUS UX (QyHKIIMOHUpOBaHUs (Temneparypa, byddep),

TIOIXOJISIIIINE JJIsl 00X PECTPUKTA3;

3. IIpoBectu unky6anuio 30 MUH MPU ONTUMAIBHON TEMIIEpAType PaCIIEIIICHUS IS
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KOHKPETHBIX (PEPMEHTOB U B MOAXOISAIIEM JIJIsl 0OOUX PECTPUKTA3;
. IIpoBectu anexkTpodopes ruaApoIN30BaHHBIX 00PA3IOB B I'ejie arapo3bl BMECTE C

mapkepHbiMu JIHK n51st mpoBepku GyHKIMOHUPOBAHUS BEIOPAHHBIX PECTPUKTA3.

AHanu3upys Bce MPEUI0KESHHBIE K UCXOHOH TUTa3MHJIE PECTPUKTA3HI 110
napameTpam mojaoopa, CaMbIMH MOAXOAAIIME oka3anuck Zral u Aatll.
Temneparypa ux ¢pyakuuonupobanus = 37°C, bydpdep dbynkimonnpoBanusi

o0eux sH10HYKIIea3 pectpukuuu - NEBuffer 4.

Zral DNA Letter Codes AatIl DNA Letter Codes
\J v
5+...6GACGTC ..3* S GIACIGHICEE I
3...CTGCAG ..5' 3'...CATGCAG...5'
A
Overhang Type: Blunt Palindromic Recognition Sequence: 6 bp Overhang Type: 3' Palindromic Recognition Sequence: 6 bp
SibEnzyme - SibEnzyme v
Zral Buffer: Blue Aatll Buffer: Yellow
Buffer B G o w v Buffer: B G [0} w i
Actvity: BGOCE 50-75% 2550% 25-50% 75-100% Activity:  10-25% 25-50% 10-25% 25-50% 100%
., Incubation Temperatul @ Enzyme Website
Incubation Temperature| Enzyme Website
) Methylation Sensitivity Same Recognition Sequence:
Methylation Sensitivity Same Recognition Sequence: G .
-- 1 Enzyme - v Dam: No Effect =)
Dam: No Effect Dem: No Effect = )
Dcm: No Effect EcoKI: No Effect Compatible Sticky Ends:
EcoKI: No Effect -- 2 Enzymes -- v

HecmoTpst Ha TO, uTO pectpukTasa Zral pesana miazmuy, o0pasys TyIon KOHeEII,
pectpukTasa Aatll peszana mumKkuM KOHIIOM U OblJIa KOMJIEMEHTapHA KOHITY
11eJIEBOr0 T'eHa (BCTaBKH ), IO3TOMY CMOIJIA C JIETKOCTh MPUCOCIUHUTH €ro. 3aTeM ¢
oaHoro koHia rena CSN3 6bu1 nnpucoenuues, ¢ nomouisio JIHK-nurasel, ren
PE3UCTEHTHOCTH K TeTpalMKINHY tetR, 1y ucnosib30BaHus €ro B X0I€ CENEKIUU
npoayueHToB. Tymon koHen oT Zral Tak e cMOor pucoeIuHUTh T'eH tatR 3a cuer

JUTUPOBAaHUA OEIKOBBIMU (PEPMEHTAMU JINTA3aMHU.
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3.3. [ToxOop nmpaiiMmepoB IJi aMIIM(PUKALNH LEeJTeBOI0 I'eHa

s mpoBeaenus Beelt mpaktuaeckoi yactu Kyol'AY (Ky6anckuit
rocyapCTBEHHBIN arpapubiii yausepcuret um. U. T. TpyOununa) npenoctaBui
MHE BO3MOKHOCTh BOCTIOJIb30BAThCSI X BHICOKOTEXHOJOTUYHOM TabopaTopuei
JUTSL TIPOBEJIEHUST MOJIEKYJIAPHO-OMOIOTUYECKUX MAaHUTTYJISIIIUIN C LETBI0
pa3paboTKu METO/1a MOyYeHHUsI MOJIOYHOTo OeJika Karmmna-kazenHa. B naboparopuu
B snneHopdax MHe ObLTM PEIOCTaBICHBI: T€H KOPOBBETO OeliKa Kallla-Ka3enHa
(CSN3), reH pe3uCTEHTHOCTH K TeTpalMKIuHYy (tetR), a Takxe miazmuabt

oakrtepuii E. coli.

Uto0b1 mogo0paTh npaiMepsl AJi aMILTM(UKAIIMU [IEJIEBOr0 I'eHa s UCI0Ib30Ball
CTaHIapPTHBINA METOJ UX OOHAPYKEHHSI: CO3JaJT CaM IO MPUHIIUITY
KOMILJTMMEHTAPHOCTH U aHTUIIAPAJIETbHOCTH, OMUPAsCh HA KOHIbI T€HA-BCTABKHU.
Moit «pyuHoit» MeToa okazaics Hed((DEKTUBHBIM, TaK KaK YCIOBUS
(GYHKIIMOHUPOBAHUS MIPaiMEPOB HE COBIAAANIN: TeMIepaTypa (MoxeT
oTimyaThesi Ha 4-5°C), iporieHTHOE coepkaHue a30TUCThIX ocHoBaHUM GC He
JOJKHO TIpeBbIIaTh HOpMY B 50-60%. HecooTBeTcTBHE (PYHKIIMOHMPOBAHUS 5T

BBISIBUJI Yepe3 IporpamMmy.
Temneparypa FORWARD 5-GAATGTCACCTTTCCGGTTG -3' 57.94 °C
Temneparypa REVERSE 3'-ACGTAAACTAACCGAAATAA -5' 50.15 °C

%GC REVERSE = 30% (Hopma 50-60%)

Jlnis nanpHeNIero HaxoKASHHs MpaitMepOB U UCIOIb30BaHMS UX B 1a00OpaTOpuH,
B yacTHoctu s mpoBenenus [11IP, mae monagoburcs nporpamma UGENE —
cBoOOIHOE OronHpopmarmornHoe nmporpammuoe ooecrieuenue (Ilpusoxkenue (4)).
[IepBbIM 1IAroM 51 BCTaBUJI B IPOTPAMMY HYKJIIEOTHIHYIO MIOCJIEI0BATENBHOCTD
ueneBoro rena, UGENE Bbigan HEKOTOPOE KOJMYECTBO MPAiMEPOB, KOTOPBIE
MOT'YT OTKHUTaThes B pa3HbiX yuactkax JJHK. [TapameTpsl a1t BeIOOpa mpaiiMepoB

OBLIN CIIEAYIONIHE:
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1) Pasmep npaiimepa gomxeH ObITh 16-25 HykineoTnaoB. Mensblie 16-tu: criadas
CBA3b C LIEJIBIO.

2) Pa3znuiia B TemnepaType IJiaBJIeHUs IpaiiMepoB - He Oostee 4-5 °C.

3) OtcyTcTBUE BHYTPEHHEH BTOPUYHOM CTPYKTYpPHI (IIpaiiMephl HE TOJKHBI OBITH
CaMo- U B3aMMHOKOMITJTUMEHTAPHBIMH.

4) TlpaiiMepbl HE JOJKHBI OT>KUTaThes Ha E.coli.

5) IIpouenTtHOE coaepkanne a30TUCThIX ocHOBaHUM GC n0JKHO cocTaBiATh S0-

60%.

B nporpamme 1o BceM BBIIIETIEPEUUCICHHBIM KPUTEPHUSM 51 TOA00pall TpaitMepsbl:
FORWARD 5'-CGGCATCAGAGCAGATTGTA-3'

REVERSE 3'-CTGGCGTAATAGCGAAGAGG-5'

JlaHHbIE TpaliMEPBI OTOKIIIUCHh B MECTaX HAXO0KAEHHUS 1I€JIEBOr0 I'eHa Karina-
Ka3enHa, ¥ mporpaMMa He oOoHapyxwia ux orkura B mectax JJHK E.coli (mpu
BcTaBiieHuu B UGENE HykJIeOTUAHYIO OCIEA0BATEIBHOCTD UCXOIHOM
IUTa3MU/IbI), YTO TIO3BOJIET B AasibHEHIIEM 0e3 TpyaHocTeil mpousBoauts [P
rm1a3Muibl ¢ reHoM-BeTaBku. (Ilpuiioxxenue (5)). HaiinenHble npaiiMepsl Takxe
OBLIN MIPEIOCTaBIEHbI B 1a00paTOPUH, JJIsI MOCIEIYIONIeH pabOThI C IIEJIEBBIM

BEKTOPOM.
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3.4. MeTo cesleKIUM 1JIsI OOHAPYKEHHS 11eJIeBOr0 reHa

CYHICCTBYCT HCCKOJIbBKO MECTOAO0B AJIA 06H3py>K€HI/I}I BCTaBKH LICJICBOI'O I'CHA B

JIa3MUAy:

C moMoIIpI0 TeHAa YCTOMYMBOCTH K aHTUOMOTHKY. Takoi crmocod paboTaer 1mo
CJIeIYIOLEMY MPHUHIIUITY: K IIEeJIEBOMY T€HY HE0OXOAMMO MPUKPENUTD I'eH
PE3UCTEHTHOCTH K aHTUOMOTHKY, & 3aT€M BBECTH B IMMUTATEILHYIO CPENY C
oaktepusmu E.coli antubnoTtuk. Te OakTepuu, KOTOpPbIe UMEIOT IJIA3MUIBI C
I€HOM YCTOMUYMBBIM K aHTHOUOTHUKY, @ BMECTE C HUM M T'€HOM Kallla-Ka3enHa,
OyIyT BBDKHBATh, BCE OCTAIbHBIC, HE UMEIONINE B TEHETUIECKOM MaTepualie reHa-
BCTaBKH — OyAYT MOTHOATh.

JIlpyrum METOIOM CKPUHUHTA TUIa3MUJI, OTHOCUTEIIBHO HOBBIM, SIBJISIETCSI CITIOCO0
KaueCTBEHHOI'0 aHaJlu3a MPHU MOMOIIH 3eneH0ro ¢ayopeciieHTHoro rea GFP,
BBIJICJICHHBIN U3 Meay3bl Aequorea victoria. Metoaom coopku reno Golden Gate
MO>KHO OJIHOBPEMEHHO BCTAaBUTH LIEJIEBOM T'€H U 10 KpasiM oT Hero mapkepsl GFP,

Kotopsie nmpu YD uznydenun 6yayT GpiayopecunupoBaTh (CBETUTHCS).
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3.4.1. Ucnoab3oBanue TP u 3iexkTpodope3Horo anajansa B

Jjaboparopuu
CambpIM ITPOBCPCHHBIM U HAJIC)KHBIM CII0COO0OM CKPHHHHI'A IIJTa3MU I Ha IIGJIGBOI\/'I

T'eH SIBJIIETCS METO]I AJIEKTPOPOPE3HOTo aHaIu3a reHa B arapo3Hom rene. [epen
TEM KaK HCII0JIb30BaTh METOI AJieKTpodopesa, HykHO mposectu [P miaszmun.
Kormnuu co3znaBanuck 1o reny-BCTaBKe Kalllly-Ka3enHa, TaK Kak B JalbHEeUIeM
aHaJln3e ¢ MOMOIIBIO 3JIEKTPO(opesa Ha reNIbJOK-CKaHE M0 MapKepy UCKaIN
MOCJIEIOBATEIBHOCTD Kamma-Ka3enHa. ['eH pesucteHTHOoCTH tetR He mpoxoaui
cranuu [TLP u snexrpodopesa.

[Ipouecc I1LIP pa3aenstoT Ha CIEYIOMIUE 3TAbl, KOTOPBIE S BBIIIOJIHSII HA
000py/I0BaHUU B JIaOOPATOPUU:

[Toaroroska k TP (Ilpusoxkenue (6)):

Harpesanue xononun 6akrepuii E. coli mpu Temmneparype 100 °C .
OxnaxkieHue B TeueHue 3-x MUHyT npu temnepatype 7-10°C.

[lepenoc nu3aTHON «KOJIOHUWY MUMETKOM Ha KojJoHkH DNeasy Mini spin.
entpudyrupoBanue Ha saboparopHoit neHTpudpyre STEGLER CM-150 Micro
(mo 14 500 o6/mun, 12x%2 M) npu 14000 06./MuH. B Teuenne 2-x MUHYT.

[Tposenenue 1P (Ilpuso:xkenue (7)). [ILIP mpoxoauT yepes3 clieayronme dTamnsbl:

[ToaroroButsh k padote Bio Rad thermal cycler ¢1000 touch oTkpsITh MOTYIB 1JIS
NoMeIeHus B Hero npoOupok ¢ BeaeneHHbiM JIHK 6akTepranbHON M1a3MUabI C

MMpCaIoJIaracMbiM MCJICBBIM I'CHOM Kalllla-Ka3€HHOM. 3aKpI>ITI> MOAYJIb.

[Tpunumn padotel camoro Tepmorukiepa [P coctout u3 Tpex 0a30BbIX 3TANOB:

Jenarypanus;

Omxur npaiimMepa;

DIoHranus.

DTH 3Tanbl TOBTOPSAIOTCS N-HOE KOJIMUECTBO pa3 (IMUKIOB), 00619HO OT 20 10 50
ITUKJIOB, B PE3YJIbTATE Y€TO ¥ MPOUCXOAUT MHOTOKpATHAS HapabOTKa KOHEYHOTO
npoaykTa. KoqnuecTBo IUKIIOB ONpeiesseTcsi KOHKPETHBIMU 3a/layaMy U

ycaoBusimu T1L[P.
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denarypauus

Henarypauust (Denaturation) — 3T0 3Tam, Ha KOTOPOM MPOHMCXOAMUT pa3/eieHUE
LENe MaTpULbl U OTAEJIECHUE HOBO CHUHTE3UPOBAHHOM LMW OT LIENU MATPHUIIBL.
Jlenatypanust MOXXeT ObITh TepmMuuecko («kmaccuueckuin» [IP) wu
dbepmenTaTuBHOM (M30TepmMuueckuit [1LP).

OTikur

Omxur mnpaiimepa (Annealing) — 3To cuTyanus, HOpU KOTOPOW mpaiimMep
(HYKJICOTUJHBIN 30H]I) COEIUHAETCS C KOMIUJIEMEHTAPHBIM YYacTKOM MAaTpHIIbL.
VYcnoBuss OTKMra MOTYT ONPENENATHCS TEMIEPATYPHBIMU pPEKUMaMU WM
KOHTPOJIHPOBATHCS (PEPMEHTATUBHO.

DJIOHTrauA

Ononranmst (Extention) — »rtam, Ha kotopoMm depment JHK mommmepasa
BBITIOJIHSIET CBOIO HEMOCPEACTBEHHYIO PabOTy — JOCTPAUBAET KOMILIEMEHTAPHYIO
LIE€TIb, UCIIOJIB3YSI MAaTPUILY U OTOXOKEHHBIA HA HEW MpanuMep.

B sranax TP ncnons3zoBanuce HailieHHble MHOM nipaiimepsl FORWARD u
REVERSED, a taxxe JIHK-nmonumepasa, pacno3Haroriasi BHIOpaHHbIE 3aTPABKHU.
Ha IILIP s nHapaGoTan 00blI0€ KOJTMUYECTBO HAXOIALIETOCs, IPEANOIaraeMo, B

CKPUHHUHI'YIOIIUXCA INIasMHUJaxX I'CHa Kalllla-Ka3CrHa CSN3.

Crenytomias v mocyeaHsist ctaaus — 370 anekrpodopes [TLPHBIX 1eneBbIX reHoB
(ITpunoxenue (8)). Inexrpodope3 MPOBOAMICT HA TPUOOPE CUCTEMBI I'eJib-
nokymentupoBanus BIORAD GelDoc Go.

Dnextpodopes mo3BoiseT pazaenuth hparmentsl JJHK mo pasmepy. O6pasiisi
JIHK nomemratorcs B iyHKU (yriayOJieHus1) Ha OJJHOM KOHIIE arapo3HOTro Telis,
3aTEM 4Yepe3 arapO3HbIi rellb IPOMYCKAECTCS AIEKTPUUECKUN TOK. OparMeHThI
JHK (ren CSN3) 3apsikeHbl OTPUIATENIBHO, TO3TOMY OHU JABUKYTCS K
NOJIOKUTENbHOMY 2JiekTpony. Jlerkue ¢pparments! JJHK nponsuratorcs nanele,
Tspkenbie pparmentsl [IHK nBuraroTcs measieHHO, Kak MPaBUIIO, OCTAIOTCS PAIOM
c nynkamu. [lociaeanum 3tamnom rmo oOpa3zoBaBIIMMCS METKaM 3a CYET MapKepa

CpaBHUBAIOT KOJI-BO HYKJICOTH0B, MCTKd MapKEpa U MCTKa, 06pa303aBmaac;1 IIpu
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858
HYKJIEOTUOB

anektpodopese. *Pazmep eena kanna-kazeuna = 858 HyKieomuoos.

PesynbTar sanextpodopesa Ha mpudOpe CUCTEMBI TeTb-T0KYyMEHTUPOBAHUS

BIORAD GelDoc Go:
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3.5. BHeapeHue mia3sMuAbI € HeJeBbIM T'eHOM B APOKKU U
MoJIy4eHue roToBOM NPOIYKIIHH.

Jns BHenpenust miazMul ¢ reHoM-BeTaBkoid CSN 3 B Ip0xoKU MPUMEHSIETCS

MCTO/ DJICKTPOIIOPAINH — CO3JaHUC CPCALI C OIPCACICHHBIM 3JICKTPUYCCKHUM

IMOJICM C L CJIBIO IMOBBIMICHUA ITPOHUITACMOCTH KJIETOYHOU MeM6paHI>I. I[JI?I BCTaBKH

ICJICBBIX BEKTOPOB C IIOMOMIBIO JJICKTPOIIOpATOpPA H€O6XOI[I/IMO BBIITOJIHUTD

CIICIYIOLINH PAM NIEUCTBUM:

7.

. IIpompiBKa KieTOK Apoxxked B ogHoM 00béme 30 °C 0,1 M LiAc/10mM

DTT.

[IpoMBbIBKa KJIETOK JIPOXIKEH BO BTOpOM 00BbEME xosioH0oTO 1 M copbuta/l
MM CaCl2.

. PeccynapupoBaHue KJIETOK APOAOKEH B TpEeTheM 00bEME x0s10iHOoTO 1M

copbura/l MM CaCl2 st hopMupoBaHus CYCIIEH3UU KIETOK APOXKKEN IS
AIIEKTPOTIOPAIIHH.

JloGaBrieHrEe YacTH CYCIICH3UH KIIETOK APOAOKEH JIJIS JIIEKTPOMOPAITUH K
ocanky JIHK nnst hopmupoBanus cycniensuu kinetok apoxokein — JIHK ms
AIEKTPONOPALIUH.

DnekTpornopanus cycrneH3un kieTok aposxxein — JIHK B nuanazone ot
npubausutensHo 0,5 kB no npubnusurensho 2,5 kB u npu émkoctu 25
MKOD.

Jo0Gasnenue cmecu 1:1 1 M copbuta/YPD (koneunas konuentpauus: 0,5 M
copbur, 0,5 x YPD) k moaBeprayToOii 3J€KTpOIIOpaIliU CYCIIEH3UU KIETOK
npoxoxeit — JIHK n unky6anus npu 30 °C B Teduenue 1 yaca.

OcaxaeHue KJIETOK Apoxkel u pecycrienaupoBanue B 10 mu1 1 M copOura.

ITocne BcTaBKHM II1a3MuU/JIbl C OCJICBBIM I'CHOM B APOKIKH HCO6XOI[I/IMO

BBIIIOJIHUTL CKPUHHHI . I[JIH 9TOr'0 HY>XKHO ITOCCATH Ha CPCAYy APOKIKU C TCHOM-

BCTaBKOM 1 00pab0TaTh KOJIOHUU TETPALUKINHOM. Te JPOAKKH, B KOTOPHIC

BcTaBka BekTopa ¢ CSN 3 u reHOM pe3UCTEeHTHOCTH K TETPalUKINHY tetR

MpolIa YCIenHo, 0y1yT pa3MHOXKAThCsl, OCTAIbHBIE KOJIOHUH MTOTHOHYT.

[Toce 06pabOTKM KOJTOHMIM aHTUOMOTHUKOM M TIOJTyY€HHUE BHIKUBIIUX

OpPraHU3MOB C T€HOM-BCTaBKOW HEOOXOAMMO MPOMBITH CPEAY OT TETPAIUKINHA

JUTSL TalibHEUIIEN KyJIbTUBUPOBAHUS APOXOIKEN U MOIYYEHHUS] YUCTOTO OeKa.
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Cnoco0 IIPOMBIBAHUS CPEABLI C APOKIKAMU OT TCTPAINKIMHA:

e (O0OpaboTaTh CONBIO KAJbIU (HAIPUMED, XJTOPUCTHIM KajiblieM) mpu pH
okoJio 3,1-3.4.

e [IpombITh Bogoii mpu pH okouio 3,0.

Jposxoku ¢ BHEAPEHHOM TIa3MHI0N, COAEpIKaIllel 1eIeBOM T'eH, HE0OX0 MO

BBIPAILIMBATH HA CPEJIE, COJACPIKAILICH:

e (OCBETIEHHBIN PACTBOP MENACCHI (ICTOUHHUK CaxapoB).

o Comu, conepxarniue pochop 1 a30T, JOOABISIFOT UCXOAS U3 TOTO, UYTO
roToBasi MPOAYKIIUS JOJKHA coaepxaTh 6—7% a3zota u 3,6-4,4% P205 B
nepecuéTe Ha CyXue BEIIeCTBa IPOAOKEH.

e PocroBbic BemecTBa 1 BATAMUHBI: OMOTHH, a TAK)XKE KyKyPY3HBIH SKCTPAKT,

B KaU€CTBE UCTOYHUKA CTUMYJIATOPOB POCTA.

Crnenyer noanepxkusate pH cpeny, IpoxKH NPEATIOUUTAIOT CIETKa
KHCIIYIO CpelLy, a ONTUMaJIbHbIe 3HaueHus: pH HaxoxasTcs B unTepBane 4,5 - 5,5.
BaxHo, co3naTh TeMiiepatypy 0JaronpusITHYIO AJis APOAOKEN, KOTOpast

BapbupyeTcs oT 25 1o 35°C, u uHKyOHUpOBaTh UX B TEPMOCTATE HA CPEAaX.

JpoxKu pa3sMHOKAIOTCS TOYUKOBAHUEM, IO3TOMY MTOKOJIEHHUE PACTET B
apudmMeTraeckoi nmporpeccud. [lpu neneHnn oiHa KJIeTKa CrmocoOHa co3/1aBaTh OT
20 10 25 HOBBIX KJIETOK, YTO SIBJISIETCS OTIIMYHBIM MTOKA3aTEIeM MPU CUHTE3€ Oeka

B OOJIBIIUX KOJNYECTBAX.
Crioco6 noydeHus cyxoi npoaykuuu (06enka) u3 AposxkKeit:

1. IIoaroToBUTH MUTATENBHYIO CPEAY: B BOJIE PACTBOPUTH
YIJIEPOJICOAECPKAIIMMI U a30TCOAEPKALINN KOMIIOHEHTHI, MUHEPAJIbHBIE
COJIH.

2. BHECTH IOCEBHYIO KYJIBTYPY APOKKEN.

3. BBectu XJIOpUI HATPUS ISl PACILIECIUIEHUS HYKJIEMHOBBIX KACJIOT U
MOJTy4YeHHs OEJIKOBOTO Ipernapara.
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4. Tlocne paciierieHus HyKJeas pacTBOp LIEHTpU(yrupoBaTh B TeueHue 3
MuHYT T1pu 3000 060poTOB B MUHYTY. B pe3ynbrare nieHTpudyrupoBaHus
OTHIENSIETCA KyJIbTypaabHasl KUIAKOCTh U OETKOBBIN MPOIYKT.

5. OTaenuTh KyJbTypalIbHYIO KUJIKOCTh U BBECTH (PEPMEHTHI TPOTOCYOTUITHH,

narnavH u OpomenaiiH B COOTHOIIEHUH OT 2—4% K moay4yuBIIencs Macce
OeKOBOTO Mpemnapara.

6. OcrtaBuTh cyOcTaHIMIO B TepMocTaTe nipu Temrepatype 40 °C Ha 24 gaca.

7. BbIHYTh peKOMOWHAHTHBINA OEJIOK ¥ HAMPABUTh Ha CYIIKY B CYIIUIbHBIN
mkad mpu Temmneparype 60—65 °C.

8. Ilocne cymku u3mMeNnbuuTh MUKPOOHBIN O€JI0K B TOPOIIKOOOpa3HOe
COCTOSIHHE.

Onupasce Ha IPAKTUYECKUE PE3YJIBTATHI, C IOMOIIbI0 MAaTEMATUYECKHUX
[I0JICYETOB OBLIIM BBIBEJEHBI CIIEIYIOIINE PE3YIbTAThl IOJIyUYE€HUsI TOTOBOW CYXOil
Macchl Kalla-Ka3enHa U3 MOJIOKa M C MIOMOILBIO MOJIEKYJIIPHOTO KJIOHUPOBaHUS
u3 apoxokeit. U3 1 nutpa 3,2% KopoBbEro MOJIOKa YUCTHIN BbIX0o1 Oenka =7 1. B
cilydae ¢ J1abopaTOpHO-IIPOMBIIIJIEHHBIM CLIOCOOOM U3 | KT KOJIOHUH Ha
NUTATENBbHOM cpesie YMCThIi Bhixo O6enka = 50 r. Takue nokazaTtenu
HOJITBEP>KIAI0T BBITOJHOCTh M KOJIMYECTBEHHOE IPEBOCXO0/ICTBO JIAOOPATOPHOTO

crocoba IMOJIYUCHMs Kalllla-Ka3€ruHa HaJl TpaAUIHOHHbBIM.
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3.6. Pe3yabTaThl NPpaKTHYECKON YaCTH

JIJist oCTHKEHMS TIOCTABICHHOH 1IeJT MHOIO ObllIa pa3paboTaHa METOIUKA
nosrydeHus 6enka kanmna-kazenHa (CSN3) ¢ momorisio mpoayrieHToB. OHa COCTOUT

H3 CJICAYIOIINX 5TAIlOB!:

1. Wcnonws3oBanue miaasmuasl 0aktepuit E. coli, Tak kak UX reHETUYECKU
MaTepHua U3y4deH U JIETOK B MAHUITYJISIUAX B MUKPOOHOJIOTHYECKHIX
npolieccax, AJis BHEIPEHUSI B HEro reHa-BCTaBKM Karma-kazenHa (CSN3).

2. Brpinenenue BekTOpa U3 OAKTEpUU MyTEM PA3pPYIICHUS €€ KIETOYHOW CTEHKH.

3. [Momo6op sHAOHYKI€a3bl PECTPUKLINU JJI TUHEPATU3AINH [1JIa3MU/IbI.

4. CoeanHeHUE TeHAa-BCTaBKU U T'€HA YCTOMYMBOCTU K aHTUOUOTHUKY (OJIMH U3
BapUAHTOB JAJIbHEUILIEr0 CKPUHUHIA HA LEJIEBOM I'eH).

5. MoauduuupoBaHue CBOOOJHBIX KOHIIOB IJ1a3MHU/Ibl, T€HA-BCTABKU U
CKpPUHMHI-T'€HA Ha JINTIKKE KOHIIBL, o Aeicteuem JIHK-nuras.

6. BcraBka reHa B 11€J1€BOIl BEKTOP.

7. IlpoBeneHue CKpUHUHTA Ha YCIENIHYIO BCTABKY LIEJIEBOTO T'eHA B
OakTepuanbHbIi BeKTOp ¢ momoiisto [I1IP (co3manme komwmii meneBbIx
BEKTOPOB) U 3eKTpodope3a (HaX0xKACHUE Te€HA-BCTABKH ).

8. Ilpu ycnenHoM BHEIPEHUH I'eHa B IJIa3MH]y, BCTaBKa (TpaHchopmarius)
LIEJIEBOT0 BEKTOPA B MPOAYLIEHT C IOMOIIBIO AIEKTPONOPALUH.

9. TloceB kojoHUM MPOAYIIEHTA HA CPEy C TOCIEAYIONIeH 00paboTKOM
aHTUOMOTHUKOM U BBISIBIIEHUE OPTraHU3MOB 0€3 11eJIEBOro IreHa.

10. ITomenieHne NpoAyLeHTa Ha MUTATEIbHYIO CPENy, ISl €0 Pa3MHOKEHUS U
cuHTe3a Oernka.

11. Beizenenue Oeska ¢ MOMOIIBIO CYIIKH (TEMIOBOM 00pabOTKH), OUUCTKHU U

IIOJIyYEHHE CYXOMN IMPOTYKIIUH.
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4. 3akjaouyeHue

B xozie HayyHO-nIpakTUYeCKON pabOThI sl pelIniI II1aBHYIO 3a/1a4y MOETo MPOEKTa,
a IMEHHO: po0JIeMy OMOTEXHOJIOTHYECKOTO MPON3BOICTBA MOJIOYHOTO OeIKa
kanmna-kazenHa CSN3. Ha npoTsbkeHnn Bcel MpakTHYECKONW YaCTH MHOU ObLITH

BBIIIOJIHCHBI CJICAYIOIMINC 3a1a49u:

1) IIpennoxxeH MHHOBAIMOHHBINM METO HAPAOOTKH Karia-Ka3enHa mpu
MTOMOUIY YEIIHOYHBIX IUIA3MHU/I.

2) IlpousBeneH noao0p NPOAYLEHTOB, ONTUMAIIbHBIX JJI1 CHHTE3a Karma-
Ka3euHa

3) I[lpenyoxen MeTon CKpUHMHTA TIJIa3MU/]] Ha 11€JI€BOM I'eH C MOMOUIBIO FeHa
PE3UCTEHTHOCTH K TETpalMKIuHY tetR.

4) B naGopatopHbix ycnoBusx nposeneH [P u snexktpodopes nis ananmsa
Ir€HETUYECKOr0 MaTepuasa ¢ TeHOM Kallla-Ka3euHa.

5) Pazpaborana cxema Maji03aTpaTHOTO U MEPCIIEKTUBHOTO B
OMOTEXHOJIOTMYECKOW MPOMBIIIIIEHHOCTH CITOCO0a BBIJEICHHUS
MaKCUMAaJIbHOTO KOJIMYECTBA OEJIKa U3 APOAIKEH 1 MPUMECHECHHUS

pa3pabO0TaHHOTO METO/a YETHOUYHBIX TIJIA3MH/I.

[To pa3paboTaHHO MHOIO OMOTEXHOJIOTHIECKON METOIMKE MPOU3BO/ICTBA
MOJIOYHOTO Oenka karmma-kazenHa CSN 3, MOXKHO CHHTE3UPOBaTh OCJIOK B
POMBINIJICHHBIX MaciTabax. [1orydeHHBIH MPOYKT MOXKET HE TOJIBKO
CHOCOOCTBOBATH YJIYUIIICHUIO KAUeCTBA M Y ICIICBICHHSI TPOAYKTOB MIUTAHUS, HO U
YIIOBJICTBOPSATH 3aIIPOC KIIMEHTOB ¢ 0COOBIMU TpeOoBanusiMu. Hampumep, 3a caér
OJIaronpHUSITHBIX MOAU(DHUKAITNI AMHHOKHCIOTHOM ITOCIIEIOBATEILHOCTH MOYKHO
c/ienaTh NPOAYKT MEHEE aJlJICPIeHHBIM, a TAKXKE BOCIIOIHHUTH AS(HUITAT
MEIMKAaMEHTOB, OCHOBHBIM KOMITOHEHTOM KOTOPBIX SIBJISCTCS Kara-Ka3euHa, Jist
MEIMIIMHCKUX yupexaeHuii. Kpome Toro, HCrosib30BaHUE MOCH METOIMKH
Ka)XeTCsl PUBJICKATEIBLHBIM C TOUKU 3PCHUS PECYPCOCOSPEKCHUS U
paIMoOHAIBHOTO TTPUPOIOTIOIL30BAHUS, HAIPUMED, 32 CUCT YMCHBIIICHUS

YIJIICpOAHOTIO ClieJa OT ) KUBOTHOBOACTBA.
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S. IlpuiiokeHus.

Ipuio:xkenue (1) JononuurenbHslit Gaiin 1 (HyKJI€OTHIHAS TTOCIIEIOBATEIBHOCTh

reHa Karma-Ka3eruHa)

IIpuioskenue (2) JlonosHutenbHbd Gaiin 2 (HyKJI€OTHIHAS MOCIEI0BATEIBHOCTD

mramma 6aktepuii E. coli. 63 rena-BcTaBkn)

nEge

IIpunoxenue (3) SnapGene - HayKoeMKas IporpaMMma, Co3fgaHHas J1Jis
00JIeryeHus: U MHTEHCU(UKALIUU UCCIIEJOBAHUN MOJIEKYJISIPHBIX OMOJIOTOB B

obnactu KJIOHHUPOBAHUA.

=

=
IIpuioxkenue (4) UGENE - 310 cBo6oHO0€E 110 1151 pabOTHI MOJIEKYISIPHOTO

ouoJora.

nEEn
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Ipuio:xkenue (5). [IpoTokos oTxura npaiimepa Ha 1eiaeBoM rene CSN3,
BCTPOECHHOM B IUIA3MHY, M IPOTOKOJI OTCYTCTBUA OTKUra nmpanmMepa Ha JJHK

iasmuasl E. coli.

JHK nnazmuasl 6aktepun E.coli:

OTuéT BbiNnoNIHeHUs 3agaum - In Silico PCR

Craryc 3asepweHa
Bpems BbINONHEHH 0h 00m 00.005s
Products found: 0 J

———

WHdopmauus o npaiimepax:

Kpurepuii [lonyCTuMbie 3HaYeHHa MNpamoii 06paTHbii
% GC 50-60 50 55

Tm (°C) 55-80 57.77 58.23
GC Clamp >=1Gor Cat3'end 1 3
Runs <=4 base runs 2 2

['en CSN3 (kamnmna-ka3euH):

OTuéT BbiNoJsiIHeHUs 3agaum - In Silico PCR

Craryc 3asepweHa
Bpems BbiNOSIHEHHA 0h 00m 00.286s

Products found: 1
—

| Whdopmaums o npaiimepax:

‘ Kpurepwmit [lonyCTuMbie 3HauYeHus Npamoi O6paTHbIi
% GC 50-60 50 55
Tm (°C) 55-80 57.77 58.23
GC Clamp >=1Gor Cat3'end 1 3

Runs <=4 base runs 2 2




Ipunoxenue (6) [Tonroroska k ITIIP.

e
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RETY.

I"Hca?‘.
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Ipuaoxenune (7). [lposenenue T1IP.
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IMpuiao:xenue (8). [IpoBenenue snekrpodopesa.

& UV/Stain-FreeTray
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Ipuaoxenue (9)
OT3bIB HACTABHUKA

Ha padoTy B J1a00OpaTOPUHU MOJIEKYJIsAPHOM OnoJioruu Ha 0a3e Ky0aHckoro
rocy1apcTBeHHOro arpapuoro ynusepcurera uM. . T. TpyOununa yueHuka

BumnenkoBa Makcuma AHipeeBruya

Damunus, uMsi, OMYECMEo cmMyoeHma

Tema pat6otbl: «Co31aHne PeKOMOMHAHTHBIX OPraHU3MOB JIJIA MOJIyYeHHs 0eJIKa Kanna-Ka3enHa

[Tpu padote BunienkoB M.A. mokasal BRICOKUHA YPOBEHb OTBETCTBEHHOCTH U
CaMOCTOSITENIbHOCTH, TOTOBHOCTb MTOCTOSIHHO COBEPIIIEHCTBOBATHCS U MTPHOOPETATh HOBBIE 3HAHUSI.
Kpome storo, Makcum AHapeeBrUY MpOAEMOHCTPUPOBAT YMEHHE KOOPAMHUPOBATH CBOIO pabOTy B
YCIOBUAX J1AOOPaTOPHOI pabOTHI.

Makcum AHapeeBUY MMoKa3ajl BRICOKHI YPOBEHb 3HAHUH B 00JIaCTH MOJICKYJISIPHOM OMOJIOTHH,
yMeHne paboTaTh ¢ HAYYHBIMH HCTOYHUKAMH U TIPEJICTABISITh HaliIeHHY0 nH(opmaruio. B
pabote Makcuma AHJIpeeBrYa MOKHO OXapaKTepU30BaTh KakK LEIeYCTPEMIICHHOTO YUEHUKA.

HacraBHuk:

M.1.c. kadenpsr onopusuku, UBBM

HHI'Y um. H.W. JIoGaueBckoro ;

I'. Huxuawnit Hosropon ' Kpsuiora JI.B.

« 19 » wmapra 2024r.
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	1) Размер праймера должен быть 16-25 нуклеотидов. Меньше 16-ти: слабая связь с целью.
	2) Разница в температуре плавления праймеров - не более 4-5  C.
	3) Отсутствие внутренней вторичной структуры (праймеры не должны быть само- и взаимнокомплиментарными.
	4) Праймеры не должны отжигаться на E.coli.
	5) Процентное содержание азотистых оснований GC должно составлять 50-60%.
	В программе по всем вышеперечисленным критериям я подобрал праймеры:
	FORWARD 5'-CGGCATCAGAGCAGATTGTA-3'
	REVERSE 3'-CTGGCGTAATAGCGAAGAGG-5'
	Данные праймеры отожглись в местах нахождения целевого гена каппа-казеина, и программа не обнаружила их отжига в местах ДНК E.coli (при вставлении в UGENE нуклеотидную последовательность исходной плазмиды), что позволяет в дальнейшем без трудностей пр...
	3.4. Метод селекции для обнаружения целевого гена
	Существует несколько методов для обнаружения вставки целевого гена в плазмиду:
	1. С помощью гена устойчивости к антибиотику. Такой способ работает по следующему принципу: к целевому гену необходимо прикрепить ген резистентности к антибиотику, а затем ввести в питательную среду с бактериями E.coli антибиотик. Те бактерии, которые...
	2. Другим методом скрининга плазмид, относительно новым, является способ качественного анализа при помощи зелёного флуоресцентного гена GFP, выделенный из медузы Aequorea victoria. Методом сборки генов Golden Gate можно одновременно вставить целевой г...
	3.4.1. Использование ПЦР и электрофорезного анализа в лаборатории
	Самым проверенным и надежным способом скрининга плазмид на целевой ген является метод электрофорезного анализа гена в агарозном геле. Перед тем как использовать метод электрофореза, нужно провести ПЦР плазмид. Копии создавались по гену-вставке каппу-к...
	Процесс ПЦР разделяют на следующие этапы, которые я выполнял на оборудовании в лаборатории:
	1. Подготовка к ПЦР (Приложение (6)):
	 Нагревание колонии бактерий E. coli при температуре 100  C .
	 Охлаждение в течение 3-х минут при температуре 7-10 C.
	 Перенос лизатной «колонии» пипеткой на колонки DNeasy Mini spin.
	 Центрифугирование на лабораторной центрифуге STEGLER CM-150 Micro (до 14 500 об/мин, 12×2 мл) при 14000 об./мин. В течение 2-х минут.
	2. Проведение ПЦР (Приложение (7)). ПЦР проходит через следующие этапы:
	 Подготовить к работе Bio Rad thermal cycler c1000 touch открыть модуль для помещения в него пробирок с выделенным ДНК бактериальной плазмиды с предполагаемым целевым геном каппа-казеином. Закрыть модуль.
	В этапах ПЦР использовались найденные мной праймеры FORWARD и REVERSED, а также ДНК-полимераза, распознающая выбранные затравки. На ПЦР я наработал большое количество находящегося, предполагаемо, в скринингующихся плазмидах гена каппа-казеина CSN3.
	Следующая и последняя стадия — это электрофорез ПЦРных целевых генов (Приложение (8)). Электрофорез проводился на приборе системы гель-документирования BIORAD GelDoc Go.
	Электрофорез позволяет разделить фрагменты ДНК по размеру. Образцы ДНК помещаются в лунки (углубления) на одном конце агарозного геля, затем через агарозный гель пропускается электрический ток. Фрагменты ДНК (ген CSN3) заряжены отрицательно, поэтому о...
	Результат электрофореза на приборе системы гель-документирования BIORAD GelDoc Go:
	3.5. Внедрение плазмиды с целевым геном в дрожжи и получение готовой продукции.
	Для внедрения плазмид с геном-вставкой CSN 3 в дрожжи применяется метод электропорации – создание среды с определенным электрическим полем с целью повышения проницаемости клеточной мембраны. Для вставки целевых векторов с помощью электропоратора необх...
	1. Промывка клеток дрожжей в одном объёме 30  C 0,1 M LiAc/10мМ DTT.
	2. Промывка клеток дрожжей во втором объёме холодного 1 M сорбита/1 мМ CaCl2.
	3. Рессундрирование клеток дрожжей в третьем объёме холодного 1M сорбита/1 мМ CaCl2 для формирования суспензии клеток дрожжей для электропорации.
	4. Добавление части суспензии клеток дрожжей для электропорации к осадку ДНК для формирования суспензии клеток дрожжей — ДНК для электропорации.
	5. Электропорация суспензии клеток дрожжей — ДНК в диапазоне от приблизительно 0,5 кВ до приблизительно 2,5 кВ и при ёмкости 25 мкФ.
	6. Добавление смеси 1:1 1 М сорбита/YPD (конечная концентрация: 0,5 М сорбит, 0,5 × YPD) к подвергнутой электропорации суспензии клеток дрожжей — ДНК и инкубация при 30  C в течение 1 часа.
	7. Осаждение клеток дрожжей и ресуспендирование в 10 мл 1 М сорбита.
	После вставки плазмиды с целевым геном в дрожжи необходимо выполнить скрининг. Для этого нужно посеять на среду дрожжи с геном-вставкой и обработать колонии тетрациклином. Те дрожжи, в которые вставка вектора с CSN 3 и геном резистентности к тетрацикл...
	После обработки колоний антибиотиком и получение выживших организмов с геном-вставкой необходимо промыть среду от тетрациклина для дальнейшей культивирования дрожжей и получения чистого белка.
	Способ промывания среды с дрожжами от тетрациклина:
	 Обработать солью кальция (например, хлористым кальцием) при рН около 3,1–3,4.
	 Промыть водой при рН около 3,0.
	Дрожжи с внедренной плазмидой, содержащей целевой ген, необходимо выращивать на среде, содержащей:
	 Осветлённый раствор мелассы (источник сахаров).
	 Соли, содержащие фосфор и азот, добавляют исходя из того, что готовая продукция должна содержать 6–7% азота и 3,6–4,4% Р2О5 в пересчёте на сухие вещества дрожжей.
	 Ростовые вещества и витамины: биотин, а также кукурузный экстракт, в качестве источника стимуляторов роста.
	Следует поддерживать pH среду, дрожжи предпочитают слегка кислую среду, а оптимальные значения рН находятся в интервале 4,5 - 5,5. Важно, создать температуру благоприятную для дрожжей, которая варьируется от 25 до 35 С, и инкубировать их в термостате ...
	Дрожжи размножаются почкованием, поэтому поколение растет в арифметической прогрессии. При делении одна клетка способна создавать от 20 до 25 новых клеток, что является отличным показателем при синтезе белка в больших количествах.
	Способ получения сухой продукции (белка) из дрожжей:
	1. Подготовить питательную среду: в воде растворить углеродсодержащий и азотсодержащий компоненты, минеральные соли.
	2. Внести посевную культуру дрожжей.
	3. Ввести хлорид натрия для расщепления нуклеиновых кислот и получения белкового препарата.
	4. После расщепления нуклеаз раствор центрифугировать в течение 3 минут при 3000 оборотов в минуту. В результате центрифугирования отделяется культуральная жидкость и белковый продукт.
	5. Отделить культуральную жидкость и ввести ферменты протосубтилин, папаин и бромелайн в соотношении от 2–4% к получившейся массе белкового препарата.
	6. Оставить субстанцию в термостате при температуре 40  С на 24 часа.
	7. Вынуть рекомбинантный белок и направить на сушку в сушильный шкаф при температуре 60–65  С.
	8. После сушки измельчить микробный белок в порошкообразное состояние.
	Опираясь на практические результаты, с помощью математических подсчетов были выведены следующие результаты получения готовой сухой массы каппа-казеина из молока и с помощью молекулярного клонирования из дрожжей. Из 1 литра 3,2% коровьего молока чистый...
	3.6. Результаты практической части
	Для достижения поставленной цели мною была разработана методика получения белка каппа-казеина (CSN3) с помощью продуцентов. Она состоит из следующих этапов:
	1. Использование плазмиды бактерий E. coli, так как их генетический материал изучен и легок в манипуляциях в микробиологических процессах, для внедрения в него гена-вставки каппа-казеина (CSN3).
	4. Заключение
	В ходе научно-практической работы я решил главную задачу моего проекта, а именно: проблему биотехнологического производства молочного белка каппа-казеина CSN3. На протяжении всей практической части мной были выполнены следующие задачи:
	1) Предложен инновационный метод наработки каппа-казеина при помощи челночных плазмид.
	2) Произведен подбор продуцентов, оптимальных для синтеза каппа-казеина
	3) Предложен метод скрининга плазмид на целевой ген с помощью гена резистентности к тетрациклину tetR.
	4) В лабораторных условиях проведен ПЦР и электрофорез для анализа генетического материала с геном каппа-казеина.
	5) Разработана схема малозатратного и перспективного в биотехнологической промышленности способа выделения максимального количества белка из дрожжей и применения разработанного метода челночных плазмид.
	По разработанной мною биотехнологической методике производства молочного белка каппа-казеина CSN 3, можно синтезировать белок в промышленных масштабах. Полученный продукт может не только способствовать улучшению качества и удешевления продуктов питани...
	5. Приложения.
	Приложение (1) Дополнительный файл 1 (нуклеотидная последовательность гена каппа-казеина)
	Приложение (2) Дополнительный файл 2 (нуклеотидная последовательность штамма бактерий E. coli. без гена-вставки)
	Приложение (4) UGENE - это свободное ПО для работы молекулярного биолога.
	Приложение (5). Протокол отжига праймера на целевом гене CSN3, встроенном в плазмиду, и протокол отсутствия отжига праймера на ДНК плазмиды E. coli.
	ДНК плазмиды бактерии E.coli:
	Ген CSN3 (каппа-казеин):
	Приложение (6) Подготовка к ПЦР.
	Приложение (7). Проведение ПЦР.
	Приложение (8). Проведение электрофореза.
	6. Источники информации
	4. S. B. Primrose and R. W. Twyman "Principles of gene manipulation and genomics". - Oxford: Malden, MA ; Oxford : Blackwell Pub., 2006. - 676 с.
	5. https://biomolecula.ru/articles/molekuliarnoe-klonirovanie-ili-kak-zasunut-v-kletku-chuzherodnyi-geneticheskii-material
	6. https://cyberleninka.ru/article/n/vliyanie-genov-kappa-kazeina-i-laktoglobulina-na-molochnuyu-produktivnost-korov-i-belkovyy-sostav-moloka-obzor
	7. https://portal.tpu.ru/SHARED/a/ALLYSY/academic/Tab4/pr10_dr.pdf
	8. https://wiki5.ru/wiki/Golden_Gate_Cloning
	9. https://kpfu.ru/staff_files/F1460829242/Ekspressiya_rekombinantnykh_belkov_Khairullin_RF.pdf
	10. https://cyberleninka.ru/article/n/geneticheski-modifitsirovannye-rasteniya-produtsenty-rekombinantnyh-belkov-meditsinskogo-naznacheniya

	Вишленков_Биология_Тест

