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НАВЧАЛЬНА ПРАКТИКА З ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ БІОЛОГІЇ
(для студентів І курсу)

Навчальна практика з експериментальної біології проводиться відповідно до навчального плану підготовки бакалаврів біології денної форми навчання за спеціальністю 091 “Біологія” (ОП Біохімія) в літній період після закінчення студентами І навчального року. Термін практики становить 90 годин (10 днів по 9 годин).

Її метою є вивчення та закріплення на практиці методів дослідницької роботи в лабораторних умовах.


Основні завдання навчальної практики з експериментальної біології:

· ознайомлення з модельними об’єктами в експериментальній біології;

· вивчення морфології, фізіології та життєвих циклів модельних об’єктів експериментальній біології;

· формування уявлень про основні принципи постановки експериментів з використанням живих організмів.

В результаті проходження практики студент повинен знати:

· види модельних об’єктів в експериментальній біології, а також  методики постановки певних експериментів на цих модельних організмах;

· методи аналізу експериментальних даних;
 а також вміти:

· проектувати експерименти;

· готувати середовища для проведення експериментів;
· описувати, систематизувати та аналізувати результати досліджень.
ПЛАН

 ПРОВЕДЕННЯ НАВЧАЛЬНОЇ ПРАКТИКИ З ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ БІОЛОГІЇ
	День практики
	Зміст роботи
	Кількість годин

	І
	Вступ. Зміст і завдання практики. Інструктаж з техніки безпеки. Ознайомлення з метою та завданнями практики. Теми та зміст самостійних навчально-дослідних робіт. Ознайомлення із видами дослідних об’єктів, особливістю їх заcтосування в залежності від мети і завданням досліджень.
	9

	ІІ
	Практичне заняття. Ознайомлення із методологією постанови експерименів. Визначення умов проведення експериментів та специфіки фізіологічних потреб дослідного об’єкту. Приготування експериментальних середовищ та дослідних організмів до експерименту. Планування та обговорення подальшої експериментальної робота на час проведення експериментів.
	9

	ІІІ
	Практичне заняття. Закладання експериментів.
	9

	IV
	Практичне заняття. Реєстрація даних експерименту, систематизація та аналіз.
	9

	V
	Практичне заняття. Реєстрація даних експерименту, систематизація та аналіз.
	9

	VI
	Практичне заняття. Реєстрація даних експерименту, систематизація та аналіз.
	9

	VII
	Практичне заняття. Реєстрація даних експерименту, систематизація та аналіз.
	9

	VIII
	Практичне заняття. Опис, систематизація та аналіз результатів досліджень у програмах Excel (Microsoft), R (R project), Prism (GraphPad Software). Оформлення презентації.
	9

	IX
	Практичне заняття. Опис, систематизація та аналіз результатів досліджень у програмах Excel (Microsoft), R (R project), Prism (GraphPad Software). Оформлення презентації.
	9

	X
	Захист навчальної практики з експериментальної біології. Залік.
	9


ПРОВЕДЕННЯ НАВЧАЛЬНОЇ ПРАКТИКИ З ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ БІОЛОГІЇ
Організація практики

Навчальна практика з експериментальної біології охоплює такі форми роботи:

· екскурсії групи студентів під керівництвом викладача в лабораторію, яка використовує класичні модельні об’єкти експериментальної біології;

· опис умов для проведення коректного експерименту, в залежності від модельного об’єкту;

· математичний, статистичний аналіз результатів та їх графічне представлення;

Кожен студент протягом практики веде щоденник практики, в який заносяться результати спостережень, виконаних на практичній (експериментальній) роботі, і лабораторний зошит, куди вносяться експериментальні результати.

Щоденник практики і лабораторний зошит зберігаються для продовження на наступних практиках.

В кінці практики проводиться залік, матеріалами для якого служать: щоденник практики, лабораторний зошит, презентація по результатах експериментальної роботи. На заліку перевіряються знання студентами методів, аналіз отриманих даних та графічне оформлення результатів, представлення результатів у вигляді презентації.

Модельні об’єкти в експериментальній біології
Модельними об’єктами в експериментальній біології є дріжджі Saccharomyces cerevisiae, дафнії Daphnia magna, нематоди Caenorhabditis elegans, плодові мушки Drosophila melanogaster, даніо-реріо (Danio rerio), карась золотистий Carassius auratus, короп звичайний Cyprinus carpio, миші (Mus musculus), щурі (Rattus rattus) та інші вищі ссавці (напр. примати).
Умови проведення досліджень на плодовій мушці D. melanogaster.

Всі лінії D. melanogaster утримуються на поживному мелясно-дріжджовому середовищі, яке містить наступні компоненти: 5% дріжджів (джерело білка, вуглеводів, вітамінів та мікро- та макроелементів); 7,5% меляси (джерело вуглеводів); 1% агар-агару (використовується як згущувач середовища); 6,1% кукурудзи (джерело окремих амінокислот); 1% метилпарабену (фунгіцидний препарат), а також 0,6% пропіонової кислоти (проявляє бактерицидну дію). Лінії утримуються за сталої температури 25°C, відносній вологості повітря 60-70%, а також регульованому фотоперіоді (12:12, день:ніч). Дані умови є оптимальними для утримання даного модельного об’єкту.

Швидкість заляльковування личинок експериментальних ліній реєструється починаючи від моменту, коли перша личинка залялькувалась, фіксується кількість лялечок на пробірці протягом кожних шести годин. Кількість залялькованих особин виражається у відсотках. За 100% приймають кінцеву кількість отриманих лялечок.

Плодючість D. melanogaster визначаться при реєструванні кількості відкладених яйць. За допомогою анестезії вуглекислим газом, відбирається по одному самцю та 2 самцях кожної експериментальної лінії. Їх поміщають у пробірки Флоринського, які містять 1 мл живильного середовища наступної концентрації компонентів: 5% дріжджів, 5% сахарози, 1% агар-агару, 1% метилпарабену, 0,6% пропіонату. Кожного дня середовище замінюють на свіже та проводять підрахунок відкладених яєць. Плодючість виражають як середнє арифметичне кількості відкладених яєць однією самкою певної експериментальної лінії за добу.
Тривалість життя D. melanogaster визначають реєструючи кількість мертвих особин. Попередньо розділених за статями самок та самців поміщають у демографічні клітки об’ємом 1,5 л, до якого прикріплюють пробірку із поживним середовищем наступного складу: 5% сахарози, 5% дріжджів, 1% агар-агару, 1% метилпарабену. Кожні дві доби середовище замінюють на свіже, а також відбирають померлих особин та фіксують їх кількість. На основі отриманих даних будують криві виживання.

Умови проведення досліджень на дріжджах

У роботі використовують дикі або мутантні штами дріжджів S. cerevisiae, які зберігають на скошених сусло-агарових середовищах. Клітини дріжджів культивувують в рідкому напівсинтетичному живильному середовищі YPD, яке містить 2% глюкози, 2% пептону і 1% дріжджового екстракту. Культуру дріжджів S. cerevisiae вирощують в колбах, на 1/4 заповнених живильним середовищем, при температурі 28°С. Для покращення умов аерації використовують шейкери.

Оброблення водними препаратами клітин дріжджів проводять після досягнення середини експоненційної фази, клітини осаджують, переводять у свіже середовище (рН 6,0) наступного складу: 0,2% дріжджового екстракту, 0,5% пептону, 0,03% КН2РО4, 0,03% К2НРО4, 0,01% MgCl, 1%-0,5% глюкози. Отриману суспензію клітин ділять на ряд проб, в які додають водні препарати різних концентрацій та інкубують протягом 2 год. Контрольна суспензія інкубується без водних препаратів.

Оброблення дріжджів пероксидом водню  проводять після інкубування з водними препаратами експериментальних суспензій, осаджують, промивають дистильованою водою, ресуспендують  кожну пробу в середовищі гомогенізації (50мМ КФБ (рН 7,0) та 0,5мМ ЕДТА) і ділять на 2 рівні за об’ємом проби. Перша проба є контрольною: до отриманої суспензії клітин дріжджів вносять рівноцінний об’єм дистильованої води (1:1). Другу пробу обробляють 10мМ Н2О2, використовуючи як вихідний розчин 20мМ Н2О2, який готують з 1М Н2О2. Співвідношення суспензія дріжджів: 20мМ Н2О2  - 1:1 (кінцева концентрація Н2О2 – 10мМ Н2О2 ). Проби інкубують при 28°C. Час інкубації всіх проб – 1 год.

Оцінку репродуктивної здатності дріжджів S. cerevisiae визначають за кількістю колонієутворюючих одиниць, тобто за здатністю клітин утворювати після посіву колонії на чашках Петрі. Вважається, що одна клітина дає одну колонію.

Перед посівом на чашки Петрі культуру дріжджів розводять шляхом послідовних серійних розведень. Потім відбирають 100 мкл розведеної суспензії дріжджів і висівають в чашки Петрі з сусло-агаровим середовищем, розтираючи скляним шпателем для рівномірного розподілу рідини по поверхні агару. Безпосередньо перед використанням скляну паличку занурюють в 96% етанол і проводять через полум’я спиртівки. Засіяні чашки Петрі перевертають догори дном і інкубують протягом 3 діб при 28ºС. За використаних розведень в лабораторних умоваг на чашках Петрі виростає в середньому від 30 до 400 колоній дріжджів. Колонієутворюючі одиниці (КУО) дріжджів оцінюють при підрахунку кількості колоній, які утворюють клітини дріжджів на чашках Петрі. За 100% приймають кількість КУО у пробах, не підданих дії пероксиду водню.

Умови проведення досліджень на мишах.

Об’єктом дослідження є миші обох статей. Дослідних тварин утримують в стандартних умовах віварію (12-годинний режиму освітлення день/ніч, температура 22±2°C, вологість 50-60%). Експерименти на мишах здійснюються відповідно до Закону України № 3447-15 від 04.08.17 р. – “Про захист тварин від жорстокого поводження”, правил – “Європейської конвенції захисту хребетних тварин, які використовуються для експериментальних та інших наукових цілей”.
Фізіологічні характеристики миші:

Кількість ударів серця за хвилину – 520-780;

Тиск крові на мм – 60-120;

Кількість вдихів за одну хвилину – 136-216;

Температура тіла – 38,5-39°С;

Маса тіла в грамах – 20-40;

Тип овуляції – спонтанний;

Період між овуляціями – 4-5 днів;

Час першої овуляції після родів – на перший день після пологів;

Час після овуляції, коли може відбутись ;

запліднення – 10-20 год;

Тривалість  вагітності – 19-21 день;

Кількість приплоду – від 6 до 12 шт;

Тривалість лактації – 21 день.

Розвиток мишей:

Маса тіла новонароджених мишей – 1,2-1,6 г;

Відкриття слухових каналів – 2-3 день;

Обростання шерстю – 3-12 день;

Поява перших зубів – 8-14 день;

Самовільний вихід з гнізда – 14 день;

Відкривання очей – 13-14 день;

Відсадка від матері – 18-21 день, 10-14 г;

Статеве дозрівання – фізіологічне 21-28 днів, здатність до виношування повноцінного потомства - 42-60 днів;

Тривалість життя – 1-2 роки.

Мінімальна площа підлоги в клітці:

Для утримання експериментальних мишей – 180 (330) см2 та 12 см висоти

Для самки з молодняком – 200 (330) см2 та 12 см висоти

Густота в залежності від маси тіла миші - до 20 г – 5 шт., 20-30 г – 4 шт.,

більше 30 г – 3 шт.

Корм, вода, тирса, клітки:

Добова норма для миші:

· Вода -  5-15 мл;
· Корм – 3-6 г;
Корм, вода, клітки, тирса мають бути простерилізовані 10-20 хв при 120-134°С.
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Форми та методи контролю

Студенти повинні вести щоденник з практики встановленого зразку, в якому висвітлюються етапи роботи та їх зміст і який додається до звіту з практики. 

За результатами практики диференційований залік.

Перелік звітних матеріалів:

· письмовий звіт про виконання програми практики;

· оформлений щоденник проходження практики;

· презентація.

Матеріали про проходження практики практикант подає на перевірку керівнику практики. Керівник практики, ознайомившись з матеріалами, оцінює виконання програми практики.

Звіт з практики студенти захищають перед комісією на підсумковій конференції.
Підведення підсумків практики та її захист

У останній день практики студенти-практиканти здають керівникам всі звітні документи для їх попередньої оцінки. Перелік звітної документації, а також загальні вимоги до оформлення визначені у програмах практик. 

Для підведення підсумків практик та кінцевої оцінки роботи студентів-практикантів керівники практики інформують кафедру про фактичні терміни початку та завершення роботи, склад групи студентів, які пройшли практику. До захисту практик допускаються студенти, які повністю виконали завдання програми практики та вчасно оформили звітну документацію. Підсумкова оцінка роботи студента під час навчальної практики залежить від оцінки його діяльності на базі практики, рівня виконання індивідуального завдання, дотримання трудової дисципліни на базі практики, якості виконання письмового звіту (презентації, усного захисту результатів практики (доповіді та відповідей на запитання членів комісії).

У процесі захисту студент повинен охарактеризувати виконану роботу, відповісти на запитання членів комісії з різних аспектів його діяльності під час навчальної практики. Студенти можуть запропонувати свої пропозиції щодо вдосконалення проведення навчальної практики та обґрунтувати їх доцільність. 

Формою звітності за види практики є представлення результатів у вигляді презентації. Студенти, які регулярно відвідували базу практики, виконали всі індивідуальні завдання, оформили звіт, вчасно його подали, отримують позитивну оцінку. У випадку, коли практика закінчується після проведення екзаменаційної сесії і призначення стипендії, оцінку з цієї практики слід враховувати разом з оцінками наступного семестру. Студент, який не виконав програму виробничої практики без поважних причин, або отримав за неї незадовільну оцінку відраховується з навчального закладу. Якщо програма практики не виконана студентом з поважної причини, йому може бути надана можливість додатково пройти практику у вільний від навчання час. Загальна оцінка за практику – 100 балів. Оцінка за навчально-виробничу практику заноситься в екзаменаційну відомість, проставляється в залікову книжку студента.

Додаток 1
(Бланк титульної сторінки справи за результатами проходження навчальної практики)

Міністерство освіти і науки України
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ЗВІТ

про виконання програми навчальної практики

студента _________________________________________________________

групи____________________________________________________________

Спеціальність_____________________________________________________

Кваліфікаційний рівень____________________________________________

База практики_____________________________________________________
(повна назва)
	Керівник практики

від бази практики

___________________________
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	1.
	Оцінка за виконання конкретних завдань в рамках навчальної практики
	максимально 30
	(підпис керівника від бази практики)
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	Дотримання трудової дисципліни
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