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1. ОРГАНИЗАЦИОННО-МЕТОДИЧЕСКИЙ РАЗДЕЛ

Цель дисциплины:

– изучение современных теоретических и практических подходов к использованию методов генетической инженерии.
Задачи дисциплины:

– получить представление об основных принципах, методологии и достижениях генетической инженерии;

– ознакомить с основными методами и подходами конструирования генно-инженерных систем.

Место дисциплины в процессе подготовки аспиранта:

Дисциплина «Основы генетической инженерии» входит в профессиональный цикл для аспирантов по специальности 03.02.07 «Генетика». Содержание дисциплины «Основы генетической инженерии» направлено на освоение знаний о теоретических основах создания и практическом применении генно-инженерных конструкций.
2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСОВ ПО ТЕМАМ И ВИДАМ РАБОТ

	№
	Темы,

разделы
	Всего

часов
	Виды подготовки
	Самостоятельная работа аспиранта

	
	
	
	Лекции


	Практичес-

кие и лабораторные занятия
	

	1
	Введение. Генная инженерия: предмет, цели и задачи.
	4
	2
	–
	2

	2
	Основные ферменты и методы генной инженерии.
	8
	4
	–
	4

	3
	Векторная система грамотрицательной бактерии Escherichia coli.
	8
	4
	–
	4

	4
	Генно-инженерная система грамположительных бактерий рода Bacillus. 
	8
	4
	–
	4

	5
	Генно-инженерная система дрожжей Saccharomyces cerevisiae. 
	8
	4
	–
	4

	6
	Экспрессия клонированных эукариотических генов в клетках Escherichia coli. 
	8
	4
	–
	4

	7
	Конструирование штаммов-продуцентов первичных метаболитов на основе Escherichia coli. 
	8
	4
	–
	4

	8
	Генно-инженерные системы культивируемых клеток млекопитающих.
	8
	4
	–
	4

	9
	Генно-инженерные системы культивируемых клеток растений.
	4
	2
	–
	2

	10
	Трансгенные животные и растения.
	4
	2
	–
	2

	11
	Генотерапия наследственных и приобретенных заболеваний человека.
	4
	2
	–
	2

	ВСЕГО 
	
	72
	36
	–
	36


3. СОДЕРЖАНИЕ ПРОГРАММЫ

3.1 Общее (по всем темам)

Тема 1. Введение в генную инженерию: предмет, цели и задачи. Краткая история возникновения генетической инженерии: исторические предпосылки и основные достижения, современная стратегия развития генетической инженерии.

Тема 2. Основные ферменты и методы генной инженерии. Строение и свойства ДНК. Ферменты, используемые в генетической инженерии. Методы конструирования гибридных ДНК in vitro. Векторные молекулы ДНК. Методы введения гибридных ДНК в клетки. Методы отбора гибридных клонов. Методы расшифровки нуклеотидной последовательности ДНК. Амплификация последовательностей ДНК in vitro. 

Тема 3. Векторная система грамотрицательной бактерии Escherichia coli. Сферопласты и компетентные клетки. Плазмида ColE1. Векторы внедрения и векторы замещения. Векторы на основе фага лямбда. Космидные вектора. Библиотеки и энциклопедии генов.

Тема 4. Генно-инженерная система грамположительных бактерий рода Bacillus. Модели трансформации компетентных клеток B. subtilis. Природная амплификация генов грамположительных бактерий. Свойства интегративных векторов грамположительных бактерий. 

Тема 5. Генно-инженерная система дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Преимущества использования дрожжей-сахаромицетов для генно-инженерных исследований экспрессии эукариотических генов. Тетрадный анализ. Основные свойства плазмиды Scp1. Молекулярные вектора дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Получение протопластов дрожжей-сахаромицетов. Плазмидная трансформация клеток дрожжей-сахаромицетов. Молекулярные и клонирующие вектора дрожжей. Векторы интеграции: схемы интеграции плазмид в клетки дрожжей.

Тема 6. Экспрессия клонированных эукариотических генов в клетках Escherichia coli. Сходства и различия транскрипционного и трансляционного аппарата прокариот и эукариот. Факторы, обеспечивающие правильную трансляцию эукариотических генов в клетках прокариот.

Тема 7. Конструирование штаммов-продуцентов первичных метаболитов на основе Escherichia coli. Направленный мутагенез молекул ДНК in vitro. Получение новых форм белков методом направленного мутагенеза. Белковая инженерия. 

Тема 8. Генно-инженерные системы культивируемых клеток млекопитающих. Причины, обусловившие активное развитие генетической инженерии культивируемых клеток млекопитающих. Методы трансфекции и трансформации культивируемых клеток млекопитающих. 
Тема 9. Генно-инженерные системы культивируемых клеток растений. Особенности трансгеноза растений. Каллусные культуры. Генетические механизмы, обуславливающие дифференцировку клеток в культуре. Жидкие суспензионные культуры.

Тема 10. Трансгенные животные и растения. Способы получения трансгенных многоклеточных организмов. Экспрессия трансгенов. Применение трансгенных животных в научных исследованиях: искусственная экспрессия, визуализация продуктов генов, исследование механизма экспрессии, моделирование наследственных и приобретенных заболеваний человека. Применение в медицине, сельском хозяйстве и пищевой промышленности. Безопасность и регулирование. 

Тема 11. Генотерапия наследственных и приобретенных заболеваний человека. Способы доставки новых генов в геном человека. Управление экспрессией трансгенов в клетках-мишенях. Современные достижения генотерапии онкологических заболеваний. Ближайшие перспективы использования генотерапии. Успехи генотерапии в модельных экспериментах. Проблемы, возникающие в связи с практическим применением генотерапии.

3.2. Темы практических занятий (учебным планом не предусмотрены).

3.3 Тематика заданий для самостоятельной работы:
Углубление знаний по курсу осуществляется за счет организации самостоятельной работы студентов по разделам, установленных программой дисциплины.

1. Структурная организация плазмидных векторов E.coli (плазмида ColEI и т.д.).

2. Экспрессия клонированных эукариотических генов в клетках грамотрицательных и грамположительных бактерий.

3. Принципы отбора и селекции линий клеток после трансформации культивируемых клеток млекопитающих.

4. Структура лактозного оперона E.coli.

5. Сходства и отличия в транскрипционном и трансляционном аппарате прокариот и эукариот.
3.4 Примерный список вопросов к зачету:
1. ДНК – основная целевая молекула в генно-инженерных исследованиях, закономерности ее строения и свойства; ферменты, используемые для модификации ДНК.

2. Определение векторной молекулы ДНК, основные свойства векторных молекул. Классификации векторных молекул. Методы конструирования гибридных ДНК in vitro.

3. Компетентное состояние клетки. Природная компетентность прокариотических клеток: механизмы сохранения собственной генетической информации. Методы введения гибридных ДНК в клетки.

4. Методы отбора гибридных клонов после трансформации и трансфекции прокариотических клеток. Методы расшифровки нуклеотидной последовательности ДНК. Амплификация последовательностей ДНК in vitro. 

5. Векторная система грамотрицательной бактерии Escherichia coli. Свойства плазмиды ColE1 и векторов на ее основе (серия векторов pBR, серия векторов pUC). Векторы внедрения и векторы замещения.

6. Фаг лямбда как потенциальный вектор клонирования. Общие принципы конструирования векторов на основе фага.

7. Генно-инженерная система грамположительных бактерий рода Bacillus. Модели трансформации компетентных клеток B. subtilis.

8. Природная амплификация генов грамположительных бактерий. Свойства интегративных векторов грамположительных бактерий.

9. Генно-инженерная система дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Преимущества использования дрожжей-сахаромицетов для генно-инженерных исследований экспрессии эукариотических генов.  Тетрадный анализ. Основные свойства плазмиды Scp1 дрожжей Saccharomyces cerevisiae. 

10. Молекулярные вектора дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Получение протопластов дрожжей-сахаромицетов. Плазмидная трансформация клеток дрожжей-сахаромицетов. Молекулярные и клонирующие вектора дрожжей. Векторы интеграции: схемы интеграции плазмид в клетки дрожжей.

11. Генно-инженерные системы культивируемых клеток млекопитающих. Причины, обусловившие активное развитие генетической инженерии культивируемых клеток млекопитающих.

12. Методы трансфекции и трансформации культивируемых клеток млекопитающих.
13. Сходства и различия транскрипционного и трансляционного аппарата прокариот и эукариот. Первые генно-инженерные системы, показавшие возможность экспрессии эукариотических генов в клетках прокариот. 

14. Стабильность гибридных молекул ДНК в клетках Escherichia coli.

15. Космидные вектора: их свойства и преимущества использования. Библиотеки и энциклопедии генов: изучение структурно-функциональной организации геномов. Определение представительности библиотеки генов. Стратегия создания библиотек генов. Клонирование сверхкрупных фрагментов ДНК в векторах на основе искусственных хромосом дрожжей (YAC).

16. Экспрессия клонированных эукариотических генов в клетках Escherichia coli. Факторы, обеспечивающие правильную трансляцию эукариотических генов в клетках прокариот.

17. Конструирование штаммов-продуцентов первичных метаболитов на основе Escherichia coli.

18. Направленный мутагенез молекул ДНК in vitro. Получение новых форм белков методом направленного мутагенеза.

19. Белковая инженерия. Олигонуклеотид-направленный мутагенез при создании новых форм белков. Изучение доменной структуры белков на примере ДНК-полимеразы I Escherichia coli.

20. Белковая инженерия. Клонирование и изучение генов интерферона. Создание белков с гибридными свойствами. Фаговый дисплей. 

21. Генная инженерия растений. Направления исследований и успехи генной инженерии растений. Регуляторные элементы векторов, обеспечивающие экспрессию в клетках растений чужеродной ДНК. 

22. Методы введения ДНК в клетки животных. Векторы на основе вирусов животных: вирус бычьей папилломы, вирус SV40, ретровирусы. 

23. Получение трансгенных животных. Применения трансгенной технологии для повышения продуктивности сельскохозяйственных животных и получения медицинских препаратов. 

24. Клонирование животных: теоретические основы, выдвигаемые задачи и морально-этические нормы. 

25. Генотерапия: основные теоретические принципы и направления практических работ.

26. Достижения генной инженерии, получившие применения в медицине: получение человеческого  инсулина в промышленных масштабах, производство интерферонов, интерлейкина.

4. ФОРМЫ ПРОМЕЖУТОЧНОГО И ИТОГОВОГО КОНТРОЛЯ

4.1. Формой промежуточного контроля является собеседование по соответствующим разделам программы.

4.2. Формой итогового контроля является зачет.

5. УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ КУРСА

Интернет-источники: http://molbiol.ru/; http://www.biotechnolog.ru/; http://window.edu.ru; http://elibrary.ru/defaultx.asp
Аспирантам обеспечен локальный и удаленный доступ к книжным фондам ГПНТБ СО РАН, зарубежным и отечественным полнотекстовым, реферативным и библиографическим базами данных, в т.ч к ISI Web of Knowledge – интегрированной веб-платформе, предоставляющей исследователям и специалистам информацию по всем отраслям знания.

Оборудование: ноутбук, мультимедийный проектор. Лаборатория молекулярно-биологических исследований, оборудованная ламинарными боксами биологической безопасности класс II для чистой работы с ДНК-пробами при проведении ПЦР – диагностики; амплификатор ДНК, источники тока, камеры для электрофореза, центрифуги, термостаты, холодильники, морозильные камеры, шейкер. 

Лаборатория для проведения секвенирования, оборудованная центрифугой «Allegra», секвенатором ДНК Beckman Coulter, холодильником. «Холодная комната», оборудованная для хранения коллекций и образцов ДНК различных групп организмов; низкотемпературная камера (температура от -20°С до -90°С).

Материалы: иллюстрации (таблицы, графики, рисунки), мультимедийные презентации.
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