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1. ОРГАНИЗАЦИОННО-МЕТОДИЧЕСКИЙ РАЗДЕЛ

Цель дисциплины:

Сформировать у аспирантов современные представления о молекулярных механизмах генетических процессов, об устройстве генома и основных молекулярных механизмах регуляции активности генов на различных этапах реализации генетической информации, рассмотреть область применения молекулярно-генетических методов, изучить основные проблемы, стоящих перед различными разделами молекулярной генетики.

Задачи дисциплины:

- Сформировать системные представления о биологических структурах  на основе знаний смежных естественнонаучных дисциплин  (физика, математика, биохимия и физиология); 

- изучить основные понятия, гипотезы, теории и законы молекулярной генетики;

- рассмотреть механизмы передачи генетической информации на разных уровнях, начиная от репликации и до посттрансляционной модификации белков;

- дать представление об основных объектах и методах  исследования (как теоретических, так и практических) молекулярной молекулярной генетики;

- научить аспирантов грамотному восприятию практических проблем, связанных с генетикой в целом.
Место дисциплины в процессе подготовки аспиранта: 

Программа по дисциплине «Молекулярная генетика» предназначена для аспирантов, обучающихся по специальности 03.02.07 - «Генетика» и относится к числу дисциплин по выбору аспиранта. Курс предполагает наличие базовых знаний, полученных по основным программам вуза, по общей генетике, биохимии, и молекулярной биологии.

2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСОВ ПО ТЕМАМ И ВИДАМ РАБОТ
	№
	Темы,

разделы
	Всего

часов
	Виды подготовки
	Самостоятель-ная работа аспиранта



	
	
	
	Лекции


	Практические и лабораторные занятия
	

	1.
	Введение. Строение генома. Методы исследования молекулярных механизмов генетических процессов. 
	22
	5
	12
	5

	2.
	Молекулярные механизмы основных процессов хранения и передачи генетического материала. 
	18
	9
	
	9

	3.
	Молекулярные механизмы регуляции активности генов.
	40
	14
	12
	14

	4.
	Изменчивость генетического материала. 
	22
	5
	12
	5

	5.
	Апоптоз и регуляция индивидуального развития.
	6
	3
	
	3

	ВСЕГО (часы)
	
	108
	36
	36
	36


3. СОДЕРЖАНИЕ ПРОГРАММЫ

3.1. Общее (по всем темам):

Тема 1. Введение. Строение генома. Методы исследования молекулярных механизмов генетических процессов.  Предмет молекулярной генетики. Преемственность проблем классической и молекулярной генетики. Обзор результатов определения нуклеотидных последовательностей полных геномов эукариот, бактерий и архей. Основные сходства и различия. Обзор результатов исследования устройства наследственного материала в «догеномную эру». 

Тема 2. Молекулярные механизмы основных процессов хранения и передачи генетического материала.  Рекомбинация. Типы рекомбинации. Механизм общей (гомологической) рекомбинации. Функции  Rec ВСD и  Rec А белков. Структуры Холидея. Взаимосвязь рекомбинации и пострепликативной репарации. Биологические функции гомологической рекомбинации.  Сайтспецифическая рекомбинация, механизм и биологическая роль. ИнтеграцияДНК бактериофага в хромосому  E. coli. Инверсия фрагментов ДНК у некоторых фагов.

Роль метилирования ДНК у прокариот. Метилированные азотистые основания. Системы рестрикции  – модификации. Типы рестриктаз и особенности их действия. Использование рестриктаз в генной инженерии. Метилирование и репарация. 5-метилцитозин как «горячая точка» мутации. 

Метилирование ДНК у эукариот, его особенности и биологическая роль. Метилирование цитозина ДНК эукариот и экспрессия генов. Сохранение метилирования в поколениях соматических клеток. Геномный родительский импринтинг.

Использование достижений молекулярной биологии в систематике. Молекулярно-биологические показатели филогенетической близости организмов, их характеристика и обоснование 

Тема 3. Молекулярные механизмы регуляции активности генов. Регуляция на уровне перестроек генома. Регуляция транскрипции у эукариот. Регуляция транскрипции генов р-РНК РНК-полимеразой I. Механизмы регуляции транскрипции генов РНК-полимеразой II. Регуляторные последовательности в промоторной области. 
Множественность белковых факторов регуляции. Энхансеры и взаимодействующие с ними белки. Регуляция работы РНК-полимеразы III. Способы регуляции трансляции у про- и эукариот. Регуляция инициации и элонгации трансляции. «Маскировка» м-РНК у эукариот. Репрограммирование трансляции.

Регуляция экспрессии генов двухцепочечной РНК (интерференция РНК).

Строение компактной хромосомы. Модели репликации: симметричный и ассиметричный синтез дочерних нитей ДНК. Регуляция процессов репликации. Понятие о репликоне. Механизмы регуляции инициации репликации. Связь с клеточным делением. Особенности организации и репликации хромосом высших организмов. Ориджины репликации, генетика и свойства  эукариотических ДНК–полимераз. Репликация концов хромосом; структура теломерных участков. Теломера, ее структура и функции. Проблема стабильности генетического материала. Типы структурных повреждений в ДНК. Понятие о типах репарационных процессов. Генетический подход к изучению механизмов репарации: мутанты, чувствительные к инактивирующим факторам, локализация генов.

Механизм и значение энзиматической фотореактивации. Утрата и замещение нуклеотидов: роль гликолаз и инсертаз. Эксцизионная репарация ДНК. Выщепление пиримидиновых димеров. Репаративный синтез ДНК: методы определения, генетический контроль. Генетика и энзимология двух ветвей эксцизионной репарации. Узнавание поврежденных участков ДНК специфическими эндонуклеазами. Механизмы пострепликативной репарации. Путь рекомбинационной репарации: доказательства существования, схема, энзимология. Нерекомбинационный путь пострепликативной репарации. Взаимоотношения различных механизмов репарации ДНК в клетке. Репарация межнитевых сшивок и двунитевых разрывов в ДНК. Особенности процессов репарации в клетках млекопитающих: роль хроматина, репарация в активно транскрибируемых генах, сопряжение систем транскрипции и репарации. Связь нарушений в системах репарации ДНК с молекулярными наследственными болезнями и раком.

Строение и функции промоторов у прокариот. Регуляторная роль сигма- и ро-факторов, модификации структуры РНК-полимеразы. Регуляция транскрипции фаговых геномов: дифференциальная экспрессия «ранних» и «поздних» генов. Принцип каскадной регуляции. Роль суперспирализации и метилирования в регуляции экспрессии генов.

Понятие о слабых и сильных промоторах. Энхансеры и белки-регуляторы. Двухкомпонентные системы регуляции, сенсорная роль протеинкиназ. Механизм катаболической репрессии: роль циклической АМФ и белка БАК, генетический анализ системы. Регуляция синтеза стабильных РНК и белков рибосом. Строгий и ослабленный контроль синтеза РНК, функции rel-генов и гуанозинтетрафосфата. Классификация оперонных систем у бактерий. Системы негативного и позитивного контроля. Генетический анализ лактозного оперона. Свойства белка-репрессора и особенности организации оперонных участков ДНК. Полиопероная система регуляции синтеза аргинина. Позитивный контроль арабидозного оперона: функции гена-регулятора, инициатора, генетический анализ оперона.

Регуляция транскрипции на уровне терминации. Система регуляции биосинтеза гистидина: генетический анализ системы, роль тРНК. Регуляция триптофанового оперона: функции лидерной области, аттенуатора. Роль образования «шпилек» в лидерной РНК и сопряжения процессов транскрипции и трансляции в терминации транскрипции. Функции nus-генов. Особенности процесса транскрипции у эукариот. РНК-полимеразы трех типов, транскрипционные факторы, свойства промоторов, энхансеров и сайленсеров. Регуляторные белки, их функциональные домены. Роль метилирования в регуляции транскрипции. Механизмы регуляции генов при участии стероидных гормонов. Роль дифференциального сплайсинга в регуляции экспрессии генов. 

Закономерности рекомбинационных перестроек генома. Системы фазовых вариаций у бактерий. Клеточная дифференцировка у цианобактерий. Кассетный механизм переключения типов спаривания у дрожжей. Мобильные элементы эукариот, ретротранспозоны; их роль в регуляции активности геномов. Активация онкогенов. Запрограммированные перестройки генетического материала в онтогенезе.

Тема 4. Изменчивость генетического материала. Автономная и общая нестабильность генома. Роль мигрирующих генетических элементов в возникновении мутаций, делеций, дупликаций

Молекулярные механизмы спонтанного мутагенеза. Гены-мутаторы и антимутаторы. Связь мутабильности с нарушениями в синтезе ДНК (мутации в ДНК-полимеразном гене и др). Роль «редактирующей» нуклеазы. Пострепликативная репарация неспаренных оснований: роль метилирования ДНК (dam-система), функции mut-генов. Мутагенез, связанный с репарацией 8-оксигуанина и апуриновых сайтов. Мутагенная роль 5-метилцитозина в клетках млекопитающих.

Механизмы индуцированного мутагенеза, связанные с процессом репликации (действие нитрозогуанидина, акридиновых красителей). «Мутагенные» и «безошибочные» процессы репарации ДНК. Индуцибельные механизмы репарации. Система SOS-функций. Роль генов recA, lexA, umuCD в УФ-индуцированном мутагенезе. Генетический контроль репарационной системы «адаптивного ответа».

Тема 5. Апоптоз и регуляция индивидуального развития. Что такое аппоптоз, отличительные особенности, основные стадии (системы и белки, принимающие участие). Функции апоптоза. Какие нарушения апоптоза бывают и к чему они приводят. Молекулярные механи змы контроля апоптоза в организме. Аппоптоз и эмбриогенез.

3.2. Темы практических и лабораторных занятий:

Тема 1. Выделение ДНК.

Тема 2. Выделение РНК.

Тема 3. Визуализация фрагментов ДНК и РНК с помощью электрофореза в агарозных и полиакриламидных гелях. 

Тема 4. Синтез кДНК.

Тема 5. Проведение полимеразной цепной реакции (ПЦР)

Тема 6. Клонирование продуктов ПЦР в составе плазмидных векторов.

Тема 7. Проведение ПЦР в реальном времени, анализ результатов.

Тема 8. Определение нуклеотидной последовательности фрагмента ДНК методом Сенгера.

Тема 9. Анализ полиморфиза нуклеотидных последовательностей.

3.3. Тематика заданий для самостоятельной работы:

1.
Итоги определения нуклеотидных последовательнойстей геномов бактерий — сравнительная характеристика разных видов микроорганизмов.

2.
Целостность генома и горизонтальный перенос генов у представителей различных царств живого мира. Методы доказательства горизонтального переноса генов.

3.
Мобильные элементы, их видоспецифичность, механизмы распространения в природе.

4.
Мобильные элементы у эукариот. Гибридный дисгенез и его молекулярные механизмы, возможности использования для решения биотехнологических задач.

5.
Направленная модификация геномов. Возможности, практические успехи и проблемы.

6.
История регулирования направленных вмешательств в устройство генетического аппарата различных организмов.

7.
Перспективы и возможные ограничения молекулярной хирургии.

8.
Фундаментальные различия между механизмами регуляции активности генов у эукариот, бактерий и архей.

9.
Регуляция генетической активности на посттранскрипционном уровне у эукариот, возможности использования механизмов регуляции в терапевтических целях.

10.
Сравнение характеристик молекулярных механизмов поддержания стабильности геномов.

11.
Системы метилирования — рестрикции у микроорганизмов, возможности их использования в биотехнологии.
3.4. Примерный список вопросов к зачету:

1. Предмет молекулярной генетики. Преемственность проблем классической и молекулярной генетики.

2. Свойства нуклеиновых кислот как генетического материала.

3. Методы молекулярной генетики. Основные вехи в развитии технологии рекомбинатных ДНК.

4. Вирусы, бактерии и эукариотические микроорганизмы как модельные объекты молекулярной генетики.

5. Репликация ДНК. Полуконсервативный способ репликации ДНК.

6. Прерывистый характер синтеза ДНК. Этапы репликации.

7. Ключевые ферменты, участвующие в процессе репликации ДНК. Роль РНК-затравки. Свойства ДНК-полимераз.

8. Регуляция процессов репликации. Понятие о репликоне.

9. Особенности организации и репликации хромосом прокариот.

10. Особенности организации и репликации хромосом высших организмов.

11. Ориджины репликации. Репликация концов хромосом: структура теломерных участков.

12. Проблема стабильности генетического материала. Типы структурных повреждений ДНК.

13. Механизм и значение фотореактивации.

14. Эксцизионная репарация. Выщепление пиримидиновых димеров.

15. Пострепликативная репарация. Генетика и энзимологии.

16. Утрата и замещение нуклеотидов. Роль гликолаз и инсертетаз. Репарация путем замены модифицированных оснований.

17. Нарушение в системах репарации ДНК. Связь  с молекулярными наследственными болезнями и раком.

18. Общая или гомологичная рекомбинация.

19. Сайт специфическая и негомологичная рекомбинация.

20. Молекулярные механизмы генных мутаций.

21. Структурные мутации хромосом.

22. Геномные мутации. Причины возникновения.

23. «Мутагенные» и «безошибочные» процессы репарации ДНК. Индуцибельные механизмы репарации. SOS – репарация.

24. Частота мутирования. Концентрации мутаций в горячих точках.

25. Регуляция транскрипции у эукариот.

26. Позитивная и негативная регуляции.

27. Генетический анализ Lac-оперона.

28. Структурная часть гена Интроны и экзоны.

29. Альтернативный сплайсинг. Псевдогены.

30. Регуляторные участки гена. Энхансеры и сайленсеры.

31. Роль белков в регуляции активности генов. Регуляция транскрипции на уровне терминации.

32. Регуляция трансляции. РНК-интерференция.

33. Мобильные элементы генома. Функциональное значение и роль в возникновении мутаций, делеций и дупликаций.

34. Автономная и общая нестабильность генома. Молекулярные механизмы спонтанного мутагенеза.

35. Мобильные элементы прокариот.

36. Мобильные элементы эукариот. Ретротранспозоны.

37. Тандемные и диспергированные повторяющиеся участки ДНК. Роль ретротранспозонов в регуляции активности генов.

38. Полимеразная цепная реакция. Механизм и возможности использования в молекулярных исследованиях.

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: 

1. http://www.protein.bio.msu.ru/biokhimiya/index.htm - Интернет версия международного журнала по биохимии и биохимическим аспектам молекулярной биологии, биоорганической химии, микробиологии, иммунологии, физиологии и биомедицинских иссследований. Статьи в pdf-формате.

2. http://molbiol.ru — источник разнородной методической информации по молекулярной генетике и смежным дисциплинам, много полнотекстовых публикаций

3. http://www.bionet.nsc.ru/vogis — открытый доступ к полнотекстовым публикациям журнала Вавиловского общества генетиков и селекционеров. Многие оригинальные статьи и обзоры касаются проблем молекулярной генетики.

4. http://tusearch.blogspot.com  - Поиск электронных книг, публикаций, законов, ГОСТов на сайтах научных электронных библиотек. В поисковике отобраны лучшие библиотеки, в большинстве которых можно скачать материалы в полном объеме без регистрации. В список включены библиотеки иностранных университетов и научных организаций. 

5. http://elibrary.ru/defaultx.asp - Научная электронная библиотека, крупнейший российский информационный портал в области науки, технологии, медицины и образования, содержащий рефераты и полные тексты более 12 млн научных статей и публикаций.

6. http://6years.ru/index.php - портал бесплатной медицинской информации, содержит большое количество книг, учебных пособий биохимической и биофизической направленности.

Оборудование: 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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