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АВТОРСЬКА   НАВЧАЛЬНА ПРОГРАМА  
З КУРСУ  “ОСНОВИ   ГЕННОЇ   ІНЖЕНЕРІЇ”
Пояснювальна записка

Генетична інженерія – найсучасніший напрямок генетики, який визначає стрімкий розвиток цієї науки. Методи генетичної інженерії дозволяють не тільки глибше вивчати структуру і функціонування генів, що визначають розвиток будь-якого організму, але й створювати нові  форми живих організмів, корисні для людини. Генетична інженерія – основа сучасної біотехнології, чим обумовлене її  практичне значення.

Навчальний курс “Основи генної інженерії” включає розділи, присвячені вивченню основних маніпуляцій з  молекулами нуклеїнових кислот іn vitro; ферментів, що використовуються у генно-інженерних роботах; методів створення векторних молекул, конструювання і селекції рекомбінантних молекул ДНК. Значна увага приділяється проблемам експресії клонованих генів у складі гібридних молекул ДНК, особливостям проведення генно-інженерних робіт у бактерій, вірусів, еукаріотів.

 Мета курсу:  ознайомити студентів з інноваційними технологіями генної інженерії, які  дозволяють створювати генетично модифіковані організми та використовувати їх  для експериментальних досліджень і для  промислових  цілей.

Завдання курсу:

Теоретичні:

-  вивчити молекулярні механізми збереження, відтворення та реалізації         генетичної інформації;

- засвоїти способи створення геномних та кДНК  бібліотек;

- засвоїти способи конструювання in vitro рекомбінантних ДНК та їх використання в біотехнологічній індустрії;

- ознайомити студентів з новими біотехнологічними підходами до створення трансгенних тварин і рослин;

- обговорити соціально-економічні  та етичні проблеми трансгенозу живих систем.

Практичні:
- оволодіти методами генетичного конструювання клітин;

- оволодіти методами очищення, фракціонування та виділення метаболітів і макромолекул з біологічних об’єктів;

- набути навичок самостійного пошуку необхідної наукової інформації у періодичних виданнях  і через Інтернет.

Перелік знань та умінь студентів
По закінченні вивчення курсу студент повинен:

-  знати  основні напрямки та теоретичні досягнення в галузі біотехнології, молекулярної біології та генної інженерії; загальні положення  та операції генної інженерії, основні принципи одержання рекомбінантних ДНК, практичні аспекти  використання продуктів біотехнології;

- вміти: складати схеми конструювання організмів на основі об’єднання  фрагментів ДНК in vitro; визначати конкретний ген, який контролює синтез того чи іншого білка, а також визначати ген, в якому відбулася мутація; узагальнювати сучасні теоретичні знання  в галузі єдиного комплексу природничого циклу дисциплін (біохімія, мікробіологія, генетика, екологія, біотехнологія); використовувати одержану теоретичну інформацію при викладанні  шкільного курсу біології.

Міждисциплінарні зв’язки 
Курс займає провідне місце у підготовці спеціалістів-біологів. Він базується на  знаннях з біохімії, мікробіології, загальної та молекулярної генетики, молекулярної біології, цитології, біофізики, вірусології.

Методи генетичної інженерії, засвоєні студентами при вивченні курсу, можуть бути використані при виконанні дипломних та курсових робіт.
Загальна кількість годин, передбачених навчальним планом для вивчення цієї дисципліни, складає 108 годин, з них лекційних – 18 годин, практичних занять – 28 годин, самостійної роботи – 62 години. Курс вивчається у 9 семестрі. Вивчення курсу завершується складанням   диференційованого  заліку.
                                                       ЗМІСТ  ПРОГРАМИ
1. Предмет і задачі генетичної інженерії
Предмет генетичної інженерії. Теоретичні та методичні передумови виникнення генетичної інженерії. Задачі генної інженерії, зв'язок  з іншими науками.  Засновники генної  інженерії: В. Арбер, Д. Натанс, Х. Смит, П. Берг, У. Гілберт, Ф. Сенгер, їхній  внесок у розвиток даного напрямку  досліджень.
Головні напрямки та перспективи развитку сучасної  науки. Історія виникнення та розвитку досліджень у галузі генетичної інженерії. Розвиток генетичної інженерії в Україні.

Генна інженерія  як складова частина біотехнології. Методологія генетичної інженерії. Основні етапи генно-інженерних робіт. Об'єкти генної інженерії. Стан, проблеми, перспективи, практичне значення. Сучасний досвід одержання  трансгенних об'єктів. Структурна та функціональна геноміка.
Соціальне значення генетичної інженерії. Роль генної інженерії у розвитку біотехнології, сільського господарства, медицини, охорони природи. Вітчизняне та міжнародне законодавство у галузі генетичної інженерії.

2. Структурно-функціональна організація геномів вірусів, прокаріотів та еукаріотів.  Особливості геному людини
Загальні уявлення про геном. Центральна догма молекулярної біології. Сучасне поняття про ген. Транскрипція. Регуляторні елементи генів. Генетичний код. Схема реалізації генетичної інформації в організмі.
Особливості структурно-функціональної організації геному вірусів. Звичайна і змішана реконструкція вірусів. Трансдукція. Лізогенія.
Особливості структурно-функціональної організації геному бактерій. Плазміди та мобільні генетичні  елементи бактерій. Будова IS-елементів та транспозонів (Tn3, Tn5, Tn9) бактерій. Гени прокаріотів, організовані в оперон. Особливості транскрипції генів прокаріотів. 
Особливості молекулярної організації генів еукаріотів. Особливості транскрипції генів еукаріотів. Типи генів. Мозаїчність генів еукаріотів. Надлишковість ДНК. Повторення. Нестабільні генетичні елементи. Регуляторні промоторні елементи (ТАТА, СААТ и GC). Енхансери, сайленсери, інсулятори.
Рухливі генетичні елементи геному еукаріотів. Ретротранспозони. Мобільні елементи еукаріотів з кінцевими инвертованими повторами.
Геном людини та його основні компоненти. Сателітна ДНК. Обернені повтори. Помірні та низькокопійні повтори. Мультигенні родини. Псевдогени. Онкогени.

Мінливість геному. Поліморфні сайти рестрикції. Мобільність геному. Облігатні та факультативні елементи геному. Ізохори. Метилування ДНК. Гіперчутливі сайти геному.
3. Особливості використання  біофізичних та біохімічних  методів  при проведенні  генно-інженерних  робіт

Оптичні  методи, що використовуються для вимірювання концентрації нуклеїнових кислот, білків, антибіотиків, інших метаболітів. Принцип дії та особливості  проведення досліджень за допомогою фотоелектроколориметрів, спектрофотометрів, спектрофлуориметрів.

Принцип метода гель-електрофорезу нуклеїнових кислот.  Приготування препаратів нуклеїнових кислот для електрофорезу. Особливості електрофоретичного фракціонування фрагментів сумарної ДНК, вірусної ДНК, різних типів РНК, білок-нуклеїнових комплексів. Принцип методу імпульсного гель-електрофорезу ДНК. Особливості імпульс-електрофорезу цілих хромосом, їх макрофрагментів та гігантських плазмід. Виділення ДНК з гелів.

Ультрацентрифугування нуклеїнових кислот. Основні поняття теорії седиментації. Центрифугування ДНК у градієнтах хлориду цезію. Виділення препаратів тотальної та плазмідної ДНК при центрифугуванні у градієнтах хлориду цезію з бромідом етидію.

Методи кількісного визначення ферментів. Одиниці ферментативної активності. Методи визначення ферментативної активності. Метод Луорі для визначення концентрації сумарного вмісту білка у пробі. Побудова калібрувальних кривих. Неспряжені (неперервні) та спряжені методи дослідження активності ферментів.

4. Ферменти, що  використовуються в генній інженерії

Ферменти, що  використовуються при конструюванні рекомбінантних ДНК: ферменти, за допомогою яких  одержують  фрагменти ДНК (нуклеази рестрикції); 

- ферменти, що синтезують  ДНК на матриці  ДНК (полімерази) або РНК (зворотні  транскриптази); 

- ферменти, що  з’єднують  фрагменти ДНК (лігази); 

- ферменти, що  дозволяють  змінити  структуру кінців фрагментів ДНК (термінальні  трансферази). 
4.1. Властивості  нуклеаз та способи їх використання в генній інженерії

Явище модифікації-рестрикції. Метилювання ДНК фагів і  бактерій. Вплив метилування на розщеплення ДНК ендонуклеазами рестрикції. Виявлення сайтів метилування ДНК. ДНК-метилази, їх використання для одержання великих рестрикційних фрагментів ДНК. 
Ферменти рестрикції і модифікації. Механізм дії  рестриктаз. Номенклатура та характеристика рестриктаз. 
Класифікація рестрикуючих ендонуклеаз. Системи модифікації-рестрикції класу І. Ендонуклеази рестрикції класу І та ІІІ. Ендонуклеази рестрикції класу ІІ. Характеристика сайтів впізнавання цих ферментів. Ізошизомери. Розщеплення молекул ДНК за допомогою ендонуклеаз рестрикції класу ІІ. Умови розщеплення. Класи рестриктаз: часто- (4-5 п.о.), середньо-(6-8 п.о.)  та рідкорозщеплюючі (8-12 п.о.).
Основні способи використання ендонуклеаз рестрикції класу ІІ в генетичній інженерії. Принципи фізичного картування геномів. Методи побудови рестрикційних карт. Отримання та аналіз макрофрагментів ДНК. Побудова РFGE-карт хромосом.

Рестрикційне картування. Побудова карт рестрикції.

Варіабельні мікро- та мінісателітні ДНК. ДНК-фінгерпринт. Геномна дактилоскопія. Використання ендонуклеаз рестрикції для отримання та аналізу геномних фінгерпринтів, виявлення перебудов геному та точкових мутацій, підрахунку числа копій генів, вивчення білок-нуклеїнових взаємодій та генетичного поліморфізму. 
Поліморфізм довжини рестрикційних фрагментів ДНК (ПДРФ). ПДРФ-аналіз та його використання. 
4.2. Властивості ДНК-полімераз та способи їх використання в генній інженерії
Загальна характеристика ДНК-полімераз, які використовуються в генній інженерії. Типи нуклеазної активності: 5’- 3’- полімеразна, 5’- 3’- екзонуклеазна, 3’- 5’ – екзонуклеазна, їх використання в генно-інженерних роботах. 
Будова та властивості ДНК-полімерази І та її Кленов-фрагмента, ДНК-полімераз фагів Т4 і Т7.  
ДНК-залежна ДНК-полимераза I Е.со1i, її використання для введення кінцевої радіоактивної мітки, «затуплення» кінців ДНК та ник-трансляції. 

Будова, властивості  РНК-залежних ДНК-полімераз (зворотніх транскриптаз) ретровірусів, їх використання для одержання кДНК. Схема синтезу дволанцюгових ДНК-копій молекул РНК. 
Умови синтезу ланцюгів ДНК іn vitro за допомогою ДНК-полімераз.

4.3. ДНК-лігази, їх будова і функції. Типи ДНК-лігаз, що використовуються у генній інженерії. Механізм лігірування ДНК віруса Т4 ДНК-лігазою. 
4.4. Термінальні  трансферази. Будова та властивості термінальної дезоксинуклеотидил-трансферази (термінальної  трансферази  або полі-А – полімерази).

5. Методи аналізу   нуклеїнових  кислот

5.1. Виділення та очищення  препаратів ДНК та РНК
Приготування  зразків тваринних та рослинних тканин, культур мікроорганізмів для виділення нуклеїнових кислот. Методи виділення тотальної ДНК. Етапи виділення ДНК.

Особливості виділення плазмідної та вірусної ДНК. Способи депротеїнізації нуклеїнових кислот. Виділення РНК з препаратів ДНК. Приготування препаратів РНК з бактеріальних клітин. Виділення polyA- РНК.

5.2. Синтез генів in vitro
Способи синтезу генів: хімічний і ферментативний, особливості їх використання. 

Хімічний синтез олігодезоксирибонуклеотидів. Захист функціональних груп нуклеозидів та  нуклеотидів у реакціях хімічного синтезу олігонуклеотидів. Методи хімічного синтезу олігонуклеотидів: фосфатдиефірний, фосфаттриефірний, фосфіттриефірний. Принцип блочного синтезу. 

Етапи синтезу дволанцюгових фрагментів ДНК  in vitro. Властивості ДНК-лігаз. Синтез Х.Кораною генів т-РНК. Синтез К.Ітакурою генів інсуліну, соматотропину. Хімічний синтез лінкерів, адаптерів, регуляторних ділянок, ДНК-зондів, праймерів, нонсенс-кодонів.

Ферментативний синтез генів. Властивості та особливості використання полінуклеотидфосфорилаз. Синтез к-ДНК за участю зворотної транскриптази (ревертази). Етапи синтезу к-ДНК. Праймери для зворотної транскрипції. Методи виділення індивідуальних к-ДНК. 

Комбінування хімічного та ферментативного синтезу полінуклеотидів. Монтування генів.

5.3.  Молекулярна гібридизація нуклеїнових кислот
Включення міток у молекули  ДНК і РНК in vitro. Поняття про ДНК-зонд.
Включення міток у ДНК за допомогою методу нік-трансляції та методу випадкових гексануклеотидних праймерів. Мічення 3’-кінців ДНК за допомогою ДНК-полімераз та термінальної трансферази. Дефосфорилювання ДНК лужною фосфатазою. Включення 5’- кінцевої мітки за допомогою полінуклеотидкінази. 

Використання ПЛР для мічення ДНК. Мічення ДНК за допомогою транскрипції in vitro. Мічення к-ДНК за допомогою зворотної транскрипції.

Гібридизація нуклеїнових кислот in situ. Блот-гібридизація нуклеїнових кислот. Гібридизація з використанням колоній, утворених мікроорганізмами та бляшок, утворених вірусами. Методи детекції та оцінки гібридизаційних сигналів. Хемілюмінесцентна та колориметрична детекція гібридизації. Аналіз результатів ДНК-РНК та ДНК-ДНК –гібридизації.

Напрямки використання методів гібридизації нуклеїнових кислот (ідентифікація генів та вивчення їх експресії, діагностика спадкових захворювань та інфекційних агентів, визначення  спадкового поліморфізму, проведення  таксономічних досліджень та  геномної дактилоскопії тощо).

Створення і використання ДНК-мікрочіпів.

Основні недоліки метода блот-гібридизації.

5.4.  Секвенування нуклеїнових кислот

Секвенування (визначення нуклеотидної послідовності) молекул нуклеїнових кислот. Загальні підходи до визначення первинної структури біополімерів. 

Методи визначення нуклеотидної послідовності РНК. Характеристика РНКаз, що використовуються при секвенуванні РНК. Специфічне розщеплення РНК на великі фрагменти. Метод часткового розщеплення РНК-азами термінально мічених РНК. Метод формамідного гідролізу з ідентифікацією новоутворених 5' - кінцевих ділянок. Метод специфічного хімічного розщеплення РНК. Непряме секвенування РНК через синтез кДНК.

Методи визначення нуклеотидної послідовності ДНК. Метод секвенування ДНК за допомогою специфічного хімічного розщеплення ( метод Максама і Гілберта). 
Секвенування ДНК методом  полімеразного копіювання  Сенджера (метод термінуючих аналогів нуклеотидів). Характеристика векторів для секвенування ДНК.

Гібридизація нуклеїнових кислот in situ як метод виявлення специфічних послідовностей нуклеотидів. Використання сайтів рестрикції в якості генетичних маркерів ДНК. Фізичне картування ДНК. Поняття про шмер.
Фіксація нуклеїнових кислот на фільтрах. Блоттинг. Електроблотинг.  Методи гібридизації нуклеїнових кислот: гібридизація за Саузерном, Нозерн-блоттинг, Вестерн-блоттинг, дот- та слот- гібридизація (етапи проведення та розрішальна здатність).  Концепція STS-маркерів. Комп’ютерний аналіз нуклеотидних послідовностей. 
Полімеразна  ланцюгова  реакція (ПЛР).  Будова  сучасного ампліфікатора. Компоненти  реакційної  суміші, необхідні  для проведення ПЛР. Властивості Taq-ДНК-полімерази. Фактори, що впливають на точність синтезу ДНК та можливості її підвищення. Специфічність та ефективність ПЛР. Цикли ПЛР. Джерела ДНК для ПЛР. Варіанти ПЛР (RT-ПЛР, ПЛР-in situ, асиметрична ПЛР та ін..) та їхні  можливості. 

Ампліфікація довгих фрагментів ДНК. Методи підвищення точності ампліфікації.  Имуно-ПЛР. Випадкова ампліфікація поліморфних послідовностей (метод RAPD). ПЛР in situ. Емульсійна ПЛР. Принцип дії зондів: Taq-Man, зондів, основаних на FRET, «молекулярних маяків», праймерів типу «Скорпіон».

Використання ПЛР для клонування та конструювання генів, вивчення їх експресії, секвенування ДНК, детекції мутацій, виявлення патогенів, пренатальної діагностики статі, діагностики раку та інших спадкових захворювань, пошуку специфічно людських ДНК, вивчення зчеплення генів, внутрівидового генетичного поліморфізму і таксономічних досліджень. ПДРФ-аналіз та полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) як методи аналізу геномної ДНК. Одержання точкових мутацій, делецій і вставок за допомогою ПЛР. Проблема кількісного визначення вмісту матричних полінуклеотидів в ампліфікованих зразках.
Електронна  ПЛР. Підготовка матриць для полімеразного копіювання. Переваги і недоліки вказаних методів. 
Альтернативні техніки секвенування (використання скануючої тунельної мікроскопії, секвенування за допомогою молекулярної гібридизації).

Стратегії секвенування всього генома  окремих  організмів. Секвенування кДНК.  Етапи секвенування великих ділянок ДНК.
Принцип автоматичного  секвенування ДНК. Аналіз даних секвенування. Бази даних секвенованої ДНК. Приклади секвенування ДНК окремих хромосом та геномів. Геноміка, транскриптоміка, протеоміка.
6.  Вектори та  векторні  системи
Поняття про вектор. Вимоги до векторних молекул. Типи векторів, їх конструювання. Вектор та його ємкість. Полілінкер. Функціональна класифікація векторів: экспресуючі вектори, човникові (бінарні) вектори. Властивості бактеріальних плазмід, що використовуються при конструюванні  векторних молекул: здатність до автономної  реплікації, контроль кількості  копій, консервативність разміру, групи сумісності.
Маркерні гени, які використовують в векторах загального призначення. Підходи до конструювання векторів ( зменшення розміру молекул, введення та видалення сайтів розщеплення рестриктазами, включення селективних маркерних генів).
Плазміди серії  pBR як основа   конструювання плазмідних векторів.
Плазмідні вектори загального призначення для E.coli та інших бактерій. Плазмідні вектори для прямого добору, для клонування промоторів та термінаторів, клонування кДНК.
Вектори для секвенування ДНК. Фагмідні вектори, їх констрування та використання. 
Вектори для прямого клонування продуктів ПЛР.
Вектори на основі хромосоми фага λ. Способи упаковки рекомбінантної ДНК у фагові частки. 
Косміди, їх будова та особливості використання. Принципи конструювання і селекції рекомбінантних ДНК на основі космід.
Ретровірусні та аденовірусні вектори. Принципи адресної доставки трансгенів. Керування експресією трансгенів у клітинах-мишенях. Переваги і недоліки фагових векторів.
Ефективність трансфекції рекомбінантними ДНК. Системи пакування рекомбінантних ДНК in vitro.
Принципи конструювання та використання векторів на основі ниткоподібних фагів.
Конструювання, будова і використання дріжджових штучних хромосом (YAC). Векторні системи на основі фага Р1 (PAC). Бактерійні штучні хромосоми (BAC). Штучні хромосоми ссавців (MAC) та людини (HAEC).
7. Клонування генів. Створення бібліотек та  клонотек  генів і геномів

Клонування як один з методів виділення та ідентифікації фрагментів ДНК, а також одержання їх у необмеженій кількості. Використання виділених та ідентифікованих фрагментів у молекулярному аналізі, в якості ДНК-зондів, для створення бібліотек генів.

Клонування фрагментів ДНК за сайтами  рестрикції, а також з використанням адаптерів, лінкерів та коннекторів.
Типи бібліотек ДНК з використанням мікроорганізімів: геномна та клонова (кДНК). 
Геномні  бібліотеки. Клонування  ДНК in vivo. Створення і вивчення бібліотеки геному як умова його фізичного картування та секвенування. Особливості підготовки матеріалу для отримання бібліотеки: виділення окремих хромосом, фрагментація та фракціонування ДНК. Розрахунок числа рекомбінантних клонів, необхідних для отримання репрезентативної бібліотеки генома. Формула Кларка і Карбона. 
Характеристика загальних стратегій створення рекомбінантних ДНК: метод "дробовика" (shotgun - клонування), ПЛР - клонування, клонування із використанням гетерологічних гібридизаційних проб. "Прогулянки" по хромосомах. Позиційне клонування.
Методи побудови контигів та суміщених фізично-генетичних карт (енциклопедій геномів). 
Бібліотеки та клонотеки кДНК, генів та нуклеотидних послідовностей. 
К-ДНК - бібліотеки. Ампліфікація бібліотек. Клонотеки генів. Способи їх одержання. Поняття про репрезентативність клонотеки. Клонотеки геномної ДНК та кДНК.  Пошук послідовностей нуклеотидів у клонотеках генів. Використання мічених зондів: гомологичні та гетерологічні зонди. Одержання бібліотек EST-послідовностей.  Методи скринингу бібліотек та клонотек ДНК з метою виявлення певних генів. Гібридизація із зондами. Використання ПЛР. Використання  антитіл та функціональні тести.
Зворотня трансляція. Використання антитіл для добору клонів в експресованих клонотеках. Клонування  in silico.
8. Способи конструювання та введення рекомбінантних ДНК у клітину. Селекція рекомбінантних молекул ДНК  та експресія генів
Поняття про рекомбінантну ДНК. Основні методи зшивання фрагментів ДНК in vitro. Створення  рекомбінантних молекул за одноіменними "липкими" кінцями (рестриктазно- лігазний метод). Схема рестриктазно - лігазного метода.
Створення рекомбінантних молекул ДНК конекторним методом (за “тупими кінцями”). Схема методу. 

Зшивання  фрагментів ДНК з  різноіменними липкими кінцями. Використання лінкерів. Метод інсерційної інактивації маркерних генів вектора. 

Огляд методів введення екзогенної ДНК у  клітину. Біологічні, хімічні, фізичні та механічні методи введення рекомбінантних ДНК у клітини. Способи введення рекомбінантного гена в клітину: векторний та за допомогою прямого введення. 

Векторний спосіб введення рекомбінантної ДНК. Вимоги до векторної ДНК, її склад.  Трансформація  бактеріальних клітин. 
Способи введення ДНК у культивовані клітини тварин: перенесення генів за допомогою вірусів, перенесення генів з використанням клітинних  рецепторів.

Біобалістика  та інші способи прямого введення рекомбінантної ДНК у клітину. 
Трансфекція. Трансфекція клітин, опосередкована фосфатом кальцію.
Мікроін’єкції. Бомбардування  клітин  мікрочастками. Електронна  пушка.
Електропорація. Створення мікроотворів  у клітинних мембранах за допомогою лазера. 
Метод «міні-клітин».  Упаковка в ліпосоми. 
Фенотипова селекція клонів клітин, що несуть гібридні ДНК. Групи маркерних генів, які дозволяють  відрізнити  трансформовані клітини: селективні та репортерні, їх характеристика. Селекція гібридних ДНК за допомогою гібридизаційних та імунологічних методів. 
Генетична трансформація клітин бактерій. 
Введення генів у клітини ссавців. Генетична трансформація соматичних клітин  ссавців. Генетична трансформація статевих клітин ссавців. Одержання трансгенних організмів.
Основні підходи до досягення ефективної експресії клонованих генів. Регуляція експресії прокаріотичних генів. Атенуація. Грамнегативні бактерії як експресуючі системи. 
Регуляція експресії генів еукаріотів. Системи експресії на основі культури клітин тварин. Клітини із штучно порушеною проникністю зовнішніх мембран. Неклітинні білоксинтезуючі системи. 
Вплив числа копій клонованого гену на його експресію. 
Принципи створення векторів, які б забезпечували інтеграцію клонованих генів в хромосому бактерій. Вплив інтеграції клонованого гену в хромосому реципієнта на його експресію. Особливості векторів експресії для клітин дріжджів, дрозофіли, ссавців.

Способи досягнення високоефективної транскрипції генів, що клонуються. Характеристика промоторів, які використовують в векторах експресії. Системи індукції та репресії транскрипції з промоторів, що містяться в векторах експресії. Контрольована експресія клонованих генів в клітинах продуцентів, які культивують в промислових масштабах. Двоплазмідні системи експресіі генів. Транскрипційні термінатори в векторах експресії.

Трансляційна регуляція експресії клонованих генів. Зв'язок між невипадковим використанням кодонів і ефективністю експресії генів. Регуляція на рівні ініціації та термінації трансляції. Трансляційні енхансери в векторах експресії. Підходи до стабілізації мРНК клонованих генів. 
Теоретичне та практичне значення оптимізації експресії клонованих генів.
Особливості експресії генів при перенесенні їх між різними видами прокаріотів. 
Особливості експресії генів бактерій в клітинах еукаріотів.
Експресія генів еукаріотів в клітинах прокаріотів.
Експресія генів при перенесенні їх між різними видами еукаріотів.
9. Мутагенез in vitro та білкова інженерія

Теоретичне та практичне значення мутагенезу in vitro та білкової інженерії.
Мутагенізація рекомбінантних ДНК in vitro для отримання випадкових мутацій в клонованих генах. Генерація мутацій в рестрикційних сайтах. Використання лінкерів для отримання мутацій у певних сайтах. Конструювання мутантів з делеціями в певних позиціях геному. Отримання випадкових замін нуклеотидів за допомогою обробки ДНК бісульфітом натрію. 
Використання олігонуклеотидів для спрямованого мутагенезу. Одержання множинних мутацій в обмежених ділянках ДНК за допомогою "вироджених" олігонуклеотидів. Конструювання синтетичних мутантних генів за допомогою двох пар олігонуклеотидів. Внесення точкових мутацій за допомогою ПЛР.

Генно-інженерне конструювання та розщеплення білків. Процедури білкової інженерії. Введення дисульфідних зв'язків, зменшення числа вільних сульфгідрильних залишків, заміни залишків амінокислот. Підходи до збільшення активності ферментів та зміни їх специфічності.
Пострансляційне згортання, модифікація та компартменталізація генно-інженерних білків. Секреція генно-інженерних білків та їх деградація. Підходи до мінімізації протеолізу генно-інженерних білків.
10. Генетична інженерія промислових мікроорганізмів

Основні напрямки, теоретичне та практичне значення генетичної інженерії промислових мікроорганізмів. Маркерні гени та вектори для бацил, псевдомонад, актиноміцетів, метилотрофних, молочнокислих та бульбочкових бактерій, клостридій та коринебактерій. Стратегія клонування ДНК в клітинах цих бактерій, особливості введення в їх клітини екзогенної ДНК та експресії рекомбінантних ДНК.

Створення "гібридних" метаболітичних шляхів для продукції вторинних метаболітів та катаболізму  ксенобіотиків. 
Створення генно-інженерних штамів бактерій - продуцентів амінокислот, гормонів, інтерферонів та інших біологічно активних сполук.
Основні класи дріжджових векторів: інтегративні та реплікативні плазмідні вектори, штучні хромосоми. Методи перенесення екзогенної ДНК в клітини дріжджів. Особливості експресії в клітинах дріжджів клонованих генів. Сегрегація рекомбінантних плазмід в культурі дріжджів. Клонування генів дріжджів за допомогою комплементації. Основні напрямки створення генно-інженерних промислових штамів дріжджів та міцеліальних грибів.

Злиття протопластів як метод конструювання і вивчення штамів мікроорганізмів.
11.  Генетична  інженерія  рослин

Генетична інженерія рослин. Соматичний ембріогенез. Ембріональні стовбурові  клітини  рослин. Культура калусу та суспензійні культури клітин. Фітогормони, що використовуються  для регенерації  рослин. Отримання та використання культур клітин вищих рослин. Виділення, злиття та регенерація протопластів рослин.
Маркери для генетичної інженерії рослин. Селекція, вивчення та використання соматичних гібридів рослин. Трансформація цілих росдин (in planta). Трансгенні  хлоропласти. Переваги використання хлоропластів для експресії трансгенів. Одержання  транспластомних одноклітинних водоростей.
Методи, що використовуються  для трансформації різних об’ктов рослинного походження. Системи  контролю експресії  рекомбінантних генів  рослин.
Напрямки створення нових технологій на основі культивованих тканин та клітин рослин: одержання біологічно активних  речовин  рослинного походження;  традициційних продуктів вторинного метаболізму (токсинів, гербіцидів, регуляторів росту, алкалоїдів, стероидів, терпеноїдів, що мають медичне  використання); прискорене клональне мікророзмноження рослин, що дозволяє з одного експлантата одержати від 10000 до 1000000 генетично однакових рослин  за рік; одержання безвірусних рослин тощо.
Генна інженерія рослин,  її витоки. Агробактеріальна інфекція. Ti-плазміди агробактерій та перенесення Т-ДНК в клітини рослин. Структура сигнальних молекул пошкодженої рослини, які активують перенесення  T-ДНК.
Вектори рослин на основі Ti-плазмід Agrobacterium tumefaciens та Ri - плазмід A.rhizogenes. Бінарні та коінтегральні векторні системи на основі Ті - плазмід.
Векторні молекули на основі хлоропластної та мітохондріальної ДНК, геномів вірусів та віроїдів, мобільних генетичних елементів рослин.

Методи перенесення екзогенної ДНК у   клітини рослин: за допомогою плазмід агробактерій (для дводольних рослин), бомбардування мікрочастками (балістичний метод); електропорація; обрабка поліетиленгликолем; перенесення ДНК у складі липосом; агролітичний комбінований метод та ін.
Експресія генів,  клонованих  у клітинах рослин. Використання антисенс -РНК для контролю експресії генів рослин.

Принципова схема отримання трансгенних рослин. Етапи одержання трансгенних рослин за допомогою  агробактерій. Методи  введення сконструйованих  Ti-плазмід у рослинну клітину: інокуляція сконструйованих штамів у пошкоджені  (поранені) області рослини,  трансформація протопластів шляхом кокультивування їх з  агробактеріями
Основні напрямки використання трансгенних рослин. Створення трансгенних рослин, стійких до ураження комахами, до гербіцидів, толерантних до стресів. 
Генно-інженерні маніпуляції, спрямовані на підвищення ефективності біологічної азотфіксації рослин, підвищення ефективності фотосинтезу, зміну пігментації квітів, збільшення рівня синтезу та модифікацію рослинних метаболітів. Сучасний етап розвитку генетичної інженерії рослин -  "метаболітична інженерія", її сутність. Задачі метаболітичної інженерії. 
Переваги  і труднощі використання рослин як об’єкта  генно-інженерних  досліджень.
Теоретичне та практичне значення генетичної інженерії рослин, її  досягнення та  перспективи розвитку. Одержання та досвід використання  рослинних геномодифікованих об'єктів. Властивості, вплив на якість  продуктів харчування. 
Проблеми  біологічної безпеки трансгенних  рослин. 

Тема 12. Генетична інженерія тварин

Клонування  багатоклітинних організмів. Етапи клонування. Методи
введення ядер соматичних клітин  в яйцеклітини. Причини низької ефективності клонування. Стадії клонування ссавців. Два підходи до клонування  людини: терапевтичне та  репродуктивне клонування. Неможливість створення ідентичних копій (клонів) багатоклітинних организмів.
Генна інженерія  тварин.
Феномен трансгенозу. Необхідність одержання трансгенних  тварин.
Культивування тваринних клітин in vitro. Маркерні гени для генної та клітинної інженерії тварин. Гібридизація соматичних клітин тварин.
Вектори, що використовуються  для доставки трансгенів в організм ссавців: ретровірусні та аденовірусні вектори,  вектори на основі аденоасоційованих вірусів. Перенесення генетичного матеріалу в тваринні клітини за допомогою міні-клітин, ізольованих ядер та хромосом, ліпосом. Вектори для тваринних клітин на основі папіломовірусів, вірусу вісповакцини. Вектори для Drosophila на основі P-елементів. Невірусні вектори для тваринних клітин.

Шляхи отримання трансгенних тварин. Методи перенесення in vitro екзогенної ДНК в тваринні клітини: пряма мікроін’єкція  ДНК у пронуклеуси  запліднених яйцеклітин; використання  ембріональних стовбурових клітин (ES); використання  рекомбінантних вірусів для зараження ембріональних клітин  зародка.
Фактори, що  впливають  на експресію  трансгенів в організмі трансгенних тварин. Спрямована активація та інактивація генів in vivo. Класичний підхід до одержання генних нокаутів: використання гомологічної рекомбінації. Сучасні методи інактивації генів з використаннямм енхансерних, генних та промоторних ловушок.
Мікроін'єкції ДНК в пронуклеус запліднених яйцеклітин. Інтеграція трансгенів в хромосоми тварин. Експресія трансгенів в тваринних клітинах.
Методи, проблеми та перспективи клонування хребетних тварин.
Трансгенні тварини- біореактори («біологічні фабрики»). Трансгенні тварини з виключеними генами (генний нокаут). Трансгенні тварини як генетичні моделі спадкових захворювань.
Використання трансгенних тварин у фундаментальних дослідженнях.
Основні напрямки та досягнення генної інженерії тварин. Використання трансгенних тварин  у  тваринництві. Використання  досягнень генної інженерії у  тваринництві  та  рослинництві.
13. Генна терапія спадкових захворювань людини

Поняття про генну терапію. Типи генотерапії: заміщуюча та корегуюча, їх особливості. Захворювання людини, до яких  можна  застосовувати   генотерапію. Розробка програми генної терапії, її етапи. Стратегії генної терапії (перенесення в клітину "здорового" гена, пригнічення небажаної функції гена, посилення імунної відповіді).

Шляхи ex vivo та in vivo перенесення генетичної інформації в організм хворих. Приклади  лікування хвороб  шляхом генотерапії ex vivo та in vivo.
Вектори для генної терапії (вірусні, невірусні). Маркери в генній терапії. Клінічні протоколи генної терапії ( з використанням гемопоетичних клітин, з використанням гепатоцитів та ін.) Використання таргетинга та антисенс - нуклеотидів в генній терапії.
Підходи до генної терапії раку. Генна терапія інфекційних захворювань. Перспективні шляхи використання методів генотерапії.
Етичні проблеми генної терапії. Проблеми генетичної безпеки людини. Законодавство з питань генетичної безпеки людини.

Сучасні проблеми та  практичне  використання досягнень генної інженерії.
Перспективи розвитку генної інженерії  у XXI столітті.

                           ПРАКТИЧНІ  ЗАНЯТТЯ
Тема 1. Особливості структурно-функціональної організації геномів вірусів, прокаріотів та еукаріотів.
Тема 2. Побудова рестрикційних  карт геному  еукаріотів.
Тема 3. Принцип метода гель-електрофорезу нуклеїнових кислот.
Тема 4. Методи добору мутантів за допомогою індикаторних середовищ.
Тема 5. Ферменти, що  використовуються в генно-інженерних роботах
Тема 6. Полімеразна ланцюгова реакція  та ПДРФ-аналіз.
Тема 7. Способи одержання бібліотек та клонотек  кДНК і генів.
Тема 8.  Вектори та  векторні  системи.
Тема 9. Методи секвенування нуклеїнових кислот.
Тема 10.  Способи спрямованої активації та інактивації генів in vivo.
Тема 11. Способи одержання генно-модифікованих  промислових        мікроорганізмів.
Тема 12. Методи одержання трансгенних  рослин.
Тема 13. Способи одержання трансгенних тварин.
Тема 14. Методи генотерапії спадкових  захворювань людини.
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