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ВВЕДЕНИЕ
Методические указания к семинарским занятиям по дисциплине «Генная и клеточная инженерия» предназначены для аспирантов факультета промышленной технологии лекарств, обучающихся по специальности 19.06.01 «Промышленная экология и биотехнология», 06.06.01 «Биологические науки», квалификация – исследователь, преподаватель - исследователь.
Содержание методических указаний соответствует рабочей программе по дисциплине «Генная и клеточная инженерия». Методические указания предназначены для подготовки аспирантов к семинарским занятиям по курсу «Генная и клеточная инженерия» и содержат тематику проводимых занятий, контрольные вопросы и задания для домашней работы, приведен список основной и дополнительной литературы.
При изучении дисциплины «Генная и клеточная инженерия» аспиранты должны:
 дать представление об основных методах оперирования генетическим материалом, получения и использования генетически-модифицированных организмов, направленного изменения структуры белков, ферментов, управления метаболизмом клетки;
научить самостоятельно проводить анализ нуклеотидной и аминокислотной последовательностей биомолекул;
 сформировать готовность к использованию биохимических, генетических, цитологических методов анализа при проведении научно-исследовательских и технологических работ в области генетической инженерии и биотехнологии. 
Изучение дисциплины «Генная и клеточная инженерия» направлено на формирование у обучающихся следующих универсальных, общепрофессиональных и профессиональных компетенций:
УК-1 Способность к критическому анализу и оценке современных научных достижений, генерированию новых идей при решении исследовательских и практических задач, в том числе в междисциплинарных областях.
ОПК-4 Способность и готовность к использованию лабораторной и инструментальной базы для получения научных данных 
ОПК-3 способностью и готовностью к разработке новых методов исследования и их применению в самостоятельной научно-исследовательской деятельности в сфере промышленной экологии и биотехнологий; с учетом правил соблюдения авторских прав
ПК-2  Способность участвовать в разработке и создании новых биопрепаратов на основе генной и клеточной инженерии с использованием различных биообъектов
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ТЕМА №1
ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ
Цель занятия:
Изучить особенности культивирования штаммов продуцентов рекомбинантных белков: состав питательных сред, параметры технологического процесса культивирования, особенности внесения добавок: антибиотики, индукторы; оборудование для культивирования рекомбинантных штаммов микроорганизмов; получение посевного материала; условия хранения рекомбинантных штаммов и поддержания культур.
Темы для обсуждения.
1. Технология рекомбинантной ДНК.
2. Основные стадии молекулярного клонирования
3. Ферменты, используемые при конструировании рДНК.
4. Особенности промышленного культивирования рекомбинантных штаммов.
5. Оборудование для культивирования рекомбинантных штаммов микроорганизмов.
6. 
Вопросы и задания.
· Задание 1
Фрагмент цепи ДНК имеет последовательность нуклеотидов ЦЦТАГААЦЦТТЦГАТ. В результате произошедшей мутации в четвертом триплете третий нуклеотид был заменен на «Т». Определите последовательность нуклеотидов на иРНК по исходной и измененной ДНК в результате мутации. Объясните, как изменяться свойства белка после произошедшей мутации. Для выполнения задания используйте таблицу генетического кода.
· Задание 2
Фрагмент цепи ДНК имеет последовательность нуклеотидов  ЦЦЦАЦГТЦАГЦЦТАТ. В результате произошедшей мутации во втором триплете выпал первый нуклеотид. Определите последовательность аминокислот по исходной и измененной ДНК. Определите последовательность аминокислот по исходной и измененной последовательности иРНК. Объясните, как изменяться свойства белка после произошедшей мутации. Для  выполнения задания используйте таблицу генетического кода.
· Задание 3 
С помощью схемы объясните, как осуществляется работа оперона А и оперона Б при выращивании E. coli на смешанном субстрате, состоящем из глюкозы и галактозы.
Схема регуляции синтеза белка
ДНК         ПО   СГ1   СГ2   СГ3                        ПО   СГ4   СГ5     СГ6     СГ7             ДНК
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Правила пользования таблицей
Первый нуклеотид в триплете берется из левого вертикального ряда, второй нуклеотид – из верхнего горизонтального ряда и третий – из правого вертикального. Там, где пересекутся линии, идущие от всех трех нуклеотидов, и находится искомая аминокислота.
Ключевые термины: рестриктаза (рестрикционная эндонуклеаза), сайт узнавания, «липкие концы», «тупые концы», метилазы, лигазы, вектор, линкер, полилинкер, селективный маркер.
Контрольные вопросы.
1. Какова роль рестриктаз в клетках бактерий?
2. Чем обусловлено действие рестриктаз?
3. Чем отличаются рестриктазы между собой?
4. По какому принципу дают название рестриктазам?
5. Каким образом клетки защищаются от действия собственных рестриктаз?
6. Почему в качестве векторов не используют кольцевую ДНК бактерии и линейные хромосомы эукариот?
7. Как выделяют плазмиды из бактерий?
8. Какими свойствами должен обладать вектор?
9. Что собой представляют селективные маркеры?
10. Что такое криовиалы и для чего они нужны?
11. Для чего в состав питательных сред при культивировании рекомбинантных штаммов вводят раствор антибиотика?
12. Что такое индуктор и какова его роль в биосинтезе рекомбинантных белков?
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БЕЛКОВАЯ ИНЖЕНЕРИЯ
(включает 2 занятия)
Цель занятия:
Изучить предмет и задачи белковой инженерии, основные генно-инженерные методы получения рекомбинантных белков. Ознакомиться с основными подходами и методами получения модифицированных белков.
Занятие проводится в виде конференции.
Конференциями принято называть большие собрания специалистов по обсуждению заранее заявленных проблем. В ходе конференции участники получают большой объём тематической информации, имеют возможность выступить с докладами и участвовать в обсуждениях и прениях. 
Темы докладов:
1. Предпосылки появления белковой инженерии.
2. Задачи, решаемые белковой инженерией.
3. Направленная молекулярная эволюция белков. 
4. Схема эксперимента в белковой инженерии.
5. Что такое ПЦР?
6. Свойства системы экспрессии с точки зрения белкового инженера.
7. Физико-химические методы исследования белковых молекул.
8. Зачем конструировать искусственные белки?

Ключевые термины: структурный ген, регуляторный ген, оперон, промотор, оператор, терминатор, белок-репрессор, химерные белки, челночные векторы, ПЦР (полимеразная цепная реакция).
Контрольные вопросы. 
1. Какова цель белковой инженерии?
2. Что такое направленный (сайт-специфический) мутагенез?
3. В чем суть создания нового белка путем рационального дизайна?
4. В чем суть создания нового белка путем ускоренной эволюции?
5. В чем состоит преимущество модифицированных белков?
6. Каким образом гормоны регулируют синтез белков?
7. Почему в прокариотных клетках затруднен синтез белков эукариот?
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ТЕМА №3
Методы отбора белков с требуемыми свойствами
Биотехнология белковых лекарственных веществ. 
Рекомбинантные белки, принадлежащие к различным группам 
физиологически активных веществ.
(включает 2 занятия)

Цель занятий: 
Ознакомиться с технологией производства генно-инженерных белков человека – инсулина, интерферонов, ингтерлейкинов, гормона роста; изучить особенности культивирования рекомбинантных штаммов – продуцентов белков. 

Темы для обсуждения:
1. Инсулин, традиционные способы получения: достоинства и недостатки.
2. Получение рекомбинантного инсулина человека (ГИИЧ).
3. Биотехнологическое производство ГИИЧ: технология, аппаратурное оформление.
4. Интерфероны, их классификация, традиционные способы получения интерферонов.
5. Генно-минженерные подходы к синтезу интерферонов.
6. Возможная технологическая схема получения рекомбинантных интерферонов.
7. Интерлейкины, общая характеристика, использование интерлейкинов.
8. Генно-инженерные подходы к получению интерлейкинов.
9. Препараты интерлейкинов, полученных генно-инженерным методом.
10. Гормон роста человека (соматотропин), свойства, традиционные способы получения.
11. Биосинтез соматотропина с помощью генетически сконструированного штамма E. coli.
12. Экономические аспекты производства генно-инженерных белков человека.

Ключевые термины: экспрессия генов, проинсулин, цитокины, Т-хелперы, вирус-интерфероноген, индуктор биосинтеза, интроны, экзоны, альтернативный сплайсинг, соматостатин.

Темы сообщений для подготовки к занятию-конференции.
Занятие 1
1. Инсулин: источники получения, видовая специфичность.
2. Получение инсулина через синтез отдельных цепей – достоинства и недостатки.
3. История получения рекомбинантного инсулина человека.
4. Проблема освобождения рекомбинантного инсулина от эндотоксинов микроорганизмов-продуцентов. 
5. Биотехнологическое производство рекомбинантного инсулина. Экономические аспекты. 
6. Аналоги инсулина.
7. Создание рекомбинантных белков "второго поколения" на примере инсулина. 

Занятие 2
1. Общая характеристика интерферонов, их классификация, использование.
2. Интерфероны естественного происхождения, традиционные способы получения, недостатки этих способов..
3. [bookmark: _GoBack]Генно-инженерные подходы к синтезу интерферонов.
4. Микроорганизмы, используемые для получения рекомбинантного интерферона, их достоинства и недостатки.
5. Возможная технологическая схема получения рекомбинантных интерферонов, ее «слабые» места.
6. Общая характеристика интерлейкинов, типы интерлейкинов, их биологические свойства.
7. Генно-инженерные подходы к получению интерлейкинов.
8. Технологическая схема получения генно-инженерных интерлейкинов.
9. Препараты интерлейкинов, полученных генно-инженерным методом.
10. Гормон роста человека (соматотропин), свойства, традиционные способы получения.
11. Биосинтез соматотропина с помощью генетически сконструированного штамма E. coli.

Контрольные вопросы.
1. Что такое инсулин? Строение молекулы инсулина.
2. Какие виды инсулинов (по способу получения) существуют?
3. С помощью какого микроорганизма начали получать генноинженерный инсулин человека (ГИИЧ)?
4. Что такое соматотропин? Каким образом его получали?
5. Каким образом получают соматотропин в настоящее время?
6. Что такое интерфероны? Какие группы интерферонов известны?
7. Традиционный способ получения интерфернов.
8. Какие микроорганизмы используют для получения генноинженерных интерферонов?
9. Что такое интерлейкины? Их использование в медицине.
10. В чем заключается отличие в получении интерлейкинов и интерферонов методами генной инженерии?
11. Какие лекарственные препараты на основе генно-инженерных белков человека вам известны?


