
 

Программа курса: 

Генная инженерия и биотехнология 

 составитель профессор Л.И. Патрушев 

 

Предмет генной инженерии. Основоположники генной инженерии: В. Арбер, 

Д. Натанс, Х. Смит, П. Берг, У. Гилберт, Ф. Сэнгер. Их вклад в развитие данного 

направления исследований 

Основные приемы очистки нуклеиновых кислот. Их электрофоретическое и 

хроматографическое разделение. Метод аффинной хроматографии мРНК на олиго(dТ)-

целлюлозе. Капиллярный электрофорез.Электрофорез в импульсном электрическом поле. 

Выделение метафазных хромосом с помощью проточной цитометрии.  

Ферменты рестрикции и модификации нуклеиновых кислот. Классификация 

систем рестрикции-модификации. Рестриктазы типа II – основной инструмент генной 

инженерии. Их номенклатура. Типы сайтов рестрикции. Ферменты класса IIS. Формы 

концов ДНК, образующихся под действием рестриктаз. Изошизомеры. Гетерошизомеры. 

Изменение специфичности действия рестриктаз в неоптимальных условиях. Изменение 

концов рестрикционных фрагментов ДНК. Их «затупление»; использование линкеров и 

адаптеров. Использование ДНК-метилаз и урацил-ДНК-гликозилаз в генной инженерии. 

ДНК- РНК-лигазы. Механизм реакции, осуществляемой Т4-ДНК-лигазой. ДНК-зависимые 

ДНК-полимеразы. Реакции, осуществляемые этими ферментами: синтез ДНК на ДНК-

матрицах, пирофосфоролиз, 3’- и 5’-корректирующие экзонуклеазные активности, flap-

активность ДНК-полимераз. Термостабильные ДНК-полимеразы. ДНК-полимераза I E coli 

и ее фрагмент Кленова. Методы введения меченых нуклеотидов в ДНК. Ник-трансляция. 

РНК-зависимые ДНК-полимеразы (обратные транскриптазы). Синтез кДНК обратными 

транскриптазами. Обратные транскриптазы вируса миелобластоза птиц и вируса лейкоза 
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мышей Молони (MMLV). Использование термостабильных ДНК-полимераз для синтеза 

кДНК. Три стратегии синтеза кДНК: со случайными праймерами, олиго-дЕ-праймерами и 

специфическими праймерами. Другие ферменты, используемые в генной инженерии: 

терминальные трансферазы, полинуклеотидкиназы, щелочные фосфатазы, экзо- и 

эндонуклеазы.  

Полимеразная цепная реакция (ПЦР). Устройство современного амплификатора. 

Компоненты реакционной смеси, необходимые для проведения ПЦР. Свойства Taq-ДНК-

полимеразы. Факторы, влияющие на точность синтеза ДНК и возможности ее повышения. 

Специфичность и эффективность ПЦР. ПЦР с «горячим стартом». Асимметричная ПЦР. 

Множественная ПЦР (Multiplex PCR). «Гнездовая» ПЦР (Nested PCR). Амплификация 

больших участков ДНК с высокой точностью (Long PCR). Иммуно-ПЦР. Случайная 

амплификация полиморфных последовательностей (метод RAPD). ПЦР in situ. 

Эмульсионная ПЦР. ПЦР в реальном времени. Устройство амплификатора для ПЦР в 

реальном времени. Порог числа циклов. Принцип действия зондов: Taq-Man, зондов, 

основанных на FRET, «молекулярных маяков», праймеров типа «Скорпион». 

Этапы клонирования ДНК. Понятие вектора и его емкости. Плазмидные векторы. 

Свойства бактериальных плазмид, используемые при конструировании векторных 

молекул: способность к автономной репликации, контроль числа копий, консервативность 

размера, группы совместимости. Плазмиды серии pBR как основа для конструирования 

плазмидных векторов. Фагмиды. Клонирование без лигирования вектора и вставки. 

Векторы для прямого клонирования продуктов ПЦР. Векторы на основе хромосомы фага 

λ. инсерционные векторы и векторы с замещением. Способы упаковки рекомбинантной 

ДНК в фаговые частицы. Космиды и фазмиды. Принципы конструирования 

искусственных хромосом. Сверхъемкие векторы YAC, BAC и PAC. Искусственные 

хромосомы животных и человека. Интегрирующие и челночные (бинарные) векторы. 

Конструирование экспрессирующих векторов и их функционирование. Факторы, 

оказывающие влияние на эффективность экспрессии рекомбинантных генов в 

бактериальных клетках: транскрипция, трансляция, стабильность рекомбинантных РНК и 

белков, тельца включения. Очистка рекомбинантных белков с использованием аффинных 

аминокислотных последовательностей. Векторы для переноса ДНК в клетки животных и 

растений. Трансформация хлоропластов и их использование в биотехнологии. 

Способы введения рекомбинантных ДНК в клетки: биологические, химические, 

физические и механические методы. Природная и искусственная компетентность 

бактериальных клеток. Трансформация и трансфекция бактериальных клеток. 

Электропорация. Способы введения ДНК в культивируемые клетки животных. Перенос 
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генов с помощью вирусов. Перенос генов, опосредованный клеточными рецепторами. 

Создание микроотверстий в клеточных мембранах с помощью лазера. Микроинъекции. 

Бомбардировка клеток микрочастицами. Трансфекция клеток, опосредованная фосфатом 

кальция. Использование ДЭАЭ-декстрана и липосом. 

Клонотеки генов. Способы их получения. Понятие о репрезентативности 

клонотеки. Клонотеки геномной ДНК и кДНК. Случайные и упорядоченные клонотеки. 

Поиск последовательностей в клонотеках генов. Использование меченых зондов: 

гомологичные и гетерологичные зонды. Обратная трансляция. Использование антител для 

отбора клонов в экспрессирующих клонотеках. Клонирование in silico. Позиционное 

клонирование. Повторный скрининг клонотек и субклонирование рекомбинантных ДНК. 

Системы экспрессии рекомбинантных генов. Грамотрицательные бактерии. Клетки 

дрожжей как экспрессирующие системы. Системы экспрессии, основанные на культуре 

клеток животных. Клетки с искусственно нарушенной проницаемостью внешних 

мембран. Бесклеточные белоксинтезирующие системы. 

Белковая инженерия. Два основных направления исследований в белковой 

инженерии: рациональный дизайн белковых молекул и их направленная эволюция. 

Основные этапы проектирования новых белков и ферментов. Методы направленного 

мутагенеза. Получение делеций и вставок. Мутагенез с использованием 

олигонуклеотидов: метод Т.А. Кункеля; метод ПЦР с перекрывающимися праймерами; 

мегапраймеры в направленном мутагенезе; получение нескольких мутаций в 

последовательных раундах ПЦР. Мутагенез с использованием нонсенс-супрессоров. 

Химико-ферментативный синтез в создании полусинтетических полипептидов: 

лигирование синтезированных белков. Сплайсинг и транс-сплайсинг белков в 

лигировании пептидов. 

Направленная эволюция белков. Опыты С. Спигельмана по репликации Qβ-РНК in 

vitro. Комбинаторные клонотеки последовательностей нуклеотидов. Методы введения 

случайных мутаций: химический мутагенез; синтез ДНК с ошибками. Случайное 

объединение гомологичных и негомологичных участков генов: случайное объединение 

ДНК фрагментированных генов одного семейства; процесс ступенчатого удлинения 

олигомеров; рекомбинирование фрагментов генов и белков, не зависимое от гомологии. 

Методы отбора белков с требуемыми свойствами. Понятие молекулярного дисплея: 

фаговый дисплей; клеточный дисплей; рибосомный дисплей и мРНК-дисплей. N-

Гибридные системы в исследовании белков. Дрожжевая дигибридная система оценки 

белок-белковых взаимодействий (Y2H); бактериальные дигибридные системы (B2H). 

Моногибридные (Y1H) и тригибридные (Y3H) дрожжевые системы. Исследование белок-
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белковых взаимодействий с использованием тандемной аффинной очистки и тандемной 

масс-спектрометрии. 

Подходы к исследованию структурно-функциональной организации генома. 

Геномика как новое направление исследований в постгеномную эру. Функциональная 

геномика. Генетические и физические карты генома. Построение генетических карт 

сцепления. Семейный генетический анализ сцепления. Гибридизация соматических 

клеток. Использование хромосомных аберраций и синтении для построения карт 

сцепления. Сегрегация генов, индуцированная облучением (радиационные гибриды). 

Цитогенетический и псевдогенетический анализ структуры генома. Флуоресцентная, в 

том числе, многоцветная гибридизация in situ. Сравнительная геномная гибридизация. 

Физические карты низкого разрешения: хромосомные карты; EST-маркеры (маркеры 

экспрессирующихся последовательностей) и их использование для построения карт 

кДНК. Физические карты генома высокого разрешения. Две стратегии построения карт 

высокого разрешения: картирование сверху вниз и картирование снизу вверх. Концепция 

STS-маркеров (сайты, привязанные к последовательностям). Рестрикционный анализ. 

«Прогулки и прыжки» по хромосомам. Стратегия и тактика секвенирования больших 

геномов. Общая схема строения генома человека (основные типы кодирующих и 

некодирующих последовательностей; общее количество генов в геноме); SNP-маркеры, их 

ассоциация с наследственными заболеваниями и методы поиска. ДНК-диагностика и 

генотипирование. Использование минисателлитных последовательностей для 

идентификации личности человека. 

Исследование экспрессии генов на уровне транскрипции. Транскриптом и 

необходимость его изучения. Виды РНК, кодируемых геномом эукариот. Северный 

блоттинг. Защита от действия РНКаз. Дифференциальный дисплей (DD). Анализ 

репрезентативных различий РНК (RDA). Серийный анализ экспрессии генов (SAGE). 

Супрессорная вычитающая гибридизация. Обратный Северный блоттинг. Использование 

микроматриц и микрочипов нуклеиновых кислот для крупномасштабного 

профилирования экспрессии генов. Два подхода к конструированию микроматриц – 

применение кДНК и олигонуклеотидов; секвенирование ДНК на микрочипах. 

Изменение уровней экспрессии генов с использованием нуклеиновых кислот. 

Антисмысловые РНК и олигонуклеотиды. Природные антисмысловые РНК. Механизм 

ингибирующего действия антисмысловых нуклеиновых кислот: участие РНКазы H, 

дезаминирование остатков аденина расплетающим ферментом; РНК-интерференция. 

Использование аналогов нуклеоидов для повышения стабильности и эффективности 

действия антисмысловых олигонуклеотидов. Триплекс-формирующие олигонуклеотиды и 
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их использование в биологии. Квадруплексы нуклеиновых кислот. Пептидо-нуклеиновые 

кислоты (ПНК), их применение в качестве зондов, а также ингибиторов транскрипции и 

трансляции. Закрытые (замкнутые) нуклеиновые кислоты (LNA). 

Рецепторная и ферментативная активность нуклеиновых кислот. 

Олигонуклеотидные аптамеры и методы их получения. Нуклеозимы: рибозимы и 

дезоксирибозимы. Природные РНК, обладающие нуклеазной активностью. 

Искусственные рибозимы-эндонуклеазы. Этапы создания нуклеозимов, обладающих РНК-

лигазной активностью. Минизимы и максизимы. Аптазимы. Подходы к использованию 

нуклеозимов для лечения вирусных и онкологических заболеваний. Использование 

рибозимов для создания фенокопий. РНК-центрический взгляд на происхождение жизни. 

Феномен трансгенеза. Необходимость получения трансгенных животных и 

растений. Три основных способа получения трансгенных животных: прямая инъекция 

ДНК в пронуклеусы оплодотворенных яйцеклеток; использование эмбриональных 

стволовых клеток (ES); применение рекомбинантных вирусов для заражения 

эмбриональных клеток зародыша. Векторы, используемые для доставки трансгенов в 

организм млекопитающих: ретровирусные и аденовирусные векторы, а также векторы на 

основе аденоассоциированных вирусов. Факторы, оказывающие влияние на экспрессию 

трансгенов в организме трансгенных животных. Направленная активация и инактивация 

генов in vivo: генные нок-ин’ы и нокауты. Классический подход к получению генных 

нокаутов: использование гомологичной рекомбинации. Современные методы 

инактивации генов с применением энхансерных, генных и промоторных ловушек. 

Системы сайт-специфической рекомбинации Cre/lox. Регулируемая экспрессия трансгенов 

в организме животных: Бинарные системы регулируемой экспрессии трансгенов в 

организме животных не примере тетрациклиновой системы. Условные мутации у 

животных. Подходы к генотерапии наследственных и приобретенных заболеваний. 

Трансгенные растения. Эмбриональные стволовые клетки растений. Основные 

этапы получения трансгенных растений. Культура каллуса и суспензионные культуры 

клеток. Получение протопластов. Фитогормоны, используемые для регенерации растений. 

Соматический эмбриогенез. Методы используемые для трансформации разных объектов 

растительного происхождения. Селектируемые маркеры, используемые в генной 

инженерии растений. Системы контроля экспрессии рекомбинантных генов у растений. 

Агробактериальная инфекция. Ti-плазмиды и T-ДНК. Опины и их роль в инфекции. 

Структура сигнальных молекул поврежденного растения, активирующих перенос T-ДНК. 

Векторы на основе Ti-плазмид: «обезоруженные плазмиды, коинтеграты и бинарные 

векторы. Этапы получения трансгенных растений с помощью агробактерий. 
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Трансформация целых растений (in planta). Трансгенные хлоропласты. Преимущества 

использования хлоропластов для экспрессии трансгенов. Получение транспластомных 

одноклеточных водорослей. Необходимость оптимизации кодонов.  

Клонирование многоклеточных организмов. Этапы клонирования. Методы 

введения ядер соматических клеток в яйцеклетки. Причины низкой эффективности 

клонирования. Стадии клонирования млекопитающих вручную. Два подхода к 

клонированию человека: терапевтическое и репродуктивное клонирование. 

Невозможность создания идентичных копий (клонов) многоклеточных организмов. 
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