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Тема № 1. Введение
1.Объекты клеточной биотехнологии – клетки, субклеточные структуры, макромолекулы и биополимеры, а также организмы, полученные с помощью методов клеточной биотехнологии. Объекты: клетки прокариот и эукариот, макромолекулы ДНК, РНК. Некоторые белки и вторичные метаболиты могут быть получены только путем культивирования клеток эукариот. Растительные клетки могут служить источником ряда соединений - атропин, никотин, алкалоиды, сапонины и др. Клетки животных и человека также продуцируют ряд биологически активным соединений. Например, клетки гипофиза - липотропин, стимулятор расщепления жиров, и соматотропин - гормон, регулирующий рост. Созданы перевиваемые культуры клеток животных, продуцирующие моноклональные антитела, широко применяемые для диагностики заболеваний. В биохимии, микробиологии, цитологии несомненный интерес вызывают методы иммобилизации как ферментов, так и целых клеток микроорганизмов, растений и животных. В ветеринарии широко используются такие биотехнологические методы, как культура клеток и зародышей, овогенез in vitro, искусственное оплодотворение. Все это свидетельствует о том, что биотехнология станет источником не только новых продуктов питания и медицинских препаратов, но и получения энергии и новых химических веществ, а также организмов с заданными свойствами. 
2. Место клеточной биотехнологии среди других отраслей биотехнологии.
Тема, вынесенная на самостоятельное изучение студентами: «Краткая история и этапы развития клеточной биотехнологии».

Список литературы
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Тема № 2. Теоретические основы клеточной биотехнологии
1. Геномика, протеомика и биоинформатика. 
Биоинформатика – раздел современной науки, занимающийся раскодированием человеческого генома.  

2. Структурная, функциональная и сравнительная геномика как основа создания генноинженерных конструкций на клеточном уровне. Геномика – ветвь молекулярной биологии, основная задача которой заключается в секвенировании геномов, общем изучении нуклеотидных последовательностей РНК и ДНК. Эволюционная геномика (или сравнительная геномика) – основана на сравнении организации и содержимого геномов различных живых организмов. Функциональная геномика – опирается на подробное изучение функций генов, их влияние на активность и регуляцию других генов. Структурная геномика - выполняет секвенирование ДНК, на основе этого создаются и сравниваются геномные карты. 

3. Протеом различных видов организмов, его функциональная организация и регуляция
Протеомика (или по другому функциональная геномика) появилась совсем недавно и занимается такими интересными вещами, как изучение белков клетки в определенный момент времени, взаимосвязи структуры и функций клеточного протеома. Так же как и геномика, протеомика делится на несколько направлений:

Клиническая протеомика – нахождение количества белков и их распознавание из образца(сыворотка крови, моча, спинномозговая жидкость, биопсия) и наблюдение за изменениями их концентрации.

Протеомика гемостаза – заключается в расшифровке механизмов гомеостаза. Например, протеомика тромбоцитов – была получена новая информация о белках коагуляции, найдены неизвестные ранее мишени для новых лекарств секретогранина III, циклофилина А.
Структурная протеомика – получение информации не об одном, а о множестве белков одновременно. Уже разработан цикл специальных процедур и высокоточные приборы для проведения такого анализа.
На семинар выводятся темы:

1.Достижения и перспективы геномики прокариот и эукариот. 
2.Протеомика как основа белковой инженерии
3.Роль биоинформатики в развитии клеточной биотехнологии
Вопросы:

1.Структурная, функциональная сравнительная геномика как основа создания генноинженерных конструкций на клеточном уровне

2.Протеом различных видов организмов, его функциональная организация и регуляция.
Темы, вынесенные на самостоятельное изучение студентами: 
1.Биоинформатика в планировании, организации и реализации биотехнологических задач.

2.Биоинформатика это генерация новых знаний на основе данных о структуре и функции живых систем, биологически-активных веществ и их молекулярных мишеней.
Литература
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2. Сингер М., Берг П. Гены и геномы. М, Мир, 1998, Т.1, 373 с.
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 Тема № 3.Объекты клеточной биотехнологии
1. Клетки и субклеточные макромолекулярные структуры. Объекты: клетки прокариот и эукариот, макромолекулы ДНК, РНК. Практически любые клетки человека могут быть введены в культуру и служить средством и объектом во многих медико-биологических исследованиях. Наибольшее распространение получили культуры фибробластов. Широкое использование фибробластов для изучения патогенеза и диагностики наследственных болезней обусловлено не только легкостью их культивирования, но и тем, что соединительная ткань, главным клеточным элементом которой являются фибробласты, составляет значительную часть массы тела.
Для получения культуры клеток и тканей беспозвоночных используют эмбрионы, имагинальные диски и органы насекомых, гомоциты, яичники, жировые тела. Лучшие источники для получения культивируемых клеток - личинки и куколки насекомых. 
2. Культура клеток в решении теоретических проблем биотехнологии. Изучение биологии клетки, существующей вне организма, обуславливает ведущую роль клеточных культур в фундаментальных исследованиях по генетике и физиологии, молекулярной биологии и цитологии растений. Популяциям растительных клеток присущи специфические особенности: генетические, эпигенетические (зависящие от дифференцированной активности генов) и физиологические. При длительном культивировании гетерогенной по этим признакам популяции идет размножение клеток, фенотип и генотип которых соответствуют данным условиям выращивания, следовательно, популяция эволюционирует. Все это позволяет считать, что культуры клеток являются новой экспериментально созданной биологической системой, особенности которой пока мало изучены. Культуры клеток и тканей могут служить адекватной моделью при изучении метаболизма и его регуляции в клетках и тканях целого растения.
3. Культура клеток в модификации различных классов органических веществ. 
Получение биологически активных веществ растительного происхождения на основе культивируемых тканей и клеток растений.

· традиционных продуктов вторичного метаболизма (токсинов, гербицидов, регуляторов роста, алкалоидов, стероидов, терпеноидов, имеющих медицинское применение);

· синтез новых необычных соединений, что возможно благодаря исходной неоднородности клеточной популяции, генетической изменчивости культивируемых клеток и селективному отбору клеточных линий со стойкими модификациями, а в некоторых случаях и направленному мутагенезу;

· культивируемые в суспензии клетки могут применятся как мультиферментные системы, способные к широкому спектру биотрансформаций химических веществ (реакции окисления, восстановления, гидроксилирования, метилирования, деметилирования, гликолизирования, изомеризации). В результате биотрансформации получают уникальные биологически активные продукты на основе синтетических соединений или веществ промежуточного обмена растений других видов.

На семинар выводятся темы:

1.Проблемы и перспективы клеточной биотехнологии
Вопросы:

1. Использование культур клеток для лечения болезней.
 2. Культура клеток в исследовании механизмов реакции и адаптации к различным стрессовым факторам. 
3. Клеточные органеллы как объект изучения экспрессии генов.
2.Сфера применения клеточной биотехнологии
Вопросы:

1. Использование в биотехнологии влияния различных факторов на процессы экскреции у цианобактерий и микроводорослей. 
2.Трансгенные животные (мыши, крупный рогатый скот, овцы, козы, свиньи, птицы, рыбы).

3.Доставка генов и олигонуклеотидов в клетки с использованием в качестве носителя пептидного вектора. 

4. Липосомы как носители векторов, олигонуклеотидов, белков и других макромолекул в различные клетки и ткани.
Тема, вынесенная на самостоятельное изучение студентами: «Культура клеток как модельный объект изучения действия на организм, ткани и органы различных биологически активных соединений, лекарственных средств, токсинов, различных патогенов и т.д»
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Тема № 4. Соматическая гибридизация
1. Многообразие получения соматических гибридов с различным сочетанием родительских ядерных и цитоплазматических геномов. Впервые зрелый межвидовой гибрид, полученный в результате парасексуальной гибридизации протопластов 2 сортов табака (Nicotiana glauca, c 24 хромосомами и N.langsdorfii c 18 хромосомами), описан Карлсоном в 1972 г. Каллус амфиплоидного гибрида мог расти на безгормональной среде. Гибридное растение цвело. С тех пор были получены жизнеспособные внутривидовые, межвидовые, межродовые гибриды. 

Осуществлено слияние протопластов культурного картофеля сорта Приекульский ранний (Solanum tuberosum) с протопластами дикого картофеля (S. chacoense).
Впервые зрелый межвидовой гибрид, полученный в результате парасексуальной гибридизации протопластов 2 сортов табака (Nicotiana glauca, c 24 хромосомами и N.langsdorfii c 18 хромосомами), описан Карлсоном в 1972 г. Каллус амфиплоидного гибрида мог расти на безгормональной среде. Гибридное растение цвело. С тех пор были получены жизнеспособные внутривидовые, межвидовые, межродовые гибриды. Японскими исследователями (Х. Кисака с соавт., 1997) путем электрослияния протопластов ячменя и риса был получен межродовой соматический гибрид.

Протопласты риса получали из суспензионной культуры, а протопласты ячменя были изолированы из молодых листьев. Часть полученных каллусов сформировали зеленые участки и побеги. Только один побег сформировал корни, и это растение было успешно перенесено в почву. По морфологии было близко к растениям риса. Цитологический анализ показал, что растение имело и маленькие хромосомы от риса, и большие от ячменя. Были проанализированы также митохондриальная и хлоропластная ДНК. Растение содержало новые последовательности и в митохондриальной, и в хлоропластной ДНК, которые не обнаруживались ни в одном из родителей.

Для того чтобы та или иная структура могла выполнять функции материального носителя наследственности и обеспечивать коли​чественные закономерности наследования, она должна содержать материальные носители генетической информации (нуклеиновые кислоты), обладать способностью к самовоспроизведению и точно распределяться по дочерним клеткам при делении. Всем трем условиям полностью удовлетворяют только структуры ядра – хромосомы. Наследование, определяемое хромосомами, получило название ядерного или хромосомного.
Полуавтономные органоиды цитоплазмы – митохондрии и пластиды – содержат ДНК и обладают способностью к саморепродукции. В тех случаях, когда материальной основой наследования являются элементы цитоплазмы, оно называется нехромосомным или цитоплазматическим.  

В отличие от хромосом, митохондрии и пластиды не распределяется при делении клетки с абсолютной точностью. Именно в этом и состоит главное отличие ядерных структур (хромосом) от цитоплазматических. Кроме того, ядро содержит ограниченное и характерное для каждого вида число хромосом; в цитоплазме же обычно много однозначных органоидов, число их, как правило, непостоянно. Ядро в большинстве случаев не способно исправить и заместить возникшие дефекты хромосом, они воспроизводятся при делении клетки; поврежденные и неспособные к размножению органоиды цитоплазмы могут быть замещены путем размножения одноименных неповрежденных структур.

2. Организация цитоскелета протопластов и соматических гибридов растений.
Живая клетка определенным образом ориентирует свои органеллы и субклеточные частицы и всё в ней находится в состоянии направленного движения, поддерживаемого за счет метаболизма. Каждому типу клеток присущи свой характер подвижности и своя пространственная организация. С функциональной точки зрения цитоскелет и есть совокупность структур, ответственных за пространственную организацию клетки. В кортикальном (прилегающем к плазматической мембране) слое цитоплазмы находятся специфические элементы цитоскелета — упорядоченные определенным образом актиновые микрофиламенты (нити, состоящие из молекул глобулярного белка актина) микрофиламенты образуют трёхмерную сеть.

3.Сегрегация ядерных и цитоплазматических геномов в гибридных клетках
4. Генетическая конституция ядерного генома соматических гибридов.
Соматическими называют клетки, составляющие тело (сому) многоклеточных организмов и не принимающие участия в поло​вом размножении. Входя в состав разнообразных тканей тела, соматические клетки каждой ткани обладают специфическими структурными, метаболическими и химическими особенностями, которые приобретаются в процессе дифференцировки. Соматические и половые клетки имеют общее происхождение, так как образуются из генетически одинаковых эмбриональных клеток, которые содержат всю генетическую информацию, необходимую для образования клеток различных типов в ходе развития организма.
Различные ткани многоклеточных организмов представляют собой популяции клеток, которые могут изменяться с возрастом и в зависимости от состояния организма. Входящие в состав таких популяций клетки в результате дифференцировки приоб​ретают стабильные наследственные свойства соответствующего типа. Эта стабильность сохраняется даже при культивировании in vitro выделенных из организма соматических клеток. Многие генетические процессы, характерные для половых клеток, проис​ходят и в соматических клетках (мутации, хромосомные пере​стройки, рекомбинации, расщепления, полиплоидизация и др.).
5.Направленная генетическая модификация ядерного, митохондриального и пластидного геномов.     

На семинар выводятся темы:
1. Клеточная инженерия – практическая основа клеточной биотехнологии

Вопросы:

1. Клеточная инженерия растений. 
2. Получение растений, устойчивых к неблагоприятным воздействиям и старению.
Темы, вынесенные на самостоятельное изучение студентами: 

1.Получение гибридов. 
2.Моноклональные антитела и их использование в медицине и ветеринарии.
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Тема № 5. Клеточная биотехнология микробиологических систем
1. Использование рекомбинантных микроорганизмов для получения коммерческих продуктов. Бактерии можно использовать не только как «фабрики» для синтеза белков-ферментов, но и получать с их помощью новые продукты, изменяя метаболизм бактериальных клеток введением в них чужеродных генов или модификацией уже существующих. Можно создавать рекомбинантные микроорганизмы, способные синтезировать самые разные низкомолекулярные соединения: L-аскорбиновую кислоту, краситель индиго, аминокислоты, антибиотики, мономерные единицы различных биополимеров. Общая стратегия при этом состоит во введении в организм хозяина специфических генов, клонированных в подходящем векторе, которые кодируют один или несколько ферментов, катализирующих не свойственные микроорганизму метаболические реакции или влияющих на осуществляемый им в норме биосинтез определённых соединений. Этот подход создаёт необычные пути синтеза самых разных соединений.
2. Микробиологическое производство лекарственных средств. 
3.Промышленный синтез белков при участии рекомбинантных микроорганизмов. 
4. Новые технологии создания и производства антибиотиков.

5. Моделирование мембранных биореакторов.
 Впервые разработана стратегия моделирования и проектирования мембранных биореакторов. Проведен анализ функционирования различных типов мембранных биореакторов, выявлены наиболее значимые явления и процессы, которые необходимо учитывать при моделировании. Установлено, что в процессе проектирования и оптимизации мембранных биореакторов необходимо определять условия стабильной работы и учитывать стресс микроорганизмов. Разработана стратегия моделирования и на основе ее программное обеспечение, объединяющие модели кинетики и гидродинамики в реакторе, модель микрофильтрации на мембранном элементе, модель стресса микроорганизмов и расчет устойчивой работы мембранных биореакторов. Выявлено влияние стресса микроорганизмов на устойчивость работы мембранных биореакторов. Экспериментально определено и математически описано явление стресса микроорганизмов в мембранном биореакторе, вызванное повышенной концентрацией бактерий в зоне ферментации. Теоретически обоснованы сделанные в работе рекомендации по ведению процессов ферментации в мембранных биореакторах.
Темы, вынесенные на самостоятельное изучение студентами: 

1.Биодеградация токсичных соединений и утилизация биомассы.

2.Бактерии, стимулирующие рост растений.  
3.Микробные инсектициды.
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Тема № 6. Применение клеточной биотехнологии в эукариотических системах
1. Генная инженерия растений. 

2. Выведение растений, устойчивых к насекомым – вредителям, вирусами гербицидам. 
На семинар выводятся темы:

1. Использование клеточной биотехнологии в эукариотических системах

Вопросы:

1. Биоинженерные способы изменения окраски цветков, пищевые ценности растений, вкуса и внешнего вида плодов. 
2. Растения как биореакторы (антитела, полимеры, чужеродные белки).

Темы, вынесенные на самостоятельное изучение студентами: 
1.Генная инженерия растений. 
2.Трансгенные животные. 

3.Молекулярная генетика человека.
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Тема № 7 . Клеточная биотехнология в медицине
1.Молекулярная генетика человека.
Конечный итог молекулярно-генетических методов — выявление изме​нений в определенных участках ДНК, гена или хромосомы. В их основе ле​жат современные методики работы с ДНК или РНК. Начальным этапом молекулярно-генетического анализа является получе​ние образцов ДНК или РНК. Для это​го используют геномную ДНК (вся ДНК клетки) или отдельные ее фраг​менты. В последнем случае, чтобы по​лучить достаточное количество таких фрагментов, необходимо, амплифицировать (размножить) их. Для этого пользуются полимеразной цепной ре​акцией — быстрым методом фермента​тивной репликации определенного фрагмента ДНК. С его помощью мож​но амплифицировать любой участок ДНК, расположенный между двумя известными последовательностями. Анализировать огромные молекулы ДНК в том виде, в котором они суще​ствуют в клетке, невозможно. Поэтому прежде их необходимо разделить на части, обработать разнообразными рестриктазами — бактериальными эндонуклеазами. Эти ферменты способны разрезать двойную спираль ДНК, при​чем места разрыва строго специфичны для данного образца.
2.Клонирование гена и генная терапия. 
Клонирование ДНК (клонирование генов) — процесс выделения заданной последовательности ДНК и получения многих ее копий in vitro. Клонирование ДНК часто применяют для амплификации фрагментов, содержащих гены, а также любые другие последовательности — например, промоторы, некодирующие последовательности, химически синтезированные олигонуклеотиды и случайные участки ДНК. Генная терапия - совокупность генноинженерных (биотехнологических) и медицинских методов, направленных на внесение изменений в генетический аппарат соматических клеток человека в целях лечения заболеваний.
3.Ферменты для профилактики и лечения энзимодефицита. 
На семинар выводятся темы:
1. Использование клеточной биотехнологии в медицине
Вопросы:

1.Вакцины. Синтетические вакцины. 
2. Синтез цепочки аминокислот имитирующих участки вирусных белков и индуцирование образования антител с известной специфичностью. 
3.Антигенные детерминанты для белков с известной первичной структурой.
4. Методы иммунодиагностики. 
5. Иммунная система с точки зрения геномики.
2. Роль клеточной биотехнологии в  развитии биотехнологической индустрии

Вопросы:
1.Возможности и перспективы развития клеточной биотехнологии. 

2.Коммерциализация клеточной биотехнологии и патентование биотехнологических изобретений.
Темы, вынесенные на самостоятельное изучение студентами: 
1.Диагностика генетических заболеваний. 

2.Генная терапия
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