Краткий курс лекции «ГЕНОТЕРАПИЯ»


Лекция 1 
Генотерапия. Современное состояние.

Цель занятия – знакомство с генотерапией и историей развития.
Генотерапия – совокупность генно-инженерных (биотехнологических) и медицинских методов, предназначенных для внесения изменений в генетический аппарат соматических клеток человека в целях лечения наследственных заболеваний.
Это новая и бурно развивающаяся область, ориентированная на исправление дефектов, вызванных мутациями в генах или придание клеткам новых функций. 
Сегодня генотерапия может рассматриваться как потенциально универсальный подход к лечению широкого спектра болезней человека, включая различные наследственные заболевания, диабет, астму, рак и ВИЧ. Существует более 10 000 заболеваний, причиной которых является одна мутация в одном гене. Лечение этих патологий полностью зависит от возможностей генной медицины, которая является весьма перспективным направлением.  Она имеет потенциал значительно усовершенствовать подход к ранней профилактике и лечению ряда наследственных и генетических патологий. 
Генная терапия представляет собой достаточно новую технологию, которая направлена на лечение заболеваний, обусловленных “поломками” в одном гене, которые являются причиной детской инвалидности или даже смертности. Метод этого медицинского направления заключается в коррекции или замене неправильно функционирующих генов, ответственных за развитие определенных наследственных заболеваний.
Основы генной терапии: что это и как она работает? Подход генной терапии может быть применен к различным видам заболеваний, включая кистозный фиброз, наследственные формы гемофилии, мукополисахаридоз. 
Он также может быть использован для лечения онкологических заболеваний. 
Редактирование генома включает в себя такие технологии как CRISPR/Cas9, TALENs, ZFNs. Они позволяют точно изменять участки ДНК, внося изменения в геном.
Контрольные вопросы:
1. Генотерапия.
2. Основы генной терапии: что это и как она работает?
3. Цели и принципы генной терапии.
4. Чем генная соматическая терапия отличается от генной фетальной.
5. Какие заболевания можно вылечить с помощью генной терапии?
6. Будущее генной терапии.

Лекция 2 
Стволовые клетки: Тотипотентность, 
мультипотентность и плюрипотентность клеток.

Цель занятия – знакомство с разными типами стволовых клеток животных (тотипотентные, мультипотентные, плюрипотентные).

Есть два варианта осуществления генной терапии:
- ex vivo, когда вносят изменения в извлеченные из организма клетки, и затем снова вводят их. Данный вариант и используют в генной терапии ГСК;
- in vivo, когда модифицируют клетки прямо в живом организме.
Для этой модификации используют РНК для краткосрочного эффекта и ДНК (или вирусную РНК, на матрице которой путем обратной транскрипции синтезируется вирусная ДНК) для долгосрочного эффекта.
При чем тут стволовые клетки? Исправить причины заболевания, тысячи копий которых находятся в клетках организма, очень сложно, поэтому ученые не исправляют, а замещают «бракованные» клетки. Для этого используют стволовые клетки.
Что же такое стволовые клетки и почему они гемопоэтические? Термин «стволовая клетка» (СК) введен еще в 1908 г. А. А. Максимовым: «Стволовые клетки — отдельная группа клеток, обладающих способностью к самообновлению, пролиферации и дифференцировке в специализированные ткани». Таким образом, они являются «бабушками» других, более специализированных клеток.
В генной терапии находят свое применение унипотентные, олигопотентные и мультипотентные клетки. Например, эти клетки используют для лечения ряда аутоиммунных и наследственных болезней. О клеточной терапии рассказывает статья «Клетки, которые лечат людей» в рамках спецпроекта «Генная и клеточная терапия».
Контрольные вопросы:
1. Генная терапия и стволовые клетки.
2. Тотипотентные, плюрипотентные и мультипотентные стволовые клетки
3. В чем разница между тотипотентными, плюрипотентными и мультипотентными?


Лекция 3 
Гены и геном – основа генной терапии. Проблемы генотерапии.

Цель занятия – знакомство с генотерапией и историей развития.

Гены и геном – основа генной терапии. Что же такое ген, для чего он нужен в организме и почему он может быть использован как терапевтическое средство? Все необходимое закодировано в молекуле ДНК в единице наследственности, именуемой геном, и с одной цепи синтезируется рибоуклеиновая Кислота – далее РНК, с которой уже считываются белки, которые функционируют и из которых построено почти все живое. 
Г. Мендель вычислил единицу наследственности, вне зависимости от систем измерения (метрическая или нет), она получила названия ген и гены воспроизводятся, повторяя сами себя. Второй вывод, ген кодирует белки. Известно, что один ген может кодировать несколько белков, но ранее было определение один ген – один признак (для Г. Менделя и еще нескольких поколений один ген – был один белок).
Одной из основных задач генной терапии (ГТ) – является коррекция системы работы генов путем их направленного переноса в организм или определенный тип клеток, тканей. Отличие и, одновременно, преимущество ГТ по сравнению с другими видами терапии заключается в том, что ГТ направлена на устранение причин заболевания, в то время как большинство лекарств устраняет лишь симптомы заболевания.
Генная терапия — это перенос генетического материала пациенту для лечения или, возможно, даже полного излечения заболевания. Существуют различные подходы к генной терапии. Большинство используемых в настоящее время продуктов генной терапии направлены на замену функции дефектного гена функцией здорового гена.
Контрольные вопросы:
1. Гены и геном – основа генной терапии. Проблемы генотерапии
2. Основные принципы генной терапии, методы и техники генной терапии: добавление/аугментация генов и подавление генов
3. Продукты генной терапии 
4. Платформы доставки генных препаратов



Лекция 4 
Методы генетической трансфекции в генной терапии. 

Цель занятия – знакомство с с методами генетической трансфекции в генной терапии.

Трансфекция — это процесс внедрения экзогенной (чужеродной) нуклеиновой кислоты (НК) в клетки и один из важнейших инструментов генной инженерии. С каждым годом появляется всё больше работ о медицинских клинических исследованиях, в которых, так или иначе, применялось лечение, основанное на введении различных генов – генная терапия. Это направление выросло из таких хорошо развивающихся разделов биологии, как молекулярная генетика и биотехнология. Зачастую, когда обычные (консервативные) методы уже перепробованы, именно генная терапия может помочь пациентам выжить и даже полностью выздороветь. 

Например, это касается наследственных моногенных заболеваний, то есть таких, которые вызваны дефектом в одном-единственном гене, а также и многих других. Или, к примеру, генная терапия может выручить и спасти конечность тем больным, у которых сужен просвет сосудов в нижних конечностях и вследствие этого развилась стойкая ишемия окружающих тканей, то есть эти ткани испытывают сильный недостаток питательных веществ и кислорода, которые в норме разносятся кровью по организму.
Хирургическими манипуляциями и лекарствами таких пациентов лечить зачастую не получается, зато если локально заставить клетки выбрасывать наружу больше белковых факторов, которые повлияли бы на процесс образования и прорастания новых сосудов, то ишемия стала бы гораздо менее выраженной и жить больным станет гораздо легче. 
Генную терапию сегодня можно определить как лечение заболеваний путем введения генов в клетки пациентов с целью направленного изменения генных дефектов или придания клеткам новых функций.
Первые клинические испытания методов генной терапии были предприняты совсем недавно – 22 мая 1989 года в целях диагностики рака. Первым наследственным заболеванием, в отношении которого были применены методы генной терапии, оказался наследственный иммуннодефицит. 
С каждым годом число успешно проведенных клинических испытаний лечения различных заболеваний с использованием генной терапии растёт, и к январю 2014 г. достигло 2 тысяч.
Контрольные вопросы:
1. Методы генетической трансфекции в генной терапии.
2. Прямая доставка и клеточные носители терапевтических генов.
3. Судьба гена после его попадания в клетку.


Лекция 5
Генотерапия моногенных наследственных заболеваний. 

Цель занятия – знакомство с генотерапией моногенных наследственных заболеваний.

Генотерапия моногенных наследственных заболеваний направлена на исправление или замену дефектного гена, вызывающего болезнь, путем введения функциональной копии гена в соматические клетки пациента, часто с использованием вирусных векторов для доставки генетического материала. Этот подход позволяет бороться с причиной заболевания, а не только с его симптомами, предлагая потенциально длительный эффект и возможность персонализированного лечения для таких болезней, как муковисцидоз, гемофилия и спинальная мышечная атрофия.
Скрининг носительства моногенных заболеваний позволяет определить, является ли пациент скрытым носителем мутаций в генах, которые приводят к развитию наследственных заболеваний. Моногенные заболевания - это патологии, которые передаются по наследству. Их клинические проявления могут дать о себе знать в любом возрасте: при рождении, в подростковом возрасте или у взрослых.
Клиника моногенных заболеваний очень разнообразна и зависит от экспрессии пораженного гена. Патологии этого типа могут проявляться поражением нервной системы, эпилепсией, нарушением работы опорно-двигательного аппарата, умственной отсталостью, потерей зрения и слуха, врожденными аномалиями органов, костно-мышечными деформациями, нарушением всасывания и переваривания пищи и так далее. Носитель генетического заболевания имеет мутацию только в одной копии гена. Это называется гетерозиготным носительством.
Как правило, носитель здоров и не имеет симптомов заболевания. Большинство людей являются гетерозиготными носителями 1 – 6-и генетических заболеваний. Для каждого заболевания, которое передается по наследству, существует своя частота гетерозиготного носительства в популяции. Чтобы выявить, носителем каких патологий является пациент, назначается скрининг моногенных наследственных заболеваний. В нашей клинике пациенты могут пройти диагностику для определения следующих патологий: Муковисцидоз; Фенилкетонурия; Галактоземия; Адреногенитальный синдром; Несиндромальная нейросенсорная тугоухость; Гемохроматоз; Синдром Жильбера; Болезнь Вильсона-Коновалова; Болезнь Хантингтона.
Методы терапии:
Коррекция генетического дефекта: Генотерапия предполагает введение в клетки пациента нормального, функционального гена, который заменяет или дополняет дефектный ген, ответственный за развитие заболевания. 
Доставка генов: Генетический материал доставляется в клетки с помощью специальных носителей — векторов. 
Векторы: Чаще всего используются модифицированные вирусы (например, аденоассоциированные вирусные векторы), которые безопасным образом переносят нужный ген в клетки-мишени.
Преимущества
Долгосрочный эффект: В отличие от других методов лечения, генотерапия может обеспечить стойкий или даже постоянный эффект, поскольку воздействует на клеточном и генетическом уровне. 
Персонализированный подход: Терапия может быть адаптирована под индивидуальные особенности каждого пациента. 
Лечение причины заболевания: Метод направлен на устранение самой генетической причины болезни, а не ее проявления.
Методы редактирования генома
Современные технологии, такие как CRISPR/Cas9, TALENs и ZFNs, позволяют точно изменять участки ДНК, внося изменения в геном и открывая новые возможности для генотерапии.
Контрольные вопросы:
1. Методы терапии моногенных наследственных заболеваний.
2. Преимущества генной терапии.
3. Современные технологии, такие как CRISPR/Cas9, TALENs и ZFNs


Лекция 6
Генотерапия ненаследственных заболеваний. 

Цель занятия – знакомство с генотерапией ненаследственных заболеваний.

Генотерапия ненаследственных заболеваний, таких как рак или ВИЧ, предполагает использование генетического материала для лечения уже имеющегося заболевания, а не для коррекции врожденного дефекта. Это достигается путем введения, изменения или удаления генетических элементов в клетках пациента для борьбы с причиной болезни, например, через подавление роста опухолевых клеток или модификацию их для лучшего распознавания иммунной системой.
Как это работает:
Модификация генов: Целенаправленное изменение генов, ответственных за заболевание, с помощью инструментов генной инженерии. 
Введение генов: Добавление новых, функциональных генов в клетки пациента, которые либо компенсируют отсутствующие или дефектные гены, либо придают клеткам новые свойства, например, для уничтожения раковых клеток. 
Удаление генов: Подавление или удаление генов, способствующих развитию заболевания, например, генов, отвечающих за рост раковых клеток.
Примеры применений:
Онкология: Методы генной терапии направлены на подавление роста опухолевых клеток или на модификацию этих клеток для более эффективного уничтожения иммунной системой пациента, что помогает в борьбе с раком. 
Инфекционные заболевания: Например, генная терапия может быть применена для модификации иммунных клеток, чтобы они лучше справлялись с вирусами, такими как ВИЧ, или для создания устойчивости клеток к инфекции.
Преимущества: 
Долгосрочное воздействие: В отличие от лекарств, которые могут снимать симптомы, генотерапия нацелена на устранение первопричины заболевания, что потенциально ведет к долгосрочному или постоянному излечению.
Улучшение качества жизни: Может снизить потребность в ежедневном приеме медикаментов или проведении инвазивных процедур.
Клинические испытания: Многие методы генной терапии, особенно в онкологии, находятся на стадии клинических испытаний, что говорит о продолжающемся развитии этой технологии.
Контрольные вопросы:
1. Методы терапии ненаследственных заболеваний.
2. Преимущества генной терапии ненаследственных заболеваний.


Лекция 7
Технологии редактирования генов.

Цель занятия – знакомство с технологиями редактирования генов.

В отличие от методов первого поколения генной терапии, ориентированных на доставку трансгенов, технология редактирования генов позволяет использовать совершенно новый подход к  лечению, основанный на точной модификации последовательностей генома человека. Существуют четыре основных метода редактирования генома — с использованием мегануклеазы, нуклеазы цинковых пальцев (ZFN), нуклеазы TALE (TALEN) и  CRISPR/Cas9, наиболее распространено CRISPR-Cas9. Эти методы позволяют с высокой точностью вносить изменения в геном: вырезать, заменять или встраивать нужные участки ДНК, что открывает перспективы лечения генетических заболеваний, создания новых лекарств и улучшения сельскохозяйственных культур. В  то время как методы лечения с  помощью редактирования генов были впервые включены в  клинические испытания в  2010  году как подход к  профилактике ВИЧ-инфекции (вирус иммунодефицита человека) Т-клеток, первый пример эффективности, изменяющей течение заболевания, был продемонстрирован только в  2019  году в  клинических испытаниях, основанных на CRISPR редактировании генов серповидно-клеточной анемии и бета-талассемии (CTX001).
Основные технологии редактирования генов
CRISPR-Cas9 (Криспер-Кас9): Эта система, основанная на бактериальном иммунитете, является самой популярной и универсальной. Она состоит из направляющей РНК, которая находит целевой участок ДНК, и фермента Cas9 («молекулярные ножницы»), который его разрезает. После разреза можно внести желаемые изменения в последовательность ДНК. 
Нуклеазы с цинковыми пальцами (ZFN): Эти инструменты позволяют создавать двухцепочечные разрывы в ДНК в заданном месте генома. 
TALEN (транскрипционные активаторы, подобных лефсиным): Аналогично ZFN, эти нуклеазы также используются для внесения специфических разрывов в ДНК, что позволяет получать направленные мутации. 
Применение технологий редактирования генов
Лечение генетических заболеваний: CRISPR-Cas9 и другие методы используются для исправления мутаций, вызывающих наследственные болезни. 
Разработка новых лекарств: Технологии позволяют изучать функции генов и находить новые мишени для лекарств. 
Сельское хозяйство: CRISPR/Cas9 применяется для повышения питательной ценности растений, увеличения их срока хранения, а также для повышения их устойчивости к засухе и болезням. 
Борьба с инфекциями: Технология может использоваться для блокирования проникновения вирусов (например, ВИЧ) в клетки хозяина путем редактирования генов, участвующих в этом процессе. 
Вызовы и перспективы
Несмотря на значительные достижения, технологии редактирования геномов сталкиваются с рядом технических и этических проблем, которые необходимо решать для их безопасной интеграции в клиническую практику и жизнь общества.
Контрольные вопросы:
1. Основные методы редактирования генома.
2. Преимущества генной терапии ненаследственных заболеваний.


Лекция 8

Редактирование геномов с помощью ZFN и TALEN.

Цель занятия – знакомство с технологиями редактирования генов с помощью ZFN и TALEN.

ZFN (нуклеазы с цинковыми пальцами) и TALEN (эндонуклеазы, подобные активаторам транскрипции) — это технологии редактирования генома, которые, подобно CRISPR, используют специализированные ферменты (нуклеазы) для внесения разрывов в ДНК в точно заданном месте, что позволяет изменять генетический код организма. В отличие от CRISPR, создание ZFN и TALEN является более трудоемким процессом, требующим индивидуальной сборки и тестирования каждой нуклеазы для конкретной мишени, а также приводит к более сложному и менее эффективному процессу трансфекции и отбора клеток, особенно при попытке внесения множественных мутаций.
Как работают ZFN и TALEN:
Принцип действия: Оба метода основаны на доставке в клетку белка, состоящего из двух ключевых компонентов:
ДНК-связывающий домен: Этот элемент распознает и связывается с определенной последовательностью ДНК, которая должна быть изменена. 
ДНК-расщепляющий домен (нуклеаза): Этот фермент разрезает двухцепочечную ДНК в том месте, где связывается ДНК-связывающий домен.
Результат: После разрезания ДНК клеточные механизмы включают репарацию разрыва, что может привести к:
Внесению мутаций: Удалению или вставке нуклеотидов. 
Замене или модификации генов: Благодаря наличию шаблона для репарации. 
Ключевые особенности ZFN и TALEN:
ZFN (нуклеазы с цинковыми пальцами):
Используют белки с цинковыми пальцами, которые способны узнавать определенные последовательности ДНК. 
Требуют индивидуальной сборки для каждого нового участка ДНК. 
TALEN (эндонуклеазы, подобные активаторам транскрипции):
Основаны на высокоспецифичных ДНК-связывающих белках, называемых TALE-белками. 
Считаются более простыми в создании, чем ZFN, так как модульная система TALE-повторов более предсказуема в распознавании ДНК. 
Ограничения ZFN и TALEN:
Сложность конструкции и дизайна: Создание каждой ZFN или TALEN для конкретной цели требует значительных усилий по сборке и тестированию. 
Сложность доставки и трансфекции: Введение этих белков в клетки может быть более сложным и менее эффективным по сравнению с CRISPR, что приводит к проблемам с мозаицизмом (когда мутантные аллели присутствуют только в части трансфицированных клеток). 
Ограниченность в мультиплексном редактировании: В отличие от CRISPR, ZFN и TALEN не позволяют легко вносить множественные изменения одновременно.
Контрольные вопросы:
1. Технологии редактирования генов с помощью ZFN и TALEN.
2. Особенности и ограничения технологии ZFN и TALEN.


Лекция 9

Технология редактирования генома CRISPR Cas. CRISPR/Cas системы прокариот. Преимущества технологии CRISPR/Cas..

Цель занятия – знакомство с преимуществами технологий редактирования генов с помощью CRISPR Cas. 

Технология CRISPR/Cas — это революционный инструмент для редактирования генома, использующий систему иммунной защиты прокариот, который позволяет точно изменять ДНК. Он состоит из белка Cas (чаще всего Cas9) и направляющей РНК (gRNA), которая «находит» целевой участок ДНК, а Cas-белок его разрезает. Преимущества CRISPR/Cas включают высокую точность, универсальность в использовании, относительную простоту и низкую стоимость по сравнению с предыдущими методами, что открывает широкие перспективы для медицины, сельского хозяйства и фундаментальных исследований. 
Технология редактирования генома CRISPR/Cas
Принцип работы: Система CRISPR/Cas работает как молекулярные ножницы. Направляющая РНК (gRNA) ведет фермент Cas9 к определенной последовательности ДНК в геноме. Затем Cas9 разрезает двойную спираль ДНК в этом месте. 
Дальнейшее действие: После того как ДНК разорвана, клетка запускает механизмы репарации. Исследователи могут использовать эти процессы для:
Удаления или «выключения» гена: Внесение мутаций, которые делают ген неактивным. 
Вставки новой ДНК: Ввод нового генетического материала в разорванный участок. 
Модификации: Существуют модификации системы, такие как неактивный dCas9 (dead Cas9), который не режет ДНК, но может быть использован для связывания с ДНК без разрезания. Его можно «прикрепить» к различным доменам для активации или репрессии генов, модификации эпигенетических меток или визуализации участков хромосом. 
CRISPR/Cas системы прокариот 
Естественный механизм: Изначально CRISPR-системы являются частью врожденного иммунитета бактерий и архей, защищающих их от вирусов.
Структура: CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) – это участки бактериальной ДНК, которые содержат короткие повторяющиеся последовательности и вставки ДНК-фрагментов, полученных от ранее атаковавших вирусов.
Функционирование: При повторной встрече с вирусом эти вставки помогают системе распознать чужеродную ДНК и «вырезать» ее при помощи Cas-белков, тем самым защищая клетку.
Преимущества технологии CRISPR/Cas
Высокая точность: Система позволяет прицельно редактировать конкретные участки генома. 
Гибкость и универсальность: CRISPR/Cas можно адаптировать для самых разных задач, включая выключение, активацию или замену генов. 
Относительная простота и доступность: В сравнении с предыдущими методами (например, ZFN или TALEN), CRISPR/Cas легче в дизайне и использовании, а также снижает стоимость исследований. 
Широкий спектр применений: Технология имеет огромный потенциал в:
Медицине: Для лечения генетических заболеваний. 
Сельском хозяйстве: Для улучшения характеристик культурных растений и животных. 
Фундаментальных исследованиях: Для изучения функций генов и создания модельных систем.
Контрольные вопросы:
1. Технология редактирования генома CRISPR/Cas
2. CRISPR/Cas системы прокариот 
3. Преимущества технологии CRISPR/Cas.




Лекция 10

Белки Cas, используемые в протоколах редактирования геномов. Формы доставки компонентов CRISPR/Cas в живые клетки.

Цель занятия – знакомство с белками Cas, используемыми в протоколах редактирования геномов. Формы доставки компонентов CRISPR/Cas в живые клетки.

В протоколах редактирования геномов используются различные белки Cas, наиболее распространенным из которых является Cas9, который нацеливается на ДНК и создает разрывы. Доставка компонентов CRISPR/Cas в живые клетки осуществляется в виде ДНК, мРНК или рибонуклеопротеиновых (РНП) комплексов. Среди методов доставки – вирусы, липидные наночастицы (ЛНЧ), электропорация и микроинъекция. 
Белки Cas, используемые в редактировании геномов
Cas9: Это самый известный белок семейства Cas, который используется для создания точечных разрывов в двойной спирали ДНК, что позволяет инактивировать гены или вводить новые генетические последовательности. 
Другие белки Cas: Система CRISPR/Cas классифицируется по типу белков Cas. Системы типа I включают Cas3, а типа III — Cas10. 
Формы доставки компонентов CRISPR/Cas
ДНК-векторы: Компоненты CRISPR/Cas могут быть доставлены в клетки в составе экспрессионных ДНК-векторов, которые затем транскрибируются в клетке. 
мРНК: Белок Cas и направляющая РНК (sgRNA) могут быть введены в виде мРНК, что обеспечивает их временную экспрессию в клетках. 
Рибонуклеопротеиновые (РНП) комплексы: Это наиболее предпочтительный вариант доставки, поскольку готовый белок Cas и sgRNA заранее собираются в комплекс и вводятся в клетки. Это упрощает процесс и повышает эффективность, так как компоненты доступны сразу после проникновения в клетку. 
Одноцепочечные ДНК-олигонуклеотиды: Они могут быть использованы для доставки донорной ДНК, необходимой для внесения изменений в геном. 
Методы доставки компонентов CRISPR/Cas
Вирусная доставка: Вирусы используются как эффективные векторы для доставки компонентов CRISPR/Cas в клетки. 
Липидные наночастицы (ЛНЧ): Эти носители инкапсулируют и защищают инструменты для редактирования генов, облегчая их проникновение в клетки. 
Электропорация: Физический метод, при котором клетки подвергаются кратковременным электрическим импульсам, создающим временные поры в клеточной мембране для доставки реагентов. 
Микроинъекция: Точная доставка реагентов непосредственно в клетки с помощью тонких игл.
Контрольные вопросы:
1. Белки Cas, используемые в редактировании геномов.
2. CRISPR/Cas системы прокариот 
3. Преимущества технологии CRISPR/Cas.


Лекция 11

Дизайн эксперимента по геномному редактированию CRISPR/Cas.

Цель занятия – знакомство с дизайном эксперимента по геномному редактированию CRISPR/Cas.

Дизайн эксперимента по геномному редактированию с использованием CRISPR/Cas включает определение цели (ген, мутация), разработку sgRNA для нацеливания на ДНК, выбор подходящего комплекса Cas9, подбор клетки-хозяина, внедрение CRISPR/Cas9 системы и последующую оценку эффективности, специфичности и безопасности редактирования с помощью молекулярных и фенотипических методов. 
1. Определение цели эксперимента 
Целевой ген и мутация: Четко определите, какой ген вы хотите отредактировать и какую конкретную мутацию нужно исправить или изменить.
Функциональная цель: Определите, что вы хотите достичь (например, выключить ген, исправить мутацию, ввести новый участок ДНК).
2. Дизайн sgRNA (направляющая РНК) 
Выбор последовательности: Разработайте sgRNA, которая комплементарна (связывается) целевой последовательности ДНК в вашем гене.
Специфичность: Убедитесь, что выбранная последовательность sgRNA имеет как можно меньше "внецелевых" совпадений с другими участками генома, чтобы избежать нежелательных разрезов ДНК.
3. Выбор компонента Cas9 
Тип Cas9: Выберите нуклеазу Cas9 (или другой белок Cas), подходящую для вашей задачи. Существуют разные варианты белков Cas9 с разными характеристиками.
Доставка: Решите, как вы будете доставлять комплекс Cas9 (фермент и sgRNA) в клетки – плазмиды, вирусные векторы, рибонуклеопротеиновые комплексы.
4. Подготовка клеток-хозяев
Тип клеток: Выберите подходящий тип клеток или организма для вашего эксперимента. Это могут быть бактериальные, растительные или животные клетки. 
Введение CRISPR/Cas9: Введите сконструированный комплекс CRISPR/Cas9 в клетки-мишени. 
5. Оценка эффективности и безопасности
Молекулярные методы: Используйте методы, такие как ПЦР и секвенирование, чтобы подтвердить успешное внесение изменений в целевой участок ДНК. 
Фенотипические методы: Наблюдайте за изменением фенотипа (признаков) отредактированных клеток, если ожидаемый эффект известен. Например, если вы редактировали ген, который отвечает за определенную окраску, наблюдайте за изменением окраски клеток. 
Проверка на внецелевые эффекты: Проведите анализ на наличие нежелательных мутаций в других участках генома, чтобы убедиться в специфичности действия CRISPR/Cas.
Контрольные вопросы:
1. Дизайн эксперимента по геномному редактированию с использованием CRISPR/Cas 
2. Оценка эффективности и безопасности геномного редактирования CRISPR/Cas.


Лекция 12

Модификация генома млекопитающих системой CRISPR/Cas9.

Цель занятия – ознакомление с модификацией генома млекопитающих системой CRISPR/Cas9.

Модификация генома млекопитающих системой CRISPR/Cas9 — это метод генетической инженерии, позволяющий внести точечные изменения в ДНК с помощью белка Cas9 и направляющей РНК, работающих как «молекулярные ножницы» для вырезания, удаления или замены определенных участков генома. Эта технология, основанная на иммунной системе бактерий, успешно применяется для создания генетически модифицированных моделей животных, таких как свиньи, приматы и другие, что открывает новые возможности для исследований и лечения заболеваний. 
Как это работает: 
Компоненты: Система состоит из белка Cas9 (молекулярные «ножницы») и направляющей РНК (гидовой РНК).
Назначение: Гидовая РНК служит «адресной книгой», которая направляет белок Cas9 к конкретному участку ДНК, который нужно отредактировать.
Редактирование: После того как Cas9 достигает целевого места, он производит двуцепочечный разрыв в ДНК. Затем клетка может использовать свой собный механизм для «починки» или «замены» этого участка, что позволяет вставить новую генетическую информацию или удалить нежелательный ген.
Применение в модификации млекопитающих:
Создание моделей: CRISPR/Cas9 используется для создания генетически модифицированных животных (например, мышей, свиней, приматов) для исследований болезней и испытания новых методов лечения. 
Исправление генетических дефектов: Технология позволяет исправить мутации, вызывающие наследственные заболевания, что является одним из главных направлений медицинских исследований. 
Исследование функций генов: Модификация генома с помощью CRISPR/Cas9 помогает понять роль конкретных генов в развитии организма и различных заболеваниях. 
Преимущества:
Точность: CRISPR/Cas9 позволяет внести изменения в ДНК с высокой точностью, воздействуя только на заданные участки. 
Скорость и простота: По сравнению с предыдущими методами, CRISPR/Cas9 является более быстрым и простым инструментом для редактирования генома. 
Широкий спектр применения: Технология может быть применена для модификации ДНК самых разных организмов, включая млекопитающих. 
Нобелевская премия: В 2020 году Эммануэль Шарпантье и Дженнифер Дудна были удостоены Нобелевской премии по химии за разработку технологии CRISPR/Cas9, что подчеркнуло ее значимость для науки и медицины.
Контрольные вопросы:
1. Модификация генома млекопитающих с использованием CRISPR/Cas 
2. Преимущества применения CRISPR/Cas в модификации млекопитающих.

Лекция 13

Модификация генома млекопитающих системой CRISPR/Cas9.

Цель занятия – ознакомление с модификацией генома млекопитающих системой CRISPR/Cas9.

Испытания технологии CRISPR для лечения генетических заболеваний активно ведутся и уже демонстрируют положительные результаты, особенно при лечении моногенных заболеваний, таких как серповидноклеточная анемия и β-талассемия, а также наследственных болезней глаз. 
Основные направления испытаний и применения:
Исправление генетических мутаций: CRISPR/Cas9 позволяет вносить точные изменения в ДНК, исправляя дефектные гены, ответственные за наследственные болезни, например, серповидноклеточную анемию, гемофилию и муковисцидоз. 
Лечение наследственных болезней крови: Испытания показали эффективность редактирования генов для лечения серповидноклеточной анемии и β-талассемии, где терапия направлена на восстановление нормальной структуры гемоглобина. 
Лечение генетических заболеваний глаз: Технология используется для коррекции мутаций, вызывающих такие состояния, как врожденный амавроз Лебера, что открывает путь к восстановлению зрения. 
Разработка новых терапевтических стратегий: CRISPR применяется для создания точных животных моделей, имитирующих человеческие заболевания (например, болезнь Альцгеймера), что помогает в разработке и тестировании новых лекарств. 
Исследования функций генов: "Выключая" определенные гены с помощью CRISPR, ученые исследуют их роль в развитии болезней и функциях организма, что способствует лучшему пониманию патогенеза и поиску новых мишеней для терапии. 
Текущие вызовы и перспективы:
Сложность доставки: Для эффективного лечения необходимо доставить систему CRISPR ко всем нужным клеткам, что является непростой задачей, особенно для тканей головного мозга или костей. 
Полигенные заболевания: Лечение сложных полигенных заболеваний (например, психических) пока затруднено из-за их высокой генетической вариативности и сложности. 
Контрольные вопросы:
1. Испытания технологии CRISPR для лечения генетических заболеваний.
2. Основные направления испытаний и применения CRISPR/Cas.


Лекция 14

Редактирование эмбрионов человека. CRISPR в клинических испытаниях.

Цель занятия – ознакомление с редактированием эмбрионов человека и использование CRISPR в клинических испытаниях.

Технология позволяет точечно редактировать ДНК, "выключая" вредные гены или исправляя мутации, что открывает новые возможности для терапии ранее неизлечимых патологий. Хотя существуют технические и этические проблемы, особенно в отношении сложных полигенных заболеваний и воздействия на эмбриональные клетки, CRISPR продолжает развиваться как перспективный инструмент для медицины. 
Основные направления испытаний и применения:
Исправление генетических мутаций: CRISPR/Cas9 позволяет вносить точные изменения в ДНК, исправляя дефектные гены, ответственные за наследственные болезни, например, серповидноклеточную анемию, гемофилию и муковисцидоз. 
Этические и юридические вопросы: Широкое внедрение технологии требует решения этических вопросов, связанных с редактированием генома, особенно в случае воздействия на эмбриональные клетки. 
Клинические испытания: Несмотря на вызовы, продолжаются активные клинические испытания, демонстрирующие потенциал CRISPR для лечения ряда заболеваний, включая некоторые виды лейкозов, а также для снижения уровня холестерина.
Контрольные вопросы:
1. Редактирование эмбрионов человека. CRISPR в клинических испытаниях. 
2. Этические и юридические аспекты применения CRISPR/Cas. 


Лекция 15

Возможности совмещения технологий CRISPR/Cas и стволовых клеток.

Цель занятия – ознакомление с возможностями совмещения технологий CRISPR/Cas и стволовых клеток.

Сочетание технологий CRISPR/Cas и стволовых клеток позволяет создавать генетически модифицированные стволовые клетки для лечения заболеваний, например, редактируя гены, вызывающие серповидноклеточную анемию, или делая клетки "невидимыми" для иммунной системы, предотвращая отторжение при трансплантации. Это открывает новые перспективы для терапии генетических и других заболеваний, позволяя исправлять мутации, восстанавливать функцию генов и создавать персонализированные клеточные продукты.
Основные направления применения
Лечение генетических заболеваний:
Серповидноклеточная анемия: CRISPR/Cas9 используется для редактирования стволовых клеток крови пациента, чтобы отключить ген, подавляющий выработку фетального гемоглобина, тем самым увеличивая его производство в эритроцитах. 
ВИЧ: Технология позволяет разрушать ген CCR5 в стволовых клетках пациента, делая их устойчивыми к ВИЧ-инфекции. 
Другие наследственные заболевания: CRISPR/Cas9 позволяет точно модифицировать или исправлять мутации в генах, ответственных за множество других заболеваний. 
Создание устойчивых к иммунной системе стволовых клеток:
Исследователи могут использовать CRISPR/Cas9 для редактирования генов стволовых клеток, делая их функционально "невидимыми" для иммунной системы реципиента. Это имеет решающее значение для успешной трансплантации стволовых клеток и предотвращения их отторжения. 
Функциональное изучение генов:
Помимо терапевтических целей, CRISPR/Cas9 позволяет изучать функции генов путем их целенаправленного изменения или выключения в стволовых клетках. 
Методология
В рамках данной технологии стволовые клетки пациента или донора выделяются, а затем в них вносятся генетические изменения с помощью системы CRISPR/Cas9. 
Молекулярные ножницы CRISPR/Cas9 разрезают ДНК в определенных местах, позволяя удалять, вставлять, модифицировать или блокировать экспрессию генов. 
Преимущества комбинации технологий
Высокая точность и эффективность: CRISPR/Cas9 обеспечивает прицельное воздействие на геном, что позволяет вносить необходимые изменения с высокой точностью. 
Универсальность: Систему можно адаптировать для различных задач, от исправления дефектных генов до создания клеток с новыми свойствами. 
Расширение терапевтических возможностей: Комбинация CRISPR/Cas9 и стволовых клеток открывает новые пути для лечения ранее неизлечимых генетических и других заболеваний.
Контрольные вопросы:
1. Сочетание технологий CRISPR/Cas и стволовых клеток. 
2. Преимущества комбинации технологий CRISPR/Cas и стволовых клеток. 
















К раткий к урс лекции « ГЕНОТЕРАПИЯ »       Лекция 1    Генотерапия. Современное состояние.     Цель занятия   –   знакомство с генотерапией и историей развития.   Генотерапия  –   совокупность генно - инженерных (биотехнологических) и  медицинских методов, предназначенных для внесения изменений в  генетический аппарат соматических клеток человека в целях лечения  наследственных заболеваний.   Это новая и бурно развивающаяся область, ориентированная на  исправление дефектов, вызванных мутациями в генах или придание клеткам  новых функций.    Сегодня генотерапия может рассматриваться как потенциально  универсальный подход к лечению широкого спектра болезней человека,  включая различные наследственные заболевания, диабет, астму, рак и ВИЧ.  Существует более 10 000 заболеваний, причиной которых явля ется одна  мутация в одном гене. Лечение этих патологий полностью зависит от  возможностей генной медицины, которая является весьма перспективным  направлением.  Она имеет потенциал значительно усовершенствовать подход  к ранней профилактике и лечению ряда нас ледственных и генетических  патологий.    Генная терапия представляет собой достаточно новую технологию,  которая направлена на лечение заболеваний, обусловленных “поломками” в  одном гене, которые являются причиной детской инвалидности или даже  смертности. Метод этого медицинского направления заклю чается в коррекции  или замене неправильно функционирующих генов, ответственных за развитие  определенных наследственных заболеваний.   Основы генной терапии: что это и как она работает? Подход генной  терапии может быть применен к различным видам заболеваний, включая  кистозный фиброз, наследственные формы гемофилии, мукополисахаридоз.    Он также может быть использован для лечения онкологических  заболеваний.    Редактирование генома включает в себя такие технологии как  CRISPR/Cas9, TALENs, ZFNs. Они позволяют точно изменять участки ДНК,  внося изменения в геном.   Контрольные вопросы:   1.  Генотерапия.   2.  Основы генной терапии: что это и как она работает?   3.  Цели и принципы генной терапии.   4.  Чем генная соматическая терапия отличается от генной фетальной.   5.  Какие заболевания можно вылечить с помощью генной терапии?   6.  Будущее генной терапии.    

