Дәріс 1 
Кіріспе. Гендік инженерияның мақсаты мен міндеттері. 
Гендік инженерия технологияларының даму тарихы.

Сабақтың мақсаты: Гендік инженерияның мақсаттары мен міндеттеріне кіріспе.
Гендік инженерия. Гендік инженерия (гендік инженерия) - рекомбинантты РНҚ мен ДНҚ алу, организмнен (жасушадан) гендерді алу, гендерді манипуляциялау және оларды басқа организмдерге енгізу әдістері, әдістері және технологияларының жиынтығы.
Гендік инженерия нуклеин қышқылдарын манипуляциялауға және қажетті гендерді бір түрден екінші түрге ауыстыруға мүмкіндік беретін in vitro зертханалық әдістері арқылы генетикалық материалдың жаңа комбинацияларын мақсатты түрде жасау мәселесін шешеді. Гендік инженерия модификацияланған немесе генетикалық түрлендірілген организмде қажетті белгілерді алу үшін қолданылады. Генотип тек жанама түрде өзгертілетін дәстүрлі селекциядан айырмашылығы, гендік инженерия молекулалық клондау әдістерін қолдана отырып, генетикалық аппаратқа тікелей араласуға мүмкіндік береді. Гендік инженерияны қолдану мысалдарына жаңа генетикалық түрлендірілген дақыл сорттарын жасау, генетикалық түрлендірілген бактерияларды қолдана отырып, адам инсулинін өндіру, жасуша дақылында эритропоэтин өндіру және ғылыми зерттеулер үшін эксперименттік тышқандардың жаңа штамдары жатады.
20 ғасырдың екінші жартысында гендік инженерияның негізін қалаған бірнеше маңызды жаңалықтар мен өнертабыстар жасалды. Гендерде «жазылған» биологиялық ақпаратты «оқуға» бағытталған көптеген жылдар бойы жасалған әрекеттер сәтті аяқталды. Бұл жұмысты британдық ғалым Фредерик Сангер және американдық ғалым Уолтер Гилберт (1980 жылғы химия бойынша Нобель сыйлығы) бастады. Белгілі болғандай, гендерде организмде РНҚ молекулалары мен ақуыздарды, соның ішінде ферменттерді синтездеуге арналған нұсқаулар бар. Жасушаны жаңа, ерекше заттарды синтездеуге итермелеу үшін оның тиісті ферменттер жиынтығын синтездеуі қажет. Бұл үшін бар гендерді әдейі өзгерту немесе бұрын болмаған жаңа гендерді енгізу қажет. Тірі жасушалардағы гендердегі өзгерістер мутация деп аталады. Олар, мысалы, мутагендердің — химиялық улардың немесе радиацияның әсерінен пайда болады. Дегенмен, мұндай өзгерістерді бақылау немесе бағыттау мүмкін емес. Сондықтан ғалымдар өз күштерін жасушаларға, әсіресе адамдарға қажет жаңа, толығымен ерекше гендерді енгізу әдістерін әзірлеуге шоғырландырды.
Гендік инженерияның барлық әдістері гендік инженерия мәселесін шешуде келесі қадамдардың бірін орындау үшін қолданылады:
-Оқшауланған генді алу.
-Генді организмге беру үшін векторға енгізу.
-Гені бар векторды модификацияланатын организмге ауыстыру.
-Организм жасушаларын трансформациялау.
-Гендік модификацияланған организмдерді (ГМО) іріктеу және сәтті модификацияланбағандарды жою.
Сұрақтар:
1. Гендік инженерия.
2. Гендік инженерияның мақсаттары мен міндеттері.
3. Технологиялар мен гендік инженерияның даму тарихы.


Дәріс 2
Векторлар – әртүрлі организмдерге бөгде гендерді жеткізуге арналған мамандандырылған құрылғылар.

Дәріс мақсаты – студенттерді векторлармен – әртүрлі организмдерге бөгде гендерді жеткізуге арналған мамандандырылған құрылғылармен таныстыру.
Репликация (латынша replicatio – жаңарту) – ата-аналық ДНҚ молекуласынан екі аналық ДНҚ молекуласын жасау процесі. ДНҚ репликациясы реплисома деп аталатын 15-20 түрлі ақуыз ферменттерінен тұратын күрделі жүйе арқылы жүзеге асырылады [1]. Арнайы ферменттердің көмегімен аналық ДНҚ қос спиралы екі жіпшеге бөлінеді. Әрбір алынған жіпшеге екінші жіпше қосылып, екі бірдей аналық ДНҚ молекуласын түзеді, содан кейін олар бөлек спиральдарға бұралады. Аналық жасушаның кейінгі бөлінуі кезінде әрбір аналық жасуша бастапқы аналық жасушаның ДНҚ-сымен бірдей ДНҚ молекуласының бір көшірмесін алады. Бұл процесс генетикалық ақпараттың ұрпақтан-ұрпаққа дәл берілуін қамтамасыз етеді.
Әрбір ДНҚ молекуласы бастапқы ата-аналық молекуланың бір тізбегінен және жаңадан синтезделген бір тізбектен тұрады. Бұл репликация механизмі жартылай консервативті деп аталады. Қазіргі уақытта бұл механизм Мэттью Меселсон мен Франклин Штальдың (1958) тәжірибелерінің арқасында дәлелденген деп саналады [2]. Бұрын тағы екі модель болған: «консервативті» - репликация нәтижесінде тек ата-аналық жіпшелерден тұратын бір ДНҚ молекуласы және тек еншілес жіпшелерден тұратын біреуі түзіледі; «дисперсиялық» - репликация нәтижесінде пайда болған барлық ДНҚ молекулалары жіпшелерден тұрады, олардың кейбір бөліктері жаңадан синтезделеді, ал басқалары ата-аналық ДНҚ молекуласынан алынады. ДНҚ молекуласы екіге бөлініп, екі шаблон түзіледі. Репликация айырынан екі шаблон шығады. Егер сіз оларды түзу түрінде елестетсеңіз, ұштарында байланысқан, бірақ саңылауы бар тарақтар сызығын көре аласыз. Бір тарақтың көк, ал екіншісінің қызыл екенін елестетіп көріңіз. Енді төменгі қызыл жіпті (оның жоғарғы жағындағыдай бес тарағы бар) бесінші ұшын үшіншісінің үстіне (үшінші жоғарғы ине) қойып орналастырайық. Біз тізбекті жоғарыдан да, төменнен де созамыз. Былайша айтқанда: бес, үш, бес және тағы басқалар - жоғарғы және төменгі жағында да. Содан кейін, шаблондар (тарақтар) репликация айырынан шыққаннан кейін, осы тарақтарға тағы екі шаблон қосылады. Бір ДНҚ молекуласы екі бірдей аналық молекуланы шығарады (егер мутациялар болмаса); бұл жартылай консерватизм деп аталады.
Сұрақтар:
1. Репликация процесінің сипаттамалары
2. Репликацияның молекулалық механизмі.
3. ДНҚ репликациясы жасушаның бөлінуі кезіндегі негізгі оқиға.


Дәріс 3
Гендік инженерияда қолданылатын ферменттер. Рестриктаза, лигаза.

Сабақтың мақсаты: Студенттерді рестрикциялық ферменттер және ДНҚ лигазамен таныстыру.
Иә, рестрикция ферменттері (рестрикция эндонуклеазалары) және ДНҚ лигазалары гендік инженерияда гибридті (рекомбинантты) ДНҚ жасауда негізгі рөл атқарады: рестрикция эндонуклеазалары қажетті гендер мен векторларды кесіп алып, «жабысқақ» немесе «доғал» ұштарды жасайды, ал лигазалар бұл фрагменттерді біртұтас, жаңа ДНҚ молекуласына біріктіріп, когерентті қант-фосфат негізін құрайды.
Ферменттердің рөлі:
Рестрикция ферменттері (рестрикция эндонуклеазалары):
Қызметі: Белгілі бір тізбектерді (рестрикция учаскелерін) тану және қос тізбекті ДНҚ-ны кесу.
Нәтижесі: «Жабысқақ ұштары» (бір-бірін толықтыратын бір тізбекті асып түсетіндер) немесе «доғал ұштары» бар фрагменттер жасау.
ДНҚ лигазасы:
Қызметі: ДНҚ фрагменттерін біріктіріп, фосфодиэфирлік байланыстардың түзілуін катализдейді.
Қолданылуы: АТФ энергиясын пайдаланып, бөлініп алынған генді вектормен (мысалы, плазмидалармен) біріктіру.
Гибридті ДНҚ жасау процесі (клондау):
Фрагменттерді алып тастау: Рестрикциялық фермент енгізілетін генді және плазмидалық векторды кесіп тастайды. Егер сол фермент қолданылса, олардың ұштары комплементарлы болады.
Айқаспалы байланыстыру (байлау): ДНҚ лигазасы генді плазмидаға «жабыстырып», жаңа, рекомбинантты ДНҚ (гибридті) түзеді.
Осылайша, ферменттердің бұл екі класы молекулалық құрылысты орындау және гендік инженерияның негізі болып табылатын рекомбинантты ДНҚ молекулаларын өндіру үшін бірге жұмыс істейді.
Сұрақтар:
1. Гендік инженерияда қолданылатын ферменттер .
2. Рестрикциялық ферменттер.
3. ДНҚ лигаза.

Дәріс 4
Маркерлі гендер: селективті гендер, репортерлі гендер.

Сабақтың мақсаты - оқушыларды маркерлік гендермен таныстыру.
Маркерлі гендер – жаңа ДНҚ-ны сәтті қабылдаған жасушаларды анықтау үшін қолданылатын гендер. Олар селективті маркерлерге (мысалы, антибиотикке төзімділік береді, тірі қалған жасушаларды таңдауға мүмкіндік береді) және репортер гендеріне (мысалы, флуоресценция арқылы оңай анықталады, бұл ген экспрессиясының деңгейін көрсетеді) бөлінеді. Селективті гендер трансформанттарды таңдайды, ал репортер гендер геннің қаншалықты белсенді екенін көрсетеді, көбінесе таңдалатын маркермен бірге немесе оның бөлігі ретінде.
Селективті маркерлер (гендер іріктеу)
Функциясы: Генетикалық түрлендірілген конструкцияны (мысалы, плазмиданы) сәтті қабылдаған жасушаларды қабылдамаған жасушалардың жалпы популяциясынан бөлуге мүмкіндік береді.
Механизмі: Олар көбінесе белгілі бір антибиотиктерге (мысалы, ампициллин, канамицин) немесе улы қосылыстарға төзімділікті кодтайды. Бұл гені жоқ жасушалар селективті ортада өледі, ал трансформацияланған жасушалар тірі қалады.
Мысал: Хлорамфениколға төзімділік гені.
Репортер гендер
Функциясы: Олар өздері байланыстырылған нысана генінің экспрессиясын (белсенділігін) оңай визуализациялауға немесе өлшеуге мүмкіндік береді.
Механизм: Олардың экспрессиясы оңай байқалатын сипаттаманы (түс, флуоресценция) тудырады. Зерттеушілер қызығушылық тудыратын геннің қашан және қаншалықты белсенді екенін түсіну үшін осы сипаттаманы бақылайды.
LacZ (бета-галактозидаза): Боялған кезде көк түс пайда болады, бұл жасушаларды визуалды түрде ажыратуға мүмкіндік береді.
GFP (жасыл флуоресцентті ақуыз): Жасушалар ультракүлгін сәуле астында жасыл флуоресценцияланады.
Репортер гендер және таңдалатын гендер маркер гендерінің кіші түрлері болып табылады, бірақ олар әртүрлі функцияларды орындайды: таңдалатын маркерлер қажетті жасушаларды таңдайды, ал репортерлер экспрессия деңгейі туралы ақпарат береді. Кейде бір ген екі функцияны да орындайды, ал кейде екі түр де алдымен трансформанттарды таңдап, содан кейін олардың белсенділігін бағалау үшін құрылымға енгізіледі.
Сұрақтар:
1. Маркерлі гендер.
2. Селективті гендер.
3. Репортерлі гендер.

Дәріс 5
Рекомбинантты ДНҚ технологиясы.

Сабақтың мақсаты – студенттерді рекомбинантты ДНҚ технологиясымен және рекомбинантты ДНҚ жасау әдістерімен таныстыру.
Рекомбинантты құрылым - in vitro бөгде фрагменттерді біріктіру арқылы алынған және сәйкесінше нуклеотид немесе аминқышқылдарының тізбектерінің жаңа комбинацияларын қамтитын гибридті (рекомбинациялық) нуклеин қышқылы (ДНҚ немесе РНҚ) немесе ақуыз. Рекомбинация - әртүрлі нуклеин қышқылы молекулаларының үзілуі және қосылуы арқылы генетикалық материалмен алмасу процесі, яғни генетикалық материалдың қайта бөлінуі, бұл жаңа гендік комбинациялардың пайда болуына әкеледі. Табиғи жағдайларда эукариоттардағы рекомбинация - жасушаның бөлінуі кезінде хромосомалық аймақтардың алмасуы. Прокариоттарда рекомбинация конъюгация, трансформация немесе трансдукция арқылы ДНҚ берілуі кезінде немесе вирустық геном аймақтарының алмасуы арқылы жүреді. Гендік инженерия әдістері рекомбинационды алмасу мүмкіндіктерін айтарлықтай кеңейтті және табиғи рекомбинациядан айырмашылығы, кез келген бөгде фрагменттерді қамтитын гибридті нуклеин қышқылы молекулаларын өндіруге мүмкіндік береді. Бұл технология in vitro ДНҚ фрагменттерін біріктіруді және содан кейін рекомбинантты генетикалық құрылымдарды тірі жасушаға енгізуді қамтиды. Генетикалық инженерия манипуляциялары рестрикциялық ферменттердің (ДНҚ-ны дәл анықталған жерлерде кесетін ферменттер) және лигазалардың (қос тізбекті ДНҚ фрагменттерін біріктіретін ферменттер) ашылуымен мүмкін болды. Бұл ферменттер белгілі бір ДНҚ фрагменттерін алу және оларды біртұтас тұтастыққа біріктіру үшін қолданылады. Бұл жасанды қосылу ДНҚ-ның шығу тегіне тәуелсіз, ал табиғатта бөгде организмдер арасындағы генетикалық ақпараттың қосылуына түраралық кедергілер кедергі келтіреді. OB40 вирусының ДНҚ фрагментінен және галактоза оперонымен бірге E. coli λ бактериофагынан тұратын алғашқы рекомбинантты ДНҚ молекуласын Берг және оның әріптестері 1972 жылы жасаған.
Гендік инженерия бірнеше тізбекті процедураларды қамтиды:
- қажетті (нысаналы) генді бөліп алу;
- оны репликацияланатын генетикалық элементке (векторға) енгізу;
- векторды реципиент организмге енгізу;
- қажетті генді немесе гендерді алған жасушаларды анықтау (скрининг) және іріктеу.
Генетикалық рекомбинация схемасы: рекомбинация (M) және (F) хромосомаларының физикалық үзілуі және олардың кейіннен екі жаңа хромосома (C1 және C2) түзу үшін бірігуі нәтижесінде жүреді.
Гендік инженерия арқылы алынған, яғни рекомбинантты ДНҚ-дан трансляцияланған ақуыздар рекомбинантты деп те аталады. Рекомбинантты ДНҚ технологиясы қазіргі биологияның дамуына айтарлықтай әсер етті, ақуыз функцияларын анықтау және ген экспрессиясын реттейтін механизмдерді зерттеу сияқты көптеген теориялық мәселелерді шешуге мүмкіндік берді. Рекомбинантты технология жоғары организмдердегі гендердің мозаикалық құрылымын, жоғары организмдердегі бактериялық транспозондарды және жылжымалы дисперсті элементтерді, онкогендерді және басқа да осындай құрылымдарды ашуға және зерттеуге мүмкіндік берді. Рекомбинантты құрылымдар өнеркәсіптік биотехнологияда, соның ішінде бұрын алу үшін айтарлықтай уақыт пен шығынды қажет ететін ферменттерді, гормондарды, интерферондарды, антибиотиктерді, витаминдерді және басқа да көптеген фармацевтикалық және азық-түлік өнімдерін өндіруде кеңінен қолданылды. Рекомбинантты ДНҚ адамдарға пайдалы жаңа қасиеттері бар генетикалық түрлендірілген өсімдіктер мен трансгенді жануарларды алу үшін қолданылды. Рекомбинантты құрылымдар медицинада гендік терапия, диагностика және рекомбинантты вакциналарды жасау үшін қолданылады. 
Сұрақтары:
1. Рекомбинантты ДНҚ технологиясы.
2. Рекомбинантты ДНҚ жасау.


Дәріс 6
Гендерді клондау əдістері. Геномдық кітапхананы құру.

Сабақтың мақсаты – студенттерді гендерді клондау және геномдық кітапхананы құру әдістерімен таныстыру.
Гендерді клондау әдістері рекомбинантты ДНҚ технологиясына негізделген: ДНҚ-ны оқшаулау, рестрикциялық ферментті қорыту, фрагменттерді лигазаны пайдаланып векторлармен (плазмидалар, фагтар) байланыстыру, иесіне енгізу (бактериялар, ашытқылар) және қажетті клондарды таңдау. Геномдық кітапхананы құру организмнің бүкіл геномдық ДНҚ-сының клондалған, қабаттасқан фрагменттерінің жиынтығын векторларда алуды қамтиды, бұл барлық гендерді сақтауға және зерттеуге мүмкіндік береді.
Гендерді клондаудың негізгі әдістері (қадамдары)
ДНҚ фрагменттерін алу:
Геномдық ДНҚ-ны оқшаулау.
Рестрикциялық ферменттермен (ДНҚ-ны белгілі бір жерлерде кесетін ферменттер) толық немесе ішінара қорыту.
Рекомбинантты ДНҚ-ны құру:
Қожайын жасушасында көбейе алатын векторды (плазмиданы, фагты) таңдау.
ДНҚ лигазасын пайдаланып векторға ДНҚ фрагменттерін енгізу.
Трансформация:
Рекомбинантты ДНҚ-ны иесі жасушаларына (мысалы, E. coli) енгізу.
Скрининг және іріктеу:
Таңдалатын маркерлерді пайдаланып, қажетті клонды қамтитын жасушаларды бөліп алу және іріктеу.
Геномдық кітапхананы құру.
Бұл жоғарыда аталған қадамдарды біріктіріп, бүкіл геномды клондау процесі.
Мақсаты: Берілген организмнің барлық гендерін статистикалық түрде көрсететін клондар жинағын (банкін) құру.
Қағидаты: Геномдық ДНҚ фрагменттерге бөлінеді, олардың әрқайсысы векторға енгізіледі.
Нәтиже: Әрқайсысы бірегей геномдық фрагментке ие көптеген клондар.
Қолданылуы: Белгілі бір гендерді іздеу және бөліп алу.
Заманауи тәсілдер
Секвенирлеу технологиялары: Келесі буын секвенирлеуі сияқты әдістерді әзірлеу және жоғары өнімді тұтас геномды секвенирлеу үшін мамандандырылған кітапханаларды (мысалы, CCS кітапханаларын) құру. Клондау жүйелері: Клондаудың қарапайымдылығы мен тиімділігі үшін арнайы жүйелерді (мысалы, Gateway https://biomolecula.ru/articles/12-metodov-v-kartinkakh-gennaia-inzheneriia-chast-ii-instrumenty-i-tekhniki/) пайдалану.
Сұрақтар:
1. Гендерді клондау әдістері. 
2. Геномдық кітапхананы құру.





Дәріс 7
Өсімдік протопластарының, жасушаларының жəне ұлпаларының генетикалық трансформациясы əдістері.

Цель занятия – ознакомление студентов с методами трансформации растительных протопластов, клеток и тканей.
Өсімдіктердің генетикалық трансформациясы әдістеріне жасушаларға, протопласттарға (жасуша қабырғасы алынып тасталған) және тіндерге бөгде ДНҚ енгізуге бағытталған биологиялық (Agrobacterium арқылы трансформация, вирустық векторлар) және физикалық (биологизм, электропорация, ультрадыбыстық) әдістер кіреді, содан кейін трансгенді организмдерді іріктеу және қалпына келтіру жүзеге асырылады. Agrobacterium tumefaciens және biologics ең танымал, бірақ соматикалық будандарды алудың тікелей әдістері (протопласт электрофузиясы) және ультрадыбыстық трансформация сияқты инновациялық тәсілдер де қолданылады.
Протопласт әдістері
Протопласт бірігуі: Протопласттар (жасуша қабырғалары жоқ жасушалар) химиялық заттарды (PEG) немесе электр тогын пайдаланып араластырылып, бірігеді, нәтижесінде соматикалық будандар пайда болады.
Тікелей енгізу: Жасуша қабырғасы жоқ протопласттар электропорация немесе химиялық агенттер арқылы ДНҚ-ны тікелей енгізуге бейім.
Тін әдістері
Гүлді батыру: Гүлдерді Agrobacterium бар ерітіндіге батыру, содан кейін ол жыныс жасушаларын жұқтырып, генді ұрпаққа береді.
Тіндерді ультрадыбыстық зерттеу: ДНҚ-ны тінге жеткізу үшін микрожарақаттарды жасау.
Сұрақтар:
1. Өсімдік жасушаларының трансформациясы.
2. Өсімдік протопластарының трансформациясы.


Дәріс 8 
Agrobacterium tumefaciens Ti плазмидасының құрылысы.

Цель занятия – ознакомление студентов с трансформацией растений с помощью Ti-плазмиды A. tumefaciens.
Сабақтың мақсаты - студенттерді A. tumefaciens Ti плазмидасының құрылысымен таныстыру.
Өсімдіктердің жануарларға қарағанда маңызды артықшылығы - олардың жасушаларының тұтас өсімдікке айналу қабілеті (яғни, тотипотенттілік), бұл трансгендік өсімдіктерді өндіру бойынша зерттеулерде кеңінен қолданылады.
Гендік инженерия әдістерін қолдана отырып, өсімдіктердің генетикалық трансформациясын векторларды (агробактериялар мен вирустарды қолдана отырып) және тікелей гендерді тасымалдауды қолдана отырып жүзеге асыруға болады.
Плазмидалық векторлардың ең көп зерттелген мысалы - Agrobacterium тұқымдасының топырақ бактерияларының Ti және Ri плазмидтерін қолдана отырып, өсімдік геномына бөгде гендерді енгізу. Осы плазмидтерді қолдана отырып, бактериялар өздерінің генетикалық материалын қосжарнақты өсімдіктердің жасушаларына біріктіре алады.
Ti плазмидасы (ағылшынша "ісік тудыратын" сөзінен шыққан) Agrobacterium tumefaciens кейбір штамдарының жасушаларында анықталды. Таза дақылда бөлінген бұл бактерия қосжарнақты өсімдіктерде ісік түзілуін тудыруы мүмкін, оны негізінен Agrobacterium rhizogenes штамдарында кездесетін табиғи генетикалық түрлендірілген тамыр индукциялау жүйесі (TI) деп санауға болады.
1970 жылдары Дж. Шелл және оның әріптестері ісік түзілуінің кейбір A. tumefaciens штамдарының жасушаларында кездесетін Ti плазмидаларынан туындайтынын анықтады. Ti плазмидасы бактерия жасушасынан өсімдікке енеді, ал оның бір бөлігі, Т-ДНҚ (ағылшын тілінен аударғанда, тасымалданған ДНҚ), жұқтырған өсімдіктің хромосомаларына ковалентті түрде біріктіріледі (4.10-сурет). Табиғатта бұл фрагмент Agrobacterium көбеюін ынталандыратын және жұқтырған өсімдікте паразиттік өмір сүруге мүмкіндік беретін гендерді тасымалдайды.
Т-ДНҚ құрамындағы гендер өсімдік жасушасына ауыстырылғаннан кейін ғана жұмыс істейді. Хромосомамен интеграцияланған кезде, Т-ДНҚ инфекция орнында ісіктің пайда болуын (жануарлардың қатерлі ісік жасушаларын еске түсіретін тәж галлдарын), фитогормондардың - цитокининдер мен ауксиндердің - шамадан тыс өндірілуін және сау өсімдік жасушаларында кездеспейтін заттар - опиндер деп аталатын бірқатар аминқышқылдарының туындыларының синтезін тудырады.
Ісік фитогормондардың теңгерімсіздігінен, яғни өнімдері ауксиндер мен цитокининдер болып табылатын онкогендердің жұмыс істеуі нәтижесінде пайда болады. Бактериялар ісік жасушалары бөлетін опиндерді өсу және көбею үшін көміртек және азот көздері ретінде пайдаланады. Бактериялардың өздері жасушаға енбейді, бірақ жасушааралық кеңістікте қалады, интеграцияланған Т-ДНҚ-сы бар жасушаны опиндерді өндіретін «зауыт» ретінде пайдаланады. Дж. Шелл A. tumefaciens пен өсімдіктер арасындағы бұл байланысты табиғаттың өзі ойлап тапқан генетикалық инженериядағы экспериментті білдіреді.
Ti плазмидтерінің құрылымы жақсы зерттелген. Оларға мыналар жатады:
— Т-ДНҚ — ісік морфологиясына және бақыланбайтын ісік жасушаларының өсуін тудыратын фитогормондардың синтезіне жауапты гендер, сондай-ақ бактериялардың қоректенуі үшін көміртегі және азот көздері болып табылатын опиндердің синтезіне жауапты гендер бар ДНҚ аймағы. Бұл гендердің барлығы өсімдік жасушасының ядролық геномына беріледі;
— y/r аймағында Т-ДНҚ-ны өсімдік хромосомаларына алып тастауға, ауыстыруға және біріктіруге жауапты гендер бар. Бұл гендердің индукциясы қайтымды, бұл бактериялық жасушалар үшін өте маңызды. Егер жұқтырған өсімдік қазірдің өзінде ауырып, тіршілікке қабілетсіз болса, Т-ДНҚ-ның ауысуы болмайды;
— ori аймағында — өнімдері Ti плазмидасы репликациясын қамтамасыз ететін гендер бар;
— fra аймағында — бактериялардың конъюгациясына жауапты гендер бар.
Ti плазмидасы өсімдік жасушаларына бөгде гендерді енгізудің тамаша табиғи векторы болып табылады. Ең қарапайым тәсіл Т-ДНҚ-ны бөгде (пайдалы) гендермен алмастыру, оларды Agrobacterium плазмидаларына енгізу және өсімдіктерді олармен жұқтыру болып табылады. Зақымдалған өсімдікте ісік индукциясына, опин синтезіне және жасуша дифференциациясының басылуына жауапты гендер Т-ДНҚ-да бір-біріне жақын орналасқан. Сонымен қатар, Т-ДНҚ-ның өсімдік хромосомаларына тасымалдануына және интеграциялануына жауапты гендер Ti плазмидасының басқа аймағында - uir аймағында орналасқан.
Сұрақтар:
1. A. tumefaciens Ti плазмидасының құрылысы.
2. Т-ДНҚ құрамындағы гендер.

Дәріс 9
Агробактериялар арқылы өсімдікті трансформациялау əдісі.

Сабақтың мақсаты - студенттерді өсімдіктердің биологиялық трансформациясы әдісімен таныстыру. 
Тәжірибелік жағдайларда Ti плазмидасын пайдаланып жасанды векторлар жасалады. Трансгенді өсімдіктерді жасау үшін экономикалық тұрғыдан құнды белгілерді кодтайтын гендер Т-ДНҚ-ға енгізіледі. Сол аймақ маркерлік гендермен (трансформацияланған өсімдік жасушаларын таңдау үшін), эукариоттық промотормен (мысалы, гүлді қырыққабат мозаикалық вирусының 358 промоторы (CAMV)) және бірегей рестрикциялық сайттармен жабдықталған.
Дегенмен, Ti плазмидасы вектор ретінде пайдалану үшін тым үлкен. Бұл мәселені шешу үшін арнайы технология - екілік жүйе - жасалды.
Т-ДНҚ Ti плазмидасы бөлініп алынып, мысалы, E. coli жасушаларында өзін-өзі репликациялауға қабілетті pBR322 плазмидасы енгізіледі. Бұл pBR322 ішінде Т-ДНҚ-ны клондауға (көп көшірме санын көбейту) мүмкіндік береді. Векторлық жүйе (Т-ДНҚ - pBR322) E. coli жасушаларынан бөлініп алынады, ал қызығушылық тудыратын гендер Т-ДНҚ-ға енгізіледі. Жаңа векторлық жүйе қайтадан E. coli жасушаларында таралады, содан кейін қалыпты Ti плазмидасы бар Agrobacterium tumefaciens жасушаларына енгізіледі. Гомологиялық рекомбинация арқылы векторлық жүйе және Ti плазмидасы алмасатын Т-ДНҚ аймақтары. Енді Agrobacterium tumefaciens жасушалары өз плазмидаларында бөгде гендерді тасымалдайды, оларды өсімдік жасушаларының ядролық геномына ауыстыра алады, нәтижесінде трансгендік өсімдіктер пайда болады.
Соңғы жылдары Agrobacterium rhizogenes штамдарында кездесетін Ri плазмидасы (ағылшын тілінен аударғанда "тамыр индукциялау") жасанды векторлар жасау үшін қолданылып келеді. Ri плазмидаларының Ti плазмидаларынан артықшылығы бар, себебі олар табиғи, зиянсыз векторлар. Өсімдік жасушаларының хромосомалық ДНҚ-сына Т-ДНҚ интеграцияланғаннан кейін, инфекция аймағында тамырлардың түзілуінің жоғарылауы (<• сақалдылық) байқалады, одан сау өсімдіктерді дифференциацияланбаған ісік тініне қарағанда қалпына келтіру оңайырақ.
Сұрақтар:
1. Ti плазмидасы вектор ретінде пайдалану 
2. Т-ДНҚ құрамындағы гендер.

Дәріс 10
Өсімдіктердің биолистикалық трансформация əдісі.

Сабақтың мақсаты - студенттерді биолистикалық өсімдіктерді трансформациялау әдісімен таныстыру.
Биологиялық баллистика (биологика) бүгінгі таңда өсімдіктерді, әсіресе монокоттарды трансформациялаудың ең тиімді әдістерінің бірі болып табылады.
Әдіс трансформациялау үшін қажетті ген құрылымын қамтитын вектордан ДНҚ-ны диаметрі 0,6-1,2 мкм болатын кішкентай вольфрам бөлшектеріне енгізуді қамтиды. ДНҚ-ны тасымалдайтын вольфрам бөлшектері целлофан төсенішіне жағылады және биологиялық тапаншаның ішіне орналастырылады. Каллус немесе жасуша суспензиясы агарланған ортасы бар Петри ыдысына салынып, биологиялық тапаншаның астына 10-15 см орналастырылады. Вакуумдық сорғы тапаншадағы қысымды 0,1 атм-ға дейін төмендетеді. Қысым шыққан кезде вольфрам бөлшектері биологиялық тапаншадан жоғары жылдамдықпен шығарылады, жасуша қабырғаларын жарып, цитоплазма мен ядроға енеді. Әдетте, орталықта орналасқан жасушалар вольфрам бөлшектерінің үлкен мөлшері мен қысымынан өледі, ал ең сәтті трансформацияланған жасушалар орталықтан 0,6-1 см аймақта кездеседі. Содан кейін жасушалар одан әрі өсіру және қалпына келтіру үшін ортаға мұқият ауыстырылады. http://www.biotechnolog.ru/ge/ge9_4.htm
Жүгері, күріш, бидай және арпа сияқты біржарнақты өсімдіктер биологиялық тапаншаны пайдаланып трансформацияланды. Тұрақты трансформацияланған өсімдіктер алынды. Трансгенді монокоттарды өндірудегі жетістіктермен қатар, биологиялық трансформация ДНҚ-ны эмбриогенді тозаңға тікелей тасымалдау және кейіннен трансгенді дигаплоидты өсімдіктерді тез өндіру үшін қолданылады, бұл селекциядағы маңызды қадам болып табылады. Қазіргі уақытта бұл әдіс темекі өсімдіктерін трансформациялау үшін қолданылып келеді, ал гаплоидты өсімдіктерді қалпына келтіргеннен кейін тұрақты трансформанттар алынды.
Сұрақтар:
1. Өсімдіктердің биолистикалық трансформация əдісі.
2. Биологиялық баллистика әдісінің мәні.

Дәріс 11 
Жануарлардың генетикалық трансформациясы əдістері.

Сабақтың мақсаты – студенттерді биолистикалық өсімдіктерді трансформациялау әдісімен таныстыру.
Жануарлардың генетикалық трансформация әдістеріне ұрықтанған жұмыртқа жасушасына (пронуклеус) немесе эмбриондық бағаналы жасушаларға (ЭБЖ) ДНҚ микроинъекциясы, гендерді жеткізу үшін вирустық векторларды пайдалану және модификацияланған клондарды жасау үшін соматикалық жасушалық ядролық трансфер (SCNT) әдістері кіреді. Электропорация сонымен қатар мембрана өткізгіштігін уақытша арттыру үшін қолданылады, биологизм («гендік зеңбірек») және геномды редакциялау технологиялары (CRISPR/Cas9) гендерді дәл нокаутқа немесе енгізуге мүмкіндік береді, ауруларды зерттеу және тұқымды жақсарту үшін модельдік организмдер жасайды.

Негізгі әдістер:
Микроинъекция:
Жұмыртқаның пронуклеусына: ДНҚ микроинемен тікелей ұрықтанған жұмыртқа жасушасының ядросына енгізіледі, содан кейін ол жатырға имплантацияланады.
Эмбриондық бағаналы жасушаларға (ЭБЖ): Модификацияланған ЭБЖ ерте эмбрионға имплантацияланады, бұл гендерді ұрпаққа беретін химералық жануарларды жасауға мүмкіндік береді. Вирустық векторлар: Модификацияланған вирустар мақсатты генді жасушаларға жеткізу үшін тиімді «құрал» ретінде қолданылады, бұл оларды тиімсіз етеді.
Соматикалық жасушаның ядролық тасымалы (СЖЯТ): Ересек соматикалық жасушаның ядросы (қажетті модификациямен) ядросыз жұмыртқа жасушасына ауыстырылады, бұл жасушаны «қайта бағдарламалауға» мүмкіндік береді.
Электропорация: Электр импульстары жасуша мембраналарын ДНҚ-ға уақытша өткізеді.
Биолистика (гендік тапанша): ДНҚ бар бөлшектер (алтын/вольфрам) газ қысымымен жасушаларға «атылады»; трансфекциялау қиын жасушалар үшін қолданылады.
Геномды редакциялау технологиялары (CRISPR/Cas9): Геноманы геномға дәл «нокаутқа» немесе «нокаутқа» мүмкіндік береді, генетикалық аурулардың нақты модельдерін жасайды.
Трансформация мақсаттары:
Адам ауруларын (қатерлі ісік, қант диабеті), мысалы, тышқандарды зерттеуге арналған модельдік организмдерді жасау.
Сүтте құнды ақуыздарды (фармацевтикалық препараттар) өндіретін жануарларды («биореактор зауыттары») жасау.
Мал тұқымдарын жақсарту (ауыл шаруашылығы).
Сұрақтар:
1. Жануарлардың генетикалық трансформация әдістері.
2. Соматикалық жасушаның ядролық тасымалы.


Дәріс 12
Рекомбинантты ДНҚ жəне тұқым қуалайтын аурулар.

Сабақтың мақсаты – студенттерді рекомбинантты ДНҚ әдісін қолданып тұқым қуалайтын ауруларды емдеу әдістерімен таныстыру.
Рекомбинантты ДНҚ (рДНҚ) технологиялары әртүрлі көздерден жасанды ДНҚ молекулаларын жасауға, гендерді біріктіріп, тұқым қуалайтын ауруларды зерттеу және емдеу үшін функционалды гендерді енгізу (гендік терапия), ақаулыларын түзету немесе дәрілік заттарды өндіру үшін рекомбинантты ақуыздарды (мысалы, инсулин) жасауға мүмкіндік береді. Бұл көптеген тұқым қуалайтын патологиялардың негізінде жатқан ген ақауларын түзетуге жол ашады.
Рекомбинантты ДНҚ дегеніміз не:
Әртүрлі организмдердің фрагменттерін қамтитын жасанды түрде жасалған ДНҚ молекуласы.
Ол қажетті генді ферменттерді пайдаланып векторға (плазмид сияқты өзін-өзі көбейтетін ДНҚ фрагментіне) «желімдеу» арқылы жасалады.
Оның тұқым қуалайтын аурулармен қандай байланысы бар:
Зерттеу: рДНҚ егжей-тегжейлі зерттеу үшін аурумен байланысты гендерді клондау үшін қолданылады.
Гендік терапия:
Гендерді алмастыру: «Бұзылған» генді ауыстыру немесе толықтыру үшін пациенттің жасушаларына түзетілген (функционалды) гені бар вектор енгізіледі.
Дәрілік заттарды әзірлеу: Бактериялардағы рекомбинантты ДНҚ тұқым қуалайтын ауруларда жетіспейтін терапиялық ақуыздарды (мысалы, гормондар, ферменттер) шығарады.
Модельдеу: Тұқым қуалайтын ауруларды модельдеу және емдеу әдістерін сынау үшін «адам» гендерімен генетикалық түрлендірілген организмдерді жасау.
Қолдану мысалдары:
Рекомбинантты ДНҚ-ны қолдана отырып, адам инсулинін (тұқым қуалайтын компоненті болуы мүмкін қант диабеті үшін) өндіру.
Муковисцидоз, гемофилия және кейбір иммундық тапшылықтар үшін гендік терапияны әзірлеу.
рДНҚ технологиялары гендік инженерияның негізі болып табылады және тұқым қуалайтын ауруларды түсіну, алдын алу және емдеу үшін қуатты құралдарды ұсынады.
Сұрақтар:
1. Рекомбинантты ДНҚ (рДНҚ) технологиялары мен тұқым қуалайтын аурулар.
2.  Гендік терапия 

Дәәріс 13 
РНҚ интерференциясы: əсер ету механизмі жəне медицинада қолдану перспективасы.

Дәрістің мақсаты: студенттерді РНҚ интерференциясының медицинада қолдану перспективасымен таныстыру.
Бүгінгі таңда кішігірім реттеуші РНҚ-ны зерттеу молекулалық биологияның ең қарқынды дамып келе жатқан бағыттарының бірі болып табылады.
Барлық қысқа РНҚ-лар өз қызметтерін РНҚ интерференциясы деп аталатын құбылыс негізінде орындайтыны анықталды (бұл құбылыстың мәні шағын РНҚ молекулаларының белсенді қатысуымен транскрипция немесе трансляция сатысында ген экспрессиясының басылуы). РНҚ интерференциясының механизмі «РНҚ кедергісінің негіздері» кірістіруінде өте схемалық түрде көрсетілген. Екі тізбекті РНҚ (dsRNA) молекулалары қалыпты жасушаларда кездеспейді, бірақ олар көптеген вирустардың өмірлік циклінің маңызды бөлігі болып табылады (1-сурет). Арнайы ақуыз, Дисер жасушадағы dsRNA-ны анықтап, оны кішкене фрагменттерге «кеседі». Қысқа интерференциялық РНҚ (сиРНК, кіші интерференциялық РНҚ-дан) деп атауға болатын мұндай фрагменттің антисенс тізбегі орталық элементі эндонуклеаза болып табылатын RISC (РНҚ-индукцияланған үнсіздендіру кешені) деп аталатын ақуыз кешенімен байланысқан. Аргонавт отбасы. siRNA-мен байланысу RISC белсендіреді және жасушаның «үлгі» siRNA-ға комплементарлы ДНҚ және РНҚ молекулаларын іздеуін бастайды. Мұндай молекулалардың тағдыры RISC кешені арқылы жойылуы немесе инактивациялануы керек.
Бақылау сұрақтары:
1. РНҚ интерференциясының негіздері 
2. МикроРНҚ функциялары.
3. МикроРНК эволюциясы.
4. РНҚ интерференциясының механизмі.


Дәріс 14 
Про- жəне эукариоттардағы гендер экспрессиясының реттелу механизмдері.

Дәрістің мақсаты: студенттерді про- жəне эукариоттардағы гендер экспрессиясының реттелу механизмдерімен таныстыру.
Прокариоттық гендердің реттелуі. Ф.Якоб пен Дж.Монодтың үлгісі. Дж.Моно және Ф.Якоб қант лактозасын (лактоза) тасымалдауға және ыдырауына қажетті белоктарды кодтайтын E. coli лак-опероны бойынша жұмыстарымен танымал болды. Ішек таяқшасында лактозаның метаболизмі гендерінің экспрессиясының реттелуін алғаш рет 1961 жылы ғалымдар Ф.Якоб және Дж.Монод (1965 жылы А.Львовпен бірге Нобель сыйлығын алған) сипаттаған.
Лактоза опероны (lac operon) E. coli және көптеген басқа ішек бактерияларында лактозаны тасымалдау және метаболизмі үшін қажетті оперон болып табылады.
Глюкоза көптеген бактериялар үшін қолайлы көміртегі көзі болғанымен, лак оперон глюкоза бета-галактозидаза белсенділігі арқылы қол жетімсіз болған кезде лактозаның тиімді қорытылуына мүмкіндік береді.
Оперон (Ф. Джейкоб, Дж. Монод, 1961) — гендер тобы, жалпы метаболизм жолына қатысатын ақуыздарды кодтайды.
Оперон гендерінің транскрипциясы жүзеге асырылады ортақ промотор және ортақ сигнал арқылы реттеледі. Нәтиже бір полицистрондық мРНҚ.
Эукариоттық гендердің реттелуі. Эукариоттық гендердің оперондары болмайды және дербес реттеледі. Эукариоттарда ген экспрессиясы реттеудің бірнеше деңгейін қамтиды және көбінесе транскрипция факторлары деп аталатын молекулалардың болуына немесе болмауына байланысты. Бұл факторлар гендік бақылауға әсер етеді және активаторлар немесе күшейткіштер ретінде әрекет етеді.
Бақылау сұрақтары:
1. Прокариоттық гендердің реттелуі. 
2. Ф.Якоб пен Дж.Монодтың үлгісі.
3. Эукариоттық гендердің реттелуі.


Дәріс 15
Гендік терапия. Жекеленген медицина. 


Дәрістің мақсаты: студенттерді гендік терапия мен жекеленген медицина әдістерімен таныстыру.
Гендік терапия – гендік ақауларды мақсатты түрде модификациялау немесе жасушаларға жаңа қасиеттер беру мақсатында науқастардың соматикалық жасушаларына гендерді енгізу арқылы тұқым қуалайтын, көп факторлы және тұқым қуаламайтын (инфекциялық, қатерлі және т.б.) ауруларды емдеу.
Бір гендегі бір мутациядан болатын 10 мыңнан астам ауру бар. Бұл патологияларды емдеу толығымен генетикалық медицинаның мүмкіндіктеріне байланысты, бұл өте перспективалы бағыт.
Оның бірқатар тұқым қуалайтын және генетикалық патологиялардың ерте алдын алу және емдеу тәсілдерін айтарлықтай жақсартуға мүмкіндігі бар.
Гендік терапия – бұл бір геннің «бұзылуынан» туындаған, балалық шақтағы мүгедектікке немесе тіпті өлімге әкелетін ауруларды емдеуге бағытталған салыстырмалы түрде жаңа технология.
Бұл медициналық бағыттың әдісі кейбір тұқым қуалайтын аурулардың дамуына жауапты дұрыс жұмыс істемейтін гендерді түзетуден немесе ауыстырудан тұрады.
Гендік терапия әдісін әртүрлі ауруларға, соның ішінде муковисцидозға, гемофилияның тұқым қуалайтын формаларына және мукополисахаридозға қолдануға болады. Оны қатерлі ісік ауруын емдеу үшін де қолдануға болады. Геномды өңдеу CRISPR/Cas9, TALENs, ZFN сияқты технологияларды қамтиды. Олар геномға өзгерістер енгізе отырып, ДНҚ бөлімдерін дәл өзгертуге мүмкіндік береді.
Бақылау сұрақтары:
1. Гендік терапия әдістерінің тұрлері. 
2. Гендік терапия.
3. Жекеленген медицина перспективасы.
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  Дәріс   1     Кіріспе. Гендік инженерияның мақсаты мен міндеттері.    Гендік инженерия технологияларының даму тарихы .     Сабақтың мақсаты:   Гендік инженерияның мақсаттары мен міндеттеріне кіріспе.   Гендік инженерия. Гендік инженерия (гендік   инженерия)  -   рекомбинантты РНҚ мен ДНҚ  алу, организмнен (жасушадан) гендерді алу, гендерді манипуляциялау және оларды басқа  организмдерге енгізу әдістері, әдістері және технологияларының жиынтығы.   Гендік инженерия нуклеин қышқылдарын манипуляциялауға және қажетті гендерді бір  түрден екінші түрге ауыстыруға мүмкіндік беретін in vitro зертханалық әдістері арқылы  генетикалық материалдың жаңа комбинацияларын мақсатты түрде жасау мәселесін шешеді.  Гендік   инженерия модификацияланған немесе генетикалық түрлендірілген организмде қажетті  белгілерді алу үшін қолданылады. Генотип тек жанама түрде өзгертілетін дәстүрлі селекциядан  айырмашылығы, гендік инженерия молекулалық клондау әдістерін қолдана отырып, генет икалық  аппаратқа тікелей араласуға мүмкіндік береді. Гендік инженерияны қолдану мысалдарына жаңа  генетикалық түрлендірілген дақыл сорттарын жасау, генетикалық түрлендірілген бактерияларды  қолдана отырып, адам инсулинін өндіру, жасуша дақылында эритропоэтин   өндіру және ғылыми  зерттеулер үшін эксперименттік тышқандардың жаңа штамдары жатады.   20 ғасырдың екінші жартысында гендік инженерияның негізін қалаған бірнеше маңызды  жаңалықтар мен өнертабыстар жасалды. Гендерде «жазылған» биологиялық ақпаратты «оқуға»  бағытталған көптеген жылдар бойы жасалған әрекеттер сәтті аяқталды. Бұл жұмысты британд ық  ғалым Фредерик Сангер және американдық ғалым Уолтер Гилберт (1980 жылғы химия бойынша  Нобель сыйлығы) бастады. Белгілі болғандай, гендерде организмде РНҚ молекулалары мен  ақуыздарды, соның ішінде ферменттерді синтездеуге арналған нұсқаулар бар. Жасушаны   жаңа,  ерекше заттарды синтездеуге итермелеу үшін оның тиісті ферменттер жиынтығын синтездеуі  қажет. Бұл үшін бар гендерді әдейі өзгерту немесе бұрын болмаған жаңа гендерді енгізу қажет.  Тірі жасушалардағы гендердегі өзгерістер мутация деп аталады. Олар, м ысалы, мутагендердің  —   химиялық улардың немесе радиацияның әсерінен пайда болады. Дегенмен, мұндай өзгерістерді  бақылау немесе бағыттау мүмкін емес. Сондықтан ғалымдар өз күштерін жасушаларға, әсіресе  адамдарға қажет жаңа, толығымен ерекше гендерді енгізу  әдістерін әзірлеуге шоғырландырды.   Гендік инженерияның барлық әдістері гендік инженерия мәселесін шешуде келесі  қадамдардың бірін орындау үшін қолданылады:   - Оқшауланған генді алу.   - Генді организмге беру үшін векторға енгізу.   - Гені бар векторды модификацияланатын организмге ауыстыру.   - Организм жасушаларын трансформациялау.   - Гендік модификацияланған организмдерді (ГМО) іріктеу және сәтті  модификацияланбағандарды жою.   Сұрақтар:   1. Гендік инженерия.   2. Гендік инженерияның  мақсаттары мен міндеттері.   3. Технологиялар мен гендік инженерияның даму тарихы.       Дәріс  2   Векторлар  –   әртүрлі организмдерге бөгде гендерді жеткізуге арналған мамандандырылған  құрылғылар.     Дәріс   мақсаты   –   студенттерді векторлармен  –   әртүрлі организмдерге бөгде гендерді жеткізуге  арналған мамандандырылған құрылғылармен таныстыру.   Репликация (латынша replicatio  –   жаңарту)  –   ата - аналық ДНҚ молекуласынан екі аналық ДНҚ  молекуласын жасау процесі. ДНҚ репликациясы реплисома деп аталатын 15 - 20 түрлі ақуыз  ферменттерінен тұратын күрделі жүйе арқылы жүзеге асырылады [1]. Арнайы ферменттерд ің 

