
7.  ДОРАБОТАННЫЕ РАБОЧИЕ УЧЕБНЫЕ ПРОГРАММЫ ПРАКТИКО-ОРИЕНТИРОВАННЫХ ОБРАЗОВАТЕЛЬНЫХ МОДУЛЕЙ.

7.1 Доработанная по результатам проведенного общественно-профессионального обсуждения рабочая учебная программа практико-ориентированного образовательного модуля «Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов»  для образовательных программ по направлению подготовки «Фармация» и программ дополнительного профессионального образования лиц, работающих в области промышленной фармации

Краткая аннотация модуля.

В настоящее время научные сообщества и регуляторные агентства развитых стран уделяют огромное внимание установлению безопасности и спектра токсического действия лекарственных препаратов и различных продуктов биотехнологии. По международным требованиям испытания безопасности (токсичности) различных веществ проводятся в соответствии с гармонизированными методическими рекомендациями таких организаций как Организация экономического сотрудничества и развития и Международная конференция по гармонизации. Стратегия развития фармацевтической промышленности РФ «Фарма-2020», а также внедрение в РФ Национальной программы по надлежащей лабораторной практике привели к росту количества отечественных компаний-разработчиков инновационных биоподобных препаратов, которые заинтересованы в проведении качественных доклинических исследований в соответствии с международными стандартами. Однако для большинства исследовательских организаций, материально-техническая база которых соответствует современным требованиям, остро встает проблема нехватки специалистов, квалифицированных в области токсикологии и организации исследований по медицинской безопасности на лабораторных животных в соответствии с принципами надлежащей лабораторной практики. Данный образовательный модуль призван решать данную проблему, носит авторский характер и уникален для РФ. 

Основная цель модуля - предоставить слушателю возможность получения базовых знаний по биомедицине, созданию in vivo моделей, адекватных патологическим состояниям организма человека, и изучению особенностей выполнения доклинических исследований в соответствии с принципами надлежащей лабораторной практики. Модуль включает в себя 4 дисциплины: «Лабораторные животные в доклинических исследованиях», «Основы проведения экспериментальных исследований», «Методы проведения доклинических исследований», «Принципы надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)». 

В результате освоения модуля слушатели должны демонстрировать следующие общепрофессиональные компетенции: 1) способность использовать основы биоэтических знаний для формирования мировоззренческой позиции, 2) способность использовать фундаментальные научные знания в сфере профессиональной деятельности для постановки и решения новых задач, 3) способность применять методические основы планирования и выполнения экспериментальных исследований, 4) знать и уметь применять принципы системы управления качеством организации и проведения доклинических исследований; и профессиональные компетенции: 1) способность применять принципы гуманного обращения с лабораторными животными при проведении биомедицинских исследований, 2) знать и уметь использовать принципы надлежащей лабораторной практики при организации и выполнении исследований по медицинской безопасности, 3) способность подготовить заявку на работу с лабораторными животными в биэтическую комиссию, 4) способность составить план (протокол) доклинического исследования, выполнить его и подготовить отчет в соответствии с международными требованиями.

Объем учебного времени модуля составляет 650 учебных часов, в том числе 196 аудиторных часов и самостоятельная работа 444 часа. Виды учебной работы включают в себя: лекции, семинары, практические занятия. В результате самостоятельной работы слушатели должны подготовить: протокол-заявку на работу с лабораторными животными в биоэтическую комиссию, презентацию по материалам научной статьи, реферат об одном из методов доклинических исследований согласно международным требованиям, план (протокол) исследования в соответствии с принципами надлежащей лабораторной практики.

7.1.1 Цели и задачи образовательного модуля

Основная цель образовательного модуля «Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов» - предоставить магистранту возможность получения базовых знаний по биомедицине, углубленного изучения методов проведения поисковых доклинических исследований, методов создания  in vivo моделей, адекватных патологическим состояниям организма человека, изучения особенностей выполнения доклинических исследований в соответствии с принципами надлежащей современной лабораторной практики. Основу курсов образовательного  модуля составляют различные разделы физиологии, фармакологии, токсикологии и биомедицины.  К данным разделам относятся:

1. Основные задачи биомедицинской науки в познании основных закономерностей

жизнедеятельности. 

2. Организация поисковых  доклинических научных исследований: современные 

нормативные положения и требования, функционально-организационная структура лабораторий, роль и обязанности научного и технического  персонала, планирование и материальное обеспечение исследований. Соответствие доклинических  биомедицинских исследований не только национальным или международным соглашениям и руководствам, но и требованиям надлежащей лабораторной практики (GLP).  (Национальный стандарт Российской Федерации ГОСТР 53434-2009, предусматривающий приведение всех доклинических, внеклинических и экспертных исследований в соответствие с международными стандартами GLP).

3. Биоэтические и законодательные аспекты использования лабораторных животных. Правило «3Rs».

       4.Описание In vivo моделей, используемых в современных доклинических 

           исследованиях: виды лабораторных животных, обязательное присутствие наряду с    

          лабораторными животными и альтернативных биомоделей, оценка их 

          адекватности; проведение исследований  на клеточных материалах, тканях, органах 

          и организме в  целом; экстраполяция  полученных   доклинических данных на и  

          организм человека.   Понятие биомоделирования.  Аллометрические соотношения 

           человека и животных и экстраполяция результатов. Аллометрические уравнения и 

           математические модели.

Создание современных лекарственных средств: основные стадии открытия и высокоэффективного скрининга активности веществ, компьютерный дизайн лекарственных препаратов, библиотеки химических соединений, выделение лидирующих препаратов; исследования эффективности и безопасности, определение цитотоксичности лидирующих препаратов; 

Определение длительности экспериментов и эффективных экономических затраты, экономия ресурсов и времени, исключение дублирования в достижении сопоставимого уровня качества исследований на уровне ведущих стран.

7.1.2 Место модуля в структуре  МОП

Образовательный модуль "Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов" относится к вариативной части профессионального цикла магистерской образовательной программы «Фармация» и программ дополнительного профессионального образования для лиц, работающих в области современной промышленной фармации. Образовательный модуль включает в себя 4 дисциплины: «Лабораторные животные в доклинических исследованиях», «Основы проведения экспериментальных исследований», «Методы проведения доклинических исследований», «Принципы надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)». 

Для полноценного и качественного усвоения данного образовательного модуля необходимо знать основные дисциплины в рамках образовательной программы бакалавра. Изучение дисциплин данного модуля опирается на знания в области химии, биохимии, физиологии, фармакологии, токсикологии и биомедицины. 

Кроме того, следует отметить, что результаты изучения дисциплин образовательного модуля «Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов» используются при выполнении научно-исследовательской работы, практики и при подготовке выпускной квалификационной работы.

7.1.3 Требования к результатам освоения модуля и компетенции

В результате освоения образовательного модуля "Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов" обучающийся должен:

Знать:

  -основные биоэтические принципы  современной научно- исследовательской               

             деятельности;

- правила гуманного обращения с лабораторными животными;

                     - основные этапы проведения доклинических исследований;
            - принципы надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт);

            - методы выполнения исследований по медицинской безопасности.

Уметь:

- применять правила гуманного обращения с лабораторными  животными при   

  проведении доклинических исследований;

            - использовать принципы надлежащей лабораторной практики при организации 

              и выполнении  исследований по медицинской безопасности;

- осваивать современные методы доклинических исследований и осуществлять 

  их валидацию;
            - использовать полученные знания для самостоятельного анализа    

              фундаментальных и прикладных проблем биомедицины. 

Владеть:

- навыками гуманного обращения с лабораторными животными при проведении 

  доклинических исследований,  предотвращающими  боль, дискомфорт и 

  неудобства   у подопытных животных;

            - принципами надлежащей лабораторной практики при организации и   

              выполнении исследований по медицинской безопасности;

            - полученными знаниями и умениями для поиска путей решения поставленных 

              экспериментальных и теоретических задач в профессиональной сфере 

              деятельности.
 Демонстрировать следующие компетенции:

Общепрофессиональные компетенции (ОК):

ОК-1.  Способность использовать основы  биоэтических знаний для формирования  

           мировоззренческой позиции; 

ОК-2. Способность использовать фундаментальные современные научные знания в   

          сфере   профессиональной деятельности для постановки и решения новых задач; 

ОК-3.  Способность применять методические основы планирования и выполнения   

         экспериментальных исследований; 

ОК-4.  Знать и уметь применять принципы системы управления качеством организации   

          и проведения доклинических исследований;

Профессиональные компетенции (ПК):

ПК-1. Способность применять принципы гуманного обращения с лабораторными   

           животными при проведении биомедицинских исследований;

ПК-2. Знать и уметь использовать принципы надлежащей лабораторной практики при   

          организации и выполнении исследований по медицинской безопасности;

ПК-3. Способность подготовить заявку на работу с лабораторными животными в   

           биэтическую комиссию;

ПК-4. Способность составить план (протокол) доклинического исследования,   

           выполнить его и подготовить отчет в соответствии с современными   

           международными   требованиями;

7.1.4. Структура образовательного модуля Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов и виды учебной работы

Объем учебного времени образовательного модуля "Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов" составляет 18 зачетных единиц - 650 учебных часов,  в том числе 194 - аудиторных часов, на самостоятельную работу отводится 444 часа.

Виды учебной работы: лекции, семинары, практические занятия.

Самостоятельная работа включает в себя: реферирование, презентация, доклад, подготовка к зачету и дифференцируемому  зачету, экзамену.

Структура модуля
	№

П№/п
	      Название дисциплин
	Трудоемкость в зач.ед.
	Виды учебной работы, включая самостоятельную работу студентов и трудоемкость (в часах)
	Формы             текущего контроля

и аттестации



	
	
	
	Всего
	Лекции
	Семинары


	Практические занятия
	Самостоятельная работа
	

	11
	Лабораторные животные в доклинических исследованиях
	    6
	216
	34
	12
	20
	148
	Оценка за семинары и практические занятия;

дифференцируемый. зачет – 2 ч.

	22
	Основы проведения экспериментальных исследований
	   3
	108
	26
	6
	
	74
	Реферат; презентация;

зачет - 2 ч.

	33
	Методы проведения доклинических исследований
	     6
	216
	42
	24
	
	148
	Оценка за семинары; дифференцируемый зачет - 2 ч.

	44
	Принципы надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)
	   3
	108
	26
	6
	
	74
	Реферат;

зачет - 2 ч.



	
	Всего
	18
	 648
	128
	48
	20
	444
	            8 ч.

	
	Экзамен по образовательному  модулю
	
	
	
	
	
	
	Экзамен – 2 ч.



	
	Итого
	
	650
	
	
	
	
	


Формы текущего контроля: устный опрос, оценки за рефераты и презентации, оценки за участие в семинарах и практических занятиях.

Формы промежуточной аттестации – зачет, дифференцируемый  зачет.

Форма итоговой аттестации по модулю - экзамен.

Содержание дисциплин модуля

7.1.5 Рабочая программа дисциплины "Лабораторные животные в доклинических исследованиях"

Цели освоения дисциплины "Лабораторные животные в доклинических исследованиях" практико-ориентированного образовательного модуля «Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов»: 

•
формирование у слушателей представлений о современных биоэтических и законодательных аспектах использования лабораторных животных; 

•
сформировать у слушателей современные представления о выборе лабораторных животных и их количества для проведения исследований  в соответствии с  правилом  «3Rs»;

•
пояснить важность  наличия надлежащих условий содержания лабораторных животных, их нормального физиологического развития,  стандартности по генетическим параметрам и состояния здоровья на конечный результат исследований, для получения достоверных и воспроизводимых экспериментальных данных;

•пояснить важность стандартных условий содержания лабораторных животных при их

воспроизводстве в питомниках и проведении экспериментов в экспериментально-биологических клиниках (вивариях), включая соответствия этих условий требованиям надлежащей лабораторной практики (Good Laboratory Practice – GLP);

•
дать знания о контроле качества животных, программе эффективного ветеринарного ухода в соответствии с принятым в Министерстве здравоохранения РФ в апреле 2003 г.  Положения  о контроле качества лабораторных животных, питомников и экспериментально-биологических клиник (вивариев), в котором  определяются правила использования лабораторных животных контролируемого качества для биомедицинских исследований с целью проведения доклинических исследований лекарственных средств и получения научно обоснованных оценок безопасности лекарственных средств, пищевых продуктов, косметических средств;

•
дать специальный обзор бактериологии, паразитологии и вирусологии лабораторных животных; понятия, включающие классификацию(таксономию), физические аспекты, характеристики, строение и резистентность к внешним условиям (физическим, химическим, биологическим); условия размножения и выживания; методы определения, включая микроскопические, культуральные, серологические и анализ ДНК.

•обучить необходимым манипуляциям в  приобретении практических навыков работы с лабораторными животными; 

•обучить  принципам дизайна экспериментов, моделированию в экстремальных и хирургических биомедицинских технологиях, формированию стандартных операционных процедур, построению аллометрических соотношений человека, животных и альтернативных моделей, как основы унификации и экстраполяции результатов экспериментов в клинику;

•
создать представления о важности профилактики профзаболеваний и безопасности при работе с лабораторными животными; 

•
обратить внимание слушателей на важность проблемы охраны окружающей среды;

Структура и содержание дисциплины "Лабораторные животные в доклинических исследованиях".

Общая трудоемкость дисциплины составляет 6 зачетных единиц – 216 часов (68 часов отводится на аудиторные занятия, в том числе, 34 часа – лекции, 12 часов – семинарские занятия, 20 часов – практические занятия, 2 часа – дифференцированный зачет, на самостоятельную работу отводится 148 часов.

                                       Структура дисциплины

	№

п/п
	Раздел

дисциплины
	Виды учебной работы, включая самостоятельную работу студентов и трудоемкость

(в часах)

	
	
	Лекции
	Семинары
	Практические занятия
	Самостоятельная работа
	Аттестация

	11
	Ведение 
	2
	
	
	
	

	22
	Тема 1. Биоэтические и законодательные аспекты использования лабораторных животных
	4
	2
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Содержание разделов дисциплины "Лабораторные животные в доклинических исследованиях".

Введение. Основы биоэтики. Программа института по содержанию и использованию лабораторных животных .

Тема 1. Биоэтические и законодательные аспекты использования лабораторных животных.

1) Исторический аспект развития международной нормативной базы использования животных в научных целях. 

2) Обзор законодательных актов разных стран, регламентирующих использование животных в научных и биомедицинских целях, и руководств по работе с животными. Общее представление о данном предмете, поддержка важных действующих практик, например Конвенции по международной торговле исчезающими видами растений и животных (CITES), надлежащей лабораторной практики (GLP), обеспечение исторической перспективы. Европейская конвенция по защите позвоночных животных, используемых в экспериментальных и других научных целях от 1986 г. и Директива Совета Европы 86/609. Основные нормативные акты Российской Федерации, регулирующие работу с лабораторными животными. Правила использования лабораторных животных контролируемого качества для биомедицинских исследований с целью проведения доклинических исследований лекарственных средств и получения научно обоснованных оценок безопасности лекарственных средств, пищевых продуктов, косметических средств (Положения  Министерства здравоохранения РФ 2003 г.о контроле качества лабораторных животных, питомников и экспериментально-биологических клиник (вивариев)).

 3) Роль международных научных ассоциаций по работе с лабораторными животными. 

Роль международных контактов с зарубежными центрами аналогичного профиля и международными организациями по лабораторному животноводству (Международным комитетом по лабораторным животным при ЮНЕСКО). Опыт, созданного под эгидой Европейского Совета в Северной Италии  Европейского Центра по утверждению (валидации) альтернативных методов (ECVAM) и  разработки альтернативных (заменяющих эксперименты на животных) методов, проверки и утверждению адекватности новых или уже имеющихся методов.

4) Правило «3Rs», включающие в себя 3 принципа: снижение (Reduction), уменьшение дистресса (Refinement), замена (Replacement). Убедительные основания в необходимости планируемых экспериментальных исследований и невозможности замены животного какой-либо моделью или альтернативным объектом исследования; минимизация количества привлекаемых к исследованию животных за счет стандартизации условий эксперимента, повышения информативности методических приемов, исключения факторов, увеличивающих разброс экспериментальных данных; принятие необходимых мер, исключающих страдания животных; обязательное обеспечение надлежащего ухода за животными с учетом особенностей их этологии; гуманное отношение к животным (студенческая лабораторная работа, учебно-научный эксперимент, тестирование лекарственного препарата и др.). Альтернативы использованию животных в научных исследованиях и обучении.

5) Биоэтическая комиссия по контролю содержания и использования лабораторных животных: предназначение и функции Комиссии, состав Комиссии, правила ее работы.

Тема 2. Обоснование выбора животных и их количества для проведения исследований

1) Выбор адекватной модели животных для исследования: типы исследований и используемые виды, линии животных, генетические модели, модели заболеваний.

Использование стандартных по микробиологическим, генетическим и экологическим параметрам животных; оптимальное планирование и использование статистических методов не только при обработке полученных данных, но и на стадии планирования. Снижение количества животных, используемых в экспериментах, дальнейшее развитие и осуществление стандартизации лабораторных животных по генотипу, микрофлоре и экологическим параметрам. Достижение воспроизводимых результатов с использованием минимального количества животных.

      2) Следование основным  условиям  использования животных в эксперименте: научная методология, возможность применения принципа «трех R», оценка баланса между страданиями животных и важностью целей исследования. Понимание четырех важнейших принципов: научных – в виде составления плана на основе подходящей методологии; экономичных  для уменьшения количества животных; эмпатичных – в форме использования методов, уменьшающих страдания/дискомфорт; а также, использование клеточных культур вместо животных. Следование логическому  и этическому принципу пропорциональности.

      3) Адекватность результатов, полученных на различных видах и моделях животных, их применимость к человеку. Аллометрия (allos – греч. – другой, иной)  как сравнительные из-

мерения разных видов живых организмов по каким-то общим признакам  и  установление сходства морфофункциональных характеристик и иных важнейших параметров в целях экстраполяции. Аллометрические уравнения.

     4) Обоснование количества животных для исследований. Количество животных в пилотных исследованиях. Математическое обоснование необходимого количества животных. Общие принципы отбора животных в исследование для уменьшения количества используемых животных.

     5)Альтернативное моделирование и животные-модели. Классификация животных-моделей в соответствии с системой GLP (Good Laboratory Practice): конвенциональные (CV), улучшенные конвенциональные (MD или Minimal Deseases), SPF (СПФ или свободные от патогенной флоры SPF или СПФ), максимально свободные от условно-патогенной флоры безмикробные (аксенные GF), гнотобиотные (категории GFX). Валидность моделей. Соотношения между валидностью и проблемой оценки животных-моделей. Понятие превалидации, как гарантии достаточной оптимизации и стандартизации выбранной модели.

     6) Стандартизация и гармонизация доклинических исследований. Количество животных в токсикологических исследованиях, гармонизированные руководства по доклиническим исследованиям безопасности.

Тема 3. Условия содержания лабораторных животных

1) Биологические потребности лабораторных животных в отношении практики ухода и содержания; стандарты по уходу и содержанию лабораторных животных с учетом их согласованности с национальными и европейскими правилами и практическими руководствами;

2) Концепция барьерной системы; рабочая практика поддержания целостности барьера при работе с животными с определенным микробиологическим статусом, неизвестным статусом здоровья и с животными, экспериментально инфицированным потенциально опасным материалом; содержание животных в изоляторах.

3) Контролируемые аспекты содержания лабораторных животных: среда обитания, параметры микроклимата, корм, вода, подстил.

2) Первичные ограждения: типы клеток, правила размещения в клетках, изоляторы, индивидуально-вентилируемые клетки.

3) Параметры микроклимата: температура, влажность, воздухообмен, освещение, уровень шума; контроль параметров микроклимата.

4) Требование к корму и кормление лабораторных животных. Влияние различных параметров корма и аспектов кормления на животных и научное исследование. Оценка различий между кормлением без ограничения, с ограничениями и кормлением, предполагающим определение потребления корма животным в ходе эксперимента. Влияние диеты на результаты эксперимента; влияние избыточного и недостаточного кормления, состава диеты, а также социальной депривации.

5)Требования к воде и поение лабораторных животных. Определение преимуществ и недостатков использования различных систем подачи воды; рН, жесткость, микробиологические и химические примеси: определение  их влияния на здоровье и результаты научных исследований;

6) Типы подстила и подготовка подстила. Определение разных типов подстила. Влияние на здоровье животных и результаты эксперимента загрязнителей. Использование клеток со сплошным и сетчатым/щелевым полом. Определение условий, при которых использование подстила нецелесообразно.

7) Санитарные мероприятия при работе с лабораторными животными. Сбор и ликвидация отходов.

8) Современный виварий: устройство вивария, требования к виварию, оборудование для содержания животных. Обеспечение безопасности проводимых в виварии операций и их легального разрешения, охрана здоровья персонала. Соблюдение стандартных процедур, регулирующих безопасную работу в виварии, грамотное обращение с веществами, защита от аллергенов животного происхождения, соблюдение личной гигиены, выполнение программы вакцинации и т.д. Осведомленность о личной и коллективной ответственности за безопасность работы.

Тема 4. Контроль качества животных, программа эффективного ветеринарного ухода

1) Обязанности и компетенция ветеринарной службы учреждения, работающего с лабораторными животными. Контроль за легальным использованием животных и сбор статистических данных по их использованию.

2) Нормативы содержания лабораторных животных в соответствии с Европейской конвенцией по защите позвоночных животных, используемых в экспериментальных и других научных целях (Совет Европы. Страсбург, 2004 г.). Контроль качества обращения, размещения, ухода и состояния здоровья.

3) Программа мониторинга здоровья лабораторных животных: карантин, гигиена, дезинфекция. Мониторинг как серологические, бактериологические, паразитологические, патоморфологические исследования. Микробиологический статус животного, как определяющий для результатов эксперимента. ПЦР-реакции, посев флоры на питательных средах, серологические и микроскопические исследования с целью диагностики заболеваний и контроля микробиологического статуса. Генетический профиль и  контроль генетической однородности животных инбредных линий с использованием  ДНК-маркеров и метода полимеразной цепной реакции.

4) Требования к поставщику животных, транспортировка и прием животных.  Транспортировка как стрессовый фактор: время транспортировки, специальные клетки, вентиляция. 

5) Карантин и адаптация животных. Цели карантирования:

-регистрация возможных проявлений инфекционных заболеваний животных, клинической манифестации латентно текущих процессов после стрессовой ситуации, каковой является транспортировка и т.д.;

– в случае возникновения инфекционного заболевания – диагностическое обследование животных, обеспечение безопасности персонала, основного поголовья животных и окружающей среды.

6) Диагностика заболеваний лабораторных животных. Антропозоонозы. Обеспечение ветеринарной помощью.

7) Болезни лабораторных животных. Инфекционные заболевания. Неинфекционные заболевания. Влияние клинических и субклинических инфекций на результаты исследования. Безопасность в работе с инфицированными животными.

Тема 5. Манипуляции с лабораторными животными

1) Обращение с лабораторными животными разнообразных видов. Определение их возраста и пола различными методами. Фиксация животных разных видов.                      Выбор соответствующих способов фиксации, связанных как с уходом за животными, так и с научными процедурами на животных. Способы идентификация животных.

2) Введение животным веществ: способы и правила выполнения введений, объемы введений для животных разных видов при однократном и многократном введении. Факторы, влияющие на выбор способа введения; подготовка дозированного материала; дозы и частота введения; методы удаления и сбора жидкостей из организма; факторы, влияющие на выбор метода; объемы и частота сбора образцов; до- и послеоперационный уход; роль и ответственность персонала, занятого этим; соответствующие линии коммуникаций; принципы анестезии и анальгезии; признаки боли, дискомфорта и дистресса у животных соответствующих видов.

3) Взятие биологических проб. Взятие крови: методы для животных разных видов, достоинства и недостатки разных способов, объемы проб при однократном и многократном заборе. Сбор мочи, устройство метаболической клетки.

4) Принципы хирургии лабораторных животных. Типы хирургических операций: большие и малые операции, операции с восстановлением животного и терминальные операции, множественные операции. До-  и послеоперационный уход, осложнения и восстанавливающие действия, распознавание инфекций и боли и контроль за ними;

принципы работы диагностического и контролирующего оборудования, например радиографического, эндоскопического, для снятия электрокардиограмм и электроэнцефалограмм.

5) Планирование и прехирургические процедуры: обучение, подготовка операционной комнаты, инструментов и оборудования; методы стерилизации, подготовка животного, подготовка хирурга, выбор анестетиков и анальгетиков. Правила асептики, контроль состояния животного. 

6) Постхирургический период: наблюдение за животным, контроль боли, применение анальгетиков, контроль постхирургических инфекционных процессов, применение антибиотиков.

7) Анестезия и анальгезия. Определения и термины. Инъекционная и ингаляционная анестезия. Виды анестетиков и анальгетиков и дозирование для разных видов животных. Премедикация, мониторинг и поддержание анестезии, осложнения, уход после анестезии

8) Распознавание и оценка боли и дистресса. Терминология и понятия: боль и дистресс, неминуемая гибель, страдание, клинические признаки, гуманные конечные точки.

9) Типы боли, категории процедур по степени воздействия, тяжесть боли. Признаки неминуемой гибели животного, хронической боли и дистресса. Мониторинг и документация клинических признаков и тяжести боли. Критерии необходимости эвтаназии животного.

10) Эвтаназия лабораторных животных. Понятие эвтаназии, категории эвтаназии. Физические и химические методы эвтаназии. Рекомендуемые и неприемлемые методы эвтаназии для разных видов животных. Влияние разных способов эвтаназии на состояние изучаемых тканей животного. Законодательные ограничения или рекомендации по использованию данных методов; факторы, влияющие на выбор метода.

11) Общие принципы эвтаназии: обращение с животным до процедуры эвтаназии, место проведения процедуры, требования к оборудованию, подтверждение смерти животного, утилизация трупов и каркасов, документация, важность обучения персонала.

Тема 6. Профилактика профзаболеваний и безопасность при работе с лабораторными животными

         1) Понятие об уровнях биологической безопасности при работе с лабораторными животными.

- Уровень биологической безопасности 1. К этому уровню биологической безопасности относится большинство лабораторных животных (за исключением приматов), а также животных, зараженных инфекционными агентами группы риска 1. При работе с ними требуется хорошая микробиологическая техника (ХМТ).

- Уровень биологической безопасности 2. Сюда относится работа с лабораторными животными, зараженными инфекционными агентами группы риска 2. Необходимо соблюдение следующих предосторожностей: ограниченный доступ и знаки

биологической опасности; защитная одежда и перчатки; деконтаминация отходов и

клеток перед уборкой.

- Уровень биологической безопасности 3. Относится к работе с лабораторными животными, зараженными патогенными агентами группы риска 3. Приемлемы все рекомендации, разработанные для лабораторий, уровней биологической безопасности 1 и 2: Строго ограниченный доступ; 3-й уровень деятельности плюс помещения для переодевания и душевые; все отходы деконтаминируются перед удалением из помещения.

2) Факторы опасности при работе с лабораторными животными. Определение рисков.

поведенческие и клинические признаки заболеваний; патология распространенных заболеваний лабораторных животных; профилактика заболеваний, контроль и лечение; влияние заболевания и медикаментов на интерпретацию результатов экспериментов,

процесс разведения животных и т.д.; эффекты субклинических заболеваний; микробиологические процедуры, связанные с программами скрининга; интерпретация результатов; факторы, влияющие на принятые действия; схемы мониторинга здоровья.

3) Антропозоонозы: характеристика по данным ВОЗ, пути передачи, опасность, профилактика. Прямая передача путем контакта. Циклозоонозы, вызываемые микроорганизмами, для размножения которых необходимы 2 вида позвоночных существ.  Метазоонозы,  развивающиеся в беспозвоночных организмах, например в насекомых. Сапрозооноз, сохраняющиеся в минеральной почве в течение долгого времени. Наиболее
часто встречающиеся зоонозы: туберкулез, бруцеллез, оспа, псевдотуберкулез, сальмонеллез, рожа, пастереллез, листереллез, бешенство, орнитоз, пситтакоз, трихофития, токсоплазмоз, эхинококкоз, тениоз, туляремия и ботулизм. Многие из них вызывают у человека тяжелые заболевания.
4) Аллергии: риск возникновения и профилактика, защита от аллергенов животного происхождения, аллергические реакции на пыль, состоящую из эпителиальных клеток животных. Белки, содержащиеся в выделениях животных, таких как моча или слюна, также являются мощными антигенами. Обратная зависимость уровня содержания животного

протеина в воздухе  от степени вентиляции помещения. Рекомендации по оснащению лаборатории локальной вентиляцией и ношение персоналом индивидуальных масок. Соблюдение личной гигиены, выполнение программы вакцинации и т.д. Осведомленность о личной и коллективной ответственности за безопасность работы.

5) Тренинги персонала в случае возникновения ситуаций, угрожающих жизни и здоровью людей. Оборудование и средства индивидуальной защиты, необходимая спецодежда, обувь и дезинфицирующие средства.

6) Политика биологической и химической безопасности учреждения. Содействие при заказе животных, проведение инвентаризации, хранение записей о состоянии здоровья животных и их истории, контроль качества и программы разведения.

Темы семинаров и практических занятий "Лабораторные животные в доклинических исследованиях":

· Подготовка, обоснование и утверждение заявки на лабораторных животных с последующим представлением в биоэтическую комиссию по контролю содержанию и использованию лабораторных животных.

· Анализ существующих биомоделей, поиск альтернативных способов проведения исследований с использованием одноклеточных организмов, биохимических, квантово-механических конструкций.  Анализ результатов и их интерпретация к человеку. Стандартизация и гармонизация доклинических исследований. 

· Аспекты содержания лабораторных животных, первичные ограждения, параметры микроклимата, требование к корму и кормление лабораторных животных. Требования к воде и поение лабораторных животных. Типы подстила и подготовка подстила. Контроль качества корма, воды, подстила. Санитарные мероприятия при работе с лабораторными животными.  Современный виварий: устройство вивария, требования к виварию, оборудование для содержания животных.

· Обязанности и компетенция ветеринарной службы учреждения. Микробиологический статус животного. Профилактика заболеваний животных, мониторинг здоровья. Требования к поставщику животных. Адаптация животных. Диагностика заболеваний лабораторных животных. Болезни лабораторных животных. 

· Манипуляции с лабораторными животными. Определение пола, введение животным веществ. Взятие биологических проб, принципы хирургии лабораторных животных. Планирование и прехирургические процедуры. Постхирургический период. Анестезия и анальгезия. Распознавание и оценка боли и дистресса. Типы боли, категории процедур по степени воздействия, тяжесть боли. Эвтаназия лабораторных животных. Общие принципы эвтаназии. 

· Основные правила безопасности при работе с лабораторными животными. Факторы опасности при работе с лабораторными животными. Определение рисков. Политика биологической и химической безопасности исследовательских центров.

Самостоятельная работа студентов состоит в проработке лекционного материала, составление конспекта дополнительных материалов по темам, вынесенным на самостоятельное изучение, подготовке к семинарским и практическим занятиям, подготовке к зачету. Студенты  могут использовать следующие Интернет-ресурсы:

 1. www.altweb.com,

 2. www.felasa.com, 

 3. www.ruslasa.ru, 

 4. www.aaalac.com
 5. www.olaw.com. 

Студенты по дисциплине "Лабораторные животные в доклинических исследованиях" должны самостоятельно подготовить протокол-заявку в биоэтическую комиссию (приложение 1) по материалам выбранной научной статьи и представить ее на семинарском занятии.

Примерный перечень разделов программы, которые студенты должны изучить самостоятельно:

•
Современные взгляды на использование лабораторных животных в экспериментах.

•
Планирование экспериментов с использованием лабораторных животных.

•
Преимущества современного виварного оборудования.

•
Основные виды экспериментов in vivo для экспериментального биомоделирования.

Для аттестации по итогам освоения дисциплины "Лабораторные животные в доклинических исследованиях" учебным планом предусмотрен зачет, в котором используются ниже перечисленные вопросы:

1) Задачи биоэтики.

2) Институтская программа использования лабораторных животных.

3) Протокол-заявка использование лабораторных животных в эксперименте.

4) Альтернативные методы в биомедицинских исследованиях.

5) История формирования биоэтических комиссии. 

6) Микробиологический статус животного.

7) Санитарные мероприятия при работе с лабораторными животными.

8) Принципы хирургии лабораторных животных.

9) Планирование и прехирургические процедуры.

10) Европейская Конвенция по защите позвоночных животных, используемых для экспериментальных и других научных целей. 

11) Основные нормативные акты Российской Федерации, регулирующие работу с лабораторными животными

12) Правило «3Rs»

13) Общие принципы отбора животных в исследование для уменьшения количества используемых животных

14) Количество животных в токсикологических исследованиях, гармонизированные руководства по доклиническим исследованиям безопасности

15) Требования к воде и поение лабораторных животных. 

16) Типы подстила и подготовка подстила. 

17) Контроль качества корма, воды, подстила

18) Современный виварий: устройство вивария, требования к виварию, оборудование для содержания животных

19) Болезни лабораторных животных: инфекционные заболевания, неинфекционные заболевания.

20) Влияние клинических и субклинических инфекций на результаты исследования.

21) Виды анестетиков и анальгетиков и дозирование для разных видов животных

22) Признаки неминуемой гибели животного, хронической боли и дистресса. 

23) Мониторинг и документация клинических признаков и тяжести боли. 

24) Критерии необходимости  эвтаназии животного.

7.1.6 Рабочая программа дисциплины "Основы проведения экспериментальных исследований" 

"Основы проведения экспериментальных исследований"

Целями освоения дисциплины «Основы проведения экспериментальных исследований» практико-ориентированного образовательного модуля «Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов» являются: 

· Формулировка цели, задач, гипотезы исследования, актуальности проблемы. Получение информации по интересующей проблеме. Выбор адекватной модели, количества животных. Выбор методик, адекватных поставленным задачам. Требования, предъявляемые к методикам: чувствительность (абсолютная и дифференциальная), специфичность и воспроизводимость. 

· Контроль вариабельности: стандартизация, рандомизация, «слепое исследование». «Чистый эксперимент» (зависимая, независимая и сопутствующие переменные; систематическое смещение сопутствующих переменных). Адекватный дизайн исследования для контроля вариабельности. Рандомизированный блок-дизайн, факториальный дизайн.

· Овладение теоретическими основами современных методов проведения экспериментальных исследований.

Структура и содержание дисциплины "Основы проведения экспериментальных исследований".

Общая трудоемкость дисциплины составляет 3 зачетных единиц – 108 часов, 38 часов из них выделяется на  аудиторные занятия, в том числе, 26 часов приходится на лекции, 10 часов  на  семинары, 2 часа  на зачет,  на самостоятельную работу отводится 70 часов.

                                               Структура дисциплины

	№

П№ п/п
	Разделы

дисциплины
	Виды учебной работы, включая самостоятельную работу студентов и трудоемкость

(в часах)

	
	
	Лекции
	Семинары
	Практические занятия
	Самостоятельная работа
	Аттестация

	11
	Планирование исследования
	4
	2
	
	 4
	

	22
	Адекватный дизайн исследования
	4
	2
	 
	 4
	

	33
	Получение экспериментальных данных
	6
	2
	 
	16
	

	44
	Статистический анализ данных
	8
	2
	 
	16
	

	55
	Представление результатов исследования
	4
	2
	 
	20
	

	
	Зачет
	
	
	
	10
	2

	
	Всего:
	 26
	10
	
	 70
	2

	
	Итого:
	108


Содержание разделов дисциплины "Основы проведения экспериментальных исследований".

Тема 1. Планирование исследования.

1) Обоснование исследования: формирование  цели, задач, гипотезы исследования, актуальности проблемы. 

2) Получение информации по интересующей проблеме. 

3) Выбор адекватной модели, количества животных в соответствии со стандартными  операционными процедурами организации (СОП).  
4) Выбор методик, адекватных поставленным задачам. 

5) Проведение ежедневного мониторинга за здоровьем и поведением используемых в исследованиях животных. Соблюдение правил биобезопасности при работе с животными.
6) Ежедневное ведение дневника экспериментальной работы, включающее детальное  
            описание рутинных ежедневных процедур, условий окружающей среды и других  

            факторов, не относящихся к эксперименту, но которые могут влиять на результаты.

            Обеспечение возможности статистической обработки результатов эксперимента.

7) Требования, предъявляемые к методикам: чувствительность (абсолютная и  

      дифференциальная), специфичность и воспроизводимость. 
Тема 2. Адекватный дизайн исследования 

1) Контроль вариабельности: стандартизация, рандомизация, «слепое исследование». 

2) «Чистый эксперимент» (зависимая, независимая и сопутствующие переменные; систематическое смещение сопутствующих переменных). 

3) Адекватный дизайн исследования для контроля вариабельности. 

4) Рандомизированный блок-дизайн. Случайный выбор объектов из исследуемой популяции или случайное распределение объектов  как необходимость коррекции  появления систематической ошибки в результатах. Случайная выборка из популяции  - выборка, для которой вероятность быть отобранной такая же, как и для любой другой выборки. Репрезентативная выборка. 

5)  Факториальный дизайн  как структура экспериментального исследования, при котором каждое вмешательство на каждом своем уровне сочетается с каждым уровнем другого вмешательства.
Тема 3. Получение экспериментальных данных

1) Компьютеризированные системы для получения экспериментальных данных (АЦП, ЦАП, программы, работающие в режимах off line и on line). 

2) Правила документации первичных данных.

Тема 4. Статистический анализ данных

1) Понятие первичных данных и экспериментальной единицы. 

2) Первичная обработка полученных данных методами описательной статистики. 

3) Исключение данных из анализа, потери данных. 

4) Математическая трансформация данных. 

5) Использование электронных таблиц для создания базы данных. 

6) Выбор адекватных методов статистической обработки данных. 

7) Оценка нормальности распределения данных. 

8) Параметрические и непараметрические тесты, парные и непарные варианты, количественные и качественные данные (t-критерий Стьюдента, Wilcoxon тест, Mann-Whitney тест, (2-тест, дисперсионный анализ, корреляции и регрессии). 

9) Компьютерные программы статистической обработки данных.

Тема 5. Представление результатов исследования.

1) Представление данных в таблицах, рисунках. 

2) Правила оформления научного отчета. 

3) Составление научного доклада (презентации).

Темы семинаров дисциплины "Основы проведения экспериментальных исследований":

· Выбор адекватного дизайна исследования.

· Документация первичных данных исследования.

· Статистическая обработка данных адекватными методами.

· Представление данных исследования в виде доклада.

· Работа компьютеризированных систем получения первичных данных.

· Работа с электронными таблицами. Описательная статистика. Трансформации данных.

· Оценка достоверности межгрупповых различий.

· Создание таблиц средних значений, графиков.

· Создание презентации.

Самостоятельная работа студентов состоит в проработке лекционного материала, составление конспекта дополнительных материалов по темам, вынесенным на самостоятельное изучение, подготовке к семинарским занятиям, подготовке к зачету. Кроме этого, по дисциплине "Основы проведения экспериментальных исследований" предусмотрена самостоятельная подготовка презентации по материалам выбранной научной статье и выступление с ней на семинарском занятии.

Для аттестации по итогам освоения дисциплины "Основы проведения экспериментальных исследований" учебным планом предусмотрен зачет, в котором используются ниже перечисленные вопросы:

1) Основные этапы проведения экспериментальных исследований.

2) Требования к методам

3) «Чистый эксперимент»

4) Сопутствующие переменные (случайные ошибки)

5) Систематические ошибки

6) Компьютеризированные системы для получения экспериментальных данных, работающие в режимах off line и on line 

7) Правила документации экспериментальных данных

8) Первичная статистическая обработка полученных данных

9) Показатели описательной статистики

10) Выпадающие данные

11) Нормальное распределение

12) Параметрические методы сравнения средних значений двух выборок

13) Непараметрические методы сравнения средних значений двух выборок

14) t-критерий Стьюдента

15) Статистические методы сравнения средних значений двух попарно связанных выборок

16) Статистические методы сравнения средних значений двух независимых выборок

17) Статистические методы сравнения качественных признаков

18) Статистический метод сравнения - Хи-квадрат

19) Параметрические методы сравнения средних значений более двух выборок

20) Однофакторный дисперсионный анализ

21) Двухфакторный дисперсионный анализ

22) Методы попарных межгрупповых сравнений дисперсионного анализа

23) Корреляционный анализ

24) Регрессионный анализ

25) Корреляционное отношение

26) Правила представления экспериментальных данных в таблицах и рисунках

27) Правила оформления научного отчета

28) Правила оформления научного доклада (презентации)

7.1.7 Рабочая программа дисциплины "Методы проведения доклинических исследований" 

Целями освоения дисциплины "Методы проведения доклинических исследований" практико-ориентированного образовательного модуля «Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов» являются:

•
Ознакомление магистрантов с нормативными требованиями к неклиническим исследованиям безопасности веществ;

•
Сформировать понимания необходимости проведения исследовании острой токсичности: классификации веществ по классам опасности, методы определения токсичности, определение максимальной толерантной дозы. 

•
Дать общие понятия доклинических исследований безопасности лекарственных препаратов слушателям дисциплины.

•
Ознакомление магистрантов с понятием безопасности действия химических веществ на человека.

Структура и содержание дисциплины "Методы проведения доклинических исследований"

Общая трудоемкость дисциплины составляет 6 зачетных единицы – 216 часа. На аудиторные занятия приходится всего 70 часов: 42 часов – лекции, 26 часов – семинары, 2 часа –– зачет, самостоятельная работа – 148 часов.

                                            Структура дисциплины

	№

п/п
	Разделы

дисциплины
	Виды учебной работы, включая самостоятельную работу студентов и трудоемкость

(в часах)

	
	
	Лекции
	Семинары
	Практические занятия
	Самостоятельная работа
	Аттестация

	1
	Ведение 
	2
	
	
	      6
	

	2
	Тема 1. Нормативные требования к неклиническим исследованиям безопасности веществ
	8
	6
	 
	 30
	

	3
	Тема 2. Острая токсичность веществ
	8
	8
	 
	 20
	

	4
	Тема 3. Доклинические исследования безопасности лекарственных препаратов
	 14
	6
	 
	 30
	

	5
	Тема 4. Исследования безопасности действия химических веществ на человека
	 10
	6
	 
	  20
	

	
	Зачет
	
	
	
	 40
	22

	
	Всего:
	42
	26
	
	 146
	22

	
	Итого:
	216


Содержание разделов дисциплины "Методы проведения доклинических исследований"

Введение. Основные задачи проведения доклинических испытаний по медицинской и экологической безопасности. 
Тема 1. Нормативные требования к неклиническим поисковым  исследованиям безопасности веществ

1) Методические руководства OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) по испытаниям химической безопасности и ICH (International Conference on Harmonization) по испытаниям медицинской безопасности.

2) Руководства Министерства здравоохранения РФ по испытаниям безопасности средств медицинского применения.

Тема 2. Острая токсичность веществ

1) Классификация веществ по классам опасности: гармонизированная система классификации опасности OECD (globally harmonised hazard classification and compatible labelling system, GHS), классы опасности химических веществ, принятые в РФ.

2) Понятие острой токсичности, токсичность при разных способах воздействия веществ на организм животных, пероральная острая токсичность, ингаляционная токсичность, токсичность при накожном нанесении. 

3) Методы определения токсичности и признаки токсичности. Понятие ЛД50, альтернативные методы: определение класса токсичности (OECD ТG 423), метод фиксированных доз (OECD ТG 420), процедура Up-and-Down (OECD ТG 425).

4) Определение максимальных толерантных доз для потенциальных лекарственных веществ. Дизайн доклинического исследования острой токсичности вещества инновационных биоподобных препаратов.

Тема 3. Доклинические исследования безопасности лекарственных препаратов

1) Общая токсичность вещества при повторных введениях: дизайны исследований субхронической и хронической токсичности, выбор тест-системы и доз вводимых веществ, длительность введения, перечень методов и регистрируемых параметров, органы, подлежащие гистологическому анализу; связь биохимических и гематологических изменений с гистологическими поражениями органов.

2) Репродуктивная токсичность: дизайны исследований действия веществ на фертильность, эмбриотоксичность, пренатальное и постнатальное развитие; перечень методов и регистрируемых показателей, формулирование заключения.

3) Генотоксичность: тест на реверс-мутации у бактерий (тест Эймса), in vitro тест на хромосомные абберации на клетках млекопитающих, микроядерный тест.

4) Исследования канцерогенности веществ: дизайн исследования, длительность введения, органы, подлежащие гистологическому анализу; скрининговые методы определения канцерогенного потенциала.

5) Безопасность воздействия на жизненно важные системы органов: дизайны исследований по изучению действия веществ на центральную нервную, сердечно-сосудистую и дыхательную системы.

6) Иммунотоксичность веществ: общетоксические и специальные исследования, выбор дизайна, перечень методов и тестов, T-зависимый гуморальный ответ, иммунофенотипирование, NK-ответ, устойчивость к инфекциям, активность макрофагов/нейтрофилов, клеточный иммунитет.

7) Особенности исследований безопасности инновационных биоподобных препаратов, полученных биотехнологическими методами.

8) Особенности вакцин как тест-материала и выбор схемы доклинического испытания безопасности вакцины.

9) Особенности испытаний безопасности противораковых инновационных биоподобных препаратов.

Тема 4. Исследования безопасности действия химических веществ на человека

1) Концепция испытаний химической безопасности, перечень исследований по изучению токсического действия веществ на человека.

2) Коррозийное, раздражающее и аллергенное действие веществ: дизайны исследований, используемые тесты и методы, развитие альтернативных in vitro методов.

3) Оценка безопасности наноматериалов: примеры наноматериалов и их использование, концепция испытаний безопасности наноматериалов.

Темы семинаров дисциплины "Методы проведения доклинических исследований":

· Анализ руководства OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) по испытаниям химической безопасности и ICH (International Conference on Harmonization) по испытаниям медицинской безопасности и Руководства Министерства здравоохранения РФ по испытаниям безопасности средств медицинского применения.

· Классификация веществ по классам опасности. Понятие острой токсичности при разных способах воздействия веществ на организм животных. Определение максимальных толерантных доз для потенциальных лекарственных веществ. Дизайн доклинического исследования острой токсичности вещества.

· Общая токсичность вещества при повторных введениях. Виды токсичности: Репродуктивная токсичность, Генотоксичность, Канцерогенная токсичность, Иммунотоксичность. Безопасность воздействия на жизненно важные системы органов. Особенности исследований безопасности веществ, полученных биотехнологическими методами. Особенности вакцин как тест-материала и выбор схемы доклинического испытания безопасности вакцины. Особенности испытаний безопасности противораковых препаратов.

· Концепция испытаний химической безопасности, перечень исследований по изучению токсического действия веществ на человека. Коррозийное, раздражающее и аллергенное действие веществ. Оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов. 

Самостоятельная работа студентов состоит в проработке лекционного материала, составление конспекта дополнительных материалов по темам, вынесенным на самостоятельное изучение, подготовке к семинарским занятиям, подготовке к зачету. Кроме этого, по дисциплине "Методы проведения доклинических исследований" предусмотрена подготовка реферата по одному из методов проведения доклинических исследований и его обсуждение на семинарском занятии.

Для аттестации по итогам освоения дисциплины "Методы проведения доклинических исследований" учебным планом предусмотрен зачет, в котором используются ниже перечисленные вопросы:

1) Методические руководства OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) по испытаниям химической безопасности и ICH (International Conference on Harmonization) по испытаниям медицинской безопасности.

2) Классификация веществ по классам опасности: гармонизированная система классификации опасности OECD (globally harmonised hazard classification and compatible labelling system, GHS), классы опасности химических веществ, принятые в РФ.

3) Понятие острой токсичности, токсичность при разных способах воздействия веществ на организм животных, пероральная острая токсичность, ингаляционная токсичность, токсичность при накожном нанесении. 

4) Методы определения токсичности и признаки токсичности.

5) Понятие ЛД50, альтернативные методы: определение класса токсичности (OECD ТG 423), метод фиксированных доз (OECD ТG 420), процедура Up-and-Down (OECD ТG 425).

6) Определение максимальных толерантных доз для потенциальных лекарственных веществ. 

7) Дизайн доклинического исследования острой токсичности вещества.

8) Общая токсичность вещества при повторных введениях: дизайны исследований субхронической и хронической токсичности, выбор тест-системы и доз вводимых веществ, длительность введения, перечень методов и регистрируемых параметров, органы, подлежащие гистологическому анализу.

9) Репродуктивная токсичность: дизайны исследований действия веществ на фертильность, эмбриотоксичность, пренатальное и постнатальное развитие.

10) Генотоксичность: тест на реверс-мутации у бактерий (тест Эймса), in vitro тест на хромосомные абберации на клетках млекопитающих, микроядерный тест.

11) Исследования канцерогенности веществ: дизайн исследования, длительность введения, органы, подлежащие гистологическому анализу.

12) Безопасность воздействия на жизненно важные системы органов: дизайны исследований по изучению действия веществ на центральную нервную, сердечно-сосудистую и дыхательную системы.

13) Иммунотоксичность веществ: общетоксические и специальные исследования, выбор дизайна, перечень методов и тестов. 

14) Особенности исследований безопасности веществ, полученных биотехнологическими методами. 

15) Особенности вакцин как тест-материала и выбор схемы доклинического испытания безопасности вакцины.

16) Особенности испытаний безопасности противораковых препаратов.

17) Концепция испытаний химической безопасности, перечень исследований по изучению токсического действия веществ на человека.

18) Коррозийное, раздражающее и аллергенное действие веществ: дизайны исследований, используемые тесты и методы, развитие альтернативных in vitro методов.

7.1.8 Рабочая программа дисциплины "Принципы надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)" 

Целями освоения дисциплины "Принципы надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)" практико-ориентированного образовательного модуля «Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов» являются:

· Формирование у слушателей представлений о принципах надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)

· Получение слушателями базовых знаний к требованиям структуры исследовательского учреждения для проведения исследовании в соответствии с принципами надлежащей лабораторной практики. 

· Ознакомление магистрантов с основными сведениями работы и квалификации персонала, помещения и оборудования, тест-систем, тестируемых веществ вводимых в тест-систему.

· Сформировать у магистрантов современные представления о правилах ведения документации как гарантии качества и целостности данных (стандартным операционным процедурам, протоколу испытания, первичным данным и отчету). 
· Ознакомление магистрантов с системой контроля качества испытания - проведения независимых инспекций, ключевых фаз исследования, протокола, данных и отчета.

Структура и содержание дисциплины "Принципы надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)"

Общая трудоемкость дисциплины составляет 3 зачетные единицы – 108 часов.

Аудиторных часов всего 52 часов: 28 часов – лекции, 22 часов – семинары, 2 часа –– зачет, самостоятельная работа – 56 часов.

	№

п/п
	Разделы

дисциплины
	Виды учебной работы, включая самостоятельную работу студентов и трудоемкость

(в часах)

	
	
	Лекции
	Семинары
	Практические занятия
	Самостоятельная работа
	Аттестация

	11
	Ведение 
	2
	2
	
	2
	

	22
	Тема 1. Организация и персонал испытательного центра
	4
	2
	 
	4
	

	33
	Тема 2. Программа обеспечения качества
	4
	2
	
	4
	

	44
	Тема 3. Помещения


	2
	2
	
	2
	

	5
	Тема 4. Оборудование, материалы и реагенты
	2
	2
	
	4
	

	66
	Тема 5. Тест-системы
	2
	2
	
	4
	

	77
	Тема 6. Испытуемые и стандартные объекты
	2
	2
	
	2
	

	88
	Тема 7. Стандартные операционные процедуры
	2
	2
	
	4
	

	99
	Тема 8. Проведение исследования 
	4
	2
	
	4
	

	110
	Тема 9. Отчет о результатах исследований
	2
	2
	
	4
	

	111
	Тема 10. Хранение записей и материалов
	2
	2
	
	 2
	

	
	Зачет
	
	
	
	    20
	2

	
	Всего:
	28
	22
	
	 56
	2

	
	Итого:
	108


Содержание разделов дисциплины «Принципов надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)».

Введение. 

Исторические аспекты становления принципов надлежащей лабораторной практики.

Введение в России с марта 2010 г. Принципов надлежащей лабораторной практики (Национальный стандарт Российской Федерации ГОСТ Р 53434-2009), предусматривающих приведение всех доклинических, внеклинических и экспертных исследований в соответствие с международными стандартами GLP. Унификация дизайна экспериментов, гармонизация получаемых результатов и их интерпретация в рамках требований и стандартов ECVAM, FELASA, OECD, FDA, EPA и др. Важность международной кооперации по исследованию генетического полиморфизма человека и животных. Использование стандартных операционных процедур (СОП) – документов, подробно описывающих процедуры манипуляций, которые, как правило, подробно не описываются в протоколах конкретных исследований.

Тема 1. Организация и персонал испытательного центра

1) Организационная схема исследовательского центра, должностные инструкции. 

2) Роль администрации исследовательского центра. 

3) Обязанности руководителя исследования, его роль при подготовке и выполнении исследования. 

4) Обязанности персонала – участников исследования. 

5) Программа обучения персонала, ведение документации обучения.

Тема 2. Программа обеспечения качества 

1) Организация службы обеспечения качества (СОК) в исследовательской организации 

2) Обязанности СОК, принцип независимости, 

3) Проведение аудитов исследований, инспекций организации и процессов, 

4) Инспекции сторонних организаций 

5) Составление отчетов по инспекциям.

Тема 3. Помещения

       Требования к помещениям, в которых выполняются доклинические исследования.

Тема 4. Оборудование, материалы и реагенты 

1) Идентификация и маркировка оборудования, материалы и реагенты. 

2) СОП на оборудование, индивидуальные журналы на оборудование 

3) Записи процедур по техобслуживанию, проверке и ремонту.

Тема 5. Тест-системы

1) Основные принципы работы с тест-системами в исследовании: 

2) Требования к качеству тест-систем и их характеристики, 

3) Получение биологических тест-систем для исследования, 

4) Карантин, идентификация; 

5) Контроль качества корма, воды, подстила и условий содержания

6) Сбор и маркировка образцов.

Тема 6. Испытуемые и стандартные объекты

1) Характеристика и идентификация тестируемого и контрольного веществ, 

2) Транспортировка и хранение, 

3) Маркировка, 

4) Подготовка доз для введения, 

5) Проверка правильности подготовки доз, стабильности и гомогенности.

6) Правила обращения, учет. 

7) Документация процедур обращения с веществами.

Тема 7. Стандартные операционные процедуры

1) Программа стандартных операционных процедур (СОП), 

2) Предназначение СОП, 

3) Правила написания СОП, 

4) Процедуры утверждения, изменения, пересмотра; 

5) Примеры конкретных СОП. 

Тема 8 Проведение исследования

1) Правила сбора первичных данных – записи, электронные данные, внесение исправлений. 

2) Правила сбора образцов, маркировка образцов, документация действий с образцами. 

3) Маркировка реагентов, документация приготовления реагентов. 

4) Структура папки по исследованию. 

5) Документация и рассмотрение отклонений. 

6) Роль руководителя исследования

7) Взаимодействие руководителя исследования с СОК.

Тема 9. Отчет о результатах исследований

1) Структура отчета. 

2) Роль ответственных исполнителей и ключевых специалистов в составлении отчета. 

3) Образец отчета, утверждение отчета. 

4) Аудит отчета СОК.

Тема 10. Хранение записей и материалов

1) Организация архива и обеспечение сохранности материалов, обязанности архивариуса. 

2) Длительность хранения материалов в архиве. 

3) Документация сдачи на хранение, временной выдачи архивного материала, уничтожения.

Темы семинаров дисциплины «Принципов надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)»: 

· Организация исследований в соответствии с принципами надлежащей лабораторной практики.

· Подготовка плана исследования. 

· Сбор первичных данных по исследованию.

· Подготовка отчета по исследованию.

· Организационная схема исследовательского центра. 

· Роль администрации исследовательского центра.

· Роль, обязанности, принцип независимости, проведение инспекций исследований и общих инспекций организации, инспекции сторонних организаций, Службой обеспечения качества. 

· СОП на оборудование, требования к индивидуальным журналам на оборудование, записи процедур по техобслуживанию, проверке и ремонту.

· Требования к тест-системам: определение тест-системы, требования к качеству и характеристики, получение животных для исследования, карантин, идентификация; контроль качества корма, воды, подстила, сбор и маркировка образцов, документация процедур.

· Предназначение СОП, правила написания СОП, утверждения, изменения, пересмотра; примеры документации.

· Правила сбора образцов, маркировка образцов, документация действий с образцами. 

· Маркировка реагентов, документация приготовления реагентов.

· Роль ответственных исполнителей и ключевых специалистов в составлении отчета.

· Документация сдачи на хранение, временной выдачи архивного материала, уничтожения.

Самостоятельная работа студентов состоит в проработке лекционного материала, составление конспекта дополнительных материалов по темам, вынесенным на самостоятельное изучение, подготовке к семинарским занятиям, подготовке к зачету. Кроме этого, по дисциплине "Принципы надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)" предусмотрена самостоятельная подготовка плана исследования (приложение 2) по выбранной научной статье и обсуждение этого плана на семинарском занятии.

Для аттестации по итогам освоения дисциплины "Принципы надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)" учебным планом предусмотрен зачет, в котором используются ниже перечисленные вопросы:

1) Должностные инструкция персона.

2) Обязанности руководителя исследования, его роль при подготовке и выполнении исследования.

3) Работа службы обеспечения качества (СОК) исследовательской организации.

4) Требования к помещениям, в которых выполняются доклинические исследования.

5) Идентификация и маркировка оборудования, материалы и реагенты.

6) Основные принципы манипуляций с тест-системой в исследовании.

7) Характеристика и идентификация тестируемого и контрольного веществ.

8) Программа стандартных операционных процедур (СОП)

9) Правила сбора первичных данных – записи, электронные данные, внесение исправлений.

10) Структура отчета.

11) Организация архива и обеспечение сохранности материалов

6. Образовательные технологии

Занятия по дисциплинам модуля проходят в лекционной форме, в форме семинарских и практических занятий. Используются традиционные и интерактивные образовательные технологии: лекция-информация, проблемная лекция; семинарские занятия: традиционный семинар, семинар-дискуссия, семинар-беседа.

В отличие от информационной лекции, на которой преподносится и объясняется готовая информация, подлежащая запоминанию, на проблемной лекции новое знание вводится через проблему вопроса, задачи, в которых имеются противоречия и которые необходимо обнаружить и разрешить. Содержание проблемы раскрывается путем поиска ее решения, анализа традиционных и современных точек зрения. С помощью проблемной лекции обеспечивается развитие теоретического мышления, познавательного интереса к содержанию дисциплины. Традиционные семинары как форма группового обучения применяются для закрепления теоретических знаний, полученных на лекциях, для обсуждения наиболее трудных для индивидуального понимания и усвоения разделов дисциплины. Главное в семинарском занятии не столько передача новой информации, сколько расширение и углубление знаний, умений, навыков, способов их получения и применения.
На семинаре-беседе обсуждаются темы, рекомендованные для самостоятельного изучения. Такая форма семинара способствует развитию умений самостоятельной работы, развитию культуры речи, формированию умения отвечать на вопросы слушателей, выслушивать других, задавать вопросы. 
Несколько семинаров проводятся как семинар-дискуссия, на которой слушатели курса делают небольшие доклады с презентацией по теме реферата с последующим общим обсуждением затронутых проблем. Данная форма семинара формирует у студентов коммуникативные навыки, культуру общения, в том числе умение терпимо относиться к мнению собеседника, вести дискуссию, аргументировано доказывать свою точку зрения, умение слушать и уважать мнение оппонента.

Цель практических занятий: углублять, расширять, детализировать знания, полученные на лекции в обобщенной форме. Практические занятия играют важную роль в выработке у студентов навыков применения полученных знаний для решения практических задач совместно с преподавателем. Практические занятия логически продолжают работу, начатую на лекции, и развивают научное мышление, позволяют проверить знания студентов. 

Самостоятельная работа включает в себя теоретическую подготовку к занятиям по материалам лекций и рекомендованной литературе, подготовку к семинарам и практическим занятиям. Одним из видов самостоятельной работы является подготовка реферата и презентации по согласованной с преподавателем теме. 
7. Учебно-методическое обеспечение самостоятельной работы студентов. Оценочные средства для текущего контроля успеваемости, промежуточной аттестации по итогам освоения модуля

Самостоятельная работа магистрантов предусматривает теоретическую подготовку к занятиям по материалам лекций и рекомендованной основной и дополнительной литературе, использование доступа к Интернет-ресурсам и электронным библиотекам, подготовку к семинарам и практическим работам, написание реферата и подготовку презентации на заданную тему, подготовку сообщений по разделам курса, предназначенных для самостоятельного изучения, подготовку к зачетам и диф. зачетам, итоговому экзамену по модулю.

Оценочные средства для контроля текущей успеваемости включают в себя устный опрос на семинарах и лекциях по ключевым и трудно усваиваемым темам, оценивается активность в обсуждении вопросов на семинарских и практических занятиях, ставятся оценки за подготовленные сообщения, презентации и рефераты. Вопросы носят информационный и проблемный характер, и необходимы для выяснения мнений и уровня знаний студентов по рассматриваемой теме, степени их готовности к восприятию последующего материала. Вопросы позволяют привлекать внимание студентов к наиболее важным вопросам темы, определять содержание и темп изложения учебного материала с учетом особенностей студентов. Имеется список вопросов для контроля усвоения всего материала по каждой дисциплине модуля (он приведен в программах курсов). 

Для контроля промежуточной аттестации по итогам освоения модуля учебным планом предусмотрены зачеты по дисциплинам «Основы проведения экспериментальных исследований» и «Принципы надлежащей лабораторной практики (GLP стандарт)», а также дифференцированный зачеты по дисциплине «Лабораторные животные в доклинических исследованиях» и «Методы проведения доклинических исследований» (вопросы для зачетов и дифференцированных зачетов приведены в программах курсов).

Для итогового контроля учебным планом предусмотрен экзамен по модулю "Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов".

                          Экзаменационные билеты:

Билет 1.

1. Современные проблемы биомедицины. Основные задачи биомедицинской науки в познании основных закономерностей жизнедеятельности. 

2. Репродуктивная токсичность: дизайны исследований действия веществ на фертильность, эмбриотоксичность, пренатальное и постнатальное развитие; перечень методов и регистрируемых показателей, формулирование заключения.

3. Биоэтические и законодательные аспекты использования лабораторных животных. Обзор законодательных актов разных стран, регламентирующих использование животных в научных целях. Основные нормативные акты Российской Федерации, регулирующие работу с лабораторными животными.

Билет 2.

1. Организация доклинических исследований: нормативные требования, функционально-организационная структура лабораторий, роль и обязанности персонала, планирование и материальное обеспечение исследований.

2. Понятие острой токсичности. Методы определения токсичности и признаки токсичности. ЛД50 и максимальная толерантная доза. Дизайн доклинического исследования острой токсичности инновационных биоподобных препаратов.

3. Биоэтическая комиссия по контролю содержания и использования лабораторных животных: предназначение и функции Комиссии, состав Комиссии, правила ее работы. Правило «3Rs». Альтернативы использованию животных в научных исследованиях и обучении.

Билет 3.

1. In vivo модели, используемые в доклинических исследованиях: виды лабораторных животных, оценка адекватности биомоделей, экстраполяция доклинических данных на организм человека.

2. Выбор адекватных методов статистической обработки данных. Оценка достоверности межгрупповых различий. Параметрические и непараметрические тесты.

3. Служба обеспечения качества: роль, состав, обязанности, принцип независимости. Аудиты доклинических исследований и инспекции исследовательской организации. 

Билет 4.

1. Создание лекарственных средств (инновационных биоподобных препаратов): основные стадии открытия и скрининга активности веществ, исследования эффективности и безопасности; длительность и экономические затраты; перечень и цель основных доклинических исследований.

2. Основная концепция Надлежащей лабораторной практики (GLP). Документация в доклиническом исследовании безопасности лекарственного средства: стандартные операционные процедуры, план исследования, первичные данные, отчет по исследованию.

3. Изучение фармакологической безопасности воздействия на жизненно важные системы органов: дизайны исследований по изучению действия фармакологических веществ на центральную нервную, сердечно-сосудистую и дыхательную системы.
Билет 5.

1. Нормативные требования к доклиническим исследованиям безопасности веществ. Методические руководства OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) и ICH (International Conference on Harmonisation) по испытаниям безопасности. Руководства Министерства здравоохранения РФ по испытаниям безопасности средств медицинского применения.

2. Изучение токсичности при повторных введениях. Дизайны исследований субхронической и хронической токсичности (выбор тест-систем, доз, длительность введения, перечень регистрируемых параметров) для инновационных биоподобных препаратов.

3. Выбор адекватной модели животных для доклинических исследований: типы исследований и используемые виды, линии животных, генетические модели, модели заболеваний человека.  Адекватность результатов, полученных на различных видах и моделях животных, их применимость к человеку.

Билет 6.

1. Концепция испытаний химической и биологической безопасности, перечень исследований по изучению токсического действия веществ на человека.

2. Стандартизация и гармонизация доклинических исследований. «Чистый эксперимент» (зависимая, независимая и сопутствующие переменные; систематическое смещение сопутствующих переменных).

3. Обязанности и компетенция ветеринарной службы учреждения, работающего с лабораторными животными. Микробиологический и генетический статусы животного. Программа мониторинга здоровья лабораторных животных. Карантин и адаптация лабораторных животных.

Билет 7.

1. Адекватный дизайн исследования для контроля вариабельности. Требования, предъявляемые к методам исследований: чувствительность (абсолютная и дифференциальная), специфичность и воспроизводимость.

2. Основные принципы обеспечения безопасности лекарственных средств: Надлежащая лабораторная практика (GLP), Надлежащая клиническая практика (GCP), Надлежащая производственная практика (GMP).

3. Исторический аспект развития международной нормативной базы использования лабораторных животных в научных целях. Роль международных научных ассоциаций по работе с лабораторными животными.

8. Учебно-методическое и информационное обеспечение модуля

Основная литература

1. Гуськова. Т.А. Токсикология лекарственных средств. Изд. 2-ое дополненное. М.: МДВ, 2008. 154 с.

2. Каркищенко Н.Н. Основы биомоделирования. - М.: Изд-во ВПК, 2004. – 608 с.

3. Лакин Г.Ф. Биометрия. М.: Высшая школа, 1980. 293 с.

4. Принципы надлежащей лабораторной практики. Национальный стандарт Российской Федерации ГОСТ Р 53434-2009. Москва: Стандартинформ, 2010.

5. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств М.: Гриф и К, 2012. 944 с.

6. Experimental Design and Statistics in Biomedical Research. ILAR Journal, V.43(4), 2002.
7. Festing M.F.W. Reduction of animal use: Experimental design and quality of experiments. Lab Anim. 1994. 28, 212-221.

8. Harris I. Variables in Animal Based Research: Part 1. Phenotypic Variability in Experimental animal. ANZCCART News. 1997, V.10, No 3, 1-8.

9. ICH harmonised tripartite Guideline S2B: Genotoxicity: A Standard Battery for Genotoxicity Testing for Pharmaceuticals.

10. ICH harmonised tripartite Guideline S4: Duration of chronic toxicity testing in animals (rodent and non rodent toxicity testing).

11. ICH harmonised tripartite Guideline S5(R2): Detection of Toxicity to Reproduction for Medicinal Products & Toxicity to Male Fertility.

12. ICH harmonised tripartite Guideline S6(R1): Preclinical Safety Evaluation of Biotechnology- Derived Pharmaceuticals.

13. ICH harmonised tripartite Guideline S7A: Safety Pharmacology Studies for Human Pharmaceuticals.

14. ICH harmonised tripartite Guideline S8: Immunotoxicity Studies for Human Pharmaceuticals.

15. ICH harmonised tripartite Guideline S9: Nonclinical Evaluation for Anticancer Pharmaceuticals.

Дополнительная литература

1. OECD Series on Testing and Assessment. N. 25. Detailed Review Document on Hazard Classification Systems for Specific Target Organ Systemic Toxicity Following Single or Repeated Exposure in OECD Member Countries. ENV/JM/MONO(2000).

2. OECD Series on Testing and Assessment. N. 33. HARMONISED INTEGRATED CLASSIFICATION SYSTEM FOR HUMAN HEALTH AND ENVIRONMENTAL HAZARDS OF CHEMICAL SUBSTANCES AND MIXTURES. ENV/JM/MONO(2001).

3. OECD Series on Testing and Assessment. N. 24. GUIDANCE DOCUMENT ON ACUTE ORAL TOXICITY TESTING. ENV/JM/MONO(2001).

4. OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 2: Effects on Biotic Systems. ISSN:2074-5761 (online). 

5. OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4: Health Effects. ISSN :2074-5788 (online).

6. OECD Series on Principles of Good Laboratory Practice and Compliance Monitoring.

7. OECD Principles on Good Laboratory Practice. ENV/MC/CHEM(98)17. OECD: Paris, 1997.

8. Nanotoxicology. Interaction of Nanomaterials with Biological Systems. Edited bu Yu. Chao and H.S. Nalwa. ASP. Los Angeles, CA. 

9. Note for Guidance on Preclinical Pharmacological and Toxicological Testing of Vaccine

EMEA/CPMP/SWP/465/95 (Adopted December 1997).

10. REGULATION (EC) No 1907/2006 OF THE EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE

COUNCIL of 18 December 2006 concerning the Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals (REACH), establishing a European Chemicals Agency.

11. Reilly J. Variables in Animal Based Research: Part 2. Variability associated with experimental conditions and techniques. ANZCCART News. 1998, V.11, No 1, 1-12.

12. Shaw R., et al. The use of factorial designs to optimize animal experiments and reduce animal use. ILAR J. 2002, 43, 223-232.
13. WHO Guidance on Nonclinical Evaluation of Vaccines. WORLD HEALTH ORGANIZATION Technical Report Series. 2003. 

4.8. Материально-техническое обеспечение модуля.

Материально-техническое обеспечение модуля "Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов" обусловлено наличием возможности у обучающихся ресурсами сайтов в сети интернет.

Программа модуля "Доклиническая оценка безопасности инновационных биоподобных препаратов" составлена в соответствии с требованиями ФГОС ВПО с учетом рекомендаций ПрООП ВПО.

7.2 Доработанная по результатам проведенного общественно-профессионального обсуждения рабочая учебная программа практико-ориентированного образовательного модуля «Методы адресной доставки лекарств в митохондрии»

(Направление 020501 «Биоинженерия и биоинформатика»)

7.2.1 Цели и задачи модуля «Методы адресной доставки лекарств в митохондрии»

Митохондрии – важнейшие компоненты всех эукариотических клеток, играющие ключевую роль в биоэнергетике,  в передаче сигналов каскада программируемой клеточной смерти, в кальциевой регуляции, в сборке железо-серных кластеров и обмене железа в целом, и, возможно, в процессе старения. Поскольку митохондрии являются полуавтономными клеточными органеллами, фундаментальные знания их структуры и функции,  устройства их генома, мезанизмов передачи и реализации их наследственной  информации абсолютно необходимы для исследования любого клеточного процесса, находящегося во взаимосвязи с любой из этих многочисленных функций.  Кроме того мутации в митохондриальном геноме вызывают тяжелые наследственные заболевания, для лечения которых актуальна разработка методов генной терапии.

Целью практико-ориентированного образовательного модуля «Методы адресной доставки лекарств в митохондрии» является предоставить обучающемуся возможность получения углубленных, детальных знаний о биологии митохондрий и о способах применения этих знаний для влияния на функции митохондрий как инновационного способа терапии связанных с митохондриями заболеваний.

Основными задачами практико-ориентированного образовательного модуля «Методы адресной доставки лекарств в митохондрии»  являются:

Получение знаний о молекулярной биологии митохондрий, об особенностях процессов синтеза нуклеиновых кислот и белков в этих органеллах, об отличиях этих процессов от таковых в цитоплазме клеток.

1. Получение знаний о механизмах транспорта белков и нуклеиновых кислот в митохондрии

2. Получение знаний о структуре митохондрий, общих чертах их строения у разных организмов, о разнообразии вариантов структуры митохондрий и динамике ее изменения

3. Получение представлений о митохондриальном протеоме, его основных изменениях в ходе эволюции. 

4. Получение знаний об основных функциях митохондрий в живой клетке, включая снабжение клетки энергией в виде аденозинтрифосфата за счет процесса дыхания,  в передаче сигналов каскада программируемой клеточной смерти, в кальциевой регуляции физиологических процессов в клетке, в сборке железо-серных кластеров и обмене железа в целом, и в генерации активных форм кислорода. 

5. Получение знаний о генетике митохондрий, митохондриальных болезнях и разработке подходов к их лечению.

6.  Получение знаний о роли митохондрий в процессе жизнедеятельности клетки и о влиянии митохондриальных процессов на физиологию организма в целом.

7.  Получение навыка самостоятельно работать со специальной литературой в предметной области, в том числе – англоязычной литературой.

Практико-ориентированный образовательный модуль «Методы адресной доставки лекарств в митохондрии» состоит из четырех дисциплин:

· Молекулярная биология митохондрий (3 зачетные единицы)

· Структура и функция митохондрий (6 зачетных единиц)

· Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне (3 зачетные единицы)

· Принципы разработки митохондриально-адресованных лекарств (3 зачетные единицы)

Суммарно весь модуль составляет 15 зачетных единиц, и включает лекционные, семинарские, практические занятия и самостоятельную работу обучающихся. 

Учебная программа практико-ориентированного образовательного модуля «Методы адресной доставки лекарств в митохондрии»  разработана с учетом требований Федерального государственного образовательного стандарта высшего профессионального образования по направлению подготовки специалистов 020501 «Биоинженерия и биоинформатика», утвержденного приказом Министерства образования и науки Российской Федерации №66 от 17 января 2011 г.

7.2.2 Учебно-методический комплекс документов учебного курса по дисциплине «Молекулярная биология митохондрий»

(Направление 020501 «Биоинженерия и биоинформатика»)

Цели и задачи учебного курса. 

Митохондрии – клеточные органеллы, возникшие в результате симбиоза свободноживущих бактерий и предков эукариотических клеток. Митохондрии являются полуавтономными органеллами, и ряд основных процессов молекулярной биологии этих органелл существенно отличается от такового в цитоплазме клетки. Поэтому фундаментальные знания об устройстве митохондриального генома, передаче и реализации наследственной  информации, закодированной в митохондриальной ДНК, абсолютно необходимы для исследования любого клеточного процесса, находящегося во взаимосвязи с любой из этих многочисленных функций.  Кроме того мутации в митохондриальном геноме вызывают тяжелые наследственные заболевания, для лечения которых актуальна разработка методов генной терапии. 

Целью учебного курса «Молекулярная биология митохондрий» является приобретение студентами базовых знаний в области молекулярной биологии митохондрий.


Основными задачами изучения учебного курса являются:

1. Получение знаний о митохондриальных геномах, их строении, уникальных особенностях  и разнообразии.

2. Получение представлений о митохондриальном протеоме, его основных изменениях в ходе эволюции. 

3. Получение представлений об основных моделях репликации миохондриальной ДНК, структуре и функциях основных ферментов репликации.

4. Получение знаний об основных типах репарации митохондриальной ДНК и механизмах short patch BER и long patch BER.

5. Получение знаний о транскрипции митохондриальной ДНК, основных транскрипционных факторах и механизмах их работы.  

6. Получение знаний о процессинге  митохондриальных РНК и регуляции их стабильности.

7. Получение знаний о механизмах митохондриальной трансляции в сравнении с прокариотической.

8. Получение знаний о механизмах транслокации белков и РНК  через внешнюю и внутреннюю митохондриальные мембраны.

9. Получение знаний о генетике митохондрий, митохондриальных болезнях и разработке подходов к их лечению. 

10.  Умение работать со специальной литературой в предметной области.

Место дисциплины «Молекулярная биология митохондрий»  в образовательном модуле

Учебный курс "Молекулярная биология митохондрий" может преподаваться параллельно преподаванию курса «Структура и функция митохондрий» и должен предшествовать курсу «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне» и курсу «Принципы разработки митохондриально-адресованных лекарств». 

Объем учебного курса составляет 6 зачетных единиц (216 ч), из них 120 часов - аудиторные занятия, 16 часов – индивидуальная работа со студентами, 80 часов – самостоятельная работа студентов. При очной форме обучения аудиторные занятия включают лекционные, семинарские и практические занятия. Индивидуальная работа со студентами предусматривает проведение консультаций по темам лекций и семинаров и при подготовке к зачету. Самостоятельная работа студентов имеет своей целью проработку лекционного материала, подготовку к семинарским занятиям и направлена на обучение студентов самостоятельной работе со специальной литературой. Изучение  учебного курса завершается сдачей зачета.

Дисциплина базируется на курсах «Биохимия», «Физическая химия», «Молекулярная биология», «Органическая химия», «Клеточная биология».

В результате освоения учебного курса «Молекулярная биология митохондрий» обучающийся должен:

1. Знать особенности устройства митохондриальных геномов, их основные регуляторные элементы, основные модели репликации митохондриальной ДНК, типы репарации в митохондриях, механизм репарации BER, основные ферменты транскрипции, механизм работы РНК-полимеразы, транскрипционных факторов TFAM и MTERF1, основные этапы процессинга митохондриальных РНК, основные механизмы танслокации белков и РНК через митохондриальные мембраны, механизм митохондриальной трансляции, его отличия от такового прокариотической и цитоплазматической трансляции, основы генетики митохондрий, причины наиболее распространенных митохондриальных заболеваний и разрабатываемые подходы к их диагностике и лечению.

2. Уметь: самостоятельно находить и критически анализировать научную литературу в области молекулярной биологии митохондрий; применять полученные знания в области молекулярной биологии митохондрий для сопоставления патологических проявлений заболеваний и возможных нарушений в основных процессах, протекающих в митохондриях; применить знания в области молекулярной биологии митохондрий для предсказания влияния того или иного химического вещества на их функцию, а также для научного обоснования прогноза физиологических последствий этого влияния; прогнозировать патологические последствия дисфункции митохондрий на клеточном уровне; определять последовательность митохондриальной ДНК; диагностировать гетероплазию митохондриальной ДНК.

3. Владеть: навыками поиска и анализа научной литературы в области молекулярной биологии митохондрий;  навыками, необходимыми для освоения теоретических основ и методов митохондриальной биологии;

Содержание учебного курса «Молекулярная биология митохондрий»

Раздел 1. Строение, функции и происхождение митохондрий. 

Тема 1.1. Краткая история изучения митохондрий

Тема 1.2. Функции митохондрий - биохимия дыхания, апоптоз, кальциевая регуляция, сборка железо-серных кластеров, митохондриальная теория старения. 
Тема 1.3. Происхождение митохондрий - теория симбиогенеза. Разнообразие митохондрий и их геномов. 

Раздел 2. Строение митохондриальных генома и протеома. 


Тема 2.1. Эволюция митохондриального протеома: основные тенденции.

Тема 2.2. Структура митохондриальной ДНК: организация нуклеоида, формы митохондриальной ДНК, митохондриальный генетический код.

Тема 2.3. Основные элементы митохондриального генома человека: гены и регуляторные участки – ориджины и промоторы. 

Раздел 3. Репликация митохондриальной ДНК.

Тема 3.1. Основные модели репликации митохондриальной ДНК : Strand displacement model - однонаправленный ассиметричный синтез, Strand-coupled model -двунаправленный синтез с образованием θ-cтруктур, RITOLS (RNA Incorporated Through Out Lagging Strand) – синтез с образованием промежуточных продуктов, содержащих протяженные участки РНК.

Тема 3.2. Инициация репликации

Тема 3.3. Основной фермент репликации - ДНК-полимераза гамма: структура и особенности работы.

Тема 3.4. Вспомогательные ферменты репликации: хеликазы, белок SSB, топоизомеразы, РНКазы.

Раздел 4. Метилирование митохондриальной ДНК


Тема 4.1. Функциональное значение метилирования ядерной и митохондриальной ДНК.


Тема 4.2. Бисульфитное секвенирование – основной метод для определения метилированных остатков цитозина.


Тема 4.3. Митохондриальные формы метилтрансфераз.

Раздел 5. Репарация митохондриальной ДНК


Тема 5.1. Возможные причины повышенной частоты мутаций в митохондриальном геноме.

Тема 5.2. Анализ распределения различных мутаций по митохондриальному геному и отдельным цепям митохондриальной ДНК


Тема 5.3. Виды репарации в ядре и митохондриях. 

Тема 5.4. Основные виды повреждения азотистых оснований и ферменты, участвующие в их репарации.

Тема 5.5. Механизм Base excision repair (BER) в митохондриях: основные стадии и ферменты.  

Тема 5.6. Регуляция репарации в митохондриях.

Раздел 6. Транскрипция митохондриальной ДНК

Тема 6.1. Структура РНК-полимеразы POLRMT:основные функциональные участки, РРR-мотивы.

Тема 6.2.  Транскрипционные факторы TFB1M и TFB2M
Тема 6.3. Транскрипционный фактор TFAM –основной регулятор состояния митохондриальной ДНК в нуклеоиде.

Тема 6.4. Терминация транскрипции. Механизм терминации MTERF1. Другие белки семейства MTERF. 

Раздел 7. Процессинг митохондриальных РНК.

Тема 7.1. Процессинг митохондриальных РНК: tRNA punctuation model. 

     
Тема 7.2. Процессинг  митохондриальных тРНК.

Тема 7.3. Процессинг мРНК: вырезание и полиаденилирование.

Тема 7.4. Регуляция стабильности митохондриальных мРНК. 

Тема 7.5. Процессинг митохондриальных рРНК. 

Тема 7.8. PPR-белки, их особенности и функции в митохондриях. 

Раздел 8. Трансляция в митохондриях

Тема 8.1. Особенности структуры митохондриальных рибосом в сравнении с прокариотическими

Тема 8.2. Особенности механизмов митохондриальной трансляции в сравнении с прокариотической.

Раздел 9. Импорт биомакромолекул в митохондрии

Тема 9.1. Механизмы  транслокации белковых предшественников через внешнюю и внутреннюю митохондриальную мембрану: работа комплекса TIM/TOM
Тема 9.2. Импорт РНК в митохондрии дрожжей.

Тема 9.3. Импорт 5S рРНК в митохондрии клеток млекопитающих.

Тема 9.4. Импорт тРНК в митохондрии хламидомонады - уникальная система балансировки частот использования кодонов в цитозольной и митохондриальной трансляции.

Тема 9.4. Разработка методов генная терапия митохондриальных болезней с помощью импорта в митохондрии конструкций на основе дрожжевых тРНК.

Раздел 10. Митохондриальные болезни и разработка подходов к их лечению.

Тема 10.1. Основы генетики митохондрий: наследование по материнской линии, гетероплазмия и гомоплазмия.
Тема 10.2. Генетические  причины митохондриальных болезней: точечные мутации и деленции. Тканеспецифичность, симптоматика, диагностика и подходы к лечению. 

Тема 10.3. Связь накопления соматических мутаций в митохондриальной 

ДНК и старением. Клональная экспансия дефектных митохонджриальных ДНК. Мышиные модели.
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Программу курса «Молекулярная биология митохондрий» можно подразделить на следующие составные части:

Часть 1. (Разделы 1 и 2). Строение, функции и происхождение митохондрий. Геном и протеом митохондрий. 

Краткая история изучения митохондрий

Функции митохондрий - биохимия дыхания, апоптоз, кальциевая регуляция, сборка железо-серных кластеров, митохондриальная теория старения. 
Происхождение митохондрий - теория симбиогенеза. Разнообразие митохондрий и их геномов. 


Эволюция митохондриального протеома: основные тенденции.

Структура митохондриальной ДНК: организация нуклеоида, формы митохондриальной ДНК, митохондриальный генетический код.

Основные элементы митохондриального генома человека: гены и регуляторные участки – ориджины и промоторы. 

Часть 2 (Разделы 3, 4, 5). Репликация, метилирование и репарация митохондриальной ДНК.

Основные модели репликации митохондриальной ДНК: Strand displacement model - однонаправленный ассиметричный синтез, Strand-coupled model -двунаправленный синтез с образованием θ-cтруктур, RITOLS (RNA Incorporated Through Out Lagging Strand) – синтез с образованием промежуточных продуктов, содержащих протяженные участки РНК.

Инициация репликации

Структура и особенности работы ДНК-полимеразы гамма

Вспомогательные ферменты репликации: хеликазы, белок SSB, топоизомеразы, РНКазы.

Функциональное значение метилирования ядерной и митохондриальной ДНК.

Бисульфитное секвенирование – основной метод для определения метилированных остатков цитозина.

Митохондриальные формы метилтрансфераз.

Возможные причины повышенной частоты мутаций в митохондриальном геноме.

Анализ распределения различных мутаций по митохондриальному геному и отдельным цепям митохондриальной ДНК

Виды репарации в ядре и митохондриях. 

Основные виды повреждения азотистых оснований и ферменты, участвующие в их репарации.

Механизм Base excision repair (BER) в митохондриях: основные стадии и ферменты.  

Топография и регуляция репарации в митохондриях.

Часть3. (Разделы 6 и 7). Транскрипция  митохондриальной ДНК  и процессинг митохондриальных РНК.

Структура РНК-полимеразы POLRMT:основные функциональные участки, РРR-мотивы.

Транскрипционные факторы TFB1M и TFB2M
Транскрипционный фактор TFAM – основной регулятор состояния митохондриальной ДНК в нуклеоиде.

Терминация транскрипции. Механизм терминации MTERF1. Другие белки семейства MTERF. 

Процессинг митохондриальных РНК.

Процессинг митохондриальных РНК: tRNA punctuation model. 

Процессинг  митохондриальных тРНК.

Процессинг мРНК: вырезание и полиаденилирование.

Регуляция стабильности митохондриальных мРНК. 

Процессинг митохондриальных рРНК. 

PPR-белки, их особенности и функции в митохондриях. 

Часть 4. (Раздел 8) Трансляция в митохондриях

Особенности структуры митохондриальных рибосом в сравнении с прокариотическими

Особенности механизмов митохондриальной трансляции в сравнении с прокариотической.

Часть 5.  (Раздел 9). Импорт биомакромолекул в митохондрии

Механизмы  транслокации белковых предшественников через внешнюю и внутреннюю митохондриальную мембрану: работа комплекса TIM/TOM
Импорт РНК в митохондрии дрожжей.

Импорт 5S рРНК в митохондрии клеток млекопитающих.

Импорт тРНК в митохондрии хламидомонады - уникальная система балансировки частот использования кодонов в цитозольной и митохондриальной трансляции.

Разработка методов генная терапия митохондриальных болезней с помощью импорта в митохондрии конструкций на основе дрожжевых тРНК.

Распределение теоретического материала по занятиям 

	№
	Тема занятий
	Основные вопросы, 

рассматриваемые на занятиях
	Активные и интерактивные формы проведения занятий

	1
	2
	3
	4

	1
	Строение, разнообразие и основные функции митохондрий (2ч)
	Краткая история изучения митохондрий. Первые наблюдения. Экспериментальное доказательство Энгельгардтом образования АТФ за счет энергии, освобождающейся при окислении органических веществ в процессе клеточного дыхания. Биохимия дыхания: цикл Кребса, окислительное фосфорилирование, ферменты дыхательной цепи.  Другие функции митохондрий – участие в передача апоптотических сигналов, участие в кальциевой регуляции, сборка железо-серных кластеров. Митохондриальная теория старения. 
Теория симбиогенеза. Происхождение митохондрий от α-протеобактерий,  их  сходство с современными риккетсиями.  Разнообразие митохондрий.  Митохондриальные геномы и протеомы. 



	нет

	2
	Митохондриальный протеом и митохондриальный геном. (2 ч).
	Эволюция митохондриального протеома: основные тенденции. Частичная потеря предковых белков на ранних этапах эволюции эукариотической клетки при возникновении эндосимбиоза. Перенос большей части предковых генов в ядерный геном, возможные причины этого процесса. 

Неортологичные замены предковых белков в ходе эволюции. Примеры таких замен:  митохондриальные ДНК -  и РНК- полимеразы, хеликаза TWINKLE.

Добавление новых белков в митохондриальный протеом в ходе эволюции в связи с возникновением новых функций у митохондрий по сравнению с бактериальным предком. 

Увеличение числа субъединиц в больших мультиферментных митохондриальных комплексах в  ходе эволюции. 

Структура митохондриальной ДНК : организация нуклеоида, ключевая роль TFAM в компактизации митохондриальной  ДНК. Формы митохондриальной ДНК: суперскрученная, релаксированная, димеры, катеннаны. Митохондриальный генетический код, его отличия от универсального. 

Основные элементы митохондриального генома человека: гены и регуляторные участки – ориджины и промоторы. 


	нет

	3
	Репликация в митохондриях (2ч.)
	История изучения репликации в митохондриях.  Основные модели репликации митохондриальной ДНК, их экспериментальное доказательство и ограничения.  Strand displacement model - однонаправленный ассиметричный синтез – исторически первая модель, не объясняющая всех наблюдаемых фактов.  Более современные модели: Strand-coupled model -двунаправленный синтез с образованием θ-cтруктур. Модель RITOLS (RNA Incorporated Through Out Lagging Strand) – синтез с образованием промежуточных продуктов, содержащих протяженные участки РНК. Различные варианты замещения РНК на ДНК. Сравнение  моделей митохондриальной репликации  с классическими эукариотическими, прокариотическими и вирусными моделями . 

Инициация репликации. Основные митохондриальные ориджины. 

Терминация транскрипции при синтезе РНК-праймеров. 
	нет

	4
	Репликация в митохондриях: основные ферменты  (2 ч)


	Структура ДНК-полимеразы гамма: каталитическая и дополнительные субединицы – основные домены и их функции. Гомология  ДНК-полимеразы гамма с полимеразой фага Т7. Особенности работы ДНК-полимеразы гамма  - возможные причины вставки рибонуклеотидов в митохондриальную ДНК. Участие ДНК-полимеразы гамма  в BER (base excision repair).

Вспомогательные ферменты репликации. Структура и функции хеликазы TWINKLE, её гомология с С-концевым  участком хеликазы-праймазы фага T7. Участие TWINKLE в репликации и регуляции числа копий митохондриальной ДНК. Другие митохондриальные хеликазы. Роль белка mtSSB. Возможная стимуляция  активности TWINKLE и ДНК-полимеразы ɣ in vitro белком mtSSB. 

Митохондриальные топоизомеразы. Тор1mt – негативный регулятор транскрипции митохондиальных генов. РНКаза Н1 удаляет РНК праймеры на ориджинах ORI H и ORI L и при синтезе фрагментов Оказаки. 
	

	5
	 (2 ч) Метилирование и репарация митохондриальной ДНК.


	Функциональное значение метилирования ядерной ДНК. Эпигенетика. 

Бисульфитное секвенирование – основной метод для определения метилированных остатков цитозина. 

Митохондриальная форма метилтрансферазы DNMT1. Преимущественное метилирование области D-loop в промоторных и регуляторных (CSB) участках. Преимущественное метилирование цитозина не в СpG последовательностях.  Возможная роль  метилирования в регуляции  транскрипции и репликации. 

Высокая частота мутаций в митохондриальной ДНК по сравнению с ядерной. Возможные причины повышенной частоты мутаций в митохондриальном геноме.

Изменение частот  различных транзиций и трансверсий в митохондриальной ДНК с возрастом. 

 Анализ распределения различных мутаций (транзиций и трансверсий) по митохондриальному геному: повышенное содержание мутаций в области D-loop по сравнению с остальным митохондриальным  геномом. Относительное количество каждого типа мутаций одинаково по всему митохондриальному геному и не меняется с возрастом.  Ассиметрия в мутировании цепей митохондриальной ДНК: транзиции  G/A и Т/С чаще происходят в L-цепи, чем в Н-цепи по всему митохондриальному геному, кроме области D-loop. Возможные объяснения ассиметрии.
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	Репарация ДНК в митохондриях (2 ч)  
	Сравнительный анализ видов репарации в ядре и митохондриях  
Основные механизмы репарации: BER, MMR,  NER, NHEJ и HR. Основные виды повреждения азотистых оснований: окисление, алкилирование  и дезаминирование. Наиболее распространенные продукты окислительного стресса: 8охоG и 8охоА. Основные митохондриальные гликозилазы: особенности структуры и функционирования. 

Механизм Base excision repair (BER) в митохондриях: основные стадии и ферменты. Различия в SP (short patch) BER  и LP (long patch) BER.  Сравнение ферментов BER  в ядре и митохондриях. 

 Другие виды репарации в митохондриях.

  MMR – mismatch repair. 

Репарация двуцепочечных повреждений  митохондриальной ДНК: вероятное участие Rad 51 в митохондриальной репликации. 

Топография и регуляция репарации в митохондриях.


	

	7
	Транскрипция в митохондриях: РНК полимераза и транскрипционные факторы TFB1M и TFB2M: (2ч.)


	Три основных митохондриальных транскрипта. Структура РНК-полимеразы POLRMT: гомология с РНК- полимеразой фага Т7. Доменная организация POLRMT. N-концевой домен NTD.  Уникальный N-концевой  домен NTE, содержащий PPR-повторы и «митохондриальный адрес». Белки содержащие РРR-мотивы в митохондриях и пластидах. Их функции, возможная  роль PPR-повторов – связь с одноцепочечными нуклеиновыми кислотами. 

Каталитический домен СТD: структура типа «ладонь». 

Транскрипционные факторы TFB1M и TFB2M: сходства и различия, рРНК-метилтрансферазная активность, возможная роль в транскрипции. 
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	Регуляция транскрипции с помощью TFAM, механизм терминации транскрипции (2ч.)
	Транскрипционный фактор TFAM –основной регулятор состояния митохондриальной ДНК в нуклеоиде. TFAM регулирует число копий митохондриальной ДНК и участвует в регуляции транскрипции. Структура TFAM: 2 HMG box и уникальный С-конецевой участок. Механизм связывания с TFAM c малым желобком ДНК с образованием изгиба. Неспецифическое и специфическое (в областях промоторов) связывание TFAM с ДНК.  Необходимость изгиба митохондриальной ДНК в областях промоторов LSP и HSP1 для начала транскрипции. Кооперативность связывания TFAM. Мультимеризация TFAM. Различные модели регулирование числа копий митохондриальной ДНК TFAMом. Регуляция активности TFAM путем  фосфорилирования и протеолиза.

Терминация транскрипции. Предполагаемые сайты терминации митохондриальных транскриптов. MTERF1 связывается с ДНК, изгибая её и «выворачивая» три нуклеотида. Уникальный механизм терминации MTERF1: «выворачивание» происходит только при связывании MTERF1 в сайте терминации – за счет стабилизации вывернутых нуклеотидов.  Специфичность связывания MTERF1 с сайтом терминации  определяется водородными связями пяти остатков Arg MTERF1 с консервативными нуклеотидами в сайте терминации.   Другие белки семейства MTERF, их возможные функции. 
	

	9
	Процессинг митохондриальных РНК (2 ч)


	Процессинг митохондриальных РНК: разрезание полицистронных прекурсоров, полиаденилирование мРНК, модификации нуклеотидов. tRNA punctuation model. 

Процессинг  митохондриальных тРНК. Разрезание 5’-конца тРНК РНКазой Р. Компоненты РНКазы Р: MRPP1– m1G9метилтрансфераза, участвующая в модификации тРНК, MRPP2 и MRPP3 .

Разрезание 3’-конца тРНК РНКазой Z-  эндонуклеазой ELAC2. 

Процессинг мРНК: вырезание и полиаденилирование. 4 сайта в митохондриальном геноме, не содержащих тРНК, разрезание в которых идет вразрез с tRNA punctuation model. Полиаденилирование митохондриальных мРНК создает стоп-кодоны для трансляции.

Основные ферменты полиаденилирования в митохондриях: hmtРАР и PNPase. Основные ферменты, участвующие в деградации митохондриальных мРНК: PNPase и РНК-хеликаза SUV 3. 
Постранскрипционная регуляция стабильности мРНК в митохондриях. Уровень митохондриальных мРНК в клетке зависит от времени её жизни. Стабилизация митохондриальных мРНК  комплексом белков LRPPRC и SLIRP. 
Процессинг митохондриальных рРНК. Диметилирование 12S rRNA TFB1M и TFB2M.   

Участие PTCD3 и ERAL1 в сборке  малой субъединицы миторибосом. Связывание MTERF4 с 16SрРНК. 
PPR-белки, их разнообразие, особенности и функции в митохондриях. 
	

	10
	Трансляция в митохондриях 

 (2 ч)


	Особенности структуры митохондриальных рибосом в сравнении с прокариотическими: различия в размере, массе, составе и количестве белков и рРНК, соотношении РНК:белок.  Вопрос о присутствии 5S рРНК в рибосомах митохондрий Млекопитающих. Структурные различия в рРНК малой и большой  субъединиц митохондриальных и бактериальных рибосом. Уникальная воротообразная структура в составе большой субъединицы миторибосом для входа мРНК.

Особенности механизмов митохондриальной трансляции в сравнении с прокариотической.

Основные отличия в инициации трансляции у митохондрий и  бактерий. Основные отличия в элонгации трансляции у митохондрий и  бактерий. Основные отличия в терминации трансляции у митохондрий и  бактерий. 


	

	11
	Импорт био-макромолекул в митохондрии.  (2 ч)
	Общая схема импорта белков в митохондрии. Посттрансляционный и котрансляционный  импорт. Определенные сигнальные последовательности белков для импорта в разные митохондриальные субкомпартменты. Рецепторы внешней мембраны: Tom20/Tom22 и Tom70. Малые TOM-белки: Tom5, Tom6, Tom7. Альтернативные пути встраивания белков во внешнюю митохондриальную мембрану. Импорт белков в межмембранное пространство: MIA-путь. Транслоказа внутренней мембраны TIM23. Общая схема работы TIM23-комплекса. Транслоказа внутренней мембраны TIM22. Схема встраивания интегральных белков во внутреннюю мембрану. Импорт РНК в митохондрии. Нуклеотидные детерминанты/антидетермининты импорта тРНК в митохондрии. Импорт тРНК в митохондрии простейших. Импорт тРНК в митохондрии растений. Импорт тРНК в митохондрии дрожжей. Импорт 5S рРНК в митохондрии млекопитающих. Импорт РНК в митохондрии – потенциальный способ супрессии мутаций в генах тРНК  митохондрий или протяженных делеций митохондиального генома. Импорт производных дрожжевых тРНК в митохондрии клеток человека с мутациями в генах изоакцепторных тРНК. Импорт «мини-версий» дрожжевых тРНК в митохондрии клеток человека с протяженной геномной делецией. Опосредованный ферментом PNPase импорт гибридных РНК в митохондрии клеток человека.

Механизмы  транслокации белковых предшественников через внешнюю и внутреннюю митохондриальную мембрану: работа комплекса TIM/TOM
Импорт РНК в митохондрии дрожжей.

Импорт 5S рРНК в митохондрии клеток млекопитающих.

Импорт тРНК в митохондрии хламидомонады - уникальная система балансировки частот использования кодонов в цитозольной и митохондриальной трансляции.

Разработка методов генной терапии митохондриальных болезней с помощью импорта в митохондрии конструкций на основе дрожжевых тРНК.


	

	12
	Генетика митохондрий и митохондриальные болезни (2 ч). 
	Типы повреждений митохондриальной ДНК: точечные замены, делеции, инсерции и нарушения кольцевой структуры. Причины повреждения митохондриальной ДНК: нарушения процессов репликации, репарации, а также действие мутагенов. Виды точечных мутаций в митохондриальной ДНК, их распределение по геному. Виды делеций митохондриальной ДНК, причины их возникновения. Гетероплазмия митохондриальной ДНК, ее роль в дисфункции митохондрий, клеток и органов. Митохондриальные заболевания (МЗ): причины, частота встречаемости. Генетика МЗ, обусловленных мутациями в митохондриальной (материнское наследование) и ядерной ДНК (аутосомно-доминантное и аутосомно-рецессивное наследование) на примерах наследственной оптической нейропатии Лебера, доминантной оптической атрофии и  атаксии Фридрейха. Методы детекции точечных мутаций в митохондриальной ДНК. Понятие «узкого места» для митохондриальной ДНК в онтогенезе млекопитающих, его эволюционное значение. Классификация МЗ. Причины разнообразных клинических проявлений одних и тех же мутаций в митохондриальных генах. Тканеспецифичность МЗ. Симптоматика МЗ. Примеры МЗ. Синдром Кирнса-Сейра, его генетика. Хроническая прогрессирующая наружная офтальмоплегия, ее генетика. Митохондриальная энцефалопатия с лактоацидозом и инсультоподобными эпизодами (MELAS), ее генетика и диагностика. Миоклоническая эпилепсия. Наследственная оптическая невропатия Лебера, значение ее генетической диагностики для пенетрантности заболевания. Диагностика МЗ: клинические, лабораторные и генетические исследования. Пути лечения МЗ. Перспективные направления лечения МЗ. Соматические мутации в митохондриальной 

ДНК и старение организма. Клональная экспансия делетированных митохондриальных ДНК, ее роль в старении и развитии сопутствующих заболеваний. Пути изучения функциональных следствий мутаций в митохондриальной ДНК в процессах старения. Мыши с мутантной митохондриальной полимеразой, типы мутаций у таких мышей. 


	


Зачет. Вопросы, выносимые на зачет по курсу «Молекулярная биология митохондрий»:

1. Строение и структура митохондрий. Митохондриальный матрикс и мембраны, их роль. 

2. Функции митохондрий в клетке: роль митохондрий в биоэнергетике, в метаболизме, в явлениях старения и программируемой клеточной гибели.

3. Роль митохондрий в процессе дыхания, мембранный потенциал, белки дыхательной цепи, перенос электронов.

4. Эволюция митохондриального протеома.

5. Строение нуклеоида, формы митохондриальной ДНК, гены митохондриальной ДНК

6. Митохондриальный генетический код.

7. Основы генетики митохондрий - гомоплазмия и гетероплазмия, особенности наследования генов митохондриальной ДНК

8. Основные модели репликации митохондриального генома.

9. Основные регуляторные элементы митохондриального генома, их функции.

10. Структура и функции основных ферментов репликации: ДНК полимераза γ, хеликаза TWINKLE, белок SSB, топоизомеразы, RNase НI.

11. ДНК полимераза γ – структура и функции.

12. Митохондриальные хеликазы и топоизомеразы.

13. Метилирование митохондриальной ДНК

14. Мутации митохондриального генома: распределение по геному и цепям, возможные причины возникновения.

15. Основные типы репарации митохондриальной ДНК в сравнении с ядерной.

16. Основные виды повреждений азотистых оснований в митохондриях и их последствия.

17. Основные этапы BER в митохондриях.

18. Механизм short patch BER и long patch BER.

19. Регуляция BER в митохондриях.

20. MMR и репарация двуцепочечных повреждений митохондриальной ДНК

21. Топология и регуляция репарации в митохондриях.

22. Транскрипция митохондриальной ДНК: основные ферменты и их функции.

23. Структура и особенности POLRMT. Функции транскрипционных факторов TFBM1 и TFBM2.

24. Структура, особенности связывания с ДНК и функции TFAM. 

25. Терминация транскрипции митохондриального генома. Механизм связывания с ДНК и функции MTERF1. 

26. Белки семейства MTERF – их особенности и функции. 

27. Процессинг митохондриальных РНК: tRNA punctuation model. 

28. Процессинг  митохондриальных тРНК.

29. Процессинг мРНК: вырезание и полиаденилирование.

30. Регуляция стабильности митохондриальных мРНК. 

31. Процессинг митохондриальных рРНК. 

32. PPR-белки, их особенности и функции в митохондриях. 

33. Особенности структуры митохондриальных рибосом в сравнении с прокариотическими.

34. Особенности механизмов митохондриальной трансляции в сравнении с прокариотической.

35. Узнавание белковых предшественников митохондриальными рецепторами и их транслокация через внешнюю митохондриальную мембрану.

36. Варианты транслокации белковых предшественников через внутреннюю митохондриальную мембрану.

37. Импорт РНК в митохондрии дрожжей.

38. Импорт 5S рРНК в митохондрии клеток млекопитающих.

39. Импорт тРНК в митохондрии хламидомонады - уникальная система балансировки частот использования кодонов в цитозольной и митохондриальной трансляции.

40. Гетероплазмия - фактор, определяющий развитие митохондриальных болезней и их генную терапию.

41. Способы генной терапии митохондриальных болезней посредством импорта РНК в митохондрии.

42. Митохондриальные заболевания: их причины и генетика. 

43. Уменьшение кол-ва  митохондриальной ДНК в онтогенезе, значение этого процесса в эволюции и для развития митохондриальных заболеваний. 

44. Тканеспецифичность и симптоматика митохондриальных заболеваний. Примеры, диагностика и подходы к лечению. 

Связь накопления соматических мутаций в  митохондриальной ДНК и старением. Клональная экспансия дефектных  митохондриальных ДНК. Мышиные модели митохондриальных заболеваний.

7.2.3 Учебно-методический комплекс документов учебного курса по дисциплине «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне» 

 Целью учебного курса «Структура и функция митохондрий» является приобретение студентами знаний в области строения, ультраструктуры и организации митохондрий в живой клетке, в области биологических функций митохондрий, а также понимания взаимосвязи между структурой и функцией митохондрий. В последние годы наблюдается стремительный рост количества результатов экспериментальных исследований, указывающих на ведущую роль митохондрий в ряде ключевых биологических процессов, протекающих в живой клетке, а также в развитии многих заболеваний, в том числе наследственных. Формирование у студентов детального понимания структуры и функций митохондрий в настоящее время становится важнейшей компонентой медицинского, фармацевтического и биологического образования.


Основными задачами изучения учебного курса являются:

1. Получение знаний об основных достижениях в исследованиях структуры и функции митохондрий, а также с результатами использования этих достижений в биотехнологических и биоинженерных задачах;

2. Получение знаний об основных подходах и методах изучения структуры и функции митохондрий; 

3. Получение современных представлений о работе дыхательной цепи митохондрий  животных и человека, об основных ее структурных компонентах;

4. Получение современных представлений о строении митохондрий и его разнообразии, о взаимосвязи между структурой и функцией митохондрий. 

5. Получение знаний о пространственной организации митохондрий; о методах ее изучения (электронная и флуоресцентная микроскопия)

6. Получение знаний о биохимии дыхания, о процессах синтеза гемов и железосерных кластеров, 

7. Получение знаний о роли митохондрий в процессах программируемой клеточной гибели, в том числе апоптозе, и в генерации активных форм кислорода в живой клетке.

8. Умение работать со специальной литературой в предметной области структурных и функциональных научных исследований биологии митохондрий. Получение навыков критической оценки научных работ в области биологии митохондрий.

Место дисциплины в образовательном модуле

Учебный курс "Структура и функция митохондрий" может преподаваться параллельно преподаванию курса «Молекулярная биология митохондрий» и должен предшествовать курсу «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне» и курсу «Принципы разработки митохондриально-адресованных лекарств». 

Объем учебного курса составляет 6 зачетных единиц (216 ч), из них 120 часов - аудиторные занятия, 16 часов – индивидуальная работа со студентами, 80 часов – самостоятельная работа студентов. При очной форме обучения аудиторные занятия включают лекционные, семинарские и практические занятия. Индивидуальная работа со студентами предусматривает проведение консультаций по темам лекций и семинаров и при подготовке к зачету. Самостоятельная работа студентов имеет своей целью проработку лекционного материала, подготовку к семинарским занятиям и направлена на обучение студентов самостоятельной работе со специальной литературой. Изучение  учебного курса завершается сдачей зачета.

Дисциплина базируется на курсах «Биохимия», «Физическая химия», «Молекулярная биология», «Органическая химия», «Клеточная биология».

В результате освоения учебного курса «Структура и функция митохондрий» обучающийся должен:

1. Знать принципы структурной организации митохондрий, взаиморасположение, топологию и белково-липидный состав внутренней и внешней мембраны митохондрий. Знать особенности структуры митохондрий из клеток разных тканей человека, а также из разных организмов. Знать основные биохимические реакции, протекающие в митохондриях, свойства ферментов, их катализирующих, и механизмы транспорта субстратов и продуктов этих ферментов в митохондрии и обратно. Знать строение и состав мембран митохондрий, биофизические характеристики этих мембран, биохимический состав митохондрий и его отличия от такового цитоплазмы; биоэнергетику и биохимию протекающих в митохондриях процессов, роль митохондрий в программируемой гибели клеток и в окислительном стрессе.

2. Уметь: интерпретировать изображения флуоресцентной, конфокальной и электронной микроскопии, использовать их для определения структурного и функционального состояния митохондрий. Уметь измерять основные биоэнергетические параметры митохондрий (скорость дыхания, мембранный потенциал, дыхательный контроль). Уметь самостоятельно искать и критически оценивать дополнительную научную литературу на выбранную тему в области структуры и функции митохондрий. Уметь предсказывать на основании физико-химических свойств соединений возможное влияние этих соединений на структуру и функции митохондрий; искать экспериментальные данные о свойствах выбранного вещества в научной литературе и проверять предсказания влияния выбранного вещества на функцию митохондрий;  

3. Владеть: Базовыми навыками экспериментального анализа структуры и функции митохондрий; навыками интерпретации экспериментальных данных флуоресцентной, конфокальной и электронной микроскопии. 

Содержание учебного курса «Структура и функция митохондрий»

Раздел I. Основные функции митохондрий
Тема 1.

История открытия митохондрий, методы визуализации митохондрий.

Тема 2.

Структура митохондрий, ее разнообразие.

Тема 3.

Основные функции митохондрий.

Раздел II. Структура митохондрий
Тема 1.

Тонкая структура митохондрий; внешняя и внутренняя мембрана, межмембранное пространство, матрикс.

Тема 2.

Форма и организация митохондрий в клетке. Митохондрии как «сеть электроснабжения» клетки.

Тема 3.

Локализация важнейших ферментов в митохондриях. Суперкомплексы дыхательных ферментов. Митохондриальная пора.

Раздел III. Основы митохондриальной биоэнергетики
Тема 1.

Цикл Кребса, дыхание. Ферменты дыхательной цепи.

Тема 2.

Синтез АТФ, АТФ-синтаза. Теория хемиосмотического сопряжения.

Тема 3.

Трансмембранный электрохимический протонный потенциал. Роль в синтезе АТФ, в контроле скорости дыхания, в генерации активных форм кислорода.

Раздел IV. Биохимические пути в митохондриях
Тема 1.

Синтез железо-серных кластеров

Тема 2.

Синтез гемов. Дефекты синтеза гемов; порфирии.

Тема 3.

Орнитиновый цикл.

Тема 4.

Расщепление жирных кислот путем бета-окисления.

Раздел V. Роль митохондрий в регуляции жизнедеятельности клетки
Тема 1.

Митохондрии как депо кальция. Кальциевая регуляция.

Тема 2.

Генерация митохондриями активных форм кислорода (АФК). Условия, физиологическая роль. АФК-индуцированная генерация АФК. 

Тема 3.

Роль митохондрий в процессе апоптоза.

Тема 4.

Сигнальная функция митохондрий. Регуляторные белки, ассоциированные с митохондриями.

Раздел VI. Роль митохондрий в патологиях.
Тема 1.

Роль митохондрий в процессе воспаления.

Тема 2.

Митохондрии и септический шок.

Тема 3.

Митохондрии и онкологические заболевания

Тема 4.

Митохондриальные (наследственные) заболевания

Раздел VII. Разнообразие митохондрий
Тема 1.

Происхождение митохондрий. Теория эндосимбиоза.

Тема 2.

Митохондрии растений. Особенности, отличия от митохондрий животных.

Тема 3.

Митохондрии дрожжей.

Тема 4.

Митохондрии простейших; нетипичные виды митохондрий.

Раздел VIII. Основные экспериментальные методы изучения структуры митохондрий
Тема 1.

Электронная и криоэлектронная микроскопия.

Тема 2.

Флуоресцентная и конфокальная флуоресцентная микроскопия

Тема 3.

Физико-химические методы изучения структуры митохондрий

Раздел IХ. Основные экспериментальные методы изучения функций митохондрий
Тема 1.

Методы измерения скорости дыхания и дыхательного контроля. Измерение активности отдельных ферментов дыхательной цепи.

Тема 2.

Методы измерения скорости синтеза и гидролиза АТФ в митохондриях.

Тема 3.

Методы измерения активности основных ферментов митохондриального метаболизма

Тема 4.

Методы измерения трансмембранной разности электрохимического потенциала протона.

Тема 6. Методы измерения скорости генерации митохондриями активных форм кислорода.

Основная учебная литература по учебному курсу «Структура и функция митохондрий»:

1. Мембранная биоэнергетика: Учебное пособие. 2010. Скулачев В.П., Богачев А.В., Каспаринский Ф.О.
Москва. Издательство Московского Университета.

2. Основы биохимии Ленинджера. 2011 Д. Нельсон, М. Кокс. Москва, Бином: Лаборатория знаний
.

3. Молекулярная биология клетки. 2006. Джеральд М. Фаллер, Деннис Шилдс Москва, Бином


4. Льюин Б. Гены. М.: “Бином”. 2011 г. 896 с.

5. Льюин Б. Клетки. М.: “Бином”. 2011 г. 952 с.
6. A Role for Ubiquitin in Selective Autophagy. Kirkin, Vladimir; McEwan, David G.; Novak, Ivana; et al. MOLECULAR CELL  Volume: 34   Issue: 3   Pages: 259-269 2009

7. VDAC, a multi-functional mitochondrial protein regulating cell life and death. Shoshan-Barmatz, Varda; De Pinto, Vito; Zweckstetter, Markus; et al. MOLECULAR ASPECTS OF MEDICINE  Volume: 31   Issue: 3   Special Issue: SI   Pages: 227-285   Published: JUN 2010 

8. Function and biogenesis of iron-sulphur proteins. Lill, Roland. NATURE  Volume: 460   Issue: 7257   Pages: 831-838   2009 

9. A forty-kilodalton protein of the inner membrane is the mitochondrial calcium uniporter. De Stefani, Diego; Raffaello, Anna; Teardo, Enrico; et al. NATURE  Volume: 476   Issue: 7360   Pages: 336-U104   Published: AUG 18 2011 

10. Melatonin, cardiolipin and mitochondrial bioenergetics in health and disease. Paradies, Giuseppe; Petrosillo, Giuseppe; Paradies, Valeria; et al. JOURNAL OF PINEAL RESEARCH  Volume: 48   Issue: 4   Pages: 297-310   Published: MAY 2010 

11. Autophagy, mitochondria and oxidative stress: cross-talk and redox signaling. Lee, Jisun; Giordano, Samantha; Zhang, Jianhua. BIOCHEMICAL JOURNAL  Volume: 441   Pages: 523-540   Part: 2   Published: JAN 15 2012

Дополнительная литература:

· Yin Y. W. Structural insight on processivity, human disease and antiviral drug toxicity //Current opinion in structural biology. – 2011. – Т. 21. – №. 1. – С. 83-91.

· Copeland W. C. Inherited mitochondrial diseases of DNA replication //Annual review of medicine. – 2008. – Т. 59. – С. 131.

· Larsson N. G. Somatic mitochondrial DNA mutations in mammalian aging //Annual review of biochemistry. – 2010. – Т. 79. – С. 683-706.

· Chujo T. et al. LRPPRC/SLIRP suppresses PNPase-mediated mRNA decay and promotes polyadenylation in human mitochondria //Nucleic acids research. – 2012. – Т. 40. – №. 16. – С. 8033-8047.

· Wang K., Klionsky D. J. Mitochondria removal by autophagy //Autophagy. – 2011. – Т. 7. – №. 3. – С. 297-300.
· Skulachev V. P. Bioenergetic aspects of apoptosis, necrosis and mitoptosis //Apoptosis. – 2006. – Т. 11. – №. 4. – С. 473-485.

· Shock L. S. et al. DNA methyltransferase 1, cytosine methylation, and cytosine hydroxymethylation in mammalian mitochondria //Proceedings of the National Academy of Sciences. – 2011. – Т. 108. – №. 9. – С. 3630-3635.
· Bellizzi D. et al. The control region of mitochondrial DNA shows an unusual CpG and non-CpG methylation pattern //DNA research. – 2013. – Т. 20. – №. 6. – С. 537-547.
· Kennedy S. R. et al. Ultra-sensitive sequencing reveals an age-related increase in somatic mitochondrial mutations that are inconsistent with oxidative damage //PLoS genetics. – 2013. – Т. 9. – №. 9. – С. e1003794.
· Boesch P. et al. DNA repair in organelles: Pathways, organization, regulation, relevance in disease and aging //Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Cell Research. – 2011. – Т. 1813. – №. 1. – С. 186-200.
· Sage J. M., Knight K. L. Human Rad51 promotes mitochondrial DNA synthesis under conditions of increased replication stress //Mitochondrion. – 2013. – Т. 13. – №. 4. – С. 350-356.
Рекомендуемые источники информации в сети Интернет:

http://ghr.nlm.nih.gov/mitochondrial-dna
http://mitochondrialdiseases.org/mitochondrial-disease/
http://mda.org/disease/mitochondrial-myopathies/overview
http://bioinfo.nist.gov/

Программу курса «Структура и функция митохондрий» можно подразделить на следующие составные части:

Часть 1. (Разделы I и II). Основные структурные и функциональные черты митохондрий. 

Краткое введение в историю открытия митохондрий, описание развития метода визуализации и выделения митохондрий. Описание базовой структуры митохондрий, ее разнообразия. Введение в технику и экспериментальные методы изучения структуры митохондрий. Анализ изображений световой, флуоресцентной, электронной и конфокальной флуоресцентной микроскопии. Тонкая структура митохондрий; внешняя и внутренняя мембрана, межмембранное пространство, матрикс; кристы внутренней мембраны митохондрий. Основные компоненты митохондриального матрикса. Флуоресцентная микроскопия митохондрий. Форма и организация митохондрий в клетке. 

Биоэнергетическая функция митохондрий: биохимия дыхания и синтеза АТФ. Митохондрии как «сеть электроснабжения» клетки. Локализация важнейших ферментов в митохондриях. Суперкомплексы дыхательных ферментов. Митохондриальная пора.

Часть 2. (Раздел III). Митохондриальная биоэнергетика. 

Основы биоэнергетики. Общий план унификации биологического “топлива”. Цепь реакций гликолиза, цикл трикарбоновых кислот, система β-окисления жирных кислот и их связь с дыхательной цепью. Свойства субстратного фосфорилирования, отличающие его от мембранного фосфорилирования. Энолазная реакция. Окислительное декарбоксилирование кетокислот, цикл Кребса. Дыхательная цепь. NADH-KoQ-редуктазный комплекс. Комплекс цитохромов bc1. Строение и свойства цитохромоксидазного генератора  трансмембранной разности электрохимического потенциала протона. Синтез АТФ, АТФ-синтаза. Теория хемиосмотического сопряжения.

Трансмембранный электрохимический протонный потенциал, его значение для процессов синтеза и гидролиза АТФ, транспорта метаболитов и белков в митохондрию и из нее в цитоплазму, для  контроля скорости дыхания и  генерации активных форм кислорода.

Часть 3. (Раздел IV). Биохимические реакции в митохондриях. 

Синтез железо-серных кластеров. Ферменты, вовлеченные в транспорт и метаболизм железа в митохондриях. Роль железо-серных кластеров в активности митохондриальных ферментов (в том числе - дыхательной цепи), и в активности ферментов других органелл клетки. Синтез гемов. Строение гемов, функции гем-содержащих белков и ферментов. Дефекты синтеза гемов; порфирии.

Роль митохондрий в азотном обмене клетки. Орнитиновый цикл (цикл Кребса-Хензелейта); преобразование азотсодержащих продуктов распада в мочевину. Расщепление жирных кислот путем бета-окисления. 

Часть 4. (Раздел V). Регуляторные функции митохондрий 

Кальциевый обмен; схема сигнальных путей животной клетки, опосредованных выбросом кальция в цитоплазму. Митохондрии как депо кальция. Роль мембранного потенциала и кальций-транспортирующих белков. Кальциевая регуляция. Роль кальция в формировании митохондриальной поры. 

Генерация митохондриями активных форм кислорода (АФК). Условия этой генерации, ее физиологическая роль. Явление АФК-индуцированной генераций АФК. Митохондриальные белки, вовлеченные в первичную генерацию АФК; белки, реагирующие на повышенный уровень АФК. Связь между генерацией АФК и формированием митохондриальной поры. Роль митохондрий и образования митохондриальной поры в процессе апоптоза. Апоптосома; выход белка дыхательной цепи цитохрома с в цитоплазму как начальный этап апоптоза. Роль окисления кардиолипина в процессе выхода цитохрома с из митохондрий. Набухание митохондрий; структурные особенности изменений митохондрий, предшествующих запуску необратимого каскада программируемой клеточной гибели.

Сигнальная функция митохондрий. Регуляторные белки, ассоциированные с митохондриями. Митохондрии как центральный аггрегатор внутриклеточных сигналов.

Часть 5. (Раздел VI). Патологические последствия дисфункции митохондрий
Роль митохондрий в процессе воспаления. Передача сигнала между рецепторами на клеточной мембране и митохондриями. Роль генерируемых митохондриями активных форм кислорода в реакциях, задействованных в процессе воспаления. Воспалительные реакции, вызванные попаданием разрушенных митохондрий в кровоток. Митохондрии и септический шок. 

Часть 6. (Раздел VII). Разнообразие митохондрий
Происхождение митохондрий. Теория эндосимбиоза. Альфа-протеобактерии и риккетсии как ближайшие из ныне живущих «родственников» митохондрий. 

Отличия митохондрий других эукариотических клеток от митохондрий млекопитающих. Митохондрии растений. Особенности, отличия от митохондрий животных. Митохондрии дрожжей как удобная экспериментальная модель изучения митохондриальных функций. Сходство и отличия митохондрий дрожжей от митохондрий млекопитающих.

Митохондрии простейших; нетипичные виды митохондрий.

Часть 7. (Раздел VII-IХ). Методы экспериментального изучения митохондрий.
История развития методов изучения структуры и функции митохондрий. Методы измерения скорости дыхания и дыхательного контроля. Измерение активности отдельных ферментов дыхательной цепи. Методы измерения скорости синтеза и гидролиза АТФ в митохондриях. Методы измерения активности основных ферментов митохондриального метаболизма. Методы измерения трансмембранной разности электрохимического потенциала протона. Методы измерения скорости генерации митохондриями активных форм кислорода.

Методы изучения структуры митохондрий. Электронная и криоэлектронная микроскопия. Флуоресцентная и конфокальная флуоресцентная микроскопия. Применение флуоресцентных белков и флуоресцентных зондов для изучения структуры и функции митохондрий. Микроскопия сверхвысокого разрешения: принципы, возможности, ограничения. Физико-химические методы изучения структуры митохондрий

Распределение теоретического материала по занятиям 

	№
	Тема занятий
	Основные вопросы, 

рассматриваемые на занятиях
	Активные и интерактивные формы проведения занятий

	1
	2
	3
	4

	1
	История открытия митохондрий, методы визуализации митохондрий. (2ч)
	Краткая история изучения митохондрий. Первые наблюдения. Происхождение термина «митохондрия». Ричард Альтман вводит термин «биобласты» для цитоплазматических структур, напоминающих бактерий и обнаруживаемых в самых различных эукариотических клетках.

Методы визуализации митохондрий: от светового микроскопа до флуоресцентной микроскопии сверхвысокого разрешения.
	нет

	2
	Структура митохондрий, ее разнообразие. 

(2 ч).
	Базовое строение митохондрий. Внутренняя и внешняя митохондриальные мембраны, межмембранное пространство, матрикс митохондрий. Складчатая структура внутренней мембраны митохондрий; кристы; роль белков внутренней мембраны в образовании крист.
	нет

	3
	Основные функции митохондрий. 

(2 ч.)
	Введение в биоэнергетику. Митохондрии как «клеточные электростанции». Основные энергетические «валюты» клетки – аденозинтрифосфат (АТФ) и трансмембранная разность электрохимического протонного потенциала. 

Метаболизм жирных кислот. Цикл мочевины. Роль митохондрий в метаболизме железа: синтез гемов и железо-серных кластеров. 

Участие митохондрий в кальциевой регуляции.

Митохондрии как продуценты активных форм кислорода (АФК); роль АФК в жизни и смерти клетки и организма. Старение и митохондрии.
	нет

	4
	Тонкая структура митохондрий (2 ч)


	Структурные особенности строения митохондрий. Кластеризация белков дыхательной цепи. Суперкомплексы ферментов. Интерпретация электронных микрофотографий митохондрий.
	

	5
	Форма и организация митохондрий в клетке. Митохондрии как «сеть электроснабжения» клетки. (2 ч)


	Митохондриальный ретикулум. Функция передачи энергии от одного участка клетки на другой. Дробление и слияние митохондрий. Факторы, влияющие на организацию митохондриальной сети клетки. Структурные изменения митохондриальной сети как индикатор начального этапа программируемой клеточной гибели.
	

	6
	Локализация важнейших ферментов в митохондриях. (2 ч)  
	Методы определения локализации белков в митохондриях. Суперкомплексы дыхательных ферментов. Митохондриальная пора; проблемы в определении перечня белков, необходимых для формирования активной поры.
	

	7
	Цикл Кребса, дыхание. Ферменты дыхательной цепи. (4 ч.)


	Краткая история исследования биохимии митохондриального дыхания. Экспериментальное доказательство Энгельгардтом образования АТФ за счет энергии, освобождающейся при окислении органических веществ в процессе клеточного дыхания. История поиска высокоэнергетического интермедиата окислительного фосфорилирования. Теория хемиосмотического сопряжения П. Митчелла. Биохимия дыхания: цикл Кребса, окислительное фосфорилирование, ферменты дыхательной цепи. Свойства субстратного фосфорилирования, отличающие его от мембранного фосфорилирования. Энолазная реакция. Окислительное декарбоксилирование кетокислот, цикл Кребса. Дыхательная цепь. NADH-KoQ-редуктазный комплекс. Комплекс цитохромов bc1. Строение и свойства цитохромоксидазного генератора  трансмембранной разности электрохимического потенциала протона. Синтез АТФ, АТФ-синтаза. 


	

	8
	Регуляция транскрипции с помощью TFAM, механизм терминации транскрипции (2ч.)
	Транскрипционный фактор TFAM –основной регулятор состояния митохондриальной ДНК в нуклеоиде. TFAM регулирует число копий митохондриальной ДНК и участвует в регуляции транскрипции. Структура TFAM: 2 HMG box и уникальный С-конецевой участок. Механизм связывания с TFAM c малым желобком ДНК с образованием изгиба. Неспецифическое и специфическое (в областях промоторов) связывание TFAM с ДНК.  Необходимость изгиба митохондриальной ДНК в областях промоторов LSP и HSP1 для начала транскрипции. Кооперативность связывания TFAM. Мультимеризация TFAM. Различные модели регулирование числа копий митохондриальной ДНК TFAMом. Регуляция активности TFAM путем  фосфорилирования и протеолиза.

Терминация транскрипции. Предполагаемые сайты терминации митохондриальных транскриптов. MTERF1 связывается с ДНК, изгибая её и «выворачивая» три нуклеотида. Уникальный механизм терминации MTERF1: «выворачивание» происходит только при связывании MTERF1 в сайте терминации – за счет стабилизации вывернутых нуклеотидов.  Специфичность связывания MTERF1 с сайтом терминации  определяется водородными связями пяти остатков Arg MTERF1 с консервативными нуклеотидами в сайте терминации.   Другие белки семейства MTERF, их возможные функции. 
	

	9
	Процессинг митохондриальных РНК (2 ч)


	Процессинг митохондриальных РНК: разрезание полицистронных прекурсоров, полиаденилирование мРНК, модификации нуклеотидов. tRNA punctuation model. 

Процессинг  митохондриальных тРНК. Разрезание 5’-конца тРНК РНКазой Р. Компоненты РНКазы Р: MRPP1– m1G9метилтрансфераза, участвующая в модификации тРНК, MRPP2 и MRPP3 .

Разрезание 3’-конца тРНК РНКазой Z-  эндонуклеазой ELAC2. 

Процессинг мРНК: вырезание и полиаденилирование. 4 сайта в митохондриальном геноме, не содержащих тРНК, разрезание в которых идет вразрез с tRNA punctuation model. Полиаденилирование митохондриальных мРНК создает стоп-кодоны для трансляции.

Основные ферменты полиаденилирования в митохондриях: hmtРАР и PNPase. Основные ферменты, участвующие в деградации митохондриальных мРНК: PNPase и РНК-хеликаза SUV 3. 
Постранскрипционная регуляция стабильности мРНК в митохондриях. Уровень митохондриальных мРНК в клетке зависит от времени её жизни. Стабилизация митохондриальных мРНК  комплексом белков LRPPRC и SLIRP. 
Процессинг митохондриальных рРНК. Диметилирование 12S rRNA TFB1M и TFB2M.   

Участие PTCD3 и ERAL1 в сборке  малой субъединицы миторибосом. Связывание MTERF4 с 16SрРНК. 
PPR-белки, их разнообразие, особенности и функции в митохондриях. 
	

	10
	Трансляция в митохондриях 

 (2 ч)


	Особенности структуры митохондриальных рибосом в сравнении с прокариотическими: различия в размере, массе, составе и количестве белков и рРНК, соотношении РНК:белок.  Вопрос о присутствии 5S рРНК в рибосомах митохондрий Млекопитающих. Структурные различия в рРНК малой и большой  субъединиц митохондриальных и бактериальных рибосом. Уникальная воротообразная структура в составе большой субъединицы миторибосом для входа мРНК.

Особенности механизмов митохондриальной трансляции в сравнении с прокариотической.

Основные отличия в инициации трансляции у митохондрий и  бактерий. Основные отличия в элонгации трансляции у митохондрий и  бактерий. Основные отличия в терминации трансляции у митохондрий и  бактерий. 
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	Импорт био-макромолекул в митохондрии.  (2 ч)
	Общая схема импорта белков в митохондрии. Посттрансляционный и котрансляционный  импорт. Определенные сигнальные последовательности белков для импорта в разные митохондриальные субкомпартменты. Рецепторы внешней мембраны: Tom20/Tom22 и Tom70. Малые TOM-белки: Tom5, Tom6, Tom7. Альтернативные пути встраивания белков во внешнюю митохондриальную мембрану. Импорт белков в межмембранное пространство: MIA-путь. Транслоказа внутренней мембраны TIM23. Общая схема работы TIM23-комплекса. Транслоказа внутренней мембраны TIM22. Схема встраивания интегральных белков во внутреннюю мембрану. Импорт РНК в митохондрии. Нуклеотидные детерминанты/антидетермининты импорта тРНК в митохондрии. Импорт тРНК в митохондрии простейших. Импорт тРНК в митохондрии растений. Импорт тРНК в митохондрии дрожжей. Импорт 5S рРНК в митохондрии млекопитающих. Импорт РНК в митохондрии – потенциальный способ супрессии мутаций в генах тРНК  митохондрий или протяженных делеций митохондиального генома. Импорт производных дрожжевых тРНК в митохондрии клеток человека с мутациями в генах изоакцепторных тРНК. Импорт «мини-версий» дрожжевых тРНК в митохондрии клеток человека с протяженной геномной делецией. Опосредованный ферментом PNPase импорт гибридных РНК в митохондрии клеток человека.

Механизмы  транслокации белковых предшественников через внешнюю и внутреннюю митохондриальную мембрану: работа комплекса TIM/TOM
Импорт РНК в митохондрии дрожжей.

Импорт 5S рРНК в митохондрии клеток млекопитающих.

Импорт тРНК в митохондрии хламидомонады - уникальная система балансировки частот использования кодонов в цитозольной и митохондриальной трансляции.

Разработка методов генной терапии митохондриальных болезней с помощью импорта в митохондрии конструкций на основе дрожжевых тРНК.
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	Генетика митохондрий и митохондриальные болезни (2 ч). 
	Типы повреждений митохондриальной ДНК: точечные замены, делеции, инсерции и нарушения кольцевой структуры. Причины повреждения митохондриальной ДНК: нарушения процессов репликации, репарации, а также действие мутагенов. Виды точечных мутаций в митохондриальной ДНК, их распределение по геному. Виды делеций митохондриальной ДНК, причины их возникновения. Гетероплазмия митохондриальной ДНК, ее роль в дисфункции митохондрий, клеток и органов. Митохондриальные заболевания (МЗ): причины, частота встречаемости. Генетика МЗ, обусловленных мутациями в митохондриальной (материнское наследование) и ядерной ДНК (аутосомно-доминантное и аутосомно-рецессивное наследование) на примерах наследственной оптической нейропатии Лебера, доминантной оптической атрофии и  атаксии Фридрейха. Методы детекции точечных мутаций в митохондриальной ДНК. Понятие «узкого места» для митохондриальной ДНК в онтогенезе млекопитающих, его эволюционное значение. Классификация МЗ. Причины разнообразных клинических проявлений одних и тех же мутаций в митохондриальных генах. Тканеспецифичность МЗ. Симптоматика МЗ. Примеры МЗ. Синдром Кирнса-Сейра, его генетика. Хроническая прогрессирующая наружная офтальмоплегия, ее генетика. Митохондриальная энцефалопатия с лактоацидозом и инсультоподобными эпизодами (MELAS), ее генетика и диагностика. Миоклоническая эпилепсия. Наследственная оптическая невропатия Лебера, значение ее генетической диагностики для пенетрантности заболевания. Диагностика МЗ: клинические, лабораторные и генетические исследования. Пути лечения МЗ. Перспективные направления лечения МЗ. Соматические мутации в митохондриальной 

ДНК и старение организма. Клональная экспансия делетированных митохондриальных ДНК, ее роль в старении и развитии сопутствующих заболеваний. Пути изучения функциональных следствий мутаций в митохондриальной ДНК в процессах старения. Мыши с мутантной митохондриальной полимеразой, типы мутаций у таких мышей. 


	


Зачет. Вопросы, выносимые на зачет по курсу «Структура и функция митохондрий»:

1. Внешняя мембрана митохондрий

А. проницаема для макромолекул в 100 кДа и более

Б. проницаема для макромолекул до 10 кДа

В. проницаема для молекул до 1 кДа

Г. проницаема для ионов металлов 

Д. проницаема для воды и липофильных соединений


2. Внутренняя мембрана митохондрий

А. проницаема для макромолекул в 100 кДа и более

Б. проницаема для макромолекул до 10 кДа

В. проницаема для молекул до 1 кДа

Г. проницаема для ионов металлов 

Д. проницаема для воды и липофильных соединений


3. Ферменты дыхательной цепи расположены в
А. матриксе митохондрий
Б. внутренней мембране митохондрий
В. межмембранном пространстве
Г. внешней мембране митохондрий
Д. в цитоплазме, на поверхности внешней мембраны митохондрий.


4. Внешняя мембрана митохондрий
А. заряжена; минус внутри
Б. заряжена; минус снаружи
В. заряжена; минус может быть как внутри, так и снаружи, в зависимости от условий.
Г. не заряжена.


5. Внутренняя мембрана митохондрий
А. заряжена; минус внутри
Б. заряжена; минус снаружи
В. заряжена; минус может быть как внутри, так и снаружи, в зависимости от условий.
Г. не заряжена.


6. В митохондриях АТФ синтезируется
А. в матриксе
Б. во внутренней мембране
В. в межмембранном пространстве
Г. во внешней мембране


7. Какое из нижеприведенных соединений лучше окрасит митохондрии?
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8. Какие in vivo и in vitro методы изучения митохондриальной динамики Вы знаете? 

9. Молекулярный механизм деления митохондрий. Молекулярный механизм слияния митохондрий. Роль функционального состояния митохондрий в регуляции процесса слияния митохондрий. 

10. Транспорт митохондрий в клетках. Роль микротрубочек в ретроградном и антероградном движении митохондрий по аксону нейрона. Роль актина в движении митохондрий. 

11. Роль митохондриальной динамики в жизни клеток. Митофагия и ее предполагаемая роль в клетке. Молекулярный механизм Parkin-зависимой митофагии. 

12. Ретроградная сигнализация. Rtg-зависимая ретроградная сигнализация у пекарских дрожжей Saccharomyces cerevisiae. ATFS-зависимая сигнализация у C. elegans.

13. Коммуникация между митохондриями. Предполагаемая роль кальция и кальций-зависимой циклоспорин А чувствительной поры в передаче сигнала между митохондриями.

7.2.4 Учебно-методический комплекс документов учебного курса по дисциплине «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне» 

Цели и задачи дисциплины 
Целью учебного курса «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне» является приобретение студентами знаний о механизмах функционирования митохондрий в клетке и о взаимосвязи между влиянием функционирования митохондрий на клетку и физиологическими проявлениями этого влияния на уровне органов и целого организма. 

Основными задачами изучения учебного курса являются:

1. Получение знаний об основных достижениях в исследованиях структуры и функции митохондрий. Механизмов их слияния и деления, транспорта и селективной аутофагии. 

2. Получение знаний о современных методах изучения митохондриальной динамики.

3. Получения знаний о методах представления научных данных в современной клеточной биологии. Получение навыков интерпретации и критического анализа подобных данных из текущей научной периодики.

4. Ознакомление с современными представлениями о механизмов взаимной регуляции митохондри и ядра клетки

5. Умение работать со специальной литературой в предметной области.

Место дисциплины в образовательном модуле

Учебный курс «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне» должен преподаваться после освоения обучающимися курса «Молекулярная биология митохондрий» и курса «Структура и функция митохондрий», и должен предшествовать курсу «Принципы разработки митохондриально-адресованных лекарств». 

Объем учебного курса составляет 3 зачетных единиц (108 ч), из них 60 часов - аудиторные занятия, 10 часов – индивидуальная работа со студентами, 38 часов – самостоятельная работа студентов. При очной форме обучения аудиторные занятия включают лекционные, семинарские и практические занятия. Индивидуальная работа со студентами предусматривает проведение консультаций по темам лекций и семинаров и при подготовке к зачету. Самостоятельная работа студентов имеет своей целью проработку лекционного материала, подготовку к семинарским занятиям и направлена на обучение студентов самостоятельной работе со специальной литературой. Изучение  учебного курса завершается сдачей зачета.

Дисциплина базируется на курсах «Молекулярная биология митохондрий», «Структура и функция митохондрий», входящих в состав данного практико-ориентированного образовательного модуля, а также на курсах «Биохимия», «Физическая химия», «Молекулярная биология», «Органическая химия», «Клеточная биология».

В результате освоения курса обучающийся должен знать: 

1. Основные белковые компоненты молекулярных машин, отвечающих за слияние и деление митохондрий

2. Основные белковые компоненты молекулярных машин, отвечающих за антероградный и ретрогрнадный транспорт митохондрий в нейронах

3. Механизмы определяющие выбор сайта связывания динамин-подобных белков, отвечающих за деление митохондрий

4. Факторы (включая особенности функционального состояния митохондрий), регулирующие процессы слияния митохондрий в клетках

5. Биологическое значение процессов слияния и деления митохондрий

6. Современные методы, позволяющие исследовать слияние и деление митохондрий в системах in vitro и in vivo
7. Особенности строения структуры митохондриальной сети на различных этапах клеточного цикла клетки

В результате освоения курса обучающийся должен уметь: 

1. Интерпретировать данные, полученные с помощью флуоресцентного микроскопа на объектах, экспрессирующих флуоресцентные белки с отличающимися спектрами

2. Интерпретировать кимограммы – специализированные графики, отражающие скорость и другие параметры движения клеточных органелл и белковых комплексов. 

3. По структуре митохондриального ретикулума определять соотношение интенсивностей процессов слияния и деления митохондрий

В результате освоения курса обучающийся должен быть в состоянии воспринимать и критически анализировать современные экспериментальные работы, посвященные изучению механизмов слияния митохондрий, деления митохондрий, митофагии и внутриклеточной передачи сигнала от митохондрий к ядру. 

Содержание учебного курса «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне»

Раздел 1. Методы изучения митохондриальной динамики

Тема 1.1. Митохондриальный ретикулум. Особенности строения митохонриального ретикулума в клетках с нарушениями процессов слияния и/или деления митохондрий. 


Тема 1.2. Методы прижизненного наблюдения за митохондриями. Потенциал-зависимые флуоресцентные зонды. Другие способы визуализации митохондрий в клетке. Возможные артефакты, связанные с этими методами. 


Тема 1.3 Методы исследования митохондриальной динамики in vivo. Применение технология ВФПФ (Восстановление флуоресценции после фотовыжигания, FRAP) для изучения биологии митохондрий


Тема 1.4 Методы исследования митохондриальной динамики на изолированных митохондриях. Метод гетеродимерных splitGFP.


Тема 1.5  Дифференциальное изучение механизмов слияния наружных и внутренних мембран митохондрий. 
Раздел 2. Молекулярные механизмы слияния и деления митохондрий
Тема 2.1 Деление митохондрий. Белки, принимающие участие в делении митохонрий. Роль ЭР в выборе сайтов деления митохондрий. 

Тема 2.2 Слияние митохондрий. Белки, принимающие участие в слиянии митохондрий

Тема 2.3 Биологическая роль процессов слияния и деления митохондрий. Взаимосвязь структуры митохондрий и клеточного цикла.

Тема 2.4 Митофагия и ее взаимосвязь с процессами слияния и деления митохондрий. Роль белков PINK и Parkin в селективной митофагии. Другие механизмы митофагии. 
Раздел 3. Транспорт митохондрий. 
Тема 3.1 Методы изучения транспорта митохондрий. Параметры движения митохондрий: скорость и процессивность. Кимограммы.

Тема 3.2 Антероградный и ретроградный транспорт митохондрий в аксоне нейрона. Роль микротрубочек, динеинов, кинезинов и адапторных белков.

Тема 3.3 Актин-зависимый транспорт митохондрий. Селективный транспорт митохондрий в пекарских дрожжах S.cerevisiae. Биологическое значение активного транспорта митохондрий.
Раздел 4. Сигнальная функция митохондрий


Тема 4.1 Общие принципы организации внутриклеточной сигнализации. Неоптимальность, устойчивость и «экономность» сигнальных каскадов


Тема 4.2 Роль митохондрий при активации программа апоптоза. «Дневные» и «Ночные» функции митохондриальных белков. 


Тема 4.3 Ретроградная сигнализация на примере Rtg-зависимого сигнального каскада дрожжей Saccharomyces cerevisiae. 

Тема 4.4 Активные формы кислорода как сигнальная молекула. Механизмы  образования АФК и их мишени в клетке. 


Тема 4.5 ATFS1-зависимая сигнализация у Caenorhabditis elegans, сходство этой системы с PINK/Parkin-зависимой регуляцией митофагии. 


Тема 4.6 Митохондрия как «возбудимая» органелла. Роль ионов кальция и активных форм кислорода
Основная учебная литература по учебному курсу «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне»


1. T. Hanekamp, M. K. Thorsness, I. Rebbapragada, E. M. Fisher, C. Seebart, M. R. Darland, J. a Coxbill, D. L. Updike, and P. E. Thorsness, “Maintenance of mitochondrial morphology is linked to maintenance of the mitochondrial genome in Saccharomyces cerevisiae.,” Genetics, vol. 162, 3, pp. 1147–1156, 2002.
2. K. S. Dimmer, S. Fritz, F. Fuchs, M. Messerschmitt, N. Weinbach, W. Neupert, and B. Westermann, “Genetic Basis of Mitochondrial Function and Morphology in Saccharomyces cerevisiae,” Molecular Biology of the Cell, vol. 13, no. March, pp. 847–853, 2002.
3. J. Zhao, U. Lendahl, and M. Nistér, “Regulation of mitochondrial dynamics: convergences and divergences between yeast and vertebrates,” Cellular and Molecular Life Sciences, vol. 70, no. 6, pp. 951–76, Mar. 2013.
4. H. Otera and K. Mihara, “Molecular mechanisms and physiologic functions of mitochondrial dynamics.,” Journal of Biochemistry, vol. 149, no. 3, pp. 241–251, Mar. 2011.
5. R. J. Braun and B. Westermann, “Mitochondrial dynamics in yeast cell death and aging.,” Biochemical Society Transactions, vol. 39, no. 5, pp. 1520–6, Oct. 2011.
6. J. R. Lovas and X. Wang, “The meaning of mitochondrial movement to a neuron’s life.,” Biochimica et biophysica acta, vol. 1833, no. 1, pp. 184–94, Jan. 2013.
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Аннотация учебного курса «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне»

Целью учебного курса «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне» является приобретение студентами знаний о механизмах функционирования митохондрий в клетке и об особенностях структуры «митохондриального ретикулума». Эта дисциплина, являясь одним из разделов клеточной биологии, очень интенсивно развивается в настоящее время. Это связано с тем, что открытия, сделанные в последние десять лет, показали возможную взаимосвязь между предметом данной дисциплины и такими социально значимыми явлениями как старение и нейродегенеративные заболевания. В результате освоения этого курса студенты должны получить знания о механизмах слияния и деления митохондрий, селективной митофагии, активном транспорте митохондрий и взаимной регуляции митохондрий и ядра. В процессе обучения они должны получить представления о современных методах клеточной биологии, позволяющих исследовать механизмы слияния и деления митохондрий, а также их транспорта. Они должны научиться критически анализировать современные научные работы, посвященные механизмам митохондриальной динамики и митофагии. 
Программа курса «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне»

состоит из следующих составных частей:
Методы изучения митохондриальной динамики

Митохондриальный ретикулум. Особенности строения митохонриального ретикулума в клетках с нарушениями процессов слияния и/или деления митохондрий. Методы прижизненного наблюдения за митохондриями. Потенциал-зависимые флуоресцентные зонды.  Методы исследования митохондриальной динамики in vivo. Применение технология ВФПФ (Восстановление флуоресценции после фотовыжигания, FRAP) для изучения биологии митохондрий. Методы исследования митохондриальной динамики на изолированных митохондриях. Метод гетеродимерных splitGFP. Дифференциальное изучение механизмов слияния наружных и внутренних мембран митохондрий. 

Молекулярные механизмы слияния и деления митохондрий
Деление митохондрий. Белки, принимающие участие в делении митохонрий. Роль ЭР в выборе сайтов деления митохондрий. Слияние митохондрий. Белки, принимающие участие в слиянии митохондрий. Биологическая роль процессов слияния и деления митохондрий. Взаимосвязь структуры митохондрий и клеточного цикла. Митофагия и ее взаимосвязь с процессами слияния и деления митохондрий. Роль белков PINK и Parkin в селективной митофагии. 
Транспорт митохондрий. Методы изучения транспорта митохондрий. Параметры движения митохондрий: скорость и процессивность. Кимограммы. Антероградный и ретроградный транспорт митохондрий в аксоне нейрона. Роль микротрубочек, динеинов, кинезинов и адапторных белков. Актин-зависимый транспорт митохондрий. Селективный транспорт митохондрий в пекарских дрожжах S.cerevisiae. Биологическое значение активного транспорта митохондрий.
Сигнальная функция митохондрий


Общие принципы организации внутриклеточной сигнализации. Неоптимальность, устойчивость и «экономность» сигнальных каскадов. Роль митохондрий при активации программа апоптоза. «Дневные» и «Ночные» функции митохондриальных белков. Ретроградная сигнализация на примере Rtg-зависимого сигнального каскада дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Активные формы кислорода как сигнальная молекула. Механизмы  образования АФК и их мишени в клетке. ATFS1-зависимая сигнализация у Caenorhabditis elegans, сходство этой системы с PINK/Parkin-зависимой регуляцией митофагии. Митохондрия как «возбудимая» органелла. Роль ионов кальция и активных форм кислорода

Распределение теоретического материала по лекциям 
	№ 

п/п
	Тема лекции
	Основные вопросы, 

рассматриваемые на лекции
	Активные и интерактивные формы проведения лекций

	1
	2
	3
	4

	1
	Митохондриаль-ная динамика
	Методы изучения митохондриальной динамики. Митохондриальный ретикулум. Особенности строения митохонриального ретикулума в клетках с нарушениями процессов слияния и/или деления митохондрий. Методы прижизненного наблюдения за митохондриями. Потенциал-зависимые флуоресцентные зонды.  Методы исследования митохондриальной динамики in vivo. Применение технология ВФПФ (Восстановление флуоресценции после фотовыжигания, FRAP) для изучения биологии митохондрий. Методы исследования митохондриальной динамики на изолированных митохондриях. Метод гетеродимерных splitGFP. Дифференциальное изучение механизмов слияния наружных и внутренних мембран митохондрий. Молекулярные механизмы слияния и деления митохондрий. Деление митохондрий. Белки, принимающие участие в делении митохонрий: динамин-подобные белки (Drp1/Dnm1). Рецепторы динамин-подобных белков. Роль ЭР в выборе сайтов деления митохондрий. Слияние митохондрий. Белки, принимающие участие в слиянии митохондрий: митофузины (Mfn1, Mfn2, Fzo1). Белки, отвечающие за слияние внутренних мембран митохондрий. Роль липидного состава и редокс-статуса клетки в регуляции митохондриальной динамики.
	нет

	2
	Транспорт митохондрий и селективная аутофагия митохондрий
	Биологическая роль процессов слияния и деления митохондрий. Взаимосвязь структуры митохондрий и клеточного цикла. Митофагия и ее взаимосвязь с процессами слияния и деления митохондрий. Роль белков PINK и Parkin в селективной митофагии. Nix-зависимая митофагия и Atg32-зависимая аутофагия пекарских дрожжей. Транспорт митохондрий. Методы изучения транспорта митохондрий. Параметры движения митохондрий: скорость и процессивность. Кимограммы. Антероградный и ретроградный транспорт митохондрий в аксоне нейрона. Роль микротрубочек, динеинов, кинезинов и адапторных белков. Ca2+-связывающий белок Miro и его роль в регуляции транспорта митохондрий по микротрубочкам. Актин-зависимый транспорт митохондрий. Селективный транспорт митохондрий в пекарских дрожжах S.cerevisiae. Биологическое значение активного транспорта митохондрий.
	нет

	3
	Сигнальная функция митохондрий
	Общие принципы организации внутриклеточной сигнализации. Неоптимальность, устойчивость и «экономность» сигнальных каскадов. Роль митохондрий при активации программа апоптоза. «Дневные» и «Ночные» функции митохондриальных белков. Ретроградная сигнализация на примере Rtg-зависимого сигнального каскада дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Активные формы кислорода как сигнальная молекула. Механизмы  образования АФК и их мишени в клетке. ATFS1-зависимая сигнализация у Caenorhabditis elegans, сходство этой системы с PINK/Parkin-зависимой регуляцией митофагии. Митохондрия как «возбудимая» органелла. Роль ионов кальция и активных форм кислорода


	нет


Зачет. Вопросы, выносимые на зачет:

1. in vivo  методы изучения митохондриальной динамики. 

2. in vitro  методы изучения механизмов слияния митохондрий. Какие подходы используют для того, чтобы разделять процессы слияния наружных и внутренних мембран митохондрий в процессе слияния двух органелл? 

3. Молекулярный механизм деления митохондрий. Рецепторы динамин-подобных белков. Роль эндоплаззматического ретикулума в определении сайтов деления митохондрий. 

4. Молекулярный механизм слияния митохондрий. Роль функционального состояния митохондрий в регуляции процесса слияния митохондрий. 

5. Транспорт митохондрий в клетках. Роль микротрубочек в ретроградном и антероградном движении митохондрий по аксону нейрона. 

6. Селективный транспорт митохондрий у пекарских дрожжей Saccharomyces cerevisiae.Роль актина в транспорте митохондрий.  

7. Роль митохондриальной динамики в жизни клеток. Взаимосвязь структуры митохондрий и клеточного цикла. 

8. Митофагия и ее предполагаемая роль в клетке. Молекулярный механизм Parkin-зависимой митофагии. 

9. Ретроградная сигнализация. Rtg-зависимая ретроградная сигнализация у пекарских дрожжей Saccharomyces cerevisiae. 
10. ATFS-зависимая сигнализация у C. elegans. Сходство этой системы с PINK\Parkin зависимой митофагией.

11.Особенности организации сложных сигнальных каскадов в клетках. Экономность, устойчивость и неоптимальность сигнальных каскадов. 

12. Митохондрия как «возбудимая» органелла. Роль ионов кальция, активных форм кислорода и кальций-зависимой циклоспорин А чувствительной поры в передаче сигнала между митохондриями. 

7.2.5 Учебно-методический комплекс документов учебного курса по дисциплине «Принципы разработки митохондриально-адресованных лекарств» 

Целью учебного курса «Принципы разработки митохондриально-адресованных лекарств» является приобретение студентами знаний, необходимых для прогнозирования свойств и дизайна новых химических соединений, адресно и специфически накапливающихся в митохондриях, а также знание по воздействию различных анти- и прооксидантов, ингибиторов ферментов, разобщителей окислительного фосфорилирования и иных соединений, способных влиять на функционирование митохондрий, а также понимания взаимосвязи между генетикой митохондрий и митохондриальными патологиями.


Основными задачами изучения учебного курса являются:

1. Получение знаний о биофизических свойствах митохондриальных мембран, их проницаемости для различных химических соединений;

2. Получение знаний об основных подходах и методах изучения распределения химических веществ по разным компартментам клетки и о главных физико-химических характеристиках веществ, определяющих их избирательное накопление в митохондриях; 

3. Ознакомление с научными методами тестирования свойств новых митохондриально-адресованых соединений от характеристики физико-химических свойствах нового вещества на искусственных липидных мембранах до доклинических исследований на лабораторных животных

4. Изучение опыта удачной отечественной разработки митохондриально-адресованных лекарственных препаратов от научной идеи до доступного в аптеке лекарства.

Место дисциплины в образовательном модуле

Учебный курс «Принципы разработки митохондриально-адресованных лекарств» должен преподаваться после усвоения обучающимися курсов «Молекулярная биология митохондрий», «Структура и функция митохондрий» и «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне». 

Объем учебного курса составляет 3 зачетных единицы (108 ч), из них 60 часов - аудиторные занятия, 10 часов – индивидуальная работа со студентами, 38 часов – самостоятельная работа студентов. При очной форме обучения аудиторные занятия включают лекционные и семинарские занятия. Индивидуальная работа со студентами предусматривает проведение консультаций по темам лекций и семинаров и при подготовке к зачету. Самостоятельная работа студентов имеет своей целью проработку лекционного материала, подготовку к семинарским занятиям и направлена на обучение студентов самостоятельной работе со специальной литературой. Изучение  учебного курса завершается сдачей зачета.

Дисциплина базируется на курсах «Молекулярная биология митохондрий», «Структура и функция митохондрий», «Биологическая роль митохондрий на клеточном и организменном уровне», входящих в состав данного практико-ориентированного образовательного модуля, а также на курсах «Биофизика», «Биохимия», «Физическая химия», «Молекулярная биология», «Органическая химия», «Клеточная биология».

В результате освоения курса обучающийся должен знать: 

1. Принципы распределения различных веществ в клетке, зависимость этого распределения от его физико-химических свойств и от функционального состояния митохондрий.

2. Методы влияния на функциональное состояние митохондрий с помощью различных биологически активных агентов, включая разобщители фосфорилирования, ингибиторы ферментов дыхательной цепи, ионофоры, проникающие катионы, анти- и про-оксиданты. 

3. Основные свойства разработанных на данный момент митохондриально-направленных соединений, включая зарегистрированные лекарственные препараты, прошедшие клинические исследования и применяемые в медицинской практике

4. Алгоритм тестирования физико-химических свойств и биологической активностиновых митохондриально-адресованных соединений.

В результате освоения курса обучающийся должен уметь: 

1. Оценивать по структурной формуле физико-химические свойства соединений, находить научную литературу для уточнения оценки этих свойств, предсказывать на основании этих свойств возможное влияние соединений на функции митохондрий и предсказывать физиологические последствия этого влияния

2. Применять знания в области биологии митохондрий для предсказания влияния выбранного вещества на их функцию; делать и научно обосновывать прогноз физиологических последствий этого влияния.

3. Прогнозировать патологические последствия дисфункции митохондрий от клеточного уровня до уровня организма в целом; разрабатывать подходы к коррекции митохондриальной дисфункции путем фармакологического воздействия на те или иные компоненты митохондрий.

4. Оценивать физико-химические свойства соединений по структурной формуле, находить в научной литературе и экспериментально определять параметры распределения исследуемого вещества между водной фазой и липидной мембраной, определять проницаемость биологических мембран для исследуемого вещества, предсказывать сродство исследуемого вещества к основным ферментам митохондрий

5. Прогнозировать побочные эффекты митохондриально-адресованных соединений на другие клеточные органеллы и на организм в целом.

В результате освоения курса обучающийся должен быть в состоянии воспринимать и критически анализировать современные экспериментальные работы, посвященные изучению влияния на митохондрии различных химических веществ, включая разобщители фосфорилирования, ингибиторы ферментов дыхательной цепи, ионофоры, проникающие катионы, анти- и про-оксиданты. 

Содержание учебного курса «Принципы разработки митохондриально-адресованных лекарств»

Раздел I. Физико-химические свойства веществ, избирательно накапливающихся в митохондриях
Тема 1.

Ионы Скулачева: искусственные липофильные катионы.

Тема 2.

Флуоресцентные проникающие катионы на основе родамина.

Тема 3. 
Модулирование свойств митохондриально-адресованных соединений: опыт тестирования производных SkQ1.

Раздел II. Алгоритм разработки и тестирования новых митохондриально-адресованных соединений.
Тема 1. 
Дизайн и разработка новых инструментов для изучения структуры и функции митохондрий, а именно - митохондриально-направленных соединений (измерительных зондов, антиоксидантов, ингибиторов ферментов, активаторов ионных каналов), разобщителей-протонофоров, ионофоров и т.д., изучение свойств этих соединений на модельных системах. 

Тема 2. 
Методы изучения действия митохондриально-направленных соединений на изолированные митохондрии животных и дрожжей

Тема 3. 
Методы изучения действия митохондриально-направленных соединений на клетки в культуре и на животных. Разработка методов профилактики и репарации окислительного повреждения митохондрий при помощи этих соединений, регулирующих уровень митохондриальных активных форм кислорода (мАФК).

Тема 4. 
Поиск естественных модуляторов энергетической функции митохондрий методом генетического скрининга на одноклеточных эукариотах.

Раздел III. Влияние митохондриально-адресованных антиоксидантов на патологии животных
Тема 1.

Митохондриально-адресованные антиоксиданты ряда SkQ: результаты доклинических исследований. Геропротекторные свойства.
Тема 2. 

Митохондриально-адресованные антиоксиданты как средство против возрастных патологий, в том числе – патологий зрения (синдром сухого глаза, катаракта, глаукома)

Раздел  IV. Клинические исследования митохондриально-адресованных лекарств
Тема 1.

Клинические исследования глазных капель «Визомитин». Критерии выбора синдрома сухого глаза для первой серии испытаний. Клинические исследования по другим патологиям (катаракта, глаукома). Клинические исследования для регистрации в FDA.

Раздел  V. Перспективы разработки новых митохондриально-адресованных лекарств
Тема 1.

Ионы Скулачева как универсальный способ адресной доставки веществ в митохондрии. Преимущества избирательного накопления потенциальных лекарств в митохондриях.

Тема 2. 

Митохондриально-адресованные разобщители, прооксиданты, ингибиторы ферментов  как потенциальные инновационные лекарства.

Основная учебная литература по учебному курсу «Принципы разработки митохондриально-адресованных лекарств»:

1. Мембранная биоэнергетика: Учебное пособие. 2010. Скулачев В.П., Богачев А.В., Каспаринский Ф.О.
Москва. Издательство Московского Университета.

2. Основы биохимии Ленинджера. 2011 Д. Нельсон, М. Кокс. Москва, Бином: Лаборатория знаний
.

3. Молекулярная биология клетки. 2006. Джеральд М. Фаллер, Деннис Шилдс Москва, Бином


4. Жизнь без старости. 2013. Владимир Скулачев, Максим Скулачев, Борис Фенюк. Издательство Эксмо. 256 стр.
Дополнительная литература:

1. Mitochondria and drugs. Scatena R. Adv Exp Med Biol. 2012;942:329-46. doi: 10.1007/978-94-007-2869-1_15. Review.

2. Advances in development of rechargeable mitochondrial antioxidants. Lukashev AN, Skulachev MV, Ostapenko V, Savchenko AY, Pavshintsev VV, Skulachev VP. Prog Mol Biol Transl Sci. 2014;127:251-65. doi: 10.1016/B978-0-12-394625-6.00010-6.

3. A New Stochastic Kriging Method for Modeling Multi-Source Exposure-Response Data in Toxicology Studies. Wang K, Chen X, Yang F, Porter DW, Wu N. ACS Sustain Chem Eng. 2014 Jul 7;2(7):1581-1591. Epub 2014 May 20.

4. Inhibition of oxidative hemolysis in erythrocytes by mitochondria-targeted antioxidants of SkQ series. Omarova EO, Antonenko YN. Biochemistry (Mosc). 2014 Feb;79(2):139-45. doi: 10.1134/S0006297914020072.

5. Mitochondria-targeted antioxidants prevent TNFα-induced endothelial cell damage. Galkin II, Pletjushkina OY, Zinovkin RA, Zakharova VV, Birjukov IS, Chernyak BV, Popova EN. Biochemistry (Mosc). 2014 Feb;79(2):124-30. doi: 10.1134/S0006297914020059.

6. High-fat diet-induced mitochondrial biogenesis is regulated by mitochondrial-derived reactive oxygen species activation of CaMKII. Jain SS, Paglialunga S, Vigna C, Ludzki A, Herbst EA, Lally JS, Schrauwen P, Hoeks J, Tupling AR, Bonen A, Holloway GP. Diabetes. 2014 Jun;63(6):1907-13. doi: 10.2337/db13-0816. Epub 2014 Feb 11.

7. Brain aging and mitochondria-targeted plastoquinone antioxidants of SkQ-type. Isaev NK, Stelmashook EV, Stelmashook NN, Sharonova IN, Skrebitsky VG. Biochemistry (Mosc). 2013 Mar;78(3):295-300. doi: 10.1134/S0006297913030127. Review.

8. Mild uncoupling of respiration and phosphorylation as a mechanism providing nephro- and neuroprotective effects of penetrating cations of the SkQ family. Plotnikov EY, Silachev DN, Jankauskas SS, Rokitskaya TI, Chupyrkina AA, Pevzner IB, Zorova LD, Isaev NK, Antonenko YN, Skulachev VP, Zorov DB. Biochemistry (Mosc). 2012 Sep;77(9):1029-37. doi: 10.1134/S0006297912090106.

9. Mitochondria-targeted antioxidants and metabolic modulators as pharmacological interventions to slow ageing. Gruber J, Fong S, Chen CB, Yoong S, Pastorin G, Schaffer S, Cheah I, Halliwell B. Biotechnol Adv. 2013 Sep-Oct;31(5):563-92. doi: 10.1016/j.biotechadv.2012.09.005. Epub 2012 Sep 27. Review.

10. Targeting of mitochondrial reactive oxygen species production does not avert lipid-induced insulin resistance in muscle tissue from mice. Paglialunga S, van Bree B, Bosma M, Valdecantos MP, Amengual-Cladera E, Jörgensen JA, van Beurden D, den Hartog GJ, Ouwens DM, Briedé JJ, Schrauwen P, Hoeks J. Diabetologia. 2012 Oct;55(10):2759-68. doi: 10.1007/s00125-012-2626-x. Epub 2012 Jul 12.

11. Mitochondria-targeted plastoquinone derivative SkQ(1) decreases ischemia-reperfusion injury during liver hypothermic storage for transplantation. Cherkashina DV, Sosimchik IA, Semenchenko OA, Volina VV, Petrenko AY. Biochemistry (Mosc). 2011 Sep;76(9):1022-9. doi: 10.1134/S0006297911090069.

12. Mitochondria as source of reactive oxygen species under oxidative stress. Study with novel mitochondria-targeted antioxidants--the "Skulachev-ion" derivatives. Izyumov DS, Domnina LV, Nepryakhina OK, Avetisyan AV, Golyshev SA, Ivanova OY, Korotetskaya MV, Lyamzaev KG, Pletjushkina OY, Popova EN, Chernyak BV. Biochemistry (Mosc). 2010 Feb;75(2):123-9.

13. Prevention of cardiolipin oxidation and fatty acid cycling as two antioxidant mechanisms of cationic derivatives of plastoquinone (SkQs). Skulachev VP, Antonenko YN, Cherepanov DA, Chernyak BV, Izyumov DS, Khailova LS, Klishin SS, Korshunova GA, Lyamzaev KG, Pletjushkina OY, Roginsky VA, Rokitskaya TI, Severin FF, Severina II, Simonyan RA, Skulachev MV, Sumbatyan NV, Sukhanova EI, Tashlitsky VN, Trendeleva TA, Vyssokikh MY, Zvyagilskaya RA. Biochim Biophys Acta. 2010 Jun-Jul;1797(6-7):878-89. doi: 10.1016/j.bbabio.2010.03.015. Epub 2010 Mar 20. Review.

14. An attempt to prevent senescence: a mitochondrial approach. Skulachev VP, Anisimov VN, Antonenko YN, Bakeeva LE, Chernyak BV, Erichev VP, Filenko OF, Kalinina NI, Kapelko VI, Kolosova NG, Kopnin BP, Korshunova GA, Lichinitser MR, Obukhova LA, Pasyukova EG, Pisarenko OI, Roginsky VA, Ruuge EK, Senin II, Severina II, Skulachev MV, Spivak IM, Tashlitsky VN, Tkachuk VA, Vyssokikh MY, Yaguzhinsky LS, Zorov DB. Biochim Biophys Acta. 2009 May;1787(5):437-61. doi: 10.1016/j.bbabio.2008.12.008. Epub 2008 Dec 29. Review.

15. Mitochondria-targeted plastoquinone derivatives as tools to interrupt execution of the aging program. 2. Treatment of some ROS- and age-related diseases (heart arrhythmia, heart infarctions, kidney ischemia, and stroke). Bakeeva LE, Barskov IV, Egorov MV, Isaev NK, Kapelko VI, Kazachenko AV, Kirpatovsky VI, Kozlovsky SV, Lakomkin VL, Levina SB, Pisarenko OI, Plotnikov EY, Saprunova VB, Serebryakova LI, Skulachev MV, Stelmashook EV, Studneva IM, Tskitishvili OV, Vasilyeva AK, Victorov IV, Zorov DB, Skulachev VP. Biochemistry (Mosc). 2008 Dec;73(12):1288-99.

Рекомендуемые источники информации в сети Интернет:

http://skq-project.ru/
Программу курса «Принципы разработки митохондриально-адресованных лекарств» можно подразделить на следующие составные части:

Часть 1. (Разделы I и II). Разработка и тестирование инновационных лекарственных препаратов на основе проникающих катионов (ионов Скулачева)

Введение в историю открытия проникающих сквозь биологические мембраны липофильных ионов, научное значение. Открытие «митохондриального электричества». Первые попытки использовать липофильные катионы как «молекулы-электровозы». MitoQ как первый вариант коньюгата липофильного катиона и антиоксиданта. Разработка митохондриально-адресованных антиоксидантов на основе трифенилфосфония и пластохинона. Вещества ряда SkQ. 
Флуоресцентные проникающие катионы на основе родамина. Свойства родамина как положительно заряженного проникающего иона. Преимущество наличия флуоресценции для изучения механизма действия и детекции вещества в клетке и в организме.
Модулирование свойств митохондриально-адресованных соединений: опыт тестирования производных SkQ на основе родамина, трифенилфосфония, берберина и других проникающих катионов. Влияние варьирования длины линкера между антиоксидантной частью и липофильным катионом на физико-химические свойства вещества и его биологическую активность в митохондриях. Применение различных антиоксидантов, коньюгированных с липофильным катионами.
Дизайн и разработка новых инструментов для изучения структуры и функции митохондрий, а именно - митохондриально-направленных соединений (измерительных зондов, антиоксидантов, ингибиторов ферментов, активаторов ионных каналов), разобщителей-протонофоров, ионофоров и т.д., изучение свойств этих соединений на модельных системах. 

MitoFluo как первый митохондриально-адресованный разобщитель. Применение соединений ряда SkQ, лишенных антиоксинантной части. 
Методы изучения действия митохондриально-адресованных соединений на изолированные митохондрии животных и дрожжей. Дрожжи как удобный объект тестирования новых митохондриально-адресованных веществ. Методы изучения действия митохондриально-направленных соединений на клетки в культуре и на животных. Разработка методов профилактики и репарации окислительного повреждения митохондрий при помощи этих соединений, регулирующих уровень митохондриальных активных форм кислорода (мАФК).

Поиск естественных модуляторов энергетической функции митохондрий методом генетического скрининга на одноклеточных эукариотах.

Часть 2. (Раздел III). Доклинические исследования митохондриально-адресованных соединений 

Первые испытания соединений ряда SkQ1. Эксперименты на клеточных культурах. Эксперименты на лабораторных животных; открытие геропротекторного эффекта SkQ1 на мышах. Повторение экспериментов на мышах; подверженность инфекциям как основной фактор, действуя на который, SkQ1 увеличивал продолжительность жизни мышей. Опыты на крысах с ускоренным старением линии OXYS. Обнаружение эффекта SkQ1 на старческие офтальмологические патологии.  Проверка действия SkQ1 на зрение животных. Результаты испытаний на крысах, собаках, лошадях. Результаты исследования SkQ1 на рыбах и на беспозвоночных животных.

Доклинические исследования митохондриально-адресованных антиоксидантов как средства против возрастных патологий, в том числе – патологий зрения (синдром сухого глаза, катаракта, глаукома)

Часть 3. (Раздел IV). Клинические исследования митохондриально-адресованных соединений 

Клинические исследования глазных капель «Визомитин». Критерии выбора синдрома сухого глаза для первой серии испытаний. Клинические исследования по другим патологиям (катаракта, глаукома). Клинические исследования для регистрации в FDA.

Часть 4. (Раздел V). Перспективы разработки новых митохондриально-адресованных лекарств

Ионы Скулачева как универсальный способ адресной доставки веществ в митохондрии. Преимущества избирательного накопления потенциальных лекарств в митохондриях. Митохондриально-адресованные разобщители, прооксиданты, ингибиторы ферментов  как потенциальные инновационные лекарства. Экспериментальные данные доклинических исследований по применению митохондриально-адресованных соединений в лечении и профилактике патологий, вызванных ишемией-реперфузией, возраст-зависимых заболеваний, болезней печени, воспалительных процессов, нейродегенеративных заболеваний. Разработка антиоксидантов нового поколения; эффект мягкого разобщения (частичного уменьшения электрического потенциала митохондриальной мембраны).
Распределение теоретического материала по занятиям 

	№
	Тема занятий
	Основные вопросы, 

рассматриваемые на занятиях
	Активные и интерактивные формы проведения занятий

	1
	2
	3
	4

	1
	Ионы Скулачева: искусственные липофильные катионы.

 (2ч)
	История открытия: первые липофильные ионы, их роль в исследовании биоэнергетики митохондрий. История термина «Ионы Скулачева». Идея «молекулы-электровоза»
	нет

	2
	Флуоресцентные проникающие катионы на основе родамина.
(2 ч).
	Химическая структура родамина, его свойства. Влияние родамина на живую клетку. Применение родамина как флуоресцентного красителя для определения энергизации митохондрий. Идея использования родамина как «молекулы-электровоза». Преимущества флуоресцентных митохондриально-адресованных соединений.
	нет

	3
	Модулирование свойств митохондриально-адресованных соединений: опыт тестирования производных SkQ1. (4 ч.)
	Три основных компонента митохондриально-адресованных соединений: липофильный катион, линкер и эффекторная молекула. Теоретические и экспериментальные подходы для предсказания и проверки влияния вариации каждого из трех компонентов на физико-химические свойства соединений и на их воздействие на митохондрии и живую клетку.
	нет

	4
	Дизайн и разработка новых митохондриально-направленных соединений (измерительных зондов, антиоксидантов, ингибиторов ферментов, активаторов ионных каналов), разобщителей-протонофоров, ионофоров и т.д., изучение свойств этих соединений на модельных системах. (2 ч)


	Обзор основных свойств митохондриальной мембраны, важных для разработки новых митохондриально-адресованных соединений. Измерительные зонды на основе таких соединений. Митофлуоресцеин как первый митохондриально-направленный флуоресцентный разобщитель. Митохондриально адресованные антиоксиданты: опыт изучения свойств на примере палитры соединений – производных SkQ.
Понятие «мягкое разобщение». Влияние лишенных антиоксидантной части митохондриально-адресованных соединений. 

Теоретические перспективы разработки митохондриально-адресованных ингибиторов дыхательной цепи и других ферментов митохондрий.
	

	5
	 Методы изучения действия митохондриально-направленных соединений (4 ч)


	Способы изучения распределения вещества в живой клетке. Преимущества флуоресцентных веществ. Спетр основных параметров жизнедеятельности клетки, измерения  которых необходимы для охарактеризования функционального влияния выбранного соединения на митохондрии. Электронная микроскопия для изучения действия митохондриально-направленных соединений. Эксперименты на клеточных культурах. Применение лабораторных животных для изучения действия митохондриально-направленных соединений: основные трудности и проблемы. Возможности исследования на человеке: правила проведения клинических исследований.
	

	6
	Поиск естественных модуляторов энергетической функции митохондрий методом генетического скрининга на одноклеточных эукариотах. (2 ч)  
	Дрожжи как модельный организм для изучения структуры и функции митохондрий. Использование дрожжей для тестирования свойств новых митохондриально-адресованых соединений. Генетический скрининг: основные преимущества и недостатки. Примеры применения генетического скрининга на дрожжах для разработки новых лекарственных средств.
Перспективны применения генетического скрининга на дрожжах для поиска противораковых митохондриально-адресованных соединений. 

  
	

	7
	Митохондриально-адресованные антиоксиданты ряда SkQ: результаты доклинических исследований. Геропротекторные свойства. (4 ч.)


	Понятие о доклинических исследованих. Уровни доклинических исследований: молекулярное моделирование и физико-химические расчеты, химические эксперименты, исследования на выделенных митохондриях, на клеточных культурах, на модельных организмах. Преимущества различных лабораторных животных для доклинических исследований митохондриально-адресованых соединений. 
	

	8
	Митохондриально-адресованные антиоксиданты как средство против возрастных патологий, в том числе – патологий зрения (синдром сухого глаза, катаракта, глаукома) (2ч.)
	 Теория программируемого старения. Роль активных форм кислорода в этом процессе. Митохондрии как один из основных генераторов активных форм кислорода в клетке. Первые эксперименты с митохондриально-адресованными антиоксидантами. Результаты применения соединений класса SkQ на мышах, крысах, плодовых мушках, рыбах. Эффекты митохондриально-адресованных антиоксидантов на ускоренно стареющих крыс линии OXYS и на трансгенных мышей с поврежденным геном митохондриальной ДНК-полимеразы гамма.

Результаты применения митохондриально-адресованных антиоксидантов для предотвращения и лечения патологий зрения у животных. 
	

	9
	Клинические исследования митохондриально-адресованных лекарств (2 ч)


	Общее понятие о клинических исследованиях, их принципы и фазы. История первых клинических исследований глазных капель Визомитин, разработанных на основе митохондриально-адресованных антикосидантов (показание: синдром сухого глаза). Результаты клинических исследований глазных капель Визомитин по показаниям глаукома и катаракта. Дальнейшие преспективы клинических исследований митохондриально адресованных антиоксидантов. Особенности клинических исследований пероральных форм.
	

	10
	Ионы Скулачева как универсальный способ адресной доставки веществ в митохондрии. Преимущества избирательного накопления потенциальных лекарств в митохондриях. (2 ч)


	Идея адресной доставки лекарств: фармакологические преимущества. Положительно зараженные липофильные ионы как «молекулы-электровозы», избирательно накапливающиеся в митохондриях в тысячекратном и более избытке по сравнению с цитоплазмой клетки.
Способы экспериментального изучения распределения веществ между митохондриями и остальной частью клетки. 
Расчет эффективных концентраций митохондриально-адресованых соединений исходя из их физико-химических свойств и количества в расчете на единицу живой массы. 
	

	11
	Митохондриально-адресованные разобщители, прооксиданты, ингибиторы ферментов  как потенциальные инновационные лекарства. (2 ч)
	Понятие о силе разобщителя. Явление «мягкого разобщения». Анионные и катионные разобщители. Разобщающие свойства митохондриально-адресованных соединений: природа, способы количественной оценки. Соединение разобщителей с липофильными катионами: митохондрально-адресованные разобщители. Митофлуо как первый флуоресцентный митохондриально-адресованый разобщитель: свойства, область применения. 
Конъюгация прочих эффектроных молекул с Ионами Скулачева. Перспективы разработки и применения митохондриально-адресованных прооксидантов, ингибиторов ферментов как лекарственных средств.
	

	12
	Генетика митохондрий и митохондриальные болезни (2 ч). 
	Типы повреждений митохондриальной ДНК: точечные замены, делеции, инсерции и нарушения кольцевой структуры. Причины повреждения митохондриальной ДНК: нарушения процессов репликации, репарации, а также действие мутагенов. Виды точечных мутаций в митохондриальной ДНК, их распределение по геному. Виды делеций митохондриальной ДНК, причины их возникновения. Гетероплазмия митохондриальной ДНК, ее роль в дисфункции митохондрий, клеток и органов. Митохондриальные заболевания (МЗ): причины, частота встречаемости. Генетика МЗ, обусловленных мутациями в митохондриальной (материнское наследование) и ядерной ДНК (аутосомно-доминантное и аутосомно-рецессивное наследование) на примерах наследственной оптической нейропатии Лебера, доминантной оптической атрофии и  атаксии Фридрейха. Методы детекции точечных мутаций в митохондриальной ДНК. Понятие «узкого места» для митохондриальной ДНК в онтогенезе млекопитающих, его эволюционное значение. Классификация МЗ. Причины разнообразных клинических проявлений одних и тех же мутаций в митохондриальных генах. Тканеспецифичность МЗ. Симптоматика МЗ. Примеры МЗ. Синдром Кирнса-Сейра, его генетика. Хроническая прогрессирующая наружная офтальмоплегия, ее генетика. Митохондриальная энцефалопатия с лактоацидозом и инсультоподобными эпизодами (MELAS), ее генетика и диагностика. Миоклоническая эпилепсия. Наследственная оптическая невропатия Лебера, значение ее генетической диагностики для пенетрантности заболевания. Диагностика МЗ: клинические, лабораторные и генетические исследования. Пути лечения МЗ. Перспективные направления лечения МЗ. Соматические мутации в митохондриальной ДНК.

	


Зачет. Вопросы, выносимые на зачет по курсу «Принципы разработки митохондриально-адресованных лекарств»:

1. Какие физико-химические свойства могут обуславливать избирательное накопление вещества в митохондриях?

2. Объясните роль мембранного потенциала на внутренней мембране митохондрий в распределении в клетке проникающих катионов.

3. Что такое липофильные ионы? Почему положительно заряженные липофильные ионы избирательно накапливаются в митохондриях?
4. Опишите преимущества и недостатки родаминовых производных митохондриально-адресованных соединений.

5. Какие свойства были обнаружены у первого митохондриально-адресованного антиоксиданта (MitoQ)? В чем заключаются преимущества митохондриально-адресованных антиоксидантов на основе пластохинона?

6. Что такое «мягкое разобщение»? Почему вещества ряда SkQ проявляют свойства мягких разобщителей?

7. Какие эффекты оказывают митохондриально-адресованные антиоксиданты при добавлении к выделенным митохондриям?

8. Какие эффекты оказывают митохондриально-адресованные антиоксиданты при добавлении к клеткам в культуре?

9. Какие эффекты оказывают митохондриально-адресованные антиоксиданты при введении в организм лабораторных животных?

10. Чем обусловлен геропротекторный эффект митохондриально-адресованных антиоксидантов?

11. Каким образом митохондриально-адресованные антиоксиданты могут предотвращать программируемую гибель клеток?

12. Опишите основные этапы тестирования новых митохондриально-адресованных потенциальных лекарственных средств.
13. Опишите перспективы дизайна и разработки новых митохондриально-адресованных лекарственных средств. 

14. Опишите преимущества наличия флуоресценции для изучения механизма действия и детекции вещества в клетке и в организме.
15.  Как влияет выбор липофильного катиона (родамин, трифенилфосфоний, берберин) на свойства митохондриально-адресовных соединений? 
16.  Как влияет длина линкера между антиоксидантной частью и липофильным катионом на физико-химические свойства митохондриально-адресовных антиоксидантов и их биологическую активность в митохондриях?
17. Чем можно объяснить наблюдаемые положительные эффекты применения соединений класса SkQ, лишенных антиоксидантной части?
18. Какие преимущества имеют дрожжи как объект тестирования новых митохондриально-адресованных веществ?
19. Опишите принципы постановки и результаты доклинических исследований митохондриально-адресованного лекарства Визомитин
20. Почему первым лекарственным средством на основе митохондриально-направленного антиоксиданта стали глазные капли? Каким образом действующее вещество в этом лекарстве может помогать при синдроме сухого глаза?
21. Опишите результаты доклинических исследований митохондриально-адресованных антиоксидантов как средства против возрастных патологий, в том числе – патологий зрения (синдром сухого глаза, катаракта, глаукома)
22. Опишите основные экспериментальные результаты доклинических исследований по применению митохондриально-адресованных соединений в лечении и профилактике патологий, вызванных ишемией-реперфузией, возраст-зависимых заболеваний, болезней печени, воспалительных процессов, нейродегенеративных заболеваний. 
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