4. עקרונות ושיטות בהנדסה גנטית – 
4.1  מבוא – עיקרי ההנדסה הגנטית







· דנ"א רקומביננטי
· נשא (וקטור)
· שיבוט גנים
4.2  חיתוך דנ"א ע"י אנזימי הגבלה







4.2.1
אנזימי הגבלה
· מקור אנזימי ההגבלה וחשיבותם
· מאפיינים של אנזימי ההגבלה
· אתרי ההגבלה
· מבנה פלינדרומי 
· סוגי חיתוך: חיתוך חלק / חיתוך מדורג
· חשיבות הקצוות הדביקים
4.2.2 מפת הגבלה
· מקטעי הגבלה 
· מספר ואורך מקטעי ההגבלה ( יחידות מדידה)
· הפרדת מקטעי ההגבלה באלקטרופורזה בג'ל
· סימון מקטעי ההגבלה  ( רדיואקטיבי או פלואורסצנטי ) 

· חשיבותה של מפת הגבלה
· בניית מפת הגבלה על-פי תוצאות אלקטרופורזה בג'ל  (ברמה בסיסית)
4.3  נשאים כמעבירי גנים








4.3.1
מאפיינים של נשאים יעילים
· תכונות נשא יעיל
· נוכחות ומיקום אתרי הכרה לאנזימי הגבלה
· יכולת ריבוי עצמית יעילה (מוצא הכפלה)
· נוכחות סמני ברירה
· נוכחות יחידת בקרה ורצף מקדם תעתוק (פרומוטור)
· גודל הנשא ( ביחידות Kb )
4.3.2 פלסמידים 

· מאפיינים של פלסמיד
· מקור הפלסמידים וחשיבותם הביולוגית
· תכונות הפלסמידים וכושר חדירתם לתאי מאכסן
· סוגי פלסמידים: טבעיים / סינתטיים
· מפת הפלסמיד
· מוצא הכפלה ( Ori )
· אתרי הגבלה לאנזימי ההגבלה
· סמני ברירה ( אתרי עמידות )
· יתרונות וחסרונות השימוש בפלסמיד כנשא- גנים
4.3.3 נגיפים 
· מאפיינים של נגיפים
· תכונות של נגיפים וכושר חדירתם לתאי מאכסן
· מחזור חיים של נגיף בתא מאכסן ( ליזוגני / ליטי ) 
· מפה של נגיף-נשא
· נוכחות אתרי הגבלה וסמני ברירה על נגיף-נשא
· חשיבות נוכחות גן ל β-גלקטוזידאז על נגיף-נשא (בקטריופג')
· דוגמה לתהליך שיבוט גן בבקטריופג' ( נגיף בקטריאלי ) 
· יתרונות וחסרונות השימוש בנגיף כנשא-גנים
4.4  שיבוט











4.4.1
רתימת הגן לנשא
· בחירת האתר המתאים על הנשא, לצורך החדרת הגן

· הכנת דנ"א רקומביננטי ( r-DNA )
· יצירת קצוות דביקים:
- חיתוך  ע"י אנזימי ההגבלה

- צרוף חוליות מקשרות ( linkers )
· הדבקה ( ליגציה ) ע"י האנזים ליגאז
· ניתוח מפת דנ"א רקומביננטי לאחר השיבוט  (ברמה בסיסית)
4.4.2 אסטרטגיות שיבוט
· ספרייה גנומית-הגדרה
· בניית ספרייה גנומית
· הפקת דנ"א גנומי 
· חיתוך אקראי לקטעי הגבלה של כלל הדנ"א הגנומי ע"י אנזימי ההגבלה
· הכנת דנ"א רקומביננטי ע"י צרוף קטעי ההגבלה לדנ"א-נשא
· שיבוט הדנ"א הרקומביננטי בחיידקים או בפג'ים
· קבלת ספריית גנים בחיידקים או בפג'ים
· חשיבות ספרייה גנומית
· ספריית דנ"א-משלים (c-DNA )- הגדרה
· בניית ספריית דנ"א-משלים
· הפקת רנ"א שליח של גן מבוקש מהציטופלסמה של תאים 
· הוספת תחל פולי-T
· בניית עותק של דנ"א-משלים ע"י האנזים המתעתק במהופך ( RT )
· עיכול כימי של גדיל ה-רנ"א
· יצירת דנ"א-משלים דו-גדילי ע"י אנזים דנ"א-פולימראז I 
· צרוף הדנ"א לנשא ויצירת דנ"א רקומביננטי 
· שיבוט בחיידקים ויצירת ספרייה
· חשיבות ספריית דנ"א-משלים
· סיכום – השוואה בין ספריה גנומית לספריית דנ"א-משלים
4.5  איתור הגנים המשובטים








4.5.1
שיטות לאיתור גנים
· זיהוי המושבה הרקומביננטית המכילה את הגן המבוקש ע"י :
· זיהוי הגן המשובט ע"י הכלאה (הברידיזציה) עם גלאים ספציפיים
- סוגי גלאים ( רנ"א-שליח , דנ"א-משלים , דנ"א סינתטי ) 
- אפשריות סימון ( רדיואקטיבי , פלואורסצנטי )
· זיהוי הגן המשובט עפ"י התוצר החלבוני , לדוגמה :
- עפ"י פעילות ביולוגית ( למשל  אנזימתית )
- באמצעות נוגדן ספציפי
4.5.2
שיטות לאפיון גנים

· הספג דרומי ( Southern Blotting ) – לזיהוי מקטע דנ"א 

· חשיבות התהליך ותחומי שימוש
· תיאור התהליך: הפקת ה-דנ"א , חיתוך ה-דנ"א , הרצה בג'ל , היברידיזציה 
· ניתוח תוצאות
· הספג צפוני ( northern blotting  ) – לזיהוי מקטע רנ"א-שליח
· חשיבות התהליך ותחומי שימוש
· תיאור התהליך: הפקת רנ"א , הרצה בג'ל , היברידיזציה 
· ניתוח תוצאות
· השוואה בין הספג דרומי  לבין הספג צפוני 
4.6  ריבוי גנים בשיטת  P.C.R







· מהלך השיטה 

· עיקרון ריבוי גן  במבחנה ( in-vitro )
· בחירת תחלים מתאימים לתהליך 
· האנזים Taq –פולימראז: תכונותיו וכיווניות פעילותו
· הקשר בין שינויי הטמפרטורה לבין שלבי התגובה: 
- הפרדת הגדילים  (דנטורציה )
- התחברות התחלים לתבנית ( annealing ) 
- בניית הדנ"א ( פולימריזציה )
· דוגמאות לתחומי השימוש למשל:
· זיהוי פלילי , קביעת הורות , איתור מוטציות , סריקת ספריות זיהוי זיהום חיידקי או נגיפי
· פענוח התוצאות המתקבלות בתחומי שימוש שונים
· יתרונות ומגבלות השיטה
4.7  קביעת רצף הנוקליאוטידים ב-דנ"א





4.7.1
שיטת סנגר
· חשיבות השיטה

· תיאור השיטה  
· עקרון ההרצה בג'ל למיפוי ופענוח הרצף
4.8  הנדסה גנטית בצמחים ובבעלי חיים – עקרונות





4.8.1
החדרת גנים לתאים של בעלי חיים
· עקרונות שיטות ההחדרה
· שימוש בנשא ( פלסמיד או נגיף )
· איחוי תאים 
· החדרה ישירה

· דוגמאות לתחומי שימוש 
4.8.2 החדרת גנים לצמחים
· עקרונות שיטות ההחדרה 
· שימוש בנשא ( פלסמיד מהונדס של אגרובקטריום  או בנגיף צמחים )
· איחוי תאים 
· החדרה ישירה

· דוגמאות לתחומי שימוש 
4.9 יישומים בהנדסה גנטית







· תחומי שימוש עיקריים 
חידושים ועדכונים על פי מאמרים עדכניים 

5. נוגדנים ואימונודיאגנוסטיקה 
5.1  מבוא – מבנה, היווצרות ותפקוד של נוגדנים






5.1.1 מנגנון התפתחות התגובה החיסונית 

· סוגי התאים המשתתפים בתגובת החיסון וביצירת הנוגדנים
· עיקרון היווצרות נוגדנים בהשראת אנטיגן זר
· סילוק האנטיגן הזר באמצעות הנוגדנים
5.1.2 מבנה הנוגדן 
· אזורי Fab, Fc ותפקידם
· קשרים המייצבים את המבנה
· השפעת חומר מחזר על המבנה
5.1.3 תהליך היקשרות הנוגדן לאנטיגן

· יצירת תצמיד נוגדן-אנטיגן, תגובת שיווי משקל
· דטרמיננטה אנטיגנית , ספציפיות ואפיניות
· סוגי הקשרים המייצבים
· תגובה צולבת
5.2  ייצור של נוגדנים









5.2.1
נוגדנים רב-שבטיים (פוליקלונליים)

· ייצור נוגדנים רב-שבטיים בגוף
· שיטת ההפקה מבעל חיים מחוסן
· אפיון וחסרונות 
· שימושים
5.2.2 ניקוי נוגדנים

· השקעת נוגדנים באמוניום סולפט
· ניקוי נוגדנים בעמודת זיקה – יתרונות וחסרונות
· השפעת pH  וריכוז מלח על התצמיד נוגדן-אנטיגן
5.2.3
נוגדנים חד-שבטיים (מונוקלונליים)
· ייצור נוגדנים חד-שבטיים בתרבית תאים
· יתרונות בשימוש
5.3
אבחון בעזרת נוגדנים – אימונודיאגנוסטיקה




5.3.1
שיטות המבוססות על שקיעת תלכידי אנטיגן-נוגדן

· שקיעה ספונטנית של תצמידים נוגדן-אנטיגן בתחום יחס ריכוזים אקוויוולנטי
· אימונודיפוזיה רדיאלית בג'ל
· תיאור השיטה כשיטה כמותית
· חישוב  ריכוז נעלם לפי עקום כיול
· שימושי השיטה
· אימונופרסיפיטציה




· תיאור השיטה
· שימושים ותחומי היישום
5.3.2 שיטות המבוססות על כושר הצמתה (אגלוטנציה) של נוגדנים
· עקרון תהליך ההצמתה (אגלוטנציה/המאגלוטנציה)
· יתרונות השיטה 
· דוגמאות ליישום השיטה
· קביעת סוג הדם
· קביעת הריון
5.3.3 שיטות המבוססות על סימון נוגדנים או אנטיגנים לאחר קיבוע למשטח

· שיטת R.I.A – בוחן רדיואימוני
· אפיון השיטה ותחומי השימוש
· בוחן תחרותי./לא תחרותי
· שיטת ELISA – בוחן אימונואנזימי על מצע מוצק
· עקרונות השיטה ושלביה
· בוחן תחרותי /לא תחרותי
· תספיג אימונולוגי (Immunoblotting)
· עקרונות השיטה ושלביה 
· יתרונות וחסרונות לעומת שיטת ELISA
· שיטת F.I.A – בוחן אימונופלואורסצנטי
· עקרונות השיטה ושלביה
· תחומי השימוש
· יתרונות וחסרונות
השוואה בין הבוחנים השונים מבחינת יישום ורגישות
5.4 ריפוי מחלות בעזרת נוגדנים - אימונותרפיה




5.4.1 חיסון פעיל וסביל
· עקרונות של כל אחת משיטות החיסון
· יתרונות וחסרונות
5.4.2 תרופות מונחות והדרישות לשימוש יעיל בהן

· תרופה מונחית המבוססת על נוגדן- נושא רעלן (אימונוטוקסין)
· עקרון השיטה ומנגנון הפעולה 
· תחומי השימוש
· יתרונות וחסרונות
· תרופה מונחית המבוססת על נוגדן נושא- איזוטופ  רדיואקטיבי 
· עקרון השיטה  ומנגנון הפעולה
· תחומי השימוש
· יתרונות וחסרונות
· תרופה מונחית המבוססת על נוגדן נושא- אנזים
· עקרון השיטה ומנגנון הפעולה
· תחומי השימוש
· קשיים ומגבלות השימוש בתרופות מונחות
5.4.3
סוגי הנוגדנים המשמשים לתרופות מונחות

· נוגדנים חד-שרשרתיים



· מבנה הנוגדן
· יתרונות וחסרונות השימוש בנוגדן
· תחומי השימוש
· נוגדנים מואנשים (נוגדני כלאיים )


· מבנה הנוגדן
· יתרונות וחסרונות השימוש בנוגדנים
· תחומי השימוש
5.5
שימוש בנוגדנים כאמצעי הפרדה







5.5.1
כרומטוגרפיית זיקה אימונית - Immunoaffinity chromatography
· עקרון השיטה 
· יתרונות וחסרונות
· תחומי השימוש
מבוא לננוביוטכנולוגיה 
8.1
עולם הננו
8.1.1
מבוא
8.1.2
המחשת סדרי גודל

8.1.3
משמעות המושג ננוטכנולוגיה

8.1.4
מהפכת המזעור

8.1.5
כיווני היישום של הננוטכנולוגיה
8.1.6
דרישות ליישום המזעור

8.2

שיטות למזעור
8.2.1
מבוא

8.2.2

גישות למזעור

8.2.3

גישת מלמעלה למטה: 

· שיטת הפוטוליתוגרפיה, 
· מגבלותיה של השיטה

· שיטות לננוליתוגרפיה:
· ליתוגרפיה באמצאות קרינת X
· ליתוגרפיה באמצאות קרן אלקטרונים
8.2.4

גישת מלמטה למעלה:

· הרכבה עצמית
· דוגמאות למבנים הנוצרים בטבע בשיטת מלמטה למעלה
8.2.5

סיכום והשוואה בין גישות המזעור

8.3
מקרומולקולות ביולוגיות כאבני בניין למבני ננו

8.3.1
מבוא

8.3.2
יתרונות וחסרונות של מקרומולקולות ביולוגיות כאבני בניין

8.3.3
מולקולות דנ"א כאבני בניין:

· הרכב ותכונות
· שימוש לבניית מבנים
8.3.4 חלבונים כאבני בניין:
· הרכב ותכונות
· המבנה המרחבי נקבע על-ידי רצף חומצות האמינו בחלבון
· תבניות קיפול החוזרות על עצמן בשרשרות חלבונים
8.3.5 יצירת מבנים על-מולקולריים מחלבונים
· קישור ישיר בין שני חלבונים
· קישור בין חלבון לבין ליגנד
· דוגמאות למבנים מהטבע המבוססים על מולקולות חלבון
· הרכבה עצמית של קולגן
· הרכבה עצמית של וירוס הטבק
· הרכבה עצמית של שכבת S חיידקית
8.4  דוגמאות למבנים הבנויים ממקרומולקולות ביולוגיות

8.4.1
מבוא

8.4.2

בניית מבנים מדנ"א

· יצירת צומת ממקטעי דנ"א
· יצירת משטחי דנ"א מיחידות צומת שחלוף כפול
· יצירת צומת דנ"א בעזרת החלבון RecA
8.4.3

בניית מבנים ממולקולות חלבון

· בנייה עצמית של מערכי חלבון לינאריים
· סיבים מפפטידים במבנה משטחי ß
· סיבים חלבוניים מתוכננים בצורת ראש לזנב
· סיבים חלבוניים מתוכננים במבנה של ראש לראש או זנב לזנב
· תכנון רב-ערכי של מערכי חלבון מסודרים
· כוחה של סימטריה

8.5  מערכים המשלבים בין מקרומולקולות ביולוגיות לננו-חלקיקים אי- אורגניים

8.5.1
מבוא

8.5.2

הצמדת דנ"א לננו חלקיקים אי-אורגניים

8.5.3

ארגון ננו-חלקיקים בעזרת דנ"א

8.5.4

הצמדת חלבון לננו-חלקיקים אי-אורגניים

8.5.5
ארגון ננו-חלקיקים בעזרת חלבונים

8.5.6 מבנים משולבים של דנ"א וחלבונים

8.5.7 
יצירת מערכי ננו-חלקיקים על פני תבניות חלבוניות
· שימוש בשכבות ה-S  החיידקיות כתבנית ליצירת מערכי ננו-חלקיקים אי-אורגניים

· שימוש בחלקיקי וירוס כתבנית ליצירת מערכי ננו-חלקיקים אי-אורגניים
8.6  שילוב מבני ננו ביולוגיים בהתקנים אלקטרוניים

8.6.1
מבוא

8.6.2

שימוש ברכיב ביולוגי לחיבור בין רכיבים אלקטרוניים במעגל:

· ננו חיווט מדנ"א
· ננו חיווט מחלבוני מיקרוטובילי
8.6.3

שילוב אלמנטים פעילים ביולוגית במעגל אלקטרוני:

· קיבוע ישיר של מקרומולקולות ביולוגיות (קיבוע חד שלבי)
· בנייה עצמית של שכבת מולקולות כהכנה לעיגון מקרומולקולות ביולוגיות(קיבוע רב שלבי)
· קביעת כיווניות הקיבוע של המולקולה הביולוגית
8.6.4

ביוסנסורים וננו ביוסנסורים 

· עקרון הפעולה של חיישנים ביולוגיים-ביוסנסורים
· עקרון המדידה

· הקשיים בעבודה עם ביוסנסורים

· דוגמאות לביוסנסורים הנמצאים בשימוש
· ביוסנסור לגלוקוז
· ביוסנסור לזיהוי חיידקים פתוגניים
· הצורך במזעור ביוסנסורים
· דוגמאות לננוביוסנסורים
· ננוביוסנסור לקביעת גלוקוז

· ננוביוסנסור לקביעת דנ"א
