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ВСТУП

Молекулярна біологія – комплекс біологічних наук, що вивчають механізми зберігання, передачі та реалізації генетичної інформації, будову і функції нерегулярних біополімерів (білків і нуклеїнових кислот).

Молекулярна біологія вивчає явища життя на рівні макромолекул (білків і нуклеїнових кислот) у безклітинних структурах (рибосоми та ін.), у вірусах, а також у клітинах. Мета молекулярної біології – встановлення ролі та механізму функціонування цих макромолекул на основі знання їх структури і властивостей.

Історично молекулярна біологія сформувалася в ході розвитку напрямків біохімії, що вивчають біополімери. У той час як біохімія досліджує головним чином обмін речовин і біоенергетику, молекулярна біологія приділяє головну увагу вивченню способу зберігання спадкової інформації, механізму її передачі дочірнім клітинам і реалізації цієї інформації. Молекулярна біологія – наука, що виникла на кордоні біохімії, біоорганічної хімії, біофізики, органічної хімії, цитології та генетики. Формальною датою виникнення молекулярної біології вважають 1953 коли Дж. Уотсон і Ф. Крик встановили структуру ДНК і висловили припущення, що підтвердилося пізніше, про механізм її реплікації (подвоєнні), яка лежить в основі спадковості. Таким чином були пов'язані функції цього біополімеру з його хімічною структурою і властивостями. Важливе значення для становлення молекулярної біології як науки мали також роботи з вивчення молекулярних основ м'язового скорочення.

За джерелами свого розвитку молекулярна біологія нерозривно пов'язана з молекулярною генетикою, наукою, що вивчає структурно-функціональну організацію генетичного апарату клітин та механізм реалізації спадкової інформації. Саме розвиток молекулярної генетики сприяв формуванню принципів і розвитку молекулярної біології.

Мета вивчення навчальної дисципліни «Молекулярна біологія» полягає у формуванні у студентів знань про атомно-молекулярну структуру макромолекул і важливіших клітинних компонентів та детермінування клітиною їх функцій, основні принципи і механізми клітинної саморегуляції, через які опосередкуються узгодженість та єдність всіх процесів, які протікають у клітині.

Курс передбачає ознайомлення студентів зі структурою та функціями нуклеїнових кислот – ДНК і РНК та нуклеопротеїдів – хроматину, рибосом, мРНП, структурою прокаріотичних та еукаріотичних генів, організацією регуляторних елементів в цих генах, а також механізмами збереження, передачі та реалізації генетичної інформації та регуляцією експресії на післятранскрипційних стадіях і трансляційному рівні регуляції біосинтезу білка. Ці знання є науковим підґрунтям засвоєння курсів генетики, мікробіології, вірусології та біотехнології.

За підсумками вивчення курсу студент повинен знати:

· методи вивчення структури і функції клітинних ДНК;

· будову та функцію головних біологічних полімерів;

· геном про- та еукаріот;

· основні генетичні механізми збереження, передачі та реалізації генетичної інформації;

· механізми контролю генної експресії у про- та еукаріотів.
Вміти:

· використовувати отриманні теоретичні знання в розв’язанні проблемних питань та задач;

· пояснювати реакції та процеси, що відбуваються в організмі людини і тварин на молекулярному рівні;

· використовувати в роботі довідкову, навчальну літературу, знаходити інші джерела інформації і працювати з ними;

· використовувати знання та навички, одержані під час вивчення спеціальних дисциплін в подальшій трудовій та учбовій діяльності.

Робочою програмою дисципліни «Молекулярна біологія» передбачено 72 % часу вивчення матеріалу на самостійну роботу студентів. Самостійна робота студента є основним способом оволодіння матеріалом у вільний від обов’язкових навчальних занять час та передбачає:

· опрацювання теоретичних основ прослуханого лекційного матеріалу;

· вивчення окремих тем або питань, що передбачені для самостійного опрацювання;

· поглиблене вивчення літератури на задану тему та пошук додаткової інформації;

· самостійне опрацювання теоретичних питань для підготовки до занять;

· конспектування, складання планів, тез, підготовка та оформлення схем, таблиць, рисунків, тощо;

· виконання індивідуальних завдань (написання рефератів);

· готування презентації до реферату з використанням комп’ютерної техніки;

· виконання вправ, розв’язування задач;

· виконання письмових контрольних робіт;

· підготовка до екзамену.

Тема № 1. ВСТУП У МОЛЕКУЛЯРНУ БІОЛОГІЮ
Мета: з’ясувати роль молекулярної біології як науки та її основні етапи становлення й розвитку.
План
1. Предмет і завдання молекулярної біології.
2. Історія розвитку молекулярної біології.
3. Докази генетичної ролі нуклеїнових кислот.
4. Основні постулати молекулярної біології.
5. Альтернативи основним постулатам молекулярної біології.
Перелік ключових термінів і понять теми: молекулярна біологія, нуклеїнові кислоти, постулати молекулярної біології, альтернативи постулатам молекулярної біології.

1. Предмет і завдання молекулярної біології
Молекулярна біологія – це наука про механізми зберігання, відтворення, передачі та реалізації генетичної інформації, про структуру та функції нерегулярних біополімерів – нуклеїнових кислот і білків.

Мета: пізнання молекулярних основ тих явищ, які класична біологія вивчає на рівні одноклітинних і багатоклітинних організмів. Вона вивчає структуру нуклеїнових кислот, білків, інших макромолекул, найважливіших клітинних компонентів – хромосом, рибосом, мембран, м'язових волокон – на атомно-молекулярному рівні з метою з'ясування механізму їх функціонування.
Задачі: 

1. Розробка методів, які дозволяють розшифрувати  структуру нуклеїнових кислот.

2. З’ясування молекулярних основ злоякісного росту.

3. Шляхи попередження та подолання спадкових захворювань – «молекулярних хвороб».

4. Розшифрування молекулярних механізмів дії гормонів.

5. З’ясування молекулярних основ біологічного каталізу.

6. З’ясування деталей молекулярної будови та функціонування надмолекулярних структур (наприклад, біологічні мембрани).

Термін «молекулярна біологія» належить Френсісу Кріку, якому набридло у відповідь на питання про його професію оголошувати себе сумішшю кристалографа, біохіміка, біофізика і генетика.

Mолекулярна біологія стала наукою в 1953 р. після з'ясування фізичної структури ДНК Дж. Уотсоном і Ф. Кріком.

[image: image1.png][l Microsoft PowerPaint

Mpe e Hrauun2]

] owiin Mpeoka Baa Boraeka opwar Cepenc Mokascnafigos  Owwo  Crpabka

DEERR SGRAY 2RI - [ Qi) A #

verdana e

=T 4|

fefcrsna

Coaia 4 v 4

asrodrype- N 1O B 4l

CE
YPOK BVIONOTWM KVIPMIA 11 MEOIIAS 10-11 KMIACC

Tema 02. KneTka. XuUMHUeCKas OpraHu3aLms KneTku

Ypox 07. Hykneurossie kucnoTe. JIHK

Crpoerme Monexys1 JHK

B 1953 1. amepucasiciaiit Guoror Jix Y OTCOH 1 aHIHiCKult dusuc ©. Kpuk cospamt

Moger® c1poem ITHK.

ok Yoreow u ©. Kk

Monexcyrr THE mpepcrasnior cofoii ovets
IUHHHbIE LIEMH, COCTOSIUE W3 MHOTHE COTEH U
naKe MWUMOHOB  Hykneotdmos.  Jhobat
HYKTINHOBAA KHCTIOTA CORIEpdTT BOSTo 4 THma
HyKneotnnos: A, T, T, 1T, KoTopkle wepenytorcs
B PASHO TIOCTIEOBATELHOCTH

B 2-L-A-=
Mpotmns

sEag.

pycexni (Poccn)

@ o

Q - tmosun
A - Acunn
B - T

Boeave sonpoc BB

cnaiga v X

ety cnaiina:

B21E2)





Почавши з вивчення біологічних процесів на молекулярно-атомному рівні, молекулярна біологія перейшла до складних надмолекулярних клітинних структур, а в даний час успішно вирішує проблеми генетики, фізіології, еволюції та екології. 

2. Історія розвитку молекулярної біології
Основні етапи розвитку молекулярної біології:
1. Романтичний період 1935-1944 рр.
Макс Дельбрюк і Сальвадор Лурія займалися вивченням репродукції фагів і вірусів, що представляють собою комплекси нуклеїнових кислот з білками. У 1940р. Джордж Бідл і Едуард Татум сформулювали гіпотезу – «Один ген – один фермент». 

2. Другий романтичний період 1944-1953 рр.
Була доведена генетична роль ДНК. У 1953 р. з'явилася модель подвійної спіралі ДНК.

3. Догматичний період 1953-1962 рр.
Сформована центральна догма молекулярної біології: перенесення генетичної інформації йде в напрямку ДНК → РНК → білок
У 1962 р. був розшифрований генетичний код.

4. Академічний період з 1962 р. по теперішній час, в якому з 1974 року виділяють генно-інженерний підперіод.

Основні відкриття:

1944 р. Доказ генетичної ролі ДНК. Освальд Ейвері, Колін Мак-Леод, Маклін Мак-Карті.
1953 р. Встановлення структури ДНК. Джеймс Уотсон, Френсіс Крік.
1962 р. Розшифровка генетичного коду. Маршалл Нірнберг, Генріх Маттеї.
1967 р. Синтез in vitro біологічно активної ДНК. Артур Корнберг (неформальний лідер молекулярної біології).
1970 р. Хімічний синтез гена. Гобінд Корану.
1990 р. Розпочато міжнародний проект «Геном людини». Керівник Дж. Уотсон під егідою Національної організації охорони здоров'я США. Мета – визначити послідовність нуклеотидів, які складають ДНК і ідентифікувати 20000-25000 генів у людському геномі. У 2000 році була випущена робоча чернетка структури геному, повний геном – у 2003, але і сьогодні додатковий аналіз деяких ділянок ще не закінчений. 

Одночасно з цим проектом стала розвиватися генотерапія – уведення нормальних копій пошкодженого гена людині зі спадковим дефектом.

Клонування тварин:
Клонування вівці Долі – першого ссавця, успішно клонованого з клітини іншої дорослої істоти (1996).
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1970 – успішне клонування жаби,  1985 – клонування кісткових риб,  1996 – вівця Долі, 1997 – перша миша,  1998 – перша корова,  1999 – перший козел, 2001 – перша кішка, 2002 – перший кролик,  2003 – перші бик, мул, олень, 2004 – перший досвід клонування з комерційними цілями (кішка), 2005 - перша собака (афганський хорт на прізвисько Снупі),  2006 – перший тхір,  2007 – друга собака,   2008 – третя собака лабрадор за кличкою Чейз (клонована за державним замовленням, початок комерційного клонування собак), 2009 – перше успішне клонування верблюда. Також вперше на Близькому Сході (а саме в Ірані) була успішно клонована коза (попередні країни, яким це вдалося: США, Великобританія, Канада, Китай). 

3. Докази генетичної ролі нуклеїнових кислот
А. 1928р. Досліди Фредеріка Грифіта.
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Б. 1952р. Дослід Альфреда Херші та Марти Чейз.
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Марта Чейз (1927–2003) і Альфред Херші (1908–1997)
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Суть досліду: фаги, у яких білкова оболонка була мічена радіоактивною сіркою (35S), а ДНК – радіоактивним фосфором (32Р), інкубували з бактеріями. Потім бактерії відмивали. У змивних водах не виявляли 32Р, а в бактеріях – 35S. Отже, всередину потрапила тільки ДНК. Через кілька хвилин з бактерії виходили десятки повноцінних фагів, які містили і білкову оболонку, і ДНК.

Висновок: саме ДНК виконує генетичну функцію – несе інформацію як про створення нових копій ДНК, так і про синтез білків фагів. 
В. 1957г. Досліди Френкеля – Конрада.
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Висновок: не лише ДНК, але й РНК може служити носієм генетичної інформації
4. Основні постулати молекулярної біології

1. ДНК – дволанцюгова правозакручена спіральна структура.

2. ДНК відрізняється від РНК вуглеводним компонентом і наявністю тиміну (у РНК урацил).

3. Послідовність амінокислот у пептидному ланцюзі визначається послідовністю нуклеотидів у кодонах одного з двох полінуклеотидних ланцюгів молекули ДНК, тобто молекула ДНК і закодований в ній майбутній пептидний ланцюг колінеарні.

4. Генетичний код універсальний у природі.

5. Основна догма молекулярної біології: ДНК – матриця для мРНК, а остання служить матрицею для білка (ДНК → мРНК →  білок).

6. Нонсенс кодони (UAG, UAA, UGA) не кодують ні яких амінокислот і виконують роль термінаторів, визначаючи закінчення синтезу пептидного ланцюга.

7. Гени розташовуються у хромосомах ядер клітин у постійній лінійній послідовності.

8. Білкові молекули синтезуються тільки на мРНК у рибосомах відповідно генетичному коду.

9. Антикодон тРНК взаємодіє з кодоном мРНК відповідно до правил Чаргафа: А-Т, G-С.

10. У синтезі ДНК і РНК використовуються тільки нуклеозидтрифосфати.

11. Зв'язок між сусідніми нуклеотидами в структурі нуклеїнових кислот  здійснюється залишками фосфорної кислоти між 3' та 5' атомами вуглецю пентози.

12. Ензиматична активність властива тільки білкам.

5. Альтернативи основним постулатам молекулярної біології

1) різноманітність структурних форм ДНК.
Класична структура ДНК: два антипаралельних правозакручених полінуклеотидних ланцюги. Зв'язок між нуклеотидами – фосфодиефірний, в якому залишки фосфорної кислоти з'єднують 3'- і 5'-гідроксильні групи дезоксирибози. Крок спіралі 3,4 нм, а кількість нуклеотидних залишків – 10. Це так звана В-форма. З'ясувалося, що існують ще такі форми ДНК:  A, C, D, E, H, L, P із різною кількістю азотистих основ на один виток спіралі та Z-ДНК (лівозакручена). Тільки A-, B- і Z-форма ДНК спостерігаються в природних біологічних системах.
Виявилося також, що існують нуклеїнові кислоти (зокрема серед РНК) з фосфодиефірним зв'язком 2'-5'. Їх синтез здійснює 2 '- 5' олігоаденілатсинтетаза. Ці 2 '- 5' фрагменти грають головну роль в механізмі дії інтерферону клітин еукаріотів.

У 1959 р. була виявлена одноланцюгова кільцева ДНК у фагів, а в подальшому і наявність у ДНК фагів замість тиміну урацилу, а у мітохондріальних тРНК найпростіших містяться до 40% залишків тиміну. Таким чином, ДНК відрізняється від РНК тільки цукровим компонентом.

2) альтернативи універсальності генетичного коду.

З 1980 р. було показано, що існують відхилення від універсального генетичного коду в мітохондріях ссавців, рослин, грибів, комах.

Відомо, що певний кодон кодує одну амінокислоту. Виявилося, що деякі можуть кодувати й інші амінокислоти. Так, ізолейциновий кодон AUA кодує метионін у мітохондріях ссавців, дрозофіли. З двох аргінінових кодонів CGG кодує триптофан у мітохондріях кукурудзи, а AGA – серин в мітохондріях дрозофіли.
3) колінеарність з точки зору інтрон-екзонної будови генів.

Колінеарність – послідовність амінокислот у синтезованому пептидному ланцюзі, що визначається послідовністю нуклеотидів ланцюга ДНК.

Було з'ясовано, що гени еукаріотів та їх продукти не завжди колінеарні. Виявилося, що ділянки ДНК розірвані некодуючими фрагментами, які вирізаються при дозріванні мРНК, тРНК і рРНК. Ці фрагменти назвали інтронами, а кодуючі – екзонами. Було також з'ясовано, що в деяких випадках інтрони кодують ферменти сплайсингу. Також виявилося, що інтрон одного гену, може бути екзоном іншого. Наприклад, у дорослої дрозофіли в гені алкогольдегідрогенази першим стоїть інтрон, який потім вирізається, а у личиночній формі гену алкогольдегідрогенази дрозофіли цей інтрон є екзоном.

4) альтернативи основної догми молекулярної біології.

Центральна догма: ДНК ( мРНК ( білок.

Але було доведено, що ДНК ( мРНК ( білок. У деяких вірусів РНК служить матрицею для синтезу ДНК і бере тут участь фермент – РНК-спрямована ДНК-полімераза або зворотна транскриптаза, або ревертаза.

5) мобільні хромосомні елементи або мандрівні гени.

У 1933 р. в хромосомній теорії спадковості Моргана було показано, що гени розташовуються в хромосомі лінійно і кожен ген займає відповідне місце у певній хромосомі. Проте в 40-х рр. Барбара Мак-Клінток експериментально показала, що є в хромосомах ділянки, здатні переміщатися з одного місця генома в інше. Ці мобільні елементи назвали транспозонами або стрибаючими генами (є у людей, мишей, рослин, бактерій, дрозофіли). В результаті утворюються геномні перебудови, мутації (наприклад, у бактерій розвивається стійкість до антибіотиків, у рослин утворюються пухлини).

6) рибозими – альтернатива ензимам.

До 1980 р. вважалося, що тільки білки виконують ензиматичну функцію. У 1981 р. були відкриті каталітичні властивості полірибонуклеотидів. У результаті виникла ідея про те, що в якийсь еволюційний період існувала тільки РНК, без білка і ДНК, тому що їй притаманна здатність каталізувати біохімічні реакції.

Полінуклеотиди з властивостями ензимів назвали рибозимами. Ці дані були отримані при вивченні реакцій сплайсингу: РНК-полімераза синтезує преРНК, де є екзони та інтрони. Потім вирізаються інтрони, зшиваються екзони і утворюється зріла РНК, що складається з екзонів. А інтрони виконують деякі каталітичні функції.

7) альтернативні варіанти РНК-полімераз.

Відомо, що на ДНК-матриці в присутності всіх чотирьох рибонуклеозидтрифосфатів (АТФ, ГТФ, УТФ, ЦТФ) і РНК-полімерази (відкритої в 1959 р.) синтезуються всі типи РНК; виявилося, що у бактерій (Azotobacter vilidanti) є фермент (полінуклеотидилфосфорилаза ), який утворює РНК з рибонуклеозиддифосфатів за відсутності ДНК-матриці з випадковою послідовність при рН 7,5.

8) альтернативні функції тРНК.

Основна функція тРНК:
тРНК + амінокислота ( аміноацил-тРНК ( до кодону мРНК на рибосомі ( пептид.

Альтернативні:

Перенесення амінокислотних залишків у вигляді аміноацил-тРНК на різні акцептори:

1) білки і пептиди;

2) фосфотидилгліцерол, що є компонентом клітинних мембран;

3) молекули N-ацетилмурамілпептидів, які приймають участь у синтезі стінок бактеріальних клітин.

У цих випадках амінокислота вбудовується в білкову молекулу без участі мРНК і рибосом, тобто йде післятрансляційна модифікація амінокислотами синтезованого на мРНК білка. тРНК беруть участь у регуляції біосинтезу амінокислот  про- та еукаріотів (гістидин, триптофан, лейцин, валін, аргінін, тощо). Відповідна для амінокислоти тРНК зв'язується з нею і блокує перший фермент у ланцюзі біосинтезу проміжних продуктів даної амінокислоти.

9) альтернативні варіанти аміноацил-тРНК-синтетаз (АРСаз).

Основна:
АРСаза (мінімум 20 різних за структурою) активує амінокислоту і переносить на специфічну тРНК.

Альтернативні функції:

1. Лейцил- і тирозил-тРНК-синтетази беруть участь у механізмі сплайсингу двох інтронів у мітохондріальній
 РНК (виявлено у дріжджових клітинах).

2. Триптофаніл-тРНК-синтетаза каталізує розщеплення АТФ і ГТФ з утворенням АДФ і ГДФ.


Питання для самоперевірки:

1. Основні етапи розвитку молекулярної біології.
2. Якими дослідами було доведено, що ДНК та РНК є носіями генетичної інформації?

3. Основні постулати молекулярної біології.
4. Приклади альтернатив основним постулатам молекулярної біології
Тема № 2. БУДОВА ТА ФУНКЦІЇ НУКЛЕЇНОВИХ КИСЛОТ
Мета: вивчити особливості будови ДНК і різних видів РНК та їх функції.
План:

1. Нуклеопротеїни.

2. Структура нуклеїнових кислот.
3. Особливості будови ДНК та її функції.
4. Види і функції РНК.
5. Рівні компактизації ДНК.
Перелік ключових термінів і понять теми: нуклеопротеїди, нуклеосома, нуклеїнові кислоти, ДНК, тРНК, мРНК, рРНК, нуклеотид.
1. Нуклеопротеїни

Нуклеопротеїни – складні білки, які складаються з білкової частини і небілкової частини – простетичної групи, яка представлена нуклеїновими кислотами. Існує 2 типи нуклеопротеїнів, які відрізняються за складом, розміром і фізико-хімічними властивостями: дезоксирибонуклеопротеїни (простетична група ДНК) і рибонуклепротеїни (простетична група РНК). Дезоксирибонуклеопротеїни переважно локалізовані в ядрі клітин і в мітохондріях. Рибонуклепротеїни – в цитоплазмі, ядрі і ядерцях. Функція ДНК складається в зберіганні генетичної інформації, РНК – передачі спадкової інформації. Білкова частина нуклеопротеїнів представлена гістонами і негістоновими білками. Розрізняють 5 класів гістонів (Н1, Н2А, Н2В, Н3 і Н4), які різняться за розмірами, амінокислотним складом і зарядом. Гістонові білки мають позитивний заряд, який обумовлений наявністю позитивно заряджених амінокислот – аргініну і лізину. Негістонові білки представлені складними білками-ферментами, а також регуляторними білками і є кислими, тобто мають негативний заряд. Нуклеїнові кислоти – полімери, мономерами яких є нуклеотиди.

2. Структура нуклеїнових кислот

При гідролізі нуклеїнових кислот утворюються пуринові (аденін, гуанін) і піримідинові (тимін, цитозин, урацил) основи, вуглевод (рибоза або дезоксирибоза) і фосфорна кислота. Відмінностями в будові ДНК і РНК є: в ДНК вуглевод дезоксирибоза, в РНК – рибоза; в ДНК міститься тимін, в РНК – урацил. 
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У складі ДНК і РНК відкриті так звані мінорні азотисті основи, на частку яких припадає до 10% всіх нуклеотидів. Азотиста основа пов'язана з вуглеводним компонентом глікозидним зв'язком. В утворенні глікозидного зв'язку в пуринових нуклеотидах бере участь N-9 пурину і С-1' пентози, а в піримідинових нуклеотидах – N-1 піримідина і С-1' пентози. Для того, щоб відрізнити вуглецеві атоми рибози або дезоксирибози від вуглецевих атомів, що входять до складу пуринових або піримідинових основ, перші прийнято позначати символом «штрих». До 5'-вуглецевого атома вуглеводу приєднується залишок фосфорної кислоти (від 1 до 3) і утворюються нуклеотиди. Нуклеозид складається з азотистої основи і вуглеводного компонента. Нуклеотид – нуклеозид + фосфорна кислота.
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Хімічна будова нуклеотиду

3. Особливості будови ДНК та її функції
Основні функції ДНК: 1) зберігання генетичної інформації, необхідної для кодування стpуктуpи всіх білків і всіх РНК кожного виду оpганізму; 2) pегуляція в часі і просторі біосинтезу компонентів клітин і тканин; 3) визначення діяльності організму протягом його життєвого циклу; 4) забезпечення індивідуальності даного організму. 

Розрізняють такі основні види ДНК: 1) ядерні (хромосомні) ДНК; 2) ДНК плазмід; 3) ДНК хлоропластів; 4) ДНК мітохондрій; 5) ДНК вірусів.

Ядерна ДНК локалізована в ядрі еукаріотичної клітини. Аналогом ядерної ДНК у бактерій служить генофор, або нуклеоїд, який являє собою кільцеподібно замкнуту ДНК, що не відокремлена від цитоплазми мембраною. Молекули ядерних ДНК містять основний обсяг інформації про всі спадкові ознаки організму. Їх функція – зберігання цієї інформації, забезпечення її експресії і рекомбінації, а також відтворення при діленні клітини і передача наступним поколінням організму. 

ДНК плазмід – це зазвичай кільцеподібно замкнуті молекули ДНК невеликого розміру, що знаходяться в цитоплазмі. Незважаючи на невеликий обсяг спадкової інформації, яка міститься в них, ДНК плазмід відіграють важливу роль у явищах спадковості і мінливості організмів, насамперед бактерій і грибів. Плазмідні ДНК – це відносно автономні структури: вони здатні реплікуватися незалежно від ядерної ДНК, а також переходити з однієї клітини в іншу в процесі їх контактів. Цю здатність плазмідних ДНК широко використовують інженери-генетики для перенесення спадкової інформації з одних організмів в інші.

ДНК хлоропластів знаходяться в пластидах рослин. Вони несуть інформацію про білки і РНК, необхідні для нормальної роботи фотосинтетичного апарату рослинної клітини. Оскільки хлоропласти рослин мають автономний апарат для синтезу білка, то роль цих ДНК частково аналогічна функції ядерної ДНК. 

ДНК мітохондрій, подібно ДНК хлоропластів, забезпечують автономний синтез білка, який протікає в мітохондріях. Незважаючи на відому автономність, функціонування ДНК хлоропластів та ДНК мітохондрій чітко координовано з діяльністю ядерної ДНК. Ці види ДНК у сукупності утворюють єдиний спадковий апарат еукаріотичної клітини. 

ДНК вірусів. Значна частина вірусів бактерій (бактеріофагів), тварин і людини належить до ДНК-вірусів. Наприклад, збудники віспи людини, герпесу, гепатиту В – ДНК-віруси. Набагато менше їх (не більше 3%) серед вірусів рослин та грибів. Вірусні ДНК несуть відносно невеликий обсяг спадкової інформації (від 10 до 150 генів), що забезпечує циркуляцію цих паразитів у природі, зокрема інфікування клітини-хазяїна. Подібно плазмідним ДНК, вірусні ДНК мають здатність «подорожувати» між клітинами і вбудовуватися (інтегруватися) в їх ДНК. Тому ДНК-віруси знаходять застосування в якості носіїв спадкової інформації в генно-інженерних розробках. 

Нуклеотиди в нуклеїнових кислотах пов'язані 3', 5'-фосфодиефірними зв'язками, що виникають між 3'-ОН групою вуглеводу одного нуклеотиду і 5'-ОН групою вуглеводу іншого нуклеотиду. 

Для розуміння ряду особливостей первинної структури ДНК важливе значення мають закономірності кількісного вмісту азотистих основ, встановлені вперше Е.Чаргаффом у 1949 році і названі правилами Чаргаффа: 

1. Кількість пуринових основ дорівнює кількості піримідинових основ. 

2. Кількість аденіну і цитозину дорівнює кількості гуаніну та тиміну. 

3. Кількість аденіну дорівнює кількості тиміну, а кількість гуаніну дорівнює кількості цитозину.

4. Коефіцієнт специфічності, який відображає Г+Ц/А+Т. Для еукаріотів цей коефіцієнт нижче одиниці (0,54-0,94), для прокаріотів – вище одиниці. 

У відповідності з моделлю Дж. Уотсона і Ф. Кріка, запропонованої в 1953 р. на підставі ряду аналітичних даних, а також рентгеноструктурного аналізу, молекула ДНК складається з 2-х ланцюгів (вторинна структура), утворюючи правозакручену спіраль, в якій обидва полінуклеотидні ланцюги закручені навколо однієї і тієї ж осі.  Утримуються полінуклеотидні ланцюги водневими зв'язками, що утворюються між комплементарними азотистими основами: між А і Т – два водневі зв'язки, Ц і Г – три водневі зв'язки. Азотисті основи розташовані всередині спіралі, а фосфорні залишки і вуглеводні компоненти – зовні. Крім водневих зв'язків у стабілізації молекули ДНК беруть участь сили гідрофобної («стекінг») взаємодії, що утворюється між площинами основ усередині даного ланцюга. 
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Нуклеотидний склад ДНК

[image: image15.png]3.4HM

BeTHKa

Masa

Gopizaka

Gopizaka




Подвійна спіраль ДНК

Обидва ланцюги в молекулі ДНК мають протилежну полярність (антипаралельні). Це означає, що один ланцюг має напрям 5 '→ 3', а інший        3 '→ 5'. Подібна спрямованість ланцюгів має важливе біологічне значення при реплікації і транскрипції молекули ДНК. Конфігурація подвійної спіралі ДНК змінюється в залежності від кількісного вмісту в ній води і іонної сили навколишнього середовища. Відстань між витками спіралі (або крок спіралі) дорівнює 3,4 нм. На цій ділянці укладається 10 нуклеотидних залишків, розмір одного нуклеотиду становить 0,34 нм, діаметр біспіральної молекули 1,8 нм. У структурі ДНК розрізняють велику і малу боріздки, закручені навколо осі молекули паралельно фосфодиефірному остову. У цих боріздках білки можуть специфічно взаємодіяти з певними атомами нуклеїнових основ. Серед різноманітних конформацій ДНК розрізняють лінійну ДНК і кільцеподібну замкнуту ДНК. Кільцеподібна структура ДНК характерна для бактерій і деяких вірусів.

ДНК у клітині має довжину 1,74 м, тому зрозуміло, що в ядрі відбувається упаковка ДНК. Третинна структура ДНК прокаріотів може утворюватися в результаті додаткового скручування в просторі двоспіральної молекули з утворенням суперспіралі або суперкільця. У вищих організмів ДНК знаходиться в хромосомах, які при мітозі видно в світловий мікроскоп. 

У кожній хромосомі знаходиться молекула ДНК, яка складає основу хроматину. Хроматин – комплекс ДНК з РНК і білками (ДНК 30-45%, гістони 30-50%, негістонові білки 4-30%, РНК до 10%). Структурна організація хроматину така, що дозволяє використовувати одну й ту ж генетичну інформацію ДНК по-різному в спеціалізованих клітинах. При цьому основна частина хроматину не активна. Активний хроматин складає в різних клітинах від 2 до 11%. 

4. Види і функції РНК

Всі типи РНК призначені для зняття інфоpмації про стpуктуpу білка з ДНК і забезпечення біосинтезу білка відповідно до цієї інфоpмації. РНК є одиночним полінуклеотидним ланцюгом, побудований з чотиpьох основних типів pибонуклеотидів – АМФ, ГМФ, ЦМФ і УМФ. Для РНК хаpактеpні міноpні нуклеотиди з незвичайними азотистими основами – дигідpоуpацил, 3-метилуpацил, 1-метилгуанін тa ін. (до 50 типів). Особливо їх багато в аміноацил-тРНК (до 10% від усіх нуклеотидів). У РНК вміст аденіну та гуаніну не відповідає вмісту уpацилу і цитозину.

При наявності в ланцюзі РНК ділянок з комплементарною послідовністю одиничний ланцюг РНК здатний згортатися з утворенням так званих «шпильок» – структур, що мають двоспіральні характеристики.
Розрізняють такі типи РНК: 

Інфоpмаційна або матрична РНК (м- або іРНК), м.в. 25000-1000000 Да, синтезується в ядpі з пpе-мРНК; становить 5-7% від всієї клітинної РНК. Період напівжиття кілька хвилин. На 5'-кінці всіх еукаріотичних мРНК є особлива структура – КЕП. КЕП являє собою 7-метилгуанозинтрифосфат. Утворення КЕПу відбувається ферментативним шляхом в ядрі ще до завершення транскрипції. Вважається, що КЕП, з одного боку, оберігає 5'-кінець мРНК від її розщеплення 5'-екзонуклеазою, з іншого боку, використовується для специфічного впізнавання в системі трансляції. За КЕПом міститься нетрансльована ділянка, в якій (від 3-15 нуклеотидів до ініціюючого кодону) розташовується послідовність нуклеотидів, що комплементарна послідовності рРНК. Її роль – забезпечення правильної взаємодії 5'-кінця з рибосомою. Далі розташована транслююча ділянка, яка завершується термінуючим кодоном, за яким часто йде гексануклеотид ААУААА. У більшості мРНК 3'-кінець містить поліаденілатний ланцюжок з 20-250 аденілових нуклеотидів, який не є результатом транскрипції, а приєднуються до мРНК в ході дозрівання в ядрі ферментативним шляхом. Передбачається, що поліаденілатна послідовність відповідає за підтримання внутрішньоклітинної стабільності мРНК, визначає її час існування. Кодовим елементом є тpиплет нуклеотидів (кодон), що кодує амінокислоту. Показано, що в лінійній молекулі мРНК формується кілька двохспіральних шпильок, на кінцях яких розташовуються «знаки» ініціації і термінації транскрипції. У втоpинній стpуктуpі РНК ланцюг вигнутий і за деякими даними в тpетинній структурі полінуклеотидний ланцюг пов'язаний (намотаний) із тpанспоpтним білком інфоpмофеpом.

Транспортні РНК (тРНК) – близько 15%. Транспортні РНК мають невелику молекулярну масу (~ 25 000) і містяться в розчинній фракції цитоплазми, виконуючи функцію переносу амінокислот до місця синтезу білка – рибосоми. Містять близько 75 нуклеотидів. У клітині міститься не менше 20 видів молекул тРНК. Кожний або декілька видів тРНК відповідають одній з 20 амінокислот, необхідних для біосинтезу білка. Вторинна структура всіх тРНК нагадує «лист конюшини» і має 4 основні ділянки. 1) акцепторна ділянка має на 3 'кінці послідовність нуклеотидів ЦЦА. До 3'-гідроксильної групи аденозильного залишку відбувається приєднання карбоксильної групи амінокислоти. Транспортні тРНК, з'єднані з амінокислотами, називають аміноацил-тРНК (аатРНК). Вони виконують адаптерну функцію при перекладі трилітерного коду нуклеїнових кислот у 20-літерну послідовність амінокислот у поліпептидному ланцюзі. 2) антикодонова петля необхідна для приєднання до триплету або кодону мРНК. 3) псевдоурідилова петля (TψC) складається з 7 нуклеотидів і містить залишок псевдоурідину; служить для зв'язування тРНК з рибосомою; 4) Дигідроурідилова петля (D) складається з 8-12 нуклеотидних залишків. Необхідна для зв'язування з аміноацил-тРНК-синтетазою, яка бере участь у впізнаванні амінокислотою своєї тРНК. Третинна структура представлена просторовою структурою у вигляді ліктьового згину (L-форма). 
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Будова тРНК

Рибосомні РНК (рРНК) – 80-85%, мають різну і значно більшу молекулярну масу (35000-1000000), є структурними компонентами рибосом. Рибосоми забезпечують специфічний контакт мРНК і тРНК, в результаті якого відбувається трансляція нуклеотидної послідовності, зчитаної з певного гена, в амінокислотну послідовність відповідного білка. Рибосоми ссавців складаються з 2-х нуклеопротеїнових субодиниць – великої з константою седиментації 60S і малої – 40S (у прокаріотів – відповідно 50S і 30S). 60S-субодиниця містить 5S-рибосомну РНК (рРНК), 5,8S-рРНК і 28S-рРНК. Мала, 40S-субодиниця включає єдину 18S-рРНК і близько 30 поліпептидних ланцюгів. Всі рибосомні РНК, за винятком 5S-РНК, мають спільного попередника – 45S-РНК, локалізовану в ядерці. У ядерці відбувається упаковка високометильованих рибосомних РНК з рибосомними білками.

Прокаріотичні рибосоми і рибосоми мітохондрій і пластид містять менше компонентів, але структурно і функціонально дуже схожі з еукаріотичними.

рРНК: вторинна и третинна структура
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Гетероядерні РНК (гяРНК) – попередники мРНК. Їх менше 2 % всіх РНК (тільки у еукаріотів).

Малі ядерні РНК (мяРНК) – асоціюються з білками і формують малі ядерні рибонуклеопротеїдні частки (мяРНП), які здійснюють сплайсинг РНК (тільки у еукаріотів).

4. Рівні компактизації ДНК

Розрізняють декілька рівнів укладання (компактизації) ДНК:
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1 – ДНК, 2– нуклеосома, 3 – намистини на нитці, 4 – фібрила 30 нм, 5 – активна хромосома, 6 – метафазна хромосома.
А – ізольовані ділянки; Б – гени, що активно транскрибуються; В – менш активні гени; Г – у період інтерфази; Д – в ході ділення клітини.
1) Нуклеосомний рівень. В електронному мікроскопі зображення хроматину нагадує намисто: кулясті потовщення розміром близько 10 нм, розділені перемичками. 
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Нуклеосоми

Кожна нуклеосома містить відрізок двоспіральної ДНК, який дорівнює за протяжністю приблизно 145-150 парам основ, обгорнутий в 1,5 оберти навколо ядра (білковий кор), що складається з гістонів (2Н1, 2Н2, 2Н3 і 2Н4). Вільні від контакту з білками ділянки ДНК називають лінкерними (або сполучними). Їх довжина варіює залежно від типу клітин (від 15 до 100 нм). Лінкерні ділянки ДНК або вільні, або контактують із гістонами Н1. Ступінь компактизації ДНК відбувається у 5 разів. Приблизно 90% ДНК входить до складу нуклеосом, 10% міститься в перемичках між нуклеосомами. Вважають, що нуклеосоми містять фрагменти «мовчазного» хроматину, а перемички – активного. При розгортанні весь хроматин стає активним. Міжнуклеосомний розрив ДНК – спосіб запрограмованої загибелі клітин – апоптоз. З нуклеосом утворюються фібрили. 

2) Нуклеомерний рівень. Подальша компактизація ДНК у складі хроматину пов'язана з утворенням нуклеосомних комплексів. Утворена компактна хроматинова фібрила побудована або за типом соленоїду (спіральний тип укладання), або за нуклеомерним типом (4-12 нуклеосом утворюють глобулу). 
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Нуклеомерний рівень укладання ДНК

Соленоїдний тип укладання нуклеосом. Щільно упаковані нуклеосоми першого рівня утворюють рівномірну спіраль із кроком близько 10 нм. На один виток такої спіралі припадає приблизно шість нуклеосом і виникає фібрила, яка має центральну порожнину. Вважається, що провідним фактором укладання нуклеосом є той гістон, який був відсутній на першому рівні. Це гістон Н1, який забезпечує взаємодію з сусідніми нуклеосомами, як би зближуючи і притягаючи поруч розташовані нуклеосоми. Причому, своєю глобулярною центральною частиною гістон Н1 приєднується до нуклеосоми, одним кінцем взаємодіє з лінкерною ділянкою, а іншим – з білками наступної нуклеосоми. Це скорочує первісну довжину молекули майже в 40 разів.

Нуклеомерний тип укладання. Тут теж провідним є гістон Н1, причому компактність нуклеомерів залежить від концентрації іонів магнію і групуються нуклеомери блочно по 6-8 штук. Між блоками існує довга лінкерна ділянка. Це укладання теж скорочує молекулу в 40 разів. У результаті утворюється хроматинове волокно діаметром 30 нм. Компактизація молекули пов'язана з обмеженням функцій генетичного матеріалу. У складі 30 нм фібрили хроматин практично недоступний. Різко падає здатність хроматину зв'язатися з полімеразою, регуляторними білками, таким чином при другому рівні компактизації ДНК спостерігається інактивація генної активності.

Нуклеомерне укладання хроматину сприяє скороченню нитки ДНК приблизно в 6 разів, а обидва рівні призводять до компактизації ДНК в середньому в 50 разів (42-60).

3) Хромомерний рівень. Наступний етап компактизації ДНК пов'язаний з утворенням петлеподібних структур, які називаються хромомери. При цьому можливі два шляхи пакування ДНК за допомогою негістонових білків: А) білки утворюють безперервний тяж, до якого кріпляться петлі нуклеомерної фібрили, Б) білки утворюють окремі центри, до яких кріпиться нуклеомерна фібрила.
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Хромомерний тип укладання хромосом

Хроматин типу «лампових щіток» – це інтерфазний еухроматин. Вважають, що петлі мають зв'язки з білками хромосомного каркасу, ядерного матриксу і білками ламіни.

Скорочення фібрили на цьому рівні відбувається в середньому у 25 разів, а на всіх 3 рівнях у 1000-1500 разів. Діаметр такої структури в середньому становить 300 нм (вона найбільш типова для інтерфазної хромосоми).
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Фрагменти хромосом типу «лампових щіток» з ядра ооцита тритона.

4) Хромонемний рівень. При поділі клітин йде подальша компактизація хромосом – утворення більш великих петель із хромомерної фібрили. На поверхні упаковані молекули ДНК несуть безліч білків, які утворюють подібність чохла. Якщо видалити цей чохол, то під електронним мікроскопом можна побачити, що кожна хроматида побудована з хроматинових петель, що відходять від центральної осі. 
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Хромонемний тип укладання хромосом

5) Хромосомний рівень. Вступ клітини з інтерфази в мітоз супроводжується суперкомпактизацією хроматину. Цей процес починається в профазі, досягаючи свого максимального вираження в метафазі мітозу. Діаметр хромосоми дорівнює 1400 нм. Компактизація забезпечується петельним укладанням хромонемної нитки. 
Транскрипційно-неактивний хроматин (гетерохроматин) щільно упакований і тому відповідні області інтенсивно забарвлюються. Ділянки транскрипційно-активного хроматину (еухроматину) мають більш слабке забарвлення. Дволанцюжкові стpуктуpи ДНК пpи нагріванні, пpи екстремальних значеннях pН, обробці сечовиною, тощо, можуть переходити у фоpму невпорядкованих клубків – це денатуpація ДНК. Молекули нуклеїнових кислот максимально поглинають ультpафіолет пpи 260 нм за рахунок поглинання азотистих основ. Розчин нативної ДНК має пpи 260 нм оптичну щільність на 40% нижче оптичної щільності суміші нуклеотидів. Це явище називають гіпеpхpомним ефектом. Про денатуpацію ДНК судять за збільшенням поглинання ультрафіолету при 260 нм. Пpи нагріванні поглинання пpи 260 нм зростає у вузькому діапазоні темпеpатуp – точка плавлення (80-85 ºС): Е260 ДНК <Е260 суміші нуклеотидів на 40%. Денатуpація зворотна, якщо залишилися спіpалізовані ділянки ДНК. Відновлення стpуктуp ДНК після видалення фактора, що денатурує (за рахунок комплементаpного спаpювання основ нуклеотидів) називається pенатурацією ДНК (віджиг ДНК). 

На явищі денатуpаціі-pенатураціі заснований метод гібpидізаціі. Відомі гібpидні дволанцюжкові молекули: 

1) ДНК-РНК, що утворюються як пpоміжні форми пpи дії зворотної тpанскpиптази; 

2) ДНК-РНК, що утворюються на коpоткий час у пpоцесі тpанскpипціі ДНК. 

☞Цікаві факти про ДНК☺
1. Всі люди мають однакову на 99,9% структуру ДНК і останнього 0,1 % достатньо, щоб створити різні послідовності ДНК.  

2. Біля 8 % ДНК людини складається з давніх вірусів, чий генетичний код об’єднався з людським протягом мільйонів років еволюції приматів.
3. Якщо розмотати ДНК у всіх клітинах нашого тіла, то нитка буде простягатися на біля 80 міліардів кілометрів.
4. У чоловіків рівень мутацій в ДНК перевищує в два рази показники жінок. Із чого випливає висновок, що за весь потрібний і непотрібний, гарний і поганий, позитивний і негативний – загалом будь-який прогрес людства, в основному відповідальні чоловіки. Жінки – контролери-зберігачі, які відсівають і зберігають все саме потрібне.
5. Іноді на світ з'являються люди, у яких не 1, а 2 набори ДНК. Пов'язано це з тим, що багато вагітностей починаються як близнюкові, й один з близнюків вбирає іншого в себе ще до того, як зародок можна помітити. У 99 % випадків це є кінцем історії, проте в деяких умовах, якщо людина «увібрала» в себе свого близнюка, в його тілі може зберегтися обидва набори ДНК. Таких людей називають хімерами, в їх організмі органи мають різні ДНК. Само це явище не дуже рідке, але переважна частина таких людей проживають своє життя, так ніколи і не дізнавшись про свій хімеризм. Більшість випадків хімеризму стала відома і була описана завдяки перевірці сумісності органів при пересадці в трансплантології.

6. Еритроцити – це єдині клітини в тілі людини, в яких відсутня ДНК.
7. Про збіги:

– ДНК людини на 30% збігається з ДНК листового салату,

– ДНК людини і банана збігаються на 50%,

– ДНК людей і мишей збігаються на 70%,

– ДНК людей і одного з видів хробаків, званих Nematoda filumuna збігаються на 75%,

– ДНК людини і шимпанзе ідентичні на 95%, до того ж у шимпанзе хромосом більше ніж у людини на 2 штуки.

Питання для самоперевірки:

1. Типи нуклеїнових кислот та їх функції. 

2. Будова рибо- та дезоксирибонуклеотидів.
3. Будова ДНК та РНК. 
4. Різниці між ДНК та РНК. 
5. Характеристика рівнів  компактизації ДНК

Тема № 3. ОРГАНІЗАЦІЯ ГЕНЕТИЧНОГО МАТЕРІАЛУ 
Мета: вивчити особливості структури генів у про- та еукаріотів, різноманітність ділянок ДНК та загальну організацію генетичного матеріалу у прокаріотів.
План:

1. Структура гену.
2. Ділянки ДНК.
3. організація геному прокаріотів.
4. Типи вірусних геномів та плазміди.

Перелік ключових термінів і понять теми: ген, цистрон, псевдогени, спейсери, промотор, оператор, термінатор, атенюатор, енхансер, сайленсер, інсулятор, транскрипційні фактори, активатор, репресор, індуктор, корепресор, оперон, РНК-віруси, ДНК-віруси, плазміди.

1. Структура гену

Вважається, що ген – це ділянка ДНК, яка несе цілісну інформацію про будову однієї молекули білка або однієї РНК. Ген являє собою послідовність нуклеотидів ДНК розміром від кількох сотень до мільйона пар нуклеотидів. Для регулярного правильного зчитування інформації в гені повинні бути присутніми: кодон ініціації, безліч смислових кодонів і кодон термінації.
Для прокаріотів характерна відносно проста структура генів. Так, структурний ген бактерії, фага або вірусу, як правило, контролює одну ферментативну реакцію. Специфічним для прокаріотів є оперонна система організації декількох генів. Гени одного оперону розташовані в кільцевій хромосомі бактерії поруч і контролюють ферменти, які здійснюють послідовні або близькі реакції синтезу.

Структура генів у бактеоріофагів і вірусів в основному схожа з бактеріями, але більш ускладнена і пов'язана з геномом хазяїв. Наприклад, у фагів і вірусів виявлено перекривання генів, а повна залежність вірусів еукаріотів від метаболізму клітини-хазяїна призвела до появи екзон-інтронної структури генів.

Еукаріотичні гени, на відміну від бактеріальних, мають переривчасту мозаїчну будову. Послідовності, що кодують (екзони) перемежовуються з некодуючими (інтрони). В результаті структурні гени еукаріотів мають довшу нуклеотидну послідовність, ніж відповідна зріла мРНК, послідовність нуклеотидів в якій відповідає екзонам. Екзони та інтрони чергуються між собою. Іноді на інтрони доводиться до 90% всієї довжини гена. Між генами знаходяться ще одні некодуючі послідовності – спейсери, що виконують структурну роль при утворенні хроматину і хромосом. До некодуючих ділянок ДНК належать і регуляторні послідовності – ділянки, що знаходяться в безпосередній близькості від рамки зчитування гена. Вони називаються цис-регуляторними елементами (це промотор, сайт для зв'язування РНК-полімерази).

Регуляторні послідовності, які знаходяться на значній відстані від початку гена, називаються транс-регуляторними (це енхансери, сайленсери, інсулятори). Отже, поняття гена не обмежується лише кодуючою ділянкою ДНК, а включає в себе і регуляторні послідовності.

Цистрон – ділянка ДНК, яка кодує один поліпептидний ланцюг. Таким чином, якщо білок складається з декількох різних поліпептидних ланцюгів (субодиниць), то його ген включає кілька цистронів. Якщо цистрони розташовуються в різних хромосомах, то їх також називають генами (наприклад, гени α- і β-ланцюгів гемоглобіну). 
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Поруч з функціонально активними генами в геномі еукаріотів присутні також і псевдогени – мутаційно змінені послідовності, які нездатні транскрибуватися або продукують функціонально неактивні генні продукти. Вони представляють собою копії відомих генів, що працюють в інших частинах геному та позбавлені інтронів або інактивовані мутаціями. Також знайдені ділянки повторюваних нуклеотидних послідовностей, функції яких вивчені недостатньо, а також мігруючі елементи (мобільні гени або транспозони), що здатні переміщуватися по геному. Приблизно 42% генома людини складається з ретротранспозонів і до 2-3% – ДНК-транспозонів.

2. Ділянки ДНК
Ген - це функціональна одиниця ДНК, що містить інформацію для синтезу поліпептиду або РНК. Середня довжина гена – близько 1000 пар основ. Послідовність основ у кожному гені унікальна.
Між генами перебувають спейсери – неінформативні відрізки ДНК різної довжини (іноді більше 20 000 пар основ), які мають значення для регулювання транскрипції сусіднього гена.
Спейсери, що транскрибуються, копіюються при транскрипції разом із геном і їх комплементарні копії з'являються в пре-і-РНК з обох боків від копії гену. Навіть всередині самого гена є (тільки у еукаріотів і їх вірусів) неінформативні послідовності (інтрони), які теж транскрибуються. При процесингу всі копії інтронів і більшість копій спейсерів вирізаються за допомогою ферментів.
Спейсери, що не транскрибуються, зустрічаються між генами для гістонів, а також між генами для р-РНК.
Функції спейсерів:

1) виконання структурної ролі:

а) участь у правильному укладанні нуклеосомного ланцюга до вищих структур хроматину;

б) участь у прикріпленні хромосом до апарату центріолей.

2) участь у специфічному зв'язуванні певних білків:

а) ферментів, що функціонують на ДНК (ДНК-полімеразний комплекс, РНК-полімерази);

б) регуляторних білків. 

Ділянки ДНК, що специфічно пов'язують певні білки:

1. Промотори.
2. Оператори.
3. Термінатори та атенюатори.
4. Енхансери.
5. Сайленсери.
6. Інсулятори.
Гени функціонують в клітині не самі по собі, а входять до складу більш складної генної регуляторної системи. Ділянка ДНК, на якій проходить зчитування інформації, називається одиницею транскрипції. Вона обмежена промотором (зона початку транскрипції) і термінатором (зона зупинки транскрипції).

Промотор (Р) – це суворо певна регуляторна нуклеотидна послідовність, яка пізнається ферментом транскрипції – РНК-полімеразою. 
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Промотори: 

· або впритул примикають до початку структурної частини гену; 

· або відокремлені від нього будь-якими функціональними локусами (ділянками).
До складу промоторів всіх вивчених оперонів входять дві ділянки з відносно постійним складом і послідовністю нуклеотидів (консенсусні послідовності). Одна з них (послідовність Хогнеса) необхідна для пізнавання, а інша (послідовність Прибнова) – для щільного пов’язування РНК-полімерази з промотором. Послідовність Хогнеса має склад 5’ТТГАЦА3’, послідовність Прибнова – 5’ТАТААЕ3’. У різних промоторах положення обох послідовностей трохи різниться. Частіше вони відокремлені одна від одної на 16-18 пар нуклеотидів.
Промотор виконує наступні функції:

а) це місце приєднання РНК-полімерази до молекули ДНК;
б) послідовність основ в промоторі визначає який з ланцюгів ДНК буде «смисловий», тобто з якою ланцюга ДНК буде йти зчитування інформації (РНК-полімераза завжди рухається по ланцюгу ДНК від 3 'до 5' кінця).

У про- та еукаріотів послідовності промоторів різні. Це враховується в генній інженерії, в разі вбудовування в геном бактерії генів людини.

Промотори еукаріотів різноманітні за кількістю і будовою елементів. Промотор еукаріотичного гена – це ділянка ДНК, на якій збираються білки транскрипції, які пізнають свої сайти зв'язування і взаємодіють один з одним і з іРНК-полімеразою. 

Оператор (О) – це послідовність нуклеотидів, що нетранскрибується, ділянка зв'язування білка-репресора. Він розташовується в безпосередній близькості до промотора або перекривається з ним. 
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У багатьох оперонів є не один, а кілька сайтів зв'язування з регуляторними білками, які не обов'язково розташовуються поруч, а можуть перебувати по різні боки від промотора. Тому зараз прийнято говорити про сайти зв'язування регуляторів. Зв'язування білка-репресора з оператором або створює стеричні (просторові) труднощі для зв'язування РНК-полімерази з промотором, або перешкоджає просуванню її на смисловому ланцюзі ДНК і визначає точку початку транскрипції. Слід зазначити, що ні промотор, ні оператор в РНК не транскрибуються і зони промотора і оператора можуть перекриватися.
Термінатори та атенюатори:  короткі локуси, які слугують сигналами про закінчення (термінацію) транскрипції ДНК. 

У еукаріотів є тільки термінатори. У бактерій – атенюатори і термінатори. 

Атенюатор – ділянка ДНК, яка містить сигнал дострокової термінації транскрипції і регулює довжину транскрипту після ініціації транскрипції. Атенюатори знаходяться перед групою спільно регульованих генів. Термінатори знаходяться після генів. В одних умовах транскрипція припиняється на атенюаторі (гени не зчитуються), в інших умовах - на термінаторі (гени прочитуються).

В еукаріотів важливу роль в процесах регуляції транскрипції грають послідовності, які не кодують – енхансери, сайленсери, інсулятори.
Енхансери (Е) - розташовуються достатньо далеко від регульованого гену: до декількох тисяч пар нуклеотидів і діє на транскрипцію, знаходячись на відстані. Вони діють незалежно від положення відносно напрямку транскрипції. Існує кілька моделей функціонування енхансерів. Більшість з них полягає в тому, що білки, пов'язані з енхансерами, безпосередньо взаємодіють з білками, зібраними на промоторі, а ДНК між ними випетлюється. Енхансери практично не володіють специфічністю дії, тому в геномі є інші регулятори, які визначають активність і специфічність енхансерів.
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У цьому прикладі енхансер розташований перед послідовністю, яка  кодує, але петля може утворитися і якщо енхансер розташований позаду послідовності, яку кодує.

Запропоновані й інші гіпотези про механізм дії цього регуляторного елементу:

1. Енхансер може діяти на великій відстані, активуючи ДНК-топоізомеразу, яка вносить торсійне напруження у велику петлю ДНК, використовуючи для цього енергію гідролізу АТР.

2. Енхансер може впливати на транскрипцію, діючи як сайт посадки мобільних білків, які пов’язуються з ДНК і потім рухаються вздовж її молекули. 

3. Енхансер може пов’язувати білки, які сприяють приєднанню ближнього гену до певної області ядра, де локалізовані фактори транскрипції.

4. «Петльова модель» транскрипційного комплексу:
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TATA box (або Pribnow box) - частина промотора, що є сайтом зв'язування для білкових факторів.

Транскрипційні фактори (Transcription factors) - допомагають зайняти правильну позицію активаторам і РНК-полімеразі.
Транскрипцію потрібно не тільки активувати, але й пригнічувати. Для цього існують сайленсери.
Сайленсер – послідовність ДНК, з якою пов’язуються білки-репресори (фактори транскрипції). Пов’язування білків-репресорів із сайленсерами призводить до зниження чи до повного пригнічення синтезу РНК ферментом ДНК-залежною РНК-полімеразою. Сайленсери діють незалежно від їх положення відносно напрямку транскрипції та не володіють специфічністю дії.


Регуляторні білки, які пов’язуються з сайленсерами, по аналогії з білками енхансерів, окрім ДНК-пов’язуючих доменів містять амінокислотні послідовності, що забезпечують білок-білкові взаємодії, які необхідні для здійснення негативної регуляції транскрипції.

Припускається, що специфічність дії енхансерів і сайленсерів визначається інсуляторами, які блокують активність енхансера/сайленсера, але це відбувається в тому випадку, якщо інсулятор знаходиться між промотором і енхансером/сайленсером. При цьому інсулятори не впливають безпосередньо на активність енхансера/сайленсера і промотора – енхансер/сайленсер може впливати на незаблокований інсулятором промотор, а промотор може бути активованим/репресованим іншим енхансером/сайленсером. В даний час запропоновано багато моделей, але деталі функціонування невідомі.
3. Організація геному прокаріотів
Оператор і структурні гени утворюють оперон. У 1961 р. французькі вчені Ф. Жакоб і Ж. Моно запропонували модель оперону, як систему регуляції експресії генів бактерій. Методами молекулярної біології у 70-і роки була підтверждена оперонна гіпотеза Ф. Жакоба і Ж. Моно і  встановлена будова оперону.

Як з'ясували Жакоб і Моно роботою оперона керують гени-регулятори. Вони не входять до складу оперона, але є необхідною частиною регуляторної системи. Гени-регулятори контролюють синтез білка-репресора, що зв'язується з оператором оперону. Білок-репресор може закривати оператор (репресор активний) або відкривати його (репресор неактивний), тобто можливі два варіанти регуляції активності генів.

Білок-репресор має два активні центри: 

1. Центр зв'язування з оператором.

2. Центр зв'язування з субстратом. Під субстратом розуміють будь-яку речовину, інформація про синтез або розклад якої закодована в даному опероні або гені. Це можуть бути гормони, амінокислоти, вуглеводи, поживні речовини, отрути, тощо.
Згідно моделі оперону структурні гени діляться на дві групи:

1. Конститутивні гени – гени, що забезпечують синтез білків загального призначення (білки рибосом, ферменти гліколізу, тощо ), тРНК і рРНК. Транскрибування цих генів відбувається шляхом приєднання РНК-полімерази до промотора. Транскрипція таких генів відбувається постійно та не потребує регуляції.
2. Індуцибельні гени (гени, що регулюються іншими генами) – функціонування, а також швидкість і тривалість їх транскрипції залежить від різних регулюючих факторів, що стимулюють або забороняють приєднання РНК-полімерази до промотора гена:

· генетичні фактори – спеціальні білки-регулятори (активатори та репресори);
· негенетичні фактори – невеликі молекули (ефектори: індуктори та корепресори).
Індуктори – запускають транскрипцію. Вони можуть інактивувати білки-репресори, які перестають з'єднуватися з операторами, або підвищувати здатність білків-активаторів (апоіндукторів) до зв'язування з ними, що полегшує з’єднання РНК-полімерази з промотором. У результаті гени активно транскрибуються.

Корепресори – перешкоджають транскрипції. Вони можуть інактивувати білки-активатори, які втрачають при цьому здатність з'єднуватися з операторами, або активувати репресори, що перебувають у неактивному стані. У результаті РНК-полімераза не може з'єднуватися з промотором і транскрипція не йде.

ОТЖЕ:

Концепція оперону Жакоба і Моно:

1) оперон - це одиниця координованої транскрипції генів прокаріотів;
2) оперон включає групу структурних генів, транскрипція яких відбувається з загального промотора і регулюється поодиноким оператором.

Генетичний контроль активності оперону:

1) регуляція активності кожного оперону знаходиться під контролем гена-регулятора, який кодує синтез регуляторного білка;
2) ген-регулятор не входить до складу оперона і є конститутивним, тобто його експресія відбувається постійно (немає оператора).

До складу оперона входять:
1) група зчеплених структурних генів, що кодують синтез ферментів для єдиного метаболічного процесу;
2) регуляторні ділянки: промотор, оператор, термінатор.
Приклад будови лактозного оперону (lac-оперону):


Область оперону, яка транскрибується, включає не тільки оператор і структурні гени. Між оператором і першим структурним геном (координати від +28 до +36) знаходиться ділянка, що кодує т.зв. сайт впізнавання рибосом (або послідовність Шайна-Далгарно). До її складу входить ділянка 5'АGGА3'. У мРНК, яка транскрибується, до цієї послідовності приєднується рибосома. Сайти рибосом розташовані перед кожним структурним геном оперону.
Промотор, оператор і ділянка, що термінує, є загальними для всіх генів оперону. Тому, мРНК, що синтезується, є поліцістронною, тобто містить безперервну послідовність нуклеотидів РНК, яка транскрибована з усіх структурних генів даного оперону - від оператора до термінатора включно.

4. Типи вірусних геномів та плазміди
Геном вірусів містить або РНК, або ДНК (РНК- і ДНК-віруси відповідно). Виділяють позитивну (+) РНК, що володіє матричної активністю і відповідно – інфекційними властивостями, і негативну (-) РНК, що не виявляє інфекційні властивості, яка для відтворення повинна транскрибуватися (перетворюватися) в (+)РНК. Механізми репродукції різних вірусів дуже складні і істотно відрізняються.
Типи вірусних геномів

РНК-віруси




ДНК-віруси

Одноланцюгова РНК

Одноланцюгова  ДНК
      Дволанцюгова кільцева (наприклад, вірус 

(наприклад, парвовірус)     ДНК (наприклад, вірус 

тютюнової мозаїки, 





      SV40, вірус папіломи)

вірус поліомієліту)


Дволанцюгова РНК 

Одноланцюгова  

      Дволанцюгова ДНК, 

(наприклад, реовірус) 

кільцева ДНК 

      яка несе на кінцях 






(наприклад, 

      ланцюгів ковалентно

бактеріофаг М13)

      зв’язаний білок





     (наприклад, аденовірус)








Дволанцюгова ДНК,
     Дволанцюгова ДНК,

(наприклад, бактеріофаг    з ковалентно зшитими

Т4 і вірус герпесу)
 кінцями ланцюгів         (наприклад, вірус віспи)





       

Кількість інформації, яку вірус приносить у клітину для забезпечення свого відтворення, різниться у різних вірусів суттєво. 

Наприклад:

1. У ДНК порівняно крупного бактеріофага Т4 закодовано не менше 30 різних ферментів, що забезпечують вибіркову та швидку реплікацію хромосоми бактеріофага у збиток реплікації ДНК клітини-хазяїна. Ці білки беруть участь у безперервних циклах реплікації Т4-ДНК та здійснюють вибіркове включення у Т4-ДНК 5-гідроксиметилцитозину замість цитозину,  є закодовані нуклеази, які вибірково руйнують ДНК Е. coli.

2. Більш мілкий ДНК-вмісний мавп’ячий вірус SV40 несе в собі мало генетичної інформації і більш залежить від ферментів клітини-хазяїна, як в синтезі своїх білків, так і в синтезі своєї ДНК. Вони використовують для своїх потреб клітинні ферменти, які беруть участь у реплікації ДНК, у т.ч. ДНК-полімеразу. 

Але у всіх геномах ДНК-вірусів закодовані ферменти, що вибірково ініціюють синтез їх особистої ДНК. Для цього вони пізнають особливу нуклеотидну послідовність – крапки початку реплікації.

Життєвий цикл вірусів
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Позахромосомні молекули ДНК представлені плазмідами.
Плазміда - кільцева позахромосомна ДНК, здатна до автономної реплікації
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Хромосомна ДНК (1) і плазміди (2) в бактеріальній клітині 

Плазміди здатні подвоюватися (реплікуватися) автономно, але при цьому вони експлуатують реплікаційну систему клітини-господаря. Більшість плазмід кодує спеціальні білки – ініціатори реплікації. Ці білки починають процес реплікації, який потім підхоплюється і продовжується реплікаційною системою клітини.

Плазміди широко використовуються в генній інженерії для перенесення генетичної інформації і генетичних маніпуляцій. Для цього створюються штучні плазміди – вектори, які складаються з частин, узятих із різних генетичних джерел, а також зі штучно створених фрагментів ДНК.

Плазміди є майже у всіх бактерій. Є F-плазміди, які містять інформацію, що забезпечує їх власне перенесення з однієї клітини в іншу, R-плазміди з генами стійкості до антибіотиків, плазміди деградації мають гени, що відповідальні за утилізацію незвичайних метаболітів. 

Їх розміри від 1 до 500 т.п.н. Кожна містить сайт початку реплікації (ori). Існують висококопійні (10-100 копій) і низькокопійні (1-4) плазміди.

Плазміди беруть участь у захисті від бактеріофагів та усуненні конкурентів шляхом синтезу бактеріоцинів.


Питання для самоперевірки:

1. Яка будова генів про- та еукаріотів?
2. Дати характеристику ділянкам ДНК.
3. Які існують подібності та відмінності між геномом про- та еукаріотів?
4. Нарисувати схему будови оперону. Виділити і підписати назву всіх його функціональних ділянок.
5. Нарисувати і дати характеристику типам вірусних геномів.
Тема № 4. ОСОБЛИВОСТІ ОРГАНІЗАЦІЇ ГЕНЕТИЧНОГО МАТЕРІАЛУ В ЕУКАРІОТІВ
Мета: вивчити особливості організації генетичного матеріалу в еукаріотів.
План:

1. Нуклеотидні послідовності в геномі еукаріотів.

2. Сателітна ДНК. Міні- та мікросателіти.

3. Помірно повторювані послідовності.

4. Генні родини.

5. Теломери.
Перелік ключових термінів і понять теми: унікальні послідовності, тандемні та дисперговані повтори, сателітна ДНК, міні- та мікросателіти, генні родини, гени рибосом, гени гістонів, гени гемоглобіну, теломери.

1. Нуклеотидні послідовності в геномі еукаріотів

Головна кількісна особливість генетичного матеріалу еукаріотів – наявність надлишкової ДНК. Наприкінці 60-х років роботами американських вчених Р. Бріттена, Е. Девідсона та інших була відкрита фундаментальна особливість молекулярної структури геному еукаріот – накллеотидні послідовності різного ступеня повторюваності. Це відкриття було зроблено за допомогою молекулярно-біологічного методу вивчення кінетики ренатурації денатурованої ДНК. 

Розрізняють такі фракції в геномі еукаріотів.

1. Унікальні, тобто послідовності, які представлені в одному примірнику або небагатьма копіями. Як правило, це цистрони – структурні гени, що кодують білки.

2. Низькочастотні повтори – послідовності, що повторюються десятки разів.

3. Проміжні, або середньочастотні, повтори – послідовності, що повторюються сотні і тисячі разів. До них відносяться гени рРНК (у людини 200 на гаплоїдний набір, у миші - 100, у кішки – 1000, у риб і квіткових рослин – тисячі), тРНК, гени рибосомних білків і білків-гістонів.

4. Високочастотні повтори, число яких досягає 10 мільйонів (на геном). Це короткі (~ 10 пн) послідовності, що не кодуються, які входять до складу прицентромерного гетерохроматину.

1. Послідовності ДНК, які не повторюються, називаються унікальною ДНК. Вміст унікальних послідовностей в геномі еукаріотів варіює у різних організмів, і їх доля складає 15–98% від всієї ДНК. Їх більша частина – некодуюча (приклад, інтрони). Геном прокаріотів містить тільки унікальні послідовності ДНК.
2. Повторена ДНК складається з нуклеотидних послідовностей різної довжини і складу, які зустрічаються в геномі кілька разів або в тандемно-повторюваному, або в диспергованому вигляді. 
Розмір частини геному, зайнятої повторюваними послідовностями, широко варіює між таксонами. У дріжджів він досягає 20%, у ссавців повторюється до 60% всієї ДНК. У рослин може перевищувати 80%.

Велика кількість некодуючих повторюваних послідовностей представлена багатьма копіями. Розрізняють декілька класів повторюваних ДНК – тандемні і дисперговані повтори.

Тандемні (часто повторювані) повтори – послідовності повторюваних фрагментів ДНК, які розташовані один за одним «голова до хвоста», із змінним числом копій. Представлені моно-, ди-, три- та тетрануклеотидами у повторах. Число перевищує  105 на гаплоїдний геном. До тандемних повторів  належить сателітна ДНК. Сателітна ДНК не кодує білки і локалізована в конститутивний гетерохроматин хромосом. Вона властива для теломерних і центромерних областей хромосом. Теломерний повтор дуже консервативний. Практично у всього живого царства він влаштований однаково. 


Дисперговані (або помірно) повторювані послідовності ДНК, не організовані у великі блоки, а розсіяні по геному.  Представлені 10-104 копіями.

2. Сателітна ДНК. Міні- та мікросателіти
ДНК високо повтореного хроматину називають сателітними ДНК.  Довжина послідовності сателітів, що високо повторюються, складає від 100 тисяч до більш ніж 1 мільйона нуклеотидів. Повторювана послідовність, як правило, складає більше 100 п.о. Її вміст може досягати  5-50 % від сумарної кількості ДНК. Не бере участь у синтезі основних типів РНК в клітині, не пов’язана з процесом синтезу білка.

Властивості сателітної ДНК: 

а) швидка і точна реасоціація в процесі ренатурації ДНК; 

б) багато копій; 

в) проста первинна структура; 

г) гомогенний склад (протяжні кластери одних і тих же повторюваних блоків послідовностей); 

д) пурин-піримідинова асиметрія в розподілі нуклеотидів по ланцюгам ДНК; 

е) концентрування в прицентромерному гетерохроматині; 

ж) обмежена реплікація (недореплікація) при політенізаціі хромосом; 

з) перебування в складі хромосом у вигляді тандемно (один за одним) розташованих кластерів.

Міні- і мікросателіти на відміну від сателітних ДНК виявляються в еухроматині. Кількість копій повторів в міні-і мікросателітах набагато менша в порівнянні з сателітними ДНК. Використовуються як молекулярні маркери у визначенні спорідненості, приналежності до конкретної популяції, для дослідження гібридизації, є ідеальними поліморфними маркерами для картування генів спадкових захворювань.

Мікро- (повторювані фрагменти ДНК довжиною від 1 до 6 п.о.) і мінісателітні (повторювані фрагменти ДНК довжиною від 7 до 100 н.) ДНК характеризуються високою варіабельністю за кількістю копій в геномах організмів навіть одного виду, і в ряді випадків мають генетичну нестабільність як в нормі, так і при деяких патологічних станах організмів.

Зустрічаються між генами та в інтронах, але все ж таки більше всього їх в центромерних та теломерних районах хромосом. 

Серед мікросателітних повторів найбільш частіше в геномі людини зустрічається СА-повтори. Блоки з цих повторів можна виявити, приблизно через кожні 30 тис. п.н. Вони локалізовані, як правило, в некодуючих районах ДНК. Блоки СА-повторів демонструють спадкоємність Менделя в родинах і не виявляють нових мутацій. Крім СА-повторів поширені і інші кластери тандемних повторів (ТТТА)n; (ТСТА)n; (ТТТС)n, із різною варіабельністю за кількістю повторів. 

3. Помірно повторювані послідовності

Інший тип повторів – дисперговані повторювані послідовності ДНК (або помірно повторювані послідовності), не організовані у великі блоки, а розсіяні по геному. Мають два великі класи:

1. SINE (short interspersed elements) – короткі дисперговані елементи (довжина 90–400 п.о.).
Вони з'явилися в результаті зворотної транскрипції коротких молекул РНК, що транскрибуються РНК-полімеразою III: 5S рРНК , тРНК і різні мяРНК. SINEs не кодують білки і їх транспозиція в геномі залежить від інших мобільних елементів.

Виділяють 3 групи SINE в залежності від того, яка РНК стала їх попередником:

1) SINE, що утворилися від тРНК (звичайні у безхребетних і хребетних тварин, у багатьох квіткових рослин). 

2) SINE, що утворилися від 7SL РНК (зустрічаються тільки у гризунів, приматів і тупайі). 7SL РНК є стрижневим компонентом сигнальної частинки, що може розпізнавати  (SPR-частинки) – рибонуклеопротеїнової молекули, яка взаємодіє з рибосомальною системою і бере участь у транспорті білків через клітинні мембрани. В геномі людини та деяких приматів є так звані Alu-повтори (довжина повторюваних одиниць складає ~ 300 п.о.). Їх міститься близько 1 млн копій, що становить близько 10,7% від усього генома. В середньому зустрічаються через кожні 4 т.п.о. Alu-повтор утворився від гена, що кодує 7SL РНК. Вперше Alu-повтор з'явився у предків приматів.   
Інсерції Alu-повторів є причиною декількох спадкових захворювань людини і деяких форм раку. Ретропозиція Alu-повторів відбувається через утворення транскрипта РНК-полімеразою III, інсерцію транксрипту і зворотну транскрипцію. [2] Alu-повтори не кодують білкові продукти і їх реплікація залежить від LINE ретротранспозонів. 

Вивчення інсерцій Alu-повторів дозволяють прояснити деякі аспекти еволюції приматів і людини. У людини більшість інсерцій Alu-повторів знаходиться в тих же місцях, що і в геномах інших приматів, але близько 7000 інсерцій унікальні для людини.
3) SINE, що утворилися від 5S рРНК (знайдені у деяких риб і у деяких ссавців).

2.  LINE (long interspersed elements) – довгі дисперговані елементи (7 т.п.о.). Представляють собою один із варіантів ретротранспозонів (автономних), в структурі якого є ген зворотної транскриптази та ендонуклеази, продукти яких забезпечують транспозицію. LINE-повтори здатні забезпечувати також переміщення коротких диспергованих повторів за рахунок своєї зворотної транскриптази. РНК, що утворюються після транскрипції LINE-повторів, перетворюються в копії-ДНК, які вбудовуються у нові місця геному. В процесі синтезу ДНК-копії на РНК інколи відбувається передчасна зупинка цього процесу, тому в геномі людини поряд із повнорозмірними довгими диспергованими повторами присутні елементи скороченої довжини. Ферменти, що кодуються LINE-повторами, також беруть участь у процесі появи в геномі деяких псевдогенів, тобто генів, які взагалі не здатні функціонувати. Також відомі гени, що нормально функціонують, і які виникли за рахунок зворотної транскрипції мРНК. Ці гени не містять інтронів і їх називають безінтронними. 

Прикладом LINE-повторів є ретротранспозони L1, число копій яких досягає 100 тис. Проте реально число активних копій, що переміщуються, складає 30-60 тис, інші настільки пошкоджені, ще не транскрибуються і, відповідно, вже не можуть переміщуватись.

Так само як і сателітні ДНК, SINE-і LINE-повтори характеризуються генетичною нестабільністю. 

Короткі дисперговані повтори SINE-ретротранспозони, які, на відміну від LINE не є автономними, не кодують білків і залежать від ферментів LINE, в яких потребують для транспозиції. Відзначено, що SINE на відміну від LINE, як правило, вбудовуються в певні, багаті генами ділянки геному. Неавтономні ДНК-транспозони також вимагають білків, що кодуються автономними ДНК-транспозонами для переміщення в геномі.

Інші типи повторів:
Прямі повтори:

1) Загальні прямі повтори;
2) Місцеві прямі прості повтори;
3) Місцеві прямі повтори зі спейсерами.
Інвертовані повтори:
1) Загальні інвертовані повтори;
2) Місцеві інвертовані повтори;
3) Інвертовані повтори зі спейсерами;
4) Паліндромні повтори;
5) Дзеркальні і «вивернуті навиворіт» повтори.
4. Генні родини

Сімейство генів (gene family): набір генів з близькими послідовностями, що виник у результаті дуплікації предкового гена і наступних змін у кожному гені сімейства в процесі еволюції. У багатьох випадках, гени сімейства кодують синтез східних продуктів.
Різні члени одного сімейства генів виникали в еволюції з одного гена-попередника. Процес, у результаті якого з'являлися «копії», отримав назву дуплікації, тобто подвоєння. Такі дуплікації в деяких випадках відбуваються не одноразово, а багато разів. Зараз стало ясно, що дуплікації грають дуже важливу роль в еволюції. Підраховано, що в геномі людини в сумі дуплікується близько 3,6% нуклеотидних послідовностей розміром 1000 і більше п. н.
Різні копії одного сімейства генів можуть розташовуватися в геномі поруч і прямувати один за одним (тандемна дуплікація). Так, гени, що кодують рРНК і білки гістони, розташовані в геномі людини у вигляді кластерів, побудованих з одних й тих самих послідовностей, що розташовуються один за одним. Такі кластери однакових генів зазвичай потрібні організму для того, щоб напрацьовувати великі кількості певного продукту. Наприклад, рРНК становить за масою основну частину всієї клітинної РНК, входячи до складу рибосоми. Величезна маса гістонів потрібна клітині для упаковки гігантських молекул ДНК і щільного укладання їх у хромосоми. У всіх таких випадках говорять про велику «дозу» гена в геномі, яка в кінцевому підсумку і забезпечує клітину великою кількістю продукту.

Гени гістонів
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А) Усі п'ять гістонових генів згруповані в єдиний кластер довжиною ~ 6900 н.п.

Б) Такі кластери повторюються в геномі багато разів: у людини – приблизно 35. Це прискорює швидкість синтезу гістонів в S-фазі клітинного циклу. У хромосомі кластери йдуть тандемно один за одним. 

В) У різних кластерах однотипні гістонові гени не завжди повністю ідентичні. Тому й самі гістони (Н1, Н2А, Н2В) – це групи дуже схожих, але все ж таки різних білків.
Г) У всіх кластерах гени розташовуються в одній і тій же послідовності і розділені між собою спейсерами, на які припадає близько 70% всієї довжини кластеру. 

Д) Особливість гістонових генів – відсутність інтронів і високий вміст пар ГЦ. 

Е) У людини і більшості еукаріотів у всіх 5 генів кодуючим виступає один і той же ланцюг ДНК. У дрозофіли гени Н1, Н2А і Н3 кодуються одним ланцюгом, а Н2В і Н4 – іншим: 
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Ж) у еукаріотів (окрім дрозофіли) кластер гістонових генів транскрибується як єдине ціле – у вигляді однієї довгої пре-мРНК. А при дозріванні її вона розрізається на п'ять окремих гістонових мРНК. У дрозофіли гени гістонів транскрибуються окремо і в різних напрямках.

Гени рибосомних РНК
До складу рибосом входять чотири види рРНК: 5S-рРНК, 5,8 S-рРНК, 18S-рРНК, 28S-рРНК. Гени, що кодують молекули рибосомних повторюються тандемно один за одним.
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Особливості генів рРНК:

А) Гени всіх рРНК знаходяться на ділянках хромосом, які асоційовані з ядерцем. До того ж ген самої маленької рРНК (5S-рРНК) розташовується окремо від генів інших рРНК. Решта генів об'єднані в кластер.

Б) Гени рРНК представлені великою кількістю копій. У людини близько 100.

В) Відсутність інтронів і високий вміст пар ГЦ.

Г) У кластері гени розділені 2 спейсерами. Між собою кластери розділені одним великим спейсером – до 5000 пар основ (довжина самого кластеру - 8000 пар основ)

Д) Кожен кластер транскрибується як єдине ціле – одна пре-рРНК.

В більшості інших випадках копії генів, що виникають у результаті дуплікації, поступово змінюються (мутації), що призводить до виникнення певних відмінностей між ними, хоча формальна спорідненість при цьому зберігається. Такий процес був названий дивергенцією, тобто розбіжністю. Дивергенцію зазвичай висловлюють у відсотках відмінностей між двома спорідненими послідовностями нуклеотидів у ДНК або послідовностями амінокислот у білках.
Проте навіть після того, як різні копії генів однієї родини стають не зовсім схожими одна з іншою, вони найчастіше виконують подібну функцію. Але експресуються різні члени однієї такої родини зазвичай у різний час або в різних типах клітин. Так, в геномі людини виявлено тридцять генів, що кодують родинні чинники зростання клітин шкіри (фібробласти). У нижчих організмів число таких генів істотно менше (у дрозофіли їх всього 2). Генів, що кодують кератин – білок зовнішнього шару шкіри та його похідні (волосся, нігті) – у людини 111 штук. Геном людини також має близько 1000 копій генів-рецепторів нюху.

Диверговані в ході еволюції людини гени родини іноді виявляються розкиданими в різних місцях на одній або навіть різних хромосомах. При цьому ген може бути подвоєний цілком, а може відбуватися подвоєння невеликого набору його екзонів або навіть всього лише одного з його екзонів.
У людини є дві родини глобінових генів (альфа і бета). Ці родини розташовані на різних хромосомах. Кожна родина складається з декількох членів. Відрізняються вони лише тим, що включаються в різний час, в результаті чого виконують одну і ту ж роль, але на різних стадіях розвитку організму.
Гени гемоглобіну
У нормі зустрічається 4 види гемоглобіну, до складу яких входять субодиниці 5 видів:

Вид Нb:                 НbА         НbА2               Нb ембріона           НbF

                         (гемоглобін дорослих)

   (Нb плоду)

субодиничний

склад
                 α2β2           α2δ2                      α2ε2                    α2γ2
У Нb F γ-ланцюги бувають двох видів: γG γA (відмінність за одним амінокислотним залишком).  Т.ч., білкова частина Нb кодується шістьома генами: α, β, δ, ε, γG  та γA.
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Особливості:
А) Гени Нb вважаються унікальними: мають дуже невелике число копій.
Б) Ген α знаходиться в іншій хромосомі на відміну від інших генів і повторюється двічі. Решта генів об'єднані в кластер, який теж повторюється кілька разів. Вважають, що ці гени утворилися в ході еволюції з одного гена, який кілька разів подвоївся. Після цього його копії еволюціонували кожна по-своєму.

В) У глобіновому кластері є великі три спейсерні ділянки (від 4000 до 14000 н.п.), які складають більшу частину довжини кластеру. Всередині генів містяться інтрони. Наприклад, в гені β їх два з довжиною 120 і 555 н.п.

Г) Вважають, що транскрибуються гени глобінового кластеру окремо один від одного, тому що їх експресія відбувається на різних стадіях онтогенезу. 

У родинах генів зустрічаються також гени, в яких порушена здатність функціонувати в клітині у зв’язку з накопиченням помилок в їх ДНК. Це – псевдогени (у геномі людини їх близько 20000). Зокрема, у величезній родині генів-рецепторів нюху близько 60% є псевдогенами.
5. Теломери
На 3'-кінцях хромосом еукаріотів розташовані теломери, що належать до тандемних повторів. Вони, захищаючи лінійні кінці хромосом еукаріотів від деградації і злиття, підтримують стабільність генома. Апарат реплікації клітини не в змозі забезпечити повну реплікацію кінців хромосом, крім того теломери піддаються впливу нуклеаз та інших деструктивних чинників. У результаті при кожному поділі клітини теломери скорочуються. У більшості організмів основним механізмом підтримки довжини теломер служить добудовування теломерних повторів ДНК ферментом теломеразою після закінчення синтезу відстаючого ланцюга при реплікації.

Цей фермент подовжує 3'-кінець хромосоми, тоді як комплементарний ланцюг добудовується ДНК-полімеразою. Теломераза є рибонуклеопротеїдним комплексом. Цей фермент включає в себе теломеразну зворотну транскриптазу і теломеразну РНК, яка містить матричну ділянку для подовження ДНК. Крім того, в теломеразний комплекс входить ще цілий ряд допоміжних компонентів, які забезпечують функціонування теломерази in vivo. Частина з них необхідна для посадки теломерази на теломери в певний момент клітинного циклу, інша – для регуляції її активності. Деякі білки необхідні для дозрівання теломеразного комплексу і для деградації його компонентів.

У різних видів живого теломера має:
1) однакову будову;
2) завжди розташована на 3'-кінці;
3) складається з багатьох розташованих один за одним повторів (до тисячі) однієї короткої послідовності - (5') ГГТТАГ (3'), що не несуть генетичної інформації. Тому, якщо відбувається втрата деякої частини даних повторів, це не позначається на функціонуванні геному. 


(5′)  ЦТААЦЦ-…-ТААЦЦ----….----ГГТТАГ - … - ГГТТАГ (3′)



(3′)  ГАТТГГ -… -ГАТТГГ----.…----ЦЦААТЦ-…-ЦЦААТЦ (5′)
Функції теломер:

1. Механічна функція.
а) участь у фіксації хромосом до ядерного матриксу, що важливо для правильної орієнтації хромосом в ядрі;

б) теломери зціплюють одну з іншою кінці сестринських хроматид.

2. Стабілізаційна функція.
а) наявність теломер, за відсутності теломерази, охороняє від недореплікаціі генетичні значущі відділи ДНК;

б) за наявності теломеразної активності є можливість стабілізації кінців розірваних хромосом.
3. Вплив на експресію генів.
Активність генів, розташованих поряд з теломерами знижена (репресована). Такий ефект називається транскрипційним мовчанням, або сайленсінгом. При значному вкороченні теломери ефект положення зникає і прителомерні гени активуються.

4. «Рахункова» функція

Теломерні відділи ДНК виступають в якості годинникового пристрою, який відраховує кількість ділень клітини після зникнення теломеразної активності. Кожний поділ призводить до вкорочення теломери на 50-65 н.п. Досягаючи критично короткої довжини, теломери втрачають можливість виконувати всі або багато функцій. Порушується клітинний цикл, і в остаточному підсумку клітина гине.
☞Цікавий факт☺
Повтори в геномі людини зустрічаються не тільки в некодуючих, але й у кодуючих ділянках деяких генів. Цікаві в цьому плані ланцюги колагенових пептидів першого типу. Цей тип колагену знаходиться в шкірі, сухожиллях, кістках, стромі внутрішніх органів. Колаген складається з трьох α-ланцюгів, закручених один навколо одного. В основі будови ланцюгів колагену лежить повтор з трьох амінокислот: проліну, оксипроліну і гліцину, що сприяє щільній упаковці поліпептидних ланцюгів у фібрилах. Повторам амінокислот в поліпептидних ланцюгах колагену відповідають повтори кодонів в екзонах гену Colla 1. З цього прикладу видно, що не тільки унікальні послідовності, але й повтори в генах можуть мати функціональне значення в поліпептідних ланцюгах, які кодуються ними.


Питання для самоперевірки:

1. Що таке унікальна та повторювана ДНК?

2. Дати характеристику  сателітній ДНК, міні- та мікросателітам.

3. Характеристика та роль коротких та довгих диспергованих повторів.

4. Які особливості генів гістонів, рибосомних РНК і гемоглобіну?

5. Як роль теломер?
Тема № 5. МОЛЕКУЛЯРНІ МЕХАНІЗМИ ТРАНСКРИПЦІЇ

Мета: вивчити молекулярні механізми транскрипції у про- та еукаріотів.

План:

1. Фактори, необхідні для транскрипції.
2. Механізм транскрипції у прокаріотів.
3. Механізм транскрипції в еукаріотів.
4. Процесінг РНК.
5. Зворотна транскрипція.

Перелік ключових термінів і понять теми: транскрипція, оперон, транскриптон, РНК-полімераза, ініціація, елонгація, термінація, гяРНК, промотор, КЕП, polyA-хвіст, сплайсинг, мяРНП, процесінг, тРНК, рРНК, зворотна транскрипція.

Синтез РНК на матриці ДНК називається транскрипцією. Послідовність рибонуклеотидів в молекулі РНК комплементарна послідовності дезоксирибонуклеотідів одного з ланцюгів ДНК. 

При транскрипції, РНК-полімераза пов’язується з  ДНК та відокремлює ДНК ланцюги. РНК-полімераза потім використовує один з ланцюгів ДНК в якості матриці для збірки нуклеотидів РНК.

Етапи транскрипції: 
1. Ініціація 
2. Елонгація 
3. Термінація. 
Фермент – ДНК-залежна РНК-полімераза або РНК-полімераза. 
Субстрат – рибонуклеозидтрифосфати. 
Синтез РНК-транскрипту йде в напрямку від 5’- до 3’-кінця. 
У еукаріотів різні види РНК синтезуються різними РНК-полімеразами: РНК-полімераза 1 – для синтезу пре-рРНК, РНК-полімераза 2 – для синтезу пре-мРНК, РНК-полімераза 3 – для синтезу пре-тРНК та 5S-рРНК. У прокаріот – однією.
Одиницею транскрипції є оперон (у прокаріотів) і транскриптон (в еукаріотів). 

За функціональною ознакою в опероні виділяють регуляторні та структурні області: 

1) промотор – місце ініціації транскрипції, до якого приєднується фермент РНК-полімераза; 

2) оператор (або акцепторна зона в еукаріотів) – місце зв'язування регуляторних білків, наприклад, білка-репресора; 

3) структурна частина гену; 

4) термінатор – послідовність нуклеотидів, що сигналізує про завершення транскрипції. 

В області промотора у прокаріотів знаходяться багаті АТ-парами послідовності (ТАТА-бокс Прібнова). Більш за все процес розплітання подвійної спіралі ДНК в цій області полегшений. 

В еукаріотів функціональна організація промотора набагато складніша за рахунок додавання регуляторних блоків: блок регуляції швидкості транскрипції – енхансерні ділянки (enhance – посилювати), сайленсерні ділянки (silence – змусити мовчати, заглушати). Регуляторні гени можуть розташовуватися перед геном, що транскрибується, за ним, всередині нього або в іншій хромосомі. 

Термінацію синтезу РНК викликають довгі блоки АТ-послідовностей нуклеотидів в ДНК – термінатор (стоп-сигнал); у ряді прокаріотів виявлений білок, що має назву ρ-фактор, який в ділянці термінації звільняє РНК від матриці ДНК. 

1. Фактори, необхідні для транскрипції

1. Матриця, якою є неспарений ланцюг ДНК. 

2. Субстрати. Для синтезу РНК необхідні чотири типи рибонуклеозидтрифосфатів: АТФ, ГТФ, ЦТФ, УТФ. Розрив макроергічного зв'язку між α і β-залишками фосфорної кислоти забезпечує процес синтезу енергією. 

3. Транскрипція відбувається за участю ферменту ДНК-залежної РНК-полімерази, яка складається з 5 субодиниць (холоферменту): двох ідентичних α-субодиниць, близьких за розміром, але не ідентичних β та β'-субодиниць і σ-субодиниці. Встановлено, що β-субодиниця бере участь у зв'язуванні рибонуклеозидтрифосфатів, β'-субодиниця – у зв'язуванні ферменту із ДНК-матрицею, α-субодиниця бере участь в ініціації транскрипції. Структура ферменту без σ-фактору називається кор-ферментом. Цей фактор знаходить суворо певні послідовності нуклеотидів у промоторі, сприяє більш міцному зв'язуванню полімерази зі специфічною промоторною послідовністю ДНК і бере участь у розкритті подвійної спіралі ДНК, так щоб один з ланцюгів міг слугувати матрицею. 

Для того, щоб почати транскрипцію, РНК-полімераза пов’язується з ділянкою гену ДНК, яка називається промотором. 
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Пізнавання РНК-полімеразою промотора:
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РНК-полімераза пізнає в першу чергу на промоторі дві суворо визначені 6-нуклеотидні послідовності, що розташовані вище старт-сигналу та відокремлені одна від іншої ≈17 нуклеотидами. Вони називаються консенсусними послідовностями, до  яких  відноситься бокс-Прибнова (ТАТА-бокс). 

Асиметрична будова РНК-полімерази зумовлює два можливі способи, якими фермент може бути орієнтованим відносно ДНК: кожній із цих орієнтацій буде відповідати два протилежні напрямки руху при транскрипції. Відповідно, один із двох ланцюгів ДНК буде обиратися як матричний – той, з якого зчитується інформація у напрямку 3'-5'.
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Послідовність ланцюга ДНК, який є комплементарним матричному, збігається з послідовністю РНК, що синтезується. Тому саме цей нематричний ланцюг називають кодуючим, або змістовним, його послідовність прийнято наводити як послідовність даного гена (відповідно, матричний ланцюг називають антикодуючим). Нуклеотид кодуючого ланцюга, який відповідає стартовому нуклеотиду РНК (частіше пуриновий), позначається як +1, наступні нуклеотиди (чи пари основ) у напрямку руху полімерази нумерують з позначкою +1, +2, +3 і т. д. У зворотному напрямку  нуклеотиди нумерують із позначкою "-" (починаючи з -1).

Типовий бактеріальний промотор складається з двох елементів послідовності, розташованих на відстані приблизно -10 і -35 від стартової точки. Консенсусна (узагальнена для різних промоторів) послідовність елемента -35 має вигляд T82T84G78A65C54A45 (числами позначено частоту поширення даної основи у відсотках). Послідовність елемента -10 (називається також боксом Прибнова): T80A95T45A60A50T96. Варіабельність послідовностей визначає різну ефективність ініціації – силу промоторів. Саме елементи -35 та -10 безпосередньо впізнаються σ-фактором при ініціації транскрипції. Наведені послідовності розпізнаються варіантом σ-фактора із молекулярною вагою 70 кДа (σ70), який є досить широко застосовуваним, однак він не єдиний. Кільком іншим варіантам σ, під контролем яких перебувають певні групи промоторів, відповідають інші консенсусні послідовності -35 та -10. Взаємодія σ-фактора з промотором чітко орієнтує РНК-полімеразу щодо ДНК, тобто визначає як стартову точку транскрипції, так і її напрямок (вибір одного з двох ланцюгів як матричного).
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Типовий промотор E. coli. 
2. Механізм транскрипції у прокаріотів
Синтез РНК включає 3 стадії: ініціацію, елонгацію та термінацію. 

1. На стадії ініціації РНК-полімераза за допомогою σ-субодиниці через серію випадкових актів асоціації-дисоціації знаходить промотор і відбувається приєднання всієї молекули РНК-полімерази. Після синтезу ланцюга РНК приблизно з 8 рибонуклеотидів σ-субодиниця відділяється від холоферменту і приєднується до іншої молекули РНК-полімерази. Синтезовані ланцюги РНК мають на 5'-кінці зазвичай залишок ГТФ або АТФ (рррА, або рррГ). На відміну від синтезу ДНК затравка в цьому випадку не потрібна. Отже, новостворений ланцюг РНК має трифосфатну групу на 5'-кінці і вільну ОН-групу на 3'-кінці.
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2. На стадії елонгації РНК-полімераза синтезує ланцюг РНК в напрямку 5'→3' антипаралельно матричному ланцюгу ДНК. У ході транскрипції новосинтезований ланцюг РНК тимчасово утворює короткі відрізки гібридної спіралі ДНК-РНК. За мірою того, як розплітається чергова ділянка ДНК, транскрибована ділянка відновлює свою двоспіральну конформацію. Максимальна швидкість елонгації становить приблизно 50 нуклеотидів за секунду. На відміну від ДНК-полімерази РНК-полімераза не перевіряє правильність новоствореного полінуклеотидного ланцюга. У зв'язку з цим надійність транскрипції значно нижча, ніж надійність реплікації. Частота помилок при синтезі РНК становить приблизно одну помилку на 104-105 нуклеотидів, що в 105 разів вище, ніж при синтезі ДНК. Набагато більш низьку надійність синтезу РНК клітина обходить тим, що з одного гена синтезується багато копій РНК-транскриптів. 
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3. Пройшовши структурні гени і синтезувавши поліцистронну молекулу мРНК, РНК-полімераза вступає в область, яка називається термінатором. У термінаторній послідовності містяться ділянки, що складаються з повторюваних GC-пар, розташованих в протилежній орієнтації відносно один одного і взаємно комплементарних. У одноланцюговій мРНК, яка транскрибується, ці ділянки комплементарно з'єднуються за допомогою водневих зв'язків, утворюючи т.зв. «шпильки». За термінатором, на відстані близько 20 нуклеотидів від осі шпильки, розташована ділянка ДНК, що складається із залишків аденіну (ААА...) (в мРНК, відповідно, будуються UUU...). На РНК-транскрипті утворюється поліуридиновий «хвіст». Тому як полі-U послідовність з'єднана з комплементарною їй послідовністю полі-А (в ДНК) меншим числом водневих зв'язків, ніж ділянки, що складаються з G-C пар, то це сприяє від'єднанню РНК-транскрипту від ДНК-матриці.

Таким чином, сигналом для початку термінації слугують GC-багаті  ділянки в кінці генів: 

· сила взаємодії пар Г-Ц велика (три водневі зв’язки); 

·  розкручування таких ділянок в ДНК відбувається важче;
·  це уповільнює рух РНК-полімерази; 

·  синтез йде до одного з кодонів термінації;
·  полімераза відокремлюється від ДНК і РНК.

У бактерій є два механізми вивільнення РНК: 

1) ро-залежний механізм, при якому білок Rho (ро) дестабілізує водневі зв’язки між матрицею ДНК і мРНК, вивільнюючи молекулу РНК.

2) ро-незалежний, при якому транскрипція зупиняється, коли тільки що синтезована молекула РНК формує стебло-петлю, за якою розташовано декілька урацилів (...УУУУ), що приводить до відокремлення молекули РНК від матриці ДНК. 

1)
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Після термінації синтезу даного ланцюга РНК кор-фермент відділяється від ДНК-матриці і, зв'язавшись з новою молекулою σ-фактора, може пізнавати відповідні промоторні ділянки і приступати до синтезу нової молекули РНК. Один й той самий кодуючий ланцюг можуть одночасно зчитувати кілька молекул РНК-полімерази, але процес відрегульований таким чином, що в кожен даний момент кожна молекула транскрибує різні ділянки ДНК.

3. Механізм транскрипції в еукаріотів
В еукаріотичних клітинах присутні 3 ядерні РНК-полімерази – I, II, III. Загальна архітектура еукаріотичних полімераз дуже схожа на таку прокаріотичної полімерази; спільними є й основні механізми роботи полімераз.
Кожна полімераза має свій набір базальних факторів транскрипції, які забезпечують точну посадку ферменту на промотор, вибір стартової точки (як і для прокаріотів, стартова точка транскрипції не збігається із стартовим кодоном для трансляції) та одного з ланцюгів ДНК, як матричного. РНК-полімерази І та ІІІ є високоспеціалізованими – за допомогою своїх базальних факторів вони розпізнають 1-2 типи промоторів. РНК-полімераза ІІ працює на промоторах білкових генів, що відрізняються великим розмаїттям, і, крім базальних факторів, ініціація транскрипції РНК-полімеразою ІІ потребує специфічних факторів транскрипції, які розпізнають специфічні регуляторні елементи промоторів.

Промотор РНК-полімерази ІІ, узагальнену схему якого показано на рисунку, може складатися з таких елементів послідовності (для конкретних промоторів спостерігаються численні варіації цієї схеми). Проксимальні (приблизно в зоні -50 ... -200 пар основ відносно старту транскрипції) і дистальні (будь-де відносно старту – на великій відстані, усередині кодуючої частини гена тощо) регуляторні елементи мають спорідненість до специфічних факторів транскрипції, взаємодія з якими активує/блокує зв'язування РНК-полімерази. Якщо дистальний елемент підсилює ефективність ініціації, його називають енхансером  (enhancer – підсилювач), якщо навпаки – сайленсером (silencer – глушник). У зоні старту міститься так званий базальний промотор, на якому, власне, і відбувається ініціація.
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Приблизна узагальнена схема організації промотора РНК-полімерази ІІ та консенсусні послідовності основних елементів базального промотора
Базальний промотор може включати (але не обов'язково) три елементи: ТАТА-бокс (починається приблизно з -30 пари основ), ініціаторний елемент (Initiator, Inr) безпосередньо в зоні старту, DPE (Downstream Promoter Element) на відстані приблизно +30 пар основ від старту. Останні два елементи, Inr і DPE, як правило, присутні (якщо присутні) одночасно. Наприклад, близько 14 % промоторів дрозофіли містять усі три елементи, 29 % – тільки ТАТА-бокс, 26 % тільки DPE разом з Inr, 31 % не мають жодного із трьох елементів. В останньому випадку промотор визначається іншими, більш специфічними елементами послідовності, що розпізнаються специфічними факторами, які, у свою чергу, взаємодіють із факторами базальними.

Для ініціації транскрипції є необхідним збирання на промоторі преініціаторного комплексу за участю РНК-полімерази ІІ й шести базальних (загальних) факторів транскрипції TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH). Послідовність його збирання може бути різною, але всі базальні фактори мають бути присутніми у складі преініціаторного комплексу для подальшого запуску транскрипції. Фактор TFIID здійснює впізнання стандартних елементів базального промотора. TFIIB взаємодіє з TFIID і РНК-полімеразою, виконуючи функції, які дещо нагадують такі прокаріотичного фактора σ. TFIIH забезпечує первинне плавлення подвійної спіралі при ініціації та здійснює фосфорилювання певних елементів РНК-полімерази, яке служить сигналом очищення промотора та початку елонгації. Інші базальні фактори додатково стабілізують комплекс і виконують допоміжну роль.

Ефективне збирання преініціаторного комплексу можливе лише за участі ще одного структурного модуля – медіатору, який містить понад 20 субодиниць. Цей мультибілковий комплекс здійснює лише білок-білкові взаємодії – із РНК-полімеразним комплексом та із специфічними факторами транскрипції, що зв'язані на проксимальних та дистальних елементах промотора. Отже, медіатор – це засіб передачі «активаційних сигналів» із регуляторних елементів послідовності на РНК-полімеразу: збільшення кількості взаємодій підсилює ефективність збирання преініціаторного комплексу.
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Схема збирання комплексу активації транскрипції

Більшість специфічних факторів транскрипції (ТФ) мають у своїй структурі принаймні два домени: той, що взаємодіє з ДНК, і так званий активаційний (AD, Activation Domain), який використовується для взаємодії з іншими білками. Активаційні домени зв'язують білкові кофактори (коактиватори), у результаті на дистальних і проксимальних елементах промотора формується складний мультибілковий комплекс – енхансосома. Активаційні домени ТФ і коактиватори мають спорідненість до медіатору та базальних факторів транскрипції. Результатом такої взаємодії є ефективне збирання преініціаторного комплексу на базальному промоторі.

Після збирання преініціаторного комплексу відбувається локальне плавлення ДНК, матричний ланцюг занурюється в активний центр полімерази, де починається синтез короткого первинного транскрипту. Далі за рахунок активності TFIIH здійснюється фосфорилювання С-кінцевого домену (довгий невпорядкований поліпептидний хвіст) найбільшої із субодиниць РНК-полімерази, яка є точкою перемикання ініціації на елонгацію: відбувається очищення промотора, полімераза втрачає зв'язок із базальними факторами й продовжує синтез РНК.

Елонгація транскрипції, процесінг і термінація синтезу мРНК в еукаріотів
Після синтезу перших 20-30 нуклеотидів до С-кінцевого домену РНК-полімерази рекрутуються ферменти, які здійснюють певну хімічну модифікацію 5'-кінцевого нуклеотиду мРНК з утворенням КЕПу (CAP): до 5'-кінця мРНК приєднується олігонуклеотид, що складається з 2-3 метильованих нуклеотидів, причому кінцевим є 7-метилгуанозин. Функціональне значення КЕПу є багатоплановим: незвичайна будова 5'-кінця захищає його від нуклеазної деградації, він приймає участь у транспорті мРНК до цитоплазми та в ініціації трансляції, а також стимулює інші реакції процесінгу.

Механізм синтезу РНК представлений на рисунку:
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Транскрипція ДНК

Далі під час елонгації транскрипції, негайно після синтезу чергового інтрона, на С-кінцевому домені відбувається збирання мультимолекулярної структури, яка називається сплайсосомою. Компонентами сплайсосоми є сам інтрон, білки та п'ять типів малих ядерних РНК, нуклеотидні послідовності яких комплементарні послідовностям на кінцях кожного з інтронів. У результаті спарювання основ, що містяться в мяРНК і на кінцях згорнутого в петлю інтрона, два екзона зближуються, інтрони вирізаються, а екзони зшиваються лігазою. Таким чином, молекули мяРНК грають роль тимчасових матриць, що утримують близько один від одного кінці двох екзонів для того, щоб сплайсинг стався в правильному місці. В результаті мРНК стає копією лише кодуючої частини гена або її фрагментів: сплайсинг часто може здійснюватися кількома альтернативними шляхами.
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Сплайсинг РНК

Таким чином. ключову роль у визначенні просторової структури, формуванні та функціонуванні сплайсосоми, яка утворюється окремо на кожному черговому інтроні, відіграють малі ядерні РНК: саме вони впізнають межі інтронів та екзонів, а також забезпечують каталіз реакцій сплайсингу. Роль сплайсосомних білків зводиться до стабілізації структури сплайсосоми, сприяння перебудовам цієї структури під час здійснення операцій сплайсингу, а також регуляції сплайсингу – блокування чи підсилення ефективності збирання сплайсосоми на даному інтроні білками-регуляторами сплайсингу. Наявність певного набору таких регуляторів і визначає, головним чином, вибір того чи іншого шляху альтернативного сплайсингу.

Швидкість збирання сплайсосом визначається швидкістю транскрипції. З іншого боку, зі сплайсосомою взаємодіють фактори елонгації транскрипції – наявність сплайс-сайта (межі між інтроном і екзоном) сприяє прискоренню руху полімерази. Такий процес синтезу РНК та її сплайсингу продовжується до моменту, доки в складі пре-мРНК не з'являється специфічна послідовність – сигнал термінації.

Останньою подією процесингу, тісно узгодженою з термінацією транскрипції, є поліаденілування 3'-кінця мРНК – приєднання до 3'-кінцевого нуклеотиду polyA-послідовності. Сигнал термінації транскрипції та поліаденілування (polyA-сигнал) складається з двох елементів послідовності, які розпізнаються певним набором білкових факторів. Після впізнання polyA-сигналу, доки РНК-полімераза продовжує синтез залишку РНК за сигналом (до 1 тис. нуклеотидів), до мультибілкового комплексу, який збирається на polyA-сигналі, долучаються polyA-полімераза та фактори розрізання мРНК. Збирання комплексу стимулюється зв'язаними з кепом білками, а також сплайсосомою на останньому інтроні – сплайсинг останнього інтрона й розрізання/поліаденілування РНК здійснюються одночасно та стимулюють одне одного.

У межах другого елемента послідовності polyA-сигналу міститься консервативний динуклеотид, у якому відбувається розрізання. До 3'-кінця, що виник унаслідок розрізу, polyA-полімераза приєднує один за одним 100-200 аденілових нуклеотидів. Розрізання/поліаденілування РНК є тригером термінації транскрипції. Упізнання polyA-сигналу індукує конформаційні зміни в полімеразному комплексі, які приводять до зниження спорідненості полімерази до ДНК і транскрипту. Потім мРНК зв'язується з білком інформофером і транспортується в цитоплазму до рибосоми.
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Будова мРНК

Отже, в результаті транскрипції утворюються три типи попередників РНК (первинні транскрипти): попередник мРНК, або гетерогенна ядерна РНК (пре-мРНК або гяРНК), попередники рРНК (пре-рРНК), що містять 5,8S РНК, 18S РНК і 28S РНК в еукаріотів і, відповідно, 5S, 16S РНК і 23S РНК у прокаріотів, попередники тРНК (пре-тРНК). Вони являють собою копію оперона (або кластерів генів) і містять інформативні та неінформативні послідовності.

4. Процесінг РНК

Утворення функціонально активних молекул РНК (мРНК, рРНК, тРНК) відбувається завдяки процесінгу і продовжується після завершення транскрипції: 

1. Механізм процесінгу гяРНК розглянутий вище.

2. У клітинах ссавців молекули рРНК транскрибуються у вигляді великого загального первинного транскрипту. Процесінг рибосомальних РНК відбувається в ядерці, де і локалізовані гени рибосомних РНК. Синтезована пре-рРНК (45S) піддається ферментативній модифікації і розщепленню і дає зрілі 18S-, 5,8S- і 28S-рРНК. Спочатку приблизно 100 нуклеотидів метилюється по 2'-гідроксильній групі рибозних залишків, більше 100 залишків уридину ізомеризуються в залишки псевдоуридину. Метилювання йде тільки на ділянках, що формують надалі зрілі молекули рРНК. Потім 45S-попередник піддається нуклеолітичному процесінгу. В ході процесінгу РНК в ядерцях відбувається подальше метилювання. 5,8S-рРНК і 28S-рРНК, які зв'язуючись з рибосомними білками в ядерцях, формують велику 60S-субодиницю рибосоми. Молекула 18S-рРНК в комплексі з відповідними поліпептидами утворює малу субодиницю рибосоми. 5S РНК синтезується окремо.
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Процесінг рРНК

3. Молекули тРНК спочатку транскрибуються у вигляді великих попередників, які часто містять більше однієї молекули тРНК, що зазнають впливу нуклеолітичного процесінгу при дії специфічних рибонуклеаз. Подальші модифікації молекул тРНК включають алкілування нуклеотидів і приєднання характерного ЦЦА-триплету до 3'-кінця молекули (акцепторна ділянка), до якого приєднується відповідна амінокислота. Метилювання попередників тРНК ссавців відбувається, ймовірно, в ядрі, а розщеплення і приєднання ЦЦА-триплетів – у цитоплазмі. 
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Процесінг тРНК

Процесінгу у прокаріотів підпадає тРНК і рРНК:
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Процесінг рРНК у прокаріотів

5. Зворотна транскрипція
Деякі онкогенні РНК-віруси тварин, такі, як вірус саркоми Рауса, мають Zn2+-умісний фермент РНК-залежну ДНК-полімеразу, яку часто називають зворотною транскриптазою або ревертазою. Існування зворотної транскриптази в РНК-онкогенних вірусах було передбачене ще в 1962 році Говардом Темінем і Девідом Балтімором. Зворотній транскриптазі приписують 3 види ферментативної активності: 

1) РНК-залежної ДНК-полімеразної (будує по матриці РНК дочірній ланцюг ДНК); 

2) рибонуклеазної (забезпечує видалення ланцюга РНК); 

3) ДНК-залежної ДНК-полімеразної (будує на матриці комплементарної ДНК другий ланцюг ДНК). 

Після того як такий вірус потрапляє в клітину-господаря, цей фермент здатний каталізувати синтез так званої комплементарної ДНК (кДНК), для якої вірусна РНК грає при цьому роль матриці. У результаті утворюється гібридна молекула. На другому етапі відбувається руйнування вихідної вірусної РНК з комплексу гібридної молекули під дією зворотної транскриптази. Нарешті, на третьому етапі на матриці ланцюга ДНК комплементарно синтезуються нові ланцюги ДНК. У результаті утворюється ДНК, яка містить гени, що зумовлюють рак; ця ДНК часто вбудовується в геном еукаріотичної клітини господаря, де вона може протягом багатьох поколінь залишатися в прихованому, тобто неекспресуючому стані. За певних умов такі непрацюючі вірусні гени (онкогени) можуть активуватися і викликати реплікацію вірусу; при інших же умовах вони можуть сприяти перетворенню такої клітини в ракову. 
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Механізм зворотної транскрипції

☞Цікаві факти ☺
До інгібіторів транскрипції, що мають протибактеріальну дію, відносять речовини, які блокують синтез РНК. У цю групу входить широко застосовуваний в клініці рифампіцин, який одержують на основі природного антибіотика рифаміцину, утвореного бактеріями Streptomyces. Антибіотики із сімейства рифампіцинів інгібують тільки бактеріальну ДНК-залежну РНК-полімеразу, зв'язуючись з β-субодиницею ферменту і перешкоджаючи ініціації транскрипції. Вони не запобігають зв'язуванню РНК-полімерази з ДНК-матрицею, а перешкоджають утворенню першого фосфодіефірного зв'язку в ланцюзі РНК, при цьому практично не впливаючи на елонгацію.

Інгібування транскрипції також створюється практичною незворотністю утворення комплексів типу ДНК-антибіотик. Так, актиноміцин D міцно пов’язується з двоспіральною ДНК і за рахунок цього пригнічує її активність в якості матриці для синтезу РНК.


Питання для самоперевірки:

1. Яка функція кожної субодиниці РНК-полімерази?

2. Особливості кожного з етапів транскрипції.
3. Різниці транскрипції в клітинах прокаріотів та еукаріотів.
4. Етапи процесінга мРНК еукаріотів – кепірування, сплайсинг, поліаденілірування.
5. Роль зворотної транскрипції та її механізм.
Тема № 6. МОЛЕКУЛЯРНІ МЕХАНІЗМИ ТРАНСЛЯЦІЇ

Мета: вивчити молекулярні механізми трансляції.

План:

1. Трансляція білка і фактори трансляції.
2. Роль рибосом у синтезі білка.
3. Особливості будови мРНК та генетичний код.
4. Активація амінокислот.
5. Етапи трансляції.

Перелік ключових термінів і понять теми: трансляція, фактори транскрипції, ініціація, елонгація, термінація, рибосома, А-ділянка, Р-ділянка, мРНК, аміноацил-тРНК.

1. Трансляція білка і фактори трансляції

Трансляція – це синтез білка на рибосомах відповідно до інформації мРНК. 

Фактори трансляції:

1. 20 амінокислот.

2. Набір тРНК (не менше 20, а всього їх існує до 50).

3. Наявність мРНК (іРНК), які кодують послідовність амінокислот у білку.

4. Рибосоми – органели, в яких відбувається синтез білків.

5. Ферменти, що каталізують різні етапи синтезу білка:

а) аміноацил-тРНК-синтази або кодази. Фермент містить три центри: для зв'язування АТФ, амінокислот і тРНК. Він визначає точність і швидкість трансляції і є регуляторним;

б) пептидилтрансфераза каталізує транспорт поліпептиду з пептидильного в аміноацильний центр;

в) пептидилтранслоказа пересуває рибосому на один триплет.
6. Білкові фактори:

· фактори ініціації: IF1, IF2, IF3 у прокаріотів; еIF1, еIF2 до 10 в еукаріотів;

· фактори елонгації: ЕF1, ЕF2, ЕF3 у прокаріотів; ЕF-Т4; EF-TS; EF-G – в еукаріотів;

· фактори термінації: RF1, RF2 – у прокаріотів, eRF1, eRF3 в еукаріотів.

7. ГТФ, АТФ – джерела енергії і іони Mg2 +, Са2 +, Мn2 +
У прокаріотів, оскільки в них немає відділеного мембраною від цитоплазми ядра, процеси  транскрипції та трансляції у часі не відокремлені. Рибосома може приєднуватись до 5'-кінця мРНК, яка ще синтезується, і таким чином розпочинати синтез білка.
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В еукаріотів процеси транскрипції і трансляції у часі відокремлені. Синтез білка не розпочнеться доки до цитоплазми з ядра не надійде мРНК.
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2. Роль рибосом у синтезі білка

Генетична інформація, що зберігається в ДНК, передається на РНК. 

Молекулярні механізми білкового синтезу в основному є спільними для всіх живих організмів. Зчитування інформації, записаної в послідовності нуклеотидів мРНК, та її переклад у амінокислотний текст розпочинається зі стартового кодона, де при ініціації трансляції відбувається остаточне збирання головного пристрою трансляції – рибосоми – комплексу рибосомної РНК і білків. Вона сканує нуклеотидну послідовність мРНК, рухаючись уздовж неї кроками по три нуклеотиди від 5'- до 3'-кінця під час елонгації трансляції до стоп-кодона, де відбувається термінаця процесу. Під час сканування рибосома працює як декодуючий пристрій, забезпечуючи впізнання кодонів комплементарними щодо них триплетами (антикодонами) у складі тРНК (транспортні РНК), і як каталізатор процесу синтезу пептидного зв'язку між амінокислотами. Певний антикодон відповідає амінокислоті певного типу, яку несе на собі тРНК.
Внутрішньоклітинний компонент, в якому сходяться і взаємодіють всі елементи механізму трансляції білка, називається рибосомою, яка: 

· складається з великої та малої субодиниць; 

· включає рРНК (40%) та білки (60%);

· у малій субодиниці є дві ділянки для приєднання тРНК – P і A та ділянка для приєднання мРНК.
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	А - аміноацил-тРНК-пов’язуюча  ділянка,

Р - пептидил-тРНК-пов’язуюча  ділянка,

Е - ділянка відокремлення тРНК від рибосоми 




Безліч рибосом можуть одночасно транслювати один  і той самий ланцюг мРНК, утворюючи полісоми (полірибосоми).

Шорсткий ендоплазматичний ретикулум – це компартмент клітини, в якому мембранозв'язані полісоми продукують як мембранні білки, так і білки, що підлягають екскреції і транспорту Рибосоми еукаріотів у 2 рази більше рибосом прокаріотів. Хімічно рибосоми являють собою нуклеопротеїни, що складаються з РНК і білків у співвідношенні 1 : 1 у 80S рибосом еукаріотів і у 70S рибосом прокаріотів 2 : 1. Рибосомні РНК синтезуються в ядерці, а білки утворюються в цитоплазмі і переносяться в ядерце. Тут спонтанно утворюються рибосомні субчастинки шляхом об'єднання білків із відповідними РНК. Велика (50S у прокаріотів і 60S в еукаріотів) і мала (30S у прокаріотів і 40S у еукаріотів) субодиниці рибосоми через пори ядерної оболонки переносяться в цитозоль. Велика субодиниця рибосом еукаріотичної клітини містить 41 білок, 5S, 28S, 5,8S рРНК, мала субодиниця – 30 білків і 18S рРНК. Згідно з уявленнями Дж. Уотсона існує «рибосомний цикл»: на початку синтезу поліпептидного ланцюга субодиниці рибосом об'єднуються в функціонуючу рибосому на мРНК для здійснення трансляції, а в кінці синтезу – вони дисоціюють.

3. Особливості будови мРНК та генетичний код
Матрична РНК (мРНК):
· Має довгі прямі ланцюги; 
· Є копією гена ДНК; 
· Це програма (матриця), за якою будується певний білок; 
· Складається від 500 до1000 нуклеотидів; 
· Послідовність з 3 нуклеотидів має назву – кодон; 
· AUG – старт кодон, який кодує  амінокислоту метіонін; 
· UAA, UAG та UGA – стоп кодони. 
Ділянки мРНК у еукаріотів:
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1. КЕП 
2. 5′-нетранслююча ділянка 
3. Ініціюючий кодон  (АУГ) 
4. Частина, яка кодується
5. Кодон, який термінуює (УАГ, УГА, УАА).
6. 3′-нетранслююча ділянка 
7. Полі-(А) фрагмент

Інформація про послідовність амінокислот у поліпептидному ланцюзі записана на мРНК як трилітерний нуклеотидний код (триплетний код). Триплети або кодони – це послідовність трьох мононуклеотидів, яка несе інформацію про включення в білок однієї з 20 амінокислот. У ДНК міститься 4 типи нуклеотидів, а число можливих триплетів становить 64, цього з надлишком вистачає для кодування 20 амінокислот. Діплетний код може забезпечити кодування тільки 16 амінокислот. 
Властивості генетичного коду: 

· триплетність – кожна амінокислота кодується 3 нуклеотидами (кодоном); 

· виродженість (надмірність) – кожна амінокислота кодується декількома триплетами (так на аргінін, лейцин і серин доводиться по 6 кодонів і тільки на метіонін і триптофан – по одному триплету). Послідовність перших двох нуклеотидів визначає в основному специфічність кожного кодону, третій нуклеотид має менше значення (дана властивість підвищує стійкість генетичної інформації до впливу несприятливих факторів зовнішнього і внутрішнього середовища). Виродженість генетичного коду зменшує негативний вплив мутацій. Підраховано, що 67% мутацій за третім нуклеотидом в триплеті не змінюють сенс кодону, оскільки кодони однієї амінокислоти відрізняються лише останнім (третім) нуклеотидом; 

· специфічність – кожному кодону відповідає тільки 1 амінокислота; 

· неперекриваємість – нуклеотид, що входить до складу одного триплету не може входити до складу сусіднього; 

· односпрямованість – зчитування інформації йде в напрямку 5'→3'; 

· колінеарність – відповідність послідовності амінокислот у білку послідовності триплетів у гені (колінеарність гену в ДНК переривається інтронами); 

· універсальність – відповідність амінокислот триплетному коду у всіх живих організмів; 

· безперервність – між кодонами немає розділових знаків. 

Серед 64 триплетів мРНК виділяють 3 типи: 1) ініціюючі – АУГ і ГУГ (кодують включення метіоніну в еукаріотів або N-формілметіоніну у прокаріотів, якщо стоять на початку мРНК; якщо знаходяться в середині – то є смисловими), визначають стадію початку (ініціації) синтезу білкової молекули; 2) смислові кодони (61) – кодують включення амінокислот у поліпептидний ланцюг, що синтезується; 3) термінуючі кодони (УАА, УГА, УАГ), що не кодують включення амінокислот; це нонсенс-кодони, які визначають завершення (термінацію) синтезу поліпетидного ланцюга.

Процес біосинтезу білка протікає у 4 основні етапи, кожен з яких вимагає ряд компонентів.

4. Активація амінокислот
I етап: активація амінокислот. На цьому етапі, який протікає в цитозолі, а не в рибосомі, кожна з 20 амінокислот ковалентно приєднується до певної тРНК, використовуючи для цього енергію АТФ. Значення етапу: 1) активація СООН-групи амінокислот, яка може брати участь в утворенні пептидного зв'язку; 2) амінокислоти самі не можуть пізнати кодони мРНК, а переносяться до рибосом специфічними тРНК, які й пізнають кодони мРНК і виконують, таким чином, роль адапторних молекул.

Необхідні компоненти:

1) 20 амінокислот; 10 амінокислот є незамінними і повинні надходити з їжею; якщо відсутня хоча б одна амінокислота, процес біосинтезу білка припиняється; 

2) ферменти аміноацил-тРНК-синтетази; 

3) тРНК; 

4) АТФ; 

5) Mg2 + .
Активація амінокислот та їх приєднання до тРНК здійснюється специфічними аміноацил-тРНК-синтетазами, які ще називають активуючими ферментами. Загальний вигляд реакції може бути виражений рівнянням:

Амінокислота + тРНК + АТФ + Mg2+ → Аміноацил-тРНК + АМФ + РРi

1. На першій стадії в активному центрі ферменту в результаті взаємодії АТФ і амінокислоти утворюється пов'язане з ферментом проміжне з'єднання аміноациладенілат.

2. На другій стадії аміноацильний залишок переноситься з аміноациладенілату, пов'язаного з ферментом, на 3'-гідроксильну групу кінцевого залишку аденіну в молекулі тРНК.

3. Утворений у процесі активації неорганічний пірофосфат гідролізується пірофосфатазою до 2-х молекул ортофосфата. 
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Утворення аміноацил-тРНК

Таким чином, на активацію кожної амінокислоти витрачаються в кінцевому рахунку два високоенергетичні фосфатні зв'язки (один на утворення ефірного зв'язку аміноацил-тРНК, інший зрушує рівновагу реакції в бік утворення продукту), що робить сумарну реакцію активації амінокислот практично незворотною.

Фермент аміноацил-тРНК-синтетаза має специфічність до амінокислоти і до тРНК. Фермент має 4 центри зв'язування: 1) для тРНК; 2) для АТФ 3) для амінокислоти; 4) для води. Гідролітична активність ферменту забезпечує правильність приєднання амінокислоти до тРНК.

5. Етапи трансляції

Власне трансляція відбувається на рибосомах і включає такі стадії: ініціацію, елонгацію і термінацію:
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Схема процесу трансляції. У нижній частині показано події одного елонгаційного циклу

II етап: ініціація поліпептидного ланцюга

Необхідні компоненти: 1) мРНК; 2) ініціююча аміноацил-тРНК (формілметіоніл-тРНК); 3) 30S і 50S субодиниці рибосом; 4) ГТФ; 5) Mg2+; 6) фактори ініціації (IF-1, IF-2, IF- 3).

На стадії ініціації потрібно розмістити рибосому на 5'-кінці мРНК і з її ініціюючим кодоном (АУГ) зв'язати антикодон формілметіонін-тРНК (або у еукаріотів антикодон метіонін-тРНК).

1. 30S субодиниця рибосоми зв'язується з фактором ініціації-3 (ІФ-3), який перешкоджає об'єднанню 30S і 50S субодиниць рибосоми з утворенням непродуктивного 70S-комплексу без мРНК і сприяє приєднанню ініціюючого кодону мРНК до певної ділянки 30S субодиниці рибосом.

2. Одночасно ініціююча формілметіоніл-тРНК зв'язується з ГТФ і ІФ-2.

3. Потім обидва комплекси взаємодіють і утворюється ініціаторний комплекс, який за допомогою фактора ІФ-1 зв'язується з мРНК.

4. Білковий фактор ІФ-2 сприяє з'єднанню малої і великої субодиниць рибосом. Після приєднання великої субодиниці рибосом відбувається гідроліз ГТФ і вивільнення всіх факторів ініціації.
5. Повністю зібрана рибосома містить 2 функціональні ділянки, утворені завдяки специфічному поєднанню областей 30S і 50S субодиниць рибосом, для взаємодії з молекулами тРНК. Пептидильна ділянка (Р-ділянка) має спорідненість до пептидів і містить у процесі синтезу зростаючий поліпептидний ланцюг. Аміноацильна ділянка (А-ділянка) містить аміноацил-тРНК, з'єднану з відповідним кодоном мРНК. Наприкінці даного етапу в Р-ділянці знаходиться ініціююча аміноацил-тРНК, а А-ділянка – вільна.


III етап – елонгація поліпептидного ланцюга.
Необхідні компоненти для елонгації:

1) повний набір аміноацил-тРНК;

2) Mg2+;

3) чинники елонгації EF-Tu, EF-Ts і EF-G;

4) пептидилтрансфераза.

Цикл елонгації включає 3 етапи:

1) зв'язування аміноацил-тРНК;

2) утворення пептидного зв'язку;

3) траслокація.

1. Фактор елонгації EF-Tu утворює комплекс з ГТФ, який зв'язується з усіма аміноацил-тРНК у цитоплазмі. Потрійний комплекс, що містить аміноацил-тРНК, зв'язується антикодоном з кодоном мРНК в А-ділянці рибосоми за принципом комплементарності. Фактор елонгації EF-Tu володіє ГТФ-азною активністю і гідролізує ГТФ. Після цього EF-Tu, ГДФ і Рн видаляються з рибосоми та вихідний комплекс регенерує за допомогою цГТФ.

2. За участю ферменту пептидилтрансферази (складова частина 50S субодиниці рибосоми) відбувається утворення пептидного зв'язку між формілметіоніном, який знаходиться поруч, і амінокислотою в А-ділянці за рахунок енергії макроергічного зв'язку аміноацил-тРНК.

3. Після утворення зв'язку ненавантажена тРНК тимчасово займає Р-ділянку, а дипептидил-тРНК займає А-ділянку.

4. За участю фактора EF-G і за рахунок енергії ГТФ відбувається процес транслокації – рибосома переміщується на один кодон мРНК в напрямку 5'→ 3' і пептидил-тРНК переходить в Р-ділянку.

5. У результаті транслокації в А-ділянку рибосоми надходить наступний новий кодон мРНК. До нього методом випадкового підбору приєднується комплементарна аміноацил-тРНК. Між дипептидом Р-ділянки і амінокислотним залишком в А-ділянці замикається пептидний зв'язок. Трипептид, який утворився транслокується в Р-ділянку, а в А-ділянку надходить наступний новий кодон мРНК і т.д. Таким чином, процес повторюється доки в Р-ділянку не прийде один з термінуючих кодонів.
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Точність спарювання кодону з антикодоном
IV етап – термінація

Необхідні компоненти етапу:

1) АТФ;

2) термінуючий кодон (нонсенс-кодон);

3) чинники термінації – RF-1 і RF-2;

4) пептидилтрансфераза;

5) Фактор RRF (ribosome release factor).

1. Після багатьох циклів елонгації, в результаті яких синтезується поліпептидний ланцюг білка, в А-ділянці з'являється термінуючий або нонсенс-кодон.

2. У нормі відсутні молекули тРНК, що здатні впізнавати нонсенс-кодони. Фактори термінації пізнають дані кодони: RF-1 пізнає кодони УАА і УАГ, RF-2 – УАА та УГА.

3. Зв'язування релізинг-фактору з термінуючим кодоном в А-ділянці активує пептидилестеразу, яка гідролізує зв'язок між поліпептидом і тРНК в Р-ділянці. Після гідролізу та вивільнення синтезованого поліпептиду і тРНК рибосома дисоціює на малу і велику субодиниці, які готові до синтезу нового поліпептидного ланцюга.

У процесі синтезу білка триплети зчитуються з нуклеотидного тексту один за одним: сусідні триплети не перекриваються, між ними немає проміжків. Будь яка послідовність нуклеотидів може бути прочитана трьома різними способами, тобто вона містить три рамки зчитування. Нуклеотидна заміна може зумовити зміну змісту кодона – амінокислотну заміну, а видалення хоча б одного нуклеотиду привести до зсуву рамки зчитування, тобто заміни змісту всіх кодонів, розташованих нижче такого втраченого нуклеотиду (чи ділянки, довжина якої не є кратною трьом).
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Три можливі рамки зчитування, одна з яких (позначена червоними дужками) є відкритою

Рамка, яка розташована між стартовим  і стоп-кодоном, називається відкритою рамкою зчитування (ORF, open reading frame). 

Суттєвою особливістю прокаріотичної системи транскрипції білкових генів є те, що молекула мРНК зв'язується з рибосомами безпосередньо під час транскрипції – прокаріотична транскрипція і білковий синтез є єдиним процесом. При цьому мРНК, що синтезується на так званих оперонах – кластерах кількох генів містить кілька послідовних рамок зчитування та кілька стартових кодонів. Ініціація трансляції відбувається окремо на кожному з них усередині мРНК, і розпізнання цих стартових кодонів не залежить від їхнього розташування щодо 5'-кінця матриці (так звана внутрішня ініціація). Специфічне розміщення стартового кодона в Р-сайті рибосоми при ініціації трансляції у прокаріотів забезпечується комплементарним упізнанням між ділянкою рРНК 16S і консервативною послідовністю Шайна-Дальгарно, розміщеною в мРНК за 5-9 нуклеотидів від стартового кодона в напрямку до 5'-кінця. Саме наявність цієї послідовності й робить даний кодон AUG стартовим, відрізняючи його від звичайного метіонінового кодона.

Якщо рибосоми з тих чи інших причин не зв'язуються з мРНК, транскрипт швидко деградує під дією нуклеаз.

Інгібітори трансляції у прокаріотів: стрептоміцин блокує стадію ініціації; тетрациклін – зв'язування аміноацил-тРНК з рибосомами, хлорамфенікол – пептидилтрансферазну активність, еритроміцин – процес транслокації. Циклогексимід гальмує пептидилтрансферазну активність у еукаріотів, а пуроміцин конкурує з аміноацил-тРНК за аміноацильний сайт рибосоми. Інгібітором трансляції є дифтерійний токсин. А-фрагмент токсину має активність АДФ-рибозилтрансферази і переносить АДФ-рибозу з НАД на фактор елонгації eEF2, інактивуючи його. Інтерферони – білки, які продукуються лімфоцитами при зараженні організму вірусами, активують протеїнкінази, фосфорилюють фактор ініціації eIF2 і інактивують його. Блокується синтез вірусних і клітинних білків, настає загибель інфікованих клітин, що попереджає поширення вірусу.


Питання для самоперевірки:

1. Яким чином утворюється аміноацил-тРНК?
2. Характеристика етапу ініціації трансляції.
3. Характеристика етапу елонгації трансляції.
4. Характеристика етапу термінації трансляції.
5. Які існують собливості трансляції у про- та еукаріотів?
Тема № 7. РЕПЛІКАЦІЯ ДНК
Мета: вивчити механізми відтворення генетичної інформації при реплікації ДНК у про- та еукаріотів.
План:

1. Механізм реплікації.
2. Двоспрямована і односпрямована реплікація.
3. Реплікація в еукаріотів.
4. Реплікація ДНК на нуклеосомах.
5. Реплікація геному вірусів.
Перелік ключових термінів і понять теми: реплікація, ДНК-полімераза, ДНК-праймаза, ДНК-хеліказа, ДНК-лігаза, ДНК-топоізомераза, лідируючий та відстаючий ланцюги, двоспрямована і односпрямована реплікація, теломери.

1. Механізм реплікації

ДНК є макромолекулою, яка переносить генетичну інформацію від покоління до покоління. 

Реплікація – процес передачі генетичної інформації від ДНК до ДНК. Протікає в S-фазу клітинного циклу. Реплікація відбувається напівконсервативним способом. Напівконсервативний спосіб означає, що ланцюги материнської молекули ДНК розходяться і кожний служить матрицею для синтезу нової комплементарної послідовності. Дві двоспіральні молекули ДНК, що утворилися, кожна з яких складається з одного батьківського і одного знову синтезованого комплементарного ланцюга, розподіляються між двома дочірніми клітинами. Таким чином, кожна з дочірніх клітин отримує інформацію, ідентичну тій, якою володіла батьківська клітина.

Напівконсервативний механізм реплікації у бактерій E.coli був однозначно продемонстрований в класичному експерименті М. Мезельсона і  Ф. Сталя в 1957 р. із застосуванням важкого ізотопу азоту в поєднанні з рівноважним центрифугуванням. E.coli вирощували протягом ряду поколінь на середовищі, що містить як джерело азоту хлористий амоній (NH4Cl) з «важким» ізотопом 15N. Внаслідок цього всі азотовмісні сполуки, в тому числі і основи ДНК, включали цей ізотоп у свій склад. Потім E.coli переносили на середовище, в якому знаходився NH4Cl з ізотопом 14N. Після першого поділу обидві молекули ДНК містили один «легкий» і один «важкий» ланцюг. Після другого подвоєння утворилися дві молекули «легкої» ДНК і дві гібридні (один «легкий» і один «важкий» ланцюг). 

Механізм реплікації. Механізм реплікації у прокаріотів вивчений краще, ніж у еукаріотів. Основні умови та компоненти реплікації ДНК однакові у прокаріотів, таких як E.coli, і еукаріотів, включаючи людину. Основне функціональне значення процесу реплікації ДНК полягає в постачанні нащадкам генетичної інформації. Для забезпечення генетичної стабільності організму та виду ДНК повинна реплікуватися повністю і з дуже високою точністю. 

Умови, необхідні для реплікації:

1. Матриця, яким є неспарений ланцюг ДНК. 

2. Субстрати синтезу, якими є дезоксинуклеозидтрифосфати (дАТФ, дГТФ, дЦТФ, дТТФ). Синтез йде за схемою: d(НМФ) n + dНТФ = d (НМФ)n+1 + PPn, де d (НМФ) n – ДНК до подовження, d (НМФ)n+1 – ДНК після подовження, dНТФ – дезоксирибонуклеозидтрифосфати, РРn – пірофосфат. Нуклеозидтрифосфат необхідний як джерело енергії, тому при розщепленні пірофосфату виділяється енергія для утворення фосфодиефірних зв'язків. 

3. Ферменти і білкові фактори, що беруть участь у синтезі ДНК: 

1) ДНК-полімерази I і III (у прокаріотів), які беруть участь в утворенні 3', 5'-фосфодиефірних зв'язків і володіють 3'→5' і 5'→3' екзонуклеазними активностями; ДНК-полімераза II є мінорною ДНК-полімеразою, яка може брати участь у процесі репарації. В еукаріотів знайдено п'ять типів ДНК-полімераз: α, ε, β, γ і δ; 

2) rep-білок (хеліказа) – розплітає подвійну спіраль ДНК; 

3) ДНК-зв'язуючий білок – стабілізує розплетені одноланцюгові ділянки ДНК і підвищує активність хелікази; 

4) ДНК-гіраза (топоізомераза II) уводить негативні супервитки в ДНК, виконуючи функцію шарніра при просуванні реплікаційних вилок; 

5) праймаза (ДНК-залежна РНК-полімераза) синтезує РНК-затравки (праймер); 

6) dnaB-білок, що визначає можливість праймазі ініціювати синтез фрагмента РНК – праймера; 

7) ДНК-лігаза – з'єднує кінці фрагментів ДНК. 

Всі ферменти і білкові фактори, що беруть участь в реплікації, утворюють макромолекулярний комплекс, який називається реплісома. 

Розрізняють 3 стадії реплікації: ініціації, елонгації та термінації. 

Стадія ініціації 

1. Реплікація ДНК починається одночасно в багатьох точках (їх число може перевищувати тисячу), які називаються точками ініціації (оріджин). 
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Початок реплікації

2. До точок ініціації приєднуються ферменти хелікази (helix – спіраль), які розплітають короткі ділянки ДНК. На поділ кожної пари основ витрачається енергія гідролізу двох молекул АТФ. 
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Розрив водневих зв’язків ДНК-хеліказою у молекулі ДНК

3. Як тільки невелика ділянка ДНК виявляється розплетеною, до кожного з розділених ланцюгів міцно приєднуються кілька молекул ДНК-зв'язуючого білка (SSB білок – single strand binding), які перешкоджають утворенню комплементарних пар і зворотному відновленню ланцюгів (шпильок). 
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Дестабілізуючі білки

4. У прокаріотів хеліказі допомагає фермент ДНК-гіраза (сімейство топоізомераз). Гіраза виконує функцію шарніра: він забезпечує короткочасний розрив одного з ланцюгів ДНК, який швидко відновлюється з високою точністю після одного або декількох обертів навколо другого ланцюга. Цей фермент не тільки дозволяє ДНК обертатися, але й активно закручує її в напрямку, який сприяє розплітанню ланцюгів матриці. 

У результаті розплітання молекули ДНК утворюються реплікаційні бульбашки, кожна з яких складається з 2 реплікативних вилок. Процес реплікації відбувається в обох реплікативних вилках, але має протилежний напрямок, що обумовлено антипаралельністю молекули ДНК. 

5. У кожній реплікативній вилці виділяють 3'- і 5-'кінці. Синтез дочірніх ниток ДНК відбувається завжди в напрямку 5'→3'. Стадія ініціації завершується синтезом праймера – короткого фрагменту РНК, що складається з 10 рибонуклеотидів, комплементарних одному з ланцюгів матричної ДНК. 

Синтез праймера здійснюється ферментом ДНК-залежною-РНК-полімеразою або праймазою. Синтез праймера необхідний для ферменту ДНК-полімерази III, який не може почати синтез дочірньої нитки ДНК на «порожньому» місці. 3'-ОН група кінцевого рибонуклеотиду праймера служить затравкою для синтезу ДНК під дією ДНК-полімерази III. ДНК-полімераза, виявляючи недобудований ланцюг, сідає на нього і добудовує, скидаючи за напрямком руху SSB-протеїни зі свого шляху
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Початок синтезу дочірнього ланцюга ДНК
Стадія елонгації

1. До 3'-ОН групи праймера приєднується ДНК-полімераза III яка за принципом комплементарності синтезує дочірній ланцюг ДНК у напрямку 5'→3'. 

Точність синтезу визначається тим, що феpмент ДНК-полімераза III каталізує утворення фосфодиефірного зв'язку тільки в тому випадку, якщо основа попереднього нуклеотиду комплементарна відповідній основі матриці. Якщо не відбулося утворення водневих зв'язків між приєднаним нуклеотидом і матрицею, фермент повертається, вирізає неправильний нуклеотид з 3'-кінця ланцюга за рахунок екзонуклеазної активності, після чого ДНК-полімеpаза продовжує приєднувати правильні нуклеотиди в напрямку 5'→3'. У результаті досягається висока точність матричного синтезу (не більше однієї помилки на 1-10 міліаpдів нуклеотидних залишків). Якщо напрямок синтезу дочірнього ланцюга ДНК і напрямок руху реплікативної вилки збігаються, то ланцюг синтезується безперервно і називається лідируючим.
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Реплікаційна вилка

2. Якщо напрямок синтезу ДНК і рух реплікативної вилки не збігаються – ланцюг синтезується фрагментами і називається відстаючим. Фрагменти, синтезовані у відстаючому ланцюзі, називаються фрагментами Окадзакі і складаються з 100-200 нуклеотидів у пpокаpіотів і 1000-2000 нуклеотидів в еукаріотів. 

3. Після завеpшення синтезу фpагментів Окадзакі РНК-затpавка (пpаймеp) видаляється нуклеотид за нуклеотидом за допомогою 5'→3' екзонуклеазної активності ДНК-полімеpази I. За мірою відщеплення рибонуклеотидних мономерів кожен з них заміщається на відповідний дезоксирибонуклеотид в ході полімеpазної pеакції, що здійснюється ДНК- полімеpазою I (пpи цьому в якості затpавки використовується 3'-кінець попередніх фpагментів Окадзакі). Новий фрагмент Окадзакі приєднується до відстаючого ланцюга ДНК за допомогою феpмента ДНК-лігази. Джерелом енергії для цієї pеакції в еукаpіотів служить АТФ. ДНК-лігаза не може з'єднати дві молекули одноланцюгової ДНК. Ланцюги ДНК, що з'єднуються ДНК-лігазою, повинні бути частиною дволанцюжкової молекули ДНК. 

На кожному матричному ланцюзі ДНК знаходиться затиск, здатний ковзати уздовж цього ланцюга, до якого прикріплюється ДНК-полімераза. Всього до складу реплісоми входять два затиску, по одному для кожного споруджуваного ланцюга. Обидва затиска розкриває, накладає на ланцюг і заклацнює один клемп-Лоадер, прикріплений до хелікази, що розплітає нитки матричної ДНК. На лідируючий ланцюг затиск накладається тільки один раз, а от побудова відстаючого ланцюга вимагає постійної участі клемп-Лоадер: він приєднує затиск на початку кожного фрагмента Окадзакі, знімає його коли фрагмент добудований, і переносить до початку наступного фрагмента
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Механізм роботи комплексу клемп-Лоудер
Стадія термінації.

Теpмінація синтезу ДНК настає внаслідок вичеpпання матpиці. Реплікаційні бульбашки зливаються, молекули дочірнього ланцюга ДНК зшиваються.
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Множинна двоспрямована реплікація еукаріотичної ДНК

2. Двоспрямована і односпрямована реплікація

Для різних видів молекули ДНК характерні відмінності в механізмі реплікації. Виділяють двоспрямовану і односпрямовану реплікацію.

Двоспрямована реплікація – найбільш поширений механізм реплікації ДНК. Після ініціації реплікація йде одночасно в обох напрямках уздовж ланцюга ДНК. Для здійснення синтезу подвійна спіраль батьківської ДНК повинна розкрутитися і її ланцюги повинні розійтися. У цих процесах беруть участь різні білки. У лінійній ДНК розкручування здійснюється шляхом обертання одного ланцюга навколо іншого. У дволанцюжкової кільцевої ДНК розкручування і реплікація ведуть до утворення структури, що нагадує кільце з внутрішньою петлею. Її називають тета-петля, оскільки за формою вона схожа на грецьку букву Θ. Вперше такий механізм реплікації був виявлений за допомогою радіоавтографії Кернсом для процесу реплікації ДНК бактерій. Для візуалізації ДНК культуру E.coli вирощували на середовищі, що містить радіоактивні нуклеотиди, які включалися в ДНК. Потім реплікуючу ДНК наносили на фотоплівку, на якій і виходило зображення Θ-петлі.
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1 – Двоспрямована реплікація з Θ-петлею (напр. у E.coli)

2 – Двоспрямована реплікація з множинною ініціацією (еукаріоти)

3 – Односпрямована реплікація: кільце, що котиться (напр., у фага Ф Х174).

Варіанти синтезу нового ланцюга ДНК

Односпрямована реплікація - більш рідкісне явище. Вона спостерігається у деяких вірусів, що містять одноланцюжкові ДНК. При цьому реплікація відбувається після утворення дволанцюгової форми ДНК в клітині-господаря. Механізм, за допомогою якого це здійснюється, називається механізмом кільця, що котиться. При цьому в одному з ланцюгів ДНК утворюється розрив (зовнішній ланцюг на рисунку), і синтез нового ланцюга починається з 3'-кінців цього розірваного батьківського ланцюга з використанням другого (внутрішнього на малюнку) в якості матриці. Це призводить до витиснення 5'-кінців зовнішнього ланцюга, який згодом служить матрицею для синтезу нового ланцюга.

У даний час процес реплікації у прокаріотів достатньо вивчений, в той час як багато аспектів еукаріотичної реплікації залишаються неясними. Проте з великою часткою ймовірності можна стверджувати, що в більшості клітин цей процес протікає в основному однаково.

3. Реплікація в еукаріотів

Загальні механізми реплікації в еукаріотів аналогічні таким у прокаріотів. Як і у прокаріотів, реплікація в еукаріотів відбувається одночасно на обох ланцюгах. Одиницею реплікації в еукаріотів є реплікон, розміри якого коливаються від 50 до 120 мкм. У клітинах ссавців міститься від 10000 до 100000 репліконів. Основним ферментом синтезу ДНК у еукаріотів є ДНК-полімераза δ. Функції ДНК-полімерази β подібні таким як для ДНК-полімерази I прокаріотів. ДНК-полімераза γ каталізує процеси полімеризації нуклеотидів у мітохондріях. Для реплікації генома людини необхідно близько 8 годин. Швидкість реплікації у E.coli складає 1000 пар основ за секунду. Реплікація в еукаріотів відбувається в 10 разів повільніше, ніж у прокаріотів і становить 100 пар основ за секунду. Кожний реплікон синтезується приблизно 1 годину. Низька швидкість реплікації в еукаріотів обумовлена, ймовірно, формуванням нуклеосом і наявністю хромосомних білків. Гетерохроматин реплікується повільніше, ніж еухроматин. Крім того, ДНК-полімерази еукаріотів менш активні в порівнянні з прокаріотичними ферментами. 

На відміну від прокаріотів, еукаріотична ДНК лінійна. Як зазначено вище, реплікація відбувається у двох напрямках від однієї точки ініціації (хромосома еукаріот має багато таких точок). 5'-кінцева область лідируючого ланцюга реплікується повністю. Але цього не відбувається при синтезі відстаючого ланцюга, тому що РНК-праймер, який бере участь в утворенні фрагментів Окадзакі, розташований у 3'-кінця матричного ланцюга. Після видалення праймера ці кінці виявляються нереплікованими і не існує механізму, що дозволяє заповнити їх, використовуючи ДНК-синтезуючий комплекс, описаний вище. Для заповнення частин, що втрачаються, потрібний РНК-праймер, але матриць, з яких їх можна було б утворювати, немає. Це означає, що з кожним клітинним поділом хромосоми будуть послідовно зменшуватися. Рішення проблеми полягає в тому, що на кінцях хромосом еукаріотів знаходяться спеціальні повторювані послідовності ДНК – теломери (теломерна ДНК).

Теломери ссавців представляють собою коротку послідовність нуклеотидів ТТАГГГ. Число теломерних послідовностей різне в клітинах різних тканин. Специфічна ДНК-полімераза (ДНК-теломераза) додає ці послідовності (одну за одною) до 3'-кінця попередньої теломерної ДНК і таким чином подовжує її. Теломераза має дві особливості: 1) використовує РНК як матрицю для синтезу ДНК – це зворотна транскриптаза і 2) матриця включена в структуру ферменту. У людини РНК має послідовність, що включає 1,5 повтори, комплементарних ТТАГГГ. Матриця РНК гібридізує з кінцем теломерної ДНК, потім поступово (по одному нуклеотиду) додається ще один фрагмент. Після цього фермент переміщується і зв'язується з кінцем нового, щойно утвореного фрагмента. Таким чином теломера безперервно добудовується. На подовженій теломері одного ланцюга потім формується комплементрний ланцюг, так що теломера має дволанцюгову структуру. Проте поки не ясно як це відбувається. Можливо, в цьому процесі бере участь ДНК-полімераза.
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Утворення теломери

4. Реплікація ДНК на нуклеосомах

Що відбувається зі старими нуклеосомами у вилці реплікації ДНК до кінця не ясно. Згідно з однією з гіпотез, кожна з нуклеосом при підході до неї реплікативної вилки як би розщеплюється на дві «напівнуклеосоми», а нуклеосомна ДНК розгортається, щоб дати пройти цю ділянку ДНК-полімеразі.
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Реплікація ДНК на нуклеосомі

Після цього новосинтезований ланцюг ДНК зв'язується з вільними гістонами, які є в надлишку в ядрі, і утворюються нові нуклеосоми на другому ланцюзі ДНК.

5. Реплікація геному вірусів
Віруси містять лише один вид нуклеїнових кислот – ДНК або РНК.
Вірусна ДНК може бути одно- або дволанцюговою і мати лінійну або кільцеву форму. Вірусні нуклеїнові кислоти кодують специфічні для вірусів білки і ферменти, необхідні для реплікації вірусу в клітині-господарі.
Реплікація ДНК вірусів йде за загальним для всіх ДНК напівконсервативним механізмом. На матриці вірусної ДНК спочатку синтезується мРНК, а далі йде утворення вірусних білків. Цей процес повністю забезпечується метаболічним апаратом клітини-хазяїна.
Реплікація РНК-вірусів відбувається двома шляхами. 
Перший йде за участю РНК-залежної РНК-полімерази (РНК-синтази або РНК-реплікази). Він притаманний вірусам грипу, кору. Розрізняють віруси, що містять (+)РНК ланцюг (плюс-ланцюг), який служить як мРНК, так і геномом і віруси, що містять (-)РНК ланцюг (мінус-ланцюг), який служить лише геномом. Існують також віруси, які містять дволанцюгову РНК.
(+)РНК ланцюг вірусу може безпосередньо використовуватися в трансляції в якості мРНК. Тому коли в клітину потрапляє (+)РНК вірус (вірус поліміеліту, гепатиту А), його РНК зв'язується з рибосомами клітини і транслюється в білковий ланцюг. Цей ланцюг розривається протеазою вірусної частинки на 7 білків, один з яких – РНК-синтаза. Після появи РНК-синтази починається реплікація вірусної РНК. На першому етапі на (+) ланцюзі як на матриці утворюється (-) ланцюг РНК, а на другому етапі (-) ланцюг служить матрицею для синтезу (+) ланцюгів РНК, ідентичних вірусному.
Рабдовіруси (віруси сказу, ебола, марбурга) і параміксовіруси (віруси парагрипу, кору, паротиту) мають (-)ланцюг РНК, який не може прямо транслюватися в білок. Замість трансляції ця (-)РНК використовується як матриця для транскрипції (+)РНК. Транскрипція здійснюється РНК-синтазою, яка присутня у вірусній частинці. Синтезована вірусна (+)РНК далі використовується як матриця для рибосомального синтезу вірусних білків і як матриця для синтезу (реплікації) (-)ланцюга РНК ідентичного вірусному.

Дволанцюгову РНК мають реовіруси, що викликають респіраторні інфекції. Принцип репродукції цих вірусів такий же як реплікація дволанцюгової ДНК, але замість ДНК-полімерази функціонує РНК-полімераза (РНК-синтаза).
Другий шлях йде за участю зворотної транскриптази (РНК-залежної ДНК-полімерази, ревертази). Він притаманний ретровірусам (вірус імунодефіциту) і частині онкогенним вірусам. Фермент каталізує послідовно три процеси: 1) синтез (-) ланцюга ДНК на матриці вірусної (+)РНК; 2) руйнування вірусної РНК у складі утвореного гібриду РНК-ДНК; 3) синтез (+) ланцюга ДНК на (-) ланцюзі ДНК з утворенням дволанцюжкової ДНК. Ця ДНК з цитоплазми проникає в ядро, інтегрується в геном господаря і служить матрицею для синтезу вірусних РНК за участю РНК-полімеразної системи клітини-господаря. Утворені вірусні РНК виходять у цитоплазму, де ініціюють трансляцію вірусних білків. З цих білків і РНК збираються вірусні частинки, які здатні інфікувати нові клітини.
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Реплікація геному вірусів

Транскрипція вірусного геному:
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☞Цікаві факти☺
1. З кожною реплікацією ДНК стає трохи слабшою або менш ефективною. Проте, існують види, чия ДНК не погіршується з часом (або робить це настільки повільно, що це занадто складно помітити). Омари, деякі риби і безліч видів черепах дуже повільно старіють і в оптимальних обставинах могли б жити нескінченно. Найстарішою черепахою в світі був Адвайта (Adwaita) – гігантська черепаха, яка дожила до 255 років. Важливо зауважити, що такі тварини, хоча і не страждають від старіння, все ж схильні до хвороб, поранень, тощо, а чим довше живе тварина, тим більше шанси того, що вона захворіє. Адвайта помер від печінкової недостатності після того, як його панцир зламався.

2. Лабораторні миші та щури спеціально схрещувалися між собою протягом кількох поколінь, щоб можливо було досягти однакових результатів в наукових експериментах. В результаті були отримані інбредні тварини. Проте тести ДНК гепардів показують, що вони також майже аналогічні один одному. Вважається, що близько 10 000 років тому під час Плейстоценскої епохи відбулася якась подія, яка скоротила популяцію гепардів до 7 індивідуумів. Якимось чином, не без вдалого спарювання, гепарди змогли відновити свій вид, проте їх генетична схожість робить їх схильними до хвороб.

3. Антибіотики, які взаємодіють з ДНК, порушують її матричну функцію і викликають пригнічення процесів реплікації і транскрипції. Їх використовують для лікування злоякісних новоутворень і називають протипухлинними препаратами. Дауноміцин, доксорубіцин і деякі інші взаємодіють з молекулою ДНК таким чином, що циклічна структура цих антибіотиків вбудовується («інтеркалює») між парами основ G≡C, а вуглеводний компонент займає малу боріздку ДНК. Це веде до локальної зміни структури ДНК та інгібування реплікації і транскрипції. До препаратів, що зупиняють реплікацію, відносять алкілуючі агенти та інгібітори ДНК-топоізомерази II. Останні називають інгібіторами гіраз. Відомо, що транскрипція деяких генів можлива лише при певному рівні суперспіралізації матриці. Сполуки, що втручаються в роботу ДНК-гіраз, можуть інгібувати або активувати синтез РНК. До інгібіторів гіраз належать налідиксова кислота, новобіоцин і номерміцін.

Питання для самоперевірки:

1. Функції ферментів реплікації.
2. Як утворюється реплікаційна вилка? Будова реплікаційної вилки. 
3. Механізм синтезу лідируючого та відстаючого ланцюгів ДНК.
4. Як відбувається реплікація ДНК на нуклеосомах?
5. Які існують особливості реплікації у про- та еукаріотів?
6. Пояснити механізми реплікації у вірусів.
Тема № 8. РЕПАРАЦІЯ ДНК

Мета: вивчити типи пошкоджень ДНК та механізми захисту генетичної інформації
План

1. Репарація та мутація.
2. Пошкодження ДНК.
3. Вплив несприятливих факторів зовнішнього середовища на ДНК.
4. Механізми репарації.
Перелік ключових термінів і понять теми: репарація, метилювання ДНК, апуринізація, дезамінування, тиміновий димер, SOS–репарація, корекція ДНК, мутація.

1. Репарація та мутація

Репарація – особлива функція клітин, що полягає в здатності виправляти хімічні пошкодження і розриви в молекулах ДНК, пошкодженої при нормальному біосинтезі ДНК у клітині або в результаті впливу фізичних або хімічних агентів.

Якщо система репарації порушена, то стабільність геному зменшується, в ньому накопичуються помилки і виникають захворювання. Відомі й спадкові хвороби у людей з недоліками в системі репарації, наприклад, пігментна ксеродерма.

Мутації відбуваються дуже рідко і в основному з двох причин. По-перше, у зв'язку з помилками при реплікації ДНК. По-друге, у зв'язку з помилками при репарації. ДНК потрібно весь час подвоювати, оскільки при поділі клітини обидві дочірні клітини повинні отримати всю ДНК. І це подвоєння не можна зробити безпомилково.

Довжина всієї ДНК в кожній людській клітині – один метр. Вона досить компактно упакована. Оскільки ДНК – молекула зовсім невеликої товщини, то вона постійно ламається навіть при теплових впливах і її треба лагодити. Якщо її полагодити неакуратно, то виникає мутація. При реплікації ДНК ймовірність того, що новий нуклеотид буде приєднаний неправильно, дорівнює всього лише 10-10 – це один шанс на десять мільярдів.

Якщо нуклеотид був приєднаний неправильно, то, швидше за все, він буде вилучений самою ДНК-полімеразою (це так звана 3'→5'-екзонуклеазна активність). Якщо нуклеотид був приєднаний неправильно і не видалений, то виникає ДНК, у якої два ланцюга містять нуклеотиди, некомплементарні один одному. Тоді на ній починають переміщуватися уздовж ферменти, які розпізнають такі невідповідності і видаляють некомплементарний новий нуклеотид, замінюючи його на комплементарний.

Незважаючи на те, що в процесі реплікації ДНК йде завзята боротьба за точність, якісь помилки неминуча. У людини частота мутацій приблизно дорівнює 10-8 на нуклеотид за покоління. Оскільки геном людини має довжину більше ніж три мільярди нуклеотидів і в кожного з нас є два генотипи, то 10-8 на один нуклеотид за покоління – це приблизно 60 нових мутацій на кожного новонародженого. З цих 60 нових мутацій велика частка нейтральна. Геном людини набитий різним генетичним «сміттям», але приблизно 10% ДНК важливі. І якщо мутація зачіпає важливі гени, то вона буде шкідливою.

Помилки копіювання ДНК не тільки являють собою загрозу для здоров'я людини, але і є одним з механізмів еволюції: без генетичних змін пристосування живої істоти до нових умов життя було б неможливим.

При дослідженні процесів пошкодження ДНК у живій клітині слід враховувати, що ДНК у них пов'язана з білками, в клітині організована у вигляді нуклеосом із подальшими рівнями компактизації до стадії хромосом.

2. Пошкодження ДНК

Джерела пошкоджень ДНК
· УФ-випромінювання; 
· радіація; 
· хімічні речовини; 
· помилки реплікації ДНК;
· апуринізація – відщеплення азотистих основ від цукровофосфатного остову;
· дезамінування – відщеплення аміногрупи від азотистої основи. 
При нормальних значеннях рН, температури і тиску в клітині можливі кілька типів пошкодження ДНК:

1. Гідролітичне відщеплення аміногруп від цитозину, аденіну і гуаніну з утворенням урацилу, гіпоксантину і ксантину, відповідно. Найбільш часто відбувається дезамінування цитозину з утворенням урацилу: приблизно 1000 на тваринну клітину на добу (дезамінування пуринів відбувається в 50-100 разів рідше). Дезамінування цитозину вище на два порядки в одноланцюговій ДНК. 
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Гідролітичне відщеплення аміногруп
2. Гідроліз N-глікозидних зв'язків веде до утворення вільних від основ сайтів за рахунок відщеплення пуринових і піримідинових основ (АР-сайти). Пурини менш стійкі до гідролізу – можливо до 10000 депуринізацій на тваринну клітину на добу (депіримідинізація в 20 разів рідше). Апуринізація може бути спонтанною і індукованою хімічними агентами. Апуринові і апіримідинові сайти не беруть участь у матричних синтезах.
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Апуринізація нуклеотидів

3. Оксидативні пошкодження пов'язані з дією вільно-радикальних форм кисню, синглетного кисню і пероксидів. Основні шляхи утворення вільно-радикальних форм кисню локалізовані в мітохондріях і здійснюються в окисному фосфорилюванні, а також при синтезі оксиду азоту, утворенні пероксидів у процесі фагоцитарної активності лейкоцитів. Ультрафіолет, іонізуюче випромінювання і ряд ксенобіотиків активують реакції вільно-радикального окислення. Їх дія виявляється, коли інтенсивність впливаючого чинника перевищує можливості захисних та репаративних систем клітини. Оксидативні ушкодження можуть призводити до розриву полінуклеотидного ланцюга за рахунок пошкодження дезоксирибози, розриву кінцевих 3',5'-фосфодіефірних зв'язків, що порушує приєднання наступного нуклеотиду ДНК-полімеразою III. В даний час описано 40-60 різних типів пошкоджень азотистих основ (насичення подвійних зв'язків ву циклічних структурах, розриви кілець, приєднання нових груп до кілець основ, тощо. Особливо мутагенним є 8-оксогуанін. Всі ці зміни можуть призвести до серйозних порушень інформаційної ролі полінуклеотидних ланцюгів ДНК. 

4. Метилювання ДНК у клітині відбувається ферментативним і неферментативним шляхами. Малі молекули (пептиди, поліаміни та S-аденозилметіонін здатні до неферментативного метилювання з утворенням 7-метилгуаніну і 3-метиладеніну. Якщо 7-метилгуанін нетоксичний, то 3 метиладенін здатний блокувати реплікацію. Вважають, що за добу може утворюватися 600 залишків 3-метиладеніну на людську клітину. Бактеріальні і тваринні ферменти – метилтрансферази забезпечують метилювання цитозину з утворенням 5-метилцитозину. Ця основа у полінуклеотидному ланцюзі є одним із маркерів для дії рестриктаз. 
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Метилювання ДНК

3. Вплив несприятливих факторів зовнішнього середовища на ДНК

ДНК є мішенню для дії багатьох несприятливих факторів зовнішнього середовища. 

1. Дія ультрафіолетових променів. 
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 Утворення тимінових димерів

2. Іонізуюче випромінювання пошкоджує ДНК за допомогою утворення вільних радикалів. Іонізуюче випромінювання здатне викликати «летальні» розриви обох ланцюгів ДНК. Особливо небезпечні трансуранові елементи, альфа-частинки яких при тісному контакті з молекулами ДНК здатні пошкоджувати різні хімічні зв'язки полінуклеотидних ланцюжків. 

3. ДНК є мішенню для ендогенних хімічних речовини і ксенобіотиків. До таких речовин відносяться сполуки, що сприяють неферментативним перетворенням метаболітів в «реактивні» молекули і найчастіше забезпечують електрофільну атаку нуклеофільних центрів в дуплексах ДНК. До неферментативних, які ушкоджують ДНК, речовин відносять алкілуючі агенти (наприклад метил-метанові сульфонати). В результаті їх дії виникають фосфотриефіри і вельми мутагенна сполука О6-метилгуанін. Біфункціональні алкілуючі агенти мають дві реактивні групи, здатні створювати перехресні зв'язки в дуплексі ДНК через залишки гуаніну. Позитивний ефект цього використовується в дії протипухлинного препарату cis-диамінодихлорплатіума. Іншим прикладом метаболічної активації ДНК є пошкодження бензапіреном, який є ароматичним вуглеводнем, що надходить до організму при палінні та вживанні в їжу копченостей. В організмі він гідроксилюється мікросомальною монооксигеназною системою (цитохром Р-450)  і перетворюється в продукт, що ушкоджує ДНК. 

Отже, безліч хімічних і фізичних агентів (іонізуюча радіація, УФО, алкілуючі агенти) викликають у ДНК пошкодження 4 основних типів:

1. Вплив на поодинокі нуклеотиди: апуринізація; дезамінування цитозину до урацилу; дезамінування аденіну до гіпоксантину; алкілування основ; вставка або делеція нуклеотиду; включення основи-аналога. 

2. Ураження пари нуклеотидів: УФ-індуковане утворення тимінових димерів; поперечні зшивки біфункціональним алкілуючим агентом. 

3. Розриви ланцюгів: іонізуюча радіація; радіоактивна дезінтеграція каркаса ДНК. 

4. Поперечні зшивання: між основами одного ланцюга або різних ланцюгів; між ДНК і молекулами білка (наприклад, гістонами). Пошкоджені ділянки можуть бути піддані репарації, заміщені шляхом рекомбінації або залишитися без змін. В останньому випадку виникають мутації, що потенційно ведуть до загибелі клітини.

4. Механізми репарації

Устрій системи репарації:

Кожна з систем репарації включає наступні компоненти:
· фермент, «який пізнає» хімічно змінені ділянки в ланцюзі ДНК і здійснює розрив ланцюга поблизу від пошкодження;
· фермент, який видаляє пошкоджену ділянку; 
· фермент (ДНК-полімераза), який синтезує відповідну ділянку ланцюга ДНК натомість видаленого; 
· фермент (ДНК-лігаза), що з’єднує ділянки одного ланцюга ДНК й тим самим відновлює її безперервність.
Основний шлях репарації ДНК включає 3 етапи: 
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Для видалення тимінових димерів у клітині існує два механізми: фотореактивація та ексцизійна репарація. Фотореактивація відбувається при дії світла, що активує специфічний фотореактивуючий фермент – ДНК-фотоліазу, який розщеплює димери на мономери і відновлює водневі зв’язки між тиміном і аденіном комплементарних ланцюгів ДНК. Ексцизійна репарація не залежить від наявності світла, тому її ще називають темновою репарацією. Ці два види репарації між собою дещо подібні. Відновлення нормальної структури ДНК при ексцизійній репарації здій​сню​ється за участю комплексу ферментних систем за схемою:
Види ексцизійної репарації:

	Азотистоосновна ексцизійна репарація
	Нуклеотидна ексцизійна репарація
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Між завершенням реплікації і початком мітозу проходить близько 1 год. Весь цей час у клітині йдуть активні процеси репарації та корекції ДНК. Якщо під час реплікації до нуклеотиду материнського ланцюга ДНК приєднується некомплементарний нуклеотид дочірнього ланцюга, то за допомогою ферментів він буде вирізаний і замінений на комплементарний. Ці ферменти являють собою ті ж самі ДНК-полімерази і ДНК-лігази, які використовуються в процесі реплікації. Цей процес називають корекцією ДНК.
Досить часто (у E. coli один раз на 10 тис. пар нуклеотидів, у еукаріотів ще частіше) під час реплікації ДНК відбуваються помилки спарювання, в результаті яких замість комплементарної пари нуклеотидів А + Т або Г + Ц у дочірньому ланцюзі ДНК виявляються включеними нуклеотиди, які некомплементарні нуклеотидам у материнській нитці (їх називають місметчами – від англ. mismatch). Проте ДНК-полімерази мають наступну властивість: після додавання чергового нуклеотиду в зростаючий ланцюг ДНК робити крок назад (у напрямку від 3' до 5'-кінця) і вирізати останній нуклеотид, якщо він некомплементарний нуклеотиду матричного ланцюга ДНК. Цей процес виправлення помилок спарювання, або корекції, іноді не спрацьовує, і тоді в ДНК після закінчення реплікації залишаються невирізаними деякі неправильні пари. Для їх усунення клітини живих організмів мають спеціальну систему репарації.

У цьому випадку репарація відбувається з використанням певної системи, пов'язаної з метилюванням ДНК. Дія цієї системи репарації заснована на тому, що після реплікації через певний час (кілька хвилин) ДНК піддається метилюванню метилазою.
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Помилки спарювання азотистих основ під час реплікації ДНК
У Е. coli метилюється в основному аденін з утворенням N-6-мeтил-аденіну (N-6-mA). До цього моменту синтезований (дочірній) ланцюг залишається неметильованим. Тобто під час реплікації ланцюги ДНК різняться: материнський ланцюг ДНК несе метильований аденін, а в дочірньому ланцюзі до закінчення реплікації аденін ще неметильований. Його метилювання почнеться тільки після закінчення реплікації. Доки аденіни залишаються неметильованими, клітини повинні встигнути відрепарувати місметчі.

Таким чином метилювання мітить ДНК і включає систему виправлення помилок реплікації.

В усуненні неспарених нуклеотидів у напівметильованій молекулі ДНК бере участь досить складний комплекс ферментів репарації, який сканує поверхню молекули ДНК, розпізнає послідовність ГАТЦ  і наступну за нею деформацію в подвійній спіралі, в місці відсутності компліментарності вирізає ділянку дочірнього ланцюга, прилеглій до місметчів, а потім створює умови для забудови його потрібними (комплементарними) нуклеотидами.

Різні компоненти цього комплексу володіють різними активностями: нуклеазною, хеліказною, АТРазною, необхідними для внесення розривів у ДНК і вищепленню нуклеотидів, розплітання подвійної спіралі ДНК і енергетичного забезпечення руху комплексу уздовж репаруючої частини молекули.

Схожий за структурою і функціями комплекс ферментів репарації виявлений і у людини.

SOS–репарація. Виявлена у 1974 р М. Родманом. Він дав назву, включивши в неї міжнародний сигнал лиха. Включається тоді, коли ушкоджень у ДНК настільки багато, що вони загрожують життю клітини. Індукується синтез білків, які приєднуються до ДНК-полімеразного комплексу і будують дочірній ланцюг ДНК навпроти дефектного матричного. У результаті ДНК подвоюється з помилкою і може статися клітинний поділ. Але якщо були зачеплені життєво важливі функції клітина гине. 

Якщо механізм репарації не спрацьовує, то виникає мутація.

Передача мутації дочірнім молекулам ДНК
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☞Цікаві факти про репарацію☺
1. Вважають, що від 80% до 90% всіх ракових захворювань пов'язані з відсутністю репарації ДНК.

2. Пошкодження ДНК під впливом факторів навколишнього середовища, а також нормальних метаболічних процесів, що здійснюються в клітині, відбувається з частотою від 1000 до 1000000 випадків у кожній клітині, кожен день.

3. Завдяки системі репарації з 1000 пошкоджень ДНК лише 1 призводить до мутації.

4. Нобелівську премію з хімії 2015 року було присуджено за дослідження в галузі вивчення методів відновлення ДНК шведу Томасу Ліндаль і американцям Полу Модричу і Азізу Санджар.

На початку своєї кар'єри Томас Ліндаль займався дослідженнями РНК. Вчений зауважив: під час експериментів, пов'язаних зі змінами температури, РНК дуже швидко деградувала. Саме тому Ліндаль задався питанням: наскільки стабільною в такому випадку є молекула ДНК? Через кілька років Ліндаль вдалося з'ясувати, що щодня людському геному наносяться тисячі потенційно небезпечних ушкоджень, а це – за уявленнями того часу – було попросту несумісне з існуванням людини. Дослідник дійшов висновку, що в такому випадку організм повинен володіти особливими системами, що забезпечують постійне «лагодження» генетичного коду. У 1974 році Томас Ліндаль опублікував перші результати своїх досліджень: він повідомив про виявлення бактеріального ферменту, який «прибирав» з молекули ДНК пошкоджені залишки азотистої основи під назвою цитозин. Саме цитозин є однією з легко пошкоджуючих частин ДНК – під час копіювання він схильний до втрати аміногрупи, в результаті чого починає з'єднуватись не з гуаніном, а з аденіном. Ліндаль продовжував досліджувати механізм видалення пошкоджених азотистих основ, і в 1996 році йому вдалося відтворити процес «лагодження» молекули в лабораторних умовах.

На відміну від Ліндаля Санджар цікавився дещо іншою стороною проблеми: він хотів з'ясувати, як ДНК «ремонтує» себе після пошкоджень, завданих ультрафіолетовими променями. Вченому вдалося виявити і виділити ферменти, які кодуються генами під назвою uvrA, uvrB і uvrC. Санджар довів, що їх робота дозволяє знайти «ультрафіолетове» пошкодження, зробити в ДНК «розріз» і видалити пошкоджений фрагмент молекули, який зазвичай складається з 12-13 нуклеотидів. За цими процесами Азізу Санджар також вдалося поспостерігати в лабораторних умовах.

Американець Пол Модріч зі Стенфордського Університету відомий тим, що йому вдалося знайти ще один механізм лагодження ДНК, який називається «репарація помилково спарених нуклеотидів» (DNA mismatch repair). Ця система починає працювати в тому випадку, коли на дочірній нитці ДНК утворюються вставки, пропуски або помилкові спарювання нуклеотидів. Процес репарації полягає в розпізнаванні дефекту, визначенні материнського і дочірнього ланцюга ДНК і виправленні помилки. Видаляється зазвичай не тільки «неправильний» нуклеотид, а й частина ланцюга ДНК навколо нього. Після цього дочірній ланцюг ДНК відновлюється, але вже без помилок. У 1989 році Пол Модріч опублікував статтю, в якій описував всі деталі процесу репарації,  поспостерігати за ними вченому також вдалося в ході лабораторних експериментів. Крім того, робота дослідника показала, що репарація помилково спарених нуклеотидів скорочує кількість помилок при копіюванні ДНК приблизно в тисячу разів.

Питання для самоперевірки:

1. Основні репарабельні пошкодження в ДНК і принципи їх видалення 

2. Як відбувається азотистоосновна та нуклеотидна ексцизійна репарація?

3. Яким чином ДНК-полімераза виправляє свої помилки при реплікації?

4. Яку роль виконує система корекції неправильного спарювання?
Тема № 9. РЕКОМБІНАЦІЯ ДНК

Мета: вивчити механізми загальної та сайт-специфічної генетичної рекомбінації
План:

1. Генетична рекомбінація.
2. Механізм загальної рекомбінації.
3. Сайт-специфічна рекомбінація.
4. Негомологічна рекомбінація.
5. Конверсія генів.
Перелік ключових термінів і понять теми: гомологічна рекомбінація, сайт-специфічна рекомбінація, транспозиції, незаконна рекомбінація, RecBCD-нуклеаза,  RecА, структура Холідея, конверсія генів.
1. Генетична рекомбінація
Спадкові зміни можна поділити на зміни, що виникають в результаті мутацій і рекомбінації генетичного матеріалу. 

Рекомбінація – це перерозподіл (перекомбінування) генетичного матеріалу батьків, у результаті чого у нащадків з'являються нові поєднання генів, що визначають нові поєднання ознак. Для всіх рекомбінаційних процесів характерний етап, на якому молекули ДНК вступають в контакт у ділянці, де відбудеться обмін полінуклеотидними ланцюгами. Цей етап отримав назву «синапсис».Однак механізм синапсису при різних типах рекомбінації принципово різний. Більш того, він є одним з критеріїв при класифікації рекомбінаційних явищ. Відомі такі типи генетичної рекомбінації: гомологічна або загальна рекомбінація, сайт-специфічна рекомбінація та негомологічна.

Гомологічна, або загальна рекомбінація (кросинговер) заснована на спарюванні комплементарних ланцюгів ДНК. Умовою є необхідність в загальній (по всій довжині молекул) гомології між рекомбінуючими ДНК. Як результат відбувається обмін рівними частинами гомологічних молекул. У процесі бере участь великий набір спеціальних білків.

У еукаріотичних організмів, що розмножуються статевим шляхом, рекомбінація відбувається в мейозі при незалежному розходжені хромосом і при обміні гомологічними ділянками між гомологічними хромосомами (кросинговері). 

Сайт-специфічна рекомбінація пов’язана з обміном між специфічними послідовностями для прокаріотів та дріжджів. В основі негомологічної рекомбінації лежить обмін негомологічними ділянками ДНК. 

2. Механізм загальної рекомбінації
Рекомбінація – процес обміну генетичним матеріалом шляхом розриву і з'єднання різних молекул ДНК. Вона відбувається при репарації двониткових розривів в ДНК. Рекомбінація у еукаріотів відбувається при мейозі, зокрема, при формуванні статевих клітин. Рекомбінація, поряд з реплікацією ДНК, транскрипцією РНК і трансляцією білків відноситься до фундаментальних процесів, які рано виникли в процесі еволюції.
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Нерекомбінантні  гетеродуплекси           Генетичний обмін із кросинговером 

Результати рекомбінації ДНК

Виявлено, що є особливі групи генів, що беруть участь у рекомбінаціях: rесА, recВ, reсС, recD. Вони кодують у нормальних клітинах утворення специфічних ферментів – рекомбіназ (RecA, RecBCD). 

RecBCD-нуклеаза – один з найбільш ранніх білків рекомбінації, який готує субстрат для білка RecA. RecBCD-нуклеаза кодується трьома генами – гесВ, reсС і гесD. Використовуючи енергію АТФ RecBCD-нуклеаза тимчасово деспіралізує подвійний ланцюг ДНК (проявляє хеліказну активність). 
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Реакція, яка каталізується білком recBCD

При цьому утворюється фрагмент одноланцюгової ДНК, де потім зв'язується RесА. Крім того, вона специфічно розрізає структуру Холідея для завершення рекомбінаціі. Фермент працює як сайт-специфічна ендонуклеаза: розщеплює одноланцюгову ДНК близько особливої 8-нуклеотидної послідовності 5'-GCTGGTGG-3', що має назву Chi-сайт.
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Початковий одноланцюговий обмін між двома гомологічними подвійними спіралями ДНК 
RecА – продукт гена recA – поліфункціональний білок, який синтезується в неактивній формі. Білок має невеликий розмір (всього близько 38 кД). Він активується при зв'язуванні з ДНК. RecА діє як ДНК-хеліказа (розплітає дволанцюгову ДНК), а також володіє протеолітичною активністю – розщеплює ряд репресорів. Білок RесА каталізує переорієнтацію ланцюгів ДНК з утворенням структури Холідея. Мутації в гені recА можуть зменшувати частоту рекомбінації більш ніж у 1000 разів.

В умовах in vitro для прояву всіх активностей білка RecA потрібні як кофактори АТФ і одноланцюгова ДНК у будь-якій формі, наприклад дуплексна ДНК з кінцевими (хвости) або внутрішніми (проломи) одноланцюжковими ділянками. Основне призначення білка RecA – приводити до взаємодії одноланцюгову ДНК з гомологічним дуплексом. Найважливіша властивість білка RecA визначається наявністю у нього двох сайтів зв'язування з ДНК. Перший сайт використовується для первинного зв'язування з ДНК: у присутності АТФ білок завжди взаємодіє в цьому сайті з одноланцюговою ДНК. Зв'язування білка носить кооперативний характер, тобто його молекули збираються на ДНК за принципом «кінець-в-кінець», утворюючи навколо ДНК правозакручену білкову спіраль (не треба плутати її зі спіраллю самої ДНК). В результаті виникає нитьовидне утворення – RecA-ДНК-філамент. Якщо одноланцюгова ДНК була у складі дволанцюгової молекули (як хвіст або пролом), то формування філаменту поширюється на дуплекс, що супроводжується гідролізом АТФ. У филаменті дволанцюгова ДНК змінює свою конформацію. На відміну від звичайної В-форми ДНК (де крок спіралі складає 10,4 п.н.) на один виток спіралі ДНК у філаменті припадає 18,6 п.н., в результаті чого ДНК виявляється розтягнутою у 1,5 рази. Вважається, що таке розтягнення дуплексу необхідне для його подальшої взаємодії з гомологічною одноланцюговою ДНК. Формування філамента завершує підготовчу, пресинаптическую стадію кросинговеру.
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Білок recA дає можливість одиночним ланцюгам ДНК спарюватися з гомологічними ділянками подвійної  спіралі ДНК

Реакції, що складають наступну, синаптичну стадію кросинговеру, відбуваються тільки всередині філаментів. При цьому філаменти можуть вступати в рекомбінацію тільки з «голою», яка не знаходиться в філаменті, ДНК. Два філаменти не рекомбінують один з одним. Взаємодія філамента з голою ДНК здійснюється за рахунок другого сайту зв'язування RecA. Зв'язування з ДНК в другому сайті слабке. Через це між филаментом і голою ДНК виникають лише короткочасні контакти (співудари). Ці контакти стають міцними тільки після зустрічі гомологічних послідовностей.

Знаходження гомології пов'язане з формуванням гетеродуплекса. Зазвичай воно починається з утворення структури, в якій задіяні три ланцюги ДНК і яка називається D-петлею. Це відбувається наступним чином: одноланцюгова ДНК впроваджується в дуплекс і утворює подвійну спіраль (гетеродуплекс) з одним, комплементарним їй ланцюгом дуплексу, одночасно витісняючи другий ланцюг. D-петля може бути закритою, якщо в дуплекс впроваджується одноланцюговий хвіст, або відкритою, якщо вона формується на кінці лінійного дуплексу.

Модель рекомбінації на основі репарації двуланцюгових розривів ДНК
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Скорочена схема рекомбінації за участю RecBCD-нуклеази 

E. Coli.

Дуплекси ДНК представлені паралельними лініями. Сині лінії – фрагмент донорської ДНК, червоні лінії – частина хромосоми реципієнтної клітини. жовтий прямокутник зображує молекулу RecBCD-нуклеази, пунктир – репаративний синтез пролому за допомогою ДНК-полімерази. Решта пояснень дані в тексті.

Фермент RecBCD атакує кінець дуплексу і починає розплітати його (рис. а). RecBCD утримує 3'-кінць таким чином, що утворюється одноланцюгова петля приблизно в тисячу нуклеотидів довжиною, тоді як 5'-ланцюг виступає у вигляді вільного хвоста. Продовжуючи розплітати дуплекс, RecBCD-нуклеаза зберігає петлю в 3'-ланцюзі і просуває її вздовж дуплексу. Оскільки після проходження ферменту комплементарні ланцюга ренатурують («схлопуються»), в 5'-ланцюзі автоматично виникає друга петля (рис. б). Подвійна петля просувається вздовж дуплексу до тих пір, доки фермент не зустріне Chi-сайт в 3'-ланцюзі. Фермент повинен підійти до Chi-сайту праворуч, з 3'-сторони. На відстані 4-6 нуклеотидів до нього RecBCD розриває 3'-ланцюг (рис. в). Подальше розплітання дуплексу призводить до витіснення рекомбіногенного одноланцюжкового 3'-кінця (рис. г, д), який зв'язується з білком RecA. Після цього відбуваються вже відомі події. На 3'-кінці спочатку формується філамент, потім утворюється D-петля (рис. е). Потім D-петля розрізається за допомогою однієї з ендонуклеаз, що призводить до полухіазми Холідея (рис. ж). 5'-Кінцева частина розірваного ланцюга ДНК, ймовірно, видаляється дещо раніше (рис. г) за допомогою екзонуклеазної активності RecBCD. Далі ДНК-полімераза і ДНК-лігаза повинні залікувати пролом і розриви в ланцюгах (рис. з). Тобто відбувається репаративний синтез втрачених ділянок ДНК та лігірування. 

[image: image90.png]5 — Ilnoqanmoronﬂi
5 3 pospis
3 5
g:_ 4—3: Herpazanis
- > 3 O-KIHIIB
3 5

14 D-meran
B — 3" 5 .
5" 3 ImBasia
5 3" 3"
3 5

* Crpyxrypa Xoaizes
3 s PV
5" 3 Pemapauifimmit
5 5 cuHTes IHK
3 5

* TeTepoaynaexcH
3 5
5 3 P
5 3 Mirpanisa riaka
3 5




Репаративний синтез втрачених ділянок ДНК та лігірування 

На наступному етапі – післясинапсі – гетеродуплекс подовжується шляхом міграції розгалуження, яку in vitro також може здійснювати білок RecA. У разі рекомбінації між одноланцюговою ДНК і дуплексом вона відбувається в певному напрямку, полярно. Міграція розгалуження під дією RecA-білка супроводжується гідролізом АТФ, але відбувається повільно, зі швидкістю кілька п.н. / с. 

Рекомбінація відбувається в результаті фізичного розриву в хромосомах та їх наступного з’єднання з утворенням  двох нових хромосом.

Розглянемо окрему структуру Холідея. Як показано на рисунку її можна піддати ізомеризації, повернувши два дволанцюгові кінці на 180°. Саме у формі без перехрестя ланцюгів структура Холідея фіксується завдяки її взаємодії з гомотетрамерним білком ruvA: білок зв’язується з центром хреста, утримуючи чотири одноланцюгові ділянки у приблизно планарній квадратній конфігурації. З ruvA та двома дуплексами, що виходять з хреста у протилежних напрямках, взаємодіє білок ruvВ. RuvВ працює як АТР-залежна геліказа. Саме активність ruvВ і забезпечує переміщення структури Холідея – міграцію гілки з одночасним подовженням гетеродуплекса
При відсутності ізомеризації розрив двох перехрещених ланцюгів призводить до того, що обмін завершується без кросинговеру (А). У разі ізомеризації розрив перехрещених ланцюгів дає дві кросоверні хромосоми (Б). Тому вважають, що ізомеризація потрібна для розриву і возз'єднання двох гомологічних подвійних спіралей ДНК при загальній генетичній рекомбінації.
Модель Холідея
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Ізомеризація структури з перехрещеними ланцюгами
Біологічне значення гомологічної рекомбінації:
– вносить великий внесок у генетичну мінливість (дозволяє організмам пристосовуватися до середовища проживання, лежить в основі еволюції);
– забезпечує онтогенетичні перебудови генетичного матеріалу, що беруть участь у регуляції роботи генів (регуляція активності генів, зміна асортименту антигенів).

3. Сайт-специфічна рекомбінація
Відбувається між специфічними послідовностями ДНК у межах дуже коротких ділянок гомології, зазвичай 15-30 п.н. Вона: 

– забезпечує інтеграцію (включення) ДНК помірних фагів в хромосоми бактерій;

· забезпечує інверсію окремих ділянок ДНК у хромосомах бактерій, бактеріофагів і в плазмідах дріжджів;

– забезпечує перебудови в послідовностях ДНК, що кодують імуноглобуліни.

механізми сайт-специфічної рекомбінації надані на рисунках:.
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Сайт-специфічна рекомбінація, за допомогою якої ДНК бактеріофага λ впроваджується в хромосому клітини-хазяїна (Е.соli) 

[image: image93.png]XpomocomaMoGiTLHOr 0

T HETINMHOT 0 &TEMeHTY
Xpomocoma
MillleHb
l PiBHmitp 03pIB
Binkosumit

CTYDHYACTHI P 03PHB B
@ XP OMOCOMI Millt eHi

wii poapue i
3'eaAHaHHA
| aansorts |

TIp omikHA
Popma
| 1
AHK D
MOGUTHHOTO e S—

—_/_—/N CHEMERTY, IO l CmTes JTHK 1A 3ATIOBHEHH 6 euri

BRIIO'IIBCA B
XPOMOCOMY- o j—
MillleHb

Kop 0TKi IIOBTOPIOIO™HI 110 CTII0BHOCTI
A. ToMoJT0rist HA HeBeJHKIii JTHK B Xp 0MOCOMi-MiLt ek

AR HeodXiTHA

B. Tomoutorisi He MOTpiGHA




Два механізми, які використовуються різними класами ферментів сайт-специфічної рекомбінації
4. Негомологічна рекомбінація 
Така рекомбінація між негомологічними нуклеотидними послідовностями відбувається в клітинах прокаріотів і дріжджів досить рідко, а в клітинах ссавців – досить часто. До негомологічної рекомбінації можна віднести процес випадкового вбудовування вірусної або плазмідної ДНК у ДНК клітин тварин, в результаті чого в реплікуючих геномах, наприклад, паповавірусів з'являється безліч делецій і дуплікацій. Кінці розірваної ДНК можуть з'єднатися, навіть якщо вони негомологічні. У деяких випадках рекомбінація відбувається між послідовностями, що містять кілька гомологічних пар основ, або між короткими частково гомологічними ділянками. Але, як правило, сегменти, що  рекомбінують не мають гомологічних послідовностей.
Транспозиції лежать в основі пересування рухомих (мобільних) генетичних елементів.

Рухомі елементи – це особливі послідовності ДНК, здатні до переміщенням з однієї ділянки молекули ДНК (хромосоми або плазміди) в іншу, або в іншу молекулу в тій же клітині, або навіть в клітини іншого організму.

Рухливі елементи, як правило, не існують автономно, а перебувають у складі хромосом або плазмід.

Головний білок транспозиції – транспозази.
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Загальна схема рекомбінаційних реакцій при транспозиції

Виділяють три основні механізми рекомбінації при транспозиції:  реплікативна транспозиція; нереплікативна транспозиція; переміщення ретротранспозонів.
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Нереплікативна транспозиція
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Переміщення ретротранспозонів
Незаконна рекомбінація

Збірна група процесів, де рекомбінація відбувається без гомології між молекулами ДНК, і при цьому без участі механізмів сайт-специфічної рекомбінації або транспозицій. Спільним для них є з'єднання решт негомологічних молекул ДНК. Відбувається шляхом: 1) захоплення ретровірусом деяких клітинних генів при його ексцизії з хромосоми хазяйської клітини; 2) інтеграції фрагментів ДНК, що вводяться в клітини хребетних за допомогою мікроін'єкцій.
Філадельфійська хромосома

Філадельфійська хромосома – назва аномальної хромосоми 22 в кістковому мозку пацієнтів з хронічним мієлоїдним лейкозом. Ця аномалія призводить до вкорочення довгого плеча хромосоми 22. Вперше така хромосома була виявлена в університеті штату Пенсільванія в м. Філадельфія, і тому її назвали філадельфійською. 
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Утворення філадельфійської хромосоми

Ділянка хромосоми 9 і ділянка хромосоми 22 відриваються і міняються місцями. Ділянка хромосоми 9 приєднується в місці розриву до 22 хромосомі, а ділянка хромосоми 22 – в місці розриву до 9 хромосоми. Внаслідок приєднання ділянки хромосоми 9 до 22 хромосоми утворюється ген bcr-abl, який призводить до утворення химерного білка BCR-ABL, що володіє тірозинкіназною активністю. Надлишкове вироблення ферменту тирозинкінази викликає безконтрольний поділ білих кров'яних клітин і призводить до розвитку лейкозу.

5. Конверсія генів

Один з фундаментальних законів генетики свідчить, що обоє батьків вносять рівний внесок у генетичну конституцію потомства, оскільки один повний набір генів нащадок отримує від матері, а інший – від батька. Таким чином, коли з однієї диплоїдної клітини шляхом мейозу утворюються чотири гаплоїдні, в кожній з цих клітин рівно половину всіх генів повинні складати материнські гени, а іншу половину – батьківські. Перевірити справедливість цього твердження для складного організму, зокрема організму людини, зрозуміло, неможливо. На щастя, існують і такі організми, наприклад гриби, у яких можна виділити і піддати аналізу всі чотири дочірні клітини, що утворилися в результаті мейозу з однієї-єдиної клітини. Подібний аналіз показав, що із суворих генетичних правил є винятки. Іноді мейоз дає три копії материнського варіанта (алелі) даного гену і лише одну копію батькової алелі, що свідчить про перетворення однієї з двох копій батькової алелі в копію материнської алелі. Цей феномен отримав назву конверсії генів. Часто конверсія генів буває пов'язана із загальною генетичною рекомбінацією, і можливо, це явище грає важливу роль в еволюції деяких генів. Вважають, що конверсія генів являє собою прямий наслідок дії двох механізмів – загальної генетичної рекомбінації і репарації ДНК. 
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Спрощена схема конверсії гена за моделлю Холідея

При мейозі в точках кросинговеру між гомологічними материнськими і батьківськими хромосомами виникають гетеродуплексні з'єднання. Якщо нуклеотидні послідовності материнської та батьківської ДНК злегка розрізняються, то утворюється кілька неправильних пар, що з'явилися в результаті цього порушення подвійної спіралі ДНК, яке може бути виправлено репаративним апаратом: він або видаляє якісь нуклеотиди з батьківського ланцюга і замінює їх нуклеотидами, комплементарними материнському ланцюгу, або виконує протилежну операцію – репаруючу материнський ланцюг. Результатом цієї репарації неправильного спаровування виявляється конверсія генів. Генетичний аналіз показує, що конверсія генів відбувається зазвичай лише на невеликому відрізку ДНК, а в багатьох випадках змінюється взагалі тільки частина одного якого-небудь гену. При мітозі також може відбуватися конверсія генів, хоча і дещо рідше. Ймовірно, як і в процесі мейозу, вона виникає тут внаслідок репарації гетеродуплексів ДНК, що містять неналежні пари.

На рисунку лінії відповідають ланцюгам ДНК, дві паралельні лінії – хроматиди. Синій і червоний кольори дозволяють розрізняти гомологи. Вертикальні лінії зліва позначають центромери, що утримують сестринські хроматиди. Пара синіх і пара червоних сестринських хроматид утворює тетраду. а – полухіазма Холідея, сформована в результаті обміну ланцюгами між двома хроматидами з подальшою міграцією розгалуження; б – два типи продуктів рекомбінації, що виникли в результаті двох способів утворення полухіазми. Зліва структури з гетеродуплексом, але без кросинговеру за зовнішніми маркерами. Праворуч структури з гетеродуплексом і кросинговером за зовнішніми маркерами;
Питання для самоперевірки:

1. Що таке рекомбінація і які існують види рекомбінації.

2. Функція білків recBCD і recA.

3. Як відбувається генетичний обмін без кросинговеру та з кросинговером? Що таке структура Холідея?

4. Механізми сайт-специфічної рекомбінації.
5. Яке значення конверсії генів?
Тема № 10. ОСНОВНІ ШЛЯХИ РЕГУЛЯЦІЇ ЕКСПРЕСІЇ ГЕНІВ У ПРОКАРІОТІВ
Мета: вивчити різноманітність  шляхів регуляції експресії генів у прокаріотів.

План:

1. Позитивна та негативна регуляція транскрипції.
2. Регуляція експресії генів у прокаріотів.
3. Лактозний оперон. 
4. Триптофановий оперон. Атенюація транскрипції.

Перелік ключових термінів і понять теми: експресія генів, позитивна та негативна регуляція транскрипції, лактозний та триптофановий оперон, промотор, САР-білок, атенуація транскрипції.

1. Позитивна та негативна регуляція транскрипції

Гени не транскрибуються постійно, а вмикаються / вимикаються в певні моменти залежно від зовнішніх умов, стадій клітинного циклу тощо. 
Експресія генів – це регуляція реалізації генетичної інформації на рівні синтезу РНК та білків.
Контроль генної експресії:

· у прокаріотичних організмів регулюється експресія генів у відповідь на зовнішні  умови;

· в еукаріотичних клітинах регулюється експресія генів для підтримки гомеостаза в організмі. 
Головними елементами, взаємодія між якими зумовлює активацію чи репресію транскрипції, є цис- і транс-елементи. Цис-елементи – це регуляторні елементи послідовності ДНК, які фізично зв'язані з даним геном; у прокаріотів часто називаються операторами і перебувають у безпосередній близькості до промоторів. Транс-елементи – білкові фактори транскрипції, які вільно дифундують (транспортуються) у просторі клітини, шукаючи свій цис-елемент, до якого вони мають специфічну спорідненість. Якщо зв'язування транс-елемента з оператором приводить до активації транскрипції (часто за рахунок прямих білок-білкових взаємодій транскрипційного фактора з РНК-полімеразою, які підвищують 'її спорідненість до промотора), кажуть, що фактор є активатором (апоіндуктор) і здійснює позитивну регуляцію. 
Якщо фактор блокує зв'язування РНК-полімерази (часто за рахунок зниження доступності промотора), його називають репрессором і йдеться про негативну регуляцію.

Утворення репресора відбувається в рибосомах на матриці специфічної мРНК, синтезованої на гені-регуляторі. Звільнення репресора від оператора відбувається при його зв'язуванні з певними низькомолекулярними речовинами – індукторами. В якості індукторів часто виступають субстрати реакцій.

У деяких випадках молекули репресора не володіють здатністю пригнічувати діяльність оператора, але набувають таку здатність після утворення комплексу з кінцевим або одним з кінцевих продуктів біосинтетичного процесу. Кінцевий продукт виступає як корепресор.

Ці загальні принципи регуляції, які, ускладнюючись, зберігаються також в еукаріотів, реалізуються на стадії ініціації. Крім того, для регуляції використовуються інші моменти процесу транскрипції. Зокрема, для регуляції певних генів застосовується механізм антитермінації, коли активатори транскрипції запобігають упізнанню РНК-полімеразою сигналів термінації, що містяться всередині кодуючої частини гена. Якщо фактори відсутні, ген неактивний: наявність термінуючого сигналу зумовлює термінацію транскрипції та визволення нефункціонального РНК-продукту.

Суттєвою особливістю прокаріотичного геному є те, що хоча приблизно 3/4 транскрипційних одиниць (скажімо, E. coli) містять один ген, решта реалізує характерний для бактерій оперонний принцип організації генетичного матеріалу. 

Репресія транскрипції
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Індукція транскрипції
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Позитивна та негативна регуляція транскрипції

2. Регуляція експресії генів у прокаріотів 

Сучасна теорія регуляції експресії генів у прокаріотів була запропонована у 1961 році французькими дослідниками Ф. Жакобом і Ж. Моно, які досліджували біосинтез у E.сoli ферментів, що метаболізують лактозу. Виявлено, що при культивуванні E.сoli на глюкозі вміст ферментів, що метаболізують лактозу, мінімальний, але при заміні глюкози на лактозу відбувається вибухоподібне посилення синтезу ферментів, які розщеплюють лактозу на глюкозу і галактозу, і забезпечують наступний метаболізм останніх. У бактерій існують ферменти 3-х типів: а) конститутивні, які присутні в клітинах у постійних кількостях, незалежно від їх метаболічного стану; б) індуцибельні – їх кількість у клітинах при звичайних умовах незначна, але може збільшуватися в сотні і тисячі разів, якщо в культуральне середовище додавати субстрати цих ферментів; в) репресибельні – ферменти, синтез яких у клітині припиняється при додаванні в середовище кінцевих продуктів тих метаболічних шляхів, де функціонують ці ферменти. На підставі цих фактів і була сформульована теорія оперону.

Оперон являє собою кластер зчеплених структурних генів, на яких синтезується одна молекула мРНК, що має кілька (одна на кожний структурний ген) послідовних відкритих рамок зчитування для трансляції відповідних білків. У межах оперону згруповані структурні гени, які відповідають за синтез білків, залучених до одного ланцюжка біохімічних перетворень (ферменти синтезу або деградації певної сполуки). Крім структурних генів оперон має регуляторні ділянки, за рахунок яких здійснюється регуляція транскрипції оперону як цілого. У геномі E. Coli міститься ~650 таких одиниць транскрипції.

На початку оперона зазвичай локалізований промотор, який ініціює транскрипцію ділянки ДНК, з яким специфічно зв'язується фермент РНК-полімераза, що здійснює транскрипцію оперону. За промотором розташований оператор – ділянка ДНК, з якою взаємодіє регуляторний білок – репрессор. Іншу частину оперону складають структурні гени, що містять інформацію про послідовність амінокислот у поліпептидних ланцюгах білків. Репресори синтезуються під контролем генів-регуляторів і необов'язково входять у даний оперон. Взаємодіючи з оператором, репресор впливає на швидкість транскрипції структурних генів. Репресор, з одного боку, здатний «пізнавати» послідовність основ ДНК оператора, з іншого – взаємодіяти з низькомолекулярними речовинами – ефекторами, які є найчастіше субстратами або продуктами дії ферментів, визначених даним опероном. Ефектори змінюють спорідненість репресора до оператора; деякі її знижують, інші підвищують. Коли репресор пов'язаний з оператором, він перешкоджає руху РНК-полімерази уздовж оперону, і синтез мРНК гальмується. Відділення репресора від оператора призводить до «включення» оперону. Таким чином, оператор визначає активність оперону в цілому. Описана регуляція є негативною. 
3. Лактозний оперон

Лактозний оперон (lac-оперон) E. Coli став свого часу, завдяки дослідженням Ф. Жакоба і Ж. Моно, першою детально вивченою системою регуляції транскрипції. До складу оперона  входять три структурні гени, що кодують ферменти, залучені до утилізації (катаболізму) лактози (β-галактозидаза, β-галактозидпермеаза і β-галактозидтрансацетилаза). Транскрипція всіх трьох генів здійснюється з одного промотора (синтезується єдина поліцистронна молекула мРНК, яка має три послідовні відкриті рамки зчитування). Промотор оточують дві однакові операторні ділянки (lac-оператори), що мають спорідненість до lac-репресора, і сайт зв'язування CAP (Catabolite Activator Protein).

Промотор lac-оперона слабкий – у нього досить низька власна спорідненість до РНК-полімерази. Навіть якщо в середовищі є лактоза, але присутня також глюкоза (кращий харчовий субстрат для бактерій), транскрипція lac-оперона майже не здійснюється. Зниження рівня глюкози приводить до підвищення внутрішньоклітинної концентрації сАМР (циклічного аденозинмонофосфату), зв'язування якого з САР індукує конформаційну перебудову білка та появі його специфічної спорідненості до відповідного сайта на ДНК. Взаємодія САР із РНК-полімеразою підсилює 'її спорідненість до промотора – САР рекрутує полімеразу, яка далі розпочинає синтез мРНК.
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Позитивна регуляція lac-оперона катаболітним активаторним білком САР

Описаний сценарій позитивної регуляції реалізується лише за умови, що lac-оператори не взаємодіють із lac-репресором. У разі відсутності лактози (коли відповідні ферменти її утилізації напевно не потрібні) гомодимери репресора (незалежно від можливої присутності САР) зв'язуються з обома операторами й при цьому взаємодіють між собою: утворюється тетрамерний комплекс, який утримує петлю ДНК. Усередині петлі міститься промотор, і це абсолютно запобігає зв'язуванню з ним РНК-полімерази. Коли з'являється лактоза, її невелика кількість перетворюється на алолактозу, яка спрацьовує як індуктор lac-оперона: зв'язування алолактози з репресором індукує структурні зміни білка та втрату його спорідненості до оператора. Унаслідок руйнування петлі РНК-полімераза зв'язується з промотором і оперон починає працювати.
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Негативна регуляція lac-оперона lac-репресором 

4. Триптофановий оперон. Атенюація транскрипції

Система атенюації (attenuation – послаблення), яка використовується зокрема для регуляції активності триптофанового оперона (tгр-оперона) E. coli, пов'язана із використанням сигналів термінації та тієї обставини, що прокаріотична транскрипція тісно узгоджена з трансляцією. Триптофановий оперон містить п'ять структурних генів, які відповідають за синтез амінокислоти Trp, перед ними розташовані промотор, оператор і лідерна послідовність, з якої розпочинається транскрипція.
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	(а) Схема Тrр-оперону, на якому синтезуються два РНК-продукти залежно від внутрішньоклітинної концентрації Trp. (б): Лідерна РНК і два варіанти спарювання основ у її складі залежно від розташування рибосоми


Триптофановий оперон

Лідерна частина РНК містить стартовий кодон, що розпізнається рибосомою, і чотири елементи послідовності: ділянка 1 містить два послідовні триптофанові кодони, ділянки 2-3 та 3-4 є попарно взаємо-комплементарними, за ділянкою 4 розташована оліго-U послідовність. Шпилька 3-4, фланкована оліго-U, є, таким чином, сигналом термінації транскрипції. Коли концентрація Trp низька (є потреба у Trp і тому оперон має бути активним), рибосома зупиняється на триптофанових кодонах ділянки 1 (оскільки відсутня і Trp-тРНК). У цьому випадку утворюється шпилька 2-3 (ділянка 3 не залучається до утворення термінуючої шпильки) і РНК-полімераза продовжує синтез повноцінної мРНК. Рибосоми зв'язуються зі стартовими кодонами, що відповідають структурним генам, і синтезуються відповідні білки.

За високого рівня Trp рибосома швидко проходить через ділянку 1 на ділянку 2 і зупиняється на стоп-кодоні. У результаті утворюється шпилька 3-4, тобто формується сигнал термінації, і РНК-полімераза зупиняє транскрипцію після синтезу короткої нефункціональної лідерної РНК.

trp-Оперон перебуває також під контролем trp-репресора. Регулятором спорідненості репресора до оператора є сам Trp: у комплексі з ним репресор набуває конформаційної форми, яка має високу спорідненість. Якщо концентрації Trp знижується – репресор дисоціює й ефективність ініціації транскрипції підвищується приблизно в 70 разів. Атенюація є додатковим, менш ефективним механізмом регуляції: у разі відсутності Trp ефективність транскрипції підвищується приблизно в 10 разів за рахунок атенюації (за наявності Trp близько 10 % РНК-полімераз долають сигнал термінації й продовжують працювати, за відсутності Trp – практично всі). Таким чином, сумісна дія атенюації та негативного контролю за рахунок репресора дозволяє змінювати активність оперона майже в 700 разів залежно від внутрішньоклітинної концентрації Trp.

Питання для самоперевірки:

1. Які є рівні регуляції активности генів?

2. Що таке позитивна та негативна регуляція транскрипції генів?

3.  Які механізми регуляції активності генів у прокаріот?

4. Яка загальна будова оперону?

5.  Як відбувається регуляція оперонів?

Тема № 11. РЕГУЛЯЦІЯ ЕКСПРЕСІЇ ГЕНІВ В ЕУКАРІОТІВ

Мета: вивчити різноманітність шляхів регуляції експресії генів у еукаріотів.

План:

1. Рівні регуляції експресії генів в еукаріотів.

2. ДНК-пов’язуючі білки.
3. Передтранскрипційний контроль експресії генів в еукаріотів.

3.1 Структурна та хімічна модифікація геному еукаріотів.
3.2 Зміна кількості генів.
3.3 Перебудова генів (генетичні рекомбінації або реаранжування).
4. Транскрипційний контроль експресії генів

Перелік ключових термінів і понять теми: експресія генів, ДНК пов’язуючі білки, загальні фактори транскрипції, транскрипційні фактори, інактивація Х-хромосоми, ефект положення мозаїчного типу, метилювання ДНК, комбінаційна регуляція активності гену.
1. Рівні регуляції експресії генів в еукаріотів

Еукаріоти мають більш складну організацію, ніж прокаріоти. Наприклад, у організмі людини налічується більше 200 різних типів клітин і 100000 білків. Контроль експресії генів у еукаріотів включає не тільки механізми, що існують  у прокаріотів, але й механізми, властиві тільки еукаріотам.

Регуляція експресії генома у еукаріотів здійснюється на декількох рівнях:

· на рівні структурної організації геному (передтранскрипційний контроль);
· на рівні транскрипції. Існує транскрипційна і післятранскрипційна регуляція. Регулюватися може сам процес транскрипції, дозрівання мРНК (процесинг), транспорт і деградація мРНК;
· на рівні трансляції – через фосфорилювання / дефосфорилювання білкових факторів трансляції;
· на післянтрансляційному рівні – через регуляцію процесів формування білкової молекули, її транспорту, активності і деградації.
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Контроль експресії генів у еукаріотів

2. ДНК-пов’язуючі білки

Геном еукаріотів містить багато нуклеотидів, але лише 2,5% ДНК використовується для кодування білків. Наявність у ДНК не тільки кодуючих, а й регуляторних (сигнальних) ділянок, значної кількості сайтів, які не  транскрибуються, складає особливість геному еукаріот. Хоча всі соматичні клітини містять ідентичний геном, у різних типах клітин експресуються різні гени, а це свідчить про існування механізмів, які забезпечують стабільну експресію протягом життя клітини одних генів і гальмування експресії інших.

ДНК-пов’язуючі білки мають регуляторні ділянки, якими вони пов’язуються з ДНК
1. Білки, що містять мотив «спіраль-зворот-спіраль». 
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2. Білки, які містять гомеодомени. 
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3. Білки, які містять «цинкові пальці». 
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4. Білки, які містять лейцинову «застібку». 
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Експресію генів еукаріотів регулюють транскрипційні фактори. Існують загальні фактори транскрипції та спеціальні транскрипційні фактори.

Загальні фактори транскрипції (TBP, TAF) – білки, які необхідні для зв'язування РНК-полімерази з промотором, при цьому вони також взаємодіють з промотором. В області ТАТА-боксу з промотором спочатку зв'язується ТВР-білок. Це ініціює приєднання декількох (8 або більше) ТАF-білків. ТВР і ТАF – загальні фактори транскрипції, тому що присутні у всіх клітинах і необхідні для транскрипції більшості генів. Сукупність усіх цих білків в комплексі з РНК-полімеразою називається основним ініціаторним комплексом. 

Спеціальні  транскрипційні фактори стимулюють транскрипцію в деяких клітинах або у відповідь на сигнали. Транскрипційні фактори – зв'язуються поза промотором – з енхансерами. 

Найбільш відомий білок р53, який контролює важливі клітинні процеси.
р53 регулює активність трьох груп генів:
1) активує гени, що відповідають за зупинку клітинного поділу;
2) активує гени, що запускають апоптоз (загибель клітини) і репресує гени, що стримують апоптоз;
3) активує гени, які гальмують ангіогенез (утворення нових судин).
Таким чином, за допомогою р53 клітина у відповідь на пошкодження своєї структури:
· затримується на одній зі стадій мітозу і виправляє ці пошкодження;
· або припиняє поділ і вступає в процес клітинного старіння;
· або здійснює апоптоз (самогубство).
3. Передтранскрипційний контроль експресії генів в еукаріотів

3.1 Структурна та хімічна модифікація геному еукаріотів

а) роль упаковки хроматину. У ядрах диференційованих клітин хроматин так упакований, що тільки невелике число генів (до 1%) доступно для транскрипції. У ділянках гетерохроматину ДНК упакована дуже щільно і недоступна для транскрипції, тоді як в ділянках еухроматину, що має рихлу упаковку, доступна для РНК-полімерази. У різних типах клітин в область еухроматину потрапляють різні гени, а це означає, що в різних тканинах транскрибуються різні гени.

Всі клітини жіночих особ ссавців мають дві Х-хромосоми, а клітини чоловічих організмів-одну Х- та одну Y-хромосому. 
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Інактивація Х-хромосоми
Вважають, що подвійна доза продуктів генів, що входять до складу Х-хромосоми, літальна для організму, тому у жіночих клітинах виник спеціальний механізм, відповідальний за те, що одна з двох Х-хромосом постійно знаходиться в інактивованому стані. У мишей така інактивація відбувається між третьою та шостою добою ембріонального розвитку: в кожній клітині жіночої особи із рівною вірогідністю одна або інша Х-хромосома конденсується та утворює гетерохроматин. Такі конденсовані хромосоми можна побачити в інтерфазі у виді тільця Барра, яке локалізоване у межах ядерної мембрани. Вони реплікуються у пізній S-фазі; більша частина їх ДНК не транскрибується ні в одній із дочірних клітин. 
Феномен, подібний інактивації Х-хромосоми у самиць ссавців, має місце у дрозофіли – ефект положення мозаїчного типу. У мух, що несуть хромосомні перебудови, в результаті яких середина гетерохроматинової області переноситься в еухроматин, еухроматинові гени, що виявилися поблизу від гетерохроматину, інактивуються.
б) хімічна модифікація білків хроматину. Гістонові і негістонові білки, які утворюють міцні комплекси з ДНК, перешкоджають використанню ДНК у процесах реплікації або транскрипції. Ковалентна модифікація (ацетилювання, фосфорилювання, метилювання, глікозилювання і АДФ-рибозилювання) змінює заряд та інші властивості ядерних білків і може зменшити або збільшити їх взаємодію з ДНК. Наприклад, приєднання залишків оцтової кислоти до аміногруп лізину (ацетилювання) в гістонах зменшує позитивний заряд цих білків, завдяки чому гістони від'єднуються від ДНК, а на звільнених від гістонів ділянках може відбуватися зчитування інформації. Тому ацетилювання гістонів підсилює швидкість транскрипції.

в) метилювання ДНК. Метилювання – це варіант епігенетичної регуляції активності генів, який не веде до зміни нуклеотидної послідовності ДНК. ДНК-метилтрансферази переносять метильную групу від S-аденозилметіоніну на цитозин з утворенням 5-метилцитозину. Метилюється біля 5% залишків цитозину ДНК в області СрG-острівців (послідовностей від 500 до 2000 нуклеотидів з високим вмістом гуаніну і цитозину). Ці острівці локалізуються в регуляторних елементах гену, промоторах. 
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Метилювання призводить до тимчасової інактивації гену і блокування його транскрипції. 
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Однак кінцевий біологічний результат метилювання визначається функцією гена. Значення метилювання ДНК для експресії генів можна розглянути на прикладі тканиноспецифічного гену, що кодує актин мязів.  
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Якщо метилюється ген білка-активатора, то це веде до гальмування певної функції клітини, а якщо ген білка-репресора, то це посилює певну функцію. 
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Наприклад, метилювання гена-супресора пухлинного росту (білка р53) сприяє розвитку пухлин. Метилювання – це зворотний процес і разом із метилюванням існує процес деметилювання. Однак, метилювання деяких генів є незворотнім, зокрема генів, які функціонують під час ембріогенезу, а потім стають непотрібними.

У ході еволюції метильовані залишки в геномі мають тенденцію до зникнення. Відомо, що випадкове дезамінування неметильованого цитозину приводить до виникнення урацилу, який у нормі не входить до складу ДНК і тому легко розпізнається ферментом репарації, вирізається і потім замінюється на цитозин. Наслідки випадкового дезамінування залишку 5-метилцитозину не можуть бути усунені сходним чином, тому як при дезамінуванніи 5-метил-С утворюється тимін, який не відрізняється від інших, немутантних залишків тиміну, що входять до складу ДНК. Отже, в ході еволюції метильовані залишки цитозину в геномі мають тенденцію перетворюватися у тимін.
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Після того, як біля 400 млн. років тому відбулася дивергенція хребетних і безхребетних, сходним чином загубилося більше трьох з кожних четирьох CG. Послідовності CG, які залишилися, дуже нерівномірно розташовані по геному: існують окремі області довжиною 1000-2000 нуклеотидів (CG-острівці), в яких вміст CG у 10-20 разів вишій, ніж у середньому по геному. Подібні острівці оточують промотори генів «домашнього господарства», тобто тих генів, що кодують білки, необходіні для життєдільності клітин і, значить, експресуються в клітинах будь-якого типу.

3.2 Зміна кількості генів

а) Ампліфікація – це процес збільшення копій відповідних генів.

Молекулярною основою ампліфікації є багаторазова (вибухоподібна) реплікація одного гену, або його фрагмента. Ампліфіковані ділянки можуть розташовуватися в хромосомі одна за одною (тандемно) або утворювати позахромосомні фрагменти ДНК (подвійні мініхромосоми). Здатні до ампліфікації гени металотіонеіна (білка, що зв'язує іони важких металів), дигідрофолатредуктази, багатьох інших білків. При надходженні в організм іонів важких металів або метотрексату (інгібітора дигідрофолдатредуктази) відбувається вибухоподібне посилення синтезу цих білків. Явище ампліфікації лежить в основі полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). 
б) втрата генетичного матеріалу. Це рідкісний спосіб регуляції і, наприклад, проявляється втратою ядра при дозріванні еритроцитів або втрати частини генетичного матеріалу при дозріванні лімфоцитів.

3.3 Перебудова генів (генетичні рекомбінації або реаранжування)

Перебудова генів – це обмін фрагментами ДНК між різними генами або об'єднання генів з різних біологічних джерел. Механізм рекомбінацій включає розрізання реципієнтної ДНК і включення сторонніх фрагментів (транспозони) з іншої хромосоми або іншого локусу тієї ж хромосоми. Здатність транспозонів вбудовуватися в молекули інших ДНК визначається наявністю на їх кінцях особливих фрагментів – інерційних послідовностей.

До рекомбінації, властивим прокаріотам, належать: а) трансформація – включення в геном реципієнтного мікроорганізму донорної ДНК загиблої клітини того ж виду; б) трансдукція – перенесення бактеріофагом фрагмента ДНК одного мікроорганізму в геном іншого реципієнтного організму; в) кон'югація – процес статевого розмноження у бактерій, який полягає в перенесенні фрагмента ДНК з донорної в реципієнтну клітину.

У еукаріотів генетичні рекомбінації забезпечується механізмом кросинговеру, який є необхідним елементом формування статевих клітин. Саме рекомбінація батьківських хромосом при утворенні гамет – головний фактор комбінативної мінливості у людей.

Процеси переміщення окремих генів, або груп генів в інше місце геному мають місце в В-лімфоцитах, гени яких кодують утворення імуноглобулінів. Є декілька типів імуноглобулінів (IgG, IgA, IgM,IgD, IgE), які відрізняються за типом важких і легких ланцюгів. У кожному білкововому ланцюзі імуноглобуліну існують константні і варіабельні ділянки (відповідно, з постійним або змінним складом амінокислот). Легкі ланцюги експресуються генами 3-х родин, а важкі ланцюги – 4-х родин. Кожна родина нараховує десятки і сотні генів. Завдяки рекомбінації генів, що належать родині генів легких і важких ланцюгів, стає можливим утворення величезної кількості (до

108) варіантів генів і, відповідно, стільки ж варіантів імуноглобулінів з різною антигенною специфічністю.

Мігруючі генетичні елементи – окремі ділянки ДНК, що здатні визначати своє перенесення між хромосомами або хромосомою і плазмідою за допомогою ферменту рекомбінації транспозази. 

Найпростішим їх типом є інсерційні послідовності (IS- елементи) або вставні елементи, що несуть тільки один ген транспозази, за допомогою якої IS- елементи можуть вбудовуватися в різні ділянки хромосоми. Їх функції – координація взаємодії плазмід, помірних фагів, транспозонів для забезпечення репродукції, регуляція активності генів, індукція мутацій. Величина IS-елементів не перевищує 1500 пар основ.

Транспозони (Tn-елементи) включають до 25 тисяч пар нуклеотидів, містять фрагмент ДНК, що несе специфічні гени, і два IS-елемента. Кожен транспозон містить гени, що привносять важливі для бактерії характеристики, як і плазміди (множинна стійкість до антибіотиків, токсиноутворення, тощо.). Транспозони – самоінтегруючі фрагменти ДНК, які можуть вбудовуватися і переміщатися серед хромосом, плазмід, помірних фагів, тобто мають потенційну здатність поширюватися серед різних видів бактерій. Розрізняють ДНК-транспозони і ретротранспозони. Ретротранспозони переміщаються по геному шляхом зворотної транскрипції з їх РНК (як ретровіруси).
4. Транскрипційний контроль експресії генів

Гени еукаріотів мають більш складну будову, ніж гени прокаріотів. Регуляторна частина гена еукаріотів включає цис-регуляторні елементи (промотор, який межує з відкритою рамкою зчитування гена) і транс-регуляторні елементи (енхансери, сайленсери і інсулятори), які розташовані далеко від кодуючої частини гену (на відстані мільйонів пар нуклеотидів). Білки, які зв'язуються з цис- і транс-регуляторними елементами ДНК, називаються транс-діючими факторами (транс-дія означає взаємодію між різними молекулами, а цис-дія – внутрішньомолекулярні взаємодії).

а) у еукаріотів промотори відрізняються специфічністю до різних РНК-

полімераз. Це означає, що з промоторами генів, що кодують транспортні РНК, пов'язується лише РНК-полімераза ІІІ, а з промоторами генів, які кодують мРНК – лише РНК-полімераза ІІ. 

б) у складі генів еукаріотів є багато регуляторних елементів. Для генів, які експресуються конститутивно (тобто з постійною швидкістю), достатня лише наявність ділянок для зв'язування загальних факторів транскрипції. Для генів, швидкість експресії яких змінюється, існують ділянки, що  зв'язують регуляторні білки (специфічні фактори транскрипції, репресори).

Приклад прямого наслідування стану експресії гену в ході реплікації ДНК:


[image: image115.emf]
До активуючих елементів геному належать: енхансери (підсилювачі транскрипції) – ділянки ДНК (мотиви, модулі), які містять кілька десятків пар нуклеотидів і розташовані на значній відстані від регульованого ними гена, перебуваючи спереду або позаду промотора, або у складі інтронів. 
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Транскрипційні фактори
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Енхансер-контроль у еукаріотів 
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Вплив декількох енхансерів на експресію генів

Зв'язування з енхансером відповідних регуляторних білків підсилює в десятки і сотні разів процес транскрипції. Серед регуляторних послідовностей виділяють так звані елементи відповіді, тобто енхансери, загальні для групи генів. Завдяки цьому один гормон, зв'язавшись з одним регуляторним білком, може активувати кілька генів.
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Дія енхансера та інсулятора

Деякі енхансери після зв'язування з певними білками не підсилюють, а навпаки, блокують транскрипцію генів, тоді вони називаються сайленсери, або послаблюють транскрипцію, тоді вони називаються аттенюаторами. Вони забезпечують так зване генетичне мовчання, або сайленсінг. Завдяки сайленсінгу організм може вимикати з роботи ті гени, які йому на цьому етапі не потрібні. Це явище має місце під час диференціації клітин. Відомі також і інсулятори або ізолятори – регуляторні елементи ДНК, які відповідають за блокування взаємодії між енхансером і промотором. Дія інсулятора забезпечується приєднанням до нього спеціальних інсуляторних білків. Потреба в інсуляторі виникає тоді, коли активується енхансер загальний для групи генів, а активація одного гена з цієї групи є небажаною. Тоді інсулятор блокує транскрипцію цього гена.

в) регуляторні білки – це білки, які взаємодіють з регуляторними елементами геному – промоторами, енхансерами, сайленсерами, тощо. Таких білків налічується сотні, якщо не тисячі. До них належать загальні і специфічні фактори транскрипції, коактиватори і корепресори транскрипції. 

Регуляція експресії генів у еукаріотів одним білком-регулятором:


Принциповою особливістю будови цих білків є наявність ДНК-зв'язуючого домену, який відповідає за їх з'єднання зі специфічними ділянками ДНК, доменів, які активують транскрипцію за рахунок взаємодії з білками основного інициаторного комплексу, факторами транскрипції, коактиваторами, РНК-полімеразою і доменів, що зв'язують ліганди. Завдяки приєднанню лігандів відбувається активація регуляторних білків. Розрізняють: ліганди-індуктори транскрипції – глюкокортикоїди, статеві гормони, ретиноєва кислота і кальцитріол, гормони щитоподібної залози. Лігандами-репресорами найчастіше є кінцеві продукти метаболічних шляхів.

Два головних білка-регулятора сприяють молекулярному переключенню у еукаріотів  (на прикладі дрозофіли):
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Комбінації декількох регуляторних білків, що контролюють активність генів, можуть визначати розвиток багатьох типів клітин. На рисунку проілюстровано, яким чином різні комбінації невеликої кількості білків-регуляторів можуть забезпечити виникнення клітин багатьох типів. За цією схемою вважається, що після кожного поділу відбувається вибір на користь синтезу якого-небудь одного з двох білків-регуляторів. Вважається, що синтез кожного білка-регулятора – процес, що самостійно підтримується. Таким чином, клітини клону, що зростає, будуть містити різні білки-регулятори, кількість яких збільшується та кожен з яких контролює цілу «батарею» генів.

[image: image121.png]EMBpPiOHaAbBHA KAITUHA

®

IHAYKLiA peryasaTopHoro 6iaka

AiBa cTopoHa @ MoAlA KAITHHH Mpasa cTopoHa

IHAYKLiA peryasaTopHoro 6iaka 1 abo 2

e e & ®

Kafruna © . Kafruna D Katruna E
N

IHAYKUIA peryaaTopHoro 6iaka 4 abo 5

S8BT

hhunu G

LLi KAITHHU pOpMYIOTB HOTY LLi KAITHHH cOOPMYIOTb AHTEHY




Комбінаційна регуляція активності гену

Корегулятори транскрипції – численна група білків, які взаємодіють з факторами транскрипції і активують (коактиватори) або пригнічують (корепресори) транскрипцію певних генів. Однак вплив цих білків може стосуватися не тільки етапів ініціації, елонгації і термінації транскрипції, але навіть і сплайсингу РНК.
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Структура генів еукаріотів
При цьому самі коактиватори або корепресори з ДНК безпосередньо не взаємодіють. Механізм дії частини корегуляторів полягає в тому, що вони модифікують гістонові білки, збільшуючи або зменшуючи доступність ДНК для транскрипції. Частина коактиваторів володіє ацетилтрансферазною, а частина корепресорів – деацетилазною активністю. Приєднання ацетилових груп до аміногруп гістонів веде до зменшення позитивного заряду цих білків і звільненню негативно зарядженої молекули ДНК, яка стає доступною для транскрипції. При деацетилюванні позитивний заряд гістонів підвищується, посилюється зв'язок гістонів із ДНК і зменшується доступність останньої для зчитування. Лігандами коактиваторів транскрипції нерідко служать ядерні рецептори різних гормонів, зокрема рецептори андрогенів, глюкокортикоїдів.

Питання для самоперевірки:

1. Як відбувається регуляція експресії генів транскрипційними факторами та пряме наслідування стану експресії гену в ході реплікації ДНК?

2. Значення метилювання ДНК

3. Значення інактивація Х-хромосоми та ефекту положення мозаїчного типу.
4. Як відбувається диференціровка клітин ембріону? 

5. Дати характеристикау різновидам транскрипційного контролю експресії генів. 

Тема № 12.  ПІСЛЯТРАНСКРИПЦІЙНА РЕГУЛЯЦІЯ ЕКСПРЕСІЇ ГЕНІВ
Мета: ознайомитись та вивчити післятранскрипційну регуляцію експресії генів.

План

1. Атенуація транскрипції. 

2. Сплайсинг РНК. 

2.1 Альтернативний сплайсинг РНК. 

2.2 Транс-сплайсинг. 

2.3 Автосплайсинг. 

3. Вибіркова деградація мРНК.
3.1 Роль 3'-кінцевих нетранслюючих послідовностей.
3.2 Роль КЕПу. 

3.3 Руйнування мРНК. 

4. РНК-інтерференція.
Перелік ключових термінів і понять теми: атенуація транскрипції, альтернативний сплайсинг РНК, транс-сплайсинг РНК, автосплайсинг РНК, деградація мРНК, РНК-інтерференція.

Регуляція експресії генів може відбуватися і після синтезу молекули мРНК, зокрема під час дозрівання (процесингу) первинних мРНК. Основні способи такої регуляції – альтернативний сплайсинг, РНК-інтерференція і зміни стабільності РНК (зміни швидкості деградації РНК).

1. Атенуація транскрипції
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2. Сплайсинг РНК.

Сплайсинг – видалення інтронів і з’єднання екзонів. 

Типи інтронів:

· Інтрони I типу – в генах рРНК найпростіших (аутосплайсинг);
· Інтрони II типу в мітохондріальних генах багатьох еукаріот (аутосплайсинг);
· Інтрони III типа – в генах ядерних мРНК (сплайсосома).

2.1 Альтернативний сплайсинг РНК

Альтернативний сплайсинг – це вирізання екзонів і їх об'єднання в різних комбінаціях. Тому одна пре-мРНК може давати кілька різних мРНК. При цьому один і той же 5'-КЕП здатний з'єднуватися з будь-якою кодуючою послідовністю, що лежить за ним, утворюючи різні мРНК. Один ген може кодувати не один білок, а кілька. Наприклад, у всіх клітинах є ген кальцитоніну, але в щитовидній залозі він експресується у вигляді гормону кальцитоніну, в гіпофізі – нейропептиду CGRP. Альтернативний сплайсинг широко представлений в геномі людини, тому протеом людини містить набагато більшу кількість білків, ніж протеом інших організмів.
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У всіх клітинах є кальцитоніновий ген, але в клітинах щитовидної залози він експресується у вигляді гормону кальцитоніну, а в клітинах гіпофіза – нейронпептиду CGRP (пептиду, що має відношення до гену кальцитоніну). Ген один, а білки виходять різні в результаті сплайсингу мРНК і процесінгу поліпептидів. У клітинах інших тканин цей ген не експресується. 
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Альтернативний сплайсинг  мРНК кальцитонінового гену у ссавців (щури)
2.2 Транс-сплайсинг

Транс-сплайсинг – форма сплайсингу, при якій з’єднуються РНК різних транскриптів. У трипаносом, нематод  і деяких інших нижчих еукаріотів описані випадки транс-сплайсингу, в результаті якого до мРНК пришивається коротка лідерна послідовність, яка приходить з іншої частини геному.

Транс-сплайсинг описаний також у дрозофіли та інших вищих еукаріотів.
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2.3 Автосплайсинг

Автосплайсинг відкритий Томасом Чеком (США) у 1982 році. Він працював з інфузорією Tetrаchymenа thermophyla. У цієї інфузорії утворюється 35S про-рРНК довжиною 6400 нуклеотидів. Без участі додаткових сполук білкової природи з цієї про-рРНК вирізається внутрішня ділянка довжиною в 414 нуклеотидів. Два екзона зшиваються з утворенням 26S рРНК. Єдина вимога – певна концентрація іонів магнію. Про-рРНК має третинну структуру і володіє каталітичною активністю. Вперше було показано, що каталітичною активністю володіють не тільки білки.
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5. Вибіркова деградація мРНК

Феномен деградації мРНК як регуляторного явища вперше виявлений у бактерій. Всі РНК бактеріальної клітини розділені на два класи:
1. Стабільні – рибосомні і транспортні РНК.

2. Нестабільні – матричні РНК.

Швидка деградація мРНК після припинення її біосинтезу в результаті регуляторних впливів на гени, що транскрибуються, дозволяє клітинам бактерій  легко адаптуватися до мінливих умов навколишнього середовища і дає їм відчутні селективні переваги перед клітинами, які не мають такий регуляторний механізм. Швидка адаптація особливо актуальна для бактерій – одноклітинних організмів з коротким життєвим циклом. 

Клітини еукаріотичних організмів здатні виводити мРНК з трансляції, не руйнуючи її. Це часто досягається:

1. Регулюванням процесінгу попередників мРНК. 

2. Утворенням рибонуклеопротеїдних комплексів – інформосом (комплекси мРНК із білками, що захищають їх від руйнування ферментами). 

3. Специфічною модифікацією регуляторних послідовностей мРНК.

В еукаріотів час напівжиття стабільних мРНК, таких як глобінової мРНК, складає ~ 17 год, а час функціонування мРНК факторів росту не перевищує 30 хв. 

Фізіологічні наслідки таких відмінностей очевидні: якщо глобінові мРНК продовжують транслюватися протягом всього життя у попередників еритроцитів, то потреба у факторах зростання обмежується фазами клітинного циклу, безпосередньо пов'язаними з поділом клітини. Зокрема, відомо, що збільшення стабільності мРНК протоонкогена c-fos під дією мутацій супроводжується безперервним поділом мутантних клітин і утворенням пухлин.

3.1 Роль 3'-кінцевих нетранслюючих послідовностей

Час життя еукаріотичних мРНК в цитоплазмі найчастіше контролюється їх 3'-кінцевими нетранслюючими послідовностями (UTR). Лабільні мРНК містять в цій області один або кілька пентануклеотидів AUUUA і багато U, що переміжуються залишками А. Вони називаються ARE-елементами (adenylate / uridylate-rich elements), які надають полірибонуклеотиду конформації, що роблять його високочутливим до розщеплення нуклеазами.

Розрізняють три класи ARE-елементів:

1. Елементи 1-го класу містять одну-три копії послідовності AUUUA, які асоційовані з U-багатою областю. 

2. Для елементів 2-го класу характерна наявність двох копій, що перекриваються, нонануклеотидних послідовностей UUAUUUA (U/A) (U/A), включених в U-багату послідовність. 

3. Елементи 3-го класу, зовсім не містять послідовності AUUUA. 

ARE-залежна деградація мРНК відбувається двома різними шляхами. Процес починається з деаденілірування 3'-кінцевих полі (A)-послідовностей мРНК. Проходить з різною швидкістю в залежності від класу ARE-послідовностей, присутніх у мРНК.

1. При наявності ARE-елементів 2-го класу деаденілірування окремих молекул протікає асинхронно за процесивним (неперервним) механізмом і закінчується утворенням молекул мРНК, що не містять 3'-кінцевих полі (А)-послідовностей.

2. На відміну від цього ARE-елементи 1-го і 3-го класів направляють деаденілірування  за дистрибутивним механізмом (повільно). При цьому окремі молекули деаденіліюються синхронно, і на кінцях мРНК залишаються полі (А)-послідовності довжиною в 30-60 нуклеотидів.

Швидкість подальшої деградації процесованих мРНК може бути різною і залежить від регулюючої на рівні деградації мРНК експресії генів. 

3.2 Роль КЕПу

У тютюнового бражника Manduca sexta ефективність трансляції певних мРНК змінюється при ковалентній модифікації їх 5'-кінцевих КЕП-груп. 

В ооцитах бражника запасені мРНК містять КЕП-групу у вигляді неметильованого залишку гуанозину. Такі мРНК не транслюються рибосомами. Але після запліднення КЕП-групи мРНК швидко метилюються з утворенням залишку 7-метилгуанозину і стають активними матрицями при трансляції. 

3.3 Руйнування мРНК
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мРНК руйнується на нуклеотиди, за участю РНКаз. У бактерій руйнування починається з 5’-кінця. У еукаріотів – з 3’-кінця: полі-А-хвіст утворює петлю за рахунок взаємодії 3’-кінця з ділянкою мРНК. В результаті 3’-кінець стає недоступним для 3’-РНКази. Коли проходить рибосома, петля на якийсь час розривається і 3’-кінець стає доступним для РНКази, яка відщеплює 10-15 нуклеотидів. Після вивільнення ділянки від рибосоми скорочена петля знову відновлюється. Коли від полі-А-фрагмента залишається близько 50 нуклеотидів, петля утворитися не може і РНКаза безперешкодно руйнує весь ланцюг мРНК. 

Ген с-fos – протоонкоген, який кодує  один із транскрипційних факторів:
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При делеції невеликої області, яка відповідає AU-елементу мРНК, час напівжиття мРНК зростає  і протоонкоген перетворюється в онкоген. 

Після скорочення полі-А-хвоста, відбувається відрізання КЕПу ферментом. Після декепірування 5’-кінець підпадає впливу 5’-екзонуклеази.

Т.ч. нуклеази одночасно руйнують мРНК в 5' → 3’ і 3' → 5’ напрямку. 

Контроль стабільності мРНК.
Велика частина мРНК нестабільна у бактерій. У еукаріотів вона більш стабільна – до 10 годин. Нестабільні мРНК часто кодують білки-регулятори, концентрація яких швидко змінюється.

Стабільність мРНК може змінюватися у відповідь на внутрішньоклітинні сигнали: наприклад, стероїдні гормони посилюють транскрипцію генів у клітинах і заодно підвищують стабільність деяких мРНК, що прочитуються з цих генів. І навпаки: додавання заліза до клітин зменшує стабільність мРНК, яка кодує білок (рецептор), що зв'язує залізо.

4. РНК-інтерференція

РНК-інтерференція (англ. RNA interference, RNAi) – процес пригнічення експресії гену на стадії транскрипції, трансляції, деаденілірування або деградації мРНК за допомогою малих молекул РНК (короткі дволанцюжкові РНК) і спеціальних білкових комплексів. Малі РНК вимикають роботу тих генів, послідовності яких відповідають ланцюгу  молекули малої РНК.

Процеси РНК-інтерференції виявлені в клітинах багатьох еукаріотів: у тварин, рослин і грибів. Система РНК-інтерференції грає важливу роль в захисті клітин від вірусів, транспозонів, а також в регуляції розвитку, диференціювання і експресії генів організму.

Механізм РНК-інтерференції полягає в тому, що присутня в клітині дволанцюжкова РНК, яка часто є чужорідним геномом РНК-вірусів, розрізається на короткі фрагменти (21-25 нуклеотидів) ферментом Dicer. Один із двох ланцюжків кожного фрагмента називають «спрямовуючим», ця одноланцюгова РНК далі включається до складу РНК-білкового комплексу RISC (RNA-induced silencing complex) і взаємодіє з комплементарною вірусною мРНК, яка потім розщеплюється RISC комплексом. У результаті синтез білка, кодованого даною мРНК, припиняється. 

Поряд із відповіддю на чужорідну РНК, клітини синтезують власні короткі інтерферуючі РНК (short interfering RNA – siRNA) з так званої мікроРНК (miRNA). МікроРНК процесуються аналогічно дволанцюговим РНК вірусів і пригнічують синтез клітинних білків за рахунок деградації мРНК (руйнування або деаденілювання мРНК) або шляхом створення перешкод на мРНК для роботи білок-синтезуючої молекулярної машини (рибосоми). Таким чином, мікроРНК є частиною клітинної системи управління активністю генів.

За відкриття РНК-інтерференції американські дослідники Ендрю Файр і Крейг Мелло були удостоєні Нобелівської премії з фізіології і медицині в 2006 р. На основі описаного ними механізму розроблені методи спрямованого пригнічення активності генів за допомогою коротких синтетичних РНК дуплексів. Такі дуплекси можуть бути створені проти будь-якої мРНК завдяки тому, що послідовність геному багатьох організмів, включаючи людину, вже відома. В даний час вивчаються перспективи застосування РНК-інтерференції в медицині для лікування інфекційних, онкологічних та інших захворювань.

Питання для самоперевірки:

1. Як відбувається атенуація транскрипції?

2. Дати характеристику різним видам сплайсингу РНК. 

3. Як відбувається деградація мРНК?

4. Що таке про РНК-інтерференція?
Тема № 13. РЕГУЛЯЦІЯ ТРАНСЛЯЦІЇ ТА ПІСЛЯТРАНСЛЯЦІЙНИЙ КОНТРОЛЬ

Мета: ознайомитись та вивчити регуляцію трансляції та післятрансляційну регуляцію експресії генів.
План

1. Регуляція ініціації трансляції. 

2. Регуляція елонгації синтезу поліпептидних ланцюгів. 

3. Регуляція термінації трансляції. 

4. Наслідки фолдингу знову синтезованих поліпептидних ланцюгів. 

5. Убіквітин-залежна система протеолізу у регульованій деградації білків. 

6. Післятрансляційна модифікація білків. 

Перелік ключових термінів і понять теми: регуляція синтезу білків, фолдинг, убіквітин-залежна система протеолізу, протеасома, сплайсинг білків, шаперони.

Живі клітини мають точно запрограмовані механізми, які регулюють синтез різних білків таким чином, що в будь-якій клітині присутня певна кількість молекул кожного білка, яка дозволяє їй здійснювати свої метаболічні процеси плавно і з максимальною ефективністю.

Процес біосинтезу білка може регулюватися на рівні транскрипції і трансляції. У прокаріотів ця регуляції здійснюється переважно на рівні транскрипції.

Регуляція синтезу білків у клітинах еукаріотів набагато складніша. Для них не притаманна пряма субстратна регуляція, тому як транскриптони в еукаріотів мають великі регуляторні зони; в еукаріотів структурні гени розкидані по геному; в ядрах диференційованих клітин еукаріотів більшість генів знаходиться в репресованому стані.

1. Регуляція ініціації трансляції

Фактор eIF4E розпізнає КЕП-структури мРНК у складі багатокомпонентного чинника ініціації eIF4F, що є необхідним етапом об'єднання мРНК з 40S субодиницею рибосоми. Фактор eIF4E лімітує ініціацію трансляції. У більшості клітин він присутній у кількості 0,01-0,2 молекули/рибосому (вміст інших факторів знаходиться в межах 0,5-3 молекули/рибосому). Внутрішньоклітинний вміст і активність фактора eIF4E регулюються на рівні транскрипції, послятрансляційно і шляхом взаємодії з білками-репресорами. 

А) сімейство білків-репресорів фактора eIF4E. Це невеликі білки (молекулярна маса ~ 12 кДа) –- 4EBP1, 4E-BP2 і 4E-BP3, що інгібують КЕП-залежну трансляцію після прямої взаємодії з eIF4E. Утворення комплексу eIF4E-4E-BP не змінює спорідненість фактора до КЕП-структури, але запобігає його взаємодії з eIF4G. 

Б) регуляція швидкості ініціації трансляції можлива також за рахунок впливу просторової структури 5'-кінцевого ініціаторного району мРНК. Згортання цієї частини мРНК у стабільну просторову структуру блокує трансляцію.

В) ефективна регуляція ініціації трансляції певних мРНК досягається за рахунок специфічної взаємодії ініціаторних ділянок мРНК з білками-регуляторами, які в даному випадку виступають репресором ініціації трансляції.
Г) білки, що взаємодіють з мРНК, як регулятори трансляції.

Більшість регуляторних білків, що взаємодіють із 5'-кінцевими TIR-послідовностями мРНК прокаріотів, є негативними регуляторами трансляції. TIR включає біля 50 нуклеотидів, які покриваються рибосомою так, що ініціюючий кодон AUG ділить його на дві приблизно однакові частини – транслюючу (mTIR) і нетранслюючу (MTIR) 

У mTIR міститься послідовність Шайна-Дальгарно, що комплементарна 3’-кінцевій послідовності  16S рРНК. Ділянки mTIR та MTIR можуть містити комплементарні послідовності і здатні утворювати шпильку з кодоном AUG.

Приклад 1. Рибосомні білки E. coli – репресори власного синтезу, які запобігають взаємодії 30S субодиниць рибосом зі своїми мРНК.

Приклад 2. У клітинах еукаріотів добре вивчений тип негативного контролю трансляції, який дає можливість швидко привести у відповідність синтез внутрішньоклітинного білка феритину з кількістю наявних у клітинному вмісті атомів заліза. Показано, що після додавання заліза мРНК феритину в цитоплазмі переміщується з неактивного рибонуклеопротеїнового комплексу в трансляційно-активний полірибосомний комплекс. 

Послідовність розміром 30 нуклеотидів, на 5’-кінці молекули мРНК феритину складається в структуру, що представлена стеблом з петлею; цей елемент зв'язується з регуляторним білком у тому випадку, якщо цей білок не з'єднаний із залізом. В результаті трансляція мРНК пригнічується. Додавання заліза призводить до дисоціації комплексу РНК-білок, що викликає збільшення швидкості трансляції мРНК в 100 разів.
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Позитивний контроль трансляції може здійснюватися за рахунок розташованої на мРНК спеціальної області «трансляційного енхансеру», який здатний вибірково залучати рибосоми. Певні РНК-віруси (пікорнавіруси) містять таку область. Її присутність призводить до того, що трансляція починається з внутрішніх сайтів AUG, які в інших випадках у еукаріотичних клітин не використовуються для ініціації синтезу білка. 
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2. Регуляція елонгації синтезу поліпептидних ланцюгів
Чинники, від яких залежить елонгація трансляції:

1. Не всі ділянки мРНК транслюються з однаковою швидкістю. Рибосоми в процесі трансляції мРНК можуть затримуватися на кодонах, відповідних мінорним ізоакцепторним тРНК, що присутні в клітині. Ці кодони називаються модулюючими. Чим більше модулюючих кодонів у мРНК, тим повільніше вона транслюється.

2. Характерна просторова структура матриці. Для розгортання індивідуальних ділянок просторової структури мРНК, які мають неоднакову стабільність, потрібний різний час, що знаходить відображення в різній швидкості трансляції рибосомами індивідуальних мРНК. 

3. Виявлена низка регуляторних білків, які після взаємодії з транслюючою рибосомою вибірково затримують трансляцію в певних місцях мРНК. Наприклад, у еукаріотів відома рибонуклеопротеїдна частка, що містить 7S-РНК, яка пізнає особливу N-кінцеву гідрофобну амінокислотну послідовність зростаючого поліпептиду, приєднується до рибосом і блокує трансляцію до тих пір, поки рибосома не вступить у взаємодію з мембраною ЕПР.

4. Фактори елонгації трансляції можуть бути мішенями різних регуляторних впливів.

5. Процес трансляції мРНК характеризується високою точністю і навіть систематичні «помилки» трансляції можуть бути генетично запрограмованими. У бактерій транслююча рибосома може пропускати протяжні послідовності нуклеотидів мРНК, не припиняючи синтез єдиного поліпептидного ланцюга (таке явище не відомо у еукаріотів), а також у процесі декодування кодону, що знаходиться в А-ділянці рибосоми, може відбуватися навмисне розпізнавання кодону «неправильної» аміноацил-тРНК або зсув рамки зчитування у працюючої рибосоми.

Наслідком цього буває:

а) часткова супресія термінації трансляції на термінуючих кодонах; 

б) або синтез одного поліпептидного ланцюга з використанням двох різних рамок зчитування транслюючої РНК (під час синтезу спостерігається зсув на один нуклеотид назад); в сайтах зсуву рамки зчитування виявлені тільки кодони AAC, UUU, UUA і AAU; 

В результаті синтезується гібридний білок (у ретровірусів і ретротранспозонів).

3. Регуляція термінації трансляції

1. Альтернативні сайти термінації трансляції можуть бути використані для розширення кодуючого потенціалу певних генів. Так, в результаті редагування РНК в мРНК аполіпопротеїну В людини утворюється новий термінуючий кодон, що призводить до синтезу в певних тканинах укороченого поліпептиду, кодованого тим же самим геном, що і поліпептид нормального розміру.

2. Неповна термінація синтезу поліпептидів на деяких термінуючих кодонах: з трьох термінуючих кодонів найменш ефективним є UGA. Він частіше за інших помилково розпізнається транслюючою рибосомою як осмислений (можливо, за участю триптофанової тРНК). У результаті синтезується довший поліпептид, припинення синтезу якого відбувається на наступному термінуючому кодоні.

4. Наслідки фолдингу знову синтезованих поліпептидних ланцюгів

У процесі трансляції зростаючі поліпептидні ланцюги починають набувати високоспецифічну просторову структуру, яка формується повністю незабаром після завершення їх біосинтезу. Процес згортання поліпептидного ланцюга в правильну просторову структуру отримав назву фолдингу. 

Фолдинг – це обов'язковий етап перетворення поліпептидного ланцюга, який сходить з рибосомального конвеєру, на функціонально активний білок. За результатами фолдингу у поліпептиді зменшується вільна енергія, гідрофобні залишки амінокислот упаковуються переважно в середину молекули, а гідрофільні залишки розташовуються на поверхні білкової глобули.

Просторова будова білкової молекули визначається насамперед первинною структурою. Вважається, що білок бере суворо певну конфігурацію лише на основі фізико-хімічних взаємодій своїх функціональних груп. Однак це справедливо для невеликих білків. Для фолдингу великих білків потрібні допоміжні білки – шаперони і ферменти фолдази. Просторова структура білків визначається і їх взаємодією з лігандами.

У результаті фолдингу:

а) гідрофобні залишки амінокислот упаковуються переважно всередину молекули; 

б) гідрофільні залишки розташовуються на поверхні білкової глобули. 

Гідрофобні області утворюються і на зовнішній поверхні молекул білків, формуючи порожнини активних центрів, а також місця контактів субодиниць мультімерних білків один з одним і біологічними мембранами. 

Але збільшення гідрофобності поверхні білків знижує їх внутрішньоклітинну стабільність, тому що безліч протеолітичних ферментів гідролізують з великою швидкістю пептидні зв'язки, утворені гідрофобними амінокислотами або які знаходяться поблизу від них.

Сплайсинг білків – внутрішньомолекулярний автокаталітичний процес, що відбувається в деяких білках, при якому внутрішня частина білка (під назвою інтеін) вищеплюється з білка-попередника з подальшим лігіруванням частин, що залишилися. На місці сплайсингу в білку-попереднику знаходиться цистеїн або серин, тобто амінокислота з нуклеофільною бічною групою. Білковий сплайсинг для свого здійснення не вимагає інших кофакторів і джерел енергії (наприклад, АТФ або ГТФ) на додаток до самого поліпептиду-попередника.

Ліганди – це речовини (іони металів і неметалів, органічні молекули), здатні взаємодіяти з певними частинами молекули білка і змінювати його просторову будову і біологічну активність.

Білково-лігандні взаємодії можна розділити на такі типи:

1. Ліганд, зв'язуючись з білком, не викликає істотних змін конформації, але стабілізує структуру білка (так, зв'язування іонів Са2+ не змінює активність лізоциму, але збільшує опірність ферменту до дії денатуруючих факторів).

2. Білок проявляє свою активність лише після зв'язування з лігандом. Так, кальмодулін отримує протеїнкіназну властивість після зв'язування з Са2 +.

3. Білок формує третинну або четвертину структури лише при наявності лігандів. Так за допомогою іонів кальцію формується третинна структура лактоальбумінів і четвертинна остеокальцину. Лише за присутності гему формується третинна структура цитохрому с. 

Фолдази – це ферменти, які володіють каталітичною активністю щодо білків. Так протеїндисульфідізомераза, тіоредоксин і глутаредоксин каталізують переміщення дисульфідних зв'язків в молекулі білка (руйнують дисульфідні зв'язки в одному місці і утворюють в іншому). Дія цих ферментів дає можливість знайти (шляхом перебору) таку комбінацію дисульфідних зв'язків, яка відповідає оптимальній просторовій структурі білка. Пептидилпролілізомераза змінює просторову конфігурацію білкового ланцюга в тому його місці, де знаходиться залишок проліну та де пептидний ланцюг робить вигин в ту чи іншу сторону.

Шаперони – це білки, які сприяють формуванню правильної третинної структури білкових молекул і доставляють білки з місця їх синтезу до місця призначення. Вважається, що шаперони «сідають» на поліпептидний ланцюг, як тільки він починає виходити з рибосоми. Шаперони ізолюють новостворений білок від небажаних взаємодій з іншими молекулами і попереджають завчасне згортання ланцюга. До числа шаперонів належать білки теплового шоку, синтез яких різко збільшується при культивуванні мікроорганізмів при високій температурі.

Порушення фолдингу білків лежить в основі хвороби Альцгеймера, при якій в мозку відкладається β-амілоїд – агрегати білка, який втратив свою α-спіралізацію. Він має β-складчасту структуру, малорозчинний і погано піддається протеолізу. Амілоїд накопичується в нервових клітинах, порушує їх функцію і викликає загибель. Аналогічно діють і пріонові білки. Пріони не тільки самі позбавлені нормальної спіралізаціі, але і при контакті з іншими білками викликають втрату ними нормальної конформації. Людина може заражатися пріоновими білками вживаючи м'ясо тварин, що містять пріони, як це буває при хворобі Крейтцфельдта-Якоба.

Встановлено, що ~ 1/3 знову синтезованих поліпептидних ланцюгів зазнає протеолітичний розпад відразу ж після завершення їх синтезу рибосомами. Більшість синтезованих білків уникає подібної долі завдяки:

1. Утворенню так званого комплексу NAC (nascent polypeptide associated complex), асоційованого зі зростаючими поліпептидними ланцюгами.

Комплекс NAC – це група білків з молекулярними масами 21-33 кДа, які взаємодіють як з ланцюгом білку, так і з самою рибосомою, оберігаючи зростаючий поліпептид від деградації шляхом формування NAC.

2. Коли гідрофобна сигнальна послідовність синтезованого білка досягає довжини в ~ 70 амінокислотних залишків і покидає NAC, з нею взаємодіє комплекс білків SRP (signal recognition particle). Він оберігає гідрофобну частину зростаючого поліпептиду від ранньої деградації протеїназами і направляє його до мембран ендоплазматичного ретикулуму.

3. Зростаючі поліпептидні ланцюги, у яких відсутня сигнальна послідовність, залишаючи NAC, взаємодіють з фолдінг-системою, до складу якої входять, зокрема шаперони Hsp70 і Hsp40. Вони, утворюючи комплекс із зростаючим поліпептидним ланцюгом, запобігають його неспецифічній агрегації і деградації під дією внутрішньоклітинних протеїназ, сприяючи його правильному фолдінгу, що відбувається за участю інших шаперонів. 

4. Різні сигнальні послідовності амінокислотних залишків забезпечують спрямовану доставку синтезованих білків до внутрішньоклітинних органел і мікрокомпартментів. Сигнальні послідовності амінокислотних залишків контролюють: транслокацію білка через мембрани; внутрішньоклітинне перенесення білка без перетину мембрани; хімічні модифікації білка без гідролізу пептидних зв'язків; розщеплення деяких або навіть всіх пептидних зв'язків у білку; конформаційні та інші просторові зміни білків, включаючи фолдинг і олігомеризацію поліпептидних ланцюгів. 

Час існування внутрішньоклітинних білків:
 а) структурні та конститутивні білки зазвичай мають велику тривалість життя; 

б) регуляторні білки, як правило, швидко розпадаються. 

За часом напівжиття білки тварин поділяють на чотири групи: 

1) білки, що дуже швидко оновлюються (час напівжиття <1 год): білок-супресор пухлин p53, продукти протоонкогенів c-fos і c-myc, орнітиндекарбоксілаза, цикліни; 

2) білки, що  швидко оновлюються (час напівжиття 1-24 год): РНК-полімераза I, тірозинамінотрансфераза, триптофан-2,3-диоксигеназа, γ-глутамілтрансфераза, Hsp70, рецептор інсуліну, убіквітин; 

3) білки, що повільно оновлюються (час напівжиття – 1-5 діб): каталаза, катепсини, протеасоми, тубуліни, актини, альдолаза, лактатдегідрогеназа, аргінази;

4) білки, що  дуже повільно оновлюються (час напівжиття > 5 діб): мітохондріальна фумараза, цитохроми b і c, міозин, гемоглобін, гістони в інтерфазному ядрі, еластин, колаген.

Більшість внутрішньоклітинних білків закінчують своє існування в результаті протеолітичного гідролізу, перетворюючись на невеликі пептиди і вільні амінокислоти, які далі утилізуються в синтезі нових білків.

5. Убіквітин-залежна система протеолізу у регульованій деградації білків

Убіквітин-залежна система протеолізу проводить пошук потенційної мішені для протеолітичної деградації серед величезного числа внутрішньоклітинних білків. Усі білки несуть у собі специфічні сигнали деградації. За їх допомогою:

· маркуються білки, що видаляються за допомогою протеолізу;
· визначається час видалення; 

· визначається швидкість їх протеолітичного розщеплення. 

Для розпізнавання й декодування таких сигналів у клітинах еукаріотів є убіквітин-кон'югуюча система.

Розпізнані даною системою білки-субстрати маркуються шляхом ковалентного приєднання до них молекул невеликого стабільного білка – убіквітину (76 АК). В результаті убіквітин з'єднується C-кінцем з бічними залишками лізину в субстраті. Наявність такої мітки в білку, можливо, є первинним сигналом, який направляє кон'югати, що утворилися, до протеасоми.

У більшості випадків до субстрату приєднується кілька молекул убіквітину. Приєднання убіквітину відбувається за допомогою ферментів, що називаються убіквітиновими лігазами. 

Протеасома – великий білковий комплекс клітин еукаріотів, архей та деяких бактерій, головною функцією якого є деградація більше не потрібних або пошкоджених білків шляхом протеолізу, тобто реакції розриву пептидних зв’язків. Протеасоми розташовані у цитоплазмі архей та бактерій і в цитоплазмі та в ядрі еукаріотів 

	[image: image132.png]



	За структурою протеасома є великим бочкоподібним комплексом, через центральний канал якого «протягується» молекула білка, яка гідролізується. Добре вивчена протеасома Thermoplasma. Вона на обох кінцях циліндра складена з α-субодиниць, а її центральна частина – з ß-субодиниць (відношення – α7β7β7α7). Протеолітична активність властива β-субодиницям, причому їх активні центри спрямовані всередину порожнини циліндра протеасоми. Пептиди й амінокислоти, які утворюються в ньому, залишають протеасому через передній або задній отвори, сформовані α-субодиницями.


6. Післятрансляційна модифікація білків

Багато поліпептидів, що утворюються при трансляції мРНК, піддаються модифікації різними способами. Описано більше сотні різних варіантів післятрансляційніх змін в білках. До найбільш відомих належать:

1) Модифікація N-кінця і С-кінця. Видалення формільної групи на N-кінці бактерійних білків каталізується деформілазами. Під дією амінопетидази може відбуватися відщеплення одного або декількох N-кінцевих залишків. У прокаріотів і еукаріотів кінцевий метіонін іноді відщеплюється в той час, коли синтез решти поліпептидного ланцюга ще триває.

2) Видалення сигнальних послідовностей. Деякі білки містять на N-кінці додаткову поліпептидну послідовність, яка направляє цей білок до місця його призначення в клітині. Такі сигнальні послідовності видаляються за допомогою особливих пептидаз.

3) Утворення дисульфідних містків, які допомагають зберегти нативну конформацію від денатурації.

4) Модифікація бічних ланцюгів амінокислот.

· гідроксилювання залишків проліну та лізину в колагені;

· фосфорилювання гідроксильних груп серину, треоніну і тирозину (збільшення негативного заряду, наприклад, в казеїні молока для зв'язування з іонами кальцію або для активації деяких ферментів, наприклад, глікоген-фосфорілази);

· карбоксилювання (білок згортання крові – протромбін, містить у своїй N-кінцевий області кілька залишків карбоксиглутамінової кислоти, які включаються до білка за допомогою ферменту, залежного від вітаміну К).

· метилювання груп (м'язові білки і цитохроми).

· приєднання бічних вуглеводних ланцюгів (протеоглікани).

5) Приєднання простетичної групи (наприклад, молекула біотину, ковалентно пов'язана з ацетил-КоА-карбоксилазою).

6) Частковий протеоліз (наприклад, при перетворенні проколагену в колаген і проінсуліну в інсулін).

☞Цікаві факти☺
Препарати, що впливають на синтез білка, широко використовуються в практиці. Індуктори застосовуються з метою стимуляції синтезу білка в пошкоджених або послаблених тривалою бездіяльністю (атрофованих) органах. Інгібітори синтезу білка застосовуються в протилежних цілях: для пригнічення поділу і росту клітин.

Препарати, що підсилюють біосинтез білків, відносяться до так званих анаболічних засобів. Анаболічні засоби бувають гормональні та негормональні. Найбільш вираженою здатністю до індукції синтезу білка з гормонів володіють анаболічні стероїди (похідні чоловічих статевих гормонів), які використовуються тільки для стимуляції біосинтезу білків і нуклеїнових кислот в організмі. Анаболічну активність має інсулін, який активує синтез білка на рівні трансляції.

До негормональних анаболічних засобів відносяться попередники нуклеотидів і нуклеїнових кислот. Наприклад, оротат калію (стимуляція синтезу піримідинових нуклеотидів), інозин. Дані препарати використовуються як структурний матеріал і служить індуктором синтезу білка.

Інгібітори синтезу білка поділяються на інгібітори: 1) транскрипції; 2) процесингу і транспорту РНК і 3) трансляції.

Інгібітори транскрипції за механізмом поділяються на три групи: 1) інгібітори РНК-полімераз; 2) речовини, що зв'язуються з матрицею ДНК і порушують роботу РНК-полімерази і 3) структурні аналоги нуклеотидів, що включаються в мРНК.

Препаратом 1-ї групи є α-аманітин (отрута блідої поганки), що вибірково інгібує РНК-полімеразу III (відповідальну за транскрипцію мРНК); рифампіцин, що інгібує ядерцеву РНК-полімеразу I (відповідає за транскрипцію рРНК) і зворотну транскриптазу.

До другої групи належать актиноміцин D (використовується в біохімічних дослідженнях), антибіотики олівоміцин, дактіноміцин і рослинні алкалоїди – вінбластин і вінкристин, які застосовуються в медицині як протипухлинні препарти.

До третьої групи відноситься, наприклад, 5-фторурацил, який  включається в мРНК замість природного нуклеотиду і приводить до непридатності синтезуючу матрицю РНК.

Інгібітори процесингу і транспорту РНК. До них відносяться інгібітори внутрішньоядерних РНКаз, РНК-лігази, що здійснюють різні фази дозрівання РНК. Наприклад, кордіцепін перешкоджає приєднанню поліаденілового фрагмента до мРНК.

Інгібітори трансляції. До них відносяться антибіотики, що застосовуються як антибактеріальні препарати.

Хлорамфенікол діє на 70S рибосоми і рибосоми мітохондрій і хлоропластів еукаріотів. Хлорамфенікол зв'язується з 50S субчастінкою  рибосом і блокує пептидилтрансферазну реакцію, викликаючи передчасний обрив синтезованого поліпептидного ланцюга.

Лінкоміцин діє на 80S рибосоми.

Еритроміцин (і інші макроліди) інгібує транслокацію пептидил-тРНК з А-ділянки в Р-ділянку 50S субодиниці бактеріальних рибосом.

Тетрацикліни блокують зв'язування мРНК і аміноацил-тРНК з малою субодиницею рибосом, тобто фазу ініціації і елонгації синтезу білка в рибосомах.

Стрептоміцин впливає на 70S рибосоми бактерій і не має впливу на 80S рибосоми. Він специфічно зв'язується з білком малої субодиниці і порушує правильне зчитування мРНК.

Питання для самоперевірки:

1. Що таке позитивний та негативний контроль трансляції?

2. Як відбувається регуляція елонгації та термінації трансляції?

3. Що таке фолдинг білків?

4. Яка роль убіквітину та протеасом у деградації білків?

5. Які можливі модифікаційні зміни білків після трансляції?

Тема № 14. МЕТОДИ ВИВЧЕННЯ СТРУКТУРИ І ФУНКЦІЇ КЛІТИННИХ ДНК
Мета: ознайомитись із технологією рекомбінантних ДНК та її методами.

План:

1. Рестрикуючі нуклеази. 

2. Конструювання рекомбінантних ДНК.
3. Визначення нуклеотидної послідовності (секвенування) ДНК.
4. Гібридизація, як високочутливий метод виявлення специфічних послідовностей нуклеотидів. 

5. Клонування ДНК.
5.1 Етапи отримання клонів.
5.2 Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР).
6.  Генна інженерія.
7. Генна терапія. 

Перелік ключових термінів і понять теми: рестриктази, рестрикційна карта, секвенування ДНК, гібридизація, клонування ДНК, полімеразна ланцюгова реакція, генна інженерія, генна терапія., 

Сучасні методи вивчення ДНК відомі під назвою «Технологія рекомбінантних ДНК». Технологія рекомбінантних ДНК включає в себе наступний набір методів:

1. Специфічне розщеплення ДНК рестрикуючими нуклеазами, що істотно прискорює виділення і маніпуляції з різними генами;

2. Швидке секвенування всіх нуклеотидів в очищеному фрагменті ДНК, що дозволяє визначити точні межі гена;

3. Гібридизація нуклеїнових кислот, що дозволяє виявляти специфічні послідовності РНК або ДНК з великою точністю і чутливістю на підставі їх здатності зв'язувати комплементарні послідовності нуклеїнових кислот;

4. Клонування ДНК: обраний фрагмент ДНК уводять в самореплікуючий генетичний елемент (вірус), який використовують для трансформації бактерій. Бактеріальна клітина після трансформації відтворює цей фрагмент у багатьох мільйонах ідентичних копій;

5. Генетична інженерія – послідовності ДНК змінюють з метою створення модифікованих версій генів, які потім знов уводять в клітини або організми.

1. Рестрикуючі нуклеази

Виробляються у бактерій для захисту від чужорідних ДНК, що проникають у клітину. Кожний фермент розпізнає специфічну послідовність в ДНК із 4-6 нуклеотидів і негайно розрізає її ланцюги. Відповідні послідовності в геномі самих бактерій замасковані метильованими залишками А і Ц. Цей феномен взяли на озброєння для розділення ДНК у лабораторіях (фірми виробляють понад 100 таких ферментів, які розпізнають різні послідовності). Серії фрагментів, які утворюються, називаються рестрикційними фрагментами (рестриктами). Порівняння розмірів фрагментів ДНК, отриманих після обробки певної ділянки геному набором рестрикуючих нуклеаз, дозволяє побудувати рестрикційну карту, на якій вказано положення кожного сайту рестрикції щодо інших ділянок. Приклад:

Молекулу ДНК довжиною 5000 п. н. обробляють окремо рестриктазами А і В. Фрагменти розділяють електрофорезом. Фермент А розрізав ДНК на 4 фрагменти розміром 2100, 1400, 1000 і 500 п. н. Обробка рестриктазою В дала 3 фрагмента: 2500, 1300 і 1200 п. н. Для визначення розташування сайтів рестрикції цих ферментів на наступному етапі застосовують процедуру подвійного розщеплення – одночасно обробляють ДНК двома рестриктазами – А і В. Це дало 6 фрагментів: 1900, 1000, 800, 600, 500, 200 п. н.

Аналіз фрагментів рестрикції і карта фрагменту ДНК
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2. Конструювання рекомбінантних ДНК

Під рекомбінантними розуміють ДНК, утворені об'єднанням in vitro двох або більше фрагментів ДНК, виділених з різних біологічних джерел. Фрагменти ДНК, в тому числі і фрагменти, що містять гени, отримують з використанням ферментів рестриктаз. Багато рестриктаз розривають ланцюги ДНК зі зміщенням, тобто з утворенням на кінцях фрагментів коротких одноланцюгових ділянок. Ці ділянки мають здатність утворювати комплементарні пари основ з іншою одноланцюговою ділянкою, отриманою за допомогою того ж ферменту. Їх називають липкі кінці. У результаті отриманий фрагмент ДНК можна вбудувати в очищену ДНК віруса або плазміди.
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Зшивання фрагментів ДНК проводиться трьома основними методами, що залежать від того, які кінці мають фрагменти ДНК, що зшиваються.

1) Зшивання по «липким» кінцям (рестриктазно-лігазний метод).
Цей метод є найпоширенішим і популярним. Вперше цим способом гібридна ДНК була отримана С. Коеном із співробітниками в 1973 році.
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Віруси або плазміди швидко реплікуються і в результаті можна швидко отримати велику кількість цього фрагмента, тобто клони фрагмента.

2) Зшивання по «тупим» кінцям (конекторний метод).
Липкі кінці також можна ферментативним шляхом приєднати до молекул ДНК з тупими кінцями. Для цього використовують фермент – кінцеву трансферазу з тимусу теляти, яка приєднує нуклеотиди до 3'-кінців ланцюгів ДНК. 
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3) Зшивання фрагментів з різнойменними липкими кінцями
У ситуації, коли необхідно зшити фрагменти, які утворені різними рестриктазами, і які мають різні, тобто некомплементарні один одному липкі кінці, застосовують так звані лінкери (або «перехідники»). Лінкер – це хімічно синтезовані олігонуклеотиди, які представляють собою сайти рестрикції чи їх комбінацію. Вперше цю ідею запропонував Шеллер з співробітниками в 1977 р. 

3. Визначення нуклеотидної послідовності (секвенування) ДНК 
Секвенування дозволяє досить швидко визначити повну нуклеотидну послідовність сегмента довжиною 100-500 нуклеотидних пар, що утворюються при розщепленні ДНК рестрикційними ендонуклеазами. 

МЕТОДИ:

1. Метод Маскама і Гілберта (хімічний).
2. Дідезоксинуклеотидний метод Сенгера (ферментативний). 

Хімічний метод секвенування ДНК 
Така процедура виконується одночасно для 4 однакових проб ДНК. Використовують при цьому рестриктази, які розщеплюють ДНК в першому випадку по Т, у другому по С, в третьому по G і четвертому по A. Отримані зразки піддають електрофорезу на паралельних доріжках одного гелю. Аналізуючи результати електрофорезу можна визначити послідовність нуклеотидів. Перша знизу смуга відповідає нуклеотиду, розташованому на 5'-кінці. При цьому визначають на якій з доріжок розташована смуга. Тут – Т. І так далі. 
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Послідовність ДНК, що прочитується з гелю знизу вгору, така: TGCACTTGAACGCATGCT 
Дідезоксинуклеотидний метод 

Дідезоксинуклеотид – це штучно отриманий нуклеотид, позбавлений 2'- і 3'-гідроксильних груп при вуглецевих атомах цукрового кільця. 
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Подовження ланцюга під час реплікації ДНК відбувається в результаті приєднання чергового нуклеозидтрифосфату до 3'-гідроксильної групи останнього нуклеотиду зростаючого ланцюга. Якщо такою черговою приєднуючою ланкою є дідезоксинуклеотид, то синтез ДНК зупиняється, оскільки наступний нуклеотид не може утворити фосфодиефірний зв'язок.

Етапи:

1. Гібридизація синтетичного олігонуклеотиду (праймеру) довжиною 17-20  нуклеотидів з ділянкою одного з ланцюгів досліджуваної ДНК.
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2. Розчин із праймером розподіляють за чотирьма пробірками, в кожній з яких знаходяться чотири дезоксинуклеотиди, dATP, dAСTP, dGTP, dTTP (один із них ізотопно помічений) та один з чотирьох дідезоксинуклеотидів ddATP, ddAСTP, ddGTP, ddTTP). Концентрацію кожного дідезоксинуклеотида підбирають таким чином, щоб він був включеним за всіма позиціями у суміші зростаючих ланцюгів, а не тільки за першою позицією, яка йому зустрілася. Після приєднання дідезоксинуклеотиду зростання ланцюга відразу зупиняється, тому кожний ланцюг закінчується 3'-дідезоксинуклеотидом. Після закінчення ферментативного синтезу за участю ДНК-полімерази у кожній пробірці є унікальний набір олігонуклеотидів, кожний з яких містить праймерну послідовність.

3. Далі в пробірки додають формамід, для забезпечення розходження ланцюгів, і проводять електрофорез у поліакриламідному гелі на чотирьох доріжках. Це дозволяє розділити одноланцюгові фрагменти ДНК, навіть якщо вони розрізняються за довжиною всього на один нуклеотид.

4. На радіоавтографі виявляється набір смуг, що відповідають міченим фрагментам ДНК, зіставлення яких дозволяє прямо «прочитати» нуклеотидну послідовність сегмента ДНК, що секвенірується. 

	Реакційна суміш
	Праймер і довжина добудованої послідовності
	Праймер і добудована послідовності

	ddATP + чотири dNTP 
	Праймер + 3

Праймер + 7

Праймер + 8
	Праймер-dGdCddA 

Праймер -dGdCdAdTdCdGddA 

Праймер -dGdCdAdTdCdGdAddA

	ddСTP + чотири dNTP 
	Праймер + 2

Праймер + 5
	Праймер-dGddC 

Праймер-dGdCdAdTddC 

	ddGTP + чотири dNTP 
	Праймер + 1

Праймер + 6
	Праймер-ddG 

Праймер-dGdCdAdTdCddG 

	ddTTP + чотири dNTP 
	Праймер + 4

Праймер + 9
	Праймер-dGdCdAddT 

Праймер-dGdCdAdTdCdGdAdAddT 


4. Сама «швидка» смуга (радіоактивно мічений фрагмент у самому низі гелю) відповідає найкоротшому фрагменту і знаходиться в доріжці ddATP; наступні смуги розташовуються відповідно в доріжках ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP. 
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4. Гібридизація, як високочутливий метод виявлення специфічних послідовностей нуклеотидів
При нагріванні розчину ДНК до 1000 С ланцюги ДНК дисоціюють (процес денатурації ДНК). Якщо далі витримати ці комплементарні ланцюги при температурі 650 С, вони легко спарюються і відновлюється подвійна спіраль. Цей процес називається ренатурація або гібридизація. 

Ці процеси відбуваються між ДНК-ДНК, ДНК-РНК, ДНК-РНК при комплементарній послідовності нуклеотидів. Ця властивість дала можливість визначати концентрацію будь-яких послідовностей РНК або копій одного гена ДНК. Для цього необхідно мати чистий одноланцюговий фрагмент ДНК, комплементарний до тієї послідовності, яку треба виявити. Цей фрагмент отримують клонуванням або синтезують хімічними методами (якщо послідовність коротка). Його мітять 32Р для стеження за включенням цієї молекули до складу майбутнього подвійного ланцюга. Така одноланцюгова молекула називається ДНК-зонд. За допомогою нього можна ідентифікувати послідовність ДНК або РНК та їх кількість копій, тобто концентрацію. Штучно отримані ДНК-зонди дозволяють виявляти різні мутації в невеликих генах у допологовій діагностиці (у ембріональних клітинах). Для цього синтезуються два ДНК-зонди: один з нормальною послідовністю нуклеотидів, інший - з передбачуваною мутацією, а саме із заміною будь-якого нуклеотиду, який в результаті обумовлює хворобу (так визначають серповидно-клітинну анемію, діабет). 

5. Клонування ДНК

Після того, як ДНК зшита в пробірці, її необхідно розмножити. Існує два підходи до клонування ДНК:

1. Використання бактеріальних або дріжджових клітин для розмноження введеної в них чужорідної ДНК. 

2. Ампліфікація ДНК in vitro (ПЛР). 

5.1 Етапи отримання клонів:

1. Клонування in vivo.
1) виділення ДНК і розщеплення рестриктазою, утворення величезної кількості фрагментів ДНК (у ссавців до 105–107).
2) отримання в процесі клонування великої кількості колоній (клонів) вірусів (плазмід), де кожна колонія містить свій вбудований фрагмент.
3) виявлення того клону, який містить потрібний фрагмент ДНК.

2. Утворення кДНК.
1) Виділення мРНК із клітин.

2) Побудова на мРНК за допомогою зворотної транскриптази (цей фермент синтезують віруси) одного ланцюга ДНК. Вона називається ДНК-копія (кДНК).

3) Добудовування другого ланцюга ДНК.

4) Клонування вже відомої ділянки ДНК.

Переваги кДНК перед клонами геномної ДНК у тому, що кодуюча білок нуклеотидна послідовність гена нічим не переривається.
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5.2 Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР)
Розроблена у 1985 році К. Мюллісом із співробітниками ПЛР дозволяє ампліфікувати (розмножити) ДНК з якої-небудь ділянки геному більш ніж у мільйон разів. Ділянки, що оточують обрану для ампліфікації область, використовують для приготування 2 синтетичних ДНК-олігонуклеотидів. Вони слугують затравками при синтезі ДНК in vitro для ДНК-полімерази.

Принцип реакції:

1. Нагрівання ДНК для розділення ланцюгів (до 90-950С).

2. Охолодження ДНК в присутності великого надлишку двох ДНК-олігонуклеотидів. У результаті вони гібридизуються з ДНК. Цей процес називається віджиг (60-700С). 

3. Суміш інкубують з ДНК-полімеразою та 4 видами dNTP. У результаті відбувається подвоєння фрагмента ДНК або навіть РНК.
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Надалі ці етапи знову послідовно повторюються. У результаті утворюється величезна кількість копій, навіть якщо в пробі була всього одна молекула ДНК. Так визначають різні приховані або уповільнені інфекції, які зовні ніяк не проявляються; в судовій медицині.

Програма проведення ПЛР
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6. Генна інженерія


Технологія рекомбінантних ДНК (її називають ще молекулярним клонуванням або генною інженерією) – це сукупність експериментальних процедур, що дозволяє здійснювати перенесення генетичного матеріалу з одного організму в інший.

Найважливішою проблемою генної інженерії є аналіз природних шляхів передачі генів між живими організмами. Відомо, що:

1. Обмін генами між клітинами реалізується у прокаріотів.

2. Існує можливість перенесення генів між симбіотичними організмами. Найбільш вірогідний обмін генів між тривало контактуючими симбіонтами або паразитами і господарями.

3. Перенесення генів від бактерій до еукаріотів постійно відбувається при передачі Ti-плазміди від Agrobacterium tumefaciens в клітини рослин-господарів. Сегмент ДНК з Ti-плазміди включається в геном рослини, що викликає зміну росту і диференціювання клітин останньої.

4. У еукаріотів латеральне (горизонтальне) перенесення генів, наскільки зараз відомо, не відбувається, хоча не можна стверджувати, що це правило абсолютне. Наприклад, онкогенні віруси, що інтегровані в хромосому еукаріотичної клітини і опинилися поруч з онкогеном, при виході з цієї клітини і повторному інфікуванні здатні захопити даний онкоген із собою і перенести в інший організм.

Вважається, що в природних умовах між видами тварин (і рослин) не відбувається передачі генів, які вони придбали в ході еволюції, тому як необхідні рекомбінації і мутації у звичайних умовах відбуваються з низькою частотою. З розвитком генної інженерії можливість включення чужорідної ДНК у геном реципієнтних клітин доведена в численних дослідах по їх трансформації (трансфекції, трансгенезу). Той факт, що інтродукована в клітину молекула ДНК може ефективно включатися в роботу генома, більш за все, є загальнобіологічним феноменом, на основі якого будується будівля сучасної біотехнології.

Відомості про латеральне перенесення генів у природних співтовариствах прокаріотів нечисленні. Гени можуть переноситися у вигляді вільної ДНК, нехромосомної структури ДНК – плазмід і за допомогою вірусів.

Прокаріоти не здатні здійснювати післятрансляційну модифікацію білка, властиву еукаріотам, тому їх використовують для синтезу простих білків. Дріжджі є найбільш примітивними одноклітинними еукаріотами, які можуть використовуватися для направленого перенесення генів і синтезу складних білків.

Плазміди – це позахромосомні дволанцюжкові кільцеві молекули ДНК, які автономно реплікуються і що містять від 1 до 500 т.п.н. Плазміди зустрічаються практично у всіх бактерій. Їх ділять на висококопійні (в клітині 10-100 копій) і низкокопійні (в клітині 1-4 копії). На частку плазмідної ДНК доводиться 0,1-5,0 % сумарної клітинної ДНК.

Для цілей генної інженерії потрібні плазміди, що володіють трьома важливими властивостями:

· Невеликий розмір (менше 15 т.п.н.), необхідний для ефективного переносу;

· Наявність унікального сайту рестрикції, в який може бути здійснена вставка;

· Наявність одного або більше селективних генетичних маркерів для ідентифікації реципієнтних клітин, які несуть рекомбінантну ДНК.

Природні (немодифіковані) плазміди зазвичай позбавлені одного або декількох властивостей, необхідних для ефективного переносу, тому якісні плазмідні вектори доводиться також створювати методами генетичної інженерії. 

У технології рекомбінантних ДНК класичним є плазмідний вектор рВR322. Номенклатура: р – від англійської plasmid, наступні літери мають відношення до опису вектора або історії його створення (для даного вектора букви BR вказують на авторство Ф. Болівара і Р. Родрігеса); цифра 322 – номер з дослідницького протоколу. Розмір плазміди рВR322 – 4361 п.н. Плазмідний вектор несе два гени стійкості до антибіотиків – ампіциліну і тетрацикліну, а також унікальні сайти впізнавання ферментами рестрикції для BamHI, HindIII, SalI в гені Tet', один PstI-сайт в гені Amp', один сайт для EcoRI, що знаходиться за межами кодуючих послідовностей, і сигнал початку реплікації, що забезпечує реплікацію виключно в бактеріальних клітинах кишкової палички.

Експерименти з рекомбінантною ДНК проводять за наступною схемою:

- з організму-донора потрібних генів – екстрагують нативну ДНК, піддають її ферментативному гідролізу і з'єднують з іншою ДНК (вектор для клонування) з утворенням нової, рекомбінантної молекули.
- цю конструкцію вводять в клітину-господаря, де вона реплікується і передається нащадкам. Цей процес називається трансформацією.

- ідентифікують і відбирають клітини, що несуть рекомбіновану ДНК (трансформовані клітини).

- отримують специфічний білковий продукт, синтезований клітинами-господарями, що служить підтвердженням клонування гену. 
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7. Генна терапія

80-і роки

Лікування хвороб шляхом уведення в тканини або в клітини пацієнта смислових поcлідовностей ДНК.

Первинні цілі: виправлення дефектів у гені при моногенних спадкових захворюваннях.

Методи: заміна мутантного гена чи його мутованого фрагмента на нормальний.

Рівень корекції дефекту: соматичні клітини або зародкові/статеві клітини 

Складнощі у реалізації первісних уявлень:
· непередбачувані наслідки для генофонду людства, пов'язані з маніпуляціями на рівні статевих і зародкових клітин.

· виправляти дефект гена складніше, простіше увести в організм повноцінно працюючий ген (кДНК).

· розроблена методологія підходить не тільки для моногенних спадкових захворювань, але й для широко розповсюджених захворювань багатофакторної природи (злоякісні пухлини, серцево-судинні захворювання, ендокринні хвороби, тощо) 

90-і роки
· лікування спадкових, онкологічних, інфекційних, серцево-судинних та інших захворювань шляхом уведення генів у клітини пацієнтів з метою спрямованої зміни генних дефектів або додання клітинам нових функцій.

· уведення послідовностей ДНК в клітини-мішені з метою корекції спадкової патології, що виникла внаслідок генетичного дефекту, або для додавання клітинам нових функцій, що сприяють усуненню патологічних процесів.

· ген розглядається, як лікарський препарат. 

2000-і роки

Лікування хвороб шляхом уведення ДНК- або РНК-специфічних генів в клітини організму 

Стратегії генної терапії 

	Мета
	Механізм
	Приклади

	1. Посилення продукції терапевтичного білка
	Експресія за допомогою вектора (плазміди, віруси)
	Ішемічні захворювання (збільшення кількості судин)

	2. Пригнічення продукції патогенного білка
	Пригнічення експресії гена, за допомогою антисенсових олігонуклеотидів, коротких інтерферуючих РНК, ДНК рибозимів.
	Рестенози, пухлини (пригнічення проліферації)


Приклад генотерапії сімейної гіперхолестеринемії (СГХ)

Процедура

1. Гепатоектомія: 250 г печінки (15%).
2. Колагеназа для звільнення клітин. 

3. 2 млрд клітин (98% живих). 

3. Культивування 2 доби. 

4. Трансдукція LDLR-ретровірусним вектором 12-18 годин (20% ефективність).
5. Нарощування гепатоцитів в культурі (3 доби).
6. Реінфузія модифікованих гепатоцитів в печінку через ворітну вену.
Результат:

Біопсія печінки через 4 місяці: 1 з 1000-10000 гепатоцитів експресують нормальний рецептор
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Питання для самоперевірки:

1. Яка роль рестрикуючих нуклеаз? 

2. Як отримують рекомбінантну ДНК?
3. Які існують методи визначення нуклеотидної послідовності ДНК?

4. Перелічити етапи отримання клонів.
5. Принцип полімеразної ланцюгової реакції.

6. Як відбувається клонування рекомбінантної ДНК?

ПРИКЛАДИ РОЗВ’ЯЗАННЯ ЗАДАЧ

Коротке пояснення:

Ген – це ділянка ДНК, що кодує певний білок. Найменша зміна структури ДНК веде до змін білка, що в свою чергу змінює ланцюг біохімічних реакцій за його участю, який визначає ту чи іншу ознаку або серію ознак. 

Первинна структура білка, тобто послідовність амнокіслотних залишків, зашифрована в ДНК у вигляді послідовності азотистих основ аденіну (А), тиміну (Т), гуаніну (Г) і цитозину (Ц). Кожна амінокислота кодується однією або декількома послідовностями з трьох нуклеотидів – триплетами. Синтезу білка передує перенесення його коду з ДНК на інформаційну РНК (іРНК) – транскрипція. При транскрипції виконується принцип доповнення, або комплементарності: А, Т, Г і Ц в ДНК відповідають У (урацил), А, Ц і Г в іРНК. 

Безпосередньо синтез білка, або трансляція, відбувається на рибосомі: амінокислоти, надходячи до рибосоми зі своїми транспортними РНК (тРНК), з'єднуються в поліпептидний ланцюг білка відповідно триплетів основ іРНК. Однозначний зв'язок між послідовностями нуклеотидів в ДНК і амінокислот в поліпептидному ланцюзі білка дозволяє за однією з них визначити іншу. Знаючи зміни в ДНК, можна сказати, як зміниться первинна структура білка. 

(Дослідження показали, що в іРНК міститься 34% гуаніну, 18% урацилу, 28% цитозину і 20% аденіну. Визначте відсотковий склад азотистих основ в ділянці ДНК, яка є матрицею для даної іРНК. 

Рішення:
Відсоткове співвідношення азотистих основ рахуємо виходячи з принципу комплементарності:
	іРНК 
	Г 
	У 
	Ц 
	А 

	
	34% 
	18% 
	28% 
	20% 

	ДНК (смисловий ланцюг, прочитується) 
	Г 
	А 
	Ц 
	Т 

	
	28% 
	18% 
	34% 
	20% 

	ДНК (антисмисловий ланцюг) 
	Ц 
	Т 
	Г 
	А 

	
	34% 
	20% 
	28% 
	18% 


Сумарно А + Т і Г + Ц в смисловому ланцюзі становитимуть: А + Т = 18% + 20% = 38%; Г + Ц = 28% + 34% = 62%. В антисмисловому (некодуючому) ланцюзі сумарні показники будуть такими ж, тільки відсоток окремих основ буде зворотний: Т + А = 20% + 18% = 38%; Ц + Г = 34% + 28% = 62%. В обох ланцюгах у парах компліментарних основ буде порівну, тобто аденіну та тиміну – по 19%, гуаніну та цитозину по 31%. 

( На фрагменті одного ланцюга ДНК нуклеотиди розташовані в послідовності: А-А-Г-Т-Ц-Т-А-Ц-Г-Т-А-Т . Визначити відсотковий вміст усіх нуклеотидів у цьому фрагменті ДНК і довжину гена. 

Рішення:
1) добудовуємо другу нитку (за принципом комплементарності) 

2) Σ (А + Т + Ц + Г) = 24, 

з них Σ (А) = 8 = Σ (Т) 

24 – 100% 
8 – х% 
х = 33,4%
Σ (Г) = 4 = Σ (Ц) 

24 – 100% 
4 – х% 
х = 16,6%
3) молекула ДНК є дволанцюжною, тому довжина гена дорівнює довжині одного ланцюга: 12 × 0,34 = 4,08 нм.

( У молекулі ДНК на частку цитідилових нуклеотидів припадає 18%. Визначте процентний вміст інших нуклеотидів у цій ДНК. 

Рішення:
1) оскільки Ц = 18%, то і Г = 18%; 

2) на частку А + Т припадає 100% - (18% + 18%) = 64%, тобто по 32% 

Відповідь: Г і Ц – по 18%, А і Т – по 32%. 

(У молекулі ДНК виявлено 880 гуанідилових нуклеотидів, які складають 22% від загального числа нуклеотидів у цій ДНК. Визначте: 

а) скільки інших нуклеотидів у цій ДНК? 
б) яка довжина цього фрагмента? 

Рішення:
1) Σ (Г) = Σ (Ц) = 880 (це 22%+22%); 

На частку інших нуклеотидів припадає 100% - (22% + 22%) = 56%, тобто по 28%; 

Для обчислення кількості цих нуклеотидів складаємо пропорцію: 

22% – 880 
28% – х, 

звідси х = 1120
2) для визначення довжини ДНК потрібно дізнатися, скільки всього нуклеотидів міститься в 1 ланцюзі: 

(880 + 880 + 1120 + 1120): 2 = 2000 
2000 × 0,34 = 680 (нм)
(Є молекула ДНК з відносною молекулярною масою 69 000, з них 8625 припадає на частку аденілових нуклеотидів. 

Знайти кількість всіх нуклеотидів у цій ДНК. Визначити довжину цього фрагмента. 

Рішення:
1) 69 000: 345 = 200 (нуклеотидів в ДНК), 

8625: 345 = 25 (аденілових нуклеотидів в цій ДНК), 

Σ (Г + Ц) = 200 - (25 + 25) = 150, тобто їх по 75; 

2) 200 нуклеотидів у двох ланцюгах, значить в одній – 100. 

100 × 0,34 = 34 (нм) 

( Більший з двох ланцюгів білка інсуліну (так званий ланцюг В) починається з наступних амінокислот: фенілаланін-валін-аспарагін-глутамінова кислота-гістидин-лейцин. Напишіть послідовність нуклеотидів на початку ділянки молекули ДНК, що зберігає інформацію про цей білок. 

Рішення

Оскільки одну амінокислоту можуть кодувати кілька триплетів, точну структуру іРНК і ділянки ДНК визначити неможливо, структура може варіювати. Використовуючи принцип комплементарності і таблицю генетичного коду отримуємо один з варіантів: 

	Ланцюг білка 
	Фен 
	Вал 
	АСН 
	Гли 
	Гіс 
	Лей 

	іРНК 
	УУУ 
	ГУУ 
	ААУ 
	ГАА 
	ЦАЦ
	УУА 

	ДНК 
	1-ий ланцюг 
	ААА 
	ЦАА 
	ТТА 
	ЦТТ 
	ГТГ 
	ААТ 

	
	2-ий ланцюг 
	ТТТ 
	ГТТ 
	ААТ 
	ГАА 
	ЦАЦ 
	ТТА 


(Послідовність нуклеотидів на початку гена, що зберігає інформацію про білок  інсуліну, починається так: А-А-А-Ц-А-Ц-Ц-Т-Г-Ц-Т-Т-Г-Т-А-Г-А-Ц 

Напишіть послідовність амінокислот, з якої починається ланцюг інсуліну. 

Рішення:
Завдання виконується за допомогою таблиці генетичного коду (додаток), в якій нуклеотиди в іРНК відповідають амінокислотним залишкам. 

Відповідь: фенілаланін-валін-аспарагінова кислота-глутамінова кислота-гістидин-лейцин. 

(Фрагмент молекули ДНК складається з нуклеотидів, розташованих в наступній послідовності: ТАААТГГЦААЦЦ. Визначте склад і послідовність амінокислот у поліпептидному ланцюзі, закодованому в цій ділянці гену. 

Рішення
Виписуємо нуклеотиди ДНК і, розбиваючи їх на триплети, отримуємо кодони ланцюга молекули ДНК: ТАА-АТГ-ГЦА-АЦЦ.

Складаємо триплети іРНК, комплементарні кодонам ДНК, і записуємо їх рядком нижче:

ДНК: ТАА-АТГ-ГЦА-АЦЦ 

іРНК: АУУ-УАЦ-ЦГУ-УТТ. 

По таблиці генетичного коду (додаток) визначаємо, яка амінокислота закодована кожним з кодонів іРНК: Іле-Тир-Арг-Трп.

(Фрагмент молекули білка містить амінокислоти: аспарагінова кислота-аланін-метіонін-валін. Визначте: 

а) яка структура ділянки молекули ДНК, що кодує цю послідовність амінокислот; 

б) кількість (у%) різних видів нуклеотидів у цій ділянці гена (у двох ланцюгах); 

в) довжину цієї ділянки гена. 

Рішення
а) По таблиці генетичного коду (додаток) знаходимо триплети іРНК, що кодують кожну з вказаних амінокислот. 

Білок: Асп-Ала-Мет-Вал 
іРНК: ГАЦ-ГЦА-АУГ-ГУУ 

Якщо амінокислоті відповідають декількома кодонів, то можна вибрати будь-який з них. 

Визначаємо будову того ланцюжка ДНК, який кодує будову  іРНК. Для цього під кожним кодоном молекули іРНК записуємо комплементарний йому кодон молекули ДНК. 

1-й ланцюг ДНК: ЦТГ-ЦГТ-ТАЦ-ЦАА. 

б) Щоб визначити кількість (%) нуклеотидів у цьому гені, необхідно, використовуючи принцип комплементарності (А-Т, Г-Ц), добудувати другий ланцюг ДНК: 

2-й ланцюг ДНК: ГАЦ-ГЦА-АТГ-ГТТ 

Знаходимо кількість нуклеотидів (нтд): у двох ланцюгах – 24 нтд, з них А = 6. Складаємо пропорцію: 

24 нтд – 100% 
6 нтд – х% 
х = (6x100): 24 = 25%
За правилом Чаргафа кількість аденіну в молекулі ДНК дорівнює кількості тиміну, а кількість гуаніну дорівнює кількості цитозину. Тому: 

Т = А = 25% 
Т + А = 50%, отже 
Ц + Г = 100% - 50% = 50%. 
Ц = Г = 25%. 

в) Молекула ДНК завжди дволанцюжкова, її довжина дорівнює довжині одного ланцюга. Довжина кожного нуклеотиду становить 0,34 нм, отже: 

12 нтд x 0,34 = 4,08 нм.

(У процесі трансляції брало участь 30 молекул тРНК. Визначити число амінокислот, що входять до складу синтезованого білка, а також число триплетів і нуклеотидів в гені, що кодує цей білок. 

Рішення

1) одна тРНК транспортує одну амінокислоту. Отже  30 тРНК відповідають 30 амінокислотам і білок складається з 30 амінокислот; 

2) одну амінокислоту кодує триплет нуклеотидів, значить, 30 амінокислот кодують 30 триплетів; 

3) кількість нуклеотидів в гені, що кодує білок з 30 амінокислот, 30 х 3 = 90.
(Яку довжину має ділянка молекули ДНК, в якій закодована первинна структура білка, якщо молекула цього білка складається з 68 амінокислот (один нуклеотид має довжину 0,34 нм)? Скільки тРНК буде брати участь у процесі синтезу цього білка? Відповідь пояснити. 

Рішення

1) одну амінокислоту кодують три нуклеотиди (триплет). Отже, 68 амінокислот кодуються – 68х 3 = 204 нуклеотидами. 

2) ділянка молекули ДНК, що складається з 204 нуклеотидів, має довжину – 204 х 0,34 = 69,36 нм. 

3) тРНК переносить тільки одну амінокислоту, значить, у синтезі цього білка бере участь 68 тРНК. 

(Молекулярна маса білка Х дорівнює 50 тис. Дальтонів (50 кДа). Визначте довжину відповідного гена. 

Примітка. Середню молекулярну масу однієї амінокислоти можна прийняти за 100 Да, а одного нуклеотиду – 345 Да. 

Рішення
Білок Х складається з 50000 : 120 = 416 амінокислот. Один з ланцюгів гену, що кодує білок X, повинний складатися з 416 триплетів, або 416 x 3 = 1248 нтд. Довжина такого ланцюга ДНК дорівнює 1248 x 0,34 нм = 424 нм. Така ж довжина гена (дволанцюжкова ділянка ДНК).
(Що важче: білок або його ген? 

Рішення:
Нехай  х – кількість амінокислот у білку, тоді маса цього білка – 120х, кількість нуклеотидів в гені, що кодує цей білок – 3х, маса цього гена – 345 × 3х. 

120х <(345 × 3х) 

Відповідь: ген важчий за білок. 

(Ланцюг А інсуліну бика у 8-ій ланці містить аланін, а коня – треонін, в 9-ій ланці відповідно серин і гліцин. Що можна сказати про походження інсулінів? 

Рішення:

Подивимося, якими триплетами в іРНК кодуються згадані в умовах завдання амінокислоти. 

	Організм 
	Бик 
	Кінь 

	8-а ланка 
	Ала 
	Тре 

	іРНК 
	ГЦУ 
	АЦУ 

	9-а ланка 
	Сер 
	Глі 

	іРНК 
	АЦУ 
	ГГУ 


Таким чином, амінокислоти кодуються різними триплетами; взяті триплети, мінімально відрізняються один від одного. В даному випадку у коня і бика у 8-ій і 9-ій ланках змінені амінокислоти в результаті заміни перших нуклеотидів в триплетах і РНК: гуанін замінений на аденін (або навпаки). У дволанцюжній ДНК це буде рівноцінно заміні пари Ц-Г на Т-А (або навпаки). 
Отже, відмінності ланцюгів А інсуліну бика і коня обумовлені транзиції в ділянці молекули ДНК, що кодує 8-у і 9-у ланки ланцюга А інсулінів бика і коня.
(Ділянка гена має наступну будову, що складається з послідовності нуклеотидів: ЦГГ ЦГЦ ТЦА ААА ТЦГ ... Вкажіть будову відповідної ділянки білка, інформація про яку міститься в даному гені. Як позначиться на будову білка видалення з гена четвертого нуклеотиду? 

Рішення

Використовуючи принцип комплементарності і таблицю генетичного коду отримуємо: 

	Ланцюг ДНК 
	ЦГГ 
	ЦГЦ 
	ТЦА 
	ААА 
	ТЦГ 

	іРНК 
	ГЦЦ 
	ГЦГ 
	АГУ 
	УУУ 
	АГЦ 

	Амінокислоти ланцюга білка 
	Ала-Ала-Сер-Фен-Сер 


При видаленні з гену четвертого нуклеотиду – Ц відбудуться помітні зміни – зменшиться кількість і склад амінокислот у білку: 

	Ланцюг ДНК 
	ЦГГ 
	ГЦТ 
	ЦАА 
	ААТ 
	ЦГ 

	іРНК 
	ГЦЦ 
	ЦГА 
	ГУУ 
	УУА 
	ГЦ 

	Амінокислоти ланцюга білка 
	Ала-Арг-Вал-Лей


(Вірус тютюнової мозаїки (РНК-вірус) синтезує ділянку білка з амінокислотною послідовністю: Ала-Тре-Сер-Глу-Мет. Під дією азотистої кислоти (мутагенний фактор) цитозин в результаті дезамінування перетворюється на урацил. Яку будову матиме ділянка білка вірусу тютюнової мозаїки, якщо всі цитідилові нуклеотиди підпадуть вказаному хімічному перетворенню?

Рішення: 
Ала - Тре - Сер - Глу - Мет- 
ГЦУ - АЦГ - АМУ - ГАГ - АУГ 
ГУУ - АУГ - АМУ - ГАГ - АУГ 
Вал - Мет - Сер - Глу - Мет

(При синдромі Фанкомі (порушення утворення кісткової тканини) у хворого з сечею виділяються амінокислоти, яким відповідають кодони в іРНК: АУА ГУЦ АУГ УЦА УУГ ГУУ АУУ. Визначити виділення яких амінокислот з сечею характерно для синдрому Фанкомі, якщо у здорової людини в сечі містяться амінокислоти аланін, серин, глутамінова кислота, гліцин. 

Рішення:

Використовуючи принцип комплементарності і таблицю генетичного коду отримуємо: 

	іРНК 
	АУА 
	ГУЦ 
	АУГ 
	УЦА 
	УУГ 
	ГУУ 
	АУУ 

	Амінокислоти ланцюга білка (хворої людини) 
	Іле-Вал-Мет-Сер-Лей-Вал-Іле 

	Амінокислоти ланцюга білка (здорової людини) 
	Ала-Сер-Глу-Глі 


Таким чином, в сечі хворої людини тільки одна амінокислота (серин) така ж як, у здорової людини, решта – нові, а три, характерні для здорової людини, відсутні. 

ЗАДАЧІ ДЛЯ САМОСТІЙНОГО ВИКОНАННЯ СТУДЕНТАМИ ЗАОЧНОЇ ФОРМИ НАВЧАННЯ У МІЖСЕСІЙНИЙ ПЕРІОД
(Задачі:

1. Фрагмент молекули ДНК складається з 6000 нуклеотидів. Визначте довжину даного фрагмента ДНК. 

2. Фрагмент молекули ДНК складається з 4500 нуклеотидів. Визначте довжину даного фрагмента ДНК. 

3. Фрагмент молекули ДНК складається з 700 пар нуклеотидів. Визначте довжину даного фрагмента ДНК. 

4. Фрагмент молекули ДНК складається з 560 пар нуклеотидів. Визначте довжину даного фрагмента ДНК. 

5. Фрагмент молекули ДНК складається з 3000 нуклеотидів, з них цитідилових нуклеотидів 650. Визначте довжину даного фрагмента і кількість аденілових, тимідилових і гуанілових нуклеотидів. 

6. Фрагмент молекули ДНК складається з 5760 нуклеотидів, з них тимідилових нуклеотидів 1125. Визначте довжину даного фрагмента і кількість аденілових, гуанілових і цитідилових нуклеотидів. 

7. Фрагмент молекули ДНК складається з 730 пар нуклеотидів, з них гуанілових нуклеотидів 425. Визначте довжину даного фрагмента і кількість аденілових, тимідилових і цитідилових нуклеотидів. 

8. Фрагмент молекули ДНК складається з 950 пар нуклеотидів, з них аденілових нуклеотидів 340. Визначте довжину даного фрагмента і кількість гуанілових, тимідилових і цитідилових нуклеотидів. 

9. Молекула ДНК складається з 4000 нуклеотидів. Визначте число повних спіральних витків в даній молекулі. 

10. Молекула ДНК складається з 3600 нуклеотидів. Визначте число повних спіральних витків в даній молекулі. 

11. Молекула ДНК складається з 940 пар нуклеотидів. Визначте число повних спіральних витків в даній молекулі. 

12. Молекула ДНК складається з 1010 пар нуклеотидів. Визначте число повних спіральних витків в даній молекулі. 

13. Довжина ділянки молекули ДНК становить 850 нм. Визначте кількість нуклеотидів в одному ланцюзі ДНК. 

14. Довжина ділянки молекули ДНК становить 272 нм. Визначте кількість нуклеотидів в одному ланцюзі ДНК. 

15. Довжина ділянки молекули ДНК становить 544 нм. Визначте кількість нуклеотидів в одному ланцюзі ДНК. 

16. Довжина ділянки молекули ДНК становить 578 нм. Визначте кількість нуклеотидів в одному ланцюзі ДНК. 

17. У молекулі ДНК 28% тимідилових нуклеотидів. Визначте кількість аденілових нуклеотидів. 

18. У молекулі ДНК 17% цитідилових нуклеотидів. Визначте кількість гуанілових нуклеотидів. 

19. У молекулі ДНК 22% тимідилових нуклеотидів. Визначте кількість гуанілових нуклеотидів. 

20. У молекулі ДНК 13% циітідилових нуклеотидів. Визначте кількість аденілових нуклеотидів. 

21. У молекулі ДНК 15% гуанілових нуклеотидів. Визначте кількість аденілових, цитідилових, тимідилових нуклеотидів. 

22. У молекулі ДНК 24% тимідилових нуклеотидів. Визначте кількість аденілових, цитідилових, гуанілових нуклеотидів. 

23. Фрагмент молекули ДНК складається з 1000 нуклеотидів, з них аденілових нуклеотидів 23%. Визначте кількість гуанілових, тимідилових і цитідилових нуклеотидів. 

24. Фрагмент молекули ДНК складається з 2000 нуклеотидів, з них гуанілових нуклеотидів 18%. Визначте кількість аденілових, тимідилових і цитідилових нуклеотидів. 

25. Визначте молекулярну масу фрагмента ДНК якщо він складається з 900 нуклеотидів. 

26. Визначте молекулярну масу фрагмента ДНК якщо він складається з 1400 нуклеотидів. 

27. Фрагмент молекули ДНК містить 210 аденілових нуклеотидів, що становить 10% від загальної кількості нуклеотидів. Визначити скільки в даному фрагменті гуанілових, тимідилових, цитідилових нуклеотидів і його молекулярну масу. 

28. Фрагмент молекули ДНК містить 350 цитідилових нуклеотидів, що становить 28% від загальної кількості нуклеотидів. Визначити скільки в даному фрагменті аденілових, гуанілових, тимідилових, нуклеотидів і його молекулярну масу 

29. Довжина ділянки молекули ДНК становить 544 нм. Визначте кількість нуклеотидів в ДНК і його молекулярну масу. 

30. Довжина ділянки молекули ДНК становить 289 нм. Визначте кількість нуклеотидів складової ділянки і її молекулярну масу. 

31. Довжина ділянки молекули ДНК становить 272 нм, аденілових нуклеотидів в молекулі 31%. Визначити молекулярну масу молекули і процентний вміст інших нуклеотидів. 

32. Довжина ділянки молекули ДНК становить 245 нм, тимідилових нуклеотидів в молекулі 12%. Визначити молекулярну масу молекули, процентний вміст інших нуклеотидів. 

33. Довжина ділянки молекули ДНК становить 204 нм, цитідилових нуклеотидів в молекулі 15%. Визначити молекулярну масу молекули і чисельний вміст інших нуклеотидів. 

34. Довжина ділянки молекули ДНК становить 136 нм, аденілових нуклеотидів в молекулі 18%. Визначити молекулярну масу молекули і чисельний вміст інших нуклеотидів. 

35. Довжина ділянки молекули ДНК становить 68 нм, аденілових нуклеотидів в молекулі 12%. Визначте молекулярну масу молекули, чисельний вміст інших нуклеотидів і число водневих зв'язків в ділянці ДНК 

36. Довжина ділянки молекули ДНК становить 34 нм, гуанілових нуклеотидів в молекулі 20%. Визначте молекулярну масу молекули, чисельний вміст інших нуклеотидів і число водневих зв'язків в ділянці ДНК 

37. Молекулярна маса молекули ДНК становить 17250 г/моль Визначте кількість нуклеотидів в молекулі і її довжину. 

38. Молекулярна маса молекули ДНК становить 27600 г/моль Визначте кількість нуклеотидів в молекулі і її довжину. 

39. Молекулярна маса молекули ДНК становить 41400 г/моль Визначте кількість нуклеотидів в молекулі і її довжину. 

40. Молекулярна маса молекули ДНК становить 13800 г/моль. Визначте кількість нуклеотидів в молекулі і її довжину. 

41. Молекулярна маса молекули ДНК 17250 г/моль. Кількість аденілових нуклеотидів становить 10%. Визначте кількість інших нуклеотидів в молекулі і її довжину. 

42. Молекулярна мас молекули ДНК становить 27600 г / моль, кількість цитідилових нуклеотид складає 15%. Визначте кількість інших нуклеотидів в молекулі і її довжину. 

43. Фрагмент ланцюга ДНК має наступну послідовність: ТГААЦТГАГГТЦГАЦ. Визначте послідовність нуклеотидів іРНК, що  транскрибується з даного фрагмента. 

44. Фрагмент ланцюга ДНК має наступну послідовність ГЦАГТЦАТТАГГГЦА. Визначте послідовність нуклеотидів іРНК, що  транскрибується з даного фрагмента. 

45. Фрагмент ланцюга ДНК має наступну послідовність ТТТГАЦГГАТЦЦАТА. Відновіть другий ланцюг ДНК і визначте послідовність нуклеотидів іРНК, що  транскрибується з даного фрагмента 

46. Фрагмент ланцюга ДНК має наступну послідовність АГАЦТТАГЦТЦАГТЦ. Відновіть другий ланцюг ДНК і визначте послідовність нуклеотидів іРНК, що  транскрибується з даного фрагмента 

47. Фрагмент іРНК має наступну послідовність нуклеотидів УГАГЦАУЦАГАЦУГУ. Визначте послідовність нуклеотидів фрагмента молекули ДНК з якої транскрибувався даний фрагмент іРНК 

48. Фрагмент іРНК має наступну послідовність нуклеотидів ГЦАУАГЦЦГАУЦУАА. Визначте послідовність нуклеотидів фрагмента молекули ДНК з якої транскрибувався даний фрагмент іРНК 

49. Фрагмент іРНК має наступну послідовність нуклеотидів УАУЦГАГУЦАЦГЦ. Визначте послідовність нуклеотидів і число водневих зв'язків у фрагменті молекули ДНК з якої транскрибувався даний фрагмент іРНК 

50. Фрагмент іРНК має наступну послідовність нуклеотидів ГУУГАЦГАЦУЦГУЦ. Визначте послідовність нуклеотидів і число водневих зв'язків у фрагменті молекули ДНК з якої транскрибувався даний фрагмент іРНК 

51. Фрагмент іРНК має наступну послідовність нуклеотидів УАУГАЦУАГЦАГ. Визначте послідовності антикодонів тРНК відповідні кодонам іРНК 

52. Фрагмент іРНК має наступну послідовність нуклеотидів АГЦУУАГЦУААГ. Визначте послідовності антикодонів тРНК відповідні кодонам іРНК 

53. Ділянка ланцюга ДНК має послідовність нуклеотидів АГЦГТТ АЦГТАГ. Визначте послідовність антикодонів тРНК 

54. Ділянка ланцюга ДНК має послідовність нуклеотидів АЦГАТЦТТАГЦТ. Визначте послідовність антикодонів тРНК 

55. Послідовність антикодонів тРНК: АУГ ГЦГ УАУ ГУЦ. Визначте послідовність нуклеотидів фрагмента ДНК, яка відповідає антикодонам тРНК 

56. Послідовність антикодонів тРНК: ГЦУ ЦАГ АЦУ АУА. Визначте послідовність нуклеотидів фрагмента ДНК, яка відповідає антикодонам тРНК 

57. Ділянка молекули іРНК складається з 300 нуклеотидів. Визначте його довжину. 

58. Ділянка молекули іРНК складається з 420 нуклеотидів. Визначте його довжину. 

59. Ділянка молекули іРНК складається з 333 нуклеотидів. Визначте його довжину. і молекулярну масу. 

60. Ділянка молекули іРНК складається з 480 нуклеотидів. Визначте його довжину. і молекулярну масу. 

61. Довжина ділянки молекули іРНК становить 510 мн. Визначте кількість нуклеотидів, що містяться в цій ділянці молекули. 

62. Довжина ділянки молекули іРНК становить 748 мн. Визначте кількість нуклеотидів, що містяться в цій ділянці молекули. 

63. Молекула іРНК містить 19% урацилових нуклеотидів. Скільки аденілових нуклеотидів міститься в кодуючому ланцюзі ділянки ДНК? 

64. Молекула іРНК містить 21% гуанілових нуклеотидів. Скільки цитідилових нуклеотидів міститься в кодуючому ланцюзі ділянки ДНК? 

65. Якщо в ланцюзі молекули ДНК, з якого транскрибується генетична інформація, міститься 11% аденілових нуклеотидів, скільки урацилових нуклеотидів буде міститися у відповідному йому відрізку іРНК? 

66. Якщо в ланцюзі молекули ДНК, з якого транскрибується генетична інформація, міститься 28% гуанілових нуклеотидів, скільки цитідилових нуклеотидів буде міститися у відповідному йому відрізку іРНК? 

67. Правий ланцюг ДНК має наступну структуру АТГГТЦАТЦ. Визначте структуру іРНК, транскрипція якої сталася з лівого ланцюга ДНК. 

68. Правий ланцюг ДНК має наступну структуру ГТААЦЦТАТ. Визначте структуру структуру іРНК, транскрипція якої сталася з лівого ланцюга ДНК. 

69. У молекулі іРНК міститься 13% аденілових, 27% гуанілових і 39% урацилових нуклеотидів. Визначте співвідношення всіх видів нуклеотидів в ДНК, з якої буде транскрибуватися дана іРНК. 

70. У молекулі іРНК міститься 21% цитідилових, 17% гуанілових і 40% урацилових нуклеотидів. Визначте співвідношення всіх видів нуклеотидів в ДНК, з якої буде транскрибуватися дана іРНК 

71. Молекулярна маса гена ДНК становить 103500 г/моль. Визначте число нуклеотидів в іРНК, що транскрибується з даного гена. 

72. Молекулярна маса гена ДНК становить 138000 г / моль. Визначте число нуклеотидів в іРНК, що транскрибується з даного гена. 

73. Фрагмент гена ДНК має наступну послідовність нуклеотидів ТЦГГТЦАА ЦТТАГЦТ. Визначте послідовність нуклеотидів іРНК і амінокислот у поліпептидному ланцюзі білка. 

74. Фрагмент гена ДНК має наступну послідовність нуклеотидів ТГГАЦАГГТТТЦГТА. Визначте послідовність нуклеотидів іРНК і амінокислот у поліпептидному ланцюзі білка. 

75. Фрагмент гена ДНК має наступну послідовність нуклеотидів ТТТГТЦЦТААЦЦГГА. Визначте послідовність нуклеотидів іРНК і амінокислот у поліпептидному ланцюзі білка. 

76. Фрагмент гена ДНК має наступну послідовність нуклеотидів ГТЦЦТААЦЦГГАТТТ. Визначте послідовність нуклеотидів іРНК і амінокислот у поліпептидному ланцюзі білка. 

77. Ділянка молекули білка має наступну послідовність амінокислот: аспарагін-ізолейцин-пролін-триптофан-лізин. Визначте одну з можливих послідовностей нуклеотидів в молекулі ДНК. 

78. Ділянка молекули білка має наступну послідовність амінокислот: аланін-цистеїн-валін-серин-гліцин-треонін. Визначте одну з можливих послідовностей нуклеотидів в молекулі ДНК. 

79. Ділянка молекули білка має наступну послідовність амінокислот: глутамін-фенілаланін-лейцин-тирозин-аргінін. Визначте одну з можливих послідовностей нуклеотидів в молекулі ДНК. 

80. Ділянка молекули білка має наступну послідовність амінокислот: гліцин-тирозин-аргінін-аланін-цистеїн. Визначте одну з можливих послідовностей нуклеотидів в молекулі ДНК 

81. Ділянка молекули білка має наступну послідовність амінокислот: аспарагінова кислота-метіонін-глутамін-лізин. Визначте можливі послідовності нуклеотидів в молекулі ДНК. 

82. Ділянка молекули білка має наступну послідовність амінокислот: пролін-глутамін-валін-триптофан. Визначте можливі послідовності нуклеотидів в молекулі ДНК. 

83. Ділянка молекули білка має наступну послідовність амінокислот: серин-метіонін-треонін-глутамінова кислота. Визначте можливі послідовності нуклеотидів в молекулі ДНК. 

84. Ділянка молекули білка має наступну послідовність амінокислот: тирозин-аланін-гістидин-фенілаланін. Визначте можливі послідовності нуклеотидів в молекулі ДНК. 

85. Ділянка молекули білка має наступну послідовність амінокислот: серин-глутамін-аспарагін-триптофан. Визначте можливі послідовності нуклеотидів в молекулі іРНК. 

86. Ділянка молекули білка має наступну послідовність амінокислот: метіонін-триптофан -пролін-треонін. Визначте можливі послідовності нуклеотидів в молекулі іРНК. 

87. Ділянка молекули білка має наступну послідовність амінокислот: глутамін-валін-аланін-ізолейцин. Визначте можливі послідовності нуклеотидів в молекулі іРНК. 

88. Ділянка молекули білка має наступну послідовність  амінокислот: аргінін-метіонін-триптофан-гістидин. Визначте можливі послідовності нуклеотидів в молекулі іРНК. 

89. Фрагмент молекули іРНК має наступну послідовність нуклеотидів: УГЦААГЦУГУУУАУА. Визначте послідовність амінокислот у молекулі білка. 

90. Фрагмент молекули іРНК має наступну послідовність нуклеотидів: УГУАЦУГУЦАУА ГУГ. Визначте послідовність амінокислот у молекулі білка 

91. Фрагмент молекули іРНК має наступну послідовність нуклеотидів: ГЦАУГУАГЦААГЦГЦ. Визначте послідовність амінокислот у молекулі білка і її молекулярну масу. 

92. Фрагмент молекули іРНК має наступну послідовність нуклеотидів: ГАГЦЦАААУАЦУУУА. Визначте послідовність амінокислот у молекулі білка і її молекулярну масу. 

93. Ген ДНК включає 450 пар нуклеотидів. Яка довжина, молекулярна маса гена і скільки амінокислот закодовано в ньому? 

94. Ген ДНК включає 300 пар нуклеотидів. Яка довжина, молекулярна маса гена і скільки амінокислот закодовано в ньому? 

95. Ген ДНК включає 630 пар нуклеотидів. Яка довжина, молекулярна маса гена і скільки амінокислот закодовано в ньому? 

96. Ген ДНК включає 870 пар нуклеотидів. Яка довжина, молекулярна маса гена і скільки амінокислот закодовано в ньому? 

97. Ген ДНК включає 720 пар нуклеотидів. Яка довжина, молекулярна маса гена і скільки амінокислот закодовано в ньому? 

98. Фрагмент ДНК має молекулярну масу 414 000 г / моль. Визначте довжину фрагмента ДНК і число амінокислот закодованих у ньому. 

99. Фрагмент ДНК має молекулярну масу 310 500 г / моль. Визначте довжину фрагмента ДНК і число амінокислот закодованих у ньому. 

100. Фрагмент ДНК має молекулярну масу 828 00 г / моль. Визначте довжину фрагмента ДНК і число амінокислот закодованих у ньому. 

101. Ділянка кодуючого ланцюга ДНК має молекулярну масу 182 160 г / моль. Визначте кількість амінокислот закодованих у ньому. 

102. Ділянка кодуючого ланцюга ДНК має молекулярну масу 21 7350 г / моль. Визначте кількість амінокислот закодованих у ньому. 

103. Ділянка кодуючого ланцюга ДНК має молекулярну масу 209 070 г / моль. Визначте кількість амінокислот закодованих у ньому і молекулярну масу білка. 

104. Ділянка кодуючого ланцюга ДНК має молекулярну масу 238 050 г / моль. Визначте кількість амінокислот закодованих у ньому і молекулярну масу білка. 

105. Правий ланцюг ДНК має наступну послідовність нуклеотидів: ЦТАТАГТААЦАА. Визначте структуру фрагмента білка, синтезованого по лівому ланцюгу ДНК. 

106. Лівий ланцюг ДНК має наступну послідовність нуклеотидів: ТГГААГЦТЦТАТ. Визначте структуру фрагмента білка, синтезованого по правому ланцюгу ДНК. 

107. Фрагмент одного ланцюга ДНК має наступну структуру: ГГТАЦГАТГТЦААГА. Визначте первинну структуру білка, закодованого в цьому ланцюзі, кількість (%) різних видів нуклеотидів у двох ланцюгах фрагмента і його довжину. 

108. Фрагмент одного ланцюга ДНК має наступну структуру: ГАТЦГГЦАЦАТАГАА. Визначте первинну структуру білка, закодованого в цьому ланцюзі, кількість (%) різних видів нуклеотидів у двох ланцюгах фрагмента і його довжину. 

109. Скільки нуклеотидів містить ген ДНК, якщо в ньому закодовано 135 амінокислот. Яка молекулярна маса даного гена і його довжина? 

110. Скільки нуклеотидів містить ген ДНК, якщо в ньому закодовано 111 амінокислот. Яка молекулярна маса даного гена і його довжина? 

111. Скільки нуклеотидів містить ген ДНК, якщо в ньому закодовано 175 амінокислот. Яка молекулярна маса даного гена і його довжина? 

112. Скільки нуклеотидів містить ген ДНК, якщо в ньому закодовано 155 амінокислот. Яка молекулярна маса даного гена і його довжина? 

113. Яка молекулярна маса гена і його довжина, якщо в ньому закодований білок з молекулярною масою 1500 г / моль? 

114. Яка молекулярна маса гена і його довжина, якщо в ньому закодований білок з молекулярною масою 42000 г / моль? 

115. До складу білкової молекули входить 125 амінокислот. Визначте кількість нуклеотидів в іРНК і гені ДНК, а також кількість молекул тРНК, що  взяли участь у синтезі даного білка. 

116. До складу білкової молекули входить 204 амінокислоти. Визначте кількість нуклеотидів в іРНК і гені ДНК, а також кількість молекул тРНК, що взяли участь у синтезі даного білка. 

117. У синтезі білкової молекули взяли участь 145 молекул т- РНК. Визначте число нуклеотидів в іРНК, гені ДНК і кількість амінокислот у синтезованій молекулі білка. 

118. У синтезі білкової молекули взяли у участь 128 молекул тРНК. Визначте число нуклеотидів в іРНК, гені ДНК і кількість амінокислот у синтезованій молекулі білка. 

119. Фрагмент ланцюга іРНК має наступну послідовність: ГГГУГГУАУЦЦЦААЦУГУ. Визначте, послідовність нуклеотидів на ДНК, антикодони тРНК і послідовність амінокислот, яка відповідна фрагменту гена ДНК. 

120. Фрагмент ланцюга іРНК має наступну послідовність: ГУУГААЦЦГУАУГЦУ. Визначте, послідовність нуклеотидів на ДНК, антикодони тРНК і послідовність амінокислот, яка відповідна фрагменту гена ДНК.

121. Фрагмент ланцюга іРНК має наступну послідовність: АГГЦГЦУААЦГЦУУЦАЦУ. Визначте, послідовність нуклеотидів на ДНК, антикодони тРНК і послідовність амінокислот, яка відповідна фрагменту гена ДНК. 

122. Фрагмент ланцюга іРНК має наступну послідовність: УГГУЦААЦАГУУУГЦ. Визначте, послідовність нуклеотидів на ДНК, антикодони тРНК і послідовність амінокислот, яка відповідна фрагменту гена ДНК.

123. Фрагмент ланцюга ДНК має наступну послідовність: ГГТАЦГАТГТЦААГА. Визначте, послідовність нуклеотидів на ДНК, антикодони тРНК і послідовність амінокислот, яка відповідна фрагменту гена ДНК. 

124. Фрагмент ланцюга ДНК має наступну послідовність: ЦГТЦАТАЦГЦГТТАТ. Визначте, послідовність нуклеотидів на ДНК, антикодони тРНК і послідовність амінокислот, яка відповідна фрагменту гена ДНК. 

125. Фрагмент ланцюга ДНК має наступну послідовність: ГАГАГТЦТЦТГАГАА. Визначте, послідовність нуклеотидів на ДНК, антикодони тРНК і послідовність амінокислот, яка відповідна фрагменту гена ДНК. 

126. Фрагмент ланцюга ДНК має наступну послідовність: ЦГТЦАТАЦГАЦГТТТ. Визначте, послідовність нуклеотидів на ДНК, антикодони тРНК і послідовність амінокислот, яка відповідна фрагменту гена ДНК. 

127. У синтезі білка взяли участь молекули тРНК з антикодонами: ЦАГ, УАА, ЦЦА, ГГГ, ЦУА. Визначте нуклеотидну послідовність у фрагменті гена ДНК і послідовність амінокислот у ділянці синтезованого білка. 

128. У синтезі білка взяли участь молекули тРНК з антикодонами: ГУЦ, ЦГУ, УУЦ, ГАУ, АУГ. Визначте нуклеотидну послідовність у фрагменті гена ДНК і послідовність амінокислот у ділянці синтезованого білка. 

129. У синтезі білка взяли участь молекули тРНК з антикодонами: ГУЦ, ЦГУ, УУЦ, ГАУ, АУГ. Визначте нуклеотидну послідовність в фрагменті гена ДНК, послідовність амінокислот у ділянці синтезованого білка і число нуклеотидів, що містять тимін, аденін, гуанін і цитозин у фрагменті ДНК. 

130. У синтезі білка взяли участь молекули тРНК з антикодонами: ГУЦ, ЦГУ, УУЦ, ГАУ, АУЦ. Визначте нуклеотидну послідовність у фрагменті гена ДНК, послідовність амінокислот у ділянці синтезованого білка і число нуклеотидів, що містять тимін, аденін, гуанін і цитозин у фрагменті ДНК. 

131. Фрагмент кодуючого ланцюга ДНК з довжиною 6000 нуклеотидів містить 40% інтронів. Визначте кількість нуклеотидів у зрілій молекулі іРНК. 

132. Фрагмент кодуючого ланцюга ДНК містить 3000 нуклеотидів, інтрони в ній становлять 50%. Визначте кількість нуклеотидів у зрілій молекулі іРНК 

133. Фрагмент кодуючого ланцюга ДНК містить 4800 нуклеотидів, на частку інтронів в ній доводиться 30%. Визначте кількість нуклеотидів у зрілій молекулі іРНК і кількість амінокислот в білковій молекулі, закодованій в даному ланцюзі ДНК. 

134. Довжина незрілої іРНК (про-іРНК) 102000 нм, екзони в ній становлять 45%. Визначте довжину зрілої іРНК, кількість в ній нуклеотидів і скільки закодовано в ній амінокислот. 

135. Довжина незрілої іРНК (про-іРНК) 98000 нм, екзони в ній становлять 35%. Визначте довжину зрілої іРНК, кількість в ній нуклеотидів і скільки закодовано в ній амінокислот. 

136. Довжина незрілої іРНК (про-іРНК) 120000 нм, екзони в ній становлять 40%. Визначте довжину зрілої іРНК, кількість в ній нуклеотидів і скільки закодовано в ній амінокислот. 

137. Кодуючий ланцюг ДНК має послідовність нуклеотидів: ТАГЦГТТТЦТЦГГТА. Як зміниться структура молекули білка, якщо відбудеться подвоєння шостого нуклеотиду в ланцюзі ДНК. Поясніть результати. 

138. Кодуючий ланцюг ДНК має послідовність нуклеотидів: ТАГТТЦТЦГАГА. Як зміниться структура молекули білка, якщо відбудеться подвоєння восьмого нуклеотиду в ланцюзі ДНК. Поясніть результати. 

139. Кодуючий ланцюг ДНК має послідовність нуклеотидів: АГАТАГГТАЦГТТЦГ. Як зміниться структура молекули білка, якщо станеться випадання десятого нуклеотиду в ланцюзі ДНК. Поясніть результати. 

140. Кодуючий ланцюг ДНК має послідовність нуклеотидів: ЦАТТАГГТАЦГТТЦГ. Як зміниться структура молекули білка, якщо відбудеться випадання п'ятого нуклеотиду в ланцюзі ДНК. Поясніть результати. 

141. Під час реплікації молекули ДНК на кодуючому ланцюзі ТТЦАГАЦТЦТААГАТ відбулося подвоєння четвертого триплету. Поясніть, як зміниться структура молекули білка. 

142. Під час реплікації молекули ДНК на кодуючому ланцюзі: ЦТЦАГАТААТТЦГАТ відбулося подвоєння п'ятого триплету. Поясніть, як зміниться структура молекули білка. 

143. Під час реплікації молекули ДНК на кодуючому ланцюзі ЦТЦААГЦТТЦААТАГ відбулося подвоєння четвертого триплету. Поясніть, як зміниться структура молекули білка. 

144. Під час реплікації молекули ДНК на кодуючому ланцюзі: ГЦАТЦААТТАТАЦГТ відбулося подвоєння п'ятого триплету. Поясніть, як зміниться структура молекули білка. 

145. Під впливом мутагенних чинників у фрагменті гена: ГАЦЦАГТТТЦАГТТГ відбулася заміна дев'ятого нуклеотиду на цитозин. Поясніть, як зміниться структура молекули білка. 

146. Під впливом мутагенних чинників у фрагменті гена: ГАЦЦАГТТТЦАГЦТА відбулася заміна останнього нуклеотиду на гуаніловий. Поясніть, як зміниться структура молекули білка. 

147. Під впливом мутагенних чинників у фрагменті гена: ГАЦЦАГАТТЦАГЦТА відбулася заміна сьомого нуклеотиду на аденіловий. Поясніть, як зміниться структура молекули білка. 

148. Під впливом мутагенних чинників у фрагменті гена  ЦАТТАГГТАЦГТТЦГ відбулася заміна другого триплету на триплет АТА. Поясніть, як зміниться структура молекули білка. 

149. Під впливом мутагенних чинників у фрагменті гена АГАТАГГТАЦГТТЦГ відбулася заміна четвертого триплету на триплет АЦЦ. Поясніть, як зміниться структура молекули білка. 

150. Під впливом мутагенних чинників у фрагменті гена ТТЦААГГАТГТГАЦГ відбулася заміна третього триплету на триплет АТА. Поясніть, як зміниться структура молекули білка. 
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МЕТОДИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ ДО ВИКОНАННЯ ІНДИВІДУАЛЬНИХ ЗАВДАНЬ СТУДЕНТАМИ

Індивідуальне завдання студента з навчальної дисципліни «Молекулярна біологія» виконується у формі реферату. Мета виконання даної роботи: навчитися збирати та опрацьовувати додаткові джерела інформації для поглибленого вивчення питання на задану тему. 
Реферат включає наступні елементи: титульний аркуш, зміст, вступ, основна частина, висновки, бібліографічний список. 
Основна частина реферату виконується з використанням навчальної та наукової літератури, виданої за останні 5 років. 

Для захисту реферату студент готує презентаційні матеріали, оформлені у вигляді слайдів комп’ютерної презентації та розробку не менше 10 тестових завдань за темою.

Теми рефератів

1. Хроматин: нуклеосомна організація, гістони та негістонові білки. 

2. Загальна схема біосинтезу ДНК. Ферменти реплікації ДНК у прокаріотів та еукаріотів. 

3. Загальна схема транскрипції; кодуючі та некодуючі ланцюги ДНК. 

4. Етапи та ферменти синтезу РНК. РНК-полімерази прокаріотів та еукаріотів. 

5. Антибіотики – інгібітори транскрипції, їх біомедичне застосування. 

6. Етапи та механізми трансляції. 

7. Післятрансляційна модифікація поліпептидних ланцюгів. 

8. Антибіотики – інгібітори трансляції у прокаріотів та еукаріотів, їх біомедичне застосування. 

9. Біохімічні механізми противірусної дії інтерферонів. 

10. Регуляція експресії генів прокаріотів: схема регуляції за Ф.Жакобо та Ж.Моно. 

11. Ланцюгова полімеразна реакція; її використання в медицині. 

12. Регуляція експресії генів еукаріотів на рівні транскрипції. 

13. Мутації: геномні, хромосомні, генні (точкові); роль у виникненні ензимопатії та спадкових хвороб людини. 

14. Механізми репарації ДНК, біологічне значення 

15. Клонування генів з метою отримання біотехнологічних лікарських засобів та діагностикумів. 

16. ДНК – основний матеріальний носій спадковості. Прямі та косвені докази генетичної ролі нуклеїнових кислот.
17. рРНК еукаріотів, прокаріотів, мітохондрій. Рибосоми, їх будова та утворення у про- та еукаріотів. Полісоми. 

18. Структура та властивості тРНК. Гіпотеза неоднозначної відповідності. Утворення аміноацил-тРНК.
19. Хромосома – структурна і функціональна одиниця організації генетичного матеріалу. Упаковка ДНК у хромосомі

20. Генетична інженерія – як метод і як розділ молекулярної біології

21. Плюси і мінуси генетичної інженерії

22. Методи генетичної інженерії. Виділення і синтез гена. 

23. Отримання рекомбінантних ДНК на основі плазмід та вірусів. Уведення чужерідних генів у клітини еукаріотів. 

24. Експресії чужорідних генів. 

25. Молекулярна медицина: сьогодення й майбутнє

26. Генетична рекомбінація без гомології, види (сайт-специфічна, транспозиції, незаконна рекомбінація).
27. Транспозони та ретротранспозони – структура, механізми переміщення та роль у підтримці цілісності хромосом.

28. Роль мобільних генетичних елементів у еукаріотів в регуляції активності генів та еволюції геному.

29. Клонування тварин: перспективи та проблеми.
30. Пріони та механізм їх утворення
31. Спадкові хвороби людини. Нові стратегії діагностики і лікування.
32. Морально-етичні аспекти застосування нових біотехнологій.
33. Міжнародна програма «Геном людини». Досягнення і перспективи  
34. Новини науки. Молекулярна генетика.
35. Особливості мітохондріального геному.
36. Відкриття, що дозволили людству управляти геномом.
37. Трансгенні мікроорганізми.
38. Трансгенні рослини.
39. Трансгенні тварини.
40. Вектори для перенесення генів. Переваги і недоліки вірусних векторів 

41. Онкогени та антионкогени. 

42. Способи реплікації ДНК: консервативний, напівконсервативний, дисперсійний. Експерименти М. Мезельсона і Ф. Сталя.
43. Особливості реплікації в еукаріотів і прокаріотів 

44. Фізичні мутагени, їх дія на живі організми і їх спадковість.
45. Хімічні мутагени, їх дія на живі організми і їх спадковість.
46. Біосинтез білка: регуляція на рівні трансляції у прокаріотів.
47. Біосинтез білка: регуляція на рівні трансляції у еукаріотів.
48. Зворотна транскрипція. Роль зворотної транскрипції в еволюції і мінливості геному.

49. Роль гормонів у регуляціїї транскрипції.
50. Післяреплікативна і рекомбінаційна репарація.
ДОДАТКИ

Додаток А
Таблиця генетичного коду (іРНК) 
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Додаток Б

Деякі параметри молекул ДНК і білка:
· один крок це повний виток спіралі ДНК – поворот на 360 0; 

· один крок становлять 10 пар нуклеотидів; 

· довжина одного кроку – 3,4 нм; 

· відстань між нуклеотидами в ланцюгу молекули ДНК (довжина одного нуклеотиду) – 0, 34 нм; 

· молекулярна маса одного нуклеотиду – 345 г /моль; 

· молекулярна маса однієї амінокислоти – 100 г /моль; 

· у молекулі ДНК: А + Г = Т + Ц; 

· комплементарність нуклеотидів: А = Т; Г = Ц; 

· ланцюги ДНК утримуються водневими зв'язками, які утворюються між комплементарними азотистими основами: аденін з тиміном з'єднуються 2 водневими зв'язками, а гуанін з цитозином трьома; 

· у середньому один білок містить 400 амінокислот; 

· середня молекулярна маса одного амінокислотного залишку приймається за 120.
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Ф. Грифіт працював із пневмококами, що викликають пневмонію, двох штамів – капсульним (вірулентним, S) та безкапсульним (невірулентним, R). Інфікування мишей S приводило до їх загибелі. 


Уведення мишам вбитих нагріванням капсульних S-пневмококів разом із живими безкапсульними невірулентними R-бактеріями приводило до загибелі тварин у результаті розмноження капсульних вірулентних S-форм. Це явище Грифіт інтерпретував як трансформацію.





У 1944р. цей експеримент повторили Освальд Ейвері, Колін Мак-Леод і Маклін Мак-Карті у варіанті змішування безкапсульних пневмококів із взятих від капсульних: білків, полісахаридів або ДНК. У результаті цього експерименту була виявлена природа фактора, який трансформує – ДНК.





Питання про те, що є носієм спадкових ознак – білки або ДНК – вирішувалося з кінця XIX по початок XX століття. У 1952 р. А. Херші і М. Чейз провели блискучий експеримент, довівши, що спадковим матеріалом бактеріофага T2 є ні що інше, як ДНК.





Френкель-Конрад працював з вірусом тютюнової мозаїки. У цьому вірусі міститься РНК замість ДНК. Було відомо, що різні штами вірусу викликають різну картину ураження листя тютюну. Після зміни білкової оболонки «перевдягнені» віруси викликали картину ураження, характерну для того штаму, чия РНК була покрита чужим білком.





штам 1    штам 2





�EMBED Word.Picture.8���


?





N































































































N





N





H





N





N





H





2

































































N





H





N





H





O





O





Пуринові основи





Піримідинові основи





































































































H





2





N





H





N





N





N





H





N





O







































































N





N





H





N





H





2





O













































































H





3





C





N





H





N





H





O





O











Аденін





Гуанін





Цитозін





Тимін





Урацил

















Пентози


           Рибоза    	                      Дезоксирибоза





рРНК + білки = рибосома
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(3΄)-ТАТААТ-(5΄)


(5΄)-АТАТТА-(3΄)











бокс Прибнова – специфічна послідовність промотору (за 15 п.н. до старту транскрипції)
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РНК-полімераза
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Активатори (Activators) - білки, які зв'язуються з енхансерами, що допомагають РНК-полімеразі правильно почати транскрипцію.


Репресори (Repressor) - білки, які зв'язують активатори, чим знижують або припиняють транскрипцію.


Основні фактори (Basal factors) - білки, які орієнтують РНК-полімеразу на початок структурної частини гена.
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Репресор пов’язується з сайленсером, пригнічуючи функціонування активаторів, знижуючи транскрипцію   
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фактор ініціації 





мала субодиниця





велика субодиниця





Для процесу трансляції важливе правильне положення ініціюючого кодону мРНК, тому що від цього залежить його попадання в Р-ділянку повної рибосоми. Виявилося, що у 5'-кінця мРНК є спеціальна послідовність нуклеотидів, комплементарна ділянці 16S, що входить у малу рибосомну субодиницю.
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Сонячний ультрафіолет підрозділяють на три види за довжинами хвиль: УФ-А (довгохвильовий), УФ-В (середньохвильо-вий) і УФ-С (короткохвильовий). УФ-С абсорбується в стратосфері озоновим шаром. У людини УФ-В може викликати рак шкіри. При дії ультрафіолету можливе утворення тимінових димерів (УФ-С або при хронічному дії УФ-В).





1. Змінена ділянка ДНК розпізнається і видаляється за допомогою ферментів ДНК-репаруючих ендонуклеаз. 


2. ДНК-полімераза I зв'язується з 3'-кінцем ланцюга ДНК, що пошкоджений і заповнює прогалину, приєднуючи нуклеотиди один за одним комплементарно неушкодженому ланцюгу ДНК. 


3. ДНК-лігаза зшиває фрагменти ДНК і завершує відновлення структури ДНК.
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а - транспозаза (у ретротранспозонів - інтегрази) зводить разом кінці рухомого елемента і робить розриви точно по цим кінцям;


б - транспозаза зводить в контакт кінці елемента і дуплекс ДНК-мішені. При цьому вона робить в обох ланцюгах ДНК-мішені ступінчасті розриви;


в - обмін ланцюгами, що приводить до рекомбінації між ДНК елемента і мішені; залишаються проломи;


г - проломи заповнюються шляхом репаративної реплікації ДНК по матриці ДНК-мішені;


д - виникнення прямих повторів ДНК-мішені на кінцях елемента.





Полягає у вирізанні елементу і його переміщенні в нове місце.





Характерна для більшості рухомих елементів бактерій і еукаріотичних елементів із короткими зверненими повторами.








Ген pol ретротранспозону кодує кілька ферментів: інтегразу, зворотну транскриптазу, РНКазуH і протеазу.





в - у лівій тетраді відбувається конверсія від В до b, в правій - від b до В. Напрямок конверсії в тетрадах вибрано довільно. Також довільно обрана й стадія, на якій відбувається конверсія. Вона може здійснюватися і раніше, до утворення полухіазми; г - продукти рекомбінації
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