СЛАЙД 1

СЛАЙД 2

Как известно, гаплоидный геном человека состоит из 23 хромосом. 

СЛАЙД 3

Спустя пятьдесят лет после открытия структуры двойной спирали ДНК (1953 г.), мировое научное сообщество отмечает завершение процесса секвенирования последовательности ДНК человека. Данные последовательности ДНК доступны теперь почти полностью. Аннотация генов и других геномных особенностей все еще далека от окончательного завершения.

СЛАЙД 4 

На рисунке отражены успехи секвенирования ДНК человека к октябрю 2003 года. Данные Национального Института Здоровья (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/ США). К настоящему времени определены только эухроматиновые части генома. Теломеры, центромеры, и другие гетерохроматиновые области остались неопределенными, так как в них расположены неклонируемые области.

СЛАЙД 5

На волне триумфа молекулярной генетики, связанного с расшифровкой генетического кода, было трудно представить возможность и необходимость иных кодов, кроме триплетного, и редким упоминаниям о них не придавалось должного значения

СЛАЙД 6

Оказалось, что кодирующие части генов занимают в геномах эукариот не более 5-10% , а геномы насыщены некодирующей ДНК с неизвестными функциями: различными повторами, интронами, протяженными 5’- и 3’-нетранслируемыми районами генов и т.д. Господствующee представление рассматривало некодирующую ДНК как избыточную и даже – паразитическую и мусорную (junk). Однако, постепенно стало ясно, что по крайней мере, часть этих последовательностей, содержит в себе информацию, способ кодировки которой существенно отличен от триплетного кода. 

При этом под кодом понимается любой тип нуклеотидного контекста, значимый для выполнения определенной биомолекулярной функции

СЛАЙД 7
Фундаментальными биологическими процессами у эукариот являются: 

1. Репарапция, 

2. Рекомбинацию, 

3. Репликация, 

4. Транскрипция.

5. Упаковка ДНК в хроматин (нуклеосомная организация, доменно-петлевая укладка фибрилл хроматина (MAR-элементы), организация центромер и теломер).

СЛАЙД 8

Также в первичной последовательности ДНК закодирована информация о:

1. Конфомационных особенностях двойной спирали ДНК, 

2. Сплайсинге, процессинге пре-мРНК, трансляции мРНК, вторичной структуре РНК, 

3. Структуре белка (триплетный код), процессинге белков.

Каждой из этих важных функций соответствует некоторый закодированный в ДНК код, который контролирует её состояние в ходе молекулярно-биологических процессов и определяет правильность взаимодействий ДНК (или производных РНК или белков) с соответствующими белками или ферментами.

СЛАЙД 9
Повторяющиеся последовательности ДНК составляют у разных видов эукариот от 50% до 90% геномной ДНК. Общепринято разделять повторяющуюся ДНК генома на высоко- и низкочастотную фракции. Высокочастотные повторы имеют более 106 копий в геноме, а низкочастотные от 10 до 105 копий. К высокочастотной фракции относятся тандемные повторы (разные виды сателлитной ДНК), и повторы, распределённые в геноме по принципу чередования с уникальными последовательностями, их также называют диспергированными повторами. Гены рРНК, тРНК, гистонов и иммуноглобулинов представляют собой низкочастотные тандемные повторы. 

В настоящее время не существует детальной классификации повторяющейся ДНК. В обзоре предложена следующая классификация:

1. Тандемные повторы, в которых одна копия следует за другой, так что массив повторяющейся ДНК может насчитывать сотни или тысячи отдельных копий. К этой категории относятся микросателлиты, размер мономера до 5 п.о., а также сателлитная ДНК с большей длиной мономера.

2. Ретроэлементы (мобильные элементы), распространение которых происходит посредством транскрипции. Полученная РНК далее служит матрицей для обратной транскрипции в ДНК, которая затем может встраиваться в определенные места геномной ДНК. К данной категории относятся различные классы диспергированных повторов.

3. Специальный класс повторов – теломерные повторы и рибосомная ДНК. Эти последовательности обладают определённой функцией в геноме: рДНК содержит гены, а теломерная ДНК образует структуры, стабилизируюшие концы хромосом. Теломерная ДНК по структуре сходна с тандемными повторами, размер мономера составляет 6-8 п.о. 

КОДЫ МОДУЛЯЦИИ ГЕНОМА

СЛАЙД 10

Наличие в геномной ДНК повторов определяет коды модуляции генома.

Влияние тандемных повторов на функцию зависит от числа их копий в кластере. Многие повторы влияют на ту или иную функцию генома (модулируют ее) и это проявляется при изменении числа их копий в кластере. Вариабельность числа повторов в кластерах велика и представляет наиболее распространенный тип полиморфизма в геномах эукариот. Число повторов может меняться при репликации ДНК, неравном кроссинговере.

СЛАЙД 11

Примеры функционально-значимых элементов в интронах

	Элемент 
	Функция
	Название организма и гена, в интроне которого найден элемент (ссылка)

	Ген в интроне
	Ген в интроне иммуноглобулина кодирует неизвестный продукт
	Mus musculus (мышь), Igsf6 (Bates et al., 2000)

	Альтернативный промотор
	Альтернативная транскрипция 
	Человек, GDNF (Tanaka et al., 2000); Bombyx mori (шелкопряд), A3 цитоплазматический актин (Fatyol et al., 1999)

	Сайт рекомбинации
	Обеспечение наличия разных аллелей гена
	Человек, HLA-DRB1 (Kotsch and Blasczyk, 2000)

	Сайты рекомбинации и топоизомеразы II, гиперчувствительные сайты ДНКазы, SAR
	Обеспечение рекомбинации с гомологичным геном MLL, организация высших уровней хроматина
	Человек, AF9, (Strissel et al., 2000)

	Энхансер 
	Усиление транскрипции гена
	Mus musculus (мышь), HPRT (Magin et al., 1992)

	Сайленсер сплайсинга 
	Альтернативный сплайсинг 
	Rattus norvegicus (крыса) FGF-R2 (Carstens et al., 2000)

	CE9, модулятор сплайсинга
	Альтернативный сплайсинг 
	Человек, hnRNP A1 (Simard and Chabot, 2000)

	Энхансер и сайленсер
	Ткане- и стадиеспецифичная регуляция транскрипции
	Dr.mel., Gld (Keplinger et al., 2001)

	ПолиА-сайт
	Тканеспецифичный процессинг пре-мРНК
	Dr.mel., Su(f) (Juge et al., 2000)

	Энхансер
	Тканеспецифичная регуляция транскрипции гена
	Mus musculus (мышь), Flk-1 (Heidenreich et al., 2000)

	Энхансер, SAR
	Формирование гиперчувствительных сайтов ДНКазы, стадиеспецифичная регуляция транскрипции, организация высших уровней хроматина 
	Dr.mel., ген k-цепи (Lichtenstein et al., 1994); мю-цепь иммуноглобулина (Jenuwein et al., 1997)

	SAR
	Организация высших уровней хроматина
	Человек, каппа-цепь иммуноглобулина (Whitehurst et al., 1992)

	Гиперчувствительные сайты ДНКазы
	Ткане- и стадиеспецифичная регуляция транскрипции гена
	Человек, CFTR (Nuthall et al., 1999); elk-1 (Lehmann et al., 1999)

	Контекстный код позиционирования нуклеосом
	Обеспечение позиционирования нуклеосом
	Gallus gallus (цыплёнок), ген овальбумина (Lauderdale and Stein, 1992); Rattus norvegicus (крыса), ген гормона роста (Liu et al., 1995)


КОНФОРМАЦИОННЫЕ КОДЫ ДВОЙНОЙ СПИРАЛИ ДНК

СЛАЙД 12

Конформация ДНК определяется взаимной ориентацией оснований в пределах комплементарной пары и расположением соседних комплементарных пар. Показано, что структура двойной спирали ДНК гетерогенна и ее конформация зависит от локального нуклеотидного контекста. 

Например, согласно экспериментальным данным, конформационный параметр, описывающий взаимную ориентацию соседних комплементарных пар в спирали ДНК (угол спирального вращения твист), специфичен для каждого динуклеотида. 

СЛАЙД 13

С использованием экспериментальных подходов и компьютерного анализа установлены зависимости от динуклеотидного контекста и других параметров, определяющих взаимную ориентацию оснований в пределах комплементарной пары и взаимное расположением соседних пар в спирали ДНК. Имеющиеся данные свидетельствуют о том, что конформационные коды ДНК важны для различных аспектов функционирования генеомной ДНК, например для определения уровня активности ДНК-сайтов.

СЛАЙД 14

Рассмотрим формирование комлекса ТАТА-бокс связывающего белка с ДНК. Этот белок взаимодействует с ДНК по её малой бороздке и вызывает большие конформационные изменения в ДНК – угол изгиба ДНК составляет около 100 градусов.

СЛАЙД 15

Показано, что ТАТА-бокс представляет собой АТ-богатую последовательность, окружённую GC-богатыми флангами. Приведённа частотная матрица показывает, что конформационный код ДНК в данном случае очнь ярко выражен на уровне нуклеотидного контекста ДНК.

СЛАЙД 16

Рассотрим коды транскрипции генов. При сборке транскрипционно комплекса TBP-белок связывается с TATA-боксом корового промотора, к этому комплексу присоединяются другие базальные транскрипционные факторы и РНК-полимераза II. Факторы транскрипции взаимодействуя с сайтами, белками базального комплекса и между собой, формируют ген-специфический транскрипционный комплекс, определяющий уровень транскрипции данного гена в конкретной клеточной ситуации. Структура комплекса определяется регуляторными элементами, их расположением относительно старта транскрипции, а также конкретным набором факторов, присутствующих в ядре. 

КОДЫ ТРАНСКРИПЦИИ

СЛАЙД 17

Основные элементы кода транскрипции генов: (1) коровый промотор, обеспечивающий сборку базального комплекса транскрипции, (2) сайты связывания транскрипционных факторов, (3) регуляторные единицы иерархически более высоких уровней: композиционные элементы, образованные парами сближенных сайтов, энхансеры, сайленсеры, районы, контролирующие экспрессию локусов и т.д.. Они могут находится на больших расстояниях от стартов транскрипции на 5’- и 3'-концах генов, а также в интронах. Высший уровень иерархии соотвествует системе интегральной регуляции транскрипции.

В ядре клетки в зависимости ее от функционального состояния присутствует определенный набор транскрипционных факторов. В многоклеточном организме ядро одной и той же клетки, в зависимости от стадии клеточного цикла, типа клетки, ткани, органа, стадии развития организма, действия индукторов, состояния внешней среды и т.д. может иметь совершенно различающиеся наборы транскрипционных факторов. 

Коды регуляции транскрипции генов многоклеточных эукариот организованы так, что с их помощью возможна запись огромного разнообразия вариантов экспрессии каждого из имеющихся генов

КОДЫ СПЛАЙСИНГА

СЛАЙД 18

Рассотрим сплайсинга на примере интронов группы II.

1) способны к самосплайсингу (способны вырезать себя самостоятельно).

2) механизм перемещения интронов группы II – обратная транскрипция.

Группа II интронов, древний тип, найденный только в простейших организмах типа грибов. Хотя интронов группы II не обнаружено у человека, приблизительно 33% ДНК генома составляют похожие последовательности (мобильны элементы), которые предположительно являются остатками интронов группы II.

КОДЫ ТРАНСЛЯЦИИ

СЛАЙД 19

Для эукариот справедлива сканирующая модель инициации трансляции, согласно которой 40S-субъединица рибосомы распознает кэп-сайт, после чего движется вглубь мРНК по первого AUG-кодона с соответствующим контекстом, где она связывается с 60S-субъединицей, после чего начинается трансляция. 

СЛАЙД 20

Основными элементами кода регуляции трансляции являются: 1) ложные AUG-кодоны в составе 5’-нетранслируемого района мРНК, проходя через которые 40S-субъединица испытывает существенное торможение; 2) стабильные РНК-шпильки, тормозящие движение 40S-субъединицы, и 3) локальный контекст старта трансляции. Три этих элемента в значительной степени определяют интенсивность трансляии мРНК эукариот. Помимо этих элементов существуют и другие сигналы, обеспечивающие, например, ткане- или стресс-специфическую трансляцию. Однако, их структура в настоящее время не известна. Размер регуляторных райнов трансляции мРНК может быть очень велик: от сотен до тысяч нуклеотидов.

СЛАЙД 21

Высокий уровень экспрессии полипептида должен удовлетворить требованию высокой эффективности на каждой стадии экспрессии. Низкий уровень экспрессии полипептида может быть определён ограничением любой стадии экспрессии генов.

КОДЫ НУКЛЕОСОМНОЙ ОРГАНИЗАЦИИ ДНК

СЛАЙД 22
Характерная особенность геномов эукариот – упаковка ДНК в хроматин, базовым уровнем организации которого являются нуклеосомы. Известно, что в состав нуклеосомы входит около 145 п.о. ДНК и нуклеосомный кор ( октамер из 8 гистонов. Намотанная на кор нуклеосомная ДНК имеет форму соленоида из 1.75 витков. В геномной ДНК на одну нуклеосому приходится 160-240 п.о. 

СЛАЙД 23
Многочисленные данные, полученные в экспериментальных и компьютерных исследованиях показали, что расположение нуклеосом в геномной ДНК не случайно, а контролируется особым контекстно-конформационным кодом, существенным элементом которого является закономерное расположение динуклеотидов вдоль нуклеосомного сайта, обеспечивающее закономерное изгибание ДНК, способствующее формирования нуклеосомы.

Общие черты кода расположения нуклеосом

1. Отсутствие специфических последовательностей в фиксированных местах.

2. Сигналы распределены по множеству альтернативных функционально значимых позиций.

СЛАЙД 24
Способность к изгибу является контесно-зависимым свойством ДНК. При расположении динуклеотидных пар, обеспечивающих изгиб спирали ДНК на расстоянии одного её витка достигается однонаправленность изгиба оси спирали. Таким образом фазирование определённых динуклеотидов с периодом, равным одному витку спирали ДНК, может облегчать формирование нуклеосом, а значит и упаковку ДНК в хроматин.

СЛАЙД 25

Рассмотрим мозаичную гипотезу нуклеосомной организации хроматина, экспериментально подтвержденную (Liu and Stein, 1997). Согласно этой гипотезе, сигналы позиционирования нуклеосом распределены по геному таким образом, что одна первоначально сформировавшаяся нуклеосома может контролировать образование массива до десяти нуклеосом. В значительной степени контекстно зависимым является только формирование первой нуклеосомы, а формирование остальных обеспечивается кооперативными эффектами.

СЛАЙД 26
Для понимания взаимосвязи особенностей нуклеосомной упаковки промоторной ДНК с характером экспрессии генов были изучены особенности нуклеосомного потенциала для промоторов генов человека, отличающихся по характеру экспрессии. Полученные данные указывают на то, что наиболее высокие значения наблюдаются для промоторов тканеспецифичных генов, более низкие – для промоторов генов, экспрессирующихся в широком круге тканей, а для промоторов генов “домашнего хозяйства” характерны самые низкие значения. Можно видеть, что расположенный непосредственно перед сайтом старта транскрипции район характеризуется пониженными значениями по сравнению с более удалёнными в 5’-направлении районами. Это можно интерпретировать как ослабление или даже отсутствие нуклеосомной упаковки ДНК в районе старта транскрипции. В особенности данный эффект относится к промоторам генов, экспрессирующихся в широком круге тканей и промоторов генов “домашнего хозяйства”. 

По-видимому, наблюдаемые особенности нуклеосомного потенциала могут обеспечивать необходимую доступность корового промотора к белкам базального транскрипционного комплекса и другие конформационные требования. Это согласуется с экспериментальными данными о важности поддержания района инициации транскрипции в относительно "свободном" от нуклеосом состоянии.

СЛАЙД 27
Схема, поясняющая гипотезу об эволюционных мотивациях наличия экзон-интронной структуры генов эукариот в связи с нуклеосомной организацией хроматина. Вставка интрона в кодирующий район гена позволяет обеспечить присутствие нуклеосомного сайта. В последнее время накапливаются определенные свидетельства в пользу существования взаимосвязей между упаковкой ДНК в нуклеосомы и экзон-интронной организацией генов эукариот. В частности, показано, что в районах сайтов сплайсинга находятся контекстные сигналы позиционирования нуклеосом.

СЛАЙД 28
При рассмотрении донорных и акцепторных сайтов сплайсинга было показано, что области донорных сайтов сплайсинга характеризуются положительным линейным трендом нуклеосомного потенциала (от экзона к интрону), а области акцепторных сайтов сплайсинга – отрицательным линейным трендом нуклеосомного потенциала (от интрона к экзону). Наличие выраженных градиентов нуклеосомного потенциала позволяет предположить, что в интронах вблизи сайтов сплайсинга располагаются сигналы позиционирования нуклеосом. При этом механизм нуклеосомной организации транскрипционных единиц может быть кооперативным: упорядочивание массивов нуклеосом направляется от интронов в экзоны. Более низкие значения потенциала экзонов по сравнению с интронами можно объяснить информационной нагруженностью экзонов, содержащих белок-кодирующие области.
КОДЫ ДОМЕННО-ПЕТЛЕВОЙ ОРГАНИЗАЦИИ ДНК

СЛАЙД 29

Экспериментально установлено, что функцию закрепления ДНК на внутренних ядерных мембранах выполняют специальные фрагменты ДНК. Такие районы ДНК получили название MARs (Matrix Attachement Regions). Используется также термин SARs (Scaffold Associated Regions). MARs/SARs представляют собой А/Т-богатые последовательности, длиной до нескольких сотен п.о. Впервые они были идентифицированы как последовательности ДНК, остающиеся связанными с ядерным матриксом в ходе процедуры его выделения. ДНК этих элементов обогащена поли-A и поли-Т трактами. На основе учета этой и ряда других контекстных особенностей MARs/SARs созданы компьютерные программы поиска этих элементов в геномной ДНК.

СЛАЙД 30
К числу основных функций MARs/SARs относятся.

1. Конденсация доменов хроматина. В частности, инкубирование ДНК вместе со связывающимся с MAR-элементами белком MATH-20 (в концентрации 1 молекула на 15 тысяч п.о.) приводит к ингибированию процесса конденсации хромосом .

2. Регуляция экспрессии генов. Последовательности MAR-элементов при их размещении во фланкирующих районах генов могут стимулировать их экспрессию. Например, наличие MAR-элемента может приводить к подавлению “эффекта положения гена”. Этот эффект показан, в частности, для гена white Drosophila melanogaster, перенесённого в непосредственную близость с областью гетерохроматина сателлит III. Известно также, что районы SAR могут располагаться вблизи энхансеров генов.

СЛАЙД 31

КОДЫ ПРОСТРАНСТВЕННОЙ СТРУКТУРЫ БЕЛКОВ 

Как работает физический код, сопоставляющий первичной структуре белка его уникальную пространственную структуру? Первоначально палагали, что нативная структура белка, которая является наиболее низкоэнергетической, достигается путем случайного перебора всех конформационных состояний: двигаясь в огромном простанстве равноэнергетических состояний, белок проваливается в очень узкий минимум, достигая нативной конформации. 

СЛАЙД 32
Однако, время поиска нативного состояния при случайном переборе конформаций асторомически велико: даже для короткого белка не менее 1030 секунд. В этом суть знаменитого парадокса Ливенталя. Как способ его разрешения сформулировано представление о достижении белком нативной структуры в результате многоэтапного просцесса самоорганизации, при котором полный перебор состояний отсутствует.

Установлено, что энергетический ландшафт конформационных состояний белка имеет форму широкой воронки, острие которой соответствует нативной структуре белка. Полный перебор состояний отсутствует, а самоорганизация является необратимой за счет снижения энергии белка по мере его приближения к нативной конформации. 

СЛАЙД 33

Количество позиций, в которых записан код самоогранизации белка, невелико и составляет до 10-15%. Кроме того, существуют специальные белки – шапероны, облегчающие самоорагинзацию других белков, способствуя их попаданию в нативное состояние.

СЛАЙД 34

Итак, некодирующая ДНК, которая 25 лет назад считалась, в основном паразитической или избыточной (иногда для ее характеристики даже использовался термин Junk – мусор), оказывается носителем различных типов генетической информации, записываемой в специфических нетриплетных генетических кодах. И это коды жизненно важны для функционирования геномов. 

К настоящему времени как природа некоторых геномных кодов, так и их функциональное содержание остаются не до конца понятными. 
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