СЛАЙД 1
Тема нашей сегодняшней лекции называется Процессинг РНК
СЛАЙД 2

Характерная особенность генов эукариот, отличающая их от прокариотических генов, это наличие экзон-интронной или мозаичной структуры, образованной чередованием экзонов (кодирующих, смысловых районов) и интронов (некодирующих районов). За счёт этого гены эукариот могут достигать существенно больших размеров, чем гены прокариот.

СЛАЙД 3

В настоящее время известно, что ген эукариот может иметь довольно сложное строение, в частности, интроны не всегда являются просто некодирующими участками, не несущими никакой функциональной нагрузки. Интроны часто содержат повторяющиеся последовательности и могут содержать другие гены
СЛАЙД 4

Про интроны можно сказать, что они располагаются между кодирующими участками гена, содержат последовательность, которая не 
•присутствует в зрелой РНК, последовательность интрона не кодирует белок-продукт гена, интроны удаляются в процессе сплайсинга
СЛАЙД 5

Доказательством наличия интронов и прерывистой структуры эукариотического гена явились опыты гибридизации зрелой РНК с ДНК соответствующего гена. Опыт состоял в Отжиге мРНК, кодирующей овальбумин с двуцепочечной ДНК гена овальбумина. Условия подбирались так, чтобы образовывались гибриды РНК-ДНК а не ДНК-ДНК. В результате мРНК связывается с ДНК в местах комплементарности последовательностей, 

Интроны выпетливаются
В 1977 г., две группы исследователей — Ф. Шарп с коллегами в Массачусетском технологическом институте и группа сотрудников Колд-Спринг-Харборской лаборатории — открыли, что у высших организмов гены «разорваны». Они показали, что в ДНК последовательность нуклеотидов, кодирующая белок, расположена не подряд, как полагали, а прерывается более или менее протяженными некодирующими последовательностями. Эти вставки были названы интронами, а разделенные значащие части — экзонами. Довольно скоро выяснилось, что после завершения транскрипции интроны вырезаются, а экзоны последовательно соединяются («сплайсируются»), образуя непрерывную кодирующую последовательность нуклеотидов

СЛАЙД 6

Можно кратко перечислить черты, общие для генов с прерывистой структурой. Они состоят в том, что, во-первых, порядок фрагментов прерывистого гена тот же самый в геноме и в зрелой РНК;
во-вторых, Прерывистый ген сохраняет ту же структуру во всех тканях, включая клетки зародышевого пути и ткани, в которых ген экспрессируется; в-третьих, Перестройки ДНК происходят в редких случаях и не связаны со сплайсингом РНК.

•Интроны не несут кодирующей нагрузки и нарушают функцию продукта гена, если остаются в транскрипте. Часто содержат стоп-кодоны во всех рамках считывания.
СЛАЙД 7,8

Современные представления о хранении и передаче наследственной, или генетической, информации связывают эти процессы с нуклеиновыми кислотами. Лучше всего эту точку зрения выразил Ф. Крик еще в 50-е годы ХХ века в виде так называемой Центральной догмы молекулярной биологии (Рис.1а). Согласно Центральной Догме гены - это дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК). Она способна к самовоспроизведению и передает зашифрованную в ней информацию на молекулы мРНК, или матричной рибонуклеиновой кислоты, которые служат матрицами для синтеза белков. Именно белки осуществляют все химические реакции в клетке и организме, но не служат переносчиками генетической информации. Центральная догма справедлива и в наши дни, однако в последние годы появилась необходимость слегка отредактировать ее (Рис. 1б). Оказалось, что некоторые белки все же способны переносить наследственную информацию, правда, не посредством репликации, то есть самовоспроизведения, как это делают нуклеиновые кислоты, а путем конформационной перестройки уже синтезированных молекул белка. В связи с этим несколько лет назад и появился новый термин «белковая наследственность». 

СЛАЙД 9

На слайде приведены основные понятия, которые мы рассмотрим на этой лекции. Кепирование, 3’ -процессинг , Сплайсинг, Альтернативный сплайсинг, Редактирование РНК, Локализация РНК, Стабильность РНК. 

СЛАЙД 10 Кэпирование мРНК

После инициации транскрипции происходит котранскрипционная модификация 5'-конца мРНК, сопровождаемая присоединением так называемой кэп-группы и дальнейшими ее изменениями. 

Кэпирование является одной из самых ранних модификаций растущих цепей РНК и происходит после полимеризации ее первых 20- 30 нуклеотидов. Котранскрипционная модификация мРНК стабилизирует мРНК в цитоплазме и необходима для ее эффективной трансляции. Один из факторов инициации трансляции eIF-4E 

Фактор инициации трансляции eIF-4E выполняет функции кэп-связывающего белка и требуется для осуществления кэп- зависимой трансляции мРНК. Установлено, что кэпирование мРНК необходимо для эффективного сплайсинга пре-мРНК, ее полиаденилирования и экспорта из ядра в цитоплазму.)

Кэпированию подвергаются только транскрипты РНК-полимеразы II . На значимость реакций кэпирования указывает тот факт, что контролирующие их гены являются жизненно важными. Транскрипция у эукариот и прокариот начинается с пуринового рибонуклеозидтрифосфата - ATP, или GTP, причем трифосфатная группа сохраняется в составе мРНК. Таким образом, 5'-концевая последовательность мРНК в ядре на ранних этапах транскрипции представлена в следующем виде: ppp(A/G)pNpNpN... Гуанилилтрансфераза катализирует присоединение к растущей цепи мРНК молекулы GMP, которая оказывается связанной с 5'-концевым пурином 5'-5'-трифосфатной группой. Суммарная реакция первого этапа процесса кэпирования представлена на схеме. 

Реакция протекает в две стадии. Вначале фермент связывает молекулу GTP (входящую затем в состав кэп-группы), что сопровождается отщеплением пирофосфата и образованием ковалентной связи фермент-GMP. Далее GMP присоединяется к 5'-концу мРНК, которая в результате теряет гамма-фосфатную группу. В результате нуклеотид кэп-группы оказывается в обратной ориентации по отношению к остальным нуклеотидам мРНК. На заключительных этапах кэпирования происходит метилирование по N7 ранее присоединенной молекулы гуанозина. Такие посттранскрипционные модификации происходят в несколько стадий в цитоплазме клеток после транспорта процессированной мРНК из ядра с участием цитоплазматических ферментов. 

Первая стадия метилирования осуществляется ферментом РНК(гуанил-7)-метилтрансферазой, которая переносит метильную группу S-аденозилметионина в положение 7 концевого гуанина кэп- группы. 

Кэп-группа, метилированная лишь по этому положению, характерна для одноклеточных эукариот и получила название кэпа 0- го типа . Вслед за этим у большинства многоклеточных эукариот происходит метилирование 2'-ОН рибозы 5'-концевого инициаторного нуклеотида (A или G), который является первым нуклеотидом, включаемым в мРНК при инициации ее синтеза РНК-полимеразой. Метилирование катализирует другой цитоплазматический фермент - 2'-О-метилтрансфераза. Такая основная форма кэпа большинства эукариот получила название кэпа 1-го типа. Очень редко и только у тех мРНК, инициация синтеза которых происходит с ATP, под действием 2'-О-метиладенозин-N6-трансферазы метилируются NH2- группы этого остатка А. Фермент распознает данную концевую группу в качестве субстрата лишь в том случае, если она была предварительно метилирована в положении 2'-OH в результате вышеописанной реакции. У некоторых видов эукариот метильная группа может дополнительно присоединяться ко второму от кэп- нуклеотида нуклеозиду мРНК. Субстратом для этого фермента служит мРНК с кэпом 1-го типа, уже содержащим две метильные группы. В результате происходит метилирование остатка рибозы по 2'-ОН-группе с образованием структуры, получившей название кэпа 2-го типа . Если эта реакция имеет место, то мРНК, содержащие кэп 2-го типа, составляют 10-15% от общей популяции молекул кэпированных мРНК. 

Иная структура кэп-группы характерна для некоторых зрелых некодирующих РНК, в частности малых ядерных РНК, обогащенных урацилом (U-мяРНК). В этом случае остаток гуанозина кэп-группы дважды метилирован в положении 2 в дополнение к обычной метильной группе в положении 7: m2,2,7G(5')ppp(5')N. Такое гиперметилирование U-мяРНК требуется для импорта собранных U- мяРНП-частиц в ядро и, возможно, предотвращает вовлечение U-мяРНК в трансляцию. 

Кэп-связывающий комплекс

Кэп-связывающий комплекс является фактором, сопрягающим основные реакции метаболизма транскриптов РНК-полимеразы II . РНК не может находиться in vivo в свободном виде. На протяжении всего внутриклеточного существования - от инициации биосинтеза до полной деградации - РНК пребывает в составе рибонуклеопротеиновых комплексов (РНП) . Исследования РНП-частиц выявили множество белков, образующих такие комплексы. Поскольку почти все мРНК эукариот претерпевают одни и те же внутриклеточные превращения, основными из которых являются кэпирование, полиаденилирование и сплайсинг, в составе РНП обнаруживают ограниченный набор белков, обеспечивающих протекание этих процессов. Помимо белков, необходимых для специфической трансляции мРНК определенных видов и ассоциированных только с этими видами мРНК, два белка представлены почти во всех цитоплазматических мРНП животных в больших количествах - поли(А)- связывающий белок PABP и белок р50 . 

Белки мРНП взаимодействуют с кэп-группами и обеспечивают сопряжение основных реакций посттранскрипционных модификаций мРНК эукариот и экспорта мРНП из ядра в цитоплазму.

СЛАЙД 11,12 Полиаденилирование

Полиаденилирование РНК у бактерий

Поли(А)-полимераза E.coli, осуществляющая безматричный синтез поли(А) при наличии РНК-затравок, была очищена в 1962 г. Поли(А)- РНК у бактерий была обнаружена в 1975 г. 

Полиаденилирование РНК у бактерий столь же обычно, как и у эукариот, и выполняет важные биологические функции. Поли(А)- последовательности бактериальных мРНК короче соответствующих эукариотических. Их длина, в среднем, составляет всего 14-16 нуклеотидов (80-200 - у эукариот), а полиаденилированы лишь от 1 до 40% молекул мРНК каждого определенного вида в клетке (около 100% у эукариот). 

Поли(А)-последовательности эукариотических РНК постоянно ассоциированы с жизненно важным поли(А)-связывающим белком PAB , который участвует как в регуляции стабильности мРНК, так и их трансляции. 

Поиск белка с аналогичными функциями у бактерий привел к очистке рибосомного белка S1 , который кооперативно связывается с поли(А)-последовательностями мРНК с константой ассоциации # 3*106 М-1. Функциональная роль этого взаимодействия в настоящее время не ясна, однако предполагают, что оно может оказывать влияние на трансляцию. Возможно, белок S1 облегчает доставку мРНК к 30S субчастицам рибосом, что должно стимулировать инициацию трансляции.

Полиаденилирование мРНК в митохондриях и хлоропластах

Полиаденилированные мРНК митохондрий по своей структуре аналогичны мРНК E.coli класса IV. Как и у бактерий, полиаденилирование митохондриальных РНК происходит вне зависимости от специфических регуляторных последовательностей, характерных для мРНК эукариот. 

Средний размер поли(А)-последовательностей мРНК митохондрий в клетках HeLa человека составляет 55 нт, а в клетках асцитных опухолей мышей - 35-55 нт, что соответствует длине поли(А)- последовательностей у бактерий. 

Поли(А)-полимераза митохондрий клеток гепатомы Морриса обладает молекулярной массой 60 кДа. Она способна добавлять к РНК in vitro поли(А)-последовательности длиной до 600 нт, однако в изолированных митохондриях их размер составляет 20-23 нт. Фермент кодируется ядерным геном. 

Длина 3'-концевых поли(А)-последовательностей РНК хлоропластов значительно превышает таковую РНК бактерий и достигает нескольких сотен нуклеотидов, что характерно для эукариотических поли(А)+-РНК. Эти последовательности не обязательно являются гомополимерами остатков аденозина, но могут состоять из кластеров А (75%), перемежающихся последовательностями G (24%), а также C и U (суммарное содержание - 5%), что напоминает свойства некодирующих, обогащенных поли(А) участков мРНК бактериофага Т7. 

Поли(А)-полимераза хлоропластов гороха (Pisum sativum) состоит из трех субъединиц, среди которых полипептид с молекулярной массой 43 кДа обладает антигенными детерминантами, общими с поли(А)-полимеразой дрожжей, а из двух других гликозилированных субъединиц лишь РНК-связывающий полипептид с молекулярной массой 105 кДа абсолютно необходим для функционирования фермента.

Полиаденилирование у эукариот

Полиаденилирование происходит либо непосредственно после терминации транскрипции, либо после специфического расщепления растущей цепи РНК. 

Специальный фермент - poly(A)-полимераза присоединяет к 3'-концу каждого РНК-транскрипта, которому суждено стать молекулой мРНК, от 100 до 200 остатков адениловой кислоты ( poly(A) ), что завершает процесс образования первичного РНК-транскрипта. 

Одним из обязательных этапов созревания предшественников эукариотических мРНК, синтезированных в ядре, является процессинг их 3'-концевых последовательностей, тесно сопряженный с присоединением кэп-группы . 

Созревание 3'-конца мРНК является двухэтапным процессом. Вначале предшественник теряет 3'-концевую некодирующую последовательность, после чего, как правило, к 3'-концу присоединяется поли(А)-последовательность путем ферментативной полимеризации остатков AMФ (схема). 

Известно несколько исключений из этого правила: гистоновые мРНК животных и мРНК некоторых вирусов, предшественники которых расщепляются с помощью высокоспецифических эндонуклеаз и не полиаденилируются. Остаются неполиаденилированными и U-мяРНК , которые также являются транскриптами РНК-полимеразы II . В этом случае кэпированный первичный транскрипт мяРНК U1 , содержащий на своем 3'-конце несколько избыточных нуклеотидов, экспортируется из ядра в цитоплазму, где и происходит удаление избыточной последовательности, которое в ядре блокировано специфическим белковым ингибитором TPI (3'-terminal processing inhibitor) . 

Места отщепления 3'-концевых некодирующих последовательностей в мРНК животных маркированы специальными последовательностями нуклеотидов. Имеются, по крайней мере, две такие последовательности, образующие сайты полиаденилирования, или поли(А)-сайты . 

В расщеплении РНК непосредственно участвуют еще два фактора: CFI и CFII (cleavage factors), вместе они образуют прочный комплекс с РНК. Для полного реконструирования бесклеточной системы, осуществляющей процессинг 3'-концов in vitro, в ней кроме этих факторов необходимо наличие поли(А)-полимеразы - фермента, осуществляющего полиаденилирование. 
Присутствие этого фермента требуется не для самого акта расщепления РНК, а, по- видимому, для стабилизации процессирующего белкового комплекса, схематически изображенного рисунке. Сборка комплекса зависит от ATP, однако в процессе сборки не происходит расщепления ее бета-гамма-связей. Неизвестно, какой именно компонент комплекса расщепляет фосфодиэфирные связи РНК. 

Процесс полиаденилирования начинается сразу за расщеплением РНК и происходит настолько быстро, что неполиаденилированных промежуточных продуктов не обнаруживается. Такое сопряжение двух реакций необходимо для защиты 3'-концевых последовательностей РНК от деградации нуклеазами. При этом сам акт полиаденилирования требует наличия только фактора CPSF , но не трех других: CSTF , CFI и CFII . 

Процессивное (непрерывное) полиаденилирование 3'-концов РНК происходит со скоростью около 25 нуклеотидов/с до тех пор, пока длина поли(А)-последовательности не достигнет примерно 250 нуклеотидов. После этого процессивная реакция прекращается, и происходит медленное дистрибутивное присоединение остатков AMP разными молекулами поли(А)-полимеразы. Предполагают, что элонгирующий белковый комплекс узнает длину синтезированной поли(А)-последовательности при участии фактора PAB II. По этому механизму связывание определенного числа молекул PAB II с поли(А) прекращает элонгацию поли(А)-последовательности. Такой строгий контроль за длиной поли(А) на 3'-концах процессированных мРНК имеет большое значение для действия механизма, контролирующего время полужизни мРНК в цитоплазме. Без тщательного контроля над этим процессом с помощью селективного деаденилирования невозможно регулировать внутриклеточную деградацию мРНК , а вместе с тем и уровень экспрессии соответствующих генов с участием данного механизма. 

Функции поли-А хвоста: 

1) способствуют экспорту зрелых мРНК из ядра; 

2) вероятно, влияют на стабильность по крайней мере некоторых мРНК в цитоплазме; 

3) возможно, служат в качестве сигнала узнавания для рибосомы. 

Только транскрипты, синтезированные РНК-полимеразой II, обладают 5'- кэпами и 3'-поли-А хвостами . Причиной этого, по-видимому, является то, что ферменты, опосредующие кэпирование и расщепление с последующим полиаденилированием, специфически связаны с РНК-полимеразой II. Так, если ген , в норме транскрибируемый РНК-полимеразой II, отделяется от своего промотора и присоединяется к промотору, узнаваемому РНК-полимеразой I или РНК-полимеразой III, то синтезируемые этими ферментами транскрипты не являются ни кэпированными, ни полиаденилированными. Необходимость в специфическом кэпировании и полиаденилировании предшественников мРНК может объяснить, почему эти РНК синтезируются отдельным типом РНК-полимераз у эукариот.

СЛАЙД 13

Полиаденилирование у про- и эукариот: различия механизмов

Полиаденилирование является универсальным феноменом, играющим важную роль в процессинге и функционировании мРНК как прокариотических, так и эукариотических организмов. Однако сравнение механизмов полиаденилирования у этих групп организмов выявляет существенные различия, суммированные в таблице на слайде

Н. Саркаром (1997 г.) было высказано предположение о возникновении механизма полиаденилирования РНК. Он полагает, что поскольку у бактериальных и эукариотических ферментов, выполняющих аналогичные функции, не обнаружено гомологии в аминокислотных последовательностях, оба фермента возникли недавно из уже значительно дивергировавших функционально родственных предшественников. Такими предшественниками могли быть прокариотические и эукариотические тРНК-нуклеотидилтрансферазы,осуществляющие посттранскрипционный синтез последовательности CCA на 3'-концах тРНК, что по своему механизму близко к полиаденилированию. 

Подтверждением этого является гомология между тРНК- нуклеотидилтрансферазой и основной поли(А)-полимеразой E.coli, а также между тРНК-нуклеотидилтрансферазой бактерии Sulfolobus shibatae, обитающей в горячих серных источниках, и поли(А)- полимеразами эукариот. Следы такой эволюционной связи обнаруживаются и в современных митохондриях, где в результате полиаденилирования мРНК могут создаваться терминирующие кодоны. По мнению Саркара, различия между системами полиаденилирования прокариот и эукариот, представленные в таблице на слайде, можно рассматривать в качестве продукта эволюционной дивергенции сходных биосинтетических функций в процессе независимого возникновения нового регуляторного механизма, обеспечивающего физиологические нужды различающихся групп организмов. 

СЛАЙД 14

Сплайсинг: введение

Характерной особенностью эукариотических клеток является то, что первичный продукт транскрипции их структуных генов (пре-мРНК) подвергается ряду последуюших модификаций для получения функциональной матричной РНК . Из этих модификаций наиболее сложной и интересной является точное вырезание различных по длине внутренних участков ( интронов ) и сшивание оставшихся, несущих смысловую нагрузку для кодируемого белка - экзонов . Совокупность реакций, происходяших при этом называется сплайсингом . Этот процесс был обнаружен 1977 г.и получил название сплайсинга (от англ. splice - соединять концами). Удаление последовательностей интронов с помощью сплайсинга происходит в ядрах эукариот сразу после завершения синтеза пре- РНК. В сплайсинге участвуют рибонуклеопротеиновые (РНП)-частицы - малые ядерные РНП (мяРНП) , в состав которых входят мяРНК U1-U6 и многочисленные белки. РНП-частицы на стыках интронов и экзонов образуют функциональный комплекс, получивший название сплайсомы . Интроны предшественников тРНК у эукариот удаляются с участием более простого набора ферментов, а для вырезания некоторых интронов не требуется никаких дополнительных компонентов, кроме самих предшественников РНК. Последний процесс получил название аутосплайсинга (self-splicing) . 

Разделяют две стадии этого процесса - разрыв 5' сайта сплайсинга с формированием лариата и разрыв 3' сайта сплайсинга со сшивкой экзонов, причем первая стадия всегда предшествует второй. Оба этапа сплайсинга имеют трансэстерификационный механизм . Реакция разрезания приводят к образованию 5' фосфата и 3' гидроксильной группы, требуют участия брэнч сайта и активного гуанозина . 

Различают три типа пре-мРНК: группа I , группа II и ядерные пре-мРНК . Сплайсинг ядерных РНК, в отличие от аутосплайсинга происходит в сплайсосомах и требует участия специфических trans - факторов сплайсинга, производящих соответствующие конформационные и структурные изменения в РНК. 

Эксперименты с мутантными РНК и регистрация значительного числа альтернативно-сплайсируемых РНК указыват на исключительное значение сплайсинга при процессинге для регуляции экспрессии генома. 

На схеме изображены интроны, соединяющие соседние экзоны в предшественнике мРНК.

Места соединения интронов и экзонов, в которых происходит разрыв фосфодиэфирных связей пре-мРНК во время сплайсинга, в зависимости от их положения в интроне называют 5'- или 3'-концевыми сайтами сплайсинга. Полипиримидиновая последовательность (Py)n перед 3'- концевым сайтом сплайсинга существенна для правильного вырезания интронов. Остаток аденозина в консервативной последовательности нуклеотидов интрона, расположенный ближе к его 3'-концу, получил название точки разветвления (branch point) . Именно с этим аденозином ковалентно соединяется 5'-конец интрона, освобождающийся на первом этапе сплайсинга с образованием структуры типа "лассо" (lariat) . Первичная структура указанных сайтов мало консервативна в генах, кодирующих ядерные пре-мРНК, и может значительно варьировать даже у интронов одного и того же организма. В зависимости от механизма вырезания интронов и особенностей их пространственной структуры различают интроны групп I , II , а также твинтроны - интроны, расположенные внутри интронов

СЛАЙД 15

Выделяют разные группы интронов. Далее мы подробно особенности сплайсинга интронов первой и второй группы.

СЛАЙД 16

Интроны РНК группы I
Многие митохондриальные мРНК и рРНК грибов содержат интроны. Большинство из них было названо интронами группы I на основании консервативных элементов, каждый длиной около 10 н-ов. Четыре консервативных последовательности были названы A, B, box9L , box2 . Другая пара последовательностей - 9R и 9R' не является высоко консервативной, но всегда комплементарна друг другу. Эти консервативные последовательности всегда находятся в одинаковом порядке в интроне, 5'-9R'-A-B-9L-9R-2-3'. Большинство интронов группы I содержат дополнительно внутреннюю управляющую последовательность. 

Эти же паттерны можно найти и при аутосплайсинге ядерной рРНК Tetrahymena. Они также относятся к интронам группы I. Два интрона группы I есть в ядерных генах рРНК Physarum polycephalum, другие же принадлежат хлоропластным tRNA maize и bean.

СЛАЙД 17      Интроны РНК группы II

Небольшая группа митохондриальных IVS имеет консервативные последовательности и вторичную структуру, отличную от интронов группы I . Они названы интронами группы II . Один из них, последний интрон дрожжевой митохондриальной мРНК охидазы цитохрома, подвергается аутосплайсингу in vitro. Также как и сплайсинг интронов группы I, реакция требует присутствия ионов Mg2+. Отличие состоит в отсутствии необходимости присутствия гуанозина или любого другого нуклеотида в качестве субстрата. 

Механизм сплайсинга предшественников группы II имеет общие черты с механизмом сплайсинга пре-мРНК группы I . Оба процесса являются двухэтапными реакциями трансэстерификации, при которых на первом этапе происходит разрыв 5' сайта сплайсинга, а на втором разрыв 3' сайта сплайсинга и сшивание экзонов. Второй этап совершенно одинаков у обеих групп, а первый различается. В интронах группы I нуклеофильным является 3' гидроксильная группа гуанозина связанного с РНК, в интронах группы II - 2' гидроксильная группа нуклеотида в цепочке РНК. Благодаря этой группе формируется структура лариата.

СЛАЙД 18

Основные вопросы, которые возникают при изучении сплайсинга РНК, это вопрос, во-первых, о том, какая информация требуется в молекуле РНК для протекания сплайсинга; во-вторых, Какие факторы в ядре нужны для протекания сплайсинга.
СЛАЙД 19

Сплайсинг включает две реакции трансэстерификации. Трансэстерификация 1 

Сначала происходит разрыв на 5’-конце интрона и возникает 2’-5’ фосфодиэфирная связь. В этом участвует 2’-гидроксильная группа остатка аденина интрона. Эта позиция называется «точка ветвления». Точка ветвления расположена на расстоянии 17-40 нуклеотидов выше 3’-сайта сплайсинга.

Трансэстерификация 2

Далее происходит разрыв 3’-фосфодиэфирной связи с одновременным соединением экзонов. Интрон покидает комплекс в виде лассо. Число фосфодиэфирных связей остается тем же самым. Энергия не потребляется и не освобождается.

СЛАЙД 20, 21, 22

Автосплайсинг интронов группы II происходит точно также, как и несамостоятельный сплайсинг интронов этой группы. Автосплайсинг имеет место в том случае, если вторичная структура интрона позволяет протекать процессу сплайсинга.

СЛАЙД 24
Сплайсосома производит сплайсинг интронов группы II. Это довольно большой макромолекулярный комплекс: около 25 нм X 50 нм.  Он собирается на мРНК. Для его работы требуется АТФ.
СЛАЙД 25,26,27

Лучше всего охарактеризовано 6 мяРНП: U1, U2, U3, U4, U5, U6. В клетке присутствует от 105 до 106 копий каждой мяРНП на клетку. Гены этих мяРНП очень консервативны в течение эволюции. МяРНП содержат мяРНК и белки.

U6 также должна образовывать комплементарные связи с 5’-сайтом сплайсинга, поэтому для супрессирования некоторых мутаций в 5’ сайте сплайсинга могут требоваться изменения в U1 и U6.
U6 образует комплементарные пары оснований с 5’-концом интрона до формирования лассо. U4 может действовать как шапирон для U6 но не играет непосредственной роли в сплайсинге.

СЛАЙД 37

Сплайсосома для сайтов  типа AT-AC
U5 взаимодействует с последним нуклеотидом в экзоне 1 и первым нуклеотидом экзона 2.

СЛАЙД 41,42,43 5'-(донорные) сайты сплайсинга

Сайты сплайсинга очень консервативны. 
Shapiro and Senapathy исследовали 3700 сайтов сплайсинга.  Сразу после 3' сайта сплайсинга находится пиримидин-богатый и динуклеотид и никогда не встречается динуклеотид AG.

Инвариантныым консенсусом для 5' донорного сайта является  GU и для 3’ акцепторного сайта AG. Это обычно называют правило GT/AG.

У высших эукариот почти все природные интроны имеют динуклеотид GU на своем 5' конце: несколько известных исключений включают альтернативно сплайсируемый экзон в альфа-А-кристаллическом гене и интроны альфа-глобинового гена цыпленка имеющих GC. Компиляция 5'-сайтов сплайсинга приводит к консенсусу c/aAG|GUa/gAGU (таб) . Обобщенные частоты на основании использования алгоритма стат/сайт равны A64 G73|G100 U100 A62 A68 G84 U63. 

Анализ мутаций показывает, что для поддержания активности сайта достаточно 6 5'-концевых нуклеотидов интрона ( Wieringa B. 1984 ) и что синтетический интрон, содержащий 5' и 3' сайты сплайсинга активен in vivo. Функциональное значение отдельных нуклеотидов внутри сайта определяют посредством изучения процессинга РНК при мутациях. Такой анализ показывает, что мутации внутри 5' сайта сплайсинга приводят не только к изменению эффективности процесса, но и включению дополнительных (альтернативных) сайтов сплайсинга. 

Мутации инвариантного GU приводят к полной остановке сплайсинга, а мутации в остальных позициях сайта приводят к различным эффектам - прекращению процесса, уменьшению эффективности реакции или активации дополнительных сайтов. 

Ложные сайты могут находиться как в интронах так и в экзонах, но все они в разной степени хорошо согласуются с консенсусной последовательностью. Во всех случаях кроме одного сайты имеют динуклеотид GU; единственное исключение состовляет динуклеотид GC. Дополнительно к активации ложных сайтов благодаря мутациям в природных сайтах, ложные сайты могут получаться с помощью мутаций внутри интронов или экзонов, приводящих к возникновению последовательностей близких к консенсусной. 

У дрожжей последовательность 5' сайта сплайсинга более консервативна, чем у высших эукариот. Почти во всех случаях это |GUAPyGU. Наиболее сильное различие сплайсинга дрожжей и высших эукариот состоит в том, что мутации в последовательности 5' сайта сплайсинга не приводят к активации дополнительных сайтов, а к куммуляции непрерывной, несплайсирующей пре-мРНК или к совершенно неправильному разрыву РНК. 

Мутации в позиции 2 и 6 сайта может приводить к относительному накоплению количества лариата к количеству мРНК, что говорит о большем значении таких мутаций на второй стадии сплайсинга , чем на первой.

СЛАЙД 44
рРНК и тРНК также в некоторых случаях претерпевают сплайсинг.

СЛАЙД 45,46

Мутации в последовательности РНК и сплайсинг

Так же как и изучение реакций, специфических к последовательности нуклеотидов, анализ мутаций показывает, какие последовательности необходимы и могут играть важную роль в процессе сплайсинга. 

Есть два типа мутаций в канонических последовательностях, влияющих на сплайсинг. Первый - это мутации в 5' и 3' сайтах сплайсинга , которые приводят к уменьшению количества зрелой РНК и часто активизируют близлежащие ложные сайты, что приводит к образованию ненормальной РНК. Включение в работу ложных сайтов с незначительным совпадением в последовательности с истинным демонстрирует значительную вариабельность в последовательности сайтов сплайсинга. Наличие единственного функционального сайта свидетельствует о существовании точного правила в распознавании канонической последовательности. Потеря работоспособности ложного сайта в присутствии истинного может говорить о значительно более высокой скорости реакции сплайсинга с участием истинного сайта над реакцией с ложным. Второй тип - мутации в интронах , приводящие к образованию нового сайта сплайсинга. Эти мутации приводят как и мутации первого типа к производству ненормальной РНК. 

Наибольшая группа сплайсинговых мутантов была получена с помощью мутации in vitro и делались попытки получить их in vivo. Ранние исследования, использующие модифицированные интроны показывают, что большинство последовательностей внутри интронов несущественны для сплайсинга, что еще раз подчеркивает определяющее значение участков сплайсинга. 

Интересно, что мутации либо в 5' сайте, либо в 3' сайте могут приводить к аккомуляции промежуточной РНК в форме лариата .

сплайсинг: мутации в 5' и 3' сайтах

До недавнего времени этот класс мутаций был обнаружен только в первых 6 нуклеотидах 5' сайта сплайсинга и в двух последних нуклеотидах 3' сайта сплайсинга. Это показывает, что индивидуальные основания на конце экзонов не играют определяющей роли в реакции сплайсинга. 

сплайсинг: мутации в интронах

В этом случае новый сайт может выключить из реакции нормальный сайт. В одном эксперименте мутация приводит к образованию нового сайта сплайсинга рядом с 3' концом интрона. Справа от него активизируется также ложный 3' сайт сплайсинга. В результате образуется РНК с дополнительным экзоном, представляющим собой часть первоначального интрона. 

Тот факт, что такие мутации происходят лишь вблизи границ интрона означает относительно слабую специфичность в последовательности брэнч сайта. 

сплайсинг: мутации in vitro

Было показано, что 5' и 3' сайаты из двух разных генов могут точно сплайсироваться вместе. Это означает, что сайты сплайсинга, фланкирующие интрон не являются взаимнозависимыми. 

При проверке гипотезы о том, что механизм сплайсинга сканирует последовательность интрона и соединяет два первых встретившихся сайта сплайсинга, сайты тандемно дублировались в последовательности, так что один 5' сайт мог реагировать с двумя 3' сайтами и наоборот. Последние эксперименты показывают, что сплайсинг не подчиняется модели сканирования. 

сплайсинг: мутации либо в 5' сайте, либо в 3' сайте

Мутанты с изменненным 5' сайтом дают лариантную форму РНК с модифицированным нуклеотидом во 2' позиции брэнч сайта. Это показывает, что такие изменения последовательности не блокируют распознавание 5' сайта, вероятно U1 мяРНК и взаимодействия между брэнч сайтом и 5' сайтом. Такие блокированые промежуточные формы РНК с модифицированным брэнч сайтом или мутантным 3' сайтом сплайсинга быстро деградируют in vivo. 

СЛАЙД 48

Сплайсинг альтернативный

 роль полиаденилирования

Когда пре-мРНК содержит множественные сайты полиаденилирования , дифференцированный выбор этих сайтов приводит к альтернативному сплайсингу. Это наблюдается для процессинга РНК кальцитонин/CGRP . У ненейронных клеток, первые 4 экзона первичного транскрипта сплайсируются и полиаденилируются на 3' конце экзона 4, производя мРНК кальцитонина (рисунок). Однако у нейронных клеток полиаденилирование происходит на конце экзона 6 при сплайсинге экзона 3 с экзоном 5, производя нейропептид CGRP . 

Другим примером такого типа сплайсинга является транскрибция тяжелой цепи иммуноглобулина мю, содержащей два потенциальных сайта полиаденилирования, разделенных приблизительно 1700 нуклеотидами (рисунок). Более левый сайт находится внутри большого интрона (прибл. 1860 н-ов), разделяющего экзон Cm4 от экзона М1. Поэтому, полиаденилирование внутри интрона отменяет возможность сплайсинга Cm4 c M1, что генерирует форму иммуноглобулина ms. Использование более правого сайта полиаденилирования и сплайсинг Cm4, M1 и M2 экзонов вместе производят мембранно-связанную форму иммуноглобулина mm.

СЛАЙД 58

Существует механизм, благодаря которому информационная емкость гена может значительно возрастать. Речь идет о транс-сплайсинге. Принято, что последовательность цепочки ДНК образует один ген, по которому синтезируется молекула РНК. В дальнейшем большинство молекул РНК участвуют в том или ином этапе синтеза белков. В основном одна молекула РНК - один белок, но механизм транс-сплайсинга позволяет увеличить число синтезируемых белков.

    Возможность транс-сплайсинга получается из-за объединения молекул РНК, полученных в результате транскрипции обеих цепочек ДНК. Ранее этот механизм был известен только для некоторых генов растений и микроорганизмов. На этот раз он был обнаружен у мушки дрозофилы. Во время исследования синтеза белка по измененному гену был обнаружен трас-сплайсинг.

СЛАЙД 61 Редактирование РНК

Редактирование РНК - феномен посттранскрипционного (иногда ко-транскрипционного) изменения в первичной последовательности РНК (мРНК, пре-мРНК, тРНК, рРНК), при котором обнаруживают изменения единичных (как правило, специфических) и/или множества (специфических и неспецифических, хотя и не случайных) нуклеотидов соответствующих экспрессируемых генов. Редактируемые последовательности РНК этих генов не коллинеарны своим геномным гомологам. Редактируемыми генами (криптогенами) называют гены, мРНК которых подвергаются названным изменениям, и обнаруживают такие различия в составе клонируемой кДНК(cDNA) транскрипта того или иного гена. Кроме кодирующих белки мРНК, редактированию могут подвергаться транспортные и рибосомальные РНК, а также (реже) транскрипты некодирующих областей генома. Феномен редактирования РНК распространен очень широко у многих эукариотических организмов и вирусов, причем у разных видов способы и результаты этого процесса могут сильно отличаться. Не исключено, что в ближайшие годы будут открыты новые способы редактирования, что, в свою очередь приведет как к интенсификации научных исследований в этой области, так и к определенному пересмотру сущности и роли этого явления для процесса эволюции живых организмов.

РНК-редактирующий механизм представляется весьма загадочной и, вероятно, одной из древнейших форм процессинга, который чаще происходит посттранскрипционно («причудливая» форма транскрипции) в области специфических сайтов, и так называемых сайтов «узнавания». При этом на уровне молекул РНК обычно происходят делеции/вставки, а также замены отдельных (иногда пары, нескольких) нуклеотидов. Редактируются не только кодирующие части генома - мРНК, тРНК большинства митохондриальных, реже ядерных и хлоропластных генов - но также и некоторые интроны, спейсеры, неидентифицированные открытые рамки считывания (ОРС); причем как в нормальных, так и в некоторых патологически измененных, включая опухолевые, клетках. Также редактирование фиксируют в клеточных генетических элементах и вирусных генах.

Различные типы редактирования РНК, включая делеции/вставки и замены отдельных нуклеотидов, наблюдающиеся в митохондриях, ядре, хлоропластах. Встречаются как общие для всех трех (Ц->У редактирующее дезаминирование), так и более характерные для отдельных клеточных органелл (У-делеционно/вставочное редактирование в митохондриях трипаносом; А->И редактирующее дезаминирование в цитоплазме для ядерных и вирусных мРНК) типы редактирования РНК. Также встречаются условно минорные и экзотические виды редактирования РНК. Рассматривается возможная связь феномена редактирования РНК с другими процессами экспрессии генов (транскрипцией, трансляцией, сплайсингом) в индивидуальном развитии организма и филогенезе. Особое внимание уделяется сложной организации редактирующих комплексов (т.н.эдитосом), формируемых из различных неферментативных компонент (как мРНК, малых направляющих «гид»-РНК, дополнительных структурных белковых факторов, ионов Zn+2 и др.), и ферментативных активностей (как РНК-лигазная, эндо- и экзонуклеазная, концевая уридинтрансферазная, дезаминазная, геликазная и др.). Имеет место матричная зависимость редактирования РНК от мРНК (как при Ц->У дезаминировании), от двунитевой РНК (как при А->И дезаминировании), либо от смешаной «гид»-РНК—мРНК гибридной химеры (как при У-деле-ционно/вставочном редактировании). Связанные с делециями/вставками и заменами отдельных нуклеотидов различные виды редактирования РНК сопровождаются появлением множества эффектов, таких как замена нуклеотидов в кодонах аминокислот, появление стоп/старт кодонов, сдвиг рамки считывания, порядок воссоединения фрагментов РНК при сплайсинге, и других. В результате этих эффектов возможно появление ранее скрытого белкового полиморфизма, удлиненных и укороченных форм белков (как для аполипопротеина-Б).

СЛАЙД 62

Редактирование пре-мРНК: общие сведения

Редактированием РНК (editing) называются изменения кодирующего потенциала мРНК на посттранскрипционном уровне. В клетках многих организмов имеются ферментные системы, способные с высокой специфичностью изменять первичную структуру мРНК, что, в свою очередь, меняет их кодирующий потенциал и приводит к образованию новых функционально значимых белков. 

Описан механизм редактирования РНК для митохондрий внутриклеточных паразитов - жгутиковых трипаносомид : Crithidia fasciculata, Leishmania tarentolae и Tripanosoma brucei. 

Другой тип редактирования РНК характерен для митохондрий слизневиков P. polycephalum (таблица). В этом случае отдельные остатки С встраиваются во множественные участки митохондриальных мРНК, что приводит к сдвигам рамок считывания. Механизм данного процесса неизвестен. 

У парамиксовирусов (например, вирусов кори и свинки) во время транскрипции гена P, кодирующего белок, ассоциированный с полимеразой, РНК-полимераза совершает ошибки, что сопровождается вставками лишних остатков гуанозина (G) в мРНК и, как следствие, сдвигом рамок считывания при их трансляции. 

В транскриптах митохондрий позвоночных животных в процессе полиаденилирования мРНК происходит создание бессмысленных кодонов UAA и UGA, приводящих к преждевременной терминации трансляции, что в конечном счете сопровождается появлением новых полипептидных цепей. Тот же самый механизм реализуется в ядрах позвоночных. 

Другая группа механизмов редактирования мРНК основана на ферментативном взаимопревращении остатков нуклеотидов. Например, в большинстве митохондрий высших растений в результате дезаминирования происходит превращение остатков С в U. В меньшей степени для них характерен обратный процесс: U в C. При этом изменяется смысл кодонов в мРНК и происходит замена соответствующих аминокислот в белках. 

Отдельно следует упомянуть редактирование мРНК, происходящее в хлоропластах высших растений, в частности у кукурузы и табака. Оказалось, что предсказание последовательностей аминокислот в белках хлоропластов, сделанное на основании последовательностей нуклеотидов их генов, часто не соответствует действительности. Так, в гене rpl2 хлоропластов кукурузы и гене psbL хлоропластов табака находится кодон AСG в том месте, где ожидается расположение наиболее распространенного кодона инициации трансляции ATG. При созревании транскриптов этих генов происходит их посттранскрипционная модификация, сопровождаемая превращением С в U.

Редактирование пре-мРНК у млекопитающих

Своеобразный механизм посттранскрипционного редактирования РНК описан для транскриптов генов, кодирующих ионные каналы мозга млекопитающих, которые участвуют в передаче сигналов в синапсах центральной нервной системы. 

Субъединицы двух близкородственных классов глутаматных рецепторов содержат в сегментах полипептидных цепей, формирующих каналы, остатки глутамина или аргинина, что влияет на функционирование этих каналов. Оказалось, что субъединицы обоих классов кодируются генами, у которых имеется только кодон для глутамина (СAG), хотя в кДНК, полученной с использованием мРНК указанных субъединиц в качестве матрицы, в этом месте обнаружен также и аргининовый кодон СGG. мРНК одной из субъединиц рецептора, принадлежащей на основании аминокислотных последовательностей к одному определенному классу, подвергаются редактированию на 100%, тогда как транскрипты трех других субъединиц того же класса вообще не изменяются, несмотря на 90- 95%-ную гомологию 30-звенных последовательностей, окружающих редактируемый сайт. Транскрипты двух субъединиц, принадлежащих к другому классу, редактируются с эффективностью соответственно 40 и 80%. 

Таким образом, имеет место количественная регуляция эффективности редактирования мРНК рецепторов мозга, что необходимо для пропорционального внутриклеточного синтеза соответствующих субъединиц. Механизм такой регуляции экспрессии генов не известен. Предполагают, что эдитосомы могут узнавать характерные элементы вторичной структуры мРНК, по-разному подвергающиеся редактированию. Использование таких модификаций пре-мРНК функционирующими генетическими системами при экспрессии генов расширяет кодирующий потенциал генома и добавляет еще одну возможность регуляции их функционирования на посттранскрипционном уровне.

СЛАЙД 63

В таблице на слайде представлены последовательности нуклеотидов в окрестностях сайтов редактирования, которые оказались высокогомологичными у разных видов млекопитающих. 

Звездочками обозначены нуклеотиды, замены которых с помощью направленного мутагенеза наиболее резко снижали эффективность редактирования, а строчными буквами отмечены негомологичные нуклеотиды. 

Последовательность нуклеотидов, получившая название якорной последовательности (mooring sequence), является единственным цис- действующим регуляторным элементом, присутствие которого необходимо и достаточно для специфического редактирования вышерасположенного остатка С в экспериментах in vitro. Редактирование APOB-мРНК здесь происходит после удаления из нее интронов в результате сплайсинга. Эффективность редактирования в таких системах зависит от нуклеотидных последовательностей в окрестностях этого сайта. В частности, АТ-богатые последовательности без выраженной вторичной структуры, фланкирующие якорную последовательность, стимулируют редактирование APOB-мРНК. 

В связи с тем, что простая 11-звенная якорная последовательность определяет нуклеотид, который редактируется в этой системе, возникает вопрос о дополнительных факторах, которые требуются для обеспечения специфичности функционирования системы редактирования, зависимой от присутствия якорной последовательности. Действительно, перемещение якорной последовательности in vitro к любому остатку C на расстояние трех-четырех нуклеотидов от него в направлении 3'-конца РНК обеспечивает его редактирование in vivo. Предполагается, что в эдитосомах, осуществляющих редактирование APOB-мРНК, соблюдается определенное соотношение между содержанием APOBEC1-субъединиц и дополнительных факторов- помощников.

PAGE  
15

