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ЗАНЯТИЯ 1

Строение биологических макромолекул
цель: Ознакомиться с особенностями строения основных биологических макромолекул, закрепить полученные знания путем решения тестовых заданий. 

1. Теоретическая часть
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Большую роль в выяснении молекулярных основ наследственности сыграли эксперименты Ф. Гриффитса, который в 1928 г. обнаружил явление трансформации. Ученый вводил мышам вирулентный капсульный (S) и невирулентный бескапсульный (R) штаммы пневмококков, Streptococcus pneumonia. При введении мышам вирулентного штамма S они заболевали пневмонией и погибали, а при введении невирулентного R – оставались живыми (рис. 1.1 a,b). Мыши также не погибали, если им вводили вирулентный штамм S, но убитый нагре​ванием (рис. 1.1c). В решающем эксперименте Гриффитс ввел смесь невирулентного штамма R со штаммом убитого нагреванием вирулентного S и по​лучил неожиданный результат – мыши заболели пневмонией и погибли. Из погибших животных были выделены бакте​рии, которые обладали вирулентностью и были способны обра​зовать капсулу (рис. 1.1d). Следовательно, живые бактерии невирулентного бескапсульного штамма R трансформировались – приобрели свой​ства убитых болезнетворных капсульных бактерий S. Однако химическая природа «трансформирующего фактора», обеспечивающего наследуемое превращение бактерии одного типа в другой в результате экспериментов Гриффитса, осталась неустановленной. 

В 1944 г. О. Эвери, К. Мак-Леод и М. Мак-Карти получили убедительные доказательства того, что трансформирующим фак​тором является дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК).  Препараты ДНК, взятые из болезнетворного штамма S, ученые разделили на порции, каждую из которых обрабатывали ферментами дезоксирибонуклеазой, рибонуклеазой или протеазой, которые разрушают соответственно ДНК, РНК и белки. После обработки каждая порция использовалась для трансформации штаммов R в штаммы S. Оказалось, что только обработка дезоксирибонуклеазой (ДНК-азой) полностью прекращала трансформирующую активность ДНК.
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Еще одним серьезным доказательством генетической роли ДНК были эксперименты А. Херши и М. Чейз, проведенные в 1952 г. с бактериофа​гом Т2 – вирусом бактерий, состоящим лишь из белкового чехла и упакованной в него молекулы ДНК. Белок фага Т2 пометили ра​диоактивной серой (35S), которая включается только в белок, а ДНК фага радиоактивным фосфором (32Р), который включается только в ДНК. После заражения бактерий мечеными фагами было установлено, что в клетку бактерии проникает только молекула ДНК, а белко​вая оболочка фага остается снаружи (рис. 1.2). Тем не менее, в клетках зараженных бактерий образовалось множество зрелых частиц бактериофага Т2. Это однозначно говорило о том, что наследственная информация о всех признаках и свойствах фага заключена в ДНК. 
Эксперименты Эвери с соавторами, а также Херши и Чейз позволили сделать заключение, что именно молекула ДНК, по крайней мере у бактерий и фагов является носителем наследственной информации. В последующем было установлено, что у некоторых прокариот на​следственная информация зашифрована в молекулах РНК.
В 1869 г. – Ф. Мишер из ядер лейкоцитов человека, а затем из спермы лосося выделил вещество, которое он назвал «нуклеином». В конце ХIX века было установлено, что кислый компонент «нуклеина» является нуклеиновой кислотой, которая содержит азотистые основания (пурины и пиримидины), углевод и фосфорную кислоту. 

К 30-м годам ХX века П. Левен с сотрудниками установил, что азотистое основание, углевод и фосфорная кислота соединены в блоки – нуклеотиды (рисунок 1.3), расположенные вдоль линейной молекулы нуклеиновой кислоты. Нуклеотидов оказалось четыре: аденин, гуанин, цитозин и тимин. Поскольку углеводный компонент оказался дезоксирибозой, кислота получила название дезоксирибонуклеиновой – ДНК. Вместе с ядерной была выделена цитоплазматическая нуклеиновая кислота, которая в качестве углевода содержала рибозу и поэтому получила название рибонуклеиновой – РНК.

В 40-50 гг. ХХ века Э. Чаргафф разработал точные методы определения количества азотистых оснований и установил, что в ДНК сумма пуринов равна сумме пиримидинов (А+Г=Т+Ц,) и количество аденина равно количеству тимина (А=Т), а гуанина – цитозину (Г=Ц). 
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На основе рентгеноструктурного анализа М. Уилкинс и Р. Франклин в 1953 г. получили данные, указывающие на то, что ДНК имеет двухцепочечную структуру в форме спирали. 

В 1953 г. Дж. Уотсон и Ф. Крик основываясь на данных Чаргаффа и Франклин построили пространственную модель молекулы ДНК и истолковали ее роль как носителя генетической информации.  Согласно их модели молекула ДНК состоит из двух полинуклеотидных комплементарных цепочек, закрученных в двойную спираль  (рисунок 1.4). 
Азотистые основания нуклеотидов обеих цепей ДНК заключены внутри между витками спирали и соединены водородными связями. В соответствии с правилами Чаргаффа аденин одной цепи связан только с тимином другой цепи, а гуанин – только с цитозином. Пара аденин-тимин соединена двумя водородными связями, а пара гуанин-цитозин – тремя (рисунок 1.5). Такой по​рядок соответствия азотистых осно​ваний (А=Т и Г=Ц) называется компле-ментарностью, и, следовательно, цепи в ДНК комплементарны друг другу. 
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В каждой из цепей ДНК нуклеотиды последовательно соедине​ны друг с другом с помощью остатка фосфорной кислоты и моле​кулы дезоксирибозы. Дезоксирибоза связывается с одной молеку​лой фосфорной кислоты через углерод в положении 3', а с дру​гой – через углерод 5', образуя сахаро-фосфатный остов.
Следует отметить, что обе цепи в молекуле ДНК имеют противоположную направленность. Межнуклеотидная связь в одной цепи имеет направление 5'-3', а в другой 3'-5' (рисунок 1.5).

С развитием физико-химических методов выделения ДНК из различных организмов модель, разработанная Уотсоном и Криком, была подтверждена экспериментально. Однако предстояло установить, как ДНК копируется (реплицируется) и кодирует синтез белка.

2. Ключевые слова и понятия

	Трансформация

ДНК
РНК
Белок
Аденин
Тимин 

Цитозин

Гуанин

Комплементарность
	Пурины
Пиримидины

Ф. Гриффитс

Дж. Уотсон и Ф. Крик

Ф. Мишер

Э. Чаргафф

О. Эвери, К. Мак-Леод и М. Мак-Карти

А. Херши и М. Чейз


3. Практическая часть

Задание 1. Разобрать ключевые слова и понятия. Ответить на вопросы: Что такое генная инженерия? Каково строение ДНК и РНК? Что такое гены? Что такое репликация и какой принцип лежит в основе данного процесса? Каким образом и где осуществляются процессы транскрипции и трансляции? Как можно охарактеризовать генетический код? Что такое стоп-кодоны? Какова структура и функции белка?

Задание 2. Для самоконтроля решить тест. В каждом вопросе выберите одно правильное утверждение:

Тест

1. Явление трансформации открыл:

а)
Г. Мендель в 1900 г.

б)
Ф. Гриффитс в 1928 г.

2.
Вирулентный штамм - это штамм, от которого организм:

а)
погибает.

б)
остается жив.

3.
Streptococcus pneumonia это:

а)
штамм вызывающий заболевание пневманией.

б)
безвредный вирус, не вызывающий заболевание.

4.
Трансформирующим фактором является:

а)
мышь.

б)
ДНК.

5.
Дезоксирибонуклеиновая кислота:

а)
носитель наследственной информации.

б)
инактивирующий фермент.
6.
«Нуклеин»:

а)
клейкое вещество.

б)
нуклеиновая кислота.

7.
Молекула ДНК:

а)
высокомолекулярный полимер, состоящий из четырех дезоксири- бонуклеотидов.

б)
низкомолекулярный мономер, состоящий из двух цепочек дезок- сирибонуклеотидов.

8.
Азотистые основания:

а)
компоненты нуклеиновой кислоты.

б)
компоненты фосфорной кислоты.

9.
Аденин, гуанин:

а)
пуриновые основания.

б)
пиримидиновые основания.

10. Цитозин, тимин:

а)
пуриновые основания.

б)
пиримидиновые основания.

11. Нуклеотид:

а)
соединение азотистого основания, углевода и фосфорная кислота.

б)
ядро.

12. Дезоксирибоза:

а)
азотистое основание ДНК.

б)
углеводный компонент ДНК.

13. Рибоза:

а)
азотистое основание ДНК.

б)
углеводный компонент ДНК.

14. Рибонуклеиновая кислота (РНК):

а)
цитоплазматическая нуклеиновая кислота, которая в качестве уг-левода содержит рибозу.

б)
двух цепочечная молекула, которая в качестве углевода содержит дезоксирибозу.

15. Правила Чаргаффа:

а)
(А+Г=Т+Ц) (А=Т) (Г=Ц).

б)
(А+Т=Г+Ц) (А=Ц) (Г=Т).

16. Двойная спираль:

а)
две полинуклеотидные комплементарные цепочки ДНК.

б)
две полинуклеотидные комплементарные цепочки РНК.

17. Принцип комплементарности:

а)
А-Т и Г-Ц.

б)
А-Г и Т-Ц.
18. Репликация:

а)
процесс точного самовоспроизведения молекул нуклеиновых кислот.

б)
разрезающие ДНК по определенным нуклеотидным последова-тельностям.

19. Полуконсервативный принцип:

а)
материнская молекула ДНК состоит из двух «старых» цепей.

б)
дочерняя молекула ДНК состоит из одной «старой» и одной «новой» цепей.

20. Точка инициации (ori):

а)
место начала репликации молекул ДНК.

б)
место окончания репликации молекул ДНК.

21. Репликационная вилка:

а)
столовый прибор.

б)
одноцепочечные участки ДНК, которые становятся матрицами для репликации.

22. Геликаза:

а)
фермент, под влиянием которого цепи ДНК разъединяются (рас-кручиваются) в точке инициации репликации.

б)
мутаген, под влиянием которого цепи ДНК разрываются.

23. Белки SSBP:

а)
не позволяют одноцепочечным участками ДНК вновь соединиться в двойную спираль.

б)
соединяют одноцепочечные участки ДНК в двойную спираль.

24. Топоизомераза (ДНК-гираза):

а)
снимает возникающую суперскрученность и напряжение в нерас-крученной части ДНК репликационной вилки (ДНК-гираза у прокариот).

б)
маркирует ДНК (ДНК-гираза у эукариот).

25. ДНК-полимераза:

а)
осуществляет процесс репликации в направлении 3'-5'.

б)
осуществляет процесс репликации в направлении 5'-3'.

26. Праймаза:

а)
РНК-полимераза.

б)
ДНК-полимер.

27. РНК-праймер:

а)
длинный (~1000 нуклеотидов) фрагмент РНК.

б)
короткий (~10 нуклеотидов) фрагмент РНК.

28. Лидирующая цепь:

а) начинается на материнской цепи, идущей от точки инициации в направлении 3'-5' и идет непрерывно в виде сплошной линии.

б) начинается на дочерней цепи, идущей от точки инициации в направлении 5'-3' и идет прерывисто.

29. Фрагменты Оказаки:

а)
отдельные короткие фрагменты (200-2000 нуклеотидов).

б)
фрагменты в виде сплошной линии.

30. Запаздывающая цепь:

а)
первая цепь, синтез на которой идет в направлении 3'-5'.

б)
вторая цепь, синтез на которой идет в направлении 5'-3'.

31. Лигаза:

а)
фермент, соединяющий в общую полинуклеотидную цепочку ДНК после репликации.

б)
белок, разъединяющий в общую полинуклеотидную цепочку ДНК после репликации.

32. Урацил:

а)
азотистое основание РНК.

б)
азотистое основание ДНК.

33. Информационная РНК (и-РНК):

а)
активный участник репликации.

б)
активный участник трансляции.

34. Транскрипция:

а)
транскрибирование с ДНК в нуклеотидную последовательность короткоживущих и-РНК.

б)
денатурация белка.

35. РНК-полимеразы:

а)
ферменты, осуществляющие транскрипцию в направлении 5'-3'.

б)
ферменты, осуществляющие трансляцию в направлении 3'-5'.

36. Матричная цепь 3'-5':

а)
цепь ДНК, служит для синтеза и-РНК.

б)
цепь РНК, служит для синтеза ДНК.

37. Промотор:

а)
участок гена инициирующий трансляцию.

б)
участок гена инициирующий транскрипцию.

38. «ТАТА-бокс»:

а)
участок промотора перед геном.

б)
геном боксёра.

39. Интрон:

а)
не содержащие информацию отрезки ДНК в структурной части гена у эукариот.

б)
содержащие информацию отрезки ДНК в структурной части гена у эукариот.

40.Экзон:

а)
не содержащие информацию отрезки ДНК в структурной части гена у эукариот.

б)
содержащие информацию отрезки ДНК в структурной части гена у эукариот.

41 .Первичный транскрипт (про-мРНК):

а)
РНК содержащая интроны и экзоны.

б)
РНК содержащая только интроны.

42. Сплайсинг:

а)
процесс удаления из про-мРНК экзонов.

б)
процесс удаления из про-мРНК интронов.

43. КЭП (метилированный гуанин):

а)
присоединяется перед выходом из ядра к начальной (5') части и- РНК.

б)
отсоединяется перед входом в ядро с начальной (5') части и-РНК.

44. Поли-А хвост:

а)
примерно 200 остатков аденина присоединяется к 3'-концу и-РНК.

б)
примерно 20 остатков аденина присоединяется к 5'-концу и-РНК.

45. Зрелая и-РНК:

а)
экзоны, КЭП и поли-А хвост.

б)
интроны, экзоны, КЭП и поли-А хвост.

46. Алкаптонурия:

а)
приобретённое ненаследственное заболевание, при котором организм расщепляет гомогентизиновую кислоту, что приводит к серьезным нарушениям метаболизма.

б)
врожденное наследственное заболевание, при котором организм не расщепляет гомогентизиновую кислоту, что приводит к серьезным нарушениям метаболизма.

47. Один ген - один белок:

а) закономерность, при которой, мутация приводит к потере метаболической активности только одного фермента (белка).

б) закономерность, при которой, мутация приводит к потере метаболической активности нескольких ферментов (белков).

48. Генетический код:

а)
система записи наследственной информации в молекулах нуклеи-новых кислот.

б)
система записи генетических символов.

49. Триплет:

а) три рядом стоящих нуклеотида.
б) комбинация из трех последовательно расположенных ферментов в молекуле белка.

50. Кодон:

а)
три рядом стоящих аминокислоты, кодирующих один нуклеотид.

б)
три рядом стоящих нуклеотида, кодирующих одну аминокислоту.

51. Стоп-кодон:

а)
тринуклеотид в информационной РНК, сигнализирующий об окончании синтеза полипептида и освобождении полной полипептидной цепи от рибосомы.

б)
нуклеотид в информационной РНК, сигнализирующий о начале синтеза полипептида.

52. Основные свойства генетического кода:

а) обобщенность, консервативность, моногенность, универсальность.

б) триплетность, неперекрываемость, колинеарность, вырожден- ность, универсальность.

53. Трансляция:

а)
процесс биосинтеза белка по матрице иРНК, который протекает на рибосомах.

б)
процесс биосинтеза белка по матрице кДНК, который протекает в ядре.

54. Транспортная РНК (т-РНК) :

а)
переносят аминокислоты к рибосомам и участвуют в процессе синтеза белка.

б)
переносят нуклеотиды к рибосомам и участвуют в процессе синтеза ДНК

55. Акцепторный триплет ЦЦА:

а)
к нему присоединяется специфическая аминокислота.

б)
специфический триплет, с помощью которого тРНК «узнает» со-ответствующий комплементарный кодон в иРНК.

56. Антикодон:

а)
к нему присоединяется специфическая аминокислота.

б)
специфический триплет, с помощью которого тРНК «узнает» со-ответствующий комплементарный кодон в иРНК.

57. Рибосома:

а)
клеточные органеллы, на которых протекает процесс биосинтеза белка.

б)
неклеточные органеллы, на которых протекает процесс биосинтеза липидов.

58. Рибосомная РНК (р-РНК):
а)
служит каркасом рибосом, и способствуют первоначальному свя-зыванию иРНК с рибосомой в ходе биосинтеза белка.

б)
переносят аминокислоты к рибосомам и участвуют в процессе синтеза белка.

59. Единица Сведберга (S) характеризует:

а)
скорость седиментации при центрифугировании.

б)
размер субъединиц рибосом.

60. Аминоацил-тРНК-синтетаза:

а)
фермент, активирующий свободные аминокислоты и присоединение их к тРНК.

б)
белок, дезактивирующий свободные аминокислоты и присоединение их к тРНК.

61. Аминоацил-тРНК (аа-тРНК):

а)
образуется в результате разрыва связи аминоацилтРНК-синтетазы с определенной аминокислотой, а затем дезактивированная с помощью АТФ аминокислота присоединяется к аденину акцепторного триплета ЦЦА тРНК.

б)
образуется в результате связи аминоацилтРНК-синтетазы с определенной аминокислотой, а затем активированная с помощью АТФ амино-кислота присоединяется к аденину акцепторного триплета ЦЦА тРНК.

62. Инициация:

а)
присоединение малой субъединицы рибосомы к соответствующему центру связывания на иРНК.

б)
отсоединение малой субъединицы рибосомы с соответствующего центра связывания на иРНК.

63. Кодон инициации АУГ:

а)
сигнал инициации трансляции.

б)
сигнал инициации транскрипции.

64. Элонгация:

а)
удлинение нуклеотидной цепи путем добавления новых нуклеотидов.

б)
укорочение нуклеотидной цепи путем убавления нуклеотидов.

65. Пептидилтрансфераза - это фермент, который своей карбоксильной группой:

а)
соединяет предшествующую аминокислоту с аминогруппой вновь пришедшей аминокислоты.

б)
отсоединяет вновь пришедшую аминокислоту.

66. Аминоацильный центр:

а)
малая субъединица рибосомы.

б)
большая субъединица рибосомы
67. Пептидильный центр

а)
малая субъединица рибосомы.

б)
большая субъединица рибосомы.

68. Терминация:

а)
блокирует дальнейшую элонгацию цепи.

б)
активизирует дальнейшую элонгацию цепи.

69. Пептидная связь

а)
-CO-NH-.

б)
-СООН-.

70. Четыре структуры белка:

а)
первичная, вторичная третичная и четвертичная.

б)
А, Т, Г, Ц.

71. Четвертичная структура белка:

а)
несколько полипептидных цепей с третичной структурой объеди-ненных в единый комплекс.

б)
Четыре полипептидные цепей с первичной структурой объединенных в единый комплекс.
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ЗАНЯТИЯ 2-3
Анализ методов амплификации и детекции нуклеиновых кислот. 
цель: Изучить особенности методов амплификации и детекции нуклеиновых кислот. Закрепить полученные знания путем решения задач. 
1. Теоретическая часть
Несмотря на то, что методы исследования наследственного материала (нуклеиновых кислот) все время совершенствовались, тем не менее для анализа структуры ДНК требовалось определенное количество клеточного материала. Например, даже при использовании такого чувствительного метода, как фингерпринт, требуется наличие капли крови или другого эквивалентного количества образца животной или растительной ткани, содержащих в клетках достаточное для анализа количество копий ДНК. 

Ситуация радикально изменилась благодаря появлению метода, который был разработан К. Мюллисом. Этот метод получил название полимеразной цепной реакции (ПЦР) и стал неотъемлемой процедурой, освоенной во всех генно-инженерных лабораториях мира. Использование ПЦР методики позволяет амплифицировать (размножать) ДНК или её фрагмент in vitro увеличивая количество копий в миллионы раз за несколько часов. ПЦР осуществляют в пробирке с помощью специального термостабильного фермента ДНК-полимераза (Tag-полимеразы), набора всех четырех нуклеотидов А, Т, Г и Ц и коротких олигонуклеотидных затравок – праймеров. Праймеры – это короткие, длиной в 20-30 нуклеотидов, одноцепочечные фрагменты ДНК, комплементарные 3’-концевым последовательностям копируемой ДНК-матрицы. Благодаря праймерам ограничивается фрагмент ДНК, который будет скопирован Tag-ДНК-полимеразой, присоединяющейся к 3’-концам праймеров и достраивающие их до заданной длины. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) протекает в три стадии (рисунок 2.1). 
1. Денатурация. Инкубационную смесь, в которой содержится образец нужной ДНК, нагревают до температуры 90 (С. При этом, в течении 15 секунд происходит разрушение слабых водородных связей между нитями ДНК, и из одной двухцепочечной молекулы образуется две одноцепочечные. 

2. Гибридизация праймеров. Температуру снижают до 50 (С. При этом происходит гибридизация цепей ДНК с праймерами. Эта стадия обычно протекает 30 секунд.

3. Полимеризация. Инкубационную смесь нагревают до температуры 70(С. При этой температуре Tag-полимераза удлиняет оба праймера с их 3’-концов. Праймеры дорастают до размеров матрицы. Этот процесс протекает в течении 90 скунд.  В результате количество ДНК удваивается.  Фермент Tag-полимераза была выделена из термофильных бактерий Thermus aquaticus, и отличается устойчивостью к высокой температуре. При температуре 70(С гибрид праймер-ДНК не денатурирует, а Tag-полимераза способна работать с большой скоростью. За 20 циклов амплификации количество копий ДНК достигает величины 106. 
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Рисунок 2.1 – Схема стадий одного цикла амплификации (размножения) 
фрагмента ДНК с помощью метода полимеразной цепной реакции (ПЦР)

Создание специального прибора – амплификатора, позволило проводить все три стадии размножения ДНК автоматически, что превратило процесс ПЦР-амплификации конкретной последовательности ДНК в простую задачу. За разработку метода полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 1993 г. К. Мюллис (K. Mullis) был удостоен звания лауреата Нобелевской премии. 

ПЦР технологии позволили ученым без огромных временных и материальных затрат получать точные данные по структуре генов и фрагментов ДНК при наличии самого минимального количества биологического материала. Одним из важнейших применений ПЦР стала диагностика наследственных заболеваний человека, особенно на пренатальных стадиях развития при наличии малого количества ДНК из фетальных клеток. Не менее важным применением технологий стала дактилоскопия и идентификация индивидуумов, используя материал ДНК, полученный из нескольких сперматозоидов, одного волоса и, в некоторых случаях, даже из одного бластомера, выделенного из зародыша (пре-эмбриона) на стадии восьми зародышевых клеток. Метод ПЦР успешно используется также для направленного получения точковых мутаций.
Первый прямой метод определения последовательности ДНК был пред​ложен Ф. Сэнгером в 1975 г. Он основан на элонгации ДНК при по​мощи фермента ДНК-полимеразы. Этим способом была быстро секве​нирована короткая ДНК фага (х174, длиной 5,4 кб. 
Столь же мощный ме​тод сек​венирования ДНК был разработан А. Максамом и У. Гилбертом в 1977 г. в Гар​вардском университете. С его помощью менее чем за год удалось ус​тано​вить последовательность ДНК для вируса sv-40 (5,2 кб) и плазмиды рBR322 (4,3 кб).
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Рисунок 2.2 – Схема автоматизации процесса секвенирования
Автоматизация процесса секвенирования была проведена только в 1986 г. Л. Худом. Он предложил усовершенствовать метод Сэнгера и вместо радиоактивных меток при анализе последовательностей ДНК стал использовать флюорисцентные красители разного цвета для четырех дидезоксинуклеотидов – ddNTP (рисунок 2.2).

2. Ключевые слова и понятия

	ПЦР

Thermus aquaticus
К. Мюллис
Денатурация
Гибридизация праймеров
Полимеризация
	Секвенирование ДНК

Ф. Сэнгер
А. Максам и У. Гилберт
Л. Худ
Праймер
флуоресцентный краситель


3. Практическая часть
Задание 1.  Разобрать ключевые слова и понятия, полученный результат записать в рабочую тетрадь.
Задание 2.  Закрепить полученные знания путем решения задач.
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3.1.  В 17-й хромосоме человека находится ген (АСЕ), кодирующий важный белок, который называется ангиотензин-превращающий фермент (angiotensin converting enzyme, ACE). Молекулярные генетики проанализировали этот ген и установили полную его нуклеотидную последовательность. Ген АСЕ имеет величину более 23 тыс. нуклеотидных пар и  состоит из 26 экзонов и 25 интронов (рисунок 2.3). 
Рисунок 2.3 – Структура гена ангиотензин-конвертирующего фермента человека

Оказалось, что в 16-м интроне гена АСЕ, который насчитывает более 1800 н.п. встречается делеция (выпадение) фрагмента ДНК величиной 287 н.п. Иными словами, в популяциях человека имеется полиморфизм по гену АСЕ, который заключается в наличии (I - insertion) или отсутствии (D – deletion) фрагмента длиной 287 пар нуклеотидов в интроне 16.

Ученые, с помощью метода ПЦР-анализа научились амплифицировать фрагмент ДНК из 16-го интрона величиной около 0,5 кб, в котором локализована делеция. При электрофорезе в агарозном геле фрагменты  ДНК в которых не произошло делеции (I) и с делецией (D) легко отделяются друг от друга. Ниже представлен электрофоретический спектр фрагментов ДНК этого участка у 6 человек (рисунок 2.4). 

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Рисунок 2.4 – Электрофореграмма спектра ДНК-фрагментов из 16-го интрона у 6 представителей европейской расы.

Определите генотипы этих людей по двум аллелям I и D гена АСЕ.

3.2.  При анализе полиморфизма по аллелям I и D гена АСЕ у спортсменов-гребцов высокого класса были обнаружены следующие генотипы:  1-3 – I/D, 4 –I/I, 5 – I/D. 

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



 Изобразите схематически на электрофореграмме спектры фрагментов ДНК у этих спортсменов.

3.3.  У спортсменов штангистов уровня мастеров спорта и выше был проанализирован полиморфизм по гену АСЕ.   Изобразите схематически на электрофореграмме спектры фрагментов ДНК у шести спортсменов, если их генотипы по аллелям I и D были следующими: 1,2 – D/D, 3,4 – I/D, 5,6 –  D/D.
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



3.4. В 16-м интроне гена АСЕ человека содержится 1857 нуклеотидных пар. Участок делеции состоящий из 287 н.п. находится во фрагменте от 1451 до 1738 нуклеотида. Ниже приведена последовательность нуклеотидов ДНК 16-го интрона от 1321 до 1857 нуклеотида Участок делеции выделен черным (www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank ID:X62855.1, NG_ 011648.1).

1321  5'tcaagcacgc ccctcacagg actgctgagg ccctgcaggt 

1361   gtctgcagca tgtgcccagg ccggggactc tgtaagccac    

1401   tgctggagac cactcccatc ctttctccca tttctctaga

1441   cctgctgcct atacagtcac tttttttttt tttttgagac 
1481   ggagtctcgc tctgtcgccc aggctggagt gcagtggcgg

1521   gatctcggct cactgcaacg tccgcctccc gggttcacgc

1561   cattctcctg cctcagcctc ccaagtagct gggaccacag  1601   cgcccgccac tacgcccggc taattttttg tatttttagt

1641   agagacgggg tttcaccgtt ttagccggga tggtctcgat

1681   ctcctgacct cgtgatccgc ccgcctcggc ctcccaaagt 
1721   gctgggatta caggcgtgat acagtcactt ttatgtggtt

1761   tcgccaattt tattccagct ctgaaattct ctgagctccc

1801   cttacaagca gaggtgagct aagggctgga gctcaagcca 
1841   ttcaaccccc taccag3'
Какой будет состав прямого праймера (F-forward), размером в 24 нуклеотида (комплементарного цепочке 3'–5'), если мы хотим, чтобы вместе с участком делеции был амплифицирован и предшествующий фрагмент интрона, величиной 48 нуклеотидов.

3.5.  Прямой праймер (F) для амплификации интрона 16, содержащего делецию размером 287 н.п. имеет следующую последовательность: 5'-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3'.

Какой будет состав обратного праймера (R-reverse), содержащего 24 нуклеотида (комплементарного цепочке 5'–3'), если мы хотим амплифицировать участок ДНК, размером 477 н.п., содержащий делецию, остаток 16-го интрона  и 24 нуклеотида начальной части прилегающего экзона 17. Последовательность нуклеотидов ДНК 16-го интрона от 1381 до 1857 нуклеотида, а также первые 113 нуклеотидов экзона 17 приведены ниже.

16 интрон

1381  5'ccggggactc tgtaagccac tgctggagac cactcccatc 
1421   ctttctccca tttctctaga cctgctgcct atacagtcac
1461   tttttttttt tttttgagac ggagtctcgc tctgtcgccc

1501   aggctggagt gcagtggcgg gatctcggct cactgcaacg 
1541   tccgcctccc gggttcacgc cattctcctg cctcagcctc

1581   ccaagtagct gggaccacag cgcccgccac tacgcccggc

1621   taattttttg tatttttagt agagacgggg tttcaccgtt 
1661   ttagccggga tggtctcgat ctcctgacct cgtgatccgc

1701   ccgcctcggc ctcccaaagt gctgggatta caggcgtgat

1741   acagtcactt ttatgtggtt tcgccaattt tattccagct 
1781   ctgaaattct ctgagctccc cttacaagca gaggtgagct

1821   aagggctgga gctcaagcca ttcaaccccc taccag3'
17 экзон

1  5'atc tgacgaatgt gatggccacg tcccggaaat atgaagacct 
51      gttatgggca tgggagggct ggcgagacaa ggcggggaga

91      gccatcctcc agttttaccc gaaatacgtg3'
3.6.  Приведите последовательность нуклеотидов в цепочке ДНК 16-го интрона гена АСЕ, величиной 190 н.п. (без участка делеции) после амплификации участка с праймерами следующего состава: прямой (F) – 5'-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3', обратный  (R) – 5'-ACGTGGCCATCACATTC-GTCAGAT-3'. 

3.7.  Делеция D в 16-м интроне гена АСЕ относится к классу Alu-повторов ​– фрагментов ДНК величиной около 300 н.п., которые могут повторяться в геноме более 100 раз. В каждом повторе есть сайт AGCT, который может разрезаться  рестриктазой AluI. Если провести амплификацию фрагмента ДНК 16-го интрона (с участком делеции) используя праймеры следующего состава: прямой (F) – 5'-CTGGAGACCACTCCCATCC-TTTCT-3', обратный (R) – 5'-ATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3' и разрезать полученный фрагмент рестриктазой AluI, то какой величины будут разрезанные фрагменты и, как будет выглядеть их электрофоретический спектр в агарозном геле на дорожках 2 и 3? На дорожке 1 приведен спектр неразрезанного фрагмента полученного после амплификации.

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 
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86 н.п. 

3.8.  Ген ACTN3 у человека локализуется в длинном плече хромосомы 11 и кодирует белок α – актинин-3, выполняющий важную структурную роль в Z-дисках. Этот белок упорядочивает массив актиновых миофибрилл, а также взаимодействует с рядом сигнальных белков и ферментов. Дефицит α-актинина-3 в быстросокращающихся волокнах скелетных мышц снижает скоростно-силовые возможности человека.

 В ходе молекулярно генетического анализа было установлено, что причиной недостатка белка α-актинина-3 является однонуклеотидная мутация в результате которой, в 16-м экзоне гена ACTN3 цитозин в 577-м триплете замещается на тимин. Точечная мутация приводит к тому, что триплет, кодирующий аминокислоту аргинин (CGA), превращается в стоп-кодон (TGA), и синтез полипептидной цепи α-актинина-3 прерывается (рисунок 2.5). Таким образом, в популяциях человека встречается два аллеля гена ACTN3 – нормальный 577R и мутантный 577Х, которые определяют три генотипа – RR, RX и ХХ. У лиц гомозиготных по Х-аллелю белок α-актинин-3 в мышцах отсутствует, и они не могут добиться высоких достижений в силовых видах спорта.

Ученые, с помощью ПЦР-анализа разработали метод амплификации ДНК из 16-го экзона, в котором находится точковая мутация. Оказалось, что в последовательности ДНК 16-го экзона мутантного аллеле 577Х имеется сайт рестрикции для рестриктазы Ddel (CTNAG), в то время как в нормальном -- 577R такого сайта нет. Поэтому после разрезания рестриктазой Ddel продукты 577R аллеля будут состоять из двух фрагментов величиной 205 и 86 н.п., а продукты мутантного аллеля 577Х – из трех фрагментов величиной 108, 97 и 86 н.п. соответственно.  При электрофорезе в 10% полиакриламидном геле с последующим окрашиванием этидиум бромидом эти фрагменты можно отделить друг от друга. Ниже представлен электрофоретический спектр фрагментов ДНК этого участка у 6 человек европейской расы (рисунок 2.6). 

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Рисунок 2.6 – Электрофореграмма спектра амплифицированных с последующей рестрикцией ДНК-фрагментов из 16-го экзона у представителей европейской расы.

Определите генотипы этих людей по двум аллелям 577R  и 577Х гена ACTN3.
3.9.  Почему на электрофореграмме рисунок 5 спектра амплифицированных с последующей рестрикцией ДНК-фрагментов из 16-го экзона в образце 3 отсутствует фракция величиной 205 нуклеотидных пар?

3.10.  При анализе полиморфизма по аллелям 577R  и 577Х гена ACTN3 у спортсменов-борцов уровня мастеров спорта были обнаружены следующие генотипы:  1-2 – RR,  3,5 – RX , 4,6 – RR. Изобразите схематически на электрофореграмме спектры фрагментов ДНК из экзона 16 у этих спортсменов.

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



3.11. Электрофоретический спектр амплифицированных с последующей рестрикцией ДНК-фрагментов из 16-го экзона гена ACTN3 у детей спортивной школы  представлен ниже (рисунок 2.7). Определите генотипы детей по двум аллелям 577R  и 577Х. Кто из них скорее всего не сможет добиться высоких результатов в силовых видах спорта?
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Рисунок 2.7 – Электрофореграмма спектра амплифицированных с последующей рестрикцией ДНК-фрагментов из 16-го экзона у детей спортивной школы.

3.24. Ниже приведена часть последовательности геномной ДНК гена ACTN3 от 18541 до 18961 нуклеотида, которая включает 15-й экзон и участки прилегающих интронов (www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank ID: X62855.1, NG_ 013304.1). Нуклеотиды экзона 15 выделены черным. 

18541   cttgtgtcag gactgcccag gactggtggg tggcctgggg 
18581   cacactgctg ccctttctgt tgcctgtggt aagtggggga

18621   caccagctga cacttcctgc ctgtcgtccc cagagcctgc
18661   tgacagcgca cgatcagttc aaggcaacac tgcccgaggc 
18701   tgaccgagag cgaggtgcca tcatgggcat ccagggtgag
18741   atccagaaga tctgccagac gtatgggctg cggccctgct
18781   ccaccaatcc ctacatcacc ctcagcccgc aggacatcaa 
18821   caccaagtgg gatatggtca gtgccacctg cagccttcct

18861   cccaccccct cctgcatact gtgaccaccc tgaaatctcg

18901   ggtggcccaa gatatggaga ataaagtcca tcttcagatg 
18941   tggggtctgc cacagactcc 
На сколько частей распадется эта ДНК, если разрезать ее рестриктазой Ddel? 

3.25. Найдите и отметьте сайты для узнавания рестриктазой Ddel в последовательности ДНК гена ACTN3 приведенной ниже. Это последовательность ДНК нормального (577R) или мутантного (577X) аллеля? 

18541   cttgtgtcag gactgcccag gactggtggg tggcctgggg 
18581   cacactgctg ccctttctgt tgcctgtggt aagtggggga

18621   caccagctga cacttcctgc ctgtcgtccc cagagcctgc
18661   tgacagcgca cgatcagttc aaggcaacac tgcccgaggc 
18701   tgactgagag cgaggtgcca tcatgggcat ccagggtgag
18741   atccagaaga tctgccagac gtatgggctg cggccctgct
18781   ccaccaatcc ctacatcacc ctcagcccgc aggacatcaa 
18821   caccaagtgg gatatggtca gtgccacctg cagccttcct

18861   cccaccccct cctgcatact gtgaccaccc tgaaatctcg

18901   ggtggcccaa gatatggaga ataaagtcca tcttcagatg 
18941   tggggtctgc cacagactcc
3.26.  Какой будет состав прямого праймера (F), размером в 22 нуклеотида, если мы хотим в последовательности ДНК из предыдущей задачи (3.25) амплифицировать вместе с экзоном и предшествующий фрагмент интрона величиной 57 нуклеотидов.

3.27.  Прямой праймер (F) для амплификации экзона 15 и предшествующего фрагмента интрона из задачи (3.25) имеет следующую последовательность: 5'-CTGTTGCCTGTGGTAAGTGGG-3'.

Какой будет состав обратного праймера (R), содержащего 22 нуклеотида, если мы хотим амплифицировать участок ДНК из задачи (3.25), содержащий экзон, предшествующий фрагмент интрона величиной 57 нуклеотидов и 51 нуклеотид начальной части последующего интрона. 

3.28.  Используя последовательность, приведенную в задаче 3.25, определите какой величины будет амплифицированный фрагмент если для амплификации были выбраны праймеры следующего состава: прямой (F) – 5'-CTGTTGCCTGTGGTAAGTGGG-3', обратный  (R) – 5'-TGGTCACAGTATGCAGG-AGGG-3'. 

3.29. Ниже приведена последовательность амплифицированного фрагмента геномной ДНК гена ACTN3 с использованием прямого и обратного праймеров из задачи 3.28. 

   ctgt

   tgcctgtggt aagtggggga caccagctga cacttcctgc  

   ctgtcgtccc cagagcctgc tgacagcgca cgatcagttc
   aaggcaacac tgcccgaggc tgactgagag cgaggtgcca
   tcatgggcat ccagggtgag atccagaaga tctgccagac 
   gtatgggctg cggccctgct ccaccaatcc ctacatcacc
   ctcagcccgc aggacatcaa caccaagtgg gatatggtca
   gtgccacctg cagccttcct cccaccccct cctgcatact 
   gtgacca 

Какой величины фрагменты получатся при разрезании этой ДНК рестриктазой Ddel? И как будет выглядеть их спектр на электрофореграмме в 10%-ном полиакриламидном геле?
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Патологии мышц у таких людей не наблюдается, так как α-актинин-2 компенсирует его отсутствие в быстросокращающихся мышечных волокнах. Наличие нормального 577R-аллеля свидетельствует о присутствии в скелетных мышцах белка α-актинина-3, что дает индивидуумам преимущество в проявлении скоростно-силовых физических качеств.
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ЗАНЯТИЯ 4-5
Работа с последовательностями биополимеров: анализ получаемых данных.
цель: Ознакомиться с выравниванием нуклеотидных и аминокислотных последовательностей и установлением филогении, закрепить полученные знания путем решения задач.

1. Теоретическая часть

Выравниванием (alignment) последовательностей азотистых оснований в нуклеиновых кислотах или аминокислот в полипептидных цепях белков называют определение взаимного соответствия остатков (нуклеиновых оснований или аминокислотных остатков, соответственно) в этих двух или нескольких последовательностях, при котором сохраняется исходный порядок остатков в последовательностях.  

Выравнивание последовательностей – это основной инструмент молекулярной диагностики, геномики и биоинформатики (биоинформатика – это наука о хранении, извлечении, организации, анализе, интерпретации и использовании биологической информации), его проводят с целью установления структурных, функциональных и эволюционных отношений между последовательностями. 

Биологические макромолекулы являются результатом молекулярной эволюции. Поэтому если две такие биомакромолекулы имеют общего предка, значит и последовательности мономеров в таких макромолекулах содержат общую предковую последовательность, и как правило, обнаруживают подобие в сочетаниях мономеров, в структурах и в биологических функциях.  

Например, если открыта новая последовательность с неизвестной функцией, но при этом в базах данных могут быть найдены подобные ей последовательности с ранее установленными структурами и функциями, то результаты выравнивания (сравнения) этой новой последовательности с уже исследованными последовательностями могут стать основанием для предсказания функции или структуры этой новой последовательности. 

Одна из целей выравнивания последовательностей состоит в том, чтобы определить степень подобия двух последовательностей и, если она достаточно высока, сделать правдоподобное заключение об их гомологичности.  

При передаче генетической информации от предыдущего поколения следующему она несколько изменяется во время процесса копирования. Изменения, которые происходят в процессе расхождения от общего предка, могут быть трёх типов: замены, вставки и удаления (выпадения).  

Эти изменения могут накапливаться от поколения к поколению. Через несколько тысяч поколений в последовательностях может наблюдаться значительное число расхождений. Сравнение двух предположительно гомологичных последовательностей показывает степень их расхождения, то есть силу эволюционных изменений.  

Выравнивание последовательностей – это процедура сравнения двух (попарное выравнивание) или нескольких (множественное выравнивание) последовательностей путём поиска рядов отдельных элементов или характерных комбинаций элементов последовательностей, которые расположены в выравниваемых последовательностях в одинаковом порядке.  

При выравнивании двух последовательностей их помещают в две строки друг над другом, записывая их с помощью букв алфавита. 

Идентичные или подобные "буквы" (элементы) этих строк (последовательностей) сдвигают в пределах строки (не меняя исходного порядка следования "знаков") таким образом, чтобы они выстраивались друг под другом в соответствующих столбцах.  

Неидентичные, или различные знаки либо помещают в одни и те же столбцы как несовпадения, либо вставляют напротив них во второй последовательности пропуски. 

Рассмотрим для примера две строки:  

[image: image9.png]1) abcde 2) acdef




Разумное выравнивание выглядит так:  

[image: image10.png]abcde-
a-cdef




Для того чтобы найти оптимальное (или наилучшее) выравнивание необходимо определить критерий качества выравнивания. Так, для последовательностей нуклеотидов gctgaacg и ctataatc возможны следующие выравнивания: 

[image: image11.png]1. HenuopyaTuesoe uipaskisanme == -gctgaacg
ctataatc:
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Интуитивно кажется, что последнее выравнивание является лучшим, поскольку в нём получено максимальное число совпадений для нуклеотидов в двух последовательностях и использовано минимальное число вставок.  

Чтобы решить, является ли оно лучшим из всех возможных, необходимо иметь способ систематической проверки всех возможных выравниваний, иметь количественный критерий ("вес" ("weight") или счёт ("score")), по которому возможно сравнивать качество различных выравниваний и определить выравнивание с оптимальным весом (счётом). 

При этом от того, какая именно система оценки выбрана для такого сравнения, может зависеть результат сравнения, и даже незначительные изменения в схеме оценки могут изменить рейтинг выравниваний, из-за чего лучшим станет другое выравнивание.  

Разделяют несколько типов выравнивания. 

*  Глобальное  выравнивание  –  это  выравнивание  всей  последовательности относительно другой последовательности.
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Здесь символом "|" обозначены соответствия, "пробелы" обозначают несоответствия, "-" обозначает те вставки (инсерции, от insertion) и удаления (делеции, от deletion), которые необходимо сделать в обеих последовательностях, чтобы достичь максимального количества соответствий.
*  Локальное  выравнивание  –  это  поиск части последовательности, которая совпадает с частью другой последовательности.
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Для локального совпадения выступающие концы не рассматриваются как пропуски (делеции). В дополнение к несовпадениям, возможны также вставки и удаления внутри совпадающей части. 

Поиск мотивов совпадения – это поиск совпадения короткой последовательности в одном или более отрезках длинной последовательности. В этом случае допускается несовпадение одного символа. Можно также потребовать полного совпадения, либо допустить бόльшее число несовпадений или даже пропусков. 

Для примера, найдём мотивы «Я люблю» совпадения для строк  
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Множественное выравнивание – это взаимное выравнивание многих последовательностей. Например, выровняем четыре строки:
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Последняя, пятая строка, показывающая символы, сохраненные во всех последовательностях выравнивания, называется консенсусом.

Теперь рассмотрим основные понятия, встречаемые в филогенетическом анализе.

Термин "гомология" буквально означает происхождение от общего предка. Обычно потомки некоторого общего предка показывают подобие по нескольким признакам. Такие признаки называют гомологичными. 

Подобие является мерой сходства или различия и не зависит от источника сходства. Подобие может наблюдаться среди данных, которые можно собрать в настоящее время, и не подразумевает никакой исторической гипотезы. 

Напротив, утверждения о гомологии основаны исключительно на умозрительных выводах об исторических событиях, которые практически не поддаются наблюдению. Мера подобия может быть выражена количественно, а гомология – прежде всего качественный показатель. 
Гомологичными белками называют белки, чьё происхождение от общего предка доказано. Если же пространственные структуры белков подобны, но первичные последовательности отличны, то такие белки считают аналогичными.  
Рассмотрим, например, белковое семейство тубулинов – белков, из которых формируются микротрубочки цитоскелета. Согласно упрощенной схеме (рисунок 6.1) исходно эукариотические клетки имели только один тубулиновый ген, дупликация которого произошла на ранних стадиях эволюции. 
Последующая дивергенция различных копий исходного гена тубулина сформировала гены-предки нынешних генов α- и β-тубулина. По мере того, как различные виды дивергировали от этих эукариотических клеток-предков, каждая из этих генных последовательностей также дивергировала, породив, тем самым, слегка отличающиеся формы α- и β-тубулинов, которые сейчас можно найти в каждом организме. 
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Рисунок 6.1 – Образование различных тубулиновых генов в ходе эволюции 
эукариот

Сравнительный анализ последовательностей нуклеотидов в ДНК и аминокислот в белках потребовал развития традиционного понятия гомологии. При анализе последовательностей принято различать ортологию и паралогию. 

Гомологичные последовательности называют ортологичными, если к их разделению привел акт видообразования: если ген существует у некоторого вида, который дивергирует с образованием двух видов, то копии этого гена у дочерних видов называются ортологами. 

Гомологичные последовательности называют паралогичными, если к их разделению привело удвоение (дупликация) гена: если в пределах одного организма в результате хромосомной мутации произошла дупликация гена, то его копии называют паралогами. 

Ортологи обычно выполняют идентичные или сходные функции. Это не всегда справедливо в отношении паралогов. Ввиду отсутствия давления отбора на одну из копий гена, подвергшегося удвоению, эта копия получает возможность беспрепятственно мутировать далее, что может привести к возникновению новых функций.
В случае тубулина паралогичными являются генные последовательности α- и β-тубулинов, которые дивергировали в результате дупликации генов. А ортологичными в случае тубулина являются те генные последовательности, которые возникли в результате видообразования – гены α-тубулина у различных видов, или гены β-тубулина у различных видов. Оценивая степень подобия тубулинов, имеющихся в настоящее время в различных организмах, можно определить их эволюционное родство (рисунок 6.2). На рисунке представлена филогенетическая схема (phylogenetic tree), точнее кладограмма (cladogram), представляющая взаимоотношения и родство между последовательностями тубулина. 
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Рисунок 6.2 – Филогенетическая схема (кладограмма), показывающая родство между тубулиновыми генными последовательностями

Филогенетической схемой называется схема предполагаемых генеалогических (эволюционных) связей особей, популяций или таксонов различного уровня в разрезе исторического времени; точки "ветвлений" на схеме соответствуют гипотетическим моментам образования новых форм (дивергенции).  
Кладограмма – это филогенетическое дерево, не содержащее информации о длинах ветвей. 

Если же длины ветвей несут информацию о величине какого-либо параметра, то такое дерево называется филограмма (или фенограмма), например, филограмма, длины ветвей в которой представляют эволюционное время, называется хронограммой. 

Из трёх типов генетического родства: гомологии, ортологии и паралогии – ортологические последовательности наиболее вероятно кодируют одни и те же функции у белков. 

При расшифровке и анализе биологических последовательностей результаты необходимо сверять со всеми возможными источниками биологической информации.  

Аналитический процесс осложнён тем фактом, что иногда подобие последовательностей ограничено только некоторой частью выравнивания, как, например, при изучении модульных белков. Модули можно представить, как подмножества белковых доменов; это самостоятельные единицы свёртки, примыкающие друг к другу и часто служащие структурными элементами для сборки белковой молекулы. Будучи составными элементами общей конфигурации, они могут быть использованы для передачи богатой палитры различных функций родительского белка – как путём многократных комбинаций какого-либо одного модуля, так и посредством комбинации различных модулей с образованием конфигурационных мозаик. Генетической причиной распространённости модулей в большей мере являются процессы перегруппировки генов, а не только процессы дублирования и слияния генов. 
Обычно живые организмы классифицируют на группы по наблюдаемым подобиям и различиям. Если два организма очень близко связаны друг с другом, то, как правило, считают, что они имеют общего предка.  

Филогения – это описание биологических отношений, обычно изображаемое в виде дерева. Отмеченные подобия и различия между организмами используют для восстановления филогении. Науку об эволюционных отношениях (связях) организмов называют филогенетикой. 

Филогенетический анализ представляет собой не что иное, как способ оценки эволюционных отношений. Эволюционную историю, восстановленную в результате филогенетического анализа, обычно изображают в виде разветвлённых, древовидных диаграмм, которые представляют предполагаемую родословную наследственных отношений между молекулами, организмами или и тем, и другим. 
Утверждение о филогении среди различных организмов предполагает их гомологию и зависит от классификации. Филогения устанавливает топологию отношений (схему родословной), выведенных либо на основании классификации по подобию одного или нескольких наборов признаков, либо на основании модели эволюционных процессов. Во многих случаях филогенетические отношения, основанные на различных признаках, вполне достоверны и даже подтверждают друг друга. На фоне традиционной таксономии в настоящее время наиболее достоверными являются молекулярные подходы к определению филогении.  

По сравнению с традиционными деревьями, построенными по морфологическим признакам, молекулярные филогении намного информативнее, потому что они шире в охвате (например, цветковые растения с млекопитающими можно сравнивать по последовательностям белка, но никак не по морфологическим признакам); кроме того, результаты анализа информации такого типа непротиворечивы и объективны. 

Так, например, на основе анализа последовательностей 16S и 18S рибосомных РНК, Карл Вёзе (Carl Richard Woese) восстановил общую классификацию живых организмов (рисунок 6.3).  

[image: image19.png]Baktepun Apxeun SyKapuoThbl

Crmpoxetbl  [pam- Chloroflexales OHTaMEBB! Crpzeukn YKUBOTHBIE
MO3UTUBHbIE

Cartenmn Methanosarcina Tpu6e!
P Methanobacterium | Fano6akrepumn
MpoteoGakTepun PacteHus
Methanococcus
LinaHoGakKTepumn WHdpysopumn

Planctomyces JKryTtukosble
Pyrodicticum
Bacteroides

TpuxomoHaabl
Cytophaga

Thermotoga Mukpocnopugum

Aquifex AunnomoHagb!




Рисунок 6.3 – Классификация живых организмов
Рибосомная РНК (рРНК) является чрезвычайно консервативной и притом универсальной молекулой, которая присутствует в клетках всех живых организмов (животных, растений, грибов, бактерий, паразитов и т. д.). Она имеет низкую устойчивость к мутациям и эволюционирует очень медленно. Развитая вторичная структура рРНК гарантирует, что спиральные области требуют взаимно компенсирующих замен оснований (вероятность которых ничтожно мала). Представленное на рисунке 20 дерево совместимо с выравниванием и групповым анализом этих молекул, а сделанные из его оценки выводы не противоречат таковым, полученным по результатам других исследований макромолекул. 

Целями филогенетических исследований является выявление взаимосвязей между видами, популяциями, индивидами или генами. Под взаимосвязями подразумевается родство или генеалогия, то есть схема (модель) распределения потомков от общего предка. Дерево, показывающее всех потомков от одного предка, называется укоренённым.  

Филогенетический анализ семейства родственных последовательностей нуклеиновых кислот или белков заключается в установлении возможных путей развития семейства в ходе эволюции.  
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3. Практическая часть

Задание 1. Провести выравнивание нуклеотидных последовательностей с дальнейшим филогенетическим анализом 

Вирус гриппа является сезонной инфекцией, распространенной во многих странах мира. При этом биологические особенности вируса таковы, что возможны не только инфекции, которые передаются от человека к человеку, но и зоонозные инфекции. Всемирная организация здравоохранения под зоонозным гриппом понимает «заболевание, вызываемое вирусами гриппа животных, которые передаются от животных людям и инфицируют их». Другими словами, люди могут быть инфицированы вирусами, которые обычно циркулируют среди животных. Причем нередко распространение инфекции принимает глобальный характер и может принимать характер масштабных пандемий. Пожалуй, самой смертоносной пандемией зоонозного гриппа была эпидемия «испанки», распространившаяся в Европе в первой половине 20 века и унесшая жизни миллионов человек. Как было установлено, данная пандемия была вызвана серотипом Н1 N1 гриппа A.
В нашей стране широкий резонанс и обсуждение в средствах массовой информации получили случаи, так называемого, «свиного гриппа» в 2008 году. Первый случай этого гриппа задокументирован в Гродно, а фрагмент последовательности гена нейроминидазы данного вируса депонирован в международную базу Вируса гриппа (Influenza Virus Resource) 23 января 2008 года (код доступа ACJ61694). Данный вирус также относится к серотипу H1N1 как и возбудитель печально известной «испанки». Для предотвращения зоонозных и потенциально пандемических инфекций неоценимую помощь оказывает мониторинг и эволюционные исследования вирусов, которые позволяют спрогнозировать распространение инфекции и своевременно предложить эффективную вакцину. Современные методы молекулярной генетики на уровне нуклеотидных последовательностей позволяют установить сходства и различия исследованных образцов и реконструировать пути распространения и рециркуляции вирусов при сезонных инфекциях.

В данном задании предлагается сравнить нуклеотидные последовательности фрагмента гена нейроминидазы (NA) вируса гриппа А серотипа Н1N1, которые были получены из разных городов Беларуси во время эпидемии гриппа в 2008 году.

Следует отметить, что не все изменения в нуклеотидной последовательности являются равновероятными и равноценными. Транзиции, как правило, происходят чаще трансверсий и при прочих равным условиям им должен придаваться меньший вес. А открытие делеции менее вероятно, чем продолжение делеции, и ему должен придаваться больший вес. Поэтому последовательности с одной делецией в 6 нуклеотидов будут более близкие, чем последовательности с двумя делециями в 3 нуклеотида.
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Количественно оцените сходства данных последовательностей. На основании полученных данных определите пути распространения и рециркуляции данного вируса в нашей стране во время эпидемии 2008 года. Предложите подходы для идентификации серотипа H1N1 вируса гриппа А, циркулировавшего в Беларуси в 2008 году, и его региональных вариантов на основании метода ПЦР и иммуноферментного анализа. Проанализируйте преимущества и недостатки предложенных вами методов.

Задание 2. Провести идентификацию нуклеотидной последовательности и построить филогенетическое дерево с использованием системы BLAST 

Требуется компьютер с доступом в Интернет, исходный файл с нуклеотидными последовательностями. 

Шаг 1. Из файла, содержащего выборку последовательностей, выберите последовательность интересующего вас вида и скопируйте ее в виде текста в новый текстовый фал в формате .doc. Буквенная последовательность не должна содержать информации о названии вида, которому принадлежит последовательность. Обменяйтесь созданными файлами с коллегой по группе. 

Получив от коллеги файл, содержащий нуклеотидную последовательность неизвестного вам происхождения, попытайтесь установить, какому виду она принадлежит. Для этого пройдите по ссылке 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ или наберите в любой поисковой системе слово GenBank.  На странице NCBI внизу найдите ссылку на страницу системы BLAST. 

Войдите в систему BLAST. Поскольку вы имеете дело с нуклеотидной последовательностью, выберите программу «nucleotide  blast».В открывшемся окне введите вашу буквенную последовательность без каких-либо пробелов в специальное поле  «Enter  accession  number(s)». Убедитесь, что в условиях поиска заданы параметры «Искать в нуклеотидной коллекции» и «искать высоко сходные последовательности» (Highly similar sequences (mega blast)).

Проведите поиск, нажав кнопку BLAST внизу страницы. 

Определите принадлежность анализируемой последовательности. 

Оцените уровень сходства анализируемой последовательности с другими последовательностями в базе данных.  

Загрузите на свой компьютер описание полученных результатов («Taxonomy reports»). 

Система BLAST, это пакет программ, разработанных Американским Национальным центром биотехнологической информации и предназначенных для идентификации последовательностей разных типов. В процессе поиска программа сравнивает заданную исследователем последовательность со всеми последовательностями, хранящимися в базе данных GenBank, и находит все идентичные последовательности и последовательности, содержащие минимальное число отличающихся сайтов.  

Программа представляет результаты как список видов, с указанием процента сходства между анализируемой последовательностью и последовательностью из списка. Последовательности в списке ранжируются в соответствии с уровнем подобия содержащихся в базе последовательностей и анализируемой.  Кроме того, программа выводит в окне результатов подробный отчет о результатах сравнения со всеми максимально подобными последовательностями в виде попарных выравниваний с указанием как идентичных, так и различающихся сайтов. Подробное представление результатов анализа позволяет исследователю оценить качество работы, проделанной программой, и, при необходимости (например, при нахождении в базе данных нескольких последовательностей с одинаковым уровнем нуклеотидного сходства) самостоятельно сделать заключение о таксономической принадлежности образца или о номенклатурной принадлежности гена, соответствующего анализируемой последовательности.

Шаг 2.  На странице с результатами поиска нажмите на вкладку «Distance tree of results». Программа построит филогенетическое дерево, на котором ваша последовательность будет выделена желтым цветом. Убедитесь, что автоматически выбранный программой метод построения филогенетического дерева вас устраивает. В противном случае проведите повторное построение дерева («Reset»). Выберите тот вариант представления дерева, который кажется вам наиболее удачным («rectangle», «slanted», «radial» или «force»).  

Построение филогенетического дерева может быть использовано как дополнительный способ идентификации последовательности, но только в том случае, когда речь идет об определении таксономической принадлежности образца, для которого эта последовательность была получена. Идентифицировать гены таким образом нельзя, поскольку объем информации, который потребуется для анализа, превысит возможности любого из существующих компьютеров. Поскольку на эволюционных деревьях последовательности объединяются в кластеры по принципу генетического сходства, в один кластер попадут родственные последовательности, в идеальном случае – последовательности одного вида. В зависимости от того, с какими последовательностями кластеризуется анализируемая последовательность неизвестного вида, можно сделать достаточно точный вывод о ее происхождении. 

Идентификация по филогенетическому родству может быть использована в том случае, когда важно не только установить видовую принадлежность, но и оценить генетическую близость образца к отдельным выборкам последовательностей организмов того же вида, например, к конкретной популяции, линии, гаплотипу и т.д.  

Задание 2. Решить задачи.

Сравнить полученные результаты о филогении приматов подсемейства Гоминиды, используя нуклеотидные последовательности гена лептина человека, шимпанзе:
>ENA|U18915|U18915.1 Human obese (ob) mRNA, complete cds. 

ATGCATTGGGGAACCCTGTGCGGATTCTTGTGGCTTTGGCCCTATCTTTTCTATGTCCAA

GCTGTGCCCATCCAAAAAGTCCAAGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACC

AGGATCAATGACATTTCACACACGCAGTCAGTCTCCTCCAAACAGAAAGTCACCGGTTTG

GACTTCATTCCTGGGCTCCACCCCATCCTGACCTTATCCAAGATGGACCAGACACTGGCA

GTCTACCAACAGATCCTCACCAGTATGCCTTCCAGAAACGTGATCCAAATATCCAACGAC

CTGGAGAACCTCCGGGATCTTCTTCACGTGCTGGCCTTCTCTAAGAGCTGCCACTTGCCC

TGGGCCAGTGGCCTGGAGACCTTGGACAGCCTGGGGGGTGTCCTGGAAGCTTCAGGCTAC

TCCACAGAGGTGGTGGCCCTGAGCAGGCTGCAGGGGTCTCTGCAGGACATGCTGTGGCAG

CTGGACCTCAGCCCTGGGTGCTGA

>ENA|GABD01008762|GABD01008762.1 TSA: Pan troglodytes Chimpanzee_0095424 mRNA sequence. 

CGCCAGCGGTTGCAAGGCCCAAGAAGCACATCCTGGGAAGGAAAATGCATTGGGGAACCC

TGTGCGGATTCTTGTGGCTTTGGCCCTATCTTTTCTATGTCCAAGCTGTGCCCATCCAAA

AAGTCCAAGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGGATCAATGACATTT

CACACACGCAGTCAGTCTCCTCCAAACAGAAGGTCACCGGTTTGGACTTCATTCCTGGGC

TCCACCCTATCCTGACCTTATCCAAGATGGACCAGACACTGGCAGTCTACCAACAGATCC

TCACCAGTATGCCTTCCAGAAACATGATCCAAATATCCAACGACCTGGAGAACCTCCGGG

ACCTTCTTCACGTGCTGGCCTTCTCTAAGAGCTGCCACTTGCCCTGGGCCAGTGGCCTGG

AGACCTTGGACAGCCTGGGGGGTGTCCTGGAAGCTTCAGGCTACTCCACAGAGGTGGTGG

CCCTGAGCAGGCTGCAGGGGTCTCTGCAGGACATGCTGTGGCAGCTGGACCTCAGCCCTG

GGTGCTGAGGCCTTGAAGGTCACTCTTCCTGCAAGGACTACGTTAAGGGAAGGAACTCTG

GCTTCCAGGTATCTCCAGGATTGAAGAGCATTGCATGGACACCCCTTATCCAGGACTCTG

TCAATTTCCC
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Рисунок 1.1 – Схема экспериментов Ф. Гриффитса на мышах 


по трансформации у пневмококков, Streptococcus pneumonia





Рисунок 1.3 - Нуклеотид аденин состоящий из дезоксирибозы, остатка фосфорной кислоты и азотистого основания аденина





Рисунок 1.2 – Схема эксперимента Херши и Чейз, демонстрирующего, что генетическим материалом фага является ДНК
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Рисунок 1.4 - Модель двухцепочечной структуры ДНК по Уотсону и    Крику





Рисунок 1.5 - Схема отрезка молекулы ДНК
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Рисунок 2.5 – Схема однонуклеотидной замены C/T в 16-м экзоне ACTN3
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