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Часть 1. Методы молекулярной биологии

1.1. Электрофоретическое разделение фрагментов ДНК

Для визуализации результатов операций, проводимых с ДНК, таких как выделение, рестрикция, ПЦР, молекулярное клонирование, наиболее часто используют электрофорез. 

Электрофорез – метод разделения макромолекул (в том числе молекул и фрагментов ДНК) в геле по размеру и заряду в постоянном электрическом поле. Существует два вида электрофореза – горизонтальный и вертикальный.
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Рис. 1. Горизонтальный электрофорез в агарозном геле.

Для проведения горизонтального электрофореза используют пластину агарозного геля необходимой концентрации с добавлением специального красителя, например бромида этидия. 

Поскольку каждый из нуклеотидов молекулы ДНК несет остаток ортофосфорной кислоты со свободной гидроксильной группой, в нейтральной и особенно в слабощелочной среде молекула ДНК приобретает отрицательный заряд и способность перемещаться в электрическом поле в направлении от катода к аноду. На скорость движения ДНК в геле в процессе электрофореза влияют несколько факторов. Агарозный гель – пористая структура, и увеличение концентрации агарозы в геле приводит к уменьшению размеров его пор и, соответственно, к снижению скорости движения макромолекул сквозь гель. Увеличение напряженности электрического поля ускоряет движение молекул. Заряд молекулы увеличивается пропорционально ее длине, но при этом пропорционально длине увеличивается и ее масса. Поэтому ключевым фактором, определяющим скорость движения молекул в геле является способность молекул «протискиваться» через поры геля. Разделение молекул основано на том, что электрофоретическая подвижность молекулы ДНК снижается с увеличением ее длины. Линейные молекулы ДНК одного размера движутся в геле с одинаковой скоростью. Подвижность суперспирализованных и просто кольцевых молекул ДНК отличается от подвижности линейных молекул того же размера. 

При постановке электрофореза можно определить размер (молекулярную массу) только линейной ДНК. Для этого в один из карманов геля наносят стандарт, в качестве которого используют специальные маркеры молекулярной массы (смесь фрагментов ДНК с известными значениями молекулярных масс – как правило, это ДНК известной плазмиды или фага, 
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Рис. 2. Один из стандартных маркеров молекулярного веса (плазмида pR322,  рестриктаза  BsuR I).
Рис. 3. Электрофоретический гель, окрашенный бромидом этидия. На левой дорожке нанесен маркер молекулярного веса.
порезанная определенной рестриктазой, но это могут быть и искусственно синтезированные фрагменты).
Для контроля скорости движения ДНК в геле, а также для определения времени окончания процесса электрофореза применяют краску-лидер (специальный краситель, например, бромфеноловый синий), которая перемещается в геле, немного опережая макромолекулы ДНК, двигающиеся в процессе электрофореза. 

Для визуализации результатов электрофореза используют краситель бромид этидия, который вносят в процессе приготовления геля. Данное вещество встраивается (интеркалирует) в двуцепочечные молекулы ДНК плоскими ароматическими группами. После окончания электрофореза гель помещают на светофильтр трансиллюминатора, пропускающего свет в диапазоне 254-400 нм. Краситель начинает флуоресцировать в оранжево-красной области видимого спектра, при этом становится видна ДНК. 

Для вертикального гель-электрофореза используют полиакриламидный гель (ПААГ). Электрофорез в ПААГ характеризуется высокой разрешающей способностью.

1.2. Рестрикционный анализ 

Рестрикция – процесс расщепления чужеродной молекулы ДНК под действием специфических бактериальных ферментов – эндонуклеаз рестрикции или рестриктаз. 

Эндонуклеазы рестрикции - это бактериальные ферменты, которые расщепляют молекулы ДНК внутри участков с определенной последовательностью. Фермент расщепляет обе цепи ДНК, причем одноцепочечные разрывы могут располагаться точно друг против друга (образуются  «тупые» концы) или с некоторым смещением друг относительно друг друга (образуются «липкие концы»).

[image: image49.emf]
Рис. 4. «Липкие концы», образующиеся в результате гидролиза ДНК рестриктазами BamHI и Pst I.

Эндонуклеазы рестрикции являются незаменимым инструментом молекулярного биолога, поскольку позволяют делить большие молекулы ДНК на заранее известные фрагменты.
1.3 Технология рекомбинантных ДНК 

Технология рекомбинантных ДНК стала возможной в результате выделения и биохимической характеристики ферментов, которые бактерии используют для манипуляций с ДНК в процессе своей нормальной жизнедеятельности. Скоро стало ясно, что если эти ферменты выделить в чистом виде, то их можно использовать для создания новых комбинаций различных фрагментов ДНК in vitro. Такие новые фрагменты назвали рекомбинатными молекулами ДНК.

Для создания рекомбинантных молекул ДНК необходимы рестриктазы и лигазы. ДНК-лигазы - это ферменты, которые соединяют ковалентно (лигируют) фрагменты ДНК. Некоторые из них могут соединять тупые концы, а другие — только липкие. Совместимость перекрывающихся фрагментов зависит от используемых эндонуклеаз рестрикции (рис. 5).

Для экспериментов с определенной последовательностью ДНК необходимо получить достаточное количество ее копий. Первым существенным достижением в области технологии рекомбинантных ДНК стал метод получения миллионов копий с одной и той же последовательности ДНК — метод, известный как молекулярное клонирование.
Исследователи уже давно знали о существовании в бактериях генетических элементов — плазмид и бактериофагов (фагов), способных к автономной репликации с образованием большого числа копий (автономные репликоны). Технология рекомбинантных ДНК дала возможность присоединять такие репликоны к последовательностям ДНК человека, которые таким образом можно было амплифицировать. Это привело к созданию на основе ДНК плазмид и фагов так называемых клонирующих векторов (то есть, переносчиков чужеродной ДНК), которые были предназначены для клонирования фрагментов чужеродной ДНК. Общая схема метода м Общая схема метода молекулярного клонирования показана на рис.6.
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Рис. 5. Многие рестриктирующие эндонуклеазы разрезают молекулу ДНК несимметрично, в результате чего образуются взаимно комплементарные одноцепо-чечные концы («липкие концы»). Любые два сегмента ДНК, имеющие такие концы, могут рекомбинировать in vitro. Если один из сегментов способен реплицироваться в соответствующей клетке-хозяине, то вся рекомбинантная молекула может быть клонирована и амплифицирована. В приведенном примере плазмидные ДНК соединены с двумя фрагментами, полученными с помощью рестриктирующих эндонуклеаз (верхняя часть рисунка).
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Рис. 6. Принципиальная схема молекулярного клонирования в клетках с использованием плазмидных векторов. Вектор расщепляют эндонуклеазой рестрикции по уникальному сайту узнавания. ДНК-вставку, полученную с использованием той же рестриктазы, соединяют с вектором с помощью ДНК-лигазы. Затем вектор, содержащий вставку, вводится в клетки бактерии Escherichia coli методом трансформации. Вектор содержит селектируемый маркерный ген, обеспечивающий выживание и размножение в присутствии антибиотика только трансформированных, а не нормальных бактерий. При высевании бактерий на чашку Петри со средой трансформанты образуют колонии, содержащие около 1 * 106 клеток, причем каждая клетка содержит несколько сотен копий плазмидыИндивидуальные колонии отбирают и выращивают в больших объемах культуральной среды в селектирующих условиях для дальнейшего выделения больших количеств ДНК. Амплифицированная в составе вектора ДНК-вставка может быть теперь вырезана с помощью того же фермента рестрикции, который был использован при встраивания ее в вектор.

Для молекулярного клонирования, как правило, используют не любые молекулы ДНК, способные к автономной репликации, но специально адаптированные вырусы и плазмиды. Такие векторы кроме ориджина репликации содержат специальные репортерные гены, позволяющие отслеживать наличие вектора в клетке, и множественные сайты рестрикции. 

Репортерные гены.

Гены флюоресцентных белков. Продукт некоторых репортерных генов можно непосредственно наблюдать в клетках и по его наличию судить о присутствии в клетке рекомбинатного вектора. Такими репортерными генами могут быть гены флюоресцентных белков, излучающих свет при облучении ультрафиолетом.

Гены устойчивости к антибиотикам. Во многих плазмидах, обнаруженных в природе, закодированы гены, позволяющие бактериям противостоять воздействию различных антибиотиков. Это свойство можно использовать для селекции трансформированных клонов.

С помощью генов устойчивости к антибиотикам можно отобрать не только клоны, несущие вектор, но именно те колонии, которые содержат вектор со встройкой. Это очень полезный метод, так как эффективность лигирования вектора со встройкой не всегда стопроцентная, и часть клеток может получить плазмиду, которая зашилась сама на себя и не несет встройки. Для этого в векторе должно содежаться два гена устойчивости к разным антибиотикам, например к ампициллину и хлорамфениколу. Обычно такие гены обозначают Ampre и Chlore. В одном из этих генов должен находиться сайт рестрикции, по которому происходит встройка целевого фрагмента. Сначала бактерии необходимо высеять на среде, содержащей ампициллин. Выжить на ней смогут только те колонии, которые содержат вектор с геном Ampre. Затем, при помощи бархатной печатки отпечаток колоний переносят на среду с хлорамфениколом. Поскольку в плазмидах, несущих целевую встройку, ген Chlore нарушен, на этой среде они расти не смогут. Таким образом можно определить, какие колонии несут вектор со встройкой.

Также часто пользуются удобной репортерной системой X-gal/LacZ (в частности, она реализована в популярной плазмиде pBluescript). В таких векторах присутствует ген LacZ, кодирующий фермент β-галактозидазу. Этот фермент взаимодействует с бесцветным полисахаридом X-gal с образованием продукта, окрашенного в ярко-синий цвет. Cайт для внедрения встройки располагают в гене LacZ. Следовательно, те колонии, которые при выращивании на среде, содержащей  X-gal, окажутся неокрашеными, несут встройку, поскольку встройка сбивает рамку считывания гена β-галактозидазы. Однако, следует помнить, что длина встройки в парах нуклеотидов не должна быть кратна трем.

Также наличие целевой встройки можно оценить при помощи ПЦР. Для этого необходимо иметь праймеры, располагающиеся по краям встройки. Плазмидную ДНК для анализа можно получить все лишь прикоснувшись носиком пипетки к колонии. Размер ПЦР-продуктов на электрофорезе говорит о длине встройки.
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Рис. 7. Стандартный плазмидный вектор

Прежде чем клонировать специфическую генную последовательность, ее необходимо выделить из природных источников. ДНК может быть выделена из различного материала: свежего, замороженного, сушенного, фиксированного и т.д. В каждом случае подбирается соответствующий метод. Методы выделения ДНК могут значительно отличатся деталями, однако любой из них включает три стадии: 1. Гомогенизация 2. Обработка детергентом (лизис клеточных мембран) 3. Очистка ДНК.

Таким образом происходит выделение тотальной ДНК, то есть, интересующие исследователя индивидуальные последовательности ДНК (например, индивидуальные гены) «разбавлены» миллионами не относящихся к ним фрагментов ДНК. 

Одним из подходов к решению этой проблемы является первоначально тотальное клонирование всех выделенных фрагментов генома – создание библиотеки ДНК.
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Рис. 8. Типичный вектор, сконструированный на основе фага М13. Цифрами отмечены разные гены фага  (гены 2 и 5 ответственны за репликацию, остальные детерминируют образование капсида и сборку). Светлый овал - область начала репликации; некодирующий участок выделен цветом. В некодирующую область фагового генома встроена часть lас-оперона E. coli. Затем в ген lacZ встроен сегмент длиной 42 п.н., содержащий несколько сайтов для эндонуклеаз рестрикции (полилинкер, или мультиклонирующий сайт).

Затем проводится скрининг библиотеки (то есть, поиск в ней колоний, соответствующих интереующим участкам генома). 

Такой скрининг можно осуществлять путем гибридизации с использованием меченого ДНК-зонда. Этот метод выявления нужного клона в библиотеке основан на способности зонда узнавать определенную комплементарную последовательность. Подходящие зонды или праймеры могут быть выбраны на основании данных о структуре частичных клонов данного гена, родственных генов из других организмов, консенсусных последовательностей, характерных для определенного семейства генов, или аминокислотных последовательностей белков.

1.4. Полимеразная цепная реакция 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – метод амплификации (умножения числа копий) фрагментов нуклеиновых кислот in vitro, с помощью которого можно быстро и избирательно получить миллионы копий определенных (целевых) нуклеотидных последовательностей.  

В ПЦР для амплификации фрагментов ДНК используют термоустойчивую ДНК-полимеразу из термофильной бактарии  Thermus aquaticus (Taq-полимераза), которая в присутствии четырех видов дезоксирибонуклеозидтрифосфатов (дАТФ, дГТФ, дСТФ, дТТФ) и коротких 20-30членных затравок (праймеров) осуществляет синтез комплементарных последовательностей ДНК. В качестве матрицы для ПЦР можно использовать тотальную ДНК, полученную из исследуемого материала. 

В ходе ПЦР проводят термическую денатурацию двуцепочечной молекулы ДНК про 93-95 °С, после чего пробы охлаждают примерно до 60 °С, хотя оптимальная температура отжига (т. е. возникновения комплементарных взаимодействий между праймером и матрицей) различных праймеров отличается), что дает возможность праймерам связаться с одноцепочечной (в результате денатурации) ДНК. Праймеры подстраиваются по комплементарному принципу к гомологичным участкам «материнской»  ДНК и служат для двух целей: запускают работу Taq-полимеразы и одновременно ограничивают участок синтеза ДНК.  ПЦР имеет циклический характер. В первом и частично во втором цикле образуются копии (ампликоны), не соответствующие границам амплифицируемого гена. Начиная с третьего цикла длина большинства ампликонов становится стандартной, т.е. соответствует числу пар нуклеотидов ДНК-матрицы между 3’ концами праймеров. Ампликоны накапливаются в геометрической прогрессии, так как синтезированные ампликоны в дальнейшем сами служат матрицей, на которой идет синтез. Повторяя циклы амплификации 30-40 раз, можно за 1,5-3 ч получить миллионы копий гена (2n, где n – число циклов амплификации).

Для проведения ПЦР в простейшем случае требуются следующие компоненты:

ДНК-матрица, содержащая тот участок ДНК, который требуется амплифицировать.

Два праймера, комплементарные концам требуемого фрагмента.

Термостабильная ДНК-

Дезоксинуклеотидтрифосфаты (dATP, dGTP, dCTP, dTTP).

Ионы Mg2+, необходимые для работы полимеразы.

Буферный раствор, обеспечивающий необходимые условия реакции — рН, ионную силу раствора. Содержит соли, бычий сывороточный альбумин
Помимо простого увеличения числа копий ДНК (этот процесс называется амплификацией), ПЦР позволяет производить множество других манипуляций с генетическим материалом (введение мутаций, сращивание фрагментов ДНК) и широко используется в биологической и медицинской практике, например, для диагностики заболеваний (наследственных, инфекционных), для установления отцовства, для клонирования генов, выделения новых генов.

[image: image52.emf]
Рис.  9. Принцип полимеразной цепной реакции. Двухцепочечную ДНК-матрицу денатурируют (разделяют на отдельные цепи), и проводят отжиг с двумя праймерами. Праймеры присоединяются к противоположным цепям навстречу друг другу, определяя границы целевого амплифицируемого фрагмента. В процессе достройки праймеров происходит копирование участка ДНК, расположенного между двумя праймерами, и в результате количество матрицы удваивается. Цикл реакций денатурации матрицы, отжига и удлинения праймеров повторяется 25—30 раз. При избытке праймеров и других компонентов реакции после 25 циклов теоретически может получиться более 8 млн копий фрагмента. 

ПЦР — очень быстрый, чувствительный и производительный метод. Его можно использовать для получения больших количеств специфических фрагментов ДНК, исходя из очень малых количеств исходного материала, причем не обязательно хорошо сохранившегося. Однако копирование с помощью ПЦР в целом менее точное, чем клонирование в клетках, потому что ДНК-полимеразы, используемые в этой процедуре, имеют склонность к ошибкам. Стандартный метод ПЦР пригоден для амплификации фрагментов длиной только до 5 тыс. п. н., в то время как специальные векторы для клонирования позволяют умножать фрагменты ДНК длиной несколько сотен тыс. п. н. 

1.5. Гибридизация нуклеиновых кислот

Методы гибридизации основаны на  комплементарном спаривании оснований между одноцепочечными нуклеиновыми кислотами. Этот метод позволяет идентифицировать специфические последовательности ДНК в сложных смесях. Для этого одну молекулу нуклеиновой кислоты каким-либо путем метят для облегчения детекции, а затем используют в качестве зонда для поиска специфической (комплементарной) последовательности-мишени. Например, при блот-гибридизации по Саузерну (саузерн-блоттинг) геномную ДНК расщепляют на фрагменты, разделяют электрофорезом в агарозном геле, переносят на мембрану и фиксируют, создавая отпечаток геля. Затем ДНК денатурируют (для разделения цепей) и добавляют зонд. Зонд гибридизуется со специфической последовательностью-мишенью, и его положение на мембране может быть выявлено в виде полосы после определения метки. Аналогичную процедуру можно использовать для идентификации специфических молекул РНК в смесях после электрофоретического разделения последних (нозерн-блот-гибридизация) или в образцах тканей, зародышах или эксплантатах in situ (гибридизация in situ). Гибридизация используется также для идентификации клонов при скрининге библиотек (гибридизация на колониях или фаговых бляшках).

Традиционно в ДНК- и РНК-зонды вводят радиоактивную метку, которую детектируют радиоавтографией (накладывание чувствительной к радиоактивному излучению пленки) или с помощью «фосфоимиджера» (исполь зование чувствительного к радиоактивному излучению экрана). Однако радиоактивные метки постепенно вытесняются нерадиоактивными, такими как флуорофоры, ферменты, которые можно детектировать колориметрическими методами, флуоресцентные субстраты или гаптены (которые можно определять с помощью антител). Какая бы метка ни использовалась, процедура ее введения подразумевает синтез ДНК или РНК с участием нуклеотидных аналогов.
Гибридизация in situ позволяет определить, в каком сегменте хромосомы расположен соответствующий маркер. Флюоресцентная гибридизация in situ (FISH) позволяет одновременно картировать несколько различно окрашенных маркеров ДНК, а гибридизация в период интерфазы - определить порядок маркеров в отдельных участках 
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Рис. 10. Метод Саузерн-блоттинга. Сложную смесь молекул ДНК (кДНК, расщепленная геномная ДНК), содержащую интересующую последовательность, подвергают электрофоретическому разделению и переносят на мембрану капиллярным блоттингом. Для этого на поверхность геля помещают мембрану, затем сверху плотно прижимают несколько слоев фильтровальной бумаги, так что буфер, проходя через мембрану, одновременно переносит на нее ДНК. Обычно используют щелочной буфер, так что ДНК денатурирует на отдельные цепи. Иммобилизованную ДНК гибридизуют с меченым зондом, узнающим целевую последова-тельность. В результате детекции на мембране обнаруживают единственную полосу или набор полос, соответствующих только интересующим фрагментам ДНК.
хромосомы. С помощью этого метода удается надежно выявить хромосомные аномалии.

Препараты фиксированных хромосом гибридизуют (инкубируют при повышенной температуре с последующим охлаждением) с исследуемыми последовательностями нуклеотидов, меченными радиоактивной, флуоресцентной или иной меткой. После отмывания несвязавшейся метки оставшиеся меченые молекулы нуклеиновых кислот оказываются ассоциированными с участками хромосом, содержащими последовательности, комплементарные исследуемым меченым последовательностям нуклеотидов. Полученные гибриды анализируют с помощью микроскопа либо непосредственно, либо после авторадиографии. Для этой группы методов характерна более высокая разрешающая способность, чем для гибридизации соматических клеток , поскольку они позволяют локализовать изучаемые последовательности нуклеотидов на хромосомах.
1.6. Методы выявления полиморфизма в геноме человека

Описанные выше методы могут быть использованы для детекции последовательностей ДНК, связанных с различными заболеваниями человека, как наследственными, так и связанными с присутствием патогенных организмов.

Последовательности геномов любых двух неродственных человеческих индивидуумов идентичны лишь на 99,9%. Генетические мутации, которые вызывают наследственные заболевания, очень редки у населения в целом и, следовательно, составляют лишь небольшую долю вариаций. Подавляющее большинство последних существует в форме полиморфизмов последовательностей ДНК, где несколько различных вариантов аллелей могут быть весьма распространенными. Эти вариации используются в качестве маркеров для создания генетических карт, поскольку аллели можно обнаруживать и идентифицировать гибридизацией или ПЦР-анализом.

Около 95% полиморфных последователь-ностей представлено однонуклеотидными полиморфизмами (ОНП), т е. позициями единичных нуклеотидов, которые у одних людей могут быть заняты одним основанием, а у других — альтернативным.  Большин-ство ОНП расположены вне генов и, по-видимому, никак себя не проявляют. Однако они  могут быть использованы как генетические маркеры. Некоторые ОНП вызывают появление или исчезновение сайтов рестрикции, меняя тем самым набор полос, видимых на саузерн-блоте Эти полиморфизмы длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ) были использованы для получения первой полной генетической карты генома человека.

Оставшиеся 5% полиморфизма последо-вательностей существует в основном в форме полиморфизмов простых повторов (simple sequence repeat polymorphisms, SSRPs), которые иначе называют микросателлитами. Они представляют собой короткие последовательности, повторенные различное число раз. Наиболее распространенный вид микросателлита — СА(n), где n — число повторов (обычно 5-50) В отличие от ОНП, микросателлиты имеют множество аллелей (т е могут встречаться варианты с 12 повторами, 22, 31 и т. д.), в то время как ОНП обычно существует в одной из двух альтернативных форм Микросателлиты редко встречаются внутри генов, но если все-таки это происходит, то в результате чаще всего возникает заболевание (например, болезнь Хантингтона).

Подходы к решению задач на ПДРФ

Метод основан на том, что каждая рестриктаза гидролизует ДНК в сайтах со строго определенной последовательностью ДНК. Как правило, это палиндромы длиной 4-8 п.н. Изменение хотябы одного нуклеотида в сайте узнавания ремстриктазой приведет к тому, что данный сайт рестрикции исчезнет. 

Предположим, мы знаем, что ген А присутствует в популяции в виде двух аллелей, отличающихся одной однонуклеотидной заменой. 

……….AAATTT……………                       ……….AGATTT………...

…….....TTTAAA……………                      ………..TCTAAA…………

Подбираем рестриктазу, которая гидролизует ДНК именно по последовательности, включающей наш полиморфный нуклеотид. Тогда один аллель будет подвергаться гидролизу такой рестриктазой, а второй – нет. 

Далее нужно проанализировать результаты рестрикционного анализа для интересующего нас локуса. Если мы работали с геномной ДНК, то можно провести электрофоретическое разделение получившихся рестрикционных фрагментов, а затем при помощи Саузерн-блоттинга визуализировать фрагменты из интересующего нас района. Другой подход – подвергнуть рестрикционному анализу ампликоны, полученные при ПЦР интересующего нас участка генома. При каждом из этих подходов мы получим два рестрикционных фрагмента в случае первого аллеля и только один – для второго.
Реакцию обратной транскрипции применяют при создании кДНК библиотек – препаратов кДНК, полученных после обработки обратной транскриптазой тотальной РНК, выделенной из определенного организма,
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Рис. 11.
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Рис. 12
органа или ткани, с олиго(дТ) праймерами (комплементарны поли(А) хвосту мРНК). В результате получаются одноцепочечные ДНК-копии всех матричных РНК, по качественному составу и количеству которых можно судить об уровне экспрессии каких-либо генов. Кроме того, размер и первичная структура кДНК при сравнении с соответствующей последовательностью в геномной ДНК, позволяет выявить в ней некодирующие последовательности (интроны). 

Полученную суммарную кДНК можно использовать в ПЦР со специфичными праймерами для получения целевого продукта, для получения библиотеки, клонирования-секвенирования и получения базы данных экспрессирующихся последовательностей – EST (expressed sequence tags), а также для исследования уровня экспрессии тех или иных генов. кДНК используется для техники микроэрреев или биочипов. Сравнение экспрессии генов в разных тканях (здоровых и раковых; на разных стадиях развития; и т.д.) позволяет выявлять различия в экспрессии тех или иных генов, проследить изменения профиля экспрессии генов на разных стадиях развития, выявить возможные мишени для дальнейшей разработки лекарств.

1.7. Обратная транскрипция
Обратная транскрипция – процесс ферментативного синтеза ДНК на матрице РНК, который катализируется ферментом обратной транскриптазой (ревертаза, РНК-зависимая ДНК-полимераза). 

Обратная транскриптаза ретровирусов обладает тремя активностями: РНК-зависимая ДНК-полимеразная, ДНК-зависимая ДНК-полимеразная (обеспечивает синтез второй цепи ДНК), активность РНКазыН (гидролизует РНК в составе ДНК/РНК дуплексов).
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Рис. 13. Схема обратной транскрипции с использованием олигоТ праймера

1.8. Электрофоретическое разделение белков

Белки также можно разделять по их подвижности в электрическом поле. Однако, в отличие от молекул ДНК, полярность и величина заряда белковой молекулы при данном рН зависит от ее аминокислотного состава. Кроме того, электрофоретическая подвижность частицы определяется не только ее зарядом, но и ее размерами. Таким образом, скорость движения белка также зависит и от его пространственной укладки.

В молекулярной биологии как правило используются две основных методики электрофореза белков: разделение по молекулярной массе и по изоэлектрической точке. Электрофорез белков проводится в полиакриламидном геле.

1.8.1. Разделение по молекулярной массе в полиакриламидном геле

Для разделения белков по молекулярной массе необходимо денатурировать белок и сделать так, чтобы на каждое аминокислотное звено приходился одинаковый заряд.
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Рис. 14.
Для денатурауции перед нанесением на гель образцы белка кипятят в присутствии 2-меркаптоэтанола и додецилсульфата натрия (SDS). Под воздействием 2-меркаптоэтанола происходит восстановление 
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Рис. 15. Электрофорез белков в полиакриамидном геле. Разделение по молекулярному весу.
дисульфидных связей. SDS является сильным детергентом, его молекула состоит из двенадцатичленной алифатической неразветвленной цепи и ковалентно связанного с ним сульфата, имеющего в растворе отрицательный заряд. Количество молекул SDS, связанных с полипептидом, пропорционально его длине, и, следовательно, молекулярной массе, собственный заряд полипептида несущественен в сравнении с зарядом связанного с ним SDS. В таких условиях, все полипептиды имеют одинаковый удельный заряд. Электрофоретическая подвижность белка в этом случае обратно пропорциональна его молекулярной массы.

Для визуализации результатов электрофореза чаще всего используют окрашивание белков в гелях красителем Кумасси (Coomassie Blue) или серебросодержащие красители. Как и в случае электрофореза НК, молекулярную массу исследуемых белков можно примерно оценить по сравнению с электрофоретической подвижностью белка с заранее известной молекулярной массой, или маркера.

1.8.2. Изоэлектрическое фокусирование
Изоэлектрическое фокусирование или изоэлектрофорез прменяется для разделения белков по их электрическому заряду.

Аминокислоты содержат по меньшей мере две ионизируемые группы: карбоксильную группу с pK лежащим между 1,7 и 3, и α-аминогруппу с pK около 10. В растворе с pH между 4 и 9 аминокислоты существуют в виде цвиттер-иона, в котором и и амино- и карбоксильная группы ионизированы. Кроме этих двух групп в состав некоторых аминокислот входят и другие группы, способные к ионизации, как, например, еще одна NH2-, или еще одна COOH-, имидазол, ОН-, SH-группы и др. 

Например, при физиологическом значении pH ионизованы обе NH2- группы и COOH-группа лизина, что приводит к появлению небольшого положительного заряда молекулы. При том же pH аспарагиновая кислота имеет небольшой отрицательный заряд , вызванный диссоциацией двух карбоксильных групп.
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Рис. 16. Изоэлектрическое фокусирование белков
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Рис. 17. Двумерный электрофорез белков. Сначала проводится изоэлектрофокусирование, затем разделение по молекулярной массе в другом направлении. 
Как и аминокислоты, белковые молекулы в водных растворах заряжены, и величина заряда зависит от pH. Кислотность среды (pH), при которой определённая молекула или поверхность не несёт электрического заряда называется изоэлектрической точкой (pI). Растворимость амфотерных молекул, как правило, является минимальной при pH равной или близкой к изоэлектрической точке pI. Часто они в своей изоэлектрической точке выпадают в осадок. Этим свойством и пользуются при изоэлектрическом фокусировании.

Изоэлектрофокусирование проводят в буфере, который содержит зоны с разным pH.  Белок, который находится в рН-зоне ниже собственной изоэлектрической точки, будет положительно заряжен и будет перемещаться к катоду. Белок, находящийся выше своей изоэлектрической точки, будет заряжен отрицательно и будет двигаться к аноду. В результате перемещения заряд 
молекулы  будет приближаться к нулю, а перемещение — замедляться. В конце концов белок войдет в зону рН равного его изоэлектрической точке и станет нейтральным, и больше двигаться в электрическом поле не будет. Таким образом, белки образуют четкие полосы, и каждый белок будет располагаться в градиенте значений рН в соответствии с изоэлетрической точкой.
Изоэлектрическое фокусирование позволяет, в том числе, детектировать такие

посттрансляционные изменения в структуре белка, которые изменяют заряд молекулы, такие как, например, фосфорилирование и гликозилирование.

Возможно проведение двумерного электрофореза, при котором белки сначала разделяют по изоэлектрическим точкам, а затем в перпендикулярном направлении по молекулярной массе с помощью электрофореза в акриламидном геле (Рис. 16).
1.9. Иммунодетекция белков

Для детекции определенного белка в образце можно пользоваться методом, по своей логике аналогичным блоттингу нуклеиновых кислот — т. н. Вестерн-блоттингом. В основе этого метода лежит специфическое комплиментарное взаимодействие антиген-антитело.

Антитела (иммуноглобулины) — это особый класс гликопротеинов, присутствующих на поверхности В-клеток в виде мембраносвязанных рецепторов и всыворотке крови и тканевой жидкости в виде растворимых молекул. Они являются важнейшим фактором специфического гуморального иммунитета. Антитела используются иммунной системой для идентификации и нейтрализации чужеродных объектов — например, бактерий и вирусов.
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Рис. 18. Структура иммуноглобулина G. Иммуноглобулин со​стоит из четырех полипептидных цепей: двух идентич​ных легких и двух идентичных тяжелых. Структура ста​билизируется с помощью дисульфидных связей, обра​зующихся между двумя тяжелыми цепями и тяжелыми и легкими.   В  самих тяжелых и легких  цепях также образуются дисульфидные связи.

Антитела синтезируются плазматическими клетками, которыми становятся В-лимфоциты в ответ на присутствие антигенов. Для каждого антигена формируются соответствующие ему специализировавшиеся плазматические клетки, вырабатывающие специфичные для этого антигена антитела. Антитела распознают антигены, связываясь с определённым эпитопом — характерным фрагментом поверхности или линейной аминокислотной цепи антигена.

На первом этапе проведения Вестерн-блота белки разделяют электрофорезом в ПААГ.

 Затем переносят белки на нитроцеллюлозную мембрану, которая неспецифично связывает белки. Связывание белков основано как гидрофобных взаимодействиях, так и на электростатических взаимодействиях между мембраной и белком.  Мембрана накладывается поверх геля, поверх мембраны кладут стопку фильтровальной бумаги. Всю стопку помещают в буфер для переноса, который продвигается верх по бумаге под действием капиллярных сил, уносит с собой белки. Другой метод переноса белков называется электроблоттингом и использует электрический ток, который переносит белки из геля на мембрану. Белки перемещаются из геля на мембрану с сохранением своего расположения. В результате этого «промакивания» (от. англ. blotting) белки удерживаются на тонком поверхностном слое мембраны для детекции.
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 Рис. 19. Общая схема Вестерн-блот анализа

Затем нитроцеллюлозную мембрану обрабатывают раствором бычьего сывороточного альбумина или сухого молока. Белок из разбавленного раствора прикрепляется к мембране во всех местах, где не прикрепился целевой белок. Эта процедура исключает неспецифичное связывание антитела мембраной.

Затем приливают раствор специфического антитела к целевому белку, после чего следует отмывка от несвязавшегося антитела. Специфические антитела получают иммунизацией животных очищенным целевым белком.

Детекция возможна в одну или две стадии.

Детекцию проводят в одну стадию, если антитело на целевой белок помечено каким-либо образом. Это может быть радиоактивная метка, или флюоресцентная метка, пришитая к  антителу ковалентно. Существуют антитела, связанные с репортёрным ферментом, например, с щелочной фосфотазой или пероксидазой хрена. В этом случае блот выдерживается на подложке с соответствующим субстратом. Субстрат выбрают так, чтобы в результате взаимодействия с ферментом он изменял свой цвет.

Как правило, однако, детекцию проводят в две стадии. В этом случае первичное антитело, специфически узнающее целевой белок, не детектируется. Меченым является вторичное антитело. Вторичное антитело представляет из себя антитело, распознающее видоспецифичные консервативные участки первичного антитела. Если, например, первичное антитело получали путем иммунизации мыши очищенным целевым белком, то вторичное антитело получают иммунизируя другое животное, например, козу, консервативным участком мышиного антитела. Такое антитело будет называться «anti-mouse” и будет специфически распознавать большинство любых мышиных антител. Двухступенчатая детекция позволяет иметь универсальные вторичные антитела для детекции любых первичных, полученных в данном животном, что удешевляет анализ. Кроме того, несколько вторичных антител могут связываться с одним первичным и усиливать сигнал.

1.10. Секвенирование ДНК по методу Сэнгера

Дезоксинуклеотидный метод, или метод «обрыва цепи», был разработан Ф. Сенгером в 1977 году и в настоящее время широко используется для определения нуклеотидной последовательности ДНК. 

Этот метод также основан на ПЦР. Основные отличия заключаются в том, что а) при секвенировании по Сэнгеру в одной реакции используется один праймер и б) используются дидезоксинуклеотиды.

Раствор с праймером распределяют по четырем пробиркам, в каждой из которых находятся  матрица, ДНК-полимераза, необходимый солевой буфер, четыре дезоксинуклеотида, dATP, dCTP, dGTP и dTTP (один из них — меченный радиоактивным изотопом) и один из четырех 2',3'-дидезоксинуклеотидов (ddATP, ddTTP, ddGTP или ddCTP). Дидезоксинуклеотиды статистически включаются по каждой позиции в смеси растущих цепей. После каждого такого включения рост цепи сразу останавливается, так как дидезоксинуклеотиды не имеют 3'-OH группы, необходимой для наращивания цепи. 

В результате в каждой из четырех пробирок при участии ДНК-полимеразы образуется уникальный набор олигонуклеотидов разной длины, включающих праймерную последовательность и заканчивающихся соответствующим дидезоксинуклеотидом. Далее в пробирки добавляют формамид для расхождения цепей и проводятэлектрофорез в полиакриламидном геле на четырех дорожках и проводят радиоавтографию.
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Рис. 20. Общая схема метода секвенирования ДНК по методу Сэнгера. Исследуемая матрица амплифицируется отдельно в присутствии каждого из дидезоксинуклеотидтрифосфатов. В каждой пробирке образуется уникальный набор продуктов. Далее эти продукты разделяются электрофорезом с разрешением до одного нуклеотида. По длине фрагментов, образовавшихся в каждой пробирке, восстанавливают последовательность матрицы. Звездочкой обозначено положение P32 метки, префикс d обозначает дидезоксинуклеотиды.
Поскольку известны длины всех фрагментов и нуклеотид, на который они заканчиваются, можно восстановить исходную нуклеотидную последовательность секвенируемого сегмента ДНК.

В настоящее время все четыре дидезоксинуклеотида метят четырьмя разными флюоресцентными красителями и проводят ПЦР в одной пробирке. Затем во время капиллярного электрофореза в полиакриламидном геле луч лазера в определённом месте геля возбуждает флюоресценцию красителей, и детектор определяет, какой нуклеотид в настоящий момент мигрирует через гель. Для секвенирования по Сэнгеру применяют также специальные модифицированные ДНК-полимеразы, способные включать в цепь меченые громоздкими флюоресцентными группами дидезоксинуклеотиды.
1.11. Микрочипы

Одна из самых широко применяемых технологий, основанная на принципе гибридизации нуклеиновых кислот — использование ДНК-микрочипов.

ДНК-микрочип (микроэррей) представляет из себя набор микроскопических фрагментов ДНК (зондов), иммобилизованных, как правило, ковалентно на твердой подложке. Это могут быть короткие участки ДНК как генов, так и любых других последовательностей ДНК, способные специфично гибридизоваться с исследуемой кДНК (мишенью). Степень гибридизации зонда с мишенью обычно оценивают по уровню флюоро- или хемилюминисценции метки, присоединенной к мишени. Сушествует два основных типа микрочипов: точечные микрочипы, получаемые нанесением фрагментов ДНК на покрытое гелем предметное стекло микроскопа, и олигонуклеотидные микрочипы высокой плотности, которые производят путем прямого синтеза олигонуклеотидов на стеклянной подложке.

Поскольку на одном микрочипе обычно помещаются десятки тысяч зондов, можно одновременно оценивать экспрессию очень большого числа генов, что упрощает анализ.ДНК-микрочипы применяются для одновременного измерения уровня экспрессии большого числа 

генов, генотипирования, количественных оценок, детектирования ОНП, альтернативного сплайсинга и т.д.

Предположим, перед нами стоит задача сравнить экспрессию генов в печени у здорового человека и больного. Для этого обычно применяют двухцветные (или двухканальные) микрочипы.

Сначала необходимо выделить тотальную мРНК из печени здорового и больного. Затем по матрице этой РНК при помощи обратной транскриптазы получить кДНК, меченую флюорофорной меткой. Для это используют меченые аналоги нуклеозидтрифосфатов. Флюоресцентные краски, которые обычно  применяют для мечения кДНК, имеют длину волны эмиссии флюоресценции в областях спектра, соответствующих красному или зеленому. Пометим кДНК, полученную от больного человека, например, красным флюорофором, а от здорового — зеленым.
Полученную суммарную кДНК можно использовать в ПЦР со специфичными праймерами для получения целевого продукта, для получения библиотеки, клонирования-секвенирования и получения базы данных экспрессирующихся последовательностей – EST (expressed sequence tags), а также для исследования уровня экспрессии тех или иных генов. кДНК используется для техники микроэрреев или биочипов. Сравнение экспрессии генов в разных тканях (здоровых и раковых; на разных стадиях развития; и т.д.) позволяет выявлять различия в экспрессии тех или иных генов, проследить изменения профиля экспрессии генов на разных стадиях развития, выявить возможные мишени для дальнейшей разработки лекарств.

Полученная смесь молекул кДНК отражает содержание транскриптов в исходной смеси мРНК: чем больше данной мРНК было в исходной смеси, тем больше ее кДНК-копий. На следующем этапе кДНК из двух образцов смешивают и гибридизуют с одним и тем же микрочипом. При этом индивидуальные олигонуклеотиды, закрепленные на подложке взаимодействуют со своими мишенями, находящимися в образце. После окончания процесса гибридизации чипы промываются для удаления остатков материала.

В каждой ячейке микрочипа содержится примерно 106-107 копий фрагмента, что намного превышает число копий каждой специфической кДНК в исследуемом образце. В таких условиях происходит ненасыщающая гибридизация. Интенсивность сигнала в каждой ячейке пропорциональна содержанию данного типа кДНК. Микрочип сканируют на двух длинах волн эмиссии флюоресценции, соответствующих излучению каждого красителя. Затем с помощью компьютера результаты накладываются друг на друга и выводятся на экран в виде изображения микрочипа с окрашенными в разные цвета ячейками. Поскольку красным флюорофором мы метили кДНК больного человека, а зеленым — здорового, ячейки, которые окрашены только красным, соответсвуют РНК, присутствовавшей только у больного человека, те, которые окрашены только зеленым — только у здорового. В ячейках, где происходит наложение цветов (в нашем случае они будут желтого цвета), находятся зонды, соответствующие генам, которые экспрессируются и у здорового, и  у больного человека. Темными остаются ячейки, с которыми не гибридизовалась никакая кДНК из исследуемых образцов.
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Рис. 21. ДНК-микрочип. Сравнительный анализ уровней генной экспрессии. Сначала при помощи обратной транскрипции получают меченную флюорофорами кДНК. кДНК  гибридизуют с микрочипом и отмывают от несвязавшихся молекул. Затем снимают флюоресценцию на соответсвующих длинах волн и обрабатывают полученные данные на компьютере. Объединенное изображение демонстрирует четыре типа сигналов: W - гены, экспрессирющиеся одинаково в двух образцах мРНК, X - гены, экспрессирующиеся сильнее в образце 1, Y - гены, экспрессирующиеся сильнее в образце 2, Z – гены, неэкспрессирующиеся ни в одном из образцов.
Можно проводить подобный анализ и на одноканальном микрочипе. Тогда оба набора кДНК метятся одним и тем же флюорофором, но гибридизуются с двумя копиями микрочипа отдельно. Плюс одноканального подхода в том, что каждый чип взаимодействует только с одним образцом. Это значит, что один плохо подготовленный образец не сможет повлиять на качество данных, полученных по другим образцам. Другой плюс одноканальной системы состоит в том, что данные, полученные с ее помощью в разных экспериментах, проще сравнивать между собой.
Часть 2. Задачи
1. Перед вами два примера мембранных липидов. Один характерен для бактерий и эукариот, другой – для архебактерий. Установите соответствие.
[image: image16.emf]
2. Что получится при электрофорезе смеси фрагментов ДНК: (T)150, (G≡C)150 и (T=A)150?
3. Будет ли этот фрагмент ДНК разрезаться рестриктазами EcoRI (5’-GAATTC), AluI (5’-AGCT), PstI (5’-CTGCAG)? Если да, то сколько фрагментов получится?

5'–AAGAATTGCGGAATTCGAGCTTAAGGGCCGCGCCGAAGCTTTAAA-3’

3’–TTCTTAACGCCTTAAGCTCGAATTCCCGGCGCGGCTTCGAAATTT-5’
4. Плазмидную ДНК обработали рестриктазами BclI, Hin1I и их смесью. Продукты реакции разделили в агарозном геле и окрасили бромистым этидием. Результаты электрофореза представлены на рис. 22. Цифры справа указывают на приблизительные размеры фрагментов в п.н. Постройте рестрикционную карту плазмиды.
5. Линейный фрагмент ДНК обработали рестриктазами HinсII, NdelI и их смесью. Продукты реакции разделили в агарозном геле и окрасили бромистым этидием. Результаты электрофореза представлены на рис. 23. Цифры справа указывают на приблизительные размеры фрагментов в п.н. Постройте рестрикционную карту фрагмента.
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Рис. 22.
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Рис. 23.

6. На рис. 24 представлены электрофореграммы исследования полиморфизма экзона 9 гена VDR-3 (ядерный рецептор витамина D) рестриктазой TaqI в контрольной выборке (дорожки 1-21) и у больных остеопорозом (22-42). 

[image: image19.jpg]28 16 17 48 19 21
G 8 9 11512 15 7 20

245

28

39 40 4
3 3 34 35 36 37 gg 42
24 27 29 3o 33 3

500
295
245





Рис. 24.
Цифрами справа обозначены длины фрагментов ДНК в п.н. Составьте возможные варианты рестрикционной карты аллелей T (с одним сайтом рестрикции) и t (с двумя сайтами рестрикции), если исходная длина амплифицированного фрагмента экзона 9 составляет 745 п.н. и в нем есть два сайта для рестриктазы TaqI, один из которых полиморфный, а другой – нет. Определите частоту аллелей T и t в контрольной выборке и у больных. 
7. В кодирующей части гена CRR5 рецептора хемокинов встречается делеция 32 п. н. (CRR5de!32). Известно, что рецептор хемокинов CRR5 используется также вирусом иммунодефицита человека ВИЧ-1 для проникновения в клетки человека. Данная делеция приводит к дефекту рецептора, препятствует его взаимо-действию с вирусом и тем самым определяет устойчивость к ин-фекции ВИЧ-1 у гомозигот по присутствию делеции (CRR5del32/ CRR5del32). На электрофореграмме представлены результаты IIЦР-амплификации участка гена CRR5, затронутого этой делецией, у группы с высоким риском заражения ВИЧ-1. Определите дорожки, на которых представлены образцы людей, устойчивых к инфек-ции. Цифрами справа обозначены длины фрагментов ДНК в п. н.
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Рис. 25.

8. В кодирующей части гена CRR5 рецептора хемокинов описаны две мутации, приводящие к дефекту рецептора CRR5: деления 32 п. н. (CRR5del32) и замена одного нуклеотида в положении 303 (CRR5m303), которая приводит к возникновению стоп-кодона и нарушению синтеза белка. Гомозиготы CRR5del32 / CRR5del32 и CRR5m303/CRR5m303, а также гетерозиготы по обеим мутациям в трансположении устойчивы к ВИЧ-1 инфекции, так каквирус не может использовать дефектный рецептор CRR5 для проникновения в клетку. В таблице на Рис. 26 показаны результаты идентификации рассматриваемых мутаций после ПЦР-амплификации с последующим рестрикционным анализом продуктов рестриктазой Hindi (в случае мутации CRR5m303 сайт Hindi исчезает) в группе риска по заражению ВИЧ-1. Праймеры фланкируют фрагмент гена CRR5, в котором возникают обе мутации. Размер ПЦР-продукта составляет 620 п. н., а с делецией — 588 п. н. Установите ге-нотипы изученных людей и определите, кто из них может быть устойчив к ВИЧ-1 инфекции.
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Рис. 26.
9. ДНК некоторых вирусов может встраиваться в геном хозяина. Вы исследуете структуру встроенной ДНК определенного вируса. Для этого вы получаете образцы ДНК свободного вируса и ДНК из клеток хозяина-носителя вируса. Эту ДНК вы гидролизуете рестриктазами, для которых вам известны сайты рестрикции (Рис. 27). Далее вы разделяете полученные фрагменты при помощи электрофореза и визуализируете полосы (бэнды), соответствующие вирусной ДНК, при помощи Саузерн-блот гибридизации, используя в качестве зонда радиоактивно-меченную вирусную ДНК. Результат изображен на рис. 27В. Попробуйте определить, в каком из отмеченных участков (а-е) происходит разрыв кольца при интеграции вируса в геном хозяина.
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Рис. 27.
10. Медленное изменение частоты нейтральных мутаций в пуле генов какого-либо вида служит причиной того, что отдельный ген часто присутствует в популяции в нескольких формах, слегка отличающихся друг от друга (в нескольких аллельных формах или в виде нескольких [image: image22.emf]5 т.п.н.
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Рис. 28.
аллелей).  Некоторые мутации приводят к изменению или к исчезновению функции кодируемого продукта, а, следовательно, они могут приводить к возникновению наследственных болезней. Другие мутации, не затрагивающие важных кодирующих участков, обычно не приводят к фенотипическим последствиям. И те, и другие мутации, изменяя первичную структуру ДНК, могут приводить к  возникновению различий в сайтах рестрикции, в результате чего возникает так называемый полиморфизм длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ, или RFLPs – restriction-fragment-length polymorphisms). Анализ ПДРФ позволяет проследить за наследуемостью определенных участков хромосом. При определенных условиях по наличию ПДРФ вблизи дефектного гена можно узнать, имеется ли ген, вызывающий заболевание, у еще не родившегося ребенка, то есть, использовать для пренатальной диагностики наследственных заболеваний.

Супружеская пара пришла к вам на генетическую консультацию. Их второй ребенок умер вскоре после рождения от наследственного заболевания, и мать опять ждет ребенка. Умерший ребенок был вторым заболевшим в семье. Брат бабушки со стороны отца также был болен. Супруги хотят узнать, унаследовал ли их еще не родившийся ребенок эту болезнь. Вам известно, что это заболевание определяется аутосомной рецессивной мутацией. Область хромосомы, в которой локализована эта мутация, имеет   несколько участков, где при анализе популяции проявляется полиморфизм сайтов рестрикции, как показано на рис. 28. Полиморфизм сайтов рестрикции в популяции отмечен знаком (+/-).

Вы выделяете ДНК обоих родителей, всех бабушек и дедушек, а также здорового ребенка и проводите картирование с помощью рестриктаз, как показано на рис. 28. 

Теперь вы готовы проанализировать ДНК плода. Какие полосы рестриктов укажут, что плод, вероятно, унаследовал болезнь?

11. Цветное зрение у человека определяется тремя различными зрительными пигментами, поглощающими свет в красной, зеле​ной и синей областях видимого спектра. Потеря одного из этих пигментов приводит к дальтонизму. Примечательно, что около 8% всех мужчин имеют дефекты цветового зрения, сцепленные с Х-хромосомой и затрагивающие красный или зеленый пигмен​ты. Дальтонизм по голубому цвету-аутосомный признак - встре​чается крайне редко.Гены человека, кодирующие зрительные пигменты, были обнаружены путем выявления генов, гомологичных клонирован​ному гену бычьего родопсина, который кодирует зрительный пигмент, находящийся в палочках сетчатки и определяющий черно-белое зрение. Таким способом было идентифицировано четыре типа генов: ген родопсина и три других гена (один аутосомный и два сцепленных с Х-хромосомой), кодирующих белки, структура которых весьма сходна с родопсином. Два гена сцепленные с Х-хромосомой и предположительно кодирующие красный и зеленый пигменты, идентичны на 98% как в области экзонов, так и в области интронов. Рестрикционные карты этих двух генов (А-типа и В-типа) приведены на рис. 29. Гены можно различить благодаря полиморфизму длины рестрикцион-ных фрагментов (ПДРФ), один из которых (при обработке Rsal) показан под картами генов на рис. 29. Для проверки того, что именно эти гены кодируют красный и зеленый пигменты, обсле​довали нескольких нормальных мужчин и нескольких дальтони​ков по красному или зеленому цвету. В этих экспериментах использовали гибридизационные зонды, специфичные для ПДРФ-маркеров, выявляемых при обработке Rsal (рис. 30).
Удивительную вариабельность по наблюдаемому числу генов А-типа изучали путем обработки препаратов ДНК определенных индивидов рестриктазой NotI, последующего разделения полу​чаемых длинных рестриктов методом пульс-электрофореза и гиб​ридизации их с зондом, комплементарным к обоим генам (рис. 31).
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Рис. 29. Рестрикционные карты генов зрительных пигментов А-типа и В-типа. Экзоны обозначены маленькими светлыми прямоугольниками. Участки ПДРФ, выявленные при обработке Rsal, обозначены под генами. E-EcoRI, B-BamHI, H-HindIII, S - Sail.
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Рис. 30. ПДРФ, выявляемый при обработке рестриктазой Rsal, у нормальных мужчин, у дальтоников, не воспринимающих зеленый цвет, и у дальтоников, не воспринимающих красный цвет. Вариант ПДРФ, специфичный для гена А-типа, обозначен Rsal А; вариант ПДРФ для гена В-типа обозначен Rsal В. Индивиды обозначены номерами.

Рис. 31. Фрагменты обработанной NotI ДНК некоторых нормальных мужчин и дальтоников. Цифры, обозначающие индивидов, соответствуют цифрам на рис. 30. Соотношение генов А-типа и В-типа определено по интенсивности зон гибридизации на рис. 30. Размеры фрагментов, образующихся при расщеплении •NotI, указаны в т. п. н
A. Какие гены кодируют красный зрительный пигмент и какие зеленый?

Б. Генетический анализ показал, что гены, кодирующие красный и зеленый зрительные пигменты, расположены на Х-хромосоме рядом друг с другом. Каким образом эксперименты, описан​ные выше, позволяют сделать вывод, что эти гены физически сцеплены?
B. Зонд, специфичный для уникальных последовательностей, распо​ложенных непосредственно перед 5'-концом гена В-типа, гибридизуется с рестриктом  32 т. п. н.,  получившимся в результате обработки Sfil.  Один конец этого фрагмента образуется при разрезании внутри гена, а другой при расщеплении в участке вне данного гена.  Этот Sfil-фрагмент разрезается в свою очередь рестриктазой NotI, которую использовали для анализа, показан​ ного на рис. 31. Исходя из этой  информации определите, какой ген расположен на 5'-конце этого кластера, а какой на З'-конце. (За 5'-конец кластера принимается конец вблизи 5'-конца первого гена.)
12.  Важный подход к изучению репликации ДНК-это применение электронной микроскопии, благодаря которой можно непосредст​венно наблюдать репликативную вилку, а на мелких молекулах ДНК можно видеть всю реплицирующуюся структуру. Кроме того, при использовании специальных методов приготовления образцов можно отличать двухцепочечную ДНК от одноцепочечной.
На рис. 32 изображен ряд гипотетических реплицирующихся молекул с участками одноцепочечной ДНК, показанными тонкими линиями. В одном раннем и очень важном электронно-микроско​пическом исследовании репликации у бактериофага лямбда не​которые из этих структур были действительно обнаружены и встречались часто, а другие никогда не наблюдались.
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Рис. 32.
А. Нарисуйте схематически репликационную структуру с двумя вилками, смещающимися в противоположных направлениях. Пометьте концы всех цепей (5' или 3') и укажите лидирующую и отстающую цепи в каждой репликативной вилке.
Б. На основе своих знаний по репликации ДНК укажите четыре структуры на рис. 32, которые наблюдались наиболее часто.
13.  Где образуется РНК-затравка, на специфических или на случайных участках матрицы? Идеальной матрицей при изучении этого вопроса может служить ДНК вируса М13, потому что она не содержит З'-ОН-группы.

Для ответа на данный вопрос кольцевую ДНК этого вируса полностью копировали в присутствии ДНК-полимеразы бактериофага Т4, праймосомы Т4 (комплекс геликазы и РНК-праймазы), различных rNTP (рибонуклеозидтрифосфатов) и dNTP (дезокси-рибонуклеозидтрифосфатов). Затем двухцепочечные кольцевые продукты обрабатывали рестриктазой, которая расщепляет двойную цепь в специфическом участке. Продукты этого расщепления подвергали денатурации, после чего анализировали последова​тельность нуклеотидов ДНК методом гель-электрофореза с высоким разрешением. Было обнаружено много отдельных полос. Если продукты расщепления до электрофореза обрабатывали РНКазой, то все они становились на пять нуклеотидов короче, о чем свидетельствовала более быстрая миграция их в секвени-рующем геле.
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Рис. 33. Матричные последовательности М13 (слева) и соответствующие последовательности ДНК, образуемые в каждом сайте (справа) во время синтеза РНК-затравки. РНК-затравки были отделены от этих цепей ДНК перед секвенированием.
Зная, что каждый продукт рестрикции заканчивается специфическим участком рестрикции, можно было по длине продукта установить матричную последовательность вблизи 5'-конца. (Полная последовательность М13 известна.) Некоторые из этих матричных последовательностей показаны на рис. 33 слева. Последовательность ДНК на каждом из соответствующих 5'-концов цепей продуктов была определена после удаления РНК-затравки. Эти последовательности показаны на рис. 33, справа, в той же строчке, что и комплементарная последовательность матричной ДНК.
Определите на основе этих данных стартовый участок для РНК-затравки на каждой матричной последовательности. Какой сигнал нужен для начала реакции, катализируемой РНК-праймазой?
14.  Ген dnaB у Е. coli кодирует геликазу, которая участвует в распле​тании ДНК на участке репликативной вилки. Свойства этого фермента были изучены с использованием искусственных суб стратов, подобных тем, которые изображены на рис. 34. Экспе​риментальный подход заключался в том, что субстраты инкуби​ровали в разных условиях и затем исследовали образцы методом электрофореза в агарозных гелях. Короткая одиночная цепь будет двигаться медленно, если она еще соединена с длинной цепью ДНК, и будет двигаться гораздо быстрее, если она расплетена и отделена от длинной цепи. Введя в короткую одиночную цепь радиоактивную метку, можно избирательно следить за ее миграцией, определяя ее положение в геле методом радиоавтографии.
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Рис. 34. Субстраты, использованные для определения свойств dnaB (задача 14). А -субстрат 1, Б- субстрат 2, В -субстрат 3.
Результаты нескольких экспериментов показаны на рис. 35. Субстрат 1, представляющий собой гибридную ДНК без «хвос​тов», не расплетался с помощью dnaB (рис. 35, дорожки 1 и 2). Однако когда инкубировали субстраты с «хвостами» при + 37 °С в присутствии dnaB и АТР, то за счет расплетания освобождалось значительное количество мелких фрагментов (дорожки 6 и 10). В случае субстрата 3 был раскручен только З'-полуфрагмент (дорожка 10). Процесс расплетания во всех случаях полностью зависел от гидролиза АТР. 
Расплетание существенно увеличивалось при добавлении белка, связывающегося с одноцепочечной ДНК, (SSB-белок) (сравните дорожки 5 и 6 с 9 и 10). Интересно, что этот белок нужно было добавлять приблизительно через 3 мин после dnaB, в противном случае он ингибировал расплетание.
A. Почему для расплетания нужен гидролиз АТР?

Б. В каком направлении движется dnaB по длинной одноцепочечной ДНК? С чем больше согласуется это направление, с движением по ведущей цепи или по отстающей цепи в репликативнои вилке?
B.
Почему белок, связывающийся с одноцепочечной ДНК (SSB), мог ингибировать  расплетание,  когда  его  добавляли  до  dnaB,  но стимулировал расплетание, когда его добавляли после dnaB?
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Рис. 35. Результаты нескольких экспериментов по измерению расплетания с участием dnaB. Радиоактивная метка содержалась только в одноцепочечных фрагментах, положение которых показано на схеме.
15. Условно летальные мутации чрезвычайно полезны для генетического и биохимического анализа такого сложного процесса, как репликация ДНК. Температурочувствительные (ts) мутации, являющиеся одной из форм условно летальных мутаций, позволяют организму расти при определенной температуре (например, 30 °С), но препятствуют росту при более высокой температуре (например, 42 °С). У Е. coli выделено большое число температурочувствительных мутантов. Все они дефектны по репликации ДНК при 42 °С, но не при 30 °С. Если температура среды повышается с 30 до 42 °С, синтез ДНК прекращается у этих мутантов одним из двух характерных способов. У «быстро останавливающихся» мутантов синтез ДНК прекращается сразу же, а у «медленно останавливающихся» мутантов это происходит только спустя много минут. А. Попробуйте предсказать, мутациями в каких из нижеперечисленных белков, если они температурочувствительные, будет обусловлен «быстро останавливающийся» фенотип, а в каких-«медленно останавливающийся». В каждом случае объясните ваше предсказание.

1. ДНК-топоизомераза I.
2. Инициаторный белок репликации.
3. Белок, дестабилизирующий спираль.
4. ДНК-геликаза.
5. ДНК-праймаза.
6. ДНК-лигаза.
Б. Характер репликации в бесклеточных экстрактах мутантов по существу не отличается от такового в интактных клетках. В экс​трактах «быстро останавливающихся» мутантов при температуре 42 °С синтез ДНК прекращается сразу же, тогда как в случае «медленно останавливающихся» мутантов синтез ДНК продолжается в течение еще нескольких минут после повышения температуры до 42 °С. Предположим, что экстракты из мутанта, дефектного по температурочувствительной ДНК-геликазе, и из мутанта по температурочувствительной ДНК-лигазе были смешаны при 42 °С. Какой фенотип будет показывать смесь: «быстро останавливающийся», «медленно останавливающийся» или немутантный?

16. Прокомментируйте  следующее утверждение.  “Фермент праймаза делает очень много ошибок.  В ходе репликации праймеры, синтезированные праймазой затем заменяются на фрагменты ДНК, синтезированные более высокоточными полимеразами. Это расточительно. Было бы энергетически более выгодно, если бы синтез сразу шел без ошибок.”
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Рис. 36.

17.  В лаборатории, где вы работаете, занимаются изучением жизненного цикла вирусов животных. Геном у этих вирусов представлен кольцевой двухцепочечной ДНК. Вам поручено определить положение точки(ек) начала репликации и выяснить, в одну или в обе стороны от начальной точки протекает репликация (однонаправленный или двунаправленный синтез). Чтобы достигнуть цели, вы выделяете реплицирующиеся молекулы, расщепляете их ферментом рестрикции, который разрезает вирусный геном в определенном сайте 
(в результате чего из кольцевой молекулы образуется линейная молекула ДНК) и затем исследуете образующиеся молекулы с помощью электронной микроскопии. Некоторые молекулы, которые вы видите, схематически изображены на рис. 36. (Обратите внимание, что в электронном микроскопе невозможно отличить один конец молекулы ДНК от другого.)
[image: image61.emf]Вы должны представить свои выводы сотрудникам лаборатории на следующий день. Как вы ответите на вопросы, поставленные перед вами руководителем: 1) имеется ли здесь одна точка начала репликации или таких сайтов несколько; 2) в одном или в двух направлениях происходит репликация?
18. Полагают, что автономно реплицирующиеся последовательной (ARS), сообщающие стабильность плазмидам дрожжей, являются точками начала репликации. Однако доказать это весьма сложно. Трудность состоит главным образом в выделении достаточного для анализа количества определенных реплицирующихся молекул ДНК. Это препятствие можно обойти, используя двумерный гель-электрофорез, который позволяет разделить молекулы ДНК по размеру в одном направлении и по форме - в другом. Из-за того, что у реплицирующихся молекул имеются разветвления, они мигрируют во втором направлении медленнее, чем линейные молекулы с той же массой. Разрезая реплицирующиеся молекул рестриктазами, можно получить ряд различных разветвлении форм, дающих в двумерном геле характерное распределение (рис. 37).
Вы используете этот метод для изучения репликации плазмиды содержащей ARS1. Чтобы увеличить количество реплицирующейся плазмидных молекул, вы синхронизируете культуру дрожжей и выделяете ДНК из клеток, находящихся в S-фазе. Затем вы
обрабатываете ДНК одной из рестриктаз - Bglll или Pvul, которые разрезают плазмиду, как показано на рис. 37, А. Вы разделяете фрагменты ДНК с помощью двумерного гель-электрофореза и после блот-гибридизации с радиоактивно меченной плазмидной ДНК 
проводите радиоавтографию, чтобы можно было увидеть результат (рис. 37, Б).

[image: image30]
Рис. 37. Двумерный гель-электро​форез молекул с одним разветвле​нием (А), симметрично расположен​ным решшкационным глазком (Б), двумя разветвлениями (В) и асим​метрично расположенным реплика-ционным глазком (Г). В верхней части рисунка изобра​жены промежуточные формы, обра​зующиеся в процессе репликации условного фрагмента длиной 1 т.п.н. В нижней части рисунка показано, как такие интермедиаты процесса репликации распределя​ются в геле.


[image: image31]
Рис. 38. Строение плазмиды •ARS1 (А) и результаты двумерного гель-электрофореза этой плазмиды, обработанной рестриктазами Bgl II  и PvuI.
А. Что представляет собой интенсивное пятно, возникшее в результате гибридизации и расположенное на обоих гелях в положении, соответствующем 4,5 т.п.н. (рис. 37,Б)?
Б. Доказывают ли результаты этого эксперимента, что ARS1 являет​ся точкой начала репликации? Объясните ваш ответ.
В. На том геле, где разделяли материал, обработанный Pvul (рис. 37, Б), в дугообразной линии зоны гибридизации имеется разрыв. В чем причина этого?
19. От С-конца молекулы фермента бета-лактамазы из В. licheniformis после того, как он синтезируется, отделяется несколько амино​кислот. Последовательность на С-конце этого фермента можно установить путем сравнения его с ферментом мутанта, у которого происходит сдвиг рамки считывания в результате вставки или делении одного нуклеотида. Аминокислотные последовательности очищенного фермента из клеток дикого типа и из клеток мутанта со сдвигом рамки представлены ниже, начиная с 263-го остатка до С-конца:
дикий тип: N М  N G  К,
мутант:   N М I  W Q I C V M K D.
А. В чем заключалась мутация, приведшая к сдвигу рамки?
Б. Определите количество аминокислот в новосинтерованном фер​менте из клеток дикого типа и, насколько возможно, реальную последовательность для этого фермента.
20. Белки, пронизывающие мембрану, обладают характерной струк​турой в области бислоя. Какая из трех приведенных последова​тельностей, состоящих из 20 аминокислот, более всего подходит на роль такого трансмембранного сегмента и подходит ли какая-то из них вообще? Объясните причины вашего выбора.
A.
ITLIYFGVMAGVIGTILLIS
Б.
ITPIYFGPMAGVIGTPLLIS
B.
ITEIYFGRMAGVIGTDLLIS
21. Одна цепь участка ДНК, выделенной из E. coli, имеет следующую последовательность оснований: 
5’GTAGCCTACCCATAGG3’.

А. Допустим, что с этой ДНК транскрибируется мРНК, причем матрицей служит комплементарная цепь. Какова будет последовательность мРНК?

Б. Какой пептид будет синтезироваться, если трансляция начнется точно с 5’-конца этой мРНК? (Предположите, что не требуется никакого стартового кодона, как это и происходит при определенных условиях опыта в пробирке). Когда от рибосомы отделяется тРНКAla, какая тРНК связывается следующей? Когда аминогруппа аланина образует пептидную связь, какие связи разрываются, и разрываются ли вообще, и что происходит с тРНКAla?
В. Сколько пептидов кодирует эта мРНК? Будут ли синтезироваться такие же пептиды, если матрицей для трансляции будет служить другая цепь ДНК?

Г. Предположите, что эта последовательность ДНК транскрибируется, как указано в пункте А, но вам не известно, какая рамка считывания используется. Может ли этот участок ДНК относиться к началу гена, к его середине, к его концу?

22. Бактериофаг фХ174 демонстрирует пример удивительной эконо​мии в использовании ограниченных возможностей кодирования. Он образует только одну мРНК. Однако один особый участок ДНК кодирует четыре совершенно разных белка, гены которых перекрываются, как изображено на рис. 39.
A. Какой из перекрывающихся генов транслируется слева направо, как показано на рис. 39?
Б. Какие из этих генов, если такие вообще существуют, транслируют​ся с одной рамки считывания?
B. Мутация в особом тирозиновом кодоне (ТАС) в гене для белка К приводит к появлению стоп-кодона (TAG). Эта мутация сопровождается заменой глутамина (САА) на глутаминовую кислоту (GAA) в белке В. Какое изменение эта мутация вызовет в белке А, в белке С?
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Рис. 39. Четыре перекрывающих​ся гена в фХ174 и соответствующая им мРНК. Пунктир​ными линиями отмечены две области, где перекрываются три гена.
23.  Если небольшое число фагов Т4 смешивают с большим количест​вом клеток Е. coli штамма В и затем в тонком слое мягкого агара рапределяют на поверхности толстого слоя питательного агара в чашке Петри, то бактерии растут, образуя сплошной «газон», однако в тех местах, где находятся бактерии, инфицированные фагом, фаговые частицы размножаются и убивают все соседние бактерии, приводя к образованию прозрачных круглых бляшек в мутном «газоне». Часто наблюдаемая мутация вируса приводит к изменению морфологии бляшки. Мутанты бактериофага Т4, называемые r-мутантами, были сначала открыты по их способности быстрее других образовывать бляшки в «газоне» Е. coli (здесь «r» обозначает быстрый лизис). Один из классов r-мутантов, а именно rII-мутанты, не образует бляшек в культуре Е. coli штамма К. Эти мутанты начинают инфекцию у Е. coli, но она носит характер абортивной, и вирусы не размножаются. Особая мор​фология бляшек rII -мутантов в культуре Е. coli В, а также их неспособность расти на Е. coli К были виртуозно использованы в ранних опытах по изучению основных механизмов мутирования генов и установлению триплетной структуры генетического кода.
Для практического знакомства с этими классическими исследо​ваниями вам дали восемь rII -мутантов, которые нужно охаракте​ризовать. Сначала вы ставите ряд тестов на образование бляшек. Вы заражаете одну пластинку агара с Е. coli К мутантом 1, взятым в высокой концентрации, а вторую пластинку - мутантом 2 в высо​кой концентрации, так что много бактерий на каждой пластинке становится зараженными. Затем вы наносите по капле одного мутанта или фага Т4 дикого типа в кружки, расположенные по окружности пластинки. В качестве контроля вы наносите мутантные фаги и фаг Т4 дикого типа на «газон» незараженных бактерий Е. coli К. После инкубации в течение ночи вы получаете результаты, показанные на рис. 40.
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Рис. 40. Тест с кружками для разных rn-мутантов.
Эти результаты определенно кажутся информативными, но вам не все ясно. Чтобы определить, какой вид фага находится в про​зрачных кружках, вы отбираете некоторое количество фагов из пятна, образованного фагом дикого типа, и из прозрачного пятна, образованного мутантом 5, и исследуете их рост. Фаги из пятна с фагом дикого типа образуют нормальные бляшки и на Е. coli В, и на Е. coli К, как и ожидалось. Большинство фагов из пятна, образованного мутантом 5, ведут себя по-прежнему как мутанты: они образуют r -бляшки на Е. coli В, но не растут на Е. coli К. Однако некоторые фаговые частицы из пятна, образованного мутантом 5, по-видимому, относятся к дикому типу: они образуют нормальные бляшки на обоих штаммах Е. coli. Частота встречае​мости фагов дикого типа слишком высока, чтобы она могла определяться обратным мутированием (обращением мутации), которое происходит, но с частотой всего от 10-5 до 10-6.
A. Почему некоторые смеси мутантных фагов растут в кружках, а другие нет?
Б. Какую  картину  роста  следует   ожидать,   если  повторить  тест с кружками, используя Е. coli, зараженную мутантом 3?
B. Насколько возросла небольшая фракция фага Т4 дикого типа в прозрачном пятне, образованном мутантом 5?
23.  Клетки Е. coli растут на моносахариде глюкозе быстрее, чем в дисахариде лактозе, по двум причинам: 1) лактоза поглощается медленнее, чем глюкоза, и 2) для того чтобы лактоза использовалась клетками, она должна быть сначала гидролизована (бета-галактозидазой до глюкозы и галактозы.

Если Е. coli выращивать на среде, содержащей одновременно глюкозу и лактозу, то кривая роста будет иметь сложную форму (рис. 41, квадратики). Вначале бактерия растет с большей скоростыо. чем в конце периода роста, а между этими двумя фазами роста наблюдается период задержки, когда рост практически останавливается.
Определение концентрации глюкозы и лактозы в среде показывает, что после нескольких циклов деления клеток содержание глюкозы резко снижается (рис. 41, кружки), а концентрация лактозы остается высокой почти до конца. Хотя концентрация лактозы остается высокой в течение всего эксперимента, однако ген Бета-галактозидазы, регулируемый как часть lac-оперона, индуцируется только через 100 мин (рис. 41. треугольники).
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 Рис. 41. Рост Е coli на среде с глюкозой и лактозой
А. Объясните, почему кривая роста бактерий в этом эксперименте имеет такую форму. Учтите быстрый начальный рост, замедление роста в конце и остановку роста в середине опыта.
Б. Объясните, почему lac-оперон не индуцируется лактозой  во время короткой начальной фазы роста бактерий.
24. На рис. 42 приведены четыре возможные ситуации локализации в зоне промотора Lac-оперона белка CAP и Lac-репрессора. Каждая ситуация соответствует определенному соотношению в клетке глюкозы и лактозы.   Для каждой из четырех комбинаций укажите, какие сахара должны присутствовать в клетке, и состояние при этом Lac-оперона (вкл/выкл). 
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Рис. 42.
25. Представьте себе, что вы создали рекомбинантный ген, состоящий их фрагмента триптофанового оперона (кодирует ферменты, осуществляющие биосинтез триптофана) и фрагмента Lac-оперона (кодирует ферменты, необходимые для утилизации лактозы) (Рис. 43). При каком сочетании условий (А-Е) будет происходить экспрессия (-галактозидазы в клетках, несущих такой рекомбинантный оперон?
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Рис. 43.
А. Только при отсутствии глюкозы и лактозы

Б. Только при наличие глюкозы и лактозы

В. Только когда есть глюкоза, но нет лактозы

Г. Только когда есть лактоза, но нет глюкозы

Д. Только в присутствие триптофана

Е. Только при отсутствии триптофана
26.  В отсутствии глюкозы E. coli может расти на арабинозе (пентоза), используя набор индуцибельных генов, расположенных на хромосоме тремя группами. В одном из таких сайтов гены araA, araB и araD кодируют ферменты, участвующие в метаболизме арабинозы, тогда как ген araC кодирует белок-регулятор, связывающийся неподалеку от промотора арабинозных генов и координирующий экспрессию генов, входящих в арабинозный оперон. Две другие группы генов кодируют белки, участвующие в транспорте арабинозы. 

Для изучения регуляторных свойств белка araC вы получаете мутантную бактерию, у которой ген araC делетирован. Как показано в таблице, мутантный штамм при добавлении в среду арабинозы не экспрессирует продукт гена araА. 
	генотип
	продукт гена araA

	
	в отсутствие арабинозы
	в присутствии арабинозы

	araC+
	1
	1000

	araC-
	1
	1


Можно ли по данным таблицы судить о том, негативную или позитивную регуляцию арабинозного оперона осуществляет белок araC?

Как выглядели бы цифры в таблице, если бы белок осуществлял регуляцию противоположного типа?
27. Вы выделили из культуры бактерий антибиотик эдеин. Он ингиби-рует синтез белка, но не затрагивает ни синтеза ДНК, ни синтеза РНК. При добавлении эдеина к лизату ретикулоцитов синтез белка прекращается спустя некоторое время, как показано на рис. 44. В отличие от этого циклогексимид останавливает синтез белка сразу после добавления. Анализ лизата после ингибирования эдеином, проведенный методом центрифугирования в градиенте плотности сахарозы, показал, что после 

остановки синтеза белка в лизате не оставалось полирибосом. Вместо них вся мРНК глобина накапливалась в аномальном пике 40S, содержащем также эквимолярные количества малых субъединиц рибосом и инициаторную тРНК.

A. Какой этап в синтезе белка ингибирует эдеин? 

Б. Почему синтез белка прекращается не сразу после добавления эдеина? От чего зависит длительность этой задержки?

B. Следует ли ожидать исчезновения полирибосом, если вы добавите одновременно с эдеином циклогексимид?
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Рис. 44.
28. Для выделения чистых транскрипционных факторов была разработана следующая система: промотор и подшитая к нему последовательность длиной 400 п. о., не содержащая ни одного цитозина. Если исследуемая смесь не содержит GTP (при этом CTP, UTP и ATP присутствуют), единственный длинный РНК-транскрипт считывается с этой синтетической последовательности, поскольку транскрипция любых других последовательностей терминируется, как только необходимо вставить в цепь G. Эта система позволяет быстро количественно оценить прохождение специфической транскрипции путем измерения встраивания в длинный транскрипт нуклеотидов, меченных радиоактивными изотопами.

Чтобы проверить, хорошо ли сработает эта система были сконструированы две плазмиды с такой искусственной последовательностью: одна с промотором аденовируса (pML1) и другая, без промотора (pC1) (Рис 45 А). Каждую плазмиду смешивали с очищенной РНК-полимеразой II, транскрипционными факторами, UTP, ATP и 32P- CTP. Кроме того, добавляли в различных комбинациях GTP, РНКазу Т1 (которая расщепляет РНК вблизи каждого G) и 3’-O-метил-GTP, на котором транскрипция терминируется, как только он встает напротив С. Продукты разделяли на электрофорезе в геле (Рис. 45 В).
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Рис. 45. (А) Карты плазмид. (В) Результат гель-электрофореза продуктов, полученных в разных условиях. Все смеси содержали РНК-полимеразу II, транскрипционные факторы, UTP, ATP и 32P- CTP. Остальные компоненты перечислены над каждой дорожкой.
А. Почему продукт длиной 400 п.н. отсутствует в дорожке 4, но присутствует в дорожках 2, 6 и 8?

Б. Можете ли вы объяснить наличие продукта в дорожке 3, соответствующей плазмиде без промотора?

В. Почему транскрипт длиной примерно 400 п.н. присутствует в дорожке 5, но его нет в дорожке 7?

Г. Эта система была разработана для очистки транскрипционных факторов. Однако процесс очистки начинают с грубых клеточных экстрактов, содержащих GTP. Каким образом можно исследовать специфическую транскрипцию в таких экстрактах?
29. C-концевой домен большой субъединицы РНК-полимеразы II дрожжей состоит из 27 почти идеальных повторов последовательности YSPTSPS. Если в клетке вместо нормального гена содержится мутантная последовательность, кодирующая С-концевой домен только с 11 повторами, то такие клетки будут жизнеспособными при 30°С, но не смогут расти при 12°С. Такая температурная чувствительность позволяет отбирать ревертантные штаммы по их способности расти на 12°С. Оказалось, что некоторые из ревертантов имеют доминантную мутацию в гене Srb2.

В экстрактах из дрожжевых клеток, не имеющих гена Srb2, добавленные ДНК матрицы не могут быть транскрибированы, но их можно активировать для транскрипции путем добавления белка Srb2.

Чтобы проверить, какую роль играет белок Srb2 в процессе транскрипции, плазмидную ДНК с короткой или длинной последовательностью, не содержащей G, находящейся под промотором (Рис. 46А), инкубировали отдельно в присутствии и отсутствии ограниченного количества белка Srb2 (в остсутствии нуклеотидтрифосфатов, чтобы транскрипция не начиналась). Эти реакционные смеси затем сливали вместе и инициировали транскрипцию через разные промежутки времени, добавляя смесь всех четырех необходимых NTP, в том числе 32P- CTP (Рис. 46В). После непродолжительной инкубации (чтобы транскрипция не могла начаться вторично) продукты анализировали при помощи гель-электрофореза. Во всех случаях транскрибировался только тот субстрат, который был инкубирован в присутствии Srb2 (Рис 46С). Если же добавляли заведомый избыток Srb2, то транскрипция после смешивания реакций шла с обеих матриц.
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Рис. 46.
А. Можно ли сказать, что Srb2 предпочтительнее связывается с каким-либо из субстратов в зависимости от того, проводилась ли преинкубация с одной из матриц или с их смесью? (Рис 46С, дорожки 1-3). 

Б. В пользу каталитеческого или стехиометрического действия Srb2 говорят результаты?

В. Можно ли сказать, работает ли Srb2 на стадии инициации транскрипции или элонгации?

Г. Почему транскрипция идет только с той матрицы, которая была преинкубирована с Srb2?

Д. Можно ли утверждать, что Srb2 взаимодействует с С-концевым доменом РНК-полимеразы II?

30. Вы хотите амплифицировать ДНК, ограниченную последовательностями нуклеотидов, изображенными на рис. 47. Выберите из приведенного списка пару праймеров, которые бы вам подошли. 

Участок ДНК, который необходимо амплифицировать

5'-GACCTGTGGAAGC_______________CATACGGGATTGA-3'

3’-CTGGACACCTTCG_______________GTATGCCCTAACT-5’

ПРАЙМЕРЫ

5’-GACCTGTCCAAGC-3’

5’-CTGGACACCTTCG-3’

5’-CGAAGGTGTCCAG-3’

5’-GCTTCCACAGGTC-3’

5’-CATACGGGATTGA-3’

5’-GTATGCCCTAACT-3’

5’-TGTTAGGGCATAC-3’

5’-TCAATCCCGTATG-3’

Рис. 47.
31. Воспользовавшись значениями pK, приведенными в таблице в главе «Справочные материалы» определите, каким аминокислотам соответствуют приведенные на рис. 48 кривые титрования. 
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Рис. 48.
32. Наглядный пример использования дидезоксисеквенирующето геля показан на рис. 49. Попытайтесь разобраться в нем. Если чтение геля начать снизу вверх, то последовательность будет соответствовать мРНК для белка. Можете ли вы обнаружить открытую рамку считывания в этой последовательности?

Рис. 49.
Часть 3. Справочные материалы
Дезоксирибонуклеотиды. Цифрами обозначены положения атомов в гетероциклических кольцах пуринов (аденин и гуанин) и пиримидинов (тимин и цитозин) и углеродных атомов в дезоксирибозе.
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[image: image41.emf]
Структура молекулы ДНК.  А-форма и В-форма.
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Пространственное расположение нуклеотидных пар в В-форме
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Цепи ДНК удлиняются путем последовательного присоединения дезоксинуклеотидов к концевой 3'-ОН-группе каждого предыдущего нуклеотида. Донором новых дезоксинуклеотидных единиц служат 5'-дезоксинуклеозид- трифосфаты. Присоединение каждого нуклеотида сопровождается высвобождением одной молекулы пирофосфата.
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Ионизация групп, присутствующих в аминокислотах и белках
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Структурные формулы аминокислот, обычно встречающихся в белках. Под формулами даны полное название аминокислот, одно- и трехбуквенные обозначения.
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Рис. 34
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