Завдання з молекулярної біології для заочного туру олімпіади.

1. Формуліровка задачі.

Що таке паліндромні послідовности ДНК? Яке значення вони мають?

2. Докладне розв’язання.

Паліндром  (від грецької “palindromeo” – бігти назад) – перевертень – слово, вислов або стіх, які однаково читаються зліва направо і зправа наліво (“кабак”, “радар”, “Аргентина манит негра”, “Хил, худ, а дух лих”, “Не гни папин ген”, “Утро, в цене деликатес вон тот, но все-таки леденец во рту”
, “Roma tibi subito motibus ibit amor” та ін.)
 

Два ланцюги нуклеотидів ДНК антіпаралельні, і азотисті основи сполучаються між собою за принципом комплементарності (пурин – піримідин: аденін – тимін, гуанін – цитозин). Тому в молекулі ДНК (навіть за умов випадкового розташування нуклеотидів) зустрічаються різні за розміром ділянки, ланцюги яких симетрічні відносно осі оберта другого порядку:

5’ Г А А Т Т Ц  3’

3’ Ц Т Т А А Г  5’

Якщо в центрі цієї шостичленної послідовності провести вісь перпендикулярно площині аркуша, а потім провести оберт цієї послідовності на 180о в площині креслення, то отримаємо ту саму нуклеотидну послідовність. Таким чином, цей нуклеотидний “текст” також можна читати зліва направо та зправа наліво.

Під “значенням” ми розуміємо, по-перше, в яких клітинних процесах (і яким чином) паліндромні послідовності відіграють важливу роль; по-друге, як людина для своїх потреб може використовувати знання про такі послідовності (наприклад, в генетичній інженерії).

1. Різні прокаріотичні організми мають ферменти рестрикції – ендонуклеази. Ці ферменти розщеплюють чужородні молекули ДНК й таким чином захищають клітину, наприклад, від бактеріофагів. Спеціфічні послідовності нуклеотидів, які впізнаються рестриктазами, мають довжину 4 – 6 пар нуклеотидів і є паліндромами (1(. Наведений вище приклад – ділянка, яку впізнає рестриктаза кишкової палички E. coli, цей фермент має позначення Eco R I. Рестриктаза Haemophilus influenzae позначається Hin, H. aeguptins – Hae, якщо вид має декілька споріднених ферментів, додається римська цифра.

Рестриктази, як вже зазначалося, специфічні, і гідролізують фосфодіефірні зв’язки між нуклеотидами в визначених місцях (показано ():
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Те, що сигнальна послідовність нуклеотидів для рестриктаз саме паліндром, вдвічи підвищує вірогідність (і швидкість) знаходження такої послідовності в порівнянні з непаліндромною послідовністю такої ж довжини. До того ж, ендонуклеаза “впізнає” цей фрагмент, коли вона, ковзаючи вздовж ланцюга ДНК, підійде до нього зліва або зправа.

Рестриктази застосовуються в генетичній інженерії, по-перше, для виділення окремих генів або їх ділянок для подальшого вивчення (наприклад, lac – оперону, (2(, С. 221). По-друге, після обробки ДНК деякими ендонуклеазами (Eco R I, Bam H I, Xho I) утворюються одноланцюгові ділянки нуклеотидів, комплиментарні одна до одної так звані “липкі кінці”. Ця властивість використовується для включення генів, які попередньо виділені або синтезовані, до вектора, який переносить їх в клітину, де їм належить “працювати” ((3(, С. ). Грунтовний опис цього використання паліндромних послідовностей ДНК учні легко знаходять і наводять.

2. Паліндромні послідовності обов’язково містяться в генах, які кодують транспортні РНК (точніше, не тільки т-РНК – є вони і у генах р-РНК, і у великій кількості; що до ролі таких послідовностей в ділянках, з яких транскрибується і-РНК, її ми розглянемо окремо). Саме завдячуючи наявності паліндромних ділянок у ДНК молекула т-РНК отримує фрагменти нулеотидів, кромплементарні один до одного, внаслідок чого і утворюється добре відома вторинна структура т-РНК – “лист конюшини”((1(, С.59). Розглянемо це на прикладі:

ДНК:   5’ Ц А Г Ц Ц Г Ц Ц Т Т Ц Г  Г Г Ц Г Г Ц А Т 3’
             3’Г Т Ц  Г Г Ц Г  Г А А Г Ц Ц Ц Г Ц Ц Г Т А 5’

т-РНК: 5’Ц А Г Ц Ц Г Ц Ц У У Ц Г  Г Г Ц Г Г Ц А У 3’

Тоді вторинна структура цієї ділянки т-РНК матиме такий вигляд:

            5’ Ц А        А У 3’
                        Г  Ц

                        Ц  Г

                        Ц  Г

                        Г  Ц

                        Ц  Г

                        Ц  Г

                      У      Г

                        У Ц

Наявність чотирьох паліндромних послідовностей в генах, які кодують т-РНК, дозволяє останнім утворювати “конюшиновий лист”. 

Зрозуміло, що гени р-РНК містять значно більшу кількість симетричних ділянок, внаслідок чого р-РНК утворює складну просторову конфігурацію, яка їй притаманна.

3. Инвертовані повтори нуклеотидів, як вже зазначалося, містяться в ділянках ДНК, з яких транскрибується і-РНК. Важливо, цо розташовані вони не в РНК-копії самого структурного гена, а в регуляторних зонах – перед інформаційно важливою ділянокою та після неї, в термінаторі ((4(, С. 106-107). Значення паліндромних послідовностей також пов’язане з дволанцюговими фрагментами (шпільками), які може утворювати РНК. Саме такі дволанцюгові ділянки можуть “впізнаватися” факторами ініціації або термінації трансляції під час біосинтезу білка на рибосомі. Відомо також, що шпільки утворюються в самому термінаторі, тобто в молекулі ДНК, і відіграють роль фактора закінчення транскрипції самої і-РНК.

4. Паліндромні послідовності знайдені також в регуляторних ділянках оперона, з яких не транскрибується і-РНК. В lac-опероні, нуклеотидна послідовність якого розшифрована повністю (див. (2(, С. 221), з такими ділянками взаємодіють (до них приєднюються) регуляторні білки – білок-рецептор цАМФ (БРЦ), який регулює активність синтезу (-галактозидази за умов наявності в клітині глюкози, та білок-репресор, який взаємодіє безпосередньо з оператором lac-оперона. (Інакше кажучи, сам оператор lac-оперона має паліндромну структуру.)

В чому ж полягає зміст паліндрому? Інге-Вечтомов ((2(, С. 220-222) наводить декілька версій:

· lac-репресор, як і інші регуляторні білки, - мультімер, у якому субодиниці розташовані антипаралельно; тому білок, який має власну вісь симетрії, впізнає симетричну послідовність ДНК;

· якщо регуляторний білок диффундує вздовж ДНК (а у lac-репресора є, хоча й досить слабка, спорідненість до будь-якої ДНК), то симетрічні послідовності він буде впізнавати незалежно від того, з якого боку він до них підійшов – зліва чи зправа (порівняємо з рестриктуючими ендонуклеазами);

· в 1969 році А. Гірер висунув припущення, що паліндромні ділянки утворюють альтернативні конфігурації – “шпілки” та “хрести”, які, хоч і поступаються за термодінамічними показниками подвійній спіралі, взаємодіють з регуляторними білками, що стабілізують їх. Ось який виглад матиме “хрест” в молекулі ДНК (наведена посідовність нуклеотидів не відповідає наявній в lac-опероні! – це тільки приклад!):

ДНК:   5’ Т Ц А Г Ц Ц Г А Ц Т Ц Г  Г А Ц Г Г Ц А Т Т 3’
             3’ А Г Т Ц Г Г Ц Т  Г А Г Ц Ц Т Г Ц Ц Г Т А А 5’
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І хоча в операторі lac-оперону подібні структури не виявлені, ця модель може бути використана в іншіх регуляторних системах прокаріот.

Особливо зазначимо, що промотор – ділянка оперону, до якої приєднюється РНК-полімереза, має непаліндромну послідовність (це цілком зрозуміло, бо РНК-полімераза повинна пересуватися по ДНК тільки в одному напрямку – до структурного гена, та синтезувати і-РНК тільки з одного ланцюга нуклеотидів – змістового).

Таким чином, інвертовані повтори  відіграють велику роль в регуляції генної активності.

5. Паліндромні послідовності можуть відігравати важливу роль в процесі кросинговеру, або перехресту хромосом. Наведемо цитату з С. М. Гершензона ((3(, С. 384):

«Все современные гипотезы кроссинговера исходят из допущения, что начальный акт кроссинговера заключается в возникновении разрывов одиночных цепей ДНК в определенных местах. Одно из предположений о причинах такой приуроченности разрывов определенным местам нитей иллюстрируется рисунком
. …Допускается, что образование легко рвущихся однонитевых участков в молекуле ДНК объясняется наличием палиндромных последовательностей нуклеотидов, что приводит к возникновению «шпилек», у основания которых некоторые нуклеотиды оказываются неспаренными.»

Такі неспарені нуклеотіди позначені на малюнку іншим кольором:

ДНК:   5’ Т Ц А Г Ц Ц Г  Ц Г Г Ц А Т Т 3’
             3’ А Г Т Ц Г Г Ц  Г Ц Ц Г Т А А 5’

                       5’  Т  А  3’
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               Г Ц Ц              Г Г Ц

               Ц Г Г              Ц Ц Г
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                             А  Т

                             Т  А

                         3’ Т  А  5’
На хрестоподібних структурах, зображених на попередньому малюнку, також є одноланцюгові ділянки, у яких можливо виникнення розривів молекули ДНК.

Деще нижче С.М. Гершензон знов звертається до паліндромних послідовностей нуклеотидів там, де мова йде про транспозони – генетичні елементи, які здатні інтегруватися до геному клітини. Він вказує, що «два конца ТЭ, по-видимому, всегда представляют повторы одинаковых последовательностей нуклеотидных пар… У бактериальных ТЭ эти концевые повторы всегда палиндромны, т.е. инвертированы по отношению друг к другу» ((3(, С. 385).

Можливо, що наведена відповідь також не є повною, і учні наведуть інші приклади ролі та функцій паліндромних послідовностей ДНК, що слід враховувати при перевірці відповідей.

3. Инструкція по перевірці.

3.1. Опис процедури перевірки.

Для полегшення процедури перевірки бажано приготувати таблицю, у строках якої розташувати призвища учнів, а у стовбцях – ті якості відповідей, які враховуються. Ці якості з балами за наявність кожної з них, наведені в п. 3.3.

3.2. Аналіз можливих помилок.

Досить важко передбачити, які помилки можливо зробити в суто теоретичному запитанні, яке розраховано на заочний тур Олімпіади, тобто дозволяє чи навіть вимагає опрацювання наукової літератури. Але, як кажуть, життя багатше за фантазію, тому наведемо декілька:

· Неможливість точно визнчити суть терміна ”паліндром” стосовно послідовностей нуклеотидів ДНК.

· Неможливість розрізнити біологічне значення явища та його використання в прикладних галузях.

· Неможливість уявити інші просторові форми молекули ДНК, окрім “класичної дволанцюгової спиралі Уотсона - Кріка”.

· Непорозуміння з терміном “липкі кінці”.

· Неможливість уявити, як завдяки паліндромним послідовностям ДНК утворюються ділянки РНК, комплементарні самі до себе.

3.3. Критерії оцінювання.

Повна відповідь на запитання (в такому обсязі, як це уявляє собі автор) оцінюється в 10 балів. Вона складається з таких єлементів:

Елемент відповіді
Бал

Наявність філологічного визначення терміну “паліндром”
0,2

Наявність визначення терміну “паліндром” стосовно ДНК
1,3

Опис ендонуклеаз, специфічних за паліндромними послідовностями
до 1

Використання ендонуклеаз при виділенні генів
0,5

Використання ендонуклеаз в генетичній інженерії, “липкі кінці”
до 1,8

Паліндромні послідовності генів, які кодують т-РНК та р-РНК
до 1,5

Паліндромні послідовності генів та транскрипція і-РНК
0,8

Паліндромні послідовності оператора, регуляція генної активності
1.8

Роль паліндромних послідовностей в кросинговері
0,9

Паліндромні послідовності транспозонів
0,2

Якщо учень наводить інші приклади, які непередбачені автором, то можливо присудження додаткових балів, але не більше, ніж по 1 балу за кожний правильно наведений приклад.
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� Найбільш длинний з відомих авторові паліндромів.


� На жаль, автор не знайшов українських перевертнів і буде щіро вдячний тому, хто наведе такі приклади.


� Ми наводимо його нижче.
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