ГЕНЕТИКА
Часть 002
Сплайсинг
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Как уже известно, ДНК находится в ядре в форме компактного клубка, так что для того, чтобы ее гены скопировались в РНК, этот клубок должен расходиться локально (то есть в том месте, где происходит копирование). Только что образованная молекула РНК называется первичным транскриптом (пре-мРНК). Она представляет собой длинную цепочку нуклеотидов, последовательность которых строится в соответствии с последовательностью нуклеотидов в ДНК согласно принципу комплементарности. Редактирование этого первичного транскрипта начинается сразу же после его образования, и заключается этот процесс в удалении из РНК некодирующих участков – интронов. Данный процесс, называемый сплайсингом, аналогичен монтированию отснятого киноматериала, при котором из пленки вырезаются лишние кадры. В результате вырезания интронов получаются более короткие полинуклеотидные цепочки – молекулы мРНК, которые затем самостоятельно сворачиваются в компактные трехмерные структуры (за счет водородных связей, сульфидных мостиков и т.д.) и, проникая через мембрану, разделяющую ядро и цитоплазму, покидают ядро клетки и попадают в ее цитоплазму.

Нормальный сплайсинг

Первичный транскрипт гена (РНК) содержит экзоны (exon [`эксэн])– сегменты, кодирующие с помощью нуклеотидных триплетов (кодонов) аминокислоты, а также протяженные некодирующие последовательности – интроны. При редактировании транскрипта последние должны быть удалены, только в этом случае образуется функциональная мРНК. Гены человека особенно богаты интронами: каждый ген содержит в среднем восемь протяженных последовательностей такого типа, и машина сплайсинга должна безошибочно определять их границы.
Вблизи границ каждого экзона находятся короткие сегменты – так называемые энхансеры сплайсинга (SE, splicing enhancer [`сплайсинг ин`хансэ]), т.е. сегменты, которые запускают процедуру сплайсинга. Энхансеры имеют длину от трех до восьми нуклеотидов. Они указывают машине редактирования места вырезания интронов. Связывание регуляторных белков сплайсинга (SR) с энхансерами служит сигналом для специальных ферментов – сплайсосом, которые присоединяются к концам интронов. После этого сплайсосомы вырезают интроны из первичного транскрипта, а затем сшивают концы оставшихся его сегментов.

Роль молчащих мутаций в сплайсинге

Мы уже знаем, что одна и та же аминокислота может кодироваться разными кодонами, то есть разными триплетами нуклеотидов. Однонуклеотидная синонимичная замена, так [image: image6.png]H
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называемая молчащая мутация (то есть замена одного нуклеотида в триплете на другой таким образом, что получившийся неправильный триплет будет кодировать ту же самую аминокислоту, что и правильный), произошедшая в экзоне, может привести к тому, что энхансер при сплайсинге останется незамеченным, и тогда из мРНК окажется исключенным целый экзон.
Рассмотрим пример. Триплеты GGA и GGG кодируют аминокислоту глицин и могут входить в состав энхансера. Но первый триплет выступает как более мощный энхансер и обеспечивает более эффективный сплайсинг. По этой причине GGA чаще располагается у концов экзонов. Замена GGA на GGG может привести к тому, что энхансер останется незамеченным, и работа сплайсосом будет неправильной.
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Отрицательное влияние молчащих мутаций на организм не исчерпывается нарушениями сплайсинга. Даже в том случае, если удаление интронов происходит безошибочно, мРНК может принять неправильную пространственную конфигурацию, ведь мРНК вовсе не является линейной молекулой, как ее для простоты изображают во многих учебниках. Комплементарные участки мРНК спариваются, в результате чего образуется пространственная структура, известная под названием «петля на стебле». Правильность укладки обеспечивает безошибочность трансляции и последующей деградации молекулы.
Есть и еще один пример «прямого действия» молчащих мутаций. Поскольку процессы трансляции и пространственной укладки белковых молекул протекают одновременно, есть предположение, что появление редко используемых синонимичных кодонов в мРНК в результате молчащей мутации приводит к возникновению паузы в трансляции, так что у белка возникает дополнительное время для стабилизации неправильной пространственной структуры.

Конформации (поворотная изомерия)

Сначала введем термин: «изомеры» (isomer [`айсэмэ]) - это соединения (главным образом органические), одинаковые по элементному составу и молекулярной массе, но различные по своим физическим и химическим свойствам.

Переход от простейшего органического углеводорода - метана, к его ближайшему гомологу - этану (ethane [`и:фэйн]) ставит проблемы пространственного строения. Гомологи – это соединения, принадлежащие к одному классу, но отличающиеся друг от друга по составу на целое число групп СН2. В самом деле, можно представить себе множество геометрических форм молекулы этана, отличающихся друг от друга взаимным поворотом углеродных тетраэдров (так иногда называют «пирамиду» атомов, у которой одной вершиной является углерод, а тремя другими – атомы водорода) вокруг соединяющей их связи С-С. В результате такого вращения возникают поворотные изомеры (конформеры). Энергия различных конформеров неодинакова, но энергетический барьер, разделяющий различные поворотные изомеры, для большинства органических соединений невелик. Поэтому при обычных условиях, как правило, нельзя зафиксировать молекулы в одной строго определенной конформации: обычно в равновесии сосуществуют несколько легко переходящих друг в друга поворотных форм.

Рассмотрим молекулу этана. Для нее можно предвидеть существование двух максимально различающихся по энергии конформаций. Они изображены ниже в виде перспективных проекций (1) ("лесопильные козлы"), боковых проекций (2) и формул Ньюмена (3).
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В перспективной проекции (1а, 1б) связь С-С надо представить себе уходящей вдаль; стоящий слева углеродный атом приближен к наблюдателю, стоящий справа - удален от него.

В боковой проекции (2а, 2б) четыре Н-атома лежат в плоскости чертежа; атомы углерода на самом деле несколько выходят из этой плоскости, но обычно упрощенно считают их также лежащими в плоскости чертежа. «Жирные» клиновидные связи утолщением клина показывают на то, что атом водорода расположен ближе других к наблюдателю, словно выходя из плоскости по направлению к наблюдателю. Пунктирные клиновидные связи отмечают наиболее далекий от наблюдателя атом.

В проекции Ньюмена (3а, 3б) молекулу рассматривают вдоль связи С-С (в направлении, указанном стрелкой на формулах 1а,б). Три линии, расходящиеся под углом 120 о из центра круга, обозначают связи ближайшего к наблюдателю углеродного атома; а линии, «высовывающиеся» из-за круга - связи удаленного углеродного атома. 

Изображенную слева конформацию называют заслоненной: название это напоминает о том, что атомы водорода обеих СН3-групп находятся друг против друга. Заслоненная конформация имеет повышенную внутреннюю энергию, и поэтому невыгодна, ведь в таком положении атомы водорода находятся близко друг к другу, и сильно отталкиваются. Конформацию, изображенную справа, называют заторможенной, подразумевая, что свободное вращение вокруг связи С-С «тормозится» в этом положении, то есть молекула существует преимущественно в этой, энергетически выгодной конформации.
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Минимум энергии, необходимый для полного вращения молекулы вокруг определенной связи, называется барьером вращения для данной связи. Барьер вращения в молекуле, подобной этану, может быть выражен через изменение двугранного (торсионного) угла системы. Двугранный угол (обозначаемый тау) изображен на рисунке.
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Энергетический профиль вращения вокруг связи С-С в этане показан на следующем рисунке. Вращение «заднего» атома углерода изображено изменением двугранного угла между двумя показанными атомами водорода. Для простоты остальные атомы водорода опущены. Минимумы кривой потенциальной энергии соответствуют заторможенным конформациям, максимумы - заслоненным.

Подчеркнем, что каждая точка на кривой потенциальной энергии соответствует определенной конформации. Точки, соответствующие минимумам, отвечают конформационным изомерам, то есть преобладающим компонентам в смеси всех возможных конформаций.

По мере усложнения молекулы число возможных конформаций, естественно, возрастает, так как увеличивается число возможных пространственных комбинаций атомов.

Итак, конформации - это различные неидентичные пространственные формы молекулы, имеющие определенную конфигурацию. Конформеры - это стереоизомерные структуры, находящиеся в подвижном равновесии и способные к взаимопревращению путем вращения вокруг простых связей, то есть конформеры - это вращающиеся части конформации.

Иногда энергетический барьер таких превращений становится достаточно высоким, чтобы разделить стереоизомерные формы. В таких случаях говорят уже не о конформерах, а о реально существующих стереоизомерах, то есть в этом случае пространственная структура молекулы жестко фиксируется и не может сама по себе измениться на другую, как это происходит в случае с конформациями.

Геометрическая изомерия

Важное следствие жесткости двойной связи (то есть отсутствия вращения вокруг нее групп атомов) - существование геометрических изомеров. Самые распространенные из них - это цис-транс-изомеры. Простейшим примером могут служить изомеры бутена-2. Здесь двойной связью связаны атомы углерода.

	
	Цис-Бутен-2
	Транс-Бутен-2

	Температура плавления
	-138.9 оС
	-105.6 оС

	Температура кипения
	3.72 оС
	1.0 оС


Геометрические изомеры имеют одинаковое химическое строение, различаясь по пространственному расположению атомов, то есть по конфигурации. Это различие и создает разницу в физических и химических свойствах. Геометрические изомеры, в отличие от конформеров, могут быть выделены в чистом виде и существуют как индивидуальные, устойчивые вещества. Для их взаимного превращения необходима обычно энергия, которую можно сообщить нагреванием или облучением.

В простейших случаях номенклатура (система названий) геометрических изомеров не представляет затруднений: цис-формами называют геометрические изомеры, у которых одинаковые группы (их еще называют «заместители», имея в виду, что они замещают собою атомы водорода) лежат по одну сторону от плоскости двойной или тройной связи, а транс-изомеры имеют одинаковые заместители на разных сторонах от плоскости такой связи.
Ароматичность.

Мы уже рассматривали карбоновые кольца и говорили о том, что комбинации, основанные на этих кольцах, чрезвычайно стабильны, особенно если кольца составлены из пяти-шести атомов, и стабильнее всего они в тех случаях, когда звенья кольцевой цепи соединены попеременно то одинарными, то двойными связями. Кольцо, в котором чередуются такие связи, называется еще сопряженным кольцом. Если мы сравним стабильность такого сопряженного кольца со стабильностью кольца, в котором атомы связаны только одинарными связями, то мы обнаружим, что сопряженное кольцо проявляет очень высокую стабильность - намного большую, чем стабильность кольца с одинарными связями. Особое свойство, благодаря которому проявляется такая аномально высокая стабильность в сопряженных кольцах, называется ароматичностью. А такие соединения - ароматическими соединениями. В ароматическом соединении может быть не одно, а несколько сопряженных колец.
Ароматичность не имеет непосредственного отношения к запаху органических соединений, и является понятием, характеризующим лишь совокупность структурных и энергетических свойств некоторых циклических молекул, содержащих систему сопряженных двойных связей. Термин «ароматичность» был предложен потому, что первые представители этого класса веществ обладали приятным запахом. Так же и остров «Гренландия» (GreenLand) был назван так потому, что он предстал глазам мореплавателей в весенний период, когда его узкая береговая полоса была покрыта травой. Это, естественно, не значит, что Гренландия - лесистый остров, полный зеленых морд, хотя и морды льдов очень красивы. К сожалению, кроме льдов побережье острова наполнено еще и довольно тупыми и агрессивными (по сравнению со среднеевропейским фоном) людьми.

Кроме бензольного кольца и его аналогов, ароматические свойства проявляют многие другие органические соединения, у которых один или несколько атомов углерода заменены атомами других элементов. Такие соединения называют гетероциклами, и к ним относятся, например, уже упоминавшиеся пиррол, фуран и индол. 
Лейцин и изолейцин
Закончим знакомство с метил-содержащей четверкой аминокислот. Формулы лейцина и изолейцина запомнить легко. В отличие от валина, лейцин содержит дополнительное углеродное звено между «метиловыми ушами» и альфа-углеродом – см. картинку.
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А изолейцин получается, если одно из метиловых ушей переезжает поближе к аминогруппе: 
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	изолейцин


Изолейцин и лейцин, так же как и валин – незаменимые аминокислоты, и мы должны непременно получать их с пищей. Входят в состав всех природных белков. Так что из всей четверки метилсодержащих аминокислот только аланин может синтезироваться нашим организмом и является, таким образом, заменимой аминокислотой.
Альтернативный сплайсинг
Когда шла работа по расшифровке генома в 2000 году, ученые считали, что генов будет не меньше 90 тысяч, так как в организме именно столько различных типов белков, и предполагалось, что один ген кодирует один вид белка. Когда же обнаружилось, что в организме человека всего лишь около 25 тысяч генов, все были очень удивлены. Примерно такое же количество генов имеется у червя Caenorhabditis elegans, устройство которого, насколько мы можем видеть, гораздо проще, чем устройство человека. Стало понятно, что одни и те же гены могут каким-то образом кодировать несколько белков, и оказалось, что происходит это благодаря альтернативному сплайсингу. 

Альтернативный сплайсинг – механизм, суть которого понять очень просто – из пре-мРНК удаляются не только интроны, но и некоторые экзоны, в результате чего получается другой вариант мРНК, на основе которого синтезируется другой белок. 

Оказалось, что в результате альтернативного сплайсинга производится 94% всех белков организма человека, а у червя – только 15%. Причем альтернативный сплайсинг происходит так, что в разных тканях происходит синтез разных вариантов (изоформ) белковой молекулы. Благодаря альтернативному сплайсингу разнообразие белков в организме млекопитающих значительно выше, чем у низших животных, хотя количество генов у тех и других примерно одинаково. Это несколько неожиданный факт, ведь согласно обыденным представлениям, именно геном более развитых существ более развит, чем геном низших существ, а оказывается – сложность геномов одинакова – отличается лишь последующая работа с этим геномом. Можно сказать, что именно сплайсосома делает человека человеком!
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Пример альтернативного сплайсинга у человека. Ген структурного белка тропомиозина даёт начало пяти разным вариантам этого белка, которые синтезируются в пяти разных тканях организма: скелетной мышце, гладкой мышце, фибробластах, печени и мозге.

Сплайсосома и ее устройство 
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На участок, который подлежит удалению из пре-мРНК, указывают специальные сигнальные последовательности нуклеотидов. Большинство интронов начинаются с пары нуклеиновых оснований GU, а заканчиваются парой AG. Это правило называют правилом GU-AG. Особое значение имеет точка разветвления — основание А, которое находится на расстоянии 20–30 пиримидиновых нуклеотидов от конца интрона. 

Как мы уже знаем, тонкую работу по разрезанию и сшиванию РНК выполняет сплайсосома — устройство, состоящее из малых ядерных рибонуклеопротеинов (мяРНП). МяРНП – это комплекс, состоящий из специальной РНК и около 150 специфических белков, ассоциированных с ней. Эта РНК, которая входит в состав МяРНП, называется «малой ядерной РНК», или мяРНК. Таким образом мяРНП – это мяРНК + совокупность специальных белков.

Итак: сплайсосома состоит из нескольких мяРНП, каждый из которых, в свою очередь, состоит из мяРНК, связанной с группой специальных белков.
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В процессе сплайсинга, который представляет собой сложную последовательность событий, сплайсосома возникает постепенно и затем претерпевает еще ряд изменений. На приведенной схеме сплайсинга, разные МяРНП, обозначаемые как U1, U2, U4, U5 и U6, последовательно связываются с пре-мРНК. Сначала U1 находит энхансер, который обозначает место, где должен быть сделан первый разрез, и затем к так называемой точке разветвления присоединяется U2. Образуется так называемый «комплекс А». Потом к нему присоединяются U4, U5 и U6, связываются с собираемой сплайсосомой и формируют «комплекс В», из которого затем уходят U1 и U4, и возникает «комплекс С» — собственно сплайсосома, которая и приступает к процессу сплайсинга. До сих пор неясно, почему компоненты сплайсосомы связываются именно таким образом, и почему каждый из них отвечает за свою часть процесса сплайсинга. Видимо, в силу каких-то особенностей своего строения, U2, U5 и U6 не могут соединиться самостоятельно в рабочую группу, и это соединение осуществляется за счет U1 и U4, которые непосредственного участия в самом сплайсинге не принимают.
После образования комплекса С происходит разрыв химической связи между интроном и «экзоном 1», после чего свободный конец интрона прикрепляется к точке разветвления и образуется петля. Затем тот же комплекс С производит ту же операцию и со вторым концом интрона – он отрезает полученную петлю от второго экзона, после чего соединяет оба экзона в одно целое. И на самом последнем этапе высвобождается зрелая матричная РНК, готовая для транспортировки в рибосому. Рибонуклеопротеины отсоединяются от вырезанного интрона и принимают участие в новом цикле.
Это - более подробное описание сплайсинга, которое, тем не менее, является всего лишь одним из очередных шагов к более детальному представлению обо всем процессе.
Самопроизвольное свертывание белков.
После того, как сплайсосома сделала свое дело, мы получаем рабочую мРНК, по которой в дальнейшем будут строиться белки с помощью рибосомы, которая «едет» по мРНК и создает полипептидные цепочки, то есть цепочки, состоящие из остатков аминокислот, соединенных пептидными (или амидными) связями -СОNН-
Но белок – это не просто цепочка тех или иных молекул, выстроенных в линеечку. Для того, чтобы получился полноценный белок, цепочка молекул должна свернуться определенным образом.

	Немного физики: в физике есть понятие «атомной массы». Единицей атомной массы является одна двенадцатая массы углерода. Поскольку ядро атома обычного углерода состоит из 6 протонов и 6 нейтронов. Протоны и нейтроны называются «нуклонами», так как они составляют ядра атомов. Масса протона почти равна массе нейтрона. Таким образом, единица атомной массы равняется усредненному значению массы одного нуклона. (Подробнее см. в курсе «Атомная физика»). Единица атомной массы – «дальтон» в честь Джона Дальтона, который впервые ввел понятие атомной массы в начале XIX века.
Белками обычно называют полипептидные цепочки, атомная масса которых превышает 6000 дальтон, что эквивалентно примерно 500 атомам углерода.


Это сворачивание происходит спонтанно – за счет физического взаимодействия между атомами и молекулами, составляющими исходную цепочку. И то, что это сворачивание происходит именно спонтанно, делает нашу жизнь возможной, так как в противном случае этим сворачиванием пришлось бы заниматься гигантскому количеству дополнительных ферментов, поскольку существует огромное число возможных вариантов сворачивания. Такие ферменты, которые занимаются формированием пространственной структуры называются «морфогенетическими». Система с таким огромным количеством дополнительных фрагментов оказалась бы слишком чувствительной к ошибкам и чрезмерно сложной, ведь все эти новые ферменты тоже надо было бы каким-то образом производить.

Тем не менее, не все полипептидные цепи сворачиваются самостоятельно. Например, некоторые из рибосомных белков сильно вытянуты и имеют мало внутренних атомных контактов. В этом случае такая цепочка приобретает свою окончательную форму, присоединяясь к другой молекуле, а именно – к нуклеиновому ядру рибосомы. И по-видимому, это очень древний механизм, возникший на заре эволюции белков.
Энергия для создания пептидных связей.
Когда аминокислоты встраиваются в полипептидную цепочку и образуются белки, то рибосоме, чтобы она могла осуществить этот процесс, требуется откуда-то взять энергию, и немаленькую, ведь получившаяся пептидная связь довольно прочна, иначе она легко разрушалась бы в процессе гидролиза, то есть, попросту говоря, цепочки растворялись бы под действием молекул воды. Многочисленные белки-ферменты, расщепляющие белок (они называются «протеазы»), делают это легко, преодолевая силу связи между пептидами, но это и понятно – в этом их функция, но чтобы белки были устойчивы к воздействию воды, пептидная связь должна быть крепкой. 
Кроме этого, энергия еще требуется и на состыковку определенного участка мРНК и аминокислоты, а также на обеспечение точности их контакта.
Энергию в микробиологии принято измерять в величине, называемой «килокалория на один моль вещества». Я сейчас не хочу вдаваться в определение того – что такое «калория» и что такое «моль» - сделаю это позже, а пока мы можем запомнить, что на образование пептидной связи в одном моле вещества требуется 5 килокалорий (то есть 5000 калорий). 
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Для создания одной пептидной связи расщепляются четыре связи аденозинтрифосфата (ее еще называют «аденозинтрифосфорная кислота» или АТФ – на схеме справа) и «гуанозинтрифосфата» (ГТФ - на схеме слева), при этом получается свободная энергия в размере 25 килокалорий на моль аминокислоты. Получается, что только 20% выделившейся свободной энергии идет непосредственно на создание белка, а все остальное тратится на обеспечение процессов, сопутствующих этому, так сказать – на обеспечение этого технологического процесса.
Формулы АТФ и ГТФ я привел просто для того, чтобы просто попялиться на них, поскольку далее мы непременно еще будем подробно рассматривать АТФ, и там же и придумаем мнемоническое правило для запоминания структуры этой исключительно важной молекулы.

Если АТФ используется в качестве источника энергии в нашем организме повсеместно, в следствие чего и широкоизвестна, что ГТФ – малоизвестный источник энергии, так как используется лишь в некоторых процессах, в основном как раз в синтезе белков.

Несмотря на то, что пептидная связь достаточно прочна, чтобы противостоять воде, тем не менее она и получается и расщепляется нашим организмом легко, и это очень важная ее особенность, так как наш организм может легко преобразовывать свои ресурсы в ту форму, в которой они ему в данный момент необходимы. Таким образом мы защищены от неблагоприятных изменений в окружающей среде, и можем быстро приспосабливаться, эволюционировать.
Из чего состоит вирус  

Вирус (virus [`вайрэс])– это нуклеиновая кислота в белковой оболочке. Всего-то. В одном вирусе может быть или ДНК, или РНК. Те вирусы, в которых генетическую информацию несет ДНК, называются дезоксивирусами, а те, в которой информацию несет РНК – рибовирусами. В вирусах может быть одна или две цепочки нуклеиновой кислоты. Они называются одноцепочечные или двухцепочечные дезокси- или рибовирусы. 

Белковая оболочка вируса называется капсид (capsid [`кэпсид]), и она построена из идентичных повторяющихся единиц – капсомеров (capsomere [`кэпсэмиэ]). Капсомеры чаще всего располагаются симметрично, поэтому вирусы также разделяют по разным типам симметрии (например, вирус может определяться как «двухцепочечный дезоксивирус кубической симметрии»). Количество капсомер (как и способы их укладки) строго одинаково для каждого вируса: у аденовируса их всегда 252, а у вируса полиомиелита – 32. 

Нуклеиновая кислота + капсид имеют объединенное название: нуклеокапсид. 

Сама вирусная частица, то есть белковая капсула, которая несет в себе генетическую информацию, называется «вирион». Слово «вирион» отличается от слова «вирус» тем, что название «вирус» используется еще и в собирательном смысле – когда говорят, что скунс заражен вирусом гриппа, имеется в виду, что в крови скунса уже много вирусных частиц. Если же говорить, что в конкретную клетку проник вирион, то речь идет об одной вирусной частице. 

Есть вирусы, у которых кроме белковой еще имеется дополнительная оболочка. Нуклеокапсиды, у которых есть белковая оболочка, но нет дополнительной, называются «голыми» (надеюсь, борцы за нравственный рунет нескоро еще потребуют заменить этот термин на более благопристойный). К нуклеокапсидам, у которых есть дополнительная оболочка, относятся вирус герпеса (herpes [`хэ:пиз]) и вирус СПИДа. 

Где селятся вирусы и как они путешествуют 

Вирусы могут поселяться в различных видах других живых существ: животных, растениях, и даже в бактериях (такие вирусы называются бактериофагами (bacteriophage [бэк`тиэриэ`фэйдж])), а также в грибах и даже других вирусах (вирофаги). 

Самая удобная для них форма жизни в млекопитающем – поселиться в его организме, не вызывая сразу острой инфекции, и оставаться там в так называемой латентной форме (т.е. такой, которая не проявляется внешне). Тогда организм млекопитающего вырабатывает достаточное количество антител для того, чтобы сдержать размножение вируса, но недостаточное для того, чтобы полностью выжить его из своего организма. Таким образом, организм продуцирует антитела и нет опасности заражения более активной формой вируса, и значит не может развиться более острая инфекция. В результате вирус продолжает распространяться в организме и получает возможность распространяться в биосфере. 

Интересно, что в нашем организме живет огромное количество разнообразных вирусов, и лишь изредка начинается война вирусов с человеком. Может быть, среди вирусов иногда побеждают экстремисты? Сомневаюсь, так как экстремизм и желание убивать ради убийства из ненависти и нетерпимости присуща именно человеку, так что скорее всего вирусы просто активизируются там, где иммунитет ослабевает.

Самая большая группа вирусов – та, которую переносят насекомые: комары, клещи и т.д.. Из более чем 1000 видов вирусов более 400 переносятся именно ими. Такие вирусы называются «арбовирусы (arbovirus [`а:бэвайрэс])» - т.е. «вирусы, переносимые членистоногими». Основными хранителями различных арбовирусов могут быть ящерицы, змеи, ежи, кроты, мыши, белки, зайцы, еноты, лисицы, овцы, скунсы, козы и даже олени. Понятно, что особую роль в сохранении арбовирусов играют те животные, в организме которых инфекция протекает в латентной форме. 

Членистоногие, питаясь кровью зараженных ими животных, сами оказываются зараженными, но не заболевают, а таскают (иногда в течение всей своей жизни!) латентную инфекцию. Кусая здоровых морд, они передают им вирусы и, таким образом, обеспечивают постоянное поддержание арбовирусов в природе и необычайно широкое их распространение. Похожая ситуация происходит с птицами: зараженные птицы заболевают латентной инфекцией и перелетают из страны в страну. Поэтому, например, в России вдруг обнаруживаются вирусы, принесенные из Африки. Вирусу такая латентная форма очень выгодна - он получает возможность жить и путешествовать по всему миру.

Вирус пробирается в клетку.
Когда вирус с двухцепочечной ДНК проникает в клетку-эукариот (то есть клетку с ядром), происходит следующее: 

1. Вирусная частица (вирион) связывается с клеткой и проникает в нее.  

2. Вирион сбрасывает белковую оболочку и высвобождает свой генетический материал, который попадает в ядро клетки.   

3. Клеточные ферменты реплицируют вирусную ДНК и транскрибируют в РНК – по тому же самому механизму, который мы уже рассматривали. Механизму трансляции и транскрипции все равно – с какими именно ДНК работать – они обрабатывают все, что попадает к ним.
4. Клеточные рибосомы синтезируют белки на основе вирусной ДНК.
5. Вирусные ДНК и белки взаимодействуют и образуют новый вирион.  

6. Новая вирусная частица покидает клетку и готова заражать другую клетку. 

Вирусы могут использовать для своего воспроизводства даже «умершие» клетки - лишенные ядерной ДНК, т.е. лишенные генетического материала с инструкциями о деятельности. Если вирус проникает в такую клетку, он использует цитоплазму и оставшиеся целыми компоненты клетки и заставляет ее синтезировать белки на основе ДНК вируса. Офигенная штука.
Алифатические соединения

Алифатические соединения – соединения, не содержащие ароматических связей. Алифатические соединения могут представлять собой открытые цепи (ациклические соединения) или замкнутые (алициклические или циклоалифатические соединения). Иногда к алифатическим соединениям относят только ациклические, а алициклические выделяют в отдельный класс.

В алифатических соединениях атомы углерода могут соединяться между собой в прямые цепочки, разветвлённые цепочки или кольца (но без образования чередующихся одинарных и двойных связей). Атомы углерода могут при этом соединяться одинарными связями (алканы), двойными связями (алкены), и тройными связями (алкины). Кроме водорода к углеродной цепочке могут присоединяться и другие элементы, наиболее распространённые из которых — кислород, азот и сера. Простейшим алифатическим соединением является метан (СН4).
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Различают две основные группы ациклических соединений — насыщенные (предельные) углеводороды, у которых все атомы углерода связаны между собой только простыми (одинарными) связями, и ненасыщенные (непредельные) углеводороды, у которых между атомами углерода имеются, кроме одинарных связей, также двойные, тройные связи. (На рисунке изображены этан, изобутан и ацетилен).
Ириска 002 – насыщенные и ненасыщенные углеводороды

	Те соединения, которые называются предельными или насыщенными, потому так и называются, что каждый атом углерода в них максимально «при деле», то есть связан с максимально возможным количеством других атомов, в то время как атомы углерода ненасыщенных молекул еще могут, разорвав двойную или тройную связь, прицепить к себе еще какой-нибудь атом.
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Алициклические соединения могут содержать один или несколько циклов. На рисунках слева - тетрагидрофуран и пиперидин.

От физиков – биологам. Немного истории.
Любопытно, что одним из тех, кто вдохновил Джеймса Уотсона на работы, связанные с поиском генетического кода, оказался великий физик, один из основателей квантовой механики Эрвин Шрёдингер. Так оказалось, что Уотсон прочел его книгу «Что такое жизнь? Физические аспекты живой клетки» (1944 г.), и именно она заставила его всерьез задуматься над мыслью о существовании некоего кода, позволяющего молекулам клетки передавать информацию.

Мы все знаем, что двойную спираль открыли первыми Уотсон и Крик. Они получили за это Нобелевскую премию и всё такое, но как это обычно бывает, известны лишь первые – те, кто порвал грудью финишную ленточку. Те, кто пришел к финишу секундой позже, полностью стираются из обыденного сознания, и это вполне естественно для тех, для кого в жизни главное – рейтинг, баллы, оценки, но не жизнь сама по себе. Тот, кто интересуется генетикой, в частности, не удовлетворится знанием о том, кто сделал что-то первым, и ему будет интересно узнать, что если бы Уотсон и Крик не сделали своего открытия, то не прошло бы и года, как его сделали бы другие, занимающиеся теми же самыми исследованиями. К ним в первую очередь можно отнести таких людей, как великий химик Лайнус Полинг (Linus Pauling) из Калифорнийского технологического института, Морис Уилкинс (Maurice Wilkins) и Розалинда Франклин (Rosalind Franklin) из Королевского колледжа.

Впрочем, никакие лавры не спасли Уотсона от гнева политкорректных фанатиков, когда он высказал совершено очевидные мысли, в тайне разделяемые, наверное 90% белых жителей США и Канада и ЮАР – то есть тех, кто плотно живет бок о бок с представителями черной расы. «Желание людей думать, что все они равны», пишет Уотсон, «вполне естественно, однако люди, которым доводилось иметь дело с чёрными работниками, знают, что это неправда». С его стороны было, конечно, актом мужества высказать вслух то, что каждый и так знает втихомолку. Сам я бы так высказываться не стал ни на тему расовых различий, ни на тему Холокоста и прочих табуизированных вопросов, так как последующий каток фанатичного гнева идиотов размазал бы меня по стене, а у меня есть другая задача – распространение идей практики, воспитание морд, написание книг и учебников, ведение бизнеса, который питает все эти проекты, поэтому я очень рад тому, что находятся достаточно известные и старые люди, которые могут уже пренебречь теми негативными последствиями, которые принесет им их искренность, хотя и не рад тому, что последующая их жизнь превратится в кошмар домашнего или тюремного заключения.
Немного о толуоле.
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Если ты не помнишь формулу толуола С6H5CH3, и если его другое название – метилбензол не помогает вспомнить его структуру, то смотри на схему справа.

Впервые толуол был открыт в тридцатых годах XIX века – химики выделили его из бальзама, привезенного из колумбийского города Толу – отсюда и название.

В конце XIX века толуол научились добывать из угля в процессе «коксования» - нагрева угля до температуры в 1000-1200 градусов без доступа кислорода. Углеводороды выделяются из угля в виде газа, и претерпевают затем ряд превращений. В итоге примерно 70% этих газов превращаются в бензол, а 15% - в толуол.

Толуол представляет собой бесцветную жидкость со специфическим ароматическим запахом, правда не таким сильным, как у бензола.

Толуол – довольно активный пацан. За счет своей метильной группы он образует большое число разнообразных комплексов с многочисленными другими веществами.
С середины XX века, при производстве толуола с угля перешли на нефть. Весь XX-й век по всему миру промышленность напрягается изо всех сил, чтобы производить как можно больше толуола, а как же, ведь из него готовят взрывчатые вещества, а убивать все живое – с испокон веков и поныне – главное удовольствие для человека. Но после второй мировой новая большая война никак не начинается, а останавливать производство толуола страшно – поэтому его продолжают производить, а затем из него делают бензол, всякие растворители, добавки к топливу, полимеры, и даже сахарин, чтобы хоть как-то использовать его в хозяйстве.

Сомневаюсь – достаточно ли сейчас уделяется внимание экологии, а раньше, когда люди совершенно обалдели от войн, эти вопросы вообще никого не интересовали, поэтому огромные количества сточной воды с растворенными в ней цианидами и прочей дряни, получающиеся в результате производства толуола, просто сливались в землю и отравляли все живое, приводя, в частности, и к техногенным мутациям.
Немного физиологии. Мышцы.
Я знаю, что подобные отступления не приветствуются в обычных учебниках, но я следую тем закономерностям, которые наблюдаю в себе и в мордах – нам нравится время от времени отступать в сторону от материала, имеющего прямое отношение к изучаемой науке, и изучать то, что вообще говоря относится к компетенции других наук и связано с изучаемой темой лишь косвенно. Судя по нашему опыту, такие отступления, во-первых, как минимум не уменьшают интерес к изучаемой теме, а то и увеличивают его за счет большего разнообразия впечатлений. А во-вторых, попутно зарождаются новые интересы.

Короткая информация о мышцах. Мышцы – это специализированные волокнистые ткани, основу которой образуют сильно вытянутые многоядерные клетки. Внутри каждый такой клетки находятся особые структуры – миофибриллы. Эти миофибриллы окружены плотной сетью мембранных структур, которая называется саркоплазматическим ретикулумом, и все это омывается внутриклеточной жидкостью – саркоплазмой – так в грубом приближении это все выглядит.

Саркоплазма содержит в основном ферменты (их перечень скорее утомит, чем заинтересует), и другие вещества, которые обеспечивают работу мышц, включая известную нам АТФ (аденозинтрифосфорная кислота) – мощный источник энергии, ионы кальция (Ca2+) и т.д.

Миофибриллы состоят из нерастворимых толстых и тонких белковых нитей, которые непосредственно участвуют в мышечном сокращении. Толстые нити состоят в основном из белка, который называется «миозин», а главный компонент тонких нитей – белок «актин». Комплекс миозина и актина называют термином «актомиозин». 

Толщина толстой нити – 15 нанометров, тонкой – 7.

Миозин был открыт еще в тридцатые годы XX века, и сделал это американец Джон Эдсалл (Edsall). Актин был открыт спустя десять лет в Венгрии, и уже в 50-х и 60-х годах Хаксли предложил теорию «скользящих нитей», являющуюся основой современных представлений о работе мышц.

Когда миофибриллы исследовали более детально, то обнаружилось, что длинные волокна состоят из повторяющихся звеньев, соединенных между собой и образующих длинное волокно. Каждое такое звено называется «саркомер». Плазматическая мембрана мышечной клетки называется «сарколемма».

При сокращении мышцы толстые и тонкие нити, плотно упакованные в волокно, скользят друг относительно друга, при этом центральная зона саркомера (так называемая «А-полоса») остается неизменной, а ширина крайних частей саркомера уменьшается. Это сокращение вызывается электрическим импульсом, который вызывает деполяризацию сарколеммы, что приводит к изменению внутриклеточной концентрации ионов кальция. А откуда берется энергия для этого электрического импульса? Естественно – из АТФ. Но АТФ не распадается сама по себе, что-то должно высвободить заключенную в ней энергию, и оказалось, что занимается этим миозин, который осуществляет гидролиз, т.е. распад в водной среде молекул АТФ. За счет кислорода, поставляемого кровью в клетки, АТФ снова восстанавливается и готова отдать энергию для следующего акта сокращения мышц. Так что чем больше работают мышцы, тем больше нужно кислорода для восстановления наших запасов АТФ в мышцах. И если мышцы привыкают работать, то наш организм начинает запасать АТФ в этих мышцах заранее в повышенных количествах, так что утомление возникает уже не так быстро.
Итак, мы знаем, что основу толстых нитей составляет белок миозин. А миозин, в свою очередь, состоит из сплетенных между собой двух тяжелых (тяжелый меромиозин) и сплетенных между собой четырех легких цепей (легкий меромиозин). Сплетенная из  легкого меромиозина цепочка соединяются на своем конце со сплетенной из тяжелого меромиозина цепочкой, и все это увенчивается «головкой», так что молекула миозина выглядит как тонкая палочка с круглой головкой на конце. Более подробное описание упаковки миозина не то чтобы сложное, но довольно объемное, и для учебника генетики неуместно.

Еще интересно рассказать о коллагене, но это потом – в следующем отступлении.

Нейроны.
Хочу продолжить отступления от генетики и сделать небольшое отступление в нейрофизиологию и ввести несколько простых понятий – самым общим образом, совсем без деталей.
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Нервная клетка называется «нейрон» (neuron [`ньюэрэн]). Устройство ее, естественно очень и очень сложное и далеко не изученное. В самом общем виде, нейрон состоит из основного тела, содержащего ядро и разные органеллы (аппарат Гольджи, рибосомы и др.), а также из отростков, отходящих от тела. Основное тело еще называют «сома» (soma [`сэумэ]). Отростки бывают двух типов – дендриты (dendrite [`дэндрайт]) и аксон (axon [`эксэн]). Аксон – это длинный отросток, по которому от сомы идут нервные импульсы к другим сомам. Эти нервные импульсы имеют электрическую природу и порождаются в специальном месте у основания аксона – оно называется «аксонный холмик». Справа – фотография аксона мыши.
Синапс (synapse [`сайнэпс]) – это место контакта между двумя нейронами или между нейроном и другой клеткой – не-нейроном, которой нейрон передает управляющий сигнал – электрический импульс.

Дендриты – это короткие и сильно разветвленные отростки, в которых принимаются от других нервных клеток те электрические сигналы, которые влияют на поведение нейрона. Обычно нейрон имеет только один аксон и множество дендритов. Дендриты могут образовывать синаптические связи как с аксонами, так и с дендритами других нейронов. 
Сложность устройства нервной ткани поражает – отдельный нейрон может образовывать до двадцати тысяч связей с другими нейронами! 
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Диаметр аксона примерно равен нескольким микронам (микрон – одна тысячная доля миллиметра), а вот длина его… может быть больше чем 1 метр!!! Например очень длинны те аксоны, которые идут от спинного мозга в конечности. Рекордсмены по толщине аксонов – кальмары – их аксоны имеют толщину до 2-3 миллиметров. Чем толще аксон, тем быстрее проводится по нему сигнал, так что нам соревноваться в реакции с кальмарами (да и со многими другими животными) бессмысленно – самое резкое движение нашей руки будет казаться им сверх-замедленным кино.
Если ты хочешь полюбоваться на более детальное изображение нейрона – см. на этот рисунок.
Рецепторы и лиганды.

Рецептор (receptor [ри`сэптэ]) — сложное образование, состоящие из нервных окончаний (их еще называют «терминали») аксона и дендритов. Рецептор обеспечивает превращение влияния факторов внешней или внутренней среды (раздражение) в нервный импульс. Эта внешняя информация может поступать на рецептор в форме света, попадающего на сетчатку, или механической деформации кожи, барабанной перепонки, или химических веществ, проникающих в органы обоняния или вкуса.
Обычно, когда ученые пытаются объяснить, как влияет на организм то или иное вещество, то они ищут рецептор, с которым оно связывается. А потом ищут - зачем этот рецептор нужен в отсутствие этого вещества, и находят эндогенное, то есть синтезируемое в самом организме вещество, способное связываться с этим рецептором; это вещество называют эндогенным лигандом рецептора.

До тех пор пока эндогенный лиганд остается неизвестным, рецептор относят к группе так называемых «орфанов» (от английского orphan – «сирота»).
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В более широком смысле, лиганд (ligand [`лигэнд] или [`лайгэнд]) – это такой атом, молекула или ион, которая непосредственно связана с одним или несколькими центральными металлами некоего комплексного соединения. При присоединении лигандов к центральным атомам металлов неких соединений, химические свойства обоих могут меняться очень сильно. Например, на схеме слева – лиганд EDTA. Число возможных связей лиганда называют «дентатностью», так что, судя по этой схеме, у EDTA дентатность равна шести. Различают монодентатные, бидентатные и полидентатные лиганды. 
Лиганды с дентатностью больше двух способны образовывать «хелатные комплексы» - это такие комплексы, где центральный атом металла образует сразу несколько связей с разными атомами одного и того же лиганда. Такие лиганды называют «хелатирующими». Приведенный нами в пример лиганд является, как мы видим, именно таким – хелатирующим. Конечно, когда лиганд имеет сразу несколько связей с атомом металла, то образующийся хелатный комплекс более прочен, чем соединение монодентатного лиганда с этим же атомом металла. Такой эффект повышенной прочности называется «хелатным эффектом». Повышенная прочность достигается и за счет большего количества связей, и за счет того, что атом металла защищен как броней другими атомами лиганда от разного рода влияний, которые могли бы нарушить их связь. Знакомая нам молекула гемоглобина является как раз хелатным комплексом с центральным атомом железа, то есть… киборгом! Так что киборгизация человечества, о чем с таким ужасом думают пенсионеры, свершилась еще на заре истории жизни на Земле.
Виды мутаций.
Вернемся снова к мутациям и перечислим их разновидности. Любое воздействие или вещество, приводящее к мутациям, называется «мутаген», а «мутация» - это любое изменение в ДНК.

Точковые мутации мы уже рассматривали раньше – при этом совершается замена какого-то одного нуклеотида в кодоне, которая может приводить к серьезным последствиям или обойтись без последствий вовсе. Точковые мутации делятся на два типа: «транзиции» и «трансверзии». Транзиции – самый часто встречающийся вид мутаций. При нем один пиримидин заменяется другим пиримидином, или пурин – пурином. Напомню, что из имеющихся в ДНК четырех азотистых оснований два являются пиримидинами (цитозин и тимин), и два – пуринами (аденин и гуанин). Образующиеся комплементарные пары могут быть четырех видов: АТ, ТА, ЦГ, ГЦ. Таким образом при транзиции пара ГЦ заменяется на пару АТ и наоборот (так как гуанин, являющийся пурином, заменился на другой пурин – аденин).
При трансверзии – гораздо более редкой мутации, комплементарная пара АТ заменится на ЦГ или ТА (здесь аденин, являющийся пурином, заменился на пиримидин – цитозин или тимин).
Кроме точковых есть еще мутации сдвига рамки, и вот они уже повреждают ДНК очень сильно. Если мутация убирает (делеция) или вставляет (инсерция) лишнее основание в начале, то вся последовательность считываний становится ошибочной. Вместо правильных кодонов образуются все сплошь неправильные, и получающийся белок будет просто мусором. Например если исходная цепь нуклеотидов была такой: ЦАТТЦАЦАЦГ…, то кодируемая последовательность аминокислот будет такая: гистидин (ему соответствует кодон ЦАТ), серин (ТЦА), гистидин (ЦАЦ), и так далее – последний в указанной цепи гуанин начинает следующий кодон. При сдвиге рамки считывание начинается не с цитозина, а с аденина, и в результате получается такая последовательность: изолейцин (АТТ), гистидин (ЦАЦ), треонин (АЦГ) – то есть полная хрень.

Среди веществ, которые вызывают такую мутацию, наиболее известны акридины. 
Еще одним типом мутации является встраивание (инсерция) в геном не отдельных оснований, а целых цепочек. В ДНК существуют такие последовательности азотистых оснований, которые, как это ни удивительно, могут перемещаться из одного места в другое. Они называются мигрирующими генетическими элементами или «транспозонами» (transposon [трэнс`пэузэн]). Иногда их называют еще «прыгающими генами». Так как генетика – очень молодая наука, то неудивительно, что для обозначения одного и того же в некоторых случаях еще используют разные названия.
Во время своих прыжков, транспозоны могут еще и прихватывать соседние участки ДНК! Обычный состав транспозона – один или несколько генов, в состав которых входит ген фермента «транспозазы». Этот фермент необходим транспозонам для осуществления своих перемещений по ДНК. 

Интересно еще и то, что есть такие транспозоны, которые самостоятельно передвигаться не могут, и используют для перемещения свою мРНК. Эта мРНК сначала копируется в ДНК, и последняя вставляется затем в геном. То есть это тот же самый механизм, который используют вирусы, встраивающие свои ДНК в ДНК клетки-хозяина! Такие транспозоны называются «ретротранспозоны» или «ретропозоны».

Когда транспозон встраивается в ген, то кодирующая последовательность оснований нарушается, в результате чего ген чаще всего попросту «выключается». Транспозоны также могут приводить к преждевременному завершению транскрипции и трансляции, что попросту блокируют экспрессию генов, лежащих далее. Можно привести аналогию со скобками, в которые программист берет некоторые команды, если они ему сейчас не нужны, но в принципе могут и пригодиться в будущем. Команды, взятые в скобки, не выполняются,  когда программист решит, что пора эти команды исполнять, он попросту убирает скобки – так намного проще, чем постоянно переписывать программу.
Такая мутация, при которой транспозоны выключают гены или приводят к преждевременной остановке трансляции или транскрипции, называется «полярной мутацией».
Ретротранспозоны очень широко распространены в геномах млекопитающих. Около 40% всего генома состоит из них! Они делятся на два типа: SINE (то есть короткий промежуточный элемент) длиной всего в несколько сот пар оснований, или LINE, длиной от 3000 до 8000 тысяч пар. Эти куски генома, как кажется, не производят никакой полезной работы, и попросту самовоспроизводятся при каждой репликации ДНК, поэтому их еще называют «эгоистичными».

В отличие от точковых мутаций, мутации вызываемые транспозонами не могут вызываться мутагенами.

Среди мутаций интересна та, которая называется «супрессия». При супрессии мутации возникают в генах таким образом, чтобы компенсировать другую мутацию, и в результате последствие мутации нивелируется, сводится к нулю или почти к нулю. Различают внегенную супрессию и внутригенную. Внегенная супрессорная мутация может приводить к тому, что в белок, неправильно сформированный из-за мутации в предыдущем гене, вносится поправка, после чего этот белок вновь получает способность нормально или почти нормально функционировать. Внутригенная супрессорная мутация происходит в том же гене, в котором произошла нежелательная мутация. Например, с помощью такой мутации может восстановиться рамка считывания. 
Интересно, что не каждый элемент ДНК одинаково склонен к возникновению мутаций. Мутации обычно происходят в своего рода «горячих точках», в которых вероятность возникновения мутации может быть в 100 раз выше, чем в случайно выбранном участке ДНК.

Мутация, которая выключает или изменяет функцию гена, называется «прямой». Мутация, которая аннулирует или исправляет действие предыдущей мутации, называется «обратной».

Мутации удобно также разделить на соматические и гаметные. Гаметные – это такие, которые происходят в половых клетках и, таким образом, передаются последующим поколениям. Мутации во всех остальных клетках являются соматическими, по наследству не передаются и влияют лишь на фенотип организма.

Перечисленные нами мутации являются генными, так как при них меняется структура ДНК. Во всех клетках, молекулы ДНК образуют хромосомы, и кусочек одной хромосомы может прикрепиться к другой хромосоме, или он может удвоиться, или может переместиться по «своей» хромосоме, или даже перевернуться на 180 градусов, или попросту потеряться. Все это – разные типы хромосомных мутаций, которые приводят к тяжелейшим последствиям, так как такие мутации сбивают правильную работу сразу многих генов.
Существуют еще и геномные мутации (не путать с генными). У каждого организма свое строго определенное число хромосом. У человека их 46, у мыши – 40. И если по каким-либо причинам число этих хромосом изменится, это и будет геномной мутацией. Иногда происходит удвоение или даже утроение одной хромосомы – такая мутация называется «гетероплоидией». Если же в несколько раз увеличивается общее число хромосом, то эта мутация называется «полиплоидией». Среди растений геномные мутации очень широко распространены, и большинство тех растений, которые мы выращиваем на полях и огородах, это как раз мутантные полиплоидные дикие растения. Так что когда ты со страхом ставишь обратно на полку магазина продукт, полученный, как видно из этикетки,  из генетически модифицированных растений, не забывай, что и почти всё остальное, что растет на твоем огороде, тоже генетически модифицировано.
Мутация даже в одном гене может привести к ужасающим последствием, чему хорошим примером является мутация, приводящая к фенилкетонурии – болезни, при которой повреждаются мышцы рук и ног, так что человек не может нормально ходить, а также развивается неизлечимая умственная отсталость. Поврежденный ген ответственен за производство белка-фермента, который превращает аминокислоту фенилаланин в аминокислоту тирозин. Если этот ген не работает, то фенилаланин не превращается в тирозин и накапливается в организме.

Управление бульдозером и экскаватором.
Чтобы не сидеть сиднем за книгой, сделаем отступление и изучим инструкцию по управлению бульдозером.

Бульдозер – это железная лошадь, которая как тигр бросается на все, что только попадется ей на пути, и сносит к чертям… Ладно, не пугайся, это шутка, хотя в процессе написания этого параграфа я и в самом деле поучился управлять и бульдозером и экскаватором, которые упорно грызли и выравнивали землю в непальском мордопоселении, и надо сказать, что это занятие чрезвычайно здорово совмещается с изучением генетики!

Полимеразная цепная реакция

Принцип полимеразной цепной реакции (ПЦР), имитирует деление клетки: так как дочерней клетке необходима идентичная наследственная информация, то перед тем, как разделиться, материнская клетка полностью эту информацию копирует. При этом две спиральных нити, составляющих молекулу ДНК, разделяются, и ДНК распадается на две половинки, которые служат матрицами для двух новых нитей. Эти нити синтезируются при помощи фермента ДНК-полимеразы, которая насаживается на одну из нитей и достраивает к ней из свободно плавающих азотистых оснований вторую нить в соответствии с принципом комплементарности, создавая тем самым новую ДНК.
Чтобы ДНК в пробирке развернулась на отдельные нити, ее можно нагреть до 90°С, а для того, чтобы она начала синтезироваться – снова охладить. В организме ДНК разворачивается при гораздо меньших температурах именно за счет работы ДНК-полимеразы. Представляю, если бы человеку приходилось нагреваться до 90°С,  чтобы ДНК смогла развернуться:) Поэтому обычные ферменты, которые прекрасно себя чувствуют в клетке человека, не могут подрабатывать в лабораториях, но в горячих источниках были обнаружены бактерии Thermus aquaticus. Выделенная из них полимераза была генетически модифицирована и производится теперь в больших количествах. Она оптимально работает при 72°С, без ущерба для себя переносит 97°С и поэтому сохраняется в пробирке на всех фазах цикла нагреваний-охлаждений.

При трехминутной продолжительности цикла этим способом можно произвести около миллиона копий одной ДНК в течении часа ПЦР – это суперпроизводительный ДНК-копировальщик. 

ПЦР применяют не только в науке, но и в диагностике заболеваний. Вирусы и бактерии могут быть быстро опознаны без их длительного выращивания – их количество сначала умножают с помощью ПЦР, а потом идентифицируют – опознать миллион вирусов проще, чем один-два.

Еще о старении клеток. Теломеры и теломеразы.
Как мы знаем, в организме человека есть двадцать три пары хромосом. Их нумеруют в зависимости от их длины – самая длинная – номер один, и так далее. Каждая хромосома имеет свою специализацию, то есть содержит такие гены, которые отвечают (в основном) за тот или иной процесс в организме. В четырнадцатой хромосоме находится ген TEP1. Продуктом этого гена является белок, который входит в состав одной из самых интересных биохимических машин – теломеразы. Отсутствие теломеразы в клетках, как я уже говорила, ведет к старению. А добавление теломеразы делает некоторые клетки бессмертными.

В 1972 году Джеймс Уотсон заметил, что полимераза не может начать считывание ДНК с самого начала. Ей сначала нужно прикрепиться к цепи ДНК, то есть буквально «ухватиться» за что-то, чтобы держаться на нити, и из-за этого часть нуклеотидов, оказавшихся на том месте, за которое ухватилась полимераза, оказывается за активным центром полимеразы и не копируется. В результате каждый раз скопированный текст становится чуть короче оригинала. Ну это как если бы ксерокс, который обеспечивает идеальное качество, всегда начинал бы копирование текста со второй строки и заканчивал на предпоследней. Единственный способ справиться с такой ненормальной машиной – это заполнить первую и последнюю строки бессмысленными повторами букв, которые не жалко потерять. Именно так и поступают хромосомы. Каждая хромосома представляет собой длинную страницу «текста», который копируется полимеразой полностью за исключением самого начала и самого конца. Поэтому на своих концах хромосомы всех животных содержат бессмысленный текст более чем из тысячи повторов «фразы» TTAGGG. Эти повторяющиеся фрагменты ДНК и называются теломерами. Благодаря наличию теломеров на концах хромосом, работа полимеразы не приводит к потере жизненно важной информации.

Каждый раз после копирования хромосомы, число теломеров на концах уменьшается (из-за того, что крайние участки ДНК, за которые «хватается» полимераза, не копируются). После снятия множества копий, хромосома становится настолько короткой, что под угрозой оказываются важные гены. В целом теломерные концы хромосом уменьшаются на 31 «букву» в год, но в тканях с высокой скоростью обновления клеток концы хромосом «сгорают» значительно быстрее, поэтому к определенному возрасту материнская клетка уже не может воспроизводить полноценные дочерние клетки. К восьмидесяти годам жизни человека, на концах хромосом остается в среднем ⅝ от числа теломеров, которые были при его рождении, то есть немногим больше 60%. Это, тем не менее, не объясняет - почему стареет и само тело, ведь если в клетках еще есть столько теломер, то это значит, что она еще долго может прекрасно делиться.
Простой расчет показывает, что теломеры полностью израсходуются только к двумстам годам! Таким образом, одним только изнашиванием теломер старение никак не может объясняться, и на самом деле люди умирают не от старости, и не от изнашивания клеток, а от болезней – инфаркты, рак, разрушение кровеносных сосудов. Причиной таких болезней являются негативные эмоции – на протяжении всей жизни человек травит свое тело этими сильнейшими токсинами, которые убивают клетки, не давая им умереть своей смертью, оказывают общеотравляющее воздействие на организм. Поэтому старики выглядят такими уродливыми. Они похожи на средневековых уродцев, которых специально выращивали в узких бочках и причудливых колодках, чтобы их тела деформировались и становились безобразными. Только современные люди сами помещают себя в такие колодки – колодки из негативных эмоций. Лично я (морда) не умру, пока не использую свои теломеры на 100%, а скорее всего мой организм попросту научится их наращивать такими длинными, что они будут волочиться за мной, как мантия у принцесс!
В общем, наш организм уже умеет наращивать теломеры, но не во всех клетках. В яйцеклетках и сперматозоидах непрерывно работает фермент «теломераза», которая и занимается наращиванием концов хромосом, добавляя к ним новые теломеры, работая по тому же механизму, по которому вирусы встраивают свои ДНК в состав ДНК хозяина. Так что можно предположить, что сейчас имеет место симбиоз между когда-то самостоятельным предшественников всех вирусов – теломеразой, и другими живыми существами. И когда мы видим – сколько неизвестных ранее вирусов вмешивается в нашу физиологию, то не следует воспринимать это как некое зло – это естественный процесс, в результате которого происходит налаживание нового партнерства между человеком и другими вирусами. А чтобы от этих «налаживаний контактов» не страдало наше здоровье – категорически необходимо научиться устранять негативные эмоции и культивировать озаренные восприятия – тогда наш организм становится таким сильным и клёвым, что нисколько не страдает от этих эволюционных событий.
(Состав теломеразы человека долго был неизвестен – долго не могли узнать – из каких именно белков она состоит, так как ее очень трудно выделить из состава клеток. Сейчас состав теломеразы человека уже установлен).
Точно такие же теломеры, как у человека – TTAGGG – имеются и у всех грибов, начиная от простейшей трипаносомы или плесени. Это дает интересные перспективы! Ведь если мы заразим человека каким-нибудь таким зверем (не трипаносомой, конечно, так как она очень опасна, а схожим с ней безвредным зверем), то он принесет с собой свои теломеры, а поскольку теломеры идентичны, то они будут работать и на человека. Это закладывает перспективы для нового симбиоза человека и простейших для обоюдной пользы – простейшие будут жить в нас, как уже живут тысячи других их видов, а человек будет жить более полноценной и долгой жизнью.
У растений теломеры отличаются – у них на один тимин больше:  TTTAGGG. Это свидетельствует о том, что животные и растения развивались когда-то как единый тип живых существ, и когда эти существа разошлись по ветвям эволюции и дифференцировались в животные и растения, их теломеры лишь чуть-чуть стали отличаться друг от друга.

Интересный факт состоит в том, что теломеры реснитчатых простейших – инфузорий, покрытых множеством ресничек, теломера выглядит несколько иначе: TTTTGGGG или TTGGGG. Разница не огромная, но все же больше, чем между теломерами животных и растений. У этих инфузорий есть и другая особенность, состоящая в том, что их генетический код варьируется, в то время как для всех остальных живых существ он стабилен. Это означает, по-видимому, что инфузории представляют собой существа, появившиеся на Земле еще до появления бактерий, то есть произошли от самых-самых ранних форм жизни.
Антисмысловые РНК 

Антисмысловыми РНК называются полученные искусственным путем одноцепочечные РНК, комплементарные мРНК. Опыты показали, что если ввести антисмысловую РНК в клетку, она спарится с комплементарной мРНК, и будет препятствовать формированию трансляционного комплекса, и получившаяся двухцепочечная РНК (дцРНК) становится некодирующей. 

МикроРНК 

Клетки содержат множество некодирующих РНК, например такие, как тРНК и рРНК (рРНК – это рибосомные РНК, то есть те, из которых состоит рибосома), а также регуляторные РНК, влияющие на экспрессию генов (то есть на процесс синтеза белка в соответствии с «инструкцией», которой является ген). Исследования установили, что значительная часть генов всех организмов не кодирует белки, и что некодирующие РНК необыкновенно разнообразны. 

Кроме рРНК и тРНК, в клетках еще находится множество микроРНК (miRNA). 

Раньше ученые не обращали внимания на этих мелких пупсов, пока не были проведены опыты и не стало ясно, что они выполняют огромное количество разных функций. В частности, микроРНК играют важную роль в регуляции трансляции и деградации мРНК.  

МикроРНК может связаться с участком мРНК, где начинается трансляция гена, и тогда трансляция станет невозможной, то есть белок, который кодируется этим геном, перестанет синтезироваться. Например, если некая микроРНК блокирует работу гена, ответственного за выработку организмом гормона инсулина (назовем ее «инсулин-блокиратором»), то теоретически можно синтезировать и ввести в организм такую другую микроРНК, которая будет антисмысловой для инсулин-блокиратора. Тогда эти две микроРНК свяжутся между собой, и деятельность инсулин-блокиратора прекратится, а производство инсулина - возобновится. 
Итак, микроРНК ― это конечная одноцепочечная молекула РНК, функция которой – связаться с целевой мРНК в конкретном месте. Результатом такого связывания может быть частичная или полная приостановка трансляции белка с мРНК, или даже полный распад мРНК. 
История открытия РНК-интерференции. Косупрессия.  

На протяжении многих десятилетий главной «молекулой жизни» считалась ДНК. И это мнение заслоняло не менее важную роль, которую в живом организме играет другая похожая молекула – РНК. Считалось, что для лечения генетических болезней необходимо вносить изменения в сами гены, то есть в структуру ДНК.

Ситуация начала меняться с некоторых важных открытий конца XX – начала XXI веков, а именно: 

*) В 1991 году американские ученые исследовали генетически модифицированные растения – то есть такие, в состав которых был введен чужеродный ген (еще их называют трансгенными). Проводился следующий опыт: в листья петунии с фиолетовыми цветками встроили дополнительные гены, детерминирующие фиолетовый цвет. Ожидалось, что листья приобретут более интенсивный фиолетовый цвет, а вместо этого у цветков обнаружились белые пятна. Исследователи пришли к выводу, что лишние копии гена запускают процедуру цензурирования, «вычеркивающую» из генома все гены этого типа, в том числе и изначально в нем присутствующие, что приводит к появлению растений-альбиносов. Пока ученые не понимали, в чем суть происходящего и скапливали полученную информацию в папках под названием «косупрессия». 

Косупрессия – процесс, при котором общий уровень экспрессии генов может резко снижаться или даже полностью подавляться при увеличении числа их копий, то есть при добавлении трансгенов.

*) Через несколько лет были проведены опыты по введению антисмысловой РНК нематоде Caenorhabditis elegans (тот самый червь, у которого только 15% белков синтезируются в результате альтернативного сплайсинга). Ученые предположили, что если ввести червю инъекцию антисмысловой РНК, комплементарной мРНК, то две цепочки РНК свяжутся в одну двухцепочечную молекулу РНК и на ней уже не сможет образоваться белок. На опыте предположение подтвердилось. Однако в некоторых экспериментах было обнаружено, что инъекции смысловой РНК вызывают такой же эффект подавления экспрессии гена, как и инъекция антисмысловой РНК. Это было странным, потому что не должно было происходить – ведь нуклеотидная последовательность смысловой РНК полностью совпадала с нуклеотидной последовательностью соответствующей РНК, а не была комплементарна ей, то есть дцРНК не могли образовываться, а почему тогда белок перестал производиться?
*) Решающий эксперимент был проведен в 1998 году. Ученые Файер и Мелло предположили, что ранее использовавшиеся препараты антисмысловой и смысловой РНК были недостаточно чистыми и содержали примеси дцРНК, которая могла влиять на работу «цензора». Более  тщательный анализ показал, что активный, нарушающий экспрессию, компонент - не смысловая или антисмысловая РНК, а именно примеси дцРНК. Введение дцРНК в организм нематоды и в самом деле привело к подавлению экспрессии гомологичного ей гена с гораздо большей эффективностью, чем инъекции смысловой или антисмысловой цепей РНК по отдельности. Исследования опять проводили на нематодах, которым ввели одно- или двухцепочечные РНК, отвечающие гену, контролирующему мышечное сокращение (unc-22). Относительно большое количество одноцепочечных РНК мало сказывалось на поведении нематод, в то время как даже нескольких молекул двухцепочечного unc-22-РНК было достаточно, чтобы у червя и даже у его потомков возникли непроизвольные подергивания, однозначно указывающие на сбой в экспрессии гена  unc-22. Аналогичный эффект наблюдался у всех исследованных генов, в том числе контролирующих плодовитость и жизнестойкость. Это явление назвали «РНК-интерференция» (коротко – «РНКi») (по аналогии с интерференцией в физике – явлении, когда при наложении друг на друга происходит ослабление или усиление волн).
Общее описание РНК-интерференции.

«Оригинал» генетической информации хранится в клетке в виде молекул ДНК. Для того, чтобы синтезировалось заметное количество любого биохимического продукта, необходимы тысячи молекул, поэтому сама ДНК не используется на «производстве».
Связь между синтезом белков, непосредственно осуществляющих «исполнение» биохимических функций, и ДНК выполняет РНК. Если белки можно сравнить со станками, а ДНК – с чертежами в сейфе главного конструктора, то матричная РНК (мРНК) – это «рабочие копии чертежей», которые доставляются на место производства. Именно на этой промежуточной стадии «рабочих копий» осуществляется регуляция активности генов путем РНК-интерференции. МикроРНК «распознают» мРНК, скопированную с определенного гена, и запускают специальный механизм ее уничтожения, если это нужно.
Развивая аналогию, можно сказать, что молекулы микроРНК перехватывают на пути в цех копии чертежей тех изделий, которые в данный момент не нужны клетке, и созывают «комиссию по цензуре» (научное название – RNA-induced silencing complex, буквально «заглушающий комплекс, индуцированный РНК», сокращенно RISC). Исполнительный компонент в составе RISC – фермент с официальным названием аргонавт (argonaute [`а:гэнот]) – разрушает мРНК. (Белки названы «аргонавтами», поскольку первая из описанных мутаций в соответствующих генах у растений приводила к необычной форме листьев, напоминавших щупальца головоногих моллюсков – аргонавтов). Кроме регуляции активности собственных генов, специальные микроРНК «натравливают» аргонавта на чужеродную РНК, которую вносят в клетку вирусы. Это своеобразная внутриклеточная «иммунная система», которая существует не только у высокоорганизованных животных (которые имеют и «настоящую» иммунную систему), но и у растений, и у совсем примитивных организмов.
Самое главное для практического применения РНК-интерференции – то, что для аргонавта не имеет значения, какую мРНК уничтожать, он просто следует указаниям микроРНК. Это открывает необычайные перспективы для создания лекарственных препаратов. Обычно лекарства действуют на уровне конечных стадий биохимического «производства», они, так сказать, «выключают» (или «ломают») работающие станки или уничтожают готовые изделия. Открытие РНК-интерференции делает возможной другую стратегию: не «обезвреживать» нежелательный биохимический продукт (рискуя нарушить заодно и какой-нибудь нормально протекающий процесс), а просто «натравливать» собственный защитный механизм клетки – RISC – на определенную мРНК, таким образом предотвращая образование нежелательного продукта. Достаточно лишь сконструировать правильную микроРНК. Это выполнимая задача, поскольку весь геном человека «прочитан», и для некоторых болезней известны вполне определенные гены, за них ответственные.
Немного о дцРНК.

Первые же исследования дцРНК выявили ее способность действовать в очень низких концентрациях. По расчетам, эффективными оказались концентрации, соответствующие нескольким молекулам дцРНК на клетку! Это могло объясняться каталитическим действием дцРНК на многие молекулы мРНК – то есть в клетке существует машина РНК-интерференции, которая получает сигнал от дцРНК и подавляет мРНК с такой же последовательностью нуклеотидов. Было обнаружено, что дцРНК может подавлять экспрессию генов не только у нематоды, но и у разных других организмов: дрозофилы, планарии, гидры, растений, рыб, млекопитающих и человека.

(Можно привести аналогию с хинином, который использовали для лечения малярии. Прием хинина человеком приводит к желаемому результату, в то время как если поместить возбудителя малярии непосредственно в пробирку с хинином, то он не понесет никакого ущерба. Возбудитель малярии убивался собственными защитными силами организма, которые получали команду от даже небольших доз хинина.)

Одновременно начались исследования самого процесса РНК-интерференции с использованием как генетического, так и биохимического подходов. По мере выяснения действия дцРНК в клетках беспозвоночных животных оказалось, что феномен РНК-интерференции имеет много общего с косупрессией. После проведения экспериментов у ученых возникло такое предположение: растения петунии, с которыми проводили эксперименты, расценивали избыточные РНК (пусть даже в двухцепочечной форме), детерминирующего окраску фиолетовым цветом, как чужеродные и переводили свои РНК в двухцепочечную форму, которая заставляла «замолчать» не только избыточные гены, но и те, которые уже были в растении (ген считается молчащим, если его экспрессия не доводится до практической реализации в виде готовых белков, независимо от того – на каком этапе произошла остановка экспрессии.)
Механизм РНК-интерференции
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На первой стадии интерференции происходит разрезание дцРНК на небольшие куски размером 21-23 нуклеотида. Этому способствует фермент Dicer (от англ. to dice – разрезать мелкими кусочками). Фрагменты, на которые он разрезает дцРНК, называются siРНК (англ. short interfering RNА, siRNА или короткие интерферирующие РНК). Разрезание цепей происходит с небольшим смещением, поэтому каждый расщепленный фрагмент имеет на концах выступающие одноцепочечные концы длиной в 2 нуклеотида.  

Потом цепи siРНК расходятся, и одна из них (антисмысловая) присоединяется к специальному белковому комплексу, в результате чего образуется RISC. Эта антисмысловая молекула из получившегося комплекса RISC затем соединяется с молекулой мРНК. Из тысяч разных мРНК, присутствующих в клетке, с этой самой РНК, которая находится в составе RISC, гибридизируется (то есть спаривается) именно та, которая будет комплементарна ей полностью или хотя бы частично. И после этого синтез белка, естественно, блокируется, так как теперь эта мРНК уже не может служить образцом для сбора белков – она заблокирована той РНК, что входит в состав RISC.
Более того – на этом приключения заблокированной мРНК не заканчиваются. Когда гибридизация происходит, белок под названием «слайсер» (slicer [`слайсэ]) обнаруживает такие мРНК и немедленно бросается делать свою работу – он попросту, как краб клешнями, разрезает мРНК пополам, и обе половинки отсоединяются от комплекса и не могут больше служить матрицей для синтеза белка. Комплекс RISC после этого высвобождается и готов к работе и может продолжать блокировать следующие мРНК. То есть RISC использует двухцепочечные участки РНК как метку, с помощью которой можно отыскать определенную мРНК и заставить ее замолчать. Разрезание мРНК происходит только тогда, когда антисмысловая РНК из комплекса RISC полностью комплементарна мРНК. В случае, когда они комплементарны не полностью, RISC лишь [image: image27.jpg]rnagkne Ml
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блокирует перемещение рибосом вдоль мРНК, т.е. блокирует считывание информации с мРНК. В обоих случаях синтез белка блокируется. 

В процессе РНК-интерференции принимают участие не только siРНК, но и микроРНК. Если siРНК, как мы знаем, образуется в результате разрезания дайсером дцРНК, то микроРНК транскрибируется с генов, единственная известная цель которых – синтез этих регуляторных молекул.  

Молекула РНК, транскрибируемая с микроРНК-гена (она называется предшественником микроРНК), складывается пополам и образует структуру, напоминающую шпильку для волос. «Дайсер» разрезает ее посередине, и в итоге тоже образуется дцРНК, которая может далее так же поступать в RISC, как и siРНК и во многом ведет себя так же, как  siРНК.
Я понимаю, что параграф выглядит сложновато, но тем не менее механизм интересный, и двух-трех прочтений параграфа будет достаточно, чтобы все понять и запомнить.

(На цветной иллюстрации «AGO» - это белок-аргонавт.)
Чем отличаются siРНК от антисмысловых РНК по своим функциям?

На первый взгляд, ничем. И те, и другие выполняют одну функцию – блокирование процесса экспрессии отдельных генов. Антисмысловые РНК – это полинуклеотидные цепочки, полученные искусственным путем. Они связываются с мРНК, которые содержат комплементарные им последовательности, что приводит к блокированию экспрессии соответствующих генов. SiРНК тоже заставляет ген замолчать и использует для этого комплементарное спаривание с РНК. Как это происходит – мы уже знаем. Однако в отличие от антисмысловых РНК, siРНК – инструмент многоразового использования. Они связываются все с новыми и новыми молекулами мРНК, каждый раз выводя их из строя. Ученые считают, что потенциал siРНК в 100, а то и в 1000 раз больше, чем у антисмысловых РНК. 

Цистеин
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В китайских парикмахерских в год собирают десятки тысяч тонн волос, из которых потом с помощью активированного угля и концентрированной соляной кислоты извлекают аминокислоту цистеин (cysteine [`систиин]). Эта кислота необычна тем, что в ней есть химически очень активные серосодержащие меркаптановые группы (SH). Из них строятся дисульфидные мостики, укрепляющие стабильность белков. Цистеин отвечает, например, за прочность волос, шерсти, перьев, а также ногтей, рогов и копыт. 
Цистеин добавляют для мягкости в тесто (но не переборщи с этим, иначе получится копыто), используют как медикамент (от кашля), для производства косметики, а также его используют в парикмахерских, подготавливая волосы к химической завивке. Из цистеина получают и синтетический мясной аромат. Если связать цистеин с сахаром, добавить немного рибозы, то при нагревании образуется вещество, запах которого напоминает мясной. На самом деле точно так же получается и естественный запах жаренного мяса: натуральный цистеин реагирует с содержащимися в мясе сахарами подобным же образом.

Цистеин вырабатываются и из «человеческого» и из животного сырья. В Азии это целая индустрия: из одной тонны волос получается 100 килограммов цистеина.
Как видно, формулу цистеина легко запомнить, опираясь на формулу валина – если у валина один из атомов метильной группы заменить на SH, то получится цистеин. 
Транскриптоны и опероны.

Как мы уже знаем, синтез молекул РНК начинается в определенных местах ДНК, называемых промоторами, и завершается в терминаторах. Участок ДНК, лежащий между промотором и терминатором, представляет собой единицу транскрипции  - транскриптон. 
Чтобы началась транскрипция, двойная нить ДНК должна в определенном месте разойтись, и оказывается так, что если какой-то транскриптон начал считываться, то параллельный ему участок на другой нити не будет считываться, то есть в пределах каждой конкретной области двойной цепи ДНК транскрипции подвергается только одна нить, которая называется значащей или матричной. Во всех транскриптонах, считываемых в одном направлении, значащей является одна нить ДНК (содержащая этот транскриптон), а в транскриптонах, считываемых в противоположном направлении, значащей является другая нить.

Соседние транскриптоны могут быть отделены друг от друга не-транскрибируемыми участками ДНК (интронами), а могут и перекрываться, например так, что в пределах участка перекрывания матричными оказываются обе нити.

Разбиение ДНК на множество транскриптонов обеспечивает возможность независимого считывания разных генов, их индивидуального включения и выключения. У эукариот (то есть клеток, имеющих ядро) в состав транскриптона, как правило, входит только один ген, поэтому для них термин «транскриптон» и «ген» почти всегда идентичны. Но вот у прокариот (клеток без ядра) транскриптоны, как правило, заключают в себе генетическую информацию нескольких генов. Такие транскриптоны называются оперонами. Продуктами транскрипции оперонов являются полицистронные мРНК, в результате трансляции которых рибосомами образуется сразу несколько белков. Белки, синтезируемые на основе полицистронных мРНК, обычно функционально связаны друг с другом и обеспечивают протекание какого-либо процесса в организме, например, биосинтеза определенной аминокислоты или утилизацию углеводов в качестве источника углерода.

То, что сразу несколько генов собраны вместе в одном опероне, облегчает координированную регуляцию их экспрессии уже на уровне транскрипции. Достаточно дать одну «команду», и результатом станет выполнение сразу нескольких «приказов» - белков. Эукариотам сложнее – чтобы им осуществить согласованную транскрипцию некой группы генов, им приходится прибегать к помощи специальных белков-регуляторов, которые взаимодействуют с соответствующими им нуклеотидными последовательностями, маркирующими гены, входящую в группу. Зато – за счет такого усложнения, эукариоты получают возможность более разнообразного управления экспрессией генов, и судя по ходу эволюции, такое усложнение себя оправдало.
5'-концевая и 3'-концевая нетранслируемые области.
Готовая к производству белков мРНК, образовавшаяся из пре-мРНК путем сплайсинга и вышедшая из ядра, все ещё содержит целый ряд некодирующих последовательностей нуклеотидов, присутствие которых необходимо для того, чтобы рибосомы смогли осуществить трансляцию.
Одни из этих последовательностей, такие как кэп-группа (последовательность нуклеотидов, которая «вешается» на самое начало формирующейся пре-мРНК) и 3'-концевая poly(А) (последовательность нуклеотидов, которая вешается на самый конец готовой пре-мРНК), не кодируются непосредственно генами, а добавляются к образующейся мРНК во время транскрипции или уже после нее. Другие некодирующие последовательности в зрелой мРНК имеют генное происхождение, то есть появляются в мРНК при ее транскрипции и не удаляются при сплайсинге (так что не все интроны вырезаются при сплайсинге). Эти некодирующие последовательности в зрелой мРНК часто определяют характер работы рибосомы при синтезе белка, то есть содержат в себе сигналы, определяющие детали процесса трансляции.

Участок мРНК, расположенный между кэп-группой и самым первым инициирующим кодоном основной открытой рамки считывания (ОРС – не путать с озаренным различающим сознанием), которая и несет информацию о последовательности аминокислот в белке, получил название 5'-концевой нетранслируемой области (5'UTR - 5' untranslated region), или лидерной последовательности. Сегмент мРНК, расположенный между последним, терминирующим кодоном основной ОРС и началом poly(А)-последовательности, называют 3'-концевой нетранслируемой областью (3'UTR) .
На самом деле, название «5'-концевая нетранслируемая область» - не совсем удачное, так как нередко случается так, что последовательности 5'UTR образуют сложные вторичные структуры типа «стебель-петля» и содержат в себе короткие ОРС (uORF - upstream open reading frame), которые оказывают довольно сильное влияние на эффективность трансляции мРНК. Именно эти последовательности 5'UTR содержат в себе инструкции для рибосомы, синтезирующей белки, и регулируют таким образом процесс трансляции мРНК и координированную экспрессию соответствующих генов.
Так что мРНК представляет собой не просто «инструкцию» о том – какие именно белки необходимо синтезировать, но и инструкцию о том – как воспользоваться этой инструкцией в данном конкретном случае. Можно в качестве аналогии привести пример той ситуации, когда рабочие сборочного цеха получают не только список необходимых деталей для производства тех машин, которые сегодня будут выпускаться их цехом, но еще и перечень конкретных указаний – сколько каких деталей нужно сделать, и в какой последовательности их выпускать, чтобы конвейер работал оптимальным образом, поставляя на рынок машины нужных марок в нужном количестве и в нужной последовательности.
А что делать рибосоме после того, как синтез белков по данной мРНК закончен? Распадаться на элементы, из которых она состоит? Подождать немного? Продолжить производство белков? 3'UTR и poly(А)-последовательность оказывают влияние на этот выбор – они сообщают рибосоме соответствующие инструкции.
Кэпирование мРНК. Белок eIF-4E.
После того, как в ядре клетки начинается процесс транскрипции и новая пре-мРНК начинает рождаться, параллельно этому происходит модификация 5'-конца пре-мРНК, сопровождаемая присоединением так называемой кэп-группы и дальнейшими ее изменениями.

Так как присоединение кэп-группы происходит непосредственно во время транскрипции, то этот процесс называют «котранскрипционным». 

Кэпирование – это одна из самых ранних модификаций растущих цепей пре-мРНК, и происходит она после появления самых первых 20-30 нуклеотидов пре-мРНК. Словно «шапка» одевается на свободный конец пре-мРНК. Дальнейшие котранскрипционные превращения, или, как говорят, котранскрипционная модификация пре-мРНК, стабилизируют ее в цитоплазме клетки, что необходимо для ее эффективной трансляции. И в самом деле – пре-мРНК может быть очень длинной, и не хотелось бы, чтобы еще в процессе синтеза первые ее фрагменты были бы оторваны и унесены! А для этого ее нужно закрепить в цитоплазме.

Для того, чтобы кэп-группа присоединилась к 5'-концу мРНК, кто-то должен этим заняться, какой-то фермент. Белок под лирическим названием «eIF-4E» выполняет эту функцию.
Кэп-группа необходима для того, чтобы сплайсинг пре-мРНК выполнялся правильным образом, а также для того, чтобы осуществилось полиаденилирование мРНК и последующий ее экспорт из ядра в цитоплазму.

Полиаденилирование. Poly(A). PAB II. РНК-полимераза II.
Полиаденилирование происходит либо непосредственно после окончания транскрипции пре-мРНК, либо после специфического расщепления растущей цепи. Специальный фермент - poly(A)-полимераза присоединяет к 3'-концу каждого РНК-транскрипта, которому суждено стать молекулой мРНК, от 100 до 200 остатков адениловой кислоты, совокупность которых и называется poly(A). Полиаденилирование завершает процесс образования первичного РНК-транскрипта.
«Poly» произносится как «поли», и в русскоязычной литературе часто вместо poly(a) так и пишут сразу – поли(А).

До сих пор мы в точности не знаем – какие конкретные функции выполняет poly(A), но считается, что такой «хвост» способствует последующей обработке (еще говорят – «процессингу») пре-мРНК и экспорту зрелых молекул мРНК из ядра.
Как кэпирование, так и полиаденилирование являются процессами, совершенно необходимыми для созревания пре-мРНК. Известно лишь несколько исключений, при которых полиаденилирования не происходит – например, к таким исключениям относятся мРНК некоторых вирусов и гистоновые мРНК животных - у них избыточная концевая последовательность удаляется уже тогда, когда мРНК вышла из ядра.
Созревание 3'-конца пре-мРНК является двухэтапным процессом. Вначале предшественник теряет 3'-концевую некодирующую последовательность, после чего к 3'-концу присоединяется последовательность poly(A).
Как ферменты узнают – какие именно концевые последовательности надо отщепить, прежде чем повесить на 3`конец пре-мРНК poly(A)? Места отщепления 3'-концевых некодирующих последовательностей в пре-мРНК животных маркированы специальными последовательностями нуклеотидов. Имеются, по крайней мере, две такие последовательности, и место их нахождения называется «сайт полиаденилирования», или poly(А)-сайт.
Мы уже видели, что кэпирование начинается очень быстро – сразу, как только первые два десятка нуклеотидов встают в цепочку. Так же обстоит дело и с полиаденилированием – оно происходит мгновенно по окончании транскрипции, когда нить формируемой цепи нуклеотидов разрывается и РНК-полимераза II приступает к постройке следующих пре-мРНК.
Такая «шапка» вначале и «охвостье» в конце пре-мРНК защищают ее от разрушения (деградации), которой она непременно бы подверглась в результате нападения специальных ферментов – нуклеаз. Работа нуклеаз очень важна – они подчищают неудачи в транскрипции пре-мРНК. Полиаденилирование – своего рода «пломба». Если пре-мРНК годится для последующего процессинга и на ней ставится «пломба» в виде poly(a), то нуклеазы проходят мимо. Но если наступает сбой и пломба не вешается, такой брак не должен засорять ядро клетки, поэтому нуклеазы, обладая соответствующим мандатом, выдаваемым им высшим руководством клетки, набрасываются на неаденилированную последовательность нуклеотидов и разбирают неудачную пре-мРНК на запчасти, которые будут использованы для новой сборки.
Весь процесс полиаденилирования можно разделить на два этапа. Первый этап называется «процессивным» - и состоит он в непрерывном полиаденилирование 3'-концов пре-мРНК со скоростью около 25 нуклеотидов в секунду, и длится он до тех пор, пока длина poly(А)-последовательности не достигнет примерно 250 нуклеотидов. После этого процессивная реакция прекращается, и наступает второй этап - происходит медленное дистрибутивное присоединение к poly(А)-последовательности остатков аденозинмонофосфорной кислоты (AMP) с помощью разных молекул поли(А)-полимеразы.

Если остатки адениловой кислоты «сажаются» на 5`конец прем-РНК, то почему бы им не делать это беспредельно? Чисто химических препятствий для остановки этого процесса  нет, так что… конечно, это означает, что в дело вмешивается еще один белок-фермент. И в самом деле он есть и называется опять-таки довольно лирично – «PAB II». Вообще генетикам следует напрячь свою фантазию и обозначать белки как-нибудь поживее…
Предполагают, что именно PAB II каким-то образом узнает длину poly(A)-последовательности, и когда она достигает нужной величины, прекращает дальнейшее ее удлинение (элонгацию). Такой строгий контроль за длиной poly(А) на 3'-концах пре-мРНК имеет большое значение для действия механизма, контролирующего время жизни мРНК в цитоплазме. Без тщательного контроля над этим процессом с помощью точно выверенного деаденилирования невозможно регулировать внутриклеточную деградацию мРНК, а вместе с тем и уровень экспрессии соответствующих генов с участием данного механизма.
(«PAB II» - это аббревиатура от poly(A)-binding protein II, то есть поли(A)-связывающий фермент. Он помогает РНК-полимеразе II синтезировать поли(А)-последовательность полной длины, связать между собой остатки адениловой кислоты и привязать их к 3`концу.)
Итак, функции поли-А хвоста таковы: 

1) способствует экспорту зрелых мРНК из ядра; 

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

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

Только те транскрипты, которые синтезированы РНК-полимеразой II, обладают 5'-кэпами и 3'-поли-А хвостами. Видимо, это происходит потому, что ферменты, ответственные за осуществление кэпирования и расщепления с последующим полиаденилированием, связаны именно с РНК-полимеразой II. 

Например, если ген, при обычных обстоятельствах транскрибируемый РНК-полимеразой II, отделяется от своего промотора и присоединяется к промотору, узнаваемому РНК-полимеразой I или РНК-полимеразой III, то синтезируемые этими ферментами транскрипты не являются ни кэпированными, ни полиаденилированными. Необходимость в специфическом кэпировании и полиаденилировании предшественников мРНК может объяснить, почему эти РНК синтезируются отдельным типом РНК-полимераз у эукариот.

Таким образом, в зависимости от того – какой промотор предшествует экзону, процессом транскрипции займется одна из трех видов РНК-полимераз, которая опознает его как «свой».

Поли(A)-полимераза животных.
Поли(A)-полимераза животных состоит из двух субъединиц с молекулярными массами около 80 кДа и около 43 кДа (килодальтон, то есть тысяч дальтон), которые образуются в результате альтернативного сплайсинга их общей пре-мРНК. Короткий полипептид не обладает ферментативной активностью, и его функции неизвестны – может быть он просто вдохновляет длинный полипептид на творческую работу? Большая полипептидная цепь содержит С-концевой домен, обогащенный аминокислотами Ser (серин) и Thr (треонин).

Этот С-конец не связан с выполнением поли(А)-полимеразой своих функций при транскрипции РНК. Он содержит две сигнальные последовательности, необходимые для транспорта этого фермента в ядро клетки – одна внутри С-конца, и вторая - на границе между С-концевым доменом и основным полипептидом поли(A)-полимеразы. 

Для того, чтобы поли(A)-полимераза могла эффективно работать, ей необходимо два фермента. Один - это, как мы уже знаем, поли(A)-связывающий фермент PAB II. Второй – фермент CPSF, о котором в этом параграфе я писать не буду.
Взаимно-исключаемые экзоны.

После таких насыщенных информацией и деталями параграфов, хочется прочесть что-то легкое. Про бульдозеры писать все-таки не буду, а вот взаимно-исключающие экзоны – вполне подходят на роль «легкого чтива» по генетике.

Мы уже знаем, что в результате альтернативного сплайсинга из одной и той же пре-мРНК могут получиться разные мРНК. Если вырезать одни экзоны из пре-мРНК, то рибосома будет производить одни белки согласно получившейся мРНК. Если вырезать другие экзоны – будут производиться другие белки. 
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Оказывается, что существуют такие пары белков, которые никогда не производятся совместно, и если после сплайсинга экзон, кодирующий один из этих белков оставлен в составе мРНК, то экзон, кодирующий второй белок будет точно удален. Такие экзоны и называются «взаимно-исключающимися».

На рисунке справа – участок пре-мРНК, содержащий экзоны, кодирующие белок альфа-тропомиозин. Этот участок состоит из четырех экзонов. Если при сплайсинге будет вырезан экзон 3, то результирующая последовательность 1-2-4 будет производить белки, из которых строятся гладкие мышцы. Если будет удален экзон 2, то 1-3-4 производит белки, из которых состоят другие мышиные (не путать с мышечными) ткани. Участок 1-2-3-4 никогда не встречается в готовых мРНК.
Ацетилен и Титан. Этилен. 
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Немного отдохнем от сложных внутриклеточных процессов, и познакомимся с двумя  органическими веществами – сначала пусть это будет ацетилен.

Формула его предельно проста – C2H2. Структура – тоже. Ацетилен является ненасыщенным углеводородом, так как атомы углерода связаны не с максимальным количеством других возможных атомов. И еще он является алкином, так как два атома углерода связаны тройной связью.

Обрати внимание, что в этой схеме указано расстояние (в пикометрах – 10-12 метра). Конечно, атом на самом деле не является шаром какого-то диаметра, и тем не менее, если отойти от него на некоторое расстояние и не «стоять вплотную», то он покажется более или менее плотным круглым шариком. Существует понятие «ковалентный радиус» - это расстояние между геометрическим центром атома и поверхностью сферы, которая приблизительно очерчивает его внешние границы. Ковалентный радиус водорода равен 30. Ковалентный радиус углерода – 77 пикометров. Это означает, что расстояние между атомами водорода и углерода в любой молекуле будет равняться сумме этих двух радиусов – 107.
Расстояние между двумя атомами углерода в алкинах не равно простой сумме 77+77, так как тройная связь «стягивает» атомы ближе друг к другу.

Ковалентный радиус атома кислорода равен 66. Фиг его знает, как это запомнить – нормального мнемонического правила я не придумал, придумал пока такое: сумасшедшие эзотерики считают число 666 числом дьявола. Далее – связь: дьявол-ад-сковородки-сжигание топлива, то есть реакции соединения топлива с кислородом.

При нормальных условиях ацетилен является бесцветным газом легче воздуха, и так как температура его кипения равна минус 84 градуса, то чтобы превратить его в жидкость, нам потребуется охладить его именно до этой температуры.

В силу наличия тройной связи, ацетилен высокоэнергетичен, то есть при сжигании – соединении с кислородом – дает очень много энергии – температура пламени достигает 3300 градусов! Неудивительно, что его используют в сварочных аппаратах.
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Есть кое что в космосе, что делает ацетилен очень интересным веществом. Совсем недавно было открыто, что в озерах сатурнианского спутника Титана (см. фото такого озера слева в измененных цветах) присутствует большое количество ацетилена, который потенциально может служить в качестве вкусной и здоровой пищи для инопланетных организмов! Идея о том, что экзотические организмы, которые могут существовать на Титане, используют для получения энергии для осуществления своей жизнедеятельности ацетилен и водород, появилась в 80-х годах XIX века. Но тогда ученые считали, что ацетилена там слишком мало. Сейчас, обработав данные, собранные спутником «Кассини», установили, что количество ацетилена было недооценено в несколько тысяч раз, и его содержание в океанах Титана составляет десятки тысяч долей на миллион, что вполне достаточно. 

Для оценки вероятности наличия живых организмов необходимо прояснить не только количественный состав озер, но и изучить условия в них. Например, если в озерах отсутствует вертикальная циркуляция, то водород и ацетилен распределятся по различным слоям, что затруднит использование этих веществ организмами. 

Температура на поверхности Титана составляет минус 180 градусов по Цельсию. При этих условиях роль воды на поверхности исполняют жидкие углеводороды – в частности метан, так что на Титане идут метановые дожди и имеется метановый туман. Можно себе представить – насколько необычными окажутся живые организмы Титана, если мы их там вообще найдем!
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Разобравшись – что такое ацетилен, легко запомнить – что такое «этилен» - C2H4. Так как есть двойная связь между атомами углерода, то этилен является алкеном. В промышленности этилен используется невероятно широко, но для нас интересно то, что он является фитогормоном у растений. Фитогормон у растений – аналог гормонов у животных, но если животные имеют специальные органы для выработки своих гормонов, то у растений таких органов нет.
Фитогормоны регулируют самые разнообразные процессы жизнедеятельности растений: прорастание семян, рост, дифференциацию тканей и органов, цветение, созревание плодов и так далее.
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И последнее вещество – это окись этилена - C2H4О. Двойная связь разрывается, и между атомами углерода появляется атом кислорода. 

Группа CH3, с которой мы так часто сталкивались в аминокислотах, называется, как мы помним, метиловой, так как она получается из метана CH4 путем удаления одного атома водорода. А группа CH2 называется «метиленовой». Таким образом, окись этилена – это атом кислорода и присоединенные к нему две метиленовые группы, образующие связь между собой.

Если этилен – важнейшее соединение, обеспечивающее жизнь растений и в конечном счете всего живого на Земле, то его оксид обладает противоположным действием – он ОЧЕНЬ ядовит, причем не только для животных, но даже для микроорганизмов. На человека он оказывает мутагенное, канцерогенное и наркотическое действие, а в силу своего уничтожающего влияние на микробов, оксид этилена является мощным дезинфицирующим средством, являясь универсальным ядом для протоплазмы – он свёртывает белки, дезактивирует ферменты. Дезинфицирующее действие оксида этилена по своему эффекту схоже с температурной стерилизацией, правда он воздействует на объекты преимущественно поверхностно из-за его ограниченной проникающей способности. Уровень стерильности после воздействия оксида этилена составляет 10−6, то есть шанс обнаружения бактерии составляет не более, чем один на миллион!
В начале курса генетики такие параграфы вызывали, наверное, некоторое напряжение, а сейчас они должны читаться так же легко, как романы Агаты Кристи.
Ферменты – общее определение. Катализ. Ингибирование.
Ферменты (более современное их название – «энзимы») – это вещества (в организме это чаще всего белки), которые служат катализаторами биохимических реакций. Катализатор – это вещество, которое ускоряет реакцию, но сам при этом не расходуются.

Для того, чтобы представить этот механизм более зримо, представим себе катализатор, молекулы которого расположены так, что в его пространственной структуре есть две выемки, расположенные рядом друг с другом.

Представим теперь, что одна выемка активно притягивает к себе вещество А, а вторая – вещество В – в силу того, что в веществе А есть выступающая часть, идеально подходящая по форме к первой выемке и содержащей такие молекулы, которые легко образуют связи с молекулами, из которых состоит первая выемка фермента. Сами по себе вещества А и В друг с другом взаимодействуют очень слабо, так как их конфигурация такова, что когда они приближаются друг к другу, то оказывается, что они не могут столкнуться достаточно сильно, чтобы преодолеть действие сил отталкивания электронных оболочек. Вот если бы столкнуть их посильнее, тогда выступ вещества А вошел бы в углубление вещества В, и они бы сцепились крепко. И мало того – оба вещества должны быть еще и правильно ориентированы друг по отношению к другу, чтобы это соединение произошло. Поэтому скорость их реакции можно значительно увеличить, ускорив движение молекул – чем быстрее они будут двигаться, тем чаще и с тем большей силой они будут сталкиваться друг с другом. То есть увеличение температуры смеси А и В резко увеличивает скорость реакции их соединения в вещество АВ – скорость реакции растет экспоненциально при росте температуры – грубо говоря, при увеличении температуры в два раза, скорость реакции увеличивается в десять раз.

Но фермент связывает их друг с другом еще более эффективно. Когда вещество А, будучи притянутым ферментом, приближается к нему, оно сразу же поворачивается к нему той своей частью, которая и содержит выступ, комплементарный выемке. То же происходит с веществом В. В результате оба вещества оказываются в соседних выемках, находясь уже в конкретной ориентации. И близость их оказывается такова, что реакция между ними происходит и они сцепляются друг с другом.
Но что происходит дальше? Почему образовавшаяся молекула нового вещества вместо того, чтобы прочно засесть на обоих выемках фермента, соскальзывает с него, уступая место следующим парам? Дело в том, что при соединении веществ А и В в единое вещество АВ, возникает новая конфигурация электронных облаков, и получившаяся конфигурация образует связь с выемкой намного слабее, и отдельные молекулы А и В, которые тусуются вокруг и сильно притягиваются выемками, попросту выталкивают вещество АВ, занимая его место. Этот процесс происходит очень быстро, за доли секунды. Катализ, проходящий при такой схеме, называется «гетерогенным», если катализатор твердый, а субстрат – например жидкий, то есть они находятся в разных фазах. Если – как это происходит в организме, и катализатор и субстрат находятся в одной фазе, а именно – и тот и другой растворены в растворе, то такой катализ называется «гомогенным». Тот комплекс, который образуется в момент связи белка-фермента и веществ, реакцию между которыми ускоряет этот фермент, называется «фермент-субстратным комплексом» (ФСК).
Таким образом, мы можем написать формулу:  F0 + S → F1 → F0 + P
Здесь F0 – фермент в свободной форме; F1 – ФСК; S – субстрат; Р – молекула продукта, то есть вещества, образующегося при взаимодействии молекул субстрата.

Так как фермент сам по себе не испытывает превращений, то его концентрация в процессе катализа не меняется, то есть F0 + F1 = Е = const
В раствор катализатора и субстрата можно добавить еще одно вещество, и если это приведет к замедлению реакций катализа, то такое вещество называется «ингибитором», а если к увеличению – «активатором».
При конкурентном ингибировании молекула ингибитора конкурирует с молекулами субстрата в борьбе за присоединение к активному центру фермента, и когда ингибитор соединяется с ферментом, образуется некий неактивный комплекс.

Существует еще неконкурентное ингибирование, при котором ингибитор соединяется непосредственно с ФСК, блокируя дальнейший процесс катализа.

На самом деле, процесс катализа в живых организмах намного сложнее, так как помимо прямых реакций происходят и обратные – так, например, иногда образование ФСК не приводит к получению продукта, и происходит распад ФСК на фермент и исходный субстрат. Более того – намного реже, но бывает и так, что продукт катализа снова возвращается назад к ферменту и образуется ФСК. Многое зависит от исходной концентрации субстрата и фермента, и более того – изменение структуры молекул воды, в которой растворены и фермент и субстрат, также оказывает влияние на процесс катализа, поскольку фермент – это белок со сложной пространственной структурой, и в процессе катализа структура этого белка претерпевает изменения, которые создают «течения» молекул воды, а молекулы воды – сильно поляризованные существа, у них есть избыток положительного заряда в том конце молекулы, где сгруппированы атомы водорода, и соответственно избыток отрицательного заряда в районе атома кислорода, то есть молекула воды – «диполь», и потоки диполей конечно оказывают влияние на процесс катализа, сама суть которого состоит в переформировании электрических полей. Многое зависит и от того – какие элементы и в какой концентрации растворены в воде.
Кофакторы и витамины.

Молекулы субстрата – мелкие (еще используют термин «низкомолекулярные»), а молекулы фермента – большие (т.е. «высокомолекулярные»), и то место фермента, с которым связывается субстрат, называется «активным центром» фермента.

БОльшая часть ферментов функционирует не вполне самостоятельно, а образуя комплексы с другими низкомолекулярными веществами, и этих помощников называют «кофактор» или «кофермент» - не от слова «кофе», а от слова «кооперироваться». 

Фермент в комплексе вместе с кофактором называется «холофермент», а белковая часть холофермента называется «апофермент». Таким образом, холофермент состоит из апофермента и кофактора.

Кофакторы весьма разнообразны и могут быть как ароматическими, так и алифатическими. В частности, необходимым кофактором большого количества [image: image35.emf]окислительно-восстановительных процессов в организме является аскорбиновая кислота, то есть – витамин «С». Если интересно посмотреть на формулу витамина «С» - то она вот тут, справа.
Витамины потому и необходимы организму, что они или самостоятельно выполняют роль кофакторов, или преобразуются в кофакторы. И поскольку ферменты не тратятся в процессе катализа, организму витамины нужны в малых количествах, так что те, кто в припадке самолечения глотает витамины пачками, попросту травит себя ими, и последствия отравления витаминами могут быть довольно серьезны. В обычный, здоровой еде витаминов вполне достаточно, чтобы восполнять их естественную убыль.
Порфириновые соединения.
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Огромную роль в функционировании многочисленных жизненных процессов (например, фотосинтеза) играют порфириновые соединения, молекулы которых являются теми или иными модификациями молекулы под названием «порфин» (или, иначе, «порфирин»). В силу особой важности порфирина и особой красоты его молекулы приведем здесь его схему - справа. Как видно из схемы, плоская молекула порфина состоит из четырех соединенных между собой пятичленных пиррольных гетероциклов. О пирроле мы уже говорили раньше – его картинка слева.
То есть атомы углерода, находящиеся в молекуле пиррола по бокам от атома азота (то есть С5 и С2), отдают свой водород и освободившимися валентностями хватаются с разных сторон за дополнительную группу СН. Четыре молекулы пиррола, встав таким образом в круг, и образуют порфирин, при этом два из четырех атома азота отдают свой водород.
Порфирин является лигандом, так как в центре порфиринового кольца может располагаться атом металла, так что образующийся комплекс будет хелатным.
Многие ферменты организмов содержат в себе хелатные комплексы с порфирином. Например, в кобамидных ферментах центральным атомом металла в молекуле порфирина является кобальт. Хлорофиллы, занимающиеся поглощением света при фотосинтезе, содержат порфирин с атомом магния. Порфирин с центральным атомом железа содержится в цитохромах - белках, участвующих в процессах дыхания, а также в миоглобине и гемоглобине. Железо в центре порфиринового кольца находится также в белке под названием «леггемоглобин» - это белок клубеньковых бактерий, участвующий в процессе огромной важности для всего живого на Земле – в процессе связывания атмосферного азота.
(Высшие растения не могут напрямую поглощать азот из атмосферы, так как молекула азота очень прочна. Зато перерабатывать молекулярный азот способны бактерии, которые затем накапливают его в почве, из которого он черпается растениями).

Половинка порфирина – дипиррольный комплекс с центральным атомом ванадия, встречается в крови морских животных «асцидий».
Первичная структура белков

Первичной структурой называют порядок чередования (последовательность) аминокислотных остатков в белке. Даже идентичные по длине и аминокислотному составу пептиды могут быть разными веществами. Например, из двух аминокислот – аланина и тирозина – можно построить два пептида: Ala-Tyr и Tyr-Ala. Из трех аминокислот можно получить шесть различных по первичной структуре трипептидов (то есть пептидов, состоящих из трех аминокислот). Число изомеров полипептида из четырех аминокислот будет равно 24 (ты сама можешь попробовать найти формулу, по которой легко можно высчитывать количество изомеров). Из двадцати основных аминокислот можно построить 2х1018 изомеров. Если учесть, что в составе пептидной цепи каждая из аминокислот может встречаться больше одного раза, то число изомеров становится невообразимым. Возможностей составления разных белков из аминокислот так же много, как и возможностей составления разных фраз из букв алфавита. Но в природе реализуются не все эти возможности. Например, в организме человека есть «только» около 50 000 видов белков.

Изучение первичной структуры белка.

Один из способов изучения первичной структуры белка является фенилтиогидантоиновый метод. Название устрашающее, между тем как ничего страшного в самом методе нет.
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 На рисунке слева показано вещество фенилизотиоцианат (ФИТЦ). Оно представляет собой бензольное кольцо с последовательно присоединенными к нему атомами азота, углерода и серы. ФИТЦ реагирует с аминокислотами, в результате чего образуется вещество, называемое фенилтиогидантоином аминокислоты (ФТГ-аминокислоты).

Фенилизотиоцианат реагирует не только с отдельными аминокислотами, но и с N-концевой аминокислотой пептидов (т.е. последней аминокислотой в цепочке, у которой аминогруппа свободна). Если, например, анализируется тетрапептид k-l-m-n, то реакция проходит следующим образом:
ФИТЦ + k-l-m-n → ФИТЦ-k + l-m-n
После реакции выделяют ФИТЦ-k и идентифицируют его; допустим, он оказался фенилтиогидантоином аланина. Теперь мы можем записать последовательность исследуемого тетрапептида так: Ala-l-m-n. Затем таким же образом исследуют оставшийся после первой реакции трипептид l-m-n и узнают второй аминокислотный остаток, и т.д.


















































































































