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Актуальность

Всем известно, что функционально значимые SNP вносят вклад в:

o Предрасположенность к сложным (многофакторным) заболеваниям

o Реакцию на факторы окружающей среды

o Реакцию на лекарственные препараты

Являются причиной:

o Моногенных заболеваний

Поиск функционально значимых SNP – это очень важная и актуальная задача 

как для активно развивающейся т.н. персонализированной медицины, так и для 

молекулярной биологии, которая жаждет фундаментальных механизмов

реализации заключенной в SNP информации. В этом деле тандем 

экспериментаторов и биоинформатиков незаменим, потому что экспериментаторы 

– руки биоинформатиков, а биоинформатики… можно было бы сказать – голова, но 

одна голова  - хорошо, а две – лучше.



Предпосылки

Мы занимаемся экспериментальным изучением взаимодействия ТВР с ТАТА-

боксами давно и плотно, в тесном сотрудничестве с коллегами из лаборатории 

теоретической генетики М.П. Пономаренко и П.М. Пономаренко. На базе 

наших экспериментальных данных они разработали модель пошагового 

связывания TBP с ТАТА-боксом, и вывели эмпирическое уравнение, 

позволяющее делать количественные прогнозы взаимодействия ТВР с ТАТА-

боксом и предсказывать функционально значимые SNP. 

Краткие сведения об объектах исследования

TBP = TATA-binding protein = ТАТА-связывающий белок  - базальный фактор 

транскрипции, субъединица TFIID

ТАТА-бокс – кор-промоторный элемент в позициях (-31-26), с которым 

взаимодействует ТАТА-связывающий белок в составе TFIID, изгибая ДНК на 

≈80⁰ и инициируя сборку преинициаторного комплекса.



Модель пошагового связывания ТВР с ТАТА-боксом промоторов 

генов эукариот [Пошаговая модель связывания TBP/TATA-бокс позволяет предсказать наследственное 

заболевание человека по точечному полиморфизму. / П.М. Пономаренко, Л.К. Савинкова, И.А. Драчкова, М.В. Лысова, 

Т.В. Аршинова, М.П. Пономаренко, Н.А. Колчанов // ДАН. – 2008. - Т. 419, № 6. - C. 828 - 832]: 

(1) неспецифическое связывание и скольжение ТВР вдоль ДНК в силу 

неспецифического сродства между ними; 

(2) первичное распознавание ТАТА-бокса – остановка скольжения в позиции 

максимума критерия Бухера; 

(3) стабилизация комплекса ТВР/ТАТА  в результате конформационных 

изменений (изгиб ДНК с частичной денатурацией в районе ТАТА-бокса)

−𝑙𝑛[𝐾𝐷;𝑇𝐴𝑇𝐴]=10.90−0.23𝑙𝑛[𝐾𝐷;dsDNA]+0.15𝑃𝑊𝑀TATA−0.20𝑙𝑛[𝐾𝐷;ssDNA]

эмпирическое уравнение связывания ТВР/ТАТА за три последовательных шага:



Целью настоящей работы являлась экспериментальная 

верификация прогнозов взаимодействия ТВР с ТАТА-боксом, 

сделанных с помощью модели пошагового связывания, а также 

выяснение молекулярных механизмов, посредством которых 

SNP в ТАТА-боксах, ассоциированные с заболеваниями 

человека, могут влиять на взаимодействие TBP с ТАТА-боксами.



Были поставлены следующие задачи:

1. Создание коллекции SNPs ТАТА-боксов с фланкирующими 

последовательностями, ассоциация которых с наследственной 

предрасположенностью к различным заболеваниям человека клинически и 

молекулярно-биологически подтверждена.

2. Экспериментальное определение аффинности взаимодействия (равновесной 

константы диссоциации, KD) ТВР с олигонуклеотидами, идентичными ТАТА-

боксам генов человека – как дикого типа, так и содержащим SNPs, 

ассоциированные с заболеваниями.

3. Статистическая оценка соответствия прогнозов изменения аффинности ТВР in 

silico экспериментальным данным in vitro– определение коэффициентов 

линейной корреляции.



4. Экспериментальное определение кинетических параметров 

взаимодействия (константы скорости ассоциации ka и константы скорости 

диссоциации kd) ТВР с олигонуклеотидами, идентичными ТАТА-боксам генов 

человека – как дикого типа, так и содержащим SNP, ассоциированные с 

заболеваниями.

5. Прогноз влияния SNPs ТАТА-боксов на аффинность ТВР/ТАТА с 

использованием разработанного биоинформатического ресурса Web сервис 

SNP_TATA_Comparator



Методы

Коллекция SNPs ТАТА-боксов с фланкирующими последовательностями, 

ассоциация которых с наследственной предрасположенностью к различным 

заболеваниям человека клинически и молекулярно-биологически подтверждена, 

собрана путем поиска в PubMed по ключевым словам и в открытых базах данных.

Прогнозы аффинности (равновесных констант диссоциации KD) сделаны М.П. 

Пономаренко с помощью уравнения пошагового связывания для 2ц 

олигодезоксинуклеотидов (далее ODN) длиной 26 п.о.

Определение равновесных констант диссоциации KD комплексов TBP-ODN выполнено 

методом равновесного связывания ТРВ с 32P-ODN с последующим анализом методом 

количественного EMSA. 

Определение кинетических параметров взаимодействия (константы скорости 

ассоциации ka и константы скорости диссоциации kd) осуществляли, снимая кинетику 

связывания ТРВ с 32P-ODN с последующим анализом методом количественного EMSA.



Результаты:

Все задачи выполнены.

Коллекция собрана, 

константы измерены, 

статистическая оценка соответствия прогнозов 

экспериментальным данным сделана, 

ТАТА-компаратором пользовались – работает.

Подробности – на защите.

Дальше – немного результатов.



Верификация модели пошагового связывания –

коэффициенты линейной корреляции прогнозов и 

экспериментальных данных



Еще немного результатов, теперь о кинетическом механизме реализации SNP в 

ТАТА-боксах

В нашей работе впервые в мире были получены экспериментальные данные об 

аффинности и кинетическом механизме взаимодействия ТВР человека со столь обширной 

выборкой: были исследованы 25 природных ТАТА-боксов во всем их разнообразии: от 

канонических ТАТА-боксов до АТ-богатых последовательностей псевдогенов, причем как 

референсных последовательностей, так и минорных вариантов.

1)Показано, что SNP, снижающие аффинность ТВР к ТАТА-боксу, как правило, делают это 

за счет снижения константы скорости взаимодействия. 

2)Показано, что для SNP, снижающих аффинность ТАТА-бокса, как правило, время 

полужизни комплексов немного возрастает, что парадоксально, но факт.



Сильно фундаментальные следствия:

1)ТВР взаимодействует с консенсусными ТАТА-боксами в среднем на 

порядок быстрее, чем с ТАТА-подобными элементами, и на 2 порядка 

- чем с АТ-богатыми последовательностями

2)Время полужизни комплексов ТВР с неспецифическими 

последовательностями ДНК в среднем больше, чем со 

специфическими

Надо дальше думать о механизмах
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