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НЕКОДИРУЮЩАЯ БЕЛОК ДНК, ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС, БИОИНФОРМАТИКА, СУФФИКСНЫЕ ДЕРЕВЬЯ, МОТИВЫ ДНК
Объект исследования - Rattus Norvegicus и ее геном, в том числе некодирующая белок ДНК. Релиз генома Rattus norvegicus rn4 (Baylor 3.4/rn4).
Цель работы – построение генных сетей взаимосвязи некодирующей части генома и паттернов экспрессии генов, вовлеченных в определенные биологические процессы и cоздание биоинформационной технологии для поиска in silico сценариев организации в геномах консервативных мотивов и паттернов экспрессии. 

В результате проведённых исследований:

1. Построена генно-функциональная сеть для генов, сверхэкспрессированных/ингибированных через 3 часа и через 3 месяца после воздействия повышенного давления кислорода  (0.2Мпа-1ч) на клетки мозга крыс. 
2. Разработан программный пакет GENumerator, предназначенный для автоматизации работы биолога-исследователя по сбору первичных данных (последовательностей ДНК), расчёту характеристик и статистической обработке с целью выявления закономерностей в структуре последовательностей ДНК.
3. Разработан дизайна и изготовлен опытный образец ДНК чипа для анализа экспрессии кислородзависимых генов при различных соматических патологиях.

Полученные на 3 этапе НИР результаты уже могут быть использованы в научных исследованиях, связанных с выявлением консервативных участков ДНК, а также изучения взаимосвязей между кодирующими и некодирующими участками, в задачах идентификации, при построении филогенетических деревьев, в задачах классификации видов и др.
Результаты 3 этапа НИР могут быть востребованы всеми научно-исследовательскими учреждениями в области геномики, биоинформатики, сравнительной биологии и генетики, а также широким кругом учреждений здравоохранения и НИИ медицинского профиля, медико-генетическими консультациями.
Результаты 3 этапа НИР могут внедряться в образовательный процесс.

Структуру основной части отчета о НИР 3 этапа составляют разделы 1 - 3. В разделах 1 – 3 основной части отчета о НИР 3 этапа описано построение генных сетей взаимосвязи некодирующей части генома и паттернов экспрессии генов, вовлеченных в определенные биологические процессы; создание биоинформационной технологии для поиска in silico сценариев организации в геномах консервативных мотивов и паттернов экспрессии; разработка дизайна и изготовление опытного образца ДНК чипа для анализа экспрессии кислородзависимых генов при различных соматических патологиях.
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ВВЕДЕНИЕ
Некодирующие последовательности ДНК  представляют собой новый рубеж в области молекулярной генетики, геномики, транскриптомики и протеомики. Они имеют огромный потенциал для продвижения нашего полного понимания биологических процессов при нормальном развитии человека и при различных заболеваниях.

О растущем стремительными темпами интересе, к изучению некодирующей белок ДНК свидетельствует анализ активности публикаций в международных журналах по результатам поиска ключевых слов «non coding DNA» и system and non coding” за последние 35 лет [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed]. С каждым годом количество статей по данной тематике увеличивается на несколько десятков, а то и сотен. Известно, что более 95% нуклеотидных последовательностей в геномах   млекопитающих  не кодируют белки. В последние годы все больше появляется работ об участии некодирующей белок   ДНК в различных регуляторных процессах  (The ENCODE Project Consortium, 2012). Целостное понимание всех функций  генома еще далеко от завершения, особенно важно  выяснение роли некодирующих белок  и РНК последовательностей ДНК, механизмов регуляции альтернативного сплайсинга.  Систематический анализ транскрипционного профиля,  данные о  механизмах регуляции и поиски взаимосвязанных сценариев взаимодействия кодирующей и некодирующей белок ДНК являются очень важным фундаментом для понимания системной биологии и молекулярного патогенеза различных заболеваний человека. Интегрированный международный проект ENCODE  в сентябре этого года опубликовал  одновременно около 40 работ,  в которых показано, что более 80% генома выполняют  биохимические функции. Эти исследования,  выполненные на 140 типах клеток человека и животных показали  что более 80% некодирующей ДНК  представлены различными типами РНК, регионами ответственными за модификацию гистонов, регионами открывающими хроматин, сайтами связывания транскрипционных факторов [1]. Однако сегодня еще не хватает понимания того, как регуляторная информация закодирована в ДНК, для того, чтобы определять положение энхансеров, репрессоров и других дистантно-действующих регуляторных элементов. Большинство энхансеров, вероятно, требуют участия транскрипционных факторов для воздействия на тканеспецифичную экспрессию генов. Известные сегодня сайты связывания транскрипционных факторов слишком вырождены и слишком широко представлены в геноме, чтобы стать инструментом предсказания положения энхансеров без дополнительной информации.
Целью  данного этапа работы было построение генных сетей взаимосвязи некодирующей части генома и паттернов экспрессии генов, вовлеченных в определенные биологические процессы  и разработка программного пакета GENumerator, предназначенного для автоматизации работы биолога-исследователя по сбору первичных данных (последовательностей ДНК), расчёту характеристик и статистической обработке с целью выявления закономерностей в структуре последовательностей ДНК.
1 Построение генных сетей взаимосвязи некодирующей части генома и паттернов экспрессии генов, вовлеченных в определенные биологические процессы

1.1 Предпосылки и задачи исследования

Ранее было показано, что  однократное воздействие повышенного давления кислорода на новорожденных крыс изменяет внутриклеточный метаболизм и формирует качественно новое соотношение про- и антиоксидантных систем в организме, которое сохраняется длительное время и наблюдается у потомков первого поколения [2, 3].
Клетки новорожденных более приспосабливаемы к изменениям физиологических условий, чем клетки зрелого организма. Предполагается, что обработка новорожденных животных низкой дозой гипербарической оксигенации облегчит формирование широкой кислородчувствительной нейронной сети, которая, в свою очередь, ведет к увеличению сопротивления животных окислительному стрессу в дальнейшем онтогенезе [4]. Полногеномный анализ транскрибирующихся последовательностей   ткани мозга этих животных показал, что в ранние генетические механизмы предадаптации к окислительному стрессу вовлечены гены, которые образуют, по меньшей мере, один экспрессионный генетический паттерн и регулируют несколько ключевых процессов, включающих окислительный обмен веществ, синаптическую передачу, внутриклеточный транспорт; регулирование апоптоза и пролиферации, регулирование мембранной проницаемости для ионов, формирование мембранных потенциалов и модификацию межклеточных контактов [3].
Целью настоящего исследования было построение генных сетей и установление функциональных взаимосвязей между экспрессионными паттернами генов и некодирующей ДНК в близлежащих окрестностях указанных генов, которые показали повышенный уровень экспрессии в ответ на повышенное давление кислорода. 
1.2 Материалы и методы исследования 

Объектом исследования служили белые аутбредные крысы Rattus norvegicus, которые подвергались воздействию повышенного давления кислорода  в режиме 0,2 МПа – 1 час.   Животных декапитировали  через три часа и через 3 месяца после окончания воздействия агента, исследовали экспрессию генов в лобной доле коры головного мозга. Результаты полногеномных исследований транскриптома  описаны нами раннее [3].

Для биоинформационного анализа полученных нами ранее данных использовали комплексное программное обеспечение для анализа функциональных генных сетей: Exploratory Gene Association Networks - EGAN для идентификации различных процессов, онтологий и метаболических путей, общих для сверхэкспрессирующихся генов в анализируемых генетических паттернах [5]. 

EGAN анализирует список генов, достоверно изменивших свою экспрессию, в контексте всех генов, чья экспрессия была измерена для обнаружения как функциональных связей, так и обогащенных биологических направлений посредством поиска общих для генов данной сети терминов из баз данных GO, MeSH и KEGG, с использованием стандартного одностороннего точного (гипергеометрического) теста Фишера для расчета обогащения (enrichment) [5]. Затем программа визуализирует диаграмму, изображающую генную сеть и их функциональные или метаболические взаимосвязи между собой. Данные анализируются с использованием расчета обогащений для ассоциативных узлов для терминов базы данных GO (Gene Ontology): Молекулярных Функций (Molecular Function, MF), Биологических Процессов  (Biological Process, BP) и Клеточных Компонентов (Cellular Component, CC). Также используются термины MeSH и метаболические пути базы данных KEGG. Неперекрывающиеся термины из EGAN были выбраны для включения в конечную диаграмму.  
С помощью EGAN был произведен анализ двух наборов данных (гены, изменившие экспрессию через 3 часа после воздействия ГБО и гены, изменившие экспрессию через 3 месяца после воздействия ГБО). В свою очередь, каждый загруженный набор данных был ранжирован по степени изменения экспрессии на гены, показавшие изменение экспрессии более чем в 2 раза (2-кратные гены) и гены, показавшие изменение уровня экспрессии в 1,5-2 раза (1,5-кратные гены). Проводили анализ каждого набора экспрессирующих генов, полученных после воздействия агента через 3 часа и через 3 месяца. Сравнивали гены, увеличившие экспрессию в ответ на действие ГБО в 2 раза и в 1,5 раза пос сравнению с контролем. Таким образом, функциональные ассоциативные узлы, полученные при анализе генов, увеличившие экспрессию в 2 раза, сохраняли в качестве основных для дальнейшего комбинированного анализа. 
1.3  Анализ функциональных взаимосвязей кислородчувствительных генов и реконструкция нейронной сети

Генно-функциональная сеть, полученная для генов, сверхэкспрессированных/ингибированных через 3 часа после воздействия ГБО показана на рисунке 1. Генно-функциональная сеть, полученная для генов, сверхэкспрессированных через 3 месяца после воздействия ГБО показана на рисунках 2 и 3. В Таблицах 2 и 3 приведены данные функционального анализа генов, показавших изменение экспрессии в ответ на низкодозовое воздействие кислорода через 3 часа и 3 месяца соответственно.
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Рисунок 1 – Реконструкция генно-функциональной сети с помощью EGAN для генов, сверхэкспрессированных/ингибированных через 3 часа после воздействия ГБО, чувствительных к окислительному стрессу в головном мозге крыс.  Яркий цвет контура соответствует 2-кратным генам и блеклый цвет контура соответствует 1.5-кратным генам, очень блеклый оттенок соответствует генам с пониженной экспрессией (PIN4 и SLC25A36)
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Рисунки  2, 3 – Реконструкция генно-функциональной сети с помощью EGAN для генов, сверхэкспрессированных через 3 месяца после воздействия ГБО, чувствительных к окислительному стрессу в головном мозге крыс.  Яркий цвет контура соответствует 2-кратным генам, и блеклый цвет контура соответствует 1.5-кратным генам


Кроме того был проведен расчет обогащения для узлов согласно их ассоциативным связям для выявления функциональных хабов, которые являются наиболее важными узлами в рассматриваемых процессах. Результаты приведены в таблицах 3 и 4.
Таблица 1 – Результаты EGAN анализа для генов через 3 часа после ГБО
	GO процесс

	 
	2-кратные
	1,5-кратные

	 
	Кол-во генов
	обогащение
	Кол-во генов
	обогащение

	Регуляция метаболических процессов белков
	 
	 
	11
	4.54E-5

	Везикуло-опосредованный транспорт
	 
	 
	10
	2.93E-5

	Трансмембранный транспорт
	 
	 
	10
	9.55E-5

	Развитие выступов нейронов
	 
	 
	9
	1.15E-5

	 (включая аксоногенез)
	
	
	7
	1.43E-4

	Позитивная регуляция ответа на стимулы
	 
	 
	9
	1.69E-4

	Метаболические процессы липидов
	3
	0.003477
	9
	8.44E-4

	Окислительно-восстановительные процессы
	 
	 
	8
	0.002078

	Процессинг РНК
	 
	 
	7
	9.99E-4

	(включая сборку рибонуклеопротеинового комплекса)
	2
	7.32E-4
	2
	0.020032

	трансляция
	3
	9.51E-4
	6
	7.34E-4

	GO функции

	Киназная активность
	2
	0.030811
	10
	2.57E-5

	Активность трансмембранных транспортеров
	 
	 
	10
	1.20E-4

	Связывание РНК
	3
	0.005912
	8
	0.001034

	Активность транскрипционных факторов РНК полимеразы II
	 
	 
	6
	4.94E-5

	Связывание белков цитоскелета
	 
	 
	6
	0.002369

	Связывание ионов кальция
	 
	 
	6
	0.006237

	Регуляторная активность малых ГТФ-аз
	 
	 
	5
	9.07E-4

	Связывание ГТФ
	 
	 
	4
	0.014383

	Связывание липидов
	 
	 
	4
	0.025863

	Специфичное связывание ДНК
	2
	0.038371
	4
	0.090392

	Структурные компоненты рибосом
	2
	0.002434
	3
	0.007564

	GO компоненты

	Компоненты митохондрий
	3
	0.003670
	14
	2.05E-9

	Компоненты эндоплазматического ретикулума
	 
	 
	9
	1.08E-4

	Микротрубочки цитоскелета
	 
	 
	9
	4.98E-5

	Выступы нейронов
	 
	 
	8
	8.92E-6

	(включая конус роста и
	 
	 
	4
	2.74E-5

	дендриты)
	 
	 
	4
	0.001659

	Эндосомы
	 
	 
	7
	1.37E-4

	Рибонуклеопротеиновый комплекс
	4
	9.09E-5
	6
	0.002177

	Везикулы, покрытые клатрином
	2
	7.15E-4
	5
	5.91E-5

	MeSH

	Аппарат Гольджи
	 
	 
	16
	2.89E-7

	РНК, неоплазма
	 
	 
	15
	4.89E-6

	Белки везикулярного транспорта
	 
	 
	14
	3.13E-8

	Эндоцитоз
	 
	 
	14
	1.11E-5

	Ростовые факторы нейронов
	 
	 
	13
	5.82E-10

	Гуанозин трифосфат
	 
	 
	12
	7.39E-7

	Микротрубочки
	 
	 
	12
	1.14E-5

	Аксоны
	 
	 
	10
	3.51E-7

	Гистоновые деацетилазы
	4
	0.001176
	10
	2.89E-4

	Транскрипционные факторы, TFII
	 
	 
	8
	1.71E-7

	Дендриты
	 
	 
	8
	7.30E-7

	Белки транспорта катионов
	 
	 
	8
	5.71E-6

	Белки нейрофиламентов
	 
	 
	6
	4.30E-7

	Белки комплекса SNARE
	3
	3.85E-5
	4
	4.74E-4

	Малые ядерные РНК
	4
	1.59E-5
	4
	0.010405

	Аил коэнзим А
	3
	1.12E-5
	3
	0.001765


Таблица 2 – Результаты EGAN анализа для генов через 3 месяца после воздействия ГБО
	GO процесс

	 
	2-кратные
	1,5-кратные

	 
	Кол-во генов
	обогащение
	Кол-во генов
	обогащение

	Внутриклеточный транспорт
	 
	 
	20
	3.23E-12

	(включая везикуло-опосредованный транспорт)
	 
	 
	13
	3.98E-8

	Окислительно-восстановительные процессы
	 
	 
	15
	2.61E-7

	(включая метаболизм стероидов)
	3
	5.33E-4
	5
	0.001528

	Протеолиз
	 
	 
	14
	1.11E-6

	Дифференцировка нейронов
	 
	 
	13
	1.28E-6

	Клеточный ответ на стресс
	 
	 
	12
	2.39E-5

	Отрицательная регуляция ответа на стимул
	3
	0.003235
	5
	0.018992

	Отрицательная регуляция метаболических процессов, связанных с нуклеотидами и нуклеиновыми кислотами
	3
	0.005812
	4
	0.112960

	GO функции

	Регуляторная активность ферментов
	 
	 
	12
	5.31E-5

	(включая регуляцию факторов обмена гауниновыми нуклеотидами)
	 
	 
	4
	0.001893

	Активность субстрат-специфичных транспортеров
	3
	0.022883
	11
	3.96E-4

	Связывание белков цитоскелета
	 
	 
	10
	1.00E-5

	(включая связывание актина)
	 
	 
	6
	6.84E-4

	Связывание РНК
	 
	 
	9
	0.001289

	Связывание липидов
	2
	0.030429
	8
	1.01E-4

	Связывание ионов кальция
	 
	 
	6
	0.019394

	Связывание белковых комплексов
	3
	6.29E-4
	5
	0.001958

	GO компоненты

	Клеточные выступы
	3
	0.015250
	14
	7.48E-7

	Везикулы
	 
	 
	12
	9.24E-6

	(включая покрытые везикулы
	 
	 
	6
	4.87E-5

	включая покрытые клатрином)
	 
	 
	5
	1.89E-4

	Окружение митохондрий
	3
	0.003078
	11
	4.56E-7

	Митохондриальная мембрана 
	2
	0.031703
	10
	2.36E-6

	Выступы нейронов
	 
	 
	9
	7.11E-6

	Рибонуклеопротеиновый комплекс
	 
	 
	8
	3.19E-4

	Эндосомы
	2
	0.030555
	7
	6.20E-4

	MeSH

	Эндоцитоз
	 
	 
	24
	2.18E-11

	Хроматин
	4
	0.014038
	24
	1.59E-10

	Цинковые пальцы
	5
	0.003148
	20
	4.03E-7

	цАМФ зависимые протеинкиназы
	5
	4.42E-4
	19
	1.80E-9

	Реактивные формы кислорода
	 
	 
	16
	1.13E-7

	Убиквинирование
	 
	 
	15
	9.03E-7

	Глутаминовая кислота
	 
	 
	14
	4.68E-7

	Кальцй/кальмодулин зависимые протеинкиназы
	4
	0.002318
	14
	1.79E-6

	Клатрин
	 
	 
	13
	8.70E-10

	Окисление-восстановление
	 
	 
	13
	8.73E-5

	Факторы обмена гуаниновых нуклеотидов
	4
	0.001820
	12
	2.39E-5

	Белки, активирующие ГТФазу
	4
	0.001121
	11
	3.52E-5

	Ингибиторы протеинкиназ
	4
	0.002392
	10
	8.76E-4

	Белки, связывающие CCAAT-богатые последовательности 
	4
	1.47E-4
	9
	1.37E-5


	Транскрипционные факторы похожие на ТФ Круппеля 
	3
	0.006325
	8
	8.99E-4

	Инициирующий фактор-2
	3
	3.12E-4
	5
	6.78E-4


Таблица 3 – Список генов, изменивших уровень экспрессии через 3 часа после воздействия ГБО, достоверно обладающих 3-мя и более ассоциативными связями Gene Ontology по данным EGAN анализа. Жирным выделены 2-кратные гены, обычным шрифтом – 1,5-кратные гены, жирным курсивом – гены со сниженной экспрессией
	Entrez Gene
	Название
	Соседи по ассоциациям
	Ассоциативный счет
	Entrez Gene
	Название
	Соседи по ассоциациям
	Ассоциативный счет

	4131
	MAP1B
	7
	7.02E-10
	4692
	NDN
	3
	7.44E-5

	6233
	RPS27A
	6
	2.88E-8
	4741
	NEFM
	3
	9.28E-5

	498
	ATP5A1
	5
	2.71E-7
	84932
	RAB2B
	3
	6.75E-5

	6709
	SPTAN1
	5
	6.41E-7
	4644
	MYO5A
	3
	5.69E-4

	5303
	PIN4
	4
	1.19E-7
	718
	C3
	3
	0.011827


	3751
	KCND2
	4
	7.26E-6
	8569
	MKNK1
	3
	0.001302

	51552
	RAB14
	4
	2.12E-5
	7039
	TGFA
	3
	0.003802

	4976
	OPA1
	4
	2.49E-5
	7419
	VDAC3
	3
	1.47E-5

	6285
	S100B
	4
	2.10E-4
	6713
	SQLE
	3
	2.47E-5

	920
	CD4
	4
	0.001311
	23446
	SLC44A1
	3
	3.65E-5

	9444
	QKI
	4
	1.19E-6
	10209
	EIF1
	3
	5.26E-6

	11222
	MRPL3
	4
	1.06E-8
	6628
	SNRPB
	3
	8.96E-5

	54602
	NDFIP2
	3
	4.51E-5
	7222
	TRPC3
	3
	7.07E-4

	8997
	KALRN
	3
	0.001540
	11075
	STMN2
	3
	1.95E-4

	22905
	EPN2
	3
	1.37E-5
	9839
	ZEB2
	3
	5.08E-4

	51305
	KCNK9
	3
	4.51E-5
	64083
	GOLPH3
	3
	8.49E-6

	2963
	GTF2F2
	3
	5.98E-5
	3921
	RPSA
	3
	3.97E-4

	25814
	ATXN10
	3
	1.89E-5
	84258
	SYT3
	3
	4.72E-5


Таблица 4 – Список генов, изменивших уровень экспрессии через 3 месяца после воздействия ГБО, достоверно обладающих 3-мя и более ассоциативными связями Gene Ontology по данным EGAN анализа. Жирным выделены 2-кратные гены, обычным шрифтом – 1,5-кратные
	Entrez Gene
	Название
	Соседи по ассоциациям
	Ассоциативный счет
	Entrez Gene
	Название
	Соседи по ассоциациям
	Ассоциативный счет

	6616
	SNAP25
	9
	2.93E-13
	1337
	COX6A1
	4
	2.73E-8

	57120
	GOPC
	8
	1.21E-13
	1176
	AP3S1
	4
	1.41E-7

	8301
	PICALM
	7
	7.59E-12
	11188
	NISCH
	3
	2.58E-5

	8408
	ULK1
	6
	6.53E-8
	6770
	STAR
	3
	3.01E-4

	6844
	VAMP2
	6
	4.37E-9
	2956
	MSH6
	3
	0.001057

	1471
	CST3
	6
	3.48E-7
	55450
	CAMK2N1
	3
	3.21E-6

	8924
	HERC2
	6
	2.54E-10
	71
	ACTG1
	3
	6.28E-4

	1495
	CTNNA1
	5
	5.80E-7
	6427
	SRSF2
	3
	2.92E-4

	127833
	SYT2
	5
	4.22E-8
	51652
	VPS24
	3
	2.24E-5

	60
	ACTB
	5
	1.02E-5
	25978
	CHMP2B
	3
	2.30E-5

	150209
	AIFM3
	4
	4.72E-7
	54205
	CYCS
	3
	6.47E-4

	9559
	VPS26A
	4
	1.46E-7
	5527
	PPP2R5C
	3
	7.62E-5

	22820
	COPG
	4
	3.45E-7
	7168
	TPM1
	3
	6.81E-4

	55288
	RHOT1
	4
	6.00E-7
	3052
	HCCS
	3
	9.64E-6

	163486
	DENND1B
	4
	2.30E-8
	29959
	NRBP1
	3
	1.11E-4

	33
	ACADL
	4
	1.52E-6
	6392
	SDHD
	3
	1.42E-4

	4792
	NFKBIA
	4
	6.92E-4
	6711
	SPTBN1
	3
	3.40E-4

	622
	BDH1
	4
	1.02E-5
	2157
	F8
	3
	0.002426

	37
	ACADVL
	4
	1.93E-6
	824
	CAPN2
	3
	4.51E-4

	5923
	RASGRF1
	4
	3.88E-6
	1337
	COX6A1
	4
	2.73E-8


Таблица 5 – Сравнительная таблица распределения количества активированных/супрессированных генов, классифицированных согласно Gene Ontology. В скобках приведены 2-кратные гены, минус перед цифрой означает количество супрессированных генов
	GO процессы
	GO функции

	Название 
	гены 3 часа
	гены 3 месяца
	Название 
	гены 3 часа
	гены 3 месяца

	Везикуло-опосредованный транспорт
	10 (1)
	15(2)
	Регуляторная активность ферментов
	10 (1)
	12 (2)

	Трансмембранный транспорт
	9 (1,-1)
	7(1)
	Киназная активность
	10 (2)
	7

	Окислительно-восстановительные процессы
	8 (1)
	14 (3)
	Связывание РНК
	8 (3)
	9(1)

	Нейрогенез
	9 (1)
	13 (1)
	Регуляция транскрипции
	7 (1)
	6 (1)

	Метаболизм липидов
	9 (3)
	8 (3)
	Связывание липидов
	4 (1)
	8 (2)

	Позитивная регуляция ответа на стимулы
	9 (2)
	5 (1)
	Связывание белков цитоскелета
	6
	9 (1)

	
	
	
	Связывание ионов кальция
	6 (1)
	5 (1)

	Процессинг РНК
	7 (2, -1)
	8 (1)
	Связывание белковых комплексов
	3
	5 (3)

	трансляция
	9 (2)
	5 (1)
	Регуляторная активность малых ГТФаз
	4 (1)
	2

	Протеолиз
	5
	14 (2)
	Специфичное связывание ДНК
	4 (2)
	1

	Клеточный ответ на стресс
	7 (1)
	14 (2)
	Связывание ГТФ
	4
	2 (2)

	Отрицательная регуляция ответа на стимул
	2
	5 (3)
	GO компоненты

	
	
	
	Митохондрия
	14 (3, -2)
	13 (3)

	Отрицательная регуляция метаболических процессов, связанных с нуклеотидами и нуклеиновыми кислотами
	2 (1)
	4 (3)
	Клеточные выступы
	10 (1)
	14 (3)

	
	
	
	Везикулы
	8 (1, -1)
	12 (2)

	
	
	
	Эндосомы
	7 (2)
	7 (2)

	 
	Аппарат Гольджи
	9 (2)
	10 (1)

	
	Рибонуклеопротеиновый комплекс
	6 (4, -1)
	8 (1)


 Как видно из рисунков 1, 2 и таблицы 5, окислительный стресс является неспецифическим фактором и затрагивает основные функции клетки. Проанализировав данные таблиц 1, 2 и 5, можно условно выделить несколько основных процессов, чувствительных к окислительному стрессу: 1) везикулярный транспорт, 2) трансмембранный транспорт, 3) окислительно-восстановительные процессы, 4) процессинг РНК и транскрипция, 5) нейрогенез, 6) метаболизм липидов и 7) регуляция транскрипции – транскрипционные факторы. Несмотря на то, что количество одинаковых генов, изменяющих экспрессию в ответ на действие окислительного стресса через 3 часа и через 3 месяца после воздействия достаточно мало (3 одинаковых и 6 гомологичных), существует ядро основных процессов, в которых количество участвующих генов через 3 часа и через 3 месяца примерно одинаково. Кроме того, существуют специфичные процессы, характерные для реакции организма непосредственно после воздействия ГБО (гены 3 часа) и через достаточное время после воздействия (гены 3 месяца).  Так, из таблицы 5 видно, что через несколько часов после воздействия активность генов связана, в первую очередь, с активацией аппарата синтеза белка (трансляция, процессинг РНК и связывание РНК) и его регуляцией (киназная активность и специфическое связывание ДНК), при этом локализация процессов смещена в сторону рибонуклеопротеинового комплекса. В то же время через 3 месяца после воздействия ГБО наблюдается повышенное количество активированных генов, вовлеченных в везикулярный транспорт и окислительно-восстановительные процессы. Также наблюдается увеличение количества генов клеточного ответа на стресс и отрицательной регуляции клеточных процессов. Кроме того наблюдается увеличение генов, участвующих в связывании липидов и протеиновых комплексов, а локализация процессов смещается в сторону выступов клеток. 

1.4  Генная сеть  активации синаптической передачи и роста нейронов
Одними из ключевых регуляторов механизма транспорта синаптических везикул являются белки семейства Rab [6]. GTP-активация белков данного семейства катализируется посредством фактора обмена гуаниновых нуклеотидов (rab guanine nucleotide exchange factors (GEFs)), которые инициируют рекрутинг rab3/rab27 эффекторов, необходимых для определенных стадий экзоцитоза синаптических везикул [7]. Ранее были получены данные, что в качестве GEF фактора для белков семейства Rab может выступать продукт гена HERC1 - Е3 убиквитин-протеин лигаза [8], который также показал повышенную экспрессию в клетках мозга крыс в ответ на низкодозовое облучение. Помимо вышеперечисленных генов, более чем 1,5-кратное увеличение экспрессии наблюдалось для нескольких генов семейства Rab – Rab2b, Rab14 и rab24, что может свидетельствовать об активации данных белков посредством HERC1 при низкодозовом воздействии ГБО. При этом было показано, что, например, белок Rab14 участвует во внутриклеточном транспорте покрытых клатрином везикул.

Также было показано, что более чем 1,5-кратное увеличение экспрессии генов Myo5а и RILPL2 играют существенную роль в структуре  и функционировании нейронов. Так, сверхэкспрессия белка RILPL2 в молодых или зрелых нейронах гиппокампа приводит к увеличению количества шипиков и активации сигналинга Rac1-Pak, при этом блокировка экспрессии Myo5a приводит к исчезновению обоих эффектов, обусловленных сверхэкспрессией RILPL2 [9].

Кроме того, было показано, что белок  Slac2-a (Slp homologue lacking C2 domains-a), структурно схожий с белками семейства синаптотагмин-похожих белков, непосредственно взаимодействует как с Rab27a так и с Myo5a в процессе транспорта меланосом [10]. В то же время, было показано взаимодействие другого сходного с синаптотагмином белка отоферлина, который аналогично синаптотагмину связывается как с синтаксином 1 и белком SNAP25 [11], с белком Rab8b [12] и с белком MyoVI [13], а также было обнаружено совместное увеличение количества цитозольного белка 130 матрикса аппарата Гольджи (GM130) во внутренних волосковых клетках или раннего эндосомального антигена 1 (EEA1) во внешних волосковых клетках [14]. Таким образом, можно предположить, что продукты сверхэкспрессирующихся в ответ на окислительный стресс гена Myo5a, генов, кодирующих Rab-белки и гена синаптотагмина 3 взаимодействуют с образованием комплекса, участвующего в везикулярном транспорте (рисунок 4). 

Сверхэкспрессия гена GOLPH3, кодирующего фосфорилированный белок комплекса Гольджи, также поддерживает нашу гипотезу об активации транспорта TGN-до-EE, поскольку было показано его участие в начальной стадии формирования везикул из мембраны транс-сети Гольджи [15].   
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Рисунок 4 - Предположительная схема взаимодействия белков, участвующих в везикулярном транспорте в ответ на низкодозовое воздействие ГБО
C другой стороны, при воздействии низкодозовой ГБО наблюдалась активация экспрессии ряда генов, чьи продукты связаны транспортом и высвобождением синаптических везикул. В частности, повышенная экспрессия генов SYT3 и SV2b, кодирующих синаптотагмин 3 и белок мембраны синаптических везикул соответственно, могут свидетельствовать об усилении передачи нервных импульсов. Это можно понять по функциям, выполняемым двумя вышеуказанными белками – синаптотагмин 3 входит в состав SNARE комплекса, ответственного за слияние синаптических везикул с мембраной синапса, и, таким образом, высвобождение нейромедиатора, а белок гена SV2b контролирует транспорт синаптотагмина в синаптические везикулы. При этом интересен тот факт, что b форма белка SV2 является специфичной для глутаминэргических нейронов [16], большинство которых участвуют в передаче возбуждающих импульсов.  Кроме того, была установлена активация экспрессии гена ACTR1A. Актин-связанный белок Arp1, кодируемый геном ACTR1A, участвует в росте нейронов посредством влияния на их цитоскелет. Центрацин-альфа является главным компонентом динактинового комплекса, входящего в состав динеина. Цитоплазматический динеин является основным клеточным мотором, участвующим в ретроградном транспорте. Одними из основных «грузов», в транспорте которых в нейронах участвует динеин, являются трофические факторы и сигнальные молекулы. Дифференцировка нейронов и их выживаемость зависят от транспорта трофических факторов из целевых тканей назад в клетки нейронов. Такие нейротрофические факторы как   NGF, NT-3, NT-4 и BDNF связываются с мембран-ассоциированными рецепторами и, после интернализации, активно транспортируются вдоль аксона [17]. В недавних работах D.M. Kwinter на пирамидальных нейронах крыс было показано, что динактин регулирует как ретроградный, так и антероградный транспорт нейротрофических факторов в составе  везикул с плотным ядром (dense-core vesicles, DCVs) [18]. Учитывая, что передача нервного импульса и высвобождение нейромедиаторов из синаптических везикул напрямую связаны с потоками ионов Ca2+ в клетке, увеличение экспрессии кальциевого канала TRPC3 в дополнение к вышесказанному свидетельствует об активации нейросигналинга в ответ на низкодозовое воздействие ГБО. В целом, можно предположить следующий механизм опосредованного Ca2+ нейросигналинга: при воздействии кислорода на нейрон, в нем активируется синтез определенных нейротрофических факторов. В качестве такого фактора предположительно может выступать BDNF, поскольку была показана его связь со сверхэкспрессирующимися в ответ на ГБО генами ACTRA1 и TRPC3: BDNF транспортируется в составе DCV, транспорт которых регулирует продукт гена ACTRA1 и при этом активность каналов TRPC  является существенной для направленного роста конуса нейронов посредством нейротропного фактора мозга BDNF и белков, осуществляющих их транспорт вдоль нейрона (динактин) [19]; высвобождение нейротрофического фактора в синаптическую щель активизирует кальциевый канал (TRPC3) на постсинаптической мембране и обеспечивает активизацию развития нейрона, при активации кальциевого канала TRPC3 в нейроне увеличивается содержание Са2+, на увеличенный уровень кальция реагируют белки в составе синаптических везикул SV2b и синаптотагмин 3, обеспечивая высвобождение нейромедиатора, который действует на пресинаптическую мембрану, обеспечивая таким образом потенциацию нервных клеток и передачу нервного импульса.

В поддержку роли BDNF в качестве возможного нейротрофического фактора при окислительном стрессе могут служить следующие факты. Во-первых, было показано, что BDNF способен увеличивать выживаемость клеток в ответ на окислительный стресс [20], и во-вторых, BDNF представляет собой нейротропный белок, достоверно вовлеченный в белок-зависимую консолидацию памяти [21], при этом нами было показано, что у мышей формируется долговременная память в ответ на низкодозовое воздействие ГБО, т.е. мыши, подвергнутые низкодозовому воздействию, впоследствии становятся менее чувствительными к повреждающему действию кислорода.

Также известно о том, что показавшие повышенную экспрессию в ответ на ГБО гены ACTR1A, Smarcc2, ZEB2 и STMN2 являются важными факторами роста нейронов. 

Белок статмин 2, кодируемый геном STMN2, является ключевым регулятором роста нейронов через регуляцию стабильности микротрубочек [22]. 

Белок, кодируемый геном Smarcc2 является транскрипционным фактором, контролирующим ремоделинг хроматина. Белок Smarcc2 осуществляет свою функцию в составе 6 хроматин-ремоделирующих комплексов: Swi/Snf-A (BAF), Swi/Snf-B (PBAF), Brm, Brg1(I), WINAC и Brg1(II) [23, 24, 25]. При этом комплекс npBAF является ключевым для способности самоподдерживаться/пролиферироваться для плюрипотентных нервных клеток, и комплекс nBAF вместе с белком CREST играет роль в регуляции активности генов, вовлеченных в рост дендритов [26].

Помимо транскрипционного фактора Smarcc2, повышенную экспрессию в ответ на низкодозовое воздействие окислительного стресса показал ген ZEB2. Белок SIP1, кодируемый геном ZEB2 участвует в регуляции различных классов генов, вовлеченных не только в нейрогенез, но также  и генов, кодирующих белки-рецепторы GPCR и ионные каналы, белки везикулярного транспорта и белки, вовлеченные в синаптогенез и пластичность нейронов [27].

Повышенная экспрессия гена GLT25D2, чей продукт проколлагеновая галактозилтрасфераза 2 (glycosyltransferase 25 domain containing 2), участвует в гликозилировании коллагена, также может свидетельствовать об активации роста нейронов, поскольку коллаген играет значительную роль в аксональном поиске пути, синаптогенезе и дифференцировке Шванновских клеток [28]. Проколлагеновая галактозилтрасфераза, в свою очередь, осуществляет одну из наиболее важных функций в созревании коллагена – его посттрансляционной модификации посредством добавления остатков галактозы и глюкоза-галактозы к определенным остаткам гидроксилизина [29].

С другой стороны, через 3 месяца после воздействия ГБО наблюдалась сверхэкспрессия гена Camk2n1, продукт которого является ингибитором CaM-киназы II, при этом взаимодействие между  Camk2n1 и CAMK2 увеличивается в присутствии Ca2+/кальмодулина  [30], экспрессия которого также была повышена через 3 месяца после воздействия ГБО.  В то же время есть данные об участии CaM-киназы II в регуляции долговременной синаптической пластичности и обучении, а также памяти [31]. Можно предположить, что увеличение экспрессии Camk2n1, видимо, уменьшает долговременную синаптическую пластичность посредством ингибирования CAMK2 [32], при этом известно, что camk2 фосфорилирует GABA рецепторы, которые обладают также сайтом фосфорилирования для киназы CSNK2A1 [33], однако уровень экспрессии гена киназы CSNK2A1 через 3 месяца после воздействия ГБО был также повышен (1,5-кратно), но в меньшей степени чем Camk2n1 (2-кратно). С другой стороны, киназа CSNK2A1 обладает способностью фосфорилировать кальмодулин и, таким образом, влиять на его взаимодействие с другими белками [34]. На основании данных об экспрессии указанных киназ и кальмодулина сложно предположить какой-либо конкретный механизм действия, однако очевидно, что воздействие ГБО на ранних стадиях постнатального развития обладает долговременными эффектами, связанными с регуляцией пластичности нейронов и механизмами памяти и обучения. 

Кроме того, на основании повышенного уровня экспрессии TTC3 можно говорить о снижении уровня киназы АКТ, поскольку ТТС3  опосредует убиквитирование и последующую деградацию фосфорилированной киназы Akt (AKT1, AKT2 и AKT3) в ядре. Конечным эффектом сверхэкспрессии ТТС3 является сильное ингибирование роста нейронов, а нокдаун гена TTC3 стимулирует рост нейронов в налогичных клетках [35]. Схожим эффектом – ингибированием клеточной дифференцировки – обладает продукт гена ID1 [36], для которого также наблюдалась сверхэкспрессия через 3 месяца после воздействия окислительного стресса. Ещё одним ингибитором роста нейронов, показавшим повышенную экспрессию, может являться продукт гена INTS6. Ранее было показано, что в опухолевых клетках наблюдается уменьшение уровня мРНК белков INTS6/DICE1 и экзогенное восстановление экспрессии кДНК генов INTS6/DICE1 у андроген-независимых клеточных линий PC3 и DU145, что существенно супрессировало их способность формировать колонии  in vitro, поскольку клетки опухоли простаты были заблокированы в G1 фазе клеточного цикла [37].

Таким образом, из полученных данных видно, что через 3 месяца после воздействия ГБО наблюдается активация механизмов, направленных на подавление роста и дифференцировки нейронов. Данная реакция может иметь компенсаторный характер, в ответ на активацию нейрогенеза, которая наблюдалась в первые часы после воздействия ГБО. С другой стороны, наблюдалась сверхэкспрессия некоторых генов, чьи продукты активируют нейрогенез. Одним из таких белков является рецептор нейронального пентраксина (Nptxr), который вовлечен в развитие нейронов или формирование синапса и его ремоделлинг [38].

Также наблюдалась повышенная экспрессия гена RHOT1, кодирующего белок подвижности митохондрий. При этом необходимо заметить, что RHOT-1 взаимодействует с кинезином-1 в процессе антероградного транспорта митохондрий [39], а кинезин-1 обладает сайтом фосфорилирования для киназы CAMK2 [40], для которой наблюдался более чем 1,5-кратный уровень экспрессии. 

1.5 Активация синтеза белка
Второй группой генов, показавших повышенную экспрессию в ответ на слабое ГБО воздействие является группа белков и транскрипционных факторов, регулирующих деятельность рибосомального аппарата и синтез белка (рисунок 5).

Полученные нами данные свидетельствуют об активации экспрессии гена LAMR1, кодирующего белок RPSA. Рибосомальный белок SA, также известный как предшественник рецептора клеточной поверхности ламинина, LAMR, представляет собой белок 40S рибосомальной субъединицы. Последние наблюдения предполагают участие белка SA как в кэп-зависимой, так и кэп-независимой инициации трансляции [41]. SA не является конститутивной компонентой рибосомы, однако он ассоциирован с полисомами в активно растущих клетках и диссоциирует от них в случае когда уровень трансляции уменьшается [42]. Кроме того, была установлена повышенная экспрессия гена EIF1, который является необходимым для сканирования и вовлечен в инициацию выбора сайта посредством связывания с 40S субъединицей [43]. 
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Рисунок 5 - Модель инициаторного комплекса субъединицы 48S. Показано взаимодействие между eIF1, eIF2, eIF3, eIF4A, eIF4E, eIF4G, eIF5, Mnk, PABP, мРНК и рибосомальной субъединицей 40S. Тонкая линия отражает мРНК, с участком волнообразной линии, показывающей вторичную структуру мРНК. Meti представляет собой инициаторную тРНК. Размеры белков пропорциональны их молекулярным массам
Помимо белков, входящих непосредственно в состав рибосомы были получены данные о повышении экспрессии генов, кодирующих белки, участвующих в процессинге РНК. Одним из таких генов является SNRPB, кодирующий основной компонент snRNP комплекса SmB/B′, субъединицу гетерогептамерного белкового комплекса Sm, который собирается комплексом SMN на Sm-сайте U1, U2, U4 и U5 snRNAs [44]. SmB/B′ белки являются важными регуляторами как конститутивного сплайсинга, так и альтернативного сплайсинга. Более того, было показано, что нокдаун SmB/B’ приводит к эффективному уменьшению уровня включения различных дополнительных экзонов, которые достоверно обогащены в функциях, связанных с процессингом и связыванием РНК [45]. Другим геном, чей продукт участвует в процессинге РНК, показавшим повышенную экспрессию в ответ на окислительный стресс является домашний ген малой нуклеолярной РНК 11(small nucleolar RNA host gene 11). Помимо основной известной функции, что  большинство snoRNA вовлечены в химические модификации рРНК [46], существуют данные о том, что некоторые snoRNA могут быть вовлечены в регуляцию альтернативного сплайсинга [47].

Кроме того, нами было установлено, что в ответ на окислительный стресс снижалась экспрессия гена PIN4, кодирующего белок парвулин, относящийся к классу пептидилпролил цис-транс изомераз, которые катализируют вращение вокруг пептидной связи, предшествующей пролину [48]. Пептидилпролил изомеразы также обладают способностью связывать многочисленные белки и действовать в качестве шаперонов, таким образом регулируя фолдинг, сборку, траффик и активность белков в клетке [49]. Ранее были получены данные, позволяющие предположить, что парвулин осуществляет свою функцию в составе pre-rRNP комплексов, которые содержат множество транс-действующих факторов, в частности известные box C + D малые нуклеолярные РНК, участвующие в пре-рРНК процессинге и сборке на ранних стадиях биогенеза рибосом [49, 50]. Снижение экспрессии PIN4, участвующего в сборке рибосом плохо соотносится с данными о том, что была увеличена экспрессия других рибосомальных белков. С другой стороны это может быть компенсаторным механизмом, показывающим петлю отрицательной обратной связи.

Помимо изменения экспрессии вышеуказанных белков, участвующих в транскрипционных процессах, была обнаружена сверхэкспрессия 39S белка митохондриальной рибосомы, кодируемого геном MRPL3. Белок MRPL3 формирует вместе с другими белками выход канала рибосомы [51]. Роль повышенной экспрессии данного гена в ответ на низкодозовое воздействие кислородом до конца не понятна, однако такая повышенная экспрессия может свидетельствовать об активации рибосомального аппарата митохондрий.
1.6 Метаболизм жирных кислот
В ответ на низкодозовую ГБО наблюдалась увеличенная экспрессия некоторых генов, чьи продукты опосредуют метаболизм жирных кислот.

Одним из таких генов оказался ген, кодирующий киназу 4 пируватдегидргеназы. PDK4 регулирует функционирование пируватдегидрогеназного комплекса посредством фосфорилирования одной из его субъединиц. Сверхэкспрессия PDK4 приводит к ингибированию деятельности PDH и таким образом обеспечивает предпочтительное окисление жирных кислот, и активирует утилизацию альтернативных источников углерода для глюконеогенеза. Также была установлена повышенная экспрессия гена ACOX3, кодирующего пристаноил-CoA оксидазу. ACOX3 вовлечена в десатурацию длинноцепочечных жирных кислот (VLCFA). VLCFA деградируют в матриксе пероксисом через цикл бета-окисления, который состоит из четырех последовательных реакций. Окисление жирнокислотного Ацил-КоА является первой и лимитирующей скорость реакцией пероксисомального пути бета-окисления.

Ацил-КоА оксидазы (ACOX) и пристаноил-КоА оксидазы (PCOX) могут окислять КоА-эфиры прямоцепочечных жирных кислот [52]. 

При этом наблюдалась также повышенная экспрессия гена, кодирующего белок удлиняющий длинноцепочечные жирные кислоты (elongation of very long chain fatty acids protein 1, ELOVL1). Основная роль ELOVL1 – участие в синтезе С26 жирных кислот и С24 сфинголипидов. Известно, что сфинголипиды обладают существенной ролью в осуществлении нервной функции. В частности сфинголипиды, полученные в процессе синтеза с помощью ELOVL1 и CERS2, сохраняют стабильность и функциональность миелиновой оболочки нервных клеток [53].  

С одной стороны, активация экспрессии PDK4 приводит к ингибированию окислительного декарбоксилирования пирувата до Ацил-СоА и способствует деградации жирных кислот. С другой стороны, активация экспрессии ACOX3 также способствует деградации жирных кислот с получением Ацил-СоА. Таким образом, активация экспрессии ACOX3 может служить компенсаторным механизмом для сохранения уровня Ацил-СоА в нервных клетках в ответ на ингибирование PDH. Интересно, что увеличенный уровень экспрессии ферментов, участвующих в цикле бета-окисления жирных кислот, в том числе и ACOX3, наблюдался в развивающемся мозге крыс в течение первых 10 дней жизни, с максимумом на 5-й день. При этом такая активация предшествовала по времени активной миелинизации, которая имела место на 2-3 неделе постнатального развития [52].  

В то же время, активация ELOVL1 может свидетельствовать об ускорении процессов, связанных с активной миелинизацией и ростом нервных клеток. Видимо, при воздействии кислорода происходит ингибирование PDH при существующей активизации нейрогенеза. При этом, поскольку С26 сфинголипиды являются наиболее важными составляющими миелиновой оболочки, происходит активация экспрессии ELOVL1 и смещение метаболизма клетки в сторону преимущественного синтеза именно С26 сфинголипидов, а усиление экспрессии гена ACOX3 является реакцией клетки для сохранения уровня Ацил-СоА, который непосредственно участвует в синтезе сфинголипидов.
1.7 Поиск новых регуляторных структур в промотрных и цис регуляторных областях некодирующей белок ДНК,  участвующих в механизмах экспрессии генов в ответ на окислительный стресс
Для биоинформационного анализа были сформированы две группы генов. Первая  группа – гены с повышенной экспрессией на окислительный стресс. Вторая группа – гены, не изменившие уровень экспрессии в ответ на окислительный стресс. В первую группу вошли следующие гены:  NM_017138:Lamr1, NM_053440:Stmn2, NM_057207:Sv2b, NM_053339:Acox3, Scn7a, Trpc3, Nid2:NM_213627, Herc1, Ssc1:BC085795, Golph2:NM_023977, Actr1a, Crebzf,Pdk4:NM_053551, Mrpl3, Api5, Zfhx1b, Snrpb:BC083694, Snrpb. 

Во вторую – все гены, локализованные на 20-й хромосоме Rattus norvegicus. Исследовали регуляторные области 264 генов, доступные в KnownGene  (за вычетом первого и последнего генов).

В обеих группах были исследованы два типа регуляторных областей. Промоторные области  - длина 1000, 800 п.н. до старта транскрипции (СТ), и 200 п.н. после окончания транскрипции  и последовательности с захватом потенциальных цис-регуляторных модулей (ЦРМ) - длина 5000, 4000 п.н. до СТ, 1000 п.н. после окончания транскрипции. Биоинформационный поиск был направлен на поиск «мотивов» ДНК, локализованных рядом с генами   первой группы.  Под «мотивом» распознавания здесь и далее понимается способ описания набора сходных олигонуклеотидов, специфически распознаваемых и связываемых конкретным регуляторным белком. 

Для поиска мотивов нами была создана интегрированная коллекция транскрипционных сайтов (ТС) связывания, на основе баз данных  JASPAR, TRANSFAC, UCSC ENCODE,   Нocomoco ТФ Homo sapiens,  Uniprobe ТФ Mus musculus.  Интегрированная коллекция Uniprobe включала  272 мотива  для транскрипционных факторов Mus musculus. Коллекция мотивов hocomoco ТФ Homo sapiens, полученная методом интеграции данных различных источников и содержала 332 мотива для 321 транскрипционных факторов. 

Для биоинформационного анализа был выбран релиз генома Rattus norvegicus rn4 (Baylor 3.4/rn4) [http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway]. 

В качестве модели области связывания использовалась концепция гомотипических кластеров сайтов связывания транскрипционных факторов (ССТФ), представляющих собой группы сайтов связывания транскрипционных факторов. Для оценки статистической значимости кластера сайтов связывания использовали модель r-скан с фиксированным порогом на вхождения мотива. Статистическая значимость r-скана оценивалась как вероятность обнаружить не менее заданного числа ССТФ на отрезке заданной длины, при условии, что хотя бы 1 ССТФ уже обнаружен (т. к. в принятом определении кластер содержит как минимум один ССТФ).

Для достоверной оценки присутствия гомотипического кластера конкретного мотива в первой группе (гены с повышенной экспрессией к окислительному стрессу) использовали процедуру сравнения со второй группой (контролем).  Для контрольной выборки генов  были построены аналогичные наборы промоторов и цис-регуляторных модулей. Далее подсчитывали гомотипические кластеры мотивов в первой и второй группе  и оценивали шанс p случайно выбрать в геноме такой ген, что его регуляторная область содержала  хотя бы один кластер (для промоторов) и кластер со значимостью не хуже 0,0005 для цис-регуляторных модулей.

Используя p с помощью биномиального распределения можно оценить P-value как значимость того факта, что в исследуемой выборке генов кластеры ССТФ содержат не менее k регуляторных областей, где k – реально обнаруженное число последовательностей с кластерами ССТФ (для промоторов) / не менее чем 0,0005-значимыми кластерами ССТФ  для цис-регуляторных модулей. 

В таблице 6 представлен фрагмент  оценки  гомотипического кластера для группы генов, чувствительных к воздействию повышенного давления кислорода, в полном варианте таблицы в верхней строке были расположены 605  мотивов.
Таблица 6 – Фрагмент результатов оценки  гомотипического кластера мотивов связывания для группы promoter_hocomoco (s1000)
	PWMID
	SOX5_si
	FOXO1_si
	PAX6_f2
	FOXA1_f1
	ALX1_si

	TF
	SOX5
HUMAN
	FOXO1
HUMAN
	PAX6
HUMAN
	FOXA1
HUMAN
	ALX1
HUMAN

	Lamr1
	0,009
	0,100
	0,002
	0,233
	1,000

	Stmn2
	0,112
	0,059
	1,000
	1,000
	0,037

	Sv2b
	0,001
	1,000
	0,005
	1,000
	0,078

	Acox3
	1,000
	0,118
	1,000
	0,354
	1,000

	Scn7a
	0,126
	0,000
	0,002
	0,000
	0,111

	Trpc3
	1,000
	0,002
	1,000
	0,112
	1,000

	Nid2
	0,001
	0,000
	1,000
	0,011
	1,000

	Herc1
	0,234
	0,005
	0,127
	0,037
	1,000

	Ssc1
	1,000
	1,000
	1,000
	1,000
	1,000

	Golph2
	1,000
	1,000
	1,000
	1,000
	0,003

	Actr1a
	0,034
	0,000
	1,000
	0,090
	1,000

	Crebzf
	0,007
	0,000
	1,000
	0,085
	1,000

	Pdk4
	1,000
	0,151
	1,000
	0,010
	1,000

	Mrpl3
	0,001
	0,000
	1,000
	0,000
	1,000

	Api5
	1,000
	0,157
	1,000
	1,000
	0,058

	Zfhx1b
	0,099
	0,005
	1,000
	0,187
	0,067

	Snrpb:
BC083694
	0,000
	0,000
	1,000
	0,154
	1,000

	Snrpb
	1,000
	0,079
	0,207
	0,195
	1,000

	total_signN
	11,000
	15,000
	5,000
	13,000
	6,000

	averge_signV
	0,057
	0,045
	0,069
	0,113
	0,059

	chance_p
	0,186
	0,443
	0,080
	0,436
	0,121

	signN_P-value
	0,000
	0,001
	0,011
	0,013
	0,016


В результате биоинформационного анализа гомотипических кластеров мотивов выявлены следующие значимые транскрипционные факторы:

· транскрипционные факторы, значимые с P-value не хуже 0,05; 

· среди них дополнительно выделены те транскрипционные факторы, для которых число генов со значимыми r-сканами составляет не менее половины исследуемой выборки (т. е. не менее 9);

· транскрипционные факторы, значимые с P-value не хуже 0,01. 

Как видно из представленных результатов (таблица 7)  достоверно чаще  перед  первой группой генов встречались транскрипционные факторы сайтов связывания белков семейства SOX. Семейство SOX включает более 30 транскрипционных факторов,  для которых характерна гептаметрическая последовательность - (A/T) (A/T) CAA(A/T)G  (рисунок 6).
Семейство SOX белков – одно из самых важных в регуляции развития как позвоночных, так и беспозвоночных животных. Биологические функции этих белков в процессе эмбрионального и постэмбрионального развития были определены  в различных тканях и клетках млекопитающих. Как правило, разделение на группы связано с особенностями функционирования в определенных тканях.  Они инициируют программу дифференцировки и активируют тканеспецифическую экспрессию. Семейство белков SOX не имеет единой биологической функции, и среди их многочисленных ролей, SOX транскрипционные факторы, обладают свойствами индукции или   подавления различных клеточных процессов. Кроме этого, показано, что SOX  белки принимают участие в процессах  репарации.
Таблица 7 - Достоверные отличия локализации транскрипционных факторов перед генами первой группы
	Коллекция
	P <0.05
	P <0.05,r-скан >9
	P <0.01

	Рromoter_Hocomoco (s1000)

	PAX6, ALX1, PITX2, OTX2, CRX, CDC5L, PO3F2
	FOXA1, CDX2
	SOX5, FOXO1,EVI1, FOXO3

	Рromoter_Uniprobe (s1000)
	GATA6, BARX2, HXB6, MEOX1, SH
SOX8, HXD3, HXA6, DLX1, ARI5A, PITX2, HXA10, HXA7, DLX3, HXA9, BARH1, SOX15, HXB7, HXC8, SOX13, HXA2, HDX, PDX1, SP100, SOX30, GATA3, PO6F1, HXA1

	TBP, TF7L1, LMX1A

	DLX2, ARH2, DBX1

	CRM_Hocomoco (s5000)
	SOX9, ARI3A, NFYA, ATF6A, CDX1, ZEP1, SOX5, NFYB, SOX2
	EVI1, MBD2, MEF2C, MEF2A

	-

	CRM_Uniprobe (s5000)
	SOX15, SOX30, ZN187, HXD13, PROP1, SOX18, RX, SRY, SOX7, SOX14, HXD1,DLX4,PHX2B, PAX6,HXD10,HBP1,OTP
	PO3F2, PO2F1, SOX12
	SOX5, SOX13, SOX17, DBX1, HLX-


HLX экспрессируется во время эмбриогенеза в тканях
мезодермального происхождения, особенно в висцеральной мезенхиме
скелетных миобластов, склеротома и конечностей мезенхимы
[54].
Gata 3 контролирует  многие гены регуляции роста клеток, иммунной функции и ингибиции адипогенеза.

SP100   фактор  полипотентного  белка S-100, который в основном встречается в нейронах головного мозга .
Значимые транскрипционные факторы для групп CRM_uniprobe (s5000), CRM_hocomoco (s5000), promoter_uniprobe (s1000) и promoter_hocomoco (s1000) представлены в таблице 2.
Таким образом, мы обнаружили, что при первичном воздействии гипербарической оксигенации 0,2 МПа-1ч на клетки мозга  выявляется определенный набор транскрипционных факторов, связывающихся с исследуемыми генами и  участками их промоторов.
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Рисунок 6 - Консенсусные последовательности транскрипционных факторов семейства  SOX [(A/T) (A/T) CAA(A/T)G]  [55]
Таким образом,  семейство  белков, и в частности SOX5, действительно может являться одним из ключевых транскрипционных факторов, участвующих в ответе на гипероксию.  Белки SOX5, SOX12, SOX13, SOX17 являются представителями семейства белков SOX, участвуют в эмбриональном развитии и дифференцировке. Один из наиболее важных сигнальных каскадов, регулирующих эмбриональное развитие - Wnt сигнальный каскад. Было показано, что некоторые из белков данного семейства могут регулировать работу Wnt сигнального каскада.
Множество сигналов поступает извне в клетку, и если бы для каждого из них клетка использовала полностью независимые системы, то никакого генома не хватило бы, чтобы зашифровать все необходимое множество продуктов. Поэтому клетка использует несколько путей, чтобы экономить информацию и рационально использовать свой геном. Один из путей заключается в том, чтобы на один продукт нагружать множество разных функций и использовать его в различных клеточных процессах. Другой подход заключается в том, чтобы множество разных процессов сводить в какой-то точке к одному, общему для всех, итоговому процессу, который выполняет роль завершающей стадии для всех них. Этот последний прием является интеграцией множества сигналов в один конечный результат, путь от разного к общему. Согласно современным представлениям, у эукариот наиболее значимым уровнем регуляции экспрессии генов является транскрипция, которая осуществляется с участием огромного разнообразия белков, называемых транскрипционными факторами.  В основе функционирования ТФ лежит способность этих белков к специфическим взаимодействиям с ДНК промоторов, энхансеров и других регуляторных элементов генов, а также к белок-белковым взаимодействиям с другими транскрипционными факторами и белками эукариотической клетки. Комплексы транскрипционных факторов с различными  со-регуляторами, необходимы для  активирования или подавления транскрипции генов путем модуляции активности промотора.

Полученные нами данные свидетельствуют в пользу специфически сильного, вероятно кооперативного взаимодействия факторов транскрипции  как в промоторной области, так и в цис регуляторных модулях. Механизмы одновременной экспрессии генов, вызываемой в данном исследовании окислительным стрессом, в настоящее время полностью не изучены, но могут регулироваться  последовательностями, лежащими в близлежащих областях некодирующей ДНК. Данное исследование позволяет сделать вывод, что участки, относящиеся к некодирующей ДНК несут определенные функции в регуляции ген-генных взаимодействий,  полное же определение всех функций ДНК является важной биологической задачей.

2 Создание биоинформационной технологии для поиска in silico сценариев организации в геномах консервативных мотивов и паттернов экспрессии

2.1 Пакет статистического анализа геномных последовательностей
Разработан программный пакет GENumerator, предназначенный для автоматизации работы биолога-исследователя по сбору первичных данных (последовательностей ДНК), расчёту характеристик и статистической обработке с целью выявления закономерностей в структуре последовательностей ДНК.  

2.1.1 Состав и функции

Состав пакета:

1. База данных. Предназначена для хранения исходных данных, промежуточных и итоговых результатов анализа.

2. Модули загрузки данных.

3. Модули расчёта статистических показателей.

4. Модули оценки корреляции между показателями.

5. Модули интерактивного ввода и просмотра.

Функции:

1. Загрузка из внешних источников (онлайновые базы в Интернете, локальные файлы) данных для анализа:

· Геномные последовательности. Реализована загрузка требуемых фрагментов генома (перечень генов и/или интервалов, заданных начальной и конечной позицией) или целиком геномов. Источник: Ensembl (http://www.ensembl.org).

· Известные мотивы (например: сайты связывания транскрипционных факторов). Источник: TRANSFAC (http://www.gene-regulation.com/pub/databases.html), JASPAR (http://jaspar.genereg.net/).

2. Расчёт статистических показателей для загруженных последовательностей:

· Количество нуклеотидов от начала целевого гена до конца последнего гена на хромосоме.

· Количество нуклеотидов от конца целевого гена до конца последнего гена на хромосоме.

· Количество нуклеотидов в гене.

· Количество нуклеотидов в экзонах целевого гена.

· Количество нуклеотидов в интронах целевого гена

· Количество экзонов

· Количество интронов

· Расстояние от конца предыдущего гена до начала целевого гена.

· Средняя длина экзона, интрона.

3. Обнаружение в анализируемых последовательностях общих мотивов и/или локализация известных мотивов.

4. Расчёт показателей вхождения мотивов в геномные последовательности.

· Количество вхождений мотива.

· Расстояние от мотива до начала целевого гена.

5. Расчёт корреляции между наборами показателей и/или отклонений от показателей контрольной группы последовательностей. Результаты расчётов должны включать оценку статистической значимости рассчитанных корреляций и отклонений в соответствии со стандартными статистическими критериями.

6. Визуальное отображение значений рассчитанных показателей и корреляций.
2.1.2 Описание модулей

База данных

База данных является центральным модулем, с которым взаимодействуют все остальные модули пакета GENumerator. Она предназначена для хранения исходных данных для анализа (последовательностей, загруженных из онлайновых баз), промежуточных и итоговых результатов расчёта.
В качестве платформы для организации базы данных выбрана библиотека SQLite (www.sqlite.org). Обоснование такого выбора: 

· SQLite встраивается в прикладную программу прозрачно для пользователя и не требует дополнительных действий со стороны пользователя никаких дополнительных действий по установке и администрированию. Это особенно важно, поскольку пользователями пакета GENumerator являются исследователи-биологи, и у них не должно возникать проблем с установкой и настройкой пакета.

· Согласно лицензии (http://www.sqlite.org/copyright.html), SQLite находится в статусе Public Domain (общественное достояние), т.е. может без всяких ограничений использоваться и распространяться, в т.ч. в составе других программных продуктов. Таким образом, использование SQLite в составе пакета GENumerator не нарушает никаких прав и не накладывает никаких ограничений на распространение GENumerator (в т.ч. и на коммерческой основе).

· Программный модуль SQLite разработан на языке C, распространяется в исходных кодах и имеет встроенный программный интерфейс для интеграции в программы на C и C++. В язык Python также встроены уже готовые средства для работы с базами данных SQLite. Поскольку в качестве основной платформы для разработки пакета GENumerator выбраны C++ и Python, эти качества SQLite позволили без лишних затрат включить работу с базой данных во все модули пакета.

· Для операций с данными в SQLite используется стандартный вариант языка запросов SQL. С одной стороны, это облегчает разработку, поскольку не требуется изучать специфические средства для запроса и преобразования данных. С другой стороны, поскольку взаимодействие остальных модулей с базой данных выполняется средствами SQL, есть возможность в будущем, если возникнет необходимость, перейти на другую систему управления базой данных.
Модуль загрузки данных Fetcher
Модуль FETCHER позволяет загружать геномные последовательности из геномных баз данных доступных в интернете. Геномные последовательности представляют собой текстовые строки в формате FASTA (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/FASTA/) и могут включать в себя участки генов, межгенные пространства, мотивы, регуляторные сайты. После загрузки требуемых генов, модуль сохраняет геномные последовательности - интроны и экзоны, их координаты и дополнительную информацию во внутреннюю базу данных, для последующей обработки информации другими модулями пакета GENumerator.

Модуль FETCHER разработан с использованием скриптового  языка программирования Python (версия 2.7.x). Выбор именно этого скриптового языка обусловлен несколькими факторами: на этом языке доступно много биоинформационных библиотек под открытыми лицензиями, кроме того скорость разработки на скриптовом языке высокого уровня значительно выше, чем на компилируемых языках таких как C/C++.  Еще одним достоинством этого языка программирования является кроссплатформенность - модуль может быть запущен на Windows/UNIX-like системах. 
В качестве платформы внутренней базы данных выбрана технология SQLite 3 (http://www.sqlite.org/about.html). Для языка программирования Python доступна библиотека sqlite3 которая предоставляет возможность работать с базой данных SQLite 3. Однако для удобства, в модуле FETCHER использована ORM библиотека sqlalchemy (http://www.sqlalchemy.org/) позволяющая уйти от использования SQL запросов к SQLite напрямую. Вместо этого используется высокоуровневая объектная обертка.

В модуле используется библиотека PyCogent доступная по адресу http://sourceforge.net/projects/pycogent. Библиотека применяется для организации запросов к различным геномным базам данных. Также PyCogent включает в себя модули для получения геномных последовательностей из распространённых открытых баз данных, таких как NCBI и Ensembl. 
В текущей реализации FETCHER способен загружать генетические последовательности из базы данных Ensembl. Проект Ensembl предоставляет геномную информацию для хордовых биологических видов. Особое внимание уделяется геному человека и нескольким важным биологическим видам таким как мышь, крыса, данио-рерио. По состоянию на сентябрь 2011 года (Release 64) в базе данных Ensembl доступна геномная информация для 55 биологических видов. Проект Ensembl динамично развивается и регулярно пополняется геномной информацией. В дополненные к тому, что геномные данные доступны через вебсайт, Ensembl предоставляет открытое Ensembl API, а также  прямой доступ к базам данных, что позволяет легко организовать программный доступ и работу с данными для геномного анализа.

Общая схема работы модуля такова: на вход подается файл в формате 
CSV (comma-separated values) (http://www.rfc-editor.org/rfc/rfc4180.txt) с набором строк следующего вида:
<ensembl stableId>; <имя вида>; <номер релиза>
По сути, каждая строка во входном файле – это отдельная задача по загрузке гена определенного вида с дополнительным параметром - номером релиза в Ensembl(версия геномной базы данных).
Каждый ген состоит из набора экзонов и интронов. При закачивании каждого гена  во внутреннюю базу данных интроны и экзоны для гена записываются как отдельные последовательности. Помимо самих последовательностей вместе с ними сохраняются их координаты, тип и некоторая дополнительная информация.
Если запрашиваемого гена не обнаружено в базе данных Ensembl, то во время работы модуль оповещает об этом сообщением об ошибке: “ <идентификатор_гена> - can’t fetch this gene - <информация об ошибке>”.

Об успешной закачке каждого гена модуль оповещает сообщением вида: “<идентификатор_гена> - success fetch gene”.
Загрузка в базу данных.
Модуль FETCHER сохраняет загруженные последовательности во внутреннюю базу данных, в четыре таблиц: Species, FeatureType, Genes и Sequence. Приведем диаграмму взаимосвязи таблиц базы данных, с которыми работает модуль FETCHER (рисунок 7).
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Рисунок 7 – схема таблиц базы данных
В таблице Sequence вместе с непосредственно последовательностями в формате FASTA сохранены дополнительные параметры. Приведем описание параметров сохранённых в таблице.

· Name - имя последовательности (Ensembl StableId)

· Gene_id – ссылка на запись Гена в таблице  Gene
· Species_id – ссылка на запись Вида в таблице Species

· Type_id – ссылка на запись Типа в таблице FeatureType (например, Intron или Exon)

· Chromosome – номер хромосомы

· Strand – ориентация последовательности

· Start – координата начала последовательности отностильно хромосомы.

· End – координата конца последовательности отностильно хромосомы.

· Sequence – геномная последовательность в формате FASTA
Инструкция по установке и запуску модуля FETCHER.
Скачать и установить Python версии 2.7 отсюда http://www.python.org/getit/. Необходимо выбрать нужный дистрибутив в зависимости от версии операционной системы: 32bit или 64bit.

Скачать и установить следующие библиотеки numpy, mysql-python, sqlalchemy, pycogent отсюда: http://www.lfd.uci.edu/~gohlke/pythonlibs/. Необходимо выбирать версии библиотек с суффиксом py-27, который говорит о версии Python для которой собран инсталлятор.

Скачать DnaFetcher, распаковать и запустить в консоли:

> C:\Python27\python <path-to-dnafetcher>\dnafetcher.py

Настройки содержаться в файле settings.py. Файл task.csv - файл с заданиями на скачивание.

Пример файла task.csv
DBH;Human;62
GLUC;Human;62
PEPCK;Human;62
SOM;Human;62
tPA;Human;62
PTH;Human;62
VIP;Human;62
c-fos;Human;62
POLB;Human;62
CGA;Human;62
ENK;Human;62
Пример файла settings.py
__author__ = 'eugene'
class Settings:
   #path to database file
   dbPath = "sequences.db"
   #path to the file with task in csv format
   tasksPath = "task.csv"
Модули расчёта статистических показателей

Расчёт статистических показателей реализован на языке C++ в виде программного приложения GENumerator. Главное окно приложения имеет три закладки – «Паттерны», «Показатели» и «Корреляции».

На закладке «Паттерны» (рисунок 8) пользователь выбирает паттерны, которые следует искать в последовательностях.
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Рисунок 8 – закладка «Паттерны» главного окна программы GENumerator
Перечень паттернов выбирается из базы данных, из таблицы Patterns. Для каждого паттерна указывается его наименование (в соответствии с тем, что было указано в источнике) и, через двоеточие, консенсусная строка.

В этом же окне указывается максимальное допустимое количество несовпадений символов при поиске вхождений паттерна в последовательность. По умолчанию допускается 0 несовпадений, то есть выполняется точный поиск.

По кнопке «Найти» программа выполняет поиск выбранных паттернов в последовательностях. Результаты поиска (позиции вхождений паттернов в последовательности) также сохраняются в базу данных (таблица PatternOccurrences) и доступны для последующего анализа.

На закладке «Показатели» (рисунок 9) выбираются расчитываемые показатели, характеризующие местоположения и размеры генов.
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Рисунок 9 – закладка «Показатели» главного окна программы GENumerator
Перечень рассчитываемых показателей хранится в базе данных (таблица ParameterTypes) и может быть динамически дополнен. По кнопке «Рассчитать» выполняется расчёт выбранных показателей. Рассчитанные значения сохраняются в базу данных в таблицу ParameterValues.

Наконец, на закладке «Корреляции» (рисунок 10) заполняется (при нажатии на кнопку «Заполнить» список всех возможных пар показателей.
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Рисунок 10 – закладка «Корреляции» главного окна программы GENumerator
При нажатии на кнопку «Рассчитать» программа для каждой выбранной пары показателей рассчитывает корреляции их значений в разных генах и видах, результаты также записываются в базу.

Интерактивный ввод и просмотр данных.
В текущей версии пакета интерактивный ввод данных и просмотр результатов расчётов реализован на основе свободно распространяемой программы SQLiteStudio (http://sqlitestudio.one.pl). На рисунке 11 показано главное окно программы с открытой в режиме просмотра и редактирования таблицей «Sequences».
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Рисунок 11 – таблица «Sequences» в окне модуля SQLiteStudio

Процедуры просмотра сводных результатов реализованы в виде SQL-скриптов (рисунок 12).
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Рисунок 12 – просмотр результатов расчёта вхождений паттернов с помощью скрипта «PatternOccurrencesView»

Гибкая структура пакета позволяет в будущем дополнить пакет новыми модулями для визуализации (например, отображать показатели и корреляции между ними в виде диаграмм и графиков).

2.1.3 Возможности дальнейшего развития проекта

Модульная структура пакета GENumerator позволяет организовать работу по развитию пакета в виде независимых задач по разработке. Каждая новая процедура загрузки и обработки данных может разрабатываться относительно независимо от других процедур; ядром взаимодействия различных модулей является общая база данных, из которой берутся исходные данные и в которую сохраняются результаты расчётов.

Текущая версии пакета была использована при проведении летней практики для студентов 2-го курса факультета математики, механики и компьютерных наук (1-14.07.2012). 
2.2 Обнаружение обобщенных мотивов с помощью суффиксных деревьев

2.2.1 Введение

При выполнении 2-го этапа проекта была построена модель выявления мотивов в последовательностях ДНК, учитывающая не только подобие (сходство) фрагментов ДНК (вхождений мотивов), но и их дистанции от «ключевых точек» хромосомы (начало или конец гена, центромера и т.п.). В данном разделе на основе ранее построенной модели разрабатывается новый метод обнаружения мотивов и алгоритм, эффективно реализующий этот метод с помощью обобщённых суффиксных деревьев.

Вкратце предлагаемый метод заключается в следующем. Введён обобщённый показатель сходства паттерна с последовательностью. Этот показатель охватывает разные стороны понятия «мотив» - сходство паттерна (потенциального мотива) с фрагментом последовательности, количество вхождений паттерна в последовательность, а также дистанции этих вхождений от заданной ключевой точки. Этот показатель назван коэффициентом вхождения (КВ) паттерна в последовательность. Показано, что для заданного набора последовательностей и константы lmax с помощью обобщённого суффиксного дерева ограниченной глубины lmax могут быть эффективно рассчитаны значения КВ для всех паттернов длины до lmax включительно. Далее, на основе определения КВ вводится новая формулировка задачи поиска мотивов и приводится алгоритм, позволяющий эффективно решить эту задачу.

2.2.2 Базовые определения

Введём следующие определения.

Нуклеотидный алфавит – это конечное множество символов, представляющих нуклеотиды, входящие в мотив. Примерами этого алфавита являются: символы нуклеотидов A, G, T, C; символы нуклеотидов, расширенные символами пробела и неопределенности.

Нуклеотидная последовательность – это последовательность элементов нуклеотидного алфавита. В данном разделе последовательностями будем называть фрагменты ДНК, представляющие элементы гена (экзоны, интроны), либо области перед генами.

Паттерн – относительно короткая (до нескольких десятков нуклеотидов) строка символов из нуклеотидного алфавита.

Мотив – паттерн, вхождения которого в нуклеотидные последовательности играют определённую (возможно, пока нам не известную) роль в биологических процессах. Примером такого мотива может служить ТАТА-бокс. Методы обнаружения мотивов обычно основаны на нахождении паттернов, коррелирующих с определёнными функциональными характеристиками исследуемых последовательностей. Подробный обзор моделей и методов обнаружения мотивов приведён в предыдущих отчётах по проекту.

Сходство строк – численная характеристика подобия двух строк в одном и том же алфавите. В алгоритмах обнаружения мотивов используются различные функции сходства – от точного совпадения до оценки оптимального выравнивания строк относительно заданной матрицы оценок за замены [56, 57]. Альтернативой использования сходства является применение расстояний (например, редакционной метрики Левенштейна). Различие этих двух подходов заключается в том, что при использовании расстояний решается задача минимизации (расстояния между потенциальными вхождениями мотива), а при использовании сходства – максимизации. Если длина потенциального мотива заранее не известна, то наиболее адекватным в биоинформационных приложениях является использования функции сходства [57].
2.2.3 Коэффициент вхождения паттерна в последовательность

Пусть задан паттерн p длины l и последовательность s длины n. И паттерн, и последовательность состоят из символов нуклеотидного алфавита.

Пусть задана функция сходства двух строк: S(x,y). Приведённые ниже рассуждения относятся к функциям сходства различных видов. Но при этом будем дополнительно рассматривать и наиболее важные частные случаи функций сходства:

· Точное совпадение. S(x,y) принимает значение 1 при x=y и значение 0 в противном случае.

· Сходство, рассчитываемое на основе матрицы весов замен A: 
[image: image20.png]1
S(eu)= 3 Ay




Оба эти частных случая можно выразить в одной универсальной схеме расчёта сходства двух последовательностей: задана матрица A и функция (, принимающая в качестве аргумента множество чисел. Сходство вычисляется как (({A[xj,yj]: j=1,…,l}).  Функция точного совпадения получится, если взять единичную матрицу А и ( = min. Стандартная функция сходства получается, если в качестве операции ( взять суммирование элементов.

Для дальнейших выкладок, обобщим функцию сходства на случай строк разной длины – в этом случае будем считать, что в вычислении сходства от каждой строки берутся префиксы длины l=min(|x|,|y|).

Определение. Функцию сходства будем называть инкрементальной, если для любых строк α и β и символа x значение S(α,βx) может быть вычислено на основе значения S(α,β) за время О(1).

Оба приведённых выше частных случая функции сходства являются инкрементальными. Действительно, пусть S – функция точного совпадения двух строк. Если S(α,β)=0, то строки  α и β  различаются в первых l=min(|α|,|β|) символах. Поэтому строки α и βx заведомо будут различными, независимо от значения x, и без дополнительных сравнений известно, что S(α,βx) = 0. Иначе (т.е. если S(α,β)=1), первые min(|α|,|β|) символов строк α и βx совпадают. Поэтому для вычисления S(α,βx) достаточно сравнить символ x с (|β|+1)-м символом строки α. Если они совпадают, то S(α,βx)=1, иначе S(α,βx)=0.

Для стандартной функции сходства с матрицей весов А имеем :
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Здесь l=min(|α|,|β|). Таким образом, и эта функция сходства является инкрементальной. 

Дальше будем считать, что работаем именно с инкрементальной функцией сходства.

Введём в модель мотива элементы, позволяющие учитывать дистанцию от вхождения мотива до ключевой точки генома. Для этого введём функцию весов w:[1..n] ( R. Значение w(j) отражает априорную вероятность того, что в исследуемых последовательностях присутствует общий мотив в позиции j. Для удобства можно выбирать значения, пропорциональные этой вероятности. Например, если  дистанция до ключевой точки вообще не должна учитываться, всем позициям устанавливается одинаковый вес — например,  w(j) = 1 для всех j от 1 до n. Если есть основания считать, что мотив будет расположен, скорее всего, ближе к началу каждой из рассматриваемых последовательностей, можно начальным позициям установить больший вес. Например, выбрать весовую функцию вида w(j) = (½) j.

Наконец, применяя определённые выше понятия, определим «коэффициент вхождения». Пусть дан паттерн p длины l и последовательность s длины n. Через substr(s,j,l) обозначим фрагмент последовательности s, начинающийся в позиции j и имеющий длину l. Пусть Ф – функция, принимающая в качестве аргумента набор чисел. Коэффициент вхождения (КВ) определим как 
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В качестве функции Ф можно выбирать, например, операцию суммирования или взятия максимального значения. Такие частные случаи рассматриваемой модели совпадают с функциями, используемыми в других работах по поиску мотивов. Например, если S это функция полного совпадения (принимающая значения 1 или 0) и Ф = Σ, то КВ равен сумме весов позиций, в которых есть вхождения паттерна. Если все веса равны 1, то КВ совпадает с количеством вхождений паттерна в последовательность [56, 58]. С другой стороны, для стандартной функции сходства и Ф = max, КВ равен максимальной оценке вхождения паттерна в последовательность. Оба эти варианта применялись, например, в исследовании [58]. 

Таким образом, предлагаемая модель, основанная на использовании коэффициента вхождения паттерна в последовательность, обобщает применяемые другими авторами модели и, более того, позволяет в рамках единого метода обнаруживать влияние как просто наличия паттерна в последовательности, так и количество вхождений паттерна.

2.2.4 Обобщённые мотивы

Задача обнаружения мотивов в биологических последовательностях имеет несколько различных математических формулировок. Наиболее часто при обнаружении мотивов формируется набор последовательностей {si}, объединённых функционально или эволюционно. Например, это последовательности, связанные с генами (интроны, экзоны, участки перед началом гена), которые в ответ на воздействие изменили уровень экспрессии более чем на заданное пороговое значение. В качестве потенциальных мотивов рассматривают паттерны, присутствующие во всех, или в достаточно большом количестве, выбранных последовательностях. Для повышения избирательности метода, к входным данным помимо набора {si: i=1,…,k} добавляют контрольный, или негативный, набор последовательностей {ci: i=1,…,k’}. Контрольный набор состоит из последовательностей, не имеющих отношения к исследуемой функции и поэтому, предположительно, не содержащих вхождений мотива [56]. Этот метод имеет существенный недостаток: результат его работы сильно зависит от правильности разделения генов на исследуемую и контрольную группу.

Альтернативный подход заключается в том, чтобы вместо разделения последовательностей на две категории (исследуемые и контрольные) использовать более точную информацию о степени «проявленности» исследуемой биологической функции в заданных последовательностях. В этом случае формулировка задачи выглядит так: дано множество пар {(si:xi): i=1,…,k}, где si – нуклеотидная последовательность, соответствующая одному из генов, xi – численный атрибут, характеризующий, например, изменение уровня экспрессии этого гена в эксперименте [58, 59]. Последовательно обнаружения мотивов в такой модели выполнятся следующим образом:

1. Найти все потенциальные мотивы M = {(i}. Потенциальными мотивами считаются либо паттерны, присутствующие во всех исследуемых последовательностях с заданным уровнем статистической значимости (Bussemaker, Li, Siggia, 2001), либо заранее известные сайты связывания транскрипционных факторов (Roven, Bussemaker, 2003).

2. Составить систему линейных уравнений вида
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Здесь g – один из генов, где Ag – логарифм отношения уровней экспрессии гена g во время эксперимента к нормальному уровню экспрессии этого же гена, N(g – количество вхождения мотива ( в последовательность, связанную с геном g. 

3. Из полученной системы найти коэффициенты F(, при которых минимальна невязка - расхождение между значением [image: image24.png]c
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 и величиной Ag. Эти коэффициенты и являются решением задачи обнаружения мотивов: наиболее значимыми мотивами являются паттерны ((M, для которых коэффициенты F( максимальны по абсолютной величине.
Недостатком такого подхода является то, что перечень мотивов на шаге 1 определяется без учёта численных атрибутов. Это не позволяет обнаруживать мотивы, которые слабо выражены (в смысле статистической значимости вхождения), но хорошо коррелируют с изменением уровня экспрессии генов.

Рассмотрим вариант формулировки задачи, избавленный от недостатков описанных подходов. 

· Дано множество пар {(si:xi): i=1,…,k}, где si – нуклеотидная последовательность, соответствующая одному из генов, xi – численный атрибут (например, отражающий изменение уровня экспрессии гена, связанного с последовательностью si). 

· Введём обозначения. Для любого паттерна (потенциального мотива) p – паттерн (потенциальный мотив). Через Qi(p) обозначим коэффициент вхождения паттерна p в последовательность si. Качество паттерна p как потенциального мотива будем оценивать как коэффициент корреляции между набором значений {Qi(p): i = 1,…,k} и набором значений {xi: i = 1,…,k }. Этот коэффициент корреляции обозначим R(p) и будем называть рейтингом паттерна p. 

Формула расчёта рейтинга:
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Здесь [image: image27.png]Q(»)
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 – средние арифметические значения для наборов {Qi(p): i = 1,…,k} и {xi: i = 1,…,k }.

· Мотивом будем считать паттерн с максимальным по абсолютной величине рейтингом. Обобщение: в качестве решения возвращать заданное количество паттернов с наибольшими значениями рейтинга.

Таким образом, в качестве мотивов мы рассматриваем паттерны, «вхождение» которых в заданные последовательности наилучшим образом коррелирует с числовыми атрибутами соответствующих генов. В следующем параграфе показано, как с помощью обобщённых суффиксных деревьев эффективно находить решения поставленной задачи.

2.2.5 Алгоритмы расчёта коэффициентов вхождения и обобщённого мотива

В данном параграфе описаны эффективные алгоритмы для решения описанных задач. Оба алгоритма основаны на применении обобщённых суффиксных деревьев. «Обобщённое суффиксное дерево» — структура данных, специально разработанная для эффективной обработки длинных последовательностей. Эта структура была описана в отчёте за 1-й этап проекта (параграф 4.2.4), в рамках 2-го (основного) этапа была разработана программная реализация суффиксных деревьев и основанный на ней набор процедур для решения различных биоинформационных задач [60]. В рамках 3-го этапа разработанные ранее модели, алгоритмы и программные модули применены для создания программного модуля обнаружения обобщённых мотивов.

Расчёт коэффициента вхождения для заданного паттерна

Рассмотрим такую задачу: дан паттерн p и набор последовательностей {si:i=1,…,k}. Необходимо разработать эффективную процедуру расчёта коэффициента вхождения (КВ) паттерна p в каждую из последовательностей, т.к. набор величин {Qi(p) = КВ(p,si) i=1,…,k }.

В дальнейших рассуждениях считаем, что в обобщённом суффиксном дереве каждая дуга помечена одним символом. Разработанные алгоритмы тривиально адаптируются к компактному представлению суффиксных деревьев, в котором пометка дуги представляет собой слово длины 1 или большей.

Алгоритм 1

1. Построить для набора последовательностей {si:i=1,…,k} обобщённое суффиксное дерево T ограниченной глубины l = |p|. Определение суффиксного дерева ограниченной глубины и алгоритм его построения описаны в отчёте за этап 2, параграф 1.2.2.

Для вершины v из дерева T через λ(v) обозначим путевую метку вершины v, т.е. слово, которое соответствует пути из корня дерева в вершину v.

Для каждого листа v в дереве Т также хранится список L(v), состоящий из пар вида (i,j), где i – номер последовательности, j – позиция вхождения слова λ(v) в i-ю последовательность. В программной реализации этот список представлен полем LeafInf в объектах _suffix_tree_node.
2. Для каждой вершины v в Т рассчитываем сразу для всех i от 1 до k веса wi(v), двигаясь снизу вверх (от листьев к корню). Здесь и далее i – номер последовательности. 

Для листа v значение w(v) рассчитаем по формуле
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Для внутренней вершины (не листа) вес wi(v) считается как сумма wi(u) по всем вершинам u – непосредственным потомкам v.

3. Для всех i рассчитываем Qi(p)  (коэффициент вхождения p в i-ю последовательность) как применение операции Ф ко множеству произведений w(v)*S(p, λ(v)) по всем листьям. 
Оценим временную сложность алгоритма 1.

Шаги 1 и 2 не зависят от p и выполняются один раз, во время предварительной обработки (препроцессинга).

Если функция сходства S является инкрементальной, то S(p, λ(v)) можно эффективно рассчитать, последовательно вычисляя S(p, λ(u) сверху вниз для всех внутренних вершин. При таком проходе сверху вниз сразу рассчитываем Qi(p) , используя предварительно рассчитанные значения w(v). 

В этом случае на выполнение расчёта потребуется время О(m), где m – количество вершин в дереве Т. В соответствии с леммой (см. ниже), сложность расчёта оценивается как O(2m’), где m’ – количество листьев в Т. Поскольку Т строится с ограничением на глубину, количество листьев оценивается сверху величиной  4|p| и не зависит от суммарной длины последовательностей {si:i=1,…,k}. Таким образом, приведённая процедура расчёта коэффициентов вхождения является эффективной.
Лемма.  В суффиксном дереве Т количество внутренних вершин не превышает количества листьев.

Доказательство. В силу принятого ранее предположения, у каждой внутренней вершины дерева Т имеется как минимум 2 непосредственных потомка. Пусть m – количество внутренних вершин в дереве Т, а m’ – количество листьев. Утверждение леммы докажем индукцией по величине m. При m=1 (базис индукции) у единственной внутренней вершины имеется минимум 2 потомка (листа), поэтому утверждение выполняется. Путь оно выполняется для всех деревьев, у которых менее m внутренних вершин. Рассмотрим дерево Т с m внутренними вершинами. Выберем внутреннюю вершину v, у которой все потомки являются листьями. Удалим её из дерева, вместе с потомками. Получим дерево Т’, с m-1 внутренней вершиной и m”  листьями. По предположению индукции, m-1 ≤ m”. Поскольку при удалении v было удалено минимум 2 листа, m” ≤ m’-2. Поэтому для исходного дерева выполнялось m ≤ m’. Лемма доказана.

Замечание: алгоритм 1 легко адаптируется для расчёта коэффициентов вхождений для мотивов, заданных не только строками, но и профилями, представленными в форме PWM (position weight matrix).

Алгоритм обнаружения мотивов

Этот алгоритм по структуре похож на алгоритм 1 для расчёта коэффициентов вхождения.

Алгоритм 2

1. Рассчитываем значения, связанные только с набором {xi}, можно посчитать один раз (препроцессинг):
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2. Выполняем расчёт весов {wi(v)} снизу вверх, аналогично шагам 1 и 2 алгоритма 1.

3. Обходя сверху вниз, для каждой вершины v из дерева T, на основе весов wi(v), вычисляем для паттерна p= λ(v) значения Qi(p) и R(p).
2.2.6 Программная реализация

Представленные модели и алгоритмы реализованы программно в виде приложения CorrelMotif.exe. Оно получает на входе текстовый файл, в строках которого поочерёдно записаны значения численных атрибутов и нуклеотидные последовательности. На выходе формируется файл, содержащий высокорейтинговые мотивы (и для каждого – соответствующий коэффициент корреляции).
2.3 Полный состав программного пакета, реализующего биоинформационную технологию

В данном параграфе приведён полный перечень программных модулей, разработанных в рамках проекта. Эти модули являются частью биоинформационной технологии поиска сценариев взаимодействия кодирующих и некодирующих белок участков ДНК.

Программные модули разработаны в средах Microsoft Visual C++ 2008 и  Python 2.7 и предназначены для работы в операционной системе Windows 200x/XP/Vista/7.

Все разработанные модули можно разделить на четыре категории, в зависимости от задач, решаемых модулем в рамках биоинформационной технологии:

· Подготовка данных для последующих расчётов.

· Выравнивание геномных последовательностей.

· Обнаружение мотивов.

· Статистический анализ геномных последовательностей.

Ниже перечислены программы каждой категории.
2.3.1 Подготовка данных для последующих расчётов

Разработанная биоинформационная технология предназначена для исследования закономерностей в последовательностях ДНК. Поэтому входными данными для программных модулей являются нуклеотидные последовательности, представленные в стандартном формате FASTA (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/FASTA/). Формат FASTA допускает значительную свободу в представлении последовательностей. Например, последовательность нуклеотидов одного гена может быть записана в одной секции файла либо разбита на несколько секций (каждый экзон и интрон в отдельной секции); все символы могут быть в одном регистре (либо верхнем, либо нижнем) или в разных регистрах. Однако для выполнения некоторых преобразований и расчётов бывает необходимо привести входные данные к единому формату. Поэтому на 2-м этапе проекта была разработана программа «Fasta Manipulator», реализующая функции преобразования входных данных в формате FASTA. Подробное описание программы приведено в промежуточном отчёте за 2-й этап проекта, в разделе 1.1.1.

Последовательности ДНК, доступные для обработки в настоящее время, имеют размеры в десятки и сотни тысяч, а иногда и миллионы нуклеотидов. Поэтому формат представления данных оказывает существенное влияние как на объём памяти, необходимый для выполнения расчётов, так и на скорость вычислений (поскольку важно, какая часть обрабатываемых данных помещается в оперативную память ЭВМ). В рамках проекта разработан формат данных BinFasta, более компактный, чем стандартный формат FASTA, а также процедуры для преобразования последовательностей в формат BinFasta и обратно, и операций с последовательностями в этом формате. Формат, процедуры преобразования и результаты численных экспериментов описаны в разделе 1.1.6 промежуточного отчёта за 2-й этап и в работе http://ops.rsu.ru/download/works/binFASTA.pdf. 

2.3.2 Выравнивание геномных последовательностей

Выравнивание двух (парное выравнивание) или нескольких (множественное выравнивание) последовательностей – ключевая часть многих биоинформационных алгоритмов. В рамках проекта реализовано два программных модуля, решающих задачу выравнивания. Модуль «Sequence Alignment» позволяет решать различные варианты задачи о выравнивании (парное/множественное, глобальное/локальное, с пропусками/без пропусков), а также находить кооптимальные и субоптимальные решения. Подробное описание модуля приведено в отчёте за 2-й этап, в разделе 1.1.4.

Другой модуль, «Smith-Waterman», реализует алгоритм Смита-Вотермана для локального парного выравнивания в форме, допускающей автоматическое распараллеливание и параллельное выполнение на различных архитектурах супер-ЭВМ. Модуль «Smith-Waterman» и результаты численных экспериментов с оценками его быстродействия описан в отчёте за 2-й этап, в разделах 1.1.5 и 1.2.3. 

2.3.3 Обнаружение мотивов

Задача обнаружения мотивов является основой разработанной биоинформационной технологии. В целом эта задача характеризуется широким спектром различных формулировок - формального представления биологической проблемы в виде математической задачи нахождения паттерна, удовлетворяющего заданным критериям. В состав разработанной биоинформационной технологии включены два программного модуля, позволяющих решать задачу поиска мотивов в разных формулировках, но характеризующиеся общим алгоритмическим подходом, основанным на применении обобщённых суффиксных деревьев с ограничением на глубину.

Программный модуль «OligoStrings» применяет суффиксные деревья для решения нескольких важных биоинформационных задач, и в том числе – для обнаружения мотивов. При этом задача формулируется следующим образом. Даны:

· Набор последовательностей S = {S1, …, Sn}, объединённых функционально или эволюционно. 

· Контрольный набор последовательностей: C = {C1, …, Cm}.

Задача: найти строки длины от Lmin до Lmax, каждая из которых входит как минимум в QS последовательностей из S и не более чем в QC последовательностей из C, с точностью до K замен символов.

Модуль «OligoStrings» описан в отчёте за 2-й этап, в разделах 1.1.3 и 1.3.1. 

В итоговом отчёте по проекту (данный документ) описана другая формулировка задачи обнаружения мотивов, учитывающая дополнительную информацию о связи анализируемых последовательностей с исследуемой биологической функцией. Алгоритм, решающий эту задачу, реализован в виде программного модуля «CorrelMotif».  Описание задачи, алгоритма и программного модуля содержится в разделе 2.2 данного отчёта. 

2.3.4 Статистический анализ геномных последовательностей

Взаимосвязи между кодирующей и некодирующей ДНК, а также между ДНК и биологическими функциями и процессами могут выражаться не только в форме мотивов, но и в виде корреляций между численными показателями ДНК (длины различных участков ДНК, расстояния между ними и их взаимное расположение). Поэтому биоинформационная технология поиска сценариев взаимодействия кодирующих и некодирующих участков ДНК, разработанная в рамках данного проекта, включает программные модули для расчёта и анализа статистических показателей.

Модуль «Sequence Statistics» предназначен для автоматического  расчёта статистик вхождений символов и коротких подстрок (олигомеров) в геномные последовательности. Этот модуль описан в разделе 1.1.2 отчёта за 2-й этап.

Программный пакет «GENumerator» включает в себя модули для загрузки последовательностей из онлайновых источников, сохранения их в базе данных, расчёта численных показателей и корреляций между ними. Этот пакет описан в разделе 2.1 данного отчёта.

Косвенно к категории модулей для статистического анализа последовательностей можно отнести и программу «OligoStrings», поскольку она включает процедуры локализации паттернов и палиндромов в заданном наборе последовательностей.

Для программных пакетов «OligoStrings» и «SequenceStatistics» поданы заявки в «Роспатент» на регистрацию в государственном «Реестре программ для ЭВМ». 
2.4 Дополнительные работы, направленные на перспективное развитие пакета GENumerator
2.4.1 Параллельный алгоритм глобального выравнивания с оптимальным использованием памяти  

О задаче глобального выравнивания
Выравнивание нуклеотидных последовательностей – одна из наиболее фундаментальных задач биоинформатики. Эта задача используется при определении сходства нуклеотидных последовательностей, при определении расстояния между последовательностями, при построении филогенетических деревьев и др. Во многих прикладных задачах возникает потребность в обработке нуклеотидных последовательностей большой длины или одновременном выравнивании многих пар последовательностей или во множественном выравнивании. Решение этих задач сдерживается длительностью их решения, что приводит к потребности разработки новых более быстрых алгоритмов, в частности, использующих технологии параллельных вычислений. 

Одним из алгоритмов для выполнения глобального выравнивания нуклеотидных последовательностей является алгоритм Нидлмана-Вунша. В основе алгоритма лежит идея применения метода динамического программирования. Один из недостатков динамического программирования заключается в том, что таблицы ДП используют память размера О(nm) для последовательностей длины n и m. Таким  образом, ограничивающим ресурсом в задаче глобального выравнивания нуклеотидных последовательностей является память. Ограничение памяти затрудняет обработку больших строк, поэтому очень важно иметь методы, уменьшающие затраты памяти без критического увеличения времени счета.

Хиршберг предложил алгоритм, значительно сокращающий затраты памяти. Этот алгоритм применяется во многих задачах динамического программирования. Алгоритм Хиршберга позволяет вычислять оптимальное выравнивание строк длины n и m, используя  O(n+m) количество памяти, но примерно вдвое большее время счета по сравнению с алгоритмом Нидлмана-Вунша. 

В данной работе рассмотрен последовательный алгоритм, более быстрый, чем алгоритм Хиршберга, использующий память, не превышающую заранее заданного объема, и допускающий распараллеливание. Этот алгоритм основан на комбинации алгоритмов Хиршберга и Нидлмана-Вунша. Распараллеливание рассматривается двоякое: распараллеливание используемой части алгоритма Хиршберга и параллельное выполнение нескольких вызовов процедуры алгоритма Нидлмана-Вунша над различными данными. Данный алгоритм ориентирован на вычислительные архитектуры с общей памятью. Ожидается, что данный алгоритм окажется эффективным для процессоров ManyCore. 
Постановка задачи
Требуется выравнивать ДНК последовательности, состоящие из четырех типов символов, соответствующих нуклеотидам (азотистым основаниям):

· A – А: Аденин;
· G – Г: Гуанин;
· C – Ц: Цитозин;
· T – Т: Тимин;
Выравнивание состоит во вставке пробелов в каждую из последовательностей. Качество выравнивания оценивают численно, назначая штрафы за несовпадение букв и за наличие пробелов, которые вставляются в последовательности для того, чтобы получить наибольшее число совпадающих позиций. Для оценки несовпадений элементов последовательностей используется матрица сравнения. Выбор матрицы оказывает большое влияние на получаемые результаты,  т. к. каждая матрица представляет отражение отдельных эволюционных гипотез. В настоящее время используются серии белковых матриц Blosum, PAM и Gonnet.  Для оценки выравнивания последовательностей в данной работе использована матрица сравнений Blosum45 (таблица 8):

Таблица 8 - матрица сравнений Blosum45

Алгоритм глобального выравнивания с оптимальным использованием памяти и допускающий распараллеливание.
Основным прототипом предлагаемого в данной работе алгоритма является рекурсивный алгоритм Хиршберга, который отличается объемом использованной памяти, линейно зависящим от длины входных последовательностей. Суть алгоритма Хиршберга в том, что одна из двух входных последовательностей разбивается на две части и исходная задача сводится к двум (меньшим) задачам выравнивания второй входной последовательности с каждой из частей. Решение каждой меньшей задачи осуществляется путем аналогичного сведения к подзадачам. Алгоритм Хиршберга, как и алгоритм Нидлмана-Вунша, основан на методе динамического программирования. В терминах таблицы динамического программирования верхняя задача решается в прямоугольнике А исходной таблицы, показанной на рисунке 13, нижняя – в прямоугольнике В. Верхняя задача заключается в выравнивании строки с длинами не больше n/2 и k*, а нижняя – с длинами не больше n/2 и m-k*. Для разбиения каждой задачи на подзадачи необходимо вычислить  значение k*, при этом используется объем памяти, линейно зависящий от m.
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Рисунок 13 - Таблица динамического программирования в алгоритме Хиршберга

Алгоритм Хиршберга модифицирован путем замены рекурсии обходом бинарного дерева. Узлам дерева соответствуют подзадачи, которые заключаются в выравнивании меньших подпоследовательностей, и возникают в процессе решения исходной задачи. Каждый узел дерева хранит в памяти границу прямоугольной области, в которой решается соответствующая задача динамического программирования, а также некоторую другую необходимую информацию. Дерево в процессе работы алгоритма строится по уровням. Вначале оно состоит только из корневого узла, который соответствует прямоугольнику [0,0]x[m,n]. Создание двух узлов эквивалентно разбиению задачи на две подзадачи и разделению прямоугольника в терминах таблицы ДП на два, меньшего размера. Длина каждой стороны такого прямоугольника не должна быть меньше одной ячейки в таблице ДП. 

Алгоритм Хиршберга заключается в обходе полного дерева всех подзадач. В данной работе по алгоритму Хиршберга выполняется обход (решение подзадач) только части вершин дерева: тех, которые удалены от корня на величину не превосходящую заранее заданную пользователем константу h –  максимальную глубину обхода дерева. При достижении глубины дерева h или минимального размера прямоугольника применяется алгоритм Нидлмана-Вунша (который работает вдвое быстрее алгоритма Хиршберга). Выбор константы h позволяет достичь максимального быстродействия при ограничениях на используемую память. Дополнительное ускорение достигается за счет распараллеливания. При тестировании глубина дерева была установлена равной 10. 

Численный эксперимент
Написана программа оптимального глобального выравнивания нуклеотидных последовательностей на языке С. Для выполнения выравнивания программа получает на вход два файла, содержащих исходные последовательности. В результате применения данной программы,  строки с добавленными в них пробелами записываются в новые файлы.

В программе использованы распараллеливающие конструкции OpenMP. Использование  структуры данных дерева позволило параллельно решать задачи для всех узлов из одного уровня. Распараллеливание также использовано при решении каждой из подзадач, при вычислении значения k*. Это позволило эффективно использовать несколько ядер на начальных этапах алгоритма, где малое количество узлов дерева в слое не позволяет использовать более крупнозернистый параллелизм. В программе глобального выравнивания нуклеотидных последовательностей, основанной на данном алгоритме, оптимизировано использование памяти компьютера.
 Были проведены эксперименты, результаты которых представлены в таблице 9.
Таблица 9 – Результаты эксперимента по оптимальному глобальному выравниванию нуклеотидных последовательностей на языке С
	Длина строк
	Время (мм:сс)
	Память (МБ)

	
	Последовательная программа
	Параллельная программа
	Последовательная программа
	Параллельная программа

	1700/1600
	0
	0
	0.8
	1.6

	1900/1600
	0
	0
	0.8
	2.5

	150000/115000
	2:33
	1:39
	16.8
	16.4

	360000/299000
	15:19
	9:54
	43
	61

	589000/502000
	42:55
	27:28
	67
	62


Тестовая система: Intel Core 2 Duo T7300 (2.0 GHz, 4 MB Cache, 2 cores), 2 GB memory.
По результатам численного эксперимента, приведенным в таблице 2, видно, что используемая память растет линейно с ростом длины выравниваемых строк, распараллеливание сокращает время работы примерно на 40% (в 1,6 раза). 

2.4.2 База данных "Генофонд Ростовской области"  

База данных разработана для хранения информации о результатах исследований людей разных групп и статусов. Исходным источником данных является таблица MS Excel (таблица 10).
База данных реализована в СУБД MySQL (таблица 11), подготовлена для размещения в сети Интернет на web-сервере Apache. Язык программирования интерфейса к базе данных – PHP.
Таблица 10 - Фрагмент исходных данных

	Номер
	год рожд
	пол
	Кто
	AGT T174M
	ApoC3 C-G
	MTHFR C-T
	MTRR 66A-G

	1
	1954
	Ж
	Уч
	TT
	CC
	CC
	AA

	1а
	1995
	Ж
	Шк
	T/M
	CC
	CC
	AG

	2а
	1974
	Ж
	Уч
	TM
	CC
	CT
	GG


Структура базы данных

Таблица 11 – Описание полей базы данных
	Название
	Данные
	Тип
	Связь

	Primary_persons
	Личные данные человека (кодовое имя, год рождения, пол, группа)
	Основная таблица
	по справочникам

	sub_persons-gens
	Последовательность генов конкретного человека
	Присоединенная таблица
	 «один-к-одному» с основной таблицей

	Title_persons-gens
	Служебные данные: отображаемые имена полей
	Дополнительная таблица
	со всеми таблицами по именам полей

	Catalog_gender
	Справочник: признак пола
	Справочник
	«один-ко-многим» с основной таблицей

	Catalog_who
	Справочник: группы испытуемых
	Справочник
	«один-ко-многим» с основной таблицей

	Catalog_zona
	Справочник: группы риска
	Справочник
	 «один-ко-многим» с промежуточной таблицей

	Catalog_deseases
	Справочник: перенесенные заболевания
	Справочник
	 «один-ко-многим» с промежуточной таблицей

	im_persons_zona
	Группы риска
	Промежуточная таблица
	 «многие-ко-многим» с основной таблицей

	im_persons_deseases
	Списки перенесенных заболеваний
	Промежуточная таблица
	 «многие-ко-многим» с основной таблицей


Реализованные связи между основной таблицей и справочниками приведены на рисунке 14.
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Рисунок 14 – Связи между основной таблицей и справочниками
Связи между промежуточными таблицами и справочниками приведены на рисунке 15.
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Рисунок 15 – Связи между промежуточными таблицами и справочниками
Таблицы заполнены автоматически исходными данными с помощью специально разработанной программы разбора исходной таблицы MS Excel (рис. 16-20).
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Рисунок 16  – Основная таблица primary_persons
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601 1 ™ cc CC  AA A GG A L A MM P
602 2 ™M cC  CC  AG AG GG AA P AT w
603 3 ™ cc T GG AA GG AG L A MM w
604 4 ™M cC  CC  AG  AA GG AA L A MM P
605 5 ™ cc  cC GG AA GG A LP AT L
606 6 ™ cc ¢t GG AG GG A P AT w
607 7 ™ cc cr AG  AG GG AA L AT L
608 8 ™ cc cC A6 AG GG AA L A MM w
609 9 ™ cc cr AG  AA GG AG P AG MM L




Рисунок 17 – Присоединенная таблица sub_persons-gens
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Рисунок 18 – Справочник: признак пола
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Рисунок 19 – Справочник: группы риска
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Рисунок 20 – Служебная таблица для отображения полей

3 Разработка дизайна и изготовление опытного образца ДНК чипа для анализа экспрессии кислородзависимых генов при различных соматических патологиях
3.1 Разработка дизайна чипа

Одной из актуальных задач является исследование особенностей развития окислительного стресса при сердечно сосудистых заболеваниях.  Экспериментальные исследования на культурах клеток и животных моделях показали, что окислительный стресс может быть основным повреждающим фактором в процессе развития атеросклеротической бляшки [61]. Установлено, что активные формы кислорода связаны с развитием атеросклероза и различных ишемических синдромов [62]. Однако механизмы, ведущие к окислению ЛПНП in vivo, неясны. Несмотря на обилие в плазме мощных антиоксидантных механизмов, все же предполагают, что окисление липидов происходит в сосудистой стенке [63].
В связи с эти, для изучения экспрессии кислородзависимых генов  при сердечно-сосудистых заболевания мы сочли целесообразным разместить на биочип следующие  группы генов.

Гены липидного обмена.

На основании данных, полученных при изучении атерогенных заболеваний с простыми формами наследования, и исходя из современных представлений о физиологических механизмах патогенеза атеросклероза, можно выделить группы генов, нарушения структуры и функционирования которых могут вносить вклад в патогенез атерогенных заболеваний, включая ИБС. Среди них можно выделить: гены белков, связанных с липидным обменом; гены белков сосудистой стенки; гены белков, связанных с регуляцией кровяного давления; гены факторов пролиферации клеток; гены компонентов системы свертывания крови (рисунок 21) [64].
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 Рисунок 21 - Генетические факторы риска атеросклероза
Ген, кодирующий рецептор липопротеинов низкой плотности (LDLR), был первым, для которого установили связь с инфарктом миокарда. Мутации в этом гене полностью блокируют синтез рецептора в гепатоцитах или вызывают изменения в структуре, которые не позволяют эффективно связывать циркулирующие частицы ЛПНП [65, 66]. Накопление этих частиц приводит к наследственной гиперхолестеринемии (рисунок 22).
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Рисунок 22 - Гены, продукты которых вовлечены в метаболизм ЛПНП. ЛПНП -липопротеины низкой плотности, ЛПСП - липопротеины средней плотности, ЛПОНП - липопротеины очень низкой плотности
Артериальная гипертония является одним из важнейших факторов
риска ишемической болезни сердца. Поэтому гены, кодирующие
компоненты
симпато-адреналиновой 
и
ренин-ангиотензин- альдостероновой, являются генами-кандидатами для исследования ассоциации их полиморфных маркеров с сердечно-сосудистыми заболеваниями (рисунок 23).
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Рисунок 23 - Гены симпато-адреналиновой и ренин-ангиотензин-альдостероновой систем

Главным источником свободных радикалов в клетке являются оксидазы, такие как оксидаза НАДФ, миелопероксидаза, 15-липо-оксигеназа или циклооксигеназа (рисунок 24). В субъединице р22рох оксидазы НАДФ был найден полиморфный маркер С242Т, который сейчас рассматривается как фактор, снижающий количество супероксиданионов в клетках эндотелия и, как следствие, уменьшающий риск развития ССЗ [67, 68].
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Рисунок 24 - Гены, продукты которых являются источниками свободных радикалов в клетке

NO-синтетаза (NOS3). Способность клетки компенсировать последствия окислительного стресса может зависеть от полиморфного маркера G894T гена N0-синтетазы NOS3. Было обнаружено, что у пациентов-носителей генотипа ТТ, требующих сосудосужающей терапии после хирургического вмешательства, наблюдается более выраженный ответ на стимулятор альфа-адреналиновых рецепторов (фенилэфрин), чем у носителей генотипа СС, что может указывать на снижение уровня NO [69]. 

Метилентетрагидрофолатредуктаза (MTHFR). Достаточно хорошо изучен ген-триггер фермента метилентетрагидрофолатредуктазы (MTHFR), точечная мутация которого в положении T677C встречается в гомозиготном состоянии примерно у 5% населения. Следствием этого полиморфизма может быть выраженная гипергомоцистеинемия, которая, в свою очередь, обнаруживает положительную корреляцию с коронарной болезнью сердца, атеросклерозом и, что особенно удивительно, с возникновением врожденных дефектов невральной трубки (расщелина спинного мозга, мозговая грыжа) у внутриутробных плодов. Гипергомоцистеинемия в настоящее время рассматривается как важный фактор риска ССЗ. 

Увеличение уровня гомоцистеина на 5 ммоль/л свыше нормального уровня увеличивает риск сердечно-сосудистых осложнений на 60% и 80% у мужчин и женщин, соответственно. В половине случаев причиной гипергомоцистиенемии является носительство генотипа ТТ полиморфного маркера С677Т гена метилентетрагидро-фолатредуктазы (MTHFR). Аллель Т приводит к уменьшению эффективности превращения гомоцистеина в метионин и увеличению содержания гомоцистеина в плазме на 25%, что приводит к ослаблению защитных механизмов клетки от действия окислительного стресса.
Параоксоназа-1 (PON1) - фермент, относящийся к классу арилдиалкилфосфатаз (арилэстераз), осуществляющих деструкцию (гидролиз) фосфорорганических соединений (нейротоксинов). Данное название - параоксоназа - белок получил из-за способности катализировать расщепление Р-О связи в молекуле фосфорсодержащего соединения параоксона, высокотоксичное действие которого в организме обусловлено его свойством необратимо (ковалентно) связывать холинэстеразу и блокировать ее функциональную активность.  Среди генов антиоксидантной защиты наибольший интерес представляет ген параоксоназы-1, поскольку именно через параоксоназу опосредуется антиокислительное действие липопротеинов высокой плотности на окисленные ЛПНП.

Наиболее часто в гене параоксоназы-1 (PON1) исследовались 2 полиморфных участка: Met55Leu и Glnl92Arg, связанные с аминокислотными заменами в полипептидной цепи в соответствующих положениях. В ряде работ демонстрируется ассоциация аллеля Arg с коронарным атеросклерозом и сердечно-сосудистыми заболеваниями [70]. Не показана ассоциация полиморфного маркера Met55Leu с ишемической болезнью сердца, но существует сильное неравновесное сцепление между полиморфизмами в гене параоксоназы.
Интерлейкины 1 и 6 (IL1, IL6). В рамках модели атеросклероза, как хронического воспалительного процесса, несомненный интерес представляют гены, кодирующие компоненты системы противовоспалительного ответа. Интерлейкин 6 играет главную роль в этой системе, так как является единственным цитокином, стимулирующим синтез всех остальных белков, принимающих участие в противовоспалительном ответе [71]. Полиморфный маркер С174G гена IL6 влияет на количество производимого клеткой IL-6 и может снижать противовоспалительный эффект. Полиморфизмы гена IL1 также могут влиять на развитие атеросклероза [72].

Дизайн  микроматрицы опытного образца ДНК  биочипа для оценки экспрессии кислородзависмых генов при сердечно-сосудитсых заболеваниях  приведен в таблице 12.
ДНК выделяли из образцов венозной крови по фенол-хлороформной методике, измеряли количество спектрофотометрически при 260/280 нм и хранили выделенную ДНК при 4ºС в буфере ТЕ (10 мМ Трис-HCl, pH 7.4, 1 мM ЭДТА, pH 8.0).

Таблица 12 - Дизайн микроматрицы олигинуклеотидов генов для оценки их экспрессии при сердечно-сосудистых заболеваниях  

	1. CREB
2. CREBZF,
3. APOE

4. GOLPH2, 
5. PON1

6. AСTRA1a,
7. CTF1

8. STMN2,
9. GP2B

10. IL6ST

11. CYP1A1
12. MEF2A

13. MTHR

14. NPPA

15. NPPB

16. TNNC1

17. API5,
18. TNNT2

19. АТ2Р1

20. ACE

21. AGTR1

22. APOE

23
SOD1 

24
GATA4

25
CREB

26
ACE

27
ACOX3

28
NOS3

29
COX1

30
COX2

31
MRPL3

32
SOX1

33
NOS3

34
PON1
35
NPPB.

36
TNNI3

37
TNNT2

38
CYP1A1
39
CD44

40
CDH5 
41
 SERPINE1

42
APOA1
43
ICAM2

44
ITGA2

45
ITGA5

46
ITGAX

47
APOA2
48
ITGB3

49
ITGB5

50
ITGB7
	51
API5
52
ZFHX1b

53
APOC3

54
CYP1A1
55
SSC1

56
GSTP1

57
BCL2

58
BAX

59
GSTP1

60
SPP1

61
THBS4

62
ACOX3
63
CYP2E1
64
APOA1

65
APOB

66
APOE

67
APOF

68
CETP

69
APOA1

70
APOA2

71
APOA4

72
APOA1

73
APOC1

74
APOC2

75
NAT2
76
SV2b

77
APOE

78
APOF

79
APOC4

80
APOH

81
HSD11B1

82
CYP2E1
83
CDH5

84
SERPINE1

85
PPARG

86
SAA1

87
GSTP1

88
PON1

89
MEF2A

90
STMN2

91
CD44

92
ITGA2

93
ITGB3

94
ACOX3

95
CAT

96   PDK4
97  SOD1

98  BCL2
99 SCN7a
100 CYP1A1
	101
CD40LG 

102
SAA1

103
SSC1

104
 CYP1A1
105
FN1
106
NOS3 

107
Cox-1

108
COX-2

109
SOD1

110
SOD2

111
APOE

112
HERC1

113
SNRPB

114
TRPC3

115
LTA

116
BAX

117
BCL2

118
BCL2A1

119
ZFHX1b

120
BID

121
BIRC3

122
NAT2

123
MKP3

124
EGR1

125
API5

126 SERPINE1

 127.TNF

128 TNF

129CCL2

130.CD40LG 

131. CYP2E1
132.IL10

133.NFKB1

134.TNF

135.LAMBR1

136 CREB

137 APOA1

138.ACE

139.AGTR1

140.APOE

141.SOD1 

142.GATA4

143.CREB

144.ACE

145.ACOX3

146.NOS3

147.COX1

148. GSTP1

149.NAT2

150.PON1


3.2 Разработка опытного образца 

Длина фланкирующей последовательности олигонуклеотидов, размещаемых на чип составляла  ~40-60  оснований, при их создании использовалось программное обеспечение PRIMER 3.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm). Для мультиплексной ПЦР-реакции подбирались праймеры со сходными температурой плавления и содержанием G/C. Каждая пара ПЦР-праймеров была протестирована in silico ПЦР для верификации специфичности ДНК-фрагментов, которые будут амплифицированы. После печати слайд инкубировали во влажной камере (70-75%) при температуре 20-25ºС 12-17 часов. Необходимый уровень влажности поддерживался размещением в камере насыщенного раствора солей NH4Cl и KNO3. Остаточные активные группы на поверхности слайда блокировали раствором для блокировки, содержащим 5хSSC, 0,1% SDS и 0,1 мг/мл BSA. Перед использованием раствор подогревали до 42ºC.  Инкубировали слайды в растворе для блокировки в течение 45-60 минут при 42ºС.  Затем дважды инкубировали слайды в растворе 0.1хSSC по 5 минут при комнатной температуре. Переносили слайды в деионизированную H2O и дважды инкубировали  по 30 секунд. Сушили слайды центрифугированием при 1600 g в течение 2 минут.   Каждый напечатанный слайд тестировали на качество печати. Для этого после блокировки на слайде 3’-флуоресцентно меченый контрольный олигонуклеотид (5’-AAA AAA AAA ANN NNN NNN NN – флуорофор – 3’) гибридизовали с любым cTag-ом, иммобилизованным на слайде. Контрольные олигонуклеотиды в концентрации 300 нМ в гибридизационном растворе (5xSSC, 30% формамид, 0,1% SDS) наносили на слайд на 5 минут, затем промывали и сканировали.  ДНК выделяли из образцов венозной крови по фенол-хлороформной методике, измеряли количество спектрофотометрически при 260/280 нм и хранили выделенную ДНК при 4ºС в буфере ТЕ (10 мМ Трис-HCl, pH 7.4, 1 мM ЭДТА, pH 8.0). Интенсивность флуоресцентного сигнала регистрировали на сканере GenePix 4100, который позволяет сканировать слайд при длинах волн 635 нм и 532, соответствующих эмиссии флуорофоров Cy3 и Cy5, наиболее часто используемых красителей в технологии микрочипов.
4 Результаты проведенных работ в рамках всего проекта
Некодирующие последовательности ДНК  представляют собой новый рубеж в области молекулярной генетики, геномики, транскриптомики и протеомики. Они имеют огромный потенциал для продвижения нашего полного понимания биологических процессов при нормальном развитии человека и при различных заболеваниях. Начало нового тысячелетия ознаменовалось появлением революционных взглядов в основной генетической парадигме.  Помимо информации, закодированной в генах в их традиционном понимании, в молекуле ДНК имеется скрытая информация, представленная многочисленными некодирующими  последовательностями ДНК, которые реплицируются, но в большинстве своём не транскрибируются. Исключение составляют, в основном, регуляторные и интронные участки генов и гены нетранслируемых РНК. Вплоть до конца первого десятилетия 21 века такие последовательности считались несущественными для реализации генетической информации и для них существовал специальный термин – «junk DNA» или «мусорная ДНК».  Сравнительный анализ распределения некодирующей белок ДНК в геномах различных форм жизни свидетельствует о наличии значительной доли некодирующих генетических последовательностей в зависимости от уровня организации живой материи. Согласно данному анализу, доля некодирующей белок ДНК прогрессивно увеличивается от прокариотических к эукариотическим организмам и человеку в частности (рисунок 25).
Классификация, как и строение, и происхождение некодирующих элементов молекулы ДНК довольно разнообразны (рисунок 26): Интроны; Регуляторные последовательности кодирующих элементов генома: Cis- и Trans-регуляторные элементы; транскрипционные сайты связывания; Некодирующие функциональные РНК; Некодирующие элементы молекулы ДНК включающие в себя кластеры генов клеточных РНК; таких как рРНК;  тРНК, а также гены мяРНК, микроРНК,  мякРНК и миРНК; Повторы в геномных последовательностях; диспергированные повторы, образующих короткие и длинные и рассеянные повторы; Псевдогены; Транспозоны, ретровирусы.  При этом на все типы РНК приходится около 62% от некодирующих элементов генома и более 8% приходится на  транскрипционные сайты связывания.
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Рисунок 25 – Доля некодирующей белок ДНК в геномах различных организмов в %

У высших эукариот энхансер может активировать промотор на расстояниях, достигающих нескольких сотен тысяч пар нуклеотидов. Недавно для некоторых энхансеров млекопитающих было продемонстрировано, что белки, связанные с энхансером, способны непосредственно взаимодействовать с белками основного транскрипционного комплекса или вспомогательными белками, собранными на промоторе, при этом ДНК между ними образует петлю. Возникает вопрос, каким образом энхансер, взаимодействуя с промотором на больших дистанциях, правильно узнает свой промотор среди многих других рядом расположенных промоторов.
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Рисунок 26 - Основные типы последовательностей  молекулы ДНК

С использованием ДНК чипов нами установлены экспрессионные  паттерны в ответ на низкую дозу окислительного стресса (0.2МПа-1ч)  в мозге  новорожденных крыс. И следующим этапам нашей работы был поиск сценариев взаимодействия кодирующей белок ДНК с некодирующими элементами генома. Изучение экспрессии полного генома крыс в ответ на окислительный стресс выявило новые механизмы формирования устойчивого ответа на  воздействие окислительного стресса – это ранние генетические механизмы формирования предадаптации к окислительному стрессу, которые включают активацию генов, обеспечивающих 6 ключевых процессов: регуляцию ионной проницаемости биологических мебран, активацию синаптической передачи, модификации межклеточного взаимодействия, внутреклеточного транспорта, окислительного метаболизмов и регуляции апоптоза и пролиферации.

 Множество сигналов поступает извне в клетку, и если бы для каждого из них клетка использовала полностью независимые системы, то никакого генома не хватило бы, чтобы зашифровать все необходимое множество продуктов. Поэтому клетка использует несколько путей, чтобы экономить информацию и рационально использовать свой геном. Один из путей заключается в том, чтобы на один продукт нагружать множество разных функций и использовать его в различных клеточных процессах. Другой подход заключается в том, чтобы множество разных процессов сводить в какой-то точке к одному, общему для всех, итоговому процессу, который выполняет роль завершающей стадии для всех них. Этот последний прием является интеграцией множества сигналов в один конечный результат, путь от разного к общему. Согласно современным представлениям, у эукариот наиболее значимым уровнем регуляции экспрессии генов является транскрипция, которая осуществляется с участием огромного разнообразия белков, называемых транскрипционными факторами. В основе функционирования  транскрипционных факторов лежит способность этих белков к специфическим взаимодействиям с ДНК промоторов, энхансеров и других регуляторных элементов генов, а также к белок-белковым взаимодействиям с другими транскрипционными факторами и белками эукариотической клетки. Комплексы транскрипционных факторов с различными  со-регуляторами, необходимы для активирования или подавления   транскрипции генов  путем модуляции активности промотора.

 Биоинформатический анализ был проведен с использованием интегрированных баз  данных транскрипционных сайтов (ТС) связывания, на основе баз данных  JASPAR, TRANSFAC, UCSC ENCODE,   Нocomoco ТФ Homo sapiens,  Uniprobe ТФ Mus musculus.  Интегрированная коллекция Uniprobe включала 272 мотива для транскрипционных факторов Mus musculus. Коллекция мотивов hocomoco ТФ Homo sapiens, полученная методом интеграции данных различных источников, содержала 332 мотива для 321 транскрипционного фактора.  В результате  исследований  выявлены следующие значимые транскрипционные факторы 
SOX5, FOXO1, EVI1, FOXO3, DLX2, BARH2, DBX1,  SOX13, SOX17, DBX1, HLX.
Регуляция транскрипции генов у эукариот характеризуется рядом особенностей, связанных с необходимостью поддержания координированной экспрессии генов в сложноорганизованной генетической системе. Поэтому, активация структурных генов в дифференцирующейся клетке должна строго соответствовать той позиции, которую клетка занимает, иначе наступит метаболический и регуляторный хаос. Чтобы его избежать, соответствующие обязанности могут быть возложены на перецентрическую, некодирующую белок ДНК, которая локализована рядом с паттернами экспрессии или на других хромосомах клетки.
В связи с тем, что на сегодня не существует универсального алгоритма, эффективно решающего поставленную нами задачу, разработка биоинформационной технологии поиска сценариев взаимосвязи кодирующей и некодирующей белок ДНК является очень важной и актуальной задачей, результаты которой могут в дальнейшем использоваться для планирования научно-исследовательских работ в различных областях биологии и медицины. 
Моделирование при помощи разработанных нами программных средств позволяет увидеть, что незначительные сдвиги активности механизмов антиоксидантной защиты ведут к серьезному изменению скорости потери клеточности постмитотических клеток, параметра, который определяет скорость старения большинства многоклеточных животных. Можно предположить, что однонуклеотидные замены и прочие незначительные вариации последовательности интронов, статистически связанные с успешным долгожительством у человека, действуют, вызывая незначительную пролонгированную активацию генов, ответственных за антиоксидантную защиту, либо модулируя работу генов, ответственных за прием апоптозных сигналов.

Нами создана имитационная математическая модель старения организмов, основанная на современных представлениях о механизмах старения, позволяющая in silico исследовать влияние изменения активности генов, контролирующих ферменты-аниоксиданты, а также генов, управляющих процессами программируемой клеточной смерти на скорость старения.  Построена имитационная модель продолжительности этапов онтогенеза у различных организмов в зависимости от характеристик их геномов. Разработанная нами ранее модель потери клеточности однородной популяции клеток может быть использована для имитации процессов угасания функции железы, клетки которой равномерно вырабатывают гормон в течение жизни. Снижение количества клеток ведет к снижению выработки гормона с соответствующими физиологическими последствиями. Однако принципы работы желез значительно сложнее. Многие железы прямо или опосредованно управляют работой друг друга, формируя гормональные циклы. Интереснейший в плане моделирования старения феномен – потеря чувствительности одних желез к сигналам других. Именно это ведет к сбоям в работе важных для старения гормональных циклов. Согласно элевационной теории, разработанной Владимиром Михайловичем Дильманом, ключевым моментом старения является потеря чувствительности гипоталамуса к гормональным сигналам, которая ведет к остановке регулируемой гипофизарно-гипоталамической системой гормональных циклов [73]. Справедливость данной теории была в целом подтверждена экспериментами. Созданная нами модель, безусловно, не позволяет заменить расчетами биологические эксперименты. Тем не менее проведенные с ее помощью эксперименты in silico убеждают, что феномен потери чувствительности к гормональным сигналам с последующей остановкой циклов может быть имитирован в простейшей системе in silico, а в основе данного явления, как и в основе большинства геронтологических феноменов, может лежать потеря клеточности. Разработанная модель позволяет имитировать также характерные для стареющих животных нарушения периодичности гормональных циклов. Модель выложена в открытый доступ по адресу http://www.winmobile.biz/monstr/
 Коллективом разработана библиотека программ ЭВМ для поиска вариаций функциональных элементов в некодирующих последовательностях генома.  Разработанная Библиотека включает следующие программы:

- программу преобразования последовательностей из формата FASTA в компактный формат BinFasta и обратно;

- поиск паттерна в последовательности, представленной в формате BinFasta;

- программа для работы с этих форматом;

- программа для поиска вариаций функциональных элементов в некодирующих последовательностях генома, в том числе программы, которые непосредственно ориентированны на поиск подпоследовательностей, близких к шаблонным, но не совпадающих с ним, разработана  программа выравнивания по алгоритму Смита-Уотермана и программа, преобразованная к виду, допускающему распараллеливание;

- вспомогательные программы, которые используются программами поиска функциональных элементов и программы, ориентированные на повышение быстродействия.

Библиотека предназначена для совместного использования с диалоговым высокоуровневым распараллеливающим преобразователем программ и не имеет прямых отечественных и мировых аналогов. Также разработан пакет программных модулей для обнаружения мотивов, поиска палиндромов и картирования известных паттернов в кодирующей и некодирующей ДНК. В составе данного пакета разработан и программно реализован новый метод обнаружения обобщённых мотивов, коррелирующих с изменением уровня экспрессии, учитывающий дистанции вхождения мотивов относительно ключевых точек ДНК. Для обеспечения высокой скорости обработки больших объёмов данных применены специализированные структуры данных (обобщённые суффиксные деревья с ограничением на глубину) и распараллеливающие преобразования. На основе библиотеки программ нами разработан программный пакет GENumerator, предназначенный для автоматизации работы биолога-исследователя по сбору первичных данных (последовательностей ДНК), расчёту характеристик и статистической обработке с целью выявления закономерностей в структуре последовательностей ДНК. Этот программный пакет включает в себя базу данных для хранения исходных последовательностей, промежуточных и итоговых результатов расчётов, модули для загрузки данных, расчёта статистических показателей и корреляций между ними. Данный программный пакет может быть использован биологами-исследователями для выявления закономерностей в геномных последовательностях. Также возможно применение в процессе обучения студентов, специализирующихся в области геномики или прикладной математики. В будущем на основе пакета GENumerator возможна разработка коммерческого программного пакета.
Внедрение результатов НИР в учебный процесс 

1. В период с 2010 по 2012 гг. систематически проводились научные семинары с участием студентов, магистров и аспирантов по основным проблемам геномики и современным мировым биоинформационным  программным продуктам.  
2. В 2011 году разработаны и внедрены новые лекции и практические задания по аннотации последовательностей геномов и создании биоинформационных баз данных по курсам: «Молекулярная биология»,  спецкурсам «Геномика», «Гены и геномы», «Алгоритмы и анализ сложности», «Параллельные вычисления и преобразования программ», «Распараллеливание программ». 

3. В 2012 году д.б.н., профессором Т.П. Шкурат разработан и внедрен новый курс для студентов факультета биологических наук Южного федерального университета «Биоинформационные базы данных».

4. По теме НИР защищены 4 магистерских диссертации, 2 бакалаврских и 8 курсовых проектов.
5. В 2011 году утвержден учебный план и осуществлен первый набор в магистратуру по биоинформатике.

6. Опубликовано учебное пособие «Дискретная математика для биоинформатиков», автор д.ф.-м.н., профессор Я.М. Ерусалимский, а также учебно-методическое пособие «Применение теории графов в биоинформатике», автор П.А. Рыжков.
7. Внедрено использование электронного задачника по строковым алгоритмам биоинформатики Programming Taskbook for Bioinformatics в курс "Алгоритмы и структуры данных".
8. Подготовлена и зарегистрирована  программа ЭВМ с участием студентов.
9. Результаты НИР были доложены студентами и аспирантами на следующих Международных и Всероссийских научных конференциях:
- VI Международная конференция "Параллельные вычисления и задачи управления" (PACO’2012) (24-26 октября 2012 г., Москва);

- Международная научная конференция "Генетика и биотехнология XXI века: проблемы, достижения, перспективы" (8-11 октября 2012г., Минск, Беларусь);

- X Всероссийская конференция и Российская молодежная научная школа "Физикохимия ультрадисперсных (нано-) систем" (25-29 сентября 2012г., Анапа);

- XIX Всероссийская научно-методическая конференция "Телематика’2012" (25–28 июня 2012 г., Санкт-Петербург);

- II международной научно-практической конференции "Постгеномные методы анализа в биологии, лабораторной и клинической медицине: Геномика, Протеомика, Биоинформатика" (14-17 ноября 2011 г., Новосибирск);

- IV Международная научно-практическая конференция "Актуальные проблемы биологии, нанотехнологий и медицины" (22-25 сентября 2011 г., Ростов-на-Дону).
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами разработан программный пакет GENumerator, предназначенный для автоматизации работы биолога-исследователя по сбору первичных данных (последовательностей ДНК), расчёту характеристик и статистической обработке с целью выявления закономерностей в структуре последовательностей ДНК. Этот программный пакет включает в себя базу данных для хранения исходных последовательностей, промежуточных и итоговых результатов расчётов, модули для загрузки данных, расчёта статистических показателей и корреляций между ними. Данный программный пакет может быть использован биологами-исследователями для выявления закономерностей в геномных последовательностях. Также возможно применение в процессе обучения студентов, специализирующихся в области геномики или прикладной математики. В будущем на основе пакета GENumerator возможна разработка коммерческого программного пакета.

В дополнение к пакету статистического анализа, разработан пакет программных модулей для обнаружения мотивов, поиска палиндромов и картирования известных паттернов в кодирующей и некодирующей ДНК. В составе данного пакета разработан и программно реализован новый метод обнаружения обобщённых мотивов, коррелирующих с изменением уровня экспрессии, учитывающий дистанции вхождения мотивов относительно ключевых точек ДНК. Для обеспечения высокой скорости обработки больших объёмов данных применены специализированные структуры данных (обобщённые суффиксные деревья с ограничением на глубину) и распараллеливающие преобразования.

Разработана база данных генофонда Ростовской области, предназначенная для хранения данных о генотипе и фенотипических характеристиках жителей Ростовской области. Эти данные могут быть использованы для проведения исследований взаимосвязи генотипических признаков с предрасположенностью к определённым заболеваниям, группам риска и т.п. База данных подготовлена для публикации в Интернете.

Для  построения генных сетей были  сформированы две группы генов. Первая  группа – гены с повышенной экспрессией на окислительный стресс. Вторая группа – гены, не изменившие уровень экспрессии в ответ на окислительный стресс. В первую группу вошли следующие гены:  NM_017138:Lamr1, NM_053440:Stmn2, NM_057207:Sv2b, NM_053339:Acox3, Scn7a, Trpc3, Nid2:NM_213627, Herc1, Ssc1:BC085795, Golph2:NM_023977, Actr1a, Crebzf,Pdk4:NM_053551, Mrpl3, Api5, Zfhx1b, Snrpb:BC083694, Snrpb. Во вторую – все гены, локализованные на 20-й хромосоме Rattus norvegicus. Исследовали регуляторные области 264 генов, доступные в KnownGene  (за вычетом первого и последнего генов). Построение генных сетей и установление функциональных взаимосвязей между экспрессионными паттернами генов и некодирующей ДНК (транскрипционными факторами связывания) в близлежащих окрестностях указанных генов, которые показали повышенный уровень экспрессии в ответ на повышенное давление кислорода.  Реконструкция генно-функциональной сети была проведена  с помощью EGAN для генов, сверхэкспрессированных/ингибированных через 3 часа и через  3 месяца  после воздействия ГБО, чувствительных к окислительному стрессу в головном мозге крыс.   Генные сети позволяют расширить наши представления о взаимодействии генов   в  биологических процессах  посредством поиска общих для генов сети из баз данных GO, MeSH и KEGG, с использованием стандартного одностороннего точного (гипергеометрического) теста. В результате построения генных сетей мы выделили следующие основные процессы ген-генных взаимодействий - чувствительных к окислительному стрессу: 1) везикулярный транспорт, 2) трансмембранный транспорт, 3) окислительно-восстановительные процессы, 4) процессинг РНК и транскрипция, 5) нейрогенез, 6) метаболизм липидов и 7) регуляция транскрипции – транскрипционные факторы. Генные сети выявили  гомотипические кластеры  мотивов  и следующие значимые транскрипционные факторы DLX2, ARH2, DBX1 SOX1-SOX 30 HLX, FOXO1- FOXO3,  MEF2C, MEF2A.  Таким образом,  семейство  белков, и в частности SOX5, действительно может являться одним из ключевых транскрипционных факторов, участвующих в ответе на гипероксию.  Белки SOX5, SOX12, SOX13, SOX17 являются представителями семейства белков SOX, участвуют в эмбриональном развитии и дифференцировке. Один из наиболее важных сигнальных каскадов, регулирующих эмбриональное развитие - Wnt сигнальный каскад. Было показано, что некоторые из белков данного семейства могут регулировать работу Wnt сигнального каскада.

Полученные нами данные свидетельствуют в пользу специфически сильного, вероятно кооперативного взаимодействия факторов транскрипции  как в промоторной области, так и в цис регуляторных модулях. Механизмы одновременной экспрессии генов, вызываемой в данном исследовании окислительным стрессом, в настоящее время полностью не изучены, но могут регулироваться  последовательностями, лежащими в близлежащих областях некодирующей ДНК. Данное исследование позволяет сделать вывод о том, что участки, относящиеся к некодирующей ДНК несут определенные функции в регуляции ген-генных взаимодействий,  полное же определение всех функций ДНК является важной биологической задачей.

 
Разработан дизайн биочипа и изготовлен опытный образец  для определения экспрессии кислородзависимых генов при сердечно-сосудистых заболеваниях.
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