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Îïðåäåëåíèå ìåñòîïîëîæåíèÿ íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ òóáóëèíà

Â ñîâðåìåííîé ëèòåðàòóðå, ïîñâÿùåííîé èçó÷åíèþ ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè, íàáëþäàþòñÿ ñóùåñò-
âåííûå ðàçíîãëàñÿ îòíîñèòåëüíî òî÷íîãî ìåñòîïîëîæåíèÿ íóêëåîòèäîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ òðàíñ-
êðèïöèÿ ãåíîâ òóáóëèíà áðþõîðåñíè÷íûõ èíôóçîðèé. Ïðè÷èíîé ýòèõ ðàçíîãëàñèé ÿâëÿåòñÿ ðàçëè÷èå
ìåòîäèê, èñïîëüçóåìûõ èññëåäîâàòåëÿìè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîàíàëèçèðîâàíû îñíîâíûå ìåòîäû
îïðåäåëåíèÿ ìåñòîïîëîæåíèÿ íóêëåîòèäîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ òóáóëèíà áðþõî-
ðåñíè÷íîé èíôóçîðèè Stylonychia lemnae. Ïðåäëîæåíà ìîäèôèêàöèÿ ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ ìåñòîïîëîæå-
íèÿ íóêëåîòèäîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ, îñíîâàííîãî íà ñîâìåñòíîì àíàëèçå ïðîäóêòîâ
ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ è îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ íà îäíîì ïîëèàêðèëàìèäíîì (ÏÀÀ) ãåëå. Â ñëó-
÷àå èñïîëüçîâàíèÿ â ðåàêöèè ñåêâåíèðîâàíèÿ íåôîñôîðèëèðîâàííûõ ïðàéìåðîâ, ÷òî ðåêîìåíäóåòñÿ
ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëîì, ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ, îáëàäàþò
ìåíüøåé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòüþ, ÷åì ôðàãìåíòû ÄÍÊ, èìåþùèå òàêóþ æå äëèíó, ïîëó-
÷åííûå â ðåçóëüòàòå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ. Ðàçëè÷èå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè ó
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ îäíîãî ðàçìåðà îò÷åòëèâî çàìåòíî íà ýëåêòðîôîðåãðàììàõ ÏÀÀ-ãåëåé. Ïîñëå ïðîâåäå-
íèÿ ýëåêòðîôîðåçà ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå ïîëîñû, ñîäåðæàùèå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòà-
òå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ, íàõîäÿòñÿ íà ìåíüøåì ðàññòîÿíèè îò ñòàðòà ýëåêòðîôîðåçà, ÷åì ôðàãìåíòû
ÄÍÊ, èìåþùèå òàêóþ æå äëèíó, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ, ÷òî çàòðóäíÿåò
îäíîçíà÷íóþ èíòåðïðåòàöèþ ðåçóëüòàòà, ïðèâîäÿ ê âîçìîæíûì îøèáêàì â îöåíêå äàííûõ. Òàêèõ ðàçëè-
÷èé â ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè ìîæíî èçáåæàòü, èñïîëüçóÿ ïðè ñåêâåíèðîâàíèè ïðàéìåðû,
ôîñôîðèëèðîâàííûå íåðàäèîàêòèâíûì ôîñôîðîì. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ èñïîëüçîâàíèåì óêàçàííîãî ìå-
òîäà áûëî ïåðåîïðåäåëåíî ìåñòîïîëîæåíèå íóêëåîòèäîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ á1-,
á2-, â1- è â2-òóáóëèíà èíôóçîðèè S. lemnae.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òî÷êà íà÷àëà òðàíñêðèïöèè, ñåêâåíèðîâàíèå, îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ, ãåíû òó-
áóëèíà, èíôóçîðèè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÀÀ-ãåëü — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ÏÍÊ — ïîëèíóêëåîòèäêèíàçà.

Ïðè èññëåäîâàíèè ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè â ðàçëè÷-
íûõ ãåíàõ èíôóçîðèé íåìàëîâàæíóþ ðîëü èãðàåò èçó÷å-
íèå ìåñòîïîëîæåíèÿ, íóêëåîòèäíîãî ñîñòàâà è ôóíêöèé
ñïåöèôè÷åñêèõ ðåãóëÿòîðíûõ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ, íåîáõîäè-
ìûõ äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ôåðìåíòîì ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé
è ðàçëè÷íûìè áåëêîâûìè ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè. Ñïå-
öèôè÷åñêèå ðåãóëÿòîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, ïðè-
íèìàþùèå ó÷àñòèå âî âçàèìîäåéñòâèè ñ ñóáúåäèíèöàìè
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû è áåëêîâûìè òðàíñêðèïöèîííûìè ôàê-
òîðàìè ïðè îáðàçîâàíèè òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà,
ðàñïîëàãàþòñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò íóêëåîòè-
äîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàþòñÿ òðàíñêðèïöèÿ è òðàíñëÿöèÿ
ãåíà (Ïèìåíîâ è äð., 2006). Ñòðîãàÿ ïðîñòðàíñòâåííàÿ
îðèåíòàöèÿ ðåãóëÿòîðíûõ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ îòíîñèòåëüíî
òðàíñëèðóåìîé è òðàíñêðèáèðóåìîé îáëàñòåé ãåíà îïðå-
äåëÿåò íåîáõîäèìîñòü ýêñïåðèìåíòàëüíîãî îïðåäåëåíèÿ
ìåñòîïîëîæåíèÿ íóêëåîòèäîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàþòñÿ
òðàíñêðèïöèÿ è òðàíñëÿöèÿ ãåíà (Ïèìåíîâ è äð., 2006).

Ïðè îïðåäåëåíèè ìåñòîïîëîæåíèÿ íóêëåîòèäîâ, ñ êî-
òîðûõ íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ãåíà, øèðîêî èñïîëüçó-
åòñÿ ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ â ñî÷åòàíèè ñ äðóãèìè ìîëåêó-

ëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèìè ìåòîäàìè (Conzelmann, Helftenbe-
in, 1987; Steinbrueck, 1990). Íàèáîëüøåå ðàñïðîñòðàíåíèå
ïîëó÷èëà ìåòîäèêà, ñóòü êîòîðîé çàêëþ÷àåòñÿ â àíàëèçå
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâà-
íèÿ è íóêëåàçíîãî ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ, ñ ïîìîùüþ ýëåêò-
ðîôîðåçà íà îäíîì ÏÀÀ-ãåëå.

Â ðåçóëüòàòå ðàáîòû ôåðìåíòà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû,
ñèíòåçèðóþùåãî ìîëåêóëû ÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñåêâå-
íèðóåìîé ÄÍÊ ãåíà â êà÷åñòâå ìàòðèöû, íóêëåîòèäîâ è
ïðàéìåðà, îïðåäåëÿþùåãî ìåñòîïîëîæåíèå íà÷àëà ñèíòå-
çà, ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå íàáîðà ôðàãìåíòîâ èñõîäíîé
öåïè ÄÍÊ, îãðàíè÷åííûõ ñ îäíîé ñòîðîíû ñïåöèôè÷å-
ñêèì ïðàéìåðîì, à ñ äðóãîé — ìîäèôèöèðîâàííîé ôîð-
ìîé îäíîãî èç ÷åòûðåõ íóêëåîòèäîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â
ðåàêöèîííîé ñìåñè è îïðåäåëÿþùèõ òåðìèíàöèþ ñèíòåçà
ÄÍÊ (Sanger et al., 1977). Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå
ñåêâåíèðîâàíèÿ îáðàçóåòñÿ íàáîð ôðàãìåíòîâ èñõîäíîé
ÄÍÊ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî äëèíå íà îäèí íóêëåîòèä è ñîîò-
âåòñòâåííî îáëàäàþùèõ ðàçíîé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïî-
äâèæíîñòüþ. Ïî êëàññè÷åñêîé ìåòîäèêå ðåàêöèîííàÿ
ñìåñü ñåêâåíèðîâàíèÿ ðàçäåëÿåòñÿ íà ÷åòûðå îáðàçöà, â
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êàæäîì èç êîòîðûõ ïðèñóòñòâóåò îäèí òèï ìîäèôèöèðî-
âàííûõ íóêëåîòèäîâ, îïðåäåëÿþùèõ òåðìèíàöèþ ñèíòåçà
öåïè ÄÍÊ. Â ðåçóëüòàòå â êàæäîì èç îáðàçöîâ îáðàçóåòñÿ
íàáîð ôðàãìåíòîâ èñõîäíîé ÄÍÊ, îãðàíè÷åííûõ ñ îäíîé
ñòîðîíû ñïåöèôè÷åñêèì ïðàéìåðîì, à ñ äðóãîé — ìîäè-
ôèöèðîâàííîé ôîðìîé îïðåäåëåííîãî íóêëåîòèäà (San-
ger et al., 1977). Òàêàÿ ïîñòàíîâêà ýêñïåðèìåíòà ïîçâîëÿåò
ïðè íàíåñåíèè ÷åòûðåõ îáðàçöîâ ñåêâåíèðîâàíèÿ íà ñî-
ñåäíèå äîðîæêè ÏÀÀ-ãåëÿ è ïîñëåäóþùåì ýëåêòðîôî-
ðåçå ïîëó÷àòü ýëåêòðîôîðåãðàììó, íà êîòîðîé ôðàãìåíòû
ÄÍÊ, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî äëèíå íà îäèí íóêëåîòèä, ïðåä-
ñòàâëåíû â âèäå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïîëîñ, íàõîäÿ-
ùèõñÿ íà ðàçíîì ðàññòîÿíèè îò ñòàðòà ýëåêòðîôîðåçà,
à âåðòèêàëüíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ
ïîëîñ îòðàæàåò íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â ñî-
îòâåòñòâóþùåì ó÷àñòêå ÄÍÊ. Çíàíèå òèïà íóêëåîòèäà,
íà êîòîðîì îáðûâàþòñÿ öåïè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ íà êàæ-
äîé èç ÷åòûðåõ äîðîæåê, äàåò âîçìîæíîñòü âîññòàíîâèòü
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñåêâåíèðóåìîé ÄÍÊ
ãåíà.

Êëàññè÷åñêèì ñïîñîáîì îïðåäåëåíèÿ ìåñòîïîëîæå-
íèÿ íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ãå-
íîâ â ìèíè-õðîìîñîìàõ áðþõîðåñíè÷íûõ èíôóçîðèé, ÿâ-
ëÿåòñÿ ñîâìåñòíîå èñïîëüçîâàíèå ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíà è
ìåòîäà S1-êàðòèðîâàíèÿ (S1 nuclease mapping), îñíîâàííî-
ãî íà ãèáðèäèçàöèè ìå÷åííûõ ïî 5�- èëè 3�-êîíöó ÷àùå
âñåãî îäíîöåïî÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ ìîëåêóëû ÄÍÊ è òî-
òàëüíîé ÐÍÊ îðãàíèçìà ñ ïîñëåäóþùèì ðàñùåïëåíèåì
îäíîöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë íóêëåàçîé S1 (Õåéìñ, Õèããåíñ,
1987; Conzelmann, Helftenbein, 1987; Helftenbein, Muller,
1988). Îáðàçóþùèéñÿ ôðàãìåíò ÄÍÊ îãðàíè÷åí ñ îäíîé
ñòîðîíû îïðåäåëåííûì ñàéòîì ðåñòðèêöèè, ïî êîòîðîìó
îñóùåñòâëÿëîñü åãî âûðåçàíèå èç ìèíè-õðîìîñîìû, à ñ
äðóãîé — íóêëåîòèäîì, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ ñèíòåç
ìÐÍÊ, ÷òî îïðåäåëÿåòñÿ ïðèñóòñòâèåì ìîëåêóëû ìÐÍÊ â
ÐÍÊ—ÄÍÊ-êîìïëåêñå. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç òàêèõ ïðî-
äóêòîâ íóêëåàçíîãî ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ è ïðîäóêòîâ åå
ñåêâåíèðîâàíèÿ ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà òåõ è äðóãèõ íà îä-
íîì ÏÀÀ-ãåëå, ïî ìíåíèþ àâòîðîâ, äàåò âîçìîæíîñòü ãî-
âîðèòü î ìåñòîïîëîæåíèè íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíà-
åòñÿ òðàíñêðèïöèÿ â èññëåäóåìûõ ãåíàõ. Äåéñòâèòåëüíî,
ïðè íåîáõîäèìîì ñîîòâåòñòâèè ìåñòîïîëîæåíèÿ ñàéòà
ðåñòðèêöèè â S1-êàðòèðîâàíèè è ìåñòà îòæèãà ïðàéìåðà
äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðå-
çóëüòàòå íóêëåàçíîãî ðàñùåïëåíèÿ ÐÍÊ—ÄÍÊ-êîìïëåê-
ñà, äîëæíû èìåòü òàêóþ äëèíó è ýëåêòðîôîðåòè÷åñêóþ

ïîäâèæíîñòü, êàê è ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðå-
çóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ è îãðàíè÷åííûå íóêëåîòèäîì, ñ
êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ãåíà. Òàêèì îáðàçîì,
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîëîñà ñ ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ, ïî-
ëó÷åííûìè â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ, íàõîäÿùàÿñÿ
íà ýëåêòðîôîðåãðàììå íà òîì æå ðàññòîÿíèè îò ñòàðòà
ýëåêòðîôîðåçà, ÷òî è ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîëîñà ñ ôðàã-
ìåíòàìè ÄÍÊ, ïîëó÷åííûìè â ðåçóëüòàòå íóêëåàçíîãî
ðàñùåïëåíèÿ, îïðåäåëÿåò ìåñòîïîëîæåíèå íóêëåîòèäà, ñ
êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ (Conzelmann, Helften-
bein, 1987).

Îäíàêî â ðàáîòàõ, ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ ìåõàíèç-
ìîâ ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ á1-, á2-, â1- è â2-òó-
áóëèíà áðþõîðåñíè÷íîé èíôóçîðèè S. lemnae, íàáëþäà-
åòñÿ ïðîòèâîðå÷èå äàííûõ î ìåñòîïîëîæåíèè íóêëåîòè-
äà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ ñèíòåç ìÐÍÊ (Conzelmann,
Helftenbein, 1987; Helftenbein, Muller, 1988; Helftenbein et
al., 1989; Steinbrueck, 1990). Òàê, ïðè èçó÷åíèè ðåãóëÿöèè
òðàíñêðèïöèè ãåíà á1-òóáóëèíà S. lemnae â ðàííåé ðàáîòå
íóêëåîòèä, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ, èäåíòè-
ôèöèðîâàëñÿ â ïîëîæåíèè 41 ï. í. ëåâåå òðèïëåòà ATG, ñ
êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñëÿöèÿ ãåíà (Helftenbein, Muller,
1988), à â áîëåå ïîçäíèõ ðàáîòàõ — â ïîëîæåíèè 101 ï. í.
ëåâåå òðèïëåòà ATG (Helftenbein et al., 1989; Steinbrueck,
1990). Ñõîäíàÿ ñèòóàöèÿ èìååò ìåñòî è â îòíîøåíèè ðåãó-
ëÿöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà â2-òóáóëèíà S. lemnae. Çäåñü
íóêëåîòèä, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ, îäíèìè
àâòîðàìè îïðåäåëÿåòñÿ â ïîëîæåíèè 39 ï. í. ëåâåå òðèï-
ëåòà ATG, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñëÿöèÿ ãåíà (Helf-
tenbein et al., 1989), à äðóãèìè — â ïîëîæåíèè 38 ï. í. ëå-
âåå òðèïëåòà ATG (Conzelmann, Helftenbein, 1987; Steinb-
rueck, 1990). ßñíî, ÷òî òàêîå íåñîîòâåòñòâèå, ñòàâÿùåå
ïîä ñîìíåíèå êàê ðåçóëüòàòû îïûòîâ, òàê è âûâîäû, ñäå-
ëàííûå íà èõ îñíîâå, ñâèäåòåëüñòâóåò î íåñîâåðøåíñòâå
èñïîëüçóåìîé ìåòîäèêè.

Ïðè îïðåäåëåíèè íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ
ñèíòåç ìÐÍÊ, ðÿäîì àâòîðîâ ïðèìåíÿëàñü è äðóãàÿ ìåòî-
äèêà — èñïîëüçîâàíèå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ èññëåäóåìî-
ãî ãåíà â ñî÷åòàíèè ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé ñîîòâåòñò-
âóþùåé ìÐÍÊ. Â õîäå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè íà ìÐÍÊ,
ñèíòåçèðîâàííîé íà èññëåäóåìîì ãåíå, îòæèãàþòñÿ
ÄÍÊ-ïðàéìåðû, êîòîðûå çàòåì óäëèíÿþòñÿ ïðè ïîìîùè
ôåðìåíòà îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû ñ îáðàçîâàíèåì êîìï-
ëåìåíòàðíûõ öåïåé ÄÍÊ (Sambrook et al., 1989) (ðèñ. 1).
Ïðè íàðàùèâàíèè ïðàéìåðà ïî íàïðàâëåíèþ ê 3�-êîíöó
ìîëåêóëû ìÐÍÊ ïîëó÷àåìûé ôðàãìåíò ÄÍÊ îáðûâàåòñÿ
íà íóêëåîòèäå, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ öåïü ìÐÍÊ, ò. å. íà
íóêëåîòèäå, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ.

Èñïîëüçîâàíèå îäíèõ è òåõ æå ïðàéìåðîâ äëÿ ñåêâå-
íèðîâàíèÿ ãåíà è äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ïðè-
âîäèò ê òîìó, ÷òî ñòàðòîâûé íóêëåîòèä äëÿ ñèíòåçà ìîëå-
êóë ÄÍÊ â îáåèõ ðåàêöèÿõ îêàçûâàåòñÿ îäíèì è òåì æå,
÷òî îáóñëîâëèâàåò ñîïîñòàâèìîñòü ïðîäóêòîâ îáåèõ ðåàê-
öèé ïîñëå èõ ýëåêòðîôîðåçà íà îäíîì ÏÀÀ-ãåëå. Äåéñò-
âèòåëüíî, ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ, äîëæíû èìåòü òàêóþ æå
äëèíó è ýëåêòðîôîðåòè÷åñêóþ ïîäâèæíîñòü, êàê è ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ è
îãðàíè÷åííûå íóêëåîòèäîì, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñ-
êðèïöèÿ ãåíà. Òàêèì îáðàçîì, ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîëî-
ñà ñ ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ, ïîëó÷åííûìè â ðåçóëüòàòå ñåêâå-
íèðîâàíèÿ, íàõîäÿùàÿñÿ íà ýëåêòðîôîðåãðàììå íà òîì æå
ðàññòîÿíèè îò ñòàðòà ýëåêòðîôîðåçà, ÷òî è ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêàÿ ïîëîñà ñ ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ, ïîëó÷åííûìè â ðå-
çóëüòàòå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ, îïðåäåëÿåò ìåñ-
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Ðèñ. 1. Ñõåìà îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ.

Ïðèâåäåíà ñõåìà ìèíè-õðîìîñîìû ìàêðîíóêëåóñà Stylonychia lemnae.
Ñåðûé ïðÿìîóãîëüíèê — êîäèðóþùàÿ îáëàñòü ãåíà, íåïðåðûâíûå ëè-
íèè — íåêîäèðóþùèå ôëàíêèðóþùèå ó÷àñòêè, áåëûå ïðÿìîóãîëüíèêè —
òåëîìåðû, ôëàæîê — òî÷êà íà÷àëà òðàíñêðèïöèè. à — ñõåìà ñèíòåçà
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â õîäå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãåíà; ñòðåëêà ñ
êîíöîì â âèäå îêðóæíîñòè — ìÐÍÊ, øòðèõîâàÿ ëèíèÿ — ñèíòåçèðóåìàÿ
ìîëåêóëà ÄÍÊ, ñòðåëêà ñ îñòðûì êîíöîì — ìåñòî îòæèãà ïðàéìåðà è
íàïðàâëåíèå ñèíòåçà ìîëåêóëû ÄÍÊ. á — ñõåìà ñèíòåçà ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ â õîäå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ ãåíà; øòðèõîâàÿ ëèíèÿ — îäèí èç ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ, ñèíòåçèðîâàííûé â õîäå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ ìèíè-õðî-
ìîñîìû, îáðûâàþùèéñÿ íà íóêëåîòèäå, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñ-
êðèïöèÿ ãåíà, ñòðåëêà ñ îñòðûì êîíöîì — ìåñòî îòæèãà ïðàéìåðà è íà-

ïðàâëåíèå ñèíòåçà ìîëåêóëû ÄÍÊ.



òîïîëîæåíèå íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñ-
êðèïöèÿ.

Òàêàÿ ìåòîäèêà ïðèìåíÿëàñü ïðè èçó÷åíèè êàê ãåíîâ
èíôóçîðèé ðîäà Euplotes (Kaufmann, Klein, 1992; Ghosh et
al., 1994; Bender, Klein, 1997), òàê è ãåíîâ òóáóëèíà ìè-
íè-õðîìîñîì S. lemnae (Skovorodkin et al., 1999). Èíòåðåñ-
íî, ÷òî è â ýòèõ ðàáîòàõ íåò îäíîçíà÷íîãî ðåçóëüòàòà, ïî-
çâîëÿþùåãî ãîâîðèòü î òî÷íîì ìåñòîïîëîæåíèè íóêëåî-
òèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ ñèíòåç ìÐÍÊ. Òàê,
ðàçðåøàþùàÿ ñïîñîáíîñòü ìåòîäà â ýêñïåðèìåíòàõ ïî
îïðåäåëåíèþ ìåñòîïîëîæåíèÿ íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà-
÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ, â ðÿäå ãåíîâ Euplotes è, â ÷àñòíî-
ñòè, â ãåíå â-òóáóëèíà íå ïîçâîëÿåò àâòîðàì ëîêàëèçîâàòü
íóêëåîòèä, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ, ñ íåîá-
õîäèìîé òî÷íîñòüþ (Ghosh et al., 1994). Â ðàáîòå, âûïîë-
íåííîé íà ãåíå á1-òóáóëèíà S. lemnae , áûëî ïîêàçàíî,
÷òî íóêëåîòèä, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ, íà-
õîäèòñÿ â ïîëîæåíèè 38 ï. í. ëåâåå òðèïëåòà ATG, ñ êîòî-
ðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñëÿöèÿ ãåíà (Skovorodkin et al.,
1999), ÷òî òàêæå îòëè÷àåòñÿ îò âñåõ ðàíåå îïóáëèêîâàí-
íûõ äàííûõ.

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âî âñåõ ðàññìîòðåííûõ ðà-
áîòàõ àíàëèç ÏÀÀ-ãåëåé áûë çàòðóäíåí òåì, ÷òî ôðàãìåí-
òû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ è
îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ è èìåþùèå îäèíàêîâóþ
äëèíó è íóêëåîòèäíûé ñîñòàâ, îáëàäàëè ðàçíîé ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòüþ (Kaufmann, Klein, 1992;
Ghosh et al., 1994; Bender, Klein, 1997; Skovorodkin et al.,
1999).

Çàäà÷åé íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëàñü ðàçðàáîò-
êà íàèáîëåå íàäåæíîãî ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ ìåñòîïîëî-
æåíèÿ íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ,
â ðàçëè÷íûõ ãåíàõ èíôóçîðèé. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòîãî
ìåòîäà áûëî îïðåäåëåíî òî÷íîå ìåñòîïîëîæåíèå íóêëåî-
òèäîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ á- è
â-òóáóëèíà S. lemnae.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàí êëîí èíôóçîðèè S. lemnae, ïî-
ëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå ñêðåùèâàíèÿ äâóõ êëîíîâ, îäèí èç
êîòîðûõ áûë ïîëó÷åí îò èíôóçîðèè, âçÿòîé èç âîäîåìà â
ã. Äîðóì â Ñåâåðíîé Ãåðìàíèè (Dorum, Germany), äðó-
ãîé — îò èíôóçîðèè, âçÿòîé èç âîäîåìà â Ïåòåðãîôå ïîä
Ñàíêò-Ïåòåðáóðãîì.

Èíôóçîðèé êóëüòèâèðîâàëè â ìèíåðàëüíîé ñðåäå
Ïðèíãñãåéìà ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 0.85 ìÌ Ca(NO3)2�

� 4H2O, 0.35 ìÌ KCl, 0.08 ìÌ MgSO4�7H2O, 0.11 ìÌ
Na2HPO4�2H2O. Â êà÷åñòâå êîðìà èíôóçîðèé èñïîëüçîâà-
ëè îäíîêëåòî÷íûå âîäîðîñëè Chlorogonium sp. (Ammer-
mann et al., 1974).

Ìåñòîïîëîæåíèå íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ
òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ òóáóëèíà, îïðåäåëÿëè, èñïîëüçóÿ
ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ è îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ ìÐÍÊ
(primer extension). Ýëåêòðîôîðåç íà îäíîì ÏÀÀ-ãåëå
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâà-
íèÿ ÄÍÊ è îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ïðè èñïîëüçî-
âàíèè îäèíàêîâûõ ïðàéìåðîâ â îáåèõ ðåàêöèÿõ, ïîçâîëÿ-
åò ïîëó÷àòü ýëåêòðîôîðåãðàììó, íà êîòîðîé ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêàÿ ïîëîñà ñ ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ, ïîëó÷åííûìè â
ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ, íàõîäÿùàÿñÿ íà òîì æå ðàñ-
ñòîÿíèè îò ñòàðòà ýëåêòðîôîðåçà, ÷òî è ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêàÿ ïîëîñà, ñîäåðæàùàÿ ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â
ðåçóëüòàòå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ, îïðåäåëÿåò

ìåñòîïîëîæåíèå íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ
òðàíñêðèïöèÿ.

Ñåêâåíèðîâàíèå âñåõ ãåíîâ âûïîëíÿëîñü ïî ìåòîäó
Ñàíãåðà ñ ñîàâòîðàìè (Sanger et al., 1977) â ñîîòâåòñòâèè
ñî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëîì (USB Corp. T7 Sequencing
Kit). Äëÿ ïîñëåäóþùåé âèçóàëèçàöèè ðåçóëüòàòà èñïîëü-
çîâàëè ìå÷åííûå ðàäèîàêòèâíîé ñåðîé íóêëåîòèäû
[á-35S]dATPáS. Ìå÷åíûå ÍÒÔ ïîëó÷åíû â ôèðìå ICN.

Ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ âûïîëíÿëè ïî
ìåòîäèêå Ñàìáðóêà ñ ñîàâòîðàìè (Sambrook et al., 1989) ñ
èñïîëüçîâàíèåì òîòàëüíîé ÐÍÊ S. lemnae. Â ýòîì ñëó÷àå
íà ìÐÍÊ îòæèãàþòñÿ ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûå ÄÍÊ-ïðàé-
ìåðû, êîòîðûå çàòåì óäëèíÿþòñÿ ïðè ïîìîùè ôåðìåíòà
îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû ñ îáðàçîâàíèåì êîìïëåìåíòàð-
íûõ öåïåé ÄÍÊ (ðèñ. 1). Ïðè íàðàùèâàíèè ïðàéìåðà ïî
íàïðàâëåíèþ ê 3�-êîíöó ìîëåêóëû ìÐÍÊ ïîëó÷åííûé
ôðàãìåíò ÄÍÊ áóäåò îáðûâàòüñÿ â òî÷êå íà÷àëà öåïè
ìÐÍÊ, ò. å. íà òîì íóêëåîòèäå, ñ êîòîðîãî íà÷èíàëñÿ ñèí-
òåç ìÐÍÊ íà ìàòðèöå ÄÍÊ.

Â êà÷åñòâå ìåòêè èñïîëüçîâàëè ðàäèîàêòèâíûé èçî-
òîï ôîñôîðà 32P, êîòîðûì ìåòèëèñü 5�-êîíöû ïðàéìå-
ðîâ.

Ìàêðîíóêëåàðíóþ ÐÍÊ S. lemnae âûäåëÿëè ïî ñëå-
äóþùåìó ïðîòîêîëó. Êëåòêè ñîáèðàëè íà ôèëüòðå è ïåðå-
íîñèëè â êàïëþ ðàñòâîðà Ïðèíãñãåéìà îáúåìîì 2 ìë.
Â ïðîáó äîáàâëÿëè 2 ìë äâóêðàòíîãî áóôåðà äëÿ ïðîòåè-
íàçû K (200 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, 300 ìÌ NaCl, 25 ìÌ
ÝÄÒÀ è 2 % ÄÑÍ), õîðîøî ïåðåìåøèâàëè è ïåðåíîñèëè
åå â ïðîáèðêó îáúåìîì 10 ìë. Çàòåì â ïðîáó äîáàâëÿëè
25 ìêë ïðîòåèíàçû K (20 ìã/ìë) è èíêóáèðîâàëè åå ïðè
50 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷. Öåíòðèôóãèðîâàëè ïðîáó 10 ìèí
(4000 îá/ìèí) è ñóïåðíàòàíò ïåðåíîñèëè â äðóãóþ ïðî-
áèðêó. Îáðàçåö ýêñòðàãèðîâàëè äâàæäû ôåíîë-õëîðîôîð-
ìîì. Ìàòåðèàë ðàçäåëÿëè íà ïîðöèþ ïî 300 ìêë. Ñîäåð-
æèìîå ïðîáèðîê îñàæäàëè ýòàíîëîì è îñàäîê âûñóøèâà-
ëè. Äëÿ îöåíêè êîëè÷åñòâà âûäåëåííîé ÐÍÊ ðàñòâîðÿëè
ñîäåðæèìîå îäíîé ïðîáèðêè â 11 ìêë äèñòèëëèðîâàííîé
âîäû è èñïîëüçîâàëè 1 ìêë ðàñòâîðà äëÿ ãåëü-ýëåêòðîôî-
ðåçà â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå.

Ìèíè-õðîìîñîìû, íåñóùèå ãåíû á1-, á2-, â1- è â2-òó-
áóëèíà, áûëè âûäåëåíû è êëîíèðîâàíû â ïëàçìèäàõ
pUC12 è pTZ18U Õåëüôòåíáàéí è Ìþëëåðîì (Helften-
bein, Muller, 1988) è ïîëó÷åíû íàìè èç êîëëåêöèè ïëàç-
ìèä ä-ðà Ã. Øòàéíáðþêà (G. Steinbrueck, Çîîëîãè÷åñêèé
èíñòèòóò Òþáèíãåíñêîãî óíèâåðñèòåòà, ã. Òþáèíãåí, Ãåð-
ìàíèÿ).

Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè èç êëåòîê E. coli ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ íàáîðîâ ðåàêòèâîâ ôèðìû
QIAGEN (Minipreparation, Maxipreparation of plasmid
DNA) èëè æå èñïîëüçîâàëè ýêñïðåññ-ìåòîä âûäåëåíèÿ
ÄÍÊ (Ausubel et al., 1989; Goode, Feinstein, 1992).

ÏÀÀ-ãåëü ïðåäñòàâëÿë ñîáîé 6%-íûé ðàñòâîð ÏÀÀ
â 50%-íîì ðàñòâîðå ìî÷åâèíû, ïðèãîòîâëåííîì íà îäíî-
êðàòíîì áóôåðå ÒÂÅ. Äëÿ óñêîðåíèÿ æåëàòèíèçàöèè
ðàñòâîðà ÏÀÀ â íåãî äîáàâëÿëè 20 ìêë ÒÝÌÝÄ è 200 ìêë
10%-íîãî ðàñòâîðà ÏÑÀ íà 100 ìë. Ðàñòâîð ÏÀÀ çàëèâà-
ëè ìåæäó äâóìÿ ñòåêëàìè äëèíîé ëèáî 20, ëèáî 50 ñì â
çàâèñèìîñòè îò æåëàåìîé ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòè.
Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â îäíîêðàòíîì áóôåðå ÒÂÅ â
òå÷åíèå 3 ÷ ïðè íàïðÿæåíèè ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ 900 Â.
Ïåðåä íàíåñåíèåì îáðàçöîâ ãåëþ äàâàëè ðàçîãðåòüñÿ ïðè
íàïðÿæåíèè ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ 900 Â â òå÷åíèå 30 ìèí.
Èñïîëüçîâàëè Òðèñ-áîðàòíûé áóôåð ñëåäóþùåãî ñîñòàâà:
Òðèñ — 0.1 Ì, áîðíàÿ êèñëîòà — 0.083 Ì, ÝÄÒÀ —
0.001 Ì, pH 8.3.
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Ðåçóëüòàòû

Â ðåçóëüòàòå ýëåêòðîôîðåçà ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ïîëó-
÷åííûõ ñåêâåíèðîâàíèåì ÄÍÊ è îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé
ìÐÍÊ èññëåäóåìûõ ãåíîâ íà îäíîì ÏÀÀ-ãåëå, áûëî îá-
íàðóæåíî, ÷òî ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå
ñåêâåíèðîâàíèÿ, îáëàäàþò ìåíüøåé ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîé ïîäâèæíîñòüþ, ÷åì ôðàãìåíòû ÄÍÊ, èìåþùèå òà-
êèå æå äëèíó è íóêëåîòèäíûé ñîñòàâ, ïîëó÷åííûå â ðåçó-
ëüòàòå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè. Ðàçëè÷èå â ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè îäèíàêîâûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
âûðàæàåòñÿ â òîì, ÷òî íà ïîëó÷àåìûõ ýëåêòðîôîðåãðàì-
ìàõ ÏÀÀ-ãåëåé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå ïîëîñû, ñîäåðæà-
ùèå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ñåêâåíè-
ðîâàíèÿ, íàõîäÿòñÿ íà ìåíüøåì ðàññòîÿíèè îò ëèíèè
ñòàðòà ýëåêòðîôîðåçà, ÷åì ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå ïîëîñû,
ñîäåðæàùèå ôðàãìåíòû ÄÍÊ òåõ æå äëèíû è íóêëåîòèä-
íîãî ñîñòàâà, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå îáðàòíîé òðàíñ-
êðèïöèè. Ðàññìîòðåííûå ðàçëè÷èÿ â ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîé ïîäâèæíîñòè àíàëèçèðóåìûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ çíà-
÷èòåëüíî çàòðóäíÿþò òî÷íîå òîëêîâàíèå ïîëó÷àåìûõ
ýëåêòðîôîðåãðàìì.

Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè÷èíà ðàçëè÷èÿ ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè ñîñòîèò â ïðèñóòñòâèè ôîñôî-
ðèëèðîâàííûõ ãðóïï íà 5�-êîíöå ïðàéìåðîâ, èñïîëüçóå-
ìûõ â îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ, è èõ îòñóòñòâèè
ó ïðàéìåðîâ äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ, ÷òî ðåêîìåíäóåò-
ñÿ ñòàíäàðòíûìè ïðîòîêîëàìè óêàçàííûõ ìåòîäîâ. Ðàçëè-
÷èå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ,
èìåþùèõ îäèíàêîâûå äëèíó è íóêëåîòèäíûé ñîñòàâ, ïî-
ëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ ñ ïðè-
ìåíåíèåì íåôîñôîðèëèðîâàííûõ è ôîñôîðèëèðîâàí-
íûõ ïðàéìåðîâ, äîêàçàíî â êîíòðîëüíîì ýêñïåðèìåíòå
(ðèñ. 2). Íà ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî ïðîäóêòû ñåêâåíèðîâàíèÿ
ÄÍÊ, ïðîèçâåäåííîãî ñ èñïîëüçîâàíèåì ôîñôîðèëèðî-
âàííûõ ïðàéìåðîâ, áîëåå ïîäâèæíû â ãåëå è íàõîäÿòñÿ
â íåì äàëüøå îò ñòàðòà, ÷åì ñîîòâåòñòâóþùèå ïî ðàçìåðó

ìîëåêóëû ÄÍÊ, ñèíòåçèðîâàííûå íà îñíîâå íåôîñôî-
ðèëèðîâàííûõ ïðàéìåðîâ (ðèñ. 2). Òàêîãî ðàçëè÷èÿ â
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè ïðîäóêòîâ îáåèõ ðåàê-
öèé ìîæíî èçáåæàòü, åñëè â îáîèõ ñëó÷àÿõ èñïîëüçîâàòü
ôîñôîðèëèðîâàííûå ïðàéìåðû (ðèñ. 2). Ïîäîáíûì îáðà-
çîì ìîæíî óñòðàíèòü è ðàçëè÷èå â ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé
ïîäâèæíîñòè ïðîäóêòîâ ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ è îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ. Ïðè ñåêâåíèðîâàíèè ÄÍÊ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïðàéìåðîâ, ôîñôîðèëèðîâàííûõ íåðàäèîàêòèâ-
íûì ôîñôîðîì, íà ïîëó÷àåìîé ýëåêòðîôîðåãðàììå
ÏÀÀ-ãåëÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîëîñà, ñîäåðæàùàÿ ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå îáðàòíîé òðàíñêðèï-
öèè ìÐÍÊ, ðàñïîëàãàåòñÿ íà òîì æå ðàññòîÿíèè îò ñòàðòà,
÷òî è ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîëîñà, ñîäåðæàùàÿ ïðîäóêòû
ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíà òîé æå âåëè÷èíû (ðèñ. 3).

Â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ áûëè îïðåäåëåíû
íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ó÷àñòêàõ ãåíîâ á1-,
á2-, â1- è â2-òóáóëèíà èíôóçîðèè S. lemnae, â êîòîðûõ ëî-
êàëèçóþòñÿ íóêëåîòèäû, ñ êîòîðûõ íà÷èíàþòñÿ òðàíñ-
êðèïöèÿ è òðàíñëÿöèÿ ãåíîâ (ðèñ. 4).

Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà ýëåêòðîôîðåãðàìì ïóòåì ñîïî-
ñòàâëåíèÿ ìåñòîïîëîæåíèÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïîëîñ,
ñîäåðæàùèõ ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå
ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ è îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ,
ïðîèçâåäåííîãî îïèñàííûì ìåòîäîì, áûëî îïðåäåëåíî
ìåñòîïîëîæåíèå íóêëåîòèäîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ
òðàíñêðèïöèÿ â èññëåäóåìûõ ãåíàõ. Ñîãëàñíî íàøèì äàí-
íûì, â ãåíàõ á1-, á2-, â1- è â2-òóáóëèíà íóêëåîòèäû, ñ êî-
òîðûõ íà÷èíàåòñÿ ñèíòåç ìÐÍÊ, íàõîäÿòñÿ ñîîòâåòñòâåí-
íî íà 38, 38, 28 è 36 ïàð îñíîâàíèé ëåâåå òðèïëåòà ATG, ñ
êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ êîäèðóþùàÿ îáëàñòü ãåíà (ðèñ. 4).
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Ðèñ. 2. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ÏÀÀ-ãåëåé, ïîëó÷åííàÿ â ðåçóëü-
òàòå ýëåêòðîôîðåçà ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ïðè ñåêâåíèðîâàíèè ãåíà

á1-òóáóëèíà.

à — ïðîïèñíûìè áóêâàìè îáîçíà÷åíû äîðîæêè, íà êîòîðûå íàíåñåíû ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ, â êîòîðîì èñ-
ïîëüçîâàëèñü íåôîñôîðèëèðîâàííûå ïðàéìåðû, ñòðî÷íûìè áóêâàìè —
äîðîæêè, íà êîòîðûå íàíåñåíû ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå
ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ, â êîòîðîì èñïîëüçîâàëèñü ôîñôîðèëèðîâàííûå

ïðàéìåðû; á — ïðàéìåðû ôîñôîðèëèðîâàíû â îáîèõ ñëó÷àÿõ.

Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåãðàììû ÏÀÀ-ãåëåé, ïîëó÷åííûå â ðåçóëü-
òàòå ýëåêòðîôîðåçà ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ñèíòåçèðîâàííûõ â ðå-
çóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ è îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ
ãåíîâ á1-, á2-, â1- è â2-òóáóëèíà èíôóçîðèè Stylonychia lemnae.

Áóêâàìè A, T, G è C îáîçíà÷åíû äîðîæêè ÏÀÀ-ãåëåé, ýëåêòðîôîðåòè-
÷åñêèå ïîëîñû êîòîðûõ ñîäåðæàò ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðå-
çóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ ãåíîâ; áóêâîé Î — äîðîæêè ÏÀÀ-ãåëåé,
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå ïîëîñû êîòîðûõ ñîäåðæàò ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó-
÷åííûå â ðåçóëüòàòå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ; ñòðåëêàìè îáîçíà-
÷åíû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå ïîëîñû, ñîäåðæàùèå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó-

÷åííûå â ðåçóëüòàòå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãåíîâ.



Îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíîâ òóáóëèíà èíôóçî-
ðèè S. lemnae áûëè ïîëó÷åíû òàêèå æå íóêëåîòèäíûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè, êàêèå ðàíåå áûëè ïîëó÷åíû ðàçëè÷íû-
ìè àâòîðàìè ïðè ñåêâåíèðîâàíèè òåõ æå ìèíè-õðîìîñîì
(Helftenbein, 1985; Conzelmann, Helftenbein, 1987; Helften-
bein, Muller, 1988; Helftenbein et al., 1989; Steinbrueck,
1990). Â òî æå âðåìÿ ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå äàí-
íûå î ìåñòîïîëîæåíèè íóêëåîòèäîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåò-
ñÿ òðàíñêðèïöèÿ â èññëåäîâàííûõ ãåíàõ, îòëè÷àþòñÿ îò
ðàíåå îïóáëèêîâàííûõ (Helftenbein, 1985; Conzelmann,
Helftenbein, 1987; Helftenbein, Muller, 1988; Helftenbein
et al., 1989; Steinbrueck, 1990; Skovorodkin et al., 1999).
Ïðè ýòîì â ðàññìàòðèâàåìîé ëèòåðàòóðå äàííûå î ìåñòî-
ïîëîæåíèè íóêëåîòèäîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ ñèíòåç
ìÐÍÊ, òàêæå ðàçëè÷àþòñÿ.

Ïðè÷èíîé ýòèõ ðàçíîãëàñèé, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ
ðàçëè÷èå èñïîëüçóåìûõ àâòîðàìè ìåòîäîâ. Êëàññè÷åñêèì
ñïîñîáîì îïðåäåëåíèÿ ìåñòîïîëîæåíèÿ íóêëåîòèäîâ, ñ
êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ ñèíòåç ìÐÍÊ, â ãåíàõ ìèíè-õðîìî-
ñîì áðþõîðåñíè÷íûõ èíôóçîðèé, èñïîëüçóåìûì áîëü-
øèíñòâîì èññëåäîâàòåëåé, ÿâëÿåòñÿ òàê íàçûâàåìûé ìå-
òîä S1-êàðòèðîâàíèÿ (S1 nuclease mapping), îñíîâàííûé íà
ãèáðèäèçàöèè ìå÷åííûõ ïî 5�- èëè 3�-êîíöó ÷àùå âñåãî
îäíîöåïî÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ ìîëåêóëû ÄÍÊ è òîòàëüíîé
ÐÍÊ îðãàíèçìà ñ ïîñëåäóþùèì ðàñùåïëåíèåì îäíîöåïî-
÷å÷íûõ ìîëåêóë íóêëåàçîé S1 (Õåéìñ, Õèããåíñ, 1987;
Conzelmann, Helftenbein, 1987; Helftenbein, Muller, 1988).
Îáðàçóþùèéñÿ ôðàãìåíò ÄÍÊ îãðàíè÷åí ñ îäíîé ñòîðî-
íû îïðåäåëåííûì ñàéòîì ðåñòðèêöèè, ïî êîòîðîìó îñó-
ùåñòâëÿëîñü åãî âûðåçàíèå èç ìèíè-õðîìîñîìû, à ñ äðó-
ãîé — òî÷êîé íà÷àëà òðàíñêðèïöèè, ÷òî îïðåäåëÿåòñÿ
ïðèñóòñòâèåì ìîëåêóëû ÐÍÊ â ÐÍÊ—ÄÍÊ-êîìïëåêñå.
Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýëåêòðîôîðåãðàìì, ïîëó÷åííûõ â
ðåçóëüòàòå ýëåêòðîôîðåçà òàêèõ ïðîäóêòîâ íóêëåàçíîãî
ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ è ïðîäóêòîâ åå ñåêâåíèðîâàíèÿ íà îä-
íîì ÏÀÀ-ãåëå, ïî ìíåíèþ àâòîðîâ, äàåò âîçìîæíîñòü ãî-
âîðèòü î ìåñòîïîëîæåíèè íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíà-
åòñÿ òðàíñêðèïöèÿ èññëåäóåìûõ ãåíîâ.

Ñóùåñòâóåò âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî ÄÍÊ—ÐÍÊ-ãèáðè-
äèçàöèÿ ìîæåò ïðîèñõîäèòü íåîäíîçíà÷íî ïðè ïîâòîðíî-
ñòÿõ îïûòà ââèäó îáðàçîâàíèÿ ðàçíîãî ðîäà ïåòåëü è øïè-
ëåê â ìîëåêóëå ìÐÍÊ, ÷òî äîïóñêàåòñÿ òåìïåðàòóðíûì

ðåæèìîì ðåàêöèè. Â ðåçóëüòàòå êîìïëåêñ ÄÍÊ—ÐÍÊ è,
ñëåäîâàòåëüíî, êîíå÷íûé ïðîäóêò ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ ìî-
ãóò âàðüèðîâàòü ïî äëèíå, ÷òî ïðèâåäåò ê íåïðàâèëüíîìó
îïðåäåëåíèþ ìåñòîïîëîæåíèÿ íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà-
÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ èññëåäóåìûõ ãåíîâ.

Îäíîâðåìåííî ñ ýòèì îòñóòñòâèå â ðàíåå îïóáëèêî-
âàííûõ ðàáîòàõ òî÷íîé èíôîðìàöèè î äåòàëÿõ ïðîâåäå-
íèÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ, â ÷àñòíîñòè î ìåñòå îòæèãà
ïðàéìåðîâ, íå ïîçâîëÿåò ñóäèòü î êîððåêòíîñòè ñîîòíåñå-
íèÿ ìåñòîïîëîæåíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ â ðå-
çóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ, ñ ìåñòîïîëîæåíèåì ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå íóêëåàçíîãî ðàñùåïëåíèÿ,
íà ýëåêòðîôîðåãðàììå ÏÀÀ-ãåëÿ.

Äðóãîé ñïîñîá îïðåäåëåíèÿ ìåñòîïîëîæåíèÿ íóêëåîòè-
äîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ, èñïîëüçîâàííûé
äëÿ èõ îïðåäåëåíèÿ ó ðÿäà ãåíîâ Euplotes è S. lemnae, îñíîâàí
íà èñïîëüçîâàíèè ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ èññëåäóåìûõ ìè-
íè-õðîìîñîì â ñî÷åòàíèè ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé ñîîòâåò-
ñòâóþùåé ìÐÍÊ. Ýòîò ñïîñîá ïîçâîëÿåò èçáåæàòü îøèáîê è
íåòî÷íîñòåé ìåòîäà S1-êàðòèðîâàíèÿ, îäíàêî òàêæå íå ëèøåí
íåäîñòàòêîâ. Íàðàùèâàíèå ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ ïðè
îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ïðèâîäèò ê ïîëó÷åíèþ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ ñòðîãî îïðåäåëåííûõ ðàçìåðà è ñîñòàâà, òî÷íî ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ èññëåäóåìûì ó÷àñòêàì ìÐÍÊ.

Èñïîëüçîâàíèå îäíèõ è òåõ æå ïðàéìåðîâ è ïðè ñåê-
âåíèðîâàíèè ãåíà, è ïðè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ
ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ñòàðòîâàÿ òî÷êà äëÿ ñèíòåçà ìîëå-
êóë ÄÍÊ â îáåèõ ðåàêöèÿõ îêàçûâàåòñÿ îäíîé è òîé æå.
Òàêèì îáðàçîì, ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòà-
òå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ, èìåþò òàêèå æå äëèíó
è ýëåêòðîôîðåòè÷åñêóþ ïîäâèæíîñòü, êàê è ôðàãìåíòû
ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ è îãðàíè-
÷åííûå íóêëåîòèäîì, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèï-
öèÿ ãåíà. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîëîñà ñ ôðàãìåíòàìè
ÄÍÊ, ïîëó÷åííûìè â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ, íàõîäÿ-
ùàÿñÿ íà ýëåêòðîôîðåãðàììå íà òîì æå ðàññòîÿíèè îò
ñòàðòà ýëåêòðîôîðåçà, ÷òî è ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîëîñà
ñ ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ, ïîëó÷åííûìè â ðåçóëüòàòå îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ, îïðåäåëÿåò ìåñòîïîëîæåíèå íóê-
ëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ.

Îäíàêî îáíàðóæåííûå íàìè ðàçëè÷èÿ â ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ îäèíàêîâûõ äëè-
íû è íóêëåîòèäíîãî ñîñòàâà, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå
ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ è îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ,

Îïðåäåëåíèå ìåñòîïîëîæåíèÿ íóêëåîòèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ òóáóëèíà 627

Ðèñ. 4. Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ á1-, á2-, â1- è â2-òóáóëèíà èíôóçîðèè Stylonychia lemnae â îáëàñòè íóêëåîòèäîâ, ñ
êîòîðûõ íà÷èíàþòñÿ òðàíñêðèïöèÿ è òðàíñëÿöèÿ ãåíîâ.

Ïðåäñòàâëåíû ëèäèðóþùèå íåêîäèðóþùèå ó÷àñòêè ãåíîâ á- è â-òóáóëèíà; æèðíûì øðèôòîì âûäåëåíû òðèïëåòû ATG, ñ êîòîðûõ íà÷èíàþòñÿ
òðàíñëèðóåìûå ó÷àñòêè ãåíîâ; íóêëåîòèäû, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ ñèíòåç ìÐÍÊ, âûäåëåíû æèðíûì øðèôòîì ñ ïîä÷åðêèâàíèåì.



ïðè èñïîëüçîâàíèè ñòàíäàðòíûõ ïðîòîêîëîâ äåëàþò íå-
âîçìîæíûì òî÷íîå îïðåäåëåíèå ìåñòîïîëîæåíèÿ íóêëåî-
òèäà, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ ñèíòåç ìÐÍÊ. Èìåííî ýòî îá-
ñòîÿòåëüñòâî, ïî íàøåìó ìíåíèþ, è ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé
ðàçëè÷èÿ äàííûõ â îïóáëèêîâàííûõ ðàíåå ðàáîòàõ (Kauf-
mann, Klein, 1992; Ghosh et al., 1994; Bender, Klein, 1997;
Skovorodkin et al., 1999).

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ìû ïðèøëè ê çàêëþ÷åíèþ î òîì,
÷òî íàèáîëåå àäåêâàòíûì ìåòîäîì îïðåäåëåíèÿ ìåñòîïî-
ëîæåíèÿ íóêëåîòèäîâ, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèï-
öèÿ, ÿâëÿåòñÿ ñîâìåñòíîå èñïîëüçîâàíèå ñåêâåíèðîâàíèÿ
ÄÍÊ è îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ èññëåäóåìîãî ãåíà.
Ïðè ýòîì îáÿçàòåëüíûì óñëîâèåì ïîëó÷åíèÿ ïðàâèëüíîãî
ðåçóëüòàòà ïðè ñîïîñòàâëåíèè ìåñòîïîëîæåíèÿ íà ýëåêò-
ðîôîðåãðàììå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòà-
òå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ, ñ ìåñòîïîëîæåíèåì ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè
ìÐÍÊ, ÿâëÿåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå èñïîëüçóåìûõ äëÿ
ñåêâåíèðîâàíèÿ ïðàéìåðîâ íåðàäèîàêòèâíûì ôîñôîðîì.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàññìîòðåííîãî ìåòîäà óñòàíîâëå-
íî, ÷òî â ãåíàõ á1-, á2-, â1- è â2-òóáóëèíà S. lemnae íóêëå-
îòèäû, ñ êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ ñèíòåç ìÐÍÊ, íàõîäÿòñÿ ñî-
îòâåòñòâåííî íà 38, 38, 28, 36 ïàð îñíîâàíèé ëåâåå òðèïëå-
òà ATG, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ êîäèðóþùàÿ îáëàñòü ãåíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-00662).
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TRANSCRIPTION START SITE DETERMINATION IN STYLONYCHIA LEMNAE TUBULIN GENES

A. Yu. Pimenov

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; e-mail: iamshura@yahoo.com

Contemporary experimental literature concerning transcription regulation study contains a lot of inconsis-
tencies between data on precise transcription start site position in tubulin genes of hypotrychious ciliates. We
have revealed that the reason of these inconsistencies lies in the methods applied by scientists. In present study,
the basic methods of transcription start site identification were analyzed. The modification of transcription start
site identification method based on the analysis of sequencing and primer extension reactions products on the sa-
me PAA gel was elaborated using Stylonychia lemnae tubulin genes as a model object. The use of non-phospho-
rylated primers in sequencing reaction (in accordance with standard procedure) leads to the appearance of band
shifting which causes mistakes in results evaluation. This band shifting can be eliminated by the use of primers
phosphorylated by non-radioactive phosphorus. In present study we applied this method to redetermine trans-
cription start sites in á1-, á2-, â1- and â2-tubulin genes of S. lemnae.

K e y w o r d s: transcription start site, sequencing, primer extension.

628 À. Þ. Ïèìåíîâ


