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Â ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà òêàíåñïåöèôè÷íîãî ôåðìåíòà òðèïòîôàíäèîêñèãåíàçû (tdo) â òðàíñ-
êðèïöèîííî àêòèâíîì ñîñòîÿíèè èäåíòèôèöèðîâàíû äâà ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûõ ê ÄÍÊàçå I ó÷àñòêà.
Îäèí íàõîäèòñÿ â ïîëîæåíèè –470, à äðóãîé — ââåðõ ïî òå÷åíèþ ãåíà â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò
ïåðâîãî. Ïðè ôðàãìåíòàöèè ýòîé îáëàñòè ãåíà ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé íàáëþäàåòñÿ íàðóøåíèå ïåðèî-
äè÷íîñòè ðàçðûâîâ ÄÍÊ è â õîäå ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíèÿ íàêàïëèâàåòñÿ ôðàãìåíò ÄÍÊ ñ áîëü-
øåé, ÷åì íóêëåîñîìíàÿ, ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòüþ. Â êîíòðîëüíûõ îïûòàõ ïî ðåêîíñòðóêöèè
íóêëåîñîìíûõ êîðîâûõ ÷àñòèö in vitro ïîêàçàíî, ÷òî ÄÍÊ ýòîé îáëàñòè âîâëåêàåòñÿ â îáðàçîâàíèå êëàñ-
ñè÷åñêèõ êîðîâûõ ÷àñòèö. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî in vivo â ðåãóëÿòîðíîé îáëàñ-
òè ãåíà tdo â ñîñòîÿíèè àêòèâíîé òðàíñêðèïöèè íàáëþäàåòñÿ ðåìîäåëèðîâàíèå íóêëåîñîìíîé ñòðóêòóðû
õðîìàòèíà, ñîïðîâîæäàþùååñÿ ðàçðóøåíèåì êàíîíè÷åñêèõ íóêëåîñîì. Âåðîÿòíî, ýòè èçìåíåíèÿ â
ñòðóêòóðå õðîìàòèíà îòðàæàþò êîìïåòåíöèþ ãåíà ê òðàíñêðèïöèè è ïðîöåññ òðàíñêðèïöèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåí òðèïòîôàíäèîêñèãåíàçû (tdo), ðåãóëÿòîðíàÿ îáëàñòü, ãèïåð÷óâñòâè-
òåëüíîñòü ê ÄÍÊàçå I, ôðàãìåíòàöèÿ ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé, ðåìîäåëèðîâàíèå íóêëåîñîì in vivo,
êðûñà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: Ã×Ó — ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûå ê ÄÍÊàçå I ó÷àñòêè, GR — ãëþêî-
êîðòèêîèäíûé ðåöåïòîð, MMTV LTR — äëèííûé êîíöåâîé ïîâòîð âèðóñà îïóõîëè ìîëî÷íîé æåëå-
çû ìûøè, NF1 — ÿäåðíûé ôàêòîð 1, ñâÿçûâàþùèé êîíñåíñíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
TTGGCNNNNN(N)GCCAA, Oct1 — òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, ñâÿçûâàþùèé îêòàìåð êîíñåíñóñíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ATGCAAAT.

Ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ (ðåìîäåëèðîâàíèå) õðîìàòè-
íà ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ýóêàðèîòè÷åñêèõ ãåíîâ, êîíòðî-
ëèðóåìûõ ãëþêîêîðòèêîèäíûìè ãîðìîíàìè, ñîïðîâîæäà-
þùèå ïåðåõîä ãåíà ê àêòèâíîìó ñîñòîÿíèþ, íå èçó÷åíû, à
ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïðîòèâîðå÷èâû. Èçëþáëåííûì
îáúåêòîì èññëåäîâàòåëåé ïðè èçó÷åíèè ñòðóêòóðíûõ ïå-
ðåõîäîâ õðîìàòèíà ýòèõ ãåíîâ ñëóæèò õðîìàòèí äëèííîãî
êîíöåâîãî ïîâòîðà ðåòðîâèðóñà îïóõîëè ìîëî÷íîé æåëå-
çû ìûøè (MMTV LTR), â îáëàñòè êîòîðîãî èìååòñÿ ïðî-
ìîòîð, êîíòðîëèðóåìûé ãëþêîêîðòèêîèäíûìè ãîðìîíà-
ìè (Hager, 1988; Hebbar, Archer, 2003à). Íàêîïëåíû ìíî-
ãî÷èñëåííûå äàííûå (×èõèðæèíà, Ìàêñèìîâ, 2004;
×èõèðæèíà è äð., 2008), êîòîðûå ïîêàçûâàþò ðàçëè÷èå â
îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà âèðóñíîãî ïðîìîòîðà â çàâèñèìî-
ñòè îò ëèíèé êëåòî÷íûõ êóëüòóð, â êîòîðûå òðàíñôèöèðó-
åòñÿ âèðóñ èëè îò câîéñòâ õðîìàòèíîâîé ìàòðèöû (òðàí-
çèòíàÿ èëè ñòàáèëüíàÿ). Îïèñàíû äâà òèïà ñòðóêòóðû
õðîìàòèíà âèðóñíîãî ïðîìîòîðà. Â îäíîì ñëó÷àå õðîìà-
òèí îðãàíèçîâàí â âèäå ëó÷à ïîçèöèîíèðîâàííûõ íóêëåî-
ñîì è ðåìîäåëèðîâàíèå õðîìàòèíà ïðîèñõîäèò òîëüêî ïî-
ñëå ïðèñîåäèíåíèÿ ðåöåïòîðà ãîðìîíîâ (Fragoso et al.,
1995; Truss et al., 1995; Fletcher et al., 2000; Hebbar, Archer,
2003b, 2007; Vicent et al., 2003). Â äðóãîì cëó÷àå õðîìà-

òèí êîíñòèòóòèâíî íàõîäèòñÿ â îòêðûòîé êîíôîðìàöèè,
îáëàñòü ðåãóëÿòîðíûõ íóêëåîñîì ñåìåéñòâà Â ðåìîäåëè-
ðîâàíà, à òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû NF1 (ÿäåðíûé ôàê-
òîð 1) è Oct1 (îêòàìåðíûé ôàêòîð 1) ñâÿçàíû ñ ðåãóëÿòîð-
íûìè ýëåìåíòàìè â îòñóòñòâèå ãîðìîíà è åãî ðåöåïòîðîâ
(Archer et al., 1992; Mymryk et al., 1995; Kinyamu et al.,
2000; Hebbar, Archer, 2007). Íàðÿäó ñ ýòèì ñóùåñòâóþò
ìíîãî÷èñëåííûå ôàêòû, äåìîíñòðèðóþùèå ñîõðàíåíèå
íóêëåîñîì â ðåîðãàíèçîâàííîì âèäå â õîäå ñòðóêòóðíûõ
èçìåíåíèé õðîìàòèíà ðåãóëÿòîðíûõ îáëàñòåé ãëþêîêîð-
òèêîèäçàâèñèìûõ ãåíîâ ïðè èõ ïåðåõîäå èç ðåïðåññèðî-
âàííîãî â àêòèâíîå ñîñòîÿíèå (Truss et al., 1995; Chavez,
Beato, 1997; Vicent et al., 2003). Ýòè ïðîòèâîðå÷èâûå äàí-
íûå ïîäíèìàþò âîïðîñ îá àäåêâàòíîñòè âûáðàííûõ ìî-
äåëüíûõ ñèñòåì äëÿ èçó÷åíèÿ ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòè-
íà ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãëþêîêîðòèêîèäçàâèñèìûõ ãå-
íîâ ïðè èõ àêòèâàöèè è ñîîòâåòñòâèè ìîëåêóëÿðíûõ
ìåõàíèçìîâ ñòðóêòóðíûõ ïåðåõîäîâ õðîìàòèíà â ìîäåëü-
íûõ ñèñòåìàõ òåì, êîòîðûå ñóùåñòâóþò â «åñòåñòâåííîé»
ñðåäå (êëåòî÷íîì ÿäðå).

Íà îñíîâàíèè âûøåèçëîæåííîãî çàäà÷à íàñòîÿùåé
ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â òîì, ÷òîáû îïðåäåëèòü èçìåíåíèÿ â
íóêëåîñîìíîé îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà â îáëàñòè ãîð-
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ìîí-÷óâñòâèòåëüíîãî ó÷àñòêà è ñîñåäíèõ ñ íèì ðåãóëÿ-
òîðíûõ ýëåìåíòîâ ãåíà òðèïòîôàíäèîêñèãåíàçû (tdo) ïå-
÷åíè (òêàíè-ìèøåíè ãëþêîêîðòèêîèäîâ) êðûñû (Danesch
et al., 1983) â ñîñòîÿíèè àêòèâíîé òðàíñêðèïöèè. Â êà÷å-
ñòâå êðèòåðèåâ èñïîëüçîâàëè ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòü ê
ÄÍÊàçå I è èçìåíåíèå íóêëåîñîìíîé îðãàíèçàöèè â îáëà-
ñòè ñâÿçûâàíèÿ ðåöåïòîðà ãîðìîíîâ (GR) (Danesch et al.,
1987), òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà ÿäåðíûõ
ôàêòîðîâ 1 (NF1) (Chikhirzhina, Chesnokov, 1990; ×èõèð-
æèíà è äð., 1993, 1999) è ôàêòîðà, óçíàþùåãî êîíñåíñóñ-
íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CACCC (Schule et al., 1988)
(ðèñ. 1).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ò ê à íè. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïå÷åíü áåëûõ áåñïî-
ðîäíûõ êðûñ-ñàìöîâ ìàññîé 100—150 ã, ïîëó÷åííûõ èç
ïèòîìíèêà ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ ÐÀÌÍ «Ðàïïîëîâî».

Ï ë à ç ì è ä û è á à ê ò å ð è à ë ü í û å ê ë å ò êè. ÄÍÊ-
çîíäû âûäåëÿëè èç ïëàçìèäû ðÒÎ (Å-3,7), ïðåäñòàâëÿþ-
ùåé ñîáîé ôðàãìåíò ãåíà òðèïòîôàíäèîêñèãåíàçû îò
–466-ãî äî +3700-ãî íóêëåîòèäà, êëîíèðîâàííûé â âåêòîð
pUC 19 (Chikhirzhina, Chesnokov, 1990). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè êëåòêè E. coli øòàììà
DH5a (ãåíîòèï F–f80lacZDM15 D(lacZYA-argF)U169 de-
oR recA1 endA1 hsdR17(r

k

– , m
k

+ ) phoÀ supE44 thi-1 gyrA96
relA1 l–).

Ð å à ê ò è â û. ÄÍÊàçà I è ìèêðîêîêêîâàÿ íóêëåàçà
(Sigma,ÑØÀ), íàáîð äëÿ ìå÷åíèÿ ÄÍÊ äèãîêñèãåíèíîì
(Boehringer mannheim, Ãåðìàíèÿ), aP32dATP (Amersham,
Âåëèêîáðèòàíèÿ), íåéëîíîâàÿ ìåìáðàíà äëÿ àíàëèçà óíè-
êàëüíûõ ãåíîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé Zeta-probe GT
(Bio-Rad, ÑØÀ), íàáîð äëÿ ëþìèíåñöåíòíîé äåòåêöèè
(Boehringer mannheim, Ãåðìàíèÿ), ðåñòðèêòàçû (Serva,
Ãåðìàíèÿ), ïëåíêà äëÿ äåòåêöèè õåìèëþìèíåñöåíöèè.
Hyperfilm ECL (Amersham, Âåëèêîáðèòàíèÿ), õèìè÷åñêèå
ðåàêòèâû (Serva, Ãåðìàíèÿ, è Sigma, ÑØÀ).

Â û ä å ë å í è å ÿ ä å ð. Âñå ïðîöåäóðû ïî ïîëó÷åíèþ
ÿäåð (×èõèðæèíà è äð., 1999), âêëþ÷àÿ öåíòðèôóãèðîâà-
íèå, ïðîâîäèëè ïðè òåìïåðàòóðå –1—0 °Ñ. ßäðà âûäåëÿ-
ëè â èçîòîíè÷åñêîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 0.25 Ì ñàõàðî-
çû, 5 ìM ÌgCl2, 25 ìÌ KÑ1 è 50 ìÌ Òðèñ-ÍÑ1, ðÍ 7.5
(áóôåð À). Äëÿ î÷èñòêè ÿäåð îò öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïðè-
ìåñåé ïðèìåíÿëè 1%-íûé òðèòîí X-100.

Ð å ê î í ñ ò ð ó ê ö è ÿ ê î ð î â û õ í ó ê ë å î ñ î ì í û õ
÷ à ñ ò è ö (×èõèðæèíà, Ðîìàíîâñêàÿ, 1993). Ðåêîíñòðóê-
öèþ ïðîâîäèëè íà ÄÍÊ ïëàçìèäû ðÒÎ (Å-3,7) â ïðèñóòñò-
âèè êîðîâûõ ãèñòîíîâ ïå÷åíè êðûñû è ïîëèãëóòàìàòà Na
êàê ôàêòîðà ñáîðêè íóêëåîñîì. Êîðîâûå ãèñòîíû è ïîëè-
ãëóòàìàò Na (â ñîîòíîøåíèè 1 : 2) èíêóáèðîâàëè â áóôå-
ðå R, ñîäåðæàùåì 150 ìÌ NaCl, 1 ìÌ äèòèòðåéòîëà,
20 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7.6, è 0.01%-íûé Òðèòîí Õ-100, â òå-
÷åíèå 1 ÷ ïðè 25 °Ñ, çàòåì â èíêóáàöèîííóþ ñìåñü äîáàâ-
ëÿëè ãëèöåðèí äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 % è ïëàç-
ìèäíóþ ÄÍÊ (ñîîòíîøåíèå êîðîâûå ãèñòîíû:ÄÍÊ ñî-
ñòàâëÿëî 1.5 : 1) è ïðîäîëæàëè èíêóáàöèþ ïðè òîé æå
òåìïåðàòóðå åùå 3 ÷.

Ô ð à ã ì å í ò à ö è ÿ õ ð î ì à ò è í à è ð å ê î í ñ ò ð ó è-
ð î â à í í û õ ê î ì ï ë å ê ñ î â. Èñ÷åðïûâàþùóþ ôðàãìåí-
òàöèþ õðîìàòèíà ýíäîãåííûìè Ca2+-, Mg2+-çàâèñèìûìè
ýíäîíóêëåàçàìè ñ îáðàçîâàíèåì 80—90 % íóêëåîñîì
(×èõèðæèíà, 1982) ïðîâîäèëè â ÿäåðíîé ñóñïåíçèè, ñî-
äåðæàùåé 2 ìÌ CaCl2, 5 ìM ÌgCl2, 0.25 Ì ñàõàðîçû,
25 ìÌ KÑ1 è 50 ìÌ Òðèñ-ÍÑ1, ðÍ 7,5, ïðè 14—15 °Ñ â

òå÷åíèå 8 ÷. Ôðàãìåíòàöèþ õðîìàòèíà ìèêðîêîêêîâîé
íóêëåàçîé (Bellard et al., 1989) ïðîâîäèëè â áóôåðå, ñîäåð-
æàùåì 1 ìÌ CaCl2, 15 ìÌ NaCl, 60 ìÌ KCl, 15 ìÌ äè-
òèòðåéòîëà, 0.34 ìÌ ñàõàðîçû, 0.1 ìÌ PMSF è 50 ìÌ
Òðèñ-ÍÑ1, ðÍ 7.5, ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí èç ðàñ÷åòà
2 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ. Ôðàãìåíòàöèþ ðåêîíñòðóèðîâàííûõ
êîìïëåêñîâ ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé ïðîâîäèëè â áóôå-
ðå R c äîáàâëåíèåì 5 ìÌ CaCl2 ïðè 37 °Ñ 10 ìèí, èç ðàñ-
÷åòà 2 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ â èíòåðâàëå âðåìåíè îò 45 ñ äî
5 ìèí. Ôðàãìåíòàöèþ õðîìàòèíà ÄÍÊàçîé 1 ïðîâîäèëè â
áóôåðå À ïðè 0 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí; ôðàãìåíòàöèþ ðåêîí-
ñòðóèðîâàííûõ êîìïëåêñîâ ÄÍÊàçîé 1 ïðîâîäèëè â áóôå-
ðå R ïðè 0 °Ñ â òå÷åíèå 2 ìèí ñ âàðüèðóþùåé êîíöåíòðà-
öèåé ôåðìåíòà. Àêòèâíîñòü ÄÍÊàçû I ïðîâåðÿëè íà ñâîáîä-
íîé ñóïåðñïèðàëèçîâàííîé ÄÍÊ â òåõ æå óñëîâèÿõ ñ
àêòèâíîñòüþ ôåðìåíòà, óìåíüøåííîé ïðèìåðíî â 1000 ðàç.

Â û ä å ë å í è å Ä Í Ê è ç ÿ ä å ð ï å ÷ å í è ê ð û ñ (Ìà-
íèàòèñ è äð., 1984). Ê ñóñïåíçèè, ñîäåðæàùåé ÿäðà ñ
ôðàãìåíòèðîâàííûì õðîìàòèíîì äîáàâëÿëè ïðîòåèíà-
çó K äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë è ïðîâîäèëè
ôåðìåíòàòèâíóþ îáðàáîòêó â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37 °Ñ. Äà-
ëåå âûäåëÿëè ÄÍÊ ôåíîëüíî-äåòåðãåíòíûì ìåòîäîì ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ÐÍÊàçû À è ïðîòåèíàçû K. ÄÍÊ îñàæäàëè
ýòàíîëîì, îñàäîê âûñóøèâàëè è ðàñòâîðÿëè â áóôåðå ÒÅ,
ñîäåðæàùåì 10 ìÌ Òðèñ-ÍÑl, ðÍ 8.0, è 1 ìÌ ÝÄÒÀ,
ðÍ 8.0.

Â û ä å ë å í è å ï ë à ç ì è ä í î é Ä Í Ê. Ðåêîìáèíàíò-
íóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè èç êëåòîê E. coli, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ñ ïðèìåíåíèåì òåïëîâîãî øîêà â ïðèñóòñòâèè èîíîâ
Ñà2+, ìåòîäîì ùåëî÷íîãî ëèçèñà è î÷èùàëè öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè õëîðèñòîãî öåçèÿ (Ìàíè-
àòèñ è äð., 1984).

Ð å ñ ò ð è ê ö è þ Ä Í Ê ïðîâîäèëè ðåñòðèêòàçàìè ôèð-
ìû Serva â áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ, ïîñòàâëÿåìûõ ôèð-
ìîé-èçãîòîâèòåëåì (Serva, Ãåðìàíèÿ). Íà 1 ìêã î÷èùåí-
íîé õðîìîñîìíîé ýóêàðèîòè÷åñêîé ÄÍÊ áðàëè 10—20 åä.
àêòèâíîñòè ôåðìåíòà; ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè 37 °Ñ â òå-
÷åíèå íî÷è. Íà 1 ìêã î÷èùåííîé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ áðàëè
2—5 åä. àêòèâíîñòè ôåðìåíòà; ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå 3—5 ÷.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç ô ð à ã ì å í ò î â Ä Í Ê (Ìàíèàòèñ
è äð., 1984). Ôðàãìåíòû ÄÍÊ ïîñëå îáðàáîòêè õðîìàòèíà
è ðåêîíñòðóèðîâàííûõ êîìïëåêñîâ íóêëåàçàìè ðàçäåëÿëè
â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 40 ìÌ
Òðèñ-àöåòàòà, pH 7.6 è 2 ìÌ ÝÄÒÀ, ïðè íàïðÿæåííîñòè
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ 3—4 Â/ñì â òå÷åíèå 2—3 ÷.

Ï î ë ó ÷ å í è å è ì å ÷ å í è å Ä Í Ê - ç î í ä î â. Ðåñòðè-
öèðîâàííóþ ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåçîì
â 5%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â òîì æå áóôåðå ïðè
íàïðÿæåííîñòè ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ 9 Â/ñì â òå÷åíèå
2—3 ÷. Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ ôðàãìåíòû ÄÍÊ âûÿâëÿëè îêðà-
øèâàíèåì â áðîìèñòîì ýòèäèè. Òðåáóåìûé ôðàãìåíò
ÄÍÊ âûðåçàëè è ýëþèðîâàëè èç ãåëÿ áóôåðîì, ñîäåðæà-
ùèì 0.5 Ì àöåòàòà àììîíèÿ, 10 ìÌ àöåòàòà ìàãíèÿ, 1 ìÌ
ÝÄÒÀ è 0.1 % äîäåöèë-ñóëüôàòà íàòðèÿ, ðÍ 8.0, â òå÷åíèå
íî÷è ïðè 37 °Ñ. Âûäåëåííûé ÄÍÊ-çîíä ìåòèëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì íàáîðîâ äëÿ ìå÷åíèÿ ôðàãìåíòîì Êëåíîâà
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I â ïðèñóòñòâèè ñòàòèñòè÷åñêîãî ãåêñà-
íóêëåîòèäíîãî ïðàéìåðà äâóìÿ ñïîñîáàìè. Äëÿ ðàäèîàê-
òèâíîãî ìå÷åíèÿ áðàëè a-32Ð-dÀÒÐ è ïðîâîäèëè ðåàêöèþ
ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (Amer-
sham, Âåëèêîáðèòàíèÿ), äëÿ íåðàäèîàêòèâíîãî — ìå÷åí-
íûé äèãîêñèãåíèíîì dUTP è ïðîâîäèëè ðåàêöèþ ñîãëàñ-
íî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (Boehringer
mannheim, Ãåðìàíèÿ).
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Á ë î ò - ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ Ä Í Ê ï î Ñ à ó ç å ð í ó (Ìà-
íèàòèñ è äð., 1984; ðåêîìåíäàöèè ôèðìû «Boehringer
mannheim»). Îñóùåñòâëÿëè êàïèëëÿðíûé ïåðåíîñ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ñ ãåëÿ íà íåéëîíîâóþ
ìåìáðàíó Zeta-probe GT. Ïîñëå ïåðåíîñà ôðàãìåíòû ÄÍÊ
äîïîëíèòåëüíî ôèêñèðîâàëè íà ìåìáðàíå ïðîãðåâàíèåì
ïðè 120 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí. Ãèáðèäèçàöèþ ìå÷åíûõ
ÄÍÊ-çîíäîâ ñ ÄÍÊ, èììîáèëèçîâàííîé íà ìåìáðàíå,
ïðîâîäèëè â ïëàñòèêîâîì ïàêåòå â áóôåðå, ñîäåðæàùåì
5-êðàòíûé SSC, 0.1%-íûé äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ è
1-êðàòíûé áëîêèðóþùèé ðåàãåíò (èç íàáîðà äëÿ íåðàäèî-
àêòèâíîãî ìå÷åíèÿ), ïðè 68 °Ñ â òå÷åíèå íî÷è ñ ïðåäâàðè-
òåëüíîé ïðåäãèáðèäèçàöèåé â îòñóòñòâèå ÄÍÊ-çîíäà â òå-
÷åíèå ÷àñà â òåõ æå óñëîâèÿõ. Áóôåð äîáàâëÿëè èç ðàñ÷åòà
125 ìêë íà 1 ñì2, êîíöåíòðàöèÿ ÄÍÊ-çîíäà ñîñòàâëÿëà
îêîëî 10 íã/ìë.

Ä å ò å ê ö è ÿ á ë î ò î â ï î ñ ë å ã è á ð è ä è ç à ö è è. Ïðè
èñïîëüçîâàíèè ÄÍÊ-çîíäà, ìå÷åííîãî a-32Ð, ïðîâîäèëè
ðàäèîàâòîãðàôèþ áëîòà ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåíòãåíîâ-
ñêîé ïëåíêè. Õåìèëþìèíåñöåíòíóþ äåòåêöèþ ìå÷åí-
íîãî äèãîêñèãåíèíîì ôðàãìåíòà ÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì êîíúþãàòà àíòèòåë ê äèãîêñèãåíèíó
(Fab-ôðàãìåíòû) ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé, êîòîðûå çàòåì
âèçóàëèçèðîâàëè ñâÿçûâàíèåì ñ ëþìèíåñöåíòíîé ìåòêîé
(CSPD; Boehringer mannheim, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Îäíèì èç îñíîâíûõ êðèòåðèåâ ðåìîäåëèðîâàííîãî
ñîñòîÿíèÿ õðîìàòèíà ýóêàðèîòè÷åñêèõ ãåíîâ ÿâëÿåòñÿ
ïðèñóòñòâèå ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûõ ê ÄÍÊàçå I ó÷àñòêîâ
(Ã×Ó) â èññëåäóåìûõ îáëàñòÿõ õðîìàòèíà (Reinke, Horz,
2004). Ïåðâîé çàäà÷åé íàøèõ èññëåäîâàíèé áûëî èçó÷å-
íèå ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ÄÍÊàçå I â ðåãóëÿòîðíîé
îáëàñòè ãåíà òðèïòîôàíäèîêñèãåíàçû, ýêñïðåññèÿ êîòîðî-
ãî ïðîèñõîäèò ïðåèìóùåñòâåííî â ïå÷åíè ïîä êîíòðîëåì
ãëþêîêîðòèêîèäíûõ ãîðìîíîâ (Danesch et al., 1983). Â êà-
÷åñòâå òåñòèðóåìîãî ôðàãìåíòà âûáðàëè ôðàãìåíò
PstI-PstI ðàçìåðîì â 3.7 ò. ï. í. (ðèñ. 1). Ýòîò ôðàãìåíò
âêëþ÷àåò â ñåáÿ 317 íóêëåîòèäîâ êîäèðóþùåé îáëàñòè è
ïðèìåðíî 3400 íóêëåîòèäîâ ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà,
ïðèëåãàþùåé ñ 5R-ñòîðîíû ñòàðòà òðàíñêðèïöèè. Íàè-
áîëüøèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ðåãóëÿòîðíàÿ çîíà, ñîäåð-
æàùàÿ ïðèìåðíî 500 íóêëåîòèäîâ îò ñòàðòîâîé òî÷êè
òðàíñêðèïöèè cî ñòîðîíû 5R-êîíöà, ïîñêîëüêó â íåé ñî-
äåðæàòñÿ ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ. Â êà÷å-
ñòâå çîíäà âûáðàí HincII-PstI-ôðàãìåíò (çîíä À), ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì êîòîðîãî ìîæíî îïðåäåëèòü íàëè÷èå ãè-

ïåð÷óâñòâèòåëüíûõ ó÷àñòêîâ ñî ñòîðîíû 5R-êîíöà ñàéòà
ðåñòðèêöèè PstI â ïîëîæåíèè +317.

Ïîñëå îáðàáîòêè õðîìàòèíà ÄÍÊàçîé I â óñëîâèÿõ
óâåëè÷èâàþùåãîñÿ ñîäåðæàíèÿ ôåðìåíòà (îò 25 äî
100 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ) è ðåñòðèêöèè âûäåëåííîé ÄÍÊ ôåð-
ìåíòîì PstI âûÿâëÿþòñÿ äâà äîïîëíèòåëüíûõ ôðàãìåíòà
ìåíüøåãî ðàçìåðà ïî ñðàâíåíèþ ñ òåñòèðóåìûì ôðàãìåí-
òîì PstI-PstI (ðèñ. 2). Âûùåïëåíèå ýòèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè ëîêàëüíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê
ÄÍÊàçå I â äâóõ ó÷àñòêàõ èññëåäóåìîé îáëàñòè ãåíà. ×òî-
áû ëîêàëèçîâàòü ýòè ðàçðûâû, èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå
ìàðêåðîâ ôðàãìåíòû ãåíà tdo HincII-PstI (143 ï. í.) è Eco-
RI-PstI (783 ï. í.), âûùåïëÿåìûå èç ïëàçìèäû pTO (E-3.7)
ïðè åå ðåñòðèêöèè ñîîòâåòñòâóþùèìè ôåðìåíòàìè. Ôðàã-
ìåíòû-ìàðêåðû èäåíòèôèöèðîâàëè, òàê æå êàê è îïûò-
íûå, ïóòåì ãèáðèäèçàöèè ñ çîíäîì HincII-PstI. Ïîëîæå-
íèå îäíîãî âûùåïëåííîãî ôðàãìåíòà ñîâïàäàåò ñ êîíò-
ðîëüíûì ôðàãìåíòîì EcoRI-PstI (783 ï. í.), à âòîðîé
èìååò áîëåå íèçêóþ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêóþ ïîäâèæíîñòü.
Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïåðâûé
ðàçðûâ ïðîèñõîäèò â ïîëîæåíèè ïðèìåðíî –470, à âòîðîé
íàõîäèòñÿ âáëèçè íåãî ñî ñòîðîíû 5R-êîíöà.

Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, â 5R-ôëàíêèðóþùåé îáëàñòè
ãåíà tdo â ïå÷åíè êðûñû ðàíåå áûëè âûÿâëåíû òðè Ã×Ó:
îò –470 äî –420, îò –250 äî –210 è îò –180 äî
–130 íóêëåîòèäîâ (Becker et al., 1984). Â íàøèõ óñëîâèÿõ
ýêñïåðèìåíòà âûÿâëÿëñÿ òîëüêî îäèí ó÷àñòîê â ðåãóëÿ-
òîðíîé îáëàñòè ãåíà, ñîîòâåòñòâóþùèé îïèñàííîìó â ëè-
òåðàòóðå. Õàðàêòåð ðàçðûâîâ ÄÍÊ îòëè÷åí îò ïðèâåäåí-
íîãî â âûøåóïîìÿíóòîé ðàáîòå, â ÷àñòíîñòè çîíà ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè ê ôåðìåíòó î÷åíü îãðàíè÷åííà. Âîçìîæíî,
ýòî ñâÿçàíî ñ óñëîâèÿìè îáðàáîòêè ôåðìåíòîì, òàê êàê
Ôðèòòîí è ñîàâòîðû (Fritton et al., 1983), ïî ìåòîäó êîòî-
ðûõ ïðîâîäèëàñü îáðàáîòêà ÄÍÊàçîé I, òàêæå âî ìíîãèõ
ñëó÷àÿõ íàáëþäàëè îáðàçîâàíèå ëîêàëüíûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ â õðîìàòèíå ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà ëèçîöèìà
öûïëåíêà. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî â õîäå äàëüíåéøåé îáðà-
áîòêè ôåðìåíòîì ìîæíî ïîëó÷èòü è äîïîëíèòåëüíûå
Ã×Ó, è ðàñøèðåíèå çîíû ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ôåðìåíòó.
Ìû òàêæå íå ìîæåì èñêëþ÷èòü âêëàä ýíäîãåííûõ ÄÍÊàç
â îáíàðóæåííûå ðàçðûâû ÄÍÊ ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè
ãåíà (Fritton et al., 1983).

Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî õðîìàòèí
â îáëàñòè ëîêàëèçàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äëÿ ñâÿçûâà-
íèÿ ðåãóëÿòîðíûõ ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå è ðåöåïòî-
ðà ãëþêîêîðòèêîèäíûõ ãîðìîíîâ, èìååò äîñòàòî÷íî «îò-
êðûòóþ» ñòðóêòóðó â ñîñòîÿíèè àêòèâíîé òðàíñêðèï-
öèè. Ðåìîäåëèðîâàííàÿ ñòðóêòóðà õðîìàòèíà â ýòîé
îáëàñòè, âåðîÿòíî, îòðàæàåò êàê èçìåíåíèÿ, ñâÿçàííûå ñ
êîìïåòåíöèåé ãåíà ê òðàíñêðèïöèè, òàê è èçìåíåíèÿ,
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Ðèñ. 1. Ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà ãåíîìíîãî ôðàãìåíòà ãåíà tdo êðûñû.

CACCÑ, GR è NF1 — ñàéòû âçàèìîäåéñòâèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ áåëêîâ (Danesch et al., 1987; Schule et al., 1988; ×èõèðæèíà è äð., 1999). À, Á — ôðàãìåí-
òû ÄÍÊ, èñïîëüçóåìûå â êà÷åñòâå çîíäîâ.



ñîïðîâîæäàþùèå àêòèâàöèþ òðàíñêðèïöèè (Becker et al.,
1984). Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî â òêàíè ïî÷åê, â êîòîðûõ íå
îïðåäåëÿåòñÿ ñèíòåç ìÐÍÊ òðèïòîôàíäèîêñèãåíàçû, íå
âûÿâëÿåòñÿ ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîå ñîñòîÿíèå õðîìàòèíà â
èññëåäóåìîé îáëàñòè ãåíà (Becker et al., 1984).

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîå ñîñòîÿíèå â îá-
ëàñòè ãåíà, ñîäåðæàùåé ìíîãî÷èñëåííûå ðåãóëÿòîðíûå
ýëåìåíòû, ñâèäåòåëüñòâóåò î ëîêàëüíîé ðåîðãàíèçàöèè
õðîìàòèíà íà ýòîì ó÷àñòêå. Îäíàêî ýòè äàííûå íå äàþò
îòâåòà íà âîïðîñ î òîì, ÷òî æå ïðîèñõîäèò ñ íóêëåîñîìà-
ìè â õîäå ðåîðãàíèçàöèè õðîìàòèíà. Ïîýòîìó ñëåäóþùàÿ
÷àñòü ðàáîòû ïîñâÿùåíà âûÿñíåíèþ ñóäüáû íóêëåîñîì â
ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà tdo. Â êà÷åñòâå çîíäà èñïîëü-
çîâàëè ôðàãìåíò EcoRI-HindIII (çîíä Á). Â êîíòðîëüíûõ
îïûòàõ èçó÷àëè ðàñïðåäåëåíèå íóêëåîñîì â êîäèðóþùåé
îáëàñòè ãåíà â ïî÷êàõ, òàê êàê â ýòîé òêàíè ãåí tdo íå ýêñ-
ïðåññèðóåòñÿ (Becker et al., 1984). Â ýòîì ñëó÷àå èñïîëü-
çîâàëè çîíä À (HincII-PstI) èç êîäèðóþùåé îáëàñòè òåñòè-
ðóåìîãî ãåíà. Îêàçàëîñü, ÷òî â òêàíè-ìèøåíè ãîðìîíîâ
íàáëþäàåòñÿ ðåçêîå íàðóøåíèå ïåðèîäè÷íîñòè ðàçðûâîâ
ÄÍÊ â õðîìàòèíå ïðè ôðàãìåíòàöèè åãî ìèêðîêîêêîâîé
íóêëåàçîé, òàê êàê ðàñïðåäåëåíèå îáðàçóþùèõñÿ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ íîñèò äèôôóçíûé õàðàêòåð (ðèñ. 3, à). Îñî-
áûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò äàííûå î íàêîïëåíèè ôðàêöèè
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Ðèñ. 2. Àâòîãðàô ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç ÿäåð, èíêóáèðîâàííûõ ñ
ÄÍÊàçîé I è ðåñòðèöèðîâàííîé PstI, ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ñ çîí-

äîì HincII-PstI ãåíà tdo. ßäðà âûäåëåíû èç ïå÷åíè êðûñû.

Äîðîæêè: 1, 2 — ïëàçìèäà pTO (E-3,7), ðåñòðèöèðîâàííàÿ EcoRI-PstI è
HincII-PstI ñîîòâåòñòâåííî; 3 — ÄÍÊ ÿäåð, ðåñòðèöèðîâàííàÿ PstI;
4—6 — ÄÍÊ ÿäåð, îáðàáîòàííûõ ÄÍÊàçîé I (25, 50; 100 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ
ñîîòâåòñòâåííî), ñ ïîñëåäóþùåé ðåñòðèêöèåé PstI. Çîíä ìåòèëè äèãîêñè-
ãåíèíîì, çâåçäî÷êîé îòìå÷åíû òåñòèðóåìûé ôðàãìåíò PstI-PstI è ïðîäóê-
òû åãî ôðàãìåíòàöèè. Ôðàãìåíòû íà äîðîæêàõ 1 è 2, èäåíòèôèöèðîâàí-
íûå ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ñ çîíäîì HincII-PstI, èñïîëüçîâàëè êàê ìàðêåðû
ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ; öèôðàìè ñëåâà óêàçàíû ðàçìåðû ôðàãìåíòîâ, ï. í.

Ðèñ. 3. Ðàäèîàâòîãðàô ÄÍÊ ÿäåð ïå÷åíè (à) è ïî÷åê (á) êðûñû, ôðàãìåíòèðîâàííûõ ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé, ïîñëå ãèáðèäèçà-
öèè ñ çîíäîì EcoRI-HindIII è çîíäîì HicII-PstI ãåíà tdo ñîîòâåòñòâåííî.

à: äîðîæêè: 1, 2 — ÄÍÊ ÿäåð ïå÷åíè; 3, 5 — ôðàãìåíòû HincII PstI; 4 — HincII-PstI ãåíà tdo, ïðåäâàðèòåëüíî âûäåëåííûå è ìå÷åííûå á-32PdATP. Ôðàã-
ìåíòû íà äîðîæêàõ 3—5 èñïîëüçîâàëè êàê ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ; öèôðàìè ñïðàâà óêàçàíû ðàçìåðû ôðàãìåíòîâ, ï. í.; çâåçäî÷êîé îòìå÷åíî
ïîëîæåíèå íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ôðàãìåíòà. á: äîðîæêè: 1, 2 — ÄÍÊ pTO (E-3,7), ðåñòðèöèðîâàííàÿ EcoRI-PstI è HincII-PstI ñîîòâåòñòâåííî; 3, 4 —
ÄÍÊ ÿäåð ïî÷åê. Çâåçäî÷êîé îòìå÷åíî ïîëîæåíèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ÄÍÊ ìîíî-, äè- è òðèíóêëåîñîì. Ôðàãìåíòû íà äîðîæêàõ 1 è 2,
èäåíòèôèöèðîâàííûå ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ñ çîíäîì HincII-PstI, èñïîëüçîâàëè êàê ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ; öèôðàìè ñëåâà óêàçàíû ðàçìåðû

ôðàãìåíòîâ, ï. í.



ôðàãìåíòîâ, ðàçìåðû ÄÍÊ â êîòîðîé ìåíüøå, ÷åì íóêëå-
îñîìíûé. Ïðè ôåðìåíòàòèâíîì ðàñùåïëåíèè ÄÍÊ êîäè-
ðóþùåé îáëàñòè ãåíà â òêàíè ïî÷åê, â êîòîðîé ýòîò ãåí íå
ýêïðåññèðóåòñÿ, âûÿâëÿåòñÿ ñïåêòð ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, õà-
ðàêòåðíûé äëÿ ÄÍÊ ìîíî-, äè-, òðèíóêëåîñîì (ðèñ. 3, á).
Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî îáðàçîâàíèå ôðàêöèè ôðàãìåíòîâ ñ
ìåíüøèì ðàçìåðîì ïî ñðàâíåíèþ ñ íóêëåîñîìíûì îòðà-
æàåò ôîðìèðîâàíèå ýíõàíñåîñîì — ñòåðåîñïåöèôè÷å-
ñêèõ êîìïëåêñîâ, ôîðìèðóþùèõñÿ íà ðåãóëÿòîðíûõ ýëå-
ìåíòàõ ïðè àêòèâàöèè ãåíà.

Íàêîïëåíèå íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ
ðàçìåðîì 130—135 ï. í. èç îáëàñòè, ñîäåðæàùåé ðåãóëÿ-
òîðíûå ýëåìåíòû, ïðè àêòèâàöèè âèðóñíîãî ïðîìîòîðà
ãëþêîêîðòèêîèäíûìè ãîðìîíàìè íàáëþäàëè òàêæå è
äðóãèå èññëåäîâàòåëè â õîäå ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëå-
íèÿ ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé õðîìàòèíà, ðåêîíñòðóèðî-
âàííîãî íà ïðîìîòîðå MMTV â îîöèòàõ Xenopus (Belikov
et al., 2004a, 2004b). Â ýòîì ñëó÷àå ïðîèñõîäèò íàêîïëå-
íèå äèñêðåòíîãî óñòîé÷èâîãî ê äåãðàäàöèè ôðàãìåíòà,
ïðîèñõîäÿùåãî èç îáëàñòè, ñîäåðæàùåé ñàéòû ñâÿçûâà-
íèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà NF1 è GR.
Íàøè ðåçóëüòàòû òàêæå ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó-
÷åííûìè äëÿ äðóãîãî ãëþêîêîðòèêîèä-çàâèñèìîãî ãåíà
òèðîçèíàìèíîòðàíñôåðàçû (tat), äëÿ êîòîðîãî áûëà ïîêà-
çàíà îáðàòèìàÿ ïîòåðÿ äâóõ íóêëåîñîì â îáëàñòè èíäóöè-
áåëüíîãî ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîãî ê ÄÍÊàçå I ó÷àñòêà ïðè-

ìåðíî â ïîëîæåíèè –2500 (Becker et al., 1987; Reik et al.,
1991).

Èçâåñòíî, ÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ ÄÍÊ íå îðãàíèçóåòñÿ â
íóêëåîñîìû èç-çà îñîáåííîñòåé åå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
(Stein, 1996). Ïîýòîìó áûëè ïîñòàâëåíû êîíòðîëüíûå
îïûòû, â êîòîðûõ íàìåðåâàëèñü âûÿñíèòü, âîâëåêàåòñÿ ëè
ÄÍÊ èç îáëàñòè õðîìàòèíà, ÷óâñòâèòåëüíîé ê ÄÍÊàçå I
in vivo, â íóêëåîñîìíóþ îðãàíèçàöèþ in vitro. Ðåêîíñò-
ðóêöèÿ in vitro íóêëåîñîìíûõ êîðîâûõ ÷àñòèö áûëà ïðî-
âåäåíà íà EcoRI-ôðàãìåíòå îò –466-ãî äî +3200-ãî íóêëå-
îòèäà ãåíà tdo, ñîäåðæàùåì ðåãóëÿòîðíóþ è êîäèðóþ-
ùóþ îáëàñòè (ðèñ. 1), â ñîñòàâå ïëàçìèäû pTO (E-3,7).
Ïðè ðåêîíñòðóêöèè ðåêîìáèíàíòíàÿ ÄÍÊ îðãàíèçóåòñÿ â
íóêëåîñîìû, è ôðàãìåíò ãåíà tdo òàêæå âîâëåêàåòñÿ â
ýòîò ïðîöåññ (ðèñ. 4). Ïîâòîðÿþùèéñÿ ñòðóêòóðíûé ýëå-
ìåíò, îáðàçóþùèéñÿ ïðè ðåêîíñòðóêöèè, ñîäåðæàë
150 ± 10 ï. í. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîëíîñòüþ ñîãëàñóþòñÿ ñ
äàííûìè, ïîëó÷åííûìè äëÿ ðåêîíñòðóèðîâàííûõ ÷àñòèö
íà ôðàãìåíòàõ äðóãèõ ãåíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû
ðåêîíñòðóêöèè, àíàëîãè÷íîé íàøåé èëè äðóãîé (Stein,
1996; Langst et al., 1999).

Ôðàãìåíòû ÄÍÊ, îáðàçóþùèåñÿ ïîñëå ðàñùåïëåíèÿ
ðåêîíñòðóèðîâàííûõ êîìïëåêñîâ ìèêðîêîêêîâîé íóêëåà-
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Ðèñ. 4. Àâòîãðàô ÄÍÊ ïîñëå ðåêîíñòðóêöèè íà íåé êîðîâûõ ÷à-
ñòèö è ïîñëåäóþùåé ôðàãìåíòàöèè ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé.

Äîðîæêè: 1 — ñòàíäàðòíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ï. í.; 2 — ÄÍÊ õðîìàòèíà
ïå÷åíè êðûñ, ôðàãìåíòèðîâàííîãî ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé; 3 — ÄÍÊ
õðîìàòîñîì, ïîëó÷åííûõ ïîñëå èñ÷åðïûâàþùåé ôðàãìåíòàöèè õðîìà-
òèíà ïå÷åíè Ca2+, Mg2+-çàâèñèìûìè ÄÍÊàçàìè; 4 — ÄÍÊ ðåêîíñòðóèðî-
âàííûõ êîìïëåêñîâ, ôðàãìåíòèðîâàííûõ ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé â òå-
÷åíèå 2 ìèí; 5—8 — ÄÍÊ ðåêîíñòðóèðîâàííûõ êîìïëåêñîâ, ôðàãìåíòè-
ðîâàííûõ ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé â òå÷åíèå 2, 5 è 1 ìèí è 45 ñ
ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ñ çîíäîì EcoRI-HincII èç ðåãóëÿ-
òîðíîé îáëàñòè ãåíà tdo, ìå÷åííûì äèãîêñèãåíèíîì; 1—4 — îêðàøèâà-

íèå áðîìèñòûì ýòèäèåì.

Ðèñ. 5. Ðàäèîàâòîãðàô ÄÍÊ ðåêîíñòðóèðîâàííûõ êîðîâûõ ÷àñ-
òèö ïîñëå îáðàáîòêè ÄÍÊàçîé I è ðåñòðèêöèè EcoRI-PstI.

Äîðîæêè: 1—6 — ÄÍÊ â îòñóòñòâèå ÄÍÊàçû I è â åå ïðèñóòñòâèè â êî-
ëè÷åñòâå 14, 28, 42, 60 è 100 åä. íà 1 ìêã ÄÍÊ ñîîòâåòñòâåííî. Ãèáðèäè-
çàöèÿ ïðîâåäåíà ñ çîíäîì À (ôðàãìåíò PstI-HincII, ìå÷åííûé
á-32PdATP); çâåçäî÷êîé îòìå÷åí ôðàãìåíò EcoRI-PstI ãåíà tdo, òåñòèðóå-

ìûé íà íàëè÷èå ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûõ ó÷àñòêîâ.



çîé, òåñòèðîâàëè ïî ãèáðèäèçàöèè, òàê æå êàê è â îïûò-
íûõ ïðîáàõ, ñ çîíäîì Á (EcoRI-HindIII) èç îáëàñòè, ñîäåð-
æàùåé ó÷àñòêè ñ âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê ÄÍÊàçå I
â õðîìàòèíå in vivo. Èç ðåçóëüòàòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ íà
ðèñ. 4, î÷åâèäíî, ÷òî ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ãèáðèäèçóþùèåñÿ
ñ çîíäîì, ðàñïðåäåëÿëèñü â âèäå ôðàêöèé, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ïî âåëè÷èíå íóêëåîñîìíûì è äèíóêëåîñîìíûì ôðàã-
ìåíòàì. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î
òîì, ÷òî ÄÍÊ ýòîé îáëàñòè in vitro îðãàíèçóåòñÿ â âèäå
êëàññè÷åñêèõ íóêëåîñîìíûõ êîðîâûõ ÷àñòèö. Ïðè èçó÷å-
íèè in vitro ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ÄÍÊàçå I â îáëàñòè
îò –466-ãî äî +317-ãî íóêëåîòèäà ñ èñïîëüçîâàíèåì çîíäà
À (HincII-PstI) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûå ê
ÄÍÊàçå I ó÷àñòêè â ýòîé îáëàñòè ãåíà íå âûÿâëÿåòñÿ ïî-
ñëå ðåêîíñòðóêöèè íà íåé íóêëåîñîìíûõ êîðîâûõ ÷àñòèö
(ðèñ. 5).

Èñõîäÿ èç ýòîãî ìû ñ÷èòàåì, ÷òî ãèïåð÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê ÄÍÊàçå I è íàðóøåíèå ïåðèîäè÷íîñòè ðàçðûâîâ
ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé â õðîìàòèíå èçó÷àåìîé îáëàñ-
òè ãåíà ñâÿçàíû ñ åå ôóíêöèîíàëüíûì ñîñòîÿíèåì, îòðà-
æàþùèì êàê ñîñòîÿíèå êîìïåòåíöèè ãåíà ê òðàíñêðèï-
öèè, òàê è ïðîöåññà èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè.

Íà îñíîâàíèè àíàëèçà ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæ-
íî çàêëþ÷èòü, ÷òî ðåãóëÿòîðíàÿ îáëàñòü ãåíà tdo, âêëþ÷à-
þùàÿ â ñåáÿ ñàéò ðåñòðèêöèè EcoRI â ïîëîæåíèè –466 è
ïðèëåãàþùèå ê íåìó ó÷àñòêè ââåðõ è âíèç ïî òå÷åíèþ
ãåíà, ñîäåðæàùèå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ CACCC-ôàêòîðà, GR
è NF1 (ðèñ. 1), íàõîäèòñÿ â ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîì ê ÄÍÊà-
çå I ñîñòîÿíèè è èìååò ðàçðóøåííóþ íóêëåîñîìíóþ
ñòðóêòóðó â ïåðèîä àêòèâíîé òðàíñêðèïöèè ãåíà â òêà-
íè-ìèøåíè ãëþêîêîðòèêîèäíûõ ãîðìîíîâ. Ýòî ñîãëàñó-
åòñÿ ñ äàííûìè ðàáîò, â êîòîðûõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â
õîäå àêòèâàöèè ãëþêîêîðòèêîèäíûìè ãîðìîíàìè âèðóñ-
íîãî ïðîìîòîðà MMTV LTR ïðîèñõîäÿò ïåðåðàñïðåäåëå-
íèå ãèñòîíîâ (Nagaich et al., 2004), óäàëåíèå äèìåðîâ ãèñ-
òîíîâ H2A-H2B (Vicent et al., 2004) è ðàçðóøåíèå ðåãó-
ëÿòîðíîé íóêëåîñîìû ñåìåéñòâà B ñ îáðàçîâàíèåì
ýíõàíñåîñîìû, ñîäåðæàùåé 130—135 ï. í. (Belikov et al.,
2004a, 2004b).
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NUCLEOSOME REMODELING ON THE REGULATORY REGION OF THE RAT TRYPTOPHAN

DIOXYGENASE (tdo) GENE DURING TRANSCRIPTION IN VIVO

G. I. Chikhirzhina,1, * N. U. Nazarova,1 E. V. Chikhirzhina,2 E. V. Romanovskaya1

1 St. Petersburg State University, Department of Biochemistry,

and 2 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
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Two DNase I-hypersensitive regions are identified on the regulatory region of the rat tryptophan dioxyge-
nase (tdo) gene which is expressed tissue-specifically under control of glucocorticoid hormones. DNase I-hyper-
sensitive regions are identified in position –470 and in the vicinity of the first upstream gene. Micrococcal nuc-
lease digestion pattern of this region shows disturbances in the regular cleavage and appearance of shorter DNA
molecules than nucleosomal DNA. However the control experiments demonstrate that the same DNA region co-
uld be involved in the regular nucleosome core particles under in vitro reconstitution. Taken together, these data
show that the nucleosome array in the regulatory region of the actively transcribed tdo gene in vivo is disturbed.

K e y w o r d s: the regulatory region of the rat tryptophan dioxygenase (tdo), DNase I-hypersensitive regi-
ons, micrococcal nuclease digestion pattern, nucleosome remodeling in vivo.
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