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Ôðàãìåíòàöèÿ õðîìàòèíà êîäèðóþùèõ îáëàñòåé

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà áëîò-ãèáðèäèçàöèè èññëåäîâàëè õàðàêòåð ôðàãìåíòàöèè ìèêðîêîêêîâîé
íóêëåàçîé (ÌÍàçîé) ÄÍÊ êîäèðóþùèõ îáëàñòåé ãåíîâ trp-äèîêñèãåíàçû (to) è tyr-àìèíîòðàíñôåðàçû
(tat) â àêòèâíîì (â ÿäðàõ êëåòîê ïå÷åíè êðûñ) è ðåïðåññèðîâàííîì (â ÿäðàõ ìîçãà) ñîñòîÿíèÿõ. Ïîêàçàíî,
÷òî â ÿäðàõ ïå÷åíè íà âñåì ïðîòÿæåíèè êîäèðóþùèõ îáëàñòåé ãåíîâ to è tat íå îáíàðóæèâàåòñÿ íóêëåî-
ñîìíûõ óñòðîéñòâ — íóêëåàçîðåçèñòåíòíûõ êîìïàêòíûõ ÷àñòèö, ðàçäåëåííûõ ñåãìåíòàìè ñâîáîäíîé
ÄÍÊ (ìåæíóêëåîñîìíûìè ëèíêåðàìè). Â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ôåðìåíòà ïðåèìóùåñòâåííî
ïðîäóöèðóþòñÿ äâà êëàññà ôðàãìåíòîâ: áëèçêèå ïî äëèíå ïîëíîðàçìåðíûì to- è tat-åäèíèöàì òðàíñ-
êðèïöèè (19 000 è 11 000 ï. í. ñîîòâåòñòâåííî) è èõ êðóïíûå (îò 1500 ï. í.) ñåãìåíòû ðàçëè÷íîé ïðîòÿ-
æåííîñòè. Ñîõðàíåíèå â ãèäðîëèçàòàõ ôðàãìåíòîâ îáîèõ êëàññîâ â ëèìèòå ïåðåâàðèâàíèÿ îáùåé ÄÍÊ â
ñîñòàâå ÿäåð, êîãäà ÌÍàçíûå ðàçðûâû ðåàëèçóþòñÿ ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ ïîòåíöèàëüíî äîñòóïíûõ ñàé-
òàõ õðîìàòèíà, ïîêàçûâàåò, ÷òî îíè ïðîèñõîäÿò èç äâóõ ðàçíûõ âèäîâ åäèíèö òðàíñêðèïöèè to è tat,
ïðåäñòàâëåííûõ â ÿäðàõ ïå÷åíè. Îäíè èç íèõ íå ñîäåðæàò äîñòóïíûõ äëÿ ÌÍàçû ñàéòîâ íà âñåì ñâîåì
ïðîòÿæåíèè, òîãäà êàê â äðóãèõ ðåçèñòåíòíûå îáëàñòè ÷åðåäóþòñÿ ñ ðåäêèìè, íåðåãóëÿðíî ðàñïîëàãàþ-
ùèìèñÿ ÌÍàçî÷óâñòâèòåëüíûìè ó÷àñòêàìè. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî óñòîé÷èâîñòü ÄÍÊ ê ÌÍàçå íà âñåì
ïðîòÿæåíèè êîäèðóþùèõ îáëàñòåé ïðèñóùà to- è tat-êîïèÿì â êîìïåòåíòíîì ê òðàíñêðèïöèè ñîñòîÿíèè,
íî íå òðàíñêðèáèðóåìûì â äàííûé ìîìåíò âðåìåíè. Ïðè òðàíñêðèïöèè âîçíèêàþò ÌÍàçî÷óâñòâèòåëü-
íûå çîíû, êîòîðûå, âîçìîæíî, ôëàíêèðóþò ýëîíãèðóþùèå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: õðîìàòèí äåðåïðåññèðîâàííûõ ãåíîâ: êîìïåòåíòíîñòü ê òðàíñêðèïöèè; íóêëå-
àçíàÿ ôðàãìåíòàöèÿ, ðåìîäåëèðîâàíèå íóêëåîñîì.

Ñ ðàçâèòèåì êîíöåïöèè íóêëåîñîìíîé îðãàíèçàöèè
õðîìàòèíà ñòàëè èçâåñòíû îñíîâíûå ïðèíöèïû óïàêîâêè
ÄÍÊ â êëåòî÷íûõ ÿäðàõ (Hewish, Burgoyne, 1973; Korn-
berg, 1974; Shick et al., 1980; Richmond et al., 1984; Arents,
Moudrianakis, 1995; Luger et al., 1997; Ong et al., 2007).
Ìåõàíèçìû îáðàòíûõ ïðîöåññîâ — äåêîìïàêòèçàöèè
íóêëåîñîìíûõ öåïåé äëÿ ðåàëèçàöèè åå ìàòðè÷íûõ ôóíê-
öèé — îñòàþòñÿ äî êîíöà íå âûÿñíåííûìè. Â èññëåäîâà-
íèè õàðàêòåðà ïðåîáðàçîâàíèÿ (ðåìîäåëèðîâàíèÿ) íóêëåî-
ñîì äëÿ òðàíñêðèïöèè ïåðñïåêòèâíûì ïîäõîäîì ÿâ-
ëÿåòñÿ àíàëèç íóêëåàçíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ â ñîñòàâå
ÿäåð, ïîçâîëÿþùèé óñòàíîâèòü èçìåíåíèÿ â õàðàêòåðå
ÄÍÊ-ãèñòîíîâûõ âçàèìîäåéñòâèé. Ðåãóëÿðíîå ÷åðåäîâà-
íèå ó÷àñòêîâ ÄÍÊ, ïðî÷íî ñâÿçàííûõ ñ ãèñòîíàìè â ñîñ-
òàâå êîìïàêòíûõ (êîðîâûõ) ÷àñòèö, è ñâîáîäíîé ÄÍÊ
ìåæíóêëåîñîìíûõ ëèíêåðîâ â ñòðóêòóðíûõ åäèíèöàõ ðå-
ïðåññèðîâàííîãî õðîìàòèíà (íóêëåîñîìàõ) îïðåäåëÿåò
íóêëåîñîìíóþ (÷åðåç 200 ï. í.) ïåðèîäè÷íîñòü â ðàñïðå-
äåëåíèè íóêëåàçíûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ è äîñòèæåíèå ëèìèòà
ðåàêöèè ïðè ïåðåâàðèâàíèè ñâîáîäíûõ ëèíêåðîâ è âû-
ùåïëåíèè ìîíîíóêëåîñîìíûõ ôðàãìåíòîâ (Hewish, Bur-
goyne, 1973; Noll, 1974; Varshavsky et al., 1976; Noll, Korn-
berg, 1977; Simpson, 1978; Wolffe, 1998).

Ïåðâûì áèîõèìè÷åñêèì ïîêàçàòåëåì ïðåîáðàçîâàíèÿ
íóêëåîñîìíîé ñòðóêòóðû õðîìàòèíà ïðè äåðåïðåññèè ãå-
íîâ ÿâèëèñü äàííûå î ïîÿâëåíèè äîñòóïíîñòè âíóòðèêî-
ðîâîé ÄÍÊ äëÿ ðàñùåïëåíèÿ (äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ)
ÄÍÊàçîé I. Ïðè äåéñòâèè ýòîãî ôåðìåíòà íå íàáëþäàåòñÿ
íàêîïëåíèÿ ìîíîíóêëåîñîì, âñÿ ÄÍÊ êîäèðóþùèõ îáëàñ-
òåé ïåðåâàðèâàåòñÿ äî êèñëîòîðàñòâîðèìîãî ìàòåðèàëà
(Weintraub, Groudine, 1976; Bloom, Anderson, 1978, 1982;
Garel, Axel, 1978). Ñ èñïîëüçîâàíèåì íîâîãî ïîäõîäà äëÿ
ìàñøòàáíîãî è âûñîêîòî÷íîãî àíàëèçà ÄÍÊ-ãèñòîíîâîé
àññîöèàöèè in vivo, âêëþ÷àþùåãî â ñåáÿ èììóíîïðåöèïè-
òàöèþ ôðàãìåíòîâ õðîìàòèíà ãèñòîíîâûìè àíòèòåëàìè,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàê ïðîìîòîðíàÿ ÄÍÊ, òàê è ÄÍÊ åäè-
íèö òðàíñêðèïöèè ìíîãèõ àêòèâíûõ ãåíîâ íå ñâÿçàíû ñ
ãèñòîíàìè (Schwabish, Struhl, 2004; Zhao et al., 2005; Willi-
ams, Tyler, 2007). Î äåêîìïàêòèçàöèè íóêëåîñîì â ó÷àñò-
êàõ òðàíñêðèïöèè ñâèäåòåëüñòâóþò è äàííûå óëüòðà-
ñòðóêòóðíîãî àíàëèçà 1970—1980-õ ãîäîâ (Hamkalo et al.,
1974; Foe, 1978; McKnight et al., 1978; Sheer, 1987). Îäíà-
êî â ëèíåàðèçîâàííîé õðîìàòèíîâîé îñè òðàíñêðèáèðóå-
ìûõ ó÷àñòêîâ èììóíîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè âûÿâëÿþò-
ñÿ êîðîâûå ãèñòîíû (McKnight et al., 1978). Áîëåå òîãî,
ÄÍÊ êîäèðóþùèõ îáëàñòåé àêòèâíûõ è êîìïåòåíòíûõ ê
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òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, ïîëíîñòüþ ðàñùåïëÿåìàÿ ÄÍÊàçîé I
äî êèñëîòîðàñòâîðèìûõ ïðîäóêòîâ, ðåçèñòåíòíà ê äåéñò-
âèþ ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçû (ÌÍàçû) (Weintraub, Grou-
dine, 1976; Bloom, Anderson, 1978, 1982; Garel, Axel,
1978). Ïî âîïðîñó î òîì, ñîîòâåòñòâóåò ëè õàðàêòåð ïðî-
òåêöèè íóêëåîñîìíîìó òèïó îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà, äàí-
íûå ïðîòèâîðå÷èâû (Clark, 1995; Wolffe, 1998; Toussaint
et al., 2005).

Â ïåðâûõ èññëåäîâàíèÿõ, ïðîâåäåííûõ íà ãëîáèíî-
âûõ è îâàëüáóìèíîâûõ (Weintraub, Groudine, 1976; Blo-
om, Anderson, 1978; Garel, Axel, 1978), à òàêæå ðÐÍÊ ãå-
íàõ (Reeves, 1976) ñ èñïîëüçîâàíèåì òåõíèêè ãèáðèäèçà-
öèè â ðàñòâîðå, íå áûëî îáíàðóæåíî ðàçëè÷èé ìåæäó èõ
àêòèâíûì è ðåïðåññèðîâàííûì ñîñòîÿíèÿìè ïî ñêîðîñòè
ïåðåâàðèâàíèÿ ÄÍÊ ÌÍàçîé è åå ðàñïðåäåëåíèþ â ñïåêò-
ðå ôðàãìåíòîâ, êðàòíûõ ñòðóêòóðíîé åäèíèöå. Â ðÿäå ðà-
áîò îòìå÷àëñÿ áîëåå áûñòðûé ðàñïàä ÷àñòè àêòèâíîãî
õðîìàòèíà äî ìîíî- è êîðîòêèõ îëèãîíóêëåîñîì (Bellard
et al., 1978; Bloom, Anderson, 1982; Rosha et al., 1984; Na-
cheva et al., 1989). Ïîñëåäóþùèå àíàëèçû ìåòîäîì
áëîò-ãèáðèäèçàöèè, ïîçâîëÿþùèì ïîëó÷àòü áîëåå òî÷íûå
ðåçóëüòàòû, íå ïîäòâåðäèëè íóêëåîñîìíîãî õàðàêòåðà
ÌÍàçíîé ôðàãìåíòàöèè îâàëüáóìèíîâîãî (Bellard et al.,
1982; Bloom, Anderson, 1982) è ðÐÍÊ ãåíîâ (Toussaint et
al., 2005) â ñîñòîÿíèè àêòèâíîé òðàíñêðèïöèè. Ïî b-ãëî-
áèíîâîìó ãåíó ïîëó÷åíû ïðîòèâîðå÷èâûå ðåçóëüòàòû
(Clark, 1995). Äåðåïðåññèðîâàííûå ãåíû èç ðàçëè÷íûõ èñ-
òî÷íèêîâ îáíàðóæèëè áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå õàðàêòåðîâ
ÌÍàçíîé ôðàãìåíòàöèè èõ ÄÍÊ â ñîñòàâå êëåòî÷íûõ
ÿäåð.

Íàðÿäó ñ äàííûìè î ñîõðàíåíèè íóêëåîñîìíîé ðåãó-
ëÿðíîñòè ÌÍàçíûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ â èõ êîäèðóþùèõ îá-
ëàñòÿõ (Gottesfeld, Melton, 1978; Baer, Rhodes, 1983; Rosha
et al., 1984) ñóùåñòâóþò ìíîãî÷èñëåííûå ñâèäåòåëüñòâà
åå íàðóøåíèé. Â ÷àñòíîñòè, ïðîäóêöèÿ ìîíîòîííûõ ïî
äëèíå ôðàãìåíòîâ, íàêëàäûâàþùèõñÿ íà ôðàãìåíòû äè-
ñêðåòíîãî íóêëåîñîìíîãî ðÿäà (Bergman, Kramer, 1983;
Lohr, 1983; Perez-Ortin et al., 1987; Szent-Györgyi et al.,
1987), èëè ïîëíàÿ ïîòåðÿ äèñêðåòíîñòè — îáðàçîâàíèå
øèðîêîãî ñïåêòðà ÌÍàçîóñòîé÷èâûõ ôðàãìåíòîâ ãåòåðî-
ãåííîé âåëè÷èíû (Bellard et al., 1982; Bloom, Anderson,
1982; Kohno et al., 1983; Weischet et al., 1983; Rose, Gar-
rard, 1984; Widmer et al., 1984; Cohen, Sheffery, 1985; Strät-
ling et al., 1986; Conconi, Ryan, 1993).

Èç âñåé ñîâîêóïíîñòè èìåþùèõñÿ äàííûõ ñëåäóåò,
÷òî çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ÄÍÊ ãåíîâ, ïðîãðàììèðîâàííûõ
íà ýêñïðåññèþ â ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êëåòêàõ èëè ýêñ-
ïðåññèðóåìûõ, óñòîé÷èâà ê äåéñòâèþ ÌÍàçû. Îäíàêî
ïðîòèâîðå÷èâîñòü ðåçóëüòàòîâ íå ïîçâîëÿåò ïðèéòè ê
îïðåäåëåííîìó çàêëþ÷åíèþ î õàðàêòåðå ðàñïðåäåëåíèÿ
ÌÍàçî÷óâñòâèòåëüíûõ ñàéòîâ â èõ êîäèðóþùèõ îáëàñ-
òÿõ. Êðîìå òîãî, èñïîëüçîâàíèå ðàçëè÷íûõ íóêëåàç
(ÄÍÊàçû I è ÌÍàçû) â àíàëèçå ñòðóêòóðû àêòèâíîãî õðî-
ìàòèíà ïðèâåëî ê ïðîòèâîïîëîæíûì ñóæäåíèÿì.

Â êà÷åñòâå îäíîé èç ïðè÷èí èìåþùèõñÿ ïðîòèâîðå-
÷èé ðàññìàòðèâàþò ìíîæåñòâåííîñòü ñîñòîÿíèé, â êîòî-
ðûõ ìîãóò áûòü ïðåäñòàâëåíû èíäèâèäóàëüíûå ãåíû è èõ
ó÷àñòêè â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (Bellard et al., 1978; Foe,
1978; Weischet et al., 1983; Rosha et al., 1984; Toussaint et
al., 2005). Ñîñóùåñòâîâàíèå â îäíîòèïíûõ êëåòêàõ èëè â
îäíîé è òîé æå êëåòêå ðåïðåññèðîâàííîé, êîìïåòåíòíîé ê
òðàíñêðèïöèè è òðàíñêðèáèðóåìîé ôîðì õîðîøî äîêó-
ìåíòèðîâàíî äëÿ ðÐÍÊ ãåíîâ (Foe, 1978; Toussaint et al.,
2005). Òîãî æå ìîæíî îæèäàòü äëÿ óíèêàëüíûõ ãåíîâ,
èíèöèèðóåìûõ â èíòåðôàçå, åñëè íå âñå èõ êîïèè â êëå-

òî÷íîé ïîïóëÿöèè îòâå÷àþò íà èíäóöèðóþùèå ñèãíàëû
êàæäîãî óðîâíÿ àêòèâàöèè. Äåéñòâèå âíóòðèÿäåðíûõ íóê-
ëåàç è ïðîòåàç âî âðåìÿ èíêóáàöèè ÿäåð è ïîòåðÿ íàòèâ-
íîé êîíôîðìàöèè õðîìàòèíà ïðè íàêîïëåíèè îäíî- è
äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ (Rosha et al., 1984; Caplan et
al., 1987) ñîçäàþò äîïîëíèòåëüíûå òðóäíîñòè â îöåíêå íà-
áëþäàåìûõ õàðàêòåðîâ åãî ôðàãìåíòàöèè ýêçîãåííûìè
ôåðìåíòàìè.

Óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ ñðàâíåíèÿ äîñòóïíîñòè ê íóê-
ëåàçàì ÄÍÊ àêòèâíîãî è ðåïðåññèðîâàííîãî õðîìàòèíà
ÿâëÿþòñÿ ãåíû trp-äèîêñèãåíàçû (tî) è tyr-àìèíîòðàíñôå-
ðàçû (tat). Ýòè ãåíû áûëè äåòàëüíî îõàðàêòåðèçîâàíû â
ñòðóêòóðíîì è ôóíêöèîíàëüíîì ïëàíå íà îñíîâå âûäå-
ëåííûõ ôðàãìåíòîâ lrTO è lrTAT ãåíîìà êðûñû (Schmid
et al., 1982; Becker et al., 1984; Shinomiya et al., 1984). Îáà
ãåíà ÿâëÿþòñÿ îäíîêîïèéíûìè. Èõ ýêñïðåññèÿ òêàíåñïå-
öèôè÷íà, à äâå ñòóïåíè àêòèâàöèè ðàçäåëåíû âî âðåìåíè.
Ñîñòîÿíèå êîìïåòåíòíîñòè ê òðàíñêðèïöèè óñòàíàâëèâà-
åòñÿ òîëüêî â ïðåäøåñòâåííèêàõ ãåïàòîöèòîâ íà êîíå÷-
íûõ ñòàäèÿõ ýìáðèîãåíåçà, ñîõðàíÿåòñÿ ïðè ïîñëåäóþ-
ùèõ êëåòî÷íûõ ãåíåðàöèÿõ è â êëåòêàõ ïå÷åíè âçðîñëûõ
êðûñ. Òðàíñêðèïöèÿ âêëþ÷àåòñÿ â ðàííåì ïîñòíàòàëüíîì
ðàçâèòèè è èíäóöèðóåòñÿ ãëþêîêîðòèêîèäàìè íà âñåì
ïðîòÿæåíèè æèçíè çðåëûõ ãåïàòîöèòîâ (Schmid et al.,
1982; Becker et al., 1984; Shinomiya et al., 1984). Òàêèì îá-
ðàçîì, â êëåòêàõ ïå÷åíè êðûñ ãåíû to è tat ïðåäñòàâëåíû â
äâóõ ñîñòîÿíèÿõ — êîìïåòåíòíîì ê òðàíñêðèïöèè è
òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíîì. Ïðè ýòîì ÷èñëî êîïèé, âî-
âëå÷åííûõ â òðàíñêðèïöèþ, â íîðìå, ïî-âèäèìîìó, íå
ïðåâûøàåò 50 % îò îáùåãî èõ ÷èñëà â êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè (Reik et al., 1991).

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâèëñÿ ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç
äîñòóïíîñòè ÄÍÊ â êîäèðóþùèõ îáëàñòÿõ ãåíîâ to è tat
äëÿ ôðàãìåíòàöèè ÌÍàçîé â ÿäðàõ êëåòîê ïå÷åíè è ìîçãà
êðûñ.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè îáðàáîòêå ÿäåð êëåòîê ïå÷åíè
ÌÍàçîé â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèè ïðàêòè÷åñêè
íå îáðàçóåòñÿ to- è tat-ôðàãìåíòîâ ñ äëèíîé ìîíîìåðîâ
èëè îëèãîìåðîâ íóêëåîñîìíîãî ïîâòîðà. Â ëèìèòå ïåðå-
âàðèâàíèÿ, êîòîðûé äîñòèãàåòñÿ ïðè êðàòêîì äåéñòâèè
ôåðìåíòà â íàñûùàþùåé êîíöåíòðàöèè, ÄÍÊ êîäèðóþ-
ùèõ îáëàñòåé îáîèõ ãåíîâ ñîõðàíÿåòñÿ â ãèäðîëèçàòàõ
ïðåèìóùåñòâåííî â âèäå ïðîòÿæåííûõ (îò 1500 ï. í.)
ôðàãìåíòîâ, çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü êîòîðûõ áëèçêà èõ ïîë-
íîé äëèíå (19 è 11 òûñ. ï. í. äëÿ to è tat ñîîòâåòñòâåííî;
Schmid et al., 1982; Shinomiya et al., 1984). Â ñõîäíûõ
óñëîâèÿõ ïîä äåéñòâèåì ÄÍÊàçû I âñÿ to- è tat-ÄÍÊ ïåðå-
õîäèò â êèñëîòîðàñòâîðèìûå ïðîäóêòû èëè êîðîòêèå íå-
ãèáðèäèçóþùèåñÿ ôðàãìåíòû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÄÍÊ-çîíäîâ â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
ïëàçìèäû pUS19x(pC), ñîäåðæàùóþ ãåí tat (Shinomiya et
al., 1984), è pTO(E-3.3), âêëþ÷àþùóþ â ñåáÿ öåíòðàëüíûé
ñåãìåíò êîäèðóþùåé îáëàñòè ãåíà to (×èõèðæèíà è äð.,
1993).

ßäðà âûäåëÿëè èç êëåòîê ïå÷åíè è ìîçãà áåñïîðîäíûõ
áåëûõ êðûñ ïîñëå ëèçèñà öèòîïëàçìû â ðàñòâîðå Òðèòîíà
Õ-100. Îõëàæäåííóþ âî ëüäó òêàíü ïðîìûâàëè ðàñòâî-
ðîì 1 (0.05 Ì Tris-HCl-áóôåð pH 7.5, 0.025 M KCl, 0.005
M MgCl2 è 0.25 M ñàõàðîçà), èçìåëü÷àëè â ëåäÿíîé ñóñ-
ïåíçèè ðàñòâîðà 1 è ãîìîãåíèçèðîâàëè â ñòåêëÿííîì ãî-
ìîãåíèçàòîðå ñ òåôëîíîâûì ïåñòèêîì â äåñÿòèêðàòíîì
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îáúåìå (v) ðàñòâîðà 1 ïî îòíîøåíèþ ê èñõîäíîé ìàññå
òêàíè (m). Ãîìîãåíàò ôèëüòðîâàëè ÷åðåç êàïðîíîâûé
ôèëüòð è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1000 g â òå÷åíèå 10 ìèí.
Îñàäîê ïðîìûâàëè òåì æå ðàñòâîðîì è ñóñïåíäèðîâàëè (2
ìèí ãîìîãåíèçàöèè) â ðàñòâîðå 2 (0.5 % Òðèòîíà Õ-100 â
áóôåðå 1, 1 : 2, m : v). Ñóñïåíçèþ âûäåðæèâàëè 10 ìèí
ïðè 2—4 °C, ïîñëå ÷åãî ðàçáàâëÿëè â 5 ðàç ðàñòâîðîì 1 è
öåíòðèôóãèðîâàëè. Ïëîòíûé áåëûé îñàäîê ÿäåð ïðîìû-
âàëè 2 ðàçà ðàñòâîðîì 1 (1 : 10, m : v) è çàòåì ðàñòâîðîì 3
(0.01 Ì Tris-HCl-áóôåð pH 7.5 è 0.003 M CaCl2) â òîì æå
ñîîòíîøåíèè ê ìàññå èñõîäíîé òêàíè. Ïðè âñåõ ïðîìûâ-
êàõ ÿäåðíûå îñàäêè ñóñïåíäèðîâàëè â ñòåêëÿííîì ãîìîãå-
íèçàòîðå ñ òåôëîíîâûì ïåñòèêîì è îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 1000 g â òå÷åíèå 7—10 ìèí. Âñþ îïåðà-
öèþ ïî î÷èñòêå ÿäåð ïðîâîäèëè ïðè òåìïåðàòóðå îêîëî
0 °C. Âñå ïðîìûâàþùèå ðàñòâîðû ïðåäâàðèòåëüíî îõëàæ-
äàëè äî –2 °C.

Äëÿ äåéñòâèÿ ÌÍàçû ÿäåðíûå îñàäêè ñóñïåíäèðîâàëè
â 0.01 Ì Tris-HCl-áóôåðå pH 7.5, ñîäåðæàùåì 1.5 ìÌ
CaCl2 è 1 ìÌ PMSF (Sigma, ÑØÀ) (1 : 1, m : v). Ê ñóñïåí-
çèè, îõëàæäåííîé äî 0—(+2) °C, äîáàâëÿëè ÌÍàçó (Sig-
ma, ÑØÀ, 10—360 A260 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ). Ïðîáû ïîìåùà-
ëè â âîäÿíóþ áàíþ ïðè 20 °C íà 10—15 ìèí. Îáðàáîòêó
ÄÍÊàçîé I (Sigma, ÑØÀ) ïðîâîäèëè ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ
â ðàñòâîðå 1, ðàçâåäåííîì â 2 ðàçà. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâà-
ëè äîáàâëåíèåì äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (DS-Na), ÝÄÒÀ
è ÝÃÒÀ.

ÄÍÊ èç ÿäåð ïå÷åíè è ìîçãà âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ôå-
íîëüíîé äåïðîòåèíèçàöèè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (Ìà-
íèàòèñ è äð., 1984) ïîñëå îáðàáîòêè ïðîòåèíàçîé K (Sig-
ma, ÑØÀ) è ÐÍÊàçîé (ïî 200—400 ìêã/ìë) â 0.05 Ì
Tris-HCl-áóôåðå pH 8.0, ñîäåðæàùåì 0.5 % DS-Na, 0.2 Ì
NaCl, 10 ìÌ ÝÄÒÀ è 2 ìÌ ÝÃÒÀ, ïðè 37 °C â òå÷åíèå
2 ÷. ÄÍÊ îñàæäàëè ýòàíîëîì ïðè –20 °C è ðàñòâîðÿëè â
áóôåðå ÒÅ (Ìàíèàòèñ è äð., 1984).

Ôðàãìåíòû ÄÍÊ ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåçîì â 1%-íûõ
àãàðîçíûõ ãåëÿõ (0.3�7�8 ñì) â áóôåðå ÒÀÅ (Ìàíèàòèñ
è äð., 1984). Ïåðåíîñ ÄÍÊ íà ìåìáðàíó Hybond N (Amers-
ham, ÑØÀ) îñóùåñòâëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì àïïàðàòà «Blotter» äëÿ ïîëóñóõîãî ïåðåíîñà â
0.025 Ì Tris-HCl-áóôåðå pH 8.0 ïðè ñèëå òîêà 1 ìÀ â òå-
÷åíèå 2 ÷. ÄÍÊ ôèêñèðîâàëè íà ìåìáðàíå îáëó÷åíèåì
ÓÔ-ñâåòîì íà òðàíñèëëþìèíàòîðå «Ôëóñêîï 2» ïðè äëè-
íå âîëíû 310 íì â òå÷åíèå 2—3 ìèí, çàòåì ìåìáðàíû âû-
äåðæèâàëè ïðè 90 °C â òå÷åíèå 1 ÷.

Ïëàçìèäíûå ÄÍÊ âûäåëÿëè èç êëåòîê áàêòåðèé ìåòî-
äîì ùåëî÷íîãî ëèçèñà è î÷èùàëè ðàâíîâåñíûì öåíòðè-
ôóãèðîâàíèåì â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè CsCl (Ìàíèàòèñ è
äð., 1984). Îáðàáîòêó ðåñòðèêòàçàìè îñóùåñòâëÿëè â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ.
Ôðàãìåíòû ãåíîâ, èñïîëüçóåìûå äëÿ ãèáðèäèçàöèè, ïîëó-
÷àëè ïîñëå ïðåïàðàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà ñìåñè ðåñòðèê-
òîâ â 6%-íîì ÏÀÀÃ.

Äëÿ ââåäåíèÿ â ÄÍÊ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè è äå-
òåêöèè ìå÷åíîé ÄÍÊ â ãèáðèäàõ èñïîëüçîâàëè äâà ìî-
äóëÿ íàáîðà ECL — Random prime labelling module
(RPN 3540) è Star detection module (RPN 3510) (Amer-
sham, ÑØÀ). Óñëîâèÿ áëîò-ãèáðèäèçàöèè ÄÍÊ, ôèêñè-
ðîâàííîé íà Hybond N-ìåìáðàíàõ, ñ ôðàãìåíòàìè ãåíîâ
to è tat è óñëîâèÿ âûÿâëåíèÿ ãèáðèäîâ ñîîòâåòñòâî-
âàëè ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû Amersham. Äëÿ âèçóàëèçà-
öèè ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè èñïîëüçîâàëè âûñîêî÷óâñò-
âèòåëüíóþ ðåíòãåíîâñêóþ ïëåíêó (Hyperfilm ECL,
Amersham, ÑØÀ). Âðåìÿ ýêñïîçèöèè âàðüèðîâàëè îò 1 äî
18 ÷.

Ðåçóëüòàòû

Ìû ïîïûòàëèñü ïî âîçìîæíîñòè èñêëþ÷èòü âëèÿíèå
âíóòðèÿäåðíûõ íóêëåàç è ïðîòåàç íà õàðàêòåð ôðàãìåíòà-
öèè ÄÍÊ ïðè ïîëó÷åíèè ÿäåð è èíêóáàöèè ñ ýêçîãåííûìè
ôåðìåíòàìè. Äëÿ ñîõðàíåíèÿ öåëîñòíîñòè õðîìàòèíà äî
îáðàáîòêè íóêëåàçàìè âñå îïåðàöèè ïî î÷èñòêå ÿäåð ïðî-
âîäèëè ïðè 0 °C, ïðîìûâàþùèå ðàñòâîðû ïðåäâàðèòåëüíî
îõëàæäàëè äî –2 °C, ãîìîãåíèçàöèþ îñàäêîâ íà÷èíàëè â
ðàçáàâëåííîé ëåäÿíîé ñóñïåíçèè ïðîìûâàþùåãî ðàñòâîðà.
Èç âûäåëåííûõ â òàêèõ óñëîâèÿõ ÿäåð ÄÍÊ íå îñâîáîæäà-
ëàñü â âîäíóþ ôàçó ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ ôåíîëüíîé
äåïðîòåèíèçàöèè. Äëÿ ïîëíîãî âûõîäà îêàçàëîñü äîñòàòî÷-
íûì èíêóáàöèè ÿäåð â îòñóòñòâèå äîáàâëåííûõ ôåðìåí-
òîâ. Ðàçëè÷èå â ýôôåêòèâíîñòè âûõîäà ÄÍÊ, âåðîÿòíî,
ñâÿçàíî ñ ðàçðûâàìè ÄÍÊ ïî ñàéòàì ãèïåð÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè ê ÄÍÊàçå I (Ã×-ñàéòàì) ýíäîãåííûìè ôåðìåíòàìè âî
âðåìÿ èíêóáàöèè. Ïðè àíàëèçå ôðàãìåíòàöèè õðîìàòèíà
ÌÍàçîé è ÄÍÊàçîé I âûäåëåííûå ÿäðà èíêóáèðîâàëè ñ
ôåðìåíòàìè â òå÷åíèå 10—15 ìèí ïðè ãðàäèåíòå òåìïåðà-
òóðû îò 0 äî 20 °Ñ. Èíòåíñèâíîñòü ïåðåâàðèâàíèÿ ÄÍÊ ðå-
ãóëèðîâàëè òîëüêî âàðèàöèÿìè êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äëèíû ÌÍàçîðåçèñòåíòíûõ ó÷àñò-
êîâ (âñåõ âàðèàíòîâ ðàñïðåäåëåíèÿ â êîäèðóþùèõ îáëàñ-
òÿõ äîñòóïíûõ äëÿ ÌÍàçû ñàéòîâ) ÿäðà èíêóáèðîâàëè
ïðè íàñûùàþùåé êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà. Äëÿ âûÿâëå-
íèÿ ÌÍàçî÷óâñòâèòåëüíûõ çîí èñïîëüçîâàëè øèðîêèé
äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé ÌÍàçû îò 10 äî 360 A260 åä. íà
1 ìã ÄÍÊ (À260 åä.). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ëèìèò â ïåðå-
âàðèâàíèè îáùåé ÄÍÊ â ñîñòàâå ÿäåð äîñòèãàëñÿ ïðè
120—150 À260 åä. ÌÍàçû è 120—160 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ
ÄÍÊàçû I. Äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ôåð-
ìåíòîâ íå ïðèâîäèëî ê çàìåòíûì èçìåíåíèÿì â ñïåêòðå
ïðîäóöèðóåìûõ ôðàãìåíòîâ îáùåé ÄÍÊ (äàííûå íå ïðè-
âîäÿòñÿ). Êîëè÷åñòâî îáðàçóþùèõñÿ êèñëîòîðàñòâîðè-
ìûõ ïðîäóêòîâ ïðè äîñòèæåíèè ýòîãî ëèìèòà îêàçàëîñü
êðàéíå íèçêèì (íå ïðåâûøàëî 2—3 %).

Ôðàãìåíòû ãåíîâ to è tat â ñóììàðíîé ÄÍÊ íóêëåàç-
íûõ ãèäðîëèçàòîâ âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ áëîò-ãèáðèäè-
çàöèè. Â êà÷åñòâå çîíäîâ èñïîëüçîâàëè ñåãìåíòû èõ êî-
äèðóþùèõ îáëàñòåé — çîíä ÒÎ1 ñ êîîðäèíàòàìè
(+5000/+8300 ï.í.) è ÒÀÒ1 (+800/+3700 ï. í.). Ïðîâîäèëè
ïðÿìîå ñðàâíåíèå äëèíû ôðàãìåíòîâ îáùåãî (îòðàæàþ-
ùåãî ðåïðåññèðîâàííîå ñîñòîÿíèå) è àêòèâíîãî (ãåíîâ to
è tat â ÿäðàõ ïå÷åíè) õðîìàòèíà, à òàêæå ôðàãìåíòîâ ãåíà
to â ðåïðåññèðîâàííîì (â ÿäðàõ ìîçãà) ñîñòîÿíèè, îáðàçó-
þùèõñÿ ïîä äåéñòâèåì ÌÍàçû.

Ðèñ. 1, à äåìîíñòðèðóåò òèïè÷íóþ êàðòèíó ôðàãìåí-
òàöèè õðîìàòèíà ïå÷åíè è ìîçãà êðûñ ïðè êîíöåíòðàöèè
ÌÍàçû, îáåñïå÷èâàþùåé äîñòèæåíèå ëèìèòà â ïåðåâàðè-
âàíèè îáùåé ÄÍÊ â ñîñòàâå ÿäåð. Ïðè ýòèõ óñëîâèÿõ
á*îëüøàÿ ÷àñòü îáùåãî õðîìàòèíà ïåðåâàðèâàåòñÿ ïðåèìó-
ùåñòâåííî äî ìîíî- è äèíóêëåîñîì (ðèñ. 1, à, äîðîæêè 3,
4). Ïðè ýòîì â ñïåêòðå ôðàãìåíòîâ îò÷åòëèâî âûÿâëÿåòñÿ
ïèê âûñîêîïîëèìåðíîé ÄÍÊ (ðèñ. 1, à, äîðîæêè 3, 4,
ââåðõó). Ðåçóëüòàòû ãèáðèäèçàöèè ôðàãìåíòîâ ñ çîíäîì
ÒÎ1 (ðèñ. 1, á) îêàçàëèñü íåîæèäàííûìè. Ïðè óñëîâèÿõ,
êîãäà â ðåïðåññèðîâàííîì õðîìàòèíå ÌÍàçíûå ðàçðû-
âû ÄÍÊ ðåàëèçóþòñÿ ïðàêòè÷åñêè â êàæäîì èëè â êàæ-
äîì âòîðîì ìåæíóêëåîñîìíîì ëèíêåðå, â ãèäðîëèçàòàõ
ñîõðàíÿþòñÿ ïðîòÿæåííûå (îò 1500 äî 20 000 ï. í.) ôðàã-
ìåíòû ãåíà to (ðèñ. 1, á, äîðîæêà 3), ÷àñòü èç êîòîðûõ ñî-
ïîñòàâèìà ñ âåëè÷èíîé åãî åäèíèöû òðàíñêðèïöèè
(19 òûñ. ï. í.; Schmid et al., 1982). Â ÿäðàõ ìîçãà (â ðåïðåñ-
ñèðîâàííîì ñîñòîÿíèè) òîò æå ãåí ðàñïàäàåòñÿ íà ìîíî- è
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äèíóêëåîñîìíûå ôðàãìåíòû (ðèñ. 1, á, äîðîæêà 4), êàê è
îáùèé õðîìàòèí (ðèñ. 1, à, â, äîðîæêè 3, 4).

×òîáû îïðåäåëèòü 5R- è 3R-ãðàíèöû ÌÍàçîóñòîé÷èâûõ
çîí íà íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà to â ÿäðàõ
ïå÷åíè, ìû èñïîëüçîâàëè ìåòîä íåïðÿìîãî ìå÷åíèÿ êîí-
öîâ ÄÍÊ (Nedospasov, Georgiev, 1980). Åäèíèöà òðàíñ-
êðèïöèè to ñîäåðæèò îäèíî÷íûé Xho I ñàéò ðåñòðèêöèè
íà ðàññòîÿíèè +7800 ï. í. (Schmid et al., 1982) è äåëèò êî-
äèðóþùóþ îáëàñòü ãåíà to íà äâà ñåãìåíòà (îêîëî 8 è
11 òûñ. ï. í.) è çîíä ÒÎ1 íà äâå ÷àñòè — ÒÎ1-2800 è
ÒÎ1-500 (ðèñ. 2, à). ÄÍÊ, âûäåëåííàÿ èç ÿäåð, èíêóáèðî-
âàííàÿ áåç ÌÍàçû, è ÌÍàçíûõ ãèäðîëèçàòîâ ðåñòðèöèðî-
âàëè Xho I è îáðàçóþùèåñÿ ôðàãìåíòû ãèáðèäèçîâàëè ïî-
ñëåäîâàòåëüíî ñ çîíäàìè ÒÎ1-2800 è ÒÎ1-500. Êàê âèäíî
íà ðèñ. 2, â, ã, äîðîæêà 1, â ÿäðàõ, íå îáðàáîòàííûõ ÌÍà-
çîé, äëèíà ôðàãìåíòîâ to ïðåâûøàåò ðàçìåðû åãî åäèíè-
öû òðàíñêðèïöèè. Ôðàãìåíòû ðåñòðèêöèè Õho I, ãèáðèäè-
çóþùèåñÿ ñ çîíäîì ÒÎ1-2800, èìåþò äëèíó, áëèçêóþ ê
10000 ï. í. (ðèñ. 2, â, äîðîæêà 2). Ñõîäíûå ïî äëèíå ôðàã-
ìåíòû to îáíàðóæèâàþòñÿ è â ãèäðîëèçàòàõ ïðè ëèìèòå
ÌÍàçíîãî ïåðåâàðèâàíèÿ ÿäåðíîé ÄÍÊ (ðèñ. 2, â, äîðîæ-
êà 4). Äëèíà ôðàãìåíòîâ ãåíà to îò Õho I ñàéòà ðåñòðèê-
öèè â 3R-íàïðàâëåíèè ñîñòàâëÿåò îêîëî 20 òûñ. ï. í.
(ðèñ. 2, ã, äîðîæêà 2). Ïîñëå èíòåíñèâíîãî ÌÍàçíîãî ïå-
ðåâàðèâàíèÿ ÿäåð âèäèìûå ôðàãìåíòû èìåþò äëèíó îò
4000 äî îêîëî 10 000 ï. í. (ðèñ. 2, ã, äîðîæêà 4). Âåðîÿò-
íî, ðàçðûâû ïîä äåéñòâèåì ýíäîãåííûõ ÿäåðíûõ ôåðìåí-
òîâ âî âðåìÿ èíêóáàöèè ÿäåð ïðîèñõîäÿò â ïðîêñèìàëü-
íîé ÷àñòè 5R-ôëàíãà, ñîäåðæàùåé 3 ñèëüíûõ ñàéòà íóêëå-
àçíîé ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè (Becker et al., 1984), è â
äèñòàëüíûõ ÷àñòÿõ 3R-ôëàíãà ãåíà to. Õîòÿ èñïîëüçóåìàÿ
ñèñòåìà ýëåêòðîôîðåçà íå ÿâëÿåòñÿ îïòèìàëüíîé äëÿ àíà-
ëèçà ÄÍÊ òàêîé âåëè÷èíû, íàáëþäàåìàÿ ìàêñèìàëüíàÿ
äëèíà ôðàãìåíòîâ â 5R- è 3R-íàïðàâëåíèÿõ îò Õho I ñàéòà
(îêîëî 10 òûñ. ï. í.) (ðèñ. 2, â, ã, äîðîæêà 4) ïîêàçûâàåò,

÷òî â ãèäðîëèçàòàõ ñîõðàíÿþòñÿ ïîëíîðàçìåðíûå åäèíè-
öû òðàíñêðèïöèè to.

Êàê âèäíî íà ðèñ. 3, ïðîòÿæåííûå ÌÍàçîðåçèñòåíò-
íûå çîíû êîäèðóþùåé îáëàñòè to ÷óâñòâèòåëüíû ê ÄÍÊà-
çå I (ðèñ. 3, á: ñð. äîðîæêè 1 è 2): ïîä äåéñòâèåì ýòîãî
ôåðìåíòà â êîíöåíòðàöèè 120 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ ïðàêòè÷å-
ñêè âñÿ to-ÄÍÊ ïåðåâàðèâàåòñÿ äî êèñëîòîðàñòâîðèìûõ
èëè íåãèáðèäèçóþùèõñÿ ïðîäóêòîâ (ðèñ. 3, á, äîðîæ-
êà 1). Îñòàòî÷íàÿ (âûÿâëÿþùàÿñÿ ïðè äëèòåëüíîé ýêñïî-
çèöèè ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêè) ôðàêöèÿ ïðåäñòàâëåíà ìî-
íîòîííî óáûâàþùèìè ïî äëèíå ôðàãìåíòàìè — îò
2000 äî 800 ï. í. (ðèñ. 3, â, äîðîæêà 1). Êàê è â ñëó÷àå ñ
ÌÍàçîé, ïðè èíòåíñèâíîì ïåðåâàðèâàíèè ÄÍÊàçîé I íå
îáðàçóåòñÿ ôðàãìåíòîâ tî-ÄÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùèõ êîðî-
âûì ÷àñòèöàì èëè õðîìàòîñîìàì — êîíå÷íûì ïðîäóêòàì
íóêëåîëèòè÷åñêîãî ðàñïàäà íóêëåîñîìíûõ öåïåé (ðèñ. 3,
â, äîðîæêè 1, 2).

Ðàçëè÷èÿ â õàðàêòåðå ÌÍàçíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ
àêòèâíîãî (ãåíà to) è ðåïðåññèðîâàííîãî (îáùåãî) õðîìà-
òèíà îáíàðóæèâàþòñÿ è ïðè ñëàáîì ïåðåâàðèâàíèè õðî-
ìàòèíà — äî ïîÿâëåíèÿ ìîíî- è îëèãîíóêëåîñîìíûõ
ôðàãìåíòîâ. Ïðè êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà 10 A260 åä. îá-
ùàÿ ÄÍÊ ÿäåð ïå÷åíè âûÿâëÿåòñÿ â îäíîì ïèêå âûñîêî-
ïîëèìåðíûõ ôðàãìåíòîâ ñ øèðîêèì ðàñïðåäåëåíèåì ïî
äëèíå — îò 2000 äî äåñÿòêîâ òûñÿ÷ ï. í. (ðèñ. 4, à, äî-
ðîæêà 1). ÄÍÊ ãåíà to ïðåäñòàâëåíà â íåì óçêîé ïîëîñîé
êîìïîíåíòîâ ñ äëèíîé, áëèçêîé ê 20 òûñ. ï. í. (ðèñ. 4, á,
äîðîæêà 1), ñîîòâåòñòâóþùåé ïîëíîðàçìåðíûì åäèíè-
öàì òðàíñêðèïöèè to. Èõ ñóáôðàãìåíòû (îò 5000 ï. í. è
âûøå) ïîÿâëÿþòñÿ ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ÌÍàçû 20 è 40 A260

åä. îäíîâðåìåííî ñ ìèíîðíîé ôðàêöèåé îòíîñèòåëüíî
íèçêîìîëåêóëÿðíîé to-ÄÍÊ, â êîòîðîé ïðè ýòîì áîëüøîì
íàíåñåíèè (40 ìêã) íà ôîíå ìîíîòîííîãî ðàñïðåäåëåíèÿ
äëèí âèäíû ïèêè ìóëüòèïëåòîâ íóêëåîñîìíîãî ïîâòîðà
(ðèñ. 4, á, äîðîæêè 2, 3). Íà ýòîé ñòàäèè ïåðåâàðèâàíèÿ
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Ðèñ. 1. Ñðàâíåíèå õàðàêòåðà ôðàãìåíòàöèè ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé (ÌÍàçîé) ÄÍÊ îáùåãî õðîìàòèíà è õðîìàòèíà êîäèðóþùåé
îáëàñòè ãåíà to â ÿäðàõ êëåòîê ïå÷åíè è ìîçãà êðûñ ïðè êîíöåíòðàöèè ÌÍàçû 120 A260 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ.

à — ýëåêòðîôîðåãðàììà ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå, îêðàñêà áðîìèñòûì ýòèäèåì; á, â — àâòîãðàôû ñ ýëåêòðîôîðåãðàììû ïîñëå ãèáðè-
äèçàöèè ñ çîíäîì TO1 (á) èëè ñ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîé ñóììàðíîé ÄÍÊ èç êëåòîê ïå÷åíè êðûñ (â). Äîðîæêè: 1, 2 — ÄÍÊ èç ÿäåð êëåòîê ñîîòâåòñò-
âåííî ïå÷åíè è ìîçãà êðûñ, èíêóáèðîâàííûõ â îòñóòñòâèå ÌÍàçû; 3, 4 — èç òåõ æå ÿäåð, èíêóáèðîâàííûõ ñ ÌÍàçîé; Ì1 — ìàðêåðû äëèíû (ï. í.) —

ôðàãìåíòû Hind III-ðåñòðèêöèè lÄÍÊ (â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ ãèáðèäèçàöèè äîáàâëåíî îêîëî 2 ïêã íå ìå÷åííîé TO1 ÄÍÊ).



îáíàðóæèâàåòñÿ «íóêëåîñîìíàÿ äèñêðåòíîñòü» è ôðàã-
ìåíòîâ îáùåãî õðîìàòèíà (ðèñ. 4, à, äîðîæêè 2, 3). Èç
ñðàâíåíèÿ äàííûõ íà äîðîæêàõ 4 è 5 (ðèñ. 4, ã) âèäíî, ÷òî
ôðàãìåíòû to, ïðîäóöèðóåìûå â ÿäðàõ ïå÷åíè è ìîçãà ïðè
îäíèõ è òåõ æå óñëîâèÿõ (60 À260 åä. ÌÍàçû), ïî-ðàçíîìó
ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî äëèíå ãåëÿ: èç ÿäåð ìîçãà — ïàðàëëå-
ëüíî îáùåé ÄÍÊ (ðèñ. 4, â, ã, äîðîæêà 4), èç ÿäåð ïå÷å-
íè — ïðåèìóùåñòâåííî êîíöåíòðèðóþòñÿ â îäíîì ïðåâà-
ëèðóþùåì ïèêå âûñîêîïîëèìåðíûõ êîìïîíåíòîâ (ðèñ. 4,
ã, äîðîæêà 5).

Â èíòåðâàëå êîíöåíòðàöèé ÌÍàçû îò 20 äî 120 À260 åä.
âûÿâëÿþòñÿ òðè êëàññà ôðàãìåíòîâ ÌÍàçíîãî ïåðåâàðè-
âàíèÿ ãåíà to â ÿäðàõ ïå÷åíè (ðèñ. 5, á, äîðîæêè 2—5):
ïîëíîðàçìåðíûå åäèíèöû òðàíñêðèïöèè, èõ êðóïíûå ñóá-
ôðàãìåíòû ãåòåðîãåííîé âåëè÷èíû è ìèíîðíàÿ ôðàêöèÿ
íèçêîìîëåêóëÿðíîé to-ÄÍÊ. Ïîñëåäíÿÿ íàêàïëèâàåòñÿ â
äèàïàçîíå îò 20 äî 60 À260 åä. ÌÍàçû (ðèñ. 5, á, äîðîæ-
êè 2, 3, à òàêæå ðèñ. 4, á, äîðîæêè 2, 3 è ã, äîðîæêà 5) è
íå ñîõðàíÿåòñÿ ïðè äîñòèæåíèè ëèìèòà â ÌÍàçíîì ïåðå-
âàðèâàíèè ÄÍÊ â ñîñòàâå ÿäåð (ðèñ. 5, á, äîðîæêè 4, 5).
Â ÿäðàõ ìîçãà, ãäå ãåí to ðåïðåññèðîâàí, to-ÄÍÊ ïðè äåé-
ñòâèè ÌÍàçû ðàñïàäàåòñÿ íà ôðàãìåíòû íóêëåîñîìíîãî
ðÿäà (ðèñ. 6, á, äîðîæêè 2, 3).

Íàáëþäàåìàÿ ðåçèñòåíòíîñòü ê äåéñòâèþ ÌÍàçû íå
ÿâëÿåòñÿ ñïåöèôèêîé òîëüêî ãåíà to. Äðóãîé ãåí — tat, êî-
òîðûé òîæå äåðåïðåññèðîâàí â ïå÷åíè êðûñ (Schmid et al.,
1982), îáíàðóæèë ñõîäíûé õàðàêòåð ÌÍàçíîé ôðàãìåíòà-
öèè (ðèñ. 7). Ïðè 120 À260 åä. ÌÍàçû tat-ÄÍÊ âûÿâëÿåòñÿ
â ïèêå âûñîêîïîëèìåðíûõ ôðàãìåíòîâ (îò 1.5 äî 10 òûñ.
ï. í. èëè âûøå) (ðèñ. 7, á, äîðîæêà 1). Ïðè ñâåðõâûñîêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ ôåðìåíòà (240—360 À260 åä.) â ãèäðîëèçà-
òàõ ñîõðàíÿþòñÿ ìîíî- è äèíóêëåîñîìíûå ôðàãìåíòû
ÄÍÊ îáùåãî õðîìàòèíà (ðèñ. 7, à, äîðîæêè 2, 3), òîãäà
êàê ÄÍÊ êîäèðóþùåé îáëàñòè tat ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ
ïåðåõîäèò â êèñëîòîðàñòâîðèìóþ (èëè íåãèáðèäèçóþùó-
þñÿ) ôîðìó (ðèñ. 7, á, â, äîðîæêè 2, 3). Âàæíî îòìåòèòü,
÷òî íà ïðîìåæóòî÷íûõ ñòàäèÿõ ýòîãî ïåðåõîäà ñîõðàíÿ-
þòñÿ íàèáîëåå êðóïíûå ôðàãìåíòû tat. Ïðè ýòîì íå íà-
áëþäàåòñÿ íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòîâ â âèäå ìîíîìåðîâ èëè
îëèãîìåðîâ íóêëåîñîìíîãî ïîâòîðà. Ìàêñèìàëüíàÿ äëèíà
ÌÍàçîðåçèñòåíòíûõ îáëàñòåé â äåðåïðåññèðîâàííîì ãåíå
tat ïî ïðèáëèçèòåëüíîé îöåíêå êîððåëèðóåò ñ ðàçìåðàìè
åãî åäèíèö òðàíñêðèïöèè (11 òûñ. ï. í.; Shinomiya et al.,
1984). Â ÿäðàõ ïå÷åíè, èíêóáèðîâàííûõ áåç ÌÍàçû, á*îëü-
øàÿ ÷àñòü tat-ÄÍÊ ïðåäñòàâëåíà ôðàãìåíòàìè òàêîé äëè-
íû (ðèñ. 7, á, â, äîðîæêà 4). Ýòî ïîêàçûâàåò, ÷òî ðàçðûâû
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Ðèñ. 2. Îïðåäåëåíèå 5�- è 3�-ãðàíèö ôðàãìåíòîâ ãåíà to, ïðîäóöèðóåìûõ ÌÍàçîé â ÿäðàõ êëåòîê ïå÷åíè êðûñ, ìåòîäîì íåïðÿìîãî
ìå÷åíèÿ êîíöîâ ÄÍÊ.

à — Xho I (X) è Eco RI (E) ñàéòû ðåñòðèêöèè â êîäèðóþùåé îáëàñòè ãåíà to, ïîçèöèè çîíäîâ TO1-2800 è TO1-500; á — ýëåêòðîôîðåãðàììà ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå; â, ã — àâòîãðàôû ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ñ çîíäàìè TO1-2800 (â) è TO1-500 (ã). Äîðîæêè: 1, 2 — ÄÍÊ èç ÿäåð, èíêóáèðî-
âàííûõ â îòñóòñòâèå ÌÍàçû, èñõîäíàÿ (1) è îáðàáîòàííàÿ ðåñòðèêòàçîé Xho I (2); 3 — ÄÍÊ èç ÿäåð, îáðàáîòàííûõ ÌÍàçîé (120 A260 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ);
4 — òà æå ÄÍÊ ïîñëå ðåñòðèêöèè Xho I; M1 — ôðàãìåíòû Hind III-ðåñòðèêöèè lÄÍÊ (äîáàâëåíî îêîëî 2 ïêã íå ìå÷åííûõ TO1-2800 è TO1-500 ÄÍÊ);

ML — 1 kb Ladder («Fermentas»).



ïî ãðàíèöàì åäèíèö òðàíñêðèïöèè tat ïðîèñõîäÿò áåç
ó÷àñòèÿ ýòîãî ôåðìåíòà, òîãäà êàê èõ ñóáôðàãìåíòû îáðà-
çóþòñÿ â ðåçóëüòàòå ÌÍàçíîãî äåéñòâèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè ðàñïàäå îáùåãî õðîìàòèíà äî ìî-
íî- è äèíóêëåîñîì è äîñòèæåíèè ëèìèòà ÌÍàçíîãî ïåðå-
âàðèâàíèÿ (ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ âî âñåõ ïîòåíöèàëüíî äî-

ñòóïíûõ ñàéòàõ) ÷àñòü ÄÍÊ ãåíîâ to è tat îêàçûâàåòñÿ
ïðåäñòàâëåííîé ôðàãìåíòàìè, ñîïîñòàâèìûìè ñ äëèíîé
èõ åäèíèö òðàíñêðèïöèè (îêîëî 20 è 10 òûñ. ï. í., ñîîò-
âåòñòâåííî 100 è 50 åäèíèö â íóêëåîñîìíîì ýêâèâà-
ëåíòå). Ñîõðàíåíèå â ãèäðîëèçàòàõ ôðàãìåíòîâ àêòèâíûõ
ãåíîâ òàêîé âåëè÷èíû óêàçûâàåò íà òî, ÷òî, ïî-âèäèìîìó,
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Ðèñ. 3. Ñðàâíåíèå õàðàêòåðà ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ îáùåãî õðîìàòèíà è õðîìàòèíà êîäèðóþùåé îáëàñòè ãåíà to â ÿäðàõ êëåòîê ïå÷å-
íè êðûñ ÄÍÊàçîé I è ÌÍàçîé ïðè êîíöåíòðàöèÿõ, îáåñïå÷èâàþùèõ ëèìèò â ïåðåâàðèâàíèè ÄÍÊ â ñîñòàâå ÿäåð.

à — ýëåêòðîôîðåãðàììà ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ; á, â — àâòîãðàôû ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ñ çîíäîì TO1 ïðè âðåìåíè ýêñïîçèöèè ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêè 1 (á)
èëè 4 (â) ÷. Äîðîæêè: 1 — ÄÍÊ èç ÿäåð, èíêóáèðîâàííûõ ñ ÄÍÊàçîé I ïðè êîíöåíòðàöèè 120 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ; 2 — èç ÿäåð, èíêóáèðîâàííûõ ñ ÌÍàçîé

ïðè êîíöåíòðàöèè 120 A260 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ; M2 — ôðàãìåíòû Hind III/EcoR I ðåñòðèêöèè lÄÍÊ.

Ðèñ. 4. Ñðàâíåíèå õàðàêòåðà ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ îáùåãî õðîìàòèíà è õðîìàòèíà êîäèðóþùåé îáëàñòè ãåíà to â ÿäðàõ êëåòîê ïå÷å-
íè è ìîçãà êðûñ ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÌÍàçû.

à, á — ñîîòâåòñòâóþò îáîçíà÷åíèÿì íà ðèñ. 1; â — ýëåêòðîôîðåãðàììà ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ èç ÿäåð ïå÷åíè è ìîçãà êðûñ; ã — àâòîãðàô ïîñëå ãèáðèäèçà-
öèè ñ çîíäîì TO1. Äîðîæêè: 1—3 — ÄÍÊ èç ÿäåð êëåòîê ïå÷åíè, îáðàáîòàííûõ ÌÍàçîé ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ñîîòâåòñòâåííî 10, 20 è 40 A260 åä. íà 1 ìã
ÄÍÊ; 4, 5 — èç ÿäåð ñîîòâåòñòâåííî ìîçãà è ïå÷åíè, îáðàáîòàííûõ ÌÍàçîé ïðè êîíöåíòðàöèè 60 A260 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ; M1 è M2 — ôðàãìåíòû ðåñòðèê-
öèè Hind III lÄÍÊ è Hind III/EcoR I lÄÍÊ ñîîòâåòñòâåííî; ê ïðîáàì M2 è M1 â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ ãèáðèäèçàöèè äîáàâëåíî îêîëî

2 ïêã íå ìå÷åííîé TO1 ÄÍÊ è ÄÍÊ ïëàçìèäû pTO(E-3,3) ñîîòâåòñòâåííî.



íàì óäàëîñü ñâåñòè ê ìèíèìóìó âëèÿíèå ýíäîãåííûõ
ÿäåðíûõ ôåðìåíòîâ è ÷òî íàáëþäàåìûå êàðòèíû ôðàã-
ìåíòàöèè àäåêâàòíî îòðàæàþò ðàñïðåäåëåíèå äîñòóïíûõ
äëÿ ÌÍàçû ñàéòîâ â õðîìàòèíå. Áëàãîäàðÿ áîëüøîé ïðî-
òÿæåííîñòè åäèíèö òðàíñêðèïöèè to è tat â ñðàâíåíèè ñ
áîëüøèíñòâîì èññëåäîâàííûõ äî ñèõ ïîð ãåíîâ ðàçëè÷èå
â õàðàêòåðå äîñòóïíîñòè ÄÍÊ ê ÌÍàçå â äâóõ ôîðìàõ
õðîìàòèíà îêàçûâàåòñÿ îñîáåííî âûðàæåííûì è íàãëÿä-
íûì: ÌÍàçîóñòîé÷èâûå ôðàãìåíòû àêòèâíîãî (to- è tat-
ãåíîâ) è ðåïðåññèðîâàííîãî (îáùåãî) õðîìàòèíà ïå÷åíè
îêàçûâàþòñÿ êîíòðàñòíûìè ïî äëèíå, çàíèìàþò ïðîòèâî-
ïîëîæíûå ñòîðîíû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ñïåêòðà ôðàã-
ìåíòîâ (ðèñ. 1, 3, 7).

Îáñóæäåíèå

Ñîãëàñíî íàèáîëåå ïîïóëÿðíîé ìîäåëè, òðàíñêðèï-
öèÿ ÐÍÊ ïîëèìåðàçîé II èäåò íà íóêëåîñîìíîé ìàòðèöå
ïðè ðàçâîðà÷èâàíèè íóêëåîñîì âî ôðîíòå äâèæåíèÿ ïî-
ëèìåðàçû è ðåñáîðêå ïîçàäè íåå (Clark, 1995; Belotserkov-
skaya, Reinberg, 2004; Hahn, 2004; Walter, Studitsky, 2004;
Clapier, Cairns, 2009). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî íà ñòàäèÿõ èíèöè-
àöèè è ýëîíãàöèè ïðîòÿæåííûå ó÷àñòêè óìåðåííî ýêñ-
ïðåññèðóåìûõ ãåíîâ òðàíçèòíî ñîõðàíÿþò íóêëåîñîìíóþ
îðãàíèçàöèþ â êîíôîðìàöèè «ñòðóíà áóñ». Ýòî ïðåäïîëî-
æåíèå èñõîäèò, â ÷àñòíîñòè, èç äàííûõ î òîì, ÷òî ÌÍàçà
ðàñùåïëÿåò ÄÍÊ ðÿäà àêòèâíûõ ãåíîâ â ñîñòàâå êëå-
òî÷íûõ ÿäåð íà ìóëüòèïëåòû íóêëåîñîìíîãî ïîâòîðà èëè
ìîíîíóêëåîñîìû (Clark, 1995; Wolffe, 1998). Ïðè ýòîì
ïåðâûå, îñâîáîæäàþùèåñÿ ïðè ÌÍàçíîé ôðàãìåíòàöèè
õðîìàòèíà ìîíî- è äèíóêëåîñîìíûå ÷àñòèöû îáîãàùåíû
â 3—5 ðàç òðàíñêðèáèðóåìûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè
(Bellard et al., 1978; Bloom, Anderson, 1982; Rosha et al.,
1984; Nacheva et al., 1989). Ýòè êîìïîíåíòû ðàñòâîðèìû â
ñðåäàõ ðàçëè÷íîãî ñîñòàâà è ìîãóò áûòü âûäåëåíû â âèäå
îòäåëüíîé ôðàêöèè, êîòîðàÿ, îäíàêî, êàê ïðàâèëî, ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ëèøü íåáîëüøóþ äîëþ îáùåãî äåðåïðåñ-

ñèðîâàííîãî õðîìàòèíà (Bellard et al., 1978; Rosha et al.,
1984; Strätling et al., 1986).

Ïðè íàøèõ óñëîâèÿõ âûäåëåíèÿ ÿäåð è ÌÍàçíîé îá-
ðàáîòêè â íåêîòîðûõ ïðåïàðàòàõ ÿäåð ïå÷åíè îáíàðóæè-
âàëàñü ìèíîðíàÿ ôðàêöèÿ to- è tat-ÄÍÊ, ðàñïàäàþùåéñÿ ñ
íóêëåîñîìíîé ïåðèîäè÷íîñòüþ (ðèñ. 4, á; 7, â), êîòîðàÿ,
ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, íå îòðàæàåò îñíîâíîãî õàðàêòåðà
ôðàãìåíòàöèè õðîìàòèíà ýòèõ ãåíîâ êàê â êîìïåòåíòíîì,
òàê è â òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíîì ñîñòîÿíèÿõ.

Íà âñåì ïðîòÿæåíèè êîäèðóþùèõ îáëàñòåé ãåíîâ to
è tat, äåðåïðåññèðîâàííûõ â êëåòêàõ ïå÷åíè, íå îáíà-
ðóæèâàåòñÿ íóêëåàçîðåçèñòåíòíûõ êîìïàêòíûõ ÷àñòèö,
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Ðèñ. 5. Äèíàìèêà ôðàãìåíòàöèè õðîìàòèíà êîäèðóþùåé îáëàñòè ãåíà to â ÿäðàõ ïå÷åíè êðûñ ïðè âîçðàñòàíèè êîíöåíòðàöèè
ÌÍàçû.

Äîðîæêè: 1 — ÄÍÊ èç ÿäåð êëåòîê ïå÷åíè, èíêóáèðîâàííûõ â îòñóòñòâèå ÌÍàçû; 2—5 — èç ÿäåð ïå÷åíè, îáðàáîòàííûõ ÌÍàçîé ïðè êîíöåíòðàöèÿõ
ñîîòâåòñòâåííî 20, 40, 80 è 120 A260 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ. Îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 4.

Ðèñ. 6. Äèíàìèêà ôðàãìåíòàöèè õðîìàòèíà êîäèðóþùåé îáëàñ-
òè ãåíà to â ÿäðàõ ìîçãà êðûñ ïðè âîçðàñòàíèè êîíöåíòðàöèè

ÌÍàçû.

Äîðîæêè: 1—3 ÄÍÊ èç ÿäåð êëåòîê ìîçãà, îáðàáîòàííûõ ÌÍàçîé ïðè
êîíöåíòðàöèÿõ ñîîòâåòñòâåííî 20, 40 è 80 A260 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ. Îñòàëü-

íûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 4.



ðàçäåëåííûõ ñåãìåíòàìè ñâîáîäíîé ÄÍÊ (ìåæíóêëåî-
ñîìíûìè ëèíêåðàìè). Òàê, to- è tat-ÄÍÊ íå âûÿâëÿåòñÿ â
ñîñòàâå ìîíî- è äèíóêëåîñîìíûõ ôðàãìåíòîâ êîíå÷-
íûõ ñòàäèé ÌÍàçíîãî ïåðåâàðèâàíèÿ õðîìàòèíà ïå÷åíè.
Îíà ïðåäñòàâëåíà â âûñîêîïîëèìåðíîé ÷àñòè ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêîãî ñïåêòðà (ðèñ. 1, 3, 7). Ïðè ñâåðõâûñîêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ ÄÍÊàçû I (ðèñ. 3) èëè ÌÍàçû (ðèñ. 7) â ãèä-
ðîëèçàòàõ ïå÷åíè ñîõðàíÿþòñÿ ôðàãìåíòû îáùåãî õðîìà-
òèíà ìîíî- èëè äèíóêëåîñîìíîé äëèíû, à ÄÍÊ ãåíîâ to è
tat ãåíîâ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïåðåõîäèò â ñóáíóêëåî-
ñîìíûå êèñëîòîðàñòâîðèìûå èëè íåãèáðèäèçóþùèåñÿ
ôðàãìåíòû.

Â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ÌÍàçû ïðåèìó-
ùåñòâåííî ïðîäóöèðóþòñÿ êðóïíûå ñåãìåíòû ãåíîâ to è
tat, çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü êîòîðûõ áëèçêà ê èõ ïîëíîé äëè-
íå. Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ ðèñ. 2, ïîñëåäíèå âêëþ÷àþò
ïîëíîðàçìåðíûå åäèíèöû òðàíñêðèïöèè. Âàæíî îòìå-
òèòü, ÷òî êàê ïîëíîðàçìåðíûå åäèíèöû òðàíñêðèïöèè,
òàê è èõ ñóáôðàãìåíòû îáíàðóæèâàþòñÿ â ãèäðîëèçàòàõ
ïðè íàñûùàþùåé êîíöåíòðàöèè ÌÍàçû, îáåñïå÷èâàþ-
ùåé ëèìèò ïåðåâàðèâàíèÿ ÄÍÊ â ñîñòàâå õðîìàòèíà
(ðèñ. 1, 3, 5, 7), ò. å. åå ðàñùåïëåíèå ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ
ïîòåíöèàëüíî äîñòóïíûõ ñàéòàõ õðîìàòèíà. Ñîõðàíåíèå
îáîèõ êëàññîâ ôðàãìåíòîâ ïðè ýòèõ óñëîâèÿõ ïîêàçûâàåò,
÷òî îíè ïðîèñõîäÿò èç äâóõ ðàçíûõ âèäîâ åäèíèö òðàíñ-
êðèïöèè, ïðåäñòàâëåííûõ â ïðåïàðàòàõ ÿäåð ïå÷åíè: îäíè
èç íèõ íå ñîäåðæàò äîñòóïíûõ äëÿ ÌÍàçû ó÷àñòêîâ íà
âñåì ñâîåì ïðîòÿæåíèè, òîãäà êàê äðóãèå âêëþ÷àþò â ñå-
áÿ ðåäêèå íåðåãóëÿðíî ðàñïîëîæåííûå ÌÍàçî÷óâñòâè-
òåëüíûå îáëàñòè.

Äâå ôîðìû åäèíèö òðàíñêðèïöèè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî
õàðàêòåðó ÌÍàçíîé ïðîòåêöèè, âîçìîæíî, îòðàæàþò äâà
ôóíêöèîíàëüíûõ ñîñòîÿíèÿ, â êîòîðûõ ìîãóò áûòü ïðåä-
ñòàâëåíû ãåíû to è tat â ÿäðàõ ïå÷åíè — êîìïåòåíòíîì ê
òðàíñêðèïöèè è òðàíñêðèáèðóåìîì (Reik et al., 1991). Ëî-
ãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî óñòîé÷èâîñòü ÄÍÊ ê ÌÍàçå íà
âñåì ïðîòÿæåíèè êîäèðóþùèõ îáëàñòåé ïðèñóùà òåì to-
è tat-êîïèÿì, êîòîðûå íå ñ÷èòûâàþòñÿ â äàííûé ìîìåíò

âðåìåíè. Âêëþ÷åíèå òðàíñêðèïöèè ïðèâîäèò ê ïîÿâëå-
íèþ ÌÍàçî÷óâñòâèòåëüíûõ çîí, êîòîðûå, âîçìîæíî,
ôëàíêèðóþò ýëîíãèðóþùèå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû. Ïîñëå èõ
ðàñùåïëåíèÿ îñòàþòñÿ óñòîé÷èâûå ê ÌÍàçå ôðàãìåíòû
ãåòåðîãåííîé äëèíû, êîòîðûå (ïî ýòîé ìîäåëè) ïðåäñòàâ-
ëÿþò ñîáîé ñåãìåíòû êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé,
ëåæàùèå ìåæäó î÷àãàìè òðàíñêðèïöèè. Óêàçàíèåì íà òà-
êîå èõ ïðîèñõîæäåíèå â èçâåñòíîé ìåðå ÿâëÿþòñÿ äàííûå
ïî ôðàãìåíòàöèè ãåíà to ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÌÍà-
çû (ðèñ. 5, á), â ÷àñòíîñòè ïàðàëëåëüíîñòü â ïîÿâëåíèè
ïåðâûõ êðóïíûõ ñóáôðàãìåíòîâ åãî êîäèðóþùåé îáëàñòè
è ôðàêöèè íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ÌÍàçî÷óâñòâèòåëüíûõ
(íå âèäèìûõ ïîñëå èíòåíñèâíîãî ïåðåâàðèâàíèÿ ÿäåð:
ðèñ. 5, á, äîðîæêè 2—5) ôðàãìåíòîâ to.

Â äðîææåâûõ êëåòêàõ êîìïåòåíòíîå ñîñòîÿíèå èíäó-
öèáåëüíûõ ãåíîâ îãðàíè÷èâàåòñÿ èçìåíåíèÿìè õðîìàòèíà
òîëüêî â ðåãóëÿòîðíûõ îáëàñòÿõ. Îíî âûðàæàåòñÿ â ïîÿâ-
ëåíèè ñàéòîâ ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûõ ê ÄÍÊàçå I è áåçíóê-
ëåîñîìíûõ çîí â ñïåöèôè÷åñêèõ ëîêàëèçàöèÿõ (Boeger et
al., 2003; Reinke, Hörz, 2003; Williams, Tyler, 2007). Íóêëåî-
ñîìíàÿ ñòðóêòóðà õðîìàòèíà êîäèðóþùèõ îáëàñòåé íàðó-
øàåòñÿ ïðè òðàíñêðèïöèè è âîññòàíàâëèâàåòñÿ ñðàçó ïî-
ñëå óäàëåíèÿ èíäóêòîðà (Schwabish, Struhl, 2004; Adkins,
Tyler, 2006; Williams, Tyler, 2007). Â ýòîì ñëó÷àå ïîä äåé-
ñòâèåì ÄÍÊàçû I òîëüêî îêîëî 50 % ÄÍÊ äåðåïðåññèðî-
âàííîãî ãåíà ïåðåõîäèò â êèñëîòîðàñòâîðèìûé ìàòåðèàë
â ëèìèòå ïåðåâàðèâàíèÿ õðîìàòèíà ÄÍÊàçîé I. Ïðè ýòîì
îáíàðóæèâàþòñÿ ó÷àñòêè ôðàãìåíòàöèè ñ ïîëóíóêëåî-
ñîìíîé ïåðèîäè÷íîñòüþ, ñîîòâåòñòâóþùèå êîíöàì åäè-
íèö òðàíñêðèïöèè (Szent-Györgyi et al., 1987). Ïðè äåéñò-
âèè ÌÍàçû íàáëþäàåòñÿ ïåðåêðûâàíèå äâóõ õàðàêòå-
ðîâ — äèñêðåòíîãî (íóêëåîñîìíîãî) è ìîíîòîííîé ñåðèè
(Bergman, Kramer, 1983; Lohr, 1983; Perez-Ortin et al.,
1987; Szent-Györgyi et al., 1987). Èõ ñîîòíîøåíèå, ïî-âè-
äèìîìó, çàâèñèò îò èíäåêñà èíäóêöèè.

Âîçìîæíî, ÷òî ãåíû âûñøèõ îðãàíèçìîâ, ïðîãðàììè-
ðîâàííûå â ýìáðèîãåíåçå íà ýêñïðåññèþ â ñïåöèàëèçèðî-
âàííûõ êëåòêàõ, íå âîçâðàùàþòñÿ â êîìïàêòíóþ íóêëåî-

374 Ò. Í. Ïðèÿòêèíà, Å. Þ. Ïàâëîâà è äð.

Ðèñ. 7. Ñðàâíåíèå õàðàêòåðà ÌÍàçíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ îáùåãî õðîìàòèíà è õðîìàòèíà êîäèðóþùåé îáëàñòè ãåíà tat â ÿäðàõ
ïå÷åíè êðûñ â èíòåðâàëå êîíöåíòðàöèè ÌÍàçû 120—360 A260 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ.

à, á, â— àâòîãðàôû ñ ýëåêòðîôîðåãðàììû ïîñëå áëîò-ãèáðèäèçàöèè ñ çîíäîì TAT1 ïðè âðåìåíè ýêñïîçèöèè ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêè 1 (á ) è 4 (â) ÷. Äî-
ðîæêè: 1—3 — ÄÍÊ èç ÿäåð, èíêóáèðîâàííûõ ñ ÌÍàçîé ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ñîîòâåòñòâåííî 120, 240 è 360 A260 åä. íà 1 ìã ÄÍÊ ñîîòâåòñòâåííî; 4 —

ÄÍÊ èç ÿäåð, èíêóáèðîâàííûõ áåç ÌÍàçû.



ñîìíóþ ôîðìó ïîñëå âðåìåííîãî èñòîùåíèÿ èíäóêòîðà è
ïðåêðàùåíèÿ òðàíñêðèïöèè. Òàê, òðàíñêðèïöèÿ b-ãëîáè-
íîâîãî ãåíà îñòàíàâëèâàåòñÿ ïðè ñîçðåâàíèè ýðèòðîöè-
òîâ. Ïðè ýòîì õðîìàòèí åãî êîäèðóþùåé îáëàñòè îáíàðó-
æèâàåò ÷åðòû ðåìîäåëèðîâàííîé ôîðìû. Îá ýòîì ñâèäå-
òåëüñòâóþò äîñòóïíîñòü âñåé íóêëåîñîìíîé ÄÍÊ äëÿ
ïåðåâàðèâàíèÿ ÄÍÊàçîé I (Weintraub, Groudine, 1976) è
ïðåäñòàâëåííîñòü ãèñòîíîâ â ãèïåðàöåòèëèðîâàííîé ôîð-
ìå (Schubeler et al., 2000). Â îäíîé ðàáîòå ïîêàçàíî (Rids-
dale, Davie, 1987), ÷òî b-ãëîáóëèíîâûé ãåí ðåçèñòåíòåí ê
äåéñòâèþ ÌÍàçû — ñîõðàíÿåòñÿ â âèäå ôðàãìåíòîâ, ñî-
ïîñòàâèìûõ ñ äëèíîé b-ãëîáèíîâîé åäèíèöû òðàíñêðèï-
öèè ïîñëå èíòåíñèâíîãî ÌÍàçíîãî ïåðåâàðèâàíèÿ ÿäåð
ýðèòðîöèòîâ. Â óñëîâèÿõ òðàíñêðèïöèè b-ãëîáèíà â êóëü-
òóðå ýðèòðîëåéêåìè÷åñêèõ êëåòîê íàáëþäàåòñÿ äðóãîé
õàðàêòåð ôðàãìåíòàöèè åãî ÄÍÊ — ïðîäóêöèÿ ÌÍàçî-
óñòîé÷èâûõ ôðàãìåíòîâ ñ ìîíîòîííûì ðàñïðåäåëåíèåì
ïî äëèíå (Cohen, Sheffery, 1985).

Ñõîäíûé õàðàêòåð ÌÍàçíîé ïðîòåêöèè îáíàðóæåí è
äëÿ ãåíà hsp70 äðîçîôèëû (Levy, Noll, 1981). Â êîìïåòåíò-
íîì ñîñòîÿíèè (â îòñóòñòâèå øîêà) ÄÍÊ åãî êîäèðóþùåé
îáëàñòè ñîõðàíÿåòñÿ â ÌÍàçíûõ ãèäðîëèçàòàõ êàê öåëîñò-
íûé ôðàãìåíò äëèíîé îêîëî 2000 ï. í. ñ ãðàíèöàìè, ïðè-
ìûêàþùèìè ê 5R- è 3R-êîíöàì åäèíèöû òðàíñêðèïöèè.
Ïðè òåïëîâîì øîêå ÄÍÊ ïåðåâàðèâàåòñÿ äî êèñëîòîðàñò-
âîðèìûõ ïðîäóêòîâ.

Èëãèí ñ ñîàâòîðàìè (Elgin et al., 1983) ïðè êàðòèðîâà-
íèè ïîçèöèé íóêëåîñîì â îáëàñòè 67B1 ãåíîìà äðîçîôè-
ëû, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ òðè ãåíà hsp, òàêæå îáíàðóæèëè,
÷òî ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ äåéñòâèÿ ÌÍàçû åäèíè-
öû òðàíñêðèïöèè âñåõ òðåõ ãåíîâ âûÿâëÿþòñÿ â ãèäðîëè-
çàòàõ êàê ðåçèñòåíòíûå çîíû (ôóòïðèíòû â ñïåêòðå ôðàã-
ìåíòîâ), íå ñîäåðæàùèå â îòëè÷èå îò ñïåéñåðíîãî õðîìà-
òèíà äîñòóïíûõ äëÿ ÌÍàçû ó÷àñòêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ
ìåæíóêëåîñîìíûì ëèíêåðàì.

«Íåíóêëåîñîìíûé õàðàêòåð» (Cohen, Sheffery, 1985)
ôðàãìåíòàöèè (îòñóòñòâèå íóêëåîñîìíîé äèñêðåòíîñòè
äëèíû ôðàãìåíòîâ, ïðîäóöèðóåìûõ ÌÍàçîé) íàáëþäàëè
äëÿ ìíîãèõ ãåíîâ, äåðåïðåññèðîâàííûõ â ñïåöèàëèçèðî-
âàííûõ êëåòêàõ, êàê èíäóöèáåëüíûõ, òàê è êîíñòèòóòèâíî
ýêñïðåññèðóåìûõ: àêòèíà (Elgin et al., 1983), îâàëüáóìèíà
(Bellard et al., 1982; Bloom, Anderson, 1982), a- è b-ãëîáè-
íîâ (Cohen, Sheffery, 1985), èììóíîãëîáóëèíîâ (Rose,
Garrard, 1984), ëèçîöèìà (Strätling et al., 1986). Îäíàêî
íåÿñíî, íà êàêîé ñòóïåíè àêòèâàöèè ãåíà âîçíèêàþò íà-
áëþäàåìûå èçìåíåíèÿ â õàðàêòåðå äîñòóïíîñòè ÄÍÊ ê
íóêëåàçàì íà âñåì ïðîòÿæåíèè åäèíèö òðàíñêðèïöèè è
òðåáóåòñÿ ëè äëÿ ýòîãî ïåðåõîäà õîòÿ áû åäèíè÷íûé ðà-
óíä òðàíñêðèïöèè. Íàøè äàííûå äëÿ ãåíîâ to è tat è ðÿä
äðóãèõ (Weintraub, Groudine, 1976; Foe, 1978; Levy, Noll,
1981; Elgin et al., 1983; Rose, Garrard, 1984; Cohen, Sheffe-
ry, 1985; Ridsdale, Davie, 1987; Zhao et al., 2005; Williams,
Tyler, 2007) ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â ýòîé in vivo
ðåìîäåëèðîâàííîé ôîðìå ïîâòîðÿþùèåñÿ ñòðóêòóðíûå
åäèíèöû õðîìàòèíà íå ïîäðàçäåëÿþòñÿ íà «êîðîâóþ» è
ëèíêåðíóþ îáëàñòè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî äîñòóïíîñòè ÄÍÊ
ê íóêëåàçàì. Íà ïðîòÿæåííûõ ó÷àñòêàõ óìåðåííî ýêñ-
ïðåññèðóåìûõ ãåíîâ âñÿ íóêëåîñîìíàÿ ÄÍÊ ðàñùåïëÿåò-
ñÿ ÄÍÊàçîé I è îäíîâðåìåííî íå îáíàðóæèâàåò ñàéòîâ
äëÿ ÌÍàçíûõ ðàçðûâîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ìåæíóêëåî-
ñîìíûì ëèíêåðàì.

Äâå íóêëåàçû ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñïîñîáó íóêëåîëèòè÷å-
ñêîãî äåéñòâèÿ (Drew, 1984). ÄÍÊàçà I ââîäèò â ñâîáîä-
íóþ ÄÍÊ è ÄÍÊ êîðîâîé ÷àñòè íóêëåîñîìû îäíîíèòåâûå
íàäðåçû (íèêè) (Noll, 1974; Noll, Kornberg, 1977). Ðàñùåï-

ëåíèå äâîéíîé ñïèðàëè ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì ñîâïàäåíèé
èõ ïîçèöèé íà êîìïëåìåíòàðíûõ öåïÿõ. ÌÍàçà îñóùåñòâ-
ëÿåò ñèììåòðè÷íûé äâóõöåïî÷å÷íûé ðàçðûâ. Îáå íóêëåà-
çû ìîãóò ôðàãìåíòèðîâàòü ðåïðåññèðîâàííûé õðîìàòèí
òîëüêî ïî ìåæíóêëåîñîìíûì ëèíêåðàì (Hewish, Burgoy-
ne, 1973; Noll, 1974; Varshavsky et al., 1976; Noll, Korn-
berg, 1977; Simpson, 1978; Wolffe, 1998).

Âûñîêàÿ âåðîÿòíîñòü äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ âíóòðè-
êîðîâîé ÄÍÊ ÄÍÊàçîé I â õðîìàòèíå äåðåïðåññèðîâàí-
íûõ ãåíîâ (ðàñïàäà äî êèñëîòîðàñòâîðèìûõ ïðîäóêòîâ)
(Weintraub, Groudine, 1976; Bloom, Anderson, 1978, 1982;
Garel, Axel, 1978) ñâèäåòåëüñòâóåò îá îñâîáîæäåíèè ôîñ-
ôîäèýôèðíûõ ñâÿçåé, ýêðàíèðîâàííûõ ãèñòîíàìè â êîì-
ïàêòíûõ ÷àñòèöàõ. Îäíàêî ÄÍÊ îñòàåòñÿ íåäîñòóïíîé
äëÿ ÌÍàçíîãî äåéñòâèÿ — ðàçðûâà äâóõ ñâÿçåé, ïðîòèâî-
ëåæàùèõ íà äâîéíîé ñïèðàëè. Ïðè ýòîì çîíà ðåçèñòåíò-
íîñòè ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ íà âñþ äëèíó ñòðóêòóðíîé åäèíè-
öû õðîìàòèíà.

Åñëè ïåòåëüíûå óñòðîéñòâà, îáðàçîâàííûå ïîëèïåï-
òèäíîé öåïüþ êàæäîãî ãèñòîíà (Arents, Moudrianakis,
1995), ëåæàò íà ÄÍÊ, áëîêèðóÿ ïîëîâèíó ïîâåðõíîñòè
äâîéíîé ñïèðàëè (Shick et al., 1980; Richmond et al., 1984;
Nacheva et al., 1989), òî îñâîáîæäåíèå ôîñôîäèýôèð-
íûõ ñâÿçåé ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì ðàñõîæäåíèÿ a-ñïè-
ðàëüíûõ ñêëàäîê, ïðåîáðàçîâàíèÿ îêòàìåðà â ëèíåéíóþ
äâóõöåïî÷å÷íóþ ñòðóêòóðó, ïåðåêðûâàþùóþ âñþ íóêëåî-
ñîìíóþ ÄÍÊ è ñîõðàíÿþùóþ ñ íåé îãðàíè÷åííûé êîí-
òàêò, êîòîðûé ìîæåò ïðåðûâàòüñÿ â öåíòðàõ òðàíñêðèï-
öèè. Ýòà èíòåðïðåòàöèÿ òðåáóåò äîïîëíèòåëüíîãî ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîãî ïîäòâåðæäåíèÿ. Âîïðîñ îá îðãàíèçàöèè
íóêëåîãèñòîíîâîé ìàòðèöû â êîìïåòåíòíîì ê òðàíñêðèï-
öèè ñîñòîÿíèè è â î÷àãàõ òðàíñêðèïöèè ïîêà îñòàåòñÿ îò-
êðûòûì.
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FRAGMENTATION OF THE CODING REGION CHROMATIN OF TRP-DIOXYGENASE (TO)

AND TYR-AMINOTRANSFERASE (TAT) GENES IN THEIR ACTIVE
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The blot-hybridization technique-assisted we have studied the pattern of fragmentation by mirococcal nuc-
lease (MNase) of DNA tyr-aminotransferase (tat) and trp-dioxygenase (to) genes in active (in rat cell liver nuc-
lei) and repressed (in brain nuclei) states. It was provided, over a wide range of enzyme concentration two types
of fragments are mainly produced: near full-size to- and tat-transcription unit (19 000 and 11 000 bp, respective-
ly) and their large (from 1500 bp) heterogeneous in length. To-and tat-fragments of both kinds are preserved in
hydrolyzates at limit of MNase digestion of total chromatin DNA when nuclease breaks occur in nearly all ac-
cessible sites of chromatin. This means that these fragments originate from two distinct subsets of transcription
units coexistent in liver nuclei. The first of them do not contain MNase accessible sites over their entire length,
whereas in other resistant regions alternate with rare irregular located MNase-sensitive segments. We presume
that resistance to MNase within transcription units is peculiar to the competent genes. As a result of transcripti-
on MNase-sensitive areas arise which possibly flank elongating RNA polymerases.
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