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7. Ñòðóêòóðà ãåíà

7.1. Ðàçâèòèå ïðåäñòàâëåíèé î
ãåíå

Ê êîíöó 20-x ãîäîâ ñëîæèëîñü
ïðåäñòàâëåíèå î ãåíå êàê ìàòåðèàëüíîé
÷àñòèöå, ëåæàùåé â õðîìîñîìå,
ñïîñîáíîé ê ñàìîðåïðîäóêöèè è
ÿâëÿþùåéñÿ ìèíèìàëüíîé åäèíèöåé
ðåêîìáèíàöèè, ìóòèðîâàíèÿ è
ãåíåòè÷åñêîé ôóíêöèè. Öåïî÷êà
ñöåïëåííûõ ãåíîâ ïðåäñòàâëÿëàñü êàê
íèòêà êîðïóñêóë èëè áóñèíîê,
ìåõàíè÷åñêè ñâÿçàííûõ äðóã ñ äðóãîì.
Ãåí, ñîãëàñíî ýòèì ïðåäñòàâëåíèÿì,
ñ÷èòàëñÿ íåäåëèìûì ñ ïîìîùüþ
êðîññèíãîâåðà. Íîðìàëüíîìó àëëåëþ
ïðîòèâîïîñòàâëÿëñÿ ìóòàíòíûé. Äëÿ
îáüÿñíåíèÿ ñóùåñòâîâàíèÿ ïàð àëëåëåé
óæå â 1902 ã Ê. Êîððåíñ è Ó. Áýòñîí
ïðåäëîæèëè òåîðèþ, ñîãëàñíî êîòîðîé
äîìèíàíòíûé ïðèçíàê îáóñëàâëèâàåòñÿ
íàëè÷èåì îïðåäåëåííîãî ãåíà, à
ðåöåññèâíûé - âûïàäåíèåì, îòñóòñòâèåì
ýòîãî ãåíà. Ýòà òåîðèÿ ïîëó÷èëà íàçâàíèå
òåîðèè �ïðèñóòñòâèÿ - îòñóòñòâèÿ�. Îíà
î÷åíü ïðîñòî îáüÿñíÿëà ñóùåñòâîâàíèå
ïàð àëëåé. Âíà÷àëå ïðèçíàâàë åå è Ò.
Ìîðãàí. Îäíàêî, çàòåì, êîãäà áûëè
îòêðûòû áîëüøèå ñåðèè ïðîìåæóòî÷íûõ
ìóòàöèé, â ðàçíîé ñòåïåíè èçìåíÿþùèõ
ïðèçíàêè, ò.å. ñåðèè àëëåëüíûõ ãåíîâ, ýòà
òåîðèÿ ïîäâåðãëàñü êðèòèêå. Ìîðãàí
îòêàçàëñÿ îò íåå. Êàê ïèñàë À.Ñ.
Ñåðåáðîâñêèé, �ýïèòàôèåé ê ýòîé òåîðèè
ÿâèëèñü ñëîâà Ìîðãàíà: �Íå ìîãóò îäíîìó
ïðèñóòñòâèþ îòâå÷àòü íåñêîëüêî
îòñóòñòâèé� (Èç: Õåñèí, 1972, ñòð. 17).

Â 1929 ã. À.Ñ. Ñåðåáðîâñêèé è Í.Ï.
Äóáèíèí îïèñàëè ñåðèþ èíäóöèðîâàííûõ
ìóòàöèé ãåíà scute (sc), íàðóøàþùèõ
ôîðìèðîâàíèå ðàçíûõ ùåòèíîê ó
äðîçîôèëû (Ðèñ. 7.1.).

Íî ñàìîå ïîðàçèòåëüíîå âûÿñíèëîñü,
êîãäà ïîëó÷èëè ñàìîê, ó êîòîðîé â îäíîé
X-õðîìîñîìå íàõîäèëñÿ îäèí àëëåëü, à â
äðóãîé õðîìîñîìå - äðóãîé àëëåëü ýòîãî
ãåíà. Â òàêèõ êîìïàóíäàõ
ðåäóöèðîâàííûìè áûëè òîëüêî òå
ùåòèíêè, êîòîðûå íàðóøàëèñü îáîèìè
àëëåëÿìè, à ùåòèíêè, ðàçâèòûå ó ìóòàíòîâ
ïî îäíîìó èç íèõ è ðåäóöèðîâàííûå ó
ìóòàíòîâ ïî äðóãîìó, â êîìïàóíäå
îêàçûâàëèñü íîðìàëüíûìè. Áîëåå òîãî,
åñëè äâà àëëåëÿ íàðóøàëè ðàçâèòèå
ñîâñåì ðàçíûõ ùåòèíîê, òî â êîìïàóíäå
îíè äàâàëè âîçâðàò ê íîðìå:
ðàçâèâàëèñü âñå ùåòèíêè, íàïðèìåð ó
îñîáåé sc5/sc6, ÷òî áûëî ïîêàçàíî â
ðàáîòå Ñåðåáðîâñêîãî â 1930-ì ãîäó,
ïîñëå òîãî êàê îí ïîëó÷èë ìóòàöèþ sc6.
Îáñóæäàÿ ýòè ôàêòû, àâòîðû íàïèñàëè:

Ðèñ. 7.1. Âëèÿíèå ðàçíûõ ìóòàöèé
ãåíà scute íà ðàçâèòèå ùåòèíîê ó
äðîçîôèëû (Èç: Ñåðåáðîâñêèé,
Äóáèíèí, 1929)

Íîðìà scute-1

scute-2 scute-3

scute-4 scute-5

scute-6 scute-7
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�...ÿâëåíèå ÷àñòè÷íîãî âîçâðàòà ê äèêîìó
òèïó ìîæåò áûòü èñòîëêîâàíî êàê
îáóñëîâëåííîå íå ïîëíûì àëëåëèçìîì
äâóõ àëëåëåé. Ñ ýòîé òî÷êè çðåíèÿ...
îáùèå ÷àñòè ïðîÿâëÿþòñÿ â ñèëó òîãî,
÷òî â îáåèõ õðîìîñîìàõ èìåþòñÿ
èçìåíåíèÿ îäèíàêîâûõ ó÷àñòêîâ,
äðóãèìè ñëîâàìè, ïî ýòèì ó÷àñòêàì ìóõà
ãîìîçèãîòíà; íåïðîÿâëåíèå æå
íåñîâïàäàþùèõ ó÷àñòêîâ çàâèñèò îòòîãî,
÷òî èçìåíåííîìó ó÷àñòêó îäíîé
õðîìîñîìû ñîîòâåòñòâóåò ó÷àñòîê
âòîðîé õðîìîñîìû, êîòîðûé íå áûë
çàòðîíóò òðàíñãåíàöèåé...�. È äàëåå
îñîáåííî âàæíûé âûâîä: �Ýòî âåñüìà
îòâåòñòâåííîå âîççðåíèå, óòâåðæäàþùåå

ÄÅËÈÌÎÑÒÜ ãåíà (òðàíñãåíàöèþ ïî
÷àñòÿì)...� Áûëà ïîñòðîåíà êàðòà
íàðóøåíèé ùåòèíîê (Ðèñ. 7.2.).

Àâòîðû íàçâàëè ãåí scute áàçèãåíîì,
ò.å. ó÷àñòêîì õðîìîñîìû, çàíèìàåìûì
âñåìè èçìåíåíèÿìè - òðàíñãåíàìè scute.
Ñàìîñòîÿòåëüíûå ïðè òðàíñãåíàöèÿõ
(ìóòàöèÿõ) ýëåìåíòàðíûå ó÷àñòêè
âíóòðè áàçèãåíà áûëè íàçâàíû
öåíòðàìè. Ìóòàöèè ìîãóò çàõâàòûâàòü
êàê îòäåëüíûå öåíòðû, òàê è öåëûå èõ
ãðóïïû. Ïðè ýòîì àëëåëè ðàñïîëîæåíû
ñòóïåí÷àòî.

Ýòà òåîðèÿ ñëîæíîãî (öåíòðîâîãî)
ñòðîåíèÿ, èëè äåëèìîñòè ãåíà, èìåþùåãî
îäíîìåðíóþ ïðîòÿæåííîñòü, íå áûëà

dc v1

s.a.
v 2v

n2 p .s.
o r3 p .a .

n1

oc or1 ,2

cx pv st sc hu m

achaete  scu teè

scu te

scu te

scu te

scu te

scu te

scu te

scu te

scu te

scu te1

Ðèñ. 7.2. Ïëàí ãåíà (�áàçèãåíà�) scute è åãî ìóòàöèé (�òðàíñãåíàöèé�), (Èç:
Ñåðåáðîâñêèé è Äóáèíèí, 1929). Ìóòàöèè íàðóøàþò ðàçâèòèå ùåòèíîê íà ðàçíûõ
÷àñòÿõ òåëà ìóõ: dc - äîðçîöåíòðàëüíûå; v1, v2 - âåðòèêàëüíûå, s.a. - ñóïðààëÿðíûå;
v - âåíòðàëüíûå; p.s. - ïðåñóòóðàëüíûå; or1, 2, 3 - îðáèòàëüíûå; p.a. - ïîñòàëÿðíûå;
n1, 2 - íîòîïëåâðàëüíûå; oc - îöåëëÿðíûå; cx - êîêñàëüíûå; p.v. - ïîñòâåðòèêàëüíûå;
st - ñòåðíàëüíûå; sc - ñêóòåëëÿðíûå; hum - ãóìåðàëüíûå
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ïîääåðæàíà êðóïíåéøèìè ãåíåòèêàìè òîãî
âðåìåíè (À. Ñòåðòåâàíòîì, Äæ. Øóëüöåì,
Ð. Ãîëüäøìèäòîì, Ã. Ìåëëåðîì) (ñì. Õåñèí,
1972).

Ìíîãî ïîçæå Ì. Ãðèí è Ê. Ãðèí (1949)
ïîêàçàëè äåëèìîñòü ãåíà lz ó äðîçîôèëû
ïîñðåäñòâîì êðîññèíãîâåðà. Îíè
ïîëó÷èëè ãåòåðîçèãîò,

lzB S

lzg
0,1% ïîòîìêîâ îò êîòîðîûõ
îáíàðóæèâàëè ëèáî íîðìàëüíûå ãëàçà,
ëèáî áîëåå ñèëüíîå ìóòàíòíîå
ïðîÿâëåíèå, ÷åì ëþáîé èç àëëåëåé. Ýòî
ìîãëî ïðîèçîéòè òîëüêî â ðåçóëüòàòå
êðîññèíãîâåðà âíóòðè ýòîãî ãåíà. ×òîáû
ñïàñòè ïðåäñòàâëåíèå î íåäåëèìîñòè
ãåíà, òàêèå àëëåëè ñòàëè íàçûâàòü
ïñåâäîàëëåëÿìè. (Ñì. òàêæå: Àëèõàíÿí è
äð. 1985, ñòð. 219-220). (Ôóíêöèîíàëüíûé
òåñò íà àëëåëèçì; Öèñ-òðàíñ-òåñò, Èíãå-
Âå÷òîìîâ, 1989, ñòð. 374).

Îãðîìíûé âêëàä â ïîíèìàíèå
ñòðóêòóðû è ôóíêöèè ãåíà âíåñëè Äæ.
Áèäë è Å. Òàòóì, êîòîðûå â íà÷àëå 1940-
x ãîäîâ âïåðâûå èññëåäîâàëè
áèîõèìè÷åñêèå ìóòàöèè ó Neurospora
crassa. Ýòè èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
ìóòàöèè àóêñîòðîôíîñòè ó íåéðîñïîðû
ïðåðûâàþò öåïè ìåòàáîëèçìà íà
êîíêðåòíûõ ýòàïàõ. Ïðè ýòîì àëëåëüíûå
ìóòàöèè âñåãäà çàòðàãèâàëè îäèí è òîò
æå ýòàï áèîñèíòåçà. Íà îñíîâå ñâîèõ
ðåçóëüòàòîâ Äæ. Áèäë è Ý. Òàòóì
ñôîðìèðîâàëè ïðèíöèï �îäèí ãåí - îäèí
ôåðìåíò�, îçíà÷àâøèé, ÷òî êàæäûé ãåí
êîíòðîëèðóåò ñèíòåç êàêîãî-ëèáî
îïðåäåë¸ííîãî ôåðìåíòà.

Â 1961 ãîäó Ñ. Áåíçåð èçó÷àë
îáëàñòü rII ôàãà Ò4. Îí ñîïîñòàâèë
ìîëåêóëÿðíûå ðàçìåðû ýòîé îáëàñòè -

2700 ï.í. è ðåêîìáèíàöèîííóþ äëèíó -
10%. Â ýêñïåðèìåíòàõ áûëè ïîëó÷åíû
ìèíèìàëüíûå ÷àñòîòû ðåêîìáèíàöèè
îêîëî 0,02%, ò.å. 1/500 ÷àñòü îò âñåãî
ðåêîìáèíàöèîííîãî ðàññòîÿíèÿ (10%).
Åñëè âñÿ äëèíà ðàéîíà 2700 ï.í., çíà÷èò
ðåêîìáèíàöèÿ ïðîèñõîäèò ìåæäó
êàæäûìè 5-6 íóêëåîòèäàìè (2700:500).

Ïîçæå Ó. ßíîâñêèé ïîêàçàë, ÷òî
êðîññèíãîâåð ïðîèñõîäèò ìåæäó ëþáîé
ïàðîé íóêëåîòèäîâ. Ýòà ïàðà áûëà íàçâàíà
ðåêîíîì. (Äåòàëè ýòèõ îïûòîâ ìîæíî íàéòè
â ëþáîì ó÷åáíèêå).

Òàêèì îáðàçîì, íå òîëüêî ãåí, íî è
ëþáàÿ åãî ÷àñòü ìîãóò áûòü ðàçäåëåíû ñ
ïîìîùüþ êðîññèíãîâåðà.

Ëèòåðàòóðà ê ðàçäåëó 7.1.

Èíãå-Âå÷òîìîâ Ñ.Ã. Ãåíåòèêà ñ îñíîâàìè
ñåëåêöèè. Ìîñêâà, Âûñøàÿ øêîëà,
1-592, 1989.

Ñåðåáðîâñêèé À.Ñ., Äóáèíèí Í.Ï.
Èñêóññòâåííîå ïîëó÷åíèå
ìóòàöèé è ïðîáëåìà ãåíà.
Óñïåõè ýêñï. áèîë., âûï. 4, 235-
247, 1929.

Õåñèí Ð.Á. Òåîðèÿ ãåíà â ðàáîòàõ À.Ñ.
Ñåðåáðîâñêîãî. Ïðèðîäà N 8, 16-
27, 1972.

7.2. Ïåðåêðûâàþùèåñÿ ãåíû ó
âèðóñîâ è ïðîêàðèîò

(Èç Àëèõàíÿí è äð. 1985, ñòð. 231-233).
Ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë ìåëêîãî

áàêòåðèîôàãà φX174 ïðåäñòàâëåí

Äîïîëíåíèå 7.1.
Çà îòêðûòèå òîãî, ÷òî ãåí äåéñòâóåò,

ðåãóëèðóÿ îïðåäåëåííûå õèìè÷åñêèå
ñîáûòèÿ, Äæ. Áèäë è Ý. Òàòóì (G.W. Beadle,
E.L. Tatum) ïîëó÷èëè Íîáåëåâñêóþ
ïðåìèþ â 1958 ãîäó.
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îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ è ñîñòîèò âñåãî èç
9 ãåíîâ, ïðîäóêòû êîòîðûõ õîðîøî
èçó÷åíû. ÄÍÊ, íåîáõîäèìàÿ äëÿ
êîäèðîâàíèÿ ýòèõ ïðîäóêòîâ, äîëæíà áû
ñîñòîÿòü ìèíèìóì èç 6078 íóêëåîòèäîâ.
Íà ñàìîì æå äåëå õðîìîñîìà ôàãà φX174
ñîñòîèò èç 5374 íóêëåîòèäîâ. Ýòîò
ïàðàäîêñ óäàëîñü ðàçðåøèòü ëèøü ïîñëå
òîãî, êàê â 1978 ã. ãðóïïîé Ô. Ñýíãåðà
áûëî ïðîâåäåíî ïîëíîå ñåêâåíèðîâàíèå
ÄÍÊ ýòîãî ôàãà. Îêàçàëîñü, ÷òî
êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äâóõ
ãåíîâ (B è E) ëîêàëèçîâàíû âíóòðè
êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äâóõ
äðóãèõ ãåíîâ (A è D). Ïðè ýòîì ðàìêà
ñ÷èòûâàíèÿ (ò.å. òðèïëåò,
ïðî÷èòûâàåìûé ïðè òðàíñëÿöèè) â
êàæäîì ñëó÷àå îêàçûâàëàñü ñäâèíóòîé íà
îäíó ïàðó íóêëåîòèäîâ. Íàïðèìåð, â
îïðåäåë¸ííîì ó÷àñòêå âíóòðè ãåíà D
íàõîäèòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,

GTTTATGGTACG

êîòîðàÿ â ïîëèïåïòèäå D êîäèðóåò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàëèí-òèðîçèí-
ãëèöèí-òðåîíèí. Ðàìêà ñ÷èòûâàíèÿ ãåíà
E ñìåùåíà âïðàâî íà îäèí íóêëåîòèä îò
ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ ãåíà D. Ïîýòîìó
òðèïëåò ATG ðàñïîçíàåòñÿ ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçîé êàê ñòàðòîâûé è â
ïîëèïåïòèäå E ïîÿâëÿåòñÿ
ôîðìèëìåòèîíèí, çà êîòîðûì ïîñëåäóåò
âàëèí, êîäèðóåìûé òðèïëåòîì GTA, è ò.ä.

Ñõîäíûì îáðàçîì êîäèðóþùàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà B îêàçûâàåòñÿ
âíóòðè êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ãåíà A. Â ðåçóëüòàòå ñäâèãà ðàìêè
ñ÷èòûâàíèÿ êîäèðóåìûå
ïåðåêðûâàþùèìèñÿ ãåíàìè ïîëèïåïòèäû
ïîëíîñòüþ îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà ïî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì àìèíîêèñëîò.

Âìåñòå ñ òåì â ñëó÷àå çàìåíû èëè äåëåöèè
îäíîãî íóêëåîòèäà èíàêòèâèðóþòñÿ ñðàçó
äâà ãåíà.

Ïîäîáíàÿ ñèòóàöèÿ �ãåí âíóòðè
ãåíà� îáíàðóæåíà è â ðÿäå äðóãèõ ñëó÷àåâ.
×àñòè÷íî ïåðåêðûâàþùèåñÿ êîäèðóþùèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îáíàðóæåíû â ÄÍÊ
âèðóñà ìëåêîïèòàþùèõ SV40. Ó
ÐÍÊîâîãî ôàãà MS2 îäèí èç ãåíîâ
ïåðåêðûâàåò äâà äðóãèõ è, ñëåäîâàòåëüíî,
íå ïåðåêðûâàåòñÿ ëèøü îäèí èç ôàãîâûõ
ãåíîâ.

1 2
3

4
Ïðè àíàëèçå îäíîãî èç ìîáèëüíûõ

ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ ó áàêòåðèé -
ýëåìåíòà IS5 - áûë îáíàðóæåí åùå áîëåå
ÿðêèé ïðèìåð ñâåðõêîìïàêòíîé
îðãàíèçàöèè ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè.
Â ýòîì ñëó÷àå îäíà èç öåïåé äóïëåêñà
ÄÍÊ ñîäåðæèò äâà ïåðåêðûâàþùèõñÿ
ãåíà, à êîìïëåìåíòàðíûé èì ó÷àñòîê
âòîðîé öåïè îáðàçóåò òðåòèé ãåí.
Ñëåäîâàòåëüíî, îáå öåïè çíà÷èìû è
íåñóò èíôîðìàöèþ, ñîîòâåòñòâóþùóþ
òðåì ãåíàì.

1
2

3

Äîïîëíåíèå 7.2.
Â 1980 ãîäó çà âûäàþùèéñÿ

âêëàä â ðàçðàáîòêó ìåòîäîâ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìàíèïóëÿöèé ñ
ÄÍÊ Íîáåëåâñêàÿ ïðåìèÿ ïî õèìèè
áûëà ïðèñóæäåíà Ï. Áåðãó, Ó.
Ãèëáåðòó è Ô. Ñýíãåðó (P. Berg, W.
Gilbert, F. Sanger).
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Ëèòåðàòóðà ê ðàçäåëó 7.2.

Àëèõàíÿí Ñ.È., Àêèôüåâ À.Ï., ×åðíèí
Ë.Ñ. Îáùàÿ ãåíåòèêà. Ìîñêâà,
Âûñøàÿ øêîëà, 1-446, 1985.

7.3. Îïåðîííûé ïðèíöèï
îðãàíèçàöèè ãåíîâ ó ïðîêàðèîò

Áàêòåðèÿì íåîáõîäèìî óìåòü
áûñòðî îòâå÷àòü íà èçìåíåíèÿ â
îêðóæàþùåé ñðåäå. Èõ âûæèâàåìîñòü
çàâèñèò îò ñïîñîáíîñòè ïåðåêëþ÷àòü
ìåòàáîëèçì ñ îäíîãî ñóáñòðàòà íà
äðóãîé, ïîñêîëüêó ïîñòóïëåíèå
ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ ìîæåò ïîñòîÿííî
ìåíÿòüñÿ.

Áàêòåðèÿ íå ñèíòåçèðóåò ôåðìåíòîâ
òîãî èëè èíîãî ìåòàáîëè÷åñêîãî ïóòè â
îòñóòñòâèå ñîîòâåòñòâóþùåãî ñóáñòðàòà,
íî ñïîñîáíà â ëþáîå âðåìÿ íà÷àòü èõ
ñèíòåç ïðè ïîÿâëåíèè òàêîâîãî. Äëÿ
îñóùåñòâëåíèÿ ïîäîáíîãî ðåàãèðîâàíèÿ
ãåíû áàêòåðèé îáúåäèíåíû â êëàñòåðû
òàêèì îáðàçîì, ÷òî ôåðìåíòû,
íåîáõîäèìûå äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ
îïðåäåëåííîãî ïóòè áèîñèíòåçà,
êîäèðóþòñÿ ãåíàìè, ñöåïëåííûìè äðóã
ñ äðóãîì.

Êëåòêè E. coli â îòñóòñòâèå áåòà-
ãàëàêòîçèäà ñîäåðæàò î÷åíü
íåçíà÷èòåëüíîå ÷èñëî ìîëåêóë ôåðìåíòà,
ðàçëàãàþùåãî åãî - áóêâàëüíî íåñêîëüêî
øòóê. Ôóíêöèÿ ôåðìåíòà ñâîäèòñÿ ê
ðàçëîæåíèþ ìîëåêóëû áåòà-ãàëàêòîçèäà
íà ñîñòàâëÿþùèå ñàõàðà. Íàïðèìåð,
ëàêòîçà ðàçëàãàåòñÿ íà ãëþêîçó è
ãàëàêòîçó, êîòîðûå â ñâîþ î÷åðåäü
èñïîëüçóþòñÿ â äàëüíåéøåì
ìåòàáîëèçìå. Ïðè äîáàâëåíèè
ãàëàêòîçèäà â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ
î÷åíü áûñòðî óñèëèâàåòñÿ àêòèâíîñòü
ôåðìåíòà â ðåçóëüòàòå ñèíòåçà íîâûõ
ìîëåêóë, êîòîðûå ïîÿâëÿþòñÿ óæå ÷åðåç
2-3 ìèí. Âñêîðå èõ ÷èñëî â êëåòêå

ïðåâûøàåò 5000. Ïðè óäàëåíèè ñóáñòðàòà
èç ñðåäû ñèíòåç ôåðìåíòà ïðåêðàùàåòñÿ
òàê æå áûñòðî, êàê áûë íà÷àò.

Áûñòðîå óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè
ôåðìåíòà çà ñ÷åò åãî ñèíòåçà ïîä
äåéñòâèåì ñóáñòðàòà íàçûâàåòñÿ
èíäóêöèåé, à óìåíüøåíèå àêòèâíîñòè,
òàêæå ïîä äåéñòâèåì ñóáñòðàòà -
ðåïðåññèåé ãåíîâ.

Ãåíû ìîæíî ïîäåëèòü íà äâå ãðóïïû
ïî ïðèíöèïó äåéñòâèÿ èõ ïðîäóêòà. Ãåíû,
êîòîðûå êîäèðóþò áåëêè, íåîáõîäèìûå
äëÿ ôåðìåíòàòèâíûõ èëè ñòðóêòóðíûõ
ôóíêöèé, íàçûâàþòñÿ ñòðóêòóðíûìè.
Áîëüøèíñòâî ãåíîâ áàêòåðèé ïîïàäàþò
â ýòó êàòåãîðèþ, êîòîðàÿ, òàêèì îáðàçîì,
ïðåäñòàâëåíà îãðîìíûì ðàçíîîáðàçèåì
ôóíêöèé è ñòðóêòóð áåëêîâ.

Ãåíû, êîäèðóþùèå áåëêè, êîòîðûå
ðåãóëèðóþò ýêñïðåññèþ äðóãèõ ãåíîâ,
íàçûâàþòñÿ ðåãóëÿòîðíûìè. Ïîñêîëüêó
ïðîäóêòû ðåãóëÿòîðíûõ ãåíîâ ñâîáîäíî
äèôôóíäèðóþò è íàõîäÿò ïîäõîäÿùèå
ìèøåíè äëÿ àêòèâèðîâàíèÿ, òàêîé òèï
âçàèìîäåéñòâèé ãåíîâ íàçûâàþò òðàíñ-
ðåãóëÿöèåé. Òðàíñ-äåéñòâóþùèé áåëîê
ìîæåò ðåãóëèðîâàòü ãåí-ìèøåíü ëèáî
ïîçèòèâíî, åñëè â ðåçóëüòàòå
âçàèìîäåéñòâèÿ ðåãóëèðóåìûé ãåí
âêëþ÷àåòñÿ, èëè íåãàòèâíî, åñëè îí
âûêëþ÷àåòñÿ. Áåëîê-ðåãóëÿòîð
ñâÿçûâàåòñÿ ñ öèñ-ðåãóëèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ðåãóëèðóåìîãî
ãåíà, êîòîðàÿ ðàñïîëàãàåòñÿ îáû÷íî (íî
íå èñêëþ÷èòåëüíî) âûøå ãåíà-ìèøåíè
(Èç: Lewin, 1994, p. 413).

Ñòðóêòóðíûå ãåíû áàêòåðèé èìåþò
òåíäåíöèþ áûòü îðãàíèçîâàííûìè â
êëàñòåðû ãåíîâ êîäèðóþùèõ áåëêè, ÷üè
ôóíêöèè ñâÿçàíû.

Ïðèìåðîì êëàñòåðíîé îðãàíèçàöèè
ó E. coli ÿâëÿþòñÿ ëàêòîçíûå ãåíû,
êîòîðûå èíäóöèðóþòñÿ è
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ðåïðåññèðóþòñÿ ïîä äåéñòâèåì ñóáñòðàòà
(ñì. Ëüþèí, 1987, ñòð. 176-177).

Âåñü êëàñòåð ãåíîâ çàíèìàåò îêîëî
6000 ï.í. (Ðèñ. 7.3.). Ãåí lacI èìååò ñâîé
ïðîìîòîð è òåðìèíàòîð. Êîíåö ðàéîíà
lacI íåïîñðåäñòâåííî ïðèìûêàåò ê
ïðîìîòîðó lac(P), îïåðàòîð lac(O)
çàíèìàåò ïåðâûå 26 ï.í. ãåíà lacZ. Ïîñëå
ãåíà lacZ, êîòîðûé èìååò íåîáû÷íî
áîëüøóþ äëèíó, ðàñïîëîæåíû ãåíû lacY
è lacA, à òàêæå îáùèé òåðìèíàòîð
òðàíñêðèïöèè.

Ãåíû èìåþò ñëåäóþùèå ôóíêöèè:
ïðîäóêò lacZ ðàñùåïëÿåò áåòà-ãàëàêòîçèä
íà ñîñòàâëÿþùèå åãî ñàõàðà, íàïðèìåð,
ëàêòîçó íà ãëþêîçó è ãàëàêòîçó, ïðîäóêò
ãåíà lacY ÿâëÿåòñÿ áåòà-ãàëàêòîçèä
ïåðìåàçîé, îí òðàíñïîðòèðóåò áåòà-
ãàëàêòîçèä â êëåòêó. Ãåí lacÀ êîäèðóåò
áåëîê òðàíñàöåòèëàçó, ýíçèì, êîòîðûé
ïåðåíîñèò àöåòèëüíóþ ãðóïïó ñ àöåòèë-
ÑîÀ íà áåòà-ãàëàêòîçèä.

Ìóòàöèè ãåíîâ lacZ è lacY äàþò lac-
ôåíîòèï, êîãäà êëåòêè íå ìîãóò

èñïîëüçîâàòü ëàêòîçó. Ó ìóòàíòîâ lacZ -
îòñóòñòâóåò ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü
áåòà-ãàëàêòîçèäàçû. Ìóòàíòû ïî ãåíó
lacY íå ìîãóò óñâàèâàòü ëàêòîçó èç ñðåäû.
Ìóòàíòû lacÀ - íå ïðîÿâëÿþò ìóòàíòíîãî
ôåíîòèïà, ÷òî äîâîëüíî íåîæèäàííî.

Âñÿ ýòà ñèñòåìà, âêëþ÷àþùàÿ
ñòðóêòóðíûå ãåíû è ýëåìåíòû,
êîíòðîëèðóþùèå èõ ýêñïðåññèþ,
ôîðìèðóåò îáùóþ åäèíèöó ðåãóëÿöèè,
íàçûâàåìóþ îïåðîíîì. Ìîäåëü îïåðîíà
áûëà ïðåäëîæåíà â 1961 ãîäó Ô. Æàêîáîì
è Æ. Ìîíî. Â êîðîòêîå âðåìÿ ýòà ìîäåëü
ñòàëà â öåíòðå âíèìàíèÿ íå òîëüêî
ãåíåòèêîâ, íî è îãðîìíîãî ÷èñëà
áèîëîãîâ âî âñ¸ì ìèðå. Îíà ïîçâîëèëà
óâèäåòü ðåàëüíûé ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè
àêòèâíîñòè ãåíîâ (ñì. Brenner, 1997).

Òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ lacZYA
êîíòðîëèðóåòñÿ áåëêîì-ðåïðåññîðîì,
êîäèðóåìûì ãåíîì lacI. Ãåíû lacZYA
êîíòðîëèðóþòñÿ íåãàòèâíî: îíè
òðàíñêðèáèðóþòñÿ äî òåõ ïîð, ïîêà íå
âûêëþ÷àþòñÿ áåëêîì-ðåãóëÿòîðîì.

Ðèñ. 7.3. Ðàçìåðû ãåíîâ è áåëêîâ ëàêòîçíîãî îïåðîíà ó Å. coli (Èç: Lewin,
1994, p.416). Ð -ïðîìîòîð, Î - îïåðîí

ÄÍÊ
(äëèíà â ï.í.)

ïîëèïåïòèä:
àìèíîêèñëîòû
äàëüòîíû

áåëîê:
ñòðóêòóðà

äàëüòîíû

ôóíêöèÿ áåëêà

1040

360
38000

òåòðàìåð

152000

ðåïðåññîð

82 3510

1021
125000

òåòðàìåð

500000

β-ãàëàêòîçèäàçà

780

260
30000

ìåìáðàííûé
áåëîê
30000

ïåðìåàçà

825

275
30000

äèìåð

60000

òðàíñ-
àöåòèëàçà

P lacI PO lacZ lacY lacA

ìÐÍÊ: Îäèí òðàíñêðèïò
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Ìóòàöèè ãåíà-ðåãóëÿòîðà îáóñëàâëèâàþò
ïîñòîÿííóþ òðàíñêðèïöèîííóþ
àêòèâíîñòü ãåíîâ lacZYA. Áåëîê lac -
ðåïðåññîð ñâÿçûâàåòñÿ ñ îïåðàòîðîì O
lac íà ñòàðòå òðàíñêðèïöèè êëàñòåðà
lacZYA. Êîãäà ðåïðåññîð ñâÿçûâàåòñÿ ñ
îïåðàòîðîì, îí ïðåäîòâðàùàåò äâèæåíèå
ÐÍÊ ïîëèìåðàçû è èíèöèàöèþ
òðàíñêðèïöèè (Ðèñ. 7.4.).

Áåëîê-ðåïðåññîð èìååò äâà ñàéòà
ñâÿçûâàíèÿ: îäèí äëÿ èíäóêòîðà, äðóãîé
äëÿ îïåðàòîðà. Êîãäà èíäóêòîð
ñâÿçûâàåòñÿ ñî ñâîèì ñàéòîì, ýòî òàê
èçìåíÿåò êîíôîðìàöèþ ìîëåêóëû áåëêà,
÷òî èçìåíÿåòñÿ ñâÿçûâàþùàÿ
ñïîñîáíîñòü äðóãîãî ñàéòà. Èíäóêòîð
ëàêòîçà ïîñòóïàåò â êëåòêè, ñâÿçûâàåòñÿ
ñ ðåïðåññîðîì, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
ïîñëåäíèé ñòàíîâèòñÿ íåñïîñîáíûì
ñäåðæèâàòü òðàíñêðèïöèþ è îíà
íà÷èíàåòñÿ. Ïðè óäàëåíèè èíäóêòîðà
ðåïðåññîð âíîâü çàíèìàåò ïîëîæåíèå
íà îïåðàòîðå, îñòàíàâëèâàÿ
òðàíñêðèïöèþ.

Îñíîâíûì ïðåèìóùåñòâîì
îïåðîííîé îðãàíèçàöèè ãåíîâ ó
ìèêðîîðãàíèçìîâ ÿâëÿåòñÿ
êîîðäèíàöèÿ ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè:
âñå ãåíû ýêñïðåññèðóþòñÿ  èëè íå
ýêñïðåññèðóþòñÿ â óíèñîí. Ìàòðè÷íàÿ
ÐÍÊ òðàíñëèðóåòñÿ âñåãäà ñ 5� êîíöà.
Ýòî îáúÿñíÿåò ïî÷åìó èíäóêöèÿ âñåãäà
îáóñëàâëèâàåò ïîÿâëåíèå áåòà-
ãàëàêòîçèäàçû, áåòà-ãàëàêòîçèä
ïåðìåàçû è òîëüêî çàòåì áåòà-
ãàëàêòîçèä òðàíñàöåòèëàçû. À ôàêò
òðàíñëÿöèè åäèíîé ìÐÍÊ îáúÿñíÿåò
ïî÷åìó îòíîñèòåëüíûå êîëè÷åñòâà âñåõ
òðåõ ôåðìåíòîâ îñòàþòñÿ îäèíàêîâûìè
íåçàâèñèìî îò óñëîâèé èíäóêöèè (âåñü
òåêñò ïî: Lewin, 1994, pp. 413-421).
[Äðóãèå ïðèìåðû îïåðîíîâ ñì
Àëèõàíÿí è äð. 1985, còð. 239-252].

Ëèòåðàòóðà ê ðàçäåëó 7.3.

Àëèõàíÿí Ñ.È., Àêèôüåâ À.Ï., ×åðíèí
Ë.Ñ. Îáùàÿ ãåíåòèêà. Ìîñêâà,
Âûñøàÿ øêîëà, 1-446, 1985 ã.

Ëüþèí Á. Ãåíû. Ìîñêâà. Ìèð, 1-544,
1987.

Brenner S. A night at the operon. Nature
386, 235, 1997.

Curtis H., Barnes N.S. Biology. Fifth
Edition. Worth Publishers, Inc. New
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7.4. Õèìè÷åñêèé ñèíòåç ãåíîâ

Èçâåñòíî íåñêîëüêî ñïîñîáîâ
ïîëó÷åíèÿ ãåíîâ:

1. Íåïîñðåäñòâåííîå âûäåëåíèå èç
ïðèðîäíûõ èñòî÷íèêîâ (êëîíèðîâàíèå).

2. Õèìè÷åñêèé ñèíòåç.
3. Êîïèðîâàíèå ñîîòâåòñòâóþùåé

ãåíó ìÐÍÊ äëÿ ïîëó÷åíèÿ
êîìïëåìåíòàðíîé ÄÍÊ-ðåïëèêè (êÄÍÊ).

Èñêóññòâåííûé ñèíòåç ãåíà áûë
âïåðâûå îñóùåñòâëåí õèìè÷åñêèì ïóòåì
â 1969 ãîäó Ã. Õîðàíîé è åãî
ñîòðóäíèêàìè. Ãðóïïà Õîðàíû
ñèíòåçèðîâàëà ãåí àëàíèíîâîé òÐÍÊ
äðîææåé, ñòðóêòóðà êîòîðîãî ê òîìó
âðåìåíè áûëà ïîëíîñòüþ ðàñøèôðîâàíà.
Ñèíòåçèðîâàííûé ãåí äëèíîé 77 ï.í. íå
ñîäåðæàë ðåãóëÿòîðíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è ïîýòîìó íå
îáëàäàë ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ.

Äîïîëíåíèå 7.3.
Çà îòêðûòèå ìåõàíèçìîâ

ãåíåòè÷åñêîãî êîíòðîëÿ ñèíòåçà
ôåðìåíòîâ Íîáåëåâñêóþ ïðåìèþ â
1965 ãîäó ïîëó÷èëè Ô. Æàêîá, À.
Ëüâîâ è Æ. Ìîíî (Francois Jacob,
Andre Lwoff, Jaques Monod).
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Ðèñ. 7.4. Ôóíêöèîíèðîâàíèå ëàêòîçíîãî îïåðîíà ó E. coli. à. ëîêàëèçàöèÿ ñàéòîâ
ñâÿçûâàíèÿ ìîëåêóë ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû è ðåïðåññîðà â ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà
lacZ (Èç: Lewin, 1994, p.417). á. ñòðóêòóðà ëàêòîçíîãî îïåðîíà. Êàê è ó âñåõ ãåíîâ,
ðåãóëèðóåìûõ CAP è cAMP, ïðîìîòîð ñîäåðæèò äâà ðàéîíà: ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ñ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé è ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ñ êîìïëåêñîì CAP-cAMP. â, ã. íåãàòèâíàÿ
è ïîçèòèâíàÿ ðåãóëÿöèÿ lac-îïåðîíà. Â îòñóòñòâèèå ëàêòîçû ðåïðåññîð (ïðîäóêò
ãåíà I) ñâÿçûâàåòñÿ ñ îïåðàòîðîì. Õîòÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà ìîæåò ñâÿçûâàòüñÿ ñ
ïðîìîòîðîì, îíà íå ìîæåò ïåðåìåùàòüñÿ äàëåå ðåïðåññîðà. Îïåðàòîð âûêëþ÷åí,
ãåíû íå ðàáîòàþò. Â ïðèñóòñòâèè èíäóöèðóþùåé ìîëåêóëû ðåïðåññîð
èíàêòèâèðóåòñÿ è áîëåå íå ñâÿçûâàåòñÿ ñ îïåðàòîðîì. Ìîëåêóëû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû
ïåðåìåùàþòñÿ, è íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ (á-ã - èç: Curtis, Barnes, 1989, p.325)

à
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Ïîçäíåå òà æå ãðóïïà àâòîðîâ
ñèíòåçèðîâàëà ïåðâûé ôóíêöèîíàëüíî
àêòèâíûé ãåí - ãåí ñóïðåññîðíîé
òèðîçèíîâîé òÐÍÊ E. coli äëèíîé îêîëî
200 ï.í.

Èñêóññòâåííî ñèíòåçèðîâàííûå
ãåíû ìîãóò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ â ñîñòàâå
ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ìèêðîîðãàíèçìîâ.
Ïåðâîé óäà÷íîé ïîïûòêîé òàêîãî ðîäà
ñòàëà ðàáîòà Ê. Èòàêóðû è Ã. Áîéåðà ñ
ñîàâòîðàìè (1977) ïî ýêñïðåññèè â E. coli
ãåíà, êîäèðóþùåãî ãîðìîí
ìëåêîïèòàþùèõ - ñîìàòîñòàòèí. Ãåí
ñîìàòîñòàòèíà áûë ñèíòåçèðîâàí íà
îñíîâå ñâåäåíèé î ïåðâè÷íîì ñòðîåíèè
ýòîãî ïåïòèäíîãî ãîðìîíà, ñîñòîÿùåãî
âñåãî èç 14 àìèíîêèñëîò. Â ðàçëè÷íûõ
ëàáîðàòîðèÿõ áûëè ñîçäàíû øòàììû E.
coli, ñèíòåçèðóþùèå ãîðìîí ðîñòà
÷åëîâåêà - ñîìàòîòðîïèí, ïåïòèäíûå
ãîðìîíû - áðàäèêèíèí è àíãèîòåíçèí,
íåéðîïåïòèä ëåé-ýíêåôàëèí, ãåí
èíòåðôåðîíà ðàçìåðîì 200 ï.í. è äð.

Ãåí ãîðìîíà ðîñòà ÷åëîâåêà äëèíîé
584 ï.í. - íàèáîëåå äëèííûé èç
èñêóññòâåííî ñèíòåçèðîâàííûõ â
íàñòîÿùåå âðåìÿ. Îí áûë âñòðîåí â
ïëàçìèäó, ðåïëèöèðóþùóþñÿ â E. coli ïîä
êîíòðîëåì ïðîìîòîðà òðèïòîôàíîâîãî
îïåðîíà. Òðàíñôîðìèðîâàííûå
ïîëó÷åííîé õèìåðíîé ïëàçìèäîé êëåòêè
E. coli ïðîäóöèðîâàëè ïðè èíäóêöèè
ïðîìîòîðà îêîëî 3 ìëí. ìîëåêóë ãîðìîíà
ðîñòà ÷åëîâåêà â ðàñ÷åòå íà êëåòêó. Ýòîò
ïîëèïåïòèä, êàê áûëî óñòàíîâëåíî â
ýêñïåðèìåíòàõ íà êðûñàõ ñ óäàëåííûì
ãèïîôèçîì, ïî ôóíêöèÿì îêàçàëñÿ
ïîëíîñòüþ èäåíòè÷åí ãîðìîíó ðîñòà
÷åëîâåêà.

Ãåí èíñóëèíà ñèíòåçèðîâàëè â âèäå
áîëåå ÷åì 40 øåñòè÷ëåííûõ
îëèãîíóêëåîòèäîâ, êîòîðûå çàòåì
îáüåäèíÿëè â åäèíóþ ñòðóêòóðó ñ

ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû. Ïîëó÷åííûå
äâóöåïî÷å÷íûå ïîëèíóêëåîòèäû äëèíîé
271 è 286 ï.í. áûëè âñòðîåíû â ïëàçìèäû.
Òóäà æå áûëè âñòðîåíû ðåãóëÿòîðíûå
ó÷àñòêè ÄÍÊ, îáåñïå÷èâàþùèå
ýêñïðåññèþ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë.
Êëîíèðîâàííûå ãåíû êîäèðîâàëè ñèíòåç
ïðîèíñóëèíà, êîòîðûé ïóòåì íåñëîæíîé
õèìè÷åñêîé îáðàáîòêè ìîæíî ïðåâðàòèòü
â àêòèâíûé èíñóëèí, âêëþ÷àþùèé äâå
ïîëèïåïòèäíûå öåïè A è B èç 21 è 30
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ñîåäèíåííûõ
ìåæäó ñîáîé ñóëüôãèäðèëüíûìè
ñâÿçÿìè.

Èñïîëüçóåòñÿ òàêæå ìåòîä
èñêóññòâåííîãî ïîëó÷åíèÿ ãåíîâ,
îñíîâàííûé íà èõ ôåðìåíòàòèâíîì
ñèíòåçå ñ ïîìîùüþ ìåõàíèçìà îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè. Ýòîò ìåõàíèçì ñâÿçàí ñ
àêòèâíîñòüþ ÐÍÊ-çàâèñèìîé ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçû èëè îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû
(ðåâåðòàçû) - ôåðìåíòà âïåðâûå
îáíàðóæåííîãî ïðè èññëåäîâàíèè
ðåïëèêàöèè ÐÍÊ îíêîãåííûõ âèðóñîâ.
Ôåðìåíò ñïîñîáåí ñòðîèòü êîïèè ÄÍÊ íà
ðàçíûõ ÐÍÊ, âêëþ÷àÿ ñèíòåòè÷åñêèå
ïîëèðèáîíóêëåîòèäû. Ñ ïîìîùüþ
ðåâåðòàçû ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü
ïðàêòè÷åñêè ëþáîé ãåí â ïðèñóòñòâèè
ñîîòâåòñòâóþùèõ ìÐÍÊ, ìåòîäû
âûäåëåíèÿ êîòîðûõ äîñòàòî÷íî õîðîøî
ðàçðàáîòàíû. Äàííûé ìåòîä óäîáíî
ïðèìåíÿòü äëÿ âûäåëåíèÿ ãåíîâ,
èñêëþ÷èòåëüíî èíòåíñèâíî
òðàíñêðèáèðóåìûõ â îïðåäåëåííîé òêàíè.

Òàêèì ñïîñîáîì ïîëó÷åíû è
êëîíèðîâàíû ãåíû, êîäèðóþùèå ãëîáèíû
÷åëîâåêà, äðóãèõ ìëåêîïèòàþùèõ è ïòèö,
áåëîê õðóñòàëèêà ãëàçà áûêà, ÿè÷íûé
áåëîê, ôèáðîèí øåëêà è ò.ä. (Àëèõàíÿí è
äð. 1985, ñòð. 415-418).
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Ëèòåðàòóðà ê ðàçäåëó 7.4.

Àëèõàíÿí Ñ.È., Àêèôüåâ À.Ï., ×åðíèí
Ë.Ñ. Îáùàÿ ãåíåòèêà. Ìîñêâà,
Âûñøàÿ øêîëà, 1-446, 1985.

7.5. Êëîíèðîâàíèå è àíàëèç ÄÍÊ

Â ïðîöåññ ìîëåêóëÿðíîãî
êëîíèðîâàíèÿ (èçáèðàòåëüíîãî
íàêîïëåíèÿ) ìîëåêóë ÄÍÊ âõîäèò
íåñêîëüêî ýòàïîâ: ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ
ïóòåì îáðàáîòêè ýíäîíóêëåàçîé
ðåñòðèêöèè, îáúåäèíåíèÿ ýòèõ
ôðàãìåíòîâ in vitro ñ âåêòîðíîé
ìîëåêóëîé ÄÍÊ (ñïîñîáíîé ê
àâòîíîìíîé ðåïëèêàöèè), ââåäåíèå
âåêòîðà â ðåöèïèåíòíûé îðãàíèçì, â
êîòîðîì è ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå
ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ.

Ôîðìàëüíîé äàòîé ðîæäåíèÿ
ãåííîé èíæåíåðèè ñ÷èòàþò 1972 ãîä,
êîãäà ãðóïïà Ï. Áåðãà â ÑØÀ ñîçäàëà
ïåðâóþ ðåêîìáèíàíòíóþ ÄÍÊ in vitro,
îáúåäèíèâøóþ â ñâîåì ñîñòàâå
ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë èç òðåõ
èñòî÷íèêîâ: ïîëíûé ãåíîì îíêîãåííîãî
âèðóñà îáåçüÿí SV40, ÷àñòü ãåíîìà
óìåðåííîãî áàêòåðèîôàãà ëÿìáäà è ãåíû
ëàêòîçíîãî îïåðîíà E. coli (Ñì.
Äîïîëíåíèå 7.2). Ñêîíñòðóèðîâàííàÿ
ðåêîìáèíàíòíàÿ ìîëåêóëà íå áûëà
èññëåäîâàíà íà ôóíêöèîíàëüíóþ
àêòèâíîñòü, ïîñêîëüêó ó àâòîðîâ
âîçíèêëè îïàñåíèÿ, ÷òî ìåòîäû ãåííîé
èíæåíåðèè ìîãóò ïðèâåñòè ê ïîÿâëåíèþ
ìèêðîîðãàíèçìîâ, îïàñíûõ äëÿ
çäîðîâüÿ ÷åëîâåêà, íàïðèìåð, áàêòåðèé
E. coli, ñïîñîáíûõ ïåðåíåñòè îíêîãåííûå
âèðóñû æèâîòíûõ â êèøå÷íèê ÷åëîâåêà.

Ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûå ìîëåêóëû
ãèáðèäíîé ÄÍÊ áûëè âïåðâûå ïîëó÷åíû
Ñ. Êîýíîì, Ä. Õåëèíñêèì, Ã. Áîéåðîì è
èõ ñîòðóäíèêàìè â 1972-1973 ãã. (Ïî:
Àëèõàíÿí è äð., 1985, ñòð. 411-413).

7.5.1. Ôåðìåíòû ðåñòðèêöèè

Â. Àðáåð (êîãäà?) äîêàçàë, ÷òî â
áàêòåðèÿõ äåéñòâóþò ñïåöèàëüíûå
ôåðìåíòû, ñïîñîáíûå ñïåöèôè÷íî
îòëè÷àòü ñâîþ (áàêòåðèàëüíóþ) ÄÍÊ îò
÷óæîé (ôàãîâîé). Ýòè ôåðìåíòû
ðåñòðèöèðóþò (ò.å. îãðàíè÷èâàþò)
âîçìîæíîñòü ðàçìíîæåíèÿ ôàãîâîé
ÄÍÊ â áàêòåðèÿõ ïóòåì åå áîëåå èëè
ìåíåå ñïåöèôè÷íîé äåãðàäàöèè. Òàêèå
ôåðìåíòû áûëè íàçâàíû ýíäîíóêëåàçàìè
ðåñòðèêöèè èëè ðåñòðèêòàçàìè
(Àëèõàíÿí è äð., 413-415).
Åñòåñòâåííîé ôóíêöèåé ðåñòðèêòàç
ÿâëÿåòñÿ çàùèòà áàêòåðèè îò èíôåêöèè
âèðóñàìè. ÄÍÊ â ñàéòàõ ðåñòðèêöèè ó
ñàìîé áàêòåðèè ìîäèôèöèðîâàíà
ìåòèëèðîâàíèåì, òàê ÷òî ôåðìåíò
ðåñòðèêöèè íå ìîæåò ïîðåçàòü ñâîþ
ñîáñòâåííóþ ÄÍÊ. Îäíàêî âèðóñíàÿ
ÄÍÊ  íå çàùèùåíà, è ôåðìåíòû åå
ðàñùåïëÿþò (Russell, 1998, p. 448).

Ïåðâàÿ ðåñòðèêòàçà, ñïåöèôè÷íî
ðàñùåïëÿþùàÿ äâóõöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ â
ñòðîãî îïðåäåëåííûõ ñàéòàõ, áûëà
âûäåëåíà Ã. Ñìèòîì è åãî ñîòðóäíèêàìè
â 1970 ãîäó èç øòàììà Haemophilus
influenzae. Îíà áûëà îáîçíà÷åíà HindII.

Èçâåñòíû òðè êëàññà ðåñòðèêòàç. Â
ãåííî-èíæåíåðíûõ ðàáîòàõ èñïîëüçóþò
ôåðìåíòû âòîðîãî êëàññà, ðàçðûâàþùèå
äâóõöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ â çîíå ó÷àñòêà
óçíàâàíèÿ. Îáû÷íî ôåðìåíò ðàñïîçíàåò
ñïåöèôè÷íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 4-
6 ï.í., ÿâëÿþùóþñÿ ïàëèíäðîìîì è

Äîïîëíåíèå 7.4.
Â 1978 ãîäó Â. Àðáåð, Ä. Íàòàíñ

è Ã. Ñìèò (W. Arber, D. Nathans and H.
Smith) ïîëó÷èëè Íîáåëåâñêóþ ïðåìèþ
çà îòêðûòèå ôåðìåíòîâ ðåñòðèêöèè è
èõ ïðèìåíåíèå â ìîëåêóëÿðíîé
ãåíåòèêå.
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ðàçðåçàåò åå â ñåðåäèíå èëè íåñêîëüêî â
ñòîðîíå. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå îáðàçóþòñÿ
âûñòóïàþùèå îäíîöåïî÷å÷íûå êîíöû,
ïîëó÷èâøèå íàçâàíèå �ëèïêèõ�. Òàêèå
êîíöû, ñôîðìèðîâàâøèåñÿ ïîä äåéñòâèåì
îäíîé è òîé æå ðåñòðèêòàçû ìîãóò
ãèáðèäèçîâàòüñÿ ìåæäó ñîáîé â ñèëó
êîìïëåìåíòàðíîñòè îñíîâàíèé. Ýòà
ñïîñîáíîñòü îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü
îáúåäèíåíèÿ ðàçëè÷íûõ ìîëåêóë ÄÍÊ.
Ïðèìåðîì ðåñòðèêòàç, îáðàçóþùèõ
ëèïêèå êîíöû, ÿâëÿþòñÿ øèðîêî
èñïîëüçóåìûå â ãåííî-èíæåíåðíûõ
ðàáîòàõ ðåñòðèêòàçû EcoRI è BamHI.
Ïåðâàÿ èç íèõ êîäèðóåòñÿ R ïëàçìèäîé,
ïðèñóòñòâóþùåé â øòàììå E. coli, âòîðàÿ
îáíàðóæåíà â êëåòêàõ Bacillus
amyloliquefaciens. Ïðèìåðîì ðåñòðèêòàç,
îáðàçóþùèõ ïîëíîñòüþ äâóíèòåâûå
(�òóïûå�) êîíöû, ñëóæèò HaeIII,
âûäåëåííàÿ èç øòàììà Haemophilus
aegyptium. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ðàñïîçíàâàåìûå ýòèìè ðåñòðèêòàçàìè,
ïîêàçàíû íà Ðèñ. 7.5.  (Àëèõàíÿí è äð.,
1985, ñòð. 413-415). Ôåðìåíòû ðåñòðèêöèè
îáîçíà÷àþò ïî èìåíè îðãàíèçìà, èç
êîòîðîãî îíè èçîëèðîâàíû. Èñïîëüçóåòñÿ
òðåõáóêâåííàÿ ñèñòåìà (ïèøåòñÿ
êóðñèâîì), ïðåäñòàâëÿþùàÿ ñîáîé
íàçâàíèå âèäà áàêòåðèè, íàïðèìåð BglII,
ò.å. èç Bacillus globigi, EcoRI - èç E. coli,
HindIII - èç Haemophilus influenzae. Ïîñëå

òðåõ áóêâ êóðñèâ ñëåäóåò êàêîé-òî
áóêâåííûé ñèìâîë ñ ïîñëåäóþùåé
ðèìñêîé öèôðîé. Áóêâåííûé ñèìâîë
îáîçíà÷àåò ãåíåòè÷åñêóþ ëèíèþ èëè ðàñó
(Russell, 1998, p. 448).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî áîëåå
400 ðåñòðèêòàç, ñïîñîáíûõ ðàñùåïëÿòü
ÄÍÊ â îáùåé ñëîæíîñòè ïî ïî÷òè 120
ðàçëè÷àþùèìñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì.

Ñïåöèôè÷åñêèå ýíäîíóêëåàçû
îáíàðóæåíû ó äðîææåé ðîäîâ
Saccharomyces è Pichia (Òåêñò: Àëèõàíÿí
è äð., 1985, ñòð. 413-415; ñì. òàêæå: Russell,
1998, p. 448-452).

7.5.2. Âåêòîðû äëÿ
ìîëåêóëÿðíîãî êëîíèðîâàíèÿ

Âåêòîð - ýòî ìîëåêóëà ÄÍÊ,
ïåðåíîñÿùàÿ êëîíèðóåìûé ôðàãìåíò ÄÍÊ.
Ëþáîé âåêòîð äîëæåí îáåñïå÷èâàòü
ñòàáèëüíîå íàñëåäîâàíèå ðåêîìáèíàíòíûõ
ÄÍÊ â àâòîíîìíîì ñîñòîÿíèè. Êðîìå
òîãî, âåêòîð ìîæåò èìåòü äîïîëíèòåëüíûå
õàðàêòåðèñòèêè, îáëåã÷àþùèå ãåííî-
èíæåíåðíûå õàðàêòåðèñòèêè, íàïðèìåð,
ñîäåðæàòü ìàðêåð, èíàêòèâèðóþùèéñÿ ïðè
âñòðîéêå â íåãî ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ.

Âåêòîðíûå ñèñòåìû äëÿ
ìîëåêóëÿðíîãî êëîíèðîâàíèÿ îáû÷íî
ñîçäàþòñÿ íà îñíîâå ðåïëèêîíîâ ïëàçìèä
è áàêòåðèîôàãîâ (Àëèõàíÿí è äð., 1985, ñ.
420-425).

ATGCG         AATTCCATAG         

TACGCTTAA         GGTATCCTAG

GATCCTTCAGG   CCGCA

            GAAGTCC GGCGA

Ðèñ. 7.5. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ, ñîäåðæàùàÿ ñàéòû, ðàñïîçíàâàåìûå
ðàçëè÷íûìè ðåñòðèêòàçàìè (Èç: Àëèõàíÿí è äð., 1985, ñòð. 415)

ATGCGAATTCCATAGGATCC

TACGCTTAAGGTATCCTAGG

E coR I B amH I

TTCAGGGCCCA

AAGTCCCGGGA

H aeII I
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7.5.2.1. Ïëàçìèäíûå âåêòîðû

Ïëàçìèäà, èñïîëüçóåìàÿ â êà÷åñòâå
âåêòîðà ïðî êëîíèðîâàíèè E. coli,
äîëæíà èìåòü òðè õàðàêòåðèñòèêè:
1. Èìåòü ñàéò ori (ó÷àñòîê èíèöèàöèè
ðåïëèêàöèè) äëÿ íîðìàëüíîé
ðåïëèêàöèè ÄÍÊ è ðàçìíîæåíèÿ
ïëàçìèäû â êëåòêå E. coli.
2. Äîìèíàíòíûé ñåëåêòèâíûé ìàðêåð,
êîòîðûé ïîçâîëÿåò îòîáðàòü êëåòêó,
íåñóùóþ ïëàçìèäó ñ âñòðîåííûì
ôðàãìåíòîì ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ.
3. Óíèêàëüíûé ñàéò ðåñòðèêöèè, ò.å.
âñòðå÷àþùèéñÿ â âåêòîðå åäèíñòâåííûé
ðàç (Èç: Russell, 1998, p. 453).

Âåñüìà ðàñïðîñòðàíåííûå
ïëàçìèäíûå âåêòîðû (pBR322 è pUC9)
âåäóò ñâîå íà÷àëî îò íåáîëüøîé
ïëàçìèäû ColE1, ðåïëèöèðóþùåéñÿ â
êëåòêàõ E. coli íåçàâèñèìî îò õðîìîñîìû
è ñóùåñòâóþùåé â ÷èñëå 10-20 êîïèé íà
êëåòêó. Â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ
âûðàùèâàíèÿ áàêòåðèé ìîæíî äîáèòüñÿ
èçáèðàòåëüíîé àìïëèôèêàöèè ýòèõ
ïëàçìèä, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îíè îáðàçóþò
äî 1000 êîïèé íà êëåòêó. Ïëàçìèäà
pBR322 èìååò ãåíû óñòîé÷èâîñòè ê
àíòèáèîòèêàì àìïèöèëëèíó (Apr) è
òåòðàöèêëèíó (Tcr). Â ãåíå Tcr èìååòñÿ
óíèêàëüíûé ñàéò, ðàçðåçàåìûé
ðåñòðèêòàçîé BamHI (Ðèñ. 7.6.)

Ðèñ. 7.6. Ñõåìà âñòðàèâàíèÿ êëîíèðóåìûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ïëàçìèäó pBR322

Apr BamHI

TcrpBR322

AprBamHI Tcr

Ëèíåéíàÿ ïëàçìèäà pBR322

BamHITcr

BamHIBamHIBamHIBamHI

Ôðàãìåíòû êëîíèðóåìîé ÄÍÊ

BamHIBamHI

Apr

BamHI

BamHI

Tcr

Tcr

pBR322

ñî âñòðîåííûì

ôðàãìåíòîì ÄÍÊ
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Ïîñëå îáðàáîòêè ÄÍÊ ïëàçìèäû
ðåñòðèêòàçîé BamHI ïîëó÷àåòñÿ ëèíåéíàÿ
ÄÍÊ, èìåþùàÿ ñïåöèôè÷íûå �ëèïêèå�
êîíöû. Åå ñìåøèâàþò ñ ôðàãìåíòàìè
êëîíèðóåìîé ÄÍÊ, îáðàáîòàííîé òàêæå
BamHI è èìåþùèìè òå æå �ëèïêèå�
êîíöû. Îòæèã è îáðàáîòêà ÄÍÊ-ëèãàçîé
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ïëàçìèäû,
ñîäåðæàùåé âñòðîéêó ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ.
Ðàçìåð âñòðîåííîãî ôðàãìåíòà - 3-5 ò.ï.í.

Êàê è ñàì ïðîöåññ âñòðàèâàíèÿ
ôðàãìåíòà â ïëàçìèäó, òàê è

òðàíñôîðìàöèÿ ïëàçìèäû â E. coli
ÿâëÿþòñÿ ïðîöåññàìè ñòàòèñòè÷åñêèìè, â
ðåçóëüòàòå êîòîðûõ ìîãóò áûòü òðè òèïà
êëåòîê: íå ñîäåðæàùèå ïëàçìèäû,
ñîäåðæàùèå ïëàçìèäó áåç âñòðîéêè,
ñîäåðæàùèå ïëàçìèäó ñî âñòðîéêîé.
×òîáû âûáðàòü êëåòêè, íåñóùèå
ïëàçìèäû ñî âñòðîåííûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ, èñïîëüçóþò
ñëåäóþùóþ ñõåìó ýêñïåðèìåíòà (Ðèñ.
7.7.). Ìàêñèìàëüíûé ðàçìåð âñòðîéêè
ÄÍÊ ñîñòàâëÿåò 10 ò.ï.í.

Ðèñ. 7.7. Ñõåìà âûÿâëåíèÿ ïëàçìèä, ñîäåðæàùèõ âñòðîéêó êëîíèðóåìûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. à. âñòðîéêà ôðàãìåíòà Ô â ãåí Tcr íàðóøàåò åãî àêòèâíîñòü, è
áàêòåðèÿ òåðÿåò óñòîé÷èâîñòü ê ýòîìó àíòèáèîòèêó. Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè
êëåòîê E. coli ïëàçìèäàìè è ïîñëåäîâàòåëüíîãî ïîñåâà ýòèõ áàêòåðèé íà ãàçîí ñ
àìïèöèëëèíîì è òåòðàöèêëèíîì, êîëîíèè îáðàçóþòñÿ òîëüêî ó òðàíñôîðìàíòîâ,
èìåþùèõ ïëàçìèäó. Åñëè êëîíèðóåìûé ôðàãìåíò âñòðîèëñÿ â ãåí Tcr, ýòè êîëîíèè
(N3 íà ðèñóíêå) áóäóò îòñóòñòâîâàòü. Áàêòåðèé èç êîëîíèè 3 ñ àìïèöèëëèíîâîãî
ãàçîíà ñîáèðàþò äëÿ îïûòîâ. á. Îäèíàêîâîå ðàñïîëîæåíèå êîëîíèé íà îáîèõ
ãàçîíàõ ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè âñòðîéêè ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ â ïëàçìèäó

Àìïèöèëëèí
1

2

3

Apr

TcrpBR322á

Àìïèöèëëèí

Òåòðàöèêëèí

Òåòðàöèêëèí
1

2

3

Ô

Apr

Tcr

Tcr

pBR322

ñî âñòðîåííûì 

ôðàãìåíòîì ÄÍÊ
à

Ïîñåâ íà

÷àøêè Ïåòðè

E. coli

Òðàíñôîðìàöèÿ

Ïîñåâ íà

÷àøêè Ïåòðè

E. coli

Òðàíñôîðìàöèÿ
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Øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå
âåêòîðà ïëàçìèäà pBluescriptII KS(+/-).
Ýòî êîëüöåâàÿ ìîëåêóëà, èìåþùàÿ
äëèíó 2961 ï.í., ñîçäàíà íà îñíîâå
äðóãîé ïëàçìèäû - pUC19. Ïëàçìèäà
pBluescript õàðàêòåðèçóåòñÿ
ñëåäóþùèìè îñîáåííîñòÿìè (Ðèñ. 7.8.):
1. ×èñëî êîïèé äîñòèãàåò 100 íà êëåòêó;
2. Ñåëåêöèîííûì ìàðêåðîì ÿâëÿåòñÿ
ãåí ðåçèñòåíòíîñòè ê àìïèöèëëèíó -
ampr; 3. Îíà ñîäåðæèò öåëûé ðÿä
óíèêàëüíûõ ñàéòîâ ðåñòðèêöèè,
ñîáðàííûõ â îäíîì ðàéîíå. Òàêèå
ó÷àñòêè íàçûâàþò ïîëèëèíêåðíûìè
èëè ó÷àñòêàìè ìíîæåñòâåííîãî
êëîíèðîâàíèÿ - multiple cloning site
(MCS); 4. Â ïëàçìèäå pBluescript
ó÷àñòîê MCS äëèíîé îêîëî 200 ï.í.
ñîäåðæèò îêîëî 20 ñàéòîâ ðåñòðèêöèè;
5. Ïîëèëèíêåðíûé ó÷àñòîê ðàñïîëîæåí
â ðàéîíå 5 êîíöà ãåíà lacZ+. Ïëàçìèäû

êóëüòèâèðóþò â êëåòêàõ ñ ìóòàíòíûì
ïðÿâëåíèåì ãåíà lacZ. Ïîýòîìó
íîðìàëüíàÿ àêòèâíîñòü ãåíà lacZ
äîñòèãàåòñÿ çà ñ÷åò ðàáîòû lacZ â
ïëàçìèäå. Â ðåçóëüòàòå èíñåðöèè
÷óæåðîäíîé ÄÍÊ â ïîëèëèíêåð
íàðóøàåòñÿ ðàáîòà ãåíà lacZ è â
ïëàçìèäå. Êîëîíèè áàêòåðèé,
ñîäåðæàùèõ lacZ è lacZ+, ëåãêî
ðàçëè÷àþòñÿ, åñëè ïîìåñòèòü êëåòêè íà
ñóáñòðàò X-gal, êîòîðûé ðàçðóøàåòñÿ B-
ãàëàêòîçèäàçîé (ïðîäóêò ãåíà lacZ) ñ
âûïàäåíèåì îêðàøåííîãî â ñèíèé öâåò
íåðàñòâîðèìîãî â âîäå îñàäêà.

Êëåòêè, â êîòîðûõ ïðîèçîøëà
òðàíñôîðìàöèÿ ïëàçìèäîé,
îòáèðàþòñÿ ïî èõ ñïîñîáíîñòè æèòü
íà ñðåäå ñ àìïèöèëëèíîì. Òå êëåòêè,
êîòîðûå ñîäåðæàò ïëàçìèäû ñî
âñòðîåííîé ÄÍÊ, îáðàçóþò
íåîêðàøåííûå êîëîíèè, åñëè êîëîíèè

a
m

p

ColE1 ori

f1 (+) ori

L
a
cI

M
C

S
L

a
cZ

f1 (-) oriSspI 19

NaeI 330

NaeI 130

Sspl 441

Pvu I 500
Pvu II 529

BssH II 619
SacI 657

KpnI 759
BssH II 792

Pvu II 977

Pvu I 2416

ScaI 2526

XmnI 2645

SspI 2850

pBluescript II KS +/-

r

Ðèñ. 7.8. Ïëàçìèäà pBluescript II KS (+/-)
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îêðàøåíû â ñèíèé öâåò, çíà÷èò â ýòèõ
êëåòêàõ ïëàçìèäû íå ñîäåðæàò âñòðîéêè.
Áàêòåðèàëüíûå èñêóññòâåííûå
õðîìîñîìû (BAC-bacterial artificial
chromosome). Ýòè âåêòîðû ïðèãîòîâëåíû
íà îñíîâå ïëàçìèäû F-ôàêòîðà ó E. coli
(Shizuya et al., 1992).

Ýòà ïëàçìèäà (Ðèñ. 7.9.) èìååò ãåíû,
êîòîðûå íå òîëüêî êîíòðîëèðóþò
ðåïëèêàöèþ åå ÄÍÊ, íî è ÷èñëî êîïèé â
êëåòêå. Ðåãóëÿòîðíûå ãåíû âêëþ÷àþò oriS,
rep E (êîíòðîëü îäíîíàïðàâëåííîñòè
ðåïëèêàöèè F-ôàêòîðà), parA è parB
(ïîääåðæàíèå ÷èñëà êîïèé íà óðîâíå 1-2
íà êëåòêó E.coli). Êðîìå òîãî â ïëàçìèäå

åñòü ãåíû ðåçèñòåíòíîñòè ê
õëîðàìôåíèêîëó (CMR) è ñåãìåíò
êëîíèðîâàíèÿ. Ïîñëåäíèé âêëþ÷àåò ñàéòû
áàêòåðèîôàãîâ λcosN è P1loxP (ýòè äâà
ñàéòà äàþò âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ
êîíöîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ïîñòðîåíèÿ
ðåñòðèêöèîííûõ êàðò), äâà ñàéòà èíñåðöèè
(HindIII è BamHI), à òàêæå íåñêîëüêî C+G
- áîãàòûõ ñàéòà ðåñòðèêöèè (NotI, EagI,
XmaI, SmaI, BglI è SfiI) (Ðèñ. 7.9.).

Ðàçìåð êëîíèðóåìîãî ôðàãìåíòà
ñîñòàâëÿåò îêîëî 300 ò.ï.í. Íàëè÷èå
êîëîíèé êëåòîê, ñîäåðæàùèõ èíñåðöèþ
îïðåäåëÿëñÿ ïî ãèáðèäèçàöèè íà ôèëüòðàõ
ñ êëîíèðóåìîé ÄÍÊ (Èç: Shizuya et al., 1992).

parB

parA

repE

oriS

CM
R

pBAC108L

SacI

SalI

cosN

SacI
SalI

ïðîìîòîð T7 ïðîìîòîð Sp6

HindIII BamHI

Not EagI / I

LoxP

Xma Sma
Not Bgi Sfi

I / I
I / I / I

Ðèñ. 7.9. Ñòðîåíèå ïëàçìèäû pBAC108L (Èç: Shizuya et al., 1992)
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7.5.2.2. Ôàãîâûå âåêòîðû

Íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûå
ôàãîâûå âåêòîðû ÿâëÿþòñÿ
ïðîèçâîäíûìè ôàãà λ. Ëåâîå è ïðàâîå
ïëå÷è ôàãà ñîâìåñòíî èìåþò âñå ãåíû,
íåîáõîäèìûå äëÿ ëèòè÷åñêîãî öèêëà;
íàïðîòèâ, ãåíû, êîíòðîëèðóþùèå
ëèçîãåíèþ, óäàëåíû. Ïîýòîìó ÷òî ôàãè
ïðîõîäÿò ëèòè÷åñêèé öèêë, íî
ëèçîãåíèÿ íå ïðîèñõîäèò. Ìåæäó äâóìÿ
ïëå÷àìè ïîìåùàåòñÿ çàìåíÿåìûé
ôðàãìåíò ÄÍÊ, êîòîðûé íå íóæåí äëÿ
ðàçâèòèÿ ôàãà (Ðèñ. 7.10.). Íà ñòûêå
çàìåíÿåìîãî öåíòðàëüíîãî ôðàãìåíòà
è êàæäîãî èç ïëå÷ íàõîäèòñÿ îäèí è òîò
æå ñàéò ðåñòðèêöèè, íàïðèìåð, EcoRI.
Äðóãîãî òàêîãî ñàéòà â ïëå÷àõ äàííîãî

ôàãà íåò. Â õîäå êëîíèðîâàíèÿ, ÄÍÊ
ôàãà ðåæóò ðåñòðèêòàçîé EcoRI,
êëîíèðóåìûé ôðàãìåíò ÄÍÊ ðåæóò
ýòèì æå ôåðìåíòîì, çàòåì ïëå÷è ôàãà
è êëîíèðóåìûé ôðàãìåíò ñìåøèâàþò,
îòæèãàþò è çàòåì ëèãèðóþò ñòûêè
öåïåé.

Â ÷àñòèöó λ ôàãà ìîæåò
óïàêîâàòüñÿ ÄÍÊ äëèíîé 37-52 ò.ï.í.,
íà ïëå÷è ïðèõîäèòñÿ îêîëî 30 ò.ï.í., ò.å.
ðàçìåð âñòàâêè ìîæåò áûòü îêîëî 15
ò.ï.í. Ôàãè áåç âñòàâîê èëè, íàïðîòèâ
ñî ñëèøêîì áîëüøèìè âñòàâêàìè íå
ðàçâèâàþòñÿ è íå ïîðàæàþò áàêòåðèè,
íà ãàçîíàõ E. coli âûåäàþòñÿ ò.í. áëÿøêè
(plaques) ôàãàìè, èìåþùèìè âñòàâêè
íóæíîãî ðàçìåðà (Ïî: Russell, 1998, p.
454).

45 ò.ï.í.

EcoRI

EcoRI
EcoRI

EcoRI

ÄÍÊ ôàãà l
Êëîíèðóåìàÿ ÄÍÊ

Ëåâîå ïëå÷î Ïðàâîå ïëå÷î~ 15 ò.ï.í.

15 ò.ï.í.Íå âëèÿåò íà

ðåïëèêàöèþ ôàãà l

Ïëå÷è ñîäåðæàò âñå
ãåíû íåîáõîäèìûå äëÿ
ðåïëèêàöèè, íî ñëèøêîì
ìàëû äëÿ óïàêîâêè

5’

3’

3’

5’

5’ 3’
5’3’

5’

5’

3’

3’

3’

3’

5’

5’

3’

5’

5’
5’

5’

3’
3’

3’

Ðåñòðèêöèîííûå ôðàãìåíòû
ðàçëè÷íîãî ðàçìåðà

Ôðàãìåíò ïîäõîäÿùåãî
ðàçìåðà äëÿ óïàêîâêè

Óïàêîâêà ÄÍÊ â ÷àñòèöó ôàãà
çàðàæåíèå êëåòîê äëÿ

ðàçìíîæåíèÿ ôàãà è êëîíèðîâàíèÿ ÄÍÊ

l,
E. coli

Ðèñ. 7.10. Ñõåìà êëîíèðîâàíèÿ ÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ôàãà λ â êà÷åñòâå
âåêòîðà (Èç: Russell, 1998, p. 456)

λ

λ
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Ôàã P1

Íåêîòîðûå áàêòåðèîôàãè èìåþò
îòíîñèòåëüíî áîëüøèå ãåíîìû, ÷òî
ïîçâîëÿåò âíåäðèòü â íèõ êðóïíûå
ôðàãìåíòû ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ. Ó îäíîãî
èç òàêèõ ôàãîâ, P1, ãåíîì ðàçìåðîì 110-
115 ò.ï.í. óïàêîâûâàåòñÿ â áåëêîâóþ
îáîëî÷êó. Â ãåííî-èíæåíåðíûõ îïûòàõ
êîìïîíåíòû P1 âêëþ÷åíû â êîëüöåâóþ
ïëàçìèäó (Ðèñ. 7.11., ñì. ñëåä. ñòð.).
Çàòåì ïëàçìèäíûé âåêòîð P1 ðàçðåçàþò
íà 2 ïëå÷à, â êîòîðûõ ëèãèðóþò äî 100
ò.ï.í. ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ. Çàòåì
ðåêîìáèíàíòíûé ôàã ïîãëîùàåòñÿ
ïîäõîäÿùåé êëåòêîé-õîçÿèíîì.

7.5.2.3. Êîñìèäíûå âåêòîðû

Êîñìèäû â ïðèðîäå íå
âñòðå÷àþòñÿ, îíè ñîçäàíû èñêóññòâåííî
â ðåçóëüòàòå êîìáèíàöèè ïëàçìèä è ôàãà
λ. Êîñìèäà èìååò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ori, ïîçâîëÿþùóþ ðåïëèêàöèþ â E. coli,
äîìèíàíòíûé ñåëåêöèîííûé ìàðêåð
ampR è óíèêàëüíûå ñàéòû ðåñòðèêöèè äëÿ
èíñåðöèé è êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ (Ðèñ. 7.12.). Êðîìå ýòîãî, êîñìèäû
èìåþò cos-ñàéò, ïðîèñõîäÿùèé èç ôàãà
λ. Cos-ñàéòû - ýòî ó÷àñòêè, â êîòîðûõ
ìíîãî÷èñëåííûå êîïèè ãåíîìîâ λ-ôàãà,
îáúåäèíåííûå â äëèííóþ öåïü,
íàçûâàåìóþ êîíêàòàìåðîì , ðàçðåçàþòñÿ
íà ôðàãìåíòû äëèíîé 48 ò.ï.í., ïàêóåìûå
â ôàãîâûå ãîëîâêè. Cos-ñàéòû â
êîñìèäàõ ïîçâîëÿþò óïàêîâûâàòüñÿ â λ
ôàãîâ, ÷òî îáëåã÷àåò ââåäåíèå áîëüøèõ
ìîëåêóë ÄÍÊ â áàêòåðèàëüíóþ êëåòêó.
Cos-ñàéòû λ ââåäåíû â ïëàçìèäó è
ïîëó÷àþòñÿ íåáîëüøèå êîñìèäû
ðàçìåðîì 5 ò.ï.í. Êîãäà ôðàãìåíòû ÄÍÊ
ðàçìåðîì 32-47 ò.ï.í. âñòðàèâàþòñÿ â
òàêóþ êîñìèäó, îáùàÿ ìîëåêóëà
äîñòèãàåò íóæíîé äëèíû, ÷òîáû

óïàêîâàòüñÿ â ôàãîâóþ ÷àñòèöó. Ýòîò ôàã
çàòåì ââîäèòñÿ â êëåòêó E. coli.
Ðàçìåð êëîíèðóåìîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ â
êîñìèäíîì âåêòîðå ñîñòàâëÿåò 35-45
ò.ï.í. (Èç: Russell, 1998, p.455).

4.5.2.4. ×åëíî÷íûå âåêòîðû

Ýòî âåêòîðû, êîòîðûå ñïîñîáíû
ðåïëèöèðîâàòüñÿ â äâóõ è áîëåå
îðãàíèçìàõ-õîçÿåâàõ. Íà ðèñ. 7.13.
ïîêàçàí âåêòîð, ñïîñîáíûé
ðàçìíîæàòüñÿ â êëåòêàõ äðîææåé è E.
coli.

YEp24 èìååò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ori, ïîçâîëÿþùóþ ðåïëèöèðîâàòüñÿ â
E.coli è ñåëåêöèîííûå ìàðêåðû ampR è
tetR (E. coli), à òàêæå URA3 (êîíòðîëü
áèîñèíòåçà óðàöèëà äëÿ êëåòîê
äðîææåé), ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ñïåöèôè÷íóþ äëÿ äðîææåé, - 2m circle,
ïîçâîëÿþùóþ ðåïëèöèðîâàòüñÿ
àâòîíîìíî â äðîææåâîé êëåòêå.

Òàêèì îáðàçîì, YEp24 ñïîñîáíà
ðåïëèöèðîâàòüñÿ êàê â êëåòêàõ
äðîææåé, òàê è E. coli.

Êîñìèäà
cos ñàéò

ori

ampR

ñàéòû äëÿ
êëîíèðîâàíèÿ

Ðèñ. 7.12. Êîñìèäíûé âåêòîð äëÿ
êëîíèðîâàíèÿ (Èç: Russell, 1998, p.
456)
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Ðèñ. 7.11. Ñõåìà êëîíèðîâàíèÿ â âåêòîðå ôàãà P1. Ïëàçìèäà P1 ñîäåðæèò ðàçëè÷íûå ýëåìåíòû ãåíîìà P1; pac-ñàéò
óïàêîâêè, äâà ñàéòà loxP (îïîçíàþòñÿ ôàãîâîé ðåêîìáèíàçîé, êîäèðóåìîé ãåíîì cre). Âåêòîð ðåæåòñÿ òàê, ÷òî
ïîëó÷àþòñÿ 2 ïëå÷à: êîðîòêîå è äëèííîå, â êîòîðîå ëèãèðóþòñÿ 85-100 ò.ï.í. ÄÍÊ. Óïàêîâêà ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ
ïðîèñõîäèò in vitro ñ èñïîëüçîâàíèåì óïàêîâî÷íûõ ýêñòðàêòîâ P1: pacase ðàñùåïëÿåò ðåêîìáèíàíòíóþ ÄÍÊ â ñàéòàõ
pac (Èç: Strachan, Read, 1996, p.102)

Ðåïëèêîí
ïëàçìèäû

KanR

Ëèòè÷åñêèé
ðåïëèêîí P1

tet
RloxP

BamHI
Pac

ScaI

loxP

AmpR

pBR322
ori

Ðàçðåçàíèå ïî
HI è IBam Sca

Âñòðàèâàíèå
äî 75-100 ò.ï.í.
÷óæåðîäíîé
ÄÍÊ

×óæåðîäíàÿ ÄÍÊ

P1 ðåêîìáèíàíò

Óïàêîâêà
in vitro

Çàðàæåíèå êëåòêè
E. coli cre+

Ãåí â õðîìîñîìåcre E. coli

Áåëîê creÇàìûêàíèå â
êîëüöî ñ
ïîìîùüþ
ðåêîìáèíàçû
cre

Èíäóêöèÿ
ëèòè÷åñêîãî

öèêëà
ôàãà P1

Àìïëèôèêàöèÿ



Ãëàâà 7. Ñòðóêòóðà ãåíà

7-20

4.5.2.5. Èñêóññòâåííûå
õðîìîñîìû äðîææåé (YAC)

Âåêòîðû ýòîãî òèïà èìåþò
ñëåäóþùèå õàðàêòåðèñòèêè: 1.
Òåëîìåðû íà êàæäîì êîíöå; 2.
Öåíòðîìåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
(CEN); 3. Ñåëåêöèîííûå ìàðêåðû íà
êàæäîì ïëå÷å (TRP1 è URA3 -
íåçàâèñèìîñòü îò íàëè÷èÿ òðèïòîôàíà

è óðàöèëà, ñîîòâåòñòâåííî); 4.
Àâòîíîìíî ðåïëèöèðóþùèåñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè - ARS,
ïîçâîëÿþùèå ðåïëèöèðîâàòüñÿ â
äðîææåâîé êëåòêå; 5. Ðåñòðèêöèîííûå
ñàéòû, óíèêàëüíûå äëÿ ó÷àñòêîâ YAC,
è ïðèãîäíûå äëÿ èíñåðöèé ÄÍÊ (Ðèñ.
7.14).

Ðèñ. 7.13. ×åëíî÷íûé âåêòîð YEp24 ìåæäó êëåòêàìè E. coli è äðîææåé.
Ïîêàçàíû óíèêàëüíûå ñàéòû ðåñòðèêöèè (Èç: Russell, 1998, p.457)

Ëåâîå ïëå÷î

5.6 10
3× ï.í.

Ïðàâîå ïëå÷î

3.9 10 ï.í.
3×

äî 10 ï.í.
6

TEL TELCENTRP1 ARS URA3

Ðåñòðèêöèîííûé ñàéò äëÿ
êëîíèðîâàíèÿ

Ðèñ. 7.14. Ñòðóêòóðà YAC-âåêòîðà (Èç: Russell, 1998, p.458; Alberts et al., 1994,
p.339, Burke et al., 1987)

Ïëàçìèäà
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7.769 ò.ï.í.
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Êëîíû ââîäÿòñÿ â êëåòêè äðîææåé
òðàíñôîðìàöèåé. Îòáèðàÿ ïî ìàðêåðàì
TRP1 è URA3, ìîæíî áûòü óâåðåííûì,
÷òî èíñåðöèÿ ÄÍÊ èìååò è ëåâîå, è
ïðàâîå ïëå÷î. Ðàçìåðû êëîíèðóåìûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ âåëèêè:
îáû÷íî íåñêîëüêî ñîò ò.ï.í. è äàæå
áîëüøå.
(Òåêñò: Àëèõàíÿí è äð., 1985, ñòð. 420-425.
Äðóãèå âåêòîðû ñì. òàêæå ñòð. 421-423;
Russell, 1998, p. 454-455).

7.5.3. Cîçäàíèå ãåíîìíûõ
áèáëèîòåê

Êîëëåêöèÿ êëîíîâ, ñîäåðæàùàÿ õîòÿ
áû ïî îäíîìó ýêçåìïëÿðó êàæäîãî èç
ôðàìåíòîâ ÄÍÊ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ
ãåíîìà äàííîãî âèäà, íàçûâàåòñÿ
ãåíîìíîé áèáëèîòåêîé.

Àíàëîãè÷íûå êîëëåêöèè,
ïîëó÷åííûå èç èíäèâèäóàëüíûõ
õðîìîñîì èëè èõ ÷àñòåé, íàçûâàþò
õðîìîñîìíûìè áèáëèîòåêàìè.

Ïîëó÷åíèå ãåíîìíûõ áèáëèîòåê
âêëþ÷àåò âûäåëåíèå òîòàëüíîé ÄÍÊ,
ôðàãìåíòàöèþ åå ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç,
ïðèñîåäèíåíèå ïîëó÷åííûõ ôðãàìåíòîâ
ê âåêòîðíûì ìîëåêóëàì (ïëàçìèäíîãî
èëè ôàãîâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ) è
ââåäåíèå ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ â
ðåöèïèåíòíûå áàêòåðèè (Àëèõàíÿí è
äð., 1985, ñòð. 426). Èçâåñòíî òðè
ïîäõîäà, ïðèìåíÿåìûõ ïðè ñîçäàíèè
ãåíîìíûõ áèáëèîòåê:
1. ãåíîìíàÿ ÄÍÊ ïîëíîñòüþ
ïåðåâàðèâàåòñÿ ðåñòðèêòàçîé è çàòåì
çàêëþ÷àåòñÿ â êëîíèðóþùèé âåêòîð.
Íåäîñòàòêîì ýòîãî ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ òî,
÷òî ðàçìåðû êëîíèðóåìûõ èíñåðöèé
äîâîëüíî ìàëû, îêîëî 4 ò.ï.í.
2. ÄÍÊ ôðàãìåíòèðóåòñÿ ìåõàíè÷åñêèìè
âîçäåéñòâèÿìè (ïðîïóñêàíèå ÷åðåç èãëó
øïðèöà, îáðàáîòêà óëüòðàçâóêîì), ÷òî

ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü áîëåå êðóïíûå
ôðàãìåíòû - 20-150 ò.ï.í., îäíàêî èç-çà
îòñóòñòâèÿ ëèïêèõ êîíöîâ ó ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ, íåîáõîäèìû äîïîëíèòåëüíûå
ìàíèïóëÿöèè.
3. Ïðèìåíÿþò ÷àñòè÷íîå ïåðåâàðèâàíèå
ðåñòðèêòàçàìè. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî òîëüêî
÷àñòü èìåþùèõñÿ ñàéòîâ ðåñòðèêöèè
èñïîëüçóåòñÿ ôåðìåíòîì äëÿ ðàçðåçàíèÿ
(Ðèñ. 7.15.) (Òåêñò: Russell, 1998, pp.458-
459).

Ýòà òåõíèêà ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü
íàáîð êëîíîâ áàêòåðèé èëè
ðåêîìáèíàíòíûõ ôàãîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ
ïî âêëþ÷åííûì ôðàãìåíòàì ÄÍÊ.
Ïåðâóþ ãåíîìíóþ áèáëèîòåêó ñîçäàëè Ä.
Õîãíåññ ñ ñîòðóäíèêàìè â 1974 ãîäó. Îíè
èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ èç ãåíîìà D.
melanogaster, êîòîðóþ ðàñêëîíèðîâàëè â
êëåòêàõ E. coli (Òåêñò: Àëèõàíÿí è äð., 1985,
ñòð. 426).

Êîïèè ÄÍÊ, êîìïëåìåíòàðíûå
ÐÍÊ (êîìïëåìåíòàðíàÿ ÄÍÊ, êÄÍÊ èëè
ñDNA) ìîãóò ñîñòàâëÿòü áèáëèîòåêó
êÄÍÊ. Àíàëèç êëîíèðîâàííûõ ìîëåêóë
êÄÍÊ äàåò èíôîðìàöèþ î ãåíå,
êîäèðóþùåì ýòó êÄÍÊ. Ïîñêîëüêó

Ðèñ. 7.15. ×àñòè÷íîå ïåðåâàðèâàíèå
ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç ïðèâîäèò
ê ïîÿâëåíèþ ñåðèè ïåðåêðûâàþùèõñÿ
ôðàãìåíòîâ, èìåþùèõ îäèíàêîâûå
ëèïêèå êîíöû. Âåðòèêàëüíûìè
ñòðåëêàìè ïîìå÷åíû ðåñòðèêöèîííûå
ñàéòû, ãîðèçîíòàëüíûìè - ôðàãìåíòû
ÄÍÊ (Èç: Russell, 1998, p.459)
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áèáëèîòåêà êÄÍÊ îòðàæàåò ñïåêòð
ãåííîé àêòèâíîñòè â äàííîì òèïå
êëåòîê, èç êîòîðûõ áûëà âûäåëåíà ÐÍÊ,
ñîçäàíèå è àíàëèç áèáëèîòåê èç êÄÍÊ
îñîáåííî ïîëåçíî äëÿ ñðàâíåíèé
ãåííîé àêòèâíîñòè â êëåòêàõ ðàçíûõ
òèïîâ. Ñëåäóåò òàêæå ó÷èòûâàòü, ÷òî
êëîíû â áèáëèîòåêå êÄÍÊ
ïðåäñòàâëÿþò çðåëûå, ò.å. ïîñëå
ïðîöåññèíãà, ìÐÍÊ. Îíè íå ñîäåðæàò
èíòðîíîâ.

Ó ýóêàðèîò òîëüêî ìÐÍÊ ñîäåðæàò
ïîëè(A)+-õâîñòû. Èñïîëüçóÿ ýòî
êà÷åñòâî, ìÐÍÊ âûäåëÿþò. Çàòåì â
ñèñòåìå in vitro ê ýòîé ìÐÍÊ äîáàâëÿþò
êîðîòêóþ öåïü îëèãî(dT) (Ðèñ. 7.16.),
êîòîðàÿ ïîñëå îòæèãà ñëóæèò â

êà÷åñòâå ïðàéìåðà äëÿ äåéñòâèÿ
îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû (ÐÍÊ-
çàâèñèìîé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû),
ñèíòåçèðóþùåé êîìïëåìåíòàðíóþ
öåïü ÄÍÊ íà ìîëåêóëå ìÐÍÊ
(ïðîèñõîäèò êàê áû îáðàòíàÿ
òðàíñêðèïöèÿ: ÐÍÊ → ÄÍÊ). Äàëåå, ñ
ïîìîùüþ ÐÍÊàçû H, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû
I è ÄÍÊ-ëèãàçû óäàëÿåòñÿ öåïü ÐÍÊ,
íà åå ìåñòå ñèíòåçèðóåòñÿ íîâàÿ ÄÍÊ-
öåïü, ôðàãìåíòû êîòîðîé ëèãèðóþòñÿ
(Ðèñ. 7.16.). (Òåêñò: Russell, 1998, p.461).

Ïîñëå òîãî êàê ìîëåêóëû êÄÍÊ
ñèíòåçèðîâàíû, èõ ãîòîâÿò äëÿ
êëîíèðîâàíèÿ. Ê ñèíòåçèðîâàííûì
ìîëåêóëàì êÄÍÊ ñ ïîìîùüþ T4 ÄÍÊ-
ëèãàçû äîáàâëÿþò ëèíêåðíóþ ÄÍÊ -
îòíîñèòåëüíî êîðîòêèé äâóíèò÷àòûé
ôðàãìåíò ÄÍÊ äëèíîé 8-12
íóêëåîòèäîâ (Ðèñ. 7.17.). Ëèíêåð
ñîäåðæèò ñàéò ðåñòðèêöèè îäíîé èç
ðåñòðèêòàç. Ïî ýòîìó ñàéòó êÄÍÊ-îâûå
êëîíû ëèãèðóþò ñ âåêòîðíîé ÄÍÊ (Èç:
Russell, 1998, pp.462-463).

Äëÿ òîãî, ÷òîáû âûÿâèòü êëîíû,
íàõîäÿùèåñÿ â áèáëèîòåêàõ, è
âûäåëèòü èõ, ñóùåñòâóþò ðàçëè÷íûå
ñïîñîáû. Ðàññìîòðèì êàê ñêðèíèðóþò
áèáëèîòåêè, ò.å. àíàëèçèðóþò è
âûäåëÿþò êëîíû, çàêëþ÷åííûå â λ
ôàãàõ (Ðèñ. 7.18.). Ñíà÷àëà âûðàùèâàþò
ãàçîí áàêòåðèé E. coli, íà êîòîðûé
ïîìåùàþò ñóñïåíçèþ ôàãîâ,
ñîäåðæàùèõ ãåíîìíûå êëîíû. Â òåõ
ó÷àñòêàõ, ãäå ôàãè èíôèöèðîâàëè
áàêòåðèé è ðàçìíîæèëèñü, îáðàçóåòñÿ
áëÿøêà (plaque), ò.å. êàê áû äûðêà íà
ïîâåðõíîñòè ãàçîíà E. coli. Êàæäàÿ
áëÿøêà ñîñòîèò èç áîëüøîãî ÷èñëà
ïîòîìêîâ îäèíî÷íîé ôàãîâîé ÷àñòèöû,
ðàçìíîæèâøèõñÿ â èíôèöèðîâàííûõ è
ëèçèðîâàííûõ áàêòåðèÿõ. Âñÿêèé ðàç,
êîãäà áàêòåðèÿ ëèçèðóåòñÿ,

AAAAAA

AAAAAA

AAAAAA

AAAAAA

AAAAAA

AA

TTTTTT

TTTTTT

TTTTTT

TTTTTT

TTTTTT

ìÐÍÊ 5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

3’

3’

3’

3’

3’

3’

3’

3’

3’

3’

ïîëè(A)-õâîñò

Ïðèñîåäèíåíèå
îëèãî(dT) ïðàéìåðà

Îáðàòíàÿ
òðàíñêðèïöèÿ

Êîìïëåêñ
ìÐÍÊ:êÄÍÊ

Ðàçðóøåíèå ìÐÍÊ
ÐÍÊàçîé H

Äîñòðàèâàíèå
âòîðîé öåïè
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé I,
ñ èñïîëüçîâàíèåì
ôðàãìåíòîâ ÐÍÊ
â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ

ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I

ÄÍÊ-ëèãàçà ñøèâàåò
ôðàãìåíòû ÄÍÊ

Äâîéíàÿ
ñïèðàëü

êÄÍÊ

Ðèñ. 7.16. Ñèíòåç äâóíèò÷àòîé
êîìïëåìåíòàðíîé ÄÍÊ èç ïîëè-(A)+

ÐÍÊ, ñ èñïîëüçîâàíèåì îáðàòíóþ
òðàíñêðèïòàçó, ÐÍÊàçó H, ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçó I è ÄÍÊ-ëèãàçó (Èç:
Russell, 1998, p.462)
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îñâîáîæäàþòñÿ íå òîëüêî óïàêîâàííûå
ôàãîâûå ÷àñòèöû, íî è íåóïàêîâàííàÿ
ôàãîâàÿ ÄÍÊ.

Ìåìáðàííûé ôèëüòð êëàäóò íà
ýòîò ãàçîí íà íåñêîëüêî ìèíóò, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ÄÍÊ èç áëÿøêè
ñâÿçûâàåòñÿ ñ ôèëüòðîì. Ïîñëåäóþùàÿ
îáðàáîòêà ôèëüòðà ùåëî÷íûì
ðàñòâîðîì ïðèâîäèò ê äåíàòóðàöèè
ÄÍÊ íà îäèíî÷íûå íèòè. Ïîñëå ýòîãî
ôèëüòðû èíêóáèðóþò ñ ìå÷åíûì
çîíäîì. Ãèáðèäèçàöèÿ ìå÷åíîãî çîíäà

ñ ÄÍÊ èç áëÿøêè âûÿâëÿåòñÿ â âèäå
òåìíîãî ïÿòíà çàñâåòêè íà ôîòîïëåíêå.
Ïî ïîëîæåíèþ çàñâå÷åííîãî ïÿòíà
íàõîäÿò ïîëîæåíèå áëÿøêè íà ãàçîíå.
Ôàãè ñ ýòîé áëÿøêè ìîæíî ñîáðàòü è,
èíôèöèðîâàâ íîâûå áàêòåðèè,
ðàçìíîæèòü ôàãîâ, à ñëåäîâàòåëüíî è
êëîí äî êîëè÷åñòâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ
ìîëåêóëÿðíîãî àíàëèçà.

7.5.4. Ïîñòðîåíèå
ðåñòðèêöèîííûõ êàðò

Ïîñêîëüêó êëîíèðîâàííûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãîìîãåííóþ
ïîïóëÿöèþ ìîëåêóë ÄÍÊ, ðàñùåïëåíèå
èõ ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç ïðèâîäèò ê
îáðàçîâàíèþ áîëåå ìåëêèõ äèñêðåòíûõ
ôðàãìåíòîâ. Ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîãî
àíàëèçà ìîæíî îïðåäåëèòü
ðàñïîëîæåíèå ðåñòðèêöèîííûõ
ôðàãìåíòîâ â ìîëåêóëå ÄÍÊ, ò.å.
ïîñòðîèòü ðåñòðèêöèîííóþ êàðòó.

Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ñïîñîáîâ
ïîñòðîåíèÿ ðåñòðèêöèîííûõ êàðò. Äëÿ
òîãî, ÷òîáû ïîëó÷èòü òî÷íóþ, äåòàëüíóþ
è ïîëåçíóþ äëÿ ðàáîòû êàðòó, ÷àùå âñåãî
íåëüçÿ îãðàíè÷èòüñÿ òîëüêî îäíèì èç íèõ.
Íàèáîëåå óïîòðåáèòåëüíûìè ÿâëÿþòñÿ
ñëåäóþùèå ñïîñîáû:
1) îäíîâðåìåííîå ðàñùåïëåíèå ÄÍÊ
íåñêîëüêèìè ðåñòðèêòàçàìè.
2) ïîñëåäîâàòåëüíîå ðàñùåïëåíèå
âûäåëåííîãî ðåñòðèêöèîííîãî ôðàãìåíòà
âòîðîé ðåñòðèêòàçîé.
3) ÷àñòè÷íîå ðàñùåïëåíèå íåìå÷åíîé ÄÍÊ
èëè ÄÍÊ, ìå÷åíîé ïî îäíîìó êîíöó.
4) ÷àñòè÷íîå ðàñùåïëåíèå ÄÍÊ
ýêçîíóêëåàçàìè ñ ïîñëåäóþùèì
ðàñùåïëåíèåì ðåñòðèêòàçîé.

Êàêîé èç ýòèõ ìåòîäîâ èñïîëüçîâàòü
â êàæäîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå, çàâèñèò îò
ìíîãèõ ïðè÷èí. Ïî ðàçìåðàì

GGATCC

CCTAGG

GGATCC

CCTAGG

G

CCTAG

GATCC

G

G
G AT C C

G
G

A
T

C
C

CCTAGG

C
C

T
A

G
G

Äâóöåïî÷å÷íàÿ
êÄÍÊ

5’

5’

5’

5’

3’

5’

3’

3’

3’

5’

3’

3’

T4 ÄÍÊ-ëèãàçà

5’ GGATCC 3’

3’ CCTAGG 5’

BamHI
ëèíêåðû

Ðàçðåçàíèå
HI ëèíêåðîâBam

Âñòàâêà â âåêòîð,
ðàçðåçàííûé ïî HIBam

Âåêòîð

Ðèñ. 7.17. Êëîíèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ
êÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ëèíêåðîâ,
ñîäåðæàùèõ ñàéò ðåñòðèêöèè BamHI
(Èç: Russell, 1998, p.463).
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Ìåìáðàíà

×àøêà Ïåòðè ñ ãàçîíîì
áàêòåðèé è áëÿøêàìè,

îáðàçîâàííûìè ôàãîì λ

Ïîëó÷åíèå îòïå÷àòêîâ
ôàãîâîé ÄÍÊ íà ìåìáðàíå

Îòäåëüíûå
áëÿøêè

Ìåìáðàíà ñ
ôàãîâîé ÄÍÊ

Îòìûâêà ìåìáðàíû,
äåíàòóðàöèÿ ÄÍÊ è
ãèáðèäèçàöèÿ ñ ðàäèîàêòèâíî
ìå÷åíûìè çîíäàìè (êðàñíûé öâåò)

Îòìûâêà îò èçáûòêà çîíäà
è äåòåêöèÿ ãèáðèäèçàöèè
ñ ïîìîùüþ àâòîðàäèîãðàôèè

Ôîòîïëåíêà

Ãèáðèä
ôàãîâîé
ÄÍÊ ñ
ðàäèîàêòèâíûì
çîíäîì

Ïÿòíî çàñâåòêè óêàçûâàåò íà
áëÿøêó ñîäåðæàùóþ ôàãè ñ
íåîáõîäèìîé ÄÍÊ

Ðèñ. 7.18. Ñêðèíèíã áèáëèîòåêè λ ôàãîâ è âûäåëåíèå èíäèâèäóàëüíîãî ôàãà,
ñîäåðæàùåãî êëîí ÄÍÊ (Èç: Russell, 1998, p.468)
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îáðàçóþùèõñÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ óäàåòñÿ
îïðåäåëèòü îòíîñèòåëüíîå
ìåñòîïîëîæåíèå ïî êðàéíåé ìåðå
íåêîòîðûõ ó÷àñòêîâ ðàñùåïëåíèÿ. Ñ
óâåëè÷åíèåì ÷èñëà ïàðíûõ êîìáèíàöèé
ôåðìåíòîâ óâåëè÷èâàåòñÿ ÷èñëî
îïðåäåëåííûõ ó÷àñòêîâ âïëîòü äî
ïîëó÷åíèÿ îêîí÷àòåëüíîé êàðòèíû... Â
ðåçóëüòàòå ïîëó÷àåòñÿ êàðòà
ðåñòðèêöèîííûõ ñàéòîâ (Ðèñ. 7.8.) (Èç:
Ìàíèàòèñ è äð., 1984, ñòð. 337-338).

Íà Ðèñ. 7.19. ïðåäñòàâëåí
ïðîñòåéøèé ïðèìåð ðåñòðèêöèîííîãî
êàðòèðîâàíèÿ. Äîïóñòèì, ÷òî áûë
êëîíèðîâàí ôðàãìåíò ÄÍÊ äëèíîé 5
ò.ï.í. Òåïåðü îäíó àëèêâîòó ÄÍÊ ðåæóò
ðåñòðèêòàçîé EcoRI, äðóãóþ - BamHI,
òðåòüþ - ñìåñüþ îáåèõ ðåñòðèêòàç. Ïîñëå
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ
ôðàãìåíòîâ ìîæíî îïðåäåëèòü èõ
ðàçìåðû ñîïîñòàâëÿÿ ñ ðàçìåðàìè
èçâåñòíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ (ìàðêåðû
ðàçìåðîâ ÄÍÊ). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà
ãåëü êðàñÿò ýòèäèóì áðîìèäîì è
ôîòîãðàôèðóþò â óëüòðàôèîëåòîâîì
ñâåòå. Íà ôîòîãðàôèÿõ èçìåðÿþò
ðàññòîÿíèÿ, ïðîéäåííûå òåì èëè èíûì
ôðàãìåíòîì îò ñòàðòà. Äëÿ ìàðêåðîâ
ìîëåêóëÿðíûé ðàçìåð êàæäîãî
ôðàãìåíòà èçâåñòåí, ðàâíî êàê è
ðàññòîÿíèå ïðîéäåííîå ñî ñòàðòà.
Ïîýòîìó ëåãêî ñîñòàâèòü êàëèáðîâî÷íóþ
êðèâóþ (Ðèñ. 7.19.). Çàòåì íà ýòîé êðèâîé
íàõîäÿò ïîëîæåíèå êàæäîãî ôðàãìåíòà
ïî äëèíå ïðîéäåííîãî ïóòè è
îïðåäåëÿþò ðàçìåð. Â êîíêðåòíîì
ñëó÷àå, èçîáðàæåííîì íà ðèñ. 7.19.,
î÷åâèäíî, ÷òî ïîñëå îáðàáîòêè EcoRI
ïîÿâëÿþòñÿ äâà ôðàãìåíòà 4.5 è 0.5 ò.ï.í.,
ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè òîëüêî
îäíîãî ñàéòà ðåñòðèêöèè è ýòîò ñàéò
íàõîäèòñÿ íà 0.5 ò.ï.í. îò îäíîãî èç
êîíöîâ èñõîäíîãî ôðàãìåíòà. Ïî ýòîé æå

ëîãèêå åñòü òîëüêî îäèí ðåñòðèêöèîííûé
ñàéò BamHI, ëîêàëèçîâàííûé íà 2 ò.ï.í.
îò îäíîãî èç êîíöîâ. Ïðè ñîâìåñòíîì
ïåðåâàðèâàíèè äâóìÿ ðåñòðèêòàçàìè
ïîëó÷àþòñÿ òðè ôðàãìåíòà: 2.5, 2.0 è 0.5
ò.ï.í. Ðàñïîëîæèòü ýòè ôðàãìåíòû
íåïðîòèâîðå÷èâî ñ äàííûìè,
ïîëó÷åííûìè ïðè äåéñòâèè êàæäîé èç
ðåñòðèêòàç â îòäåëüíîñòè, ìîæíî ëèøü
òàê, êàê íàðèñîâàíî îêàí÷àòåëüíîé
ðåñòðèêöèîííîé êàðòå íà Ðèñ. 7.19.

Â ðåàëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ
ïîñòðîåíèå ðåñòðèêöèîííûõ êàðò -
çíà÷èòåëüíî áîëåå ñëîæíûé ïðöåññ
(Òåêñò: Russell, 1998, p. 469-471).

7.5.5. Ñàóçåðí-áëîò àíàëèç

Äëÿ êàðòèðîâàíèÿ õðîìîñîìíûõ
ïåðåñòðîåê íà ôèçè÷åñêîé êàðòå,
îïðåäåëåíèÿ ïîëîæåíèÿ ãåíà,
âûÿâëåíèÿ ïîâòîðîâ, õðîìîñîìíîé
õîäüáû è ò.ä. èñïîëüçóåòñÿ Ñàóçåðí-áëîò
àíàëèç èëè ãåíîìíûé áëîò. Äëÿ
ðàçäåëåíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ îáû÷íî
èñïîëüçóþò ýëåêòðîôîðåç â àãàðîçíîì
ãåëå. Îäíàêî, äàëüíåéøèå ïðîöåäóðû ñ
ìîëåêóëàìè, íàõîäÿùèìèñÿ â ãåëå,
íåâîçìîæíû, è ïîýòîìó ïðèìåíÿþò
ìåòîä Ñàóçåðí-áëîò (íàçâàí ïî ôàìèëèè
èçîáðåòàòåëÿ - Ýäâàðäà Ñàóçåðíà). ÄÍÊ
â ãåëå äåíàòóðèðóþò, è ê ãåëþ
ïðèêëàäûâàþò íèòðîöåëëþëîçíûé
ôèëüòð. ÄÍÊ ïåðåíîñèòñÿ íà ôèëüòð, ãäå
ôèêñèðóåòñÿ îáðàáîòêîé âûñîêîé
òåìïåðàòóðîé èëè óëüòðàôèîëåòîì. Ýòà
ïðîöåäóðà íàïîìèíàåò ïðèêëàäûâàíèå
ïðîìîêàòåëüíîé áóìàãè ê òåêñòó ñ åùå
íå âûñîõøèìè ÷åðíèëàìè (ïî-àíãëèéñêè
blotting - ïðîìîêàíèå). Òàêèì îáðàçîì,
âñå ôðàêöèè ÄÍÊ, ðàçäåëèâøèåñÿ â ãåëå
â ðåçóëüòàòå ýëåêòðîôîðåçà, îêàçàëèñü
ïåðåíåñåííûìè íà ôèëüòð (Ðèñ. 7.20.).
Ôèëüòð çàòåì ïîìåùàþò â
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ðåñòðèêöèîííîé
êàðòû

Ðèñ. 7.19. Ïîñòðîåíèå ðåñòðèêöèîííîé êàðòû ïî ñàéòàì ðåñòðèêòàç EcoRI è
BamHI (Èç: Russell, 1998, p.471)
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ãèáðèäèçàöèîííûé áóôåð, â êîòîðîì
íàõîäèòñÿ çîíä, ìå÷åíûé
ðàäèîàêòèâíûì èçîòîïîì èëè
õèìè÷åñêèì ïóòåì. Ýòîò çîíä ñâÿæåòñÿ
ñ êîìïëåìåíòàðíûì ó÷àñòêîì ÄÍÊ.
Ïîñëå ïðîìûâêè ôèëüòðà ìîæíî
ïðèñòóïèòü ê âûÿâëåíèþ ñèãíàëà. Åñëè
çîíä áûë ðàäèîàêòèâíûì, ê ôèëüòðó
ïðèêëàäûâàþò ðåíòãåíîâñêóþ ïëåíêó è
âûÿâëÿþò ó÷àñòîê çàñâåòêè. Åñëè çîíä
ìå÷åí ñ ïîìîùüþ õèìè÷åñêèõ
ìîäèôèêàòîðîâ, òî ðåàêöèþ ïðîâîäÿò ñ
ôèëüòðîì è íà íåì æå âûÿâëÿþò ñèãíàë.

Ïðèìåð èñïîëüçîâàíèÿ Ñàóçåðí-
áëîòîâ ïðåäñòàâëåíû íà Ðèñ. 7.21.

7.5.6. �Õðîìîñîìíàÿ õîäüáà”
Ïðîöåññ êëîíèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ

ò.í. �õðîìîñîìíîé õîäüáû� (walking)
ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü äëèííûå òðàêòû ÄÍÊ.
Äëÿ íà÷àëà �õîäüáû� íóæåí
ñïåöèôè÷åñêèé çîíä, ò.å. ôðàãìåíò ÄÍÊ
èç äàííîãî ðàéîíà õðîìîñîìû; ýòî ìîæåò
áûòü ÄÍÊ ãåíà, èëè ÄÍÊ Ð-ýëåìåíòà ïðè
óñëîâèè, ÷òî âñëåäñòâèå åãî èíñåðöèè â
êëîíèðóåìîì ãåíå èíäóöèðîâàíà ìóòàöèÿ.
Òàêèì îáðàçîì �õîäüáà� - ýòî ïðîöåññ
èäåíòèôèêàöèè ïðèëåæàùèõ êëîíîâ â
ãåíîìíîé áèáëèîòåêå.

Ïðîöåññ �õîäüáû� âêëþ÷àåò
ñëåäóþùèå ýòàïû:

Õðîìîñîìíàÿ ÄÍÊ

Ðàçðåçàíèå
ðåñòðèêòàçàìè

Ôðàãìåíòû
ÄÍÊ

Ýëåêòðîôîðåç
â àãàðîçíîì

ãåëå

Ïåðåíîñ
íà ôèëüòð

Èíêóáàöèÿ ôèëüòðà ñ
ðàäèîàêòèâíûì çîíäîì

Îòìûâêà è
ýêñïîçèöèÿ
ôèëüòðà ñ
ôîòîïëåíêîé

Ïðîÿâëåíèå

Ïîëîæåíèå
ôðàãìåíòà,

ãîìîëîãè÷íîãî
ðàäèîàêòèâíîìó

çîíäó

Ðèñ. 7.20. Ñõåìà Ñàóçåðí-áëîò ãèáðèäèçàöèè (Èç: Curtis, Barnes, 1989, p.347)
(Ðåàëüíàÿ ìåòîäèêà íàìíîãî ñëîæíåå)
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1. Ïîëó÷åíèå èñõîäíîãî çîíäà;
2. Ïîèñê â ãåíîìíûõ áèáëèîòåêàõ;
3. Âûäåëåíèå êëîíà è ïîñòðîåíèå

ðåñòðèêöèîííîé êàðòû;
4. Âûäåëåíèå íîâîãî çîíäà è íîâûé

ïîèñê â áèáëèîòåêàõ.
Ïåðâîíà÷àëüíûé êëîí ÄÍÊ äîëæåí

áûòü ïîëó÷åí êàêèì-òî ñïîñîáîì.
Ìå÷åíûé êîíöåâîé êóñîê ýòîãî êëîíà
(ïðàâûé íà ðèñ. 7.22.) èñïîëüçóþò äëÿ
ñêðèíèðîâàíèÿ áèáëèîòåêè, ñäåëàííîé íà
îñíîâå λ-ôàãà èëè êîñìèä, è îòáèðàþò âñå
ðåêîìáèíàíòíûå ôàãè. Êàê ïðàâèëî,
îòáèðàåòñÿ íåñêîëüêî ôàãîâ (à-ã íà Ðèñ.
7.22.). Ïîýòîìó, ÷òîáû çàäàòü íóæíîå
íàïðàâëåíèå äâèæåíèÿ ïðè õîäüáå, âñå
ïîëó÷åííûå êëîíû ïðîâåðÿþò íà íàëè÷èå
ãîìîëîãèè ñ îäíèì èç áëèæàéøèõ ê êîíöó
êëîíîâ - 1'.

Îòáèðàþò òîëüêî òå ðåêîìáèíàíòíûå
ôàãè, êîòîðûå ñîäåðæàò êëîíû,
ãèáðèäèçóþùèåñÿ ñ êîíöåâûì

ôðàãìåíòîì 1, íî íå ñ ôðàãìåíòîì 1'.
Çàòåì ñòðîÿò ðåñòðèêöèîííóþ êàðòó
êëîíà �ã� è âíîâü îòáèðàþò äâà êîíöåâûõ
ôðàãìåíòà - 2 è 2'. Èñïîëüçóÿ êëîí 2 êàê
çîíä, ñêðèíèðóþò áèáëèîòåêó. Èç âíîâü
ïîëó÷åííûõ êëîíîâ îòáèðàþò òîëüêî òå,
êîòîðûå íå èìåþò ãîìîëîãèè ñ
ôðàãìåíòîì 2', ò.å. êëîí �ä� (Ðèñ. 7.22).
Çàòåì âñå ïîâòîðÿþò  ñ ôðàãìåíòàìè 3 è
3', è ò.ä. Ñ ïîìîùüþ �õîäüáû� êëîíèðóþò
ïðîòÿæåííûå ó÷àñòêè õðîìîñîìíîé ÄÍÊ.
Èçâåñòåí ñëó÷àé, êîãäà èç ãåíîìà
äðîçîôèëû êëîíèðîâàëè äî 800 ò.ï.í.

Èç îãðàíè÷åíèé ìåòîäà ìîæíî
óêàçàòü íà îãðîìíûå ñëîæíîñòè
êëîíèðîâàíèÿ â ñëó÷àå åñëè ÄÍÊ çîíäà
ÿâëÿåòñÿ ïîâòîðåííîé, è ãîìîëîãè÷íàÿ
çîíäó ÄÍÊ ðàçáðîñàíà ïî ãåíîìó. Â
ýòîì ñëó÷àå ìîæíî ïåðâûé øàã ñäåëàòü
â îäíîì ó÷àñòêå õðîìîñîìû,à âòîðîé
óæå â äðóãîì, òàì ãäå ëîêàëèçîâàíà
äàííàÿ ïîâòîðåííàÿ ÄÍÊ. Âòîðûì

çîíä - ôðàãìåíò 2.5 ò.ï.í.Eco HinRI- dIII

E E H H E H

0.5 2.5 2.0 7.0
a b c d

Èíâåðñèÿ

2.5
~ 2.0

~ 7.5

ôðàãìåíò 2.5 èñ÷åç

ÄÍÊ èñõîäíîé
ëèíèè

áåç èíâåðñèè

ÄÍÊ èç ëèíèè
ñ èíâåðñèåé

a+b
a+c

b+d

Ðèñ. 7.21. Êàðòèðîâàíèå òî÷êè ðàçðûâà èíâåðñèè íà ãåíîìíîé êàðòå ÄÍÊ ñ
ïîìîùüþ Ñàóçåðí áëîò ãèáðèäèçàöèè
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îãðàíè÷åíèåì ÿâëÿåòñÿ íåáîëüøàÿ
äëèíà êàæäîãî øàãà.

7.5.7. Íîçåðí-áëîò àíàëèç

Ìåòîä, ïîõîæèé íà Ñàóçåðí-áëîò,
íî ðàçðàáîòàííûé äëÿ àíàëèçà ÐÍÊ,
íàçûâàåòñÿ Íîçåðí-áëîò (Nothern). Â
äàííîì ñëó÷àå ÐÍÊ, âûäåëåííàÿ èç
êëåòêè, ðàçäåëÿåòñÿ ïî ðàçìåðàì ñ
ïîìîùüþ ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà, çàòåì
ìîëåêóëû ïåðåíîñÿòñÿ íà ôèëüòð.
Ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ñ ìå÷åíûì
îäíîöåïî÷å÷íûì çîíäîì âûÿâëÿþòñÿ
ñèãíàëû â îïðåäåëåííîé îáëàñòè
ýëåêòðîôîðåçà, â êîòîðîé îáíàðóæåíà
ãîìîëîãèÿ ÐÍÊ è ÄÍÊ çîíäà.
Èñïîëüçóÿ ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîãî
âåñà, ìîæíî îïðåäåëèòü ðàçìåð
òðàíñêðèïòà êàêîãî-òî ãåíà.

Ïðèìåíÿþò Íîçåðí-áëîò â
ñëåäóþùèõ òèïàõ ýêñïåðèìåíòîâ:
1. äëÿ îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðà èëè
ðàçìåðîâ ñïåöèôè÷åñêèõ ìÐÍÊ,
êîäèðóåìûõ äàííûì ãåíîì.
2. äëÿ âûÿñíåíèÿ òîãî, ïðèñóòñòâóþò
èëè íåò â äàííîì òèïå êëåòîê ìÐÍÊ,

ñ÷èòàííûå ñ äàííîãî ãåíà, ò.å.
ýêñïðåññèðóåòñÿ ãåí èëè íåò.
3. êàê ìíîãî ïðèñóòñòâóåò ýòîé ÐÍÊ,
êàê èçìåíÿåòñÿ åå êîëè÷åñòâî â
ðàçâèòèè äàííîãî òèïà êëåòîê (Èç:
Russell, 1998, p.473).

7.5.8. Ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ
ðåàêöèÿ

Ðàçìíîæèòü îïðåäåëåííûé
íåáîëüøîé ó÷àñòîê ãåíîìà ìîæíî ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèè (ÏÖÐ), êîòîðûé áûë èçîáðåò¸í
â 1983 ãîäó (Mullis, 1990) (Ðèñ. 7.23.):
èñõîäíóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ ïðîãðåâàþò,
÷òîáû ðàçðóøèòü âîäîðîäíûå ñâÿçè,
ñîåäèíÿþùèå êîìïëåìåíòàðíûå íèòè.
Çàòåì ðåàêöèîííóþ ñìåñü îõëàæäàþò â
ïðèñóòñòâèè äâóõ êîðîòêèõ (12-20 ïàð
íóêëåîòèäîâ) ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, îäèí èç
êîòîðûõ êîìïëåìåíòàðåí ó÷àñòêó ÄÍÊ
ñëåâà îò èçó÷àåìîãî ëîêóñà, à âòîðîé
êîìïëåìåíòàðåí ó÷àñòêó äðóãîé íèòè
ñïðàâà îò èçó÷àåìîãî ëîêóñà. Ýòè
ôðàãìåíòû, íàçûâàåìûå ïðàéìåðàìè,
ñâÿçûâàþòñÿ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè

1’

1’

1’

1’

1’

1

1

1

1

1

1

2’

2’

2’

2’

2

2

2

2

2

3’

3’

3

3

à

á

â

ã

ä

å

æ

Õðîìîñîìíàÿ
ÄÍÊ

Èñõîäíûé êëîí

1-ûé øàã -
âûäåëåíèå
ðåêîìáèíàíòíûõ
êëîíîâ à - ã

2-îé øàã -
âûäåëåíèå
ðåêîìáèíàíòíûõ
êëîíîâ ä - æ

è ò.ä.

Ðèñ. 7.22. Ñõåìà õðîìîñîìíîé õîäüáû (îáúÿñíåíèÿ â òåêñòå)



Ãëàâà 7. Ñòðóêòóðà ãåíà

7-30

ó÷àñòêàìè ÄÍÊ. Ñâÿçàâøèåñÿ ñ íèòüþ
ÄÍÊ ïðàéìåðû çàäàþò òî÷êó íà÷àëà
ñèíòåçà íîâîé êîìïëåìåíòàðíîé íèòè íà
ìàòðèöå ÄÍÊ. Îñóùåñòâëÿåò ýòîò ñèíòåç
ôåðìåíò ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà. Â
ñëåäóþùåì öèêëå ðàñòâîð ñ
ïîëó÷åííûìè íèòÿìè ÄÍÊ ñíîâà
ïðîãðåâàþò è âíîâü ñèíòåçèðîâàííûå
íèòè ÄÍÊ èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå
ìàòðèöû. Íîâàÿ ïîðöèÿ ïðàéìåðîâ
ñâÿçûâàåòñÿ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè
ó÷àñòêàìè, è ïðîèñõîäèò íîâûé öèêë

ñèíòåçà. Â æèâîé êëåòêå ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçà îñóùåñòâëÿåò ðåäóïëèêàöèþ
ÄÍÊ ïðè äåëåíèè êëåòêè, òî åñòü
ïîëíîñòüþ âîñïðîèçâîäèò ãåíîìíóþ
ÄÍÊ. Ïðè ïðîâåäåíèè ÏÖÐ
ñèíòåçèðóåòñÿ òîëüêî íåáîëüøîé
ôðàãìåíò, ðàñïîëîæåííûé ìåæäó äâóìÿ
ïðàéìåðàìè. Çà 30 öèêëîâ êîëè÷åñòâî
ñèíòåçèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ñîñòàâèò
îêîëî 1 ìèëëèàðäà.

Ïðîãðåâàíèå ñìåñè ïðîèçâîäÿò ïðè
980C, à îõëàæäåíèå - ïðè 600Ñ; ýòè

Ðèñ. 7.23. Ñõåìà ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (Èç: Mullis, 1990, p. 64)

Öèêë 1

Ðàçäåëåíèå öåïåé

è ïðèñîåäèíåíèå ïðàéìåðà

Óäëèíåíèå ïðàéìåðà,

îáðàçîâàíèå âòîðîé öåïè

Öèêë 2

Öèêë 3

è ò.ä.



Ãëàâà 7. Ñòðóêòóðà ãåíà

7-31

òåìïåðàòóðû âåñüìà âûñîêè äëÿ òîãî
÷òîáû îáû÷íàÿ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà
íîðìàëüíî ðàáîòàëà. Ïîýòîìó
èñïîëüçóþò îñîáûé ôåðìåíò (Taq-ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçà), âûäåëåííûé èç áàêòåðèé
Thermus aquaticus, êîòîðûå æèâóò â
ãîðÿ÷èõ èñòî÷íèêàõ (Mullis, 1990).

Ìåòîä ÏÖÐ ëåæèò â îñíîâå
èäåíòèôèêàöèè ëè÷íîñòè, óñòàíîâëåíèÿ
ðîäñòâà ëþäåé, â ñóäåáíîé ìåäèöèíå.
Òàê, ïðè ðàññëåäîâàíèè óáèéñòâà ñåìüè
ïîñëåäíåãî ðîññèéñêîãî öàðÿ, áûëè
èñïîëüçîâàíû íåáîëüøèå êîëè÷åñòâà
ÄÍÊ èç êîñòíûõ îñòàíêîâ 9 ÷åëîâåê (â
êîëè÷åñòâàõ, èçìåðÿåìûõ ìèëëèàðäíûìè
äîëÿìè ãðàììà - ïðèìåðíî 20 ïèêîãðàìì,
÷òî ñîñòàâëÿåò êîëè÷åñòâî ÄÍÊ,
ñîäåðæàùåéñÿ ïðèìåðíî â 10 êëåòêàõ).

Îïðåäåëåíèå ïîëîâîé
ïðèíàäëåæíîñòè ïî ÄÍÊ îñíîâàíî íà
òîì, ÷òî ïîëîâûå X è Y õðîìîñîìû
÷åëîâåêà íåñóò ãîìîëîãè÷íûé ãåí,
íàõîäÿùèéñÿ â íèõ â äâóõ àëëåëüíûõ
ñîñòîÿíèÿõ. Ýòîò ãåí êîäèðóåò êîìïîíåíò
çóáíîé ýìàëè - àìåëîãåíèí, â Y õðîìîñîìå
îí íà 6 ïàð íóêëåîòèäîâ äëèííåå, ÷åì â X
õðîìîñîìå. Äëÿ òîãî, ÷òîáû âûÿâèòü,
ñîäåðæèòñÿ ëè â äàííîì îáðàçöå ÄÍÊ èç

Y õðîìîñîìû, èç âñåé ãåíîìíîé ÄÍÊ
àíàëèçèðîâàëè ëèøü îáëàñòü
àìåëîãåíèíîâîãî ãåíà, ñîäåðæàùóþ
ó÷àñòîê, ðàçëè÷íûé â X è Y õðîìîñîìàõ.
Ðàçìåð ýòîé îáëàñòè ñîñòàâëÿåò îäíó
òðèäöàòèìèëëèîííóþ äîëþ îò âñåãî
ãåíîìà.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðà
ïîëó÷åííûõ ÏÖÐ-ôðàãìåíòîâ èõ
ðàçäåëÿþò ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â
àãàðîçíîì ãåëå. Íà Ðèñ. 7.24. ïîêàçàíû
ðåçóëüòàòû òàêîãî ðàçäåëåíèÿ ôðàãìåíòîâ
ãåíà àìåëîãåíèíà ïîñëå ïðîâåäåíèÿ
ÏÖÐ íà ÄÍÊ èç êîñòíûõ îñòàíêîâ.

Íà äåâÿòè äîðîæêàõ ñïðàâà -
ôðàãìåíòû, ïîëó÷åííûå íà ÄÍÊ èç
êîñòíûõ îñòàíêîâ. Ñëåâà - äâå äîðîæêè
ñ êîíòðîëüíûìè îáðàçöàìè:
ôðàãìåíòàìè, ñèíòåçèðîâàííûìè íà
ãåíîìíîé ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç êðîâè
ìóæ÷èíû è æåíùèíû. Ó ìóæ÷èí
îáðàçóåòñÿ äâà ôðàãìåíòà: äëèíîé 112
ï.í., ñîîòâåòñòâóþùèé Y õðîìîñîìå, è
106 ï.í., ñîîòâåòñòâóþùèé Õ
õðîìîñîìå. Ó æåíùèí èìååòñÿ äâå Õ
õðîìîñîìû, êàæäàÿ èç êîòîðûõ äàåò
ôðàãìåíò 106 ï.í. Â èññëåäîâàííûõ
äåâÿòè îáðàçöàõ â 4 ñëó÷àÿõ âèäíû äâå

Y - 112 ï.í.
X - 106 ï.í.
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Îáðàçöû ÄÍÊ èç êîñòíûõ îñòàíêîâ

Ðèñ. 7.24. Îïðåäåëåíèå ïîëîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ïî àíàëèçó ÄÍÊ èç êîñòíûõ
îñòàíêîâ (èç: ßíêîâñêèé, 1996, ñòð. 24)



Ãëàâà 7. Ñòðóêòóðà ãåíà

7-32

ïîëîñû, à â 5 - îäíà ïîëîñà (Ðèñ. 7.24.).
Ñëåäîâàòåëüíî, ñðåäè óáèòûõ áûëî 4
ìóæ÷èíû è 5 æåíùèí. Èìåííî ñòîëüêî
æåíùèí áûëî â öàðñêîé ñåìüå,
ðàññòðåëÿííîé â Åêàòåðèíáóðãå â èþëå
1918 ãîäà (Èç: ßíêîâñêèé, 1996).

7.5.9. Îïðåäåëåíèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåîòèäîâ (ñåêâåíèðîâàíèå)

(Òåêñòà íåò) Ðèñ. 7.25.

Ëèòåðàòóðà ê ðàçäåëàì 7.5.1.-
7.5.9.
Àëèõàíÿí Ñ.È., Àêèôüåâ À.Ï., ×åðíèí

Ë.Ñ. Îáùàÿ ãåíåòèêà. Ìîñêâà,
Âûñøàÿ øêîëà, 1-446, 1985.

Alberts B., Bray D., Lewis J., Raff M.,
Roberts K., Watson J.D. Molecular
biology of the cell (Third edition)
Garland Publishing, Inc. New York,
London, p. 287-301, 1994.

Èâàíîâ Ï.Ë. Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêàÿ
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1995.
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îáðàçîâàòåëüíûé æóðíàë N1, 32-39.
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Ìîñêâà, Ìèð, 1-479, 1984.

Ñâåðäëîâ Å.Ä. Î÷åðêè ñîâðåìåííîé
ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè.
Ìîëåêóëÿðíàÿ ãåíåòèêà,
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N3, N 4, 1995.
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îáðàç. æóðí. N2, 21-27, 1997.

ßíêîâñêèé Í.Ê. Ìîëåêóëÿðíî-
ãåíåòè÷åñêèå ìåòîäû â ðóêàõ
äåòåêòèâà, èëè îïûò èññëåäîâàíèÿ
îñòàíêîâ ñåìüè ïîñëåäíåãî
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Ñîðîñîâñêèé îáðàçîâàòåëüíûé
æóðíàë N2, 21-27, 1996.
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426, 1996.

Birnstiel M.L. The genetic revolution 1950-
1996: an introduction. European Review
4, N4, 333-334, 1996.
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Ðèñ. 7.25. Ñõåìà îïûòà ïî îïðåäåëíèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ
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7.5.10. Òðàíñôîðìàöèÿ ó
äðîçîôèëû

Òðàíñôîðìàöèåé â ãåíåòèêå
íàçûâàþò ïåðåíîñ ãåíîâ èç îäíîãî
îðãàíèçìà â äðóãîé. Òðàíñôîðìàöèè ó
ïðîêàðèîò ïîñâÿùåí ðàçäåë 5.10.

Ó ýóêàðèîò òðàíñôîðìàöèÿ â
ïðèðîäå äî ñèõ ïîð íå îáíàðóæåíà. ×òî
æå êàñàåòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïåðåäà÷è
ÄÍÊ èç îäíîé êëåòêè â äðóãóþ, òî íà
ïðîòÿæåíèè ìíîãèõ ëåò îíà ó
èññëåäîâàòåëåé íå ïîëó÷àëàñü. Ìíîãèå
ãðóïïû ó÷åíûõ àçàðòíî êîíêóðèðîâàëè
äðóã ñ äðóãîì â êîíöå 1970-õ - íà÷àëå
1980-õ ãîäîâ, ïûòàÿñü ïåðâûìè
îñóùåñòâèòü ïåðåíîñ ÄÍÊ. Óñïåõè áûëè
âåñüìà ðåäêèìè: ìîëåêóëû ÄÍÊ,
èíúåöèðîâàííûå ìèêðîõèðóðãè÷åñêè â
ðàííèå ýìáðèîíû íåêîòîðûõ âèäîâ
ìëåêîïèòàþùèõ, àìôèáèé, ìîðñêèõ
åæåé, èíîãäà âñòðàèâàþòñÿ â õðîìîñîìû
êëåòêè-õîçÿèíà. Ó äðîçîôèëû
èñêóññòâåííî ââåäåííàÿ ÄÍÊ ïî÷òè íå
âêëþ÷àåòñÿ â õðîìîñîìû ýìáðèîíà, õîòÿ
â êóëüòóðå êëåòîê òèïè÷íàÿ
òðàíñôîðìàöèÿ (èëè êàê ãîâîðÿò,
òðàíñôåêöèÿ) ïðîèñõîäèò äîâîëüíî
÷àñòî. Îäíàêî, î÷åâèäíî, ÷òî èç òàêîé
êëåòêè íåâîçìîæíî ïîëó÷èòü îðãàíèçì,
è òðàíñôîðìèðîâàííàÿ ÄÍÊ íå ìîæåò
ïåðåäàâàòüñÿ ïîòîìñòâó.

Â êîíöå êîíöîâ ïîâåçëî äâóì
àìåðèêàíñêèì èññëåäîâàòåëÿì Äæ.
Ðóáèíó è À. Ñïðàäëèíãó (Ðèñ. 7.26.) â
1982 ãîäó. Äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ïåðåíîñà
ÄÍÊ âåêòîðà îíè èñïîëüçîâàëè
ìîáèëüíûé P-ýëåìåíò. Äëÿ
îñóùåñòâëåíèÿ òðàíñïîçèöèè ó Ð-
ýëåìåíòà ñóùåñòâóþò ñïåöèàëüíî
óñòðîåííûå ñòðóêòóðû - êîíöåâûå
ïîâòîðû - ïî 150 ï.í. îïðåäåëåííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà êàæäîì êîíöå
ýëåìåíòà ñîâåðøåííî íåîáõîäèìû äëÿ

ïåðåìåùåíèé. Èìåííî ñ ýòèìè ó÷àñòêàìè
ñâÿçûâàåòñÿ òðàíñïîçàçà è êàòàëèçèðóåò
ïðîöåññ âñòðàèâàíèÿ-âûðåçàíèÿ Ð-
ýëåìåíòà. Òàêèì îáðàçîì, äëÿ
íîðìàëüíîãî ïåðåìåùåíèÿ Ð-ýëåìåíòà
íóæíî, ÷òîáû áûëè âûïîëíåíû äâà
óñëîâèÿ: íàëè÷èå ó íåãî íåïîâðåæäåííûõ
êîíöåâûõ ïîâòîðîâ è íîðìàëüíàÿ
àêòèâíîñòü òðàíñïîçàçû. Åñëè áóäåò
íàðóøåí êàêîé-ëèáî èç ýêçîíîâ ãåíà
òðàíñïîçàçû èëè âî âðåìÿ òðàíñêðèïöèè
è ñîçðåâàíèÿ ìàòðè÷íîé ÐÍÊ
òðàíñïîçàçû íå áóäåò óäàëåí îäèí èç
èíòðîíîâ, ïîëíîöåííîãî ôåðìåíòà
òðàíñïîçàçû íå ïîëó÷èòñÿ, è Ð-ýëåìåíò
íå áóäåò ïåðåìåùàòüñÿ. Îäíàêî,
íåäîñòàòîê òðàíñïîçàçû èç îäíîãî Ð-
ýëåìåíòà ìîæåò áûòü ëåãêî
êîìïåíñèðîâàí, åñëè â ãåíîìå
ïðèñóòñòâóåò åùå îäèí Ð-ýëåìåíò,
íîðìàëüíûé, êîòîðûé è îáåñïå÷èò
íàëè÷èå òðàíñïîçàçû.

Ó÷èòûâàÿ âñå ïåðå÷èñëåííîå
âûøå, ýêñïåðèìåíò ïî òðàíñôîðìàöèè

Ðèñ. 7.26. Àëëàí Ñïðàäëèíã
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ó äðîçîôèëû ñõåìàòè÷åñêè âûãëÿäèò
ñëåäóþùèì îáðàçîì: ãîòîâÿò ÄÍÊ äâóõ
Ð-ýëåìåíòîâ, îäèí èç êîòîðûõ ìîæåò
ñèíòåçèðîâàòü òðàíñïîçàçó, íî íå
ñïîñîáåí âñòðàèâàòüñÿ â ãåíîì, òàê êàê
ó íåãî ïîâðåæäåí îäèí èç êîíöåâûõ (ñ
3�-êîíöà) ïîâòîðîâ - ðπ25.7wc íà Ðèñ.
7.27. - â òî âðåìÿ êàê âî âòîðîì Ð-
ýëåìåíòå óäàëåíà çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü
ãåíà òðàíñïîçàçû, íî îí ìîæåò
ïåðåìåùàòüñÿ ïî ãåíîìó, ïîñêîëüêó
èìååò íîðìàëüíûå êîíöåâûå ïîâòîðû
- ýòî P[(ry+)A] íà Ðèñ. 7.27.

Â Ð-ýëåìåíò P[(ry+)A],
ÿâëÿþùèéñÿ âåêòîðîì è èìåþùèé
äåôåêòèâíûé ãåí òðàíñïîçàçû, îáû÷íî
âñòðàèâàþò äîïîëíèòåëüíûé ôðàãìåíò
ÄÍÊ äëèíîé äî 20 ò.ï.í., êîòîðûé õîòÿò
òðàíñôîðìèðîâàòü â ãåíîì äðîçîôèëû.
Ð-ýëåìåíò P[(ry+)A] íàçûâàþò
òðàíñïîçîíîì, à ρπ25.7wc - ýëåìåíòîì-
õåëïåðîì èëè ïîìîùíèêîì.

Çàòåì ñìåñü ýòèõ äâóõ ñîðòîâ ÄÍÊ
èíúåöèðóþò â ÿéöî äðîçîôèëû. Òàì
íåêîòîðàÿ åå ÷àñòü âñòðàèâàåòñÿ â ÄÍÊ
ïîëÿðíûõ êëåòîê, èç êîòîðûõ ïîçäíåå
îáðàçóþòñÿ êëåòêè çàðîäûøåâîãî ïóòè.
Òàêèì îáðàçîì, ÷óæåðîäíàÿ ÄÍÊ,
èíúåöèðîâàííàÿ â ýìáðèîí íà ðàííèõ
ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ, ïåðåäàåòñÿ
ñëåäóþùèì ïîêîëåíèÿì ïîòîìêîâ.

Ìíîãèå ôàêòîðû, â òîì ÷èñëå è
ðàçìåð âñòðîåííîãî â Ð-ýëåìåíò
ôðàãìåíòà ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ âëèÿþò íà
óñïåõ òðàíñôîðìàöèè, â ñðåäíåì
òîëüêî îêîëî 14% èíúåöèðîâàííûõ
ýìáðèîíîâ ðàçâèâàþòñÿ â ïëîäîâèòîå
ïîòîìñòâî. Ïîýòîìó âñòàåò âîïðîñ î
òîì êàê ðàçëè÷èòü ìóõ, ó êîòîðûõ
èíúåöèðîâàííàÿ ÄÍÊ âñòðîèëàñü â
ãåíîì è ìóõ áåç âñòðîéêè. Äëÿ ýòîãî â
Ð-ýëåìåíò P[(ry+)A] ââîäÿò
ñïåöèàëüíûå ìàðêåðíûå ãåíû. Ýòî
ìîãóò áûòü ëèáî ãåíû äðîçîôèëû,
êîíòðîëèðóþùèå îêðàñêó ãëàç,
íàïðèìåð, ãåí rosy (ry+ íà Ðèñ. 7.27.),

Ðèñ. 7.27. Ñõåìà ñêðåùèâàíèé äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ òðàíñôîðìàöèè ó
äðîçîôèëû (Èç: Spradling, 1986, p. 177)
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ãåíû äðîçîôèëû, êîäèðóþùèå ñèíòåç
ôåðìåíòîâ, íàïðèìåð,
àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçû èëè äàæå ãåí,
âûäåëåííûé èç ãåíîìà ìåäóçû,
êîäèðóþùèé áåëîê - GFP,
îáíàðóæèâàþùèé ïðè îïðåäåëåííûõ
óñëîâèÿõ çåëåíóþ ôëþîðåñöåíöèþ.

Ðàçáåðåì ñíà÷àëà ñõåìó, â êîòîðîé
èñïîëüçóåòñÿ ãåí rosy (Ðèñ. 7.27.). Â
ýòîì ñëó÷àå â Ð-ýëåìåíò P[(ry+)A]
ââåäåí ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé
íîðìàëüíûé àëëåëü ãåíà rosy. ÄÍÊ
ýòîãî òðàíñïîçîíà âìåñòå ñ ÄÍÊ-
õåëïåðà èíúåöèðóþò â ýìáðèîíû,
ãîìîçèãîíûå ïî ìóòàöèè rosy - ry506.
Åñëè òðàíñïîçîí P[(ry+)A] âñòðîèëñÿ â
ãåíîì, òî â ïîêîëåíèè G1 ïîÿâÿòñÿ
ìóõè ñ íîðìàëüíûì öâåòîì ãëàç,
ïîñêîëüêó ó íèõ - ãîìîçèãîò ïî
ìóòàöèè ry506 - ïîÿâèòñÿ ÄÍÊ ñ
íîðìàëüíûì àëëåëåì ãåíà ry+ â
òðàíñïîçîíå.

Íåäàâíî äëÿ ìàðêèðîâêè
ïðîèçîøåäøåãî âñòðàèâàíèÿ
òðàíñïîçîíà â êà÷åñòâå ìàðêåðà ñòàëè
èñïîëüçîâàòü êÄÍÊ ãåíà GFP,
ïîäøèòîãî âìåñòå ñ ïîäõîäÿùèì
ïðîìîòîðîì. Â ñëó÷àå èíñåðöèè
òðàíñïîçîíà â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ
äðîçîôèëû ñèíòåçèðóåòñÿ áåëîê GFP.
Â ðåçóëüòàòå îáëó÷åíèÿ ýòèõ êëåòîê
äëèííîâîëíîâûì óëüòðàôèîëåòîâûì
ñâåòîì áåëîê GFP íà÷èíàåò
ôëóîðåñöèðîâàòü çåëåíûì ñâåòîì.

Ñ êàêèìè öåëÿìè èñïîëüçóþò
òðàíñôîðìàöèþ â ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ãåíåòèêå?

Ìîæíî âûäåëèòü íåñêîëüêî
íàïðàâëåíèé.

1. Â ïðîöåññå êëîíèðîâàíèÿ è
âûäåëåíèÿ ãåíîâ âñåãäà îñòàåòñÿ
âîïðîñ î òîì, âåñü ëè ãåí óæå â ðóêàõ
ýêñïåðèìåíòàòîðà, ò.å. ïîëíîñòüþ ëè

âûäåëåíû åãî ðåãóëÿòîðíàÿ è
ñòðóêòóðíàÿ ÷àñòè. Äëÿ âûÿñíåíèÿ
ýòîãî âîïðîñà â ñîñòàâ òðàíñïîçîíà
ââîäÿò ôðàãìåíò ÄÍÊ,
ïðåäïîëîæèòåëüíî ñîäåðæàùèé ãåí,
ýòî ôðàãìåíò �À� â òðàíñïîçîíå
P[(ry+)A] íà Ðèñ. 7.27. Çàòåì õðîìîñîìó
ñî âñòðîåííûì òðàíñïîçîíîì P[(ry+)A]
ïóòåì ñêðåùèâàíèÿ ââîäÿò  ìóõàì,
ãîìîçèãîòíûì ïî ìóòàöèè
èñïûòóåìîãî ãåíà. Åñëè â òðàíñïîçîíå
ïðèñóòñòâóþò âñå ÷àñòè ãåíà �À�,
íåîáõîäèìûå äëÿ åãî
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ, òî òàêàÿ îñîáü
áóäåò èìåòü íîðìàëüíûé ôåíîòèï,
ïîñêîëüêó ìóòàíòíîå äåéñòâèå ãåíà À
ïîëíîñòüþ ïåðåêðûâàåòñÿ íîðìàëüíûì
àëëåëåì À+, ðàñïîëîæåííûì â
òðàíñïîçîíå.

Íåòðóäíî çàìåòèòü, ÷òî, õîòÿ ýòè
ðàáîòû è âûïîëíåíû íà äðîçîôèëå, ïî
ñóòè çäåñü ðå÷ü èäåò î âîçìîæíîñòè
èñïðàâëåíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ äåôåêòîâ
ïîñðåäñòâîì âìåøàòåëüñòâà ÷åëîâåêà.
Åñëè ó÷åñòü, ÷òî òðàíñôîðìàöèÿ ó
äðîçîôèëû çà ïîñëåäíèå 16 ëåò
ïðèìåíÿëàñü òûñÿ÷è ðàç, ñòàíîâèòñÿ
î÷åâèäíûì, ÷òî ïî êðàéíåé ìåðå íà
ýòîì ìîäåëüíîì îáúåêòå ïðîáëåìà
èñïðàâëåíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ äåôåêòîâ
óæå â íàøå âðåìÿ ýôôåêòèâíî ðåøàåòñÿ
äîñòàòî÷íî ðóòèííûìè ìåòîäàìè.

2. Äðóãàÿ öåëü èñïîëüçîâàíèÿ
òðàíñôîðìàöèè çàêëþ÷àåòñÿ â
èññëåäîâàíèè ñòðóêòóðû ñàìîãî ãåíà,
ò.å. àíàëèçà åãî ñòðóêòóðíîé è
ðåãóëÿòîðíîé ÷àñòåé (ñì. ðàçäåë 7.7.).

3. Òðàíñôîðìàöèþ íà äðîçîôèëå
èñïîëüçóþò äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ýêñïðåññèè ãåíîâ, èç ãåíîâ äðóãèõ
îðãàíèçìîâ, ó êîòîðûõ åùå íå îòêðûòû
ìîáèëüíûå ýëåìåíòû, ïðèãîäíûå äëÿ
ñîçäàíèÿ òðàíñïîçîíîâ, è íå
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ðàçðàáîòàíû ìåòîäû òðàíñôîðìàöèè.
Íàïðèìåð, ìîæíî âûäåëèòü êàêîé-òî
ãåí èç ãåíîìà áàáî÷êè-øåëêîïðÿäà,
êîìàðà èëè ÷åëîâåêà, ââåñòè â ãåíîì
äðîçîôèëû è ïðîàíàëèçèðîâàòü
ýêñïðåññèþ.

Ñîçäàíû åùå áîëåå óíèêàëüíûå
êîíñòðóêöèè, ñâÿçàííûå ñ ïåðåñàäêàìè
ãåíîâ. Ìîæíî ïðèâåñòè îäèí ïðèìåð.
Èçâåñòíî, ÷òî â ãåíîìå êîìàðà
Chironomus thummi thummi
ïðèñóòñòâóþò ôðàêöèè, ïîâòîðåííûå
ìíîæåñòâî ðàç. Åäèíèöåé ýòîãî ïîâòîðà
ÿâëÿåòñÿ ôðàãìåíò äëèíîé 120 ï.í.,
îáîãàùåííûé À-Ò íóêëåîòèäàìè. Ýòî
òàê íàçûâàåìûé Cla-ïîâòîð. Îí ðàññåÿí
ïî âñåé äëèíå õðîìîñîì Ch. th. thummi,
íî ïî÷òè ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóåò ó î÷åíü
áëèçêîãî âèäà Ch. th. piger, ò.å. ýòîò
ïîâòîð ÿâëÿåòñÿ âàðüèðóþùåé ôðàêöèåé
ãåíîìà. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïîâòîðåííûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îêàçûâàþò
èíàêòèâèðóþùåå âëèÿíèå íà ãåíû,
ðàñïîëîæåííûå ðÿäîì.

Äëÿ òîãî, ÷òîáû ïðîâåðèòü
ïðåäïîëîæåíèå îá èíàêòèâèðóþùåì
âëèÿíèè Cla-ïîâòîðà, áûë ñîçäàí
òðàíñïîçîí, ñîäåðæàùèé êðîìå
ìàðêåðíîãî ãåíà rosy+, åùå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ,
ñîñòîÿùóþ èç íåñêîëüêèõ êîïèé Cla-
ïîâòîðà èç ÄÍÊ õèðîíîìóñà è
ðàñïîëîæåííîãî ðÿäîì ñ íèì ãåíà white
(w), âûäåëåííîãî èç ãåíîìà äðîçîôèëû.
Ýòîò òðàíñïîçîí áûë ââåäåí â
ýìáðèîíû äðîçîôèëû, ìóòàíòíûå ïî
ãåíó w. Äåëî â òîì, ÷òî íîðìàëüíûé
àëëåëü ãåíà w+, îáåñïå÷èâàåò
ôîðìèðîâàíèå êðàñíîãî öâåòà ãëàç ó
ìóõè, â òî âðåìÿ êàê ó ãîìîçèãîò ïî
ìóòàöèè w ãëàçà áåëîãî öâåòà. Åñëè Cla-
ïîâòîð íå îêàçûâàåò èíàêòèâèðóþùåãî
âëèÿíèÿ íà ãåí w+ â òðàíñïîçîíå, ãëàçà

ó ìóõ w/w/Tw+ áóäóò íîðìàëüíîãî
êðàñíîãî öâåòà. Åñëè æå Cla-ïîâòîð
èíàêòèâèðóåò ãåí w+ â òðàíñïîçîíå âî
âñåõ êëåòêàõ èëè òîëüêî â íåêîòîðûõ, òî
ãëàçà ó ìóõ áóäóò ñîîòâåòñòâåííî
ïîëíîñòüþ áåëûìè èëè ìîçàè÷íûìè,
ò.å. â íåêîòîðûõ êëåòêàõ ãåí w+
ñîõðàíÿþò àêòèâíîñòü, â äðóãèõ êëåòêàõ
w+ èíàêòèâèðîâàí.

4. Ïîèñêè ýíõàíñåðîâ ãåíîâ (ñì.
ðàçäåë 7.8.3.).

5. Ñîçäàíèå ñèñòåì òðàíñôîðìàöèè
äëÿ íàïðàâëåííîé ýêñïðåññèè ãåíîâ (ñì.
ðàçäåë 7.8.3.).

Ëèòåðàòóðà ê ðàçäåëó 7.5.10.

Æèìóëåâ È.Ô. Òðàíñôîðìàöèÿ ó
äðîçîôèëû - íîâûé ïîäõîä â
ãåíåòèêå. Ñîðîñ. îáðàçîâ.
æóðíàë, 1999, â ïå÷àòè.

Ashburner M. Drosophila. A laboratory
handbook. Cold Spring Harbor, Cold
Spring Harbor Laboratory Press,
1989, 1-1331.

Brand A.H., Perimon N. Targeted gene
expression as a means of altering cell
fates and generating dominant
phenotypes. Development, V. 118,
401-415, 1993.

Gehring W.J. The master control gene for
morphogenesis and evolution of the
eye. Genes to Cells, V. 1, 11-15, 1993.

Halder G., Callaerts P., Gehring W.J. New
perspectives on eye evolution. Current
Opinion in Genetics & Development,
V.5, 602-609, 1995.

Lawrence P.A. The making of a fly. Oxford,
Blackwell Scientific Publications, 1-
228, 1992.

Prasher D.C. Using GFP to see the light.
Trends in Genetics, V. 11, N8, 320-
323, 1995.
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Spradling A.C. P-element mediated
transformation. In: �Drosophila: a
practical approach� (D.B. Roberts,
ed.), Oxford-Washington, IPL
Press, p. 175-197, 1986.

Wilson C. Pearson R.K., Bellen H.J.,
OÒKane C.J. Grossniklaus U.,
Gehring W.J. P-element-mediated
enhancer detection: an efficient
method for isolating and
characterizing developmentally
regulated genes in Drosophila.
Genes & Development, V. 3, 1301-
1313, 1989.

7.6. Ðàñïîëîæåíèå ãåíîâ â
õðîìîñîìàõ ýóêàðèîò

Ó ýóêàðèîò íå ðàñïðîñòðàíåí
îïåðîííûé òèï ðàñïîëîæåíèÿ ãåíîâ, ò.å.
îáúåäèíåíèå â áëîêè ãåíîâ, íàõîäÿùèõñÿ
ïîä îáùèì êîíòðîëåì. Ãåíû,
êîíòðîëèðóþùèå äàæå ïîñëåäîâàòåëüíûå
áèîõèìè÷åñêèå ðåàêöèè, ðàñïîëîæåíû â
ðàçëè÷íûõ ðàéîíàõ õðîìîñîìû è äàæå â
ðàçëè÷íûõ õðîìîñîìàõ. Íàïðèìåð, ó
äðîçîôèëû ãåíû, êîäèðóþùèå ôåðìåíòû,
ïîä êîíòðîëåì êîòîðûõ ïðîèñõîäèò
ïðåâðàùåíèå òðèïòîôàíà â áóðûé ãëàçíîé
ïèãìåíò, ðàçáðîñàíû âî ìíîæåñòâå
ó÷àñòêîâ ãåíîìà (òàáë. 7.1. - äåëàòü)

Âìåñòå ñ òåì, èçâåñòíû íåêîòîðûå
ïðèìåðû êëàñòåðíîé îðãàíèçàöèè ãåíîâ.
Ó ÷åëîâåêà èçâåñòíî íåñêîëüêî òèïîâ
ãåìîãëîáèíîâ. Êàæäûé èç íèõ
ñèíòåçèðóåòñÿ â îïðåäåëåííîì îðãàíå è
íà îïðåäåëåííîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ.
Íàïðèìåð, ãåìîãëîáèíû ζ è ε
ñèíòåçèðóþòñÿ â êëåòêàõ ýìáðèîíàëüíîãî
æåëòî÷íîãî ìåøêà íà ðàííèõ ýòàïàõ
ðàçâèòèÿ. Â ýòî âðåìÿ ìîëåêóëà áåëêà
ñîñòîèò èç äâóõ öåïåé ζ-ïîäîáíûé α-
ãåìîãëîáèí è äâóõ öåïåé ε (β−ïîäîáíûé).
Ê êîíöó òðåòüåãî ìåñÿöà ðàçâèòèÿ ñèíòåç

ãåìîãëîáèíà ýòîãî òèïà çàêàí÷èâàåòñÿ è
íà÷èíàåòñÿ ñèíòåç ôåòàëüíîãî (óòðîáíîãî)
ãåìîãëîáèíà (Hb−F) â êëåòêàõ ïå÷åíè è
ñåëåçåíêè. Ôåòàëüíûé ãåìîãëîáèí ñîñòîèò
èç äâóõ α-ïîëèïåïòèäîâ è äâóõ γ (β−
ïîäîáíûõ): äâóõ γA èëè äâóõ γG. Âî âðåìÿ
ïîñòýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ
ãåìîãëîáèí ñèíòåçèðóåòñÿ â êëåòêàõ
êîñòíîãî ìîçãà, è ñîñòîèò èç α, β
ïîëèïåïòèäîâ è íåêîòîðîãî êîëè÷åñòâà β-
ïîäîáíîãî δ ïîëèïåïòèäîâ. Áîëüøàÿ
÷àñòü ãåìîãëîáèíà â êðîâè âçðîñëîãî
÷åëîâåêà ññòîèò èç òåòðàìåðà α2β2 (Hb-
A).

Â ãåíîìå ÷åëîâåêà ãåíû ãåìîãëîáèíà
ðàñïîëîæåíû äâóìÿ êëàñòåðàìè: â
õðìîñîìå 16 ðàñïîëîæåíû âñå α−
ïîäîáíûå ãåíû, â òî âðåìÿ êàê âñå β−
ïîäîáíûå ãåíû ðàñïîëîæåíû â
õðîìîñîìå 11 (Ðèñ. 7.28.). Â êàæäîì
êëàñòåðå åñòü ïñåâäîãåíû.

Èíòåðåñíî, ÷òî ãåíû ðàñïîëîæåíû â
òîì ïîðÿäêå, âäîëü ïî õðîìîñîìå, â êàêîé
î÷åðåäíîñòè îíè âêëþ÷àþòñÿ â ðàáîòó â
õîäå îíòîãåíåçà. Îäíàêî, êàêèõ-ëèáî
äàííûõ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ îá èõ
ôóíêöèîíàëüíîé ñöåïëåííîñòè èëè îáùåì
êîíòðîëå ïî ïðèíöèïó îïåðîííîé
îðãàíèçàöèè, íå ïîëó÷åíî. Òîò ôàêò, ÷òî
ýòè ãåíû ôóíêöèîíèðóþò â ðàçíûõ òêàíÿõ
è íà ðàçíûõ ýòàïàõ îíòîãåíåçà, ñêîðåå
ñâèäåòåëüñòâóåò î íåçàâèñèìîì êîíòðîëå
ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ.

Ãåíû òðàíñïîðòíîé ÐÍÊ ó
äðîçîôèëû ðàñïîëîæåíû âî ìíîãèõ
ðàéîíàõ ïî 1-2 ãåíà â êàæäîì. Îäíàêî, â
îäíîì èç ðàéîíîâ 16 ãåíîâ çàíèìàþò
íåáîëüøîé ó÷àñòîê äëèíîé 50 ò.ï.í. (Ðèñ.
7.29.), õîòÿ èõ òðàíñêðèïöèÿ íå
êîíòðîëèðóåòñÿ îäíèì ïðîìîòîðîì.

Îðãàíèçàöèÿ ãåíîâ 18S è 28S ðÐÍÊ
ó âñåõ ýóêàðèîò â îáùèõ ÷åðòàõ
îäèíàêîâàÿ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ
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18S è 28S ðÐÍÊ, ëèäåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, à òàêæå
òðàíñêðèáèðóåìîãî è íåòðàíñêðè-
áèðóåìîãî ñïåéñåðîâ ñîñòàâëÿþò
åäèíèöó äëèíîé îêîëî 11 ò.ï.í. (Ðèñ.
7.30.), êîòîðàÿ ïîâòîðåíà íåñêîëüêî ñîò
ðàç. Êàê ïðàâèëî ÷èñëî êîïèé
âàðüèðóåò â ïðåäåëàõ îò 100 äî 1000: ó
äðîææåé - 140 åäèíèö ïîâòîðåííîñòè,
ó äðîçîôèëû - 200-250, ó ÷åëîâåêà -
1250. Ëèäåðíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ðàñïîëîæåíà ïåðåä ãåíîì 18S, è ñ íå¸
íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ. Êàæäàÿ
åäèíèöà ïîâòîðà ãåíîâ ðÐÍÊ
ñ÷èòûâàåòñÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé I îò
ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äî êîíöà
ãåíà 28S ðÐÍÊ â âèäå îäíîãî öèñòðîíà.

Ó÷àñòîê ÄÍÊ ìåæäó ãåíàìè 18S è 28S
òðàíñêðèáèðóåòñÿ âìåñòå ñ ýòèìè ãåíàìè
è íàçûâàåòñÿ òðàíñêðèáèðóåìûì
ñïåéñåðîì. Â í¸ì ðàñïîëîæåíû êîðîòêèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå
âûäåëÿþòñÿ èç îáùåãî òðàíñêðèïòà â
õîäå ïðîöåñèíãà ÐÍÊ. Ó ìëåêîïèòàþùèõ
è àìôèáèé â êîðîòêîì ñïåéñåðå
ôîðìèðóåòñÿ 5.8S ÐÍÊ - íåáîëüøàÿ
ìîëåêóëà, îáðàçóþùàÿ  âîäîðîäíóþ
ñâÿçü ñ 28S ðÐÍÊ â ðèáîñîìå.

Òðàíñêðèïöèîííàÿ åäèíèöà ðÐÍÊ
ñàìàÿ êîðîòêàÿ ó áàêòåðèé, ó êîòîðûõ ïðè
îáùåé äëèíå òðàíñêðèïòà 6 ò.ï.í. 80%
ïðèõîäèòñÿ íà êîäèðóþùóþ ÷àñòü. Ó
ýóêàðèîò äëèíà òðàíñêðèïòà âàðüèðóåò îò
7 äî 8 ò.ï.í. è êîäèðóþùàÿ ÷àñòü

ζ ψζ ψα2 ψα1 α2 α1 φ1

ε γG γA ψβ δ β

Çàðîäûø

Çàðîäûø

Ïñåâäîãåíû

Óòðîáíîå ðàçâèòèå

Îò óòðîáíîãî
ðàçâèòèÿ äî

âçðîñëîãî ñîñòîÿíèÿ

Îò ðîæäåíèÿ äî
âçðîñëîãî ñîñòîÿíèÿ

Èíòðîíû Ýêçîíû

α-ïîäîáíûé ãåí â õðîìîñîìå 16 ÷åëîâåêà

β-ïîäîáíûé ãåí â õðîìîñîìå 11 ÷åëîâåêà

Ðèñ. 7.28. Êëàñòåðû ãëîáèíîâûõ ãåíîâ â õðîìîñîìàõ 16 è 11 ÷åëîâåêà è
ñòàäèè ðàçâèòèÿ, íà êîòîðûõ îíè ýêñïðåññèðóþòñÿ (Èç: Russell, 1998, p. 562).
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Ðèñ. 7.29. Ðàñïîëîæåíèå ãåíîâ òðàíñïîðòíîé ÐÍÊ â ðàéîíå 42À 2R
õðîìîñîìû D. melanogaster (Èç: Kubli, 1982, â êí. Æèìóëåâ, 1994, ñòð. 117 ).
Öèôðàìè ïîä ãîðèçîíòàëüíîé ëèíèåé îáîçíà÷åíû ðàçìåðû ôðàãìåíòà ÄÍÊ
(â ò.ï.í.)
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ñîñòàâëÿåò 70-80%. Â õîäå ñîçðåâàíèÿ
ðÐÍÊ ëèäèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
è ÷àñòü òðàíñêðèáèðóåìîãî ñïåéñåðà, íå
êîäèðóþùàÿ 5.8S ÐÍÊ, äåãðàäèðóþò äî
íóêëåîòèäîâ.

Òðàíñêðèáèðóåìûå åäèíèöû
ðàçäåëÿþòñÿ ó÷àñòêîì ÄÍÊ,
íàçûâàåìûì íåòðàíñêðèáèðóåìûì
ñïåéñåðîì (ÍÒÑ). Åãî äëèíà âàðüèðóåò
â øèðîêèõ ïðåäåëàõ: îò 1750 ï.í. ó
äðîææåé äî 30000 ï.í. ó ìûøè, ó
äðîçîôèëû îí èìååò äëèíó 3750-6450 ï.í.
Â ñàìîì ÍÒÑ îáíàðóæèëè âíóòðåííèå
ïîâòîðû, êîòîðûå â ÷àñòíîñòè ó
äðîçîôèëû, èãðàþò ñóùåñòâåííóþ ðîëü
â ìåéîòè÷åñêîì ñïàðèâàíèè Õ è Y
õðîìîñîì (Ïî: Lewin 1994, pp. 726-728).
Ñóùåñòâåííàÿ ÷àñòü ãåíîâ 28S ðÐÍÊ
ñîäåðæèò èíñåðöèè (Ðèñ. 7.30.).

Êàæäàÿ èç åäèíèö ïîâòîðà ìîæåò
ôóíêöèîíèðîâàòü íåçàâèñèìî îò äðóãèõ.
Åñëè îäèí èç ïîâòîðîâ çàêëþ÷èòü â P-
ýëåìåíò è ñ ïîìîùüþ òðàíñôîðìàöèè

ââåñòè åãî îïÿòü â ãåíîì äðîçîôèëû, â
ó÷àñòêå âñòðàèâàíèÿ òðàíñïîçîíà
îáðàçóåòñÿ ìàëåíüêîå ÿäðûøêî, âîçíèêøåå
â ðåçóëüòàòå òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè
ýòîãî ïîâòîðà.

Ó äðîçîôèëû ãåíû, êîäèðóþùèå 5S
ðÐÍÊ, ïðåäñòàâëåíû áëîêîì, ñîñòîÿùèì
èç 160-200 èäåíòè÷íûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äëèíîé 385 ï.í.
êàæäàÿ. Îáùàÿ äëèíà êëàñòåðà
ñîñòàâëÿåò 60-80 ò.ï.í. Ïîâòîðÿþùàÿñÿ
åäèíèöà ñîñòîèò èç êîäèðóþùåé ÷àñòè
(~135 ï.í.) è ñïåéñåðà (250 ï.í.).
Îòäåëüíûå ãåíû èëè ãðóïïû ãåíîâ â
ïðåäåëàõ êëàñòåðà òðàíñêðèáèðóþòñÿ
íåçàâèñèìî äðóã îò äðóãà: äåëåöèè ÷àñòè
ãåíîâ íå ïðåäîòâðàùàþò àêòèâíîñòè
îñòàëüíûõ. Êëîíû ãåíîâ 5S ðÐÍÊ,
âûäåëåííûå èç ðàçíûõ ÷àñòåé êëàñòåðà,
íîðìàëüíî òðàíñêðèáèðóþòñÿ â
ìîëåêóëû 5S ðÐÍÊ â ñèñòåìå îîöèòà
êñåíîïóñà (Xenopus). Òàêèì îáðàçîì,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ íå ñîñòàâëÿþò

Ðèñ. 7.30. Ñõåìà îðãàíèçàöèè ïîâòîðÿþùåéñÿ åäèíèöû â êëàñòåðå ãåíîâ 18S è
28S ðÐÍÊ ó äðîçîôèëû (Èç: Peacock et al., 1981, â êí. Æèìóëåâ, 1994, ñòð. 394)
Åäèíèöà ïîâòîðåííîñòè ñîäåðæèò ãåíû 18S è 28S ðèáîñîìíîé ÐÍÊ,
òðàíñêðèáèðóåìûé (çàíÿòûé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ 5.8S) è íåòðàíñêðèáèðóåìûé
(ÍÒÑ) ñïåéñåðû. Çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü (äî 48%) ãåíîâ 28S ðÐÍÊ ñîäåðæèò èíñåðöèè
ìîáèëüíîãî (R1) ýëåìåíòà. EcoRI è HindIII - ñàéòû ðåñòðèêöèè EcoRI è HindIII

Dm103

Dm103A1

Dm103B

Dm103C

4.3 ò.ï.í.

5.6 ò.ï.í.

0.9 ò.ï.í.

5.8 ò.ï.í.

0.25 ò.ï.í.

0.27 ò.ï.í.

Dm103D

Dm103E

Dm103A2

EcoRI HindIII

28S18S

5.8S

2S 18S

Íåòðàíñêðèáèðóåìûé

ñïåéñåð28SÈíñåðöèÿ
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åäèíèöó òðàíñêðèïöèè è ôóíêöèîíèðóþò
íåçàâèñèìî îäíà îò äðóãîé (Òåêñò ïî:
Æèìóëåâ, 1994, ñòð. 122-123 ).

Îáùàÿ äëèíà êëàñòåðà ãèñòîíîâûõ
ãåíîâ ó äðîçîôèëû ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî
500 ò.ï.í. (100 ïîâòîðîâ åäèíèöû îêîëî
5 ò.ï.í. ñ ïÿòüþ ãåíàìè â êàæäîé).
Îòäåëüíûå ãåíû â ïðåäåëàõ ïîâòîðåííîé
åäèíèöû òðàíñêðèáèðóþòñÿ â
ïðîòèâîïîëîæíûõ íàïðàâëåíèÿõ (ò.å. ñ
ðàçíûõ öåïåé ÄÍÊ), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò
î íåçàâèñèìîñòè èõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
(Ðèñ. 7.31.).

Ó äðóãîãî âèäà íàñåêîìûõ -
õèðîíîìóñà (Chironomus thummi) ýòè æå
ïÿòü ãèñòîíîâûõ ãåíîâ ñîñòàâëÿþò
êëàñòåð äëèíîé 6262 ï.í., îäíàêî, è ó
ýòîãî âèäà ãåíû, ðàñïîëîæåííûå â

êëàñòåðå, ìîãóò ñ÷èòûâàòüñÿ ñ ðàçíûõ
öåïåé (ñì. Ðèñ. 7.31.).

Èíîãäà â êëàñòåðû îáúåäèíÿþòñÿ è
íåïîâòîðåííûå ãåíû. Ñåìü ãåíîâ,
êîäèðóþùèõ áåëêè òåïëîâîãî øîêà (ñì.
ðàçäåë 12), ðàñïîëàãàþòñÿ âî ôðàãìåíòå
ÄÍÊ äëèíîé 12 ò.ï.í., êàðòèðóåìîì ñ
ïîìîùüþ ãèáðèäèçàöèè in situ â ïóôå
òåïëîâîãî øîêà 67Â. Äëÿ ãåíîâ ýòîãî
ðàéîíà òàêæå õàðàêòåðíà ðàçíàÿ
íàïðàâëåííîñòü òðàíñêðèïöèè (ñì. Ðèñ.
12..).

Ãåíû, êîíòðîëèðóþùèå ðàçâèòèå
êðóïíûõ ÷àñòåé òåëà (ãîìåéîçèñíûå
ãåíû) äðîçîôèëû, ñîáðàíû â êëàñòåðû.
Èõ íàçûâàþò êîìïëåêñàìè. Ãîëîâíàÿ
êàïñóëà äðîçîôèëû ôîðìèðóåòñÿ â
ðåçóëüòàòå àêòèâíîñòè ãåíîâ êîìïëåêñà
Antennapedia (Antp-C), áðþøíàÿ ÷àñòü -

4.8 ò.ï.í.

à

H1 H3

Èíñåðöèÿ

A-T áîãàòûé

ðàéîí

á

H4 H2a H2b H1

Ïîâòîðåííàÿ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

1 ò.ï.í.

5 10

S E X B

TFB1

H3 H4 H2a

λCtt500-7

â

ã

ò.ï.í.15

SacK P E X B S

TFB1

H3 H4 H2aH2b H2bH1

Ðèñ. 7.31. Ñõåìà îðãàíèçàöèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ãèñòîíû â ïîâòîðÿþùåéñÿ
åäèíèöå ó D. melanogaster (à-á) è Chirinomus thummi (â-ã) (Èç: Lifton et al.,
1978; Hankeln, Schmidt, 1990, â êí. Æèìóëåâ, 1994, ñòð. 124); à -
ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà êëîíà cDm500. Âåðòèêàëüíûìè ëèíèÿìè ðàçíîé
âûñîòû îáîçíà÷åíû ñëåâà íàïðàâî BglII, BamHI, HindIII, HpaI, SstI; á -
ðàñïîëîæåíèå ãåíîâ (ñòðåëêàìè óêàçàíî íàïðàâëåíèå òðàíñêðèïöèè), â -
ðàññòîÿíèÿ íà êàðòå; ã - ñàéòû ðåñòðèêöèè è ëîêàëèçàöèÿ ãåíîâ, TFB1 -
ìîáèëüíûé ýëåìåíò
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lab pb Dfd Scr Antp Ubx abd-A abd-B

Ðèñ. 7.32. Êëàñòåðû ãåíîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ðàçâèòèå ãîëîâíîé (lab - Antp) è
áðþøíîé (Ubx - Abd-B) ÷àñòåé òåëà äðîçîôèëû (Èç: Æèìóëåâ, 1994, ñòð. 141)

ãåíàìè êîìïëåêñà Bithorax (BX-C) (Ðèñ.
7.32.).

Ëèòåðàòóðà ê ðàçäåëó 7.6.

Æèìóëåâ È.Ô. Õðîìîìåðíàÿ
îðãàíèçàöèÿ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì.
Íàóêà, Íîâîñèáèðñê, 1-564, 1994.

Lewin B. Genes. Oxford, New York, Tokyo;
Oxford University Press, p. 726-728,
1994.

Russell, P.J. Genetics Fifth edition.
Addison Wesley Longman, Ins, Menlo
Park, California, p. 400-408, 1998.

7.7. Ñòðóêòóðà òðàíñêðèïòà:
ñòðóêòóðíàÿ è ðåãóëÿòîðíàÿ
÷àñòè ãåíà

Ñèíòåç ÐÍÊ, êîäèðóåìîé äàííûì
ãåíîì, íàçûâàåòñÿ ýêñïðåññèåé ãåíà. Ó
ïðîêàðèîò åäèíñòâåííàÿ ÐÍÊ
ïîëèìåðàçà, ñîñòîÿùàÿ èç áåëêîâîãî
êîìïëåêñà - ñîáñòâåííî ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû è σ-ôàêòîðà, ñèíòåçèðóåò
âñå âèäû ÐÍÊ: ìÐÍÊ, òÐÍÊ è ðÐÍÊ.

Ó ýóêàðèîò òðè ðàçíûõ ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû òðàíñêðèáèðóþò ÐÍÊ ñ
òðåõ ðàçíûõ òèïîâ ãåíîâ. ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçà I ñèíòåçèðóåò 18, 28 è
5.8SPHK, ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà II ñ÷èòûâàåò
ìÐÍÊ ñ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè è
íåêîòîðûå snÐÍÊ, ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III

òðàíñêðèáèðóåò ãåíû 5S ðÐÍÊ, òÐÍÊ
è îñòàëüíûå snÐÍÊ.

Ñõåìà îðãàíèçàöèè òèïè÷íîãî
ãåíà ïðåäñòàâëåíà íà Ðèñ. 7.33. Êàæäûé
ãåí ñîñòîèò èç ðåãóëÿòîðíîé ÷àñòè, ñ
êîòîðîé íà÷èíàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ
êîäèðóþùåé ÷àñòè, â êîòîðîé çàïèñàíà
èíôîðìàöèÿ î ñòðóêòóðå áåëêà, è
òåðìèíèðóþùåé ÷àñòè, â êîòîðîé
çàâåðøàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ. Äâîéíàÿ
ñïèðàëü ÄÍÊ â îáëàñòè ïðîìîòîðà
äåíàòóðèðóåòñÿ ïîä äåéñòâèåì ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû ó ïðîêàðèîò èëè
òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà ó
ýóêàðèîò (Ðèñ. 7.34.) ñ îáðàçîâàíèåì
�òðàíñêðèïöèîííîãî ïóçûðüêà�. ÐÍÊ
ñèíòåçèðóåòñÿ â íàïðàâëåíèè îò 5' ê 3'
êîíöó îäíîé èç öåïåé ÄÍÊ, êîòîðàÿ
íàçûâàåòñÿ ìàòðè÷íîé. Âòîðàÿ öåïü
íàçûâàåòñÿ êîäèðóþùåé.

Òðàíñêðèïöèÿ çàêàí÷èâàåòñÿ,
êîãäà ìîëåêóëà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû
äîñòèãíåò òåðìèíèðóþùåãî ó÷àñòêà
èëè òåðìèíàòîðà (Ðèñ. 7.33.).
Îáíàðóæåíî äâà òèïà òåðìèíèðóþùèõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, è êàæäûé ãåí
èìååò îäèí èç íèõ. Îäèí òèï
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îïîçíàåòñÿ
íåïîñðåäñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé,
äðóãîé òèï - ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé â
àññîöèàöèè ñ ρ-ôàêòîðîì.
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Èññëåäîâàíèå ïðîöåññîâ,
ïðîèñõîäÿùèõ ïðè ñèíòåçå ìÐÍÊ,
ïîêàçàëî, ÷òî ïðîäóêòû òðàíñêðèïöèè,
ñèíòåçèðóåìûå â ÿäðàõ ýóêàðèîò íà
ÄÍÊ õðîìîñîì, ãîðàçäî êðóïíåå, ÷åì
îáðàçóåìûå èç íèõ è âûõîäÿùèå â
öèòîïëàçìó ìàòðè÷íûå ÐÍÊ,
ïîñòóïàþùèå â ðèáîñîìû è
ó÷àñòâóþùèå â òðàíñëÿöèè. Òàêèå
òðàíñêðèáèðîâàííûå ñ ÄÍÊ è
íàõîäÿùèåñÿ â êëåòî÷íîì ÿäðå
ïðåäøåñòâåííèêè ìÐÍÊ, î÷åíü
ðàçíîîáðàçíûå ïî ñâîåìó
íóêëåîòèäíîìó ñîñòàâó, íàçûâàþòñÿ
ãåòåðîãåííûìè ÿäåðíûìè ÐÍÊ èëè
ïðî-ìÐÍÊ.

Âûÿñíèëîñü, ÷òî â ãåòåðîãåííûõ
ÿäåðíûõ ÐÍÊ ïðèñóòñòâóþò
ïðîòÿæåííûå ó÷àñòêè, ñ÷èòàííûå ñ
ó÷àñòêîâ ãåíîâ, íåêîäèðóþùèõ
èíôîðìàöèþ î ñòðóêòóðå áåëêà -
èíòðîíîâ. Â ðåçóëüòàòå ñëîæíîãî
ïðîöåññà ñîçðåâàíèå ÐÍÊ,
íàçûâàåìîãî ïðîöåññèíãîì,
îáðàçóåòñÿ çðåëàÿ ìîëåêóëà ìàòðè÷íîé

Ðèñ. 7.34. Òðàíñêðèïöèîííûé �ïóçûðåê�. (Èç: Lewin, 1994, p. 380). Â õîäå
òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà äåíàòóðèðóåò äâóöåïî÷å÷íóþ ñïèðàëü ÄÍÊ
è âíîâü âîññòàíàâëèâàåò åå, ïîääåðæèâàåò êîäèðóþùóþ è ìàòðè÷íóþ öåïè
ÄÍÊ â âûïðÿìëåííîì ñîñòîÿíèè è ñèíòåçèðóåò ÐÍÊ

ÐÍÊ-ÄÍÊ ãèáðèä

ìàòðè÷íàÿ öåïü ÄÍÊ

òî÷êà ðàñïëåòåíèÿ

êîäèðóþùàÿ öåïü ÄÍÊ

òî÷êà ñïëåòåíèÿ

ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ÐÍÊ

Íàïðàâëåíèÿ äâèæåíèÿ ôåðìåíòà

Ðèñ. 7.33. Åäèíèöà òðàíñêðèïöèè, ñîäåðæàùàÿ ðàçëè÷íûå ýëåìåíòû ãåíà
(Èç: Lewin, 1994, p. 378)

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà

Ïðîìîòîð

ÄÍÊ

Ó÷àñòîê âûøå

ñòàðòà òðàíñêðèïöèè

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà

Òåðìèíàòîð

Òðàíñêðèïöèÿ

Ñòàðòîâàÿ òî÷êà

òðàíñêðèïöèè

Ó÷àñòîê íèæå

ñòàðòà òðàíñêðèïöèè

Äîïîëíåíèå 7.6.
Íîáåëåâñêàÿ ïðåìèÿ çà 1959 ãîä

ïðèñóæäåíà Ñ. Î÷îà (Severo Ochoa) çà
îòêðûòèå ìåõàíèçìà áèîëîãè÷åñêîãî
ñèíòåçà ðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû.

                            (- íóêëåîòèä)   (+ íóêëåîòèä)

5�
3�

3�

3�

5�

5�
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ÐÍÊ óæå ñóùåñòâåííî ìåíüøåãî
ðàçìåðà. Â õîäå ïðîöåññèíãà (èëè
ïîñòðàíñêðèïöèîííûõ ìîäèôèêàöèé
ÐÍÊ) óäàëÿþòñÿ ó÷àñòêè,
ñîîòâåòñòâóþùèå èíòðîíàì,
ïðîèñõîäèò ñðàùèâàíèå ýêçîíîâ
(ñïëàéñèíã), äîáàâëÿåòñÿ êîðîòêèé
ôðàãìåíò íà 3' êîíöå (5'- êýï) è ïîëè
(A)+-õâîñò íà 3' êîíöå ìîëåêóëû ÐÍÊ.

Íà Ðèñ. 7.35. ïðåäñòàâëåíà ñõåìà
ñòðîåíèÿ çðåëîé áèîëîãè÷åñêè
àêòèâíîé ìÐÍÊ èç êëåòîê ýóêàðèîò.
Àíàëîãè÷íàÿ ìÐÍÊ îáíàðóæèâàåòñÿ è
â êëåòêàõ ïðîêàðèîò, íî â íåé íåò
ïîëè(A)+ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Ëèòåðàòóðà ê ðàçäåëó 7.7.

Ãåðøåíçîí Ñ.Ì. Îñíîâû ñîâðåìåííîé
ãåíåòèêè. Êèåâ, Íàóêîâà Äóìêà, ñòð.
349-356, 1983.

Lewin B. Genes V. Oxford University
Press. Oxford, New York, Tokyo,
377-401, 1994.

Êýï 5’-ÍÒÎ AUG Òðàíñëèðóåìàÿ îáëàñòü Ñòîï 3’-ÍÒÎ ïîëè(À)

Ñèãíàëû èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè ïî
ñêàíèðóþùåìó ìåõàíèçìó

Ïåðåêîäèðóþùèå
ñèãíàëû

Ñäâèã
ðàìêè

Ïðûæîê
ðèáîñîìû

Èçìåíåíèå
ñìûñëà
êîäîíà

Ñèãíàëû
öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî

è ÿäåðíîãî
ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ

5’ íåòðàíñëèðóåìàÿ
ëèäåðíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

Ñèãíàë
âíóòðåííåé
èíèöèàöèè

Ýëåìåíòû
íåñòàáèëüíîñòè
ìÐÍÊ

3’ íåòðàíñëèðóåìàÿ
òðåéëåðíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

Ñèãíàë
âíóòðèêëåòî÷íîé
ëîêàëèçàöèè

Ðèñ. 7.35. Ñõåìà ðàñïîëîæåíèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ ó÷àñòêîâ íà ìîëåêóëå ìÐÍÊ
(Èç: Îâ÷èííèêîâ, 1998, ñ. 17)

Russell, P.J. Genetics Fifth edition.
Addison Wesley Longman, Ins, Menlo
Park, California, p. 379-417, 1998.

Ãåîðãèåâ Ã.Ï. Ãèïîòåçà î ñòðóêòóðíîé
îðãàíèçàöèè îïåðîíà è ðåãóëÿöèè
ñèíòåçà ÐÍÊ â æèâîòíîé êëåòêå.
Ìîëåêóëÿðíàÿ áèîëîãèÿ ò.4, âûï. 1,
ñòð 17-29, 1970.

Ãåîðãèåâ Ã.Ï. Ãåíû âûñøèõ îðãàíèçìîâ
è èõ ýêñïðåññèÿ. Ìîñêâà, Íàóêà, 1-
254, 1989.

Îâ÷èííèêîâ Ë.Ï. ×òî è êàê
çàêîäèðîâàíî â ìÐÍÊ.
Ñîðîñîâñêèé îáðàçîâàòåëüíûé
æóðíàë, N 4, ñ. 10-18, 1998.

7.8. Ðåãóëÿòîðíàÿ ÷àñòü ãåíà

7.8.1. Ïðîìîòîðû è ðåãóëÿòîðû

Ó ïðîêàðèîò ïðîöåññ
òðàíñêðèïöèè îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ
ïîìîùüþ ãîëîýíçèìà (èëè �ïîëíîãî
ýíçèìà�) ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, ñîñòîÿùåé
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èç ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû è
ïðèñîåäèíÿþùåãîñÿ ê íåé σ-ôàêòîðà.
Ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà (èëè
ñåðöåâèííàÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà) ñîñòîèò
èç 4-õ ïîëèïåïòèäîâ - äâóõ α, β, β�.
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà îñóùåñòâëÿåò
îñíîâíóþ ðåàêöèþ ïîëèìåðèçàöèè
ðèáîíóêëåîòèäîâ, åå ôóíêöèÿ
çàêëþ÷àåòñÿ â êîïèðîâàíèè îäíîé íèòè
äâîéíîé öåïè ÄÍÊ â ÐÍÊ, σ-ôàêòîð
íåîáõîäèì äëÿ îïîçíàâàíèÿ ïðîìîòîðà
- îïðåäåëåííîãî ó÷àñòêà â íà÷àëå ãåíà.

Ïðîìîòîðû èìåþò îïðåäåëåííûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ,
�óçíàâàåìûå� ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé. Áîëåå
100 ïðîìîòîðîâ áûëè ñåêâåíèðîâàíû
ó E. coli, è íàèáîëåå óäèâèòåëüíûì
áûëî ïî÷òè ïîëíîå îòñóòñòâèå
ãîìîëîãèè 60-íóêëåîòèäíîãî ðàéîíà,
ñâÿçûâàþùåãî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó.
Ãîìîëîãèþ èìåþò òîëüêî òðè î÷åíü
êîðîòêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â
ïîëîæåíèè -10 è -35 ï.í. è â ñòàðòîâîé
òî÷êå òðàíñêðèïöèè. Ðàññòîÿíèå ìåæäó
ýòèìè äîìåíàìè òàêæå ÿâëÿåòñÿ
ôèêñèðîâàííûì. Íà Ðèñ. 7.36.
ïîêàçàíû íàèáîëåå òèïè÷íûå ýëåìåíòû
ïðîìîòîðà ó ïðîêàðèîò.

Âíà÷àëå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà
êîíòàêòèðóåò ñ ðàéîíîì îò -55 äî +20
ï.í. Èíèöèèðóþùèé êîìïëåêñ ñîäåðæèò
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó è σ-ôàêòîð (Ðèñ. 7.37.),

êîòîðûé ñëàáî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ó÷àñòîêîì
ïðîìîòîðà â ïîëîæåíèè - 35 ï.í.,
êîíòðîëèðóÿ ïîñàäêó ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû
èìåííî íà ïðîìîòîð.

Çàòåì ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà
ñâÿçûâàåòñÿ ñ äîìåíîì Ïðèáíîâà �
ðàéîíîì -10. Îäíîâðåìåííî ñ ýòèì
ðàñïëåòàåòñÿ ó÷àñòîê ÄÍÊ äëèíîé â 17
ï.í. âîêðóã íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè -
10. Ðàñïëåòàåòñÿ ïîëíîñòüþ ïî÷òè äâà
âèòêà äâîéíîé ñïèðàëè. Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî â ýòîì ïîëîæåíèè
ïðèñóòñòâóþò â îñíîâíîì ÀÒ
íóêëåîòèäû, èìåþùèå ïî äâå
âîäîðîäíûõ ñâÿçè ìåæäó ñîáîé, ÷òî
çíà÷èòåëüíî îáëåã÷àåò âîçìîæíîñòü èõ
ðàçúåäèíåíèÿ.

Ïîñêîëüêó ïðîìîòîðû ñëåãêà
ðàçëè÷àþòñÿ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì
íóêëåîòèäîâ, ýôôåêòèâíîñòü
ñâÿçûâàíèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, à
ñëåäîâàòåëüíî, è ñêîðîñòü
òðàíñêðèïöèè ñèëüíî âàðüèðóåò îò
ãåíà ê ãåíó.

Êîãäà σ-ôàêòîð äèññîöèèðóåò,
ñåðöåâèííàÿ ÷àñòü ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû
óêîðà÷èâàåòñÿ â ïîëîæåíèè âûøå -30, à
ïîñëå ïåðåìåùåíèÿ ôåðìåíòà íà íåñêîëüêî
ïàð íóêëåîòèäîâ, îí ñòàíîâèòñÿ åùå áîëåå
êîìïàêòíûì, ïðåâðàùàÿñü â êîìïëåêñ
ýëîíãàöèè (Ðèñ. 7.37.).

TTGACA

-35

16-19 ï.í. TATAAT

-10

äîìåí

Ïðèáíîâà

5-9 ï.í.

ñòàðò

òðàíñêðèïöèè

Êîäèðóþùàÿ ÷àñòü

+1

Ðèñ. 7.36. Íàèáîëåå òèïè÷íûé ïðîìîòîð ïðîêàðèîò, èìåþùèé òðè êîìïîíåíòà:
êîíñåíñóñû ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â òî÷êàõ -10 è -35 è ñòàðòîâàÿ òî÷êà òðàíñêðèïöèè
(Èç: Lewin, 1994, p. 395). ×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè íóêëåîòèäîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â
ïîëîæåíèè -10 (óêàçàíà â %% ïîäíàçâàíèåì íóêëåîòèäà): T

80
 A

95
 t

45
 A

60
 a

50
 T

96
, ÷àòîòû

âñòðå÷àåìîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ïîëîæåíèè -35: T
82

 T
84

 G
78

 A
65

 C
54

 a
45
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Ó ýóêàðèîò ïðîöåññ òðàíñêðèïöèè
çíà÷èòåëüíî óñëîæí¸í â ñâÿçè ñ òðåìÿ
îáñòîÿòåëüñòâàìè. Âî-ïåðâûõ, ó
ýóêàðèîò òðàíñêðèïöèÿ
îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîä äåéñòâèåì òðåõ
ðàçíûõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàç.

Âî-âòîðûõ, ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà
ýóêàðèîò íå ìîæåò ñàìîñòîÿòåëüíî
èíèöèèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ. Äëÿ åå
àêòèâèðîâàíèÿ íåîáõîäèìî áîëüøîå
÷èñëî áåëêîâ, íàçûâàåìûõ îáùèìè
ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè, êîòîðûå
äîëæíû îáúåäèíÿòüñÿ â êîìïëåêñ,
ïðåæäå ÷åì òðàíñêðèïöèÿ íà÷íåòñÿ.
Ôîðìèðîâàíèå êîìïëåêñà - ýòî
ìíîãîñòóïåí÷àòûé ïðîöåññ, îò
ïðîõîæäåíèÿ ýòàïîâ êîòîðîãî áóäåò â
êîíå÷íîì ñ÷åòå çàâèñåòü ñêîðîñòü
èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè. Âî ìíîãèõ
ñëó÷àÿõ ðåãóëÿòîðíûå áåëêè äåéñòâóþò,
âëèÿÿ ãëàâíûì îáðàçîì íà ïðîöåññ
ñáîðêè òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà.

È, íàêîíåö, â-òðåòüèõ,
áîëüøèíñòâî ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ ó
ýóêàðèîò ìîãóò âëèÿòü íà ñêîðîñòü
òðàíñêðèïöèè äàæå åñëè îíè

ñâÿçûâàþòñÿ ñ ó÷àñòêàìè ÄÍÊ,
ðàñïîëîæåííûìè çà òûñÿ÷è ïàð
íóêëåîòèäîâ îò ïðîìîòîðà, ÷òî
îçíà÷àåò, ÷òî ëþáîé êîíêðåòíûé
ïðîìîòîð ìîæåò íàõîäèòüñÿ ïîä
êîíòðîëåì íåîãðàíè÷åííîãî ÷èñëà
ðåãóëÿòîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé,
ðàçáðîñàííûõ ïî ãåíîìó.

Ðàññìîòðèì ñíà÷àëà îðãàíèçàöèþ
êîíòðîëèðóþùåé çîíû äëÿ äåéñòâèÿ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II. Êîíòðîëèðóþùåé
îáëàñòüþ íàçûâàþò ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ÄÍÊ, íåîáõîäèìûå êàê äëÿ
èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè, òàê è äëÿ
ðåãóëèðîâàíèÿ åå ñêîðîñòè è
èíòåíñèâíîñòè. Ïîýòîìó
êîíòðîëèðóþùèé ðàéîí ñîñòîèò èç
ïðîìîòîðà, íà êîòîðîì îáðàçóåòñÿ
êîìïëåêñ èç ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II è
îáùèõ ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè, à òàêæå
ìíîãî÷èñëåííûå ðåãóëÿòîðíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñ êîòîðûìè
ñâÿçûâàþòñÿ ðàçëè÷íûå ðåãóëÿòîðíûå
áåëêè (Ðèñ. 7.38.). Ðåãóëÿòîðíûå
ýëåìåíòû ãåíà ìîãóò áûòü
ðàñïîëîæåíû êàê âûøå, òàê è íèæå

-50 -40 -20 -10 1 +10 +20 +30

-50 -40 -20 -10 1 +10 +20 +30

-50 -40 -20 -10 1 +10 +20 +30

-30

-30

-30

Êîìïëåêñ èíèöèàöèè

ñîäåðæèò -ôàêòîð è
ñâÿçûâàåòñÿ ñ ó÷àñòêîì
75-80 ï.í. ÄÍÊ

s

Ïåðâîíà÷àëüíûé êîìïëåêñ
ýëîíãàöèè

óòðà÷èâàåò s -ôàêòîð è
êîíòàêòû ñ ÄÍÊ â ðàéîíå
îò -35 äî -55

Îáùèé êîìïëåêñ
ýëîíãàöèè

ñâÿçûâàåòñÿ ñ ó÷àñòêîì
ÄÍÊ äëèíîé 30-40 ï.í.

Ðèñ. 7.37. Íà÷àëî òðàíñêðèïöèè (Èç: Lewin, 1994, p. 385)
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òî÷êè íà÷àëà òðàíñêðèïöèè. Îäíèì èç
íàèáîëåå èçâåñòíûõ ðåãóëÿòîðíûõ
ýëåìåíòîâ ãåíà ÿâëÿåòñÿ ïðîìîòîð,
êîòîðûé ñîñòîèò èç íåñêîëüêèõ
ïðîìîòîðíûõ ýëåìåíòîâ. Ñàìûì
áëèçêèì ê òî÷êå íà÷àëà òðàíñêðèïöèè
ÿâëÿåòñÿ TATA-äîìåí (TATAAA)
íàçûâàåìûé ïî-äðóãîìó äîìåíîì
Õîãíåññà èëè äîìåíîì Ãîëäáåðãà-
Õîãíåññà). Çàòåì ñëåäóþò äîìåíû
CAAT (GGCCAATCT) è GG
(GGCCGG). Ïðîìîòîðû ìîãóò
ñîäåðæàòü ðàçëè÷íûå êîìáèíàöèè
ïðîìîòîðíûõ ýëåìåíòîâ, íî íè îäèí
ýëåìåíò íå âñòðå÷àåòñÿ âî âñåõ
ïðîìîòîðàõ, íàïðèìåð ó D.
melanogaster áûëè ïðîàíàëèçèðîàíû
äàííûå î ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå 252
íåçàâèñèìûõ ïðîìîòîðîâ. ÒÀÒÀ-äîìåí
íàõîäèòñÿ â ïîëîæåíèè -25/-30.
Íåîæèäàííî áûëî íàéäåíî, ÷òî
ïîëîâèíà ïðîìîòîðîâ ó äðîçîôèëû íå
èìåþò ÒÀÒÀ-äîìåíà (Arkhipova, 1995).
Íåêîòîðûå ïðîìîòîðû èìåþò áîëåå
îäíîé êîïèè CAAT èëè GC. Äîìåí
CAAT èãðàåò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â
èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè, TATA è GC,
ïî-âèäèìîìó, âûïîëíÿþò
âñïîìîãàòåëüíûå ðîëè.

Îáùèå ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè ê
íàñòîÿùåìó âðåìåíè î÷èùåíû è
âûäåëåíû (Ðèñ. 7.39.). Èõ øåñòü: TFIIA,
TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF è TFIIH.

Âìåñòå ñ ÐÍÊ ïîëèìåðàçîé II îíè ìîãóò
èíèöèèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ âî
âíåêëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ in vitro.
Íåêîòîðûå èç îáùèõ ôàêòîðîâ
òðàíñêðèïöèè â ñâîþ î÷åðåäü ñîñòîÿò
èç ìíîãèõ ïîëèïåïòèäîâ. Íàèáîëåå
èíòåðåñíû TFIID, êîòîðûå â ñâîåì
ñîñòàâå ñîäåðæàò áåëêè TBP (TATA-box
binding protein) è îêîëî 8 ñâÿçàííûõ ñ
íèìè äðóãèõ ìîëåêóë, ò.í. TAF (TBP-
associated factors). Ñëîæíóþ
îðãàíèçàöèþ èìååò êîìïëåêñ TFIIH. Ó
ìëåêîïèòàþùèõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà II
ñîñòîèò èç 12-14 ïîëèïåïòèäîâ, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà
ýòîãî êîìïëåêñà äîõîäèò äî 600
êèëîäàëüòîí (êÄÀ). Â ñîñòàâ
òðàíñêðèáèðóþùåãî êîìïëåêñà âõîäÿò
íåäàâíî îòêðûòûå áåëêè, íàçûâàåìûå
SRB (suppressors of RNA PolII) êîòîðûå
ñâÿçûâàþòñÿ ñ áîëüøîé ñóáúåäèíèöåé
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû (Ðèñ. 7.39.). Ýòè
áåëêè ïîìîãàþò ÐÍÊ-ïîëèìåðàçå
ðàçðóøèòü íóêëåîñîìû è
äåêîìïàêòèçîâàòü ìîëåêóëó ÄÍÊ.

Äîâîëüíî äàâíî áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ìîëåêóëà ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè
TFIIH ñâÿçàíà ñ áåëêàìè,
ó÷àñòâóþùèìè â ðåïàðàöèè ÄÍÊ (ò.í.
ýêñöèçèÿ íóêëåîòèäîâ). ÐÍÊ
ïîëèìåðàçà II câÿçàíà åùå ñ ãðóïïîé
áåëêîâ, êîòîðûå ìîãóò ðàçðóøàòü

Ðèñ. 7.38. Ñòðóêòóðà ïðîìîòîðà ó ýóêàðèîò (Èç: Àëèõàíÿí è äð., 1985, ñòð.
120). 1 - òî÷êà íà÷àëà òðàíñêðèïöèè; 2 - ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÒÀÒÀ, îíà,
âåðîÿòíî, êîíòðîëèðóåò âûáîð ñòàðòîâîé òî÷êè òðàíñðèïöèè; 3 -
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÑÀÀÒ; ïî-âèäèìîìó, êîíòðîëèðóåò ïåðâîíà÷àëüíîå
ñâÿçûâàíèå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû ñ ïðîìîòîðîì

-10 +1

TATA
12

Òðàíñêðèïöèÿ-80 -60 -30

CAATGCGC
344

-100-120
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íóêëåîñîìû è íàçûâàþòñÿ ñåìåéñòâîì
SWI/SNK.

Ïðîöåññ ñáîðêè êîìïëåêñà
ïîêàçàí íà Ðèñ. 7.39.

Ôîðìèðîâàíèå áåëêîâîãî
êîìïëåêñà íà ïðîìîòîðíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà÷èíàåòñÿ ñ òîãî,
÷òî ôàêòîð òðàíñêðèïöèè TFIID
ñâÿçûâàåòñÿ ñ TATA-äîìåíîì, êîòîðûé
ðàñïîëîæåí âûøå òî÷êè èíèöèàöèè
òðàíñêðèïöèè ïðèìåðíî íà 25
íóêëåîòèäîâ. TFIID ñîñòîèò â ñâîþ
î÷åðåäü èç ìíîãèõ ñóáúåäèíèö. Òå èç
íèõ, êîòîðûå îòâåòñòâåííû çà
ðàñïîçíàâàíèå TATA-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íàçûâàþòñÿ TBP
(TATA-binding proteins). Òåïåðü äëÿ
íà÷àëà òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà
II äîëæíà îñâîáîäèòüñÿ îò êîìïëåêñà
ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè. Êëþ÷åâûì â
ïðîöåññå èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè
ÿâëÿåòñÿ ïðèñîåäèíåíèå ôàêòîðà
òðàíñêðèïöèè TFIIH. Îäíà èç åãî
ñóáúåäèíèö, îáëàäàþùàÿ ïðîòåèí-
êèíàçíîé àêòèâíîñòüþ, ôîñôîðèëèðóåò
ìîëåêóëó ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II.
Óñòàíîâëåíî íà ïðèìåðå ïî êðàéíåé
ìåðå íåñêîëüêèõ ãåíîâ, ÷òî ýòî
ôîñôîðèëèðîâàíèå îñâîáîæäàåò ÐÍÊ-
ïîëèðàçó II è ïîçâîëÿåò íà÷àòü
òðàíñêðèïöèþ (Ðèñ. 7.39.).

Â ñîñòàâ êîìïëåêñîâ îáùèõ
ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè è ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû II âõîäèò äî 50 áåëêîâ,
èíîãäà ýòè êîìïëåêñû íàçûâàþò
òðàíñêðèïòîñîìàìè (Ðèñ. 7.40.)

Äâå äðóãèå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, I è
III, íàéäåííûå ó ýóêàðèîò, òàêæå
òðåáóþò äëÿ àêòèâèðîâàíèÿ íàáîðà
îáùèõ ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè. Ñ íèìè
íå âñå ÿñíî. Óñòàíîâëåíî ëèøü, ÷òî
áåëêè TBP òðåáóþòñÿ äëÿ âñåõ òðåõ
ïîëèìåðàç. Äðóãèå ôàêòîðû îòëè÷àþòñÿ
îò òåõ, ÷òî áûëè îïèñàíû â êîìïëåêñàõ ñ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II.

Êðîìå ïðîìîòîðà â êîíòðîëüíîé
çîíå íàõîäÿòñÿ ðåãóëÿòîðíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Ðèñ. 7.41.), ñ
êîòîðûìè ñâÿçûâàþòñÿ ðåãóëÿòîðíûå

TATAA

òî÷êà
íà÷àëà òðàíñêðèïöèè

TFIID

TFIIB

TFIIE

TFIIH

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà II

TFIIF

TFIIH - àêòèâíîñòü
ïðîòåèí-êèíàçû

Íà÷àëî òðàíñêðèïöèè

Ðèñ. 7.39. Áåëêîâûé ñîñòàâ
ðåãóëÿòîðíûõ çîí ãåíîâ ýóêàðèîò.
Îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà èç ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû II è îáùèõ ôàêòîðîâ
òðàíñêðèïöèè (TFIID, TFIIB, F, E, è
H). Â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ TFIIH
ôîñôîðèëèðóåò ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó II.
Ôîñôîðèëèðîâàíèå ïðîèñõîäèò â
çîíå äëèííîãî ïîëèïåïòèäíîãî
�õâîñòà�, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ìîëåêóëà
ïîëèìåðàçû èçìåíÿåò êîíôîðìàöèþ,
ñòàíîâèòñÿ ãîòîâîé ê òðàíñêðèïöèè
è îñâîáîæäàåòñÿ îò âñåõ ôàêòîðîâ
òðàíñêðèïöèè, êðîìå TFIID (Èç:
Alberts et al., 1994, p. 421)
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Ðèñ. 7.40. Áåëêè â òèïè÷íîì
ïðîìîòîðå ýóêàðèîò (Èç: Struhl, 1996)

áåëêè, íåîáõîäèìûå äëÿ êîíòðîëÿ
ïðîöåññà îáðàçîâàíèÿ áåëêîâîãî
êîìïëåêñà íà ïðîìîòîðå.

Íèæå ïðèâåäåíû ïðèìåðû
îðãàíèçàöèè ðåãóëÿòîðíûõ ó÷àñòêîâ,
îáíàðóæåííûõ ó ãåíîâ ýóêàðèîò.

Ãåíû, îòâå÷àþùèå íà òåïëîâîé øîê
(ñì. ðàçäåë 12.), èìåþò â ñîñòàâå
ðåãóëÿòîðíîé çîíû îò òðåõ äî øåñòè
�ýëåìåíòîâ òåïëîâîãî øîêà� (HSE) (Ðèñ.
7.42.), êîòîðûå ïðåäñòàâëåíû 14-
÷ëåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè
íóêëåîòèäîâ (Ðèñ. 7.43.).

Èçâåñòíî, ÷òî ãåíû òåïëîâîãî øîêà
î÷åíü áûñòðî ðåàãèðóþò íà
èíäóöèðóþùåå âîçäåéñòâèå (ñì. ðàçäåë
12.). Â ñîîòâåòñòâèè ñ òàêèì òèïîì

èíäóêöèè ó íèõ óñòðîåíû ðåãóëÿòîðíûå
ðàéîíû (Ðèñ. 7.44.).

Â íåèíäóöèðîâàííîé òåïëîâûì
øîêîì êëåòêå (Ðèñ. 7.44à.) íàõîäÿòñÿ
áåëêîâûå ôàêòîðû HSF, îíè íåàêòèâíû è
íå ñâÿçûâàþòñÿ ñ ïðîìîòîðíûìè HSE-
ýëåìåíòàìè. ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà II çàíèìàåò
ó÷àñòîê ãåíà â ðàéîíå òî÷êè èíèöèàöèè
òðàíñêèïöèè. Ïîä âîçäåéñòâèåì
òåïëîâîãî øîêà áåëîê HSF
ìîäèôèöèðóåòñÿ è ñâÿçûâàåòñÿ ñ
ïðîìîòîðîì ãåíà hsp. Ýòî àêòèâèðóåò
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó II, ëèáî âîçäåéñòâóÿ íà
ÒÀÒÀ-äîìåí, ëèáî îñâîáîæäàÿ
ãèïîòåòè÷åñêèé áåëîê �Õ�, áëîêèðóþùèé
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó II (ñì. Ðèñ. 7.44.).

Íåêîòîðûå èç ãåíîâ hsp
èíäóöèðóþòñÿ òàêæå ãîðìîíàìè.
Ñîîòâåòñòâåííî, ïðîìîòîðû ýòèõ ãåíîâ
îðãàíèçîâàíû ñëîæíåå (Ðèñ. 7.45.). Â íèõ
ïåðåìåæàþòñÿ êîíòðîëèðóþùèå
ýëåìåíòû îáîèõ òèïîâ.

7.8.2. Ìåòîä ðåïîðòåðíûõ
ãåíîâ äëÿ èçó÷åíèÿ
ïðîìîòîðíûõ ó÷àñòêîâ ãåíîâ

Îäíèì èç ïîäõîäîâ ê èçó÷åíèþ
îðãàíèçàöèè ðåãóëÿòîðíîé ÷àñòè ãåíà
ÿâëÿåòñÿ ìåòîäèêà ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ,

A

Taf

TBP
B

F

Srb

Gal11

Rgr1
Sin4

E

H

Pol II

Swi/Snf

CTD

AR
+ +

TATA

Ýíõàíñåð

Èíèöèàòîð

ÐÍÊ

ðåãóëÿòîðíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè

ðåãóëÿòîðíûå áåëêè

ñïåéñåð

îáùèå
òðàíñêðèïöèîííûå

ôàêòîðû

ïðîìîòîðÒÀÒÀ

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà II

ãåí X

ÐÍÊ-òðàíñêðèïò

ðåãóëÿòîðíûå
áåëêè

Ðèñ. 41. Ñõåìà îðãàíèçàöèè êîíòðîëèðóþùåãî ðàéîíà òèïè÷íîãî ãåíà
ýóêàðèîò, ñîñòîÿùåãî èç ðåãóëÿòîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è ïðîìîòîðà
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Ðèñ. 7.42. Ëîêàëèçàöèÿ HSE ýëåìåíòîâ â ðåãóëÿòîðíûõ îáëàñòÿõ ãåíîâ òåïëîâîãî
øîêà hsp70, hsp22, hsp23, hsp26 è hsp27 ó äðîçîôèëû (Èç: Simon, Lis, 1987 â êí.
Æèìóëåâ, 1994, ñòð. 343). Íîìåðà ýëåìåíòû îáîçíà÷åíû öèôðàìè â
ïðÿìîóãîëüíèêàõ. Âíèçó ïðèâåäåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ â êàæäîì
HSE

Ðèñ. 7.43. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ,
ñîñòàâëÿþùàÿ êîíòðîëèðóþùèé ýëåìåíò
HSE ó äðîçîôèëû (Èç: Lis et al., 1990, â êí.
Æèìóë¸â, 1994, ñòð. 339)

C--GAA--TTC--G
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ðàçðàáîòàííàÿ â ëàáîðàòîðèè Â. Ãåðèíãà
â 1985 ãîäó. Âïåðâûå ýòîò ìåòîä áûë
ïðèìåíåí íà ãåíå fushi tarazu (ftz) è
ñîñòîèò â ñëåäóþùåì: àâòîðû èìåëè
ôðàãìåíò ÄÍÊ, â êîòîðîì ðàñïîëàãàëàñü
êîäèðóþùàÿ ÷àñòü ãåíà ftz. Áîëåå òîãî,
âûøå 5� êîíöà êîäèðóþùåé ÷àñòè ãåíà
áûë ðàñïîëîæåí åùå îäèí îòðåçîê ÄÍÊ
äëèíîé 6,1 ò.ï.í., ñîäåðæàùèé
ðåãóëÿòîðíóþ ÷àñòü ãåíà. Åñëè
òðàíñôîðìèðîâàòü ìóòàíòîâ ftz
òðàíñïîçîíîì, ñîäåðæàùèì âåñü
ôðàãìåíò ÄÍÊ, ó ïîòîìêîâ ôîðìèðóåòñÿ
íîðìàëüíûé ôåíîòèï. Ýòî çíà÷èò, ÷òî è
ðåãóëÿòîðíàÿ, è ñòðóêòóðíàÿ ÷àñòè ãåíà
ôóíêöèîíèðóþò íîðìàëüíî. Ïîñëå ýòîãî
àâòîðû óäàëèëè êîäèðóþùóþ ÷àñòü ftz,
ïðèñîåäèíèëè íà åå ìåñòî êîäèðóþùóþ

÷àñòü ãåíà lacZ, âûäåëåííîãî èç áàêòåðèè
E. coli, è òðàíñôîðìèðîâàëè ýòèì
òðàíñïîçîíîì ýìáðèîíîâ äðîçîôèëû.
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ãåí lacZ êîäèðóåò
ôåðìåíò β-ãàëàêòîçèäàçó,
ðàñùåïëÿþùóþ β-ãàëàêòîçèäû. Â
óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà ìîæíî
ïîäîáðàòü îñîáûé ãàëàêòîçèä, íàïðèìåð,
âåùåñòâî, íàçûâàåìîå X-gal, â ðåçóëüòàòå
ðàñùåïëåíèÿ êîòîðîãî îáðàçóþòñÿ
ñîëè, èìåþùèå ñèíþþ îêðàñêó è
íåðàñòâîðèìûå â âîäå (Ðèñ. 7.46.).
Òåïåðü, åñëè èñêóñòâåííî ñîçäàííûé
�ãåí�, ñîñòîÿùèé èç ðåãóëÿòîðíîé ÷àñòè
ftz è ãåíà lacZ, ïðîðàáîòàåò, à çàòåì îðãàíû
ìóõè ïðîèíêóáèðîâàòü ñ X-gal, êëåòêè, â
êîòîðûõ òàêîé �ãåí� áûë àêòèâåí,
îêðàñÿòñÿ â ñèíèé öâåò - öâåò

-90 -70 -50 TATA

HSF

HSF

HSE2 HSE1
Òåïëîâîé øîê

à
+1 +70ÐÍÊ-ïîë II

-90 +1TATAHSF* HSF*

á
ÐÍÊ-ïîë II

�X�

Ðèñ. 7.44. Ñõåìà èçìåíåíèé â êîìïîíåíòàõ ïðîìîòîðíîé çîíû ãåíà hsp70
äðîçîôèëû âî âðåìÿ èíäóêöèè òåïëîâûì øîêîì (Èç: Rougvie, Lis, 1988 â êí.
Æèìóë¸â, 1994, ñòð. 354)

Ðèñ. 7.45. Ðåãóëÿòîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â 5' íåòðàíñêðèáèðóåìîì ðàéîíå
ãåíà hsp23 ó äðîçîôèëû (Èç: Mestril et al., 1986, â êí. Æèìóëåâ, 1994, ñòð. 343),
ECR - ó÷àñòêè ñâÿçûâàíèÿ ñ ýêäèñòåðîí-ðåöåïòîðíûì êîìïëåêñîì, HSE -
ýëåìåíòû ñâÿçûâàíèÿ ôàêòîðà òåïëîâîãî øîêà

34

ECR

HSE

1

1

2

2

TATA
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âîäîíåðàñòâîðèìîãî ïðîäóêòà
ðàñùåïëåíèÿ X-gal. Â äàííîì ñëó÷àå ãåí
lacZ âåäåò ñåáÿ êàê ðåïîðòåð,
ñîîáùàþùèé î ðàáîòå ðåãóëÿòîðíîé
÷àñòè ãåíà ftz. Îêàçàëîñü, ÷òî ó
òðàíñôîðìàíòîâ, ñîäåðæàùèõ â ãåíîìå
òðàíñïîçîí, �ãåí� ftz/lacZ ôóíêöèîíèðóåò
â òåõ æå ñàìûõ êëåòêàõ, ÷òî è íîðìàëüíûé
ãåí ftz.

Òåïåðü ìîæíî ïîïûòàòüñÿ óçíàòü
êàêèå èìåííî ó÷àñòêè ðåãóëÿòîðíîé ÷àñòè
ãåíà áîëåå íåîáõîäèìû äëÿ íîðìàëüíîãî
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ. Ñ ïîìîùüþ îñîáûõ
ïðèåìîâ ìîæíî óäàëÿòü ðàçíûå ÷àñòè
ýíõàíñåðíîãî ôðàãìåíòà, îáúåäèíÿòü èõ
ñ lacZ, òðàíñôîðìèðîâàòü è ñëåäèòü çà
ýêñïðåññèåé lacZ.

Íà Ðèñ. 7.47. ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû
òàêîãî ýêñïåðèìåíòà ñ ãåíîì
hunchback. Â íîðìàëüíîì ðàçâèòèè
áåëêîâûé ïðîäóêò ãåíà hunchback+

ðàñïðåäåëÿåòñÿ â ïåðåäíåé ÷àñòè
ýìáðèîíà (âåðõíèé ðÿä íà Ðèñ. 7.47.).

Èñïîëüçóÿ òðàíñôîðìàöèþ,
óñòàíîâèëè, ÷òî ðåãóëÿòîðíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà hunchback
äëèíîé 747 ï.í. âûøå ðåïîðòåðà lacZ
(âòîðîé ðÿä), âïîëíå äîñòàòî÷íà äëÿ
ïî÷òè íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ
ïðîäóêòà lacZ. Â ïîñëåäóþùèõ
ýêñïåðèìåíòàõ óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî
ôðàãìåíò äëèíîé 263 ï.í. (ìåæäó +55
è +318) àáñîëþòíî íåáõîäèì äëÿ
ýêñïðåññèè lacZ (òðåòèé ðÿä). Åñëè
äîáàâèòü òîëüêî ýòîò ôðàãìåíò, åãî
äîñòàòî÷íî äëÿ ïî÷òè íîðìàëüíîé
ýêñïðåññèè lacZ (÷åòâåðòûé ðÿä).
Äðóãèå âàðèàíòû ñîñòàâà ðåãóëÿòîðíîé
çîíû äàþò ðàçíûå ïðîìåæóòî÷íûå
óðîâíè àêòèâíîñòè �ðåïîðòåðà� (ðÿäû
5 è 6 íà Ðèñ. 7.47.).

7.8.3. Ýíõàíñåðíûå ó÷àñòêè ãåíà

Õîòÿ ïðîìîòîðíûå ýëåìåíòû
ÿâëÿþòñÿ ðåøàþùèìè â îñóùåñòâëåíèè
òðàíñêðèïöèè â öåëîì äëÿ òîãî, ÷òîáû
îíà îñóùåñòâëÿëàñü ìàêñèìàëüíî
ýôôåêòèâíî, íåîáõîäèìû ýíõàíñåðíûå
ýëåìåíòû.

Â 1979 áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ,
ðàñïîëîæåííûå â òûñÿ÷àõ ïàð
íóêëåîòèäîâ îò ïðîìîòîðà
ýóêàðèîòè÷åñêîãî ãåíà, ìîãóò
àêòèâèðîâàòü åãî òðàíñêðèïöèþ.
Ñåé÷àñ èçâåñòíî, ÷òî ýòè ýíõàíñåðíûå
(ò.å. óñèëèâàþùèå) ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ñëóæàò â êà÷åñòâå ñïåöèôè÷åñêèõ
ó÷àñòêîâ (ñàéòîâ) ñâÿçûâàíèÿ îñîáûõ
ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ, óñèëèâàþùèõ
èëè àêòèâèðóþùèõ ïðîöåññ
òðàíñêðèïöèè. Ýòîò òèï êîíòðîëÿ
ãåííîé àêòèâíîñòè íà ðàññòîÿíèè
ÿâëÿåòñÿ ñêîðåå ïðàâèëîì, ÷åì
èñêëþ÷åíèåì. Êàê ýòè áåëêè ìîãóò

Ðèñ. 7.46. Ëîêàëèçàöèÿ êëåòîê â
èìàãèíàëüíûõ äèñêàõ äðîçîôèëû,
â êîòîðûõ ýêñïðåññèðóåòñÿ ãåí lacZ
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+802 318

195 55

TATA

TATA

TATA

TATA

TATA

lacZ

hunchback+

hb

hb 263

hb 123

hb 123
ïîâòîðåííûé
äâàæäû

Ðèñ. 7.47. Ëîêàëèçàöèÿ ðåãóëÿòîðíîé çîíû ãåíà hunchback ñ ïîìîùüþ ãåíà-ðåïîðòåðà
lacZ. (Èç: Lawrence, 1992, ñòp. 53). Â âåðõíåé ñòðîêå êðàñíûì öâåòîì ïîêàçàíî
ðàñïðåäåëåíèå ïðîäóêòà ãåíà hunchback+ â ïåðåäíåé ÷àñòè ýìáðèîíà. Ñòðîêè 2-6
ïîêàçûâàþò, êàê èçìåíÿåòñÿ ðàñïðåäåëåíèå ïðîäóêòà ãåíà lacZ ïðè óäàëåíèè òîé èëè èíîé
÷àñòè ðåãóëÿòîðíîé çîíû. Öèôðû +805, 318, 195, 55 îáîçíà÷àþò ïîðÿäêîâûé íîìåð
íóêëåîòèäà, ñ÷èòàÿ íóëåâûì ïåðâûé íóêëåîòèä ãåíà lacZ

äåéñòâîâàòü íà áîëüøèõ ðàññòîÿíèÿõ?
Ñîãëàñíî ñàìîé ïðîñòîé ìîäåëè,

ÄÍÊ ìåæäó ýíõàíñåðîì è ïðîìîòîðîì
îáðàçóåò ïåòëþ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
áåëêè, ñâÿçàííûå ñ ýíõàíñåðîì,
íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóþò ñ
îäíèì èç îáùèõ ôàêòîðîâ
òðàíñêðèïöèè èëè ñ ìîëåêóëîé ñàìîé
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû (Ðèñ. 7.40.).

×èñëî îáùèõ ôàêòîðîâ
òðàíñêðèïöèè íåâåëèêî, õîòÿ îíè î÷åíü
îáèëüíî ïðåäñòàâëåíû â êëåòêå,
ïîñêîëüêó ñâÿçûâàþòñÿ ñ
ïðîìîòîðàìè âñåõ ãåíîâ,
òðàíñêðèáèðóåìûõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé
II. Êðîìå ýòîãî, â êëåòêå ñóùåñòâóþò
òûñÿ÷è ðàçëè÷íûõ äðóãèõ
ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ, ñâÿçûâàþùèõñÿ
ñ ðåãóëÿòîðíûìè ñàéòàìè
êîíòðîëèðóþùåé çîíû. Èõ íàáîðû
ðàçëè÷àþòñÿ â ðàçíûõ êëåòêàõ è ó
ðàçíûõ ãåíîâ. Êàæäûé èç ýòèõ áåëêîâ

ïðåäñòàâëåí ìàëûì ÷èñëîì ìîëåêóë.
Áîëüøèíñòâî èç ýòèõ áåëêîâ
ðàñïîçíàþò îñîáóþ, ñïåöèôè÷åñêóþ
òîëüêî äëÿ íèõ, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
íóêëåîòèäîâ â ðåãóëÿòîðíûõ ñàéòàõ
ãåíîâ. Ñ ïîìîùüþ áåëêîâ-ðåãóëÿòîðîâ
êàæäûé ãåí ñïåöèôè÷åñêè âêëþ÷àåòñÿ
èëè âûêëþ÷àåòñÿ.

Î÷åíü ÷àñòî äëÿ ïîíèìàíèÿ
ïðîöåññîâ ðàçâèòèÿ íåîáõîäèìî
âûÿâèòü ìàêñèìàëüíîå ÷èñëî ãåíîâ,
ôóíêöèîíèðóþùèõ â òîé èëè èíîé
òêàíè. Â ëàáîðàòîðèè Â. Ãåðèíãà â 1987-
1989 ã.ã. áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä
òðàíñôîðìàöèè, ïîçâîëÿþùèé
âûÿâëÿòü ãåíû, âîâëå÷åííûå â
ðàçâèòèå. Ãåðèíã è åãî êîëëåãè ñîçäàëè
òðàíñïîçîí, â êîòîðîì ãåí lacZ
ïîìåùåí ïîä êîíòðîëü ñëàáîãî
ïðîìîòîðà, èìåþùåãîñÿ â Ð-ýëåìåíòå.
Åñëè òàêîé òðàíñïîçîí âñòðàèâàåòñÿ â
îêðåñòíîñòè ýíõàíñåðíîãî ýëåìåíòà
êàêîãî-òî ãåíà, ôóíêöèîíèðóþùåãî ó
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äðîçîôèëû â õîäå íîðìàëüíîãî
ðàçâèòèÿ (ýëåìåíò Å íà Ðèñ. 7.48á.), ýòîò
ýíõàíñåð ìîæåã àêòèâèðîâàòü ñëàáûé
ïðîìîòîð Ð-ýëåìåíòà è ñîåäèíåííîãî
ñ íèì ãåíà lacZ (Ðèñ 7.48à.). Â
ðåçóëüòàòå àêòèâèðîâàíèÿ ãåíà lacZ è
îêðàñêè âíóòðåííèõ îðãàíîâ
äðîçîôèëû ðåàêòèâîì Õ-gal ìîæíî
îáíàðóæèòü êëåòêè, îêðàøåííûå â
ñèíèé öâåò è, òàêèì îáðàçîì,
óñòàíîâèòü, ÷òî â çîíå âñòðàèâàíèÿ
òðàíñïîçîíà â ìîëåêóëå ÄÍÊ íàõîäèòñÿ
ãåí, àêòèâíî ôóíêöèîíèðóþùèé â
äàííîé êëåòêå. Èñïîëüçóÿ ïåðåìåùåíèÿ
òðàíñïîçîíà è ñîáèðàÿ òå ëèíèè, â
êîòîðûõ lacZ àêòèâåí, ìîæíî âûÿâèòü
âñå èëè ñóùåñòâåííóþ ÷àñòü ãåíîâ,
àêòèâíî ôóíêöèîíèðóþùèõ â òîé èëè
èíîé äèôôåðåíöèðîâàííîé òêàíè.
Íàëè÷èå â ñîñòàâå òðàíñïîçîíà
ïëàçìèäû Bluescript (ñì. Ðèñ. 7.48à.)
äàåò âîçìîæíîñòü êëîíèðîâàòü è ãåí,
íàõîäÿùèéñÿ ïîä êîíòðîëåì ýíõàíñåðà,

è ñàì ýíõàíñåð. Ýòîò ìåòîä èìååò
íàçâàíèå enhancer trapping.

Ó äðîææåé èçâåñòíû ýëåìåíòû,
ôóíêöèîíàëüíî ïîõîæèå íà ýíõàíñåðû,
êîòîðûå íàçûâàþòñÿ upstream activator
sequences (UAS). Ïîäîáíî ýíõàíñåðàì
UAS ìîãóò ôóíêöèîíèðîâàòü â ëþáîé
îðèåíòàöèè è íà ðàçëè÷íûõ
ðàññòîÿíèÿõ äî ïðîìîòîðà. Îäíàêî, â
îòëè÷èå îò ýíõàíñåðà, UAS íå ìîãóò
ôóíêöèîíèðîâàòü êîãäà ëîêàëèçîâàíû
íèæå ïðîìîòîðà. UAS-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àêòèâèðóþòñÿ,
êîãäà ñ íèìè ñâÿçûâàþòñÿ, áåëêè GAL4
(ðèñ. 7.49.).

Â ïîñëåäíèå íåñêîëüêî ëåò
ïîÿâèëñÿ íîâûé ìåòîä àêòèâèðîâàíèÿ
íàïðàâëåííîé ýêñïðåññèè ãåíîâ ó
äðîçîôèëû. Ñóòü åãî çàêëþ÷àåòñÿ â òîì,
÷òî èññëåäîâàòåëè ñîçäàþò äâå
òðàíñôîðìèðîâàííûå ëèíèè ìóõ, â îäíó
èç êîòîðûõ ââîäèòñÿ GAL4-òðàíñïîçîí,
à â äðóãóþ UAS-òðàíñïîçîí (Ðèñ. 7.50.).

Ðèñ. 7.48. Ñòðóêòóðà òðàíñïîçîíà P-lArB è ñõåìà äåéñòâèÿ ýíõàíñåðà íà
ïðîìîòîð Ð-ýëåìåíòà (Èç: Wilson et al., 1989). à - ñõåìà òðàíñïîçîíà P-lArB.
lacZ, Adh, ry - ãåíû áåòà-ãàëàêòîçèäàçû E. coli, àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçû è
êñàíòèíäåãèäðîãåíàçû äðîçîôèëû, ñîîòâåòñòâåííî. Ñòðåëêè óêàçûâàþò
íàïðàâëåíèå òðàíñêðèïöèè. 5�P è 3�P - êîíöåâûå ÷àñòè Ð-ýëåìåíòà; PL1-4 -
ïîëèëèíêåðû, ñîäåðæàùèå ìíîæåñòâåííûå ñàéòû ðåñòðèêöèè; Bluescript -
ïëàçìèäà, ïîçâîëÿþùàÿ êëîíèðîâàòü ãåíîìíóþ ÄÍÊ â ó÷àñòêå âñòðàèâàíèÿ
òðàíñïîçîíà; á - âîçäåéñòâèå ýíõàíñåðà (Å) íà ïðèðîäíûé ãåí â ãåíîìå
äðîçîôèëû è íà âñòðîåííûé ÷óæåðîäíûé ýëåìåíò P-lArB

lacZ Adh

5�P
PL1 PL2

ãåí äðîçîôèëû E

à

á

ry Bluescript

3�P
PL3 PL4

E P- lacZ

P[lArB]
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Äëÿ ñîçäàíèÿ ïåðâîé ëèíèè â Ð-ýëåìåíò,
íàðÿäó ñ îáû÷íûìè ìàðêåðàìè ââîäèòñÿ
ãåí, êîäèðóþùèé áåëîê GAL4. Òàêîé
òðàíñïîçîí âñòðàèâàåòñÿ â ñëó÷àéíûå
ðàéîíû õðîìîñîì äðîçîôèëû, â òîì
÷èñëå ìîæåò âñòðîèòüñÿ ïîä êàêîé-
íèáóäü ýíõàíñåð, íàïðèìåð, ïîä ýíõàíñåð
ãåíà, ðàáîòàþùåãî â êëåòêàõ
ôîðìèðóþùåãîñÿ êðûëà èëè íîãè.
Ïîýòîìó GAL4 áóäåò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ

â êëåòêàõ êðûëà èëè íîãè, îäíàêî
íèêàêèõ ïîñëåäñòâèé äëÿ ýòèõ êëåòîê íå
áóäåò, ïîñêîëüêó áåëîê GAL4 ìîæåò
àêòèâèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ äðóãîãî
ãåíà ëèøü â òîì ñëó÷àå, åñëè îí
ñâÿæåòñÿ ñ ïðîìîòîðîì UAS, â
íîðìàëüíîì ðàçâèòèè
ôóíêöèîíèðóþùèé òàêæå òîëüêî â
ãåíîìå äðîææåé. Ïîýòîìó è ñîçäàþò
âòîðóþ ëèíèþ äðîçîôèëû, êîòîðóþ

TATA

TFIID

TFIIB

GAL4

Ñàéò ñâÿçûâàíèÿ
GAL4

ãåí

ÄÍÊ

Ðèñ. 7.49. Âçàèìîäåéñòâèå áåëêà GAL4 ñ ó÷àñòêîì UAS è òðàíñêðèïöèîííûì
êîìïëåêñîì, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îáëåã÷àåòñÿ äîáàâëåíèå ê êîìïëåêñó ôàêòîðà
òðàíñêðèïöèè TFIIB. Ýòî óñèëèâàåò ñêîðîñòü òðàíñêðèïöèè ïðèìåðíî â 1000
ðàç (Èç: Alberts et al., 1994, p. 425)

Ðèñ. 7.50. Ñõåìà àêòèâèðîâàíèÿ ãåíîâ â òðàíñïîçîíàõ GAL4-UAS. Ãåí GAL4
âñòðàèâàåòñÿ ïîä ëþáîé ýíõàíñåð â ãåíîìå äðîçîôèëû. Â ðåçóëüòàòå
ýêñïðåññèè ãåíà GAL4 ñ÷èòûâàåòñÿ áåëîê, êîòîðûé  ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïðîìîòîðîì
UAS, àêòèâèðóÿ âñòðîåííûé íèæå ãåí Õ (Èç: Brand, Perrimon, 1993)

Ãåíîìíûé ýíõàíñåð
UAS

Òêàíåñïåöèôè÷íàÿ
ýêñïðåññèÿ

GAL4

Àêòèâàöèÿ Ãåíà X

GAL4
UAS - Ãåí Õ

GAL4 Ãåí X
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òðàíñôîðìèðóþò òðàíñïîçîíîì,
ñîäåðæàùèì èñïûòóåìûé ãåí (Õ - íà
ðèñ. 7.50.), ñøèòûé ñ ïðîìîòîðîì UAS.
Êîãäà â ðåçóëüòàòå ñêðåùèâàíèÿ äâóõ
ëèíèé îáà òðàíñïîçîíà îáúåäèíÿþòñÿ
â ãåíîòèïå ïîòîìêà, ãåí GAL4 íà÷èíàåò
ôóíêöèîíèðîâàòü â òåõ êëåòêàõ, â
êîòîðûõ àêòèâåí åãî ýíõàíñåð. Áåëîê
GAL4 ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïðîìîòîðîì UAS,
êîòîðûé è àêòèâèðóåò ãåí �Õ�. Ïðè
ýòîì àêòèâàöèÿ �Õ� áóäåò ñîâñåì íå â
òîé òêàíè, â êîòîðîé îí àêòèâèðóåòñÿ
ñâîèì ñîáñòâåííûì ýíõàíñåðîì, à â
òîé, â êîòîðîé àêòèâåí ýíõàíñåð ãåíà
GAL4 (ñì. ðèñ. 7.50.). Òàêàÿ ýêñïðåññèÿ
íàçûâàåòñÿ ýêòîïè÷åñêîé, ò.å. �íå íà
ñâîåì ìåñòå�. Ðàññìîòðèì îäèí èç
íàèáîëåå èíòåðåñíûõ ïðèìåðîâ,
ñâÿçàííûé ñ èñïîëüçîâàíèåì GAL4-
UAS òðàíñïîçîíîâ.

Â ëàáîðàòîðèè Â. Ãåðèíãà (Ðèñ.
7.51.) çàèíòåðåñîâàëèñü ðàçâèòèåì ãëàç
ó äðîçîôèëû è íåêîòîðûõ äðóãèõ
æèâîòíûõ. Ìóòàöèè íåêîòîðûõ ãåíîâ
ïðèâîäÿò ê ïîëíîìó îòñóòñòâèþ ãëàç,
íàïðèìåð eyeless ó äðîçîôèëû. Â
ðåçóëüòàòå ñîïîñòàâëåíèÿ
ìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè ãåíà
Aniridia ó ÷åëîâåêà, ãåíà Small eye ó
ìûøè, è eyeless ó äðîçîôèëû áûëî
íàéäåíî çíà÷èòåëüíîå èõ ñõîäñòâî. Ýòî
òåì áîëåå óäèâèòåëüíî ïîòîìó, ÷òî
àíàòîìè÷åñêè ãëàçà ó ìóõè è
ìëåêîïèòàþùèõ èìåþò î÷åíü ìàëî
÷åðò ñõîäñòâà: âñåì èçâåñòíûé èç
ó÷åáíèêîâ ïî àíàòîìèè ãëàç ÷åëîâåêà
è ñëîæíûé ãëàç, ñîñòîÿùèé èç 800
îòäåëüíûõ ãëàçêîâ (ôàñåòîê),
ñîáðàííûõ â îäèí îáùèé îðãàí çðåíèÿ,
ó äðîçîôèëû. Îêàçàëîñü âîçìîæíûì
ïîëó÷èòü ãèáðèäíûé ãåíîòèï -
ãîìîçèãîò ïî ìóòàöèè eyeless è
äðîçîôèëû, ñîäåðæàùèé òðàíñïîçîí

GAL4 è UAS, â êîòîðîì GAL4
íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì ýíõàíñåðà,
ôóíêöèîíèðóþùåãî â êëåòêàõ
ðàçâèâàþùèõñÿ íîã, êðûëüåâ è îðãàíîâ
ãîëîâíîãî êîìïëåêñà. Â òðàíñïîçîí
UAS íà ìåñòî ãåíà �Õ� âñòðîåíà ÄÍÊ
íîðìàëüíîãî àëëåëÿ ãåíà eyeless+ . Â
ðåçóëüòàòå ôóêöèîíèðîâàíèÿ ãåíà
eyeless ïîÿâëÿþòñÿ, âî-ïåðâûõ,
íîðìàëüíî ôóíêöèîíèðóþùèå ãëàçà, à
òàêæå ìàëåíüêèå ãëàçà â ðàçíûõ
ó÷àñòêàõ êðûëüåâ, íîã, íà ãîëîâå - òàì,
ãäå áûë àêòèâåí ýíõàíñåð (Ðèñ. 7.52.).
Çàòåì áûë ñäåëàí åùå áîëåå îñòðûé
ýêñïåðèìåíò: íà ìåñòî ãåíà �Õ� â
òðàíñïîçîí UAS âñòðîèëè ÄÍÊ ãåíà
Small eye, âûäåëåííóþ èç ãåíîìà
ìûøè. È îïÿòü íà÷àëè ôîðìèðîâàòüñÿ
ñëîæíûå ãëàçà, õàðàêòåðíûå äëÿ
äðîçîôèëû â ðàçíûõ ó÷àñòêàõ òåëà
ìóõè (Ðèñ. 7.52.). Êàê æå ìîãëî
ïîëó÷èòüñÿ, ÷òî äåéñòâèå ãåíà,
êîíòðîëèðóùåãî ðàçâèòèå îäíîãî òèïà
ãëàçà ó ìûøè, ïðèâåëî ê ðàçâèòèþ
ãëàçà ñîâåðøåííî äðóãîãî òèïà ó
äðîçîôèëû? Ñîãëàñíî ñóùåñòâóþùèì
ðàñ÷åòàì â ïðîöåññàõ ôîðìèðîâàíèÿ
ãëàç ó æèâîòíûõ ïðèíèìàåò ó÷àñòèå
îêîëî 2 500 ãåíîâ, è èõ äåéñòâèå

Ðèñ. 7.51. Âàëüòåð Ãåðèíã
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îðãàíèçîâàíî â êàñêàä. Îêàçàëîñü, ÷òî
âñå òðè ðàññìîòðåííûõ âûøå ãåíà -
Small eyes, Aniridia è eyeless íàõîäÿòñÿ
â íà÷àëå êàñêàäà, ò.å. îíè òîëüêî äàþò
êîìàíäó íà íà÷àëî ðàçâèòèÿ ãëàçà, à
îñòàëüíûå ãåíû, ôóíêöèîíèðóþùèå
ïîñëå íèõ, óæå îïðåäåëÿþò, êàêîé ãëàç
áóäåò ñôîðìèðîâàí.

Ëèòåðàòóðà ê ðàçäåëó 7.8.
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àíòåííå (á); äðîçîôèëû
ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î â à í û
òðàíñïîçîíàìè, ñîäåðæàùèìè
ãåí äðîçîôèëû eyeless+; â è ã -
ðàçâèòèå íîðìàëüíîãî è
ýêòîïè÷åñêîãî ãëàçà íà àíòåííå
(ã - áîëüøîå óâåëè÷åíèå); ìóõè
ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î â à í û
òðàíñïîçîíàìè, ñîäåðæàùèìè
ãåí Small eye, âûäåëåííûé èç
ìûøè. à, á - èç: Halder et al.,
1995; 1995; â,ã - èç: Gehring, 1996
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7.9. Ñòðóêòóðíàÿ ÷àñòü ãåíà

7.9.1. Èíòðîíû è ýêçîíû

Ïðè èçó÷åíèè ïåðâè÷íîé
ñòðóêòóðû, ò.å. ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåîòèäîâ ðÿäà ãåíîâ âûÿñíèëîñü, ÷òî
â íèõ, íàðÿäó ñ ó÷àñòêàìè, êîäèðóþùèìè
ñïåöèôè÷íûé äëÿ ýòîãî ãåíà ïðîäóêò
(ïîëèïåïòèä, ðÐÍÊ, òÐÍÊ è ò.ä.)
èìåþòñÿ ó÷àñòêè, êîòîðûå íè÷åãî íå
êîäèðóþò, ò.å. îíè ïîäîáíî ìåæãåííûì
ñïåéñåðàì (ó÷àñòêàì ìåæäó ãåíàìè) íå
ñîäåðæàò ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè.
Ãðóïïû ó÷¸íûõ, âîçãëàâëÿåìûõ Ð.
Ðîáåðòñîì è Ï.À. Øàðïîì îáíàðóæèëè
òàêèå ðàñùåïë¸ííûå ãåíû ó àäåíîâèðóñà
2 â 1977 ãîäó.

Íåêîäèðóþùèå ó÷àñòêè ïîëó÷èëè
íàçâàíèå èíòðîíîâ, êîäèðóþùèå -
ýêçîíîâ. Òàêîé òèï ñòðóêòóðíîé
îðãàíèçàöèè îáíàðóæåí äëÿ ìíîæåñòâà
ãåíîâ, ëîêàëèçîâàííûõ â õðîìîñîìàõ,
íåêîòîðûõ ãåíîâ âíóòðèêëåòî÷íûõ
îðãàíåëë ýóêàðèîò - ïëàñòèä è
ìèòîõîíäðèé, à òàêæå äëÿ ãåíîâ
íåñêîëüêèõ ÐÍÊ-ñîäåðæàùèõ è ÄÍÊ-
ñîäåðæàùèõ âèðóñîâ, ïîðàæàþùèõ
ýóêàðèîò. Ó áàêòåðèé èíòðîíîâ â ãåíàõ
íåò. Íåò èíòðîíîâ è â ãåíàõ âèðóñîâ,
ïîðàæàþùèõ áàêòåðèè.

×èñëî è âíóòðèãåííàÿ ëîêàëèçàöèÿ
èíòðîíîâ õàðàêòåðíû äëÿ êàæäîãî ãåíà,
÷òî ñòàíîâèòñÿ î÷åâèäíûì â ðåçóëüòàòå
ñðàâíåíèÿ îðãàíèçàöèè ãîìîëîãè÷íûõ
ãåíîâ ó ðàçíûõ âèäîâ.

Íåêîòîðûå ãåíû ñîäåðæàò òîëüêî
îäèí-äâà èíòðîíà, íî ÷àñòî èõ
çíà÷èòåëüíî áîëüøå. Òàê, íàïðèìåð â
ãåíå îâàëüáóìèíà êóðèöû 7 èíòðîíîâ,
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â ãåíå ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà
êðûñû èõ 13, à îäèí èç ãåíîâ êîëëàãåíà
êóðèöû èìååò äàæå 51 èíòðîí.

Íà Ðèñ. 7.53. ïîêàçàíî
ðàñïðåäåëåíèå ÷àñòîò ýêçîíîâ,
ïðèõîäÿùèõñÿ íà îäèí ãåí. Âèäíî, ÷òî
ó íèçøèõ ýóêàðèîò, òàêèõ êàê äðîææè,
95% ãåíîâ ñîäåðæàò òîëüêî îäèí ýêçîí,
çíà÷èò òàêèå ãåíû íå ïðåðûâàþòñÿ
èíòðîíàìè. Ó äðîçîôèëû òàêèõ ãåíîâ
òîëüêî 17%, à ó ìëåêîïèòàþùèõ -
òîëüêî 6%.

Ýêçîíû èìåþò, êàê ïðàâèëî,
íåáîëüøóþ äëèíó (Ðèñ. 7.54.).

Äëèíà èíòðîíà ìîæåò áûòü î÷åíü
ðàçëè÷íîé - îò íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ïàð
íóêëåîòèäîâ äî ìíîãèõ òûñÿ÷ (Ðèñ.
7.55.). Îáùàÿ äëèíà âñåõ èíòðîíîâ ÷àñòî
çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàåò ñóììàðíóþ
äëèíó ýêçîíîâ. Ê ïðèìåðó, èç

ïðèáëèçèòåëüíî 7000 ïàð íóêëåîòèäîâ,
îáðàçóþùèõ ãåí îâàëüáóìèíà, íà äîëþ
ýêçîíîâ ïðèõîäèòñÿ âñåãî 1872 ï.í., ò.å.
ïî÷òè 3/4 äëèíû ñîñòàâëÿþò èíòðîíû.

Èíòðîíû òðàíñêðèáèðóþòñÿ
íàðàâíå ñ ýêçîíàìè, òàê ÷òî ïðî-ìÐÍÊ
ñîäåðæèò ó÷àñòêè, òðàíñêðèáèðîâàííûå
êàê ñ ýêçîíîâ, òàê è ñ èíòðîíîâ. Â
äàëüíåéøåì â õîäå ïðîöåññèíãà,
ïðîèñõîäÿùåãî â ÿäðå, ó÷àñòêè ïðî-
ìÐÍÊ, òðàíñêðèáèðîâàííûå ñ èíòðîíîâ,
âûðåçàþòñÿ, à áûâøèå ðàçîáùåííûìè
ó÷àñòêè, ñ÷èòàííûå ñ ýêçîíîâ,
�ñðàùèâàþòñÿ�, è çðåëàÿ ìÐÍÊ
ñîäåðæèò òîëüêî òðàíñêðèïòû ýêçîíîâ.
Ýòè ïðåæäå ðàçîáùåííûå ó÷àñòêè
ñîåäèíÿþòñÿ â íóæíîì ïîðÿäêå.
Âîññîåäèíåíèå ó÷àñòêîâ,
òðàíñêðèáèðîâàííûõ ñ ýêçîíîâ ïðè
îáðàçîâàíèè çðåëîé ìÐÍÊ, íàçûâàþò

Ðèñ. 7.53. Ðàñïðåäåëåíèå ÷àñòîò ãåíîâ èìåþùèõ ðàçëè÷íûå ÷èñëà ýêçîíîâ
(Èç: Lewin, 1994, p. 684). Îñü àáñöèññ: ÷èñëî ýêçîíîâ â îäíîì ãåíå. Îñü
îðäèíàò: ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè òàêèõ ãåíîâ (%)

Ìëåêîïèòàþùèå

Äðîçîôèëà ( )D. melanogaster

Äðîææè ( )S. cerevisiae

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 <30<40<50>60

99%

17%

6%

15

30

40

20

60

80

10

20

5

10
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ñïëàéñèíãîì (splicing - ñðàùèâàíèå
ìîðñêèõ êàíàòîâ - àíãë.)  (Ðèñ. 7.56.). Äëèíà
ãåíà ñóùåñòâåííî áîëüøå äëèíû ìÐÍÊ
(Òàáë. 7.2.).

Èíòðîíû âñåãäà (óñòàíîâëåíî äëÿ
ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè) èìåþò íà 5'-
êîíöå äâîéêó ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ãóàíèí-òèìèí, à íà 3'êîíöå - àäåíèí-
ãóàíèí.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ â
ýêçîíàõ êîíñåðâàòèâíû, à â èíòðîíàõ
ñèëüíî âàðüèðóþò. Èíîãäà ýêçîí îäíîãî

ãåíà ìîæåò áûòü ãîìîëîãè÷íûì ýêçîíó
äàæå äðóãîãî ãåíà. Íàïðèìåð, äâà β-
ãëîáèíîâûõ ãåíà ìûøè èìåþò ïî òðè
ãîìîëîãè÷íûõ ýêçîíà â êàæäîì ãåíå.
Ìåæäó èíòðîíàìè ýòèõ ãåíîâ ãîìîëîãèÿ
íå íàéäåíà. Ñâÿçàíî ýòî ñ òåì, ÷òî
èíòðîíû ýâîëþöèîíèðóþò çíà÷èòåëüíî
áûñòðåå, ÷åì ýêçîíû. Ïðè ñðàâíåíèÿõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íóêëåîòèäîâ â
îäíèõ è òåõ æå ãåíàõ ó ðàçíûõ âèäîâ,
íàõîäÿò áîëüøóþ ãîìîëîãèþ â èíòðîíàõ
(Èç: Lewin, 1994, pp. 688-689).

7.9.2. Àëüòåðíàòèâíûé
ñïëàéñèíã

Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ â
àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
òðàíñëèðóþòñÿ íå âñå ñóùåñòâóþùèå
ýêçîíû. Â ðåçóëüòàòå ñ îäíîãî ãåíà
ñ÷èòûâàåòñÿ áîëåå îäíîãî òèïà ìÐÍÊ.

Ðèñ. 7.54. Äëèíû ýêçîíîâ â ãåíàõ ó
ðàçíûõ ïðåäñòàâèòåëåé æèâîòíîãî è
ðàñòèòåëüíîãî ìèðà (Èç: Lewin, 1994,
p. 683). Îñü àáñöèññ: äëèíà ýêçîíà â
íóêëåîòèäàõ. Îñü îðäèíàò: ÷àñòîòà
âñòðå÷àåìîñòè (%)

Ðèñ. 7.55. Äëèíû èíòðîíîâ â ãåíàõ
ïîçâîíî÷íûõ (Èç: Lewin, 1994, p. 683).
Îñü àáñöèññ: äëèíà èíòðîíà â ò.ï.í. Îñü
îðäèíàò: ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè (%)

Äîïîëíåíèå 7.5.
Íîáåëåâñêàÿ ïðåìèÿ 1993 ãîäà áûëà
ïðèñóæäåíà Ð. Äæ. Ðîáåðòñó è Ô. À.
Øàðïó (Richard J. Roberts, Philip A.
Sharp) çà îòêðûòèå ðàñùåïëåííûõ ãåíîâ.

Ãðèáû

Ðàñòåíèÿ

Íàñåêîìûå

Ïîçâîíî÷íûå

<50 <100<150<200<250 <300<400<500<600>600

10

10

10

10

20

20

20

20

30

30

30

<0.1<0.2<0.5 <1 <2 <5 <10 <25 <50<100

4

8

12

16

20
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Ðèñ. 7.56. Ïðîöåññ ïåðåäà÷è èíôîðìàöèè îò ÄÍÊ äî áåëêà, êîäèðóåìîãî
ðàñùåïëåííûì ãåíîì (Lewin, 1994, p. 150)

Òàáë. 7.2. Ñîîòíîøåíèå äëèíû ãåíà è ìàòðè÷íîé ÐÍÊ â çàâèñèìîñòè îò
÷èñëà ýêçîíîâ (Èç: Lewin, 1994, p. 687)

Âèäû
Ñðåäíåå ÷èñëî

ýêçîíîâ

Saccharomyces cerevisiae 1

Ãðèáû 3

Cenorabditis elegans 4

Drosophila melanogaster 4

Êóðû 9

Ìëåêîïèòàþùèå 7

Ñðåäíÿÿ äëèíà

ãåíà (ò.ï.í.)

Ñðåäíÿÿ äëèíà

ìÐÍÊ (ò.ï.í.)

1.6 1.6

1.5 1.5

4.0 3.0

11.3 2.7

13.9 2.4

16.6 2.2

ÄÍÊ

ÐÍÊ

ìÐÍÊ

Áåëîê

Ñèíòåç ÐÍÊ

Ñïëàéñèíã

Ñèíòåç áåëêà

Èíäèâèäóàëüíûå êîäèðóþùèå ðàéîíû ðàçäåëåíû â ãåíå

Ýêçîí 1 Èíòðîí 1 Ýêçîí 2 Èíòðîí 2 Ýêçîí 3
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Íà Ðèñ. 7.57. ñóììèðîâàíû
âîçìîæíûå ìåõàíèçìû îáðàçîâàíèÿ
ìíîãèõ òèïîâ ìîëåêóë ÐÍÊ, ñ÷èòûâàåìûõ
ñ îäíîãî ãåíà: çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ
èíèöèàöèè è òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè,
à òàêæå ñïëàéñèíãà. Èñïîëüçîâàíèå
àëüòåðíàòèâíûõ ïðîìîòîðîâ ìîæåò
èçìåíÿòü 5' êîíåö, èñïîëüçîâàíèå
àëüòåðíàòèâíûõ òåðìèíàòîðîâ ìîæåò
èçìåíÿòü 3' êîíåö òðàíñêðèïòà. Ýòè
èçìåíåíèÿ ìîãóò îðãàíèçîâàòüñÿ òîëüêî
èíèöèèðóþùèìè èëè òåðìèíàëüíûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ìÐÍÊ. Èíîãäà
èçìåíåíèÿ â íåòðàíñëèðóåìîé 5�
ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èëè 3�
íåòðàíñêðèáèðóåìîé òðýéëåðíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîãóò èìåòü
ðåãóëÿòîðíûå ïîñëåäñòâèÿ.

Íà Ðèñ. 7.58. ïðåäñòàâëåíà ñõåìà
àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà â ãåíå BR-C
ó äðîçîôèëû. Âåñü ãåí çàíèìàåò îêîëî 120
ò.ï.í., â íåì âûäåëÿþò 10 ýêçîíîâ.
Îáíàðóæåíî áîëåå 15 òèïîâ ðàçëè÷íûõ
ìÐÍÊ.

Äðóãîé òèï àëüòåðíàòèâíîãî
ñïëàéñèíãà, êîãäà îäèí ãåí
ôóíêöèîíèðóåò ôàêòè÷åñêè êàê äâà (Ðèñ.
7.59.). Ïîêàçàíû äâà òðàíñêðèïòà: Å74À è
Å74Â, ñèíòåçèðóþùèåñÿ îäíîâðåìåííî ñ
äâóõ ðàçíûõ ïðîìîòîðîâ.

Àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã èãðàåò
îãðîìíóþ ðîëü â ãåíåòè÷åñêîì
îïðåäåëåíèè ïîëà (ñì. Ðèñ. 13.6.).

Ïðîìîòîðû Ýêçîí 1 Ýêçîí 2 Ýêçîí 3

1   2   3

Ýêçîí 4 Ýêçîí 5 Òåðìèíàòîðû

1   2   3
Èñïîëüçîâàíèå àëüòåðíàòèâíûõ ïðîìîòîðîâ

Ýêçîíû 1 2 3 4 5

Ïðîìîòîðû

Èñïîëüçîâàíèå àëüòåðíàòèâíûõ òåðìèíàòîðîâ

2   3

Òåðìèíàòîðû

1

1

2

2

3 4 5

Àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã

Òåðìèíàòîð

1

1

2

2

2

3

4

5

5

Ðèñ. 7.57. Ñõåìà âîçìîæíûõ âàðèàíòîâ àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà (Èç: Lewin,
1994, p. 688)
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Âî âðåìÿ ñîçðåâàíèÿ ìàêðîíóêëåóñà
ó èíôóçîðèé ïðîèñõîäèò óäàëåíèå
âíóòðèãåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áåç
ñèíòåçà ÐÍÊ. Áîëåå òîãî, ïðîèñõîäèò
ïðåñòàíîâêà ýêçîíîâ. Òàê, â
ìèêðîíóêëåàðíîé ÄÍÊ ýêçîíû ãåíà
àêòèíà I ó Oxytricha nova ðàñïîëîæåíû â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè: 3, 4, 6, 5, 7, 9, 2, 1, 8.
Ïîñëå óäàëåíèÿ �èíòðîíîâ� ýêçîíû
çàíèìàþò ïîëîæåíèå â ðÿäó ñ 1 ïî 9 è
òîëüêî òàêàÿ èõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äà¸ò
ôóíêöèîíàëüíûé áåëîê (Ñì. äåòàëè:
Prescott, 1992).

Åù¸ áîëåå âïå÷àòëÿåò ðåîðãàíèçàöèÿ
ãåíà αÒÂÐ, êîòîðûé â ìèêðîíóêëåóñå

ñîäåðæèò 14 ýêçîíîâ, ðàñïîëîæåííûõ â
ñëåäóþùåì ïîðÿäêå: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 2, 4, 6,
8, 10, 12, 13, 14, à íîðìàëüíûé ïî
íóìåðàöèè ïîðÿäîê ýêçîíîâ îáðàçóåòñÿ
â ñîçðåâøåì ìàêðîíóêëåóñå (Ðèñ. 7.60.).

7.9.3. Ëîêàëèçàöèÿ ãåíîâ â
èíòðîíàõ

Â èíòðîíàõ íåêîòîðûõ ãåíîâ
ðàñïîëàãàþòñÿ äðóãèå ãåíû (Ðèñ. 7.61 -
7.63.).

Óäèâèòåëüíûì ïî ñëîæíîñòè
îðãàíèçàöèè è âåëè÷èíå èíòðîíîâ
ÿâëÿåòñÿ ãåí dnc ó D.melanogaster. Ãåí
çàíèìàåò ìèíèìóì 130 ò.ï.í. (îò -90 äî

Ðèñ. 7.58. Îðãàíèçàöèÿ òðàíñêðèïöèè ãåíà BR-C ó D. melanogaster (Èç: DiBello
et al., 1991, â êí. Æèìóë¸â, 1994, ñòð. 284); à - ôèçè÷åñêàÿ êàðòà ãåíà (îò 100
äî 220 ò.ï.í.); á - ðàñïîëîæåíèå ýêçîíîâ (1-10) íà ôèçè÷åñêîé êàðòå; â -
ðàçëè÷íûå òðàíñêðèïòû, âîçíèêàþùèå çà ñ÷åò àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà

Ðèñ. 7.59. Ñòðóêòóðà ãåíà Å74, ðàñïîëîæåííîãî â ïóôå 74EF (Èç: Karim,
Thummel, 1991, â êí. Æèìóëåâ, 1994, ñòð. 293)
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+40 ò.ï.í.) è ñîäåðæèò 13 ýêçîíîâ. Ìåæäó
ïåðâûì ýêçîíîì è ýêçîíîì,
ðàñïîëîæåííûì åùå áîëåå äèñòàëüíî
(îêîëî 40 ò.ï.í.), ðàñïîëîæåíî íåñêîëüêî
ãåíîâ èç ñåìåéñòâà Pig/Sgs. Ìåæäó
âòîðûì è òðåòüèì ýêçîíàìè (îêîëî 70
ò.ï.í.) ðàñïîëàãàåòñÿ åùå 4 ãåíà (Ðèñ. 7.63.).

7.9.4. Èñïîëüçîâàíèå
ïðîìîòîðîâ ãåíîâ òåïëîâîãî
øîêà

Îðãàíèçàöèþ è ýêñïðåññèþ
ñòðóêòóðíîé ÷àñòè ãåíîâ ìîæíî èçó÷àòü,
îáúåäèíÿÿ èõ â êîíñòðóêöèþ ñ èçâåñòíûì
ïðîìîòîðîì, è òðàíñôîðìèðóÿ
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Ðèñ. 7.26. Ñõåìà �ñîçðåâàíèÿ� ãåíà αÒÂÐ ó Oxitricha nova.
à - ìèêðîíóêëåàðíûé âàðèàíò ãåíà, ñîäåðæàùåãî 14 ýêçîíîïîäîáíûõ ýëåìåíòîâ
(ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ìàêðîíóêëåóñà - ÏÏÌ) è 13
èíòðîíîïîäîáíûõ (âíóòðåííèõ ýëèìèíèðóåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé - ÂÝÏ).
á -Âîçìîæíàÿ êàðòèíà îáðàçîâàíèÿ ÄÍÊ-ïåòåëü äëÿ ñ÷èòûâàíèÿ
ïîñëåäîâàòåëüíûõ ÏÏÌ;
â - ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÏÏÌ ïîñëå ñîçðåâàíèÿ ìàêðîíóêëåóñà;
ã - çðåëûé ãåí ñ äîáàâëåííûìè òåëîìåðàìè
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Ðèñ. 7.63. Ñòðóêòóðà ãåíà dnc ó D. melanogaster (Èç: Davis, Dauwalder, 1990, â êí.
Æèìóëåâ, 1994, ñòð. 149); à - êàðòà èíòðîíîâ è ýêçîíîâ ãåíà dunce; á - êàðòà
äðóãèõ ãåíîâ, ðàñïîëîæåííûõ â èíòðîíàõ ãåíà dunce; â - ôèçè÷åñêàÿ êàðòà ÄÍÊ
â ðàéîíå õðîìîñîìû 3Ñ; ã - ó÷àñòîê õðîìîñîìû 3Ñ6 - 3Å5

3� ïîëè-À

3� ïîëè-À

47 ò.ï.í.

Ãåí êóêîëî÷íîãî
êóòèêóëÿðíîãî áåëêà

5�

0.9 ò.ï.í.

17 ò.ï.í.

Ðèñ. 7.61. Ýêçîí-èíòðîííàÿ êàðòà ãåíà Gart è ðàñïîëîæåííîãî â åãî èíòðîíå ãåíà
êóêîëî÷íîãî êóòèêóëÿðíîãî áåëêà äðîçîôèëû (Èç: Æèìóëåâ, 1994, ñòð. 147)

Ðèñ. 7.62. Ðàñïîëîæåíèå ãåíà sina â èíòðîíå ãåíà Rh4 äðîçîôèëû. Ââåðõó -
ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà ðàéîíà (Èç: Carthew, Rubin, 1990, â êí. Æèìóëåâ, 1994, ñòð. 148)
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äðîçîôèë, ìóòàíòíûõ ïî ýòîìó ãåíó. Äëÿ
ýòèõ öåëåé èñïîëüçóþò ïðîìîòîðû ãåíîâ
òåïëîâîãî øîêà. Â íîðìàëüíîì ðàçâèòèè
ýòè ïîìîòîðû íå ôóíêöèîíèðóåò, íî
àêòèâèðóåòñÿ ïðè ðåçêîì ïîâûøåíèè
òåìïåðàòóðû (370Ñ íà 30 ìèí) (ñì. ðàçäåë
12.).

Ãåí ïîä äåéñòâèåì øîêà íà÷èíàåò
ýêñïðåññèðîâàòüñÿ, î ÷åì ìîæíî ñóäèòü
ïî �èñïðàâëåíèþ� ìóòàíòíîãî ôåíîòèïà,
ïîÿâëåíèþ íîðìàëüíîãî áåëêà èëè ÐÍÊ
(ñì. äåòàëè: Lawrence, 1992, p. 55).

7.9.5. Ó÷àñòêè, òåðìèíèðóþùèå
òðàíñêðèïöèþ

Òåðìèíàöèÿ òðàíñêðèïöèè
ïðîêàðèîòè÷åñêèõ ãåíîâ îáóñëîâëåíà
ýëåìåíòàìè, íàçûâàåìûå òåðìèíàòîðàìè.
Îäíèì èç âàæíûõ áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ
â òåðìèíàöèþ òðàíñêðèïöèè íåêîòîðûõ
ãåíîâ ó E. coli, ÿâëÿåòñÿ áåëîê ρ.
Òåðìèíàòîðû â òàêèõ ãåíàõ íàçûâàþòñÿ
ρ-çàâèñèìûìè (èëè òåðìèíàòîðû II òèïà).
Âî ìíîãèõ äðóãèõ òåðìèíàòîðàõ
ñåðäöåâèííàÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà ñàìà

ìîæåò ïðîâîäèòü ñîáûòèÿ òåðìèíàöèè.
Òåðìèíàòîðû òàêîãî òèïà íàçûâàþòñÿ ρ-
íåçàâèñèìûìè òåðìèíàòîðàìè
(òåðìèíàòîðû I òèïà). ρ-íåçàâèñèìûå
òåðìèíàòîðû ñîñòîÿò èç
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ðàñïîëîæåííûõ çà
16-20 ï.í. îò òî÷êè òåðìèíàöèè è
ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé
èíâåðòèðîâàííûé ïîâòîð (Ðèñ. 7.64.).

Ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü çàìûêàåòñÿ
íèòüþ èç 4-8 AT-ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ,
íà êîòîðîé ñèíòåçèðóþòñÿ öåïü èç U-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

ρ-çàâèñèìûå òåðìèíàòîðû íå èìåþò
AT íèòè è âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ íå
ôîðìèðóþò øïèëå÷íûõ ñòðóêòóð. ρ-
ôàêòîð - ýòî ïðîòåèí ñ äâóìÿ äîìåíàìè:
îäèí ñâÿçûâàåòñÿ ñ ÐÍÊ, äðóãîé äîìåí
- ñ ÀÒÔ.

Òðè êëþ÷åâûå ñîáûòèÿ ïðîèñõîäÿò
íà òåðìèíàòîðàõ îáîèõ òèïîâ:
1. îñòàíàâëèâàåòñÿ ñèíòåç ÐÍÊ,
2. öåïü ÐÍÊ îñâîáîæäàåòñÿ îò ÄÍÊ,
3. ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà îñâîáîæäàåòñÿ îò
ÄÍÊ.

5’ CCCAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTTGAACAAAA 3’

3’ GGGTCGGGCGGATTACTCGCCCGAAAAAAAACTTGTTTT 5’

5’ CCCAGCCCGCCUAAUGAGCGGGCUUUUUUUU-OH 3’

A, U C-G
G-C A
C-G A, U, C
C-G A, U
C-G
G-C

5’ CCCA-UUUUUUUU-OH 3’

C

U

A
A

U

G

A

A
U

G
Äåëåöèÿ

Ìóòàöèè
Ìóòàöèè

Ìàòðèöà
(ÄÍÊ)

Òðàíñêðèïò
(ÐÍÊ)

Òðàíñêðèïò
îáðàçóåò
òåðìèíèðóþùóþ
øïèëüêó

Ðèñ. 7.64. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ â ρ-íåçàâèñèìîì òåðìèíàòîðå
òðàíñêðèïöèè è ñòðóêòóðà òåðìèíèðóåìîé ÐÍÊ. Ìóòàöèè â çàòåìíåííûõ
ó÷àñòêàõ ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàùàþò òåðìèíàöèþ (Èç: Russell, 1998, p. 388)
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7.9.6. Ãîìîëîãèÿ ãåíîâ

(íå ðàñïèñàíî)
Î ãîìîëîãèè ñâèäåòåëüñòâóåò

çàêîí ãîìîëîãè÷åñêèõ ðÿäîâ Âàâèëîâà.
Îáëàäàþò ãîìîëîãèåé:

1. Ãåíû äîìàøíåãî õîçÿéñòâà
(ðÐÍÊ, ãèñòîíîâ)

2. Ãåíû, âûïîëíÿþùèå îäèíàêîâûå
ôóíêöèè

3. Äîìåíû â ñîñòàâå ãåíîâ (öèíêîâûå
ïàëüöû, ãîìåî-äîìåí)

4. Ãåíû òåïëîâîãî øîêà (êíèãà ïî
òåïëîâîìó øîêó Ashburner, Shlesinger)

7.9.7. Ïñåâäîãåíû

(íå ðàñïèñàíî)
Èíîãäà â ãåíîìàõ âñòðå÷àþòñÿ ò.í.

ïñåâäîãåíû. Îíè èìåþò âñå íåîáõîäèìûå
÷åðòû ãåíîâ, ò.å. ïîëíûé íàáîð ýêçîíîâ,
õàðàêòåðíûõ äëÿ ýòîãî ãåíà, ïîëè-À/Ò
õâîñò è êîðîòêèå ïðÿìûå ïîâòîðû (êàê ó
ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ) â ÄÍÊ ìèøåíè.

Ïñåâäîãåí íà÷èíàåòñÿ ñ 5' òî÷êè,
ýêâèâàëåíòíîé 5' òî÷êå ìÐÍÊ, à
çàêàí÷èâàåòñÿ òðàêòîì ïîëè-À
íóêëåîòèäîâ, ÷òî âåðîÿòíî èìååò
ïðîèñõîæäåíèå îò ïîëè-À êîíöà â
ìîëåêóëå ìÐÍÊ. (Èç: Lewin, 1994, p.1051-
1055, ñì. òàêæå ãëàâó 24).

Ó äðîçîôèëû ïñåâäîãåíû
âñòðå÷àþòñÿ ðåäêî, ÷àùå ýòî ãåíû
òðàíñïîðòíûõ èëè ìàëûõ ÿäåðíûõ ÐÍÊ
(òÐÍÊ, snRNA). Åùå îäèí èçâåñòíûé
ïðèìåð - ïñåâäîãåí ëè÷èíî÷íîãî
êóòèêóëÿðíîãî áåëêà è ïñåâäîãåí Adh ó
D. mulleri, îíè ñîõðàíÿþò ñâîè èíòðîíû.
Ïðèìåð ïðîöåññèðîâàííîãî ïñåâäîãåíà
(ò.å. áåç èíòðîíîâ) îïèñàí äëÿ ãåíà Adh ó
D. teissieri è D. yakuba.

Ëèòåðàòóðà ê ðàçäåëó 7.9.
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