
Транспозоноподобная структура генома вируса саркомы Рауса — наличие флан-
кирующих LTR, гена sarc, находящегося под сильным промотором, обусловливают пер-
спективность использования плазмиды pATV-8 в исследованиях стадие- и тканеспеци-
фичиости экспрессии генов, стабильности структуры трансгеномов, взаимодействия 
трансгеномов и генома клеток организма, несущего трансгеном. 
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S u m m a г у 

The t ransgenic mice conta in ing recombinant pATV-8 plasmid, produced by insertion of 
the provirus DNA of RSV into pBR322 were obtained. The type of the i ransgene DNA 
inheritance cannot be explained by the insertion of its copies into one chromosomal site. 
In certain t ransgenic mice lines the phenotypic disorders were observed. 
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ИНДУЦИРУЕМАЯ ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫМ СУБСТРАТОМ 
ДИМЕРИЗАЦИЯ ЭНДОДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕАЗЫ Mval 

Л. Г. Овечкина, С. Р. Попова, В. В. Зиновьев, Д. П. Вайткявичюс, 
А. А. Янулайтис, Ю. А. Горбунов, Э. Г. Малыгин 

Эндонуклеазы типа II, как правило, узнают симметричную нуклеотидную последова-
тельность и имеют димерную структуру типа а 2 [1]. Имеются, однако, исключения — 
например, для эндодезоксирибонуклеаз Bgll и Bspl показано, что они являются моно-
мерными белками [1]. 

Исследование таких эндонуклеаз представляет специальный интерес, так как 
структура фермента, взаимодействующего с симметричным субстратом, должна иметь 
элементы симметрии. Один из возможных способов образования симметричной струк-
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туры—димеризация субъединиц, что было показано, например, для метилазы Ecodam, 
имеющей симметричный сайт узнавания [2]. 

Целью данной работы являлось определение молекулярной массы эндонуклеазы 
ΜυαΙ в денатурирующих и нативных условиях, а также в присутствии синтетических 
олигонуклеотидов. 

Олигодезоксирибонуклеотиды 5'-dAACCTGGAA (I), 5'-dTTCCAGGTT (II) и 
5'-dCGGATCCG (III) были синтезированы фосфотриэфирным методом [3] и содержали 
на 5'-конце свободную гидроксильную группу. Эквимолярная смесь олигонуклеотидов 

Определение молекулярной массы эндонуклеазы ΜυαΙ (Ε) и комплекса этого фермента 
с субстратом (Е + S) при температуре 5—7 °С: а — ультрацентрифугирование в гради-
енте концентрации сахарозы; б — гель-фильтрация на сефакриле S-200. В качестве суб-
страта (5) использовали двухцепочечный олигонуклеотид, содержащий участок узнава-
ния для эндонуклеазы ΜυαΙ в концентрации 1,5 мкМ. 1—3 — положение маркерных 
белков: БСА (68000), овальбумин (45000) и химотрипсиноген (25000) соответственно 
Molecular weight determination endonuclease ΜυαΙ (Ε) and its complex with the sub-
strate (E + S) at the temperature of 5-7 °С: a — sucrose density gradient centrifugation; 
6 — gel filtration on sephacryl S-200 column. Oligonucleotide complex (1.5 μΜ) con-
taining recognition site of endonuclease ΜυαΙ was used as a substrate (5) . 1-3 — the 
marker proteins: bovine serum albumin (68000), ovalbumin (45000) and chymotrypsino-
gen (25000), respectively 

1 и II приводит к образованию дуплекса, содержащего в центре последовательность 
узнавания 5'...С—С—Τ—G—G—... для эндонуклеазы ΜυαΙ. Самокомплементарный ок-

...G—G—А—С—С—...5' 
тануклеотид III образует двухцепочечную структуру, в которой отсутствует участок 
узнавания для этого фермента. 

Эндонуклеазу ΜυαΙ выделяли по методу [4, 9]. Для определения молекулярной 
массы фермента использовали методы электрофореза в денатурирующих условиях [5], 
гель-фильтрации [6] и центрифугирования в градиенте концентрации сахарозы от 10 
до 30 % [7, 8]. 

Растворы сахарозы готовили в буфере А (20 мМ К-фосфат, рН 7,5, 10 мМ ЭДТА, 
7 нМ 2-меркаптоэтанол, 0,6 Μ NaCl). На градиент сахарозы объемом 5 мл наслаивали 
100 мкл препарата эндонуклеазы ΜυαΙ с концентрацией белка около 10 мкг/мл. Цент-
рифугирование проводили на ультрацентрифуге «Beckman» L5-75 (США) со скоростью 
45000 об/мин при температуре 5 °С в течение 20 ч. После центрифугирования градиент 
раскапывали на фракции по 80 мкл. Активность фермента определяли по методу, при-
веденному в работе [9]. По калибровочному графику определяли молекулярную массу 
фермента. 

Для гель-фильтрации использовали колонку (h—10 см, d — 0,25 см) с сефакри-
лом S-200, уравновешенную буфером А с добавлением 100 мкг/мл БСА, и наносили 
2 мкл препарата эндонуклеазы с концентрацией белка 50 мкг/мл. Собирали фракции 
по 25—30 мкл и определяли в каждой ферментативную активность [9]. Все необходи-
мые измерения оптической плотности при 280 нм проводили на спектрофотометре 
«Обь» (СССР). 

По данным электрофореза, в денатурирующих условиях полученный препарат эн-
донуклеазы ΜυαΙ представляет собой гомогенный белок, состоящий из одной субъеди-
ницы с молекулярной массой 313004=400 (п = 3). Близкие значения получены при цент-
рифугировании фермента в градиенте концентрации сахарозы 277004=2300 (п — 3) 
(рисунок, а) и методом гель-фильтрации 27400=Ы900 (п = 4) (рисунок, б). 

Следует отметить, что при понижении концентрации NaCl до 0,1 Μ в буфере А 
наблюдается значительное увеличение молекулярной массы фермента в несколько раз 
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и одновременно падение его активности. Это, по-видимому, связано с агрегацией белка. 
Уменьшение активности фермента в связи с его агрегацией ранее было показано для 
эндонуклеазы EcoRI [10]. Влияние концентрации NaCl на изменение субъединичной 
структуры фермента и его активность требует дальнейших исследований. 

При центрифугировании фермента в градиенте концентрации сахарозы, содержа-
щем равнораспределенный по всему объему девятичленный олигонуклеотидный дуплекс, 
наблюдается увеличение молекулярной массы фермента до 531004=3000 (п — 7) (рису-
нок, а). При добавлении 1,5 мкМ олигонуклеотида III, не содержащего участка узна-
вания рестриктазы ΜυαΙ, молекулярная масса фермента также увеличивается до 51000. 
Ранее мы наблюдали димеризацию метилазы Ecodam в присутствии олигонуклеотидно-
го дуплекса, не содержащего участка узнавания [2]. Таким образом, димеризация эн-
донуклеазы ΜυαΙ и метилазы Ecodam происходит, по-видимому, при взаимодействии 
с любым участком двухцепочечной ДНК. 

При гель-фильтрации рестриктазы ΜυαΙ на колонке с сефакрилом S-200, предва-
рительно промытым буфером А и содержащим девятичленный олигонуклеотидный 
дуплекс, получено значение молекулярной массы фермента 52500 (рисунок, б), что 
полностью совпадает с данными, которые дает метод ультрацентрифугирования. 

Это значение несколько меньше теоретически возможной молекулярной массы, 
равной 62000, для фермент-субстратного комплекса, содержащего две субъединицы 
фермента. Такое различие может быть связано с существованием равновесия между 
комплексом и свободным ферментом [2]. Возможно также, что это несоответствие яв-
ляется следствием использования белковых калибровочных кривых для определения 
молекулярной массы белок-нуклеинового комплекса. Однако, поскольку в настоящей 
работе использовали девятичленный олигонуклеотидный субстрат с небольшой молеку-
лярной массой по сравнению с ферментом, трудно предположить значительные измене-
ния глобулярности белково-нуклеиновых частиц. Использование белковых маркеров при 
определении константы диссоциации фермент-субстратных комплексов методом гель-
фильтрации в литературе известно [11]. 

Таким образом, наблюдаемое увеличение (практически в два раза) молекуляр-
ной массы рестриктазы ΜυαΙ в присутствии двухцепочечного дуплекса по сравнению 
со свободным ферментом связано с образованием димерной формы фермента. По-види-
мому, димеризация эндонуклеазы ΜυαΙ при взаимодействии с Д Н К является необходи-
мой стадией образования каталитически активной формы фермент-субстратного комп-
лекса. Возможно, это утверждение справедливо и для рестриктаз Bgll и Bspl, выде-
ленных в виде мономерных белков [1]. 

ENDONUCLEASE ΜυαΙ DIMERIZATION INDUCED 
BY THE OLIGONUCLEOTIDE SUBSTRATE 
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S u m m a r y 
Molecular weight of the endonuclease ΜυαΙ was determined by the method of gel electro-
phoresis under denaturing conditions. The enzyme consists of a single polypeptide chain 
with molecular weight of 31300+400 dalton. Similar data are obtained by gel filtration 
and sucrose density gradient centrifugation. In the presence of substrate the oligo-
nucleotide molecular weight of endonuclease ΜυαΙ increases up to 53000+3000 dalton, 
that is related to protein dimerization during the formation of the enzyme-substrate 
complex. 
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ПОДОБИЕ ДНК-УЗНАЮЩИХ СТРУКТУР 
АКТИВАТОРА КООРДИНИРОВАННОЙ ТРАНСКРИПЦИИ ГЕНОВ, 
КОДИРУЮЩИХ ФЕРМЕНТЫ БИОСИНТЕЗА АМИНОКИСЛОТ 
У ДРОЖЖЕЙ, РЕГУЛЯТОРОВ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ КЛЕТОК 
ДРОЖЖЕЙ И РЕГУЛЯТОРОВ РАЗВИТИЯ И МОРФОГЕНЕЗА 

Б. В. Шестопалов 

Введение. У дрожжей Saccharomyccs ccrevisiae существует координация транскрипции 
генов, кодирующих ферменты биосинтеза аминокислот [1]. Непосредственным актива-
тором координированной транскрипции является белок GCN4 [2], причем активация 
связана с узнаванием белком TGACTC последовательности в регуляторных участках 
активируемых генов [3]. Авторы работы [4] предприняли попытку определить, к ка-
кому из двух известных видов ДНК-узнающей структуры, «пальцевидной» или спи-
раль—изгиб—спираль, относится ДНК-узнающая структура белка GCN4 и где она 
локализована. В результате выяснено следующее: ДНК-узнающая структура заключе-
на в С-концевом домене белка — сегменте 222—281; «пальцевидная» структура в Д Н К -
узнающем домене невозможна, так как в его аминокислотной последовательности пет 
ключевых для нее остатков; присутствие структуры спираль—изгиб—спираль, локализо-
ванной по данным предсказания вторичной структуры ДНК-узнающсго домена 
(спираль 244—261, изгиб 262—265, спираль 266—278), сомнительно: спирали длиннее 
обычных, аминокислотная последовательность не гомологична аминокислотным после-
довательностям структур спираль—изгиб—спираль. В итоге авторы пришли к выводу, 
что вопрос о виде ДНК-узнающей структуры белка GCN4 и ее локализации остается 
открытым. 

В настоящей работе представлены данные, на основании которых сделано заклю-
чение, что белок GCN4, возможно, узнает Д Н К с помощью ДНК-узнающей структуры 
спираль—изгиб—спираль, локализованной в сегменте аминокислотной последователь-
ности 256—278, и Д Н К - у з н а ю щ а я структура белка GCN4 подобна ДНК-узнающим 
структурам белков MATal и МАТа2 — регуляторов дифференцировки клеток дрожжей, 
и гомеодоменсодержащих белков — регуляторов развития и морфогенеза. 

Методы. Использовали необходимые стереохимические условия существования 
ДНК-узнающей структуры спираль — изгиб — спираль, описанные в нашей статье [5] 
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