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ОТБОР ГЕНА ТИРОЗИНАМИНОТРАНСФЕРАЗЫ ИЗ ГЕНОМНОЙ 
БИБЛИОТЕКИ КРЫСЫ С ПОМОЩЬЮ МОЛЕКУЛЯРНЫХ ЗОНДОВ, 
СКОНСТРУИРОВАННЫХ НА ОСНОВЕ БАКТЕРИОФАГА М13 

Описан модифицированный метод выделения эукариотических генов из геномной биб-
лиотеки с использованием молекулярных зондов на основе фага М13. Из геномной 
библиотеки крысы отобран клон, содержащий ген тирозинаминотрансферазы (ТАТ), 
дана частичная структурно-функциональная характеристика изолированного гена TAT 
крысы. 

Введение. Одним из необходимых условий успешного изучения структу-
ры и функции генов является возможность работы с нуклеотидным ма-
териалом индивидуального гена. В настоящее время разработаны раз-
личные способы отбора генов [1]. Большинство из них предполагает 
создание геномной библиотеки в составе векторов на основе фага λ и 
тестирование (скрининг) библиотеки генов с помощью молекулярной 
гибридизации с тем или иным зондом. Д л я скрининга с использованием 
радиоактивных молекулярных зондов в связи с небольшим количеством 
фаговых частиц в индивидуальной бляшке выбирают, как правило, вы-
сокомеченные зонды. Среди известных типов молекулярных зондов до-
стичь наибольшей удельной активности позволяют зонды на основе 
одноцепочечной Д Н К (оцДНК) бактериофага М13 [2]. 

В силу высокой чувствительности использование таких зондов мо-
жет быть весьма полезным при выборке клонов из библиотеки генов в 
составе векторов на о.снове фага λ. В то же время использование зон-
дов на основе о ц Д Н К фага М13 для отбора клонов из библиотеки ге-
нов, сконструированной в векторах типа λ Харон осложняется тем об-
стоятельством, что в фаге М13 присутствует фрагмент гена IacZj вхо-
дящего в состав этого вектора [3, 4]. 

Целью настоящей работы была проверка возможности использо-
вания зондов такого типа (на основе о ц Д Н К М13) для отбора кло-
нов из библиотеки генов крысы, представленной в составе фага λ Ха-
рон 4А, в частности, для клонов, несущих ген TAT (L-тирозин: 2-ок-
соглутаратаминотрансфераза, КФ 2.6.1.5) —одного из наиболее ис-
следованных индуцибельных ферментов млекопитающих [5]. 

М а т е р и а л ы и методы. В работе использованы β - м е р к а п т о э т а н о л , а г а р о з а (тип V ) , 
бромистый этидий, дезокси- и д и д е з о к с и н у к л е о з и д т р и ф о с ф а т ы («S igma» , С Ш А ) ; фор-
мамид, протеиназа К («Мегск», Ф Р Г ) ; н и т р о ц е л л ю л о з н ы е ф и л ь т р ы типа BA 55 
(«Schle icher and Schuel l» , Ф Р Г ) ; лизоцим, а д е н о з и н т р и ф о с ф а т , 5 -бром-4-хлор-3-индо-
ксил- |3- / )~галактозид (X-gal ) («Serva» , Ф Р Г ) ; и з о п р о п и л - р - О - т и о г а л а к т о з и д ( И П Т Г ) 
( « P h a r m a c i a » , Ш в е ц и я ) ; пептон, д р о ж ж е в о й экстракт , акриламид , метиленбисакрил-
амид, полиэтиленгликоль с м о л е к у л я р н о й массой б ООО («Fluka» , Ш в е й ц а р и я ) ; бром-
феноловый синий, а гар -агар , п е р с у л ь ф а т аммония , 1N1, N, IN7, ιΝ ' -тетраметилэтилендиамин 
(«Reana l» , В Н Р ) . О с т а л ь н ы е р е а к т и в ы имели к в а л и ф и к а ц и ю не н и ж е х. ч. 

Б и б л и о т е к а генов крысы в векторе λ Харон 4А получена от Г. Ш у т ц а и сотр. 
(Ин-т биологии клетки и опухолей, Гейдельберг , Ф Р Г ) . Клон, с о д е р ж а щ и й ген TAT 
в векторе EMBL3 (λΓΤΑΤ 1), был т а к ж е любезно предоставлен Г. Ш у т ц е м и сотр. [6 ] . 
И с п о л ь з о в а л и с т а н д а р т н ы е среды LB, SM, 2 0 Х S i S i C и б у ф е р ы — 1 Х Т Е , Ю Х к и н а з н ы й 
буфер ( 1 0 Х К Б ) , Ю Х п о л и м е р а з н ы й буфер ( 1 0 Х П Б ) [ 1 ] . Н а 1 литр среды L B M M 
брали : 1 л среды LB, 10 мл 20 %-ной м а л ь т о з ы и 20 мл 1 M MgiSO4 . 

С у б к л о н и р о в а н и е PstI-EcoRI-φ р а г м е н т о в п л а з м и д ы pTAT-5-VGZK 
и EcoRI-φ р а г м е н т о в Д Н К XrTAT 1 в с о с т а в е ф а г а Ml 3. Д Н К п л а з м и д ы 
ρΤΑΤ-5-VGZK [7] р а с щ е п л я л и одновременно р е с т р и к т а з а м и EcoRI и Pstl\ Д Н К 
λΓΤΑΤ 1 — рестриктазой EcoRI; р е п л и к а т и в н у ю ф о р м у Д Н К ( Р Ф - Д Н К ) б а к т е р и о ф а г а 
М13пгр19 — в одном случае рестриктазой EcoRIy в другом — одновременно рестрикта -
з а м и EcoRI и PstL П о л н о т у р а с щ е п л е н и я п р е п а р а т о в Д Н К п р о в е р я л и э л е к т р о ф о р е з о м 
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в 0 ,6%-ном агарозном геле. Лигирование 1 мкг ДНК-фрагментов и векторной Д Н К 
проводили, как описано Маниатисом и др. [II], с небольшими изменениями. Подготовку 
компетентных клеток Escherichia coli штамма JM103, их трансформацию, отбор и вы-
ращивание клонов, выделение о ц Д Н К и Р Ф - Д Н К осуществляли согласно прописи 
фирмы «BRL» [8] с незначительной модификацией. Клоны Р Ф - Д Н К выделяли мето-
дом щелочного лизиса [1]. 

П о д г о т о в к а к л е т о к Е. coli ш т а м м а К802 д л я в ы с е в а ф а г о в . Инди-
видуальную колонию бактерий Е. coli штамма К802 выращивали в течение 6 ч в 
100 мл среды LBMM с хорошей аэрацией при 37 °С до плотности 1 о. е. ( λ · = 6 0 0 нм). 
Суспензию клеток центрифугировали 5 мин при 4 ООО g (4 °С). Осадок ресуспендиро-
вали в 50 мл холодного раствора 0,01 M MgSO 4 , хранили в течение 2—4 недель при 
О—4 °С. Такие «магниевые» клетки использовали для титрования суспензий фага λ, 
высевания библиотеки генов и приготовления препаратов Д Н К фага λ и его произ-
водных. 

Синтез радиоактивно меченных олигонуклеотидов проводили по методу [1]. Ра-
диоактивные зонды на основе о ц Д Н К гибридного фага М13 синтезировали по мето-
дике [9]. 

О т б о р к л о н о в и з б и б л и о т е к и г е н о в к р ы с ы . Микробиологический 
титр определяли, высевая суспензию фагов из библиотеки генов крысы на чашки Пет-
ри с 1,5 %-ным агаром [1]. Чтобы установить присутствие клонов, несущих полный 
ген IacZ, в верхний (0,7 %) агар перед посевом добавляли индикатор X-gal . Д л я от-
бора клона, содержащего ген TAT крысы, аликвоту объемом 2,5 мкл из библиотеки 
генов крысы (около 5 - Ю 3 клонов) смешивали с 100 мкл «магниевых» клеток, инкуби-
ровали 30 мин при 37°С и высевали на чашки Петри с 1,5 %-ным агаром в 3 мл 
0,7 %-ного агара, содержащего 50 мкл 2 %-ного X-gal и среду LBMM. 

Чашки инкубировали в течение ночи при 37 °С. Получение нитроцеллюлозных от-
печатков (по 2 реплики с каждой чашки) и молекулярную гибридизацию на фильтрах 
проводили по модифицированному методу [1]. Д л я гибридизации использовали ра-
диоактивные зонды, синтезированные на основе о ц Д Н К клона М13 TAT EPN39, а в 
качестве альтернативного зонда — о ц Д Н К фага М13тр9, содержащего 360 нуклеоти-
дов к Д Н К проопиомеланокортина (ПОМК) быка [10]. Специфическим для TAT явля-
ется клон М13 TAT EP lN39, содержащий фрагмент кДНК-ТАТ крысы, комплементар-
ный З'-концевому участку кДНК-ТАТ [7]. 

Сравнивая радиоавтографы, полученные с нитроцеллюлозных реплик одной и той 
же чашки Петри, выявляли клоны с сигналами, соответствующими только одному из 
указанных зондов, затем сопоставляли эти сигналы с фаговыми бляшками. В случае, 
когда необходимый искомый сигнал соответствовал бесцветной бляшке, столбик ага-
ра с этой бляшкой переносили в 0,5 мл среды iSsM, добавляли 1 каплю хлороформа и 
выдерживали при 4 °С минимум 4 ч. Отобранные таким образом клоны рассеивали до 
образования индивидуальных бляшек штрихом на стандартные чашки Петри с двумя 
слоями агара. Нижний слой состоял из 1,'5 %-ного агара, верхний (0,7 %-ный агар) 
содержал 100 мкл «магниевых» клеток и 50 мкл 2 %-ного индикатора X-gal. 

Приготовление нитроцеллюлозных реплик, иммобилизацию Д Н К и отбор инди-
видуальных клонов с помощью молекулярной гибридизации осуществляли так же, как 
при первичной селекции клонов из библиотеки генов крысы. 

П р о в е р к а о т о б р а н н ы х р е к о м б и н а н т н ы х к л о н о в м е т о д о м 
д о т - г и б р и д и з а ц и и с м о л е к у л я р н ы м и з о н д а м и . Препарат Д Н К из каж-
дого отобранного клона готовили методом лизата на чашках [її]. Количество Д Н К 
оценивали электрофорезом в агарозном геле. На нитроцеллюлозные фильтры наноси-
ли по 1 мкл (0,1—0,001 мкг) каждого препарата Д Н К , иммобилизацию проводили так 
же, как при отборе клонов из библиотеки генов крысы. Нитроцеллюлозные фильтры с 
иммобилизованной Д Н К использовали для молекулярной гибридизации: 

а) с зондом, полученным ник-трансляцией Д Н К плазмиды ρΤΑΤ-5-VGZK (ник-
трансляцию Д Н К и гибридизацию Д Н К - Д Н К проводили по [1 ] ) ; 

б) с олигонуклеотидными зондами, комплементарными определенным экзонам ге-
на ТАТ. Гибридизационная смесь содержала 6 X S S C , ІХраствор Денхардта, 50 мкг /мл 
Д Н К из спермы лосося, денатурированной ультразвуком, и 1 пмоль/мл радиоактивно 
меченного зонда. Гибридизацию проводили в течение 2 ч при 37 °С, отмывку неприсое-
динившегося материала осуществляли в 100' мл SX-SiSC буфера при комнатной темпе-
ратуре, четыре раза меняя буфер с интервалами по 10 мин, и в 200 мл того же буфера 
при 37 °С в течение 20 мин. Д л я получения радиоавтографов фильтры после гибри-
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дизации экспонировали с рентгеновской пленкой P M - B («Свема», СССР) при —70 0C 
в течение 4—24 ч с усиливающими экранами типа ЭУ-1И (СССР) . Клоны, Д Н К кото-
рых д а в а л а положительные сигналы на радиоавтографах , использовали для препара-
тивной наработки. 

Препараты Д Н К рекомбинантных фагов λ готовили по [1]. 

Результаты и обсуждение. В работе использовали библиотеку ге-
нов крысы, сконструированную на основе фага λ серии Харон 4А [3]. 
В составе данного вектора были клонированы фрагменты геномной 
Д Н К крысы со средним размером около 20 000 н. п. [11]. Нами было 
установлено, что титр используемой библиотеки генов крысы составля-
ет ~ 2 , 2 · IO6 фагов в 1 мл, среди них ~ 0 , 5 % составляют фаги, име-
ющие оперои IacZ (т. е. их Д Н К не содержит вставок). 

Д л я скрининга библиотеки генов крысы (и селекции специфическо-
го гена) использованы молекулярные зонды, сконструированные на ос-
нове о ц Д Н К гибридного фага M13. Последние обладают рядом пре-
имуществ по сравнению с двуцепочечными молекулярными зондами, в 
случае которых при введении метки используют метод пик-трапсляции: 

а) в зонде на основе М13 после достройки второй цепи фрагмент 
зонда, непосредственно участвующий в гибридизации, остается одноце-
почечным. Этот участок зонда гибридизуется только с комплементар-
ной Д Н К , сорбированной на нитроцеллюлозных фильтрах, в отличие от 
ник-транслированной Д Н К (когда в растворе присутствуют комплемен-
тарные цепи Д Н К ) ; 

б) удельная радиоактивность такого зонда, как правило, выше, чем 
ник-транслированного. Кроме этого, вся радиоактивная метка, включен-
ная в состав зонда, полученного на основе оцДНК, дает сигнал при 
гибридизации, в то время как в ник-транслированном зонде в большин-
стве случаев эффективно используется только часть метки. При синте-
зе зонда на основе о ц Д Н К М13 процент включения радиоактивного 
трифосфата достигал 7 0 % , в то время как при ник-трансляции — в 
оптимальном случае ~ 3 0 %. 

Основным недостатком этих зондов при отборе клонов из библиоте-
ки генов, сконструированной в векторе λ Харон 4А, является наличие в 
последнем гена IacZ и фрагмента этого же гена в фагах M13. В связи 
с этим зонд на основе фага М13 будет гибридизоваться с клонами, со-
держащими исходный фаг λ Харон 4А. Рекомбинантные же фаги при 
замещении центральной части вектора на вставку теряют часть гена 
IacZi содержащую фрагмент, входящий в состав ДНК-зонда . Д л я ис-
ключения ошибок в отборе генов при подобной гибридизации исполь-
зовали схему, приведенную на рис. 1. Согласно ей, библиотеку генов 
высевают на чашки Петри, содержащие в верхнем агаре X-gal (исход-
ный вектор λ Харон 4А на таких чашках дает синие бляшки) , и прово-
дят гибридизацию фильтров-реплик как минимум с двумя молекуляр-
ными зондами на основе о ц Д Н К фага М13. Один из зондов должен 
содержать в своем составе нуклеотидную последовательность, компле-
ментарную искомому гену (в нашем случае в составе зонда М13 TAT 
ΕΡΝ39 содержался фрагмент кДНК-ТАТ крысы), второй (альтернатив-
ный) зонд может не нести дополнительных фрагментов или иметь в 
своем составе фрагмент другого гена (в нашем случае альтернативный 
М13-зоял содержал фрагмент к Д Н К П О М К быка) . При первичном 
скрининге отбирали неокрашенные колонии, гибридизующиеся только 
с одним из названных зондов. Такого же рода критерии отбора были 
использованы при расчистке клонов. 

Начальной стадией работы было получение молекулярных зондов, 
содержащих специфические нуклеотидные последовательности в соста-
ве о ц Д Н К М13 (см. «Материалы и методы»). Д л я этого субклонирова-
ли в фаге М13 фрагменты плазмиды ρΤΑΤ-5-VGZK и фрагменты 
ЯгТАТ 1. В случае субклонирования PstI-EcoRI-фрагмента кДНК-ТАТ 
(ρΤΛΤ-5-VGZK) Р Ф - Д Н К 48 клонов подвергли гидролизу одновременно 
рестриктазами PstI и EeoRI. В результате отобран клон, содержащий 
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PstI-EcoRI-фрагмент, который, по данным электрофореза в агарозе, 
имел одинаковые размеры с Р5//-£со7?/-фрагментом кДНК-ТАТ, полу-
ченным при расщеплении Д Н К pTAT-5-VGZK. Д л я проверки правиль-
ности субклонирования о ц Д Н К отобранного клона секвенировали мето-
дом Сэнгера [8], используя универсальный праймер. Прочитанная по-

Рис. 1. Схема отбора генов TAT и П О М К из геномной библиотеки крысы 

Fig . (1. The scheme for i sola t ion of ty ros ine amino t r ans f e r a se and proopiomelanocor t in 
genes f r o m the ra t genome l ibrary 

Рис. 1. Рестрикционная карта EсоRI-фрагмеита № 4, полученного из гена TAT печени 
крысы (клон XrTATl) и переклонированного по EcoRI-сайтам в состав вектора 
М13тр19 
Fig. 2. Restr ic t ion m a p of E c o R I - f r a g m e n t No. 4 obtained f rom TAT gene (clone 
XrTAT 1) and subcloned into M13mpl9 vector at EcoRI-sites 

следовательность нуклеотидов ( ^ 9 0 н. п.) полностью совпадала с соот-
ветствующей первичной структурой кДНК-ТАТ. Таким образом был 
отобран клон М13 TAT EPN39, содержащий вставку кДНК-ТАТ раз-
мером 332 н. п. 
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В случае субклонирования в векторе М13тр19 фрагментов гена 
TAT крысы, извлеченных из клона λιΤΑΤ 1 [6], первоначально провели 
отбор клонов, о ц Д Н К которых имела меньшую подвижность при элек-
трофорезе в агарозном геле, чем о ц Д Н К исходного вектора. Р Ф - Д Н К 
отобранных клонов расщепляли рестриктазой EcoRI, полученные фраг-

Рис. 3. Схема расположения молекулярных зондов (олигонуклеотидов) , использован-
ных для картирования гена TAT, и их нуклеотидная последовательность [6, 13] 
Fig. 3. The scheme for the pos i t ions of molecular probes (synthet ic o l igonucleot ides 
used for tyros ine a m i n o t r a n s f e r a s e gene m a p p i n g ) on the s t ruc tu re of the ra t TAT 
m R N A 

Рис. 4. Анализ Д Н К отобранного клона, содержащего ген TAT (λΤΑΤ N1) при гибри-
дизации с синтетическими олигонуклеотидами, соответствующими определенным экзо-
нам гена TAT крысы: L ( / ) ; I (2)\ D А (4); экзону JMb 1 гена П О М К крысы (5). 
В качестве контроля использовали Д Н К ЯгТАТ 1, в которой отсутствуют EcoRI-фраг-
менты № № 1—3 гена TAT крысы, описанного Шутцем и др. [6] 

F ig . 4. Hybr id iza t ion of the DiNA of λΤΑΤ N l clone wi th synthet ic o l igonucleot ides 
co r r e spond ing to the cer ta in exons of the ra t TAT gene: — e x o n L (1), exon / (2) , exon 
D (3), exon A (4) and to exon No. Ί f rom the ra t POMiC gene (5). The DNTA XrTAT 1 
deprived of £ c o # / - f r a g m e n t s No. I l - 3 f rom the .rat TAT gene described by Schutz et al 
[6] w a s used as a cont ro l 

менты анализировали электрофорезом в агарозном геле. Был отобран 
клон, Д Н К которого содержала £<;о/?/-фрагмент, близкий по размерам 
таковому Д Н К гена TAT величиной 3200 н. п. Д л я подтверждения пра-
вильности субклонирования £со£;/-фрагменты Д Н К ЯгТАТ 1 разделя-
ли электрофорезом в агарозном геле и переносили на нитроцеллюлоз-
ный фильтр [1]. На основе о ц Д Н К отобранного клона синтези-
ровали радиоактивный зонд и провели блот-гибридизацию с разделен-
ными гель-электрофорезом в агарозном геле £соі? / -фрагментами Д Н К 
ЯгТАТ 1, как описано у Маниатиса и др. [1], с небольшими изменения-
ми. В результате был отобран клон, содержащий £соі? / -фрагмент № 4 
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гена TAT крысы в составе фага М13, названный М13 TAT ЕЗ, 2 N2. На-
ми построена подробная рестрикционная карта данного фрагмента 
гена TAT крысы (рис. 2) и определена частичная первичная структура 
фрагмента методом Максама — Гилберта [12]. 

Д л я первичного скрининга высевали ~ 1,5-IO5 клонов, после чего 
специфическими зондами для генов TAT и П О М К крысы были отобра-

ны 239 клонов для дальнейшей расчистки до об-
1 Z разования индивидуальных колоний. Из них для 

гена TAT отобраны четыре клона, для гена 
ПОМК крысы — девять. 

Клоны, содержащие фрагменты гена TAT 
или его полноразмерный вариант, анализирова-
ли гибридизацией фаговых Д Н К , приготовлен-

Рис. 5. Рестрикциоиный анализ Д Н К гибридного клона, содержащего ген TAT 
(λΤΑΤ N l ) . Электрофорез вели в 0,6 % -ной агарозе: / — исходная Д Н К λ Τ Α Τ ι Ν Ι ; 
2 — Д Н К λΤΑΤ N1, расщепленная по EcoRI-сайтам 
Fig. 5. The restr ict ion ana lys i s of DiNA of hybrid clone con ta in ing TAT gene (λΤΑΤ N1) . 
Elec t rophores is w a s per formed in 0 . 6 % a g a r o s e gel. 1 — nat ive DNA λΤΑΤ N1; 2 — 
λΤΑΤ Nl restr icted at EcoRI-sites 

Рис. 6. Анализ методом блот-гибридизации Д Н К клона λΤΑΤ «Ni с зондами, изготов-
ленными на основе фага М13: Ml 3 TAT ΕΡΝ3ι9 (α) и M13 TAT Е3,2 N0 (б). При раз-
делении Д Н К в агарозном геле на д о р о ж к и наносили рТAT-VGZK [7] (Ij 4); исход-
ную Д Н К λΤΑΤ Nl (2, 5 ) ; Есо/? / -фрагменты Д Н К λΤΑΤ Ml (3, 6) 
Fig. 6. Blo t -hybr id iza t ion of the DNA λΤΑΤ ,N1 with the probes prepared on the bas is 
of p h a g e M13: M13 TAT EPN39 (a) and M13 TAT E3 2 N2 (6) . To sepa ra t e DNA by 
a g a r o s e gel e lect rophoresis it is necessary to use: pTAT-VGZK [7] (1> 4)\ na t ive DNA 
λΤΑΤ iNl (2, 5 ) ; E c o t f M r a g m e n t s DNA λΤΑΤ N1 (3, 6) 

ных по методу лизатов на чашках Петри [1], с зондами ,полученными 
на основе Д Н К рТAT-VGZK [7] и ρβ/?-ΠΟΜΚ-Βον-Ν8 [10]. Таким 
образом были исследованы все индивидуальные клоны, отобранные по-
сле расчистки. Все четыре клона гена TAT дали положительные сиг-
налы после повторной гибридизации; среди клонов, потенциально со-
ответствующих гену ПОМК, лишь один (№ 14) положительно ответил 
при повторной гибридизации. 

Структурный анализ отобранных клонов, содержащих фрагменты 
гена TAT или его полноразмерный вариант, проводили гибридизацией с 
мечеными синтетическими олигонуклеотидами, комплементарными уча-
стками отдельных экзонов гена ТАТ. Структура этих нуклеотидов была 
рассчитана на основе изучения первичной структуры мРНК-ТАТ из 
печени крысы (рис. 3) . Примечательно, что анализируемые с помощью 
олигонуклеотидов экзоны гена TAT локализованы в индивидуальных 
EcoRI-фрагментах (с № 1 по № 6) Д Н К , образующихся при рестрик-
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тазном гидролизе рекомбинантной Д Н К (рис. 3) . Оказалось, что Д Н К 
одного из гибридных клонов ( Д Н К λΤΑΤ N1) гибридизуется со всеми 
используемыми синтетическими олигонуклеотидами, соответствующими 
экзонам А, D, / , L гена TAT крысы и не гибридизуется с олигонуклео-
тидным зондом, соответствующим экзону № 1 гена П О М К крысы. Ис-
пользованная в качестве контроля Д Н К XrTAT 1, в которой отсутствуют 
/ :ш/?/-фрагменты № № 1—3 стандартного гена TAT крысы (рис. 3), 
описанного Шутцем и др. [6], гибридизовалась только с олигонуклео-
тидными зондами, соответствующими экзонам / и L гена ТАТ, в то 
время как Д Н К отобранного клона λΤΑΤ Nl дала положительные сиг-
налы со всеми олигонуклеотидными зондами, за исключением зонда, 
соответствующего экзону № 1 гена П О М К крысы (рис. 4) . Размеры 
£бх>/?/-фрагментов Д Н К λΤΑΤ Nl определяли электрофорезом в агароз-
ном геле. Как следует из данных рис. 5, при расщеплении Д Н К λΤΑΤ 
Nl образуются как минимум 5 фрагментов. По приблизительным оцен-
кам, они имеют следующие размеры: ~ 21 ООО, ~ 12 ООО, ~ 9 500, 
— 6 500 и —3 500 п. н. Из этих фрагментов первые два по размеру со-
ответствуют левому и правому плечам вектора λ Харон 4А [3]. 

Продукты гидролиза Д Н К λΤΑΤ Nl рестриктазой EcoRI разделяли 
электрофорезом в 0,6 %-ном агарозном геле, переносили на нитроцел-
люлозный фильтр и гибридизовали с молекулярными зондами на осно-
ве оцДНК: М13 TAT ΕΡΝ39 и М13 ЕЗ, 2 N2. Оказалось, что с молеку-
лярным зондом М13 TAT ΕΡΝ39, содержащим фрагмент кДНК-ТАТ, 
комплементарный З'-концевой области мРНК-ТАТ, гибридизуется 
£бо/?/-фрагмент Д Н К λΤΑΤ Nl размером —6 500 п. н., а с молекуляр-
ным зондом М13 TAT ЕЗ, 2 N2, содержащим экзоны F, G, Я, / , / и К 
гена TAT крысы, гибридизуется другой фрагмент Д Н К λΤΑΤ Nl раз-
мером — 3 500 п. н. (рис. 6). 

Совокупность данных по рестрикции и дот- и блот-гибридизации 
Д Н К отобранного из геномной библиотеки клона Д Н К λΤΑΤ Nl позво-
ляет высказать предположение, что данный молекулярный гибрид со-
держит полноразмерный ген ТАТ, потенциально несколько отличаю-
щийся по своей структурной организации от ранее описанного [6]. 
Окончательное заключение можно будет сделать после полного струк-
турного анализа отобранного гена. Полученный материал служит осно-
вой для последующего субклонирования фрагментов и анализа полной 
нуклеотидной последовательности выделенного гена ТАТ. 

I S O L A T I O N O F TYROS I N E A M I N O T R A N I S P E R A S E G E N E 
F R O M T H E RAT G E N O M E L I B R A R Y U S I N G M O L E C U L A R P R O B E S C O N S T R U C T E D 
ON T H E B A S E O F B A C T E R I O P H A G E M 1 3 

S. M. Zelenin, I. V. Morozov, N. R. Tevs, V. V. Gorn, V. A. Karginov, N. P. Mertvetsov 

In s t i t u t e of B i o o r g a n i c Chemis t ry , 

S ibe r i an Divis ion of the A c a d e m y of Sc iences of the USS'R, Novos ib i r sk 

S u m m а r у 
A me thod for c lone i so la t ion f r o m euka ryo t i c g e n e l ib ra ry in C h a r o n 4A vec tor w a s 
modi f i ed . A clone c o n t a i n i n g t y r o s i n e a m i n o t r a n s f e r a s e TAT gene w a s selected f r o m 
g e n e l ibrary . A p a r t i a l s t r u c t u r a l - f u n c t i o n a l c h a r a c t e r i z a t i o n of the ra t TAT g e n e w a s 
carr ied out . 
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