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Очищенные ядра клеток Hein переваривали микрококковой 
нуклеазой Полученные фрагменты JH1K хроматина разделяли 
электрофорстнческп. переносили на пптроцеллюлозную мембрану и 
нос.тсдонательпо гпбрпдлзовали с промотором и колирующим участком 
иротоонкогена рецептора эиндермальиого фактора роста (1'-')ФР). 
Проводили также параллельную контрольную i нбрн.пвапию Показано 
Olvyicnntc пук 1С0СОМ1ЮЙ лесенки. Высокий уровень ipaHCKpllIlllIIII 1..НЛ I - 
ЭФР сопровождается разрушением сгрукприой упаковки иук.теоо мных 
частиц.

HeLa բջիջների մաքրված կորիզները մշակվել եմ միկրոկոկային 
նուկլեագով Ստացված ԴՆԹ-ի քրոմատինի հատվածները բաժանվել են 
էլեկտրոֆորեզով, տեղափոխվել նիտրոցելյուլոզային թաղանթի վրա ե 
հաջորդաբար հիբրիդիգացվել էպիդերմալ ածի գործոնի ընդունիչի (էԱԳ-ը) 
պրոտոօնկոգենի իմաստային ևաոաջաշարժ հատվածների հետ՜ Զուգահեռաբար 
դրվել է նաև հիբրիդիգացիայի ստուգման փորձ: Հիբրիդիգսւցիայի արդյունքները 
բացահայտել են նուկլեոսոմային սանդղակի բացակայությունը էԱԳ-ը 
պրոտոօնկոգենի տառադարձման արագության մակարդակը HeLa բջիջներում 
բարձր է. ԼԱԳ-ը պրոտոօնկոգենի քրոմատինի նուկլեոսոմները քանդվում են 
տառադարձման բարձր արագարյան ժամանակ

HeLa cells purified nuclei were digested by micrococcal ink lense. I >NA 
chromatin fragments wcic fractionated by electrophoresis. tran-stei'ed to ni- 
Hoccllulosv membrane and subsequently wciv hybridized with epidermal 
growth factor receptor (IXif R՜) protooncogene -promoter and coding regions 
The parallel control hybridization was also carried out. I he resahs ot hybrid­
ization reveal (he absence ot nuclcosoinal pattern I he level ol kGI- R 
protuoncogcnc transcription is high in Hvl.a cells Xuclcosomae of the I.GI 
R proloontogcnc chromatin arc disrupted during the high level id՜ transcrip­
tion.

/IpofooifKoren хроматин - нуклеосома

В активно-транскрибируемых генах хроматин, нуклеосомы 
претерпевают с tрукчурныс изменения.

К настоящему времени описаны следующие структурны.՛ 
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изменения нуклеосом в разных активных юлах: полное разрушении 
нуклеосом или их отсутс твие [9,24]; образование необычных но размеру 
нуклеосом [23,26|; деление нуклеосом на две половинки 17.20.21.231; 
перераспределение нуклеосом |4]: сфукзурныс изменения хроматина 
высокою порядка) 1.2.Х|. В некоторых активных генах нс было 
обнаружено структурных изменений нуклеосом 110,13|. Эш результаты, 
полученные методом микрококково-пуклеазного анализа, нс исключаю! 
езрукзурных изменений нуклеосом.

Ранее мы впервые обнаружили ослабление ДНК-гистоновых 
вза и модеме । вин в регуляторных и акп!вно-1рансжрибирусмых участках 
рибосомных генов ОгозорЬНп те1;пю"П81сгбез разрушения нуклеосом 
11.2.17]. Эш резулыазы были получены с использованием метода ш 
чпп ковалентной пришивки ядерных белков к ДНК дн.мстнлсульфазо.м, 
предложенной) в работе [ 1Х| и разработанного нами [17| и в дальнейшем 
развитого [I]. Метод микрококково-пуклеазного анализа закис 
езрукзурпые изменения не улавливав!. Кроме гою. было показано, чзи 
ре|уляипя 1ранскриппни рибосомного гена 1).тс1;торп81сг происходи։ 
также за счет езрукзурных изменений хроматина рибосомного гена 
более высокою порядка 11,2]. 11римсненисм мезода ш зд(и ковалеп шой 
пришивки ядерных белков к ДНК димепшеульфагом была изучена 
езрукзура хромазина юна зенловою шока дрозофилы 112.19].

В данной рабозе представлены результаты изучения сфукзуры 
хроматина, нуклеосом кодирующей обласзи и промозора человеческого 
прозоонкогена рецептора эпидермального фактора роста (Р-ЭФР) при 
высокой скорости транскрипции с использованием метода 
микрококково-пуклеазного анализа сгрукзуры хроматина и блот- 
। ибридизацин

Мгпернид и методики. В рабозе исио.п.човазп трпсокснмеззыдмшюмсзии. 
игарозу, феигымезнисульфопюфзуорпд (PM.N1 ) фирмы Sigma, сзафилококконую 
нуклеазу фирмы Хеп а.

Клички НсГи выращивали но флаконах Карреля в срезе Игла С добавлением 
10%-пой телячьей сыворотки и .юга рифм идее кой фазе рос 1а. [алее клетки 
избирали и гомогенизировали.

Гклю.зьчовилп плазмиду 1Т ’ - кодирующую обласи. ДИК прстюоикокн.՛. Р- 
%ФР прокловиронаиного в 1’В1< ՝22 |27|. и плазмиду ‘АТ 1 - ! II1К-промо гор 
ирозооикогсиа Р'ДФР. прокламированную в РВИ Ш 1111.

При выделении ядер все процедуры проводили при 4"С и к нриеузс гвии 
ши нбнтора сериновых протеаз 1‘М.М՜ в коипси грации 1мМ. клетки 
гомогенизировали в буфере А (1М сахароза. 2{!.мМ 1П.1,1..Ч (pH ’’.5). 5м.М I . 
|.),2мМ ЭГГА). В гомогенат добавляли 1ризол-Х-100 до концешрацпи 0.-1% и 
инкубировали 10-15.МПИ при О С, центрифугировали ПЬиш. ООО.хс Осадок 
рссусие ид провал н в буфере А и |«е։прифу| провали через 1.$ и 1.5М сахарозы, 
{абуференной буфером А с конценграяисй Мд(’1 ՝мМ (по 12мл каждая ։г« 
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забуфсреппых Сахароз) Зимин, 2О(ММ).хц в центрифуге BERMAN. pomp SV\
Обработку стафилококковой нуклеазой npoBo.iii.iu следующим образом 

очищенные ядра рссуспендировали и 2НмМ HITES. Зм.М MgC'l.. 1>.2мМ ЭРГА, 
добавляли СиС1. до концентрапни 1мМ и стафилококковую нуклеазу. I00c;i/mi 
ЦГ1К. Реакцию ис шпак шиали добавлением Na ЧЧ.ТЛ до конечной Koiiuciripaniiii 
25.мМ н SDS - ։о концентрации 1%. Фрагменты НИК очищали обработан 
ироиазон (15U.MK1 Лмл. 4ч при Г <՛) и «енрочепнизирока п։ смесью фенол 
хлороформ. Пробы обрабатывали й1.кжс РПК-азон Электрофорез провод пл и и 
1.5%-пой агарозе в системе ipncuop.ii (pH 8.0).

Введение мечкн [’ • в нлаз.мндпуш (ИК проводили метолом ник-ip.iuciaium 
|14]. Саутерн б л от проводили ио метод;, |2?(. 
тбриднзапню - как описано в работе |3|.

Результаты и обсуждение. Для изучения 
структуры хроматина промотора и кодирующей 
области человеческого гена Р-ЭФР при активной 
транскрипции очищенные ядра клеток Нс1.н 
обрабатывали м и к ро к о к ко вои и укли а з о й. 
фрагменты ДНК очищали и фракционировали 
элскгрофоретически в агарозном геле. На рис. I 
приведена электрофореграмма фрагмешов ДНК 
нуклеосом тотального хроматина, окрашенная 
бромистым ли ли.м после переваривания ядер 
клеток Не! и микрококковой нуклеазой.

Далее фрагмент։ ДНК из агарозного геля 
переносили на нитро пеллюлошую мембрану и 
нос ледова тгльно । ибридизировалн с промотор ным 
и кодирующим участками гена Р-ЭФР. Известно, 
что уровень транскрипции гена Р-ЭФР в клетках 
Пс1.н очень высокий |6|. Для контрольной 
тибри юзании параллельно с фрагментами ДНК 
нуклеосом длектрофорстическл разделяли также 
ДНК плазмиды РЕКСАТ I. состоящей из 
промотора юна Р-ЭФР в РН R 322 в количестве 
0,0001мкг, и переносили на ннтронеллюлозиую 

Ъ б I г

Рис.
Микрокохкбви-
нуклеазное перевари­
вание- очищенных ядер 
клеток НеСа. Фрагменты 
ДНК разделяли н 1,5%- 
ном агарозном геле и 
окрашивали бромистым 
этидием, а - инкубация 
ядер без фермента 
бОмим, б,в,г • инкубация 
ядер с ферментом, 
ЮОед/мг ДНК 10. 30, 
бОмин соответственно.

мембрану. На рис.2 приведены авторадиограммы гибридизации с 
кодирующей областью юна Р-ЭФР (плазмида РЕ7) вместе с котролыюй 
гибридизацией (рис.2 I - низкая экспозиция и рис 2.2 - без контрольной 
гибридизации, высокая экспозиция). Как видно, и кодирующей области 
гена Р-ЭФР нс обнаруживаются нуклеосомы и при высокой экспозиции 
выявляется юлько размазанная картина гибридизации, тогда как 
контрольная гибридизация выявила чечкие полосы, комплементарные 
участкам РВИ 322 плазмиды РРИСАТ I Не выяктяются нуизсосомы
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также при гибридизации с промоторной 
облаезъю гена Р-ЭФР (результаты не 
приведены)

Наши результаты показали, что 
активация гранскрипции человеческого 
нротоонкогепа Р-ЭФР сопровождается 
полным разрушением нуклеосом в 
промоторной и кодирующей областях 
юна Можно сделать вывод, что выбор 
типа структурных изменений хроматипа 
при активном уровне гранскрипции 
зависит, но-виднмому. от особенностей 
ре гулянии транскрипции данного гена. 
Это могут быть: полное разрушение 
нуклеосом; образование необычных по 
размерам нуклеосом; деление нуклеосом 
ал две половинки; перераспределение 
нуклеосом; ослабевание ЛЫК-1 исто- 
новых взаимодействий; с груктурные 
изменения хроматина более высокою 
порядка. Структурные изменения 
хроматина при высокой транскрипции в 

Рис. 2. Млкрококково-нуклеэзнОс 
переваривание очищенных ядер клеток 
НеСа и блот-гибридиззция с 
кодирующей областью человеческого 
протоонкогена рецептора
эпидермального фактора роста. 2.1 • 
короткая экспозиция, а - плазмид» 
РЕИСАТ 1, б,а,г - инкубация ядер с 
ферментом 10, 30, бОмин
соответственно. 2.2 - то жо, что и 2.1, 
но без плазмиды РЕИСАТ 1 и 
длительная экспозиция.

некоторых случаях сопровождаются фосфорилированием |!6|, аце-
1илированием |5|, рибозилированисм [15| гистонов

Открытая конформация хроматина при транскрипции образуется 
разными способами, обеспечивая доступ молекул Р1 1К-нолимсраз и 
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