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В геноме всех исследованных к настоящему времени эукариотиче
ских организмов содержится по крайней мере по одному представителю 
семейства генов [1, 2]. Эти гены были выявлены впервые как 
трансформирующие гены онкогенных вирусов саркомы крыс Харви и 
Кирстен (К1-М$У։ На-М5У). Мутантные гены семейства гв$ способны 
трансформировать фибробласты к опухолевому фенотипу [3]. Эволю
ционная консервативность генов, как и их трансформирующая актив
ность, характерные для мутантных вариантов, позволяют предположить, 
что гены семейства га$ играют существенную роль в пролиферации кле
ток и их дифференцировке в организме [4]. Транскрипция каждого 
протоонкогена, видимо, контролируется независимо в каждой ткани, 
поэтому уровни транскрипции различных онкогенов в тканях сильно 
варьируют. Показано, что гены семейства газ дифференциально экс
прессируются в различных тканях мыши [5].

При инфекции культуры нервных клеток К։- и На-МБ\ приоста
навливается рост клеток и индуцируется их дифференцировка [6].. Об
наруживаются гол'-специфичсские транскрипты и в дифференцированной 
нервной ткани у 23. те1ап.о§аз1ег [7]. В нервных тканях как млекопи
тающих, так и 23. те1апо§аз1ег, показан также высокий уровень экс
прессии другого протоонкогена—С-згс [8. 9]. Можно предположить, что 
некоторые протоонкогены играют определенную роль в поддержании диф
ференцированного статуса нервных клеток.

Целью настоящей работы было исследование возможности транс
крипции последовательностей протоонкогена га§ в клетках мозга крысы.

В работе были использованы с!ПТР (<гАшегкИатл, Англия). 1«։Р]- 
сНЧТР—(ВО <гИзотоп>, Ташкент), агароза, трис, хлорамфеникол, 
лизоцим, бромид этидия («г5«2та*, США), нитроцеллюлозные фнльт-
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тры (cMillipore*, США), GF С фильтры (^Whatman*, Англия), сефа
декс G-50, fine (сPharmacia Fine Chemicals-». Швеция), дрожжевой 
экстракт,- триптон, агар (eDifco*. США), ДНК-полимераза I из Е. 
coli, рестриктазы (П О «гФермент-», Вильнюс) и другие реактивы 
аналитической чистоты.

Выделение из мозга крысы свободных полисом и полисомной РНК, 
получение полн(А)+РНК описано ранее [10]. На поли(А)*РНК— 
матрице, выделенной из мозга крысы, синтезированы структурные гены, 
последовательным действием ревертазы. ДНК-полимеразы I и SI 
нуклеазы. Полученные структурные гены клонированы в векторе 
pBR 322 методом дГ—дЦ коннекторов по участку узнавания рестрик
ционной эндонуклеазой Psl1 [11].

Рекомбинантные клоны анализировали с помощью метода гибриди
зации колоний, используя в качестве «молекулярного зонда» меченный 
в системе ннк-трансляции 1 кб. фрагмент Л7-гл$-гена (У. А. 
2-10s имп/мин/мкг). полученный из плазмиды Hi-Hi-3 [12] при обра
ботке рестриктазой EcoR I и элюированный из низкоплавко:': агарозы. 
Из 1.5 тысяч проанализированных клонов методом гибридизации коло
ний выявлено 2 клопа, содержащих последовательности ДНК. гибри
дизирующиеся с этим «молекулярным зондом». Из одного гибридизую- 
щегося клона выделена и очищена плазмидная ДНК. обозначенная на
ми как плазмида pRK-1.

Метод клонирования структурных генов с помощью дГ—дЦ кон
некторов по участку узнавания рестриктазой Pst1 удобен тем, что 
встроенная в плазмиду ДНК может быть выщеплена из рекомбинант
ной плазмиды с помощью этой же рестриктазы. что свидетельствует о 
восстановлении участка узнавания рестриктазы Pst I по обеим сторонам 
от вставки ДНК. После обработки рекомбинантной плазмиды pRK-1 
рестриктазой Psi I и электрофореза в 1%-ной агарозе полученных про
дуктов рестрикции обнаруживается выщепляющийся фрагмент ДНК. 
размером ~ 450 пар оснований (п. о.) (рис. 1. а).

Доказательством того, что фрагмент, образующийся при обработке 
плазмиды pRK-1 рестриктазой Pstl, действительно содержит Ai-WS-no- 
добныс последовательности, служат опыты по блот-гибридизаиии этого 
фрагмента с [32Р]ДНК. синтезированной в системе ник-транслянии г.о 
матрице Ki-ras фрагмента, выделенного из плазмиды Hi-Hi-З (рис. I. г).

Обработка плазмиды pRK-1 рестрмктазами EcoRi. Pvu1 I и SalGI 
показала, что во встроенной ДНК нет участков узнавания для рестриктаз 
EcoRi и SalGl. тогда как рестрнктаза Pvu11 отщепляет от встроенной 
ДНК фрагмент размером " 60 пар оснований (рис. 1. 6).

Методом блот-гнбридиэацни проведен анализ РНК. выделенных из 
мозга крысы. Для этого РНК. выделенная из свободных полисом 
мозга крыс, разгонялась электрофорезом в 1,2%-ной агарозе, содержа
щей формальдегид, после чего продукты электрофореза переносили на 
нитроцеллюлозный фильтр [14] и гибридизовалп с [ ՝Р]ДНК. мечен
ной в системе ник-трансляиии по матрице плазмиднон ДНК pRK-1 и 
Hi-Hi-З (рис. 2). При гибридизации с двумя плазмидами выявлены 
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Рчс. I. Электрофорез ո Г;.-пой агарозе плазмиды рПК-1 по; ус рагпнпл.՛- 
иня рестриктазой Psi I (a). Psi I | Р\ и I I (6), После электрофорез.! фраг- 
Менты . и IK liepet.о н хи на աո роцеллюлоэный фильтр и проводили niopii- 
Д113.1П11Ю и<> Soiilliern | 15). Гибридизации меченой [32Р] Д1 IK Ki-r.TS с 
плазмидой рК’К. I. обработанной рестрнктазамн Psi I I-Pvii I I (а) и P**l I 
(i). В качестпс маркеров использопапы фрагменты Д| IK фага /. по. ле об
работки рее г ри к та зон Hiixllll^ Д| IK ФХ-174 1?1? после об|мботкн 

рсстрнктазоп Mine II (д)
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Рис. 2. Определение размеров РНК. гнбрядизую1иихся с (32Р|ДНК пл.։.»- 
миды 1П-||։-3 (а) к рРК-1 (и). после электрофореза и 1,2%-пон агарозе 
с формальдегидом и переноса Р1 1К на нитроцеллюлозный фильтр. В ка
честве маркеров использованы 28$, 18$ и 5$ рРНК кб (тысяча оснований)



2 зоны гибридизации РНК а районе ~ 4,0 и 2,0 ко. Ранее было показа- 
но, что в процессе развития мышиных эмбрионов происходит транскрип
ция 2-х с—га5-1\1 мРНК, размеры которых соответствуют 2,0 и 4.4 кб. 
[15]. Совпадение размеров РНК, гибридизующихся с плазмидами 
рИК-1 и Н1-Н1-3 указывает на то, что выделенный нами клон действи
тельно содержит /0'-гя$-лодобныс последовательности.

Исходя из полученных нами данных, можно предположить, что в 
клетках мозга крысы происходит транскрипция протоонкогена К.1-га$, 
и нами получена плазмида, содержащая №'-гЛ8-подобные последователь
ности ДНК. Дальнейший анализ первичной структуры ДНК плазми
ды рКК-1 позволит идентифицировать ген, возможно, относящийся к 
семейству генов газ.

DETERMINATION OF TRANSCRIPTION OF ras 
PROTOONCOGENE NUCLEOTIDE SEQUENCES SIMILAR 

TO Ki-ras IN RAT BRAIN CELLS

SKOBELEVA N. A.. HAMBARTSUMYAN N. S.. ZAKHARYAN R. A.
Institute of Experimental Biology Armenian Acad. Sci., Yerevan

A cDNA clone containing sequences similar to K; -ras was isola
ted from rat brain cDNA library. In rat brain cells the sequences of 
protooncogene Ki-ras were proposed to be transcribed and a recombi
nant plasmid containig such sequences was obtained.
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