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Как известно, иейрои-специфнческая енолаза (2-фосфо-О-глицерат 
гидролиаза КФ 4.2.1.11)—NSE является молекулярным маркером для 
Дифференциации нейронов [1]. Ранее нами были проведены исследова
ния по биосинтезу белка NSE в бесклеточной белоксинтезирующей си

стеме из ретикулоцитов кролика на поли (А)+РНК-матрице, выделен
кой из мозга крысы [2]. В настоящем сообщении приведены данные о 
получении рекомбинантных ДНК. содержащих последовательности мРНК. 
специфичные к белку NSE из мозга беспородных крыс.

В работе были использованы dNTP, dTuo, [3Н] dCTP, [,гаР| ATP 
’Amersham*, Англия), актиномицин D («rCalbiochem*, США), олиго 
(аТ)-целлюлоза (eBiochemicals*, США), агароза, трис, HEPES, хло
рамфеникол, лизоцим, бромид этидия (<rSigma*, США), нитроцеллю
лозные фильтры (eMillipore*, США), GF'C-фильтры (AVhatman*. 
Англия), сефадекс G-50 fine, белок (А)-сефароза ^Pharmacia Fine 
Chemicals*, Швеция), дрожжевой экстракт, триптон, агар (eDifco*. 
США) и другие аналитической чистоты реактивы. Все растворы при
готовлены на деионизованной воде. Терминальная дезоксирибонуклео- 
Тидтрансфераза выделена по методу Bollum и соавт. [3], нуклеаза 
S,—по методу Сенченко и соавт. [4], ДНК-полимераза I из Е. coli-no 
методу Jovin и соавт. |5|. Часть препаратов ревертазы из вируса 
птичьего миелобластоза, использованных в работе, любезно предо
ставлена проф. Дж. Бирдом (США).

Выделение из мозга крысы свободных полисом и полисомной поли 
(А)'РНК. получение белка NSE и антисыворотки к этому белку опи
сано ранее [2]. Обогащение и очистку препарата мРНК, специфичной 
к белку NSE, проводили по методу иммуиоадсорбции [6].

Синтез структурных генов на поли (А)’ РНК. выделенной из 
Мозга крысы, включал следующие стадии: 1) синтез кДНК (компле-

431



ментарной ДНК) по матрице поли (А)” РНК. катализируемый ревер- 
тазой; 2) синтез второй нити ДНК (анти-кДНК) с помощью ДНК-по
лимеразы I; 3) обработка «шпилечных» генов нуклеазой 5| для превра
щения их в открытую двутяжевую форму [7]. После синтеза кДНК в 
системе обратной транскрипции получается смесь продуктов разной 
длины [8] (рис. 1). Эта к ДНК в соответствии с данными другой рабо
ты [9] без добавления затравки может служить матрицей для синтеза 
ДНК, комплементарной кДНК, под действием ДНК-полимеразы I.
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Рис. 1. Элсктрофсрстичссксе 
разделение (3Н]кДНК. синте
зированных по матрице по- 
ли(А)“-РНК из мозга крысы, 
ы 4% ПА АГ в 98%-ном фор
мамиде (13]. Маркерами слу
жили: тРНК (48), рРНК (58 
и 168) и фрагменты ДНК фа
га Цифрами сверху обозна
чено количество нуклеотидов 
в маркерах. По оси орди
нат — радиоактивность. 10՜3 
имп/мич, по оси абсцисс— 

миграция, мм

Встраивание двухспиральной кДНК в плазмидиый вектор pBR 322 
проводили с помощью метода дГ-дЦ коннекторов по участку узнавания 
рестрикционной эндонуклеазы Pst I, находящемуся в гене, кодирующем 
устойчивость к ампициллину. В полученной двухспиральной кДНК фор
мировали липкие концы наращиванием 25—30 остатков дезоксицитиди
ловой кислоты с помощью терминальной дезоксинуклеотидилтрансфера- 
зьь а в молекуле вектора—pBR 322, расщепленной рестриктазой Pst I, 
включением примерно 25 остатков дезоксигуаниловой кислоты. Вектор 
и двухспиральную кДНК, подготовленные таким образом, смешивали 
и отжигали как описано в работе Clarke, Carbon [10], после чего ис
пользовали для трансформации клеток Е. coli JC [11]. Эффективность 
трансформации с помощью ДНК pBR 322 составляла 108 колоний на 
мкг ДНК. а эффективность трансформации рекомбинантной ДНК была 
равна 10*' колонии/мкг ДНК. Всего было получено 12-10։ колоний 
трансформантов, устойчивых к тетрациклину, из них 5-103 были чув
ствительны к ампициллину, то есть должны были содержать вставку в 
области гена, определяющего устойчивость к ампициллину. Рекомбинан
ты анализировали с помощью гибридизации колоний, используя в ка
честве молекулярного зонда высокомеченую [32Р] кДНК (У. А- 
6-108 имп/мин/мкг), синтезированную в системе обратной транскрипции 
по матрице мРНК, специфичной к белку NSE, обогащенной на белок 
А-сефарозе методом иммунопреципитации [6].

Клоны, устойчивые к тетрациклину, но чувствительные к ампицил-* 
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лину, выращивали в течение ночи на нитроцеллюлозных фильтрах, 
после чего проводили гибридизацию колоний, как описано в работе 
Thayer [12]. Радиоавтограф одного из фильтров с колониями после гиб
ридизации приведен на рис. 2. Колонии, дающие сильный сигнал, со
ставили 39 из 2-103 проанализированных клонов. Полученные клоны 
обозначены как клоны серии pR SE.

Рис. 2. Кололи» Е. соН, перенесенные па нитроцеллюлозный фильтр и даю
щие положительный сигнал при гибридизации с [32Р] кДНК, синтезиро

ванной по обогащенной .мРНК Х'БЕ

Известно, что метод клонирования с применением дГ-дЦ коннекто
ров по Рз( 1-саиту плазмиды рВК 322 удобен тем, что вставка двухспи
ральной кДНК может быть выщеплена из состава рекомбинантной мо
лекулы с помощью рестриктазы I. Мы тестировали плазмиды на 
чувствительность к рестриктазе Рв( I и установили, что в 33 из 39 плаз
мид происходит выщопление вставки двухспиральной ДНК, то есть 
клоны с регенерированными по обе стороны от двухспиральной кДНК 
Р$( I-сайтами составляют около 84% от количества проанализирован
ных клонов.

Из гибридизирующихся клонов выделены и очищены рекомбинант
ные плазмиды, которые анализировали методом гибридно-селективной 
трансляции по белку ^8Е в бесклеточной белоксинтезирующей системе 
из ретикулоцитов кролика. Детальные данные по их характеристике 
будут опубликованы отдельно.

Полученные рекомбинантные плазмиды, содержащие вставку струк
турного гена 1\’5Е, могут быть использованы в качестве молекулярного 
зонда в опытах по гибридизации для выделения пре-мРНК, исследо
вания процессинга этой пре-мРНК, картирования природного гена 
К5Е, а также для определения аминокислотной последовательности 
М5Е по нуклеотидной последовательности мРНК.

Авторы благодарят В. Л. Бухмана и проф. Л. Л. Киселева за прояв
ленный интерес и помощь, оказанные при выполнении данной работы.
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ISOLATION OF RECOMBINANT DNAs LIBRARY (BANK 
OF CLONES), CONSISTENT OF MESSENGER RNAs 

NUCLEOTIDE SEQUENCES SPECIFIC TO NSE 
PROTEIN FROM RAT BRAIN

SKOBELEVA N. A.. ZAKHARYAN R. A., NAZARYAN К. B., 
KAZARYAN B. A
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Double-stranded DNA synthesized from rat poly (A)' RNA by 
the subsequent action of avian myeloblastosis virus reverse transcrip
tase and E. coli DNA polymerase I was splitted with nuclease SI and 
inserted into PstI site in the plasmid pBR 322 by poly(dG) poly(dC) 
homopolymer extension technique using terminal deoxynucleotidiltrans- 
ferase. E. coli transformants have been shown to contain rat NSE se
quences by colony hybridization with [згР] cDNA synthesized on enri
ched mRNA of rat NSE protein.
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