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Нами ідентифіковано новий ген людини hUNC93. Експресію гена виявлено в усіх перевірених 
тканинах, крім плаценти, при цьому найвищий рівень експресії детектовано в серці та мозку, 
найменший —у печінці та лейкоцитах. Ген картовано до хромосомної ділянки llql3. Аналіз 
виведеної амінокислотної послідовності, яка кодується геном hUNC93, виявив гомологію до білка 
UNC93 з Caenornabditis elegans, який бере участь у скороченні м'язів. 

Вступ, У регуляції функціонування м'язів у Саепо-
rhabditis elegans беруть участь п'ять взаємодіючих 
білків (UNC93, sup9, suplO, supll та supl8) [1, 2] . 
Мутації в гені UNC93 з С. elegans викликають 
порушення регуляції скорочення м'язів, призводя-
чи до так званого фенотипу «гумової смуги» («ru-
bber band») [2]. Цей фенотип характеризується 
тим, що мутантна тварина може скорочувати м'язи 
свого тіла, але не здатна регулювати або координу
вати ці скорочення. Такі мутанти є повільними та 
слабкими, що типово для С. elegans з мутаціями у 
м'язових білках [3], але вони мають лише не
значні дефекти структури тіла. Мутантна тварина 
з фенотипом «гумової смуги» не здатна до відкла
дання яєць, що є результатом дефектів м'язів 
відповідних органів [4]. 

Автори роботи [1 ] показали, що фенотип «гу
мової смуги» спричиняється наявністю абнормаль-
ного білкового продукта гена UNC93. В той же час 
повна відсутність будь-якого білкового продукту 
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гена UNC93 не призводила до фенотипових від
хилень від норми. Левін та Хорвітц запропонували 
модель функціонування продуктів генів UNC93, 
sup9, sup JO, sup J J та sup J 8 у клітинах м'язів, яка 
передбачає, що: 1) ці гени функціонують разом у 
регуляції скорочень м'язів, їхні білкові продукти 
діють, як єдиний білковий комплекс; 2) фенотип 
«гумової смуги» спричиняється абнормальними біл
ковими продуктами UNC93, що викликає порушен
ня регуляції скорочень м'язів; 3) відсутність біл
кових продуктів цих генів не впливає на скорочен
ня м'язів, що можливо пояснити існуванням 
іншого (их) гена(ів), який (і) здатний (і) виконувати 
функції білка UNC93 в регуляції скорочення м'язів 
у С. elegans [4]. 

У цій роботі ідентифіковано ген людини, який 
є гомологічним гену UNC93 з С elegans, миші, 
курчати та дрозофіли, визначено рівень експресії 
цього гена в різних тканинах та його хромосомну 
локалізацію. 

Матеріали та методи. Створення NotI-«3ey язу-
вальних» бібліотек. Для створення бібліотек Notl-
«зв'язувальних» клонів геномну ДНК з клітинної 
лінії CBMI-Ral-Sto було рестриковано за допомогою 
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ВатНІ та ліговано саму на себе за допомогою Т4 
ДНК-лігази при низькій концентрації ДНК. Для 
елімінації нелігованих лінійних молекул «липкі» 
кінці було частково добудовано фрагментом Клено
ва ДНК полімерази І у присутності тільки dGTP та 
dATP. Після цього ДНК було рестриковано за 
допомогою NotI і ліговано з векторами XSK17 та 
XSK22. Щоб перевести бібліотеку в плазмідну фор
му, АДНК рестриковано за допомогою Sail, ліго
вано саму на себе та трансформовано у DK1 
клітини Escherichia coli [5 ]. 

Ферменти, які використано для створення біб
ліотеки, одержано з «Boehringer Mannheim» (Ні
меччина). Усі молекулярно-біологічні та мікро
біологічні методи виконані згідно із стандартами 
[6]. 

Молекулярне клонування гена hUNC93 люди
ни. Для отримання фрагмента гена hUNC93 здій
снено скринінг серцевої кДНКової фагової бібліо
теки («Stratagene», США), використовуючи клон 
EST АА632247 людини як зонд. Для скринінгу 
кДНКової фагової бібліотеки висіяно 1 млн фаго-
вих бляшок на 20 чашок Петрі діаметром 145 мм 
(50 000 фагових бляшок на чашку Петрі). З кожної 
чашки Петрі знято по дві репліки на мембрану 
Hybond XL. Кожну мембрану інкубували в денату
руючому розчині (1,5 М NaCl та 0,5 М NaOH) 
протягом 2—5 хв та в нейтралізуючому розчині 
(1 М трис-НСІ, рН 8,0, 1,5 М NaCl) протягом 5 хв. 
ДНК зафіксовано до мембрани прогріванням у 
вакуумі при температурі 80 °С протягом 2 год. 
Гібридизацію проводили протягом 14—16 год при 
температурі 65 °С в розчині, який містив 5 * роз
чин Денхардта, 5 х SSC, 0,5 % SDS, 100 мкг 
денатурованої ДНК сперми лосося на 1 мл розчину. 
Після гібридизації фільтри відмивалися двічі про
тягом ЗО хв при 60 °С у розчині, який містив 2 х 
SSC та 0,1 % SDS, та двічі — протягом 30 хв при 
60 °С у розчині, який містив 0,2 SSC та 0,1 % SDS. 

Для отримання фрагмента гена KUNC93, що 
містить повну відкриту рамку зчитування, викори
стано полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР). ПЛР 
проводили в 50 мкл розчину, який містив 10 нг 
кДНК з набору реактивів «Marathon ready cDNA» 
(«Clontech», США), 5 мкл буфера 3 з набору 
реактивів «Expand long template PCR system» («Bo-
ehringer Mannheim»), 3 мкл 2 мМ dNTP, 1 мкл 
кожного з 10 мкМ праймерів і 0,5 мкл суміші Taq 
ДНК-полімерази та Pwo ДНК-полімерази з набору 
реактивів «Expand long template PCR system» («Во-
ehringer Mannheim»). Цикли ПЛР були такі: 40 
циклів з 30 с денатурації при 95 °С та 3 хв 
елонгації при 68 °С. Цикли починалися 1,5 хв 
денатурації при 95 °С В усіх експериментах вико

ристано машину ПЛР Gene Amp PCR System 2400 
(«Регкіп Elmer», США). 

Продукт ПЛР елюювали з агарозного гелю за 
допомогою набору реактивів «QIAquick gel extrac
tion kit» («Qiagen», Німеччина) та клонували за 
допомогою набору реактивів «ТОРО ТА cloning kit 
for sequencing» («Invitrogen», США). Плазмідну 
ДНК ізолювали, використовуючи набір реактивів 
«GFX micro plasmid prep kit» («AmershamPharma-
ciaBiotech», Швеція). Секвенування здійснювали з 
використанням набору реактивів «АВІ Prism Big-
Dye terminator cycle sequencing ready reaction kit» 
(«Регкіп Elmen>) та секвенатора АВІ 310 Sequencer 
згідно з протоколом виробника. 

Для проведення З'-RACE використано набір 
реактивів «Marathon ready cDNA» («Clontech»), два 
специфічних для гена hUNC93 людини праймери 
З'-RACEl (5'-GACTGGACTCAGCACACTCCTGG-
GAATC-3') та 3'-RACE2 (5-CGGTTACCGCTAC-
TTGGAGGAGGACAAC-3) з двома універсальни
ми праймерами АРІ та АР2 згідно з протоколом 
виробника. 

ПЛР виконували, як описано вище. 
Визначення експресії та хромосомної лока

лізації гена MJNC93 людини. Для визначення рівня 
експресії гена hUNC93 в різних тканинах викори
стовували Нозерн-блот гібридизацію з MTN фільт
ром («Clontech»). Фільтр гібридизували протягом 
14—16 год при температурі 42 °С в розчині, який 
містив 50 % формаміду, 5 * розчин Денхардта, 5 * 
SSC, 0,5 % SDS, 100 мкг денатурованої ДНК 
сперми лосося на 1 мл розчину. Після гібридизації 
фільтр відмивали протягом 20 хв при кімнатній 
температурі у розчині, що містив 2 * SSC та 0,1 % 
SDS, та протягом 20 хв при 50 °С у розчині, який 
містив 0,2*SSC та 0,1 % SDS. Для визначення 
гібридизаційних сигналів використовували рент
генівську плівку «Kodak» (США). 

Для гібридизації in situ (FISH) застосовано 
нормальні метафазні хромосоми, як описано Про-
топоповим [7 ]. Проаналізовано 60 клітин на стадії 
метафази. 

Результати і обговорення. #ог/-«зв'язуваль-
ний» клон NL1-304 виявив 97 % ідентичності 
протягом 40 п. н. до клону EST людини (реєстра
ційний номер у GenBank АА632247). Скринінг 
серцевої кДНКової бібліотеки клоном EST 
АА632247 ідентифікував шість позитивних клонів, 
які було ізольовано і секвеновано. Найбільший 
клон містив відкриту рамку зчитування розміром 
1791 п. н. 

Для визначення 3'-кінця гена використано 3'-
RACE з набором реактивів «Marathon ready cDNA» 
(«Clontech»). Один специфічний продукт розміром 
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Х А Р А К Т Е Р И С Т И К А Н О В О Г О ГЕНА Л Ю Д И Н И h U N C 9 3 

1 M E A E P P L Y P M A G A A G P Q G 
1 GACTCCGGGGCGACCGCCGCGAGTCCGCAGTAGTTCGGGCCATGGAGGCGGAGCCGCCGCTCTACCCGATGGCGGGGGCTGCGGGGCCGCAGGGC 

1 9 D E D L L G V P D G P E A P L D E L V G A Y P N Y N E E E E E R 
9 6 GACGAGGACCTGCTCGGGGTCCCGGACGGGCCCGAGGCCCCG(jTGGACGAGCTGGTGGGCGCGTACCCCAACTACAACGAGGAGGAGGAGGAGCG^ 

< « « « « « « « « < « « « « « « « « < « « « « « « « « < < 
5 1 R Y Y R R K R L G V L K N V L A A S A G G M L T Y G V Y L G L L 

1 9 2 CGCTACTACCGCCGCAAGCGCCTGGGCGTGCTCAAGAACGTGCT^ 

8 3 Q M Q L I L H Y D E T Y R E V K Y G N M G L P D I D S K M L M G 
2 8 8 CAGATGCAGCTGATCCTGCACTACGACGAGACCTACCGCGAGGTGAAGTATGGCAACATGGGGCTGCCCGACATCGACAGCAAAATGCTGATGGGC 

» » » » » » » » > » » » » » > » » 
1 1 5 I N V T P I A A L L Y T P V L I R F F G T K W M M F L A V G I Y 
3 8 4 ATCAACGTGACTCCCATCGCCGCCCTGCTCTACACACCTGTGCTCATC^G^TTTTTTGGAACGAAGTGGATGATGTTCCTCGCTGTGGGCATCTAC 

» » » » » » » » « « « * « « « « « « « « « « « « « « « « « « « « « « 
1 4 7 A L F V S T N Y W E R Y Y T L V P S A V A L G M A I V P L t f A S 
4 8 0 GCCCTCTTTGTCTCCACCAACTACTGGGAGCGCTACTACACGCTTGTGCCCTCGGCTGTGGCCCTGGGCATGGCCATCGTGCCTCTTTGGGCTTCC 

« « 
1 7 9 M G N Y I T R M A Q K Y H E Y S H Y K E Q D G Q G M K Q R P P R 
5 7 6 ATGGGCAACTACATCACCAGGATGGCGCAGAAGTACCATG^ 

> » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » > < » » » » » » 
2 1 1 G S H A P Y L L V F Q A I F Y S F F H L S F A C A Q L P M I Y F 
6 7 2 GGCTCCCACGCGCCCTATCTCCTGGTCTTCCAAGCCATCTTCTACAGCTTCTTCCATCTGAGCTTCGCCTGCGCCCAGCTGCCCATGATTTATTTC 

2 4 3 L N H Y L Y D L N H T L Y N V Q S C G T N S H G I L S G F N K T 
7 6 8 CTGAACCACTACCTGTATGACCTGAACCACACGCTGTACAATGTGCAGAGCT^GCACCAACAGCCACGGGATCCTCAGCGGCTTCAACAAGACG 

« « « « « « « « « « « « « « « « « « « « « 
2 7 5 V L R T L P R S G N L I V V E S V L M A V A F L A M L L V L G L 
8 6 4 GTTCTGCGGACGCTCCCGCGGAGCGGAAACCTCATTGTGGTGGAGAGCGTGCTCATGGCAGTGGCCTTCCTGGCCATGCTGCTGGTGCTGGGTTTG 

« « « « « « < 
3 0 7 C G A A Y R P T E E I D L R S V G I f G f l l F Q L P F K H V R D Y 
9 6 0 TGCGGAGCCGCTTACCGGCCCACGGAGGAGATCGATCTGCGCAGCGTGGGCTGGGGCAACATCTTCCAGCTGCCCTTCAAGCACGTGCGTGACTAC 

» » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » 

3 3 9 R L R H L V P F F I Y S G F E V L F A C T G I A L G Y G V C S V 

1 0 5 6 CGCCTGCGCCACCTCGTGCCTTTCTTTATCTACAGC^^ 
< « « « « « « « « « « « « « « « « « « « « « « « « 8 ^ « « « « « « 

3 7 1 G L E R L A Y L L V A Y S L G A S A A S L L G L L G L W L P R P 
1 1 5 2 GGGCTGGAGCGGCTGGCTTACCTCCTCGTGGCTTACAGCCTGGGCGCCTCAGCCGCCTCACTCCTGGGCCTGCTGGGCCTGTGGCTGCCACGCCCG 

» » » » » » » » » » » > » » » » » » » » » » » » » » » » » » » « « « « « « < 
4 0 3 V P L V A G A G V H L L L T F I L F F W A P V P R V L Q H S W I 

1 2 4 8 GTGCCCCTGGTGGCCGGAGCAGGGGTGCACCTGCTGCTCACCTTCATCCTCTTTTTCTGGGCCCCTGTGCCTCGGGTCCTGCAACACAGCTGGATC 
« « « « « « « « « « « « « « « « « « « « 

4 3 5 L Y V A A A L W G V G S A L N K T G L S T L L G I L Y E O K E R 
1 3 4 4 CTCTATGTGGCAGCTGCCCTTTGGGGTGTGGGCAGTGCCCTGAACAAGACTGGACTCAGC^C^CTCCTGGGAATCTTGTACGAAGACAAGGAGAGA 

» » » » » » » » > » » » » » » » » » » » » » » » » » » T » « « « « « < 
4 6 7 Q D F I F T I Y H W W Q A V A I F T V Y L G S S L H M K A K L A 

1 4 4 0 CAGGACTTCATCTTCACCATCTACCACTGGTGGCAGGCTGTGGCCATCTTCACCGTGTACCTGGGCTCGAGCCTGCACATGAj^G^CTAAGCTGGCG 
« « « « « « « « « « « « « « « « « « « « 1 * 1 

4 9 9 V L L V T L V A A A V S Y L R I E Q K L R R G V A P R Q P R I P 
1 5 3 6 GTGCTGCTGGTGACGCTGGTGGCGGCCGCGGTCTCCTACCTGCGGATTGAGCAGAAGCTGCGGCGGGGCGTGGCCCCGCGCCAGCCCCGCATCCCG 

5 3 1 R P Q H K V R G Y R Y L E E O N S O E S D A E G E H G D G A E E 
1 6 3 2 CGGCCCCAGCACAAGGTGCGCGGTTACCGCTACTTGGAGGAGGACAACTCGGACGAGAGCGACGCGGAGGGCGAGCATGGGGACGGCGCGGAGGAG 

5 6 3 E A P P A G P R P G P E P A G L G R R P C P Y E Q A Q G G D G P 
1 7 2 8 GAGGCGCCGCCCGCAGGGCCCAGGCCTGGCCCCGAGCCCGCTGGACTCGGCCGCCGGCCCTGCCCGTACGAACAGGCGCAGGGGGGAGACGGGCCG 

5 9 5 E E Q * 
1 8 2 4 GAGGAGCAGTGAGGGGCCGCCTGGTCCCCGGACTCAGCCTCCCTCCTCGCCGGCCTCAGTTTACCACGTCTGAGGTCGGGGGGACCCCCTCCGAGT 

1 9 2 0 CCCGCGCTGTCTTCAAAGGCCCCTGTCTCCCCTCCCCGACGTTGGGGACGCCCCTCCCAGAGCCCAGGTC^CCTCCGGGCTTCCGCAGCCCCCT 
2 0 1 6 AAGGCGGAGTGGAGCCTTGGGAACCCCTCGGCCAAGCACAGGGGTTCGAAAATACAGCTGAAACCCCGCGGGCCCTTAGCACGCGCCCCAGCGCCG 
2 1 1 2 GAGCACGGTCAGGGTCTTCTTGCGACCCGGCCCGCTCCAGATCCCCACAGCTTTCGGCCGCGGACCCGGGCCGCGTGTGAGCGCACTTTGCACCTC 
2 2 0 8 CTATCCCCAGGGTCCGCCGAGAGCCACGATTTTTTACAGAAAATGAGCAATAAAGAGATTTTGTACTGTCAAAAA 2 2 8 2 

Рис. 1. Нуклеотидна та виведена амінокислотна послідовності hUNC93 людини. Відкрита рамка зчитування знаходиться між 
42—1832 п. н. Трансмембранні ділянки, які були розраховані за допомогою програми TMpred. Знаком «>» показано внутрішньо-
зовнішні трансмембранні спіралі, знаком «<» — зовнішньо-внутрішні трансмембранні спіралі. Межі екзонів позначено вертикальними 
стрілочками. Підкреслено сайт поліаденілювання 
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630 п. н. отримано за допомогою специфічних 
праймерів З'-RACEl і 3'-RACE2 та універсальних 
праймерів АРІ і АР2 («Clontech>>). Цей продукт 
було елюйовано з гелю і клоновано. Три клони 
було секвеновано. Аналіз нуклеотидної послідов
ності показав, що З'-кінець гена hUNC93 людини 
має ланцюжок полі (А), який складається з 28 
аденінових нуклеотидів. Типовий сайт поліадені-
лювання передує ланцюжку полі (А) і знаходиться 
на відстані 16 п. н. від нього (рис. 1). 

Таким чином, використовуючи різні методи 
(скринінг кДНКової бібліотеки та З'-RACE), отри
мано 2282 п. н. нового гена людини (рис. 1). 

Аналіз експресії гена hUNC93 за допомогою 
Нозерн-блот гібридизації показав, що цей ген екс-
пресується в усіх перевірених тканинах, крім пла
центи. Найвищий рівень експресії гена MJNC93 
виявлено в серці та мозку, а найменший — в пе
чінці та лейкоцитах. Отримано один транскрипт на 
рівні 2,4 тис. н, (рис 2). 

Виведена амінокислотна послідовність, яка ко
дується ідентифікованим геном, складається з 597 
амінокислотних залишків. Молекулярна маса цього 
потенційного білка становить 66,6 к Да (рис. 1). 
Цей білок людини виявив гомологію до білка 
UNC93 з С elegans (21 % протягом 487 аміно
кислотних залишків) (реєстраційний номер у Gen-
Bank Z81449). На основі цієї гомології новий ген 
людини названо hUNC93. Виведена амінокислотна 
послідовніть, що кодується геном hUNC93 людини, 
на 86 % ідентична протягом 118 амінокислотних 
залишків білку UNC93 миші (реєстраційний номер 
у GenBank U89424). Крім цього, потенційний білок 
hUNC93 людини виявив 62 % ідентичності протя
гом 275 амінокислотних залишків до білка UNC93 
курчати (реєстраційний номер у GenBank 
AJ271977), 22 % ідентичності протягом 478 аміно
кислотних залишків до білка UNC93 дрозофіли 
(реєстраційний номер у GenBank AF145657) та 
31 % ідентичності протягом 63 амінокислотних 
залишків до гіпотетичного білка з Arabidopsis tha-
liana (реєстраційний номер у GenBank АСО16661). 
Таким чином, ген MJNC93 людини кодує консерва
тивний білок, який ідентифікований у широкому 
колі організмів. 

У виведеній амінокислотній послідовності, яка 
кодується геном hUNC93 людини, знайдено по
тенційний трансмембранний домен з 11 трансмем
бранними спіральними ділянками. Це дозволяє 
припустити, що ген hUNC93 кодує білок, асо
ційований з мембраною. 

Показано, що UNC93 з С elegans є м'язовий 
білок, асоційований з мембраною, який бере участь 
у регуляції м'язових скорочень [8 ]. Мутації в гені 

Рис. 2. Радіоавтограф Нозерн-блот гібридизації для генів 
hUNC93 та ^-актину людини. MTN фільтр («Clontech», США) 
містив 2 мкг мРНК з наступних тканин: У — мозок; 2 — серце; 
З — скелетні м'язи; 4 — товстий кишечник; 5 — тимус; 6 — 
селезінка; 7 — нирки; 8 — печінка; 9 — тонкий кишечник; 10 
— плацента; 11 — легені; 12 — лейкоцити. Для гена HUNC93 
людини виявлено один транскрипт на рівні 2,4 тис. нуклеотидів 

UNC93 з С. elegans призводили до повільних неко
ординованих рухів [8 ]. Звідси пішла назва «UNC» 
(UNCoordinated) . Враховуючи гомологію до 
UNC93 з С. elegans, зроблено припущення, що ген 
HUNC93 людини також бере участь у функціо
нуванні м'язів. 

Ген MJNC93 людини локалізовано до хромо
сомної ділянки l l q l 3 , він знаходиться в межах 
клону РАС RP5-901A4 людини. Цей локус асо
ційований з багатьма хворобами, деякі з яких 
пов'язані з функцією м'язів. Так, спінальна м'язо
ва атрофія картована до цієї хромосомної ділянки 
[9]. 

Таким чином, у результаті роботи іденти
фіковано новий ген людини WNC93, встановлено 
рівень експресії цього гена в різних тканинах, 
визначено його хромосомну локалізацію та показа
но потенційну роль цього гена у функціонуванні 
м'язів. 

V. I. Kashuba, A. L Protopopov, S. М. Kvasha, А. V. Rynditch, 
Е. R. Zabarovsky 

Characterization of a novel human gene hUNC93 

Summary 

We have identified a novel human gene hUNC93. The expression of 
human hUNC93 gene was detected in all tested tissues, but 
placenta, with the highest level observed in heart and brain and the 
lowest —in liver and leukocytes. The gene was mapped to chro
mosomal band llql3. The predicted amino acid sequence of human 
hUNC93 is related to the UNC93 protein of Caenorhabditis elegans, 
which play an important role in the muscle contraction. 

В. И. Кашуба, А. И. Протопопов, С. M. Кваша, 
А. В. Рындич, Е. Р. Забаровский 

Характеристика нового гена человека hUNC93 

Резюме 

Нами был идентифицирован новый ген человека hUNC93. 
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Экспрессия гена выявлена во всех исследуемых тканях, кроме 
плаценты, при этом наивысший уровень экспрессии обнаружен 
в сердце и мозге, а наименьший — в печени и лейкоцитах. Ген 
картирован к хромосомной полосе llql3. Анализ выведенной 
аминокислотной последовательности, кодируемой геном 
hUNC93 человека, выявил гомологию к белку UNC93 из Cae
norhabditis elegans, который принимает участие в сокращении 
мышц. 
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