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ГЕНОМ І ЙОГО РЕГУЛЯЦІЯ 
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Представлено результати визначення нуклеотидної послідовності екзонних ділянок гена Сур2е1 
довжиною J482 пари нуклеотидів. Виявлені при секвенуванні структурної ділянки гена Сур2е1 
заміни, випадіння та вставки нуклеотидів недостовірні Низькі дози іонізуючого випромінювання 
Чорнобильського спектра не викликають змін у нуклеотидній послідовності структурної ділянки 
гена цитохрому Р450 2Е1. 

Вступ. Цитохром Р450 2Е1 (Сур2е1) — одна з ізо-
форм надродини цитохрому Р450, що здійснює в 
клітині мікросомне окислення широкого спектра 
різних за хімічною будовою екзогенних та ендоген
них сполук [1 ]. Сур2е1 метаболізує головним чи
ном гідрофобні низькомолекулярні речовини. Серед 
його субстратів визначено велику кількість цито
токсичних та канцерогенних сполук, що свідчить 
про значну роль Сур2еІ у розвитку деяких захво
рювань, зокрема, в канцерогенезі [ 2 ] . Однією з 
особливостей функціонування Сур2е1 є його здат
ність у неіндукованому стані генерувати утворення 
активних киснево-радикальних сполук, які пору
шують структуру та функції клітинних органел, 
спричинюють інтенсифікацію перекисного окислен
ня ліпідів і створюють у клітині умови окисного 
стресу [3, 4 ] . 

У попередніх наших роботах досліджено трива
лий вплив низьких доз іонізуючого випроміню
вання на експресію мікросомного цитохрому Р450 
печінки мишей [5, 6 ] . Виявлені зміни досліджу
ваних показників можуть свідчити про певні пору
шення функціонування монооксигеназної системи 
клітин. Зміни активності ферментних систем вияв
лено також за умов одноразової дії високих та 
низьких доз іонізуючого випромінювання [7 ]. 

Порушення експресії та каталітичної актив
ності мікросомного цитохрому Р450 печінки ми-
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шей, яких піддавали дії низьких доз іонізуючого 
випромінювання, скоріше за все, асоційовані з 
нуклеотидними замінами у структурі гена і викли
каними ними структурно-функціональними зміна
ми білка. Для перевірки цього припущення нами 
проведено клонування та аналіз нуклеотидної по
слідовності структурної ділянки гена Сур2е1 пе
чінки мишей. 

Матеріали і методи. В роботі використано 
статевозрілих мишей лінії BALB/c. Дослідну групу 
складали тварини, що певний час (3—8 місяців) 
знаходилися в Чорнобильській зоні відчуження під 
впливом постійного іонізуючого випромінювання 
низької інтенсивності. Тварини аналогічного віку 
та лінії розведення віварію Інституту молекулярної 
біології і генетики НАН України (м. Київ) станови
ли контрольну групу. У кожній з груп використано 
по шість тварин. 

Тотальну РНК з печінки мишей виділяли за 
методом Хомчинські і Сакхі [8 ]. Кількість РНК 
вимірювали за допомогою спектрофотометричного 
методу. Електрофорез РНК (20 мкг) проводили у 
0,8 %-му агарозному гелі [9 ] . РНК-ДНК-нозерн-
блот-гібридизацію та автографію проводили згідно 
з протоколами Маніатіса [9 ]. Інтенсивність смуг на 
блотах оцінювали за допомогою програмного забез
печення «Scion image 1.6». 

кДНК синтезували з використанням M-MuLV 
ревертази (20 од/мкл) та оліго(сІТ) 1 8 праймера 
(0,5 мкг/мкл) з набору реагентів «First Strand 
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cDNA Synthesis Kit» («Fermentas», Литва). Ре
акційна суміш (20 мкл) містила тотальну РНК 
(10 мкг), оліго(аТ) 1 8 праймер (0,025 мкг/мкл), 
інгібітор РНКази (1 од/мкл) та M-MuLV ревертазу 
(2 од/мкл) у 10 х реакційному буфері. 

Отриману кДНК використовували як матрицю 
для полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). Амп
ліфікацію кДНК Сур2е1 проводили за допомогою 
рекомбінантної термостабільної Taq-ДНК-поліме-
рази у суміші загальним об'ємом 50 мкл. Реакційна 
суміш містила 10 * ПЛР. буфер з 15 мМ MgCl2, 
dNTP у концентрації 0 ,20 мМ кожний, праймери у 
концентрації 0,25 мкМ кожний і 0,025 од/мкл 
Taq-полімерази. Оптимальні параметри проведення 
ПЛР: 30 циклів, температура синтезу становила 
72 °С, температура денатурації — 92—94 °С, тем
пература відпалювання для ПЛР гена Сур2е1 миші, 
яку вираховували за формулою: ta = (4x(G + С) + 
+ 2х(А + Т)) - 4, складала 66 °С. Як позитивний 
контроль при проведенні ПЛР використовували 
рМР202 (кДНК Сур2е1 миші, яку клоновано у сайті 
NotI pBluescript I ISK). Сенсовим праймером для 
ПЛР була олігонуклеотидна послідовність: З'-GA-
АТТС ATGGCGGTTCTTGGCATCACCGTTGC-5 ' 
і антисенсовим — 5'-GGATCC TCATGAACGAGG-
AATGAC AC AGAG-3'. 

Електрофорез продуктів ПЛР проводили у 
1 %-му агарозному гелі і необхідний фрагмент 
ДНК виділяли за допомогою набору реагентів фір
ми «Geneclean III Kit* Bio 101, Inc. (США). 

Отриманий ПЛР продукт гена Сур2е1 лігували 
у pGEM-T Easy Vector System («Promega», США) 
по тупих кінцях за допомогою Т4-ДНК-лігази 
(0,2 од/мкл). Лігазною сумішшю трансформували 
компетентні клітини Escherichia coli штаму XL1-
Blue-F'proABlacl4lacZAM 15Tnl0(Ter r ) /recAlendal-
gyrA96(Nal r)thilhsdR 17 ( r ^ ) supE44relA1 lac, отри
мані згідно з методом Нішімури [10] , що дозволяє 
зберігати їх довгий час при t = - 8 0 °С. Трансформо
вані колонії клітин Е. coli, що несли ДНК pGEM-
T/Cyp2el миші, відбирали на 2 %-му твердому 
селективному середовищі з ампіциліном (кінцева 
концентрація 30—40 мкг/мл), IPTG (0,1 мМ), 
X-gal (0,004 % ) . Колонії клітин білого кольору 
відбирали та вирощували у рідкому поживному 
середовищі LB (1 %-й бактопептон, 0,5 %-й дріжд
жовий екстракт, 0,5 %-й NaCl) упродовж 12 год 
при 37 °С. Рекомбінантну ДНК з клітин Е. coli 
виділяли за методом лужного лізису та кип'ятіння 

Рис. 1 Структура гена Сур-
2е1 миші [14] ; прямокутни
ками позначено екзони (п. 
н.); лініями — інтрони (п. н.) 

[9 ] і аналізували на наявність досліджуваного гена 
Сур2е1 миші за допомогою ПЛР та методу дот-
гібридизації. 

Для проведення дот-гібридизації застосовували 
набір реагентів Nonradioactive Nucleic Acid De
tection System «Сооі Probe* («Sigma», США) і 
нітроцелюлозну мембрану Hybond-N («Amersham 
Pharmacia Biotech*, Англія). Як зонд використову
вали ДНК рМР-хаг, яку мітили нерадіоактивними 
біотиновою та DIG мітками. Внесення мітки, пе-
редгібридизацію, гібридизацію та детекцію викону
вали згідно з рекомендаціями фірми-виробника. 

Секвенування ПЛР продуктів гена Сур2е1 ми
ші проводили у 20 мкл реакційної суміші, яка 
містила 0,5 мкг векторної ДНК, 3,2 мкМ праймери 
Т7 (TAATACGACTCACTATAGGG) і SP6 (ТТТА-
GGTGACACTATAG), 3 мкМ 5 * буфер (400 мМ 
трис-НСІ, рН 9,0, 10 мМ MgCl 2 ) , 2 мкл Big Dye 
termination reaction mix («Регкіп Elmer*, США) та 
1 мкл ДМСО. Оптимальними параметрами реакції 
були: початкова денатурація при 95 °С протягом 
4 хв.; 45 циклів, які включали денатурацію при 
95 °С — 15 с, відпалювання при 55 °С — 5 с та 
наступний синтез при 60 °С — 4 хв . Секвенування 
та ампліфікацію проводили на приладах АВІ 310 
Sequencer та Gene Amp PCR System 2400 згідно з 
протоколом фірми «Регкіп Е ітег» . 

Для запобігання помилок, які можуть виника
ти при синтезі ДНК за участю M-MuLV ревертази 
і Taq-полімерази, синтез кДНК та ПЛР одного й 
того ж фрагмента кДНК проводили двічі. Оскільки 
вірогідність появи однакових помилок у нуклео-
тидній послідовності при такій процедурі незначна, 
вважається, що виявлені подібним чином мутації, 
які повторюються в усіх копіях гена Сур2е1 кожної 
тварини, є справжніми, а ті, що не повторюють
ся, — помилковими. 

Результати і обговорення. Відомо, що консти
тутивна та індукована експресія цитохрому Р450 
2Е1 має вікову, тканинну та певну статеву спе
цифічність [11, 12] . Оскільки у дорослих ссавців у 
клітинах печінки реєструється високий рівень 
транскрипції гена Сур2е1 [ 1 3 ] , об'єктом дослід
ження було обрано цитохром Р450 2Е1 печінки 
статевозрілих мишей, які тривалий час перебували 
під впливом низьких доз іонізуючого випроміню
вання. Показано, що залежно від часу експозиції 
радіаційного фактора експресія цитохрому Р450 
2Е1 суттєво змінюється [5 ] . Однією з можливих 
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Рис. 2. Електрофореграма продуктів ПЛР гена Сур2е1 мишей. 
Контрольні тварини: 1,2 — самці; 3,4 — самки; дослідні твари
ни: 5, 6, 10 — самці; 7—9, 11 — самки 

п. н. 

16.16 
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Рис. 3. ПЛР аналіз рекомбінантних ДНК pGEM-T/Cyp2el миші 
(ПЛР продукт гена Сур2с1 миші, клонований у pGEM-T). 
Контрольні тварини: 1,2 — самці; 3,4 — самки; дослідні твари
ни: 5, 6 — самці; 7,8 — самки; 9 — ПЛР на рМРгт; 10 — 
ДНК маркер («Gibco BRL», США) 

причин порушення експресії Сур2е1 можуть бути 
зміни у нуклеотидній послідовності кодуючої ді
лянки гена, яка у миші має довжину 1482 пари 
нуклеотидів (п. н.) і складається з дев'яти екзонів 
(рис. 1) . 

Для пошуку можливих мутацій у структурній 
ділянці гена Сур2е1 нами було її клоновано у 
системі Е. соїі. Для цього виділяли тотальну РНК 
з печінки окремих тварин. Результати Р Н К - Д Н К -
нозерн-блот-гібридизації показали досить високий 
рівень експресіі Сур2е1 у печінці як контрольних, 
так і дослідних тварин [6 ]. Для отримання гена 
Сур2е1 на тотальній Р Н К з печінки окремих тва
рин синтезували к Д Н К і проводили П Л Р . 

На рис. 2 наведено електрофореграму про
дуктів ПЛР гена Сур2е1 окремих мишей дослідної 
і контрольної груп. кДНК-фрагмент гена Сур2еІ 
виділяли і очищували з агарозного гелю та клону-
вали його у векторну Д Н К pGEM-T. Після транс
формації клітин Е. соїі векторною Д Н К з окремих 
колоній, які містили pGEM-TІСур2е1, виділяли 
рекомбінантну Д Н К і аналізували її на наявність 
досліджуваного гена за допомогою методів ПЛР та 
дот-гібридизації. 

На рис. З зображено електрофореграму про
дуктів ПЛР, проведеної на матриці рекомбінантної 
ДНК pGEM-T I Cyp2el. Чіткі смуги, які відповіда
ють фрагменту Д Н К довжиною приблизно 1,5 тис. 
п. н., свідчать про наявність гена Сур2еІ у складі 
рекомбінантної Д Н К . З відібраних колоній, які 
несли рекомбінантну Д Н К pGEM-T7'Сур2еІ, отри
мували векторну Д Н К і визначали нуклеотидну 
послідовність кДНК гена Сур2еІ. 

Для порівняльного аналізу нуклеотидних по
слідовностей гена Сур2е1 відбирали по декілька 
колоній клітин Е. соїі, що містили досліджувану 
кДНК. Таким чином, ми вивчали і порівнювали 
результати секвенування декількох копій гена од
нієї тварини. Нами виявлено певні зміни у струк
турних ділянках гена Сур2е1 тварин, які зазнали 
впливу низьких доз іонізуючого випромінювання 
(рис. 4 ) . 

У досліджених екзонних ділянках гена окре
мих дослідних мишей знайдено такі зміни: у по
зиціях 376 і 1029 — вставки С; у 377 , 387 , 392 і 
1210 — випадіння G, С, G і С відповідно; 8 1 5 А -» 
-* G, 1089 С -» G, 1164 Т -» G, 1165 G -» Т, 1218 
А -* G, 1372 Т -» С. У нуклеотидних послідов
ностях гена Сур2е1 контрольних мишей також 
знайдено певні точкові заміни: 2 0 С -* Т, 67 Т -» С, 
476 A - G , 874 А - С, 1110 С -* G, 1384 Т - * С і 
випадіння А у положенні 19. Такі нуклсотидні 
заміни могли б спричинити зміни в амінокислот
ному складі, а випадіння та вставки нуклеотидів — 
зсув рамки зчитування, які призвели б до значних 
порушень у структурі та експресії білка Сур2е1. 

Отримані нами послідовності екзонних ділянок 
гена на 9 9 — 1 0 0 % збігаються з нуклеотидною 
послідовністю гена Сур2е1, описаною іншими авто
рами [ 1 4 — 1 6 ] . При порівняльному аналізі резуль
татів секвенування структурних ділянок гена Сур-
2е1 змін, що повторюються у різних копіях гена 
однієї тварини як дослідної так і контрольної груп, 
визначено не було. Таким чином, справжніх му
тацій у досліджуваних зразках нами не знайдено. 
Виявлені зміни у структурі гена Cyp2eJ, скоріше за 
все, є наслідком неточності у роботі Taq-ДНК-
полімерази, для якої показано вірогідність помилок 
2 - Ю 5 нуклеотидів при синтезі Д Н К [ 1 7 ] , що при 
перерахунку кількості синтезованих нуклеотидів за 
60 циклів відповідає одержаним нами даним. 

Отримані результати дозволяють зробити вис
новок стосовно того, що в нуклеотидній послідов
ності структурної ділянки гена Сур2е1 печінки 
тварин, які перебували тривалий час у Чорно
бильській зоні відчуження, достовірних змін не 
виявлено. Порушення в експресії та функціону
ванні цитохрому Р 4 5 0 , можливо, пов'язані з інтен-
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сифікацією процесів перекисного окислення ліпідів 
та накопиченням вільних радикалів кисню і радіо-
токсинів, які пошкоджують клітинні мембрани і 
викликають структурні та функціональні зміни 
мембранозв'язаного цитохрому Р450. 

О. V. Maksymchuk, І. М. Danko, L. G. Glushakova, 
М. О. Chaschyn 

Search for possible changes in murine gene Cyp2el structural region 
under exposure to ionizing radiation 

Summary 

The structural region of murine Cyp2el gene was cloned in 
Escherichia coli system. We identified a nucleotide sequence of gene 
exon regions of 1482 base pairs. Substitutions, inserts and deletions 
in the gene structural region revealed by sequencing appeared to be 
invalid. Thus, low doses of Chernobyl specter radiation do not cause 
changes in the nucleotide sequence of structural region of murine 
cytochrome P450 2E1 gene. 

О. В. Максимчук, И. M. Данко, Л. Г. Глушакова, Н. А. Чащин 

Поиск возможных изменений в структурном участке гена 
Сур2е1 мыши при действии ионизирующего излучения 

Резюме 

Проведено клонирование структурного участка гена цитохро-
ма Р450 2Е1 мыши в системе Escherichia coli. Определена 
нуклеотидная последовательность экзонных участков гена 
Сур2е1 длиной 1482 пары нуклеотидов. Выявленные при секве-
нировании структурного участка гена Сур2е1 замены, встав
ки и выпадения нуклеотидов недостоверны. Низкие дозы иони
зирующего излучения Чернобыльского спектра не вызывают 
изменений в нуклеотидной последовательности структурного 
участка гена Сур2е1. 
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