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Теорія та експеримент

Вступ

Система V(D)J-рекомбінації
— це унікальний молекуляр-
но-генетичний апарат, який за-
безпечує в клітинах-поперед-
никах В- і Т-лімфоцитів пере-
будови генів імуноглобулінів
(Ig) і Т-клітинних рецепторів
(TCR). Як сайти-мішені цієї си-
стеми виступають сигнальні
послідовності рекомбінації
(RSS), розташовані на межах
внутрішньогенних V, D, J сег-
ментів. Взаємодіючи з RSS, ком-
плекс білків RAG1 і RAG2 (про-
дукти генів, які активують реком-
бінацію, далі білки RAG1/2)
здійснює гідролітичне розщеп-
лювання ДНК, внаслідок чого
утворюються направлені де-
леції, що приводять до фор-
мування усередині гена VJ або
VDJ ділянки, яка кодує анти-
гензв’язувальний центр біл-
кової молекули [1].

У нормі механізм даного ре-
комбінаційного апарату реалі-
зується виключно в Ig і TCR
локусах, проте при порушенні
контролю білки RAG1/2 мо-
жуть здійснювати розриви
ДНК в інших ділянках геному.
Транслокації та делеції, що
утворюються при цьому, є
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причиною ушкодження деяких
генів людини (SCL, MTS1,
HPRT тощо) і миші (Notch1),
які часто спостерігаються при
В- і Т-клітинних неоплазіях.
Аналіз ділянок розривів у та-
ких випадках показує, що як
сайти-мішені ферментів ви-
ступають послідовності cRSS,
які не є повними структурними
аналогами RSS Ig і TCR генів.
Структура їх гептамерів і нано-
мерів може значною мірою
відрізнятися від послідовнос-
тей CACAGTG і ACAAAAACC,
маючи іноді в сумі тільки 6-11
загальних основ [2; 3]. Ці дані,
разом із варіабельністю струк-
тури самих RSS, свідчать про
те, що білки RAG1/2 можуть
взаємодіяти з широким спект-
ром послідовностей.

Нині відсутні дані про кіль-
кість у геномі миші ділянок, що
можуть виступати як cRSS,
структура яких припускає висо-
кий рекомбінаційний потенціал.
Мета нашого дослідження по-
лягає в тому, щоб відповісти на
це питання, а також ідентифіку-
вати ділянки локалізації таких
послідовностей і знайти гени, в
яких вони гіпотетично можуть
брати участь в утворенні де-
лецій і/чи інверсій екзонів.

Матеріали та методи
дослідження

Досліджувана в роботі ано-
тована первинна структура
ДНК 21-ї хромосоми миші (Build
35.1) була запозичена із сер-
вера NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/
g e n o m e s / M _ m u s c u l u s /
ARCHIVE/BUILD.35.1) у вигля-
ді 21 файла формату gbk.

Пошук сайтів-мішеней біл-
ків RAG1/2 в послідовності
ДНК кожної хромосоми прово-
дили, використовуючи власні
програмні алгоритми. Так, 28- і
39-нуклеотидні ділянки, в яких
структури CACNNNN (гепта-
мер) і NNNNAAANN (наномер)
розташовувалися одна від од-
ної на відстані, що дорівню-
вала 12 або 23 нуклеотидам,
розглядалися нами як шукані
12- і 23-спейсерні cRSS (12cRSS
і 23cRSS). Перший нуклеотид
гептамеру і останній наномеру
виступали як координати по-
чатку і кінця cRSS. Алгоритми,
що використовуються, також
дозволяли знайти інвертовані
cRSS, розташовані в компле-
ментарному ланцюзі ДНК. На-
далі гептамери і наномери по-
рівнювалися з послідовностя-
ми CACAGTG і ACAAAAACC.
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Загальну кількість основ, що
збігалися (максимально 16,
мінімально 6), вважали показ-
ником, що оцінює структуру
гептамер-наномерної пари.

Розроблені програмні алго-
ритми, що порівнюють коорди-
нати cRSS з координатами
генів миші, поданих в описі
контигів аналізованих хромо-
сом, були використані для
ідентифікації генів, у структурі
яких локалізовані cRSS. Наші
алгоритми дозволяли провес-
ти аналіз 30996 білоккодую-
чих генів, 728 псевдогенів і
2846 генів, що кодують тРНК.
Координати екзонів, вказані у
структурі мРНК білоккодую-
чих генів, були використані
для визначення внутрішньо-
генної локалізації cRSS. Як ко-
дуючу послідовність (CDS) ми
розглядали частину гена, що
безпосередньо визначає по-
слідовність амінокислот у біл-
ковому продукті. Використані в
роботі координати послідов-
ностей, що повторюються в ге-
номі миші, запозичені з серве-
ра NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/
g e n o m e s / M _ m u s c u l u s /
A R C H I V E / B U I L D . 3 5 . 1 /
masking_coordinates.gz.

Як гіпотетично можливі внут-
рішньогенні делеції розгляда-
лися ділянки, обмежені послі-
довностями 12cRSS і 23cRSS
(правило «12/23»), одна з яких
розташована в комплементар-
ному ланцюзі ДНК в інверто-
ваному вигляді. У разі інверсій
обидва сайти-мішені мають
однакову орієнтацію в нуклео-
тидній послідовності [4].

Результати дослідження
та їх обговорення

Існуючі експериментальні
дані показують, що найбільш
ефективно білки RAG1/2 іні-
ціюють розриви ДНК тоді, коли
RSS представлені 28 або 39
нуклеотидними структурами, в
яких гептамер і наномер роз-
ділені 12- або 23-нуклеотид-
ним спейсером. Структура геп-
тамерів і наномерів варіабель-
на і може відрізнятися від кон-
сенсусних послідовностей

CACAGTG і ACAAAAACC на
1-5 основ [5]. Перші три нуклео-
тиди гептамерів (САС), а та-
кож полі-А ділянка наномерів
(п’ята, шоста і сьома позиції) є
висококонсервативними. Сай-
ти-мішені, в яких у цих позиці-
ях присутні інші основи, як пра-
вило, зумовлюють дуже низь-
ку частоту рекомбінацій, а іно-
ді повну відсутність розривів
ДНК [6].

Послідовність спейсерної
ділянки RSS не проявляє ви-
сокої консервативності. Експе-
риментально показано, що в
деяких випадках заміни основ
у цій ділянці можуть у кілька
разів знизити частоту розри-
вів. Проте всі вони не є на-
стільки критичними (на відміну
від розміру цієї ділянки або
нуклеотидних замін у гептаме-
рах, наномерах), щоб виклю-
чити саму можливість ендо-
нуклеазного розщеплювання
ДНК [7]. Узагальнивши наявні
дані, цілком незаперечно мож-
на стверджувати, що високий
рекомбінаційний потенціал
можуть виявляти тільки 28 або
39 нуклеотидні RSS, у яких
гептамери і наномери мають
функціонально важливі осно-
ви і більшою мірою відповіда-
ють послідовностям CACAGTG,
ACAAAAACC відповідно. У
зв’язку з цим, для того щоб
провести пошук cRSS у геномі
миші, ми застосували про-
грамні алгоритми, що врахову-
ють такі основні критерії сай-
тів-мішеней, з якими ефектив-
но взаємодіють білки RAG1/2.

Дослідивши анотовану пер-
винну структуру ДНК 21-ї хро-
мосоми миші in silico, ми знай-
шли зовні локусів Ig і TCR
генів 6724 послідовності cRSS
(3034 12cRSS і 3690 23cRSS),
які можуть мати високий реком-
бінаційний потенціал. Твер-
дження грунтується на тому,
що у 17 із них (6 12cRSS і 11
23cRSS) гептамери і наноме-
ри повністю відповідають струк-
турам CACAGTG і ACAAAAACC,
а у 431 (169 12cRSS і 262
23cRSS) і 6276 (2859 12cRSS
і 3417 23cRSS) є з ними в ціло-

му 15 і 14 загальних основ
відповідно. Знайдені cRSS гі-
потетично можуть брати участь
в утворенні тільки 6702 роз-
ривів ДНК, оскільки усередині
22 послідовностей 23cRSS
розташовані 12cRSS, які ма-
ють з ними загальний гепта-
мер. Встановлено, що такий
же високий ступінь відповід-
ності (14 загальних основ) із
консенсусними послідовностя-
ми гептамерів і наномерів RSS
Ig і TCR генів мають структурні
елементи ще 44 cRSS (21
12cRSS і 23 23cRSS), проте
вони характеризуються низь-
ким рекомбінаційним потенці-
алом, оскільки дві останні по-
зиції їх наномерів представлені
динуклеотидом АА [6]. Такі
cRSS не розглядалися нами в
ході подальшого дослідження.

Порівнюючи координати
знайдених cRSS з координа-
тами 34570 генів миші, пред-
ставлених в анотації аналізо-
ваних контигів хромосом (див.
матеріали та методи), ми ви-
явили, що 2887, 7 і 20 із них є
відповідно структурними еле-
ментами 2373 білоккодуючих
генів, 7 псевдогенів і 20 білок-
кодуючих генів, анотованих як
такі, що містять сегменти, по-
дібні Ig, TCR генам. Решта
прихованих мотивів рекомбі-
нації розташована в інших, не
ідентифікованих нами ділян-
ках геному миші (табл. 1). У
досліджуваних 2846 генах, що
кодують тРНК, не виявлено
жодної послідовності cRSS.

Розглядаючи у подальшому
тільки 2373 білоккодуючих
гени, ми встановили, що 460 із
них (Pcaf, Pbx1, Brca2 тощо)
містять у своїй структурі від 2
до 4 послідовностей cRSS. У
свою чергу, в таких генах, як
Astn2, Il1rapl1, Ptprt і Camta1,
Prkg1, виявлено 5 і 6 сайтів-
мішеней білків RAG1/2. Аналіз
внутрішньогенної локалізації
показує, що в екзонах 87 (Tex13,
Adamts19 тощо) і інтронах
2304 (Ksr, Lats2, Rasal2 тощо)
даних генів розташовано 88 і
2799 послідовностей cRSS
відповідно. У 46 генів (Hif1a,
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Neb тощо) в екзонах, що без-
посередньо кодують послідов-
ність амінокислот у білковому
продукті (CDS), виявлено по
одному cRSS, а в CDS гена
LOC627784 — два таких сай-
ти-мішені. Варто відзначити,
що в інтронах 11 генів знахо-
дяться 11 (по одній на ген) з
22 згаданих вище 39 нуклео-
тидних ділянок, які одночасно
можуть виступати як 23cRSS і
12cRSS. Використовуючи ко-
ординати наведених у геномі
миші різних повторів, ми вста-
новили, що в таких генах, як
AV340375, Usp29, Chd2, Mier1
і 2810039F03Rik, BC037674,
вони є частиною послідовнос-
тей, що повторюються, —
B1_Mus2 і B1_Mur4, B1_Mus1
відповідно.

Використовуючи правило
«12/23» ми знайшли, що в 87

(Large, Mapk8ip3 тощо) і 100
(Trhde, Map3k5 тощо) білокко-
дуючих генах послідовності
12cRSS і 23cRSS, розташова-
ні в суміжних інтронах, гіпоте-
тично можуть брати участь в
утворенні делецій та інверсій
цілих екзонів (тип Del-1 і Inv-1).
У 30 генах (Ptprn2, Ulk2 і т. д.)
можливі обидва типи таких пе-
ребудов. Делеції та інверсії, опо-
середковані послідовностями
12cRSS і 23cRSS, одна з яких
розташована в екзоні, а інша —
в інтроні (тип Del-2 і Inv-2),
можливі у таких генів миші, як
D430038H04Rik, Rpl23, Iqgap3
і Suz12, Macf1, B230333C21Rik
відповідно, причому в гені
Bach2 можливі обидва таких
ушкодження. Нами встановле-
но, що у миші немає генів, в
яких пара cRSS, відповідно до
правила «12/23», могла б опо-

середкувати розриви ДНК в
одному або двох суміжних екзо-
нах. У середньому розмір роз-
глянутих нами можливих внут-
рішньогенних делецій Del-1,
Del-2 і інверсій Inv-1, Inv-2 до-
рівнює 147, 65 і 144, 154 тис. п. н.
відповідно (табл. 2).

Варто відзначити, що ме-
ханізм реалізації V(D)J-реком-
бінації в Ig, TCR локусах дуже
складний і мало вивчений.
Його функціонування на пев-
них етапах розвитку В- і Т-клі-
тин багато в чому залежить
від ступеня метилювання і/чи
ацетилювання ДНК у цих ді-
лянках геному, а також наяв-
ності внутрішньогенних енхан-
серів, трансрегуляторних еле-
ментів тощо. Тому багато в
чому ефективній взаємодії
білків RAG1/2 із внутрішньо-
генними сигнальними послі-

Таблиця 1
Кількість послідовностей 12cRSS і 23cRSS,

виявлених у досліджених ділянках геному миші

Типи cRSS
Загальна У білоккодуючих генах В Ig/TCR-

У псевдо-
У інших

кількість подібних
генах

ділянках
у геномі миші  в екзонах в інтронах в CDS генах геному

1cRSS 3034 48 1298 32 17 3 1668

23cRSS 3690 40 1501 16 3 4 2142

Таблиця 2
Приклади білоккодуючих генів, у яких послідовності cRSS

гіпотетично можуть опосередковувати делеції і/чи інверсії екзонів

  
Типи

Гени
Типи

Внутрішньогенна
Розмір  

пере- Послідовності 12cRSS і 23cRSS
 
послідовностей,

локалізація
Del/Inv, 

будов
 
що повторюються

cRSS
т. п. н.№ №

екзону інтрону

Del-1 Large CACAGTG-CTACAAGCTATA-ACTCAAACC* MLT1A1 — 11 88
CACAGTG-CTCCCTGGGTCTAAACCTCCAAT-AAAAAAACC L1_Mus3 — 6

Del-2 Rpl23 CACAGAG-AAACCCTTGTCT-CCAAAAACC* B1_Mus2 5 — 2
CACAGAG-AAATCCTGTCTAGAAAAACAAAC-AAAAAAACC B1_Mus1 — 3

Inv-1 Trhde CACTGTG-GTAGAATTCTGT-ACAAAAACC B1_Mus1 — 10 41
CACAGAG-AAACCCTGTCTCGAAAAACAAAA-ACAAAAAAC L1_Mur3 — 12

Inv-2
Suz12 CACAGTG-CTTGGAGCTGGA-ATAAAAAGC* B1_Mus2 16 —

28
CACAGAG-AAACCCTGTCTCGAAAAACAAAA-ACAAAAACA* — — 4

Del/Inv

Ptprn2 CACAGTG-TTTGTAGGAAGA-ATAAAAACC L1M3e — 3
416/446CACTGTG-GGTCAAACTTTA-ACCAAAACC* MERVL_2A — 3

CACAGTG-CTGTAAGACTTGGGCACATGGAG-ATAAAAACC* — — 13
Bach2 CACAGAG-AAACCCTGTCTC-AAAAAAACC B1_Mur3 — 3

133/325CACAGCT-TCTTTCCACCTT-ACAAAAACC* — — 1
CACGGTG-CTCACCTGACACCGTTCGGCGGC-ACCAAAACC* — 8 —

Примітка. * — Інвертовані послідовності cRSS, розташовані в комплементарному ланцюзі ДНК.
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довностями рекомбінації пере-
дує складна реорганізація хро-
матину [8; 9]. У зв’язку з цим,
виявлені в результаті дослі-
дження послідовності cRSS
можуть відігравати роль сиг-
налів, що «мовчать». Вони
фактично можуть не бути до-
ступними білкам RAG1/2, не
дивлячись на те, що в цілому
структура їх гептамерів і нано-
мерів припускає (теоретично)
значну спорідненість до них.
Проте, оскільки сьогодні при-
чини утворення розривів ДНК
системою V(D)J-рекомбінації
зовні локусів Ig, TCR генів не
розкриті, цілком безумовно
можна стверджувати, що ви-
явлені нами в геномі миші cRSS
можуть виступати як потен-
ційні мішені цього молекуляр-
но-генетичного апарату при по-
рушенні його функціонування.

Висновки

Одержані під час дослі-
дження результати показують,
що в геномі миші зовні локусів
Ig, TCR генів локалізована ве-
лика кількість ділянок, які мо-
жуть бути сайтами-мішенями
білків RAG1/2, структура яких

припускає високий рекомбіна-
ційний потенціал. Вважаємо,
що при порушенні регуляції си-
стеми V(D)J-рекомбінації, ви-
явлені нами в білоккодуючих
генах 12cRSS і 23cRSS, мо-
жуть опосередкувати їх ушко-
дження. Проведене нами ре-
тельне дослідження геному
миші дозволяє не тільки по-
значити ділянки можливих
розривів ДНК, але і виділити
групу генів, у яких існування
конкретних делецій і/чи інвер-
сій екзонів можна перевірити
експериментально. Це дає
можливість розширити існуючі
уявлення про масштаб хромо-
сомних аберацій, які пов’язані
з порушенням функціонування
розглянутого рекомбінаційного
апарату.
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Відомо, що розвиток хроніч-
ного нефриту Мазугі харак-
теризується формуванням ту-
булоінтерстиційного синдро-
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му, який є основою швидко
прогресуючого хронічного па-
тологічного процесу в нирках
[1; 2]. Останнім часом все

більше зростає інтерес до
можливостей застосування
вегетативного резонансного
тесту «ІМЕДИС-ТЕСТ+» [3; 4]




