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В тканях головного мозга, селезенки, сердца и периферической крови самца мыши линии BALB/c
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Митохондриальная ДНК (мтДНК) млекопита-
ющих – это небольшая (около 16.6 пн) кольцевая
молекула. Она кодирует белковые субъединицы ми-
тохондриальных комплексов, которые участвуют
в окислительном фосфорилировании [1]. Мутации
мтДНК, приводящие к нарушениям в системе окис-
лительного фосфорилирования [2], вызывают дис-
функцию митохондрий и мультисистемные заболе-
вания [3, 4].

Важным мутационным событием, возникаю-
щим в митохондриальном геноме, является образо-
вание таких структурных нарушений, как делеции.
Чаще всего это крупномасштабные (протяженные)
делеции, до нескольких тысяч пар нуклеотидов,
приводящие к утрате некоторых генов [5].

Множественные делеции (молекулы мтДНК с
делециями разного размера) часто происходят из-
за мутаций в ядерных генах, которые необходимы
для правильной репликации и/или поддержания
митохондриального генома. Они встречаются в со-
матических клетках и возникают в течение жизни
индивида. Такие мутации наследуются по менделе-
евскому типу [6, 7]. Одиночные делеции возникают
случайно во время репликации мтДНК в ооците
или на ранних стадиях эмбрионального развития
[7]. Они почти никогда не наследуются [8].

Точный механизм образования делеций
мтДНК неизвестен. Наиболее обсуждаемыми яв-
ляются модели формирования делеций в процес-
се репликации [9, 10] или в процессе репарации
двухцепочечных разрывов [11]. В модели репли-
кации с проскальзыванием цепи (slipped-strand
replication model) предполагается, что разрыв в
смещенной одноцепочечной матричной тяжелой
цепи между 3' и 5' прямыми повторами может спо-
собствовать отжигу 3' прямого повтора этой цепи с

гомологичным 5' прямым повтором на матричной
легкой цепи. Репликация, начавшаяся на участке
начала репликации легкой цепи приведет к обра-
зованию дочерней молекулы с делецией [12]. Со-
гласно второй модели, делеции мтДНК являются
результатом процесса репарации двухцепочечных
разрывов. 3' → 5' экзонуклеазная активность ми-
тохондриальной ДНК-полимеразы приводит к
образованию одноцепочечных участков ДНК в
области двухцепоченых разрывов. Эти одноцепо-
чечные участки (с 5' и 3' повторами) могут отжи-
гаться с микрогомологичными последовательно-
стями, например, повторами. После репарации,
лигирования и деградации одноцепочечных ни-
тей формируется митоходриальный геном с деле-
цией [11]. В недавнем исследовании были предло-
жены экспериментальные доказательства того,
что в процесс образования делеций мтДНК вклю-
чена рекомбинация по механизму выбора копии
(copy-choice recombination model) [13]. В данной
модели делеции образуются во время синтеза лег-
кой цепи мтДНК, когда матричная тяжелая цепь
является одноцепочечной. Повторы на тяжелой
цепи могут быть приближены друг к другу из-за
образования вторичных структур, что может вы-
звать приостановку репликации и диссоциацию
ДНК-полимеразы от матричной цепи. Если дис-
социация произойдет во время синтеза (первого)
повтора, 3'-конец растущей цепи и полимераза
могут взаимодействовать с участком матричной
цепи, содержащей гомологичный повтор. Когда
синтез ДНК возобновляется, промежуточная по-
следовательность удаляется. Детальный анализ
моделей образования делеций мтДНК представ-
лен в обзорных работах [12, 14].
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В данной работе описана новая одиночная де-
леция в митохондриальной ДНК мыши линии
BALB/c. Она была обнаружена случайно, при
подборе пар праймеров.

В работе использовались образцы общей ДНК,
ранее использованные в работе [15]. Они были
получены из тканей головного мозга (полу-
шаpия), cелезенки, сердца и клеток перифериче-
ской кpови двухмесячного самца мыши линии
BALB/c (питомник экcпеpиментальныx живот-
ныx Филиала Института биоорганической химии

РАН, Пущино). Животное входило в контроль-
ную группу. ДНК выделялась стандартным мето-
дом с использованием фенола и хлороформа, хра-
нилась под спиртом при –20°С, перед использо-
ванием растворялась в ТЕ-буфере (10 мМ тpиc-
НCl, 1 мМ Na2EDTA, pH 8.0).

Фрагмент митохондриального генома 8999 пн
амплифицировался с комбинацией праймеров F
5'-CTT GGT CTA CAA GAC GCC ACA-3' и R 5'-
TAG GTG ATT GGG TTT TGC GGA CTA-3'.

Рис. 1. Делеция мтДНК 7653 пн. а – электрофореграммы продуктов ПЦР образцов мтДНК из клеток головного мозга,
селезенки, сердца и периферической крови. Дополнительный фрагмент ≈1300 пн (2); наряду с полноразмерным 8999 пн (1)
указывает, что часть копий мтДНК содержит делецию. Маркеры: λ DNA/EcoRI + HindIII и 50 bp DNA Ladder (Fer-
mentas, Thermo Fisher Scientific, Литва). б – фрагмент хроматограммы продукта ПЦР ≈1300 пн из образцов мтДНК
клеток сердца. Для работы с нуклеотидной последовательностью использовалась программа Unipro UGENE
(http://ugene.net/ru) [21]. в – локализация точек разрывов делеции и повторяющиеся последовательности (выделены
жирным шрифтом и прописными буквами). г – фрагменты последовательности мтДНК Mus musculus (NC_005089.1).
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Синтез праймеров был произведен ООО “Син-
тол” (Россия). Реакция амплификации состояла
из 30 циклов и проводилась в условиях: денатура-
ция при 94°С в течение 30 с, отжиг и элонгация
при 68°С 8 мин. Предварительная денатурация
при 94°С – 4 мин, завершающий синтез – 10 мин
при 72°C.

Pеакционная cмеcь ПЦP (общий объем 25 мкл)
cодеpжала: 75 мМ тpиc-НCl, pН 8.8, 20 мМ
(NH4)2SO4, 2.5 мМ МgCl2, 200 мкМ каждого
dNTP, 250 нМ каждого пpаймеpа, 0.01%-ный Твин
20, 100 нг общей ДНК и 0.5 единицы cуммаpной
cмеcи полимеpаз Taq-Pfu (Fermentas, Thermo
Fisher Scientific, Литва) в cоотношении 16 : 1.
Пpодукты амплификации pазделяли электрофо-
резом в 1%-м агаpозном геле c бpомиcтым этидием
(0.5 мг/л). Полоски геля с ДНК очищались с по-
мощью набора QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN, США). Секвенирование было выпол-
нено ООО “Синтол” (Россия).

При амплификации фрагмента митохондри-
ального генома размером 8999 пн на образце ДНК
из клеток головного мозга мыши помимо фраг-
мента ожидаемой длины был получен дополни-
тельный фрагмент ≈1300 пн. Такой же дополни-
тельный фрагмент амплифицировался на образцах
ДНК из клеток сердца, селезенки и перифериче-
ской крови (рис. 1,а).

Прямое секвенирование этого фрагмента по-
казало, что он является следствием делеции раз-
мером 7653 пн (удалена нуклеотидная последова-
тельность с положения 7291 по положение 14943)
(рис. 1,б и в). Как и большинство крупномас-
штабных делеций мтДНК, обнаруженная деле-
ция находится между участками начала реплика-
ции легкой и тяжелой цепей [16] и приводит к
утрате генов: mt-Co2, mt-Co3, mt-Atp8, mt-Atp6, mt-
Nd3, mt-Nd4l, mt-Nd4, mt-Nd5, mt-Nd6, семи генов
тРНК и частично mt-Cytb, которые имеют решаю-
щее значение для нормального функционирования
системы окислительного фосфорилирования.

Рядом с точками разрывов расположен пря-
мой повтор ACCCС. При образовании делеции
повтор на 5'-конце сохраняется, а на 3'-конце те-
ряется вместе с промежуточной последователь-
ностью (рис. 1,в). Наличие прямого повтора поз-
воляет отнести делецию к I классу [17].

По мнению авторов работы [18] распределение
точек разрыва делеций в митохондриальном ге-
номе млекопитающих не случайное. Преимуще-
ственно они сосредоточены внутри или вблизи
областей мтДНК, содержащих прямые повторы
или способных к образованию неканонических
структур (шпилек, крестов) [16] или G-квад-
руплексов [19]. Такие области митохондриально-
го генома рассматриваются как регионы, более
подверженные разрушению механическим или
химическим стрессом и более уязвимые для воз-

действия активных форм кислорода и свободных
радикалов [16].

С помощью ресурса nBMST [20] был выполнен
анализ нуклеотидных последовательностей ря-
дом с точками разрывов делеции 7653 пн для по-
иска участков, способных к образованию некано-
нических структур. В пределах 40 пн таких участ-
ков выявлено не было.

Поскольку точки разрыва делеции не найдены
ни в базе MitoBreak (http://mitobreak.portu-
gene.com) [18], ни в каких-либо публикациях
PubMed, можно заключить, что выявлена новая
крупномасштабная делеция мтДНК мыши разме-
ром 7653 пн.

Работа частично выполнена на базе лаборато-
рии радиационной молекулярной биологии ИТЭБ
РАН и автор выражает благодарность сотрудникам
данной лаборатории. Работа выполнена в рамках
государственного задания № 075-00845-20-00.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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A New Deletion of Mitochondrial DNA of a BALB/c mouse
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A large deletion of mitochondrial DNA 7653 bp long has been identified in tissues of the brain, the spleen,
the heart and peripheral blood of a BALB/c male mouse.

Keywords: mitochondrial DNA, deletion, mouse.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


