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И. А. И л ь и ч е в а, М. Н. П о п ц о в а, Д.Ю. Н е ч и п у р е н к о,
Л. А. П а н ч е н к о, Р. В. П о л о з о в, Ю. Д. Н е ч и п у р е н к о, С. Л.
Г р о х о в с к и й (Москва, ИМБ РАН, МГУ; Пущино, ИТЭБ РАН). Неслучай-
ное распределение нуклеотидов на концах фрагментов, составляющих би-
блиотеки геномного секвенирования.

Исследована зависимость частот встречаемости разных нуклеотидов на концах
фрагментов, которые получены наиболее распространенными методами на стадии под-
готовки к «shot-gun» секвенированию ДНК. Для этого использованы библиотеки фраг-
ментов, общей длиной около 2 млн. нуклеотидных пар из разных генетических источ-
ников, полученные с помощью ультразвука, небулизации и метода «Каварис». Пока-
зано, что любой из перечисленных методов приводит к неслучайному распределению
нуклеотидов на концах фрагментов, причем его характер зависит от используемого ме-
тода. Все методики расщепления ДНК, основанные на ультразвуковом воздействии, а
также и небулизация, имеют похожий характер распределения нуклеотидов на концах.
Максимум разрывов приходится на динуклеотид dCpdG, поэтому 5-концевой dG наи-
более часто встречается во всех библиотеках фрагментов, полученных физическими
методами. Иными словами, физическая природа ультразвукового расщепления ДНК,
которое происходит в результате механохимической реакции гидролиза О3–Р связей,
проявляется в каждой из перечисленных методик и вносит основной вклад в неравно-
мерность распределения нуклеотидов на концах фрагментов. Дополнительные вклады
в эти распределения вносят конкретные технические протоколы каждого из методов.
Получены таблицы частот расщепления всех ди- и тетрануклеотидов для каждого
из исследованных архивов библиотек фрагментов и проведено сравнение с частота-
ми распределения разрывов в модельных ультразвуковых экспериментах. Полученные
данные могут быть использованы при анализе качества сборки геномных последова-
тельностей из соответствующих библиотек фрагментов, в особенности, при наличии
в последовательностях протяженных нуклеотидных повторов. Существенное усиление
расщепления после дезоксицитидина происходит после его метилировании по пято-
му положению цикла. Поскольку такое метилирование характерно для CpG областей
генома эукариот, характер распределения частот встречаемости dG на 5-конце фраг-
ментов может характеризовать видовую принадлежность генетического материала.
Получено также распределение нуклеотидов на концах фрагментов ферментативного
расщепления ДНКазой I. Это распределение носит качественно иной характер, что
важно учитывать при построении геномных последовательностей на базе таких би-
блиотек фрагментов.
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