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Íà âèùèõ ð³âíÿõ îðãàí³çàö³¿ õðîìàòèí óêëàäåíèé ó âè-
ãëÿä³ ïåòåëü ÄÍÊ, ôîðìóâàííÿ ÿêèõ â³ä³ãðàº âàæëè-
âó ðîëü ó ðåãóëÿö³¿ òðàíñêðèïö³¿. Ó íàøèõ ïîïåðåäí³õ 
ðîáîòàõ ìè äîñë³äæóâàëè ê³íåòèêó ì³ãðàö³¿ ïåòåëü 
ÄÍÊ ï³ä ÷àñ ãåëü-åëåêòðîôîðåçó ³çîëüîâàíèõ êë³òèí 
(êîìåòíèé åëåêòðîôîðåç) ç íóêëåî¿ä³â, îòðèìàíèõ ç 
ë³çîâàíèõ êë³òèí. Áóëî ïîêàçàíî, ùî ÄÍÊ íóêëåî¿ä³â 
ìîæíà ðîçä³ëèòè íà òðè ÷àñòèíè: ÄÍÊ ó ñêëàä³ äî-
ñèòü íåâåëèêèõ ïåòåëü, ÿê³ øâèäêî ì³ãðóþòü; ÄÍÊ ó 
ñêëàä³ ïåòåëü ðîçì³ðîì äî ~150 òèñ. ïàð íóêëåîòèä³â, 
ì³ãðàö³ÿ ÿêèõ óïîâ³ëüíåíà; ³ ïåòë³ á³ëüø âåëèêîãî ðîçì³-
ðó, ÿê³ íå ìîæóòü ì³ãðóâàòè. Òóò ìè âïåðøå çàñòîñó-
âàëè êîìåòíèé åëåêòðîôîðåç â ïóëüñóþ÷îìó ïîë³. Íàø³ 
ðåçóëüòàòè ïîêàçóþòü, ùî ïåðøèé øâèäêèé åòàï ï³ä 
÷àñ ñòàíäàðòíîãî êîìåòíîãî åëåêòðîôîðåçó ìîæíà 
â³äíåñòè äî ïåòåëü íà ïîâåðõí³ íóêëåî¿äó, òîä³ ÿê äðó-
ãèé ïîâ³ëüíèé êîìïîíåíò ÿâëÿº ñîáîþ ïåòë³ âñåðåäèí³ 
íóêëåî¿äó.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ïåòë³ ÄÍÊ, íóêëåî¿ä, êîìåòíèé 
åëåêòðîôîðåç, ³ìïóëüñíèé åëåêòðîôîðåç. 

Âñòóï. Â åóêàð³îòè÷íèõ êë³òèíàõ ìîëåêóëè 
ÄÍÊ çíàõîäÿòüñÿ ó âèãëÿä³ íóêëåîïðîòå¿íîâîãî 
êîìïëåêñó – õðîìàòèíó. Êð³ì óïàêîâêè äîâãèõ 
ìîëåêóë ÄÍÊ â îáìåæåíîìó ïðîñòîð³ ÿäðà, 
õðîìàòèíó íàëåæèòü çíà÷íà ðîëü â ðåãóëÿö³¿ 
òðàíñêðèïö³¿ (Maston et al, 2006; Kadauke et al, 
2009; Cook, 2010). Ïðîñòîðîâà ðåãóëÿö³ÿ òðàí-
ñêðèïö³¿, ÿêà ïîëÿãàº ó ô³çè÷íîìó íàáëèæåíí³ 
ðåãóëÿòîðíèõ åëåìåíò³â (åíõàíñåð³â, ñàéëåíñå-
ð³â) äî ¿õ ì³øåíåé (ïðîìîòîð³â), ïðèçâîäèòü äî 
óòâîðåííÿ ïåòåëüíèõ äîìåí³â ÄÍÊ – â³äíîñíî 
àâòîíîìíèõ ñòðóêòóð õðîìàòèíó, ê³íö³ ÿêèõ 
ô³êñóþòüñÿ çà äîïîìîãîþ ñïåöèô³÷íèõ á³ëê³â, 

îñíîâíèìè ç ÿêèõ º á³ëêè CTCF òà êîãåçèíè 
(Lieberman-Aiden et al, 2009; Van Bortle et al, 
2012; Ong et al, 2014; Rao et al, 2014; Dekker 
et al, 2015; Sanborn et al, 2015; Krietenstein et 
al, 2020). Ïåòë³ ìîæóòü òàêîæ ôîðìóâàòèñÿ çà 
ðàõóíîê âçàºìîä³¿ ãåòåðîõðîìàòèíîâèõ ä³ëÿíîê 
ÄÍÊ ç á³ëêàìè ÿäåðíî¿ ëàì³íè íà ïåðèôåð³¿ 
ÿäðà (Meuleman et al, 2012; Kind et al, 2015; 
Yáñez-Cuna et al, 2017). Îáèäâà òèïè ïåòåëüíèõ 
äîìåí³â º äèíàì³÷íèìè ñòðóêòóðàìè: âîíè ìî-
æóòü ç’ÿâëÿòèñÿ òà çíèêàòè â çàëåæíîñò³ â³ä ð³â-
íÿ òðàíñêðèïö³éíî¿ àêòèâíîñò³ êë³òèíè, ñòàä³¿ 
êë³òèííîãî öèêëó òîùî (Afanasieva et al, 2016; 
Afanasieva et al, 2017; Kieffer-Kwon et al, 2017). 

Íà ñüîãîäí³øí³é äåíü ðîçâèíóòî áàãàòî ìå-
òîä³â äëÿ äîñë³äæåííÿ ð³çíèõ àñïåêò³â ïðîñòî-
ðîâî¿ îðãàí³çàö³¿ õðîìàòèíó â êë³òèííîìó ÿäð³, 
ó òîìó ÷èñë³ – îñîáëèâîñòåé ñòðóêòóðè ïåòåëü-
íèõ äîìåí³â ÄÍÊ (Dekker et al, 2013; Nagano 
et al, 2013; Rao et al, 2014; Rodríguez-Ubreva et 
al, 2014; Aughey et al, 2015). Îäíèì ³ç òàêèõ ìå-
òîä³â º ãåëü-åëåêòðîôîðåç ³çîëüîâàíèõ  êë³òèí 
(êîìåòíèé åëåêòðîôîðåç) (Shaposhnikov et al, 
2008; Afanasieva et al, 2013). Ñóòü ìåòîäó ïîëÿ-
ãàº â ðåºñòðàö³¿ åëåêòðîôîðåòè÷íî¿ ì³ãðàö³¿ 
ÄÍÊ ³ç íóêëåî¿ä³â – ñòðóêòóð, îòðèìàíèõ øëÿ-
õîì ë³çèñó êë³òèí, ³ììîá³ë³çîâàíèõ â øàð³ àãà-
ðîçè íà ïîâåðõí³ ïðåäìåòíîãî ñêëà (Olive, et 
al, 2002). Ï³ñëÿ ðóéíóâàííÿ êë³òèííèõ ìåìáðàí 
òà äèñîö³àö³¿ á³ëüøîñò³ õðîìàòèíîâèõ á³ëê³â ó 
íóêëåî¿äàõ çàëèøàþòüñÿ íàäñï³ðàë³çîâàí³ ïå-
òåëüí³ äîìåíè ÄÍÊ (íàäñï³ðàë³çàö³ÿ º íàñë³ä-
êîì äèñîö³àö³¿ íóêëåîñîì), ùî çàêð³ïëåí³ íà 
íå÷óòëèâèõ äî óìîâ ë³çèñó á³ëêàõ (Cook et al, 
1975; Olive, et al, 2002; Afanasieva et al, 2010). 
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Çà óìîâè âèêîðèñòàííÿ ³íòàêòíèõ íåïîøêî-
äæåíèõ êë³òèí òà ñèñòåìè íåéòðàëüíîãî (ïðè 
ðÍ 7) êîìåòíîãî åëåêòðîôîðåçó ñïîñòåð³ãàºòü-
ñÿ âèòÿãóâàííÿ äî àíîäó òàêèõ ïåòåëü ï³ä ä³ºþ 
åëåêòðè÷íîãî ïîëÿ (ôîðìóºòüñÿ çîíà åëåêòðî-
ôîðåòè÷íîãî òðåêó – õâîñòà êîìåòè) (Afanasieva 
et al, 2013). Àíàë³ç ê³íåòèêè ì³ãðàö³¿ äîçâîëÿº 
îö³íèòè ðÿä ïàðàìåòð³â ïåòåëüíî¿ îðãàí³çàö³¿ 
íóêëåî¿ä³â (Afanasieva et al, 2013; Afanasieva et 
al, 2018). Çîêðåìà, ó ïîïåðåäí³õ ðîáîòàõ íàìè 
áóëà ïðîâåäåíà îö³íêà ð³âíÿ íàäñï³ðàë³çàö³¿ 
ïåòåëü ÄÍÊ, ¿õ äîâæèíè, âñòàíîâëåí³ ìåõàí³ç-
ìè çàêð³ïëåííÿ ïåòåëü íóêëåî¿ä³â íà á³ëêîâèõ 
ñòðóêòóðàõ ÿäðà òîùî (Afanasieva et al, 2013; 
Chopei et al, 2014). Îäí³ºþ ç óí³âåðñàëüíèõ õà-
ðàêòåðèñòèê ïåòåëüíî¿ îðãàí³çàö³¿ íóêëåî¿ä³â, 
îòðèìàíèõ ³ç êë³òèí ð³çíèõ òèï³â, º íàÿâí³ñòü 
òðüîõ òèï³â ïåòåëü (Afanasieva et al, 2017): ïåð-
øèé òèï – íåâåëèê³ ïåòë³ ÄÍÊ (äî ~ 25 ò.ï.í.), 
ÿê³ øâèäêî ì³ãðóþòü ç íóêëåî¿äó (â ³íòåðâàë³ 
ì³æ 0 ³ 30 õâ åëåêòðîôîðåçó); äðóãèé – á³ëüø³ 
ïåòë³ (â ä³àïàçîí³ â³ä ~ 30 äî ~ 150 ò.ï.í.), ì³-
ãðàö³ÿ ÿêèõ ñïîâ³ëüíåíà (ì³æ 30 òà 120 õâ åëåê-
òðîôîðåçó); òðåò³é òèï – ïåòë³ ðîçì³ðîì ïîíàä 
~200 ò.ï.í., ÿê³ íå ì³ãðóþòü íàâ³òü ïðè äîâãî-
òðèâàëîìó åëåêòðîôîðåç³. 

Îäíèì ç íàéî÷åâèäí³øèõ ïîÿñíåíü ð³çíèö³ 
ó øâèäêîñò³ ì³ãðàö³¿ ïåòåëü º ¿õ ðîçì³ð: ó â³äïî-
â³äíîñò³ äî òåîð³¿ åëåêòðîôîðåçó, ïåòë³ ìåíøî-
ãî ðîçì³ðó øâèäøå ì³ãðóþòü ó ïîðè àãàðîçè, à 
ïåòë³ äóæå âåëèêîãî ðîçì³ðó íå âèõîäÿòü âçà-
ãàë³. Îäíèì ç â³äîìèõ ï³äõîä³â, ùî äîçâîëÿº 
äîñë³äæóâàòè ì³ãðàö³þ ìîëåêóë ÄÍÊ äóæå âå-
ëèêîãî ðîçì³ðó, º ãåëü-åëåêòðîôîðåç â ïóëüñó-
þ÷îìó ïîë³ (³ìïóëüñíèé åëåêòðîôîðåç) (Wagner 
et al, 1994). Ïðèíöèï ìåòîäó ïîëÿãàº â òîìó, 
ùî åëåêòðîôîðåç ïðîâîäÿòü íå â ïîñò³éíîìó, à 
â ³ìïóëüñíîìó ïîë³. Ï³ä ÷àñ ïîäà÷³ íàïðóãè (÷àñ 
³ìïóëüñó) ìîëåêóëè ÄÍÊ âèòÿãóþòüñÿ âçäîâæ 
åëåêòðè÷íîãî ïîëÿ, à ó ïðîì³æîê ÷àñó ì³æ ³ì-
ïóëüñàìè – ðåëàêñóþòü. Çàëåæíî â³ä äîâæèíè 
ìîëåêóë, âîíè âñòèãàþòü ðåëàêñóâàòè ð³çíîþ 
ì³ðîþ, ùî çóìîâëþº ð³çíèöþ â ¿õí³é ðóõëèâîñ-
ò³. Ïóëüñ-åëåêòðîôîðåç º äîáðå â³äîìèì ï³ä-
õîäîì, àëå, íàñê³ëüêè íàì â³äîìî, í³êîëè íå 
âèêîðèñòîâóâàâñÿ ó êîìåòíîìó åëåêòðîôîðåç³. 

Ó äàí³é ðîáîò³ ìè çàñòîñóâàëè ðîçðîáëåíó 
íàìè ìîäèô³êàö³þ ìåòîäó êîìåòíîãî åëåêòðî-
ôîðåçó â ïóëüñóþ÷îìó ïîë³ äëÿ á³ëüø äåòàëü-

íîãî àíàë³çó ì³ãðàö³¿ òðüîõ âêàçàíèõ âèùå òèï³â 
ïåòåëü ÄÍÊ. Çîêðåìà, ìè ìàëè íàä³þ ó òàêèé 
ñïîñ³á â³çóàë³çóâàòè ì³ãðàö³þ ïåòåëü òðåòüîãî 
òèïó – âåëèêèõ ïåòåëü ÄÍÊ, ÿê³ âçàãàë³ íå âè-
õîäÿòü ç íóêëåî¿äà ïðè ñòàíäàðòíîìó êîìåò-
íîìó åëåêòðîôîðåç³. Òàêà íàä³ÿ áàçóâàëàñü íà 
ïðèïóùåíí³, ùî ³ìïóëüñíèé ðåæèì äîçâîëèòü 
äåÿêèì ïåòëÿì ïîäîëàòè òåðòÿ ÄÍÊ âñåðåäèí³ 
íóêëåî¿äà (ÿêå, ÿê ïîêàçàíî ó íàøèõ ïîïåðåä-
í³õ ðîáîòàõ (Afanasieva et al, 2013), º ñóòòºâèì 
ôàêòîðîì, ùî âïëèâàº íà ì³ãðàö³þ) ³ âèéòè 
íàçîâí³.

Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ïîêàçóþòü, ùî ò³ ïåò-
ë³, ÿê³ õàðàêòåðèçóþòüñÿ øâèäêîþ ì³ãðàö³ºþ 
ïðè ñòàíäàðòíîìó êîìåòíîìó åëåêòðîôîðåç³, 
ðîçòàøîâàí³ íà ïîâåðõí³ íóêëåî¿äà (òîáòî, â³ä-
íîñÿòüñÿ äî ïåðèôåðè÷íèõ ïåòåëü ÿäðà). Ïåò-
ë³, ì³ãðàö³ÿ ÿêèõ ñïîñòåð³ãàºòüñÿ íà ï³çí³õ åòà-
ïàõ åëåêòðîôîðåçó, – öå âíóòð³øí³ ïåòë³ ÿäðà.  
Ïåòë³, ì³ãðàö³ÿ ÿêèõ âçàãàë³ íå ñïîñòåð³ãàºòüñÿ 
ïðè ñòàíäàðòíîìó êîìåòíîìó åëåêòðîôîðåç³, 
ïîçáàâëåí³ òàêî¿ ìîæëèâîñò³ òàêîæ ³ â ñèñòåì³ 
ïóëüñóþ÷îãî ïîëÿ, ùî ï³äòâåðäæóº ïðèïóùåí-
íÿ ïðî ¿õ çàíàäòî âåëèê³ ðîçì³ðè.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. Ïðèãîòóâàííÿ ïðåïàðà-
ò³â. Ë³ìôîöèòè âèä³ëÿëè ç ïåðèôåðè÷íî¿ êðîâ³ 
çäîðîâèõ äîíîð³â øëÿõîì öåíòðèôóãóâàííÿ â 
ãðàä³ºíò³ ù³ëüíîñò³ Histopaque-1077 («Sigma», 
ÑØÀ) âïðîäîâæ 40 õâ ïðè 1500 îá/õâ. Îòðè-
ìàíó ñóñïåíç³þ äâ³÷³ â³äìèâàëè â ðîç÷èí³ Õåíê-
ñà, öåíòðèôóãóþ÷è ïî 10 õâ ïðè 1000 îá/õâ. 
Âèä³ëåí³ ë³ìôîöèòè çì³øóâàëè ç 1%-îþ ëåãêî-
ïëàâêîþ àãàðîçîþ («Sigma», ÑØÀ) ó ñï³ââ³ä-
íîøåíí³ 1 : 2 òà íàíîñèëè íà ïîâåðõíþ ïðåä-
ìåòíîãî ñêëà, ïîïåðåäíüî âêðèòîãî 1%-îþ
òóãîïëàâêîþ àãàðîçîþ («Chemapol», ×åõ³ÿ). 
Ñóì³ø ð³âíîì³ðíî ðîçïîä³ëÿëè ïî ïîâåðõí³ çà 
äîïîìîãîþ ïîêðèâíèõ ñêåëåöü òàê, ùîá óòâî-
ðþâàâñÿ ìîíîøàð êë³òèí. 

Ï³ñëÿ ïîë³ìåðèçàö³¿ àãàðîçè ïðåïàðàòè ïî-
ì³ùàëè ó ë³çóþ÷èé áóôåð (2,5 Ì NaCl, 0,01 Ì 
Tris-ÍÑl, 0,1 Ì Na2EDTA òà 1 % Triton X-100 
(«Ferak», Í³ìå÷÷èíà), ðÍ 7,5) òà ïðîâîäèëè ë³-
çèñ â³ä 2 äî 5 ãîä ïðè òåìïåðàòóð³ 4 °Ñ. Òàê³ 
â³äíîñíî ì’ÿê³ óìîâè ë³çèñó çàáåçïå÷óâàëè 
ðóéíóâàííÿ óñ³õ ìåìáðàí òà äèñîö³àö³þ â³ä 
ÄÍÊ á³ëüøîñò³ á³ëê³â, çàëèøàþ÷è ïåòåëüí³ 
äîìåíè ìàêñèìàëüíî íåïîøêîäæåíèìè (Liao 
et al, 2009).
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Åëåêòðîôîðåç. Ïåðåä ïðîâåäåííÿì åëåêòðî-
ôîðåçó ñëàéäè äâ³÷³ â³äìèâàëè â áóôåð³ TBE 
(89 ìM Tris-HCl, 89 ìM H3BO3, 2 ìM Na2

EDTA, pH 7,5). Äåê³ëüêà ïðåïàðàò³â, ïðèãîòî-
âàíèõ îäíî÷àñíî ç îäí³º¿ ñóñïåíç³¿ êë³òèí, ï³ä-
äàâàëè ñòàíäàðòíîìó êîìåòíîìó åëåêòðîôîðåçó 
ïðîòÿãîì 120 õâ ó òîìó æ áóôåð³ ïðè òåìïå-
ðàòóð³ 4 °Ñ òà íàïðóæåíîñò³ åëåêòðè÷íîãî ïîëÿ 
1 Â/ñì. Äëÿ äîñë³äæåííÿ ê³íåòèêè âèõîäó ÄÍÊ 
ó õâ³ñò êîìåòè ïðèãîòîâàí³ îäíî÷àñíî ñêåëüöÿ 
àíàë³çóâàëè ïîñë³äîâíî ÷åðåç êîæí³ 5 àáî 10 õâ.

Äëÿ äîñë³äæåííÿ ìîæëèâîñò³ âèõîäó ïåòåëü-
íèõ äîìåí³â ÄÍÊ âåëèêîãî ðîçì³ðó ï³ä ÷àñ ãåëü-
åëåêòðîôîðåçó ³çîëüîâàíèõ êë³òèí, áóëî ïðî-
âåäåíî êîìåòíèé åëåêòðîôîðåç â ïóëüñóþ÷îìó
ïîë³. Äëÿ öüîãî ñëàéäè ïîïåðåäíüî ï³ääàâàëè
ñòàíäàðòíîìó êîìåòíîìó åëåêòðîôîðåçó âïðî-
äîâæ 70 õâ, ï³ñëÿ ÷îãî çä³éñíþâàëè ïóëüñ-
åëåêòðîôîðåç ³ç çì³íîþ åëåêòðè÷íîãî ïîëÿ íà 
180 °Ñ òà ñï³ââ³äíîøåííÿì ïðÿìîãî ³ çâîðîòíî-
ãî ³ìïóëüñ³â 3 : 1 ñ. Òðèâàë³ñòü åëåêòðîôîðåçó â 
ïóëüñóþ÷îìó ïîë³ ñòàíîâèëà 80 òà 180 õâ.

Â³çóàë³çàö³ÿ òà àíàë³ç ðåçóëüòàò³â. Ï³ñëÿ 
çàê³í÷åííÿ åëåêòðîôîðåçó ñëàéäè ôàðáóâàëè 
ôëóîðåñöåíòíèì áàðâíèêîì DAPI (4�,6-dia-
midino-2-phenylindole, «Sigma», ÑØÀ) òà àíà-
ë³çóâàëè ï³ä ëþì³íåñöåíòíèì ì³êðîñêîïîì 
(LOMO, Ðîñ³ÿ) ïðè çá³ëüøåíí³ â 100 ðàç³â. 
Çðàçêè ôîòîãðàôóâàëè êàìåðîþ Ñànon EOS 
1000 D, ï³ä’ºäíàíîþ äî ì³êðîñêîïà, òà àíàë³-
çóâàëè çîáðàæåííÿ çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìíî-
ãî çàáåçïå÷åííÿ CometSc ore («TriTek», ÑØÀ). 
Âèçíà÷àëè â³äíîñíèé âì³ñò ÄÍÊ ó õâîñò³ êî-
ìåòè ³ äîâæèíó õâîñòà. Â³äíîñíèé âì³ñò ÄÍÊ â 
õâîñò³ êîìåòè âèçíà÷àëè ÿê â³äíîøåííÿ ð³âíÿ 
³íòåíñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíö³¿ ó õâîñò³ äî çàãàëü-
íîãî ð³âíÿ ³íòåíñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíö³¿ êîìå-
òè. Äîâæèíà õâîñòà âèçíà÷àëàñü ÿê â³äñòàíü 
â³ä öåíòðó ìàñ ãîëîâè êîìåòè äî äèñòàëüíî-
ãî ê³íöÿ õâîñòà êîìåòè. Àíàë³çóâàëè 100–200 
âèïàäêîâî âèáðàíèõ êîìåò òà ï³äðàõîâóâàëè 
ñåðåäí³ çíà÷åííÿ äâîõ çàçíà÷åíèõ ïàðàìåòð³â. 
Äëÿ âèçíà÷åííÿ ðîçì³ð³â íàéäîâøèõ ïåòåëü 
ÄÍÊ (â ïàðàõ íóêëåîòèä³â) ó õâîñòàõ êîìåò, 
çíà÷åííÿ äîâæèíè õâîñòà áóëî ïîìíîæåíî íà 
2 (êîíòóðíà äîâæèíà ïåòåëüíîãî äîìåíó ïðè-
áëèçíî â äâà ðàçè á³ëüøà, í³æ äîâæèíà âèòÿãíó-
òî¿ ïåòë³) òà ïîä³ëåíî íà 0,34 íì (â³äñòàíü ì³æ 
ñóñ³äí³ìè ïàðàìè íóêëåîòèä³â).

Êîæåí âàð³àíò åêñïåðèìåíòó áóëî ïðîâåäå-
íî â³ä ï’ÿòè äî äåñÿòè ðàç³â. Ï³ñëÿ öüîãî îá-
ðàõîâóâàëè ñåðåäíº çíà÷åííÿ ïî âñ³ì íåçàëåæ-
íèì åêñïåðèìåíòàì òà ñòàíäàðòíå â³äõèëåííÿ.

Äâîñòóïåíåâà ê³íåòè÷íà çàëåæí³ñòü â³äíîñ-
íîãî âì³ñòó ÄÍÊ ó õâîñòàõ êîìåò (F) â³ä òðè-
âàëîñò³ åëåêòðîôîðåçó (t) áóëà àïðîêñèìîâàíà 
çà äîïîìîãîþ ð³âíÿííÿ (Afanasieva et al, 2013):

  F = A1F1 + A2F2,                   (1)

äå À1 òà À2 – ìàêñèìàëüí³ àìïë³òóäè äâîõ êîì-
ïîíåíò³â ê³íåòè÷íî¿ êðèâî¿. Ôóíêö³ÿ F1 º ñòàí-
äàðòíèì ð³âíÿííÿì ìîíîìîëåêóëÿðíî¿ ê³íå-
òèêè:

  F1 = 1–exp(–t/�),                        (2)

äå � – õàðàêòåðèñòè÷íèé ÷àñ (�–1 – êîíñòàíòà 
øâèäêîñò³). Ôóíêö³ÿ F2 – ð³âíÿííÿ Áîëüöìàíà 
äëÿ ñèãìî¿äàëüíî¿ ôóíêö³¿:

    F2 = 1/[1 + exp(k2(t0–t))],               (3)

äå k2 – êîíñòàíòà øâèäêîñò³, à t0 – ÷àñ íàï³â-
ïåðåõîäó. Ñë³ä çàóâàæèòè, ùî íàâåäåí³ âèùå 
ð³âíÿííÿ â³äîáðàæàþòü íàêîïè÷åííÿ â õâîñò³ 
ê³ëüêîñò³ ðîçòÿãíóòèõ ïåòåëü, à íå ïðîöåñ ¿õ 
ðîçòÿãóâàííÿ (äèâ. (Afanasieva et al, 2013)). Ð³â-
íÿííÿ, ÿê³ äóæå äîáðå îïèñóþòü ê³íåòè÷í³ äàí³, 
çàñíîâàí³ íà òåîð³¿ åëåêòðîôîðåçó ãíó÷êîãî ïî-
ë³åëåêòðîë³òó, ùî óòðèìóºòüñÿ â ãåë³ îá’ºìíîþ 
ì³òêîþ: òåîð³ÿ ïîêàçóº, ùî ÷àñ ðîçòÿãóâàííÿ 
ëàíöþãà äî éîãî êîíòóðíî¿ äîâæèíè çà ïîðÿä-
êîì âåëè÷èíè íå á³ëüøå ÷àñó ðåïòàö³¿, òîáòî 
äóæå êîðîòêèé (Défontanes and Viovy, 1993).

Ðåçóëüòàòè òà îáãîâîðåííÿ. ßê áóëî çàçíà÷å-
íî ó Ìàòåð³àëàõ ³ ìåòîäàõ, ïðîâåäåííþ åëåêòðî-
ôîðåçó ó ïóëüñóþ÷îìó ïîë³ ïåðåäóâàâ ñòàíäàðò-
íèé êîìåòíèé åëåêòðîôîðåç. Ê³íåòèêà ì³ãðàö³¿ 
ÄÍÊ òà ìîðôîëîã³ÿ êîìåò áóëè ïîä³áí³ äî îòðè-
ìàíèõ íàìè ó ïîïåðåäí³õ åêñïåðèìåíòàõ (ðèñ. 
1) (Afanasieva et al, 2013; Afanasieva et al, 2017). 
Òàê, íà ðàíí³õ åòàïàõ åëåêòðîôîðåòè÷íîãî ïðî-
á³ãó ñïîñòåð³ãàëè ì³ãðàö³þ ïåòåëü ÄÍÊ ðîçì³-
ðîì äî ~25 ò.ï.í., ÷àñòêà ÄÍÊ ó õâîñòàõ êîìåò 
ñòàíîâèëà áëèçüêî 8 % (íèæíº ïëàòî ê³íåòè÷-
íèõ êðèâèõ íà ðèñ. 1, a, b). Äàë³, â ³íòåðâàë³ 
ì³æ 40 òà 60 õâ, â³äáóâàëàñü ì³ãðàö³ÿ ïåòåëüíèõ 
äîìåí³â ðîçì³ðîì äî ~150 ò.ï.í., à ÷àñòêà ÄÍÊ ó 
õâîñòàõ êîìåò çðîñòàëà äî áëèçüêî 22 % (âåðõíº 
ïëàòî ê³íåòè÷íèõ êðèâèõ, âèõ³ä íà ÿêå ñïîñòå-
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ð³ãàâñÿ ï³ñëÿ ïðèáëèçíî 60 õâ åëåêòðîôîðåçó, 
ðèñ. 1, a, b). Òàêèì ÷èíîì, áëèçüêî 14 % ÄÍÊ 
ì³ãðóâàëî ó õâîñòè êîìåò íà äðóãîìó åòàï³.

Ï³ñëÿ òîãî ÿê ïîêàçíèê ê³ëüêîñò³ ÄÍÊ ó 
õâîñòàõ êîìåò âèõîäèâ íà ð³âåíü âåðõíüîãî ïëà-
òî, ïðîâîäèëè ïóëüñ-åëåêòðîôîðåç âïðîäîâæ 80 
³ 180 õâ (äèâ. Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè) ³ç íàñòóïíèì 
àíàë³çîì ÷àñòêè ÄÍÊ òà ðîçì³ðó íàéäîâøèõ 
ïåòåëüíèõ äîìåí³â ó õâîñò³ êîìåòè. Ðåçóëüòàòè 
êîìåòíîãî åëåêòðîôîðåçó ó ïóëüñóþ÷îìó ïîë³ 
âèÿâèëèñÿ äîñèòü íåî÷³êóâàíèìè: ÷àñòêà ÄÍÊ 
ó õâîñòàõ áóëà ìàéæå âäâ³÷³ ìåíøîþ, í³æ òà, ÿêà 
ñïîñòåð³ãàëàñÿ îäðàçó ï³ñëÿ 70 õâ ñòàíäàðòíîãî 
åëåêòðîôîðåçó, ³ ñòàíîâèëà 0,14 ± 0,02 òà 0,12 ±
± 0,01 ï³ñëÿ 80 òà 180 õâ ïóëüñ-åëåêòðîôîðåçó, 
â³äïîâ³äíî (ðèñ. 2, à). Ïðè öüîìó äîâæèíà íàé-
äîâøèõ ïåòåëü, ùî ì³ñòèëèñÿ ó õâîñòàõ êîìåò, 
áóëà ñï³âñòàâíà, ïðèíàéìí³ â ìåæàõ ïîõèáêè, 

³ç òàêîþ, ùî áóëà çàô³êñîâàíà ï³ñëÿ 70 õâ. çâè-
÷àéíîãî åëåêòðîôîðåçó (ðèñ. 2, b).

Ïîÿñíåííÿì çàô³êñîâàíîãî çìåíøåííÿ ê³ëü-
êîñò³ ÄÍÊ â õâîñòàõ êîìåò ìîæå áóòè ïåðå-
îð³ºíòàö³ÿ ïåòåëü ÄÍÊ ïðè ïóëüñóþ÷³é çì³í³ 
íàïðÿìêó åëåêòðè÷íîãî ïîëÿ. Â³çóàëüíèì äîêà-
çîì òàêî¿ ïåðåîð³ºíòàö³¿ º íàÿâí³ñòü íà ïðåïà-
ðàòàõ êîìåò íå îäíîãî, à äâîõ òðåê³â, ñïðÿìîâà-
íèõ ó ïðîòèëåæíèõ íàïðÿìàõ (ðèñ. 3). Íàâåäåí³ 
íà ðèñ. 2, à çíà÷åííÿ ÷àñòêè ÄÍÊ ó õâîñòàõ 
ñòîñóþòüñÿ ò³ëüêè îäíîãî – îñíîâíîãî – òðåêó, 
íàïðÿì ÿêîãî ñï³âïàäàº ç íàïðÿìîì åëåêòðî-
ôîðåçó íà ïîïåðåäíüîìó åòàï³ (â ïîñò³éíîìó 
åëåêòðè÷íîìó ïîë³). Àíàë³ç ÷àñòêè ÄÍÊ, ùî 
ïðèïàäàº íà «ïåðåîð³ºíòîâàí³» ïåòë³ (ó äîäàò-
êîâîìó õâîñò³), òà ¿õ ðîçì³ð³â äîâîäèòü, ùî ïå-
ðåîð³ºíòàö³þ çä³éñíþþòü íåâåëèê³ çà ðîçì³ðîì 
ïåòåëüí³ äîìåíè ³ç êîíòóðíîþ äîâæèíîþ 23 ± 

Ðèñ. 1. Â³äíîñíà ÷àñòêà ÄÍÊ ó õâîñòàõ êîìåò F (à) òà ñåðåäíÿ êîíòóðíà äîâæèíà L ó òèñÿ÷àõ ïàð íóêëåîòèä³â 
(ò.ï.í.) íàéäîâøèõ ïåòåëü (b) ÿê ôóíêö³¿ òðèâàëîñò³ åëåêòðîôîðåçó (ïðè ñòàíäàðòíîìó êîìåòíîìó åëåêòðî-
ôîðåç³ â ïîñò³éíîìó åëåêòðè÷íîìó ïîë³). Ñóö³ëüíà êðèâà – ðåçóëüòàò ï³äãîíêè ï³ä â³äïîâ³äíó òåîðåòè÷íó 
ìîäåëü (äèâ. Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè); íàâåäåí³ ïîõèáêè – ñòàíäàðòí³ â³äõèëåííÿ. Íà ïàíåë³ ñ ïðåäñòàâëåí³ 
òèïîâ³ ôîòîãðàô³¿ êîìåò ï³ñëÿ 20, 40 òà 80 õâ åëåêòðîôîðåçó íóêëåî¿ä³â (øêàëà – 10 ìêì)
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± 2,1 ò.ï.í., ÷àñòêà ÿêèõ ñòàíîâèòü 0,07 ± 0,01. 
Òóò ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî îáèäâà äîñë³äæóâàí³ ïà-
ðàìåòðè ç òî÷í³ñòþ â ìåæàõ ïîõèáêè ñï³âïàäà-
þòü ³ç òàêèìè äëÿ ïåðøîãî ïëàòî ê³íåòè÷íèõ 
êðèâèõ ïðè ñòàíäàðòíîìó êîìåòíîìó åëåêòðî-
ôîðåç³ (ðèñ. 1 à, b). Ïðè öüîìó ÷àñòêà ïåòåëü 
ÄÍÊ, ÿê³ íå ïåðåîð³ºíòóþòüñÿ, ñï³âïàäàº ³ç 
÷àñòêîþ ÄÍÊ, ùî ì³ãðóº íà äðóãîìó çàòðèìà-
íîìó åòàï³ ñòàíäàðòíîãî êîìåòíîãî åëåêòðî-
ôîðåçó. 

Äëÿ ïîÿñíåííÿ îòðèìàíîãî ðåçóëüòàòó âàðòî 
çâåðíóòèñÿ äî îòðèìàíèõ íàìè ðàí³øå äàíèõ 
ùîäî îáîðîòíîñò³ ðóõó ÄÍÊ ïðè ñòàíäàðòíî-
ìó êîìåòíîìó åëåêòðîôîðåç³ (Afanasieva et al, 
2013). Ñóòü åêñïåðèìåíò³â çâîäèëàñÿ äî íà-
ñòóïíîãî: ï³ñëÿ äîâãîòðèâàëîãî åëåêòðîôîðåçó 
(á³ëüøå ãîäèíè), êîëè ÷àñòêà ÄÍÊ ó õâîñòàõ 
êîìåò äîñÿãàëà ñâîãî ìàêñèìóìó, âèìèêàëè 
ñòðóì ³ àíàë³çóâàëè â³äñîòîê ÄÍÊ ó õâîñòàõ 
÷åðåç ïåâí³ ïðîì³æêè ÷àñó âèòðèìêè ïðåïàðà-
ò³â ó áóôåðíîìó ðîç÷èí³. Îòðèìàíèé ðåçóëüòàò 
ñâ³ä÷èâ ïðî ïîñòóïîâå çíèæåííÿ ÷àñòêè ÄÍÊ â 
õâîñòàõ êîìåò â³ä ~22 äî ~10 %. Ïîâòîðíå óâ³-
ìêíåííÿ ñòðóìó ïðèçâîäèëî äî äóæå øâèäêîãî 
íàðîñòàííÿ (çà 10 õâ) ÷àñòêè ÄÍÊ ó õâîñòàõ 
êîìåò äî ìàêñèìàëüíîãî ð³âíÿ. Îáîðîòí³ñòü 
ðóõó ïåòåëü ïîÿñíþºòüñÿ íàÿâí³ñòþ ó ïåòëÿõ 
òîðñ³éíî¿ íàïðóãè, ÿêà âèíèêàº ïðè âèòÿãóâàí-
í³ äî àíîäó íàäñï³ðàë³çîâàíèõ ïåòåëü ÄÍÊ: ï³ä 
ä³ºþ åëàñòè÷íèõ ñèë òàê³ ïåòë³ äîâîë³ øâèäêî 

ì³ãðóþòü íàçàä ï³ñëÿ âèìêíåííÿ åëåêòðè÷íîãî 
ñòðóìó. Î÷åâèäíî, ùî äî çâîðîòíîãî ðóõó çäàò-
í³ íå âñ³ ïåòë³, à ëèøå ïåâíà ¿õ ÷àñòèíà: íà-
â³òü ï³ñëÿ äîâãîòðèâàëî¿ âèòðèìêè ïðåïàðàò³â 
áåç ñòðóìó ~10 % ïåòåëü çàëèøèëàñÿ ó õâîñ-
ò³. Íàéá³ëüø ³ìîâ³ðíîþ ïðè÷èíîþ â³äñóòíîñò³ 
îáîðîòíîñò³ ðóõó öèõ ïåòåëü º ¿õ ðåëàêñîâàíèé 
ñòàí (â³äñóòí³ñòü òîðñ³éíî¿ íàïðóãè), ÿêèé º íà-
ñë³äêîì àáî íàêîïè÷åííÿ ðîçðèâ³â ó ïåòëÿõ, àáî 
â³äñóòí³ñòþ òîïîëîã³÷íèõ îáìåæåíü íà ê³íöÿõ 
ïåòåëü. Äëÿ ïîÿñíåííÿ ã³ñòåðåçèñíî¿ ïîâåä³íêè 
ì³ãðàö³¿ ïåòåëü, ÿêèé ìè ñïîñòåð³ãàëè ïðè ïî-
âòîðíîìó óâ³ìêíåíí³ ñòðóìó, ìè ïðèïóñòèëè, 
ùî ïåòë³, ÿê³ ïîâåðòàþòüñÿ íàçàä ó ãîëîâó êî-
ìåòè, ðîçòàøîâóþòüñÿ íà ïîâåðõí³ íóêëåî¿äó ³ 
òîìó òàê øâèäêî âèòÿãóþòüñÿ äî àíîäó ï³ñëÿ 
óâ³ìêíåííÿ åëåêòðîôîðåçó çíîâó. Â³äïîâ³äíî, 
ìè ïðèïóñòèëè òàêîæ, ùî ïåòë³, ÿê³ ì³ãðóþòü íà 
ðàíí³õ åòàïàõ åëåêòðîôîðåçó (ïåðøà ñõîäèíêà 
íà êðèâèõ ðèñ. 1 à, b), ðîçòàøîâàí³ íà ïåðèôåð³¿ 
íóêëåî¿ä³â ³ ñàìå ïðîñòîðîâèì ðîçì³ùåííÿì (à 
íå ðîçì³ðîì) â ïåðøó ÷åðãó ïîÿñíþºòüñÿ âèñî-
êà øâèäê³ñòü ¿õ ì³ãðàö³¿. 

Îòðèìàíèé ðåçóëüòàò ùîäî ïåðåîð³ºíòàö³¿ ïå-
òåëü ÄÍÊ ïðè êîìåòíîìó ïóëüñ-åëåêòðîôîðåç³ 
äîçâîëÿº åêñïåðèìåíòàëüíî ï³äòâåðäèòè äàíå 
ïðèïóùåííÿ. Íà ÷àñòêó ÄÍÊ ó ñêëàä³ ïåòåëüíèõ 
äîìåí³â, ÿê³ âñòèãàþòü ïåðåîð³ºíòóâàòèñÿ çà ÷àñ 
çâîðîòíîãî ³ìïóëüñó, ïðèïàäàº ïðàêòè÷íî òàêà 
ñàìà ê³ëüê³ñòü ÄÍÊ, ÿêà ôîðìóº ïåðøå ïëàòî 

Ðèñ. 2. ×àñòêà ÄÍÊ F ó îñíîâíèõ (äèâ. ðèñ. 3) õâîñòàõ êîìåò (à) òà ðîçì³ð íàéäîâøèõ ïåòåëü L 
ó òèñÿ÷àõ ïàð íóêëåîòèä³â (b) ï³ñëÿ 80 òà 180 õâ êîìåòíîãî åëåêòðîôîðåçó â ïóëüñóþ÷îìó ïîë³. 
Íàâåäåí³ ïîõèáêè – ñòàíäàðòí³ â³äõèëåííÿ
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ê³íåòè÷íî¿ êðèâî¿ ïðè ñòàíäàðòíîìó êîìåòíîìó 
åëåêòðîôîðåç³ (ðèñ. 1, à). Øâèäêà ïåðåîð³ºíòà-
ö³ÿ, ÿê ³ øâèäêèé ðóõ äî àíîäó ïðè ñòàíäàðòí³é 
ñõåì³ åëåêòðîôîðåçó, ìîæëèâ³ ëèøå çà óìîâè 
ïîâåðõíåâîãî ðîçì³ùåííÿ öèõ ïåòåëü. Îòæå, 
÷àñòêà ÄÍÊ ó ñêëàä³ ïåðèôåðè÷íèõ (ïîâåðõ-
íåâèõ) ïåòåëü íóêëåî¿äó ñòàíîâèòü ~7–8 %, à
ðîçì³ð öèõ ïåòåëü íå ïåðåâèùóº ~25 òèñ. ïàð 
íóêëåîòèä³â. 

Ïåòë³, ÿê³ íå çì³íþþòü íàïðÿìêó ñâîãî ðóõó 
ïðè ïóëüñ-åëåêòðîôîðåç³ ³ çàëèøàþòüñÿ ó «îñíî-
âíîìó» õâîñò³ êîìåòè, ÿêèé áóâ ñôîðìîâàíèé 
ïðè ñòàíäàðòíîìó êîìåòíîìó åëåêòðîôîðåç³, 
ðåïðåçåíòóþòü ñîáîþ âíóòð³øí³ ïåòë³ íóêëåî¿-
äó (ñàìå òîìó ¿õ ì³ãðàö³ÿ â õâ³ñò º óïîâ³ëüíåíîþ 
(Afanasieva et al, 2013)). Ìàíåâðåí³ñòü ¿õíüîãî 
ðóõó ï³ä ä³ºþ çì³ííîãî åëåêòðè÷íîãî ïîëÿ î÷å-
âèäíî óñêëàäíþºòüñÿ ¿õí³ìè çíà÷íèìè ðîçì³-
ðàìè (äî ~150 òèñ. ïàð íóêëåîòèä³â). Ó òàêèõ 
ïåòëÿõ ðîçì³ùåíî ~14 % ãåíîìíî¿ ÄÍÊ. ÄÍÊ, 
ðóõ ÿêî¿ íå ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ïðè ñòàíäàðòíîìó 
êîìåòíîìó åëåêòðîôîðåç³, íå ì³ãðóº òàêîæ ³ ïðè 
ïóëüñ-åëåêòðîôîðåç³. Â³äñóòí³ñòü ì³ãðàö³¿ ìîæå 
áóòè ïîâ’ÿçàíà ç äâîìà äîñèòü î÷åâèäíèìè ïðè-
÷èíàìè. Ïî-ïåðøå, ÷àñòèíà ïåòåëü, âèÿâëåíèõ 
ó êë³òèíàõ ëþäèíè, ìàº äóæå âåëèê³ ðîçì³ðè 

(äî 200 ìëí ïàð íóêëåîòèä³â (Rao et al, 2014; 
Afanasieva et al, 2017)), òîáòî, âîíè çàíàäòî âå-
ëèê³ äëÿ ì³ãðàö³¿ ÿê ïðè ñòàíäàðòíîìó, òàê ³ 
ïðè ïóëü-åëåêòðîôîðåç³. Ïî-äðóãå, äîñèòü çíà-
÷íà ÷àñòèíà ÄÍÊ ðîçòàøîâàíà íà ä³ëÿíêàõ ì³æ 
ïåòåëüíèìè äîìåíàìè – ì³ãðàö³ÿ òàêî¿ ÄÍÊ 
âçàãàë³ âèãëÿäàº âåëüìè ïðîáëåìàòè÷íîþ.

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Öÿ ñòàòòÿ íå 
ì³ñòèòü áóäü-ÿêèõ äîñë³äæåíü ç âèêîðèñòàííÿì 
ëþäåé ³ òâàðèí ÿê îá’ºêò³â.
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè çàÿâëÿþòü ïðî â³ä-
ñóòí³ñòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â.
Ô³íàíñóâàííÿ. Öå äîñë³äæåííÿ íå îòðèìóâàëî 
áóäü-ÿêîãî êîíêðåòíîãî ãðàíòó â³ä ô³íàíñóþ-
÷èõ óñòàíîâ ó äåðæàâíîìó, êîìåðö³éíîìó àáî 
íåêîìåðö³éíîìó ñåêòîðàõ. 

INNER AND OUTER DNA LOOPS IN CELL 
NUCLEI: EVIDENCE FROM PULSED-FIELD 
COMET ASSAY

M. Chopei, V. Olefirenko, K. Afanasieva, A. Sivolob

Taras Shevchenko National University of Kyiv

E-mail: mariana.chopei@gmail.com, aphon@ukr.net

At higher order levels chromatin is organized into loops, 
and this looping plays an important role in transcription 
regulation. In our previous works we investigated the 
kinetics of DNA loop migration during single cell gel 
electrophoresis (the comet assay) of nucleoids obtained 
from lysed cells. It was shown that there are three parts 
of DNA in nucleoids: DNA in rather small loops which 
migrate rapidly; DNA in the loops up to ~150 kb, the 
migration of which is retarded; and larger loops that 
cannot migrate. Here we applied, for the first time, the 
pulse-field electrophoresis in the comet assay. Our results 
show that the first rapid step during the usual comet assay 
can be attributed to loops on the nucleoid surface while 
the second slow component represents loops inside the 
nucleoid.
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