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БІОІНфОРМАТичНий АНАЛІз  
пРОМОТОРНОї ДІЛЯНКи ГЕНА TaMSH7

За результатом зіставлення послідовності кДНК гена TaMSH7 та послідовності 3В хромосоми 
Triticum aestivum встановлено, що ген TaMSH7 має 15 інтронів і на 3B хромосомі локалізований у по-
ложенні від 119371926 до 119373011. Дослідження 5’UTR ділянок генів MSH7 дев’яти рослин, в тому 
числі злаків Oryza sativa та Zea mays, вказує на те, що послідовність кДНК гена TaMSH7 ймовірно є 
вкороченою з 5’-кінця. Враховуючи ці дані, кандидатом на точку ініціації трансляції виступає кодон 
ATG у положенні 433-435 нуклеотидів перед геном. На основі аналізу ймовірної промо торної ділянки 
гена TaMSH7 встановлено велику кількість CpG точок метилювання, рівень метилювання яких може 
вказати на особливості регуляції експресії гена у геномах інтрогресивних ліній. Послідовність довжи-
ною 816 нуклеотидів перед імовірним сайтом ініціації трансляції гена TaMSH7 містить 75 CpG сай-
тів метилювання і є мішенню для розробки праймерів з метою бісульфітного секвенування та вста-
новлення рівня метилювання ймовірної промоторної ділянки. З використанням програмного забез-
печення Bisulfite Primer Seeker, розробленого фірмою Zymo (Irvine, CA, США), вдалося отримати 
послідовності праймерів, що охоплюють 31 сайт метилювання у ймовірній промоторній ділянці гена 
TaMSH7. Перевірка рівня метилювання CpG сайтів цієї ділянки дасть змогу вказати на особливості 
експресії гена TaMSH7. Порівняння рівня метилювання ймовірної промоторної ділянки гена TaMSH7 
інтрогресивних ліній пшениці та їхніх батьківських форм дозволить встановити, чи впливає на рі-
вень метилювання промоторного регіону досліджуваного гена наявність або відсутність чужинного 
генетичного матеріалу у геномі.

Ключові слова: TaMSH7, MSH7, промоторна ділянка гена, 5’UTR, сайт ініціації трансляції, бісуль
фітне секвенування, СpG точка метилювання.

Вступ
Система виправлення помилок спарювання 

основ MMR (MisMatch Repair) є базовою та висо-
коконсервативною системою репарації геному, 
необхідною для передання коректної генетичної 
інформації нащадкам [1]. Ця система широко ві
дома через свою роль у репарації некомплемен
тарних пар основ і неспарених нуклеотидів, що 
виникають унаслідок помилок при реплікації, 
дезамінуванні 5-метилцитозина та рекомбінації 
між відмінними послідовностями. Система MMR 
також бере участь у обробці та/або передачі сиг
налів, що виникають унаслідок різних типів по
шкоджень ДНК [1]. Репарація відбувається вна- 

  слідок складної взаємодії між численними білка
ми, які є консервативними у бактерій, тварин 
і рослин [2]. У еукаріотів початкове розпізнаван
ня пошкоджень ДНК здійснюють гетеродимерні 
комплекси, відомі як MutSα (MSH2-MSH6) та 
MutSβ (MSH2-MSH3). MutSα розпізнає неком п-
лементарні пари основ та поодинокі індели (indel – 
insertion-deletion loop), в той час як MutSβ в ос
новному взаємодіє з IDL довжиною 2-12 основ [3]. 
Рослини мають унікальний MutS білок – MutSγ, 
який складається з комплексу (MSH2–MSH7) [4]. 
Нині MutSγ досліджений значно менше, ніж 
MutSα та MutSβ. Попередні дослідження демон
струють, що MutSγ переважно розпізнає певні 
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некомплементарні пари основ [5]. Функ ціо наль-
ні дослідження репараційної системи на дріж
джах показали, що MutSγ відіграє важливу роль 
у розпізнаванні послідовності, що містить T та/
або G/T, A/C, T/C, G/A, T/T, або A/A, некомпле
ментарні пари, які виникли внаслідок дезамі
нування цитозину та 5-метилцитозину, а також 
внаслідок дії УФ-світла чи окисного мутаге-
незу [6]. Крім того, існують дані стосовно сут-
тєвої ролі MSH7 у процесі мейозу: у пшени- 
ці ген TaMSH7 експресується на високому рівні 
у молодих квітках, також цей ген було картовано 
в Ph2 локусі, що, як відомо, впливає на гомеоло
гічну рекомбінацію [7]. У трансгенному Hordeum 
vulgare експресія гена MSH7 виявилася необхід
ною для фертильності рослини [8]. У томата 
(Solanum lycopersicum) супресія гена MSH7 була 
пов’язана з помірним підвищенням рівня гомео
логічної рекомбінації між хромосомами томата 
та спорідненого дикорослого виду Solanum lyco-
persicoides [9]. 

Вплив метилювання на рівень експресії, а отже 
і роботу системи MMR, на рослинах не дослі
джено. Інша ситуація спостерігається з дослі
дженням впливу метилювання промоторних ді
лянок генів MSH2 та MSH6 на їхню експресію 
у ракових клітинах [10; 11]. Ці дослідження 
вказують на те, що метилювання промоторних 
ді лянок генів MMR системи репарації геному 
призводить до зменшення рівня експресії від
повідних генів і, як наслідок, збільшення кіль
кості помилок у геномі.

Інтрогресивні лінії м’якої пшениці під час сво
го створення неодноразово перебувають у стані 
геномного стресу, і цей стан може зберігатися 
навіть у цитологічно стабільних лініях [12]. Такі 
лінії є зручною моделлю для дослідження про
цесів, що відбуваються у геномах внаслідок при-
внесення чужинного генетичного матеріалу. Брак 
інформації стосовно роботи генів MMR системи 
у інтрогресивних геномах унеможливлює розу
міння повної ролі генів MMR у підтримці таких 
геномів. Дослідження рівня метилювання і від
повідно особливостей експресії гена TaMSH7 
у геномі інтрогресивних ліній м’якої пшениці мо- 
же вказати на особливості роботи MMR системи 
репарації в умовах стресу, спричиненого привне
сенням чужинного генетичного матеріалу.

Матеріали та методи

У дослідженні використовували послідовнос-
ті таких генів і хромосом: кДНК гена TaMSH7 
Triticum aestivum (GenBank AF354709.1), хромо
сома 3В Triticum aestivum (GenBank HG670306.1), 

ген AtMSH7 (Gene ID 822040), ген MSH7 Vitis 
vinifera (Gene ID 100260983), ген MSH7 Solanum 
lycopersicum (Gene ID 100462656), ген MSH7 
Oryza sativa (Gene ID 4325353), ген MSH7 Glycine 
max (Gene ID 100776965), ген MSH7 Sesamum 
indicum (Gene ID 105162107), ген MSH7 Brassica 
napus (Gene ID 106391373), ген MSH7 Gossypium 
raimondii (Gene ID 105773605), кДНК гена MUS2 
Zea mays (GenBank AJ238787.1), ген MUS2 Zea 
mays (GenBank AJ238786.1), ген MSH7 Oryza sa-
tiva (GenBank XM_015766983.1).

Для встановлення промоторної ділянки гена 
TaMSH7 використовували такі програми, алго
ритми та сервери: сервер ViroBLAST [13], Mega 
BLAST алгоритм NCBI [14; 15], NCBI Eukaryotic 
Genome Annotation Pipeline (з використанням 
miRBase [16], RefSeq [17] та Splign [18]), Se
quence Viewer 3.12.2 (NCBI), база даних CpG-
острівців та аналітичних додатків DBCAT (Data-
Base of CpG islands and Analytical Tool) [19], 
Bisulfite Primer Seeker розроблений Zymo (Irvine, 
CA, США).

РЕзУЛьТАТи ТА ОБГОВОРЕННЯ

Встановлення структури гена TaMSH7

Ген TaMSH7 (Triticum aestivum MSH7) пше
ниці було вперше ізольовано у 2002 р. Донґом та 
співавторами з використанням зонду до консер
вативного регіону гена MSH6 дріжджів [7]. По
слідовність гена було встановлено за допомогою 
3’RACE та 5’RACE методики, однак ген демон
стрував значно більшу гомологію до гена MSH7 
кукурудзи та MSH7 арабідопсису, ніж до MSH6, 
отже це був новий ген MSH7 пшениці – TaMSH7. 
3’RACE методика дала змогу встановити кодую
чу послідовність гена до полі-А хвоста, в той час 
як 5’RACE методика – лише частково встанови
ти послідовність початку гена. Отже, наявна у 
базі даних послідовність (GenBank AF354709.1) 
характеризує кДНК гена TaMSH7, однак лише 
часткову, без кодуючої послідовності початку ге- 
на та без промоторної ділянки гена. З викорис
танням нуллі-тетрасомних та дителосомних ліній 
пшениці ген TaMSH7 було локалізовано на ко
роткому плечі 3A, 3B та 3D хромосоми пшениці 
[7]. Секвенування трьох MSH7 генів, розташова
них на короткому плечі 3 гомеогрупи хромосом 
пшениці, не виявило значних розбіжностей у по
слідовності нуклеотидів у цих генів [8].

У 2014 р. було секвеновано хромосому 3B м’я- 
кої пшениці [20]. Оскільки TaMSH7 міститься на 
короткому плечі 3A, 3B та 3D хромосом, порів
няння сиквенсу 3B хромосоми з послідовністю 
гена TaMSH7 дало змогу встановити положення 



гена на хромосомі, отримати дані стосовно його 
структури, а також вийти на фланкуючі послі
довності досліджуваного гена (рис. 1). Ймовір
но через вкрай велику послідовність 3B хромо
соми (близько 770 мільйонів пар основ) BLAST 
із використанням програмного забезпечення сер -
верів NCBI не зміг опрацювати порівняння  
послідовностей [15]. Використання сервера 
ViroBLAST дало змогу вирішити цю проблему 
[13]. Ген TaMSH7 (без його початкової послі
довності) розташований на 3В хромосомі пше- 
ниці у положенні від 119371926 до 119373011 і міс- 
тить щонайменше 15 інтронів у своїй послі
довності. 

Окремі труднощі викликало встановлення про
моторної ділянки гена та точки ініціації транс-
ляції, що є необхідним для встановлення повної 
структури гена. Сучасне, наявне у доступі, біоін
форматичне програмне забезпечення не дає змо
ги анотувати промоторні ділянки гена, його точ
ку ініціації трансляції та інші дані силами окре
мого користувача. Для цього потрібна робота 
великих дослідних груп і проектів, таких як 
NCBI Eukaryotic Genome Annotation Pipeline, 
що використовує бази даних NCBI, алгоритми 
miRBase [16], RefSeq [17], Splign [18] та інше 
програмне забезпечення для анотації геномів. 
Наразі у цій базі даних відсутній анотований ге
ном пшениці, але наявні геноми 39 інших рос
линних видів. Порівняння структури генів MSH7 
цих видів із геном TaMSH7 може допомогти вста
новленню промоторного регіону досліджувано
го гена.

порівняння структури та положення  
гена MSH7 на прикладі різних рослин

Якщо встановити промоторну та 5’UTR ді
лянки гена виключно біоінформатичним шляхом 
неможливо, можна проаналізувати вже вста
новлені 5’UTR ділянки генів MSH7 інших видів 
рослин та вказати на приблизний її розмір у гена 
TaMSH7 пшениці м’якої. У Arabidopsis thaliana 
ділянка від початку транскрипції гена до початку 
трансляції (кодону ATG) містить 60 нуклеотидів 
(Gene ID: 822040), сам ген AtMSH7 роз та  шо ва- 

ний на 3-й хромосомі. У Vitis vinifera 5’UTR регіон 
гена MSH7 (Gene ID: 100260983) має 173 нуклео
тиди, ген розташований на 11-й хромосомі. 
У Solanum lycopersicum ген MSH7 (Gene ID: 
100462656) розташований на 7-й хромосомі, його 
5’UTR ділянка має два інтрони, загалом послі
довність має довжину від 10347436 (локація ге-
на на хромосомі) до 10347987, тобто 551 нукле
отид. Перший екзон має довжину 240 нуклеоти
дів, другий – 241–297, третій з 10347945 по 
10347987 – 42 нуклеотиди [4]. Oryza sativa має 
ген MSH7 (Gene ID: 4325353) на хромосомі 1, 
5’UTR ділянка представлена 124 нуклеоти дами. 
У Glycine max ген MSH7 (Gene ID: 100776965) 
локалізований на хромосомі 7, його 5’UTR ді
лянка розташована від 8112544 до 8112619 
нуклеотиду хромосоми – має у довжину 75 
нуклеотидів. Sesamum indicum має 5’UTR ділян- 
ка гена MSH7 (Gene ID: 105162107) з 5642578 
по 5642446 нуклеотид на LG5-й хромосомі, 132 
нуклеотиди. 5’UTR регіон гена MSH7 (Gene ID: 
106391373) ріпаку Brassica napus розташова
ний на хромосомі C4 у положенні 23871332-
23871414 – довжина становить усього 82 нукле
отиди. 5’UTR регіон досліджуваного гена бавов
ника Gossypium raimondii (Gene ID: 105773605) 
розташований на хромосомі 10 і складається з 
161 нуклеотиду. 

Порівняння восьми 5’UTR ділянок генів MSH7 
різних рослин вказує на те, що її довжина коли
вається у межах від 551 нуклеотида у Solanum 
lycopersicum до 60 нуклеотидів у Arabidopsis 
thaliana. Можливо, 5’UTR ділянка гена TaMSH7 
міститься у таких межах.

Донґ і співавтори у дослідженні гена TaMSH7 
порівнювали його з кДНК гена кукурудзи MUS2 
(GenBank AJ238787.1) [7]. Структура MUS2 схо
жа зі структурою гена TaMSH7, зокрема послі
довність MUS2 є неповною, в ній також відсут
ній початок гена. Однак у 2006 р. Хорват і Кунз 
ізолювали та охарактеризували повну геномну ДНК 
гена MUS2 (GenBank AJ238786.1) (неопублікова
ні дані). Цей ген також містить 15 ін  тронів, 5’UTR 
ділянка має довжину 283 ну  кле отиди. Порівняння 
геномної ДНК гена MUS2 з його кДНК та ге- 
ном TaMSH7 дає змогу ідентифікувати можливу 

Рис. 1. Порівняння послідовності 3В хромосоми (нуклеотиди від 119370077 до 119381076)  
з послідовністю кДНК гена TaMSH7, отримане у Sequence Viewer (NCBI).  

Сірі прямокутники – екзони, лінії між ними – інтрони.  
Вертикальні лінії у послідовності кДНК TaMSH7 – SNP
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Рис. 2. Вирівнювання послідовностей ДНК гена MUS2, кДНК гена MUS2 та кДНК гена TaMSH7.  
Бали вирів. – бали вирівнювання, що характеризують ідентичність послідовностей 

Бали вирів. 
MUS2 ДНК

MUS2 кДНК 
TaMSH7 кДНК 

5’-ділянку останнього. Перший екзон TaMSH7 
демонструє високу ідентичність до кДНК гена 
MUS2 (більше ніж 200 балів вирівнювання), од
нак є коротшим (рис. 2).

Відстань від початку 5’UTR ділянки ДНК MUS2 
до першого екзону TaMSH7 становить 680 нуклео
тидів. Перший екзон гена MUS2 на 396 нуклеоти
дів довший за аналогічний екзон TaMSH7 (рис. 2). 
Ймовірно, ця відстань у 396 нуклеотиди і є тією 
частиною екзону, яка була відсутня у секвенова
ній послідовності з дослідження Донґа. 

Рис. 3. Порівняння послідовностей гена MSH7 Oryza sativa з послідовністю кДНК гена MSH7 Oryza sativa  
та геном TaMSH7, отримане у Sequence Viewer (NCBI). Вертикальні лінії у послідовності кДНК TaMSH7 – SNP

Порівняння кДНК гена TaMSH7 м’якої пшени
ці з геном MSH7 (GenBank XM_015766983.1) 
Oryza sativa демонструє високий рівень ідентич-
ності цих генів – 83 %. Ген рису анотований, і це 
може допомогти в анотації TaMSH7. Порівняння 
кДНК гена TaMSH7 з послідовністю гена MSH7 
рису вказує на те, що ген пшениці на 340 нуклеоти
дів коротший з 5’-кінця. 5’UTR гена MSH7 Oryza 
sativa становить 124 нуклеотиди (рис. 3). Загалом 
кДНК гена TaMSH7 коротша за відповідну кДНК 
аналогічного гена у рису на 216 нуклеотидів.

Порівняння гена TaMSH7 пшениці з анало
гічними генами MSH7 двох інших злаків, куку
рудзи та рису, дає змогу встановити можливі 

Рис. 4. Фланкуюча 5’-послідовність ділянки кДНК гена TaMSH7 довжиною 933 нуклеотиди.  
Сірим кольором виділено початок 5’UTR аналогічного гена кукурудзи.  

Підкреслено початок кДНК гена кукурудзи. ATG – сайт ініціації трансляції

приблизні межі невідомого фрагмента першо
го екзону, а також ймовірні розміри 5’UTR ді
лянки (рис. 4–5).

Ідентифікація 5’-фланкуючої  
послідовності гена TaMSH7



Рис. 5. Фланкуюча 5’-послідовність ділянки кДНК гена TaMSH7 довжиною 933 нуклеотиди.  
Сірим кольором виділено початок 5`UTR аналогічного гена рису.  

Підкреслено початок кДНК гена рису. ATG – сайт ініціації трансляції

Аналіз ділянки довжиною 933 нуклеотиди до 
початку кДНК гена TaMSH7 вказує, що ймовір
ним кандидатом точки початку трансляції висту
пає кодон ATG у положенні 433-435 (виділено 
жирним шрифтом), оскільки усі інші кодони роз
ташовані значно ближче до початку послідов
ності кДНК гена. Послідовності перед кодоном 
ATG є мішенню для перевірки метилювання.

Розробка праймерів  
для бісульфітного секвенування ймовірної 

промоторної ділянки гена TaMSH7

Використання програмного забезпечення 
DBCAT з метою аналізу послідовності перед ймо
вірним сайтом ініціації трансляції гена TaMSH7 
вказує на велику кількість CpG сайтів метилю
вання, що розташовані відразу після точки ініці
ації трансляції (рис. 6) [19]. 

Рис. 6. Сайти метилювання 5’-фланкуючої  
послідовності кДНК гена TaMSH7.  

* Ймовірний сайт ініціації трансляції

Послідовність довжиною 816 нуклеотидів пе
ред імовірним сайтом ініціації трансляції гена 
TaMSH7 містить 75 CpG сайтів метилювання 
(рис. 7) і є мішенню для розробки праймерів із 
метою бісульфітного секвенування та встанов
лення рівня метилювання ймовірної промоторної 
ділянки. Метилювання промоторного регіону ге-
на MSH6 людини [11] та дріжджів [21] призво
дить до суттєвого зниження рівня експресії гена. 
Ймовірно це стосується і рівня експресії схожо
го за функціями та структурою білка TaMSH7.

Рис. 7. 5’-фланкуюча послідовність кДНК гена TaMSH7 довжиною 1249 нуклеотидів.  
Сірим кольором виділено CpG сайти метилювання. ATG – ймовірний сайт ініціації трансляції гена TaMSH7
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Використовуючи програмне забезпечення Bi-
sulfite Primer Seeker, розроблене фірмою Zymo 
(Irvine, CA, США), вдалося отримати послідов
ності праймерів, що охоплюють 31 сайт мети
лювання у ймовірній промоторній ділянці гена 
TaMSH7 (рис. 8, таблиця).

Використання ймовірної промоторної ділянки 
гена TaMSH7 як мішені для бісульфітного секве
нування з метою перевірки рівня метилювання 
промоторного регіону гена TaMSH7 дасть змогу 
вказати на особливості регуляції експресії дослі
джуваного гена у геномах інтрогресивних ліній.

Висновки

Порівняння послідовності кДНК гена TaMSH7 
(GenBank AF354709.1) з послідовністю 3B хро
мосоми Triticum aestivum (GenBank HG670306.1) 
показало, що досліджуваний ген має 15 інтронів, 
а 5’-послідовність кДНК не є повною. Порівнян
ня послідовностей гена MSH7 Oryza sativa (Gen-
Bank XM_015766983.1) з послідовністю кДНК 
гена MSH7 вказує на те, що останній має кДНК, 

Рис. 8. Бісульфітно конвертована 5’-фланкуюча послідовність кДНК гена TaMSH7.  
Сірим кольором виділено CpG сайти метилювання та послідовності праймерів.  

ATG – ймовірний сайт ініціації трансляції

Таблиця. послідовності праймерів, специфічних до ймовірної 5’UTR ділянки гена TaMSH7

Назва  
праймера

Довжина  
праймера, нт 

Розмір  
продукту, нт

Кількість 
CpG Tm послідовність (5’а

TaMSH7-
5’UTR/L 25

492 31
57.1 GTTTTAGGGTTTTGTTTGGGTTTGG

TaMSH7-
5’UTR/R 25 55.8 ATCACATAAAACACCATCCAACAAC

коротшу за відповідну кДНК аналогічного ге- 
на у рису на 216 нуклеотидів. Аналіз послідов
ностей генів TaMSH7 та гена MUS2 Zea mays 
(GenBank AJ238786.1) демонструє, що перший 
екзон послідовності TaMSH7 гена пшениці ко
ротший на 396 нуклеотидів. З цих даних випли
ває, що ген пшениці TaMSH7 ймовірно має точку 
ініціації трансляції у положенні перед відомою 
послідовністю гена. Аналіз 933 нуклеотидів вка
зує, що найбільш імовірним кандидатом точки по
чатку трансляції виступає кодон ATG у положен
ні 433-435, усі інші кодони розташовані значно 
ближче до початку послідовності кДНК гена.

Майже відразу після ймовірної точки ініціа
ції трансляції у напрямку 3’–5’ йде ділянка, бага
та на CpG точки метилювання, що є природнім 
для промоторних ділянок декотрих генів родини 
MMR [10; 21]. Детальне дослідження такої ді
лянки та використання бісульфітного секвену
вання для перевірки рівня метилювання промо
торного регіону гена TaMSH7 дасть змогу вказа
ти на особливості експресії цього гена у геномах 
інтрогресивних ліній м’якої пшениці. 
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 S. Mykhailyk, M. Antonyuk

BIOINFORMATIC ANALYSIS OF TaMSH7 PROMOTER REGION

Comparison of cDNA sequences of TaMSH7 gene and Triticum aestivum 3B chromosome revealed that 
TaMSH7 containі 15 introns and is localized in the position from 119371926 to 119373011 on 3B chromo-
some. Analysis of nine MSH7 5’UTR derived from different plants species, including cereals Oryza sativa and 
Zea mays, indicates that the cDNA sequence of TaMSH7 is probably shortened from 5’-end. Considering these 
data, a possible translation initiation codon ATG is located at 433-435 nucleotides upstream to the available 
cDNA gene sequence. Based on the analysis of the predicted promoter region of TaMH7 gene, a large number 
of CpG methylation points were determined. The methylation level of such points can reveal the features of 
gene expression regulation in the genomes of introgressive lines. An 816 bp sequence upstream to predicted 
TaMSH7 translation initiation site contains 75 CpG methylation sites and becomes a target for bisulfite se-
quencing to establish the predicted promoter region methylation level. The sequences of primers covering 31 
site of methylation in the predicted promoter region of TaMSH7 gene were obtained by Bisulfite Primer Seek-
er software developed by Zymo (Irvine, CA, USA). Evaluating the level of CpG sites methylation within the 
predicted promoter region allows to specify features of TaMSH7 gene expression in Triticum aestivum. Possi-
ble differences in the methylation level of TaMSH7 predicted BY THE gene promoter region in genomes of in-
trogressive wheat lines and in genomes of their parental forms may show if the presence of alien genetic ma-
terial in genome affects the level of methylation within the promoter region of the studied gene.

Keywords: TaMSH7, MSH7, gene promoter region, translation initiation site, bisulfite sequencing, CpG 
methylation site, 5’UTR.
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