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СПЕЦИФИЧЕСКОЕ РАСЩЕПЛЕНИЕ ДНК УЛЬТРАЗВУКОМ:
СТАТИСТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ДАННЫХ

Панченко Л.А.1, Ильичева И.А.2, Нечипуренко Д.Ю.2,
Нечипуренко Ю.Д.2,3, Полозов Р.В4, Гроховский С.Л.2

1 Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова,
Биологический факультет, 119899 Москва

2 Институт молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН, 119991 Москва
3 Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова,

Физический факультет, 119899 Москва
4 Институт теоретической и экспериментальной биофизики РАН,

Московская область, 142290 Пущино

Ранее нами был предложен и развит метод исследования ДНК,
основанный на специфическом расщеплении сахарофосфатного остова
ДНК под действием ультразвука. Метод основан на сочетании двух
процедур - расщеплении рестриктных фрагментов ДНК ультразвуком и
анализе получаемых электрофоретических картин расщепления. Этот
метод позволяет определить относительные частоты расщепления
межнуклеотидных связей, значения которых обусловлены локальными
свойствами ДНК и ее физико-химическими характеристиками. В данной
работе статистический анализ экспериментальных данных выявил влияние
двух факторов: типа динуклеотида и нуклеотидной последовательности
фрагмента ДНК на относительную частоту расщепления, и позволил
оценить долю дисперсии наблюдения, которая обусловлена нуклеотидной
последовательностью фрагмента ДНК.

Локальные свойства структуры ДНК и ее физико-химические
характеристики, зависящие от нуклеотидной последовательности,
являются важными факторами биологического функционирования. В
настоящее время развивитие экспериментальных и компьютерных методов
исследования физико-химических характеристик ДНК в зависимости от ее
нуклеотидной последовательности является актуальным. Эти зависимости
как правило описываются в ди-, три- и тетрануклеотидных приближениях.
В работах [1, 2, 3] был предложен и развит новый метод исследования
ДНК, основанный на специфическом расщеплении сахарофосфатного
остова ДНК под действием ультразвука. Метод основан на сочетании двух
процедур - расщеплении рестриктных фрагментов ДНК ультразвуком и
анализе получаемых электрофоретических картин расщепления.
Получаемый набор значений интенсивностей полос на геле соответствует
степени расщепления межнуклеотидных связей в данной нуклеотидной
последовательности фрагмента ДНК. В качестве характеристики степени
расщепления использовалась относительная частота расщепления, равная
отношению значения интенсивности к значению средней интенсивности в
окрестности данной полосы (± 15 пар нуклеотидов). Это позволяет
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исключить влияние побочных факторов на расщепление [2]. В
предыдущих [1, 3] работах проведен анализ зависимости между
относительной частотой разрыва центральной связи во всех возможных
ди- и тетрануклеотидах и их нуклеотидным составом. Показано, что
частота разрывов межнуклеотидных связей зависит как от типа
образующих их нуклеотидов, так и от их ближайших соседей.

В данной работе проведен анализ хорошо разрешенных на геле
участков 140 рестриктных фрагментов ДНК с известными нуклеотидными
последовательностями. Длина таких участков составляла от -100 до ~250
нуклеотидов. Для нахождения зависимости между относительной частотой
расщепления центральной связи в каждом из 16 динуклеотидов ДНК (NN,
где N=A, С, G, Т) и типом динуклеотида применялся однофакторный
дисперсионный анализ, непараметрический критерии Крускала-Уоллиса и
Брауна-Муда, а также методы множественного сравнения - Тьюки-
Крамера и Крускала-Уоллиса. [4, 5, 6, 7]. В табл. 1 приведены значения
выборочных характеристик относительных частот ультразвукового
расщепления 16 динуклеотидов. На рис. 1 приведены значения средних и
95% доверительные интервалы для средних 16 динуклеотидов. Результаты
множественного сравнения показали, что положения центров
распределений относительных частот разрывов для динуклеотидов CG, СА
и СТ значимо отличаются от положения центров остальных динуклеотидов
на уровне а=0,05. Это показывает, что разрывы в этих динуклеотидах
происходят гораздо чаще, чем в других. Заметим, что центры
распределений для СА и СТ отличаются друг от друга незначимо.

Важным результатом проведенного анализа является то, что
положения центров распределения относительных частот разрывов в
комплементарных динуклеотидах различаются значимо. Наличие такой
асимметрии может свидетельствовать о том, что разрывы нитей двойной
спирали не всегда происходят строго между двумя соседними
комплементарными парами нуклеотидов. Это означает, что либо разрыв
обеих цепей происходит одновременно, но «со сдвигом» по
комплементарным цепям, либо он происходит в две стадии (вначале рвется
одна нить, потом - другая). В любом случае следствием будет появление
«липких концов» в местах разрывов. Эти выводы соответствуют выводам,
полученным нами ранее [1,2,3].

Чтобы выяснить, влияет ли на относительную частоту расщепления не
только тип динуклеотида (фактор А), но и какой вклад в общую
изменчивость относительной частоты расщепления обусловлен
последовательностью анализируемого участка рестриктного фрагмента
ДНК (фактор В), будем использовать двухфакторный дисперсионный
анализ. Уровни фактора А являются постоянными, а уровни фактора В
естественно рассматривать как случайные. В этом случае для анализа
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результатов эксперимента используется смешанная двухфакторная модель.
В качестве плана эксперимента рассмотрим двухфакторный план с
группировкой (nested design) для смешанной модели. Это план, для
которого уровни одного фактора А группируются по уровням другого
фактора В. При этом каждый уровень фактора В группируется не более
чем с одним уровнем фактора А, и фактор В называется сгруппированным
фактором А, В(А). Такой план позволяет оценить и ошибки наблюдения, и
вклад случайного фактора В(А) в общую изменчивость относительной
частоты расщепления, и влияние постоянного фактора Л на относительную
частоту расщепления [4, 5, 6, 7].

Таблица 1. Значения выборочных характеристик относительных частот
ультразвукового расщепления центральной фосфодиэфирной связи в 16
динуклеотидах. Обозначения: п - объём выборки; R - среднее значение;
Sfi ~ стандартное отклонение среднего; L\ и Li - нижний и верхний
пределы 95% доверительного интервала для среднего, соответственно.

Для построения такого плана для каждого типа динуклеотида
(постоянный фактор А с I уровнями) случайно выбирались «свои» J
фрагментов ДНК (случайный фактор В с J уровнями). У каждого из J
фрагментов для типа динуклеотида NN определяли значения частоты
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расщепления этого динуклеотида NN. В этом случае каждый уровень
фактора В сочетался не более чем с одним уровнем фактора А.

Смешанная модель для двухфакторного плана с группировкой имеет
вид

Статистические задачи дисперсионного анализа для
рассматриваемой модели состоят в том, чтобы найти оценки неизвестных
параметров и проверить статистические гипотезы. Для такой модели
проверяются две гипотезы:



Результаты проверки гипотез представлены в табл. 2 - 6 для каждой из
моделей 1-5, соответственно. Необходимо отметить, что все построенные
планы являются планами с неравным числом наблюдений при разных
комбинациях уровней факторов А и В(А). Поэтому при определении
значений числа степеней свободы, v*, которые в таблицах не приводятся,
оценок компонент дисперсии, значений MS, и, следовательно,
наблюденного значения статистики критерия, F-отношения, использовался
метод Саттервейта [5]. В табл. 7 приведены значения оценок компонент
дисперсии и оценка доли дисперсии наблюдения, которая обусловлена
фактором В(А) для каждой из пяти рассматриваемых моделей. Оценка

Анализ табл. 2 показывает, что влияние типа динуклеотида NN и
первичной структуры фрагмента ДНК на относительную частоту

Анализ табл. 3 показывает, что влияние типа динуклеотида AN на
относительную частоту его ультразвукового расщепления статистически
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Влияние типа динуклеотида CN и нуклеотидной последовательности
фрагмента ДНК, табл. 4., на относительную частоту ультразвукового
расщепления статистически значимо.

Таблица 5. Результаты дисперсионного анализа
для GN динуклотидов

Анализ табл. 5 показывает, что влияние типа динуклеотида GN и
нуклеотидной последовательности фрагмента ДНК на относительную
частоту ультразвукового расщепления статистически значимо на уровне



Влияние типа динуклеотида TN, как и нуклеотидной
последоватнльности фрагмента ДНК, (табл. 6.) на относительную частоту
ультразвукового расщепления статистически значимо.

Статистический анализ экспериментальных данных расщепления
ДНК ультразвуком выявил влияние на относительную частоту
расщепления двух факторов, типа динуклеотида и нуклеотидной
последовательности фрагмента ДНК, и позволил оценить долю дисперсии
наблюдения, которая обусловлена случайным фактором - нуклеотидной
последоватнльностью фрагмента ДНК. Результаты анализа показали, что
вклад фактора В(А) много меньше, чем вклад компоненты дисперсии
ошибки наблюдения.

Ранее мы показали [3], что относительные интенсивности
ультразвукового расщепления в разных позициях последовательности
ДНК симбатны интенсивности псевдовращения дезоксирибозы на 5'-конце
различных динуклеотидов. Наивысший уровень ультразвукового
расщепления характерен для динуклеотидов CN (см. рис. 1), что хорошо
объяснимо повышением интенсивности S<=>N-переходов в
дезоксицитидине (см. обсуждение результатов в работе [3]). На
интенсивность локальной конформационной динамики цикла
дезоксирибозы оказывает влияние не только тип основания, с которым она
связана, но также и контекст - соседствующие вдоль цепи нуклеотиды.
Поэтому первичная структура фрагмента влияет на уровень
ультразвукового расщепления динуклеотидов. Статистическое
исследование, проведенное в этой работе, показало, что влияние 3'-
концевого нуклеотида статистически значимо в любом контексте
первичной структуры фрагмента у динуклеотидов типа CN, GN и TN, в то
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время как в динуклеотидах AN это влияние маскируется эффектами
контекста.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ 11-04-
02001-а и Программы Президиума РАН по молекулярной и клеточной
биологии.
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