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ИНДУЦИРОВАННЫЙ РАДИАЦИЕЙ ВНЕПЛАНОВЫЙ 
СИНТЕЗ ДНК И ДНК-ПОЛИМЕРАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ 
НА ЯДЕРНОМ МАТРИКСЕ 

В. Г. Безлепкин, Ю. Ю. Малиновский, А. И. Газиев 

Введение. Скелетные структуры ядра описаны для различных клеток 
эукариот под названием «ядерного матрикса» [1], «скаффолда» [2] 
или «кейджа» [3]. Получены доказательства того, что помимо структу-
рирующей роли ядерный матрикс является местом инициации репли-
кативного синтеза Д Н К и, возможно, собственно репликации [4, 5]. 
Показано также участие ядерного матрикса в транскрипции [6], в про-
цессинге Р Н К [7], в связывании рецепторов стероидных гормонов [8]. 
Есть указания на то, что матрикс может быть мишенью химических 
канцерогенов [9]. При заражении клеток онкогенными вирусами в со-
ставе ядерного матрикса появляются новые белки [10]. В связи с из-
ложенным выше несомненный интерес представляет вопрос о возмож-
ной роли структур ядерного скелета в обеспечении условий для вне-
планового индуцированного генотоксическими факторами синтеза ДНК-
Одним из внутриклеточных процессов, участвующих в регуляции вне-
планового синтеза в клетках эукариот, является поли(АДФ-рибозили-
рование) ядерных белков [11—13]. Поэтому систему АДФ-рибозилиро-
вания наряду с ДНК-полимеразами следует рассматривать в качестве 
важного компонента обеспечения внепланового синтеза ДНК. 

В настоящем исследовании мы анализировали индуцированный 
УФ- или γ-радиацией и резистентный к оксимочевине (ОМ) или Ι-β-D-
арабинофуранозилцитозину (агаС) синтез ДНК, а также ДНК-поли-
меразные и поли(АДФ-рибозо)синтетазную активность в составе ядер-
ного матрикса и ядер в целом в клетках гепатомы Зайделя и гепато-
цитах крыс. Результаты экспериментов показывают, что в начальный 
период после облучения клеток внеплановый синтез Д Н К протекает с 
высокой скоростью преимущественно в составе ядерного матрикса. 

Материалы и методы. Ж и в о т н ы е и к л е т к и . В работе использовали самцов 
крыс линии Вистар весом 170—200 г. Асцитную гепатокарциному Зайделя (получена 
из ВОНЦ АМН СССР) поддерживали перевивкой внутрибрюшинно с интервалом 4— 
5 дней. Операцию частичной гепатоэктомии крыс проводили между 10 и 11 часами 
утра за 22 ч до эксперимента. 

В ы д е л е н и е я д е р и п о л у ч е н и е я д е р н о г о м а т р и к с а . Очищенные 
фракции ядер из клеток печени и асцитной гепатомы готовили по описанным в литера-
туре методам [4, 14]. Ядерный матрикс получали по схеме, приведенной в работе [4]г 

с незначительными модификациями. 
С и н т е з Д Н К . Синтез ДНК в гепатоцитах in vivo определяли по включению 

[5-Ме-3Н] тимидина в кислотонерастворимый материал ядер после введения радиоак-
тивного тимидина (74 кБк/г веса) в воротную вену печени наркотизированных диэти-
ловым эфиром крыс [15]. Синтез ДНК в клетках асцитной гепатомы регистрировали, 
определяя уровень кислотонерастворимой радиоактивности, образующейся при инку-
бации клеток в среде Игла с 10% сыворотки при 37 °С в присутствии [3Н] тимидина 
(930 кБк/мл; 0,75 ТБк/ммоль). ДНК-полимеразную активность изолированных ядер, 
субъядерных фракций и препаратов матрикса in vitro в «α-полимеразной» или «β-поли-
меразной» смесях регистрировали, как описано в работе [4]. Избирательное ингиби-
рование ДНК-полимераз α или β в препаратах ядер и субъядерных фракций достига-
лось добавлением в реакционную смесь N-этилмалеимида (ЭМИ, 10 мМ) или ddTTP 
(0,5 мМ) соответственно [16, 17]. Для индукции внепланового синтеза суспензию кле-
ток асцитной гепатомы Зайделя в среде Игла облучали УФ-светом под лампой БУВ-30 
(преимущественно 254 нм; 0,6 Дж/м2 в с) или γ-радиацией (б0Со, 52,7 Гр/мин) в ле-
дяной бане без дополнительной аэрации. При этом репликативный синтез ингибировался 
предварительной инкубацией клеток в течение 30 мин в присутствии 5 мМ ОМ или 
0,1 мМ агаС [18] в среде Игла с сывороткой. Последующую инкубацию клеток с [3Н] 
тимидином проводили также в присутствии указанных ингибиторов. 

БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА, 1985, т. 1, № 5 259 



А Д Ф-р и б о з и л и ρ о в а н и е я д е р н ы х б е л к о в . Поли (АДФ-рибозо) син-
тетазную активность ядер и субъядерных фракций определяли по включению остатков 
[14С] АДФ-рибозы в кислотонерастворимый материал при инкубации препаратов в при-
сутствии никотинамида [U-14C] адениндинуклеотида («Amersham», Англия; 55 кБк/мл; 
3,7 ГБк/мМ), как описано в работе [11]. Частичное ингибирование поли (АДФ-рибозо) 
синтетазной активности достигалось добавлением в реакционную смесь 2 мМ никотин-
амида [13]. 

Д р у г и е м е т о д ы . Количественное определение белка проводили модифици-
рованным методом Лоури [19], а ДНК — по величине оптической плотности гидроли-
затов ТХУК-преципитируемого материала [20]. Радиоактивность определяли с помощью 
сцинтилляционного спектрометра SL-4000 («Intertechnique», Франция) на бумажных 
дисках в сцинтилляторе на основе толуола или диоксановом сцинтилляторе Брея (в слу-
чае кислотных гидролизатов ДНК). 

Результаты и обсуждение. И н и ц и а ц и я в н е п л а н о в о г о 
с и н т е з а Д Н К н а я д е р н о м м а т р и к с е. В табл. 1 представле-
ны результаты сравнительного анализа уровня синтеза Д Н К в ядерном 
матриксе и в целых ядрах клеток гепатомы Зайделя после УФ- или у-
облучения в присутствии ОМ или агаС. Видно, что облучение клеток вы-
зывает прирост синтеза относительно остаточного уровня, резистентного 
к ингибитору. Максимальный прирост (внеплановый синтез ДНК) на-
блюдали в первые минуты пострадиационной инкубации в матриксной 
ДНК- Постепенно величина отношения прироста синтеза в матриксе и 
ядрах снижалась, хотя абсолютный уровень синтеза увеличивался. Раз-
личный характер регистрируемого внепланового синтеза Д Н К в опытах 
с применением ОМ или агаС обусловлен, вероятно, отличием механиз-
мов действия этих препаратов на синтез ДНК [18]. Полученные резуль-
таты свидетельствуют о преимущественной локализации внепланового 
синтеза ДНК на ядерном матриксе в клетках гепатомы Зайделя и со-
гласуются с данными Маккреди и Кука [21]. Возможность ассоциации 
УФ-индуцированного синтеза ДНК с ядерным «кейджем» в клетках He-
La была недавно продемонстрирована ими с помощью электронной мик-
роавторадиографии. Напротив, Мюллендерс с соавт. [22] использовали 
биохимический подход, но не смогли показать ассоциации с ядерным 
матриксом фибробластов VH-16 индуцированного УФ-светом внеплано-
вого синтеза ДНК. Возможно, это связано с большой длительностью 
(20 мин) инкубации облученных клеток с [3Н]тимидином. 

И з м е н е н и е У Ф - и н д у ц и р о в а н н о г о с и н т е з а Д Н К 
в з а в и с и м о с т и о т а к т и в н о с т и п о л и ( А Д Ф-р и б о з о ) с и н т е -

Т а б л и ц а 1 
Повышение уровня остаточного синтеза ДНК, резистентного к оксимочевине и агаС, 
в УФ- или у-облученных клетках гепатомы Зайделя 
Increase of residual DNA synthesis resistant to hydroxyurea and araC in UV- and 
γ-irradiated cells of Zajdela hepatoma 

Прирост синтеза ДНК, имп/мин на 1 мг Д Н К - 1 0 - 3 

Пострадиаци-
онная инкуба-

ция клеток, 
мин 

ОМ, 30 Дж/м2 ОМ, 100 Гр агаС, 100 Гр Пострадиаци-
онная инкуба-

ция клеток, 
мин а б а/б а б а/б а б а/б 

1,5 
5 

15 
30 

24.3 
35,2 
59.4 
56,7 

0 ,6 
2 0 

10,8 
15,4 

44,1 
17,5 
5.6 
3.7 

10 0 
10,1 
15,2 
16,4 

1,8 
3,5 
7,9 

16,3 

5,5 
2,9 
2,1 
1,0 

17 18 0,9 

П р и м е ч а н и е . Клетки через 4 мин после облучения инкубировали указанное время 
при 37 °С в среде Игла с [3Н] тимидином в присутствии ингибиторов. Затем получали 
ядра и ядерный матрикс. Определяли удельную радиоактивность матриксной (а) и об-
щей ядерной (б) ДНК. Представлены средние (из 4 экспериментов) величины прироста 
синтеза Д Н К , рассчитанного как разница уровней синтеза в контрольных и облученных 
клетках. 
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т а з ы . Полагают, что процесс поли(АДФ-рибозилирования) ядерных 
белков тесно связан с репарацией Д Н К [12, 13]. С этими представлени-
ями согласуются полученные в наших опытах свидетельства локализа-
ции на ядерном матриксе внепланового синтеза ДНК, с одной стороны, 
и поли (АДФ-рибозо)синтетазной активности — с другой (рис. 1). Об-
ращает на себя внимание факт более высокой стимуляции внепланового 
синтеза во фракции ДНК, ассоциированной с ядерным матриксом, по 

Рис. 1. Поли(АДФ-рибозилирование) белков субъядерных 
фракций в составе ядер (а) и их поли (АДФ-рибозо)синте-
тазная активность после экстракции из ядер (б) клеток 
регенерирующей печени крыс. За 100 % приняты уровни 
поли(АДФ-рибозилирования) белков и активности поли 
(АДФ-рибозо)синтетазы (25 700 имп/мин на 1 мг белка) 
в препаратах целых ядер. 1 и 2 — материал, экстрагируе-
мый из ядер низкосолевым или высокосолевым буфером 
соответственно [4]; 3—матрикс. Приведены средние ве-
личины результатов трех экспериментов. 
Fig. 1. Poly(ADP-ribosylation) of subnuclear fraction proteins in the nuclei (a) and their 
poly (ADP-ribose) synthetase activity after extraction from nuclei (6) of regenerating liver 
cells. Levels of poly(ADP-ribosylation) of proteins and activity of poly (ADP-ribose) syn-
thetase in the intact nuclei (25700 cpm per mg of protein) are taken as 100%. 1, 2 — 
products extracted from nuclei by low-salt (0.2 mM MgCl2) and high-salt (2 Μ NaCl) 
buffer, respectively, [4]; 3 — matrix. The mean values of three experiments are presented. 

сравнению с общей Д Н К в УФ-облученных в присутствии ОМ и нико-
тинамида клетках гепатомы Зайделя (табл. 2). Поскольку следствием 
ингибирования никотинамидом поли (АДФ-рибозо)синтетазной актив-
ности является дополнительная стимуляция репаративного синтеза 
Д Н К [13], то полученные результаты, на наш взгляд, являются еще 
одним доказательством преимущественной инициации внепланового 
синтеза Д Н К сразу после облучения клеток в участках ДНК, непосред-
ственно связанных с ядерным матриксом. 

Все полученные в наших экспериментах остаточные фракции ядер 
клеток нормальной и регенерирующей печени обнаруживали ДНК-по-
лимеразную активность (табл. 3). Очищенные ядра гепатоцитов под-
вергали последовательной экстракции низкосолевым буферным раство-
ром (10 мМ трис-HCl, рН 7,2, 0,2 мМ MgCl2, 1 мМ PMSF) с возраста-
ющей концентрацией NaCl. После каждой ступени экстракции отби-
рали часть материала, не экстрагируемого солью, промывали тем же 
буфером и использовали для определения ДНК-полимеразной актив-
ности [4]. Специфическую активность «ДНК-полимеразы β» регистриро-
вали в присутствии 10 мМ ЭМИ в препаратах, предварительно инкуби-
рованных в течение 30 мин с ингибитором. Активность «ДНК-полиме-

Т а б л и ц а 2 
Изменение синтеза ДНК под влиянием никотинамида в клетках гепатомы Зайделя, 
облученных УФ-светом (30 Дж/м2), в присутствии оксимочевины 
The effect of nicotinamide on DNA synthesis in UV-irradiated (30 f/m2) cells of Zajdela 
hepatoma in the presence of hydroxyurea 

Условия 

Удельная радиоактивность ДНК, имп/мин на 1 мг ДНК-10""3 

Условия 
Матрикс Ядра 

Условия 

2 мин 15 мин 2 мин 15 мин 

ОМ+УФ без никотинамида 35,0 65,4 10,2 43,7 
ОМ-}-УФ с никотинамидом 74,2 87,9 14,4 53,5 
Никотинамид/без никотинамида 2,1 1,3 1.4 1,2 

П р и м е ч а н и е . УФ-облученные клетки инкубировали с [3Н]тимидином. Изолирова-
ли ядра, получали ядерный матрикс и определяли удельную радиоактивность общей 
ядерной и матриксной ДНК. Приведены средние величины результатов 3 опытов. 
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разы α» определяли как разницу между общей ДНК-полимеразной ак-
тивностью препаратов и активностью, резистентной к ЭМИ. Установле-
но, что в ядрах клеток регенерирующей печени матрикс обогащен 
ЭМИ-ингибируемой ДНК-полимеразной активностью (табл. 3). В эк-
спериментах, где регистрировали зависимость ДНК-полимеразной ак-
тивности ядер и препаратов матрикса в бессолевой среде от величины 
рН, мы обнаружили (рис. 2), что доля резистентного к ЭМИ синтеза 

Рис. 2. Зависимость ДНК-полимеразной активности препаратов ядер и ядерного мат-
рикса из клеток нормальной (А) и регенерирующей печени (Б) крыс от величины рН 
реакционной смеси. Уровень ДНК-полимеразной активности, резистентной (а) или ин-
гибируемой (б) ЭМИ, регистрировали в реакционной смеси, описанной в [4], но без 
добавления NaCl или КС1. 1,2— ядра; 3, 4 — матрикс. 
Fig. 2. Dependence of DNA-polymerase activity of nuclei preparations and nuclear matrix 
from cells of normal (A) and regenerating (Б) rat liver on pH value of reaction mixture. 
Level of NEM-resistant (a) or NEM-inhibited (6) DNA-polymerase activity was measured 
in the reaction mixture [4] but without NaCl or KC1. 1, 2 — nuclei; 3, 4 — matrix. 

максимальна в матриксе из нормальной печени при рН 8,5, оптималь-
ном для регистрации активности ДНК-полимеразы β [23]. Напротив, 
эта величина минимальна в матриксе из клеток регенерирующей пече-
ни при рН 7,5, что является оптимумом для ДНК-полимеразы а [23]. 
В этих условиях регистрируют максимальный уровень активности, ин-
гибируемой ЭМИ. Наши результаты подтверждают известные литера-
турные данные об ассоциации с ядерным матриксом ДНК-полимеразы 
а [4, 5]. Относительно локализации на матриксе ДНК-полимеразы β 
сведения весьма ограничены [4, 24]. Хотя ДНК-полимераза β почти 
полностью экстрагируется из ядер раствором NaCl ([4] и табл. 3 на-
стоящей работы), это не является однозначным свидетельством ее от-
сутствия в ядерном матриксе интактной клетки. Показанная в наших 
экспериментах высокая удельная радиоактивность матриксной Д Н К 
из ядер, меченных в «β-полимеразной» смеси (табл. 4), а также нали-

Т а б л и ц а 3 
Специфическая активность двух типов ДНК-полимераз в препаратах ядер гепатоцитов 
после их экстракции низкосолевым буферным раствором (НБ) с возрастающей 
концентрацией NaCl 
Specific activity of two types of DNA polymerases in the hepatocyte nuclei preparations 
extracted by the buffer with NaCl increasing concentration 

Имп/мин на 1 мг белка· 10 ^ 

Ядерные фракции 
Нормальная печень Регенерирующая печень 

Ядерные фракции 

α β α β 

Ядра 1.2 10.3 5,5 12.5 
НБ 1.6 24.2 28.1 4.1 
НБ + 0,15 Μ NaCl 1.8 20.6 35.1 4 .3 
НБ + 0,30 Μ NaCl 3.7 9.9 77.2 4 .2 
НБ+0,45 Μ NaCl 7 .3 6,7 95.2 1.8 
НБ+0,60 Μ NaCl 3,0 3.1 103,7 0 ,3 
НБ + 2,0 Μ NaCl (ядерный матрикс) 2.3 1.1 121.4 0 .2 
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чиє в препаратах ядерного матрикса компоненты ДНК-полимеразной 
активности с оптимумом величины рН 8,5, подавляемой ddTTP, но ре-
зистентной к ЭМИ (табл. 5), могут быть интерпретированы как указа-
ние на ассоциацию с матриксом и функционирование в его составе 
ДНК-полимеразы β. 

Т а б л и ц а 4 
Синтез ДНК в ядрах клеток регенерирующей печени крыс in vivo и in vitro 
In vivo and iv vitro DNA synthesis in the nuclei of cells of regenerating rat liver 

Условия 
Длительность 
инкубации с 
меткой, мин 

Имп/мин на 1 мг ДНК-Ю~ 3 

Условия 
Длительность 
инкубации с 
меткой, мин Матриксная ДНК Общая ДНК 

In vivo 1.5 9,53 1,7 

In vitro, «α-Полимеразная» смесь 2,0 4 ,2 1.4 In vitro, «α-Полимеразная» смесь 
10,0 3 ,3 1.9 

In vitro, «β-Полимеразная» смесь 2,0 31,7 10,2 In vitro, «β-Полимеразная» смесь 
10,2 37,2 17,5 
60,2 54,5 46,7 

П р и м е ч а н и е . Специфическую радиоактивность фракций матриксной или общей 
ядерной Д Н К определяли после импульсного мечения гепатоцитов в организме живот-
ных (in vivo) [3Н]тимидином или препаратов ядер гепатоцитов (in vitro) после ин-
кубации с [3Н]ТТР. 

Т а б л и ц а 5 
ДНК-полимеразная активность препаратов ядер и ядерного матрикса гепатоцитов крыс 
в присутствии ингибиторов 
DNA polymerase activity of nuclei and nuclear matrix preparations of rat hepatocytes in 
the presence of inhibitors 

Ингибитор 

Синтез, резистентный к ингибитору, % 

Ингибитор 
Нормальная печень регенерирующая печень 

Ингибитор 

Матрикс Ядра Матрикс Ядра 

ЭМИ 35 92 0 ,2 70 
ddTTP 69 9 99 31 
ЭМИ+ddTTP 2 3 0 ,5 1,5 

П р и м е ч а н и е . За 100% принят уровень ДНК-полимеразной активности (имп/мин 
на 1 мг белка· Ю - 3 ) , регистрируемый в условиях, оптимальных для ДНК-полимеразы β 
в интактных препаратах ядер (18,5 и 27,1) или матрикса (4,95 и 110,3) из клеток нор-
мальной и регенерирующей печени крыс соответственно. Представлены средние величи-
ны результатов 4 экспериментов. 

Обнаружение внепланового синтеза Д Н К на ядерном матриксе и 
доказательства ассоциации с матриксом как ДНК-полимеразы ос, так 
и β согласуются с современными представлениями о совместном учас-
тии ДНК-полимераз α и β в репаративном синтезе Д Н К [25]. Одним 
из возможных свидетельств участия ДНК-полимераз ядерного матрик-
са в обеспечении внепланового синтеза Д Н К могут служить результа-
ты экспериментов, в которых показан максимальный уровень синтеза 
в препаратах матрикса in vitro с использованием экзогенной «акти-
вированной» матрицы Д Н К по сравнению с экзогенной денатурирован-
ной (однонитевой) или эндогенной матрицами Д Н К (157,75; 83,2 и 
66,9 имп/мин на 1 мг белка· 1 0 - 3 ) . «Активированная» матрица, полу-
ченная в результате умеренного ДНКазного перевара, напоминает Д Н К 
облученных клеток, где разрывы нитей и бреши образуются либо при 
непосредственном действии излучения, либо в результате атаки ин-
цизионных нуклеаз. 
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Таким образом, основным итогом проведенных нами исследова-
ний является обнаружение эффекта преимущественной инициации вне-
планового синтеза ДНК, индуцированного у- или УФ-излучением в 
клетках гепатомы Зайделя, на участках матриксной ДНК. Можно по-
лагать, что это явление обусловлено более высокой концентрацией на 
скелетных структурах ядра ферментов и факторов, обеспечивающих 
внеплановый синтез ДНК, а также более высокой доступностью для 
ферментов репарации поврежденных сайтов именно в матриксной 
ДНК, по крайней мере в первый момент после облучения. 

RADIATION-INDUCED UNSCHEDULED SYNTHESIS 
OF DNA AND DNA POLYMERASE ACTIVITY AT THE NUCLEAR MATRIX 

V. G. Bezlepkin, Yu. Yu. Malinovsky, Α. I. Gaziev 

Institute of Biological Physics, Academy of Sciences of the USSR, 
Pushchino, Moscow Region 

S u m m a r y 

At the nuclear matrix of UV- and γ-irradiated cells from Zajdela hepatoma the higher 
level of hydroxyurea-resistant DNA synthesis is observed in the initial (1.5-5 min) 
period of postradiation incubation in comparison with total nuclear DNA. But 1-β-D 
arabinofuranosylcytosine-resistant radiation-induced DNA synthesis is the same both in 
the nuclear matrix and in the intact nuclei of these cells. Both DNA polymerase α and 
DNA polymerase β are shown to participate in DNA synthesis at the nuclear matrix. 
DNA polymerase β is more strongly associated with the nuclear matrix of normal liver 
cells in comparison with nuclei of the regenerating liver. The poly-(ADP-ribose) synthe-
tase activity is shown to be associated with the nuclear matrix. Under the activity inhi-
bition the hydroxyurea-resistant DNA synthesis is, mainly, induced in the nuclear matrix. 
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