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Введение. Система проницаемых для нуклеотидов клеток эукариот 
широко используется при изучении репликативного и репаративного 
синтезов Д Н К [1—4], а также АДФ-рибозилировапия [2]. Результаты 
исследований на клетках, сделанных проницаемыми после воздействия 
ДНК-тропных повреждающих агентов, свидетельствуют о последова-
тельном протекании этапов репарации Д Н К , начиная от инцизии нитей 
Д Н К вблизи сайтов повреждения и, по крайней мере, до этапа репара-
тивного ресинтеза [3—5]. Следует, однако, отметить, что эффектив-
ность процессов заметно варьирует в зависимости от условий экспе-
римента [3, 5]. В связи с этим был поставлен вопрос о том, в какой 
мере процесс репарации, регистрируемый в проницаемых клетках, яв-
ляется отражением репарации, происходящей в интактных клетках [5]. 
В собственных исследованиях взаимосвязи репарации разрывов Д Н К 
и поли(АДФ-рибозилирования) ядерных белков, проведенных на про-
ницаемых клетках, мы обратили внимание на заметную деградацию 
Д Н К при инкубации проницаемых клеток в реакционной смеси для 
регистрации ДНК-полимеразной реакции [6]. Аналогичные указания 
мы встретили и в других работах [5, 7]. 

В связи с этим целью настоящей работы было изучение взаимо-
связи процессов нуклеазной деградации и синтеза Д Н К в клетках ге-
патомы Зайделя, сделанных проницаемыми четырьмя разными спо-
собами. 

Материалы и методы. Клетки асцитной гепатомы Зайделя отбирали в опыт на 
5-й день после внутрибрюшинной перевивки белым беспородным крысам. Проницае-
мость клеточных мембран д л я нуклеотидов обеспечивалась обработкой тритоном Х-100 
[8] , твином-80 [9] , гипотоническим буфером (ГБ) [10] или дигитонином. В последнем 
случае клетки суспендировали (до 107 к л / м л ) в том буфере, в котором проводилась 
обработка тритоном. Дигитонин добавлялся до 0,005 % из концентрированного раст-
вора в диметилсульфоксиде. После 5 мин инкубации при 37 °С клетки быстро о х л а ж -
дали, промывали и ресуспендировали в растворе д л я пермеабилизации без дигитонина. 
Увеличение времени инкубации или концентрации дигитонина не приводило к сущест-
венному росту уровня синтеза Д Н К , но, согласно данным [11], могло быть причиной 
деструктивных изменений в клетках. 

Активность синтеза Д Н К в проницаемых клетках (2-Ю 6 клеток на пробу) опре-
деляли по включению [ 3 Н ] Т М Ф в кислотонерастворимую фракцию при инкубации 
клеток в ДНК-полимеразной смеси с [ 3 Н ] Т Т Ф , как описано ранее [6]. В отдельных 
сериях экспериментов в раствор для получения проницаемых клеток добавляли спер-
мин и спермидин до концентрации 0,15 и 0,5 мМ соответственно. При этом конечная 
концентрация полиаминов в ДНК-полимеразной смеси была в три раза ниже. Концент-
рация СаС12 и афидиколина составляла 1 мМ и 1 мкг /мл . Облучение клеток ультра-
фиолетом в дозе 60 Д ж / м 2 проводили под лампой БУВ-30 (преимущественно 254 нм) 
при мощности дозы 2,3 Д ж / м 2 за 1 с. Седиментационный анализ Д Н К проницаемых 
клеток в градиентах концентрации щелочной сахарозы (ГКЩС, 5—20 %, 5 мл) вы-
полнен по методу [12]. 

Предварительно клеточную Д Н К метили введением крысам внутрибрюшинно 
[ 3 Н]тимидина (0,56 Т Б к / м м о л ь ) в количестве 37 к Б к на 1 г веса животных. Клетки 
лизировали на градиенте 18 ч при комнатной температуре и центрифугировали на ро-
торе SW-50.1 в течение 5 ч при 20 °С и 22 000 об/мин. 

Результаты и обсуждение. Кривые, представленные на рис. 1, де-
монстрируют существенно отличающийся уровень синтеза Д Н К , реги-
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стрируемый in vitro по включению [ 3Н]ТМФ в кислотонерастворимый 
материал проницаемых клеток, полученных разными способами. Д л я 
сравнения на рисунке приведена кривая, иллюстрирующая включение 
метки (или ее прочную адсорбцию) в Д Н К клеток, выдержанных перед 
проведением ДНК-полимеразной реакции в растворе Хенкса, содержа-
щем 20 мМ HEPES-буфер (рН 7,6) в течение 30 мин при 20 °С. 

Учитывая результаты опубликованных ранее исследований [1, 2], 
следует считать, что регистрируемый в проницаемых клетках синтез 

Рис. 1. Включение [ 3 Н ] Т М Ф в Д Н К клеток асцитной гепатомы Зайделя , сделанных 
проницаемыми различными способами. Д л я пермеабилизации клеток были использова-
ны тритон Х-100 ( / ) , твин-80 (2 ) , ГБ (5), дигитонин (4), тритон X - 1 0 0 + п о л и а м и н ы 
(5), раствор Хенкса (6) 
Fig. 1. Kinetics of [ 3 Н ] Т М Р incorpora t ion into DNA of Za jde l a hepa toma cells permeabi-
lized by d i f ferent methods . Tri ton X-100 ( / ) , Tween-80 (2), hypotonic buf fe r (3) , digi-
lonin (4), Tri ton X - 1 0 0 + p o l y a m i n e s (5), H a n k s solut ion (5), were used to make the 
colls permeable for nucleot ides 

Рис. 2. Седиментация в Г К Щ С (справа налево) Д Н К лизатов клеток гепатомы Зайде-
ля сразу после пермеабилизации ( / ) и после инкубации в течение 60 мин (2) в Д Н К -
полимеразной смеси. Проницаемость обеспечивалась обработкой клеток тритоном 
Х-100 (а), твином-80 (б), дигитонином (в) или Г Б (г) 
Fig. 2. Alkal ine sucrose densi ty g rad ien t sed imenta t ion ( f rom r ight to left) of DNA f rom 
Za jde la hepa toma cells lysed jus t a f t e r permeabi l iza t ion (1) and a f t e r 60' min incu-
bat ion in the DNA polymerase mix tu re (2). Cells were permeabi l ized by the t r e a t m e n t 
with Tri ton X-100 (a), Tween-80 (6), d ig i tonin (в) or hypotonic buf fe r (г) 

Д Н К отражает без существенных качественных искажений характер 
синтеза Д Н К в интактпых клетках. Наблюдаемые различия уровня син-
теза Д Н К возможно объяснить разной степенью проницаемости мем-
бран для предшественников синтеза Д Н К . С другой стороны, в рабо-
тах с использованием тритона Х-100 отмечено, что этот детергент дей-
ствует не только на клеточную и ядерную мембраны, но и на структу-
ру хроматина и ассоциированные с ним ферментативные активности. 
Это приводит к высвобождению во внеклеточную среду Р Н К [13] и 
белковых факторов [3], а также обусловливает, вероятно, возмож-
ность для частичной нуклеазной деградации (инцизии) хромосомной 

В таком случае можно предположить, что в обработанных детер-
гентами клетках инцизия хроматина может быть причиной образова-
ния «затравочных» концов в Д Н К , пригодных для функционирования 
ДНК-полимераз, и таким образом повышает уровень регистрируемого 
синтеза ДНК- Этот добавочный синтез Д Н К , по-видимому, следует 
считать внеплановым, протекающим на одной из комплементарных ни-
тей, в отличие от репликативного синтеза Д Н К . Уровень внепланового 
синтеза, вероятно, будет определяться агентом, использованным для 
повышения проницаемости мембран, точнее — характером его воздей-
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ствия на хроматин. Сходная ситуация ранее была описана для синтеза 
Д Н К , регистрируемого в ядрах гепатоцитов, изолированных в сахароз-
ных растворах в присутствии Са 2 + или M g 2 + [14]. Д л я проверки пред-
положения о возможной роли неспецифической нуклеазной инцизии, 
определяемой свойствами мембранотропных агентов в повышении 
исходного уровня внепланового синтеза Д Н К , мы сравнили характер 
седиментации в Г К Щ С Д Н К проницаемых клеток сразу после их по-
лучения и после проведения ДНК-полимеразной реакции в течение 
60 мин (рис. 2) . Видно, что за 60 мин инкубации происходит заметный 
сдвиг пика седиментационного профиля к верху градиента в случае 
клеток, обработанных тритоном Х-100 или твином-80. В Д Н К клеток, 
обработанных тритоном, регистрируется появление медленно седимен-
тирующих продуктов деградации в верхней части градиента. Меньше 
эффект снижения скорости седиментации Д Н К в ГКЩС после 60 мин 
инкубации в ДНК-полимеразной смеси выражен для проницаемых кле-
ток, полученных обработкой низкосолевым буфером или дигитонииом. 
Как раз в этих случаях уровень синтеза Д Н К в проницаемых клетках 
заметно ниже, чем при обработке детергентами. Известно, что дигито-
нин обеспечивает проницаемость мембран, элиминируя из них холесте-
рин, с которым образует прочные комплексы [15]. При этом характер 
действия дигитонина на хроматин, вероятно, таков, что в проницаемых 
клетках не происходит формирования участков повышенной доступ-
ности для нуклеаз, которые в процессе инкубации в ДНК-полимераз-
ной смеси реализуются в «затравочные» концы для инициации синтеза 
Д Н К . Можно думать, что исходный уровень повреждений хромосомной 
Д Н К обусловлен в этом случае в основном гидродинамическим фак-
тором. 

Таким образом, результаты проведенных экспериментов демон-
стрируют зависимость уровня синтеза Д Н К от степени фрагментации 
хромосомальной Д Н К . Это дает основание полагать, что разные ме-
тоды получения проницаемых клеток по-разному сказываются на со-
стоянии хроматина и, в частности, на доступности для эндогенных 
нуклеаз в процессе инкубации в условиях, обеспечивающих синтез 
Д Н К . Это положение подтверждается еще двумя фактами. Во-первых, 
если пермеабилизовать клетки тритоном Х-100 в присутствии сперми-
на и спермидина и добавлять эти полиамины в ДНК-полимеразную 
реакционную смесь, то уровень регистрируемого синтеза снижается в 
1,5—1,7 раза (рис. 1). Полагают, что полиамины прочно связываются 
с фосфатными группами в Д Н К [16], стабилизируя ее структуру и, 
вероятно, защищают ее от нуклеазной деградации. Поэтому наблюдае-
мый эффект понижения уровня синтеза Д Н К можно рассматривать как 
иллюстрацию защиты полиаминами определенных участков в Д Н К , ко-
торые были доступными нуклеазной атаке в клетках, обработанных 
тритоном Х-100. Во-вторых, добавление в ДНК-полимеразную смесь 
Са 2 + до концентрации 1 мМ существенно повышает уровень синтеза 
Д Н К в клетках, обработанных тритоном Х-100, но не ГБ (рис. 3). Это 
можно интерпретировать как наличие в клетках, обработанных детер-
гентом, значительного количества сайтов, которые доступны инцизии 
Са2 +-зависимой нуклеазой. Образующиеся концы могут служить за-
травкой для функционирования ДНК-полимеразы. Полиамины, добав-
ленные в среду пермеабилизации с тритоном, частично защищают Д Н К 
от действия Са2 +-зависимых нуклеаз, уменьшая прирост Са2 +-стиму-
лируемого синтеза примерно на половину ( 1 4 9 + 6 и 1 2 6 + 8 % соот-
ветственно, различия достоверны при Р = 0,05). В клетках, обработан-
ных низкосолевым буфером, таких нуклеазочувствительных мест при 
добавлении Са 2 + практически не обнаруживается (рис. 3). 

Следует, вероятно, думать, что Са 2 + -зависимая активация синтеза 
Д Н К отражает в основном неспецифическую нуклеазную инцизию. Мы 
пытались обнаружить синтез Д Н К , стимулируемый УФ-излучением, для 
активации которого необходима работа специфических эндонуклеаз 
[4]. В экспериментах, где проницаемые клетки получены с помощью 
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ГБ, через 10 мин инкубации при 37 °С после УФ-облучения в дозе 
60 Д ж / м 2 (рис. 3) прирост синтеза по сравнению с контрольными клет-
ками составлял 2 1 + 5 % (различия достоверны при Р = 0,1). Добавка 
Са 2 + практически не влияла на эту величину. В наших экспериментах 
прирост синтеза Д Н К в клетках, пермеабилизованных низкосолевым 
буфером после УФ-облучения, практически полностью подавлялся афи-
диколином. Это согласуется с представлениями о существенной роли 

Рис. 3. Влияние различных факторов на уровень синтеза Д Н К 
в клетках асцитной гепатомы Зайделя , сделанных проницае-
мыми обработкой тритоном Х-100 или ГБ: 1 — тритон Х - 1 0 0 + 
+ С а 2 + ; 2 — (тритон Х-100+полиамины) + С а 2 + ; З — Г Б + 
+ Са 2 +; 4 — УФ + ГБ; 5 — УФ + Г Б + С а 2 + ; 6 — Г Б + а ф и д и к о -
лин; 7 — У Ф + Г Б + а ф и д и к о л и н . За 100 % принят уровень син-
теза Д Н К в контрольных проницаемых клетках (без облуче-
ния и без дополнительных добавок) , полученных обработкой 
тритоном Х-100 или ГБ соответственно 
Fig. 3. Ef fec ts of d i f ferent fac tors on the DNA synthes is level 
in Za jde la hepa toma cells m a d e permeable by the t r ea tmen t 
with Tri ton X-100 or hypotonic buf fe r ( H B ) : / — Tri ton 
X - 1 0 0 + C a 2 + ; 2 — (Triton X - 1 0 0 + p o l y a m i n e s ) + C a 2 + ; 3 — 
H B + C a 2 + ; 4 — U V + H B ; 5 — U V - f H B + C a 2 + ; 6— H B + a p h i -
dicolin; 7 — U V + H B + a p h i d i c o l i n . The DNA synthes is level in 
control permeable cells (without i r radia t ion and wi thout any 
add i t ions ) , prepared by the t r ea tmen t with Tri ton X-100 or hy-
potonic buffer , respectively, is t aken as 100 % 

ДНК-полимеразы α в обеспечении УФ-индуцированного синтеза Д Н К 
[4]. Низкий уровень УФ-стимулируемого внепланового синтеза Д Н К 
по сравнению с описанным на проницаемых клетках человека, возмож-
но, обусловлен дефицитом УФ-специфических эндонуклеаз в клетках 
грызунов [7]. Не исключено, однако, что регистрация внепланового 
синтеза затруднена вследствие относительно высокого уровня синтеза 
Д Н К , обусловленного повреждением хроматина неспецифическими пу-
клеазами. 

Таким образом, основным итогом настоящей работы является де-
монстрация зависимости уровня синтеза Д Н К в проницаемых клет-
ках асцитной гепатомы Зайделя от степени поврежденности хромосо-
мальиой Д Н К , которая определяется в существенной мере способом 
пермеабилизации клеток. Это обстоятельство может быть определяю-
щим при выборе метода получения проницаемых клеток, особенно в 
экспериментах, имеющих целью регистрацию внепланового синтеза 
Д Н К и изучение его особенностей, а также исследование репарации 
повреждений Д Н К , протекающих с участием иицизионных нуклеаз. 
Предпочтительным в этом случае следует считать методы пермеабили-
зации клеток без применения детергентов, действующих на липопро-
теидпый комплекс хроматина. 

T H E DNA P O L Y M E R A S E ACTIVITY AND F O R M A T I O N O F STRAND 
B R E A K S IN DNA O F ZAJDELA A S C I T E S H E P A T O M A C E L L S 
P E R M E A B I L I Z E D BY D I F F E R E N T M E T H O D S 

V. G. Bezlepkin, R. A. Namvar, T. A. Bezlepkina, Α. I. Gaziev 

Ins t i tu te of Biological Physics , 

Academy of Sciences of the USSR, Pushchino, Moscow Region 

S u m m a r y 
Za jde la hepa toma cells were permeabil ized for nucleot ides by the t r ea tmen t with digi-
tonin, hypotonic buffer , Tween-80 or Tri ton X-100. The dependence of the DNA b r e a k a g e 
amoun t and the level of [ 3 H ] T M P - i n c o r p o r a t i o n into the cell DNA on the type of the 
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used m e m b r a n e d a m a g i n g agen t was shown when incuba t ing the permeable cells in the 
DNA po lymerase mixture . There is reason to believe tha t va r ious a g e n t s p rov id ing per-
meabi l i ty of cell wal l produce a d i f fe ren t effect on chromat in increas ing avai labi l i ty of 
DNA for a t t acks of e n d o g e n o u s nucleases . The formed DNA breaks induce the unschedu-
led DNA synthes i s and increase the to ta l level of the DNA polymerase act ivi ty in per-
meable cells. Thus, to inves t iga te the DNA repair on the permeable cells the me thods 
of cell permeabi l iza t ion p rov id ing the min imal initial level of ch romat in d a m a g e should 
be used. 
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