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S u m т а г у 

Polymeric levamisole-conta in ing d r u g of the pro longed action has been studied for its 
effect on regenera t ion processes of two types of connect ive t issues. It is shown possible 
to accelcrate the regenera t ion processes by an increase in the cell d i f fe ren t ia t ion in the 
place of implan ta t ions . 

УДК 570.313.12:577.23 

Д. Ю. Блохин, В. А. Стручков 

К ВОПРОСУ О НАДМОЛЕКУЛЯРНОЙ ОРГАНИЗАЦИИ 
НУКЛЕОИДОВ ЭУКАРИОТ 

Свойства нуклеоидов, выделенных из клеток лейкоза L1210 мышей, исследовали мето-
дами капиллярной эластовискозиметрии и седиментации. Изучалось действие на нукле-
оиды тиолов (2-меркаптоэтанола, дитиотреитола), проназы Р, РНКазы А, этанола, три-
хлорацетата натрия, нагревания до 60 и 95 °С. Показано, что повреждение каркаса 
нуклеоидов тиолами и проназой вызывает декомпактизацию комплекса без потери до-
менами ДНК суперспиральной конформации. Декомпактизация структуры комплекса 
наблюдается также в том случае, если выделенные нуклеоиды подвергаются действию 
РНКазы А в среде с низкой ионной силой; в других вариантах ферментных обработок 
декомпактизующего действия РНКазы А на нуклеоид не обнаружено. 

Показано, что нагревание препаратов нуклеоидов до температуры плавления двой-
ной спирали ДНК приводит к полной релаксации суперспиральных доменов и деграда-
ции комплекса. 

Введение. Проблеме суперспирально-домеиной организации хроматина 
эукариот и функционального значения явления суперспирализации Д Н К 
посвящен ряд обзоров последних лет [1—3]. В настоящее время дока-
зано наличие в геноме эукариотической клетки относительно обособ-
ленных областей — петлевых доменов ДНК,— прикрепленных к эле-
ментам ядерного скелета (фибриллярно-гранулярной сети интерфазно-
го ядра и фиброзному слою ядерной стенки — «ламине») [1—4]. 

Удобным объектом для исследования данного уровня организации 
клеточного ядра являются нуклеоиды — остаточные ядерные структу-
ры, состоящие из всей ядерной ДНК, белкового ядерного матрикса, 
фиброзной «ламины» и небольших количеств РНК, липидов и полиса-
харидов [1, 5, 6]. Нуклеоиды получают при обработке изолированных 
ядер или целых клеток неионными детергентами и концентрированны-
ми растворами солей, что приводит к последовательной солюбилизации 
мембран и экстракции большинства растворимых белков [7, 8]. Если 
процедура лизиса предусматривает подавление эндогенной нуклеазной 
и протеолитической активности, то полученные нуклеоиды, как прави-
ло, содержат суперспиральную Д Н К в виде сверхскрученных петель 
(доменов) [1,8—10]. 
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В предыдущем сообщении мы показали влияние условий выделе-
ния нуклеоидов на структуру и свойства полученных препаратов [ И ] . 
В настоящей работе сделана попытка оценить роль отдельных компо-
нентов этого комплекса в поддержании его компактной структуры и 
суперспиральной конформации ДНК. 

Материалы и методы. В работе использованы клетки перевиваемого лимфобласт-
иого лейкоза L1210, выделенные из асцитной жидкости мышей линии DBA/2 на 6-е сут 
после внутрибрюшинной перевивки IO6 опухолевых клеток. 

Препараты нуклеоидов для эластовискозиметрических исследований получали ли-
зисом целых клеток в течение 60 мин в растворе, содержащем 2 м о л я / л NaCl в бу-
фере TET (10 мМ трис-основание, 100 мМ Ка 2 -ЭДТА, рН 7,6, 0,5 %-ный тритон X-100), 
по методике, описанной нами ранее [11, 12]. В зависимости от цели эксперимента в 
состав лизирующего раствора вносили дополнительно 2-меркаптоэтанол («Serva», 
Ф Р Г ) — д о 250 мМ; дитиотреитол (ДТТ, «Calbiochem», С Ш А ) — д о 20 мМ; этанол — 
до 250 мМ; трихлорацетат натрия («Serva») — д о 100 мМ. В ряде экспериментов после 
60 мин лизиса при 2 0 ° С образцы помещали на 5 мин в водяную башо (60 или 95 °С), 
после чего быстро о х л а ж д а л и и использовали для эластовискозиметрии. 

Обработку нуклеоидов ферментами проводили, лизируя клетки в растворах с 
меньшим содержанием солей: 1,0 M NaCl в буфере TET при инкубации с проназой P 
(из Streptomyces griseus, удельная активность 45000 ед /г , «Serva») и 0,05-^2,0 M NaCl 
в буфере TET при инкубации с панкреатической Р Н К а з о й A («Schuchardt» , Ф Р Г ) . 

Капиллярную эластовискозиметрию образцов проводили, как описано ранее [11, 
12]. Во всех случаях для эластовискозиметрического титрования суперспиральной Д Н К 
в состав лизирующего раствора вносили бромистый этидий («Мегск», Ф Р Г ) , дробно 
повышая его конечную концентрацию до 40 м к г / м л [11, 12]. 

Седиментацию нуклеоидов вели в 5—20 %-ном градиенте концентрации сахарозы, 
содержащем 2,0 M NaCl, 50 мМ цитрат натрия, 20 мМ Na 2 -S f lTA, 10 мМ трис-НС1, 
рН 7,6, 0,05 % азида натрия, в пробирках бакет-ротора «6X16,5» («MSE», Англия) в 
течение 2 ч при 22500 об /мин (20°С) , центрифуга «High Speed-25» («MSE») . Клетки 
лизировали на поверхности градиентов [12, 13]. Положение нуклеоидов определяли 
фотометрически, используя описанную ранее автоматизированную систему обработки 
седиментограмм [14]. В ряде случаев м е ж д у сахарозным градиентом и слоем лизиру-
ющего раствора помещали зону с низкой ионной силой (0,5 мл буфера ТКМ: 25 мМ 
трис-HCI, рН 7,6, 25 мМ KCl, 5 мМ MgCl 2 , плотность которого доведена до р = 
= 1,092 г / см 3 добавлением сахарозы) , содержащую 0—400 м к г / м л Р Н К а з ы А [13]. 

Белковый состав нуклеоидов анализировали методом электрофореза в однород-
ном полна крила мидном геле (T= 12 ,5%, С=2,6 %) в присутствии DS-Na по Лемм-
ли [15]. Д л я этого нуклеоиды отделяли от диссоциировавших белков седиментацией в 
ступенчатом градиенте сахарозы, диализовали против буфера TKM с добавлением 
1 мМ Ф М С Ф и 0,02 % азида натрия в течение 2 сут при 4 ° С (4X200 мл) , проводили 
ферментативный гидролиз Д Н К (5 ед. К у н и т ц а / м л Д Н К а з ы 1 + 2 0 е д / м л бактериаль-
ной эндонуклеазы в буфере TKM с добавлением 1 мМ ФМСФ) в течение 3 ч при 37 °С 
и отделяли осадок, содержащий скелетные структуры ядра , центрифугированием при 
5000 g в течение 30 мин (20 °С). 

Результаты и обсуждение. Наличие белкового каркаса предпола-
гает высокую чувствительность структуры и свойств нуклеоидов к дей-
ствию протеолитических ферментов. На рис. 1 показаны изменения 
эластовязкости (ЭВ) клеточных лизатов при повышении протеолитиче-
ской активности лизирующего раствора. ЭВ возрастает пропорциональ-
но увеличению количества фермента (проназа Р) до некоторого пре-
дельного значения (около 250 % от контроля), соответствующего, ви-
димо, исчерпывающей обработке в выбранных условиях (1,0 M NaCl 
в буфере T E T + 1 мг/мл проназы Р, лизис 60 мин, 20 °С). Аналогичные 
результаты получены многими авторами, применявшими седиментаци-
онный анализ нуклеоидов [1, 16—19]. 

Наблюдающиеся изменения ЭВ лизатов не связаны с релаксацией 
суперспиральной ДНК, поскольку при всех исследованных концентра-
циях проназы сохраняется бифазная форма кривой титрования нуклео-
идов бромистым этидием (рис. 1, вставка), что позволяет предположить 
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проназоустойчивую природу конформационных ограничений суперспи-
рализованных доменов ДНК. С этим предположением согласуются ре-
зультаты других авторов, использовавших протеолитическую обработ-
ку ядер для выделения суперспиральной Д Н К [1, 20—22]. Пока не яс-

Рис. 1. Зависимость ЭВ препаратов нуклеои-
дов от концентрации проназы P в составе ли-
зирующего раствора (1 M NaCl в буфере 
ΤΕΤ) . Лизис 60 мин, 20 °С. Вставка: кривые 
титрования бромистым этидием [11] нуклеои-
дов, полученных при лизисе клеток 1 M NaCl 
в буфере TET без проназы (а) , с 1,0 (б) и 
3,0 м г / м л (в) проназы P 
Fig. 1. Dependence of nucleoid p repa ra t ions 
viscoelast ici ty (VE) on the p ronase P concentra-
tion in the lysic solution (1 M NaCl in TET 
buf fe r ) . Lysis"—60 niin, 20 °С. Cut-in: Eihiuium 
bromide (EtBr) t i t ra t ion curves [11] of nucle-
oids obtained du r ing cell lysis with 1 Λ1 NaCl 
in TET buffer wi thout pronase (a), with 
1.0 m g / m l (6) and 3.0 m g 'ml (в) of prona-
se P ' 

но, следует ли из этого наблюдения вывод о небелковой природе кон-
формационных ограничений либо участвующие в этих ограничениях 
белки устойчивы к протеиназам [1, 23]. Для ответа на этот вопрос мы 

Рис. 2. Электрофореграммы белков нуклеоидов, полученных по обычной методике ( / ) 
и с применением 1,0 (2) или 3,0 мг /мл (3) проназы" Р. Электрофорез в ПААГ, содер-
ж а щ е м DS-Na по [15]. Двухстадийная окраска кумасси G-250 (а) и серебрением (б). 
Слева — стандарты молекулярных масс 
Fig . 2. E l ec t rophoreg rams of nucleoid pro te ins obtained by the s t anda rd method (1) and 
u s i n g 1.0 m g / m l (2) or 3.0 m g / m l (3) of p ronase P. D S - N a - P A G E accord ing to La-
emmli [15]. Two-s t age s t a in ing wi th Coomass ie G-250 (a) and s i lver ing (6). Lef t — 
s t a n d a r d molecular we igh t s (Da) 

провели электрофоретический анализ белков нуклеоидов, полученных 
в стандартных условиях и с применением проназы Р. На рис. 2 при-
ведены результаты этих исследований: ни стандартной окраской элек-
трофореграмм кумасси, ни высокочувствительной окраской серебрени-
ем [24] нам не удалось обнаружить белковых компонентов в нуклеои-
дах, выделенных с применением проназы. Нельзя, однако, исключить, 
что примененная для выделения каркаса нуклеоидов обработка их пе-
ред электрофорезом нуклеазой приводит к потере прочно связанных с 
Д Н К белков вместе с фрагментами отщепившейся Д Н К либо они ут-
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рачиваются вследствие остаточной протеолитической активности, при-
сутствующей в образцах. Для окончательного выяснения данного воп-
роса необходимы дальнейшие исследования. 

В литературе имеются сведения о том, что надмолекулярные комп-
лексы типа нуклеоидов чувствительны к действию восстанавливающих 
агентов: тиолов, аскорбиновой кислоты, гидрохинона; в связи с этим 
обсуждается роль дисулоьфидных связей белков в поддержании струк-

Piic. 3. Зависимость ЭВ препаратов нуклеоидов от содержания в составе лизирующего 
раствора ДТТ. Вставка: кривые титрования бромистым этидием [11] нуклеоидов, по-
лученных при лизисе клеток 2 M NaCl в буфере TET без Д Т Т (а) , с 5 (б) и 
20 м м о л ь / л (в) Д Т Т 
Fig. 3. Rela t ionship between the di thiothrei tol con ten t s in the lysic solut ion and V E of 
nucleoid p repara t ions . Cut-in: E tBr t i t ra t ion curves of nucleoids obtained d u r i n g cell ly-
sis with 2 M NaCl in TET buf fe r wi thout di thiothrei tol (a) , with 5 mmol /1 (6) and 
20 mmol /1 (в) of di thiothrei tol 
Рис. 4. Зависимость ЭВ препаратов нуклеоидов от содержания в составе лизирующего 
раствора 2-меркаптоэтанола (У), этанола (2) или трихлорацетата натрия (3). Встав-
ка: кривые титрования бромистым этидием [11] нуклеоидов, полученных при лизисе 
клеток 2 M NaCl в буфере TET с 20 (а) и 100 м м о л ь / л (б) 2-меркаптоэтанола 
Fig. 4. Rela t ionship between nucleoid p repa ra t ions VE and the con ten t s in the lysic so-
lution of 2 -mercaptoe thanol ( / ) , e thanol (2) or sodium t r ich lorace ta te (5) . Cut-in: E tBr 
t i t ra t ion curves of nucleoids obtained d u r i n g cell lysis with 2 M NaCl in TET buf fe r 
with 20 mmol /1 (a) and 100 mmol /1 (6) of 2 -mercaptoe thanol 

туры комплекса [17, 18, 22], а И. В. Филиппович рассматривает эти 
связи как возможные конформационные ограничения суперспиральной 
Д Н К [1]. 

Мы провели лизис клеток лейкоза L1210 в стандартных условиях 
выделения нуклеоидов (2,0 M NaCl в ТЕТ-буфере, лизис 60 мин, 20 °С), 
но с добавлением в лизаты ДТТ. Оказалось, что его действие в общих 
чертах аналогично протеолизу: наблюдающаяся декомпактизация комп-
лекса (повышение ЭВ) не связана с релаксацией суперспиральных до-
менов Д Н К (рис. 3). Однонаправленность эффектов проназы и 2-мер-
каптоэтанола отмечена еще в ранней работе Андо и Иде [17]. 

Однако в наших экспериментах 2-меркаптоэтанол в отличие от ДТТ 
проявлял двухстадийное действие на структуру нуклеоида в зависимо-
сти от его концентрации в лизирующем растворе. Мягкое воздействие 
относительно небольших концентраций агента (до 25 мМ) приводит к 
резкому повышению ЭВ образцов с сохранением суперспиральной кон-
формации ДНК, как и в случае применения ДТТ; более энергичная об-
работка вызывает экспоненциальное падение ЭВ до нуля (рис. 4). Ce-
дпментационный анализ нуклеоидов на этой стадии выявляет значи-
тельное снижение их подвижности в сахарозном градиенте и размыва-
ние симметричного пика (рис. 5), что следует интерпретировать как 
деградацию комплекса с утратой суперспиралъной конформации ДНК. 
К аналогичному заключению приходят другие авторы, анализируя про-
цесс линеаризации квазизамкнутых петель Д Н К под действием 2-мер-
каптоэтанола [25]. 
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Вопрос о деградации надмолекулярных комплексов ДНК до струк-
тур низшего порядка организации при действии тиолов уже обсуждал-
ся в литературе, однако одни авторы связывают эту деградацию с дис-
социацией некоего линкерного белка (предположительно с молекуляр-
ной массой около 52 000), осуществляющего прочное взаимодействие 
Д Н К с ядерным матриксом [26, 27], другие — с распадом Д Н К на тан-
демно связанные субъединицы [28]. Наконец, недавно высказана точ-

Рис. 5. Профили седиментации в 5—20 %-ном градиенте концентрации сахарозы 
(рН 7,6) нуклеоидов, выделенных по обычной методике ( / ) , в присутствии 20 (2), 
100 м м о л ь / л (3) 2-меркаптоэтанола или 100 ммоль /л трихлорацетата натрия (4) 
Fig. 5. Sed imenta t ion prof i les in 5-20 % grad ien t of sucrose concent ra t ion (pH 7.6) of 
nucleoids isolated us ing s t a n d a r d method ( / ) , in the presence of 20 mmol /1 (2) or 
100 mmol /1 (5) of 2-mercaptoe thanol , or 100 mmol /1 of sodium t r ichloraceta te (4) 

ка зрения, согласно которой деградация комплекса наступает вслед-
ствие повышения хелатирующей способности ЭДТА в присутствии 
2-меркаптоэтанола, приводящей к удалению двухвалентных катионов 
(предположительно ионов меди и цинка) [2]. Данная концепция при-
водилась и ранее [29]. 

На основании полученных в настоящей работе результатов и дан-
ных других авторов следует заключить, что дисульфидные связи бел-
ков принимают определенное участие в поддержании компактной струк-
туры нуклеоидов, однако не участвуют в конформационных ограниче-
ниях суперспиральной ДНК. Деградация же нуклеоидов при воздей-
ствии высоких концентраций 2-меркаптоэтанола может быть связана с 
более сложными процессами, чем простое восстановление дисулъфид-
ных групп. Известно, что добавление к водным растворам белков ор-
ганических растворителей, в частности низших спиртов, изменяет сте-
пень их ионизации, вызывает дегидратацию молекул и нарушение элек-
тростатических и гидрофобных взаимодействий. В условиях разрушения 
дисулъфидных связей такие изменения межмолекулярных контактов 
могут вызывать распад комплекса на субчастицы. Возможно, наконец, 
и действие 2-меркаптоэтанола в качестве липидного растворителя, экст-
рагирующего структурные липиды комплекса [30]. 

Действительно, присутствие этанола в составе лизирующего раство-
ра заметно снижает ЭВ лизатов (рис. 4), однако Д Н К сохраняет су-
перспиральную конформацию при всех исследованных концентрациях 
агента, чем действие этанола отличается от необратимо денатурирую-
щего нуклеоид влияния трихлорацетата натрия: в присутствии послед-
него ЭВ лизатов падает до нуля (рис. 4), а на седиментограмме реги-
стрируется фрагментация Д Н К (рис. 5). 

Известно, что как в состав нуклеоида, так и ядерного матрикса 
входит небольшая часть РНК, причем не только РНК транскриптов и 
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остаточного ядрышка [1, 2, 5, 6, 31]. Возможная роль РНК в поддер-
жании структуры нуклеоида и (или) ядерного матрикса в течение ря-
да лет обсуждается в литературе, однако данные разных авторов про-
тиворечивы [9, 16, 31—33]. Так, имеются сведения о снижении седи-
ментационной подвижности нуклеоидов после обработки РНКазой А 
[1, 33], но в других работах подобного эффекта не наблюдали [16, 19]. 

Мы провели лизис клеток лейкоза L1210 в буфере TET с различ-
ным содержанием хлорида натрия и РНКазы А: в низко- (0,05 M NaCl), 
средне- (1,0 M NaCl) и высокосолевом (2,0 M NaCl) растворах, а так-
же в растворах с изменяющейся в процессе лизиса ионной силой (0,05— 
1,0 и 1,0—2,0 M NaCl). Во всех случаях ЭВ лизатов не изменялась 

Рис . 6. К р и в ы е т и т р о в а н и я бромистым этидием [11] 
нуклеоидов , выделенных при лизисе клеток 2 M NaCl 
в б у ф е р е Τ Ε Τ : 1 — в течение 60 мин при 20 °С; 2 — 
то ж е с п о с л е д у ю щ и м прогревом 5 мин при 60 °С-
3 — то ж е при 95 °С. Среднее из трех независимых 
измерений 
F ig . 6. E t B r t i t r a t i o n c u r v e s of nuc leo ids i so la ted du-
r i n g ecll lys is wi th 2 M N a C l in T E T b u f f e r : / — for 
60 min at 20 0C; 2 — f o r 60 inin a t 20 °С wi th subse-
quen t h e a t i n g for 5 m i n a t 60 °С; 3 — for 60 min at 
20 °С p l u s h e a t i n g f o r 5 min a t 95 °С. Each v a l u e is 
a m e a n of th ree i n d e p e n d e n t l y ob ta ined m e a s u r e m e n t s 

при варьировании концентрацией РНКазы А в составе лизирующего 
раствора от 0 до 1,0 мг/мл (лизис 60 мин, 20 °С), а Д Н К сохраняла 
суперспиральную конформацию (результаты не представлены). Одна-
ко при седиментационном анализе нуклеоидов в сложном градиенте 
концентрации сахарозы, содержащем зону низкосолевой среды с 
РНКазой А между лизатом и вершиной линейного градиента, наблю-
дается достоверное снижение относительной седиментационной подвиж-
ности (Sr) комплекса (панкреатическую РНКазу А, освобожденную от 
примеси ДНКаз и протеиназ предварительным прогревом (5 мин, 75 °С, 
рН 5,5), растворяли в буфере TKM с добавлением сахарозы (см. «Ма-
териалы и методы»), раствор наслаивали па вершину сахарозного гра-
диента под слой лизирующего раствора): 

РНКаза А, Sr 
мкг/мл 

0 1,00 
50 0 , 8 4 + 0 , 1 2 

100 0,614=0,08 
200 0 , 4 7 + 0 , 0 5 
300 0 , 4 4 + 0 , 0 6 
400 0 , 4 6 + 0 , 0 5 

Видимо, концентрация фермента, превышающая 200 мкг/мл, в вы-
бранных условиях эксперимента соответствует исчерпывающему гидро-
лизу той фракции РНК, которая вовлечена в процесс поддержания ком-
пактной структуры комплекса. 

Связан ли этот эффект с релаксацией суперспиральной Д Н К либо 
обусловлен (как в случае обработки проназой и тиолами) декомпакти-
зацией каркаса нуклеоида, остается неясным. 

В предыдущем сообщении приведены данные о снятии конформа-
циоипых ограничений суперспиральной Д Н К нуклеоидов при обработ-
ке последних щелочыо [11]. Подобный же эффект оказывает кратко-
временное нагревание образцов до 95—100 °С, т. е. до температуры 
плавления ДНК, в то время как при более низких температурах ин-
кубации (60 °С) релаксации суперспиральных доменов не наблюдается 
(рис. 6). Эти результаты позволяют предположить, что суперспираль-
ная конформация доменов Д Н К стабилизируется силами комплемен-
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тарного взаимодействия нитей молекулы, т. е. они играют роліь кон-
формационных ограничений. 

На основании полученных экспериментальных данных мы заклю-
чаем следующее. 

1. Происходящая при повреждении белкового каркаса протеиназа-
ми или тиолами декомпактизация нуклеоидов не связана с релаксацией 
суперспиральной ДНК. 

2. Ядерная РНК, видимо, принимает участие в организации нукле-
оидов и поддержании их компактной структуры, однако ее роль в обес-
печении конформационных ограничений суперспиральных доменов Д Н К 
остается неясной. 

3. Суперспиральная конформация Д Н К нуклеоидов обладает вы-
раженной щелоче- и термолабильностью, что дает основания предпо-
лагать участие в обеспечении конформационных ограничений сил ком-
плементарного взаимодействия нитей дуплекса. 

Авторы выражают благодарность А. К. Белоусовой и Н. Б. Стра-
жевской за ценные критические замечания, высказанные при обсужде-
нии работы. 
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S u m mаrу 

Propert ies of the nucleoids isolated from murine leukemia L1210 cells were studied 
us ing capillary viscoelastometry and sedimentat ion methods. Thiols (2-mercaptoethanol, 
di thiothreitol) , pronase P, RNAse A, ethanol, sodium trichloracetate, as well as hea t ing 
to 60 °С and 95 °С have been studied for their effects on nucleoids. Nucleoid cage d a m a g e 
by thiols or pronase has been shown to cause decompactization of the complex without 
loss of superhelical conformat ion by DNA domains. Decompactizat ion of the complex 
s t ructure is also observed when isolated nucleoids are exposed to RNAse A in the medium 
with low ionic s t rength; no decompactizing effect of RNAse A on the nucleoid s t ructure 
has been revealed in other var ian t s of enzyme t rea tments . 

Hea t ing of the nucleoid prepara t ions up to the «melt ing temperature» of the DNA 
double helix is shown to induce total relaxation of superhelical domains and degrada t ion 
of the complex. 
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