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НАКОПЛЕНИЕ РАЗРЫВОВ 
В СОДЕРЖАЩЕЙ ТРАНСКРИБИРУЕМЫЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ 
ФРАКЦИИ ДНК ПОКОЯЩИХСЯ И ГОЛОДАЮЩИХ КЛЕТОК 

Методом фснольно-солсвой экстракции ДНК клеток делили на фракции, содержащие 
транскрибируемые последовательности (ДНК I), нстранскрибируемые (ДНК I I ) и «по-
тенциально активные» (ДНК I I I ) , и подвергали электрофорезу в нейтральных услови-
ях. Тотальная ДНК покоящихся клеток Р388 и 4/21 содержала значительное число ко-
ротких фрагментов, отсутствующих в пролиферирующих клетках. После фракциониро-
вания короткие фрагменты выявлялись во фракциях ДНК / . При «голодании» (инку-
бация в асцитной жидкости) клеток асцита Эрлиха также накапливаются разрывы 
ДІТК, сосредоточенные во фракции ДНК I. 

Введение. В литературе накапливаются данные о роли разрывов Д Н К 
в регуляции активности генома. Рецептор эпидермального фактора 
роста осуществляет активацию групп генов путем внесения разрыва в 
ДП1\ | l j . Стероидные гормоны, напротив, вызывают репарацию суще-
ствовавших в клетке разрывов [2]. Фрагментация Д Н К сопутствует 
процессам дифференцировки, старения, перехода клеток в состояние 
покоя [3J. Значение внесения разрывов в Д Н К при физиологических 
изменениях в клетке непонятно. Д л я выяснения механизма их регули-
рующей функции необходимо знать, в какие последовательности вно-
сятся эти разрывы. Имеется много косвенных данных об их сайт-спе-
цифичности [3]. В качестве первого шага в этом направлении нами ис-
следовано распределение фрагментов Д Н К по размерам во фракциях , 
содержащих транскрибируемые и нетраискрибируемые последователь-
ности, покоящихся трансформированных фибробластов джунгарского 
хомячка, покоящихся клеток лейкоза Р388, голодающих клеток асци-
та Эрлиха. 

Материалы и методы. Трансформированные вирусом SV40 фибробласты джунгар-
ского хомячка 4/21 культивировали, как описано ранее [4]. В состояние покоя клетки 
переводили, инкубируя их в течение 7—9 сут в среде с 1 %-ной сывороткой. Лейкоз 
мышей Р388 пассировали на гибридах первого поколения мышей C57BI/DBA, живот-
ным ϋ 11 у τ ρ и бр юні и π н о вводили 0,2 мл шестикратно разведенной асцитной жидкости. 
Клетки брали в опыт на 3-е и 8-е сут после перевивки. Асцитную карциному Эрлиха, 
тетрацлоидный штамм, пассировали на беспородных мышах, вводили по 0,5 мл ас-
цитной жидкости. На 7-е сут животных забивали, для получения эффекта голодания 
к асциту добавляли гепарин (до· ,1 мг /мл) и инкубировали 4 ч при 37 °С [5] . Д Н К из 
клеток выделяли экстракцией хлороформом. Транскрипционно активные и неактивные 
последовательности разделяли методом фенольпо-солевой экстракции [6і, 7] . Транс-
крипционно активную фракцию получали экстракцией 75 %-ным фенолом, рН 7,2, 
в 1 M MaiCl ( Д Н К I), транскрипционно неактивную — 66 %-ным фенолом, рН 8,3, в 
0,14 M XaCl ( Д Н К I I ) ; связанную с матриксом, обогащенную реплицирующимися пос-
ледовательностями, «потенциально активную» фракцию ( Д Н К I I I ) [8] получали об-
работкой нерастворимой интерфазы после выделения Д Н К II проназой Р, DS-Na и 
экстракцией хлороформом. 

Электрофорез проводили в горизонтальных пластинах в 0,7 %-ном агарозном ге-
ле. Электродный буфер содержал 0,04 M трис-HCl, рН 7,9, 5 мМ CH 3 COONa; 1 мМ 
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ЭДТА. Гели окрашивали бромистым этидием и фотографировали через красный све-
тофильтр в ультрафиолетовом свете на листовую негативную фотопленку (65 ед. 
ГОСТ) при помощи фотоувеличителя «Беларусь-2». Негативы сканировали на денсито-
метре Chromoscan 2СО («Joice-Loebl», Англия) . Средневзвешенную молекулярную массу 
фрагментов Д Н К определяли, сравнивая центр тяжести пика с положением стандартов 
(рестрикты Д Н К фага λ рестриктазами EcoRI, PstI). Число разрывов Д Н К на тысячу 
пар основании (т. п. о.) рассчитывали как разность чисел, обратных молекулярным 
массам (в т. п. о.) покоящегося (голодающего) и контрольного образцов [9]. Отно-
сительное содержание низкомолекулярных (менее 11,5 т. п. о.) и высокомолекулярных 
фрагментов Д Н К рассчитывали как отношение площадей, заключенных под пиками. 

Результаты и обсуждение. В многочисленных исследованиях пока-
зано, что метод фенольно-солевой экстракции позволяет разделить 
транскрипционно активные последовательности ( Д Н К I ) , неактивные 
( Д Н К И) и «потенциально активные» ( Д Н К I I I ) [8]. При переходе 
клеток в состояние покоя или при «голодании» в Д Н К н а к а п л и в а ю т с я 
одно- и двунитчатые р а з р ы в ы [3, 5] . В некоторых случаях фрагмента -
ция Д Н К настолько значительна , что может быть о б н а р у ж е н а электро-
форезом в нейтральных условиях. Н а рис. 1, а, б, представлены денси-
т о г р а м м ы Д Н К клеток лейкоза Р388 на 3-е и 8-е сут развития . К 8-м 
сут клетки этой опухоли начинают переходить в состояние покоя, на 
2-е сут развития — активно пролиферируют. Видно, что Д Н К на 8-е сут 
развития с о д е р ж и т значительное число коротких фрагментов , которых 
нет в пролиферирующих клетках , видна д а ж е нуклеосомная периодич-
ность части фрагментов . Средневзвешенная м о л е к у л я р н а я масса сни-
ж а е т с я при этом от 25,5 до 7,4 т. п. о. После фенольно-солевон экстрак-
ции низкомолекулярные фрагменты сосредоточиваются в Д Н К I — 
фракции , с о д е р ж а щ е й транскрипционно активные гены (рис. — д ) . 

При остановке деления клеток 4/21 т а к ж е н а б л ю д а е т с я значитель-
ная ф р а г м е н т а ц и я Д Н К (рис. 2, а, б ) . Р а з д е л е н и е Д Н К фенольно-со-
левой экстракцией показывает , что в данном случае наиболее фрагмен-
тирована Д Н К I. Н и з к о м о л е к у л я р н ы й компонент заметен д а ж е на 
Д Н К I нз пролиферирующих клеток, Д Н К I покоящихся клеток состо-
ит в значительной мере из мелких фрагментов (рис. 2, в, г ) . Д Н К II 
и Д Н К III к а к из пролиферирующих, так и из покоящихся клеток име-
ют л и ш ь высокомолекулярный компонент ( м о л е к у л я р н а я масса во всех 
случаях около 21 т. п. о., здесь не представлено) . Т а к и м образом, фрак-
ция Д Н К I содержит больше р а з р ы в о в и в пролиферирующих клетках , 
а при переходе в состояние покоя н а р а с т а н и е их числа идет т а к ж е 
в транскрипционно активной фракции Д Н К и не з а т р а г и в а е т Д Н К II 
и Д Н К II I . 

Искусственно вызванное «голодание» клеток асцита Эрлиха сопро-
в о ж д а е т с я накоплением разрывов Д Н К на фоне активного синтеза по-
л и - А Б Р - р и б о з ы и на основании этих двух критериев может рассматри-
ваться к а к модель клеточной дифференпировки [3, 5 ] . Н а рис. 3, а, б, 
приведены денситограммы тотальной Д Н К контрольных и голодающих 
клеток асцита Эрлиха . Четырехчасовое «голодание» приводит к значи-
тельной фрагментации Д Н К , кроме у ж е описанных однонитчатых раз-
рывов, мы м о ж е м у т в е р ж д а т ь и о наличии двойных, т ак как электро-
форез проводили в нейтральных условиях. Видна значительная ф р а к ц и я 
коротких фрагментов . П о расчетам при голодании в тотальную Д Н К 
вносится примерно 0,029—0,033 р а з р ы в а на т. п. о. При фенольно-со-
левой экстракции ф р а к ц и я коротких фрагментов о к а з ы в а е т с я в Д Н К I, 
при сравнении р а з м е р о в фрагментов Д Н К I контрольных и голодающих 
клеток определяется 0,044—0,046 р а з р ы в а на т. п. о. (рис. 3, β, г ) . Во 
ф р а к ц и я х Д Н К II и Д Н К III м о л е к у л я р н а я масса фрагментов Д Н К из 
контрольных и голодающих клеток примерно одинакова (рис. З, д — з ) . 
Таким образом, в «голодающих» клетках асцита Эрлиха накопление 
р а з р ы в о в Д Н К отмечается в транскрипционно активной фракции Д Н К . 

Разумеется , о б н а р у ж е н н а я нами преимущественная ф р а г м е н т а ц и я 
Д Н К I еще не означает , что р а з р ы в ы появляются именно в транскри-
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Оируемых генах. О д н а к о в литературе имеются у к а з а н и е на то, что в 
экспоненциально растущих клетках ф р а к ц и я т р а н с к р и б и р у е м ы х генов, 
о б н а р у ж и в а е м а я при помощи гибридизации с п о л и ( A ) + P H K , выходит 
в первых ф р а к ц и я х при щелочной элюции, что у к а з ы в а е т на наличие 
эндогенных разрывов в транскрибируемых последовательностях [10] . 

Рис. 1. Электрофоретическое распределение ф р а г м е н т о в Д Н К , выделенных из клеток 
Р388: а — клетки на 3-е CVT р а з в и т и я лейкоза , т о т а л ь н а я Д Н К ; б— 8-е сут ра звития , 
т о т а л ь н а я Д Н К ; « - 8 - е сут, Д Н К I; г — 8 - е сут, Д Н К I I ; д — 8-е сут, Д Н К I I I . Стрел-
ки обозначают п о л о ж е н и е с т а н д а р т о в (т. п. о . ) . С т о л б и к и слева от к р и в ы х иллюстри-
руют относительное с о д е р ж а н и е Д Н К с м о л е к у л я р н о й массой менее 11,5 т. п. о. (с чер-
ными к р у ж к а м и ) и с большей м о л е к у л я р н о й массой (с белыми к р у ж к а м и ) 
Fiff. 1. E l ec t rophore t i ca l d i s t r i bu t ion of D N A f r a g m e n t s i so la ted f r o m P388 cells, a — 
t h e 3d day of t u m o u r deve lopmen t , t o t a l D N A ; б— the 8th d a y of t u m o u r d e v e l o p m e n t , 
t o t a l DNA; « — the 8th day , D N A I ; г — the 8th day , D N A I I ; д — the 8th day , D N A I I I . 
A r r o w s ind ica te the s t a n d a r d pos i t ion (kbp ) . 'Co lumns on t he lef t f r o m the c u r v e s illu-
s t r a t e the r a t io of D N A wi th m o l e c u l a r m a s s less t h a n M . 5 kbp ( co lumn wi th a filled 
c i rc le) and wi th a h i g h e r m o l e c u l a r m a s s ( c o l u m n wi th a n opened circle) 

Рис. 2. Электрофоретическое распределение ф р а г м е н т о в Д Н К , выделенных из клеток 
4/21: а, б — п р о л и ф е р и р у ю щ и е и п о к о я щ и е с я клетки соответственно, т о т а л ь н а я Д Н К ; 
в, г — то ж е д л я Д Н К I. Обозначения , как на рис. 1 
F i g . 2. E lcc t rophore t i ca l d i s t r i bu t ion of D N A f r a g m e n t s i so la ted f r o m 4/21 cells, a — 
p r o l i f e r a t i n g cells, t o t a l D N A ; б — quiescen t cells, t o t a l D N A ; в — p r o l i f e r a t i n g cells, 
D N A I ; c' — quiescent cells, DNAI . I n d i c a t i o n s as in F ig . 1 

Рис. 3. Электрофоретическое распределение ф р а г м е н т о в Д Н К , выделенных из клеток 
асцита Э р л и х а : а, б—нормальные и «голодающие» клетки соответственно, т о т а л ь н а я 
Д Н К ; г — т о ж е для Д Н К I; 0, е — д л я Д Н К II; ж, з — д л я Д Н К III. Обозначения , 
как на рис. 1 
F ig . 3. E l ec t rophore t i ca l d i s t r i bu t ion of D N A f r a g m e n t s i so la ted f r o m Ehr l i ch asc i tc 
ce l l s : и — n o r m a l cells, to ta l D N A ; б — s t a r v i n g cells, t o t a l D N A ; в — n o r m a l cells, 
D N A I ; г — s t a r v i n g cells, D N A I ; d — n o r m a l cells, D N A I I ; e — s t a r v i n g cells, D N A I I ; 
ж — n o r m a l cells, D N A I I I ; з—starving cells, D N A I I I . I n d i c a t i o n s a s in F ig . 1 

П о к а з а н о усиление чувствительности гена теплового шока к специфич-
ным для однонитчатой Д Н К н у к л е а з а м после его активации [11] . Та-
ким образом, сама по себе транскрипционная активность сопряжена с 
внесением разрывов в Д Н К . Возможно, что перестройка генома в связи 
с переходом в состояние покоя или «голоданием» требует внесения до-
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полнительных разрывов . Известно, что именно активный хроматин бо-
лее чувствителен к действию эндогенных Д Н К а з [12, 13], р а з р ы в ы мо-
гут вноситься этими ферментами, на что у к а з ы в а е т наличие двойных 
разрывов и нуклеосомной периодичности в некоторых препаратах . Н е 
исключено, что определенную роль во фрагментации Д Н К может иг-
рать и топоизомераза I. Этот фермент взаимодействует с транскрибиру-
емыми последовательностями [14] и участвует в генерации так назы-
ваемой детергент-растворимой Д Н К — несвязанной с остальной массой 
х р о м а т и н а ф р а к ц и и из коротких ф р а г м е н т о в [15] , к о т о р а я о б о г а щ е н а 
т р а н с к р и б и р у е м ы м и последовательностями [16]. 

Д л я окончательного выяснения роли р а з р ы в о в Д Н К в осуществле-
нии перестроек генома необходимо перейти к а н а л и з у отдельных ге-
нов. Н а ш и предварительные результаты у к а з ы в а ю т на большую фраг-
ментированность последовательностей генов гистонов по сравнению с 
геном актина в покоящихся клетках 4/21 и г о л о д а ю щ и х клетках асцита 
Эрлиха . Д е т а л ь н о е изучение этого явления составит предмет наших 
дальнейших исследований. 

A C C U M U L A T I O N O F STRAND B R E A K S IN DNA F R A C T I O N C O N T A I N I N G 
T R A N S C R I B E D S E Q U E N C E S IN Q U I E S C E N T AND S T A R V I N G C E L L S 

N. I. S j a k s t e , Α. V. Budylin 

Latv ian Researgh Ins t i tu te of Exper imenta l and Clinical Medicine, 
Minis t ry of Publ ic Hea l th of the La tv ian SSR 

S u m m a r y 

Cel lular DNA w a s separa ted in f rac t ions con ta in ing t ranscr ibed sequences (DNAI) , un-
i ranscr ibed sequences (DNAII ) and «potent ia l ly active» sequences (DNAII I ) by m e a n s 
of phenol -sa l t ex t rac t ion and w a s subjected to e lectrophoresis under neu t ra l condi t ions . 
Total DiNA of quiescent P388 and 4/21 cells conta ined the g rea t number of short f r a g -
men t s absent in DNA of p ro l i f e ra t ing cells. Af te r f r ac t iona t ion the short f r a g m e n t s we-
re revealed in DNAI. DNA s t r and breaks concent ra ted in DNAI f rac t ion accumula te 
also, in the s t a r v i n g ( incubated in ascitic l iquid) Ehrl ich ascite cells. 
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