
155,8 см - 1 , а также полосу 143 см - 1 в ИК-спектре [5] (см. табл. 2) 
следует отнести к «внешнему» крутильному колебанию Ме-группы. По-
лоса в КР-спектре при 245 см - 1 [6] соответствует самому низкочастот-
ному внеплоскостному колебанию кольца типа «баттерфляй» (ν2ι в 
обозначениях, принятых в работе [7]) . Полосу при 205 см - 1 в спектре 
KP [6] и соответствующий ей дублет 204 — 215 см - 1 в ИК-спектре [5] 
можно рассматривать как качание Me-N9 , хотя ее частота несколько 
занижена по сравнению с аналогичными частотами для метилпроизвод-
ных остальных азотистых оснований. 

Р е з ю м е 

Проведено детальне вивчення низькочастотних (15 CM~ 1<V<200 CM-1) спектрів KP 
світла полікристалічних 9-метиладеніну і 9-метилгуаніну при 300 К. Ототожнено смуги, 
що відповідають коливанням кристалічної ґратки. В коливальному спектрі 9-метиладені-
ну віднесені смуги, що належать низькочастотним неплоским внутрішньомолекулярним 
коливанням. 

S u m m a r y 

Low-frequency (15 c m _ 1 < v < 2 0 0 cm - 1 ) Raman spectra of polycrystalline 9-methylade-
nine and 9-methylguanine at 300 K have been studied Tn detail. The lattice vibrational 
bands were identified. Assignment of low-frequency out-of-plane intramolecular vibrations 
was performed for 9-methyladenine vibrational spectrum. 
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Tенипозид-зависимый характер распределения дискретных фрагментов, а также на-
личие белок-ассоциированных разрывов ДНК предполагают непосредственное вовлече-
ние ДНК-топоизомеразы II в упорядоченное расщепление интактной ядерной ДНК. 

Отмечается эффективность использованного метода в исследовании высших уров-
ней структурной организации хроматина. 

Введение. Ранее было показано [1], что фракционирование лизиро-
ванных ядер с помощью электрофореза в инвертируемом электрическом 
поле ведет к появлению дискретных фрагментов Д Н К ( Д Ф ) . Набор 
Д Ф однотипен для различных представителей эукариот и представляет 
собой фрагменты хромосомной Д Н К , гетерогенной по последователь-
ностям, но унифицированной по размеру [1]. Способность Д Ф прояв-
лять аномальную подвижность в присутствии интеркалятора бромисто-
го этидия, а также свойство крупных ДНК-фрагментов селективно рас-
падаться на мелкие под воздействием физических и химических агентов 
[2] предполагают, что Д Ф могут быть фланкированы липкими конца-
ми, позволяющими образовывать мультимерные и топологически замк-
нутые структуры. 

В настоящем сообщении приведены данные, касающиеся фермента-
тивной природы образования дискретных фрагментов. 

Материалы и методы. Ядра из проростков кукурузы, листьев и 
культивируемых клеток креписа, печени крысы получали, гомогенизи-
руя материал в буфере для выделения (50 мМ трис-HCl, рН 8,0; 0,3 M 
маннитол, 0,1 % БСА, V фракция; 4 мМ 2-меркаптоэтанол), содержа-
щем 5 мМ ЭДТА (Ε-буфер) или 5 мМ MgCl 2 (Mg-буфер) . 

Грубый осадок ядер, полученный центрифугированием отфильтро-
ванного гомогената при 1000 g, наслаивали на 1,2 M сахарозную по-
душку, приготовленную на буфере для выделения, и центрифугировали 
30 мин при 3000 g. Осадок ядер суспендировали в буфере для выделе-
ния, инкубировали 10—15 мин при 33 °С и добавляли равный объем 
1 %-ной легкоплавкой агарозы, приготовленной на ТЕ-буфере (10 мМ 
трис-НСІ, 1 мМ ЭДТА) . Препараты дегистонизированного хроматина 
(ДХ) получали по [3] , многократно обрабатывая суспензию ядер 2 M 
NaCl с последующим заплавлением осадка в легкоплавкую агарозу 
или путем многократной обработки 2 M NaCl заплавленных в агарозу 
интактных ядер. Ядра и Д Х обрабатывали 1 % саркозилатом Na 1 ч 
при 50 °С. Лизированные ядра и Д Х фракционировали, как описано 
ранее [1], в постоянном режиме пульсирования электрического поля 
24 с «вперед», 8 с «назад». 

Гидролиз ДФ, полученных при фракционировании лизированиых 
ядер электрофорезом в инвертируемом электрическом поле, осущест-
вляли по [4] с последующим анализом гидролизата в ПААГ в стан-
дартной электрофоретической системе Лэммли [5]. 

Бифункциональный агент N-гидроксисукцинимидный эфир N-(4-
карбоксициклогексилметил)-малеимида (NSNM), способный благодаря 
наличию малеимидной группы и N-оксисукцинимидного эфира образо-
вывать белок-белковые сшивки между SH- и NH2-rpynnaMH, синтези-
ровали, как описано [6]. 

Результаты и обсуждение. Несмотря на то, что набор Д Ф одно-
типен для различных представителей эукариот [1], характер их рас-
пределения может варьировать у различных тканей одного и того ж е 
растения, более того, от выделения к выделению для одних и тех ж е 
тканей (рис. 1). Однако во всех случаях, как следует из этого рисунка, 
появление Д Ф является Mg2+-3aBHCHMbiM, причем Mg 2 + способен не 
только катализировать образование типичного набора Д Ф (рис. Ι ,α , β), 
но и расщеплять крупные Д Ф на мелкие (рис. 1 ,6 ) . Добавление к сус-
пензии очищенных ядер, полученных в Ε-буфере, ионов Mg 2 + или Ca2+ 
(соответственно EMg- и ЕСа-буфер) , приводит к аналогичному эффек-
ту: дискретному распаду крупных ДНК-фрагментов на мелкие 
(рис. 2, а ) . В то же время добавление ионов Mg 2 + и Ca2+ к дегистони-
зированному хроматину не изменяет характера распределения Д Ф 
(рис. 2 , 6 ) . Это свидетельствует о том, что расщепление дискретных 
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Рис. 1. Электрофоретичесхое фракционирование лизированных ядер расте-
ний в инвертируемом электрическом поле. Эффект Mg21" на распределение 
дискретных ДНК-фрагментов. Ядра из проростков кукурузы (а, б), сус-
пензионной культуры (в) и листьев (г) креписа выделяли и фракциониро-
вали, как описано в тексте: 1 — ядра, полученные в Е-буфере; 2 — ядра, 
полученные в Mg-буфере (см. текст); M — конкатамеры фага λ. Здесь и да-
лее размеры фрагментов даны в т. п. о. 
Fig. 1. Fractionation of lysed plant nuclei by FIGE. Effect of Mg2+ on dis-
crete DNA-fragments distribution. Nuclei from Zea mays seedling (а, б), 
suspension culture (в) and leaves (г) of Crepis capillaris were prepared and 
fractionated as described in the text: 1 — nuclei obtained in E-buffer (see 
text); 2 — nuclei obtained in Mg-buffer, M — lambda oligomers 

Рис. 2. Эффект Mg2+ и Ca2+ на распределение дискретных ДНК-фрагментов лизирован-
ных ядер печени крысы: а — суспензию очищенных ядер, выделенных в Ε-буфере (см. 
текст), инкубировали 10 мин при 37 °С в исходном буфере (1), в присутствии 20 мМ 
MgCl2 (2) или 20 мМ CaCl2 (5); б — ядра, выделенные в Ε-буфере, заплавляли в агаро-
зу, многократно обрабатывали 2 M NaCl с последующей инкубацией в 2 M NaCI ( / ) , 
в присутствии 20 мМ MgCl2 (2) или 20 мМ CaCl2 (3); в — ядра, выделенные в Е-буфе-
ре, обрабатывали 2 M NNaCl, заплавляли в агарозу, многократно отмывали от Na+, ин-
кубировали в присутствии 20 мМ ЭДТА (1) или 20 мМ MgCl2 (2). После инкубации 
препараты ядер заплавляли в агарозу, ядра и дегистонизированный хроматин обраба-
тывали 1 % саркозилатом Na и фракционировали, как описано в тексте. M — конката-
меры фага λ 
Fig. 2. Effect of Mg2+ and Ca2+ on discrete f ragments distribution of lysed rat liver 
nuclei: a — suspension of purified nuclei prepared in E-buffer (see text) were incubated 
for 10 min at 37°С in the Ε-buffer (1), in the presence of 20 mM MgCl2 (2), or 20 mM 
CaCl2 (3); б — nuclei prepared in Ε-buffer were embedded in agarose, extensively treated 
with 2M NaCl followed by incubation in 2M NaCl (I)y in the presence of 20 mM MgCl2 (2), 
or 20 mM CaCl2 (3); в — nuclei prepared in Ε-buffer were extensively treated with 2M 
NaCl embedded in agarose and washed by 20 mM EDTA (1) or 20 mM MgCl2 (2). After 
incubation samples of nuclei were embedded in agarose, nuclei and histone-depleted chro-
matin were treated with 1 % Na-sarcosyl and fractionated as described in the text. M — 
lambda oligomers 
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фрагментов не является следствием физического взаимодействия ИОНОВ 

с ДНК-фрагментами. Удаление ионов N a + восстанавливает Mg2+-3aBH-
симый распад Д Ф (рис. 2, в). 

Фракционирование лизированных ядер с помощью обычного гель-
электрофореза (рис. 3) показывает, что ионы Mg2+ и Ca2+ стимулиру-
ют образование набора мелких ДНК-фрагментов, минимальный размер 
которых составляет 200 пар оснований (п. о.). 

Рис. 3. Гель-электрофорез лизированных ядер печени крысы. Эффект Mg2+ и Ca2+. 
Обозначения, как на рис. 2 (дорожки 1—3). M — Ps/7-перевар фага λ 
Fig. 3. Gel-electrophoresis of lysed rat liver nuclei. Effect of Mg2+ and Ca2+. Designa-
tions as to in Fig. 2 (1—3). M-PstI digest of λ DNA 
Рис. 4. Фракционирование лизированных ядер С. capillaris в постоянном (а) и пульси-
рующем (б) электрическом поле. Теннпозид-зависимое расщепление дискретных ДНК-
фрагментов. Ядра, полученные в Mg- (1, 2) или Е-буфере (3), обрабатывали тенипози-
дом (2, 3)у заплавляли в агарозу, лизировали и фракционировали, как описано в текс-
те. Ai — Ps/7-перевар Д Н К фага λ 
Fig. 4. Fractionation of lysed Crepis capillaris nuclei by steady (a) and pulsed (6) 
field gel electrophoresis. Teniposide-enhanced cleavage of discrete DNA-fragments. Nuc-
ICM' obtained in Mg- (/ , 2) or E-buffer (3) were treated by teniposide (2, 3), lysed and 
fractionated as described earlier [1]. M — PstI digest of λ DNA 

Данные, представленные па рис. 1—3, указывают на то, что по-
явление Д Ф в процессе фракционирования лизированных ядер обуслов-
лено Mg 2 +(Ca 2 +)-зависимым расщеплением иптактной ядерной Д Н К . 
Тот факт, что расщепление Д Н К в присутствии ионов носит явно вы-
раженный дискретный характер, предполагает наличие специфической 
нуклеазы, способной упорядоченным образом расщеплять ядер-
ную Д Н К . 

Сохранение М£2+-зависимого распада Д Ф после обработки ядер 
2 M NaCl указывает па то, что пуклеаза, способная специфически рас-
щеплять ядерную Д Н К , тесно сцеплена с ней и, возможно, является 
компонентом ядерного матрикса. 

Как следует из рис. 4, обработка очищенных ядер печени тенипо-
зпдом (60 мкМ, 1 ч, 37 °С) усиливает Mg2+-3aBHCHMyio деградацию дис-
кретных фрагментов. 

Известно, что тенипозид — сильный противоопухолевый антибио-
т и к — способствует образованию ДНК-разрывов и ДНК-белковых сши-
вок в культивируемых клетках млекопитающих [7]. Механизм его 
действия заключается в модулировании реакции разрыва — воссоеди-
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нения Д Н К , катализируемой топоизомеразой II, путем стабилизации 
комплекса Д Н К — ф е р м е н т в расщепленном состоянии [7]. Обработка 
такого комплекса белок-денатурирующими агентами вызывает двуните-
вой разрыв, фланкированный субъединицами фермента, ковалентно 
связанными с Д Н К [8]. 

Данные, приведенные на рис. 5, а, показывают, что обработка за-
плавленных в агарозу ядер протеиназой К (200 мкг /мл, 1 ч) с после-
дующим пульс-электрофорезным фракционированием их в присутствии 

Рис. 5. Фракционирование лизированных ядер С. capillaris в инвертируемом 
электрическом поле. Эффект тенипозида и протеиназы К на подвижность 
дискретных ДНК-фрагментов: а — ядра, полученные в Mg- (/—4) или E-
буфере (6), обрабатывали тенипозидом ( / , 3), протеиназой К (3, 4У 6) 
и фракционировали гель-электрофорезом в инвертируемом электрическом 
поле в ІХВЕ-буфере, содержащем 0,1 % DS-Na; 5 — конкатамеры фага λ; 
б — тот же гель обрабатывали NSNM и фракционировали в тех же усло-
виях в перпендикулярном направлении в присутствии 20 % формамида. 
Подвижность Д Ф приведена в таблице 
Fig. 5. Fractionation of lysed Crepis capillaris nuclei by FIGE. Effect of te-
niposide and proteinase K on the mobility of discrete DNA-fragments: a — 
nuclei obtained in Mg (1—4), or E-buffer (6) were treated with teniposide 
(1, 3), proteinase K (3, 4, 6) and fractionated by FIGE in I X B E buffer with 
0.1 % SDS. 5 — lambda oligomers; б — the same gel was treated by NSNM 
(see text) and fractionated under the same conditions in perpendicular direc-
tion with 20 % formamide. The table shows Rf of DNA-fragments against to 
corresponding lambda oligomers 

DS-Na приводит к сдвигу подвижности дискретных ДНК-фрагментов . 
Разница в подвижности может быть объяснена наличием белков, ассо-
циированных с ДНК-фрагментами. Тот факт, что сдвиг подвижности 
наблюдается при наличии DS-Na, указывает на ковалентную связь 
белков с Д Н К . 

Ранее нами показано, что в присутствии 20 % формамида крупные 
ДФ, а также конкатамеры фага λ разрушаются и мигрируют как моно-
мер λ - Д Н К [2]. Дальнейшие исследования (рис. 5 ,6 ) продемонстриро-
вали, что обработка геля NSNM с последующим электрофорезом в при-
сутствии 20 % формамида приводит к резкому замедлению подвижно-
сти Mg- и М§УМ26-фрагментов размером ~ 5 0 т. п. о. Крупные Д Н К -
фрагменты размером ~ 2 0 0 — 4 0 0 т. п. о. при этом «расщепляются» на 
медленно- и быстромигрирующие, причем степень «расщепления» и 
подвижность «расщепленных» фрагментов нарастает в порядке: 
MgVM26 < M g < M g + протеиназа (таблица) . В то ж е время конка-
тамеры фага λ, а также ДНК-фрагменты, полученные из обработанных 
протеиназной E ядер, разрушаются в этих условиях и мигрируют как 
мономерная Д Н К фага λ. 

Замедление подвижности ДФ, обработанных NSNM, можно объяс-
нить межмолекулярными сшивками Д Н К за счет белков, фланкирую-
щих ДНК-фрагменты. Результаты фракционирования гидролизованных 
дифениламином Д Ф в ПААГ прямо демонстрируют валичие белков, ас-
соцированных с ДНК-фрагментами (рис. 6). 

Данные, представленные в настоящем сообщении, показывают, что 
набор дискретных ДНК-фрагментов, появляющихся при пульс-электро-
форезном фракционировании лизированных ядер, представляет собой 
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белок-ассоциированные двунитевые разрывы интактной ядерной Д Н К . 
Тот факт , что наиболее эффективные NSNM-опосредуемые сшивки Д Н К 
наблюдаются для УМ26-обработанных ядер, позволяет высказать пред-
положение о том, что топоизомераза II может быть одним из белков, 
фланкирующих дискретные Д Н К - ф р а г м е н т ы . Это обстоятельство вместе 
с ранее описанными свойствами Д Н К - ф р а г м е н т о в [2] в значительной 
степени согласуется с предположением об участии топоизомеразы II 
в дискретном расщеплении ингактной ядерной Д Н К . Очевидно, послед-

f 2 3 4 1 

Рис. 6. nAAr-DS-Na-электрофорез гидролизованиых дифенилами-
ном ДНК-фрагментов. Ядра, полученные в Ε-буфере, лизировали 
и фракционировали гель-электрофорезом в инвертируемом элект-
рическом поле в присутствии 0,1 % DS-Na. Дискретные ДНК-
фрагменты вырезали, гидролизовали по Бартону [4] и фракцио-
нировали в ПААГ в денатурирующих условиях: 1 — ДНК, остав-
шаяся на старте; 2—4 — соответственно ДНК-фрагменты разме-
ром — 450, 300 и 50 т. п. о. 
Fig. 6. The pattern of proteins associated with the discrete DNA-
fragments. Nuclei obtained in Ε-buffer were lysed and fractionated 
by FIGE in the presence of 0.1 % SDS. Discrete DNA-fragments 
were sutted, treated as described [4] and fractionated by 
PAAG/SDS electrophoresis: 1 — DNA which has remained on the 
start; 2—4 — DNA-fragments sized about 450 kB, 300 kB and 50 kB, 
respectively 

нее определенным образом о т р а ж а е т упорядоченную у к л а д к у хромати-
на в клеточном ядре. Д Н К в ядрах эукариот организована в петлевые 
структуры размером 60—80 т. п. о., прикрепленные к белковому кар-
касу (ядерному матриксу [9 ] ) . Известно также , что топоизомераза II 
является основным компонентом ядерного матрикса интерфазных кле-
ток и остова хромосом [10, 11] и может принимать участие в реализа-
ции высших уровней структурной организации хроматина и митотиче-
ских хромосом [11, 12]. 

Относительная подвижность ДНК-фрагментов, обработанных 
NSNM, по отношению к мономерной ДИК фага 
Relative mobility of discrete DNA fragments treated by NSNM 

RfIRfX, 

Ядра 300 т. п. о. 450 т.п.о. Ядра 
50 т. π о. 300 т. п. о. 450 т.п.о. 

Mg+VM26 
Mg 
Mg-J- УМ26+протеиназа 
Mg-j-протеиназа 
E-f протеиназа 

0,4 0,1 0,1 
0 ,6 0,1; 0 ,3 0 ,3 
0 ,8 0,1; 0 ,3 0 ,3 
1 0,1; 0 ,3 1 
1 1 1 

Данные , представленные нами, в значительной степени согласуют-
ся с этими представлениями и позволяют рассматривать набор Д Ф к а к 
отражение различных уровней структурной организации хроматина . 
М о ж н о предположить, что Д Ф размером 50—100 т. п. о. представляют 
собой Д Н К - п е т л и , прикрепленные к ядерному матриксу и выщепляемые 
топоизомеразой II в процессе приготовления и пульс-электрофорезного 
фракционирования заплавленных в агарозу ядер. Н а это у к а зыва е т 
идентичность набора ДНК-фрагментов , полученных из интактных и деги-
стонизированных ядер (см. рис. 2) , а т а к ж е сохранение Mg2+-3aBHCH-
мого распада Д Ф после дегистонизации хроматина . 
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Что касается крупных фрагментов, то они могут отражать более 
высокие уровни структурной организации ядерной Д Н К , включающие 
ассоциацию петель или элементарные структурные домены митотиче-
ских хромосом. 

Подводя итог вышеизложенному, необходимо отметить, что мето-
дические подходы, использованные нами в настоящем исследовании, 
могут оказаться полезными для исследования структурных и функцио-
нальных характеристик эукариотического генома. 

Авторы выражают благодарность В. А. Кунаху за ценные крити-
ческие замечания и Ю. Ю. Глебе — за интерес, проявленный к работе. 

Р е з ю м е 

Представлені відомості, що підтверджують ферментативну природу утворення дискрет-
них ДНК-фрагментів, виявлених пульс-електрофорезним фракціюванням ядер, які за-
знали лізису. 

Тенипозід-залежний характер розподілу дискретних фрагментів, а також наявність 
білок-асоційованих розривів Д Н К припускають безпосереднє залучення ДНК-топоізоме-
рази II в упорядковане розщеплення інтактної ядерної ДНК. 

Відмічається ефективність використаного методу в дослідженні вищих рівнів струк-
турної організації хроматину. 

S u m m a r y 

The data presented here confirm the possibility of enzymatic formation of discrete DNA-
fragments , appearing during the fractionation of lysed nuclei by FIGE. 

Teniposide-dependent pattern of DNA-fragments and occurrence of protein-linked 
DNA breaks suggest that discrete cleavage of intact nuclear DNA is modulated by DNA-
topoisomerase II. 

It is pointed that pulsed field gel electrophoresis may be a useful method to study 
higer-order chromatin structure. 
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