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РЕПАРАЦИЯ ДНК КЛЕТОК МЛЕКОПИТАЮЩИХ

Статья посвящена проблеме репарации ДНК клеток млекопитающих. Рассматри
ваются ферментативные системы, принимающие участие в этом процессе, их выявление 
в клетках .различных типов, а также роль репарационных ферментов в поддержании 
1;ор.мальной жизнедеятельности клеток млекопитающих

Существование репарационной системы, способной восстанавливать 
ДНК клеток млекопитающих, подвергнутых воздействию различных 
физико-химических агентов, в настоящее время считается установлен
ным фактом.

Большая часть работ по расшифровке механизмов репарации про
ведена на бактериальных системах. Репарация ДНК клеток млекопи
тающих изучена мало, однако имеющиеся данные указывают на анало- 
I ичность механизмов репараций в клетках прокариотических и эукарио
тических организмов, а именно, механизмов репарации по способу «вы- 
щепление—замещение» и пострепликативной репарации [9, 55, 73]. 
Как известно, основным фотопродуктом ультрафиолетового (УФ) облу
чения являются димеры пиримидиновых оснований, выщепленпе кото
рых в клетках млекопитающих долгое время не удавалось доказать. 
Однако в последнее время показано частичное удаление димеров в клет
ках человека (НеБа, \vl-38, 1?А, РАХ-10,1клетки амниона и фибробласты 
кожи здоровых людей); значительно более высокий процент выщеиле- 
НИ1Я (/5 80%) наблюдался в фибробластах крупного рогатого скота. 
| _и, 26, 61, 62, 72]. Обнаружение выщепления димеров в клетках 
(рызупов стало возможным лишь благодаря новому высокочувствитель
ному методу фотолиза светом в 313 нм ДНК, обработанной бромдез- 
окси\ридином [65]. Был описан простой и чувствительный метод быст
рого определения количества повреждений ДНК, вызванных УФ-облу
чением клеток человека в культуре [81]. Метод основан на способности
некоторых эндонуклеаз Micrococcus luteus специфически реагировать с 
поврежденными участками ДНК с образованием однотяжевых разры
вов, которые определяются путем седиментационного анализа в щелочи.

Известно два метода обнаружения репаративного синтеза ДНК 
«леток млекопитающих: авторадиографический, регистрирующий 
плановый синтез, происходящий независимо от синтетической . 
клеточного никла, и метод равновесного центрифугирования в ;; 
юм цезии, позволяющий выявлять репаративную репликацию В 
новый синтез и репаративную репликацию ДНК наблюдали в 
человека и в клетках китайского хомячка линии DON 
внеплановый синтез в клетках грызунов линии L В-14 
менее интенсивно [9, 56]. Было показано возобновление
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тивного репликативного синтеза ДНК па репарированной матрице пос
ле действия малых доз УФ [57, 60].

Наблюдение репарации повреждений ДНК, индуцированных редко- 
иоиизирующим излучением, стало возможным лишь после введения ме
тода Мак Граса и Вильямса [48], позволяющего обнаруживать одно- 
иитевыс и двойные разрывы ДНК, вызванные рентгеновскими лучами 
нс прибегая к выделению ДНК из клетки. Ликвидация этих разрывов, 
сопровождающаяся репаративной репликацией и восстановлением мо
лекулярного веса ДНК, выдает нам информацию о репарации ДНК в 
облученных клетках млекопитающих. Впервые воссоединение однони- 
тсвых разрывов ДНК клеток млекопитающих (Ь—5178У) было проде
монстрировано Летт с соавторами при помощи техники Мак Граса и 
Вильямса [42]. В последующих работах объектами наблюдения дан
ного ■эффекта послужили клетки китайского хомячка, клетки Г, лимфо
мы Р388Е, асцитного рака Эрлиха, клетки НеЬа, Т—.клетки почки чело
века, фибробласты кожи и лимфоциты периферической крови челове
ка [9].

Новый этап в исследовании механизмов возникновения и репара
ции однонитевых разрывов связан с разработкой более тонкого метода 
'X обнаружения метода фотолиза светом в 313 нм ДНК, в поврежден

ные участки (которой включен бромдезоксиуридин [64].
Ранее на объекте Е. соН К-12 были охарактеризованы три типа репа

рации одиночных разрывов ДНК, индуцируемых рентгеновскими лу
чами: ультрабыстрая репарация, восстанавливающая преимущественно 
разрывы, образованные в аноксических условиях; несколько замедлен
ный полимеразно-зависящий процесс, который может идти в буфере; и 
третий тип—медленный и зависящий от среды культивирования [67].

Изучение репарации ДНК клеток яичников китайского хомячка 
после облучения рентгеновскими лучами в оксических и аноксических 
условиях при культивировании в различных средах дало основание 
предположить, что и в клетках млекопитающих осуществляются репа
рационные процессы, аналогичные таковым в бактериях. Так, например, 
было предположено, что при облучении в 1Чг имеет место ультрабыст
рая репарация одиночных разрывов. При инкубации клеток в среде 
роста количество нерепарируемых одиночных разрывов оказалось мень
ше, чем при инкубации в фосфатно-солевом буфере, что указывает на 
существование зависимых от среды репарационных процессов [6/]. 
Однако этот вопрос остается спорным и требует дальнейших исследо
ваний.

Внеплановый синтез ДНК обнаружен в клетках НеЬа, облученных 
рентгеновскими лучами в дозе 5кр. [59]. Первые данные свидетельст
вовали о наличии репаративной репликации ДНК в клетках НеЬа лишь 
в случае больших доз облучения, но дальнейшее усовершенствование 
методики позволило наблюдать репаративную репликацию и после об
учения сравнительно малыми дозами [9, 15, 55, 77, 78].

Согласно данным по кинетике воссоединения одноцепючечных разры
вов и внепланового синтеза ДНК в лимфоцитах человека при действии 
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редкоионизируюшей радиации можно предположить, что воссоединение 
и внеплановый синтез причастны к одному и тому же процессу репара
ции ДНК. Как показывают расчеты в среднем на одно повреждение 
приходится 1-2 нуклеотида, включающихся в ДНК в ходе внепланово
го синтеза, а скорость ликвидации повреждений в ходе репарации одно
цепочечных разрывов сравнима со скоростью внепланового синтеза 
ДНК [1, 29, 77, 78].

Природа восстановления в случае двойных разрывов ДНК в клет
ках пока не выяснена, однако имеются данные, свидетельствующие об 
обратимости двойных разрывов ДНК в клетках млекопитающих [2/, 
28, 71]. Показано устранение разрывов ДНК в у-облученных клетках 
НеКа Ж-63 [1].

Димеры пиримидиновых оснований не всегда удаляются в ходе ре
парации. Вместе с тем они не препятствуют дальнейшему синтезу ДНК» 
который приводит к образованию новой цепи на поврежденной матрице 
в виде небольших фрагментов с пробелами против димеров. Реплика
ция во время последующей инкубации приводит к восстановлению моле
кулярного веса ДНК [68]. Предложены две гипотезы (механизма пост
репликативной репарации: а. пострепликативное восстановление проис
ходит путем рекомбинационного обмена между двумя сестринскими дуп
лексами [67]; б. заполнение пробелов, образующихся против димеров, 
происходит путем синтеза ДНК de novo [43].

Пострепликативная репарация ДНК наблюдалась в клетках китай
ского хомячка [24, 49], в фибробластах мышей линии L [20, 31, 39] в 
клетках лимфомы мышей [41] и в фибробластах кожи человека [31]. 
Механизм ее не выяснен, хотя методом фотолиза светом в 313 нм ДНК 
с бромдезоксиуридином удалось выявить синтез de novo образующихся 
пробелов. Предположено, ’что он осуществляется путем медленной по
лимеризации с<в обход» димера [38].

Ферменты репарации клеток млекопитающих. Ферментативный ха
рактер процессов репарации не вызывает сомнения. Репарация по спо
соб} •/выщепление замещение», как известно, требует присутствия та- 
ких ферментов, как .эндо- и экзонуклеаз, ДНК-полимеразы и ДНК-ли- 
газы.

Эта репарация включает в себя следующие этапы: «узнавание» повреждения эндо
нуклеазой и надрез нити ДНК вблизи повреждения со стороны 5' конца; удаление 
экзонуклеазой участка, содержащего димер, с последующей деградацией нуклеиновой 
кислоты, далее репаративный ресинтез удаленного участка цепи ДНК ДНК-полимера- 
зои, и, .наконец, воссоединение ДНК-лигазой вновь синтезированного фрагмента с 
основной нитью ДНК. н

Ферменты, вовлекающиеся в эксцизионную репарацию животных 
клеток, которые, как предполагается, иницируют репликацию ДНК пол
ностью не идентифицированы. Различные нуклеазы были найдены в 
асеоан.,֊УКаР"°ТИД1еСКИХ КЛеТ0К՛ БЫЛ° П'аКазаио- что ДНК-эндонуклеаза 
мозгч кпГаИа к ЯДраМИ "3 ПеЧеНИ 'КрЫС’ МЫШеЙ; междУ тем » косном 
мозгу кролика были найдены две ДНК-специфические экзонуклеазы,
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локализованные преимущественно в ядрах [15, 18, 33, 45, 46, 54]. Не
давние работы выявили в экстрактах очищенных НеЬа ядер множест
венную нуклеазную активность, которая может быть разделена методом 
хроматографии на четыре различных фермента, каждый из которого мо
жет увеличивать активность матрицы-затраьки нативной ДНК к дей
ствию ДНК-полимеразы. Эти нуклеазы различаются своей сопротивля- С Пемостью к термической инактивации и относительной активностью в 
отношении различных субстратов. Активность двух нуклеаз (А и В) 
изменяется не сильно, когда субстрат—ДНК денатурируется или облу
чается УФ-светом. Активность же двух других (С и Д) заметно увели
чивается по отношению к денатурированной ДНК; с другой стороны 
нуклеаза Э характеризуется низкой способностью атаковать УФ-облу- 
ченную ДНК [21].

Имеются также данные о присутствии в клеточных экстрактах ти
муса теленка, по крайней мере, четырех различных ДНК-полимеразных 
активностей, которые имеют довольно отличные от трех бактериальных 
ДНК-полимераз свойства [47, 75]. Два из этих ферментов тимуса яв
ляются иммунологически родственными, но выявляют различное суб
клеточное распределение и реакцию индукщии клеточной пролифера
ции [19].

В репарацию повреждений ДНК, индуцируемых ионизирующими 
излучениями, вовлекаются те или иные ферменты в зависимости от ха
рактера разрывов. Так, например, репарация одиночных разрывов, при
водящих к образованию З ОН—5'РО4 концов, является одноэтапным 
процессом, протекающим лишь с участием полинуклеотидлигазы. Это 
основной тип разрывов, индуцированных малыми дозами ионизирующе
го излучения [5, 35]. Репарация разрывов других типов протекает 
более сложным путем и требует присутствия дополнительных репара
ционных ферментов [3]. Изучению ДНК-лигазы, являющейся одним из 
важных репарационных ферментов, а именно ДНК-связывающим фер
ментом, уделяется большое внимание [5, 6, 12, 35, 79]. Имеется очень 
много данных, полученных при изучении .как клеток высших организ
мов, так и клеток человека, свидетельствующих о том, что образующие
ся в процессе синтеза низкомолекулярные фрагменты ДНК объединя
ются в высокомолекулярные с помощью ДНК-лигазы [34, 51, 52]. 
Идентифицированы и очищены ДНК-лигазы из клеток животных [6, 7, 
40, 44, 74, 88], клеток человека [58, 76]. Несмотря на то, что все 
известные ДНК-лигазы специфичны для одного и того же субстрата 
нативной ДНК с 5'РО4 и З'ОН разрывами, они требуют различных ко
факторов. Лигазы из клеток млекопитающих строго специфичны к АТФ 
[4, 14, 36, 44, 50, 65]. Большая часть ДНК-лигазы сосредоточена в яд
ре (около 60%) [44]; часть фермента присутствует в хроматине [6, 
Л 32].

В последнее время из культуры гетероплоидных клеток человека 
(линия Е11Е) была выделена и очищена ДНК-лигаза со специфически
ми свойствами. Проведенные анализы показали, что у этого фермента, 
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имеющего в свежем грубом экстракте клеток оптимум pH 8,1, при даль 
нейшей очистке появляются два оптимума—pH 8,1 и pH 7,5. Остановле
но, что данная ДНК-лигаза в клетках находится в виде димера, ко
торый в процессе очистки диссоциирует на два мономера. Молекуляр
ный вес димера 190 000, а мономера-95 000 [58]. Специфичность дан
ного фермента проявляется еще в том, что для выявления оптимальной 
активности он требует, в отличие от АТФ-зависимых лигаз из клеток 
высших организмов, (кроме АТФ, и тиоловых добавок, присутствия 
специфического активатора в виде эндогенного фактора белковой при
роды [4].

Две ДНК-лигазные активности были выявлены также и в клеточ
ных экстрактах тимуса теленка [75]. Их молекулярные веса, оценен
ные по коэффициентам седиментации и радиуса Стокса, оказались 
равными М= 175 000 и М = 85 000. Обеим активностям в качестве ко
факторов требуется М^+2 и АТФ.

Большая из двух активностей оказалась более теплоустойчивой, а 
также активной в более широкой области pH.

Идентичность вновь обнаруженной лигазной активности II с ДНК 
лигазой была подтверждена этими же авторами наблюдением превра
щения молекул .циркулярной ДНК. содержащей одиночные разрывы в 
ковалентно замкнутые круговые ДНК с помощью данного фермента. 
Было предложено три возможных объяснения полученных данных по 
клеточным экстрактам тимуса теленка:

а) в тимусе теленка присутствуют две различные ДНК-лигазы; 
в) лигаза II является активной субъединицей лигазы I; с) меньшая ли
газа II является активным фрагментом лигазы I, продуцируемым при 
протеолитическом расщеплении [16, 75]. Эти же авторы считают, что 
с точки зрения большого различия в тепловой стабильности между дву
мя активностями, кажется невероятным, чтоб меньшая, но более тепло- 
лабильная лигаза II являлась мономером или же другим типом субъе
диницы лигазы I. Однако хотя в своих экспериментах они пе наблюда- 
ли взаимопревращения между' двумя формами, ими не исключалась 
возможность превращения лигазы I в активный фрагмент лигазу II— 
при протеолитической деградации Дальнейшие работы по изучению 
свойств этих активностей послужат выяснению предложенных точек 
зрения.

Роль репарации ДНК в нормальной жизнедеятельности клетки. В 
последнее время получено много данных, указывающих на существен
ною роль репарационных систем в нормальной жизнедеятельности клет
ки и в поддержании стабильности генетического материала (термин 
И. А. Захарова).

Обнаружение Парибоком и Семеновой [11] спонтанно протекаю
щего внепланового синтеза ДНК в клетках НеЬа свидетельствовало о 
том, что функция репарационной системы не ограничивается устране
нием индуцированных повреждений. Вероятно, любое нарушение репа
рационной системы должно отражаться на нормальной жизнедеятель- 
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пости клетки. Примером тому мажет служить наследственная болезнь— 
пигментная ксеродерма (ПК), проявляющаяся в двух формах и приво
дящая к кожному раку. Клетки кожи больных ПК формы I обладают 
низкой способностью восстанавливать повреждения ДНК, индуциро
ванные УФ облучением и солнечным светом [20]. Предполагается от
сутствие или пониженная способность клеток вырабатывать УФ-эндо- 
иуклеазу, инициирующую репаративный синтез [23, 63, 72]. Имеются 
данные также о значительно более низкой активности полинук’леотид- 
лигазы в фибробластах больных ПК одновременно с неизменной ДНК- 
иолимеразной активностью в сравнении со здоровыми .клетками [53].

При форме II заболевания ПК обнаружена повышенная чувстви
тельность хромосом к ионизирующему излучению и отсутствие репара
ции однонитевых разрывов ДНК, вызванных у-облучением [10]. Было 
предположено, что в данном случае имеется дефект по ДНК-полимеразе
I, осуществляющей репаративный синтез ДНК и необходимой для вос
соединения однонитевых разрывов ДНК в клетке [2, 8].

Весьма интересные данные по изучению репаративных процессов 
при ПК получены Клейджером с сотрудниками. Ими показано, что 
различные случаи ПК по кинетике репаративного синтеза в культуре 
фибробластов кожи можно разделить на 4 типа: 1. ПК с низкой оста
точной способностью к репарации; 2. ПК с промежуточной, зависящей 
от дозы УФ-света способностью к репарационному синтезу; 3. ПК с не
значительно измененной способностью к репарации; 4. ПК с синдромом 
Ое ЗапсНз-СассЫопе, дефектная по репаративному синтезу [37].

Полученные данные подтверждают связь между нарушением репа
рации ДНК в норме и процессами малигнизации клеток [9].

Представляет интерес также и изучение репарационных процессов 
в связи со старением клеток животных in vitro. Было предположено, 
что 'моделью старения всех животных клеток может служить явление 
ограниченности in vitro продолжительности жизни (±50 поколений), 
закономерно наблюдаемое в диплоидных клетках человека в культуре. 
Относительно явлений, ведущих к старению клетки in vitro, были выдви
нуты различные 1гипотезы, включающие аккумуляцию генетических по
вреждений в геноме клеток, либо насыщение, либо выключение меха
низмов репарации, ответственных за исправление повреждении ДНК 
[30].

Изложенные сведения указывают на необходимость дальнейших 
исследований репарационных систем, участвующих в жизненно важных 
процессах.
Институт экспериментальной биологии 
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Ա, ԿԾՈՅԱՆ, 1Г. Դ. ՓԵՐՒԽԱՆՑԱՆ

ԿԱԹՆԱՍՈՒՆՆԵՐԻ ՐՋԻՋՆԵՐԻ ԴՆԹ-ի ՌԵՊԱՐԱՑԻԱՆ

Ա մ (ի ո փ ո ւ U

Հոդվածը նվիրված կ կաթնասունների բշիջների ԴՆ!>-ի ռեպարացիայի 

արոբլեմ ին;
Նշված է այդ պրոցեսին մասնակցող ֆերմենտատիվ սիստեմների դերը, 

նրանց հայտնաբերումը տարբեր տեսակի բշիշներոլմ, ինչպես նաև ռեպա
րացիոն ֆերմենտների դերը կաթնասունների բջիշների նորմալ կենսադործու- 
նեութիան պահպանմ ան գործում։
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