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ОСОБЕННОСТИ СТРУКТУРЫ ХРОМАТИНА Լ-КЛЕТОК 
МЫШИ, ОБРАЗУЮЩЕГОСЯ НА НЕДОМЕТИЛИРОВАННОИ ДНК

В. О ЛНМАПЫЯН. Т. .4. МАНЛМШЬЯН, Г И. КИРЬЯНОВ

Московский Государственный уянв-.-р. и-.т нм. М В Ломоносова.
межфакулыетсках проблемная нзучно нс1֊.к-л.‘вал- ii.ii-.n-.i л.-. Моратории 

молекулярной биология и бноорганической химии им \ Н. Б*.-.-.охерей֊;.го

Показано, чю на нсдомсдилирояанной н ходе рсплнкацн.։ ДИК формиру­
ется хроматин с аномально повышенной иуклеа wry ветвя'. .՛•.: с-ыо и на­
рушенным мсжнуклеосомннм взаимодействие м. Эти особеш и струк­
туры С(1Хран։։ю։ея и после репликации.

է- որ ոԼսք{հկ\սքք[,այ1> լւն^սւցքքՈէմ pԼրմI,Цքղч՛^։/ա6 ԴՆ, /՛ ւ/րս հա
վաք-՚վում է Նու 1цԼաif ւ./ն/,րр Նկս՚՚՚՚մասр աՆոմալ րար.\ր զդայնոփյան րրւէմաւոք՚Ն . 
սրում (cuifi.ui'l'ni՝! 1.ն մ ք՛ ք՛սու է{ւ>.որ,ոմ այ/րն փոխսէ4ղ!,ր)ո,^յո՚Նն!րր ւ 4'րոմասէին[՚։ էյսր֊ 
ոո՚տվ՚ս^ր՚սյք՚ն այո աոսւնձնւսհաս՚կք1էք1յո,ն)։!.րր պահպանվում !Հս Նան ч>,ч//[ւկա- 
Տ/՚այք.1, :Լտս>

U
7 v Junin.nin .issi'mNe..4 on IjNA. nr.dcrmvthyl.ited diiriiij; replication, 
t e iiojbir.iicJ .o have i .1 .։<< n lou.sly high sens tiv'iiy :o nucleases. Thc-.՝c 
ptxuli;in >.՛< re II 1.! .г..՛;in.՛ ! г герН՛ .lion.

л ре-Митин—i'fi.iuuurnAun—лп 1 ие.иробание ДНК.

В г.ис. сдпес десятилетне получены м:юкп|ис.1енные экспериментальиьзе 
< ;-.пдет€..:>ствг: вовлеченности энзиматического метилирования ДНК ւշ- 
hdpHOTii’iccKHX клеток в процессы регуляции экспрессии генов. На при­
мере ряда генов показано, что нелометялиронапность отдельных сайтов 
гена, прежде всего а 5-обласы, является необходимым условием экс­
прессии гена ,Н|. Характер метилирования тотальной ДПК клетки и 
’■чределепных |]иследовате.1ьноетей генома .моделируется в онтогенезе, 
обладает выраженной тканевой и клеточной специфичноегыр. Глаз­
ных!, хотя, вероятно, и нс единственным, механизмом изменения харак­
тера м-гилировзния ДНК является мо,туляцня уровня метилирования

Сократемня: 5-аза С—Э-азаинтидин 



потенциально узнаваемых ДНК-метилазами сайтов модификации в хо­
де репликации ДНК [8]. Ясно, что в процессе направленного изме­
нения характера метилирования отдельных генов должны принимать 
участие какие-то факторы, регулирующие сам процесс метилирования 
К сожалению, сегодня о таких .механизмах можно говорить только как 
о гипотетических. В то же время возможно зкепериментально изменить 
^снизить) уровень метилирования ДНК в клетке, используя такой ип- 
шбнтор .метилирования, как 5-аза-С Этот анало։ цитидина включает - 
01 в ДНК в виде трифо.сфата обычного СТР, но не смещен метили­
роваться. Кроме тоги, в процессе репликации ДНК образуется ста­
бильный комплекс ДНК-мсгнлазы с 5-аза-С-содержащей ДНК. что еще 
больше снижает уровень метилирования ДНК [8]. Включение 5-аза-С 
в ДНК приводи; к активизации экспрессии многих генов (l!j. Пока­
зано, что вызванное 5-аза-С кедсьметильрование ДНК. определенных 
генов является не директивным сигналом для экспрессии, а де ермил..- 
рук>ш.и.м фактором. Иными словами, щ юметнлирование гена а неко­
торых сайтах определяет переход его из неактивного состояния в ак- 
тнвнр ванное, с сюянпе «готовности* к экспрессии |Г|.

Невыясненным остается вопрос •> реализации особенное-ей ме:и- 
лировзния ДНК определенного гена, механизмах сопряжения характе­
ра м- .и.тироваьл.л ДНК и экспрессии гена. Ранее нами быль высказа­
но предположение, что посредником в этом сопряжении может быв 
модуляция структуры хроматина таким .. что локальные изме­
нения метилир аання ДНК приводи! к локальным или генерализован­
ным изменениям структуры хроматина В настоящей статье приво­
дятся резуль;.: 1ы исследования структуры хроматина, формирующего­
ся л., недометл лтроканной ДНК, синтезированной в клетках мыши и 
присутствии 5-аза-С.

ЛЬ.-ерм,։ и L-клсткк фибробласты мыши выращивали из ноиерхиое: и
стеклянных флаконов на пи;aiс.п.пой среде, состоящей Н_» среды 199. (45%) 0.5%-кого 
гидролитатз лактальбумина. (45%) сыворотки крупного poraioro скот,-, с добаал-нн м 
100слЛм.т пешщклш-а и 0.2 мкг/мл стрептомицина (10% i. Культуру выращивали до 
сщ'ЛЙш'. плотности (3. KI5 к.1,'см?).

В ягспёрводпа к е включением радиоактивного изотопа клетки ннкубирозалп с 
метилен,'тимидином (•"> In мкКн.-.мЛ) i уделгпин радиоактивность:՛՛ 1 ։л Кн/мЧ 
(СССР) илн 24,4 Кх/мМ (ЧССР)

В ннкубацкониук» среду добавлял։! ia-ок՛.՛ ингибитор м. нллроы.-и и т »-а:։а-С » 
кондонтрашш 20 мМ на 4 6 часоя Ядра l.-клмток вы кляли, как описано ранее [6j

Хроматин ;։ '.ос-iядер гидролизовали микрококк сию Г։ нуклеааой (cBoehringer-, 
ФРГ) е растворе, содержащем 21) «Ч трис-КС' ipll 7.',i. 0.5 мМ MgCL 0.5 Cal 
МнкубаВПЮ проводили । ,, i;v 10 мин При 37- г- |-;i шы.м.։ хпличестоами фСрмекгл
Реакция-- ticjanaii.ii :-.i быстрым охлаждением к։ 0՜ при одном -сменном юбавлеи: :: 
с)ДТ.\ ..՛• конечной 1рзини : мМ Дад.. .՝,р<»ма1лн суспендировали г иомоиеги 
ультрдзаука (дс.нн.'.-.гратор AiSE, Англия) при максимальной млщнпс։л и ։««•: 
трнфт чровали ՛՛!՛:: 1500 g :i геченне 10 мин. В суперна-анте определяли дг.г кис. ՛՛- 
Topacie?пймой и растворимой фракций гидроли фта хроматина (-е. .ДНК) H'.i рд,| 
активность определяли в диоксаиовом сцинтилляторе иа жидкостном со-.к:; офо:см - 
ре Mark-Ill («Тгасог Europa». Нидерланды) Эффекгья.чосг!, намерения ($Н) 1՛ :..- 
могминий системе «кставлк.и 15—30%,
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Электрофорез частиц хроматина проводили з трубках и 5’.и ПАЛГ [6]. Гели по­
сле электрофореза окрашивали в течение -15 мин 0,1%-яым Кумассн Ц-250 («5ег\’Л>, 
ФРГ) в смеси метанол—вода—ледяиая уксусная кислота (45:4.5 10). И; связавшийся 
ь;;ли1'.ль отмывали 7%-ной уксусной кислотой. Гели Сканировали ид сицктрофого- 
мегре <л11ог4-2?0 (Франция), затем замораживали. . а дремли на диски ло 0,2 см к 
;<осле растворения в 1 мл Н։О2 с 1%-ным ХН^ при 60' и т-.ч.-нйе но՛ I определяли их 
радИоэк г явность. Смесь нейтралнзоввлн 0.4 М НС1 (10—39 мхМ), добавляли к ней 
10 мл • диоксанового сцинтиллятора и определяли радиоактивное; и, как описано выше.

Результаты и обсуждение. Для выявления возможных изменений 
в структуре хроматина, формирующегося на недометнлнроваинэй ДНК. 
։ -клетки и и ку би ров а'л и в присутствии 5-аза-С в концентрации 20 мкМ. 
Клетки, растущие со «средней» плотностью, в слое активно делятся, 
гак'что при инкубации в течение 4—6 ч с Ч 1-тимпдино.м и 20 мкМ 
5-аза-С около 50 80% клеток радиоактивно мечены и. следовательно, 
включают 5-аза-С в ДНК. При такой длительности инкубации преоб­
ладающая часть меченой ДНК выходит из вилки репликации, и хрома* 
:ив. сформированный на ней, уже лишен тех транзиториых свойств, ко­
торыми характеризуется вновь образованный хроматин. Таким обра­
зом, при такой Постановке опыта особенности структуры хроматина,, 
если таковые будут обнаружены, определяются уже 1 ։лько включением 
5-аза-С н недометллированием ДНК, входящей а его состав. Одним 
из общеупотребительных тестов на состояние хроматина является его 
ну к. чеазо чувствительность. Повышенной нуклеазочувствительностъю, 
как известно, обладает хроматин в вилке репликации в течение не­
скольких минут после завершения синтеза данной последовательности 
ДНК [7]. а |икжс хроматин активно транскрибируемых гёнов [6, 9].

Кривая гидролиза ДНК в хроматине микрококковой нуклеазой 
(рис. I) показывает, что хроматин, сформированный при инкубации 
клеток в присутствии 5-аза-С (кривая 1 по радиоактивное! значи- 
пльно более нуклсазочувствнтелен, чем суммарный хром: и (кри­
вая 2—пи ультрафиолету) в этих же клетках. Различии в ц’тушю- 
с:и, оцениваемые по выходу в процессе гидролиза растворим .п фрак­
ции, т. е. по степени нуклеазной солюбилизации хроматина, а также 
՛՛. выходу кислоюрастворимой фракции, т. с. по глубине гидролиза, 

выявляются ври всех избранных соотношениях ДНК и фермента. Как 
«шча паши скорость расщепления ДНК (5?аза-С*содержатей хрима- 
1ИН), так и глубина расщепления в среднем в 1,5 3 раза выше, чем в 
кон 1 роле (суммарный хроматин).

Такие значительные различия в доступности ДНК в составе хро­
матина, количественно близкие гаковы.м з степени доступности для 
нуклеазы между суммарным хроматином н хроматином репликации 
;4]. должны соответствовать существенным различиям в структурной 
организации хроматина.

Информативным в этом плане является анализ продуктов расщеп­
ления .хроматина при их фракционировании электрофорезом в геле. 
На рис. 2 представлены электрофореграммы частиц хроматина солю­
билизируемых при нуклеазной обработке ядер. Ранее нами было и։ 
казано, что ՝.; • матиц ядер, выделенных в присутствии тритона Х-100, 
фрагментируедя преимущественно с ныщепленнем динуклеосом, из ко­
торых самой представительной является хромосома—частица с длиной 
ДНК 2с пар осш оч-шй, ;; также одна из моно нуклеосом с длиной ДНК 

; 0 пар .сц.'пзш: ՛ [5;. тгз набора выецс"-мых частиц, дина-



' Рис. 1. Гидролиз микрокскквВ'-А нуклеазой лроматнна клеток. нмьлбнроииниых 
с б-азацнтнднноч։ б течение 6 ч а. зыхол кнслоторастяорнмак фракций՜ б со- 
любилизаиня хроматина (уменьшение нерастворимой фракции). I кривая по 

радиоактивности $Н тимидина. 2—кривая по УФ определению.

мнкн нуклеазного гидролиза и белкового состава частиц хроматин.? 
прицел к заключению о том, что динуклеосомный характер расщепле­
ния (днхроматосомный) отражает специфическое межнуклеосомное 
взаимодействие в՛•наднуклс камней фибрилле. Одной из ярко выра­
вненных особенностей гидролиза хр։ мзтинв ядер, выделенных в присут­
ствии тритона X-100, является отсутствие в наборе субчастнц кор-частн- 
цы даже при՛ достаточно жестких условиях гидролиза. Побор частиц, 
ныщеЬляемых из хрома;ина. сформированного в клетках, инкубирован­
ных И присутствии 5-аза-С (6ч), ре;к<- •• ։ичается о։ описанного выше. 
В условиях достаточно м*гк<<:о 1 । :р ։ ՛ .» преимущественная часть то- 
тзлыиж» хроматина (рис. 2. кр. 'и фрагментируется на крупные блоки, 
соответствующие фрагментам н\ кл сосочной псин из 5 и более пуклео- 
с Ом, а ди- и мононуклсосомы пре.к (авлиют соб минорную фракцию. 
В тоже время несь хроматин, сформированный на недочетнлироплнной 
ДНК расщепляется главным образом до мононуклеоч м (рис. 2, кр. 2. 
Табл; I). Аналогично этому, хроматин, сформированный на ДПК клс 
ток, инкубированных в присутствии 5 а;.՛ С в течете 2-1 ч, (. с. и ус­
ловиях, когда в клетках, включивших 5-аза-С в ДНК. швершена 8-фв- 
за, характеризуется такой же степенью доступносги для нуклеазы ч 
тпкнм же характером фра: менгаинн. В обоих случаях обращает на се 
2֊ 229



бя внимание факт наличия довольно большого количества материала с 
подвижностью, соответствующей коровок частице, а также субкоровых 
фрагментов.

Все этл • дзволяет заключи;-.-. чго повышенная нуклеазная чувстви­
тельность х;՝ • >.:атш, сиптеи-р•шанно-т- н клетках и присутствии 5-аза- 
С. обусловлена как нарушением межиуклеосомны.х в шнмодействий, 
так и. возможно, большей степенью экс по пн розан кости ДНК в самов 
корчастиие .хромосом.

Рис. 2. Элек! :к:форегрэмяз фракции растворимо։* хроматина, полученной нуклеазном 
гпдролизол: ндер клеток, пнкубпронаинл-х ՛.-5-а пппгпанком с течение б ч.
I- радира'кт чиност».; 2—окраска «КуМДССн-250».

Оставляя пока в стороне вопрос о причинах изменений структуры 
хром; тина. аб. подающихся и опыте, рассмотрим более гздробно мо­
дель опыта Как известно, эффект кедометплировання ДНК. в актива­
ции транскрипции наблюдается, как правило, через два цикла репли­
кации ДНК. »• е. по достижении состояния полной недометилнрованнр- 
сти сайта (| -анее метилировапш՛;о) в обеих иигях дуплекса ДНК [И1. 
Мы постапл .в .атачу изучить е и мепеиия с.рукгуры .хроматина, кото­
рые возникаю; одновременно с включением б-ала-С в ДНК и. следо­
вательно. с возникновением полуметнлйрова1пюго сайта. Нельзя ис­
ключить, что ..и изменения могут быть транзйторнымн и не поддержи­
ваются в хр-магнне в дальнейшем, после завершения первого этапа 
репликации ДНК Для оценки этой возможности мы анализировали 
структуру хроматина в клетках и условиях чейз-эксперимента (смена 
среды) спустя 24 и 48 ч после инкубации клеток с 5-аза-С

В табл. I приведены результаты анализа нуклеазочувствителыюсти 
хроматина :՛. таких условиях. Ви ко. что различия в юстушюсти ДНК 
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для гидролиза, хотя и уменьшаются, ио остаются существенными. В 
целом, уровень доступности недометилированной ДНК » хроматине 
։• леток после 24—48 з роста на нормальной среде н 1,5—1.8 раза выше, 
чем для тотального хроматина клеток этой же культуры, в то время 
как аналогичные зне екия для хроматина клеток, инкубированных с 
5-зза-С в течение 24 ч, составляют 1.6 2,5 (табл. I). При анализе 
электрофореграмм растворимой фракции хроматина видно, что и спустя 
24и 48 ч после переноса клеток з среду без 5-аза-С сохраняются рез­
кие различия в наборе субчастиц хроматина, вышенляемых при нукле­
азном гидролизе В то время хак тотальный хроматин (рис. 3, кр. по 
окраске) расщепляется на крупные блоки, соответствующие частицам 
крупнее, чем моно- и дииуклеосомэ /большая часть материала локалн-
Таблица 1. Относительная доступность к нуклеазе хроматина с 5-а.за-С замещенной 
ДНК (радноамивнос1ь) и суммарного хроматина (УФ определение) » разных условиях 
тлролиза

Угловия
•/-радиоактивность ДНК растворимой фракции 

УФ ДНК растпоримой акции
инкубации мягкий средний жесткий

гидролиз гидролиз ։ядро.-, из

24 ч 
5-азл-С 1.6 1.8 2.5

24 ч 
5-аза-С 
4-48 ч отмывки 1.3 1.3 1.8

Зивана на старте геля), хроматин, сформированный в клепках, инку­
бированных с 5-аза-С, расщепляется на моно- и динуклеосомы. Хро­
матин из клеток, инкубированных с 5-аза-С 24 ч. (рис. 3), представлен 
в геле главным образом мононуклеосомпой фракцией, которая состав­
ляет от 80 до 90% всего материала (табл. 2), при этом доля кор-частиц 
и субкоровых фрагментов варьирует в зависимости от глубины гидро­
лиза в пределах 50 80% Инкубирование таких клеток после смены 
среды несколько стабилизирует структуру хроматина. Так, через 24 ч 
после смены среды л* ля моно нуклеосом составляет 60—80%, а кор- 
частиц и субкоровых фра։ ментов- 25-60%. Близки к этим данным и 
результаты анализа хрома тина клеток после 48 ч чейз-эксперимента. 
После смены среды в клетках наблюдаемся также некоторая стабили­
зация мононуклеосом, уменьшается доля субкоровых фрагментов, бо­
лее четко выделяется кор-частипа. увеличивается представительность 
других типов мононуклеосом, в части сти, наблюдается появление хро­
мосом. В зоне динуклеосом, однако, практически единственной виде 
. немой частицей является ДО. которая соответствует безонейсерностл 
дянуклеосоме как было определено нами ранее [о]. Только в клетках, 
।.нкубированных в течение 48 ч после удаления 5-аза-С из среды инку­
бации, в зоне динуклеосом нуклеазного гидролизата ь.՛..: является типнч- 
। си дииуклеосома—Д1.

Таким образом, основные особенности структх ты хроматина, воз­
никшие в ходе репликации ДНК в клетках в ; рис; ՛.-в •-։ 5-аза-С. го-
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храняются л после завершения первого пик. а репликации ДНК, а так- 
.жс после прохождения клеткой второй Б-фазы.

Рис 3 Э.К'Кгрофсрсграмма фракции раегноримаго .хроматина. пачучгн- 
ний нуклеазным । рдро.т >ом лир кле-.ек, инкубированных с З-азлцц;и,чи­
ном 24 ч + 24 ՛• нося. <м.»։ы среды I pa.uio.iK3 тиисз •: ’—окраска 

<КумисСи«250».

Таблица 2. Глубина гидролиза микрококковой нуклеазой хрома гнил клеток, инку­
бированных с 5-аза-С з разных условиях

У< 10131И1 ։:11лу- 
бапии кле о

։
Ош хп слмсз । доля ч астц 
во фракции рлсгноримого

xpoct.it ина. 'V

> слизня । ֊-д о. ՛• з ।

м । к »й г ре • н ли ж е п кий

24 ч 17 21 7 /|й։։у клео.оми
о-лСа-С 17 11 Монону К.КО ОМ 1

54 62 82 Коров ։• члстяца н су'КС- 
ролл?. фракция (К-т-сК)

24 ч .Ъ 16 ՛ дне
5-аза-С V 25 .И МНС

1 24 ч
смены ср. Д .1

44 53 К с К 1 •

24 ч 38 26 31 :։н-:
5-зза-С 2 . 23 н МНС
4-48 ч
Смены среды

.16 •*. • с» * 5^ К -Ь сК

Выявленные особенности структуры хроматин;:, сформированного в 
клетках, инкубированных с 5-аза-С, в принципе, близки гем. которыми 
характеризуется хроматин акгивнг экспрессируемых генов Деком- 
оиктязация хроматина, снятие надяуклсосомнон структуры являются, 
но-виднмому, обязательным условием его перехода из неактивного с>и 
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стояния в активное. Результаты настоящей работы позволяют сделать 
вывод, что структурный переход хроматина в активированное состоя­
ние может определяться в ходе его сборки на синтезирующейся клетке 
иедометнлироааиной Л НК. Исследование белкового состава хромати­
на, сформированного на недометнлированной ДНК. может пролить 
свет на причины аномалий в его структуре.
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ИЗУЧЕНИЕ КОМПЛЕКСОВ МЕДИ (И) С ГЛУТАМИНОВОМ
К И СЛ ОТОИ МЕ ГОДО М Э11Р

Р. Л. ЛСАТУРЯН 
• •* ' 

Ереванский физический hhcihtj I КА?) СССР, табиратория •адиаиноиной бнифили.и

Методом ЭПР юучзлн комплексообразование межд\ мелью (И; и глута­
миновой кислотой в святи с известной по данным литературы противоопу­
холевой активностью их на штаммах саркомы 5-37 животных. В йг- 
виенмостн от pH выделены и илентнфкцироцаны грн типа комплексов, 
два 1-1 хогоры« лабильны. а третий стабилен при нейтральных֊ к щелочных 
.та՛!-, пнях pH. Проышоопухоленой акгниностыо могут обладать и основ 
ном комплексы типа III. Высказывается предположение, что ирнмененн. 
метода ЕХАЕ5 спектроскопии при изучении структуры этих комплексон 
позволит непосредственно наблюдать эффект Яна-Теддера

(II/ It linifft/ibputi՛-
qnjuipntJfi, П[‘{'։ ''ujJujAujjb rjitiutjlubnifljujL uttfjut [ЬЬ/г/՛, gnigti'i'l.pntit 4 'uilfiuni- 
nntgpuijfih uilj<^lii^ni{ljntii uwplfitdtu S—37 ^arnntnJ ntnnig />■»///'/' 1{ЬЬг/1чЪ[’Ъ1<р1< 
Guiduipt

pH ֊/<ff urtivtuu։t[li{ It r։/tn2t[l.{ Lil IfndUf(I.fiihljt(i f.pt.y n^ah-
gpg Lftljtiujp Lit, /inlj i.fttiti/fqp 1/utf/iiL I,՝ pH/. '’["Ihtujpii

tjLu/fnnti
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