
за НО с отмеченнной Хиллманом неопределенностью биохимических методов определения структур. Допустив ее структурную трансформацию в другую аминокислоту, мы предполагаем, что ей принадлежит некая важная функциональная рол. я организации биологических процессов, как н случае превращения тмина в урацил.Факты варьирования кодонов аминокислот и результаты проведенных исследований диктуют необходимость вести целое истомный поиск действительных принципов и механизмов кодирования, исходя из реального параметра (СЭП) количественной оценки хим и ко-биологической информации, строения био молекул фенотипа и кодирующих оснований генотипа, взаимодействие и связь между которыми формирует и реализует все вилы биологической памяти, лежащие ։ основе процесса восприятия, анализа, синтеза и резонансной модуляции, индукции и дедукции воли мысли.
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СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ ИЗМЕНЕНИЕ ХРОМАТИНА 
КАК ФАКТОР. ПОВЫШАЮЩИЙ ЧАСТОТУ ТРАНСФОРМАЦИИ 

КЛЕТОК Не1.а Са-ДНК рЯ\֊2г։ео

Р. А. ЗА А /1РЯД

11HCTH7у- ■.•Kcnepii.Mi.ii; альиоЙ биологии АН АрмСС.Р. Ереван

Показано, ч-о обработка Кз-бутира-ом, ДМСО. ди-РНК. тб-пЛМФ повы
шает частоту трансформации клеток HeLa Са-прецнннтатом ДНК 
pSV2 яс-о. У всех щученных стабильных трансформантов ген пео интегри
рован в ДНК хроматина и сцеплен с фрагментами ДНК. относящимися к 
повторямпцнмся последовательностям генома. Указанные стимуляторы 
ДНК-опосредоеаиной трансформации клеток Ihl.n значительно повышали 
в ядре- активность Ca/Mjg- зависимой эндонуклеазы и долю хроматина, 
чувствительной к ДПКатс; Докондекснрованныс участки хроматина были 
обогащены повторяющимися последовлтелькосгями генома

Сокращения: ДМСО димстилсульфа!. дб-цА.ЧФ— днбутирнл-цЛМФ, дн-РНК 
двуиитсвая РНК.
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ВКЛЕПКА I
К гт. Зпхпряв Р. Л. (с. 533).

Рис I Расщепление хрпмапши ДНК азой 1: 1.4 -хроматин, полученный 
из шгзюных Пока; 2. 3. Г>. 6 хромаиш кле'.ж Нека обработанные. Мл- 
б՝.1 иранл'. пЛМФ. ЧМСО. дн РНК сиотпотственно Электрофорез ДНК 

проведен к 1.2% геле агарозы.



Ի;:,՛, 2 P;jc:Hi-H.iClli։e хромзтнн.1 K.ivlOx Hei a Мц мякнмой т-гд.ялh.tv- 
JUOrt 1,11. микрококк гл i: Нуг.Леа н.-н i2.i I *1. б—\ оматнп |C!ei<x I lei i. 
ч6р:н’пт:п11Н.'\ \-՛ б;. П1|»;111>м и 11A5\<|| СОитп։-тгтег!НО; I n. i еом.1.111 
интактных k.I'-utk Ih'l.i. 2 a 6. l Хром;:, in, к... lid.a. ofipofjOTaiiiii.r; 
\a-6yInj.՝aiom. ււ\\ւՓ. д.--Р:1К "Himmc in- 1 ՛■ \|>om.hii nii.-i.

них клеток HcLa.

Рис. ՜ձ rii6jiii,jii.i.-iniioi:ii:Jii .tii.i.iii Jl!l« MHIUKIHI.IX K.ieiuk iieL.i. обрабо՝ 
тапноп >н.՝,о укяеааой Hi:n! Ill зяр-дцк ii.wmh;i 2. 3—pl I I pJ2;

6. 7 p2«; р.Ж 9 pillS. ID. 11 pl07- 1.5- pSV 2 neo.



Bntjg Լ տրված, որ Кй-րուտիրա/ոով, ԴՍՍՕ֊ով. երկթեք-Ռ\>Ք'- ով. /քք-ք/ԱՄՖ-ով 
մշակումը բարձրացնում Լ HtLa ԸՁ՜ք ոքրԼըիպիտԱ/տով M/^-pSV’ Ь/уЛ

ների տրանսֆորմացիոն '.աճախականոէթ քունը՛ 1է/դոր ուսումնասիրված կայ/ոն 
տրանսֆորմ անտներո՚մ նեոՅ հենր ինտեզրացվս/ծ Լ րրոմատինի ԴՆքե-ո/մ b 
միաց/սծ / ԴնՒ-ի աքն մասերին, որոնք վերս.՛/երվում են ղենոմի կրկնվող Հա- 
չոր/քակտնությանր՛ ||.|.Ջ ք»/քների ԴՆԸ՚-Հ։ .շորդակտն տր/սնսֆորմացիս/քի վերր 
նշված ստիմո՚քյատորներր ղզաքիորեն բարձրացնում f/ն կորիզում C'l ՜ 1 \\jj~- 
փոիյկա/զակցված էնղոնուկքե/սզս/յի ե ջրսմ տտինի ք/սմնի ակտիվությունը, >՝րո 
զգայուն է, ԴՆթազա !-ի նկատմամբ/ Քրոմ ատին ի գկկոսղենստցված ս/կղ/սմա- 
սերը հ/սրստացվո/մ են զենոմի կրկնվող ‘աքորգսւկանռւթյունների միջոցով/

1։ has been shown than ’l.e ireaimcnl with Na-butyra.te DAVO. us-RNA. 
db-cAMP increases the frequency <-f the trciisforntatlon or Ilc-La ceils with 
Ca-precipiiated DXA o! pSVJr.e-.. Al! stuc e. ь’зЧе transformants Pre 
gene *neo", integrated in։ chro тз::п DXA and cohc.՝jve with DXA frag
ments. corresponding to Hie repeir.ve sequences of genome. Mentioned 
stimulators of ®Hel.a cells Г.'Х A-mcdhivd rrir*forntnt!On considerably 
enhance ’lie activity -if C? -i-ck-ire dent end< nndc.is'-* in тиЛе-.г and the 
part ol c. romiitln, which is sensitive ro Х-'мне I; Jecondensvu regions 
oi chroma:.n have .een enriched with the e. e nice sequente; of genome.

Клетки riei.a—трансформация- хрома!ин.Трансформация клеток млекопитающих путем введения чужеродной ДНК индивидуальных генов сопровождается интеграцией вводимого гена в геном клетки, его экспрессией, стабильно и наследуемо сохраняемым изменением в фенотипе рециппентных клеток [5. 11, 12]. Вместе с тем частота стабильной трансформации, выявляемая в условиях селективного отбора, обычно низкая, н механизмы, способствующие интеграции внеклеточной ДНК в геном реципиентиой клетки, не- достаючни изучены. Ранее было показано, чтг Na-бутират [7]. ДМСО [10]. ди-РНК повышают частоту стабильной • лаясф,рмаиш клеток высших эукариот.
Материал I. методика. Для трансформации с։.: хи Нс1 ՛*• .мотп.т Са-прсиипн- 

-.атом ДНК плазмиды р$\'2 пео дли ЧП К р5А'2 л՛ >. рено гуировлнной в нуклео
сомы РН [I]. из расчета 1<1 мкг ДНК на 5хЮ5 клеток Згл гл.имит.т «>6 • щ ппг- 
я ՛ устойчивость ■< .ттпб:1’: ику 1>-418, :окснчному для клс։ок . парно՛. [!■»] Поел- 
I. •: инкубации г ДНА р5\2лео и глицеринового шока [6| к среде ;:обаплл..ц одно 
1н ел :у.'о... ՛ . соединений: Ха-бугират 5 мМ, дпбугпрвл-цАМФ (ил 8 бром 1АМФ)' 
I1? мА'.. ту :илсульфоксид (ДМСО) 100 мМ ил։։ ди РНК -50 мкг; после 13 ч ин
кубации клетка НеЬа (по !0! клеток) пересевали в чашки с ново։՝: Г- • :сн рсссвзй 
средой, к которой к -18 часу инкубации добавляли среду содерж՜ ՛ 1 мг.'мл антч- 
г'։ц! -ик1 С-418 ($Нсг1п£). Через 36 ч клетки НеЬа вн'-з: гысе -.лшки •:՛՛ сви- 

средой с I мт/мд С-418. Среду меняли через каждые 3 дн вырс.шш- ■'•..■..֊н.1 
под; 'ш։ал։1 через 1Я дней.

. выделенш.н ... к '.чсч !1еЕа. суспендировали з раегйоре с 3 мМ М'/Д՝. ■. 
' мА'. С.1 2, 1С м.М Х.С К! мМ трпе-НС! 1?Н 7.4 . ‘вечетп I м։ ДНКУмл н обра
батывали ДНКазе. (10 ՛. 1,'мл| 5 мин ври 37' Э ,.. офорез экстрагированной ДНК 
(.у.»м: г| проводили : 1 . ком агарозном геле. 1НК н геле окрашивали этндиум-бто- 
• пл<.?., |гуа.-.нлгц ДНК. проводили на и\ -пллюм1Ш.'1:оре (ФРГ).

.? V . ■ .к. впостъ Са. А'л&-зависим ли эндонуклеазы определяли при ин-
։лб: .и ՛ .՛ ;՝ ли 'к1.а и ксишецграции 73 е;. пли. '•.. мл з буфере (50 мМ тр:-։- 
НС । 7 г.՛. 25 ՛. .’■։ , }0 - ։д Акп<12. 5 мА1 2-мер:;.։. - н.п.:.։. 0,2 мМ фенплметил-
• 7ье ..՛ и;.: л.-; .О".-..!), есдерж :. м 0.25 М сахарозы н 1 мМ СаС12. Реакцию оста- 
։ .. :иоа, к 13 .м.՝1 ЭДТА 1'1! 7.5).534



Ядра в концентрации 75 Лж. ил тядролимвали микрококковой нуклеазой <1 ел на 
50 мкг ДНК) н течение 5 мин в буфере, содержащем 0,25 М сахарозы. 50 мМ КС(, 
15 мМ NaGl. ЗмМ MgCl2, 1 мМ СаС1-_. 15 кМ 2морфолинсульфоновой кислоты. 0,1 мМ 
фснштфльфошифлюорада (pH 6,61 Реакцию останавливали добавлением ЕГТА до 
конечной концентрации 10 мМ О глубине пиролиза хроматика судили но степени 
высвобождения кислоторастпорпмых олигонуклеотидов в пределах I—1.5% 
<Ник» трансляцию ядер клеток Нека проводили по описанному методу [8]

Ренвтурацню ДНК проводили метолом, описанным в работе [10] ДНК, изолиро
ванную после реакции <иик» трансляции, смешнналн с немеченой ядерной ДНК. об- 
рабагцьадн ультра туком до получении фрагментон с мол массой 500 —800 X11)\ де- 
«птуриропалн. Рскдтурацню полученных фрагментов ДНК к отделение реассопирл- 
аапкых фрагментов ДНК от денатурированных фрагме»поо проводили на колонке с 
ШЛрокснл пи гитом

Геи пео был изолирован и составе фрагмент Bgl It Sma I транспо.тно Ti։*5. Дли 
niOpunii.taiuiii [15] исполыонпиы меченные «Р-Bgl И'Sma I фрагменты co специфи
ческой активностью 10* ими,мин на I мхг ДНК

Клетки Не! а. предварительно меченные ։*С-՛ нмидином. 0.1 мкКк>/мл. после ин* 
«yflrtUHit и течение 12 ч с Х'л б\ тиратом. днбутирнл иЛ.МФ ДМСО. ди-РНК, липли- 
тировали в линейном градиенте щелочной сахаре<ы (5 20% едхиротл в 0.9 М 
КлС1/|(1 мМ ЭДТА/0.3Н NaOH) согласно [И]. 150 мкг клеточной ДНК расшеплилн 
П Объеме 0,5 мл эндонуклеазой Ihnd-Ui. лигирование проводили и гечснис ISч при 
16° в Присутствии 5хНР единиц ДНК лигазы фага Г4 ДНК выделяли стандартным 
МОТОДОМ фенольной лепротсиннтацин, осаждали и промывали нинолом

Полученпля ДНК была рссуспснднроиаиа н 0.5 мл 10 мМ .pin -HCI (pH 8.1)), 1 мМ 
ЭДТА и использована в трансформации £. сек. Трансформированные клетки суспен 
диропали d 5 мл питательной среды н по 150 мхг суспснлш высевали и чашках Г1ет- 
pil на питательный агар, содержащий 150 мкг-мл ампициллина В среднем нп 6— 
5 мхг Д1 ГК формировалась одна ампициллин-резистентная колонки пео*

Результаты и обсуждение. Как видн< ш< табл., обработка клеток Нека в условиях трансформации pS\'2ne > Ха-бутнратом, дибутнрил- цАМФ. ДМСО. а также ди-РНК существенно повышали число стабильных трансформантом Hei.а пео՜.
Эффективность трансформации ' -. la pS 2-.ео

О глпотчл хле:оь Нека 
pSV2>։eo Контроль-------------------------------------------------------------

____________________________________ ‘м‘- ДЯ-РНК

ЯНК Са-прспититлт 2 И) 4 Ю 3 И) 2 3 |ц-;|

Рекощ rpyiipoB.iiiij.u-
нуклсосомл (1’111 Ъ ։•' • ; О 1 К) -՝Полагая, чю Структура хроматина клеток, обработанных соединениями, повышающими частоту грансф»1рм;тпи. изменяется таким об- разом, что становится уозможиой интеграция pS\ 2пео в геном отно ситслыю большего числа клео>к. мы лсслелов.злн доступность хрома типа кленок Нека к ДНКазе I и условиях нашего жсперименгаПолученные результаты (рис I. см пкл. I) свидетелитпуют. что все использованные стимуляторы существенно увеличивают золю \р<> мвтцна, гидролизуемого ДНК.иой I |13]; при .«том также возрасти^ количество Д||К, пл лобож.. ..-мой в вид. мц-лотлрастворимо!. ДНК 
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Выявленные изменения в структуре хроматин клеток Нека отражают на л и н ров а иную, возможно, избирательно в зависимое! и от соединения, деконденсацию хроматина с появлением участков хроматина, гипер- чуветвятельных к ДНКазе I. Одновременно в ядрах клеток Нека» трансформацию которых р8\’2пео проводили в присутствий \'а-бутн- рата. ДМСр, цАМФ, л-РНК, относительно высока активность Са/Му- зависимой эндонуклеазы, повышена доступность хроматина и к расщеплению по мононуклеосомным участкам .микрококковой нуклеазой ■рис. 2. см. вкл. I).Уменьшение чувствительности хроматина обработанных клеток Нека к ДНКазе 1 наступало через 48 ч после удаления Ма-бутиратя, ДМСО, цАМФ и замены среды на свежую. Соответственно понижалась эффективность трансформации клеток Нека .р8\'2пео в 4—5 раз: 10՜4 для ДНК Са-преципитата и 3X10 ՛ для ДНК р8У2пео, реконструированной в РН.Аналогичным образом уменьшалась доступность хроматина Нека к Са/М"-зависимой эндонуклеазе и микрококковой нуклеазе.В ряде работ было показано, что в реакции «иик-трансляции» пре- имущественно метятся ДНКаза 1-гиперчувствительные участки хроматина [8].Для определения природы ДНКаза Ьгиперчувс^вительиых участков хроматина была проведена реакция «ник-трансляиии» хроматина клеток Нека, необработанных и обработанных индукторами в стандартных условиях трансформации рБУ2пео.Контрольные эксперименты показали, что в отсутствие экзогенной ДНКазы реакция «ник-трансляции» протекает достаточно выраженно, по-вилимому. <а счет активности эндогенных нуклеаз, вызывающих единичные разрывы в ДНК- При этом в условиях воздействия \a-5y- тира;а, цАМФ. ДМСО доступность хроматина к эндогенным нуклеазам существенно повышается.Для характеристики природы ДНКаза 1-глперчуветвизельных. участков «ник-тринелнрованвую» ДНК хроматина клеток Нека (использована ДНК хр- матина, «ник-трансляция» которой проводилась за < чс активности эндогенных нуклеаз) смешивали с немеченой ДИК тотального хроматина, обрабатывали ультразвуком, ьенатурировали и использовали в реакции реассоциации.Обнаружено, что при СоМО около 30% радиометки :՝Р находится н двуспиралькой форме (в контроле), около 50%—в .••.успиральной фирме к ДИК хроматина клеток Нека, обработанных \а-бутиратом, цАМФ. ДМСО, при этом уровень «ник-трансляции» ДИК в 5 раз выше. чем в контроле.Таким образом, пол воздействием указанных соединений происходи! активация последовательности ДНК. обогащенных повторяющимися генами.Из данных литературы известно, что при СоН-К) реассоцируют последовательности ДНК, относящиеся к семействам высокоповторя- ющихся и умеренных повторов генома, составляющие для приматов 30% ДНК хроматина, Полученные результаты показывают, что 
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ДНК-аза I гиперчувствительные участки хроматина, индуцированные использованными соединениями, обогащены повторами относительно тотальной ДНК хроматина приблизительно в 4 раза.С целью выяснения наличия единичных разрывов в ДНК хроматина клеток- Нека в условиях трансформации клетки Нека после 24 ч инкубации с К’а-бутиратом, дб-цАМФ, ДМСО и ди-РНК замораживали в жидком азоте и затем анализировали в линейном градиенте щелочной сахарозы (см. методы).Практически весь меченый материал (’’С-ДПК) имел коэффициент седиментации около 130. В условиях же инкубации с одним из указанных соединений имела место некоторая фрагментация ДНК. и в районе менее чем 40 8 появлялся достаточно четко выраженный пик фрагментированной ДНК. После замены инкубационной среды на свежую (см. метод трансформации Нека) и инкубации клеток в течение 48—72 ч низкомолекулярная фракция ДНК в градиенте щелочной сахарозы исчезала из зоны низкомолекулярной ДНК. что свидетельствует о возможной репарации и лигировании, образовавшихся разрывов в ДНК. Проверка физиологического состояния клеток Нека показала, что в условиях эксперимента менее чем один процент клеток окрашивался трипановым сипим.Для характеристики участков .интеграции гена пер в геномной ДНК, мы провели трансформацию Е сой՜ ДНК. клеток Нска-пео1, трансформированных в условиях обработки Нека Иа-бутиратом или цАМФ (см. методы); были выделены и изучены ио 5 плазмидных рекомбинантных ДНК из каждой группы трансформантов Г, со1։, обозначенных соответственно как р 11-15 и р28. 36, 105 — 107. ДНК этих плазмиде мол. массой в пределах 1,5—2X105 была использована после обработки ультразвуком до мол. массы 7֊5X10г з гибридизации по Саутэрну [13] с ДНК хроматина Нека, гидролизованной эн Ю нуклеазой (рис. 3, см. вкл. I).Из рис. 3 видно, что практически все изученные рекомбинатныг ДНК содержат последовательности, повторяющиеся в геноме Нека с достаточно высокой частотой: ДНК плазмиды р8\'2пео доело обработки ультразвуком до 7—5X1 (Р не гибрндизустся с геномной ДНК НекаПолученные результаты показывают, что использованные при трансформации Нека р8У2пео Ха-бутират, дибутирил-цАМФ. ДМСО, ди-РНК повышают в клетках долю активного деконденсированного хроматина, индуцируют в нем единичные разрывы и в связи с этим, невидимому. и активацию репарационных процессов; отмечается относительно большая доступность хроматина к ДНКазе I, микрококковой нуклеазе н Са/М£-завнСимой эндонуклеазе; структурные изменения в хроматине коррелируют с повышением эффективности трансформации Нека р5У2пео.
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Д В УХ КОО РД И Н АТ Н А Я СОЛ 10 Б И Л И 3 \ Ա И Я М Е МБ Р А Н Н Ы X 
БЕЛКОВ
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На основании изучения выхода белка и.т состова мембраны п раствор 
при ризных комбинациях концентраций компонентов экстра! йрукткн сме
си составлены особые диаграммы. Но форме так называемой липли ”лу- 
пых</Дй. прокедснг й па диаграмме ио гиякам 50' ,-ной экстракции белка, 
выявлены характерные группы средн изученных белков Для первой груп
пы белков характерна pH •независимость выходи. Длч белков шорой 
группы переход зависит как от pH. гак и от ионной силы рачеор. .тнння 
полувыхода имеет характерную ступеньку Пср-с.хи.: белков -р-ьей груп
пи носит сложный характер зависимости как or р! I так н ы цинний 
силы, линия псиун.г:л:>да имеет множественны..* ;! гибы

Լո4\աէրսաող խէԱոնուքՈքՆՏոքէ էրրն(ւք.նս։րւսցխսն14>{> iHtHpf եր <:ւ14}ակէ,՝.ւէք՚յուններհ 
ազղքւքյէոթքան տակ րազ ա rfj>ni jl յ1..Ն j: հ uub/jj/ji.'b ւաԱսւէնւ֊ոո^
յէ1է;։աչւա)ւ;յ>4ք1 и uf խրէ ա >; t! > ц/’ ■luniu/i կազմվում Zb .աաակ ղխսրյյւամնԼ/Г/ tt/ii- 
i./Ли 1րէ<վաձ t/ծ/1 " niff յամ (՛, րք>ր տ}է>քկացվ»էւ> Լ 4ււ{//ս>ակո։ քքր ՈՕ'-''-..
/“te/’ կետհյւով, 1< հ«.-/սւ է,ն րԼրվ/պ սւո՚սՆձնաՀաւււ/ււկ (սմ րերէ էԼոարին քսմ/■/, 
։ւպ[ւսւսւ!ւո4;ն1է{ւ1ւ '.ամար րնււրո; Լ անկախ անք;ր՚ս>ր թազանթ/ւ ; ա։)աւ/րո. -
Pjadiftg IKit'lo-jPi հ կրէ>[ւր; խմրյ. սպխոէսկո. (յնԼրր <ւ.։։;էար1.րւ4>1 1.Ն ա)ւ>>ո.մ, 
կախվւսծ / 1։նշպէ. ւր (1 | I խ (u.-buljf-b Օրրորւ;
խմր!> ndignid(i ւո<ծույթ (;ո.ր}ա}'երւ^մ Հ քարդ կախ'!РpH-/'/? ն }<ոնայ(էն 
։՝">!՝քէ- զ՜ծ/։Ն րնսրոք l.lt քէաէյմաPPI гНг‘“Ч‘Ч՛-

.Special diagrams are .on's true led on Hiu- basis ՛< study of solubili/aiioi: 
of proteins from Ilie incmbi.ine и case >i d rlr cii: ombinallons oi cou- 
centrallons oi Hie exir^cijon mlxiiirc co.։;p inen'.s. According to the form 
oc the so-c-aiied half exii line on ihc diagrams jo meu by points of 0 per 
ceui extraction of proicins, the charaeterisii. groups arc revealed 
among the tested proteins. A ^/-/-independent passage is drtertnk.cd for
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