
IvlL <Н՝8П11И‘ЗП1»ЪЪЬР1» lUilJ.'lbUI'lBI՛ аЬ‘։П1'36ЪЬР
Д О К Л А Д Ы * К А Д Г. МИИ НАУК АРМЯНСКОЙ ССР

Том 89 1989 = лП

УДК 577.1
БИОХИМИЯ

Р. А. Захарян, А. С. Сафарян, Н. Т. Гаспарян

К механизму стимуляции процесса ДН К-опосредованной 
трансформации клеток Неза Na-бутиратом и дб-цАМФ

(Представлено чл.-корр. АН Хрмянгкой ССР К. Г. Карате ляном 12/1 1989)

Трансформация клеток млекопитающих путем введения чужерод
ной ДНК. индивидуальных генов сопровождается интеграцией вводи
мого гена в геном клетки, его экспрессией, стабильно и наследуема 
сохраняемым измененном в фенотипе рециплентных клеток (։,'Д. 
Вместе с тем частота стабильной трансформации, выявляемая в ус
ловиях селективного отбора, обычно низкая и механизмы, способст
вующие интеграции внеклеточной ДПК в геном репипнентной клетки, 
мало изучены.

Ранее нами было показано, что повышение эффективности транс
формации клеток Неаа ДНК, pSV 2 гео Na-бутиратом, дибутнрнт- 
ц.ХМФ (дб-цАМФ), диметилсульфоксидом (ДМСО), двуннтевой РНК 
коррелирует со структурными изменениями, индуцированными этими 
соединениями в хроматине: увеличение доли активного деконденсиро- 
ванного хроматина, относительно большая доступность хроматина к 
ДНКазе I. микрококковой нуклеазе, Ca/Mg-зависпмой эндонуклеазе. 
Было установлено, что индуцированные разрывы ДНК клеток Неа.1 
локализованы в участках, обогащенных повторяющимися последова
тельностями, что и, по-видимому, предопределяет интеграцию транс
формирующего гена в зоны ДНК, представленные повторами (3).

В данном сообщении приведены результаты изучения функциональ
ного состояния хроматина и интегрированного гена «пео» в клетках 
стабильных трансформантов клеток Неаа, полученных трансформаци
ей ДНК pSV2 neo в присутствии Na-бутнрата, дибутирил цАМФ 
(8-бром-цАМФ) в условиях селективного отбора (антибиотик g—418) 
к 18—20 ч культивирования.

Учитывая, что активные гены проявляют предпочтительную чувст
вительность к нуклеолитическому воздействию ДНКазы I, равно как 
и к микрококковой нуклеазе (*), мы исследовали расщепление этими 
нуклеазами хроматина трансформантов Неаа пео*.

Ядра, выделенные из клеток Неяа, суспендировали в растворе 
ЗмМ MgCl։, 1мМ СаС1։. 10мМ NaCI, Юм.М трис-НО pH 7,4 из рас
чета 1мг ДНК.'мл и обрабатывал । ДНКазой Юел/мл 5 мин 37 С.

Реакцию останавливали добавлением к инкубационной среде 
10 мМ ЭДТА, 0,1%-ного додецилсульфата натрия и 0,5 М NaCI. Далее 
реакционную смесь инкубировали 3 ч при 37°С с протеазой «К» 100 
мкг/мл; ДНК экстрагировали один раз 1,5 объема смеси фенол-хлоро- 
форм-изоамиловый спирт (50:24:1) и один раз 1,5 объема смеси хло- 
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роформиэоамиловый спирт (24:1). Экстрагированную ДИК осаждаап 
2 объемами абсолютного спирта при 20’С. Осадок ДНК растворили а 
I мМ ЭДТЛ. м. I трис-НС! р|| 8.0 в коииентраипи 1 мг/мл 
Электрофорез экстрагированной ДНК (30 мкг) проводили п 1%-иом 
агарозном геле. ДНК о геле окр....авали этидиум-бромидом визуалп-
зацию ДЫК проводили на ЫУ-иллюминаторе (ФРГ).

Как Ыа-бутират, дб-цАМФ существенно увеличивали долю хрома
тина клеток Неаа, гидролизуемой ДНКазой I. У всех же полученных 
на 18-й день культивирования трансформантов Неаа-пео’ устойчи
вость хроматина к ДНКазе I восстанавливалась. Выявленные изм-.- 
1П.ния в структуре хроматина указывают на то, что использованные 
стимуляторы процесса трансформации в период трансформации кле
ток Неаа существенно увеличивали долю деконденсированного хро
матина, гиперчувствительной к ДНКазе 1 Вместе с тем это состояние 
хроматина оказалось преходящим, и у трансформантов Неаа-пео՜ ус
тойчивость хроматина к ДНКазе I вновь восстанавливалась.

Для выяснения характера структурной организации интегрирован
ного в хромосому гена «пео» в трансформантах Неаа-пео' мы изучи
ли доступность интегрированных копий юна «пео> к солюбилизап'ы 
при расщеплении хроматина микрококковой нуклеазой.

Ядра в концентрации 75 Агво/мл гидролизовали микрококковой 
нуклеазой I ед на 50 мкг ДНК в течение 5 мни в буфере, содержаще I 
0,25 М сахарозы, 50 мМ КС1, 15мМ ЫаС1, 3 мМ М^Ск, I мМ СаСЬ, 
15 мМ морфолинсульфоновой кислоты, 0,1 мМ фенилсульфонилфлю)- 
рида, pH 6,6. Реакцию останавливали добавлением ЕГТ.\ до конечно,! 
концентрации 10 мМ. Глубину гидролиза хроматина контролировал’! 
по степени восвобождения кислоторасгворимых олигонуклеотидов в 
пределах 1 —1,5%- Одновременно гидролизованнын хроматин фракцио
нировали на растворимую и нерастворимую фракции (осадок), полу
чаемые после центрифугирования обработанного хроматина при 9000 к 
ц 5 мин. Во всех используемых буферах присутствовал 5 мМ К'а-бу- 
тират.

Экстрагированная ДЫК была фракционирована электрофоре <ом 
в ПААГ и продукты гидролиза изучали методом гибридизации по Сау- 
тэрну (5).

Как видно из рис. 1, при расщеплении хроматина трансформантов 
Неаа пео ' микрококковой нуклеазой ген «псо» выявлялся как в су
пернатанте (С-фракция), так и в нерастворимой фракции (0-фракция) 
хроматина, что указывает на частичную солюбилизацию гена i.u՛ и 
хроматина. Это позволяет заключить, что не все пите! рироваины». ко 

В 
манты 
чеиие 
пенно

пни гена «пео» функционально активны.
следующей серии экспериментов мы культивировали трансфо,»- 
Неаа пео+-бутират (полученные в присутствии бутирата) в ге- 

18 ч в питательной среде, содержащей Na-бутират, и соответсг- 
трансформанты Неаа пео ’-цАМФ культивировали в питатель

ной среде, содержащей дибутирил-пАМФ. Далее из клеток выделяли 
хроматин, обрабатывали микрококковой нуклеазой и 
лиза изучали методом гибридизации по Саутэрну на содер 
«пео». Как видно из рис. 2, для всех изученных трансформантов Неаа-



Рис. 1. Хроматин трансформантов Пепа пео+. 
расщепленный микрококковой нуклеазой н фрак
ционированный центрифугированием на раство
римую (С) и нерастворимую (О) фракции, ко
торые были анализированы электрофорезом в 
ИЛЛГ, с последующей гибридизацией с ргР]-ДНК 
pSV 2 пео. 3. */. 7, 8—хроматин Неаа пео ', транс
формированных в присутствии Na-бутирата (об
работка нуклеазой 5 мин); I. 2, 5, 6—хроматин 
Неаа пео*, трансформированных в присутствии 

дб-цЛМФ (обработка нуклеазой 10 мин;

Рис. 2. Хроматин трансформантов Неаа пео՛» 
растепленный микрококковой нуклеазой, 
после предварительного культивирования 
клеток Пеоа пео' в присутствии Na-бу ти
ра и (/, 2) н дб-цЛМФ (3, 4) (далее см.

подпись к рис. 1)



ПСО ’ ген «пео» обнаруживался исключигслыю а С фракции что ука
зывает на активацию индукторами генной активности Na-бугирато- и 
цЛМФ всех копи,.......птрпровапггого гена юге., в соответствующих
последовательностях клопов Неаа-псо՜.

Вместе с тем в перекрестном эксперименте, когда клетки Нсаа- 
пео ’-бутират, содержали в питательной среде с цАМФ, а клетки Нет- 
neo’-иАМФ в среде с Na-бутиратом, полной солюбилизации для всех 
интегрированных копий гена «пео» не происходило.

Полученные результаты показывают, что в трансформантах Непа- 
пео* ген «пео» интегрирует в участки хроматина избирательно «ак
тивируемые» Na-бутиратом или цАМФ.

В изученных трансформантах Неаа-пео* ген «пео» инте! рироваи 
в количестве нескольких копий как в функционально активные, так 
и в «молчащие» участки ДПК. Одновременно, «.молчащие» участки 
ДНК с геном «пео» избирательно активируются Na-бутиратом или 
цАМФ. Эти данные позволяют заключить, что повышение час юты 
трансформации Неаа геном «пео» г> присутствии Na-бутирата или 
цАМФ достигается индукцией в определенных локусах хрома иша 
структурных изменений, характерных для активированного состоянии 
хроматина, повышающих вероятность избирательной интеграции в ге
ном экзогенно-вводимого гена «пео».
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Na-pnim|irminn։| և qp—ցԱՄՖ НеаЯ թքիչների ՂՆԹ մի^նորզւ|սւծ տրանսֆորմացիափ պրոցեսի ստիմւււլյսւցիայի մեխանիզմի մասին

Ստացված տվյալները թոլյէ են տալիս եզրակացնել, որ I բջիջների 
սրրանսֆորմացիա (ի հաճաիւակսրնության բարձրացում ր ղեՆի միջոցով

£1 - բու տիրատի կամ ցԱՄՖ ներկայությամբ տեղի է ուն ե նո. մ քրոմ ատին ի 
ակտիվացած վիճակին բնորոշ որոշ լոկումների կառուցվածքային փոփոխու
թյունների ինդոլկցի այի շնորհիվ, զա բարձրացնում Լ դենի ինտեգրա
ցիա ւի հավանականությունը քրոմ ատին ի այն ՝> ատվածներում , որոնք րՆ տ - 
բովի են ակտիվանում Na- բոլտիրատո վ կամ ցԱՄՖ-ով։

Ստացված արդյունքները ցույց են տալիս, որ Нега հետադոտված տրանս- 
ֆորմատներում <гПеО*> գենր ինտեդրացւէած Լ մի քանի պատճեներոմ, ինչ
պես ԴՆՒ-ի ֆունկցիոնալ ակտիվ հատվածներում, այնպես նաև րլոող» հատ- 
վ ածն ե ր ում ։
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