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ВЛИЯНИЕ ГИСТОНОВ НА РЕПАРАЦИЮ ОДНОНИТЕВЫХ 
РАЗРЫВОВ ДНК ПОЛИНУКЛЕОТИДЛИГАЗОЙ

Было показано, что АТФ- и ДПН-зависимые полинуклеотидлпгазы 
(ПН-лшазы) способны репарировать индуцируемые у-радиациси однони- 
тевые разрывы в ДНК (Д. Около 80% фосфоэфирных разрывов, индуци
руемых ионизирующей радиацией, ренаряруется НН-лигазой (“).

ПН-лигаза локализована в хроматине клеток костного мозга в виде ак
тивированного аденилатного комплекса (2), что свидетельствует об участии 
этого фермента в быстрой ликвидации возникающих in vivo однонптевых. 
поломок ДНК. Вместе с тем известно, что гпстопы, составляющие основной 
белковый компонент хромосом высших организмов, подавляют активность 
целого ряда ферментов. Так, гистоны ингибируют матричную активность 
ДНК в РНК- и ДНК-полимеразных системах (4_5). В связи с этим пред
ставлялось интересным сравнить репарацию ПН-апгазой ДНК в свобод
ном состоянии и в составе нуклеогистона. Следует отметить, что интер
претация данных, получаемых на искусственных комплексах гистон — 
ДНК, обычно оказывается затруднительной. Это связано с том, что при 
добавлении гистонов к ДНК образующийся нуклеогистон агрегирует и 
выпадает в осадок. Поэтому часто остается неясным, объясняется ли ин
гибирующее действие гистонов комплекс-проза ином с ДНК или является 
результатом того, что ДПК в составе нуклеогистона переходит в нераство
римое состояние. Поэтому мы изучали влияние гистонов на репарацию 
ДНК ПН-лигазой в двух системах. В первом варианте гистоны и ДНК сме
шивали в растворе и 1Ш-лигазную реакцию проводили без удаления выпав
шего осадка. Во-втором варианте гистоны добавляли к ДНК, фиксирован
ной на целлюлозе. Таким образом предотвращалась агрегация образую
щегося нуклеогистона. П Н-лпгазоспецпфпчпый субстрат получали путем 
обработки Р32-ДНК из Вас. subtilis SIIGU панкреатической ДНКазой I 
как описано ранее (2). Р'--ДНК с лигазоспецнфичньтмп разрывами фикси
ровали на микрокристаллической целлюлозе ЛТ фирмы «Chemapol» по 
методу (6) с незначительными модификациями. К раствору ДНК 
(250 цг/мл в 0,01 трис-НС1-буфере pH 7,8. содержащем 1•10“2 М ЭДТА) 
добавляли сухую целлюлозу (1 г / 3 мл), смесь сушили 18 час. при 25° и 
24 часа при 4° под вакуумом на КОН. Сухой порошок суспендировали в 
0,01 М трис-НС1-буфере pH 8 и трижды отмывали этим же буфером. Р32- 
ДНК-целлюлозу ресуспендировали в том же буфере из расчета, чтобы 
0,3 мл суспензии соответствовало 50 ,иг ДНК. ПН-лпгазу выделяли из Вас. 
subtilis SHGU по методу Оливера и Леман (’). Гпстопы выделяли из ти
муса крьтс по методу (8). Р32-ДНК с разрывами в растворе или фиксиро
ванную на целлюлозе смешивали с гистонами таким образом, чтобы конеч
ный объем смеси составлял 0,4 мл. Репарационная смесь содержала сле
дующие компоненты в концентрации: 20 \хМ ДПН, 0,01 М MgCl2, 0,2 М 
NaCl, 0,01 М р-меркаптоэтапола, 0,01 М трис-НСГбуфер pH 8,0 и 0,5 еди
ниц VI фракции ПН-лигазы; инкубировали 60 мин. при 25°.

О репарации Р32-ДНК с разрывами судили по разности отщепляемого 
щелочной фосфатазой радиоактивного фосфора из 100 цг Р32-ДНК до и 
после обработки ПН-лигазой (2,9). ПН-лигазную активность в отсутствие 
гистонов принимали за 100%.
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Прежде всего необходимо было выяснить, насколько ДНК, фиксиро
ванная на целлюлозе, может служить субстратом для используемых в ра
боте ферментов. Для этого предварительно испытывали Р32-ДНК-целлю- 
лозу на ПН-лигазную, фосфатазную и ДНКазную реакцию. ДНКазу ин
кубировали с 50 рг ДНК на 1 мл в 0,01 М трис-НС1-буфере (pH 7,5), со- 

• ДНК кПН-лигазой. Гистоны добавляли 
'50 рг ДНК в растворе (2)

держащем 0,005 М MgCl2, в тече
ние 1 часа при 37°. Полученные 
данные представлены в табл. 1. 
Видно, что при фиксации на цел
люлозе ДНК сохраняет свою суб
стратную специфичность во всех 
этих реакциях. В табл. 1 приведе
ны также данные о действии ще
лочной фосфатазы на ДНК и нук- 
леогистон. Активность фосфатазы 
в обоих случаях одинакова. Это и 
следовало ожидать, так как фос- 
фатазная реакция для отщепления 
внутреннего фосфора ДНК прово
дится при 65° (9). Можно полагать, 
что в этих условиях большая часть 
гистонов отделялась от ДНК или, 
во всяком случае, их связь с ДНК 

свободных гистонов с щелочной фос-лабилизировалась. Взаимодействие 
фатазой в этих же условиях также маловероятно.

На рис. 1 представлены данные о влиянии различных концентраций 
гистонов на способность ПН-лигазы репарировать разрывы в ДНК. Видно, 
что когда ДНК-5/РГ2О4 находится в растворе в виде нуклеогистона, ПН- 
лигазная активность остается неизменной даже при отношении ги- 
стон/ДНК, равном двум. Падение же ПН-лигазной активности при взаимо
действии гистонов с ДНК, фиксированной на целлюлозе, связано, по-види- 
мому, с какими-то побочными эффектами.

Наиболее вероятным представляется предположение, что часть гисто
нов, не связываясь с ДНК-целлюлозой, при добавлении ПН-лигазы ком- 
плексируется с ней. О способности гистонов связываться с белками кис
лой природы хорошо известно (10, “). Для выяснения этого вопроса были 
поставлены следующие опыты. В одном случае 30 цг Р32-ДНК-целлюлозы 
после смешивания с гистонами в отношении 2 : 1 тщательно отмывали 
0,01 М трис-НС1-буфером pH 8,0 для удаления несвязавшихся гистонов. 
В другом — ПН-лигазу до добавления к ДНК-целлюлозе инкубировали 
15 мин. при 25° с 15 цг гистонов, после чего проводили репарационные ре
акции. Результаты анализов показали, что репарация ДНК-целлюлозного 
субстрата в присутствии гистонов осуществляется на 70—75% относитель-

• В присутствии гистонов. Гистон/ДНК = 2.

Табл иц а 1
Проверка активности ферментов на ДНК-целлюлозе

Фермент Характеристика активности Актив
ность

ДНКаза I

Щелочная фосфатаза

Щелочная * фосфатаза
ПН-лигаза

Количество ДНК, перешедшее в кислотораст
воримое состояние, %

Количество отщепляемого фосфора, имп/100 
сек. на 200 рг ДНК

То же
Количество фосфора, связанного лигазой в 

фосфатазоустойчивую связь, имп/100 сек. 
на 200 рг ДНК

97

16 630

16 302
8 735
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но контроля. Удаление несвязавшихся с ДНК гистонов полностью восста
навливает способность нуклеогистона репарироваться ПН-лигазой.

Предынкубация ПН-лигазы с гистонами резко подавляет ее активность 
на 40—45%.

Таким образом, полученные данные при проведении ПН-лигазной реак
ции в растворе и на ДНК-пеллюлозе свидетельствуют о том. что гистоны, 
связавшиеся с ДНК, не препятствуют репарации однотяжевых разрывов 
в ДНК, даже при изменении агрегатного состояния последней. Свободные 
же гистоны, связываясь с ПН-лигазой, ингибируют ее ферментативную 
активность. Результаты этих экспериментов свидетельствуют также о том, 
что гистоны не «прикрывают» 5/РО4- и З'ОН-концы фосфодиэфирного раз
рыва ДНК, тем самым сохраняя специфичность ДНК-субстрата к ПН-лига- 
зам и экзонуклеазам. Известно также, что полиамины, связавшиеся с ДНК, 
не влияют на активность фосфодиэстеразы, действующей с 5,РО1-конца 
одиночного разрыва ДНК (1£).

Можно полагать, что одиночные разрывы, возникающие в ДНК сразу 
после облучения, репарируются ПН-лигазой. Вместе с тем репарация од- 
нонитевых разрывов, возникающих спустя некоторое время после дейст
вия радиации под влиянием нуклеаз или радиотоксинов, будет, по-видимо
му, ингибироваться «свободными» гистонами, появляющимися в ядре через 
6—24 часа после облучения в результате частичной диссоциации дезокси
нуклеопротеида (13).
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