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Обнаруживаемые в различных ДНК «минорные» основании (МЦ * и
другие ) представляют собой продукты энзиматической модификации обыч ¬

ных основании на полппукдеотндном уровне С-1 ) . Функциональная роль
этой модификации еще неясна , том не менее имеется предположение о том .
что она может играть исключительную роль в процессах клеточной дпф-
ференцнровки ( ‘) , Несмотря на то, что МЦ в ДНК' высших организмов
найден уже давно ( "} , сведения о характере метилирования животных
ДНК немногочисленны ( т , ’ ) . Так , папрлмер, до сих пор ничего неизвестно
о метилировании цитоплазматических ДНК (цДНК ) . Между тем, на опре¬
деленных (ранних) стадиях эмбриогенеза именно эти ДНК . не учитывая
митохондриальных , составляют подавляющее большинство ДНК клет¬
ки (") . Неизвестно, существуют .иг цитоплазматические ДНК-метилязы.
В дифференцированных животных клетках ДНК-метплаацря активность
(ДНК-МА ) сосредоточена главным образом но фракции ядер (около 90% )
и отчасти в митохондриях ( 10% ) , а п растворимой цитоплазматической
фракции она практически отсутствует (*, ’ ) .

Относительно свойств л локализации ДНК метилаз эмбриональных кле¬

ток- вообще нет никаких сведений . Отчасти это объясняется тем, что, гг от ¬

личие от бактерий ( ' ) , в клетках эукариотов долгое время вообще не уда¬

валось обнаружить ДНК-МА , а из животных клеток (печень крысы ) ДНК-
метилаза выделена впервые всего только два года назад ( ') , Однако, как
было показано позднее ( А , свойства и характеристики этот фермента на
самом деле относились к препарату , который содержал 99,8% активности
мешлаз РНК и белка . Таким образом, сведении о ДНК-метилазах живот ¬

ных по только краппе скудны, но и, по-пндимому , весьма противоречивы.
Трудности при изучении этих ферментов в основном связаны с их крайне
низкой активностью в дифференцированных клетках на фоне высокой ак¬

тивности других различных метнлаз, которые используют один и тот же
донор CHj групп — S-адеяозплметпонин ( ЯAM ) ,

В настоящей работе предпринята попытка выявить ДНК-МА а разшг-
аающихеи зародышах вьюна ( Misgurnu» Fossilis ) и изучить ее внутрикле¬
точную локализацию. Особое внимание уделено выявлению п изучению
свойств цитоплазматической ДИК’ метплдзы . В частности, изучена способ¬

ность этого фермента метилировать суммарную ДНК зародышей, разных
соматических клеток и спермы выона , а также гетерологичную ДИК К . eoli.
На наш взгляд . асе это может представлять определенный интерес для по¬

нимании функциональной роли метилирования ДИК вообще и дли реше¬

ния вопроса о возможной специфичности метилирования разных клеточных
ДНК гг процессе эмбриогенеза.

Для изучения ДНК-МА использовали зародыша вьюна гы стадиях бла ¬

стулы и гаструлы, т , е во время наиболее интенсивной репликации ДНК
* Сокращения : МЦ — ё-метилцнтозин. Т — тпмпп. ДНИ -МА — ДНК -ысниазная

активность. цДНК — ц>т>плазматическая ДНИ , яД 1ГК — ядерная ДНК . ?. \ \1 — > -аде-
ноэнл-й-мстионпп .
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( 1 п ) . Получение половых продуктов, оплодотворение икры, получение
бластодерм (зародыши без оболочек ) и инкубирование бластодерм произ ¬

водили по методике Костомаровой и Нейфаха ('*) .
Поскольку о ДНК-нетилазах рыб вообще нет сведений , мы прежде

всего попытались установить, существует ли ДНК МЛ и клетках разви¬

вающихся зародышей вьюна , Полученные бластодермы разрушали ультра ¬

звуком или гомогенизировали в растворе, содержащем 0,25 моля сахарозы .

0,05 М грис UGl -буфер piI 7 ,8, 0,004 моля ацетата магния. Гомогенат ( про¬

бы, содержащие около 2 мг белка ) инкубировали с 1 2 цС СиН.,-метш>ш1-
па (уд. активность 14 мС/.ммоль, Венгрия ) и 1 ,5 мг АТФ ( «1’еанал» ) при
2Г к течение 30 60 мин. Затем инкубационную смесь депротепнпзпровалн
многократной хлороформенноп обработкой, ДНК осаждали этанолом , обра¬

батывали щелочью (0,75 Y NaOH, 18 час ., 37е ) для удаления РНК. Затем
ДНК гидролизовали 5% 11С10; (0,5 мл, 100°, 15 мин . ) и измеряли радио¬

активность гидролизата на ецянтплляпнонпом счетчике Mark 1 ( «Nuclear
Qiicago» ) 8 ;8 гидролизовали до оснований (72% НОЮ* , 100°, 60 мин . ) и
после разделения с помощью хроматографии па бумаге (’ ) основания
элюировали н измеряли их радиоактивность.

После инкубирования гомогенатов зародышей вьюна с С“ Нг метиони¬

ном метка обнаруживается в пуриновых основаниях и в тимине ДНК . Ра¬

диоактивность выделенного МТ( составляет около 10% от всей радпоактпв
пости ДНК . однако удельная радноактивиогтт, МЦ примерно в 5- 10 раз
больше , чем обычных оснований. Аналогичная картина наблюдалась и
после инкубирования с С 'ДК-метионпном цитоплазматической фракции
гомогената (без ядер ) , Зто означает , что наряду с утилизацией СИ . групп
метионина по ионоуглеродному пути обмена и включением Ск в кольца
основании в клетках зародышей вьюна происходит метилирование ДНК
по остаткам цитозина .

После инкубирования неразрушенных бластодерм C1!Hi метионином в
аналогичных условиях , но в присутствии 20 мМ формиата калия метка об¬

наруживается как в ДНК выделенных ядер, так и в ДНК цитоплазмати¬

ческой фракции. П обеих ДТТК радиоактивностью обладают только МП и Т.
В иДНК общая радиоактивность МЦ ц Т примерно одинакова (отношение
удельных активностей МЦ Т равно около 20) , а в цДНК активность Т
очень тыка п примерно в 3 раза меньше , чем МЦ . Таким образом , в клет¬

ках зародышей вьюна происходит метилирование, как яДПК , так и
иДНК . Судя ио активности тпмпиа можно думать, что тга стадии бластулы
в клетках происходит н синтез, и метилирование яДНК, ацДНК при атом ,
по видимому, только метилируется, без значительного синтеза заново. Как
бы там ни было, цДНК зародышей вьюна метилирована (содержит МЦ )
и, ио-видимому, может метилироваться в цитоплазме. Мы обнаружили МЦ
(около 0,8 мол.% ) также и в ДНК иеонлодотворенных яиц морского ежа
Sicongylocentrotus nudus, Поскольку количество собственно ядерной ДНК
в этих клетках ничтожно мало но сравнению с цДНК (около 1 : 1000) ,
а содержание МЦ в яДНК невелико (около 0.8 ыол.% ) , обнаруженный
.МЦ может принадлежать только цДНК яиц морского ежа . Таким образом,
цДНК , как и нДНК животных содержат МЦ, однако эти ДНК отличаются ,

как ио степени, так и, возможно, по характеру метилирования.
Для определения ДНК- .МА экстракты из разных клеточных фракций

(0, 1 — I мг белка ) с добавлением пли без добавления ДНК инкубировали
60 мни. при 30° в 1 мл раствора, содержащего 0,2— 1 цС С TK-SAM (уд,

активность 52 мС/ммоль , <• Amerskam » ) . Установлено, что практически вся
включающаяся в ДНК метка (около 9П % ) содержится только в МЦ. За¬

метной активности в -метнладенине не найдено . Таким образом , в ДНК
вьюна метилирования адеипиа не происходит, как но было установлено
ранее для других животных ( “ ) . Это также указывает на отсутствие в инку¬

бационной смеси бактериальных примесей, ДНК которых , как известно,
содержит Nr мотнладенин (") ,
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В противоположность дифференцированным платкам животных { '. :|) г
в клетках лиродыша вьюна почти вся ДНК-МЛ сосредоточена в цитоплазме,
а по фракции ядер содержится только около 10% этой активности.В цито-
плаяматпческой фракции небольшая активность (по 10% ) от суммарной
активности клетки обнаруживается во фракции митохондрий (осадок,
НООШ g , 20 мин. ) и микросоы (осадок, ( 05 000 g, ВО мин.) , вен остальная
активность клетки (более
(нлдосадочная жидкость,
105000 g, 60 мин.) . Обна¬

ружение ДНК-МЛ по
фракции митохондрий мо¬

жет укалывать на то, что
митохопдриальная ДНК
животных (рыб) может ме¬

тилироваться и содержать
МЦ. При изменении усло¬

пни гомогенизации клеток
н даже при намеренном
частичном разрушении
ядер заметного изменения
в распределении ДНК-МА
по отмеченным субклеточ ¬

ным фракциям не происхо¬

дило. Резкое преобладание
цитоплазматической ДНК
МЛ над ядорной в клетках
зародышей вьюка, но-вп-
дпмому, не связано с пере¬

ходом ферментов ил ядра в
цитоплазму при разруше¬

нии клеток.
При инкубировании

растворимой фракции цп-
топлазмы клеток зароды¬

шей вт,юна с C1*Hj-SAM
происходит включение метки is ДНК без добавления экзогенной ДНК, т. еГ
ДНК-метнлаэа цитоплазмы этих клеток способна метилировать гомологич¬

ную ДНК. По атому признаку . -та ДНК-МЛ отлична от бактериальных и
сходна с ДНК МЛ селезенки крысы и мыши ( i Следовательно, в к. етках
зародышей вьюна, тат; же как п селезенки некоторр.1 \ животных, ДИК мо
жет быть частично «вецометилироваиа ». Иными словами, п отличие от
бактерий (**, ”), в клетках жшютиых может •ущестнонать определенный -
временный разрыв между собственно синтезом ДНК и ее модификацией.

Выявляемая в цитоплазме ДНК-мстплазл >5.B?=?; 2 трис-буфере в щь
по.птшо широком интервале pH; максимум ю иншвн сгн наблюдается при
рТТ 7,8. В калнй-фосфатпоы буфере той же молярной концентрации ДНК-
МЛ существенно ниже, чем в трпс-буфере. Оптимальная температура
ДНК-МА цитоплазмы равна 30е, она значительно выше оптимально!] тем¬

пературы развития зародышей (21е), При инкубпронации растворимой
цитоплазматической фракции с C^IK-SAM н стандартных условиях Коли
чество включавшейся в ДНК метки линейно зависит от времени (по крлй-
пей мере в течение 60 мин.), С увеличенном количества вносимого в смесь
белка цитоплазматической фракции включение метки возрастает, не до¬

стигая насыщения, отчасти, по-видимому, из-за присутствия по вносимых
порциях белка «эндогенной» ДНК.

Включение метки из C!' TT-SAAT заметно стимулиреетея при добавлении
к смеси экзогенной ДТ1К пн спермы и разных тканей вьюна, и а особенно¬

сти чужеродной ДНК из Е. coli (рис, 1). При добавленап ДНК Е, coli

70% ) сосредоточена в растворимой фракции
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Рис. 1. Включение СИ ? трупп из {СиН- )-5 адеиозил-
метионина в различные ДНК п присугстшш цш тио-

риыой цIiTwI.I;ы.читнчеекой фракции бластодерм
вьюна. 1 мл релгциопш.щ смеси ('.одержал Г иг Пал¬

ка цитоплазматической фракции, 0,5 рС С“ Н.< ”ВАМ, 0,05 М трис-Суфср , pH 7,Я. Смесь после то¬

паплоиия 8;8 бсч добавления ДНК шшубировалк
при ЗО1- в течение 1 часа . ДНК ; 7 — Е. соН; 2, 0, 4 —

селезенка , сперма, печень вьюна
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включение метки увйл! шется более чем ил 300%- Тем самым фермент
Ез JBродышей ныпна , как и другое метпланы (1 _ 3 ) , способен метилировать
гетерологичные ДНК . Тот факт, что этот фермент метилирует ДИК ил ессх
изученных соматических клеток- и спермы шлана (рис . 1) , указывает на
то, что о цитоплазме алродышей может содержаться ДНКЛ1А , отличная
пт ядерлой но своей еяецлфп пгости, С другой стропы, :гго может отражать
существование разной степени метилирования ДНК в различных клетках.
Ранее мы обнаружили , что ДНК спермы и селезенки разных животных ,
в том числе и рыб, содержа меньше Mil , чем ДНК’ других соматических
клеток (печень , почки л другие ) Это же оказалось справедливым и
дли ДНК разных клеток вьюна . Содержание Ш.( с ДГТК селезенки, спермы,
печени и почек вьюна равно соответственно l ,S<i, 1,35; 1,42 и 1 ,62 мол. %.
Следователз-ио, существует обратная зависимость между содержанием МЦ
в - iTrrx Д1! К п их акцентирующей способностью при метилирования in vitro
цитоплазматической ДНК-ЧА. Наименее метилированные In vivo ДНК
вьюна (селезенка , сперма ) акцептируют наибольшее количестве СНа-груип .
Есть все основа пин считать , что тепель метилирования ДНК' in vivo по¬

ло- T'J iHti коррелирует г. ^уттнциопальпой актшшосгыо клетки : 1 i и
и.- , видимому, может служить игиюстиым показателем активности опреде
-генных генов .

Обнаружение метилированных ДНК и ДЫК-МА в растворимой цито¬
плазматической фрикции плеток эдродышей вьюна свидетельствует о том ,

что ДНК могут метилироняться в цитоплазме. При высокой митотической
активности возможно известное перераспределение ядариого и цитоплаз¬
матического материалл пппример переход ДПК-иолпмеразы из ядро н
цитоплазму ( L l ) , п к цитоплазме , по игчпмп .чу . метет содержаться фер¬

мент , метилирующий ядерную ДНК Наряду с отим вмналеипая пими
ДТ-Ш -МА и цитоплазме может содержать качественно отличную от ядерной
ДНК -метилйэу , которая предназначена для специфического метилирования
иыошш цДНК . Поогом > дальнейшего изучение слоГм iu и специфичности
выявлоштой цитоплазмэтической ДТ1К -МЛ представляет гшачительиый
интерес.

Afосковсиий I wудврстне1111ии yji явиреи
пя . М . П- Ломоносова
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