
Доклады Академии наук СССР
1974. Том 218, № 6

УДК 577.15 БИОХИМИЯ

А. И. ГАЗИЕВ, С. А. СЕРГЕЕВА, член-корреспондент АН СССР А. М. КУЗИН
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В ряде исследований с использованием клеток бактерий, обработан­
ных толуолом, пли ДНК-мембранных комплексов был продемонстрирован 
in. vitro АТФ-зависимый полуконсервативный синтез ДНК (1_6). Этот 
синтез зависит от ДНК-полимеразы III и не зависит от ДНК-полимера- 
зы I. Нуклеотидпроницаемые толуолобработанные клетки для наблюде­
ния репликативного синтеза ДНК in vitro оказались более надежной и 
стабильной системой, чем ДНК-мембранные комплексы (7). Недавно на 
толуолобработанных клетках было показано подавление АТФ-зависимого 
репликативного и появление дополнительного неполукоисервативного син­
теза ДНК под действием у.ф. света (5,8).

В настоящей работе методом центрифугирования в градиенте плотно­
сти CsCl исследовано влияние у-радиации на АТФ-зависимый репликатив­
ный и репаративный синтезы ДНК в обработанных толуолом клетках 
бактерии. В работе использован штамм Е. coli Р 3478 (pol А1) дефицит­
ный по ДНК-полимеразе I (9). Клетки выращивали в среде, содержащей 
1,5 мкС/мл 14С-тимидипа в течение 2—3 генераций (8). Суспензию 
(5—8-108 кл/мл) промывали в 0,07 М калий-фосфатном буфере pH 7,4 и 
облучали в этом же буфере на источнике в0Со при мощности дозы 
1100 рад/мин. После облучения клетки обрабатывали толуолом с последую­
щим отмыванием (*). Обработанные толуолом клетки ресуспепдировали 
(5—8 -108 кл/мл) в 0,07 М калий-фосфатном буфере pH 7,4 и инкубирова­
ли в реакционной смеси (1,0 мл), содержащей 13 ммол MgCl2 1,3 ммол 
АТФ, 150 мкмол. НАД, 5 ммол. меркаптоэтанола и по 35 мкмол. дЦТФ, 
дГТФ, Вг-дУТФ, 3Н-дАТФ (18 мкмол./мл) каждого (полная система). 
Смесь инкубировали при 37°, синтез ДНК прерывали добавлением 0,2 мл 
0,25 М ЭДТА (pH 8,1) и охлаждали. Далее к смеси добавляли 0,5 мл 
0,05 М трис-HCl буфера (pH 8,1), содержащего 0,3 мол. NaCl, 0,3 мл рас­
твора лизоцима (2 мг/мл) и инкубировали 30 мин. (37°). К лизату добав­
ляли 0,05 мл 20% ДДС и нагревали 10 мин. (60°). Лизат разбавляли до 
4 мл водой, 2 мл лизата смешивали с раствором CsCl pH 12,5 в центрифуж­
ных пробирках, как указано в С0,11) до плотности 1,76 г/см3. Центрифуги­
рование проводили на роторе 65 центрифуги «Beckman L2-65B» в течение 
42 час. (40 000 об/мин, 15°С). После центрифугирования образцы обраба­
тывали как описано (“’,") и подсчитывали радиоактивность на установке 
SL-30. Часть толуолобработанных клеток использовали для исследования 
восстановления одпонитевых разрывов в ДНК после проведения АТФ-за­
висимого синтеза ДНК. Для этого клетки инкубировали в тех же условиях, 
только взамен 3Н-дАТФ и Вг-дУТФ в реакционную смесь добавляли дАТФ 
и ГТФ. После остановки синтеза ДНК из клеток получали сферопласты, 
наносили на градиент щелочной сахарозы (“). Центрифугирование и даль­
нейшую обработку образцов проводили, как указано в (и).

Результаты исследований показали, что в присутствии АТФ в необлу- 
чепных обработанных толуолом клетках Е. coli наблюдается высокой ин­
тенсивности полуконсервативный синтез ДНК. Этот синтез не зависит от 
ДНК-полимеразы I, как было отмечено в работах (*, \ 6). В отличие 
от контрольных клеток в у-облученных клетках мы наблюдаем 
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2 типа АТФ-завтгспмого синтеза ДНК — репликативный и репаративный 
(рис,. 1).

Как видно из рис. 1, пики вновь синтезированной ДНК располагаются 
в разных плотностях CsCl. Инкубация облученных и обработанных толуо­
лом клеток в полной системе в различное время показала, что репликатив­
ный синтез ДНК в этих клетках через 5, 20 и 40 мин. (рис. 1) имеет почти 
одинаковую величину, тогда как репаративный синтез ДНК растет с уве-

Рис. 1. Распределение ДНК ^-облученных клеток Е. coli pol. А1 в градиенте плотности 
CsCl. Клетки облучали в дозе 20 крад. После толуоловой обработки инкубировали 
в полной системе, останавливая синтез ДНК через 5 (а), 20 (б) и 40 (в) мин. г — ин­
кубация 40 мин. без АТФ. Радиоактивность (в имп/мип-103) по 3Н (7) и по 14С (2)

что АТФ-зависимый репликативный синтез ДНК в ^-облученных клетках 
инициируется в течение нескольких минут, а потом останавливается. 
Причем наблюдаемый АТФ-зависимый репликативный синтез в ^-облучен- 
ных клетках представляет незначительную величину (~5%) по сравне­
нию с контролем. Очевидно, эта задержка синтеза обусловлена наличием 
индуцированных 7-радиацией повреждений в ДНК-матрице, а не связана 
с поражением белков, ответственных за репликативный синтез. Возможно, 
АТФ-зависимые репаративный и репликативный синтезы ДНК в у-облу- 
ченпых клетках обусловлены участием разных ферментных систем. 
Поскольку в толуолобработанной системе 7-облученных клеток мы наблю­
дали АТФ-зависимый репаративный синтез независимый от ДНК-полиме- 
разы I, то казалось интересным проанализировать — завершается ли эта 
репарация восстановлением однонитевых разрывов в ДНК. Результаты 
анализов показали, что АТФ-зависимый репаративный синтез ДНК в этих 
клетках не завершается восстановлением однонитевых разрывов (рис. 2). 
Отрицательный результат получен, хотя толуолобработанные клетки 
Е. coli pol Al содержат функционально активную ДНК-лигазу и в инку- 
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Опционную среду был добавлен кофактор этого фермента — НАД. Эти дан­
ные позволяют предположить, что АТФ-завпсимый репаративный синтез 
в нуклеотидпроницаемых у-облучепных клетках проходит с меньшей ско­
ростью, чем эксцизионная деградация поврежденных участков поли- 
нуклеотидных цепей ДНК. Поэтому в условиях данного эксперимента 
можно полагать, что между концами разрывов в ДНК постоянно сохраня­

йте. 2. Седиментация ДНК толуолобработанных клеток Е. coli 
pol. А1 в градиенте щелочной сахарозы. 1 — необлученные; 
2— облученные (10 крад), не инкубированы; 3 — облученные, 

инкубированы в полной системе 30 мин.

ются нуклеотидные бреши, что делает действие ДНК-лигазы не эффектив­
ной. Возможно, деградация ДНК в этой системе усиливается наличием в 
инкубационной среде АТФ, которая активирует АТФ-зависнмую экзо­
нуклеазу.

Полученные данные позволяют заключить, что в обработанных толуо­
лом у-облученных клетках Е. coli происходит АТФ-завпсимый репаратив­
ный синтез ДНК. Этот синтез не зависит от ДНК-полимеразы I п не сопро­
вождается восстановлением однонитевых разрывов в ДНК.
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