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Введение. Соединения daNTP проявляют свойства эффективных 
ингибиторов синтеза Д Н К in vitro, катализируемого ДНК-полимеразой 
I из Е. coli и ДНК-полимеразами эукариот (а — из тимуса теленка и β— 
из печени крыс) [1]. Механизм ингибирования ферментативного синте-
за Д Н К при действии daNTP состоит в конкуренции daNTP с природ-
ными субстратами dNTP (в соответствии с природой основания) за 
включение в растущую цепь ДНК. После включения остатков 2', З'-ди-
дезокси-3'-амино-5'-монофосфатов в З'-конец растущей цепи присоеди-
нение следующих звеньев по аминогруппе З'-концевого нуклеотидного 
остатка не осуществляется. Таким образом, daNTP оказались эффек-
тивными терминаторами синтеза ДНК, катализируемого репликативной 
ДНК-полимеразой а и репаративной ДНК-полимеразой β млекопитаю-
щих [1]. Ранее терминирующие свойства при катализе синтеза Д Н К 
ДНК-полимеразой I из Е. coli были показаны для ddNTP [2]. Именно 
это свойство терминировать синтез цепей Д Н К позволило использо-
вать ddNTP [3, 4] и daNTP [1] для установления последовательности 
нуклеотидов в Д Н К полимеризационным методом. 

Нами показано также, что 2% З'-дидезокси-З'-аминонуклеозиды ин-
гибируют репликативный синтез Д Н К в эмбрионах морских ежей, хо-
тя молекулярный механизм этого ингибирования еще не изучен [5]. В 
то же время в опытах на ядрах эмбрионов морских ежей обнаружено 
[6], что daNTP ингибируют синтез фрагментов Оказаки столь же эф-
фективно, как и агаТТР — известный ингибитор репликативного син-
теза Д Н К in vitro с ферментами из млекопитающих [7]. 

В этой статье сообщается, что daNTP ингибируют синтез Д Н К в у-
облученном хроматине из покоящихся клеток печени (G0) крыс in vit-
ro. Хроматин неделящихся клеток выбран нами в первую очередь как 
объект, в котором синтез Д Н К катализируется ДНК-полимеразой β, 
так как ДНК-полимераза α отмывается при выделении ядер и хрома-
тина [8, 9]. Как упоминалось выше, для очищенной ДНК-полимеразы 
β уже проведено исследование с daNTP [1]. Кроме того, γ-облучение 
вызывает в Д Н К образование брешей очень малых размеров [10—12], 
которые не могут репарироваться ДНК-полимеразой а и таким образом 
дополнительно гарантируется участие исключительно ДНК-полимера-
зы β. Измеряемый в настоящей работе синтез является репаративным, 

Принятые сокращения: dNTP — 2'-дезоксинуклеозид-5'-трифосфаты с основаниями 
аденин (dATP), цитозин (dCTP), гуанин (dGTP) и тимин (dTTP); daNTP — 2',3'-диде-
зокси-З'-аминонуклеозид-Б'-трифосфаты с основаниями соответственно аденин (daATP), 
цитозин (daCTP), гуанин (daGTP) и тимин (daTTP); d ( az )TTP — 2',3'-дидезокси-3'-
азидотимидин-5'-трифосфат; ddTTP — 2',3'-дидезоксинуклеозид-5'-трифосфаты с основа-
ниями аденин (ddATP), цитозин (ddCTP), гуанин (ddGTP) и тимин (ddTTP); araTTP — 
1 - (в-Э-арабинофуранозил) -тимин-5'-трифосфат. 
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Поскольку регистрируется вызванное повреждением предсуществующей 
Д Н К ковалентное матричное присоединение 2'-дезоксинуклеозид-5 /-мо-
«офосфатных остатков из dNTP к З'-концам разрывов. [9]. Такое ре-
•паративное заполнение разрывов и брешей ведет далее к лигированию 
фрагментов поврежденной хроматиновой ДНК. 

В результате проведенного исследования показано, что при репа-
рации γ-облученного хроматина daNTP оказались высокоэффективны-
ми ингибиторами. Их можно сравнить с ddNTP, которые наиболее силь-
но блокируют катализируемый ДНК-полимеразой β синтез ДНК. 

Материалы и методы. Хроматин выделяли из печени крыс, как это описано ранее 
113], с единственной модификацией, заключающейся в замене 1 %-ного тритона на 2 % -
ный. Состав полученного таким образом хроматина следующий: Д Н К : Р Н К : гистоны : 
негистоновые белки (1 : 0,05 : 1 : 1). В хроматине содержатся все пять гистонов и сохра-
няется нуклеосомная структура [13]. 

Облучение хроматина проводили на облучателе ΡΧ-γ-ЗО (СССР) с ^Со-облучате-
лем, время 30 мин, доза 100 крад; ddTTP фирмы «PL» (США), daNTP синтезированы 
Зайцевой и др. [14], агаТТР — по [15]. [ 3 H]dNTP фирмы «Изотоп» (СССР), удельная 
радиоактивность для [ 3H]dTTP 15,6 Ки/ммоль, [3H]dATP — 23,4 Ки/ммоль, 
[ 3 H ] d G T P — 19,3 Ки/ммоль и [3H]dCTP — 16,8 Ки/ммоль. 

Использовали две системы: «а» — так называемая односубстратная система и 
с<б» — четырехсубстратная система. Система «а» содержала буферный раствор (50 мМ 
трис-НСІ, рН 8,3, 100 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2, 1 мМ ЭДТА, 5 мМ ATP и 2 мкКи 
[ 3 H]dNTP) . Система «б» дополнительно ко всем компонентам односубстратной систе-
мы содержала три немеченые dNTP в концентрации 10 мкМ. Порядок внесения ком-
понентов был следующим: хроматин, ATP + один [ 3 H]dNTP (плюс три дополнительные 
dNTP в случае четырехсубстратной системы), ингибиторы и затем соли. Время инкуба-
ции 30 мин, температура 37 °С [13]. Концентрации ингибиторов указаны в подписях к 
таблицам и рисункам. 

Результаты и обсуждение. Изучение действия ингибиторов на репа-
рацию Д Н К проводилось нами в нескольких системах: 

в четырехсубстратной системе с одним радиоактивным субстратом 
и отличающимся от него по природе основания ингибитором; 

в односубстратной системе с одним радиоактивным субстратом и 
тремя отличающимися от него по природе основания ингибиторами; 

в четырехсубстратной системе с одним радиоактивным субстратом 
и одинаковым с ним по природе основания ингибитором. 

Изучаемые в настоящей работе ингибиторы daNTP отличаются от 
природных субстратов dNTP замещением гидроксила при Сз' в dNTP 
на аминогруппу. В ddNTP в З'-положении находится протон. 

где Рз — трифосфатпый остаток; В —Ade, Thy, Gua, Cyt. 
Так называемая четырехсубстратная система включает в себя один 

радиоактивный субстрат, количество которого в пробе составляет 
2 мкКи, а концентрация около 0,7 мкМ; остальные три субстрата со-
держатся в инкубационной среде в концентрации 10 мкМ. Действие ин-
гибиторов мы изучали в вариантах, когда ингибитор и радиоактивно 
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меченный субстрат различались по природе основания в них или же 
были одинаковы. 

Ч е т ы р е х с у б с т р а т н а я с и с т е м а с р а д и о а к т и в н ы м 
с у б с т р а т о м и о т л и ч а ю щ и м с я о т н е г о п о п р и р о -
д е о с н о в а н и я и н г и б и т о р о м . В этой системе было проведе-
но несколько серий экспериментов. В одной из серий облученный хро-
матин репарировался в присутствии [3Н] dTTP и dATP, dGTP и dCTP 
с добавлением daCTP в концентрациях 10 мкМ (т. е. в молярном со-
отношении daCTP : dCTP 1:1) и 180 мкМ (daCTP : dCTP 18:1). Как 
видно из табл. 1 (опыт никакого ингибирования синтеза Д Н К от-
мечено не было. Подобные результаты были получены и для серии с 
[ 3 H ] d C T P + d T T P + d A T P + d G T P с ингибитором daTTP — при моляр-
ном соотношении daTTP : dTTP 18:1 никакого ингибирования также 
не было отмечено (опыт 2). В качестве контроля использовали ddTTP 
(соотношение ddTTP : dTTP 100: 1) и агаТТР (такое же соотношение). 
Эти соединения также не ингибировали синтез Д Н К (опыт 3). 

Т а б л и ц а 1 
Репаративный синтез ДНК в присутствии ингибиторов в системе с четырьмя 
субстратами 
Repair DNA synthesis in the Presence of Inhibitors in the System with Four 
Substrates 

№ опыта [3H]dNTP Ингибитор и его концент-
рация 

Включение радиоактивной метки 
в ДНК, 

№ опыта [3H]dNTP Ингибитор и его концент-
рация 

имп/мин % 

Облученный хроматин 
1 dTTP — 10600 100 

dTTP daCTP, 10 мкМ 11450 108 
dTTP daCTP, 180 мкМ 11015 104 

2 dCTP — 13200 100 
dCTP daTTP, 180 мкМ 14220 108 

3 dGTP — 6870 100 
dGTP ddTTP, 1 мМ 6340 92 
dGTP araTTP, 1 мМ 8360 120 

Необлученный хроматин 
4 dTTP 6890 100 

dTTP daCTP, 1 мМ 5850 85 
dTTP daGTP, 1 мМ 6290 91 
dTTP daATP, 1 мМ 7800 113 

Дополнительным контролем явились опыты с необлученным хро-
матином, репаративный синтез в котором вызывался исключительно 
за счет нуклеазной деградации Д Н К в процессе выделения хроматина 
[13]. Как видно из результатов опыта 4 (табл. 1), при молярном соот-
ношении daNTP : dNTP 100:1 практически никакого ингибирования не 
отмечено для всех трех ингибиторов daATP, daCTP и daGTP. 

О д н о с у б с т р а т н а я с и с т е м а с [3Н] d Τ Τ Ρ и [d а С Τ Р + 
+ d а А Τ P + d a G Τ Р]. Опыты по изучению влияния daNTP с основа-
ниями различной природы по сравнению с меченым субстратом были 
проведены также в односубстратной системе. В этом варианте к репа-
рирующему хроматину прибавляли только один радиоактивный субст-
рат до концентрации около 0,7 мкМ. Репаративный синтез происходит 
либо только с одним субстратом, либо в нем принимают участие эндо-
генные субстраты, незначительное количество которых может быть ад-
сорбировано на хроматине. Чтобы усилить эффект daNTP, в каждый 
опыт вносили по три daNTP, дополнительных по отношению к мечено-
му субстрату, и наблюдали их действие на включение метки. Д а ж е 
при высоких концентрациях daNTP никакого ингибирования репара-
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ции облученного хроматина замечено не было (табл. 2). Ингибирова-
ние репарации необлученного хроматина также было весьма незначи-
тельным. 

Ч е т ы р е х с у б с т р а т н а я с и с т е м а с о д н и м р а д и о а к -
т и в н ы м с у б с т р а т о м и о д и н а к о в ы м с н и м п о п р и -
р о д е о с н о в а н и я и н г и б и т о р о м . Эту серию опытов проводили 
подобно описанной выше с внесением в инкубационную среду радио-
активно меченного субстрата до концентрации 0,7 мкМ, трех немече-
ных субстратов в концентрации 10 мкМ и одноименного с меченым суб-
стратом daNTP в различных концентрациях. Проведены две серии 
опытов. В одной из них в среду с облученным хроматином и со всеми 
компонентами синтеза вносили ингибиторы с различной химической 
природой сахара, но с тимином в качестве основания. 

Т а б л и ц а 2 
Репаративный синтез ДНК в 
присутствии ингибиторов в системе 
с одним субстратом [3H]dTTP 
Repair DNA Synthesis in the 
Presence of Inhibitors in the 
System with One Substrate, 
Ρ H]dTTP 

№ 

Концент-
рация 

с!аСТр+ 
+ d a G T P - f 

+daATP, 
мкМ каж-

дого 

Включение радио-
активной метки 

в ДНК, 
опыта 

Концент-
рация 

с!аСТр+ 
+ d a G T P - f 

+daATP, 
мкМ каж-

дого 
имп/мин % 

Облученный хроматин 
1 

2 ,5 
200 

6280 
6540 
6410 

100 
104 
102 

Т а б л и ц а 3 
Ингибирование репаративного синтеза ДНК 
в системе с четырьмя субстратами 
и ингибитором, основание в котором аналогично 
основанию меченого субстрата 
Inhibition of Repair DNA Synthesis in the 
System Containing Four Substrates and Inhibitor 
with the Base Similar to that Labelled 
Substrate 

Необлученный хроматин 
2 — 2570 100 

2 ,5 2390 92 
200 2140 83 

[ 3H]dNTP Ингибитор 
Концент-
рация ин-
гибитора, 

Μ 

Молярное 
соотноше-
ние инги-

битор: суб-
страт 

dTTP daTTP 0 ,65 1:1 
dATP daATP 0 ,65 1:1 
dCTP daCTP 0 ,65 1:1 
dGTP daGTP 1,5 2:1 
dTTP ddTTP 0 ,65 1:1 
dTTP d (az)TTP — — 

dTTP агаТТР 2 ,4 4:1 

Как видно из рис. 1, daTTP и ddTTP полно и эффективно ингиби-
ровали репаративный синтез ДНК, причем их активность была практи-
чески одинаковой. Ингибирование агаТТР было значительно более 
слабым и достигало максимально 70 %. В то же время d(az)TTP ни-
как не влиял на репаративный синтез ДНК. 

На рис. 2 приведено сравнение ингибирующих эффектов четырех 
daNTP. Эффективность daTTP, daCTP и daATP примерно одинакова, 
однако подавление синтеза пиримидиновыми производными было пол-
ным, а в случае daATP достигло 70 % и далее не изменялось даже при 
соотношении ингибитор : субстрат 3 5 0 : 1 (данные не приводятся); 
daGTP ингибировал синтез несколько слабее, возможно, из-за адсорб-
ции на хроматине эндогенного dGTP. 

Табл. 3 иллюстрирует данные по концентрациям ингибиторов, на 
50 % подавляющим репаративный синтез. Соединения daTTP, daCTP, 
daATP и ddTTP на 50 % ингибируют синтез уже при концентрации, 
равной концентрации меченого субстрата, тогда как daGTP и агаТТР 
подавляют синтез несколько слабее. 

В результате проведенных экспериментов можно сделать следую-
щие выводы. Все четыре daNTP являются мощными ингибиторами ре-
паративного синтеза Д Н К в полной системе. По эффективности daTTP 
был аналогичен ddTTP, тогда как агаТТР был значительно более сла-
бым ингибитором. Ингибирование синтеза Д Н К всеми тремя типами 
ингибиторов (daNTP, ddTTP и агаТТР) имело место лишь в случае, 
если основания в ингибиторе и меченом субстрате были одинаковыми. 
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Из анализа этих результатов можно видеть, что репаративный 
синтез Д Н К в системе облученного хроматина действительно катали-
зируется ДНК-полимеразой β. В пользу этого свидетельствует значи-
тельно более сильное ингибирование системы с помощью ddTTP по 
сравнению с агаТТР, как это характерно для синтеза, катализируемо-
го ДНК-полимеразой β [7, 16, 17]. Более того, наши данные косвенно 
подтверждают, что бреши, возникающие при γ-облучении ДНК, дейст-

Рис. 1. Ингибирование репаратив-
ного синтеза Д Н К в γ-облученном 
хроматине из печени крыс в сис-
теме с 0,7 мкМ [3Н] dTTP и 
10 мкМ dATP: dCTP и dGTP при 
различных концентрациях daTTP 
(I); ddTTP (2); агаТТР (3) и 
d (az)TTP (4). 100 % -ной актив-
ности соответствует включение 
8000—12000 имп/мин в пробе. 

Fig. 1. Inhibition of the repair DNA 
synthesis in γ-irradiated rat liver 
chromatin in the system with 
0.7 μΜ [ 3H]dTTP and 10 μΜ dATP: 
dCTP and dGTP with different 
concentrations of daTTP (1); 
ddTTP (2); агаТТР (3) and 
d (az)TTP (4). Incorporation of (8-
12)-103cpm in one test coresponds 
to 100 % activity. 

Рис. 2. Ингибирование синтеза в 
четырехсубстратной системе с у-
облученным хроматином в вариан-
тах: [3Н] dTTP + daTTP (1); 
[3Н] d C T P - f d a C T P (2); 
[3Н] dATP + daATP (3) и 
[ 3 H]dGTP + d a G T P (4). 100%-ной 
активности соответствует включе-
ние 8000—12000 имп/мин в пробе. 

Fig. 2. Inhibition of repair DNA 
synthesis in the system with four 
substrates and γ-irradiated chroma-
tin: [3H] dTTP + d a T T P (1 ) ; 
"3H]dCTP + d a C T P (2); 
3H] dATP + daATP (3); 
3 H]dGTP + d a u T P (4). Incorpora-
;ion of (8-12)-103 cpm in one test 

corresponds to 100 % activity. 

вительно очень малы, что было показано несколькими методами [10— 
12]. Например, в работе [13] обнаружено, что до 40 % разрывов γ-об-
лученной Д Н К в хроматине лигируется без дополнительного репара-
тивного синтеза; такое лигирование может происходить лишь в случае 
разрывов фосфодиэфирной связи [18]. 

В нашем случае ингибирование синтеза Д Н К блокаторами с осно-
ваниями, идентичными основаниям субстратов, объясняется прямой 
конкуренцией между ними, например конкуренцией daTTP (а также 
ddTTP или агаТТР) с [3H]dTTP. Конкуренция между ингибиторами и 
субстратами с различающимися основаниями возможна только в слу-
чае более удлиненных брешей. Полученные результаты показывают, 
что γ-облучение хроматина вызывает образование большого количест-
ва брешей с выщеплением лишь одного нуклеотидного остатка. 

Примерно одинаковый эффект всех четырех daNTP, а также 
ddTTP вполне соответствует данным, полученным в опытах с очищен-
ной ДНК-полимеразой β из печени крыс in vitro [1]. В этих опытах так-
же показано, что 50 %-ное ингибирование синтеза Д Н К достигается 
при соотношении dNTPrdaNTP 1:1 (в молях). Данные работы [1] сви-
детельствуют, что daNTP, как и ddNTP, служат терминаторами синте-
за ДНК. Относительно ddTTP в системе с целыми клетками миеломы 
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мыши было обнаружено, что этот ингибитор также терминирует син-
тез ДНК. Принимая во внимание все названные факты, можно пола-
гать, что daNTP служат терминаторами и в системе репарирующего 
хроматина, хотя строгих доказательств этому мы не имеем. 

Авторы благодарны А. В. Иткесу за критический разбор работы. 
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S u m m a r y 

2',3-dideoxy-3'-aminonucleoside-5'-triphosphates are shown to be s t rong inhibitors of re-
pair DNA synthesis in γ-irradiated rat liver chromatin. The activity of these compounds 
is comparable with that of the most effective inhibitors of the DNA-polymerase β-cataly-
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ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ З'-ДЕЗОКСИ-З-АМИНОТИМИДИНА 
В КЛЕТКАХ МИЕЛОМЫ МЫШИ p38Ag653 В КУЛЬТУРЕ 

И ВКЛЮЧЕНИЕ ЕГО В ДІІК 

С. В. Кочеткова, М. К. Куханова, А. А. Краевский 

Введение. 2 /,3'-Дидезокси-3'-аминонуклеозиды, в отличие от своих 
рибоаналогов, изучены в клеточных системах очень мало [1]. Показа-
но, что daT эффективно ингибировал рост ряда клеток млекопитающих 
в культуре, а именно: саркомы мышей 180 и лейкемии мышей L1210, а 
также клеток, зараженных вирусом герпеса 1 [2]. Высокой цитотоксич-
ностью по отношению к ряду культур клеток (мыши L1210, человека 
D-98) обладали daC и daT [3, 4]. Включение [3Н] тимидина в Д Н К в 
клетках мыши L1210 ингибировал daC [4], в растущих эмбрионах 
морских ежей — daT и daA [5]. Все эти данные косвенно показывают, 
что daN ингибируют биосинтез ДНК, катализируемый ДНК-полиме-
разами, однако строгих доказательств получено не было. 

В то же время daNTP в системах in vitro эффективно ингибиро-
вали синтез ДНК, катализируемый ДНК-полимеразами I из Е. coli 
(а — из тимуса теленка и β — из печени крыс) [6]. Эти соединения 
реагировали с З'-конпом растущей цепи, причем остаток daNMP вклю-
чался в цепь, прерывал дальнейшую полимеризацию и выступал таким 
образом в качестве терминатора. 

Кроме того, было найдено, что daNTP являются мощными ингиби-
торами репликации в ядрах эмбрионов морских ежей in vitro [7] и 
репарации в γ-облученном хроматине из печени крыс in vitro [8]. 

В этой работе показано, что [3H]daT проникает в клетки миеломы 
мышей p38Ag653 в культуре, подвергается фосфорилированию, трифо-
сфорилированию и, включаясь в ДНК, терминирует элонгацию цепей. 

Материалы и методы. [3Н]тимидин фирмы «Изотоп», СССР, удельная радиоактив-
ность 26,8 Ки/ммоль; [3H]daT был получен из daT в Ин-те химической физики АН 
СССР В. А. Шишковым с сотр., удельная радиоактивность 0,071 Ки/ммоль. Свидетели 
daT, daTMP и daTTP, а также их флюорескаминовые производные получены по [9, 10]. 
Клетки миеломы мыши ps8Ag653 были предоставлены Г. Т. Богачевой, ВКНЦ АМН 
СССР. Фильтры GF/C и бумага DE-81 фирмы «Whatman», Англия. 

Включение [3Н]тимидина, или [3H]daT, в Д Н К определяли, согласно [11]. После 
остановки реакции охлаждением в бане со льдом клетки отмывали изотоническим раст-
вором, лизировали водой, лизат наносили на фильтры GF/C, промывали фильтры хо-
лодной 5 % -ной ТХУ с 1 % пирофосфата натрия, затем этанолом, высушивали и просчи-
тывали радиоактивность в жидкостном сцинтилляционном счетчике SL-30 («Intertechni-
que», Франция). 

А н а л и з п р о д у к т о в ф о с ф о р и л и р о в а н и я [ 3 H ] d a T в к л е т к а х . 
Суспензию клеток (500—700 тыс. клеток в 100 мкл) инкубировали с [ 3 H]daT при 37 °С 
2 ч, клетки обрабатывали, как описано выше. 0,05 мл лизата клеток центрифугировали 

Сокращения: 2',3'-дидезокси-3'-аминонуклеозиды (daN) с основаниями тимин (daT), 
цитозин (daC), аденин (daA) и гуанин (daG); соответственно daNMP, daNDP и 
daNTP — 5'-ΜΟΗΟ-, 5'-ди- и 5'-трифосфаты 2 /,3 /-дидезокси-3 /-аминонуклеозидов с теми 
же основаниями. 

БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА, 1985, т. 1, № 3 3 - 5 - 1 0 9 Ι 3 ί 


