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ИНДУЦИРОВАННЫЕ АНТИНОМИЦИНОМ Д 
КОЛЕБАНИЯ ИНТЕНСИВНОСТИ СИНТЕЗА 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ В КЛЕТКАХ ЛЕЙКЕМИИ Р-388 

Исследовали влияние актиномицина Д в различных концентрациях на интенсивность 
синтеза нуклеиновых кислот в клетках лейкемии Р-388. Установлено, что в зависи
мости от концентрации антибиотика меняется не только уровень торможения скоро
сти синтеза РНК, но и кинетика самого процесса. При определенных концентрациях 
актиномицина Д наблюдаются циклические изменения скорости синтеза РНК и ДНК. 
Однако периоды торможения и активности синтеза РНК и ДНК во времени совпадают 
лишь частично: для РНК фаза ингибирования в 2 раза больше, чем для ДНК. Обна
руженные изменения, по-видимому, имеют отношение к механизму контроля транс
крипции. 

Введение. Течение многих биохимических реакций характеризуется пе
риодическими изменениями активности ферментов и содержания мета
болитов [1, 2]. Подобные циклические изменения можно индуцировать 
различными агентами. Наиболее полно изученной системой являются 
стабильные Sr-индуцированные автоколебания ионных потоков и объе
ма митохондрий, которые in vitro могут функционировать в колебатель
ном режиме [2, 3]. В ходе колебаний ионных потоков в митохондриях 
наблюдаются циклические изменения, содержания АТФ, скорости по
требления кислорода, а также величины мембранного потенциала [4]. 
Представляют интерес данные о периодических изменениях размеров 
единичных ядер клеток асцитного рака Эрлиха (на 20—30 %) при вне
сении в суспензию- клеток ингибитора обмена ДНФ (2- Ю-4 М). Период 
пульсации размеров ядра составляет 60—90 мин [5]. Показано также, 
что при частичной блокаде транскрипции процесс синтеза нуклеино
вых кислот в клетках асцитного рака Эрлиха приобретает колебатель
ный характер [6]. 

В настоящей работе нами изучен синтез нуклеиновых кислот клет
ками лейкемии Р-388 при торможении транскрипции актиномицином Д. 

Материалы и методы. В работе использовали клетки лейкемии 
Р-388. Клетки культивировали in vivo в виде перевиваемой асцитной 
опухоли на мышах линии ДБА/2. Перевивку осуществляли внутрибрю-
шинно (106 клеток). Асцитные клетки использовали в эксперименте на 
экспоненциальной стадии роста опухоли (4-е сут после перевивки опу
холи). За 3 ч до забора асцитных клеток животным внутрибрюшинно 
инъецировали актиномицин Д в различных дозах. Клетки осаждали 
центрифугированием (5 мин при 1000 g) и дважды отмывали от ас
цитной плазмы раствором Рингера. Осадок суспендировали в среде 
следующего состава: (об. %) среда 199—40, сыворотка крупного ро
гатого скота — 20, физиологический раствор — 35, трис-HCl, рН 7,4, до 
концентрации 0,05 М. В суспензию' клеток (0,5-106 клеток в 1 мл) вно
сили 3Н-тимидин (2 мкКи на 1 мл) и инкубировали при 37 °С в тече
ние 3—5 ч. 

Пробы (1 мл) отбирали через каждые 10 мин инкубации. Вклю
чение меченых предшественников останавливали, добавляя в пробы 
10 мл охлажденного 5 %-го раствора трихлоруксусной кислоты (ТХУ). 
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После 5 мин инкубации на холоду клетки осаждали центрифугирова
нием и трижды отмывали от невключившейся метки 5%-м раствором 
ТХУ. Осадок суспендировали в 2 мл раствора ТХУ и инкубировали 
при 80 °С в течение 30 мин. В супернатанте, полученном после центри
фугирования (20 мин при 5000 g"), определяли количество включившей
ся метки. Радиоактивность измеряли в диоксановом сциитилляторе на 

Рис. 1. Кинетика синтеза РНК клетками Р-388 после введения животным актиноми
цина Д (1 мкг на 1 г массы): 7 — 0,05; 2 — 0,1; ^ — 0,2; 4 — 0,4; 5 — 0,6; 6 — клетки 
интактных животных 
Рис. 2. Влияние различных концентраций актиномицина Д (1 мкг на 1 г массы) на 
включение 3Н-уридина в РНК клеток лейкемии Р-388: 1 — контроль; 2 — 0,05; 3— 
0,05; 4 — 0,1; 5—0,2; 6 — 0,4 

счетчике SL-30 («Intertechnique», Франция). Скорость синтеза ДНК и 
РНК выражали в имп/мин на 1-Ю6 клеток. 

Интенсивность дыхания клеток определяли по изменению скорости 
поглощения кислорода в процессе инкубации клеток при 37 °С. Кон
центрацию кислорода измеряли на полярографе ОН-102 (Венгрия). 

Число клеток подсчитывали в камере Горяева. Результаты опы
тов подвергали статистической обработке. 

Результаты и обсуждение. Известно, что ингибитор трансляции 
актиномицин Д при концентрации 40 нг/мл вызывает преимуществен
ное торможение синтеза рРНК, в то время как в высоких дозах 
(2 мкг/мл) приводит к блокированию транскрипции всех видов 
РНК [7]. 

Однако при определенных дозах актиномицин Д не только тормо
зит синтез РНК, но и индуцирует циклические изменения скорости 
включения меченых предшественников в нуклеиновые кислоты клеток 
лейкемии Р-388. В интактных клетках включение 3Н-уридина в ново-
синтезированную РНК происходит с высокой и постоянной скоростью 
на протяжении трех и более часов инкубации клеток при 37 °С. 

После введения животным актиномицина Д и последующей инку
бации опухолевых клеток in vitro с меченым предшественником про
исходит снижение скорости включения 3Н-уридина в РНК пропорцио
нально увеличению дозы актиномицина Д (рис. 1). При концентрации 
антибиотика 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 и 0,6 мкг на 1 г массы величина тормо
жения скорости синтеза РНК составляет 31,3; 50,2; 63,7; 76,2 и 85% 
соответственно. 
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В зависимости of концентрации актиномицина Д меняется йе толь
ко степень торможения скорости синтеза РНК, но и кинетика самого 
процесса. На рис. 2 представлены графики кинетических закономер
ностей синтеза РНК в присутствии антибиотика. Отчетливо видны раз
личия в кинетике включения 3Н-уридина в РНК в зависимости от до
зы антибиотика. При инкубации клеток лейкемии Р-388 в течение 
30 мин включение 3Н-уридина в РНК постепенно возрастает, хотя и с 
различной скоростью. Однако при более продолжительной инкубации 
опухолевых клеток кинетические особенности включения метки в РНК 
и характерные для них графики приобретают совершенно иной харак
тер. После накопления в клетках определенного количества меченого 

предшественника скорость включения 
- ^ 3Н-уридина замедляется (кииетиче-

/ екая кривая выходит на плато), а че-
рез некоторое время синтез РНК во
зобновляется с прежней скоростью. 
Период блокирования синтеза РНК 
занимает 20 мин. Циклы «торможе
ние— активация», характерные для 
синтеза РНК, периодически повторя
ются на протяжении З-ч инкубации 
клеток. График зависимости скорости 
синтеза РНК от концентрации актино
мицина Д представляет собой прямую 

•• * ' Рис. 3. Динамика включения 3Н-тимидина в 
ДНК клеток лейкемии Р-388 в контроле (1) 
и после экспозиции с актиномицином Д 
(0,2 мкг на 1 г массы) (2). Включение 3Н-

_j L уридина в РНК (3) при той же концентра
цій ми* ц и и антибиотика 

с периодически повторяющимися промежуточными плато, а процесс при
обретает характер пульсаций. Так, при концентрации актиномицина Д 
0,1 мкг на 1 г массы, когда уровень ингибирования синтеза РНК со
ставляет 50,2 %, на графике кинетической зависимости наблюдаются 
четко выраженные циклические изменения скорости включения 3Н-ури-
дина. Зафиксированы четыре промежуточных плато • и последующих 
подъема; полный период колебания занимает 30 мин. Амплитуда ко
лебаний непостоянна и зависит от концентрации актиномицина Д, кор
релируя с величиной торможения синтеза РНК. 

С увеличением дозы актиномицина Д (от 0,05 мкг на 1 г массы 
и выше) амплитуда колебаний снижается примерно в 2 раза. При 
концентрации актиномицина Д, превышающей 0,4 мкг па 1 г массы, 
когда величина торможения синтеза РНК достигает 85 %, циклических 
изменений в синтезе РНК не наблюдается, и скорость включения ме
ченого предшественника в РНК становится постоянной. Колебатель
ный характер синтеза РНК не проявляется также при воздействии 
незначительных доз актиномицина Д (при уровне торможения менее 
10%)- Следовательно, актиномицин Д в определенных дозах способен 
индуцировать циклические изменения скорости синтеза РНК в клетках 
лейкемии Р-388. 

Актиномицин Д оказывает также специфическое влияние на кине
тику синтеза ДНК в клетках- лейкемии Р-388. График кинетических 
особенностей включения 3Н-тимидина интактными клетками представ
ляет собой прямую линию, причем скорость включения метки постоян
на на протяжении длительного периода инкубации клеток (рис. 3). 
Включение меченого предшественника в ДНК в ходе индуцированных 
актиномицином Д колебаний скорости синтеза РНК претерпевает су
щественные изменения (доза актиномицина Д — 0,2 мкг на 1 г мас-
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еы, уровень торможения синтеза РНК —63,7 %) . В .течение первые 
30—40 мин инкубации клеток скорость включения метки одинакова 
как для интактных, так и подвергшихся воздействию актиномицина Д 
клеток. Спустя 50 мин от начала инкубации скорость включения мече
ного предшественника в клетки, обработанные актиномицином Д, сни
жается и остается постоянной в течение 10 мин, после чего синтез ДНК 
опять активируется и включение метки возобновляется. Периоды акти
вации и торможения синтеза ДНК периодически чередуются; на гра
фике кинетического процесса наблюдаются изломы. Один полный пе
риод колебания равняется 20 мин. При более продолжительной инку
бации клеток колебания затухают, и кривая кинетического процесса 
выходит на плато. 

Таким образом, при торможении синтеза РНК небольшими доза
ми актиномицина Д процесс синтеза ДНК также приобретает авто
колебательный характер. 

Анализ результатов, полученных при изучении влияния актиноми
цина Д на синтез РНК и ДНК, показал, что скорость включения ме
ченых предшественников снижается в обоих случаях, хотя скорость 
синтеза ДНК падает не столь значительно. Периоды торможения и 
активации синтеза РНК и ДНК во времени совпадают лишь частич
но. Период блокирования синтеза РНК в 2 раза дольше, чем синте
за ДНКг-

Необходимо отметить, что после З-ч инкубации клеток, предвари
тельно обработанных актиномицином Д, включение меченых предше
ственников в нуклеиновые кислоты замедляется, причем дальнейшей 
активации синтеза не происходит. Это не связано с гибелью клеток, 
поскольку интенсивность дыхания в течение инкубации изменяется не
значительно. Скорость поглощения кислорода клетками, подвергавши
мися воздействию высоких доз актиномицина Д, и интактными клетками 
составляет 5,1 ±1,5 и 6,58±0,68 натом 02/мин на Ю6 клеток соот
ветственно. 

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о способ
ности актиномицина Д в определенных дозах не только тормозить 
транскрипцию в клетках лейкемии Р-388, но и индуцировать цикличе
ские изменения скорости синтеза нуклеиновых кислот. Обнаруженные 
изменения, по-видимому, имеют непосредственное отношение к меха
низму контроля транскрипции. Установлено, что процесс торможения 
актиномицином Д (0,01—0,25 мкг/мл) синтеза и процессинга РНК 
тесно связан с подавлением клеточного роста и обратимой транслока
цией белка 523 [8], а также с замедлением инициации синтеза ДНК 
в клетках рака Эрлиха [9]. При блокировании одного из ключевых 
звеньев регуляторной системы процессы синтеза нуклеиновых кислот 
приобретают автоколебательный характер. 
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ІНДУКОВАНІ АКТИНОМІЦИНОМ Д КОЛИВАННЯ ІНТЕНСИВНОСТІ 
СИНТЕЗУ НУКЛЕЇНОВИХ КИСЛОТ В КЛІТИНАХ ЛЕЙКЕМІЇ Р-388 

Резюме 

Досліджено вплив різних доз антиноміцину Д на інтенсивність синтезу нуклеїнових 
кислот в клітинах лейкемії Р-388. Встановлено, що в залежності від концентрації 
антибіотика змінюється не тільки ступінь гальмування швидкості синтезу РНК, але й 
кінетика самого процесу. При певних концентраціях актиноміцину Д спостерігаються 
циклічні зміни швидкості синтезу РНК та ДНК. Але періоди гальмування і активації 
синтезу РНК і ДНК в часі збігаються лише частково: для РНК фаза гальмування в 
2 рази більша, ніж для ДНК. Виявлені зміни, можливо, мають безпосереднє відно
шення до механізмів регуляції транскрипції. 
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ACTINOMYCIN D-INDUCED OSCILLATIONS IN THE INTENSITY 
OF NUCLEIC ACIDS SYNTHESIS IN LEUKEMIA CELLS P-388 

S u m m a r y 

The effect of actinomycin D on the intensity of nucleic acids synthesis has been stu
died on leukemia cells P-388. It was found, that not only changes in degree of inhi
bition of RNA synthesis rate are related to the antibiotic concentration, but also kine
tics of the process itself. Certain actinomycin D doses are found to cause cyclical vari
ations in the DNA and RNA synthesis rate. But inhibition and activation periods alter
nating during the DNA and RNA synthesis coincide in time only partially and inhibi
tion phase for RNA is two times the corresponding phase for DNA. Changes detected 
seem to have direct relationship with transcription regulation mechanisms. 
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