
been influenced by low-dosed irradiation. The critical developmental s tages a prenathal 
one for females and the f i rs t postnathal days for males, because of the format ion of 
most stem sper inatagonia in testis taking s tar t at this period. 
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В. И. Прима, Е. И. Мартыненко, JI. В. Патер, Ю. В. Вагин 

ПЕРЕСТРОЙКИ ДНК В РЕГЕНЕРИРУЮЩЕЙ ПЕЧЕНИ, 
ВЫЯВЛЯЕМЫЕ С ПОМОЩЬЮ «ГЕНОМНОЙ ДАКТИЛОСКОПИИ» 

С по' оіаь'ю «геномной дактилоскопии» в клетках печени крысы, регенерирующей 
23 ч, обнаружены изменения авторадиографического «отпечатка ДНК» в области 
1,5—9 тыс. п. о. по сравнению с клетками той же печени в состоянии покоя, что мо-
жет объясняться избирательной не до репликацией хромосом делящихся, гепатоцитов. 

Метод «геномной дактилоскопии» (или генотипоскопии) разработан 
при изучении полиморфизма рестрикционных фрагментов Д Н К чело-
века путем гибридизации с «минисателлитной» Д И К , т. е. тандемиыми 
повторами коротких последовательностей (11—60 п. о.) генома челове-
ка [1]. В дальнейшем оказалось, что гипервариабельные участки, го-
мологичные минисателлитным последовательностям, находятся в Д Н К 
не только человека, но и всех млекопитающих, а также птиц, причем 
«отпечаток Д Н К » , проявляемый в виде набора полос с различным по-
ложением и интенсивностью, генетически закреплен для каждого ин-
дивидуума и одинаков для всех его тканей. Это обусловило широкое 
применение метода в популяционной генетике, генеалогических иссле-
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дованиях, судебной медицине и в криминалистике [2, 3]. Однако при-
ложение генотипоскопии к исследованию злокачественных- опухолей 
показало, что для некоторых из них наблюдаются изменения «отпе-
чатка Д Н К » по сравнению с нормальными клетками данного организ-
ма (цит. по [3]) . Это привело нас к мысли провести сравнительную 
гснотипоскопию другого вида активно делящихся клеток—регенери-
рующей печени млекопитающих. 

Регенерацию печени белых крыс стимулировали путем частичной 
гепатэктомии, как описано [4]. Ядерную Д Н К выделяли согласно [5] 
из клеток удаленных в начальный момент долей 
печени и оставшихся долей той же печени на 23-й - ί & о 
ч после операции. Также выделяли Д Н К из голов-
ного мозга забитой крысы. По 10 мкг Д Н К гидро-
лизовали рестриктазой HaeIII, фракционировали 
электрофорезом в 1 %-м агарозном геле (16 см) 
и переносили на капроновый фильтр (Р /К «Хийу f 
Калур», Таллинн) вакуумным блотом [6]. В каче-
стве зонда использовали участок начала env-reua 
ВИЧ-1 (названный авторами, клонировавшими его, 
«red-1» [ 7 ] ) . В с т а в к у ВИЧ-red-l в ы д е л я л и из 
pUCІЗ, в которой он был клонирован, и метили 
Л2Р с помощью статистической затравки и фрагмен-
та Кленова [8]. Гибридизацию фильтров проводи- ; 
ли в растворе 7 %-го DS-Na, 0,263 M Na-фосфата, ' 
1 %-го БСА, 1 мМ ЭДТА (50 °С, 16—18 ч). Отмыв- ! 
ку вели в растворе 2X SSC, 0,1 % DS-Na (42 cC, 

Гибридизация HacIIi-рестрикционных фрагментов Д Н К кры-
сы с зондом recl-1: 1 — Д Н К мозга; 2 — Д Н К исходной пе-
чени; /> — Д Н К печени, регенерирующей 23 ч. Слева указаны 
маркеры молекулярной массы (тыс. п. о.), справа — различия 
«отпечатков Д Н К » 

2 ч). Далее фильтры экспонировали на пленке P M B с усиливающим 
экраном ЭУ-В2 в течение 5—7 сут. На рисунке предстазлены результа-
ты генотипоскопии Д Н К печени в различных состояниях и Д Н К мозга 
одного и того же животного. Совпадение полос для Д Н К мозга и по-
коящейся печени иллюстрирует тканевую независимость и индивиду-
альную специфичность «отпечатка Д Н К » для клеток в нормальном со-
стоянии. С другой стороны, как минимум три полосы (я, б, г) в диапа-
зоне около 1,5—9 тыс. п. о., присутствующие на «отпечатке Д Н К » поко-
ящихся гепатоцитов, значительно ослаблены или исчезли, а одна по-
лоса (в) появилась дополнительно на «отпечатке Д Н К » через 23 ч 
после частичной гепатэктомии. Как известно, регенерирующая печень 
является системой достаточно хорошо синхронизированных делящих-
ся клеток, и к этому моменту в них достигается максимум син-
теза Д Н К [9]. По-видимому, отмечаемые изменения «отпечатка Д Н К » 
отражают избирательность недорепликации хромосом гепатоцитов 
в середине S-фазы. 

В какой-то мере наблюдаемая картина напоминает характер из-
менений «отпечатков Д Н К » для злокачественных опухолей, которые 
также чаще проявляются в виде утраты некоторых гипервариабельных 
аллелей по сравнению с нормой (цит. по [3]) . 

Интересно отметить, что гомологичный гипервариабельным участ-
кам генома человека зонд red-Ι — фрагмент env-гена ВИЧ-1 — может 
успешно применяться также для генотипирования Д Н К и других мле-
копитающих, в данном случае крыс. 

Авторы выражают признательность Е. И. Рогаеву за предостав-
ление зонда red-1. 

ISSN 0233-7657. Б И О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА. 1993. Т. 9. Ne 3 53 



S u m m a r y . By means of genomic f ingerpr in t ing in the cells of regenera t ing 
23 h rat liver were revealed al terat ions of DNA f ingerpr in t (in the region 1,5—9 kb) 
comparat ively to cells of the same liver at rest. It may be explained by selective under-
replication of chromosomes of deviding hepatocytes. 
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ВЛИЯНИЕ ЭЛЕКТРОНОВ 
НА ТРАНСПОРТ КАЛИЯ В ЭРИТРОЦИТАХ 

Исследовано влияние электронов с энергией 5 МэВ на проницаемость мембран 
эритроцитов для ионов K+. Показано, что радиационно-индуцированное усиление вы-
хода K1' зависит от температуры инкубации клеточной суспензии. 

Введение. Известно, что одним из факторов, определяющих радиацион-
ное повреждение клеток, является изменение ионной проницаемости 
плазматических мембран [1—4]. Нарушение процессов транспорта 
ионов при воздействии радиации проявляется, в частности, в уменьше-
нии содержания внутриклеточного калия [5—8]. Несмотря на большое 
число работ, посвященных изучению этого эффекта, механизмы усиле-
ния выхода ионов K + из облученных клеток окончательно не выяснены. 

В настоящей работе представлены результаты исследования дейст-
вия электронов с энергией 5 МэВ на проницаемость мембран эритро-
цитов для ионов K+ . 

Материалы и методы. Эритроциты донорской крови отмывали от 
плазмы трехкратным центрифугированием при 3000 об/мин в течение 
10 мин. Клетки суспендировали в среде Хенкса, содержащей (мМ): 
N a C l - 1 1 0 ; MgCl 2 — 0,55; MgSO 4 — 0,4; C a C l 2 - 0 , 5 5 ; г л ю к о з у — 5 , 2 ; 
NaHCO 3 — 24; KH 2 PO 4 — 45. 

Гематокрит суспензии эритроцитов, используемой в экспериментах, 
составлял —25 %. Концентрацию ионов K + во внеклеточной среде оп-
ределяли с помощью валиномицинового электрода. 

Суспензию клеток, помешенную в цилиндрические ячейки диамет-
ром 6 и толщиной 1 см, облучали ускоренными электронами с энер-
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