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РЕПЛІКАЦІЯ ОНКОГЕНА C-MYC 
У КЛІТИНАХ АСЦИТНОЇ КАРЦИНОМИ ЕРЛІХА 

Проведено седиментаційне фракціонування асинхронної клітинної популяції асцитної 
карциноми Ерліха за фазами клітинного ицклу. Розподіл суспензії пухлинних клітин 
здійснювали за 1 g у 0—0,3 M експоненціальному градієнті концентрації сахарози. З 
клітин, що знаходилися у S-фазі, виділено три фракції, які відповідали ранній, середній 
та пізній S-фазі. 

Вивчено часовий порядок реплікації онкогена c-myc у синхронізованих клітинах 
асцитної карциноми Ерліха. Показано, що реплікація онкогена c-myc починається у 
ранній S-фазі. 

Одним з механізмів регуляції транскрипційної активності генів може 
бути часовий порядок їх реплікації. Більшість вивчених прртоонкоге-
нів .у проліферуючих клітинах реплікується протягом першої полови-
ни S-фази. У другій половині S-фази відбувається реплікація онкоге-
нів N-myc і c-Ki-ras )[1]. За структурних перебудов та ампліфікації ге-
нів змінюється як транскрипційна активність гена, так і час його реплі-
кації. Після структурних перебудов (транслокація хромосом) час ре-
плікації онкогена c-myc зсувається з наступним підвищенням рівня 
його експресії [2]. · 

У цій , роботі наводяться дані про реплікацію онкогена c-myc у 
синхронізованих клітинах асцитної карциноми Ерліха. 

Клітини асцитної карциноми Ерліха брали у тварин на 6-у добу 
після перещеплення I-IO7 асцитних клітин. Сумарну клітинну популя-
цію фракціонували за фазами клітинного циклу у градієнті щільності 
сахарози за 1 ^ [3]. З ядер клітин, які знаходилися у різних фазах 
циклу, виділяли Д Н К й очищали за допомогою стандартної методики 
фенольної депротеїнізації [4]. Потім Д Н К гідролізували рестриктазою 
HindIII (20 од. на 1 мкг Д Н К ) , розділяли у 0,8 %-х гелях агарози 
(«Sigma», США) і переносили на мебрани Hybond N. Молекулярним 
зондом був онкоген c-myc у плазміді pSVmyc, мічений [3 2PJ-dNTP у 
реакції нік-трансляції. Питома радіоактивність зонда складала 
(1—2) · IOs імп/хв на 1 мкг ДНК. Гібридизацію здійснювали протягом 
48 год при 42 °С у буфері 6XSSC, який містив 5Хрозчину Денхардта, 
50 % формаміду, 10 % декстрансульфаіу, IOO мкг/мл тимусної Д Н К . 
Фільтри відмивали тричі по 15 хв у розчині 2 X S S C — 0,1 % DS-Na при 
кімнатній температурі, потім двічі по ЗО хв у розчині того ж складу 
при 65 °С і один раз (15 хв) у розчині 0 ,2XSSC — 0,1 % DS-Na при 
кімнатній температурі. Авторадіографію провадили протягом 4—7 діб 
при —70 °С на рентгенівській плівці РМЛ (Росія) у касетах з поси-
люючим екраном. Вміст Д Н К визначали спектрофотометрично. 

Синхронізація клітинної популяції за Допомогою осаджування клі-
тин у градієнті щільності сахарози дає можливість отримати однорід-
ну популяцію клітин, які знаходяться в одній фазі клітинного циклу. 
Седиментограма типового фракціонування клітин асцитної карциноми 
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ЕрлІха наведена на мал. 1. Метод, яким ми користувалися, дає висо-
кий процент синхронізації (86 %) і дозволяє виділити декілька фрак-
цій клітин, Xiio знаходяться у одній фазі циклу. Цим засобом ми отри-
мали три фракції S-фазових клітин, які відповідали ранній, середній 
та пізній S-фазі, що дозволяє більш детально вивчити процес репліка-
ції окремих генів у S-фазі. Тим більше, що гени різної природи від-
різняються за часом реплікації. 

У цій роботі ми вивчили часовий порядок реплікації онкогена 
с -тус у клітинах асцитної карциноми Ерліха, в яких цей ген активно 

Мал. 1. Седиментограма клітин асцит-
ної карциноми Ерліха (1) та вклю-
чення 3Н-тимідину д о ' Д Н К 
(10—3 імп/хв на IO6 клітин) (2) . Вісь 
абсцис ·— тривалість мітотичного цик-
лу, нормована д о 1; вісь ординат — 
кількість клітин у фракціях· IO6 

транскрибується. Протоонкоген с-тус кодує білок, що відіграє важли-
ву роль у регуляції транскрипційної активності та реплікації Д Н К 
[5]. Гібридизація Д Н К з ядер клітин, які знаходяться у різних фазах 
циклу, з 32Р-зондом онкогена с -тус реєструється на усіх етапах циклу 
(мал. 2), але інтенсивність смуг істотно змінюється. Редуплікація он-
когена с-тус відмічається з початком S-фази. В результаті кількість 
копій онкогена с-тус у перерахунку на весь геном помітно зростає. У 
середині і другій, половині S-фази подвоюється решта геному, в резуль-
таті чого питома вага послідовностей, що комплементарні онкогену 
с-тус, дещо знижується. 

Таким чином, проведено фракціонування клітин асцитної карци-
номи Ерліха за фазами клітинного циклу та вивчено час реплікації 
онкогена с-тус. 
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Мал. 2. Гібридизація 3 2Р-міченого он-
когена с-тус з Д Н К ядер клітин, які 
знаходяться у різних фазах клітинно-
го циклу (а), та фрагмент денсито-
грами (б). K — Д Н К ядер вихідних 
клітин. 
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