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К И С Л Ы Е П О Л И П Е П Т И Д Ы К А К И Н Г И Б И Т О Р Ы Р Е П А Р А Ц И И 
Д В У Н И Т Е В Ы Х Р А З Р Ы В О В Д Н К 

Показана способность полипептидов, состоящих из аспарагиновой и глутаминовой 
кислот, ингибировать репарацию двунитевых разрывов ДНК, вызванных у-облучением 
клеток HeLa и китайского хомячка. Полное ингибирование репарации наблюдалось при 
концентрациях 20 (полиглу τ а мат, молекулярная масса 2 000—12 000) и 100 мкмоль/л 
(аспартилглутамат, 1500—4 500). Оба полипептида в указанных концентрациях мало-
токсичны, действие ингибиторов обратимо. 

В в е д е н и е . И н г и б и т о р ы р е п а р а ц и и р а з р ы в о в Д Н К п р и м е н я ю т с я в р а -
д и о б и о л о г и и , ц и т о л о г и и , п р и к л а д н о й о н к о л о г и и д л я в ы я с н е н и я м е х а -
н и з м а о п р е д е л е н и я э ф ф е к т и в н о с т и д е й с т в и я ф и з и ч е с к и х и х и м и ч е с к и х 
ф а к т о р о в , о к а з ы в а ю щ и х л е т а л ь н о е и м у т а г е н н о е д е й с т в и е н а к л е т к и , 
а т а к ж е д л я у с и л е н и я д е й с т в и я и о н и з и р у ю щ е г о о б л у ч е н и я п р и р а д и о -
т е р а п и и о п у х о л е й . О п и с а н о и с п о л ь з о в а н и е и н г и б и т о р о в р а з н о й х и м и -
ч е с к о й п р и р о д ы , в ы з ы в а ю щ и х п о л н о е п о д а в л е н и е в о с с т а н о в л е н и я д в у -
н и т е в ы х р а з р ы в о в ( Д Р ) Д Н К в к л е т к а х э у к а р и о т , и н д у ц и р о в а н н ы х 
в о з д е й с т в и е м о б л у ч е н и я . Т а к о й э ф ф е к т в ы з ы в а ю т Э Д Т А в к о н ц е н т р а -
ц и и 5 0 0 0 — 1 0 0 0 0 м к м о л ь / л и с п е ц и ф и ч е с к и й и н г и б и т о р Д Н К - п о л и м е -
р а з 9 - а р а б и н о ф у р а н о з и л а д е н и н ( 4 0 0 м к м о л ь / л ) [1, 2 ] . 

В н а с т о я щ е й р а б о т е о п и с ы в а ю т с я с в о й с т в а н о в о г о к л а с с а и н г и б и -
т о р о в , о т л и ч а ю щ е г о с я по х и м и ч е с к о й п р и р о д е о т и з в е с т н ы х , — к и с л ы х 
а - п о л и п е п т п д о в , т а к ж е в ы з ы в а ю щ и х п о л н о е и н г и б и р о в а н и е в о с с т а н о в -
л е н и я и н д у ц и р о в а н н ы х γ - о б л у ч е н и е м Д Р Д Н К в к л е т к а х м л е к о п и т а -
ю щ и х в с у щ е с т в е н н о м е н ь ш и х к о н ц е н т р а ц и я х и о б л а д а ю щ и х м е н ь ш е й 
т о к с и ч н о с т ь ю [ 3 ] . 

Материалы и методы. В работе исследовали два синтетических аналога природ-
ного модификатора [4] радиационного мутагенеза — аспартилглутамат (АГ) со сред-
нечислснной молекулярной массой (м. м.) 2 365 и полиглутамат (ПГ) со среднечислен-
ной м.м. 3 953. Полипептид АГ (м. м. 1 500—3 500) получали согласно ранее описан-
ной методике [4], м. м. коммерческого («Ferrak», Западный Берлин) препарата ПГ 
составляла 2 000—15 000. 

В экспериментах использовали монослойную культуру двухдневных клеток китай-
ского хомячка клопов 237, 431 и клеток HeLa, которые культивировали на среде Игла 
с добавлением 10 % сыворотки крупного рогатого скота. Сразу после посева клеток 
в среду вводили [3Н]тимидин (18,5 кБк/мл) на сутки. За 16 ч до начала эксперимента 
среду с меченым тимидином сливали, клетки промывали средой Эрла и инкубировали 
в среде с сывороткой. 

Исследование ингибирования протекающей репарации Д Р Д Н К проводили сог-
ласно методике [5]. Клетки отмывали физиологическим раствором и инкубировали в 
растворах полипептидов с указанными далее концентрациями, облучали при мощности 
дозы 3,6 Гр/мин (Со60) при температуре 37 или 4 °С. После прекращения облучения, 
обработки полипептидом или одновременной обработки полипептидами и облучения 
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клетки фиксировали в фосфатном буфере (0,15 M NaCl, 7 мкМ KH2PO4 , 4,3 мкМ 
К2НРО4) при температуре 4 °С в течение 30 мин, а затем снимали со стекла механи-
ческим способом. В некоторых экспериментах после облучения и обработки полипеп-
тидами клетки промывали физиологическим раствором для удаления полипептидов 
и инкубировали в среде с сывороткой в течение 3—4 ч, а затем фиксировали при 
4 °С и снимали. 

Двунитевые разрывы ДНК определяли по методике [6]. Для этого суспензию 
клеток (50—100 тыс.) промывали на полиядерном лавсановом мембранном фильтре 
[7] с диаметром пор 0,95—1,0 мкм, лизировали, элюировали деградированную Д Н К и 
определяли радиоактивность, как в [6], с некоторыми изменениями. При лизисе не 
использовали протеиназы К\ ДНК, оставшуюся на фильтре, снимали обработкой с 
помощью 0,4 мл 0,4 M едкого натрия в течение 12 ч при 37 °С, затем нейтрализовали 
1,5 M соляной кислотой. Радиоактивность подсчитывали в толуольно-тритоновом сцин-
тилляторе. Время элюции во всех опытах составляло 4 ч, опыты ставили в 4—5-кратной 
новторности. 

Для изучения влияния полипептидов иа включение меченого тимидина использо-
вали клетки китайского хомячка клона 431. Перед введением тимидина клетки инку-
бировали с AY в концентрации 100 мкмоль/л и ПГ в концентрации 20 мкмоль/л в 
течение 15 мин. Затем в инкубационную среду добавляли тимидии, облучали в дозе 
70 Гр, определяли уровень включения тимидина для нерастворимой в ТХУ-фракции 
по методике [8]. Уровень включения меченого тимидина для кислоторастворимой фрак-
ции близок для всех вариантов опыта. 

Определение токсичности полипептидов по выживаемости клеток китайского хо-
мячка клопа 431, а также мутагенного действия по увеличению выхода хромосомных 
аберраций облученных в дозе 1 Гр клеток проводили по методике [4]. Условия инку-
бации клеток с полипептидами совпадают с использованными при определении инги-
бирования репарации Д Р ДНК. 

Результаты и обсуждение. На рис. 1 приведены данные по репара-
ции Д Р Д Н К , вызванных облучением клеток HeLa и фибробластов 
китайского хомячка в дозе 100 Гр при температурах 4 и 37 °С в при-
сутствии полипептидов АГ и ПГ. Как видно, оба исследуемых поли-
пептида не индуцируют заметных количеств Д Р Д Н К , на что указыва-
ет незначительная , совпадающая по величине деградация Д Н К , ре-
гистрируемая в необлученных клетках, необработанных полипептидами, 
в сравнении с инкубируемыми в их присутствии. Н а и б о л ь ш а я деграда-
ция Д Н К наблюдается при облучении клеток при температуре 4 °С, 
полностью подавляющей восстановление Д Р [1] . Аналогичный по ве-
личине эффект наблюдался при облучении обеих культур клеток при 
37 °С в присутствии полипептидов АГ и ПГ, что указывает иа полное 
ингибирование репарации Д Р исследуемыми полипептидами. Восста-
новления разрывов не происходило при продолжении инкубации клеток 
HeLa и китайского хомячка в течение 1 ч после окончания облучения в 
растворах АГ и П Г с теми ж е концентрациями, составляющими соот-
ветственно 100 и 20 мкмоль/л . В то ж е время в клетках, облученных 
при 37 °С в отсутствие полипептидов, большая часть разрывов Д Н К 
восстанавливается у ж е в ходе продолжающегося около 30 мин облу-
чения (рис. 1), что согласуется с известными данными [6]. 

Вывод о полном ингибировании репарации Д Р в облученных клет-
ках китайского хомячка исследуемыми полипептидами подтверджается 
результатами по уровню включения (см. «Материалы и методы») ме-
ченого тимидина в клетки, облученные в присутствии полипептидов, по 
сравнению с облученными в их отсутствие. Он составляет 1,44=0,6 и 
2 , 9 + 1 , 5 % в присутствии АГ и П Г соответственно (100 % = 2 0 7 1 8 ± 
± 5 510 имп/мин на 1 млн клеток) . 

Н а рис. 2 приведена зависимость степени ингибирования репарации 
Д Р Д Н К от концентрации полипептида АГ. Результаты показывают, 
что ингибитор АГ эффективен в диапазоне концентраций 100ч-
4 - 4 мкмоль/л . 

В табл. 1 представлены данные по токсичности полипептидов в за-
висимости от используемой концентрации. Видно, что АГ и П Г мало-
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токсичны в концентрациях , в ы з ы в а ю щ и х полное ипгибирование восста-
новления разрывов . З а м е т н а я токсичность, о п р е д е л я е м а я по с н и ж е н и ю 
в ы ж и в а е м о с т и клеток , о б н а р у ж и в а е т с я при увеличении концентраций 
АГ и П Г в инкубационной смеси до 300 и 50 мкмоль /л . 

Э ф ф е к т полного ингибирования р е п а р а ц и и Д Р полипептидами об-
ратим. П о с л е отмывки клеток, облученных в присутствии ингибиторов, 

Рис. 1. Йнгибирование репарации Д Р ДНК, вызванных облучением в дозе 100 Гр кле-
ток HeLa и инкубацией с полипептидом АГ (светлые треугольники); клеток фибробла-
стов китайского хомячка клона 431 и инкубацией с полипептидом ПГ (закрашенные 
треугольники): 1 — необлученные, необработанные полипептидами клетки; 2—необлу-
ченные, инкубированные с полипептидами; 3 — облученные при 4 °С в отсутствие поли-
неш идов; 4 — облученные при 37 °С в присутствии полипептидов; 5 — то же, что и 4, 
но с дополнительной инкубацией при 37 °С в присутствии полипептидов; 6 — облучен-
ные при 37 °С в отсутствие полипептидов. По оси абсцисс — варианты экспериментов, 
по оси ординат— % ДНК, оставшейся на фильтре 
Fig. 1. Inhibition of DNA double-strand breaks repair induced by irradiation of HeLa 
cells at a dose of 100 Gy and incubation with AG polypeptide (light t r iangles) ; Chinese 
Jiamster cells, clone 431 and incubation with PG polypeptide (painted t r iangles) : / — 
unirradiated and polypeptide untreated cells; 2 — unirradiated cells incubated with poly-
peptides; 3— cells irradiated at 4° in the absence of polypeptides; 4 — cells irradiated 
at 37° in the presence of polypeptides; 5 — the same as in 4 but with additional incubation 
at 37° in the presence of polypeptides; 6 — cells irradiated at 37° without polypeptides. 

Рис. 2. Йнгибирование репарации Д Р ДНК, вызванных облучением клеток китайского 
хомячка клона 237 в дозе 100 Гр и инкубацией с полипептидом АГ в разных концент-
рациях: 1 — облучение при 4 °С в отсутствие АГ; 2—4 — облучение при 37 °С в при-
сутствии АГ с концентрациями 100, 11 и 3,7 мкмоль/л соответственно; 5 — облучение в 
отсутствие ингибитора при 37 °С. Обозначение осей соответствует рис. 1 
Fig. 2. Inhibition of DNA double-strand repair induced by irradiation of Chinese hamster 
cells of clone 237 at a dose of 100 Gy and incubation with AG polypeptide at various 
concentrations: I — irradiation at 4 ° in the absence of AG; 2, 3, 4 irradiation at 37° in 
the presence of AG at the concentrations of 100 μΜ/1 (2), II μΜ/1 (3), 3,7 μΜ/1 (4), 5— 
irradiation without inhibitor at 37 

от свободных, несвязавшихся полипептидов р е п а р а ц и я Д Р и включе-
ние тимидина восстанавливаются . Н а б л ю д а е т с я усиление действия 
облучения по накоплению нерепарированных Д Р . Соответствующие 
результаты приведены в табл . 2, условия регистрации Д Р аналогичны 
приведенным д л я данных рис. 1 и рис. 2. 

К а к следует из табл . 2, после длительной р е п а р а ц и и не наблю-
дается полного восстановления Д Р в клетках , облученных при 37 °С в 
отсутствие полипептидов [6], и регистрируется существенная д е г р а д а -
ция Д Н К , д о с т и г а ю щ а я 20 % нормы. Присутствие в среде при облуче-
нии АГ или П Г способствует существенному накоплению нерепариро-
ванных повреждений; при этом степень д е г р а д а ц и и Д Н К в клетках , 
облученных в дозе 100 Гр в присутствии ингибиторов, с р а в н и м а с из-
меренной в клетках , облученных в дозе 200 Гр в отсутствие поли-
пептидов. 

Б л и з к и й по величине э ф ф е к т накопления нерепарированных повре-
ждений генетических структур при совместном действии облучения и 
полипептидов н а б л ю д а л с я т а к ж е при облучении в малой дозе (1 Гр) 
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и о п р е д е л е н и и п о в р е ж д е н и й ч е р е з д л и т е л ь н ы е с р о к и р е п а р а ц и и ( 6 — 
2 2 ч) по в ы х о д у с т р у к т у р н ы х п е р е с т р о е к х р о м о с о м в к л е т к а х к и т а й -
с к о г о х о м я ч к а . Т а к , п р и в о с ь м и ч а с о в о й д л и т е л ь н о с т и р е п а р а ц и и п о с л е 

о к о н ч а н и я с о в м е с т н о г о д е й с т -Т а б л и ц а 1 
Влияние различных концентраций А Г и Π Г на 
выживаемость клеток фиб роб ластов 
китайского хомячка 
Influence of AG and PG at different 
concentrations on the survival of Chinese 
hamster fibroblasts 

в и я о б л у ч е н и я и п о л и п е п т и д а 
А Г в к о н ц е н т р а ц и и 100 м к -
м о л ь / л в ы х о д х р о м о с о м н ы х 
а б е р р а ц и й с о с т а в и л д л я А Г — 
5 , 2 ± 0 , 5 , о б л у ч е н и я — 1 3 , 8 + 
+ 5,6, д е й с т в и я о б о и х ф а к т о -
р о в — 2 9 , 2 + 0 , 9 % . 

С р а в н и т е л ь н о м а л а я т о к -
с и ч н о с т ь к и с л ы х п о л и п е п т и -
д о в , в ы с о к а я б и о л о г и ч е с к а я 
а к т и в н о с т ь , и з б и р а т е л ь н о с т ь 
д е й с т в и я , с о о т в е т с т в и е п о 
с т р у к т у р е п р и р о д н ы м м е т а б о -
л и т а м д е л а ю т п е р с п е к т и в н ы м 

их и с п о л ь з о в а н и е д л я и з у ч е н и я м е х а н и з м а о б р а з о в а н и я с т р у к т у р н ы х 
п е р е с т р о е к х р о м о с о м , р о л и н е р е п а р и р о в а н н ы х р а з р ы в о в Д Н К в р е п р о -
д у к т и в н о й г и б е л и и т р а н с ф о р м а ц и и к л е т о к п р и о б л у ч е н и и , а т а к ж е в 

Концентрация, 
мкмоль /л ПГ Концентрация, 

мкмоль /л Λ г 

20 9 2 , 5 + 6 , 2 100 9 4 , 3 + 4 , 0 
50 4 4 , 3 + 4 , 5 200 7 8 , 0 + 7 , 6 
— — 300 4 1 , 1 + 2 , 1 

Т а б л и ц а 2 
Влияние облучения в дозе 100 Г ρ полипептидов АГ (100 мкмоль/л) и Π Г {20 мкмоль!л) 
на накопление повреждений, нерепарированных после 4 ч репарации 
Influence of irradiation at a dose of 100 Gy, AG polypeptides at the concentration of 100 
\imoles!l and PG at the concentration of 20 μ moles/I on the accumulation of damages 
unrepaired after four hours of reparation in HeLa cell culture of Chinese hamster 
fibroblasts, clones 237 and 431 

Условия эксперимента HeLa Клон 237 Клон 131 

Облучение при 37 °С в отсутствие АГ и ПГ 
То же в их присутствии 

8 3 , 6 + 2 , 4 
6 5 , 0 + 3 , 0 

8 0 , 2 + 4 , 8 
5 7 , 1 + 3 , 6 

8 0 , 6 + 2 , 3 
6 0 , 2 + 5 , 0 

к а ч е с т в е а г е н т а , с п о с о б н о г о с у щ е с т в е н н о у с и л и в а т ь л е т а л ь н о е д е й с т -
в и е и о н и з и р у ю щ е г о о б л у ч е н и я и д р у г и х ф а к т о р о в , в ы з ы в а ю щ и х в к л е т -
к а х о б р а з о в а н и е р а з р ы в о в Д Н К -

ACIDIC POLYPEPTIDES AS INHIBITORS OF THE REPAIR 
OF DOUBLE-STRAND DNA BREAKS 

A. I. Medvedev, G. I. Revina 

Institute of Biological Physics, Academy of Sciences of the USSR, 
Pushchino, Moscow Region 

S u m m a r y 

The ability of polypeptides consisting of aspartic and glutamic acids to inhibit the 
repair of double-strand DNA breaks induced in γ-irradiated Chinese hamster and HeLa 
cells was shown. A complete inhibiton of the double-strand DNA breaks repair was 
observed under the concentrations of 20 jimoles/l (polyglutamic acid with molecular 
weight 2000—15000 daltons) and 100 ^imoles/l (aspartylglutamic acid with moiccuar 
weight 1500-4500 daltons). Both polypeptides were low toxic at the given concentrations, 
their inhibitory effect being reversible. 

Окончание см. на с. 99. 
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transfection of Chinese hamster established cells and in subsequent cell generations. 
So it is necessary to test the mutagenic properties of the DNA molecules produced both 
for genotherapy of human inherited diseases and for solution of other problems. 
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