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МОДЕЛЬНАЯ СИСТЕМА IN VITRO 
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ РЕПАРАЦИИ ДВУНИТЧАТЫХ РАЗРЫВОВ ДНК 
ЭКСТРАКТАМИ ИЗ ВЫСШИХ РАСТЕНИЙ 

Предложена модельная система in vitro для изучения репарации двухцепочечных раз-
рывов в ДНК с участием белковых экстрактов из высших растений.'Система основана 
на исследовании возможности гомологической рекомбинации между двумя линейными 
фрагментами ДНК плазмиды pUC19. Результатом протекания процесса рекомбинации 
является восстановление структурной целостности гена IacZ плазмиды pUC19 и как 
следствие — голубой окраски рекомбинантов, растущих на среде с ИПТГ u Z-gal. Двух-
цепочечный разрыв в плазмидной ДНК моделировался с помощью рестриктаз EcoRI 
и BglI. Обсуждаются также возможные варианты репарации в данной системе лиги-
рованием субстратов или их негомологической рекомбинацией. 

Введение. В настоящее время считается доказанным, что от эффектив-
ности репарации различных типов повреждений Д Н К зависит как фор-
мирование генетических дефектов, так и сама жизнеспособность кле-
ток. В литературе имеются многочисленные сведения об основных ре-
парационных путях у бактерий и клеток млекопитающих, которые 
включают прямую репарацию, эксцизию оснований, эксцизию нуклео-
тидов, пострепликативную и индуцибельную репарации [1, 2] . Репара-
ция Д Н К , имея универсальный характер, свойственна также раститель-
ным клеткам, однако не исключено, что у разных организмов может 
проявиться ее специфика, поскольку в ходе эволюции видов, возможно, 
изменились и системы репарации Д Н К . Очевидно, что без развития 
экспериментальных исследований нельзя переносить на растительные 
системы представления, обстоятельно развитые для клеток бактерий. 

Если функционирование фотореактивации и эксцизионной репара-
ции Д Н К считается неоспоримым для клеток растений, то сведения о 
пострепликативной и индуцибельной репарации Д Н К у растительных 
клеток очень ограниченны. Д а ж е у исследователей, достигших наи-
большего прогресса в этом направлении, из лабораторий Велеминского,. 
Жестянникова и Михаэлиса имеются только косвенные данные о воз-
можности пострепликативной репарации Д Н К и адаптивного ответа у 
растений [3—6]. Д о сих пор из-за методических трудностей не дока-
зана прямо возможность репарации двунитчатых разрывов (ДР) Д Н К , 
определяющих возникновение хромосомных перестроек у растительных 
клеток. Изучение репарационных процессов (в том числе и индуци-
бельных) весьма актуально также в связи с тем, что после аварии на 
ЧАЭС многочисленные популяции растений подвергаются хроническо-
му облучению малыми дозами и выход Д Р Д Н К в клетках может воз-
растать. Один из предполагаемых механизмов репарации Д Р Д Н К у 
клеток растений — гомологическая рекомбинация. Именно для оценки 
возможности репарации Д Р Д Н К по рекомбинационному механизму 
мы и сконструировали модельную систему тестирования репарации 
in vitro. 

Материалы и методы. П о л у ч е н и е Д Н К-с у б с т р а т о в д л я 
и з у ч е н и я р е п а р а ц и и Д Р Д Н К р е к о м б и н а ц и е й in 
vitro. В модельной системе изучения репарации двунитчатых разрывов 
in vitro с участием ядерных экстрактов из листьев гороха использова-
ли ДНК-субстраты, производные от Д Н К плазмиды pUC19. С помо-
щью рестрикции плазмиды pUC19 по BamHI-сайту, достраивания полу-
чаемых 5'-липких концов за счет большого фрагмента Кленова в при-
сутствии всех четырех дезоксинуклеотидтрифосфатов с последу-
ющим лигированием тупых концов Т4-лигазой создана плазмида: 
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pUC19ABamHI, в которой нет сайта рестрикции по BamHI. Рестрик-
цией по EcoRI-сайту в плазмиду pUC 19&ВатН1 вводили двухцепочеч-
ный разрыв с образованием Б'-липких концов. Полученную линейную 
плазмиду обозначали как ДНК-субстраг I. 

С другой стороны из обычной плазмиды pUC19 вырезали линей-
ный фрагмент длиной 1568 п. н. по / ^ / / - с а й т а м , включающий нормаль-
ный сайт рестрикции по BamHI в полилинкерной области. Этот фраг-
мент в дальнейшем обозначен как ДНК-субстрат II. 

В ы д е л е н и е и ч а с т и ч н а я о ч и с т к а я д е р н ы х б е л -
к о в и з л и с т ь е в г о р о х а . Растительные ядра получали из 
двухнедельных проростков семян гороха, выращенных в поле на окра-
ине Киева или же в районе 30-км зоны ЧАЭС. Обычно в одном экспе-
рименте использовали 100 г листьев. Все последующие процедуры про-
изводили при 0—4 °С. 

Тщательно промытые листья гомогенизировали в пяти объемах бу-
фера А: 200 мМ сахароза, 20 мМ трис-HCl, рН 8,0, 5 мМ дитиотреитол, 
1 мМ фенилметилсульфонилфторид (ФМСФ), 5 мМ ε-аминокапроновая 
кислота (ε-ΑΚ). Гомогенат фильтровали через 4—6 слоев фильтроваль-
ной бумаги «Miracloth». Ядра из гомогената осаждали центрифугиро-
ванием на К-23 (4 000 об/мин, 10 мин). Д а л е е их суспендировали в 
10 мл буфера А и наслаивали на 30—50 мл ступеньку 1,2 M сахарозы, 
центрифугировали (К-23, 4 000 об/мин, 20 мин). Затем осадок ядер 
суспендировали в буфере А, содержащем 1 %-ный тритон X-100, и от-
мывали ядра от примесей хлоропластов центрифугированием до исчез-
новения зеленой окраски супернатанта. Ядра от остатков тритона от-
мывали суспендированием их в буфере А с последующим центрифуги-
рованием. Полученный осадок ядер суспендировали в лизирующем 
буфере Б: 50 мМ трис-HCl, рН 8,0, 2 M NaCl, 1 мМ ЭДТА, 5 мМ 2-мер-
каптоэтанол, 1 мМ ФМСФ, 5 мМ ε-ΑΚ, 15 %-ный глицерин, 0,5 мМ би-
сульфит натрия. Лизис проводили в течение 10—20 мин. 

Лизат центрифугировали на центрифуге J2-21 (20 000 об/мин, 
20 мин), осадок отбрасывали, а к супернатанту постепенно добавляли 
сухой ПЭГ-6000 до 10 % в течение 20 мин. Снова центрифугировали 
(J2-21, 10 000 об/мин, 30 мин), осадок отбрасывали, а супернатант диа-

лизовали против буфера Б, содержащего 30 мМ NaCL Диализат освет-
ляли центрифугированием и вносили на колонку с гепарин-агарозой 
( 1 5 x 1 см). Белки с колонки элюировали линейным градиентом кон-
центрации NaCl в диапазоне 30 мМ •— 1,5 М. 

У с л о в и я о п р е д е л е н и я р е п а р а ц и о н н о й а к т и в н о -
с т и э к с т р а к т а . Реакционная смесь (40 или 80 мкл) содержала: 
'20 мМ трис-HCl, рН 7,5, 10 мМ MgCl2 , 1 мМ АТФ и 100 мкМ смеси 
каждого из четырех дезоксинуклеотидтрифосфатов, 2 (20) мкг белка из 
фракции с колонки с гепарин-агарозой и эквимолярное количество каж-
дого из ДНК-субстратов I и II. Инкубацию проводили 30 мин при 
37°С. Затем Д Н К очищали фенолом и осаждали спиртом, растворяли 
в стерильном ТЕ-буфере и трансформировали компетентные клетки 
Escherichia coli JM109 (RecA~, IacZ-) с последующим высевом транс-
формантов на чашку с верхним агаром, содержащим И П Т Г и Z-gal . 
В каждом случае брали компетентные клетки с одинаковой эффектив-
ностью трансформации. Как контроль использована репарационная 
смесь, содержащая бычий сывороточный альбумин (БСА). 

Д р у г и е м е т о д ы . Выделение Д Н К плазмид 
(риС19АВатН1), рестрикцию, элюцию фрагментов Д Н К из агарозно-

го геля, лигирование осуществляли по Маниатису и др. [6] . Приготов-
ление компетентных клеток и их трансформацию — согласно рекомен-
дациям Ханагана [7]. Количество Д Н К определяли спектрофотометри-
чески [6]; количество белка в п р о б а х — п о Брэдфорду [9] на спектро-
фотометре Gilford R-250 (Англия). Д л я построения калибровочной кри-
вой использовали растворы с известной концентрацией БСА (фракция 
V) . Электрофорез белков вели по Леммли [8]. 

Результаты и обсуждение. Суть обнаружения репарационной ак-
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тивности in vitro в частично очищенном ядерном экстракте из листьев 
гороха заключается в том, что он способствует осуществлению рекомби-
нации между определенным образом приготовленными субстратами 
Д Н К , производными от pUC19, и как результат этого — восстановле-
нию структурной целостности гена IacZ (рис. 1: электрофорез в 1 %-ной 
агарозе рестриктов плазмиды pUC19: 1 — EcoRI/pUC19·, 2 — 
BamHIIpUС19-, 3 — контрольный препарат Д Н К плазмиды pUC19 ( I - г 
суперспиральная форма мономера; II — релаксированная и никован-
ные формы мономера; I* и II* — аналогичные формы димера плазми-
ды) ; рис. 2: электрофорез в 1 %-ной агарозе рестриктов плазмиды 

pU С19 S1BamHI-. 1 — BamHI IpUC WABamHI- 2 — PstI IpU С19 ABamHI-, 
3 — HindIII/pUC 19ABamIIl; 4 — EcoRI/pUC19ABamHI; 5 —K-HindIII 
маркеры) . Д л я количественной оценки репарационной активности (PA) 
белкового экстракта после трансформации компетентных клеток Е. coli 
мы обозначили Al — количество голубых колоний, образующихся в 
контроле, А2 — их количество в опыте. Тогда при PA=А2/А1 <с.1 репа-
рационная активность в белковом экстракте отсутствует, а в случае 
Р А > 1 — присутствует. 

В первой серии экспериментов получены ДНК-субстраты I и II, 
используемые нами далее в реакции репарации in vitro. Как уже от-
мечалось, ДНК-субстрат I представляет собой EcoRI-рестрикт плазми-
ды pUC19ABamHI, у которой смоделирована мутация /acZ-гена по ти-
пу сдвига рамки считывания. При трансформации такой плазмидой 
компетентных клеток Е. coli JN109 ( R e c A - , IaeZ-) и последующем их 
высеве на верхний агар с ИПТГ и Z-gal образуются белые колонии 
из-за структурной дефектности продукта гена IaeZ. ДНК-субстрат II 
т а к ж е неспособен при трансформации компетентных клеток (из-за от-
сутствия полной нуклеотидной последовательности гена IaeZ) давать 
голубые колонии. 

Следующая серия экспериментов посвящена получению частично 
очищенного белкового экстракта из листьев гороха. Попытки опреде-
лить репарационную активность в грубом ядерном экстракте были ос-
ложнены тем, что высокий уровень нуклеазной активности приводил к 
деградации ДНК-субстратов, участвующих в репарации. В результате 
хроматографии ядерного экстракта на гепарин-агарозе удалось осво-
бодиться от значительной доли нуклеаз. Обычно в реакцию репарации 
брали белковые фракции, элюирующие с колонки в интервале концент-
раций соли 750 м М — 1 M (рис. 3: электрофореграмма разделения бел-
ков в акриламидном геле (градиент концентрации 6 — 2 0 % ) из фрак-
ций, полученных после хроматографии на гепарин-агарозе ядерного 
экстракта из листьев гороха: 15—19 — номера фракций с колонки, Π — 
проскок с колонки, H — нанесение на колонку, M — маркеры молеку-
лярной массы). 

После инкубации ДНК-субстратов I и II с частично очищенным 
ядерным экстрактом из листьев гороха возможно появление трех про-
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дуктов реакции. 1. Продукты, образовавшиеся вследствие гомологиче-
ской рекомбинации между ДНК-субстратами I и II, вызывающей по-
явление голубых колоний на чашках, содержащих И П Т Г и Z-gal. Это 
происходит за счет восстановления структурной целостности гена IacZ 
и сайта рестрикции BamHI в плазмиде p(JC19. 2. Продукты, образовав-
шиеся в результате лигирования ДНК-субстратов I и II, кольцевые 
плазмиды не содержат сами по себе структурно целого гена IacZ, но 
в случае возможной их котрансформации могут возникать голубые 
колонии бактерий. Д л я проверки такого варианта был поставлен экс-
перимент, в котором в репарационные смеси вносили раздельно Д Н К -

Рис. 3 

субстраты I и II в концентрациях, превышающих в два раза необхо-
димые для обычной реакции. После инкубации Д Н К очищали фенолом, 
осаждали спиртом, растворяли в ТЕ, объединяли и трансформировали 
компетентные клетки. Дополнительного появления голубых колоний по 
сравнению с контролем в этом случае не обнаружено, что свидетельст-
вует о низкой вероятности протекания процесса лигирования субстра-
тов, а затем — котрансформации в применяемых условиях инкубации. 
3. Продукты реакций, образовавшиеся в результате негомологической 
рекомбинации между ДНК-субстратами. В этом случае также не ис-
ключено появление голубых колоний (как результат функционирова-
ния IaeZ) за счет комплементации различных участков гена, располо-
женных на одной плазмиде. Однако из-за того, что рекомбинация в 
этом случае может произойти в любом месте плазмиды должна моди-
фицироваться ее рестрикционная карта по сравнению с исходной плаз-
мидой pUC 19. Рестрикционный анализ образующихся голубых коло-
ний по PvuI-сату не обнаружил изменений по сравнению с исходной 
плазмидой. 

Итак, появление голубых колоний в разработанной нами модель-
ной системе in vitro может быть обусловлено только продуктами, обра-
зовавшимися в результате гомологической рекомбинации за счет функ-
ционирования растительных белков. 

Нами проведены четыре серии экспериментов, результаты которых 
следующие. При совместном инкубировании ДНК-субстратов в отсут-
ствие белка растительного происхождения и последующей трансформа-
ции клеток Е. eoli получена 4 + 1 голубая колония (контроль A l ) ; при 
совместном инкубировании ДНК-субстратов в присутствии белкового 
экстракта (2 и 20 мкг) — соответственно 9 + 1 ( Р А = 2 , 2 5 ) и 1 2 + 1 
( Р А = 3 ) голубая колония. Эксперимент, проведенный с участием бел-
кового экстракта из растений (2 мкг), выращенных в зоне ЧАЭС, дал 
14 голубых колоний ( Р А = 3 , 5 ) . 

Установленное достоверное возрастание частоты образования голу-
бых колоний за счет белковых экстрактов из гороха дает основание за-
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ключить, что растениям присущи ферментативные системы, ответствен-
ные за репарацию Д Р Д Н К путем гомологической рекомбинации. Н е 
исключено также, что роль ферментативной системы репарации Д Р 
Д Н К у клеток растений возрастает в случае увеличения потока Д Р 
Д Н К у них. 

Описанная модельная система in vitro для изучения репарации Д Р 
Д Н К достаточно чувствительна и может быть использована при ис-
следовании эффективности репарации Д Р Д Н К у растений как в нор-
ме, так и при воздействии различных ДНК-тропных факторов внешней 
среды, в частности радионуклидов. 

Р е з ю м е 

Запропоновано модельну систему in vitro для вивчення репарації дволанцюгових розри-
вів у Д Н К за участю білкових екстрактів із вищих рослин. Система базується на 
дослідженні можливості гомологічної рекомбінації між двома лінійними фрагментами 
Д Н К плазміди pUC19. Результатом проходження процесу рекомбінації є відновлення 
структурної цілісності гену IacZ плазміди pUC19 і як насл ідок—блакитного забарв-
лення рекомбінантів, що ростуть в присутності ІПТГ та Z-gal. Дволанцюговий розрив 
у плазмідній Д Н К моделювався за допомогою рестриктаз EcoRI і BglI. Обговорюються 
також можливі варіанти репарації в даній системі лігіюванням субстратів чи їх него-
мологічною рекомбінацією. 

S u m m a r y 

It has been established the in vitro model system for invest igation of DNA double s t ran-
ded breaks (dsb ) reparat ion based on using of higher p lants protein extracts. The 
system is based on searching of possibility of homologous recombination between two 
linear pUC19 DNA f ragments . As a result of recombination processes gene IacZ is 
restored in their s t ructure and recombinants with blue phenotype appear on the media 
with IPTG and Z-gal . 

Dsb in plasmid DNA has been provoked us ing EcoRI and BglI restriction enzymes. 
The possibility versions of recombination in proposed system by means of substrate li-
gat ion and nonhomologous recombination is disscused. 
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