
S u m m a r y 

The condi t ions of the ampl i f ica t ion procedure for region of gene of human pheny la lan ine 
hydroxylase with some P I \U mu ta t i ons were e labora ted . Genomic DNA of P I \U-pa l i en t s 
w a s isolated f rom whole blood and f rom dry blood spots on fi l ter paper . The concentra-
tion of EDTA must be low to prevent inhibition of the reaction, It is necessary to per-
form dot -hybr id iza t ion of ampl i f ica t iona l sample with m u t a n t DNA-probes for identi-
f icat ion of m u t a t i o n s and rapid carr ier tes t ing . 
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ИЗУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАЦИОННОЙ АКТИВНОСТИ 
В ЭКСТРАКТАХ КЛЕТОК МЛЕКОПИТАЮЩИХ 

Описана бесклеточная система, в которой используются экстракты ядер миелобластов 
человека, клеток HeLa и семенников крыс для инициации рекомбинации между гомо-
логичными плазмидами, несущими различные мутантные аллели Тс-гена. Инкубация 
этих плазмид с ядерными экстрактами увеличивала частоту Tсг-рекомбинантов с 
2,6-IO-5 до 2,7 -IO3. Реакция требует ионов Mfy2+ и не зависит от присутствия ATP 
и dNTP. 

Кроме того, использовав чувствительный метод определения реакции переноса 
нити, мы частично очистили ATP-независимую рекомбиназную активность из ядерных 
экстрактов семенников крыс. Реакция требует гомологии между ДНК-субстратами и 
присутствия ионов Aig2 + . 

Введение. Благодаря внедрению методов генетической инженерии в 
современную генетику стал возможным новый этап в развитии моле-
кулярной биологии эукариот, включая человека. Клонирование генети-
ческого детерминанта, анализ его первичной структуры, нахождение 
повреждений, приводящих к тяжелым наследственным заболеваниям, 
становятся рутинными приемами медицинской генетики [1]. Совре-
менная медицина требует комплексных знаний молекулярной биологии 
в норме и патологии. Эта новая отрасль науки выдвинула в ряд акту-
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альных задачу генотерапии, т. е. лечения заболевания путем ликвида-
ции первичного дефекта на уровне гена [2—4]. Оставляя в стороне 

обсуждение различных вариантов генотерапии, укажем идеальный — 
замену повреждения путем гомологической рекомбинации. Так, прак-
тическая задача стимулирует фундаментальные исследования механиз-
мов гомологической рекомбинации в клетках высших, включая че-
ловека. 

Опыт изучения гомологической рекомбинации у прокариот и гри-
бов показывает, что центральную роль в этом процессе играет реком-
бииаза (гомологическая синаптаза) , катализирующая спаривание го-

Рис. 1. Субстраты для бесклеточной рекомбинационной системы (а) и схема экспери-
мента (б) 
Fig. 1. S u b s t r a t e s for cell-free recombinat ion system (a) and scheme of exper iment (6) 

Рис. 2. Субстраты для определения рекомбиназной активности (а) и схема образования 
joint-молекул в результате переноса нити (б) 

Fig . 2. S u b s t r a t e s for recombinase a s say (a) and sclicme of the fo rmat ion of joint-mo-
lecules as a resul t of s t r a n d - t r a n s f e r react ion (6) 

мологических молекул Д Н К , сопровождающееся гидролизом ATP ([см. 
обзоры 5, 6]. Это хорошо изученные белки ReeA Escherichia coli и RecI 
Ustilago tnaydis [5—7]. В клетках эукариот, в том числе и млекопита-
ющих, к настоящему времени обнаружены как АТР-зависимые, так и 
АТР-независимые рекомбиназы [7—18]. 

В настоящей работе описан первый этап выделения рекомбиназ 
высших, выбор рекомбинационных тест-систем и обнаружение активно-
го рекомбинациопного начала в ядерных экстрактах клеток миелобла-
стов крови человека, HeLa и семенников крыс. Выбор объектов иссле-
дования основывался на представлении, что активно пролиферирующие 
раковые клетки, а также половые клетки могут обладать повышенным 
уровнем рекомбиназной активности. 

Материалы и методы. И с т о ч н и к и э к с т р а к т о в . Миелобласты выделены из 
крови больных, страдающих хроническим миелолейкозом. Препараты крови получены 
из Ленинград, ин-та гематологии и переливания крови; семенники — от 20—25 2—3-
месячиых белых беспородных крыс. Клетки промывали физиологическим раствором на 
фосфатном буфере, з амораживали в жидком азоте и хранили при —70 °С. 

Π ρ и г о τ о в л е н и е я д е р н ы х э к с т р а к т о в . Все дальнейшие операции про-
водили при 4 °С. Клетки лизировали в присутствии 0,5 %-ного нонидета Р40, ядра 
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отмывали и ядерные белки экстрагировали 20 мМ трис-HCl, рН 7,5, 10 мМ ЭДТА : . 
1 мМ дитиотреитолом (ДТТ) , 0,5 M NaCl, 1 мМ фенилметилсульфопилфторидом 
( Ф М С Ф ) . Экстракты центрифугировали при 100 000 1 ч. Нуклеиновые кислоты 
осаждали 5 %-ным стрептомицинсульфатом, белки осаждали сульфатом аммония 
(60 %) насыщения) . Осадки ресуспендировали в 10 мМ трис-HCl, р Н 7,5, 0,1 мМ ЭДТАГ 

10 мМ β-меркаптоэтаноле, 1 0 % -ном глицерине, 1 мМ ФМСФ, 0,1 M NaCl (буфер А) 
и диализировали против этого ж е буфера. Ядерные экстракты использовали либо сразу, 
либо з а м о р а ж и в а л и в жидком азоте и хранили при —70 °С. 

М а н и п у л я ц и и с Д Н К . Выделение, очистку и манипуляции с Д Н К прово-
дили стандартными методами [19]. 

Б е с к л е т о ч н а я р е к о м б и н а д и о н н а я т е с т-с и с τ е м а. В качестве 
субстратов использовали две плазмиды pBR322 с поврежденным в разных участках ге-
ном Tet, контролирующим устойчивость к тетрациклину (рис. 1). Реакционная смесь 
(50 мкл) с о д е р ж а л а по 0,5 мкг к а ж д о й плазмиды, 35 мМ буфер H E P E S , рН 7,8, 
2 мМ спсрмидин, 10 мМ MgCl 2 , 1 мМ ДТТ, 5 мМ АТР, 0,1 мг/мл бычьего сывороточ-
ного альбумина (БСА) , четыре dNTP, концентрация к а ж д о г о 20 мМ, и от 0 до 32 мкг 
белка ядерных экстрактов. После инкубации при 37 °С в течение указанного времени 
Д Н К осаждали , очищали и использовали для трансформации клеток Е. coli Z387 
(гесА~) по методу [20]. Частоту рекомбинации определяли как отношение числа транс-
формантов Tcr к числу трансформантов Ampr. 

О п р е д е л е н и е р е к о м б и н а з н о й а к т и в н о с т и . В качестве субстратов 
использовали однонитчатую (он) Д Н К фага М13тр19 и двухнитчатыи (дн) гомоло-
гичный фрагмент Д Н К плазмиды pUCJ9, меченный 3 2 P (рис. 2) [17]. Реакционная 
смесь (15 мкл) содержала 25 мМ трис-HCl, р Н 7,6, 12 мМ MgCl 2 , 1 мМ ДТТ, 6 мМ 
креатинфосфат , 20 ед/мл креатинфосфокиназы, 1 мМ АТР, 10 %-ный глицерин, 
25 мкг/мл БСА, а т а к ж е 20 нг о н Д Н К М13тр19 и 0,5 нг д н Д Н К фрагмента . Реакцию 
инициировали добавлением белков RecA и SSB или ядерных экстрактов семенников 
крыс. После инкубации при 32 °С (для RecA — 37 °С) реакцию останавливали добав-
лением 1,5 мкл смеси, содержащей 3 0 % глицерина, 5 % DS-Na, 50 мМ ЭДТА, 0 , 7 % 
бромфенолового синего. Белок гидролизовали протеиназой К (1 мг/мл) при 45 °С 
в течение 20 мин, а продукты реакции рекомбинации анализировали электрофорезом в 
0,8 %-ном агарозном геле. Гель высушивали и авторадиографировали при —70 °С, 
используя рентгеновскую пленку P M 1. 

Содержание белка определяли спектрофотометрически [21]. 

Результаты и обсуждение. В основе применяемой нами бссклеточ-
ной рекомбинационной системы лежит восстановление функциональной 
активности гена Tet в результате гомологической рекомбинации между 
двумя плазмидами, одна из которых содержит делецию в BamHI-сай-
те, а другая — вставку в SalI-сайте этого гена. Впервые подобная 
система была использована Саймингтоном и др. [22]. Структура субст-
ратов представлена на рис. Ι ,α . Один из них получен разрезанием 
плазмиды pBR322 рестриктазой BarnHI с последующей деградацией 
он-концов нуклеазой SI и лигированием, результатом чего явилось 
образование делеции в 4 н. п. и исчезновение сайта рестрикции BamHL 

Основные характеристики рекомбинационной реакции, катализируемой ядерными 
экстрактами миелобластов человека 
General characteristics of recombination activity catalyzed by nuclear extracts of human 
myeloblasts 
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Второй получен разрезанием той же исходной плазмиды рестриктазой 
SalI с последующей застройкой выступающего конца фрагментом Кле-
нова ДНК-полимеразы I и лигированием, что привело к вставке в 
4 н. п. и исчезновению сайта рестрикции Sail. Плазмиду pBRSah 
переводили в линейную форму обработкой рестриктазой EcoRV. 

Были проведены две серии экспериментов по три опыта в каждой 
из них. В первой — к эквимолярной смеси описанных плазмид добавля-
ли ядерный экстракт и после инкубации при 37 °С данной смесью 
трансформировали клетки Е. coli 
(гесА~) с последующим высевом на се-
лективные среды с ампициллином 
и тетрациклином (см. «Материалы и 
методы»; рис. 1 ,6 ) . В другой — каж-
дую из плазмид инкубировали с ядер-
ным экстрактом по отдельности, затем 
выделяли из реакционных смесей 

Рис. 3. Зависимость частоты рекомбииации от 
концентрации белка (а, время инкубации 
60 мин) и времени инкубации (б, концентра-
ция белка 0,08 м г / м л ) : 1 — совместная и 2 — 
раздельная инкубация плазмид с ядерным эк-
страктом 
Fig. 3. Extent of recombinat ion as a funct ion of 
either protein concentrat ion, t ime of incubation 
w a s 60 min (β) or t ime of incubation, protein 
concentra t ion w a s 0.08 m g / m l (6) : 1 — coincu-
bation and 2 — s e p a r a t e d incubation of plas-
mids with nuclear extract 

Д Н К , смешивали их и трансформировали клетки Е. coli (гесА~). Ре-
зультаты этих опытов представлены в таблице и на рис. 3. Видно, что 
при совместной инкубации плазмид с ядерным экстрактом частота 
рекомбинации возрастает в 100 раз, тогда как при раздельной — 
лишь в 10. Раздельная инкубация позволяет оценить число транс-
формантов Tev

1 образовавшихся не в результате гомологической ре-
комбинации, а, например, деградации о н Д Н К нуклеазами с после-
дующей спонтанной реассоциацией комплементарных онДНК. Разница 
между относительными выходами трансформантов TcvIAmpv при сов-
местной и раздельной инкубации плазмид с экстрактами и составляет 
чистый эффект гомологической рекомбинации. 

Из данных таблицы видно, что описываемая рекомбинационная 
реакция полностью зависит от ионов Mg2+ и не зависит от добавления 
экзогенной ATP или трифосфатов. По этим свойствам наша бескле-
точная система сходна с той, которая описана для экстрактов ядер 
клеток HeLal карциномы легкого и фибробластов кожи человека [14]. 
В экстрактах дрожжей и клеток млекопитающих обнаружена, кроме 
того, АТР-зависимая рекомбинационная реакция [9, 22—24]. Что же 
касается потребностей в экзогенных трифосфатах, то здесь в литера-
туре данные более противоречивы. 

Д л я анализа конечного продукта рекомбинации из трансформан-
тов Tcv выделяли плазмидную Д Н К и проводили рестрикционнып ана-
лиз. В этих экспериментах установлено, что происходит восстановление 
обоих сайтов рестрикции в Tet-гене. 

Предварительные результаты, подобные описанным выше, полу-
чены нами в опытах с экстрактами из ядер клеток HeLa и семенников 
крыс (данные не приведены). 

Как уже отмечалось, ключевым ферментом гомологической реком-
бинации является рекомбиназа — фермент, катализирующий реакцию 
комплементарного спаривания и обмена нитей между гомологичными 
молекулами Д Н К . В этой части сообщения описаны результаты опытов 
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Рис. 4. Оиразование jot пі-молекул, катализируемое белком RecA Е. coli. В качестве 
субстратов использовали: 1—10 — о н Д Н К М13тр19Тс и гомологичный днДНК. Tc-
фрагмент (442 п. и.); 11 — о н Д Н К MlStnplO и гомологичный д н Д Н К фрагмент (318 
п. н.) ; 12 — о н Д Н К М13тр19 и негомологичный д н Д Н К Тс-фрагмент (442 п. н.); в 
пробах 2, 9—12 содержалось по 1 мкг белков RecA и SSB Е. coli 
Fig. 4. Fo rma t ion of /ош/ '-molecules catalyzed bv Ε. coli RecA protein DNA subs t r a t e s 
used were: 1-10 —M13mpl9Tc ssDNA and homologous dsDNA Tc- f r agmen t (442 bp); 
11 — M13mpl9 s sDNA and homologous dsDNA f r a g m e n t (318 bp) ; 12 — M13mpl9 
s sDNA and n o n h o m o l o g o u s dsDNA Tc- f ragment (442 bp) . Samples 2, 9-12 conta ined 
1 μ ^ of RecA and SSB protein 

Рис. 5. Определение рекомбиназной активности после хроматографии на о н Д Н К - ц е л -
люлозе. Элюцию проводили линейным градиентом 0,2—0,7 M NaCl (30 мл) . Собран-
ные фракции (1 мл) анализировали, как описано в «Материалах и методах»: 1 — 
исходные субстраты; 2 — фракция I; 6—41 — номера фракций, элюированных с 
он Д Н К - ц е л л ю л о з ы 
Fig. 5. Detect ion οι recombinase activi ty a f t e r c h r o m a t o g r a p h y on ssDNA cellulose. E lu-
t ion w a s per formed by l inear 0.2-0.7 M NaCl g rad ien t (30 ml ) . Collected f rac t ions (1 ml) 
were ana lyzed as described in «Mater ia l s and Methods»: 1 — unreacted subs t ra tes ; 2 — 
f rac t ion I; 6—41•—numbered f rac t ions cluted f rom the ssDNA-cel lulose 

по выделению, частичной очистке и определению некоторых свойств 
рекомбиназы из ядерных экстрактов семенников крыс. 

Д л я тестирования рекомбиназной активности мы применили высо-
кочувствительный метод, позволяющий выявлять реакцию образования 
«сцепленных» ( joint)-молекул Д Н К в неочищенных экстрактах с при-
месями нуклеазных, лигазных и геликазных активностей [17]. Этот 
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метод является модификацией одной из методик по рекомбинационно-
му переносу нити Д Н К (s t rand t ransfer react ion) . В качестве субстра-
тов использовали следующие пары Д Н К (см. рис. 2, а ) : 1) кольцевая 
о н Д Н К (<< + »нпть) фага М13тр19 и линейный дн-фрагмент Д Н К (318 
н. п.), вырезанный из полилипксра плазмиды pUC19 по сайтам EcoRI 
и MspIj что соответствует 82 и 400 нуклеотидам стандартной карты 
плазмиды pUC19\ 2) та же пить Д Н К фага М13, но со вставкой фраг-

Рис. 6. Образование joint-молекул, катализируемое рекомбиназной активностью из ядер 
семенников крыс (фракции I I I ) . В качестве субстратов использовали: 1—7, 10 — 
о н Д Н К М13тр19Тс и гомологичный д н Д Н К Гс-фрагмент (442 п. н.); 8—онДНК 
MISmp 19 и гомологичный д н Д Н К фрагмент (318 н. п.); 9 — о н Д Н К М13тр19 и не-
гомологичный д н Д Н К ^с-фрагмент (442 п. н.); в пробах 2, 6—9 содержалось по 5 мкл 
фракции III 
Fif r . 6. Format ion of /o// / /-mo!ccules catalyzed by recombinase activity f rom iiuclcar of 
rat" tes t is ( f ract ion I I I ) . DNA subs t ra t e s used were: 1-7, 10 — M13mpl9Tc ssDNA and 
h o m o l o g o u s dsDNA Tc- f r agmen t (442 bp) ; 8 — M13mpl9 ssDNA and homologous dsDNA 
f r a g m e n t (318 bp) ; 9 — M13mpl9 s sDNA and nonhomologous dsDNA T c - f r a g m e n t 
(442 bp) . Samples 2, 6-9 contained 5 μΐ of f rac t ion III 

мента гена Tet размером 943 п. п., вырезанного из плазмиды pBR322 
по сайтам HindIII и NruIt что соответствует 29 и 972 нуклеотидам 
стандартной карты плазмиды pBR322 (Μ 13mpl9Tet), и линейный 
д н Д Н К Tet-фрагмент (442 н. п.), вырезанный из плазмиды pBR322 по 
сайтам IIindIII и BamII (29 и 471 нуклеотиды стандартной карты 
плазмиды pBR322). 

Фрагменты д н Д Н К метили 32P с З'-конца. При инкубации каждой 
из этих пар субстратов с белком RecA Е. coli (состав реакционной 
смеси см. в «Материалах и методах») происходит образование ста-
бильных гетеродуплексов, о чем свидетельствует появление на радио-
автографах меченой полосы в зоне миграции о н Д Н К (рис. 2, б, и 4). 
Кроме того, приведенные на рис. 4 данные демонстрируют основные 
характеристики реакции переноса нити, катализируемой белком ReeAy 
строгую зависимость от гомологии субстратов, присутствия АТР, ио-
нов Alg2+ и стимуляцию белком SSB из Е. coli, что полностью соот-
ветствует свойствам этого белка, описанным в литературе [5, 6]. 

В наших опытах ядерные экстракты, приготовленные из семен-
ников крыс (см. «Материалы и методы»; фракция I), хроматографиро-
вали па колонке (6 мл) с онДНК-целлюлозой. Сорбированные белки 
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элюировали градиентом концентрации 0,2—0,7 M NaCl. Рекомбина-
ционная активность обнаруживалась во фракциях, элюируемых при 
0,5—0,7 Al NaCl после выхода основного белкового пика, в котором 
выявлялась, в частности, ДНК-зависимая АТРазная активность 
(рис. 5). Суммарные активные фракции диализировали против буфе-
ра А (фракция II) и наносили на колонку объемом 5 мл с фосфоцел-
люлозой. Белки элюировали 0,2—1,0 M NaCl. Рекомбиназная актив-
ность выходила при 0,8—1,0 M NaCl после основного пика белка. 
Активные фракции диализировали против буфера А и хранили при 4 °С 
(фракция I I I ) . Все эксперименты по изучению свойств рекомбиназы 
проводили с этим препаратом. 

Основными примесями во фракции III были ДНК-лигаза и, по-ви-
димому, следовые количества онДНК-нуклеазы. 

Реакция образования «сцепленных» молекул Д Н К строго зависит 
от гомологии субстратов, требует ионов Mg2+, подавляется ЭДТА, не 
зависит от экзогенного ATP и подавляется 0,2 M NaCl (рис. 6). Струк-
тура гетеродуплекса, образовавшегося в результате реакции переноса 
нити, исследуется нами в настоящее время. 

Пет сомнений в том, что рекомбиназная активность локализована 
именно в ядрах клеток семенников крыс. При фракционировании цито-
плазматического экстракта искомая активность не обнаружена. 

Изученная нами рекомбиназная активность отличается от ATP-
зависимой рекомбиназы, обнаруженной в семенниках мышей ранее [9]. 
Она напоминает АТР-независимые рекомбиназы, описанные другими 
авторами в клетках дрожжей [13, 18], дрозофилы [15, 17] и млекопи-
тающих [10, 14]. Столь широкое распространение АТР-независимых 
рекомбиназ у эукариот может свидетельствовать о качественно ином 
характере инициирования процесса рекомбинации у них по сравнению 
с прокариотами. 
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тов белков RecA и SSB Е. coli; Μ. Η. Блинова и Л. Б, Салтыкову — 
препаратов миелобластов; А. Л. Качурина — за помощь в препаратив-
ной работе; Е. И. Шварца и М. Л. Беккера — за плодотворное обсуж-
дение результатов. 

STUDY O F R E C O M B I N A T I O N ACTIVITY IN MAMMALIAN CELL EXTRACTS 

A. T. Akhmedov, E. A. Namsaraev, E. M. Za i t seva , E. N. Zaitsev, V. A. Lantsov 

B. P. Kons t an t i nov Len ing rad Ins t i tu te of Nuclear Physics , 
Academy of Sciences of the U S S R , Gatch ina 

S u m m a r y 

The cel l - free sys tem u t i l i z ing nuclear ex t rac t s f rom h u m a n mieloblas ts , HeLa cells and 
ra t tes tes to ini t ia te recombina t ion events between homologous p lasmids con ta in ing dif-
ferent m u t a n t a l le les of the Tc gene has been described. The incubat ion of the p l a smids 
wi th nuc lea r ex t rac t s increased the f requency of TcR r ecombinan t s f rom 2 . 6 X 1 0 - 5 to 
2 . 7 * 1 0 - 3 . The react ion required M g 2 + and w a s ATP- and dNTP- independen t . 

In addi t ion while u s ing a sensi t ive homologous recombinat ion s t r a n d - t r a n s f e r as-
say ATP- independen t s t r a n d - t r a n s f e r act ivi ty f rom nuclear ex t rac t s of ra t tes t i s have 
been pa r t i a l ly purif ied. It w a s homology-dependen t and required the presence of M g 2 + . 
S imi lar i t ies between recombinase act ivi ty and other known eukaryot ic recombinases are 
under discussion. 
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ПДРФ-АНАЛИЗ И ДИАГНОСТИКА ГЕМОФИЛИИ А 
ПРИ ПОМОЩИ ДНК-ЗОНДОВ 

Методом б лот-гибридизации изучен полиморфизм длины рестрикционных фрагментов 
(ПДРФ) ДНК-последовательностей, тесно сцепленных (зонд St-14) или расположен-
ных внутри, т. е. представляющих собой фрагменты гена фактора (F) VIII: С сверты-
вания крови (р51.61 и р1.8), в ленинградской популяции (контроль) — в семьях высо-
кого риска и непосредственно у больных гемофилией А. Частота ПДРФ-аллелей, вы-
явленная этими зондами, во всех исследованных группах в целом хорошо коррелирует 
с аналогичными показателями для западноевропейских и североамериканских популя-
ций. В исследованиях с зондом St-14 обнаружены два дополнительных, ранее неописан-
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