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Ñîîòíîøåíèå 3R� 5R-ýêçîíóêëåàçíîé è ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòåé

Ìóòàöèè â ãåíàõ ÄÍÊ-ïîëèìåðàç èëè êîððåêòîðñêèõ 3R� 5R-ýêçîíóêëåàç ïðèâîäÿò ê ñíèæåíèþ òî÷-
íîñòè áèîñèíòåçà ÄÍÊ ïî âñåìó ãåíîìó. Ýòî ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîâûøåíèåì âåðîÿòíîñòè ìóòàãåíåçà è
êàíöåðîãåíåçà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíû àêòèâíîñòè 3R� 5R-ýêçîíóêëåàç è ÄÍÊ-ïîëèìåðàç â ýê-
ñòðàêòàõ íîðìàëüíûõ è ðàêîâûõ êëåòîê ãðûçóíîâ è ÷åëîâåêà, âïåðâûå èçìåðåíû èõ èíòåãðàëüíûå ñîîò-
íîøåíèÿ ñ öåëüþ âûÿñíåíèÿ ðîëè êîððåêòèðóþùèõ ýêçîíóêëåàç â êàíöåðîãåíåçå. Òàê, â îïûòàõ íà êëåò-
êàõ, ðàñòóùèõ â êóëüòóðå, îáíàðóæåíî, ÷òî â äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ âçðîñëîãî ÷åëîâåêà âåëè÷èíà îò-
íîøåíèÿ àêòèâíîñòè 3R� 5R-ýêçîíóêëåàç ê ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòè (3R-ýêçî/ïîë) â íåñêîëüêî ðàç
ïðåâîñõîäèò òàêîâóþ âåëè÷èíó äëÿ êëåòîê HeLa. Àíàëîãè÷íàÿ êàðòèíà íàáëþäàåòñÿ è ïðè ñðàâíåíèè
íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ýìáðèîíîâ êðûñû è òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà
À238. Îïûòû ñ ýêñòðàêòàìè êëåòîê íåêîòîðûõ îðãàíîâ çäîðîâûõ êðûñ ðàçíîãî âîçðàñòà ïîêàçàëè, ÷òî â
íîðìå ïðîëèôåðèðóþùèì êëåòêàì ñâîéñòâåííû áîëåå âûñîêàÿ àêòèâíîñòü 3R� 5R-ýêçîíóêëåàç è áîëåå
âûñîêîå çíà÷åíèå âåëè÷èíû 3R-ýêçî/ïîë, ÷åì ïîêîÿùèìñÿ êëåòêàì. Ñîïîñòàâëåíèå ýòèõ äàííûõ ïîçâîëÿ-
åò ñäåëàòü âûâîä î íàðóøåíèè ôóíêöèè êîððåêòîðñêèõ 3R� 5R-ýêçîíóêëåàç â ïàòîëîãè÷åñêè ðàñòóùèõ
ðàêîâûõ êëåòêàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: 3R� 5R-ýêçîíóêëåàçû, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, íîðìàëüíûå è ðàêîâûå êëåòêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÊÝ — êîððåêòîðñêèå 3R� 5R-ýêçîíóêëåàçû, 3R-ýêçî/ïîë — îòíîøåíèå
àêòèâíîñòè 3R� 5R-ýêçîíóêëåàç ê ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòè, ÌÝ — b-ìåðêàïòîýòàíîë, ÔËÝ× —
ëåãî÷íûå ôèáðîáëàñòû ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà, MMR (mismatch repair) — ñèñòåìà ïîñòðåïëèêàòèâíîé ðå-
ïàðàöèè ãåòåðîäóïëåêñîâ, dNMP — äåçîêñèíóêëåîçèäìîíîôîñôàò.

Ýóêàðèîòè÷åñêèå ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, çà èñêëþ÷åíèåì
ãëàâíîé ýëîíãèðóþùåé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû d, ÄÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû e, ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû g è ñïåöè-
àëèçèðîâàííûõ ÄÍÊ-ïîëèìåðàç q è s, ëèøåíû ñîáñòâåí-
íîé 3R� 5R-ýêçîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè (Êðóòÿêîâ, 2006).
Êîððåêòîðñêèå 3R� 5R-ýêçîíóêëåàçû (ÊÝ), êàê ñâÿçàí-
íûå, òàê è íå ñâÿçàííûå êîâàëåíòíî ñ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçàìè,
÷àñòî âõîäÿò â ñîñòàâ êîìïëåêñîâ ñ äðóãèìè áåëêàìè, èñ-
ïðàâëÿþò ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíûå îøèáêè, êîòîðûå â îòñóò-
ñòâèå êîððåêöèè ìîãóò ñòàòü ìóòàöèÿìè ïðè ñëåäóþùåì
ðàóíäå ðåïëèêàöèè. Ìóòàöèè â ãåíàõ, â íîðìå ïîääåð-
æèâàþùèõ ñòàáèëüíîñòü ãåíîìà, â ÷àñòíîñòè â ãåíàõ
ÄÍÊ-ïîëèìåðàç è (èëè) ÊÝ, íåðåäêî ïðèâîäÿò ê ñíèæå-
íèþ òî÷íîñòè áèîñèíòåçà ÄÍÊ ïî âñåìó ãåíîìó («êàòàñò-
ðîôà îøèáîê»), è êëåòêà ñòàíîâèòñÿ ìóòàòîðîì. Òàêèå
êëåòêè îòëè÷àþòñÿ ïîâûøåííîé ÷àñòîòîé ñïîíòàííîãî è
èíäóöèðîâàííîãî ìóòàãåíåçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè
äèêîãî òèïà, è âåðîÿòíîñòü êàíöåðîãåíåçà óâåëè÷èâàåòñÿ
(Êðóòÿêîâ, 1980; Loeb, 2001; Sarasin, 2003). Â îïûòàõ íà
òðàíñãåííûõ ìûøàõ ïîêàçàíî, ÷òî èíàêòèâàöèÿ êîððåê-
òîðñêîé 3R-ýêçîíóêëåàçíîé ôóíêöèè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû d
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ìíîæåñòâåííûõ ýïèòåëèàëüíûõ
çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé (Goldsby et al., 2002). Îáíàðó-
æåíî ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè ðåïàðàòèâíîé ÄÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû b â çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèÿõ ÷åëîâåêà

(Wang et al., 1992; Dobashi et al., 1994; Matsuzaki et al.,
1996), à òàêæå â îïóõîëÿõ ìûøè (Sweasy et al., 2005).
Â ðàêîâûõ êëåòêàõ íàéäåíû ìóòàíòíûå ôîðìû ýòîé ïîëè-
ìåðàçû, ïðîÿâëÿþùèå ìåíüøóþ òî÷íîñòü ñèíòåçà ÄÍÊ
ïî ñðàâíåíèþ ñ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé b äèêîãî òèïà â 2 ðàçà
èëè áîëåå (Starcevic et al., 2004; Dalal et al., 2005; Chan et
al., 2006). Ñóïåðïðîäóêöèÿ ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàç, ñêëîííûõ ê îøèáêàì (Êðóòÿêîâ, 2006), òàêèõ êàê
b, i, k è l, áûëà îáíàðóæåíà â íåêîòîðûõ îïóõîëÿõ ÷åëî-
âåêà (Chan et al., 2006). ÊÝ, ó÷àñòâóÿ â èñïðàâëåíèè îøè-
áîê ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíîãî ñèíòåçà, ìîãóò èãðàòü àíòèìóòà-
ãåííóþ ðîëü (Shevelev, Hubscher, 2002; Êðóòÿêîâ, 2004).
Ïîêàçàíî, ÷òî ÊÝ óâåëè÷èâàþò äî 30 ðàç òî÷íîñòü ðàáîòû
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû a (Belyakova et al., 1993), b (Áåëÿêîâà è
äð., 2007) è d (Øåâåëåâ è äð., 2002), âõîäÿ â ñîñòàâ êîìï-
ëåêñîâ ñ ýòèìè ïîëèìåðàçàìè. Ïîêà íåÿñíà ðîëü àêòè-
âàöèè èëè èíàêòèâàöèè ÊÝ â êàíöåðîãåíåçå. Èíòåðåñíû
ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà ôàãàõ, áàêòåðèÿõ è ãðèáàõ.
Íàïðèìåð, îäíîâðåìåííàÿ èíàêòèâàöèÿ àâòîíîìíûõ (èí-
äèâèäóàëüíûõ) 3R-ýêçîíóêëåàç I è VII ó Escherichia coli ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ ðîñòîì âåðîÿòíîñòè ñïîíòàííîãî ìóòàãåíå-
çà â 10—30 ðàç (Viswanathan, Lovett, 1998), èíàêòèâàöèÿ
ýêçîíóêëåàçíîé ôóíêöèè ñóáúåäèíèöû e èç õîëîôåðìåíòà
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû III E. coli ïðèâîäèò ê «êàòàñòðîôå îøè-
áîê» è òîòàëüíîìó ìóòàãåíåçó (Fijalkowska, Schaaper,
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1996). Óêîðî÷åíèå ñ 3R-êîíöà ãåíà àâòîíîìíîé 3R-ýêçîíóê-
ëåàçû ó áàçèäèîìèöåòà Ustilago maydis óâåëè÷èâàåò ÷àñ-
òîòó ñïîíòàííîãî ìóòàãåíåçà â 10—100 ðàç (Thelen et al.,
1994; Onel et al., 1995). Ñîïîñòàâëåíèå ãåíåòèêè è ýíçèìî-
ëîãèè áàêòåðèîôàãà T4, ó êîòîðîãî èçâåñòíû ìóòàòîðíûå
è àíòèìóòàòîðíûå øòàììû ñ èçìåíåíèåì ÷àñòîòû ñïîí-
òàííîãî ìóòàãåíåçà â îáå ñòîðîíû íà äâà ïîðÿäêà âåëè÷è-
íû ïî ñðàâíåíèþ ñ äèêèì òèïîì, è ýòè ïðèçíàêè êàðòèðó-
þòñÿ â ãåíå ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, êîäèðóþùåì è 3R� 5R-ýê-
çîíóêëåàçíóþ àêòèâíîñòü, äàëî ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû.
Â àíòèìóòàòîðíûõ øòàììàõ ôàãà Ò4 íàáëþäàåòñÿ ïîâû-
øåíèå â 10—20 ðàç âåëè÷èíû îòíîøåíèÿ àêòèâíîñòåé
3R-ýêçî/ïîë ïî ñðàâíåíèþ ñ äèêèì òèïîì, à â ìóòàòîðíûõ
øòàììàõ, íàîáîðîò, ïîíèæåíèå íà ïîðÿäîê ýòîé âåëè÷è-
íû (Muzyczka et al., 1972).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå èçìåðåíà âåëè÷èíà 3R-ýê-
çî/ïîë â íîðìàëüíûõ è ðàêîâûõ êëåòêàõ ãðûçóíîâ è ÷åëî-
âåêà ñ öåëüþ âûÿñíåíèÿ ðîëè ÊÝ â êàíöåðîãåíåçå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Êëåòêè HeLa ðàêà øåéêè ìàòêè, òðàíñôîðìèðîâàííûå
ôèáðîáëàñòû êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ëèíèè À238, ñàðêîìû
êðûñû ëèíèè RA235 è íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû ýìáðèî-
íîâ êðûñû ïðåäîñòàâëåíû Ð. À. Ïàíòèíîé (ëàáîðàòîðèÿ
êëåòî÷íîé áèîëîãèè ÎÌÐÁ ÏÈßÔ ÐÀÍ). Ëåãî÷íûå ôèá-
ðîáëàñòû ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà (ÔËÝ×) ïðèîáðåòåíû â ÃÓ
ÍÈÈ ãðèïïà ÐÀÌÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), äåðìàëüíûå ôèá-
ðîáëàñòû âçðîñëîãî ÷åëîâåêà — â ÎÎÎ «Öåíòð êëåòî÷-
íûõ òåõíîëîãèé» (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ). Èñïîëüçî-
âàëè áåëûõ áåñïîðîäíûõ êðûñ ðàçíîãî âîçðàñòà, à òàêæå
èõ ýìáðèîíû (ñ 10 ñóò áåðåìåííîñòè — ñåðåäèíà ýìáðèî-
ãåíåçà). Íåñêîëüêî ñàìîê ïîñëå êîíòàêòà ñ ñàìöîì ðàññà-
æèâàëè ïî îòäåëüíûì êëåòêàì, èñïîëüçóÿ çàòåì äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ ýìáðèîíîâ ðàçíûõ ñðîêîâ è íîâîðîæäåííûõ êðû-
ñÿò, ÷àñòü êîòîðûõ âûðàùèâàëè äî ðàçíîãî âîçðàñòà
(0—120 ñóò). Ìàññà âçðîñëûõ êðûñ 130—160 ã. Æèâîò-
íûõ çàáèâàëè ýôèðíûì íàðêîçîì. Êàê ïðàâèëî, â îïûò
áðàëè íå ìåíåå 3 æèâîòíûõ.

Ìû íàìåðåííî ðàáîòàëè ñ ýêñòðàêòàìè öåëûõ êëåòîê,
à íå ñ îòäåëüíûìè êëåòî÷íûìè êîìïàðòìåíòàìè è ôåð-
ìåíòàìè, ÷òîáû ïðåäîòâðàòèòü íåèçáåæíûå è íåðàâíûå
ïîòåðè èçó÷àåìîãî ìàòåðèàëà ïðè ôðàêöèîíèðîâàíèè
êëåòîê.

Áåñêëåòî÷íûå ýêñòðàêòû ïîëó÷àëè íà õîëîäå, èñïîëü-
çóÿ ñòåêëÿííûé ãîìîãåíèçàòîð Äàóíñà è ýêñòðàãèðóþùèé
ëèçèðóþùèé ðàñòâîð (5-êðàòíûé îáúåì ðàñòâîðà ïî îòíî-
øåíèþ ê ìàññå òêàíè, èëè íà 10 ìëí êëåòîê — 1 ìë ðàñ-
òâîðà), ñîäåðæàùèé 10 ìÌ ÝÄÒÀ, 1%-íûé Òðèòîí Õ-100,
30 ìÌ áóôåð Òðèñ-HCl, ðÍ 7.4, 10 ìÌ b-ìåðêàïòîýòàíîë
(ÌÝ). ×åðåç 1 ÷ ê ïîëó÷åííîìó ëèçàòó äîáàâëÿëè NaCl äî
0.3 Ì, èíãèáèòîð ñåðèíîâûõ ïðîòåàç ôåíèëìåòèëñóëüôî-
íèëôëþîðèä äî 0.1 ìÌ è ýêñòðàãèðîâàëè åùå â òå÷åíèå
1 ÷. Ïîëó÷åííûé ïîñëå 30 ìèí öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
(8000 îá/ìèí) ñóïåðíàòàíò èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ýêñò-
ðàêòà, õðàíèëè åãî â 50 %-íîì ãëèöåðèíå ïðè òåìïåðàòó-
ðå îò –10 äî –20 °Ñ. Ïåðåä èçìåðåíèåì ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòè ýêñòðàêò ðàçâîäèëè 20 ìÌ áóôåðîì Òðèñ-HCl,
ðÍ 8.0, äî êîíöåíòðàöèè áåëêà ~2.5 ìã/ìë. Êîíöåíòðàöèþ
áåëêà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó, ïðåäëîæåííîìó Áðýäôîð-
äîì (Bradford, 1976), êîíöåíòðàöèþ ÄÍÊ — äèôåíèëàìè-
íîâûì ìåòîäîì (Áàðòîí, 1970). Ñâîéñòâà èñïîëüçîâàííûõ
ðåàêòèâîâ è õàðàêòåðèñòèêà ïðåïàðàòîâ ÄÍÊ, ðàâíîìåðíî
ìå÷åííîé ðàäèîàêòèâíûìè íóêëåîòèäàìè è ìå÷åííîé òîëü-

êî ïî 3R-êîíöàì, îïèñàíû ðàíåå (Belyakova et al., 1993).
Ïðåïàðàòû ìå÷åíîé ÄÍÊ ïðåäîñòàâëåíû Î. Ê. Ëåãèíîé.

Ýêçîíóêëåàçíóþ è ïîëèìåðàçíóþ àêòèâíîñòè èçìåðÿ-
ëè ïðè 37 °Ñ â ïàðàëëåëüíûõ îïûòàõ â îäèíàêîâîì îáúå-
ìå (150 ìêë) è ñ îäèíàêîâûì êîëè÷åñòâîì ýêñòðàêòà (5, 10
èëè 20 ìêë). Èíêóáàöèîííàÿ ñìåñü äëÿ ÄÍÊ-ïîëèìåðàç-
íîé ðåàêöèè ñîäåðæàëà 30 ìÌ áóôåð Òðèñ-HCl, ðÍ 7.4,
10 ìÌ MgCl2, 100 ìÌ NaCl, 5 ìÌ ÌÝ, 20 ìêÌ dATP,
dCTP è dGTP, 1 ìêÌ [3H]-TTP è 70 ìêã/ìë àêòèâèðîâàí-
íîé ÄÍÊ-ìàòðèöû (ëîñîñåâîé ÄÍÊ). Ñîñòàâ èíêóáàöè-
îííîé ñìåñè äëÿ íóêëåàçíîé ðåàêöèè: 25 ìÌ áóôåð
Òðèñ-HÑl, ðÍ 7.4, 10 ìÌ MgCl2, 10 ìÌ ÌÝ, ìå÷åíàÿ îä-
íîíèòåâàÿ ÄÍÊ (4 ìêã/ìë). Ïîñëå èíêóáàöèè ïðîáû îáðà-
áàòûâàëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Áåëÿêîâà è äð., 1980; Belya-
kova et al., 1993). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ 3R� 5R-ýêçîíóêëåàçíîé
àêòèâíîñòè íà ôîíå ýíäîíóêëåàç, íàõîäÿùèõñÿ â ýêñòðàê-
òå, èñïîëüçîâàëè ïàðàëëåëüíî äâà ñóáñòðàòà: 3R-[3Í]-ÄÍÊ
è ðàâíîìåðíî ìå÷åííóþ [14Ñ]-ÄÍÊ. Àíàëèç ñòàíîâèòñÿ
âîçìîæíûì áëàãîäàðÿ òîìó, ÷òî 3R� 5R-ýêçîíóêëåàçà
èìååò 10-êðàòíîå ïðåèìóùåñòâî íàä ýíäîíóêëåàçîé ïðè
âûùåïëåíèè ìå÷åíûõ íóêëåîòèäîâ èç 3R-ìå÷åíîé ÄÍÊ ïî
ñðàâíåíèþ ñ ðàâíîìåðíî ìå÷åííîé ÄÍÊ ïðè ïðî÷èõ ðàâ-
íûõ óñëîâèÿõ. Êðîìå òîãî, ïðîâîäèëè èçìåðåíèÿ â ïðè-
ñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå 0.2 Ì NaCl, êîòîðàÿ ïîäàâëÿåò
ýíäîíóêëåàçíóþ àêòèâíîñòü (Øåâåëåâ è äð., 1998).

Êîíöåíòðàöèè ëèìèòèðóþùèõ ñóáñòðàòîâ ñîñòàâëÿëè
0.1 êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà, ò. å. 4 ìêã/ìë 3R-[3H]-ÄÍÊ äëÿ
ýêçîíóêëåàçû è 1 ìêÌ [3H]-TTP äëÿ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû.

Äëÿ ðàñ÷åòîâ èñïîëüçîâàëè äàííûå, ïîëó÷åííûå íà
íà÷àëüíûõ ñêîðîñòÿõ ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè. Âåëè÷èíó
3R-ýêçî/ïîë îïðåäåëÿëè êàê îòíîøåíèå êîëè÷åñòâà âû-
ùåïëåííûõ èç ÄÍÊ íóêëåîòèäîâ (ïìîëü) ê êîëè÷åñòâó
âêëþ÷åííûõ â ÄÍÊ íóêëåîòèäîâ (ïìîëü) çà ñîîòâåòñò-
âóþùåå âðåìÿ. Ïðè èçìåðåíèè ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâ-
íîñòåé êîíöåíòðàöèÿ áåëêà ýêñòðàêòà â ïðîáå ñîñòàâëÿëà
80—160 ìêã/ìë, ýíäîãåííîé ÄÍÊ 1.5—2 ìêã/ìë.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðèñ. 1, à, á ïðèâåäåí â êà÷åñòâå ïðèìåðà è îòðàæàåò
çàâèñèìîñòü ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòè (âêëþ÷åíèå
[3H]-TMP â êèñëîòîíåðàñòâîðèìóþ ôðàêöèþ ÄÍÊ) è
3R� 5R-ýêçîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè (ïåðåõîä ìå÷åíûõ
dNMP èç 3R-[3H]-ÄÍÊ â êèñëîòîðàñòâîðèìóþ ôðàêöèþ) îò
êîíöåíòðàöèè ýêñòðàêòà â ïðîáå è âðåìåíè èíêóáàöèè
äëÿ êëåòîê HeLa è ñàðêîìû êðûñ RA235. Äëÿ âñåõ êëåòîê
è òêàíåé ìû áðàëè â ðàñ÷åò äàííûå, ãäå íàáëþäàåòñÿ ëè-
íåéíàÿ çàâèñèìîñòü ïî ýòèì ïàðàìåòðàì, ò. å. íà÷àëüíàÿ
ñêîðîñòü ôåðìåíòàòèâíûõ ðåàêöèé. Ýòî äàåò âîçìîæ-
íîñòü ñðàâíèâàòü ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà ðàçíûõ îáú-
åêòàõ. Ýíäîãåííûé ñèíòåç ÄÍÊ áåç äîáàâëåíèÿ â èíêóáà-
öèîííóþ ñðåäó ýêçîãåííîé àêòèâèðîâàííîé ÄÍÊ íå áûë
íàìè îòìå÷åí.

Êàê âèäíî èç äàííûõ òàáë. 1, âåëè÷èíà 3R-ýêçî/ïîë â
ýêñòðàêòå íîðìàëüíûõ äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ âçðîñ-
ëîãî ÷åëîâåêà â 4.5 ðàçà âûøå, ÷åì â ýêñòðàêòå êëåòî÷íîé
ëèíèè ÷åëîâå÷åñêîé ýïèòåëèàëüíîé êàðöèíîìû HeLa (ðàê
øåéêè ìàòêè). ÔËÝ× íåçíà÷èòåëüíî (âñåãî â 1.5 ðàçà)
ïðåâûøàþò ýòîò ïîêàçàòåëü ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè
HeLa. ×òî êàñàåòñÿ ãðûçóíîâ, òî â íîðìàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòàõ ýìáðèîíîâ êðûñû âåëè÷èíà 3R-ýêçî/ïîë â 1.8 ðàçà áî-
ëåå, ÷åì â êëåòêàõ ñàðêîìû êðûñû RA235, è â 8.3 ðàçà
âûøå, ÷åì â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ êèòàé-
ñêîãî õîìÿ÷êà À238. Òàêèì îáðàçîì, â îïûòàõ ñ êëåòî÷-

Ñîîòíîøåíèå 3R� 5R-ýêçîíóêëåàçíîé è ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòåé 635



íûìè êóëüòóðàìè íàáëþäàåòñÿ äîñòîâåðíîå óìåíüøåíèå
âåëè÷èíû 3R-ýêçî/ïîë â ðàêîâûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòêàõ, êîòîðûå ìû èññëåäîâàëè, ïî ñðàâíåíèþ ñ íîð-
ìàëüíûìè êëåòêàìè.

Êðîìå òîãî, ìû èçìåðèëè èíòåãðàëüíûå ñîîòíîøåíèÿ
3R-ýêçî/ïîë â ýêñòðàêòàõ êëåòîê ðàçëè÷íûõ îðãàíîâ çäî-
ðîâûõ âçðîñëûõ êðûñ — ñàìöà è áåðåìåííîé ñàìêè
(òàáë. 2), ïîë æèâîòíûõ íå âëèÿë íà ýòè ïîêàçàòåëè. Â áû-
ñòðî ïðîëèôåðèðóþùèõ òêàíÿõ, ãäå èäåò àêòèâíàÿ ðåïëè-
êàöèÿ, à èìåííî â ñåëåçåíêå, âåëè÷èíà 3R-ýêçî/ïîë â
5.8 ðàçà ïðåâûøàåò òàêîâóþ äëÿ ïå÷åíè, èìåþùåé ïîòåí-
öèàëüíóþ ñïîñîáíîñòü ê ðåïëèêàöèè, è â 15 ðàç — äëÿ
ñåðäöà è ìîçãà, êëåòêè êîòîðûõ ïðàêòè÷åñêè íå ñïîñîáíû
ê ðåïëèêàöèè.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíà óäåëüíàÿ 3R�5R-ýêçîíóêëåàç-
íàÿ àêòèâíîñòü â áåñêëåòî÷íûõ ýêñòðàêòàõ (öèòîçîëü +
ÿäåðíûé ýêñòðàêò) íåêîòîðûõ îðãàíîâ êðûñû â çàâèñèìî-
ñòè îò âîçðàñòà. Âèäíî, ÷òî ïðèìåðíî â ïîñëåäíåé òðåòè
ýìáðèîãåíåçà (–7 cóò) ñåëåçåíêà, ïå÷åíü, ñåðäöå è ãîëîâ-
íîé ìîçã èìåþò îäèíàêîâûå ïîêàçàòåëè, íî óæå â ïîñëåä-
íåé ÷åòâåðòè ýìáðèîãåíåçà (–4 ñóò) â ñåëåçåíêå îòìå÷àåò-

ñÿ çàìåòíîå ïîâûøåíèå 3R� 5R-ýêçîíóêëåàçíîé àêòèâíî-
ñòè, è îíà ïðîäîëæàåò âîçðàñòàòü ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé
àêòèâíîñòüþ â äðóãèõ îðãàíàõ â òå÷åíèå âñåãî ñðîêà íà-
áëþäåíèÿ (äî 120 ñóò). Â ãîëîâíîì ìîçãå ýòà àêòèâíîñòü
äåðæèòñÿ íà óðîâíå ýìáðèîíîâ è âîçðàñòàåò ó íîâîðîæ-
äåííûõ è ìîëîäûõ êðûñÿò, íî ê ìîìåíòó âçðîñëåíèÿ (ïîñ-
ëå 30 ñóò) çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ.

Òàêèì îáðàçîì, â íîðìå ïðîëèôåðèðóþùèì òêàíÿì
ñâîéñòâåííû â íåñêîëüêî ðàç áîëåå âûñîêàÿ 3R� 5R-ýêçî-
íóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü (ðèñ. 2) è áîëåå âûñîêîå çíà÷åíèå
âåëè÷èíû 3R-ýêçî/ïîë (òàáë. 2), ÷åì ïîêîÿùèìñÿ êëåòêàì.
Ñðàâíåíèå äàííûõ òàáë. 1 è 2 íàâîäèò íà ìûñëü î òîì, ÷òî
â áûñòðî ðàçìíîæàþùèõñÿ ðàêîâûõ êëåòêàõ íàðóøåíà
ôóíêöèÿ ÊÝ. Äåéñòâèòåëüíî, ÷åì áûñòðåå ðàçìíîæàþòñÿ
êëåòêè (íàïðèìåð, ñåëåçåíêè), òåì âûøå 3R� 5R-ýêçîíóê-
ëåàçíàÿ àêòèâíîñòü è ñîîòâåòñòâåííî âåëè÷èíà 3R-ýê-
çî/ïîë â çäîðîâûõ êëåòêàõ. Äëÿ ðàêîâûõ êëåòîê òàêæå õà-
ðàêòåðåí áûñòðûé ðîñò, îäíàêî âåëè÷èíà 3R-ýêçî/ïîë ñó-
ùåñòâåííî íèæå. ×åì âûøå ðåïëèêàòèâíûé ñòàòóñ
êëåòêè, òåì áûñòðåå èäóò îáìåííûå ïðîöåññû, áèîñèíòåç
ÄÍÊ è áåëêà, è âîçìîæíûå íåòî÷íîñòè ÄÍÊ-ïîëèìåðàç-
íîãî ñèíòåçà íóæäàþòñÿ â êîððåêöèè, ò. å. èíòåíñèâíîìó
ðîñòó êëåòîê äîëæåí ñîîòâåòñòâîâàòü îïðåäåëåííûé óðî-
âåíü âåëè÷èíû 3R-ýêçî/ïîë.

Âîçìîæíî, âûñîêîå ñîîòíîøåíèå 3R-ýêçî/ïîë â ïðîëè-
ôåðèðóþùèõ çäîðîâûõ òêàíÿõ îáåñïå÷èâàåò íîðìàëüíóþ
ïðîëèôåðàöèþ. Ïðè ïàòîëîãè÷åñêè áóðíîì ðîñòå ìóòà-
òîðíûõ êëåòîê íå õâàòàåò àêòèâíîñòè ÊÝ, ÷òî âûðàæàåòñÿ
â áîëåå íèçêîì çíà÷åíèè 3R-ýêçî/ïîë, òîãäà êàê â íîðìàëü-
íûõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ àíàëîãè÷íîå çíà÷åíèå
3R-ýêçî/ïîë ìîæåò áûòü äîñòàòî÷íûì äëÿ òîãî, ÷òîáû ïîä-
äåðæèâàòü òî÷íûé ñèíòåç ÄÍÊ. Åñëè â ïðîöåññå ðåïëèêà-
öèè ÄÍÊ îøèáêà ñèíòåçà íå óäàëåíà ÊÝ, îáðàçóåòñÿ ãåòå-

636 Ò. Ï. Êðàâåöêàÿ, Í. Ë. Ðîíæèíà, Ì. Â. Êðóòÿêîâ

Ðèñ. 1. ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíàÿ è 3� � 5�-ýêçîíóêëåàçíàÿ àêòèâíî-
ñòè â ýêñòðàêòå êëåòîê HeLa (à) è ñàðêîìû êðûñ RA 235 (á).

Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ èíêóáàöèè, ìèí. Ïî îñè îðäèíàò: ñëåâà — âêëþ-
÷åíèå [3H]-TMP â êèñëîòîíåðàñòâîðèìóþ ôðàêöèþ ÄÍÊ, ðàñïàä/ìèí �
10–3; ñïðàâà — âûùåïëåíèå dNMP èç 3�-[3H]-ÄÍÊ â êèñëîòîðàñòâîðè-
ìóþ ôðàêöèþ ÄÍÊ, ðàñïàä/ìèí � 10–3; ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíàÿ àêòèâíîñòü
ïðè êîíöåíòðàöèè áåëêà â èíêóáàöèîííîé ñðåäå 80 (1) èëè 160 (2) ìêã/ìë

è 3� � 5�-ýêçîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü ñîîòâåòñòâåííî 3, 4.

Ò à á ë è ö à 2

Ñîîòíîøåíèå 3R� 5R-ýêçîíóêëåàçíîé
è ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòåé (3R-ýêçî/ïîë)

â ýêñòðàêòàõ êëåòîê íåêîòîðûõ îðãàíîâ
âçðîñëûõ êðûñ

Îðãàíû 3R-ýêçî/ïîë

Ïå÷åíü 13 ± 1

Ñåëåçåíêà 75 ± 7

Ñåðäöå 5 ± 2

Ãîëîâíîé ìîçã 5 ± 1

Ò à á ë è ö à 1

Ñîîòíîøåíèå 3R� 5R-ýêçîíóêëåàçíîé
è ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòåé (3R-ýêçî/ïîë)

â ýêñòðàêòàõ íîðìàëüíûõ è ðàêîâûõ êëåòîê ãðûçóíîâ
è ÷åëîâåêà, ðàñòóùèõ â êóëüòóðå

Êëåòêè 3R-ýêçî/ïîë

HeLa 13 ± 1

Ëåãî÷íûå ôèáðîáëàñòû ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà 19 ± 4

Äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû âçðîñëîãî ÷åëîâåêà 58 ± 4

Òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû êèòàéñêîãî
õîìÿ÷êà A238

7 ± 1

Ñàðêîìà êðûñû RA235 32 ± 2

Íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû ýìáðèîíîâ êðûñû 58 ± 6



ðîäóïëåêñ, êîòîðûé çàòåì ìîæåò áûòü óñòðàíåí ñèñòåìîé
ïîñòðåïëèêàòèâíîé ðåïàðàöèè «mismatch repair» (MMR),
ñîñòîÿùåé èç ïðîäóêòîâ ÷åòûðåõ ãåíîâ — hMSH2,
hMSH6, hMLH1 è PMS2. Ìóòàöèè â ëþáîì ãåíå MMR ÿâ-
ëÿþòñÿ ïðè÷èíîé íàñëåäñòâåííîãî êîëîðåêòàëüíîãî ðàêà,
äåôåêòû MMR ïðèâîäÿò ê çíà÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ
óðîâíÿ ñïîíòàííûõ ìóòàöèé â ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìàõ îò
áàêòåðèé äî ÷åëîâåêà è îáíàðóæåíû âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ
ñïîðàäè÷åñêèõ ðàêîâ (Hsieh, Yamane, 2008).

Ñëåäîâàòåëüíî, cèñòåìà ïîñòðåïëèêàòèâíîé ðåïàðàöèè
MMR è ÊÝ äîïîëíÿþò äðóã äðóãà â ïðîöåññå áèîñèíòåçà
ÄÍÊ â êëåòêàõ. Ïîä äåéñòâèåì ðàçëè÷íûõ ìóòàãåííûõ
ôàêòîðîâ âîçðàñòàåò ðåïàðàòèâíûé ñèíòåç ÄÍÊ (Êðóòÿêîâ
è äð., 1985) è âåðîÿòíîñòü «îøèáîê» ïðè ðåïëèêàöèè ÄÍÊ
óâåëè÷èâàåòñÿ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè êàíöåðîãå-
íåçå äåôåêòû MMR ïðèâîäÿò ê òîìó, ÷òî êëåòêè íóæäàþò-
ñÿ â áîëåå âûñîêîì óðîâíå 3R-ýêçî/ïîë è ÊÝ.
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Ðèñ. 2. Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü 3� � 5�-ýêçîíóêëåàçû â ýêñòðàêòàõ
îðãàíîâ êðûñû.

Ïî îñè àáñöèññ — âîçðàñò êðûñû, ñóò; ïî îñè îðäèíàò — âûùåïëåíèå ìå-
÷åíûõ íóêëåîòèäîâ èç îäíîíèòåâîé 3�-[3H]-ÄÍÊ çà 1 ìèí íà 1 ìêã áåëêà
ýêñòðàêòà, %. 1 — ñåëåçåíêà, 2 — ãîëîâíîé ìîçã, 3 — ñåðäöå, 4 — ïå÷åíü.
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Mutations in the genes of corrective 3� � 5�-exonucleases as well as in DNA polymerases lead to decrease
in DNA biosynthesis accuracy all over genome. This is accompanied by the increase in mutagenesis and carci-
nogenesis probabilities. In this work, the activities of 3� � 5�-exonucleases and DNA polymerases were studied
in the extracts from normal and cancer cells of rodents and humans, and we are the first to measure their integral
ratios. As example, in cultivated dermal fibroblasts of an adult human, the value of the ratio of activities of
3� � 5�-exonucleases to DNA polymerase activity (3�-exo/pol) surpassed several folds the such a value for He-
La cells. Similar picture was observed during the comparison of normal fibroblasts of rat embryos and transfor-
med fibroblasts of Chinese hamster A238. Experiments with cell-free extracts of some organs from healthy rats
of various ages have shown that normal proliferating cells demonstrate higher 3� � 5�-exonuclease activity and
higher values of 3�-exo/pol that quiescent cells. Comparison of these data suggests a violation of the function of
corrective 3� � 5�-exonucleases in abnormally growing cancer cells.

K e y w o r d s: 3� � 5�-exonucleases, normal cells, cancer cells.
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