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Было показано, что под действием липопротеинов происходит изменение суперскрученной структуры ДНК 
плазмиды pBluescript и переход ее в кольцевую за счет разрыва водородных связей между парами азотистых 
оснований комплементарных нитей ДНК. Переход суперскрученной формы плазмиды в кольцевую в результате 
присутствия эндоДНКазной активности в молекуле липопротеинов не обнаружен. Белки липопротеинов не со-
держат эндоДНКазной активности.
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В настоящее время обнаружено, что 
функции липопротеинов очень низкой плотности 
(ЛПОНП), низкой плотности (ЛПНП) и высокой 
плотности (ЛПВП) достаточно многочисленны. 
Транспортная функция липопротеинов (ЛП) не 
вызывает сомнения [1, 2]. Было показано, что ЛП 
принимают участие в регуляции стероидогенеза 
в надпочечниках крыс. ЛПОНП и их белковый 
компонент оказывали ингибирующее действие на 
синтез стеринов. Менее выраженным ингибирую-
щим действием обладали ЛПНП [3]. На островках 
Лангерганса поджелудочной железы крыс было 
показано, что ЛПВП вдвое увеличивают продук-
цию инсулина, тогда как ЛПОНП оказывают ин-
гибирующий эффект. Однако механизм описан-
ных явлений пока неизвестен [4].

Отмечено участие ЛПОНП и ЛПНП в биохи-
мических процессах сердечно-сосудистой систе-
мы. ЛПНП индуцировали экспрессию гена egr-1, 
усиливающего пролиферацию эндотелия в пу-
почной артерии человека. ЛПНП стимулировали 
дозозависимое включение Н3-тимидина в ДНК и 
повышали концентрацию ионов Са++ в эндотели-
альных клетках. Кроме того, достаточно подробно 
описаны иммуномодулирующие свойства липо-
протеинов [3]. 

Анализ исследований прошедшего десятилетия 
дает возможность предполагать, что ЛП или их 
компоненты играют важную роль в структурной 
и функциональной организации хроматина эука-
риот [5]. Паниным и его сотрудниками [6] было 
показано, что ЛПВП в присутствии кортизола и 
адреналина или кортизола повышали экспрессию 
генов в переживающих срезах печени крыс. Этот 

эффект был назван кооперативным, из чего следо-
вало, что ЛПВП и перечисленные гормоны при-
нимают непосредственное участие в поддержании 
хроматина в транскрипционно активном состоя-
нии. Были получены экспериментальные данные, 
подтверждающие кооперативный эффект ЛПВП и 
глюкокортикоидов в регуляции экспрессии генов 
гепатоцитов. 

При участии резидентных макрофагов печени 
процессы регуляции осуществляются специфиче-
ским биохимическим путем. В результате взаимо-
действия ДНК с комплексом «апо A-I – тетрагид-
рокортизол» (апо A-I является составной частью 
ЛПВП) происходит разрыв водородных связей меж-
ду парами азотистых оснований и появление одно-
нитевых участков ДНК в сайтах связывания с после-
дующей инициацией транскрипции генов [7, 8].

Методом малоуглового рентгеновского рассея-
ния (МУРР) получены результаты по изменению 
вторичной структуры ДНК эукариот при взаимо-
действии ДНК с комплексом «апо A-I – тетра-
гидрокортизол» [9]. Образование однонитевых 
участков, четко показанная картина изменения 
структуры эукариотической ДНК под действием 
комплексов стероидных гормонов с аполипопро-
теином А-I послужили предпосылкой для поиска 
специфической гидролитической, а возможно, и 
нуклеазной активности липопротеинов в связи с 
ее возможной ролью в механизме функциониро-
вания апо A-I как основного белка ЛПВП. Пред-
метом исследования данной работы является при-
рода специфической гидролитической активности 
липопротеинов, причины изменения структуры 
ДНК и запуска механизма экспрессии генов.
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Материал и методы
Аполипопротеин А-I выделяли из плазмы кро-

ви крыс и идентифицировали, как описано в ра-
боте [10].

В качестве субстрата для определения гидроли-
тической или предполагаемой эндоДНКазной ак-
тивности использовали ДНК плазмиды pBluescript. 
Выращивание бактерий и амплификацию плаз-
мидной ДНК проводили согласно Маниатису и др. 
Выделение плазмидной ДНК из бактерий, очистку 
хлористым литием (LiC1), затем очистку на сили-
кагеле проводили по методу Бирнбойма. Выделен-
ную плазмиду инкубировали с рестриктазой Xba 1 
до полного превращения суперскрученной ДНК в 
линейную. Линейную форму плазмидной ДНК 
в дальнейшем использовали в качестве контро-
ля при электрофорезе в 0,8%-ном агарозном геле. 
Плазмидную ДНК хранили при –20 °С и исполь-
зовали в качестве субстрата для определения ги-
дролитической или эндоДНКазной активности. 
Последнюю определяли по методу Лебедевой 
[11]. Буферная смесь включала 0,05 М Трис-НСl 
(рН 8,3; рН 7,2; рН 5,0), 0,005 М B-меркаптоэтанол, 
0,005 М MgSO4. Реакционная смесь состояла из 
40 мкл буферной смеси, 10 мкл пробы, содержа-
щей фермент, и 2 мкл взвеси, содержащей 2–3 мкг 
ДНК плазмиды. Контроль на ДНК плазмиды про-
водили в тех же условиях, что и опытные пробы, 
но вместо пробы, содержащей фермент, добавляли 
10 мкл Н2О. Реакцию вели при 37 °С в термоста-
те 1 час, затем останавливали добавлением 10 мкл 
смеси, состоящей из 10 мкл 10 % додецилсульфата 
натрия и 90 мкл 0,5 М ЭДТА. Пробы после оста-
новки реакции замораживали при –15…–20 °С и 
оставляли в морозильной камере на ночь. Реакци-
онную смесь, полученную после гидролиза ДНК 
плазмиды, содержащую суперскрученную и коль-
цевую ДНК, разделяли в 0,8%-ном агарозном геле, 
сканировали и проводили компьютерный анализ 

результатов по программе «Scion Image». Показа-
телем эндоДНКазной или другой гидролитической 
активности проб служила степень перехода супер-
скрученной формы плазмидной ДНК в кольцевую, 
выраженная в процентах [11].

ДНКазную активность в препаратах липопро-
теинов оценивали по увеличению поглощения 
при 260 нм кислоторастворимой фракцией, полу-
ченной после инкубации при 37 °С денатуриро-
ванной лососевой ДНК с препаратами липопро-
теинов. Для приготовления субстрата один объем 
0,1 М трис-НС1 буфера (рН 7,2), содержащего 
0,06 М MgSO4, соединяли с равным объемом 
0,2%-ного водного раствора ДНК. Опытная ин-
кубационная смесь содержала 0,5 мл субстрата, 
0,3 мл пробы (ЛПВП или ЛПНП или ЛПОНП) и 
0,2 мл воды. Контрольные инкубационные сме-
си содержали: 0,5 мл субстрата и 0,5 мл воды 
(контроль на субстрат); 0,3 мл пробы (липопро-
теинов) и 0,7 мл воды (контроль на фермент). 
После 60 мин инкубации при 37 °С реакцию 
останавливали добавлением 1 мл 1 н хлорной 
кислоты в реакционную смесь на холоду. Про-
бы охлаждали 30–40 мин в ледяной бане, смесь 
центрифугировали при 7000–10 000 g 15–20 мин. 
Супернатант доводили водой до 2,5 мл. Опти-
ческую плотность измеряли при 260 нм против 
воды. Величину экстинкции в контролях на ДНК 
и на фермент вычитали из величины экстинкции 
опытных проб [12].

Результаты и обсуждение
Панин и его сотрудники в своих исследовани-

ях выявили стимулирование макрофаг-зависимого 
белкового синтеза при кооперативном взаимодей-
ствии ЛПВП и кортизола в печени и других орга-
нах и тканях крыс линии Wistar [13]. Было также 
показано влияние комплекса «тетрагидрокорти-
зол – аполипопротеин А-I» на вторичную струк-
туру ДНК эукариот [8, 9]: появление однонитевых 
последовательностей в сайтах связывания и сти-
муляцию синтеза копий ДНК, т. е. репликацион-
ного синтеза ДНК эукариот [14].

Рис. 1.  Гидролитическая/эндоДНКазная активность 
липопротеинов низкой (  ■  ) и очень низкой 
плотности (  ■■  ) при рН инкубационной среды 
8,3, 7,2 и 5,0. Здесь и на рис. 2: контроль (  ■■  ) – 
термостатированная ДНК плазмиды pBluescript; 
* – достоверное отличие от контроля 
(р < 0,001).

Рис. 2.  Гидролитическая/эндоДНКазная активность 
липопротеинов высокой плотности (ЛПВП) 
при рН инкубационной среды 8,3, 7,2 и 5,0.
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Учитывая непосредственное участие нуклеаз и, в 
частности, флепэндонуклеазы-1 в процессах мета-
болизма ДНК в клетках эукариот [15], в настоящей 
работе была поставлена задача исследовать специ-
фическую гидролитическую или, возможно, эндоД-
НКазную активность липопротеинов высокой, низ-
кой и очень низкой плотности по степени перехода 
суперскрученной формы плазмиды в кольцевую.

На рис. 1, 2 показана гидролитическая/эндо-
ДНКазная активность всех трех типов липопротеи-
нов. Поскольку гидролитическую активность оце-
нивали по превращению суперскрученной формы 
плазмиды pBluescript в кольцевую, можно предполо-
жить присутствие эндоДНКазной активности, т. е. 
никирование суперскрученнного кольца плазмиды 
и переход ее в кольцевую. Однако методом малоу-
глового рентгеновского рассеяния было показано, 
что при взаимодействии ДНК эукариот с комплек-
сом «тетрагидрокортизол – аполипопротеин А-I» 
происходит частичное нарушение вторичной струк-
туры нативной ДНК и ее локальное плавление. По 
предположению авторов, это характеризует кар-
тину ферментативного механизма взаимодействия 
тет рагидрокортизола с ДНК, приводящего к раз-
рыву водородных связей между парами азотистых 
оснований комплементарных нитей ДНК эукариот 
[9, 16]. Можно предположить, что переход супер-
скрученной ДНК плазмиды в кольцевую происхо-
дит по тому же механизму, тогда липопротеины не 
должны обладать ферментативной эндоДНКазной 
активностью. В подтверждение этого предположе-
ния была проверена ДНКазная активность липо-
протеинов по увеличению поглощения при 260 нм 
кислоторастворимой фракцией, полученной после 
инкубации при 37 °С липопротеинов с денатури-
рованной лососевой ДНК. Если изменения вторич-
ной структуры происходят за счет разрыва водо-
родных связей между парами азотистых оснований 
в ДНК, то тогда сохраняется целостность самой 
нити денатурированной лососевой ДНК. Даже при 
глубоком гидролизе при осаждении реакционной 
смеси (целостной однонитевой ДНК) 1 н хлорной 
кислотой не образуется кислоторастворимой фрак-
ции и не наблюдается увеличения поглощения при 
260 нм. При исследовании ДНКазной активности 
(рН 7,2) липопротеинов оказалось, что липопро-
теины не обладают ДНКазной активностью. В под-
тверждение полученных результатов при гидролизе 
плазмидной ДНК мы получили 100%-ный переход 
суперскрученной ДНК в кольцевую, но не наблю-
дали гидролиза кольцевой ДНК до олигонуклеоти-
дов и мононуклеотидов. Из этого следует, что при 
взаимодействии липопротеинов с ДНК плазмиды, а 
также с ДНК эукариот, не происходит нуклеазного 
гидролиза, а происходит, в подтверждение резуль-
татов исследований Панина с сотр. [9, 14, 16], рас-
плетание комплементарных нитей ДНК и образова-
ние однонитевых участков в структуре ДНК, что и 
является инициацией процессов транскрипции.
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SPECIFIC HYDROLYTIC ACTIVITY OF LIPOPROTEINS

Galina Andreevna KOVALENKO, Elena Nikolaevna ANTIPOVA, Roman Aleksandrovich KNYZEV

Scientific Research Institute of Biochemistry SB RAMS
630117, Novosibirsk, Timakov st., 2

It has been shown that under action of lipoproteins there is a change of the super braided structure of pBluescript 
plasmid DNA and its conversion to the ring by rupture of hydrogen bonds between the nitrogenous base pairs of DNA 
complementary threads. The plasmid super braided form conversion to ring as a result of presence of endo-DNA activity 
in a lipoprotein molecule is not found out. Proteins of lipoproteins do not contain endo-DNA activity.

Key words: super braided and ring plasmid, denatured salmon DNA, high, low and very low density 
lipoproteins, hydrolytic activity, endo-DNA activity.
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