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МЕХАНИЗМЫ ВЫХОДА ДНК 
ПРИ НЕЙТРАЛЬНОМ И ЩЕЛОЧНОМ 

КОМЕТНОМ ЭЛЕКТРОФОРЕЗЕ

Представлены результаты по сравнительной кине�

тике выхода ДНК в хвост кометы при электрофорезе

изолированных клеток в нейтральных и щелочных усло�

виях. Показано, что предварительная инкубация препа�

ратов в щелочи делает невозможным выход ДНК в ней�

тральных условиях электрофореза и, наоборот, эффек�

тивно способствует ему в щелочных. Сделан вывод о том,

что действие щелочи приводит к нарушению связи пе�

тельных доменов ДНК с белками матрикса. Обсуждает�

ся возможная природа такой связи. Полученные резуль�

таты позволяют заключить, что механизмы выхода

ДНК при нейтральном и щелочном кометном электро�

форезе существенно различны. При нейтральном электро�

форезе из клетки выходят релаксированные петли, при

щелочном – одноцепочечные линейные фрагменты, ко�

торые силой электрического поля вытягиваются из уже

не связанного с матриксом клубка.

Введение. Среди различных методов оценки

степени поврежденности ДНК особое внима�

ние уделяется электрофорезу ДНК изолирован�

ных клеток – кометному электрофорезу [1].

Метод позволяет достаточно быстро и с высо�

кой чувствительностью оценивать уровень од�

но� и двунитевых разрывов в ДНК отдельных

клеток. На сегодняшний день широко исполь�

зуются два варианта кометного электрофореза

(в обоих случаях клетки предварительно под�

вергаются лизису с целью удаления мембран

и большинства белков) – нейтральный (при

рН 7,5) и щелочной (в денатурирующих усло�

виях – при рН > 13). Второй протокол приме�

няется сегодня большинством лабораторий:

популярность щелочного электрофореза связа�

на с тем, что этот метод, по распространенно�

му мнению, позволяет определять относитель�

ное количество так называемых щелочела�

бильных сайтов – АП�сайтов (апурино�

вых/апиримидиновых), в которых индуциру�

ются разрывы в щелочной среде [1–3].

Однако вопрос о механизме выхода ДНК из

клеток (разумеется, здесь и далее имеются в

виду лизированные клетки) в щелочных усло�

виях до сих пор остается открытым, а следова�

тельно, осложняется интерпретация получен�

ных результатов. Во�первых, не вполне понят�

на природа ДНК, формирующей хвост кометы

в денатурирующих условиях электрофореза. В

принципе, при кометном электрофорезе хвост

кометы формируется релаксированными петле�

выми доменами и/или линейными фрагмен�

тами ДНК, либо сохранившими (одним своим

концом) связь с ядерным матриксом, либо

утратившими ее [4]. Недавно мы представили

доказательства релаксации петлевых доменов

вследствие одноцепочечных разрывов как

главного механизма выхода ДНК при нейт�

ральном кометном электрофорезе [5]. В усло�

виях же щелочного электрофореза из клетки

должны выходить однонитевые молекулы

ДНК – до какой степени при этом можно го�

ворить о петлевых доменах, остается непонят�

ным. Во�вторых, достоверно неизвестно влия�

ние щелочи на частоту индукции разрывов в

АП�сайтах. Какое минимальное время необ�

ходимо для такой индукции, зависит ли коли�

чество разрывов в АП�сайтах от длительности

выдержки препаратов в щелочи, продолжается

ли образование разрывов во время проведения

электрофореза при высоких значениях рН –
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все эти вопросы остаются без ответа. При этом

рекомендуемое эмпирически подобранное вре�

мя преинкубации препаратов в щелочи, необ�

ходимое для денатурации ДНК, и длитель�

ность электрофореза при высоких значениях

рН варьируют в значительных пределах (от 10

до 40 мин и более) [2, 3, 6].

Одним из способов снять вопросы об осо�

бенностях выхода ДНК в денатурирующих

условиях, сохранив при этом возможность ин�

дукции разрывов в АП�сайтах, могло бы являть�

ся проведение нейтрального электрофореза

после предварительной выдержки препаратов

в щелочи. В настоящей работе мы реализова�

ли такой подход. Полученные результаты сви�

детельствуют о том, что предварительная об�

работка щелочью, по�видимому, нарушает

связь петлевых доменов с матриксом. Это по�

зволяет, во�первых, высказать предположение

о природе такой связи, а во�вторых, сделать

вывод, что при щелочном электрофорезе в от�

личие от нейтрального из клетки выходят ли�

нейные фрагменты ДНК, которые силой элек�

трического поля вытягиваются из уже не свя�

занного с матриксом клубка.

Материалы и методы. В опытах использо�

вали лимфоциты человека, выделенные из

цельной крови с помощью стандартного тест�

набора для выделения лимфоцитов (раствор

Хенкса, градиент плотности фиколл�верогра�

фина, «Реакомплекс», Россия) в соответствии

с рекомендациями изготовителя. Суспензию

лимфоцитов дважды промывали раствором

0,15 М NaCl, сохраняя лимфоциты в 0,5 мл

раствора после последней отмывки. Для при�

готовления препаратов�слайдов 50 мкл полу�

ченной суспензии лимфоцитов смешивали со

100 мкл 1%�ной легкоплавкой агарозы («Sig�

ma», США) и 25 мкл смеси наносили на пред�

метное стекло, покрытое слоем 1%�ной туго�

плавкой агарозы. Лизис клеток проводили в

буфере: 2,5 М NaCl, 100 мМ ЭДТА, 10 мМ

Tris�HCl (рН 8,0), 1 % Triton X�100 («Ferak»,

Германия), который добавляли непосредствен�

но перед использованием буфера. В лизирую�

щем буфере слайды находились не менее 1 сут

при температуре 4 °С.

Электрофорез в нейтральных условиях

проводили в буфере ТВЕ: 89 мМ Tris, 89 мМ

Н3ВО3, 2 мМ ЭДТА (рН 7,5). Для денатурации

ДНК перед электрофорезом слайды выдержи�

вали при 4 °С в щелочном буфере (300 мM

NaOH, 1 мM ЭДТА, pH > 13) 10, 20, 30 или

40 мин. Кроме того, нейтральный электрофо�

рез проводили в буфере ТВЕ без предваритель�

ной выдержки слайдов в щелочном буфере.

Щелочной электрофорез осуществляли в ще�

лочном буфере с предварительной выдержкой

препаратов в нем же. После щелочного элект�

рофореза слайды трижды отмывали нейтрали�

зирующим буфером (0,4 M Tris�HCl, pH 7,5).

Максимальная длительность электрофореза

(при 4 °С, напряженности 1 В/см и силе тока

300 мА) составляла 80 мин. Несколько пред�

метных стекол со слайдами помещали в элек�

трофоретический аппарат, и для измерения

кинетики образования комет слайды извлека�

ли из аппарата с интервалом в 10 мин.

Препараты окрашивали красителем DAPI

(«Sigma», США) и анализировали при помо�

щи флюоресцентного микроскопа Люмам Р3

(«ЛОМО», Россия). Оценивали частоту клеток

с кометами на 100 лизированных клеток.

Результаты исследований и их обсуждение.
При нейтральном электрофорезе без предва�

рительной выдержки препаратов в щелочи до�

ля клеток с кометами зависит от длительности

электрофореза, а кинетика выхода ДНК соот�

ветствует описанной нами ранее: доля комет

сохраняется на низком уровне до 30�й минуты

электрофореза, после чего начинает возрас�

тать и достигает практически 100 % через

80 мин (рис. 1). Наиболее резкое возрастание

частоты комет наблюдается между 40 и 60 мин

электрофореза.

При условии преинкубации клеток в ще�

лочном буфере (независимо от времени инку�

бации от 10 до 40 мин) с последующим нейт�

ральным электрофорезом выход комет не про�

исходил даже при значительной длительности

электрофореза (1 ч и более) (рис. 1). Таким об�

разом, предшествующая электрофорезу обра�

ботка препаратов щелочью делает выход ДНК

из клеток невозможным. Однако при проведе�

нии щелочного электрофореза после такой же

преинкубации в щелочи выход ДНК в хвост

кометы, в согласии с многочисленными дан�

ными других авторов, весьма эффективен

(рис. 2). При этом кинетика образования ко�

мет зависит от длительности преинкубации,
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что подтверждает данные работы [6]. После

предварительной инкубации клеток в щелочи

в течение 20 и 40 мин мы получили схожие за�

висимости (на рис. 2 приведена усредненная

доля клеток с кометами для этих двух вариан�

тов инкубации): наиболее резкое увеличение

числа клеток с кометами происходит на 20–

40�й минуте электрофореза. Преинкубация кле�

ток в щелочи в течение 10 мин приводит к не�

сколько более медленному нарастанию доли

комет – резкое увеличение наблюдается меж�

ду 40 и 60 мин (рис. 2). Таким образом, при

щелочном электрофорезе в отличие от нейт�

рального предварительная инкубация препа�

ратов в щелочи не вызывает затруднения вы�

хода ДНК в хвост кометы.

Как было показано в нашей предыдущей

работе, в нейтральных условиях хвост кометы

представляет собой главным образом вытяну�

тые под действием электрического поля пет�

левые домены ДНК [5]. На ранних стадиях

электрофореза хвост формируется релаксиро�

ванными петельными доменами, содержащи�

ми хотя бы один одноцепочечный разрыв

(ник) на петлю, а также линейными фрагмен�

тами ДНК, которые закреплены на ядерном

матриксе (рис. 3). Выходя из клетки, эти фраг�

менты и петли преодолевают только сопро�

тивление агарозы, так что для образования ко�

мет достаточно незначительной длительности

электрофореза. Количество таких фрагментов

и петель в интактных клетках невелико и отно�

сительно постоянно – соответственно, не наб�

людается существенного увеличения доли ко�

мет с 10�й по 40�ю минуту (рис. 1). Продолже�

ние электрофореза приводит к выходу из клет�

ки петельных доменов, которые не содержат

ников. Таким петлям для образования зоны

хвоста кометы, кроме сопротивления агарозы,

необходимо преодолеть собственное торсион�

ное напряжение – отрицательную сверхспи�

рализацию, возникшую после лизиса клеток

и удаления белков хроматина [7].

Совершенно ясно, что фиксация хотя бы

одного конца петельного домена или крупного

по размеру линейного фрагмента ДНК на бел�

ках ядерного матрикса является необходимым

условием образования хвоста кометы, связан�

ного с основной частью нуклеоида. В против�

ном случае огромная по размеру молекула

(ДНК целой хромосомы) должна была бы
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Рис. 1. Кинетика образования комет при нейтральном

электрофорезе без (1) и после (2) предварительной

выдержки клеток в щелочи: по вертикали – доля кле�

ток с кометами, по горизонтали – время, мин. Точки

представляют собой усредненные данные пяти неза�

висимых экспериментов

Рис. 2. Кинетика образования комет при щелочном

электрофорезе после предварительной инкубации в

щелочном буфере: по вертикали – доля клеток с ко�

метами, по горизонтали – время, мин; 1 – инкубация

в течение 10 мин; 2 – средние значения для инкуба�

ции в течение 20 и 40 мин

Рис. 3. Схематическое изображение клеток с комета�

ми в условиях нейтрального электрофореза. Хвост ко�

меты сформирован релаксированными петельными

доменами и/или линейными фрагментами ДНК, при�

крепленными к ядерному матриксу



мигрировать сплошным фронтом – понятно,

что такая миграция вряд ли возможна. Потому

в большинстве протоколов по использованию

кометного электрофореза условия лизиса кле�

ток таковы, что при удалении всех белков хро�

матина белки ядерного матрикса остаются

связанными с ДНК [1, 2, 8].

Отсутствию выхода ДНК из клеток, которое

наблюдается в опыте при выдержке препаратов

в щелочи перед нейтральным электрофорезом,

можно дать два возможных объяснения: обра�

ботка щелочью либо создает дополнительные

торсионные напряжения в петле, либо осво�

бождает ДНК от связи с матриксом. В нашем

эксперименте предшествующая нейтральному

электрофорезу обработка клеток щелочным

буфером, вызывая локальную денатурацию

ДНК в закрепленном на ядерном матриксе

интактном петельном домене, тем самым дей�

ствительно должна приводить к возникнове�

нию дополнительного напряжения, компенси�

рующего такую локальную раскрутку двойной

спирали. Однако, во�первых, после обработки

клеток щелочным буфером слайды помещают

в буфер с нейтральным рН, в результате чего

происходит ренатурация ДНК и устранение

возникшего дополнительного напряжения в

петле, а во�вторых, индуцированные выдерж�

кой в щелочи ники в АП�сайтах должны при�

водить к релаксации части петельных доменов

и возникновению линейных одноцепочечных

фрагментов ДНК. Действительно, наши резуль�

таты указывают на высокую эффективность

выхода ДНК и зависимость доли комет от

длительности преинкубации препаратов в ще�

лочи при последующем щелочном электрофо�

резе (рис. 2). Таким образом, остается одно

объяснение: нарушение щелочью связи петель�

ного домена с белками ядерного матрикса.

После лизиса клеток свободная от нуклео�

сом ДНК сохраняет связь с матриксом в осно�

вании петельных доменов. Механизм такой

прочной связи до сих пор не ясен, однако из�

вестно, что связанная с матриксом ДНК отли�

чается повышенным АТ�содержанием и, сле�

довательно, пониженной стабильностью двой�

ной спирали [9, 10]. При этом матрикс�ассо�

циированные зоны отличаются чувствитель�

ностью к нуклеазам, специфичным к одноце�

почечной ДНК [11], и повышенной способ�

ностью к раскручиванию двойной спирали

под действием отрицательной сверхспирали�

зации [10, 12]. Особо прочно связанная с мат�

риксом ДНК может быть отделена от белков

матрикса только при весьма экстремальных

воздействиях – при обработке высокими кон�

центрациями мочевины и LiCl при высокой

температуре [13].

Авторы работы [13] высказали предположе�

ние о топологической природе связи между

ДНК и матриксом: белки ядерного матрикса,

имея форму заклепки, располагаются внутри

спирали ДНК, интеркалируя в нее (рис. 4, а).

Прочная структура дуплекса с обеих сторон от

заклепки стабилизирует такое взаимодействие,

и в нативных условиях петельные домены проч�

но закреплены на ядерном матриксе. Фиксация

обоих концов петельных доменов обеспечива�

ет возможность выхода петель в направлении

анода, фиксация одного конца – эффективное

движение линейного фрагмента (рис. 3). При

выдержке клеток в щелочи дуплекс денатури�

рует, и белки матрикса получают способность

диссоциировать, а молекулы хромосомных

ДНК теряют доменную организацию (рис. 4,

б). Следовательно, после ренатурации ДНК,

которая происходит при проведении нейтраль�

ного электрофореза, каждая хромосома пред�

ставляет собой огромную по размеру двуните�

вую молекулу ДНК, выход которой к аноду че�

рез поры агарозного геля невозможен.

При щелочном электрофорезе ДНК, утра�

тившая связь с матриксом, находится в одно�

цепочечном состоянии. При этом после элек�

трофореза и нейтрализации препаратов ДНК

в хвосте кометы (в отличие от ядра) остается

одноцепочечной [14], т.е. в денатурирующих
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Рис. 4. Модель связи белков ядерного матрикса с ДНК

в основании петельных доменов, адаптированная из

работы [13]: а – нативная ДНК; б – ДНК после дена�

турации



условиях электрофореза формирование зоны

хвоста кометы осуществляется за счет движе�

ния к аноду линейных однонитевых фрагмен�

тов: разрывы в щелочелабильных сайтах созда�

ют сравнительно большое количество концов

полинуклеотидных цепей, за которые эти це�

пи вытягиваются из уже не связанного с мат�

риксом клубка силой электрического поля.

Таким образом, механизмы выхода ДНК

при нейтральном и щелочном кометном элек�

трофорезе существенно различны. Нейтраль�

ный вариант следует признать более чувстви�

тельным методом для оценки незначительного

количества разрывов в ДНК: достаточно одно�

го одноцепочечного разрыва на петлю для об�

легчения ее выхода за счет релаксации. Щелоч�

ной электрофорез позволяет выявить большое

количество денатурированных линейных фраг�

ментов, появляющихся как в результате соб�

ственно разрывов, так и отражающих содер�

жание АП�сайтов.

K.S. Afanasieva, M.O. Zazhytska, A.V. Sivolob

MECHANISMS OF DNA EXIT DURING NEUTRAL

AND ALKALINE COMET ASSAY

The results are presented on comparison of the kinetics

of DNA exit during neutral and alkaline variants of single

cell gel electrophoresis. It has been shown that pre�incuba�

tion of samples in alkaline buffer makes impossible DNA

exit during the neutral electrophoresis, in contrast to the

alkaline conditions where DNA exit is very efficient. The

conclusion has been made that the alkaline conditions

induce a disruption of DNA matrix interactions. The

hypothetical nature of these interactions is discussed. The

results obtained suggest that the mechanisms of DNA exit

in the course of neutral and alkaline electrophoresis are

essentially different. In the case of the neutral elec�

trophoresis the comet tails are formed by the relaxed loop

domains while during the alkaline electrophoresis they are

formed by single stranded DNA fragments, which are

pulled out by one and from the coil that is not bound to the

matrix.
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