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ТРАНСФОРМАЦИЯ Ltk- aprt- КЛЕТОК ДНК 
В СОСТАВЕ РЕКОНСТРУИРОВАННЫХ 
НУКЛЕОПРОТЕИДНЫХ КОМПЛЕКСОВ 

Р. А. Захарян, Г. Г. Галстян, 
Н. Р. Геворкян, М. Г. Галстян, Л. М. Амирханова 

Введение. Перенос гена в клетки млекопитающих привлекает внима-
ние как метод коррекции генетических дефектов in vitro и in vivo 
[1, 2]. Ранее Апошяном [3] и нами [4] сообщалось о конструировании 
искусственных вирусоподобных частиц (ИВЧ) на основе преформиро-
ванных капсид вируса полномы в качестве переносчика гена в клетки 
эукариот. Было показано, что трансформирующая активность ИВЧ на 
два порядка выше таковой Д Н К в составе Са2+-преципитата, ДНК-по-
ликатионных комплексов [5—7], метафазной хромосомы [8], липосом-
ных везикул [9, 10]. Использование ИВЧ, однако, в ряде случаев огра-
ниченно, так как в преформированную капсиду вируса полиомы может 
быть включена Д Н К с молекулярной массой не более 1,2-106. 

Вместе с тем были получены данные о возможности циркуляции 
Д Н К пневмококка и вируса полиомы в крови без существенной де-
градации, и что 20-кратное повышение количества введенной в кровь 
Д Н К не меняло количества циркулирующей радиоактивной инфекци-
онно активной Д Н К [ Н ] . Это указывает на наличие в крови компо-
нентов, комплексообразование с которыми определяет уровень цирку-
лирующей внеклеточной Д Н К крови, недоступной для нуклеазного рас-
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щеплення. Об этом свидетельствует и обнаружение анионной природы 
ДНК-связывающих белков плазмы крови [12, 13]. Представлялось 
целесообразным использовать ДНК-связывающие белки плазмы крови 
анионной природы в качестве фактора самосборки нуклеосомоподобных 
структур и изучить эффективность переноса гена в клетки млекопи-
тающих в составе реконструированных нуклеосомоподобных структур. 
Тот факт, что некоторым из ДНК-связывающих белков крови присуща 
избирательная способность проникать в клетки определенных тканей, 
опухолей путем обусловленного рецепторами эндоцитоза [14], дает 
основание надеяться применять их в качестве целенаправленного пере-
носчика Д Н К . Нуклеосомная упаковка Д Н К в хроматине может рас-
сматриваться как одна из возможных структур, способных обеспечить 
процесс переноса Д Н К через плазматическую мембрану. В ряде слу-
чаев была продемонстрирована относительная эффективность процесса 
трансформации с помощью переноса Д Н К в составе метафазных хро-
мосом [8] . 

Материалы и методы. Выделение Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков анионной природы ич 
плазмы крови мышей проводили после предварительной очистки сыворотки на QAE-
ссфадексе А-50 [12] методом аффинной хроматографии на колонке Д Н К - ц е л л ю л о з ы 
[15]. В экспериментах по реконструированию нуклеосом использован тотальный препа-
рат Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков сыворотки крови. 

Р е к о н с т р у и р о в а н и е н у к л е о с о м о п о д о б н ы х с т р у к т у р . В рекон-
струировании нуклеосомоподобных структур использованы гистоны Н2А, Н2В, НЗ и 
Н4, выделенные из печени мышей по методу, описанному в работе [16]. К о н ц е н т р а ц и я 
кор гистонов определяли спектрофотометрически: А 2 зо = 4,2 и А 2 8о = 0,43 соответствуют 
1 мг кор гистонов в 1 мл [17]. Концентрацию Д Н К определяли исходя из того, что 
А 2 бо = 20,0 Д Л Я 1,0 мг Д Н К в 1 мл. Самосборку нуклеосомоподобных комплексов про-
водили в буферном растворе А (10 мМ трис-HCl, рН 7,5, 0,15 Μ NaCl, 0,1 мМ фенил-
метилсульфонилфторид (ФСФ) , 0,2 мМ № 2 Э Д Т А ) при соотношении гистоны: Д Н К -
связывающие белки : Д Н К , равном 1,5 : 5 : 1. Гистоны смешивали с Д Н К - с в я з ы в а ю щ и м и 
белками плазмы крови в соотношении 1 , 5 : 5 в 10 мМ трис-НС1-буфере, рН 8,0, содер-
ж а щ е м 2 Μ NaCl, 0,2 мМ Ыа2ЭДТА, 0,25 мМ ФСФ, и диализовали 12 ч против буфера 
А при трехкратной его смене. 

Реконструирование нуклеопротеидного комплекса проводили в буфере А в поли-
этиленовых пробирках: к 20 мкл Д Н К (1 мг /мл) добавляли комплекс гистоны : Д Н К -
связывающие белки в соотношении гистоны : белки : Д Н К , равном 1 , 5 : 5 : 1 ; конечный 
объем смеси доводили до 200 мкл; смесь инкубировали при 37 °С в течение 3 ч. 
Полученные комплексы пропускали через колонку с сефарозой-4В, уравновешенную 
буфером А; реконструированные нуклеосомоподобные комплексы элюировали в сво-
бодном объеме. 

Хроматин, освобожденный от H I - и Н5-гистонов был получен по [18] и обработан 
микрококковой нуклеазой по [19]. 

К у л ь т у р а к л е т о к . Культура клеток Ltk~aprt~ получена из Всесоюз. коллек-
ции культур Ин-та цитологии АН СССР. Клетки содержали в среде D M E M с 10 %-ной 
бычьей сывороткой и 50 мкг /мл диаминпурина. 

Перед трансформацией клетки выращивали в отсутствие диаминпурина, повторно 
рассевали в соотношении 1 : 4 в среде D M E M с 10 %-ной бычьей сывороткой в количе-
стве 0,5-106 клеток на чашку. Д л я трансформации использовали тотальную нативную и 
рестрицированную эндонуклеазами Hindlll и ВатНІ Д Н К печени кролика в количестве 
20 мкг на 106 клеток в составе Са 2 + -преципитата и реконструированной нуклеосомопо-
добной структуры, использованной т а к ж е в виде Са 2+-преципитата. 

Д л я отбора ^ + - т р а н с ф о р м а н т о в клетки выращивали на селективной среде, содер-
ж а щ е й гипоксантин, аминоптерин, тимидин [1]; для селекции aprt+-клояоъ трансформи-
рованные клетки рассевали в среде, содержащей 0,05 мМ азасерин и 0,1 мМ аденин. 
Колонии выросших клонов tk+ и aprt+ подсчитывали через 20 дней. 

Э л е к т р о н н о-м и к р о с к о п и ч е с к о е и с с л е д о в а н и е реконструированных 
нуклеосом (коровые глобулы) проводили по методу, описанному в работе [17]. 

Продукты расщепления ДНК-протеидного комплекса микрококковой нуклеазой 
анализировали электрофорезом в 3 %-ном полиакриламидном геле (ПААГ) и 0,5 %-ной 
агарозе. 
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Результаты и обсуждение. Процесс самосборки хроматина из Д Н К 
и гистонов в присутствии некоторых ДНК-связывающих кислых белков 
в качестве стимуляторов описан в работах [16, 21]. 

Мы изучили способность кислых ДНК-связывающих белков плаз-
мы крови стимулировать в физиологических условиях самосборку нук-
леосом из гистонов и очищенной Д Н К . В буфере А при близкой к 

Рис. 1. Электронная микрофотография реконструированных в нуклеосомоподобные 
комплексы молекул геномной Д Н К печени кролика. Ув. 200-10 3 

Fig. 1. Elect ron microscopy s tudy of reconstructed nucleosomes in the presence of histo-
ries, DNA-b ind ing prote ins f rom plasma, DNA from the rabbit liver. Magni f i ca t ion 2 0 0 X 
X 1 0 3 

физиологической ионной силе гистоны, добавленные к Д Н К , вызывали 
необратимую преципитацию нуклеопротеидных структур, что было ра-
нее показано и в других работах [22, 23]. В системе самосборки нук-
леосом, описанной в методах, взаимодействие комплекса гистоны — 
кислые белки с Д Н К не приводило к преципитации Д Н К , наблюдалось 
некоторое помутнение смеси, которая к 3 ч инкубации просветлялась. 
Полученные ДНК-белковые комплексы после очистки через сефарозу 
4В, были изучены с помощью электронной микроскопии. На рис. 1 
показано, что кислые ДНК-связывающие белки плазмы крови действи-
тельно способствуют реконструкции нуклеосомоподобных комплексов в 

Т а б л и ц а 1 
Трансформация Ltk-aprt~-клеток тотальной 
геномной ДНК кролика в составе 
Са2+-преципитата и реконструированного 
нуклеопротеидного комплекса 
The transformation Ltk~aprt~ cells by rabbit total 
genome DNA in a composition 
of Ca2+-precipitate and reconstructed 
nucleoprotein complex 

Т а б л и ц а 2 
Трансформация Ltk~aprt~-клеток 
геномной ДНК кролика, 
расщепленной эндонуклеазами 
рестрикции и реконструированной 
в нуклеопротеидные комплексы 
The transformation Ltk~aprt-
cells by rabbit genome DNA, 
restricted by endonucleases 
and reconstructed into 
nucleoprotein complexes 

Число Число 

Эндонуклеаза ^ + - к о л о -
ний на 

aprt+-ко-
лоний на 

чашку чашку 

Hindi II* 85 26 
BamHI 0 0 

* Среднее из трех чашек для к а ж -
дого эксперимента. 
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условиях низкой ионной силы. Глобулярные частицы, обнаруживаемые 
вдоль молекулы Д Н К , морфологически близки к нуклеосомным ком-
плексам, обнаруживаемым при электронно-микроскопическом изучении 
хроматина [24]. Формирование нуклеосомоподобных структур подтвер-
ждено данными нуклеазного расщепления полученных комплексов. 
Представленные на рис. 2 результаты свидетельствуют о том, что в 
реконструированных нуклеопротеидных структурах наименьшая вели-
чина фрагмента Д Н К , защищенного от воздействия микрококковой ну-
клеазы, равна 140 парам оснований, что соответствует величине Д Н К 
из интактной «коровой» нуклеосомной частицы. Обнаруженные гомо-
генные полосы более высокой молеку-
лярной массы также указывают на фор-
мирование реконструированных комплек-
сов с упорядоченной структурой. 

В следующей серии экспериментов 
изучена биологическая активность ре-
конструированных комплексов. Резуль-
таты, приведенные в табл. 1, свидетель-
ствуют о том, что полученные в работе 
нуклеосомоподобные комплексы биоло-
гически активны, причем трансформиру-
ющая активность Д Н К в составе этих 
комплексов на порядок выше по сравне-
нию с Д Н К в составе Са2+-преципитата. 
Данные табл. 2 подтверждают трансфор-
мирующую активность Д Н К в составе 
реконструированных нуклеопротеидных 

Рис. 2. Электрофорез в 3 %-ном ПААГ и 0,5 %-
ном агарозном геле фрагментов Д Н К (пары осно-
ваний) , выделенных из нуклеосомоподобных ком-
плексов, обработанных микрококковой нуклеазой: 
1 — х р о м а т и н , освобожденный от H I - и Н5-гисто-
нов (маркер) ; 2—4 — Д Н К - б е л к о в ы е комплексы, 
полученные в трех отдельных экспериментах по ре-
конструкции 
Fig. 2. Micrococcal nuclease d iges t ion of the pro-
ducts of in vi t ro assembly. Deproteinized DNA elec-
t rophores is in 3 % PAAG-0.5 % a g a r o s e gel; DNA 
f r a g m e n t s of 140 b. p. were protected. 

комплексов: геномная Д Н К кролика, расщепленная эндонуклеазами 
Hindi II или ВатНІ и реконструированная в нуклеосомоподобные ком-
плексы, сохраняла свою трансформирующую активность в зависимости 
от отсутствия (HindiII) или наличия (ВатНІ) сайта рестрикции вну-
три генов tkr и aprt~ [27]. В экспериментах по трансформации актив-
ность комплекса Д Н К — ДНК-связывающие белки была низкой, в 
среднем 1—2 колонии на чашку. Добавление гистонов к Д Н К , как 
указывалось выше, вызывало необратимую преципитацию образовав-
шегося комплекса Д Н К — гистон, который не обладал трансформиру-
ющей активностью. 

В данном сообщении продемонстрирована принципиальная возмож-
ность использования кислых ДНК-связывающих белков плазмы крови 
для реконструкции нуклеосомоподобных структур на основе индивиду-
альных генов и трансформации полученными комплексами клеток мле-
копитающих. 

Можно допустить, что нуклеосомоподобная упаковка облегчает 
преодоление Д Н К барьеров плазматической, ядерной мембран и созда-
ет благоприятные условия для рекомбинационных процессов; гистоны 
также могут способствовать в силу своей нуклеофильности миграции 
комплекса из цитоплазмы в ядро. 
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В настоящее время описан целый ряд факторов, стимулирующих 
самосборку «коровой» нуклеосомной глобулы из Д Н К и гистонов [16, 
21, 22, 25, 26]. По нашим предварительным данным, нуклеосомная упа-
ковка Д Н К независимо от природы факторов самосборки достаточна 
для о т н о с и т е л ь н о б о л е е э ф ф е к т и в н о г о п е р е н о с а Д Н К в к л е т к и и транс-
формации. Вместе с тем природа фактора самосборки способна обеспе-
чить селективное преимущество в переносе гена через плазматические 
мембраны и трансформации клеток определенных тканей; например, 
нами уже получены данные о том, что кислые ДНК-связывающие бел-
ки плазмы, нуклеоплазмин и трансферрин, в составе комплекса с Д Н К 
и «коровой» нуклеосомой существенно повышают уровень трансформа-
ции миелоидных клеток костного мозга, по-видимому, за счет обуслов-
ленного рецепторами эндоцитоза. 

TRANSFORMATION O F LTK- A P R T - CELLS 
BY DNA A S S E M B L E D IN N U C L E O P R O T E I N C O M P L E X E S 

R. A. Zakharian, G. G. Galstian, N, R. Gevorkian, Μ. G. Galstian, L. M. Amirkhanova 

Ins t i tu te of Experimental Biology, Academy of Sciences of the Armenian SSR, Yerevan 

S u m m a r y 

The nucleosome reconst i tut ion was carried out in the presence of DNA, histones and anio-
nic DNA-binding proteins of blood plasma, which serve as a s t imulator of self-assembly 
process. The least sizes of DNA f r a g m e n t protected f rom the micrococcal nuclease action 
corresponds to the DNA value f rom intact core nucleosome particle. 

Reconstructed complexes are biologically active in t r ans fo rmat ion of eukaryotic 
cells (Ltk~aprt~). 
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