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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 

Модификация структуры ДНК плазмиды pATV8 у 
трансгенных мышей. 
1. Исследование структуры интегрированного 
трансгенома и биологические эффекты трансгеноза 
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Взаимодействие провирусной ДНК вируса саркомы Рауса птиц с геномом мыши при трансгенозе 
приводит к существенной модификации векторной, молекулы. Обнаружены две формы существо
вания стабильных генетических структур на основе трансгенома: кольцевая экстрахромосомная 
ДНК и ДНК, интегрированная в геном, мыши. В слуше интеграции трансгенома отмечена полная 
потеря последовательностей провирусной ДНК и части структуры бактериальной векторной 
плазмиды. Показано, что наличие экзогенной ДНК в клетках трансгенных мышей оказывает 
существенное влияние на функционирование генома реципиента, что характеризуется повышен
ной частотой опухолеобразования, снижением плодовитости. Индуцированные трансгеномом 
генетические и физиологические изменения являются результатом, его непосредственного взаимо
действия с генетическим материалом клеток многоклеточного организма и свидетельствуют о 
структурно-функциональной дестабилизации генома мыши. 

Введение. Известно, что многие вирусы эукариот 
тканеспецифичны. Это определяет их перспектив
ность в использовании для целей генной инжене
рии и в качестве геномных зондов при изучении 
процессов дифференцировки [1, 2] . Интегрирован
ная в геном эукариот провирусная ДНК обнаружи
вает сходство с транспозонами [3, 4] и подвергает
ся подобным механизмам регуляции и модифика
ции внутри клетки, оказывая при этом влияние на 
экспрессию клеточного генома [5, 6 ]. 

Ранее нами сообщалось о создании экспери
ментальной модели, позволяющей исследовать в 
непермиссивной для вируса системе механизмы 
взаимодействия генома ретровируса птиц (плазми-
да pATVS) и генома мыши на основе трансгенных 
мышей [7, 8 ]. Анализ потомков FMV трансгенных 
мышей дал основание предположить существование 
трансгенома в двух формах: экстрахромосомной и 
интегрированной в геном. В данном сообщении 
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приводятся результаты изучения структуры и ее 
наследования у трансгенных мышей с интегриро
ванными последовательностями трансгенома. 

Материалы и методы. Выделение ДНК. То
тальную ДНК экстрагировали из 1 —1,5 см участка 
хвоста месячной мыши [9 J. После экстракции оса
док ДНК проводили через 80 %-й этанол, раство
ряли в 10 мМ трис (рН 7,4 ), 0,1 мМ ЭДТА, 
переосаждали этанолом на холоду и растворяли в 
200 мкл того же буфера. Концентрацию ДНК в 
препарате измеряли на спектрофлюориметре с ис
пользованием красителя «Хехст» Н33258 [10J. 

Блот-гибридизация. Для проведения блот-ана-
лиза 20 мкг препарата ДНК, полученного из уча
стка хвоста экспериментальной мыши (в 20 мкл), 
обрабатывали при 37 °С в течение 12 ч соответст
вующей рестриктазой (EcoRI или BatnHl). После 
рестрикции проводили электрофорез в 0,8 %-й 
агарозе («Віо-Rad», США) в течение ночи и затем 
переносили на нейлоновый фильтр Hybbond 
(«Amersham», США). Фильтр отмывали, высуши
вали, ДНК фиксировали при 254 нм в течение 
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5 мин. Гибридизацию проводили в течение ночи с 
^2Р-меченной ДНК плазмиды (удельная активность 
3-10 ими мин 'мкг ' ) . После гибридизации фильт
ры отмывали при 68 °С в 2 х SSC, затем в 2 * SSC, 
содержащем ОД % DS-Na и 0,1 х SSC с 0,1 % 
DS-Na, высушивали и экспонировали с пленкой 
РМ-1. 

Результаты и обсуждение. Анализ тотальной 
ДНК из хвостов мышей F 0 показал, что при ре
стрикции эндонуклеазой EcoRI, имеющей на плаз
ми де pATV8 четыре сайта рестрикции, неожиданно 
обнаруживается по одному фрагменту, однако раз
ного размера в различных сублиниях (рис. 1). 
Молекулярная масса трансгеномов была определе
на в пределах от 2,6 до 5,3 тыс. п. н., что 
существенно меньше, чем у плазмиды, которая 
была инъецирована (pATVS), — 14 тыс. п. н. 

После скрещивания исходных трансгенных мы
шей с нормальными той же линии ISR мы обнару
жили отсутствие менделевского наследования 
трансгенома в сублиниях В1 и В6, в то время как 
в ряде других, в том числе В9 и В14, трансгеном 
наследовали около половины потомков. 

Для исследования структуры интегрированного 
трансгенома мы изучали тотальную ДНК мышей, 
производных от В9. В качестве позитивного конт
роля использовали ДНК pBR322 (разные разведе
ния в смеси с ДНК нормальных мышей). 

В первой серии экспериментов после расщепле
ния ДНК нуклеазой EcoRI и гибридизации с мече
ной ДНК pBR322 во всех препаратах ДНК транс
генных мышей разных поколений (F 0—F 5) этой 
сублинии был обнаружен один фрагмент (рис. 2). 
Гибридизация с провирусной ДНК вируса саркомы 
Рауса и ее клонированными фрагментами дала 
отрицательный результат, что свидетельствовало о 
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Рис. 1. Анализ тотальной Д Н К из трансгенных мышей поколе
ния F 0 , зонд 3 2 Р--рЛ7 VS. Мыши: / — В J: 2 — В6; 3 — В9; 4 — 
В14 

2,6 

Рис. 2. Блот-анализ геномной Д Н К трансгенных мышей субли
нии В9, рестрикция EcoRI, гибридизация с 3 2 Р p B R 3 2 2 : 1—9 — 
трансгенные мыши поколений F 0 — F 5 

селективной элиминации провирусных последова
тельностей из структуры интегрированного транс
генома. 

Размер обнаруженного фрагмента 2,6— 
2,7 тыс. п. н. Интенсивность сигнала была прибли
зительно одинаковой во всех образцах, и сравнение 
с интенсивностью сигнала позитивного контроля 
позволило оценить копийность интегрированной 
последовательности как одну копию на гаплоидный 
геном. Результаты этих экспериментов свидетель
ствуют о том, что интегрированный трансгеном 
наследуется в ряду поколений без видимых измене
ний. 

Однако существовала некоторая вероятность 
того, что последовательность в тотальной ДНК 
трансгеников, гибридизующаяся с ДНК pBR322, 
является посторонней примесью, а именно: плазми-
дой из серии pUC (подобный размер генома — 
2,7 тыс п. н., один сайт расщепления EcoRI). 
Чтобы подтвердить или опровергнуть это допуще
ние были проведены следующие эксперименты. 
Препараты геномных ДНК исследуемых мышей, 
обработанные рестриктазой EcoRI и деградирован
ные многоразовым пропусканием через иглу или 
нерасщепленные, гибридизовали после разделения 
в агарозном геле и переноса на нейлоновые фильт
ры по очереди: с 32P~pUCJ8, 3 2 Р-М13, yz?-pBR322. 
Суть этого была в том, что плазмиды серии pUC 
состоят частично из последовательностей ДНК 
pBR322, частично — из ДНК М13. В том случае, 
если зона, дающая позитивный сигнал, гибридизу-
ется с мечеными ДНК pUCI8 и М13, загрязнение 
препаратов геномных ДНК плазмидой pUC18 будет 
доказано. 

В результате гибридизации геномных ДНК с 
ДНК М13 позитивный сигнал отсутствовал, а при 
гибридизации с ДНК pBR322 и pUC18 присутство
вал один фрагмент. Таким образом, было установ
лено, что экзогенная последовательность в геном
ных ДНК трансгенных мышей сублинии В9, во-
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первых, интегрирована в геном; во-вторых, интег
рирована одна копия на гаплоидный геном; в-
третьих, интегрирована неполная копия введенной 
последовательности — 0,5 генома pBR322 или 
1/6—1/7 генома pATVS. Как было установлено 
ранее, провирусных последовательностей в струк
туре трансгенома нет. 

Детальный анализ (с использованием набора 
рестриктаз) структуры интегрированной последова
тельности показал, что она содержит сайт для 
рестриктазы PvuII, однако не имеет сайтов для PstI 
и ВатШ. В результате совместной переварки ге
номной ДНК рестриктазами EcoRI и PvuII обнару
живается фрагмент размером около 2,6 тыс. п. н. 
Поскольку плазмида pUC18, дающая позитивный 
сигнал при гибридизации с ДНК трансгеников, 
содержит последовательности pBR322 от сайта 
PvuII (2067) (по карте pBR322) до сайта EcoRI 
(4361) и поскольку интегрированная последова
тельность содержит внутренний сайт расщепления 
для PvuII, но не содержит сайтов расщепления 
PstI, интегрированная экзогенная ДНК должна 
быть представлена частью молекулы pBR322, пока
занной на рис. 3. 

Более детальное картирование интегрирован
ной последовательности и прилежащих к ней по
следовательностей генома мыши затруднено из-за 
отсутствия селективного маркера, утерянного в 
процессе интеграции. 

Таким образом, в случае интеграции введен
ных в зиготы мышей последовательностей плазми-
ды pATVS мы обнаружили элиминацию практиче
ски всех провирусных последовательностей и боль
шей части последовательностей бактериальной 
векторной плазмиды pBR322. 

\ 
Pvull 

Рис. 3. Фрагмент плазмиды pBR322, интегрированный в геном
ную ДНК трансгенных мышей сублинии Б9 

М О Д И Ф И К А Ц И Я С Т Р У К Т У Р Ы Д Н К П Л А З М И Д Ы pATV8 У М Ы Ш Е Й 

Селективность элиминации последовательно
стей трансгенома была отмечена при введении 
обезьяннего аденовируса Ad7 [11 ], при этом была 
обнаружена потеря правого или левого конца гено
ма аденовируса в разных сублиниях трансгенных 
мышей. Подобная селективная элиминация после
довательностей вирусного /£-гена отмечена и в 
работах [12, 13]. 

Обращает на себя внимание тот факт, что как 
в нашем исследовании, так и в ряде других работ 
для трансгеноза использовали рекомбинантные 
плазмиды, содержащие гетерологичные LTR — 
длинные концевые повторы вируса саркомы Рауса. 
Плазмида pATVS, использованная нами для транс
геноза, содержит один длинный концевой повтор 
[13], плазмида рМАЗ имеет длинный сдвоенный 
концевой повтор [15], плазмида Р — 1,5 LTR [16]. 

Механизм селективной элиминации специфи
ческих вирусных последовательностей пока неизве
стен, однако необходимо отметить, что геномные 
вирусные последовательности в непермиссивной 
для вируса системе подлежат элиминации с повы
шенной частотой. Это, вероятно, отражает некую 
специфику взаимодействия негомологичных гено
мов вируса и клетки еще на раннем этапе эмбрио
нального развития. 

Биологические эффекты трансгеноза. Анализ 
результатов скрещивания исходных трансгенных 
мышей с нормальными мышами той же линии 
свидетельствует о нарушении репродуктивной фун
кции у ряда трансгенных самок. Так, из 13 иссле
дованных трансгенных самок четыре дали всего 
1—2 небольших помета. От одной самки не удалось 
получить потомства в скрещиваниях с разными 
самцами, которые предварительно были проверены 
в других скрещиваниях. У трансгенных самок В7 и 
В17 после первых родов развились опухоли и они 
погибли. 

Существенное нарушение репродуктивных 
способностей отмечено также и в поколении F, 
трансгенных самок: в сублиниях ВЗ (самка № 4), 
В16 (самки № № 3, 11, 18, 20), В6 (самки № № 16, 
18), В14 (самки № № 1 и 2), В16 (самки № № 1, 
12). 

Для изучения влияния трансгенома на частоту 
возникновения опухолей у трансгенных мышей 
проводили сравнение с таким же показателем для 
контрольных животных той же линии ICR. Самки 
этой линии характеризуются повышенным уровнем 
спонтанных опухолей молочной железы, однако 
при сопоставлении одинаковых возрастных групп 
(от 7 до 12 месяцев) обнаружено, что частота 
возникновения опухолей у исходных трансгенных 
самок (F0) составляет 73±12 %, в то время как в 
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контрольной группе этот показатель равен 31 ±4 % 
(данные достоверны при Р = 0,999). В поколении F, 
этот показатель у трансгенных самок снижается, 
но все же превышает контрольный уровень и со
ставляет 38 ±8 %. 

В отличие от исходных трансгенных и конт
рольных самцов, у которых не отмечалось возник
новения опухолей в течение всего срока наблюде
ния (до двух лет), у шести самцов F { разных 
сублиний (В9, В14, В15, ВЇ7) были обнаружены 
опухоли печени, куперовой железы, щитовидной 
железы, асцитные опухоли. Необходимо подчерк
нуть, что у самцов линии ICR каких-либо опухо
лей в норме ранее нами не наблюдалось. 

Также крайне неожиданным для нас было 
обнаружение у трансгенных мышей обоих полов в 
возрасте от шести месяцев дефектов кожи, выпаде
ния шерсти и возникновения больших изъязвлений 
на теле и ушах, нарушения координации движе
ний — нейропатии. В последующих поколениях 
уровень проявления этих нарушений изменялся, 
однако они постоянно обнаруживались и, более 
того, в поколениях F 3 —F 5 отмечено появление 
мышей с феноменом «мокрой шерсти», существен
но теряющих в массе. 

Вполне допустимо было бы связать фенотипи-
ческие проявления, наблюдаемые у трансгенных 
мышей в наших экспериментах, с экспрессией тех 
или иных генов, входящих в состав плазмиды 
pATV8. Тем более, что провирусная ДНК содержит 
ген лтс, находящийся под весьма сильным промото
ром (LTR). Однако довольно высокий уровень опу-
холеобразования у трансгеников F ( J и, более того, у 
самцов не может быть результатом присутствия в 
трансгеноме онкогена, поскольку в интегрирован
ном трансгеноме не обнаружено каких-либо прови
русных последовательностей, в том числе и гена 
src. Таким образом, аномалии развития, повышен
ный уровень опухолеобразования — это следствие 
присутствия и интеграции в геном мыши экзоген
ной последовательности. Скорее всего, интеграция 
произошла вблизи генов, отвечающих за ранние 
этапы развития зародыша, и это влияет на регуля
цию их экспрессии, что в свою очередь приводит к 
негативным последствиям на этапе раннего разви
тия (повышенная эмбриональная гибель) или в 
онтогенезе. 

Вагнер и соавт. [15] считают, что среди вто
ричных эффектов встраивания чужеродных после
довательностей может быть нарушение метаболиз
ма и дифференцировки некоторых типов клеток, 
вследствие чего происходит индукция опухолей. 
Дополняя это предположение, необходимо отме
тить, что встраивание чужеродных последователь

ностей в геном мышей вызывает, вероятнее всего, 
существенную дестабилизацию части генома. Это 
приводит к возникновению генетических эффек
тов, которые мы и наблюдали у трансгенных мы
шей в наших экспериментах. 

Дестабилизация генома подтверждена рядом 
авторов, исследовавших трансгены и фланкирую
щие их последовательности. Показано, что в сай
тах интеграции трансгеномов происходят значи
тельные перестройки структуры ДНК, отражающи
еся на функционировании всего генома [11, 13]. 

В нашем случае при микроинъецировании эк
зогенной ДНК в одноклеточные зародыши линей
ных мышей ICR взаимодействие геномов провируса 
саркомы Рауса птиц и мыши на ранних этапах 
эмбрионального развития и дифференцировки при
водит, скорее всего, к селективной элиминации 
последовательностей вирусного генома и сущест
венной модификации интегрированного трансгено
ма. В некоторых случаях обнаруживаются стабиль
ные автономные рекомбинантные трансгеномы, ис
следованию структуры которых посвящено 
следущее сообщение. 
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Модифікація структури Д Н К плазміди pATV8 у трансгенних 
мишей. 1. Дослідження структури інтегрованого трансгеному і 
біологічні ефекти трансгеиозу 

Резюме 

Взаємодія провірусної ДНК вірусу саркоми Рауса птахів з 
геномом миші при трансгенозі призводить до суттєвої мо
дифікації векторної молекули. Виявлено дві форми існування 
стабільних генетичних Структур на основі трансгеному: кіль
цева, екстрахромосомна ДНК і ДНК, інтегрована у геном 
миші. У випадку інтеграції трансгеному відмічено повну втра
ту послідовностей провірусної ДНК та частини структури 
бактеріальної векторної плазміди. Показано, що наявність 
екзогенної ДНК у клітинах трансгенних мишей суттєво 
впливає на. функціонування, геному реципієнта, що характери
зується підвищеною частотою пухлиноу творення, зниженням 
плодовитості. Індуковані трансгеномом генетичні і фізіо
логічні зміни є результатом його безпосередньої взаємодії з 
генетичним матеріалом клітин багатоклітинного організму 
та свідчать про структурно-функціональну дестабілізацію 
геному миші 

L. I. Cliashchina, A. I. Petrenko, І. N. Vagina, К. V. Krysan, 
A. P. Solomko 

Structure rearrangement of plasmid pATV8 in transgenic mice. 
1. Study of structure of the integrated transgenome and 
biological effects of transgenosis 

Summary 

Interactions of avian Ram sarcoma proviral DNA with mouse 
genome during transgenesis lead to significant modifications of the 
vector molecule. Two stable genetic structures derived from trans-
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genome were discovered: extrachromosomal circle DNA and DNA, 
integrated into mouse genome. In the integrated DNA there was a 
complete loss of proviral DNA sequences and a partial deletion of 
bacterial vector plus mid. The presence of exogenic DNA in trans
genic mice cells had a profound influence on the function of their 
genome, characterized by the increase in tumorigenity and the 
decrease of fertility. Genetical and physiological changes induced by 
the transgenome are the consequence of its interactions with the 
mice genome. Our results indicate that the trans gene caused the 
structural and functional destabil.iza.tion of mouse genome. 
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