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ОБНАРУЖЕНИЕ РНК ИНТРАЦИСТЕРНАЛЬНЫХ А-ЧАСТИЦ 
В СОСТАВЕ ПОЛИСОМНОЙ ПОЛИ(А)+РНК ПЕЧЕНИ КРЫС 

О. А. Куприянова, Н. П. Корохов, В. П. Томсонс, Е. В. Киселева, 
С. Н. Вишнивецкий, Н. Б. Христолюбова, Н. П. Мертвецов, Р. И. Салганик 

Интрацистернальные Α-частицы (ИАЧ) представляют .собой ретровирусоподобиые 
структуры, которые были обнаружены в цистернах эндоплазматического ретикулума 
в клетках опухолей и эмбрионов животных ранних стадий развития [1]. В последние 
годы ИАЧ выявлены также в тканях взрослых животных [2—4]. В составе таких час-
тиц идентифицирована полиаденилированная РНК и обратная транскриптаза [5, 6]. 
Эти непатогенные и неинфекционные частицы относят к эндогенным рстровирусам 
позвоночных [1]. 

В хромосомах мышей, хомячков, крыс обнаружены нуклеотидные последователь-
ности ДНК, комплементарные РНК ИАЧ, число которых составляет от нескольких со-
тен до нескольких тысяч копий на гаплоидный геном [7]. 

Показано, что интеграция генов ИАЧ в разные участки генома млекопитающих 
изменяет уровень транскрипции находящихся по-соседству с ними генов [8—10]. Эти 
данные указывают на то, что ИАЧ выполняют функции эндогенных инсерционных му-
тагенов. По-видимому, ИАЧ, как и иные мобильные генетические элементы, могут слу-
жить факторами эволюции, обеспечивающими 
рекомбинационные процессы в геноме, которые 
ведут к существенным изменениям признаков 
вида. Представлялось вероятным, что наряду 
с этим ИАЧ выполняют и какие-то иные фи-
зиологические функции, например обеспече-
ние клеток обратной транскриптазой для амп-
лификации генов в условиях интенсивной 
транскрипции их. 

В настоящей работе поли(А)+РНК ИАЧ 
впервые обнаружена в составе полисом клеток 
печени крыс. Эти данные указывают на то, что 
в тканях взрослых животных происходит 
трансляция поли(А)+РНК ИАЧ, кодируемой 
генами этих частиц. 

Рис. 1. Распределение эндогенной РНК-зависи-
мой ДНК-полимеразной активности (а) и РНК 
ИАЧ (б) микросомального осадка печени крыс 
в градиенте плотности сахарозы. Аликвоты 
РНК фракций сахарозного градиента гибриди-
зовали с 3 2 Р-ДНК ИАЧ мышей 
Fig. 1. Distribution of endogenous RNA-depen-
dent DNA-polymerase activity (a) and IAP 
RNA (6) of rat liver microsomal pellet in the 
sucrose density gradient. Aliquotes of RNA 
from the sucrose gradient fractions were pro-
bed with 3 2P-IAP DNA of mice 

В опытах использовали крыс линии Вистар весом 120—150 г. Постмитохондриаль-
ный супернатант гомогената печени [11] центрифугировали при 165 ООО g (4 °С, 
60 мин), и осадок наслаивали на линейный градиент сахарозы (20—50 %). После цент-
рифугирования при 165 000 <у (4 °С, 18 ч, ротор WS 50,1, «Весктап», США) собирали 
фракции по 150—200 мкл и исследовали РНК-зависимую ДНК-полимеразную актив-
ность на эндогенных матрицах в присутствии актиномицина Д [12]. Из тех же фрак-
ций градиента выделяли РНК по [13] и гибридизовали их с 3 2Р-ДНК ИАЧ мышей, как 
описано в [4]. В качестве зонда использовали провирусную ДНК ИАЧ мышей. Плаз-
мида pBR322 с интегрированным BamHI-EсоіRI-фрагментом ИАЧ длиной 2200 пар 
нуклеотидов клона М т 2 2 [14] была получена от Д. А. Крамерова (Ин-т молекуляр. 
биологии АН СССР, Москва). Поли(А)+РНК выделяли с помощью аффинной хрома-
тографии на поли(и)-сефарозе 4В из полисом, которые осаждали из постмитохондри-
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Рис. 2. Электронная микроскопия донных фракций сахарозного градиента: а — Х50 ООО; 
б — X 1 0 0 ООО 
Fig. 2. Electron microscopy of the bottom sucrose gradient fractions: a — X50 ООО, б — 
XI00 000 

альмой фракции 0,1 Μ MgCl2, либо ультрацентрифугированием постмитохондриальной 
фракции в градиенте 0,5—1,8 Μ сахарозы [15]. Чистоту препаратов поли(А)+мРНК 
контролировали спектрофотометрически и электрофорезом в 1 %-ном агарозном ге-
ле [16]. Была продемонстрирована матричная активность выделенной суммарной по-
ли (А) + мРНК в бесклеточной белокеинтезирующей системе [17]. 

Как видно из рис. 1, пик РНК-зависимой ДНК-полимсразной активности прихо-
дится на область с плотностью 1,16—1,18 г/см3. Дот-гибридизация РНК фракций этого 
градиента с 3 2 Р-ДШ\ ИАЧ мышей позволила обнаружить РНК, гомологичную Д Н К 
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ИАЧ, в этой области, но в значительно большем количестве в донных фракциях гра-
диента, где полимеразная активность отсутствовала (рис. 1). 

Электронная микроскопия позитивно контрастированного материала донной фрак-
ции сахарозного градиента выявила в них отсутствие ИАЧ, однако в этой фракции бы-
ли обнаружены полисомы (рис. 2). Поли (А) +мРНК, выделенная из полученных препа-
ративно полисом печени крыс, гибридизовалась с 3 2Р-ДНК ИАЧ мышей и практически 
не гибридизовалась с рРНК из печени крыс, взятой в качестве контроля (рис. 3). 

Полученные результаты однозначно указывают на наличие РНК ретровирусопо-
добных ИАЧ в полисомах нормальной печени крыс, что предполагает трансляцию РНК 

Рис. 3. Дот-гибридизация поли(А)+мРНК из полисом печени крыс с 
3 2Р-ДНК ИАЧ мышей: полисомы осаждали 0,1 Μ MgCl2 ( / ) ; полисомы 
из градиента 0,5—1,8 Μ сахарозы (2); контроль — рРНК (3) 
Fig. 3. Dot-hybridization of poly(A)+mRNA from the rat liver polysomes 
with 3 2P-IAP DNA of mice: polysomes obtained by 0.1 Μ MgCl2 pre-
cipitation ( / ) ; polysomes obtained by 0.5-1.8 Μ sucrose gradient centri-
fligation (2); control — rRNA (5) 

этих частиц. Если данная РНК действительно транслируется, то обнаруженная нами 
ранее в печени крыс свободная, не связанная с вирионами, обратная транскриптаза 
[12] может быть продуктом трансляции полисомной РНК эндогенных ретровирусов, 
таких, например, как ИАЧ. 

DETECTION OF INTRACISTERNAL A-PARTICLES RNA 
IN THE POLYSOMAL POLY(A)+RNA OF THE RAT LIVER 

O. A. Kupriyanova, N. P. Korokhov, V. P. Tomsons, Ε. V. Kiseleua, S. N. Vishnivetsky, 
N. B. Khristolyubova, N. P. Mertvetsov, R. /. Salganik 
Institute of Cytology and Genetics; 
Institute of Bioorganic Chemistry, Siberian Branch 
of the Academy of Sciences of the USSR, Novosibirsk 

S u m m a r y 

The transcription of the proviral genes of intracisternal Α-particles (IAP) has been pre-
viously revealed in the rat liver. Poly (A) +RNA-particles are shown to be a part of the 
polysomal rnRNA in the rat liver, that permits supposing on translation of RNA of these 
particles in the adult animal liver. 
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ДИМЕРИЗАЦИЯ Ecodam-метилазы, 
ИНДУЦИРОВАННАЯ ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫМ СУБСТРАТОМ 

Н. И. Речкунова, В. В. Зиновьев, Э. Г. Малыгин, Ю. А. Горбунов, 
С. Г. Попов, В. Ф. Нестеренко, Я. И. Бурьянов 

Введение. При исследовании взаимодействия Ecodam-метилазы (К.Ф.2.1.1) с синтети-
ческими олигпнуклеотидными субстратами, содержащими различные дефекты в струк-
туре участка узнавания, было показано, что взаимодействие фермента с субстратом 
происходило эффективно только в тех случаях, когда в обеих цепях участка узнавания 
сохранялись GA-последовательности [1]. Эти данные позволили предположить, что 
фермент-субстратный комплекс обладает симметрией второго порядка. Поскольку из-
вестно, что Ecodam-метилаза является мономерным белком [2], и ее первичная после-
довательность не содержит еколь-либо значимых гомологии [3], возникло предположе-
ние, что фермент способен образовывать симметричные олигомерные структуры в при-
сутствии субстрата. При изучении комплексообразования Ecodam-метилазы с синтети-
ческими олигонуклеотидами в растворе методом малоуглового рентгеновского рассея-
ния наилучшее соответствие между экспериментальными и расчетными данными было 
получено для модели, учитывающей взаимодействие двух молекул фермента с молеку-
лой субстрата [4]. 

В настоящей работе методами гель-фильтрации и ультрацентрифугирования в гра-
диенте плотности сахарозы показано увеличение молекулярной массы фермента в при-
сутствии субстрата на величину, большую молекулярной массы субстрата. 

Материалы и методы. Ecodam-метилазу выделяли, как описано в [5]. Олигонуклсо-
тиды синтезировали по триэфирному методу [6]. Ультрацентрифугирование проводили 
в линейном градиенте плотности сахарозы 10—30 % [2]. Раствор сахарозы готовили в 
буфере А (20 мМ К-фосфат, рН 7,5, 10 мМ ЭДТА, 2 мМ ДТТ) с добавлением NaCl и 
олигонуклеотидов до определенной концентрации. На градиент наслаивали 0,5 нмоль 
Ecodam-метилазы в объеме 100 мкл. После центрифугирования градиент раскапывали 
на фракции по 100 мкл и определяли активность фермента в каждой фракции. Для 
этого отбирали аликвоты (20 мкл) и добавляли в каждую по 6 мкг ДНК спермы ло-
сося и 60 пмоль 3H-AdoMet. Смесь инкубировали 1 ч при 37 °С, дальнейшие процедуры 
проводили, как описано ранее [1]. Молекулярную массу фермента определяли по ме-
тоду [7]. Положение маркерных белков в градиенте после центрифугирования опреде-
ляли по оптической плотности при 280 нм, измерения выполняли на микроспектрофото-
метре «Обь». Гель-фильтрацию проводили на колонке ( / = 1 0 см, ύί —0,3 см) с сефакри-
лом S-200 [8]. 
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