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СПЕЦИФИЧЕСКАЯ РЕЦЕПЦИЯ МОЛЕКУЛ ДНК И 
ДВУСПИРАЛЬНОИ РНК НА ПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ

МЕМБРАНЕ КЛЕТОК ПЕЧЕНИ

Р. А. ЗЛХЛРЯН. В А ОНСЕПЯН. А. Г. АРАКЕЛЯН

Институт з>копср5гмен'1 альной биологии АН АрмС-СР, Ереван

Методом аффинной хроматографии выделены и идентифицированы 1НК- и 
РНК-свядынаюшне белки плазматической мембраны печени крыс; показ.-, 
по, что взаимодействие ДНК и РНК с клетками печени высокоепецифкч- 
но и что трансмембранный перенос молекул ДНК в клетки печени проис
ходит е составе клатрнк-содержаших зндопнтарных везикул.

W աքին քրոմատոգրաֆիայի եղանակով անջատվեք ե Д հայտ 1՚ն /՛հրվեք սւ»<֊ 
նետնհրի (քար՚/ի սքքԱքհմւստիկ թաղանթներում ԴՆմ- ե ՌնԸ՚-կապոդ սպիտակուր- 
ibppt Տօւյր/ է արվեք, որ ԴնԹ-ի և ՌՆՒ-ի փ ո խազղհ ցովէյունր քքո՚րքի 
հես ոճյի բարձր սպեցիֆիկուք1{ոէն ե որ ԴՆԲ՚-ft ու ՌՆթ-ի մ ոչնկու (ներ/ւ ւքիքթւ՛- 
ղանրային փոխագրում ր [քո/բղի բջիջներում կատարվում Լ 1/քւ։)քոր{ւն-ս/արունա • 
1/»ղ ներբջջային վեղիկուլների կազմում՛

Both DNA- and RNA-blndlng proleins of rat liver piasmati. membrane 
have been Isolated and identified using affinity [chromatography reelin-. 
que.lt has been shown that DNA and RNA interactions with liver cells 
are highly specific, and DNA R.NA transmembrane transfer In liver cells 
takes place due to clatnne-coniaining endocytes vcsiculfs.

Мембрана—ДНК- а РНК- 'НЯаыаающп՛.՝ иеллш- клатрмн

Перенос молекул ДНК через плазматичсску ю мембрану обеспечивает 
процесс генетической трансформации.

Молекулы ДПК, РНК успешно пересекаюi клеточную мембрану,и 
Нрднзигориая экспрессия введенного генетического материала •՛--ж 
..'лгигать 10% от числа обработанных клеток [9. 11]. Получены дан
ные. свидетельствующие об участии ДНК и РНК-связываюшиХ белков 
плазматических мембран клеток как про՝, так и эукариот в процессе 
:раисмсмбранного переноса ДНК и РНК [2—4. б. 7].

Целью работы было показать, что взаимодействие ДНК и РНК е 
клетками печени высокоспецифично я трансмембранный переши моле- 
кул ДНК и РНК н клетках печени происходит в составе клатри.н-.содср- 
жэщнх эндоцитарных везикул.

Материал и методики .Манипуляции с животными проводили под наркозом 0.5%- 
иим нембуталом из расчета 10/мкл/г веса. В экспериментах были псяользованы хри 
4Я линии Вистар и белые мыши. Клетки печени препарнроза.п։ из срезов в баланс:։- 
JOMKBOM солевом растворе Хеикса, содержащем 0.05%-tryro коллагеназу, по описан- 
пг>«у методу [8]. Взаимодействие нуклеиновых кислот с клетками печей.: п •_՝, гпеп 

րս։ осуществлялось в сбалансированном растворе Хэнкса и присутствии 5 м.Д CaC.l.j, 
МмМ HEPES (pFI 7,1) при 4Ղ В экспериментах использовано 10՜ клеток. Пла rar.i- 
пеккэ мембраны клеток иеченн крыс получали по 1г»вестиому методу |1]

I Сокращения: РН реконструиронанные нуклеосомы
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Испольозвалн ДНК печени крыс с М. н 20.10$ Дальтон я активностью 8. КИнмг I 
ап1н,?мкг ДНК н РНК-вызывающис белки из плазматических мембран клеток яе* | 
нн получали методом аффинной хроматографии на колонке сефарозы 4В с имиобтл 
зоианными ДНК и РНК.

Солюбилизацию мембр»дных белков проводили в присутствии тритона Х-100. сс# 
пик я 0,01 Д’, три; -НС1 буфере (pH 7,2), 100 мМ ЯаС1; сорбированные белки элюа?й 
вал.. 6.5 М \а('1 в 0,01 М трнс-НС! буфере (pH 7,2). Полученные образцы белков йд»1 

тифи;.провали электрофорезом и 7—10%-ном ПААГ.
Плазмндиую ДНК рВИ 322 реконструировали н нуклеосомы после предварикд- 

ни.-* мжирования ДНК 5-1 нуклеазой [12]. Процесс интернализации ДНК рВИЗД 
реконструированной в нуклеосомы, в клетках печени мыши изучали в условиях 1п Тав 
через 45 мии после ннутрнненн&го введения 100 мкг ДНК в составе РН из печени мы
ши были выделены ДНК содержашне эндоцитарные везикулы по методу, оптантом» 
[12]. везикулы были лроаналннзрованы на содержание белка клатрина [14], ннип- 
ной молекулы ДНК Для гибридизации использована меченая ДНК рВЙ322 со 
пифической активностью 10* ими/мии на I мкг ДНК. .Электрофорез ДНК прояолщ 
в 0.0% -ном агарозном геле.

Результаты и обсуждение. Чтобы определить, насколько специфик 
по взаимодействие ДНК я РН К [13] с плазматической мембраной кле
ток печени, мы изучали процесс сорбин» ДНК и деРНК. на клетках м- 
чени в суспензии.

На рис. I приведены кривые насыщения связывания молекул ДНК 
и РНК с поверхностной мембраной клеток печени.

30 ТОО 750 2X1 250 300 3S0 ХЯ

ДНК <5гхг/мл>

Рис. 1.

дс-РН/viu :՛ ''՛■■'՝

Рис. 2.
З’пе I Снизывание ['•“’С] ДНК с клетками печени (10-7 клеток). На оси 
ординат -кол и честно связавшихся молекул ДНК в мкг. на оси абсцисс— 

количество добавленной ДНК в мкг/мл.
Рис. 2. Связывание [ЗН] деРНК с клетками печени (10-7 клеток}). На осн 
ординат количество связавшихся молекул деРНК в мкг. на кв абсцисс— 

количество добавленной РНК в мкг/,мл.

Ktl для ДПК и ..сРНК составил около 2,03X10 1 и 10 8М соотвд 
■■ ՝i пенно. Присутствие «холодной» РНК или ДНК не влияло на связи 
ванне соответственно [GiJJ ДНК или |Ч1] РНК (рис. 2).

Предварительная обработка клеток печени трипсином (150 мк:'«л 
пр.֊՛.тнчески полностью снимала ДНК и дс-РНК-связывающую сносов 
н ь клеток печени; обработка ДНКазой (100 мкг/мл и РНКззи 
(50 мгл-мл) не влияла на сорбцию ДНК и РНК на клетках. Получении 
данные свидетельствуют, что фактор связывания на поверхности клето 
։редитавлен белками и взаимодействие молекул ДНК и РНК с б<՝лк- 

мл плазматической мембраны специфично.
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ВКЛЕПКА

(к Р А. Захзояяа II др.>.

Рис. Ч. а) Гель-электрофоре и 7‘Уним Г1ААГ белкой элюированных 0.5 .4 
х':ч(,’| С колонки . 1НК.-1С1}>и[:г'.<и -18 1.лепа направо: I -белки нлазматн- 

е-.-хоЦ мембраны к егок печени. < маркеры. I (НК-гяязывающяеся 
белки. б| Гель-электрофорез и 7 н-ногг 1!А\1 белков, элюированных 0.5 М 
ХаГ. <■ км.чнки Р1П<-сефй:-мза '«В Слепа направо- I '..Р11К-гвя.шва 

ющисся белки. 2, 3. I -маркеры.

а (Г . • ---и
Ги- I а> Гель-электрофоре-# а 7 л ном 11ААГ белков эндгщитарны.х везикул 
содержащих ДНК выдеденнук пл печени крыс через 45 мин после внутри 
веши./ иньскпи- 100 м.-л ДНК рВР322 в сметане РН I белки мембраны 

М.И.МХК» н <10x103, 2 -белки клатрни-Содержащих везикул, изо ли- 
риваинлх и.- асчснн крас (см в тексте); 3 бел.кн-.мяркеры е -'к н..48ХЮ5 । 
3«ХЮ:< б| Иде!-тнфикг<цня экзогенной ДПК рВК322 в клатэнн-сидержа- 
щнх эилонитарних везикулах, выделенных из печени крысы ДНК фрак
ционировали в 0.6 л!-ном агарозном геле, переносили на нитроцеллюлозные 
филш и.1 ш- ''..тудерну и 1нбрн зоныпали Р*Р] ШК рВК322 лева 
ДНК рВР322. изолированна։' и» нсзикул. справа маркер, супсрспирзли 

эованная форма молекулы ДНК рВР322



Далее был проведен анализ белков плазматической мембраны кле
ток печени, избирательно снизывающихся с ДНК или дсРПК- Солю- 
билизованная в присутслвин Тритона X 100 очищенная фракция плаз
матических мембран клеток печени была сорбирована на деРНК или 
ДНК. иммобилизованных на сефарозе -4В [10].

Гель-электрофорез сорбированных белков, эллюированныч 0.5М 
ХаС1, показал, что с молекулами ДНК связывался в основном белок 
с М. в. около 35 kd. с молекулами деРНК в основном белки с М.в. 
52֊ 48 kd (рис. За. б, см. вклейку).

С целью выяснения возможней роли клатрин-содержащих энлоцн- 
гарйых везикул н процессе трансмембранного переноса и интернализа
ции молекул ДНК в клетки печени мы изолировали клатрин-содержа- 
щис везикулы из клеток печени через 45 мин после внутривенной инъ
екций 100 мкг ДНК, в составе РН

Гель-электрофорез белков выделенных эвдопнтарных везикул по
казал, что они содержат белок клатрии с М. в. 180X1.0® и 33—36X10® 
Дальтон, а также белки с М.в. около 110X10» и 50—55X10® Дальтон 
(рис. 4 а, см. вклейку).

Вместе с тем к составе выделенных клатрин-содержащих эндоци- 
тарных везикул методом гибридизации е [®2Р] ДНК pBR322 [15] бы
ли идентифицированы интактные молекулы ДНК pBR322.

Полученные данные доказывают, что трансмембранный перенос 
ДНК и дёРНК в клетки млекопитающих может осуществляться но ме
ханизму рецептор-обусловленного эндоцитоза.

Ранее нами было показано, что молекулы РНК и ДНК. взаимо
действуя с плазматической мембраной клетки, индуцируют трансмем
бранный сигнал, сопровождающийся поступлением в клетку Са2՜’ с по
следующей активацией фосфолипазы Аз. накоплением в мембране ли
зоформ фосфолипидов и ненасыщенных жирных кислот и повышением 
подвижности в липидном бислое мембраны [10, 15].

Очевидно, что индуцированные изменения способствуют кластери
зации на поверхности клетки пол инуклеотид-связывающих белков, ксп- 
инрованию лиганда-пол и ну клеот нда на плазматической мембране и, в- 
конечном итоге, формированию клатрин-содержащих эндоцнтарных ве
зикул.
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БИОАКУСТИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ОЗЕРНЫХ ЛЯГУШЕК 
(RAN/OA/::RANA RZDJtiU.N'DA) В АРМЕНИИ

КАК ВКЛАД В ИЗУЧЕНИЕ РАСПРОСТРАНЕНИЯ 
ВОСТОЧНОЙ ФОРМЫ

ГЛ НС IUHEHJIEP*, 3. М. ЕГИАЗАРЯН 

’Боннским университет. ФРГ.
Ереванский государственный университет, кафедра зоологии

На основании результатов биоакустических исследований делается вывод, 
чти лягушка R. ridibunda, обитающая в Армении, принадлежит к восточ
ной форме, которая распространена по всей Малон Азии.

Կենսււոսկ/ւսւտիկական ոաումնասիրությունների արդյունքների հիման վրա եզ՝ 
րսւկարություն Լ արվում, որ Հայաստանում րնակվորյ R. Г idiblltlda դորտր 
պատկանում Հ ուրեք, յյան տիպին, որր տարածված Լ Փոքր Ասիայոլմ г

Խւ .1 lake near Yerevan ca 1200 ո։ above sea level the lake frogs were In 
the main spawning phase during the second half oi April. At the same 
time they were only in the prespawning phase In Lake Sevan which is 
about 1900 m above sea level. Mating calls were recorded in the range 
iroin 13 to 24.6t waler temperature. Many call parameters are correlated 
with temperature. According t;> ihe structure of the mating calls ihc lake 
irog:- in Armenia represent the eastern form which has already been found 
in Israel, western Turkey and in the delta oi the Nile- However, there 
are differences demonstrating that the lake (cogs in Armenia are more 
closely related to the lake frogs in western Turkey than to th se In 
Israel and ihe Nile delta.

Фауна Армении- лягушка озерная Rana ridibunda—биоакус гические параметры.

Результаты недавно проведенных биоакустических исследований Rana 
ridibuada свидетельствуют о том, что лягушки, которые до сих пор от-

' лнректор Института зоологии, профессор,
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