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Восвобождеиие генетического материала в околоклеточную среду 
имеет место в различных тканях. Источником экзогенного генетичес
кого материала, в частности, служат клетки лимфоидного ряда, коли
чество которых в тканях в 40 раз превышает их число в крови, клетки 
костного мозга и периферической крови, тканевые макрофаги. В орта 
иизме взрослого человека в костном мозге ежедневно продуцируете:։ 
2ХЮ11 клеток эритроцитов в результате дифференцировки такого же 
количества ортохромных и нормобластов в ретикулоциты, сопровож
дающейся кариорексисом и выталкиванием ядерного и другого нуклео
протеидного материала в околоклеточную среду костного мозга.

Данные, полученные нами (’ л), показали, что взаимодействие 
полимеров ДНК. РНК, ДНК-протеидных комплексов с плазматнче- 
кой мембраной нейрональной клетки, клеток костного мозга, нейтро
филов, фибробластов индуцирует в клетке прежде всего мембранные 
эффекты: повышение уровня цАМФ, входа экстрацеллюлярного Са2՜. 
а в случае двунитевых РНК и повышение в клегке уровня 2 -5-олигэ- 
аденилата. Повышение уровня ионов Са2՜ сопровождается активацией 
фосфолипазы Аг и накоплением в мембране клетки лнзолецнтинов i 
ненасыщенных жирных кислот (2~ ՛) Индуцированные в плазмати
ческой мембране клетки изменения подготавливают процесс интерн >- 
лизации ДНК, РНК в клетку на фоне относительно высокого уровня 
фосфорилирования компонентов плазматической мембраны и повыш - 
ния подвижности в фосфолипидном бислое мембран. Одновременно в 
экспериментах in vitro нами (5), а затем >1 другими (“) было показано, 
что реконструированные нуклеопротеидные комплексы биологически 
активны в ДНК-опосредованной трансформации клеток млекопитаю
щих.

Очевидно, что иуклеосомная упаковка ДНК в хроматине мож т 
рассматриваться как одна из возможных структур, способная пенни 
чить перенос ДНК через плазматическую мембрану в процессе с< ре\ 
тилизации in vivo, и может быть использована для получения доказ i 
тельства возможности ДНК-опосредованной трансформации клеток 
костного мозга в условиях in vivo.

Клетки костного мозга получали or мышей линии С 311 и 
Мс-Соу-5А с 15%-ной сывороткой теленка, содержащей гепарин. 1С 
клеток в 1 мл среды инкубировали с ИВЧ, реконструированными - 



клеосомами, Са-преципнтатом ДНК, которые добавляли прямо в среЛу 
из расчета 10 мкг [Н3] ДНК (12000 и.мп мин/мкг) на 10? клеток. Че
рез 2, 4. 6 и 24 ч инкубации клетки обрабатывали ДНКазой 50 мкг/мл 
30 мин 37СС, дважды промывали раствором «РВ5». Субклеточные 
фракции клеток костного мозга выделяли по методу, описанному в ра
боте (7). распределение [3Н] ДНК з субклеточных фракциях изме
ряли в сцинтилляторе в радиосчетчикс ИЬ-ЗО (Франция).

Реконструирование нуклеосом в присутствии набора гистонов и 
полн-а-глютаминовой кислоты подробно описано в нашем предыдущем 
иследовании (5) и в работе (8).

Выделение ДНК плазмиды РВ1?Л22 (к, Рхг-фрагмента гена гк 
Н8\'-1. «Ник»-трансляцию, реконструирование искусственных виру
соподобных частиц, гибридизацию на нитроцеллюлозных фильтрах, 
определение активности тимидинкипазы (1кН5У-1) проводили как 
описано в работе (9). Инкубационная среда для определения активнос
ти (к Н8У-1 содержала 0.5 мМ [”С] б Суб, 5мМ АТР, 0,3.мМ 
тетрагидроуридина. 25мМ К’аР.

Активность (к Н8\’-1 выражали в наномолях б Суб, фосфорили
рованного 2X106 кд. в течение 1 ч. ДНК в составе комплексов .метили 
акридиновым оранжевым и степень фагоцитоза определяли в люмине
сцентном микроскопе Люмам Р—2.

Степень фагоцитоза Са-преципнгата ДНК. ДНК-лротеидных комп
лексов клетками костного мозга оценивали в процентах по числу фа
гоцитирующих клеток и по количеству фагоцитированных частиц ча 
одну клетку (фагоцитарный индекс).

На электронной микрофотографии (рисунок) показана реконст
рукция нуклеосомоподобных комплексов ДНК РВР322 1к. Глобуляр-

Электронная микрофотография реконструирован
ной в нуклеосомоподобные комплексы молекул 

ДНК РВР? 322 (к. Ув. 200X10’

иые частицы, обнаруживаемые вдоль молекулы ДНК, морфологически 
близки к нуклеосомам, обнаруживаемым при электронной микроскопии 
хроматина. Формирование нуклеосом в условиях нашего эксперимента 
нами подтверждено ранее также данными по нуклеазному расщепле
нию полученных комплексов (5), 
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В табл. I приведены данные, позволяющие оценить 
тернализации Са-преципитата ДНК и ДНК-протеидных 
клетки костного мозга.

процесс ин- 
комплексов в

Фагоцитоз клетками Таблица I 
костною мозга ДНК-протеидных комплексов

ДНК

Фагоцитоэ. % Фаюцнтарный индекс

________  Время инкуба ;ин. ч
2 I 4 I 6 ' | 2 [-----------4------

а-прецнпитат ДНК 10

,Н К-протеидный 
омплекс 25

31

92

Существенное повышение степени фагоцитоза ДНК-протеидных 
комплексов относительно Са-лреципитата отмечается для всех нзучеи- 
шх интервалов времени, одновременно выше и фагоцитарный индекс. 
1олученныи результат указывает на то, что реконструированные ну- 
слеосомные комплексы биологически активны и более эффективно, чем 
ккусственные Са2՛-комплексы ДНК, преодолевают барьер плазм 1- 
гической мембраны клеток костного мозга.

В следующей серии экспериментов было изучено внутриклеточное 
распределение экзогенной ДНК, интсрнализованной в клетки в со: 
гаве Са-ДНК и ДНК-протендного комплекса. Данные, приведенные в 
габл. 2, показывают, что нуклеосомоподобная упаковка ДНК облег
ает преодоление барьера как плазматической, так и ядерной мембра
на; возможно, что в силу своей нуклеофильности обеспечивает относи- 
ельно быструю миграцию комплекса из цитоплазмы в ядро.

Таблица 2
Внутриклеточное распределение ДНК. ннтерналнзонанной в клетках 

костного мозга в составе Са-прсцнпитатз и ДНК-протендного комплекса 
(процент радиоактивности) 

Са-прецнпигат ДНК ДНК-про еидный комплекс

убклеточные частицы ____________ Время инкубации, ч____________________
о I 2 I 4 | о I 2 I 4

ыаэматнческая мем- 
рана 
1»топлаэма 
дро
нкубационная среда

46
45 
8

35
47
12

83
8
2
1

64
18
10
10

32 
9

II
48

О функциональной активности гена 1кН5\'-1 в ДНК плазмиды 
’ВК 322(к, ннтернализованной в клетки костного мозга п виде нук- 
еопротеидного комплекса, свидетельствовала индукция траизпгорнои 
ктивности вирусной (Н5У-1) 1к в клетках.

ДНК в виде Са-преципитата, реконструированных вирусоподоб 
ых частиц (ИВЧ) и ДНК-протеидных комплексов, вводилась в коли



честно 50 мкг в просвет бедренных костей мышей, через 48 ч в выде
ленных клетках костного мозга определяли активность тимидинкинаш 
(см. методы) по фосфорилированию [”С]-дезоксицитидина (табл. 3).

Таблица 3
Тимидннкпназная активность п трансформированных клетках костного мозга

ДНК Активность ։к (в наномолях*)
|։*С)<1Сб, фосфорилированного 

4X10* кл/час.

ивч
Са-прецнпнтат ДНК 
ДНК-пррентный комплекс 
Контроль (ДНК)

0-89
0.14
0,32

Не определяется

’ Средняя из результатов трех экспериментов.

Перенос гена (к в составе ДНК РВР3221к, интернализованнон в 
клетки костного мозга в виде нуклеопротеидного комплекса, обеспе
чивала через 48 ч достаточно выраженный транзиторный синтез фер
мента (к Н5\;-1, обнаруживаемого реакцией фосфорилирования де
зоксицитидина, специфичной для (к вирусного (Н8У-1) происхожде
ния. ъ .

Активность (к, индуцированная в клетках костного мозга ИВЧ. 
содержащими ген (к, была в 7 и 3 раз*, выше, чем от применения Са- 
иреципитата ДНК РВР322(к и ДНК-протеидного комплекса, соот
ветственно.

Через 48 ч после инъекции в полость бедренных костей ДНК-про- 
теидных комплексов (Ре 11-фрагмент) в ДНК ядер клеток костного 
мозга, после расщепления ДНК эндонуклеазами и разделения полу
ченных фрагментов в агарозном геле, методом гибридизации на нитро
целлюлозных фильтрах были выявлены интактные гены 1к Н5\М.

Полученный результат свидетельствует в пользу того, что ДНК- 
протеидный материал, восвобождаемый в околоклеточную среду кост
ного мозга, может проникать в клетки костного мозга, достигать ядра 
и некоторое время сохраняться в клетке в интактном виде и функцио
нировать; при этом можно полагать, что транзиторная экспрессия ге
нов может избирательно контролироваться клеточными регуляторами 
процессов транскрипции и трансляции в зависимости от функциональ
ного состояния трансформируемой клетки 
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