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Ранее нами (' Д, а затем и другими авторами (^-ь) было пока­
зано, что рецег ция нуклеиновых кислот, в том числе и двуспнральных 
1 олигонуклеотидов на плазматической мембране клеток млеколи- 
тающ։ х в определенной мере специфична, обусловлена взаимодейст­
вием с пр теингми и но своим характеристикам аналогична взаимо­
действию лиганд—рецептор.

Одновременно нами же было показано (9), что интерферонпндуциру- 
ющая активность деРНК в комплексе с Са2՜ (in vitro и in vivo) 
возрастает в 1 — 5 раз и Са-дсРНК обладает более высокой антивирус­
ной активностью, что позднее было подтверждено в работе (|0).

В даньсм исследовании показано, что комплексы Са2г-дсРНК и 
Са2+ДНК связываются с теми же участками на поверхности плазмати­
ческой м» ’бравы, что и деРНК и ДПК. соответственно, и что транс­
мембранный перенос молекул нуклеиновых кислот осуществляется 
совместно со специфическим рецептором в составе эндомитарной клаг- 
ринсодержащен везикулы.

В экспериментах использованы: [3Н]дсРНК--6,5Х 103имп/мкг/мин, 
дрожжевая киллсрная РНК с мол. массой 1,6 МД (Ин-т вирусологии 
нм. Д. Ивановского АМН СССР); [НС] ДНК тимуса теленка 8х 
!04имп/мкг/мин.; поли dA. ноли (IT; поли гА. поли гУ: поли (1Ц. поли 
( И; поли гИ. поли гЦ [3Н] полинуклеотиды с активностью около 6.1 X 
’.О3имп/мин/мкг были получены в тритиевой воде с У. Л. 5 Кю/мл.

Кальипевые комплексы полинуклеотидов получали нх инкубацией 
в среде МЕМ в присутствии 25мМ СаСЬ при 37'С в течение 2 ч.

Получение антител к белкам 35 КД и 54 КД и 60 КД. По 300 мк 
очищенного белка в 1 мл PRS интенсивно смешивали с ’ мл полном՝ 
адъюванта Фройнда («Difeo») до получения гомогенной эмульсин 
По 0,05 мл полученной эмульсии вводили подкожно кроликам в 40 
уколов по поверхности спины и ланок. Эт) процедур} hmm}hii..hi 
повторяли дважды через каждые две недели. К концу двух недель <■: 
последней иммунизации антитела выделяли во фракции ։.՛ мх.л 
нов. *
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При изучении кинетики связывания ДНК и деРНК с поверхностью 
клеток (2Х106 * Вкл), предварительно обработанных антителами, в среду 
с клетками вводили [։4С] ДНК 0,4 мкг, 32Х Ю’имп/мин или деРНК 
0.48 мкг, 3X10' имп/мгш; после инкубации радиоактивность, связав­
шеюся с клетками, определяли в радиосчетчике ££. 30 (Франция).

В отсутствн
деРНК. 10) мк мл
В отсутствие 
ДНК, КО мкг мл

Ка для Са2+-форм деРНК и ДНК составляли около 10 и 
2х 10 10М относительно К(1 для дсРПК и ДНК 10 9М, соответственно, 
՛ го указывает на формирование в условиях комплексообразования с 
Са2+, по-видимому, биологически более активной конформации моле­
кулы нуклеиновой кислоты, взаимодействующей с поверхностью к !етк:։.

Нели а А. поли с1Т и поли гА. поли гУ, поли с!И. поли с!Ц и поли 
'//. поли гЦ, ргвно как и поли г А, поли гУ и поли гИ. поль г И, нс кон- 
к.рнр(.!,ал.։ за места связывания на поверхности клеток первичкой 
культуры почек кролика (табл. 2).

Полу лпгы данные свидетельствуют о достаточной специфичности 
г рснссса списывания изученных полинуклеотидов на плазматической 
мембране клеток млекопитающих.

В прежних наших работах было показано, что фактор связывания 
ДНК тимуса быка на поверхности клеток печени крысы ироде мелен 
। основном белком с мол. массой в 35 КД- фактор связывания дсРПК

Получение клеток и эндоцнтарных везикул описано в работе (4).
Первичные клетки почек кролика РК выращивали в среде М1'М, 

содержащей 10% сыворотки теленка, после достижения монослоя кон­
центрацию сыворотки снижали до 5%. [32Р| поли гИ. поли гЦ и ]32Р| 
поли гЛ. поли гУ получали 5* фосфорилированием этих полипу»-.гепти­
лов Тгполинуклеогндкииязон, согласно работе (г։)-

Ввиду большей биологической активности Са-дсР11К ( 10) была 
изучена возможная конкуренция между молекулами Са-дсРНК Са ДПК 
и ДПК за места связывания на мембране.

Связывание [3Н] Са2+-дсРНК с клетками первичной культуры по­
чек кролика РК существенно ингибировалось в присутствии дсРПК. 
Одинаковым образом связывание Са РН] ДНК с клетками печени 
। : ибиоовалось и присутствии избытка ДПК (табл. 1).

Таб а щи !
Конкуреш ня в связывании между деРНК и 

Са-рН]ЖсРНК (10 мкг мл՝, ДНК и Са-;|։С)ДНК 
(15 мкг/мл) на клетках печени и Рк-13

.Холодные" 
полинуклеотиды

Связывание < вязывание
Са-(3Н]дсРНК мкг кл Са-|иС] ДМ К мкг кл 

РК-13 2Х>0։ I печени 2 ■ Ю

0.42
0.С43

0.35
0.02ч



“Ьас11. сегеу.։а1 на тех же клетках представлен в основном белком 
с мол. массой в 52 КД’ сообпия лгРик нпг ^к։ СО«Я)ЦИЯ ДСННК па клетках больших пол шарик 
мозга крысы обусловлена взаимодействием молекул РНК нреимущест 
пенно с белками в 60 - 54 КД

.-֊ ... Таблица 2
 HH3MU.IHH - [Ч|| полинуклеотидов на кл тках РК-13

.Холодные, 
полинуклеотиды 

20Х избыток

Связывание Гимн 10»

поли гД поли г У поли <1И поли сЦ

клеток)

поли || поли ։Ц

В отсутствие 
11оли IА ■ поли ёТ
В отсутствие
11оли гИ поли । Ц
В отсутствие
11оли гА ноли 1 У

24.0
2100 _

— М.0
- 2Н(Х)

21 У.)
1900

В табл. 3 приведены данные по связыванию молекул ДНК и 
дс! 11К с поверхностно!! мембраной клеток печени, предварительно 
обработанных антителами к ДНК-связывающему белку 35 КД и 
дсРНК-снязывающему белку 54 КД.

Таблиц» .7
( вязивание ЛИК и деРНК с поверхностной мембраной 

клеток печени обработанных антителами к белку
35 и *4 КД ими мин 2/106 кл)

Время 
инкубации 

мин

(••- ]днк
. ■■■ ■ I ■■ ■ ■■ —

контроль обработка 
антителами

pH) лсРНК

контроль обработка
1 антителами

5 
I ) 
20 
40

7 X И* 
12 X I03 
15 Юз 
16 1U’

6 1Са
9 х 10՛

11 X 10»

12 х ։։.’

5 х 10’
II < IV’ 1
15 X Ю’
17 < 1(К |

60
90

120
14)

Результаты свидетельствуют, что антитела к белку 35 и 54 КД 
значительно подавляли адсорбцию ДНК или деРНК на поверхности 
клеток печени, что указывает на определенную роль этих белков в про­
цессах адсорбции и трансмембранного переноса нуклеиновых кислот 
внутрь клетки. С целью возможного выявления этих белков в составе 
ДНК или дсРНК-клатринсодержащих эндоцитарных везикул мы изо­
лировали последние из клеток печени крыс (4) через 45 мин после 
внутривенной инъекции 100 мкг ДНК или 100 мкг деРНК в форме 
комплекса с Са2+.

Гель-.тлектрофорез белков выделенных эндоцитарных везикул 
показал, что они содержат белок клатрин с мол. массой в 180, 33—36 
КД. а также белки в 110 и 50—55 КД ( )•
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Одновременно :։ составе ^ндоцнтарных везикул ио Саутерну были 
лены и»՛։ тные молекулы ДПК ( ) и методом Вестерн блота бе­

лок в 35 КД; в составе всэнкул, содержащих деРНК. был обнаружен 
белок 54 КД (рисунок). ь .Д-юЧИ

естерчч блог анализ поли 
нукхс отидсвязывающкх бел- 

,i ков плазмчтической мемб >аны 
в составе эндоцнгарных вези 
кул / — гель-элск трофоргз в

1 иый П АГ белков эидо- 
цитарных везикул из печени; 

’ а белки эндопнт«рных ве 
,>■ зикул б маркеры: белки с

мол массой 160, 9> и 5»х10®; 
м е в состав.- _ НК содержа 
■ щиг везикул кдентмфи нро

1 на : бе ток 35 КД г в составе 
т Р ' -содержащих везикул 
идеитиф цнрованб лок 4 КД 

г ? гель-элзктрофорез в <%
ПАА! белков и перенос на 
ннтрпцеллю.юзн й фильтр 
белкоз эндо итзргых везикул 
из клеток РК, обработанных 
поли ’И поли Ц или полн г 
поли .У: а в состаае поли 

' .-! поли > I [-содержащих ве 
зикул идентн нцнрован бе 

«. лок <’> ՛ Д; 6 в составе пол i
Л поли гУ содержа гих вези­

кул белок t.>U КД отсутствует

Ранее нами было показано, что Д11К-связывающий белок 35 КД 
являлся лигандом к Л—Т парам (*) В аналогичном эксперименте 
1п уИгс в везикулах из клеток РК. содержащих поли гИ. поли гЦ, был 
выявлен pei-епторный белок тля пели гИ. голи гЦ н СО КД. ранее опи­
санный в работе (5) (рисунок). ' Д

Данный белок не быт обнаружен в поли г/I. поли гУ содержащих
эндоцитарных везикулах из клеток РК—13.

Полученные да чные свидетельствуют, что факторы связывания
нуклеиновых » - слот на плазматической мембране 
фчччность в узнавании конформации определенных 
тей в структуре молекулы нуклеиновой кислоты 
кчтарной везикулы участвуют в трансмембрачнюм

проявляют спецн 
последовательное - 
и в составе эндо- 

переносе полинук­
леотидов внутрь клетки.



Согласно устному сообщению Азума и др., обработка клеток 
' *-'3 ”1т"тел։нн <« рецепторному белке для ноли

. пади « п <>0 КД) подавляла индукцию интерферона н клетках 
1К-13. Наши исследования, проведенные в условиях эксперимент 
А »ма в присутствии антител к белку в 60 КД. покатали, что действа 
тельно индукция поли гИ. поли гЦ интерферона в РК-13 подавлена 
несмотря па то. что определенная доля поли гИ. поли гИ обнаруживает 
(Я в эндоиитэрных везикулах, выделенных из клсттк РК 13 Вместе 
с тем в этих эндоцит.трных везикулах не обнаруживался белок-60 КД. 
Этот результат позволяет заключить что рецепторный б лок к поли­
нуклеотиду не только участвует в процессе трансмембранного нх пере­
носа, и и п ряде случаев, по-вндимому, в комплексе с полинуклеотидом 
обеспечивает узкоспецифическую биологическую активность послед­
него
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