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ЭФФЕКТИВНЫЙ МЕТОД ВКЛЮЧЕНИЯ ДНК 
В РЕКОНСТРУИРОВАННЫЕ ОБОЛОЧКИ ВИРУСА СЕНДАЙ 

В. В. Власов, Ю. Д. Кренделев, Μ. Н. Оваидер, 
А. С. Райт, В. Е. Репин, Ф. П. Свинарчук 

Введение чужеродной Д Н К в клетки эукариот и последующее изучение 
ее экспрессии — один из самых прямых способов исследования функции 
генетического материала. Однако методы генетической трансформации 
эукариотических клеток еще далеки от совершенства. Предложенные 
к настоящему времени способы переноса генов (преципитация с каль-
ций-фосфатом, прямая микроинъекция в ядро клетки, электропорация 
и некоторые другие) либо чрезмерно трудоемки, либо применимы не 
ко всем типам клеток [1, 2]. Перспективными выглядят работы по 
трансформации с помощью плазмид, упакованных в ретровирусподоб-
ные частицы. Однако они требуют предварительной работы по созда-
нию соответствующих векторов и их упаковки [3]. Возможно, комп-
ромиссным решением может быть использование плазмид, упакованных 
в вирусные оболочки в системе in vitro. Первые опыты в этом направ-
лении уже проделаны [4]. Достигнутая эффективность упаковки пока 
невелика, соотношение нуклеиновая кислота : белок оболочки в полу-
ченных частицах не превосходит 10% этого соотношения с вирусе [4]. 
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В настоящей работе для заключения Д Н К в реконструированные обо-
лочки вируса Сендай (РОВС) применена процедура замораживания — 
оттаивания. 

Материалы и методы. П о л у ч е н и е в и р у с а . Вирус Сендай (линия 960) выра-
щивали и выделяли, как описано [5]. Для получения [35S]-меченного вируса в аллан-
тоиснып мешок во время инфекции вводили 18,5 МБк [35S] метионина в 200 мкл 
0,14 Μ NaCl, рН 7,6. Это давало выход вируса с удельной радиоактивностью (1 — 
5) · 105 ими-мин - 1 на 1 мг вирусного белка. 

П р и г о т о в л е н и е Р О В С . РОВС получали, используя процедуру медленного 
диализа [6]. Вместо октилглюкозида использовали CHAPS, З-(З-холамидопропил) ди-
метиламмонио-1 -пропансульфонат. 

В ы д е л е н и е и м е ч е н и е Д Н К . Плазмиду pBR322 и Д Н К фага λ выделяли, 
как описано ранее [7]. После гидролиза (рестриктазами EcoRI — pBR322, ВатНІ — 
фага λ) Д Н К метили α [ 3 2 Ρ]ΑΤΦ с помощью фрагмента Кленова ДНК-полиме-
разы I [7]. 

Э л е к т р о ф о р е з Д Н К . Электрофорез проводили в 1 % -ном агарозном геле 
в буфере, содержащем 40 мМ трис-ацетат, рН 8,0, 20 мМ натрий-ацетат, 1 мМ ЭДТА. 
После окраски бромистым этидием полосы, содержащие ДНК, вырезали. Относитель-
ное содержание Д Н К в полосах определяли по содержанию 3 2Р на счетчике «Мини-
бета» («LKB», Швеция). 

К у л ь т у р а к л е т о к . В работе использовали клетки асцитной карциномы 
Кребс-2, перевиваемой на мышах линии CC57BR. Клетки, извлеченные из брюшной 
полости мыши, трижды отмывали на холоду средой Игла и инкубировали с РОВС или 
вирусом в этой же среде при плотности 5· 10е клеток в 1 мл. После инкубации клетки 
трижды отмывали от неприсоединившихся РОВС раствором (0,01 Μ трис-HCl, рН 7, 4, 
0,15 Μ NaCl), осаждая клетки центрифугированием при 1000 g в течение 10 мин. 

В ы д е л е н и е я д е р . Ядра из клеток выделяли, применяя гипотонический раст-
вор (10 мМ трис-HCl, рН 7,4, 6 мМ MgCl 2) . К одному объему клеток добавляли 50 
объемов гипотонического раствора и после разрыва клеточных оболочек (за оконча-
нием процесса следили под микроскопом) немедленно добавляли 1/5 объема 2,0 Μ 
сахарозы. Ядра осаждали центрифугированием при 2500 g в течение 10 мин и про-
мывали еще два раза раствором, содержащим 10 мМ трис-HCl, рН 7,4, 330 мМ саха-
розу, 5 мМ MgCl2. 

П р о ч и е п р о ц е д у р ы . Гемолитическую активность РОВС определяли по [5J; 
белок — по Лоури [8]. Отмывку РОВС от невключившейся Д Н К проводили в 0,14 Μ 
NaCl, рН 7,6, осаждая оболочки центрифугированием 60 мин при 40000 g и 2 °С 
(центрифуга J2-21, «Вескшап», США). ДНКазную обработку РОВС осуществляли в 

растворе, содержащем 0,14 Μ NaCl, 0,01 Μ NaH 2 P0 4 , 0,005 Μ MgCl2, рН 7,6 и 
30 мкг/мл ДНКазы I, в течение 30 мин при 25 °С. Реакцию останавливали, добавляя 
ЭДТА до конечной концентрации 0,02 М. 

Результаты и обсуждение. Р О В С получали, используя процедуру 
медленного диализа. Применение C H A P S вместо октилглюкозида поз-
воляет получать оболочки, обладающие гемолитической активностью 
(как и в работе [9], нам не удалось получить РОВС, обладающие этой 
активностью, с помощью октилглюкозида) . Изучение взаимодействия 
полученных таким способом Р О В С с клетками асцитной карциномы 
Кребс-2 показывает, что их поведение сходно с поведением исходного 
вируса (рис. 1). 

Заключение Д Н К в Р О В С проводили в условиях, подобранных 
нами ранее для олигонуклеотидов: пять циклов замораживания — от-
таивания (жидкий азот — вода, 25 °С) в растворе 1 X S S C , содержащем 
0,15 Μ манпит. Существенной является концентрация Р О В С — в наших 
опытах она составляла 20—24 мг/мл по белку. Интерес представлял 
как суммарный процент включения Д Н К в Р О В С (в том числе ус-
тойчивой к Д Н К а з е ) , так и зависимость эффективности включения 
от длины плазмидпой Д Н К . Д л я ответа на эти вопросы мы исполь-
зовали меченный а [ 3 2Р] АТФ ВатНІ-гидролизат фага λ. При полном 
гидролизе Д Н К фага рестриктазой ВатНІ образуются шесть фраг-
ментов длиной 5500, 5626, 6527, 7233, 6770 и 16 841 пар оснований 
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(п. о.). При проведении электрофореза эти фрагменты разделяются на 
три полосы (рис. 2). Д Н К заключалась в РОВС, как описано выше. 
Концентрация Д Н К составляла 1 мг/мл, объем смеси — 5 мкл. После 
процедуры перемораживания суспензию РОВС делили на две части. 
К первой части добавляли 200 мкл буфера с ДНКазой (30 мкг/мл), 
ко второй — 200 мкл буфера без ДНКазы . После 30 мин инкубирова-

Рис. 1. Присоединение вируса Сендай (меченного 35S) и РОВС (меченных з г Р ) к 
клеткам асцитной карциномы Кребс-2 (5· 106 клеток в 1 мл): 1 — 20 мкг (по белку) 
вируса Сендай и М О 7 клеток; 2 — 2,4 мкг (по белку) РОВС и 1-Ю7 клеток 
Fig. 1. Binding of Sendai virus (35S methionine labelled) and reconstituted Sendai 
virus envelopes (RSVE) ( 3 2 P labelled) to Krebs-2 ascites tumour cells (5-Ю6 cells/ml): 
1—20 μg (by protein) Sendai virus and 1-Ю7 cells; 2—2.4 (by protein) RSVE and 
Ы 0 7 cells 
Рис. 2. Электрофореграмма продуктов расщепления Д Н К фага λ рестриктазой ВатНІ 
до и после заключения в РОВС методом замораживания — оттаивания: а—ВатНІ-
гидролизат Д Н К фага λ; б — ДНК, заключенная в РОВС (без ДНКазной обработки); 
в — не включившаяся в РОВС Д Н К (1/10 часть супернатанта после осаждения РОВС); 
г — ДНК, заключенная в РОВС (после ДНКазной обработки); д — супернатант после 
отмывки РОВС с ДНКазой (контроль действия ДНКазы) 
Fig. 2. Analysis of phage λ DNA В а т Н І restriction f ragments before and after encap-
sulation into RSVE by the freezing-thawing method: a — BamHl restriction f ragments 
of phage λ DNA; б — DNA trapped within RSVE (without DNAase treatment) ; β — D N A 
nontrapped within RSVE (10 % of supernatant after RSVE pelleting); г — DNA trapped 
within RSVE (after DNAase t reatment) ; д — supernatant after RSVE treatment with 
DNAase (control of the DNAase activity) 

ния РОВС осаждали центрифугированием. Десятая часть каждого су-
пернатанта и осадки, растворенные в 2 %-ном DS-Na, наносили на 
старт 1 %-ного агарозного геля. Подсчет Д Н К в отдельных полосах 
проводили, как описано в «Материалах и методах». Результаты этого 
опыта представлены на рис. 2 и в табл. 1. Как видно из таблицы, 
процент включения Д Н К в РОВС в изученных пределах не зависит 
от длины фрагментов. Устойчивость в ДНКазной обработке приобретает 
около половины количества Д Н К , присоединившейся к РОВС. По-ви-
димому, именно эта часть Д Н К находится внутри оболочек [4]. 

Т а б л и ц а 1 
Включение в РОВС фрагментов ДНК фага λ 
Encapsulation of phage λ DNA restriction fragments into RSVE 

Без ДНКазной обработки С ДНКазной обработкой 

ДНК, % 
Всего 

Из них 
длиной 

16841 п. о. 

Из них 
длиной от 

5500 до 
7233 п. о. 

Всего 
Из них 
длиной 

16841 п. о. 

Из них 
длиной от 

5500 до 
7233 и. о. 

Включившейся в РОВС 
Не включившейся в РОВС 

39,8 
60,2 

11,0 
17,0 

89,0 
83,0 

17,3 14,2 85,8 
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Т а б л и ц а 2 
Взаимодействие РОВС, нагруженных ДНК, с клетками асцитной карциномы Кребс-2 
Interaction of DNA loaded RSVE with ascites tumor cells Krebs-2 

П р и м е ч а н и е . EcoRI-vидролизат плазмиды pBR322, меченный Я2Р, заключали 
в РОВС методом замораживания — оттаивания. Удельная радиоактивность плазмиды 
в 1-м опыте—1,24 ТБк/мМ, во 2-м—1,9 ТБк/мМ. Количество ДНК, присоединившей-
ся к клеткам, определяли по содержанию 32Р на счетчике «Мини-бета» («LKB», 
Швеция). 
* Количество молекул плазмидной ДНК на клетку рассчитывали в предположении 
отсутствия деградации. 

В другом аналогичном опыте, но без подсчета включения отдельных 
фрагментов, общее включение Д Н К в Р О В С составило 44,6 %, в том 
числе 31,0 % — устойчивой к Д Н К а з е . 

В з а и м о д е й с т в и е Р О В С , н а г р у ж е н н ы х Д Н К , с. 
к л е т к а м и . Д л я получения предварительных данных о взаимодейст-
вии РОВС, нагруженных плазмидной Д Н К , с эукариотическими клет-
ками, мы использовали клетки асцитной карциномы Кребс-2 и плаз-
миду pBR322. Включение Д Н К в оболочки производили при концент-
рации плазмиды 5 мг/мл (опыт № 1) и 15 мг/мл (опыт № 2). После 
отмывки от певключившейся Д Н К Р О В С инкубировали с клетками в 
течение 90 мии при 37 °С в среде Игла. Отмывку клеток от непри-
соединившихся Р О В С и выделение ядер проводили, как описано выше. 
Результаты этих экспериментов приведены в табл. 2. Из таблицы вид-
но, что доставка плазмиды к клеткам зависит от соотношения объемов 
РОВС и клеток, увеличиваясь с уменьшением этого показателя. Метод 
позволяет доставить в клетки до 30 % Д Н К , присоединившейся к РОВС. 
Из этого количества 40 % метки попадает в ядро. Целостность плаз-
миды внутри клетки не проверяли. Если предположить, что плазмида 
не деградировала, то в клетку доставляется 800—1100 копий плаз-
мидной Д Н К , что близко к оптимальным условиям для генетической 
трансформации эукариотических клеток [1]. 

Авторы благодарят Л. А. Якубова за помощь в поддержании 
культуры вируса и приготовление Р О В С с использованием октилглю-
козида. 

THE EFFICIENT METHOD FOR DNA ENCAPSULATION 
INTO RECONSTITUTED SENDAI VIRUS ENVELOPES 

V. V. Vlassov, Yu. D. Krendelev, M. N. Ovander, A. S. Ryte, V. E. Repin, F. P. Svinarchuk 

Institute of Bioorganic Chemistry, Academy of Sciences of the USSR, Novosibirsk 
Institute of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 

S u m m a r y 

The freezing-thawing method is used for encapsulation up to 17000 base pairs DNA into 
reconstituted Sendai virus envelopes (RSVE). It permits encapsulating up to 30 % of 
DNA added to the solution. The interaction RSVE loaded with plasmid DNA and Krebs-2 
ascites tumours cells results in up to 30 % penetration of the encapsulated material into 
the cells. 
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НЕКОТОРЫЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ДНК 
ВИРУСА ДЕНСОНУКЛЕОЗА КОМАРОВ 

Л. П. Бучацкий, О. М. Филенко 

Мелкий сферический вирус кровососущих комаров — вирус денсонук-
леоза (ВДК) поражает комаров родов Aedes, Culex, Culiseta, представ-
ляя тем самым значительный интерес в плане разработки биологи-
ческих методов регулирования численности переносчиков [1]. 

В предыдущей нашей работе [2] показано, что вирус денсонуклеоза 
комаров относится к семейству Parvoviridae. Основываясь на физико-
химических свойствах Д Н К , это семейство разделяют на две группы. 
У представителей одной из них (род Parvovirus) в вирионах содержится 
линейная однонитевая молекула, а у представителей другой (род 
Densovirus и род Dependovirus) в отдельных вирионах содержатся 
комплементарные («плюс» и «минус») нити Д Н К . Из рода денсовиру-
сов наиболее полно охарактеризована Д Н К вируса большой вощинной 
моли [3—7]. В настоящей работе приведены результаты изучения Д Н К 
вируса денсонуклеоза комаров. 

Материалы и методы. В работе использован штамм ГКВ-002002. Вирус накапли-
вали на личинках лабораторной культуры комаров Aedes aegypti, как описано в рабо-
те [8]. Очистку ВДК проводили ранее опубликованным способом [2]. 

ДНК ВДК выделяли по методу, предложенному в работе [9], ее концентрацию 
определяли спсктрофотометрически [10]. 

Нейтрализованный формальдегид добавляли к суспензии очищенных вирионов и 
к изолированной Д Н К до конечной концентрации 1,8 %. Спектры поглощения снимали 
сразу же и через 15 ч инкубации при 37°С на спектрофотометре «Specord» (ГДР) . 

Д Н К в 0,1 и 1XSSC инкубировали в интервале температур от 25 до 100 °С в 
герметически закрытых кварцевых кюветах и спектрофотометрировали при 260 нм на 
приборе «Specord» (ГДР) . 

Гиперхромизм определяли по формуле: Н = (ОДт/ОДго0)"1 · 100 %, где ОД т и 
ОД2о° — оптическая плотность при 260 нм и температуре Τ и 20 °С соответственно. 

Температуру плавления (Тп) определяли как температуру, при которой достига-
лось 50 % общей величины гиперхромизма. 
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