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Введение. В настоящее время большое внимание исследователей при-
влекают экстрахромосомные генетические элементы, обнаруженные в 
различных эукариотических клетках у широкого диапазона видов от 
дрозофилы до человека [1—8]. Показано, что с экстрахромосомной 
Д Н К связано явление нестабильности генома, одного из актуальных 
вопросов современной генетики [9]. Существует ряд косвенных дан-
ных, указывающих па возможную связь экстрахромосомной Д Н К с диф-
ференциальной активностью генов. Показано, что экстрахромосомные 
Д Н К полидисперсны, размеры их варьируют от 0,15 до 20 тысяч пар 
нуклеотидов (т. п. н.), а их распределение по размерам и количеству 
на клетку меняется в процессе развития организма [2]. Существующие 
в настоящее время модели, объясняющие происхождение экстрахромо-
сомной ДНК, в основном объединены идеей, что все эти элементы яв-
ляются продуктами реорганизации генома [7]. 

Особое внимание привлекают кольцевые впехромосомные ДНК, 
так как они более стабильны в клетке, и маловероятно, что их наличие 
является артефактом процесса выделения в отличие от линейных мо-
лекул. Низкая концентрация (менее 0,02%) и высокая гетерогенность 
кольцевых Д Н К чрезвычайно затрудняют их изучение. Однако, не-
смотря на это, получены первые результаты. Показано, что структура 
кольцевых Д Н К из клеток HeLa сходна с транспозопами [4]. В ряде 
случаев впехромосомные генетические элементы связаны с белками и 
имеют определенную упаковку, возможно, отражающую их функцио-
нальную активность [10]. 

Настоящая работа предпринята с целью идентификации и сравни-
тельного анализа экстрахромосомных Д Н К в клетках печени и мозга 
нормальных крыс, а также поиска подходов для дальнейшего изучения 
их структуры и функции. 

Материалы и методы. В работе использовали мозг и печень нормальных крыс 
линии Вистар. Внехромосомную Д Н К выделяли по следующей схеме: мозг 30 взрослых 
самцов весом 150—200 г и печень из 10 тех ж е крыс растирали в жидком азоте. Клет-
ки суспендировали в 50 мл 50 мМ трис-НС1, 10 мМ ЭДТА, 50 мМ глюкозы, р Н 8,0 и 
продолжали выделение по методу [11] с дополнительным гидролизом Р Н К а з о й (Ле-
нингр. з авод мед. препаратов) , предварительно прогретой при 100°С, и хроматографией 
на сафарозе CL4B. Д Н К , вышедшую в свободном объеме, о с а ж д а л и спиртом. Осадок 
растворяли в 10 мМ трис-НС1, 1 мМ ЭДТА, р Н 8,0. Дальнейшее фракционирование 
вели центрифугированием в градиенте плотности CsCl в присутствии бромистого эти-
дия [12]. Анализировали фракции, соответствующие кольцевым и суперспирализован-
пым формам Д Н К (с коэффициентами рефракции от 1,383 до 1,392), используя плаз-
миду pUC12 как маркер. Д л я обогащения фракций кольцевыми и суперспирализован-
ными молекулами Д Н К проводили последовательное 2—3-кратное центрифугирование 
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с параллельно проводимыми электрофоретическим и электронно-микроскопическим ана-
лизами образцов. 

Из мозга и печени крыс выделяли т а к ж е фракции митохондриальных Д Н К по 
методу [13] с дополнительной Р Н К а з н о й обработкой и хроматографией на сефарозе 
CL4B. Часть фракций обрабатывали протеиназой К («Мегск», Ф Р Г ) по методу [12]. 

Электронно-микроскопический анализ образцов осуществляли с использованием 
белково-монослойной техники Кляйншмидта [14]. Белковый монослой снимали на сет-
ки с угольной пленкой, промывали в 90 %-ном спирте, высушивали и оттеняли спла-
вом платина — палладий под углом 7°. Снимки получали на микроскопе JEM-100C 
(Япония) , после чего их увеличивали и с помощью курвиметра измеряли контурную 
длину Д Н К . 

Результаты и обсуждение. Использование 2—3-кратного центри-
фугирования внехромосомного материала в градиенте плотности CsCl 
позволило обогатить исследуемые фракции кольцевыми молекулами 
Д Н К в среднем с 1 на 1000 до 1 на 100 молекул, а в случае печени по-
лучить гомогенную суперспирализованиую фракцию Д Н К (рис. 1, а). 
Электронно-микроскопический анализ показал, что выделенные из кле-
ток мозга и печени фракции, имеющие коэффициент рефракции 1,383— 
1,387, содержат гетерогенные кольцевые молекулы (рис. 1, б—з), раз-
мер которых колеблется от 0,2 до 2 мкм (рис. 2, а, б). Заметны неко-
торые различия в степени гетерогенности кольцевых молекул в клетках 
печени и мозга. Так, в клетках мозга гетерогенность открытых кольце-
вых молекул по размерам довольно широка (0,2—2 мкм) и не имеет 
какого-либо заметного максимума. В клетках же печени практически 
не встречаются молекулы с контурной длиной более 1 мкм. В клетках 
печени наиболее многочисленными копиями по сравнению с остальными 
кольцевыми молекулами представлены молекулы размером 0,2 мкм, 
что может свидетельствовать об их амплификации и, возможно, опре-
деленной специфической функции в этих клетках. Тот факт, что из 
клеток печени удалось выделить суперспирализованные кольцевые 
молекулы, также указывает на большую по сравнению с мозгом долю 
коротких кольцевых ДНК, так как они менее чем длинные мо-
лекулы подвержены возможным повреждениям в процессе выделения. 
Полученные данные в силу небольшой выборки не позволяют пока 
с уверенностью утверждать о существовании тканевых различий по 
содержанию внехромосомных кольцевых Д Н К в клетках мозга и 
печени крыс, но такой вывод правомочен и требует дальнейших иссле-
дований. 

Электронно-микроскопический анализ позволил также установить, 
что в составе описанных выше фракций помимо открытых кольцевых 
молекул Д Н К присутствуют и другие релаксированные складчатые 
формы, имеющие вид розеток с петлями, отходящими от одного общего 
центра (рис. 1, и — л). Некоторые розетки содержали довольно длин-
ные свободные концы ДНК, однако большинство имеет замкнутую фор-
му и является, вероятно, кольцевыми молекулами. Встречаются также 
беспорядочно упакованные кольцевые молекулы, образовавшиеся, воз-
можно, за счет удаления скрепляющих факторов, поддерживающих ро-
зеткоподобную форму (рис. 1, ж). 

Розеткоподобная укладка Д Н К было описана ранее в составе хро-
момеров эукариот [15], кольцевых Д Н К митохондрий [16] и внехро-
мосомных элементов прокариот [17]. Ранее нами было показано, что 
в поддержании подобной конформации Д Н К участвуют РНК, белки и, 
возможно, липиды, которые располагаются в области довольно круп-
ных центральных электронноплотных глобул, скрепляющих петли ро-
зеток [18]. Однако розеткоподобные структуры, выявляемые во фрак-
циях, выделенных из мозга и печени крыс, практически не содержали 
аналогичных электронноплотных центральных глобул, что, по-видимо-
му, связано с удалением белков, Р Н К и липидов при довольно жесткой 
обработке материала в процессе его выделения. 
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Сохранение складчатой организации Д Н К внехромосомных элемен-
тов, несмотря на длительность обработки, вероятно, обусловлено нали-
чием остаточных белков, ковалентно связанных с Д Н К [19], а также 
взаимодействием между комплементарными участками ДНК, располо-
женными в основании петель розеток. В таком случае должна суще-

Рис. 1. Внехромосомные молекулы Д Н К , присутствующие в клетках мозга и печени 
нормальных крыс: суперспирализованные Д Н К из клеток печени (а) , открытые коль-
цевые Д Н К из клеток мозга ( б — д) и печени ( е — з), складчатые розеткоподобные 
формы кольцевых Д Н К (и — л), складчатая кольцевая Д Н К из мозга (м) и кольце-
вая Д Н К митохондрии мозга после действия протеиназы К («) 
Fig. 1. Electron micrographs of extrachromosomal DNA obtained from brain and liver 
of normal rat . Supercoiled DNA from liver (a) , opened circular DNA from brain (б-д) 
and liver (е-з); folded rosette-like forms of circular DNA (и-л); folded circular DNA 
from brain (м)\ circular mitochondrial DNA from brain af ter prote inase К t rea tment (я) 

ствовать периодичность внутренней структуры ДНК, которая, возмож-
но, определяется присутствием во внехромосомных элементах эукариот 
высокоповторяющихся последовательностей Д Н К [10]. 

Присутствующие в препаратах розеткоподобные структуры, содер-
жащие свободные концы ДНК, относятся, на наш взгляд, к фрагментам 
Д Н К хромосом, в то время как замкнутые складчатые формы — к коль-
цевым внехромосомным элементам. Установлено, что розеткоподобную 
организацию имеют кольцевые Д Н К с контурной длиной более 1 мкм. 
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Число таких структур во фракциях после многократного центрифугиро-
вания достигает ЗО—40%, и они четко разделяются на две группы. 
В первую входят розетки диаметром около 0,6 мкм с многочисленными 
(10—20) петлями (рис. 1, и), во вторую — более мелкие розетки диа-
метром 0,3 мкм, содержащие от 3 до 10 петель (рис. 1, к, л). Контурная 
длина Д Н К в составе более крупных розеток сходна в клетках печени 
и мозга и колеблется от 4,8—5 до 15—19 мкм, что соответствует, ве-

роятно, мономерным, ди- и 
тримерным 
дриального 
исключено, 
них могут 

формам митохон-
гепома, хотя не 

что некоторые из 
иметь НЄМИТОХОІІ-

дриальное происхождение. Ре-
зультаты опытов по выделе-
нию и анализу Д Н К митохон-
дрий из клеток печени и моз-

Рис. 2. Распределение по контурным 
длинам кольцевых (а, б) и мелких 
розеткоподобных форм Д Н К в мозге 
{а, а') и печени (б, б ' ) нормальных 
крыс. Гистограммы построены для 
фракций градиента с коэффициентом 
рефракции: 1,383—1,387 — для коль-
цевых и розеткоподобных форм Д Н К 
Fig. 2. Con tour l eng th d is t r ibu t ions of 
c i rcular (a, 6) and smal l roset te-l ike 
DNAs (a', 6') f rom bra in (a, a') and 
liver (б, 6') of n o r m a l rat . The distr i-
but ion w a s obta ined for f rac t ions of 
CsCl -EtBr g rad ien t with re f rac t ive 
indexes: 1.383-1.387 

га, а также измерение контурной длины митохондриалыюй Д Н К после 
обработки протеиназой К (рис. 1, н) показали, что размер Д Н К мито-
хондрий составляет в среднем около 5 мкм, что соответствует литера-
турным данным [20] и совпадает с контурной длиной Д Н К в составе 
крупных розеток. 

Вторая группа представляет собой кольцевую Д Н К в виде мелких 
розеток, контурная длина которых колеблется от 1 до 3 мкм. Не на-
блюдается различий в распределении по размерам внутри этой группы 
между клетками мозга и печени (рис. 2, а', б ' ) . Что могут представ-
лять собой подобные формы ДНК? Так, в клетках нормальной печени 
крыс были обнаружены вирусоподобные частицы [21], аналогичные та-
ковым мыши, у которых обнаружены кольцевые Д Н К [22]. Имеются 
также данные о розеткоподобной укладке Д Н К в составе вирусных 
частиц [23]. В то же время можно предположить, что рассматривае-
мые структуры отражают способ упаковки более крупных циклических 
молекул Д Н К внехромосомных элементов, подобно тому, как это на-
блюдалось нами ранее у прокариот [17]. В нативном состоянии петли 
розеток, вероятно, суперспирализованы и их релаксация происходит в 
процессе выделения и обработки материала. Не исключено, что исполь-
зуемые обработки приводят также к разворачиванию некоторых мелких 
розеток в кольцевые молекулы, так как размеры этих разных форм 
Д Н К перекрываются (рис. 2). 

Таким образом, полученные данные позволяют заключить, что в 
клетках мозга и печени крыс содержатся гетерогенные внехромосом-
ные молекулы Д Н К небольших размеров, которые могут обнаружи-
ваться в виде суперспирализованных, кольцевых либо складчатых ро-
зеткоподобных форм. Не исключено, что они, как и другие описанные 
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в литературе экстрахромосомные кольцевые ДНК, относятся к подвиж-
ным генетическим элементам и оказывают существенное влияние на 
работу генетического аппарата клетки. Исследованию структурной ор-
ганизации и функционального значения этих обнаруженных нами экс-
трахромосомных Д Н К будут посвящены дальнейшие исследования. 

Авторы благодарны А. Г. Ромащенко, С. И. Байбородину, 
Б. Н. Зайцеву, Г. В. Генераловой, А. М. Наякшипу, Н. Д. Патрикеевой 
за помощь и участие в обсуждении результатов. 
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S u m m a г у 

Three fo rms of ex t rachromosomal DNA were revealed in the bra in and liver cells of 
normal ra ts : supercoiled, relaxed circular and folded rosette-l ike molecules. Supercoi led 
DNA w a s obtained only f rom liver cells. The relaxed c i rcular fo rms have d i f fe ren t 
length in brain (0.2-2 μτη) and liver (0.2-1 μηι) cells. 25 % of relaxed circular molecu-
les in liver have the length of 0.2 μηι. DNA molecules of the length more t han 1 μηι 
have a folded roset te- l ike form and were the same in bra in and liver cells. 
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