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Инъекции экзогенной ДНК в сочетании с обработкой кросслинкирующим цитостатиком циклофос-
фаном (ЦФ) приводят к болезни и гибели экспериментальных мышей – эффект «отсроченной смер-
ти». Установлено, что фрагменты экзогенной ДНК в течение 1–5 минут после инъекции достигают 
костномозгового пространства и проникают в клетки костного мозга (ККМ). ККМ, сгенерированные 
экстракорпорально, также захватывают фрагменты экзогенной ДНК, присутствующие в культуральной 
среде. При совместной инкубации фрагментированной экзогенной ДНК с ККМ мышей фрагменты ДНК 
интернализуются во внутренних компартментах клеток, сохраняя исходный размер. Одновременно в 
каждой клетке культуры экстракорпорально сгенерированных ККМ, обработанной фрагментированной 
экзогенной ДНК, может присутствовать до 1800 т.п.н. экзогенного материала нуклеиновых кислот. 
Фрагменты ДНК, доставленные в культивируемые ex vivo ККМ как интактных мышей, так и мышей, 
находящихся под воздействием ЦФ, замыкаются в кольцо. В случае интактных мышей в экспериментах 
in vivo фрагменты экзогенной ДНК могут формировать высокомолекулярные структуры. Предполага-
ется возможность интеграции экзогенных фрагментов, локализующихся в ядре, в тело хромосом(ы) 
реципиентного генома мышей, находящихся под воздействием ЦФ и экзогенной ДНК.

Ключевые слова: клетки костного мозга, фрагменты экзогенной ДНК, эписома, конкатамеризация.
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Введение

Эффект «отсроченной смерти» проявлялся в 
результате инъекций экзогенной ДНК на фоне 
действия циклофосфана (ЦФ) (Долгова и др., 
2011). Известно, что ЦФ в первую очередь ока-
зывает действие на активно пролиферирующие 
клетки организма (�brams�brams et� ��� �������, 1981; �leming,�leming,, 
1997; �a�ur, ����e�s�a, 2001; �alem�a�ur, ����e�s�a, 2001; �alem, ����e�s�a, 2001; �alem����e�s�a, 2001; �alem, 2001; �alem�alem et� ��� �������, 2010). 
Это предполагает, что гибель мышей связана с 
поражением активно пролиферирующих кле-

ток, формирующих физиологические системы 
организма, в результате попадания в эти клетки 
экзогенной ДНК на фоне действия ЦФ.

В пионерской работе �.�. �i��ac�e�a с соавт.�.�. �i��ac�e�a с соавт..�. �i��ac�e�a с соавт.�. �i��ac�e�a с соавт.. �i��ac�e�a с соавт.�i��ac�e�a с соавт. с соавт. 
(2007) был проведен анализ радиопротектор-
ного действия фрагментированной экзогенной 
ДНК на облученных летальной дозой γ-излу-
чения мышей. 

Общеизвестно, что препараты цитостатиче-
ской группы губительно воздействуют на 
клетки костного мозга (ККМ), и в частности 
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на стволовые клетки крови (СКК), вызывая 
тяжелую эритро- и лейкопению. Также обще-
известно, что облучение γ-радиацией приводит 
к тяжелой лейко- и эритропении и связано с 
гибелью ККМ, и в частности СКК (Лихачева и 
др�, 2008; Долгова и др., 2009).

При этом гибель СКК связана с апоптозом, 
индуцированным в этих клетках некорректной 
репарацией множественных двуцепочечных 
разрывов (ДЦР), возникших в результате облу-
чения мышей жестким γ-излучением.

Экспериментально показано, что стволовые 
клетки, растущие в культуре, способны захваты-
вать экзогенную ДНК, которая в конечном итоге 
локализуется в ядрах этих клеток (�i��ac�e�a�i��ac�e�a et� 
���, 2007). Исходя из этого было сделано следу-
ющее предположение: если стволовые клетки 
в принципе способны захватывать экзогенную 
ДНК, то ее инъекции в организм смертельно 
облученных мышей приводят к появлению 
экзогенных фрагментов в ядрах ККМ. В после-
дующем эти фрагменты могут использоваться 
в качестве субстрата для репаративной реком-
бинации в СКК, получивших многочисленные 
ДЦР, что спасет часть популяции СКК от апоп-
тоза. Сохранившиеся СКК могут мигрировать и 
заселять лимфоидные органы, такие, как лим-
фатические узлы, селезенку, тимус. Дальней-
шая дифференцировка СКК в периферических 
лимфоидных органах будет способствовать 
восстановлению кроветворения и сохранению 
жизни мышей. Предполагалось, что дифферен-
цированные потомки СКК, сохранившие свою 
жизнеспособность после облучения и терапии 
экзогенной ДНК, сформируют селезеночные 
колонии, которые легко визуализировать и 
присутствие которых будет свидетельствовать 
о спасении части СКК.

Проведенные в этом направлении исследова-
ния показали, что при терапии сублетально об-
лученных мышей экзогенной ДНК в селезенках 
экспериментальных животных формируются 
колонии, содержащие лимфоциты, представля-
ющие собой потомков выживших СКК (�i��a-�i��a-
c�e�a et� ���, 2007). Полученные результаты 
предполагали, что ККМ и составляющие их 
СКК могут являться одной из основных мише-
ней воздействия чужеродных фрагментов при 
введении экзогенной ДНК в организм экспери-
ментального животного.

ККМ составляют одну из систем активно 
пролиферирующих клеток организма наряду 
с клетками эпителиев, волосяных фолликул, 
мезенхимальных стволовых клеток и анало-
гичных им активно делящихся клеток и могут 
представлять удобную модель для анализа про-
исходящих в клетке молекулярных процессов. 
Выбор системы ККМ для оценки молекулярных 
процессов, индуцируемых сочетанием воздей-
ствия ЦФ и экзогенной ДНК, был обусловлен 
тремя обстоятельствами. Во-первых, как уже 
было отмечено, система ККМ является одной 
из основных клеточных систем организма мле-
копитающих, на которую в первую очередь воз-
действует цитостатик ЦФ, и является важным 
звеном в развитии иммунной и кроветворной 
систем организма. Разрушение этой системы 
клеток приводит к гибели животного. Во-вто-
рых, полученные ранее экспериментальные 
данные свидетельствовали о том, что фрагмен-
ты экзогенной ДНК достигают ККМ при ее ин-
траперитонеальных инъекциях. В-третьих, сис-
тема ККМ мышей удобна в экспериментальных 
процедурах, легко переводится во временную 
культуру и в значительной мере изучена. Если в 
системе ККМ происходят изменения, ведущие 
к гибели этих клеток, то можно предположить, 
что все активно пролиферирующие клетки 
организма будут подвержены аналогичному 
воздействию. И, таким образом, систему ККМ 
можно использовать в качестве модельной отве-
чающей системы клеток организма для изучения 
описываемого эффекта «отсроченной смерти». 
При этом с большой долей уверенности можно 
ожидать, что одновременно с воздействием на 
систему ККМ аналогичное воздействие будет 
оказано на другие системы клеток, что может 
привести к гибели этих клеток и следующему 
за этим разрушению функциональных систем 
организма.

Было сделано предположение, что эффект 
гибели мышей при совместном воздействии 
ЦФ и экзогенной ДНК связан с гибелью или 
трансформацией ККМ, происходящими в 
результате индукции ДЦР, являющихся специ-
фическими интермедиатами репарации межце-
почечных сшивок (МЦС), и одновременным 
появлением в ядрах этих клеток фрагментов 
экзогенной ДНК (Долгова и др., 2011). Это оз-
начает, что попадание экзогенной ДНК в ядро 
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активно пролиферирующих ККМ и ее участие 
в репаративном процессе при репарации МЦС, 
вызванных действием кросслинкирующего 
цитостатика, может составлять молекулярную 
основу описываемого эффекта «отсроченной 
смерти».

Материалы и методы

Приготовление меченых зондов

Для получения зонда A�u-повтора человека 
были подобраны два специфических прайме-
ра: Pr.9 и Pr.11. Далее матрицу геномной ДНК 
амплифицировали в присутствии одного Pr.11.Pr.11..11. 
После проведения первого раунда ПЦР полу-
ченный материал амплифицировали в новом 
раунде ПЦР в присутствии двух праймеров при 
указанном температурном режиме. 

Используемые специфические для челове-
ческого генома праймеры: 
Pr.9 �G�GG�GGG�GG�T���TTG�G���; 
Pr.11 G�G�G�G�������G���GG�. 

Для амплификации специфических фрагмен-
тов генома использовали следующий темпера-
турный режим: 94 °С – 2 мин – 1 цикл, (94 °С –  
30 с, 72 °С – 1,5 мин) – 35 циклов, 4 °С –  
хранение.

Биотинилированная ДНК A�u-повтора че-
ловека, используемого в качестве зонда при 
проведении �I�H, была получена при ампли-
фикации матрицы ДНК A�u-повтора размером 
~ 290 п.н. в присутствии биотинилированного 
предшественника. 

Для приготовления меченого зонда и амп-
лификации гена каспазы 3 человека были подо-
браны специфические для человеческого генома 
праймеры: Pr.3 �G����TT��TT�G��T��;; 
Pr.4 TTTT�T���TGTTGT���GGG�.

Для амплификации специфических фрагмен-
тов человеческого генома использовали следу-
ющий температурный режим: 95 °С – 2 мин – 1 
цикл (95 °С – 30 с, 56 °С – 40 с, 72 °С – 1 мин) –  
35 циклов; 72 °С – 5 мин – 1 цикл, хранение 
при 10 °С.

Для приготовления 32Р меченого умеренного 
рыбьего повтора Hp�I матрицу геномной ДНК 
спермы лосося амплифицировали в присут-
ствии двух специфических праймеров (�urata�urata 
et� ��� �������, 1993): 

Pr.����� ��r.����� ��r����� ��r ��r��r G���TGTT������T�GTT�G;; 
Pr.��� rev �T������T���G��G���T.

Для амплификации специфических фрагмен-
тов рыбьего генома использовали следующий 
температурный режим: 94 °С – 2 мин – 1 цикл, 
(94 °С – 30 с, 52 °С – 40 с, 72 °С – 30 с) – 35 цик- 
лов, 10 °С – хранение.

Амплификацию проводили на приборе  
�asterc�cler �ersonal (���en�or�, С�А). �ersonal (���en�or�, С�А).�ersonal (���en�or�, С�А). (���en�or�, С�А).���en�or�, С�А)., С�А).

Приготовление препаратов ядер ККМ  
для проведения гибридизации in situ

Из трубчатых костей мыши вымывали крас-
ный костный мозг фосфатно-солевым буфером 
(137 мМ Na�l, 2,7 мМ K�l, 8 мМ Na2HPO4, 1,5 мМ  
KH2PO4). Клетки центрифугировали при 150 g 
в течение 5 мин при 4 °С. Супернатант сливали 
и к осадку добавляли десятикратный избыток 
(7–8 мл) предварительно нагретого до 37 °С 
7,5 мМ K�l (0,56 г/л). Клетки аккуратно ре-
суспендировали, инкубировали 5–7 мин при 
37 °С. Затем добавляли 1 мл холодного фикса-
тора метанол : ледяная уксусная кислота (3 : 1), 
инкубировали 10–15 мин при 4 °С и центрифу-
гировали при 150 g в течение 5 мин также при 
4 °С. Супернатант сливали, медленно по стенке 
добавляли 5–6 мл холодного (хранившегося 
при –20 °С) фиксатора. Инкубировали 30 мин 
при –20 °С и центрифугировали при 150 g в 
течение 5 мин при 4 °С. Супернатант сливали, 
добавляли холодный фиксатор в том объеме, в 
котором получается нужная концентрация ядер 
ККМ при последующем нанесении на препарат. 
В таком состоянии материал может храниться 
при –20 °С в течение 4 недель (�tan�on, Gal-�tan�on, Gal-, Gal-Gal-
leni, 1991). Каплю фиксированного материала, 1991). Каплю фиксированного материала  
(~ 10–15 мкл) наносили на влажное обезжи-
ренное предметное стекло и высушивали на 
воздухе. На последней стадии препарат  обра-
батывали экзонуклеазой III E�� �������� ������o�i��

Гибридизация и детекция сигналов 
in situ гибридизации ядер ККМ 

экспериментальных мышей

Гибридизацию и детекцию сигналов про-
водили согласно методике, описанной в статье  
D. Pin�el с соавт. (1986). Флюоресцентную мик-Pin�el с соавт. (1986). Флюоресцентную мик- с соавт. (1986). Флюоресцентную мик-
роскопию проводили на микроскопе �xios�o� 2 
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Plus с использованием программы �xioVision. 
Время экспозиции составляло 2–3 с.

ПЦР на предметных стеклах

PRIN�-анализ был выполнен как описано у-анализ был выполнен как описано у  
J. Gos�en, D. �a�son (1995). Материал ядер. Gos�en, D. �a�son (1995). Материал ядерGos�en, D. �a�son (1995). Материал ядер, D. �a�son (1995). Материал ядерD. �a�son (1995). Материал ядер. �a�son (1995). Материал ядер�a�son (1995). Материал ядер (1995). Материал ядер 
ККМ, используемый для проведения ПЦР на 
стекле, был получен по методике приготовления 
препаратов для гибридизации in �it�u �it�u�it�u. Выявление 
специфических сигналов PRIN� проводилось 
аналогично протоколу детекции, используемо-
му для гибридизации in �it�u �it�u�it�u.

Выделение ДНК из ядер ККМ 
экспериментальных мышей

ККМ мышей вымывали из трубчатых костей 
физиологическим раствором (0,9 % Na�l), ре-Na�l), ре-), ре-
суспендировали в 0,5 мл лизирующего буфера 
(10 мМ Tris-H�l, �H 7,4, 50 мМ Na�l, 10 мМ 
ЭДТА, 0,15 мМ спермин, 0,15 мМ спермидин) 
с 0,5 % Тритона X-100 и инкубировали 10 мин 
на льду (Roberts, 1986). Смесь наслаивалиRoberts, 1986). Смесь наслаивали 1986). Смесь наслаивали 
на 1 мл раствора 10 %-й сахарозы в лизиру-
ющем буфере и центрифугировали при 600 
g в течение 15 мин при 4 °С. Супернатант 
(цитоплазматическую фракцию) отбирали. 
Осадок ядер промывали буфером, повторно 
центрифугировали и ресуспендировали в 
соответствующем объеме воды. Ядра лизи-
ровали 0,5 % �D� и обрабатывали протеина- 
зой К. Депротеинизация проводилась экстрак-
цией фенол/хлороформ в соотношении 1 : 1. 
ДНК переосаждали 0,6 объемами изопропанола 
из 0,3 � Na�c �H �� 5,2 и растворяли в соответст-� Na�c �H �� 5,2 и растворяли в соответст- Na�c �H �� 5,2 и растворяли в соответст-Na�c �H �� 5,2 и растворяли в соответст- �H �� 5,2 и растворяли в соответст-�H �� 5,2 и растворяли в соответст- �� 5,2 и растворяли в соответст-
вующем объеме воды.

Выделение ДНК  
клеточных компартментов

К суспензии ядер добавляли до 2 М Na�l, 
50 мМ ЭДТА и 1 % �D� и инкубировали при 
65 °С в течение 1 ч без какого-либо встряхива-
ния, после чего центрифугировали при 52 000 g  
в течение 30 мин при 30 °С. Из супернатанта, 
представляющего собой внехромосомную 
фракцию ядра («ядерный сок»), осаждали ДНК 
изопропанолом. Осадок является хроматиновой 
фракцией. Образцы (осадок хроматина, ДНК 

внехромосомной фракции ядра и цитоплазма-
тической фракции) фракционировали электро-
форезом в 0,7 %-м агарозном геле. Агарозный 
гель высушивали под струей горячего воздуха 
и экспонировали с рентгеновской пленкой.

Количественная дот-блот-гибридизация

Продукты ПЦР фракционировали в 2 %-м 
агарозном геле. Гель денатурировали и пере-
носили по Саузерну на мембрану �eta-Probe�eta-Probe-ProbeProbe 
Genomic Teste� �lotting �embrane (�io-Ra�) Teste� �lotting �embrane (�io-Ra�)Teste� �lotting �embrane (�io-Ra�) �lotting �embrane (�io-Ra�)�lotting �embrane (�io-Ra�) �embrane (�io-Ra�)�embrane (�io-Ra�) (�io-Ra�)�io-Ra�)-Ra�)Ra�)) 
(�urata�urata et� ��� �������, 1993), или же ДНК, выделенную 
из ядер ККМ экспериментальных и контроль-
ных мышей, в количестве от 0,1 до 5000 нг 
денатурировали кипячением в 0,4 N NaOH 
и непосредственно наносили на мембрану. 
Предварительно данная ДНК была обработана 
панкреатической РНК-азой 10 мкг/мл в течение 
30 мин при 37 °С и депротеинизирована экстрак-
цией фенол/хлороформ в соотношении 1 : 1. 
ДНК переосаждали из 0,3 М Na�c, �H 5,2 0,6Na�c, �H 5,2 0,6, �H 5,2 0,6�H 5,2 0,6 5,2 0,6 
объемами изопропанола. Концентрацию ДНК 
измеряли на спектрофотометре Nano�ro� (��-Nano�ro� (��- (��-��-
�en�or�, С�А). Мембранные фильтры гибри-, С�А). Мембранные фильтры гибри-
дизовали с 32P меченым в ПЦР A�u-фрагментом 
ДНК человека по методике, предложенной в 
инструкции к мембране. Мембранные фильтры 
экспонировали с рентгеновской пленкой или 
проводили засветку на �olecular Imager �X Pro+ 
(�io-Ra�). Количество меченого материала от-
носительно контролей определяли при помощи 
программы Quantit� One.

Заливка ядер  
в блоки легкоплавкой агарозы

Вымытые физиологическим раствором ККМ 
осаждали центрифугированием при 4 °С, 400 gg 
в течение 5 мин. Затем промывали небольшим 
объемом физиологического раствора и осаж-
дали таким же образом. Осажденные клетки 
заливали в блоки легкоплавкой агарозы (�o��o� 
�elt �ltra-Pure DN� Gra�e �garose, �io-Ra�) в �ltra-Pure DN� Gra�e �garose, �io-Ra�) в�ltra-Pure DN� Gra�e �garose, �io-Ra�) в-Pure DN� Gra�e �garose, �io-Ra�) вPure DN� Gra�e �garose, �io-Ra�) в DN� Gra�e �garose, �io-Ra�) вDN� Gra�e �garose, �io-Ra�) в Gra�e �garose, �io-Ra�) вGra�e �garose, �io-Ra�) в �garose, �io-Ra�) в�garose, �io-Ra�) в, �io-Ra�) в�io-Ra�) в-Ra�) вRa�) в) в 
1 %-м ТАЕ буфере объемом 80 мкл и обрабаты-
вали лизирующим буфером (50 мМ ЭДТА, 1 % 
N-�auro�lsarcosine (�er�a) и 1 мг/мл протеина--�auro�lsarcosine (�er�a) и 1 мг/мл протеина-�auro�lsarcosine (�er�a) и 1 мг/мл протеина- (�er�a) и 1 мг/мл протеина-�er�a) и 1 мг/мл протеина-) и 1 мг/мл протеина-
зы К) два раза по 12 ч при 50 °С (�ambroo��ambroo� et� ��� �������, 
1989). Затем блоки переносили в 0,5 М ЭДТА 
и хранили при 4 °С. Перед электрофорезом 
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ядра, фиксированные в агарозе, отмывали в ТЕ 
буфере (10 мМ Tris-H�l, �H 7,6; 1 мМ ЭДТА)Tris-H�l, �H 7,6; 1 мМ ЭДТА)-H�l, �H 7,6; 1 мМ ЭДТА)H�l, �H 7,6; 1 мМ ЭДТА), �H 7,6; 1 мМ ЭДТА)�H 7,6; 1 мМ ЭДТА) 7,6; 1 мМ ЭДТА) 
в течение 2 ч.

Инкубирование экстракорпорально 
сгенерированных ККМ  

с препаратом ДНК

Из трубчатых костей мышей вымывали 
ККМ средой ���-Glasgo� (Gibco�R�, Велико-���-Glasgo� (Gibco�R�, Велико--Glasgo� (Gibco�R�, Велико-Glasgo� (Gibco�R�, Велико- (Gibco�R�, Велико-Gibco�R�, Велико-, Велико-
британия), содержащей раствор незаменимых 
аминокислот, глутамин, 0,1 мМ β-меркапто-
этанол, 1000 ед/мл �I�. Клетки осаждали цен-�I�. Клетки осаждали цен-. Клетки осаждали цен-
трифугированием при 400 g в течение 5 мин, 
4 °С. Затем считали клетки в камере Горяева 
и инкубировали в 500 мкл 20–30 млн клеток с 
предварительно подготовленной ДНК. Для это-
го использовали меченый в ПЦР продукт A�u-� 
повтора человека размером 300 п.н., кольцевую 
форму плазмиды ��G�P-N1, а также линейную��G�P-N1, а также линейную�G�P-N1, а также линейную 
форму ��G�P-N1, гидролизованную рестрик-
тазами Hin�III или Sm�I. В соответствующих 
экспериментах ДНК плазмиды �G�P-N1 мети-
ли 32P-��TP достраиванием по липкому концу-��TP достраиванием по липкому концу��TP достраиванием по липкому концу достраиванием по липкому концу 
при помощи реакции с фрагментом Кленова. По 
окончании инкубации клетки собирали, промы-
вали два раза этой же средой, заливали в блоки 
легкоплавкой агарозы и в случае добавления 
32P меченой ДНК блоки считали на счетчике 
1209 Rac�beta (Wallac, Финляндия). Затем 
фракционировали материал электрофорезом 
и, в зависимости от эксперимента, либо высу-
шивали гель и проводили засветку на �olecular 
Imager �X Pro+, либо переносили по Саузерну 
на мембрану �eta-Probe Genomic Teste� �lotting�eta-Probe Genomic Teste� �lotting-Probe Genomic Teste� �lottingProbe Genomic Teste� �lotting Genomic Teste� �lottingGenomic Teste� �lotting Teste� �lottingTeste� �lotting �lotting�lotting 
�embrane (�io-Ra�) и проводили гибридизацию (�io-Ra�) и проводили гибридизацию�io-Ra�) и проводили гибридизацию-Ra�) и проводили гибридизациюRa�) и проводили гибридизацию) и проводили гибридизацию 
с 32P меченой ДНК. меченой ДНК.

Анализ количества материала, 
доставленного в ККМ

В программе Quantit� One оценивали процентit� One оценивали процент One оценивали процентOne оценивали процент оценивали процент 
засветки, приходящийся на размер добавленно-
го фрагмента по отношению ко всему меченому 
материалу, вошедшему в гель или оставшемуся 
на старте. При известных силах радиактивного 
сигнала добавленной к клеткам меченой ДНК 
и блока, содержащего определенное количест-
во этих клеток вычисляли количество чистых 
фрагментов, доставленных в клетку. 

Результаты

Интернализация экзогенной ДНК  
в ККМ экспериментальных мышей

Первоначально была проведена серия in 
vivo экспериментов, демонстрирующих тот 
факт, что в указанный промежуток времени 
(введение ДНК через 18 ч после инъекции ЦФ) 
синтетические процессы в анализируемых ККМ 
полностью остановлены. Мышам внутрибрю-
шинно вводили ЦФ и препарат фрагментиро-
ванной экзогенной ДНК (суммарно 2–5 мкг) в 
промежуток времени 18–30 ч после инъекции 
ЦФ. ККМ экспериментальных животных 
выделяли согласно процедуре, описанной в 
разделе «Материалы и методы», и заливали в 
блоки легкоплавкой агарозы. Материал ядер, 
фиксированный в блоках легкоплавкой агаро-
зы, лизировали в присутствии детергента и 
подвергали депротеинизации протеиназой К 
в течение 2 суток. ДНК ядерного хроматина  
фракционировали пульс-электрофорезом. Об-
щая картина электрофоретической разгонки 
свидетельствует о присутствии двух высоко-
молекулярных фракций в образцах хроматина 
ядер экспериментальных животных. Одна из 
фракций не входит в агарозный блок и, по-
видимому, представляет ДНК хромосом ККМ. 
Вторая фракция с молекулярной массой более 
1 млн п.о. постоянно присутствует в экспери-
ментах и не является продуктом деградации, 
связанным с процедурой выделения материала 
ядерной фракции ККМ (рис. 1).

Не обнаружено включения меченого ма-
териала (A�u-�повтор человека, Hp�I-�-�повтор 
лосося, ��TP) в состав хроматина ККМ в экс-
периментальных группах мышей после введе-
ния ЦФ (рис. 1, дорожки 1, 3, и 7). При этом в 
контрольной группе (введение только меченого 
субстрата) явно прослеживается появление ме-
ченого материала в составе хроматина (рис. 1,  
дорожки 2, 4, 6 и 8). Такая картина поведения 
меченого материала предполагает полную 
остановку репликации в любой форме и отсут-
ствие инкорпорации в хроматин продуктов 
деградации интродуцированной в организм 
мышей экзогенной меченой ДНК. В этой связи 
наличие незначительного количества меченого 
материала на старте 5-й дорожки может сви-
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детельствовать в большей мере об ассоциации 
экзогенных фрагментов с хроматином ядра, 
нежели о ресинтезе с использованием мече-
ных мономеров, образовавшихся в результате 
деградации экзогенной ДНК. Это заключение 
подтверждают эксперименты, описанные в 
следующих разделах настоящей работы. Также 
в описываемых далее экспериментах показано, 
что меченый материал, обнаруживаемый на 
старте образцов ДНК, выделенных из ККМ 
нативных мышей, представляет собой хрома-
тин реципиентного ядра после инкорпорации 
меченых предшественников, образованных в 
процессе деградации в организме животного. 

Далее были проведены эксперименты, харак-
теризующие распределение материала экзоген-
ной ДНК, доставленного во внутриклеточные 
компартменты. Экспериментальным мышам в 
хвостовую вену вводили 3–5 мкг меченой 32Р сум-
марной ДНК человека, фрагментированной до 
размеров 200–6000 п.н. Через полчаса животных 
забивали, выделяли ККМ, которые впоследствии 
разделяли на ядерную и цитоплазматическую 
фракции. Ядерную фракцию в свою очередь раз-
деляли на хроматин и внехромосомную фракцию 
(см. раздел «Материалы и методы»). С получен-
ными образцами проводили электрофорез в ага-
розном геле. Гель высушивали и экспонировали 
с рентгеновской пленкой (рис. 2).

При анализе распределения экзогенной ДНК 
в различных фракциях ККМ эксперименталь-
ных мышей было обнаружено, что экзогенная 
ДНК на момент выделения ККМ (через полчаса 

после инъекции) присутствует во внутриядер-
ном пространстве ККМ. В цитоплазматической 
фракции ККМ меченый материал полностью 
отсутствует. Размер меченых фрагментов, об-
наруживаемых в ядерной фракции, свидетель-
ствует об объединении в высокомолекулярную 
структуру  материала ДНК, доставленного в 
ядерный компартмент.

Для подтверждения того факта, что экзо-
генная ДНК доставляется in vivo vivovivo в ядра ККМ 
мышей в виде фрагментов определенного 
размера, была проведена серия экспериментов 
с использованием ��cling PRIN� и ПЦР амп-
лификации материала, принадлежащего ядру. 
Мышам после инъекции ЦФ (200 мг/кг) в/б 
вводили ДНК человека (6 мг в течение 12 ч) и 
через 8 ч после последней инъекции выделяли 
ККМ. Выделенные ядра ККМ фиксировались 
на стеклах. Анализ проводился с использова-
нием в качестве праймеров человеческой ДНК 
в виде фрагментов размером от 20 до 500 п.н. 
Предполагалось, что если во внехромосомном 
пространстве ядра присутствуют фрагменты 
человеческой ДНК, то существует возможность 
обнаружить продукты PRIN� амплификации. На 
рис. 3 представлены результаты такого анализа, в 
котором выявляются четкие сигналы, свидетель-
ствующие о специфичности PRIN�. Результаты 
проведенного PRIN� анализа демонстрируют тотPRIN� анализа демонстрируют тот анализа демонстрируют тот 
факт, что в ядрах ККМ присутствуют фрагменты 
ДНК человеческого происхождения.

Для конечного решения вопроса о проник-
новении экзогенной ДНК человека в ядра ККМ 

Рис. 1. Электрофореграмма (слева) и рентгенограмма (справа) геномной ДНК ККМ мышей после внутри-
брюшинного (в/б) введения меченых фрагментов ДНК на фоне инъекции ЦФ (нечетные дорожки) и в виде 
монопрепарата (четные дорожки). 

A�u-��u-�-�повтор человека (1,2), Hp�I-�-�повтор лосося (3,4), плазмида ��G�P-N1 (5,6), меченый ��TP (7,8). М��TP (7,8). М (7,8). М – маркер моле-
кулярного веса λHin�III..
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мышей in vivo vivovivo мы провели ПЦР анализ с прай-
мерами на уникальный ген каспазы 3 человека 
(рис. 4). 

Анализ полученных результатов демон-
стрирует присутствие фрагментов человеческой 
ДНК в ядерной фракции ККМ мышей. Как сле-
дует из рис. 4, размер этих фрагментов составля-
ет не менее 260 п.н. Появление специфического 
сигнала гибридизации свидетельствует о при-
сутствии в образце видоспецифической матрицы 
человеческого происхождения, используемой в 
ПЦР и представляющей собой фракцию ядерной 
ДНК ККМ мыши после инъекции ЦФ и чело-
веческой ДНК. 

Рис. 2. Распределение экзогенной ДНК по фракциям ККМ экспериментальных мышей. 

Электрофореграмма (слева) и рентгенограмма (справа) агарозного геля с нанесенными образцами: ДНК 
человека – экзогенная ДНК, которую внутривенно вводили экспериментальным животным; М – маркер 
молекулярного веса λHin�III; �� – хроматин ККМ; В��Ф – внехромосомная фракция; Ц – цитоплазматиче-; �� – хроматин ККМ; В��Ф – внехромосомная фракция; Ц – цитоплазматиче-
ская фракция. Ярко светящаяся полоса в нижней части геля во фракции «хроматин (��)» представляет собой 
остаточное количество �D�.�D�..

Рис. 3. ПЦР на предметном стекле с биотин-мече-
ными нуклеотидами и с использованием ДНК чело-
века, фрагментированной до размеров 20–500 п.н.,  
в качестве праймера. 

Ядра ККМ интактных мышей (а) и после 12-кратного 
(через 18 ч после введения ЦФ) ежечасного в/б введения 
0,5 мг ДНК человека (б).

Рис. 4. Электрофореграмма (слева) и рентгенограмма 
(справа) продуктов ПЦР с праймерами на уникаль-
ный ген каспазы 3 человека с использованием в 
качестве матрицы ДНК человека, ДНК клеток кост-
ного мозга мышей ��� и ДНК ядерной фракции 
клеток костного мозга мышей, выделенных через 8 ч  
после 12-кратного (через 18 ч после введения ЦФ) 
ежечасного в/б введения 0,5 мг ДНК человека (№ 1). 
В качестве зонда для гибридизации использовали 
фрагмент ~ 260 п.н., меченный в ПЦР с праймерами 
на ген каспазы 3 человека и матрицей ДНК человека; 
2 %-й агарозный гель. 

М – маркер молекулярного веса (100 п.н.). Стрелка обо-
значает гибридизующийся фрагмент, соответствующий 
продукту ПЦР с праймерами на ген каспазы 3.

Для определения времени нахождения эк-
зогенной ДНК в ядерном пространстве ККМ 
мышей была проведена серия дополнительных 
экспериментов. Через определенные промежут-
ки времени (3 мин, 1, 3, 5, 7, 9, и 13 сут после 
последней инъекции ДНК человека) ядра ККМ 
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мышей, которым вводили ЦФ 200 мг/кг и ДНК 
человека по 0,5 мг (каждый час в промежуток 
времени 18–30 ч после ЦФ), выделяли и до-
полнительно очищали в сахарозном градиенте. 
ДНК, выделенную из этих ядер, использовали 
в качестве матрицы в ПЦР с праймерами на 
уникальный ген каспазы 3 человека (рис. 5).

Несмотря на то что продукт ПЦР-ампли-
фикации виден только в начальных точках  
(3 мин–5 сут), результаты гибридизации, кото-
рая является более чувствительным методом 
детекции, чем окраска бромистым этидием, 
свидетельствуют о том, что специфический 
фрагмент присутствует в ядерном пространстве 
ККМ мышей во всех анализируемых точках 
вплоть до 13 сут.

В другой серии экспериментов для выявле-
ния факта присутствия экзогенной ДНК в ККМ 
мышей после инъекции ЦФ (200 мг/кг веса) и 
многократного введения ДНК человека (ДНК 
человека вводили в промежуток времени 18–30 ч 
с момента инъекции ЦФ, каждый час по 0,5 мг),  
была проведена серия гибридизаций in �it�u 

ККМ экспериментальных мышей с меченой 
биотином ДНК A�u-�повтора человека. Препа-
раты из ядер ККМ приготавливали спустя 38 
ч после инъекции ЦФ. Проведенный анализ 
свидетельствует о том, что гибридизация встре-
чается в небольшом количестве клеток, при 
этом обнаруживаются 1–2 зоны гибридизации. 
В среднем встречаемость клеток, содержащих 
сигнал гибридизации с A�u-�повтором, составила 
2 % (рис. 6).

Полученные в данном разделе результаты с 
использованием различных эксперименталь-
ных подходов подтверждают факт доставки 
экзогенной ДНК в форме фрагментов разме-
ром не менее 260 п.н. в ядерное пространс-
тво ККМ мышей. Доставленный материал 
удерживается в ядерном пространстве в виде 
стабильно присутствующих структур вплоть 
до 13 сут с момента последней инъекции 
экзогенной ДНК. На цитологических препа-
ратах выявляются 1–2 зоны гибридизации 
при использовании в качестве зонда ДНК 
A�u-� повтора человека.

Рис. 5. Электрофореграмма (слева) и рентгенограмма (справа) продуктов ПЦР с праймерами на уникальный 
ген каспазы 3 человека с использованием в качестве матрицы ДНК человека, ДНК клеток костного мозга 
мышей ��� и ДНК ядерной фракции ККМ экспериментальных мышей, выделенных через определенные 
промежутки времени после последней инъекции препарата ДНК. В качестве зонда для гибридизации 
использовали фрагмент ~ 260 п.н., меченный в ПЦР с праймерами на ген каспазы 3 человека и матрицей 
ДНК человека; 2 %-й агарозный гель. 

М – маркер молекулярного веса (100 п.н.). Стрелка обозначает гибридизующийся фрагмент, соответствующий продукту 
ПЦР с праймерами на ген каспазы 3.
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Качественные и количественные 
характеристики экзогенной ДНК, 

доставляемой в ядра ККМ

Для оценки качественных характеристик 
экзогенной ДНК, интернализирующейся в 
ядерном пространстве ККМ in vivo vivovivo, были вы-
полнены несколько экспериментов, в которых в 
качестве отвечающего материала использовали 
ядерная фракция ККМ после фракционирова-
ния в 10 %-м сахарозном градиенте (см. раздел 
«Материалы и методы»).

В первых экспериментах выделяли ядерную 
фракцию, представляющую собой целые ядра 
(окраска по Гимза), материал которых после 
заливки в блоки легкоплавкой агарозы и по-
следующей депротеинизации фракционирова-
ли пульс-электрофорезом. Результаты гибриди-
зации со специфическим зондом (Hp�I-�повтор 
лосося) свидетельствовали о том, что ДНК эк-
зогенного происхождения присутствует в ядрах 

ККМ в виде высокомолекулярной структуры 
размером более 1000 т.п.н. (рис. 7). Такая кар-
тина гибридизации была получена для ККМ, 
обработанных препаратом ДНК экзогенного 
происхождения в форме монопрепарата. Ана-
лиз гибридизации образца ядерного материала 
ККМ, обработанных двумя препаратами (ДНК 
и ЦФ) не выявил гибридизации в поле мигра-
ции агарозного блока (рис. 7, б, дорожка 3).  
Тем не менее была видна отчетливая гибри-
дизация с материалом ядра, не вошедшим в 
агарозный блок и оставшимся на старте. Такой 
же сигнал наблюдался и в образце ДНК ККМ, 
обработанных одной экзогенной ДНК. Это 
могло значить, что материал экзогенной ДНК 
находится в прочной ассоциации с хромосом-
ной фракцией.

Количественный анализ материала ДНК, 
выделенного из ККМ мышей из этого же экспе-
римента, показал, что при совместном введении 
ЦФ и ДНК лосося, а также ДНК лосося в виде 

Рис. 6. �I�H с меченой биотином ДНК A�u-�повтора человека. 

ЦФ+ДНК – ККМ мыши, получавшей инъекции ДНК человека на фоне введения ЦФ; ЦФ – ККМ мыши после инъекции 
ЦФ (200 мг/кг); фибробласты человека – контроль гибридизации. Стрелками указаны зоны гибридизации.
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монопрепарата ДНК ядерной фракции  ККМ 
экспериментальных животных достоверно по 
сравнению с контролем (с вероятностью > 0,99) 
содержит больше последовательностей, гомоло-
гичных Hp�I-�-�повтору лосося (рис. 8). 

Для того чтобы охарактеризовать материал 
ядер ККМ, имеющий гомологию с экзогенной 
ДНК и нефракционирующийся в агарозе, была 
предпринята серия попыток рестрикционного 

анализа ядерной ДНК ККМ экспериментальных 
мышей. Результаты проводимых далее гибриди-
заций со специфическими зондами различного 
происхождения не выявили четких сигналов 
гибридизации. Это могло свидетельствовать о 
гетерологичности доставляемых в ядра экзо-
генных фрагментов. 

Для того чтобы оценить состояние экзоген-
ной ДНК в ядре ККМ мышей, обработанных 

Рис. 7. Препарат ДНК лосося, использованный для инъекций мышам в ходе эксперимента (а); б – электро-
фореграмма (слева) и рентгенограмма (справа) материала ДНК ядер ККМ мыши после введения: 1 – ЦФ 
(200 мг/кг); 2 – ДНК лосося в виде монопрепарата; 3 – ДНК лосося на фоне инъекции ЦФ. 

М1 – маркер молекулярного веса λHin�III, М2 – маркер молекулярного веса 50–1000 т.п.о. В качестве зонда для гибри-
дизации использовали ДНК 32Р меченого Hp�I-�повтора рыбы. Стрелками указаны сигналы гибридизации.

Рис. 8. Рентгенограмма мембраны, гибридизованной с ДНК 32Р меченого Hp�I-повтора (а). В каждой точке 
нанесено по 0,5 мкг ДНК: контроль – ДНК лосося и ДНК мышей СВА, эксперимент – ДНК ядер ККМ мышей 
после инъекций ЦФ и экзогенной ДНК лосося. Количественная оценка интенсивности гибридизационного 
сигнала после сканирования на �olecular Imager �X Pro+ (б).

�NT*mm2 – относительные единицы, характеризующие силу радиоактивного сигнала мембраны на единицу площади, 
подсчитанные в программе Quantit� One.
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как ЦФ, так и экзогенной ДНК, не фракцио-
нирующейся в агарозном геле, была выделена 
частично деградированная в результате проте-
кающего апоптоза ядерная фракция, в которой 
целые ядра не детектировались. При окраске 
по Гимза в таких препаратах выявлялись блоки 
свободно лежащего хроматина. Полученный 
таким образом препарат хроматина также за-
ливали в блоки легкоплавкой агарозы и после 
обработок фракционировали в агарозном геле 
в системе пульс-электрофореза. Результаты 
проведенной гибридизации с A�u-�-�повтором 
человека представлены на рис. 9.

Результаты проведенного анализа фракции 
хроматина ядер ККМ после инъекций экзоген-
ной ДНК дают основание предполагать, что 
фрагменты экзогенной ДНК достигают внут-
ренних компартментов клеток, выделенных как 
из необработанных ЦФ мышей, так и мышей, 
обработанных двумя препаратами. Гомологич-
ные экзогенной ДНК структуры, определяе-
мые в ядерной фракции ККМ, представлены 
четкими индивидуальными бэндами, которые 
более медленно мигрируют в агарозном блоке 
по сравнению с исходной ДНК. Такой эффект 
как правило связан с увеличением линейных 
размеров фрагментов. Наблюдаемое увеличе-
ние размера по сравнению с исходной ДНК 
может свидетельствовать о сшивании между 
собой экзогенных фрагментов, свободно при-
сутствующих в ядерном пространстве (рис. 9,  
дорожка 1, 2).

Нуклеазы крови в течение 5 минут полно-
стью деградируют любую незащищенную ДНК, 
введенную в организм экспериментальных 
мышей (Алямкина и др., 2009, Долгова и др�, 
2009). Это создает трудности в интерпретации 
полученных данных по интернализации радио-
активно меченых фрагментов экзогенной ДНК 
в ядра ККМ. При использовании радиоактив-
ных ДНК зондов главной трудностью является 
невозможность отличить экзогенную ДНК, до-
ставленную в ядро, от ДНК хозяина как интакт-
ной, так и деградированной после ресинтеза с 
радиоактивными мономерами, возникшими в 
результате деградации в крови или непосред-
ственно в клетке экзогенной меченой ДНК. Для 
решения данного вопроса мы разработали про-
цедуру экстракорпоральной генерации ККМ, 
их совместной инкубации с индивидуальными 

радиоактивно мечеными фрагментами ДНК и 
анализа материала этих клеток после заливки 
в блоки легкоплавкой агарозы.

Были выполнены две серии экспериментов 
с фрагментом ДНК, синтезированным в ПЦР, 
и фрагментом ДНК, меченным по липкому 
концу (гидролизованная рестриктазой Hin�III 
плазмида ��G�P-N1). Также были проведены��G�P-N1). Также были проведены-N1). Также были проведеныN1). Также были проведены1). Также были проведены 
блот-гибридизации геномной ДНК ККМ после 
инкубации с ДНК немеченой плазмиды, где в 
качестве гибридизационного зонда использо-
вали ПЦР-продукт гена G�P той же плазмиды. 
Результаты экспериментов представлены на 
рис. 10, 11 и 13.

Оказалось, что оба типа фрагментов в не-
деградированном состоянии доставляются 
как в нативные ККМ, так и в находящиеся под 
действием ЦФ. Фрагмент, полученный в ПЦР, 
присутствует в клеточном пространстве после 
2 часов инкубации все еще в исходном виде (не 
образует конкатамеров). Второй фрагмент (ме-
ченая плазмида) начинает замыкаться в кольцо 
к 7 часам инкубации в ККМ, выделенных из 
мышей обеих групп. В обоих экспериментах 
наблюдаются быстрое конечное насыщение 
меченым материалом клеток, находящихся под 
воздействием ЦФ, и непрерывное увеличение 
количества меченого материала в клетках, 
выделенных из необработанных ЦФ мышей 
(рис. 12).

Рис. 9. Электрофореграмма (слева) после проведе-
ния пульс-электрофореза и рентгенограмма (справа) 
материала ДНК из ядер ККМ мыши после введения: 
1 –экзогенной ДНК человека на фоне инъекции ЦФ; 
2 – экзогенной ДНК человека в виде монопрепарата; 
3 – ЦФ в дозе 200 мг/кг. М – маркер молекулярного 
веса λHin�III; 4 – препарат ДНК человека, исполь-; 4 – препарат ДНК человека, исполь-
зуемый для инъекций в эксперименте. В качестве 
зонда для гибридизации использовали меченый в 
ПЦР A�u-�-�повтор человека.
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Рис. 10. Электрофореграмма (слева) и рентгенограмма (справа) после заливки в блоки легкоплавкой агарозы 
и электрофореза ядер ККМ мыши, выделенных через 18 ч после воздействия ЦФ (а), и интактной мыши (б).  
ККМ инкубировали с фрагментом ДНК – A�u-�-�повтором 300 п.н., синтезированным и меченым в ПЦР в 
количестве от 0,5 до 32,5 мкг. 

М – маркер молекулярного веса λHin�III..

Рис. 11. Электрофореграмма (слева) и рентгенограмма (справа) после заливки в блоки легкоплавкой ага-
розы и электрофореза ядер ККМ мыши, выделенных через 18 ч после воздействия ЦФ (а), и интактной 
мыши (б). ККМ инкубировали с плазмидой ��G�P-N1, гидролизованной рестриктазой Hin�III и меченной 
по липкому концу, в течение различного времени – 1, 2, 4 и 7 ч. 

М – маркеры молекулярного веса.

В экспериментах по гибридизации (рис. 13) 
было обнаружено, что, как и в предыдущей се-
рии экспериментов, в ККМ мышей происходит 
замыкание молекул плазмиды в мономерное 
или мультимерное кольцо после 7 ч инкубации. 
В кольцо замыкаются молекулы как с тупыми, 
так и липкими концами. В случае мышей, обра-
ботанных одним ЦФ, эффект лигирования более 
выражен, при этом удивительным оказался факт 
увеличения линейных размеров циклической 
формы плазмиды, также используемой в экс-
перименте. Не менее интригующим оказался 
факт обнаружения гибридизующегося мате-
риала, находящегося на старте образцов ДНК, 

полученных из ККМ мышей, обработанных 
ЦФ и экзогенной ДНК. Причем в аналогичных 
образцах ДНК, полученных из ККМ мышей, 
не обработанных ЦФ, такой гибридизации об-
наружено не было. Этот факт, в совокупности с 
результатами, полученными в других сериях экс-
периментов настоящего исследования, может 
свидетельствовать о ковалентном объединении 
экзогенных молекул и ДНК хромосом реципи-
ентного ядра (см. раздел «Обсуждение») в ККМ, 
находящихся под воздействием цитостатика. 

В серии экспериментов, в которых использо-
валась плазмида, для полной уверенности в том, 
что выявляемый меченый материал образован 
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трактуемого как доставленный из околоклеточ-
ного пространства (исходный фрагмент, выявляе-
мый при электрофоретическом анализе с учетом 
уровня его радиоактивности). Оказалось, что 
в ядросодержащих ККМ мыши одновременно 
может находиться до 1800 т.п.н. экзогенной 
ДНК в форме фрагментов. Причем количество 
фрагментов, находящихся во внутриклеточном 
пространстве, коррелирует с их размером. 

Для оценки возможности мультимеризации 
линеаризованной плазмиды во внутрикле-
точном пространстве были проведены экс-
перименты по трансфекции клеток культуры 
фибробластов человека плазмидой ��G�P-N1��G�P-N1-N1N11 
с использованием липофектамина. Плазмидная 
ДНК была линеаризована по сайту рестрикции 
S��GI и в такой форме трансфецировалась в и в такой форме трансфецировалась в 
культуру фибробластов человека. Гибридизация 
фракционированного пульс-электрофорезом 
материала ДНК клеток культуры фиброблас-
тов с 32P меченой ДНК исходной плазмиды меченой ДНК исходной плазмиды 
продемонстрировала появление в клетках высо-
комолекулярных структур, гомологичных плаз-
мидной ДНК размером около 45, 80 и 200 т.п.н.  
(рис. 14). Полученные факты предполагают, 
что плазмидная ДНК организуется в клетке в 
форму сшитых межу собой линейных молекул 
исходной плазмиды. Такая конкатамеризация 
предполагает возможность формирования 
эписомоподобной структуры, которая может 
находиться в клетке длительное время.

ПЦР анализ с использованием стандартного 
набора праймеров показал, что материал ДНК 
хроматина ядерной фракции фибробластов, 
обработанных экзогенной ДНК, в своем составе 
содержит ДНК плазмиды, используемой для 
трансфекции. Такой же результат был полу-
чен при трансформации компетентных клеток  
E� �o�i� �o�i�o�i материалом осадка хроматина ядерной 
фракции после градиентного центрифугирова-
ния в градиенте Na�l, последующих рестрик-Na�l, последующих рестрик-, последующих рестрик-
ции S��GI и лигирования. Были получены ко- и лигирования. Были получены ко-
лонии, трансформированные плазмидной ДНК 
��G�P-N1, по своей структуре не отличающей--N1, по своей структуре не отличающей-N1, по своей структуре не отличающей-1, по своей структуре не отличающей-
ся от используемой для трансфекции. Следует 
отметить, что при трансформации материалом 
хроматина ядерной фракции без рестрикции и 
лигирования колоний, устойчивых к канами-
цину, а, значит, содержащих функциональную 
плазмиду ��G�P-N1, получено не было.��G�P-N1, получено не было.-N1, получено не было.N1, получено не было.1, получено не было. 

Рис. 12. Количество меченого материала, определен-
ное по рентгенограмме ядер ККМ мыши, выделен-
ных через 18 ч после воздействия ЦФ, и ядер ККМ 
интактной мыши, инкубированных в присутствии 
меченого материала: а – A�u-�-�повтора 300 п.н., синте-
зированного и меченого в ПЦР, в количестве от 0,5 до 
32,5 мкг; б – плазмиды ��G�P-N1, гидролизованной��G�P-N1, гидролизованной-N1, гидролизованнойN1, гидролизованной1, гидролизованной 
рестриктазой Hin�III и меченной по липкому концу, и меченной по липкому концу, 
в течение различного времени – 1, 2, 4 и 7 ч.

плазмидной ДНК, доставленной из внеклеточ-
ного пространства, была осуществлена транс-
формация компетентных клеток E��heri�hi� �o�i �o�i�o�i 
материалом хроматина клеток, выделенных как 
из обработанных, так и необработанных ЦФ 
мышей, полученного в результате центрифугиро-
вания в градиенте концентрации хлорида натрия. 
Полученный результат свидетельствовал о том, 
что в ядерной фракции анализируемых клеток 
присутствует исходная форма плазмиды. 

Было оценено количество доставляемой в 
ККМ ДНК и рассчитано количество фрагментов, 
присутствующих в клетке. Оценку проводили 
по количеству меченого материала, однозначно 
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в форме фрагментов материал ДНК, исходно 
находящийся в околоклеточном пространстве. 
Фрагменты экзогенной ДНК обнаруживаются в 
ядерном пространстве ККМ вплоть до послед-
ней экспериментально подтвержденной точки –  
13 сут после введения циклофосфана. Таким 
образом, получены достоверные свидетельства 
того, что экзогенная ДНК без помощи транс-
фецирующих факторов достигает внутренних 
компартментов ККМ. Количественный анализ 
интернализированной ДНК в форме неизме-
ненных фрагментов исходно экстраклеточной 
локализации показал, что до 1800 т.п.н. экзо-
генной ДНК может одновременно находиться 
во внехромосомном пространстве в форме фраг-
ментов. Как следует из полученных результатов, 
фрагменты экзогенной ДНК подвергаются 
процессингу (замыкание в кольцо, мультимери-
зация) во внутренних клеточных компартментах 
ККМ, выделенных из костного мозга интактных 
мышей и мышей, обработанных препартом 
ДНК через 18 ч после инъекции ЦФ.

Результаты гибридизации, выполненной с ис-
пользованием плазмидного материала (рис. 13),  
а также результаты экспериментов по интер-
нализации плазмидной ДНК, меченной 32P 
(рис. 11, 12, б), свидетельствуют о том, что в 
ККМ, находящихся под воздействием ЦФ, и 
в необработанных клетках активированные 
молекулярные механизмы имеют общие свой-
ства. Прослеживается, что линейные молекулы 
плазмиды замыкаются в кольцо в обоих типах 

Рис. 13. Электрофореграмма (слева) и рентгенограмма (справа) после заливки в блоки легкоплавкой ага-
розы и электрофореза ядер ККМ мыши, выделенных через 18 ч после воздействия ЦФ (а), и интактной 
мыши ��� (б). ККМ инкубировали с ДНК плазмиды ��G�P-N1, гидролизованной рестриктазой��� (б). ККМ инкубировали с ДНК плазмиды ��G�P-N1, гидролизованной рестриктазой (б). ККМ инкубировали с ДНК плазмиды ��G�P-N1, гидролизованной рестриктазой��G�P-N1, гидролизованной рестриктазой-N1, гидролизованной рестриктазойN1, гидролизованной рестриктазой1, гидролизованной рестриктазой Sm�I (1), 
рестриктазой Hin�III (2), суперскрученной формой плазмиды ��G�P-N1 (3) и в отсутствие экзогенной (2), суперскрученной формой плазмиды ��G�P-N1 (3) и в отсутствие экзогенной 
ДНК (4) в течение 7 ч. 

П1 и П2 – ДНК плазмиды ��G�P-N1 суперскрученной и линейной формы, М – маркер молекулярного веса.

Рис. 14. Электрофореграмма (слева) и рентгено-
грамма (справа) ядер культуры клеток �T3, залитых 
в блоки легкоплавкой агарозы, фракционированных 
пульс-электрофорезом. 

1 – исходная культура, 2 – обработанная липофектами-
ном и трансфецированная линейной формой плазмиды 
��G�P-N1, 3 – обработанная митомицином С и липо-�G�P-N1, 3 – обработанная митомицином С и липо-G�P-N1, 3 – обработанная митомицином С и липо-N1, 3 – обработанная митомицином С и липо-1, 3 – обработанная митомицином С и липо-
фектамином и трансфецированная линейной формой 
плазмиды ��G�P-N1, 4 – обработанная липофектамином�G�P-N1, 4 – обработанная липофектаминомG�P-N1, 4 – обработанная липофектаминомN1, 4 – обработанная липофектамином1, 4 – обработанная липофектамином 
и трансфецированная плазмидой ��G�P-N1 (цикличе-�G�P-N1 (цикличе-G�P-N1 (цикличе-N1 (цикличе-1 (цикличе-
ская форма). М – маркер молекулярного веса. В качестве 
зонда для гибридизации использовали 32Р меченую в ПЦР 
плазмиду ��G�P-N1.�G�P-N1.G�P-N1.N1.1.

Обсуждение

Проведенный анализ свидетельствует о том, 
что при внутрибрюшинном и внутривенном 
введении препаратов экзогенной ДНК раз-
личного происхождения in vivo vivovivo так же, как и 
при совместном культивировании в условиях 
ex vivo vivovivo, в ККМ доставляется и присутствует 
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клеток. Однако в образцах ККМ, выделенных 
из не обработанных ЦФ мышей, не происхо-
дит какой-либо ассоциации плазмидной ДНК 
и реципиентного хроматина (рис. 13, дорожки 
1, 2 старт). Наоборот, в ККМ, выделенных из 
обработанных ЦФ мышей, плазмидная ДНК 
ассоциируется с реципиентным хроматином 
ядра и колокализуется вместе с ним на старте 
агарозного геля. Сравнительный анализ двух 
типов событий предполагает активацию в ККМ, 
обработанных различным образом, аварийной 
лигирующей системы. По-видимому, эта сис-
тема является более специфичной для ДЦР 
хромосом клетки, только в отсутствие которых 
происходит удаление из пространства ядра 
двуцепочечных концов, пришедших с экзоген-
ными фрагментами ДНК. Этот эффект хорошо 
виден при анализе результатов, приведенных на  
рис. 11 и 13. Если в ядре присутствуют двуце-
почечные разрывы хромосом, то система лиги-
рования в первую очередь стремится удалить 
из пространства ядра именно эти повреждения. 
По-видимому, в этот процесс случайным обра-
зом попадают и экзогенные фрагменты, которые 
выявляются как ассоциированные с хроматином 
на старте агарозных блоков. В результате таких 
событий, протекающих в ядре, наблюдаются 
появление экзогенного материала, вероятно, 
ковалентно объединенного с ДНК хроматина, 
и одновременное снижение эффективности 
лигирования молекул плазмиды, свободно при-
сутствующих в ядерном пространстве. 

В дополнение к этому показано, что в ис-
следуемой системе клеток меченый материал 
быстро (ко второму часу инкубации) насыщает 
фракцию хроматина и количество радиоактив-
ного материала сохраняется на одинаковом 
уровне вплоть до 7 ч инкубации с экзогенной 
ДНК (рис. 11, 12, б). Такое поведение меченого 
материала также может свидетельствовать о 
возможности ковалентного объединения экзо-
генных меченых фрагментов с хроматином 
ККМ. Быстрое и конечное насыщение хро-
матина меченым материалом в таких клетках 
предполагает некое завершение определенных 
репаративных процессов, стабилизирующих 
доставку и ассоциацию с хроматином экзоген-
ной ДНК. Как следует из работы (Долгова и 
др., 2011), в течение 10 мин после появления 
в организме мышей экзогенной фрагменти-

рованной ДНК происходит исчезновение из 
пространства клеток свидетеля ДЦР – гистона 
γH2АX, что говорит о завершении репарацииH2АX, что говорит о завершении репарации2АX, что говорит о завершении репарацииX, что говорит о завершении репарации, что говорит о завершении репарации 
интермедиатов репарации МЦС ДЦР.

Если сопоставить следующие факты: при-
сутствие меченого материала в ассоциации с 
хроматином ядра в момент времени, когда пол-
ностью остановлены синтетические клеточные 
процессы (рис. 1, дорожка 5); гибридизация 
плазмидной ДНК с фракцией хроматина в 
образцах ККМ, выделенных из мышей, обра-
ботанных ЦФ (рис. 13); быстрое и конечное на-
сыщение фракции хроматина экзогенной ДНК 
(рис. 11, 12); немедленное удаление ДЦР, опре-
деляемых в клетке антителами к гистону γH2АXH2АX2АXX 
(Долгова и др., 2011), то можно предположить 
следующую картину развития событий.

Когда в ККМ происходит репарация ДЦР, 
сформированных к 12 ч после воздействия ЦФ 
(Nie�ern�o�erNie�ern�o�er et� ��� �������, 2004; Долгова и др., 2010), 
идет подготовка к репаративной гомологичной 
рекомбинации образованных двуцепочечных 
концов с гомологичными последовательностями 
сестринских хроматид. После гомологичного 
спаривания и завершения кроссинговера долж-
ны произойти восстановление репликативной 
вилки и возобновление движения клетки по 
клеточному циклу (De �il�aDe �il�a �il�a�il�a et� ��� �������, 2000; Helle�a�,Helle�a�,, 
2003; Nie�ern�o�erNie�ern�o�er et� ��� �������, 2004; �ale�-Go�ari�ale�-Go�ari-Go�ariGo�ari et� 
����, 2005; ��ang��ang et� ��� �������, 2007; Ra�nar�Ra�nar� et� ��� �������, 2008; 
��ag�at et� ��� �������, 2009). В этот момент времени в 
ядерном пространстве таких клеток появляют-
ся фрагменты экзогенной ДНК. Известно, что 
свободные двуцепочечные концы активируют 
систему иерархических киназ, которые инду-
цируют остановку клеточного цикла (�ou, 2007;�ou, 2007;, 2007; 
Лихачева и др�, 2008). Одновременно с этим 
происходит активация специфической системы 
аварийного лигирования (Derb�s�ireDerb�s�ire et� ��� �������, 1994; 
�ees-�iller, �ee�, 2003; �ee-�iller, �ee�, 2003; �ee�iller, �ee�, 2003; �ee, �ee�, 2003; �ee�ee�, 2003; �ee, 2003; �ee�ee et� ��� �������, 2005; WangWang et� 
����, 2005). Предположительно повторная актива-
ция иерархических киназ (если она действитель-
но присутствует) и специфическое аварийное 
лигирование, индуцированное появлением 
свободных двуцепочечных концов интрадуциро-
ванных в ядро экзогенных фрагментов (как это 
наблюдается при разрывах, вызванных жестким 
γ-облучением (�ees-�iller, �ee�, 2003)), встреча-�ees-�iller, �ee�, 2003)), встреча--�iller, �ee�, 2003)), встреча-�iller, �ee�, 2003)), встреча-, �ee�, 2003)), встреча-�ee�, 2003)), встреча-, 2003)), встреча-
ются с молекулярным механизмом деликатного 
репаративного процесса МЦС и, в частности, 



412 е.В. Долгова и др. 

конечной его фазы восстановления ДЦР путем 
прецизионной гомологичной рекомбинации 
(Nie�ern�o�erNie�ern�o�er et� ��� �������, 2004). Возникает молеку-
лярный хаос, результатом которого могут быть 
следующие последствия.

1. Происходит стохастическое лигиро-
вание двуцепочечных концов, принадлежа-
щих экзогенным фрагментам и ожидающих 
гомологичной рекомбинации двуцепочеч-
ных концов, сформированных вокруг МЦС. 
Полученные результаты дают основание 
предполагать, что репаративные факторы, 
появление которых индуцировано фрагмен-
тами экзогенной ДНК (Ku70/80, лигаза IV,Ku70/80, лигаза IV,70/80, лигаза IV,IV,,  
лигаза III), в первую очередь и предпочтительноIII), в первую очередь и предпочтительно), в первую очередь и предпочтительно 
ассоциируются с двуцепочечными разрывами 
хромосом, лигируя разрывы. Поскольку об-
работка ЦФ индуцирует конечное количество 
МЦС (2000–2500) и, как следствие, появление 
конечного количества двуцепочечных кон-
цов, то факт быстрого конечного насыщения 
меченым материалом указанным образом об-
работанных ККМ может свидетельствовать о 
наличии такого рода лигирования. При этом 
должны возникнуть многочисленные химерные 
молекулы хромосом. Частным случаем таких 
событий будет интеграция экзогенных фраг-
ментов в структуру хромосом реципиентного 
ядра. Результатом такого процесса являются 
непрекращающийся апоптоз ККМ и элимина-
ция из организма лимфоцитарного ростка крови 
(Долгова и др., в печати).

2. Возможно, что одновременно происходит 
формирование эписомоподобных структур (�in�in 
et� ��� �������, 1985; T�omasT�omas et� ��� �������, 1986; Has�i�ume, ��i-Has�i�ume, ��i-, ��i-��i-
mi�u, 2007), которые объединены с хромосомами, 2007), которые объединены с хромосомами 
ядра связями, не разрушающимися при обра-
ботке протеиназой К. Эписомы, образованные 
фрагментами экзогенной ДНК, могут вносить 
свой вклад в токсическое воздействие, оказы-
ваемое на клетку. Предполагается, что в этих 
структурах могут находиться эукариотические 
последовательности, функционально активи-
рованные формированием эписомы. Продукты 
синтеза с этих последовательностей (�ilaci�ilaci et� ��� �������, 
2004), а также сами последовательности, если 
они относятся к структурным участкам генома 
(��R/��R),могутвноситьдисбалансвфункцио-��R/��R),могутвноситьдисбалансвфункцио-/��R),могутвноситьдисбалансвфункцио-��R),могутвноситьдисбалансвфункцио-), могут вносить дисбаланс в функцио-
нирование молекулярных механизмов клетки, 
что также может приводить к активации механиз-

мов запрограммированной гибели клеток (WangWang 
et� ��� �������, 2005; Has�i�ume, ��imi�u, 2007).Has�i�ume, ��imi�u, 2007)., ��imi�u, 2007).��imi�u, 2007)., 2007).

Таким образом, экзогенная ДНК при ее взаи- 
модействии с ККМ интернализуется во внут-
ренние компартменты клетки и, в частности 
в ядро. Присутствие экзогенных фрагментов 
в ядре ККМ в момент, когда в клетках этого 
типа индуцированы функциональные ДЦР, 
связанные или с процессом репликации или со 
специфическими репаративными процессами, 
может негативно влиять на функциональную 
целостность клеток, вызывая их гибель.
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Summ�ry

Injections o� exogenous DN� in combination �it� a c�tostatic agent c�clo��os��ami�e (�P) cause illness 
an� �eat� o� ex�erimental mice. T�is ��enomenon is re�erre� to t�is as �ela�e� �eat�. It �as been �oun� 
t�at u�on intra�eritoneal injections �ragments o� exogenous DN� reac� t�e bone marro� nic�e an� enter 
t�e nuclei o� bone marro� cells (���s). �lso, �ragments o� exogenous DN� are ca�ture� �rom culture 
me�ium b� ���s generate� ex �i�o. ��on suc� treatment, t�e �ragments are incor�orate� into cells in a 
non-�egra�e� �orm. We estimate t�at un�er suc� con�itions u� to 1800 �b o� exogenous DN� can be �resent 
in ���s as �ragments. ��ter ex vivo incubation �it� ���s, �ragments o� exogenous DN� internali�e� 
in cells o� bot� intact an� �P �re-treate� mice become circulari�e�. It �as been s�o�n t�at �ragments o� 
exogenous DN� can �orm �ig�-molecular �eig�t structures in vivo. �oreo�er, �ragments locali�e� in ��� 
nuclei are suggeste� to integrate into c�romosome(s) o� reci�ient mouse genomes ��en treate� �it� �P 
an� exogenous DN�.

Key w�rds: bone marro� cells, �ragments o� exogenous DN�, e�isome, concatemeri�ation.


