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При синтезе ДНК по матрице РНК, катализируемом РНК-направляе- 
мой ДНК-полимеразой (ревертазой), образуются две нити, одна из кото­
рых (кДНК) комплементарна РНК, служившей матрицей, тогда как 
вторая нить (анти-кДНК) комплементарна нити кДНК (образы см. 
(', 2)). При размножении РНК-содержащих опухолеродных вирусов, 
in vivo синтезируется двуспиральная ДНК, встраивающаяся затем в геном 
клетки. При синтезе ДНК in vitro с помощью высокоочищенных ревертаз 
главное внимание уделяли характеристике кДНК, полученной в присутст­
вии актиномицина D, ингибирующего синтез второй нити ДНК, так как 
кДНК в дальнейшем широко использовали в опытах молекулярной гибри­
дизации. Что касается анти-кДНК, то, помимо самого факта синтеза, нам 
не удалось найти в литературе каких-либо структурных характеристик 
этой нити.

В данной работе нами была поставлена задача охарактеризовать моле­
кулы анти-кДНК по длине и изучить структуру З'-конца.

Выделение ревертазы из очищенного вируса птичьего миэлобластоза 
п условия синтеза ДНК описаны (3). В качестве матрицы использовали 
мРНК глобина кролика, характеристики которой приведены ранее (4). 
Синтез (14С)поли(дТ) вели с помощью ревертазы, как описано (3). Реак­
тивы и материалы те же, что и в предыдущих работах (3, 4).

Принципиальная схема опыта состояла в следующем. Сначала прово­
дили синтез ДНК (в отсутствие актиномицина D) по матрице глобиновой 
мРНК с использованием олиго (дТ)-затравки. Полученную ДНК после 
очистки подвергали отжигу с глобиновой мРНК, взятой в избытке. Нити 
кДНК, комплементарные мРНК, давали при этом двуспиральный моле­
кулярный мРНК-кДНК-гибрид, тогда как нити анти-кДНК в гибридиза­
цию не вступали. Возможность значительного образования ДНК-ДНК-гиб- 
ридов предотвращали большим избытком мРНК. Смесь однотяжевых 
анти-кДНК отделяли от РНК-ДНК- и ДНК-ДНК-гибридов фракциониро­
ванием на оксиапатите. Выделенную анти-кДНК подвергали электрофо­
резу в денатурирующих условиях для оценки длины молекулы.

Методические подробности приводятся ниже. Гибридизацию мРНК 
с ДНК вели в 0,2 мл раствора, содержащего 40% формамид, 0,3 М NaCl, 
0,03 М цитрат Na, pH 7,0, 0,1% додецилсульфат Na, 75 мкг/мл мРНК 
и 1,0 мкг/мл [3Н]дЦМФ-ДНК. Смесь нагревали до 67° и затем медленно, 
в течение 12 час., охлаждали до 25°. Инкубационную смесь после гибриди­
зации разводили 0,01 М фосфатным буфером, pH 6,8 (ФБ) и раствор 
наносили на колонку с оксиапатитом объемом 2 мл, приготовленным по 
методу (5). Колонку промывали последовательно 3 объемами 0,01, 0,16 
и 0,4 М ФБ. Все операции проводили при 60°. Фракции [3Н]ДНК, элюи­
рующиеся 0,16 М и 0,4 М ФБ, упаривали на ротационном испарителе, 
растворяли в воде, пропускали через колонку с сефадексом G-10, уравно­
вешенную буфером, содержащим 0,1 М NaCl, 0,1% додецилсульфат Na, 

1442



0,01 М ЭД ТА, 0,05 М трпс-НС1, pH 7,5. Высокомолекулярную фракцию 
осаждали спиртом в присутствии РНК-носителя. Осадки растворяли 
в 0,3 N КОН, прогревали 15 мин. при 90°, раствор быстро охлаждали 
и нейтрализовали НС1 до pH 6—7.

Фракция ДНК, элюируемая с колонки с оксиапатитом 0,16 М ФБ, была 
подвергнута электрофорезу в 2,5% полиакриламидном геле в денатури­
рующих условиях при 60° в 8 М мочевине (6). Электрофорез 1 час при токе 
5 ма на гель; буфер: 8 М мочевина, 20 мЛ7 трис-НС1, pH 7,5, 2 м3/ ЭДТА, 
60°. Цилиндры геля разрезали на фракции шириной 1 мм, обрабатывали

100

Рис. 1. Электрофорез в трубках в денатурирующих условиях анти- 
кДНК (а) и кДНК (б), синтезированных по матрице глобиновой мРНК

2 .1/ аммиаком (0,5 мл, 40°, 15 час) и просчитывали в 10 мл диоксанового 
сцинтиллятора на счетчике «Intertechnique» SL30. В качестве свидетелей 
использовали мРНК глобина кролика и тРНК дрожжей. Сравнивали длину 
анти-кДНК с кДНК, полученной в присутствии актиномицина D. Из 
рис. 1 видно, что анти-кДНК гетерогенна и занимает широкую полосу от 
9 S до 3,5 S с максимумом около 5 S. Препарат кДНК значительно гомо- 
геннее по молекулярному весу, причем два максимума сдвинуты в область 
8—9 S. Из сравнения рис. 1а и 16 следует заключить, что нити кДНК, 
синтезированные по мРНК, в среднем значительно превосходят по длине 
нити анти-кДНК, синтез которых, как предполагают (7, 8), происходит по 
мРНК-кДНК-гибриду или по кДНК. Однако и во фракции анти-кДНК 
присутствует некоторая доля молекул, которая соответствует по длине 
мРНК и кДНК. Можно думать, что это полные транскрипты.

Для проверки этого предположения мы продолжили анализ анти-кДНК, 
воспользовавшись тем, что на 5'-конце кДНК, как было показано ранее 
(4, 9), имеется политимидиловая последовательность. Идея опыта ясна из 
приводимой ниже схемы:

5'

З'

5'

Информативная часть

Направление
—----------- синтеза.

Направление
______ синтеза

поли (А) ,
р—--------- мРНК
" 11
I I | , поли (ВТ) I | .

кДНК
! \поли'(ЗИ)!

анти-кДНК

Если синтез второй нити ДНК происходит с полным копированием 
кДНК, то во фракции анти-кДНК должны обнаруживаться поли (дА)-по­
следовательности, комплементарные поли (дТ)-фрагменту кДНК. Если же 
синтез заканчивается раньше, в информативной области молекулы, то 
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ожидать появления поли (дА)-последовательностей в анти-кДНК нет 
оснований. Для обнаружения поли(дА) в составе анти-кДНК мы приме­
нили прием, широко используемый сейчас при выделении мРНК, а пмеппо, 
извлечение па поли (У)-содержащую колонку тех молекул, которые дают 
комплементарные комплексы благодаря присутствию поли(дА) в пх со­
ставе.

На колонку с поли (У)-сефарозой, уравновешенную 0.4 М NaCl на бу­
фере А, содержащем 0,02 М ЭД ТА, 0,25% додецплсульфат Na, 0,01 М 
трис-НС1, pH 7,0, наносили при 25° фракцию антп-кДНК, полученную 

Таб л и ц а 1

Радиоактивность

Фракция [3Н]ДГ1К мм п//МИНХ хк)-3 70

Нанесено на по- 84 100
ли(У)-сефарозу

Элюировано 0,4 М 56 67
NaCl+буфер А

Элюировано бу- 10 12 'J
фером А при
25° 1 20

Элюировано бу- 7 8 J
фером А при
55°

Выход по радио- 73 87
активности

Таблица 2

Гибридизация

Нуклеаза Si

2 й3 s
С 2 'i-H 
о § 2° 

s'?

S
и п .S
2 ч Ео о о в as .

Контроля
(14С]поли(дТ) - 36 33 92

ноли (рА) 
[14С]поли(дТ) - 74 6,5 8

самоотжиг
Опыт

pH] ДНК- 30 9,4 31
[иС]поли(дТ)

элюцией 0,16 М ФБ с колонки с оксиапатитом. Затем колонку (объем 
2 мл) промывали последовательно 6 мл 0,4 М NaCl на буфере А, 6 мл 
буфера А, затем температуру поднимали от 25 до 55° и снова промывали 
6 мл буфера А. Распределение радиоактивности [3Н]ДНК приведено 
в табл. 1 (аликвоты просчитывали в сцинтилляторе на базе диоксана).

Из представленных данных следует, что 20% анти-кДНК элюируется 
при сниженной ионной силе и повышенной температуре, что свидетель­
ствует о присутствии в этой фракции [3Н]ДНК последовательностей 
поли(дА). Следует подчеркнуть, что найденное значение является зани­
женным, так как возврат радиоактивности с колонки был не полным (при 
расчете от элюированной радиоактивности поли (дА)-содержащие фрак­
ции составляют 23%) и, кроме того, метод не позволяет уловить очень 
короткие поли (дА)-фрагменты, не сорбирующиеся при 25°. Следователь­
но, в составе апти-кДНК 20—25% молекул содержит поли (дА)-последо­
вательности. Если это так, то при гибридизации анти-кДНК с поли(дТ) 
должны быть обнаружены гибриды, устойчивые к действию Si-нуклеазы, 
гидролизующей однотяжевые участки. Гибридизацию вели в объеме 0,1 мл 
в 0,01 М трис-НС1, pH 7,5, 0,1% додецплсульфате Na и 0,4 М NaCl, 
0,06 мкг [3Н] апти-кДНК и 0,0025 мкг [14С]поли(дТ). Смесь нагревали до 
50° и затем медленно охлаждали до 25°. Полученные гибриды обрабатыва­
ли нуклеазой Sb каг; описано (4), и радиоактивность, осаждаемую холод­
ной трихлоруксусной кислотой, просчитывали по [14С]-каналу.

Результаты этого опыта приведены в табл. 2.
Из этих данных ясно видно, что анти-кДНК защищает поли(дТ) от 

переваривания нуклеазой Si, что подтверждает присутствие поли(дА) 
последовательностей в анти-кДНК.

Таким образом, на основании трех независимых способов исследова­
ния — определения длины цепей, сорбируемости на поли(У) -колонках 
и защитного действия анти-кДНК при гидролизе нуклеазой Si поли(дТ) — 
можно сделать вывод, что часть молекул анти-кДНК (в используемых 

1444



нами условиях синтеза не менее */5—*/4) представляют собой полные 
транскрипты, содержащие поли (дА)-последовательности на З'-конце. Дру­
гая часть молекул анти-кДНК представляет собой, скорее всего, неполные 
транскрипты, синтез которых по неизвестным причинам останавливается 
в ходе комплементарного копирования информативной области кДНК, по 
достигая гомополимерного участка.

Суммируя данные этой и предшествующей (4) работ, мы можем пред­
ложить следующую схему структуры ДНК, синтезируемой ревертазой 
in vitro по матрице глобина кролика:

З1

5'

Информативная часть кДНК
—------- ,----------1 |

поли\ДТ)
—5'

Инаптмативная ч"ст>, анти-кДНК nonu(S^)

Следует сделать дза замечания. Не все молекулы ДНК, синтезирован­
ные по глобиновой мРНК in vitro с помощью высокоочищенной ревертазы, 
имеют указанную структуру — часть представляет собой неполные транс­
крипты. Из приведенных данных нельзя оценить длины поли (дА)-после­
довательностей, содержащихся в анти-кДНК, однако можно предполагать, 
исходя из гетерогенности поли(дТ) в составе кДНК, что поли(дА) также 
содержат статистический набор длин.

Помимо демонстрации возможности получения полноценной антп- 
кДНК (по крайней мере по длине цепей), обнаружение поли(дА)-после­
довательностей дает удобный и простой метод выделения полных транс­
криптов анти-кДНК из сложной смеси при использовании аффинной 
хроматографии, что будет сообщено нами отдельно.
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