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Введение. Индукцию трансформации клеток в культуре и образование 
опухолей у животных вирусами саркомы птиц обусловливает ген src, 
входящий в состав вирусного генома [1, 2]. Вирусный онкоген обычно 
фиксируется в геноме клеток хозяина, и его транскрипция регулирует-
ся сильным вирусным промотором [3]. 

Трансформация вирусами саркомы птиц клеток млекопитающих 
представляет собой удобную экспериментальную модель для исследо-
вания взаимодействия вирусного и клеточного геномов. Такие клетки 
не пермиссивны для этих вирусов, что позволяет проведение длитель-
ных экспериментов для изучения сохранения в клетке и функциониро-
вания провирусной Д Н К в условиях, исключающих повторную ин-
фекцию. 

Ранее было показано, что вирусспецифические Р Н К , транскриби-
руемые в клетках млекопитающих, перестают обнаруживаться как в 
цитоплазме [4], так и в ядре [5] некоторых линий после длительного 
пассирования их in vitro или in vivo. В изученных нами моноклеточных 
клонах [5] репрессия транскрипции происходила без заметной делеции 
провирусных последовательностей. 

Из многих линий клеток опухолей млекопитающих, индуцирован-
ных вирусами саркомы птиц наряду с линиями клеток, содержащих 
полный провирус, были найдены такие, где не удавалось получить 
трансформирующий вирус при слиянии с индикаторными клетками 
цыплят, содержащими вирус-помощник [6]. 

В настоящем сообщении показано, что в ряде случаев такие клет-
ки не содержат в своем геноме последовательностей src и других ви-
русных генов. Полученные данные свидетельствуют о том, что после 
превращения нормальной клетки в опухолевую для поддержания 
трансформированного состояния может не возникать необходимость не 
только в экспрессии вирусного генома, но и в наличии самих вирус-
ных генов в клетке, в том числе и гена src. 

Материалы и методы. М о н о к л е т о ч н ы й клон RVP3KS выделен из линии клеток RVP3, 
полученных из опухоли мыши; опухоль б ы л а и н д у ц и р о в а н а инокуля цие й клеток сарко-
мы кур, в ы з в а н н о й у ц ы п л я т вирусом с а р к о м ы Р а у с а ( ш т а м м Pr-RSV-C). П о с л е пасси-
р о в а н и я в к у л ь т у р е клетки RVPSK3 вводили п о д к о ж н о м ы ш а м C57BL/6 [5] . 

Линия клеток / / - 3 5 изолирована из опухоли сирийского х о м я ч к а , о б р а з о в а в ш е й с я 
после в н у т р и э м б р и о н а л ь н о г о введения клеток куриной саркомы. Эта с а р к о м а получена 
у ц ы п л я т инокуляцией фибробластов , которые были т р а н с ф о р м и р о в а н ы с п о м о щ ь ю 
Д Н К ХС-клеток [6] . 

Л и п н и клеток H-2257-1, H-2257-2, H-2257-ЗT и H-2257-ЗМ в ы д е л е н ы соответствен-
но из трех различных опухолей и м е т а с т а з о в третьей опухоли, о б р а з о в а в ш и х с я после 
в н у т р и э м б р и о н а л ь н о г о введения сирийским х о м я ч к а м клеток куриной с а р к о м ы . С а р к о м а 
возникла после длительного латентного периода у цыплят , и н ф и ц и р о в а н н ы х т р а н с ф о р -
м а ц и о и н о - д е ф е к т н ы м (td) м у т а н т о м Pr-RSV-C, а д а п т и р о в а н н ы м к клеткам уток ( td da 
Pr-RSV-C) [7] . Л и н и и клеток перепёлки в ы д е л е н ы из опухоли, полученной и н о к у л я ц и е й 
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клеток той ж е куриной с а р к о м ы либо т р а н с ф о р м и р о в а н н о й в к у л ь т у р е td Pr-RSV-C [8], 
da Pr-RSV-C или td da Pr-RSV-C [7] . 

Эксперименты по восстановлению вируса при слиянии о п у х о л е в ы х клеток млеко-
п и т а ю щ и х с к у р и н ы м и ф и б р о б л а с т а м и и определение g s - а н т и г е н а проводили , к а к опи-
сано ранее [7] . 

В ы с о к о м о л е к у л я р н у ю Д Н К из я д е р клеток RVP3 в ы д е л я л и по методу Хирта [9] 
и о ч и щ а л и э к с т р а к ц и е й фенолом и х л о р о ф о р м о м [5] ; из клеток H-35 и Н - 2 2 5 7 — ис-
п о л ь з у я д е п р о т е и н и з а ц и ю протеиназой К [6]. 

А н а л и з вирусспецифических последовательностей о с у щ е с т в л я л и методом блот-гиб-
ридизации с с о о т в е т с т в у ю щ и м и з о н д а м и ядерной Д Н К т р а н с ф о р м и р о в а н н ы х клеток 
после рестрикции э н д о н у к л е а з а м и - E c o R I или Hind I I I , п р е д о с т а в л е н н ы м и А. Я н у л а й -
тисом и Б. Р е б е н т и ш е м . Д л я этой цели 20 мкг Д Н К о б р а б а т ы в а л и 1 ч при 37 °С 5-10-
к р а т н ы м количеством рестриктазы , н е о б х о д и м ы м д л я полного гидролиза т а к о г о ж е ко-
личества Д Н К ф а г а λ, после чего ф р а г м е н т ы р а з д е л я л и э л е к т р о ф о р е з о м в 0 , 8 % - н о м 
а г а р о з н о м геле, переносили на н и т р о ц е л л ю л о з н ы е фильтры [10] и гибридизировали , к а к 
описано [11] . 

Г и б р и д и з а ц и ю проводили с 3 2 Р-меченными ник-трансляцией [12] вирусспецифиче-
скими Д Н К : pATV-8 — р е к о м б и н а н т н а я п л а з м и д а на основе pBR322, в к л ю ч а ю щ а я 
полный геном Pr-RSV-C [13] ; RSV LTR — Ват I — E c o R 1 — ф р а г м е н т провируса Pr-
RSV-C, к л о н и р о в а н н ы й в составе рекомбинантной н л а з м и д ы и в ы р е з а н н ы й £ c o R I (по-
лучен от А. Г. Т а т о с я н а ) ; Ki-ras — фрагмент , выделенный после о б р а б о т к и рестрикта -
з а м и Sstl и XbaI р е к о м б и н а н т н о й п л а з м и д ы , в к л ю ч а ю щ е й НіНі-3-участок, онкогена [14]; 
ctivS'lsrc — £ c o R I — ф р а г м е н т провируса SR-RS V-A, клонированный в составе рекомби-
нантной п л а з м и д ы pBR322 и в ы р е з а н н ы й £ c o R I . 

Результаты. Опухолевые клетки мышей (RVP3) и хомяков (Н-35, 
H-2257) обладают чрезвычайно выраженной способностью индуциро-
вать возникновение злокачественных новообразований при инокуляции 
животным, от которых они были получены. Введение мышам и хомя-
кам соответственно уже 100 клеток вызвало образование опухолей у 
всех исследованных животных. Однако ни в одном случае при слиянии 
этих клеток с фибробластами цыплят, содержащими вирус-помощник, 
не был получен трансформирующий вирус и не был определен gs-aii-
тиген. 

Гибридизация ядерной Д Н К клеток RVP3K3, рестрицированной 
EcoRI, с зондом 32P-pATV8 не выявила никаких вирусспецифических 
последовательностей. Провирусные гены не обнаруживали как после 
20-кратного пассирования клеток in vivo, так и в клетках после одно-
го пассажа in vivo, которые до этого культивировались in vitro (рис. 
1, α, см. вклейку). В качестве положительного контроля использовали 
Д Н К из клеток уток, трансформированных da Pr-RSV-C, включавшую 
около пяти копий провируса на геном. Число копий было определено 
количественной денситометрией полос гибридизации по сравнению с 
Д Н К АгС-клеток. Интегрированные с геномом клетки последовательно-
сти генов вируса саркомы Рауса не обнаружены также в клетках хо-
мяков H-35, хотя чувствительность метода позволяет выявить даже 
одну провирусную копию на клеточный геном. Четкий положительный 
сигнал отмечали в контрольном эксперименте с Д Н К линии H-20 опу-
холевых клеток сирийского хомячка. Эти клетки были получены тем 
же путем, что и линия опухолевых клеток Н-35, однако в отличие от 
последних содержат в своем геноме ОДІ ІН полный RSV-провирус и при 
слиянии с фибробластами цыплят, содержащими вирус-помощник, 
продуцируют трансформирующий вирус [6] (рис. 1, б) . 

Клетки куриной саркомы, с помощью которых были индуцированы 
опухоли H-2257 у сирийских хомячков, оказались вируспродуцирующи-
ми. Вирус, выделенный из этих клеток (rASV2257), трансформирует 
эмбриональные куриные клетки in vitro и вызывает возникновение 
опухолей у цыплят in vivo. Однако ни в одном из исследованных гено-
мов клеток Н-2257 не обнаружены вирусспецифические последователь-
ности при гибридизации с зондом, включающим полный провирус сар-
комы кур (рис. 1, б). 
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Таким образом, для нескольких линий опухолевых клеток было 
показано отсутствие в их геномах последовательностей генов вируса 
саркомы Рауса (в том числе и гена src), с инфекции которым начина-
лась цепь событий, приводящих к возникновению этих опухолей (см. 
«Материалы и методы»). Ретровирусные LTR, которые могли бы акти-
вировать клеточные онкогены [15], не удается заметить в случаях, 
когда в качестве гибридизационного зонда используют рекомбинатную 
плазмиду с встроенным в нее полным провирусом. Действительно, при 

Рис. 2. Тест па присутствие RSV LTR в Д Н К из опухолевых клеток х о м я к а . Гибриди-
з а ц и я с зондом RSV LTR. A — Д Н К из: н о р м а л ь н ы х клеток х о м я к а ( / ) ; H-2257-1 
H-2257-2 (3); H-35 (4); H-2257-37' (5); H-20, п о л о ж и т е л ь н ы й контроль {6); клеток опу-
холи перепелки, индуцированной rASV2257, п о л о ж и т е л ь н ы й контроль (7) ; э м б р и о н а л ь -
ных клеток перепелки (8). Р е с т р и к ц и я EcoRl. Б — Д Н К из: Я 2 2 5 7 - 1 (1); H-2257-ЗM 
(2); H-2257-ЗT (3). Р е с т р и к ц и я Hindlll. 
Fig . 2. Tes t fo r p r e sence of RSV LTR in D N A f r o m h a m s t e r t u m o u r cel ls . H y b r i d i z a t i o n 
w i t h RSV-LTR p robe . A — D N A f r o m : n o r m a l h a m s t e r cel ls (J); Я-2257-1 (2); 77-2257-2 
(3); 77-35 (4); Я -2257 -ЗГ (5); H-20, pos i t ive соntrol (6); f r o m quai l t u m o u r cel ls induced 
by rASV 2257, pos i t ive con t ro l (7); n o r m a l quai l e m b r v o cel ls (8). E c o R I d iges t . Б — 
Ι )ΝΑ f r o m : H-2257-1 (1); H-2257-ЗМ (2); H-2257-ЗT (3). Hindlll d iges t . 

гибридизации ядерной Д Н К с зондом RSV LTR такие последователь-
ности были обнаружены в клетках H-2257-2 и H-2257-3М, но не опре-
делены в клетках H-2257-1, H-2257-ЗT, H-35 и RVP3. Ядерную Д Н К 
предварительно гидролизовали рестриктазой £coRI (рис. 2, а ) , сайт 
для которой расположен в провирусном LTR, или Hind III (рис. 2, 
б) , которая разрезает провирусную Д Н К в участках, оставляющих 
последовательности LTR неповрежденными. Как и в эксперименте, от-
раженном на рис. 1, четкий положительный сигнал наблюдали при 
гибридизации с Д Н К опухолевых клеток H-20 хомяка, содержащих в 
своем геноме один полный RSV-провирус. Четкий положительный сиг-
нал наблюдали также с Д Н К из клеток опухоли перепелки, получен-
ной инокуляцией клеток той же куриной саркомы, которой были инду-
цированы опухоли 2257 у сирийских хомячков. 
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Как описано в разделе «Материалы и методы», эта куриная сар-
кома получена инфицированием цыплят трансформационно-дефектным 
мутантом вируса саркомы Рауса. Восстановление трансформационной 
активности таких мутантов связывают с рекомбинацией с клеточным 
геномом гена src [16]. Однако в случае опухоли перепелки, индуциро-
ванной инокуляцией клеток куриной саркомы с восстановленным про-
вирусом (rASV2257), так же как и в неопухолевых клетках перепел-
ки, инфицированных td Pr-RSV-C или td da Pr-RSV-C, отмечено отсут-

Рис. 3. Определение ASV-провирусных 
последовательностей в Д Н К из клеток 
перепелки: 1 — э м б р и о н а л ь н ы е клетки 
перепелки; 2 — клетки опухоли перепел-
ки, индуцированной rAS 1/2257; 3 — клет-
ки перепелки, и н ф и ц и р о в а н н ы е td Pr-
RSV-C; 4 — клетки перепелки, инфициро-
в а н н ы е td da Pr-RSV-C; 5 — клетки опу-
холи перепелки, и н д у ц и р о в а н н о й da Pr-
RSV-C; 6 — клетки опухоли перепелки, 
и н д у ц и р о в а н н о й Pr-RSV-C. Р е с т р и к ц и я 
EcoRI, г и б р и д и з а ц и я с 3 2 Р / Д Н К pATVS-
з о н д о м . С п р а в а п о к а з а н ы р а з м е р ы внут-
р е н н и х Eсо/?1-фрагментов Pr-RS V-С-про-
вируса , о т в е ч а ю щ и е генам pol-env 5 ' ; 
e n v y - s r c и g a g (2,5; 2,0 и 1,5· 106 соот-
ветственно) . 
F ig . 3. D e t e r m i n a t i o n οί ASV'-proviral se-
q u e n c e s in D N A f r o m quai l cel ls : n o r m a l 
quai l e m b r y o cel ls ( / ) ; quai l t u m o u r cel ls 
i nduced by rASV2257 (2); quai l cel ls in-
fec ted w i t h td Pr-RSV-C ( 3 ) , quai l cel ls 
in fec ted w i t h td da Pr-RSV-C ( 4 ) ; quai l 
t u m o u r cel ls induced by da Pr-RSV-C 
( 5 ) : qua i l t u m o u r cel ls induced by Pr-
RSV-C ( 6 ) . E c o R I d iges t , h y b r i d i z a t i o n 
w i t h 3 2 P / D N A pATV8 probe . M o l e c u l a r 
w e i g h t s of E c o R I Pr-RSV-C p rov i r a l in-
t e r n a l f r a g m e n t s 2.5; 2,0 and 1.5 M d cor-
r e s p o n d i n g to poi/envb'; env3'/src and 
gag g e n e s m a r k e d on the r i g h t - h a n d s ide 
of the p ic tu re a re s h o w n . 

ствие регулярного фрагмента, соответствующего гену src нормального 
провируса (рис. З, дорожки 2—4 соответственно). На рисунке хорошо 
видны отличия от авторадиограммы гибридизации Д Н К из опухоли 
перепелки, полученной после инфекции da Pr-RSV-C (дорожка 5), ко-
торая сходна с авторадиограммой гибридизации Д Н К из опухоли пе-
репелки, полученной после инфекции Pr-RSV-C (дорожка 6). Повтор-
ная гибридизация того ж е отпечатка электрофореграммы с зондом 
епvЗ'/src (рис. не приводится) также не позволила выявить полосу, 
соответствующую фрагменту с геном src. Происхождение минорных по-
лос на рис. 3 (дорожка 2) пока неясно. Нельзя исключить, что они 
лредставляют собой участки второй копии провируса с измененными 
сайтами рестрикции. Использование клеток перепелок, инфицирован-
ных ASV, позволяет исследовать строение провируса, так как геномная 
Д Н К этих животных не содержит эндогенных провирусных последова-
тельностей. 

Таким образом, ни в исследованных опухолевых клетках млекопи-
тающих, индуцированных инокуляцией клеток куриной саркомы, ни в 
опухолевых клетках птиц, содержащих восстановленный провирус нет 
регулярного гена src, как нет его в нетрансформированных клетках 
перепелок, инфицированных трансформационно-дефектным вирусом. 

Гибридизация EcoRI — гидролизатов ядерной Д Н К с зондом и-
Ki-ras позволила обнаружить перестройки клеточного онкогена c-Ki-
ras в клетках Я-2257-1. На рис. 4 (дорожки 1—3) заметна зона гибри-
дизации в дополнение к двум зонам, имеющимся в EcoRI — гидролиза-
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тах нормальных клеток. В клетках RVPS никаких заметных изменений 
организации c-Ki-ras не обнаружено. 

Обсуждение результатов. Ядерная Д Н К ЯС-клеток из фибросар-
комы крысы, полученной введением клеток саркомы кур, содержит 
до 20 копий /?51/-провируса и способна трансформировать куриные 
фибробласты, инокуляция которых индуцирует саркому у цыплят 
[17]. Ранее было показано, что внутриэмбриональное введение клеток 

Рис. 4. Г и б р и д и з а ц и я ядерной 
Д Н К из опухолевых 2257 и нор-
мальных клеток х о м я к а с з о н д о м 
v-Ki-ras: 1, 2, 3 — Д Н К из клеток 
H-2257-1 (40, 20, 5 мкг соответст-
венно) ; 4, 5, 6 — Д Н К из нор-
мальных клеток (40, 20, 5 мкг со-
ответственно) . 
F ig . 4. H y b r i d i z a t i o n of h a m s t e r 
cell a n d H-2257-1 D N A w i t h v-Ki-
ras p robe : 1, 2, 3 - D N A f r o m 
H-2257-1 cel ls (40, 20, 5 res-
pec t ive ly ) ; 4, 5, 6 - D N A f r o m nor -
m a l h a m s t e r cel ls (40, 20, 5 .ug, 
r e spec t i ve ly ) . 

такой саркомы сирийским хомячкам вызывает у них появление злока-
чественных опухолей и что ядерная Д Н К клеток из этих опухолей со-
держит как полный, так и в различной степени делегированный RSV-
провирус, вплоть до ситуации, когда ядерная Д Н К содержала только 
ген src с прилежащими участками LTR [6]. В клетках опухоли мыши, 
индуцированной инокуляцией клеток вируспродуцирующей куриной 
саркомы, также найдено всего около 40 % последовательностей прови-
русного генома [18]. 

В нашей работе впервые обнаружено, что в клетках опухолей 
млекопитающих могут полностью отсутствовать гены /^SV-провируса, 
инициировавшего образование этих опухолей. Мы наблюдали это в 
клонированных клетках из опухолей мыши и сирийского хомячка, по-
лученных по методу, описанному ранее [5, 6], а также в клетках из 
опухолей сирийского хомячка, инициированных восстановленным про-
вирусом rASV. Недавно было показано, что при пассировании клеток 
опухолей, индуцированных у хомяков аденовирусом типа 12, может 
происходить постепенная потеря вирусспецифической Д Н К , интегриро-
ванной с геномом хозяина. При этом из 39 индуцированных опухолей 
в трех случаях рестрикционная карта Ad 12 Д Н К не изменялась в те-
чение свыше 10 пассажей, а в трех образцах вирусную Д Н К не опре-
деляли уже после первого пассажа [19]. Аналогично этому, в трех из 
39 опухолей, индуцированных у цыплят восстановленным вирусом миэ-
лобластоза, не обнаруживали провирусные последовательности [20]. 

Таким образом, можно полагать, что утрата из опухолевой клетки 
генов провируса, инициировавшего образование этой опухоли, пред-
ставляет собой довольно распространенное явление, характерное как 
для РНК-, так и для ДНК-содержащих опухолеродных вирусов. Сле-
довательно, для поддержания опухолевого фенотипа нет необходимости 
в наличии как генов, участвующих в репликации вируса, что, в общем, 
вполне понятно, так и в функционировании вирусного онкогена. 
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Индукция и поддержание неопластической трансформации онко-
генными ретровирусами, по-видимому, может происходить не только 
в результате экспрессии v-onc, представляющих активированные го-
мологи нормальных клеточных последовательностей, но и в результа-
те активации онкогенного потенциала этих последовательностей (с-
опс-генов), если они оказываются размещенными вблизи вирусных 
LTR [15, 21]. Последовательности, гомологичные RSV LTR были об-
наружены в двух из пяти исследовавшихся в этой работе линиях опу-
холевых клеток хомяков, не содержащих последовательностей вирус-
ных генов. Хотя в остальных линиях опухолевых клеток хомяков и 
клеток RVP3KS мышей LTR не обнаружены, последнее обстоятельство 
не исключает их участия в активации клеточных онкогенов во всех 
исследованных случаях. Чувствительность использованного метода 
анализа может быть недостаточной для выявления коротких участков 
вирусных LTR в клеточном геноме. 

С другой стороны, в геномной Д Н К опухолевых клеток 2257-1 хо-
мяка обнаружены перестановки последовательностей c-Ki-ras. Такие 
перестановки, по-видимому, также могут иметь значение для актива-
ции экспрессии клеточного онкогена, необходимой для поддержания 
опухолевого фенотипа. 
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S u m m a r y 
D N A f r o m six l ines of m o u s e a n d s y r i a n h a m s t e r t u m o u r cells induced by R o u s s a r c o m a 
v i rus (RSV), i ts XC RSV v a r i a n t a n d recovered a v i a n s a r c o m a v i r u s 2257 ( r A S V ) a re 
c h a r a c t e r i z e d by the a b s e n c e of v i r a l g e n e sequences t h o u g h these cel ls r e t a i n their onco-
gen i c p h e n o t y p e wh i l e p a s s i n g . The de le t ion of t r a n s f o r m i n g g e n e src s u g g e s t s tha t in so-
me cases i ts p r e sence is no t needed fo r m a i n t e n a n c e of t r a n s f o r m a t i o n . In t w o t u m o u r cell 
l ines RSV l o n g t e r m i n a l r epea t s equences ( R S V - L T R ) a r e r evea led . D N A f r o m the h a m s t e r 
t u m o u r cell l ines induced by rASV 2257 c o n t a i n s the a l t e red ce l lu l a r o n c o g e n e c-Ki-ras. 
B o t h RSV LTR-sequences a n d a l t e r ed c-Ki-ras g e n e m a y p a r t i c i p a t e in the f o r m a t i o n a n d 
m a i n t e n a n c e of H-2257 h a m s t e r t u m o u r s . 
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