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ÈÇ ÎÒÇÛÂÎÂ ÍÀ ÂÒÎÐÎÅ ÈÇÄÀÍÈÅ ÊÍÈÃÈ
Ñ. Í. ÙÅËÊÓÍÎÂÀ «ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÈÍÆÅÍÅÐÈß»

Ñëîâîñî÷åòàíèÿ ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíåðèÿ,
ìîëåêóëÿðíîå è êëåòî÷íîå êëîíèðîâàíèå,
ãåíîòåðàïèÿ, òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ è æèâîòíûå
áëàãîäàðÿ ñðåäñòâàì ìàññîâîé èíôîðìàöèè
ïîñëåäíèå ëåò äåñÿòü èçâåñòíû ïî÷òè êàæäîìó
÷åëîâåêó â öèâèëèçîâàííûõ ñòðàíàõ. Îäíàêî
÷òî ñòîèò çà ýòèìè òåðìèíàìè, ÷àñòî íå çíàþò â
ïîäðîáíîñòÿõ äàæå ó÷åíûå, ðàáîòàþùèå â
ñìåæíûõ îáëàñòÿõ íàóêè.

Îáùåïðèçíàííî, ÷òî ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíå-
ðèÿ è áèîòåõíîëîãèÿ â XXI âåêå ñòàíóò íàóêà-
ìè, áóðíûé ïðîãðåññ êîòîðûõ áóäåò îïðåäåëÿòü
óðîâåíü ðàçâèòèÿ êàæäîé ñòðàíû. Ïîýòîìó
ñòðàòåãè÷åñêè âàæíî, ÷òîáû ìàêñèìàëüíîå ÷èñ-
ëî ñòóäåíòîâ, àñïèðàíòîâ, ó÷åíûõ, èìåþùèõ
îòíîøåíèå ê áèîëîãèè è ìåäèöèíå, çíàëè äî-
ñòàòî÷íî ãëóáîêî îñíîâíûå ìåòîäè÷åñêèå ïðèí-
öèïû è ïîäõîäû ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè,
ïðåäñòàâëÿëè âîçìîæíîñòè ýòîé ìîëîäîé, íî
÷ðåçâû÷àéíî áóðíî ðàçâèâàþùåéñÿ îáëàñòè ìî-
ëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è ãåíåòèêè.

Ê ñîæàëåíèþ, áîëüøîé íåäîñòàòîê âûñøåãî
îáðàçîâàíèÿ â Ðîññèè — îòñóòñòâèå ïîëíîâåñ-
íîãî ñîâðåìåííîãî îòå÷åñòâåííîãî ó÷åáíèêà ïî
ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè, êîòîðûé áû îáåñïå-
÷èë êðóãîçîð è äîëæíûé óðîâåíü ïîäãîòîâêè
ìîëîäûõ ñïåöèàëèñòîâ â ýòîé îáëàñòè íàóêè.
Ïåðâîå èçäàíèå òàêîãî ðîäà — ó÷åáíîå ïîñîáèå
Ñ. Í. Ùåëêóíîâà «Ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíåðèÿ»,
âûïóùåííîå íåáîëüøèì òèðàæîì äâóìÿ êíèãà-
ìè ñ ðàçðûâîì â òðè ãîäà (1994 è 1997 ãã.) —
áûëî âñòðå÷åíî â íàó÷íîé ñðåäå âåñüìà ïîëî-
æèòåëüíî. Îäíàêî äëÿ áîëüøèíñòâà âóçîâ Ðîñ-
ñèè ýòîò äâóõòîìíèê ïðàêòè÷åñêè íå áûë äîñòó-
ïåí. Â áèáëèîòåêàõ ãîñóäàðñòâåííûõ âóçîâ
ìîæíî íàéòè ðàçâå ÷òî åäèíè÷íûå ýêçåìïëÿðû
ðàíåå èçäàííûõ èçäàòåëüñòâîì «Íàóêà» ìîíî-
ãðàôèé Ñ. Í. Ùåëêóíîâà «Êëîíèðîâàíèå ãå-
íîâ» (1986 ã.) è «Êîíñòðóèðîâàíèå ãèáðèäíûõ
ìîëåêóë ÄÍÊ» (1987 ã.).

Çà ïðîøåäøèå ãîäû ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíå-
ðèÿ ïðîíèêëà ïî÷òè âî âñå îáëàñòè ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé áèîëîãèè, ìåòîäû äàííîé íàóêè ñî âñå
áîëüøåé øèðîòîé ïðèìåíÿþò â ñåëüñêîì õîçÿé-
ñòâå è ìåäèöèíå. Ïîýòîìó íîâîå, ïåðåðàáîòàí-
íîå è äîïîëíåííîå èçäàíèå ó÷åáíî-ñïðàâî÷íî-

ãî ïîñîáèÿ Ñ. Í. Ùåëêóíîâà «Ãåíåòè÷åñêàÿ èí-
æåíåðèÿ», âûïóùåííîå ïðè ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ
èññëåäîâàíèé îäíèì òîìîì è ñ ãîðàçäî ëó÷øèì
êà÷åñòâîì òèïîãðàôñêèõ ðàáîò, ïîÿâèëîñü êàê
íåëüçÿ êñòàòè.

Ó÷åáíèê ðàññ÷èòàí íà øèðîêèé êðóã ñòó-
äåíòîâ, àñïèðàíòîâ è ïðåïîäàâàòåëåé óíèâåðñè-
òåòîâ, à òàêæå ìåäèöèíñêèõ, ñåëüñêîõîçÿéñò-
âåííûõ è ïåäàãîãè÷åñêèõ âóçîâ. Ìîæíî áûòü
óâåðåííûì, ÷òî ó÷åáíîå ïîñîáèå Ñ. Í. Ùåëêó-
íîâà, íàïèñàííîå ñ ó÷åòîì ïîñëåäíèõ äîñòèæå-
íèé ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè, îêàæåò áîëüøîå
ïîëîæèòåëüíîå âëèÿíèå íà óðîâåíü ïðåïîäàâà-
íèÿ ñîâðåìåííîé áèîëîãèè â âóçàõ Ðîññèè.

Õîòåëîñü áû, ÷òîáû âñÿêèé âóç èëè èññëåäî-
âàòåëüñêèé èíñòèòóò, æåëàþùèé ãîòîâèòü ñïå-
öèàëèñòîâ ñîâðåìåííîãî óðîâíÿ â îáëàñòè áèî-
ëîãèè, ìåäèöèíû è ñåëüñêîãî õîçÿéñòâà ñìîã
îáåñïå÷èòü ñòóäåíòîâ ýòèì ó÷åáíûì ïîñîáèåì.

Ïðîôåññîð Ô. Ë. Êèñåëåâ
Ìîëåêóëÿðíàÿ áèîëîãèÿ. 2005. Ò. 39. Ñ. 165.

Îáñòîÿòåëüíàÿ ìîíîãðàôèÿ Ñ. Í. Ùåëêóíî-
âà çàíèìàåò îñîáîå ïîëîæåíèå ñðåäè ìíîãèõ
ðóêîâîäñòâ ïî ìåòîäàì ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè. Â îòëè÷èå îò øèðîêî èçâåñòíîãî ðóêîâîä-
ñòâà Ìàíèàòèñà, Ôðè÷à è Ñýìáðóêà «Ìåòîäû ãå-
íåòè÷åñêîé èíæåíåðèè» («Ìîëåêóëÿðíîå êëîíè-
ðîâàíèå», Ìèð, Ìîñêâà, 1984) â íåé íå ïðåäëà-
ãàåòñÿ äåòàëüíîå îïèñàíèå ìåòîäèê, çàòî ïðèâî-
äèòñÿ ñðàâíèòåëüíîå îïèñàíèå ðàçëè÷íûõ ïîä-
õîäîâ ê ðåøåíèþ ïðàêòè÷åñêèõ çàäà÷ ïî êëîíè-
ðîâàíèþ ÄÍÊ. Êàæäûé èññëåäîâàòåëü ìîæåò
âûáðàòü îïòèìàëüíûé äëÿ íåãî âàðèàíò.

Ìîíîãðàôèÿ Ñ. Í. Ùåëêóíîâà äîëæíà áûòü
íàñòîëüíîé êíèãîé âñåõ ñïåöèàëèñòîâ ïî
ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè. Íå âûçûâàåò
ñîìíåíèé åå öåííîñòü äëÿ ðàçâèòèÿ
áèîòåõíîëîãèè â íàøåé ñòðàíå. Æàëü, ÷òî
òèðàæ âòîðîãî èçäàíèÿ âñåãî 2000 ýêçåìïëÿðîâ.

Ïðîôåññîð Í. È. Ìàòâèåíêî
Àêàäåìèê Ë. Ï. Îâ÷èííèêîâ

Áèîõèìèÿ. 2005. Ò. 70. Ñ. 1008.



ÏÐÅÄÈÑËÎÂÈÅ Ê ÒÐÅÒÜÅÌÓ ÈÇÄÀÍÈÞ

Ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíåðèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé óäèâèòåëüíîå ÿâëåíèå â íàóêå, êîãäà ðàçðà-
áîòêà íîâîé ìåòîäîëîãèè äàåò ìîùíûé èì-
ïóëüñ ðàçâèòèþ íàøåãî ïîíèìàíèÿ îêðóæàþ-
ùåé ïðèðîäû, åå ñîêðîâåííûõ ãëóáèí. Áóðíîìó
ïðîãðåññó ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ñïîñîáñò-
âîâàëî òî, ÷òî óæå â íà÷àëå 1970-õ ãã., ñðàçó
ïîñëå ïåðâûõ, åùå ðîáêèõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî
ðåêîìáèíàöèè in vitro íåãîìîëîãè÷íûõ ìîëåêóë
ÄÍÊ, íàó÷íîé îáùåñòâåííîñòüþ áûëà îñîçíàíà
îãðîìíàÿ âàæíîñòü è ïåðñïåêòèâíîñòü äàííîé
ìåòîäîëîãèè. Ýòî ïðèâëåêëî ê íåé øèðîêèå
êðóãè áèîõèìèêîâ, áèîëîãîâ, õèìèêîâ è èññëå-
äîâàòåëåé ðÿäà äðóãèõ ñïåöèàëüíîñòåé. Ãåííî-
èíæåíåðíûå ýêñïåðèìåíòû, âûïîëíåííûå â ëà-
áîðàòîðèÿõ ðàçíûõ ñòðàí, ïðèâåëè ê òàêîìó
ôåéåðâåðêó îòêðûòèé, êàêîãî áèîëîãè÷åñêàÿ
íàóêà äî òåõ ïîð íå çíàëà. Â îãðîìíîì ïîòîêå
ïóáëèêàöèé ïî ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ðåãó-
ëÿðíî ïîÿâëÿþòñÿ ðàáîòû, âîñõèùàþùèå äåð-
çîñòüþ çàìûñëà è ýëåãàíòíîñòüþ ìåòîäèêè.

Ãåííî-èíæåíåðíûå èññëåäîâàíèÿ âíîñÿò
óíèêàëüíûé âêëàä â èçó÷åíèå ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ãåíîìîâ ðàçëè÷íûõ îð-
ãàíèçìîâ. Ìåòîäîëîãèÿ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè ïîñòîÿííî ñîâåðøåíñòâóåòñÿ, è âñå áîëüøå
èññëåäîâàòåëåé èñïîëüçóþò åå ïðè ðåøåíèè ñà-
ìûõ ðàçíûõ çàäà÷ áèîëîãè÷åñêîé íàóêè.

Ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ñîçäà-
íû øòàììû áàêòåðèé, äðîææåé, ëèíèè êëåòîê,
ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ ïðîäóöèðóþùèõ
áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûå áåëêè ÷åëîâåêà è æè-
âîòíûõ. Ýòî ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ýóêàðèîòè÷å-
ñêèå ïîëèïåïòèäû â îãðîìíûõ ïî ñðàâíåíèþ
ñ íåäàâíèì ïðîøëûì êîëè÷åñòâàõ, ÷òî óïðîùà-
åò ïðîöåäóðó èõ î÷èñòêè âïëîòü äî èíäèâèäó-
àëüíîãî ñîñòîÿíèÿ. Ðàáîòû ïî ñîçäàíèþ øòàì-
ìîâ-ïðîäóöåíòîâ èìåþò î÷åíü âàæíîå çíà÷åíèå
äëÿ ìåäèöèíû è âåòåðèíàðèè è ðåâîëþöèîíè-
çèðóþò áóðíî ðàçâèâàþùóþñÿ îòðàñëü ïðî-

ìûøëåííîñòè — áèîòåõíîëîãèþ. ×ðåçâû÷àéíî
èíòåðåñíû èññëåäîâàíèÿ ïî ñîçäàíèþ òðàíñ-
ãåííûõ æèâîòíûõ è ðàñòåíèé, ñîäåðæàùèõ è
ýêñïðåññèðóþùèõ ÷óæåðîäíóþ ãåíåòè÷åñêóþ
èíôîðìàöèþ.

Ñðåäè îòå÷åñòâåííîé ëèòåðàòóðû èìååòñÿ
ðÿä îáçîðíûõ ìàòåðèàëîâ è ìîíîãðàôèé ïî ðàç-
ëè÷íûì ðàçäåëàì ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè.
Â òî æå âðåìÿ îùóùàåòñÿ íåäîñòàòîê â ó÷åáíîé
ëèòåðàòóðå, äîñòàòî÷íî ïîäðîáíî è íà ñîâðå-
ìåííîì óðîâíå ðàññìàòðèâàþùåé äîñòèæåíèÿ,
ïðîáëåìû è ïåðñïåêòèâû ðàçâèòèÿ äàííîé îá-
ëàñòè ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè. Â 1994 è 1997 ãã.
áûëè èçäàíû 1-ÿ è 2-ÿ ÷àñòè ó÷åáíîãî ïîñîáèÿ
Ñ. Í. Ùåëêóíîâà «Ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíåðèÿ»,
êîòîðîå ïîëó÷èëî ìíîãî ïîëîæèòåëüíûõ îòçû-
âîâ îò íàó÷íûõ ñîòðóäíèêîâ è ïðåïîäàâàòåëåé
âóçîâ. Çà ïðîøåäøèå ãîäû ñôîðìèðîâàëèñü íî-
âûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå ïîäõîäû, ïîëó÷åí ðÿä
ïðèíöèïèàëüíûõ ðåçóëüòàòîâ, ðàñøèðèëñÿ
ñïåêòð çàäà÷, ðåøàåìûõ ìåòîäàìè ãåíåòè÷å-
ñêîé èíæåíåðèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì âîçíèêëà ïî-
òðåáíîñòü â äîðàáîòêå è ïåðåèçäàíèè äàííîãî
ïîñîáèÿ.

Â îñíîâó ïðåäëàãàåìîãî ó÷åáíî-ñïðàâî÷íî-
ãî ïîñîáèÿ ïîëîæåíû ëåêöèè ïî ãåíåòè÷åñêîé
èíæåíåðèè, êîòîðûå àâòîð ÷èòàåò â Íîâîñèáèð-
ñêîì ãîñóäàðñòâåííîì óíèâåðñèòåòå íà÷èíàÿ
ñ 1980 ã. Ññûëêè íà áîëüøèíñòâî ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ ðàáîò, âûïîëíåííûõ äî 1986 ã., ÷èòà-
òåëü ñìîæåò íàéòè â ìîíîãðàôèÿõ Ñ. Í. Ùåëêó-
íîâà «Êëîíèðîâàíèå ãåíîâ» è «Êîíñòðóèðîâà-
íèå ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ» (Íîâîñèáèðñê:
Íàóêà, 1986, 1987). Ðàçäåë 1.12 íàïèñàí èçâåñò-
íûì ñïåöèàëèñòîì â îáëàñòè õèìèêî-ôåðìåíòà-
òèâíîãî ñèíòåçà ãåíîâ À. Í. Ñèíÿêîâûì.

Àâòîð êíèãè ÿâëÿåòñÿ âûïóñêíèêîì Íîâî-
ñèáèðñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà è
ðàáîòàåò â îáëàñòè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè
ñ 1975 ã. Ïåðâûå ãåííî-èíæåíåðíûå ýêñïåðè-



ìåíòû âûïîëíåíû èì ïîä ðóêîâîäñòâîì
Í. È. Ìàòâèåíêî è Ë. Ï. Òèõîìèðîâîé â îòäåëå
àêàäåìèêà À. À. Áàåâà (Èíñòèòóò áèîõèìèè
è ôèçèîëîãèè ìèêðîîðãàíèçìîâ ÀÍ ÑÑÑÐ, Ïó-
ùèíî). Ñ 1976 ã. îí è åãî êîëëåãè â Ãîñóäàðñò-
âåííîì íàó÷íîì öåíòðå âèðóñîëîãèè è áèîòåõ-
íîëîãèè «Âåêòîð» âûïîëíèëè ìíîãî÷èñëåííûå
èññëåäîâàíèÿ ñ ïðèâëå÷åíèåì ìåòîäîâ ãåíå-
òè÷åñêîé èíæåíåðèè íà òàêèõ ñèñòåìàõ, êàê
áàêòåðèè Escherichia coli, Bacillus subtilis, Agro-

bacterium tumifaciens, äðîææè Saccharomyces

cerevisiae, êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ìëåêîïèòàþ-
ùèõ è íàñåêîìûõ. Â êà÷åñòâå ìîëåêóëÿðíûõ âåê-
òîðîâ èñïîëüçîâàëèñü ðàçëè÷íûå ïëàçìèäû, êîñ-
ìèäû, êîëèôàãè ëÿìáäà è Ì13, âèðóñû îñïî-
âàêöèíû è ýêòðîìåëèè, à òàêæå áàêóëîâèðóñû.
Âñå ýòî ïîçâîëèëî àâòîðó ÷åòêî îõàðàêòåðèçî-
âàòü ðàçëè÷íûå ãåííî-èíæåíåðíûå ñèñòåìû, âû-
äåëèòü èõ îñîáåííîñòè, à òàêæå îáðèñîâàòü
ïåðñïåêòèâû ðàçâèòèÿ ìíîãèõ íàïðàâëåíèé
èññëåäîâàíèé â ñîâðåìåííîé áèîëîãè÷åñêîé
íàóêå.
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Ãëàâà 1
ÎÁÙÈÅ ÏÐÈÍÖÈÏÛ È ÌÅÒÎÄÛ
ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÈÍÆÅÍÅÐÈÈ

Ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíåðèÿ — ýòî íîâûé ðàç-
äåë ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîëåêóëÿðíîé áèîëî-
ãèè. Ïîÿâëåíèå åå ìåòîäîëîãèè ñòàëî âîçìîæ-
íûì áëàãîäàðÿ ïðåäøåñòâóþùèì ðàáîòàì ìíî-
ãèõ èññëåäîâàòåëåé â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ áèî-
õèìèè è ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè. Ê îñíîâíûì
äîñòèæåíèÿì, êîòîðûå îáóñëîâèëè ðîæäåíèå
è óñïåøíîå ðàçâèòèå ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè,
ìîæíî îòíåñòè ñëåäóþùèå:
• äîêàçàòåëüñòâî â 1944 ã. Î. Ýéâåðè ñ ñîàâòî-

ðàìè ðîëè ÄÍÊ êàê íîñèòåëÿ ãåíåòè÷åñêîé
èíôîðìàöèè è îòêðûòèå â 1953 ã. Äæ. Óîòñî-
íîì è Ô. Êðèêîì ñòðóêòóðû ÄÍÊ;

• ýêñïåðèìåíòàëüíîå ïîäòâåðæäåíèå óíèâåð-
ñàëüíîñòè ãåíåòè÷åñêîãî êîäà;

• èíòåíñèâíîå ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíîé ãåíå-
òèêè, îáúåêòàìè êîòîðîé ïðåæäå âñåãî ñòà-
ëè áàêòåðèÿ Escherichia coli, à òàêæå åå âè-
ðóñû è ïëàçìèäû;

• îòðàáîòêà ïðîñòûõ ìåòîäîâ âûäåëåíèÿ âû-
ñîêîî÷èùåííûõ ïðåïàðàòîâ íåïîâðåæäåí-
íûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ïëàçìèä è âèðóñîâ;

• ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ ââåäåíèÿ â ÷óâñòâèòåëü-
íûå êëåòêè ìîëåêóë ÄÍÊ âèðóñîâ è ïëàçìèä
â áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîé ôîðìå, îáåñïå÷è-
âàþùåé ðåïëèêàöèþ ìîëåêóë ÄÍÊ è/èëè
ýêñïðåññèþ êîäèðóåìûõ èìè ãåíîâ;

• îòêðûòèå ðÿäà ôåðìåíòîâ, èñïîëüçóþùèõ
ÄÍÊ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà êàòàëèçèðóåìûõ
èìè ðåàêöèé, îñîáåííî ðåñòðèêòàç è ÄÍÊ-
ëèãàç.
Îáúåäèíåíèå â íà÷àëå 1970-õ ãã. äî òîãî íå-

çàâèñèìî ðàçðàáàòûâàåìûõ ìåòîäîâ ïîçâîëèëî
ñîçäàòü ñîâðåìåííóþ ñòðàòåãèþ ãåíåòè÷åñêîé
èíæåíåðèè, ñóòü êîòîðîé çàêëþ÷àåòñÿ â ñëå-
äóþùåì:

1) â íåáîëüøóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ, ñïîñîáíóþ
ðåïëèöèðîâàòüñÿ â êëåòêå àâòîíîìíî îò õðîìî-
ñîìû (ïëàçìèäó èëè âèðóñíóþ ÄÍÊ), ôåðìåí-
òàòèâíî âñòðàèâàþò ôðàãìåíòû ìîëåêóë ÄÍÊ
ëþáîãî èçó÷àåìîãî îðãàíèçìà èëè èñêóññòâåí-
íî ñèíòåçèðîâàííûå ñåãìåíòû ÄÍÊ;

2) îáðàçóþùèåñÿ ïðè ýòîì ìîëåêóëû (ãèá-
ðèäíûå ÄÍÊ), ââîäÿò â ÷óâñòâèòåëüíûå ïðîêà-

ðèîòè÷åñêèå èëè ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè, ãäå
îíè ðåïëèöèðóþòñÿ, ðàçìíîæàÿ â ñâîåì ñîñòàâå
âñòðîåííûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ;

3) îïðåäåëåííûìè ìåòîäàìè îòáèðàþò êëî-
íû êëåòîê èëè âèðóñîâ, ñîäåðæàùèõ èíäèâèäó-
àëüíûå òèïû ìîëåêóë ãèáðèäíûõ ÄÍÊ;

4) âûÿâëåííûå ãèáðèäíûå ÄÍÊ ïîäâåðãàþò
ðàçíîñòîðîííåìó ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíî-
ìó èçó÷åíèþ, îñîáóþ ðîëü ïðè ýòîì èãðàþò âû-
ñîêîýôôåêòèâíûå ìåòîäû ðàñøèôðîâêè ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ (ñåêâåíèðîâàíèÿ)
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

Ìîëåêóëû ÄÍÊ, ñîçäàâàåìûå ìåòîäàìè ãå-
íåòè÷åñêîé èíæåíåðèè, ÷àñòî íàçûâàþò ðåêîì-
áèíàíòíûìè ÄÍÊ (ðåêÄÍÊ). Â äàííîé êíèãå
êîíñòðóèðóåìûå in vitro ìîëåêóëû ÄÍÊ ìû áó-
äåì íàçûâàòü ãèáðèäíûìè ÄÍÊ, ÷òîáû ïîä-
÷åðêíóòü èõ îòëè÷èå îò ìîëåêóë, îáðàçóåìûõ
in vivo â ðåçóëüòàòå åñòåñòâåííîé ðåêîìáèíàöèè
ïðèðîäíûõ ÄÍÊ ïî îáëàñòÿì ãîìîëîãèè. Äåòåð-
ìèíèðóåìûå ãèáðèäíûìè ãåíàìè «ñîñòàâíûå»
áåëêè, ñîñòîÿùèå èç êîâàëåíòíî ñâÿçàííûõ
àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ðàçíûõ
áåëêîâ, áóäåì íàçûâàòü õèìåðíûìè.

Ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíåðèÿ çíà÷èòåëüíî ðàñ-
øèðèëà ýêñïåðèìåíòàëüíûå ãðàíèöû ìîëåêó-
ëÿðíîé áèîëîãèè, ïîñêîëüêó ïîçâîëèëà ââîäèòü
â ðàçëè÷íûå òèïû êëåòîê ÷óæåðîäíóþ ÄÍÊ
è èññëåäîâàòü åå ôóíêöèîíèðîâàíèå â ãåòåðîëî-
ãè÷íîì îêðóæåíèè. Ýòî äàëî âîçìîæíîñòü âû-
ÿâëÿòü îáùåáèîëîãè÷åñêèå çàêîíîìåðíîñòè îð-
ãàíèçàöèè è âûðàæåíèÿ ãåíåòè÷åñêîé èíôîð-
ìàöèè â ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìàõ. Äàííûé ïîäõîä
îòêðûë ïåðñïåêòèâû ñîçäàíèÿ ïðèíöèïèàëüíî
íîâûõ ìèêðîáíûõ ïðîäóöåíòîâ áèîëîãè÷åñêè
àêòèâíûõ âåùåñòâ, à òàêæå æèâîòíûõ è ðàñòå-
íèé, íåñóùèõ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûå ÷óæå-
ðîäíûå ãåíû. Áîëåå òîãî, ïîÿâèëàñü âîçìîæ-
íîñòü èñêóññòâåííî ñîçäàâàòü ãåíû, êîäèðóþ-
ùèå õèìåðíûå ïîëèïåïòèäû, îáëàäàþùèå
ñâîéñòâàìè äâóõ èëè áîëåå ïðèðîäíûõ áåëêîâ.
Âñå ýòî óäèâèòåëüíûì îáðàçîì ðåâîëþöèîíè-
çèðîâàëî áèîëîãè÷åñêóþ íàóêó è äàëî ìîùíûé
èìïóëüñ ðàçâèòèþ áèîòåõíîëîãèè.



1.1. ÑÒÐÎÅÍÈÅ È ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÌÎËÅÊÓËÛ ÄÍÊ

Ãëàâíûì îáúåêòîì ãåííî-èíæåíåðíîãî âîç-
äåéñòâèÿ ÿâëÿåòñÿ äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâàÿ
êèñëîòà. Íàïîìíèì çàêîíîìåðíîñòè ñòðîåíèÿ
åå ìîëåêóëû.

ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ïîëèìåðîì íóêëåîòèäîâ. Íó-
êëåîòèä (ðèñ. 1.1) ñîñòîèò èç òðåõ êîìïîíåíòîâ:
ïóðèíîâîãî èëè ïèðèìèäèíîâîãî îñíîâàíèÿ,
ïÿòèóãëåðîäíîãî öèêëè÷åñêîãî ñàõàðà, ñ êîòî-
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Ðèñ. 1.1. Ñòðóêòóðà îòäåëüíîãî íóêëåîòèäà (à) è íóêëåîòèäîâ, îáúåäèíåííûõ â öåïî÷êó ÄÍÊ (á)



ðûì îñíîâàíèå ñâÿçàíî îäíèì èç ñâîèõ àòîìîâ
àçîòà N-ãëèêîçèäíîé ñâÿçüþ (îáðàçóåòñÿ íóê-
ëåîçèä), è ôîñôàòà, ñâÿçàííîãî ýôèðíîé ñâÿçüþ
ñ 5�-óãëåðîäîì ñàõàðà. Â ÄÍÊ èìåþòñÿ íóêëåî-
òèäû ÷åòûðåõ òèïîâ, ðàçëè÷àþùèåñÿ ëèøü àçî-
òèñòûìè îñíîâàíèÿìè. Ê ýòèì îñíîâàíèÿì îò-
íîñÿòñÿ äâà ïóðèíà (Pu) — àäåíèí (A) è ãóàíèí
(G) — è äâà ïèðèìèäèíà (Py) — òèìèí (T) è
öèòîçèí (C).

Õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ
òî, ÷òî åå ìîëåêóëà îáû÷íî ñîñòîèò èç äâóõ ïî-
ëèìåðíûõ öåïåé, çàêðó÷åííûõ â äâîéíóþ ñïè-
ðàëü (ðèñ. 1.2, à). Êàæäàÿ öåïü — ýòî ðåãóëÿð-
íûé ïîëèìåð, â êîòîðîì îñòàòêè ñàõàðà äâóõ
ñîñåäíèõ íóêëåîòèäîâ ñâÿçàíû ïðè ïîìîùè
ôîñôàòíûõ ãðóïï. Â îáðàçîâàíèè ýòîé ñâÿçè
âñåãäà ïðèíèìàþò ó÷àñòèå 5�-ôîñôàò îäíîãî
íóêëåîòèäà è 3�-ãèäðîêñèë îñòàòêà ñàõàðà äðó-
ãîãî. Ïîýòîìó óãëåâîäíî-ôîñôàòíûé îñòîâ ìî-
ëåêóëû èìååò ðåãóëÿðíóþ ñòðóêòóðó (ðèñ. 1.3).
Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ïóðèíîâûõ è ïèðèìèäèíîâûõ îñíîâàíèé
âäîëü öåïè â âûñøåé ñòåïåíè íåðåãóëÿðíà, êàæ-
äàÿ ìîëåêóëà ÄÍÊ îïðåäåëåííîãî òèïà õàðàêòå-
ðèçóåòñÿ îñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.

Ïóðèíîâûå è ïèðèìèäèíîâûå îñíîâàíèÿ
îáðàùåíû âíóòðü äâîéíîé ñïèðàëè è ðàñïîëî-
æåíû ïàðàëëåëüíî äðóã äðóãó è ïåðïåíäèêóëÿð-
íî îñè ñïèðàëè. Äâå öåïè óäåðæèâàþòñÿ âìåñòå
ïðè ïîìîùè âîäîðîäíûõ ñâÿçåé ìåæäó ïàðàìè
îñíîâàíèé. Àäåíèí âñåãäà ñïàðèâàåòñÿ ñ òèìè-

íîì, à ãóàíèí — ñ öèòîçèíîì. Ñòðîãàÿ ñïåöè-
ôè÷íîñòü ñïàðèâàíèÿ îáóñëîâëèâàåò êîìïëå-
ìåíòàðíîñòü, ò. å. âçàèìíîå ñîîòâåòñòâèå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé îñíîâàíèé â äâóõ öåïÿõ. Ïðè
ýòîì ïîëèíóêëåîòèäíûå öåïè â äâîéíîé ñïèðà-
ëè ÄÍÊ îòëè÷àþòñÿ îäíà îò äðóãîé êàê ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòüþ îñíîâàíèé, òàê è íóêëåîòèä-
íûì ñîñòàâîì. Ïî ñâîåìó õèìè÷åñêîìó ñòðîå-
íèþ äâå öåïè ìîëåêóëû ÄÍÊ îðèåíòèðîâàíû
ïðîòèâîïîëîæíî (àíòèïàðàëëåëüíû). Ýòî ëåãêî
óâèäåòü, åñëè ïîìåòèòü â öåïÿõ íàïðàâëåíèå îò
5�-êîíöà ê 3�-êîíöó (5�–3�) (ñì. ðèñ. 1.2, 1.3).

Âàæíûì ñâîéñòâîì ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî
3�,5�-ôîñôîäèýôèðíàÿ ñâÿçü óãëåâîäíî-ôîñôàò-
íîãî îñòîâà ìîëåêóëû íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíà
êàê ê õèìè÷åñêîìó, òàê è ê ôåðìåíòàòèâíîìó
ðàñùåïëåíèþ.

Äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ÄÍÊ â ïðîöåññàõ
ðåïëèêàöèè è òðàíñêðèïöèè áîëüøîå çíà÷åíèå
èìååò âîçìîæíîñòü ëåãêîãî ðàñõîæäåíèÿ öåïåé
ïðè îïðåäåëåííîì âîçäåéñòâèè è èõ ïîñëåäóþ-
ùåãî âîññîåäèíåíèÿ. Êîãäà âîäîðîäíûå ñâÿçè
ìåæäó îñíîâàíèÿìè ðàçðûâàþòñÿ, öåïè, îáðà-
çóþùèå äâóõöåïî÷å÷íóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ, ðàñõî-
äÿòñÿ. Äåíàòóðàöèþ ÄÍÊ (ïëàâëåíèå âòîðè÷-
íîé ñòðóêòóðû) ìîæíî îñóùåñòâèòü â ðàñòâîðå,
óâåëè÷èâàÿ åãî òåìïåðàòóðó ëèáî èçìåíÿÿ pH.
Ñòàáèëüíîñòü äâóõöåïî÷å÷íîãî êîìïëåêñà ïðÿ-
ìî çàâèñèò îò òîãî, ñêîëüêî îí ñîäåðæèò
GC-ïàð, ñâÿçàííûõ òðåìÿ âîäîðîäíûìè ñâÿçÿ-
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Ðèñ. 1.2. Ðàçëè÷íûå ñïîñîáû ñõåìàòè÷åñêîãî èçîáðàæåíèÿ ìîëåêóëû ÄÍÊ



ìè (AT-ïàðà ñîåäèíåíà äâóìÿ âîäîðîäíûìè ñâÿ-
çÿìè). ×åì âûøå ìîëÿðíîå ñîäåðæàíèå GC-ïàð,
òåì âûøå òåìïåðàòóðà èëè pH, ïðè êîòîðûõ
ïðîèñõîäèò ïëàâëåíèå.

Äåíàòóðàöèÿ îáðàòèìà äàæå ïîñëå ïîëíîãî
ðàçäåëåíèÿ äâóõ öåïåé. Åñëè èíêóáèðîâàòü êîì-
ïëåìåíòàðíûå öåïè ïðè òåìïåðàòóðå ïðèìåðíî
íà 25 °C íèæå òåìïåðàòóðû ïëàâëåíèÿ èñõîäíî-
ãî äóïëåêñà, òî îíè íà÷èíàþò ðåàññîöèèðîâàòü
è ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ îáðàçóþò èñõîä-
íóþ ñïèðàëü. Ýòîò ïðîöåññ íàçûâàåòñÿ ðåíàòó-

ðàöèåé èëè îòæèãîì.
Ðåíàòóðàöèÿ ÄÍÊ îñóùåñòâëÿåòñÿ â äâà ýòà-

ïà. Ñíà÷àëà â ðåçóëüòàòå ñëó÷àéíûõ ñòîëêíîâå-
íèé îäíîöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë ïðîèñõîäèò ïðà-
âèëüíîå ñîåäèíåíèå êîðîòêèõ êîìïëåìåíòàð-
íûõ îòðåçêîâ. Ïîñëå îáðàçîâàíèÿ òàêèõ äâóõöå-

ïî÷å÷íûõ ñòðóêòóð èäåò áûñòðîå «ñõëîïûâà-
íèå» ïî âñåé äëèíå è âîññòàíîâëåíèå èñõîäíîé
äâóñïèðàëüíîé ìîëåêóëû ÄÍÊ.

Òðàíñêðèïöèÿ, ò. å. ñ÷èòûâàíèå ñ ìîëåêóëû
ÄÍÊ ìàòðè÷íîé ðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû
(ìÐÍÊ), ñîîòâåòñòâóþùåé îïðåäåëåííîìó ãåíó,
îñóùåñòâëÿåòñÿ ôåðìåíòîì ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé.
Ïðè ýòîì ïåðâîíà÷àëüíî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà âçàè-
ìîäåéñòâóåò ñ îïðåäåëåííûì ðàéîíîì ÄÍÊ,
ïðåäøåñòâóþùèì êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ãåíà, — ïðîìîòîðîì. Ñâÿçàâøèñü ñ ïðî-
ìîòîðîì, ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà íà÷èíàåò ïåðåìå-
ùàòüñÿ âäîëü ãåíà, ñèíòåçèðóÿ ìÐÍÊ, êîìïëå-
ìåíòàðíóþ îäíîé èç öåïåé ÄÍÊ. Ñèíòåç ìÐÍÊ
ïðîèñõîäèò â íàïðàâëåíèè 5�–3�. Íà÷àëî ãåíà
ïîýòîìó íàçûâàþò 5�-êîíöîì, à êîíåö ãåíà, ãäå
ïðîèñõîäèò îêîí÷àíèå òðàíñêðèïöèè, — 3�-êîí-
öîì. ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà äâèæåòñÿ ïî êîäèðóþùåé
öåïè ÄÍÊ â íàïðàâëåíèè îò 3�-êîíöà ê 5�-êîíöó.
ìÐÍÊ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîîòâåòñòâóåò öå-
ïè ÄÍÊ, êîìïëåìåíòàðíîé êîäèðóþùåé öåïè
(îòëè÷èå ñîñòîèò ëèøü â òîì, ÷òî â ìîëåêóëå
ÐÍÊ âìåñòî òèìèíà íàõîäèòñÿ óðàöèë). Ïîýòî-
ìó íà ïðàêòèêå î÷åíü ÷àñòî çàïèñûâàþò ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü òîëüêî îäíîé ýòîé öåïè ÄÍÊ
(ñì. ðèñ. 1.2, ã), ÷òî çíà÷èòåëüíî îáëåã÷àåò âîñ-
ïðèÿòèå ñòðóêòóðû ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ,
òàê êàê 5�- è 3�-êîíöû íåêîäèðóþùåé öåïè ÄÍÊ
ñîîòâåòñòâóþò 5�- è 3�-êîíöàì ìÐÍÊ, à ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ ýòîé öåïè ÄÍÊ ñî-
îòâåòñòâóåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìÐÍÊ.

Ïî ìåðå ñâîåãî ïåðåìåùåíèÿ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçà ðàñïëåòàåò è çàòåì âíîâü çàïëåòàåò ïîñëå-
äîâàòåëüíûå êîðîòêèå ó÷àñòêè ÄÍÊ. Äâóõöåïî-
÷å÷íûå ãèáðèäû ÄÍÊ–ÐÍÊ, îáðàçóþùèåñÿ
â ïðîöåññå òðàíñêðèïöèè, ñóùåñòâóþò ëèøü
î÷åíü íåïðîäîëæèòåëüíîå âðåìÿ. Íîâîñèíòåçè-
ðîâàííûå öåïè ÐÍÊ áûñòðî îòäåëÿþòñÿ îò
òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà, ïîñëå ÷åãî
òðàíñêðèáèðîâàííûå ó÷àñòêè ÄÍÊ âîçâðàùà-
þòñÿ â íàòèâíîå ñîñòîÿíèå.

Òðàíñëÿöèÿ ñ ìÐÍÊ áåëêîâîé ìîëåêóëû ïðî-
èñõîäèò ïîñëåäîâàòåëüíî, íà÷èíàÿ ñ 5�-êîíöà
ìàòðèöû. Ïåðâóþ àìèíîêèñëîòó áåëêîâîé öåïè
íàçûâàþò N-êîíöîì (èëè àìèíî-êîíöîì), à ïî-
ñëåäíþþ — C-êîíöîì (èëè êàðáîêñè-êîíöîì).

Áîëåå ïîäðîáíî âîïðîñû òîíêîé îðãàíèçà-
öèè îáëàñòåé íà÷àëà (èíèöèàöèè) è îêîí÷àíèÿ
(òåðìèíàöèè) òðàíñêðèïöèè ÄÍÊ è òðàíñëÿöèè
ìÐÍÊ ðàññìîòðåíû â ðàçäåëàõ 3.2 è 3.3.

1.2. ÔÅÐÌÅÍÒÛ ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÈÍÆÅÍÅÐÈÈ

Îñóùåñòâèòü ðåêîìáèíàöèþ íåãîìîëîãè÷-
íûõ ìîëåêóë ÄÍÊ in vitro ñòàëî âîçìîæíî ëèøü

ïîñëå îòêðûòèÿ â êîíöå 1960-õ — íà÷àëå
1970-õ ãã. ðÿäà íîâûõ ôåðìåíòîâ ñ óíèêàëüíû-
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Ðèñ. 1.3. Îñíîâíûå áëîêè,

ñîñòàâëÿþùèå äâóõöåïî÷å÷íóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ.

Íàïðàâëåíèå öåïåé îïðåäåëÿåòñÿ òåì, êàê ñàõàðíûé îñòà-
òîê ñâÿçàí ñ ôîñôàòàìè: ñ ïîìîùüþ 5�- èëè 3�-ñâÿçè. Ïðè
íàðàùèâàíèè öåïè ÄÍÊ íóêëåîçèäòðèôîñôàò ïðèñîåäè-
íÿåòñÿ ê 3�-ãèäðîêñèëó äåçîêñèðèáîçû ïðåäøåñòâóþùåãî
íóêëåîòèäà, ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò îòùåïëåíèå äâóõ ôîñ-

ôàòíûõ ãðóïï (ïèðîôîñôàòà)



ìè ñâîéñòâàìè, èìåþùèõ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ
êàòàëèçèðóåìûõ èìè ðåàêöèé íóêëåèíîâûå
êèñëîòû, è â ïåðâóþ î÷åðåäü ÄÍÊ. Ðàññìîòðèì
îñíîâíûå ñâîéñòâà ôåðìåíòîâ, íàèáîëåå ÷àñòî
èñïîëüçóåìûõ â ãåííî-èíæåíåðíûõ ðàáîòàõ.

1.2.1. Ðåñòðèêòàçû

Ôåðìåíòû ýòîãî òèïà áûëè îòêðûòû â ðå-
çóëüòàòå ïîäðîáíîãî èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìà ÿâëå-
íèÿ, ïîëó÷èâøåãî íàçâàíèå «ðåñòðèêöèÿ (îãðà-
íè÷åíèå), êîíòðîëèðóåìàÿ õîçÿèíîì» (host-

controlled restriction). Â 1950-õ ãã. â íåñêîëüêèõ
ëàáîðàòîðèÿõ, èçó÷àâøèõ ðàçâèòèå ôàãîâ â áàê-
òåðèàëüíûõ êëåòêàõ, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
ñïîñîáíîñòü áàêòåðèàëüíîãî âèðóñà ðàñòè íà
îïðåäåëåííûõ áàêòåðèàëüíûõ êóëüòóðàõ ìîæåò
çàâèñåòü îò øòàììà, â êîòîðîì ýòîò ôàã ðàçìíî-
æàëñÿ â ïîñëåäíèé ðàç.

Íàèáîëåå ïîäðîáíî äàííîå ÿâëåíèå èçó÷åíî
äëÿ áàêòåðèîôàãà ëÿìáäà (�). Ïðèðîäíûì õî-
çÿèíîì ôàãà � ÿâëÿåòñÿ êèøå÷íàÿ ïàëî÷êà Es-

cherichia coli K12. Ôàã, âûðîñøèé íà ýòîì
øòàììå, îáîçíà÷àþò ��K. Äðóãèì õîçÿèíîì ôà-
ãà � ìîæåò áûòü øòàìì E. coli C. Ôàãîâîå ïî-
òîìñòâî, ïîëó÷åííîå íà ýòîé áàêòåðèàëüíîé
êóëüòóðå, îáîçíà÷àåòñÿ ��C. Â 1953 ã. Ã. Áåðòàíè
è Äæ. Óýéãë îáíàðóæèëè, ÷òî ôàã ��C ðàçìíî-
æàåòñÿ â êëåòêàõ E. coli K12 ñ î÷åíü íèçêîé ýô-
ôåêòèâíîñòüþ, â òî âðåìÿ êàê íà E. coli C —
õîðîøî.

Ýôôåêòèâíîñòü ðàçìíîæåíèÿ ôàãà îïðåäå-
ëÿëè òèòðîâàíèåì åãî ïðåïàðàòà íà ãàçîíå áàê-
òåðèàëüíûõ êëåòîê. Äàííàÿ ïðîöåäóðà çàêëþ-
÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ê ñóñïåíçèè êëåòîê äîáàâëÿþò
îïðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî ôàãîâîãî ïðåïàðàòà
è çàòåì ýòó ñìåñü ðàâíîìåðíî íàíîñÿò íà ïðî-
çðà÷íóþ àãàðèçîâàííóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó

â ÷àøêàõ Ïåòðè (ðèñ. 1.4). ×åðåç îïðåäåëåííîå
âðåìÿ êëåòêè îáðàçóþò íà ïîâåðõíîñòè òâåðäîé
ñðåäû ìóòíóþ ïëåíêó ãàçîíà (ñïëîøíîãî ðîñòà)
áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðû. Â òåõ ìåñòàõ, ãäå íà-
õîäèëèñü êëåòêè, èíôèöèðîâàííûå ôàãîì, âîç-
íèêàþò ïðîçðà÷íûå çîíû ëèçèñà, íàçûâàåìûå
îáû÷íî áëÿøêàìè èëè íåãàòèâíûìè êîëîíèÿ-
ìè. Ïîäñ÷èòàâ ÷èñëî áëÿøåê è çíàÿ êîëè÷åñòâî
ôàãîâîãî ïðåïàðàòà, êîòîðîå îáóñëîâèëî îáðà-
çîâàíèå ýòèõ áëÿøåê, ìîæíî âû÷èñëèòü òèòð
(êîíöåíòðàöèþ) æèçíåñïîñîáíûõ ôàãîâûõ ÷àñ-
òèö â àíàëèçèðóåìîì ïðåïàðàòå. Òèòð ôàãà âû-
ðàæàþò ÷èñëîì áëÿøêîîáðàçóþùèõ åäèíèö
â 1 ìë (ÁÎÅ/ìë).

Îáíàðóæèëîñü, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü òèòðîâà-
íèÿ ��C íà E. coli K12 ñîñòàâëÿëà ëèøü 2 � 10–4

îòíîñèòåëüíî òîãî æå ïîêàçàòåëÿ íà E. coli C
(ðèñ. 1.5). Îäíàêî íåìíîãî÷èñëåííîå ïîòîìñòâî
ôàãà ��C, âûðîñøåå íà E. coli K12, óæå ñ îäèíà-
êîâîé ýôôåêòèâíîñòüþ òèòðîâàëîñü íà îáîèõ
øòàììàõ E. coli. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôàã ��K
íå ÿâëÿåòñÿ ãåíåòè÷åñêèì ìóòàíòîì ôàãà ��C.
Ïîýòîìó ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ��K ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ìîäèôèöèðîâàííûé âàðèàíò ôàãà ��C è
ýòó ìîäèôèêàöèþ îñóùåñòâëÿåò êëåòêà-õîçÿèí.

Ýêñïåðèìåíòû ñ ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûì
áàêòåðèîôàãîì ïîêàçàëè, ÷òî îãðàíè÷åíèå ðîñ-
òà (ðåñòðèêöèÿ) ôàãà ñâÿçàíî ñ ôåðìåíòàòèâíîé
äåãðàäàöèåé åãî ÄÍÊ â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå.
Êëåòî÷íàÿ ÄÍÊ çàùèùåíà îò äåãðàäàöèè øòàì-
ìîñïåöèôè÷íîé ìîäèôèêàöèåé, êîòîðàÿ, êàê âû-
ÿñíèëîñü, ñîñòîèò â ìåòèëèðîâàíèè íóêëåîòè-
äîâ. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè âûäâèíóòü äî-
âîëüíî èñ÷åðïûâàþùóþ ãèïîòåçó î áèîõèìè-
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Ðèñ. 1.4. ×àøêà Ïåòðè
ñ àãàðèçîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäîé:

à — äî âûñåâà ñìåñè áàêòåðèé ñ ôàãîì;
á — ïîñëå âûñåâà ñìåñè áàêòåðèé ñ ôàãîì è èíêóáàöèè
ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ. 1 — ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà;

2 — áàêòåðèàëüíûé ãàçîí; 3 — ôàãîâàÿ áëÿøêà.
Â âåðõíåì ðÿäó — âèä ñâåðõó, â íèæíåì — âèä ñáîêó

Ðèñ. 1.5. Ñõåìà ýêñïåðèìåíòà,
äåìîíñòðèðóþùåãî îãðàíè÷åíèå ðàçâèòèÿ ôàãà �,

êîíòðîëèðóåìîå áàêòåðèåé-õîçÿèíîì.

Öèôðàìè îáîçíà÷åíà îòíîñèòåëüíàÿ ýôôåêòèâíîñòü
òèòðîâàíèÿ ïðåïàðàòîâ ôàãà íà îïðåäåëåííîì øòàììå

E. coli



÷åñêèõ ìåõàíèçìàõ ðåñòðèêöèè è ìîäèôèêàöèè.
Ãèïîòåçà îêàçàëàñü ïëîäîòâîðíîé, è îòêðûòèå
ôåðìåíòîâ ðåñòðèêöèè — ýíäîäåçîêñèðèáî-
íóêëåàç, èëè ðåñòðèêòàç, — è ôåðìåíòîâ ìî-
äèôèêàöèè — ÄÍÊ-ìåòèëòðàñôåðàç, ÷àñòî íà-
çûâàåìûõ ÄÍÊ-ìåòèëàçàìè, — ïîëíîñòüþ åå
ïîäòâåðäèëî.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè èíôèöèðîâàíèè íåìî-
äèôèöèðîâàííûì ôàãîì ��C êëåòîê E. coli K12
ïðîèñõîäèò îäíîâðåìåííîå ðàñùåïëåíèå ôàãî-
âûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ðåñòðèêòàçîé è ìåòèëèðîâà-
íèå èõ ÄÍÊ-ìåòèëàçîé. Â ðåçóëüòàòå êîíêóðåí-
öèè ýòèõ äâóõ ôåðìåíòàòèâíûõ ïðîöåññîâ ÷àñòü
ìîëåêóë ÄÍÊ ôàãà � (2 � 10–4) óñïåâàþò ìîäè-
ôèöèðîâàòüñÿ ïðåæäå, ÷åì îíè ïîäâåðãíóòñÿ
íóêëåàçíîé àòàêå. Òàêàÿ ìåòèëèðîâàííàÿ ÄÍÊ
äàåò íà÷àëî ìîäèôèöèðîâàííîìó ôàãîâîìó ïî-
òîìñòâó ��K. Äàííàÿ ìîäèôèêàöèÿ íå íàñëå-
äóåòñÿ ôàãîì, è ïðè ðàçìíîæåíèè ��K íà E. coli

C îáðàçóåòñÿ ôàãîâîå ïîòîìñòâî, ÄÍÊ êîòîðîãî
ñíîâà íåìåòèëèðîâàíà.

Ðåñòðèêòàçû óçíàþò îïðåäåëåííûå ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ è ðàçðåçàþò äâóíèòå-
âóþ ÄÍÊ íà ôðàãìåíòû. Ìîäèôèêàöèÿ çàêëþ-
÷àåòñÿ â ìåòèëèðîâàíèè îïðåäåëåííûõ îñíîâà-
íèé â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, óçíàâàåìîé ñîïðÿ-
æåííîé ðåñòðèêòàçîé; òåì ñàìûì îáåñïå÷èâàåò-
ñÿ çàùèòà äàííîãî ó÷àñòêà ÄÍÊ îò âîçäåéñòâèÿ
ðåñòðèêòàçû. Îäíîâðåìåííîå íàëè÷èå â êëåòêå
ýòèõ äâóõ ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé (òàê íà-
çûâàåìàÿ R–M ñèñòåìà) ïðåïÿòñòâóåò ãèäðîëè-
çó ñîáñòâåííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû. ×óæåðîä-
íàÿ æå ÄÍÊ ïðè ïðîíèêíîâåíèè â áàêòåðèàëü-
íóþ êëåòêó ñëóæèò ñóáñòðàòîì äëÿ îáîèõ ôåð-
ìåíòîâ.

Ïåðâîíà÷àëüíî ìíîãèå ñ÷èòàëè, ÷òî åäèíñò-
âåííîé ôóíêöèåé R–M ñèñòåì ÿâëÿåòñÿ çàùèòà
êëåòîê îò èíôèöèðîâàíèÿ ôàãàìè. Îäíàêî äàëü-
íåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëèëè ñäåëàòü ïðåä-
ïîëîæåíèå î òîì, ÷òî R–M ñèñòåìû îñóùåñòâ-
ëÿþò ôóíêöèþ îãðàíè÷åíèÿ ñêðåùèâàíèÿ ìåæ-
äó ðàçëè÷íûìè áàêòåðèàëüíûìè âèäàìè è
øòàììàìè, êîòîðàÿ, îäíàêî, íå àáñîëþòíà è ïî-
çâîëÿåò ÷àñòè ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ ïðîíèêàòü
â êëåòêó, ðåêîìáèíàöèîííî âñòðàèâàòüñÿ è ïîä-
äåðæèâàòüñÿ â êà÷åñòâå ãåíåòè÷åñêîãî ôîíäà
äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýâîëþöèîííîãî ïðåèìóùåñòâà.
Óìåñòíî çàìåòèòü, ÷òî ó áàêòåðèé âåñüìà ïðîá-
ëåìàòè÷íî îïðåäåëåíèå âèäà. Ñóùåñòâóþò äà-
æå ïðåäïîëîæåíèÿ îá îáùåì ãåíîôîíäå âñåõ
ìèêðîîðãàíèçìîâ, ÷òî äîëæíî áûëî áû ïðèâåñ-
òè ê áåñêîíå÷íîìó ïîÿâëåíèþ íîâûõ âèäîâ áàê-
òåðèé âî âðåìåíè. Ðåàëüíî æå ìû âèäèì, ÷òî
áàêòåðèè ïðîÿâëÿþò îïðåäåëåííîå ïîñòîÿíñòâî
ìîðôîëîãè÷åñêèõ, ãåíåòè÷åñêèõ è áèîõèìè÷å-
ñêèõ õàðàêòåðèñòèê. Äîñòîéíûìè êàíäèäàòàìè

äëÿ îáåñïå÷åíèÿ â ýâîëþöèè îòíîñèòåëüíîé
ñòàáèëüíîñòè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà, ò. å. äëÿ
îñóùåñòâëåíèÿ ãåíåòè÷åñêîé èçîëÿöèè, íå îò-
ðèöàþùåé îáìåíà îïðåäåëåííûìè áëîêàìè, ÿâ-
ëÿþòñÿ ñèñòåìû ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêàöèè.

Â 1968 ã. Ì. Ìåçåëüñîí è Ð. Þàíü ñîîáùèëè
î âûäåëåíèè ïåðâîé ðåñòðèêòàçû èç øòàììà
E. coli K12. Ïîäîáíûé ôåðìåíò áûë ïîëó÷åí
è èç øòàììà E. coli B. Äàííûå ýíäîíóêëåàçû
EcoK è EcoB îòëè÷àëèñü âûñîêîé ñïåöèôè÷-
íîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê óçíàâàåìîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ, íî ðàñùåïëÿëè ìîëåêó-
ëû ÄÍÊ íåñïåöèôè÷åñêè â äðóãîì ìåñòå, îò-
ñòîÿùåì îò ó÷àñòêà (ñàéòà) óçíàâàíèÿ. Â 1970 ã.
Õ. Ñìèò è Ê. Âèëüêîêñ âûäåëèëè èç Haemophius
influenzae ðåñòðèêòàçó HindII, íå òîëüêî ñïåöè-
ôè÷åñêè óçíàþùóþ, íî è ñïåöèôè÷åñêè ðàñ-
ùåïëÿþùóþ ìîëåêóëû ÄÍÊ. Ïðè ãèäðîëèçå
âèðóñíîé èëè ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ðåñòðèêòàçàìè
òàêîãî òèïà îáðàçóåòñÿ ñòðîãî îïðåäåëåííûé íà-
áîð ôðàãìåíòîâ. Ýòî íàãëÿäíî âûÿâëÿåòñÿ ïðè
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîì ðàçäåëåíèè ñìåñè ïîëó-
÷àþùèõñÿ ôðàãìåíòîâ (ðèñ. 1.6).

Ïðèíöèïèàëüíîå çíà÷åíèå äëÿ ðàçðàáîòêè
ìåòîäîëîãèè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè èìåëî îò-
êðûòèå â 1971 ã. Ð. ¨øèìîðè ðåñòðèêòàç EcoRI è
EcoRII. Ñ ïîìîùüþ ïåðâîé èç íèõ óäàëîñü
âûïîëíèòü ïèîíåðñêóþ ðàáîòó ïî íàïðàâëåííîé
ðåêîíñòðóêöèè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà in vitro.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðåñòðèêòàçû èñïîëüçóþò
ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ. Òàêîå øèðîêîå ïðèìåíåíèå ôåðìåí-
òîâ äàííîãî òèïà îáóñëîâëåíî èõ âûñîêîé ñïå-
öèôè÷íîñòüþ, à òàêæå îñîáåííîñòÿìè ñòðóêòó-
ðû êîíöîâ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, îáðàçóåìûõ ðåñò-
ðèêòàçàìè. Îáùåïðèíÿòî òåðìèíû ðåñòðèêòàçà,
ýíäîíóêëåàçà ðåñòðèêöèè, ñàéòñïåöèôè÷åñêàÿ
ýíäîäåçîêñèðèáîíóêëåàçà ñ÷èòàòü ñèíîíèìàìè.

Õ. Ñìèò è Ä. Íàòàíñ â 1973 ã. ïðåäëîæèëè
íîìåíêëàòóðó ðåñòðèêòàç, êîòîðàÿ âêëþ÷àåò
ñëåäóþùèå ïóíêòû:

1. Íàçâàíèå êàæäîãî ôåðìåíòà ÿâëÿåòñÿ ïðî-
èçâîäíûì îò áèíàðíîãî ðîäî-âèäîâîãî îáîçíà-
÷åíèÿ ìèêðîîðãàíèçìà-õîçÿèíà, ñîäåðæàùåãî
äàííóþ R–M ñèñòåìó, è ñîñòàâëÿåòñÿ ïî ñëå-
äóþùåìó ïðàâèëó: ê ïåðâîé ïðîïèñíîé áóêâå
íàçâàíèÿ ðîäà äîáàâëÿþò äâå ïåðâûå ñòðî÷íûå
áóêâû âèäà. Íàïðèìåð: Streptomyces albus —
Sal, Escherichia coli — Eco.

2. Çà ðîäî-âèäîâûì íàçâàíèåì, îáîçíà÷àå-
ìûì êóðñèâîì òðåìÿ áóêâàìè, ñëåäóåò, â ñëó÷àå
íåîáõîäèìîñòè, îáîçíà÷åíèå ñåðîòèïà èëè
øòàììà: Haemophilus influenzae d — Hind, Es-
cherichia coli B — EcoB.

3. Ðèìñêèå öèôðû, ñëåäóþùèå çà áóêâåí-
íûì îáîçíà÷åíèåì, îòðàæàþò ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü îòêðûòèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ðåñòðèêòàç
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â êëåòêàõ îäíîãî âèäà, íàïðèìåð: HindI, HindII,

HindIII.

4. Ôåðìåíòû ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêàöèè
â îáùåì âèäå îáîçíà÷àþòñÿ êàê ýíäîíóêëåàçà R
èëè ìåòèëàçà M ñ ïîñëåäóþùèì îïðåäåëåíèåì
íàçâàíèÿ ñèñòåìû, íàïðèìåð: ýíäîíóêëåàçà
R�HindII èëè ìåòèëàçà M�HindII.

5. Åñëè ñèñòåìà ãåíåòè÷åñêè ëîêàëèçîâàíà
â ãåíîìå ôàãà èëè íà ïëàçìèäå, òî ïîñëå ðîäî-
âèäîâîãî íàçâàíèÿ óêàçûâàåòñÿ ñèìâîë âíåõðî-
ìîñîìíîãî ýëåìåíòà: EcoPI, EcoRII. Øòàììî-
âàÿ ïðèíàäëåæíîñòü â ýòèõ ñëó÷àÿõ óêàçûâàåò-
ñÿ â ñêîáêàõ: Eco(K)PI.

Îñíîâíûå ïðèíöèïû, çàëîæåííûå â ýòîé
íîìåíêëàòóðå, èñïîëüçóþòñÿ è â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ. Îäíàêî íåîäíîçíà÷íîñòü â íàçâàíèÿõ, âîç-
íèêøàÿ èç-çà ëàâèíîîáðàçíîãî îòêðûòèÿ íîâûõ
ðåñòðèêòàç, çàñòàâèëà Ð. Ðîáåðòñà â 1978 ã. âíåñ-
òè íåêîòîðûå äîïîëíåíèÿ â âûøåîïèñàííóþ
ñèñòåìó ðàöèîíàëüíûõ îáîçíà÷åíèé ôåðìåíòîâ.
Ñìûñë äîïîëíåíèé çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî âî
èçáåæàíèå ïóòàíèöû â ñëó÷àå, êîãäà íàçâàíèå
ñîâïàäàåò äëÿ íåñêîëüêèõ ôåðìåíòîâ, îñòàâëÿþò
íåèçìåííûìè ïåðâûå äâå áóêâû, à òðåòüþ áåðóò
èç ïîñëåäóþùèõ áóêâ âèäîâîãî íàçâàíèÿ, íàïðè-
ìåð: Haemophilus parainfluenzae — HpaI, Hae-
mophilus parahaemolyticus — HphI. Äëÿ áîëüøåé
òî÷íîñòè Ä. Øèáàòà ñ ñîàâòîðàìè ïðåäëîæèëè
ïîñëå ëàòèíñêîé ðîäî-âèäîâîé ñèìâîëèêè ââî-
äèòü ìóçåéíûé íîìåð áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðû,
íàïðèìåð: Pvu84II, Hinb1076III.

Îòêðûòèå áîëüøîãî ÷èñëà ðåñòðèêòàç è èçó-
÷åíèå èõ ñâîéñòâ ïîçâîëèëî âûÿâèòü íåêîòîðûå
çàêîíîìåðíîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ôåðìåíòîâ
è ðàçäåëèòü èõ íà òðè ãëàâíûõ òèïà (êëàññà).
Îñíîâîé êëàññèôèêàöèè ñëóæàò â ïåðâóþ
î÷åðåäü ïîòðåáíîñòü ôåðìåíòà â êîôàêòîðàõ è
õàðàêòåð ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ (òàáë. 1.1). Ïðèâå-
äåííàÿ êëàññèôèêàöèÿ íå èñ÷åðïûâàåò âñå òèïû
ïðèðîäíûõ ôåðìåíòîâ ñèñòåì ðåñòðèêöèè – ìî-
äèôèêàöèè.

Ðåñòðèêòàçû êëàññà I. Íàèáîëåå èçó÷åí-
íûìè ðåñòðèêòàçàìè êëàññà I ÿâëÿþòñÿ ôåðìåí-
òû EcoK è EcoB, âûäåëåííûå ñîîòâåòñòâåííî
èç êëåòîê E. coli K12 è E. coli B. Ýòî ôåðìåíòû
ñ î÷åíü ñõîæåé ñòðóêòóðîé. Îáà ñîäåðæàò òðè
òèïà íåèäåíòè÷íûõ ñóáúåäèíèö ñ ìîëåêóëÿð-
íîé ìàññîé 135, 60 è 50 êÄà (�, � è �), õîòÿ ñîîò-
íîøåíèå ñóáúåäèíèö ðàçëè÷àåòñÿ äëÿ ýòèõ äâóõ
ôåðìåíòîâ. Íàïðèìåð, EcoK èìååò ñòðóêòóðó
�2 �2�. Â ñëó÷àå EcoB ñèòóàöèÿ áîëåå ñëîæíàÿ,
òàê êàê âûÿâëåíû ïî êðàéíåé ìåðå òðè àêòèâ-
íûå îëèãîìåðíûå ñòðóêòóðû, îñíîâíàÿ èç êî-
òîðûõ èìååò ñîñòàâ �2 �4�2.

Ðåñòðèêòàçû êëàññà I ñïåöèôè÷íû ê íåìî-
äèôèöèðîâàííîé äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ è îáëà-
äàþò ñëåäóþùèìè ñâîéñòâàìè: òðåáóþò â êà-

÷åñòâå êîôàêòîðîâ àäåíîçèíòðèôîñôàò (ÀÒÐ),
S-àäåíîçèíìîíîôîñôàò (SAM), èîíû Mg2+. Ðàñ-
ùåïëåíèå ÄÍÊ ñîâìåùåíî ñ ãèäðîëèçîì ATP.
Â åäèíîì ñóáúåäèíè÷íîì áåëêå èìåþòñÿ òàêèå
ôåðìåíòàòèâíûå àêòèâíîñòè, êàê ðàñùåïëåíèå
ÄÍÊ (�-ñóáúåäèíèöà), ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ
(�-ñóáúåäèíèöà) è óçíàâàíèå ñïåöèôè÷åñêîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ (�-ñóáúåäèíèöà).

Ôåðìåíòû EcoB è EcoK óçíàþò ñòðîãî ñïå-
öèôè÷íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîîòâåòñòâåííî

5� TGANNNNNNNNTGCT 3�

3� ACTNNNNNNNNACGA 5�

5� AACNNNNNNGTGC 3�

3� TTGNNNNNNCACG 5�
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Ðèñ. 1.6. Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëå-
íèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ áëèçêîðîäñòâåííûõ âèðóñîâ
îñïîâàêöèíû, øòàìì ËÈÂÏ (1) è íàòóðàëüíîé îñ-
ïû, øòàìì Èíäèÿ-1967 (2), ïîëó÷åííûõ ïîñëå ãèä-
ðîëèçà âèðóñíûõ ÄÍÊ ðåñòðèêòàçàìè (0,6 % àãàðîç-

íûé ãåëü).

è



Îäíàêî ðàçðûâ ÄÍÊ ïðîèñõîäèò ñëó÷àéíûì îá-
ðàçîì íà çíà÷èòåëüíîì ðàññòîÿíèè îò ó÷àñòêà
óçíàâàíèÿ — îò 400 äî 7000 ïàð íóêëåîòèäîâ
(ïí). Ïðîäóêòû ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ ãåòåðîãåííû.

Ô. Ñòóäèýð è Ï. Áýíäåïåäõÿé â 1988 ã. íà îñ-
íîâå ïîäðîáíîãî èçó÷åíèÿ ãèäðîëèçà ÄÍÊ ôàãà
T7 ðåñòðèêòàçîé EcoK ïðåäëîæèëè îáùóþ ìî-
äåëü äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàç êëàññà I íà ÄÍÊ. Ñóòü
ýòîé ìîäåëè ñîñòîèò â òîì, ÷òî ðåñòðèêòàçà
êëàññà I ïîñëå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÄÍÊ â ó÷àñòêå
óçíàâàíèÿ íà÷èíàåò îñóùåñòâëÿòü ATP-çàâèñè-
ìóþ òðàíñëîêàöèþ (ïåðåìåùåíèå) öåïåé ÄÍÊ
÷åðåç ñåáÿ â îáîèõ íàïðàâëåíèÿõ (ðèñ. 1.7). Ïðè
âñòðå÷å äâóõ ñîñåäíèõ ìîëåêóë ôåðìåíòà,
òðàíñëîöèðóþùèõ ÄÍÊ, îíè ðàçðåçàþò äâóõöå-
ïî÷å÷íóþ ÄÍÊ â ðàéîíå êîíòàêòà. Ãåòåðîãåí-
íîñòü ïðîäóêòîâ ãèäðîëèçà ÄÍÊ ðåñòðèêòàçàìè
êëàññà I ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ íåîäíîâðåìåííûì
ñëó÷àéíûì âçàèìîäåéñòâèåì ìîëåêóë ôåðìåí-
òà ñ ðàçíûìè ó÷àñòêàìè óçíàâàíèÿ íà êàæäîé
ìîëåêóëå ÄÍÊ, à ñëåäîâàòåëüíî, íåîäíîâðåìåí-
íûì íà÷àëîì òðàíñëîêàöèè öåïåé ÄÍÊ. Êðîìå
òîãî, íå èñêëþ÷åíà âîçìîæíîñòü íåðàâíîìåð-
íîé òðàíñëîêàöèè öåïåé íà ðàçíûõ ìîëåêóëàõ
ïðåïàðàòà ÄÍÊ.

Ðåñòðèêòàçû êëàññà II. Ñèñòåìû ðåñòðèê-
öèè–ìîäèôèêàöèè êëàññà II ñîñòîÿò èç îòäåëü-
íûõ áåëêîâ ðåñòðèêöèîííîé ýíäîíóêëåàçû è
ìîäèôèêàöèîííîé ìåòèëàçû. Ïîýòîìó ðåñòðèê-
òàçû äàííîãî êëàññà ìîæíî âûäåëèòü â èíäèâè-
äóàëüíîì ñîñòîÿíèè, ñâîáîäíîì îò ìåòèëàçíîé
àêòèâíîñòè, ÷òî â çíà÷èòåëüíîé ìåðå óïðîùàåò
èõ èçó÷åíèå è ïîñëåäóþùåå èñïîëüçîâàíèå äëÿ
ðàñùåïëåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ.

Ðåñòðèêòàçû êëàññà II — îòíîñèòåëüíî ïðîñ-
òî îðãàíèçîâàííûå áåëêè, ñîñòîÿùèå èç äâóõ
ñóáúåäèíèö îäíîãî òèïà ñî ñðàâíèòåëüíî
íåáîëüøîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé. Îòëè÷èòåëü-
íîé ÷åðòîé ðåñòðèêòàç êëàññà II ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî
îíè óçíàþò è ðàçðåçàþò íåìîäèôèöèðîâàííóþ
äâóõöåïî÷å÷íóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ ïî ñïåöèôè÷-
íûì íóêëåîòèäíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì, è ýòî
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ äèñêðåòíîãî íàáîðà
ôðàãìåíòîâ àíàëèçèðóåìîé ÄÍÊ (ñì. ðèñ. 1.6).
Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ýòèõ ôåðìåíòîâ
òðåáóþòñÿ òîëüêî èîíû Mg2+ â ôèçèîëîãè÷å-
ñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ. Ðåñòðèêòàçû êëàññà II
îáû÷íî óçíàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äâóõöåïî-
÷å÷íîé ÄÍÊ äëèíîé îò 4 äî 8 ïí, èìåþùèå îñü
ñèììåòðèè âòîðîãî ïîðÿäêà, — ïàëèíäðîìû.
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Òàáëèöà 1.1. Ñâîéñòâà ðåñòðèêòàç R–M ñèñòåì ðàçíûõ êëàññîâ

Ñòðóêòóðà
è ôóíêöèè áåëêà

Ìîëåêóëÿðíàÿ
ìàññà, êÄà

Êîôàêòîðû
Óçíàâàåìàÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü (ïðèìåð)

Ìåñòî ðàñùåïëåíèÿ

I êëàññ

Ñëîæíàÿ ìîëåêóëà
ñ òðåìÿ ðàçëè÷íûìè
òèïàìè ñóáúåäèíèö
(ýíäîíóêëåàçà,
ìåòèëàçà,
ñóáúåäèíèöà
óçíàâàíèÿ)

400–600 SAM,
ATP,
Mg2+

Íåïàëèíäðîìíàÿ ñòðóêòóðà
SptSQI:
5� AAC(N)6PuTAPyG 3�
3� TTG(N)6PyATPuC 5�

Îáû÷íî áîëåå ÷åì
÷åðåç 400 ïí îò ñàéòà
óçíàâàíèÿ, ãèäðîëèç
íåñïåöèôè÷åí

II êëàññ

Ýíäîíóêëåàçà
è ìåòèëàçà —
ðàçíûå ìîëåêóëû,
äèìåðû îäèíàêîâûõ
ñóáúåäèíèö

50–100 Mg2+ Îáû÷íî ïàëèíäðîìíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
èç 4–8 íóêëåîòèäîâ
BamHI:
5� GGATCC 3�
3� CCTAGG 5�

Ïîäêëàññ IIS —
íåïàëèíäðîìíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
HgaI:
5� GACGC 3�
3� CTGCG 5�

Âíóòðè ñàéòà
óçíàâàíèÿ

Â ñòîðîíå îò óçíàâàå-
ìîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè íà ñòðîãî îïðå-
äåëåííîì ðàññòîÿíèè
(íå áîëåå 20 ïí)

III êëàññ

Ñëîæíàÿ ìîëåêóëà
ñ äâóìÿ ñóáúåäèíè-
öàìè (ýíäîíóêëåàçà,
ìåòèëàçà)

200–300 ATP,
Mg2+

(SAM —
ñòèìóëèðóåò
àêòèâíîñòü)

Íåïàëèíäðîìíàÿ ñòðóêòóðà
HineI:
5� CGAAT 3�
3� GCTTA 5�

Â ñòîðîíå îò ñàéòà
óçíàâàíèÿ íà ðàññòîÿ-
íèè 24–27 ïí



Ïðè ýòîì ðÿä ðåñòðèêòàç ðàñùåïëÿåò ÄÍÊ
ñòðîãî ïî îñè ñèììåòðèè óçíàâàåìîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè, ÷òî ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ ñ òóïûìè êîíöàìè, íå èìåþùèìè
âûñòóïàþùèõ îäíîöåïî÷å÷íûõ ó÷àñòêîâ. Íà-
ïðèìåð, ðåñòðèêòàçà AluI, ñõåìà ó÷àñòêà óçíàâà-
íèÿ êîòîðîé ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 1.8, îñó-
ùåñòâëÿåò ãèäðîëèç ÄÍÊ ñëåäóþùèì îáðàçîì:

Äðóãîé ôåðìåíò — EcoRI — óçíàåò ãåêñà-
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è ðàñùåïëÿ-
åò åå ñ îáðàçîâàíèåì âçàèìîêîìïëåìåíòàðíûõ
îäíîöåïî÷å÷íûõ ëèïêèõ êîíöîâ:

Åñëè ãèäðîëèçîâàòü ìîëåêóëû ÄÍÊ ðàçëè÷-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ðåñòðèêòàçîé EcoRI, òî

â êàæäîì ñëó÷àå áóäåò îáðàçîâûâàòüñÿ ñòðîãî
îïðåäåëåííûé ñïåöèôè÷åñêèé íàáîð ôðàãìåí-
òîâ ÄÍÊ. Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî âñå ôðàãìåí-
òû ïðè ýòîì áóäóò èìåòü èäåíòè÷íûå ëèïêèå
êîíöû. Ïðè ñìåøèâàíèè ðàçíûõ ïðåïàðàòîâ òà-
êèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ
ëèïêèå êîíöû ìîãóò ðåàññîöèèðîâàòü (ñëèïàòü-
ñÿ) çà ñ÷åò êîìïëåìåíòàðíûõ âçàèìîäåéñòâèé,
è òàêèì îáðàçîì ìîãóò ñòûêîâàòüñÿ ôðàãìåíòû
ìîëåêóë ÄÍÊ, âûäåëåííûõ èç ëþáûõ îðãàíèç-
ìîâ. Äàííûå ñâîéñòâà â ïåðâóþ î÷åðåäü è ñäå-
ëàëè ðåñòðèêòàçû êëàññà II ôåðìåíòàìè, íàèáî-
ëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûìè ïðè êîíñòðóèðîâàíèè
ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ.

Êðîìå âûñòóïàþùèõ 5�-êîíöîâ ðåñòðèêòà-
çû ìîãóò îáðàçîâûâàòü òàêæå ëèïêèå 3�-êîíöû.
Ê ïîäîáíûì ôåðìåíòàì îòíîñèòñÿ ðåñòðèêòàçà
PstI:

Íåêîòîðûå èç ðåñòðèêòàç êëàññà II ïåðå÷èñ-
ëåíû â òàáë. 1.2. Äëÿ êðàòêîñòè èçîáðàæåíà îä-
íà öåïü óçíàâàåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóê-
ëåîòèäîâ â íàïðàâëåíèè 5�–3�. Âòîðàÿ öåïü ðàñ-
ùåïëÿåòñÿ ñèììåòðè÷íî, êàê â ïðèâåäåííûõ âû-
øå ïðèìåðàõ äëÿ ðåñòðèêòàç AluI, EcoRI è PstI.

Ðÿä ðåñòðèêòàç óçíàþò ÷àñòè÷íî âûðîæäåí-
íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîýòîìó òàêèå ôåð-
ìåíòû íå îáëàäàþò ñòîëü âûñîêîé ñïåöèôè÷-
íîñòüþ, êàê ðàññìîòðåííûå âûøå. Íàïðèìåð,
HindII óçíàåò è ðàñùåïëÿåò ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òè ñ îáùåé ôîðìóëîé GTPó	PuAC; EcoRII —

	CC(À
Ò

)GG; HaeI — (À
Ò

)GG	CC(T
A

). Òàê, ïî-
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+ Ðèñ. 1.8. Ñòðîåíèå ó÷àñòêà ðàñùåïëåíèÿ

ìîëåêóëû ÄÍÊ ðåñòðèêòàçîé AluI.

Øòðèõîâàÿ ëèíèÿ — îñü ñèììåòðèè; ñòðåëêàìè
îáîçíà÷åíû ìåñòà ãèäðîëèçà öåïåé ÄÍÊ
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+Ðèñ. 1.7. Ìîäåëü äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàç êëàññà I
íà ìîëåêóëó ÄÍÊ
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Òàáëèöà 1.2. Íåêîòîðûå ðåñòðèêòàçû êëàññà II

Ôåðìåíò
Óçíàâàåìàÿ è ãèäðîëèçóåìàÿ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü1 Ìèêðîîðãàíèçì — èñòî÷íèê ôåðìåíòà

AluI AG	CT Arthrobacter luteus

BamHI G	GATCC Bacillus amyloliquefaciens H

BglI GCCNNNN	NGGC Bacillus globigii

BglII A	GATCT Bacillus globigii

Bme12I 	GATC Bacillus megaterium 12

BspRI GG	CC Bacillus sphaericus R

BstI G	CATGC Bacillus stearothermophilus

CviII G	TAC Chlorella, èíôèöèðîâàííàÿ âèðóñîì NY-2A

CviJI PuG	CPy Chlorella, èíôèöèðîâàííàÿ âèðóñîì IL-3A

EcoRI G	AATTC Escherichia coli RY13

EcoRII 	CC(À
Ò

)GG Escherichia coli R245

FseI GGCCGG	CC Frankia sp. Eull b

HaeI (À
Ò

)GG	CC(Ò
À

) Haemophilus aegyptius

HaeII PuGCGC	Py Haemophilus aegyptius

HaeIII GG	CC Haemophilus aegyptius

HapII C	CGG Haemophilus aphrophilus

HindII GTPy	PuAC Haemophilus influenzae Rd

HindIII A	AGCTT Haemophilus influenzae Rd

HpaII C	CGG Haemophilus parainfluenzae

KpnI GGTAC	C Klebsiella pneumoniae

MaeIII 	GTNAC Methanococcus aeolicus

MnoI C	CGG Moraxella nonliquefaciens

MseI T	TAA Micrococcus sp.

NciI CC	(G
C

)GG Neisseria cinerea

NotI GC	GGCCGC Nocardia otitidis-caviarum

PacI TTAAT	TAA Pseudomonas alcaligenes

PmeI GTTT	AAAC Pseudomonas mendocina

PstI CTGCA	G Providencia stuartii

RsaI GT	AC Rhodopseudomonas sphaeroides

RsrII CG	G(À
Ò

)CCG Rhodopseudomonas sphaeroides

SalI G	TCGAC Streptomyces albus

Sau3AI 	GATC Staphylococcus aureus 3A

Sf iI GGCCNNNN	NGGCC Streptomyces f imbriatus

SmaI CCC	GGG Serratia marcescens

SwaI ATTT	AAAT Staphylococcus warneri

Tth111I GACN	NNGTC Thermus thermophilus 111

VspI AT	TAAT Vibrio sp.

XmaI C	CCGGG Xanthomonas malvacearum

XmnI GAANN	NNTTC Xantomonas manihotis

1 N — ëþáîé èç ÷åòûðåõ íóêëåîòèäîâ, Pu — ïóðèí, Py — ïèðèìèäèí, (À
Ò

) — ëèáî A, ëèáî T (àíàëîãè÷íî

ëèáî Ñ, ëèáî G); âåðòèêàëüíàÿ ñòðåëêà îáîçíà÷àåò ìåñòî ãèäðîëèçà â îäíîé öåïè ÄÍÊ.



ñëåäîâàòåëüíîñòè, ñïåöèôè÷íûå äëÿ HindII,
èìåþò ñëåäóþùèé âèä: GTTAAC, GTCAAC,
GTCGAC, GTTGAC.

EcoRII ïðè ãèäðîëèçå ÄÍÊ îáðàçóåò äâà òè-
ïà ëèïêèõ êîíöîâ:

Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî íå âñå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ãåíå-
ðèðóåìûå EcoRII, ìîãóò îáúåäèíÿòüñÿ ìåæäó
ñîáîé ïî ëèïêèì êîíöàì.

Ðàçìåð óçíàâàåìîé ðåñòðèêòàçîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè, êàê ïðàâèëî, îáóñëîâëèâàåò ÷àñ-
òîòó âñòðå÷àåìîñòè ýòèõ ó÷àñòêîâ â ïðèðîäíûõ
ÄÍÊ. Äëÿ ñëó÷àéíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ
áåñêîíå÷íîé äëèíû ñ ðàâíûì ñîäåðæàíèåì
êàæäîãî èç ÷åòûðåõ íóêëåîòèäîâ âåðîÿòíîñòü
íàëè÷èÿ îïðåäåëåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
äëèíîé N (PN) íà ìîëåêóëå ÄÍÊ áóäåò ðàâíà
4–N, ïðè÷åì âûðîæäåííîñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òè ó÷àñòêîâ óçíàâàíèÿ, îáíàðóæåííàÿ äëÿ íåêî-
òîðûõ ðåñòðèêòàç, óâåëè÷èâàåò äàííóþ âåðîÿò-
íîñòü. Ñðåäíÿÿ ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè òåòðà-
íóêëåîòèäà — P4 = 4–4 = 3,9 � 10–3, îêòàíóêëåî-
òèäà — P8 = 1,2 � 10–5. Ïîýòîìó ðåñòðèêòàçû,
óçíàþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç ÷åòûðåõ ïàð
íóêëåîòèäîâ, ÷àñòî íàçûâàþò ìåëêîùåïÿùèìè,
à ðåñòðèêòàçû ñ ó÷àñòêîì óçíàâàíèÿ â øåñòü è
áîëåå ïàð íóêëåîòèäîâ — êðóïíîùåïÿùèìè.

Áîëüøîé èíòåðåñ äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî
êëîíèðîâàíèþ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïðåäñòàâëÿþò
ðåñòðèêòàçû, êîòîðûå, îáëàäàÿ ðàçíîé ñïåöè-
ôè÷íîñòüþ, äàþò ïðè ãèäðîëèçå ÄÍÊ îäèíàêî-
âûå ëèïêèå êîíöû. Ê íèì îòíîñÿòñÿ, íàïðèìåð,
BamHI, Sau3AI, BglII (ñì. òàáë. 1.2). Ïîñëå ñîå-
äèíåíèÿ îäèíàêîâûõ ëèïêèõ êîíöîâ, âîçíèêàþ-
ùèõ ïðè äåéñòâèè íà ÄÍÊ ðàçëè÷íûõ ðåñòðèê-
òàç, îáû÷íî îáðàçóþòñÿ ãèáðèäíûå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè, óæå íå óçíàâàåìûå íåêîòîðûìè èç
ýòèõ ôåðìåíòîâ. Òàê, åñëè ñîåäèíèòü BamHI-
è BglII-ëèïêèå êîíöû, òî ïîëó÷àåòñÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü, êîòîðàÿ íå áóäåò óçíàâàòüñÿ íè
BamHI, íè BglII, íî ìîæåò áûòü ðàñùåïëåíà
Sau3AI:

Öåëåíàïðàâëåííûé ïîèñê ýíäîíóêëåàç ðåñò-
ðèêöèè êëàññà II, îáóñëîâëåííûé çíà÷åíèåì
ýòèõ ôåðìåíòîâ, ïðèâåë ê îòêðûòèþ áîëüøîãî

÷èñëà íîâûõ ðåñòðèêòàç (òàáë. 1.3). Íîâîé ñ÷è-
òàåòñÿ ëþáàÿ ðåñòðèêòàçà, íàéäåííàÿ â íå èçó-
÷åííîì ðàíåå øòàììå. Äàëüíåéøèå èññëåäîâà-
íèÿ ïîçâîëÿþò ðåøèòü, äåéñòâèòåëüíî ëè äàí-
íûé ôåðìåíò óçíàåò íîâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
íóêëåîòèäîâ èëè æå ÿâëÿåòñÿ àíàëîãîì óæå èç-
âåñòíîé ðåñòðèêòàçû. Â òîì ñëó÷àå, åñëè îáíà-
ðóæåííàÿ ðåñòðèêòàçà óçíàåò ðàíåå íåèçâåñò-
íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îíà íàçûâàåòñÿ ïðî-

òîòèïîì. Îäíàêî ÷àñòî ôåðìåíòû, âûäåëåí-
íûå èç ðàçëè÷íûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, óçíàþò
îäíó è òó æå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è ïðè ãèäðî-
ëèçå îïðåäåëåííîé ÄÍÊ îáðàçóþò îäèíàêîâûé
ñïåêòð ôðàãìåíòîâ. Òàêèå ðåñòðèêòàçû íàçûâà-
þò èçîøèçîìåðàìè. Â òî æå âðåìÿ, óçíàâàÿ îä-
íó è òó æå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ðåñòðèêòàçû
ìîãóò ïî-ðàçíîìó ðàñùåïëÿòü äâóõöåïî÷å÷íóþ
ÄÍÊ. Ïîýòîìó ôåðìåíòû, èìåþùèå îäèíàêî-
âûå óçíàâàåìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è îäèíà-
êîâî èõ ðàñùåïëÿþùèå, ïðèíÿòî íàçûâàòü èñ-
òèííûìè èçîøèçîìåðàìè. Íàïðèìåð, ðåñòðèê-
òàçû HapII, HpaII, MnoI ÿâëÿþòñÿ èñòèííûìè
èçîøèçîìåðàìè. Ðåñòðèêòàçû æå SmaI è XmaI,
à òàêæå RsaI è CviII èìåþò ïîïàðíî îäèíàêîâûå
óçíàâàåìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íî ðàñùåïëÿ-
þò ÄÍÊ ðàçëè÷íûì îáðàçîì (ñì. òàáë. 1.2). Òà-
êèå ôåðìåíòû ïðèíÿòî íàçûâàòü ëîæíûìè èçî-
øèçîìåðàìè.

Êàê óæå îòìå÷àëîñü, ïîäàâëÿþùåå áîëüøèí-
ñòâî ðåñòðèêòàç êëàññà II èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå
ñóáñòðàòà íåìîäèôèöèðîâàííóþ ÄÍÊ. Îäíàêî
âûÿâëåíû ðåñòðèêòàçû äàííîãî êëàññà, êîòîðûå
ðàñùåïëÿþò in vitro òîëüêî ìåòèëèðîâàííûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ. Íàïðèìåð, ôåðìåíò
DpnI èç Diplococcus pneumonia ðàñùåïëÿåò ëèøü
ìåòèëèðîâàííóþ äâóõöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ ïî ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè 5�GmA	TC 3�. Äðóãàÿ ðåñò-
ðèêòàçà èç äàííîé áàêòåðèè — DpnII — ãèäðî-
ëèçóåò íåìîäèôèöèðîâàííóþ ÄÍÊ è óçíàåò òå
æå ó÷àñòêè 5�GA	TC 3�, íî óæå íå ìåòèëèðî-
âàííûå.

Ïðèëåãàþùèå ê ó÷àñòêó óçíàâàíèÿ ðàéîíû
íà ìîëåêóëå ÄÍÊ îêàçûâàþò çàìåòíîå âëèÿíèå
íà ýôôåêòèâíîñòü åå ãèäðîëèçà. Ã. À. Ùåëêóíî-
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Òàáëèöà 1.3. Ñâîäíûå äàííûå îá îòêðûòèè

ðåñòðèêòàç

Ãîä Ðåñòðèêòàçû Ïðîòîòèïû

1976 84 22
1980 227 54
1984 503 103
1988 839 152
2002 3516 211
2006 3707 261
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âà è Ñ. Í. Ùåëêóíîâ èñïîëüçîâàëè íàáîð ôàãîâ
�, ìóòàíòíûõ ïî ðàçíûì ó÷àñòêàì ãèäðîëèçà
ôàãîâîé ÄÍÊ ðåñòðèêòàçîé EcoRI (ñì. 2.2.2).
Ýòî ïîçâîëèëî â ñèñòåìå in vivo îöåíèòü ÷àñ-
òîòó ðàñùåïëåíèÿ ôàãîâîé ÄÍÊ ïî êàæäîìó èç
ïÿòè ìåñò äåéñòâèÿ äàííîãî ôåðìåíòà (ðèñ. 1.9).

Çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â ñêîðîñòè ãèä-
ðîëèçà ÄÍÊ ôàãà � ïî èíäèâèäóàëüíûì ìåñòàì
óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàçîé EcoRI ïðîäåìîíñòðè-
ðîâàíû òàêæå â ñèñòåìå in vitro. Ñ äàííûì
ýôôåêòîì èññëåäîâàòåëè îáû÷íî ñòàëêèâàþòñÿ
ïðè îáðàáîòêå âèðóñíîé èëè ïëàçìèäíîé ÄÍÊ
â óñëîâèÿõ íåïîëíîãî ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé,
èìåþùåé íåñêîëüêî ìåñò äåéñòâèÿ íà ñóá-
ñòðàòíîé ÄÍÊ. Ïî îäíèì èç ó÷àñòêîâ ãèäðîëèçà
â ýòèõ ñëó÷àÿõ ðàñùåïëåíèå ÄÍÊ ïðîèñõîäèò
ñ çàìåòíî áîëüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ, ÷åì ïî
äðóãèì. Ïîýòîìó äëÿ èñ÷åðïûâàþùåãî ãèäðî-
ëèçà ìîëåêóë ÄÍÊ â àíàëèçèðóåìîì ïðåïàðàòå,
êàê ïðàâèëî, áåðóò íåêîòîðûé èçáûòîê ðåñòðèê-
òàçû.

Âíåñåíèå áîëüøîãî èçáûòêà ðåñòðèêòàçû
êëàññà II â ðåàêöèîííóþ ñìåñü ìîæåò âûçûâàòü
íàðÿäó ñ íîðìàëüíûì ãèäðîëèçîì ðàñùåïëåíèå
ÄÍÊ ïî äîïîëíèòåëüíûì ó÷àñòêàì. Íàðóøåíèå
ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàç ìîæåò
òàêæå ïðîèñõîäèòü ïðè ñíèæåíèè èîííîé ñèëû,
ïîâûøåíèè pH ðàñòâîðà, ïðè ââåäåíèè â ðàñò-
âîð îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðèòåëåé èëè èîíîâ
Mn2+. Òàê, ïðè èçìåíåíèè îïðåäåëåííûì îáðà-
çîì pH è èîííîé ñèëû ðåàêöèîííîé ñìåñè ðåñò-
ðèêòàçà EcoRI ñïåöèôè÷åñêè óçíàåò íå ãåêñà-
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü G	AATTC,
à óêîðî÷åííóþ òåòðàíóêëåîòèäíóþ 	AATT.
Ôåðìåíò ñ òàêîé èçìåíåííîé àêòèâíîñòüþ îáî-
çíà÷àåòñÿ EcoRI*. Ðåñòðèêòàçà HindIII â îïòè-
ìàëüíûõ óñëîâèÿõ èìååò ó÷àñòîê óçíàâàíèÿ
A	AGCTT. Ïðè âíåñåíèè â ðåàêöèîííûé áó-
ôåð 15 % äèìåòèëñóëüôîêñèäà HindIII* ðàñ-
ùåïëÿåò ÄÍÊ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì:

Pu	AGCTT, A	
A
G
T




�

�
�




�

�
�GCTT, A	A(G

Ò
)CTT,

A	AGCNT, A	AGCTPy.

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ñïåðìèäèí (ïîëèàìèí,
ÿâëÿþùèéñÿ ñóùåñòâåííûì êîìïîíåíòîì ïðî-
êàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê) çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâà-
åò òî÷íîñòü ãèäðîëèçà ÄÍÊ ðåñòðèêòàçàìè êëàñ-
ñà II in vitro. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò, ÷òî â êëåòêå
îøèáî÷íûé ãèäðîëèç ÄÍÊ ðåñòðèêòàçîé åñëè
è ïðîèñõîäèò, òî êðàéíå ðåäêî.

Ãåíû R–M ñèñòåì ìîãóò ëîêàëèçîâàòüñÿ íà
áàêòåðèàëüíûõ õðîìîñîìàõ, ïëàçìèäàõ, âèðóñ-
íûõ ÄÍÊ. Ðÿä ãåíîâ R–M ñèñòåì êëàññà II óäà-
ëîñü ïðîêëîíèðîâàòü è ðàñøèôðîâàòü ïîñëåäî-

âàòåëüíîñòü èõ íóêëåîòèäîâ. Íàáëþäàåòñÿ áîëü-
øîå ðàçíîîáðàçèå ãåíåòè÷åñêîé îðãàíèçàöèè
ñèñòåì ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêàöèè ó ðàçíûõ ìèê-
ðîîðãàíèçìîâ (ðèñ. 1.10), íî îáùèì ÿâëÿåòñÿ
ñöåïëåííîñòü ãåíîâ r (ðåñòðèêòàçû) è m (ìåòè-
ëàçû) è ñòðîãàÿ êîîðäèíàöèÿ èõ ýêñïðåññèè.
Â ÷àñòíîñòè, ýòî ïîêàçàíî äëÿ ñèñòåìû ðåñò-
ðèêöèè–ìîäèôèêàöèè EcoRI, èìåþùåé òåðìî-
÷óâñòâèòåëüíóþ ìóòàöèþ ïî ãåíó ìåòèëàçû.
Ïðè íåïåðìèññèâíîé òåìïåðàòóðå (ïðè êîòîðîé
ìåòèëàçà èíàêòèâèðîâàíà, à ðåñòðèêòàçà íàòèâ-
íà) ïðîèñõîäèò ãèáåëü êëåòîê èç-çà ðàñùåïëå-
íèÿ ñîáñòâåííîé ÄÍÊ.

Âíóòðè ðàññìàòðèâàåìîãî êëàññà ðåñòðèê-
òàç îòêðûòû ôåðìåíòû, óçíàþùèå íåïàëèíä-
ðîìíûå ñòðóêòóðû è ðàñùåïëÿþùèå ÄÍÊ íà
ñòðîãî ôèêñèðîâàííîì ðàññòîÿíèè îò ó÷àñòêà
óçíàâàíèÿ ñ îáðàçîâàíèåì êàê òóïûõ, òàê è ëèï-
êèõ êîíöîâ (òàáë. 1.4). Ïî ïðåäëîæåíèþ Â. Øè-
áàëüñêîãî äàííûå ôåðìåíòû îòíåñëè ê ïîäêëàñ-
ñó IIS (îò àíãë. shift — ñäâèã). Îñîáåííî èíòå-
ðåñíû ðåñòðèêòàçû, îáðàçóþùèå ïðè ãèäðîëèçå
äîñòàòî÷íî äëèííûå ëèïêèå êîíöû. Â êàæäîì
ìåñòå ãèäðîëèçà ìîëåêóëû ÄÍÊ òàêèå ëèïêèå
êîíöû èìåþò óíèêàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.
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Ðèñ. 1.9. Ðåñòðèêöèÿ in vivo ïî ó÷àñòêàì äåéñòâèÿ
ðåñòðèêòàçû EcoRI íà ÄÍÊ ôàãà �:

1–5 — èíäèâèäóàëüíûå ó÷àñòêè ãèäðîëèçà
EcoRI (srI �1–5 ñîîòâåòñòâåííî).

Ò — òèòð ôàãà íà ñîîòâåòñòâóþùåì øòàììå E. coli



Ýòî ïîçâîëÿåò ïðè íåîáõîäèìîñòè íàïðàâëåííî
ñîáèðàòü ãåíåðèðîâàííûå äàííûìè ðåñòðèêòà-
çàìè ôðàãìåíòû ñ âîññòàíîâëåíèåì èñõîäíîé
ñòðóêòóðû âèðóñíîé èëè ïëàçìèäíîé ÄÍÊ.

Òàê, Ï. Ìîçåñ è Ê. Õîðèó÷è (1979 ã.) ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ðåïëèêàòèâíóþ ôîðìó ÄÍÊ
ôàãà f1, ðàñùåïëåííóþ ðåñòðèêòàçîé HgaI íà
øåñòü ôðàãìåíòîâ, ìîæíî ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëè-
ãàçû ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ ñîáèðàòü â áèî-
ëîãè÷åñêè àêòèâíóþ êîëüöåâóþ ÄÍÊ, äàþùóþ
ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòîê íà÷àëî ôàãîâîìó ïî-
òîìñòâó. Ïðè ãèäðîëèçå òîé æå ôàãîâîé ÄÍÊ
ðåñòðèêòàçîé êëàññà II, ôîðìèðóþùåé îäèíàêî-
âûå ëèïêèå êîíöû, óæå ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæ-
íî èç øåñòè ôðàãìåíòîâ â ïðîöåññå ëèãàçíîé
ðåàêöèè âîññòàíîâèòü ìîëåêóëó ÄÍÊ íàòèâíîé
ñòðóêòóðû, òàê êàê âñå ôðàãìåíòû áóäóò îáúå-
äèíÿòüñÿ ñòàòèñòè÷åñêè â ñàìûõ ðàçëè÷íûõ êîì-
áèíàöèÿõ è îðèåíòàöèÿõ.

Óíèêàëüíûå ñâîéñòâà ðåñòðèêòàç ïîäêëàññà
IIS, çàêëþ÷àþùèåñÿ â ïðîñòðàíñòâåííîé ðàçîá-
ùåííîñòè ó÷àñòêîâ óçíàâàíèÿ è ãèäðîëèçà ÄÍÊ,
ïîçâîëèëè À. Ïîäõàéñêîé è Â. Øèáàëüñêîìó

â 1985 ã. ïðåäëîæèòü îðèãèíàëüíûé ïîäõîä
ê ðàñùåïëåíèþ îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëû ÄÍÊ
â ëþáîì çàäàííîì ìåñòå. Ñóòü ïðîöåäóðû ñî-
ñòîèò â òîì, ÷òî ñèíòåçèðóåòñÿ îëèãîíóêëåîòèä,
íà îäíîì êîíöå êîòîðîãî íàõîäèòñÿ âçàèìî-
êîìïëåìåíòàðíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñïîñîá-
íàÿ îáðàçîâûâàòü äâóõöåïî÷å÷íóþ øïèëüêó
(ðèñ. 1.11). Â ýòîé øïèëüêå èìååòñÿ ó÷àñòîê óç-
íàâàíèÿ ðåñòðèêòàçû ïîäêëàññà IIS. Äðóãîé, îä-
íîöåïî÷å÷íûé êîíåö èñêóññòâåííîãî îëèãîíóê-
ëåîòèäà êîìïëåìåíòàðåí âûáðàííîìó ðàéîíó
êîëüöåâîé îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ è ìîæåò îáðà-
çîâûâàòü ñ íåé êîìïëåêñ. Îáðàáîòêà ïîëó÷åí-
íîãî êîìïëåêñà ðåñòðèêòàçîé ïîçâîëÿåò ââåñòè
ðàçðåç â âûáðàííîé òî÷êå îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ.
Ïðè èñïîëüçîâàíèè ôðàãìåíòà Êëåíîâà ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçû I E. coli ìîæíî îñóùåñòâèòü ðåàê-
öèþ ïîëèìåðèçàöèè âòîðîé öåïè ÄÍÊ, äîñòðî-
èòü îäíîöåïî÷å÷íûå ëèïêèå êîíöû äî òóïûõ,
âñòðîèòü ïî ìåñòó ðàñùåïëåíèÿ öåëåâîé ôðàã-
ìåíò ÄÍÊ è ò. ï. Àâòîðû â êà÷åñòâå ìîäåëüíûõ
èñïîëüçîâàëè ðåñòðèêòàçó FokI è îäíîöåïî÷å÷-
íóþ ÄÍÊ ôàãà M13mp7.

Îñîáåííîñòè ðåñòðèêòàç ïîäêëàññà IIS èñ-
ïîëüçóþò òàêæå ïðè ñîçäàíèè ñïåöèàëèçèðîâàí-
íûõ êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ, èìåþùèõ áîëü-
øîå çíà÷åíèå äëÿ ñáîðêè ãåíîâ èç õèìè÷åñêè
ñèíòåçèðîâàííûõ áëîêîâ.

Ðåñòðèêòàçû êëàññà III èìåþò íåêîòîðîå
ñõîäñòâî ñ ðåñòðèêòàçàìè êëàññà I. Íàòèâíûé
ôåðìåíò ñîñòîèò èç äâóõ ðàçëè÷íûõ ñóáúåäè-
íèö è áèôóíêöèîíàëåí, ò. å. îáëàäàåò êàê ðåñò-
ðèêòàçíîé, òàê è ìåòèëàçíîé àêòèâíîñòüþ. Ðåñò-
ðèêòàçû êëàññà III óçíàþò íåñèììåòðè÷íûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè äëèíîé 5–6 ïí è ðàñùåïëÿþò
ÄÍÊ â ñòîðîíå îò ó÷àñòêîâ óçíàâàíèÿ íà ðàññòî-
ÿíèè 24–27 ïí, îáðàçóÿ îäíîöåïî÷å÷íûå 5�-êîí-
öû äëèíîé 2–3 íóêëåîòèäà. Äëÿ ïðîÿâëåíèÿ ýí-
äîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè òðåáóþòñÿ òîëüêî
ATP è èîíû Mg2+, à SAM ëèøü ñòèìóëèðóåò ðå-
àêöèþ, ïðè÷åì ðàñùåïëåíèå ÄÍÊ íå ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ ãèäðîëèçîì ATP. Ïðè äåéñòâèè ôåðìåí-
òîâ äàííîãî êëàññà in vitro íå óäàåòñÿ èñ÷åð-
ïûâàþùå ãèäðîëèçîâàòü ÄÍÊ. Ïðè÷èíû ýòîãî
ïîêà íå ÿñíû.

Ðàñïðîñòðàíåííîñòü ðåñòðèêòàç. Ðåñòðèê-
òàçû íåîáû÷àéíî øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíû â ìè-
ðå ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî ðåñòðèêöèÿ
è ìîäèôèêàöèÿ íå êîððåëèðóþò ñ ïàòîãåí-
íîñòüþ. Íå îáíàðóæåíî è çàâèñèìîñòè îò ïî-
òðåáëåíèÿ êèñëîðîäà, ò. å. R–M ñèñòåìû èìåþò-
ñÿ è â àýðîáàõ, è â àíàýðîáàõ. Ñòðîåíèå êëåòî÷-
íîé ñòåíêè òàêæå íå íàêëàäûâàåò îãðàíè÷åíèé
íà ïðèñóòñòâèå ñèñòåì ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêà-
öèè. Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ðåñòðèêòàçû
è ìåòèëàçû íå ÿâëÿþòñÿ îáÿçàòåëüíûìè êîìïî-
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Ðèñ. 1.10. Ïðèìåðû îðãàíèçàöèè ãåíîâ
R–M ñèñòåì êëàññà II:

p1 — ïðîìîòîð, ê êîòîðîìó ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà E. coli èìååò
áîëüøåå ñðîäñòâî, ÷åì ê ïðîìîòîðó p2; r, m — ñîîòâåòñò-
âåííî ãåí ðåñòðèêòàçû è ìåòèëàçû; ñòðåëêàìè íàä ãåíàìè

îáîçíà÷åíû åäèíèöû òðàíñêðèïöèè



íåíòàìè êëåòêè. Øòàììû, íå ñîäåðæàùèå R–M
ñèñòåì, èíîãäà íàçûâàþò «íóëåâûìè».

Ðàñïðîñòðàíåííîñòü ðåñòðèêòàç â öàðñòâå
ïðîêàðèîò ïîñòàâèëà âîïðîñ î âîçìîæíîñòè ñó-
ùåñòâîâàíèÿ R–M ñèñòåì â ýóêàðèîòè÷åñêèõ
êëåòêàõ. Ïîïûòêè îáíàðóæèòü ó ýóêàðèîò ôåð-
ìåíòû, àíàëîãè÷íûå ðåñòðèêòàçàì êëàññà II,
äîëãîå âðåìÿ íå äàâàëè ïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëü-
òàòîâ. Â ñåðåäèíå 1980-õ ãã. ïîÿâèëèñü ñîîáùå-
íèÿ î âûäåëåíèè ñïåöèôè÷åñêèõ ýíäîíóêëåàç
èç Saccharomyces cerevisiae, Pichia membrana-

faciens, Chlamydomonas reinhardtii. Îäíàêî äàí-
íûå ôåðìåíòû íå äàâàëè èñ÷åðïûâàþùåãî ãèä-

ðîëèçà ÄÍÊ, ÷åì íàïîìèíàëè ðåñòðèêòàçû
êëàññà III.

Íåñîìíåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ðàáîòû
ß. Êñèà ñ ñîàâòîðàìè, êîòîðûå íà÷èíàÿ ñ 1986 ã.
îïèñàëè ðÿä èíäóöèðóåìûõ âèðóñàìè ðåñòðèê-
òàç, âûäåëåííûõ èç çåëåíîé õëîðåëëîïîäîáíîé
âîäîðîñëè (ñì. òàáë. 1.2). Àêòèâíîñòü ðåñòðèê-
òàçîïîäîáíîãî ôåðìåíòà CreI èç Chlamydomo-

nas reinhardtii ïðîÿâëÿåòñÿ òîëüêî â çèãîòàõ
è íàïðàâëåíà èñêëþ÷èòåëüíî íà ãèäðîëèç õëî-
ðîïëàñòíîé ÄÍÊ îäíîãî èç ïàðòíåðîâ. Èñõîäÿ
èç òåîðèè ýíäîñèìáèîçà, ìîæíî ñ áîëüøîé âå-
ðîÿòíîñòüþ ïðåäïîëàãàòü, ÷òî õëîðîïëàñòû
ïðîèçîøëè èç öèàíîáàêòåðèé, ïîýòîìó íåòðóä-
íî ïðîñëåäèòü ñâÿçü ðåñòðèêòàçîïîäîáíîãî ôåð-
ìåíòà CreI ñ ïðîêàðèîòè÷åñêîé îðãàíèçàöèåé
îðãàíåëë. Ýíäîñèìáèîç âîçíèê íà ðàííèõ ñòà-
äèÿõ ðàçâèòèÿ æèçíè íà Çåìëå, ïîýòîìó ñèñòå-
ìû ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêàöèè, ñêîðåå âñåãî,
èìåþò î÷åíü äðåâíåå ïðîèñõîæäåíèå è ñâÿçàíû
ñ îäíîêëåòî÷íîé îðãàíèçàöèåé æèâîãî.

Âñþ èíôîðìàöèþ î ðåñòðèêòàçàõ è ìåòèë-
òðàíñôåðàçàõ ìîæíî íàéòè íà âåá-ñàéòå
www.rebase.neb.com, êîòîðûé ðåãóëÿðíî îáíîâ-
ëÿåòñÿ.

1.2.2. ÄÍÊ-ëèãàçà

Â 1961 ã. Ì. Ìåçåëüñîí è Äæ. Âåéãë íà ïðè-
ìåðå ôàãà � ïîêàçàëè, ÷òî ðåêîìáèíàöèÿ (êðîñ-
ñèíãîâåð) âêëþ÷àåò ðàçðûâ è ïîñëåäóþùåå âîñ-
ñîåäèíåíèå ìîëåêóë ÄÍÊ. Ýòà ðàáîòà äàëà èì-

1.2. ÔÅÐÌÅÍÒÛ ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÈÍÆÅÍÅÐÈÈ 23

Òàáëèöà 1.4. Ðåñòðèêòàçû ïîäêëàññà IIS

Ôåðìåíò
Óçíàâàåìàÿ

è ãèäðîëèçóåìàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

Ìèêðîîðãà-
íèçì — èñòî÷íèê

ôåðìåíòà

BbvI GCAGC(N)8*
CGTCG(N)12

Bacillus brevis

BbvII GAAGAC(N)2

CTTCTG(N)6

Bacillus brevis

BinI GGATC(N)4

CCTAG(N)5

Bifidobacterium

infanis

BspMI ACCTGC(N)4

TGGACG(N)8

Bacillus sp. M

Eco31I GGTCTC(N)1

CCAGAG(N)5

Escherichia coli

RFL31
Eco57I CTGAAA(N)16

GACTTT(N)14

Escherichia coli

RFL57
FokI GGATG(N)9

CCTAC(N)13

Flavobacterium

okeanokoites

HgaI GACGC(N)5

CTGCG(N)7

Haemophilus

gallinarum

HphI GGTGA(N)8

CCACT(N)7

Haemophilus

parahaemolyticus

MboII GAAGA(N)8

CTTCT(N)7

Moraxella bovis

MmeI TCC(À
G

)AC(N)20

AGG(C
Ò

)TG(N)18

Methylophilus

methylotrophus

MnlI CCTC(N)7

GGAG(N)7

Moraxella

nonliquefaciens

SfaNI GCATC(N)5

CGTAG(N)9

Streptococcus

faecalis

TaqII (G
C

)ACC(G
C

)A(N)11

(G
C

)TGG(G
C

)T(N)9

Thermus aquaticus

Tth111II CAAPuCA(N)11

GTTPyGT(N)9

Thermus

thermophilus 111

* Ðàñùåïëåíèå ìîëåêóëû ÄÍÊ ïðîèñõîäèò
â âåðõíåé öåïè íà ðàññòîÿíèè 8 íóêëåîòèäîâ îò ñàé-
òà óçíàâàíèÿ, â íèæíåé — 12 íóêëåîòèäîâ; äàëåå
àíàëîãè÷íî.

Ðèñ. 1.11. Ñõåìà ìåòîäà íàïðàâëåííîãî ââåäåíèÿ
ðàçðûâà â êîëüöåâóþ îäíîöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ ôàãà

M13 ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû ïîäêëàññà IIS (FokI).

Ïðÿìîóãîëüíèêîì îáâåäåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íà ñèí-
òåòè÷åñêîì îëèãîíóêëåîòèäå (ïîä÷åðêíóò), óçíàâàåìàÿ
FokI; âåðòèêàëüíûìè ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ìåñòà ãèäðî-
ëèçà ÄÍÊ ðåñòðèêòàçîé FokI; ïóíêòèðíàÿ ñòðåëêà óêàçû-
âàåò íàïðàâëåíèå äîñòðîéêè âòîðîé öåïè ôðàãìåíòîì

Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I E. coli



ïóëüñ ïîèñêó ôåðìåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðî-
öåññå ðåêîìáèíàöèè. Âñêîðå ïðè èçó÷åíèè ôà-
ãîâ � è T4 áûëè âûÿâëåíû ôàãîñïåöèôè÷íûå
íóêëåàçû, íåîáõîäèìûå äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ôà-
ãîâîé ðåêîìáèíàöèè. Ýòî óêàçûâàëî íà ïðàâèëü-
íîñòü ïðåäëîæåííîé ãèïîòåçû î ìåõàíèçìå
êðîññèíãîâåðà. Íà÷àëèñü èíòåíñèâíûå ïîèñêè
ôåðìåíòà, ó÷àñòâóþùåãî â âîññîåäèíåíèè ðàñ-
ùåïëåííûõ íóêëåàçàìè ìîëåêóë ÄÍÊ. Â 1967 ã.
íåçàâèñèìî â íåñêîëüêèõ ëàáîðàòîðèÿõ áûë îò-
êðûò ôåðìåíò, íàçâàííûé ÄÍÊ-ëèãàçîé, êîòî-
ðûé êàòàëèçèðóåò ñèíòåç ôîñôîäèýôèðíîé ñâÿ-
çè â äâóõöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëå ÄÍÊ.

Óäàëîñü îáíàðóæèòü äâà òèïà ÄÍÊ-ëèãàç:
ôåðìåíò, ñèíòåçèðóåìûé â êëåòêàõ E. coli, è ôåð-
ìåíò, ïîÿâëÿþùèéñÿ â êëåòêàõ E. coli, èíôèöè-
ðîâàííûõ ôàãîì T4. Îíè ðàçëè÷àëèñü ïî ïî-
òðåáíîñòÿì â êîôàêòîðàõ. ÄÍÊ-ëèãàçà E. coli

â êà÷åñòâå êîôàêòîðà òðåáóåò äèôîñôîïèðè-
äèííóêëåîòèä, â òî âðåìÿ êàê ëèãàçà ôàãà T4 —
àäåíîçèíòðèôîñôàò. Êðîìå òîãî, ÄÍÊ-ëèãàçà
ôàãà T4 â îòëè÷èå îò ÄÍÊ-ëèãàçû E. coli ñïî-
ñîáíà êàòàëèçèðîâàòü ðåàêöèþ âîññîåäèíåíèÿ
äâóõöåïî÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ñ òóïûìè
êîíöàìè, ò. å. ôðàãìåíòîâ áåç ïåðåêðûâàþùèõ-
ñÿ îäíîöåïî÷å÷íûõ êîìïëåìåíòàðíûõ ó÷àñòêîâ.
Ïîýòîìó â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ãåííî-èíæåíåð-
íûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðåäïî÷èòàþò èñïîëüçîâàòü
ÄÍÊ-ëèãàçó ôàãà T4, êàê áîëåå óíèâåðñàëüíûé
ôåðìåíò.

ÄÍÊ-ëèãàçà ôàãà T4 ÿâëÿåòñÿ ìîíîìåðíûì
ïîëèïåïòèäîì ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 68 êÄà
è êàòàëèçèðóåò îáðàçîâàíèå ôîñôîäèýôèðíîé
ñâÿçè ìåæäó ïðèëåãàþùèìè 5�-ôîñôàòíûì
(5�-p) è 3�-ãèäðîêñèëüíûì (3�-OH) êîíöàìè öå-
ïåé ÄÍÊ. Ïðè ýòîì âîçìîæíû äâà òèïà ðåàêöèé.

1. Ëèãèðîâàíèå ëèïêèõ êîíöîâ:

Ñóáñòðàòû ýòîé ðåàêöèè — äâóõöåïî÷å÷íûå
ìîëåêóëû ÄÍÊ ñ îäíîöåïî÷å÷íûìè, ïîëíîñòüþ
êîìïëåìåíòàðíûìè ëèïêèìè êîíöàìè. ×àñò-
íûì ñëó÷àåì òàêîé ðåàêöèè ÿâëÿåòñÿ ëèãèðî-
âàíèå òàê íàçûâàåìîãî íèêà (nick) — ðàçðûâà
â îäíîé èç íèòåé äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ.

2. Ëèãèðîâàíèå òóïûõ êîíöîâ:

Òàêèì îáðàçîì, ÄÍÊ-ëèãàçà ôàãà T4 îáåñ-

ïå÷èâàåò êîâàëåíòíîå ñîåäèíåíèå ëþáûõ äâóõ-

öåïî÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, äëÿ êîòîðûõ èìå-

åòñÿ âîçìîæíîñòü ñîñòûêîâàòü 5�-p è 3�-OH êîí-

öû. Ïîýòîìó îíà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ

ôåðìåíòîâ, íà èñïîëüçîâàíèè êîòîðûõ îñíîâàíû

ñîâðåìåííûå ìåòîäû ðåêîìáèíàöèè ìîëåêóë

ÄÍÊ in vitro.

1.2.3. Ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà

Ùåëî÷íûå ôîñôàòàçû áàêòåðèé è êèøå÷íè-
êà òåëåíêà êàòàëèçèðóþò óäàëåíèå 5�-ôîñôàò-
íûõ ãðóïï ÄÍÊ èëè ÐÍÊ. Èõ èñïîëüçóþò ïðè
ïîäãîòîâêå ôðàãìåíòîâ íóêëåèíîâûõ êèñëîò ê
ââåäåíèþ 5�-êîíöåâîé ðàäèîàêòèâíîé ìåòêè
(32Ð èëè 33Ð), à òàêæå äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ ëèãè-
ðîâàíèÿ âåêòîðíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ñàìèõ íà ñåáÿ
(íàïðèìåð, ñì. ðèñ. 2.21 è 2.22). ÄÍÊ-ëèãàçà
ñïîñîáíà îáðàçîâûâàòü ôîñôîäèýôèðíûå ñâÿçè
â îäíîöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâàõ ÄÍÊ ëèøü ïðè íà-
ëè÷èè â íèõ 5�-êîíöåâîãî ôîñôàòà (ñì. 1.2.2).
Óäàëåíèå 5�-êîíöåâûõ ôîñôàòíûõ ãðóïï ìîëå-
êóë êëîíèðóþùåãî âåêòîðà, ãèäðîëèçîâàííîãî
îäíîé ðåñòðèêòàçîé ïðè ïîäãîòîâêå åãî äëÿ
âñòðîéêè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ïðåäîòâðàùàåò îá-
ðàçîâàíèå îëèãîìåðîâ ìîëåêóë âåêòîðà, à òàêæå
âîññòàíîâëåíèå åãî êîëüöåâîé ñòðóêòóðû (áåç
âñòàâêè) âî âðåìÿ ëèãèðîâàíèÿ ñîâìåñòíî ñî
âñòðàèâàåìûìè ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ. Â ýòîì ñëó-
÷àå íåîáõîäèìûå äëÿ ëèãèðîâàíèÿ ôîñôàòíûå
ãðóïïû ñîäåðæàòñÿ â ñàìèõ êëîíèðóåìûõ ôðàã-
ìåíòàõ ÄÍÊ. Ïðè ýòîì êîâàëåíòíûå ñâÿçè îáðà-
çóþòñÿ ëèøü â òåõ öåïÿõ, ãäå ñáëèæåíû 5�-ôîñ-
ôàòû è 3�-ãèäðîêñèëû, à îñòàþùèåñÿ â ðåçóëü-
òàòå íåïîëíîãî ëèãèðîâàíèÿ äâà îäíîöåïî÷å÷-
íûõ ðàçðûâà (â öåïÿõ, ãäå îòñóòñòâóþò 5�-êîí-
öåâûå ôîñôàòû íà ÄÍÊ âåêòîðà) ðåïàðèðóþòñÿ
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in vivo ïîñëå ââåäåíèÿ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ
â áàêòåðèàëüíûå êëåòêè.

1.2.4. ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I E. coli

ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I E. coli áûëà îáíàðóæåíà
À. Êîðíáåðãîì ñ ñîòðóäíèêàìè â 1958 ã. Ýòîò
ôåðìåíò ÿâèëñÿ ïåðâîé íàéäåííîé ïîëèìåðàçîé.
Îí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìîíîìåðíóþ ïîëèïåï-
òèäíóþ öåïü ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 103 êÄà
è èìååò òðåõäîìåííóþ ñòðóêòóðó (ðèñ. 1.12).
Êàæäûé äîìåí áåëêà îáëàäàåò îòäåëüíîé ôåð-
ìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ: N-êîíöåâîé äîìåí —
5�–3�-ýêçîíóêëåàçíîé; C-êîíöåâîé — 5�–3�-ïî-
ëèìåðàçíîé; ñðåäíèé äîìåí — 3�–5�-ýêçîíóêëå-
àçíîé.

ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I E. coli (PolI) íå ñâÿçûâà-
åòñÿ ñ ìîëåêóëàìè äâóõöåïî÷å÷íîé êîëüöåâîé
ÄÍÊ. Îäíàêî åñëè òàêèå ìîëåêóëû äåíàòóðèðî-
âàòü è ïîëó÷èòü îäíîöåïî÷å÷íûå ôîðìû, òî ñ íè-
ìè ïîëèìåðàçà ñâÿçûâàåòñÿ â êîëè÷åñòâàõ, ïðî-
ïîðöèîíàëüíûõ äëèíå ýòèõ ó÷àñòêîâ, — ïðè-
ìåðíî îäíà ìîëåêóëà íà 300 íóêëåîòèäíûõ îñ-
òàòêîâ. PolI ñâÿçûâàåòñÿ ñ îäíîöåïî÷å÷íûìè
ó÷àñòêàìè äâîéíîé ñïèðàëè ÄÍÊ, â ìåñòàõ îä-
íîöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ, à òàêæå ñ êîíöàìè
äâóõöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë ÄÍÊ.

Ðàññìîòðèì ôåðìåíòàòèâíûå àêòèâíîñòè
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I E. coli.

5�–3�-ïîëèìåðàçíàÿ àêòèâíîñòü. Äëÿ ðå-
àêöèè íåîáõîäèìî íàëè÷èå îäíîöåïî÷å÷íîé
ÄÍÊ-ìàòðèöû è êîìïëåìåíòàðíîãî ó÷àñòêó
ýòîé öåïè ôðàãìåíòà — ïðàéìåðà (çàòðàâêè)
ñ 3�-OH êîíöîì:

3�–5�-ýêçîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü. Îäíî-
öåïî÷å÷íàÿ èëè äâóõöåïî÷å÷íàÿ ÄÍÊ ãèäðîëè-
çóåòñÿ ñ 3�-OH êîíöà:

Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî 3�–5�-íóêëåà-
çà ðàñùåïëÿåò äèýôèðíóþ ñâÿçü òîëüêî â íåñïà-
ðåííûõ ó÷àñòêàõ ÄÍÊ.

Ïðè ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè ñ îïðåäåëåííîé
÷àñòîòîé âîçìîæíî âêëþ÷åíèå â ðàñòóùóþ
öåïü íåêîìïëåìåíòàðíîãî íóêëåîòèäà. Îäíàêî
ïîëèìåðàçà íå ìîæåò ïðèñîåäèíÿòü íóêëåîòèä
ê íåïðàâèëüíî ñïàðåííîìó êîíöó, îáðàçîâàâøå-
ìóñÿ ïðè åå ó÷àñòèè. Íà ïîìîùü ïðèõîäèò
3�–5�-ýêçîíóêëåàçà, óáèðàþùàÿ îøèáî÷íûé
íóêëåîòèä, íà ìåñòî êîòîðîãî çàòåì ïðèñîåäè-
íÿåòñÿ ïðàâèëüíûé. 3�–5�-ýêçîíóêëåîëèòè÷å-
ñêàÿ àêòèâíîñòü ïðîÿâëÿåòñÿ â íàïðàâëåíèè, îá-
ðàòíîì ñèíòåçó ÄÍÊ (ñì. ðèñ. 1.12).

Òàêèì îáðàçîì, 3�–5�-ýêçîíóêëåàçíàÿ àêòèâ-
íîñòü ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû èãðàåò âàæíóþ ðîëü
â îáåñïå÷åíèè òî÷íîñòè ïîëèìåðèçàöèè, íàïðàâ-
ëÿåìîé ìàòðèöåé. Ýôôåêòèâíîñòü, èëè ÷èñëî
îáîðîòîâ, äàííîé ýêçîíóêëåàçû â îïòèìàëüíûõ
óñëîâèÿõ ñîñòàâëÿåò 2 % îò ÷èñëà îáîðîòîâ
ñóáúåäèíèöû ñ ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòüþ.

5�–3�-ýêçîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü äåãðàäè-
ðóåò îäíó öåïü äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ, íà÷èíàÿ ñî
ñâîáîäíîãî 5�-êîíöà. Â îòëè÷èå îò 3�–5�-ýêçî-
íóêëåàçû 5�–3�-ýêçîíóêëåàçà ðàñùåïëÿåò äè-
ýôèðíóþ ñâÿçü òîëüêî â ñïàðåííûõ ó÷àñòêàõ
äâóõöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëû ÄÍÊ. Áîëåå òîãî,
3�–5�-íóêëåàçà îòùåïëÿåò îäíîìîìåíòíî òîëü-
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Ðèñ. 1.12. Ñòðóêòóðà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I E. coli (à)
è ìîäåëü åå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ìîëåêóëîé ÄÍÊ (á).

Ñòðåëêè óêàçûâàþò íàïðàâëåíèå ôåðìåíòàòèâíûõ
ðåàêöèé, êàòàëèçèðóåìûõ äîìåíàìè ïîëèìåðàçû



êî îäèí íóêëåîòèä, â òî âðåìÿ êàê 5�–3�-íóêëåà-
çà ìîæåò âûðåçàòü ñ 5�-êîíöà îëèãîíóêëåîòèäû
äëèíîé äî äåñÿòè îñòàòêîâ (îêîëî 20 % ïðî-
äóêòîâ ãèäðîëèçà):

Ñêîðîñòü íóêëåàçíîãî îòùåïëåíèÿ óâåëè÷è-
âàåòñÿ íà ïîðÿäîê ïðè îäíîâðåìåííî ïðîòåêàþ-
ùåé ðåàêöèè ïîëèìåðèçàöèè. Ïðè ýòîì âîçðàñ-
òàåò îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî îëèãîíóêëåîòè-
äîâ â ïðîäóêòàõ ãèäðîëèçà ÄÍÊ. Áëàãîäàðÿ òà-
êîìó ñî÷åòàíèþ ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I E. coli èãðàåò âàæíóþ ðîëü
â ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ in vivo.

ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I E. coli ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ
ñ äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ â ìåñòå îäíîöåïî÷å÷-
íîãî ðàçðûâà â ïðèñóòñòâèè íåîáõîäèìûõ äå-
çîêñèíóêëåîçèäòðèôîñôàòîâ êàòàëèçèðóåò îä-
íîâðåìåííî äâå ðåàêöèè — 5�–3�-ýêçîíóêëåàç-
íûé ãèäðîëèç ðàçîðâàííîé öåïè ìîëåêóëû ÄÍÊ
è 5�–3�-ïîëèìåðàçíóþ ðåàêöèþ. Ïðè ýòîì ïðî-
èñõîäèò ïåðåíîñ îäíîöåïî÷å÷íîãî ðàçðûâà
âäîëü ìîëåêóëû ÄÍÊ, êîòîðûé èíà÷å íàçûâàåò-
ñÿ íèê-òðàíñëÿöèåé. Çàìåíÿÿ â ðåàêöèè íèê-
òðàíñëÿöèè íóêëåîòèäû, ôîðìèðóþùèå öåïü
ÄÍÊ, íà ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûå, ìîæíî ïîëó-
÷èòü ìå÷åíóþ ÄÍÊ ñ âûñîêîé óäåëüíîé àêòèâ-
íîñòüþ. Òàêîé ìåòîäè÷åñêèé ïðèåì èñïîëüçó-
þò äîâîëüíî ÷àñòî. Íèê â äâóõöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ
îáû÷íî ââîäÿò, äîáàâëÿÿ ñëåäîâûå êîëè÷åñòâà
äåçîêñèðèáîíóêëåàçû I èç ïîäæåëóäî÷íîé æå-
ëåçû áûêà. Äàííûé ôåðìåíò ïðåäñòàâëÿåò ñî-

áîé ýíäîíóêëåàçó. Â ïðèñóòñòâèè èîíîâ Mg2+

ÄÍÊàçà I âîçäåéñòâóåò íåçàâèñèìî íà êàæäóþ
öåïü ÄÍÊ, ïðè ýòîì ìåñòà ðàçðûâîâ ðàñïîëàãà-
þòñÿ ñëó÷àéíûì îáðàçîì.

N-êîíöåâîé äîìåí ìîëåêóëû ÄÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû I E. coli ñîåäèíåí ñî ñëåäóþùèì äîìåíîì
ïåòëåé èç àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (ñì.
ðèñ. 1.12), êîòîðàÿ íàèáîëåå äîñòóïíà äåéñòâèþ
ïðîòåàç. Ïîýòîìó ïðè îãðàíè÷åííîì ïðîòåîëè-
çå ôåðìåíòà ñóáòèëèçèíîì, òðèïñèíîì èëè äðó-
ãèìè ïðîòåàçàìè îí ðàñïàäàåòñÿ íà äâà ôðàã-
ìåíòà, èìåþùèõ ðàçìåð 68 êÄà è 35 êÄà. Ìåíü-
øèé ôðàãìåíò îáëàäàåò 5�–3�-ýêçîíóêëåàçíîé
àêòèâíîñòüþ, à áîëüøèé — 5�–3�-ïîëèìåðàçíîé
è 3�–5�-ýêçîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòÿìè. Ïîñëåä-
íèé áèôóíêöèîíàëüíûé ôðàãìåíò ïðèíÿòî íà-
çûâàòü ôðàãìåíòîì Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðà-

çû I E. coli (ïî ôàìèëèè îäíîãî èç îïèñàâøèõ
åãî àâòîðîâ). Ôðàãìåíò Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû I (PolIK) ìîæíî âûäåëèòü òàêæå èç ýêñò-
ðàêòîâ E. coli. Ïðîèñõîäèò ëè îáðàçîâàíèå ýòîãî
ôðàãìåíòà â êëåòêå èëè îí ôîðìèðóåòñÿ â ïðî-
öåññå ýêñòðàêöèè, ïîêà íå ÿñíî.

PolIK îáû÷íî èñïîëüçóþò äëÿ äîñòðîéêè
îäíîöåïî÷å÷íûõ 5�-êîíöîâ íà äâóõöåïî÷å÷íîé
ÄÍÊ, ÷àñòî ãåíåðèðóåìûõ ðåñòðèêòàçàìè, äî
òóïûõ; äëÿ ñèíòåçà âòîðîé öåïè íà îäíîöåïî-
÷å÷íîé ÄÍÊ; äëÿ ãèäðîëèçà îäíîöåïî÷å÷íûõ
3�-êîíöîâ íà äâóõöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóëàõ ÄÍÊ.

Ðàññìîòðåííûå ñâîéñòâà ôðàãìåíòà Êëåíî-
âà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I E. coli ïîçâîëèëè Ä. Ãîåä-
äåëó ñ ñîàâòîðàìè ïðåäëîæèòü â 1980 ã. ìåòîä
ðåïàðàöèè, íàïðàâëÿåìîé ïðàéìåðîì (primer re-
pair technique). Ñóòü äàííîãî ïîäõîäà çàêëþ÷à-
åòñÿ â ñëåäóþùåì. Åñëè íåîáõîäèì ãèäðîëèç
ñåãìåíòà ÄÍÊ ñ èçâåñòíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ äî ñòðîãî îïðåäåëåííîé òî÷êè, íàïðè-
ìåð äî èíèöèàòîðíîãî ATG-òðèïëåòà ñòðóêòóð-
íîãî ãåíà, òî ñèíòåçèðóåòñÿ îëèãîíóêëåîòèä-
ïðàéìåð, ñîîòâåòñòâóþùèé íà÷àëó ýòîãî ãåíà.
Çàòåì îñóùåñòâëÿþò äåíàòóðàöèþ ñåãìåíòà ìî-
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ëåêóëû ÄÍÊ, ñîäåðæàùåãî èçó÷àåìûé ãåí, è îò-
æèã â ïðèñóòñòâèè èçáûòêà ñèíòåçèðîâàííîãî
îëèãîíóêëåîòèäà. Ïðè ýòîì îáðàçóþòñÿ äóïëåê-
ñû ìåæäó ïðàéìåðîì è êîìïëåìåíòàðíîé öåïüþ
èñïîëüçóåìîãî ñåãìåíòà (ðèñ. 1.13). Â ïðîöåññå
îáðàáîòêè ôðàãìåíòîì Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû I E. coli îäíîöåïî÷å÷íûé 3�-êîíåö ïîëó-
÷åííîãî äóïëåêñà óäàëÿåòñÿ ïîä äåéñòâèåì
3�–5�-ýêçîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè, à âòîðàÿ öåïü
íà 5�-êîíöå äîñòðàèâàåòñÿ ñ ïîìîùüþ 5�–3�-ïî-
ëèìåðàçíîé àêòèâíîñòè ôåðìåíòà. Äàííûé ìå-
òîä âàæåí äëÿ âûïîëíåíèÿ òîíêèõ ãåííî-èíæå-
íåðíûõ ìàíèïóëÿöèé.

1.2.5. Îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà

Ïðè èçó÷åíèè ðåòðîâèðóñîâ, ãåíîì êîòîðûõ
ïðåäñòàâëåí ìîëåêóëàìè îäíîöåïî÷å÷íîé ÐÍÊ,

áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî â ïðîöåññå âíóòðèêëåòî÷-
íîãî ðàçâèòèÿ îíè ïðîõîäÿò ñòàäèþ èíòåãðàöèè
ñâîåãî ãåíîìà â âèäå äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ
â õðîìîñîìû êëåòêè-õîçÿèíà. Â 1964 ã. Õ. Òåìèí
âûäâèíóë ãèïîòåçó î ñóùåñòâîâàíèè âèðóññïå-
öèôè÷íîãî ôåðìåíòà, ñïîñîáíîãî ñèíòåçèðîâàòü
íà ÐÍÊ-ìàòðèöå êîìïëåìåíòàðíóþ ÄÍÊ.
Â 1970 ã. Õ. Òåìèí è Ñ. Ìèçóòàíè, à òàêæå
íåçàâèñèìî îò íèõ Ä. Áàëòèìîð îòêðûëè òàêîé
ôåðìåíò â ïðåïàðàòå âíåêëåòî÷íûõ âèðèîíîâ
âèðóñà ñàðêîìû Ðàóñà. Äàííàÿ ÐÍÊ-çàâèñèìàÿ
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà ïîëó÷èëà íàçâàíèå îáðàòíàÿ
òðàíñêðèïòàçà. Èíîãäà åå íàçûâàþò ðåâåðòàçîé.

Íàèáîëåå äåòàëüíî èçó÷åíà ðåâåðòàçà ðåò-
ðîâèðóñîâ ïòèö. Êàæäûé âèðèîí ñîäåðæèò îêî-
ëî 50 ìîëåêóë ýòîãî ôåðìåíòà. Îáðàòíàÿ òðàíñ-
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êðèïòàçà ñîñòîèò èç äâóõ ñóáúåäèíèö — �
(65 êÄà) è � (95 êÄà), ïðèñóòñòâóþùèõ â ýêâè-
ìîëÿðíîì êîëè÷åñòâå. �-Ñóáúåäèíèöà ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé N-êîíöåâóþ ÷àñòü (äâå òðåòè)
�-ñóáúåäèíèöû.

Îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà îáëàäàåò ïî êðàé-
íåé ìåðå òðåìÿ ôåðìåíòàòèâíûìè àêòèâíîñ-
òÿìè:
• ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíîé, èñïîëüçóþùåé â êà-

÷åñòâå ìàòðèöû êàê ÐÍÊ, òàê è ÄÍÊ;
• àêòèâíîñòüþ ÐÍÊàçû H, ãèäðîëèçóþùåé

ÐÍÊ â ñîñòàâå ãèáðèäà ÐÍÊ–ÄÍÊ, íî íå
îäíî- èëè äâóõöåïî÷å÷íóþ ÐÍÊ;

• ÄÍÊ-ýíäîíóêëåàçíîé.
Ïåðâûå äâå àêòèâíîñòè íåîáõîäèìû äëÿ ñèí-

òåçà âèðóñíîé ÄÍÊ, à ýíäîíóêëåàçà, ïî-âèäèìî-
ìó, âàæíà äëÿ èíòåãðàöèè âèðóñíîé ÄÍÊ â ãå-
íîì êëåòêè-õîçÿèíà. �-Ñóáúåäèíèöà ðåâåðòàçû
îáëàäàåò âñåìè òðåìÿ àêòèâíîñòÿìè, â òî âðåìÿ
êàê �-ñóáúåäèíèöà — òîëüêî ïîëèìåðàçíîé è
ÐÍÊàçû H.

Î÷èùåííàÿ îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà ñèíòå-
çèðóåò ÄÍÊ êàê íà ÐÍÊ-, òàê è íà ÄÍÊ-ìàò-
ðèöàõ. ×òîáû íà÷àòü ñèíòåç, ðåâåðòàçå, êàê
è äðóãèì ïîëèìåðàçàì, íåîáõîäèì êîðîòêèé
äâóõöåïî÷å÷íûé ó÷àñòîê — ïðàéìåð. Ïðàéìå-
ðîì ìîæåò ñëóæèòü îäíîöåïî÷å÷íûé ñåãìåíò
êàê ÐÍÊ, òàê è ÄÍÊ, êîòîðûå â ïðîöåññå ðåàê-
öèè îêàçûâàþòñÿ êîâàëåíòíî ñâÿçàííûìè ñ íî-
âîñèíòåçèðîâàííîé öåïüþ ÄÍÊ.

Îáðàòíóþ òðàíñêðèïòàçó ïðåèìóùåñòâåííî
èñïîëüçóþò äëÿ òðàíñêðèïöèè ìàòðè÷íîé ÐÍÊ
â êîìïëåìåíòàðíóþ ÄÍÊ (êÄÍÊ). Ðåàêöèþ îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïöèè ïðîâîäÿò â ïðèñóòñòâèè
ñèëüíûõ èíãèáèòîðîâ ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè.
Ïðè ýòîì óäàåòñÿ ïîëó÷àòü ïîëíîðàçìåðíûå
ÄÍÊ-êîïèè öåëåâûõ ìîëåêóë ÐÍÊ. Â êà÷åñòâå
ïðàéìåðà ïðè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ïî-
ëè(A)-ñîäåðæàùèõ ìÐÍÊ èñïîëüçóþò îëè-
ãî(dT) (ðèñ. 1.14), à äëÿ ìîëåêóë ÐÍÊ, íå èìåþ-
ùèõ 3�-ïîëè(A)-êîíöîâ, — õèìè÷åñêè ñèíòåçè-
ðîâàííûå îëèãîíóêëåîòèäû, êîìïëåìåíòàðíûå
3�-êîíöó èçó÷àåìîé ÐÍÊ. Êðîìå òîãî, ïîñëåä-
íèé òèï ìîëåêóë ÐÍÊ ìîæíî ïåðåâåñòè â ïî-
ëè(A)-ñîäåðæàùèå ñ ïîìîùüþ ïîëè(A)-ïîëè-
ìåðàçû E. coli.

Ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè óäàëîñü
ïîëó÷èòü âàðèàíòû îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû
ñ ñóùåñòâåííî ñíèæåííîé àêòèâíîñòüþ
ÐÍÊàçû Í è îïòèìàëüíîé àêòèâíîñòüþ äëÿ
ñèíòåçà êÄÍÊ in vitro.

Ïîñëå ñèíòåçà íà ìÐÍÊ êîìïëåìåíòàðíîé
öåïè ÄÍÊ è ðàçðóøåíèÿ ÐÍÊ (îáû÷íî ïðèìå-
íÿþò îáðàáîòêó ùåëî÷üþ) îñóùåñòâëÿþò ñèí-
òåç âòîðîé öåïè ÄÍÊ. Ïðè ýòîì èñïîëüçóþò
ñïîñîáíîñòü ðåâåðòàçû îáðàçîâûâàòü íà 3�-êîí-
öàõ îäíîöåïî÷å÷íûõ êÄÍÊ ñàìîêîìïëåìåíòàð-

íûå øïèëüêè, êîòîðûå ìîãóò âûïîëíÿòü ôóíê-
öèè ïðàéìåðà. Ìàòðèöåé ñëóæèò ïåðâàÿ öåïü
êÄÍÊ. Äàííàÿ ðåàêöèÿ ìîæåò êàòàëèçèðîâàòüñÿ
êàê ðåâåðòàçîé, òàê è ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé I E. co-
li. Ñî÷åòàíèå ýòèõ äâóõ ôåðìåíòîâ ïîçâîëÿåò
ïîâûñèòü âûõîä ïîëíîöåííûõ äâóõöåïî÷å÷íûõ
ìîëåêóë êÄÍÊ.

Ïî îêîí÷àíèè ñèíòåçà ïåðâàÿ è âòîðàÿ öåïè
êÄÍÊ îñòàþòñÿ êîâàëåíòíî ñâÿçàííûìè ïåòëåé
øïèëüêè, ñëóæèâøåé ïðàéìåðîì ïðè ñèíòåçå
âòîðîé öåïè. Ýòó ïåòëþ ðàñùåïëÿþò ýíäîíóê-
ëåàçîé S1, ñïåöèôè÷åñêè ðàçðóøàþùåé îäíî-
öåïî÷å÷íûå ó÷àñòêè íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Îá-
ðàçóþùèåñÿ ïðè ýòîì êîíöû íå âñåãäà îêàçû-
âàþòñÿ òóïûìè, è äëÿ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâ-
íîñòè ïîñëåäóþùåãî êëîíèðîâàíèÿ èõ ðåïàðè-
ðóþò äî òóïûõ ñ ïîìîùüþ ôðàãìåíòà Êëåíîâà
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I E. coli. Ïîëó÷åííóþ äâóõöå-
ïî÷å÷íóþ êÄÍÊ ìîæíî çàòåì âñòðàèâàòü â êëî-
íèðóþùèå âåêòîðû, ðàçìíîæàòü â ñîñòàâå ãèá-
ðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ è èñïîëüçîâàòü äëÿ äàëü-
íåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Íåäàâíî ñïîñîáíîñòü ñèíòåçèðîâàòü ÄÍÊ íà
ìàòðèöå ÐÍÊ áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà äëÿ òåð-
ìîñòàáèëüíûõ ÄÍÊ-ïîëèìåðàç áàêòåðèé Ther-
mus thermophilus è T. flavus. Òàêèå ïîëèìåðàçû
ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ïðÿìîãî îáíàðóæåíèÿ
ñïåöèôè÷åñêèõ ìîëåêóë ÐÍÊ â áèîëîãè÷åñêèõ
îáðàçöàõ ìåòîäîì ÏÖÐ. Ïðè ýòîì â îäíîé ïðî-
áèðêå â ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ñèíòå-
çèðóåòñÿ íåáîëüøîå ÷èñëî êîïèé ôðàãìåíòà
ÄÍÊ íà ìàòðèöå ÐÍÊ, êîòîðûå ñðàçó æå èñïîëü-
çóþòñÿ òåì æå ôåðìåíòîì â êà÷åñòâå ìàòðèöû
îáû÷íîé ÏÖÐ. Òàêàÿ ïðîöåäóðà íàçûâàåòñÿ
ÎÒ-ÏÖÐ (ñì. 1.8.1).

1.2.6. Íóêëåàçà Bal31

Â 1975 ã. Õ. Ãðýé ñ ñîàâòîðàìè, èçó÷àÿ âíå-
êëåòî÷íûå íóêëåàçû Alteromonas espejiana
Bal31, îáíàðóæèëè ôåðìåíò, êîòîðûé ôóíêöèî-
íèðóåò: 1) êàê ýêçîíóêëåàçà, êàòàëèçèðóþùàÿ
óäàëåíèå ìàëûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ èëè ìîíî-
íóêëåîòèäîâ îäíîâðåìåííî ñ 5�- è 3�-êîíöîâ
äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ, ïðè÷åì îáå öåïè ÄÍÊ
äåãðàäèðóþò ïðèìåðíî ñ îäèíàêîâîé ñêî-
ðîñòüþ; 2) êàê ýíäîíóêëåàçà, ñïåöèôè÷íàÿ ê îä-
íîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ. Äàííûé ôåðìåíò ïîëó÷èë
íàçâàíèå íóêëåàçà Bal31.

Ñïîñîáíîñòü íóêëåàçû Bal31 âûçûâàòü äå-
ãðàäàöèþ ñ êîíöîâ îäíîâðåìåííî îáåèõ öåïåé
ìîëåêóëû ÄÍÊ ïðèâëåêëà ê ýòîìó ôåðìåíòó âíè-
ìàíèå èññëåäîâàòåëåé. Îêàçàëîñü, ÷òî îáðà-
çîâàâøèåñÿ ïîñëå îáðàáîòêè Bal31 ôðàãìåíòû
ÄÍÊ ìîæíî ñøèòü ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû ôàãà
T4 ñ äðóãèìè ìîëåêóëàìè ÄÍÊ, èìåþùèìè
òóïûå êîíöû. Ýôôåêòèâíîñòü ëèãèðîâàíèÿ ñó-
ùåñòâåííî ïîâûøàåòñÿ, åñëè óêîðî÷åííûå ñ ïî-
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ìîùüþ Bal31 ìîëåêóëû ÄÍÊ îáðàáîòàòü
ôðàãìåíòîì Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I E. coli.
Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â ðåçóëüòàòå ãèäðîëèçà
íóêëåàçîé Bal31 îáðàçóþòñÿ ôðàãìåíòû ÄÍÊ êàê
ñ òóïûìè, òàê è ñ îäíîöåïî÷å÷íûìè êîíöàìè.

Â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ëèíåéíóþ äâóõ-
öåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ ìîæíî êîíòðîëèðóåìî ãèä-
ðîëèçîâàòü ñ îáîèõ êîíöîâ íóêëåàçîé Bal31, ÷òî
èñïîëüçóåòñÿ ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèäíûõ
ìîëåêóë ÄÍÊ, êîãäà íåîáõîäèìî â èõ ñîñòàâå
ñáëèçèòü êàêèå-ëèáî ôóíêöèîíàëüíî çíà÷èìûå
ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû.

1.2.7. Êîíöåâàÿ äåçîêñèíóêëåîòèäèë-
òðàíñôåðàçà

Â 1962 ã. Ô. Áîëëóì îáíàðóæèë â òèìóñå
òåëåíêà íåîáû÷íûé ôåðìåíò, íàçâàííûé êîí-
öåâîé äåçîêñèíóêëåîòèäèëòðàíñôåðàçîé, èëè
òåðìèíàëüíîé òðàíñôåðàçîé. Äàííûé ôåð-
ìåíò êàòàëèçèðóåò ïîñëåäîâàòåëüíîå ïðèñîå-
äèíåíèå äåçîêñèíóêëåîòèäîâ ê 3�-OH-êîíöó
ìîëåêóëû ÄÍÊ. Ñóáñòðàòîì òåðìèíàëüíîé
òðàíñôåðàçû ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå
êîôàêòîðà èîíîâ Mg2+ ÿâëÿåòñÿ îäíîöåïî÷å÷-
íàÿ ÄÍÊ ñ 3�-OH-êîíöîì èëè äâóõöåïî÷å÷íàÿ
ÄÍÊ ñ âûñòóïàþùèì îäíîöåïî÷å÷íûì
3�-OH-êîíöîì. Ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå
êîôàêòîðà èîíîâ Co2+ ýòîò ôåðìåíò ìîæåò
êàòàëèçèðîâàòü ïðèñîåäèíåíèå äåçîêñèí-
óêëåîòèäîâ ê 3�-OH êîíöó äâóõöåïî÷å÷íîé
ÄÍÊ ñ òóïûìè êîíöàìè èëè äàæå
ê 3�-OH-êîíöó äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ ñ âûñòó-
ïàþùèì îäíîöåïî÷å÷íûì 5�-p-êîíöîì. Ïðè
ââåäåíèè â ðåàêöèþ, íàïðàâëÿåìóþ òåðìè-
íàëüíîé òðàíñôåðàçîé, ëèøü îäíîãî òèïà
äåçîêñèíóêëåîòèäîâ îáðàçóþòñÿ ìîëåêóëû
ÄÍÊ, èìåþùèå ãîìîïîëèìåðíûå îäíîöåïî-
÷å÷íûå 3�-êîíöû. Òàêèì æå îáðàçîì ìîæíî
äîñòðîèòü äðóãèì ìîëåêóëàì ÄÍÊ ãîìîïîëè-
ìåðíûå 3�-êîíöû, êîìïëåìåíòàðíûå ïåðâûì.
Ñìåøåíèå ïîëó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ ÄÍÊ ïðè
îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ìîæåò ïðèâîäèòü ê
ôîðìèðîâàíèþ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ.
Èìåííî ñ ïîìîùüþ êîíöåâîé äåçîêñè-
íóêëåîòèäèëòðàíñôåðàçû â 1972 ã. áûë
âûïîëíåí ïåðâûé ýêñïåðèìåíò ïî ðåêîì-
áèíàöèè ìîëåêóë ÄÍÊ in vitro.

1.2.8. Ïîëè(A)-ïîëèìåðàçà E. coli

Äàííûé ôåðìåíò, îòêðûòûé À. Ñèïïåëîì
â 1973 ã., êàòàëèçèðóåò ïðèñîåäèíåíèå ê ñâî-

áîäíîìó 3�-OH-êîíöó îäíîöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë
ÐÍÊ ïîëè(A)-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé:

Ïîëè(A)-ïîëèìåðàçà íàõîäèò ïðèìåíåíèå
ïðè ïîäãîòîâêå ìîëåêóë ÐÍÊ ê êîïèðîâàíèþ
ñ íèõ êîìïëåìåíòàðíûõ ÄÍÊ (ñì. ðèñ. 1.14).
Ýòîò ôåðìåíò ìîæíî èñïîëüçîâàòü è äëÿ ââåäå-
íèÿ ðàäèîàêòèâíîé ìåòêè â 3�-êîíåö ÐÍÊ.

Êðîìå ðàññìîòðåííûõ âûøå, â ýêñïåðèìåí-
òàõ ïî êëîíèðîâàíèþ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ è àíà-
ëèçó ñòðóêòóðû ãèáðèäíûõ ÄÍÊ èñïîëüçóþò
áîëüøîé íàáîð äðóãèõ ôåðìåíòîâ íóêëåèíîâî-
ãî îáìåíà. Ê íèì îòíîñÿòñÿ ïîëèíóêëåîòèäêè-
íàçà, 5�-ýêçîíóêëåàçà ôàãà �, ýêçîíóêëåàçà III
E. coli, ðèáîíóêëåàçû, ìåòèëàçû è äð.

Âñå èñïîëüçóåìûå ïðè êîíñòðóèðîâàíèè
ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ôåðìåíòû äîëæíû
áûòü âûñîêîî÷èùåííûìè, òàê êàê äàæå íåçíà-
÷èòåëüíûå ïîñòîðîííèå íóêëåàçíûå çàãðÿçíå-
íèÿ ìîãóò ïðèâîäèòü ê ïîáî÷íûì ðåàêöèÿì
è ðåçêî ñíèæàòü ýôôåêòèâíîñòü ïîëó÷åíèÿ öå-
ëåâûõ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé. Ïîýòîìó
èçó÷åíèå ôåðìåíòîâ, ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ èõ
ãëóáîêîé î÷èñòêè, à òàêæå ïîèñê íîâûõ
ôåðìåíòîâ, ñïåöèôè÷åñêè äåéñòâóþùèõ íà
íóêëåèíîâûå êèñëîòû, àêòèâíî ïðîäîëæàþòñÿ.
Âàæíîé îáëàñòüþ èññëåäîâàíèé, êîòîðîé íå
âñåãäà óäåëÿåòñÿ äîëæíîå âíèìàíèå, ÿâëÿåòñÿ
îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ìèêðî-
îðãàíèçìîâ — ïðîäóöåíòîâ ôåðìåíòîâ
íóêëåèíîâîãî îáìåíà. Â ðÿäå ëàáîðàòîðèé
ïîêàçàíî, ÷òî, îïòèìèçèðóÿ ïàðàìåòðû ïðî-
öåññà êóëüòèâèðîâàíèÿ ïóòåì ïðèìåíåíèÿ
ìåòîäîâ ìàòåìàòè÷åñêîãî ïëàíèðîâàíèÿ ýêñ-
ïåðèìåíòà, ìîæíî ïîâûñèòü óäåëüíûé âûõîä
ýòèõ ôåðìåíòîâ â äåñÿòêè ðàç.

Â ñîâîêóïíîñòè ìíîãî÷èñëåííûå ôåðìåí-
òû, èìåþùèå â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà êàòàëèçèðóå-
ìûõ èìè ðåàêöèé íóêëåèíîâûå êèñëîòû, ñî-
ñòàâëÿþò áèîõèìè÷åñêóþ áàçó ýêñïåðèìåíòîâ
ïî êîíñòðóèðîâàíèþ in vitro è àíàëèçó ãèáðèä-
íûõ ìîëåêóë ÄÍÊ.

1.3. ÌÅÒÎÄÛ ÊÎÍÑÒÐÓÈÐÎÂÀÍÈß ÃÈÁÐÈÄÍÛÕ ÌÎËÅÊÓË ÄÍÊ IN VITRO

1.3.1. Êîííåêòîðíûé ìåòîä

Ïåðâûé ýêñïåðèìåíò ïî íàïðàâëåííîìó
êîìáèíèðîâàíèþ ìîëåêóë ÄÍÊ ìåòîäàìè áèî-

õèìèè âûïîëíåí â 1972 ã. â ëàáîðàòîðèè Ï. Áåð-
ãà (ðèñ. 1.15). Êîëüöåâóþ ÄÍÊ îáåçüÿíüåãî âè-
ðóñà 40 (SV40, íà ðèñ. 1.15 — ÄÍÊ2) ïåðåâîäè-
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ëè â ëèíåéíóþ ôîðìó ãèäðîëèçîì ïî åäèíñò-
âåííîìó ó÷àñòêó óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàçîé Eco-
RI, çàòåì ñ ïîìîùüþ 5�-ýêçîíóêëåàçû ôàãà ëÿì-
áäà êîíòðîëèðóåìî ãèäðîëèçîâàëè êàæäóþ
öåïü ëèíåéíîé ìîëåêóëû ÄÍÊ ñ 5�-êîíöîâ äëÿ
ôîðìèðîâàíèÿ âûñòóïàþùèõ îäíîöåïî÷å÷íûõ

3�-êîíöîâ. Ê ýòèì êîíöàì ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòà
êîíöåâîé äåçîêñèíóêëåîòèäèë-òðàñôåðàçû
(òåðìèíàëüíîé òðàíñôåðàçû) èç òèìóñà òåëåíêà
äîñòðàèâàëè îäíîöåïî÷å÷íûå îëèãî(dA)-ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè äëèíîé îêîëî 50 íóêëåîòèäîâ.
Ïî àíàëîãè÷íîé ñõåìå ê ôðàãìåíòó ÄÍÊ ôàãà
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Ðèñ. 1.15. Ñõåìà êîííåêòîðíîãî ìåòîäà

Ðèñ. 1.16. Ñõåìà êëîíèðîâàíèÿ êîííåêòîðíûì ìåòîäîì ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
ïî PstI-ó÷àñòêó âåêòîðíîé ìîëåêóëû



ëÿìáäà, ñîäåðæàùåãî ãåíû ãàëàêòîçíîãî îïåðî-
íà áàêòåðèè E. coli (ÄÍÊ1 íà ðèñ. 1.15) äîñòðàè-
âàëè îäíîöåïî÷å÷íûå îëèãî(dT)-ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòè, êîìïëåìåíòàðíûå îëèãî(dA)-öåïÿì.
Ïîñëå ñìåøèâàíèÿ ïîäãîòîâëåííûõ òàêèì îá-
ðàçîì ëèíåéíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ1 è ÄÍÊ2 çà ñ÷åò
êîìïëåìåíòàðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ïðîòÿæåí-
íûõ îäíîöåïî÷å÷íûõ ó÷àñòêîâ ôîðìèðîâàëèñü
êîëüöåâûå ìîëåêóëû ÄÍÊ, â îäíîöåïî÷å÷íûå
áðåøè íà êîòîðûõ âñòðàèâàëè äîïîëíèòåëüíûå
íóêëåîòèäû ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòà ÄÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû I E. coli è öåïè êîâàëåíòíî îáúåäèíÿëè â
ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ôåðìåíòà ÄÍÊ-ëèãàçû. Ïî-
ëó÷åííûå êîâàëåíòíî çàìêíóòûå êîëüöåâûå ìî-
ëåêóëû èçâåñòíîãî ðàçìåðà íàáëþäàëè â ýëåêò-
ðîííûé ìèêðîñêîï. Äàííàÿ ïðîöåäóðà ïîëó÷è-
ëà íàçâàíèå ìåòîäà ñîåäèíåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ
èëè êîííåêòîðíîãî ìåòîäà (îò àíãë. connect —
ñîåäèíÿòü). Òàêèì îáðàçîì áûëè âïåðâûå ïîëó-
÷åíû ìîëåêóëû ÄÍÊ, ñîäåðæàùèå îäíîâðåìåí-
íî ãåíåòè÷åñêóþ èíôîðìàöèþ áàêòåðèè, áàêòå-
ðèàëüíîãî âèðóñà (ôàãà) è âèðóñà ìëåêîïèòàþ-
ùèõ. Îäíàêî ñïîñîáíîñòü ýòèõ ìîëåêóë ÄÍÊ
ðåïëèöèðîâàòüñÿ (ðàçìíîæàòüñÿ) â äàííîé ðà-
áîòå íå áûëà ïðîâåðåíà.

Êîííåêòîðíûì ìåòîäîì óäàåòñÿ ðåêîìáèíè-
ðîâàòü in vitro ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå ëþ-
áûì èç ñïîñîáîâ ðàñùåïëåíèÿ èñõîäíîé ÄÍÊ
(ìåõàíè÷åñêèì, ôåðìåíòàòèâíûì). Ïðè ýòîì èñ-
ïîëüçóþò ñèíòåòè÷åñêèå êîìïëåìåíòàðíûå îëè-
ãî(dA)�îëèãî(dT)- èëè îëèãî(dG)�îëèãî(dC)-êîí-
öû. Ïîñêîëüêó ìîæíî ôîðìèðîâàòü äîñòàòî÷íî
äëèííûå âçàèìîêîìïëåìåíòàðíûå îäíîöåïî-
÷å÷íûå êîíöû, ãèáðèäíûå ìîëåêóëû îáðàçóþò-
ñÿ ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ. Â ÷àñòíîñòè, ïî-
ýòîìó ïðè êëîíèðîâàíèè ÄÍÊ-êîïèé ìàòðè÷-
íûõ ÐÍÊ, êîòîðûå äîñòóïíû â îãðàíè÷åííûõ
êîëè÷åñòâàõ, îáû÷íî èñïîëüçóþò êîííåêòîðíûé
ìåòîä.

Îäíàêî ýòîò ìåòîä èìååò íåäîñòàòêè. ×àñòî
âûäåëåíèå âñòðîåííîãî ôðàãìåíòà èç ãèáðèä-
íîé ìîëåêóëû ÄÍÊ çàòðóäíåíî. Â ðÿäå ñëó÷àåâ
óäàåòñÿ ïîäîáðàòü óñëîâèÿ äëÿ èçáèðàòåëüíîé
äåíàòóðàöèè îëèãî(dA�dT)-ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òåé, ïî êîòîðûì ñîñòûêîâàíû ôðàãìåíòû ÄÍÊ,
è ðàñùåïèòü îáðàçîâàâøèåñÿ îäíîöåïî÷å÷íûå
ó÷àñòêè ýíäîíóêëåàçîé S1. Ïðè ðåêîìáèíàöèè
in vitro ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ãåíåðèðîâàííûõ ðåñò-
ðèêòàçîé PstI, ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèíòåòè÷åñêèõ
îëèãî(dG)�îëèãî(dC)-êîíöîâ ó÷àñòîê óçíàâà-
íèÿ ýòîé ðåñòðèêòàçû âîññòàíàâëèâàåòñÿ
(ðèñ. 1.16) è âñòðîåííûé ôðàãìåíò ìîæíî óæå
äîñòàòî÷íî ïðîñòî âûùåïèòü èç ãèáðèäíîé ìî-
ëåêóëû ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû PstI. Îäíàêî
êðîìå öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äàííûé

ôðàãìåíò èìååò äîïîëíèòåëüíûå êîíöåâûå ñåã-
ìåíòû îëèãî(dG�dC).

1.3.2. Ðåñòðèêòàçíî-ëèãàçíûé ìåòîä

Ïåðâûé ïîëíîöåííûé ãåííî-èíæåíåðíûé
ýêñïåðèìåíò áûë âûïîëíåí â 1973 ãîäó Ñ. Êîý-
íîì ñ ñîàâòîðàìè. Îíè èñïîëüçîâàëè òîëüêî ÷òî
îòêðûòîå ñâîéñòâî ýíäîíóêëåàç ðåñòðèêöèè
êëàññà II (ðåñòðèêòàç) óçíàâàòü êîðîòêèå (îáû÷-
íî 4–6 ïàð íóêëåîòèäîâ) ñèììåòðè÷íûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ è ïîñëå èõ
ãèäðîëèçà îáðàçîâûâàòü èäåíòè÷íûå âûñòóïà-
þùèå îäíîöåïî÷å÷íûå âçàèìîêîìïëåìåíòàð-
íûå êîíöû äëèíîé 2–4 íóêëåîòèäà, êîòîðûå
ïðèíÿòî íàçûâàòü ëèïêèìè êîíöàìè (ñì. 1.2.1).
Ñóòü ïðåäëîæåííîãî ìåòîäà, ïîëó÷èâøåãî íà-
çâàíèå ðåñòðèêòàçíî-ëèãàçíîãî, çàêëþ÷àåòñÿ â
ñëåäóþùåì (ðèñ. 1.17):

à) ðåñòðèêòàçà êëàññà II ñïåöèôè÷åñêè ðàç-
ðåçàåò ëþáûå ìîëåêóëû ÄÍÊ íà ôðàãìåíòû,
èìåþùèå èäåíòè÷íûå âçàèìîêîìïëåìåíòàðíûå
âûñòóïàþùèå ëèïêèå êîíöû;

á) ïðåïàðàòû ðàçëè÷íûõ ìîëåêóë ÄÍÊ,
ãèäðîëèçîâàííûõ îäíîé è òîé æå ðåñòðèêòà-
çîé, ñìåøèâàþò, è ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ
ëèïêèå êîíöû ðàçíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ðåàññî-
öèèðóþò çà ñ÷åò êîìïëåìåíòàðíîãî âçàèìîäåé-
ñòâèÿ;

â) ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû îñóùåñòâëÿþò
êîâàëåíòíîå ñøèâàíèå àññîöèèðîâàííûõ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ â åäèíûå ìîëåêóëû.

Ãëàâíîå íîâîââåäåíèå Ñ. Êîýíà ñ ñîàâòîðà-
ìè ñîñòîÿëî â òîì, ÷òî ïîëó÷åííûå in vitro êîì-
áèíèðîâàííûå ìîëåêóëû ÄÍÊ ïëàçìèä áûëè
ââåäåíû â êîìïåòåíòíûå êëåòêè áàêòåðèè E. co-

li è ðàçìíîæåíû (ðåïëèöèðîâàíû) â íèõ.
Ïî òàêîé ñõåìå ìîãóò áûòü êîâàëåíòíî ñîå-

äèíåíû in vitro äâà è áîëåå ëþáûõ ôðàãìåíòà,
ïîëó÷åííûõ ïðè ãèäðîëèçå ìîëåêóë ÄÍÊ îäíîé
è òîé æå ðåñòðèêòàçîé. Îäíàêî ñ ïîìîùüþ
ðåñòðèêòàç (îñîáåííî îäíîãî ôåðìåíòà) â êàæ-
äîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå ìîæíî ïîëó÷èòü ëèøü
ñïåöèôè÷åñêèé, ñòðîãî îïðåäåëåííûé íàáîð
ôðàãìåíòîâ èçó÷àåìîé ÄÍÊ. Ïåðâîíà÷àëüíî
ýòî â íåêîòîðîé ñòåïåíè îãðàíè÷èâàëî ïðèìå-
íåíèå ðåñòðèêòàçíî-ëèãàçíîãî ìåòîäà. Íî çàòåì
ïîëó÷èëà ðàñïðîñòðàíåíèå íîâàÿ åãî ìîäèôè-
êàöèÿ, îñíîâàííàÿ íà èñïîëüçîâàíèè ëèíêåð-

íûõ ìîëåêóë — ñèíòåòè÷åñêèõ ñåãìåíòîâ ÄÍÊ,
ñîäåðæàùèõ â ñâîåì ñîñòàâå ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òè, óçíàâàåìûå ðåñòðèêòàçàìè. Ìåòîä ïðåäëî-
æèëè Ð. Øåëëåð ñ ñîòðóäíèêàìè â 1977 ã. Îí
ïîçâîëÿåò äîñòàòî÷íî ïðîñòî ðåêîìáèíèðîâàòü
in vitro ïðàêòè÷åñêè ëþáûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ.
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Ðàçðàáîòàííûé ïîäõîä âêëþ÷àåò ñëåäóùèå
îïåðàöèè (ðèñ. 1.18):

1) ïî òóïûì èëè ëèïêèì êîíöàì ôðàãìåíòà
ÄÍÊ, êîòîðûé ïðåäïîëàãàåòñÿ ðåêîìáèíèðî-

âàòü, ñ ïîìîùüþ ëèãàçû ôàãà T4 ïðèøèâàþò
êîðîòêèå ñèíòåòè÷åñêèå äâóõöåïî÷å÷íûå ñåã-
ìåíòû, èìåþùèå ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ îïðåäåëåí-
íîé ðåñòðèêòàçû;

2) ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò îáðàáàòûâàþò âû-
áðàííîé ðåñòðèêòàçîé, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îáðà-
çóþòñÿ ëèïêèå êîíöû;

3) ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò ðåêîìáèíèðóþò
in vitro ñ äðóãèìè ìîëåêóëàìè ÄÍÊ ïî îáû÷íîé
ñõåìå ðåñòðèêòàçíî-ëèãàçíîãî ìåòîäà.

Èñïîëüçîâàíèå ëèíêåðíûõ ìîëåêóë äåëàåò
ðåñòðèêòàçíî-ëèãàçíûé ìåòîä ðåêîìáèíàöèè
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ in vitro óíèâåðñàëüíûì, ïî-
ñêîëüêó èñõîäíûå ôðàãìåíòû ìîæíî ïîëó÷àòü
ñàìûìè ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè.

Ðåñòðèêòàçíî-ëèãàçíûé ìåòîä, ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîííåêòîðíûì ìåòîäîì, íàõîäèò áîëåå
øèðîêîå ïðèìåíåíèå â ãåííî-èíæåíåðíûõ ìà-
íèïóëÿöèÿõ, ïîñêîëüêó îí áîëåå ïðîñò áèîõè-
ìè÷åñêè è, êðîìå òîãî, äàåò âîçìîæíîñòü ëåãêî
âûùåïèòü âñòðîåííûé ôðàãìåíò èç ãèáðèäíîé
ìîëåêóëû ÄÍÊ, ÷òî ÷àñòî áûâàåò âàæíî ïðè ïå-
ðåíîñå ôðàãìåíòà â äðóãîå ãåíåòè÷åñêîå îêðó-
æåíèå.

Äàííûé ìåòîä íå îãðàíè÷èâàåòñÿ èñïîëü-
çîâàíèåì â êàæäîì êîíêðåòíîì ýêñïåðèìåíòå
ëèøü îäíîé ðåñòðèêòàçû. Êîìáèíèðóåìûå ìî-
ëåêóëû ÄÍÊ ìîãóò èìåòü ðàçíûå ëèïêèå êîíöû,
ãåíåðèðóåìûå äâóìÿ ðåñòðèêòàçàìè. Â ýòîì
ñëó÷àå ôðàãìåíòû îáúåäèíÿþòñÿ â ñòðîãî îïðå-
äåëåííîé îðèåíòàöèè îòíîñèòåëüíî äðóã äðóãà
(íàïðèìåð, ñì. ðèñ. 2.5, 2.10). Ïðè ñìåøåíèè æå
ôðàãìåíòîâ, ïîëó÷åííûõ ïîñëå ãèäðîëèçà îä-
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Ðèñ. 1.17. Ñõåìà ðåñòðèêòàçíî-ëèãàçíîãî ìåòîäà

Ðèñ. 1.18. Ñõåìà èñïîëüçîâàíèÿ ëèíêåðíûõ ìîëåêóë
äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ ãèáðèäíûõ ÄÍÊ



íîé ðåñòðèêòàçîé, âîçìîæíû ðàçëè÷íûå èõ îðè-
åíòàöèè â ôîðìèðóþùèõñÿ ãèáðèäíûõ ìîëåêó-
ëàõ ÄÍÊ. Áîëåå òîãî, â ïðîöåññå ëèãàçíîé ðåàê-
öèè ìîæåò ïðîèñõîäèòü êîâàëåíòíîå îáúåäèíå-
íèå íå òîëüêî äâóõ, íî è òðåõ, à òàêæå áîëüøåãî
÷èñëà ôðàãìåíòîâ (ñì. ðèñ. 1.18).

Ïðîöåäóðû êëîíèðîâàíèÿ öåëåâûõ ôðàãìåí-
òîâ ÄÍÊ çíà÷èòåëüíî óïðîñòèëèñü ñ ðàçâèòèåì
ìåòîäà àìïëèôèêàöèè ñåãìåíòîâ ÄÍÊ â ïîëèìå-
ðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ñì. 1.8.2).

Ñïåêòð ïðîäóêòîâ ëèãàçíîé ðåàêöèè çàâè-
ñèò îò êîíöåíòðàöèè ó÷àñòâóþùèõ â íåé ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ (ðèñ. 1.19). Ïðè âûñîêîé êîíöåíò-
ðàöèè ïðåèìóùåñòâåííî áóäóò ôîðìèðîâàòüñÿ
ëèíåéíûå äëèííûå ìîëåêóëû ÄÍÊ. Ïî ìåðå
ñíèæåíèÿ êîíöåíòðàöèè ôðàãìåíòîâ ïîâûøà-
åòñÿ âåðîÿòíîñòü îáðàçîâàíèÿ êîëüöåâûõ ìîëå-
êóë ÄÍÊ. Ãèáðèäíûå ìîëåêóëû ñ íàèáîëüøåé
÷àñòîòîé áóäóò ñîñòîÿòü èç äâóõ ôðàãìåíòîâ,
ðåæå èç òðåõ è áîëåå. Åñëè ïðåïàðàò ðàçâåñòè äî
îïðåäåëåííîé êîíöåíòðàöèè (òàê, ÷òî âåðîÿò-
íîñòü âñòðå÷è ôðàãìåíòîâ äðóã ñ äðóãîì â ðàñò-
âîðå áóäåò ìàëà), òî ïðåèìóùåñòâåííî áóäóò
îáðàçîâûâàòüñÿ ãîìîêîëüöà.

Ïîñëå êàæäîé ëèãàçíîé ðåàêöèè îáðàçóåòñÿ
ñìåñü ðàçíîîáðàçíûõ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ,
èç êîòîðîé öåëåâûå ìîëåêóëû ñ çàäàííîé ñòðóê-
òóðîé îòáèðàþò íà ñòàäèè ââåäåíèÿ â êëåòêè
è ðàçìíîæåíèÿ ãèáðèäîâ, à òàêæå íà ñòàäèè ñå-

ëåêöèè è/èëè àíàëèçà ãèáðèäíûõ êëîíîâ íà
ïðåäìåò èñêîìîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè êîìáèíàöèè ýòèõ ìåòî-
äîâ ìîæíî óñïåøíî îòáèðàòü ãèáðèäíûå ìîëå-
êóëû ÄÍÊ, ñîñòàâëÿþùèå ëèøü ìàëóþ ÷àñòü
ïîëó÷åííîãî ïîñëå ëèãàçíîé ðåàêöèè ïðåïàðàòà.

1.4. ÂÅÊÒÎÐÍÛÅ ÌÎËÅÊÓËÛ ÄÍÊ

Ðàññìîòðåííûå â ïðåäûäóùåì ðàçäåëå ìå-
òîäû ïîçâîëÿþò äîñòàòî÷íî ëåãêî îñóùåñòâ-
ëÿòü ðåêîìáèíàöèþ in vitro ëþáûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ. Åñëè îäèí èç ýòèõ ôðàãìåíòîâ â ñîñòàâå
ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ñîäåðæèò èíôîðìà-
öèþ, íåîáõîäèìóþ äëÿ àâòîíîìíîé ðåïëèêàöèè
â îïðåäåëåííîì òèïå êëåòîê, òî äðóãèå ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ, êîâàëåíòíî ñîåäèíåííûå ñ ïåð-
âûì, ìîæíî àìïëèôèöèðîâàòü (ðàçìíîæèòü)
â ýòèõ êëåòêàõ. Ïðè âûäåëåíèè ÷èñòîé êóëüòó-
ðû èç êîëîíèè (èëè âèðóñíîé áëÿøêè), âûðîñ-
øåé èç åäèíè÷íîé êëåòêè, êîòîðàÿ ñîäåðæèò
èíäèâèäóàëüíóþ ìîëåêóëó ãèáðèäíîé ÄÍÊ,
îñóùåñòâëÿåòñÿ êëîíèðîâàíèå îïðåäåëåííîãî
ôðàãìåíòà ÄÍÊ. Ïðè ýòîì ôðàãìåíò, îáåñïå÷è-
âàþùèé ðåïëèêàöèþ ãèáðèäíîé ìîëåêóëû ÄÍÊ
â êëåòêå, íàçûâàåòñÿ êëîíèðóþùèì âåêòîðîì.
Òàêîé âåêòîð äîëæåí îáëàäàòü ñëåäóþùèìè îñ-
íîâíûìè ñâîéñòâàìè:
• èìåòü îãðàíè÷åííîå (ïðåäïî÷òèòåëüíî îä-

íî) ÷èñëî ìåñò ðàñùåïëåíèÿ îïðåäåëåííîé
ðåñòðèêòàçîé;

• ñîäåðæàòü ãåíåòè÷åñêèé ìàðêåð, êîòîðûé
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ îòáîðà êëîíîâ,
íåñóùèõ ãèáðèäíûå ÄÍÊ, ïîñëå ââåäåíèÿ
â ÷óâñòâèòåëüíûå êëåòêè ñìåñè ìîëåêóë
ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ â ïðîöåññå ðåêîìáèíà-
öèè in vitro;

• íå äîëæåí òåðÿòü ðåïëèêàòèâíûå ôóíêöèè
ïðè âñòðîéêå ýêçîãåííîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ.
Â êà÷åñòâå âåêòîðíûõ ìîëåêóë â ãåíåòè÷å-

ñêîé èíæåíåðèè èñïîëüçóþò øèðîêèé ñïåêòð
ïëàçìèäíûõ è âèðóñíûõ ÄÍÊ. Íàèáîëåå ïîïó-
ëÿðíû êëîíèðóþùèå âåêòîðû, íåñóùèå íåñêîëü-
êî ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ, ïî êîòîðûì ìîæíî
ëåãêî îòëè÷èòü èñõîäíóþ âåêòîðíóþ ÄÍÊ îò ïî-
ëó÷àåìûõ ãèáðèäîâ, è èìåþùèå ïî îäíîìó ìåñ-
òó äåéñòâèÿ äëÿ íåñêîëüêèõ ðåñòðèêòàç. Êðîìå
òîãî, îáû÷íî æåëàòåëüíî, ÷òîáû âåêòîð îáåñïå-
÷èâàë ýôôåêòèâíóþ ðåïëèêàöèþ ãèáðèäíûõ
ÄÍÊ, òàê êàê ÷àñòî âàæíî èìåòü â êëåòêå ïî-
âûøåííîå ÷èñëî êîïèé êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ.

×àñòíûì ñëó÷àåì êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ
ÿâëÿþòñÿ ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû. Ýòî ìî-
ëåêóëÿðíûå âåêòîðû, êîòîðûå íàðÿäó ñ àìïëè-
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Ðèñ. 1.19. Âëèÿíèå êîíöåíòðàöèè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
íà ñïåêòð ïðîäóêòîâ ëèãàçíîé ðåàêöèè:

à — âûñîêàÿ, á — ñðåäíÿÿ,
â — íèçêàÿ êîíöåíòðàöèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

Ïîïåðå÷íûìè êîðîòêèìè ëèíèÿìè îáîçíà÷åíû
ìåñòà ëèãàçíîé ñøèâêè ÄÍÊ



ôèêàöèåé îáåñïå÷èâàþò ïðàâèëüíóþ è ýôôåê-
òèâíóþ ýêñïðåññèþ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â êëåò-
êàõ-ðåöèïèåíòàõ.

Â ðÿäå ñëó÷àåâ ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû ìî-
ãóò îáåñïå÷èâàòü èíòåãðàöèþ ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ
â ãåíîì êëåòêè èëè âèðóñà. Òàêèå ìîëåêóëû
ÄÍÊ íàçûâàþò èíòåãðàòèâíûìè âåêòîðàìè.

Âåêòîðíûå ìîëåêóëû èãðàþò âàæíåéøóþ
ðîëü íà ýòàïå êëîíèðîâàíèÿ in vivo èçó÷àåìûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ. Êîíêðåòíûå âåêòîðû
áóäóò ðàññìîòðåíû â äàëüíåéøåì äëÿ êàæäîé
ãåííî-èíæåíåðíîé ñèñòåìû îòäåëüíî. Èñïîëüçî-

âàíèå êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ ïîçâîëÿåò ïîëó-
÷àòü íåîáõîäèìûé ôðàãìåíò ÄÍÊ â èíäèâèäó-
àëüíîì ñîñòîÿíèè è â ïðåïàðàòèâíûõ êîëè÷åñò-
âàõ. Ýòî ïîäíÿëî íà êà÷åñòâåííî íîâûé óðîâåíü
èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îð-
ãàíèçàöèè ãåíîìîâ êàê ïðîêàðèîòè÷åñêèõ, òàê
è ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ (ñì. 1.7). Ðàçðà-
áîòêà è ñîâåðøåíñòâîâàíèå ýêñïðåññèðóþùèõ
âåêòîðîâ ïîçâîëÿåò âñå ñ áîëüøåé îïðåäåëåí-
íîñòüþ ñîçäàâàòü øòàììû — ñóïåðïðîäóöåíòû
÷óæåðîäíûõ áåëêîâ.

1.5. ÂÂÅÄÅÍÈÅ ÌÎËÅÊÓË ÄÍÊ Â ÊËÅÒÊÈ

Íåîáõîäèìûé ýòàï ãåííî-èíæåíåðíîãî ýêñ-
ïåðèìåíòà — ââåäåíèå ïîëó÷åííûõ in vitro ãèá-
ðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ â ïåðìèññèâíûå êëåòêè

(îáåñïå÷èâàþùèå ðåïëèêàöèþ ýòèõ ìîëåêóë)
ñ öåëüþ ðàçìíîæåíèÿ, ñåëåêöèè è âûäåëåíèÿ
êëîíîâ ãèáðèäîâ.

Ââåäåíèå â êëåòêó íóêëåèíîâîé êèñëîòû âè-
ðóñà ñ ïîñëåäóþùèì îáðàçîâàíèåì âèðóñíîãî
ïîòîìñòâà íàçûâàåòñÿ òðàíñôåêöèåé. Ýôôåê-
òèâíîñòü òðàíñôåêöèè âûðàæàåòñÿ îáû÷íî êî-
ëè÷åñòâîì èíôåêöèîííûõ öåíòðîâ (áëÿøåê, íå-
ãàòèâíûõ êîëîíèé), ïðèõîäÿùèõñÿ íà ìîëåêóëó
èëè íà åäèíèöó ìàññû íóêëåèíîâîé êèñëîòû
âèðóñà. Âèðóñíûå êëîíû, ïîëó÷åííûå ïîñëå
òðàíñôåêöèè èç îòäåëüíûõ áëÿøåê, íàçûâàþò
òðàíñôåêòàíòàìè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî íóê-
ëåèíîâûå êèñëîòû íåêîòîðûõ òèïîâ âèðóñîâ íå-
èíôåêöèîííû, ò. å. íåàêòèâíû â òåñòå òðàíñôåê-
öèè. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî äëÿ èíèöèàöèè
ýêñïðåññèè ãåíîìà äàííûõ âèðóñîâ íåîáõîäè-
ìû îïðåäåëåííûå âèðóññïåöèôè÷åñêèå áåëêè,
ñîäåðæàùèåñÿ â âèðóñíûõ ÷àñòèöàõ, íî îòñóò-
ñòâóþùèå â ïðåïàðàòå î÷èùåííîé íóêëåèíîâîé
êèñëîòû.

Ïðîöåññ, â ðåçóëüòàòå êîòîðîãî ýêçîãåííàÿ
ÄÍÊ ïðîíèêàåò â ðåöèïèåíòíóþ êëåòêó è âû-
çûâàåò ó íåå íàñëåäóåìûå èçìåíåíèÿ, íàçûâàþò
òðàíñôîðìàöèåé. Òðàíñôîðìàöèþ êëåòîê ìî-
ãóò îñóùåñòâëÿòü êàê ìîëåêóëû ÄÍÊ, ðåïëèöè-
ðóþùèåñÿ â êëåòêàõ âíåõðîìîñîìíî (ïëàçìè-
äû), òàê è ìîëåêóëû ÄÍÊ, èíòåãðèðóþùèåñÿ
â ãåíîì êëåòêè (ëèíåéíûå è êîëüöåâûå ìîëå-
êóëû ÄÍÊ). Ãåíåòè÷åñêè òðàíñôîðìèðîâàííûå
êëåòêè ïðèíÿòî íàçûâàòü òðàíñôîðìàíòàìè.
Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè îáû÷íî âûðà-
æàþò êîëè÷åñòâîì êëîíîâ (êîëîíèé, îáðàçîâàí-
íûõ â ðåçóëüòàòå äåëåíèé èñõîäíî åäèíè÷íîé
êëåòêè) òðàíñôîðìàíòîâ, ïðèõîäÿùèõñÿ íà ìî-
ëåêóëó èëè åäèíèöó ìàññû äîíîðíîé ÄÍÊ. Äàí-

íóþ ãåíåòè÷åñêóþ (áèîõèìè÷åñêóþ) òðàíñôîð-
ìàöèþ íåîáõîäèìî îòëè÷àòü îò îíêîãåííîé
òðàíñôîðìàöèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê.

Ôèçèîëîãè÷åñêîå ñîñòîÿíèå êëåòêè, â êîòî-
ðîì îíà ñïîñîáíà ïîãëîùàòü íóêëåèíîâóþ êèñ-
ëîòó èç îêðóæàþùåé ñðåäû, íàçûâàåòñÿ êîìïå-

òåíòíîñòüþ. Îäíàêî ìíîãèå áàêòåðèè, à òàê-
æå äðîææè è êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè æèâîòíûõ
è ðàñòåíèé òàêîé ôèçèîëîãè÷åñêîé êîìïåòåíò-
íîñòüþ íå îáëàäàþò. Ïîýòîìó âîñïðèèì÷èâîñòü
ê ýêçîãåííîé ÄÍÊ ó íèõ èíäóöèðóþò ðàçëè÷íû-
ìè ñïîñîáàìè. Òàêóþ êîìïåòåíòíîñòü ïðèíÿòî
íàçûâàòü èíäóöèðîâàííîé. Íàèáîëåå ïðîñòî
îíà äîñòèãàåòñÿ ïóòåì îïðåäåëåííîãî õèìè÷å-
ñêîãî èëè ôèçè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè.
Ðàçíûå òèïû êëåòîê èìåþò ñâîè îñîáåííîñòè
ñòðîåíèÿ êëåòî÷íûõ ñòåíîê è ïëàçìàòè÷åñêèõ
ìåìáðàí, ïîýòîìó îíè ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ ïî
ñïîñîáàì èíäóêöèè ó íèõ êîìïåòåíòíîãî ñî-
ñòîÿíèÿ.

Èñòîðè÷åñêè ïåðâûì ïîäõîäîì ê ïîëó÷åíèþ
êîìïåòåíòíûõ äëÿ òðàíñôåêöèè (òðàíñôîðìà-
öèè) êëåòîê áàêòåðèé ÿâëÿåòñÿ ôåðìåíòàòèâ-
íûé ãèäðîëèç êëåòî÷íûõ ñòåíîê, ïðèâîäÿùèé
ê óäàëåíèþ ôèçè÷åñêîãî áàðüåðà íà ïóòè ïðî-
íèêíîâåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêó. Äëÿ ýòîé
öåëè ìîæíî èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷íûå èíäèâè-
äóàëüíûå ôåðìåíòû (íàïðèìåð ëèçîöèì) èëè
ñìåñè ôåðìåíòîâ (íàïðèìåð ïèùåâàðèòåëüíûé
ñîê âèíîãðàäíîé óëèòêè). Ïðè ôåðìåíòàòèâíîé
îáðàáîòêå êëåòêè íåîáõîäèìî ïîìåùàòü â èçî-
òîíè÷åñêèé ðàñòâîð (0,2 Ì ñàõàðîçà; 1 Ì ñîð-
áèò; 0,6 Ì KCl è äð.), èìåþùèé ïðèìåðíî òàêîå
æå îñìîòè÷åñêîå äàâëåíèå, êàêîå õàðàêòåðíî
äëÿ öèòîïëàçìû êëåòêè. Â ýòèõ óñëîâèÿõ êëåò-
êè, ëèøåííûå ñâîåãî æåñòêîãî «ïàíöèðÿ» (êëå-
òî÷íîé ñòåíêè), ïðèîáðåòàþò øàðîîáðàçíóþ
ôîðìó è íå ëîïàþòñÿ îò îñìîòè÷åñêîãî øîêà,
íàáëþäàåìîãî â ãèïîòîíè÷åñêîé ñðåäå.

34 Ãëàâà 1. ÎÁÙÈÅ ÏÐÈÍÖÈÏÛ È ÌÅÒÎÄÛ ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÈÍÆÅÍÅÐÈÈ



Â òîì ñëó÷àå, êîãäà ïîñëå ãèäðîëèçà ïîë-
íîñòüþ óäàëÿåòñÿ êëåòî÷íàÿ ñòåíêà è îñòàåòñÿ
òîëüêî ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, îãðàíè÷èâàþ-
ùàÿ ñîäåðæèìîå êëåòêè, âîçíèêàåò îñìîòè÷å-
ñêè ÷óâñòâèòåëüíûé ïðîòîïëàñò. Åñëè ïîñëå
ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà íà ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå îñòàþòñÿ ôðàãìåíòû êëåòî÷íîé ñòåí-
êè èëè ñîõðàíÿåòñÿ âíåøíÿÿ ìåìáðàíà (÷òî õà-
ðàêòåðíî äëÿ ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé), òî
òàêèå êëåòêè íàçûâàþò ñôåðîïëàñòàìè. Êàê
è ïðîòîïëàñòû, îíè ÿâëÿþòñÿ îñìîòè÷åñêè ÷óâ-
ñòâèòåëüíûìè è â èçîòîíè÷åñêîì ðàñòâîðå èìå-
þò ôîðìó øàðà.

Ïðè ïîëó÷åíèè ïðîòîïëàñòîâ è ñôåðîïëàñ-
òîâ áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò ïîäáîð óñëîâèé,
îáåñïå÷èâàþùèõ â ïîñëåäóþùåì ýôôåêòèâíóþ
ðåãåíåðàöèþ êëåòî÷íûõ ñòåíîê. Ïðîöåäóðû ïî-
ëó÷åíèÿ ïðîòîïëàñòîâ è ñôåðîïëàñòîâ, òðàíñ-
ôîðìàöèè èõ ìîëåêóëàìè ÄÍÊ, ðåãåíåðàöèè
êëåòî÷íîé ñòåíêè è îòáîðà êîëîíèé òðàíñôîð-
ìàíòîâ ìíîãîýòàïíû, à ðåçóëüòàò çàâèñèò îò
ìíîãèõ ïàðàìåòðîâ: ñîñòàâà ðàñòâîðîâ, ñïîñî-
áîâ îáðàáîòêè è äð. Âñå ýòî ïðèâîäèò ê òîìó,
÷òî äàííûå ìåòîäèêè îòëè÷àþòñÿ íèçêîé âîñ-
ïðîèçâîäèìîñòüþ, òðåáóþò âûñîêîé êâàëèôè-
êàöèè èñïîëíèòåëÿ è âåñüìà òðóäîåìêè. Ïîýòî-
ìó ïî ìåðå ðàçðàáîòêè áîëåå ïðîñòûõ ñïîñîáîâ
äàííûé ïîäõîä ïîñòåïåííî óòðàòèë ñâîå çíà÷å-
íèå. Íà ñìåíó ïðèøëè ìåòîäû îáðàáîòêè êëå-
òîê ðàñòâîðàìè ñîëåé (ñì. 2.1).

Â 1982 ã. Ò. Âîíã è Å. Íåéìàí ñ ñîòðóäíèêà-
ìè äëÿ ââåäåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ â êóëüòèâèðóå-
ìûå êëåòêè ìûøè ïðèìåíèëè ìåòîä, ïîëó÷èâ-
øèé íàçâàíèå ýëåêòðîïîðàöèÿ. Â ïîñëåäóþ-
ùèå ãîäû ìåòîä áûë óñîâåðøåíñòâîâàí, ÷òî ïî-
çâîëèëî èñïîëüçîâàòü åãî ýôôåêòèâíî êàê äëÿ
ýóêàðèîòè÷åñêèõ, òàê è äëÿ ïðîêàðèîòè÷åñêèõ
êëåòîê. Ñóòü äàííîãî ïîäõîäà ñîñòîèò â òîì,
÷òî êðàòêîâðåìåííîå âîçäåéñòâèå (îáû÷íî
5–20 ìñ) ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ âûñîêîé íàïðÿ-
æåííîñòè (1–15 êÂ/ñì) íà êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ â íåé ïîð (ýëåêòðîïðî-
áîé). Âðåìÿ ñóùåñòâîâàíèÿ è ðàçìåð ïîð äîñòà-
òî÷íû, ÷òîáû òàêèå ìàêðîìîëåêóëû, êàê ÄÍÊ,
ìîãëè èç âíåøíåé ñðåäû âîéòè â êëåòêó â ðå-

çóëüòàòå äåéñòâèÿ îñìîòè÷åñêèõ ñèë. Îáúåì
êëåòêè ïðè ýòîì óâåëè÷èâàåòñÿ. Íàïðÿæåííîñòü
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ è ïðîäîëæèòåëüíîñòü åãî
äåéñòâèÿ, êîíöåíòðàöèè òðàíñôîðìèðóþùåé
ÄÍÊ è êëåòîê-ðåöèïèåíòîâ äëÿ êàæäîé ñèñòå-
ìû êëåòîê ïîäáèðàþò ýêñïåðèìåíòàëüíî, ñ òåì
÷òîáû äîáèòüñÿ âûñîêîé ÷àñòîòû ïîãëîùåíèÿ
ÄÍÊ âûæèâøèìè êëåòêàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî â îï-
òèìàëüíûõ óñëîâèÿõ ýëåêòðîïîðàöèè êîëè÷åñò-
âî òðàíñôîðìàíòîâ ìîæåò äîñòèãàòü 80 % âû-
æèâøèõ êëåòîê.

Ýëåêòðîïîðàöèÿ — ôèçè÷åñêèé, à íå õèìè-
÷åñêèé ìåòîä, è ýòî, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëè-
âàåò åãî øèðîêîå ïðèìåíåíèå. Ýëåêòðîïîðàöèÿ
ìîæåò óñïåøíî èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ ââåäåíèÿ ìî-
ëåêóë ÄÍÊ â ðàçíûå òèïû êëåòîê, òàêèå êàê
êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè æèâîòíûõ, ïðîñòåéøèå,
äðîææè, áàêòåðèè è ïðîòîïëàñòû ðàñòåíèé.

Ýëåêòðîïîðèðóþùèé ýôôåêò âûñîêîâîëüò-
íîãî ðàçðÿäà íà áèñëîéíóþ ëèïèäíóþ ìåìáðàíó,
ïî-âèäèìîìó, çàâèñèò îò ðàäèóñà åå êðèâèçíû.
Ïîýòîìó äëÿ ýôôåêòèâíîãî ïîãëîùåíèÿ ÄÍÊ
ìåëêèì áàêòåðèàëüíûì êëåòêàì òðåáóåòñÿ
çíà÷èòåëüíî áóëüøàÿ íàïðÿæåííîñòü ýëåêòðè÷å-
ñêîãî ïîëÿ (10 êÂ/ñì è áîëåå), ÷åì êðóïíûì
æèâîòíûì è ðàñòèòåëüíûì êëåòêàì (1–2 êÂ/ñì).

Ýëåêòðîïîðàöèÿ — íàèáîëåå ïðîñòîé, ýô-
ôåêòèâíûé è âîñïðîèçâîäèìûé ìåòîä ââåäå-
íèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè. Îäíàêî äî íåäàâíå-
ãî âðåìåíè îí èñïîëüçîâàëñÿ â îãðàíè÷åííîì
÷èñëå ëàáîðàòîðèé â ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì ñå-
ðèéíûõ ïðèáîðîâ — ýëåêòðîïîðàòîðîâ. Ïîÿâ-
ëåíèå è ñîâåðøåíñòâîâàíèå òàêèõ ïðèáîðîâ
ïðèâåëî ê øèðîêîìó ïðèìåíåíèþ äàííîãî ìå-
òîäà â ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ñàìûõ ðàçíûõ
òèïîâ êëåòîê.

Ðàçðàáîòêà ïðîñòûõ, ýôôåêòèâíûõ è âîñïðî-
èçâîäèìûõ ìåòîäîâ ââåäåíèÿ ýêçîãåííûõ ìîëå-
êóë ÄÍÊ â íàòèâíîé ôîðìå â ïåðìèññèâíûå
êëåòêè ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì óñïåø-
íîãî ðàçâèòèÿ ðàáîò ïî êëîíèðîâàíèþ ÷óæåðîä-
íîé ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè â êëåòêàõ ëþáî-
ãî òèïà. Ïîýòîìó äàííîìó íàïðàâëåíèþ èññëå-
äîâàíèé óäåëÿåòñÿ ïðèñòàëüíîå âíèìàíèå è îíî
ïîñòîÿííî ðàçâèâàåòñÿ.

1.6. ÌÅÒÎÄÛ ÎÒÁÎÐÀ ÃÈÁÐÈÄÍÛÕ ÊËÎÍÎÂ

Ñìåñü ìîëåêóë, ïîëó÷åííûõ ïîñëå âñòðîéêè
â âûáðàííûé ìîëåêóëÿðíûé âåêòîð ôðàãìåíòîâ
ýêçîãåííîé ÄÍÊ, ââîäÿò â êîìïåòåíòíûå êëåòêè.
Åñëè ïðè ýòîì â âåêòîð ñòàòèñòè÷åñêè âñòðàè-
âàþò áîëüøîé íàáîð ðàçíûõ ôðàãìåíòîâ äîíîð-
íîé ÄÍÊ, òî âåðîÿòíîñòü âñòðîéêè êàæäîãî
êîíêðåòíîãî ôðàãìåíòà íåâåëèêà. Â ýòîì ñëó÷àå
íåîáõîäèìî èìåòü ìåòîäû, ïîçâîëÿþùèå â áîëü-
øîì ìíîãîîáðàçèè ïîëó÷àåìûõ ãèáðèäíûõ êëî-

íîâ âûÿâëÿòü íåîáõîäèìûå. Â ñâÿçè ñ ýòèì â ãåí-
íî-èíæåíåðíîì ýêñïåðèìåíòå áîëüøîå çíà÷åíèå
èìåþò ìåòîäû ñêðèíèíãà (îòáîðà) êëîíîâ, ñî-
äåðæàùèõ öåëåâûå ãèáðèäíûå ÄÍÊ.

1.6.1. Ôåíîòèïè÷åñêàÿ ñåëåêöèÿ

Ïåðâè÷íûé îòáîð ãèáðèäíûõ êëîíîâ çíà÷è-
òåëüíî óïðîùàåòñÿ, åñëè â âåêòîðíîé ìîëåêóëå
ïðåäóñìîòðåíà ñïåöèàëüíàÿ ôåíîòèïè÷åñêàÿ
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ñèñòåìà ñåëåêöèè. Ïðè òðàíñôîðìàöèè êëåòîê
÷àùå âñåãî èñïîëüçóþò âåêòîðíûå ìîëåêóëû
ÄÍÊ, íåñóùèå ãåíû óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèî-
òèêàì è àíòèìåòàáîëèòàì. Ïîýòîìó íà ñðåäå
ñ îïðåäåëåííûì àíòèáèîòèêîì èëè àíòèìåòà-
áîëèòîì áóäóò ðàñòè òîëüêî êëåòêè òðàíñôîð-
ìàíòîâ. Îñîáåííî õîðîøî äàííàÿ ñèñòåìà ñå-
ëåêöèè îòðàáîòàíà äëÿ áàêòåðèé, òàê êàê ïîëó-
÷åíû âåêòîðíûå ïëàçìèäû, äåòåðìèíèðóþùèå
óñòîé÷èâîñòü òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ñðà-
çó ê íåñêîëüêèì àíòèáèîòèêàì. Åñëè âåêòîðíàÿ
ïëàçìèäà îïðåäåëÿåò óñòîé÷èâîñòü ê äâóì àí-
òèáèîòèêàì è ïðè âñòðîéêå â íåå ýêçîãåííîãî
ôðàãìåíòà ÄÍÊ íàðóøàåòñÿ îäíà èç ãåíåòè÷å-
ñêèõ äåòåðìèíàíò óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòè-
êàì, òî êëîíû êëåòîê, ñîäåðæàùèõ òàêèå ãèá-
ðèäíûå ÄÍÊ, ëåãêî îòëè÷èòü îò òðàíñôîðìàí-
òîâ, âêëþ÷àþùèõ èñõîäíûé âåêòîð, íà ñðåäàõ
ñ êàæäûì àíòèáèîòèêîì â îòäåëüíîñòè.

Íàïðèìåð, åñëè âåêòîðíàÿ ïëàçìèäà äåòåð-
ìèíèðóåò óñòîé÷èâîñòü îäíîâðåìåííî ê òåòðà-
öèêëèíó è àìïèöèëëèíó (TcrApr) è ïðè âñòðîéêå
â íåå ÷óæåðîäíîãî ôðàãìåíòà íàðóøàåòñÿ ãåí
óñòîé÷èâîñòè ê àìïèöèëëèíó, òî ãèáðèäíàÿ
ïëàçìèäà áóäåò îáóñëîâëèâàòü ôåíîòèï êëåòêè-
õîçÿèíà TcrAps, ò. å. óñòîé÷èâîñòü ê òåòðàöèê-
ëèíó è ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê àìïèöèëëèíó. Ïëàç-
ìèäû ïîñëå âñòðîéêè â íèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
ââîäÿò â êëåòêè, êóëüòóðó âûñåâàþò íà ÷àøêè ñ
àãàðèçîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäîé, â êîòîðóþ
äîáàâëåí òåòðàöèêëèí. Ïðè ýòîì âûðàñòàþò
êîëîíèè êëåòîê, ñîäåðæàùèõ èëè èñõîäíóþ
âåêòîðíóþ ïëàçìèäó, èëè ãèáðèäíûå ïëàçìèäû.
Çàòåì êîëîíèè ïåðåïå÷àòûâàþò íà ÷àøêè ñ
àìïèöèëëèíîì è ÷àøêè ñ òåòðàöèêëèíîì. Òå
êîëîíèè, êîòîðûå ïîñëå ïåðåïå÷àòêè áóäóò ðàñòè
íà ñðåäå ñ òåòðàöèêëèíîì è íå äàäóò ðîñòà íà
ñðåäå ñ àìïèöèëëèíîì, ñîäåðæàò ãèáðèäíûå
ïëàçìèäû. Ïðîñòîòà ìàíèïóëÿöèé îáóñëîâèëà
øèðîêîå èñïîëüçîâàíèå äàííîãî òèïà âåêòîðîâ
äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ñàìûõ ðàçëè÷íûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ. Îäíàêî òàêèå ïëàçìèäû íå ïîçâîëÿþò
îñóùåñòâëÿòü ïðÿìîé îòáîð ãèáðèäíûõ
êëîíîâ — ñðàçó ïîñëå âûñåâà òðàíñôîðìàíòîâ
íà ñåëåêòèâíóþ ñðåäó è ïîÿâëåíèÿ êîëîíèé.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîëó÷åí ðÿä âåêòîðíûõ
ïëàçìèä, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ïðÿìîé ñåëåê-
öèè òðàíñôîðìàíòîâ, ñîäåðæàùèõ ãèáðèäíûå
ïëàçìèäû (ñì. 2.2.8). Òàêèå âåêòîðû îáû÷íî
èìåþò ãåíû, ïîòåíöèàëüíî ëåòàëüíûå äëÿ
÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê-ðåöèïèåíòîâ, è ìîãóò
òðàíñôîðìèðîâàòü ýòè êëåòêè òîëüêî ïîñëå
èíàêòèâàöèè äàííûõ ãåíîâ âñòðàèâàíèåì â íèõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

Âíåäðåíèå ýêçîãåííûõ ôðàãìåíòîâ â ñîñòàâ
ÄÍÊ âèðóñîâ îáû÷íî ïðèâîäèò ê ïîâðåæäåíèþ
îïðåäåëåííûõ âèðóñíûõ ãåíîâ, à ÷àñòî (â ñèëó

îãðàíè÷åíèé, íàëàãàåìûõ íà ðàçìåð âèðóñíîãî
ãåíîìà) âîçìîæíî ëèøü ïðè âûùåïëåíèè ñåã-
ìåíòà âèðóñíîé ÄÍÊ. Ïîýòîìó ãèáðèäíûå âèðó-
ñû, êàê ïðàâèëî, ÿâëÿþòñÿ ìóòàíòíûìè. Îáû÷íî
èñïîëüçóþò òàêèå âàðèàíòû êëîíèðîâàíèÿ, ïðè
êîòîðûõ ôîðìèðóåìûé ìóòàíòíûé âèðóñ æèç-
íåñïîñîáåí (â ïðîòèâíîì ñëó÷àå ïðèõîäèòñÿ
èñïîëüçîâàòü âèðóñ-ïîìîùíèê, ÷òî óñëîæíÿåò
ðàáîòó). Ìóòàíòíûå âèðóñû ÷àñòî óäàåòñÿ îòëè-
÷èòü îò èñõîäíîãî âåêòîðíîãî, è ýòî ïîçâîëÿåò
äîñòàòî÷íî ïðîñòî âûÿâëÿòü ãèáðèäíûå âèðóñû
(ñì. 2.2.2).

1.6.2. Ãèáðèäèçàöèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò
in situ

Îñíîâíîé íåäîñòàòîê ìåòîäîâ ôåíîòèïè÷å-
ñêîãî âûÿâëåíèÿ ãèáðèäíûõ êëîíîâ ïëàçìèä
è âèðóñîâ çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ñ èõ ïîìîùüþ
íå óäàåòñÿ îòîáðàòü ãèáðèäû, ñîäåðæàùèå ñïå-
öèôè÷åñêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ. Ïîñëåä-
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Ðèñ. 1.20. Ñõåìà ìåòîäà ãèáðèäèçàöèè
íóêëåèíîâûõ êèñëîò in situ:

1 — ìàòðè÷íàÿ ÷àøêà; 2 — íèòðîöåëëþëîçíûé ôèëüòð;
3 — ÷àøêà ñ àãàðèçîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäîé;

4 — ðåíòãåíîâñêàÿ ïëåíêà; 5 — îòîáðàííûå êëîíû



íèå ìîæíî ëåãêî âûÿâèòü ìåòîäàìè ãèáðèäè-
çàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò in situ â êîëîíèÿõ
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê èëè â áëÿøêàõ âè-
ðóñîâ. Ýòè ïðîöåäóðû íà÷èíàÿ ñ 1975 ã. èíòåí-
ñèâíî ñîâåðøåíñòâîâàëèñü, è â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ îíè äîñòàòî÷íî ïðîñòû è àêòèâíî èñïîëüçó-
þòñÿ â ðàáîòàõ ïî êëîíèðîâàíèþ ãåíîâ.

Äëÿ ïðèìåðà ðàññìîòðèì ñõåìó ãèáðèäèçà-
öèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò â êîëîíèÿõ Escheri-
chia coli (ðèñ. 1.20). Êîëîíèè áàêòåðèé, âûðîñ-
øèå ïîñëå òðàíñôîðìàöèè èõ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ,
ïåðåïå÷àòûâàþò íà íèòðîöåëëþëîçíûé ôèëüòð,
êîòîðûé ïîìåùàþò â ÷àøêó íà àãàðèçîâàííóþ
ïèòàòåëüíóþ ñðåäó è èíêóáèðóþò äî ïîÿâëåíèÿ
íà íåì êîëîíèé êëåòîê. Ðàñïîëîæåíèå êîëîíèé
íà ôèëüòðå ñîîòâåòñòâóåò èõ ðàñïîëîæåíèþ íà
ìàòðè÷íûõ ÷àøêàõ. Êëåòêè â êîëîíèÿõ íà ôèëüò-
ðå ëèçèðóþò â óñëîâèÿõ, âûçûâàþùèõ äåíàòó-
ðàöèþ ÄÍÊ. Çàòåì íà îáðàáîòàííûõ ôèëüòðàõ
ïðîâîäÿò ãèáðèäèçàöèþ àäñîðáèðîâàâøåéñÿ
ÄÍÊ èññëåäóåìûõ êëîíîâ ñ ðàäèîàêòèâíî âû-
ñîêîìå÷åííûì ïðåïàðàòîì öåëåâîé ÄÍÊ (èëè
ÐÍÊ) â óñëîâèÿõ, áëàãîïðèÿòíûõ äëÿ îáðàçîâà-
íèÿ êîìïëåìåíòàðíûõ êîìïëåêñîâ. Êëîíû, â êî-
òîðûõ ïðîèçîøëà ãèáðèäèçàöèÿ íóêëåèíîâûõ
êèñëîò, îáíàðóæèâàþòñÿ ðàäèîàâòîãðàôè÷åñêè.
Ñîîòâåòñòâóþùèå áàêòåðèàëüíûå êëîíû ñ ìàò-
ðè÷íûõ ÷àøåê ïåðåíîñÿò â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó
è íàðàùèâàþò. ×àñòü âûðîñøåé êóëüòóðû êàæ-
äîãî êëîíà ïîìåùàþò íà õðàíåíèå â ãëèöåðèíå
ïðè òåìïåðàòóðå –70 °Ñ, à èç îñòàëüíîé ÷àñòè
âûäåëÿþò ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ è ïîäâåðãàþò åå
íåîáõîäèìîìó àíàëèçó.

1.6.3. Ôóíêöèîíàëüíàÿ êîìïëåìåíòàöèÿ

Áîëüøîé èíòåðåñ äëÿ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè ïðåäñòàâëÿåò äîñòèæåíèå ïðàâèëüíîé ýêñï-
ðåññèè êëîíèðîâàííîé ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìà-
öèè â êëåòêàõ-ðåöèïèåíòàõ. Ýêñïðåññèþ ëåãêî
âûÿâèòü, åñëè êëîíèðóåìûé ãåí ïðè ïðàâèëü-
íîé òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè îáåñïå÷èâàåò
ôóíêöèîíàëüíóþ êîìïëåìåíòàöèþ ìóòàöèé ãå-
íîìà êëåòêè. Â ýòîì ñëó÷àå íóæíûé ãèáðèä ìî-
æåò áûòü îáíàðóæåí ïðîñòûì îòáîðîì òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëîíîâ íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå.
Íàïðèìåð, â îäíîé èç ïåðâûõ ðàáîò òàêîãî òèïà,
âûïîëíåííîé â 1976 ã. â ëàáîðàòîðèè Ð. Äýâèñà,
âûÿñíèëîñü, ÷òî ãèáðèäíàÿ ÄÍÊ, ïîëó÷åííàÿ
ïðè âñòðîéêå îïðåäåëåííûõ ôðàãìåíòîâ õðîìî-
ñîìíîé ÄÍÊ äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ â ÄÍÊ
âåêòîðíîãî ôàãà �, êîìïëåìåíòèðóåò ìóòàöèþ
E. coli hisB. Êëîíû, ñîäåðæàùèå òàêèå ãèáðèäû,
îòáèðàëè ïî ñïîñîáíîñòè êëåòîê ðàñòè íà ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå áåç ãèñòèäèíà. Â äàëüíåéøåì äàí-
íûé ïîäõîä íåîäíîêðàòíî èñïîëüçîâàëñÿ ïðè
ïîïûòêå êëîíèðîâàòü ÷óæåðîäíûå ãåíû.

1.6.4. Ðàäèîèììóíîàíàëèç áåëêîâ in situ

Îäíèì èç ïðèîðèòåòíûõ íàïðàâëåíèé ãåí-
íî-èíæåíåðíûõ èññëåäîâàíèé ÿâëÿåòñÿ äîñòè-
æåíèå ïðàâèëüíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ âûñøèõ
ýóêàðèîò è èõ âèðóñîâ â áàêòåðèàëüíûõ êëåò-
êàõ. Îäíàêî â äàííûõ ñëó÷àÿõ ýêñïðåññèþ ìíî-
ãèõ êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ óæå íåëüçÿ âûÿâèòü
ïî ôóíêöèîíàëüíîé êîìïëåìåíòàöèè â ñèëó íå-
êîòîðûõ ïðèíöèïèàëüíûõ ðàçëè÷èé â îðãàíèçà-
öèè ïðîêàðèîòè÷åñêèõ è ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëå-
òîê. Íåñîìíåííî, òàêîé ïîäõîä íåïðèìåíèì
è ïðè êëîíèðîâàíèè áîëüøèíñòâà âèðóñíûõ ãå-
íîâ. Ïîýòîìó â äàííîé ñèòóàöèè äëÿ ïîèñêà òðå-
áóåìûõ êëîíîâ ãèáðèäîâ ìîæíî èñïîëüçîâàòü
ìåòîä ðàäèîèììóíîàíàëèçà áåëêîâ in situ, ïåð-
âûå âàðèàíòû êîòîðîãî áûëè îïèñàíû â 1978 ã.
Â îñíîâó ìåòîäà (ðèñ. 1.21) ïîëîæåíà ñïîñîá-
íîñòü ìîëåêóë èììóíîãëîáóëèíîâ ñâÿçûâàòüñÿ
ñ ïîëèñòèðîëîì èëè ïîëèâèíèëîì. Êðîìå òîãî,
ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî èññëåäóåìûé áåëîê èìååò
íå ìåíåå äâóõ àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò è ìîæåò
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Ðèñ. 1.21. Ñõåìà ìåòîäà ðàäèîèììóíîàíàëèçà
áåëêîâ in situ:

1 — ìàòðè÷íàÿ ÷àøêà; 2 — êîëîíèÿ êëåòîê; 3 — àãàðèçî-
âàííàÿ ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà; 4 — ïëàñòèêîâûé äèñê ñ àäñîð-
áèðîâàííûìè ñïåöèôè÷íûìè àíòèòåëàìè; 5 — àíòèòåëà;

6 — àíòèãåí; 7 — 125I-ìå÷åííûå àíòèòåëà; 8 — îòîáðàí-
íûå êëîíû; 9 — ðåíòãåíîâñêàÿ ïëåíêà



ñâÿçûâàòü ïî êðàéíåé ìåðå äâå ðàçíûå ìîëåêó-
ëû èììóíîãëîáóëèíîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â ïðå-
ïàðàòå ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ïîëó÷åííûõ
íà öåëåâîé áåëîê.

Êîëîíèè òðàíñôîðìàíòîâ ïåðåïå÷àòûâàþò
èäåíòè÷íûì îáðàçîì íà äâå ÷àøêè ñ àãàðèçî-
âàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäîé è ÷àøêè èíêóáè-
ðóþò äî ïîëó÷åíèÿ êîëîíèé íåîáõîäèìîãî ðàç-
ìåðà. Çàòåì íà îäíîé èç ÷àøåê ëèçèðóþò áàêòå-
ðèàëüíûå êëåòêè è ïðèæèìàþò ê ïîâåðõíîñòè
ñðåäû ïîëèâèíèëîâûé äèñê ñ àäñîðáèðîâàííû-

ìè íà íåì ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè. Ïðè
ýòîì íà äèñêå ïðîèñõîäèò èììóíîñîðáöèÿ àí-
òèãåíà. Ïîñëå ïðîìûâàíèÿ äèñêà íà íåãî íàíî-
ñÿò 125I-ìå÷åííûå àíòèòåëà (ïðåïàðàò ïîëèêëî-
íàëüíûõ èììóíîãëîáóëèíîâ) ê áåëêó èñêîìîãî
ãåíà. Êîëîíèè, â êîòîðûõ îáðàçîâàëñÿ êîìïëåêñ
àíòèãåí–àíòèòåëî, âûÿâëÿþò ðàäèîàâòîãðàôè-
÷åñêè. Èç ñîîòâåòñòâóþùèõ êîëîíèé ñ ìàòðè÷-
íûõ ÷àøåê áàêòåðèè ïåðåñåâàþò íà ïèòàòåëü-
íûå ñðåäû è ïðîâîäÿò àíàëèç ñîäåðæàùèõñÿ
â íèõ ãèáðèäíûõ ïëàçìèä.

1.7. ÐÀÑØÈÔÐÎÂÊÀ ÍÓÊËÅÎÒÈÄÍÎÉ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ

ÔÐÀÃÌÅÍÒÎÂ ÄÍÊ

Áóðíîìó ðàçâèòèþ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè
â íåìàëîé ñòåïåíè ñïîñîáñòâîâàëà ðàçðàáîòêà
âûñîêîýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ ðàñøèôðîâêè
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ. Â ñâîþ î÷åðåäü îäíîé èç ïðè÷èí ïîÿâëå-
íèÿ ýòèõ ìåòîäîâ ñòàëà âîçìîæíîñòü êëîíèðî-
âàòü â ñîñòàâå âåêòîðîâ öåëåâûå ôðàãìåíòû
ÄÍÊ è íàðàáàòûâàòü èõ â èíäèâèäóàëüíîì ñî-
ñòîÿíèè è â òðåáóåìûõ êîëè÷åñòâàõ. Ðàñøèô-
ðîâêó íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóê-
ëåèíîâûõ êèñëîò â îòå÷åñòâåííîé ëèòåðàòóðå
ïðèíÿòî íàçûâàòü ñåêâåíèðîâàíèåì (îò àíãë.
sequencing — îïðåäåëåíèå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè).

Âûñîêîýôôåêòèâíûå ìåòîäû ñåêâåíèðîâà-
íèÿ ÄÍÊ âîçíèêëè â ðåçóëüòàòå îáúåäèíåíèÿ
ðÿäà ìåòîäè÷åñêèõ äîñòèæåíèé. Ðåøàþùóþ
ðîëü ïðè ýòîì ñûãðàëà ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ
ýëåêòðîôîðåçà, ïîçâîëÿþùèõ ñ âûñîêîé òî÷-
íîñòüþ ðàçäåëèòü îëèãîìåðû, îòëè÷àþùèåñÿ
äðóã îò äðóãà ïî äëèíå òîëüêî íà 1 íóêëåîòèä.
Âàæíîå çíà÷åíèå òàêæå èìåëè ìåòîäû ñïåöè-
ôè÷åñêîé õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè àçîòèñòûõ
îñíîâàíèé â ñîñòàâå ìîëåêóë ÄÍÊ è ïîñëåäóþ-
ùåãî èõ âûùåïëåíèÿ, ñïîñîáû ðàäèîàêòèâíîãî
ìå÷åíèÿ êîíöåâûõ íóêëåîòèäîâ öåïåé ÄÍÊ
èçîòîïàìè 32P èëè 33P, êîïèðîâàíèÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ïîëèìåðàç
è íåêîòîðûå äðóãèå.

1.7.1. «Ïëþñ-ìèíóñ»-ìåòîä

Ïåðâûé ìåòîä ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ, ïðåä-
ëîæåííûé Ô. Ñýíãåðîì è À. Êîóëñîíîì â 1975 ã.,
îñíîâàí íà ôåðìåíòàòèâíûõ ðåàêöèÿõ è íîñèò
íàçâàíèå «ïëþñ-ìèíóñ»-ìåòîä. Äàííûé ïîäõîä
ïðåäïîëàãàåò âûäåëåíèå îäíîöåïî÷å÷íîãî ôðàã-
ìåíòà ÄÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùåãî èññëåäóåìîìó
ó÷àñòêó ãåíîìà. Ýòîò ôðàãìåíò èñïîëüçóþò çà-
òåì â ðåàêöèè ïîëèìåðàçíîãî êîïèðîâàíèÿ â êà-
÷åñòâå ìàòðèöû, à â êà÷åñòâå ïðàéìåðà — ñèí-

òåòè÷åñêèå îëèãîíóêëåîòèäû èëè ïðèðîäíûå
ñóáôðàãìåíòû, ïîëó÷àåìûå ïîñëå ãèäðîëèçà
îïðåäåëåííûìè ðåñòðèêòàçàìè.

Íà ïåðâîì ýòàïå îñóùåñòâëÿþò ðåàêöèþ ïî-
ëèìåðèçàöèè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I
E. coli (PolI) è âñåõ ÷åòûðåõ òèïîâ äåçîêñèíóê-
ëåîçèäòðèôîñôàòîâ (dNTP), îäèí èç êîòîðûõ
ðàäèîàêòèâíî ìå÷åí ïî �-ïîëîæåíèþ ôîñôàòà
(ñì. ðèñ. 1.3). Ñèíòåç âåäóò â îãðàíè÷åííûõ
óñëîâèÿõ, ñ òåì ÷òîáû ïîëó÷èòü íàáîð ïðîäóê-
òîâ íåïîëíîãî êîïèðîâàíèÿ èçó÷àåìîãî îäíîöå-
ïî÷å÷íîãî ôðàãìåíòà (ðèñ. 1.22, à). Çàòåì ïîëè-
ìåðíûé ìàòåðèàë îòäåëÿþò îò íóêëåîòèäîâ,
ñìåñü äåëÿò íà âîñåìü ÷àñòåé è ïðîâîäÿò äîïîë-
íèòåëüíûå ïîëèìåðàçíûå ðåàêöèè ëèáî â îò-
ñóòñòâèå îäíîãî èç íóêëåîòèäîâ ïðè íàëè÷èè
îñòàëüíûõ òðåõ («ìèíóñ»-ñèñòåìà), ëèáî â ïðè-
ñóòñòâèè òîëüêî îäíîãî («ïëþñ»-ñèñòåìà).
Â ïðèñóòñòâèè òðåõ òèïîâ dNTP («ìèíóñ»-ñèñ-
òåìà) ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà áóäåò äîñòðàèâàòü âñå
íîâîñèíòåçèðîâàííûå êîìïëåìåíòàðíûå ìàò-
ðèöå öåïè äî ïîëîæåíèÿ áëèæàéøåãî íóêëåîòè-
äà, êîòîðûé îòñóòñòâóåò â ðåàêöèîííîé ñìåñè,
è â ýòîì ìåñòå ñèíòåç áóäåò ïðåêðàùàòüñÿ. Òà-
êèì îáðàçîì, â äàííîì ñëó÷àå òåðìèíàöèÿ ðåàê-
öèè ïîëèìåðèçàöèè ïðîèñõîäèò âî âñåõ òî÷êàõ
êîïèðóåìûõ öåïåé ï å ð å ä îòñóòñòâóþùèì
â ñìåñè íóêëåîòèäîì (ñì. ðèñ. 1.22, á).

Â «ïëþñ»-ñèñòåìå ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà ïðîÿâ-
ëÿåò äâà òèïà àêòèâíîñòåé:
• 5�–3�-ïîëèìåðàçíóþ, åñëè äîáàâëåííûé

â ðåàêöèîííóþ ñìåñü åäèíñòâåííûé dNTP
ðàñïîëîæåí â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñðàçó
çà 3�-êîíöîì íîâîñèíòåçèðîâàííîé öåïè
ÄÍÊ;

• 3�–5�-ýêçîíóêëåàçíóþ, ïðè ýòîì ôåðìåíò
äåãðàäèðóåò íîâîñèíòåçèðîâàííûå öåïè
ñ 3�-êîíöà äî òîãî ìåñòà, ãäå íàõîäèòñÿ ïðè-
ñóòñòâóþùèé â ñèñòåìå dNTP. Â ýòîé òî÷êå
äåãðàäàöèÿ öåïè îñòàíàâëèâàåòñÿ, è ÄÍÊ-
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ïîëèìåðàçà íà÷èíàåò îáìåíèâàòü 3�-êîíöå-
âîé íóêëåîòèä íà ïðèñóòñòâóþùèé â ñìåñè.
Êàê âèäèì, â «ïëþñ»-ñèñòåìå òåðìèíàöèÿ

ðåàêöèè ïðîèñõîäèò íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ï î ñ ë å íóêëåîòèäà äàííîãî òèïà
(ñì. ðèñ. 1.22, á).

Ïîëó÷åííûå îïèñàííûì ñïîñîáîì 8 îáðàç-
öîâ îäíîâðåìåííî ïîäâåðãàþò ýëåêòðîôîðåòè-
÷åñêîìó ðàçäåëåíèþ âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ, ãåëü
ðàäèîàâòîãðàôèðóþò è ñ ðàäèîàâòîãðàôà ÷èòà-
þò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ (ñì.

ðèñ. 1.22, â). Èñõîäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîì-
ïëåìåíòàðíà ÷èòàåìîé ñ ðàäèîàâòîãðàôà.

1.7.2. Ìåòîä Ñýíãåðà

Ñóùåñòâåííûì íåäîñòàòêîì «ïëþñ-ìè-
íóñ»-ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïîëó÷èòü ñòðîãî
ñòàòèñòè÷åñêèé íàáîð ïðîäóêòîâ îãðàíè÷åííî-
ãî êîïèðîâàíèÿ íà ïåðâîé ñòàäèè î÷åíü òðóäíî.
Ïîýòîìó äàííûé ïîäõîä â 1977 ã. ñìåíèëñÿ äðó-
ãèì, ðàçðàáîòàííûì â òîé æå ëàáîðàòîðèè, âîç-
ãëàâëÿåìîé Ô. Ñýíãåðîì. Ïåðâîíà÷àëüíî îí ïî-
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Ðèñ. 1.22. Ñõåìà «ïëþñ-ìèíóñ»-ìåòîäà ñåêâåíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ



ëó÷èë íàçâàíèå ìåòîäà òåðìèíèðóþùèõ àíàëî-
ãîâ òðèôîñôàòîâ (ìåòîä äèäåçîêñèíóêëåîçèä-
òðèôîñôàòîâ), à â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàçûâàåòñÿ
äèäåçîêñè-ìåòîäîì Ñýíãåðà. Êàê è â ñëó÷àå
«ïëþñ-ìèíóñ»-ìåòîäà, â åãî îñíîâó ïîëîæåíî
ôåðìåíòàòèâíîå êîïèðîâàíèå ïðè ïîìîùè PolI
èñõîäíîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî ñåãìåíòà ÄÍÊ
ñ òî÷êè, çàäàâàåìîé ïîëîæåíèåì 3�-êîíöà ïðàé-
ìåðà. Ñïåöèôè÷åñêàÿ òåðìèíàöèÿ ñèíòåçà íî-
âûõ öåïåé ÄÍÊ îáåñïå÷èâàåòñÿ äîáàâëåíèåì
â ðåàêöèîííóþ ñìåñü êðîìå ÷åòûðåõ òèïîâ
dNTP (îäèí èç êîòîðûõ ìå÷åí 32P ïî �-ïîëîæå-
íèþ) ñèíòåòè÷åñêîãî àíàëîãà íóêëåîòèäà —

2�,3�-äèäåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñôàòà (ddNTP).
PolI ñïîñîáíà âêëþ÷àòü ýòîò àíàëîã â ðàñòóùóþ

öåïü ÄÍÊ, îäíàêî, êàê òîëüêî âêëþ÷åíèå ddNTP
ïðîèçîøëî, äàëüíåéøåå íàðàùèâàíèå öåïè ïðå-
êðàùàåòñÿ ââèäó îòñóòñòâèÿ â ddNTP 3�-OH-
ãðóïïû (ðèñ. 1.23, à).

Îòíîøåíèå êîíöåíòðàöèé dNTP/ddNTP ïîä-
áèðàåòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíî òàêèì îáðàçîì, ÷òî-
áû òåðìèíàöèÿ ðåàêöèè ïîëèìåðèçàöèè ïðîèñ-
õîäèëà âäîëü êîïèðóåìîé öåïè ÄÍÊ â ñðåäíåì
íà êàæäîì ìåñòå ðàñïîëîæåíèÿ íóêëåîòèäà,
êîìïëåìåíòàðíîãî èñïîëüçîâàííîìó ddNTP.
Îáðàçöû ÷åòûðåõ ðåàêöèîííûõ ñìåñåé, ñîäåð-
æàùèõ ïî îäíîìó èç òèïîâ ddNTP, íàíîñÿò â ñî-
ñåäíèå ÿ÷åéêè äåíàòóðèðóþùåãî ïîëèàêðèë-
àìèäíîãî ãåëÿ (ÏÀÀÃ) äëÿ ôðàêöèîíèðîâàíèÿ
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Ðèñ. 1.23. Ñõåìà ìåòîäà ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ ïî Ñýíãåðó



è ïîñëå ðàäèîàâòîãðàôèè ãåëÿ ÷èòàþò ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ñ ðàäèîàâòîãðàôà (ñì. ðèñ. 1.23, á).

Ìåòîä Ñýíãåðà çíà÷èòåëüíî óïðîñòèëñÿ è
ïîëó÷èë øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ïîñëå ïîÿâ-
ëåíèÿ âåêòîðíîé ñèñòåìû íà îñíîâå íèòåâèäíî-
ãî ôàãà M13 (ñì. 2.2.6). Ôàã M13 ñîäåðæèò â ñî-
ñòàâå âèðèîíîâ îäíîöåïî÷å÷íóþ êîëüöåâóþ ìî-
ëåêóëó ÄÍÊ. Ïðè ðåïëèêàöèè â èíôèöèðîâàí-
íûõ êëåòêàõ E. coli ìîëåêóëà ÄÍÊ ôàãà M13 ïðî-
õîäèò ÷åðåç ñòàäèþ îáðàçîâàíèÿ äâóõöåïî÷å÷-
íîé ðåïëèêàòèâíîé ôîðìû, êîòîðóþ ìîæíî ëåã-
êî âûäåëèòü è âñòðîèòü â íåå ÷óæåðîäíûå ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ. Ãèáðèäíûå ôàãè â ñîñòàâå ñâîèõ
âèðèîíîâ áóäóò ñîäåðæàòü îäíîöåïî÷å÷íóþ êî-
ëüöåâóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ, â êîòîðîé â ñòðîãî
îïðåäåëåííîì ìåñòå íàõîäèòñÿ îäíà èç öåïåé
âñòðîåííîãî ôðàãìåíòà.

Äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ äèäåçîêñè-ìåòîäîì
Ñýíãåðà ëþáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, êëî-
íèðîâàííîé â ñîñòàâå ãåíîìà âåêòîðíîãî ôàãà
M13, ìîæíî èñïîëüçîâàòü îäèí è òîò æå (óíèâåð-
ñàëüíûé) ñèíòåòè÷åñêèé îëèãîíóêëåîòèäíûé
ïðàéìåð, êîìïëåìåíòàðíûé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÄÍÊ ôàãà, ïðèëåãàþùåé ê ó÷àñòêó âñòðîéêè ÷ó-
æåðîäíûõ ôðàãìåíòîâ. Ïðè ýòîì íåò íåîáõîäè-
ìîñòè ïîëó÷àòü ñïåöèôè÷åñêèå ïðàéìåðû äëÿ
ñåêâåíèðîâàíèÿ êàæäîãî èíäèâèäóàëüíîãî ôðàã-
ìåíòà. Ýòîò îñòðîóìíûé ïðèåì ïîçâîëèë ìíîãî-
êðàòíî ïîâûñèòü ñêîðîñòü ñåêâåíèðîâàíèÿ. Êàê
ïðàâèëî, ýòèì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì óíè-
âåðñàëüíîãî ïðàéìåðà óäàåòñÿ ñåêâåíèðîâàòü
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàçìåðîì 250–400 íóêëåî-
òèäîâ.

1.7.3. Ìåòîä Ìàêñàìà–Ãèëáåðòà

Íàðÿäó ñ ôåðìåíòàòèâíûì äèäåçîêñè-ìåòî-
äîì øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ïîëó÷èë ìåòîä
ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ, ðàçðàáîòàííûé À. Ìàê-
ñàìîì è Â. Ãèëáåðòîì â 1976 ã. Ìåòîä ïðèìå-
íèì ê îäíî- èëè äâóõöåïî÷å÷íûì ôðàãìåíòàì
ÄÍÊ. Èçó÷àåìûé ïîëèíóêëåîòèä ïîäâåðãàþò
ñïåöèôè÷åñêîé õèìè÷åñêîé ôðàãìåíòàöèè. Äëÿ
òîãî ÷òîáû èìåòü òî÷êó îòñ÷åòà, ôðàãìåíò ÄÍÊ
ìåòÿò ðàäèîàêòèâíûì èçîòîïîì 32P ïî 5�- èëè
3�-êîíöó. ×àùå âñåãî ìåòêó âêëþ÷àþò â 5�-êîí-
öû ñ ïîìîùüþ ïîëèíóêëåîòèäêèíàçû ôàãà T4,
êîòîðàÿ â ðåàêöèè îáìåíà ïåðåíîñèò ðàäèîàê-
òèâíûé ôîñôàò ñ [�-32P] ATP íà ÄÍÊ. Ó äâóõ-
öåïî÷å÷íîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ â òàêîé ðåàêöèè
ìåòÿòñÿ îáå àíòèïàðàëëåëüíûå öåïè. Ñóáñòðà-
òû, ìå÷åííûå òîëüêî ïî îäíîìó êîíöó, ïðè ýòîì
ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû èëè ïîñëå äåíàòóðàöèè
è ðàçäåëåíèÿ öåïåé ôðàãìåíòà, èëè ïîñëå ãèä-
ðîëèçà ôðàãìåíòà êàêîé-ëèáî äðóãîé ðåñòðèê-

òàçîé è ïîñëåäóþùåãî ðàçäåëåíèÿ ñóáôðàãìåí-
òîâ ýëåêòðîôîðåçîì (ðèñ. 1.24).

Ïðîöåäóðà ïîäãîòîâêè ìå÷åíûõ ôðàãìåíòîâ
äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ ïî ìåòîäó Ìàêñàìà–Ãèë-
áåðòà áûëà çíà÷èòåëüíî óïðîùåíà Ã. Âîëêàåð-
òîì ñ ñîàâòîðàìè â 1984 ã., à â ïîñëåäóþùåì
è äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè. Äëÿ ýòîãî èñïîëü-
çîâàíû êëîíèðóþùèå âåêòîðû, â êîòîðûå ââå-
äåíû ñèíòåòè÷åñêèå ïîëèëèíêåðû, ñîäåðæàùèå
íà îäíîì êðàþ ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç,
êîòîðûå ïðè ãèäðîëèçå ÄÍÊ ôîðìèðóþò îäíî-
öåïî÷å÷íûå ëèïêèå êîíöû èç íå÷åòíîãî ÷èñëà
íóêëåîòèäîâ (ðèñ. 1.25). Îáðàçóåìûå äàííûìè
ðåñòðèêòàçàìè ëèïêèå êîíöû ðàçëè÷àþòñÿ ìåæ-
äó ñîáîé ïî îïðåäåëåííîìó íóêëåîòèäó. Èñ-
ïîëüçóÿ ôðàãìåíò Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I
E. coli è îïðåäåëåííûé íàáîð ðàäèîàêòèâíî ìå-
÷åííûõ è íåìå÷åíûõ äåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñ-
ôàòîâ, óäàåòñÿ èçáèðàòåëüíî ìåòèòü êëîíèðî-
âàííûé ôðàãìåíò ëèøü ïî îäíîìó êîíöó (ñì.
ðèñ. 1.25). Ïîñëå ýòîãî íå òðåáóþòñÿ ïðîöåäóðû
ðàçäåëåíèÿ è âûäåëåíèÿ ñóáôðàãìåíòîâ èëè öå-
ïåé ÄÍÊ, ÷òî çíà÷èòåëüíî óïðîùàåò è óñêîðÿåò
ñåêâåíèðîâàíèå ìåòîäîì õèìè÷åñêîé äåãðà-
äàöèè.

Ïîëó÷åííûé òåì èëè èíûì ñïîñîáîì ïðå-
ïàðàò ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííîãî
ïî îäíîìó êîíöó, äåëÿò íà ïîðöèè è êàæäóþ
ïîäâåðãàþò îïðåäåëåííîé õèìè÷åñêîé ìîäèôè-
êàöèè. Ìîäèôèêàöèþ ïðîâîäÿò ñ òàêèì ðàñ÷å-
òîì, ÷òîáû â ñðåäíåì íà ìîëåêóëó ÄÍÊ ïðèõî-
äèëîñü îäíî ìîäèôèöèðîâàííîå îñíîâàíèå
äàííîãî òèïà. Ïîñêîëüêó ëþáîå îñíîâàíèå îä-
íîãî òèïà íåçàâèñèìî îò ïîëîæåíèÿ íà ìîëåêó-
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Ðèñ. 1.24. Ñõåìà ïîëó÷åíèÿ èç äâóõöåïî÷å÷íîãî
ôðàãìåíòà ÄÍÊ ïðåïàðàòîâ,

ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûõ ïî îäíîìó êîíöó.

×åðíûì êðóæêîì îáîçíà÷åí 32P-ôîñôàò



ëå ÄÍÊ ðàâíîâåðîÿòíî ïîäâåðãàåòñÿ õèìè÷å-
ñêîé ìîäèôèêàöèè, òî â ïðåïàðàòå ÄÍÊ èìåþò-
ñÿ ìîëåêóëû ñ ìîäèôèêàöèåé ïî êàæäîìó ïîëî-
æåíèþ ýòîãî îñíîâàíèÿ.

À. Ìàêñàì è Â. Ãèëáåðò ïðåäëîæèëè ìîäè-
ôèöèðîâàòü ïóðèíîâûå îñíîâàíèÿ äèìåòèë-
ñóëüôàòîì. Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò ìåòèëèðîâà-
íèå àäåíèíîâûõ îñòàòêîâ ïî ïîëîæåíèþ N3,
ãóàíèíîâûõ — ïî N7. Îáðàáîòêà ïðåïàðàòà ìî-
äèôèöèðîâàííîé òàêèì îáðàçîì ÄÍÊ 0,1 Ì
HCl ïðè òåìïåðàòóðå 0 °C ïðèâîäèò ê âûùåï-
ëåíèþ ìåòèëàäåíèíà. Äàëüíåéøàÿ èíêóáàöèÿ
ïðè òåìïåðàòóðå 90 °C â ùåëî÷íîé ñðåäå (0,1 M
NaOH) âûçûâàåò ðàçðûâ ñàõàðî-ôîñôàòíîé öå-
ïè ÄÍÊ â ìåñòàõ âûùåïëåíèÿ îñíîâàíèé
(ðèñ. 1.26, ñì. ñ. 43). Ïîñëå îáðàáîòêè ïè-
ïåðèäèíîì ïðîèñõîäèò ãèäðîëèç öåïè ÄÍÊ ïî
îñòàòêàì ìåòèëãóàíèíà. Ïèðèìèäèíîâûå
îñíîâàíèÿ ìîäèôèöèðóþòñÿ ãèäðàçèíîì. Åñëè
ðåàêöèþ âåñòè â áåññîëåâîé ñðåäå, òî
ìîäèôèöèðóþòñÿ êàê öèòîçèí, òàê è òèìèí;
åñëè æå îáðàáîòêó ïðîâîäèòü â ïðèñóòñòâèè
2 Ì NaCl, òî ìîäèôèöèðóåòñÿ ëèøü öèòîçèí.
Ïîñëå äîáàâëåíèÿ ïèïåðèäèíà öåïè ÄÍÊ
ðàñùåïëÿþòñÿ ïî òî÷êàì ìîäèôèêàöèè. Êàê
âèäèì, ïàðàëëåëüíîå ïðîâåäåíèå ÷åòûðåõ
ðàçëè÷íûõ îáðàáîòîê ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííîãî
ïî êîíöó ôðàãìåíòà ÄÍÊ ïîçâîëÿåò â èòîãå
èìåòü íàáîðû ñóáôðàãìåíòîâ, ïîñëå îä-
íîâðåìåííîãî ðàçäåëåíèÿ êîòîðûõ ïóòåì ýëåêò-
ðîôîðåçà â ñîñåäíèõ äîðîæêàõ ïîëèàêðèëàìèä-
íîãî ãåëÿ è ðàäèîàâòîãðàôèè ãåëÿ íà ðåíòãåíîâ-
ñêîé ïëåíêå ìîæíî ïðî÷èòàòü íóêëåîòèäíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ (ðèñ. 1.27, ñì. ñ. 44).
Â îòëè÷èå îò ìåòîäà Ñýíãåðà çäåñü ÷òåíèå
ðàäèîàâòîãðàôà ÿâëÿåòñÿ ïðÿìûì.

Äëÿ ìîäèôèêàöèè îñíîâàíèé è ðàñùåïëåíèÿ
ïî íèì ìîëåêóë ÄÍÊ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
òàêæå äðóãèå õèìè÷åñêèå ðåàêöèè. Ïîñêîëüêó
äåéñòâèå õèìè÷åñêèõ ðåàãåíòîâ íå çàâèñèò îò
äëèíû ÄÍÊ, îãðàíè÷åíèå íà ðàçìåð ôðàãìåíòà,
êîòîðûé ìîæåò áûòü ñåêâåíèðîâàí çà îäèí ýêñ-
ïåðèìåíò, íàëàãàåòñÿ âîçìîæíîñòÿìè ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ôðàãìåíòîâ. Ïðè
óâåëè÷åíèè äëèíû ïëàñòèíû ãåëÿ è ñèëû òîêà
ìîæíî äîñòèãíóòü áîëüøåé ðàçðåøàþùåé ñïî-
ñîáíîñòè ýëåêòðîôîðåçà ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Çà
îäèí öèêë ìåòîäîì Ìàêñàìà–Ãèëáåðòà îáû÷íî
ïðî÷èòûâàþò íå áîëåå 250–300 íóêëåîòèäîâ, íî
ïðè îòëàæåííûõ ïðîöåäóðàõ ìîæíî îäíîìî-
ìåíòíî îïðåäåëèòü äî 500 è áîëåå íóêëåîòèäîâ.
Ïðè ñåêâåíèðîâàíèè ïðîòÿæåííûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ èõ ãèäðîëèçóþò ðàçëè÷íûìè ðåñòðèêòà-
çàìè è ðàñøèôðîâûâàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
íóêëåîòèäîâ ïåðåêðûâàþùèõñÿ ñóáôðàãìåíòîâ
(ðèñ. 1.28, ñì. ñ. 45). Äëÿ ñíèæåíèÿ âåðîÿòíîñòè
îøèáêè îáû÷íî ïðîâîäÿò ñåêâåíèðîâàíèå
îáåèõ âçàèìîêîìïëåìåíòàðíûõ öåïåé ôðàã-
ìåíòà ÄÍÊ.

1.7.4. Ïèðîñåêâåíèðîâàíèå

Íîâàÿ ñòðàòåãèÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ,
îñíîâàííàÿ íà äåòåêöèè â ðåàëüíîì âðåìåíè
ïèðîôîñôàòà, âûñâîáîæäàþùåãîñÿ ïðè ïðèñîå-
äèíåíèè êàæäîãî äåçîêñèíóêëåîòèäòðèôîñôàòà
ê óäëèíÿåìîé ïîëèìåðàçîé öåïè ÄÍÊ, ïîëó÷è-
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Ðèñ. 1.25. Âåêòîðíûå ïëàçìèäû è ñõåìà ðàäèîàêòèâíîãî ìå÷åíèÿ îäíîãî êîíöà
äâóõöåïî÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
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ëà íàçâàíèå ïèðîñåêâåíèðîâàíèå è áûëà ïðåä-
ëîæåíà Ï. Íàéðåíîì ñ ñîàâòîðàìè â 1998 ã.
Â íåé èñïîëüçóåòñÿ êàñêàä ôåðìåíòàòèâíûõ ðå-
àêöèé, ïðèâîäÿùèé ê ïîÿâëåíèþ ñâåòîâîãî ñèã-
íàëà ïðè âêëþ÷åíèè â ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè
êàæäîãî ñëåäóþùåãî íóêëåîòèäà â öåïü, êîìï-
ëåìåíòàðíóþ ÄÍÊ-ìàòðèöå. Òåõíîëîãèÿ ïèðî-
ñåêâåíèðîâàíèÿ èñïîëüçóåò ïðîñòûå õèìè÷å-
ñêèå ðåàêöèè è íàäåæíóþ ñèñòåìó äåòåêöèè, èñê-
ëþ÷àþùóþ íåîáõîäèìîñòü ïðèìåíåíèÿ ãåëü-
ýëåêòðîôîðåçà, ðàäèîàêòèâíî èëè ôëþîðåñöåíò-
íî ìå÷åííûõ íóêëåîòèäîâ.

Ñõåìà ìåòîäà ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ ïðèâå-
äåíà íà ðèñ. 1.29 (ñì. ñ. 46). Ê îäíîöåïî÷å÷íîé
ÄÍÊ, êîòîðóþ ïëàíèðóåòñÿ ñåêâåíèðîâàòü, äî-
áàâëÿþò îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð, êîìïëå-
ìåíòàðíûé îïðåäåëåííîìó ðàéîíó àíàëèçèðóå-
ìîé ÄÍÊ, ÿâëÿþùèéñÿ çàòðàâêîé äëÿ ïîëèìå-
ðàçíîé ðåàêöèè, è ýòó ñìåñü èíêóáèðóþò ñ ôåð-

ìåíòàìè — ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé, ÀÒÐ-ñóëüôóðè-
ëàçîé, ëþöèôåðàçîé è àïèðàçîé, à òàêæå ñ
5�-ôîñôîñóëüôàòîì è ëþöèôåðèíîì. Äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ ïåðâîãî öèêëà êàñêàäà ðåàêöèé ê îïè-
ñàííîé âûøå ñìåñè äîáàâëÿþò îäèí èç ÷åòûðåõ
äåçîêñèíóêëåîòèäòðèôîñôàòîâ (dNTP).
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà êàòàëèçèðóåò âêëþ÷åíèå
dNTP â öåïü ÄÍÊ. Ïðèñîåäèíåíèå dNTP ñîïðî-
âîæäàåòñÿ âûáðîñîì ïèðîôîñôàòà (PPi) â êîëè-
÷åñòâå, ýêâèìîëÿðíîì êîëè÷åñòâó âêëþ÷åííûõ
íóêëåîòèäîâ. ÀÒÐ-ñóëüôóðèëàçà êîëè÷åñòâåííî
ïåðåâîäèò ïèðîôîñôàò â òðèôîñôàò (ÀÒÐ)
â ïðèñóòñòâèè àäåíîçèí-5�-ôîñôîñóëüôàòà
(APS). Ïîä äåéñòâèåì ÀÒÐ ëþöèôåðàçà ïåðåâî-
äèò ëþöèôåðèí â îêñèëþöèôåðèí. Ýòà ðåàêöèÿ
ñîïðîâîæäàåòñÿ âûäåëåíèåì âèäèìîãî ñâåòà,
êîëè÷åñòâî êîòîðîãî ïðîïîðöèîíàëüíî êîëè÷å-
ñòâó ÀÒÐ. Ýòîò ñâåò äåòåêòèðóåòñÿ CCD-êàìå-
ðîé è îòðàæàåòñÿ â âèäå ïèêà íà ïèêòîãðàììå
(ðèñ. 1.30, ñì. ñ. 46). Âûñîòà êàæäîãî ïèêà ïðî-
ïîðöèîíàëüíà êîëè÷åñòâó âêëþ÷åííûõ íóêëåî-
òèäîâ. Èçáûòîê ÀÒÐ è íåâêëþ÷èâøèåñÿ dNTP
ðàñùåïëÿåò àïèðàçà. Óñëîâèÿ ðåàêöèé ïîäîáðà-
íû òàêèì îáðàçîì, ÷òî ñêîðîñòü ñèíòåçà ÀÒÐ ñó-
ëüôóðèëàçîé çíà÷èòåëüíî ïðåâîñõîäèò ñêî-
ðîñòü ãèäðîëèçà ÀÒÐ àïèðàçîé.

Îäèí öèêë êàñêàäà ðåàêöèé, çàâåðøàþùèé-
ñÿ ðåãèñòðàöèåé ñâåòîâîãî ñèãíàëà, ïî âðåìåíè
çàíèìàåò íå áîëåå 2 ñåêóíä. Çàòåì äîáàâëÿåòñÿ
äðóãîé dNTP è ïðîèñõîäèò î÷åðåäíîé öèêë ôåð-
ìåíòàòèâíûõ ðåàêöèé (ñì. ðèñ. 1.29). Àâòîìàòè-
çàöèÿ äàííîãî ïðîöåññà è ïîñëåäîâàòåëüíîå
ââåäåíèå îäíîãî èç ÷åòûðåõ dNTP îáåñïå÷èâà-
ëî áûñòðîå è íàäåæíîå ñåêâåíèðîâàíèå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ ðàçìåðîì 30–40 íóêëåîòè-
äîâ. Ïîýòîìó ïåðâîíà÷àëüíî ïèðîñåêâåíèðîâà-
íèå èñïîëüçîâàëè â îñíîâíîì äëÿ äåòåêöèè ïî-
ëèìîðôèçìà ðàçëè÷íûõ ãåíîâ ïðè àíàëèçå áî-
ëüøîãî ÷èñëà îáðàçöîâ. Ýòîò ìåòîä îêàçàëñÿ íà-
ìíîãî ïðîèçâîäèòåëüíåå è äåøåâëå ñåêâåíèðî-
âàíèÿ ïî Ñýíãåðó.

1.7.5. Àâòîìàòè÷åñêîå ñåêâåíèðîâàíèå
ÄÍÊ ïî ìåòîäó Ñýíãåðà

Íåîáõîäèìîñòü ïîëó÷åíèÿ èíôîðìàöèè
î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ â ÄÍÊ âî
âñåâîçðàñòàþùèõ ìàñøòàáàõ ïîñòàâèëà âîïðîñ
îá àâòîìàòèçàöèè ïðîöåññà ñåêâåíèðîâàíèÿ
ÄÍÊ, ïîñêîëüêó ïðèìåíÿâøèåñÿ äî ýòîãî ðó÷-
íûå ìåòîäû óæå íå ïîçâîëÿëè ñïðàâëÿòüñÿ ñ òà-
êèìè áîëüøèìè îáúåìàìè ðàáîòû.

Ïîä àâòîìàòè÷åñêèì ñåêâåíèðîâàíèåì ÄÍÊ
ïîíèìàåòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü ýëåêòðîôîðåòè-
÷åñêîå ðàçäåëåíèå ìå÷åíûõ ïðîäóêòîâ òåðìèíè-
ðóþùèõ ðåàêöèé (ìåòîä Ñýíãåðà) ñ ïîìîùüþ
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Ðèñ. 1.27. Ñõåìà ìåòîäà ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ
ïî Ìàêñàìó–Ãèëáåðòó
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Ðèñ. 1.28. Ñòðàòåãèÿ ðàñøèôðîâêè ïîëíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ ïëàçìèäû ColE1
ìåòîäîì Ìàêñàìà–Ãèëáåðòà.

Öèôðàìè îáîçíà÷åíû êîîðäèíàòû íà ìîëåêóëå ÄÍÊ â òûñ. ïàð íóêëåîòèäîâ. Âûøå êîîðäèíàòíîé ëèíèè îáîçíà÷åíû
ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû ïëàçìèäû, íàõîäÿùèåñÿ íà äàííîì ñåãìåíòå ÄÍÊ. Íàíåñåíû ìåñòà óçíàâàíèÿ ðÿäà ðåñòðèêòàç,
èñïîëüçóåìûõ ïðè ïîäãîòîâêå ôðàãìåíòîâ äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ. Ðàçíîíàïðàâëåííûìè ïîëóñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû

íåçàâèñèìî ðàñøèôðîâàííûå ó÷àñòêè ðàçíûõ öåïåé ìîëåêóëû ÄÍÊ



ñïåöèàëüíûõ ïðèáîðîâ — àâòîìàòè÷åñêèõ ñåê-
âåíàòîðîâ ÄÍÊ. Àâòîìàòèçàöèè ñ ïîìîùüþ ëà-
áîðàòîðíûõ áèîðîáîòîâ ïîäâåðãàþòñÿ òàêæå
ïðîöåññ íàðàáîòêè ìàòðèö äëÿ èõ ïîñëåäóþùå-
ãî ôåðìåíòàòèâíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ è ïðîâåäå-
íèå ñåêâåíèðóþùèõ ðåàêöèé. Ïåðâûé àâòîìà-
òè÷åñêèé ÄÍÊ-ñåêâåíàòîð áûë ðàçðàáîòàí â
1987 ã. ôèðìîé Applied Biosystems (ÑØÀ).

Äëÿ ìå÷åíèÿ âíîâü ñèíòåçèðóåìûõ öåïåé
ÄÍÊ â óñëîâèÿõ òåðìèíàöèè ïðè àâòîìàòè÷å-
ñêîì ñåêâåíèðîâàíèè èñïîëüçóþò ìîëåêóëó

êàêîãî-ëèáî ôëóîðåñöèðóþùåãî ñîåäèíåíèÿ.
Ê ïîäîáíûì ñîåäèíåíèÿì ïðåäúÿâëÿåòñÿ ðÿä
òðåáîâàíèé. Âî-ïåðâûõ, îíè äîëæíû èìåòü âû-
ñîêèé êâàíòîâûé âûõîä ïðè ôëóîðåñöåíöèè,
îáåñïå÷èâàþùèé â ïðèáîðàõ ðàçíîãî òèïà äå-
òåêöèþ î÷åíü ìàëûõ êîëè÷åñòâ ÄÍÊ. Âî-âòî-
ðûõ, ó ôëóîðîôîðîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ìå÷å-
íèÿ ðàçíûõ àçîòèñòûõ îñíîâàíèé ñ èõ ïîñëå-
äóþùåé äåòåêöèåé â îäíîé äîðîæêå ñåêâåíè-
ðóþùåãî ãåëÿ èëè â îäíîì êàïèëëÿðå, äîëæíû
áûòü íåïåðåêðûâàþùèåñÿ èëè íåçíà÷èòåëüíî
ïåðåêðûâàþùèåñÿ ñïåêòðû ýìèññèè. Â-òðåòü-
èõ, æåëàòåëüíî, ÷òîáû ôëóîðåñöåíòíûå êðàñè-
òåëè, èñïîëüçóåìûå äëÿ ðàçíûõ íóêëåîòèäîâ,
íå ðàçëè÷àëèñü ñóùåñòâåííî ïî ñâîåìó âëèÿ-
íèþ íà ýëåêòðîôîðåòè÷åñêóþ ïîäâèæíîñòü ìå-
÷åííûõ èìè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

Ïðèíöèï àâòîìàòè÷åñêîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ
ÄÍÊ çàêëþ÷àåòñÿ â ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîì ðàç-
äåëåíèè ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ ïðîäóêòîâ
ñïåöèôè÷åñêè òåðìèíèðîâàííûõ ñåêâåíèðóþ-
ùèõ ðåàêöèé è èõ äåòåêöèè â ðåæèìå ðåàëüíîãî
âðåìåíè. Äåòåêöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ â íèæíåé
÷àñòè ãåëÿ, ãäå â ìîìåíò ïðîõîæäåíèÿ ôðàãìåí-
òîâ ÄÍÊ ïðîèñõîäèò âîçáóæäåíèå ìîëåêóë êðà-
ñèòåëÿ ëàçåðíûì ëó÷îì.

Ñóùåñòâóþò ðàçëè÷íûå ñõåìû ïðîâåäåíèÿ
òåðìèíèðóþùèõ ðåàêöèé è ïîñëåäóþùåãî ðàç-
äåëåíèÿ ïðîäóêòîâ â ñåêâåíèðóþùåì ãåëü-
ýëåêòðîôîðåçå. Òàê, äîâîëüíî îáû÷íûì, â òîì
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Ðèñ. 1.29. Ñõåìà ìåòîäà ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ
(ñì. îáúÿñíåíèÿ íà ñ. 44).

Ðèñ. 1.30. Ïðèìåð ãèñòîãðàììû, ïîëó÷àåìîé ïðè ïèðîñåêâåíèðîâàíèè.

Ñâåðõó ïðèâåäåíà ðàñøèôðîâûâàåìàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ



÷èñëå è äëÿ íåàâòîìàòè÷åñêîãî ñåêâåíèðîâà-
íèÿ, ÿâëÿåòñÿ âàðèàíò, êîãäà ïðîâîäÿò 4 òèïà
òåðìèíèðóþùèõ ðåàêöèé è ðàçäåëÿþò ïðîäóê-
òû â ÷åòûðåõ äîðîæêàõ ïëàñòèí÷àòîãî ãåëÿ. Ïðè
äðóãîì âàðèàíòå (4 ðåàêöèè/1 äîðîæêà) òàêæå
ïðîâîäÿò 4 òèïà ðåàêöèé, èñïîëüçóÿ ôëóîðåñ-
öåíòíûå ìåòêè ñ ðàçëè÷íûìè ñïåêòðàìè ýìèñ-
ñèè. Ðàçäåëåíèå â ýòîì ñëó÷àå âîçìîæíî â îä-
íîé äîðîæêå ãåëÿ. Â ðåçóëüòàòå ýêîíîìèòñÿ ãå-
ëåâîå ïðîñòðàíñòâî è â 4 ðàçà ïîâûøàåòñÿ ïðî-
èçâîäèòåëüíîñòü ìåòîäà.

Àâòîìàòè÷åñêèå ñåêâåíàòîðû ÄÍÊ óïðàâëÿ-
þòñÿ ñïåöèàëüíî ñîçäàííûìè êîìïüþòåðíûìè
ïðîãðàììàìè. Òàê, íàïðèìåð, ïðèáîðû ôèðìû
Applied Biosystems êîìïëåêòóþòñÿ ïðîãðàììà-
ìè ñáîðà è àíàëèçà äàííûõ. Ïîñëå çàâåðøåíèÿ
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ïðåäâàðè-
òåëüíûå äàííûå, ñîáðàííûå ïðîãðàììîé Data
Collection, ïîäâåðãàþòñÿ àíàëèçó ñ ïîìîùüþ
ñïåöèàëüíîé ïðîãðàììû. Ïðè ýòîì îïðåäåëÿåò-
ñÿ îòíîñèòåëüíàÿ âûñîòà ïèêîâ, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ôðàãìåíòàì ÄÍÊ, òåðìèíèðîâàííûì òåì
èëè èíûì òèïîì íóêëåîòèäíîãî îñíîâàíèÿ,
è ëèêâèäèðóþòñÿ íåêîòîðûå ïîãðåøíîñòè.

Ñåðüåçíîå çíà÷åíèå â àâòîìàòè÷åñêîì ñåê-
âåíèðîâàíèè ÄÍÊ ïðèîáðåòàåò òî÷íîñòü îïðå-
äåëåíèÿ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïî-
ñêîëüêó â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ýêñïåðèìåíòà-
òîð íå ó÷àñòâóåò â ïðîöåññå åå ÷òåíèÿ è çàíåñå-
íèÿ â êîìïüþòåð.

Â àâòîìàòè÷åñêîì ñåêâåíèðîâàíèè ÄÍÊ äëÿ
ðàçäåëåíèÿ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ ïðîäóê-
òîâ òåðìèíèðóþùèõ ðåàêöèé ýëåêòðîôîðåç â
ñòàíäàðòíûõ ïëàñòèíàõ ïîëèàêðèëàìèäíîãî
ãåëÿ â ïîñëåäíèå ãîäû çàìåíåí íà êàïèëëÿðíûé
ãåëü-ýëåêòðîôîðåç. Äëÿ íåãî õàðàêòåðíû âûñî-
êàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü è âûñîêàÿ ñêîðîñòü ðàçäå-
ëåíèÿ, ÿâëÿþùèåñÿ ñëåäñòâèåì êðàéíå ìàëîãî
âíóòðåííåãî äèàìåòðà ñàìîãî êàïèëëÿðà.

Â ðàííèõ ðàáîòàõ ïî ñåêâåíèðóþùåìó êà-
ïèëëÿðíîìó ýëåêòðîôîðåçó ãåëåâûì ìàòðèêñîì
ñëóæèë îáû÷íûé ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü. Îä-
íàêî åãî íåñòàáèëüíîñòü, ôîðìèðîâàíèå ïóçûðü-
êîâ âîçäóõà, âèäèìûõ ïðè ìèêðîñêîïè÷åñêîì
èññëåäîâàíèè êàïèëëÿðîâ, çàìåòíî ñíèæàëè
ïðîèçâîäèòåëüíîñòü ìåòîäà. Ïðèìåíåíèå ëè-
íåéíîãî ïîëèàêðèëàìèäà ïîçâîëèëî ñíÿòü ýòè
ïðîáëåìû è ñïîñîáñòâîâàëî ðàçâèòèþ äàííîãî
ìåòîäà.

Ñîâðåìåííûå àâòîìàòè÷åñêèå ñåêâåíàòîðû
íåñðàâíèìî ïðåâîñõîäÿò ÷åëîâåêà ïî ïðîèçâî-
äèòåëüíîñòè, áîëåå òîãî, êàæäûé ãîä òàêèå àâ-
òîìàòû óäàåòñÿ óëó÷øàòü. Ñóùåñòâóþò àïïàðà-
òû, â êîòîðûõ îäíîâðåìåííî ïðîâîäèòñÿ àâòî-
ìàòè÷åñêèé àíàëèç äåñÿòêîâ è äàæå ñîòåí îá-

ðàçöîâ ÄÍÊ. Âñå ýòî âåäåò ê òîìó, ÷òî ñåêâåíè-
ðîâàíèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ñòàíîâèòñÿ ïðîñòîé
ïðîöåäóðîé, äîñòóïíîé â ëþáîé ìîëåêóëÿð-
íî-áèîëîãè÷åñêîé ëàáîðàòîðèè.

1.7.6. Âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîå
àâòîìàòè÷åñêîå
ïèðîñåêâåíèðîâàíèå ãåíîìîâ

Â 2005 ã. ñîòðóäíèêè êîìïàíèè Life Sciences
(ÑØÀ) îïèñàëè íîâóþ âûñîêîïðîèçâîäèòåëü-
íóþ ñèñòåìó ðàñøèôðîâêè ãåíîìîâ íà îñíîâå
ïðîöåäóðû ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ (ñì. 1.7.4),
çíà÷èòåëüíî ïðåâîñõîäÿùóþ ïî ñêîðîñòè àíàëè-
çà íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ñó-
ùåñòâîâàâøèå äî òîãî ìåòîäû ñåêâåíèðîâàíèÿ
áîëüøèõ ãåíîìîâ, áàçèðóþùèåñÿ íà àâòîìàòè-
÷åñêèõ ñåêâåíàòîðàõ ïî ìåòîäó Ñýíãåðà.
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Ðèñ. 1.31. Ñõåìà ïðîâåäåíèÿ âûñîêîýôôåêòèâíîãî

ìåòîäà ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ â ÿ÷åéêàõ

îïòèêîâîëîêíèñòîãî ñëàéäà (à) íà ìàãíèòíûõ

áóñèíêàõ ñ ïðèøèòûìè îäíîöåïî÷å÷íûìè

ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ.

Áóñèíêè ñëó÷àéíûì îáðàçîì ðàñïðåäåëÿþòñÿ â ÿ÷åéêàõ
ñëàéäà (á), ÿ÷åéêè çàïîëíÿþò ðàñòâîðîì

è ìèêðîáóñèíêàìè ñ èììîáèëèçîâàííûìè ôåðìåíòàìè
äëÿ ïðîâåäåíèÿ ñåêâåíèðóþùèõ ðåàêöèé (â)



Â ñîçäàííîì àïïàðàòå èñïîëüçîâàëè îïòèêî-
âîëîêíèñòûé ñëàéä (ðèñ. 1.31) ðàçìåðîì
60 � 60 ìì, ñîäåðæàùèé 1 ìëí 600 òûñ. èíäè-
âèäóàëüíûõ ÿ÷ååê, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî çà
4 ÷àñà ìîæíî îïðåäåëèòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÄÍÊ ñóììàðíî äî 25 ìëí íóêëåîòèäîâ ñ òî÷íî-
ñòüþ íå ìåíåå 99 %.

Èññëåäóåìóþ âûñîêîìîëåêóëÿðíóþ ÄÍÊ
ìåõàíè÷åñêè ôðàãìåíòèðîâàëè íà ñåãìåíòû

ðàçìåðîì 250–500 ïí, ê êîòîðûì çàòåì â ëèãàç-
íîé ðåàêöèè êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíÿëè ñèíòå-
òè÷åñêèå äâóõöåïî÷å÷íûå íåôîñôîðèëèðîâàí-
íûå íà 5�-êîíöàõ ÄÍÊ-àäàïòîðû À è Â ðàçìå-
ðîì 44 ïí. Ê 5�-êîíöó ïîëíîðàçìåðíîé öåïè
àäàïòîðà Â ÷åðåç ñïåéñåð ïðèñîåäèíÿëè ìîëå-
êóëó áèîòèíà (ðèñ. 1.32).

Áèîòèí (âèòàìèí Í, êîýíçèì R) âûïîëíÿåò
ðîëü êîôàêòîðà â ðåàêöèÿõ êàðáîêñèëèðîâàíèÿ
è òðàíñêàðáîêñèëèðîâàíèÿ, äåéñòâóÿ êàê ïåðå-
íîñ÷èê ÑÎ2 (ðèñ. 1.33). Îí êîâàëåíòíî ñâÿçûâà-
åòñÿ ÷åðåç ñâîþ êàðáîêñèëüíóþ ãðóïïó ñ �-àìè-
íîãðóïïîé îñòàòêà ëèçèíà â àïîýíçèìå. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî áàêòåðèàëüíûé áåëîê ñòðåïòàâèäèí èç
Streptomyces avidinii è áèîòèí îáðàçóþò ÷ðåçâû-
÷àéíî ïðî÷íûå íåêîâàëåíòíûå êîìïëåêñû. Ïîý-
òîìó áèîòèí ÷àñòî õèìè÷åñêè ïðèñîåäèíÿþò
÷åðåç îïðåäåëåííûå ìîëåêóëÿðíûå ñïåéñåðû ê
íóêëåèíîâûì êèñëîòàì èëè áåëêàì (àíòèòåëàì)
è òàêèå áèîòèíèëèðîâàííûå ìàêðîìîëåêóëû ñ
âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ ñâÿçûâàþòñÿ ñî
ñòðåïòàâèäèíîì, àäñîðáèðîâàííûì íà òîé èëè
èíîé ïîâåðõíîñòè (ñì. ðèñ. 7.10). Èìåííî ýòîò
ïðèíöèï áûë ðåàëèçîâàí â ðàññìàòðèâàåìîì
ìåòîäå.

Äëèííûå öåïè àäàïòîðîâ À è Â êîâàëåíòíî
ïðèøèâàëè ê öåëåâûì ôðàãìåíòàì ÄÍÊ â ëè-
ãàçíîé ðåàêöèè (ñì. ðèñ. 1.32). Çàòåì ñ ïîìî-
ùüþ Bst ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû îñóùåñòâëÿëè äî-
ñòðîéêó âòîðûõ öåïåé àäàïòîðîâ. Ñôîðìèðî-
âàííóþ êîëëåêöèþ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, îãðàíè-
÷åííûõ îäèíàêîâûìè àäàïòîðàìè À è Â, äîáàâ-
ëÿëè ê ñïåöèàëüíûì ìàãíèòíûì áóñèíêàì äèà-
ìåòðîì 25–36 ìêì, ïîêðûòûì ìîëåêóëàìè
ñòðåïòàâèäèíà. Ìàãíèòíûå ñâîéñòâà áóñèíîê
ïîçâîëÿþò î÷åíü ïðîñòî ôèêñèðîâàòü èõ â ïðî-
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Ðèñ. 1.32. Ñõåìà ïðèñîåäèíåíèÿ àäàïòîðîâ ê ôðàãìåíòàì ÄÍÊ

Ðèñ. 1.33. Áèîòèí â ñâîáîäíîé ôîðìå (à)
è â ñâÿçàííîì ñ àïîýíçèìîì ñîñòîÿíèè (á),

íåñóùèé êàðáîêñèëüíóþ ãðóïïó



áèðêàõ (ÿ÷åéêàõ) ïðè ðàçëè÷íûõ îòìûâêàõ îò
ðåàêöèîííûõ ñìåñåé. Â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåé-
ñòâèÿ áèîòèí–ñòðåïòàâèäèí ïðîèñõîäèëî ïðî÷-
íîå íåêîâàëåíòíîå ïðèñîåäèíåíèå ÄÍÊ-ôðàã-
ìåíòîâ ê áóñèíêàì. Ðàñòâîð ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
è ìàãíèòíûå áóñèíêè ñìåøèâàëè â òàêîì ñîîò-
íîøåíèè, ÷òîáû ê áóñèíêå ïðèñîåäèíÿëñÿ íå
áîëåå ÷åì îäèí ôðàãìåíò ÄÍÊ. Ïîñëå äåíàòóðà-
öèè â ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèè îñòàâàëàñü ëèøü
îäíà öåïü ÄÍÊ (ñì. ðèñ. 1.32). Ïîñëå ýòîãî ê áó-
ñèíêàì ÷åðåç ñïåöèàëüíûé ñïåéñåð äîïîëíè-
òåëüíî êîâàëåíòíî ïðèøèâàëè ìíîæåñòâî ìî-
ëåêóë îëèãîíóêëåîòèäíîãî ïðàéìåðà ðàçìåðîì
20 íóêëåîòèäîâ èç 5�-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè àäàïòîðà Â, êîòîðûé íàðÿäó ñ ïðàéìåðîì
èç ñîñòàâà àäàïòîðà À, çàòåì èñïîëüçîâàëè â ïî-
ëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè. Ïîäãîòîâëåííûå
òàêèì îáðàçîì áóñèíêè ïîìåùàëè â ðåàêöèîí-
íóþ ñìåñü äëÿ ÏÖÐ, çàòåì âñòðÿõèâàíèåì ôîð-
ìèðîâàëè òåðìîñòàáèëüíóþ âîäíî-ìàñëÿíóþ
ýìóëüñèþ òàê, ÷òîáû áóñèíêè îêàçûâàëèñü çà-
õâà÷åííûìè â ìèêðîêàïëè ýìóëüñèè, â êîòîðûõ
ïðîâîäèëè ðåàêöèþ ÏÖÐ. Â êàæäîé ìèêðîêàïëå
êàê â îòäåëüíîé ïðîáèðêå â ðåçóëüòàòå àìïëè-
ôèêàöèè îáðàçîâûâàëîñü äî 10 ìëí êîïèé êàæ-
äîãî óíèêàëüíîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ è îíè áûëè
ñâÿçàíû ñ ïîâåðõíîñòüþ áóñèíêè. Ïîñëå ýòîãî
äîáàâëåíèåì èçîïðîïèëîâîãî ñïèðòà ýìóëüñèþ
ðàçðóøàëè, äâóõöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ äåíàòóðèðî-
âàëè â ðàñòâîðå ùåëî÷è è ïîëó÷àëè áóñèíêè,
íåñóùèå êëîíû îäíîöåïî÷å÷íûõ ÄÍÊ.

Áóñèíêè ñëó÷àéíûì îáðàçîì ðàñïðåäåëÿëè
â ÿ÷åéêè îïòèêîâîëîêíèñòîãî ñëàéäà (ñì.
ðèñ. 1.31). Êàæäàÿ ÿ÷åéêà íà ñëàéäå èìååò äèà-
ìåòð 44 ìèêðîìåòðîâ, îáúåì 75 ïèêîëèòðîâ.
Ðàçìåð áóñèíîê òàêîâ, ÷òî â îäíó ÿ÷åéêó ìîæåò
ïîïàñòü òîëüêî îäíà áóñèíêà. Íàíåñåíèå
450 òûñ. áóñèíîê íà èñïîëüçóåìûé ñëàéä ðàçìå-
ðîì 60 � 60 ìì, ñîäåðæàùèé 1 ìëí 600 òûñ.
ÿ÷ååê, ïðèâîäèëî ê òîìó, ÷òî ïðèìåðíî â 35 %
ÿ÷ååê ñëàéäà ïîïàäàëè ïðèãîòîâëåííûå áóñèí-
êè. Â ïîñëåäóþùåì ýòî îáåñïå÷èâàëî íàäåæ-
íóþ äåòåêöèþ ñâåòîâûõ ñèãíàëîâ îäíîâðåìåí-
íî â êàæäîé ðåàêöèîííîé ÿ÷åéêå ñ ïîìîùüþ
ñïåöèàëüíîé êðóïíîôîðìàòíîé CCD-êàìåðû.

Îïòèêîâîëîêíèñòûé ñëàéä ïîìåùàëè â ñïå-
öèàëüíóþ êàìåðó ïðèáîðà, â êîòîðîé îáåñïå÷è-
âàëè àâòîìàòè÷åñêîå äîáàâëåíèå è óäàëåíèå íå-
îáõîäèìûõ êîìïîíåíòîâ. Â êàæäóþ ÿ÷åéêó íà
î÷åíü ìåëêèõ áóñèíêàõ ââîäèëè èììîáèëèçî-
âàííûå ôåðìåíòû, íåîáõîäèìûå äëÿ îñóùåñòâ-
ëåíèÿ ðåàêöèé ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ. Òàêîé ïîä-
õîä îáåñïå÷èâàë ñåêâåíèðîâàíèå ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòåé äëèíîé 80–120 íóêëåîòèäîâ.

Áóñèíêà, ñîäåðæàùàÿ 10 ìëí êîïèé ìàòðè-
öû, íà êàæäîå âêëþ÷åíèå íóêëåîòèäà îáóñëîâ-
ëèâàëà èñïóñêàíèå ïðèìåðíî 10 òûñ. ôîòîíîâ
íà CCD-ñåíñîð. Îãðîìíûé ìàññèâ èíôîðìà-
öèè, ïîñòóïàþùèé ïîñëå êàæäîãî öèêëà ðåàê-
öèé, îáðàáàòûâàëñÿ íåçàâèñèìî äëÿ êàæäîé
ÿ÷åéêè (áóñèíêè) ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíûõ
êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì.

Íà ïðèìåðå ãåíîìíîé ÄÍÊ Mycoplasma ge-

nitalium (580 069 ïí) áûë âûïîëíåí ïîëíûé
öèêë ðàáîò ïî ñåêâåíèðîâàíèþ ñ ïîìîùüþ ðàç-
ðàáîòàííîé òåõíîëîãèè. Ïðèãîòîâëåíèå áèá-
ëèîòåêè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ñâÿçàííûõ ñ ìàãíèò-
íûìè áóñèíêàìè, çàíÿëî 4 ÷àñà. Íà ïðîöåññ
ÏÖÐ â ýìóëüñèè è ïîìåùåíèå áóñèíîê â ÿ÷åéêè
îïòîâîëîêíèñòîãî ñëàéäà ïîòðåáîâàëîñü 6 ÷à-
ñîâ. 42 öèêëà äëÿ ÷åòûðåõ íóêëåîòèäîâ â ðåàê-
öèè àâòîìàòè÷åñêîãî ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ çàíÿ-
ëè 4 ÷àñà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñ ïîìîùüþ
êîìïüþòåðà àâòîìàòè÷åñêè ñðàâíèâàëèñü è ðàñ-
ïîëàãàëèñü âäîëü ãåíîìà. Òàêîå shortgun (ìåòî-
äîì äðîáîâèêà, ñòàòèñòè÷åñêîå) ñåêâåíèðîâàíèå
è ñáîðêà ãåíîìíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè M. geni-

talium îáåñïå÷èëî ïîêðûòèå 96 % âñåãî ãåíîìà
ñ òî÷íîñòüþ 99,96 % çà îäíó ïðîãîíêó àâòîìàòà.
Ïðè ýòîì ïðàêòè÷åñêè âñå ðàéîíû ãåíîìà áûëè
íåçàâèñèìî ìíîãîêðàòíî ñåêâåíèðîâàíû.

Ðàçðàáîòàííàÿ ïðîöåäóðà ïèðîñåêâåíèðîâà-
íèÿ íå òðåáóåò ýòàïà êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ â ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðàõ (ñì. 2.2.2–2.2.4)
è îáåñïå÷èâàåò ñåêâåíèðîâàíèå ãåíîìà ïðèìåð-
íî â 100 ðàç áûñòðåå ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîäõîäà-
ìè, ðåàëèçóåìûìè ïðè èñïîëüçîâàíèè àâòîìà-
òîâ, ðàáîòàþùèõ íà îñíîâå ìåòîäà ñåêâåíèðî-
âàíèÿ ïî Ñýíãåðó.

Ñðàâíåíèå ýòèõ äâóõ òåõíîëîãèé (2006 ã.)
ïîêàçàëî, ÷òî îáà ïîäõîäà èìåþò îïðåäåëåííûå
íåäîñòàòêè è ïîýòîìó íàèáîëåå îïòèìàëüíûé
ðåçóëüòàò ïî íàäåæíîñòè, ñêîðîñòè è öåíå ïðè
ñåêâåíèðîâàíèè ñëîæíî îðãàíèçîâàííûõ ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ ãåíîìîâ ìîæíî ïîëó÷èòü ïðè èõ
êîìáèíèðîâàííîì èñïîëüçîâàíèè.

1.7.7. Áàçû äàííûõ íóêëåîòèäíûõ
è àìèíîêèñëîòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé

Íàðàñòàþùåå ÷èñëî ñåêâåíèðîâàííûõ íóê-
ëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïðèíàäëåæà-
ùèõ ðàçíûì îðãàíèçìàì, çàñòàâèëî çàäóìàòüñÿ
îá óïîðÿäî÷åíèè èõ õðàíåíèÿ, ÷òî ïðèâåëî ê ñî-
çäàíèþ «êîëëåêöèé» òàêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òåé. Ïåðâàÿ ýëåêòðîííàÿ áàçà äàííûõ Los Ala-
mos DNA Database, ñîäåðæàùàÿ èíôîðìàöèþ
î ñåêâåíèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ÄÍÊ,
áûëà îðãàíèçîâàíà Ó. Ãîàäîì è åãî êîëëåãàìè
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â Ëîñ-Àëàìîññêîé íàöèîíàëüíîé ëàáîðàòîðèè
(LANL) â ÑØÀ. Ê 1981 ã. â íåé óæå ñîäåðæà-
ëàñü èíôîðìàöèÿ î 280 îïóáëèêîâàííûõ íóê-
ëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ îáùåé ïðîòÿ-
æåííîñòüþ îêîëî 370 òûñ. ïí (òïí). Â 1982 ã. íà
åå îñíîâå ïîä ïàòðîíàæåì Íàöèîíàëüíîãî èíñ-
òèòóòà çäîðîâüÿ (NIH) áûë îðãàíèçîâàí íîâûé
áàíê äàííûõ ãåíåòè÷åñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òåé GenBank. Åãî àäðåñ â Èíòåðíåòå:
www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank.

GenBank ÿâëÿåòñÿ àìåðèêàíñêîé áàçîé äàí-
íûõ è ôèíàíñèðóåòñÿ ïðàâèòåëüñòâîì ÑØÀ,
õîòÿ è ñîäåðæèò èíôîðìàöèþ, ñîáðàííóþ ñî
âñåãî ìèðà. Ñîçäàííàÿ â 1980 ã. â Åâðîïå àíàëî-
ãè÷íàÿ áàçà äàííûõ EMBL Data Library ÿâèëàñü
ïåðâûì ìåæäóíàðîäíûì õðàíèëèùåì èíôîð-
ìàöèè î ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ÄÍÊ. Îñíîâíûå
öåëè, ïðåñëåäîâàâøèåñÿ ïðè åå îðãàíèçàöèè, —
ýòî îáåñïå÷åíèå áåñïëàòíîãî äîñòóïà ê êîëëåê-
öèè îïóáëèêîâàííûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé, âûðàáîòêà îïðåäåëåííûõ ñòàíäàð-
òîâ è ðàçâèòèå èíôîðìàöèîííîãî è êîìïüþòåð-
íîãî îáåñïå÷åíèÿ ïðîâîäèìûõ ìîëåêóëÿðíî-
áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Ñâîé ïåðâûé ðå-
ëèç, îõâàòûâàþùèé èíôîðìàöèþ î 568 ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿõ îáùåé ïðîòÿæåííîñòüþ
585 433 íóêëåîòèäà, EMBL Data Library âûïóñ-
òèëà â àïðåëå 1982 ã. Ïåðâîå âðåìÿ î÷åðåäíûå
ðåëèçû, ðàñïðîñòðàíÿåìûå íà ìàãíèòíûõ ëåí-
òàõ, ïðåäîñòàâëÿëèñü ïî çàïðîñó ëþáîìó æå-
ëàþùåìó. Îäíàêî ðîñò êàê ñàìîé áàçû, òàê è
÷èñëà ïîëüçîâàòåëåé ïðèâåë ê òîìó, ÷òî äàëü-
íåéøèå âûïóñêè ñòàëè ðàñïðîñòðàíÿòüñÿ ïî
ïîäïèñêå. Â 1994 ã. áàçà äàííûõ EMBL Data
Library òðàíñôîðìèðîâàëàñü â EMBL Nucleo-
tide Sequence Database è ñòàëà êóðèðîâàòüñÿ Åâ-
ðîïåéñêèì èíñòèòóòîì áèîèíôîðìàòèêè (Euro-
pean Bioinformatics Institute, èëè EBI). Åãî àäðåñ
â Èíòåðíåòå: www.ebi.ac.uk.

Ñ 1986 ã. â ßïîíèè íà÷àë ôóíêöèîíèðîâàòü
áàíê äàííûõ DDBJ (DNA Data Bank of Japan).
Â 1995 ã. â ßïîíèè áûë ñîçäàí Öåíòð èíôîðìà-
öèîííîé áèîëîãèè (CIB), è DDBJ, îðãàíèçîâàí-
íûé ðàíåå ïî èíèöèàòèâå Íàöèîíàëüíîãî èíñ-
òèòóòà ãåíåòèêè, ïåðåøåë ê íåìó â ïîä÷èíåíèå.
Åãî àäðåñ â Èíòåðíåòå: www.ddbj.nig.ac.jp.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äåéñòâóåò International
Nucleotide Sequence Database (INSD), âîçíèê-
øàÿ â ðåçóëüòàòå ñîòðóäíè÷åñòâà ìåæäó Gen-
Bank, EMBL è DDBJ. Ãëàâíûìè ñîñòàâëÿþùè-
ìè ýòîãî ñîòðóäíè÷åñòâà ÿâëÿþòñÿ åäèíûå òðå-
áîâàíèÿ, ïðåäúÿâëÿåìûå ê àâòîðàì ïðè çàíåñå-
íèè èìè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé,
ïðèñâîåíèå åäèíûõ äëÿ ýòèõ áàíêîâ èíâåíòàð-
íûõ íîìåðîâ, ðåãóëÿðíûé åæåäíåâíûé îáìåí

èíôîðìàöèåé î íîâûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòÿõ.

Ñ ðàçâèòèåì ýëåêòðîííûõ ñðåäñòâ ñâÿçè çà-
íîñèòü íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è
ñâåäåíèÿ î íåé â áàíêè äàííûõ ñòàëî âîçìîæ-
íûì ïîñðåäñòâîì ýëåêòðîííîé ïî÷òû è ÷åðåç
Èíòåðíåò.

GenBank îáû÷íî ïðèñâàèâàåò èíâåíòàðíûé
íîìåð êàêîé-ëèáî íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ðàáî÷èõ äíåé
ñ ìîìåíòà ïîëó÷åíèÿ. Èíâåíòàðíûå íîìåðà ðà-
íåå ñîñòîÿëè èç îäíîé áóêâû è ïÿòè öèôð (íà-
ïðèìåð L22579), îäíàêî áóðíûé ðîñò ÷èñëà ñåê-
âåíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïðèâåë ê íåîá-
õîäèìîñòè ïåðåéòè ê íîâîé ñèñòåìå, è òåïåðü
íîìåðà âêëþ÷àþò 2 áóêâû è 6 öèôð (íàïðèìåð
AF380138). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðèñâîåííûå
ðàíåå íîìåðà îñòàþòñÿ øåñòèñèìâîëüíûìè
è èõ òðàíñôîðìàöèÿ â âîñüìèçíà÷íûå ïðîâî-
äèòüñÿ íå áóäåò.

Âàæíîé îñîáåííîñòüþ ñáîðà è õðàíåíèÿ èí-
ôîðìàöèè î ñåêâåíèðîâàííûõ íóêëåîòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ â áàçàõ äàííûõ ÿâëÿåòñÿ
åå äîñòóïíîñòü äëÿ èññëåäîâàòåëåé. Âñëåä çà
îòêàçîì ìíîãèõ íàó÷íûõ æóðíàëîâ ïóáëèêîâàòü
â îðèãèíàëüíûõ ñòàòüÿõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåîòèäîâ, îãðàíè÷èâàÿñü òîëüêî èõ èíâåí-
òàðíûìè íîìåðàìè â ñîîòâåòñòâóþùåì ìåæäó-
íàðîäíîì áàíêå äàííûõ, ðîëü ýòèõ áàíêîâ êàê
èñòî÷íèêîâ èíôîðìàöèè ñóùåñòâåííî âîçðîñëà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âîçíèêëà ïàðàäîêñàëüíàÿ
ñèòóàöèÿ, êîãäà äëÿ áîëüøîãî ÷èñëà ãåíîâ èç-
âåñòíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ, íî
î ôóíêöèè ýòèõ ãåíîâ èëè íè÷åãî íå èçâåñòíî,
èëè èçâåñòíî î÷åíü ìàëî. Êðóïíåéøåé áàçîé
äàííûõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÿâëÿåòñÿ SWISS-PROT, ñóùåñòâóþùàÿ ñ 1986 ã.
Áàíêè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ
è àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áåëêîâ,
ñíàáæåííûå ñîîòâåòñòâóþùèìè êîìïüþòåðíû-
ìè ïðîãðàììàìè, îáåñïå÷èâàþò âîçìîæíîñòü
ñðàâíèâàòü ðàñøèôðîâàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òè ãåíîâ è èõ áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ ñ óæå èçâåñò-
íûìè, ÷òî ïî ìåðå íàêîïëåíèÿ èíôîðìàöèè âñå
ñ áîëüøåé äîñòîâåðíîñòüþ ïîçâîëÿåò ïðåäñêà-
çûâàòü ôóíêöèè àíàëèçèðóåìûõ áåëêîâ.

1.7.8. Ãåíîìíûå ïðîåêòû

Ðàçðàáîòêà áûñòðûõ ìåòîäîâ ñåêâåíèðîâà-
íèÿ ñäåëàëà âîçìîæíûì îïðåäåëåíèå íóêëåî-
òèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êðóïíûõ ìîëåêóë
ÄÍÊ, à íå òîëüêî èõ ôðàãìåíòîâ. Â 1978 ã.
Ô. Ñýíãåð ñ ñîàâòîðàìè îïóáëèêîâàëè ïåðâóþ
ïîëíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíîìíîé îäíîöå-
ïî÷å÷íîé ÄÍÊ áàêòåðèîôàãà �X174, èìåþùåé
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ðàçìåð 5386 íóêëåîòèäîâ. Ñëåäóþùèé ðóáåæ
áûë ïðåîäîëåí ïðè îïðåäåëåíèè íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ
÷åëîâåêà (16 569 ïí) â 1981 ã. Ñåðüåçíûì óñïå-
õîì ÿâèëîñü îïðåäåëåíèå ïîëíîé íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ áàêòåðèîôàãà �, ñî-
ñòîÿùåé èç 48 502 ïí. Â 1992 ã. Ñ. Í. Ùåëêóíîâ
ñ ñîàâòîðàìè âðó÷íóþ ìåòîäîì Ìàêñàìà–Ãèë-
áåðòà ñåêâåíèðîâàëè ãåíîì âèðóñà íàòóðàëüíîé
îñïû (186 òïí). Äî 1995 ã. íàèáîëåå êðóïíûìè
ãåíîìàìè ñ èçâåñòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
íóêëåîòèäîâ áûëè ÄÍÊ öèòîìåãàëîâèðóñà
(229 òïí) è ÄÍÊ âèðóñà îñïîâàêöèíû (192 òïí).

Ïîÿâëåíèå âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ìåòî-
äîâ ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ ïîçâîëèëî îïðåäå-
ëÿòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áîëåå êðóïíûõ ãåíî-
ìîâ. Çíà÷èòåëüíàÿ ðîëü â ýòîì ïðèíàäëåæèò àâ-
òîìàòèçàöèè âñåãî ïðîöåññà ñåêâåíèðîâàíèÿ,
íà÷èíàÿ îò ïðèãîòîâëåíèÿ ìàòðèö è çàêàí÷èâàÿ
çàíåñåíèåì îïðåäåëåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òåé ÄÍÊ â êîìïüþòåð áåç íåïîñðåäñòâåííîãî
ó÷àñòèÿ îïåðàòîðà.

Ðàñøèôðîâêà êðóïíûõ ãåíîìîâ ïðîêàðèî-
òè÷åñêèõ è ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê ïîòðåáîâà-
ëà îáúåäèíåíèÿ óñèëèé ðàçíûõ ëàáîðàòîðèé è
ôîðìèðîâàíèÿ ãåíîìíûõ ïðîåêòîâ.

Â èþëå 1995 ã. áûëà îïóáëèêîâàíà ïåðâàÿ
íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëíîãî ãå-
íîìà (1 830 137 ïí) ñàìîñòîÿòåëüíî ñóùåñò-
âóþùåãî îðãàíèçìà — ãðàìîòðèöàòåëüíîé áàê-
òåðèè Haemophilus influenzae. Ãåíîì ýòîé áàêòå-
ðèè õàðàêòåðèçóåòñÿ îòíîñèòåëüíî íèçêèì ñî-
äåðæàíèåì GC-ïàð (38 %), ïðè÷åì íàéäåíî
7 ïðîòÿæåííûõ ó÷àñòêîâ ñ áîëåå âûñîêèì (îêî-
ëî 50 %) ñîäåðæàíèåì GC-ïàð. Àíàëèç íóêëåî-
òèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîçâîëèë îáíàðó-
æèòü ïðåäïîëîæèòåëüíûé îðèäæèí ðåïëèêà-
öèè (îáëàñòü íà÷àëà ðåïëèêàöèè), ñîñòîÿùèé èç
280 ïí, 6 îïåðîíîâ pÐÍÊ, 54 ãåíà òÐÍÊ äëÿ âñåõ
20 àìèíîêèñëîò. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàí-
íûõ áûëà ñîñòàâëåíà êîëüöåâàÿ êàðòà õðîìî-
ñîìû H. influenzae. Èç 1743 âû÷èñëåííûõ îò-
êðûòûõ ðàìîê òðàíñëÿöèè (ÎÐÒ) äëÿ 736 íå óäà-
ëîñü âûÿâèòü ôóíêöèè êîäèðóåìûõ èìè áåëêîâ.
Îêîëî 78 % ÎÐÒ H. influenzae îáíàðóæèëè ãî-
ìîëîãèþ ñ ïðåäñòàâëåííûìè â áàçàõ äàííûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè äðóãèõ îðãàíèçìîâ.

Â 1997 ã. îáúåäèíåííûìè óñèëèÿìè íåñêîëü-
êèõ íàó÷íûõ öåíòðîâ ÑØÀ è Ìåêñèêè óäàëîñü
ñåêâåíèðîâàòü ïîëíûé ãåíîì (4 639 221 ïí) äðó-
ãîé ãðàìîòðèöàòåëüíîé áàêòåðèè — Escherichia

coli K-12 (øòàìì MG1655). Ñîäåðæàíèå GC-ïàð
â ãåíîìå E. coli ñîñòàâèëî 50,8 %. Êîìïüþòåð-
íûé àíàëèç âûÿâèë 4288 ïîòåíöèàëüíûõ ÎÐÒ,
ïðèíàäëåæàùèõ êàê äåéñòâèòåëüíî ñóùåñòâóþ-

ùèì ãåíàì, òàê è ãèïîòåòè÷åñêèì. Äëÿ 38 %
ÎÐÒ óäàëîñü îïðåäåëèòü ôóíêöèè êîäèðóåìûõ
èìè áåëêîâ. Äëÿ ðåàëüíûõ è ïîòåíöèàëüíûõ
áåëêîâ ñòàðòîâûìè òðèïëåòàìè ÿâëÿþòñÿ ATG
(3542 ñëó÷àÿ), GTG (612), TTG (130). ×àñòîòà
âñòðå÷àåìîñòè òåðìèíèðóþùèõ òðèïëåòîâ òàê-
æå çàìåòíî ðàçëè÷àåòñÿ: TAA (2705 ðàç), TGA
(1257), TAG (326). Ó 405 ãåíîâ ïîêàçàíî ïåðå-
êðûâàíèå ñòàðòîâîãî è òåðìèíèðóþùåãî òðè-
ïëåòîâ: ATGA (224 ñëó÷àÿ), TAATG (98),
TGATG (48), GTGAA (28), TAGTG (4),
TTGA (3). Ñðàâíåíèå áåëêîâ (ÎÐÒ) E. coli è
H. influenzae (â ðàñ÷åò ïðèíèìàëàñü ïî êðàéíåé
ìåðå 30%-íàÿ èäåíòè÷íîñòü àìèíîêèñëîò íà
60 % âñåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà) ïîêàçàëà,
÷òî 1130 èç 1743 ïîòåíöèàëüíûõ áåëêîâ H. in-

fluenzae ñîâïàäàþò ñ òàêîâûìè E. coli.
Ñåêâåíèðîâàíèå ïîëíîãî ãåíîìà ãðàìïîëî-

æèòåëüíîé áàêòåðèè Bacillus subtilis (øòàìì
168) áûëî îñóùåñòâëåíî óñèëèÿìè ìåæäóíà-
ðîäíîãî êîíñîðöèóìà, â êîòîðûé âõîäèëè 25 åâ-
ðîïåéñêèõ, 7 ÿïîíñêèõ è 1 þæíîêîðåéñêàÿ ëà-
áîðàòîðèè. Ðàçìåð ãåíîìà B. subtilis ñîñòàâèë
4 214 810 ïí, ñîäåðæàíèå GC-ïàð — 43,5 %.

Ïåðâûì ýóêàðèîòè÷åñêèì îðãàíèçìîì,
ïîëíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîòîðîãî (12 ìëí
68 òûñ. ïí) áûëà îïðåäåëåíà â 1996 ã., ñòàëè
äðîææè Saccharomyces cerevisiae. Ýòî ÿâèëîñü
ðåçóëüòàòîì óñèëèé áîëüøîãî ÷èñëà èññëåäîâà-
òåëåé, ðàáîòàþùèõ â ëàáîðàòîðèÿõ è êðóïíûõ
èññëåäîâàòåëüñêèõ öåíòðàõ ñòðàí Çàïàäíîé Åâ-
ðîïû, ÑØÀ è ßïîíèè. Àíàëèç íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîçâîëèë âûÿâèòü 6034 ïî-
òåíöèàëüíûõ ÎÐÒ. Îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé
ðàçìåð ãåíîìà äðîææåé S. cerevisiae â íåêîòî-
ðîé ñòåïåíè ìîæíî îáúÿñíèòü ìàëûì ðàçìåðîì
èíòðîíîâ â ãåíàõ è èõ íåçíà÷èòåëüíûì ÷èñëîì.
Êðîìå òîãî, òîëüêî îêîëî 4 % ãåíîâ äðîææåé
ñîäåðæàò èíòðîíû.

Îãðîìíûå óñïåõè â ðàñøèôðîâêå ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ìîëåêóë ÄÍÊ ïðèâåëè ê òîìó, ÷òî
â 1990 ã. â ÑØÀ áûëà ïðèíÿòà îôèöèàëüíàÿ
ïðîãðàììà ïî ðàñøèôðîâêå ãåíîìà ÷åëîâåêà
(Human Genome Project, HGP), â ðàìêàõ êîòî-
ðîé ïëàíèðîâàëîñü ïðè âëîæåíèè 3 ìëðä äîë-
ëàðîâ ÑØÀ çàâåðøèòü ñåêâåíèðîâàíèå ïîëíîãî
ãåíîìà ÷åëîâåêà â òå÷åíèå 15 ëåò. Îñíîâíûì
èñïîëíèòåëåì HGP ñòàëà êîìïàíèÿ Celera Ge-

nomics. Àíàëîãè÷íûå ïðîåêòû ïî ãåíîìó ÷åëî-
âåêà òàêæå íà÷àëè ðåàëèçîâûâàòüñÿ â Çàïàäíîé
Åâðîïå, ßïîíèè è Ðîññèè.

Â 2001 ã. ó÷àñòíèêè àìåðèêàíñêîé ïðîãðàì-
ìû HGP è Ìåæäóíàðîäíîãî êîíñîðöèóìà ïî
ñåêâåíèðîâàíèþ ãåíîìà ÷åëîâåêà, îáúåäèíÿþ-
ùåãî ìíîãî÷èñëåííûå íàó÷íûå îðãàíèçàöèè
ÑØÀ, Âåëèêîáðèòàíèè, Ãåðìàíèè, Ôðàíöèè,
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ßïîíèè è Êèòàÿ, íåçàâèñèìî îáúÿâèëè î çàâåð-
øåíèè ñåêâåíèðîâàíèÿ áîëüøåé ÷àñòè (áîëåå
95 %) ãåíîìà ÷åëîâåêà. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åí-
íûõ äàííûõ ñòàëî âîçìîæíûì ñäåëàòü ðÿä âû-
âîäîâ îá îðãàíèçàöèè ãåíîìà ÷åëîâåêà.

Êîìïàíèåé Celera Genomics â ðàìêàõ ïðîåê-
òà ïî ñåêâåíèðîâàíèþ ãåíîìà ÷åëîâåêà èñïîëü-
çîâàëîñü ïÿòü îáðàçöîâ ÷åëîâå÷åñêîé ÄÍÊ îò
äâóõ æåíùèí è òðåõ ìóæ÷èí. Ñðåäè ýòèõ ëþäåé
áûëè îäèí àôðîàìåðèêàíåö, îäèí êèòàåö, îäèí
èñïàíî-ìåêñèêàíåö è äâîå åâðîïåéöåâ. Íà îñíî-
âàíèè äàííûõ ñåêâåíèðîâàíèÿ ïÿòè îáðàçöîâ
ÄÍÊ â 2001 ã. áûëà ðàññ÷èòàíà ïðåäâàðèòåëüíàÿ
êîíñåíñóñíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíîìà ÷åëî-
âåêà äëèíîé 2,91 ìëðä ïí. Êîìïüþòåðíûé àíà-

ëèç ïîçâîëèë îáíàðóæèòü 26 588 òðàíñêðèáèðóå-
ìûõ è òðàíñëèðóåìûõ â áåëêè ãåíîâ, à òàêæå
åùå îêîëî 12 òûñ. ïðåäñêàçàííûõ ãåíîâ. Ýêçîíû
çàíèìàþò ëèøü 1,1 % ãåíîìà, â òî âðåìÿ êàê èíò-
ðîíû — 24 %. Îñòàëüíàÿ ÷àñòü ãåíîìà (75 %)
ïðåäñòàâëåíà ìåæãåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿ-
ìè. Ïðè ñðàâíåíèè äàííûõ ñåêâåíèðîâàíèÿ ñ
êîíñåíñóñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ãåíîìà ÷å-
ëîâåêà áûëî âûÿâëåíî 2,1 ìëí ïîçèöèé îäíîíóê-
ëåîòèäíîãî ïîëèìîðôèçìà (single-nucleotide po-
lymorphism, SNP), ò. å. ïîçèöèé, ïî êîòîðûì èìå-
þòñÿ ðàçëè÷èÿ îò ÷åëîâåêà ê ÷åëîâåêó. Ìåíåå
1 % ýòèõ SNP ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè áåëêîâ. Èíòåðåñíî, ÷òî ÷èñëî îáíàðó-
æåííûõ ãåíîâ â ãåíîìå ó ÷åëîâåêà ëèøü â äâà
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Òàáëèöà 1.5. Ïðèìåðû ñåêâåíèðîâàíèÿ ïîëíûõ ãåíîìîâ ðàçíûõ òèïîâ îðãàíèçìîâ

Îðãàíèçì
Ðàçìåð ãåíîìà,

ìëí ïí
Ïðåäïîëàãàåìîå

÷èñëî ãåíîâ
Ãîä çàâåðøåíèÿ
ñåêâåíèðîâàíèÿ

Áàêòåðèÿ (Haemophilus influenzae) 1,8 1743 1995
Äðîææè (Saccharomyces cerevisiae) 12,1 6102 1996
Êðóãëûé ÷åðâü (Caenorhabditis elegans) 97 19 099 1998
Ðàñòåíèå (Arabidopsis thaliana) 100 25 000 2000
Íàñåêîìîå (Drosophila melanogaster) 180 13 061 2000
×åëîâåê (Homo sapiens) 2850 35 000 – 45 000 2006

Ðèñ. 1.34. Äèíàìèêà îáíàðóæåíèÿ ãåíîâ,
ìóòàöèè ïî êîòîðûì îáóñëîâëèâàþò ðàçëè÷íûå çàáîëåâàíèÿ ÷åëîâåêà



ðàçà áîëüøå, ÷åì ó íåìàòîäû Caenorhabditis ele-
gans (òàáë. 1.5). Ñåêâåíèðîâàíèå ãåíîìà ÷åëîâå-
êà áûëî çàâåðøåíî â 2006 ã.

Ïîëó÷åííûå äàííûå î ñòðóêòóðå ãåíîìà ïî-
çâîëÿò çíà÷èòåëüíî ïðîäâèíóòü íàøå ïîíèìàíèå
ãåíåòèêè ÷åëîâåêà, ïðèðîäû ðàçëè÷íûõ íà-
ñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé. Ñ êàæäûì ãîäîì îá-
íàðóæèâàåòñÿ âñå áîëüøå ãåíîâ, ìóòàöèè
ïî êîòîðûì ïðèâîäÿò ê îïðåäåëåííûì çàáîëåâà-
íèÿì ÷åëîâåêà (ðèñ. 1.34). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èõ
âûÿâëåíî áîëåå 1,2 òûñ. Òàêèå èññëåäîâàíèÿ ìî-
ãóò ðåâîëþöèîíèçèðîâàòü ìåäèöèíñêóþ íàóêó.

Øèðîêîå ðàçâèòèå ïîëó÷èëè òàêæå ïðîåêòû
ïî ñåêâåíèðîâàíèþ è àíàëèçó ïîëíûõ ãåíîìîâ

ïàòîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ (òàáë. 1.6). Â áëè-
æàéøèå ãîäû ïëàíèðóåòñÿ ðàñøèôðîâàòü ñòðóê-
òóðó ãåíîìîâ áîëåå ÷åì 100 âèäîâ áîëåçíåòâîð-
íûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ñåêâåíèðîâàííûõ âè-
ðóñíûõ ãåíîìîâ óæå íàñ÷èòûâàþòñÿ ìíîãèå
ñîòíè. Íàêàïëèâàåìàÿ èíôîðìàöèÿ ïîçâîëÿåò
âûÿñíÿòü ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ïàòîãåííîãî
äåéñòâèÿ ìèêðîîðãàíèçìîâ íà èíôèöèðóåìûé
îðãàíèçì, ãëóáîêî èçó÷àòü çàùèòíûå ìåõàíèç-
ìû, ðåàëèçóåìûå ÷åëîâåêîì, æèâîòíûìè, ðàñ-
òåíèÿìè â îòâåò íà êîíêðåòíóþ èíôåêöèþ. Ýòî
ñîçäàåò áàçó çíàíèé, íåîáõîäèìûõ äëÿ ýôôåê-
òèâíîé ðàçðàáîòêè ñîâðåìåííûõ ñðåäñòâ è ìå-
òîäîâ ëå÷åíèÿ èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé.
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1.8.1. Ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ

Â 1985 ã. Ê. Ìàëëèñ ñ ñîòðóäíèêàìè ðàçðà-
áîòàëè ìåòîä àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ,
íàçâàííûé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèåé,
ÏÖÐ (polymerase chain reaction, PCR). Ïðîöåäó-
ðà ñîñòîèò â ñëåäóþùåì. Ê àíàëèçèðóåìîìó îá-
ðàçöó ÄÍÊ äîáàâëÿþò â èçáûòêå äâà ñèíòåòè-
÷åñêèõ îëèãîíóêëåîòèäà-ïðàéìåðà ðàçìåðîì
îêîëî 20 íóêëåîòèäîâ, êàæäûé èç êîòîðûõ êîì-
ïëåìåíòàðåí îäíîìó èç 3�-êîíöîâ àíòèïàðàë-
ëåëüíûõ öåïåé öåëåâîãî ñåãìåíòà ÄÍÊ. Ïðåïà-

ðàò ÄÍÊ ïîäâåðãàþò òåðìè÷åñêîé äåíàòóðàöèè,
è çàòåì â ïðîöåññå îòæèãà ïðîèñõîäèò ýôôåê-
òèâíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ îëèãîíóêëåîòèäîâ-ïðàé-
ìåðîâ ñ êîìïëåìåíòàðíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òÿìè íà ðàçíûõ öåïÿõ ÄÍÊ (ðèñ. 1.35, à). Ïîñëå
ýòîãî âíîñÿò ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó, äåçîêñèíóêëåî-
çèäòðèôîñôàòû, è îñóùåñòâëÿåòñÿ ðåàêöèÿ ïî-
ëèìåðèçàöèè âòîðûõ öåïåé, èíèöèèðóåìàÿ íà
ïðàéìåðàõ (ïåðâûé öèêë). Ïîñëå îñòàíîâêè ðå-
àêöèè ÄÍÊ ñíîâà äåíàòóðèðóþò íàãðåâàíèåì.
Â ïðîöåññå îõëàæäåíèÿ ïðàéìåðû, íàõîäÿùèå-
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Òàáëèöà 1.6. Ïðèìåðû ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíîìîâ ïàòîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ

Îðãàíèçì Âûçûâàåìîå
çàáîëåâàíèå

Ðàçìåð
ãåíîìà,
ìëí ïí

Ñåêâåíèðóþùåå ó÷ðåæäåíèå
Ãîä

ïóáëè-
êàöèè

Haemophilus influenzae Ìåíèíãèò, ïíåâìîíèÿ 1,8 TIGR1 1995
Mycobacterium tuberculosis Òóáåðêóëåç 4,4 Ñýíãåð-öåíòð, Èíñòèòóò Ïàñòåðà 1998
Campylobacter jejuni Äèàðåÿ 1,6 Ñýíãåð-öåíòð 2000

Escherichia coli 0157
(äâà øòàììà)

Ïèùåâîå îòðàâëåíèå 5,5 Óíèâåðñèòåò Âèñêîíñèíà,
ßïîíñêèé êîíñîðöèóì

2000

Vibrio cholerae Õîëåðà 4,0 TIGR 2000
Mycobacterium leprae Ïðîêàçà 3,3 Ñýíãåð-öåíòð 2000
Neisseria meningitides Ìåíèíãèò 2,3 TIGR, Ñýíãåð-öåíòð 2000
Streptococcus pneumoniae Ïíåâìîíèÿ 2,2 TIGR 2001
Yersinia pestis ×óìà 4,7 Ñýíãåð-öåíòð 2001
Salmonella typhi (CT18) Áðþøíîé òèô 4,5 Ñýíãåð-öåíòð 2001
Shigella flexneri Äèçåíòåðèÿ 4,6 Óíèâåðñèòåò Âèñêîíñèíà 2003

Bacillus anthracis Ñèáèðñêàÿ ÿçâà 5,2 TIGR 2003
Aspergillus fumigatus Ãðèáêîâàÿ èíôåêöèÿ 29,4 Ñýíãåð-öåíòð, TIGR, Èíñòèòóò

Ïàñòåðà, Óíèâåðñèòåò Ñàëàìàíêè,
Óíèâåðñèòåò Íàãàñàêè

2005

Trypanosoma brucei Àôðèêàíñêàÿ ñîííàÿ
áîëåçíü

26,2 TIGR, Ñýíãåð-öåíòð 2007

Ïðèìå÷àíèå. Èñòî÷íèêè èíôîðìàöèè: www.tigr.org; www.sanger.ac.uk.
1 Èíñòèòóò ïî èññëåäîâàíèþ ãåíîìà (The Institute for Genome Research).



ñÿ â èçáûòêå, âíîâü ýôôåêòèâíî ãèáðèäèçóþò-
ñÿ, ïðè÷åì óæå íå òîëüêî ñ öåïÿìè èñõîäíîé
ÄÍÊ, íî è ñ âíîâü ñèíòåçèðîâàííûìè.

Âíåñåíèå â ñèñòåìó ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû èíè-
öèèðóåò âòîðîé öèêë ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè

(ñì. ðèñ. 1.35, á). Ìíîãîêðàòíîå ïîâòîðåíèå
îïèñàííîé ïðîöåäóðû ïîçâîëÿåò ïðîâåñòè 30
è áîëåå öèêëîâ ôåðìåíòàòèâíîãî óäëèíåíèÿ
ïðàéìåðîâ. Ïðè ýòîì ÷èñëî ñåãìåíòîâ ÄÍÊ, îã-
ðàíè÷åííûõ ñ îáîèõ êîíöîâ èñïîëüçóåìûìè
ïðàéìåðàìè, ñ êàæäûì öèêëîì ÏÖÐ óâåëè÷èâà-
åòñÿ ýêñïîíåíöèàëüíî (ïðèáëèæàåòñÿ ê çàâèñè-
ìîñòè 2n, ãäå n — ÷èñëî öèêëîâ). Âûõîä âñåõ
äðóãèõ ïðîäóêòîâ ðåàêöèè óâåëè÷èâàåòñÿ ïî
ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè (ñì. ðèñ. 1.35, â, ã). Òà-
êèì îáðàçîì, â ïðîöåññå ðàññìàòðèâàåìîé ðåàê-
öèè ýôôåêòèâíî àìïëèôèöèðóåòñÿ òîëüêî òà ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîòîðàÿ çàäàíà (îãðàíè-
÷åíà) îëèãîíóêëåîòèäàìè-ïðàéìåðàìè.

Ïåðâîíà÷àëüíî äëÿ ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè
ôðàãìåíò Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I E. coli

(PolIK). Îäíàêî ïîñëå êàæäîãî öèêëà ðåàêöèè
íåîáõîäèìî áûëî âíîñèòü â ðåàêöèîííóþ ñìåñü
íîâóþ ïîðöèþ ôåðìåíòà. Êðîìå òîãî, â îïòè-
ìàëüíûõ òåìïåðàòóðíûõ óñëîâèÿõ òàêîé ïîëè-
ìåðàçíîé ðåàêöèè (37 °C) ïîÿâëÿëèñü âòîðè÷-
íûå ó÷àñòêè ñâÿçûâàíèÿ ïðàéìåðîâ è íàáëþäà-
ëàñü àìïëèôèêàöèÿ íåçàïëàíèðîâàííûõ ñåã-
ìåíòîâ ãåíîìà, ò. å. ñïåöèôè÷íîñòü àìïëèôèêà-
öèè íå áûëà ïîëíîé. Óñòðàíèòü ýòè íåäîñòàòêè
óäàëîñü ïîñëå çàìåíû PolIK íà ÄÍÊ-ïîëèìå-
ðàçó òåðìîôèëüíîé áàêòåðèè Thermus aquaticus

(ïîëèìåðàçà Taq). Òåìïåðàòóðíûé îïòèìóì ðå-
àêöèè, íàïðàâëÿåìîé Taq, íàõîäèòñÿ â ðàéîíå
70 °C. Äðóãèì âàæíûì ñâîéñòâîì äàííîãî ôåð-
ìåíòà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îí íå èíàêòèâèðóåòñÿ
ïîñëå äëèòåëüíîé èíêóáàöèè ïðè 95 °C. Ïîëè-
ìåðàçà Taq ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìîíîìåðíûé áå-
ëîê ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 94 êÄà, îáëàäàåò
5�–3�-ïîëèìåðàçíîé è 5�–3�-ýêçîíóêëåàçíîé àê-
òèâíîñòÿìè.

Èñïîëüçóÿ Taq-ïîëèìåðàçó, óäàëîñü ðåøèòü
ñðàçó äâå ïðîáëåìû. Âî-ïåðâûõ, òåðìîñòàáèëü-
íûé ôåðìåíò íå èíàêòèâèðóåòñÿ íà ýòàïå äåíà-
òóðàöèè ÄÍÊ, è ïîýòîìó íåò íåîáõîäèìîñòè
ïîñëå êàæäîãî öèêëà ðåàêöèè äîáàâëÿòü åãî íî-
âóþ ïîðöèþ. Òàêîå óïðîùåíèå ïðîöåäóðû ïî-
çâîëèëî àâòîìàòèçèðîâàòü ïðîâåäåíèå ÏÖÐ, òàê
êàê òåïåðü òðåáîâàëîñü ëèøü ÷åðåç îïðåäåëåí-
íûå èíòåðâàëû âðåìåíè èçìåíÿòü òåìïåðàòóð-
íûå óñëîâèÿ: 90–95 °C (òåìïåðàòóðà äåíàòóðà-
öèè) è 60–70 °C (òåìïåðàòóðà ðåíàòóðàöèè ÄÍÊ
è ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè). Âî-âòîðûõ, âûñî-
êèé òåìïåðàòóðíûé îïòèìóì ðåàêöèè, êàòàëè-
çèðóåìîé Taq-ïîëèìåðàçîé, ïîçâîëÿåò â çàâèñè-
ìîñòè îò ñîäåðæàíèÿ GC-ïàð â ïðàéìåðàõ ïîä-
áèðàòü æåñòêèå òåìïåðàòóðíûå óñëîâèÿ îòæèãà,
îáåñïå÷èâàþùèå ãèáðèäèçàöèþ ïðàéìåðîâ
òîëüêî â çàäàííîì ðàéîíå èçó÷àåìîãî ãåíîìà,
÷òî ñóùåñòâåííî ïîâûøàåò ñïåöèôè÷íîñòü
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Ðèñ. 1.35. Ñõåìà ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè
(ÏÖÐ)



è ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà. Äàííûé âàðèàíò
ÏÖÐ ñðàçó íàøåë øèðîêîå ïðèìåíåíèå.

Èñïîëüçóÿ ìåòîä ÏÖÐ, ìîæíî in vitro ñåëåê-
òèâíî îáîãàùàòü ïðåïàðàò ÄÍÊ ôðàãìåíòîì
ñ îïðåäåëåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ â ìèëëè-
îí è áîëåå ðàç. Ýòî ïîçâîëÿåò íàäåæíî âûÿâ-
ëÿòü îäíîêîïèéíûå ãåíû è èõ âàðèàíòû â òàêèõ
áîëüøèõ è ñëîæíûõ ãåíîìàõ, êàêèì ÿâëÿåòñÿ
ãåíîì ÷åëîâåêà. ×óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà òàêî-
âà, ÷òî àìïëèôèöèðîâàòü â ÏÖÐ è îáíàðóæèòü
öåëåâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîæíî äàæå â òîì
ñëó÷àå, åñëè îíà âñòðå÷àåòñÿ îäíàæäû â îáðàç-
öå èç 105 êëåòîê. Ïîëó÷àåìûé ñåãìåíò ÄÍÊ íà-
äåæíî âûÿâëÿåòñÿ â âèäå äèñêðåòíîé ïîëîñû
ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ìîëå-
êóë ÄÍÊ è îêðàñêè ýòèäèóì áðîìèäîì. Áîëåå
òîãî, ðàçìíîæåííûé in vitro ôðàãìåíò ïîëó÷àþò
â êîëè÷åñòâàõ, äîñòàòî÷íûõ äëÿ åãî ïðÿìîãî
ñåêâåíèðîâàíèÿ. Ïîñêîëüêó ïðè ýòîì íå òðåáó-
åòñÿ ïðîìåæóòî÷íûé ýòàï êëîíèðîâàíèÿ ôðàã-
ìåíòà ÄÍÊ â ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðàõ, ÏÖÐ
èíîãäà íàçûâàþò áåñêëåòî÷íûì ìîëåêóëÿðíûì
êëîíèðîâàíèåì (cell-free molecular cloning). Àâ-
òîìàòèçèðîâàííàÿ ïðîöåäóðà Taq-ïîëèìåðàç-
íîé öåïíîé ðåàêöèè, ñîñòîÿùàÿ èç 30 è áîëåå
öèêëîâ, çàíèìàåò 3–4 ÷. Îíà ñóùåñòâåííî áûñò-
ðåå è ïðîùå ïðîöåäóðû êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåí-
òà ÄÍÊ â ñîñòàâå âåêòîðíûõ ìîëåêóë. Îäíàêî
ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ìåòîä ÏÖÐ íå çàìåíÿåò
ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîãî êëîíèðîâàíèÿ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ, òàê êàê ïðåæäå ÷åì îñóùåñòâèòü
àìïëèôèêàöèþ in vitro îïðåäåëåííîãî ëîêóñà,
íåîáõîäèìî çíàòü åãî ïåðâè÷íóþ ñòðóêòóðó,
à ýòî âîçìîæíî òîëüêî ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî
êëîíèðîâàíèÿ èçó÷àåìîãî ó÷àñòêà ãåíîìà è åãî
ñåêâåíèðîâàíèÿ.

Íàðÿäó ñ ÿâíûìè ïðåèìóùåñòâàìè ìåòîä
ÏÖÐ èìååò è îïðåäåëåííûå íåäîñòàòêè. Taq-ïî-
ëèìåðàçà â ïðîöåññå êàòàëèçèðóåìîé åþ ðåàê-
öèè in vitro îøèáî÷íî âêëþ÷àåò íåêîìïëåìåí-
òàðíûé íóêëåîòèä ñ ÷àñòîòîé 1,1 � 10–5 â îäíîì
öèêëå. Ñèíòåçèðîâàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ñîäåðæàùèå îøèáêè, çàòåì àìïëèôèöèðóþòñÿ
ïî ýêñïîíåíöèàëüíîé çàâèñèìîñòè. Ýòî ïðèâî-
äèò ê òîìó, ÷òî ïîñëå 30 öèêëîâ ÏÖÐ ÷àñòîòà
îøèáîê â àìïëèôèöèðîâàííîé ÄÍÊ ìîæåò äî-
ñòèãàòü 0,25 %. Ôðàãìåíò Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû I E. coli äåëàåò îøèáêè ñ ÷àñòîòîé
10–4–10–6 íà ïàðó íóêëåîòèäîâ, ÷òî ïîñëå
27 öèêëîâ àìïëèôèêàöèè ìîæåò âûçûâàòü íà-
êîïëåíèå îøèáîê äî 0,17 %.

Â òî æå âðåìÿ íåáîëüøàÿ ôðàêöèÿ ìóòàíò-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íå âëèÿåò íà ðåçóëü-
òàò òàêèõ àíàëèòè÷åñêèõ ïðîöåäóð, êàê ïðÿìîå

ñåêâåíèðîâàíèå è ãèáðèäèçàöèÿ íà ôèëüòðàõ ñî
ñïåöèôè÷íûìè îëèãîíóêëåîòèäíûìè ïðîáàìè.
Îøèáêè, âîçíèêøèå íà ýòàïå êëîíèðîâàíèÿ
è ñåêâåíèðîâàíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ àìïëèôè-
öèðîâàííûõ in vitro ôðàãìåíòîâ, ëåãêî âûÿâëÿ-
þòñÿ àíàëèçîì íåñêîëüêèõ íåçàâèñèìûõ êëî-
íîâ ãèáðèäíûõ ÄÍÊ è óñòàíîâëåíèåì èñõîä-
íîé, íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþùåéñÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ. Åñëè îøèáêà áûëà ââå-
äåíà íà íà÷àëüíîé ñòàäèè àìïëèôèêàöèè ñåã-
ìåíòà ÄÍÊ, òî ìóòàíòíàÿ ôîðìà ìîæåò ñîñòàâ-
ëÿòü áîëüøóþ äîëþ ïîëó÷åííîãî ïðåïàðàòà.
Â ýòîì ñëó÷àå äëÿ äîñòèæåíèÿ äîñòîâåðíîãî ðå-
çóëüòàòà è âûÿâëåíèÿ ãèáðèäíîé ÄÍÊ, ñîäåð-
æàùåé ïðèðîäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, íåîáõî-
äèìî îñóùåñòâëÿòü ëèáî ïðÿìîå ñåêâåíèðîâà-
íèå íåçàâèñèìî àìïëèôèöèðîâàííûõ ïðîá ÄÍÊ,
ëèáî àíàëèç ðÿäà êëîíîâ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë
ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ ïîñëå íåçàâèñèìûõ ÏÖÐ.

Ðàçíûå ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû îñóùåñòâëÿþò
ÏÖÐ ñ ðàçëè÷íîé ýôôåêòèâíîñòüþ. Òàê, äëÿ
PolIK è ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû ôàãà T4 ñòåïåíü àìï-
ëèôèêàöèè áûñòðî ñíèæàåòñÿ, åñëè ðàçìåð àìï-
ëèôèöèðóåìîãî ñåãìåíòà ïðåâûøàåò 250 ïí, â òî
âðåìÿ êàê ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Taq è ôàãà T7 ñïî-
ñîáíû ñ âûñîêèì âûõîäîì àìïëèôèöèðîâàòü
ôðàãìåíòû, èìåþùèå ðàçìåð äî 2000 ïí. Ñ ïî-
ìîùüþ ïîëèìåðàçû Taq óäàåòñÿ àìïëèôèöèðî-
âàòü ôðàãìåíòû ÄÍÊ ðàçìåðîì íå áîëåå 5 òïí.
Ýòî îãðàíè÷åíèå, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëåíî îò-
ñóòñòâèåì ó ôåðìåíòà êîððåêòèðóþùåé 3�–5�-
ýêçîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè. Â ÏÖÐ íà ñòàäèè
ïîëèìåðèçàöèè Taq ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïðàéìåðîì è
äîñòðàèâàåò öåïü íà ìàòðèöå. Èçðåäêà Taq

îøèáî÷íî âêëþ÷àåò íåêîìïëåìåíòàðíûé ìàòðè-
öå íóêëåîòèä, ïîñëå ÷åãî ñêîðîñòü óäëèíåíèÿ
ñèíòåçèðóåìîé öåïè ñíèæàåòñÿ â 103–106 ðàç.
Ïðåîäîëåòü ýòó ïðîáëåìó óäàëîñü, îáúåäèíèâ
Taq ñ äðóãèì òåðìîñòàáèëüíûì ôåðìåíòîì —
ïîëèìåðàçîé Pirococcus sp. GB-D, îáëàäàþùåé
êîððåêòèðóþùåé 3�–5�-ýêçîíóêëåàçíîé àêòèâ-
íîñòüþ. Ýòîò ôåðìåíò ìîæåò ñâÿçûâàòüñÿ ñ îøè-
áî÷íî âêëþ÷åííûì íåñïàðåííûì íóêëåîòèäîì
ïîñëå äèññîöèàöèè êîìïëåêñà ýòîãî íóêëåîòèäà
ñ ïîëèìåðàçîé Taq è óäàëèòü åãî. Ýòî ïîçâîëÿåò
Taq ïðîäîëæèòü ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíóþ ðåàêöèþ
ñ íîðìàëüíîé ñêîðîñòüþ è, êàê ðåçóëüòàò, äàåò
âîçìîæíîñòü àìïëèôèöèðîâàòü ôðàãìåíòû ÄÍÊ
äëèíîé äî 30 òïí. Òàêàÿ ðåàêöèÿ ïîëó÷èëà íàçâà-
íèå ïðîòÿæåííàÿ ÏÖÐ (long PCR, LPCR). Äðó-
ãèì ñëåäñòâèåì äîáàâëåíèÿ ïîëèìåðàçû Piro-

coccus sp. GB-D ÿâèëîñü óâåëè÷åíèå òî÷íîñòè
ñèíòåçà àìïëèôèöèðóåìîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ.
×àñòîòà îøèáîê ñíèçèëàñü äî 2,3 � 10

–6.
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Â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ðàáîò ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ÏÖÐ âîçíèêëà èäåÿ àìïëèôèöèðîâàòü â îä-
íîé ïðîáèðêå ñðàçó íåñêîëüêî ðàçëè÷íûõ ãåíå-
òè÷åñêèõ ëîêóñîâ. Â ýòîì ñëó÷àå îäíîâðåìåííî
èñïîëüçóþò áîëåå îäíîé ïàðû îëèãîíóêëåîòèä-
íûõ ïðàéìåðîâ. Òàêàÿ ðåàêöèÿ ïîëó÷èëà íàçâà-
íèå ìóëüòèïëåêñíàÿ ÏÖÐ (ÌÏÖÐ).

Äàííûé ïîäõîä ïîçâîëÿåò ñóùåñòâåííî ýêî-
íîìèòü âðåìÿ è óñèëèÿ ïðè âûïîëíåíèè àíàëè-
çîâ. Îñîáåííî øèðîêî åãî ñòàëè ïðèìåíÿòü äëÿ
ýêñïðåññ-èäåíòèôèêàöèè èíôåêöèîííûõ àãåí-
òîâ. Íàïðèìåð, Ñ. Í. Ùåëêóíîâ ñ ñîòðóäíèêàìè
ðàçðàáîòàëè ìåòîä ÌÏÖÐ, ïîçâîëÿþùèé ïðè
èñïîëüçîâàíèè ïÿòè ïàð ïðàéìåðîâ ïðîâîäèòü
îäíîâðåìåííî ðîäî- è âèäîñïåöèôè÷íóþ èäåí-
òèôèêàöèþ îðòîïîêñâèðóñîâ, ïàòîãåííûõ äëÿ
÷åëîâåêà (ðèñ. 1.36). Ñ ïîìîùüþ ìóëüòèïëåêñ-
íîé ÏÖÐ ìîæíî òàêæå îñóùåñòâëÿòü îäíîâðå-
ìåííóþ äåòåêöèþ ðàçëè÷íûõ èíôåêöèîííûõ
àãåíòîâ, îáóñëîâëèâàþùèõ ñõîæèå êëèíè÷åñ-
êèå ïðîÿâëåíèÿ.

Àñèììåòðè÷íàÿ ÏÖÐ (asymmetrical PCR),
èíà÷å íàçûâàåìàÿ îäíîíàïðàâëåííàÿ ÏÖÐ, èñ-
ïîëüçóåòñÿ äëÿ íàðàáîòêè îäíîöåïî÷å÷íûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùèõ àìïëèôè-
öèðóåìîìó ó÷àñòêó ÄÍÊ-ìàòðèöû. Â ýòîì ñëó-
÷àå ïðè ïîñòàíîâêå ÏÖÐ îäèí èç ïðàéìåðîâ íà-
õîäèòñÿ â íèçêîé êîíöåíòðàöèè, ïîýòîìó â ïðî-
öåññå ÏÖÐ îí áûñòðî èñòîùàåòñÿ, òàê êàê ÷èñëî

âíîâü ñèíòåçèðîâàííûõ ìàòðèö íà÷èíàåò ïðå-
âûøàòü ÷èñëî ìîëåêóë ýòîãî ïðàéìåðà. Ñèíòåç
ÄÍÊ ïîñëå ýòîãî ïðîäîëæàåòñÿ ïðåèìóùåñò-
âåííî ñ îäíîãî ïðàéìåðà, íàõîäÿùåãîñÿ â èç-
áûòêå, à íàêîïëåíèå ÏÖÐ-ïðîäóêòà óæå ïðîèñ-
õîäèò íå ýêñïîíåíöèàëüíî, à ëèíåéíî. Â èòîãå
ïðîäóêò òàêîé ÏÖÐ îêàçûâàåòñÿ ïðåäñòàâëåí-
íûì, â îñíîâíîì, îäíîöåïî÷å÷íûì ôðàãìåíòîì
àìïëèôèöèðóåìîé ÄÍÊ.

Ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ ïîçâîëÿåò àì-
ïëèôèöèðîâàòü òàêæå ìîëåêóëû ÐÍÊ. Íà ïåðâîì
ýòàïå ñ ïîìîùüþ îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû (ÎÒ)
ïîëó÷àþò ÄÍÊ-êîïèþ öåëåâîé ÐÍÊ, à çàòåì
îñóùåñòâëÿþò ÏÖÐ. Òàêàÿ ñèñòåìà íàçûâàåòñÿ
ÎÒ-ÏÖÐ (reverse transcription PCR, RT-PCR).
Äëÿ äèàãíîñòè÷åñêèõ öåëåé ÷àùå âñåãî èñïîëü-
çóþò ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó òåðìîôèëüíîé áàêòåðèè
Thermus thermophilus (Tth-ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà),
ñ ïîìîùüþ êîòîðîé ñ ÐÍÊ-ìàòðèöû ìîæíî ïî-
ëó÷àòü ÄÍÊ-àìïëèôèêàòû äëèíîé äî 3 òïí
(ñì. 1.2.5).

Íà îñíîâå ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè
â 1988 ã. À. Â. Áåëÿâñêèé è Ê. Ñ. Ðàåâñêèé ïðåä-
ëîæèëè ñïîñîá àìïëèôèêàöèè ìîëåêóë êÄÍÊ
in vitro. Äëÿ òîãî ÷òîáû âñå ìîëåêóëû ñóììàðíîé
êÄÍÊ ìîãëè ó÷àñòâîâàòü â àìïëèôèêàöèè, íåîá-
õîäèìî íàëè÷èå íà îáîèõ êîíöàõ êÄÍÊ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé, îáùèõ äëÿ âñåõ ìîëåêóë. Ýòî ðåà-
ëèçóåòñÿ ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ñèíòåç ïåðâîé
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Ðèñ. 1.36. Ðåçóëüòàò ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ,
ïîëó÷åííûõ ïîñëå ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ÷åòûðåõ ïàð îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ

äëÿ âèäîñïåöèôè÷íîé è îäíîé ïàðû — äëÿ ðîäîñïåöèôè÷íîé èäåíòèôèêàöèè îðòîïîêñâèðóñîâ:

âèðóñ îñïîâàêöèíû, øòàììû Copenhagen (1), ËÈÂÏ (2), ÂÐ-1 (3), Chambon (11), ÅÌ-63 (12), Western Reserve (13);

âèðóñ îñïû êîðîâ, øòàììû Puma-73 (4), GRI-90 (5), Turk (6), Hamburg (7), ÅÐ-1 (8); âèðóñ îñïû îáåçüÿí, øòàììû
Zaire–96-I-16 (9), Congo-8 (10); âèðóñ îñïû êðîëèêîâ, øòàìì Utrecht (14); âèðóñ íàòóðàëüíîé îñïû, øòàììû Ind-3a (15),

Butler (16); âèðóñ ýêòðîìåëèè (17); îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü (18); ÄÍÊ-ìàðêåð (Ì). Ñïðàâà óêàçàíà äëèíà ôðàãìåíòà â ïí



öåïè êÄÍÊ èíèöèèðóåòñÿ ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ
(T)-ïðàéìåðà ñ ïîëè(A)-ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ (ðèñ. 1.37, à). Íà 3�-êîíöå ýòîãî
ïðàéìåðà íàõîäèòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îëè-
ãî(dT), ñïàðèâàþùàÿñÿ ñ ïîëè(A)-êîíöîì ìÐÍÊ.
Íà 5�-êîíöå (T)-ïðàéìåðà èìååòñÿ ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòü, ñèëüíî îáîãàùåííàÿ îñòàòêàìè G è C è
ñëóæàùàÿ äëÿ ïîâûøåíèÿ äîïóñòèìîé òåìïåðà-
òóðû îòæèãà ïðàéìåðà âî âðåìÿ ÏÖÐ. Ïîñëå ñèí-
òåçà ïåðâîé öåïè êÄÍÊ ê åå 3�-êîíöó ñ ïîìîùüþ
òåðìèíàëüíîé òðàíñôåðàçû äîñòðàèâàþò îëè-
ãî(dG)-êîíåö (ñì. ðèñ. 1.37, á). Öåïü ÐÍÊ èç ïî-
ëó÷åííîãî äóïëåêñà óäàëÿþò ùåëî÷íûì ãèäðî-
ëèçîì, ïîñëå ÷åãî îäíîöåïî÷å÷íàÿ ìàòðèöà ãîòî-
âà ê àìïëèôèêàöèè.

Ïðè àìïëèôèêàöèè èñïîëüçóþò äâà ñèíòå-
òè÷åñêèõ ïðàéìåðà: (T)-ïðàéìåð, ñëóæèâøèé
äëÿ èíèöèàöèè ñèíòåçà ïåðâîé öåïè, è (C)-
ïðàéìåð, êîìïëåìåíòàðíûé îëèãî(dG)-êîíöàì

(ñì. ðèñ. 1.37, â). Â ïåðâîì öèêëå àìïëèôèêàöèè
ó÷àñòâóåò òîëüêî (C)-ïðàéìåð, êîòîðûé èíèöèè-
ðóåò ñèíòåç âòîðîé öåïè êÄÍÊ. Ïðè ýòîì
ñèíòåçèðóåòñÿ êîìïëåìåíòàðíàÿ (T)-ïðàéìåðó
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íà 3�-êîíöå âòîðîé öåïè.
Âî âòîðîì öèêëå ÏÖÐ ó÷àñòâóþò îáà ïðàéìåðà.
Ïîñëåäóþùèå öèêëû àìïëèôèêàöèè ïðèâîäÿò
ê ýêñïîíåíöèàëüíîìó íàðàñòàíèþ ÷èñëà êîïèé
äâóõöåïî÷å÷íîé êÄÍÊ. Äàííûé ïîäõîä ïîçâî-
ëÿåò ìíîãîêðàòíî ðàçìíîæàòü ÄÍÊ-êîïèè ìàò-
ðè÷íûõ ÐÍÊ, íà÷èíàÿ ñ íåçíà÷èòåëüíûõ èñõîä-
íûõ êîëè÷åñòâ. Â ÷àñòíîñòè, óäàåòñÿ êîíñòðóè-
ðîâàòü ïðåäñòàâèòåëüíûå áèáëèîòåêè êÄÍÊ,
ïîëó÷åííûå íà îñíîâå ìÐÍÊ, âûäåëåííîé âñåãî
èç íåñêîëüêèõ êëåòîê.

ÎÒ-ÏÖÐ ïðèìåíÿþò äëÿ èäåíòèôèêàöèè
ÐÍÊ-ñîäåðæàùèõ âèðóñîâ. Â ýòîì ñëó÷àå èñ-
ïîëüçóþò òàê íàçûâàåìûå ãåíñïåöèôè÷íûå
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Ðèñ. 1.37. Ñõåìà àìïëèôèêàöèè òîòàëüíîé êÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ



ïðàéìåðû, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò âûñîêóþ íà-
äåæíîñòü ïðîâîäèìûõ àíàëèçîâ.

1.8.2. Ïðèìåðû èñïîëüçîâàíèÿ ÏÖÐ

Ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ — îäèí èç
ìîùíåéøèõ èíñòðóìåíòîâ èññëåäîâàíèÿ íóê-
ëåèíîâûõ êèñëîò, íå äîñòóïíûé ðàíåå. ÏÖÐ èñ-
ïîëüçóþò äëÿ àíàëèçà èíäèâèäóàëüíûõ âàðèà-
öèé íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â îï-
ðåäåëåííûõ ëîêóñàõ, äëÿ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâ-
íîñòè êëîíèðîâàíèÿ öåëåâûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé èçó÷àåìûõ ãåíîìîâ è èõ ïðÿìîãî ñåêâå-
íèðîâàíèÿ, äëÿ äåòåêöèè ïàòîãåííûõ ìèêðîîð-
ãàíèçìîâ è ò. ï. Ðàññìîòðèì ïðèìåðû, äåìîíñò-
ðèðóþùèå âîçìîæíîñòè ìåòîäà ÏÖÐ è øèðî-
êèé ñïåêòð ðåøàåìûõ ñ åãî ïîìîùüþ íàó÷íûõ
è ïðàêòè÷åñêèõ çàäà÷.

Ìåòîä ÏÖÐ ïîçâîëèë ïðîàíàëèçèðîâàòü íà-
ëè÷èå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âèðóñîâ ïàïèëëî-
ìû ÷åëîâåêà â ñðåçàõ áèîïòàòîâ íîâîîáðàçîâà-
íèé øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà, çàëèòûõ ïàðàôèíîì
è õðàíèâøèõñÿ â òå÷åíèå 40 ëåò. Áîëåå òîãî, èñ-
ïîëüçóÿ ÏÖÐ, óäàëîñü àìïëèôèöèðîâàòü è êëî-
íèðîâàòü ôðàãìåíòû ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ
èç èñêîïàåìûõ îñòàíêîâ ìîçãà ÷åëîâåêà âîçðàñ-
òà 7 òûñÿ÷ ëåò! Èìåííî ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ áûëè
èäåíòèôèöèðîâàíû êîñòíûå îñòàíêè ðîññèéñêî-
ãî èìïåðàòîðà Íèêîëàÿ II è ÷ëåíîâ åãî ñåìüè,
ïðîëåæàâøèå â çåìëå 73 ãîäà.

Ìåòîä ÏÖÐ îáåñïå÷èâàåò óíèêàëüíóþ âîç-
ìîæíîñòü òîíêîãî ãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà è èçó-
÷åíèÿ õðîìîñîìíîé ðåêîìáèíàöèè, ÄÍÊ-ïîëè-
ìîðôèçìà è äð. Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå
50–60 öèêëîâ ÏÖÐ, âûïîëíåííûõ íà ÄÍÊ åäè-
íè÷íûõ äèïëîèäíûõ èëè ãàïëîèäíûõ êëåòîê ÷å-
ëîâåêà, óäàåòñÿ íàäåæíî îïðåäåëÿòü àëëåëüíûé
òèï àíàëèçèðóåìîãî ãåíà â ãèáðèäèçàöèîííîì
òåñòå àìïëèôèöèðîâàííîé ÄÍÊ ñ àëëåëüñïåöè-
ôè÷íûìè 32P-ìå÷åííûìè îëèãîíóêëåîòèäàìè.
Íà ëèçàòàõ èíäèâèäóàëüíûõ ñïåðìàòîçîèäîâ ÷å-
ëîâåêà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæíîñòü îäíî-
âðåìåííî àíàëèçèðîâàòü äâà ëîêóñà, ðàñïîëî-
æåííûõ íà íåãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîìàõ.

Ìåòîä àíàëèçà ñïåðìàòîçîèäîâ ñðàçó íàøåë
ïðàêòè÷åñêîå ïðèìåíåíèå â ñóäåáíîé ìåäèöè-
íå, òàê êàê HLA-òèïèðîâàíèå ãàïëîèäíûõ êëå-
òîê ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü îòöîâñòâî èëè âûÿâ-
ëÿòü ïðåñòóïíèêà. (Êîìïëåêñ HLA ïðåäñòàâëÿ-
åò ñîáîé íàáîð ãåíîâ ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòî-
ñîâìåñòèìîñòè ÷åëîâåêà; ëîêóñû êîìïëåêñà
HLA — íàèáîëåå ïîëèìîðôíûå èç âñåõ èçâåñò-
íûõ ó âûñøèõ ïîçâîíî÷íûõ: â ïðåäåëàõ âèäà
â êàæäîì ëîêóñå ñóùåñòâóåò íåîáû÷àéíî áîëü-
øîå ÷èñëî ðàçíûõ àëëåëåé.)

Èíòåðåñíûì ïðèëîæåíèåì ïîëèìåðàçíîé
öåïíîé ðåàêöèè ÿâëÿåòñÿ âûÿâëåíèå ÷óæåðîä-
íûõ ãåíåòè÷åñêèõ ñòðóêòóð, âñòðîåííûõ â çàðà-
íåå îïðåäåëåííûé ðàéîí ãåíîìà èçó÷àåìûõ
êëåòîê èëè âèðóñîâ. Ïðè èíòåãðàöèè ÷óæåðîä-
íîé ÄÍÊ â õðîìîñîìíûé ãåí ýóêàðèîòè÷åñêîé
êëåòêè (èëè âèðóñíûé ãåí), äëÿ êîòîðîãî îòñóò-
ñòâóþò ìåòîäû ñåëåêöèè ìóòàíòíûõ ôîðì, äî-
ñòàòî÷íî ñëîæíî äîêàçàòü ïðàâèëüíîñòü âñòðîé-
êè. Äàííîå çàòðóäíåíèå óäàëîñü ïðåîäîëåòü
ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ: ñóììàðíàÿ êëåòî÷íàÿ (èëè âè-
ðóñíàÿ) ÄÍÊ îòæèãàåòñÿ ñ äâóìÿ îëèãîíóêëåî-
òèäíûìè çàòðàâêàìè, îäíà èç êîòîðûõ êîìïëå-
ìåíòàðíà ó÷àñòêó õîçÿéñêîé ÄÍÊ âáëèçè òî÷êè
âñòðàèâàíèÿ, à äðóãàÿ — ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
èíòåãðèðîâàííîãî ôðàãìåíòà â àíòèïàðàëëåëü-
íîé öåïè ÄÍÊ (ðèñ. 1.38). Ïîëèìåðàçíàÿ öåï-
íàÿ ðåàêöèÿ â ñëó÷àå íåèçìåíåííîé ñòðóêòóðû
õðîìîñîìíîé ÄÍÊ â ïðåäïîëàãàåìîì ìåñòå
âñòðîéêè ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ôðàãìåíòîâ
îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ íåîïðåäåëåííîãî ðàçìå-
ðà, à â ñëó÷àå çàïëàíèðîâàííîé âñòðîéêè —
äâóõöåïî÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ èçâåñòíîãî
ðàçìåðà, îïðåäåëÿåìîãî ðàññòîÿíèåì ìåæäó
ìåñòàìè îòæèãà äâóõ ïðàéìåðîâ (ñì. ðèñ. 1.38).
Ñòåïåíü àìïëèôèêàöèè àíàëèçèðóåìîãî ðàéîíà
ãåíîìà â ïåðâîì ñëó÷àå áóäåò íàõîäèòüñÿ â ëè-
íåéíîé çàâèñèìîñòè îò êîëè÷åñòâà öèêëîâ, à âî
âòîðîì — â ýêñïîíåíöèàëüíîé. Ýêñïîíåíöèàëü-
íîå íàêîïëåíèå àìïëèôèöèðóåìîãî ôðàãìåíòà
çàðàíåå èçâåñòíîãî ðàçìåðà ïîçâîëÿåò âèçóàëè-
çèðîâàòü åãî ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ôðàê-
öèîíèðîâàíèÿ ïðåïàðàòà ÄÍÊ è äåëàòü îäíî-
çíà÷íîå çàêëþ÷åíèå î âñòðîéêå ÷óæåðîäíîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè â çàäàííûé ðàéîí õðîìîñîì-
íîé (èëè âèðóñíîé) ÄÍÊ.

Òàêèì îáðàçîì, àìïëèôèêàöèÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé ÄÍÊ in vitro íàõîäèò øèðîêîå ïðè-
ìåíåíèå êàê â ýêñïåðèìåíòàõ ïî êëîíèðîâàíèþ
â ñîñòàâå ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ, òàê è äëÿ
ïðÿìîãî àíàëèçà âàðèàíòíûõ ñîñòîÿíèé ãåíîâ.
Îñîáîå çíà÷åíèå ðàññìîòðåííûé ìåòîäè÷åñêèé
ïîäõîä èìååò ïðè ðàçðàáîòêå ïðîñòûõ òåñò-ñèñ-
òåì äëÿ âûÿâëåíèÿ â îðãàíèçìå íóêëåèíîâûõ
êèñëîò èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ. Â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ òàêèå àíàëèçû ñòàëè ðóòèííûìè. Ìíîãî÷èñ-
ëåííûå ôèðìû ïðîèçâîäÿò òåñò-ñèñòåìû äëÿ
èäåíòèôèêàöèè ìåòîäîì ÏÖÐ (èëè ÎÒ-ÏÖÐ)
ïðàêòè÷åñêè âñåõ èçâåñòíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ,
âûçûâàþùèõ çàáîëåâàíèÿ ÷åëîâåêà è æèâîò-
íûõ. Â ÷àñòíîñòè, ýòîò ïîäõîä èñïîëüçóþò äëÿ
ðàííåé äèàãíîñòèêè íàëè÷èÿ â îðãàíèçìå âèðó-
ñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà (HIV), ÷òî íå óäà-
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åòñÿ îñóùåñòâèòü äðóãèìè ìåòîäàìè. Ïðè ýòîì
íå òðåáóåòñÿ ðàáîòàòü ñ ðàäèîàêòèâíûìè èçîòî-
ïàìè, òàê êàê àìïëèôèöèðîâàííûé ñåãìåíò âè-
ðóñíîé ÄÍÊ âûÿâëÿåòñÿ íàïðÿìóþ ïîñëå ýëåêò-
ðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
è îêðàñêè èõ áðîìèñòûì ýòèäèåì.

Èñïîëüçîâàíèå ÏÖÐ äëÿ êëîíèðîâàíèÿ

çàäàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Ïîÿâëåíèå ìåòî-
äà ÏÖÐ çíà÷èòåëüíî óïðîñòèëî ïðîöåäóðó òî÷-
íîãî èçâëå÷åíèÿ èç ñîñòàâà ìîëåêóë ÄÍÊ èç-
âåñòíûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
è âñòðîéêè èõ â ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû. Ìîãóò
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Ðèñ. 1.38. Àíàëèç ñïåöèôè÷íîñòè ðåêîìáèíàöèîííîé âñòðîéêè ôðàãìåíòà ÄÍÊ
â ãåíîì êëåòêè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ:

à — ïðàâèëüíàÿ (çàäàííàÿ) èíòåãðàöèÿ; á — îòñóòñòâèå ïðàâèëüíîé èíòåãðàöèè



áûòü ðàññ÷èòàíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îëèãî-
íóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ, êîòîðûå îáåñïå÷èâà-
þò íå òîëüêî òî÷íóþ àìïëèôèêàöèþ òðåáóåìî-
ãî ôðàãìåíòà, íî è îäíîâðåìåííî ïîçâîëÿþò
ââîäèòü ó÷àñòêè ãèäðîëèçà îïðåäåëåííûõ ðåñò-
ðèêòàç (ðèñ. 1.39), íåîáõîäèìûå äëÿ çàïëàíèðî-
âàííîé âñòðîéêè â êëîíèðóþùèé âåêòîð. Ïðè
ýòîì êîëè÷åñòâî èñõîäíîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùåé öå-
ëåâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ìîæåò áûòü î÷åíü
ìàëûì.

Îëèãîíóêëåîòèäíûå ìèêðî÷èïû. Â 1988 ã.
ãðóïïîé ó÷åíûõ Èíñòèòóòà ìîëåêóëÿðíîé áèî-
ëîãèè èì. Â. À. Ýíãåëüãàðäòà ÐÀÍ, ðóêîâîäèìîé
À. Ä. Ìèðçàáåêîâûì, áûëà èíèöèèðîâàíà ðàç-
ðàáîòêà îëèãîíóêëåîòèäíûõ ìèêðî÷èïîâ (micro-

chip), èíà÷å íàçûâàåìûõ îëèãîíóêëåîòèäíûìè
ìèêðîìàòðèöàìè (microarray). Öåëüþ ýòîãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ áûëà ðàçðàáîòêà ìåòîäà, ïîçâîëÿþ-
ùåãî ñåêâåíèðîâàòü êîðîòêèå ôðàãìåíòû ÄÍÊ
ïóòåì ãèáðèäèçàöèè ñ îëèãîíóêëåîòèäàìè èç-
âåñòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå èììîáè-
ëèçîâàíû íà òâåðäîì íîñèòåëå â ñòðîãî îïðåäå-
ëåííîì ïîðÿäêå (ýòî è íàçûâàåòñÿ ìèêðîìàòðè-
öåé èëè ìèêðî÷èïîì).

Â äàëüíåéøåì áëàãîäàðÿ ñîçäàíèþ ñïåöè-
àëüíîãî îáîðóäîâàíèÿ óäàëîñü ðîáîòèçèðîâàòü
ïðîöåññ ïîëó÷åíèÿ ìèêðî÷èïîâ ñ íàíåñåíèåì
â ñòðîãî îïðåäåëåííîì ïîðÿäêå ìèêðîêîëè÷åñòâ
îëèãîíóêëåîòèäîâ èëè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
(êÄÍÊ) íà òâåðäûé íîñèòåëü (îáû÷íî èñïîëü-
çóþò ñòåêëî, íåéëîíîâûå ìåìáðàíû, ñèëèêîíî-
âûå ïîâåðõíîñòè è äð.). Ýòî ïîçâîëèëî ñîçäà-
âàòü ìèêðîìàòðèöû, ñîäåðæàùèå íà ïîâåðõíîñ-
òè â íåñêîëüêî êâàäðàòíûõ ñàíòèìåòðîâ ñîòíè
è òûñÿ÷è èíäèâèäóàëüíûõ ïðîá äëÿ ïîñëåäóþ-
ùåé ãèáðèäèçàöèè. Ïðåïàðàòû ÄÍÊ, ïðåäíàç-
íà÷åííûå äëÿ ãèáðèäèçàöèè íà ìèêðî÷èïå,
ôëóîðåñöåíòíî ìåòÿò, îáû÷íî â ïðîöåññå ÏÖÐ.
Ïîñëå ãèáðèäèçàöèè è îòìûâêè ìèêðî÷èï àíà-
ëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî ñêàíåðà è äàí-

íûå ôëóîðåñöåíöèè êàæäîé ÿ÷åéêè ìèêðîìàò-
ðèöû ïîäâåðãàþò êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêå, èñ-
ïîëüçóÿ ñïåöèàëüíîå ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå.

Ñåêâåíèðîâàíèå ìíîãî÷èñëåííûõ êÄÍÊ
è ïîëíûõ ãåíîìîâ âñå ðàñøèðÿþùåãîñÿ ñïåêòðà
îðãàíèçìîâ ñîçäàëî áàçó äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìèê-
ðî÷èïîâ, ïîçâîëÿþùèõ îäíîâðåìåííî èçó÷àòü
ýêñïðåññèþ áîëüøîãî ÷èñëà ãåíîâ íà óðîâíå öå-
ëîãî ãåíîìà. Ïåðâóþ ðàáîòó äàííîãî íàïðàâ-
ëåíèÿ âûïîëíèëè Ì. Øåí ñ ñîòðóäíèêàìè
(1995 ã.), ñîçäàâ ìèêðî÷èï íà îñíîâå àìïëèôè-
öèðîâàííûõ â ÏÖÐ ôðàãìåíòîâ êÄÍÊ äëÿ 48 ãå-
íîâ ðàñòåíèÿ Arabidopsis thaliana. Èç ëèñòüåâ
è êîðíåé ðàñòåíèé âûäåëÿëè ñóììàðíóþ ìÐÍÊ,
ôëóîðåñöåíòíî ìåòèëè â ðåàêöèè îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè è ãèáðèäèçîâàëè ñ ñîçäàííûì
ìèêðî÷èïîì. Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàëè, ÷òî ýêñïðåññèÿ èçó÷åííûõ ãåíîâ
â ëèñòüÿõ è êîðíÿõ îäíîãî è òîãî æå ðàñòåíèÿ
ðàçëè÷àåòñÿ (ðèñ. 1 íà öâ. âêëåéêå).

Â äàëüíåéøåì áûëè ñîçäàíû ìèêðîìàòðè-
öû ñ íàíåñåííûìè â ñòðîãîì ïîðÿäêå îáðàç-
öàìè ÏÖÐ-ôðàãìåíòîâ êÄÍÊ äëÿ ñîòåí è òûñÿ÷
èçâåñòíûõ ãåíîâ ÷åëîâåêà è äðóãèõ îðãàíèçìîâ.
×àñòî ñîçäàþò ñïåöèàëèçèðîâàííûå ìèêðîìàò-
ðèöû äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè îïðåäåëåííûõ òè-
ïîâ ãåíîâ: êîíòðîëèðóþùèõ êëåòî÷íûé öèêë,
àïîïòîç, ñïëàéñèíã, òðàíñëÿöèþ, ñèíòåç
öèòîêèíîâ, êîìïëåìåíòà, ôàêòîðîâ ñâåð-
òûâàíèÿ êðîâè, ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè è äð.
Íàïðèìåð, Ò. Øåíê ñ ñîòðóäíèêàìè (1998 ã.), èñ-
ïîëüçóÿ ÷åòûðå ìèêðî÷èïà, ñîäåðæàùèõ â ñóì-
ìå ôðàãìåíòû êÄÍÊ äëÿ 6600 ãåíîâ ÷åëîâåêà,
èçó÷èëè íà ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ
êîæè ÷åëîâåêà, êàê èíôèöèðîâàíèå öèòîìåãà-
ëîâèðóñîì ÷åëîâåêà âëèÿåò íà ýêñïðåññèþ ýòèõ
ãåíîâ. Îêàçàëîñü, ÷òî äàííàÿ âèðóñíàÿ èíôåê-
öèÿ äîñòîâåðíî èçìåíÿåò (óâåëè÷èâàåò èëè
óìåíüøàåò) ýêñïðåññèþ 258 ãåíîâ ÷åëîâåêà.
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Ðèñ. 1.39. Ïðèìåð âûáîðà îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ äëÿ àìïëèôèêàöèè ãåíà ENV

âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà.

Ñòðî÷íûìè áóêâàìè îáîçíà÷åíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü «ïëþñ»-öåïè ìàòðèöû, ïðîïèñíûìè — ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïðàéìåðîâ: ¹ 1 — â íàïðàâëåíèè 5�–3�, ¹ 2 — â íàïðàâëåíèè 3�–5�. Ïðàéìåðû êîìïëåìåíòàðíû «ìèíóñ»-

èëè «ïëþñ»-öåïè ìàòðèöû ñîîòâåòñòâåííî. Èíèöèàòîðíûé è òåðìèíàòîðíûé òðèïëåòû âûäåëåíû æèðíûì øðèôòîì,
íåêîìïëåìåíòàðíûå íóêëåîòèäû ìàòðèöû è ïðàéìåðîâ îáîçíà÷åíû êóðñèâîì



Äðóãàÿ ãðóïïà ó÷åíûõ íà îñíîâå äàííûõ
ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ öèòîìåãàëîâèðóñà ÷åëî-
âåêà ñîçäàëà â 1999 ã. ìèêðî÷èï, èñïîëüçóÿ
ôðàãìåíòû äëèíîé 75 íóêëåîòèäîâ, ñîîòâåòñò-
âóþùèå âñåì òåîðåòè÷åñêè ïðåäñêàçàííûì îò-
êðûòûì ðàìêàì òðàíñëÿöèè. Äëÿ 151 âèðóñíîé
ÎÐÒ áûëà äîêàçàíà ïðîäóêöèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ
ìÐÍÊ è âûÿâëåíî âðåìÿ èõ áèîñèíòåçà â ïðî-
öåññå èíôåêöèè.

Ñ. Ãóåðà ñ ñîàâòîðàìè (2003 ã.) ñ ïîìîùüþ
ìèêðîìàòðèö, ñîäåðæàùèõ 15 òûñ. êÄÍÊ ÷åëî-
âåêà, èçó÷èëè êàðòèíó èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè
ãåíîâ ïåðåâèâàåìîé ëèíèè êëåòîê ÷åëîâåêà
HeLa â ïðîöåññå èíôåêöèè èõ âèðóñîì îñïî-
âàêöèíû. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî âèðóñíàÿ èí-
ôåêöèÿ ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ýêñïðåññèè 66 ãå-
íîâ êëåòêè è ê ðåïðåññèè 1267 ãåíîâ.

Èñïîëüçóÿ ñèíõðîíèçîâàííóþ ëèíèþ ôèá-
ðîáëàñòîâ èç ýìáðèîíà ìûøè, Ñ. Èøèäà ñ ñîàâ-
òîðàìè (2001 ã.) èäåíòèôèöèðîâàëè 188 ãåíîâ,
ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè ðàçíûõ ýòàïîâ êëå-
òî÷íîãî öèêëà. Ïîêàçàíî, ÷òî 65 èç íèõ ðåãóëè-
ðóþòñÿ òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì E2F

(ðèñ. 2 íà öâ. âêëåéêå).
À. Âàíò Âîóò ñ ñîàâòîðàìè (2003 ã.) èññëåäî-

âàëè ýêñïðåññèþ 271 ãåíà êëåòîê ÷åëîâåêà â óñ-
ëîâèÿõ èíôèöèðîâàíèÿ èõ âèðóñîì ãðèïïà òè-
ïà À, âèðóñîì èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà, à òàê-
æå ïîä äåéñòâèåì èíòåðôåðîíà èëè òåïëîâîãî
øîêà. Îêàçàëîñü, ÷òî êàæäîå âîçäåéñòâèå ïî-
ðàçíîìó îòðàæàåòñÿ íà ýêñïðåññèè äàííûõ ãå-

íîâ (ðèñ. 3 íà öâ. âêëåéêå). Â òî æå âðåìÿ îáíà-
ðóæåíî ñõîäñòâî â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ðÿäà
ãåíîâ ïðè èíôåêöèè êëåòîê âèðóñîì ãðèïïà è
ïîä âëèÿíèåì èíòåðôåðîíà, ÷òî óêàçûâàåò íà
âàæíîñòü èíòåðôåðîíîâîãî îòâåòà ïðè çàðàæå-
íèè äàííûì âèðóñîì.

Òåõíîëîãèÿ ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ äàåò â ðóêè
ýêñïåðèìåíòàòîðîâ ìîùíûé èíñòðóìåíò äëÿ
àíàëèçà ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ãåíîâ íå òîëüêî
â ñèñòåìå in vitro, íî è â æèâîì îðãàíèçìå â çà-
âèñèìîñòè îò ðàçëè÷íûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ è
ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé. Òàê, Ê. Áèãåð ñ ñî-
àâòîðàìè (2001 ã.) â òå÷åíèå 14 íåäåëü ïðèæèç-
íåííî èçó÷àëè ýêñïðåññèþ ìíîãî÷èñëåííûõ ãå-
íîâ â ïå÷åíè øèìïàíçå, èíôèöèðîâàííîé âèðó-
ñîì ãåïàòèòà Ñ è áîëåþùåé ãåïàòèòîì â îñòðîé
ôîðìå. Ìàòåðèàëà èãîëüíîé áèîïñèè áûëî äî-
ñòàòî÷íî äëÿ âûäåëåíèÿ ñóììàðíîé ìÐÍÊ, ìå-
÷åíèÿ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì ÄÍÊ-êîïèé
è ãèáðèäèçàöèè íà ìèêðî÷èïå, ñîäåðæàùåì
êÄÍÊ íàáîðà ãåíîâ ÷åëîâåêà.

Òåõíîëîãèÿ ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ ÿâëÿåòñÿ
÷ðåçâû÷àéíî ìíîãîîáåùàþùåé äëÿ èñïîëüçî-
âàíèÿ â äèàãíîñòè÷åñêîé ïðàêòèêå â öåëÿõ
èäåíòèôèêàöèè èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ è ðàç-
ëè÷íûõ íåèíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé. Â ïåðñ-
ïåêòèâå áóäóò ñîçäàíû ìèêðîìàòðèöû äëÿ îä-
íîâðåìåííîãî âûÿâëåíèÿ áîëüøèíñòâà èçâåñò-
íûõ èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ (âèðóñîâ, áàêòåðèé,
ïðîñòåéøèõ è ò. ï.). Äðóãèìè ìåòîäàìè ïðîâå-
äåíèå òàêîãî ýêñïðåññ-àíàëèçà íåâîçìîæíî.

1.9. ÁËÎÒÒÈÍÃ ÏÎ ÑÀÓÇÅÐÍÓ

Ïðè àíàëèçå ðàçäåëåííûõ ýëåêòðîôîðåçîì
ìîëåêóë ÄÍÊ øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ïîëó-
÷èë ìåòîä ïåðåíîñà íóêëåèíîâûõ êèñëîò èç àãà-
ðîçíûõ ãåëåé íà íèòðîöåëëþëîçíóþ áóìàãó,
ðàçðàáîòàííûé Å. Ñàóçåðíîì â 1975 ã.; â îòå-
÷åñòâåííîé ëèòåðàòóðå åãî ïðèíÿòî íàçûâàòü
áëîòòèíãîì ïî Ñàóçåðíó (îò àíãë. blotting —
ïðîìîêàíèå). Ñíà÷àëà ìîëåêóëû ÄÍÊ (èëè èõ
ôðàãìåíòû), ðàçäåëåííûå ïî ðàçìåðàì ýëåêòðî-
ôîðåçîì â ïëàñòèíàõ àãàðîçíîãî ãåëÿ, äåíàòó-
ðèðóþò ùåëî÷üþ, ïîñëå íåéòðàëèçàöèè ùåëî÷è
ïëàñòèíó ãåëÿ ïîêðûâàþò ëèñòîì íèòðîöåëëþ-
ëîçû. Íà íèòðîöåëëþëîçó ïîìåùàþò ñòîïêó
ëèñòîâ ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè, êîòîðàÿ îáåñ-
ïå÷èâàåò ìåäëåííûé òîê áóôåðíîãî ðàñòâîðà
÷åðåç ãåëü â íàïðàâëåíèè, ïåðïåíäèêóëÿðíîì
íàïðàâëåíèþ ýëåêòðîôîðåçà (ðèñ. 1.40). ÄÍÊ
äèôôóíäèðóåò èç ãåëÿ è ñâÿçûâàåòñÿ ñ íèòðî-
öåëëþëîçíûì ôèëüòðîì. Ïîñëå ïðîãðåâàíèÿ

ôèëüòðà ïðè òåìïåðàòóðå 80 °C â âàêóóìå ÄÍÊ
íåîáðàòèìî èììîáèëèçóåòñÿ íà íèòðîöåëëþëî-
çå. Ïðè ýòîì ðàñïîëîæåíèå ïîëîñ èììîáèëèçî-
âàííîé ÄÍÊ òî÷íî ñîîòâåòñòâóåò èõ ðàñïîëîæå-
íèþ â ãåëå.

ÄÍÊ, ñâÿçàííóþ ñ ôèëüòðîì, ìîæíî ãèáðè-
äèçîâàòü ñ ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûì çîíäîì,
ñïåöèôè÷íûì ê îïðåäåëåííîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè. Â êà÷åñòâå òàêîãî çîíäà ìîæíî èñïîëü-
çîâàòü êëîíèðîâàííûé ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñèíòåòè-
÷åñêèé îëèãîíóêëåîòèä, ÐÍÊ èëè åå ÄÍÊ-êî-
ïèþ. Ìå÷åíûé çîíä ãèáðèäèçóåòñÿ ñ ÄÍÊ, ñî-
äåðæàùåé êîìïëåìåíòàðíûå åìó ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè (ñì. ðèñ. 1.40). Ïîëîñû ãèáðèäèçî-
âàâøåéñÿ ÄÍÊ âûÿâëÿþòñÿ ïîñëå ðàäèîàâòî-
ãðàôèè íèòðîöåëëþëîçíîãî ôèëüòðà.

Áëîòòèíã ïî Ñàóçåðíó ÿâëÿåòñÿ èñêëþ÷è-
òåëüíî ïîëåçíûì ìåòîäîì äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ëî-
êàëèçàöèè ãåíîâ â ôðàãìåíòàõ, ïîëó÷åííûõ
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ïîñëå ãèäðîëèçà ðàçëè÷íûìè ðåñòðèêòàçàìè
ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ
è ò. ï. Â ÷àñòíîñòè, äàííûé ïîäõîä îáåñïå÷èâà-
åò âîçìîæíîñòü ïðåäâàðèòåëüíî èññëåäîâàòü
ïîëèìîðôèçì îïðåäåëåííûõ ãåíåòè÷åñêèõ ëî-
êóñîâ ïî äëèíàì ñîîòâåòñòâóþùèõ ðåñòðèêöè-
îííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Êðîìå òîãî, ñ ïî-
ìîùüþ ãèáðèäèçàöèè ïî Ñàóçåðíó ìîæíî ëåãêî
âûÿñíèòü, èìååò ëè öåëåâîé ãåí ó÷àñòîê ãèä-
ðîëèçà îïðåäåëåííîé ðåñòðèêòàçîé â ñâîåé
âíóòðåííåé ÷àñòè, ÷òî ïîçâîëÿåò âûáèðàòü îï-

òèìàëüíóþ ñòðàòåãèþ êëîíèðîâàíèÿ èçó÷àåìî-

ãî ðàéîíà ãåíîìà.
Ïî àíàëîãè÷íîé ñõåìå èç àãàðîçíîãî ãåëÿ íà

íèòðîöåëëþëîçíûé ôèëüòð ìîæíî ïåðåíåñòè

è ìîëåêóëû ÐÍÊ. Ýòîò ìåòîä áûë íàçâàí Ñåâåð-

íûì áëîòòèíãîì (Northern blotting) â ïðîòèâî-

ïîëîæíîñòü áëîòòèíãó ïî Ñàóçåðíó (Southern

blotting), òàê êàê ôàìèëèÿ Ñàóçåðí â àíãëèéñêîì

ÿçûêå îçíà÷àåò «þæíûé». Ïåðåíîñ íà ôèëüòðû

èç ãåëÿ áåëêîâ ñîîòâåòñòâåííî íàçâàëè Çàïàä-

íûì áëîòòèíãîì (Western blotting).
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1.10. ÈÌÌÓÍÎÁËÎÒÒÈÍÃ

Â îáùåì ñìûñëå ïîä èììóíîáëîòòèíãîì
ïîíèìàþò àíàëèç ñìåñè áåëêîâ, ïåðåíåñåííûõ
íà òâåðäóþ ïîäëîæêó-ìåìáðàíó, ñ êîòîðîé îíè
ñâÿçûâàþòñÿ êîâàëåíòíûìè ñâÿçÿìè, ñ ïîñëå-
äóþùåé èììóíîäåòåêöèåé. Àíàëèçèðîâàòü
ìîæíî ñìåñü áåëêîâ, íåïîñðåäñòâåííî íàíåñåí-
íóþ íà ïîäëîæêó, — äîò-áëîò àíàëèç (îò àíãë.
dot — ïÿòíûøêî) — ëèáî ïîñëå åå ïðåäâàðè-
òåëüíîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ìåòîäàìè ýëåêòðî-
ôîêóñèðîâàíèÿ, äèñê-ýëåêòðîôîðåçà èëè äâó-
ìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà — Âåñòåðí-áëîò àíà-
ëèç (Western blotting). Òàêàÿ ìåòîäîëîãèÿ ïðè-
ìåíÿåòñÿ òàêæå äëÿ îòáîðà êëîíîâ áàêòåðèé,
ôàãîâ èëè âèðóñîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ïðîäóê-
òû öåëåâûõ êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ. Ïåðåíîñ
áåëêîâ íà ìåìáðàíó îñóùåñòâëÿåòñÿ ëèáî ïàñ-
ñèâíî, ëèáî ñ èñïîëüçîâàíèåì àïïàðàòóðû äëÿ
ýëåêòðîïåðåíîñà. Íà ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíîñà
áåëêîâ íà ìåìáðàíó âëèÿåò ìíîæåñòâî ôàêòî-
ðîâ, òàêèõ êàê ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà áåëêîâ, ïî-
ðèñòîñòü ãåëÿ, âðåìÿ ïåðåíîñà è ñîñòàâ èñïîëü-
çóåìîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (òðàíñ-áóôåðà).
Â çàâèñèìîñòè îò çàäà÷ è óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ
ýêñïåðèìåíòà ïîäáèðàþòñÿ óñëîâèÿ ïåðåíîñà,
îáåñïå÷èâàþùèå íàèëó÷øèå ðåçóëüòàòû.

Â êà÷åñòâå ïîäëîæåê îáû÷íî èñïîëüçóþò
íèòðîöåëëþëîçíûå, ïîëèâèíèëèäåíäèôëóîðèä-
íûå (ÏÂÄÔ) èëè ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûå
íåéëîíîâûå ìåìáðàíû.

Íèòðîöåëëþëîçà ìîæåò ñâÿçûâàòü äî 80–
100 ìêã áåëêà íà 1 ñì2. Íèçêîìîëåêóëÿðíûå
áåëêè (ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé ìåíåå 20 êÄà)
ìîãóò áûòü óòåðÿíû â ðåçóëüòàòå ïðîìûâîê
ïîñëå ýëåêòðîïåðåíîñà, ÷òî ñíèæàåò ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü, îäíàêî èñïîëüçîâàíèå ãëóòàðîâîãî
àëüäåãèäà äëÿ ôèêñàöèè áåëêîâ èëè íèòðîöåë-
ëþëîçû ñ ìåëêèìè ïîðàìè (0,2 ìêì) çíà÷èòåëü-
íî ñíèæàåò ýòè ïîòåðè. Êðóïíûå áåëêè (áîëåå
100 êÄà), äåíàòóðèðîâàííûå â ðàñòâîðå äîäå-
öèëñóëüôàòà íàòðèÿ (SDS), ìîãóò ñëàáî ïåðåíî-
ñèòüñÿ íà ìåìáðàíó, åñëè â òðàíñ-áóôåðå ïðè-
ñóòñòâóåò ýòàíîë. Ñïèðò çíà÷èòåëüíî óëó÷øàåò
ïåðåíîñ áåëêîâ ñ SDS-ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ,
íî ñóæàåò ïîðû â ãåëå, ÷òî è ïðèâîäèò ê çàäåðæ-
êå êðóïíûõ áåëêîâ. Ìåìáðàíà ÏÂÄÔ îïòèìè-
çèðîâàíà äëÿ ïðîâåäåíèÿ èììóíîäåòåêöèè è
ñïîñîáíà óäåðæèâàòü ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçàâøèå-
ñÿ áåëêè äî 160 ìêã/ñì2 ïðè î÷åíü íèçêîì óðîâíå
íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ. Íåìàëîâàæíîå
ñâîéñòâî ýòîé ìåìáðàíû — âîçìîæíîñòü åå ìíî-

ãîêðàòíîãî èñïîëüçîâàíèÿ. Íåéëîíîâûå ìåìáðà-
íû Zeta-Probe ýôôåêòèâíî ñâÿçûâàþò SDS-áåë-
êè â îòñóòñòâèå ñïèðòà, ïðè÷åì ýòî ñâÿçûâàíèå
óñòîé÷èâî ê ïîñëåäóþùèì îáðàáîòêàì. Íèçêî-
ìîëåêóëÿðíûå áåëêè òàêæå óäåðæèâàþòñÿ ýô-
ôåêòèâíî. Áëàãîäàðÿ âûñîêîé ñâÿçûâàþùåé åì-
êîñòè — îêîëî 480 ìêã áåëêà íà 1 ñì2 — ìåìáðà-
íû Zeta-Probe ïîçâîëÿþò îáíàðóæèâàòü ñëåäî-
âûå êîëè÷åñòâà áåëêà â àíàëèçèðóåìûõ ñìåñÿõ.

Ïîñëå òîãî êàê àíòèãåí îêàçûâàåòñÿ èììî-
áèëèçîâàííûì íà ìåìáðàíå, îñòàâøèåñÿ öåíò-
ðû ñâÿçûâàíèÿ áëîêèðóþò ðàñòâîðàìè æåëàòè-
íà, ëèáî áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà,
ëèáî îáåçæèðåííîãî ìîëîêà. Çàòåì ìåìáðàíó
èíêóáèðóþò â ðàñòâîðå ïîëèêëîíàëüíûõ èëè
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê èññëåäóåìîìó àíòè-
ãåíó. Ïîñëå îòìûâêè íåñâÿçàâøèõñÿ àíòèòåë
ìåìáðàíó èíêóáèðóþò â ðàñòâîðå âòîðè÷íûõ
àíòèòåë, êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êîíúþãàò
ôåðìåíòîâ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (alkaline phos-
phatase, AP) èëè ïåðîêñèäàçû õðåíà (horseradish
peroxidase, HRP) c àíòèâèäîâûìè àíòèòåëàìè
(êîçüè àíòèòåëà ê èììóíîãëîáóëèíàì êðîëèêà,
ìûøè èëè ÷åëîâåêà) ëèáî áåëêàìè À (áåëîê Sta-
phyloccocus aureus) èëè G (áåëîê Streptococcus
sp.), èìåþùèìè âûñîêóþ àôôèííîñòü ê Fc-îá-
ëàñòè èììóíîãëîáóëèíîâ. Äåòåêöèþ îáðàçîâàí-
íûõ èììóííûõ êîìïëåêñîâ ïðîâîäÿò õèìè÷å-
ñêèì èëè õåìèëþìèíåñöåíòíûì ñïîñîáîì.

Ñóáñòðàòàìè äëÿ õèìè÷åñêîé ðåàêöèè ïðè
èñïîëüçîâàíèè êîíúþãàòîâ ùåëî÷íîé ôîñôà-
òàçû ñëóæàò 5-áðîì-4-õëîð-3-èíäîëèëôîñôàò
(BCIP) èëè òåòðàçîëèé ãîëóáîé (NBT), à ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè êîíúþãàòîâ ïåðîêñèäàçû õðåíà —
4-õëîð-1-íàôòîë è ïåðåêèñü âîäîðîäà. Â ðåçóëü-
òàòå ôåðìåíòàòèâíûõ ðåàêöèé íà ìåìáðàíå îá-
ðàçóåòñÿ îêðàøåííàÿ ïîëîñà èëè ïÿòíî â ìåñòå
ëîêàëèçàöèè êîìïëåêñà àíòèãåí–àíòèòåëî. ×óâ-
ñòâèòåëüíîñòü äàííîãî ìåòîäà ñîñòàâëÿåò
100 ïã áåëêà ïðè èñïîëüçîâàíèè êîíúþãàòîâ ÀÐ
è 100–500 ïã ïðè èñïîëüçîâàíèè êîíúþãàòîâ
HRP.

Õåìèëþìèíåñöåíòíàÿ äåòåêöèÿ èììóííûõ
êîìïëåêñîâ ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü ìåíåå 5 ïã
àíòèãåíà. Ïðèíöèï ýòîãî ìåòîäà çàêëþ÷àåòñÿ
â òîì, ÷òî ïðè ðåàêöèè HRP ñ ïåðåêèñüþ âî-
äîðîäà è öèêëè÷åñêèì äèàöèëãèäðàçèíëþìè-
íîëîì ïðîèñõîäèò ýìèññèÿ ñâåòà äëèíîé âîëíû
428 íì, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü çàôèêñèðîâàíà íà
ñâåòî÷óâñòâèòåëüíîé ïëåíêå.
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Îáû÷íûé âàðèàíò ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà íå
ïîçâîëÿåò ðàçäåëÿòü ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ðàçìåð

êîòîðûõ ïðåâûøàåò 50 òïí. Äàííîå çàòðóäíå-
íèå óäàëîñü ïðåîäîëåòü ïîñëå òîãî, êàê â 1984 ã.
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áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà
ñ ïóëüñèðóþùèì ïîëåì (pulsed f ield gel electro-
phoresis, PFGE), íàçûâàåìûé òàêæå ïóëüñ-

ýëåêòðîôîðåçîì. Ïîêàçàíî, ÷òî åñëè ñ íåêîòî-
ðîé ÷àñòîòîé ìåíÿòü îïðåäåëåííûì îáðàçîì íà-
ïðàâëåíèå ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ, òî ìîëåêóëû
ÄÍÊ ðàçìåðîì äî 10 ìëí (!) ïí ïðèîáðåòàþò
ñïîñîáíîñòü ïåðåîðèåíòèðîâàòüñÿ è ïðîõîäèòü
÷åðåç ïîðû â îáû÷íîì àãàðîçíîì ãåëå. Ãåëü ïî-

ìåùàåòñÿ â ÿ÷åéêó, èìåþùóþ ôîðìó øåñòè-
óãîëüíèêà, íà êàæäîé ñòîðîíå êîòîðîãî ðàñïî-
ëîæåíî 4 ýëåêòðîäà (ðèñ. 1.41). Ïåðèîäè÷åñêîå
èçìåíåíèå íàïðàâëåíèÿ âåêòîðà ýëåêòðè÷åñêî-
ãî ïîëÿ ïîä óãëîì 120° îáåñïå÷èâàåò âîçìîæ-
íîñòü ðàçäåëåíèÿ ãèãàíòñêèõ ìîëåêóë ÄÍÊ.
Íàïðèìåð, ó äðîææåé Saccharomyces cerevisiae

äàííûì ìåòîäîì ìîæíî ðàçäåëèòü âñå 16 õðî-
ìîñîì, êîòîðûå èìåþò ðàçìåðû îò 0,2 äî
2,2 ìëí ïí.

Ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç ÿâèëñÿ íîâûì ìîùíûì
ìåòîäîì èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè
ãèãàíòñêèõ ÄÍÊ. Ðåäêîùåïÿùèå ðåñòðèêòàçû,
óçíàþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 8 ïí (NotI,

Sf iI, ñì. òàáë. 1.2), ãèäðîëèçóþò ÄÍÊ, êàê ïðà-
âèëî, ñ îáðàçîâàíèåì î÷åíü êðóïíûõ ôðàãìåí-
òîâ, êîòîðûå óäàåòñÿ ðàçäåëèòü òîëüêî ñ ïî-
ìîùüþ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà. Ýòè ôðàãìåíòû
ìîæíî ïåðåíîñèòü èç ãåëÿ íà íèòðîöåëëþëîç-
íûå ôèëüòðû ïî Ñàóçåðíó. Äëÿ ýòîãî ÄÍÊ ôðàã-
ìåíòèðóþò â ãåëå, îáëó÷àÿ óëüòðàôèîëåòîì
ïîñëå îêðàñêè áðîìèñòûì ýòèäèåì èëè ðàñùåï-
ëÿÿ õèìè÷åñêè.

Îáúåäèíåíèå ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà ñ áëîò-
òèíãîì ïî Ñàóçåðíó ïîçâîëÿåò êàðòèðîâàòü ãå-
íû, àíàëèçèðîâàòü ïåðåñòðîéêè â õðîìîñîìàõ,
âûÿâëÿòü èíòåãðàöèþ ÷óæåðîäíûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé â îïðåäåëåííûå õðîìîñîìû, èçó-
÷àòü áèáëèîòåêè êëîíèðîâàííûõ êðóïíûõ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ è ò. ï. Âñå ýòî îáåñïå÷èâàåò íîâûé,
áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷å-
ñêîãî èññëåäîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìîâ.
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ, ïîñëå çàâåðøåíèÿ ïðîã-
ðàììû «Ãåíîì ÷åëîâåêà», òûñÿ÷è íåèçâåñòíûõ
ðàíåå áåëêîâ ñòàëè äîñòóïíûìè äëÿ èçó÷åíèÿ.
×òîáû âûÿñíèòü èõ áèîëîãè÷åñêóþ ðîëü, íåîá-
õîäèìî ýêñïðåññèðîâàòü ñîîòâåòñòâóþùèå ãå-
íû è âûäåëèòü ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè. Ïðîùå
âñåãî èñïîëüçîâàòü äëÿ ýòîé öåëè ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ïðèðîäíûõ ãåíîâ, ïîëó÷åííûõ, íà-
ïðèìåð, ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ èëè èç ãåíîìíûõ áèá-
ëèîòåê. Îäíàêî òàêîé ïîäõîä ÷àñòî íå ïðèâîäèò
ê æåëàåìîìó ðåçóëüòàòó ïðè ýêñïðåññèè ÷óæå-
ðîäíûõ ãåíîâ â ãåòåðîëîãè÷íîé ñèñòåìå, íàïðè-
ìåð â E. coli èëè äðîææàõ. Òàêèå îñëîæíåíèÿ
ñâÿçàíû ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì GC-ïàð â ïðè-
ðîäíûõ ãåíàõ, èñïîëüçîâàíèåì ðàçíûõ êîäîíîâ

â ðàçëè÷íûõ ñèñòåìàõ ýêñïðåññèè, ñëîæíîé
èíòðîí-ýêçîííîé ñòðóêòóðîé ãåíîâ. Ýòè ïðîá-
ëåìû ìîãóò áûòü ðåøåíû ñ ïîìîùüþ õèìèêî-
ôåðìåíòàòèâíîãî ñèíòåçà ãåíîâ.

Ïðè ïëàíèðîâàíèè ñòðóêòóðû ãåíà ìîæíî
çàðàíåå ïðåäóñìîòðåòü íåîáõîäèìûå ó÷àñòêè
óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç, ÷òî îáëåã÷èò ìàíèïóëè-
ðîâàíèå ñ öåëåâûì ãåíîì, ó÷åñòü îñîáåííîñòè
ìèêðîîðãàíèçìà, â êîòîðîì ïðåäïîëàãàåòñÿ
îñóùåñòâèòü åãî ýêñïðåññèþ, âûáðàâ íàèáîëåå
ïîäõîäÿùèå äëÿ ýòîãî êîäîíû, èçáàâèòüñÿ êàê
îò íåæåëàòåëüíûõ èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòîðîâ,
âåäóùèõ ê ôîðìèðîâàíèþ âòîðè÷íûõ ñòðóêòóð
ìÐÍÊ, òàê è îò ïðÿìûõ ïîâòîðîâ, ñïîñîáñòâóþ-
ùèõ âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ðåêîìáèíàöèè.
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Ðèñ. 1.41. Ñèñòåìà ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà,
ðàçðàáîòàííàÿ ôèðìîé Bio-Rad Lab.

Ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîíèêè íà 24 ýëåêòðîäà ïîäàþòñÿ ïî-
òåíöèàëû òàêèì îáðàçîì, ÷òî âåêòîð ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ
èìååò íàïðàâëåíèå ëèáî à, ëèáî á; â — ñðåäíèé âåêòîð
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ, ïîëó÷àåìûé â ïðîöåññå ýëåêòðî-

ôîðåçà



Èñêóññòâåííûå ÄÍÊ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðå-
âðàòèëèñü â ýôôåêòèâíûé èíñòðóìåíò ìîëåêó-
ëÿðíîé áèîëîãèè. Îíè íàõîäÿò øèðîêîå ïðèìå-
íåíèå:
• ïðè ñîçäàíèè áåëêîâ ñ óëó÷øåííûìè ñâîé-

ñòâàìè;
• ââåäåíèè íåîáõîäèìûõ ìóòàöèé â ãåíû;
• êîíñòðóèðîâàíèè õèìåðíûõ áåëêîâ (íàïðè-

ìåð, ïóòåì êîìáèíèðîâàíèÿ ôóíêöèîíàëü-
íûõ äîìåíîâ ðàçëè÷íûõ áåëêîâ äëÿ ñîçäà-
íèÿ ôåðìåíòîâ ñ íîâûìè êàòàëèòè÷åñêèìè
ñâîéñòâàìè èëè ñïåöèôè÷íîñòüþ);

• êîíñòðóèðîâàíèè ãåíåòè÷åñêèõ ñòðóêòóð,
ïîçâîëÿþùèõ ïðîâîäèòü ïðîñòûå ãåííî-èí-
æåíåðíûå ìàíèïóëÿöèè áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ
â ÄÍÊ çàðàíåå çàïëàíèðîâàííûõ ðåñòðèê-
öèîííûõ ñàéòîâ.
Ñóùåñòâóþò ðàçëè÷íûå ìåòîäè÷åñêèå ïîä-

õîäû ê ñèíòåçó èñêóññòâåííûõ ãåíîâ.

1.12.1. Ìåòîä Êîðàíû

Ìåòîäîëîãèÿ ïîëó÷åíèÿ èñêóññòâåííûõ
ïðîòÿæåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ íåðåãóëÿðíîãî
ñòðîåíèÿ áûëà âïåðâûå ïðåäëîæåíà Ã. Êîðàíîé
â íà÷àëå 1970-õ ãã. Ñ ïåðâûõ øàãîâ åãî èññëåäî-
âàíèÿ ñòàëî ÿñíî, ÷òî ðàçðàáîòàòü ïðîöåäóðó
ïîëíîñòüþ õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà äîñòàòî÷íî
ïðîòÿæåííûõ öåïåé ÄÍÊ âðÿä ëè óäàñòñÿ. Ïî-
ýòîìó áûë ïðåäëîæåí ìåòîä, ñî÷åòàþùèé õè-
ìè÷åñêèé ñèíòåç íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñ ïðèí-
öèïîì êîìïëåìåíòàðíîñòè îñíîâàíèé ÄÍÊ.

Ðåàëèçîâàòü äàííûé ïîäõîä óäàëîñü áëàãî-
äàðÿ èñïîëüçîâàíèþ ÄÍÊ-ëèãàçû, ïîçâîëÿþùåé
êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíÿòü äðóã ê äðóãó ñèíòåçè-
ðîâàííûå õèìè÷åñêèì ïóòåì îëèãîíóêëåîòèäû
â êîìïëåìåíòàðíûõ êîìïëåêñàõ (ðèñ. 1.42).

Êîâàëåíòíîå ïðèñîåäèíåíèå ïðîèñõîäèò
â òîì ñëó÷àå, êîãäà äâà ñìåæíûõ ó÷àñòêà îäíîãî
îëèãîíóêëåîòèäà (3) êîìïëåìåíòàðíû êðàéíèì
ôðàãìåíòàì äðóãèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ (1 è 2),
êîòîðûå áëàãîäàðÿ êîìïëåìåíòàðíûì âçàèìî-
äåéñòâèÿì óêëàäûâàþòñÿ íà ïåðâîì êàê íà ìàò-
ðèöå. Ïðè ýòîì êîíöû èõ ôèêñèðóþòñÿ òàê, ÷òî
èõ ïîëîæåíèå ìàêñèìàëüíî áëàãîïðèÿòíî äëÿ
îáðàçîâàíèÿ êîâàëåíòíîé ôîñôîäèýôèðíîé ñâÿ-
çè. Ïîñëå òîãî êàê ëèãàçà ñîåäèíèò ýòè äâà êîí-
öà, îáðàçóåòñÿ äâóíèòåâàÿ ÄÍÊ-ïîäîáíàÿ ñòðóê-
òóðà, ñîñòîÿùàÿ èç îëèãîíóêëåîòèäîâ 3 è 4. Ñîå-
äèíåíèÿ 3 è 4 âûäåëÿþò è èñïîëüçóþò äëÿ äàëü-
íåéøåãî íàðàùèâàíèÿ ïîëèíóêëåîòèäíîé öåïè.
Àíàëîãè÷íî ê îëèãîíóêëåîòèäó 3 ìîæíî ïðèñîå-
äèíèòü îëèãîíóêëåîòèä 5, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå
ìàòðèöû ñèíòåçèðîâàííûé îëèãîíóêëåîòèä 4.

Ìåñòà êîâàëåíòíûõ ñøèâîê, à ñëåäîâàòåëü-
íî, è ñòðîåíèå ïîëó÷åííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ
îïðåäåëÿþò ìåòîäîì áëèæàéøèõ ñîñåäåé. Äëÿ
ýòîãî 5�-êîíöåâûå ôîñôàòíûå ãðóïïû îëèãîíóê-
ëåîòèäíûõ ôðàãìåíòîâ ìåòÿò èçîòîïîì 32P (íà-
ïðèìåð îëèãîíóêëåîòèäû 2 è 5, ñì. ðèñ. 1.42).
Ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ëèãàçíîé ðåàêöèè
îëèãîíóêëåîòèäû (íàïðèìåð, 4 è 6) ïîñëå âûäå-
ëåíèÿ è î÷èñòêè ïîäâåðãàþò ïîëíîìó ãèäðîëè-
çó ïîä äåéñòâèåì ôîñôîäèýñòåðàçû è îïðåäåëÿ-
þò, êàêîé èç íóêëåîòèäîâ ñîäåðæèò 32P. Ìå÷å-
íàÿ ôîñôàòíàÿ ãðóïïà îêàæåòñÿ ó 3�-êîíöåâîãî
ìîíîìåðà îëèãîíóêëåîòèäà, ê êîòîðîìó ïîä
äåéñòâèåì ÄÍÊ-ëèãàçû áûë ïðèñîåäèíåí
5�-êîíöåâîé ôîñôàò âòîðîãî îëèãîíóêëåîòèäà,
è òàêèì îáðàçîì áóäåò îïðåäåëåíî ìåñòî ñøèâ-
êè. Åñëè, íàïðèìåð, ïðè ïîäîáíîé îáðàáîòêå
îëèãîíóêëåîòèäîâ 4 è 6 ìåòêà 32P îêàæåòñÿ ñâÿ-
çàííîé ñ òèìèäèíîì, òî ýòî îäíîçíà÷íî ïîä-
òâåðäèò ïðàâèëüíîñòü ïðèñîåäèíåíèÿ èñõîä-
íûõ ôðàãìåíòîâ.

Ñòðàòåãèÿ ñèíòåçà äâóíèòåâûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ ïî Êîðàíå ñîñòîèò èç ñëåäóþùèõ ýòàïîâ:

1. Õèìè÷åñêèé ñèíòåç îëèãîíóêëåîòèäîâ,
ñîîòâåòñòâóþùèõ îáåèì öåëåâûì íèòÿì. Îëè-
ãîíóêëåîòèäû äîëæíû ñîäåðæàòü ñâîáîäíûå
êîíöåâûå 3�- è 5�-ãèäðîêñèëüíûå ãðóïïû. Ôðàã-
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Ðèñ. 1.42. Ñõåìà êîâàëåíòíîé ñøèâêè
îëèãîíóêëåîòèäîâ â êîìïëåìåíòàðíîì äóïëåêñå



ìåíòû, ïðèíàäëåæàùèå ê ïðîòèâîïîëîæíûì
öåïÿì, äîëæíû ïåðåêðûâàòüñÿ.

2. Ôîñôîðèëèðîâàíèå 5�-ãèäðîêñèëüíûõ
ãðóïï ñ ïîìîùüþ [�-32P]ÀÒÐ â ïðèñóòñòâèè ïî-
ëèíóêëåîòèäêèíàçû. Íàëè÷èå ìåòêè çíà÷èòåëü-
íî îáëåã÷àåò àíàëèç è âûäåëåíèå ïðîìåæóòî÷-
íûõ ïðîäóêòîâ.

3. Êîíäåíñàöèÿ â ïðèñóòñòâèè ÄÍÊ-ëèãàçû
òðåõ èëè áîëüøåãî ÷èñëà îëèãîíóêëåîòèäîâ.
Äëÿ ýòîãî îëèãîíóêëåîòèäû ñ ïåðåêðûâàþùè-
ìèñÿ êîìïëåìåíòàðíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿ-
ìè ñìåøèâàþò â óñëîâèÿõ, îïòèìàëüíûõ äëÿ
îáðàçîâàíèÿ äâóíèòåâîãî äóïëåêñà.

4. Êîíäåíñàöèÿ äóïëåêñîâ ñ âûñòóïàþùèìè
îäíîöåïî÷å÷íûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè íà
êîíöàõ â öåëåâîé ãåí.

5. Êëîíèðîâàíèå öåëåâîãî ãåíà â âåêòîðíîé
ìîëåêóëå.

Óñïåõ ðàññìàòðèâàåìîãî ìåòîäà â çíà÷è-
òåëüíîé ìåðå îïðåäåëÿåòñÿ ïðàâèëüíûì ðàç-
áèåíèåì öåëåâîé ñòðóêòóðû íà äóïëåêñû-èí-
òåðìåäèàòû è ñîñòàâëÿþùèå èõ îëèãîíóêëåî-
òèäû (ðèñ. 1.43). Ãëàâíîå òðåáîâàíèå ê òàêîìó
ðàçáèåíèþ ñôîðìóëèðîâàíî Ã. Êîðàíîé â îñíî-
âîïîëàãàþùåé ðàáîòå ïî ñèíòåçó ãåíà ïðåä-
øåñòâåííèêà ñóïðåññîðíîé òèðîçèíîâîé òÐÍÊ
E. coli: â ïðåäåëàõ îäíîãî îëèãîíóêëåîòèäà è
â âûñòóïàþùèõ êîíöàõ äóïëåêñîâ-èíòåðìåäèà-
òîâ íå äîëæíî áûòü ñàìîêîìïëåìåíòàðíûõ
ó÷àñòêîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî íàëè÷èå îëèãîìåðîâ
ñ òàêèìè ó÷àñòêàìè (ðèñ. 1.44) çàòðóäíÿåò îáðà-
çîâàíèå äóïëåêñîâ, à â ðÿäå ñëó÷àåâ âîîáùå
ïðåïÿòñòâóåò èõ ïîëó÷åíèþ.

Îäíàêî ýòî îãðàíè÷åíèå íå ÿâëÿåòñÿ åäèíñò-
âåííûì. Âûõîä öåëåâîé äâóõöåïî÷å÷íîé ñòðóê-
òóðû ÿâëÿåòñÿ ïðîèçâåäåíèåì âûõîäîâ ïðîìå-
æóòî÷íûõ äóïëåêñîâ. Åñëè âûõîä äóïëåêñîâ-
èíòåðìåäèàòîâ íèçêèé, ïðè êîíñòðóèðîâàíèè

ïðîòÿæåííîé ÄÍÊ íå ïîëó÷àåòñÿ äîñòàòî÷íî
ìàòåðèàëà äëÿ êëîíèðîâàíèÿ. Ïîýòîìó êîíäåí-
ñàöèÿ îëèãîíóêëåîòèäîâ ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâîé
ñòàäèåé ñèíòåçà ÄÍÊ ïî ìåòîäó Êîðàíû. Ïðî-
âåäåíèå åå ÷àñòî çàòðóäíÿåòñÿ èç-çà îáðàçîâà-
íèÿ ìíîãî÷èñëåííûõ ïîáî÷íûõ ïðîäóêòîâ, âîç-
íèêàþùèõ â ðåçóëüòàòå êîíêóðåíòíîãî êîìïëå-
ìåíòàðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó îëèãîìåðà-
ìè è èç-çà ôîðìèðîâàíèÿ íåïðîäóêòèâíûõ êîì-
ïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ íåêàíîíè÷åñêèå ïàðû GT,
AC, TC.

Îñîáåííî íàãëÿäíî ïðîÿâëÿëèñü ýòè îñëîæ-
íåíèÿ â ðàííèõ ðàáîòàõ ïðè èñïîëüçîâàíèè êî-
ðîòêèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ, ñèíòåçèðîâàííûõ äè-
ýôèðíûì ìåòîäîì. Äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ ãåíà
ïðåäøåñòâåííèêà ñóïðåññîðíîé òèðîçèíîâîé
òÐÍÊ ïðèìåíÿëèñü îëèãîíóêëåîòèäû äëèíîé
íå áîëåå 15 çâåíüåâ. Ïîýòîìó, íàïðèìåð, ïðè
ïîëó÷åíèè ïåðâîãî áëîêà ýòîãî ãåíà íàðÿäó ñ
öåëåâûì êîìïëåêñîì à îáðàçîâûâàëñÿ «íåïðà-
âèëüíûé» êîìïëåêñ á, ÿâëÿâøèéñÿ ïðè÷èíîé
ïîÿâëåíèÿ çíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ïîáî÷íûõ
ïðîäóêòîâ (ðèñ. 1.45). Ïðè ïîëó÷åíèè äóïëåê-
ñà â èç äðóãîãî áëîêà ýòîãî ãåíà áûëè îáíàðó-
æåíû ïîáî÷íûå ïðîäóêòû — ïðîèçâîäíûå êîí-
êóðåíòíî îáðàçóþùåãîñÿ êîìïëåêñà ã, ñîäåðæà-
ùåãî â ñâîåì ñîñòàâå TG-ïàðó.

Â ðÿäå ñëó÷àåâ èç-çà ïîäîáíûõ çàòðóäíåíèé
ïðèõîäèëîñü èçìåíÿòü ñõåìó êîíñòðóèðîâàíèÿ
öåëåâîãî ãåíà. Ïîýòîìó ïðè ïëàíèðîâàíèè ýêñ-
ïåðèìåíòà, îñîáåííî ñ èñïîëüçîâàíèåì êîðîò-
êèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ, íåîáõîäèìû òùàòåëüíûé
ðàñ÷åò ñòðóêòóðû îëèãîíóêëåîòèäîâ, ñîñòàâà
äóïëåêñîâ-èíòåðìåäèàòîâ è ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ
ïðîâåðêà âîçìîæíîñòè ðåàëèçàöèè ñõåìû êîíñò-
ðóèðîâàíèÿ.

Â 1976 ã. Ã. Êîðàíîé ñ ñîòðóäíèêàìè áûë
îñóùåñòâëåí ïåðâûé õèìèêî-ôåðìåíòàòèâíûé
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Ðèñ. 1.43. Ñõåìà õèìèêî-ôåðìåíòàòèâíîãî ñèíòåçà ÄÍÊ ïî Êîðàíå:

à — ñèíòåòè÷åñêèå îëèãîìåðû; á — äóïëåêñû-èíòåðìåäèàòû; â — öåëåâîé ôðàãìåíò äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ.
×åðíûì êðóæêîì îáîçíà÷åí 5�-êîíöåâîé ôîñôàò



ñèíòåç ïîëíîãî ãåíà — ãåíà ñóïðåññîðíîé
òÐÍÊTyr. Ñèíòåçèðîâàííûé 207-÷ëåííûé äóï-
ëåêñ âêëþ÷àë, êðîìå ñòðóêòóðíîãî ãåíà ïðåä-
øåñòâåííèêà òÐÍÊTyr, ïðîìîòîðíûé ó÷àñòîê
è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ, ñîäåðæà-
ùóþ ñèãíàë äëÿ ïðîöåññèíãà ïåðâè÷íîãî òðàíñ-
êðèïòà äî ôóíêöèîíàëüíîé òÐÍÊ. Ôðàãìåíò áûë
ñíàáæåí ëèïêèìè êîíöàìè äëÿ âñòðàèâàíèÿ ïî
ó÷àñòêàì ãèäðîëèçà ýíäîíóêëåàçîé EcoRI.

Ïîëó÷åííûé õèìèêî-ôåðìåíòàòèâíûì ïó-
òåì ãåí ñóïðåññîðíîé òÐÍÊTyr áûë âñòðîåí

â ïëàçìèäó ColE1 è ñïåöèàëüíî ñêîíñòðóèðî-
âàííûé íà îñíîâå áàêòåðèîôàãà � âåêòîð Õàðîí
3À. Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè E. coli ðåêîìáèíàò-
íîé ÄÍÊ, íåñóùåé ñèíòåòè÷åñêèé ãåí, íàáëþ-
äàëè ñóïðåññèþ àìáåð-ìóòàöèé â îáîèõ ñëó÷à-
ÿõ, ÷òî óêàçûâàåò íà ïðàâèëüíûé ïðîöåññèíã
ïðåäøåñòâåííèêà òÐÍÊ in vivo â çðåëóþ ôîðìó
ñóïðåññîðíîé òÐÍÊTyr.

Êëîíèðîâàííûé ãåí áûë òàêæå òðàíñêðèáè-
ðîâàí in vitro, ïðè ýòîì ïîëó÷åííûé ïðîäóêò
ïîñëå îáðàáîòêè ãðóáûì ýêñòðàêòîì E. coli
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Ðèñ. 1.44. Ïðèìåðû ñàìîêîìïëåìåíòàðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ:

à — îëèãîíóêëåîòèäîâ; á — îäíîé èç öåïåé äóïëåêñà ïîñëå ñøèâêè îëèãîìåðîâ

Ðèñ. 1.45. Ïðèìåðû îáðàçîâàíèÿ öåëåâûõ (à, â) è íåïðîäóêòèâíûõ (á, ã) êîìïëåêñîâ.

Ñòðåëêàìè îòìå÷åíî ðàçáèåíèå íà îëèãîíóêëåîòèäû



ïðåâðàòèëñÿ â ïðåäøåñòâåííèêà ñóïðåññîðíîé
òÐÍÊTyr. Ýòè ôàêòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
èñêóññòâåííûé ãåí èìååò çàäàííóþ ñòðóêòóðó
ïðèðîäíîãî ãåíà ñóïðåññîðíîé òÐÍÊTyr, åãî ýêñ-
ïðåññèÿ êîíòðîëèðóåòñÿ ñèíòåòè÷åñêèì ïðîìî-
òîðîì è, ñëåäîâàòåëüíî, öåëåâîé ãåí ÿâëÿåòñÿ
ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûì.

Ïîëó÷åííûé ãðóïïîé Ã. Êîðàíû ðåçóëüòàò
òðóäíî ïåðåîöåíèòü. Ôàêòè÷åñêè èç ýòîé ðàáî-
òû âûðîñëà â äàëüíåéøåì ïðàêòè÷åñêàÿ ãåííàÿ
èíæåíåðèÿ.

Ñèíòåç ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîãî ãåíà ñóï-
ðåññîðíîé òèðîçèíîâîé òÐÍÊ, à òàêæå ñòðóêòóð-
íîãî ãåíà àëàíèíîâîé òÐÍÊ ÿâëÿåòñÿ âûäàþ-
ùèìñÿ äîñòèæåíèåì òîãî âðåìåíè. Ëþáîå âìå-
øàòåëüñòâî õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà â ìîëåêóëÿð-
íóþ áèîëîãèþ áûëî ñîáûòèåì èñêëþ÷èòåëüíûì
íå òîëüêî ïî ýôôåêòó, íî è ïî òðóäîåìêîñòè:
ñðåäíÿÿ ñêîðîñòü íàðàùèâàíèÿ îëèãîíóêëåîòèä-
íîé öåïè ôîñôîäèýôèðíûì ìåòîäîì ñîñòàâëÿëà
âñåãî íåñêîëüêî çâåíüåâ â ìåñÿö. Îëèãîíóêëåî-
òèäíûé ñèíòåç áûë èñêóññòâîì, òðåáîâàâøèì
âûñîêîé õèìè÷åñêîé êâàëèôèêàöèè è ïî÷òè ïðî-
òèâîåñòåñòâåííîãî òðóäîëþáèÿ.

Ã. Êîðàíà ñèíòåçèðîâàë ãåíû, îðèåíòèðóÿñü
íà èçâåñòíóþ ïåðâè÷íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
òÐÍÊ. Ïàðàëëåëüíî äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè
áûëè íà÷àòû ðàáîòû ïî ñèíòåçó ãåíîâ ïåïòèäîâ
è áåëêîâ. Òàê, â 1975 ã. Õ. Ê¸ñòåð è ñîòðóäíèêè
ñêîíñòðóèðîâàëè ãåí, êîäèðóþùèé ïåïòèäíûé
ãîðìîí àíãèîòåíçèí II. Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü áûëà îïðåäåëåíà èñõîäÿ èç èçâåñò-
íîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àí-
ãèîòåíçèíà II.

Ñèíòåçèðîâàííûé ãåí âêëþ÷àë ó÷àñòîê èíè-
öèàöèè òðàíñëÿöèè (ATG) è äâà ñòîï-êîäîíà.
Îäèí èç ñòîï-êîäîíîâ ðàñïîëàãàëñÿ ïåðåä
ñòðóêòóðíûì ãåíîì, ÷òî, ïî çàìûñëó àâòîðîâ,
äîëæíî áûëî îáåñïå÷èòü íà÷àëî òðàíñëÿöèè.
Ýòà ðàáîòà íå ïîëó÷èëà ðàçâèòèÿ èç-çà íåóäà÷-
íûõ ïîïûòîê âñòðîèòü ïîëó÷åííûé ãåí â ïëàç-
ìèäó.

×åðåç äâà ãîäà ãðóïïà àìåðèêàíñêèõ ó÷åíûõ
îñóùåñòâèëà ñèíòåç âòîðîãî èñêóññòâåííîãî ãå-
íà ïåïòèäíîãî ãîðìîíà — ñîìàòîñòàòèíà
(ðèñ. 1.46). Êîäîíû, ñîîòâåòñòâóþùèå êàæäîé

àìèíîêèñëîòå, áûëè âûáðàíû èñõîäÿ èç ïåð-
âè÷íîé ñòðóêòóðû ïåïòèäà íå ïðîèçâîëüíûì
îáðàçîì, à ñ ó÷åòîì ÷àñòîòû èõ âñòðå÷àåìîñòè
â ãåíîìå ôàãà MS2. Ñèíòåçèðîâàííûé äóïëåêñ
ñîäåðæàë íà 5�-êîíöå êîäèðóþùåé öåïè òðè-
ïëåò ìåòèîíèíà (äëÿ íàïðàâëåííîãî ðàñùåïëå-
íèÿ ïîëèïåïòèäà â ýòîé òî÷êå ïîñëå òðàíñëÿ-
öèè) è èìåë ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîîòâåòñò-
âóþùèå ëèïêèì êîíöàì, îáðàçóåìûì ðåñòðèê-
òàçàìè EcoRI è BamHI. Ãåí ñîìàòîñòàòèíà áûë
ââåäåí â ñïåöèàëüíî ñêîíñòðóèðîâàííóþ ïëàç-
ìèäó â ó÷àñòîê ãåíà �-ãàëàêòîçèäàçû (ñì.
ðèñ. 4.4).

Ñëåäóþùèì øàãîì â ðàçâèòèè ìåòîäîâ õè-
ìè÷åñêîãî ñèíòåçà ãåíîâ ñòàëî ñîçäàíèå ñïå-
öèàëèçèðîâàííûõ êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì, êî-
òîðûå ïîçâîëÿò îïòèìèçèðîâàòü ñòðóêòóðó îëè-
ãîíóêëåîòèäîâ, ÷òîáû ñâåñòè ê ìèíèìóìó îáðà-
çîâàíèå êîìïëåêñîâ, ïðèâîäÿùèõ ê ïîÿâëåíèþ
ïîáî÷íûõ ïðîäóêòîâ. Îäíèì èç ïåðâûõ ïðèìå-
ðîâ èñïîëüçîâàíèÿ òàêîé ïðîãðàììû äëÿ âûÿâ-
ëåíèÿ ñàìîêîìïëåìåíòàðíûõ è ïîâòîðÿþùèõñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îñíîâàíèé ñëóæèò ðàáîòà
ïî ñèíòåçó ãåíà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà,
ïðåäíàçíà÷åííîãî äëÿ ýêñïðåññèè â êëåòêàõ
E. coli. Öåëåâîé ãåí, êîäèðóþùèé 53 àìèíîêèñ-
ëîòû, áûë ðàçáèò íà 23 îëèãîíóêëåîòèäà. Íà
ðèñ. 1.47 ïðèâåäåí ôðàãìåíò ñîñòàâëåííîé ñ ïî-
ìîùüþ ÝÂÌ ñõåìû ïîñëåäîâàòåëüíîé ñáîðêè
öåëåâîé ÄÍÊ èç 17 ïðîìåæóòî÷íûõ áëîêîâ-èí-
òåðìåäèàòîâ, êàæäûé èç êîòîðûõ áûë âûäåëåí
â èíäèâèäóàëüíîì ñîñòîÿíèè. Íåñìîòðÿ íà î÷å-
âèäíóþ ãðîìîçäêîñòü, ñõåìà ïîñëåäîâàòåëüíîãî
ëèãèðîâàíèÿ îëèãîíóêëåîòèäíûõ áëîêîâ îáåñïå-
÷èâàëà ïðåèìóùåñòâåííîå îáðàçîâàíèå «ïðà-
âèëüíûõ» êîìïëåêñîâ.

Â ýòîé ðàáîòå èñïîëüçîâàëñÿ îñòðîóìíûé
ïðèåì, ïîçâîëÿþùèé èçáåæàòü îáðàçîâàíèÿ ïî-
áî÷íûõ ïðîäóêòîâ. Îí çàêëþ÷àëñÿ â ñèíòåçå
ñèììåòðè÷íûõ äèìåðîâ öåëåâûõ áëîêîâ-äóï-
ëåêñîâ. Öåíòðîì ñèììåòðèè â êàæäîì ñëó÷àå
âûñòóïàëè ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç,
èìåþùèåñÿ â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñèíòåòè÷å-
ñêîãî ôðàãìåíòà. Ýòî ïîçâîëèëî óñòðàíèòü âîç-
ìîæíîñòü îáðàçîâàíèÿ «íåïðàâèëüíûõ» êîìï-
ëåêñîâ áëàãîäàðÿ çàïëàíèðîâàííûì ñàìîêîìï-
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Ðèñ. 1.46. Ñòðóêòóðà ñèíòåçèðîâàííîãî ãåíà ñîìàòîñòàòèíà.

Ñòðåëêàìè óêàçàíî ðàçáèåíèå íà îëèãîíóêëåîòèäû



ëåìåíòàðíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì ïîëîâèí-
íûõ ñàéòîâ ýíäîíóêëåàç ðåñòðèêöèè. Öåëåâûå
áëîêè-èíòåðìåäèàòû ïîëó÷àëè ïóòåì ãèäðîëè-
çà ñîîòâåòñòâóþùèìè ðåñòðèêòàçàìè.

Ñëîæíîñòü ñõåì êîíñòðóèðîâàíèÿ èñêóññò-
âåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ñ ìíîãîêðàòíûì âûäå-
ëåíèåì ïðîìåæóòî÷íûõ äóïëåêñîâ — íåèçáåæ-
íîå ñëåäñòâèå èñïîëüçîâàíèÿ êîðîòêèõ îëèãî-
íóêëåîòèäîâ. Ïîëó÷èòü ïðîòÿæåííûé äóïëåêñ
èç êîðîòêèõ îëèãîìåðîâ äàæå ïðè óñëîâèè òùà-
òåëüíîãî ðàñ÷åòà åãî ñòðóêòóðû òðóäíî. Íà ïðè-
ìåðå ñèíòåçà ãåíà âàçîàêòèâíîãî êèøå÷íîãî
ïåïòèäà (VIP), êîäèðóþùåãî 28 àìèíîêèñëîò,
èçó÷àëèñü ðàçëè÷íûå ñõåìû êîíñòðóèðîâàíèÿ
öåëåâîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ èç 16 îëèãîíóêëåîòè-
äîâ äëèíîé 8–14 çâåíüåâ (ðèñ. 1.48). Öåëåâóþ
ñòðóêòóðó ïîëó÷àëè èç äâóõ ïðîìåæóòî÷íûõ
áëîêîâ-äóïëåêñîâ, èç òðåõ ïðîìåæóòî÷íûõ áëî-
êîâ, à òàêæå îäíîâðåìåííûì ëèãèðîâàíèåì
âñåõ 16 îëèãîíóêëåîòèäîâ. Íàèìåíüøèé âûõîä
öåëåâîãî äóïëåêñà ñ îäíîâðåìåííûì îáðàçîâà-

íèåì áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ïîáî÷íûõ ïðîäóê-
òîâ îòìå÷åí â ïîñëåäíåì ñëó÷àå.

Ïîëåçíûì ìåòîäè÷åñêèì ïðèåìîì, ïîçâî-
ëÿþùèì ïîëó÷àòü èç êîðîòêèõ îëèãîíóêëåîòè-
äîâ äîñòàòî÷íî ãîìîãåííûé ïðåïàðàò ÄÍÊ, ÿâ-
ëÿåòñÿ ðàçäåëüíàÿ «ñøèâêà» âåðõíåé è íèæíåé
öåïåé (ðèñ. 1.49). Òàêèì îáðàçîì ìîæíî èçáå-
æàòü îøèáî÷íîãî ëèãèðîâàíèÿ (èç-çà îáðàçîâà-
íèÿ íåïðàâèëüíûõ êîìïëåêñîâ), îñîáåííî â òåõ
ñëó÷àÿõ, êîãäà ÄÍÊ îáëàäàåò ýëåìåíòàìè ñèì-
ìåòðèè. Äâóñòàäèéíîå ïîëó÷åíèå äóïëåêñîâ
áûëî óñïåøíî èñïîëüçîâàíî ïðè ñèíòåçå ïðî-
ìîòîðà ð25 ôàãà T5, ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëîê
VP1 âèðóñà ÿùóðà, ÷åëîâå÷åñêèé èíòåðôåðîí
�2, àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó ïîâåðõíîñòíîãî
àíòèãåíà âèðóñà ãåïàòèòà B, àíãèîãåíèí è
Val8-êàëüöèòîíèí.

Ñ ðàçðàáîòêîé òðèýôèðíîãî ìåòîäà òðóäî-
åìêîñòü ïîëó÷åíèÿ èñêóññòâåííûõ îëèãîíóê-
ëåîòèäîâ çíà÷èòåëüíî ñíèçèëàñü, è ñèíòåç îëè-
ãîìåðà ïîñòåïåííî ïðåâðàòèëñÿ èç ýêñòðàîðäè-
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Ðèñ. 1.47. Ôðàãìåíò ñõåìû ñáîðêè ãåíà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà



íàðíîãî â òðèâèàëüíîå ñîáûòèå. Ïðèíöèïèàëü-
íîå çíà÷åíèå èìåëè òàêæå ïîÿâëåíèå òåõíîëî-
ãèè ñèíòåçà íà ïîëèìåðíîì íîñèòåëå, çàèìñò-
âîâàííîé èç õèìèè ïåïòèäîâ è áåëêîâ, è àâòî-
ìàòèçàöèÿ ïðîöåññà. Áëàãîäàðÿ ýòîìó ñòàëî âîç-
ìîæíûì ïî÷òè öåëèêîì äîâåðèòü ïîëó÷åíèå
îëèãîíóêëåîòèäîâ àâòîìàòè÷åñêîìó ñèíòåçàòî-
ðó ÄÍÊ. Òðèýôèðíûé ìåòîä ïîçâîëèë ïîëó÷àòü
áîëåå äëèííûå îëèãîìåðû (15–20 íóêëåîòèä-
íûõ çâåíüåâ), ÷òî ïðèâåëî ê ïîâûøåíèþ ñòà-
áèëüíîñòè êîìïëåêñîâ èç-çà áîëüøåãî ïåðåêðû-
âàíèÿ îëèãîíóêëåîòèäîâ è äàëî âîçìîæíîñòü
ïîëó÷àòü äóïëåêñû-èíòåðìåäèàòû èç áîëüøåãî
÷èñëà îëèãîìåðîâ. Âñå ýòî ñïîñîáñòâîâàëî ñî-
çäàíèþ çíà÷èòåëüíî áîëåå ïðîòÿæåííûõ ãåíîâ
ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðåæíåé ìåòîäîëîãèè.

Îäíèì èç ïåðâûõ ãåíîâ, ñêîíñòðóèðîâàí-
íûõ ïî òàêîé òåõíîëîãèè, ÿâëÿåòñÿ ãåí ÷åëî-
âå÷åñêîãî IFN-�2 (ðèñ. 1.50). Ñèíòåç âûïîëíåí
â òðè ýòàïà: 1) îáðàçîâàíèå ìàëûõ äóïëåêñîâ
äëèíîé 30–45 ïí èç 68 ñèíòåòè÷åñêèõ îëèãî-
íóêëåîòèäîâ; 2) ïîëó÷åíèå áîëåå ïðîòÿæåííûõ

ñóáôðàãìåíòîâ I, II è III èç ñîîòâåòñòâóþùèõ
ìàëûõ; 3) îáðàçîâàíèå ïîëíîé êîïèè ãåíà èç
ñóáôðàãìåíòîâ.

Ïðè óâåëè÷åíèè ÷èñëà îëèãîíóêëåîòèäîâ,
ââîäèìûõ â ðåàêöèþ ëèãèðîâàíèÿ íà ñòàäèè îá-
ðàçîâàíèÿ êîðîòêèõ äóïëåêñîâ, ñõåìà êîíñòðóè-
ðîâàíèÿ ïðîòÿæåííîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ íå-
ñêîëüêî óïðîùàåòñÿ. Òàê, ïðè ñèíòåçå ãåíà ñî-
ìàòîòðîïèíà (192 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêà, ÀÊ)
íà ïåðâîì ýòàïå áûëî ïîëó÷åíî òîëüêî 8 áëî-
êîâ-äóïëåêñîâ, êàæäûé èç êîòîðûõ ñîñòîÿë èç
6–14 îëèãîíóêëåîòèäîâ. Îäíàêî â ýòîì ñëó÷àå
èç-çà ñëîæíîñòè ðåàêöèîííîé ñìåñè îáðàçóþòñÿ
ïîáî÷íûå ïðîäóêòû ðåàêöèè ëèãèðîâàíèÿ è âû-
õîä êàê îòäåëüíûõ áëîêîâ-èíòåðìåäèàòîâ, òàê è
öåëåâîé ñòðóêòóðû îêàçûâàåòñÿ î÷åíü íèçêèì.

Ïî àíàëîãè÷íîé ñõåìå áûë ïîëó÷åí ðÿä
áîëüøèõ ãåíîâ, òàêèõ êàê ãåíû S-áåëêà ðèáî-
íóêëåàçû A (104 ÀÊ), ÷åëîâå÷åñêîãî ëèçîöèìà
(130 ÀÊ), ÐÍÊàçû T1 (101 ÀÊ), êàëüìîäóëèíà
(149 ÀÊ), àíàôèëàòîêñèíà C5a (80 ÀÊ), èíòåð-
ëåéêèíà 2 (133 ÀÊ), ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ ðîñòà.
Âìåñòå ñ òåì íèçêèé âûõîä áëîêîâ-èíòåðìåäèà-
òîâ è öåëåâîãî äóïëåêñà ÄÍÊ, áîëüøàÿ òðóäî-
åìêîñòü ìåòîäà âûíóæäàëè èñêàòü äàëüíåéøèå
ïóòè åãî ñîâåðøåíñòâîâàíèÿ. Îäíèì èç ñïîñî-
áîâ, óâåëè÷èâàþùèõ íàäåæíîñòü ñõåìû ïîëó-
÷åíèÿ èñêóññòâåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ðàì-
êàõ ìåòîäà Êîðàíû, ÿâëÿåòñÿ ââåäåíèå ñòàäèè
êëîíèðîâàíèÿ ïðîìåæóòî÷íûõ äóïëåêñîâ
(ðèñ. 1.51). Ýòî ïîçâîëÿåò èçáåæàòü ïîòåðü íóê-
ëåîòèäíîãî ìàòåðèàëà, î÷èñòèòü åãî îò ïîáî÷-
íûõ ïðîäóêòîâ ðåàêöèè ëèãèðîâàíèÿ è íàðàáî-
òàòü â äîñòàòî÷íîì êîëè÷åñòâå. Ââåäåíèå ñòà-
äèè êëîíèðîâàíèÿ ïðîìåæóòî÷íûõ áëîêîâ íå-
ñêîëüêî óñëîæíÿåò ñõåìó ïîëó÷åíèÿ öåëåâûõ
ãåííûõ ñòðóêòóð, íî ýòîò íåäîñòàòîê â çíà÷è-
òåëüíîé ìåðå êîìïåíñèðóåòñÿ ýêîíîìèåé âðå-
ìåíè è ìàòåðèàëîâ ïðè íàðàáîòêå äóïëåêñîâ
ÄÍÊ. Ïðèìåðîì ìîãóò ñëóæèòü ðàáîòû ïî ñèí-
òåçó ãåíîâ ïðîèíñóëèíà, A- è B-öåïåé çðåëîé
ôîðìû èíñóëèíà ÷åëîâåêà.
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Ðèñ. 1.48. Àëüòåðíàòèâíûå ñïîñîáû ñáîðêè ãåíà VIP:

à — èç òðåõ ïðîìåæóòî÷íûõ áëîêîâ; á — èç äâóõ ïðîìåæóòî÷íûõ áëîêîâ

Ðèñ. 1.49. Ðàçäåëüíàÿ «ñøèâêà» öåïåé
ñóáôðàãìåíòà ÄÍÊ.

×åðíûì êðóæêîì îáîçíà÷åí 5�-êîíöåâîé ôîñôàò
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Äëÿ óñïåøíîãî êëîíèðîâàíèÿ ñóáôðàãìåí-
òîâ ñèíòåòè÷åñêîãî ãåíà îíè äîëæíû áûòü ôëàí-
êèðîâàíû ó÷àñòêàìè óçíàâàíèÿ ïîäõîäÿùèõ ýí-
äîíóêëåàç ðåñòðèêöèè. Ýòè ó÷àñòêè äîëæíû
áûòü óíèêàëüíûìè êàê äëÿ ñàìîãî ãåíà, òàê è
äëÿ êëîíèðóþùåãî âåêòîðà. Óäîáíåå âñåãî èñ-
ïîëüçîâàòü ñàéòû, óæå èìåþùèåñÿ â ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ ñèíòåçèðóåìîé ÄÍÊ,
îäíàêî ÷àùå âñåãî îíè èëè îòñóòñòâóþò, èëè èõ
íåäîñòàòî÷íî. Â ýòîì ñëó÷àå ïðèìåíÿþò ðàç-
ëè÷íûå ëèíêåðû (àäàïòåðû), íî òîãäà ïðè ðàñ-

ùåïëåíèè ðåêîìáèíàíòíîé ìîëåêóëû ïðîèñõî-
äèò íå ðåãåíåðàöèÿ êëîíèðîâàííîé ÄÍÊ, à îá-
ðàçîâàíèå íîâîãî ôðàãìåíòà, îòëè÷àþùåãîñÿ îò
èñõîäíîãî íàëè÷èåì äîïîëíèòåëüíûõ íóêëåî-
òèäîâ, ïðèâíåñåííûõ ëèíêåðîì.

Äëÿ óäàëåíèÿ ýòèõ ëèøíèõ íóêëåîòèäîâ
(÷òî íåîáõîäèìî ïðè ñáîðêå ñóáôðàãìåíòîâ
â öåëåâóþ ÄÍÊ) ïðèõîäèòñÿ èñïîëüçîâàòü ñïå-
öèàëüíûå ïðèåìû. Îäíèì èç íèõ ÿâëÿåòñÿ ìî-
äóëüíûé ìåòîä, ïðåäëîæåííûé Þ. À. Îâ÷èííè-
êîâûì ñ ñîòðóäíèêàìè. Ìåòîä îñíîâàí íà ïðè-
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Ðèñ. 1.51. Êîíñòðóèðîâàíèå èñêóññòâåííîé ÄÍÊ ñ ïðîìåæóòî÷íûì êëîíèðîâàíèåì:

Ni, Ni
* — êîìïëåìåíòàðíûå îñíîâàíèÿ



ìåíåíèè âðåìåííûõ ñàéòîâ óíèêàëüíûõ ýíäî-
íóêëåàç ðåñòðèêöèè, êîòîðûå ââîäÿòñÿ â ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü ãåíà â ïðîèçâîëüíî âûáðàííûå
ìåñòà, ñîäåðæàùèå ëþáîé ñàìîêîìïëåìåíòàð-
íûé äèíóêëåîòèä: AT, TA, CG èëè GC. Ïðè ýòîì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà ðàçäâèãàåòñÿ è âíóòðü
äèíóêëåîòèäà ââîäÿòñÿ íóêëåîòèäû, ôîðìè-
ðóþùèå â ýòîì ìåñòå óíèêàëüíûé ó÷àñòîê ðåñò-
ðèêöèè (ðèñ. 1.52). Äëÿ óäàëåíèÿ äîïîëíèòåëü-
íîãî ðåñòðèêöèîííîãî ñàéòà ñèíòåçèðîâàííóþ
ÄÍÊ ðàñùåïëÿþò ñîîòâåòñòâóþùåé ðåñòðèêòà-
çîé, çàòåì âûñòóïàþùèå îäíîöåïî÷å÷íûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè óäàëÿþò íóêëåàçîé S1 è ïî-
ëó÷åííûå òóïûå êîíöû ìîëåêóëû ñîåäèíÿþò
ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû ôàãà T4 (ðèñ. 1.53).

Â öåëîì ìîäóëüíûé ïðèíöèï êîíñòðóèðî-
âàíèÿ ïðîòÿæåííûõ ÄÍÊ âêëþ÷àåò â ñåáÿ òðè
ñòàäèè:

1) ïîëó÷åíèå ìîäóëåé õèìèêî-ôåðìåíòàòèâ-
íûì ñïîñîáîì;

2) èíäèâèäóàëüíîå êëîíèðîâàíèå êàæäîãî
ìîäóëÿ â ïîäõîäÿùåì âåêòîðå;

3) ñáîðêà öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ
â ñïåöèàëèçèðîâàííûõ âåêòîðàõ, ñîäåðæàùèõ
áîëüøîé íàáîð óíèêàëüíûõ ñàéòîâ ðåñòðèêöèè
(ðèñ. 1.54).

Èñïîëüçîâàíèå ïðîìåæóòî÷íîãî êëîíèðîâà-
íèÿ ïîâûøàåò íàäåæíîñòü ñõåìû ñèíòåçà ãåíîâ
è ïîçâîëÿåò ëåãêî ïîëó÷àòü èõ àíàëîãè ïóòåì
çàìåíû îäíèõ ôðàãìåíòîâ äðóãèìè.

Äàëüíåéøåå ñîâåðøåíñòâîâàíèå ñïîñîáîâ
õèìèêî-ôåðìåíòàòèâíîãî êîíñòðóèðîâàíèÿ
ôðàãìåíòîâ íóêëåèíîâûõ êèñëîò îáóñëîâëåíî
ïðèìåíåíèåì äëÿ ñèíòåçà îëèãîíóêëåîòèäîâ
ôîñôàìèäíîãî è ôîñôèòíîãî ìåòîäîâ, èñïîëü-
çóþùèõ âûñîêîðåàêöèîííûå ñîåäèíåíèÿ òðåõ-
âàëåíòíîãî ôîñôîðà. Áëàãîäàðÿ ýòîìó ñêîðîñòü
ñèíòåçà è åãî ýôôåêòèâíîñòü ðåçêî âîçðîñëè:
öèêë íàðàùèâàíèÿ îäíîãî íóêëåîòèäíîãî çâåíà
çàíèìàåò âñåãî íåñêîëüêî ìèíóò, à ñóììàðíûé

âûõîä îëèãîìåðà ïðèáëèæàåòñÿ ê êîëè÷åñòâåí-
íîìó.

Ïî ñóùåñòâó òåõíîëîãèÿ ñèíòåçà áîëüøå íå
íóæäàåòñÿ â óñîâåðøåíñòâîâàíèè, èñïðàâíî ïî-
ñòàâëÿÿ ìîëåêóëÿðíûì áèîëîãàì íåîãðàíè÷åí-
íîå ÷èñëî îëèãîíóêëåîòèäîâ çàäàííîé ñòðóê-
òóðû. Íè÷òî íå õàðàêòåðèçóåò ñîâðåìåííóþ ñè-
òóàöèþ â îëèãîíóêëåîòèäíîì ñèíòåçå òàê ÿðêî,
êàê òî, ÷òî äëÿ åãî ïðîâåäåíèÿ òåïåðü íå òðå-
áóåòñÿ áîëüøîãî îïûòà â îáëàñòè õèìè÷åñêîãî
ýêñïåðèìåíòà. Íîâûå ìåòîäû ïîçâîëèëè ñòà-
áèëüíî ïîëó÷àòü ìîëåêóëû äëèíîé â íåñêîëüêî
äåñÿòêîâ îñíîâàíèé. Ïðèìåíåíèå ñòîëü äëèí-
íûõ ïîëèíóêëåîòèäîâ â ìåòîäå Êîðàíû ïðèâåëî
ê çíà÷èòåëüíîìó óïðîùåíèþ ñõåì êîíñòðóèðî-
âàíèÿ ïðîòÿæåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Íàãëÿä-
íî ýòî âèäíî íà ïðèìåðå ñèíòåçà ãåíà ýïèäåð-
ìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà äëÿ ýêñïðåññèè åãî
â äðîææàõ. Ãåí áûë ïîëó÷åí èç 12 îëèãîìåðîâ
äëèíîé îò 12 äî 59 íóêëåîòèäíûõ çâåíüåâ. Â îò-
ëè÷èå îò ðàññìîòðåííîé ðàíåå ñõåìû (ñì.
ðèñ. 1.47), ïîòðåáîâàâøåé âûäåëåíèÿ 17 ïðîìå-
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Ðèñ. 1.52. Êîíñòðóèðîâàíèå âðåìåííûõ ñàéòîâ

Ðèñ. 1.53. Óäàëåíèå âðåìåííîãî ñàéòà



æóòî÷íûõ áëîêîâ-äóïëåêñîâ, â äàííîì ñëó÷àå
îêàçàëîñü äîñòàòî÷íûì ïðîâåñòè ëèãèðîâàíèå
â òðåõ ïðîìåæóòî÷íûõ êîìïëåêñàõ.

Âñëåäñòâèå áîëåå çíà÷èòåëüíîãî ïåðåêðûâà-
íèÿ ïîëèíóêëåîòèäîâ, ÷åì îëèãîíóêëåîòèäîâ,
ëèãàçíûå êîìïëåêñû îáëàäàþò áîëüøåé ñòà-
áèëüíîñòüþ, ÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ ïîçâîëÿåò ïîëó-
÷àòü öåëåâûå ãåíû îäíîñòàäèéíîé ôåðìåíòàòèâ-

íîé ðåàêöèåé. Òàê, ãåíû ïåïòèäà III, àêòèâèðóþ-
ùåãî ðîñò ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè (85 ÀÊ), è óáè-
êâèòèíà (76 ÀÊ) áûëè ïîëó÷åíû îäíîñòàäèéíûì
ëèãèðîâàíèåì 20 ïîëèíóêëåîòèäîâ äëèíîé îò 28
äî 32 íóêëåîòèäíûõ çâåíüåâ è 8 ïîëèíóêëåîòè-
äîâ äëèíîé îò 50 äî 64 íóêëåîòèäíûõ çâåíüåâ
ñîîòâåòñòâåííî. Â ïåðâîì ñëó÷àå óñïåõ áûë îáó-
ñëîâëåí, êðîìå âñåãî ïðî÷åãî, ïðèìåíåíèåì ñïå-
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Ðèñ. 1.54. Ìîäóëüíûé ñïîñîá ñáîðêè èñêóññòâåííîãî ãåíà
ñ èñïîëüçîâàíèåì âðåìåííûõ ðåñòðèêöèîííûõ ñàéòîâ:

Ri — íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåñòðèêöèîííîãî ñàéòà



öèàëüíîé ïðîãðàììû Repeat äëÿ ïîèñêà íåïðî-
äóêòèâíûõ êîìïëåêñîâ. Ïóòåì âàðèàöèè êîäî-
íîâ â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà ïåïòèäà III áûëî
ïðåäîòâðàùåíî îáðàçîâàíèå «íåïðàâèëüíûõ»
êîìïëåêñîâ, â êîòîðûõ âîçìîæíî âçàèìîäåéñò-
âèå 8 è áîëåå ïàð îñíîâàíèé.

Ïðèìåíåíèå ïîëèíóêëåîòèäîâ â ñî÷åòàíèè
ñ ïðîìåæóòî÷íûì êëîíèðîâàíèåì ñóáôðàãìåí-
òîâ ïîçâîëèëî Ã. Êîðàíå ñ ñîòðóäíèêàìè ñèíòå-
çèðîâàòü îäèí èç ñàìûõ ïðîòÿæåííûõ èñêóññò-
âåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ — ãåí áû÷üåãî ðîäîï-

ñèíà îáùåé äëèíîé 1057 ïí. Â ýòîé ðàáîòå èñ-
ïîëüçîâàëè 72 îëèãî- è ïîëèíóêëåîòèäà äëèíîé
îò 15 äî 40 íóêëåîòèäíûõ çâåíüåâ. Âåñü ãåí áûë
ðàçáèò íà òðè ñóáôðàãìåíòà: PB (345 ïí), XP
(364 ïí) è FX (335 ïí), ïðè ñáîðêå êîòîðûõ ïðè-
ìåíÿëàñü îáû÷íàÿ ñòðàòåãèÿ. Ñòðóêòóðà îëèãî-
ìåðîâ âûáèðàëàñü òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ëèï-
êèå êîíöû ïðîìåæóòî÷íûõ äóïëåêñîâ íå áûëè
ñàìîêîïëåìåíòàðíûìè. Îáùèé âûõîä ñóáôðàã-
ìåíòîâ áûë ìàë è ñîñòàâèë äëÿ PB 4 %, äëÿ XP
è FX — ïî 1 %. Óñïåøíîå ïîëó÷åíèå öåëåâîãî
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Ðèñ. 1.55. Ñõåìà òâåðäîôàçíîãî êîíñòðóèðîâàíèÿ èñêóññòâåííîé ÄÍÊ.

S — ñòàðòîâûé îëèãîíóêëåîòèä, ïðèñîåäèíåííûé ê òâåðäîìó íîñèòåëþ.
×åðíûì êðóæêîì îáîçíà÷åí 5�-êîíöåâîé ôîñôàò

Ðèñ. 1.56. Ñïåéñåðû, ïðèìåíÿåìûå äëÿ ôèêñàöèè ñòàðòîâîãî îëèãîìåðà:

à — ñ íåêîâàëåíòíûì âçàèìîäåéñòâèåì îëèãîíóêëåîòèäà, íåñóùåãî íà 5�-êîíöå áèîòèí (Â),
è ñîäåðæàùåãî àâèäèí (À) íîñèòåëÿ; á — ïîçâîëÿþùèå îñóùåñòâëÿòü òâåðäîôàçíûé ñèíòåç ñòàðòîâîãî îëèãîìåðà.

Çàøòðèõîâàííûé ïðÿìîóãîëüíèê — òâåðäûé íîñèòåëü (ëàòåêñ, ñòåêëî, ïîëèìåð);
(A, G, C, T)n — ñòàðòîâûé îëèãîíóêëåîòèä



ãåíà ïðè ñòîëü íèçêîì âûõîäå ñóáôðàãìåíòîâ-
èíòåðìåäèàòîâ ñâèäåòåëüñòâóåò ñêîðåå îá ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîì ìàñòåðñòâå àâòîðîâ, ÷åì î âîç-
ìîæíîñòè øèðîêîãî ïðèìåíåíèÿ ýòîãî ìåòîäà
äëÿ ñèíòåçà ïðîòÿæåííûõ ãåíîâ. Àíàëîãè÷íî èç
ïîëèíóêëåîòèäîâ ñ ïðîìåæóòî÷íûì êëîíèðî-
âàíèåì ñóáôðàãìåíòîâ áûë ïîëó÷åí ãåí ïðîõè-
ìîçèíà áûêà.

Äëÿ ïðåîäîëåíèÿ «íåïðàâèëüíîãî» êîìïëåê-
ñîîáðàçîâàíèÿ è èçáàâëåíèÿ îò íåîáõîäèìîñòè
î÷èñòêè ïðîìåæóòî÷íûõ ñóáôðàãìåíòîâ ïðè
ñèíòåçå èñêóññòâåííûõ ãåíîâ ìåòîäîì Êîðàíû
ïðåäëîæåíà ïîñëåäîâàòåëüíàÿ ñáîðêà ÄÍÊ íà
òâåðäîé ìàòðèöå (ðèñ. 1.55). Íåðàñòâîðèìûé íî-
ñèòåëü ñ ïðèñîåäèíåííûì ê íåìó ñòàðòîâûì
îëèãîíóêëåîòèäîì ïîñëåäîâàòåëüíî îáðàáàòû-
âàþò íåáîëüøèì ìîëÿðíûì èçáûòêîì ôîñôîðè-
ëèðîâàííûõ ïî 5�-êîíöó îëèãîíóêëåîòèäîâ.
Ïåðåä äîáàâëåíèåì î÷åðåäíîãî îëèãîìåðà èç-
áûòîê ïðåäûäóùåãî îòìûâàåòñÿ. Ïî îêîí÷àíèè
ïðîöåññà êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ ïðîâîäÿò ñøèâ-

êó äóïëåêñà è îòùåïëåíèå åãî îò íîñèòåëÿ.
Çàòåì äóïëåêñ êëîíèðóþò â íåîáõîäèìîì âåê-
òîðå.

Äëÿ îòùåïëåíèÿ äóïëåêñà îò òâåðäîãî íîñè-
òåëÿ ëèáî ðàçðóøàþò êîâàëåíòíóþ ñâÿçü ñòàð-
òîâîãî îëèãîìåðà ñ íîñèòåëåì, ëèáî ðàñùåïëÿ-
þò åãî ïî çàðàíåå ââåäåííûì ñàéòàì ðåñòðèê-
öèè. Åñëè ñòàðòîâûé îëèãîìåð íå ñâÿçàí êîâà-
ëåíòíî ñ îñòàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ (â òîì
ñëó÷àå, êîãäà áëèæàéøèé ê íåìó îëèãîíóêëåî-
òèä íå áûë ôîñôîðèëèðîâàí èëè ìåæäó íèìè
áûëà ñïåöèàëüíî îñòàâëåíà íåáîëüøàÿ áðåøü),
ïðåïàðàò ÄÍÊ ïîäâåðãàþò êðàòêîâðåìåííîìó
íàãðåâàíèþ, äîñòàòî÷íîìó äëÿ îòùåïëåíèÿ, íî
íå ïîëíîé äåíàòóðàöèè ÄÍÊ. Ïðèìåðîì èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ýòîé ñòðàòåãèè ìîæåò ñëóæèòü
ñèíòåç ãåíîâ èíãèáèòîðà òðèïñèíà èç ìîëîçèâà
êîðîâû è �-ýíäîðôèíà.

Äëÿ ïðèâÿçêè ñòàðòîâîãî îëèãîíóêëåîòèäà
ê íîñèòåëþ ðàçðàáîòàíû ðàçëè÷íûå ñïåéñåðû
(ðèñ. 1.56).
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Ðèñ. 1.57. Àëãîðèòì ðàáîòû ïðîãðàììû DNA Works



Øèðîêîãî ðàñïðîñòðàíåíèÿ ýòîò ìåòîä
êîíñòðóèðîâàíèÿ ÄÍÊ íå ïîëó÷èë.

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ìåòîä Êîðàíû â ïðèí-
öèïå ïðîñò, íà ïðàêòèêå âîçíèêàåò ðÿä îñëîæ-
íåíèé, ïðèâîäÿùèõ ê îøèáêàì ïðè ñèíòåçå öå-
ëåâîãî ãåíà. Íàïðèìåð, äëÿ òîãî ÷òîáû ñíèçèòü
îøèáêè ïðè ñèíòåçå îëèãîíóêëåîòèäîâ, ïîñëåä-
íèå äîëæíû áûòü äîñòàòî÷íî êîðîòêè, â òî æå
âðåìÿ ÄÍÊ-äóïëåêñû â ìåñòàõ ïåðåêðûâàíèÿ
îëèãîíóêëåîòèäîâ äîëæíû áûòü ïðî÷íû, ÷òîáû
îáåñïå÷èòü ïðàâèëüíóþ ñáîðêó öåïè. Íåîáõîäè-
ìî èçáåãàòü îáðàçîâàíèÿ ëþáûõ íåïðàâèëüíûõ
âòîðè÷íûõ ñòðóêòóð. Ïîýòîìó äëÿ áîëüøèõ áåë-
êîâ ñ êîäèðóþùåé ÷àñòüþ ãåíà áîëåå 300 ïí ïðî-
öåññ ïëàíèðîâàíèÿ ñèíòåçà ãåíà ÿâëÿåòñÿ äîâîëü-
íî òðóäîåìêèì. Äëÿ åãî àâòîìàòèçàöèè ñîçäàíà
ýëåêòðîííàÿ ïðîãðàììà DNA Works (ðèñ. 1.57).

Èñõîäíûìè äàííûìè äëÿ ðàáîòû ïðîãðàì-
ìû ÿâëÿþòñÿ:
• àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü öåëå-

âîãî áåëêà;
• ôëàíêèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íåîá-

õîäèìûå äëÿ íåïîñðåäñòâåííîãî êëîíèðî-
âàíèÿ èñêóññòâåííîãî ãåíà;

• òåìïåðàòóðà ïëàâëåíèÿ ïåðåêðûâàþùèõñÿ
ôðàãìåíòîâ îëèãîíóêëåîòèäîâ (îáû÷íî ñî-
ñòàâëÿåò 58–70 °Ñ);

• ïðåäïîëàãàåìàÿ ñèñòåìà ýêñïðåññèè (ìèê-
ðîîðãàíèçì).
Ïðîãðàììà ðàññ÷èòûâàåò ñòðóêòóðó îëèãî-

íóêëåîòèäîâ, ñîäåðæàùèõ îïòèìèçèðîâàííûå
êîäîíû äëÿ äàííîé ñèñòåìû ýêñïðåññèè, âûáè-
ðàåò ñòðóêòóðó ñîñåäíèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ
òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû òåìïåðàòóðà ïëàâëåíèÿ

äóïëåêñîâ, îáðàçîâàííûõ ñâèñàþùèìè êîíöà-
ìè, áûëà îäèíàêîâîé.

Äàííàÿ ïðîãðàììà îïðîáîâàíà íà ïðèìåðå
ñèíòåçà ãåíîâ äëèíîé îò 139 äî 1042 ïí,
êîäèðóþùèõ 11 ïåïòèäîâ è áåëêîâ (òàáë. 1.7).

×èñëî íóêëåîòèäíûõ îøèáîê â ñèíòåçèðî-
âàííûõ ãåíàõ â îñíîâíîì çàâèñèò îò êà÷åñòâà
îëèãîíóêëåîòèäîâ (êîëè÷åñòâà îøèáîê), à íå îò
òî÷íîñòè êîïèðîâàíèÿ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé. Íà-
ïðèìåð, Pfu-ïîëèìåðàçà â ÏÖÐ äåëàåò ïðèìåð-
íî 6,5 îøèáêè ïðè êîïèðîâàíèè 100 òûñ. ïí.
Ñðåäíÿÿ îøèáêà ñèíòåçà èñêóññòâåííûõ ãåíîâ
ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòîãî ôåðìåíòà ñîñòàâëÿåò
1,8 íà 1000 ïí. Íå îáíàðóæåíî çàâèñèìîñòè
ìåæäó êîëè÷åñòâîì îøèáîê â ñòðóêòóðå èñêóñ-
ñòâåííûõ ãåíîâ è äëèíîé èñïîëüçóåìûõ îëèãî-
íóêëåîòèäîâ èëè öåëåâîãî ãåíà. Òàê, áîëåå
äëèííûå ãåíû (PPP è hCXCR4) áûëè ïîëó÷åíû
áåç åäèíîé îøèáêè, â òî âðåìÿ êàê áîëåå êîðîò-
êèå (hBD1, hMCP-5 è HLT) ñîäåðæàò ìíîãî÷èñ-
ëåííûå îøèáêè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ DNA Works, ïî-âèäè-
ìîìó, ÿâëÿåòñÿ ëó÷øåé ïðîãðàììîé äëÿ ïëàíè-
ðîâàíèÿ ñèíòåçà èñêóññòâåííûõ ãåíîâ ïî ìåòî-
äó Êîðàíû.

Ñèíòåç èñêóññòâåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ìå-
òîäîì Êîðàíû â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿåòñÿ øè-
ðîêî èñïîëüçóåìûì èíñòðóìåíòîì ìîëåêóëÿð-
íîé áèîëîãèè.

Âûñøèì äîñòèæåíèåì õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà
ÿâëÿåòñÿ ïðîâåäåííûé ãðóïïîé Ý. Âèììåðà
ñèíòåç ïîëèîâèðóñíîé êÄÍÊ, èç êîòîðîé áûë
ïîëó÷åí èíôåêöèîííûé âèðóñ. Ïîëíàÿ ïîñëå-
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Òàáëèöà 1.7. Ñèíòåòè÷åñêèå ãåíû, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû DNA Works

Ãåí
Äëèíà,

ïí

Ñðåäíÿÿ
òåìïå-
ðàòóðà
ïëàâëå-
íèÿ, °Ñ

×èñëî
îëèãî-

íóêëåî-
òèäîâ

Ñðåäíÿÿ
äëèíà
îëèãî-

íóêëåî-
òèäà

×èñëî êëî-
íîâ ñ ïðà-
âèëüíîé
ñòðóê-
òóðîé

ãåíà/âñåãî

Âñåãî
ñåêâå-
íèðî-
âàíî,

ïí

×èñëî ìóòàöèé ×èñëî îøèáîê

Äåëå-
öèè

Âñòàâ-
êè

Çàìå-
íû

íà
êëîí

íà
1000
ïí

hBD1 139 60 6 40 3/5 695 2 0 1 0,60 4,3

hBD2 154 62 10 37 3/3 462 0 0 0 0 0

hBD3 166 52 10 32 8/8 1328 0 0 0 0 0

hMCP-4 300 56 12 38 3/5 1500 2 0 2 0,80 2,7

hMCP-5 330 65 14 44 1/3 990 1 0 4 1,67 5,1

hCCL27 351 64 16 42 1/2 702 0 0 1 0,50 1,4

HLT 360 64 16 42 0/3 1080 1 1 1 1,00 2,8

vIL-8 365 58 18 36 3/5 1825 2 0 2 0,80 2,2

LPP 756 56 46 32 0/2 1512 2 0 0 1,00 1,3

PPP 771 58 40 38 1/1 771 0 0 0 0 0

hCXCR4 1042 67 44 47 1/1 1140 0 0 0 0 0



äîâàòåëüíîñòü êÄÍÊ ïîëèîâèðóñà ïåðâîãî òèïà

(Mahoney) âìåñòå ñ ïðîìîòîðíîé îáëàñòüþ ïî-

ëèìåðàçû ôàãà Ò7 áûëà ðàçáèòà íà òðè ôðàã-

ìåíòà (3026, 1895 è 2682 ïí). Ôðàãìåíòû áûëè

ñîáðàíû èç ïîëèíóêëåîòèäîâ ñðåäíåé äëèíîé

69 íóêëåîòèäíûõ çâåíüåâ. Ïîñëå ñáîðêè öåëå-

âîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, åå òðàíñêðèïöèè

â ÐÍÊ è òðàíñôåêöèè ýòîé ÐÍÊ â êëåòêè

ìëåêîïèòàþùèõ áûëè ïîëó÷åíû ïîëíîöåííûå

âèðóñíûå ÷àñòèöû.

1.12.2. Êîíñòðóèðîâàíèå ÄÍÊ-äóïëåêñîâ
èç ÷àñòè÷íî êîìïëåìåíòàðíûõ
ïîëèíóêëåîòèäîâ

Àëüòåðíàòèâíûé ìåòîäó Êîðàíû ñïîñîá
êîíñòðóèðîâàíèÿ èñêóññòâåííûõ ïðîòÿæåííûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ñôîðìóëèðîâàí â ðàáîòå
Ê. Èòàêóðû ñ ñîòðóäíèêàìè. Â åãî îñíîâå ëå-
æèò ñïîñîáíîñòü íåêîòîðûõ ôåðìåíòîâ, â ÷à-
ñòíîñòè ôðàãìåíòà Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðà-
çû I, äîñòðàèâàòü êîìïëåìåíòàðíóþ öåïü
â ïðèñóòñòâèè ïðàéìåðà. Ýòî ñâîéñòâî ôåð-
ìåíòà ýïèçîäè÷åñêè èñïîëüçîâàëîñü â ðàìêàõ
ìåòîäà Êîðàíû äëÿ óäëèíåíèÿ îëèãîíóêëåîòè-
äîâ, â áîëåå ïîçäíèõ ðàáîòàõ — äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ÄÍÊ-äóïëåêñîâ.

Ïîëó÷åíèå ÄÍÊ èç ÷àñòè÷íî êîìïëåìåíòàð-

íûõ ïîëèíóêëåîòèäîâ ïî Èòàêóðå âêëþ÷àåò

â ñåáÿ ñëåäóþùèå ýòàïû (ðèñ. 1.58):
1) õèìè÷åñêèé ñèíòåç íåñêîëüêèõ ïîïàðíî

÷àñòè÷íî êîìïëåìåíòàðíûõ ïîëèíóêëåîòèäîâ;
2) ïîïàðíûé îòæèã ïîëèíóêëåîòèäîâ è îá-

ðàçîâàíèå êîìïëåêñà âñëåäñòâèå êîìïëåìåíòàð-

íîãî âçàèìîäåéñòâèÿ 10–13 ïàð îñíîâàíèé,
ñôîðìèðîâàííûõ íà 3�-êîíöàõ ïîëèìåðîâ;

3) ôåðìåíòàòèâíàÿ äîñòðîéêà ïîëó÷åííîãî
êîìïëåêñà äî ïîëíîãî äóïëåêñà ñ ïîìîùüþ
ôðàãìåíòà Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I;

4) ôîðìèðîâàíèå âûñòóïàþùåãî ëèïêîãî
êîíöà ñ îäíîé ñòîðîíû äâóõöåïî÷å÷íîãî äóï-
ëåêñà ïóòåì ãèäðîëèçà ñîîòâåòñòâóþùåé ðåñò-
ðèêòàçîé ïî çàðàíåå ââåäåííîìó â ñîñòàâ ôðàã-
ìåíòà ñàéòó;

5) êëîíèðîâàíèå ïîëó÷åííûõ äóïëåêñîâ
ñ ïîñëåäóþùåé àìïëèôèêàöèåé â ñîñòàâå ïëàç-
ìèäû è âûäåëåíèå öåëåâîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ
ñ ïîìîùüþ òåõ æå ðåñòðèêòàç.

Âïåðâûå ýòîò ïîäõîä áûë èñïîëüçîâàí äëÿ
ñèíòåçà ÄÍÊ, êîäèðóþùåé C-êîíöåâóþ îáëàñòü
÷åëîâå÷åñêîãî èíòåðôåðîíà �2. Ïî àíàëîãè÷-
íîé ñõåìå áûë ïîëó÷åí ãåí ýãëèíà C (ðèñ. 1.59).

Ðàññìàòðèâàåìûé ìåòîä òðåáóåò ìåíüøåãî
÷èñëà ïîëèíóêëåîòèäîâ, ÷åì ìåòîä Êîðàíû,
âñëåäñòâèå ÷åãî íà 30–40 % ñíèæàþòñÿ çàòðàòû
íà õèìè÷åñêèé ñèíòåç è àíàëèç îëèãîìåðîâ.
Â ýòîì ìåòîäå çíà÷èòåëüíî ìåíüøå ñòàäèé, ïî-
ýòîìó îí íå ñòîëü òðóäîåìîê è, ïî-âèäèìîìó,
áîëåå íàäåæåí ïî ñðàâíåíèþ ñ ìåòîäîì Êîðà-
íû. Êðîìå òîãî, ïðè èñïîëüçîâàíèè ïîëèíóê-
ëåîòèäîâ äëèíîé äî 40 íóêëåîòèäíûõ çâåíüåâ
íåò íåîáõîäèìîñòè â êîìïüþòåðíîì àíàëèçå.
Âåðîÿòíî, ýòî ñâÿçàíî ñ äîñòàòî÷íîé ñòàáèëü-
íîñòüþ îáðàçóþùèõñÿ êîìïëåêñîâ èç-çà áîëü-
øåé äëèíû îáëàñòè êîìïëåìåíòàðíîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ ïîëèìåðîâ è ñïîñîáíîñòè ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû «ïðîõîäèòü» íèçêîýíåðãåòè÷åñêèå
øïèëüêè.
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Ðèñ. 1.58. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ èñêóññòâåííûõ ÄÍÊ ïî Èòàêóðå



Ïðè ïîëó÷åíèè ïðîòÿæåííûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ ìåòîäàìè Èòàêóðû è Êîðàíû âîçíèêàåò
çàäà÷à óïðîùåíèÿ ñòûêîâêè îòäåëüíûõ êëîíè-
ðîâàííûõ ñóáôðàãìåíòîâ. Ñ ýòîé öåëüþ ðàçðàáî-
òàíû ñïåöèàëüíûå âåêòîðû pMB123, pMB124,
pFH123, pFH124, ñêîíñòðóèðîâàííûå íà îñíîâå
ïëàçìèä pUR222 è pUC18. Îíè ñîäåðæàò ïîëè-
ëèíêåðû, âêëþ÷àþùèå íàáîð ó÷àñòêîâ óçíàâà-
íèÿ ðåñòðèêòàç SalI, AccI, HindII, HindIII è
BamHI ìåæäó ïîïàðíûìè ñàéòàìè ýíäîíóêëåàç

ðåñòðèêöèè FokI è HgaI ïðîòèâîïîëîæíîé ïî-
ëÿðíîñòè (ðèñ. 1.60). Ïîëèëèíêåðíûé ôðàãìåíò
ðàñïîëîæåí â êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
�-ïåïòèäà �-ãàëàêòîçèäàçû. Ýíäîíóêëåàçà
ðåñòðèêöèè FokI ïðèíàäëåæèò ê ðåñòðèêòàçàì
ïîäêëàññà IIS è ðàñùåïëÿåò ïîëèíóêëåîòèäíóþ
öåïü íà ðàññòîÿíèè 9 íóêëåîòèäîâ îò 3�-êîíöà
ñàéòà óçíàâàíèÿ (GGATG) è 13 íóêëåîòèäîâ îò
5�-êîíöà êîìïëåìåíòàðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
CCTAC. Ïîäîáíûì æå îáðàçîì (íà ðàññòîÿíèè
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Ðèñ. 1.59. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ãåíà ýãëèíà C.

Õ — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü öåëåâîãî ãåíà

Ðèñ. 1.60. Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèëèíêåðíîé îáëàñòè ïëàçìèäû pFH123



5 è 10 íóêëåîòèäîâ îò ñàéòà óçíàâàíèÿ ñîîòâåò-
ñòâåííî) ðàñùåïëÿåò ÄÍÊ ýíäîíóêëåàçà ðåñò-
ðèêöèè HgaI.

Èñïîëüçîâàíèå âåêòîðîâ pMB è pFH çíà÷è-
òåëüíî óïðîùàåò ñáîðêó ïðîòÿæåííûõ ôðàãìåí-
òîâ ÄÍÊ ïî ìåòîäó Èòàêóðû, ïîñêîëüêó êëî-
íèðîâàííûå â ýòèõ âåêòîðàõ ñóáôðàãìåíòû
ìîæíî âûäåëèòü ñ ëþáûìè çàðàíåå çàïëàíèðî-
âàííûìè ëèïêèìè êîíöàìè äåéñòâèåì ðåñòðèê-
òàç FokI èëè HgaI. Ïðè ðàçáèåíèè öåëåâîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè íà ñóáôðàãìåíòû ñòðóêòóðà
ëèïêèõ êîíöîâ âûáèðàåòñÿ òàêèì îáðàçîì, ÷òî-
áû îíè íå áûëè ñàìîêîìïëåìåíòàðíûìè è
îáåñïå÷èâàëè îäíîçíà÷íóþ ñáîðêó öåëåâîãî ãå-

íà. Ïîëó÷åííûå ñóáôðàãìåíòû îäíîñòàäèéíî
ñîáèðàþòñÿ â öåëåâóþ ñòðóêòóðó è êëîíèðóòñÿ
â ïîäõîäÿùåì âåêòîðå.

Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ãåíà ÷åëîâå÷åñêîãî
èíòåðëåéêèíà 2 ñ ïðèìåíåíèåì âåêòîðîâ ñåðèè
pFH ïðèâåäåíà íà ðèñ. 1.61.

1.12.3. Êîíñòðóèðîâàíèå èñêóññòâåííûõ
ãåíîâ èç ñâåðõäëèííûõ
ïîëèíóêëåîòèäîâ

Ëîãè÷åñêèì ïðîäîëæåíèåì ìåòîäà Èòàêóðû
ìîæíî ñ÷èòàòü ìåòîä, ïðåäëîæåííûé Â. Ìàíäå-
êè ñ ñîàâòîðàìè, â êîòîðîì äîñòðîéêà ïîëíîãî
äóïëåêñà îñóùåñòâëÿåòñÿ in vivo, à íå in vitro.
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Ðèñ. 1.61. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ãåíà IL-2.

Fi, Fi
* — âçàèìîêîìïëåìåíòàðíûå îäíîöåïî÷å÷íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ,

îáðàçóþùèåñÿ ïîä äåéñòâèåì ðåñòðèêòàçû FokI

Ðèñ. 1.62. Êîíñòðóèðîâàíèå èñêóññòâåííûõ ãåíîâ ïî Ìàíäåêè.

Æèðíàÿ ÷åðòà — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñèíòåçèðóåìîãî ãåíà, òîíêàÿ — âåêòîðà



Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èñêóññòâåííîãî ãåíà
ðàçáèâàåòñÿ íà ïîëèíóêëåîòèäû äëèíîé 80–90
íóêëåîòèäíûõ çâåíüåâ. Îíè äîïîëíÿþòñÿ ñ 5�-
è 3�-êîíöîâ 18-÷ëåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿ-
ìè, êîìïëåìåíòàðíûìè ó÷àñòêàì âåêòîðíîé
ïëàçìèäû, îêðóæàþùèì óíèêàëüíûé ñàéò ðåñò-
ðèêöèè (íàïðèìåð BsmI). Âåêòîðíàÿ ïëàçìèäà
ëèíåàðèçóåòñÿ ïî ýòîìó ñàéòó è îòæèãàåòñÿ
ñ ïîëèíóêëåîòèäîì. Ïîëó÷åííîé ñìåñüþ òðàíñ-
ôîðìèðóþò êîìïåòåíòíûå êëåòêè E. coli. Êîìï-
ëåìåíòàðíàÿ ñèíòåòè÷åñêîìó ïîëèíóêëåîòèäó
öåïü ñèíòåçèðóåòñÿ in vivo «õîçÿéñêîé» ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçîé E. coli.

Ïîñêîëüêó ñàéò BsmI ðàñïîëîæåí â îáëàñòè
ãåíà lacZ, ñèíòåòè÷åñêèå ïîëèíóêëåîòèäû âû-
áèðàþò òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îáëåã÷èòü ôåíî-
òèïè÷åñêèé îòáîð ðåêîìáèíàíòîâ. Êðîìå òîãî,
â 3�-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êàæäîãî ïî-
ëèíóêëåîòèäà ñîäåðæèòñÿ ïîëíûé BsmI-ñàéò,
äëÿ òîãî ÷òîáû îí ðåãåíåðèðîâàëñÿ â âåêòîðå íà
êàæäîé ñòàäèè. Ïîñëå êëîíèðîâàíèÿ ïåðâîãî
ïîëèíóêëåîòèäà (ðèñ. 1.62) òî÷íî òàêèì æå îá-
ðàçîì êëîíèðóþò âòîðîé è ò. ä. äî ïîëó÷åíèÿ
öåëåâîé ñòðóêòóðû. Ýòèì ìåòîäîì áûë ñêîíñò-
ðóèðîâàí ãåí àíàôèëàòîêñèíà Ñ3à ÷åëîâåêà.

Ïðåäëîæåííûé Â. Ìàíäåêè ñïîñîá ïðèâëå-
êàòåëåí òåì, ÷òî ïðè ñèíòåçå öåëåâîãî äóïëåê-
ñà ìîæíî îãðàíè÷èòüñÿ ïîëó÷åíèåì òîëüêî îä-
íîé öåïè. Êðîìå òîãî, íåò íåîáõîäèìîñòè ïðî-
âîäèòü ëèãèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Äîñòà-
òî÷íî ëåãêî îñóùåñòâëÿòü îòáîð ðåêîìáèíàíò-
íûõ êëîíîâ. BsmI âûáðàíà â êà÷åñòâå ýíäîíóê-
ëåàçû ðåñòðèêöèè äëÿ ëèíåàðèçàöèè áëàãîäàðÿ
åå óíèêàëüíûì ñâîéñòâàì. Îíà óçíàåò 6-÷ëåí-
íóþ íåïàëèíäðîìíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è
îòðåçàåò ñâîé ñàéò óçíàâàíèÿ îò ïðîèçâîëüíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Â ýòîì æå êà÷åñòâå ìîãóò
èñïîëüçîâàòüñÿ ëþáûå ýíäîíóêëåàçû ïîäêëàñ-
ñà IIS (Alw, BspMI, FokI, HgaI, HphI), åñëè â
âåêòîðå èìååòñÿ òîëüêî îäèí èõ ó÷àñòîê óçíà-
âàíèÿ.

1.12.4. Èñïîëüçîâàíèå äëÿ ñèíòåçà
ãåíîâ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèè

Ï. Äèëëîí è Ê. Ðîçåí, îñíîâûâàÿñü íà òîì,
÷òî ïåðåêðûâàþùèåñÿ îëèãîíóêëåîòèäû ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ñèíòåçà ÄÍÊ ñ ïîìî-
ùüþ ôðàãìåíòà Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I,
ïðåäëîæèëè ïðèìåíèòü äâóñòàäèéíóþ ÏÖÐ
è ñèíòåòè÷åñêèå ïîëèíóêëåîòèäû â êà÷åñòâå
ìàòðèöû äëÿ ñèíòåçà èñêóññòâåííûõ ãåíîâ.
Ãåí Rev HIV-2, ñîäåðæàùèé òðèïëåòû, ïðåä-

ïî÷òèòåëüíî èñïîëüçóþùèåñÿ â E. coli, ïîëó-
÷àëè èç ÷åòûðåõ ÷àñòè÷íî ïåðåêðûâàþùèõñÿ
ïîëèíóêëåîòèäîâ äëèíîé 105 çâåíüåâ
(ðèñ. 1.63). Ñèíòåçèðîâàííûå ïîëèíóêëåîòèäû
îáðàçîâûâàëè 20–25-çâåííûå äâóõöåïî÷å÷íûå
ó÷àñòêè, êîòîðûå ñëóæèëè â êà÷åñòâå ïðàéìå-
ðîâ äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû â ÏÖÐ. Â öåëîì ïîëè-
íóêëåîòèäû êîäèðîâàëè ãåí äëèíîé 300 ïí è
äâà ñàéòà, ðàñïîëîæåííûõ â ïîëèíóêëåîòèäàõ
A è D è íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîñëåäóþùåãî êëî-
íèðîâàíèÿ.

Íà ïåðâîé ñòàäèè ïðîâîäèëè ÏÖÐ ïîëèíóê-
ëåîòèäîâ A, B, C, D â ïðèñóòñòâèè Taq-ïîëèìå-
ðàçû. Ïîëó÷åííûé ïðîäóêò ðåàêöèè, íå ÿâëÿþ-
ùèéñÿ ïî äàííûì ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà ãîìî-
ãåííûì, ââîäèëè â ÏÖÐ ñ êîðîòêèìè (äëèíîé
30 íóêëåîòèäíûõ çâåíüåâ) îëèãîíóêëåîòèäàìè
E è F. Â ðåçóëüòàòå âòîðîé ðåàêöèè îáðàçîâàëñÿ
èíäèâèäóàëüíûé äóïëåêñ, êîòîðûé çàòåì áûë
êëîíèðîâàí.

Àíàëîãè÷íûé ïîäõîä áûë èñïîëüçîâàí äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ãåíà, êîäèðóþùåãî áàêòåðèîðîäîï-
ñèí (bR). Öåëåâîé ãåí, ñïðîåêòèðîâàííûé äëÿ
êàññåòíîãî ìóòàãåíåçà, áûë ðàçäåëåí íà 3 ôðàã-
ìåíòà è ñîäåðæàë â ñâîåì ñîñòàâå 33 óíèêàëü-
íûõ ñàéòà. Êàæäûé èç ôðàãìåíòîâ ðàçáèâàëè íà
ïîëèíóêëåîòèäû äëèíîé îò 70 äî 100 çâåíüåâ
òàê, ÷òîáû îíè ìîãëè ïîïàðíî îáðàçîâûâàòü
äóïëåêñû óíèêàëüíîãî ñîñòàâà äëèíîé 20 ïàð
íóêëåîòèäîâ, à âîçìîæíîñòü âíóòðèìîëåêóëÿð-
íîãî ñïàðèâàíèÿ â êàæäîì ïîëèíóêëåîòèäå áû-
ëà ìèíèìàëüíîé.

Àâòîðû èññëåäîâàëè âëèÿíèå êîíöåíòðàöèè
ïîëèíóêëåîòèäîâ è òðèôîñôàòîâ, ïðèðîäû òåð-
ìîñòàáèëüíîé ïîëèìåðàçû è óñëîâèé ïðîâåäå-
íèÿ ðåàêöèè íà ñèíòåç êàê öåëåâîãî ãåíà, òàê
è îòäåëüíûõ åãî ôðàãìåíòîâ. Â ÏÖÐ èñïîëüçî-
âàëè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Taq, VentR(exo–) è VentR.
Êëîíû, ñîäåðæàùèå ïîëíîðàçìåðíûé öåëåâîé
ãåí è ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ïîëè-
ìåðàç, áûëè ñåêâåíèðîâàíû. Äëÿ ÄÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû VentR(exo–) íàáëþäàëîñü 0,24 % îøèáîê
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Ðèñ. 1.63. Ñõåìà ñèíòåçà ãåíà Rev HIV-2
ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ

íà ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëèíóêëåîòèäàõ



(0,15 % çàìåí, 0,07 % äåëåöèé è 0,02 % âñòàâîê)
íà îäèí íóêëåîòèä öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òè, äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû — 0,19 %. Äëÿ ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû VentR, êîòîðàÿ ñïîñîáíà èñïðàâëÿòü
îøèáêè ïðè ñèíòåçå îëèãîíóêëåîòèäíîé öåïè,
íàáëþäàëè àíàëîãè÷íûé ðåçóëüòàò — 0,22 %
îøèáîê.

Èç ýòèõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî 3�–5�-êîððåê-
òèðóþùèå ñâîéñòâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû VentR
ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿþò íà ñîîòíîøåíèå êëîíîâ
ñ ïðàâèëüíîé è íåïðàâèëüíîé ñòðóêòóðîé. Ïî-
âèäèìîìó, îøèáêè â ñèíòåçèðîâàííûõ ãåíàõ
íå ñâÿçàíû ñ òî÷íîñòüþ êîïèðîâàíèÿ ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàçàìè. Ñóäÿ ïî âñåìó, ýòè îøèáêè óæå
ñóùåñòâîâàëè â ñèíòåòè÷åñêèõ îëèãîíóêëåîòè-
äàõ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû õîðîøî ñîãëàñó-
þòñÿ ñ äàííûìè î òîì, ÷òî âåëè÷èíà îøèáêè
ïðè ñèíòåçå ïîëèíóêëåîòèäîâ ñîñòàâëÿåò
â ñðåäíåì 0,15 % íà íóêëåîòèä.

Ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ öåëåâîé ãåí ìîæåò áûòü
ñîáðàí èç áîëüøîãî ÷èñëà îëèãîíóêëåîòèäîâ,
ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ðåêîìáèíàöèè in vitro.
Íà ðèñ. 1.64 ïðèâåäåíà ñõåìà ñèíòåçà ôðàãìåí-
òà ðàçìåðîì 1,1 òïí, ñîäåðæàùåãî ïðîìîòîð-
íóþ îáëàñòü è ãåí �-ëàêòàìàçû (bla).

Âñåãî áûëî ñèíòåçèðîâàíî 56 îëèãîíóêëåî-
òèäîâ äëèíîé 40 çâåíüåâ, êîäèðóþùèõ îáå öåïè
öåëåâîãî äóïëåêñà. Ðàçáèåíèå íà îëèãîíóêëåî-
òèäû îñóùåñòâëåíî òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû êàæ-
äûé èç íèõ ïåðåêðûâàëñÿ ñ ñîñåäíèìè ôðàãìåí-
òîì äëèíîé â 20 íóêëåîòèäîâ. Ãåí bla áûë ôëàí-
êèðîâàí äëÿ óäîáñòâà êëîíèðîâàíèÿ ñàéòàìè
ðåñòðèêòàçû SfiI. Â öåëîì ãåí ñèíòåçèðîâàí
â 4 ñòàäèè: ñèíòåç îëèãîíóêëåîòèäîâ, ñáîðêà ãå-
íà, àìïëèôèêàöèÿ ãåíà, êëîíèðîâàíèå èñêóññò-
âåííîãî ãåíà â pUC322. 76 % ïîëó÷åííûõ ïðè
êëîíèðîâàíèè êîëîíèé èìåëè îæèäàåìûé ôå-
íîòèï Tcr. Îäíàêî åäèíñòâåííûé ñåêâåíèðîâàí-
íûé êëîí èìåë â ñîñòàâå öåëåâîãî ãåíà òðè
ìóòàöèè.

Ýòîò æå ïîäõîä ïðèìåíÿëè äëÿ ñèíòåçà
ïëàçìèäû pUC182-Sfi, êîòîðàÿ îòëè÷àåòñÿ îò
pUC182 òîëüêî íàëè÷èåì ôëàíêèðóþùèõ ãåí
bla äâóõ SfiI-ñàéòîâ. Äóïëåêñ, ñîîòâåòñòâóþùèé
ïëàçìèäå, ïîëó÷àëè èç 134 ïîëèíóêëåîòèäîâ
äëèíîé 40 çâåíüåâ, à òàêæå èç äâóõ 47- è 56-íóê-
ëåîòèäíûõ ôðàãìåíòîâ. Âñå ïîëèíóêëåîòèäû
îäíîâðåìåííî èñïîëüçîâàëè â òðåõñòàäèéíîé
ÏÖÐ, â ðåçóëüòàòå áûë ïîëó÷åí âûñîêîìîëåêó-
ëÿðíûé ìóëüòèìåð (ðèñ. 1.65).

Ãèäðîëèç ïîëó÷åííîãî ìóëüòèìåðà ñ ïî-
ìîùüþ EcoRI, BamHI, PstI, BgII, SfiI èëè NcoI
äàâàë îæèäàåìóþ äëÿ pUC182-Sfi ðåñòðèêöèîí-
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Ðèñ. 1.64. Ñõåìà èñïîëüçîâàíèÿ ÏÖÐ
äëÿ îäíîñòàäèéíîé ñáîðêè ãåíîâ.

Òðåóãîëüíèêàìè îáîçíà÷åíû ïðàéìåðû
äëÿ àìïëèôèêàöèè

Ðèñ. 1.65. Ñõåìà ñèíòåçà ïëàçìèäû pUC182-Sfi



íóþ êàðòèíó. Ïðåïàðàò ÄÍÊ, ïîëó÷åííûé ïîñ-
ëå ãèäðîëèçà BamHI è î÷èùåííûé ñ ïîìîùüþ
ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà, öèêëèçîâàëè ñ ïîìîùüþ
ÄÍÊ-ëèãàçû Ò4 è èñïîëüçîâàëè äëÿ òðàíñôîð-
ìàöèè êëåòîê E. coli XL1-blue. Â ðåçóëüòàòå îá-
ðàçîâàëîñü áîëüøîå êîëè÷åñòâî ñèíèõ êîëîíèé.
Äàííûõ ñåêâåíèðîâàíèÿ ïîëó÷åííîé ïëàçìèäû

íåò, ÷òî ñèëüíî ñíèæàåò öåííîñòü ðàçðàáîòàí-
íîãî ìåòîäà. Ïî-âèäèìîìó, ðàññìàòðèâàåìûé
ìåòîä ìîæåò áûòü óñïåøíî èñïîëüçîâàí äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ ìóòàíòíûõ ãåíîâ ñ ïîìîùüþ êàññåò-
íîãî ìóòàãåíåçà (ñì. 7.1). Ïðèìåíèìîñòü æå åãî
äëÿ ñèíòåçà ãåíîâ ñ òî÷íî çàäàííîé ñòðóêòóðîé
âûçûâàåò ñîìíåíèÿ.
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Ãëàâà 2
ÂÅÊÒÎÐÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ
ÃÐÀÌÎÒÐÈÖÀÒÅËÜÍÎÉ ÁÀÊÒÅÐÈÈ ESCHERICHIA COLI

Áàêòåðèÿ Escherichia coli (êèøå÷íàÿ ïàëî÷-
êà) — ñàìàÿ èçó÷åííàÿ êëåòêà èç âñåõ ñóùåñò-
âóþùèõ. Èìåííî â êëåòêàõ E. coli âïåðâûå áûë
îáíàðóæåí ïîëîâîé ôàêòîð è äîêàçàíî, ÷òî îí
ÿâëÿåòñÿ âíåõðîìîñîìíîé êîëüöåâîé äâóõöåïî-
÷å÷íîé ìîëåêóëîé ÄÍÊ. Èíòåíñèâíîìó èññëå-
äîâàíèþ ïîäâåðãëèñü è äðóãèå ïëàçìèäû ýòîé
áàêòåðèè. Áîëüøèíñòâî íàèáîëåå ïîëíî èçó÷åí-
íûõ áàêòåðèàëüíûõ âèðóñîâ (ôàãîâ) òàêæå èìå-
þò â êà÷åñòâå êëåòêè-õîçÿèíà E. coli.

Ê ìîìåíòó ïîÿâëåíèÿ ìåòîäîëîãèè êîíñò-
ðóèðîâàíèÿ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ in vitro

áûëè ðàçðàáîòàíû ìåòîäû âûäåëåíèÿ ôàãîâûõ
è ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ â íàòèâíîì âèäå è èõ î÷èñò-
êè, ñïîñîáû ââåäåíèÿ ýòèõ ìîëåêóë â êëåòêè
E. coli è îòáîðà êëîíîâ òðàíñôîðìàíòîâ è
òðàíñôåêòàíòîâ. Íàëè÷èå äàííîé ìåòîäè÷å-
ñêîé áàçû è îáóñëîâèëî òî, ÷òî èìåííî E. coli,
åå ïëàçìèäû è ôàãè ÿâèëèñü ïåðâûìè îáúåê-
òàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè, íà êîòîðûõ
óäàëîñü äîñòè÷ü ñåíñàöèîííûõ ðåçóëüòàòîâ ïî
êëîíèðîâàíèþ è ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ
ãåíîâ.
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2.1.1. Ñòðîåíèå êëåòî÷íîé ñòåíêè
ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé

Â 1884 ã. Ê. Ãðàì ðàçðàáîòàë ìåòîä äèôôå-
ðåíöèàëüíîé îêðàñêè êëåòîê áàêòåðèé, êîòîðûé
äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè èñïîëüçóåòñÿ ïðè òàêñî-
íîìè÷åñêîì îïðåäåëåíèè áàêòåðèé. Ñóòü äàí-
íîé ïðîöåäóðû ñîñòîèò â ñëåäóþùåì. Êëåòêè
â ìàçêå íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå, ôèêñèðîâàííîì
íàãðåâàíèåì, ñíà÷àëà îêðàøèâàþò îñíîâíûì
êðàñèòåëåì — êðèñòàëëè÷åñêèì ôèîëåòîâûì,
à çàòåì îáðàáàòûâàþò ðàñòâîðîì éîäà. Éîä îá-
ðàçóåò ñ êðèñòàëëè÷åñêèì ôèîëåòîâûì êîìï-
ëåêñ, íåðàñòâîðèìûé â âîäå è ïëîõî ðàñòâîðè-
ìûé â ñïèðòå èëè àöåòîíå. Ïîñëå ýòîãî ìàçêè
îáðàáàòûâàþò ñïèðòîì (èëè àöåòîíîì). Ãðàìîò-
ðèöàòåëüíûå êëåòêè îáåñöâå÷èâàþòñÿ, à ãðàì-
ïîëîæèòåëüíûå ñîõðàíÿþò èíòåíñèâíóþ ñèíå-
÷åðíóþ îêðàñêó. Õîòÿ ýòîò ìåòîä îêðàñêè èñ-
ïîëüçóåòñÿ î÷åíü äàâíî, ëèøü â 1960-å ãã. óäà-
ëîñü ïîêàçàòü, ÷òî ÿâëåíèå äèôôåðåíöèàëüíîé
îêðàñêè îáóñëîâëåíî ôóíäàìåíòàëüíûìè ðàç-
ëè÷èÿìè â ñòðóêòóðå êëåòî÷íûõ ñòåíîê äâóõ òè-
ïîâ áàêòåðèé.

Ñòðîåíèå êëåòî÷íîé ñòåíêè ãðàìïîëîæè-
òåëüíûõ áàêòåðèé ðàññìîòðåíî â ðàçäåëå 10.1.1.
Â äàííîé ãëàâå îçíàêîìèìñÿ ñî ñòðîåíèåì êëå-

òî÷íîé ñòåíêè ãðàìîòðèöàòåëüíîé áàêòåðèè
E. coli.

Ñîäåðæèìîå êëåòêè îãðàíè÷åíî áèñëîéíîé
ôîñôîëèïèäíîé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé
(ðèñ. 2.1), â ñîñòàâ êîòîðîé âõîäÿò è òàê íàçû-
âàåìûå èíòåãðàëüíûå áåëêè ìåìáðàí. Îíè ðàñ-
ïîëàãàþòñÿ â ëèïèäíîì áèñëîå, áóäó÷è ïîãðó-
æåíû â íåãî ÷àñòè÷íî èëè æå ïðîíèçûâàÿ åãî
íàñêâîçü. Äðóãèå áåëêè ïðèêðåïëåíû ê ïîâåðõ-
íîñòè ìåìáðàíû, è èõ íàçûâàþò ïåðèôåðè÷å-
ñêèìè áåëêàìè. Öèòîïëàçìà êëåòêè, îêðóæåí-
íàÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé, ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ïðîòîïëàñò.

Ïðîòîïëàñò E. coli «îäåò» â ïåïòèäîãëèêà-
íîâûé ìåøîê, ïðèëåãàþùèé ê âíåøíåé ìåìá-
ðàíå (ñì. ðèñ. 2.1). Ïåïòèäîãëèêàíû — ãåòåðî-
ïîëèìåðû õàðàêòåðíîãî ñîñòàâà è ñòðóêòóðû,
ñèíòåçèðóåìûå èñêëþ÷èòåëüíî ïðîêàðèîòàìè.
Èõ ìîíîìåðíûìè êîìïîíåíòàìè ÿâëÿþòñÿ äâà
àöåòèëèðîâàííûõ àìèíîñàõàðà — N-àöåòèë-
ãëþêîçàìèí è N-àöåòèëìóðàìîâàÿ êèñëîòà,
à òàêæå íåáîëüøîå ÷èñëî àìèíîêèñëîò, ïðè÷åì
íåêîòîðûå èç íèõ ÿâëÿþòñÿ «íåïðèðîäíûìè»
â òîì ñìûñëå, ÷òî îíè íèêîãäà íå âñòðå÷àþòñÿ
â áåëêàõ. ×åðåäóþùèåñÿ îñòàòêè N-àöåòèëãëþ-
êîçàìèíà è N-àöåòèëìóðàìîâîé êèñëîòû, ñîå-
äèíåííûå �-1,4-ãëèêîçèäíûìè ñâÿçÿìè, îáðàçó-
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Ðèñ. 2.1. Ñõåìà ñòðîåíèÿ êëåòî÷íîé ñòåíêè E. coli:

à — â ïîïåðå÷íîì, á — â òðåõìåðíîì ñðåçå; 1 — ëèïèä À; 2 — ïîëÿðíàÿ ãîëîâà;
3 — ãèäðîôîáíàÿ öåïü æèðíîé êèñëîòû; 4 — ëèïèäíàÿ ÷àñòü ìîëåêóëû, 5 — åå áåëêîâàÿ ÷àñòü



þò öåïè ãëèêàíîâ (ðèñ. 2.2). Êàæäàÿ öåïü ñîäåð-
æèò îò 10 äî 65 äèñàõàðèäíûõ åäèíèö. Îñòàòêè
ìóðàìîâîé êèñëîòû ÷åðåç ëàêòèëüíûå ãðóïïû
ñîåäèíåíû ïåïòèäíîé ñâÿçüþ ñ öåïî÷êîé èç ÷å-
òûðåõ àìèíîêèñëîò. Ïåïòèäíûå öåïî÷êè ñîñåä-
íèõ íèòåé ãëèêàíîâ ñîåäèíÿþòñÿ ìåæäó ñîáîé
ïîïåðå÷íûìè ñøèâêàìè, âîçíèêàþùèìè âñëåä-
ñòâèå îáðàçîâàíèÿ ïåïòèäíîé ñâÿçè ìåæäó
D-àëàíèíîì â ïîëîæåíèè 4 îäíîé ïåïòèäíîé
öåïî÷êè è ñâîáîäíîé àìèíîãðóïïîé ìåçîäèàìè-
íîïèìåëèíîâîé êèñëîòû â ïîëîæåíèè 3 äðóãîé
öåïî÷êè (ñì. ðèñ. 2.2).

Â ðåçóëüòàòå îáðàçîâàíèÿ òàêèõ ïåïòèäíûõ
ìîñòèêîâ ïåïòèäîãëèêàí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ìîëåêóëÿðíóþ ñåòü — ìåøêîâèäíóþ ìàêðîìî-
ëåêóëó îãðîìíîãî ðàçìåðà, êîòîðàÿ ïîëíîñòüþ
îêðóæàåò è èçîëèðóåò ïðîòîïëàñò, óðàâíîâåøè-
âàÿ åãî âíóòðåííåå äàâëåíèå, îáóñëîâëåííîå îñ-
ìîòè÷åñêèìè ôàêòîðàìè. Â êëåòêàõ E. coli ïåï-

òèäîãëèêàíîâûé ìåøîê îäíîñëîéíûé. Ïîâåðõ
íåãî ðàñïîëàãàåòñÿ íàðóæíàÿ (âíåøíÿÿ) ìåìá-
ðàíà. Ýòîò ñëîé êëåòî÷íîé ñòåíêè ñîñòîèò èç
áåëêîâ, ôîñôîëèïèäîâ è ëèïîïîëèñàõàðèäîâ
(ñì. ðèñ. 2.1). Íàðóæíàÿ ìåìáðàíà ïëîòíî ïðè-
ëåãàåò ê ïåïòèäîãëèêàíîâîìó ñëîþ è ñâÿçàíà
ñ íèì ëèïîïðîòåèíàìè îñîáîãî òèïà. Ìîëåêóëû
ýòèõ ëèïîïðîòåèíîâ êîâàëåíòíî ñîåäèíåíû ïåï-
òèäíîé ñâÿçüþ ñ íåêîòîðûìè îñòàòêàìè ìåçîäè-
àìèíîïèìåëèíîâîé êèñëîòû, âõîäÿùåé â ïåï-
òèäîãëèêàíîâóþ ñåòü. Îíè âûñòóïàþò èç ýòîãî
ñëîÿ íàðóæó, ïðè÷åì íàèáîëåå óäàëåííîé îò åãî
ïîâåðõíîñòè îêàçûâàåòñÿ ëèïèäíàÿ ÷àñòü ìîëå-
êóëû ëèïîïðîòåèíà, êîòîðàÿ áëàãîäàðÿ ãèäðî-
ôîáíîìó âçàèìîäåéñòâèþ çàêðåïëÿåòñÿ â ëèïî-
ôèëüíîì äâîéíîì ñëîå íàðóæíîé ìåìáðàíû.

Íàðÿäó ñ ôîñôîëèïèäàìè è áåëêàìè áîëü-
øóþ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè íàðóæíîé ìåìáðà-
íû E. coli, êàê è äðóãèõ ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàê-
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Ðèñ. 2.2. Ñòðóêòóðà ïåïòèäîãëèêàíà E. coli.

Ãåòåðîïîëèìåðíûå öåïî÷êè, ñîñòîÿùèå èç ÷åðåäóþùèõñÿ îñòàòêîâ N-àöåòèëãëþêîçàìèíà (GlcNAc) è N-àöåòèëìóðàìî-
âîé êèñëîòû (MurNÀc), ñâÿçàíû ìåæäó ñîáîé ïåïòèäíûìè ìîñòèêàìè. Ñïðàâà âíèçó — ñõåìàòè÷åñêîå ïåðñïåêòèâíîå
èçîáðàæåíèå ñòðóêòóðû îäíîñëîéíîãî ïîïåðå÷íîñøèòîãî ïåïòèäîãëèêàíîâîãî ìåøêà, ñîñòîÿùåãî èç GlcNÀc (G)
è MurNÀc (Ì). Òðåóãîëüíèêàìè îòìå÷åíû ñâÿçè, ðàñùåïëÿåìûå ëèçîöèìîì; m-Dpm — ìåçîäèàìèíîïèìåëèíîâàÿ êèñëîòà



òåðèé, èãðàþò ëèïîïîëèñàõàðèäû, êîòîðûå ðàñ-
ïîëàãàþòñÿ íà âíåøíåé ñòîðîíå íàðóæíîé
ìåìáðàíû. Ãèäðîôîáíûå êîíöû ëèïîïîëèñàõà-
ðèäîâ íàõîäÿòñÿ â äâîéíîì ëèïîôèëüíîì ñëîå
ìåìáðàíû, à ãèäðîôèëüíûå ïîëèñàõàðèäíûå
êîíöû îáðàùåíû íàðóæó. Äëÿ ñîõðàíåíèÿ ñòà-
áèëüíîñòè ëèïîïîëèñàõàðèäíîãî ñëîÿ íåîáõî-
äèìû äâóõâàëåíòíûå êàòèîíû.

Ìåæäó ïåïòèäîãëèêàíîâûì ñëîåì è ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé ó ãðàìîòðèöàòåëüíûõ
êëåòîê ñóùåñòâóåò ïðîìåæóòîê, íàçûâàåìûé ïå-
ðèïëàçìàòè÷åñêèì ïðîñòðàíñòâîì. Â íåì íàõî-
äÿòñÿ áåëêè, îñóùåñòâëÿþùèå ðàçíûå ôóíêöèè.
Ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî, ïî-âèäèìî-
ìó, âàæíî äëÿ îñìîðåãóëÿöèè êëåòêè.

2.1.2. Ñôåðîïëàñòû

Escherichia coli îòíîñèòñÿ ê òåì ìèêðîîðãà-
íèçìàì, êîòîðûå íå îáëàäàþò ôèçèîëîãè÷åñêîé
êîìïåòåíòíîñòüþ ê ïîãëîùåíèþ ýêçîãåííûõ ìî-
ëåêóë ÄÍÊ. Ïîýòîìó äëÿ ââåäåíèÿ ÄÍÊ âíóòðü
äàííîé ãðàìîòðèöàòåëüíîé áàêòåðèè íåîáõîäè-
ìî ñîçäàòü óñëîâèÿ, ïîçâîëÿþùèå ïðåîäîëåòü
áàðüåð êëåòî÷íîé ñòåíêè. Ïåðâûå óñïåõè íà
ýòîì ïóòè áûëè äîñòèãíóòû â 1960-å ãã. ïðè
àíàëèçå èíôåêöèîííîñòè ôàãîâûõ ÄÍÊ â ñèñ-
òåìå ñôåðîïëàñòîâ E. coli. Ñôåðîïëàñòû îáû÷-
íî ïîëó÷àþò ïóòåì îáðàáîòêè áàêòåðèàëüíûõ
êëåòîê â èçîòîíè÷åñêîì ðàñòâîðå ëèçîöèìîì,
ÿâëÿþùèìñÿ áàêòåðèöèäíûì ôåðìåíòîì, êîòî-
ðûé ñîäåðæèòñÿ â ñëåçíîé æèäêîñòè, íîñîâîé
ñëèçè, ÿè÷íîì áåëêå, êëåòêàõ áàêòåðèé è ò. ä.
Ëèçîöèì, ýôôåêòèâíî ãèäðîëèçóþùèé ïåïòè-
äîãëèêàí ãðàìïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê, â òåõ æå
óñëîâèÿõ íå äåãðàäèðóåò ïåïòèäîãëèêàíîâûé
ñëîé ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé, ïîñêîëüêó
íå ìîæåò ïðîíèêíóòü ÷åðåç âíåøíþþ ìåìáðà-
íó êëåòêè.

Ëèïîïîëèñàõàðèäíûé ñëîé âíåøíåé ìåìá-
ðàíû ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé ñòàáèëèçè-
ðîâàí äâóõâàëåíòíûìè êàòèîíàìè, è ïîýòîìó
äëÿ «ðàçðûõëåíèÿ» âíåøíåé ìåìáðàíû èñïîëü-
çóþò êîìïëåêñîîáðàçóþùèé àãåíò ÝÄÒÀ (ýòè-
ëåíäèàìèíòåòðààöåòàò), ñâÿçûâàþùèé äâóõâà-
ëåíòíûå êàòèîíû. Â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè ÝÄÒÀ
÷àñòü ëèïîïîëèñàõàðèäîâ âûñâîáîæäàåòñÿ èç
âíåøíåé ìåìáðàíû êëåòêè, è ëèçîöèì ïîñëå
ýòîãî ñïîñîáåí äîñòèãàòü ïåïòèäîãëèêàíîâîãî
ñëîÿ è ãèäðîëèçîâàòü åãî. Ëèçîöèì ðàñùåïëÿåò
â ïåïòèäîãëèêàíå ãëèêîçèäíóþ ñâÿçü ìåæäó óã-
ëåðîäîì C1 N-àöåòèëãëþêîçàìèíà è C4 N-àöå-
òèëìóðàìîâîé êèñëîòû. Ïðè ýòîì ïîëèñàõàðèä-
íûå öåïè ðàñïàäàþòñÿ íà äèñàõàðèäíûå ôðàã-
ìåíòû (ñì. ðèñ. 2.2).

Ìíîãî÷èñëåííûå óñîâåðøåíñòâîâàíèÿ ìå-
òîäîâ ïîëó÷åíèÿ ñôåðîïëàñòîâ E. coli ïîçâîëè-
ëè äîñòè÷ü äîñòàòî÷íî âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòè
òðàíñôåêöèè ìîëåêóëàìè ÄÍÊ ðàçëè÷íûõ ôà-
ãîâ. Îáíàðóæåíî, ÷òî íà èíôåêöèîííîñòü ñó-
ùåñòâåííîå âëèÿíèå îêàçûâàåò ôîðìà ìîëåêóë
ôàãîâûõ ÄÍÊ, êîòîðóþ îíè ïðèíèìàþò in vivo.
Ôàãè ñ êîëüöåâîé ÄÍÊ èëè ëèíåéíîé ÄÍÊ,
áûñòðî çàìûêàþùåéñÿ in vivo â êîëüöî (ëÿìáäî-
èäíûå ôàãè), õàðàêòåðèçóþòñÿ íàèáîëüøåé ýô-
ôåêòèâíîñòüþ òðàíñôåêöèè. Äîêàçàíî, ÷òî ìî-
ëåêóëû ÄÍÊ ïðîíèêàþò â ñôåðîïëàñòû â íàòèâ-
íîé äâóõöåïî÷å÷íîé ôîðìå.

2.1.3. «Êàëüöèåâûå» êîìïåòåíòíûå
êëåòêè

Õîòÿ ÝÄÒÀ-ëèçîöèìíûå ñôåðîïëàñòû E. co-

li â íåêîòîðûõ ýêñïåðèìåíòàõ ìîãóò îáåñïå÷è-
âàòü âûñîêóþ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè ôà-
ãîâûìè ÄÍÊ (äî 10–3 ÁÎÅ íà ìîëåêóëó ÄÍÊ
ôàãà �), ïðîöåññ èõ ïîëó÷åíèÿ ìíîãîñòàäèåí
è äàåò ïëîõî âîñïðîèçâîäèìûå ðåçóëüòàòû. Ïî-
ýòîìó äàííûé ìåòîäè÷åñêèé ïîäõîä íå íàøåë
øèðîêîãî ïðèìåíåíèÿ. Íà÷èíàÿ ñ 1970 ã. åãî
ïî÷òè ïîëíîñòüþ âûòåñíèë ìåòîä CaCl2-çàâè-
ñèìîé òðàíñôåêöèè êëåòîê E. coli, êîòîðûé ðàç-
ðàáîòàëè Ì. Ìàíäåëü è À. Õèãà. Îíè îáíàðó-
æèëè, ÷òî îáðàáîòêà êóëüòóðû E. coli ðàñòâîðîì
CaCl2 íà õîëîäå (0 °C) ñ ïîñëåäóþùèì òåïëî-
âûì øîêîì (37 °C) ïðèâîäèò ê ïîãëîùåíèþ
êëåòêàìè äîáàâëåííûõ â ñðåäó ìîëåêóë ÄÍÊ
ôàãà � è çàâåðøàåòñÿ îáðàçîâàíèåì èíôåêöèîí-
íîãî ôàãîâîãî ïîòîìñòâà. Ìåòîä îêàçàëñÿ êðàé-
íå ïðîñòûì è âîñïðîèçâîäèìûì. Íàèáîëåå ýô-
ôåêòèâíî êîìïåòåíòíîñòü èíäóöèðóåòñÿ â àê-
òèâíî äåëÿùèõñÿ êëåòêàõ E. coli. Ðàçðàáîòàí
ðÿä ìîäèôèêàöèé äàííîãî ìåòîäà, ïîâûøàþ-
ùèõ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè êëåòîê ôàãî-
âûìè ÄÍÊ.

Ìåòîä òðàíñôåêöèè, çàâèñèìîé îò êàòèîíîâ
êàëüöèÿ, èìååò íåñêîëüêî ìåíüøóþ ýôôåêòèâ-
íîñòü (äî 10–4 ÁÎÅ íà ìîëåêóëó ÄÍÊ ôàãà �),
÷åì ìåòîä ñ èñïîëüçîâàíèåì ñôåðîïëàñòîâ, îä-
íàêî îí ãîðàçäî ïðîùå è äàåò õîðîøî âîñïðî-
èçâîäèìûå ðåçóëüòàòû. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü,
÷òî CaCl2-çàâèñèìàÿ òðàíñôåêöèÿ óñïåøíî îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ëèøü íà îãðàíè÷åííîì ÷èñëå èçó-
÷åííûõ øòàììîâ E. coli, à íà åå ýôôåêòèâíîñòü
ñóùåñòâåííî âëèÿåò ãåíîòèï êëåòêè. Íàïðèìåð,
ó E. coli K12 äåëåöèÿ ãàëàêòîçíîãî îïåðîíà ïðè-
âîäèò ê óäàëåíèþ ãàëàêòîçû èç ëèïîïîëèñàõà-
ðèäíîé îáîëî÷êè è çíà÷èòåëüíî óñèëèâàåò ñïî-
ñîáíîñòü øòàììîâ ê òðàíñôåêöèè ÄÍÊ ôàãà �;
ìóòàöèÿ endA âûçûâàåò èñ÷åçíîâåíèå ïåðè-
ïëàçìàòè÷åñêîé ýíäîíóêëåàçû I, ÷òî ñóùåñò-
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âåííî ïîâûøàåò ñîõðàííîñòü íàòèâíîé ñòðóê-
òóðû ïðîíèêàþùèõ â êëåòêè ìîëåêóë ÄÍÊ.

Íåáîëüøèå ìîäèôèêàöèè, ââåäåííûå
â 1972 ã. Ñ. Êîýíîì ñ ñîòðóäíèêàìè â îïèñàí-
íóþ ìåòîäèêó, ïîçâîëèëè îñóùåñòâèòü òðàíñ-
ôîðìàöèþ êëåòîê, îáðàáîòàííûõ õëîðèäîì êà-
ëüöèÿ, ïëàçìèäíûìè ÄÍÊ. Ïðè ýòîì êîìïåòåí-
òíîñòü èíäóöèðîâàëàñü ëèøü ó 0,1–1 % êëåòîê
êóëüòóðû E. coli. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïî-
êàçàëè, ÷òî ÷àñòîòó ïëàçìèäíîé òðàíñôîðìàöèè
ìîæíî ïîâûñèòü ðàçíûìè ñïîñîáàìè: ïîäâåð-
ãàÿ ñìåñü îáðàáîòàííûõ CaCl2 êëåòîê è ÄÍÊ
òåïëîâîìó øîêó (42 °Ñ); ââîäÿ â ýòó ñìåñü ìî-
íîâàëåíòíûå êàòèîíû (íàïðèìåð, Rb+); îáðàáà-
òûâàÿ êëåòêè äîïîëíèòåëüíî îðãàíè÷åñêèìè
ðàñòâîðèòåëÿìè, ñóëüôãèäðèëüíûìè ðåàãåíòà-
ìè; âûðàùèâàÿ êëåòêè â ñðåäå ñ ïîâûøåííûì
ñîäåðæàíèåì Mg2+ è äð. Êðîïîòëèâàÿ ñèñòåìà-
òè÷åñêàÿ ðàáîòà ïî ïîäáîðó øòàììîâ è ìîäè-
ôèêàöèè «êàëüöèåâîé» ìåòîäèêè ïîçâîëÿåò
â ðÿäå ñëó÷àåâ ïîâûøàòü ÷àñòîòó ïëàçìèäíîé
òðàíñôîðìàöèè ñ 10–5 äî 10–3 òðàíñôîðìàíòîâ
íà ìîëåêóëó ïëàçìèäû.

Ìåõàíèçì èíäóêöèè êîìïåòåíòíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ êëåòîê E. coli, îáóñëîâëåííîé èîíàìè êàëü-
öèÿ, íàèáîëåå ïîäðîáíî áûë èññëåäîâàí íà ïðè-
ìåðå ïëàçìèäíîé òðàíñôîðìàöèè. Âûÿñíèëîñü,
÷òî â ýòîì ïðîöåññå êðèòè÷åñêóþ ðîëü èãðàåò
ñîñòîÿíèå ëèïèäîâ âíåøíåé ìåìáðàíû êëåòîê.
Èîíû Ca2+ (â ìåíüøåé ñòåïåíè Ba2+ è Mg2+) ìî-
ãóò èíäóöèðîâàòü ôàçîâûé ïåðåõîä ëèïèäîâ
ìåìáðàíû, áëàãîäàðÿ ÷åìó îíà ïðèîáðåòàåò
âìåñòî îáû÷íîé äâóõñëîéíîé íåîáû÷íóþ ãåê-
ñàãîíàëüíóþ êîíôèãóðàöèþ. Ïðè÷åì äàííûé
ôàçîâûé ïåðåõîä ïðîèñõîäèò âî âðåìÿ òåìïåðà-
òóðíîãî øîêà îáðàáîòàííûõ õëîðèäîì êàëüöèÿ
êëåòîê è ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîãëîùåíèåì ýêçîãåí-
íûõ äâóõöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë ÄÍÊ. Òåìïåðà-
òóðà ôàçîâîãî ïåðåõîäà ñòðîãî çàâèñèò îò ëè-
ïèäíîãî ñîñòàâà ìåìáðàíû. Íà îäíîì èç øòàì-
ìîâ E. coli áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè òåïëîâîì
øîêå, âûçâàííîì ïåðåíîñîì îáðàáîòàííûõ
CaCl2 êëåòîê ñ òåìïåðàòóðû 0 °Ñ íà 42 °Ñ, ïî-
ãëîùåíèå ìîëåêóë ÄÍÊ ïðîäîëæàåòñÿ â òå÷å-
íèå ëèøü 20 ñ. Åñëè ïîñëå ýòîãî ñìåñü êëåòîê
è ÄÍÊ ñíîâà ðåçêî îõëàäèòü äî òåìïåðàòóðû
0 °Ñ, òî â ïðîöåññå èíäóöèðóåìîãî ôàçîâîãî
ïåðåõîäà ëèïèäîâ ìîëåêóëû ÄÍÊ ñíîâà ìîãóò
ïðîíèêàòü â êëåòêè. Ïðè ýòîì ïåðèîä ïðîíèê-
íîâåíèÿ ÄÍÊ áîëåå ïðîäîëæèòåëåí. Ôàçîâûå
ïåðåõîäû ëèïèäîâ ïðèâîäÿò ê íàðóøåíèþ
ñòðóêòóðû âíåøíåé ìåìáðàíû, íî ïðàêòè÷åñêè
íå çàòðàãèâàþò ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó êëå-
òîê E. coli. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ÷åðåç
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó ìîëåêóëû ÄÍÊ ñïî-

ñîáíû ïðîíèêàòü áåç òåïëîâîãî øîêà è áèâà-
ëåíòíûõ êàòèîíîâ, êàê ýòî ïðîèñõîäèò ó ñôåðî-
ïëàñòîâ, ó êîòîðûõ îòñóòñòâóåò áàðüåð âíåøíåé
ìåìáðàíû äëÿ ìàêðîìîëåêóë.

2.1.4. Ýëåêòðîïîðàöèÿ

Áëàãîäàðÿ ïðîñòîòå è íàäåæíîñòè ìåòîä
Ca2+-èíäóöèðóåìîé êîìïåòåíòíîñòè êëåòîê
E. coli çàñëóæèë âñåîáùåå âíèìàíèå è äî íåäàâ-
íåãî âðåìåíè èñïîëüçîâàëñÿ ïðàêòè÷åñêè âî
âñåõ ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïåðèìåíòàõ íà êëåò-
êàõ E. coli. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äàííûé ôèçèêî-
õèìè÷åñêèé ïîäõîä âûòåñíÿåòñÿ ôèçè÷åñêèì
ìåòîäîì ââåäåíèÿ ýêçîãåííûõ ìîëåêóë ÄÍÊ
â êëåòêè E. coli — ýëåêòðîïîðàöèåé (ñì. 1.5).
Ïîñëåäíèé áîëåå ïðîñò â èñïîëíåíèè è äàåò
î÷åíü âûñîêèé ðåçóëüòàò: äî 80 % âûæèâøèõ
êëåòîê E. coli ìîãóò ïîãëîòèòü ìîëåêóëû ÄÍÊ,
ïðè ýòîì 1 òðàíñôîðìàíò ìîæåò áûòü ïîëó÷åí
íà 50 ìîëåêóë ïëàçìèäû. Äðóãèìè ìåòîäàìè òà-
êîé ýôôåêòèâíîñòè äîñòè÷ü íå óäàåòñÿ.

2.1.5. Óïàêîâêà ÄÍÊ ôàãà ëÿìáäà
â êàïñèäû in vitro

Äëÿ ôàãà �, ÷àñòî èñïîëüçóåìîãî â êà÷åñòâå
ìîëåêóëÿðíîãî âåêòîðà êëåòîê E. coli, ðàçðàáî-
òàí ìåòîä óïàêîâêè ÄÍÊ in vitro â êàïñèäû. Äëÿ
ýòîãî òðåáóþòñÿ êîíöåíòðèðîâàííûå ýêñòðàêòû
êëåòîê, èíäóöèðîâàííûõ èç ëèçîãåííîãî ñîñòîÿ-
íèÿ. Èñïîëüçóþòñÿ ìóòàíòû ôàãà, èìåþùèå äå-
ôåêòû ïî ðàçíûì ãåíàì áåëêîâ ãîëîâêè êàïñèäà.
Êàæäûé èç òàêèõ ìóòàíòîâ íå ñïîñîáåí îáðàçî-
âûâàòü ïîëíîöåííûå ôàãîâûå ÷àñòèöû è óïàêî-
âûâàòü ñâîþ ÄÍÊ. Ïðè ñìåøåíèè æå ôàãîâîé
ÄÍÊ è áåëêîâûõ ýêñòðàêòîâ êëåòîê, â êîòîðûõ
ðàçâèâàëèñü ìóòàíòû, ïðîèñõîäèò êîìïëåìåí-
òàöèÿ íåäîñòàþùèõ ôóíêöèé è ñîáèðàþòñÿ èí-
ôåêöèîííûå ÷àñòèöû. Áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâ-
íîñòü ýíäîãåííîé ôàãîâîé ÄÍÊ â ýêñòðàêòàõ
îáû÷íî ïîäàâëÿþò ÓÔ-îáëó÷åíèåì.

Ñôîðìèðîâàííûìè in vitro ÷àñòèöàìè ìîæ-
íî çàðàæàòü êëåòêè E. coli è ïîëó÷àòü ôàãîâîå
ïîòîìñòâî. Ýôôåêòèâíîñòü óïàêîâêè ÄÍÊ ôà-
ãà � in vitro îáû÷íî ñîñòàâëÿåò 10–2–10–3.

Âàæíîé îñîáåííîñòüþ äàííîãî ïîäõîäà ÿâ-
ëÿåòñÿ òî, ÷òî â êàïñèä ïðåèìóùåñòâåííî óïà-
êîâûâàþòñÿ ìîëåêóëû ôàãîâûõ ÄÍÊ, èìåþùèå
ðàçìåð, áëèçêèé ê ðàçìåðó ôàãîâîãî ãåíîìà. Ýòî
ïîçâîëÿåò ïîñëå ðåàêöèè ëèãèðîâàíèÿ ôðàãìåí-
òîâ îñóùåñòâëÿòü ñåëåêöèþ ãèáðèäíûõ ìîëå-
êóë ÄÍÊ in vitro ïî ðàçìåðó. Êðîìå òîãî, â êàï-
ñèäû íå óïàêîâûâàþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ïî-
áî÷íûå ïðîäóêòû ëèãàçíîé ðåàêöèè. Ïîýòîìó
îáðàçîâàâøèåñÿ ïîñëå óïàêîâêè ôàãîâûå ÷àñòè-
öû èíúåöèðóþò â áàêòåðèàëüíûå êëåòêè ëèøü

90 Ãëàâà 2. ÂÅÊÒÎÐÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ ÃÐÀÌÎÒÐÈÖÀÒÅËÜÍÎÉ ÁÀÊÒÅÐÈÈ ESCHERICHIA COLI



ôàãîâûå ÄÍÊ çàäàííîãî ðàçìåðà. Ïðè êëîíèðî-
âàíèè ôðàãìåíòîâ â âåêòîðíûõ ìîëåêóëàõ ÄÍÊ
ôàãà � îáû÷íî èñïîëüçóþò èìåííî ýòîò ìåòîä
ââåäåíèÿ ãèáðèäíûõ ÄÍÊ â êëåòêó. Äàííûé ïðè-
åì òàêæå íåîáõîäèì ïðè êëîíèðîâàíèè ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ â ñîñòàâå êîñìèä è ôàçìèä.

Ñîçäàíèå ïðîñòûõ è âîñïðîèçâîäèìûõ ìåòî-
äîâ ââåäåíèÿ â êëåòêè E. coli ïëàçìèäíûõ è ôà-
ãîâûõ ÄÍÊ â íàòèâíîé ôîðìå ÿâèëîñü íåîáõî-
äèìûì óñëîâèåì óñïåøíîãî ðàçâèòèÿ ðàáîò ïî
êëîíèðîâàíèþ ÷óæåðîäíîé ãåíåòè÷åñêîé èí-
ôîðìàöèè â ýòèõ êëåòêàõ.

2.2. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÂÅÊÒÎÐÛ E. COLI

2.2.1. Êëîíèðóþùèå ïëàçìèäíûå
âåêòîðû

Ïëàçìèäû — ýòî âíåõðîìîñîìíûå ãåíåòè-
÷åñêèå ýëåìåíòû, âûÿâëÿåìûå â áàêòåðèÿõ ðàç-
ëè÷íûõ ñåìåéñòâ. Îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
äâóõöåïî÷å÷íûå êîëüöåâûå ìîëåêóëû ÄÍÊ ðàç-
ìåðîì îò 2 òïí äî áîëåå ÷åì 300 òïí. Ïëàçìèäû
ìîãóò íåñòè ãåíû, êîòîðûå îáóñëîâëèâàþò ôå-
íîòèïè÷åñêîå îòëè÷èå ñîäåðæàùèõ èõ êëåòîê
îò áåñïëàçìèäíûõ êëåòîê. Êóëüòóðà, íåñóùàÿ
ïëàçìèäó, îáîçíà÷àåòñÿ ñëåäóþùèì îáðàçîì: çà
íàèìåíîâàíèåì áàêòåðèàëüíîãî øòàììà óêàçû-
âàåòñÿ â êâàäðàòíûõ ñêîáêàõ íàçâàíèå ïëàçìè-
äû, íàïðèìåð, E. coli HB101[ColE1].

Ðåïëèêàöèÿ ïëàçìèä â çíà÷èòåëüíîé ñòåïå-
íè çàâèñèò îò êëåòêè-õîçÿèíà. Íåêîòîðûå ïëàç-
ìèäû ðåïëèöèðóþòñÿ òàêèì îáðàçîì, ÷òî â êëåò-
êå îíè íàõîäÿòñÿ â îäíîé èëè íåñêîëüêèõ êîïè-
ÿõ. Ýòî òàê íàçûâàåìûå ïëàçìèäû ñî ñòðîãèì
êîíòðîëåì ðåïëèêàöèè. Äðóãèå æå ïëàçìèäû
ìîãóò èìåòü â êëåòêàõ 10–200 êîïèé. Òàêèå
ïëàçìèäû íàõîäÿòñÿ ïîä îñëàáëåííûì êîíòðî-
ëåì ðåïëèêàöèè. Êîëè÷åñòâî êîïèé ïëàçìèä
ñ îñëàáëåííûì êîíòðîëåì ðåïëèêàöèè ìîæíî
óâåëè÷èòü äî íåñêîëüêèõ òûñÿ÷ íà êëåòêó, åñëè
áëîêèðîâàòü ñèíòåç áåëêà â êëåòêå îáðàáîòêîé
õëîðàìôåíèêîëîì. Â îòñóòñòâèå áåëêîâîãî ñèí-
òåçà ðåïëèêàöèÿ ïëàçìèä ñ îñëàáëåííûì êîíò-
ðîëåì ïðîäîëæàåòñÿ, â òî âðåìÿ êàê ðåïëèêàöèÿ
ÄÍÊ áàêòåðèàëüíîé õðîìîñîìû è ïëàçìèä ñî
ñòðîãèì êîíòðîëåì ïðåêðàùàåòñÿ.

×òîáû áûòü óäîáíûì êëîíèðóþùèì âåêòî-
ðîì, ïëàçìèäà äîëæíà îáëàäàòü ðÿäîì ñâîéñòâ:
• íåñòè ñåëåêòèðóåìûé ìàðêåð (èëè íåñêîëü-

êî ìàðêåðîâ), ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü ëåãêî
èäåíòèôèöèðîâàòü êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ
è ñåëåêòèâíî ïîääåðæèâàòü ïëàçìèäó â ïî-
ïóëÿöèè áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê;

• ñîäåðæàòü ïðåäïî÷òèòåëüíî åäèíè÷íûå ìåñ-
òà ðàñùåïëåíèÿ îäíîé èëè íåñêîëüêèìè
ðåñòðèêòàçàìè â ðàéîíàõ ïëàçìèäû, íåñó-
ùåñòâåííûõ äëÿ åå ðåïëèêàöèè;

• áûòü îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé è ÷àùå âñåãî
èìåòü îñëàáëåííûé êîíòðîëü ðåïëèêàöèè,
òàê êàê ýòî óïðîùàåò ïðîöåäóðó âûäåëåíèÿ
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ è ïîçâîëÿåò èìåòü â êëåò-
êå âûñîêóþ äîçó êëîíèðîâàííîãî ãåíà;

• ñòàáèëüíî ïîääåðæèâàòüñÿ â êëåòêàõ-ðåöè-
ïèåíòàõ.
Ðàññìîòðèì íåêîòîðûå âåêòîðíûå ïëàçìè-

äû êëåòîê E. coli.

Ïëàçìèäà pSC101 — ïåðâàÿ âåêòîðíàÿ ïëàç-
ìèäà; îíà áûëà âûäåëåíà â 1973 ã. â ëàáîðàòî-
ðèè Ñ. Êîýíà. Ïëàçìèäà èìååò ðàçìåð 9,1 òïí,
íàõîäèòñÿ ïîä ñòðîãèì êîíòðîëåì ðåïëèêàöèè,
äåòåðìèíèðóåò óñòîé÷èâîñòü ê òåòðàöèêëèíó
(Tcr) è îáëàäàåò åäèíñòâåííûì ìåñòîì äåéñòâèÿ
ðåñòðèêòàçû EcoRI, êîòîðîå ðàñïîëîæåíî â íå-
ñóùåñòâåííîé äëÿ ðåïëèêàöèè îáëàñòè è íå çà-
òðàãèâàåò ãåí óñòîé÷èâîñòè ê òåòðàöèêëèíó
(tet). Êðîìå òîãî, íà ÄÍÊ pSC101 â ãåíå tet èìå-
åòñÿ ïî îäíîìó ó÷àñòêó óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç
HindIII, BamHI è SalI (ðèñ. 2.3).

Â ïåðâîé ðàáîòå Ñ. Êîýí ñ ñîàâòîðàìè ïî
ó÷àñòêó EcoRI âñòðàèâàëè â pSC101 EcoRI-ãå-
íåðèðîâàííûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ ïëàçìèäû R6-5
è ïîñëå òðàíñôîðìàöèè îòáèðàëè êëîíû êëåòîê
E. coli ñ ôåíîòèïîì TcrKmr. Â ñëåäóþùåé ðàáî-
òå îíè â ñîñòàâ pSC101 âñòðîèëè EcoRI-ôðàã-
ìåíò ïëàçìèäû pI258 áàêòåðèè Staphylococcus

aureus è îòîáðàëè ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, äåòåð-
ìèíèðóþùèå óñòîé÷èâîñòü íå òîëüêî ê òåòðà-
öèêëèíó (ìàðêåð pSC101), íî è ê ïåíèöèëëèíó
(ìàðêåð pI258). Áëàãîäàðÿ âûñîêîé ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè èñïîëüçîâàííîãî áèîëîãè÷åñêîãî òåñòà
(óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì) àâòîðàì óäà-
ëîñü âïåðâûå äîêàçàòü, ÷òî êîðîòêèå âçàèìî-
êîìïëåìåíòàðíûå îäíîöåïî÷å÷íûå êîíöû
(4 íóêëåîòèäà) ìîãóò îáåñïå÷èâàòü îáðàçîâàíèå
â ÄÍÊ-ëèãàçíîé ðåàêöèè ãèáðèäíûõ ìîëåêóë
ïëàçìèä, êîòîðûå ïîñëå ââåäåíèÿ â êîìïåòåíò-
íûå áàêòåðèàëüíûå êëåòêè ñïîñîáíû ðåïëèöè-
ðîâàòüñÿ.

Ïëàçìèäà pSC101 êàê êëîíèðóþùèé âåêòîð
èìååò ðÿä íåäîñòàòêîâ. Âî-ïåðâûõ, ïðè âñòðîé-
êå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî EcoRI-ìåñòó îáû÷íî íå
óäàåòñÿ ôåíîòèïè÷åñêè îòëè÷èòü êëîíû òðàíñ-
ôîðìàíòîâ áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ
èñõîäíóþ èëè ãèáðèäíûå ïëàçìèäû (îòáîð ãèá-
ðèäîâ ïðèõîäèòñÿ îñóùåñòâëÿòü ãèáðèäèçàöè-
åé íóêëåèíîâûõ êèñëîò in situ); âî-âòîðûõ, ïðè
âñòðîéêå ïî ìåñòàì äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàç
HindIII, BamHI, SalI íàðóøàåòñÿ ãåí tet, è êëî-
íû, ñîäåðæàùèå ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, áóäóò
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èìåòü ôåíîòèï Tcs, êàê è èñõîäíûå êëåòêè,
è ïîýòîìó îáû÷íûìè ìåòîäàìè èõ âûÿâèòü
íåëüçÿ; â-òðåòüèõ, pSC101 èìååò ñòðîãèé êîíò-
ðîëü ðåïëèêàöèè è íàõîäèòñÿ â êëåòêå â êîëè-
÷åñòâå ïðèìåðíî øåñòü êîïèé íà áàêòåðèàëü-
íóþ õðîìîñîìó. Èç-çà ïåðå÷èñëåííûõ íåäîñòàò-
êîâ âåêòîðíàÿ ïëàçìèäà pSC101 àêòèâíî èñ-
ïîëüçîâàëàñü äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ ëèøü â íà÷àëüíûé ïåðèîä ðàçâèòèÿ ãåíå-
òè÷åñêîé èíæåíåðèè, äî ïîÿâëåíèÿ âåêòîðîâ íà
îñíîâå äðóãèõ ïëàçìèä.

Ãåííî-èíæåíåðíûå èññëåäîâàíèÿ, ïðîâîäè-
ìûå íà E. coli â ïîñëåäóþùèå ãîäû, ïîêàçàëè,
÷òî íå âñå ãåíû óäàåòñÿ êëîíèðîâàòü â ìíîãîêî-
ïèéíûõ âåêòîðàõ. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî ïî-
âûøåííàÿ äîçà êëîíèðîâàííîãî ãåíà ïðèâîäèò
ê ñóïåðñèíòåçó êîäèðóåìîãî èì áåëêà, à âûñî-
êàÿ êîíöåíòðàöèÿ ðÿäà ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ êëå-
òî÷íîé ñòåíêè èëè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãó-
ëÿöèè ñèíòåçà ìàêðîìîëåêóë, ïðèâîäèò ê ãèáå-
ëè áàêòåðèàëüíîé êëåòêè. Ïîýòîìó òàêèå ãåíû
íåîáõîäèìî êëîíèðîâàòü â íèçêîêîïèéíûõ âåê-
òîðàõ. Äëÿ ýòîé öåëè ñîçäàí ðÿä ïðîèçâîäíûõ
ïëàçìèäû pSC101, ðåñòðèêöèîííûå êàðòû äâóõ
èç íèõ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2.3.

Ïëàçìèäà ColE1 (ðèñ. 2.4) îêàçàëàñü áîëåå
óäîáíîé äëÿ êëîíèðîâàíèÿ. Ñ 1974 ã. åå íà÷àëè

èñïîëüçîâàòü â ëàáîðàòîðèè Õ. Áîéåðà â êà÷åñò-
âå âåêòîðà. Îíà èìååò îñëàáëåííûé êîíòðîëü
ðåïëèêàöèè, è ïðè îáû÷íûõ óñëîâèÿõ ðîñòà
â êëåòêå íàõîäèòñÿ 20–30 êîïèé ïëàçìèäû. Ïîñ-
ëå îáðàáîòêè õëîðàìôåíèêîëîì êîïèéíîñòü
ColE1 äîñòèãàåò 1–3 � 103. Ïðè ýòîì ïëàçìèä-
íàÿ ÄÍÊ ñîñòàâëÿåò áîëåå ïîëîâèíû âñåé ÄÍÊ
êëåòêè, ÷òî çíà÷èòåëüíî óïðîùàåò ïðîöåäóðó
âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè ïëàçìèäû. Îòíîñèòåëüíî
íåáîëüøèå ðàçìåðû (6,6 òïí) è íàëè÷èå åäèíñò-
âåííîãî ìåñòà äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàçû EcoRI
îáóñëîâèëè øèðîêîå èñïîëüçîâàíèå ïëàçìèäû
ColE1 â êà÷åñòâå êëîíèðóþùåãî âåêòîðà äî ïî-
ÿâëåíèÿ áîëåå óäîáíûõ âåêòîðîâ.

Ïëàçìèäà ColE1 äåòåðìèíèðóåò îäíîâðåìåí-
íî ñïîñîáíîñòü êëåòîê ñèíòåçèðîâàòü êîëèöèí
è èììóííîñòü ýòèõ æå êëåòîê ê ëåòàëüíûì äî-
çàì êîëèöèíà. Â ðàéîíå ìåæäó òî÷êàìè 5000 ïí
è 620 ïí íà ïëàçìèäå ColE1 ðàñïîëîæåíû ãåíû,
êîäèðóþùèå êîëèöèí E1, áåëîê èììóííîñòè è
áåëîê Kil (ñì. ðèñ. 2.4). Ñòðóêòóðíûé ãåí êîëè-
öèíà E1 — cea — êîäèðóåò ïîëèïåïòèä ðàçìå-
ðîì 522 ÀÊ. Ãåí kil äåòåðìèíèðóåò ïîëèïåïòèä
äëèíîé 45 ÀÊ. Ãåíû cea è kil îáðàçóþò åäèíûé
îïåðîí, òðàíñêðèïöèÿ êîòîðîãî èíèöèèðóåòñÿ
ñ ïðîìîòîðà pc. Áåëîê Kil, ïî-âèäèìîìó, çà ñ÷åò
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àêòèâàöèè ôîñôîëèïàçû A âíîñèò íàðóøåíèÿ
â ñòðóêòóðó âíåøíåé ìåìáðàíû, ÷òî îáóñëîâëè-
âàåò îñâîáîæäåíèå êîëèöèíà E1 èç áàêòåðèé
â îêðóæàþùóþ ñðåäó. Êëåòêè ïðè ýòîì íå ðàç-
ðóøàþòñÿ. Ñèíòåç áåëêà Kil â E. coli ïðîèñõî-
äèò íà îòíîñèòåëüíî íèçêîì óðîâíå çà ñ÷åò ÷àñ-
òè÷íîé òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè íà �-çàâèñè-
ìîì òåðìèíàòîðå t1 (ñì. 3.2). Áîëåå ýôôåêòèâ-
íàÿ ïðîäóêöèÿ áåëêà Kil, âåðîÿòíî, ìîæåò ïðè-
âåñòè ê ëèçèñó êëåòîê. Ãåí imm íàõîäèòñÿ ìåæ-
äó ãåíàìè cea è kil, è åãî òðàíñêðèïöèÿ îñóùå-
ñòâëÿåòñÿ â ïðîòèâîïîëîæíîì îïåðîíó cea–kil
íàïðàâëåíèè. Ñâÿçûâàíèå ìÐÍÊ Imm ñ êîìïëå-
ìåíòàðíûì ó÷àñòêîì ìÐÍÊ Cea–Kil òàêæå ïðè-
âîäèò ê ñíèæåíèþ ýêñïðåññèè ãåíà kil.

Ê ðàññìîòðåííîìó ðàéîíó ïðèìûêàåò îá-
ëàñòü èíèöèàöèè è ðåãóëÿöèè ðåïëèêàöèè ïëàç-
ìèäû ColE1. Ïðîöåññ ðåïëèêàöèè ðåãóëèðóåòñÿ
ñèíòåçîì äâóõ òèïîâ ìîëåêóë ÐÍÊ — ïðàéìåð-
íîé (îáîçíà÷àåòñÿ ÐÍÊII, íåîáõîäèìà äëÿ èíè-
öèàöèè ðåïëèêàöèè) è êîìïëåìåíòàðíîé åé
(ÐÍÊI). Îáðàçóÿ äóïëåêñ ñ ÐÍÊII, ìîëåêóëû
ÐÍÊI êîíòðîëèðóþò êîïèéíîñòü ïëàçìèäû. Íà-
õîäÿùèéñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ãåí rop
äåòåðìèíèðóåò ñèíòåç áåëêà, êîòîðûé ïîâûøàåò

ýôôåêòèâíîñòü ñâÿçûâàíèÿ ÐÍÊI è ÐÍÊII è ñòà-
áèëèçèðóåò äóïëåêñ. Àìïëèôèêàöèÿ ïëàçìèäû
ColE1 â áàêòåðèÿõ, îáðàáîòàííûõ õëîðàìôåíè-
êîëîì, îáúÿñíÿåòñÿ èíãèáèðîâàíèåì ñèíòåçà
áåëêà Rop, ìåòàáîëè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòüþ
ÐÍÊI è âîâëå÷åíèåì ïðåäñóùåñòâóþùèõ êëå-
òî÷íûõ áåëêîâ ðåïëèêàöèè â ñèíòåç ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ, òàê êàê â ýòèõ óñëîâèÿõ ñèíòåç áàêòåðèàëü-
íîé õðîìîñîìû ïðåêðàùåí.

Ïðè âñòðîéêå ýêçîãåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
ïî EcoRI-ìåñòó íà ColE1 íàðóøàåòñÿ ãåí ïðî-
äóêöèè êîëèöèíà, íî ñîõðàíÿåòñÿ ãåí èììóí-
íîñòè ê íåìó. Ïî òàêîìó èçìåíåíèþ ôåíîòèïà
óäàåòñÿ îòáèðàòü êëîíû êëåòîê, ñîäåðæàùèõ
ãèáðèäíûå ïëàçìèäû.

Îòáîð ãèáðèäíûõ êëîíîâ îñóùåñòâëÿþò ñëå-
äóþùèì îáðàçîì. Ïðåïàðàòîì ÄÍÊ, ïîëó÷åííûì
ïîñëå ñìåøåíèÿ ôðàãìåíòîâ è èõ ëèãèðîâàíèÿ,
òðàíñôîðìèðóþò êîìïåòåíòíûå êëåòêè E. coli è
âûñåâàþò èõ íà àãàðèçîâàííóþ ïèòàòåëüíóþ ñðå-
äó, ñîäåðæàùóþ êîëèöèí E1. Êëåòêè, äàâøèå íà
òàêîé ñðåäå íà÷àëî áàêòåðèàëüíûì êîëîíèÿì, ñî-
äåðæàò ëèáî èñõîäíóþ ïëàçìèäó ColE1, ëèáî åå
ãèáðèäíûå ïðîèçâîäíûå. ×òîáû ðàçëè÷èòü ýòè
äâà òèïà êëåòîê, ïðîâîäÿò ðÿä ïîñëåäîâàòåëüíûõ
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ïðîöåäóð. Íà àãàðèçîâàííóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó
â ÷àøêàõ Ïåòðè ðàâíîìåðíî íàíîñÿò îïðåäåëåí-
íîå êîëè÷åñòâî êóëüòóðû E. coli, ÷óâñòâèòåëüíîé
ê êîëèöèíó E1 (çàñåÿííûå ÷àøêè). Çàòåì êîëîíèè,
óñòîé÷èâûå ê êîëèöèíó E1, ïåðåïå÷àòûâàþò åäè-
íîîáðàçíî íà íåçàñåÿííûå è çàñåÿííûå ÷àøêè. Ïî
èñòå÷åíèè âðåìåíè èíêóáàöèè ïåðåïå÷àòàííûå
êëîíû îáðàçóþò íà ÷àøêàõ îáîåãî òèïà êîëîíèè,
à íà çàñåÿííûõ ÷àøêàõ ôîðìèðóåòñÿ òàêæå
ñïëîøíîé ãàçîí êóëüòóðû E. coli Cols. Ïðè ýòîì
âîêðóã êîëîíèé áàêòåðèé, ïðîäóöèðóþùèõ êîëè-
öèí, íàáëþäàåòñÿ êîëüöåâàÿ ïðîçðà÷íàÿ çîíà, ãäå
ðîñò ãàçîíà îòñóòñòâóåò. Òàêèå êëîíû E. coli ñî-
äåðæàò íàòèâíóþ ïëàçìèäó ColE1, âîññòàíîâèâ-
øóþ ñâîþ ñòðóêòóðó ïîñëå ðåñòðèêöèè è ëèãèðî-
âàíèÿ. Äðóãèå êëîíû äîëæíû ñîäåðæàòü ãèáðèä-
íûå âàðèàíòû ColE1, ó êîòîðûõ â ðåçóëüòàòå
âñòðîéêè ãåí ïðîäóêöèè êîëèöèíà ïîâðåæäåí.

Íåäîñòàòêîì ìàðêåðà èììóííîñòè ê êîëè-
öèíó ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî êëåòêè E. coli ñ îòíîñè-
òåëüíî âûñîêîé ÷àñòîòîé ïðèîáðåòàþò óñòîé-
÷èâîñòü ê äåéñòâèþ êîëèöèíà â ðåçóëüòàòå
ñïîíòàííûõ ìóòàöèé è, êðîìå òîãî, äåéñòâèå
êîëèöèíà ñóùåñòâåííî çàâèñèò îò ôèçèîëîãè-
÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê. Ïîýòîìó îòáèðàåìûå
ïî ôåíîòèïó êëîíû íåîáõîäèìî ïîäâåðãàòü äî-
ïîëíèòåëüíîé ïðîâåðêå íà íàëè÷èå â êëåòêàõ
ãèáðèäíûõ ïëàçìèä.

Êàê âèäèì, ïåðâûå âåêòîðíûå ïëàçìèäû
pSC101 è ColE1 èìåëè ðÿä íåäîñòàòêîâ. Â ýòèõ
ïëàçìèäàõ êëîíèðîâàëè ôðàãìåíòû ÄÍÊ òîëü-
êî ïî EcoRI-ìåñòó, ïðè÷åì â îáîèõ ñëó÷àÿõ îò-
áîð ãèáðèäíûõ ÄÍÊ íå î÷åíü ïðîñò. Ïîýòîìó
â ðÿäå ëàáîðàòîðèé áûëè ðàçâåðíóòû èññëåäî-
âàíèÿ, íàïðàâëåííûå íà ñîçäàíèå áîëåå óäîá-
íûõ êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ íà îñíîâå ïëàçìèä.

Ïëàçìèäà pRSF2124 áûëà ïîëó÷åíà â ëàáî-
ðàòîðèè Ñ. Ôàëüêîâà â ðåçóëüòàòå òðàíñëîêàöèè
in vivo òðàíñïîçîíà Tn3, íåñóùåãî ãåí óñòîé÷è-
âîñòè ê àìïèöèëëèíó, èç ïëàçìèäû RI â ColE1.
Ýòà ïëàçìèäà ñîõðàíÿåò òèï ðåïëèêàöèè ðîäè-
òåëüñêîé ïëàçìèäû ColE1. Îòáîð êëåòîê, ñîäåð-
æàùèõ ïëàçìèäó pRSF2124, íå ïðåäñòàâëÿåò
òðóäíîñòåé, òàê êàê îíà îáóñëîâëèâàåò ëåãêî
äåòåêòèðóåìóþ óñòîé÷èâîñòü ê àìïèöèëëèíó.
Åäèíñòâåííîå ìåñòî óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàçû
EcoRI íàõîäèòñÿ âíóòðè ãåíà ñèíòåçà êîëèöèíà,
è ïðè âñòðîéêå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî ýòîìó ìåñ-
òó ïëàçìèäà äåòåðìèíèðóåò óñòîé÷èâîñòü êëåò-
êè-õîçÿèíà ê àìïèöèëëèíó, èììóíèòåò ê êîëè-
öèíó è îòñóòñòâèå ñïîñîáíîñòè ê ñèíòåçó êîëè-
öèíà. Íàëè÷èå äîïîëíèòåëüíîãî ñåëåêòèðóåìî-
ãî ìàðêåðà (Apr) â ïëàçìèäå pRSF2124 äåëàåò åå
áîëåå óäîáíûì âåêòîðîì ïî ñðàâíåíèþ ñ ColE1,
òàê êàê óïðîùàåò îòáîð êëîíîâ êëåòîê, ñîäåð-
æàùèõ ãèáðèäíûå ïëàçìèäû. Ê íåäîñòàòêàì
ýòîé ïëàçìèäû ñëåäóåò îòíåñòè äîâîëüíî áîëü-
øîé ðàçìåð (11,1 òïí) è âîçìîæíîñòü êëîíèðî-
âàíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ òîëüêî ïî ìåñòó ðàñ-
ùåïëåíèÿ ðåñòðèêòàçîé EcoRI.

Êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèäû pMB9. Ðàç-
ìåð ïëàçìèäû ColE1 ìîæåò áûòü çíà÷èòåëüíî
óìåíüøåí, òàê êàê äëÿ åå ðåïëèêàöèè íåîáõî-
äèì òîëüêî ôðàãìåíò ÄÍÊ âåëè÷èíîé îêîëî
1 òïí. Â ëàáîðàòîðèè Õ. Áîéåðà áûëè ïîëó÷åíû
äåëåöèîííûå âàðèàíòû ColE1, îäèí èç êîòî-
ðûõ — pMB8 (2,6 òïí), îïèñàííûé â 1976 ã.,
ñòàë îñíîâîé äëÿ öåëîé ñåðèè êëîíèðóþùèõ
âåêòîðîâ. Ýòà ïëàçìèäà ñîõðàíèëà òèï ðåïëèêà-
öèè ðîäèòåëüñêîé ïëàçìèäû ColE1, îáëàäàåò èì-
ìóííîñòüþ ê êîëèöèíó è èìååò åäèíñòâåííîå
ìåñòî ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé EcoRI.

Íà îñíîâå pMB8 ñêîíñòðóèðîâàëè in vitro
íîâóþ ïëàçìèäó pMB9, â êîòîðóþ áûë ïåðåíå-
ñåí ãåí óñòîé÷èâîñòè ê òåòðàöèêëèíó èç ïëàç-
ìèäû pSC101. Ïëàçìèäà pMB9 ïîëó÷åíà â ðå-
çóëüòàòå ëèãàçíîé îáðàáîòêè ñìåñè ëèíåéíîé
ÄÍÊ ïëàçìèäû pMB8, ðàñùåïëåííîé ðåñòðèê-
òàçîé EcoRI, è EcoRI*-ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
pSC101 ñ ïîñëåäóþùèì îòáîðîì òðàíñôîðìàí-
òîâ ñ ôåíîòèïîì Tcr Colimm (ðèñ. 2.5). Ïëàçìèäà
pMB9 èìååò ðàçìåð 5,3 òïí è ñîäåðæèò â çíà-
÷èìîé îáëàñòè ïî îäíîìó ìåñòó äåéñòâèÿ äëÿ
÷åòûðåõ ðåñòðèêòàç: EcoRI, HindIII, BamHI,
SalI. Ýòà ïëàçìèäà îáåñïå÷èâàåò óñòîé÷èâîñòü
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Ðèñ. 2.5. Ñõåìà ñîçäàíèÿ ïëàçìèäû pMB9.

Ðåñòðèêòàçà EcoRI óçíàåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü GAATTC,
à â óñëîâèÿõ EcoRI* — AATT. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ

îáðàçóþòñÿ èäåíòè÷íûå ëèïêèå êîíöû



êëåòîê ê òåòðàöèêëèíó è èììóíèòåò ê êîëèöè-
íó. Ïðè âñòðîéêå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî ó÷àñòêàì
äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàç HindIII, BamHI, SalI íàðó-
øàåòñÿ ãåí óñòîé÷èâîñòè ê òåòðàöèêëèíó, è ãèá-
ðèäíûå ïëàçìèäû îáóñëîâëèâàþò ôåíîòèï êëå-
òîê Tcs Colimm. Ïðè âñòðîéêå ïî EcoRI-ñàéòó
ôåíîòèïè÷åñêóþ ñåëåêöèþ îñóùåñòâëÿòü íå
óäàåòñÿ. Â ýòîì ñëó÷àå íåîáõîäèìî èñïîëüçî-
âàòü òàêèå ïîäõîäû, êàê ãèáðèäèçàöèÿ íóêëåè-
íîâûõ êèñëîò in situ.

Òàêèì îáðàçîì, ïëàçìèäà pMB9 ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíà äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ,
ãåíåðèðóåìûõ ïðè ãèäðîëèçå ÄÍÊ óæå ÷åòûðü-
ìÿ ðàçëè÷íûìè ðåñòðèêòàçàìè. Íåäîñòàòêîì
pMB9 ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïðè âñòðîéêå ïî ó÷àñò-
êàì HindIII, BamHI è SalI îòáîð ãèáðèäîâ äîë-
æåí îñóùåñòâëÿòüñÿ ïî èììóíèòåòó ê êîëèöèíó
E1, à ýòîò òåñò, êàê óæå îòìå÷àëîñü, íå î÷åíü
íàäåæåí. Ïîýòîìó ñîòðóäíèêàìè ëàáîðàòîðèè
Õ. Áîéåðà ñ 1977 ïî 1980 ã. áûë ïðîâåäåí öèêë
ýêñïåðèìåíòîâ, â ðåçóëüòàòå êîòîðûõ íà îñíîâå
pMB9 ïîëó÷åíû áîëåå ñîâåðøåííûå âåêòîðíûå
ïëàçìèäû ñåðèè pBR. Ýòè êëîíèðóþùèå âåêòî-
ðû â ïîñëåäóþùåì íàøëè øèðîêîå ïðèìåíåíèå
âî ìíîãèõ ëàáîðàòîðèÿõ ìèðà.

Êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèäû pBR313.

Òðàíñëîêàöèåé in vivo òðàíñïîçîíà Tn3 (Apr) èç
pRSF2124 â pMB9 áûëè ïîëó÷åíû êëîíû êëå-
òîê E. coli, èìåþùèõ ôåíîòèï Apr Tcr. Ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêèì àíàëèçîì ãèäðîëèçîâàííûõ
EcoRI ïëàçìèä, âûäåëåííûõ èç ýòèõ êëåòîê, áû-
ëè âûÿâëåíû ìîëåêóëû ÄÍÊ ðàçìåðîì 10,1 òïí,
ñîîòâåòñòâóþùèì ñóììå ðàçìåðîâ Tn3 (4,8 òïí)
è pMB9. Òðàíñôîðìàöèåé êëåòîê E. coli áûëî
äîêàçàíî, ÷òî ýòè ïëàçìèäû íåñóò îäíîâðåìåí-
íî óñòîé÷èâîñòü ê àìïèöèëëèíó è òåòðàöèêëè-
íó. Îäíà èç ïîëó÷åííûõ Apr Tcr ïðîèçâîäíûõ
pMB9 áûëà îáîçíà÷åíà pBR312 (ðèñ. 2.6). Ýòà
ïëàçìèäà íåñåò äâà ó÷àñòêà óçíàâàíèÿ ðåñòðèê-
òàçû BamHI, îäèí èç êîòîðûõ ðàñïîëîæåí
â òðàíñëîöèðîâàííîì ñåãìåíòå ÄÍÊ çà ïðåäå-
ëàìè ãåíà �-ëàêòàìàçû (bla), îïðåäåëÿþùåãî
óñòîé÷èâîñòü ê àìïèöèëëèíó. Äëÿ òîãî ÷òîáû
óäàëèòü ýòîò BamHI-ó÷àñòîê è óìåíüøèòü ðàç-
ìåð ïëàçìèäû, ÄÍÊ pBR312 ïîäâåðãëè ÷àñòè÷-
íîìó ãèäðîëèçó â óñëîâèÿõ, èçìåíÿþùèõ ñïå-
öèôè÷íîñòü EcoRI íà EcoRI* (ñì. 1.2.1). Çàòåì
ýòó ÄÍÊ ââåëè â êëåòêè E. coli è îñóùåñòâèëè
ñêðèíèíã êëîíîâ ñ ôåíîòèïîì Apr Tcr íà íàëè-
÷èå ïëàçìèäû ñ îäíèì óòðà÷åííûì ìåñòîì ðàñ-
ùåïëåíèÿ ðåñòðèêòàçîé BamHI. Íàèìåíüøàÿ èç
âûäåëåííûõ òàêèì îáðàçîì ïëàçìèä áûëà îáî-
çíà÷åíà pBR313 è ïîäâåðãíóòà äàëüíåéøåé õà-
ðàêòåðèçàöèè. Ðàçìåð åå ÄÍÊ ñîñòàâèë 8,7 òïí.

Ïëàçìèäà pBR313 ñîäåðæèò óíèêàëüíûå
ó÷àñòêè ðàñùåïëåíèÿ ðåñòðèêòàçàìè EcoRI,
HindIII, BamHI, SalI, XmaI, SmaI è HpaI (ñì.

ðèñ. 2.6). Ôåíîòèïè÷åñêóþ ñåëåêöèþ ãèáðèä-
íûõ ÄÍÊ ìîæíî îñóùåñòâëÿòü ëèøü ïðè
âñòðîéêå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî ó÷àñòêàì HindIII,
BamHI, SalI, PstI èëè ïðè ñîåäèíåíèè ôðàãìåí-
òîâ ñ âåêòîðíîé ÷àñòüþ ïëàçìèäû, ñîäåðæàùåé
îáëàñòü íà÷àëà ðåïëèêàöèè ÄÍÊ è ïîëó÷åííîé
ïðè ãèäðîëèçå îäíîâðåìåííî äâóìÿ ðåñòðèêòà-
çàìè, íàïðèìåð, BamHI — SmaI, EcoRI —
HindIII, EcoRI — PstI è ò. ï. Ïðè ýòîì ãèáðèä-
íûå êëîíû E. coli áóäóò èìåòü ôåíîòèï Apr Tcs

èëè TcrAps.
Êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèäû pBR322.

Ïëàçìèäà pBR313 èìååò òðè ìåñòà äåéñòâèÿ
ðåñòðèêòàçû PstI, îäíî èç êîòîðûõ ëîêàëèçî-
âàíî â ãåíå óñòîé÷èâîñòè ê àìïèöèëëèíó (ñì.
ðèñ. 2.6). Â ñèñòåìå in vitro áûëà ñêîíñòðóèðî-
âàíà âåêòîðíàÿ ïëàçìèäà pBR321, ñîäåðæàùàÿ
åäèíñòâåííûé ó÷àñòîê ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé
PstI, ëîêàëèçîâàííûé â ãåíå bla. Äëÿ òîãî ÷òîáû
ñîçäàòü òàêîé âåêòîð, íåîáõîäèìî áûëî ïðåäâà-
ðèòåëüíî ïîëó÷èòü ïðîèçâîäíûå pBR313. Ïëàç-
ìèäà pBR318 (Aps Tcr Colimm), ñîäåðæàùàÿ îäèí
PstI-ó÷àñòîê, áûëà ïîëó÷åíà ïîñëå òðàíñôîðìà-
öèè êëåòîê E. coli ëèãèðîâàííîé ñìåñüþ ÄÍÊ
ïëàçìèäû pBR313, ïîäâåðãíóòîé ãèäðîëèçó
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Ðèñ. 2.6. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ïëàçìèäû pBR313



PstI, è îòáîðà Aps Tcr òðàíñôîðìàíòîâ (ðèñ. 2.7).
Äðóãàÿ ïðîèçâîäíàÿ ïëàçìèäû pBR313 —
pBR320 (Apr Tcs Cols) — áûëà ïîëó÷åíà ïîñëå
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê E. coli íåëèãèðîâàííû-
ìè EcoRII-ôðàãìåíòàìè pBR313 è ñåëåêöèè
òðåáóåìûõ âàðèàíòîâ. Èç PstI–HpaI-ôðàãìåíòà
pBR318 è PstI–HincII-ôðàãìåíòà pBR320 áûëà
ñêîíñòðóèðîâàíà in vitro ïëàçìèäà pBR321 ðàç-
ìåðîì 4,7 òïí (ñì. ðèñ. 2.7). Òàê êàê ãåí èììóí-
íîñòè ê êîëèöèíó E1 íå âõîäèë íè â îäèí
èç ýòèõ ôðàãìåíòîâ, îòáîð pBR321 îñóùåñòâ-
ëÿëè ïî ôåíîòèïó Apr Tcr Cols. Âàæíî îòìåòèòü,
÷òî â pBR321 ÷àñòü òðàíñïîçîíà Tn3 äåëåòèðî-
âàíà, ÷òî ïðåïÿòñòâóåò åãî òðàíñëîêàöèè.

Ñëó÷àéíî â ýòîì ýêñïåðèìåíòå âûÿâèëè äå-
ëåöèîííûé âàðèàíò ïëàçìèäû pBR321, â êîòî-
ðîì íå áûëè íàðóøåíû íè ãåíû óñòîé÷èâîñòè
ê àíòèáèîòèêàì, íè ôóíêöèÿ ðåïëèêàöèè. Ýòó
ïëàçìèäó îáîçíà÷èëè pBR322 (4,36 òïí). Äëÿ
íåå îïðåäåëåíà ïîëíàÿ íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü, èñõîäÿ èç êîòîðîé ëåãêî ëîêàëèçî-
âàòü ìåñòà ðàñùåïëåíèÿ ëþáîé ðåñòðèêòàçîé

(ðèñ. 2.8). Ïëàçìèäà pBR322 — óäîáíûé êëîíè-
ðóþùèé âåêòîð. Îíà èìååò äâà ñåëåêòèâíûõ
ìàðêåðà Apr è Tcr. Íè îäèí èç ýòèõ ãåíîâ íå ÿâ-
ëÿåòñÿ òðàíñïîçîíîì è íå ìîæåò áûòü ïåðåíå-
ñåí in vivo â äðóãóþ ïëàçìèäó. pBR322 èìååò
óíèêàëüíûå ó÷àñòêè ðàñùåïëåíèÿ ðåñòðèêòàçà-
ìè VspI, PstI, PvuI è ScaI, ðàñïîëîæåííûå â ãåíå
�-ëàêòàìàçû, è HindIII, EcoRV, BamHI, SalI,
SphI, XmaIII è NruI, ëîêàëèçîâàííûå â äåòåð-
ìèíàíòå óñòîé÷èâîñòè ê òåòðàöèêëèíó. Ïðè÷åì
ó÷àñòîê ãèäðîëèçà HindIII íå çàòðàãèâàåò ñòðóê-
òóðíóþ ÷àñòü ãåíà tet, à ëîêàëèçîâàí â åãî ïðî-
ìîòîðíîé îáëàñòè. Ïîñëå âñòðîéêè ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ â pBR322 ïî óêàçàííûì ìåñòàì ðàñùåï-
ëåíèÿ ðåñòðèêòàçàìè îòáîð ãèáðèäíûõ êëîíîâ
îñóùåñòâëÿåòñÿ â ðåçóëüòàòå íàäåæíîé ñåëåê-
öèè íà ñðåäàõ ñ àíòèáèîòèêàìè. Êðîìå òîãî, íà
ÄÍÊ ïëàçìèäû pBR322 èìåþòñÿ óíèêàëüíûå
ìåñòà ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè EcoRI, PvuII,
BalI, AvaI, TthIII, SnaI è NdeI, íî îíè íàõîäÿòñÿ
çà ïðåäåëàìè ãåíîâ óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèî-
òèêàì.
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Ðèñ. 2.7. Ñõåìà ïîëó÷åíèÿ ïëàçìèäû pBR321.

Òîëñòîé ëèíèåé îáîçíà÷åíû ñåãìåíòû ïëàçìèä, îáúåäèíåíèåì êîòîðûõ ïîëó÷åíà pBR321.
Ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç: SalI — G�TCGAC, HpaI — GTT�AAC, HincII — GTPy�PuAC



Ïëàçìèäà pBR322 îêàçàëàñü íàñòîëüêî õî-
ðîøèì êëîíèðóþùèì âåêòîðîì, ÷òî â òå÷åíèå
ðÿäà ëåò îíà èñïîëüçîâàëàñü â ïîäàâëÿþùåì
áîëüøèíñòâå ãåííî-èíæåíåðíûõ ðàáîò, â êîòî-
ðûõ ïðèìåíÿëèñü ïëàçìèäíûå âåêòîðû. Êðîìå
òîãî, íà îñíîâå ïëàçìèäû pBR322 ïîëó÷åíû
äðóãèå âåêòîðíûå ïðîèçâîäíûå.

Êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèäû pBR325. Õî-
òÿ pBR322 îòâå÷àåò ìíîãèì òðåáîâàíèÿì,
ïðåäúÿâëÿåìûì ê êëîíèðóþùèì âåêòîðàì, îíà
èìååò è íåêîòîðûå íåäîñòàòêè. Êàê óæå îòìå÷à-
ëîñü, ïðè âñòðîéêå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî EcoRI-
ìåñòó ïëàçìèäû pBR322 ãèáðèäíûå êëîíû
íåëüçÿ âûÿâèòü ôåíîòèïè÷åñêè íà ñðåäàõ ñ àí-
òèáèîòèêàìè. ×òîáû ïðåîäîëåòü ýòîò íåäîñòà-
òîê, áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà ïëàçìèäà pBR325
(ðèñ. 2.9). Ïðè åå ñîçäàíèè èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ
ôàãà P1Cmr, ñîäåðæàùåãî ãåí óñòîé÷èâîñòè
ê õëîðàìôåíèêîëó (ãåí õëîðàìôåíèêîëàöåòèë-
òðàíñôåðàçû — cat). Ðåñòðèêòàçîé HaeII èç ôà-
ãîâîé ÄÍÊ âûùåïëÿëè ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé
ãåí cat. Çàòåì íóêëåàçîé S1 ãèäðîëèçîâàëè îä-
íîöåïî÷å÷íûå ëèïêèå êîíöû, îáðàçîâàííûå
HaeII, è ïîëó÷àëè ôðàãìåíò ñ òóïûìè êîíöàìè.
Ýòîò ôðàãìåíò ëèãèðîâàëè ñ ðàñùåïëåííûìè
EcoRI è îáðàáîòàííûìè S1-íóêëåàçîé ëèíåé-
íûìè ìîëåêóëàìè ïëàçìèäû pBR322. Ïîñëå
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê E. coli îòáèðàëè êëîíû
ñ ôåíîòèïîì Apr Tcr Cmr. Ïîëó÷åííàÿ òàêèì îá-
ðàçîì ïëàçìèäà pBR325 èìååò åäèíñòâåííîå
ìåñòî ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé EcoRI â ãåíå cat.
Âñòðîéêà ïî ýòîìó ìåñòó íàðóøàåò ãåí óñòîé-
÷èâîñòè ê õëîðàìôåíèêîëó, è ãèáðèäíûå êëîíû
ëåãêî âûÿâëÿþòñÿ ïî ôåíîòèïó Apr Tcr Cms.

Ïëàçìèäà pBR325 â îòëè÷èå îò pBR322 èìååò
óæå ïî äâà ìåñòà äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàç PvuII
è BalI, ïðè÷åì ïî îäíîìó èç íèõ ïðèõîäèòñÿ íà
ãåí cat (ñì. ðèñ. 2.9). Îñòàëüíûå óíèêàëüíûå
ìåñòà óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç ïëàçìèäû pBR322
ñîõðàíåíû è â pBR325.

Êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèä pBR327 è
pBR328. Äëÿ óäàëåíèÿ âòîðûõ ó÷àñòêîâ óçíàâà-
íèÿ ðåñòðèêòàç PvuII è BalI íà ÄÍÊ ïëàçìèäû
pBR325, ðàñïîëîæåííûõ ìåæäó îáëàñòüþ íà÷à-
ëà ðåïëèêàöèè (ori) è ãåíîì tet, ïîëó÷èëè ïðî-
ìåæóòî÷íûå äåëåöèîííûå ïðîèçâîäíûå ïëàçìèä
pBR322 è pBR325. Íà ïåðâîì ýòàïå ÄÍÊ ïëàç-
ìèäû pBR322 ÷àñòè÷íî ãèäðîëèçîâàëè ðåñò-
ðèêòàçîé EcoRII. Ïðîäóêòû òàêîãî ãèäðîëèçà
îáðàáàòûâàëè íóêëåàçîé S1, ÷òîáû èñêëþ÷èòü
íåãîìîëîãèþ ïîëó÷àåìûõ ëèïêèõ EcoRII-êîí-
öîâ â ïîëîæåíèè 1440 (CCTGG) è 2500 (CCAGG)
íà pBR322. Çàòåì ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè âûäåëÿ-
ëè ôðàãìåíòû ïëàçìèäíîé ÄÍÊ íóæíîãî ðàçìå-
ðà, ñîåäèíÿëè èõ ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû ôà-
ãà T4, ââîäèëè â êëåòêè E. coli è îòáèðàëè
òðàíñôîðìàíòû ñ ôåíîòèïîì Apr Tcr. Ïîñëå
ïðîâåðêè îòîáðàííûõ òðàíñôîðìàíòîâ áûëà âû-
ÿâëåíà ïëàçìèäà, êîòîðóþ îáîçíà÷èëè pBR327
(ðèñ. 2.10). Ðàçìåð ýòîé ïëàçìèäû ñîñòàâèë 3,27
òïí, à êîïèéíîñòü â E. coli â òðè ðàçà ïðåâûøàëà
êîïèéíîñòü pBR322. Ïîâûøåíèå êîïèéíîñòè
ïëàçìèäû îáóñëîâëåíî äåëåöèåé ãåíà rop. Òà-
êèì îáðàçîì, pBR327 — äåëåöèîííûé âàðèàíò
ïëàçìèäû pBR322 — èìååò íåêîòîðûå ïðåèìó-
ùåñòâà ïåðåä èñõîäíîé ïëàçìèäîé, õîòÿ â íåé
è óòðà÷åíû ìåñòà äåéñòâèÿ òàêèõ ðåñòðèêòàç,
êàê PvuII è BalI.
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Ðèñ. 2.8. Ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà ïëàçìèäû pBR322.

Çà íà÷àëî îòñ÷åòà íóêëåîòèäîâ ïðèíÿò öåíòð ó÷àñòêà óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàçû EcoRI.
Îòñ÷åò îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî ÷àñîâîé ñòðåëêå. Äëÿ ðåñòðèêòàç óêàçàí íîìåð ïåðâîé ïàðû íóêëåîòèäîâ ó÷àñòêà óçíàâàíèÿ

ôåðìåíòà (ñì. ðèñ. 2.14). Rop — áåëîê, ÿâëÿþùèéñÿ íåãàòèâíûì ðåãóëÿòîðîì êîïèéíîñòè ïëàçìèäû



Ñ èñïîëüçîâàíèåì pBR327 áûë ñêîíñòðóè-
ðîâàí äåëåöèîííûé âàðèàíò ïëàçìèäû pBR325
(ñì. ðèñ. 2.10). Äëÿ ýòîãî ïëàçìèäû pBR325
è pBR327 ãèäðîëèçîâàëè ðåñòðèêòàçàìè PstI
è BamHI, ïîëó÷åííóþ ñìåñü ðàçäåëÿëè ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêè è ôðàãìåíòû íóæíîãî ðàçìåðà
ýëþèðîâàëè èç ãåëÿ. Çàòåì âûäåëåííûå ôðàã-
ìåíòû pBR325 è pBR327 ñìåøèâàëè, ëèãèðî-
âàëè, ââîäèëè â êëåòêè è îòáèðàëè òðàíñôîð-
ìàíòû ñ ôåíîòèïîì Apr Tcr Cmr. Ñîçäàííàÿ òà-
êèì îáðàçîì ïëàçìèäà pBR328 èìååò ðàçìåð
4,9 òïí è ïî ñïåêòðó åäèíè÷íûõ ìåñò ðàñùåïëå-
íèÿ ðåñòðèêòàçàìè íå îòëè÷àåòñÿ îò pBR322, íî
ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü ôåíîòèïè÷åñêèé îòáîð
ãèáðèäîâ ïðè âñòðîéêå ïî EcoRI-ìåñòó. Áîëåå
òîãî, ïëàçìèäà pBR328 èìååò êîïèéíîñòü
â êëåòêå, ñõîæóþ ñ pBR327.

Ðàññìîòðåííûå ïëàçìèäû ñåðèè pBR äàþò
âîçìîæíîñòü êëîíèðîâàòü è äîñòàòî÷íî ïðîñòî
îòáèðàòü ãèáðèäû ïðè âñòðîéêå ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ ïî ó÷àñòêàì ðàñùåïëåíèÿ âåêòîðíîé ïëàç-
ìèäû ðåñòðèêòàçàìè EcoRI, PstI, HindIII, BamHI,

SalI, PvuII, VspI, SphI, ScaI, EcoRV, XmaIII è NruI.
Âíå ñåëåêòèâíûõ ìàðêåðîâ â ýòèõ ïëàçìèäàõ
òàêæå íàõîäÿòñÿ åäèíè÷íûå ìåñòà ðàñùåïëåíèÿ
ðåñòðèêòàçàìè PvuII, BalI, AvaI, HpaI, SmaI,

XmaI, ClaI, TthIII, SnaI, NdeI.
Êðîìå òîãî, ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ãåíåðèðîâàí-

íûå ðåñòðèêòàçàìè BspRI èëè AluI, ìîãóò áûòü
êëîíèðîâàíû â âåêòîðàõ ñåðèè pBR è çàòåì âû-
ùåïëåíû êàê EcoRI-, BamHI- èëè SalI-ôðàãìåí-
òû. Ýòîãî ìîæíî äîñòè÷ü ïóòåì ðàñùåïëåíèÿ
âåêòîðà îäíèì èç òðåõ ôåðìåíòîâ ñ ïîñëåäóþ-
ùåé äîñòðîéêîé ëèïêèõ êîíöîâ ôðàãìåíòîì
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Ðèñ. 2.9. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ïëàçìèäû pBR325.

Ïóíêòèðíûìè ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ãðàíèöû âñòðîåííîãî â pBR325 ôðàãìåíòà ôàãîâîé ÄÍÊ



Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I äî òóïûõ è âñòðîé-
êè BspRI- èëè AluI-ôðàãìåíòîâ ïî òóïûì êîí-
öàì ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû ôàãà T4. Ïðè òà-
êîé âñòðîéêå BspRI- èëè AluI-ôðàãìåíòîâ
ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç EcoRI, BamHI
èëè SalI âîññòàíàâëèâàþòñÿ, è êëîíèðîâàííûå
ôðàãìåíòû ìîæíî ëåãêî âûùåïèòü èç ñîñòàâà
ãèáðèäíûõ ÄÍÊ:

Òàêèì îáðàçîì, ñîçäàííàÿ ñåðèÿ âåêòîðîâ
pBR ïîçâîëÿåò êëîíèðîâàòü øèðîêèé ñïåêòð
ñåãìåíòîâ ÄÍÊ.

Êðîìå ðàññìîòðåííûõ ïîëó÷åí öåëûé ðÿä
äðóãèõ ïëàçìèäíûõ êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ,
è â çàâèñèìîñòè îò êîíêðåòíûõ çàäà÷ ýêñïåðè-
ìåíòà ïîñòîÿííî êîíñòðóèðóþòñÿ íîâûå âàðèàí-
òû. Ðàíåå îòìå÷àëîñü, ÷òî äëÿ àìïëèôèêàöèè
ïëàçìèä ñ ðåïëèêîíîì ColE1-òèïà íåîáõîäèìî
èíãèáèðîâàòü â êëåòêå òðàíñëÿöèþ ïóòåì äîáàâ-
ëåíèÿ â ñðåäó õëîðàìôåíèêîëà. Äëÿ äîñòèæåíèÿ
â E. coli ïîâûøåííîé êîïèéíîñòè êëîíèðîâàí-
íûõ ãåíîâ áåç ïîäàâëåíèÿ áåëêîâîãî ñèíòåçà
ïåðñïåêòèâíî èñïîëüçîâàòü ïëàçìèäû, èìåþùèå
òåðìî÷óâñòâèòåëüíûå ìóòàöèè ïî ôóíêöèè ðåï-
ëèêàöèè. Òàê, íà îñíîâå ôàêòîðà óñòîé÷èâîñòè
ê àíòèáèîòèêàì R1-drd19 Á. Þõëèí ñ ñîàâòîðà-
ìè ïîëó÷èëè ìèíè-ïëàçìèäû pKN402 è pKN410
(ðèñ. 2.11), îáëàäàþùèå ñïîñîáíîñòüþ ê áåçó-
äåðæíîé ðåïëèêàöèè ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðà-
òóðå. Ïðè òåìïåðàòóðå 28–30 °Ñ îíè íàõîäÿòñÿ
â E. coli â êîëè÷åñòâå 20–50 êîïèé íà êëåòêó. Ïðè
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Ðèñ. 2.10. Ñõåìà ñîçäàíèÿ ïëàçìèä pBR327 è pBR328.

Òîëñòîé ëèíèåé îáîçíà÷åíû ñåãìåíòû ïëàçìèä, îáúåäèíåíèåì êîòîðûõ ïîëó÷åíà pBR328

1. HI
2. PolIK

Bam

BamHI

AluI

ÄHÊ-ëèãàçà ôàãà Ò4

5 ...NNNGGATCCNNN... 3
3 ...NNNCCTAGGNNN... 5
� �
� �

5 ...NNNGGATCCTNNN... 3
3 ...NNNCCTAGGANNN... 5
� �
� �

5 ...NNNGGATC 3
3 ...NNNCCTAG 5
� �
� �

5 ...NNNAGCTNNN... 3
3 ...NNNTCGANNN... 5
� �
� �

5 CTNNN... 3
3 GANNN... 5
� �
� �



òåìïåðàòóðå âûøå 35 °Ñ îíè ðåïëèöèðóþòñÿ áåç
êîíòðîëÿ êîïèéíîñòè â òå÷åíèå 2–3 ÷, ïîñëå ÷åãî
êëåòêè ãèáíóò. Ê ýòîìó âðåìåíè êîëè÷åñòâî
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ñîñòàâëÿåò îêîëî 75 % (!) îò
ñóììàðíîé ÄÍÊ êëåòêè. Íà îñíîâå pKN402 ñî-
çäàí øèðîêèé ñïåêòð âåêòîðîâ, â ÷àñòíîñòè
ïëàçìèäû pMOB45 è pMOB48, êîòîðûå òàêæå

ìîãóò áûòü àìïëèôèöèðîâàíû äî âûñîêîãî
óðîâíÿ òåìïåðàòóðíîé èíäóêöèåé ðåïëèêàöèè
(ñì. ðèñ. 2.11).

Ðàñøèðèòü ñïåêòð åäèíñòâåííûõ ìåñò äåé-
ñòâèÿ ðåñòðèêòàç íà îïðåäåëåííîé ïëàçìèäå
ìîæíî, âñòðàèâàÿ â íåå ñèíòåòè÷åñêèé ïîëè-
ëèíêåð, ñîäåðæàùèé ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ ñðàçó
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Ðèñ. 2.11. Ñòðóêòóðà è ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ âåêòîðíûõ ïëàçìèä, ñïîñîáíûõ ê áåçóäåðæíîé ðåïëèêàöèè



íåñêîëüêèõ ðåñòðèêòàç. Êðàéíèì ïðèìåðîì èñ-
ïîëüçîâàíèÿ òàêîãî ïîäõîäà ìîæåò áûòü ïëàç-
ìèäà pJRD158, ñîäåðæàùàÿ 28 óíèêàëüíûõ
ìåñò äåéñòâèÿ ðàçíûõ ðåñòðèêòàç.

Â ðÿäå ñëó÷àåâ äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåí-
òîâ ÄÍÊ íåîáõîäèìû ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå
ñïåöèàëüíûì îáðàçîì ââåäåííûå ó÷àñòêè óçíà-
âàíèÿ ðåñòðèêòàç ïîäêëàññà IIS, êîòîðûå ãèäðî-
ëèçóþò ìîëåêóëû ÄÍÊ íà íåêîòîðîì ðàññòîÿíèè
îò ýòèõ ó÷àñòêîâ (ñì. òàáë. 1.4). Ïåðâûå ïëàçìè-
äû òàêîãî òèïà ñîçäàíû â 1984 ã. Â. Í. Äîáðûíè-
íûì ñ ñîàâòîðàìè äëÿ ýíäîíóêëåàçû BbvII. Ýòîò
ôåðìåíò ðàñùåïëÿåò ÄÍÊ â ïîëîæåíèè 2/6
(ìåñòà ðàñùåïëåíèÿ ñîîòâåòñòâåííî âåðõíåé
è íèæíåé öåïåé) ñïðàâà îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè

GAAGAC ñ îáðàçîâàíèåì òåòðàíóêëåîòèäíûõ
îäíîöåïî÷å÷íûõ êîíöîâ (ðèñ. 2.12). Äàííîå
ñâîéñòâî ðåñòðèêòàçû BbvII èñïîëüçîâàíî äëÿ
ðåøåíèÿ çàäà÷è òî÷íîãî âûùåïëåíèÿ êëîíèðî-
âàííûõ ïî òóïûì êîíöàì ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ èç
ñîñòàâà ãèáðèäíûõ ïëàçìèä. Äëÿ ýòîãî â ïëàç-
ìèäó pUR222, íå èìåþùóþ ìåñò ãèäðîëèçà
BbvII, âñòðîèëè ñèíòåòè÷åñêèå ñåãìåíòû ÄÍÊ,
êîòîðûå ñîäåðæàëè ïî äâà ó÷àñòêà óçíàâàíèÿ
BbvII ïðîòèâîïîëîæíîé ïîëÿðíîñòè, à ìåæäó
íèìè — ó÷àñòîê óçíàâàíèÿ êàêîé-ëèáî äðóãîé
ðåñòðèêòàçû (ñì. ðèñ. 2.12). Îäèí èç âåêòîðîâ
äàííîãî òèïà — pBBV21 — ïîëó÷åí âñòðàèâà-
íèåì â pUR222 ñëåäóþùåãî ñèíòåòè÷åñêîãî
ñåãìåíòà (ïðèâåäåíà îäíà öåïü):
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Ðèñ. 2.12. Îáùàÿ ñòðóêòóðà âåêòîðîâ pBBV è ïðèíöèïèàëüíàÿ ñõåìà èõ ïðèìåíåíèÿ
äëÿ êëîíèðîâàíèÿ è ðåãåíåðàöèè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

Bbv — ó÷àñòîê óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàçû BbvII, Bam — BamHI, Eco — EcoRI, R — ëþáîé äðóãîé ðåñòðèêòàçû



Ïî SmaI-ó÷àñòêó pBBV21 ìîæíî êëîíèðî-
âàòü ëþáûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ ñ òóïûìè êîíöàìè,
à çàòåì òî÷íî âûùåïëÿòü èõ èç ãèáðèäíîé ìîëå-
êóëû. Ïðè êëîíèðîâàíèè ñèíòåòè÷åñêèõ äóï-
ëåêñîâ â pBBV21 ìîæíî ïëàíèðîâàòü èõ ñòðóê-
òóðó òàêèì îáðàçîì, ÷òî ïîñëå âûðåçàíèÿ èç
ãèáðèäíîé ïëàçìèäû ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû
BbvII îíè áóäóò èìåòü óíèêàëüíûå, çàðàíåå çà-
äàííûå âûñòóïàþùèå îäíîöåïî÷å÷íûå 5�-êîí-
öû. Â òàêîì âåêòîðå ìîæíî êëîíèðîâàòü ðÿä
ñèíòåòè÷åñêèõ ñóáôðàãìåíòîâ îïðåäåëåííîãî
ãåíà è ïîñëå ãèäðîëèçà BbvII ïîëó÷èòü íàáîð
ýòèõ ñóáôðàãìåíòîâ, êàæäûé èç êîòîðûõ áóäåò
èìåòü óíèêàëüíûå è ðàçíûå ïðàâûé è ëåâûé
êîíöû. Åñëè ñèíòåç ñïëàíèðîâàòü òàê, ÷òîáû
âñå ñîñåäíèå ñåãìåíòû â ìåñòå ñòûêîâêè èìåëè
êîìïëåìåíòàðíûå îäíîöåïî÷å÷íûå êîíöû, òî
ñóáôðàãìåíòû â ëèãàçíîé ðåàêöèè áóäóò ñîåäè-
íÿòüñÿ òîëüêî â çàðàíåå çàäàííîì ïîðÿäêå. Ýòî
çíà÷èòåëüíî óïðîùàåò ïðîöåäóðó ñáîðêè ïðî-
òÿæåííûõ ñèíòåòè÷åñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÄÍÊ.

Óëó÷øåííûìè ñâîéñòâàìè ïî ñðàâíåíèþ
ñ âåêòîðàìè ñåðèè pBBV îáëàäàþò ïëàçìèäû
pMB123 è pMB124 (ðèñ. 2.13), ñîçäàííûå
À. Í. Ñèíÿêîâûì ñ ñîòðóäíèêàìè íà îñíîâå
pUR222 è ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ âûðåçàíèÿ êëî-
íèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ðåñòðèêòàçàìè ïîä-

êëàññà IIS FokI è HgaI. Àâòîðû ïðîäåìîíñòðè-
ðîâàëè ýôôåêòèâíîñòü ðàññìîòðåííîãî ïîäõîäà
ïðè ñáîðêå ñèíòåòè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ãåíà èíòåðëåéêèíà 2 ÷åëîâåêà.

Íåñîìíåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò âåê-
òîðíûå ìîëåêóëû, ïîçâîëÿþùèå îñóùåñòâëÿòü
ïðÿìîé îòáîð ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ, ðåãóëè-
ðóþùèõ ýêñïðåññèþ ãåíîâ â âûáðàííîì òèïå
êëåòîê. Íàèáîëüøèå óñïåõè â äàííîì íàïðàâëå-
íèè èññëåäîâàíèé íà E. coli äîñòèãíóòû ïðè
ñîçäàíèè âåêòîðíûõ ïëàçìèä äëÿ îòáîðà ïðîìî-
òîðñîäåðæàùèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ (î ïðîìîòî-
ðàõ ïîäðîáíåå ñì. 3.2). Ïîñëå òîãî êàê áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ó÷àñòîê ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé
HindIII â ïëàçìèäàõ ñåðèè pBR ëîêàëèçîâàí
ìåæäó îáëàñòÿìè –35 è –10 ïðîìîòîðà ãåíà tet

(ðèñ. 2.14), ñòàëî ÿñíî, ÷òî äàííûé ïðîìîòîð
ìîæíî èíàêòèâèðîâàòü ëèáî äåëåöèåé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé, ïðèëåãàþùèõ ê HindIII-ó÷àñòêó,
ëèáî âíåäðåíèåì ïî ýòîìó ó÷àñòêó ñåãìåíòîâ
ÄÍÊ. Âñòðàèâàíèåì ñèíòåòè÷åñêèõ ëèíêåðîâ
ìîæíî îäíîâðåìåííî îñóùåñòâëÿòü èíàêòèâà-
öèþ ïðîìîòîðà ãåíà tet è ââåäåíèå óäîáíûõ
ðåñòðèêöèîííûõ ó÷àñòêîâ. Åñëè ïî ýòèì ó÷àñò-
êàì âñòðîèòü ôðàãìåíòû ÄÍÊ, íàïðàâëÿþùèå
òðàíñêðèïöèþ â ñòîðîíó ñòðóêòóðíîãî ãåíà tet,
òî áóäåò ñèíòåçèðîâàòüñÿ ìÐÍÊ, ñîäåðæàùàÿ
ïðèðîäíûé ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì (RBS),
è ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà áóäåò îáóñëîâëèâàòü óñ-
òîé÷èâîñòü êëåòîê ê òåòðàöèêëèíó.

Ýòèì ìåòîäîì â ðÿäå ëàáîðàòîðèé áûëè ñî-
çäàíû ïëàçìèäû, ïðèãîäíûå äëÿ îòáîðà ïðîìî-
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BbvII

BbvII

BamHI SmaI EcoRI
GGATCCGAAGACCCGGGTCTTCGAATTC

Ðèñ. 2.13. Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèëèíêåðíîé îáëàñòè ïëàçìèä pMB



òîðñîäåðæàùèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî îáóñëîâ-
ëèâàåìîìó èìè èçìåíåíèþ ôåíîòèïà êëåòîê
E. coli ñ Tcs íà Tcr. Âî ìíîãîì àíàëîãè÷íî ñêîí-
ñòðóèðîâàíû ïëàçìèäû E. coli, ñîäåðæàùèå ãåí
õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçû (cat), ó êî-
òîðîãî äåëåòèðîâàí ïðîìîòîð, íî ñîõðàíåíà
ñòðóêòóðíàÿ ÷àñòü. Ýòè ïëàçìèäû òàêæå îáåñïå-
÷èâàþò âîçìîæíîñòü êëîíèðîâàíèÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé ÄÍÊ, êîòîðûå â êëåòêàõ E. coli

ôóíêöèîíèðóþò êàê ïðîìîòîðû. Ïî ñòåïåíè óñ-
òîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêó, äåòåðìèíèðóåìîé
ãèáðèäíûìè ïðîìîòîðñîäåðæàùèìè ïëàçìèäà-
ìè, ìîæíî îñóùåñòâëÿòü êîñâåííóþ îöåíêó ýô-
ôåêòèâíîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ îòîáðàííûõ
ïðîìîòîðîâ.

Íàðÿäó ñ ðàññìîòðåííûìè ñîçäàí øèðîêèé
ñïåêòð äðóãèõ òèïîâ ïëàçìèäíûõ âåêòîðîâ (ñì.
2.2.7–2.2.9).

2.2.2. Ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû íà îñíîâå
ÄÍÊ ôàãà ëÿìáäà

Ê ìîìåíòó ïîÿâëåíèÿ ìåòîäîëîãèè ãåíåòè÷å-
ñêîé èíæåíåðèè êîëèôàã � ïî ñðàâíåíèþ ñ äðó-
ãèìè âèðóñàìè áàêòåðèé áûë íàèáîëåå ïîëíî
èçó÷åí ãåíåòè÷åñêè è ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷å-
ñêè. Ýòî è îáóñëîâèëî òî, ÷òî íàðÿäó ñ ïëàçìèä-
íûìè âåêòîðàìè óæå â 1974 ã. ïîÿâèëàñü ñåðèÿ
êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ íà îñíîâå ôàãà �.

Â çðåëûõ âèðèîíàõ ôàãà � ÄÍÊ íàõîäèòñÿ
â âèäå äâóõöåïî÷å÷íîé ëèíåéíîé ìîëåêóëû ðàç-
ìåðîì 48 502 ïí. Íà êîíöàõ ìîëåêóëû ÄÍÊ
èìåþòñÿ âçàèìîêîìïëåìåíòàðíûå GC-îáîãà-
ùåííûå îäíîöåïî÷å÷íûå êîíöû äëèíîé 12 íóê-
ëåîòèäîâ (îáîçíà÷àþòñÿ êàê cosR è cosL). Ñðàçó
ïîñëå ïîïàäàíèÿ â êëåòêó ôàãîâàÿ ÄÍÊ öèêëè-
çóåòñÿ ïî ýòèì êîíöàì è ôóíêöèîíèðóåò â êëåò-
êå â êîëüöåâîé ôîðìå. Ðàéîí êîâàëåíòíî çàøè-
òûõ cosR è cosL íàçûâàåòñÿ cos-ñàéòîì. Ôàã �
ÿâëÿåòñÿ óìåðåííûì ôàãîì, ò. å. â çàâèñèìîñòè
îò óñëîâèé ìîæåò ðàçâèâàòüñÿ â êëåòêå ëèáî ïî
ëèòè÷åñêîìó, ëèáî ïî ëèçîãåííîìó ïóòè.

Ïðè ëèòè÷åñêîì ðàçâèòèè ïðîèñõîäèò ëè-
çèñ êëåòîê è îáðàçóþòñÿ èíôåêöèîííûå ôàãî-

âûå ÷àñòèöû, ïðè ëèçîãåííîì ìîëåêóëà ÄÍÊ
ôàãà � èíòåãðèðóåòñÿ â áàêòåðèàëüíóþ õðîìî-
ñîìó ïðåèìóùåñòâåííî â îäíî ìåñòî ìåæäó ãå-
íàìè gal è bio è íàõîäèòñÿ â òàê íàçûâàåìîì
ñîñòîÿíèè ïðîôàãà. Øòàìì, ëèçîãåííûé ïî
êàêîìó-ëèáî óìåðåííîìó ôàãó, îáîçíà÷àåòñÿ
ñëåäóþùèì îáðàçîì: çà îáû÷íûì íàèìåíîâà-
íèåì áàêòåðèàëüíîãî øòàììà â êðóãëûõ ñêîá-
êàõ óêàçûâàåòñÿ ëèçîãåíèçèðóþùèé ôàã, íà-
ïðèìåð, E. coli C600(�cI857).

Ãåíîì ôàãà � ìîæíî ðàçäåëèòü íà òðè îñíîâ-
íûå ÷àñòè (ðèñ. 2.15). Ëåâàÿ ÷àñòü âêëþ÷àåò âñå
ãåíû (îò Nu1 äî J ), áåëêîâûå ïðîäóêòû êîòîðûõ
íåîáõîäèìû äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ êàïñèäîâ è óïà-
êîâêè â íèõ ìîëåêóë ôàãîâîé ÄÍÊ. Öåíòðàëü-
íàÿ ÷àñòü, ðàñïîëîæåííàÿ ìåæäó ãåíàìè J è N,
íåñóùåñòâåííà äëÿ ëèòè÷åñêîãî ðàçâèòèÿ ôàãà
â êëåòêå-õîçÿèíå äèêîãî òèïà. Ýòà îáëàñòü ãåíî-
ìà ñîäåðæèò ãåíû, ó÷àñòâóþùèå â îáùåé ðå-
êîìáèíàöèè ôàãà (red� è red�), ñàéòñïåöèôè÷å-
ñêîé èíòåãðàöèè ÄÍÊ ôàãà â áàêòåðèàëüíóþ
õðîìîñîìó (int) è èñêëþ÷åíèè ïðîôàãà èç õðî-
ìîñîìû (xis). Ñàéòñïåöèôè÷åñêèå ðåêîìáèíà-
öèîííûå ñîáûòèÿ ïðîèñõîäÿò ïî îñîáûì ó÷àñò-
êàì (att) íà ÄÍÊ ôàãà è áàêòåðèàëüíîé õðîìî-
ñîìû. Ïðàâàÿ ÷àñòü ãåíîìà ôàãà � ñîäåðæèò âñå
îñòàëüíûå êîíòðîëèðóþùèå ýëåìåíòû, ê êîòî-
ðûì, â ÷àñòíîñòè, îòíîñÿòñÿ ãåíû, íåîáõîäèìûå
äëÿ ðåïëèêàöèè ôàãîâîé ÄÍÊ (O è P) è äëÿ
ëèçèñà êëåòîê (S è R).

Ñóùåñòâåííûå äëÿ ëèòè÷åñêîãî ðàçâèòèÿ
ôàãà ãåíû òðàíñêðèáèðóþòñÿ ñ òðåõ îñíîâíûõ
ïðîìîòîðîâ: pL, pR è pR� (ñì. ðèñ. 2.15). Ïðè
ðàçâèòèè ïî ëèçîãåííîìó ïóòè ðåïðåññîð ôàãà �
(ïðîäóêò ãåíà cI) ñâÿçûâàåòñÿ ñ îïåðàòîðàìè oL

è oR, ïðåäîòâðàùàÿ òðàíñêðèïöèþ ñ pL è pR.
Ïðè ëèòè÷åñêîì ðàçâèòèè ôàãà òðàíñêðèïöèÿ
èäåò ñ pL âëåâî ÷åðåç ãåí N è ñ pR âïðàâî ÷åðåç
ãåí cro. Â îòñóòñòâèå ïðîäóêòà ãåíà N òðàíñ-
êðèïöèÿ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè òåðìèíèðóåò-
ñÿ ñðàçó ïîñëå ýòèõ ãåíîâ íà ó÷àñòêàõ tL è tR1.
Âòîðîé òåðìèíèðóþùèé ó÷àñòîê tR2 ïîëíîñòüþ
ïðåäîòâðàùàåò äàëüíåéøóþ òðàíñêðèïöèþ
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Ðèñ. 2.14. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ â 5�-êîíöåâîé ÷àñòè ãåíà tet ïëàçìèä ñåðèè pBR



ñ ïðîìîòîðà pR. Ïðîäóêò ãåíà N îñóùåñòâëÿåò
ñâîþ ôóíêöèþ ïîëîæèòåëüíîãî ðåãóëÿòîðà ÷å-
ðåç âçàèìîäåéñòâèå ñ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé êëåòêè,
â ðåçóëüòàòå ÷åãî òàêîé ìîäèôèöèðîâàííûé
ôåðìåíò ñïîñîáåí ïðåîäîëåâàòü ñèãíàëû òåð-
ìèíàöèè òðàíñêðèïöèè íà ôàãîâîé ÄÍÊ. Áåë-
êîâûé ïðîäóêò ãåíà cro èìååò ôóíêöèè àíòè-
ðåïðåññîðà, è êîãäà â êëåòêå äîñòàòî÷íî âûñîêà
åãî êîíöåíòðàöèÿ, ïðîèñõîäèò äåðåïðåññèÿ
òðàíñêðèïöèè ñ pL è pR. Â ïðèñóòñòâèè áåëêà N
òðàíñêðèïöèÿ ñ pL èäåò äî b-îáëàñòè, à ñ ïðîìî-
òîðà pR — ÷åðåç ãåíû O, P è Q. Ïðîäóêò ïî-
ñëåäíåãî ãåíà íåîáõîäèì äëÿ òðàíñêðèïöèè

ïîçäíèõ ãåíîâ ôàãà � ñ Q-çàâèñèìîãî ïðîìîòîðà
pR�. Òàê êàê ïðè èíôåêöèè ÄÍÊ ôàãà öèêëè-
çóåòñÿ, òðàíñêðèïöèÿ ñ pR� èäåò ÷åðåç ãåíû S, R,

A âïëîòü äî ãåíà J.

Ñèíòåçèðóþùèåñÿ ñòðóêòóðíûå áåëêè îáðà-
çóþò äâå îñíîâíûå åäèíèöû çðåëîé ôàãîâîé ÷àñ-
òèöû — ãîëîâêó è õâîñòîâîé îòðîñòîê, ñáîðêà
êîòîðûõ ïðîèñõîäèò íåçàâèñèìî. Ïðè ôîðìè-
ðîâàíèè ãîëîâêè ôàãà ïåðâîíà÷àëüíî îáðàçóåò-
ñÿ òàê íàçûâàåìàÿ ïðåãîëîâêà, â êîòîðóþ çàòåì
ïàêóåòñÿ ôàãîâàÿ ÄÍÊ. Â êëåòêå ôàãîâàÿ ÄÍÊ
â ðåçóëüòàòå ðåïëèêàöèè íàõîäèòñÿ â êîíêàòå-
ìåðíîé ôîðìå, ò. å. íà îäíîé ãèãàíòñêîé ìîëå-
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Ðèñ. 2.15. Êàðòà ãåíîìà ôàãà �.

Ïðîïèñíûìè áóêâàìè îáîçíà÷åíû æèçíåííî âàæíûå ãåíû ôàãà, ñòðî÷íûìè — íåñóùåñòâåííûå äëÿ åãî ëèòè÷åñêîãî
ðàçâèòèÿ; çàøòðèõîâàííûå ñòðåëêè — åäèíèöû òðàíñêðèïöèè ôàãîâîãî ãåíîìà (ñêðèïòîíû), øèðèíà ñòðåëîê îòðàæàåò

èíòåíñèâíîñòü òðàíñêðèïöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàéîíîâ ãåíîìà; òîëñòàÿ øòðèõîâàÿ ëèíèÿ (ãåíû gal è bio) —
õðîìîñîìíàÿ ÄÍÊ E. coli; p — ïðîìîòîð; o — îïåðàòîð; t — òåðìèíàòîð òðàíñêðèïöèè



êóëå ÄÍÊ ïîñëåäîâàòåëüíî ðàñïîëîæåíî íå-
ñêîëüêî ïîëíûõ ôàãîâûõ ãåíîìîâ. Ñ cos-ñàéòà-
ìè íà ýòîé ÄÍÊ ñâÿçûâàþòñÿ ôàãîâûå áåëêè
Nu1 è A. Ýòè áåëêè îáåñïå÷èâàþò íàðåçàíèå
ôàãîâîé ÄÍÊ â cos-ñàéòàõ ñ îáðàçîâàíèåì îä-
íîöåïî÷å÷íûõ ëèïêèõ êîíöîâ (cosR è cosL)
è óïàêîâêó ôàãîâûõ ãåíîìîâ â ïðåãîëîâêó. Â ðå-
çóëüòàòå ôîðìèðóåòñÿ ãîëîâêà ôàãà, êîòîðàÿ, ñî-
åäèíÿÿñü ñ õâîñòîâûì îòðîñòêîì, îáðàçóåò çðå-
ëóþ ôàãîâóþ ÷àñòèöó. Áåëêîâûå ïðîäóêòû ãå-
íîâ R è S îáåñïå÷èâàþò ëèçèñ êëåòî÷íîé ñòåí-
êè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèò âûõîä â ñðåäó
ôàãîâîãî ïîòîìñòâà.

Ïðèâåäåííîå çäåñü îïèñàíèå ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ ãåíîìà ôàãà � ÿâëÿåòñÿ êðàòêèì è ñõå-
ìàòè÷íûì. Â òî æå âðåìÿ îíî ïîêàçûâàåò, ÷òî
ôàã � èìååò äîñòàòî÷íî ñëîæíóþ, íî õîðîøî
èçó÷åííóþ ãåíåòè÷åñêóþ îðãàíèçàöèþ. Äëÿ
ìíîãèõ ìóòàíòîâ ôàãà � ðàçðàáîòàíû ïðîñòûå
ìåòîäû òåñòèðîâàíèÿ, ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîç-
ìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ æèçíåñïîñîáíûõ äåëåöè-
îííûõ âàðèàíòîâ. Èçó÷åí ðÿä áëèçêîðîäñòâåí-
íûõ ëÿìáäîèäíûõ ôàãîâ, à òàêæå èõ ðåêîìáè-
íàíòîâ ñ ôàãîì � è ìåæäó ñîáîé, âîçíèêàþùèõ
in vivo ïðè ñîâìåñòíîì èíôèöèðîâàíèè êëåòîê

E. coli. Âñå ýòî ñòèìóëèðîâàëî èññëåäîâàíèÿ ïî
èñïîëüçîâàíèþ ôàãà � è íåêîòîðûõ åãî ðåêîì-
áèíàíòîâ ñ ëÿìáäîèäíûìè ôàãàìè â êà÷åñòâå
êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ.

Íà ÄÍÊ ôàãà � èìååòñÿ ïÿòü ìåñò ðàñùåï-
ëåíèÿ ðåñòðèêòàçîé EcoRI (ðèñ. 2.16, à), ïðè÷åì
òðè èç íèõ (srI�1 – srI�3) íàõîäÿòñÿ â îáëàñòè
ãåíîâ, íåñóùåñòâåííûõ äëÿ ëèòè÷åñêîãî ðàçâè-
òèÿ ôàãà. Äëÿ ðåñòðèêòàçû HindIII íà ÄÍÊ áàê-
òåðèîôàãà � èìååòñÿ øåñòü ìåñò äåéñòâèÿ,
è ïÿòü èç íèõ (shn�1 – shn�5) — â îáëàñòè íåñó-
ùåñòâåííûõ ãåíîâ.

Ïîëó÷åíèå âåêòîðíûõ ìîëåêóë íà îñíîâå
ÄÍÊ ôàãà � ñâîäèòñÿ ê ââåäåíèþ ìóòàöèé ïî
ó÷àñòêàì äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàç â ñóùåñòâåííîé
äëÿ ðàçìíîæåíèÿ ôàãà îáëàñòè ãåíîìà ñ ñîõðà-
íåíèåì èõ â íåñóùåñòâåííîé îáëàñòè. Ïîñêîëü-
êó êëåòêè E. coli, îáëàäàþùèå ñèñòåìîé ðåñò-
ðèêöèè–ìîäèôèêàöèè EcoRI, ïåðìèññèâíû äëÿ
ôàãà �, èìåííî äëÿ ðåñòðèêòàçû EcoRI áûëè
ïîëó÷åíû ïåðâûå âåêòîðíûå ôàãè �. Ýòî îáóñ-
ëîâëåíî òåì, ÷òî ìóòàíòû ôàãà � ïî ìåñòàì
äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàçû EcoRI ìîæíî äîñòàòî÷íî
ïðîñòî ïîëó÷àòü è îòáèðàòü â ñèñòåìå in vivo.
Ñõåìà äàííîãî ïîäõîäà ñîñòîèò â ñëåäóþùåì.

2.2. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÂÅÊÒÎÐÛ E. COLI 105

Ðèñ. 2.16. Ñòðóêòóðà âåêòîðîâ âíåäðåíèÿ íà îñíîâå ÄÍÊ ôàãà �:

1 — ó÷àñòîê ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé EcoRI; 2 — ìóòèðîâàííûé ó÷àñòîê ãèäðîëèçà EcoRI; 3 — ó÷àñòîê ãèäðîëèçà
HindIII; 4 — äåëåöèÿ; 5 — ôðàãìåíò õðîìîñîìíîé ÄÍÊ E. coli; 6 — ðàéîí ãåíîìà ôàãà �, ðåêîìáèíàöèîííî
çàìåùåííûé ñîîòâåòñòâóþùèì ðàéîíîì ôàãà 	80; imm434 — îáëàñòü èììóííîñòè ëÿìáäîèäíîãî ôàãà 434,

ðåêîìáèíàöèîííî ââåäåííàÿ â ãåíîì ôàãà �



Ôàãîì � ïîïåðåìåííî èíôèöèðóþò êëåòêè
E. coli, èìåþùèå ñèñòåìó ðåñòðèêöèè–ìîäèôè-
êàöèè EcoRI è íå èìåþùèå òàêîâîé. Âîçíèêàþ-
ùèå ñïîíòàííî èëè â ðåçóëüòàòå ìóòàãåíåçà ìó-
òàíòû, ïîòåðÿâøèå íåêîòîðûå èç ó÷àñòêîâ äåéñò-
âèÿ ðåñòðèêòàçû, èìåþò ñåëåêòèâíîå ïðåèìóùå-
ñòâî ïåðåä èñõîäíûì ôàãîì ïðè ðàçìíîæåíèè íà
øòàììå ñ ñèñòåìîé ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêàöèè,
òàê êàê ìóòàíòíûé ôàã ñ áîëüøåé âåðîÿòíîñòüþ
âûæèâàåò íà ðåñòðèêòèðóþùåì øòàììå çà ñ÷åò
êîíêóðåíòíîé ìîäèôèêàöèè èìåþùèõñÿ íà
ÄÍÊ ìåñò ðåñòðèêöèè.

Ã. À. Ùåëêóíîâîé è Ñ. Í. Ùåëêóíîâûì ïî-
êàçàíî, ÷òî ñðåäíåå îãðàíè÷åíèå ôàãà � in vivo

ñèñòåìîé ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêàöèè EcoRI ïî
êàæäîìó èç ïÿòè ó÷àñòêîâ âîçäåéñòâèÿ íà ôàãî-
âóþ ÄÍÊ ñîñòàâëÿåò 5,6. Ó ìóòàíòíîãî âàðèàí-
òà, èìåþùåãî ëèøü òðè EcoRI-ó÷àñòêà, ïðè èí-
ôèöèðîâàíèè ðåñòðèêòèðóþùåãî øòàììà E. co-

li áóäåò âûæèâàòü è äàâàòü íà÷àëî ôàãîâîìó
ïîòîìñòâó îäíà ìîëåêóëà ÄÍÊ èç 180. Äëÿ ôàãà
äèêîãî òèïà (ïÿòü EcoRI-ó÷àñòêîâ) ýòî ñîîòíî-
øåíèå áóäåò 1 èç 5,5 òûñ. ìîëåêóë. Ôàãîâîå ïî-
òîìñòâî, ïîëó÷åííîå íà øòàììå ñ R–M-ñèñòå-
ìîé, èìååò ìåòèëèðîâàííóþ ÄÍÊ. Äëÿ òîãî
÷òîáû ñíÿòü ýòó ìîäèôèêàöèþ, ïîïóëÿöèþ ôà-
ãîâ ñ ðåñòðèêòèðóþùåãî øòàììà ïàññèðóþò íà
øòàììå áåç ñèñòåìû ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêàöèè
è çàòåì ñíîâà ïðîâîäÿò ÷åðåç ðåñòðèêòèðóþ-
ùèé øòàìì. Ïîñëå íåñêîëüêèõ òàêèõ öèêëîâ
ìóòàíòû ôàãà ïî ìåñòàì äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàçû
â ñèëó ñâîåãî ñåëåêòèâíîãî ïðåèìóùåñòâà âû-
òåñíÿþò èç ïîïóëÿöèè èñõîäíûé ôàã.

Ïî òàêîé ñõåìå áûëè ïîëó÷åíû ïåðâûå âåê-
òîðíûå ôàãè � äëÿ êëîíèðîâàíèÿ EcoRI-ôðàã-
ìåíòîâ (ñì. ðèñ. 2.16, á, â; 2.17, à, á). Äëÿ êîíñò-
ðóèðîâàíèÿ âåêòîðîâ, ñîäåðæàùèõ ó÷àñòêè ãèä-
ðîëèçà äðóãèìè ðåñòðèêòàçàìè, òàêîé ïîäõîä íå-
ïðèåìëåì, òàê êàê ôàã � íå ñïîñîáåí ðàçìíî-
æàòüñÿ íà áàêòåðèÿõ, îáëàäàþùèõ ñîîòâåòñò-
âóþùèìè ñèñòåìàìè ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêàöèè.
Â ýòîì ñëó÷àå âîçìîæíû äðóãèå ìåòîäû ñîçäà-
íèÿ âåêòîðíûõ ÄÍÊ. Òàê, äëÿ ðåñòðèêòàçû
HindIII âåêòîð áûë ïîëó÷åí ïóòåì ðåêîìáèíàöè-
îííîé çàìåíû ñåãìåíòà ÄÍÊ ôàãà �, ñîäåðæàùå-
ãî shn�6, íà ãîìîëîãè÷íóþ îáëàñòü ÄÍÊ áëèçêî-
ðîäñòâåííîãî ëÿìáäîèäíîãî ôàãà 	80, íå èìåþ-
ùóþ HindIII-ìåñòà ãèäðîëèçà (ñì. ðèñ. 2.16, ä).

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî æèçíåñïîñîá-
íîñòü âàðèàíòîâ ôàãà � ðåçêî ñíèæàåòñÿ, êîãäà
ðàçìåð èõ ãåíîìà ñîñòàâëÿåò áîëåå 105 èëè ìå-
íåå 78 % ãåíîìà ôàãà äèêîãî òèïà. Ïîýòîìó
êàæäûé êîíêðåòíûé âåêòîðíûé ôàã èìååò îãðà-
íè÷åíèÿ ïî ðàçìåðó ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, êîòîðûå
ìîæíî â íåì êëîíèðîâàòü. Ñóììàðíûé ðàçìåð
ÄÍÊ ãèáðèäíûõ ôàãîâ äîëæåí íàõîäèòüñÿ â èí-
òåðâàëå 38–51 òïí.

Ñóùåñòâóþùèå â íàñòîÿùåå âðåìÿ âåêòîð-
íûå ôàãè � äëÿ êàæäîé êîíêðåòíîé ðåñòðèêòàçû
äåëÿò íà âåêòîðû âíåäðåíèÿ è âåêòîðû çàìåùå-
íèÿ. Âåêòîðû âíåäðåíèÿ èìåþò íà ÄÍÊ îäíî
ìåñòî äåéñòâèÿ äëÿ äàííîé ðåñòðèêòàçû. Åñëè
ïðè âñòðîéêå ýêçîãåííîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ
â ýòîò ñàéò ïðîèñõîäèò íàðóøåíèå êàêîãî-ëèáî
ãåíà èñõîäíîãî ôàãà, ñåëåêöèÿ ãèáðèäíûõ êëî-
íîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ êàê âûÿâëåíèå ñîîòâåòñò-
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Ðèñ. 2.17. Ñòðóêòóðà âåêòîðîâ çàìåùåíèÿ íà îñíîâå ÄÍÊ ôàãà �.

Ñì. îáîçíà÷åíèÿ ê ðèñ. 2.16



âóþùèõ ôàãîâûõ ìóòàíòîâ. Ðàññìîòðèì òèïè÷-
íûõ ïðåäñòàâèòåëåé ýòîé ãðóïïû âåêòîðîâ.

Ïåðâûé �-âåêòîð âíåäðåíèÿ áûë ïîëó÷åí
â ëàáîðàòîðèè Í. Ìóððåÿ íà îñíîâå äåëåöèîí-
íîãî ôàãà �b538 (ñì. ðèñ. 2.16, á). Âñòàâêà ôðàã-
ìåíòà ÄÍÊ â srI�3 ïîâðåæäàåò ãåí red� ýòîãî
ôàãà, äàâàÿ ïîòîìñòâî ñ ôåíîòèïîì Red–. Òàêèå
ôàãè ìîæíî äåòåêòèðîâàòü ïî èõ ðåçêî ñíèæåí-
íîé ñïîñîáíîñòè ðàñòè íà øòàììàõ E. coli, ìó-
òàíòíûõ ïî ãåíàì polA èëè lig. Äëÿ ýòîãî âñå
íåãàòèâíûå êîëîíèè ôàãà, îáðàçîâàâøèåñÿ íà
áàêòåðèàëüíîì ãàçîíå ïîñëå òðàíñôåêöèè êëå-
òîê E. coli ôàãîâîé ÄÍÊ, ïåðåíîñÿò ïîñëåäîâà-
òåëüíî ïî òðàôàðåòó íà ÷àøêè ñî ñâåæåçàñåÿí-
íûìè ãàçîíàìè E. coli øòàììîâ lig+ (èëè polA+)
è lig – (èëè ñîîòâåòñòâåííî polA–). Òå ôàãîâûå
êëîíû, êîòîðûå äàþò àêòèâíûé ðîñò (îáðàçóþò
çîíó ëèçèñà â ìåñòå óêîëà) ëèøü íà ïåðâîì
øòàììå, äîëæíû áûòü ãèáðèäíûìè âàðèàíòàìè
ôàãà � (èìåþò ôåíîòèï Red–). Îäíàêî ãèáðèä-
íàÿ ïðèðîäà êàæäîãî ôàãîâîãî êëîíà ìîæåò
áûòü äîêàçàíà òîëüêî äîïîëíèòåëüíûìè àíàëè-
çàìè ìîëåêóë ÄÍÊ (ãèáðèäèçàöèÿ, ðåñòðèêöè-
îííûé àíàëèç). Êàê âèäèì, ýòîò òåñò íåäîñòà-
òî÷íî îäíîçíà÷åí è êðîìå òîãî òðóäîåìîê. Îí
íå ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü ïðÿìîé îòáîð ãèá-
ðèäíûõ ôàãîâûõ êëîíîâ.

Çíà÷èòåëüíî óäîáíåå â ðàáîòå EcoRI- è
HindIII-âåêòîðû âíåäðåíèÿ íà îñíîâå ôàãà �,
ó êîòîðûõ âñòðîéêà ôðàãìåíòà ÄÍÊ ïîâðåæäà-
åò ãåí ðåïðåññîðà (ñì. ðèñ. 2.16, ã, ä). Â ýòîì
ñëó÷àå âåêòîðû áûëè ïîëó÷åíû íà îñíîâå ôàãà
�imm434 (ðåêîìáèíàíòíûé ôàã �, ñîäåðæàùèé
îáëàñòü èììóííîñòè ëÿìáäîèäíîãî ôàãà 434).
Âñòðîéêà ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ãåí cI ôàãà
�imm434 âûÿâëÿåòñÿ ïî õàðàêòåðíîé ìîðôîëîãèè
áëÿøåê (ïðîçðà÷íûå ó ãèáðèäà è ñ ìóòíûì öåíò-
ðîì ó èñõîäíîãî ôàãà). Êðîìå òîãî, óäîáíûé âåê-
òîð âíåäðåíèÿ ñ ñèñòåìîé ïðÿìîãî ôåíîòèïè÷å-
ñêîãî îòáîðà ãèáðèäîâ ïîëó÷åí íà îñíîâå òðàíñ-
äóöèðóþùåãî ôàãà �plac5 (ñì. ðèñ. 2.16, å). Ïðè
âñòðîéêå ýêçîãåííîé ÄÍÊ â ãåíîì âåêòîðíîãî
ôàãà �plac5-1 ïî åäèíñòâåííîìó EcoRI-ìåñòó
íàðóøàåòñÿ ãåí �-ãàëàêòîçèäàçû (lacZ), ÷òî ëåã-
êî äåòåêòèðóåòñÿ â ïðÿìîì òåñòå òèòðîâàíèÿ
ôàãîâ íà ãàçîíå E. coli lacZ– íà ÷àøêàõ ñ èíäè-
êàòîðíûì êðàñèòåëåì. �-Ãàëàêòîçèäàçà êàòàëè-
çèðóåò ðàñùåïëåíèå ëàêòîçû íà ãëþêîçó è ãà-
ëàêòîçó, ÷òî ïðèâîäèò ê çàêèñëåíèþ îêðóæàþ-
ùåé ñðåäû. Èçìåíåíèå pH ìîæíî ëåãêî âûÿâèòü
íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ ëàêòîçîé è ñ èíäèêàòîð-
íûì êðàñèòåëåì áðîìêðåçîëîâûì ïóðïóðíûì
(ñðåäà Ìàê-Êîíêè). Íà òàêîé ñðåäå òåìíî-êðàñ-
íîãî öâåòà âåêòîðíûé ôàã �plac5-1 ñáðàæèâàåò
ëàêòîçó, è áëÿøêè, îáðàçóåìûå èì ïðè òèòðîâà-

íèè íà ãàçîíå E. coli lacZ–, èìåþò æåëòîå îêðà-
øèâàíèå è îêðóæåíû æåëòûì îðåîëîì. Ãèáðèä-
íûå ôàãè íà îñíîâå �plac5-1 àêòèâíóþ �-ãàëàê-
òîçèäàçó íå ñèíòåçèðóþò è â îïèñàííûõ óñëî-
âèÿõ ôîðìèðóþò áëÿøêè áåç èçìåíåíèÿ îêðàñ-
êè àãàðèçîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû.

Ïðè äðóãîì ñïîñîáå ôåíîòèïè÷åñêîãî âûÿâ-
ëåíèÿ ãèáðèäîâ íà îñíîâå ôàãà �plac5-1 â ïèòà-
òåëüíóþ ñðåäó, íà êîòîðîé òèòðóþò ïðåïàðàò
ôàãà, äîáàâëÿþò 5-áðîì-4-õëîð-3-èíäîëèë-�-

D-ãàëàêòîçèä (îáîçíà÷àåìûé Xgal). Äàííîå ñîå-
äèíåíèå ñàìî ïî ñåáå áåñöâåòíî. Îäíàêî ïðè
åãî ãèäðîëèçå �-ãàëàêòîçèäàçîé îáðàçóåòñÿ ÿð-
êî-ñèíèé 5-áðîì-4-õëîðèíäèãî. Ïîýòîìó áëÿø-
êè âåêòîðíîãî ôàãà �plac5-1 íà ãàçîíå E. coli

lacZ– â ïðèñóòñòâèè Xgal áóäóò îêðàøèâàòüñÿ
â ñèíèé öâåò, à ãèáðèäíûå âàðèàíòû áóäóò ôîð-
ìèðîâàòü áåñöâåòíûå áëÿøêè.

Øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå â ïîñëåäíèå ãî-
äû ïîëó÷èë âåêòîð âíåäðåíèÿ �gt11, î÷åíü ñõî-
æèé ñ �plac5-1. Ôàã �gt11 (lac5cI857nin5Sam)
èìååò òåðìî÷óâñòâèòåëüíûé ðåïðåññîð (cI857)
è àìáåð-ìóòàöèþ (ñì. 6.4) ïî ãåíó S, äåëàþùóþ
åãî íå ñïîñîáíûì ê ëèçèñó õîçÿéñêîé êëåòêè, íå
èìåþùåé ñóïðåññîðà supF. Ôàã �gt11 îáû÷íî
èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå ýêñïðåññèðóþùåãî âåê-
òîðà ïðè âñòðîéêå â íåãî ïî EcoRI-ó÷àñòêó
ÄÍÊ-êîïèé ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ. Ïðè ñîâïàäåíèè
òðàíñëÿöèîííîé ðàìêè âñòðîåííîé êÄÍÊ
ñ ðàìêîé ãåíà �-ãàëàêòîçèäàçû ñèíòåçèðóåòñÿ
õèìåðíûé áåëîê, íà C-êîíöå êîòîðîãî ðàñïîëà-
ãàåòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÷óæåðîäíîãî áåëêà.
Ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî
÷óæåðîäíûå áåëêè â ñîñòàâå õèìåðû ñ �-ãàëàê-
òîçèäàçîé â îñíîâíîì ñîõðàíÿþò ñâîè èììóíî-
õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà. Ïîýòîìó ïîñëå óïàêîâêè
in vitro è âûñåâà íà áàêòåðèàëüíûé ãàçîí ïîëó-
÷åííûå êëîíû ôàãîâ (áëÿøêè) ìîæíî ïîäâåðã-
íóòü ðàäèîèììóíîàíàëèçó in situ ñ öåëüþ ïîèñ-
êà ãèáðèäîâ, ñîäåðæàùèõ êÄÍÊ ñòðîãî îïðåäå-
ëåííîé ìÐÍÊ (äëÿ áåëêîâîãî ïðîäóêòà êîòîðîé
èìåþòñÿ àíòèòåëà).

Âåêòîðû çàìåùåíèÿ èìåþò äâà èëè áîëü-
øå ìåñò äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàçû íà ìîëåêóëå ôà-
ãîâîé ÄÍÊ. Çàêëþ÷åííûå ìåæäó ýòèìè ó÷àñò-
êàìè ôðàãìåíòû âåêòîðíîé ÄÍÊ çàìåùàþòñÿ
äîíîðíûìè ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ. Ïðè ýòîì ïðî-
èñõîäèò äåëåöèÿ ðÿäà ãåíîâ ôàãà, ÷òî äåòåêòè-
ðóåòñÿ ñîîòâåòñòâóþùèìè ãåíåòè÷åñêèìè ìå-
òîäàìè. Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî äåëåòè-
ðîâàòüñÿ ìîãóò òîëüêî ãåíû, íåñóùåñòâåííûå
äëÿ ëèòè÷åñêîãî ðàçâèòèÿ ôàãà (îáëàñòü îò ãåíà
J äî ãåíà N). Íà ÄÍÊ ôàãîâ, ó êîòîðûõ îòñóòñò-
âóåò òåðìèíàòîð òðàíñêðèïöèè tR2 (äåëåöèÿ
nin5), ðàçìåð äåëåöèè ìîæåò áûòü óâåëè÷åí
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âïëîòü äî ïðîìîòîðà pR. Â ýòîì ñëó÷àå ôàã áó-
äåò æèçíåñïîñîáíûì, íåñìîòðÿ íà óäàëåíèå
æèçíåííî âàæíîãî â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ ãåíà N,
äåòåðìèíèðóþùåãî áåëîê-àíòèòåðìèíàòîð. Ðàñ-
ñìîòðèì íåêîòîðûå èç âåêòîðîâ çàìåùåíèÿ íà
îñíîâå ôàãà �.

Äî ðàçðàáîòêè áîëåå ñîâåðøåííûõ âåêòîð-
íûõ ôàãîâ ñàìûìè ïîïóëÿðíûìè âåêòîðàìè çà-
ìåùåíèÿ íà îñíîâå ôàãà �, ïðåäíàçíà÷åííûìè

äëÿ êëîíèðîâàíèÿ EcoRI-ôðàãìåíòîâ, ÿâëÿëèñü
øòàììû �gt-�C, �gt-�B (ñì. ðèñ. 2.17, à, á), â êî-
òîðûå ìîæíî âñòðàèâàòü EcoRI-ôðàãìåíòû ÄÍÊ
ðàçìåðîì äî 15,1 òïí. Ïîïóëÿðíîñòü ýòèõ âåê-
òîðîâ îáóñëîâëåíà òåì, ÷òî èõ âåêòîðíàÿ ÷àñòü
�gt-0 (ïðàâûé è ëåâûé êîíöû ÄÍÊ ôàãà áåç
âíóòðåííåãî EcoRI-ôðàãìåíòà) íå îáðàçóåò æèç-
íåñïîñîáíîãî ôàãîâîãî ïîòîìñòâà, òàê êàê ìî-
ëåêóëà ÄÍÊ �gt-0 ñëèøêîì êîðîòêàÿ. Ãèáðèä-
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Ðèñ. 2.18. Âàðèàíòû èñïîëüçîâàíèÿ âåêòîðíîãî ôàãà �gt-�B äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ



íûå æå ÄÍÊ äàþò æèçíåñïîñîáíîå ôàãîâîå ïî-
òîìñòâî.

Ïîëó÷åí âàðèàíò ôàãà �, â ÄÍÊ êîòîðîãî
ìîæíî âñòðàèâàòü EcoRI-ôðàãìåíòû ðàçìåðîì
äî 24 òïí (ñì. ðèñ. 2.17, â), ÷òî ñîñòàâëÿåò ïðè-
ìåðíî ïîëîâèíó ãèáðèäíîé ôàãîâîé ÄÍÊ è
áëèçêî ê ïðåäåëüíîìó ðàçìåðó âîçìîæíîé âñòàâ-
êè â ãåíîì ôàãà �. Ãèáðèäíûå ôàãè íà îñíîâå
ýòîãî âåêòîðà ëåãêî îòáèðàþòñÿ ïî áëÿøêîîáðà-
çîâàíèþ íà ãàçîíå êëåòîê E. coli, ëèçîãåííûõ ïî
ôàãó P2, òàê êàê ìóòàíòû ôàãà red–gam– ðàçìíî-
æàþòñÿ íà E. coli(P2), â òî âðåìÿ êàê ôàã �,
íå èìåþùèé òàêîé äâîéíîé ìóòàöèè (äåëåöèè),
íà óêàçàííîì ëèçîãåíå áëÿøåê íå îáðàçóåò.

Óäîáíû âåêòîðû çàìåùåíèÿ íà îñíîâå òðàíñ-
äóöèðóþùèõ ôàãîâ � (ñì. ðèñ. 2.17, ã–å). Ïðè
âñòðàèâàíèè â ýòè âåêòîðû ýêçîãåííîé ÄÍÊ
îáû÷íî èç ôàãîâîé ÄÍÊ óäàëÿþòñÿ ôðàãìåíòû,
â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäÿò òðàíñäóöèðóåìûå ýòèì
ôàãîì áàêòåðèàëüíûå ãåíû. Ãèáðèäû âûÿâëÿ-
þòñÿ íà ñîîòâåòñòâóþùèõ ìóòàíòíûõ áàêòåðè-
àëüíûõ êëåòêàõ êàê ôàãè, óòðàòèâøèå áàêòåðè-
àëüíûé ãåí è ïîýòîìó óæå íå êîìïëåìåíòèðóþ-
ùèå ìóòàöèþ â êëåòêå-õîçÿèíå.

Óòî÷íåíèå êàðòû ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ ôàãà �
ðÿäîì êðóïíîùåïÿùèõ ðåñòðèêòàç ïîñëå ðàñ-
øèôðîâêè â 1983 ã. ïîëíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåîòèäîâ ôàãîâîãî ãåíîìà ïîçâîëèëî ðàñ-
øèðèòü ïðèìåíåíèå ïîëó÷åííûõ ðàíåå âåêòî-
ðîâ. Òàê, âåêòîð �gt-�B ïåðâîíà÷àëüíî êîíñò-
ðóèðîâàëñÿ äëÿ êëîíèðîâàíèÿ EcoRI-ôðàãìåí-
òîâ ÄÍÊ. Ñîâðåìåííûå ïðåäñòàâëåíèÿ î âîç-
ìîæíîñòÿõ èñïîëüçîâàíèÿ ýòîãî ôàãà â êà÷åñòâå
âåêòîðà ïðèâåäåíû íà ðèñ. 2.18.

Êî âòîðîìó ïîêîëåíèþ âåêòîðîâ çàìåùåíèÿ
îòíîñÿòñÿ ôàãè �, ó êîòîðûõ çàìåùàåìûå ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ ñ äâóõ ñòîðîí îãðàíè÷åíû èñêóññò-
âåííûìè ïîëèëèíêåðàìè, ñîäåðæàùèìè ó÷àñò-
êè óçíàâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ðåñòðèêòàç (ðèñ. 2.19).
Øèðîêîå ïðèìåíåíèå ïîëó÷èëè ôàãè ñåðèè
�EMBL. Â ðÿäå ñëó÷àåâ áîëåå óäîáåí ôàã �Ch40,
êîòîðûé èìååò â ïîëèëèíêåðàõ ó÷àñòêè óçíàâà-
íèÿ 16 ðàçëè÷íûõ ðåñòðèêòàç. Çàìåùàåìûé
â ãåíîìå ýòîãî ôàãà ôðàãìåíò ñîñòîèò èç 80 êî-
ïèé ó÷àñòêà äëèíîé 235 ïí, ÿâëÿþùåãîñÿ
5�-êîíöåâîé ÷àñòüþ ãåíà lacZ è èìåþùåãî ñàé-
òû óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç NaeI è XmaIII. Ôàã
�Ñh40 íà ñîîòâåòñòâóþùèõ øòàììàõ E. coli
îáóñëîâëèâàåò �-êîìïëåìåíòàöèþ �-ãàëàêòîçè-
äàçû (ñì. 2.2.6) è ïîýòîìó íà ñðåäå ñ Xgal äàåò
ñèíåå îêðàøèâàíèå áëÿøåê. Ãèáðèäíûå ôàãè,
ïîëó÷åííûå íà îñíîâå äàííîãî âåêòîðà, ôîðìè-
ðóþò áåñöâåòíûå áëÿøêè.

Â ñîñòàâå âåêòîðîâ, ïðåäñòàâëåííûõ íà
ðèñ. 2.19, ìîæíî êëîíèðîâàòü ôðàãìåíòû ÄÍÊ
ðàçìåðîì äî 23 òïí, ÷òî îáóñëîâèëî èõ èñïîëü-
çîâàíèå ïðè ñîçäàíèè òàê íàçûâàåìûõ áèáëèî-

òåê ãåíîâ, èëè êëîíîòåê (ãåíîìíûõ áèáëèîòåê).
Äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ áèáëèîòåêè ãåíîâ êàêîãî-
ëèáî îðãàíèçìà â âåêòîðíûå ÄÍÊ âñòðàèâàþò
ïîëó÷åííûå ñëó÷àéíûì îáðàçîì êðóïíûå ôðàã-
ìåíòû èçó÷àåìîãî ãåíîìà. Òàêîé ïîäõîä ÷àñòî
íàçûâàþò ìåòîäîì äðîáîâèêà (shot-gun). Ðàñ-
ùåïëåíèå ïðåïàðàòà âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ
íà áîëüøèå âçàèìíî ïåðåêðûâàþùèåñÿ ôðàã-
ìåíòû îñóùåñòâëÿþò ÷àùå âñåãî ïóòåì ÷àñòè÷-
íîãî ãèäðîëèçà ìåëêîùåïÿùåé ðåñòðèêòàçîé
(îáû÷íî Sau3AI èëè MboI). Ôðàãìåíòàöèÿ òàê-
æå âîçìîæíà ñ ïîìîùüþ ôèçè÷åñêèõ ìåòîäîâ.
Äëÿ èçáàâëåíèÿ îò íåñïåöèôè÷åñêîãî ôîíà
(âñòðîéêà â âåêòîð äâóõ èëè áîëåå íåñîñåäíèõ
íà ãåíîìå ôðàãìåíòîâ) ãèäðîëèçàò ÄÍÊ ïîäâåð-
ãàþò ôðàêöèîíèðîâàíèþ ïî ðàçìåðó è â ðåàê-
öèþ ëèãèðîâàíèÿ ââîäÿò ôðàãìåíòû ïðîòÿæåí-
íîñòüþ 15–20 òïí, ñ òåì ÷òîáû â âåêòîðíóþ
ÄÍÊ ôàãà � ìîã âñòðîèòüñÿ òîëüêî îäèí ôðàã-
ìåíò. Ïðè âñòðîéêå äâóõ è áîëåå ôðàãìåíòîâ
ðàçìåð ãèáðèäíîé ÄÍÊ áóäåò ïðåâûøàòü ïðåäå-
ëüíî äîïóñòèìûé. Âàæíûì ñâîéñòâîì ýòîé ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïðè
óïàêîâêå â êàïñèä in vitro ïðîèñõîäèò îòáîð
ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ôàãîâîé ÄÍÊ îïðåäåëåííî-
ãî ðàçìåðà (îò 38 äî 51 òïí). Äðóãîé ïîäõîä
ïðåäïîëàãàåò äåôîñôîðèëèðîâàíèå ôðàãìåíòè-
ðîâàííîé ãåíîìíîé ÄÍÊ ñ êîíöîâ ñ ïîìîùüþ
ôîñôàòàçû. Òàêèå ôðàãìåíòû íå ñïîñîáíû ëè-
ãèðîâàòüñÿ ìåæäó ñîáîé, íî âñòðàèâàþòñÿ â âåê-
òîðíóþ ÄÍÊ, èìåþùóþ íîðìàëüíûå ôîñôîðè-
ëèðîâàííûå 5�-êîíöû. Â ýòîì ñëó÷àå íåò íåîá-
õîäèìîñòè âî ôðàêöèîíèðîâàíèè ïðåïàðàòà
êëîíèðóåìîé ÄÍÊ ïî ðàçìåðàì.

Ïðè ñîçäàíèè áèáëèîòåêè ãåíîâ îïðåäåëåí-
íîãî îðãàíèçìà âàæíî, ÷òîáû êàæäûé ñåãìåíò
èçó÷àåìîãî ãåíîìà áûë ïðåäñòàâëåí ñðåäè ãèá-
ðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ. Íåîáõîäèìîå êîëè÷åñò-
âî êëîíîâ â áèáëèîòåêå îïðåäåëÿåòñÿ ñîîòíî-
øåíèåì ðàçìåðà ãåíîìà è ñðåäíåãî ðàçìåðà
âñòàâîê ïî ôîðìóëå

N = ln(1 – p)/ln(1 – x/y),

ãäå N — ÷èñëî êëîíîâ; x — ñðåäíèé ðàçìåð
âñòàâêè; y — ðàçìåð ãàïëîèäíîãî ãåíîìà; p —
âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî ëþáàÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ïðåäñòàâëåíà â áèáëèîòåêå ãåíîâ õîòÿ áû
îäèí ðàç.

Âûáðàâ p = 0,99 è çíàÿ ñðåäíèé ðàçìåð âñòà-
âîê, ìîæíî ðàññ÷èòàòü íåîáõîäèìûé îáúåì
áèáëèîòåê äëÿ ðàçíûõ ãåíîìîâ (òàáë. 2.1). Áèá-
ëèîòåêè òàêîãî îáúåìà íàçûâàþò ïðåäñòàâè-
òåëüíûìè. Èõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ïðîöå-
äóðû, ïîëó÷èâøåé íàçâàíèå «ïðîãóëêà ïî õðî-
ìîñîìå». Ñóòü ýòîãî ïîäõîäà ñîñòîèò â òîì, ÷òî
ïðè ïîìîùè ãèáðèäèçàöèè íóêëåèíîâûõ êèñ-
ëîò âûÿâëÿþò êëîíû ãèáðèäîâ, âñòàâêè ó êîòî-
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ðûõ ÷àñòè÷íî ïåðåêðûâàþò äðóã äðóãà ïî ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè, ò. å. ÿâëÿþòñÿ «ñîñåäÿìè» íà
èçó÷àåìîé õðîìîñîìå. Ïîñëåäîâàòåëüíî âûÿâ-
ëÿÿ «ñîñåäåé», êëîíû ãèáðèäîâ ìîæíî èäåíòè-
ôèöèðîâàòü è ðàñïîëîæèòü â òàêîì ïîðÿäêå, ÷òî-
áû èõ âñòàâêè â öåëîì ïîñëåäîâàòåëüíî ïîêðû-
âàëè âåñü ãåíîì. Òàêîé íàáîð êëîíîâ íàçûâàþò
ýíöèêëîïåäèåé ãåíîâ. Óäîáíûìè äëÿ «ïðîãóë-
êè ïî õðîìîñîìå» ÿâëÿþòñÿ âåêòîðû òèïà
�DASH (ñì. ðèñ. 2.19). Îíè ñîäåðæàò ïðîìîòî-
ðû ôàãîâ Ò7 è Ò3, ïðèëåãàþùèå ê ÷óæåðîäíîé
ÄÍÊ â ñîñòàâå ãèáðèäà. Ñ ïîìîùüþ ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ôàãîâûõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàç ìîæíî ñ÷è-
òûâàòü in vitro ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûå òðàíñ-
êðèïòû, êîìïëåìåíòàðíûå êîíöàì âñòðîéêè.
Ãèáðèäèçóÿ ïîëó÷åííûé ïðåïàðàò ÐÍÊ ñ ÄÍÊ

äðóãèõ ãèáðèäíûõ êëîíîâ, äîñòàòî÷íî ïðîñòî
óñòàíàâëèâàþò «ñîñåäåé».

Ïåðåâîä ïðåäñòàâèòåëüíîé áèáëèîòåêè â ýí-
öèêëîïåäèþ ãåíîâ õîòÿ è òðóäîåìîê, íî äàåò
â ïîñëåäóþùåì öåëûé ðÿä ïðåèìóùåñòâ. Âî-
ïåðâûõ, ðàáîòàÿ ñ ýíöèêëîïåäèåé, ìîæíî îïðå-
äåëèòü ôèçè÷åñêîå ïîëîæåíèå îïðåäåëåííîãî
ãåíà â ãåíîìå. Âî-âòîðûõ, ÷èñëî êëîíîâ ãèáðèä-
íûõ ÄÍÊ â ýíöèêëîïåäèè ãîðàçäî ìåíüøå, ÷åì
â áèáëèîòåêå, è ýòî óïðîùàåò ðàáîòó ïî
òîòàëüíîìó ñåêâåíèðîâàíèþ, à òàêæå âûÿâëå-
íèþ è èçó÷åíèþ îòäåëüíûõ ëîêóñîâ. Íàïðèìåð,
äëÿ ñîçäàíèÿ ïîëíîé ýíöèêëîïåäèè ãåíîâ E. co-

li èññëåäîâàòåëÿì ïðèøëîñü ïðîàíàëèçèðîâàòü
3400 êëîíîâ ãèáðèäîâ, à ñôîðìèðîâàííàÿ ýí-
öèêëîïåäèÿ ñîäåðæèò ëèøü 381 êëîí.
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Ðèñ. 2.19. Ôèçè÷åñêèå êàðòû ãåíîìà âåêòîðíûõ ôàãîâ �,
ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ êëîíèðîâàíèÿ êðóïíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

Òîëñòûå ëèíèè — âåêòîðíàÿ ÷àñòü ôàãîâîé ÄÍÊ; öèôðàìè óêàçàí ðàçìåð ôðàãìåíòîâ ôàãîâîãî ãåíîìà â òïí.
Ðåñòðèêòàçà SmaI (ïîìå÷åíà çâåçäî÷êîé) èìååò ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ è â âåêòîðíîé ÷àñòè ôàãîâîé ÄÍÊ



Õîòÿ âåêòîðû çàìåùåíèÿ íà îñíîâå ÄÍÊ ôà-
ãà � óñïåøíî èñïîëüçóþòñÿ ïðè ñîçäàíèè áèá-
ëèîòåê ãåíîâ, îíè èìåþò îïðåäåëåííûå íåäî-
ñòàòêè, ãëàâíûì èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ îãðàíè÷å-
íèå ðàçìåðà êëîíèðóåìûõ ôðàãìåíòîâ âåëè÷è-
íîé 24 òïí. Èçâåñòíî, ÷òî ðÿä ýóêàðèîòè÷åñêèõ
ãåíîâ â ñèëó èõ ýêçîí-èíòðîííîé (ðàçäðîáëåí-
íîé) ñòðóêòóðû èìåþò î÷åíü áîëüøèå ðàçìåðû.
Íàïðèìåð, ãåí äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû ìûøè
ñîñòîèò èç 32 òïí, à ãåí êîëëàãåíà �2 öûïëåíêà
èìååò ðàçìåð 38 òïí. Äëÿ êëîíèðîâàíèÿ òàêèõ
êðóïíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ Äæ. Êîëëèíç è
Á. Õîí â 1978 ã. ñîçäàëè ñïåöèàëüíûå âåêòîðíûå
ìîëåêóëû — êîñìèäû.

2.2.3. Êîñìèäû

Êîñìèäû — ýòî ïëàçìèäíûå âåêòîðû, â êî-
òîðûå âñòðîåí ó÷àñòîê ãåíîìà ôàãà �, îáåñïå÷è-
âàþùèé âîçìîæíîñòü óïàêîâêè ýòîé ìîëåêóëû
ÄÍÊ â ôàãîâóþ ÷àñòèöó. Íåîáõîäèìûìè êîìïî-
íåíòàìè êîñìèäíîãî êëîíèðóþùåãî âåêòîðà ÿâ-
ëÿþòñÿ:
• ïëàçìèäíûé ó÷àñòîê íà÷àëà ðåïëèêàöèè

ÄÍÊ è äåòåðìèíàíòà óñòîé÷èâîñòè ê àíòè-
áèîòèêó;

• åäèíè÷íîå ÷èñëî ìåñò ãèäðîëèçà îäíîé èëè
íåñêîëüêèìè ðåñòðèêòàçàìè, ïðèãîäíûõ
äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ;

• ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé êîâàëåíòíî çà-
øèòûå ëèïêèå êîíöû ôàãà � (cos-ñàéò).
Êðîìå òîãî, êîñìèäà äîëæíà èìåòü íåáîëü-

øîé ðàçìåð, ÷òîáû ìîæíî áûëî êëîíèðîâàòü
ôðàãìåíòû ÄÍÊ äëèíîé áîëåå 30 òïí.

Ïðèíöèï êëîíèðîâàíèÿ â êîñìèäàõ, ïðåäëî-
æåííûé Äæ. Êîëëèíçîì è Á. Õîíîì (1978 ã.),
ïðèâåäåí íà ðèñ. 2.20. Ëèãèðîâàíèþ ïîäâåðãà-

åòñÿ ñìåñü ìîëåêóë êîñìèäíîé è êëîíèðóåìîé
ÄÍÊ, ãèäðîëèçîâàííûõ îïðåäåëåííîé ðåñòðèê-
òàçîé. Ïðè ýòîì êîñìèäà íàõîäèòñÿ â âûñîêîé
êîíöåíòðàöèè. Ñðåäè áîëüøîãî ìíîãîîáðàçèÿ
ïðîäóêòîâ ëèãàçíîé ðåàêöèè îáðàçóþòñÿ òàêæå
ìîëåêóëû, ñîñòîÿùèå èç êëîíèðóåìûõ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ, ê îáîèì êîíöàì êîòîðûõ ïðèøèòû
êîñìèäû òàê, ÷òî îáà cos-ñàéòà íàõîäÿòñÿ â îäè-
íàêîâîé îðèåíòàöèè è ìåæäó ýòèìè cos-ñàéòà-
ìè ñîñðåäîòî÷åíà âñÿ ãåíåòè÷åñêàÿ èíôîðìà-
öèÿ êîñìèäû.

Êîãäà òàêèå ìîëåêóëû èíêóáèðóþò â ðåàê-
öèè óïàêîâêè ÄÍÊ ôàãà � in vitro (ñì. 2.1.5),
cos-ñàéòû, ôëàíêèðóþùèå ÷óæåðîäíóþ ÄÍÊ,
ðàñùåïëÿþòñÿ ôàãîâûìè ôåðìåíòàìè ñ îáðàçî-
âàíèåì îäíîöåïî÷å÷íûõ ëèïêèõ êîíöîâ, è ïî-
ëó÷èâøèåñÿ ìîëåêóëû ÄÍÊ óïàêîâûâàþòñÿ
â ôàãîâûå êàïñèäû. Ïîñëå èíôåêöèè êëåòîê
E. coli îáðàçîâàâøèìèñÿ in vitro ôàãîâûìè ÷àñ-
òèöàìè ãèáðèäíûå ÄÍÊ âíåäðÿþòñÿ â êëåòêè,
öèêëèçóþòñÿ ïî ëèïêèì ôàãîâûì êîíöàì, ðåï-
ëèöèðóþòñÿ êàê ïëàçìèäû è äåòåðìèíèðóþò
óñòîé÷èâîñòü ê îïðåäåëåííîìó àíòèáèîòèêó.
Â ïðîöåññå óïàêîâêè ãèáðèäíûõ ÄÍÊ in vitro
ïðîèñõîäèò îòáîð ãèáðèäîâ, ñóììàðíûé ðàçìåð
ÄÍÊ êîòîðûõ ñîñòàâëÿåò 38–51 òïí. Íàèáîëåå
ïîïóëÿðíûå êîñìèäíûå âåêòîðû èìåþò ðàçìåð
4–6 òïí, ïîýòîìó â íèõ ìîæíî êëîíèðîâàòü
ôðàãìåíòû ÄÍÊ äëèíîé îò 35 äî 45 òïí.

Êîñìèäíûå áèáëèîòåêè ãåíîâ ñîñòîÿò èç
ìåíüøåãî ÷èñëà êëîíîâ, ÷åì áèáëèîòåêè íà îñ-
íîâå âåêòîðíûõ ôàãîâ � (ñì. òàáë. 2.1). Îäíàêî
ïîñëåäíèå âñå æå ïðåäïî÷òèòåëüíåå â òåõ ñëó÷à-
ÿõ, êîãäà íå òðåáóþòñÿ ôðàãìåíòû ðàçìåðîì áî-
ëåå 20 òïí. Ýòî ñâÿçàíî ñ íåêîòîðûìè òåõíè÷å-
ñêèìè ñëîæíîñòÿìè, âîçíèêàþùèìè ïðè êîíñò-
ðóèðîâàíèè áèáëèîòåê ãåíîâ íà îñíîâå êîñìèä.
Òàê, îêàçàëîñü, ÷òî ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò ëèãè-
ðîâàíèå âåêòîðîâ äðóã ñ äðóãîì (ñì. ðèñ. 2.20),
÷òî äàåò âûñîêèé ôîí êëîíîâ, íå ñîäåðæàùèõ
âñòàâîê ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ. Êðîìå òîãî, ñêðè-
íèíã áîëüøîãî ÷èñëà êîëîíèé áàêòåðèé ïðîâî-
äèòü ñëîæíåå, ÷åì ôàãîâûõ áëÿøåê. Êëîíèðî-
âàííûå êðóïíûå ôðàãìåíòû â ñîñòàâå ÄÍÊ ôà-
ãà áîëåå ñòàáèëüíû, ÷åì â êîñìèäàõ, ïîñêîëüêó
ðåïëèêîí ôàãà àäàïòèðîâàí ê ïîääåðæàíèþ ìî-
ëåêóë áîëüøîãî ðàçìåðà. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî
äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ âñòðîéêè â êîñìèäíûé
âåêòîð íåñêîëüêèõ íåñîñåäíèõ íà ãåíîìå ôðàã-
ìåíòîâ íåîáõîäèìî ïðîâîäèòü ôðàêöèîíèðîâà-
íèå êëîíèðóåìîé ÄÍÊ èëè äåôîñôîðèëèðîâà-
íèå, êàê è â ñëó÷àå ïîëó÷åíèÿ áèáëèîòåê ãåíîâ
íà îñíîâå ôàãà �.

Ä. Èø-Ãîðîâèö è Äæ. Áþðê â 1981 ã. ïðåäëî-
æèëè äðóãóþ ñõåìó êëîíèðîâàíèÿ â êîñìèäàõ
(ðèñ. 2.21), êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò ïðåîäîëåòü íåêî-
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Òàáëèöà 2.1. Îáúåì ïðåäñòàâèòåëüíûõ áèáëèîòåê

ãåíîâ íåêîòîðûõ îðãàíèçìîâ ïðè êëîíèðîâàíèè

ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ñîñòàâå ÄÍÊ ôàãà �
èëè êîñìèä (p < 0,99)

Îðãàíèçì

Ðàçìåð
ãàïëîèä-

íîãî
ãåíîìà,

òïí

×èñëî êëîíîâ
äëÿ âñòàâêè äëèíîé

(òïí)

20 45

Áàêòåðèÿ
(Escherichia coli)

4,6 � 103 1,1 � 103 4,7 � 102

Äðîææè
(Saccharomyces

cerevisiae)

1,2 � 104 2,8 � 103 1,2 � 103

Íàñåêîìîå
(Drosophila

melanogaster)

1,8 � 105 4,1 � 104 1,8 � 104

×åëîâåê
(Homo sapiens)

3,0 � 106 6,9 � 105 3,1 � 105



òîðûå èç îòìå÷åííûõ âûøå òðóäíîñòåé. Ïðåïà-
ðàò êîñìèäíîãî âåêòîðà ðàçäåëÿþò íà äâå ïîð-
öèè, êàæäóþ èç êîòîðûõ ðàñùåïëÿþò îïðåäå-
ëåííîé ðåñòðèêòàçîé. Ïåðâûé ôåðìåíò äåëàåò
ðàçðûâ ñ îäíîé ñòîðîíû îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
cos, à âòîðîé — ñ äðóãîé ñòîðîíû. Ïîëó÷åííûå
ëèíåéíûå ôîðìû êîñìèäû äåôîñôîðèëèðóþò,
÷òî â äàëüíåéøåì ïðåäîòâðàùàåò îëèãîìåðèçà-
öèþ âåêòîðà. Ïîñëå ýòîãî îáà ïðåïàðàòà êîñìè-
äû ãèäðîëèçóþò ðåñòðèêòàçîé BamHI, ñìåøè-

âàþò ñ äåôîñôîðèëèðîâàííûìè ïðîäóêòàìè
íåïîëíîãî ãèäðîëèçà êëîíèðóåìîé ÄÍÊ ðåñò-
ðèêòàçàìè Sau3AI èëè MboI. Ïðè òàêîé ïðîöå-
äóðå ïîëó÷àåòñÿ ëèøü îäèí òèï ìîëåêóë ÄÍÊ,
ñïîñîáíûõ óïàêîâûâàòüñÿ â êàïñèäû ôàãà �.

Â 1983 ã. Ï. Áåéòñ è Ð. Ñâèôò ñêîíñòðóèðîâà-
ëè íîâûé òèï êîñìèä, êîòîðûå ïîçâîëÿþò åùå
áîëüøå óïðîñòèòü ïðîöåäóðó ïîëó÷åíèÿ êîñ-
ìèäíûõ áèáëèîòåê. Òàêèå êîñìèäû ñîäåðæàò
ïî äâà cos-ó÷àñòêà, ðàçäåëåííûõ ïîñëåäîâà-
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òåëüíîñòüþ, â êîòîðîé íàõîäèòñÿ ñàéò óçíàâà-
íèÿ ðåñòðèêòàçû, îáðàçóþùåé ïðè ãèäðîëèçå
ÄÍÊ òóïûå êîíöû. Ñõåìà ýòîãî ïîäõîäà ïðèâå-
äåíà íà ðèñ. 2.22. Êîñìèäó c2XB îáðàáàòûâàþò
ðåñòðèêòàçàìè BamHI è SmaI (äàåò òóïîé êî-
íåö), çàòåì äîáàâëÿþò ïðåïàðàò êëîíèðóåìîé
ÄÍÊ, ïîäâåðãíóòûé ÷àñòè÷íîìó ãèäðîëèçó
Sau3AI èëè MboI è äåôîñôîðèëèðîâàííûé. Ëè-
ãàçíóþ ðåàêöèþ ïðîâîäÿò ïðè ïîâûøåííîé
êîíöåíòðàöèè ATP (óñëîâèÿ, ïðè êîòîðûõ íå
ïðîèñõîäèò ëèãèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ ïî òóïûì
êîíöàì).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîëó÷åí øèðîêèé ñïåêòð
ðàçíîîáðàçíûõ êîñìèä, êîòîðûå èñïîëüçóþò
ïðè ñîçäàíèè áèáëèîòåê ãåíîâ ïðîêàðèîòè÷å-
ñêèõ è ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ. Ââîäÿ
â ñîñòàâ êîñìèä ïîëèëèíêåðû, ìîæíî ñóùåñò-
âåííî ðàñøèðÿòü âîçìîæíîñòè ýòèõ âåêòîðîâ

ïî êëîíèðîâàíèþ ÷óæåðîäíûõ ôðàãìåíòîâ. Òàê,
êîñìèäà pJRD215 ñîäåðæèò ó÷àñòêè ðàñùåïëå-
íèÿ äëÿ 16 ðåñòðèêòàç. Â öåëîì ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî âåêòîðíûå ôàãè � è êîñìèäû ñîñòàâ-
ëÿþò âçàèìîäîïîëíÿþùóþ ãðóïïó âåêòîðîâ,
ïðèãîäíûõ äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ áèáëèîòåê è ýí-
öèêëîïåäèé ãåíîâ.

2.2.4. Èñêóññòâåííûå áàêòåðèàëüíûå
õðîìîñîìû

Â 1992 ã. Õ. Øèçóÿ ñ ñîàâòîðàìè îïèñàëè
íîâóþ áàêòåðèàëüíóþ âåêòîðíóþ ñèñòåìó, ïî-
çâîëÿþùóþ êëîíèðîâàòü ôðàãìåíòû ÷óæåðîä-
íîé ÄÍÊ ðàçìåðîì äî 300 òïí. Ýòà ñèñòåìà
íàçâàíà BAC (îò àíãë. bacterial artificial chromo-

some — áàêòåðèàëüíàÿ èñêóññòâåííàÿ õðîìî-
ñîìà). Îíà îñíîâàíà íà èñïîëüçîâàíèè õîðîøî
èçó÷åííîãî ïîëîâîãî ôàêòîðà F E. coli. Ðåïëèêà-
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Ðèñ. 2.21. Ñõåìà êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â êîñìèäàõ ïî Èø-Ãîðîâèöó è Áþðêó



öèÿ ôàêòîðà F â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ ñòðîãî
êîíòðîëèðóåòñÿ, è åãî êîïèéíîñòü ñîñòàâëÿåò
1–2 ìîëåêóëû íà êëåòêó.

Ìíîãèå áàêòåðèàëüíûå ìîëåêóëÿðíûå âåê-
òîðû îñíîâàíû íà âûñîêî- èëè ñðåäíåêîïèéíûõ
ðåïëèêîíàõ, êîòîðûì ÷àñòî ñâîéñòâåííà ñòðóê-
òóðíàÿ íåñòàáèëüíîñòü âñòðîåííûõ ôðàãìåíòîâ
(ñì. ãë. 8), ñîïðîâîæäàåìàÿ äåëåòèðîâàíèåì èëè
ïåðåñòðîéêîé ñåãìåíòîâ êëîíèðîâàííûõ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ. Îñîáåííî òàêàÿ íåñòàáèëüíîñòü
õàðàêòåðíà äëÿ ïðîòÿæåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ, ïîñêîëüêó îíè
ìîãóò ñîäåðæàòü ðàçëè÷íûå ñåìåéñòâà ïîâòî-
ðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Ôàêòîð F êîäèðóåò ãåíû, íå òîëüêî ðåãóëè-
ðóþùèå åãî ðåïëèêàöèþ, íî è êîíòðîëèðóþùèå
êîïèéíîñòü. Ðåãóëÿòîðíûå ãåíåòè÷åñêèå ëîêó-
ñû âêëþ÷àþò oriS, repE, parA è parB (î par-ãå-
íàõ ñì. äîïîëíèòåëüíî ãë. 8). Ïðîäóêò ãåíà repE

îáóñëîâëèâàåò îäíîíàïðàâëåííóþ ðåïëèêàöèþ
ôàêòîðà F ñ ðàéîíà oriS, à ïðîäóêòû ãåíîâ parA

è parB îáåñïå÷èâàþò ïðàâèëüíîå ðàñïðåäåëå-
íèå ôàêòîðà F ìåæäó äåëÿùèìèñÿ êëåòêàìè

è ïîääåðæèâàþò åãî êîïèéíîñòü íà óðîâíå
1–2 ìîëåêóë.

Âåêòîð BAC (pBAC) áûë ñîçäàí íà îñíîâå
ìèíè-F ïëàçìèäû pMBO131, â êîòîðóþ ïî
ó÷àñòêó SalI âñòðîèëè ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñîäåðæà-
ùèé ó÷àñòêè cos ôàãà � è loxP ôàãà Ð1. Êðîìå
òîãî, âñòðîåííûé ôðàãìåíò ñîäåðæàë óíèêàëü-
íûå ó÷àñòêè ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè BamHI

è HindIII, ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ êëîíèðîâàíèÿ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ïðîìîòîðû ôàãîâ Ò7 è Sp6
äëÿ ñèíòåçà in vitro ðàäèîàêòèâíî èëè ôëóîðåñ-
öåíòíî ìå÷åííûõ ÐÍÊ-òðàíñêðèïòîâ â êà÷åñòâå
ãèáðèäèçàöèîííûõ ïðîá äëÿ «ïðîãóëêè ïî õðî-
ìîñîìå» è ó÷àñòêè ðåäêîùåïÿùèõ ðåñòðèêòàç,
óçíàþùèõ âîñüìèíóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè (ðèñ. 2.23).

Ïî ó÷àñòêó loxP ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ ìîæåò
áûòü ðàñùåïëåíà áåëêîì Cre ôàãà Ð1, ïî cos-
ó÷àñòêó — ñîîòâåòñòâóþùèì ôåðìåíòîì ôà-
ãà �. Òàêèå ó÷àñòêè óäîáíû äëÿ ñòðîãî ñïåöè-
ôè÷íîãî ðàñùåïëåíèÿ ãèáðèäíûõ ïëàçìèä, ìå-
÷åíèÿ ïîëó÷åííûõ êîíöîâ è ïîñëåäóþùåãî
ðåñòðèêöèîííîãî êàðòèðîâàíèÿ êëîíèðîâàííûõ
ôðàãìåíòîâ èçó÷àåìîãî ãåíîìà.
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Õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ ÷åëîâåêà Õ. Øèçóÿ ñ ñî-
àâòîðàìè ÷àñòè÷íî ãèäðîëèçîâàëè ðåñòðèêòàçîé
HindIII è ôðàêöèîíèðîâàëè â ãåëå ëåãêîïëàâêîé
àãàðîçû ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçîì. Âûäåëÿëè ôðàã-
ìåíòû ðàçìåðîì 100–300 òïí, êîòîðûå ëèãèðîâà-
ëè ñ ðàñùåïëåííîé HindIII è äåôîñôîðèëèðî-
âàííîé ÄÍÊ ïëàçìèäû pBAC108L. Ïîëó÷åííûé
ìàòåðèàë ââîäèëè â êëåòêè E. coli ýëåêòðîïîðà-
öèåé è îòáèðàëè êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ ïî óñ-
òîé÷èâîñòè ê õëîðàìôåíèêîëó. Ïîñëå ãèäðîëè-
çà êëîíîâ ðåñòðèêòàçîé NotI è ïóëüñ-ýëåêòðî-
ôîðåçà áûë îïðåäåëåí ðàçìåð âñòðîåííûõ ôðàã-
ìåíòîâ ÷åëîâå÷åñêîé ÄÍÊ, êîòîðûé ñîñòàâèë
125–300 òïí. Ïàññèðîâàíèå îòîáðàííûõ êëîíîâ
áàêòåðèé ïðîäåìîíñòðèðîâàëî âûñîêóþ ñòà-
áèëüíîñòü âñòðîåê â ÂÀÑ-âåêòîðå.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
ñòðóêòóðíàÿ ñòàáèëüíîñòü ïðîòÿæåííûõ âñòðîåê
â ÂÀÑ-ñèñòåìå ñóùåñòâåííî âûøå, ÷åì â YAC-
ñèñòåìå, òàêæå èñïîëüçóåìîé äëÿ êëîíèðîâàíèÿ
î÷åíü áîëüøèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ (ñì. 12.4.4).
ÂÀÑ-ñèñòåìà èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ñîçäàíèÿ áèá-
ëèîòåê ôðàãìåíòîâ ñëîæíûõ ãåíîìîâ, â ÷àñò-
íîñòè, îíà ñûãðàëà âàæíóþ ðîëü â êàðòèðîâà-
íèè è ñåêâåíèðîâàíèè ãåíîìà ÷åëîâåêà.

2.2.5. Ôàçìèäû

Ïðè âûïîëíåíèè îïðåäåëåííîãî òèïà ýêñïå-
ðèìåíòîâ ïî ñîçäàíèþ è èçó÷åíèþ ãåíîìíûõ
êëîíîòåê óäîáíî èñïîëüçîâàòü ôàçìèäû — ìî-

ëåêóëÿðíûå âåêòîðû, ÿâëÿþùèåñÿ èñêóññòâåí-
íûìè ãèáðèäàìè ìåæäó ôàãîì è ïëàçìèäîé.
Ôàçìèäû ïîñëå âñòðîéêè ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ ìî-
ãóò â îäíèõ óñëîâèÿõ ðàçâèâàòüñÿ êàê ôàãè,
à â äðóãèõ êàê ïëàçìèäû.

Ðàññìîòðèì îñíîâíûå ñâîéñòâà ôàçìèä íà
ïðèìåðå âåêòîðà �pMYF131 (ðèñ. 2.24), îïèñàí-
íîãî â 1987 ã. Í. Ê. ßíêîâñêèì ñ ñîàâòîðàìè.
Äàííàÿ ôàçìèäà ñîäåðæèò ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ
ðàçíûõ ðåñòðèêòàç, ïðèãîäíûå äëÿ êëîíèðîâà-
íèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Îíà èìååò ðàçìåð
33 277 ïí, ÷òî ñîñòàâëÿåò 68 % îò âåëè÷èíû
ÄÍÊ ôàãà � äèêîãî òèïà. Õîòÿ ôàçìèäà
�pMYF131 ñîäåðæèò âñå ãåíû è ó÷àñòêè, íåîá-
õîäèìûå äëÿ ëèòè÷åñêîãî ðàçâèòèÿ ôàãà �, îíà
íå ñïîñîáíà îáðàçîâûâàòü íåãàòèâíûå êîëîíèè,
òàê êàê ñòîëü ìàëàÿ ÄÍÊ íå óïàêîâûâàåòñÿ
â êàïñèäû. Ôàçìèäà ïîääåðæèâàåòñÿ â êëåòêàõ
E. coli â ôîðìå ïëàçìèäû. Óâåëè÷åíèå ðàçìåðà
ïðè âñòðàèâàíèè ôðàãìåíòà ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ
in vitro ïðèäàåò åé ñâîéñòâà íåäåôåêòíîãî ôàãà.

Ìàêñèìàëüíûé ðàçìåð ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ,
êîòîðûå ìîæíî êëîíèðîâàòü â ôàçìèäàõ, îáû÷-
íî íåñêîëüêî ìåíüøå äîïóñòèìîé âåëè÷èíû
âñòðîéêè äëÿ âåêòîðîâ íà îñíîâå ÄÍÊ ôàãà �
(ýòîò ðàçìåð ëåãêî âûñ÷èòàòü, çíàÿ âåëè÷èíó
âåêòîðà; ñì. 2.2.2). Ôàçìèäó âûäåëÿþò èç êëå-
òîê â âèäå ïëàçìèäû, ãèäðîëèçóþò îïðåäåëåí-
íîé ðåñòðèêòàçîé è ëèãèðóþò ñ ïðîäóêòàìè
íåïîëíîãî ãèäðîëèçà èçó÷àåìîé ÄÍÊ, ïîñëå ÷å-
ãî ïðîâîäÿò óïàêîâêó ÄÍÊ â êàïñèäû ôàãà �.

Ôàçìèäû èìåþò âàæíûå ïðåèìóùåñòâà ïå-
ðåä âåêòîðàìè äðóãèõ òèïîâ, èñïîëüçóåìûìè
äëÿ ñîçäàíèÿ áèáëèîòåê ãåíîâ. Â îòëè÷èå îò
âåêòîðîâ çàìåùåíèÿ ôàãà � íåò íåîáõîäèìîñòè
îòäåëÿòü âåêòîðíóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ îò âíóòðåí-
íåãî áàëëàñòíîãî ôðàãìåíòà, ÷òî ñóùåñòâåííî
óïðîùàåò ïðîöåäóðó ïîäãîòîâêè âåêòîðà
ê âñòðîéêå ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ. Áîëåå òîãî, ýòî
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Ðèñ. 2.23. Êàðòà âåêòîðíîé ïëàçìèäû pBAC108L

Ðèñ. 2.24. Êàðòà ôàçìèäû �pMYF131



îáåñïå÷èâàåò ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå îòñóòñòâèå
ó ôàçìèäû «ôîíîâûõ» ãèáðèäîâ, êîòîðûå îáû÷-
íî îáðàçóþòñÿ ó ôàãîâûõ âåêòîðîâ, òàê êàê
î÷åíü ñëîæíî ïîëíîñòüþ èçáàâèòüñÿ îò çàìå-
ùàåìîãî âíóòðåííåãî ôðàãìåíòà. Â îòëè÷èå îò
êîñìèä ôàçìèäà òèïà �pMYF131 ïîñëå ëèãàç-
íîé îáðàáîòêè íå ñïîñîáíà óïàêîâûâàòü â ôàãî-
âûå ÷àñòèöû ñâîè äèìåðíûå è òåì áîëåå ìóëü-
òèìåðíûå ôîðìû, ïîñêîëüêó äàæå äèìåð ïðå-
âûøàåò ïî ðàçìåðó ôàãîâóþ ÄÍÊ, ñïîñîáíóþ
ê óïàêîâêå. Ïîýòîìó ïðè èñïîëüçîâàíèè ôàç-
ìèäíîãî âåêòîðà íå òðåáóþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå
ôåðìåíòíûå îáðàáîòêè, êîòîðûå îáû÷íî íåîá-
õîäèìû äëÿ êîñìèä.

Òàêèì îáðàçîì, ïðèìåíåíèå ôàçìèäíûõ
âåêòîðîâ óïðîùàåò ïðîöåäóðó ïîëó÷åíèÿ è îò-
áîðà ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, òàê êàê òîëüêî
ãèáðèäíûå ôàçìèäû ìîãóò îáðàçîâûâàòü íà
áàêòåðèàëüíîì ãàçîíå ôàãîâûå áëÿøêè. Â îòëè-
÷èå îò êîñìèäíîé èëè ôàãîâîé âåêòîðíûõ ñèñ-
òåì ôàçìèäíûé âåêòîð ñóùåñòâóåò â êëåòêå
â âèäå ïëàçìèäû, à êëîíîòåêà ïîëó÷àåòñÿ è õðà-
íèòñÿ â âèäå ñóñïåíçèè ãèáðèäíûõ ôàãîâ.

Åñëè ãèáðèäíûìè ôàçìèäàìè èíôèöèðî-
âàòü êëåòêè E. coli, ëèçîãåííûå ïî ôàãó � (ò. å.
ñîäåðæàùèå â áîëüøîì êîëè÷åñòâå áåëîê-ðåï-
ðåññîð cI ôàãà), òî ôàãîâûå ãåíû ýêñïðåññèðî-
âàòüñÿ íå áóäóò, à ãèáðèäíûå êîëüöåâûå ìîëå-
êóëû ÄÍÊ áóäóò ðàçìíîæàòüñÿ çà ñ÷åò ðåïëèêî-
íà ïëàçìèäû. Ïðè ýòîì áóäåò ñèíòåçèðîâàòüñÿ
ïðîäóêò ãåíà óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêó, êî-
äèðóåìûé ïëàçìèäîé. Êëåòêè E. coli(�), èíôè-
öèðîâàííûå ãèáðèäíûìè ôàçìèäàìè, íà ñðåäå
ñ ñîîòâåòñòâóþùèì àíòèáèîòèêîì (àìïèöèë-
ëèíîì äëÿ �pMYF131) áóäóò ôîðìèðîâàòü áàê-
òåðèàëüíûå êîëîíèè. Ñîäåðæàùèåñÿ â ôàçìèäå
÷óæåðîäíûå ãåíû â ýòèõ óñëîâèÿõ íå ðåïðåñ-
ñèðóþòñÿ, ÷òî ïîçâîëÿåò óñïåøíî èñïîëüçîâàòü
òàêèå ãèáðèäû â êîìïëåìåíòàöèîííîì àíàëèçå.
Åñëè íåîáõîäèìî ïîëó÷èòü ôàçìèäó ñíîâà â ôà-
ãîâîé ôîðìå, òî îñóùåñòâëÿþò èíäóêöèþ åå ëè-
òè÷åñêîãî ðàçâèòèÿ (íàèáîëåå ïðîñòîé ñïîñîá
äëÿ �pMYF131 — òåðìîèíäóêöèÿ). Òàêèì îáðà-
çîì, ôàçìèäû ÿâëÿþòñÿ âåêòîðàìè, îáåñïå÷è-
âàþùèìè âîçìîæíîñòü ñìåíû ôàç, ò. å. ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî ðåãóëèðóåìîãî ïåðåêëþ÷åíèÿ ðàçâè-
òèÿ ãèáðèäíûõ ÄÍÊ íà ôàãîâûé èëè ïëàçìèä-
íûé ïóòü.

2.2.6. Êëîíèðóþùèå âåêòîðû
íà îñíîâå íèòåâèäíûõ ôàãîâ

Ïðè êëîíèðîâàíèè è àìïëèôèêàöèè â âåê-
òîðíûõ ïëàçìèäàõ èëè ïðîèçâîäíûõ ôàãà � ÷ó-
æåðîäíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ íàõîäÿòñÿ â äâóõöå-
ïî÷å÷íîé ôîðìå. Îäíàêî â ðÿäå ñëó÷àåâ, íàïðè-

ìåð, ïðè ãåòåðîäóïëåêñíîì àíàëèçå, îïðåäåëå-
íèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ, âûäåëå-
íèè êîìïëåìåíòàðíîé ÐÍÊ, íàïðàâëåííîì ìó-
òàãåíåçå è íåêîòîðûõ äðóãèõ, íåîáõîäèìî ìàíè-
ïóëèðîâàòü ñ îäíîé öåïüþ ÄÍÊ. Ïðè ýòîì ïðè-
õîäèòñÿ ðàçäåëÿòü öåïè ÄÍÊ, ÷òî íå âñåãäà ìîæ-
íî ñäåëàòü äîñòàòî÷íî ïðîñòî. Ïîýòîìó êëîíè-
ðîâàíèå ÄÍÊ â îäíîöåïî÷å÷íûõ âåêòîðàõ ÿâëÿ-
åòñÿ ïðèâëåêàòåëüíûì îáúåäèíåíèåì ïðîöåäóð
èçîëèðîâàíèÿ öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÄÍÊ, åå àìïëèôèêàöèè è ðàçäåëåíèÿ öåïåé èñ-
õîäíî äâóõöåïî÷å÷íîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ.

Íèòåâèäíûå ôàãè E. coli (M13, fd, f1) íàèáî-
ëåå ïîäõîäÿò äëÿ ýòîé öåëè. Äëèííûå (900 íì),
òîíêèå (7 íì) è ãèáêèå âèðèîíû ýòèõ ôàãîâ
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êîëüöåâóþ îäíîöåïî÷å÷-
íóþ ÄÍÊ (îöÄÍÊ) äëèíîé 6407 íóêëåîòèäîâ
äëÿ ôàãà M13 è 6408 íóêëåîòèäîâ äëÿ ôàãîâ fd
è f1. ÄÍÊ óïàêîâàíà â òðóáî÷êó, ñîñòîÿùóþ èç
2700 êîïèé îñíîâíîãî îáîëî÷å÷íîãî áåëêà
pVIII è çàêðûòóþ íà êîíöàõ ÷åòûðüìÿ èëè
ïÿòüþ ìîëåêóëàìè êàæäîãî èç ÷åòûðåõ ìèíîð-
íûõ îáîëî÷å÷íûõ áåëêîâ pIII, pVI, pVII è pIX

(ðèñ. 2.25).
Íèòåâèäíûå ôàãè àäñîðáèðóþòñÿ íà F-ïè-

ëÿõ E. coli è ïîýòîìó ñïîñîáíû èíôèöèðîâàòü
ëèøü ìóæñêèå (F+) áàêòåðèàëüíûå êëåòêè. Èí-
ôåêöèÿ êëåòîê E. coli íà÷èíàåòñÿ ïîñëå àäñîðá-
öèè áåëêà pIII, âõîäÿùåãî â ñîñòàâ ôàãîâûõ ÷àñ-
òèö, íà êîíöå F-ïèëè õîçÿéñêîé êëåòêè. Ïîñëå
ýòîãî îöÄÍÊ ôàãà, íàçûâàåìàÿ (+)-öåïüþ, ïåðå-
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Ðèñ. 2.25. Ñõåìà ÷àñòèöû íèòåâèäíîãî ôàãà:

à — ñîîòíîøåíèå ðàçìåðîâ ÷àñòèöû;
á — ñõåìà óïàêîâêè áåëêîâ îáîëî÷êè

(âíóòðè èçîáðàæåíà öåïü ÄÍÊ)



íîñèòñÿ â öèòîïëàçìó êëåòêè. Áàêòåðèàëüíûå
ïîëèìåðàçû îñóùåñòâëÿþò ñèíòåç âòîðîé,
(–)-öåïè, îáðàçóÿ äâóõöåïî÷å÷íóþ ðåïëèêà-

òèâíóþ ôîðìó (ÐÔ) ôàãîâîãî ãåíîìà. Ñèíòåç
âòîðîé öåïè èíèöèèðóåòñÿ íà ori(–), ðàñïîëî-
æåííîì â ìåæãåííîé îáëàñòè IR (ðèñ. 2.26). Íà
ìîëåêóëàõ ÐÔ îñóùåñòâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ è
ïîñëåäóþùàÿ òðàíñëÿöèÿ ôàãîâûõ ãåíîâ. Áåëîê
pII âíîñèò ðàçðûâ â (+)-öåïü ÐÔ â ó÷àñòêå
ori(+), òàêæå ðàñïîëîæåííîì â ìåæãåííîé îá-
ëàñòè IR. Ýòî ïðèâîäèò ê ðåïëèêàöèè ôàãîâîé
ÄÍÊ ïî ìîäåëè êàòÿùåãîñÿ êîëüöà ñ âûñâîáîæ-
äåíèåì (+)-öåïè. Ïî çàâåðøåíèè öèêëà áåëîê
pII ëèãèðóåò êîíöû îáðàçîâàâøåéñÿ îäíîöåïî-
÷å÷íîé (+) ÄÍÊ. Íà ðàííèõ ýòàïàõ èíôåêöèè
íîâûå (+)-öåïè ñëóæàò â êà÷åñòâå ìàòðèö äëÿ
îáðàçîâàíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ìîëåêóë ÐÔ, îä-
íàêî ïî ìåðå íàêîïëåíèÿ ôàãîâîãî áåëêà pV,
ñâÿçûâàþùåãî îöÄÍÊ, ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ
ÐÔ òîðìîçèòñÿ. Êîïèéíîñòü ÐÔ ñîñòàâëÿåò
200–300 ìîëåêóë íà êëåòêó.

Äëÿ ñáîðêè âèðèîíîâ è èõ ýêñïîðòà íåîá-
õîäèìû êëåòî÷íûå ìåìáðàíû. Íîâîñèíòåçèðî-
âàííûå îáîëî÷å÷íûå áåëêè ôàãà âñòðàèâàþòñÿ
â ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó. Áåëêè pIII è pVIII

ñèíòåçèðóþòñÿ ñ N-êîíöåâûìè ñèãíàëüíûìè
ïåïòèäàìè (ñì. 2.2.10), êîòîðûå îòùåïëÿþòñÿ
ïîñëå ñåêðåöèè ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðà-
íó. Ñ-êîíöåâûå ãèäðîôîáíûå äîìåíû áåëêîâ îñ-
òàþòñÿ â ìåìáðàíå, à N-êîíöåâûå ÷àñòè âûõî-
äÿò â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî. Áåëêè
pI è pIV îáðàçóþò ìóëüòèìåðíûé ýêñïîðòíûé
êàíàë ìåæäó âíóòðåííåé è âíåøíåé ìåìáðàíà-
ìè. Èíèöèàöèÿ ñáîðêè è ýêñïîðòà âèðèîíà ïðî-
èñõîäèò ïîñëå âçàèìîäåéñòâèÿ ñïåöèôè÷åñêîé
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (òàê íàçû-
âàåìûé ñèãíàë óïàêîâêè) â IR-îáëàñòè (+)ÄÍÊ
ñ êîìïëåêñîì pI–pIV, áàêòåðèàëüíûì òèîðåäîê-
ñèíîì è ìèíîðíûìè îáîëî÷å÷íûìè áåëêàìè
pVII è pIX. Îáðàçóåìûå âèðèîíû ýêñêðåòèðó-
þòñÿ ÷åðåç ýêñïîðòíûé êàíàë, ïðè ýòîì ìîëå-
êóëû áåëêà pV íà ÄÍÊ ïîñòåïåííî çàìåùàþòñÿ
ìîëåêóëàìè áåëêà pVIII. Ïðèñîåäèíåíèå áåëêîâ
pVI è pIII ê êîíöó ôîðìèðóåìûõ âèðèîíîâ çà-
âåðøàåò ïðîöåññ èõ ñáîðêè.

Äëèíà âèðèîíîâ çàâèñèò îò âåëè÷èíû ôàãî-
âîãî ãåíîìà è ìîæåò âàðüèðîâàòü â øèðîêèõ
ïðåäåëàõ. Äëèíà ÷àñòèö ãèáðèäíîãî ôàãà óâå-
ëè÷èâàåòñÿ ïðîïîðöèîíàëüíî ðàçìåðó ïàêóþ-
ùåéñÿ ÄÍÊ. Îáðàçóþùèåñÿ ïðè èíôåêöèè ôà-
ãîâûå ÷àñòèöû ïîñòîÿííî ýêñêðåòèðóþòñÿ êëåò-
êàìè áåç ëèçèñà ïîñëåäíèõ, è ýòîò ïðîöåññ ÿâ-
ëÿåòñÿ ýíåðãîçàâèñèìûì. Çà îäíó ãåíåðàöèþ
îáðàçóåòñÿ íåñêîëüêî ñîòåí ôàãîâ íà êëåòêó.

Ñêîðîñòü ðîñòà çàðàæåííûõ êëåòîê íà
25–50 % íèæå, ÷åì íåèíôèöèðîâàííûõ. Ïîýòî-
ìó ïðè òèòðîâàíèè íèòåâèäíûå ôàãè îáðàçóþò
íà áàêòåðèàëüíîì ãàçîíå ìóòíûå áëÿøêè. Ïðè
ðàçìíîæåíèè íèòåâèäíûõ ôàãîâ â áàêòåðèàëü-
íîé êëåòêå èõ ãåíîì îäíîâðåìåííî ïðèñóòñò-
âóåò â âèäå áîëüøîãî ÷èñëà êîïèé äâóõöåïî-
÷å÷íîé êîëüöåâîé ïëàçìèäû è îäíîöåïî÷å÷íîé
ÄÍÊ â ñîñòàâå âèðèîíîâ. Èç îäíîãî ëèòðà èí-
ôèöèðîâàííîé êóëüòóðû ïîëó÷àþò íåñêîëüêî
ìèëëèãðàììîâ îäíîöåïî÷å÷íîé è ðåïëèêàòèâ-
íîé äâóõöåïî÷å÷íîé ôîðì ôàãîâîé ÄÍÊ. Íà îä-
íîöåïî÷å÷íîé âèðèîííîé ÄÍÊ ìíîãèå ìàíèïó-
ëÿöèè ïî ñîçäàíèþ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë, ðàçðà-
áîòàííûå äëÿ âèðóñíûõ è ïëàçìèäíûõ äâóõöå-
ïî÷å÷íûõ ÄÍÊ, ðåàëèçîâàòü íåëüçÿ. Îäíàêî îíè
ñ óñïåõîì ïðèìåíèìû ê ðåïëèêàòèâíîé ôîðìå
ãåíîìà íèòåâèäíûõ ôàãîâ, êîòîðàÿ èíôåêöèîí-
íà â òåñòå òðàíñôåêöèè êëåòîê E. coli. Âñå ýòî
îáóñëîâèëî èñïîëüçîâàíèå íèòåâèäíûõ ôàãîâ
äëÿ ñîçäàíèÿ êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ.

Íàëè÷èå íåñóùåñòâåííîé îáëàñòè â ôàãîâîì
ãåíîìå ÿâëÿåòñÿ âàæíûì óñëîâèåì äëÿ êîíñò-
ðóèðîâàíèÿ ãèáðèäîâ. Îäíàêî ó íèòåâèäíûõ ôà-
ãîâ áîëüøèíñòâî àìáåð-ìóòàöèé ïðèâîäèò ê ãè-
áåëè ôàãà ïðè íåïåðìèññèâíûõ óñëîâèÿõ. Â ãå-
íîìå ýòèõ ôàãîâ ñóùåñòâóåò ëèøü ìåæãåííàÿ
îáëàñòü IR ðàçìåðîì 500 íóêëåîòèäîâ, âî ìíî-
ãèå ìåñòà êîòîðîé ìîãóò áûòü âíåñåíû èçìå-
íåíèÿ áåç íàðóøåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè ôàãà.
Ðåïëèêàòèâíàÿ ôîðìà ôàãîâîé ÄÍÊ íå èìååò
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Ðèñ. 2.26. Ãåíåòè÷åñêàÿ îðãàíèçàöèÿ íèòåâèäíîãî
ôàãà Ì13.

Ãåíû îáîçíà÷åíû ñåðûìè áëîêàìè è ðèìñêèìè öèôðàìè,
ìåæãåííûå îáëàñòè — ÷åðíûìè áëîêàìè. Ñòðåëêàìè
ïîêàçàíû ïðîìîòîðû è íàïðàâëåíèå òðàíñêðèïöèè,
÷åðíûìè êðóæêàìè — òåðìèíàòîðû òðàíñêðèïöèè



ó÷àñòêîâ óçíàâàíèÿ ìíîãèõ êðóïíîùåïÿùèõ
ðåñòðèêòàç, îáðàçóþùèõ ïðè ãèäðîëèçå ëèïêèå
êîíöû. Êðîìå òîãî, ôàãîâûé ãåíîì íå ñîäåðæèò
ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ, êîòîðûå ïîçâîëèëè áû
âûÿâëÿòü ãèáðèäíûå ôàãè. Ïîýòîìó êîíñòðóè-
ðîâàíèå âåêòîðíûõ íèòåâèäíûõ ôàãîâ âêëþ÷à-
åò â ñåáÿ ïðåæäå âñåãî ââåäåíèå â ãåíîì ñåëåê-
òèâíûõ ìàðêåðîâ è óíèêàëüíûõ ìåñò äåéñòâèÿ
îïðåäåëåííûõ ðåñòðèêòàç.

Ïåðâûé ãèáðèäíûé ôàã M13 áûë îïèñàí
Äæ. Ìåññèíãîì ñ ñîàâòîðàìè â 1977 ã. Ðåïëèêà-
òèâíàÿ ôîðìà ÄÍÊ ôàãà M13 ãèäðîëèçóåòñÿ
ðåñòðèêòàçîé BsuRI íà 10 ôðàãìåíòîâ, èìåþ-
ùèõ òóïûå êîíöû. ×òîáû ïîëó÷èòü ïîëíûé ôà-
ãîâûé ãåíîì â ëèíåéíîé ôîðìå, ÐÔ ãèäðîëèçî-
âàëè îãðàíè÷åííûì êîëè÷åñòâîì ðåñòðèêòàçû
BsuRI òàê, ÷òî êàæäàÿ ìîëåêóëà ÄÍÊ ðàñùåïëÿ-
ëàñü ëèøü â îäíîì ìåñòå. Ëèíåéíûå ìîëåêóëû
ðàçìåðîì â ïîëíûé ôàãîâûé ãåíîì âûäåëèëè
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè è ê íèì äîáàâèëè HindII-

ôðàãìåíò ëàêòîçíîãî îïåðîíà E. coli, èìåþùèé
ðàçìåð 789 ïí è ñîäåðæàùèé ÷àñòü ãåíà lacI,
ïðîìîòîðíî-îïåðàòîðíóþ îáëàñòü è íà÷àëüíóþ
÷àñòü ãåíà lacZ, êîäèðóþùóþ 145 N-êîíöåâûõ
àìèíîêèñëîò �-ãàëàêòîçèäàçû (ðèñ. 2.27). Ïî-
ëó÷åííûå ôðàãìåíòû ñøèëè ïî òóïûì êîíöàì
ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû ôàãà T4 è ïðîâåëè
òðàíñôåêöèþ êëåòîê E. coli. Äëÿ ïîíèìàíèÿ
ïðèíöèïà îòáîðà ãèáðèäíûõ ôàãîâ ðàññìîòðèì
ñòðîåíèå ëàêòîçíîãî îïåðîíà E. coli.

Ëàêòîçíûé îïåðîí (lac-îïåðîí) E. coli ñî-
ñòîèò èç òðåõ ãåíîâ, ñ êîòîðûõ òðàíñêðèáèðóåò-
ñÿ åäèíàÿ ïîëèöèñòðîííàÿ ìÐÍÊ (ðèñ. 2.28).
Ãåí lacZ ÿâëÿåòñÿ ñòðóêòóðíûì ãåíîì �-ãàëàê-
òîçèäàçû, êàòàëèçèðóþùåé ðàñùåïëåíèå ëàêòî-
çû íà ãëþêîçó è ãàëàêòîçó. Ãåí lacY — ñòðóê-
òóðíûé ãåí ïåðìåàçû, íåîáõîäèìîé äëÿ òðàíñ-
ïîðòà ëàêòîçû â êëåòêó. Ãåí lacA êîäèðóåò òèî-
ãàëàêòîçèäòðàíñàöåòèëàçó. Ñèíòåç ìÐÍÊ lac-
îïåðîíà ðåãóëèðóåòñÿ áåëêîì, íàçûâàåìûì ðåï-
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Ðèñ. 2.27. Ñõåìà ñîçäàíèÿ ãèáðèäíûõ ôàãîâ Ì13.

IR — ìåæãåííàÿ îáëàñòü; ðèìñêèìè öèôðàìè îáîçíà÷åíû ãåíû ôàãà



ðåññîðîì. Ýòîò áåëîê êîäèðóåòñÿ ãåíîì lacI (ñì.
13.3.5). Â àêòèâíîé ôîðìå ðåïðåññîð ñâÿçûâàåò-
ñÿ íà ÄÍÊ ñ îïåðàòîðíûì ó÷àñòêîì (o) lac-îïå-
ðîíà è áëîêèðóåò òðàíñêðèïöèþ ìÐÍÊ ñ ïðîìî-
òîðà plac. Áëîêèðîâàííûé òàêèì îáðàçîì îïåðîí
íàçûâàþò ðåïðåññèðîâàííûì. Ïðè èíàêòèâà-
öèè ðåïðåññîðà (â ðåçóëüòàòå ìóòàöèè èëè ñâÿ-
çûâàíèÿ ñ îïðåäåëåííûìè íåáîëüøèìè ìîëåêó-
ëàìè) îí òåðÿåò ñïîñîáíîñòü îáðàçîâûâàòü êîì-
ïëåêñ ñ îïåðàòîðîì. Òå ïðîèçâîäíûå ëàêòîçû,
êîòîðûå ñâÿçûâàþòñÿ ñ ðåïðåññîðîì è èçìåíÿ-
þò åãî ñïîñîáíîñòü ê âçàèìîäåéñòâèþ ñ ÄÍÊ,
íàçûâàþòñÿ èíäóêòîðàìè. Ê òàêèì ñîåäèíåíè-
ÿì îòíîñèòñÿ, íàïðèìåð, ñèíòåòè÷åñêèé àíàëîã
ëàêòîçû èçîïðîïèëòèîãàëàêòîçèä (ÈÏÒÃ), êî-
òîðûé íå ìåòàáîëèçèðóåòñÿ êëåòêàìè è ïîýòîìó
øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå èíäóêòîðà.

Êëåòêè ñ ìóòàöèåé ïî ãåíó lacI, âåäóùåé
ê îáðàçîâàíèþ äåôåêòíûõ ìîëåêóë ðåïðåññîðà,
îñóùåñòâëÿþò êîíñòèòóòèâíóþ (íåðåãóëèðóå-
ìóþ) òðàíñêðèïöèþ lac-îïåðîíà. Ìóòàíòû lacIQ

õàðàêòåðèçóþòñÿ ñâåðõñèíòåçîì áåëêà-ðåïðåññî-
ðà. Ïðèñóòñòâèå áîëüøèõ êîëè÷åñòâ lac-ðåïðåñ-
ñîðà ïðåïÿòñòâóåò ïîëíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ lac-
îïåðîíà äàæå ïðè íàëè÷èè èíäóêòîðà ÈÏÒÃ. Èñ-
ïîëüçîâàíèå êëåòêè-õîçÿèíà ñ ìóòàöèåé lacIQ

ïîçâîëÿåò ýôôåêòèâíî ðåãóëèðîâàòü òðàíñêðèï-
öèþ ñ ïðîìîòîðà plac. Â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ
â E. coli lacIQ òðàíñêðèïöèÿ ñ äàííîãî ïðîìî-
òîðà ïðàêòè÷åñêè íå ïðîèñõîäèò, íî â íóæíûé
ìîìåíò îíà ìîæåò áûòü èíäóöèðîâàíà äîáàâëå-
íèåì â ñðåäó ÈÏÒÃ.

Íàèáîëüøèé èíòåðåñ äëÿ ìîëåêóëÿðíûõ
áèîëîãîâ â lac-îïåðîíå ïðåäñòàâëÿåò ãåí lacZ.
Ïðîäóêò ýòîãî ãåíà — �-ãàëàêòîçèäàçà (�-Gal) —
ëåãêî îïðåäåëÿåòñÿ ïî ñïåöèôè÷åñêîé ôåðìåí-
òàòèâíîé àêòèâíîñòè (ñì. 2.2.2). Áîëåå òîãî,

äàííûé ôåðìåíò îáëàäàåò ðÿäîì óíèêàëüíûõ
ñâîéñòâ. Â 1968 ã. áûëà îïèñàíà òàê íàçûâàåìàÿ
�-êîìïëåìåíòàöèÿ �-ãàëàêòîçèäàçû, êîòîðàÿ
îòíîñèòñÿ ê âíóòðèöèñòðîííîé (âíóòðèãåííîé)
êîìïëåìåíòàöèè è ñîñòîèò â òîì, ÷òî â ðåçóëü-
òàòå íåêîâàëåíòíîé àññîöèàöèè ðàçëè÷íûõ ìó-
òàíòíûõ ôîðì èëè ôðàãìåíòîâ îäíîãî è òîãî æå
áåëêà îáðàçóåòñÿ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûé áå-
ëîê. Ïîëèïåïòèä �-Gal ñîñòîèò èç 1021 àìèíî-
êèñëîòíîãî îñòàòêà. Ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâ-
íîñòüþ îáëàäàåò áåëîê, ñîñòîÿùèé èç ÷åòûðåõ
èäåíòè÷íûõ ñóáúåäèíèö (òåòðàìåð ñ ñóììàð-
íîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 460 êÄà). Ïðè èçó-
÷åíèè ðàçëè÷íûõ ìóòàíòîâ ïî ãåíó lacZ áûëè
âûÿâëåíû íåàêòèâíûå ôîðìû �-ãàëàêòîçèäàçû,
îáîçíà÷åííûå M15 è M112 è èìåþùèå ñîîòâåò-
ñòâåííî äåëåöèè àìèíîêèñëîò ñ 11-é ïî 41-þ
(
11–41 ÀÊ) è ñ 23-é ïî 31-þ (
23–31 ÀÊ). Îêà-
çàëîñü, ÷òî ýòè ìóòàíòíûå áåëêè íå îáðàçóþò
òåòðàìåðíîé ñòðóêòóðû, à ÿâëÿþòñÿ äèìåðàìè.
Áîëåå òîãî, áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî åñëè ê ïðåïà-
ðàòó �-Gal M15 èëè M112 äîáàâèòü ïåïòèä
3–92 ÀÊ, ïîëó÷àåìûé ïîñëå ãèäðîëèçà �-ãàëàê-
òîçèäàçû áðîìèñòûì öèàíîì (ãèäðîëèçóåò áåëêè
ïî ìåòèîíèíîâûì îñòàòêàì), òî ïðîèñõîäèò êîì-
ïëåìåíòàöèÿ è ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü âîñ-
ñòàíàâëèâàåòñÿ. Òàêîé ôåðìåíò, ïîäîáíî íàòèâ-
íîìó, èìååò òåòðàìåðíóþ ñòðóêòóðó. Íåàêòèâ-
íûå áåëêè ñ äåëåöèåé â N-êîíöåâîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè �-Gal ïîëó÷èëè íàçâàíèå �-àêöåïòî-
ðû, à êîìïëåìåíòèðóþùèå èõ ïåïòèäû èëè ìó-
òàíòíûå ôîðìû áåëêà — �-äîíîðû. Â áîëåå
ïîçäíèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïåï-
òèä 3–41 ÀÊ òàêæå ÿâëÿåòñÿ ïîëíîñòüþ àêòèâ-
íûì �-äîíîðîì ïî îòíîøåíèþ ê �-Gal M15.

Ïîëó÷åííûé â ýêñïåðèìåíòàõ Äæ. Ìåññèí-
ãà ãèáðèäíûé ôàã M13, ñîäåðæàùèé âñòðàèâàå-
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Ðèñ. 2.28. Ñõåìà lac-îïåðîíà E. coli.

p — ïðîìîòîð; o — îïåðàòîð



ìûé HindII-ôðàãìåíò ëàêòîçíîãî îïåðîíà, äîë-
æåí äåòåðìèíèðîâàòü â êëåòêàõ E. coli ñèíòåç
ïîëíîöåííîãî �-äîíîðà (1–145 ÀÊ) �-ãàëàêòî-
çèäàçû. Íàèáîëåå ïðîñòî âûÿâèòü òàêîé ñèíòåç
ìîæíî, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå õîçÿèíà ìóòàíò-
íûé øòàìì E. coli, ñèíòåçèðóþùèé �-àêöåïòîð
�-Gal. Â ýòîì ñëó÷àå in vivo áóäåò ïðîèñõîäèòü
�-êîìïëåìåíòàöèÿ è ôåíîòèï Lac– èñõîäíûõ
êëåòîê èçìåíèòñÿ â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ
íà Lac+. Òàêîå èçìåíåíèå ôåíîòèïà ëåãêî òåñòè-
ðîâàòü ñ ïîìîùüþ öèòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè,
ïðîèñõîäÿùåé â àãàðèçîâàííîé ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé õðîìîãåííîå ñîåäèíåíèå Xgal (ñì. 2.2.2).
Ãàçîí êëåòîê-ðåöèïèåíòîâ E. coli, ñèíòåçèðóþ-
ùèõ �-àêöåïòîð �-Gal (îáû÷íî èñïîëüçóþò ìó-
òàíò lacZ 
M15), íà ñðåäå ñ Xgal áóäåò áåëîãî
öâåòà, à îêðàøèâàíèå â ñèíèé öâåò äîëæíî âû-
ÿâëÿòüñÿ òîëüêî â ðàéîíàõ ñêîïëåíèÿ êëåòîê,
èíôèöèðîâàííûõ ãèáðèäíûì ôàãîì M13
(áëÿøêàõ). Ïðè ýòîì èñõîäíûé ôàã ôîðìèðóåò
áåñöâåòíûå áëÿøêè.

Îòîáðàííûé íà ñðåäå ñ Xgal ãèáðèäíûé ôàã,
ñèíòåçèðóþùèé �-äîíîð �-ãàëàêòîçèäàçû, îáî-
çíà÷èëè M13mp1 (ñì. ðèñ. 2.27). Îäíàêî ýòîò
ôàã åùå íåëüçÿ áûëî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå
âåêòîðíîãî, òàê êàê â íåì îòñóòñòâîâàëè åäè-
íè÷íûå ìåñòà ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè â ìåæ-
ãåííîé îáëàñòè. Ïîýòîìó áûëà ïðåäïðèíÿòà ïî-
ïûòêà ñôîðìèðîâàòü ðåñòðèêöèîííûé ó÷àñòîê,
èñïîëüçóÿ ìóòàãåíû, ñïåöèôè÷íî äåéñòâóþùèå
íà îäíîöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
óçíàâàåìóþ ðåñòðèêòàçîé EcoRI, óäàëîñü ñî-
çäàòü, çàìåíèâ ãóàíèí â ïîëîæåíèè 13 ñòðóê-
òóðíîãî ãåíà lacZ íà àäåíèí. Òàêóþ çàìåíó îñó-
ùåñòâèëè ñ ïîìîùüþ àëêèëèðóþùåãî àãåíòà

N-ìåòèë-N-íèòðîçîìî÷åâèíû. Ìåòèëèðîâàíèå
ýòèì ìóòàãåíîì ãóàíèíà ïî ïîëîæåíèþ O6 îáó-
ñëîâëèâàåò ïðè ðåïëèêàöèè ÄÍÊ îøèáî÷íîå
ñïàðèâàíèå, ïðèâîäÿùåå ê çàìåíå â ôàãîâîì ïî-
òîìñòâå ìîäèôèöèðîâàííîãî ãóàíèíà íà àäåíèí
(ðèñ. 2.29).

Ïîñëå ìóòàãåíåçà ÄÍÊ òðàíñôèöèðîâàëè
â êëåòêè E. coli è èíäèâèäóàëüíûå ôàãîâûå êëî-
íû ïîäâåðãàëè ïðîâåðêå íà íàëè÷èå EcoRI-ìåñ-
òà íà ÐÔ ôàãîâîé ÄÍÊ. Â ðåçóëüòàòå áûë âûäå-
ëåí ìóòàíòíûé ôàã M13mp2, èìåþùèé ó÷àñòîê
óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàçû EcoRI (ñì. ðèñ. 2.27).
Ó ýòîãî ôàãà â àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ñèíòåçèðóåìîãî ôðàãìåíòà �-ãàëàêòîçè-
äàçû â ïÿòîì ïîëîæåíèè ïðîèçîøëà çàìåíà àñ-
ïàðàãèíîâîé êèñëîòû íà àñïàðàãèí. Ïðè ýòîì
�-êîìïëåìåíòàöèÿ �-GalM15 íå íàðóøèëàñü,
òàê êàê äàííàÿ îáëàñòü �-äîíîðà äëÿ êîìïëå-
ìåíòàöèè íåñóùåñòâåííà.

Ïðè âñòðîéêå ÷óæåðîäíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
ïî EcoRI-ìåñòó M13mp2 â áîëüøèíñòâå ñëó÷à-
åâ ïðåêðàùàåòñÿ ñèíòåç ôóíêöèîíàëüíîãî �-äî-
íîðà. Ýòî ïðîèñõîäèò â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî çà ñ÷åò
âñòàâêè (â ïðÿìîé èëè îáðàòíîé îðèåíòàöèè)
íàðóøàåòñÿ ðàìêà òðàíñëÿöèè �-äîíîðà, èíè-
öèèðóåìîé ñ ñèãíàëîâ ãåíà lacZ, ëèáî â êëîíè-
ðóåìîì ôðàãìåíòå íàõîäÿòñÿ ñèãíàëû òåðìèíà-
öèè òðàíñêðèïöèè èëè òðàíñëÿöèè. Â ðåçóëü-
òàòå òàêèå ãèáðèäíûå ôàãè îáðàçóþò ïðè èí-
ôåêöèè ìóòàíòíûõ êëåòîê E. coli íà ñðåäå
ñ Xgal áåñöâåòíûå áëÿøêè, â òî âðåìÿ êàê èñ-
õîäíûé ôàã M13mp2 ôîðìèðóåò áëÿøêè ñèíåãî
öâåòà. Êàê âèäèì, ïîëó÷åííûé ôàã M13mp2 óæå
ÿâëÿåòñÿ êëîíèðóþùèì âåêòîðîì, ïîçâîëÿþ-
ùèì îñóùåñòâëÿòü ïðÿìîé îòáîð ãèáðèäîâ. Îä-

120 Ãëàâà 2. ÂÅÊÒÎÐÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ ÃÐÀÌÎÒÐÈÖÀÒÅËÜÍÎÉ ÁÀÊÒÅÐÈÈ ESCHERICHIA COLI

Ðèñ. 2.29. Ââåäåíèå EcoRI-ó÷àñòêà â ÄÍÊ ôàãà M13mp1
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íàêî â òîì ñëó÷àå, êîãäà âñòðîåííûé â M13mp2
ôðàãìåíò ÄÍÊ íå âíîñèò ñèãíàëîâ òåðìèíàöèè
òðàíñëÿöèè (òðàíñêðèïöèè) è íå èçìåíÿåò ðàì-
êó ñ÷èòûâàíèÿ �-äîíîðà, ãèáðèä ïî ôåíîòèïó
íå îòëè÷àåòñÿ îò ðîäèòåëüñêîãî ôàãà. Òàêîé æå
ýôôåêò áóäåò íàáëþäàòüñÿ, åñëè â ÷óæåðîäíîì
ôðàãìåíòå èìåþòñÿ ñâîé ïðîìîòîð è/èëè ó÷àñ-
òîê ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì è êîäèðóþùàÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü, ðàìêà òðàíñëÿöèè êîòîðîé ñî-
âïàäàåò ñ ðàìêîé òðàíñëÿöèè �-äîíîðà. Â ïî-
ñëåäíèõ ñëó÷àÿõ ïî ôåíîòèïó ãèáðèäíûå ôàãè
ìîæíî îòîáðàòü òîëüêî ïðè ïðîòèâîïîëîæíîé
îðèåíòàöèè âñòàâêè îòíîñèòåëüíî âåêòîðà.

Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî â êàïñèäû íèòåâèäíûõ
ôàãîâ ïàêóåòñÿ òîëüêî îäíà (+)-öåïü ÄÍÊ. Ïî-
ýòîìó â çàâèñèìîñòè îò îðèåíòàöèè âñòðîéêè
â ñîñòàâå îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ ôàãà áóäåò íà-
õîäèòüñÿ ëèáî êîäèðóþùàÿ, ëèáî êîìïëåìåí-
òàðíàÿ åé öåïü êëîíèðóåìîãî ãåíà. Äèñêðèìè-
íèðîâàòü òàêèå âàðèàíòû ãèáðèäîâ ìîæíî
ïðîñòûì ìåòîäîì ãèáðèäèçàöèè íóêëåèíîâûõ
êèñëîò in situ.

Äëÿ ðàñøèðåíèÿ âîçìîæíîñòåé êëîíèðîâà-
íèÿ ôðàãìåíòîâ â ÄÍÊ âåêòîðíîãî ôàãà M13mp2
ïî EcoRI-ìåñòó âñòðîèëè ñèíòåòè÷åñêèé ïîëè-
ëèíêåð, êîòîðûé ñîäåðæèò ïî äâà ñàéòà äåéñò-
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Ðèñ. 2.31. Ïîëèëèíêåð âåêòîðíîãî ôàãà SSEV19:

à — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äâóõöåïî÷å÷íîãî ëèíêåðà (÷åðòà ñâåðõó — ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç;
çâåçäî÷êîé îáîçíà÷åíû èçìåíåííûå ðåñòðèêöèîííûå ó÷àñòêè; À, Â — ñàìîêîìïëåìåíòàðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè);

á — îäíîöåïî÷å÷íàÿ ÄÍÊ ôàãà â ðàéîíå ïîëèëèíêåðà



âèÿ ðåñòðèêòàç EcoRI, BamHI, SalI, AccI è
HincII, ðàñïîëîæåííûõ ñèììåòðè÷íî îòíîñè-
òåëüíî öåíòðàëüíîãî ó÷àñòêà äåéñòâèÿ ðåñòðèê-
òàçû PstI. Ïîëó÷åííûé âàðèàíò ôàãà îáîçíà÷åí
M13mp7 (ðèñ. 2.30). Âñòðîéêà äàííîãî ïîëè-
ëèíêåðà â ôàã M13mp2 íå íàðóøèëà ðàìêó
òðàíñëÿöèè �-äîíîðà, à ñëåäîâàòåëüíî, è îáóñ-
ëîâëèâàåìóþ ôàãîì �-êîìïëåìåíòàöèþ, ÷òî
ïîçâîëÿåò øèðîêî èñïîëüçîâàòü ñêîíñòðóèðî-
âàííûé ôàã â ýêñïåðèìåíòàõ ïî êëîíèðîâàíèþ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Ïóòåì çàìåíû ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ñèíòåòè÷åñêèõ ëèíêåðîâ äîñòàòî÷íî
ïðîñòî ñîçäàíû ðàçíîîáðàçíûå âåêòîðíûå ïðî-
èçâîäíûå ôàãà M13mp2: M13mp8, M13mp9 (ñì.
ðèñ. 2.30), M13mp10, M13mp11 è äð. Èñïîëüçóÿ
äàííûé íàáîð âåêòîðíûõ ôàãîâ, ìîæíî ðåøàòü
áîëüøîé êðóã ãåííî-èíæåíåðíûõ çàäà÷.

Äæ. Áèðíýò ñ ñîàâòîðàìè (1989 ã.) ïðåäëî-
æèëè íîâûé âàðèàíò êëîíèðóþùåãî âåêòîðà íà
îñíîâå ÄÍÊ ôàãà M13. Â êà÷åñòâå èñõîäíîãî
îíè âçÿëè ôàã M13mp19 (ñì. ðèñ. 6.12) è åãî
ïîëèëèíêåð, îãðàíè÷åííûé ó÷àñòêàìè óçíàâà-
íèÿ ðåñòðèêòàç EcoRI è HindIII, çàìåíèëè äðó-
ãèì ñèíòåòè÷åñêèì ïîëèëèíêåðîì ðàçìåðîì
96 ïí (ðèñ. 2.31, à). Â ñòðóêòóðå íîâîãî ïîëè-
ëèíêåðà çàëîæåíà ñëåäóþùàÿ îñîáåííîñòü: ïî
êðàÿì îí èìååò âçàèìîêîìïëåìåíòàðíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè èç 19 íóêëåîòèäîâ, êîòîðûå â îä-
íîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ çðåëîãî ôàãà ñïîñîáíû
ôîðìèðîâàòü äâóõöåïî÷å÷íóþ «íîæêó» (ñì.
ðèñ. 2.31, á), ñîäåðæàùóþ íîðìàëüíûé EcoRI-
ó÷àñòîê. Ïîýòîìó îäíîöåïî÷å÷íàÿ ÄÍÊ òàêîãî
ôàãà, îáîçíà÷åííîãî SSEV19, ìîæåò áûòü ãèä-

ðîëèçîâàíà ðåñòðèêòàçîé EcoRI, è ïðè ýòîì
êëîíèðîâàííàÿ â ïîëèëèíêåðå ÷óæåðîäíàÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü ëåãêî âûùåïëÿåòñÿ. Èçâëå-
÷åííûé îäíîöåïî÷å÷íûé ôðàãìåíò ìîæíî ïî-
ìåòèòü ñ ïîìîùüþ ðàäèîàêòèâíûõ èçîòîïîâ è
èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå âûñîêîñïåöèôè÷íîãî
ãèáðèäèçàöèîííîãî çîíäà è ò. ï. Íèòåâèäíûé
ôàã M13 ðàçìíîæàåòñÿ íà êëåòêàõ E. coli äî
âûñîêîãî òèòðà (1011 ÁÎÅ/ìë), òåì ñàìûì äî-
ñòèãàåòñÿ ýôôåêòèâíàÿ íàðàáîòêà áîëüøèõ êî-
ëè÷åñòâ îäíîöåïî÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ êëîíèðî-
âàííîé ÄÍÊ.

Êðîìå âåêòîðîâ — ïðîèçâîäíûõ ôàãà M13
ïîëó÷åí ðÿä âåêòîðîâ íà îñíîâå ôàãîâ fd è f1.
Íà ðèñ. 2.32 ïðèâåäåíà ñòðóêòóðà íåñêîëüêèõ
âåêòîðíûõ âàðèàíòîâ ôàãà fd, êîòîðûå áûëè
ñêîíñòðóèðîâàíû ïî ñòðàòåãèè, ðàçðàáîòàííîé
ïðè ïîëó÷åíèè ôàãà M13mp1. Â äàííîì ñëó÷àå
âåêòîðíûå ôàãè îáóñëîâëèâàþò óñòîé÷èâîñòü
ê àíòèáèîòèêàì, è ïîýòîìó èíôèöèðîâàííûå
èìè êëåòêè ñïîñîáíû ðàñòè íà ïèòàòåëüíîé ñðå-
äå ñ ñîîòâåòñòâóþùèì àíòèáèîòèêîì. Ïðè ýòîì
êëîíû êëåòîê E. coli, èíôèöèðîâàííûõ (òðàíñ-
ôèöèðîâàííûõ) ãèáðèäíûìè ôàãàìè, ëåãêî âû-
ÿâëÿþòñÿ íà ñåëåêòèâíûõ ñðåäàõ.

Êàê âèäèì, âåêòîðíàÿ ñèñòåìà íèòåâèäíûõ
ôàãîâ ðàçðàáîòàíà äîñòàòî÷íî õîðîøî. Ýòî îáóñ-
ëîâëèâàåò àêòèâíîå ïðèìåíåíèå äàííûõ âåêòî-
ðîâ äëÿ àíàëèçà íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè êëîíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, äëÿ
ìóòàãåíåçà êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ è ò. ä. Âñå
÷àùå âåêòîðíûå ïðîèçâîäíûå íèòåâèäíûõ ôà-
ãîâ èñïîëüçóþò äëÿ ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãå-
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Ðèñ. 2.32. Ðåñòðèêöèîííûå êàðòû ðåïëèêàòèâíûõ ôîðì ÄÍÊ âåêòîðíûõ ôàãîâ fd:

1 — ôðàãìåíò ÄÍÊ ïëàçìèäû pACYC177, 2 — pACYC184



íîâ â êëåòêàõ E. coli. Îñîáîå íàïðàâëåíèå èñ-
ñëåäîâàíèé, èñïîëüçóþùåå âåêòîðíóþ ñèñòåìó
íèòåâèäíûõ ôàãîâ, ïîëó÷èëî íàçâàíèå ôàãîâûé
äèñïëåé (ñì. 7.5).

2.2.7. Ôàãìèäû

Ðàñøèðèòü âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ îä-
íîöåïî÷å÷íûõ âåêòîðîâ óäàëîñü ïóòåì ñîâìå-
ùåíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ ïëàçìèä è íèòå-
âèäíûõ ôàãîâ â ñîñòàâå îäíîé ìîëåêóëû ÄÍÊ.
Ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû äàííîãî òèïà íàçâàíû
ôàãìèäàìè. Ã. Äîòòî ñ ñîàâòîðàìè â 1981 ã.
âñòðîèëè ïî EcoRI-ó÷àñòêó ïëàçìèäû pBR322
ôðàãìåíò ðåïëèêàòèâíîé ôîðìû ÄÍÊ ôàãà f1
ðàçìåðîì 1,3 òïí, êîòîðûé âêëþ÷àåò âñå öèñ-
äåéñòâóþùèå ýëåìåíòû ãåíîìà, íåîáõîäèìûå
äëÿ ðåïëèêàöèè è ìîðôîãåíåçà ôàãà è ðàñïîëà-
ãàþùèåñÿ â ìåæãåííîé îáëàñòè IR. Ýòè æå èñ-
ñëåäîâàòåëè ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ñóïåðèíôåêöèè
ôàãîì f1 êëåòîê E. coli, ñîäåðæàùèõ ñîçäàííóþ
ïëàçìèäó pD4, ïðèìåðíî ïîëîâèíà ñåêðåòèðóå-
ìûõ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó âèðèîíîâ íåñåò îä-
íîöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ ôàãà f1, à äðóãàÿ ïîëîâè-
íà — îäíîöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ ãèáðèäíîé ïëàç-
ìèäû.

Ë. Äåíòå ñ ñîàâòîðàìè â 1983 ã. ïåðåíåñëè
ôðàãìåíò ãåíîìà ôàãà f1 èç ïëàçìèäû pD4 â ñî-
ñòàâ ïëàçìèä ñåðèè pUC (ñì. 2.2.8), íå íàðóøàÿ
ãåíåòè÷åñêèõ äåòåðìèíàíò ïîñëåäíèõ. Ïîëó-
÷åííóþ ñåðèþ ïëàçìèä îáîçíà÷èëè pEMBL
(ðèñ. 2.33). Ýòè âåêòîðû îáëàäàþò âñåìè ñâîé-
ñòâàìè ðîäèòåëüñêèõ ïëàçìèä pUC è, êðîìå òî-
ãî, ïðè èíôèöèðîâàíèè êëåòîê E. coli ôàãîì f1

îíè ñïîñîáíû óïàêîâûâàòü îäíó èç öåïåé ñâîåé
ÄÍÊ â êàïñèä ôàãà. Êàêàÿ öåïü pEMBL áóäåò
óïàêîâàíà â ôàãîâûé êàïñèä, çàâèñèò îò îðèåí-
òàöèè êëîíèðîâàííîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ ôàãà f1
â ïëàçìèäå. Ïîýòîìó âåêòîðû ñ ðàçíîé îðèåíòà-
öèåé ôðàãìåíòà ôàãîâîé ÄÍÊ îáîçíà÷àþò ëèáî
pEMBL(+), ëèáî pEMBL(–). Ïðè èñïîëüçîâà-
íèè pEMBL(+) â êàïñèäû ïàêóåòñÿ íåêîäèðóþ-
ùàÿ öåïü ãåíà �-ãàëàêòîçèäàçû, à â ñëó÷àå
pEMBL(–) — êîäèðóþùàÿ.

Ôàãìèäû pBluescipt II KS(+/–), èìåþùèå
òàêóþ æå ãåíåòè÷åñêóþ ñòðóêòóðó êàê
pEMBL19(+/–), íî ìåíüøèé ðàçìåð (2961 ïí),
èñïîëüçóþò âî ìíîãèõ ëàáîðàòîðèÿõ ìèðà.

Ðàçðàáîòàííûå âåêòîðíûå ñèñòåìû íà îñíî-
âå íèòåâèäíûõ ôàãîâ E. coli íàõîäÿò øèðîêîå
ïðèìåíåíèå â ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïåðèìåí-
òàõ (ñì. 7.5).

2.2.8. Âåêòîðíûå ïëàçìèäû,
îáåñïå÷èâàþùèå ïðÿìîé îòáîð
ãèáðèäíûõ ÄÍÊ

Ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèäîâ íà îñíîâå
âåêòîðíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ôàãà � èëè ôàãîâ ñåðèè
M13mp óäàåòñÿ îñóùåñòâëÿòü ïðÿìîé îòáîð êëî-
íîâ ãèáðèäíûõ ôàãîâ. Â ñëó÷àå æå èñïîëüçîâà-
íèÿ ïëàçìèäíûõ âåêòîðîâ ïðÿìîé îòáîð êëåòîê,
ñîäåðæàùèõ ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, ÷àñòî íåâîç-
ìîæåí. Ïîýòîìó âîçíèêëà íåîáõîäèìîñòü â ðàç-
ðàáîòêå âåêòîðíûõ ïëàçìèä ñ ñèñòåìîé ïðÿìîé
ñåëåêöèè ãèáðèäíûõ âàðèàíòîâ. Ïðåäïðèíÿòûå
èññëåäîâàíèÿ ïðèâåëè ê ñîçäàíèþ øèðîêîãî
ñïåêòðà òàêèõ êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ; íåêîòî-
ðûå èç íèõ ìû ðàññìîòðèì.
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Ðèñ. 2.33. Êàðòû ïëàçìèä ñåðèè pEMBL



Âûùåïëÿÿ èç ÄÍÊ ôàãîâ ñåðèè M13mp
HaeII-ôðàãìåíò ðàçìåðîì 433 ïí, ñîäåðæàùèé
5�-êîíöåâóþ ÷àñòü ãåíà lacZ E. coli, è ïåðåñòðàè-
âàÿ åãî â âåêòîðíóþ ïëàçìèäó, ìîæíî ïîëó÷èòü
êëîíèðóþùèå ïëàçìèäû ñ ñèñòåìîé ïðÿìîãî
îòáîðà ãèáðèäîâ ïî �-êîìïëåìåíòàöèè ìóòàí-
òîâ �-ãàëàêòîçèäàçû, àíàëîãè÷íîé èñïîëüçóå-
ìîé äëÿ ôàãîâ M13mp. Îòëè÷èå ñîñòîèò ëèøü
â òîì, ÷òî ïðè îòáîðå ãèáðèäíûõ êëîíîâ ïîñëå
òðàíñôîðìàöèè E. coli ïëàçìèäàìè àíàëèçèðó-
þò êîëîíèè êëåòîê, à íå áëÿøêè. Ïðè ýòîì êîëî-
íèè òðàíñôîðìàíòîâ, âûðîñøèå íà ñðåäå ñ àí-
òèáèîòèêîì è èíäèêàòîðíûì êðàñèòåëåì Xgal,
ïðè íàëè÷èè â íèõ íåïîâðåæäåííîé âåêòîðíîé
ïëàçìèäû áóäóò ñèíèìè, à ñîäåðæàùèå ãèáðèä-
íûå ïëàçìèäû — áåëûìè. Ê òàêèì âåêòîðàì
îòíîñÿòñÿ ïëàçìèäû ñåðèè pUR, ñîçäàííûå
Ó. Ðóòåðîì íà÷èíàÿ ñ 1980 ã. Îñíîâó ýòîé ñåðèè
ñîñòàâèëà ïëàçìèäà pUR1, ïðåäñòàâëÿþùàÿ ñî-
áîé çàøèòûé â êîëüöî EcoRI–PvuII-ôðàãìåíò
pBR322, ñîäåðæàùèé ãåí bla (Apr) è îáëàñòü
íà÷àëà ðåïëèêàöèè ori (ñì. ðèñ. 2.8). Ïî îäíîìó
èç HaeII-ó÷àñòêîâ â pUR1 âñòðîèëè HaeII-ôðàã-
ìåíò èç ñîñòàâà M13mp2, íåñóùèé «ãåí» �-äî-
íîðà �-ãàëàêòîçèäàçû. Ïîëó÷åííóþ ïëàçìèäó
îáîçíà÷èëè pUR2. Ââîäÿ ðàçëè÷íûå ïîëèëèíêå-
ðû, ñîçäàëè íàáîð ïëàçìèä, èìåþùèõ ðàçíûé
ñïåêòð ðåñòðèêöèîííûõ ó÷àñòêîâ äëÿ êëîíèðî-
âàíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Ñõåìà îäíîé èç ïëàç-
ìèä ýòîé ñåðèè ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2.34.

Ïëàçìèäà pUR1 ÿâèëàñü òàêæå ïðàðîäèòåëü-
íèöåé âåêòîðîâ ñåðèè pUC, ñîçäàííûõ Äæ. Âè-
åéðîé è Äæ. Ìåññèíãîì. Ó ýòèõ ïëàçìèä â ðå-

çóëüòàòå òî÷å÷íûõ çàìåí íóêëåîòèäíûõ ïàð èç-
ìåíåíû â âåêòîðíîé ÷àñòè åäèíñòâåííûå ó÷àñò-
êè ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè PstI (pUC3)
è HincII (pUC5), ðàñïîëîæåííûå â ãåíå �-ëàêòà-
ìàçû (Apr), à òàêæå ñ ïîìîùüþ íóêëåàçû Bal31
äåëåòèðîâàí ó÷àñòîê ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé
AccI (pUC6). Ýòî ïîçâîëèëî ïîñëå âñòðîéêè
â pUC6 HaeII-ôðàãìåíòà èç ñîñòàâà M13mp7 ñî-
çäàòü âåêòîð pUC7, à çàòåì è äðóãèå ïëàçìèäû
ýòîé ñåðèè (ðèñ. 2.35), êîòîðûå øèðîêî èñïîëü-
çóþòñÿ â ïîñëåäíèå ãîäû, òàê êàê â îòëè÷èå îò
ïëàçìèä pBR ìîãóò îáåñïå÷èâàòü ïðÿìîé îòáîð
ãèáðèäíûõ âàðèàíòîâ.

Íàèáîëåå ïðîñòóþ ñèñòåìó ïðÿìîãî îòáîðà
ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ îáåñïå÷èâàþò ïëàç-
ìèäû, íåñóùèå ëåòàëüíûå äëÿ êëåòêè-õîçÿèíà
ãåíû. Åñëè ïðè âñòðîéêå ÷óæåðîäíûõ ôðàãìåí-
òîâ ÄÍÊ â òàêîé ãåí íàðóøàåòñÿ åãî ôóíêöèÿ,
òî ãèáðèäíûå ïëàçìèäû óæå íå áóäóò îêàçûâàòü
ëåòàëüíîãî äåéñòâèÿ íà áàêòåðèþ, è òðàíñôîð-
ìàíòû, ñîäåðæàùèå ãèáðèäíûå ÄÍÊ, áóäóò îá-
ðàçîâûâàòü êîëîíèè. Òàêîé ïðèíöèï âïåðâûå
áûë ðåàëèçîâàí Â. Øóìàíîì (1979 ã.) ïðè ñî-
çäàíèè âåêòîðíîé ïëàçìèäû pKN80. Â ïëàçìè-
äó pRSF2124 (ñì. ðèñ. 2.6) âñòðîèëè ôðàãìåíò
ÄÍÊ ôàãà Mu, ñîäåðæàùèé íàòèâíûé ãåí kil, êî-
òîðûé îáëàäàåò óáèâàþùåé (êèëëåðíîé) ôóíê-
öèåé ïî îòíîøåíèþ ê êëåòêàì, ÷óâñòâèòåëüíûì
ê ôàãó Mu (íåëèçîãåííûì ïî äàííîìó ôàãó).
Ïîëó÷åííàÿ ïëàçìèäà pKN80 ñïîñîáíà ýôôåê-
òèâíî òðàíñôîðìèðîâàòü ëèøü êëåòêè, ëèçîãåí-
íûå ïî ôàãó Mu. Ïðè âñòðîéêå â pKN80 ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ ïî åäèíñòâåííîìó ìåñòó ãèäðî-
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Ðèñ. 2.34. Êàðòà ïëàçìèäû pUR250
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ëèçà ðåñòðèêòàçîé HpaI ãåí kil íàðóøàåòñÿ,
è ãèáðèäíûå ïëàçìèäû òðàíñôîðìèðóþò íåëè-
çîãåííûå êëåòêè E. coli íà 1–2 ïîðÿäêà ýôôåê-
òèâíåå, ÷åì èñõîäíàÿ ïëàçìèäà. Ýòî ïîçâîëÿåò
îñóùåñòâëÿòü íà ñðåäå ñ àìïèöèëëèíîì îòáîð
êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ãèáðèäíûå ïëàçìèäû.

Â 1980 ã. îïèñàíà ïëàçìèäà pTR262
(Apr TcscI+), â êîòîðîé ýêñïðåññèÿ ãåíà tet

pBR322 íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì ðåïðåññîðà
ôàãà �. Ýòà ïëàçìèäà äåòåðìèíèðóåò ôåíîòèï
Tcs, íî ñòàíîâèòñÿ Tcr ïîñëå èíàêòèâàöèè ôàãî-
âîãî ãåíà cI âñòðîéêîé â íåãî ÷óæåðîäíûõ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ. Ïîýòîìó òàêèå ãèáðèäíûå êëîíû
(Apr TcrcI–) ëåãêî îòáèðàòü íà ñðåäå ñ òåòðàöèê-
ëèíîì.

Ïðè ïåðåíîñå òðàíñïîçîíà Tn3 â ïëàçìèäó
ColE1 ÿïîíñêèìè èññëåäîâàòåëÿìè áûëà ñîçäà-
íà ïëàçìèäà pKY2289, êîòîðàÿ äåòåðìèíèðîâà-
ëà ñèíòåç êîëèöèíà E1, íî íå îáóñëîâëèâàëà
óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê ýòîìó áàêòåðèîöèíó.
Íà îñíîâå pKY2289 áûëà ïîëó÷åíà ïëàçìèäà
pKY2800 (ðèñ. 2.36), êîòîðàÿ íå òðàíñôîðìèðó-
åò êëåòêè E. coli, ÷óâñòâèòåëüíûå ê êîëèöèíó
E1. Ïðè âñòðîéêå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî ó÷àñòêàì
ðåñòðèêòàç EcoRI, XmaI è SstII ãåí cea íàðóøà-
åòñÿ. Ýòî ïîçâîëÿåò íà ñðåäå ñ àìïèöèëëèíîì
îòáèðàòü êëîíû êëåòîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ
òîëüêî ãèáðèäíûìè ïëàçìèäàìè.

Ýôôåêòèâíûì âåêòîðîì ïðÿìîé ñåëåêöèè
ãèáðèäíûõ ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ïëàçìèäà pSCC31
(ñì. ðèñ. 2.36), ïîëó÷åííàÿ Ñ. ×åíãîì è Ï. Ìîä-
ðèõîì â 1983 ã. èç pAN4 â ðåçóëüòàòå äåëåöèè
ñòðóêòóðíîé ÷àñòè ãåíà ìåòèëàçû ïðè ñîõðàíå-
íèè ãåíà ðåñòðèêòàçû EcoRI. Ãåí ýíäîíóêëåàçû
EcoRI â äàííîé ïëàçìèäå íàõîäèòñÿ ïîä êîíò-
ðîëåì ïðîìîòîðà pL ôàãà �. Âàæíûì ñâîéñòâîì
pSCC31(r+m–) ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíà äàæå ëèçî-
ãåííûå ïî ôàãó � êëåòêè E. coli òðàíñôîðìèðóåò
ñ ýôôåêòèâíîñòüþ íà ïÿòü ïîðÿäêîâ ìåíüøåé,
÷åì èñõîäíàÿ pAN4 (r+m+) èëè ãèáðèäíûå ïëàç-

ìèäû (r–m–), ïîëó÷åííûå âñòðîéêîé ôðàãìåí-
òîâ ÄÍÊ ïî ó÷àñòêàì BglII èëè HindIII. Òàêèì
îáðàçîì, ïðè èñïîëüçîâàíèè äàííîãî âåêòîðà
ïðàêòè÷åñêè âñå êëåòêè E. coli, âûðàñòàþùèå
ïîñëå òðàíñôîðìàöèè íà ñðåäå ñ àìïèöèëëè-
íîì, ñîäåðæàò ãèáðèäíûå ïëàçìèäû.

Óäîáíûå âåêòîðû ðàññìàòðèâàåìîãî òèïà —
ïëàçìèäû pAA31(AprgalT,K) è pAA31P
(CmrgalT,K), îáóñëîâëèâàþùèå ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê ãàëàêòîçå êëåòîê E. coli ñ äåëåòèðîâàí-
íûì ãàëàêòîçíûì îïåðîíîì ñîçäàë À. Àõìåä
(1984 ã.). Èñõîäíî E. coli
galE, T, K óñòîé÷èâà
ê ãàëàêòîçå, òàê êàê íå óòèëèçèðóåò äàííîå ñî-
åäèíåíèå. Ââåäåíèå æå â ýòè êëåòêè ïëàçìèä,
êîòîðûå äåòåðìèíèðóþò ñèíòåç êèíàçû (ãåí
galK) è òðàíñôåðàçû (galT), íî íå íàïðàâëÿþò
ïðîäóêöèþ ýïèìåðàçû (galE), ïðèâîäèò ê íà-
êîïëåíèþ â êëåòêàõ ÓÄÔ-ãàëàêòîçû, êîòîðàÿ
îêàçûâàåò òîêñè÷åñêèé ýôôåêò. Â ðåçóëüòàòå
âñòðîéêè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî HindIII-ó÷àñòêó
âåêòîðíûõ ïëàçìèä ïðåäîòâðàùàåòñÿ ýêñïðåñ-
ñèÿ íàõîäÿùèõñÿ â íèõ ãåíîâ E. coli galK è galT,
÷òî ïðèâîäèò ê âîññòàíîâëåíèþ ó êëåòîê-ðåöè-
ïèåíòîâ ôåíîòèïà Galr. Ïîýòîìó íà ñðåäå ñ ñî-
îòâåòñòâóþùèì àíòèáèîòèêîì è ãàëàêòîçîé
âûðàñòàþò òîëüêî òðàíñôîðìàíòû, ñîäåðæàùèå
ãèáðèäíûå ïëàçìèäû pAA31 èëè pAA31P.

Êàê âèäèì, îáùèå ïîäõîäû ê ñîçäàíèþ âåê-
òîðíûõ ïëàçìèä äëÿ ïðÿìîé ñåëåêöèè èõ ãèá-
ðèäíûõ ïðîèçâîäíûõ ñôîðìóëèðîâàíû è ïîëó-
÷åíû ðàçíîîáðàçíûå âàðèàíòû òàêèõ ïëàçìèä-
íûõ âåêòîðîâ, ïîçâîëÿþùèõ ñóùåñòâåííî îá-
ëåã÷èòü âûïîëíåíèå ýêñïåðèìåíòîâ ïî êëîíè-
ðîâàíèþ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

2.2.9. Âåêòîðû, îáåñïå÷èâàþùèå
ýêñïðåññèþ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ
â êëåòêàõ E. coli

Áîëüøîé èíòåðåñ äëÿ ãåíåòè÷åñêîé èíæå-
íåðèè ïðåäñòàâëÿþò âåêòîðû, îáåñïå÷èâàþùèå
ïðàâèëüíóþ è ýôôåêòèâíóþ ýêñïðåññèþ ÷óæå-
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Ðèñ. 2.36. Âåêòîðíûå ïëàçìèäû, îáåñïå÷èâàþùèå ïðÿìóþ ñåëåêöèþ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ.

Êîðîòêèìè ñòðåëêàìè óêàçàíû óíèêàëüíûå ó÷àñòêè âñòðîéêè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ



ðîäíûõ ãåíîâ â êëåòêàõ-ðåöèïèåíòàõ. Óñïåø-
íàÿ ýêñïðåññèÿ â E. coli êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ
âîçìîæíà, åñëè âûïîëíÿþòñÿ ñëåäóþùèå îñíîâ-
íûå óñëîâèÿ:
• êîäèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÷óæåðîä-

íîãî ãåíà íåïðåðûâíà;
• ãåí íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà, êî-

òîðûé óçíàåòñÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé E. coli;

• ìÐÍÊ, ñ÷èòûâàåìàÿ ñ ãåíà, ïðàâèëüíî òðàíñ-
ëèðóåòñÿ áåëîê-ñèíòåçèðóþùèì àïïàðàòîì
E. coli.

Ïðîìîòîð ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ÄÍÊ, êîòîðàÿ îáóñëîâëèâàåò ñâÿçû-
âàíèå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû ñ ÄÍÊ è èíèöèàöèþ
ñèíòåçà ÐÍÊ. Ïîýòîìó ïðîìîòîð ÿâëÿåòñÿ íåîá-
õîäèìîé ñîñòàâíîé ÷àñòüþ âåêòîðà, ïðåäíàçíà-
÷åííîãî äëÿ äîñòèæåíèÿ ýêñïðåññèè êëîíèðî-
âàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ. Êðîìå òîãî,
âîçìîæíîñòü è ýôôåêòèâíîñòü òðàíñëÿöèè
òðàíñêðèáèðóåìîé ìÐÍÊ çàâèñèò îò íàëè÷èÿ íà
åå 5�-êîíöå ó÷àñòêà ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì (RBS,

ñì. 3.3).
Òàê êàê ãåíåòè÷åñêèé êîä òðèïëåòåí è óíè-

âåðñàëåí (òàáë. 2.2), òî ëþáàÿ íåïðåðûâíàÿ êî-
äèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîæåò áûòü ýêñ-
ïðåññèðîâàíà â êëåòêàõ E. coli â âèäå ïîëèïåï-
òèäà, ÿâëÿþùåãîñÿ öåïî÷êîé àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ (òàáë. 2.3). Îäíàêî îðãàíèçàöèÿ ñèã-
íàëîâ èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè
â ýóêàðèîòè÷åñêèõ è ïðîêàðèîòè÷åñêèõ ãåíàõ
â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ñóùåñò-
âåííî ðàçëè÷àåòñÿ (ñì. 4.1). Ïîýòîìó äëÿ äîñòè-
æåíèÿ ïðàâèëüíîé ýêñïðåññèè ýóêàðèîòè÷åñêî-
ãî ãåíà â êëåòêàõ E. coli íåîáõîäèìî ïîìåñòèòü
êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýòîãî ãåíà ïîä
áàêòåðèàëüíûå ñèãíàëû ýêñïðåññèè ãåíîâ.

Ýêñïðåññèÿ öåëåâîãî áåëêà â ñîñòàâå õè-

ìåðíîãî áåëêà. Äàííûé ïîäõîä ìîæåò áûòü
ðåàëèçîâàí áëàãîäàðÿ èñïîëüçîâàíèþ âåêòîðíûõ
ïëàçìèä èëè ôàãîâ, ñîäåðæàùèõ áàêòåðèàëüíûå
ãåíû èëè èõ ïðîêñèìàëüíûå ÷àñòè. Êëîíèðóå-
ìûé ãåí ââîäèòñÿ â ýòè âåêòîðû òàê, ÷òîáû ðå-
ãóëÿòîðíàÿ îáëàñòü áàêòåðèàëüíîãî ãåíà îñòà-
âàëàñü íåèçìåííîé, à âñòðîéêà ïðîèñõîäèëà
â åãî ñòðóêòóðíóþ ÷àñòü. Ïðè ñîâïàäåíèè ðàì-
êè òðàíñëÿöèè áàêòåðèàëüíîãî ãåíà ñ ðàìêîé
òðàíñëÿöèè âñòðîåííîãî ãåíà ñèíòåçèðóåòñÿ
õèìåðíûé áåëîê, êîòîðûé îáëàäàåò ïî êðàéíåé
ìåðå ÷àñòüþ èììóíîõèìè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê
öåëåâîãî ýêçîãåííîãî áåëêà.

Îäíàêî íå âñåãäà ðàìêè òðàíñëÿöèè áàêòå-
ðèàëüíîãî è âñòðàèâàåìîãî ãåíîâ ñîâïàäàþò.
Â òàêèõ ñëó÷àÿõ êëîíèðóåìàÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü áóäåò òðàíñëèðîâàòüñÿ íåïðàâèëüíî. ×òî-
áû ïðåîäîëåòü ýòî çàòðóäíåíèå, ñîçäàþò íàáî-
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Òàáëèöà 2.3. Àìèíîêèñëîòû,

âõîäÿùèå â ñîñòàâ áåëêîâ

Àìèíîêèñëîòà

Òðåõáóêâåííîå
îáîçíà÷åíèå

Îäíîáóê-
âåííîå
îáîçíà-
÷åíèåðóññêîå ëàòèíñêîå

Àëàíèí Àëà Ala A

Àðãèíèí Àðã Arg R

Àñïàðàãèí Àñí Asn N

Àñïàðàãèíîâàÿ
êèñëîòà

Àñï Asp D

Âàëèí Âàë Val V

Ãèñòèäèí Ãèñ His H

Ãëèöèí Ãëè Gly G

Ãëóòàìèí Ãëí Gln Q

Ãëóòàìèíîâàÿ
êèñëîòà

Ãëó Glu E

Èçîëåéöèí Èëå Ile I

Ëåéöèí Ëåé Leu L

Ëèçèí Ëèç Lys K

Ìåòèîíèí Ìåò Met M

Ïðîëèí Ïðî Pro P

Ñåðèí Ñåð Ser S

Òèðîçèí Òèð Tyr Y

Òðåîíèí Òðå Thr T

Òðèïòîôàí Òðè Trp W

Ôåíèëàëàíèí Ôåí Phe F

Öèñòåèí Öèñ Cys C

Òàáëèöà 2.2. Ãåíåòè÷åñêèé êîä (ñëîâàðü êîäîíîâ)

1-é
íóêëåî-

òèä
(5�-êî-
íåö)

2-é íóêëåîòèä 3-é
íóêëåî-

òèä
(3�-êî-
íåö)

U C A G

U Phe
Phe
Leu
Leu

Ser
Ser
Ser
Ser

Tyr
Tyr
Stop
Stop

Cys
Cys
Stop
Trp

U
C
A
G

C Leu
Leu
Leu
Leu

Pro
Pro
Pro
Pro

His
His
Gln
Gln

Arg
Arg
Arg
Arg

U
C
A
G

A Ile
Ile
Ile

Met

Thr
Thr
Thr
Thr

Asn
Asn
Lys
Lys

Ser
Ser
Arg
Arg

U
C
A
G

G Val
Val
Val
Val

Ala
Ala
Ala
Ala

Asp
Asp
Glu
Glu

Gly
Gly
Gly
Gly

U
C
A
G



ðû âåêòîðîâ, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäèò îäíà è òà
æå ðåãóëÿòîðíàÿ îáëàñòü, íî â ó÷àñòêå âñòðîéêè
÷óæåðîäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â êàæäîì âåê-
òîðå èìååòñÿ ñäâèã ðàìêè òðàíñëÿöèè îòíîñè-
òåëüíî äðóãîãî âåêòîðà. Îáû÷íî òàêîé ñäâèã
äîñòèãàåòñÿ âñòðîéêîé êîðîòêèõ ñèíòåòè÷åñêèõ
ôðàãìåíòîâ. Èñïîëüçóÿ íàáîð èç òðåõ âåêòîðîâ,
ìîæíî êëîíèðóåìóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî-
ìåñòèòü âî âñå òðè âîçìîæíûå ôàçû òðàíñëÿöèè
îòíîñèòåëüíî áàêòåðèàëüíîãî ïîëèïåïòèäà, ñ ãå-
íîì êîòîðîãî îáúåäèíÿåòñÿ èçó÷àåìàÿ ÄÍÊ.
Îäíà èç òàêèõ êîíñòðóêöèé îáÿçàòåëüíî áóäåò
îáåñïå÷èâàòü ïðàâèëüíûé ñèíòåç öåëåâîãî áåë-
êà, êîâàëåíòíî ñîåäèíåííîãî íà ñâîåì N-êîíöå
ñ ïîëèïåïòèäîì-íîñèòåëåì.

Ïåðâàÿ ñåðèÿ ôàãîâûõ è ïëàçìèäíûõ âåêòî-
ðîâ òàêîãî òèïà áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà â 1978 ã.
ñîòðóäíèêàìè ëàáîðàòîðèè Ï. Òèîëý. Ñòðóêòó-
ðà äàííûõ ïëàçìèäíûõ âåêòîðîâ ïðèâåäåíà íà
ðèñ. 2.37. Ñäâèã ðàìêè òðàíñëÿöèè îòíîñèòåëü-
íî ôàçû 1 (�1) ïîëó÷àëè âñòðîéêîé ñèíòåòè-
÷åñêèõ ëèíêåðîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ äîáàâëåíèå
ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè lacZ� äâóõ ïàð íóêëåî-
òèäîâ GG

CC
(ôàçà �2) èëè ÷åòûðåõ GGGG

CCCC
(ôàçà

�3). Ïðè êëîíèðîâàíèè êîäèðóþùèõ ïîñëåäî-

âàòåëüíîñòåé â ïëàçìèäàõ ñåðèè pPC-� ïðîèñ-
õîäèò èõ òðàíñêðèïöèÿ è òðàíñëÿöèÿ ñ ðåãóëÿ-
òîðíûõ ýëåìåíòîâ ãåíà lacZ L8UV5 E. coli,
è ñèíòåçèðóåìûé áåëîê ÿâëÿåòñÿ õèìåðíûì, ñî-
äåðæàùèì íà N-êîíöå íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò-
íûõ îñòàòêîâ �-ãàëàêòîçèäàçû.

�-Ãàëàêòîçèäàçó ìîæíî âûäåëèòü èç êëåòîê
E. coli â ãîìîãåííîì âèäå â îäèí ýòàï ñ ïî-
ìîùüþ àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà ï-àìèíî-
ôåíèë-�-D-òèîãàëàêòîçèä-àãàðîçå. Ïîýòîìó ïðè
ñîçäàíèè âåêòîðíûõ ñèñòåì, ïðåäíàçíà÷åííûõ
äëÿ ñèíòåçà ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ â ñîñòàâå õè-
ìåð ñ �-ãàëàêòîçèäàçîé, âàæíî áûëî ñîõðàíèòü
áóëüøóþ ÷àñòü �-ãàëàêòîçèäàçû â íåïîâðåæäåí-
íîì âèäå, ÷òî îáåñïå÷èëî áû ñïåöèôè÷íîñòü
õðîìàòîãðàôè÷åñêîé î÷èñòêè õèìåðíûõ áåëêîâ.
Âûäåëåííûå òàêèì îáðàçîì õèìåðíûå áåëêè
ïðè èììóíèçàöèè êðîëèêîâ âûçûâàþò íàðàáîò-
êó â îðãàíèçìå æèâîòíûõ àíòèòåë êàê íà �-ãà-
ëàêòîçèäàçó, òàê è íà öåëåâîé áåëîê.

Ó. Ðóòåð è Á. Ìþëëåð-Õèëë (1983 ã.) ñîçäàëè
ñåðèþ âåêòîðîâ pUR290, pUR291, pUR292
(ðèñ. 2.38), ðàçëè÷àþùèõñÿ ìåæäó ñîáîé ëèøü
ñäâèãîì ðàìêè òðàíñëÿöèè è ïðèãîäíûõ äëÿ
êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â 3�-êîíöåâîé
îáëàñòè ãåíà lacZ ñ îáðàçîâàíèåì ôåðìåíòàòèâ-
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Ðèñ. 2.37. Âåêòîðíûå ïëàçìèäû, îáåñïå÷èâàþùèå ñäâèã ðàìêè òðàíñëÿöèè
êëîíèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ.

lacZ� ñîîòâåòñòâóåò íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà lacZ îò èíèöèàòîðíîãî òðèïëåòà
äî ó÷àñòêà ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé EcoRI



íî àêòèâíûõ �-ãàëàêòîçèäàç. Ïîëèëèíêåð, êîòî-
ðûé îáåñïå÷èâàåò ñäâèã ðàìêè è âñòðîéêó ÷ó-
æåðîäíîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ïîìåùåí â ãåí lacZ
íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ñòîï-òðèïëåòîì. Ïîýòî-
ìó âåêòîðíàÿ ïëàçìèäà, êàê è åå ãèáðèäíûå ïðî-
èçâîäíûå, îáåñïå÷èâàåò ñèíòåç àêòèâíîé �-ãà-
ëàêòîçèäàçû, ò. å. ôåíîòèïè÷åñêèé îòáîð ãèá-
ðèäíûõ êëîíîâ â äàííîì ñëó÷àå íåâîçìîæåí.
Â ñâÿçè ñ ýòèì ãèáðèäíûå ïëàçìèäû âûÿâëÿþò
ãèáðèäèçàöèåé íóêëåèíîâûõ êèñëîò in situ èëè
ðàäèîèììóíîàíàëèçîì in situ öåëåâîãî áåëêà.

Ïîêàçàíî, ÷òî ïîëó÷àåìûå â ýòîé ýêñïðåññèðóþ-
ùåé ñèñòåìå õèìåðíûå áåëêè �-Gal îáðàçóþò
òåòðàìåðû, êàê è íåìóòàíòíàÿ ôîðìà ôåðìåíòà
(ðèñ. 2.39). Ñîñòûêîâêà ñ �-ãàëàêòîçèäàçîé
îáû÷íî ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ñòàáèëüíîñòè
÷óæåðîäíîãî áåëêà â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ.

Äðóãîé âàðèàíò ýêñïðåññèðóþùåãî âåêòîðà
íà îñíîâå ãåíà lacZ ðàçðàáîòàí ñîòðóäíèêàìè
òîé æå ëàáîðàòîðèè â 1982 ã. Âåêòîðíàÿ ïëàç-
ìèäà pUK270 (ðèñ. 2.40) ñîäåðæèò ãåíû lacZ,

lacY è ÷àñòü ãåíà lacA ëàêòîçíîãî îïåðîíà.
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Ðèñ. 2.38. Ïëàçìèäû pUR290–292:

à — ãåíåòè÷åñêàÿ è ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà; á — àìèíîêèñëîòíàÿ è íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè �-ãàëàêòîçèäàçû
(�-Gal) è åå ãåíà lacZ â ðàéîíå âñòðîéêè ïîëèëèíêåðà (çàøòðèõîâàí íà êàðòå ïëàçìèäû);

â — íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëèëèíêåðîâ

Ðèñ. 2.39. Ñõåìà ñèíòåçà è ñáîðêè ôåðìåíòàòèâíî àêòèâíûõ õèìåðíûõ ôîðì �-ãàëàêòîçèäàçû,
äåòåðìèíèðóåìûõ ãèáðèäíûìè ìîëåêóëàìè ÄÍÊ, ïîëó÷åííûìè íà îñíîâå âåêòîðîâ pUK è pUR



Â ðåçóëüòàòå âñòðîéêè â íà÷àëî ãåíà lacZ ïîëè-
ëèíêåðà, ñäâèãàþùåãî ðàìêó òðàíñëÿöèè, ïëàç-
ìèäà äåòåðìèíèðóåò ôåíîòèï LacZ–Y–. Âûáîð
ïëàçìèäû pUK270 â êà÷åñòâå âåêòîðà ýêñïðåñ-
ñèè îñíîâàí íà òîì, ÷òî 25 N-êîíöåâûõ ÀÊ
�-ãàëàêòîçèäàçû ìîæíî áåç íàðóøåíèÿ åå ôåð-
ìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè çàìåíèòü ïîëèïåïòè-
äîì ëþáîãî ðàçìåðà è ïðîèñõîæäåíèÿ. Ïëàç-
ìèäó ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ êëîíèðîâàíèÿ
ÄÍÊ ñ èçâåñòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ â ëþ-
áîì èç ðàñïîëîæåííûõ â ïîëèëèíêåðå ó÷àñòêîâ
äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàç. Îäíàêî â îñíîâíîì äàí-
íûé âåêòîð ïðèìåíÿþò ïðè êëîíèðîâàíèè ïî
PstI-ó÷àñòêó ñëó÷àéíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì äîñòðîåííûõ îëèãî(dG�dC)-êîí-
öîâ (êîííåêòîðíûé ìåòîä).

Ãèáðèäíûå êëîíû ìîæíî âûÿâëÿòü ïî ñáðà-
æèâàíèþ ëàêòîçû íà ñðåäå ñ Xgal è ÈÏÒÃ
(ñì. 2.2.6). Ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ �-ãàëàêòî-
çèäàçû, âîçíèêàþùàÿ ïîñëå âîññòàíîâëåíèÿ
ðàìêè òðàíñëÿöèè, íåáëàãîïðèÿòíà äëÿ ðîñòà
êëåòîê è ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ ìóòàíòíûõ
ïëàçìèä, èìåþùèõ äåôåêòû ïî âñòàâêå è ãåíó
lacZ. Ïîýòîìó ãèáðèäíûå ïëàçìèäû îòáèðàþò
íà øòàììå E. coli, õàðàêòåðèçóþùåìñÿ ñóïåð-
ýêñïðåññèåé lac-ðåïðåññîðà (ìóòàöèÿ lacIQ).
Â òàêîì øòàììå äàæå ïðè èíäóêöèè òðàíñêðèï-
öèè ëàêòîçíîãî îïåðîíà ñ ïîìîùüþ ÈÏÒÃ
íå ïðîèñõîäèò ïîëíîé ýêñïðåññèè ãåíà lacZ, íà-
õîäÿùåãîñÿ íà ïëàçìèäàõ. Ýòî îáóñëîâëèâàåò
ñòàáèëüíîñòü ñîõðàíåíèÿ â ïëàçìèäàõ âñòðîåí-
íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ .

Ïðè êëîíèðîâàíèè ñëó÷àéíûõ ôðàãìåíòîâ
ñ ïðèñîåäèíåíèåì îëèãî(dG�dC)-êîíöîâ ÷èñëî

Lac+-êîëîíèé ñîñòàâëÿåò îêîëî 5 % îáùåãî ÷èñ-
ëà òðàíñôîðìàíòîâ. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî
ôðàãìåíòû ýêçîãåííîé ÄÍÊ ñïîñîáíû îòæè-
ãàòüñÿ ñ âåêòîðíîé ÄÍÊ â äâóõ îðèåíòàöèÿõ.
Ïîëîâèíà îáðàçîâàâøèõñÿ êëîíîâ ñîäåðæèò
âñòàâêó â íåïðàâèëüíîé îðèåíòàöèè. Èç êëîíîâ
ñî âñòàâêîé â íóæíîé îðèåíòàöèè òîëüêî ó 1/3
áóäåò ñîáëþäàòüñÿ ôàçà òðàíñëÿöèè ãåíà lacZ
ïî 5�-êîíöó âñòðîéêè, è ëèøü 1/3 òàêèõ êîíñò-
ðóêöèé âîññòàíîâèò ôàçó òðàíñëÿöèè è ïî
3�-êîíöó âñòðîéêè, ò. å. âûõîä ãèáðèäîâ ñ ïðà-
âèëüíîé îðèåíòàöèåé ÷óæåðîäíîé êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è èçìåíåíèåì ôåíîòèïà
êîëîíèé òðàíñôîðìàíòîâ ñ Lac– íà Lac+ áóäåò
ïðîèñõîäèòü ñ ÷àñòîòîé 1/18. Ó òàêèõ ãèáðèäîâ
íàáëþäàåòñÿ ñèíòåç àêòèâíîé õèìåðíîé �-ãà-
ëàêòîçèäàçû, ñîäåðæàùåé íà N-êîíöå ÷óæåðîä-
íóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (ñì.
ðèñ. 2.39). Ðàäèîèììóíîàíàëèçîì îòîáðàííûõ
íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå êëîíîâ Lac+ ìîæíî âû-
ÿâèòü öåëåâûå ãèáðèäû. Ïðè ýòîì íå òðåáóåòñÿ
çíàíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êëîíèðóåìîé ÄÍÊ
è èñêîìîãî áåëêà. Äîñòàòî÷íî ëèøü èìåòü àí-
òèòåëà ê ýòîìó áåëêó è îïðåäåëåííîãî îáúåìà
ýêñïðåññèðóåìóþ áèáëèîòåêó ãåíîâ íà îñíîâå
pUK270.

Â ðÿäå ëàáîðàòîðèé ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñ-
ñìîòðåííîé âûøå ñòðàòåãèè ñîçäàíû íàáîðû
ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðíûõ ïëàçìèä, â êîòî-
ðûõ óíèêàëüíûå ó÷àñòêè ðåñòðèêöèè ââåäåíû
â òðåõ ðàçíûõ ðàìêàõ òðàíñëÿöèè â ñòðóêòóð-
íûå ÷àñòè ãåíîâ bla (�-ëàêòàìàçû), trpE (àíòðà-
íèëàòñèíòåòàçû) E. coli, áåëêà A Staphylococcus

aureus è äð. Òàêèå ýêñïðåññèðóþùèå ïëàçìèäû
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Ðèñ. 2.40. Êàðòà ïëàçìèäû pUK270 è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ ïîëèëèíêåðà.

Öèôðàìè îáîçíà÷åíû ñîîòâåòñòâóþùèå òðèïëåòû ãåíà lacZ äèêîãî òèïà (äî âñòðîéêè ïîëèëèíêåðà)



ïðîèçâîäÿòñÿ äëÿ ïðîäàæè ðàçíûìè ôèðìàìè,
ñïåöèàëèçèðóþùèìèñÿ â îáëàñòè ãåíåòè÷åñêîé
èíæåíåðèè.

Èíòåðåñíûé ïîäõîä ê äîñòèæåíèþ ýôôåê-
òèâíîé ïðîäóêöèè è ïðîñòîé î÷èñòêè öåëåâûõ
áåëêîâ ïðåäëîæåí â 1991 ã. Ôèðìîé QIAGEN

ðàçðàáîòàí õåëàòèðóþùèé àäñîðáåíò íà îñíîâå
íèòðèëîòðèóêñóñíîé êèñëîòû (nitrilotriacetic

acid, NTA). NTA äîñòàòî÷íî ïðî÷íî ñâÿçûâàåò
êàòèîí íèêåëÿ, êîòîðûé â ñâîþ î÷åðåäü ñïîñî-
áåí ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ïåïòèä-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ èç íåñêîëüêèõ îñòàò-
êîâ ãèñòèäèíà (ðèñ. 2.41). Ni-NTA-àãàðîçà âû-
ñîêîýôôåêòèâíî ñâÿçûâàåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
èç øåñòè ãèñòèäèíîâ (6xHis) è îáåñïå÷èâàåò îä-
íîñòàäèéíóþ î÷èñòêó áåëêà, ñîäåðæàùåãî
6 His, äî 95%-íîé ãîìîãåííîñòè äàæå â òîì
ñëó÷àå, êîãäà åãî ñîäåðæàíèå â ñóììàðíîì áåë-
êå êëåòêè ñîñòàâëÿåò ìåíåå 1 %.

Áûëî ñîçäàíî ñåìåéñòâî ïëàçìèä pQE

(ðèñ. 2.42), â ñîñòàâ êîòîðûõ âêëþ÷åíû ñëåäóþ-
ùèå ýëåìåíòû: 1) ðåïëèêîí ColE1; 2) îïòèìèçè-
ðîâàííûé ïðîìîòîðíî-îïåðàòîðíûé ýëåìåíò,
ñîñòîÿùèé èç ïðîìîòîðà ôàãà Ò5, óçíàâàåìîãî
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé E. coli, è äâóõ lac-îïåðàòîðîâ
äëÿ ýôôåêòèâíîé ðåïðåññèè ñèëüíîãî ôàãîâîãî
ïðîìîòîðà; 3) äâà ñòðîãèõ òåðìèíàòîðà òðàíñ-
êðèïöèè — t0 ôàãà � è Ò1 îïåðîíà ðèáîñîìíîé
ÐÍÊ E. coli äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ òðàíñêðèïöèè
äðóãèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïëàçìèäû è òåì
ñàìûì äëÿ ñòàáèëèçàöèè åå íàñëåäîâàíèÿ ïðè
äåëåíèè êëåòîê; 4) ñèíòåòè÷åñêèé ó÷àñòîê ñâÿ-

çûâàíèÿ ðèáîñîì RBSII, îáåñïå÷èâàþùèé âû-
ñîêèé óðîâåíü òðàíñëÿöèè; 5) ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü 6xHis, ðàñïîëîæåííóþ íà 5�- èëè 3�-êîí-
öå êëîíèðóåìîé öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè;
6) ïîëèëèíêåð, ñîäåðæàùèé óíèêàëüíûå ó÷àñò-
êè äåéñòâèÿ ðàçíûõ ðåñòðèêòàç.

Â êà÷åñòâå õîçÿèíà ïëàçìèä pQE èñïîëü-
çóþò øòàììû E. coli ñ ìóòàöèåé lacIQ, êîíñ-
òèòóòèâíî ïðîäóöèðóþùèå lac-ðåïðåññîð
(ñì. 2.2.6), ÷òî îáåñïå÷èâàåò ýôôåêòèâíîå áëî-
êèðîâàíèå òðàíñêðèïöèè ñ ñèëüíîãî ïðîìîòîðà
ôàãà Ò5. Èíäóêöèÿ òðàíñêðèïöèè äîñòèãàåòñÿ
äîáàâëåíèåì â ñðåäó ÈÏÒÃ.

Îêàçàëîñü, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå 6 His ñ Ni-

NTA-ìàòðèöåé íå çàâèñèò îò êîíôîðìàöèè ñèí-
òåçèðóåìîãî õèìåðíîãî áåëêà. Ïðè ýòîì 6 His
èìååò çíà÷èòåëüíî ìåíüøèå ðàçìåðû, ÷åì äðó-
ãèå ïîëèïåïòèäû-íîñèòåëè. Ïðè ôèçèîëîãè÷å-
ñêèõ çíà÷åíèÿõ ðÍ 6 His íå çàðÿæåí è ñëàáî-
èììóíîãåíåí, ïîýòîìó õèìåðíûé áåëîê ìîæåò
áûòü ñ óñïåõîì èñïîëüçîâàí äëÿ ïîëó÷åíèÿ àí-
òèòåë ïðîòèâ öåëåâîãî áåëêà, êîäèðóþùàÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü êîòîðîãî âñòðîåíà â âåêòîð
pQE.

Ýêñïðåññèÿ èíäèâèäóàëüíîãî öåëåâîãî

áåëêà. Ïðè ñîçäàíèè ïðîäóöåíòîâ îïðåäåëåí-
íûõ áåëêîâ (â òîì ÷èñëå ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ)
íàèáîëüøèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ãåíåòè÷å-
ñêèå êîíñòðóêöèè, îáåñïå÷èâàþùèå ýôôåêòèâ-
íûé ñèíòåç â êëåòêå-ðåöèïèåíòå ÷óæåðîäíîãî
áåëêà áåç äîáàâëåíèÿ ê íåìó êàêèõ-ëèáî ïîñòî-
ðîííèõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.
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Ðèñ. 2.41. Ñõåìà âçàèìîäåéñòâèÿ Ni-NTA ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ 6 His



Îäíèì èç âàðèàíòîâ ðåøåíèÿ ýòîé ïðîáëåìû
ñòàëî ñîçäàíèå À. Øàöìàíîì è Ì. Ðîçåíáåðãîì
ñ ñîàâòîðàìè (1983 ã.) âåêòîðíîé ñèñòåìû pAS
(ðèñ. 2.43), êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàåò ýôôåêòèâíóþ
ñòðîãî ðåãóëèðóåìóþ òðàíñêðèïöèþ âñòðîåí-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ìîæåò íàïðàâëÿòü
ñèíòåç ÷óæåðîäíîãî áåëêà â ñâîáîäíîì âèäå.
Ïëàçìèäíûé âåêòîð pAS ÿâëÿåòñÿ îáðàçöîì âû-
ñîêîèíòåëëåêòóàëüíîãî êîíñòðóèðîâàíèÿ ìîëå-
êóë ÄÍÊ. Îí ñîñòîèò èç óïîðÿäî÷åííî ðàñïîëî-
æåííûõ ãåíåòè÷åñêèõ áëîêîâ. Òðàíñêðèïöèÿ
÷óæåðîäíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â pAS èíèöèèðó-
åòñÿ ñ ñèëüíîãî ôàãîâîãî ïðîìîòîðà pL.

Â êëåòêàõ E. coli, ëèçîãåííûõ ïî ôàãó �,
ïðîìîòîð pL íàõîäèòñÿ â ðåïðåññèðîâàííîì ñî-
ñòîÿíèè çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ îïåðàòîðíîãî
ðàéîíà oL ñ ôàãîâûì ðåïðåññîðîì cI. Â òîì ñëó-
÷àå, êîãäà ïðîôàã ñîäåðæèò ãåí òåðìî÷óâñòâè-

òåëüíîãî ðåïðåññîðà, èíäóêöèÿ òðàíñêðèïöèè
ñ ïðîìîòîðà pL äîñòèãàåòñÿ ïåðåíîñîì êëåòîê
ñ òåìïåðàòóðû 30 °Ñ íà 42 °Ñ (ïðè ýòîì áåëîê cI
èíàêòèâèðóåòñÿ). Ïðè èñïîëüçîâàíèè ëèçîãåíà
äèêîãî òèïà ïî ãåíó cI èíäóêöèþ ìîæíî îñó-
ùåñòâëÿòü õèìè÷åñêèì ïóòåì, äîáàâëÿÿ â ñðåäó
ïîâðåæäàþùèå ÄÍÊ àãåíòû, òàêèå, íàïðèìåð,
êàê íàëèäèêñîâàÿ êèñëîòà. Â ýòîì ñëó÷àå ïðî-
èñõîäèò èíäóêöèÿ ñèíòåçà ïðîòåàçû recA, êî-
òîðàÿ ðàñùåïëÿåò áåëîê cI ôàãà �. Â êà÷åñòâå
êëåòêè-ðåöèïèåíòà èñïîëüçóþò òàêèå øòàììû
E. coli, ó êîòîðûõ ïðîôàã äåôåêòåí ïî ôóíêöè-
ÿì ðåïëèêàöèè. Ïîýòîìó ïîñëå èíäóêöèè ôàãî-
âîå ïîòîìñòâî íå ôîðìèðóåòñÿ è êëåòêè íå ëè-
çèðóþòñÿ.

Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ñòðîãîé ðåãóëÿöèè òðàíñ-
êðèïöèè ïîñëå ïðîìîòîðà pL ââåäåí áëîê èç äðó-
ãîãî ðàéîíà ãåíîìà ôàãà �, ñîäåðæàùèé òåðìè-

2.2. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÂÅÊÒÎÐÛ E. COLI 133

Ðèñ. 2.42. Ñõåìà âåêòîðíûõ ïëàçìèä ñåðèè pQE (à)
è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ â ðàéîíå ïîëèëèíêåðà (á).

Ïîä÷åðêíóòû òåðìèíàòîðíûå òðèïëåòû, îáâåäåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëèëèíêåðà



íàòîð òðàíñêðèïöèè tR1 (ñì. ðèñ. 2.15). Òðàíñ-
êðèïöèÿ, èíèöèèðóåìàÿ ñ ïðîìîòîðà pL, ìîæåò
ïðåîäîëåâàòü äàííûé òåðìèíàòîð òîëüêî ïðè
íàëè÷èè â êëåòêàõ E. coli áåëêà àíòèòåðìèíàòî-
ðà N ôàãà �. Ýòî äîñòèãàåòñÿ òàêæå ïóòåì èí-
äóêöèè ïðîôàãà. Òàêèì îáðàçîì, ïîñëå èíäóê-
öèè ïðîôàãà ïðîèñõîäÿò äâà ñîáûòèÿ: ðàçðó-
øåíèå áåëêà cI è ñíÿòèå ðåïðåññèè ñ ïðîìîòîðà
pL; ñèíòåç áåëêà N è åãî ñâÿçûâàíèå ñ ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçîé êëåòêè, ÷òî îáåñïå÷èâàåò ïðîõîæäå-
íèå ôåðìåíòîì òåðìèíàòîðà tR1.

Ñëåäóþùèé ðàéîí â ñòðóêòóðå pAS ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ïðèðîäíûé ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ
ðèáîñîì ãåíà cII ôàãà � (SD-ATG). Ó÷àñòîê óç-
íàâàíèÿ ðåñòðèêòàçû BamHI ðàñïîëîæåí òàê,
÷òî äàííûé ôåðìåíò ðàñùåïëÿåò ïëàçìèäó ñðà-
çó çà èíèöèàòîðíûì ATG-òðèïëåòîì. Ýòî ïî-
çâîëÿåò òî÷íî ïîäñòðàèâàòü ÷óæåðîäíûå êîäè-
ðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (îáû÷íî ñ ïî-
ìîùüþ ñèíòåòè÷åñêèõ ñåãìåíòîâ ÄÍÊ) è äî-
ñòèãàòü ýôôåêòèâíîãî ñèíòåçà öåëåâûõ áåëêîâ
â ñâîáîäíîì âèäå. Ïîñëå ÷óæåðîäíîé âñòðîéêè
â âåêòîðå pAS ðàñïîëîæåí �-íåçàâèñèìûé òåð-
ìèíàòîð òðàíñêðèïöèè. Äàííûé òåðìèíàòîð
îáåñïå÷èâàåò ñòàáèëüíîñòü ñîõðàíåíèÿ ãèáðèä-
íîé ïëàçìèäû â êëåòêàõ E. coli, òàê êàê â åãî
îòñóòñòâèå èíòåíñèâíàÿ òðàíñêðèïöèÿ ñ ïðîìî-
òîðà pL ìîæåò ïîäàâëÿòü èíèöèàöèþ ðåïëèêà-
öèè ïëàçìèäû ñ ó÷àñòêà ori.

Àëüòåðíàòèâíûì ðàññìîòðåííîìó ÿâëÿåòñÿ
ïîäõîä, ïðè êîòîðîì êëîíèðóåìóþ êîäèðóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîñòûêîâûâàþò ñ ñèíòåòè-
÷åñêèì ó÷àñòêîì ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì. Òàêîé ãåí
ìîæíî âñòðàèâàòü â ëþáóþ òî÷êó ñòðóêòóðíîé
÷àñòè âûáðàííîãî áàêòåðèàëüíîãî ãåíà. Â ïðî-
öåññå òðàíñêðèïöèè ãèáðèäíîãî ãåíà áóäåò ñèí-
òåçèðîâàòüñÿ õèìåðíàÿ ìÐÍÊ, ñîäåðæàùàÿ äâà
ó÷àñòêà ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì: ïðèðîäíûé ó÷àñ-
òîê íà íåòðàíñëèðóåìîì 5�-êîíöå è èñêóññòâåí-
íûé âî âíóòðåííåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòîé æå
ìÐÍÊ. Èíèöèàöèÿ òðàíñëÿöèè ñ èñêóññòâåííîãî

RBS ïðèâåäåò ê ñèíòåçó â áàêòåðèè àâòîíîìíîãî
÷óæåðîäíîãî áåëêà. Â 1981 ã. ïî òàêîé ñõåìå
â E. coli áûë ñèíòåçèðîâàí â ñâîáîäíîì âèäå ìà-
ëûé t-àíòèãåí âèðóñà SV40. Áîëåå òîãî, èñïîëü-
çóÿ ýòó ìîäåëüíóþ ñèñòåìó, óäàëîñü ñðàâíèòü
ýôôåêòèâíîñòü ôóíêöèîíèðîâàíèÿ in vivo ðàç-
íûõ ñèíòåòè÷åñêèõ RBS.

Ëîãè÷åñêèì ðàçâèòèåì äàííîãî íàïðàâëåíèÿ
ÿâèëàñü ðàáîòà Ñ. Í. Ùåëêóíîâà ñ ñîòðóäíèêà-
ìè, êîòîðûå â ïëàçìèäó pBR327 ïî ìåñòàì ãèä-
ðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè EcoRI è HindIII âñòðîèëè
ñèíòåòè÷åñêèé ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñîñòîÿùèé èç
ó÷àñòêà ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì ãåíà ôîñôîðèáî-
çèë-àíòðàíèëàòòðàíñôåðàçû trpD E. coli (RBS1)
è êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çðåëîé
ôîðìû èíòåðôåðîíà �2 ÷åëîâåêà (HuIF-�2)
(ðèñ. 2.44). Ïîñëå âñòðàèâàíèÿ íàðóøèëñÿ ïðî-
ìîòîð ãåíà tet, íî ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì
(RBS2) ñîõðàíèëñÿ. Ñêîíñòðóèðîâàííóþ ïëàç-
ìèäó îáîçíà÷èëè pEMB101. Åñëè â pEMB101
âñòðîèòü ïî EcoRI-ìåñòó ëþáîé ôðàãìåíò
ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé ïðîìîòîð, íàïðàâëÿþùèé
òðàíñêðèïöèþ â ñòîðîíó ïëàçìèäíîãî ãåíà tet,
òî áóäåò ñèíòåçèðîâàòüñÿ áèöèñòðîííàÿ ìÐÍÊ
è íà ñðåäå ñ òåòðàöèêëèíîì ìîæíî îòîáðàòü
êëîíû êëåòîê E. coli, ñîäåðæàùèõ òàêèå ãèá-
ðèäíûå ïëàçìèäû. Â äàííîì ñëó÷àå òðàíñëÿöèÿ
tet-áåëêà èíèöèèðóåòñÿ ñ RBS2 íà õèìåðíîé
ìÐÍÊ. Ïîêàçàíî, ÷òî ñåëåêòèðóåìûå òàêèì îá-
ðàçîì ãèáðèäíûå ïëàçìèäû îáåñïå÷èâàþò ñèí-
òåç â E. coli íàòèâíîãî èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà
(èíèöèàöèÿ ñ RBS1), ïðîäóêöèÿ êîòîðîãî ïðî-
ïîðöèîíàëüíà äåòåðìèíèðóåìîìó èìè óðîâíþ
óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê òåòðàöèêëèíó. Ê êëîíè-
ðóåìîé â ïîäîáíûõ âåêòîðàõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ìîæíî ïîäñòðàèâàòü ìíîæåñòâî ðàçëè÷-
íûõ ïðîìîòîðíûõ îáëàñòåé è èçó÷àòü èõ âëèÿ-
íèå íà óðîâåíü ïðîäóêöèè áåëêà, êîäèðóåìîãî
ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.

Èíòåðåñíîé îáëàñòüþ èññëåäîâàíèé ÿâëÿåò-
ñÿ òàêæå ñîçäàíèå âåêòîðîâ, ïðè âñòðîéêå â êî-
òîðûå êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ôîð-
ìèðóåòñÿ ãèáðèäíûé ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ðèáî-
ñîì. Â äàííîì ñëó÷àå â âåêòîðíîé ÷àñòè ïëàçìè-
äû ñîäåðæèòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âêëþ÷àþ-
ùàÿ ïðîìîòîð è SD-ó÷àñòîê (ñì. 3.3), à âñòðàè-
âàåìûé ñòðóêòóðíûé ãåí äîëæåí ñîäåðæàòü
èíèöèàòîðíûé òðèïëåò ATG. Â òàêîé ãèáðèä-
íîé ïëàçìèäå òðàíñêðèïöèÿ ÷óæåðîäíîãî áåëêà
èíèöèèðóåòñÿ ñ ïðîìîòîðà âåêòîðà, à òðàíñëÿ-
öèÿ — ñ ãèáðèäíîãî ó÷àñòêà ñâÿçûâàíèÿ ðèáî-
ñîì. Ïðè ýòîì ñèíòåçèðóþòñÿ íàòèâíûå ÷óæå-
ðîäíûå ïîëèïåïòèäû.

Ñòðîãàÿ ðåïðåññèÿ òðàíñêðèïöèè öåëå-

âîãî ãåíà. Â òîì ñëó÷àå, êîãäà ýêçîãåííûé áå-
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ëîê òîêñè÷åí äëÿ êëåòîê E. coli, íåîáõîäèìî èñ-
ïîëüçîâàòü ñïåöèàëüíûå âåêòîðû ýêñïðåññèè,
êîòîðûå èìåþò ñèñòåìó ñòðîãîé ðåïðåññèè
òðàíñêðèïöèè êëîíèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé. Êóëüòóðó, ñîäåðæàùóþ òàêóþ ãèáðèä-
íóþ ïëàçìèäó, âûðàùèâàþò äî âûñîêîé ïëîò-
íîñòè â óñëîâèÿõ ðåïðåññèè òðàíñêðèïöèè ÷ó-
æåðîäíîãî ãåíà, à çàòåì èíäóöèðóþò ýêñïðåñ-
ñèþ ýòîãî ãåíà. Äî ìîìåíòà, êîãäà ïðîÿâèòñÿ
òîêñè÷åñêèé ýôôåêò ñèíòåçèðóåìîãî áåëêà íà
êëåòêè, îí óñïåâàåò íàðàáîòàòüñÿ â äîñòàòî÷íî
áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ, òàê êàê êîíöåíòðàöèÿ
êëåòîê â êóëüòóðå âûñîêà. Ê âåêòîðàì òàêîãî
òèïà ìîæíî îòíåñòè ðàíåå ðàññìîòðåííûå
ïëàçìèäû pSCC31 (ñì. ðèñ. 2.36) è pAS (ñì.
ðèñ. 2.43).

Äðóãîé âàðèàíò ñòðîãîé ðåïðåññèè ðåàëèçî-
âàí â ïëàçìèäå pDOC55 (ðèñ. 2.45), îïèñàííîé
Ê. Î’Êîííîðîì è Ê. Òèììèñîì â 1987 ã. Â äàí-
íîì ñëó÷àå òðàíñêðèïöèÿ ñ ðåïðåññèðóåìîãî
áåëêîì cI ïðîìîòîðà pL ôàãà � äîïîëíèòåëüíî
ïîäàâëÿåòñÿ âñòðå÷íîé òðàíñêðèïöèåé ñ ïðîìî-
òîðà plac. Ïîëàãàþò, ÷òî äîïîëíèòåëüíàÿ ðåï-

ðåññèÿ îáóñëîâëåíà ñèíòåçîì ñ plac àíòèñìûñ-
ëîâîé ÐÍÊ, êîòîðàÿ ìîæåò îáðàçîâûâàòü äóï-
ëåêñû ñ ìàòðè÷íîé ÐÍÊ âñòðîåííîãî ãåíà, ñèí-
òåçèðóåìîé ñ pL, è áëîêèðîâàòü åå òðàíñëÿöèþ.
Êðîìå òîãî, âîçìîæíà èíòåðôåðåíöèÿ çà ñ÷åò
ñòîëêíîâåíèÿ ìîëåêóë ÐÍÊ-ïîëèìåðàç, äâèæó-
ùèõñÿ íàâñòðå÷ó äðóã äðóãó.

Ñîçäàííûé âåêòîð îïðîáîâàí ïðè êëîíèðî-
âàíèè ãåíà traT êîíúþãàòèâíûõ ïëàçìèä ãðóï-
ïû F, êîòîðûé êîäèðóåò îñíîâíîé ëèïîïðîòåèí
âíåøíåé ìåìáðàíû ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ êëå-
òîê E. coli, à òàêæå ïðè âñòðîéêå ãåíà ðåñòðèê-
òàçû EcoRI. Ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé ãåíû
ðåñòðèêòàçû è ìåòèëàçû EcoRI, âñòðàèâàëè
â pDOC55 ïî SmaI-ó÷àñòêó. Îòáèðàëè ïëàçìè-
äó, â êîòîðîé ãåíû EcoRI-ñèñòåìû èìåëè òó æå
îðèåíòàöèþ, ÷òî è ïðîìîòîð pL. Â ãåíå ìåòè-
ëàçû EcoRI ôåðìåíòàòèâíî âûùåïëÿëè ñåãìåíò,
÷òî ïðèâîäèëî ê èíàêòèâàöèè ãåíà, è ïîëó÷åí-
íóþ ÄÍÊ öèêëèçîâàëè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãà-
çû. Ïîëó÷åííûì ïðåïàðàòîì ÄÍÊ òðàíñôîðìè-
ðîâàëè êëåòêè E. coli, ëèçîãåííûå ïî ôàãó �,
â óñëîâèÿõ èíäóêöèè òðàíñêðèïöèè ñ ïðîìîòî-
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ðà plac (äîáàâëåíèåì â ñðåäó ÈÏÒÃ), à òàêæå áåç
èíäóêöèè. Â ïåðâîì ñëó÷àå íà ñðåäå ñ àìïèöèë-
ëèíîì âûÿâëÿëîñü îêîëî 104 òðàíñôîðìàíòîâ
íà 1 ìêã ÄÍÊ, à â ïîñëåäíåì òðàíñôîðìàíòû
îáíàðóæåíû íå áûëè, òàê êàê ñèíòåçèðóåìûå
äàæå â óñëîâèÿõ ðåïðåññèè ïðîìîòîðà pL ñëåäî-
âûå êîëè÷åñòâà ðåñòðèêòàçû EcoRI îêàçûâàþò-
ñÿ ãóáèòåëüíûìè äëÿ áàêòåðèè. Ýòè ðåçóëüòàòû
ñî âñåé î÷åâèäíîñòüþ äåìîíñòðèðóþò âûñîêèé
óðîâåíü ðåïðåññèè äëÿ ñèñòåìû âåêòîðíîé
ïëàçìèäû pDOC55, äîñòèãàåìûé ïðè èíäóöè-
ðîâàííîé (êîíñòèòóòèâíîé) òðàíñêðèïöèè ñ ïðî-
ìîòîðà plac (ñì. ðèñ. 2.45). Ýòî ïîçâîëÿåò êëî-
íèðîâàòü â åå ñîñòàâå ãåíû, ÷üè áåëêîâûå ïðî-
äóêòû âûñîêîòîêñè÷íû äëÿ êëåòîê-ðåöèïèåí-
òîâ, è â íóæíûé ìîìåíò èíäóöèðîâàòü èõ ýêñ-
ïðåññèþ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîáëåìà ñîçäàíèÿ âåêòî-
ðîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ ïðàâèëüíóþ è ýôôåêòèâ-
íóþ ýêñïðåññèþ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â êëåòêàõ
E. coli, â öåëîì ðåøåíà. Îäíàêî ýòî íå îçíà÷àåò,
÷òî íå áóäóò ñîçäàâàòüñÿ íîâûå, áîëåå ýôôåê-
òèâíûå âåêòîðû ýêñïðåññèè, â òîì ÷èñëå îáåñ-
ïå÷èâàþùèå ñåêðåöèþ öåëåâûõ áåëêîâ èç öèòî-
ïëàçìû êëåòêè.

2.2.10. Âåêòîðû E. coli,
äåòåðìèíèðóþùèå ñåêðåöèþ
÷óæåðîäíûõ áåëêîâ

Îêîëî 25 % ñóììàðíîãî áåëêà, ñèíòåçèðóå-
ìîãî E. coli, íàõîäèòñÿ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíå, ïåðèïëàçìàòè÷åñêîì ïðîñòðàíñòâå è íà-
ðóæíîé ìåìáðàíå êëåòêè. Îáíàðóæåíî, ÷òî ìíî-
ãèå áåëêè, ëîêàëèçîâàííûå â ýòèõ ñòðóêòóðàõ,
ÿâëÿþòñÿ ñåêðåòèðóåìûìè è ïåðâîíà÷àëüíî
ñèíòåçèðóþòñÿ â âèäå ïðåäøåñòâåííèêîâ, ñî-
äåðæàùèõ íà N-êîíöå ëèäåðíóþ (ñèãíàëüíóþ)
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Ñîãëàñíî ñèãíàëüíîé ãè-
ïîòåçå Ã. Áëîáåëÿ (ðèñ. 2.46) ýòè N-êîíöåâûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðå-áåëêîâ ñëóæàò â êà÷åñò-
âå ñèãíàëîâ, èíèöèèðóþùèõ ñåêðåöèþ áåëêîâ

èç öèòîïëàçìû êëåòêè, è èõ ïðèíÿòî íàçûâàòü
ñèãíàëüíûìè ïåïòèäàìè. Â ïðîöåññå ñèíòåçà
ïðå-áåëêà ñèãíàëüíûé ïåïòèä îáóñëîâëèâàåò
âçàèìîäåéñòâèå ðèáîñîìû ñ òàê íàçûâàåìîé
÷àñòèöåé, óçíàþùåé ñèãíàëüíûé ïåïòèä (SPR),
êîòîðàÿ â ñâîþ î÷åðåäü îáåñïå÷èâàåò ñâÿçûâà-
íèå äàííîãî êîìïëåêñà ñî ñïåöèôè÷íûì ó÷àñò-
êîì íà ìåìáðàíå. Ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ êîìïëåêñà
ñ ìåìáðàíîé ñèíòåç áåëêà ïðîäîëæàåòñÿ ñ îäíî-
âðåìåííîé ñåêðåöèåé ñèíòåçèðóåìîé àìèíî-
êèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ñðàçó ïîñëå çà-
âåðøåíèÿ ñåêðåöèè èëè â õîäå åå ñèãíàëüíûé
ïåïòèä îòùåïëÿåòñÿ ýíäîïåïòèäàçîé, íàçâàííîé
ñèãíàëüíîé ïåïòèäàçîé. Â êëåòêå E. coli ñèã-
íàëüíàÿ ïåïòèäàçà íàõîäèòñÿ íà ïåðèïëàçìàòè-
÷åñêîé ïîâåðõíîñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû.
Îòùåïëåííûé ñèãíàëüíûé ïåïòèä çàòåì ãèäðî-
ëèçóåòñÿ ïåïòèäàçîé ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàêîïèëîñü ìíîæåñòâî
äàííûõ î òîì, ÷òî ìåõàíèçì ñåêðåöèè áåëêîâ
÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû âî âñåõ òèïàõ
ïðîêàðèîòè÷åñêèõ è ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê
â îñíîâíîì îäèíàêîâ. Àíàëèç áîëüøîãî ÷èñëà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ýóêàðèîòè÷åñêèõ è ïðîêà-
ðèîòè÷åñêèõ ñèãíàëüíûõ ïåïòèäîâ âûÿâèë ñó-
ùåñòâåííîå ñõîäñòâî èõ îðãàíèçàöèè. Äëèíà
ñèãíàëüíûõ ïåïòèäîâ îáû÷íî ñîñòàâëÿåò 15–
25 ÀÊ. Çàðÿæåííûå àìèíîêèñëîòû â îñíîâíîì
ðàñïîëàãàþòñÿ ñðåäè ïåðâûõ ïÿòè–ñåìè, è èõ
ñóììàðíûé çàðÿä íàõîäèòñÿ â ïðåäåëàõ îò +1 äî
+3. Ñðåäíÿÿ ÷àñòü ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà ñîñòîèò
èç êëàñòåðà ãèäðîôîáíûõ àìèíîêèñëîò. Ãèäðî-
ôîáíîñòü ýòèõ ïåïòèäîâ ñóùåñòâåííà äëÿ âû-
ïîëíåíèÿ èìè ôóíêöèè ýêñïîðòà áåëêà èç öè-
òîïëàçìû, à ñóììàðíûé çàðÿä âëèÿåò íà ýôôåê-
òèâíîñòü êàê òðàíñëÿöèè, òàê è ýêñïîðòà ïðå-
áåëêà. Ñèãíàëüíûå ïåïòèäû ñîäåðæàò èíôîðìà-
öèþ, íåîáõîäèìóþ äëÿ èõ îòùåïëåíèÿ îò ïðå-
áåëêà. Êðîìå ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà íà ïðîöåññ
ñåêðåöèè âëèÿåò è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îñíîâ-
íîé ÷àñòè ïðå-áåëêà.

Ìåõàíèçì ñåêðåöèè áåëêîâ â êëåòêàõ E. coli

èíòåíñèâíî èçó÷àåòñÿ. Â äàííîé ãðàìîòðèöà-
òåëüíîé áàêòåðèè ñåêðåöèÿ áåëêîâ èç öèòîïëàç-
ìû ìîæåò ïðîèñõîäèòü âî âíåøíþþ è ïëàçìà-
òè÷åñêóþ ìåìáðàíû, à òàêæå â ïåðèïëàçìàòè-
÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî, ðàçäåëÿþùåå ýòè ìåìá-
ðàíû (ðèñ. 2.47). Ñåêðåöèÿ áåëêîâ èç E. coli âî
âíåøíþþ ñðåäó ïðîèñõîäèò êðàéíå ðåäêî.

Ïåðâûì âíåêëåòî÷íûì áåëêîì ãðàìîòðèöà-
òåëüíûõ áàêòåðèé, äëÿ êîòîðîãî Äæ. Ïîëíåðó
ñ ñîàâòîðàìè â 1987 ã. óäàëîñü óñòàíîâèòü ìåõà-
íèçì ñåêðåöèè èç êëåòîê (ýêñêðåöèè), ÿâèëàñü
ïðîòåàçà äèïëîêîêêà Neisseria gonorrhoeae, ñïå-
öèôè÷íàÿ ê èììóíîãëîáóëèíó IgA ÷åëîâåêà. Ãåí
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ýòîé ïðîòåàçû êëîíèðîâàëè â E. coli, è áûë ïðî-
äåìîíñòðèðîâàí ñèíòåç è îáðàçîâàíèå âíåêëå-
òî÷íîãî àêòèâíîãî ôåðìåíòà â äàííîé ãåòåðî-
ëîãè÷íîé ñèñòåìå. Çðåëûé ôåðìåíò èìååò ìî-
ëåêóëÿðíóþ ìàññó 106 êÄà, íî ïåðâîíà÷àëüíî
îí ñèíòåçèðóåòñÿ â âèäå ïðåäøåñòâåííèêà ìàñ-
ñîé 169 êÄà. Ïðåäøåñòâåííèê ñîäåðæèò òðè
ôóíêöèîíàëüíûõ äîìåíà: N-êîíöåâîé ëèäåð, êî-
òîðûé îáåñïå÷èâàåò òðàíñïîðò áåëêà ÷åðåç
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó, ñîáñòâåííî ïðîòåà-
çó è C-êîíöåâîé äîìåí-ïîìîùíèê, íåîáõîäèìûé
äëÿ ïðîõîæäåíèÿ ìàêðîìîëåêóëû ÷åðåç âíåø-
íþþ ìåìáðàíó. N-êîíöåâîé ëèäåð (ñèãíàëüíûé
ïåïòèä) îòùåïëÿåòñÿ â ïðîöåññå ñåêðåöèè áåë-
êà-ïðåäøåñòâåííèêà ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ
ìåìáðàíó â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî
(ðèñ. 2.48). Ïîñëå ýòîãî C-êîíöåâîé äîìåí-ïî-
ìîùíèê âûïîëíÿåò ðîëü ïîðû (áåëêà ïîðèíà)

äëÿ ýêñêðåöèè ïðîòåàçíîãî äîìåíà ÷åðåç âíåø-
íþþ ìåìáðàíó. Ïîñëå âûõîäà ïðîòåàçû èç êëåò-
êè îò íåå â ðåçóëüòàòå àâòîïðîòåîëèçà îòùåïëÿ-
åòñÿ C-êîíöåâîé äîìåí. Îáðàçîâàâøàÿñÿ ïðî-
ôîðìà çàòåì ðàñïàäàåòñÿ íà çðåëóþ ôîðìó
IgA-ïðîòåàçû è íåáîëüøîé ñòàáèëüíûé �-ïðî-
òåèí (ñì. ðèñ. 2.48).

Äàííûé ìåõàíèçì ñàìîñòîÿòåëüíîé ýêñêðå-
öèè áåëêîâ èç ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé, ïî-
âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ îáùèì, ïîñêîëüêó äëÿ ñå-
ðèíîâîé ïðîòåàçû Serratia marcescens, ñåêðåòè-
ðóþùåéñÿ è èç êëåòîê E. coli, ïåðâîíà÷àëüíî
ñèíòåçèðóåòñÿ ïðåäøåñòâåííèê, èìåþùèé
N-êîíöåâîé ñèãíàëüíûé ïåïòèä è C-êîíöåâóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îòñóòñòâóþùèå â çðåëîé
ôîðìå âíåêëåòî÷íîãî ôåðìåíòà.

Íàëè÷èå äîâîëüíî ñëîæíîãî ìåõàíèçìà ýêñ-
êðåöèè êðóïíûõ áåëêîâ èç ãðàìîòðèöàòåëüíûõ
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Ðèñ. 2.46. Òðàíñëîêàöèÿ ñåêðåòèðóåìûõ áåëêîâ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó:

1 — ðèáîñîìà; 2 — ñèãíàëüíûé ïåïòèä; 3 — ðèáîñîìíûé ðåöåïòîð; 4 — ñèãíàëüíàÿ ïåïòèäàçà;
5 — ñèãíàëüíûé ðåöåïòîð; 6 — êîäîíû ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà íà ìÐÍÊ

Ðèñ. 2.47. Âàðèàíòû ñåêðåöèè è êîíå÷íîé ëîêàëèçàöèè áåëêîâ â êëåòêàõ E. coli.

×åðíûì òðåóãîëüíèêîì îòìå÷åíî ìåñòî îòùåïëåíèÿ ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà



áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê íå ïîçâîëÿåò ïîêà ñî-
çäàòü ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè, îáåñïå÷èâàþ-
ùèå ñèíòåç õèìåðíûõ áåëêîâ-ïðåäøåñòâåííè-
êîâ, ñïîñîáíûõ ñåêðåòèðîâàòü âî âíåøíþþ ñðå-
äó ÷óæåðîäíûå äëÿ áàêòåðèé âûñîêîìîëåêóëÿð-
íûå ïîëèïåïòèäû.

Áîëåå ïðîñòî îðãàíèçîâàííàÿ ñèñòåìà ñåê-
ðåöèè áåëêîâ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó
âïîëíå ìîæåò áûòü ñìîäåëèðîâàíà â ýêñïåðè-
ìåíòå. Äàííûé ïîäõîä ïðåäñòàâëÿåò çíà÷èòåëü-
íûé èíòåðåñ äëÿ áèîòåõíîëîãèè, òàê êàê çàìàí-
÷èâî ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ñîçäà-
âàòü ãèáðèäíûå ãåíû, êîòîðûå îáóñëîâëèâàëè
áû ñåêðåöèþ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ èç öèòîïëàç-
ìû êëåòêè. Áîëüøèíñòâî ýóêàðèîòè÷åñêèõ áåë-
êîâ, ñèíòåçèðóåìûõ â ãåííî-èíæåíåðíî ñêîíñò-
ðóèðîâàííûõ øòàììàõ E. coli, ñîõðàíÿþò N-êîí-
öåâîé ìåòèîíèí è òåì ñàìûì îòëè÷àþòñÿ îò
ïðèðîäíûõ ôîðì ýòèõ áåëêîâ. Ïðåîäîëåòü äàí-
íîå çàòðóäíåíèå ìîæíî, ñîñòûêîâàâ êîäèðóþ-
ùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çðåëîé ôîðìû èçó÷àå-
ìîãî áåëêà è êàêîãî-ëèáî ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà
E. coli. Ïðè ïðàâèëüíîì ïðîöåññèíãå ñèíòåçè-
ðóåìîãî õèìåðíîãî áåëêà â E. coli áóäåò îáðàçî-
âûâàòüñÿ ïîëíîöåííûé ýóêàðèîòè÷åñêèé ïîëè-
ïåïòèä. Áîëåå òîãî, ñåêðåöèÿ ìîæåò çàùèòèòü
÷óæåðîäíûé áåëîê îò ìíîãî÷èñëåííûõ ïðîòåàç
öèòîïëàçìû êëåòêè è çà ñ÷åò ýòîãî ïîâûñèòü
óðîâåíü åãî ñèíòåçà øòàììîì-ïðîäóöåíòîì.

Ïåðèïëàçìàòè÷åñêèå áåëêè ãðàìîòðèöàòåëü-
íûõ áàêòåðèé âûäåëÿþòñÿ â ïðîöåññå ëåãêîãî
îñìîòè÷åñêîãî øîêà, êîòîðîìó êëåòêè ïîäâåð-
ãàþò ïîñëå ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà ïåïòè-
äîãëèêàíîâîãî ñëîÿ êëåòî÷íîé ñòåíêè. Áåëêè
ïåðèïëàçìû ñîñòàâëÿþò ëèøü 15 % âñåãî áåëêà
êëåòêè. Ïîýòîìó ýôôåêòèâíî ñèíòåçèðóåìûé è

ñåêðåòèðóåìûé â ïåðèïëàçìó ÷óæåðîäíûé áåëîê
ìîæíî âûäåëèòü áåç ïðèìåñè îñíîâíûõ áåëêîâ
áàêòåðèè. Òàêæå äîñòàòî÷íî ïðîñòî ìîæíî îò-
äåëÿòü öåëåâîé áåëîê îò ñîäåðæèìîãî êëåòêè,
åñëè ýòîò áåëîê ñåêðåòèðóåòñÿ â ïëàçìàòè÷å-
ñêóþ èëè âíåøíþþ ìåìáðàíó.

Ãåííî-èíæåíåðíûå îïûòû ïðîäåìîíñòðèðî-
âàëè, ÷òî ñèíòåçèðóåìûå â E. coli ÷óæåðîäíûå
ïðîêàðèîòè÷åñêèå è ýóêàðèîòè÷åñêèå ïðå-áåë-
êè, ñîäåðæàùèå ñèãíàëüíûå ïåïòèäû, ñïîñîá-
íû ïðàâèëüíî ïðîöåññèðîâàòüñÿ è ñåêðåòèðî-
âàòüñÿ â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî êëå-
òîê. Áîëåå òîãî, â ðÿäå ðàáîò ïîêàçàíî, ÷òî ãèá-
ðèäíûå ãåíû, ñîñòîÿùèå èç «ãåíîâ» ñèãíàëü-
íûõ ïåïòèäîâ E. coli è èçó÷àåìûõ ñòðóêòóðíûõ
ãåíîâ, îáóñëîâëèâàþò â E. coli ñèíòåç õèìåðíûõ
áåëêîâ è èõ ñåêðåöèþ. Ýòè äàííûå óêàçûâàþò
íà çíà÷èòåëüíóþ óíèâåðñàëüíîñòü îðãàíèçàöèè
ñèãíàëüíûõ ïåïòèäîâ è â ñâÿçè ñ ýòèì — íà
ïåðñïåêòèâíîñòü ñîçäàíèÿ ñïåöèàëèçèðîâàí-
íûõ âåêòîðîâ ýêñïðåññèè–ñåêðåöèè äëÿ êëåòîê
E. coli.

Ïåðâûå ïëàçìèäíûå âåêòîðû òàêîãî òèïà
ñîçäàíû â 1984 ã. íà îñíîâå ïëàçìèäû pBR322
è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, êîòîðàÿ ñîäåðæèò
òàíäåìíî ðàñïîëîæåííûå ïðîìîòîðû ãåíîâ ëè-
ïîïðîòåèíà è �-ãàëàêòîçèäàçû E. coli, ñîñòû-
êîâàííûå ñ «ãåíîì» ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà áåëêà
OmpA E. coli (îñíîâíîé áåëîê íàðóæíîé ìåìá-
ðàíû êëåòî÷íîé ñòåíêè). Ïðè÷åì ïîëó÷åííûå
âåêòîðû pIN-III-ompA-1, pIN-III-ompA-2 è pIN-
III-ompA-3 îáåñïå÷èâàþò ðàçíûå ðàìêè òðàíñ-
ëÿöèè âñòðîåííûõ â íèõ êîäèðóþùèõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé. Âñòðîéêà â pIN-III-ompA ñòðóê-
òóðíîãî ãåíà çðåëîé ôîðìû �-ëàêòàìàçû ïðèâå-
ëà ê ñåêðåöèè �-ëàêòàìàçû â ïåðèïëàçìó êëåòîê

138 Ãëàâà 2. ÂÅÊÒÎÐÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ ÃÐÀÌÎÒÐÈÖÀÒÅËÜÍÎÉ ÁÀÊÒÅÐÈÈ ESCHERICHIA COLI

Ðèñ. 2.48. Ìîäåëü ñåêðåöèè IgA-ïðîòåàçû çà ïðåäåëû ãðàìîòðèöàòåëüíîé êëåòêè:

1, 2, 3 — òî÷êè àâòîïðîòåîëèçà áåëêà



E. coli. Ïðè ýòîì óðîâåíü ïðîäóêöèè öåëåâîãî
áåëêà áûë íàñòîëüêî âûñîê, ÷òî äîñòèãàë 20 %
ñóììàðíîãî áåëêà êëåòêè.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì äàííîé âåêòîðíîé ñèñòå-
ìû ñîçäàíû òàêæå øòàììû E. coli, â êîòîðûõ
ïðîèñõîäèò ñóïåðïðîäóêöèÿ è ñåêðåöèÿ â ïåðè-
ïëàçìó òàêèõ áåëêîâ, êàê ãîðìîí ðîñòà è èíòåð-
ôåðîí �2 ÷åëîâåêà, íóêëåàçà A ñòàôèëîêîêêà,
ðèáîíóêëåàçà T1 èç Aspergillus oryzae è ðÿä äðó-
ãèõ. Èíòåðåñíûé ðåçóëüòàò ïîëó÷èëè ÿïîíñêèå
èññëåäîâàòåëè ïðè êëîíèðîâàíèè â ñîñòàâå
pIN-III-ompA êÄÍÊ Ca2+-ñâÿçûâàþùåãî ôîòî-
áåëêà àýêâîðèíà. Ýòîò áåëîê ðàçìåðîì 189 ÀÊ
íå òîëüêî ñåêðåòèðîâàëñÿ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ
ìåìáðàíó E. coli, íî è ýôôåêòèâíî ïðåîäîëåâàë
íàðóæíóþ ìåìáðàíó êëåòîê, âûõîäÿ âî âíåø-
íþþ ñðåäó. Ìåõàíèçì ýòîãî ïðîöåññà ïîêà
íå ÿñåí.

Ì. Þõëåí ñ ñîàâòîðàìè ñîçäàëè ñåðèþ âåê-
òîðîâ ýêñïðåññèè–ñåêðåöèè íà îñíîâå ãåíà áåë-
êà A Staphylococcus aureus è ÷åëíî÷íîé ïëàç-
ìèäû pRIT4, ñïîñîáíîé ðåïëèöèðîâàòüñÿ êàê
â êëåòêàõ E. coli, òàê è â êëåòêàõ S. aureus è Ba-
cillus subtilis. Ñòàôèëîêîêêîâûé áåëîê (SpA,
èëè ProtA) èíòåðåñåí òåì, ÷òî îí â ðÿäå øòàì-
ìîâ S. aureus ñèíòåçèðóåòñÿ â áîëüøîì êîëè-
÷åñòâå è ñåêðåòèðóåòñÿ èç êëåòîê. Èñõîäíî SpA
ñèíòåçèðóåòñÿ â âèäå ïðå-SpA è èìååò íà
N-êîíöå ñèãíàëüíûé ïåïòèä (ðèñ. 2.49, à). Íà
C-êîíöå SpA íàõîäèòñÿ ðàéîí X, êîòîðûé îò-
âåòñòâåí çà ñâÿçûâàíèå áåëêà A ñ ïåïòèäîãëèêà-
íîì S. aureus. Âî âíóòðåííåé ÷àñòè SpA ñîäåð-
æèòñÿ 5 ðàéîíîâ ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ âçàèìíîé
ãîìîëîãèè, êàæäûé èç êîòîðûõ â áåëêå ôîðìè-
ðóåò äîìåí. Ïî êðàéíåé ìåðå 4 èç íèõ (D, A, B,
C) ñâÿçûâàþòñÿ ñ Fc-ðàéîíàìè ìíîãèõ èììóíî-
ãëîáóëèíîâ. Ïîýòîìó SpA ïðîñòî è íàäåæíî èç-
âëåêàåòñÿ èç ëþáîé ñìåñè áåëêîâ â ïðîöåññå
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà íîñèòåëå ñ ïðè-
øèòûìè èììóíîãëîáóëèíàìè IgG.

Ïåðâûå âåêòîðû pAS1–3 (ñì. ðèñ. 2.49, á)
ñîäåðæàëè 5�-êîíöåâóþ ÷àñòü ãåíà SpA, âêëþ-
÷àþùóþ ñèãíàëû èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè è
òðàíñëÿöèè, à òàêæå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäè-
ðóþùóþ ñèãíàëüíûé ïåïòèä. Ïîëèëèíêåð è
ñäâèã ðàìêè òðàíñëÿöèè îáåñïå÷èâàþò âîçìîæ-
íîñòü èñïîëüçîâàòü äàííûå âåêòîðû ýêñïðåñ-
ñèè–ñåêðåöèè äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Â ïåðâûõ æå ýêñïåðèìåíòàõ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âñòðîéêå â òàêîé âåêòîð
ãåí-ýêâèâàëåíòà çðåëîé ôîðìû ùåëî÷íîé ôîñ-
ôàòàçû E. coli (ïåðèïëàçìàòè÷åñêèé áåëîê) õè-
ìåðíûé áåëîê ñåêðåòèðóåòñÿ â ïåðèïëàçìàòè÷å-
ñêîå ïðîñòðàíñòâî (äëÿ êëåòîê E. coli) èëè âî
âíåøíþþ ñðåäó (äëÿ ãðàìïîëîæèòåëüíûõ êëå-
òîê S. aureus), îáðàçóÿ àêòèâíóþ ôîðìó ôîñ-

ôàòàçû. Ïðè âñòðîéêå â ýòîò æå âåêòîð êîäè-
ðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà �-ãàëàêòîçè-
äàçû E. coli (öèòîïëàçìàòè÷åñêèé áåëîê) ñåêðå-
öèè õèìåðíîãî áåëêà íå íàáëþäàëîñü.

Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû ïîëó÷èëè ÿïîí-
ñêèå èññëåäîâàòåëè íà ñèñòåìå ïëàçìèä ýêñï-
ðåññèè–ñåêðåöèè, ñîçäàííûõ íà îñíîâå ýëåìåí-
òîâ ãåíà ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû E. coli. Ýòè âåê-
òîðû îáåñïå÷èâàëè íàïðàâëÿåìóþ ñèãíàëüíûì
ïåïòèäîì ôîñôàòàçû ñåêðåöèþ â ïåðèïëàçìó
E. coli �-àìèëàçû B. subtilis, �-ëàêòàìàçû E. coli,
�-èíòåðôåðîíà è ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñ-
òà ÷åëîâåêà. Â òî æå âðåìÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèå
áåëêè E. coli, òàêèå êàê �-ãàëàêòîçèäàçà, ôàêòîð
ýëîíãàöèè Tu è õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôå-
ðàçà, ñîåäèíåííûå ñ ñèãíàëüíûì ïåïòèäîì ùå-
ëî÷íîé ôîñôàòàçû E. coli, íå ñåêðåòèðîâàëèñü
èç öèòîïëàçìû è íå ïðîöåññèðîâàëèñü ñ N-êîí-
öà. Â óñëîâèÿõ ñóïåðýêñïðåññèè ýòè õèìåðíûå
áåëêè îáðàçîâûâàëè â öèòîïëàçìå òåëüöà âêëþ-
÷åíèÿ (ñì. 3.4). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñî âñåé
î÷åâèäíîñòüþ äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ñåêðåöèÿ
÷óæåðîäíîãî áåëêà â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ
îáåñïå÷èâàåòñÿ íå òîëüêî ñèãíàëüíûì ïåïòè-
äîì, íî è ñóùåñòâåííî çàâèñèò îò ñòðóêòóðû
èññëåäóåìîãî áåëêà.

Èñïîëüçóÿ âåêòîðû ñåðèè pRIT (ñì.
ðèñ. 2.49, â), Ì. Þõëåí ñ ñîàâòîðàìè ïîêàçàëè,
÷òî õèìåðíûå áåëêè â ðÿäå ñëó÷àåâ ñïîñîáíû
ñåêðåòèðîâàòüñÿ íå òîëüêî â ïåðèïëàçìàòè÷å-
ñêîå ïðîñòðàíñòâî êëåòîê E. coli, íî è âî âíåø-
íþþ ñðåäó. Â ÷àñòíîñòè, ïðè âñòðîéêå â pRIT
ãåí-ýêâèâàëåíòîâ èíñóëèíîïîäîáíûõ ôàêòîðîâ
ðîñòà ÷åëîâåêà IGF-I è IGF-II â E. coli ñèíòåçè-
ðîâàëèñü õèìåðíûå áåëêè, êîòîðûå ýêñêðåòèðî-
âàëèñü èç êëåòîê. Õðîìàòîãðàôèåé íà IgG-ñåôà-
ðîçå õèìåðíûå áåëêè èçâëåêàëè èç ïèòàòåëüíîé
ñðåäû è çàòåì ñïåöèôè÷åñêèì õèìè÷åñêèì ãèä-
ðîëèçîì îòùåïëÿëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íèçêî-
ìîëåêóëÿðíûõ IGF-I è IGF-II.

Èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå «íîñèòåëÿ» N-êîíöå-
âóþ ÷àñòü áåëêà OmpF, ïðåäñòàâëÿþùåãî ñîáîé
áåëîê ïîð (ïîðèí) âíåøíåé ìåìáðàíû E. coli,
Ê. Íàãàõàðè ñ ñîàâòîðàìè äîáèëèñü ñåêðåöèè âî
âíåøíþþ ñðåäó èç êëåòîê E. coli �-ýíäîðôèíà
÷åëîâåêà (îïèîèäíûé ïåïòèä, ÿâëÿþùèéñÿ
÷àñòüþ 61–91 ÀÊ �-ëèïîòðîïèíà è îáðàçóåìûé
èç íåãî â ðåçóëüòàòå ñïåöèôè÷åñêîãî ïîñòòðàíñ-
ëÿöèîííîãî ïðîöåññèíãà in vivo). Õèìåðíûé áå-
ëîê, ñèíòåçèðóåìûé â E. coli, ñîñòîÿë èç 22 ÀÊ
ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà áåëêà OmpF, ïåðâûõ 8 ÀÊ
áåëêà OmpF, ñòûêóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
(4 ÀÊ) è �-ýíäîðôèíà (31 ÀÊ). Â ïðîöåññå ñåê-
ðåöèè ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó ñèãíàëü-
íûé ïåïòèä îòùåïëÿëñÿ, è îáðàçîâûâàëñÿ êî-
ðîòêèé ïîëèïåïòèä äëèíîé 43 ÀÊ. Ýòîò ïîëè-
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ïåïòèä âûõîäèë ÷åðåç íàðóæíóþ ìåìáðàíó âî
âíåøíþþ ñðåäó. Ìåõàíèçì íàáëþäàåìîé ýêñê-
ðåöèè íå ÿñåí, îäíàêî ïîëàãàþò, ÷òî ìàëûé ðàç-
ìåð äàííîãî ãèäðîôèëüíîãî ïîëèïåïòèäà îáåñ-
ïå÷èâàåò åìó âûõîä ÷åðåç ïîðû ïàññèâíîé äèô-
ôóçèè, îáðàçóåìûå â íàðóæíîé ìåìáðàíå áåë-
êàìè-ïîðèíàìè OmpF è OmpC. N-êîíöåâàÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü (8 ÀÊ) áåëêà OmpF â ýêñêðå-
öèè ïîëèïåïòèäà ðîëè íå èãðàåò, òàê êàê óäà-
ëåíèå åå íå ñêàçûâàåòñÿ íà âîçìîæíîñòè âûõîäà
�-ýíäîðôèíà â îêðóæàþùóþ ñðåäó. Êîãäà

â E. coli ñèíòåçèðîâàëñÿ áîëåå êðóïíûé õèìåð-
íûé ïîëèïåïòèä ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ �-ýí-
äîðôèíà, èìåþùèé â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîì ïðî-
ñòðàíñòâå ðàçìåð 71 ÀÊ, îí óæå íå ñåêðåòèðî-
âàëñÿ ÷åðåç íàðóæíóþ ìåìáðàíó. Èñïîëüçóÿ
øòàìì E. coli ñ ïîíèæåííîé ïðîòåàçíîé àêòèâ-
íîñòüþ, àâòîðàì óäàëîñü ïîëó÷èòü âûñîêèé âû-
õîä (2,8 ìã/ë êóëüòóðû) �-ýíäîðôèíà ÷åëîâåêà,
êîòîðûé âûäåëÿëè ïðÿìî èç ïèòàòåëüíîé ñðåäû.
Â ïåðèïëàçìå êëåòîê ïðè ýòîì �-ýíäîðôèí ïðàê-
òè÷åñêè îòñóòñòâîâàë (< 0, 01 ìã/ë êóëüòóðû).
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Êàê âèäèì, â ðÿäå ñëó÷àåâ ÷óæåðîäíûå áåë-
êè ïðè ñåêðåöèè èç öèòîïëàçìû ñïîñîáíû ïðå-
îäîëåâàòü è áàðüåð íàðóæíîé ìåìáðàíû. Ïðè-
÷èíû ýòîãî ïîêà íå ÿñíû. Íî, ïî-âèäèìîìó, íà-
áëþäàåìûé ýôôåêò îáóñëîâëåí êàêèìè-òî îñî-
áåííîñòÿìè ñòðóêòóðû ýòèõ áåëêîâ.

Ãåíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ E. coli ïîçâîëè-
ëè âûÿâèòü ïî ìåíüøåé ìåðå äâà ãåíà, êîäèðóþ-
ùèõ áåëêè PrlA è SecA, íåîáõîäèìûå äëÿ ñåê-
ðåöèè áåëêîâ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó
ó ýòèõ áàêòåðèé. Äæ. Ëàççàðîíè è Ð. Ïîðòåëüåð

îáíàðóæèëè ìóòàíòû êëåòîê E. coli, ó êîòîðûõ
ïåðèïëàçìàòè÷åñêèå áåëêè, òàêèå êàê ùåëî÷íàÿ
ôîñôàòàçà, ðèáîíóêëåàçà I, �-ëàêòàìàçà ïëàçìè-
äû pBR322, ìîãóò âûõîäèòü âî âíåøíþþ ñðåäó.
Òàêèå ìóòàíòû îáîçíà÷àþò lky (îò àíãë. leaky —
èìåþùèé òå÷ü). Ìóòàíòû ïî ãåíó lkyB èìåþò
ñíèæåííîå ñîäåðæàíèå âî âíåøíåé ìåìáðàíå,
ïî êðàéíåé ìåðå, áåëêîâ OmpF è LamB, ÷òî,
ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëèâàåò åå ïîâûøåííóþ
ïðîíèöàåìîñòü. Òàêèå ìóòàíòû ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû äëÿ ñîçäàíèÿ øòàììîâ E. coli, ýô-
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Ðèñ. 2.49. Ñòðóêòóðà ïëàçìèä ýêñïðåññèè–ñåêðåöèè íà îñíîâå ýëåìåíòîâ ãåíà áåëêà À (ProtA)
Staphylococcus aureus:

à — ãåí ProtA; á — âåêòîðû ñî âñòðîéêîé êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñðàçó ïîñëå «ãåíà» ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà
ProtA; â — ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå ãåí ProtA îò íà÷àëà äî ó÷àñòêà BstNI (ñì. à), ïîñëå êîòîðîãî èäåò ïîëèëèíêåð.

oriE è oriS — îáëàñòè èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè ïëàçìèä E. coli è S. aureus ñîîòâåòñòâåííî



ôåêòèâíî ïðîäóöèðóþùèõ è ýêñêðåòèðóþùèõ
â îêðóæàþùóþ ñðåäó ÷óæåðîäíûå áåëêè.

Èíòåðåñíóþ è ïåðñïåêòèâíóþ äëÿ áèîòåõ-
íîëîãèè âåêòîðíóþ ñèñòåìó ýêñïðåññèè–ýêñ-
êðåöèè ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ ðàçðàáîòàëè ÿïîí-
ñêèå ó÷åíûå ïîä ðóêîâîäñòâîì Ê. Õîðèêîøè.
Â 1986 ã. ïðè êëîíèðîâàíèè â ñîñòàâå ïëàçìèäû
pMB9 ôðàãìåíòà õðîìîñîìíîé ÄÍÊ áàêòåðèè
Bacillus sp., ñîäåðæàùåãî ãåí ïåíèöèëëèíàçû,
îíè îáíàðóæèëè, ÷òî ñèíòåçèðóåìàÿ â E. coli

ïåíèöèëëèíàçà ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ
ýêñêðåòèðóåòñÿ èç êëåòîê â îêðóæàþùóþ ñðåäó.
Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëèëè óñòàíî-
âèòü ïðè÷èíó äàííîãî ÿâëåíèÿ. Ïëàçìèäà pMB9
ñîäåðæèò ãåí kil, êîòîðûé îòâåòñòâåí çà âûõîä
èç êëåòîê êîëèöèíà E1. Îäíàêî â ñîñòàâå pMB9
ãåí kil íå ýêñïðåññèðóåòñÿ, ïîñêîëüêó â îòëè÷èå
îò ðîäèòåëüñêîé ïëàçìèäû ColE1 â pÌB9 óòðà-
÷åíû êàê ãåí ïðîäóêöèè êîëèöèíà E1, òàê è åãî
ïðîìîòîð, êîòîðûé íåîáõîäèì äëÿ ýêñïðåññèè
ãåíà kil (ñì. ðèñ. 2.4, 2.5). Ïðè àíàëèçå ãèáðèä-
íîé ïëàçìèäû îêàçàëîñü, ÷òî íà áëèæàéøåì
ê ãåíó kil êîíöå âñòðîåííîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ
èìååòñÿ ïðîìîòîðîïîäîáíàÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü Ex, êîòîðàÿ óçíàåòñÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé
E. coli è íàïðàâëÿåò ñ óìåðåííîé ýôôåêòèâ-
íîñòüþ òðàíñêðèïöèþ ñåãìåíòà ÄÍÊ, ñîäåðæà-
ùåãî ãåí kil (ðèñ. 2.50, à). Ïðîäóêöèÿ áåëêà Kil
ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî âíåøíÿÿ ìåìáðàíà E. coli

ñòàíîâèòñÿ ïðîíèöàåìîé äëÿ áåëêîâ ïåðèïëàç-
ìàòè÷åñêîãî ïðîñòðàíñòâà è îíè âûõîäÿò â îê-
ðóæàþùóþ ñðåäó.

Â ðåçóëüòàòå ñåðèè ãåííî-èíæåíåðíûõ ðå-
êîíñòðóêöèé áûë ñîçäàí âåêòîð ýêñêðåöèè
pEAP8 (ñì. ðèñ. 2.50, á), êîòîðûé ñîäåðæèò ñå-
ëåêòèâíûé ìàðêåð Cmr, ïðîìîòîð, ó÷àñòîê ñâÿ-
çûâàíèÿ ðèáîñîì è ãåí-ýêâèâàëåíò ñèãíàëüíîãî
ïåïòèäà ïåíèöèëëèíàçû Bacillus sp., à òàêæå èñ-
êóññòâåííûé ãåíåòè÷åñêèé ýëåìåíò Ex-k. Íà
ïðèìåðå ãåíà ãîðìîíà ðîñòà ÷åëîâåêà (hGH)
ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî òàêîé âåêòîð îáåñïå-
÷èâàåò â E. coli ýôôåêòèâíûé ñèíòåç, ñåêðåöèþ
÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó ñ îòùåïëåíè-
åì ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà è ýêñêðåöèþ èç êëåòîê
çðåëîé ôîðìû hGH.

Õ. Õñþíã ñ ñîàâòîðàìè (1989 ã.) èñïîëüçîâà-
ëè òàêîé æå ïîäõîä, íî â íåñêîëüêî èíîé ôîðìå.
Â êëåòêè E. coli îíè îäíîâðåìåííî ââîäèëè äâå
ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, ïîëó÷åííûå íà îñíîâå
ðàçíûõ ñîâìåñòèìûõ âåêòîðîâ. Îäíà ïëàçìèäà
(pJL3) íåñëà ïîä êîíòðîëåì ðåãóëèðóåìîãî ïðî-
ìîòîðà plac ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ
áåëîê BRP (bacteriocin release protein), ôóíêöè-
åé êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ âûñâîáîæäåíèå èç êëåòîê
E. coli áàêòåðèîöèíà CloDF13. Äðóãàÿ ïëàçìèäà
(pOmpA-hGH2) ñîäåðæàëà ïîä òåìè æå ñèãíà-
ëàìè èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ãåí-ýêâèâàëåíò
ãîðìîíà ðîñòà ÷åëîâåêà, ñîñòûêîâàííûé ñ ãå-
íîì ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà áåëêà OmpA E. coli.

Áåëîê BRP (àíàëîã áåëêà Kil ïëàçìèäû
ColE1) ÿâëÿåòñÿ íåáîëüøèì ïîëèïåïòèäîì
(28 ÀÊ), êîòîðûé êîäèðóåòñÿ ïëàçìèäîé
pCloDF133 è ñèíòåçèðóåòñÿ â âèäå ïðåäøåñò-
âåííèêà ñ ñèãíàëüíûì ïåïòèäîì äëèíîé 21 ÀÊ,
ñåêðåòèðóåòñÿ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó
â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî, ãäå îí
N-àöåòèëèðóåòñÿ è âñòðàèâàåòñÿ âî âíåøíþþ
ìåìáðàíó. Òàì BRP ìîæåò àêòèâèðîâàòü ôîñôî-
ëèïàçó A, ÷òî ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ çîí
ïðîíèöàåìîñòè â êëåòî÷íîé îáîëî÷êå, ÷åðåç êî-
òîðûå áåëêè ìîãóò âûñâîáîæäàòüñÿ â êóëüòó-
ðàëüíóþ ñðåäó. Ïðè ðåïðåññèè òðàíñêðèïöèè
ñ plac â êëåòêàõ E. coli, ñîäåðæàùèõ îäíîâðåìåí-
íî ïëàçìèäû pJL3 è pOmpA-hGH2, ãîðìîí ðîñ-
òà ïðàêòè÷åñêè íå ñèíòåçèðîâàëñÿ. Ïðè óìåðåí-
íîé èíäóêöèè ñ ïîìîùüþ ÈÏÒÃ (20 ìêÌ) íàá-
ëþäàëèñü ýôôåêòèâíûé ñèíòåç è ýêñêðåöèÿ hGH
â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó áåç ëèçèñà êëåòîê. Ïðè
áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ èíäóêòîðà
(40 ìêÌ) îòìå÷àëàñü ñâåðõïðîäóêöèÿ BRP è
êëåòêè ëèçèðîâàëèñü, ÷òî çíà÷èòåëüíî ñíèæàëî
âûõîä ãîðìîíà ðîñòà. Ïðè ñëàáîé èíäóêöèè
(5 ìêÌ ÈÏÒÃ) ýêñêðåöèÿ hGH íå íàáëþäàëàñü.
Òàêèì îáðàçîì, äàííàÿ ñèñòåìà ýêñïðåññèè–
ýêñêðåöèè òðåáóåò îïòèìèçàöèè.

Äàëüíåéøåå ðàçâèòèå äàííîãî íàïðàâëåíèÿ
èññëåäîâàíèé ïîçâîëÿåò íàäåÿòüñÿ íà ñîçäàíèå
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Ðèñ. 2.50. Âåêòîðû ýêñïðåññèè–ýêñêðåöèè E. coli:

à — ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà pMB9 â ðàéîíå âñòðîéêè ôðàã-
ìåíòà ÄÍÊ B. sp. (çàøòðèõîâàí), ñîäåðæàùåãî ãåí ïåíè-
öèëëèíàçû (pen); á — âåêòîðíàÿ ïëàçìèäà pEAP8 (ð —
ïðîìîòîð; S — ãåí-ýêâèâàëåíò ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà ãåíà

pen)
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Ãëàâà 3
ÄÎÑÒÈÆÅÍÈÅ ÏÎÂÛØÅÍÍÎÉ ÏÐÎÄÓÊÖÈÈ ÁÅËÊÎÂ,
ÊÎÄÈÐÓÅÌÛÕ ÃÅÍÀÌÈ,
ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÍÛÌÈ Â ÊËÅÒÊÀÕ ESCHERICHIA COLI

Îäíà èç âàæíåéøèõ çàäà÷ ãåíåòè÷åñêîé èí-
æåíåðèè — ñîçäàíèå óñëîâèé äëÿ ýôôåêòèâíîé
ýêñïðåññèè êëîíèðóåìûõ â áàêòåðèÿõ ãåíîâ. Ðàç-
ðàáîòêà ïóòåé îïòèìèçàöèè òàêîé ýêñïðåññèè —
øàã ê ïîëó÷åíèþ âûñîêîïðîäóêòèâíûõ áàêòåðè-
àëüíûõ øòàììîâ, íàïðàâëÿþùèõ ñèíòåç íåîáõî-
äèìûõ áåëêîâ è äðóãèõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ
ñîåäèíåíèé. Ïîâûøåííàÿ ïðîäóêöèÿ áåëêîâ,
äåòåðìèíèðóåìûõ êëîíèðîâàííûìè ãåíàìè, äî-
ñòèãàåòñÿ ïðè âûïîëíåíèè ðÿäà óñëîâèé:
• äëÿ êëîíèðîâàíèÿ äîëæíû èñïîëüçîâàòüñÿ

ìíîãîêîïèéíûå âåêòîðû, òàê êàê ïðè ýòîì
â êëåòêå èçó÷àåìûé ãåí íàõîäèòñÿ â âûñî-
êîé äîçå, ÷òî îáû÷íî îáóñëîâëèâàåò ïîâû-
øåííûé óðîâåíü åãî áåëêîâîãî ïðîäóêòà;

• êëîíèðóåìàÿ êîäèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü äîëæíà áûòü ïîìåùåíà ïîä êîíòðîëü
ïðîìîòîðà, êîòîðûé ýôôåêòèâíî óçíàåòñÿ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé êëåòêè;

• ñèíòåçèðóåìàÿ ìÐÍÊ äîëæíà áûòü îòíîñè-
òåëüíî ñòàáèëüíîé è ýôôåêòèâíî òðàíñëè-
ðîâàòüñÿ;

• ÷óæåðîäíûé áåëîê, ñèíòåçèðóåìûé â êëåò-
êàõ, íå äîëæåí ïîäâåðãàòüñÿ áûñòðîé äåãðà-
äàöèè áàêòåðèàëüíûìè ïðîòåàçàìè.
Ðàññìîòðèì ïîäðîáíåå ýêñïåðèìåíòàëüíûå

ïîäõîäû ê óâåëè÷åíèþ ñèíòåçà áåëêîâ, êîäè-
ðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîòîðûõ êëîíèðî-
âàíû â êëåòêàõ E. coli.

3.1. ÝÔÔÅÊÒ ÄÎÇÛ ÃÅÍÀ ÏÐÈ ÌÎËÅÊÓËßÐÍÎÌ ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÈÈ

Â êëàññè÷åñêîé ãåíåòèêå õîðîøî èçâåñòåí
òàê íàçûâàåìûé ýôôåêò äîçû ãåíà, çàêëþ÷àþ-
ùèéñÿ â òîì, ÷òî óâåëè÷åíèå â ãåíîìå êàêîãî-
ëèáî îðãàíèçìà êîëè÷åñòâà êîïèé îïðåäåëåí-
íîãî ãåíà âûçûâàåò ïðîïîðöèîíàëüíîå ïîâû-
øåíèå óðîâíÿ åãî áåëêîâîãî ïðîäóêòà. Ñ ïîÿâ-
ëåíèåì ìåòîäîëîãèè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè
èñïîëüçîâàíèå ýôôåêòà äîçû ãåíà ñòàëî ïåðâûì
øàãîì ê ïîâûøåíèþ âûõîäà áåëêîâûõ ïðîäóê-
òîâ êëîíèðóåìûõ ãåíîâ. Âûñîêàÿ äîçà ãåíà äî-
ñòèãàåòñÿ áëàãîäàðÿ èñïîëüçîâàíèþ ìíîãîêî-
ïèéíûõ âåêòîðîâ, ñîçäàâàåìûõ äëÿ êëåòîê
E. coli íà îñíîâå ÄÍÊ ôàãîâ è ïëàçìèä.

Äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ ìíîãîêîïèéíûõ ïëàç-
ìèäíûõ âåêòîðîâ èñïîëüçóþò ïëàçìèäû ëèáî
ñ îñëàáëåííûì êîíòðîëåì ðåïëèêàöèè, ëèáî
ñ òåðìî÷óâñòâèòåëüíûìè ìóòàöèÿìè ïî ôóíê-
öèè ðåïëèêàöèè. Èç âåêòîðîâ ïåðâîãî òèïà
øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ïîëó÷èëè ïëàçìèäà
ColE1 è åå ìíîãî÷èñëåííûå ïðîèçâîäíûå
(ñì. 2.2.1), íàõîäÿùèåñÿ â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ
â êëåòêå â êîëè÷åñòâå 20–60 êîïèé.

Óæå â ïåðâûõ ãåííî-èíæåíåðíûõ ðàáîòàõ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âñòðîéêà â ïëàçìèäó ColE1
ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ñîäåðæàùåãî ãåíû òðèïòîôàí-
ñèíòåòàçû A è àíòðàíèëàòñèíòåòàçû E. coli,
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ àêòèâíîñòè äàí-
íûõ ôåðìåíòîâ â êëåòêå ñîîòâåòñòâåííî â 40
è 18 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñî øòàììîì äèêîãî òèïà:
êîïèéíîñòü ãèáðèäíîé ïëàçìèäû ïðè ýòîì ñî-
ñòàâèëà ïðèìåðíî 25 ìîëåêóë íà êëåòêó. Êëîíè-
ðîâàíèåì â ïëàçìèäå pMB9 ôðàãìåíòà ÄÍÊ,
ñîäåðæàùåãî ãåí sbcB+, äîñòèãíóòî 25-êðàòíîå
óâåëè÷åíèå â E. coli óðîâíÿ àêòèâíîñòè ýêçî-
íóêëåàçû I. Ïðè âñòðîéêå â òîò æå âåêòîð ôðàã-
ìåíòîâ õðîìîñîìû E. coli, ñîäåðæàùèõ ãåíû
dnaB, dnaC, dnaE è dnaZ, çà ñ÷åò ïîâûøåííîé
êîïèéíîñòè óâåëè÷åíà ïðîäóêöèÿ ñîîòâåòñò-
âóþùèõ áåëêîâ â 3–10 ðàç.

Ïðè êëîíèðîâàíèè áàêòåðèàëüíûõ ãåíîâ
â òàêèõ âåêòîðíûõ ïëàçìèäàõ, êàê pBR322,
pBR325 è pBR327, óðîâåíü ñèíòåçà áåëêîâ âîç-
ðàñòàåò â 25–100 ðàç. Ïî-âèäèìîìó, ýòî îáóñ-
ëîâëåíî òåì, ÷òî äàííûå ïëàçìèäû èìåþò áóëü-
øóþ êîïèéíîñòü â E. coli, ÷åì ColE1. Èíòåðåñ-



íûì ñâîéñòâîì ýòîãî êëàññà ïëàçìèä ÿâëÿåòñÿ
òî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà áåëêîâîãî
ñèíòåçà — õëîðàìôåíèêîëà êîïèéíîñòü èõ ìî-
æåò óâåëè÷èâàòüñÿ äî 3 � 103 ìîëåêóë íà êëåòêó
(îêîëî ïîëîâèíû ñóììàðíîé êëåòî÷íîé ÄÍÊ).
Îäíàêî äîñòè÷ü ïðîïîðöèîíàëüíîãî óâåëè÷å-
íèÿ ïðîäóêöèè êîäèðóåìîãî êëîíèðîâàííûì
ãåíîì áåëêà íå óäàåòñÿ, òàê êàê îáðàáîòêà õëî-
ðàìôåíèêîëîì èíãèáèðóåò áåëêîâûé ñèíòåç
â êëåòêàõ. Ïîñëå óäàëåíèÿ õëîðàìôåíèêîëà èç
ñðåäû áåëêîâûé ñèíòåç è äåëåíèå êëåòîê âîçîá-
íîâëÿþòñÿ è êîïèéíîñòü ãèáðèäíîé ïëàçìèäû
ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ.

ß. Ôóêóìàêè ñ ñîòðóäíèêàìè, âñòðîèâ
â ïëàçìèäó ColE1 ãåí guaA E. coli è ââåäÿ ãèá-
ðèäíóþ ïëàçìèäó â êëåòêè E. coli, äîáèëèñü
âîçðàñòàíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè êñàí-
òîçèí-5�-ìîíîôîñôàòàìèíàçû (ïðîäóêòà ãåíà
guaA) â 4,4 ðàçà. Êîïèéíîñòü ãèáðèäíîé ïëàç-
ìèäû â ýòîì ñëó÷àå ñîñòàâèëà 4,6 ìîëåêóë íà
êëåòêó. Ïîñëå øåñòè÷àñîâîé îáðàáîòêè õëîðàì-
ôåíèêîëîì êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ãèáðèäíóþ
ïëàçìèäó, è óäàëåíèÿ èç ñðåäû àíòèáèîòèêà
óäàëîñü çàðåãèñòðèðîâàòü óâåëè÷åíèå àêòèâ-
íîñòè ôåðìåíòà åùå â 8,4 ðàçà. Êîïèéíîñòü
ïëàçìèäû â ýòîò ìîìåíò ñîñòàâëÿëà 15 ìîëåêóë
íà êëåòêó. Áîëåå äëèòåëüíàÿ îáðàáîòêà øòàììà
õëîðàìôåíèêîëîì ïðèâîäèëà ê íåîáðàòèìûì
íåãàòèâíûì èçìåíåíèÿì êëåòîê.

Â äðóãîì èññëåäîâàíèè, âûïîëíåííîì â ëà-
áîðàòîðèè Ñ. Í. Ùåëêóíîâà (1982 ã.), â âåêòîð-
íóþ ïëàçìèäó pBR322 âñòðîèëè BamHI-ôðàã-
ìåíò ÄÍÊ ôàãà �plac5 L8UV5, ñîäåðæàùèé ãåí
�-ãàëàêòîçèäàçû E. coli. Ïîëó÷åííàÿ ãèáðèäíàÿ
ïëàçìèäà pKB56B1 îáåñïå÷èâàëà â êëåòêàõ
E. coli ïðîäóêöèþ �-ãàëàêòîçèäàçû, óðîâåíü
êîòîðîé â 8 ðàç ïðåâûøàë òàêîâîé äëÿ øòàììà
E. coli, êîíñòèòóòèâíîãî ïî ñèíòåçó äàííîãî
ôåðìåíòà. Ïîñëå äâóõ÷àñîâîé îáðàáîòêè õëî-
ðàìôåíèêîëîì êëåòîê E. coli, íåñóùèõ ïëàçìè-
äó pKB56B1, è óäàëåíèÿ àíòèáèîòèêà èç ñðåäû
äîñòèãàëîñü òðåõêðàòíîå óâåëè÷åíèå àêòèâ-
íîñòè �-ãàëàêòîçèäàçû ïî ñðàâíåíèþ ñ ýòèì æå
øòàììîì, íå îáðàáîòàííûì õëîðàìôåíèêîëîì.
Ïðè áîëåå ïðîäîëæèòåëüíîì âîçäåéñòâèè õëî-
ðàìôåíèêîëà íà E. coli[pKB56B1] ñèíòåç �-ãà-
ëàêòîçèäàçû óìåíüøàëñÿ.

Â àíàëîãè÷íîé ðàáîòå Ì. Ðîáèíñîíà ñ ñî-
àâòîðàìè (1983 ã.) ïðè èñïîëüçîâàíèè ïëàçìèäû
ColE1, íåñóùåé ãåí öèòðàòñèíòåòàçû E. coli, îá-
ðàáîòêà ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ êëåòîê õëîðàì-
ôåíèêîëîì ïðèâåëà ê óâåëè÷åíèþ ñèíòåçà ôåð-
ìåíòà ëèøü â 2,7 ðàçà, õîòÿ ïëàçìèäà áûëà àìï-
ëèôèöèðîâàíà â 20–40 ðàç. Òàêîå íåñîîòâåòñò-
âèå îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî ïîñëå ñíÿòèÿ èíãèáè-

ðóþùåãî ýôôåêòà õëîðàìôåíèêîëà êîïèéíîñòü
ïëàçìèäû áûñòðî ñíèæàåòñÿ.

Äëÿ äîñòèæåíèÿ â E. coli ïîâûøåííîé êî-
ïèéíîñòè êëîíèðóåìûõ ãåíîâ è ñâåðõñèíòåçà
êîäèðóåìûõ èìè áåëêîâ áîëåå ïåðñïåêòèâíî èñ-
ïîëüçîâàòü ïëàçìèäû, èìåþùèå òåðìî÷óâñòâè-
òåëüíûå ìóòàöèè ïî ôóíêöèè ðåïëèêàöèè. Ïåð-
âûå óñïåøíûå èññëåäîâàíèÿ â ýòîì íàïðàâëå-
íèè âûïîëíèëè Á. Þõëèí ñ ñîàâòîðàìè â 1979 ã.
Íà îñíîâå òåðìî÷óâñòâèòåëüíîãî ìóòàíòà ôàê-
òîðà óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì R1 îíè ïî-
ëó÷èëè ìèíè-ïëàçìèäû pKN402 è pKN410 (ñì.
ðèñ. 2.11), îáëàäàþùèå ñïîñîáíîñòüþ ê áåç-
óäåðæíîé ðåïëèêàöèè ïðè òåìïåðàòóðå âûøå
35 °Ñ. Â ðåçóëüòàòå àìïëèôèêàöèè â òå÷åíèå
2–3 ÷ êîëè÷åñòâî ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ìîæåò äî-
ñòèãíóòü 75 % ñóììàðíîé ÄÍÊ êëåòêè. Ïðè
ýòîì ñèíòåç áåëêà íå èíãèáèðóåòñÿ, ÷òî ïðèâî-
äèò ê ñâåðõïðîäóêöèè áåëêîâ, äåòåðìèíèðóå-
ìûõ ãåíàìè ïëàçìèäû. Íàïðèìåð, êëîíèðîâàí-
íûå ãåíû õðîìîñîìíîé è ïëàçìèäíîé �-ëàêòà-
ìàçû â óñëîâèÿõ òàêîé òåðìîèíäóêöèè äàâàëè
óâåëè÷åííûé â 300–400 ðàç âûõîä ôåðìåíòà.
Ñîçäàí øèðîêèé ñïåêòð âåêòîðíûõ ïðîèçâîä-
íûõ pKN402, êîòîðûå ïîñëå òåðìîèíäóêöèè çà
ñ÷åò çíà÷èòåëüíîãî óâåëè÷åíèÿ äîçû êëîíèðî-
âàííîãî ãåíà îáåñïå÷èâàþò ñâåðõñèíòåç êîäè-
ðóåìîãî ýòèì ãåíîì áåëêà.

Èçó÷åíèå ìåõàíèçìà ðåãóëÿöèè ðåïëèêàöèè
ôàêòîðà R1 ïðèâåëî Äæ. Ëàðñåíà ñ ñîàâòîðàìè
(1984 ã.) ê ñîçäàíèþ íîâîãî òèïà âåêòîðíûõ
ïëàçìèä ñåðèè pOU. Ïîñêîëüêó èíòåíñèâíîñòü
ðåïëèêàöèè ïëàçìèäû R1 íàõîäèòñÿ â ïðÿìîé
çàâèñèìîñòè îò óðîâíÿ ñèíòåçà áåëêîâîãî ïðî-
äóêòà ïëàçìèäíîãî ãåíà repA, àâòîðû ñêîíñò-
ðóèðîâàëè ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, ó êîòîðûõ
â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò ãåíà repA

âñòðîåí ôðàãìåíò ÄÍÊ ôàãà �, ñîäåðæàùèé ãåí
cI857 è ïðîìîòîð pR, íàïðàâëåííûé â ñòîðîíó
ãåíà repA. Ïðè òåìïåðàòóðå íèæå 35 °Ñ â êëåòêå
íàõîäèòñÿ ïðèìåðíî 1 ìîëåêóëà ïëàçìèäû ñå-
ðèè pOU. Ïðè òåìïåðàòóðå 42 °Ñ â ðåçóëüòàòå
èíàêòèâàöèè òåðìî÷óâñòâèòåëüíîãî ðåïðåññîðà
cI857 ïðîèñõîäèò äåðåïðåññèÿ ïðîìîòîðà pR,
ïðèâîäÿùàÿ ê êîíñòèòóòèâíîé íåêîíòðîëèðóå-
ìîé ðåïëèêàöèè ïëàçìèäû. Óæå ÷åðåç 1–2 ÷
ïîñëå òåðìîèíäóêöèè ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ ñîñòàâ-
ëÿåò ïîëîâèíó âñåé ÄÍÊ êëåòêè (áîëåå 1000 êî-
ïèé íà êëåòêó). Ïàðàëëåëüíî ñ àìïëèôèêàöèåé
ïëàçìèäû ïðîèñõîäèò è ñâåðõñèíòåç êîäèðóå-
ìûõ åþ áåëêîâ.

Ñõîæèìè ñ ðàññìîòðåííûìè ïëàçìèäàìè
ñâîéñòâàìè îáëàäàåò òåðìîèíäóöèðóåìàÿ âåê-
òîðíàÿ ïëàçìèäà pKC16, ñêîíñòðóèðîâàííàÿ
ïóòåì âñòðîéêè â ïëàçìèäó pBR322 ôðàãìåíòà
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ÄÍÊ ôàãà �cI857, ñîäåðæàùåãî ãåíû îò N äî P

(ðèñ. 3.1). Íàëè÷èå â êëîíèðîâàííîì ôðàãìåíòå
îáëàñòè íà÷àëà ðåïëèêàöèè ôàãîâîé ÄÍÊ, ãå-
íîâ O è P, à òàêæå ãåíà cI857, êîäèðóþùåãî òåð-
ìî÷óâñòâèòåëüíûé ðåïðåññîð, ïîçâîëÿåò ïðè
ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû äî 42 °Ñ èíèöèèðî-
âàòü ðåïëèêàöèþ ïëàçìèäû pKC16 íà ôðàãìåí-
òå ÄÍÊ ôàãà �, ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ êî-
ïèéíîñòè ýòîé ïëàçìèäû äî 130 è áîëåå ìîëå-
êóë ÄÍÊ íà áàêòåðèàëüíóþ õðîìîñîìó. Âîç-
ìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ýòîé ïëàçìèäû äëÿ ñó-
ïåðïðîäóêöèè áåëêîâ, êîäèðóåìûõ êëîíèðîâàí-
íûìè ãåíàìè, ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ïðè âñòðîé-
êå â pKC16 ãåíà xth E. coli, êîäèðóþùåãî ýêçî-
íóêëåàçó III. Òåðìîèíäóêöèÿ ðåïëèêàöèè ãèá-
ðèäíîé ïëàçìèäû ïðèâîäèò ê 125-êðàòíîìó
óâåëè÷åíèþ â êëåòêàõ àêòèâíîñòè ýêçîíóêëåà-
çû III ïî ñðàâíåíèþ ñî øòàììîì E. coli äèêîãî
òèïà ïî ýòîìó ãåíó.

Îñîáåííîñòüþ ðàññìîòðåííûõ òåðìîèíäó-
öèðóåìûõ ïëàçìèä ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî â ðåçóëüòàòå
èõ èíòåíñèâíîé ðåïëèêàöèè êëåòêè E. coli ïî-
ãèáàþò. Îäíàêî ýòî îáû÷íî íå èìååò îñîáîãî
çíà÷åíèÿ, òàê êàê ïîñëå èíäóêöèè íàñ ïðåæäå
âñåãî èíòåðåñóåò ïðîäóêò êëîíèðîâàííîãî ãåíà,
à íå æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòêè.

Êàê âèäèì, ïëàçìèäû îáåñïå÷èâàþò øèðî-
êèå âîçìîæíîñòè äëÿ ïîâûøåíèÿ äîçû êëîíè-
ðóåìûõ â èõ ñîñòàâå ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ, à ñëå-
äîâàòåëüíî, è äëÿ óâåëè÷åíèÿ ïðîäóêöèè ñîîò-
âåòñòâóþùåãî áåëêà.

Ïîâûøåííóþ êîïèéíîñòü êëîíèðóåìûõ ãå-
íîâ îáåñïå÷èâàþò òàêæå âåêòîðû íà îñíîâå
ÄÍÊ ôàãîâ. Íàèáîëåå ïîäðîáíî â ýòîì îòíîøå-
íèè èçó÷åí ôàã �. Ïðè ëèòè÷åñêîì ðàçâèòèè îí
îáðàçóåò 100–200 ôàãîâûõ ÷àñòèö íà êëåòêó.
Îäíàêî èç-çà ëèçèñà êëåòîê êëîíèðîâàííûé ãåí
ìîæåò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ ëèøü â òå÷åíèå îãðà-
íè÷åííîãî âðåìåíè. ×òîáû ñíÿòü äàííîå îãðà-
íè÷åíèå, â ãåíîì ôàãà � ââîäÿò ìóòàöèè ïî ãåíó
S, êîòîðûé êîíòðîëèðóåò ëèçèñ êëåòî÷íîé ñòåí-
êè. Ìóòàíòíûé ôàã �S– íå ñïîñîáåí ëèçèðîâàòü
êëåòî÷íóþ ñòåíêó, è ïðè åãî ðàçâèòèè â íåïåð-
ìèññèâíûõ êëåòêàõ íàáëþäàåòñÿ îáðàçîâàíèå
äî 103 ôàãîâûõ ÷àñòèö íà êëåòêó. Îäíàêî ïðî-
ïîðöèîíàëüíîãî óâåëè÷åíèÿ ïðîäóêöèè áåëêà
êëîíèðîâàííîãî ãåíà â ýòîì ñëó÷àå íå áóäåò, òàê
êàê ñèíòåçèðóåìûå ôàãîâûå ãåíîìû óïàêîâûâà-
þòñÿ â êàïñèäû. Èçáåæàòü óïàêîâêè ÄÍÊ ôàãà �
â áåëêîâûé ÷åõîë ìîæíî ââåäåíèåì ìóòàöèé ïî
ãåíó Q, êîòîðûé êîíòðîëèðóåò âûðàæåíèå ïîçä-
íèõ ãåíîâ ôàãà, îòâåòñòâåííûõ çà ñèíòåç åãî
ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ, à òàêæå ôóíêöèè óïàêîâêè
ôàãîâîé ÄÍÊ è ëèçèñà êëåòîê (ñì. 2.2.2). Ïî-
ýòîìó ìóòàíòû �Q –S –, à òàêæå �Q – â íåïåð-

ìèññèâíûõ êëåòêàõ ôàêòè÷åñêè ÿâëÿþòñÿ âûñî-
êîêîïèéíûìè ïëàçìèäàìè. Êëåòêè E. coli, èí-
ôèöèðîâàííûå òàêèìè ìóòàíòíûìè ôàãàìè �,
ñîäåðæàò ïî êðàéíåé ìåðå â 25 ðàç áîëüøå
òðàíñêðèáèðóåìûõ ãåíîìîâ, ÷åì êëåòêè, èíôè-
öèðîâàííûå ìóòàíòàìè �S–.

Ôàãè, ìóòàíòíûå ïî ãåíó N, èç-çà íåïîëíîé
òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè íà tR1 ñïîñîáíû, õî-
òÿ è íà íèçêîì óðîâíå, ýêñïðåññèðîâàòü ãåíû
O è P, ÷òî ïðèâîäèò ê ðåïëèêàöèè ôàãîâîé
ÄÍÊ. Òàêèå ôàãè ïîëíîñòüþ äåôåêòíû ïî áîëü-
øèíñòâó ðàííèõ è ïî ïîçäíèì ôóíêöèÿì (â ðå-
çóëüòàòå òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè íà tR2),
è ïîýòîìó ïðè èíôåêöèè íåïåðìèññèâíûõ êëå-
òîê ôàã ðàçâèâàåòñÿ êàê ïëàçìèäà, êîòîðàÿ îáåñ-
ïå÷èâàåò âûñîêóþ äîçó ãåíà è íå ëèçèðóåò áàê-
òåðèàëüíûå êëåòêè. Êàê âèäèì, äëÿ ôàãà � ñó-
ùåñòâóþò äâà àëüòåðíàòèâíûõ âàðèàíòà, ïîçâî-
ëÿþùèõ ïðåäîòâðàòèòü ëèçèñ êëåòîê è îáåñïå-
÷èòü âûñîêóþ êîïèéíîñòü êëîíèðîâàííûõ â ñî-
ñòàâå ôàãîâîãî ãåíîìà ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ.

Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîò áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû ðàññìîòðåííûå ïîäõîäû ê äîñòè-
æåíèþ ïîâûøåííîé äîçû ãåíîâ, òðàíñäóöèðóå-
ìûõ ôàãîì �. Â 1975 ã. ñîòðóäíèêàìè ëàáîðàòî-
ðèè Ð. Äýâèñà â ñîñòàâ ÄÍÊ âåêòîðíîãî ôàãà
�gt-�B (ñì. ðèñ. 2.17) áûë âñòðîåí ôðàãìåíò
õðîìîñîìíîé ÄÍÊ E. coli, ñîäåðæàùèé ãåí
ÄÍÊ-ëèãàçû ñ ìóòàöèåé lop-11, êîòîðàÿ îáåñïå-
÷èâàåò ñóïåðïðîäóêöèþ ýòîãî ôåðìåíòà. Èí-
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Ðèñ. 3.1. Èñêóññòâåííàÿ ïëàçìèäà
ñ òåðìî÷óâñòâèòåëüíîé èíäóêöèåé àìïëèôèêàöèè:

1 — pBR322; 2 — ÄÍÊ ôàãà �



ôåêöèÿ êëåòîê E. coli ïîëó÷åííûì ãèáðèäíûì
ôàãîì ïðèâåëà ê 10-êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ àê-
òèâíîñòè ÄÍÊ-ëèãàçû ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêà-
ìè äèêîãî òèïà (lig+). Îêàçàëîñü, ÷òî ëèãàçíûé
ãåí ôóíêöèîíèðóåò â ãèáðèäå â ëþáîé èç äâóõ
âîçìîæíûõ îðèåíòàöèé, ÷òî óêàçûâàåò íà àâòî-
íîìíóþ òðàíñêðèïöèþ êëîíèðîâàííîãî ãåíà
ïîä êîíòðîëåì ñîáñòâåííîãî ïðîìîòîðà. Çàòåì
ôðàãìåíò ñ ãåíîì ÄÍÊ-ëèãàçû áûë ïåðåñòðîåí
â ëèçîãåíèçèðóþùèé âåêòîð �gt4. Ïðè èíäóê-
öèè èç ëèçîãåíà ãèáðèäíûé ôàã �gt4-lop-11lig+

äàâàë 100-êðàòíîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ àêòèâíî-
ñòè ôåðìåíòà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè lig+.
Â ðåçóëüòàòå ââåäåíèÿ â ãåíîì ãèáðèäíîãî ôàãà
ìóòàöèè ïî ãåíó S ïðîäóêöèÿ ÄÍÊ-ëèãàçû
â êëåòêàõ ïîñëå èíäóêöèè ïðîôàãà âîçðîñëà
åùå â 5 ðàç. Òàêèì îáðàçîì, çà ñ÷åò ïîâûøåí-
íîé êîïèéíîñòè ãåíà lop-11lig+, êëîíèðîâàííî-
ãî â ñîñòàâå âåêòîðíîãî ôàãà �, óäàëîñü äîñòè÷ü
â êëåòêàõ E. coli 500-êðàòíîãî óâåëè÷åíèÿ àê-
òèâíîñòè ÄÍÊ-ëèãàçû ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêà-
ìè E. coli äèêîãî òèïà èëè 100-êðàòíîãî ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè E. coli lop-11lig+.

Âûñîêèé óðîâåíü ãåííûõ ïðîäóêòîâ òðèï-
òîôàíîâîãî îïåðîíà E. coli áûë âûÿâëåí ïðè
èíôåêöèè êëåòîê ôàãàìè �trpQ–S–, �trpQ – èëè
�trpN–. Ïðè ýòîì ïÿòü ôåðìåíòîâ trp-îïåðîíà
ñîñòàâèëè îêîëî 50 % âñåõ ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ
èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê.

Ýôôåêò äîçû ãåíà áûë ïðîäåìîíñòðèðîâàí
òàêæå â ëàáîðàòîðèè Í. Ìóððåÿ ïðè èíôåêöèè
êëåòîê ñêîíñòðóèðîâàííûìè in vitro ãèáðèäíû-
ìè ôàãàìè �polA, íåñóùèìè â ñîñòàâå ãèáðèä-
íîé ìîëåêóëû ÄÍÊ ãåí ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I

E. coli. Ïðè èíäóêöèè èç ëèçîãåííîãî ñîñòîÿíèÿ

ïðîôàãà �polA óðîâåíü àêòèâíîñòè ýòîãî ôåð-
ìåíòà âîçðàñòàë â 30–50 ðàç, à ïðè èíäóêöèè
ïðîôàãà �polA QamSam — â 75–100 ðàç ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ íåëèçîãåííûì Pol+-øòàììîì.

Ðàññìîòðåííûå ïðèìåðû ïîêàçûâàþò, ÷òî,
èñïîëüçóÿ ìóòàíòû ôàãà �, îáåñïå÷èâàþùèå ïî-
âûøåííóþ êîïèéíîñòü ôàãîâîãî ãåíîìà è ïðåä-
îòâðàùàþùèå óïàêîâêó ýòîãî ãåíîìà â áåëêî-
âûé êàïñèä, ìîæíî äîñòèãàòü âûñîêîé äîçû êëî-
íèðóåìîãî ãåíà, à ñëåäîâàòåëüíî, çíà÷èòåëüíîãî
óâåëè÷åíèÿ ñèíòåçà áåëêà, äåòåðìèíèðóåìîãî
ýòèì ãåíîì.

Íåñîìíåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò òàêæå
âåêòîðû íà îñíîâå ÄÍÊ íèòåâèäíûõ ôàãîâ. Ýòè
ôàãè ïðè èíôåêöèè íå ëèçèðóþò êëåòêè E. coli,
îáåñïå÷èâàÿ âûñîêóþ êîïèéíîñòü êëîíèðîâàí-
íîãî ãåíà è âûñîêèé âûõîä êîäèðóåìîãî èì
áåëêà.

Òàêèì îáðàçîì, ïðèìåíåíèå ìíîãîêîïèéíûõ
âåêòîðîâ ïîçâîëÿåò âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ èìåòü
â êëåòêå î÷åíü âûñîêèé óðîâåíü áåëêîâûõ ïðî-
äóêòîâ êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ. Èìåííî ïîýòîìó
íåêîòîðûå ñåãìåíòû ÄÍÊ íå ìîãóò áûòü êëîíè-
ðîâàíû â òàêèõ âåêòîðàõ, ïîñêîëüêó äåòåðìèíè-
ðóåìûå èìè áåëêè ïðè ïîâûøåííîé ïðîäóêöèè
âíîñÿò çíà÷èòåëüíûå íàðóøåíèÿ â ôèçèîëîãèþ
áàêòåðèàëüíîé êëåòêè. Îáû÷íî ýòè ãåíû óäàåò-
ñÿ êëîíèðîâàòü â íèçêîêîïèéíûõ âåêòîðíûõ
ÄÍÊ, íàïðèìåð â ïëàçìèäå pSC101 è åå ïðîèç-
âîäíûõ (ñì. ðèñ. 2.3), èëè â ìíîãîêîïèéíûõ
âåêòîðàõ ýêñïðåññèè ñî ñòðîãèì ðåãóëèðîâàíè-
åì òðàíñêðèïöèè (ñì. ðèñ. 2.2.9). Â ïîñëåäíåì
ñëó÷àå íåîáõîäèìî êëîíèðîâàòü íå âåñü ãåí, à
òîëüêî åãî êîäèðóþùóþ ÷àñòü.

3.2. ÂËÈßÍÈÅ ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÈ
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Íà óðîâåíü ïðîäóêöèè áåëêà, äåòåðìèíè-
ðóåìîãî êëîíèðîâàííûì ãåíîì, áîëüøîå âëèÿ-
íèå îêàçûâàåò ýôôåêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèè
êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòîãî ãåíà.
Òðàíñêðèïöèÿ ÄÍÊ îñóùåñòâëÿåòñÿ ôåðìåíòîì
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé. Â êëåòêå E. coli íàõîäèòñÿ
îêîëî 3 òûñ. ìîëåêóë ýòîãî ôåðìåíòà. ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçà E. coli ÿâëÿåòñÿ ñëîæíûì áåëêîì,
ñîñòîÿùèì èç íåñêîëüêèõ ðàçíûõ ñóáúåäèíèö:
�� (156 êÄà), � (151 êÄà), � (37 êÄà) è � (ìîëåêó-
ëÿðíàÿ ìàññà ðàçëè÷íà äëÿ ðàçíûõ òèïîâ
�-ñóáúåäèíèö). Ñóáúåäèíèöû â ìîëåêóëå ôåð-
ìåíòà àãðåãèðîâàíû áåç îáðàçîâàíèÿ êîâàëåíò-
íûõ ñâÿçåé. Íàèìåíåå ïðî÷íî â ýòîì êîìïëåêñå
ñâÿçàíà �-ñóáúåäèíèöà. Ñïåöèôè÷åñêîé ôåð-

ìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ îáëàäàåò òàê íàçû-
âàåìûé êîð-ôåðìåíò (îò àíãë. core — ñåðä-
öåâèíà), èìåþùèé ôîðìóëó ����2. Ýòó ôîðìó
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû îáîçíà÷àþò áóêâîé E (îò àíãë.
enzyme — ôåðìåíò). Â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè
êîð-ôåðìåíò íå ÿâëÿåòñÿ ïîëíîöåííîé ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçîé, òàê êàê íå ñïîñîáåí ïðàâèëüíî óçíà-
âàòü íà ÄÍÊ ñèãíàëû èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè
ãåíîâ. Ïðè îáúåäèíåíèè �-ñóáúåäèíèöû ñ êîð-
ôåðìåíòîì ôîðìèðóåòñÿ õîëîôåðìåíò (E �),
èìåþùèé ôîðìóëó ������. �-Ñóáúåäèíèöà, èëè
�-ôàêòîð, îáåñïå÷èâàåò ñïåöèôè÷íîñòü ñâÿçû-
âàíèÿ õîëîôåðìåíòà ñ îïðåäåëåííûìè ó÷àñòêà-
ìè ÄÍÊ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, íà êîòîðûõ
ïðîèñõîäèò ïåðâè÷íîå ñâÿçûâàíèå E � è èíè-
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öèàöèÿ äàííûì ôåðìåíòîì ñèíòåçà íèòè ÐÍÊ,
êîìïëåìåíòàðíîé îäíîé èç öåïåé ÄÍÊ, íàçûâà-
þòñÿ ïðîìîòîðàìè.

Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî ãåíîâ áàêòåðèè
E. coli òðàíñêðèáèðóåòñÿ õîëîôåðìåíòîì ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû, ñîäåðæàùèì ôàêòîð �70 (öèôðà
îáîçíà÷àåò ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó �-ôàêòîðà
â êÄà). Ïðè ñðàâíåíèè áîëüøîãî ÷èñëà ïðîìî-
òîðîâ ðàçíûõ ãåíîâ E. coli îêàçàëîñü, ÷òî èõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñÿ
äðóã îò äðóãà. Â òî æå âðåìÿ âûÿâëÿþòñÿ äâå
êîðîòêèå âûñîêîêîíñåðâàòèâíûå îáëàñòè, îäíà
èç êîòîðûõ ëîêàëèçîâàíà íà ðàññòîÿíèè îêîëî
10 ïí (–10 îáëàñòü), à äðóãàÿ — îêîëî 35 ïí
(–35 îáëàñòü) îò òî÷êè èíèöèàöèè òðàíñêðèï-
öèè (+1):

(Çäåñü è äàëåå ïðè ðàññìîòðåíèè ïðîìîòîðîâ
äëÿ íàãëÿäíîñòè îïåðèðóþò öåïüþ ÄÍÊ, êîòî-
ðàÿ ñîîòâåòñòâóåò ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìàò-
ðè÷íîé ÐÍÊ, íî â äåéñòâèòåëüíîñòè ÿâëÿåòñÿ
êîìïëåìåíòàðíîé òîé öåïè ÄÍÊ, êîòîðàÿ òðàíñ-
êðèáèðóåòñÿ.) Âûÿâëåííûå êîíñåðâàòèâíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîìîòîðîâ ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé ó÷àñòêè êîíòàêòà õîëîôåðìåíòà ñ ÄÍÊ.
Íåñèììåòðè÷íîñòüþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðî-
ìîòîðà îáåñïå÷èâàåòñÿ îäíîçíà÷íûé âûáîð ôåð-
ìåíòîì íàïðàâëåíèÿ òðàíñêðèïöèè.

Íåìíîãî÷èñëåííûå ãåíû òåïëîâîãî øîêà
E. coli òðàíñêðèáèðóþòñÿ õîëîôåðìåíòîì, ñî-
äåðæàùèì ôàêòîð �32. Òàêîé ôåðìåíò óçíàåò
ïðîìîòîðû, îòëè÷àþùèåñÿ ïî ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè îò îáû÷íûõ:

Äðóãèå �-ôàêòîðû (íàïðèìåð ñèíòåçèðóå-
ìûå íåêîòîðûìè ôàãàìè) òàêæå ñóùåñòâåííî
èçìåíÿþò ñïåöèôè÷íîñòü ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû
E. coli ê ïðîìîòîðíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì.

Íàèáîëåå õîðîøî èçó÷åíî âçàèìîäåéñòâèå
ñ ïðîìîòîðàìè õîëîôåðìåíòà, ñîäåðæàùåãî �70.
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà çàêðûâàåò ñîáîé ó÷àñòîê ÄÍÊ
äëèíîé îêîëî 60 ïí è íà ïðîìîòîðå îäíîâðå-
ìåííî âçàèìîäåéñòâóåò ñ ðàéîíàìè –35 è –10.
Ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ ôåðìåíòà ñ ÄÍÊ ïðîèñõîäèò
ëîêàëüíîå ðàñïëåòåíèå öåïåé, ÷òî äàåò âîçìîæ-
íîñòü ôåðìåíòó íà÷àòü ñèíòåç íèòè ÐÍÊ íà ñî-
îòâåòñòâóþùåì îäíîöåïî÷å÷íîì ó÷àñòêå ÄÍÊ.
Ïîñëå òîãî êàê íà÷èíàåòñÿ ýëîíãàöèÿ (íàðàùè-
âàíèå) öåïè ÐÍÊ, �-ôàêòîð âûñâîáîæäàåòñÿ èç
êîìïëåêñà, â ñîñòàâ êîòîðîãî âõîäÿò ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçà, ÄÍÊ è ñèíòåçèðóåìàÿ öåïü ÐÍÊ. Îñâî-

áîäèâøèñü, �-ôàêòîð ìîæåò ñíîâà ïðèñîåäè-
íèòüñÿ ê äðóãîé ìîëåêóëå êîð-ôåðìåíòà.

Ïîêàçàíî, ÷òî E�70 íå òðåáóåò ñòðîãîãî ñî-
õðàíåíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ðàéîíîâ –35
è –10, è ïîýòîìó äàííûé îñíîâíîé âàðèàíò
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû E. coli âçàèìîäåéñòâóåò ñ áîëü-
øèì êîëè÷åñòâîì ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðîâ è ïðî-
ìîòîðîïîäîáíûõ ó÷àñòêîâ íà ìîëåêóëàõ ÄÍÊ.
Ðàçíûå ïðîìîòîðû ôóíêöèîíèðóþò ñ ðàçëè÷-
íîé ýôôåêòèâíîñòüþ. Òàê íàçûâàåìûå ñèëüíûå
(ýôôåêòèâíûå) ïðîìîòîðû èíèöèèðóþò òðàíñ-
êðèïöèþ ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé. Èìåííî òàêèìè
ïðîìîòîðàìè îáû÷íî ïðåäïî÷èòàþò ìàíèïóëè-
ðîâàòü ïðè ïðîâåäåíèè ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ. Íà ñèëó ïðîìîòîðà ñóùåñòâåííî
âëèÿþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îáëàñòåé –35 è
–10, à òàêæå ðàññòîÿíèå ìåæäó íèìè. Íàïðè-
ìåð, âûÿâëåíà ìóòàöèÿ UV5, êîòîðàÿ óñèëèâàåò
òðàíñêðèïöèþ ñ ïðîìîòîðà ëàêòîçíîãî îïåðî-
íà. Ñåêâåíèðîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî ìóòàöèÿ çà-
òðàãèâàåò îáëàñòü –10 ïðîìîòîðà è ýòà îáëàñòü,
èìåþùàÿ â ïðîìîòîðå äèêîãî òèïà plac ñòðóê-
òóðó TATGTT, â placUV5 èçìåíåíà òàê, ÷òî ñîîò-
âåòñòâóåò íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþùåéñÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè TATAAT (ðèñ. 3.2).

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îêðóæàþùèå îòíîñè-
òåëüíî âûñîêîêîíñåðâàòèâíûå ðàéîíû –35 è
–10, òàêæå âëèÿþò íà ñèëó ïðîìîòîðà. Îäíàêî
çàêîíîìåðíîñòè ýòîãî âëèÿíèÿ ïîêà íå îïðåäå-
ëåíû, è ïîýòîìó ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóê-
ëåîòèäîâ ýôôåêòèâíîñòü ïðîìîòîðà îöåíèòü
íåâîçìîæíî. Êàæäûé ïðîìîòîð èíäèâèäóàëåí,
è åãî ïðèìåíèìîñòü äëÿ ðåøåíèÿ òåõ èëè èíûõ
çàäà÷ ìîæåò áûòü îöåíåíà ëèøü ýêñïåðèìåí-
òàëüíî.

Êðîìå ñèãíàëîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ íà÷àëî
ñèíòåçà íèòåé ÐÍÊ, ñóùåñòâóþò òàêæå è ñèãíà-
ëû îêîí÷àíèÿ (òåðìèíàöèè) òðàíñêðèïöèè â îï-
ðåäåëåííûõ òî÷êàõ ÄÍÊ-ìàòðèöû. Îáÿçàòåëü-
íûì ýëåìåíòîì òåðìèíàòîðà òðàíñêðèïöèè
ÿâëÿåòñÿ ïàëèíäðîìíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(èíâåðòèðîâàííûé ïîâòîð), êîòîðàÿ íà ìîëåêó-
ëå ÐÍÊ ôîðìèðóåò äâóõöåïî÷å÷íóþ øïèëüêó
(ðèñ. 3.3). Ó E. coli ñóùåñòâóåò äâà òèïà òåðìè-
íàòîðîâ — 	-íåçàâèñèìûå è 	-çàâèñèìûå.
Ó 	-íåçàâèñèìûõ òåðìèíàòîðîâ øïèëüêà íà
3�-êîíöå ìîëåêóëû ÐÍÊ, êàê ïðàâèëî, ÿâëÿåòñÿ
GC-áîãàòîé, à çà íåé èäåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
îëèãî(rU). Ëþáûå øïèëüêè, âîçíèêàþùèå â ñèí-
òåçèðóþùåéñÿ ÐÍÊ, ïî-âèäèìîìó, çàñòàâëÿþò
ïîëèìåðàçó äâèãàòüñÿ ìåäëåííåå èëè îñòàíàâ-
ëèâàòüñÿ. Íà 	-íåçàâèñèìûõ òåðìèíàòîðàõ ïî-
ëèìåðàçà îòäåëÿåòñÿ îò ÄÍÊ-ìàòðèöû è âûñâî-
áîæäàåò ÐÍÊ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç îñòàòêîâ
U, ðàñïîëîæåííàÿ ñðàçó æå çà øïèëüêîé, ïðè-

3.2. ÂËÈßÍÈÅ ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÈ ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÃÅÍÎÂ ÍÀ ÓÐÎÂÅÍÜ ÈÕ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ 149

...TTGACA...TATAAT...
–35 –10

...CTTGAA...CCCCATTA...
–35 –10
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Ðèñ. 3.2. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ ïðèðîäíûõ è ãèáðèäíûõ (îáâåäåíû) ïðîìîòîðîâ.

Ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — îáëàñòè ïðîìîòîðîâ –35 è –10; øòðèõîâàÿ ëèíèÿ — îïåðàòîð ëàêòîçíîãî îïåðîíà

Ðèñ. 3.3. Ñòðóêòóðà 3�-êîíöåâûõ òåðìèíàòîðíûõ ó÷àñòêîâ ðàçëè÷íûõ ìÐÍÊ â êëåòêàõ E. coli:

à–â — 	-íåçàâèñèìûå, ã — 	-çàâèñèìûé òåðìèíàòîð



íèìàåò ó÷àñòèå â ýòîì ïðîöåññå. Êîìïëåêñ
ÐÍÊ–ÄÍÊ (rU–dA) õàðàêòåðèçóåòñÿ íåîáû÷àé-
íî ñëàáûìè êîìïëåìåíòàðíûìè âçàèìîäåéñò-
âèÿìè. Ïîýòîìó äîñòàòî÷íî ìèíèìàëüíîãî êî-
ëè÷åñòâà ýíåðãèè, ÷òîáû ðàçðóøèòü ñâÿçè, óäåð-
æèâàþùèå âìåñòå äâå öåïè. Òàêèì îáðàçîì,
îñòàíîâêà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû â îáëàñòè øïèëüêè
â 	-íåçàâèñèìîì òåðìèíàòîðå ñîçäàåò áëàãî-
ïðèÿòíûå óñëîâèÿ äëÿ âûñâîáîæäåíèÿ ÐÍÊ èç
êîìïëåêñà rU–dA.

Òåðìèíàöèÿ òðàíñêðèïöèè îáû÷íî ïðîèñ-
õîäèò íå íà ñòðîãî îïðåäåëåííîì íóêëåîòèäå,
à íà ëþáîì èç íåñêîëüêèõ îñòàòêîâ, ðàñïîëî-
æåííûõ áëèæå ê 3�-êîíöó U-ó÷àñòêà. Îëè-
ãî(rU)-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç íóêëåîòèäîâ U
íà 3�-êîíöå ÐÍÊ ñîîòâåòñòâóåò ÀÒ-áîãàòîé îá-
ëàñòè â ìîëåêóëå ÄÍÊ-ìàòðèöû. Êàê âèäèì,
ÀÒ-áîãàòûå ó÷àñòêè ÄÍÊ èãðàþò âàæíóþ ðîëü
íå òîëüêî â èíèöèàöèè, íî è â òåðìèíàöèè
òðàíñêðèïöèè. Êàæäûé òåðìèíàòîð õàðàêòåðè-
çóåòñÿ îïðåäåëåííîé ýôôåêòèâíîñòüþ, êîòîðàÿ
îöåíèâàåòñÿ êàê äîëÿ öåïåé ÐÍÊ, òåðìèíàöèÿ
êîòîðûõ íà íåì ïðîèçîøëà. Ýôôåêòèâíîñòü
òåðìèíàòîðîâ òðàíñêðèïöèè ìîæåò âàðüèðî-
âàòü â øèðîêèõ ïðåäåëàõ, íî âàæíî ïîä÷åðê-
íóòü, ÷òî òåðìèíàòîðîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ
100%-íîå ïðåêðàùåíèå ñèíòåçà ÐÍÊ ó E. coli,
íå âûÿâëåíî.

Ó 	-çàâèñèìûõ òåðìèíàòîðîâ â øïèëüêå
îáû÷íî íèæå îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå GC-
ïàð è, êðîìå òîãî, îòñóòñòâóåò îëèãî(rU)-ó÷àñ-
òîê (ñì. ðèñ. 3.3). Ôàêòîð 	 ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
áåëîê ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 55 êÄà. Àêòèâíîé
ôîðìîé, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ òåòðàìåð. Ïî-
ëàãàþò, ÷òî ôàêòîð 	 ñâÿçûâàåòñÿ ñ 5�-êîíöîì

ñèíòåçèðóþùåéñÿ ìîëåêóëû ÐÍÊ è äâèæåòñÿ
âäîëü íåå. Êîãäà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà îñòàíàâëèâà-
åòñÿ íà íåêîòîðîå âðåìÿ â ðàéîíå øïèëüêè,
ôàêòîð 	 ìîæåò åå äîãíàòü è â ðåçóëüòàòå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ñ íåé âûçâàòü ðàñïàä êîìïëåêñà.
Ýôôåêòèâíîñòü 	-çàâèñèìîãî òåðìèíàòîðà îï-
ðåäåëÿåòñÿ ñòàáèëüíîñòüþ øïèëüêè, ôîðìè-
ðóåìîé ìîëåêóëîé ÐÍÊ, è âðåìåíåì çàäåðæêè
íà íåé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû. Ñîïðÿæåííàÿ ñ òðàíñ-
êðèïöèåé òðàíñëÿöèÿ âíîâü ñèíòåçèðîâàííîé
ìÐÍÊ, êîòîðàÿ ÷àñòî íàáëþäàåòñÿ ó áàêòåðèé
(ñì. ðèñ. 3.6), ìîæåò ïðåïÿòñòâîâàòü 	-çàâèñè-
ìîé òåðìèíàöèè, òàê êàê â ýòîì ñëó÷àå íà ìîëå-
êóëå ÐÍÊ íàõîäÿòñÿ ðèáîñîìû, ìåøàþùèå ïðî-
äâèæåíèþ ïî íåé ôàêòîðà 	.

Ìíîãèå ãåíû E. coli êîíòðîëèðóþòñÿ îòíî-
ñèòåëüíî ñëàáûìè ïðîìîòîðàìè. Ýêñïðåññèþ
òàêèõ ãåíîâ ìîæíî óâåëè÷èòü, ïîìåñòèâ èõ ïîä
êîíòðîëü ñèëüíûõ ïðîìîòîðîâ E. coli (placUV5,

ptrp, plpp, pbla) èëè ôàãîâ (�pL, �pR, T5p25 è äð.).
Òàê, Ä. Ñòåôôåí è Ð. Øëåéô â îäíîé èç

ðàííèõ ðàáîò (1977 ã.) ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñôîð-
ìàöèÿ E. coli ïëàçìèäîé pMB9, íåñóùåé ãåí
araC E. coli, ïðèâîäèò ê 4-êðàòíîìó óâåëè÷å-
íèþ ñèíòåçà áåëêà AraC â êëåòêàõ. Åñëè æå ýòîò
ãåí äîïîëíèòåëüíî ïîìåñòèòü ïîä êîíòðîëü
ïðîìîòîðà placUV5, òî ïðîäóêöèÿ áåëêà âîçðàñ-
òàåò óæå â 50 ðàç.

Ïðè âñòðîéêå â ïëàçìèäó pMB9 ôðàãìåíòà
ÄÍÊ ôàãà �, ñîäåðæàùåãî ãåí cI (ãèáðèäíàÿ
ïëàçìèäà pKB158, ðèñ. 3.4), Ì. Ïòàøíå ñ ñî-
òðóäíèêàìè ïîëó÷èëè óâåëè÷åíèå ïðîäóêöèè
ôàãîâîãî ðåïðåññîðà ñI â 5 ðàç ïî ñðàâíåíèþ
ñ óðîâíåì äàííîãî áåëêà â øòàììå, ÿâëÿþùåì-
ñÿ ëèçîãåíîì ïî ôàãó �. Ïðè ýòîì òðàíñêðèïöèÿ
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êëîíèðîâàííîãî ãåíà cI îñóùåñòâëÿëàñü ñ ôà-
ãîâîãî ïðîìîòîðà pRM. Êîãäà ê ãåíó cI â pKB158
ïîäñòðîèëè ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé ïðî-
ìîòîð placUV5 (ïëàçìèäà pKB255, ñì. ðèñ. 3.4),
ïðîäóêöèÿ áåëêà-ðåïðåññîðà âîçðîñëà ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ëèçîãåíîì â 15 ðàç, à ïðè âñòðîéêå òàí-
äåìà ýòèõ ïðîìîòîðîâ (ïëàçìèäà pKB252) —
â 35 ðàç.

Èíîãäà äëÿ ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ
â E. coli íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü ñèëüíûå ïðî-
ìîòîðû, ôóíêöèîíèðîâàíèå êîòîðûõ ïîäâåðãà-
åòñÿ ðåãóëÿöèè. Ïðåæäå âñåãî ýòî òðåáóåòñÿ
â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà ïðîäóêò êëîíèðîâàííîãî
ãåíà òîêñè÷åí äëÿ êëåòîê E. coli. Ïðè ýòîì êëåò-
êè ìîæíî êóëüòèâèðîâàòü äî îïðåäåëåííîãî ìî-
ìåíòà â óñëîâèÿõ, êîãäà òðàíñêðèïöèÿ êëîíèðî-
âàííîãî ãåíà ðåïðåññèðîâàíà, à çàòåì èíäóöè-
ðîâàòü ýôôåêòèâíóþ òðàíñêðèïöèþ. Òàêîé ïîä-
õîä ïîçâîëÿåò âûðàñòèòü êëåòêè, ñîäåðæàùèå
ãèáðèäíûå ÄÍÊ, äî äîñòàòî÷íî âûñîêîãî òèòðà
è ëèøü ïîñëå ýòîãî èíèöèèðîâàòü ïðîäóêöèþ
áåëêà, ñâåðõñèíòåç êîòîðîãî ïðèâîäèò ê ãèáåëè
áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê. Êðîìå òîãî, èçâåñòíî,
÷òî èíòåíñèâíàÿ òðàíñêðèïöèÿ, íàïðàâëÿåìàÿ
ñèëüíûì ïðîìîòîðîì, ìîæåò îòðèöàòåëüíî ñêà-
çûâàòüñÿ íà ýôôåêòèâíîñòè ðåïëèêàöèè ïëàç-
ìèäíîé ÄÍÊ, à ýòî ïðèâîäèò ê íåñòàáèëüíîñòè
ïîääåðæàíèÿ ïëàçìèäû è ïîñòåïåííîé åå ýëè-
ìèíàöèè èç áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê. Òàêèå ïëàç-
ìèäû ìîãóò áûòü ñòàáèëèçèðîâàíû, åñëè äèñ-
òàëüíî îò ñèëüíîãî ïðîìîòîðà âñòðîèòü ýôôåê-
òèâíûå ñèãíàëû òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè.

Â îäíîé èç ïåðâûõ ðàáîò ïî èñïîëüçîâàíèþ
èíäóöèðóåìûõ ïðîìîòîðîâ â âåêòîðíóþ ïëàç-
ìèäó — ïðîèçâîäíóþ pBR322, ñîäåðæàùóþ
â ñâîåì ñîñòàâå ñèëüíûé ïðîìîòîð pL ôàãà �,
âñòðîèëè ãåí trpA. Ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó ââåëè
â ëèçîãåííûå êëåòêè E. coli, â êîòîðûõ ñèíòåçè-
ðóåòñÿ òåðìî÷óâñòâèòåëüíûé ðåïðåññîð ôàãà �.
Ïðè òåìïåðàòóðå 30 °Ñ ïðîäóêöèÿ òðèïòîôàí-
ñèíòåòàçû A ïðàêòè÷åñêè íå óâåëè÷èëàñü. Îä-
íàêî ïîñëå òåðìè÷åñêîé èíàêòèâàöèè ðåïðåñ-
ñîðà íà÷èíàåò ôóíêöèîíèðîâàòü ïðîìîòîð pL,
êîòîðûé ïðè òåìïåðàòóðå 37 °Ñ íàïðàâëÿåò
ñâåðõñèíòåç òðèïòîôàíñèíòåòàçû, è âûÿâëÿå-
ìûé óðîâåíü àêòèâíîñòè ýòîãî ôåðìåíòà âîç-
ðàñòàåò â 30–50 ðàç.

Òåðìîèíäóöèðóåìûå ñèëüíûå ïðîìîòîðû
òèïà �pL, ïî-âèäèìîìó, ïåðñïåêòèâíû äëÿ êîíñò-
ðóèðîâàíèÿ òåõíîëîãè÷íûõ øòàììîâ-ïðîäóöåí-
òîâ ðàçëè÷íûõ ïîëèïåïòèäîâ. Â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ ïîëó÷åí ðÿä âåêòîðíûõ ïëàçìèä, ñîäåðæàùèõ
òåðìîèíäóöèðóåìûé ïðîìîòîð pL ôàãà �, è ïîêà-
çàíî, ÷òî ñ èõ ïîìîùüþ ìîæíî äîáèâàòüñÿ ïðî-
äóêöèè â E. coli ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, ïðåâûøàþ-
ùåé íîðìàëüíûé óðîâåíü â äåñÿòêè ðàç.

Ìîæíî òàêæå ïðèìåíÿòü ïðîìîòîðû, èíäó-
öèðóåìûå íèçêîìîëåêóëÿðíûìè ñîåäèíåíèÿìè.
Òàê, â ïëàçìèäó pBR322 áûë âñòðîåí ôðàãìåíò
ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé ïðîìîòîð òðèïòîôàíîâîãî
îïåðîíà, ãåí trpE è ÷àñòü ãåíà trpD. Ïîñëå èí-
äóêöèè òðàíñêðèïöèè ñ êëîíèðîâàííîãî ïðîìî-
òîðà 3-�-èíäîëèëàêðèëîâîé êèñëîòîé (ÈÀÊ)
óðîâåíü ïðîäóêöèè àíòðàíèëàòñèíòåòàçû, êîäè-
ðóåìîé ãåíîì trpE, âîçðàñòàë â 50 ðàç, ñîñòàâ-
ëÿÿ ïðè ýòîì 55 % âíîâü ñèíòåçèðîâàííîãî áåë-
êà êëåòêè. Åñëè äëÿ êîíòðîëÿ òðàíñêðèïöèè
êëîíèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ èñ-
ïîëüçóåòñÿ ïðîìîòîð ãåíà �-ãàëàêòîçèäàçû, òî
ýôôåêòèâíóþ òðàíñêðèïöèþ ñ íåãî ìîæíî èíè-
öèèðîâàòü, ñíèìàÿ ðåïðåññèþ ââåäåíèåì â ñðå-
äó èçîïðîïèë-�-D-òèîãàëàêòîçèäà (ÈÏÒÃ) —
ñïåöèôè÷íîãî èíäóêòîðà ëàêòîçíîãî îïåðîíà
E. coli.

Èñõîäÿ èç òîãî, ÷òî ïðîìîòîð placUV5 èìååò
«èäåàëüíóþ» îáëàñòü –10, à ptrp — îáëàñòü –35,
Õ. Äå Áîéåð ñ ñîàâòîðàìè â 1982 ã. ñêîíñòðóèðî-
âàëè ãèáðèäíûé ïðîìîòîð, íàçâàííûé èìè ptac

(ñì. ðèñ. 3.2). Äàííûé èñêóññòâåííûé ïðîìîòîð
ðåïðåññèðóåòñÿ lac-ðåïðåññîðîì, è òðàíñêðèï-
öèÿ ñ íåãî ìîæåò áûòü èíäóöèðîâàíà ÈÏÒÃ.
Â ñîñòàâå âåêòîðíîé ïëàçìèäû ptac â 5–10 ðàç
ýôôåêòèâíåå, ÷åì placUV5.

Èçâåñòíî, ÷òî ïðîìîòîðû ðàííèõ ãåíîâ P25
è P26 ôàãà T5 èìåþò âûñîêóþ àôôèííîñòü
ê ÐÍÊ-ïîëèìåðàçå E. coli è ÿâëÿþòñÿ î÷åíü ñèëü-
íûìè êîíñòèòóòèâíûìè ïðîìîòîðàìè. ×òîáû
ñäåëàòü ïðîìîòîð ãåíà P25 ðåãóëèðóåìûì,
Ò. Øèáóè ñ ñîòðóäíèêàìè (1988 ã.) ñ ïîìîùüþ
õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà îëèãîíóêëåîòèäîâ è êëî-
íèðîâàíèÿ ñîçäàëè ïðîìîòîð ppac (ñì. ðèñ. 3.2).
Äàííûé ïðîìîòîð ïîäâåðãàåòñÿ ðåãóëÿöèè, êàê
ïðîìîòîð lac-îïåðîíà, è ïðè ýòîì ýôôåêòèâíî
ôóíêöèîíèðóåò: ïðè èíäóêöèè ÈÏÒÃ îí íà-
ïðàâëÿåò ýêñïðåññèþ âñòðîåííîãî ãåíà â 3 ðàçà
ýôôåêòèâíåå, ÷åì ptac. Â âåêòîðíûå ïëàçìèäû
ñ òàêèìè ñèëüíûìè ïðîìîòîðàìè íåîáõîäèìî
ââîäèòü ýôôåêòèâíî ôóíêöèîíèðóþùèå òåðìè-
íàòîðû òðàíñêðèïöèè, ÷òîáû ïðîöåññ ñ÷èòûâà-
íèÿ ìÐÍÊ ñî âñòðîåííîãî â âåêòîð ãåíà íå èí-
òåðôåðèðîâàë ñ äðóãèìè ôóíêöèÿìè ïëàçìèäû.

Ïî àíàëîãè÷íîé ñõåìå È. Áîðîñ ñ ñîàâòîðà-
ìè (1986 ã.) ñîçäàëè ðåãóëèðóåìûé ïðîìîòîð
prac, âêëþ÷àþùèé îáëàñòü –35 ñèëüíîãî ïðîìî-
òîðà p2 ãåíà ðèáîñîìíîé ÐÍÊ rrnB è îáëàñòü
–10 ïðîìîòîðà lac-îïåðîíà äèêîãî òèïà (ñì.
ðèñ. 3.2). Ñèíòåç ÷óæåðîäíîãî áåëêà, îáåñïå÷è-
âàåìûé ïîñëå èíäóêöèè äàííîãî ïðîìîòîðà,
â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ äîñòèãàåò óðîâíÿ 60 %
ñóììàðíîãî êëåòî÷íîãî áåëêà E. coli.
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Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ðàññìîòðåííûå
âàðèàíòû èíäóöèðóåìîé òðàíñêðèïöèè èìåþò
îïðåäåëåííûå íåäîñòàòêè. Òàê, ïðè ïîâûøåíèè
òåìïåðàòóðû ñðåäû èíäóöèðóåòñÿ ýêñïðåññèÿ
íå òîëüêî öåëåâîãî ãåíà, íî è ðÿäà ãåíîâ êëåò-
êè-õîçÿèíà, â òîì ÷èñëå è ãåíîâ ïðîòåàç. Èñ-
ïîëüçîâàíèå õèìè÷åñêèõ èíäóêòîðîâ, êàê ïðà-
âèëî, îãðàíè÷èâàåòñÿ ëèøü ëàáîðàòîðíûì ìàñ-
øòàáîì, òàê êàê óäîðîæàåò áèîòåõíîëîãè÷å-
ñêèé ïðîöåññ.

Ñóùåñòâóåò ïîäõîä, ëèøåííûé ýòèõ íåäî-
ñòàòêîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå ôàãè E. coli êîäè-
ðóþò ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, ñïîñîáíûå âçàèìîäåé-
ñòâîâàòü ëèøü ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ïðîìîòîðà-
ìè ïîçäíèõ ôàãîâûõ ãåíîâ. Íàèáîëåå õîðîøî
èçó÷åíà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà ôàãà T7. Â ïðîòèâîïî-
ëîæíîñòü ìíîãîñóáúåäèíè÷íûì ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçàì áàêòåðèé è ýóêàðèîò, îíà ÿâëÿåòñÿ ìîíî-
ìåðíûì áåëêîì (êàê è àíàëîãè÷íûå ôåðìåíòû
äðóãèõ ôàãîâ) ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 99 êÄà.
Â îòëè÷èå îò ôåðìåíòà êëåòêè-õîçÿèíà ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçà T7 óçíàåò ñòðîãî ñïåöèôè÷åñêóþ
íåïðåðûâíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàçìåðîì
23 ïí, ïðèëåãàþùóþ ê òî÷êå èíèöèàöèè òðàíñ-
êðèïöèè. Ñêîðîñòü ýëîíãàöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çîé T7 â 5 ðàç âûøå, ÷åì ôåðìåíòîì E. coli.

Â 1985 ã. Ñ. Òýáîð è Ê. Ðè÷àðäñîí ïðåäëîæè-
ëè èñïîëüçîâàòü ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó ôàãà T7 äëÿ
ñóïåðýêñïðåññèè öåëåâûõ ãåíîâ. Ýêñïåðèìåí-
òàëüíî áûëî äîêàçàíî, ÷òî íà ÄÍÊ E. coli ïðî-
ìîòîðû äëÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû T7 îòñóòñòâóþò.
Ïðè èíôèöèðîâàíèè E. coli ôàãîì T7 ôàãîñïå-
öèôè÷íàÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà ñîñòàâëÿåò 0,1 %
êëåòî÷íîãî áåëêà. Ãåí ýòîãî ôåðìåíòà (îáîçíà-
÷àåìûé öèôðîé 1) ÿâëÿåòñÿ ðàííèì è òðàíñêðè-
áèðóåòñÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé êëåòêè-õîçÿèíà.
Ïîñëå âñòðîéêè ãåíà 1 ôàãà T7 â âåêòîðíóþ
ïëàçìèäó óðîâåíü ïðîäóêöèè ôàãîâîé ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû â E. coli âîçðàñòàåò â äåñÿòêè ðàç,
îäíàêî ýòî íå ñêàçûâàåòñÿ íà ñêîðîñòè ðîñòà

áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê. Ââåäåíèå æå â ýòè êëåò-
êè äðóãîé ñîâìåñòèìîé ïëàçìèäû, ñîäåðæàùåé
ïðîìîòîð ôàãà T7, âûçûâàåò ëåòàëüíûé äëÿ
áàêòåðèè ýôôåêò, òàê êàê ìîùíàÿ òðàíñêðèïöèÿ
ïîëèìåðàçîé ôàãà ñ ýòîãî ïðîìîòîðà ïðèâîäèò
ê ôàêòè÷åñêîìó èçúÿòèþ ïóëà ðèáîíóêëåîçèä-
òðèôîñôàòîâ êëåòêè. Òðàíñêðèïöèÿ èäåò ñòîëü
ýôôåêòèâíî, ÷òî ïðîèñõîäèò ìíîãîêðàòíîå ñ÷è-
òûâàíèå ôåðìåíòîì ïîëíîãî ïëàçìèäíîãî ãåíî-
ìà. Òåðìèíàòîðû òðàíñêðèïöèè E. coli ïðàêòè-
÷åñêè íå óçíàþòñÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé T7. Ïî-
ýòîìó â ïëàçìèäó ýêñïðåññèè íåîáõîäèìî ââî-
äèòü ñïåöèôè÷åñêèé äëÿ Ò7 òåðìèíàòîð òðàíñ-
êðèïöèè.

Ïåðâûé âàðèàíò ñèñòåìû ýêñïðåññèè, çàâè-
ñèìîé îò ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû ôàãà T7, ïðåäñòàâ-
ëåí íà ðèñ. 3.5. Ãåí 1 ôàãà T7 â ïëàçìèäå pGP1-2
ïîìåùåí ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðà pL ôàãà �
è ïðè òåìïåðàòóðå 30 °Ñ íàõîäèòñÿ â ðåïðåññè-
ðîâàííîì ñîñòîÿíèè çà ñ÷åò âîçäåéñòâèÿ áåë-
êà-ðåïðåññîðà cI ôàãà �. Ïðè íàãðåâàíèè áàêòå-
ðèàëüíîé êóëüòóðû âûøå 37 °Ñ ïðîèñõîäèò èí-
àêòèâàöèÿ òåðìî÷óâñòâèòåëüíîãî ôàãîâîãî ðåï-
ðåññîðà è èíäóöèðóåòñÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà ôàãà
T7. Ñèíòåçèðóåìàÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà ôàãà T7 èí-
òåíñèâíî òðàíñêðèáèðóåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ÄÍÊ, íàõîäÿùóþñÿ âî âòîðîé ïëàçìèäå (pT7-1)
ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà pT7
10, è óðîâåíü áåë-
êà äàííîãî öåëåâîãî ãåíà ìîæåò ñîñòàâèòü
30–50 % ñóììàðíîãî êëåòî÷íîãî áåëêà. Íåäî-
ñòàòêîì ðàññìîòðåííîé ñèñòåìû ýêñïðåññèè ÿâ-
ëÿåòñÿ òî, ÷òî ïðîìîòîð pL ðåïðåññèðóåòñÿ áåë-
êîì cI857 íå ïîëíîñòüþ è ïðè òåìïåðàòóðå 30 °Ñ
èìååòñÿ îïðåäåëåííûé ôîíîâûé ñèíòåç ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû T7, êîòîðîãî äîñòàòî÷íî äëÿ àêòèâ-
íîé ýêñïðåññèè ãåíà, âñòðîåííîãî â pT7-1. Åñëè
ïðîäóêò èçó÷àåìîãî ãåíà òîêñè÷åí äëÿ E. coli, òî
è áåç èíäóêöèè áóäåò ïðîèñõîäèòü ãèáåëü áàê-
òåðèàëüíûõ êëåòîê. Ýòî ëèøíèé ðàç ïîäòâåðæ-
äàåò, íàñêîëüêî äàííàÿ ñèñòåìà ýêñïðåññèè ãå-
íîâ ýôôåêòèâíà.
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Ðèñ. 3.5. Ïàðíàÿ ñèñòåìà ýêñïðåññèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà ôàãà Ò7 – ïîçäíèé ïðîìîòîð 
10 ôàãà Ò7.

Ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû ôàãà Ò7 íàõîäÿòñÿ â äâóõ ðåïëèêîíàõ íà îñíîâå ñîâìåñòèìûõ ïëàçìèä P15A è ColE1



×òîáû ïðåîäîëåòü óêàçàííûå çàòðóäíåíèÿ,
ïðåäëîæåí ðÿä ìîäèôèêàöèé ñèñòåìû ýêñïðåñ-
ñèè, çàâèñèìîé îò ôàãà T7. Öåëåâîé ãåí ââîäèò-
ñÿ â êëåòêè E. coli â ñîñòàâå ïëàçìèäû ïîä êîíò-
ðîëåì ïðîìîòîðà ôàãà T7. Äàííûé ïðîìîòîð
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé êëåòêè-õîçÿèíà íå óçíàåòñÿ,
è èçó÷àåìûé ãåí íàõîäèòñÿ â ñòðîãî ðåïðåññè-
ðîâàííîì ñîñòîÿíèè. Ïîñëå òîãî êàê êóëüòóðà
ñ ãèáðèäíîé ïëàçìèäîé äîñòèãíåò îïðåäåëåí-
íîé ïëîòíîñòè, åå ìîæíî çàðàçèòü ôàãîì T7 èëè
ãèáðèäíûìè ôàãàìè � ëèáî M13, íåñóùèìè ãåí
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû T7. Â ïåðâûõ äâóõ ñëó÷àÿõ
êëåòêè ñïóñòÿ íåêîòîðîå âðåìÿ áóäóò ëèçèðî-
âàòüñÿ. Â ïîñëåäíåì — ëèçèñà êëåòîê íå íàáëþ-
äàåòñÿ. Ïðè èíôåêöèè ôàãîì � ëèçèñà êëåòîê
òàêæå ìîæíî èçáåæàòü, åñëè ââåñòè â âåêòîð
ìóòàöèè ïî ãåíàì Q è S (ñì. 2.2.2). Êðîìå òîãî,
â êà÷åñòâå êëåòêè-õîçÿèíà ìîæíî èñïîëüçîâàòü
E. coli, ëèçîãåííóþ ïî ãèáðèäíîìó ôàãó �, íåñó-
ùåìó ãåí ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû T7, è â íóæíûé ìî-
ìåíò èíäóöèðîâàòü åãî èç ñîñòîÿíèÿ ïðîôàãà.

Â ðÿäå ëàáîðàòîðèé áûëè ñîçäàíû âåêòîð-
íûå ïëàçìèäû ýêñïðåññèè, ó êîòîðûõ ñèëüíûå
ïðîìîòîðû òàíäåìíî ïîâòîðåíû (äëÿ ïðèìåðà
ñì. íà ðèñ. 3.4 ïëàçìèäó pKB252). Ïîêàçàíî,
÷òî äóïëèêàöèÿ ïðîìîòîðîâ ïðèâîäèò ê óñèëå-
íèþ òðàíñêðèïöèè êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ. Òà-
êîé æå ýôôåêò íàáëþäàåòñÿ è ïðè êîìáèíàöèè
äâóõ ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðîâ. Ïîýòîìó äàííûé
ïîäõîä ê óâåëè÷åíèþ ïðîäóêöèè öåëåâîãî áåë-
êà èñïîëüçóþò äîâîëüíî ÷àñòî.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò øèðîêèé íà-
áîð ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé, îáåñïå÷èâàþ-
ùèõ âûñîêîýôôåêòèâíóþ òðàíñêðèïöèþ êëîíè-
ðóåìûõ ãåíîâ.

Ïîêà ìàëî èçó÷åí âîïðîñ î òîì, êàê ýôôåê-
òèâíîå âûðàæåíèå ãåíîâ âåêòîðà, íå ó÷àñòâóþ-
ùèõ â åãî ðåïëèêàöèè, âëèÿåò íà óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè êëîíèðîâàííîãî ÷óæåðîäíîãî ãåíà. Ïî
êðàéíåé ìåðå, â îäíîé èç ïåðâûõ ðàáîò â ýòîì
íàïðàâëåíèè Í. Ïàíà¸òàòîñîì (1988 ã.) áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà
óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêó (kanR) ìíîãîêî-
ïèéíîé âåêòîðíîé ïëàçìèäû (çà ñ÷åò ââåäåíèÿ
ìóòàöèé ïî ïðîìîòîðó ýòîãî ãåíà) ïðèâîäèò
ê äâóêðàòíîìó óâåëè÷åíèþ ïðîäóêöèè â E. coli

ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëè ÷åëîâåêà, ãåí êîòîðî-
ãî êëîíèðîâàí â ýòîé ïëàçìèäå.

Äðóãèì ôàêòîðîì, êîòîðûé ðåäêî ó÷èòûâà-
þò ïðè îïòèìèçàöèè òðàíñêðèïöèè êëîíèðóå-
ìûõ ãåíîâ, ÿâëÿåòñÿ ñòåïåíü ñóïåðñêðó÷åííîñ-
òè ÄÍÊ. Â êëåòêàõ E. coli êîíòðîëü òîïîëîãè÷å-
ñêîãî ñîñòîÿíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ îñóùåñòâëÿåòñÿ
äâóìÿ òîïîèçîìåðàçàìè, èìåþùèìè ïðîòèâî-
ïîëîæíî íàïðàâëåííîå äåéñòâèå: ÄÍÊ-òîïî-
èçîìåðàçà I ðàñïëåòàåò (ðåëàêñèðóåò) ÄÍÊ, â òî
âðåìÿ êàê ÄÍÊ-ãèðàçà ñóïåðñêðó÷èâàåò ÄÍÊ.
Èñïîëüçóÿ òå èëè èíûå ìóòàíòû E. coli ïî ñèñ-
òåìå òîïîèçîìåðèçàöèè ÄÍÊ, ìîæíî âëèÿòü íà
óðîâåíü ýêñïðåññèè êëîíèðóåìûõ ãåíîâ.

Ïîäâîäÿ èòîã äàííîãî ðàçäåëà, ìîæíî ñäå-
ëàòü âûâîä, ÷òî âñòðîéêà èíòåíñèâíî òðàíñêðè-
áèðóåìûõ ãåíîâ â ìíîãîêîïèéíûå âåêòîðíûå
ÄÍÊ âûçûâàåò, êàê ïðàâèëî, ñâåðõïðîäóêöèþ
áåëêîâ, êîäèðóåìûõ ýòèìè ãåíàìè. Âàæíî, ÷òî-
áû 5�-êîíöåâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñèíòåçè-
ðóåìîé ìÐÍÊ èìåëà òàêóþ îðãàíèçàöèþ, êîòî-
ðàÿ îáåñïå÷èâàëà áû ýôôåêòèâíóþ èíèöèàöèþ
åå òðàíñëÿöèè.

3.3. ÏÎÂÛØÅÍÈÅ ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÒÐÀÍÑËßÖÈÈ ÌÀÒÐÈ×ÍÛÕ ÐÍÊ

Ìîëåêóëÿðíûå ïðîöåññû ñèíòåçà áåëêà ÿâ-
ëÿþòñÿ äîñòàòî÷íî ñëîæíûìè. Â íèõ ó÷àñòâóþò
òðè êëàññà ìîëåêóë ÐÍÊ: ìàòðè÷íàÿ (ìÐÍÊ),
òðàíñïîðòíàÿ (òÐÍÊ) è ðèáîñîìíàÿ (ðÐÍÊ).
Ñèíòåç áåëêà îñóùåñòâëÿåòñÿ êðóïíûì ìóëüòè-
ôåðìåíòíûì êîìïëåêñîì — ðèáîñîìîé, ïî-
ñòðîåííîé èç ìîëåêóë áåëêîâ è ÐÍÊ. Êðîìå òî-
ãî, ñóùåñòâóþò ôåðìåíòû àìèíîàöèë-òÐÍÊ-
ñèíòåòàçû, ôàêòîðû èíèöèàöèè (IF) ñèíòåçà ïî-
ëèïåïòèäíûõ öåïåé è ôàêòîðû îñâîáîæäåíèÿ
(RF), ó÷àñòâóþùèå â òåðìèíàöèè òðàíñëÿöèè.

Ñîâðåìåííûé óðîâåíü çíàíèé â ìîëåêóëÿð-
íîé áèîëîãèè è ìåòîäîëîãèÿ ãåíåòè÷åñêîé èí-
æåíåðèè ïîçâîëÿþò âîçäåéñòâîâàòü íà ïðîöåññ
ñèíòåçà áåëêà, ëèøü ìîäèôèöèðóÿ ñòðóêòóðó
ìàòðè÷íîé ÐÍÊ è íå çàòðàãèâàÿ âåñü îñíîâíîé
êîìïëåêñ ìàêðîìîëåêóë êëåòêè, ó÷àñòâóþùèõ

â òðàíñëÿöèè. Ïîýòîìó áîëåå ïîäðîáíî ðàñ-
ñìîòðèì ñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ ìÐÍÊ
E. coli.

Áîëüøèíñòâî áàêòåðèàëüíûõ ìÐÍÊ íåäîë-
ãîâå÷íû. Ôóíêöèîíàëüíîå âðåìÿ ïîëóæèçíè
ìÐÍÊ îáû÷íî ñîñòàâëÿåò îêîëî 2 ìèí. Ó áàêòå-
ðèé òðàíñêðèïöèÿ è òðàíñëÿöèÿ ñîïðÿæåíû.
Ïðè òåìïåðàòóðå 37 °Ñ òðàíñêðèïöèÿ ìÐÍÊ
ïðîèñõîäèò ñî ñêîðîñòüþ ïðèìåðíî 2500 íóê-
ëåîòèäîâ â 1 ìèí, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò îáðàçîâà-
íèþ 14 êîäîíîâ â 1 ñ. Ïðè ýòîì èçâåñòíî, ÷òî
â ðàñòóùóþ ïîëèïåïòèäíóþ öåïü çà 1 ñ âêëþ-
÷àåòñÿ îò 12 äî 17 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ.

Ðèáîñîìû â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå ñâÿçûâà-
þòñÿ ñ 5�-êîíöåâûì ðàéîíîì ìÐÍÊ è íà÷èíàþò
åå òðàíñëÿöèþ óæå òîãäà, êîãäà åùå íå çàêîí÷å-
íà òðàíñêðèïöèÿ ìàòðèöû (ðèñ. 3.6). Íåîáõîäè-
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ìî îòìåòèòü, ÷òî êîäèðóþùàÿ áåëîê ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ìÐÍÊ îãðàíè÷åíà íà 5�- è 3�-êîíöàõ
íåêîäèðóþùèìè ó÷àñòêàìè.

Èíòåíñèâíîñòü òðàíñëÿöèè ìÐÍÊ â áàêòå-
ðèÿõ çàâèñèò îò ðÿäà ïàðàìåòðîâ. Îòíîñèòåëü-
íî õîðîøî èçó÷åíî âëèÿíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òè íóêëåîòèäîâ è âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû 5�-êîí-
öåâîé îáëàñòè ìÐÍÊ íà ýôôåêòèâíîñòü èíèöèà-
öèè òðàíñëÿöèè â êëåòêàõ E. coli. Ïåðâîíà÷àëü-
íî ñ ìîëåêóëîé ìÐÍÊ âçàèìîäåéñòâóåò ìàëàÿ
30S-ñóáúåäèíèöà ðèáîñîìû, îáúåäèíåííàÿ
ñ òðåìÿ ôàêòîðàìè èíèöèàöèè. Â ýòîò êîíòàêò
âîâëåêàåòñÿ ó÷àñòîê ìÐÍÊ äëèíîé îêîëî 35
íóêëåîòèäîâ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìÐÍÊ, ñ êî-
òîðîé ïðîèñõîäèò òàêîå ïåðâè÷íîå ñâÿçûâàíèå,
ïîëó÷èëà íàçâàíèå ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ðèáî-
ñîì (ribosome binding site, RBS). Ó÷àñòîê ñâÿçû-
âàíèÿ ðèáîñîì îáÿçàòåëüíî ñîäåðæèò èíèöèà-
òîðíûé êîäîí (AUG, ðåæå GUG) è ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü, êîìïëåìåíòàðíóþ 3�-êîíöåâîìó
ðàéîíó 16S ðèáîñîìíîé ÐÍÊ

Ýòó ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ îáû÷íî íà-
çûâàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ Øàéíà–Äàëü-

ãàðíî èëè SD-ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ (ïî ôà-
ìèëèÿì àâòîðîâ, âûÿâèâøèõ åå â 1975 ã.). Ñâÿ-
çûâàíèå 30S-ñóáúåäèíèöû ðèáîñîì ñ ìÐÍÊ
ïðîèñõîäèò, ïî-âèäèìîìó, â ðåçóëüòàòå âçàèìî-
äåéñòâèÿ êîìïëåìåíòàðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òåé íóêëåîòèäîâ íà 5�-êîíöåâîì ó÷àñòêå ìÐÍÊ
è 3�-êîíöå 16S ðÐÍÊ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SD
èìååò ðàçìåð îò 3 äî 9 íóêëåîòèäîâ, ïðè ýòîì
îíà íå îáÿçàòåëüíî äîëæíà áûòü íåïðåðûâíî
êîìïëåìåíòàðíîé ñîîòâåòñòâóþùåìó ó÷àñòêó
16S ðÐÍÊ. Íàèáîëåå ÷àñòî â êà÷åñòâå SD-ó÷àñò-
êà íà ìÐÍÊ âûÿâëÿþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
AGGAG.

Ðàññòîÿíèå îò SD-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äî
èíèöèàòîðíîãî êîäîíà ó E. coli âàðüèðóåò îò 3
äî 13 íóêëåîòèäîâ (â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
5–9). Ïðè÷åì îò ýòîãî ðàññòîÿíèÿ ìîæåò ñó-
ùåñòâåííî çàâèñåòü ýôôåêòèâíîñòü èíèöèàöèè
òðàíñëÿöèè ìÐÍÊ è â êîíå÷íîì ñ÷åòå — óðî-
âåíü ýêñïðåññèè êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè èçó÷àåìîãî ãåíà. Íà ýôôåêòèâíîñòü ñâÿ-
çûâàíèÿ ðèáîñîìû òàêæå âëèÿåò â öåëîì âñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàéîíà ìÐÍÊ îò –20 äî +14
(çà +1 ïðèíÿò ïåðâûé íóêëåîòèä èíèöèàòîðíîãî
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Ðèñ. 3.6. Ñõåìà òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè â êëåòêàõ E. coli



êîäîíà), îäíàêî ÷åòêèõ çàêîíîìåðíîñòåé ýòîãî
âëèÿíèÿ ïîêà íå îáíàðóæåíî. Äîêàçàíî, ÷òî íà-
ëè÷èå øïèëå÷íûõ (âçàèìîêîìïëåìåíòàðíûõ)
ñòðóêòóð â 5�-êîíöåâîé îáëàñòè ìÐÍÊ, îñîáåí-
íî â ðàéîíå ó÷àñòêà RBS, ñíèæàåò ýôôåêòèâ-
íîñòü èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè.

Â ïðîöåññå ñâÿçûâàíèÿ 30S-ñóáúåäèíèöû
ðèáîñîì ñ ó÷àñòêîì RBS íà ìÐÍÊ ïðîèñõîäèò
ñòåðè÷åñêîå èçìåíåíèå ýòîé ñóáúåäèíèöû, îáó-
ñëîâëèâàþùåå ýôôåêòèâíîå âçàèìîäåéñòâèå åå
ñ èíèöèàòîðíîé ôîðìèëìåòèîíèë-òÐÍÊ (f-Met-
òÐÍÊ). Âñëåä çà ýòèì ê äàííîìó êîìïëåêñó ïðè-
ñîåäèíÿåòñÿ 50S-ñóáúåäèíèöà ðèáîñîì, è ñôîð-
ìèðîâàâøàÿñÿ ïîëíîöåííàÿ ðèáîñîìà (70S) îñó-
ùåñòâëÿåò íàðàùèâàíèå ïîëèïåïòèäíîé öåïè.
Íà èíòåíñèâíîñòü òðàíñëÿöèè ìÐÍÊ â íåêîòî-
ðûõ ñëó÷àÿõ ìîæåò âëèÿòü è åå ïåðâè÷íàÿ
ñòðóêòóðà, òàê êàê íå âñå êîäîíû ñ îäèíàêîâîé
ýôôåêòèâíîñòüþ âîâëåêàþòñÿ â ïðîöåññ.

Òðè êîäîíà (UAA, UAG è UGA) íà ìÐÍÊ
ÿâëÿþòñÿ òåðìèíàòîðíûìè: îíè îñòàíàâëèâàþò
òðàíñëÿöèþ. Ñ äàííûìè êîäîíàìè â ñîñòàâå ðè-
áîñîìû âçàèìîäåéñòâóåò îñîáûé áåëîê (ôàêòîð
îñâîáîæäåíèÿ), êîòîðûé îáåñïå÷èâàåò îòäåëå-
íèå êàðáîêñèëüíîãî êîíöà ðàñòóùåé ïîëèïåï-
òèäíîé öåïè îò ìîëåêóëû òÐÍÊ, ïîñëå ÷åãî ïî-
ëèïåïòèä îñâîáîæäàåòñÿ, à ðèáîñîìà ðàñïàäà-
åòñÿ íà äâå ñóáúåäèíèöû.

Â îòëè÷èå îò ýóêàðèîòè÷åñêèõ áàêòåðèàëü-
íûå ìÐÍÊ ìîãóò çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àòüñÿ ïî
÷èñëó êîäèðóåìûõ èìè áåëêîâ. Íåêîòîðûå ìî-
ëåêóëû ñîîòâåòñòâóþò òîëüêî îäíîìó ãåíó —
ýòî ìîíîöèñòðîííûå ìÐÍÊ. Äðóãèå ñîäåðæàò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå íåñêîëüêî
áåëêîâ, — ýòî ïîëèöèñòðîííûå ìÐÍÊ. Èíèöèà-
öèÿ òðàíñëÿöèè â êàæäîì öèñòðîíå â ñîñòàâå
ïîëèöèñòðîííîé ìÐÍÊ, êàê ïðàâèëî, ïðîèñõî-
äèò íåçàâèñèìî, ò. å. êàæäûé öèñòðîí èìååò
ñîáñòâåííûé ó÷àñòîê RBS. Â íåêîòîðûõ ãåííî-
èíæåíåðíûõ ðàáîòàõ ðåàëèçóåòñÿ ïîëèöèñòðîí-
íûé ïðèíöèï ïîñòðîåíèÿ áàêòåðèàëüíûõ ìÐÍÊ

ïðè êëîíèðîâàíèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ (íàïðè-
ìåð, ñì. ðèñ. 2.44).

Íåñìîòðÿ íà áîëüøîé ïðîãðåññ â ïîíèìà-
íèè ïðîöåññîâ òðàíñëÿöèè, ïîêà ÿñíû ëèøü îñ-
íîâíûå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûå çàêîíîìåð-
íîñòè îðãàíèçàöèè ìÐÍÊ. Â ÷àñòíîñòè, ïî ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ ó÷àñòêà ñâÿçû-
âàíèÿ ðèáîñîì ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæíî a prio-
ri îïðåäåëèòü ýôôåêòèâíîñòü èíèöèàöèè òðàíñ-
ëÿöèè ðàññìàòðèâàåìîé ìÐÍÊ. Ïîýòîìó êàæäàÿ
èçó÷àåìàÿ êîíñòðóêöèÿ äîëæíà ïîäâåðãàòüñÿ
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïðîâåðêå.

Öåëåíàïðàâëåííûå èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ
ñòðóêòóðû RBS íà ýôôåêòèâíîñòü ýêñïðåññèè
êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ âûïîëíåíû â ëàáîðàòî-
ðèè Ì. Ïòàøíå (1978–1980 ãã.). Ïåðâîíà÷àëüíî
èçó÷àëîñü âëèÿíèå ñòðóêòóðû ãèáðèäíîãî ó÷àñò-
êà ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì ïëàçìèäû pKB252 (ñì.
ðèñ. 3.4) è åå ïðîèçâîäíûõ íà óðîâåíü ïðîäóê-
öèè â êëåòêàõ E. coli áåëêà cI — ðåïðåññîðà
ôàãà �. Â èñõîäíîé ïëàçìèäå pKB252 ãåí cI ôà-
ãà � ñîñòûêîâàí ñ òàíäåìíî ðàñïîëîæåííûìè
ôðàãìåíòàìè, êàæäûé èç êîòîðûõ ñîäåðæèò
ïðîìîòîð, SD-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, èíèöèèðóþ-
ùèé òðàíñëÿöèþ êîäîí è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
êîäèðóþùóþ ïåðâûå ñåìü àìèíîêèñëîò ãåíà
lacZ (ðèñ. 3.7). Âñòðîåííûé â pKB252 ãåí cI
òàêæå èìååò ñâîé íåïîâðåæäåííûé ó÷àñòîê ñâÿ-
çûâàíèÿ ðèáîñîì. Ïîñêîëüêó ðàìêà òðàíñëÿ-
öèè, íà÷èíàþùåéñÿ ñ êîäîíà AUG ãåíà �-ãàëàê-
òîçèäàçû, íå ñîâïàäàåò ñ ðàìêîé êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà cI, òðàíñëÿöèÿ cI
â ïëàçìèäå pKB252 çàâèñèò îò ñîáñòâåííîé
SD-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ è
òåì, ÷òî äåëåöèÿ â ïëàçìèäå pKB252 ñåãìåíòà
äëèíîé 114 ïí â îáëàñòè ìåæäó SD-ó÷àñòêàìè
ãåíîâ lacZ è cI (ïëàçìèäà pKB265, ñì. ðèñ. 3.7)
íå âëèÿåò íà óðîâåíü ïðîäóêöèè ôàãîâîãî ðåï-
ðåññîðà â êëåòêàõ E. coli. Èñïîëüçîâàíèå äåëå-
öèîííîãî âàðèàíòà ïëàçìèäû pKB252, â êîòî-
ðîì îáðàçîâàí ãèáðèäíûé ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ
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Ðèñ. 3.7. Îðãàíèçàöèÿ 5�-êîíöåâîé ÷àñòè ãåíà cI â ãèáðèäíûõ ïëàçìèäàõ.

Ñêîáêàìè óêàçàíû ãðàíèöû äåëåöèè



ðèáîñîì, ñîñòîÿùèé èç SD-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ãåíà lacZ è èíèöèàòîðíîãî êîäîíà ãåíà cI
(ïëàçìèäà pKB280, ñì. ðèñ. 3.7), ïðèâîäèò
ê óâåëè÷åíèþ ñèíòåçà áåëêà-ðåïðåññîðà ôàãà �
â 3–5 ðàç.

Ýòè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ ó÷àñòêà ñâÿçûâàíèÿ ðè-
áîñîì ìîæåò ñóùåñòâåííî âëèÿòü íà ýôôåêòèâ-
íîñòü òðàíñëÿöèè ñòðóêòóðíîé ÷àñòè èçó÷àåìî-
ãî ãåíà, îäíàêî êîíêðåòíîé çàêîíîìåðíîñòè óñ-
òàíîâèòü íå óäàëîñü. Òåì íå ìåíåå ïîëó÷åííûå
äàííûå íàòîëêíóëè èññëåäîâàòåëåé íà èäåþ
ðàçðàáîòàòü îáùèé ïîäõîä ê ñòàòèñòè÷åñêîé îï-
òèìèçàöèè òðàíñëÿöèè ìÐÍÊ, äåòåðìèíèðóå-
ìîé êëîíèðîâàííûì ãåíîì.

Ïðåæäå âñåãî áûëà ñîçäàíà ïëàçìèäà,
èìåþùàÿ â ñâîåì ñîñòàâå ñëèòûå ÷àñòè ãåíîâ
lacI è lacZ: ïðè òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè òà-
êîãî õèìåðíîãî ãåíà îáðàçóåòñÿ áåëîê ñ ôåð-
ìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ �-ãàëàêòîçèäàçû.

Ñëèòûé ãåí lac I�– Z â ïëàçìèäå pLG (ðèñ. 3.8)
íå èìååò ïðîìîòîðà è ïîýòîìó íå ýêñïðåññèðó-
åòñÿ. Âñòðîéêîé ëèíêåðîâ â íà÷àëî ñòðóêòóðíîé
÷àñòè ýòîãî ãåíà ìîæíî ââîäèòü ðàçëè÷íûå ìåñ-
òà óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç. Äëÿ êàæäîãî êîíêðåò-
íîãî ñëó÷àÿ âûáèðàåòñÿ îïðåäåëåííàÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ ââîäèìîãî ëèíêåðà.
Åñëè ïî âûáðàííîìó ìåñòó ðàñùåïëåíèÿ ðåñò-
ðèêòàçîé âñòðîèòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ëþáîãî
ãåíà X, êîäèðóþùóþ N-êîíöåâóþ ÷àñòü ïîëè-
ïåïòèäà, òî îáðàçîâàííûé ãèáðèäíûé ãåí áóäåò
äåòåðìèíèðîâàòü ñèíòåç õèìåðíîãî áåëêà, ïî-
ïðåæíåìó îáëàäàþùåãî ôåðìåíòàòèâíîé àê-
òèâíîñòüþ �-ãàëàêòîçèäàçû. ÄÍÊ ïîëó÷åííîé
ïëàçìèäû pLG� (ñì. ðèñ. 3.8) ìîæíî ïåðåâåñòè
â ëèíåéíóþ ôîðìó, ðàñùåïèâ åå ðåñòðèêòàçîé
âáëèçè íà÷àëà ãåíà X. Çàòåì ýòó ÄÍÊ â êîíòðî-
ëèðóåìûõ óñëîâèÿõ îáðàáàòûâàþò íóêëåàçîé
Bal31 ñ öåëüþ ïîëó÷èòü ëèíåéíûå ìîëåêóëû
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ðàçëè÷íîé äëèíû. Ïîñëå ýòî-
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Ðèñ. 3.8. Ìåòîä îïòèìèçàöèè òðàíñëÿöèè ãèáðèäíûõ ãåíîâ

��



ãî ÷àñòü ïëàçìèäíîé ÄÍÊ çàìåùàþò ôðàãìåí-
òîì, ñîäåðæàùèì ïðîìîòîð, SD-ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ãåíà lacZ è ïÿòü ïàð íóêëåîòèäîâ ïîñëå
SD-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Â ïîëó÷åííîé ñåðèè ïëàçìèä pLG òðàíñëÿ-
öèÿ õèìåðíîãî áåëêà íà÷èíàåòñÿ ñ èíèöèèðóþ-
ùåãî êîäîíà ãåíà X. Ïðè÷åì â ðàçíûõ ïëàçìèäàõ
ðàññòîÿíèå ìåæäó SD-ó÷àñòêîì è òðèïëåòîì
ATG íå îäèíàêîâî, ÷òî îáóñëîâëèâàåò ðàçëè÷èÿ
â óðîâíå ïðîäóêöèè õèìåðíîãî áåëêà, êîòîðûå
ëåãêî âûÿâèòü ïî ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè
�-ãàëàêòîçèäàçû â èíäèâèäóàëüíûõ êëîíàõ
ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ êëåòîê. Â âàðèàíòàõ
ãèáðèäíûõ ïëàçìèä pLG , îáåñïå÷èâàþùèõ â
êëåòêàõ E. coli íàèáîëüøóþ àêòèâíîñòü
�-ãàëàêòîçèäàçû, îñóùåñòâëÿþò ïîëíóþ ðå-
êîíñòðóêöèþ ãåíà X. Ïîëó÷àåìûå ïëàçìèäû
pLG óæå îïòèìèçèðîâàíû ïî òðàíñëÿöèè
ìÐÍÊ, êîäèðóåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ãåíà X.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêè
áûëà îïòèìèçèðîâàíà ýêñïðåññèÿ â E. coli êîäè-
ðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé �-ãëîáèíà êðîëè-
êà, ôèáðîáëàñòíîãî èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà è íå-
êîòîðûõ äðóãèõ.

Ðàññìîòðåííàÿ ñõåìà ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî
îáùåé è ìîæåò áûòü ïðèìåíåíà äëÿ äðóãèõ
êîìáèíàöèé ïðîìîòîðîâ è êëîíèðóåìûõ ãåíîâ.
Íåñîìíåííîå ïðåèìóùåñòâî äàííîãî ïîäõîäà
ñîñòîèò â òîì, ÷òî îí ïîçâîëÿåò ìåòîäè÷åñêè
ïðîñòî îïòèìèçèðîâàòü ýêñïðåññèþ íà óðîâíå
òðàíñëÿöèè ëþáîãî êëîíèðîâàííîãî ãåíà ïðî-
êàðèîòè÷åñêîãî èëè ýóêàðèîòè÷åñêîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ. Ïðè ýòîì âñòðàèâàåìûé ãåí äîëæåí
èìåòü íåïðåðûâíóþ êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòü.

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè
òðàíñëÿöèè èçó÷åíû ïîêà íåäîñòàòî÷íî ïîëíî,
ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèäíûõ ãåíîâ, ïðåä-
íàçíà÷åííûõ äëÿ àâòîíîìíîé òðàíñëÿöèè öåëå-
âîãî áåëêà â E. coli, àêòèâíî èñïîëüçóþò ïðè-
ðîäíûå èëè ñèíòåòè÷åñêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÄÍÊ, êîäèðóþùèå SD-ó÷àñòêè è ïðèëåãàþùèå
ê íèì îáëàñòè. Ýòî ïîçâîëÿåò ñîçäàâàòü ýôôåê-
òèâíî ôóíêöèîíèðóþùèå ðàéîíû ñâÿçûâàíèÿ
ðèáîñîì íà ãèáðèäíûõ ìÐÍÊ. ×àùå âñåãî èñïî-
ëüçóþò SD-ó÷àñòêè ãåíîâ áåëêà îáîëî÷êè ôàãà
MS2, lacZ E. coli è cII ôàãà �.

Îêàçàëîñü, ÷òî íà ýôôåêòèâíîñòü òðàíñëÿ-
öèè ìÐÍÊ ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå îêàçûâàåò òà-
êîé ïîêàçàòåëü, êàê ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè êî-
äîíîâ (ñì. òàáë. 12.5). Ãåíåòè÷åñêèé êîä âûðîæ-
äåí (ñì. òàáë. 2.2), ò. å. îäíà è òà æå àìèíîêèñ-
ëîòà â ñîñòàâå ìÐÍÊ ìîæåò êîäèðîâàòüñÿ ðàç-
íûìè êîäîíàìè. Îäíàêî óñòàíîâëåíî, ÷òî â ðàç-

íûõ òèïàõ êëåòîê ðàçëè÷íûå òÐÍÊ (â òîì ÷èñëå
èçîàêöåïòîðíûå, êîäèðóþùèå îäíó è òó æå
àìèíîêèñëîòó) ñèíòåçèðóþòñÿ â ðàçíîì ñîîòíî-
øåíèè. Ïðè ýòîì äëÿ êîäèðîâàíèÿ áåëêîâ ñ âû-
ñîêèì óðîâíåì ñèíòåçà èñïîëüçóåòñÿ îãðàíè-
÷åííûé íàáîð ìîëåêóë òÐÍÊ, íàèáîëåå ïðåä-
ñòàâëåííûõ â äàííîì òèïå êëåòîê. ×åì ðåæå òîò
èëè èíîé êîäîí èñïîëüçóåòñÿ äëÿ êîäèðîâàíèÿ
àìèíîêèñëîòû â äàííîì îðãàíèçìå, òåì ñ ìåíü-
øåé ñêîðîñòüþ îí áóäåò òðàíñëèðîâàòüñÿ ðèáî-
ñîìàìè âñëåäñòâèå íèçêîé âíóòðèêëåòî÷íîé
êîíöåíòðàöèè òÐÍÊ, óçíàþùåé òàêîé êîäîí.
Îòðèöàòåëüíûé ýôôåêò ðåäêî âñòðå÷àþùèõñÿ
êîäîíîâ ïðîÿâëÿåòñÿ ñèëüíåå âñåãî, åñëè îíè
ëîêàëèçîâàíû â 5�-êîíöåâîé ÷àñòè ìÐÍÊ, êîäè-
ðóþùåé N-êîíöåâûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè
ýêñïðåññèðóåìîãî áåëêà. Äëÿ îïòèìèçàöèè ñî-
ñòàâà êîäîíîâ (òðèïëåòîâ) ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ
ïðîâîäÿò õèìè÷åñêèé ñèíòåç ýòèõ ãåíîâ ñ çàìå-
íîé ðåäêèõ êîäîíîâ íà ÷àñòî èñïîëüçóåìûå
(ñì. 1.12) èëè îñóùåñòâëÿþò íàïðàâëåííîå ââå-
äåíèå ñîîòâåòñòâóþùèõ ìóòàöèîííûõ çàìåí
íóêëåîòèäîâ (ñì. 6.4).

Äðóãîé ïîäõîä ðåàëèçîâàí ôèðìîé Nova-
gene, ñîòðóäíèêè êîòîðîé ñîçäàëè ïëàçìèäó
pRARE (ðèñ. 3.9), ñîâìåñòèìóþ ñ ïëàçìèäàìè,
ñîäåðæàùèìè ColE1-ðåïëèêîí, è íàïðàâëÿþ-
ùóþ ïðîäóêöèþ øåñòè ìèíîðíûõ òèïîâ òÐÍÊ
E. coli. Èñïîëüçîâàíèå òàêîé ïëàçìèäû â êà÷å-
ñòâå òðàíñëÿöèîííîãî ïîìîùíèêà ïîçâîëÿåò
äîáèâàòüñÿ çíà÷èòåëüíîãî óâåëè÷åíèÿ ïðîäóê-
öèè ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ â êëåòêàõ E. coli.

Òàêèì îáðàçîì, êëîíèðîâàíèå êîäèðóþùèõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ìíîãîêîïèéíûõ âåêòî-
ðàõ ïîä ñèãíàëîì òðàíñêðèïöèè ñèëüíûõ ïðî-
ìîòîðîâ, ðàçðàáîòêà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñõåì
îïòèìèçàöèè òðàíñëÿöèè ìÐÍÊ ÷åðåç îïòèìè-
çàöèþ ñòðóêòóðû ó÷àñòêà ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì
è ïîâûøåíèå ýôôåêòèâíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ
êîäîíîâ ïðè òðàíñëÿöèè ïîçâîëÿþò äîñòèãàòü â
áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ íåîáû÷àéíî âûñîêîãî
óðîâíÿ ïðîäóêöèè áåëêîâ ðàçëè÷íîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ.
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Äëÿ ïîëó÷åíèÿ â êëåòêàõ E. coli âûñîêîãî
óðîâíÿ áåëêîâîãî ïðîäóêòà êëîíèðóåìîãî ÷óæå-
ðîäíîãî ãåíà ïîðîé íåäîñòàòî÷íî óâåëè÷èòü äî-
çó ãåíà çà ñ÷åò êîïèéíîñòè âåêòîðíîé ìîëåêóëû
èëè ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü ñ÷èòûâàíèÿ ãåíå-
òè÷åñêîé èíôîðìàöèè, ïîìåñòèâ êîäèðóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîä ýôôåêòèâíûå ñèãíàëû
òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè. Òàêèå ñëó÷àè âîç-
íèêàþò, åñëè ñèíòåçèðóåìûå â áàêòåðèàëüíîé
êëåòêå ÷óæåðîäíûå ìÐÍÊ èëè áåëêè ïîäâåðãà-
þòñÿ áûñòðîé äåãðàäàöèè êëåòî÷íûìè ôåðìåí-
òàìè.

Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ E. coli ïåðèîä ïîëó-
æèçíè ðàçíûõ ìÐÍÊ ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ â 50 ðàç.
Íà ñòàáèëüíîñòü ìÐÍÊ â êëåòêå âëèÿþò åå ïåð-
âè÷íàÿ è âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà. Ñîõðàíåíèå
øïèëå÷íûõ ñòðóêòóð íà 3�-êîíöå ïîñëå òåðìè-
íàöèè òðàíñêðèïöèè, ïî-âèäèìîìó, çíà÷èòåëü-
íî óâåëè÷èâàåò ïåðèîä ïîëóæèçíè ìÐÍÊ. Òàêèå
ñòðóêòóðû îáíàðóæåíû ó ðÿäà íàèáîëåå ñòàáè-
ëüíûõ ìÐÍÊ êëåòîê E. coli. Äëÿ íåêîòîðûõ äðó-
ãèõ ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ ýêñïåðèìåíòàëüíî äîêàçà-
íî, ÷òî èõ ñòàáèëüíîñòü âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò-
ñÿ ñòðóêòóðîé íåêîäèðóþùåé 5�-îáëàñòè. Òàê,
íàïðèìåð, ïðè çàìåíå ýòîãî ó÷àñòêà òðàíñêðèï-
òà �-ëàêòàìàçû (ïåðèîä ïîëóæèçíè 2,5 ìèí) íà
ñîîòâåòñòâóþùèé ðàéîí ìÐÍÊ ãåíà ompA E. co-
li (ïåðèîä ïîëóæèçíè 15 ìèí) ïîëó÷àëè ãèáðèä-
íóþ ìÐÍÊ, ïî-ïðåæíåìó äåòåðìèíèðóþùóþ
�-ëàêòàìàçó, íî ïî÷òè â 4 ðàçà áîëåå ñòàáèëü-
íóþ, ÷åì ïðèðîäíàÿ ìàòðèöà. Ñ äðóãîé ñòîðî-
íû, èçìåíåíèå íåòðàíñëèðóåìîãî 5�-êîíöà
ìÐÍÊ ompA ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ åå ñòàáèëü-
íîñòè. Ïîýòîìó ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèä-
íûõ ãåíîâ íåîáõîäèìî óäåëÿòü âíèìàíèå èõ 5�-
è 3�-êîíöåâûì ðàéîíàì, òàê êàê îíè ìîãóò îêà-
çûâàòü ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ñòàáèëüíîñòü
ñ÷èòûâàåìîé ìÐÍÊ.

Îäíàêî äëÿ ðåøåíèÿ äàííîé çàäà÷è èññëå-
äîâàòåëè ÷àùå ïîëüçóþòñÿ ïðèðîäíûìè çàãî-
òîâêàìè, ò. å. èçó÷àþò ñòðóêòóðó ñòàáèëüíûõ
ìÐÍÊ è ïûòàþòñÿ èñïîëüçîâàòü èõ íåêîäèðóþ-
ùèå ðàéîíû äëÿ ñîçäàíèÿ èñêóññòâåííûõ ãåíå-
òè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé. Äàëüíåéøèå óãëóáëåí-
íûå èññëåäîâàíèÿ äîëæíû ïðèâåñòè ê ïîíèìà-
íèþ òîãî, êàêèå ýëåìåíòû «àðõèòåêòóðû»
ìÐÍÊ â ïåðâóþ î÷åðåäü îïðåäåëÿþò ôóíêöèî-
íàëüíóþ ñîõðàííîñòü ìàòðèöû in vivo. Ëèøü
ïîñëå ýòîãî ìîæíî áóäåò ðàçðàáîòàòü îáîñíî-
âàííóþ ñòðàòåãèþ ïåðåñòðîéêè ãåíîâ äëÿ óâå-
ëè÷åíèÿ ïåðèîäà ïîëóæèçíè ìîëåêóë ìÐÍÊ
â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ.

Áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò òàêæå ïîëó÷åíèå
ìóòàíòîâ E. coli ñ íàðóøåíèÿìè â ôåðìåíòíîé
ñèñòåìå äåãðàäàöèè ìÐÍÊ. Íàïðèìåð, âðåìÿ ïî-

ëóæèçíè ÷óæåðîäíîé ìÐÍÊ â êëåòêàõ E. coli, ñî-
äåðæàùèõ ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó ñ ãåíîì 2-äå-
ãèäðîõèíàòäåãèäðàòàçû íåéðîñïîðû, ñîñòàâëÿåò
1 ìèí. Ïðè èñïîëüçîâàíèè øòàììà E. coli pnp

–

ñ äåôåêòîì ïî ïîëèíóêëåîòèäôîñôîðèëàçå îíî
óâåëè÷èëîñü äî 25 ìèí, à êîëè÷åñòâî ôåðìåíòà
â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ âîçðîñëî ïðèìåðíî
â 50 ðàç. Ïðè ýòîì âðåìÿ ïîëóæèçíè ìÐÍÊ, êî-
äèðóåìîé âåêòîðíîé ÷àñòüþ ïëàçìèäû, íå èçìå-
íèëîñü. Ñòàáèëèçàöèÿ ÷óæåðîäíîé ìÐÍÊ íàá-
ëþäàåòñÿ òàêæå â êëåòêàõ E. coli, ìóòàíòíûõ ïî
ãåíó ÐÍÊàçû I (rna –), õîòÿ è â ãîðàçäî ìåíüøåé
ñòåïåíè, ÷åì â ñëó÷àå E. coli pnp –. Ââåäåíèå ìó-
òàöèè ïî ëîêóñó ams (îò àíãë. alteration of mRNA
stability — èçìåíåíèå ñòàáèëüíîñòè ìÐÍÊ) ïðè-
âîäèò ê çíà÷èòåëüíîé ñòàáèëèçàöèè âñåõ ìàò-
ðè÷íûõ ÐÍÊ â E. coli. Âðåìÿ ïîëóæèçíè ìîëåêóë
ìÐÍÊ òàêæå óâåëè÷èâàåòñÿ â êëåòêàõ E. coli
ñ íèçêîé àêòèâíîñòüþ ÐÍÊàçû III.

Êîëè÷åñòâî ÷óæåðîäíîãî áåëêà, âûÿâëÿåìî-
ãî â ìèêðîáíîé êëåòêå, îïðåäåëÿåòñÿ íå òîëüêî
÷èñëîì ìîëåêóë ñîîòâåòñòâóþùåé ìÐÍÊ è âðå-
ìåíåì èõ ïîëóæèçíè, íî è ñòàáèëüíîñòüþ äàí-
íîãî áåëêà â ãåòåðîëîãè÷íîì îêðóæåíèè. Òàê,
ïðè êëîíèðîâàíèè ãåíà HIS3 äðîææåé-ñàõàðî-
ìèöåòîâ â øòàììå E. coli pnp – âðåìÿ ïîëóæèç-
íè ñîîòâåòñòâóþùåé ìÐÍÊ âîçðàñòàåò íà ïîðÿ-
äîê (ñ 1,5 ìèí â íåäåôåêòíîì øòàììå äî
18 ìèí), à óðîâåíü âûÿâëÿåìîé àêòèâíîñòè ôåð-
ìåíòà óâåëè÷èâàåòñÿ òîëüêî â 2–4 ðàçà. Ýòî íå-
ñîîòâåòñòâèå, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ íåñòàáè-
ëüíîñòüþ äàííîãî äðîææåâîãî áåëêà â êëåòêàõ
E. coli.

Íà ñòàáèëüíîñòü ÷óæåðîäíîãî áåëêà çàìåò-
íîå âëèÿíèå îêàçûâàåò ïðèðîäà àìèíîêèñëîò-
íîãî îñòàòêà, íåïîñðåäñòâåííî ñëåäóþùåãî çà
èíèöèàòîðíûì N-êîíöåâûì ôîðìèëìåòèîíè-
íîì (fMet). Ýòîò àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê
îïðåäåëÿåò ýôôåêòèâíîñòü óäàëåíèÿ îñòàòêà
fMet, ñ êîòîðîãî âñåãäà íà÷èíàåòñÿ ñèíòåç ïîëè-
ïåïòèäíûõ öåïåé â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ. Òà-
êîé N-êîíöåâîé ïðîöåññèíã ïîëèïåïòèäà îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ìåòèîíèëàìèíîïåïòèäàçîé, è åãî
ýôôåêòèâíîñòü ñíèæàåòñÿ ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ
ðàçìåðà àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà, ñëåäóþùåãî
íåïîñðåäñòâåííî çà fMet. Ðåçêîå ñíèæåíèå èëè
ïîëíîå ïðåêðàùåíèå ïðîöåññèíãà èìååò ìåñòî
â òîì ñëó÷àå, åñëè â ýòîì ïîëîæåíèè ïîëèïåï-
òèäíîé öåïè íàõîäÿòñÿ îñòàòêè His, Gln, Glu,
Phe, Met, Lys, Tyr, Trp èëè Arg. Ïðè íàëè÷èè â
ýòîì ïîëîæåíèè ëþáîãî èç îñòàâøèõñÿ àìèíî-
êèñëîòíûõ îñòàòêîâ îòùåïëåíèþ fMet ïîäâåð-
ãàþòñÿ îò 16 äî 97 % ìîëåêóë ïîëèïåïòèäà.

Â 1996 ã. À. Âàðøàâñêèé îïèñàë òàê íàçûâàå-
ìîå ïðàâèëî N-êîíöà (N-end rule), êîòîðîå óñòà-
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íàâëèâàåò çàâèñèìîñòü ìåæäó ïðèðîäîé N-êîí-
öåâîãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà è ñòàáèëüíî-
ñòüþ (âðåìåíåì ïîëóæèçíè) áåëêà. Ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî ïîêàçàíî, ÷òî ýòî ïðàâèëî (ñ îñîáåí-
íîñòÿìè äëÿ êàæäîé ñèñòåìû) âûïîëíÿåòñÿ äëÿ
áàêòåðèè E. coli, äðîææåé Saccharomyces cerevi-

siae è êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Â ñëó÷àå E. coli

âðåìÿ ïîëóæèçíè áåëêà çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ
ïðè íàëè÷èè íà N-êîíöå îñòàòêîâ Arg, Lys, Phe,
Leu, Trp è Tyr. Ýòè àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè ÿâ-
ëÿþòñÿ ñèãíàëîì äëÿ ðàñïîçíàâàíèÿ áåëêîâ
óáèêâèòèí-çàâèñèìîé ñèñòåìîé ïðîòåîëèçà
êëåòêè.

Â E. coli îáíàðóæåí ðÿä äðóãèõ ïðîòåîëèòè-
÷åñêèõ ôåðìåíòîâ, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â äåãðà-
äàöèè áåëêîâ è ïåïòèäîâ. Ïðè ýòîì ïðîòåàçû
èìåþò ðàçíóþ ëîêàëèçàöèþ â êëåòêå, à èìåííî:
â öèòîïëàçìå, ïåðèïëàçìå è â ìåìáðàíàõ. Îñî-
áûé èíòåðåñ äëÿ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ïðåä-
ñòàâëÿåò ïðîòåàçà La E. coli. Îíà êîäèðóåòñÿ ãå-
íîì lon, äåòåðìèíèðóþùèì ñèíòåç ïîëèïåïòè-
äà ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 94 êÄà, òåòðàìåð êî-
òîðîãî è ñîñòàâëÿåò ôåðìåíò. Äàííàÿ ïðîòåàçà
ëîêàëèçóåòñÿ â öèòîïëàçìå, è åå äåéñòâèå íà-
ïðàâëåíî íà ãèäðîëèç äåôåêòíûõ è ÷óæåðîäíûõ
áåëêîâ â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå. Ýôôåêòèâíàÿ
äåãðàäàöèÿ áåëêîâ ïðîòåàçîé La äî íèçêîìîëå-
êóëÿðíûõ ïåïòèäîâ ñîïðîâîæäàåòñÿ ãèäðîëè-
çîì ýòèì æå ôåðìåíòîì ÀÒÐ. Èíòåðåñíî, ÷òî
äëÿ ðàçðûâà ïåïòèäíîé ñâÿçè ãèäðîëèç ÀÒÐ íå
òðåáóåòñÿ. Ñ÷èòàþò, ÷òî ýíåðãèÿ, ïîëó÷àåìàÿ
ïðè ãèäðîëèçå ÀÒÐ, íåîáõîäèìà äëÿ òðàíñëîêà-
öèè ôåðìåíòà âäîëü áåëêà-ñóáñòðàòà è áûñòðîé
è ïîëíîé åãî äåãðàäàöèè áåç âûäåëåíèÿ â îêðó-
æàþùåå ïðîñòðàíñòâî ïðîäóêòîâ ÷àñòè÷íîãî
ãèäðîëèçà áåëêà, êîòîðûå ìîãóò áûòü òîêñè÷íû
äëÿ êëåòêè.

Ìóòàíòû E. coli lon – èìåþò ñíèæåííóþ ñïî-
ñîáíîñòü ê äåãðàäàöèè ÷óæåðîäíûõ è äåôåêò-
íûõ áåëêîâ. Ýòî îáóñëîâëèâàåò çíà÷èòåëüíîå
óâåëè÷åíèå â òàêèõ ìóòàíòàõ âðåìåíè ïîëóæèç-
íè ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ è â èòîãå ïðèâîäèò ê èõ
ñóïåðïðîäóêöèè. Òàêèì îáðàçîì, ââåäåíèå ìó-
òàöèè ïî ãåíó lon ðåöèïèåíòíûõ êëåòîê E. coli

ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ïîäõîäîì ê ñóùåñò-
âåííîìó ïîâûøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè øòàì-
ìîâ — ïðîäóöåíòîâ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ. Ââåäå-
íèå äîïîëíèòåëüíûõ ìóòàöèé ïî íåêîòîðûì ãå-
íàì, êîäèðóþùèì äðóãèå ïðîòåàçû èëè ðåãóëè-
ðóþùèì âûðàæåíèå ãåíîâ ïðîòåàç, ìîæåò ïðè-
âåñòè ê åùå áîëüøåé ñòàáèëèçàöèè ÷óæåðîäíî-
ãî áåëêà â êëåòêàõ E. coli. Íåñîìíåííûé èíòå-
ðåñ äëÿ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ïðåäñòàâëÿþò
òàêèå øòàììû E. coli, â êîòîðûõ îáúåäèíåíû

ðàçëè÷íûå ìóòàíòíûå ëîêóñû, ïîâûøàþùèå
ñòàáèëüíîñòü ìîëåêóë êàê ìÐÍÊ, òàê è áåëêîâ.

Çíà÷èòåëüíîå âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ïðîòåàç
êëåòêè îêàçûâàþò óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ áàê-
òåðèé, è ïðåæäå âñåãî ñîñòàâ ïèòàòåëüíûõ ñðåä.
Â ÷àñòíîñòè, äëÿ ìíîãèõ áàêòåðèàëüíûõ ñèñòåì
èçâåñòíî, ÷òî ïðîòåîëèç óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè äå-
ôèöèòå àìèíîêèñëîò, ôîñôàòîâ, ñóëüôàòîâ. Íå-
äîñòàòîê àììîíèÿ, à òàêæå êóëüòèâèðîâàíèå ïðè
ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå ïðèâîäèò ê ñâåðõïðî-
äóêöèè ïðîòåàç. Íàïðèìåð, ïðè ïðî÷èõ ðàâíûõ
óñëîâèÿõ èíòåðôåðîí �2 ÷åëîâåêà â êëåòêàõ
E. coli ïðè òåìïåðàòóðå 25 °Ñ ñèíòåçèðóåòñÿ
ñ âûõîäîì, áîëüøèì â 40 ðàç, ÷åì ïðè òåìïåðà-
òóðå 37 °Ñ.

Èçâåñòíî, ÷òî êàòèîíû öèíêà èíãèáèðóþò
äåéñòâèå ïðîòåàç E. coli. Ïîýòîìó, ââîäÿ â ïè-
òàòåëüíóþ ñðåäó îïðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî
Zn2+, ìîæíî äîáèòüñÿ çíà÷èòåëüíîãî óâåëè÷å-
íèÿ óðîâíÿ ÷óæåðîäíîãî áåëêà, ñèíòåçèðóåìîãî
â êëåòêàõ E. coli.

Ãåíîòèï êëåòêè — ðåöèïèåíòà ãèáðèäíîé
ÄÍÊ òàêæå ìîæåò ñóùåñòâåííî âëèÿòü íà ýô-
ôåêòèâíîñòü èçâëå÷åíèÿ èç íåå ñèíòåçèðîâàí-
íîãî ÷óæåðîäíîãî áåëêà â íåïîâðåæäåííîì âè-
äå. Â ÷àñòíîñòè, èñïîëüçîâàíèå øòàììà E. coli,
äåôåêòíîãî ïî ãåíó ompT, äåòåðìèíèðóþùåìó
ìåìáðàííóþ ýíäîïðîòåàçó, çíà÷èòåëüíî îáëåã-
÷àåò ïðîöåäóðó âûäåëåíèÿ íàòèâíîãî ÷óæåðîä-
íîãî áåëêà èç áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê.

Ë. Ñèìîí ñ ñîòðóäíèêàìè îáíàðóæèëè
(1978 ã.), ÷òî ïðè èíôåêöèè E. coli ôàãàìè T4,
T5 è T7 ïðîèñõîäèò ïîäàâëåíèå äåãðàäàöèè
â êëåòêàõ ôðàãìåíòîâ áåëêîâ è àíîìàëüíûõ áåë-
êîâ. Íîðìàëüíûå áåëêè êëåòêè ïðè ýòîì ðàñ-
ùåïëÿþòñÿ ñ ïðåæíåé ñêîðîñòüþ. Äàëüíåéøèå
èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëèëè ëîêàëèçîâàòü ãåí 49.1
ôàãà T4, îòâåòñòâåííûé çà ýòîò ýôôåêò (îáîçíà-
÷åí pin — îò proteolysis inhibition), è ïðîêëî-
íèðîâàòü åãî â ñîñòàâå âåêòîðíûõ ïëàçìèä
E. coli (1983 ã.). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîäóêò ãåíà pin
èíãèáèðóåò ïðîòåàçó La êëåòîê E. coli. Ïîýòîìó
ââåäåíèå â E. coli ãèáðèäíûõ ïëàçìèä, íåñóùèõ
ôàãîâûé ãåí pin, ïðèâîäèò ê ñòàáèëèçàöèè,
à ñëåäîâàòåëüíî, è ê ïîâûøåíèþ âûõîäà ÷óæå-
ðîäíûõ áåëêîâ.

Ê. Òýëìýéäæ è Â. Ãèëáåðò â 1982 ã. ïðåäëî-
æèëè íîâûé ïîäõîä ê ñòàáèëèçàöèè ÷óæåðîä-
íûõ áåëêîâ â êëåòêàõ E. coli ïóòåì ñîçäàíèÿ
ãèáðèäíîãî ãåíà, áåëêîâûé ïðîäóêò êîòîðîãî
ñïîñîáåí ñåêðåòèðîâàòüñÿ â ïåðèïëàçìó E. coli
(ñì. 2.2.10), ãäå îí çàùèùåí îò äåéñòâèÿ ìíîãî-
÷èñëåííûõ ïðîòåàç öèòîïëàçìû êëåòêè. Íà ïðè-
ìåðå ðÿäà ýóêàðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ ïîêàçàíî,
÷òî òàêèì îáðàçîì óäàåòñÿ ñóùåñòâåííî ïîâû-
ñèòü âûõîä öåëåâîãî áåëêà.
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Ñòàáèëèçàöèè ÷óæåðîäíîãî áåëêà èëè îëè-
ãîïåïòèäà â êëåòêàõ E. coli òàêæå ìîæíî äî-
áèòüñÿ, åñëè ñîçäàòü ãåí, äåòåðìèíèðóþùèé
ñèíòåç âûñîêîìîëåêóëÿðíîãî áåëêà, ñîñòîÿùåãî
èç íåñêîëüêèõ òàíäåìíî ïîâòîðåííûõ êîïèé öå-
ëåâîãî áåëêà èëè ïåïòèäà. Íàïðèìåð, ïóòåì äóï-
ëèêàöèè ñ ñîõðàíåíèåì ðàìêè òðàíñëÿöèè êî-
äèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñèíòåòè÷åñêîãî
ãåíà ñîìàòîìåäèíà C ÷åëîâåêà, ïîìåùåííîãî
ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðà pL ôàãà �, ò. å. ïðè
ñèíòåçå «óäâîåííîãî» ïåïòèäà, óäàëîñü ïîâû-
ñèòü âûõîä ñîìàòîìåäèíà C (69 ÀÊ) â E. coli
â 200 ðàç.

Èíòåðåñíûå ðåçóëüòàòû ïîëó÷èëè ß. ×åíã
ñ ñîàâòîðàìè (1981 ã.) ïðè èçó÷åíèè ñòàáèëü-
íîñòè ïîëèïåïòèäà X-90, ïðåäñòàâëÿþùåãî ñî-
áîé �-ãàëàêòîçèäàçó E. coli, â êîòîðîé îòñóòñò-
âóþò 12 N-êîíöåâûõ àìèíîêèñëîò. Â êëåòêàõ,
ñîäåðæàùèõ ãåí lacZ X-90 â ñîñòàâå õðîìîñî-
ìû, ïðîòîìåð X-90 àêòèâíî ðàçðóøàåòñÿ êëå-
òî÷íûìè ñèñòåìàìè áåëêîâîé äåãðàäàöèè. Ïðè
êëîíèðîâàíèè ãåíà lacZ X-90 â ìíîãîêîïèéíîé
ïëàçìèäå êîëè÷åñòâî X-90 ñîñòàâëÿëî 50 % êëå-
òî÷íîãî áåëêà, è ñèíòåçèðóåìûé äåôåêòíûé
ïîëèïåïòèä îáðàçîâûâàë àãðåãàòû, óñòîé÷èâûå
ê ïðîòåîëèòè÷åñêîé äåãðàäàöèè.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
â êëåòêàõ E. coli ïðè âûñîêîì óðîâíå ïðîäóêöèè

êàê ïðîêàðèîòè÷åñêèõ, òàê è ýóêàðèîòè÷åñêèõ
áåëêîâ, ïðåâûøàþùåì 20 % ñóììàðíîãî êëå-
òî÷íîãî áåëêà, âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ â öèòîïëàçìå
îáðàçóþòñÿ òåëüöà âêëþ÷åíèÿ — íåðàñòâîðè-
ìûå àãðåãàòû (ãðàíóëû), õîðîøî âèäèìûå ïîä
ôàçîâî-êîíòðàñòíûì ìèêðîñêîïîì. Îáíàðóæå-
íî, ÷òî ãðàíóëû, ôîðìèðóåìûå ïðè ñâåðõñèíòå-
çå áåëêà, ñîäåðæàò è íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî
ïðèìåñåé, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäÿò ðàçëè÷íûå
áåëêè êëåòêè, ðèáîñîìíûå ÐÍÊ è äàæå ïëàç-
ìèäíàÿ ÄÍÊ. Ýòè ïðèìåñè, ïî-âèäèìîìó, ñî-
îñàæäàþòñÿ ñ áåëêîì, îáðàçóþùèì òåëüöà
âêëþ÷åíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáîòàíû äî-
ñòàòî÷íî ïðîñòûå ìåòîäû âûäåëåíèÿ òåëåö
âêëþ÷åíèÿ è ïåðåâîäà èõ â ðàñòâîðèìîå ñî-
ñòîÿíèå.

Â ñîâîêóïíîñòè ðàññìîòðåííûå äàííûå äå-
ìîíñòðèðóþò, ÷òî äëÿ äîñòèæåíèÿ âûñîêîãî
óðîâíÿ ïðîäóêöèè ÷óæåðîäíîãî áåëêà â áàêòå-
ðèàëüíîé êëåòêå êðîìå ñòðóêòóðû ãèáðèäíîé
ìîëåêóëû ÄÍÊ áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò ãåíî-
òèï êëåòêè-ðåöèïèåíòà, à òàêæå óñëîâèÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ñîçäàâàåìûõ øòàììîâ. Â ñî÷åòà-
íèè âñå ýòè ôàêòîðû ìîãóò îáåñïå÷èâàòü â êëåò-
êàõ E. coli óäèâèòåëüíî âûñîêèé âûõîä öåëåâûõ
áåëêîâ, ïðåâûøàþùèé 50 % ñóììàðíîãî áåëêà
áàêòåðèè.
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Ãëàâà 4
ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÝÓÊÀÐÈÎÒÈ×ÅÑÊÈÕ
ÃÅÍÎÂ Â ÊËÅÒÊÀÕ ESCHERICHIA COLI

4.1. ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ È ÐÅÀËÈÇÀÖÈÈ
ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÈÍÔÎÐÌÀÖÈÈ Ó ÏÐÎÊÀÐÈÎÒ È ÝÓÊÀÐÈÎÒ

Ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè, ïîçâîëÿþùèõ êëîíèðîâàòü â ñîñòàâå ìîëå-
êóëÿðíûõ âåêòîðîâ îòäåëüíûå ãåíû ëþáûõ îð-
ãàíèçìîâ è ââîäèòü èõ â ãåòåðîëîãè÷íîå îêðó-
æåíèå êëåòêè-ðåöèïèåíòà, îòêðûëà ïðåêðàñíûå
ïåðñïåêòèâû äëÿ ðåøåíèÿ òàêîãî ôóíäàìåí-
òàëüíîãî âîïðîñà áèîëîãèè, êàê ýêñïðåññèÿ
ýóêàðèîòè÷åñêèõ ãåíîâ â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå.

Ïîñêîëüêó ãåíåòè÷åñêèé êîä óíèâåðñàëåí,
âîçìîæíîñòü òàêîé ýêñïðåññèè îïðåäåëÿåòñÿ
ëèøü íàëè÷èåì â èçó÷àåìîì ãåíå ñèãíàëîâ èíè-
öèàöèè è òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿ-
öèè, ïðàâèëüíî óçíàâàåìûõ ïðîêàðèîòè÷åñêîé
êëåòêîé.

Ó ïðîêàðèîò ñóùåñòâóåò îäíà ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçà, ñèíòåçèðóþùàÿ âñå òèïû ÐÍÊ. Îðãàíèçà-
öèÿ áàêòåðèàëüíûõ ïðîìîòîðîâ ðàññìîòðåíà
â ðàçä. 3.2. Òðàíñêðèïöèîííûé àïïàðàò ýóêàðè-
îò ñëîæíåå. Ó íèõ ñóùåñòâóåò òðè òèïà ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàç: ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà I (ñèíòåçèðóåò ðèáî-
ñîìíûå ÐÍÊ), ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà II (ñèíòåçèðóåò
ìàòðè÷íûå ÐÍÊ) è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III (ñèíòå-
çèðóåò òðàíñïîðòíûå è 5S ÐÍÊ).

Ïðè àíàëèçå èçâåñòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé ÄÍÊ, ïðèëåãàþùèõ ê ñòðóêòóðíîé ÷àñòè
ýóêàðèîòè÷åñêèõ ãåíîâ, âûÿâëåíà êîíñåðâàòèâ-
íàÿ îáëàñòü (áëîê Õîãíåññà), ðàñïîëîæåííàÿ íà
ðàññòîÿíèè 25–30 íóêëåîòèäîâ (ê 5�-êîíöó ãå-
íà) îò ñòàðòîâîé òî÷êè òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áëîêà Õîãíåññà

èìååò ñõîäñòâî ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ –10
â áàêòåðèàëüíûõ ïðîìîòîðàõ. Ïîýòîìó, ïî êðàé-
íåé ìåðå â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ, åñëè ê 5�-êîíöó
îò áëîêà Õîãíåññà èìååòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
â äîñòàòî÷íîé ñòåïåíè ñõîæàÿ ñ îáëàñòüþ –35
áàêòåðèàëüíûõ ïðîìîòîðîâ, òî ÐÍÊ-ïîëèìåðà-

çà E. coli ìîæåò èíèöèèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ
â ïðàâèëüíîì íàïðàâëåíèè ñ ýóêàðèîòè÷åñêèõ
ÄÍÊ-ìàòðèö.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìÐÍÊ, íåîáõîäèìûå
äëÿ èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè, ó ýóêàðèîò è ïðî-
êàðèîò ðàçëè÷àþòñÿ. Â ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ðè-
áîñîì áàêòåðèàëüíûõ ìÐÍÊ âõîäèò ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü, êîìïëåìåíòàðíàÿ 3�-êîíöó 16S ÐÍÊ
70S-ðèáîñîì, êîòîðàÿ ðàñïîëîæåíà â 5�-êîíöå-
âîé íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòè ìÐÍÊ (ñì. 3.2).
Â 5�-êîíöåâîé íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòè íåêî-
òîðûõ ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ âûñøèõ ýóêàðèîò îáíà-
ðóæåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîìïëåìåíòàðíûå
3�-êîíöó 18S ÐÍÊ 80S-ðèáîñîì. Îäíàêî îíè îò-
ëè÷àþòñÿ îò SD-ó÷àñòêîâ, óçíàâàåìûõ ðèáîñî-
ìàìè 70S (ðèñ. 4.1).

Ñóùåñòâóþò òàêæå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïðîêà-
ðèîòàìè è ýóêàðèîòàìè ïî èñïîëüçîâàíèþ êî-
äîíîâ, òåðìèíèðóþùèõ òðàíñëÿöèþ. Â ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ ìÐÍÊ èñïîëüçóþòñÿ âñå òðè òåð-
ìèíàòîðíûõ êîäîíà (UAA, UGA è UAG), íî ÷à-
ùå êîäîí UAA. Â ïðîêàðèîòè÷åñêèõ ìÐÍÊ òåð-
ìèíàöèÿ â îñíîâíîì ïðîèñõîäèò íà êîäîíå
UAA. Îáíàðóæåíî, ÷òî íà ýôôåêòèâíîñòü òåð-
ìèíàöèè òðàíñëÿöèè òàêæå âëèÿþò ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ìÐÍÊ, ïðèëåãàþùèå ê òåðìèíàòîð-
íîìó êîäîíó. Ïðè÷åì äëÿ ïðî- è ýóêàðèîò îíè
ðàçëè÷àþòñÿ.

Åñëè íà íåòðàíñëèðóåìîì 5�-êîíöå òðàíñ-
êðèïòà ýóêàðèîòè÷åñêîé ÄÍÊ â íåïîñðåäñòâåí-
íîé áëèçîñòè îò èíèöèàòîðíîãî êîäîíà ñëó÷àé-
íî èìååòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñ îïðåäåëåííîé
ñòåïåíüþ êîìïëåìåíòàðíîñòè 3�-êîíöó ïðîêà-
ðèîòè÷åñêîé 16S ðÐÍÊ, òî ýòî ìîæåò îáóñëî-
âèòü ñâÿçûâàíèå ðèáîñîì ñ äàííîé îáëàñòüþ è
èíèöèàöèþ òðàíñëÿöèè ýóêàðèîòè÷åñêîé ìÐÍÊ
â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå. À óíèâåðñàëüíîñòü
èíèöèàòîðíûõ è òåðìèíàòîðíûõ êîäîíîâ ìîæåò
îáåñïå÷èòü ïðàâèëüíóþ òðàíñëÿöèþ ìÐÍÊ
â ãåòåðîëîãè÷íîé ñèñòåìå.
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4.2. ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÕÐÎÌÎÑÎÌÍÛÕ ÝÓÊÀÐÈÎÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÃÅÍÎÂ
Â ÊËÅÒÊÀÕ E. COLI

Âîïðîñ î âîçìîæíîñòè ýêñïðåññèè ýóêàðèî-
òè÷åñêèõ ãåíîâ â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå ïðåä-
ñòàâëÿåò áîëüøîé íàó÷íûé èíòåðåñ, ÷åì îáúÿñ-
íÿåòñÿ çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî ïîñâÿùåííûõ åìó
èññëåäîâàíèé.

Ïðè âñòðîéêå ÷óæåðîäíîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ
â âåêòîðíóþ ìîëåêóëó âîçìîæíû ðàçëè÷íûå
âàðèàíòû òðàíñêðèïöèè êëîíèðîâàííîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè â çàâèñèìîñòè îò ðàñïîëîæåíèÿ
ïðîìîòîðà è òåðìèíàòîðà òðàíñêðèïöèè
(ðèñ. 4.2). Òðàíñêðèïöèÿ ìîæåò íà÷àòüñÿ ñ ïðî-
ìîòîðà âåêòîðíîé ÄÍÊ, à òåðìèíèðîâàòüñÿ âî
âñòðîåííîì ôðàãìåíòå, è íàîáîðîò, èíèöèèðî-
âàòüñÿ íà ôðàãìåíòå, à òåðìèíèðîâàòüñÿ íà
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ. Êðîìå òîãî, èíèöèàöèÿ
òðàíñêðèïöèè è åå òåðìèíàöèÿ ìîãóò ïðîèñõî-
äèòü ïîëíîñòüþ íà êëîíèðîâàííîì ôðàãìåíòå.
Â ýòîì ñëó÷àå âîçìîæíà àâòîíîìíàÿ ýêñïðåññèÿ
êëîíèðîâàííîãî ãåíà, â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
íåçàâèñèìàÿ îò òèïà âåêòîðà è îðèåíòàöèè
â íåì âñòðîåííîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ. Íåîáõîäè-
ìî îòìåòèòü, ÷òî ïðè èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè
íà ïðîìîòîðå âåêòîðà âîçìîæåí ñèíòåç ïîëíî-

öåííîãî áåëêà, äåòåðìèíèðóåìîãî êëîíèðî-
âàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðè íàëè÷èè
â òðàíñêðèïòå ó÷àñòêà ñâÿçûâàíèÿ áàêòåðèàëü-
íûõ ðèáîñîì.

Âñå ðàññìîòðåííûå âàðèàíòû ýêñïðåññèè
êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ ðåàëèçîâàíû â ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîòàõ. Òåñòèðî-
âàíèå ïðîäóêòîâ ýêñïðåññèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ
ãåíîâ â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ ïðè ýòîì îñó-
ùåñòâëÿþò íåñêîëüêèìè âçàèìîäîïîëíÿþùè-
ìè ìåòîäàìè, â ÷àñòíîñòè, ïóòåì îöåíêè èõ
ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè, èììóíîõèìè÷å-
ñêèõ è ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ.

Åñëè êëîíèðîâàííûé ãåí ïðè ïðàâèëüíîé
òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè â áàêòåðèàëüíîé
êëåòêå îáåñïå÷èâàåò ôóíêöèîíàëüíóþ êîìïëå-
ìåíòàöèþ ìóòàöèé â ãåíîìå áàêòåðèè, òî ýòîò
ãåí ìîæíî âûÿâèòü ïðîñòûì îòáîðîì òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ ãèáðèäíîé ÄÍÊ áàêòåðèàëü-
íûõ êëîíîâ íà ñåëåêòèâíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå.
Èìåííî òàêèì îáðàçîì â ëàáîðàòîðèè Ð. Äýâèñà
â 1976 ã. âïåðâûå áûë îòîáðàí ãèáðèäíûé ôàã
�gt, ñîäåðæàùèé ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûé ãåí
èìèäàçîëãëèöåðîôîñôàòäåãèäðîãåíàçû äðîæ-
æåé Saccharomyces cerevisiae. ×òîáû îáíàðó-
æèòü ýêñïðåññèðóåìûé ãåí äðîææåé, èñïîëüçî-
âàëè øòàìì E. coli, àóêñîòðîôíûé ïî ãèñòèäèíó
(hisB463). Ïîñëå ëèçîãåíèçàöèè ìóòàíòíûõ
êëåòîê E. coli ãèáðèäíûìè ôàãàìè �gt, íåñóùè-
ìè EcoRI-ôðàãìåíòû äðîææåâîé ÄÍÊ, áûë ïî-
ëó÷åí êëîí, ðàñòóùèé íà ñðåäå áåç ãèñòèäèíà.
Êîìïëåìåíòàöèÿ íàáëþäàëàñü ïðè îáåèõ îðè-
åíòàöèÿõ âñòàâêè îòíîñèòåëüíî âåêòîðà, ÷òî
óêàçûâàåò íà àâòîíîìíîñòü ýêñïðåññèè êëîíè-
ðîâàííîãî ãåíà.

Íåçàâèñèìî àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû ïîëó-
÷èëè Á. Ðàòçêèí è Äæ. Êàðáîí (1977 ã.) ïðè
êëîíèðîâàíèè êîííåêòîðíûì ñïîñîáîì ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ äðîææåé â ïëàçìèäå ColE1. Íà-
ðÿäó ñ ãåíîì HIS3 èìè äîïîëíèòåëüíî áûë êëî-
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Ðèñ. 4.2. Âîçìîæíûå âàðèàíòû òðàíñêðèïöèè
÷óæåðîäíûõ êëîíèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé

ÄÍÊ:

1 — âåêòîðíàÿ ÄÍÊ; 2 — ÷óæåðîäíàÿ âñòàâêà;
3 — ïðîìîòîð; 4 — òåðìèíàòîð òðàíñêðèïöèè

Ðèñ. 4.1. 3�-Êîíöåâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
16S ðÐÍÊ E. coli è 18S ðÐÍÊ æèâîòíûõ.

Ïîä÷åðêíóòû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîìïëåìåíòàðíûå
ó÷àñòêàì RBS 5�-êîíöåâûõ íåêîäèðóþùèõ ðàéîíîâ

ñîîòâåòñòâóþùèõ ìÐÍÊ

Òàêèì îáðàçîì, ñóùåñòâóþùèå â íàñòîÿùåå
âðåìÿ îáîáùåíèÿ ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî
ýóêàðèîòè÷åñêèå ãåíû, èìåþùèå íåïðåðûâíóþ
êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, èíîãäà ñïî-
ñîáíû ïðàâèëüíî ýêñïðåññèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ
áàêòåðèé. Îäíàêî òàêîå ñîáûòèå, ïî-âèäèìîìó,
áóäåò ïðîèñõîäèòü ðåäêî è ñ íèçêîé ýôôåêòèâ-
íîñòüþ. Ðàçäðîáëåííûå (ìîçàè÷íûå) ýóêàðèî-
òè÷åñêèå ãåíû â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ, ãäå îò-
ñóòñòâóåò ñèñòåìà ñïëàéñèíãà, íå ìîãóò áûòü
ýêñïðåññèðîâàíû.



íèðîâàí ãåí LEU2, êîìïëåìåíòèðóþùèé ìóòà-
öèþ E. coli ïî ãåíó leuB, êîäèðóþùåìó �-èçî-
ïðîïèëìàëàòäåãèäðîãåíàçó.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëèëè âû-
ÿâèòü ýêñïðåññèþ â êëåòêàõ E. coli öåëîãî ðÿäà
äðóãèõ ãåíîâ äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ. Âî âñåõ
ñëó÷àÿõ ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè E. coli, èçëå÷åí-
íûå îò ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, ñíîâà ñòàíî-
âÿòñÿ àóêñîòðîôíûìè. Èñïîëüçóÿ ìåòîäèêó
êîìïëåìåíòàöèè ìóòàöèé E. coli, óäàëîñü âû-
ÿâèòü àâòîíîìíóþ ýêñïðåññèþ â áàêòåðèàëüíîé
êëåòêå êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ äðóãèõ íèçøèõ
ýóêàðèîò (òàáë. 4.1).

Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ íèçøèõ ýóêàðèîò ìîæåò
ïðîèñõîäèòü â êëåòêàõ E. coli ëèáî àâòîíîìíî,
ëèáî ïîä ñèãíàëàìè ïðîìîòîðîâ âåêòîðíûõ ìî-
ëåêóë. Ïðè àâòîíîìíîé ýêñïðåññèè äðîææåâûõ
ãåíîâ ñèíòåç ñîîòâåòñòâóþùèõ áåëêîâ ïðîèñõî-
äèò ñ íèçêîé ýôôåêòèâíîñòüþ. Âñòðîéêà êîäè-
ðóþùèõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ïîä ñèëüíûå áàêòåðèàëüíûå ïðîìîòîðû ïîçâî-
ëÿåò çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èòü óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè. Òàê, ïðè ñëó÷àéíîé âñòðîéêå in vivo

IS2-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (íåñóùåé ïðîìîòîð)
ïåðåä ñòðóêòóðíûì ãåíîì äðîææåé TRP5, íà-
õîäÿùèìñÿ â ñîñòàâå ãèáðèäíîé ïëàçìèäû
pYe(trp5), ýêñïðåññèÿ äðîææåâîãî ãåíà çíà÷è-
òåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ è êîëîíèè êëåòîê E. coli

trpAB17, ñîäåðæàùèõ òàêîé âàðèàíò ãèáðèäíîé
ïëàçìèäû, ðàñòóò íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå çíà÷è-
òåëüíî áûñòðåå.

Îäíàêî, ïî-âèäèìîìó, äàëåêî íå âñå ãåíû
äðîææåé ñïîñîáíû ôóíêöèîíèðîâàòü â êëåòêàõ
áàêòåðèé. Òàê, èññëåäîâàòåëÿì íå óäàëîñü, èñ-
ïîëüçóÿ îïèñàííóþ âûøå ñõåìó, êîìïëåìåíòè-
ðîâàòü ðÿä ìóòàöèé E. coli: galT, T; hisC, D, F;

ilvA, C, E; metE; purB; thyA; trpE è äð. Òåì íå
ìåíåå ñàì ôàêò, ÷òî îáíàðóæåíà ïðàâèëüíàÿ
ýêñïðåññèÿ íåêîòîðûõ õðîìîñîìíûõ ãåíîâ íèç-
øèõ ýóêàðèîò â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå, èìååò
îãðîìíîå çíà÷åíèå â öåëîì äëÿ áèîëîãè÷åñêîé
íàóêè, ïîñêîëüêó óêàçûâàåò íà ñóùåñòâåííîå
ñõîäñòâî îðãàíèçàöèè è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ãå-
íåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè â ýóêàðèîòè÷åñêèõ è
ïðîêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ.

Ïåðâóþ ðàáîòó, äîêàçàâøóþ âîçìîæíîñòü
ïðàâèëüíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ âèðóñîâ âûñøèõ
ýóêàðèîò â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå, âûïîëíèëè
àíãëèéñêèå ó÷åíûå â 1979 ã. Îíè ïðîêëîíèðîâà-
ëè ôðàãìåíòû ÄÍÊ âèðóñà ãåïàòèòà B è òâåðäî-
ôàçíûì ðàäèîèììóíîàíàëèçîì âûÿâèëè êëîíû
E. coli, â êîòîðûõ ñèíòåçèðîâàëñÿ áåëîê êîðà âè-
ðóñà. Ïðè èíúåêöèè êðîëèêàì ýêñòðàêòà øòàì-
ìà E. coli, ñîäåðæàùåãî òàêóþ ïëàçìèäó, íàáëþ-

äàëñÿ èììóííûé îòâåò, ò. å. îáðàçîâàíèå àíòè-
òåë, êîòîðûå ðåàãèðîâàëè ñ êîðîâûì àíòèãåíîì
â ñûâîðîòêå êðîâè áîëüíûõ ëþäåé. Ðàñøèôðîâ-
êà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ âèðóñíîé
ÄÍÊ ïîêàçàëà, ÷òî ãåí áåëêà êîðà íå ðàçäðîá-
ëåí.

Âîçìîæíîñòü ïðàâèëüíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ
âûñøèõ ýóêàðèîò â êëåòêàõ E. coli ïîäòâåðäèëà
ðàáîòà, âûïîëíåííàÿ â ëàáîðàòîðèè ×. Âåéñìà-
íà (1980 ã.). Ñ ïîìîùüþ ïëàçìèäû, íåñóùåé
êÄÍÊ ìàòðè÷íîé ÐÍÊ ëåéêîöèòàðíîãî èíòåð-
ôåðîíà ÷åëîâåêà, â áèáëèîòåêå êëîíèðîâàííûõ
ãåíîâ ÷åëîâåêà áûëè âûÿâëåíû ãèáðèäíûå ôàãè
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Òàáëèöà 4.1. Íåêîòîðûå õðîìîñîìíûå ãåíû

íèçøèõ ýóêàðèîò, âûÿâëÿåìûå ôóíêöèîíàëüíîé

êîìïëåìåíòàöèåé ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ E. coli

Èñòî÷íèê
ÄÍÊ

Ãåí äîíîðà
Êîìïëåìåíòè-

ðóåìûé ãåí
E. coli

Saccharomyces

cerevisiae

HIS3

LEU2
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TRP5
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URA3
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trpC

trpAB
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purF

galK
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phr-1

aroB

aroD

aroE

argE

Neurospora

crassa

QA2

TRP1

PYR4

aroD

trpC

pyrF

Kluyveromyces

lactis

LAC4 lacZ

Shizosaccharo-

myces pombe

purB

Candida

maltosa

leu

Mucor

racemosus

leuB6

Aspergillus

nidulans

pyrF

argIF

proAB

Ïðèìå÷àíèå. Â òîì ñëó÷àå, êîãäà ãåí äîíîðà
óêàçàí, êëîíèðîâàí ôðàãìåíò ÄÍÊ, êîòîðûé â E. co-

li íå ýêñïðåññèðóåò ôåðìåíò, êîìïëåìåíòèðóþùèé
óêàçàííóþ ìóòàöèþ E. coli, îäíàêî ãåí äîíîðà
íå èäåíòèôèöèðîâàí èëè íå èìååò ïðèíÿòîãî îáî-
çíà÷åíèÿ.



�, êîòîðûå ñîäåðæàëè õðîìîñîìíûå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ãåíîâ èíòåðôåðîíà. Â ðåçóëüòàòå àíà-
ëèçà 240 òûñ. êëîíîâ âûäåëèëè 10 êëîíîâ, 8 èç
êîòîðûõ ñèíòåçèðîâàëè â E. coli (õîòÿ è ñ íèç-
êîé ýôôåêòèâíîñòüþ) ëåéêîöèòàðíûé èíòåðôå-
ðîí — îò 3 òûñ. äî 50 òûñ. åäèíèö àêòèâíîñòè
íà 1 ë áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðû. Äëÿ îäíîãî êëî-
íà áûëà ðàñøèôðîâàíà íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü âñòàâêè è ïîêàçàíî îòñóòñòâèå â ãå-
íå èíòåðôåðîíà èíòðîíîâ.

À. Ãàðàïèí ñ ñîàâòîðàìè â 1981 ã. âñòðîèëè
â òðè ïëàçìèäû ñåðèè pPC-� (ðèñ. 2.37) EcoRI-
ôðàãìåíò ÄÍÊ âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà òèïà 1,
ñîäåðæàùèé ãåí òèìèäèíêèíàçû tk. Èíòåðåñíî,
÷òî ñèíòåç òèìèäèíêèíàçû â êëåòêàõ E. coli âû-
ÿâëÿëñÿ äëÿ âñåõ òðåõ âîçìîæíûõ ðàìîê òðàíñ-
ëÿöèè, îáåñïå÷èâàåìûõ íà÷àëîì ãåíà lacZ, ê êî-
òîðîìó ïîäñòðàèâàëè EcoRI-ôðàãìåíò ñ ãåíîì
tk. Îäíàêî åñëè äàííûé ôðàãìåíò âèðóñíîé
ÄÍÊ íå áûë ïîìåùåí ïîä áàêòåðèàëüíûé ïðî-
ìîòîð, â êëåòêàõ E. coli íå óäàëîñü îáíàðóæèòü
ñèíòåç òèìèäèíêèíàçû. Ýòî íàòîëêíóëî íà
ìûñëü î òîì, ÷òî íåçàâèñèìî îò íà÷àëüíîé ðàì-
êè òðàíñëÿöèè, çàäàâàåìîé â ãèáðèäíîé ïëàç-
ìèäå, ïðîèñõîäèò òåðìèíàöèÿ òðàíñëÿöèè ïå-
ðåä ñòðóêòóðíîé ÷àñòüþ ãåíà tk è ðåèíèöèàöèÿ
òðàíñëÿöèè êëîíèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òè. Ïîñëå ðàñøèôðîâêè íóêëåîòèäíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè íà÷àëà ãåíà tk (ðèñ. 4.3) ýòî ïðåäïî-
ëîæåíèå ïîäòâåðäèëîñü. Îêàçàëîñü, ÷òî òðàíñ-
ëÿöèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè tk â êëåòêàõ E. coli

ìîæåò ðåèíèöèèðîâàòüñÿ íà ìÐÍÊ ñ GUG (òðè-
ïëåò â ïîçèöèè 144 EcoRI-ôðàãìåíòà) èëè
ñ AUG (â ïîçèöèè 189) â ðàìêå ñ÷èòûâàíèÿ 3.

Èçâåñòíî, ÷òî â ñèñòåìå ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëå-
òîê òðàíñëÿöèÿ èíèöèèðóåòñÿ ñ êîäîíà AUG
(â ïîçèöèè 189). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ðå-
èíèöèàöèÿ òðàíñëÿöèè â ýóêàðèîòè÷åñêîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè âîçìîæíà åùå è ïîòîìó, ÷òî
â ðàéîíàõ, ïðåäøåñòâóþùèõ èíèöèàòîðíûì
òðèïëåòàì â ïîçèöèÿõ 144 è 189, èìåþòñÿ ó÷àñò-
êè ñ îïðåäåëåííîé ñòåïåíüþ êîìïëåìåíòàðíîñ-
òè 3�-êîíöó 16S ðÐÍÊ, ò. å. ôîðìèðóåòñÿ áàêòå-
ðèàëüíûé ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì (ñì.
ðèñ. 4.3).

Îðèãèíàëüíûé ñïîñîá áûë èñïîëüçîâàí äëÿ
êëîíèðîâàíèÿ ãåíà �-àìèëàçû Drosophila pseu-

doobscura. Èçâåñòíî, ÷òî êëåòêè E. coli íå ðàñ-
òóò íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé êðàõìàë
â êà÷åñòâå åäèíñòâåííîãî èñòî÷íèêà óãëåðîäà,
òàê êàê íå îáëàäàþò ñîîòâåòñòâóþùèì ôåðìåí-
òîì. Ä. ßðäëåé ñ ñîòðóäíèêàìè â ïëàçìèäó
pBR322 ñòàòèñòè÷åñêè âñòðîèëè HindIII-ôðàã-
ìåíòû õðîìîñîìíîé ÄÍÊ äðîçîôèëû è îñóùå-
ñòâèëè òðàíñôîðìàöèþ êëåòîê E. coli ãèáðèä-
íûìè ÄÍÊ. Ñðåäè òðàíñôîðìàíòîâ óäàëîñü âû-
ÿâèòü êëîíû E. coli, ðàñòóùèå íà êðàõìàëå.
Ñèíòåçèðóåìàÿ â E. coli �-àìèëàçà ñîîòâåòñòâó-
åò ïî ñâîèì ñâîéñòâàì äàííîìó ôåðìåíòó äðî-
çîôèëû.

Êàê âèäèì, íåêîòîðûå ýóêàðèîòè÷åñêèå ãå-
íû ñ íåïðåðûâíîé êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ ìîãóò áûòü ýêñïðåññèðîâàíû â áàêòåðè-
àëüíûõ êëåòêàõ. Äîñòàòî÷íî âûñîêîãî óðîâíÿ
ýêñïðåññèè òàêèõ ãåíîâ ìîæíî äîñòèãíóòü,
âñòðàèâàÿ èõ ïîä ñèëüíûå áàêòåðèàëüíûå ïðî-
ìîòîðû è ôîðìèðóÿ ýôôåêòèâíî ôóíêöèîíèðó-
þùèå â E. coli ó÷àñòêè ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì.
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Ðèñ. 4.3. Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ñîäåðæàùåãî 5�-êîíåö ãåíà tk HSV-1.

Ïîä÷åðêíóòû èíèöèàòîðíûå òðèïëåòû, òî÷êàìè îòìå÷åíû ñòîï-òðèïëåòû, ñêîáêàìè — ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
÷àñòè÷íî êîìïëåìåíòàðíûå 3�-êîíöó 16S ðÐÍÊ (ïîçèöèè 127–135, 138–145, 169–178, 182–188);

öèôðû — ôàçû, â êîòîðûõ ñîîòâåòñòâóþùèå òðèïëåòû ÷èòàþòñÿ îò EcoRI-ìåñòà â ãèáðèäíîé ïëàçìèäå



4.3. ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÈÅ ÄÍÊ-ÊÎÏÈÉ ÝÓÊÀÐÈÎÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÌÀÒÐÈ×ÍÛÕ ÐÍÊ
È ÈÕ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß Â ÊËÅÒÊÀÕ E. COLI

Áîëüøèíñòâî ãåíîâ âûñøèõ ýóêàðèîò ðàç-
äðîáëåííû, ò. å. èìåþò ýêçîí-èíòðîííóþ ñòðóê-
òóðó. Â ðåçóëüòàòå òðàíñêðèïöèè òàêèõ ãåíîâ
îáðàçóþòñÿ áîëüøèå ïðå-ìÐÍÊ. Ïðè ïîñëå-
äóþùåì ñïëàéñèíãå èç ìîëåêóë ïðå-ìÐÍÊ âû-
ùåïëÿþòñÿ èíòðîíû è îáðàçóåòñÿ çðåëàÿ ìÐÍÊ,
èìåþùàÿ íåïðåðûâíóþ êîäèðóþùóþ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü. Ó ðÿäà ãåíîâ ïðå-ìÐÍÊ ìîæåò
ïîäâåðãàòüñÿ àëüòåðíàòèâíîìó ñïëàéñèíãó, äà-
âàÿ íà÷àëî öåëîìó íàáîðó ìîëåêóë ìÐÍÊ è ñî-
îòâåòñòâóþùèõ èì áåëêîâ. Ðàçäðîáëåííûå ýó-
êàðèîòè÷åñêèå ãåíû íå ìîãóò áûòü ýêñïðåññè-
ðîâàíû â ïðîêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ, ãäå îòñóò-
ñòâóåò ñèñòåìà ñïëàéñèíãà. Ïðåîäîëåòü äàííîå
ïðåïÿòñòâèå óäàåòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ìàò-
ðè÷íûõ ÐÍÊ, êîäèðóåìûõ òàêèìè ãåíàìè.

Ñ ïîìîùüþ îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû íà ìî-
ëåêóëàõ ìÐÍÊ ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü ñíà÷àëà
êîìïëåìåíòàðíûå öåïè ÄÍÊ (êÄÍÊ), à çàòåì íà
íèõ äîñòðàèâàòü âòîðûå öåïè, ïîëó÷àÿ â ðåçóëü-
òàòå äâóõöåïî÷å÷íûå ÄÍÊ-êîïèè ìàòðè÷íûõ
ÐÍÊ. Ýòè ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùèå
êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ, óæå
íå ðàçäåëåííîé èíòðîíàìè, ìîæíî âñòðàèâàòü
â ïîäõîäÿùèé êëîíèðóþùèé âåêòîð êîííåêòîð-
íûì ìåòîäîì èëè ñ ïîìîùüþ ñèíòåòè÷åñêèõ
ëèíêåðîâ. Îñîáî èíòåðåñíû ýêñïåðèìåíòû ïî
êîíñòðóèðîâàíèþ ãèáðèäíûõ ãåíîâ, ó êîòîðûõ
êîäèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðåäñòàâëåíà
ýóêàðèîòè÷åñêîé êÄÍÊ, à ñèãíàëû èíèöèàöèè
òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè èìåþò áàêòåðèàëü-
íîå ïðîèñõîæäåíèå. Òàêèå ãèáðèäíûå ãåíû óæå
ñïîñîáíû äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíî ýêñïðåññèðî-
âàòüñÿ, ïðèâîäÿ ê ñèíòåçó â áàêòåðèè ýóêàðèîòè-
÷åñêèõ ïîëèïåïòèäîâ. Âñëåäñòâèå ëó÷øåé èçó-
÷åííîñòè âåêòîðíîé ñèñòåìû E. coli íà íåé âû-
ïîëíåíî áîëüøèíñòâî ïîäîáíûõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Â ðÿäå ðàáîò êÄÍÊ ñîåäèíÿëè â ñîñòàâå ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ ñ ôðàãìåíòîì ãåíà
lacZ, ñîäåðæàùèì ïðîìîòîð, ó÷àñòîê ñâÿçûâà-
íèÿ ðèáîñîì è òðèïëåòû íåñêîëüêèõ ïåðâûõ
àìèíîêèñëîò �-ãàëàêòîçèäàçû E. coli, êîòîðûå
çàäàâàëè ðàìêó òðàíñëÿöèè êëîíèðîâàííîé êî-
äèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ïðè ñîâïàäå-
íèè ðàìîê òðàíñëÿöèè �-ãàëàêòîçèäàçû è êëî-
íèðîâàííîé êÄÍÊ â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ
ñèíòåçèðîâàëñÿ öåëåâîé ýóêàðèîòè÷åñêèé áå-
ëîê, íî ñîäåðæàùèé íà N-êîíöå äîïîëíèòåëüíî
íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò �-ãàëàêòîçèäàçû. Ïðè
ýòîì èììóíîõèìè÷åñêèå ñâîéñòâà ýóêàðèîòè-
÷åñêîãî áåëêà, êàê ïðàâèëî, ñîõðàíÿëèñü.

Ïåðâûå ýêñïåðèìåíòû òàêîãî òèïà áûëè âû-
ïîëíåíû â 1978 ã. íåçàâèñèìî äâóìÿ ãðóïïàìè
èññëåäîâàòåëåé, êîòîðûì óäàëîñü â êëåòêàõ
E. coli âûÿâèòü ñèíòåç õèìåðíîãî áåëêà, ñîõðà-
íèâøåãî èììóíîõèìè÷åñêèå ñâîéñòâà áåëêà
îâàëüáóìèíà êóð. Ïðîäóêöèÿ îâàëüáóìèíîïî-
äîáíîãî áåëêà äîñòèãàëà 1–1,5 % ñóììàðíîãî
áåëêà êëåòêè. Äàííûé áåëîê ñîäåðæàë ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà ïðå-îâàëüáó-
ìèíà, è ýòîò ãåòåðîëîãè÷íûé ñèãíàëüíûé ïåï-
òèä, èìåþùèé íà N-êîíöå íåñêîëüêî àìèíîêèñ-
ëîò �-ãàëàêòîçèäàçû, îêàçàëñÿ ñïîñîáíûì âû-
ïîëíÿòü ôóíêöèè, íåîáõîäèìûå äëÿ ñåêðåöèè
áåëêà îâàëüáóìèíà â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðî-
ñòðàíñòâî êëåòîê E. coli. Â õîäå ñåêðåöèè ìîëå-
êóëû õèìåðíîãî áåëêà ïðîöåññèðîâàëèñü, äàâàÿ
íà÷àëî çðåëîé ôîðìå îâàëüáóìèíà.

Òàêàÿ æå ñõåìà ñîçäàíèÿ ãèáðèäíûõ ãåíîâ
áûëà ðåàëèçîâàíà ïðè âñòðîéêå ðàçëè÷íûõ
êÄÍÊ â ñîñòàâ ãåíà �-ëàêòàìàçû ïëàçìèäû
pBR322. Âñòðîèâ êÄÍÊ ïðîèíñóëèíà êðûñû ïî
PstI-ó÷àñòêó pBR322, óäàëîñü ïîëó÷èòü ãèáðèä-
íóþ ïëàçìèäó, â êîòîðîé ðàìêà òðàíñëÿöèè
ýóêàðèîòè÷åñêîãî áåëêà ñîâïàäàëà ñ ðàìêîé
òðàíñëÿöèè �-ëàêòàìàçû. Äàííàÿ ïëàçìèäà îáó-
ñëîâëèâàëà â êëåòêàõ E. coli ñèíòåç õèìåðíîãî
áåëêà, ñîäåðæàùåãî àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû
êàê èíñóëèíà, òàê è �-ëàêòàìàçû. Èíòåðåñíî,
÷òî ýòîò áåëîê òàêæå áûë ñïîñîáåí ñåêðåòèðî-
âàòüñÿ èç öèòîïëàçìû E. coli.

Ïî ðàññìîòðåííîé ñõåìå ïîä êîíòðîëåì ðàç-
ëè÷íûõ ïðîêàðèîòè÷åñêèõ ïðîìîòîðîâ ïîëó÷å-
íà ýêñïðåññèÿ â âèäå õèìåðíûõ áåëêîâ áîëüøî-
ãî ÷èñëà êëîíèðîâàííûõ êÄÍÊ. Ïðåäëîæåíû
ïðîñòûå ñïîñîáû îäíîñòàäèéíîé î÷èñòêè íåêî-
òîðûõ õèìåðíûõ áåëêîâ èç ýêñòðàêòîâ áàêòåðè-
àëüíûõ êëåòîê ïóòåì èììóíîñïåöèôè÷íîé àô-
ôèííîé õðîìàòîãðàôèè. Äæ. Ãåðìèíî è Ä. Áàñ-
òèà (1984 ã.) ðàçðàáîòàëè èçÿùíûé ìåòîä âûùå-
ïëåíèÿ öåëåâîãî ïîëèïåïòèäà èç õèìåðíîãî
áåëêà. Äëÿ ýòîãî ñîçäàåòñÿ ãèáðèäíûé ãåí, êî-
äèðóþùèé ïîñëåäîâàòåëüíî â îäèíàêîâîé ðàì-
êå òðàíñëÿöèè N-êîíöåâóþ ÷àñòü �-ãàëàêòîçè-
äàçû (èëè äðóãîãî áåëêà, äëÿ êîòîðîãî èìåþòñÿ
â äîñòàòî÷íîì êîëè÷åñòâå ñïåöèôè÷íûå èììó-
íîãëîáóëèíû), âíóòðåííèé ôðàãìåíò êîëëàãåíà
�2 öûïëåíêà è èçó÷àåìûé áåëîê. Òàêîé ãèáðèä-
íûé ãåí â ñîñòàâå ýêñïðåññèðóþùåãî âåêòîðà
íàïðàâëÿåò â E. coli ñèíòåç «òðîéíîãî» õèìåð-
íîãî áåëêà, êîòîðûé ëåãêî âûäåëÿåòñÿ èç ýêñ-
òðàêòà êëåòîê èììóíîñïåöèôè÷íîé àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèåé. Çàòåì ýòîò ïîëèïåïòèä îáðà-
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áàòûâàþò êîëëàãåíàçîé è õðîìàòîãðàôèåé âû-
ñîêîãî äàâëåíèÿ âûäåëÿþò èíäèâèäóàëüíûé öå-
ëåâîé áåëîê. Äàííûé ïîäõîä ïðèìåíèì äëÿ âû-
ùåïëåíèÿ èç õèìåðû ëþáûõ áåëêîâ, íå èìåþ-
ùèõ êîëëàãåíîïîäîáíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Ïîäîáíóþ ñèñòåìó ïðåäëîæèëè Ê. Íàãàè è
Õ. Òîäæåðñåí (1984 ã.), íî âìåñòî êîëëàãåíàçî-
ñïåöèôè÷íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îíè èñïîëü-
çîâàëè òåòðàïåïòèä Ile–Glu–Gly–Arg, ñïåöè-
ôè÷íî óçíàâàåìûé ôàêòîðîì êîàãóëÿöèè êðîâè
Xa. Ôàêòîð Xa óçíàåò ýòó ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
â ñîñòàâå «òðîéíîãî» õèìåðíîãî áåëêà è ðàñ-
ùåïëÿåò åãî òîëüêî ïî îñòàòêó àðãèíèíà. Â ðå-
çóëüòàòå ìîæíî äîñòàòî÷íî ïðîñòî è ñ âûñîêîé
ýôôåêòèâíîñòüþ ïîëó÷àòü èíäèâèäóàëüíûé
ýóêàðèîòè÷åñêèé áåëîê, ñîîòâåòñòâóþùèé ïî
âñåì ñâîéñòâàì ïðèðîäíîìó ïðîòîòèïó (â ÷àñò-
íîñòè, îí íå èìååò N-êîíöåâîãî ìåòèîíèíà).
Äàííûé òåòðàïåïòèä ðåäêî âñòðå÷àåòñÿ â ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿõ áåëêîâ, è ïîýòîìó ðàçðàáîòàí-
íàÿ ñèñòåìà ýêñïðåññèè–âûùåïëåíèÿ ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ýôôåêòèâíîé ïðîäóê-
öèè â êëåòêàõ E. coli ìíîãèõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ
áåëêîâ.

Îïèñàííûé ñïîñîá èçâëå÷åíèÿ öåëåâîãî
áåëêà èç ñîñòàâà õèìåðíîãî ïîëèïåïòèäà ìîæåò
èìåòü ìíîãî ìîäèôèêàöèé â çàâèñèìîñòè îò èñ-
ïîëüçóåìîé ïðîòåàçû (òàáë. 4.2). Îãðàíè÷åííîå
ïðèìåíåíèå íàõîäÿò ýíäîïðîòåàçû, ðàñùåï-
ëÿþùèå áåëêè ïî îïðåäåëåííûì àìèíîêèñëîò-
íûì îñòàòêàì, íî íå èìåþùèå ïðîòÿæåííîãî
ó÷àñòêà óçíàâàíèÿ. Òàêóþ ïðîòåàçó ìîæíî ïðè-
ìåíÿòü òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè â âûùåïëÿå-
ìîé öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòñóòñòâóþò
ñïåöèôè÷íûå äëÿ èñïîëüçóåìîãî ôåðìåíòà àìè-
íîêèñëîòíûå îñòàòêè. Èñêóññòâåííûé ãåí ïðè

ýòîì ïëàíèðóåòñÿ è êîíñòðóèðóåòñÿ òàêèì îá-
ðàçîì, ÷òî öåëåâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â õè-
ìåðíîì áåëêå íàõîäèòñÿ íà C-êîíöå è åé ïðåä-
øåñòâóåò àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê, ïî êîòîðî-
ìó ýíäîïðîòåàçà ñïåöèôè÷íî ðàñùåïëÿåò ïîëè-
ïåïòèäû. Â N-êîíöåâîé ÷àñòè õèìåðíîãî áåëêà
ó÷àñòêè ãèäðîëèçà èñïîëüçóåìîé ýíäîïðîòåà-
çîé ìîãóò âñòðå÷àòüñÿ ñêîëüêî óãîäíî ðàç. Àíà-
ëîãè÷íûå îãðàíè÷åíèÿ íàëàãàþòñÿ è íà õèìè-
÷åñêîå ðàñùåïëåíèå áåëêîâ (ñì. 4.4).

Ä. Ãîåääåë ñ ñîàâòîðàìè â 1979 ã. âïåðâûå
äîáèëèñü ïðÿìîãî ýôôåêòèâíîãî ñèíòåçà èíäè-
âèäóàëüíîãî áåëêà æèâîòíûõ â êëåòêàõ E. coli.
Äëÿ ýòîãî ê ôðàãìåíòó ôåðìåíòàòèâíî ñèíòåçè-
ðîâàííîé êÄÍÊ ãîðìîíà ðîñòà ÷åëîâåêà ïîä-
ñòðîèëè õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàííóþ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ïåðâûå 24 àìèíî-
êèñëîòû çðåëîãî áåëêà ãîðìîíà ðîñòà ÷åëîâåêà,
îòñóòñòâîâàâøèå â âûáðàííîì ôðàãìåíòå
êÄÍÊ. Ñîçäàííûé ñòðóêòóðíûé ãåí áûë òî÷íî
âñòðîåí â ïëàçìèäó pBR322 ïîä êîíòðîëü òàí-
äåìà lac-ïðîìîòîðîâ, ñîäåðæàùèõ SD-ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü. Ïîëèïåïòèä, ñèíòåçèðîâàâøèéñÿ
â êëåòêàõ E. coli, íåñóùèõ ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó,
îáëàäàë ôèçèêî-õèìè÷åñêèìè è èììóíîëîãè÷å-
ñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè çðåëîãî ãîðìîíà ðîñòà
÷åëîâåêà.

Â 1980 ã. ýòà æå ãðóïïà èññëåäîâàòåëåé ïî-
ëó÷èëà ïðîäóêöèþ ÷åëîâå÷åñêîãî èíòåðôåðîíà
â êëåòêàõ E. coli. Ñ ïîìîùüþ õèìè÷åñêè ñèíòå-
çèðîâàííîãî ëèíêåðà â âåêòîðíóþ ïëàçìèäó ïîä
êîíòðîëü ñèëüíîãî trp-ïðîìîòîðà áûëà òî÷íî
âñòðîåíà êÄÍÊ ëåéêîöèòàðíîãî èíòåðôåðîíà
�2 ÷åëîâåêà. Ïðè ýòîì â êëåòêàõ E. coli, ñîäåð-
æàùèõ ñêîíñòðóèðîâàííóþ ïëàçìèäó, âûÿâëÿë-
ñÿ ýôôåêòèâíûé ñèíòåç èíäèâèäóàëüíîãî áåëêà
èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà (îò 3,6 � 107 äî 2,5 � 108

åäèíèö àêòèâíîñòè èíòåðôåðîíà íà 1 ë êóëüòó-
ðû). Ïîëó÷åííûé áåëîê, êàê è ïðèðîäíûé èí-
òåðôåðîí ÷åëîâåêà, îáëàäàë àíòèâèðóñíûì äåé-
ñòâèåì, è ââåäåíèå åãî â îðãàíèçì ìàðòûøåê
ïðåäîòâðàùàëî ãèáåëü ýòèõ æèâîòíûõ ïîñëå
èíôèöèðîâàíèÿ âèðóñîì ýíöåôàëîìèîêàðäèòà.

Âûñîêàÿ ïðîäóêòèâíîñòü ïî èíòåðôåðîíó
ðÿäà ñîçäàííûõ øòàììîâ E. coli ïîçâîëèëà äîñ-
òàòî÷íî ïðîñòî ðåøèòü âîïðîñ îá î÷èñòêå ýòîãî
áåëêà. Èñïîëüçîâàâøèéñÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàê-
òèêå ïðèðîäíûé ïðåïàðàò, ïîëó÷àåìûé èç äî-
íîðñêîé êðîâè, ñîäåðæàë ëèøü îêîëî 1 % èí-
òåðôåðîíà. Èç øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ E. coli

óäàëîñü ïîëó÷èòü ëåéêîöèòàðíûé èíòåðôåðîí
�2 ïðàêòè÷åñêè â ÷èñòîì âèäå, ÷òî îáåñïå÷èëî
âîçìîæíîñòü åãî êðèñòàëëèçàöèè (1981 ã.). Ðàñ-
ïîëàãàÿ òàêèìè èíäèâèäóàëüíûìè âûñîêîî÷è-
ùåííûìè ïðåïàðàòàìè, ìîæíî ïîäðîáíî èçó-
÷àòü øèðîêèé ñïåêòð ñâîéñòâ èíòåðôåðîíîâ ÷å-
ëîâåêà, ÷òî è äåëàåòñÿ âî ìíîãèõ êëèíèêàõ ìèðà.
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Òàáëèöà 4.2. Ñïåöèôè÷íîñòü ðàñùåïëåíèÿ

áåëêîâ íåêîòîðûìè ýíäîïðîòåàçàìè

Ôåðìåíò Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü1

Òðèïñèí –Lys– ; –Arg–

Ïðîòåàçà V8 –Glu–

Êëîñòðèïàèí –Arg–

Ýíòåðîêèíàçà –(Asp)4–Lys–

Êîëëàãåíàçà –Pro–X–Gly–Pro–Y–

Ôàêòîð êðîâè Xa –Ile–Glu–Gly–Arg–

�-Òðîìáèí –Ala–Pro–Arg–

1 Ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ãèäðîëèçóåìûå ñâÿçè;
X è Y — ëþáûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè.



Ïîñðåäñòâîì êëîíèðîâàíèÿ êÄÍÊ ïîëó÷å-
íû øòàììû E. coli, ïðîäóöèðóþùèå ðàçëè÷-
íûå èíòåðôåðîíû ÷åëîâåêà. Èìåÿ êëîíèðîâàí-
íûé ãåí, ìîæíî èçìåíèòü åãî ñòðóêòóðó è èñ-
ñëåäîâàòü, êàê ýòî ñêàæåòñÿ íà ñâîéñòâàõ êîäè-
ðóåìîãî èì áåëêà (ñì. ãë. 6). Íàêîïëåíèå òàêèõ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ïîçâîëèò ãëóáæå
ïîíÿòü ìåõàíèçì äåéñòâèÿ èíòåðôåðîíîâ íà
êëåòêè è îðãàíèçìû â öåëîì è îïðåäåëèòü, êà-
êèå ìîäèôèêàöèè íåîáõîäèìî ââåñòè â ñòðóê-
òóðó ãåíîâ èíòåðôåðîíîâ ñ öåëüþ íàïðàâëåí-
íîãî èçìåíåíèÿ èõ ñâîéñòâ. Ïåðâûå ïîïûòêè
ïîëó÷èòü ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè
íåîáû÷íûå ôîðìû èíòåðôåðîíîâ óæå äàëè èí-
òåðåñíûå ðåçóëüòàòû, õîòÿ ïîêà òàêèå ðàáîòû
ïðîâîäÿòñÿ áåç êàêîé-ëèáî òåîðåòè÷åñêîé ïî-
äîïëåêè. Ïî-âèäèìîìó, â áëèæàéøèå ãîäû ìû
ñòàíåì ñâèäåòåëÿìè èíòåðåñíåéøèõ îòêðûòèé
â äàííîì íàïðàâëåíèè ñîçäàíèÿ ìåäèöèíñêèõ
ïðåïàðàòîâ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñêîíñòðóèðîâàíî áîëü-
øîå ÷èñëî ãèáðèäíûõ ìîëåêóë, íàïðàâëÿþùèõ â

E. coli ýêñïðåññèþ êëîíèðîâàííûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé êÄÍÊ. Óïðîùåíèå ìåòîäîâ òî÷íîãî
èçâëå÷åíèÿ ñåãìåíòîâ ÄÍÊ (ñì. 1.8.2) è õèìè÷å-
ñêîãî ñèíòåçà îëèãîíóêëåîòèäîâ ïîçâîëÿåò âñå
÷àùå ñîçäàâàòü ãèáðèäíûå ãåíû ñ çàäàííîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòüþ íóêëåîòèäîâ è äîáèâàòüñÿ
ñèíòåçà â êëåòêàõ E. coli èíäèâèäóàëüíûõ ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ. Çà ñ÷åò âûñîêîé êîïèéíî-
ñòè êëîíèðóåìûõ ãåíîâ è èõ ýôôåêòèâíîé òðàíñ-
êðèïöèè â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ óäàåòñÿ ïîëó-
÷àòü èíòåíñèâíûé ñèíòåç ïîëíîöåííûõ áèîëîãè-
÷åñêè àêòèâíûõ áåëêîâ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ.
Ýòî ïîçâîëÿåò äîñòàòî÷íî ïðîñòî âûäåëÿòü äàí-
íûå áåëêè ïðàêòè÷åñêè â èíäèâèäóàëüíîì ñî-
ñòîÿíèè, ÷òî â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ íåâîçìîæíî
ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðèðîäíûõ èñòî÷íèêîâ ýòèõ
áåëêîâ (êðîâü, òêàíè îðãàíîâ è ò. ï.).

Ñîçäàíèå ìèêðîáèîëîãè÷åñêèõ øòàììîâ-
ïðîäóöåíòîâ, ïîçâîëÿþùèõ ïîëó÷àòü ìíîãèå
âàæíûå áåëêè ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, â ïåðâóþ
î÷åðåäü èìååò îãðîìíîå çíà÷åíèå äëÿ ìåäèöè-
íû è âåòåðèíàðèè.

4.4. ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß Â E. COLI ÕÈÌÈÊÎ-ÔÅÐÌÅÍÒÀÒÈÂÍÎ
ÑÈÍÒÅÇÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÃÅÍ-ÝÊÂÈÂÀËÅÍÒÎÂ
ÝÓÊÀÐÈÎÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÏÎËÈÏÅÏÒÈÄÎÂ

Ðÿä ôèçèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ïîëèïåïòè-
äîâ ÷åëîâåêà, òàêèõ êàê íåéðîïåïòèäû, ãîðìî-
íû è äð., îáû÷íî ñèíòåçèðóþòñÿ â âèäå ïðåä-
øåñòâåííèêîâ, èìåþùèõ áîëüøóþ ìîëåêóëÿð-
íóþ ìàññó. Â ðåçóëüòàòå ñïåöèôè÷íîãî äëÿ êàæ-
äîãî ñëó÷àÿ ïðîöåññèíãà îáðàçóåòñÿ çðåëûé ïî-
ëèïåïòèä èëè íèçêîìîëåêóëÿðíûé ïåïòèä (ïî-
ëèïåïòèäàìè íàçûâàþò ïåïòèäû, ñîñòîÿùèå èç
20 ÀÊ è áîëåå). Î÷åâèäíî, ÷òî â ïðîêàðèîòè÷å-
ñêèõ êëåòêàõ äëÿ áîëüøèíñòâà ïîëèïåïòèäîâ
ïðàâèëüíûé ïðîöåññèíã èç ïðå-áåëêà ïðîèñõî-
äèòü íå ìîæåò. Â òàêèõ ñëó÷àÿõ â áàêòåðèàëü-
íûõ êëåòêàõ íåîáõîäèìî êëîíèðîâàòü ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ óæå çðåëóþ
ôîðìó ïîëèïåïòèäà, îáû÷íî íàçûâàåìóþ ãåí-

ýêâèâàëåíòîì äàííîãî ïîëèïåïòèäà. Äëÿ ýòîãî
ïðîùå âñåãî èñïîëüçîâàòü ñèíòåòè÷åñêèå êîäè-
ðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîìåùåííûå ïîä
êîíòðîëü ýôôåêòèâíûõ ñèãíàëîâ òðàíñêðèïöèè
è òðàíñëÿöèè. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ
ñèíòåòè÷åñêîãî ãåí-ýêâèâàëåíòà îáû÷íî ñî-
ñòàâëÿþò, èñõîäÿ èç ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäå-
ëåííîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ñîîòâåòñòâóþùåãî (ïîëè)ïåïòèäà. Ïðè ýòîì
â ñòðóêòóðå èñêóññòâåííîãî ãåí-ýêâèâàëåíòà
ïðåäïî÷èòàþò èñïîëüçîâàòü òðèïëåòû, íàèáî-
ëåå ÷àñòî âñòðå÷àþùèåñÿ â ãåíàõ E. coli äëÿ
êàæäîé àìèíîêèñëîòû.

Ïåðâóþ ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ðàáîòó â äàí-
íîì íàïðàâëåíèè âûïîëíèëè Ê. Èòàêóðà ñ ñîàâ-
òîðàìè (1977 ã.). Ãåí-ýêâèâàëåíò ñîìàòîñòàòèíà,
ïåïòèäíîãî ãîðìîíà ÷åëîâåêà (14 ÀÊ), ñèí-
òåçèðîâàëè õèìè÷åñêèì ìåòîäîì (ñì. ðèñ. 1.41)
è âñòðàèâàëè â âåêòîðíûå ïëàçìèäû, ñîäåðæà-
ùèå ôðàãìåíòû lac-îïåðîíà E. coli (ðèñ. 4.4).
Åñëè êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîìàòî-
ñòàòèíà ïîäñòðàèâàëè ê íà÷àëó ãåíà �-ãàëàêòî-
çèäàçû ïîñëå ïåðâûõ ñåìè àìèíîêèñëîò (ïëàç-
ìèäà pSomI), âûÿâèòü ñèíòåç äàííîãî ãîðìîíà â
êëåòêàõ E. coli íå óäàâàëîñü. Êîãäà æå ýòîò ñèí-
òåòè÷åñêèé ôðàãìåíò âñòðàèâàëè ïî EcoRI-ìåñ-
òó â êîíöå ãåíà �-ãàëàêòîçèäàçû (ïëàçìèäà
pSomII-3), ñèíòåçèðîâàëñÿ õèìåðíûé áåëîê, ñî-
äåðæàùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êàê áîëüøåé
÷àñòè �-ãàëàêòîçèäàçû, òàê è ñîìàòîñòàòèíà.
Ïî-âèäèìîìó, ñèíòåçèðîâàâøèéñÿ â ïåðâîì
ñëó÷àå õèìåðíûé êîðîòêèé ïîëèïåïòèä ëåãêî
ðàñùåïëÿëñÿ âíóòðèêëåòî÷íûìè ïåïòèäàçàìè,
êðóïíûé æå áåëîê, îáðàçîâàâøèéñÿ âî âòîðîì
ñëó÷àå, áûë áîëåå ñòàáèëåí. Ñîìàòîñòàòèí âû-
ñâîáîæäàëè èç õèìåðíîãî áåëêà, îáðàáàòûâàÿ
åãî áðîìèñòûì öèàíîì, ïðè ýòîì áåëîê ðàñùåï-
ëÿëñÿ ïî ìåòèîíèíîâûì îñòàòêàì (ðèñ. 4.5).
Ñ ïîìîùüþ òàêîãî îñòðîóìíîãî ïîäõîäà óäà-
ëîñü âïåðâûå íàðàáîòàòü â áàêòåðèàëüíûõ êëåò-
êàõ â ñîñòàâå õèìåðíîãî áåëêà ïåïòèä ÷åëîâåêà,

4.4. ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß Â E. COLI ÕÈÌÈÊÎ-ÔÅÐÌÅÍÒÀÒÈÂÍÎ ÑÈÍÒÅÇÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÃÅÍ-ÝÊÂÈÂÀËÅÍÒÎÂ 169



170 Ãëàâà 4. ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÝÓÊÀÐÈÎÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÃÅÍÎÂ Â ÊËÅÒÊÀÕ ESCHERICHIA COLI

Ðèñ. 4.5. Ñõåìà ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî ñïîñîáà ïîëó÷åíèÿ ñîìàòîñòàòèíà

Ðèñ. 4.6. Ôåðìåíòàòèâíûé ïðîöåññèíã in vivo ïðîèíñóëèíà â èíñóëèí

Ðèñ. 4.4. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ãèáðèäíûõ ïëàçìèä,
ñîäåðæàùèõ ñèíòåòè÷åñêèé ãåí-ýêâèâàëåíò ñîìàòîñòàòèíà.

Ëîìàíîé ëèíèåé îáîçíà÷åí ñèíòåòè÷åñêèé EcoRI–BamHI-ôðàãìåíò ÄÍÊ,
ñîäåðæàùèé ñòðóêòóðíûé ãåí ñîìàòîñòàòèíà



à çàòåì õèìè÷åñêè âûùåïèòü è î÷èñòèòü åãî äî
èíäèâèäóàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ñóòü ðàçðàáîòàííîé ñòðàòå-
ãèè çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî èñêóññòâåííûé ãåí
âñòðàèâàåòñÿ âíóòðü ñòðóêòóðíîãî ãåíà, êîäè-
ðóþùåãî îïðåäåëåííûé áàêòåðèàëüíûé áåëîê.
Èíèöèàöèÿ ñèíòåçà ÐÍÊ è áåëêà ïðîèñõîäèò íà
ðåãóëÿòîðíûõ ó÷àñòêàõ áàêòåðèàëüíîãî îïåðî-
íà, à òåðìèíàöèÿ òðàíñëÿöèè — íà íîíñåíñ-êî-
äîíàõ* ñèíòåòè÷åñêîãî ãåíà. Ýêñïðåññèÿ òàêîãî
ãèáðèäíîãî ãåíà ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ õèìåð-
íîãî áåëêà, ñîäåðæàùåãî àìèíîêèñëîòíóþ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü áàêòåðèàëüíîãî áåëêà è ïåï-
òèäà, êîäèðóåìîãî ñèíòåòè÷åñêèì ôðàãìåíòîì
ÄÍÊ. Íåîáõîäèìî, ÷òîáû âñòðàèâàåìàÿ íóêëåî-
òèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîäèðîâàëà ïåïòèä
áåç ñäâèãà ðàìêè òðàíñëÿöèè ïî îòíîøåíèþ
ê áàêòåðèàëüíîìó ãåíó. Öåëåâîé ïåïòèä ïðè
ýòîì ìîæíî âûùåïëÿòü èç ñîñòàâà õèìåðíîãî
áåëêà ñïåöèôè÷íûì õèìè÷åñêèì èëè ôåðìåí-
òàòèâíûì ãèäðîëèçîì (ñì. òàáë. 4.2).

Ýòîò ïîäõîä áûë î÷åíü óäà÷íî èñïîëüçîâàí
â òîé æå ëàáîðàòîðèè äëÿ ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî
ñèíòåçà èíñóëèíà ÷åëîâåêà (1979 ã.). Èçâåñòíî,
÷òî èíñóëèí ñèíòåçèðóåòñÿ â ïîäæåëóäî÷íîé
æåëåçå êàê ïðåïðîãîðìîí ñ ñèãíàëüíûì ïåïòè-
äîì, êîòîðûé îáóñëîâëèâàåò ñåêðåöèþ áåëêà èç
êëåòîê. Ïðåïðîèíñóëèí ñèíòåçèðóåòñÿ íà ìåìá-
ðàííî-ñâÿçàííûõ ðèáîñîìàõ, è â ïðîöåññå ñåê-
ðåöèè ñèãíàëüíûé ïåïòèä îò ìîëåêóëû îòùåï-
ëÿåòñÿ. Îáðàçóþùèéñÿ ïðè ýòîì ïðîèíñóëèí
èìååò ñëîæíóþ òðåõìåðíóþ ñòðóêòóðó ñ òðåìÿ
äèñóëüôèäíûìè ñâÿçÿìè (ðèñ. 4.6). Íà ñëåäóþ-
ùåì ýòàïå èç ñåðåäèíû ïðîèíñóëèíà ïðîòåîëè-
òè÷åñêè âûùåïëÿþòñÿ 35 àìèíîêèñëîò. Ýòà ïî-
ëèïåïòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íàçûâàåòñÿ
C-öåïüþ, N-êîíöåâîé ïîëèïåïòèä â èíñóëè-
íå — B-öåïüþ (30 ÀÊ), à C-êîíöåâîé — A-öå-
ïüþ (21 ÀÊ). A- è B-öåïè â èíñóëèíå îñòàþòñÿ

ñâÿçàíû äèñóëüôèäíûìè ìîñòèêàìè, îáðàçî-
âàííûìè åùå â ïðîèíñóëèíå, ÷òî îáåñïå÷èâàåò
ñòàáèëüíîñòü ÷åòâåðòè÷íîé ñòðóêòóðû çðåëîãî
áåëêà. Êàê âèäèì, èíñóëèí îáðàçóåòñÿ â ðåçóëü-
òàòå ðÿäà ýòàïîâ ïðîöåññèíãà ïåðâîíà÷àëüíî
ñèíòåçèðîâàííîãî áåëêà-ïðåäøåñòâåííèêà.
Â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ òàêîé ïðîöåññèíã
ïðîèçîéòè íå ìîæåò. Ê âàæíûì ñâîéñòâàì èíñó-
ëèíà ñëåäóåò îòíåñòè òî, ÷òî îí íå ñîäåðæèò óã-
ëåâîäíûõ áîêîâûõ ãðóïï (íå ãëèêîçèëèðîâàí),
à â A- è B-öåïÿõ íåò ìåòèîíèíîâûõ îñòàòêîâ.

Êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè A- è B-öå-
ïåé èíñóëèíà ñèíòåçèðîâàëè õèìè÷åñêèì ïó-
òåì è âñòðàèâàëè â ñòðóêòóðíóþ ÷àñòü ãåíà
�-ãàëàêòîçèäàçû â ñîñòàâå âåêòîðíîé ïëàçìèäû
â ïðàâèëüíîé ðàìêå òðàíñëÿöèè. Èç îáðàçîâàâ-
øèõñÿ õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ áðîìèñòûì öèà-
íîì âûùåïëÿëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè A- è B-öå-
ïåé, êîòîðûå çàòåì ñìåøèâàëè è õèìè÷åñêè ãå-
íåðèðîâàëè äèñóëüôèäíûå ñâÿçè. Ñêîíñòðóèðî-
âàííûé òàêèì îáðàçîì èíñóëèí îáëàäàë òåìè
æå áèîëîãè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè, ÷òî è ïðèðîä-
íûé áåëîê.

Êðóïíûå ýóêàðèîòè÷åñêèå ïîëèïåïòèäû
ìåíåå ïîäâåðæåíû ïåïòèäàçíîé äåãðàäàöèè
â êëåòêàõ E. coli. Ïðèìåðîì ìîæåò ñëóæèòü ïðî-
äóêöèÿ â E. coli íåêîòîðûõ èíäèâèäóàëüíûõ
áåëêîâ æèâîòíûõ (ñì. 4.3). Ýòè äàííûå ïîçâî-
ëèëè ðàçðàáîòàòü ñòðàòåãèþ ñèíòåçà è êëîíè-
ðîâàíèÿ ãåíà òàêîãî êðóïíîãî áåëêà ÷åëîâåêà,
êàê ëåéêîöèòàðíûé èíòåðôåðîí �1. Ãðóïïîé
àíãëèéñêèõ èññëåäîâàòåëåé â 1981 ã. áûë ñèíòå-
çèðîâàí ôðàãìåíò äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ äëèíîé
îêîëî 500 ïí, êîòîðûé çàòåì âñòðîèëè â ïëàçìè-
äó ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðîâ plac èëè ptrp. Ïîñëå
ââåäåíèÿ ãèáðèäíûõ ÄÍÊ â êëåòêè E. coli â íèõ
íàáëþäàëè ýôôåêòèâíûé ñèíòåç èíäèâèäóàëü-
íîãî áåëêà èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà.

Ñîòðóäíèêàìè Èíñòèòóòà áèîîðãàíè÷åñêîé
õèìèè ÐÀÍ (Ìîñêâà) è ÂÍÈÈ ìîëåêóëÿðíîé
áèîëîãèè ÍÏÎ «Âåêòîð» (Íîâîñèáèðñê) ñîâ-
ìåñòíî ñèíòåçèðîâàí è ñîáðàí èñêóññòâåííûé
ãåí ëåéêîöèòàðíîãî èíòåðôåðîíà �2 ÷åëîâåêà
(1982 ã.). Ñèíòåòè÷åñêèé ãåí âñòðàèâàëè â ðàç-
ëè÷íûå âåêòîðíûå ìîëåêóëû è èçó÷àëè åãî ýêñ-
ïðåññèþ â êëåòêàõ E. coli â çàâèñèìîñòè îò òîãî,
â ñîñòàâå êàêîé ãèáðèäíîé ÄÍÊ îí íàõîäèòñÿ.

ßïîíñêèå (1983 ã.) è êàíàäñêèå (1984 ã.) èñ-
ñëåäîâàòåëè õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàëè ãåí èì-
ìóííîãî èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà è ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàëè åãî ýêñïðåññèþ â êëåòêàõ E. coli â ñî-
ñòàâå âåêòîðíûõ ïëàçìèä ïîä êîíòðîëåì ïðîìî-
òîðà ãåíà lacZ UV5 èëè ñèíòåòè÷åñêîãî ðàííåãî
ïðîìîòîðà ôàãà T5. Ïðè÷åì â ïîñëåäíåì ñëó÷àå
óðîâåíü ïðîäóêöèè èíòåðôåðîíà äîñòèãàë
4 � 109 åäèíèö àêòèâíîñòè íà 1 ë êóëüòóðû.
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* Òåðìèíàòîðíûå êîäîíû UAG, UGA è UAA íå
êîäèðóþò àìèíîêèñëîò è ïîëó÷èëè íàçâàíèå íîí-
ñåíñ-êîäîíîâ. Èíîãäà ïðîèñõîäÿò ìóòàöèè, âåäóùèå
ê ïîÿâëåíèþ íîíñåíñ-êîäîíîâ âíóòðè ãåíà. Òàêèå
ìóòàöèè ïðèâîäÿò ê ïðåæäåâðåìåííîé òåðìèíàöèè
ïîëèïåïòèäíîé öåïè. Ýôôåêò íîíñåíñ-ìóòàöèè ìî-
æåò áûòü ñóïðåññèðîâàí âòîðîé ìóòàöèåé, êîòîðàÿ
ïðèâîäèò ê ñèíòåçó èçìåíåííîé ìîëåêóëû òÐÍÊ. Òà-
êàÿ ñóïðåññîðíàÿ òÐÍÊ óçíàåò íîíñåíñ-êîäîí è
âñòðàèâàåò îïðåäåëåííóþ àìèíîêèñëîòó â ñîîòâåò-
ñòâóþùåå ìåñòî ïîëèïåïòèäíîé öåïè, âîññòàíàâëè-
âàÿ ñèíòåç ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà. Òåðìèíàòîðíûå
êîäîíû ïîëó÷èëè èíäèâèäóàëüíûå íàçâàíèÿ:
UAG — amber, UAA — ochre, UGA — opal. Â ãåíîìå
E. coli êàðòèðîâàíî íå ìåíåå 17 ãåíîâ ñóïðåññîðîâ
âñåõ òðåõ òèïîâ íîíñåíñ-êîäîíîâ.
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Ìåòîäîëîãèÿ õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà îëèãî-
íóêëåîòèäîâ â íàñòîÿùåå âðåìÿ âûøëà íà òàêîé
óðîâåíü, ÷òî ïîçâîëÿåò ñèíòåçèðîâàòü öåëûå ãå-
íû, îñóùåñòâëÿòü in vitro òîíêèå ïåðåñòðîéêè
ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà (ñì. 1.12). Ýòî îòêðû-
âàåò øèðîêèå âîçìîæíîñòè äëÿ êîíñòðóèðîâà-
íèÿ ýôôåêòèâíûõ ìèêðîáèîëîãè÷åñêèõ ïðîäó-

öåíòîâ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé,
êðàéíå íåîáõîäèìûõ äëÿ ìåäèöèíû è ñåëüñêîãî
õîçÿéñòâà. Êðîìå òîãî, òîíêîå ìàíèïóëèðîâà-
íèå ãåíåòè÷åñêèì ìàòåðèàëîì ïîçâîëÿåò ïðîâî-
äèòü èññëåäîâàíèÿ, ðàñøèðÿþùèå íàøå ïîíè-
ìàíèå îðãàíèçàöèè è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ãåíîâ
êàê â ïðîêàðèîòàõ, òàê è â ýóêàðèîòàõ.



Ãëàâà 5
ÊÎÍÑÒÐÓÈÐÎÂÀÍÈÅ ØÒÀÌÌÎÂ — ÏÐÎÄÓÖÅÍÒÎÂ
ÏÅÐÂÈ×ÍÛÕ ÌÅÒÀÁÎËÈÒÎÂ
ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ESCHERICHIA COLI

Óæå ïåðâûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî,
óâåëè÷èâàÿ äîçó áàêòåðèàëüíûõ ãåíîâ çà ñ÷åò
êëîíèðîâàíèÿ èõ â ìíîãîêîïèéíûõ ìîëåêóëÿð-
íûõ âåêòîðàõ, óäàåòñÿ çíà÷èòåëüíî ïîâûñèòü
â êëåòêàõ E. coli ïðîäóêöèþ áåëêîâ, êîäèðóå-
ìûõ ýòèìè ãåíàìè (ñì. 3.1). Â ñâÿçè ñ ýòèì
âñòàë âîïðîñ î âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàòü ìå-
òîäû ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè äëÿ êîíñòðóèðî-
âàíèÿ ýôôåêòèâíûõ øòàììîâ — ïðîäóöåíòîâ
ïåðâè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ, òàêèõ êàê àìèíîêèñ-
ëîòû, âèòàìèíû è äð. Èñõîäèëè èç òîãî, ÷òî ïî-
âûøåíèå â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå óðîâíÿ àêòèâ-
íîñòè îïðåäåëåííûõ ôåðìåíòîâ (èëè îäíîãî
ôåðìåíòà), êîíòðîëèðóþùèõ ëèìèòèðóþùèå
ñòàäèè áèîñèíòåòè÷åñêîãî ïóòè âûáðàííîãî
ïåðâè÷íîãî ìåòàáîëèòà, ìîæåò ïðèâåñòè ê ñó-
ïåðñèíòåçó ïîñëåäíåãî.

Óñïåõ ñîçäàíèÿ âûñîêîàêòèâíûõ øòàììîâ
ñ çàäàííûìè ñâîéñòâàìè âî ìíîãîì çàâèñèò îò
óðîâíÿ çíàíèé îá îðãàíèçàöèè ãåíîìà è ðåãóëÿ-
öèè ìåòàáîëèçìà ìèêðîáíîé êëåòêè. Íàèáîëåå
èçó÷åííîé ÿâëÿåòñÿ áàêòåðèÿ E. coli, è ïîýòîìó
ïåðâûå ðàáîòû ïî ñîçäàíèþ ìåòîäàìè ãåíåòè-
÷åñêîé èíæåíåðèè ïðîìûøëåííûõ øòàììîâ —

ïðîäóöåíòîâ ïåðâè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ âûïîëíå-
íû íà äàííîì ìèêðîîðãàíèçìå.

Áëåñòÿùèé öèêë èññëåäîâàíèé ïðîâåëè
Â. Ã. Äåáàáîâ ñ ñîòðóäíèêàìè (1979–1982 ãã.),
âïåðâûå ïðîäåìîíñòðèðîâàâ áîëüøèå âîçìîæ-
íîñòè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè äëÿ ïîëó÷åíèÿ
øòàììîâ — ïðîäóöåíòîâ àìèíîêèñëîò. Íàèáî-
ëåå ïîêàçàòåëåí ïðèìåð ñîçäàíèÿ øòàììà —

ïðîäóöåíòà L-òðåîíèíà íà îñíîâå ëàáîðàòîðíî-
ãî øòàììà E. coli.

Íà ðèñ. 5.1 ïîêàçàí ïóòü áèîñèíòåçà L-òðåî-
íèíà èç àñïàðàãèíîâîé êèñëîòû, èç êîòîðîé ïî-
ìèìî òðåîíèíà îáðàçóþòñÿ èçîëåéöèí, ëèçèí
è ìåòèîíèí, ñîñòàâëÿþùèå àñïàðàãèíîâîå ñå-
ìåéñòâî àìèíîêèñëîò. Â áèîñèíòåçå òðåîíèíà
ó÷àñòâóþò ÷åòûðå ôåðìåíòà, òðè èç êîòîðûõ äå-
òåðìèíèðóþòñÿ ãåíàìè òðåîíèíîâîãî îïåðîíà
(thr-îïåðîí). Ðåàêöèÿ ïðåâðàùåíèÿ àñïàðòèë-

ôîñôàòà â ïîëóàëüäåãèä àñïàðàãèíîâîé êèñëî-
òû êàòàëèçèðóåòñÿ ïðîäóêòîì ãåíà asd, íå âõî-
äÿùåãî â ýòîò îïåðîí. Äàííàÿ ñòàäèÿ íå ëèìè-
òèðóåò ïðîöåññ è ïîýòîìó â äàëüíåéøåì íå ðàñ-
ñìàòðèâàåòñÿ. Ãåí thrA1A2 êîäèðóåò îäèí ïîëè-
ïåïòèä, êîòîðûé èìååò äîìåííóþ ñòðóêòóðó
è îáëàäàåò äâóìÿ ôåðìåíòàòèâíûìè àêòèâíî-
ñòÿìè: àñïàðòîêèíàçû I è ãîìîñåðèíäåãèäðîãå-
íàçû I. Ãåí thrB êîäèðóåò ãîìîñåðèíêèíàçó,
à ãåí thrC — òðåîíèíñèíòåòàçó. Ïðè ïîâûøåí-
íîì óðîâíå ñîâìåñòíî òðåîíèíà è èçîëåéöèíà
ýêñïðåññèÿ thr-îïåðîíà ïîäàâëÿåòñÿ (ðåïðåñ-
ñèÿ). Êðîìå òîãî, àêòèâíîñòü ôåðìåíòà àñïàðòî-
êèíàçû I — ãîìîñåðèíäåãèäðîãåíàçû I èíãèáè-
ðóåòñÿ êîíå÷íûì ïðîäóêòîì ðàññìàòðèâàåìîãî
ïóòè áèîñèíòåçà — òðåîíèíîì (ðåòðîèíãèáè-
ðîâàíèå).

Íà ïåðâîì ýòàïå ñîçäàíèÿ øòàììà-ïðîäó-
öåíòà â ñîñòàâå åäèíîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ â ïëàç-
ìèäå pBR322 áûë êëîíèðîâàí âåñü thr-îïåðîí.
Ïîëó÷åííàÿ çà ñ÷åò ýòîãî àìïëèôèêàöèÿ ãåíîâ
òðåîíèíîâîãî îïåðîíà ïðèâåëà ê âîçðàñòàíèþ
â êëåòêå óðîâíÿ àêòèâíîñòè ñîîòâåòñòâóþùèõ
ôåðìåíòîâ è, êàê ñëåäñòâèå, ê óâåëè÷åíèþ áèî-
ñèíòåçà òðåîíèíà. Áîëåå òîãî, áàêòåðèè, ñîäåð-
æàâøèå ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó, ïðèîáðåòàëè
ñïîñîáíîñòü âûäåëÿòü òðåîíèí â êóëüòóðàëü-
íóþ ñðåäó. Ïîëó÷åííûé øòàìì E. coli íàêàïëè-
âàë òðåîíèí â îòíîñèòåëüíî áîëüøîì êîëè÷åñò-
âå — 1–2 ã/ë ïèòàòåëüíîé ñðåäû, îäíàêî ýòî
íå ÿâëÿåòñÿ ñâåðõïðîäóêöèåé.

Áèîñèíòåç òðåîíèíà ó E. coli êîíòðîëèðóåò-
ñÿ ñ ïîìîùüþ íåñêîëüêèõ ðåãóëÿòîðíûõ ñèñòåì
(ñì. ðèñ. 5.1). ×òîáû îáåñïå÷èòü ñâåðõñèíòåç
ýòîé àìèíîêèñëîòû, íåîáõîäèìî íàðóøèòü, ïî
êðàéíåé ìåðå, íàèáîëåå ìîùíûå ñèñòåìû ðåãó-
ëÿöèè. Ðàáîòà ïî ïîëó÷åíèþ ýôôåêòèâíîãî
øòàììà — ïðîäóöåíòà òðåîíèíà âåëàñü àâòîðà-
ìè ïî äâóì íàïðàâëåíèÿì: óëó÷øåíèå êîíñò-
ðóêöèè ãèáðèäíîé ïëàçìèäû è ñîçäàíèå øòàì-
ìà-ðåöèïèåíòà E. coli, îáåñïå÷èâàþùåãî ïîâû-
øåííîå íàêîïëåíèå àìèíîêèñëîòû. Ïîýòîìó íà
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ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû â ñîñòàâå âåêòîðà
pBR322 áûë êëîíèðîâàí òðåîíèíîâûé îïåðîí,
íåñóùèé ìóòàöèþ thrA442, êîòîðàÿ äåëàåò ôåð-
ìåíòíûé êîìïëåêñ àñïàðòîêèíàçà–ãîìîñåðèí-
äåãèäðîãåíàçà íå÷óâñòâèòåëüíûì ê ðåòðîèíãè-
áèðîâàíèþ òðåîíèíîì.

Â êà÷åñòâå ðåöèïèåíòà äëÿ ãèáðèäíîé ïëàç-
ìèäû ñîçäàëè øòàìì E. coli VL334, èìåþùèé
ìóòàöèè thr C1010 è ilvA442. Îí ÿâëÿåòñÿ äâîé-
íûì àóêñîòðîôîì è íóæäàåòñÿ äëÿ ðîñòà íà ìè-
íèìàëüíîé ñðåäå â òðåîíèíå è èçîëåéöèíå. Ìó-
òàöèÿ ilvA442 èçìåíÿåò òðåîíèíäåçàìèíàçó
(ïåðâûé ôåðìåíò íà ïóòè ïðåâðàùåíèÿ òðåîíè-
íà â èçîëåéöèí) òàêèì îáðàçîì, ÷òî äàííûé
ôåðìåíò íå èíàêòèâèðóåòñÿ ïîëíîñòüþ, à ëèøü
èìååò ðåçêî ñíèæåííîå ñðîäñòâî ê ñâîåìó ñóá-
ñòðàòó — òðåîíèíó. Òàêèå íåïîëíûå ìóòàöèè
íàçûâàþò leaky-ìóòàöèÿìè (ïîäòåêàþùèìè).
Ìóòàöèÿ thr C1010 ïîëíîñòüþ èíàêòèâèðóåò
ãåí òðåîíèíñèíòåòàçû êëåòîê E. coli.

Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè ïëàçìèäîé pYN7,
êîòîðàÿ íåñåò òðåîíèíîâûé îïåðîí ñ ìóòàöèåé
thrA442, øòàìì E. coli VL334 ñòàíîâèëñÿ ïðî-
òîòðîôíûì ïî òðåîíèíó. Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèë
ñâåðõñèíòåç òðåîíèíà, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü îáó-
ñëîâëèâàëî ÷àñòè÷íóþ ñóïðåññèþ àóêñîòðîô-
íîñòè ïî èçîëåéöèíó (áëàãîäàðÿ leaky-ìóòàöèè
ïî ãåíó ilvA), ò. å. êëåòêè ïðèîáðåòàëè ñïîñîá-
íîñòü ðàñòè íà ìèíèìàëüíîé ñðåäå áåç äîáàâîê
àìèíîêèñëîò. Çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå ïðå-
âðàùåíèÿ òðåîíèíà â èçîëåéöèí (ìóòàöèÿ
ilvA442) ïðåäîòâðàùàåò ðåïðåññèþ òðåîíèíî-
âîãî îïåðîíà, áîëåå òîãî, ïðîäóêò ãåíà thrA442,
ðàñïîëîæåííîãî íà ïëàçìèäå, íå ïîäâåðãàåòñÿ
ðåòðîèíãèáèðîâàíèþ òðåîíèíîì. Âñå ýòî ñïî-
ñîáñòâóåò íàêîïëåíèþ òðåîíèíà â êëåòêàõ â áî-
ëüøîì êîëè÷åñòâå ñ ïîñëåäóþùèì âûäåëåíèåì
åãî â ñðåäó. Ïîëó÷åííûé øòàìì E. coli

VL334[pYN7] íàêàïëèâàë â êóëüòóðàëüíîé æèä-
êîñòè òðåîíèí â êîíöåíòðàöèè óæå äî 20 ã/ë.

Î÷åíü âàæíàÿ îñîáåííîñòü ïîëó÷åííîãî
øòàììà — ñòàáèëüíîñòü ïîääåðæàíèÿ èì ãèá-
ðèäíîé ïëàçìèäû çà ñ÷åò àâòîñåëåêöèè ïëàçìè-
äîñîäåðæàùèõ êëåòîê íà ìèíèìàëüíîé ïèòàòå-
ëüíîé ñðåäå. Íà òàêîé ñðåäå ìîãóò ðàñòè òîëüêî
êëåòêè VL334, ñîäåðæàùèå ïëàçìèäó pYN7, êî-
òîðàÿ èç-çà ñâåðõñèíòåçà òðåîíèíà îáåñïå÷èâà-
åò èì ïðîòîòðîôíûé ôåíîòèï Thr+Ile+. Êëåòêè,
óòðàòèâøèå ïëàçìèäó èëè ñîäåðæàùèå èçìå-
íåííóþ ïëàçìèäó, èç êóëüòóðû óäàëÿþòñÿ, òàê
êàê íå ìîãóò ðàñòè íà ìèíèìàëüíîé ñðåäå. Òà-
êèå êëåòêè ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ê ðîñòó
òîëüêî íà ïîñëåäíèõ ýòàïàõ ôåðìåíòàöèè êóëü-
òóðû, êîãäà êîíöåíòðàöèÿ òðåîíèíà â ñðåäå äî-
ñòèãàåò 10–15 ã/ë. Ïîÿâëåíèå áåñïëàçìèäíûõ

êëåòîê íà ýòîé ñòàäèè ìàëî ñêàçûâàåòñÿ íà êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè òðåîíèíà â êóëüòóðàëü-
íîé æèäêîñòè.

Øòàììû E. coli K12, ê êîòîðûì îòíîñèòñÿ
è VL334, ðàñòóò íà ìèíèìàëüíîé ñðåäå ñ ãëþêî-
çîé èëè ôðóêòîçîé, íî íå óñâàèâàþò ñàõàðîçó
è òàêîé äîñòóïíûé è äåøåâûé ñóáñòðàò, êàê
ìåëàññà. Ïîýòîìó ñ ïîìîùüþ êîíúþãàöèè
â øòàìì VL334[pYN7] ââåëè ãåíû, äåòåðìèíè-
ðóþùèå ñïîñîáíîñòü ê óñâîåíèþ ñàõàðîçû. Ïî-
ñëå îïòèìèçàöèè óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ñî-
çäàííîãî âàðèàíòà E. coli óäàëîñü äîáèòüñÿ ïðî-
äóêöèè L-òðåîíèíà äî 70 ã/ë çà 30–40 ÷ ôåðìåí-
òàöèè ñ êîíâåðñèåé îêîëî 40 % ñàõàðà â öåëåâîé
ïðîäóêò. Ïðè èñïîëüçîâàíèè òîëüêî ìåòîäîâ
ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè èëè ñåëåêöèè òàêîé
øòàìì ïîëó÷èòü íåâîçìîæíî. Òâîð÷åñêîå ñî-
âìåùåíèå ýòèõ äâóõ ïîäõîäîâ ïîçâîëèëî äî-
áèòüñÿ íåáûâàëûõ ðàíåå ðåçóëüòàòîâ.

Ãåíû ôåðìåíòîâ áèîñèíòåòè÷åñêîãî ïóòè
ëèçèíà ðàçáðîñàíû ïî áàêòåðèàëüíîé õðîìîñî-
ìå, à íå ñãðóïïèðîâàíû â ïîëèöèñòðîííûé îïå-
ðîí, êàê â ñëó÷àå òðåîíèíà. Ïîýòîìó äëÿ ñîçäà-
íèÿ ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè øòàì-
ìîâ — ñóïåðïðîäóöåíòîâ ëèçèíà òðåáóåòñÿ
íåñêîëüêî èíîé ïîäõîä. Â ëàáîðàòîðèè Ê. Ïàòòý
(1981 ã.) áûëè ðàçäåëüíî êëîíèðîâàíû ãåíû
áèîñèíòåòè÷åñêîãî ïóòè ëèçèíà â ñîñòàâå ìíî-
ãîêîïèéíîé ïëàçìèäû pBR322. Ââîäÿ êàæäóþ
ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó â îïðåäåëåííûé ðåöèïè-
åíòíûé øòàìì E. coli, ìîæíî ïðîêîíòðîëèðî-
âàòü, ïîâûøåíèå äîçû êàêîãî ãåíà ïðèâåäåò
ê óâåëè÷åíèþ ñèíòåçà ëèçèíà. Òåì ñàìûì ìîæ-
íî âûÿâèòü ëèìèòèðóþùóþ ñòàäèþ áèîñèíòåçà
ýòîé àìèíîêèñëîòû äëÿ êàæäîãî êîíêðåòíîãî
øòàììà-ðåöèïèåíòà. Àâòîðû èñïîëüçîâàëè
øòàìì E. coli TOC R 21, êîòîðûé èìåë äâå ìó-
òàöèè ïî ãåíó lysC è îáåñïå÷èâàë ñâåðõñèíòåç
ëèçèíà. Îäíà ìóòàöèÿ îáóñëîâëèâàëà íå÷óâñò-
âèòåëüíîñòü àñïàðòîêèíàçû III ê ðåòðîèíãèáè-
ðîâàíèþ ëèçèíîì, à âòîðàÿ îáåñïå÷èâàëà êîí-
ñòèòóòèâíóþ ýêñïðåññèþ ãåíà lysC. Ââåäåíèå
â òàêîé øòàìì ãèáðèäíûõ ïëàçìèä ñ ðàçíûìè
ãåíàìè èññëåäóåìîãî áèîñèíòåòè÷åñêîãî ïóòè
ïîêàçàëî, ÷òî òîëüêî àìïëèôèêàöèÿ ãåíà dapA

â ñîñòàâå ïëàçìèäû ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ
ñèíòåçà ëèçèíà.

Ïîäõîäû ê ñîçäàíèþ øòàììîâ — ñóïåðïðî-
äóöåíòîâ ïåðâè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ èìåëè äàëü-
íåéøåå ðàçâèòèå â èññëåäîâàíèÿõ Ñ. Ñóãèìîòî
ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.), ïîëó÷èâøèõ øòàìì
E. coli ñ âûñîêèì óðîâíåì ñèíòåçà ôåíèëàëàíè-
íà. Â ñîñòàâ ãèáðèäíîé ïëàçìèäû áûëè âñòðîå-
íû òåðìî÷óâñòâèòåëüíûé ãåí cI857 áåëêà-ðå-
ïðåññîðà ôàãà � è ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà
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�pR — ãåí aroF, à ïîä êîíòðîëåì �pL — ãåí
pheA. Îáà ãåíà E. coli íåñëè ìóòàöèè, äåëàþ-
ùèå ñîîòâåòñòâóþùèå ôåðìåíòû íå÷óâñòâèòåëü-
íûìè ê ðåòðîèíãèáèðîâàíèþ ýíäîïðîäóêòàìè
(òèðîçèíîì è ôåíèëàëàíèíîì). Ïðè òåìïåðàòó-
ðå 30 °Ñ êëîíèðîâàííûå ãåíû íå ýêñïðåññèðî-
âàëèñü. Ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû ïðèâîäèëî
ê èíàêòèâàöèè ôàãîâîãî ðåïðåññîðà è èíäóêöèè
èíòåíñèâíîé òðàíñêðèïöèè ñ ôàãîâûõ ïðîìîòî-
ðîâ. Ìàêñèìàëüíàÿ ïðîäóêöèÿ ôåíèëàëàíèíà
ñîçäàííûì øòàììîì íàáëþäàëàñü ïðè òåìïåðà-
òóðå 38,5 °Ñ. Ïðè áîëåå âûñîêîé òåìïåðàòóðå

êëåòêè ïîãèáàëè, ïî-âèäèìîìó, âñëåäñòâèå
ñóïåðýêñïðåññèè êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ.

Ðàññìîòðåííûå ïðèìåðû ñî âñåé î÷åâèäíî-
ñòüþ äåìîíñòðèðóþò áîëüøèå âîçìîæíîñòè ãå-
íåòè÷åñêîé èíæåíåðèè â ñîçäàíèè øòàììîâ
áàêòåðèé — ñóïåðïðîäóöåíòîâ íå òîëüêî öåëå-
âûõ áåëêîâ, íî è íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ïåðâè÷-
íûõ ìåòàáîëèòîâ. Äàëüíåéøåå ðàçâèòèå èññëå-
äîâàíèé â ýòîì íàïðàâëåíèè ïîçâîëèëî ñêîíñò-
ðóèðîâàòü øèðîêèé ñïåêòð øòàììîâ, âûñîêî-
ïðîäóêòèâíûõ ïî îïðåäåëåííûì àìèíîêèñëî-
òàì, âèòàìèíàì è äð.
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Ãëàâà 6
ÍÀÏÐÀÂËÅÍÍÛÉ ÌÓÒÀÃÅÍÅÇ ÌÎËÅÊÓË ÄÍÊ IN VITRO

Äëÿ ãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà êàêîãî-ëèáî âè-
äà îðãàíèçìîâ íåîáõîäèìî âûÿâëåíèå ìóòàíòîâ
ñ îïðåäåëåííûìè ôèçèîëîãè÷åñêèìè äåôåêòà-
ìè (îòëè÷èÿìè îò îñîáåé, ïðèíÿòûõ çà äèêèé
òèï). Äî íåäàâíåãî âðåìåíè òàêèå ìóòàíòû
ïîëó÷àëè òîëüêî â ðåçóëüòàòå ñòàòèñòè÷åñêîãî
(ñëó÷àéíîãî, íåíàïðàâëåííîãî, îáùåãî) ìóòàãå-
íåçà ïîïóëÿöèè îðãàíèçìîâ ñ ïîñëåäóþùåé ñå-
ëåêöèåé èëè îòáîðîì ìóòàíòîâ, îáëàäàþùèõ
õàðàêòåðíûì ôåíîòèïîì. Èçìåíåííûé ãåí â âû-
äåëåííûõ ìóòàíòàõ ìîæåò áûòü çàòåì ëîêàëè-
çîâàí íà ãåíîìå ïóòåì êîìïëåìåíòàöèîííîãî
èëè ðåêîìáèíàöèîííîãî àíàëèçà ñ äðóãèìè ìó-
òàíòàìè èëè ìåòîäàìè ôèçè÷åñêîãî êàðòèðîâà-
íèÿ. Ïîÿâëåíèå ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè ïîçâîëèëî ñ ïîìîùüþ êëîíèðîâàíèÿ â ìî-
ëåêóëÿðíûõ âåêòîðàõ èçâëåêàòü îòäåëüíûå ãåíû
äàæå èç î÷åíü áîëüøèõ è ñëîæíî îðãàíèçîâàí-
íûõ ãåíîìîâ. Äëÿ êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ ìîæåò
áûòü ðàñøèôðîâàíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóê-
ëåîòèäîâ, à íà åå îñíîâå — àìèíîêèñëîòíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîäèðóåìîãî áåëêà. Áîëåå
òîãî, ìîæíî êëîíèðîâàòü, à çàòåì ñðàâíèâàòü
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà (áåëêà) äèêîãî òèïà
è ìóòàíòíûõ ôîðì. Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííîé èí-
ôîðìàöèè ìîæíî îïðåäåëèòü, êàêèå èçìåíåíèÿ
ñòðóêòóðû ãåíà (áåëêà) ïðèâîäÿò ê òîìó èëè
èíîìó èçìåíåíèþ ôåíîòèïà îðãàíèçìà.

Íåäîñòàòêîì äàííîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ òî,
÷òî ôåíîòèïè÷åñêè ïðîÿâëÿþòñÿ, êàê ïðàâèëî,
äàëåêî íå âñå ìóòàöèè ïî îïðåäåëåííîìó ãåíó,
à òîëüêî òå, êîòîðûå çíà÷èòåëüíî íàðóøàþò
ôóíêöèþ ýòîãî ãåíà. Êðîìå òîãî, ìóòàöèè ïî
ðàçíûì ó÷àñòêàì èçó÷àåìîãî ãåíà ìîãóò èìåòü
îäíî è òî æå ôåíîòèïè÷åñêîå ïðîÿâëåíèå. Ïî-
ýòîìó òîíêèé àíàëèç ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëü-
íîé îðãàíèçàöèè ãåíà (è/èëè êîäèðóåìîãî èì
áåëêà) ñ ïîìîùüþ äàííîãî êëàññè÷åñêîãî ìîëå-
êóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî ïîäõîäà çàòðóäíåí.

Êðàéíå ïðèâëåêàòåëüíîé îêàçàëàñü èäåÿ èñ-
ïîëüçîâàòü äëÿ âûïîëíåíèÿ òàêèõ èññëåäîâà-
íèé ìåòîäè÷åñêèå äîñòèæåíèÿ ãåíåòè÷åñêîé
èíæåíåðèè. Çíàÿ ñòðóêòóðó êëîíèðîâàííîãî ãå-

íà, ìîæíî ñïëàíèðîâàòü è îñóùåñòâèòü åãî ðå-
êîíñòðóêöèþ, êîòîðàÿ ïî èìåþùèìñÿ ïðåäñòàâ-
ëåíèÿì äîëæíà ïðèâåñòè ê èçìåíåíèþ óðîâíÿ
åãî ýêñïðåññèè â âûáðàííîé ñèñòåìå êëåòîê,
ê èçìåíåíèþ îïðåäåëåííûõ ñâîéñòâ áåëêà, êî-
äèðóåìîãî äàííûì ãåíîì è ò. ä., ëèáî ìîæíî
ïðîâåñòè ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç âûäåëåííîãî ãå-
íà èëè åãî ó÷àñòêà, îòîáðàòü ðàçëè÷íûå ìóòàíò-
íûå ôîðìû è îöåíèòü èõ ñâîéñòâà. Ñîçäàííûå
âàðèàíòû ãåíîâ çàòåì ìîæíî ðåêîìáèíàöèîííî
ââåñòè â èñõîäíûé ãåíîì è èçó÷èòü èõ âëèÿíèå
íà ôóíêöèîíèðîâàíèå äàííîãî ãåíîìà â öåëîì.
Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ìóòàãåíåçó ïîäâåðãà-
åòñÿ òîëüêî ñòðîãî îïðåäåëåííûé ëîêóñ, à âåñü
îñòàëüíîé ãåíîì íå èçìåíÿåòñÿ (ïðè îáùåé ìó-
òàãåííîé îáðàáîòêå îðãàíèçìà èññëåäîâàòåëü
îáû÷íî íå ìîæåò áûòü óâåðåí, ÷òî ìóòàöèÿ ïðî-
øëà òîëüêî ïî èçó÷àåìîìó ëîêóñó è íå âîçíèêëî
ìóòàöèé ïî äðóãèì ãåíàì). Ðàññìàòðèâàåìûé
ïîäõîä, ïî ñóùåñòâó, ïðîòèâîïîëîæåí êëàññè÷å-
ñêîìó ãåíåòè÷åñêîìó, òàê êàê çäåñü èññëåäîâà-
íèÿ íàïðàâëåíû îò ãåíà ê ïðèçíàêó. Ïîýòîìó åãî
÷àñòî íàçûâàþò îáðàòíîé ãåíåòèêîé.

Âîçìîæíîñòü ââîäèòü â èçîëèðîâàííûé ãåí
çàðàíåå çàïëàíèðîâàííûå ìóòàöèè — äåëåöèè,
âñòàâêè èëè ñïåöèôè÷åñêèå çàìåíû íóêëåîòè-
äîâ — áûëà íàñòîëüêî çàìàí÷èâîé, ÷òî ïîáóäè-
ëà áîëüøóþ ãðóïïó ó÷åíûõ ðàçíûõ ëàáîðàòî-
ðèé ê ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ íàïðàâëåííîãî ìóòà-
ãåíåçà in vitro.

Ýòè èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäÿòñÿ â äâóõ íà-
ïðàâëåíèÿõ:
• ñåãìåíò-íàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç, ÿâëÿþ-

ùèéñÿ ñòàòèñòè÷åñêèì ìóòàãåíåçîì, äåéñò-
âèå êîòîðîãî îïðåäåëåííûì îáðàçîì îãðà-
íè÷åíî ëèøü âûáðàííûì ðàéîíîì ìîëåêó-
ëû ÄÍÊ (ïëàçìèäíîé èëè âèðóñíîé);

• ñàéòñïåöèôè÷åñêèé ìóòàãåíåç, ïîä êîòî-
ðûì ïîäðàçóìåâàþò ââåäåíèå ïðåäîïðåäå-
ëåííûõ ìóòàöèé â çàðàíåå çàïëàíèðîâàííîå
ìåñòî (òî÷êó, ñàéò) èçó÷àåìîãî ôðàãìåíòà
ÄÍÊ.



6.1. ÃÅÍÍÎ-ÈÍÆÅÍÅÐÍÛÅ ÄÅËÅÖÈÈ È ÂÑÒÀÂÊÈ
ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÅÉ ÄÍÊ

Ïðåæäå ÷åì ðàññìàòðèâàòü, êàê ðàçâèâàëèñü
ìåòîäû íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà, îñòàíîâèì-
ñÿ íà àíàëèçå èçìåíåíèé, êîòîðûå ìîæíî ââî-
äèòü â ìîëåêóëû ÄÍÊ âèðóñîâ è ïëàçìèä ñ ïî-
ìîùüþ «êëàññè÷åñêèõ» ãåííî-èíæåíåðíûõ
ïðîöåäóð áåç ïðèâëå÷åíèÿ äðóãèõ ïîäõîäîâ (íà-

ïðèìåð îáðàáîòêè ìóòàãåíàìè). Î÷åâèäíî, ÷òî
â äàííîì ñëó÷àå âîçìîæíûå èçìåíåíèÿ ìîëåêóë
ÄÍÊ îãðàíè÷èâàþòñÿ äåëåöèÿìè è âñòàâêàìè.
Ñàìûé ïðîñòîé âàðèàíò ïîëó÷åíèÿ äåëåöèé —
ðàñùåïëåíèå ìîëåêóëû ÄÍÊ ðåñòðèêòàçîé, êî-
òîðàÿ èìååò íà íåé áîëåå îäíîãî ó÷àñòêà óçíà-
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Ðèñ. 6.1. Ñõåìû êîíñòðóèðîâàíèÿ äåëåöèîííûõ è èíñåðöèîííûõ (âñòàâî÷íûõ) ìóòàíòîâ:

à — ðåñòðèêòàçíî-ëèãàçíîå äåëåòèðîâàíèå; á — ýêçîíóêëåîëèòè÷åñêîå äåëåòèðîâàíèå;
â — ñëó÷àéíàÿ âñòðîéêà ëèíêåðà (ôðàãìåíòà); ã — äåëåòèðîâàíèå ìåæäó ëèíêåðàìè.

A, B, C — ðåñòðèêòàçû è ìåñòà èõ óçíàâàíèÿ íà ìîëåêóëàõ ÄÍÊ



âàíèÿ, ñ ïîñëåäóþùèì ëèãèðîâàíèåì ïîëó÷åí-
íîãî ïðåïàðàòà ÄÍÊ. Ïðè ýòîì ÷àñòü îáðàçóå-
ìûõ ìîëåêóë áóäåò óêîðî÷åíà âñëåäñòâèå âû-
ùåïëåíèÿ îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ðåñòðèêöèîí-
íûõ ôðàãìåíòîâ (ðèñ. 6.1, à). Òàêîé ïîäõîä
î÷åíü ÷àñòî èñïîëüçóþò ïðè ãåííî-èíæåíåðíûõ
ðåêîíñòðóêöèÿõ ìîëåêóë ÄÍÊ (íàïðèìåð, ñì.
ðèñ. 2.7, 2.10).

Âòîðîé ðàñïðîñòðàíåííûé âàðèàíò ââåäå-
íèÿ äåëåöèé â êîëüöåâûå äâóõöåïî÷å÷íûå ÄÍÊ
in vitro çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ÄÍÊ ðàñùåïëÿ-
þò â îïðåäåëåííîì ìåñòå ðåñòðèêòàçîé è îáðà-
çîâàâøóþñÿ ëèíåéíóþ ìîëåêóëó îáðàáàòûâàþò
íóêëåàçîé Bal31, êîòîðàÿ ãèäðîëèçóåò ìîëåêóëó
ÄÍÊ ñ îáîèõ êîíöîâ, äåãðàäèðóÿ îäíîâðåìåííî
îáå öåïè. Â ðåçóëüòàòå ìîæíî ïîëó÷èòü áîëü-
øîé íàáîð óêîðî÷åííûõ ëèíåéíûõ ìîëåêóë, êî-
òîðûå ïîñëå öèêëèçàöèè â ëèãàçíîé ðåàêöèè
ôîðìèðóþò ñîîòâåòñòâóþùèé íàáîð êîëüöåâûõ
ÄÍÊ ñ äåëåöèÿìè (ñì. ðèñ. 6.1, á). Äàííûé ïîä-
õîä èñïîëüçóåòñÿ, â ÷àñòíîñòè, ïðè îïòèìèçà-
öèè ñòðóêòóðû ãèáðèäíûõ ãåíîâ (íàïðèìåð, ñì.
ðèñ. 3.8).

Èíòåðåñåí âàðèàíò ìóòàãåíåçà ìîëåêóë ÄÍÊ
çà ñ÷åò âñòðîéêè â ñëó÷àéíûå ìåñòà ýêçîãåííûõ
ñåãìåíòîâ ÄÍÊ — ïðèðîäíûõ ôðàãìåíòîâ èëè
ñèíòåòè÷åñêèõ ëèíêåðîâ (ñì. ðèñ. 6.1, â). Ñëó-
÷àéíûå äâóõöåïî÷å÷íûå ðàçðûâû ìîæíî ââî-
äèòü â ìîëåêóëû ÄÍÊ ïóòåì êðàòêîâðåìåííîãî
âîçäåéñòâèÿ íà íèõ íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà
ïàíêðåàòè÷åñêîé ÄÍÊàçû I â ïðèñóòñòâèè êà-
òèîíîâ Mn2+. Ïîëó÷èòü ìîëåêóëû ÄÍÊ ñ îäè-
íî÷íûìè ðàçðûâàìè â ðàçíûõ ìåñòàõ ìîæíî,
îáðàáàòûâàÿ èõ ðåñòðèêòàçîé, èìåþùåé ìíîãî
ó÷àñòêîâ óçíàâàíèÿ íà äàííîì ñóáñòðàòå, òàê
÷òîáû êàæäàÿ ìîëåêóëà ÄÍÊ ãèäðîëèçîâàëàñü
â ñðåäíåì ëèøü ïî îäíîìó ó÷àñòêó. Òàêèì îáðà-
çîì, â ÷àñòíîñòè, áûë ïîëó÷åí ïåðâûé ãèáðèä-
íûé ôàã M13mp1 (ñì. 2.2.6).

Áîëåå ñëîæíûé ìåòîä ââåäåíèÿ äåëåöèé
in vitro ïðèâåäåí íà ðèñ. 6.1, ã. Âñå ïîêàçàííûå
íà ðèñ. 6.1 âàðèàíòû êîíñòðóèðîâàíèÿ ìóòàí-
òîâ (çà èñêëþ÷åíèåì á) ïðèëîæèìû è ê ëèíåé-
íûì ìîëåêóëàì ÄÍÊ, íàïðèìåð ÄÍÊ ôàãà �,
è ÷èòàòåëü ñàì ìîæåò ïðåäñòàâèòü ñõåìû ýòèõ
ïðîöåäóð.
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Ââîäÿ äåëåöèè èëè èíñåðöèè in vitro, ìîæíî
äîñòàòî÷íî ëåãêî ëîêàëèçîâàòü ôóíêöèîíàëü-
íûå ýëåìåíòû èëè êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ. Äëÿ áîëåå òîíêîãî
àíàëèçà îðãàíèçàöèè ãåíà (áåëêà) íåîáõîäèìî
èñïîëüçîâàòü ìåòîäû ìóòàãåíåçà. Ïðîùå âñåãî
áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå ìóòàöèé ìîæíî ïîëó-
÷èòü ïðè ñòàòèñòè÷åñêîì ìóòàãåíåçå êëîíèðî-
âàííîãî ãåíà. Ñàìûé äîñòóïíûé âàðèàíò — îá-
ùèé ìóòàãåíåç ãèáðèäíîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùåé
öåëåâîé ãåí. Îñíîâíûì íåäîñòàòêîì äàííîãî
ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ìóòàãåíåç çàòðàãèâàåò
âñå ãåíåòè÷åñêèå ëîêóñû îáðàáàòûâàåìîé ìî-
ëåêóëû ÄÍÊ. Ïîýòîìó ïðè óâåëè÷åíèè ãëóáèíû
ìóòàãåíåçà, ò. å. ââåäåíèè íåñêîëüêèõ ìóòàöèé
íà ìîëåêóëó, íàðÿäó ñ èñêîìûìè ìîãóò âîçíè-
êàòü ìóòàöèè è ïî æèçíåííî âàæíûì ôóíêöèÿì
âèðóñíîé èëè ïëàçìèäíîé ÄÍÊ. Òàêèå ìîëå-
êóëû ÄÍÊ óæå áóäóò íåæèçíåñïîñîáíû è ïîñëå
òðàíñôåêöèè (òðàíñôîðìàöèè) ðåïëèöèðîâàòü-
ñÿ â êëåòêàõ íå áóäóò.

Ðåïëèêàöèÿ ïëàçìèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, îáåñ-
ïå÷èâàþùàÿ èõ æèçíåñïîñîáíîñòü, îñóùåñòâ-
ëÿåòñÿ ôåðìåíòàìè êëåòêè, è íåîáõîäèìûå äëÿ
ýòîãî ïðîöåññà ãåíåòè÷åñêèå ëîêóñû ïëàçìèä,
êàê ïðàâèëî, óñòðîåíû ïðîñòî è èìåþò íåáîëü-
øîé ðàçìåð. Ïîýòîìó ïðè ìóòàãåíåçå ïëàçìèä-
íûõ ÄÍÊ èõ æèçíåííî âàæíûå ôóíêöèè (âñëåä-
ñòâèå ìàëîãî ðàçìåðà ìèøåíè) ïîâðåæäàþòñÿ

ñ îòíîñèòåëüíî íåâûñîêîé ÷àñòîòîé. Âèðóñíûå
ãåíîìû â îòëè÷èå îò ïëàçìèäíûõ ñîäåðæàò
áîëüøîå ÷èñëî æèçíåííî íåîáõîäèìûõ ãåíîâ
è ïðè ìóòàãåíåçå òåðÿþò æèçíåñïîñîáíîñòü
ñ áîëüøåé îòíîñèòåëüíîé ÷àñòîòîé. Ïîýòîìó
ïëàçìèäíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ âè-
ðóñíûìè ìîæíî ïîäâåðãàòü áîëåå ãëóáîêîé ìó-
òàãåííîé îáðàáîòêå ïðè ñîõðàíåíèè èõ æèçíå-
ñïîñîáíîñòè.

Ïîèñê îïòèìàëüíûõ óñëîâèé ìóòàãåíåçà
ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ in vitro äàë ïîëîæèòåëüíûå
ðåçóëüòàòû. Âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ìóòàãåíå-
çà äîñòèãàëàñü ïðè èñïîëüçîâàíèè ãèäðîêñèë-
àìèíà (ÃÀ) è â åùå áîëüøåé ñòåïåíè åãî ïðîèç-
âîäíûõ òèïà Î-ìåòèëãèäðîêñèëàìèíà (ÎÌÃÀ)
(ðèñ. 6.2). Áîëüøèì äîñòîèíñòâîì äàííûõ ìó-
òàãåíîâ ÿâëÿåòñÿ äåòàëüíàÿ èçó÷åííîñòü ìåõà-
íèçìà èõ äåéñòâèÿ íà íóêëåèíîâûå êèñëîòû.
Îíè îáëàäàþò âûñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ è
âçàèìîäåéñòâóþò â îñíîâíîì ñ öèòîçèíîì è íà
äâà ïîðÿäêà ìåíåå ýôôåêòèâíî — ñ àäåíèíîì.
Ïðè ýòîì áîëåå ñèëüíûì ìóòàãåíîì ÿâëÿåòñÿ
ÎÌÃÀ, ïîñêîëüêó ïðîäóêò åãî ðåàêöèè ñ öèòî-
çèíîì èìååò â îñíîâíîì êåòîôîðìó, ñïàðèâàþ-
ùóþñÿ ñ àäåíèíîì, â òî âðåìÿ êàê àíàëîãè÷íûé
ïðîäóêò ÃÀ N-4-ãèäðîêñèöèòîçèí íàõîäèòñÿ
â êåòî- è åíîëüíîé ôîðìàõ â ñîîòíîøåíèè ïðè-
ìåðíî 1 : 1. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ÎÌÃÀ, êàê
è ÃÀ, àòàêóåò òå àçîòèñòûå îñíîâàíèÿ, ïëîñêîñ-
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Ðèñ. 6.3. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå èíàêòèâàöèè (1–4) è ìóòàãåíåçà ïî ìàðêåðó óñòîé÷èâîñòè
ê òåòðàöèêëèíó (5–8) ïëàçìèäû pBR325 ïðè îáðàáîòêå 1 Ì ÎÌÃÀ, pH 5,2 è òåìïåðàòóðå:

37 °C (4, 8); 50 °C (3, 7); 60 °C (2, 6); 70 °C (1, 5)

Ðèñ. 6.2. Ìîäèôèêàöèÿ öèòîçèíà ãèäðîêñèëàìèíîì è Î-ìåòèëãèäðîêñèëàìèíîì



òè êîòîðûõ íå ýêðàíèðîâàíû ñîñåäíèìè. Äëÿ
êîëüöåâîé ïëàçìèäíîé ìîëåêóëû ýòî âîçìîæíî
ëèøü â ó÷àñòêàõ ëîêàëüíîé äåíàòóðàöèè äâó-
ñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû ÄÍÊ. Ïîýòîìó ïðè ìó-
òàãåíåçå ïëàçìèä ïîä äåéñòâèåì ÎÌÃÀ in vitro

áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò òåìïåðàòóðà èíêóáà-
öèè ÄÍÊ ñ ðåàãåíòîì, òàê êàê ïîâûøåíèå òåì-
ïåðàòóðû ïðèâîäèò ê áîëüøåé «ðàçðûõëåííîñ-
òè» ñòðóêòóðû äâóñïèðàëüíîé êîëüöåâîé ÄÍÊ
ïëàçìèäû. Êðîìå òîãî, íà ñêîðîñòü ìîäèôèêà-
öèè öèòîçèíà ïîä äåéñòâèåì ÎÌÃÀ ñóùåñòâåí-
íîå âëèÿíèå îêàçûâàåò pH ðàñòâîðà.

Â ëàáîðàòîðèè Ñ. Í. Ùåëêóíîâà ïîêàçàëè,
÷òî ïðè âîçäåéñòâèè ÎÌÃÀ íà ïëàçìèäó
pBR325 (ñì. ðèñ. 2.9) íàèáîëüøèé óðîâåíü ìó-

òàãåíåçà ïðè íàèìåíüøåé èíàêòèâàöèè ïëàçìè-
äû äîñòèãàåòñÿ ïðè pH ðàñòâîðà, ðàâíîì 5,2.
Äàííàÿ çàêîíîìåðíîñòü ñîáëþäàëàñü äëÿ âñåõ
òðåõ àíàëèçèðóåìûõ ìàðêåðîâ pBR325: Apr, Tcr,

Cmr. Êðîìå òîãî, ýôôåêòèâíîñòü ìóòàãåíåçà
çàâèñèò îò òåìïåðàòóðíûõ óñëîâèé ðåàêöèè.
Òàê, ïðè òåìïåðàòóðå 70 °Ñ èìåë ìåñòî âûñîêèé
óðîâåíü ìóòàãåíåçà pBR325 ïî ãåíó tet

(ðèñ. 6.3) ïðè îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé èíàêòè-
âàöèè ïëàçìèäû, â òî âðåìÿ êàê ïðè òåìïåðà-
òóðå 37 °Ñ çà ýòî æå âðåìÿ îáðàáîòêè ìóòàãåíåç
íå íàáëþäàëñÿ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû äåìîí-
ñòðèðóþò, ÷òî in vitro ñ âûñîêîé ýôôåêòèâ-
íîñòüþ ìîæíî ïîäâåðãàòü ìîäèôèêàöèè ïëàç-
ìèäû è âñòðîåííûå â íèõ ôðàãìåíòû ÄÍÊ.
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Íåñîìíåííî, ñòàòèñòè÷åñêèé ìóòàãåíåç
ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ ìåòîäè÷åñêè ãîðàçäî ïðîùå,
÷åì íàïðàâëåííûé, è åãî öåëåñîîáðàçíî èñ-
ïîëüçîâàòü ïðè ðåøåíèè ðÿäà âîïðîñîâ. Ïðè
æåëàíèè ìóòàãåííîé îáðàáîòêå ìîæíî ïîäâåð-
ãàòü èçîëèðîâàííûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ è çàòåì
ââîäèòü èõ â èçó÷àåìûé ãåíîì. Â ýòîì ñëó÷àå
áóäåì èìåòü äåëî ñ îäíèì èç âàðèàíòîâ ñåã-
ìåíò-íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà.

Òàê, Ê. ×ó ñ ñîàâòîðàìè (1979 ã.) îáðàáàòû-
âàëè ãèäðîêñèëàìèíîì îïðåäåëåííûå EcoRI-
ôðàãìåíòû ÄÍÊ âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà è çà-
òåì ââîäèëè èõ â ÷óâñòâèòåëüíûå êëåòêè æè-
âîòíûõ îäíîâðåìåííî ñ íåïîâðåæäåííîé ÄÍÊ
âèðóñà äèêîãî òèïà. Ìóòàãåíèçèðîâàííûå ôðàã-
ìåíòû çà ñ÷åò ãåíåòè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè
âñòðàèâàëèñü â âèðóñíûé ãåíîì, â ðåçóëüòàòå
÷åãî áûëè îòîáðàíû òåìïåðàòóðíî-÷óâñòâèòåëü-
íûå (ts) ìóòàíòû âèðóñà. Ïðè÷åì ðàñïîëîæåíèå
ìóòàöèé áûëî îãðàíè÷åíî ó÷àñòêàìè ãåíîìà,
ïîêðûâàåìûìè ñîîòâåòñòâóþùèìè EcoRI-
ôðàãìåíòàìè.

Ïîõîæèå ýêñïåðèìåíòû âûïîëíèëè Ò. Âîë-
êåð è Ì. Øîó (1980 ã.), íî â äàííîì ñëó÷àå
ìóòàãåíîì îáðàáàòûâàëèñü öåëèêîì ãèáðèäíûå
ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå BglII-ôðàãìåíòû ãåíî-
ìà ôàãà T4. Çàòåì çà ñ÷åò ðåêîìáèíàöèè in vivo

ôðàãìåíòû ôàãîâîé ÄÍÊ âñòðàèâàëèñü â ñîîò-
âåòñòâóþùèå èì ðàéîíû ôàãîâîãî ãåíîìà. Â ðå-
çóëüòàòå ïîëó÷åíû ìóòàíòû ôàãà ïî ëîêàëèçî-
âàííûì îáëàñòÿì ÄÍÊ.

Äðóãîé ìåòîä ñåãìåíò-íàïðàâëåííîãî ìóòà-
ãåíåçà in vitro ïðåäëîæèëè Â. Áîððèàñ ñ ñîàâòî-
ðàìè (1976 ã.) íà ïðèìåðå ôàãà �X174. Äàííûé
ôàã èìååò íåáîëüøóþ îäíîöåïî÷å÷íóþ êîëüöå-
âóþ ÄÍÊ, êîòîðàÿ ïðè ðåïëèêàöèè ïðîõîäèò
äâóõöåïî÷å÷íóþ ñòàäèþ. Ðåïëèêàòèâíóþ ôîð-

ìó ÄÍÊ ôàãà �X174 ãèäðîëèçîâàëè ðåñòðèê-
òàçîé HindII è ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàç-
äåëåíèÿ âûäåëèëè èç ãåëÿ ôðàãìåíò, ñîäåðæà-
ùèé ÷àñòü ãåíà A. Äàííûé ôðàãìåíò îáðàáàòû-
âàëè 1 Ì ÎÌÃÀ ïðè òåìïåðàòóðå 100 °Ñ â òå-
÷åíèå 10 ìèí (äåíàòóðàöèÿ ôðàãìåíòà ÄÍÊ
è ìóòàãåíåç). Ìîäèôèöèðîâàííûé ôðàãìåíò îò-
æèãàëè ñ îäíîöåïî÷å÷íîé ôàãîâîé ÄÍÊ è ïîëó-
÷åííûì ÷àñòè÷íûì ãåòåðîäóïëåêñîì òðàíñôè-
öèðîâàëè ÷óâñòâèòåëüíûå êëåòêè E. coli. Ïðè
ýòîì èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ ôàãà, íåñóùåãî àìáåð-
ìóòàöèþ ïî ãåíó A. Ëîêóñ, ãäå ðàñïîëîæåíà
äàííàÿ ìóòàöèÿ, ïîêðûâàåòñÿ ìóòàãåíèçèðî-
âàííûì HindII-ôðàãìåíòîì. Ïîëó÷åííîå ïîñëå
òðàíñôåêöèè ôàãîâîå ïîòîìñòâî òèòðîâàëè íà
ãàçîíå áåññóïðåññîðíîãî øòàììà E. coli, íà êî-
òîðîì íå ðàñòóò àìáåð-ìóòàíòû. Ñóïðåññîð-
íåçàâèñèìûå âàðèàíòû ôàãà �X174 àíàëèçèðî-
âàëè íà íàëè÷èå ts-ìóòàöèé. Â îòîáðàííûõ òåð-
ìî÷óâñòâèòåëüíûõ ìóòàíòàõ âûÿâëÿëèñü èçìå-
íåíèÿ â ðàéîíå ãèáðèäèçàöèè ñåãìåíòà-ìóòà-
ãåíà è ôàãîâîé ÄÍÊ.

Äàííîå íàïðàâëåíèå ìóòàãåíåçà ïîëó÷èëî
ðàçâèòèå â ðàáîòàõ Ð. È. Ñàëãàíèêà ñ ñîòðóäíè-
êàìè (1978–1983 ãã.). Íà ïåðâîì ýòàïå â êà÷åñò-
âå îáúåêòà ìóòàãåííîãî âîçäåéñòâèÿ áûë âçÿò
ôàã T7, èìåþùèé ëèíåéíóþ äâóõöåïî÷å÷íóþ
ÄÍÊ. Ïîñëå âûäåëåíèÿ îïðåäåëåííîé ôàãîâîé
ìÐÍÊ ê íåé êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíÿëè ñïåöè-
àëüíîå ïîëèôóíêöèîíàëüíîå àëêèëèðóþùåå
ñîåäèíåíèå (ðèñ. 6.4, 6.5), èìåþùåå ñîêðàùåí-
íîå íàçâàíèå ÒÔÏ. Àëèôàòè÷åñêèå àëêèëèðóþ-
ùèå ãðóïïèðîâêè ÒÔÏ (R1, R2) ñëóæàò äëÿ êî-
âàëåíòíîãî ïðèñîåäèíåíèÿ ðåàãåíòà ê ïîëèíóê-
ëåîòèäó-íîñèòåëþ; àðîìàòè÷åñêàÿ àëêèëèðóþ-
ùàÿ ãðóïïèðîâêà (R3) íåàêòèâíà, òàê êàê çàòîð-
ìîæåíà ñîñåäíåé ôîðìèëüíîé ãðóïïîé, îäíàêî
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îíà ìîæåò áûòü â íóæíûé ìîìåíò àêòèâèðîâàíà
âîññòàíîâëåíèåì ýòîé ãðóïïû áîðãèäðèäîì
íàòðèÿ.

Àêòèâàöèþ àëêèëèðóþùåé ãðóïïèðîâêè R3

ïðîâîäèëè ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ ñïåöèôè÷íîãî
ÄÍÊ–ÐÍÊ ãèáðèäà. Â ðåçóëüòàòå äàííîé ïðî-
öåäóðû óäàëîñü ýôôåêòèâíî (3–12 %) èíàêòè-
âèðîâàòü âûáðàííûé ãåí, íå çàòðàãèâàÿ äðóãèå
îáëàñòè ôàãîâîãî ãåíîìà.

Îäíàêî èñïîëüçîâàíèå ìîëåêóë ÐÍÊ â êà-
÷åñòâå íîñèòåëåé àëêèëèðóþùèõ ãðóïï èìååò
ðÿä îãðàíè÷åíèé. Â ÷àñòíîñòè, ïðè ýòîì èñêëþ-
÷àåòñÿ âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ ìóòàöèé â íå-
òðàíñêðèáèðóåìûõ ðàéîíàõ ãåíîìà. Êðîìå
òîãî, âûäåëèòü ìÐÍÊ, òðàíñêðèáèðîâàííûå
ñ îòäåëüíûõ ãåíîâ, â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ äî-
âîëüíî ñëîæíî. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, íàáîð èç-
âåñòíûõ ðåñòðèêòàç ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ ïðàêòè÷åñêè èç ëþáîãî ó÷àñòêà
èçó÷àåìîãî ãåíîìà. Ðåøåíèå äàííîé çàäà÷è çíà-
÷èòåëüíî óïðîùàåòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ÏÖÐ.
Âûáðàííûå ôðàãìåíòû ìîãóò áûòü êëîíèðîâà-
íû è àìïëèôèöèðîâàíû â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ
ÄÍÊ. Ïîýòîìó áûëî ðåøåíî çàìåíèòü ìÐÍÊ
îäíîöåïî÷å÷íûìè ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ. Íà ïðè-
ìåðå ìóòàãåíåçà ãåíà tet ïëàçìèäû pBR322, îñó-
ùåñòâëåííîãî ïî ñõåìå, âî ìíîãîì àíàëîãè÷íîé
ïðèâåäåííîé íà ðèñ. 6.5, áûëà ïîêàçàíà âîçìîæ-
íîñòü èíäóêöèè íàïðàâëåííûõ ìóòàöèé ñ ïî-
ìîùüþ îäíîöåïî÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, íå-
ñóùèõ àëêèëèðóþùèå ãðóïïû.

Äðóãîé ïîäõîä ê ïîëó÷åíèþ íàïðàâëåííûõ
ìóòàöèé ðàçðàáîòàí â ëàáîðàòîðèè Ê. Âåéññìà-
íà (1978 ã.). Ìóòàãåííîãî ýôôåêòà äîñòèãàëè
ïóòåì âêëþ÷åíèÿ â ñèíòåçèðóåìóþ öåïü ÄÍÊ
àíàëîãîâ íóêëåîòèäîâ. Ïîñëå ðåïëèêàöèè in vi-

vo çà ñ÷åò èçìåíåííîãî ñïàðèâàíèÿ ñ àíàëîãàìè
ïîëó÷àëè ìóòàíòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Íàè-
ëó÷øèé ðåçóëüòàò íàáëþäàëñÿ ïðè âêëþ÷åíèè
N-4-ãèäðîêñèöèòîçèíà (N-4-ãèäðîêñè dCTP)
âìåñòî dTTP. N-4-ãèäðîêñè dCTP, êàê óæå óêà-
çûâàëîñü, èìååò òàóòîìåðíóþ êîíñòàíòó (îòíî-
øåíèå åíîëüíîé è êåòî-ôîðì), ðàâíóþ ïðèìåð-
íî 1, â ðåçóëüòàòå îí îäèíàêîâî õîðîøî ñïàðè-

âàåòñÿ êàê ñ A, òàê è ñ G. Âêëþ÷åíèå àíàëîãà
â äâóõöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ ïðîâîäèëè â ðåàêöèè
íèê-òðàíñëÿöèè (ñì. 1.2.3) ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû I E. coli (ðèñ. 6.6). Â êà÷åñòâå îáúåêòà
èññëåäîâàíèÿ àâòîðû âçÿëè êÄÍÊ �-ãëîáèíà
êðîëèêà, êëîíèðîâàííóþ â ñîñòàâå ïëàçìèäû
pMB9. Îäíîöåïî÷å÷íûé ðàçðûâ ïî EcoRI-ó÷à-
ñòêó â ñîñòàâå ãåíà �-ãëîáèíà ââîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ ðåñòðèêòàçû EcoRI â ïðèñóòñòâèè èíòåð-
êàëèðóþùåãî ñîåäèíåíèÿ — áðîìèñòîãî ýòè-
äèÿ. Ïðè ýòîì êàæäàÿ èç öåïåé ÄÍÊ ðàçðûâà-
ëàñü ïðèìåðíî ñ îäèíàêîâîé ÷àñòîòîé, è â ðåçó-
ëüòàòå ôîðìèðîâàëîñü äâà òèïà ìîëåêóë ñ íè-
êîì â òîé èëè èíîé öåïè.

Â õîäå îãðàíè÷åííîé ïîëèìåðàçíîé ðåàê-
öèè (â ðåàêöèîííîé ñìåñè îòñóòñòâîâàë dGTP,
ñì. ðèñ. 6.6), èíèöèèðîâàííîé íà îäíîöåïî÷å÷-
íîì ðàçðûâå ìîëåêóëû ÄÍÊ, N-4-ãèäðîêñè
dCTP âêëþ÷àëñÿ âìåñòî dTTP. Ïîñëå òðàíñôîð-
ìàöèè êëåòîê E. coli ìîäèôèöèðîâàííîé ïëàç-
ìèäíîé ÄÍÊ áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî îêîëî 2 %
ïëàçìèä óòðàòèëî ó÷àñòîê óçíàâàíèÿ ðåñòðèê-
òàçîé EcoRI. Ñåìü òàêèõ ïëàçìèä âûäåëèëè è
ñåêâåíèðîâàëè èõ â ðàéîíå EcoRI-ó÷àñòêà. Îêà-
çàëîñü, ÷òî òðè èç íèõ èìåëè îäèíî÷íóþ çàìå-
íó, òðè — äâå çàìåíû è îäíà — òðè çàìåíû. Âî
âñåõ ñëó÷àÿõ, êàê è îæèäàëîñü, ïðîèçîøëà
òðàíçèöèÿ TA � CG.
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Ðèñ. 6.5. Ñõåìà ãåí-íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà:

à — òðàíñêðèïöèÿ ìîëåêóë ÐÍÊ ñ ãåíîâ A, B, C; á — ïðè-
ñîåäèíåíèå âûñîêîýôôåêòèâíûõ õèìè÷åñêèõ ãðóïï ÒÔÏ
ê òðàíñêðèïòó ãåíà B; â — õèìè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ ãåíà B

ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ÄÍÊ–ÐÍÊ è óäàëåíèÿ ôîðìèëüíîé
ãðóïïû ÒÔÏ ïðè îáðàáîòêå áîðãèäðèäîì íàòðèÿ

Ðèñ. 6.4. Ñòðóêòóðà ïîëèôóíêöèîíàëüíîãî ìóòàãåíà
N,N,N�-òðè-�-õëîðýòèë-N�-(ï-ôîðìèëôåíèë)-

ïðîïèëåíäèàìèíà-1,3 (ÒÔÏ)



Òàêèì îáðàçîì, äàííàÿ ðàáîòà ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàëà âîçìîæíîñòü ââåäåíèÿ ìóòàöèé â çà-
ðàíåå âûáðàííûé ó÷àñòîê èçó÷àåìîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ÄÍÊ. Îäíàêî, êàê âèäèì, âûõîä
ìóòàíòîâ îòíîñèòåëüíî íåâåëèê, ÷òî ìîæåò çà-
òðóäíÿòü èõ îòáîð ïðè îòñóòñòâèè ìåòîäîâ
ôåíîòèïè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ. Äîëþ ìóòàíòîâ,
ïîëó÷àåìûõ äàííûì ìåòîäîì, ìîæíî óâåëè-
÷èòü, åñëè â êà÷åñòâå êëåòêè-õîçÿèíà äëÿ òðàíñ-

ôîðìàöèè èñïîëüçîâàòü øòàìì E. coli, äåôåêò-
íûé ïî ñèñòåìå ðåïàðàöèè.

Äëÿ ýôôåêòèâíîãî ñåãìåíò-íàïðàâëåííîãî
ìóòàãåíåçà Ä. Íàòàíñ ñ ñîòðóäíèêàìè (1978 ã.)
ïðåäëîæèëè èñïîëüçîâàòü áèñóëüôèò íàòðèÿ —
ìóòàãåí, ñïåöèôè÷íûé ê îäíîöåïî÷å÷íûì ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòÿì ÄÍÊ. Ýòîò ðåàãåíò îñó-
ùåñòâëÿåò ïðè ìÿãêèõ óñëîâèÿõ äåçàìèíèðîâà-
íèå öèòîçèíà, îáðàçóÿ óðàöèë (ðèñ. 6.7). Ïðè
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Ðèñ. 6.6. Ñõåìà ìóòàãåíåçà ãåíà �-ãëîáèíà êðîëèêà â ðàéîíå ó÷àñòêà EcoRI.

Íèê ââîäèòñÿ â (+)- èëè (–)-öåïü ÄÍÊ â åäèíñòâåííîì ó÷àñòêå EcoRI (îáâåäåí ïðÿìîóãîëüíèêîì). Íèê-òðàíñëÿöèÿ îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé I E. coli â ïðèñóòñòâèè dATP, dCTP è N-4-ãèäðîêñè dCTP âìåñòî dTTP. Îòñóòñòâèå
â ñìåñè dGTP îãðàíè÷èâàåò ðàéîí íèê-òðàíñëÿöèè 13 íóêëåîòèäàìè íà (+)-öåïè èëè 8 íà (–)-öåïè (âîëíèñòûå ñòðåëêè).
Ðåïëèêàöèÿ ÄÍÊ in vivo ïðèâîäèò ê òðàíçèöèÿì AT � GC â íåêîòîðûõ èëè âî âñåõ òî÷êàõ, óêàçàííûõ â íèæíåé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè



ýòîì íà äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ äàííàÿ ðåàêöèÿ
íå èäåò. Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà âîçäåéñòâèÿ áè-
ñóëüôèòà ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëèáî ìîëåêóëó
ÄÍÊ ñ îäíîöåïî÷å÷íîé áðåøüþ, ëèáî ãåòåðî-
äóïëåêñíóþ ìîëåêóëó ñ îäíîöåïî÷å÷íîé ïåòëåé
(ðèñ. 6.8). Ïðè ïîëèìåðàçíîé çàñòðîéêå ìóòàãå-
íèçèðîâàííîé áðåøè èëè ðåïëèêàöèè ãåòåðî-
äóïëåêñíîé ìîëåêóëû ñ U ñïàðèâàåòñÿ A, è ïðè
äàëüíåéøåé ðåïëèêàöèè â êëåòêàõ E. coli ôîð-
ìèðóåòñÿ ïîòîìñòâî ìóòàíòíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ
ñ òðàíçèöèÿìè CG � TA. Âûõîä ìóòàíòîâ ïðè
ýòîì ìîæåò äîñòèãàòü 20 % è áîëåå.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäîâ âêëþ÷åíèÿ àíà-
ëîãîâ íóêëåîòèäîâ èëè ìóòàãåíåçà áèñóëüôè-
òîì îäíîöåïî÷å÷íûõ áðåøåé (ñì. ðèñ. 6.6, 6.8)
íà ìîëåêóëå äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ íåîáõîäèìî
ñïåöèôè÷íî îñóùåñòâëÿòü ðàçðûâ îäíîé öåïè.

Â ïåðâûõ ýêñïåðèìåíòàõ òàêîãî ãèäðîëèçà äîáè-
âàëèñü ñ ïîìîùüþ èìïóëüñíîé îáðàáîòêè îï-
ðåäåëåííîé ðåñòðèêòàçîé ìîëåêóë ÄÍÊ â ïðè-
ñóòñòâèè áðîìèñòîãî ýòèäèÿ, êîòîðûé èç-çà èí-
òåðêàëÿöèè ìåæäó öåïÿìè ÄÍÊ çàòðóäíÿåò ðàñ-
ùåïëåíèå ôåðìåíòîì îáåèõ öåïåé. Îäíàêî òàêîé
ñïîñîá ââåäåíèÿ íèêà ñóùåñòâåííî îãðàíè÷è-
âàåò ïðèìåíåíèå ýòèõ ìåòîäîâ íàïðàâëåííîãî
ìóòàãåíåçà, òàê êàê ëîêàëèçàöèÿ ðàçðûâà ñòðîãî
çàâèñèò îò èñïîëüçóåìîé ðåñòðèêòàçû. Äàííîå
çàòðóäíåíèå ïðåîäîëåëè Ä. Øîðòë ñ ñîàâòîðàìè
(1980 ã.), êîòîðûì óäàëîñü ââîäèòü íèê â ëþáîé
ó÷àñòîê êîëüöåâîé ìîëåêóëû ÄÍÊ (ðèñ. 6.9).
Ê ñóïåðñêðó÷åííîé êîëüöåâîé ÄÍÊ äîáàâëÿåò-
ñÿ îäíîöåïî÷å÷íûé ñåãìåíò ÄÍÊ, ãîìîëîãè÷-
íûé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïî êîòîðîé íåîáõîäè-
ìî ââåñòè íèê. Çàòåì ê ýòîé ñìåñè äîáàâëÿþò
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Ðèñ. 6.7. Äåçàìèíèðîâàíèå àçîòèñòûõ îñíîâàíèé
ïðè äåéñòâèè íà íèõ áèñóëüôèòà (HSO 3

− ) èëè àçîòèñòîé êèñëîòû (HNO2).

C — öèòîçèí; U — óðàöèë; A — àäåíèí; HX — ãèïîêñàíòèí; G — ãóàíèí; X — êñàíòèí
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Ðèñ. 6.8. Ñòðàòåãèÿ íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà
ïðè îáðàáîòêå îäíîöåïî÷å÷íûõ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ áèñóëüôèòîì íàòðèÿ:

à — ìóòàãåíåç ïî îäíîöåïî÷å÷íîé áðåøè íà ìîëåêóëå ÄÍÊ (Pol — ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I èç Micrococcus luteus);
á — ìóòàãåíåç ïî îäíîöåïî÷å÷íîé ïåòëå íà ãåòåðîäóïëåêñíîé ìîëåêóëå ÄÍÊ (R1, R2 — ðåñòðèêòàçû)

Ðèñ. 6.9. Ñõåìà ïðîöåäóðû ñåãìåíò-íàïðàâëåííîãî ââåäåíèÿ íèêà



áåëîê E. coli RecA è ÀÒÐ. Áåëîê RecA â ïðè-
ñóòñòâèè ÀÒÐ êàòàëèçèðóåò ñâÿçûâàíèå ââåäåí-
íîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî ñåãìåíòà ÄÍÊ ñ êîìïëå-
ìåíòàðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íà êîëüöåâîé
ñóïåðñêðó÷åííîé ÄÍÊ. Îáðàçóåìàÿ ñòàáèëüíàÿ
ñòðóêòóðà íàçûâàåòñÿ D-ïåòëåé (îò àíãë. displa-
cement — âûòåñíåíèå). Åñëè ê òàêîìó ïðåïàðà-
òó ÄÍÊ äîáàâèòü ýíäîíóêëåàçó S1, ñïåöèôè÷-
íóþ ê îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ, òî îíà â D-ïåòëå
ñäåëàåò îäíîöåïî÷å÷íûé ðàçðûâ ñ ïîñëåäóþ-
ùèì áûñòðûì ðàçðóøåíèåì D-ïåòëè è âûòåñíå-
íèåì îäíîöåïî÷å÷íîãî ñåãìåíòà. Îêîí÷àòåëü-
íûé ïðîäóêò ðåàêöèè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îò-
êðûòóþ êîëüöåâóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ ñ íèêîì
â çàðàíåå âûáðàííîì ðàéîíå.

Áîëåå øèðîêèé ñïåêòð òðàíçèöèé, ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ðàññìîòðåííûìè âûøå ìóòàãåíàìè,
äàåò àçîòèñòàÿ êèñëîòà. Îíà äåçàìèíèðóåò öè-
òîçèí äî óðàöèëà, àäåíèí äî ãèïîêñàíòèíà
è ãóàíèí äî êñàíòèíà (ñì. ðèñ. 6.7). Â ÄÍÊ ñïà-
ðèâàíèå óðàöèëà ñ àäåíèíîì ïðèâîäèò ê òðàí-
çèöèè CG � TA. Îñîáåííîñòè ñïàðèâàíèÿ ãèïî-
êñàíòèíà òàêîâû, ÷òî îí ìîæåò âûçûâàòü òðàí-
çèöèþ AT � GC. Êñàíòèí íå îáóñëîâëèâàåò ìó-
òàöèé. Îí ÿâëÿåòñÿ «áåññìûñëåííûì» îñíîâà-
íèåì, êîòîðîå íå êîìïëåìåíòàðíî îáîèì ïèðè-
ìèäèíàì, è, ñëåäîâàòåëüíî, åãî ïîÿâëåíèå â ìî-
ëåêóëå ÄÍÊ äîëæíî îêàçûâàòü ëåòàëüíîå, à íå
ìóòàãåííîå äåéñòâèå.

Ñ. Õèðîçå ñ ñîàâòîðàìè (1982 ã.) ïðåäëîæè-
ëè èñïîëüçîâàòü àçîòèñòóþ êèñëîòó äëÿ ýôôåê-
òèâíîãî ñåãìåíò-íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà.
Ïîñêîëüêó HNO2 ìîæåò âîçäåéñòâîâàòü è íà
äâóõöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ, ñõåìà ïðîöåäóðû âûãëÿ-
äèò ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ñ äâóõöåïî÷å÷íîé
êîëüöåâîé ìîëåêóëîé ÄÍÊ, èìåþùåé îäíîöå-
ïî÷å÷íóþ áðåøü, ãèáðèäèçóþò îäíîöåïî÷å÷-

íûé ôðàãìåíò, êîìïëåìåíòàðíûé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè áðåøè, êîòîðûé ïðåäâàðèòåëüíî îá-
ðàáîòàí àçîòèñòîé êèñëîòîé. Â ïîëó÷åííîé ãå-
òåðîäóïëåêñíîé ìîëåêóëå îñòàâøèåñÿ áðåøè
äîñòðàèâàþò ñ ïîìîùüþ ôðàãìåíòà Êëåíîâà
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I E. coli è êîâàëåíòíî îáúå-
äèíÿþò öåïü ÄÍÊ â ëèãàçíîé ðåàêöèè. Ïîñëå
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê E. coli, äåôåêòíûõ ïî
ðåïàðàöèè, àíàëèçèðóþò ïîëó÷åííûå ìóòàíòû.
Óðîâåíü ìóòàãåíåçà ïðåâûøàåò 20 %, ïðè ýòîì
âûÿâëÿþòñÿ òðàíçèöèè CG � TA è AT � GC.

Èíòåðåñíûé ñïîñîá ñåãìåíò-íàïðàâëåííîãî
ìóòàãåíåçà ïðåäëîæåí Â. À. Ãóñåâûì ñ ñîàâòî-
ðàìè (1981 ã.). Îí îñíîâàí íà òîì, ÷òî ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçà â ìåñòàõ ñâîåãî ñâÿçûâàíèÿ ñ ÄÍÊ ëî-
êàëüíî ðàñïëåòàåò öåïè, è íà ýòè ó÷àñòêè ìîæ-
íî íàïðàâëåííî âîçäåéñòâîâàòü ìóòàãåíàìè,
ñïåöèôè÷íûìè ê îäíîöåïî÷å÷íûì ó÷àñòêàì
ÄÍÊ (ãèäðîêñèëàìèí è åãî Î-àëêèë-ïðîèçâîä-
íûå, áèñóëüôèò íàòðèÿ). Íà ïðèìåðå ÄÍÊ ôà-
ãà � áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òàêèì îáðàçîì ìîæíî
íàïðàâëåííî ââîäèòü ìóòàöèè ïî ïðîìîòîðíî-
îïåðàòîðíîé îáëàñòè pRoR ñ óðîâíåì ìóòàãåíå-
çà îêîëî 10 %.

Êàê âèäèì, ñåãìåíò-íàïðàâëåííûé ñòàòèñ-
òè÷åñêèé (ñëó÷àéíûé) ìóòàãåíåç ìîæíî îñó-
ùåñòâëÿòü àëüòåðíàòèâíûìè ìåòîäàìè. Ïîëó-
÷àþùèéñÿ ïðè ýòîì øèðîêèé ñïåêòð ìóòàíòîâ
ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü èññëåäîâàíèå ñòðóêòóðíî-
ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè èçó÷àåìîãî ëîêó-
ñà. Íåäîñòàòêè äàííîãî ïîäõîäà ñîñòîÿò â òîì,
÷òî ñ åãî ïîìîùüþ ñëîæíî ïîëó÷èòü ìóòàíò ñî
ñòðîãî îïðåäåëåííûìè çàìåíàìè íóêëåîòèäîâ
è íåëüçÿ ââåñòè â ÄÍÊ çàðàíåå çàïëàíèðîâàí-
íûå äåëåöèè è âñòàâêè. Ýòè âîçìîæíîñòè îáåñ-
ïå÷èâàåò îëèãîíóêëåîòèä-íàïðàâëåííûé (ñàéò-
ñïåöèôè÷åñêèé) ìóòàãåíåç.

6.4. ÎËÈÃÎÍÓÊËÅÎÒÈÄ-ÍÀÏÐÀÂËÅÍÍÛÉ ÌÓÒÀÃÅÍÅÇ IN VITRO

Â 1978–1979 ãã. Ñ. Äæèëëàì è Ì. Ñìèò ñ ñî-
àâòîðàìè ýêñïåðèìåíòàëüíî îáîñíîâàëè âîç-
ìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ñèíòåòè÷åñêèõ îëèãî-
íóêëåîòèäîâ â êà÷åñòâå ìóòàãåíîâ (ðèñ. 6.10, à).
Îáúåêòîì ìóòàãåíåçà àâòîðû âûáðàëè ôàã
�X174, èìåþùèé íåáîëüøóþ îäíîöåïî÷å÷íóþ
êîëüöåâóþ ÄÍÊ, äëÿ êîòîðîé óæå áûëà èçâåñò-
íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ. Îäíîöå-
ïî÷å÷íóþ êîëüöåâóþ ÄÍÊ ãèáðèäèçîâàëè
ñ ñèíòåòè÷åñêèì îëèãîíóêëåîòèäîì, èìåâøèì
îïðåäåëåííûå îòëè÷èÿ îò ñîîòâåòñòâóþùåé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ôàãîâîãî ãåíîìà, íàïðèìåð
òî÷å÷íóþ çàìåíó îäíîãî èç íóêëåîòèäîâ. Äàí-
íûé îëèãîíóêëåîòèä èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå
ïðàéìåðà äëÿ äîñòðîéêè âòîðîé öåïè íà ÄÍÊ-

ìàòðèöå. Ýòó ðåàêöèþ îñóùåñòâëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ôðàãìåíòà Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I
E. coli è ÄÍÊ-ëèãàçû. Çàòåì ïðåïàðàò ÄÍÊ îá-
ðàáàòûâàëè íóêëåàçîé S1 äëÿ ãèäðîëèçà ÷àñ-
òè÷íî äâóõöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë ôàãîâîé ÄÍÊ
è òðàíñôèöèðîâàëè èì ñôåðîïëàñòû E. coli.
Â ïðîöåññå ðåïëèêàöèè îáðàçîâûâàëîñü ñìå-
øàííîå ôàãîâîå ïîòîìñòâî, ñîñòîÿâøåå êàê èç
ôàãîâ äèêîãî òèïà, òàê è èç ìóòàíòíûõ. Ïðè÷åì
ìóòàíòíàÿ ôîðìà ñîñòàâëÿëà îêîëî 15 % ïîëó-
÷åííîãî ïîòîìñòâà, õîòÿ òåîðåòè÷åñêè ìîæåò
äîñòèãàòü 50 %.

Äëÿ óâåëè÷åíèÿ âûõîäà ìóòàíòîâ Ñ. Äæèë-
ëàì è Ì. Ñìèò èñïîëüçîâàëè îðèãèíàëüíûé ìå-
òîä ñåëåêöèè in vitro. Îíè ïîäîáðàëè óñëîâèÿ,
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Ðèñ. 6.10. Ñòðàòåãèÿ ââåäåíèÿ òî÷êîâûõ ìóòàöèé â ÄÍÊ ôàãà �X174
ñ ïîìîùüþ ñèíòåòè÷åñêèõ íå ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ (à)

è ñåëåêöèè in vitro ìóòàíòíûõ ÄÍÊ ôàãà (á).

m — ìóòàöèÿ, wt — äèêèé òèï

Ðèñ. 6.11. Ñõåìà ââåäåíèÿ îëèãîíóêëåîòèä-íàïðàâëåííûõ ìóòàöèé ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ìàòðèöû
äëÿ ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè îäíîöåïî÷å÷íîé êîëüöåâîé ÄÍÊ:

à — ââåäåíèå òî÷êîâîé ìóòàöèè, á — äåëåöèè, â — âñòàâêè, ã — ìíîæåñòâåííûõ òî÷êîâûõ ìóòàöèé,
ä — ñëîæíûõ ïåðåñòðîåê
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ïðè êîòîðûõ ñèíòåòè÷åñêèé îëèãîíóêëåîòèä-
ìóòàãåí, èìåþùèé òî÷å÷íóþ çàìåíó â ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè äèêîãî òèïà, ìîã ãèáðèäèçîâàòüñÿ
òîëüêî ñ ìóòàíòíîé ôîðìîé ôàãîâîé ÄÍÊ, íî
íå ñ ÄÍÊ äèêîãî òèïà (ñì. ðèñ. 6.10, á). Ïîñëå
ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè è îáðàáîòêè íóêëåàçîé
S1 ïðîèñõîäèëî îáîãàùåíèå ïðåïàðàòà ÄÍÊ ìó-
òàíòíûìè ôîðìàìè. Äâóõ öèêëîâ îïèñàííîé
ïðîäåäóðû áûëî äîñòàòî÷íî, ÷òîáû âûõîä ìó-
òàíòîâ ïîâûñèòü ïðàêòè÷åñêè äî 100 %. Àíàëèç
óñëîâèé, íåîáõîäèìûõ äëÿ ýôôåêòèâíîãî ñâÿ-
çûâàíèÿ ñ ÄÍÊ-ìàòðèöåé îëèãîíóêëåîòèäà, ñî-
äåðæàùåãî åäèíè÷íóþ íóêëåîòèäíóþ çàìåíó,
è äàëüíåéøåãî ïðàéìèðîâàíèÿ ïîëèìåðàçíîé
ðåàêöèè, ïîêàçàë, ÷òî â ýòîì ñëó÷àå äîñòàòî÷íî
äâóõ èëè òðåõ êîìïëåìåíòàðíûõ íóêëåîòèäîâ
íà 3�-êîíöå è øåñòè èëè ñåìè — íà 5�-êîíöå îò
íåêîìïëåìåíòàðíîãî íóêëåîòèäà. Êîãäà ââîäÿò-
ñÿ áóëüøèå èçìåíåíèÿ, ðàçìåð îëèãîíóêëåîòè-
äà äîëæåí áûòü óâåëè÷åí.

Ðàçðàáîòàííûé íà ìîäåëüíîé ñèñòåìå ôàãà
�X174 ìåòîä îëèãîíóêëåîòèä-íàïðàâëåííîãî
ìóòàãåíåçà ïîëó÷èë äàëüíåéøåå ðàçâèòèå íà
äðóãèõ òèïàõ ìîëåêóë ÄÍÊ, ïðåæäå âñåãî
íà ÄÍÊ íèòåâèäíûõ ôàãîâ è ïëàçìèäàõ. Ó ïëàç-
ìèä ïðèõîäèòñÿ ïîëó÷àòü îäíîöåïî÷å÷íûå
êîëüöåâûå ôîðìû ïðè îïðåäåëåííûõ ôåðìåíò-
íûõ îáðàáîòêàõ äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ in vitro,
÷òî îáû÷íî îñóùåñòâèòü íå î÷åíü ïðîñòî. Ïî-
ýòîìó íàèáîëåå øèðîêî èñïîëüçóþò íèòåâèä-
íûå ôàãè, è â ïåðâóþ î÷åðåäü ôàã M13. Íà êîëü-
öåâîé îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ ôàãà M13 óäîáíî
äîñòðàèâàòü âòîðóþ öåïü. Êðîìå òîãî, ñîçäàíà
ñåðèÿ âåêòîðíûõ ìîëåêóë íà îñíîâå ÄÍÊ ôàãà
M13, è äàííûé ôàã ñ óñïåõîì èñïîëüçóåòñÿ ïðè
ñåêâåíèðîâàíèè êëîíèðîâàííûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé ÄÍÊ ìåòîäîì Ñýíãåðà.

Ïèîíåðñêèå ðàáîòû ïî îëèãîíóêëåîòèä-íà-
ïðàâëåííîìó ìóòàãåíåçó ôàãà M13 è ãèáðèäîâ
íà åãî îñíîâå ïðîâåëè Äæ. Ìåññèíã ñ ñîòðóäíè-
êàìè (1981–1983 ãã.). Îíè ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
âîçìîæíîñòü ââîäèòü â ãåíîì ôàãà ñ ïîìîùüþ
îëèãîíóêëåîòèäîâ íàïðàâëåííûå çàìåíû, âñòàâ-
êè, äåëåöèè (ðèñ. 6.11). Òàêèì ïóòåì, â ÷àñò-
íîñòè, ïîëó÷åíû íîâûå âåêòîðíûå ïðîèçâîä-
íûå ñåðèè M13mp (ðèñ. 6.12). Âàæíîé îñîáåí-
íîñòüþ äàííîãî ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îëèãî-
íóêëåîòèä-ìóòàãåí ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí
äëÿ ýôôåêòèâíîãî îòáîðà ïîëó÷àåìûõ ìóòàíò-
íûõ êëîíîâ. Ñ ýòîé öåëüþ âûðîñøèå ïîñëå
òðàíñôåêöèè êëîíû ÄÍÊ ãèáðèäèçóþò íà íèò-
ðîöåëëþëîçå ñ 32P-ìå÷åííûì ñèíòåòè÷åñêèì
îëèãîíóêëåîòèäîì-ìóòàãåíîì ïðè íèçêîé òåì-
ïåðàòóðå, à çàòåì îñóùåñòâëÿþò ïîñëåäîâàòåëü-
íûå îòìûâêè ðàäèîàêòèâíîãî çîíäà ïðè ïîâû-

øåíèè òåìïåðàòóðû ñ èíòåðâàëîì â 5 °Ñ, ðàäèî-
àâòîãðàôèðóÿ ôèëüòð ïîñëå êàæäîé îáðàáîòêè.
Â ðåçóëüòàòå òàêèõ ïðîöåäóð ìîæíî ïîäîáðàòü
óñëîâèÿ, êîãäà ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûé îëèãî-
íóêëåîòèä áóäåò ãèáðèäèçîâàòüñÿ òîëüêî ñ ïîë-
íîñòüþ êîìïëåìåíòàðíîé (ìóòàíòíîé) ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòüþ, íî íå ñ ÄÍÊ, èìåþùåé îòëè-
÷èå õîòÿ áû ïî îäíîìó íóêëåîòèäó (äèêèé òèï).
Äàííûé ìåòîäè÷åñêèé ïðèåì î÷åíü øèðîêî èñ-
ïîëüçóþò ïðè ââåäåíèè íàïðàâëåííûõ ìóòàöèé
è îòáîðå öåëåâûõ âàðèàíòîâ.

Íåäîñòàòêîì êëàññè÷åñêîãî âàðèàíòà îëèãî-
íóêëåîòèä-íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà ÄÍÊ ôà-
ãà M13 ÿâëÿëîñü òî, ÷òî âûõîä ãèáðèäîâ îáû÷-
íî íå ïðåâûøàë 5 %. Ïîýòîìó òðåáîâàëîñü ïî-
äîáðàòü óñëîâèÿ, êîòîðûå ïîçâîëèëè áû ïðè-
áëèçèòüñÿ ê óðîâíþ 50 %, à ìîæåò áûòü, è ïðå-
âûñèòü åãî.

ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I ÿâëÿåòñÿ ïðåæäå âñå-
ãî ôåðìåíòîì, ðåïàðèðóþùèì ïîâðåæäåíèÿ
â ñòðóêòóðå ÄÍÊ, è ïîýòîìó îíà ñ îïðåäåëåí-
íîé ÷àñòîòîé ìîæåò «èñïðàâëÿòü» ñèíòåòè÷å-
ñêèé îëèãîíóêëåîòèä-ìóòàãåí. Â ñâÿçè ñ ýòèì
â ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè èñïîëüçóþò ôðàãìåíò
Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I, ïðè÷åì æåëàòåëü-
íî áðàòü ôåðìåíò, ïîëó÷åííûé ãåííî-èíæåíåð-
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Ðèñ. 6.13. Ñòðàòåãèÿ ïîëèìåðàçíîé äîñòðîéêè
âòîðîé öåïè:

à — íà îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ
ñ ïðèìåíåíèåì äâîéíîãî ïðàéìèðîâàíèÿ;

á — íà äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ ñ îäíîöåïî÷å÷íîé áðåøüþ.
Ïîêàçàí òàêæå ïðèíöèï àìáåð-ñåëåêöèè öåïåé ÄÍÊ
äëÿ âûÿâëåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ ñ öåëåâûìè ìóòàöèÿìè



íûì ñïîñîáîì (÷åðåç ñóïåðïðîäóêöèþ êëîíè-
ðîâàííîãî óêîðî÷åííîãî ãåíà PolI), à íå ãèä-
ðîëèçîì ïðèðîäíîé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, òàê êàê
ïåðâûé ïðåïàðàò èìååò çíà÷èòåëüíî ìåíüøå

ïîñòîðîííèõ íóêëåàçíûõ ïðèìåñåé, â òîì ÷èñ-

ëå è PolI.
Êîðîòêèå îëèãîíóêëåîòèäû âåñüìà ÷óâñòâè-

òåëüíû ê äåéñòâèþ ðàçíûõ íóêëåàç, à òàêæå ýê-
çîíóêëåàçíûõ àêòèâíîñòåé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I
E. coli, ïîýòîìó âîçíèêàåò ïðîáëåìà çàùèòû
ñèíòåòè÷åñêèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ-ìóòàãåíîâ.
Áûëî ïðåäëîæåíî âìåñòî îáû÷íûõ îëèãîäåçîê-
ñèðèáîíóêëåîòèäîâ èñïîëüçîâàòü èõ íåïðèðîä-
íûå ôîñôîòðèýôèðíûå àíàëîãè. Ïîêàçàíî, ÷òî
îíè ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü ñïåöèôè÷åñêè ñâÿ-
çûâàòüñÿ ñ êîìïëåìåíòàðíûìè ó÷àñòêàìè ÄÍÊ
è ñëóæèòü ïðàéìåðàìè â ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíîé
ðåàêöèè. Ïðèìåíåíèå òðèýôèðíûõ àíàëîãîâ
îëèãîíóêëåîòèäîâ ïîçâîëèëî â ðÿäå ñëó÷àåâ
ïîäíÿòü óðîâåíü ìóòàãåíåçà ñ 1–2 äî 10 %. Ïðè
ýòîì ìîæíî áûëî èñïîëüçîâàòü ïðèðîäíóþ
ôîðìó ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I.

PolI îñóùåñòâëÿåò ñèíòåç âòîðîé öåïè ÄÍÊ
íå î÷åíü ýôôåêòèâíî, ïîýòîìó ïîëíîñòüþ äî-
ñòðîåííûå äâóõöåïî÷å÷íûå ÄÍÊ ôàãà M13 îá-
ðàçóþòñÿ ñ íåâûñîêîé ÷àñòîòîé. Ðÿä àâòîðîâ
ïðåäëîæèëè ïðèìåíÿòü äâîéíîå ïðàéìèðîâà-
íèå èëè èñïîëüçîâàòü êîëüöåâóþ äâóõöåïî÷å÷-
íóþ ÄÍÊ ñ îäíîöåïî÷å÷íîé áðåøüþ (ðèñ. 6.13).
Â ýòîì ñëó÷àå ïîëíîñòüþ äâóõöåïî÷å÷íûå ìî-
ëåêóëû ÄÍÊ ïîëó÷àþòñÿ ñ çàìåòíî áîëüøåé ýô-
ôåêòèâíîñòüþ.

Äæ. Êðàìåð ñ ñîòðóäíèêàìè ïîêàçàëè, ÷òî
âûõîä öåëåâûõ ìóòàíòîâ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷è-
âàåòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè øòàììîâ E. coli, äå-
ôåêòíûõ ïî ñèñòåìå ðåïàðàöèè. Ï. Êàðòåð ñ ñî-
àâòîðàìè (1985 ã.), ó÷òÿ îïûò ïðåäøåñòâåííè-
êîâ, ïðåäëîæèëè ìåòîä àìáåð-ñåëåêöèè öåïåé
ÄÍÊ. Â êà÷åñòâå ìàòðèöû áåðåòñÿ ÄÍÊ ôàãà
M13 ñ àìáåð-ìóòàöèåé â ðàéîíå, êîòîðûé íå ïëà-
íèðóåòñÿ ïîäâåðãàòü ìóòàãåíåçó (ñì. ðèñ. 6.13).
Íàðÿäó ñ îëèãîíóêëåîòèäîì-ìóòàãåíîì ê òàêîé
ÄÍÊ äîáàâëÿþò âòîðîé ïðàéìåð (ñèíòåòè÷åñêèé
èëè ïðèðîäíûé îäíîöåïî÷å÷íûé ôðàãìåíò
ÄÍÊ), êîìïëåìåíòàðíûé ó÷àñòêó ñ àìáåð-ìóòà-
öèåé, íî èìåþùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äèêîãî
òèïà â ýòîì ëîêóñå. Òàêèì îáðàçîì ôîðìèðó-
åòñÿ ñèñòåìà äâîéíîãî ïðàéìèðîâàíèÿ. Ïîñëå
çàâåðøåíèÿ ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè è ëèãèðîâà-
íèÿ ïîëó÷åííûì ïðåïàðàòîì ÄÍÊ òðàíñôèöè-
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Òàáëèöà 6.1. Âûõîä (%) îëèãîíóêëåîòèä-íàïðàâëåííûõ ìóòàíòîâ ôàãà M13 â çàâèñèìîñòè îò ãåíîòèïà

øòàììîâ E. coli, èñïîëüçóåìûõ äëÿ òðàíñôåêöèè

Ôàã, ïîäâåðãàåìûé
ìóòàãåíåçó

TG1

(Rep+ Su2+)

HB2151

(Rep+ Su2–)

BMH71-18mutL1

(Rep– Su2+)

HB211541

(Rep– Su2–)

M13mp93 3,5 5 29 37
M13mp93amIV 4,5 37,5 32 70

1 Øòàìì äåôåêòåí ïî ñèñòåìå ðåïàðàöèè.

Ðèñ. 6.14. Ïðèíöèï ýôôåêòèâíîãî ââåäåíèÿ
îëèãîíóêëåîòèä-íàïðàâëåííûõ ìóòàöèé

â èçó÷àåìûé êëîíèðîâàííûé ãåí.

Ï1 — ïðàéìåð-ìóòàãåí;
Ï2 — äîïîëíèòåëüíûé ïðàéìåð;

ompF — ãåí äèêîãî òèïà; ompF* — ìóòàíòíûé ãåí



ðóþò êëåòêè øòàììà E. coli, íå ñóïðåññèðóþ-
ùåãî àìáåð-ìóòàöèè è äåôåêòíîãî ïî ñèñòåìå
ðåïàðàöèè. Â òàêèõ óñëîâèÿõ in vivo áóäåò ïðî-
èñõîäèòü ñåëåêöèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ áåç àìáåð-ìó-
òàöèé. Äàííûé ìåòîä ïîçâîëÿåò ïîâûñèòü âû-
õîä öåëåâûõ ìóòàíòîâ äî 70 % (òàáë. 6.1).

Ê. Íîððèñ ñ ñîàâòîðàìè ðàçðàáîòàëè äðóãóþ
ñõåìó, ïîçâîëÿþùóþ ïðåîäîëåòü çàòðóäíåíèÿ ñ
ïîëíîé äîñòðîéêîé âòîðîé öåïè ÄÍÊ (ðèñ. 6.14).
Äëÿ ýòîãî èñïîëüçóþò äâà ïðàéìåðà, îäèí èç êî-
òîðûõ — ìóòàãåí, íî ïîëèìåðàçíî-ëèãàçíóþ ðå-
àêöèþ íå âåäóò äî êîíöà. Èç ÷àñòè÷íî äâóõöå-
ïî÷å÷íîé êîëüöåâîé ìîëåêóëû ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ
ðåñòðèêòàç âûùåïëÿþò ïîäâåðãàåìûé ìóòàãåíå-
çó äâóõöåïî÷å÷íûé ôðàãìåíò è êëîíèðóþò åãî
â âåêòîðíîé ïëàçìèäå. Â ðåçóëüòàòå óðîâåíü ìó-
òàíòîâ ïî ãåíó ompF (áåëîê âíåøíåé ìåìáðàíû
E. coli) äîñòèãàë 42 % ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëî-
íîâ òðàíñôîðìàíòîâ E. coli.

Ñóùåñòâåííî óïðîñòèòü ìåòîä îëèãîíóê-
ëåîòèä-íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà è ïîâûñèòü
åãî ýôôåêòèâíîñòü óäàëîñü Í. Òñóðóøèòà ñ ñî-
àâòîðàìè (1988 ã.). Âìåñòî ôåðìåíòà ðåïàðàöèè

PolI îíè ïðèìåíèëè ôåðìåíò PolIII, îòâåòñòâåí-
íûé çà ðåïëèêàöèþ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ E. coli.
Äàííûé ôåðìåíò îáåñïå÷èâàåò âûñîêóþ ñêî-
ðîñòü ñèíòåçà âòîðîé öåïè ÄÍÊ in vitro (îêîëî
500 íóêëåîòèäîâ â ñåêóíäó). Òàê, íà îäíîöåïî-
÷å÷íîé ÄÍÊ ôàãà M13, ãèáðèäèçîâàííîé
ñ ïðàéìåðîì, PolIII ñïîñîáíà íàðàñòèòü âòîðóþ
öåïü ìåíåå ÷åì çà 20 ñ. Ñ èñïîëüçîâàíèåì PolIII
âûõîä ìóòàíòîâ ïðèáëèæàåòñÿ ê 50 % è ïðè
ýòîì íå òðåáóåòñÿ ÄÍÊ-ëèãàçà.

Áëåñòÿùèå óñïåõè â ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ õè-
ìè÷åñêîãî ñèíòåçà îëèãîíóêëåîòèäîâ, äîñòóï-
íîñòü âûñîêîî÷èùåííûõ ôåðìåíòîâ íóêëåèíî-
âîãî îáìåíà ïðèâåëè ê òîìó, ÷òî ïðîöåäóðû
ñàéòñïåöèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà ìîãóò ïðè íå-
îáõîäèìîñòè ïðèìåíÿòüñÿ â ëþáîé ìîëåêóëÿð-
íî-áèîëîãè÷åñêîé ëàáîðàòîðèè. Äàííûå ìåòî-
äû ñòàëè íåîòúåìëåìîé ÷àñòüþ èññëåäîâàíèé,
íàïðàâëåííûõ íà èçó÷åíèå ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ãåíîâ è áåëêîâ. Íåêî-
òîðûå èç ýòèõ ðàáîò ðàññìîòðèì â ñëåäóþùåé
ãëàâå.
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Ãëàâà 7
ÁÅËÊÎÂÀß ÈÍÆÅÍÅÐÈß

Áëàãîäàðÿ ðàçðàáîòêå è ñîâåðøåíñòâîâàíèþ
ìåòîäîâ êëîíèðîâàíèÿ è èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ,
ñåêâåíèðîâàíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, õè-
ìè÷åñêîãî ñèíòåçà îëèãîíóêëåîòèäîâ, íàïðàâ-
ëåííîãî ìóòàãåíåçà ìîëåêóë ÄÍÊ in vitro è îï-
òèìèçàöèè ýêñïðåññèè öåëåâûõ ãåíîâ â êëåòêàõ
E. coli ïîÿâèëàñü âîçìîæíîñòü ñîçäàâàòü ìóòàíò-
íûå ôîðìû ãåíîâ è íàðàáàòûâàòü â äîñòàòî÷íûõ
äëÿ àíàëèçà êîëè÷åñòâàõ ñîîòâåòñòâóþùèå èì
èçìåíåííûå âàðèàíòû èçó÷àåìûõ áåëêîâ. Â öå-
ëîì íàïðàâëåíèå èññëåäîâàíèé ïî êîíñòðóèðî-
âàíèþ ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè áåë-
êîâ ñ èçìåíåííûìè ïî îòíîøåíèþ ê ïðèðîäíîìó
ïðîòîòèïó ñâîéñòâàìè, õèìåðíûõ áåëêîâ, îáëà-
äàþùèõ ñâîéñòâàìè äâóõ èëè áîëåå îòäåëüíûõ
áåëêîâ, è ò. ï., ò. å. ñîçäàíèå «íåïðèðîäíûõ» âà-
ðèàíòîâ áåëêîâ è èçó÷åíèå èõ ñâîéñòâ, ïîëó÷èëî
íàçâàíèå «áåëêîâàÿ èíæåíåðèÿ».

Íåñîìíåííî, óñïåõ ëó÷øèõ ðàáîò ïî áåëêî-
âîé èíæåíåðèè îáóñëîâëåí ñîâìåùåíèåì âûñî-

êîèíòåëëåêòóàëüíîãî àíàëèçà òðåõìåðíîé
ñòðóêòóðû áåëêà, íà îñíîâàíèè êîòîðîãî îïðå-
äåëÿåòñÿ ñòðàòåãèÿ ââåäåíèÿ èçìåíåíèé â ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü àìèíîêèñëîò, è ýêñïåðèìåí-
òîâ ïî çàïëàíèðîâàííîé ðåêîíñòðóêöèè ãåíà,
òðåáóþùèõ âûñîêîé êâàëèôèêàöèè èññëåäîâà-
òåëÿ. Íàêîïëåíèå äàííûõ î ïåðâè÷íîé ñòðóêòó-
ðå áåëêîâ (â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå ñëó-
÷àåâ ïîëó÷åííûõ íà îñíîâå ñåêâåíèðîâàíèÿ
ãåíîâ), êðèñòàëëîãðàôè÷åñêèõ äàííûõ î òðåõ-
ìåðíîé ñòðóêòóðå, ðàçâèòèå ìåòîäîâ ìîäåëèðî-
âàíèÿ êîíôîðìàöèè áåëêîâ ïî èõ àìèíîêèñëîò-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîçâîëÿåò ñî âñå áîëü-
øåé îïðåäåëåííîñòüþ ñîçäàâàòü íîâûå ôîðìû
èçó÷àåìûõ áåëêîâ.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ìåòîäû áåëêîâîé èíæåíå-
ðèè èñïîëüçóþòñÿ äîâîëüíî øèðîêî. Ðàññìîò-
ðèì íåêîòîðûå ðàáîòû, äàþùèå ïðåäñòàâëåíèå
îá îãðîìíûõ âîçìîæíîñòÿõ äàííîãî íàïðàâëå-
íèÿ ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè.

7.1. ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ÍÎÂÛÕ ÔÎÐÌ ÁÅËÊÎÂ
ÎËÈÃÎÍÓÊËÅÎÒÈÄ-ÍÀÏÐÀÂËÅÍÍÛÌ ÌÓÒÀÃÅÍÅÇÎÌ

Â 1984 ã. À. Âèëêèíñîí ñ ñîàâòîðàìè âïåð-
âûå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ââåäåíèå â ðåçóëü-
òàòå íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà åäèíè÷íîé àìè-
íîêèñëîòíîé çàìåíû ìîæåò ïðèâåñòè ê çíà÷è-
òåëüíîìó èçìåíåíèþ ñâîéñòâ ôåðìåíòà. Îíè ýêñ-
ïåðèìåíòèðîâàëè ñ êëîíèðîâàííûì â E. coli ãå-
íîì òèðîçèë-òÐÍÊ-ñèíòåòàçû (TyrTS) áàêòåðèè
Bacillus stearothermophilus. TyrTS êàòàëèçèðóåò
àìèíîàöèëèðîâàíèå òÐÍÊTyr ïî äâóõñòóïåí÷àòî-
ìó ìåõàíèçìó: òèðîçèí àêòèâèðóåòñÿ, îáðàçóÿ
ôåðìåíò-ñâÿçàííûé òèðîçèëàäåíèëàò, è çàòåì
ïåðåíîñèòñÿ íà òÐÍÊTyr. Äëÿ äàííîãî ôåðìåíòà
áûëà èçâåñòíà êðèñòàëëîãðàôè÷åñêàÿ ìîäåëü.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî îí âçàèìîäåéñòâóåò ñ òèðîçèë-
àäåíèëàòîì ÷åðåç îáðàçîâàíèå â àêòèâíîì öåíò-
ðå âîäîðîäíûõ ñâÿçåé ìåæäó áîêîâûìè ãðóïïà-
ìè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ Cys35, Thr51,

His48 è îñòàòêîì ðèáîçû. Ïóòåì îëèãîíóêëåî-
òèä-íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå òðèïëåòû çàìåíÿëè, à ìóòàíòíûå ãåíû ýêñ-
ïðåññèðîâàëè â E. coli. Êàæäóþ ìóòàíòíóþ ôîð-
ìó TyrTS âûäåëÿëè èç êëåòîê E. coli è àíàëèçè-
ðîâàëè åå ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü.

Ïðè çàìåíå Cys35 íà Gly35 èëè Ser35 ôåð-
ìåíò èìåë ñíèæåííîå ñðîäñòâî ê ÀÒÐ. Çàìåíà
Thr51 íà Ala51 ïðèâîäèëà ê íåáîëüøîìó óâåëè-
÷åíèþ ýíåðãèè ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ, à ïðè çàìåíå Thr51 íà Pro51 ñðîäñòâî
òèðîçèë-òÐÍÊ-ñèíòåòàçû ê ñóáñòðàòó ÀÒÐ óâå-
ëè÷èâàëîñü íà äâà ïîðÿäêà (!), ÷òî îáåñïå÷èâà-
ëî 25-êðàòíîå ïîâûøåíèå óäåëüíîé àêòèâíîñòè
ôåðìåíòà.

Äðóãàÿ èçÿùíàÿ ðàáîòà áûëà âûïîëíåíà
Ë. Ïýððè è Ð. Óýòçåëîì (1984 ã.). Â êà÷åñòâå



îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ îíè âûáðàëè ëèçîöèì
ôàãà T4. Äëÿ ýòîãî áåëêà áûëà èçâåñòíà êðèñ-
òàëëîãðàôè÷åñêàÿ ìîäåëü è ïîêàçàíî, ÷òî
èìåþùèåñÿ â íåì äâà îñòàòêà öèñòåèíà íå îáðà-
çóþò äèñóëüôèäíóþ ñâÿçü. Êðîìå òîãî, äàííûé
ôåðìåíò áûñòðî èíàêòèâèðóåòñÿ ïðè íàãðåâà-
íèè. Àâòîðû èñõîäèëè èç ïîëîæåíèÿ, ÷òî â ãëî-
áóëÿðíûõ áåëêàõ äèñóëüôèäíûå ñâÿçè îáåñïå-
÷èâàþò êîíôîðìàöèîííóþ ñòàáèëüíîñòü. Ïî-
ýòîìó áûëî ðåøåíî ââåñòè â ëèçîöèì ôàãà T4
äèñóëüôèäíóþ ñâÿçü, êîòîðàÿ íå íàðóøàëà áû
ñòðóêòóðó àêòèâíîãî öåíòðà ôåðìåíòà, íî ñòà-
áèëèçèðîâàëà áû åãî êîíôîðìàöèþ. Èñïîëüçóÿ
êîìïüþòåðíóþ ãðàôèêó (ðèñ. 7.1) è òåîðåòè÷å-
ñêèå ðàñ÷åòû, ïðèøëè ê çàêëþ÷åíèþ, ÷òî îïòè-
ìàëüíûì âàðèàíòîì ÿâëÿåòñÿ ââåäåíèå äèñóëü-

ôèäíîé ñâÿçè ìåæäó èìåþùèìñÿ â áåëêå Cys97
è Cys, êîòîðûé íåîáõîäèìî ââåñòè â ïîëîæå-
íèå 3. Îëèãîíóêëåîòèä-íàïðàâëåííûì ìóòàãå-
íåçîì â ãåí ëèçîöèìà, íàõîäÿùèéñÿ â ñîñòàâå
M13mp10, ââåëè ìóòàöèþ, îáóñëîâèâøóþ çà-
ìåíó Ile3 íà Cys3. Ìóòàíòíûé ãåí ýêñïðåññèðî-
âàëè â êëåòêàõ E. coli ïîä êîíòðîëåì èíäóöè-
áåëüíîãî ïðîìîòîðà ptac (ñì. ðèñ. 3.2). Ëèçîöèì
èç êëåòîê âûäåëÿëè è èçó÷àëè åãî ñâîéñòâà.

Â ïðèñóòñòâèè âîññòàíîâèòåëÿ �-ìåðêàïòî-
ýòàíîëà, âûçûâàþùåãî ðàçðóøåíèå äèñóëüôèä-
íûõ ñâÿçåé, ëèçîöèì (Ile3 � Cys3) ïðè ýëåêòðî-
ôîðåçå â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå îáëàäàë òàêîé
æå ïîäâèæíîñòüþ, êàê è íåìóòàíòíàÿ ôîðìà
ôåðìåíòà. Ïîñëå îáðàáîòêè îêèñëèòåëåì òåòðà-
òèîíàòîì íàòðèÿ, âûçûâàþùèì îáðàçîâàíèå äè-
ñóëüôèäíûõ ñâÿçåé, ìóòàíòíûé ëèçîöèçì ìèã-
ðèðîâàë ïðè ýëåêòðîôîðåçå ñ áîëüøîé ñêî-
ðîñòüþ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íè çàìåíà Ile3 íà
Cys3, íè îáðàçîâàíèå äèñóëüôèäíîé ñâÿçè ìåæ-
äó Cys3 è Cys97 íå îêàçûâàåò ñêîëüêî-íèáóäü
çàìåòíîãî ýôôåêòà íà ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü ëèçîöèìà ôàãà T4. Ïðè ýòîì ìóòàíòíûé
ëèçîöèì ñ äèñóëüôèäíîé ñâÿçüþ ïðèîáðåòàë âû-
ñîêóþ òåðìîñòàáèëüíîñòü. Èíêóáàöèÿ ïðè òåì-
ïåðàòóðå 67 °Ñ â òå÷åíèå 3 ÷ óìåíüøàëà àêòèâ-
íîñòü ìóòàíòíîé ôîðìû íå áîëåå ÷åì íà 50 %,
â òî âðåìÿ êàê ó ïðèðîäíîãî ôåðìåíòà â ýòèõ æå
óñëîâèÿõ ñîõðàíÿëîñü ëèøü 0,2 % èñõîäíîé àê-
òèâíîñòè (ðèñ. 7.2, à). Ðàçðûâ äèñóëüôèäíîé ñâÿ-
çè ëèçîöèìà (Ile3 � Cys3) ïðèâîäèë ê óòðàòå
òåðìîñòàáèëüíîñòè ôåðìåíòà (ñì. ðèñ. 7.2, á).
Êàê âèäèì, åäèíè÷íàÿ àìèíîêèñëîòíàÿ çàìåíà,
íå âëèÿÿ íà àêòèâíîñòü ôåðìåíòà, ìîæåò çíà÷è-
òåëüíî ñòàáèëèçèðîâàòü åãî êîíôîðìàöèþ.

Äæ. Âýëëñ ñ ñîàâòîðàìè (1985 ã.) ðàçðàáîòàëè
ïðîöåäóðó, íàçâàííóþ èìè êàññåòíûì ìóòàãå-
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Ðèñ. 7.1. Êîìïüþòåðíî-ãðàôè÷åñêîå èçîáðàæåíèå
öåïè �-óãëåðîäîâ ëèçîöèìà ôàãà Ò4.

N è C — ñîîòâåòñòâåííî N- è C-êîíöû áåëêà; çâåçäî÷êà —
àêòèâíûé öåíòð ôåðìåíòà; ÷åðíûå êðóæêè — öèñòåèí
(â ïîëîæåíèè 3 îò N-êîíöà — èñêóññòâåííî ââåäåííûé
öèñòåèí); äâîéíàÿ ëèíèÿ — ïëàíèðóåìàÿ äèñóëüôèäíàÿ

ñâÿçü

Ðèñ. 7.2. Êèíåòèêà òåìïåðàòóðíîé èíàêòèâàöèè ðàçíûõ ôîðì ëèçîöèìà ôàãà Ò4:

à — áåëêè ïîñëå èíêóáàöèè ñ òåòðàòèîíàòîì íàòðèÿ, á — ñ �-ìåðêàïòîýòàíîëîì;
1 — ëèçîöèì äèêîãî òèïà; 2 — ìóòàíòíàÿ ôîðìà ëèçîöèìà (Ile3 � Cys3)



íåçîì. Â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò ïðåäïî-
ëàãàåìîãî ìåñòà ââåäåíèÿ ìóòàöèè ñ 5�- è 3�-ñòî-
ðîíû îëèãîíóêëåîòèä-íàïðàâëåííûì ìóòàãåíå-
çîì â öåëåâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, íàõîäÿùóþ-
ñÿ â ñîñòàâå ÄÍÊ ôàãà M13, ââîäÿò ó÷àñòêè óç-
íàâàíèÿ ðåñòðèêòàç R1 è R2, êîòîðûå îòñóòñò-
âóþò íà ýêñïðåññèðóþùåì ïëàçìèäíîì âåêòîðå.
Ïîñëå òàêîãî ìóòàãåíåçà ãåí èç ÄÍÊ ôàãà M13
ïåðåñòðàèâàþò â ýêñïðåññèðóþùóþ ïëàçìèäó.
Çàòåì ïîëó÷åííóþ ïëàçìèäó ãèäðîëèçóþò R1 è
R2 è äîáàâëÿþò ê íåé ñìåñü ñèíòåòè÷åñêèõ äâóõ-
öåïî÷å÷íûõ ñåãìåíòîâ, êîòîðûå ïîñëå âñòðîéêè
âîññòàíàâëèâàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà, çà
èñêëþ÷åíèåì òðèïëåòà, êîäèðóþùåãî îïðåäå-
ëåííóþ àìèíîêèñëîòó. Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè
êëåòîê E. coli ñåêâåíèðîâàíèåì íåçàâèñèìûõ
êëîíîâ èäåíòèôèöèðóþò ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå
ðàçíûå çàìåíû öåëåâîãî òðèïëåòà.

Äàííûé ïîäõîä èñïîëüçîâàí äëÿ ââåäåíèÿ
ñàéò-íàïðàâëåííûõ ìóòàöèé â ãåí ñóáòèëèçèíà
Bacillus subtilis. Áûëî èçâåñòíî, ÷òî ñóáòèëèçèí
ëåãêî èíàêòèâèðóåòñÿ ïðè õèìè÷åñêîì îêèñëå-
íèè è ïåðâè÷íûì ìåñòîì òàêîé èíàêòèâàöèè
ÿâëÿåòñÿ Met222. Ïóòåì êàññåòíîãî ìóòàãåíåçà
ïîëó÷èëè 19 âàðèàíòîâ ñóáòèëèçèíà, ó êîòîðûõ
Met222 áûë ïîñëåäîâàòåëüíî çàìåùåí âñåìè
äðóãèìè àìèíîêèñëîòàìè, èñïîëüçóåìûìè ïðè
ñèíòåçå áåëêîâ in vivo. Âñå 20 ôîðì ñóáòèëèçè-
íà íàðàáàòûâàëè, èñïîëüçóÿ âåêòîð ýêñïðåññèè,
â êëåòêàõ B. subtilis è èçó÷àëè ñâîéñòâà ïîëó-
÷åííûõ âàðèàíòîâ ýòîãî áåëêà. Îêàçàëîñü, ÷òî
åäèíè÷íàÿ çàìåíà Met222 íà äðóãèå àìèíîêèñ-
ëîòû ïðèâîäèò ê âàðèàöèÿì â ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòè îò 0, 3 äî 138 % îò óðîâíÿ óäåëüíîé
àêòèâíîñòè íàòèâíîãî ôåðìåíòà:

Cys 138 Phe 4,9
Ala 53 Trp 4,8
Ser 35 Asp 4,1
Gly 30 Tyr 4,0
Thr 28 His 4,0
Asn 15 Glu 3,6
Pro 13 Ile 2,2
Leu 12 Arg 0,5
Val 9,3 Lys 0,3
Gln 7,2

Çàìåíà Met222 íà Ala, Ser èëè Cys çíà÷è-
òåëüíî ïîâûøàåò óñòîé÷èâîñòü ñóáòèëèçèíà
ê âîçäåéñòâèþ õèìè÷åñêèõ îêèñëèòåëåé.

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîäîì îëèãîíóêëåîòèä-
íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà ìîæíî ñîçäàâàòü
ôåðìåíòû, èìåþùèå ïîâûøåííóþ òåðìîñòà-
áèëüíîñòü èëè/è óñòîé÷èâîñòü ê îêèñëèòåëüíîé
èíàêòèâàöèè, à òàêæå ïîâûøåííóþ óäåëüíóþ
àêòèâíîñòü. Ïðèäàíèå òàêèõ ñâîéñòâ ôåðìåí-

òàì èìååò îñîáîå çíà÷åíèå äëÿ ïðîìûøëåííûõ
ïðîöåññîâ, â êîòîðûõ îíè ïðèìåíÿþòñÿ.

×ðåçâû÷àéíî èíòåðåñíîé îáëàñòüþ èññëå-
äîâàíèé ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå ìåòîäàìè íàïðàâ-
ëåííîãî ìóòàãåíåçà áåëêîâ, èìåþùèõ èçìåíåí-
íóþ ñïåöèôè÷íîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ñ äðóãèìè
ìàêðîìîëåêóëàìè. Ïîêàçàòåëüíà â ýòîì ïëàíå
ðàáîòà Ì. Êóðòíè ñ ñîàâòîðàìè, êîòîðûå îñó-
ùåñòâèëè ñàéòñïåöèôè÷åñêèé ìóòàãåíåç ãåíà
�1-àíòèòðèïñèíà (�1ÀÒ). Äàííûé áåëîê ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé èíãèáèòîð íåéòðîôèëüíîé ýëàñ-
òàçû — ïðîòåàçû, ñïîñîáíîé ãèäðîëèçîâàòü
áîëüøèíñòâî êîìïîíåíòîâ ñîåäèíèòåëüíîé
òêàíè. Êàê è äðóãèå èíãèáèòîðû, îí èãðàåò ðîëü
ñóáñòðàòíîãî àíàëîãà ïî îòíîøåíèþ ê ýëàñòàçå.
Â îðãàíèçìå �1ÀÒ âûïîëíÿåò çàùèòíóþ ðîëü.
Èíäèâèäóóìû ñ âðîæäåííûì íåäîñòàòêîì ýòî-
ãî áåëêà ïðåäðàñïîëîæåíû ê ýìôèçåìå, ïî-
ñêîëüêó êëåòêè ëåãêèõ îñîáåííî ÷óâñòâèòåëüíû
ê ïðîòåîëèçó. Îêèñëèòåëè òàáà÷íîãî äûìà ìî-
ãóò èíàêòèâèðîâàòü �1ÀÒ, ÷òî òàêæå îáóñëîâëè-
âàåò ñðåäè êóðÿùèõ ïîâûøåííóþ ÷àñòîòó âîç-
íèêíîâåíèÿ ýìôèçåìû. Ýôôåêòèâíûì ñðåäñò-
âîì ëå÷åíèÿ ýìôèçåìû ÿâëÿåòñÿ âíóòðèâåííîå
ââåäåíèå �1-àíòèòðèïñèíà, ïðè ýòîì íà îäíîãî
÷åëîâåêà òðåáóåòñÿ 4 ã �1ÀÒ â íåäåëþ.

×òîáû ïîëó÷àòü áîëüøèå êîëè÷åñòâà �1ÀÒ,
áûëà êëîíèðîâàíà åãî êÄÍÊ è ñîçäàí ñóïåðïðî-
äóöåíò E. coli. Òåðàïåâòè÷åñêîå èñïîëüçîâàíèå
�1ÀÒ ïîêàçàëî, ÷òî îí ëåãêî îêèñëÿåòñÿ, â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî èíàêòèâèðóåòñÿ. Áûëà ïðåäïðèíÿ-
òà ïîïûòêà ïîëó÷èòü âàðèàíò �1ÀÒ, óñòîé÷èâûé
ê õèìè÷åñêîìó îêèñëåíèþ. Îêèñëèòåëüíàÿ èí-
àêòèâàöèÿ �1ÀÒ îáóñëîâëåíà â ïåðâóþ î÷åðåäü
ìîäèôèêàöèåé Met358, íàõîäÿùåãîñÿ â ó÷àñòêå
ñâÿçûâàíèÿ ñ ýëàñòàçîé (Pro–Met–Ser). Ïîýòî-
ìó îëèãîíóêëåîòèä-íàïðàâëåííûì ìóòàãåíåçîì
â êëîíèðîâàííûé ãåí ââåëè èçìåíåíèÿ è ïîëó-
÷èëè ðÿä âàðèàíòîâ áåëêà, ó êîòîðûõ Met358
áûë çàìåíåí íà Val, Ala, Leu, Ile, Phe, Gly èëè
Arg. Íîâûå ôîðìû, ó êîòîðûõ â ïîëîæåíèè 358
íàõîäèëèñü Val, Ala, Leu èëè Ile, ïî-ïðåæíåìó
èíãèáèðîâàëè ýëàñòàçó, íî ïðè ýòîì áûëè óñòîé-
÷èâû ê îêèñëèòåëüíîé èíàêòèâàöèè. Ïî èíãè-
áèòîðíîé àêòèâíîñòè áëèæå âñåãî ê ïðèðîäíîé
ôîðìå áûë âàðèàíò �1ÀÒ(Met358 � Leu358).
Äðóãèå ìóòàíòû èìåëè íåñêîëüêî ñíèæåííóþ
èíãèáèòîðíóþ àêòèâíîñòü. Áåëîê ñ çàìåíîé
Met358 íà Phe, Gly èëè Arg ýëàñòàçîé íå óçíà-
âàëñÿ. Îäíàêî �1ÀÒ(Met358 � Arg358) ñòàë ïðî-
ÿâëÿòü ñâîéñòâà èíãèáèòîðà òðîìáèíà (ðèñ. 7.3).

Îñíîâíîé èíãèáèòîð òðîìáèíà in vivo — àí-
òèòðîìáèí III (ÀÒIII). Åãî äåéñòâèå ýôôåêòèâíî
àêòèâèðóåòñÿ ãåïàðèíîì, ïîýòîìó ãåïàðèí èñ-
ïîëüçóþò â ìåäèöèíå äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ
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7.2. ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÄÎÌÅÍÍÎÉ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ ÁÅËÊÎÂ

Ìíîãèå ìóëüòèôóíêöèîíàëüíûå áåëêè îðãà-
íèçîâàíû êàê ñåðèè ãëîáóëÿðíûõ äîìåíîâ. Îä-
íèì èç ïåðâûõ õîðîøî èçó÷åííûõ áåëêîâ òàêîãî

òèïà ÿâëÿåòñÿ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I E. coli. Äàííûé
ôåðìåíò ñîñòîèò èç òðåõ äîìåíîâ, îäèí èç êîòî-
ðûõ (N-êîíöåâîé) ëåãêî îòùåïëÿåòñÿ ïðè âîç-
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Ðèñ. 7.3. Èíãèáèðîâàíèå íåéòðîôèëüíîé ýëàñòàçû è òðîìáèíà ÷åëîâåêà:

1 — �1AT; 2 — �1AT(Met358 � Arg358); 3 — àíòèòðîìáèí áåç äîáàâëåíèÿ, 4 — ñ äîáàâëåíèåì ãåïàðèíà;
5 — �1AT(Met358 � Arg358) áåç äîáàâëåíèÿ, 6 — ñ äîáàâëåíèåì ãåïàðèíà

òðîìáîçà âåí èëè äëÿ ðàçðóøåíèÿ òðîìáîâ.
Íèçêèå äîçû ââîäÿò ïàöèåíòàì, ó êîòîðûõ ñó-
ùåñòâóåò ðèñê îáðàçîâàíèÿ òðîìáîâ. Îäíàêî
äàííûé ñïîñîá ëå÷åíèÿ äàåò îñëîæíåíèÿ, îñî-
áåííî ïðè ââåäåíèè áîëüøèõ äîç ãåïàðèíà,
è ìîæåò âûçûâàòü òÿæåëûå ãåìîððàãè÷åñêèå
ïîðàæåíèÿ. Â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâíîãî àíòè-
òðîìáè÷åñêîãî àãåíòà ñ ïîíèæåííûìè ïîáî÷-
íûìè ýôôåêòàìè, íå çàâèñèìîãî îò ãåïàðèíà,
ìîæíî èñïîëüçîâàòü ãåííî-èíæåíåðíûé
�1ÀÒ(Met358 � Arg358). Òàêèì îáðàçîì, åäèí-
ñòâåííàÿ àìèíîêèñëîòíàÿ çàìåíà ïðèâåëà ê èç-
ìåíåíèþ ñïåöèôè÷íîñòè ñâÿçûâàíèÿ áåëêà-èí-
ãèáèòîðà ñ ñåðèíîâûìè ïðîòåàçàìè.
�1ÀÒ(Met358 � Arg358) è ÀÒIII èìåþò ãîìîëî-
ãèþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àìèíîêèñëîò 29 %,

÷òî, ïî-âèäèìîìó, óêàçûâàåò íà ïðîèñõîæäåíèå
ýòèõ áåëêîâ îò îáùåãî ïðåäêà — èíãèáèòîðà
ïðîòåàç. Êðîìå òîãî, âûÿñíèëîñü, ÷òî
�1ÀÒ(Met358 � Arg358) ýôôåêòèâíî èíãèáèðó-
åò òàêèå ïðîòåàçû ïëàçìû êðîâè, êàê êàëëèêðå-
èí è ôàêòîð XII. Ââåäåíèå äîïîëíèòåëüíîé ìó-
òàöèè (Ala357) ïîâûñèëî ýôôåêòèâíîñòü èíãè-
áèðîâàíèÿ êàëëèêðåèíà â 5 ðàç. Ñ÷èòàþò, ÷òî
ïîëó÷åííûé âàðèàíò �1ÀÒ òàêæå ìîæåò íàéòè
êëèíè÷åñêîå ïðèìåíåíèå.

Ðàññìîòðåííûå ïðèìåðû ñî âñåé î÷åâèä-
íîñòüþ äåìîíñòðèðóþò óäèâèòåëüíûå âîçìîæ-
íîñòè ñàéòñïåöèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà äëÿ ñî-
çäàíèÿ íîâûõ ôîðì áåëêîâ. Îäíàêî ìåòîäû áåë-
êîâîé èíæåíåðèè íå îãðàíè÷èâàþòñÿ îïèñàí-
íûìè âûøå ïðîöåäóðàìè.



äåéñòâèè ïðîòåàç, òàê êàê ñîåäèíåí ñ îñòàëüíîé
÷àñòüþ áåëêà ïðîòåàçî÷óâñòâèòåëüíûì ìîñòè-
êîì (ñì. ðèñ. 1.12). Îñòàþùèéñÿ áîëüøîé C-êîí-
öåâîé ôðàãìåíò (PolIK) áèôóíêöèîíàëåí, íî åãî
íå óäàåòñÿ ðàçäåëèòü ïðîòåàçàìè íà äâà äîìåíà,
îáëàäàþùèõ ðàçíûìè ôåðìåíòàòèâíûìè àêòèâ-
íîñòÿìè. Äëÿ ïðîâåðêè ïðåäïîëîæåíèÿ î òðåõ-
äîìåííîé ñòðóêòóðå PolI Ê. Äæîéñ ñ ñîòðóäíè-
êàìè ïðîâåëè ãåííî-èíæåíåðíûå ìàíèïóëÿöèè
ñ ãåíîì ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû. Ñíà÷àëà áûë êëîíè-
ðîâàí è ýêñïðåññèðîâàí â E. coli ïîëíûé ãåí
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I E. coli, ðàñøèôðîâàíà åãî
íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Çàòåì ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ PolIK, âñòðîèëè
â ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð è íàðàáîòàëè ôðàã-
ìåíò Êëåíîâà â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ, ÷òî ïîçâî-
ëèëî êðèñòàëëèçîâàòü åãî è îñóùåñòâèòü ðåíòãå-
íîñòðóêòóðíûé àíàëèç. Âûÿñíèëîñü, ÷òî PolIK
ñîñòîèò èç äâóõ äîìåíîâ. Ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
C-êîíöåâîé äîìåí ðàçìåðîì 400 ÀÊ îáëàäàåò
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòüþ. Ïîñëå ýòîãî
3�-êîíöåâîé ôðàãìåíò ãåíà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I,
êîäèðóþùèé 414 C-êîíöåâûõ àìèíîêèñëîò,
âñòðîèëè â âåêòîð ýêñïðåññèè pAS1 (ñì.
ðèñ. 2.43) è íàðàáîòàëè â êëåòêàõ E. coli ñîîòâåò-
ñòâóþùèé áåëîê, ïðîäóêöèÿ êîòîðîãî ñîñòàâèëà
20–30 % ñóììàðíîãî êëåòî÷íîãî áåëêà. Àíàëèç
ïîäòâåðäèë, ÷òî C-êîíöåâîé äîìåí PolI îáëàäàåò
òîëüêî ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòüþ. Òàêèì îáðà-
çîì, ïîñëåäîâàòåëüíûå ãåííî-èíæåíåðíûå ìàíè-
ïóëÿöèè ïîçâîëèëè äîñòîâåðíî îïðåäåëèòü
ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíóþ îðãàíèçàöèþ
ìóëüòèôåðìåíòíîãî áåëêà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I
E. coli è ïîëó÷èòü ïðîäóöåíòû åãî ñóáôîðì.

Ìíîãèå ìóëüòèôóíêöèîíàëüíûå áåëêè, íàé-
äåííûå ó âûñøèõ ýóêàðèîò, ñîäåðæàò ôåðìåí-
òû, èìåþùèåñÿ ó ïðîêàðèîò è íèçøèõ ýóêàðèîò,
ó êîòîðûõ, îäíàêî, ýòè ôåðìåíòû ÷àñòî êîäèðó-
þòñÿ ðàçíûìè ãåíàìè. Îäèí èç èçó÷åííûõ
ìóëüòèôóíêöèîíàëüíûõ áåëêîâ âûñøèõ ýóêà-
ðèîò — CAD-áåëîê — îáëàäàåò àêòèâíîñòüþ
ïåðâûõ òðåõ ôåðìåíòîâ áèîñèíòåçà ïèðèìèäè-
íîâ: êàðáàìèëôîñôàòñèíòåòàçû (ÊÔÑ), àñïàð-
òàòòðàíñêàðáàìèëàçû (ÀÒÊ) è äèãèäðîîðîòàçû

(ÄÃÎ). Ýòè æå ñàìûå ôåðìåíòû äåòåðìèíèðó-
þòñÿ òðåìÿ îòäåëüíûìè ãåíàìè â E. coli è äâóìÿ
ãåíàìè â íèçøèõ ýóêàðèîòàõ, ó êîòîðûõ ñó-
ùåñòâóåò áèôóíêöèîíàëüíûé áåëîê ÊÔÑ–ÀÒÊ.
Ïðîêëîíèðîâàâ ÷åðåç êÄÍÊ ôðàãìåíò, êîäè-
ðóþùèé îäèí èç òðåõ ôåðìåíòîâ (ÀÒÊ) CAD-
áåëêà, è ýêñïðåññèðîâàâ äàííóþ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà plac, óäà-
ëîñü â E. coli êîìïëåìåíòèðîâàòü ìóòàöèþ pyrB
ïî ãåíó àñïàðòàòòðàíñêàðáàìèëàçû, ÷òî óêàçû-
âàåò íà ôóíêöèîíàëüíîå ñõîäñòâî äàííîãî ôåð-
ìåíòà ó ïðîêàðèîò è ýóêàðèîò. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ïðîöåññå
ýâîëþöèè ìóëüòèôóíêöèîíàëüíûå áåëêè âûñ-
øèõ ýóêàðèîò âîçíèêàëè â ðåçóëüòàòå ðÿäà ñî-
áûòèé, ïðèâîäÿùèõ ê ñëèÿíèþ äî òîãî íåçàâè-
ñèìûõ ãåíåòè÷åñêèõ åäèíèö.

Äîêàçàííàÿ â ýêñïåðèìåíòå âîçìîæíîñòü
îòíîñèòåëüíî íåçàâèñèìîãî äåéñòâèÿ îòäåëü-
íûõ äîìåíîâ ìóëüòèôóíêöèîíàëüíîãî áåëêà
ïðèâåëà â 1989 ã. ê ñîçäàíèþ «êàññåòíîãî» ãåíà
àêòèâàòîðà òêàíåâîãî ïëàçìèíîãåíà (ÀÒÏ) ÷å-
ëîâåêà. Äàííûé áåëîê ôîðìèðóåò ïÿòü äîìåíîâ
ñ ðàçëè÷íûìè ôóíêöèÿìè. Ãåí ÀÒÏ (äâóõöåïî-
÷å÷íûé ôðàãìåíò äëèíîé 1095 ïí) áûë ñèíòå-
çèðîâàí õèìèêî-ôåðìåíòàòèâíî òàêèì îáðàçîì,
÷òî âñå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå äî-
ìåíû, îêàçàëèñü ðàçäåëåíû ó÷àñòêàìè ãèäðîëè-
çà ðàçëè÷íûìè ðåñòðèêòàçàìè. Íåáîëüøèå èç-
ìåíåíèÿ, âíåñåííûå ïðè ýòîì â ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ÀÒÏ, íå ìåíÿëè áèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ
áåëêà. Êàññåòíàÿ ñòðóêòóðà ãåíà ïîçâîëÿåò êîì-
áèíèðîâàòü â ëþáîì ïîðÿäêå, äåëåòèðîâàòü
äîìåíû ÀÒÏ è èçó÷àòü ñâîéñòâà ñîçäàâàåìûõ
âàðèàíòîâ, à òàêæå îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü
ýêñïðåññèè è èçó÷åíèÿ ôóíêöèé èíäèâèäóàëü-
íûõ äîìåíîâ ÀÒÏ. Ââåäåíèå óíèêàëüíûõ ó÷àñò-
êîâ ðåñòðèêöèè â îáëàñòè ãåíà, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå ôëàíêèðóþùèì äîìåíû ó÷àñòêàì áåëêà,
ïîçâîëÿåò çàìåíÿòü äîìåíû èçó÷àåìîãî áåëêà
íà äîìåíû äðóãîãî áåëêà, ò. å. êîíñòðóèðîâàòü
íîâûå áåëêè ñ çàäàííûì íàáîðîì ôóíêöèé. Ðàñ-
ñìîòðåííûé ïîäõîä ïðèìåíèì, ïî-âèäèìîìó,
ê áîëüøèíñòâó ìóëüòèäîìåííûõ áåëêîâ.
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Áîëüøîå âíèìàíèå â ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè óäåëÿåòñÿ êëîíèðîâàíèþ è èçó÷åíèþ ãåíîâ
èíòåðôåðîíà. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî èíòåð-
ôåðîíû ñîñòàâëÿþò ñåìåéñòâî áåëêîâ, êîòîðûå
îáëàäàþò øèðîêèì ñïåêòðîì çàùèòíûõ ôóíê-
öèé, â ÷àñòíîñòè òàêèìè, êàê ïîäàâëåíèå ðàçâè-
òèÿ âèðóñíîé èíôåêöèè, èíãèáèðîâàíèå îíêî-
ãåííîé ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, ìîäóëèðîâàíèå

èììóííîãî îòâåòà îðãàíèçìà. Èíòåðôåðîíû ÷å-
ëîâåêà êëàññèôèöèðóþò íà òðè ãðóïïû — �, �
è � â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê, êîòîðûå èõ
ïðîäóöèðóþò, ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû, ôèçèêî-
õèìè÷åñêèõ è äðóãèõ ñâîéñòâ.

�-Èíòåðôåðîíû (ëåéêîöèòàðíûå èíòåðôå-
ðîíû) ñîñòàâëÿþò áîëüøóþ ãðóïïó áëèçêî-
ðîäñòâåííûõ áåëêîâ. Âûÿâëåíî 16 îòäåëüíûõ
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ãåíåòè÷åñêèõ ëîêóñîâ äëÿ �-èíòåðôåðîíîâ ÷å-
ëîâåêà (HuIFN-�). Ãåíû ýòèõ áåëêîâ íå ðàçäðîá-
ëåííû, ò. å. èìåþò íåïðåðûâíóþ êîäèðóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Ðàçìåð áåëêîâ ñîñòàâëÿåò
165 èëè 166 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ðàçíûõ ïîäòèïîâ �-èíòåðôåðîíà
îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà ïðèìåðíî ïî 20 ÀÊ,
è îáùàÿ ãîìîëîãèÿ ìåæäó âñåìè èçó÷åííûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè �-èíòåðôåðîíîâ ÷åëîâå-
êà ñîñòàâëÿåò îêîëî 52 %.

Äëÿ ôèáðîáëàñòíîãî èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà
(�-èíòåðôåðîí, HuIFN-�) îáíàðóæåí ëèøü îäèí
(íåðàçäðîáëåííûé) ãåí. HuIFN-� ñîñòîèò èç 166
ÀÊ è ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èìååò âûñîêóþ

ãîìîëîãèþ ñ �-èíòåðôåðîíàìè, êîòîðàÿ ñîñòàâ-
ëÿåò ïîðÿäêà 35 % îòíîñèòåëüíî óñðåäíåííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè �-èíòåðôåðîíîâ.

Èììóííûé èíòåðôåðîí ÷åëîâåêà (HuIFN-�)
ñîñòîèò èç 146 ÀÊ è íå èìååò çàìåòíîé ãîìîëî-
ãèè íè ñ �-, íè ñ �-èíòåðôåðîíàìè. Äëÿ íåãî èç-
âåñòåí îäèí ðàçäðîáëåííûé, ýêçîí-èíòðîííûé
ãåí.

Äëÿ âñåõ òðåõ òèïîâ èíòåðôåðîíîâ ÷åëîâåêà
â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èí-
æåíåðèè ñîçäàíû ìíîãî÷èñëåííûå ñóïåðïðîäó-
öåíòû, ÷òî ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ýòè áèîëîãè÷å-
ñêè àêòèâíûå áåëêè â áîëüøîì êîëè÷åñòâå è
ïðàêòè÷åñêè â èíäèâèäóàëüíîì ñîñòîÿíèè (÷å-
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Ðèñ. 7.4. Êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèä äëÿ ïðÿìîé ýêñïðåññèè õèìåðíûõ ëåéêîöèòàðíûõ èíòåðôåðîíîâ
÷åëîâåêà â êëåòêàõ E. coli



ãî íåâîçìîæíî äîáèòüñÿ ïðè âûäåëåíèè èíòåð-
ôåðîíîâ èç ïðèðîäíîãî èñòî÷íèêà). Äàííûå
ïðåïàðàòû è èõ ñìåñè àêòèâíî èñïîëüçóþòñÿ
â ìåäèöèíå äëÿ ðàçðàáîòêè ñõåì ëå÷åíèÿ ðàêî-
âûõ çàáîëåâàíèé, âèðóñíûõ èíôåêöèé è äð.

Îñîáûé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé ïðèâëåêëà
ãðóïïà �-èíòåðôåðîíîâ, òàê êàê èíäèâèäóàëü-
íûå ïîäòèïû HuIFN-� ðàçëè÷àþòñÿ ïî óðîâíþ
ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè äëÿ ðàçíûõ âèðó-
ñîâ. Ïîýòîìó áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ïî ñîçäàíèþ ãèáðèäíûõ ãåíîâ, êîäè-
ðóþùèõ õèìåðíûå (ãèáðèäíûå) �-èíòåðôåðî-
íû, â öåëÿõ âûÿâëåíèÿ ôóíêöèîíàëüíî âàæíûõ
ðàéîíîâ HuIFN-�. Í. Ñòýááèíã ñ ñîàâòîðàìè
(1981–1982 ãã.) ñêîíñòðóèðîâàëè ðÿä ãèáðèäîâ
ìåæäó ãåíàìè IFN-A (IFN-�2) è IFN-D (IFN-�1)
(ðèñ. 7.4). Ãèáðèäíûå ãåíû ýêñïðåññèðîâàëè
â E. coli, ñèíòåçèðîâàííûå õèìåðíûå áåëêè âû-
äåëÿëè è èçó÷àëè èõ àíòèâèðóñíûå ñâîéñòâà.
Îêàçàëîñü, ÷òî ãèáðèäû IFN-� AD èìåþò ñó-
ùåñòâåííî áóëüøóþ àíòèâèðóñíóþ àêòèâíîñòü
ïî ñðàâíåíèþ ñ ðîäèòåëüñêèìè èíòåðôåðîíà-
ìè, à âàðèàíòû IFN-� DA — ñíèæåííóþ.

Å. Öâàðòõîôô ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.) ïðèìå-
íèëè ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé ïîëó÷àòü ðàçíîîá-
ðàçíûå ãèáðèäíûå ãåíû ëåéêîöèòàðíîãî èíòåð-
ôåðîíà, êîòîðûå îáðàçóþòñÿ â ðåçóëüòàòå ðåêîì-
áèíàöèè êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ in vivo. Áûëè
èñïîëüçîâàíû ãåíû ìûøèíûõ èíòåðôåðîíîâ �1
è �4. Ýòè áåëêè ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé ïî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëèøü íà 20 %, òîãäà êàê ïî
ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè ðàçëè÷èÿ ñóùåñò-
âåííûå. Îáà èçó÷àåìûõ ãåíà âñòðàèâàëè â îäíó
âåêòîðíóþ ïëàçìèäó, ïåðåâîäèëè åå â ëèíåéíóþ
ôîðìó è òðàíñôîðìèðîâàëè êëåòêè E. coli recA+

(ðèñ. 7.5). Ïîñëå ðåêîìáèíàöèè in vivo îòáèðàëè
ïëàçìèäû, íåñóùèå ãèáðèäíûå ãåíû �1�4.
Òàêèå âàðèàíòû ãåíîâ îáîçíà÷èëè �14-1, �14-2
è ò. ä. Îáëàñòè êðîññèíãîâåðà â ãèáðèäàõ óñòà-
íàâëèâàëè ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêöèîííîãî àíàëè-
çà. Ñòðóêòóðà íåêîòîðûõ èç ýòèõ ãèáðèäíûõ ãå-
íîâ ïðèâåäåíà íà ðèñ. 7.6. Îêàçàëîñü, ÷òî ðÿä
ãèáðèäíûõ èíòåðôåðîíîâ ïðîÿâëÿåò çíà÷èòåëü-
íî áóëüøóþ ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè ôîð-
ìàìè ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü (ðèñ. 7.7).

Òàêèì îáðàçîì, ñîçäàâàÿ ãèáðèäû ìåæäó
áëèçêîðîäñòâåííûìè �-èíòåðôåðîíàìè, ìîæíî
ïîëó÷èòü âàðèàíòû, ïðåâîñõîäÿùèå ïî ñâîèì
áèîëîãè÷åñêèì ñâîéñòâàì ðîäèòåëüñêèå ôîð-
ìû. Äàííîå íàïðàâëåíèå èññëåäîâàíèé, íåñîì-
íåííî, ïåðñïåêòèâíî äëÿ ìåäèöèíñêîé è âåòå-
ðèíàðíîé ïðàêòèêè. Êðîìå òîãî, êîíñòðóèðîâà-
íèå ãèáðèäîâ áëèçêîðîäñòâåííûõ áåëêîâ ïîçâî-
ëÿåò ãëóáæå ïîíÿòü çàêîíîìåðíîñòè ñòðóêòóð-
íî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè èçó÷àåìîãî
êëàññà áåëêîâ.

Íîâûå òèïû ëå÷åáíûõ ïðåïàðàòîâ ìîæíî ïî-
ëó÷èòü, åñëè ñîçäàòü áåëîê, îáëàäàþùèé áèîëî-
ãè÷åñêèìè àêòèâíîñòÿìè, ñâîéñòâåííûìè äâóì
èëè áîëåå íåðîäñòâåííûì áåëêàì. Íà ïðèíöè-
ïèàëüíóþ âîçìîæíîñòü êîíñòðóèðîâàíèÿ òàêèõ
ìîëåêóë óêàçûâàåò íàëè÷èå ìóëüòèôóíêöèîíà-
ëüíûõ ïðèðîäíûõ áåëêîâ, êîòîðûå ìîãóò ðàçëè-
÷àòüñÿ ïî ñâîåé îðãàíèçàöèè ó ïðîêàðèîò è ýó-
êàðèîò (ñì. 7.2). Ïåðâóþ óñïåøíóþ ðàáîòó
â äàííîì íàïðàâëåíèè âûïîëíèëè Ì. Ñåíî ñ ñî-
àâòîðàìè (1986 ã.). Îíè ñîçäàëè ãèáðèäíûé ãåí,
êîòîðûé êîäèðîâàë õèìåðíûé áåëîê, ñîñòîÿ-
ùèé íà N-êîíöå èç 135 ÀÊ HuIFN-� (äåëåöèÿ
11 ÀÊ ñ C-êîíöà) è èç 134 ÀÊ èíòåðëåéêèíà
2 ÷åëîâåêà (IL-2) íà C-êîíöå (ïîëíàÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü). Èììóííûé èíòåðôåðîí ñîåäèíèëè
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Ðèñ. 7.5. Ñîçäàíèå ãèáðèäíûõ ãåíîâ ìûøèíîãî
èíòåðôåðîíà IFN-�1�4 ðåêîìáèíàöèåé in vivo:

1 — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà IFN-�1, 2 — IFN-�4,

3 — �-ãëîáèíà êðîëèêà; 4 — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ
âèðóñà SV40, 5 — ïëàçìèäû pBR328



ñ èíòåðëåéêèíîì ÷åðåç ñåãìåíò èç ÷åòûðåõ àìè-
íîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Â êëåòêàõ E. coli ñêîíñò-
ðóèðîâàííûé ãèáðèäíûé ãåí ýôôåêòèâíî ýêñï-
ðåññèðîâàëñÿ ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ptrp.
Õèìåðíûé áåëîê âûäåëÿëè è èçó÷àëè åãî ñâîé-
ñòâà. Îêàçàëîñü, ÷òî õèìåðà IFN-�/IL-2 îáëàäà-
åò àêòèâíîñòÿìè îáîèõ ðîäèòåëüñêèõ áåëêîâ
(òàáë. 7.1). Ïðè ýòîì ñîîòíîøåíèå àêòèâíîñòåé
èíòåðôåðîíà è èíòåðëåéêèíà â ìîëåêóëå ó õèìå-
ðû ñîñòàâèëî 109, ò. å. ìàëî îòëè÷àëîñü îò ýòîãî
æå ñîîòíîøåíèÿ äëÿ ïðèðîäíûõ áåëêîâ — 113
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Ðèñ. 7.6. Ñòðóêòóðà ãèáðèäíûõ ãåíîâ ìûøèíûõ ëåéêîöèòàðíûõ èíòåðôåðîíîâ,
ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíàöèè ãåíîâ â êëåòêàõ E. coli.

×åðíûìè áëîêàìè îáîçíà÷åíû îáëàñòè êðîññèíãîâåðà

Ðèñ. 7.7. Ñïåöèôè÷åñêàÿ àíòèâèðóñíàÿ àêòèâíîñòü ëåéêîöèòàðíûõ èíòåðôåðîíîâ ìûøè �1, �4
è èõ ãèáðèäîâ (ñì. ðèñ. 7.6) íà êóëüòóðå êëåòîê L929.

Ïðîòèâîâèðóñíàÿ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëàñü ïî ïîäàâëåíèþ öèòîïàòè÷åñêîãî ýôôåêòà,
âûçûâàåìîãî âèðóñîì âåçèêóëÿðíîãî ñòîìàòèòà

Òàáëèöà 7.1. Áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü áåëêîâ,

ïðîäóöèðóåìûõ â êëåòêàõ E. coli

êëîíèðîâàííûìè ãåíàìè

Ãèáðèäíàÿ
ïëàçìèäà

Áåëîê

Àêòèâíîñòü
(å.à./ë êóëüòóðû)

IFN-� IL-2

pIFL9906 IFN-�/IL-2 1,2 � 106 1,1 � 104

pHITtrp1101 IFN-� 300,0 � 106 0
pTF1 IL-2 0 12,0 � 104



7.4. ÈÌÌÓÍÎÒÎÊÑÈÍÛ

Â íà÷àëå ÕÕ â. Ï. Ýðëèõ âûñêàçàë ïðåäïî-
ëîæåíèå î âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàòü àíòèòåëà â
êà÷åñòâå íîñèòåëåé ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ àãåíòîâ.
Îäíàêî ðåàëèçîâûâàòüñÿ äàííûé ïîäõîä íà÷àë
ëèøü â 1970-å ãã. Çà ïðîøåäøåå âðåìÿ äîñòèãíóò
çíà÷èòåëüíûé ïðîãðåññ â èçáèðàòåëüíîì óíè÷òî-
æåíèè êëåòîê in vitro è in vivo ïðè âçàèìîäåéñò-
âèè èõ ñ àíòèòåëàìè, ñîåäèíåííûìè ñ òîêñè÷å-
ñêèìè àãåíòàìè. Òàêèå áåëêîâûå ãèáðèäû, ïîëó-
÷àåìûå â ðåçóëüòàòå õèìè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ
(êîíúþãàöèè) in vitro ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë
(èììóíîãëîáóëèíîâ) ñ ïîëèïåïòèäíûìè òîêñè-
íàìè, íàçûâàþò èììóíîòîêñèíàìè.

Õîðîøî èçó÷åí äèôòåðèéíûé òîêñèí (ÄÒ),
ñèíòåçèðóåìûé ïàòîãåííîé áàêòåðèåé Coryne-

bacterium diphtheriae. Ïåðâîíà÷àëüíî òîêñèí
ïðîèçâîäèòñÿ â íåàêòèâíîé ôîðìå (ïðîòîêñèí),
çàòåì ïîñëå ñïåöèôè÷íîãî ýíäîïðîòåàçíîãî ðàñ-
ùåïëåíèÿ áåëîê ðàñïàäàåòñÿ íà äâå ôóíêöèîíà-
ëüíî è èììóíîõèìè÷åñêè ðàçëè÷íûå ñóáúåäèíè-
öû — À (21 êÄà) è Â (39 êÄà). Ïðè ýòîì ïðîèñõî-
äÿò çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ âî âòîðè÷íîé
ñòðóêòóðå ïîëèïåïòèäîâ, îáåñïå÷èâàþùèå ïîÿâ-
ëåíèå ñïåöèôè÷íûõ ñâîéñòâ òîêñèíà (÷àñòî ýòîò
ïðîöåññ íàçûâàþò àêòèâàöèåé òîêñèíà). Òîêñè-
÷åñêèé ýôôåêò îáóñëîâëåí äåéñòâèåì N-êîíöå-
âîé ñóáúåäèíèöû À, êîòîðàÿ îáëàäàåò NAD-ãëè-
êîãèäðîëàçíîé è ADP-ðèáîçèëòðàíñôåðàçíîé
àêòèâíîñòÿìè. Â ðåçóëüòàòå êàòàëèçèðóåìûõ
ýòèì ôåðìåíòîì ðåàêöèé ïðîèñõîäèò ñïåöèôè-
÷åñêàÿ èíàêòèâàöèÿ ýóêàðèîòè÷åñêîãî ôàêòîðà
ýëîíãàöèè EF-2, ïîñëå ÷åãî òîò òåðÿåò ñïîñîá-
íîñòü ñâÿçûâàòüñÿ ñ ðèáîñîìàìè 80S è, ñëåäîâà-
òåëüíî, ó÷àñòâîâàòü â áèîñèíòåçå áåëêà. Â îñíî-
âå ìîëåêóëÿðíîãî ìåõàíèçìà èíàêòèâàöèè EF-2
ëåæàò äâå ôåðìåíòàòèâíûå ðåàêöèè, êîòîðûå êà-
òàëèçèðóþòñÿ ñóáúåäèíèöåé À äèôòåðèéíîãî
òîêñèíà ïîñëå ïðîíèêíîâåíèÿ åãî â öèòîïëàçìó
ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè:

1. NAD+ + H2O � ADP-ðèáîçà + Íèêîòèíàìèä + H+

2. ADP-ðèáîçà + EF-2 � ADP-ðèáîçà–EF-2

Íà ïåðâîì ýòàïå òîêñèí ãèäðîëèçóåò NAD

äî ADP-ðèáîçû è íèêîòèíàìèäà, íà âòîðîì —

ïåðåíîñèò ADP-ðèáîçó íà EF-2. Ïðè ýòîì êîìï-
ëåêñ EF-2–ADP-ðèáîçà ïîëíîñòüþ íåàêòèâåí.
Ñóáúåäèíèöà À íå ñïîñîáíà êàòàëèçèðîâàòü
ADP-ðèáîçèëèðîâàíèå ôàêòîðà ýëîíãàöèè G
ìèòîõîíäðèé è EF-G áàêòåðèé. Ïîýòîìó äèôòå-
ðèéíûé òîêñèí íå íàðóøàåò ïðîöåññ ñèíòåçà
áåëêà íà 70S-ðèáîñîìàõ.

Ñêîðîñòü è ýôôåêòèâíîñòü ðåàêöèé, êàòàëè-
çèðóåìûõ ñóáúåäèíèöåé À, î÷åíü âûñîêà. Èç-
âåñòíî, ÷òî äîñòàòî÷íî îäíîé ìîëåêóëû ñóáú-
åäèíèöû À, ÷òîáû óáèòü êëåòêó-ìèøåíü. Âàæ-
íî îòìåòèòü, ÷òî â îòñóòñòâèå ñóáúåäèíèöû Â
ñóáúåäèíèöà À íå ìîæåò ïðîíèêíóòü â êëåòêó
è ïîýòîìó íå ïðîÿâëÿåò òîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà.

Äåéñòâèå äèôòåðèéíîãî òîêñèíà ïðîÿâëÿåò-
ñÿ â ðåçóëüòàòå ïîñëåäîâàòåëüíûõ ïðîöåññîâ,
òàêèõ êàê àäñîðáöèÿ íà ñïåöèôè÷åñêèõ êëåòî÷-
íûõ ðåöåïòîðàõ (îáåñïå÷èâàåòñÿ ñóáúåäèíè-
öåé Â), òðàíñïîðò ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìá-
ðàíó â öèòîïëàçìó êëåòêè è èíàêòèâàöèÿ âíóò-
ðèêëåòî÷íîé ìèøåíè — EF-2 (ñóáúåäèíèöà À).

Èçó÷åíèå ðàçëè÷íûõ áàêòåðèàëüíûõ òîêñè-
íîâ ïîêàçàëî, ÷òî ôðàãìåíòèðîâàíèå ïîëèïåï-
òèäíîé öåïè ïðîòîêñèíà ñ îáðàçîâàíèåì ôåð-
ìåíòàòèâíî-àêòèâíîé ñóáúåäèíèöû è àêöåïòîð-
íîé ñóáúåäèíèöû — øèðîêî ðàñïðîñòðàíåí-
íûé ìåõàíèçì. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ýêçî-
òîêñèí áàêòåðèè Pseudomonas (PE) èìååò îò-
ëè÷íîå îò ÄÒ ðàñïîëîæåíèå ôóíêöèîíàëüíûõ
äîìåíîâ íà ìîëåêóëå ïðîòîêñèíà (ðèñ. 7.8) è
çíà÷èòåëüíî îòëè÷àåòñÿ îò íåãî ïî àìèíîêèñ-
ëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íî ïðè ýòîì ôåð-
ìåíòàòèâíî àêòèâíàÿ ñóáúåäèíèöà III PE êàòà-
ëèçèðóåò òàêóþ æå ìîäèôèêàöèþ EF-2. ßâëå-
íèå ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâàöèè èçâåñòíî òàê-
æå è äëÿ ðàñòèòåëüíûõ òîêñèíîâ, òàêèõ êàê ðè-
öèí, ðàáèí è ìîäåêñèí.

Ïîñëå òîãî êàê áûëà óñòàíîâëåíà ñòðóêòóð-
íî-ôóíêöèîíàëüíàÿ îðãàíèçàöèÿ ðÿäà òîêñèíîâ
áàêòåðèàëüíîãî è ðàñòèòåëüíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ, ñòàëè ïðåäïðèíèìàòüñÿ ïîïûòêè ñîçäàíèÿ
èììóíîòîêñèíîâ. Îñîáåííî àêòèâíî äëÿ ýòèõ
öåëåé èñïîëüçîâàëè ðèöèí è, â ìåíüøåé ñòåïå-
íè, äèôòåðèéíûé òîêñèí. Îêàçàëîñü, ÷òî çàìå-
íà Â-ñóáúåäèíèöû ðàçëè÷íûìè ìîëåêóëàìè
(ãîðìîíàìè, ôàêòîðàìè ðîñòà, àíòèòåëàìè)
ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë,
ó êîòîðûõ ñïåöèôè÷íîñòü ñâÿçûâàíèÿ ñ êëåò-
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(óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü IFN-� — 4,5 � 106 å.à./ìã,
à IL-2 — 4 � 104 å.à./ìã). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî â ñîñòàâå õèìåðû îáà
áåëêà ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ñîõðàíÿëè ñâîþ

áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. Ýòî óêàçûâàåò íà
áîëüøóþ ïåðñïåêòèâíîñòü ñîçäàíèÿ íîâîãî
òèïà ëå÷åáíûõ ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå õèìåðíûõ
áåëêîâ.

ÄÒ

ÄÒ



êàìè èçìåíåíà, íî òîêñè÷åñêèé ýôôåêò À-ñóáú-
åäèíèöû ñîõðàíåí. Òàêèå áåëêè íå ñòîëü òîê-
ñè÷íû äëÿ îðãàíèçìà â öåëîì, êàê ïðèðîäíûé
òîêñèí, íî âûñîêîòîêñè÷íû äëÿ êëåòîê-ìèøå-
íåé. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî íà êëåòêàõ, ó êîòîðûõ
íåò ñîîòâåòñòâóþùèõ ðåöåïòîðîâ, òîêñè÷åñêî-
ãî ýôôåêòà îíè íå ïðîÿâëÿþò.

Ñîçäàíèå èììóíîòîêñèíîâ — ýòî íîâûé ñî-
âðåìåííûé ïîäõîä â ôàðìàêîëîãèè. Ïðåïàðàòû
äàííîãî òèïà ìîãóò áûòü î÷åíü ýôôåêòèâíû

ïðè òåðàïèè îïóõîëåé, ìîäóëÿöèè èììóííîãî
îòâåòà è äð. Îäíàêî ïåðâîíà÷àëüíî ðàçðàáîòàí-
íûé ìåòîä äîâîëüíî òðóäîåìêèé è, êðîìå òîãî,
íå îáåñïå÷èâàåò ñòàíäàðòíîñòè èììóíîòîêñè-
íà: íåîáõîäèìî âûäåëÿòü À-ñóáúåäèíèöó òîêñè-
íà, öåëåâîé áåëîê, îáåñïå÷èâàþùèé ñâÿçûâà-
íèå ñ îïðåäåëåííûìè ðåöåïòîðàìè, çàòåì îñó-
ùåñòâëÿòü êîíúþãàöèþ ýòèõ êîìïîíåíòîâ ÷å-
ðåç äèñóëüôèäíóþ ñâÿçü.

202 Ãëàâà 7. ÁÅËÊÎÂÀß ÈÍÆÅÍÅÐÈß

Ðèñ. 7.8. Ñõåìàòè÷íàÿ ñòðóêòóðà áàêòåðèàëüíûõ òîêñèíîâ è ðåêîìáèíàíòíûõ òîêñèíîâ.

À, III – ôåðìåíòàòèâíûé äîìåí; Â, Ià – äîìåí àäñîðáöèè; Ò, II – äîìåí òðàíñëîêàöèè äèôòåðèéíîãî è ïñåâäîìîíàäíîãî
òîêñèíîâ. Ib – ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ðàçäåëÿþùàÿ äîìåíû II è III. VH è VL – âàðèàáåëüíûå äîìåíû ñîîòâåòñòâåííî òÿæå-

ëîé è ëåãêîé öåïåé ñïåöèôè÷íîãî èììóíîãëîáóëèíà

Òàáëèöà 7.2. Ïðèìåðû êëèíè÷åñêè òåñòèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíûõ èììóíîòîêñèíîâ

Àíòèãåí Ëèãàíä Áàçîâûé òîêñèí Çàáîëåâàíèå

IL2R IL-2 DT Õðîíè÷åñêàÿ ëèìôîöèòàðíàÿ ëåéêåìèÿ,
ëèìôîìà

CD22 dsFv PE Õðîíè÷åñêàÿ ëèìôîöèòàðíàÿ ëåéêåìèÿ,
ëèìôîìà

CD25 scFv PE Ëåéêåìèè, ëèìôîìà
GM-CSF GM-CSF DT Îñòðàÿ ìèåëîãåííàÿ ëåéêåìèÿ

Ley scFv PE Êàðöèíîìà
Ley dsFv PE Êàðöèíîìà

EGFR TGF� PE Ðàê ìî÷åâîãî ïóçûðÿ
erbB2 dsFv PE Ðàê ãðóäè
IL4R IL-4 PE Ãëèîìà

IL13R IL-13 PE Êàðöèíîìà ïî÷êè
Ìåçîòåëèí dsFv PE Ìåçîòåëèîìà

EGFR EGF DT Êàðöèíîìà

Ïðèìå÷àíèå. Êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëèãàíäà è ôåðìåíòàòèâíî àêòèâíîé ÷àñòè áàçîâîãî òîê-
ñèíà ñîåäèíÿëèñü â ñîâïàäàþùåé ðàìêå òðàíñëÿöèè (ñì. ðèñ. 7.8).

IL2R, IL4R, IL13R — ðåöåïòîðû èíòåðëåéêèíîâ 2, 4 è 13; GM-CSF — ãðàíóëîöèò-ìàêðîôàã êîëîíèåñòè-
ìóëèðóþùèé ôàêòîð; Ley — óãëåâîäíûé àíòèãåí, ñïåöèôè÷íûé äëÿ êàðöèíîì; EGFR — ðåöåïòîð ýïèäåðìà-
ëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà; TGF� — òðàíñôîðìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà; erbB2 — àíòèãåí, ñïåöèôè÷íûé äëÿ ðàêà
ãðóäè; scFv, dsFv — ðåêîìáèíàíòíûé îäíîöåïî÷å÷íûé èëè äèñóëüôèä-ñòàáèëèçèðîâàííûé âàðèàáåëüíûé äî-
ìåí ñïåöèôè÷íîãî èììóíîãëîáóëèíà.



Ïðåîäîëåòü äàííîå çàòðóäíåíèå óäàëîñü
Äæ. Ìàðôè ñ ñîàâòîðàìè (1983–1988 ãã.), âû-
ïîëíèâøèì ñåðèþ ãåííî-èíæåíåðíûõ ðàáîò ïî
ñîçäàíèþ õèìåðíûõ òîêñèíîâ. Ïðåæäå âñåãî
áûë êëîíèðîâàí ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé
ïðîìîòîð è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ
ñèãíàëüíûé ïåïòèä è À-ñóáúåäèíèöó äèôòå-
ðèéíîãî òîêñèíà. Ïîëó÷åí øòàìì E. coli, ïðî-
äóöèðóþùèé ãèáðèäíûé áåëîê è ñåêðåòèðóþ-
ùèé åãî â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî
êëåòîê. Çàòåì áûë ñêîíñòðóèðîâàí ãèáðèäíûé
ãåí äèôòåðèéíîãî òîêñèíà, ó êîòîðîãî 3�-êîíöå-
âîé ó÷àñòîê, êîäèðóþùèé ðåöåïòîðñâÿçûâàþ-
ùèé äîìåí Â, çàìåíåí íà ñèíòåòè÷åñêèé ãåí-ýê-
âèâàëåíò ìåëàíîöèòñòèìóëèðóþùåãî ãîðìîíà
� ÷åëîâåêà (�MSH, ñîñòîèò èç 13 ÀÊ). Õèìåð-
íûé áåëîê tox–�MSH òàêæå ñåêðåòèðîâàëñÿ
â ïåðèïëàçìó E. coli. Îí îêàçàëñÿ ñåëåêòèâíî
òîêñè÷íûì äëÿ êóëüòóðû êëåòîê çëîêà÷åñòâåí-
íîé ìåëàíîìû ÷åëîâåêà (NEL-M1), èìåþùèõ
íà ïîâåðõíîñòè ðåöåïòîðû äëÿ �MSH, è íå äåé-
ñòâîâàë íà êóëüòóðû êëåòîê êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà
(CHO) è àôðèêàíñêîé çåëåíîé ìàðòûøêè, íå
èìåþùèõ �MSH-ðåöåïòîðîâ. Ïîñëå ýòîãî áûë
ñîçäàí øòàìì E. coli, ïðîäóöèðóþùèé õèìåð-
íûé áåëîê tox–IL2, ó êîòîðîãî áóëüøàÿ ÷àñòü
ðåöåïòîðñâÿçûâàþùåãî äîìåíà äèôòåðèéíîãî
òîêñèíà çàìåùåíà ñîîòâåòñòâóþùèì äîìåíîì
ôàêòîðà ðîñòà ÷åëîâå÷åñêèõ T-ëèìôîöèòîâ —
èíòåðëåéêèíà 2 (IL-2) (ñì. ðèñ. 7.8). Ïîëó÷åí-
íûé òîêñèí ïðîÿâëÿë òîêñè÷åñêèé ýôôåêò ïî
îòíîøåíèþ ê T-êëåòêàì ÷åëîâåêà è ìûøè. Áî-

ëåå òîãî, ïðè ââåäåíèè ìûøàì îí îáëàäàë èì-
ìóíîñóïðåññèâíûìè ñâîéñòâàìè, ò. å. ÿâëÿëñÿ
èììóíîòîêñèíîì íàïðàâëåííîãî äåéñòâèÿ.

Â ïîñëåäóþùèå ãîäû áûëè ñîçäàíû ðàçíûå
âàðèàíòû ðåêîìáèíàíòíûõ èììóíîòîêñèíîâ,
ñîñòîÿùèõ èç òîêñè÷åñêèõ äîìåíîâ ïñåâäîìî-
íàäíîãî èëè äèôòåðèéíîãî òîêñèíîâ, ñëèòûõ ñ
àíòèãåíñâÿçûâàþùèìè ïîëèïåïòèäàìè, ÷àñòî
íàçûâàåìûìè ëèãàíäàìè. Â êà÷åñòâå òàêèõ ëè-
ãàíäîâ îáû÷íî èñïîëüçóþò ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè öèòîêèíîâ èëè âàðèàáåëüíûõ ðàéîíîâ èì-
ìóíîãëîáóëèíîâ. Íåêîòîðûå èç ñîçäàííûõ ðå-
êîìáèíàíòíûõ èììóíîòîêñèíîâ äîøëè äî ýòà-
ïà êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé (òàáë. 7.2). Íàèëó÷-
øèõ ðåçóëüòàòîâ óäàëîñü äîáèòüñÿ ïðè ëå÷åíèè
ðàêîâûõ çàáîëåâàíèé êðîâè, òàê êàê îíè íàèáî-
ëåå îïòèìàëüíû äëÿ âîçäåéñòâèÿ èììóíîòîêñè-
íîâ, ïîñêîëüêó çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè â ýòèõ
ñëó÷àÿõ â îñíîâíîì íàõîäÿòñÿ âíóòðè ñîñóäîâ è
äîñòóïíû ïðè âíóòðèâåííîì ââåäåíèè ëå-
êàðñòâ. Ïàöèåíòû ñ òàêèìè çàáîëåâàíèÿìè ÷àñ-
òî èìåþò èììóíîäåôèöèò è ïîýòîìó ïðàêòè÷å-
ñêè íå îáóñëîâëèâàþò àíòèòåëüíûé îòâåò ïðî-
òèâ ïðèìåíÿåìîãî èììóíîòîêñèíà.

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîäû ãåíåòè÷åñêîé èíæå-
íåðèè ïîçâîëÿþò ñîçäàâàòü õèìåðíûå èììóíî-
òîêñèíû, êîòîðûå ìîæíî â áîëüøèõ êîëè÷åñò-
âàõ íàðàáàòûâàòü â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ, ïî-
ëó÷àòü ñòàíäàðòíûå âûñîêîî÷èùåííûå ïðåïà-
ðàòû è èñïîëüçîâàòü èõ äëÿ êëèíè÷åñêèõ öåëåé.
Î÷åâèäíî, ÷òî äàííîå íàïðàâëåíèå èññëåäîâà-
íèé èìååò áîëüøîå áóäóùåå.

7.5. ÔÀÃÎÂÛÉ ÄÈÑÏËÅÉ

7.5.1. Ïðèíöèï ìåòîäà

Ïðîñòîòà îðãàíèçàöèè âèðèîíà è î÷åíü âû-
ñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ âèðóñà, äîñòèãàåìàÿ ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè â êëåòêàõ E. coli (áîëåå
1012 ÷àñòèö â 1 ìë), ïîçâîëèëè ðåàëèçîâàòü äëÿ
íèòåâèäíûõ ôàãîâ (ñì. 2.2.6) ïîäõîä, ïîëó÷èâ-
øèé íàçâàíèå «ôàãîâûé äèñïëåé». Åãî ñóòü çà-
êëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî â ñîñòàâå õèìåðíûõ îáî-
ëî÷å÷íûõ áåëêîâ íèòåâèäíûõ ôàãîâ ýêñïðåññè-
ðóþòñÿ öåëåâûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòè, êîòîðûå ïîñëå ñáîðêè ôàãîâûõ ÷àñòèö
íàõîäÿòñÿ (ïðåäñòàâëÿþòñÿ) íà èõ ïîâåðõíîñòè.
Ïðè ýòîì ãåíû ñî âñòðîéêàìè, êîäèðóþùèìè
öåëåâûå ïåïòèäû, íàõîäÿòñÿ âíóòðè òàêèõ âè-
ðèîíîâ â ñîñòàâå óïàêîâàííîãî ôàãîâîãî ãåíî-
ìà, ò. å. õèìåðíûé áåëîê è êîäèðóþùèé åãî ãåí
ôèçè÷åñêè ñöåïëåíû (ðèñ. 7.9). Ãèáðèäíûå âè-
ðèîíû ìîãóò áûòü ñåëåêòèðîâàíû ïóòåì àô-
ôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ ïðåäñòàâëåííûõ íà èõ ïî-
âåðõíîñòè ÷óæåðîäíûõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëå-

äîâàòåëüíîñòåé ñ êàêèìè-ëèáî ìàêðîìîëåêóëà-
ìè. Òàêèì îáðàçîì èíòåðåñóþùèé èññëåäîâàòå-
ëÿ âàðèàíò ôàãà ìîæíî âûäåëèòü è ðàçìíîæèòü
äëÿ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

Îñíîâíûå ïðèíöèïû ôàãîâîãî äèñïëåÿ áû-
ëè çàëîæåíû óæå â ïåðâîé ðàáîòå Ã. Ñìèòà,
îïóáëèêîâàííîé â 1985 ã. Â ñîñòàâ ãåíà III ôàãà
f1 ïî óíèêàëüíîìó ó÷àñòêó ãèäðîëèçà ðåñòðèê-
òàçîé BamHI áûëè âñòðîåíû Sau3AI-ôðàãìåí-
òû ãåíà ðåñòðèêòàçû EcoRI. Îäèí èç îòîáðàí-
íûõ ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòîê E. coli ãèáðèä-
íûé âàðèàíò ôàãà, îáîçíà÷åííûé fECO1 è íà-
çâàííûé ñëèòûì ôàãîì (fusion phage), ñîäåð-
æàë âñòàâêó ðàçìåðîì 171 ïí, êîòîðàÿ ðàñïîëà-
ãàëàñü ìåæäó ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, êîäèðóþ-
ùèìè C- è N-êîíöåâûå äîìåíû pIII, è íå íàðó-
øàëà ðàìêó òðàñëÿöèè äàííîãî ôàãîâîãî áåëêà.

Áåëîê pIII íèòåâèäíûõ ôàãîâ òðåáóåòñÿ íå
òîëüêî äëÿ àäñîðáöèè ôàãîâûõ ÷àñòèö íà F-ïè-
ëÿõ êëåòîê E. coli, íî òàêæå äëÿ çàâåðøåíèÿ
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ïðîöåññà ñáîðêè âèðèîíîâ è ñòàáèëèçàöèè èõ
ñòðóêòóðû. Çàäåðæêà â ïðèñîåäèíåíèè pIII ïðè-
âîäèò ê îáðàçîâàíèþ íåîáû÷íî äëèííûõ ÷àñ-
òèö òàê íàçûâàåìîãî ïîëèôàãà, ñîäåðæàùåãî
äâà è áîëåå ôàãîâûõ ãåíîìà. Äàæå ôàãè äèêîãî
òèïà îáû÷íî ïðîäóöèðóþò îêîëî 5 % ïîòîìñòâà
â âèäå ïîëèôàãîâ. N-êîíöåâîé äîìåí, âêëþ÷àþ-
ùèé 2/3 ìîëåêóëû pIII, îáóñëîâëèâàåò àäñîðá-
öèþ ôàãîâûõ ÷àñòèö íà êëåòêàõ E. coli, â òî âðå-
ìÿ êàê Ñ-êîíöåâàÿ ÷àñòü äàííîãî áåëêà êîíòðî-
ëèðóåò ñáîðêó âèðèîíîâ è ñòàáèëüíîñòü èõ
ñòðóêòóðû. Ìóòàíòû ôàãà, ïðîäóöèðóþùèå áå-
ëîê pIII, óòðàòèâøèé áóëüøóþ ÷àñòü N-êîíöå-
âîãî äîìåíà, îáðàçóþò íîðìàëüíîå ÷èñëî íåèí-
ôåêöèîííûõ ÷àñòèö ìîíîôàãîâ, íî ìóòàíòû ïî
Ñ-êîíöåâîìó äîìåíó pIII ëèáî ëåòàëüíû äëÿ
áàêòåðèè, ëèáî ïðîäóöèðóþò íåèíôåêöèîííûå
è îòíîñèòåëüíî íåñòàáèëüíûå ïîëèôàãè.

Ôàã fECO1 ôîðìèðîâàë î÷åíü ìåëêèå áëÿø-
êè íà ãàçîíå êëåòîê E. coli, åãî èíôåêöèîííîñòü
ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì ôàãîì áûëà ñíèæåíà
â 25 ðàç è â ïîòîìñòâå áûëî çíà÷èòåëüíî âûøå
ñîäåðæàíèå ìóëüòèìåðíûõ ïîëèôàãîâ. Òåì íå
ìåíåå àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû, êîäèðóåìûå
âñòàâêîé 171 ïí èç ñîñòàâà ãåíà EcoRI, áûëè
ïðåäñòàâëåíû íà ïîâåðõíîñòè âèðèîíà, ïî-
ñêîëüêó ãèáðèäíûé ôàã fECO1 ýôôåêòèâíî
íåéòðàëèçîâàëñÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ðåñòðèêòà-
çû EcoRI, â òî âðåìÿ êàê íà ôàã f1 ýòè àíòèòåëà
íå îêàçûâàëè íèêàêîãî âëèÿíèÿ.

Àíòèòåëà ïðîòèâ EcoRI Ã. Ñìèò àäñîðáèðî-
âàë íà ïîâåðõíîñòè ïîëèñòèðåíîâîé ÷àøêè
Ïåòðè è íàíîñèë íà íåå ñìåñü, ñîäåðæàùóþ
fECO1 (106 ÁÎÅ/ìë) è áîëüøîé èçáûòîê
M13mp8 (6 � 1010 ÁÎÅ/ìë). Íåñâÿçàâøèåñÿ ôà-
ãè ñìûâàëè ñ ÷àøåê ñâåæåé ñðåäîé, à çàòåì

ýëþèðîâàëè àäñîðáèðîâàâøèåñÿ ôàãîâûå ÷àñ-
òèöû êèñëûì áóôåðîì, íåéòðàëèçîâàëè åãî ùå-
ëî÷üþ è òèòðîâàëè ïîëó÷åííûé ïðåïàðàò íà
ðàçíûõ øòàììàõ E. coli. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðå-
ïàðàò ãèáðèäíîãî ôàãà çà îäèí öèêë ìîæåò áûòü
îáîãàùåí ÷àñòèöàìè, ñâÿçûâàþùèìèñÿ ñî ñïå-
öèôè÷íûìè ê âñòðîéêå àíòèòåëàìè, â 1500–
7200 ðàç. Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ
àâòîð ñäåëàë çàêëþ÷åíèå, ÷òî àíòèòåëà ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ îòáîðà ñïåöèôè÷íûõ
êëîíîâ èç áèáëèîòåêè ñëèòûõ ôàãîâ, ñîäåðæà-
ùèõ ðàçíîîáðàçíûå ñëó÷àéíûå âñòàâêè êîäè-
ðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Â ñëåäóþùåé ðàáîòå Ñ. Ïàðìëåé è Ã. Ñìèò
(1988 ã.) çíà÷èòåëüíî óëó÷øèëè ïðîöåäóðó àô-
ôèííîé ñåëåêöèè ñëèòûõ ôàãîâ íà ñïåöèôè÷-
íûõ àíòèòåëàõ, âîñïîëüçîâàâøèñü òåì, ÷òî áèî-
òèíèëèðîâàííûå àíòèòåëà ñ âûñîêîé ýôôåêòèâ-
íîñòüþ ñâÿçûâàþòñÿ ñî ñòðåïòàâèäèíîì (ñì.
1.7.6). Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè áèîòèíèëèðîâàí-
íûå àíòèòåëà ïðîòèâ �-ãàëàêòîçèäàçû è ãèáðèä-
íûå ôàãè fd-tet, ó êîòîðûõ â ñîñòàâ ãåíà III áûëè
âñòðîåíû â ïðàâèëüíîé ðàìêå òðàíñëÿöèè ôðàã-
ìåíòû ãåíà lacZ ðàçìåðîì 71 ïí (ïîëîæåíèÿ
1338–1408 êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
lacZ) èëè 335 ïí (ïîëîæåíèÿ 861–1195). Íà ïî-
âåðõíîñòè ïîëèñòèðåíîâûõ ÷àøåê Ïåòðè àäñîð-
áèðîâàëè ñòðåïòàâèäèí è íàíîñèëè íà íèõ ñìåñü
ñëèòûõ ôàãîâ è ôàãîâ äèêîãî òèïà f1, ïðåäâàðè-
òåëüíî èíêóáèðîâàííûõ ñ áèîòèíèëèðîâàííûìè
àíòèòåëàìè ïðîòèâ �-Gal (ðèñ. 7.10). Ïîñëå àä-
ñîðáöèè è îòìûâêè ñâÿçàâøèåñÿ ôàãîâûå ÷àñòè-
öû ýëþèðîâàëè êèñëûì áóôåðîì, êîòîðûé çàòåì
íåéòðàëèçîâàëè ùåëî÷üþ. Îêàçàëîñü, ÷òî äàæå
ïðè èçáûòêå ôàãà äèêîãî òèïà â 108 ðàç óäàåòñÿ
óñïåøíî îáîãàùàòü ñëèòûé ôàã â 6 � 104 – 1 � 105

ðàç çà îäèí öèêë àäñîðáöèè. Ïîëó÷åííûì ïðå-
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ïàðàòîì, ñîäåðæàùèì êàê îáîãàùåííûé ñëèòûé
ôàã, òàê è íåñïåöèôè÷íî ñâÿçàâøèéñÿ ñ àíòèòå-
ëàìè ôàã äèêîãî òèïà, èíôèöèðîâàëè êëåòêè E.

coli è ðàñïðåäåëÿëè èõ ïî àãàðèçîâàííîé ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå ñ òåòðàöèêëèíîì äëÿ ðàçìíîæå-
íèÿ ôàãà, êîòîðûé ïîäâåðãàëè âòîðîìó öèêëó
àôôèííîé àäñîðáöèè ñ àíòèòåëàìè. Ïðè ýòîì
äîñòèãàëîñü îáîãàùåíèå ñëèòîãî ôàãà óæå â 106

ðàç. Ðàçðàáîòàííàÿ ïðîöåäóðà áûëà íàçâàíà
áèîïåíèíãîì (îò àíãë. panning — ïðîìûâêà çî-
ëîòîíîñíîãî ïåñêà). Â äàëüíåéøåì êðîìå áåëêà
pIII â êà÷åñòâå íîñèòåëåé äëÿ áèîïåíèíãà èñïû-
òûâàëè áåëêè pVIII è pVI. Îäíàêî íàèëó÷øèå
ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû äëÿ pIII, è ïîýòîìó â áîëü-
øèíñòâå ðàáîò èñïîëüçóþò âñòðîéêè â ãåí III

íèòåâèäíûõ ôàãîâ.

7.5.2. Ïåïòèäíûå ôàãîâûå áèáëèîòåêè

Ã. Ñìèò è Ñ. Ïàðìëåé, îñíîâûâàÿñü íà ðå-
çóëüòàòàõ ìîäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ, ñôîðìó-
ëèðîâàëè êîíöåïöèþ ôàãîâîé ýïèòîïíîé (ïåï-
òèäíîé) áèáëèîòåêè, êîòîðàÿ ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé ñìåñü íèòåâèäíûõ ôàãîâ, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ â ñîñòàâå ñâîåãî ïîâåðõíîñòíîãî áåëêà
â èììóíîõèìè÷åñêè äîñòóïíîì âèäå ëþáûå
âîçìîæíûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè îïðåäåëåííîãî ðàçìåðà. Íàïðèìåð, ïåï-
òèä äëèíîé 6 ÀÊ èìååò 64 ìëí ðàçëè÷íûõ âà-
ðèàíòîâ.

Áèîïåíèíã òàêîé ýïèòîïíîé áèáëèîòåêè
ñ îïðåäåëåííûì ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì
ïîçâîëÿåò îòáèðàòü ñëèòûå ôàãè, ñïåöèôè÷íî

âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ ýòèì àíòèòåëîì. Ñåêâå-
íèðîâàíèå âñòðîåê â ãåíîìå îòîáðàííûõ êëîíîâ
ôàãà äàåò èíôîðìàöèþ î ñòðóêòóðå ýïèòîïà
(ýïèòîïîâ), óçíàâàåìîãî èçó÷àåìûì àíòèòåëîì.
Ïîëó÷åííàÿ èíôîðìàöèÿ ìîæåò áûòü èñïîëüçî-
âàíà äëÿ êàðòèðîâàíèÿ ýïèòîïîâ íà îïðåäåëåí-
íîì áåëêå, ïðè ðàçðàáîòêå òåñò-ñèñòåì äëÿ
èäåíòèôèêàöèè èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ, äèçàé-
íå ãåííî-èíæåíåðíûõ âàêöèí.

Èäåþ ýïèòîïíîé áèáëèîòåêè ðåàëèçîâàëè
Äæ. Ñêîòò è Ã. Ñìèò â 1990 ã. Îíè ñîçäàëè áèá-
ëèîòåêó ôàãîâ, ó êîòîðûõ â ãåí III âñëåä çà ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé ñèãíàëüíûé
ïåïòèä pIII, â òîé æå ðàìêå òðàíñëÿöèè áûëè
âñòðîåíû ñåãìåíòû ÄÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùèå
âñåì âîçìîæíûì âàðèàíòàì ãåêñàïåïòèäîâ. Òà-
êèì îáðàçîì, èíäèâèäóàëüíûé ôàã ñîäåðæàë
â ãåíîìå îäíó èç ïðèìåðíî 109 ðàçëè÷íûõ
âñòðîåííûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òåé è ïðåäñòàâëÿë íà âèðèîíå ñîîòâåòñòâóþùèé
ãåêñàïåïòèäíûé ýïèòîï â ñîñòàâå ñâîèõ ïÿòè
ìîëåêóë pIII. Íà N-êîíöå çðåëîãî áåëêà pIII

âñòðîåííûé ãåêñàïåïòèä áûë îãðàíè÷åí ÷å-
òûðüìÿ àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè.

Â êà÷åñòâå ìîäåëüíîé ñèñòåìû äëÿ òåñòèðî-
âàíèÿ ýïèòîïíîé áèáëèîòåêè àâòîðû âûáðàëè
äâà ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåëà (monoclonal anti-

body, MAb) — À2 è Ì33, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ
ãåêñàïåïòèäíîãî ýïèòîïà (DFLEKI) áåëêà ìèî-
ãåìåðèòðèíà. Ïîñëå âòîðîãî è òðåòüåãî öèêëîâ
áèîïåíèíãà âûäåëÿëè ÄÍÊ èíäèâèäóàëüíûõ
êëîíîâ ñëèòûõ ôàãîâ è ñåêâåíèðîâàëè âñòðîéêè
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1 — îëèãîíóêëåîòèäíàÿ âñòðîéêà, êîäèðóþùàÿ ýïèòîï; 2 — ýïèòîï; 3 — áèîòèíèëèðîâàííîå àíòèòåëî;
4 — ÷àøêà Ïåòðè ñ àäñîðáèðîâàííûì ñòðåïòàâèäèíîì



â ãåíå III. Ðåçóëüòàòû ýòèõ ýêñïåðèìåíòîâ, ïðåä-
ñòàâëåííûå â òàáë. 7.3, äåìîíñòðèðóþò ðàçíî-
îáðàçèå ýïèòîïîâ, ñ ðàçëè÷íîé ýôôåêòèâ-
íîñòüþ âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ âûáðàííûìè ìî-
íîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè.

Ýïèòîïíûå áèáëèîòåêè íà îñíîâå íèòåâèä-
íûõ ôàãîâ îáåñïå÷èâàþò ãîðàçäî áîëåå ýôôåê-
òèâíóþ è äåøåâóþ àëüòåðíàòèâó õèìè÷åñêîìó
ñèíòåçó ïåïòèäîâ ñ öåëüþ êàðòèðîâàíèÿ íåïðå-
ðûâíûõ ýïèòîïîâ, ñâÿçûâàþùèõñÿ ñ MAb. Ñ ïî-
ìîùüþ ôàãîâûõ áèáëèîòåê ìîæíî êàðòèðîâàòü
è ïðåðûâèñòûå êîíôîðìàöèîííûå ýïèòîïû
(ñì. ãë. 17), îäíàêî ýòî îáû÷íî âîçìîæíî òîëüêî
â òîì ñëó÷àå, êîãäà èçâåñòíà òðåõìåðíàÿ ñòðóê-
òóðà áåëêà.

Ýïèòîïíàÿ áèáëèîòåêà ïîçâîëÿåò èäåíòè-
ôèöèðîâàòü ëèãàíäû äëÿ àíòèòåë â ñëîæíîé ïî-
ëèêëîíàëüíîé ñûâîðîòêå. Ïîýòîìó àôôèííûé
îòáîð ñëèòûõ ôàãîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ñûâîðî-
òîê êðîâè ïàöèåíòîâ, èíôèöèðîâàííûõ âèðóñà-
ìè, áàêòåðèÿìè èëè ïàðàçèòàìè, äàåò âîçìîæ-
íîñòü èäåíòèôèöèðîâàòü ïåïòèäû, ïðèãîäíûå
äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â òåñò-ñèñòåìàõ äëÿ äèàã-
íîñòèêè ñîîòâåòñòâóþùèõ ïàòîãåíîâ.

Èñïîëüçóÿ â ïðîöåäóðå áèîïåíèíãà ðàñòâî-
ðèìûå ôîðìû ðåöåïòîðîâ èëè äðóãèå ñâÿçû-
âàþùèå áåëêè, ìîæíî îáíàðóæèòü ïåïòèäû, êî-
òîðûå ìèìèêðèðóþò ïîä àêòèâíûå äåòåðìèíàí-
òû íà ãîðìîíàõ, öèòîêèíàõ, ñóáñòðàòàõ ôåðìåí-
òîâ, âèðóñàõ è äð.

Ôàãîâûé äèñïëåé áëàãîäàðÿ ñâîåé ìåòîäè-
÷åñêîé ïðîñòîòå ïîëó÷èë øèðîêîå ðàñïðîñòðà-
íåíèå. Â ðÿäå ëàáîðàòîðèé íåçàâèñèìî ñîçäàíû
ñëó÷àéíûå ïåïòèäíûå ôàãîâûå áèáëèîòåêè äëÿ
ïåïòèäîâ ðàçìåðîì îò 6 äî 38 ÀÊ. Ñëåäóåò èìåòü
â âèäó, ÷òî óæå äëÿ îêòàïåïòèäîâ ñëîæíî ñîçäàòü
ïîëíóþ áèáëèîòåêó âîçìîæíûõ âàðèàíòîâ.

7.5.3. Ôàãîâûé äèñïëåé áåëêîâ

Âñòðîéêà ïðîòÿæåííûõ àìèíîêèñëîòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ñîñòàâ îáîëî÷å÷íûõ
áåëêîâ íèòåâèäíûõ ôàãîâ ìîæåò ïðèâîäèòü
ê óòðàòå æèçíåñïîñîáíîñòè ôàãîâ èç-çà íàðó-
øåíèÿ ïðîöåññîâ ñáîðêè âèðèîíîâ è/èëè àä-
ñîðáöèè ôàãîâûõ ÷àñòèö íà áàêòåðèàëüíûõ
êëåòêàõ. Ïðåîäîëåòü äàííîå çàòðóäíåíèå ÷àñòî
óäàåòñÿ çà ñ÷åò èñïîëüçîâàíèÿ êëîíèðóþùåé
ñèñòåìû ôàãìèä (ñì. 2.2.7). Â ñîñòàâå ôàãìèä
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Òàáëèöà 7.3. Ðåçóëüòàòû àíàëèçà êëîíîâ ñëèòûõ ôàãîâ, îòîáðàííûõ ïî àôôèííîìó ñâÿçûâàíèþ

ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè (MAb)

×èñëî êëîíîâ,
èçîëèðîâàííûõ íà ÌÀb

Ñâÿçûâàíèå (ÎÏ � 103)*

MAb M33 MAb A2

Ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü

M33 À2 Fab IgG Fab IgG

DFLEKI 72 352 136 235
Âòîðîé öèêë áèîïåíèíãà

----R- 1 94 318 118 290

CRFVWC 2 65 331 –4 –5

CE---C 1 18 294 –1 123

CR---C 1 21 205 4 217

--M-WL 1 35 288 1 125

---VQL 1 5 127 23 147

---AIV 4 15 43 97 142

----Y- 2 67 157 9 253

----IL 1 100 431 159 308

----IV 1 37 168 195 293
Òðåòèé öèêë áèîïåíèíãà

----WL 16 203 551 229 233

----ML 1 2 92 558 269 236

---AWL 14 14 242 139 273

Ïðèìå÷àíèÿ: 1. Ïðî÷åðêàìè îáîçíà÷åíû àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, èäåíòè÷íûå ñîîòâåòñòâóþùèì îñòàò-
êàì â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìèîãåìåðèòðèíà, ïðåäñòàâëåííîé â âåðõíåé ñòðîêå.

2. Ñâÿçûâàíèå îïðåäåëÿëè ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (ÎÏ), ïîëó÷åííîé â èììóíîôåðìåíòíîì àíàëèçå.



ýêñïðåññèðóþò âàðèàíòû ñëèòîãî ãåíà III èëè
VIII. Èíôåêöèÿ êëåòîê E. coli, íåñóùèõ òàêèå
ãèáðèäíûå ôàãìèäû, ôàãîì-ïîìîùíèêîì (íè-
òåâèäíûé ôàã, äåôåêòíûé ïî óïàêîâêå â âèðèîí
ñîáñòâåííîé ÄÍÊ) îáû÷íî ïðèâîäèò ê ôîðìè-
ðîâàíèþ ôàãîâûõ ÷àñòèö, ñîäåðæàùèõ ôàãìèä-
íóþ îäíîöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ è ñîñòàâëåííûõ êàê
èç áåëêîâ äèêîãî òèïà, òàê è èç ñëèòûõ âàðèàí-
òîâ. Òàêèì îáðàçîì âîçíèêàþò âèðèîíû, ìîçà-
è÷íûå ïî áåëêó-íîñèòåëþ. Äëÿ ôàãìèäíûõ âåê-
òîðíûõ ñèñòåì ïðèíÿòû ñëåäóþùèå îáîçíà÷å-
íèÿ: òèï 3 + 3 — ïðè âñòðîéêå â ãåí III, òèï
8 + 8 — ïðè âñòðîéêå â ãåí VIII.

Äðóãîé âàðèàíò êëîíèðîâàíèÿ — òèï 33
(èëè òèï 88) — çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî â îäíîì
ôàãîâîì ãåíîìå èìåþòñÿ îäíîâðåìåííî ãåí III

äèêîãî òèïà è ãèáðèäíûé âàðèàíò ýòîãî ãåíà.
Ïîñëåäíèé îáû÷íî êëîíèðóþò â IR-îáëàñòè.
Êëàññè÷åñêèé âàðèàíò ôàãîâîãî äèñïëåÿ
(ñì. 7.5.2) îáîçíà÷àþò êàê òèï 3 (èëè 8).

7.5.4. Íàïðàâëåííàÿ ýâîëþöèÿ áåëêîâ

Íà îñíîâå ôàãîâîãî äèñïëåÿ ðàçðàáîòàí ìå-
òîäè÷åñêèé ïîäõîä, íàçâàííûé íàïðàâëåííîé
ýâîëþöèåé áåëêîâ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ
âûäåëåííûõ â ðåçóëüòàòå áèîïåíèíãà ïåïòèäîâ
èëè áåëêîâ, àôôèííî ñâÿçûâàþùèõñÿ ñ öåëåâîé
ìàêðîìîëåêóëîé, ïîäâåðãàþò ìóòàãåíåçó è ôîð-
ìèðóþò âòîðè÷íóþ ôàãîâóþ áèáëèîòåêó, êîòî-
ðàÿ ñîäåðæèò ðàçíûå âàðèàíòû îòîáðàííîé íà
ïåðâîì ýòàïå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ïðè àíàëèçå
ñîçäàííîé âòîðè÷íîé áèáëèîòåêè ñëèòûõ ôàãîâ
ìîæíî îáíàðóæèòü âàðèàíò, êîòîðûé ñâÿçûâà-
åòñÿ ñ öåëåâîé ìàêðîìîëåêóëîé ñ ãîðàçäî áîëü-
øåé ýôôåêòèâíîñòüþ.

Äðóãîé ñïîñîá ïðåäïîëàãàåò èñïîëüçîâàíèå
èçâåñòíîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîäèðóþùåé ïðèðîäíûé ïåïòèä èëè ôðàãìåíò
áåëêà, êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ ñ öåëåâîé ìàêðîìî-
ëåêóëîé, è ñîçäàíèå áèáëèîòåêè ñëèòûõ ôàãîâ,
íåñóùèõ è èäåàëå âñå âîçìîæíûå âàðèàíòû
ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Â ïåðâîé ðàáîòå ïî íàïðàâëåííîé ýâîëþöèè
áåëêîâ Á. Ðîáåðòñ ñ ñîàâòîðàìè (1992 ã.) îñó-
ùåñòâèëè êàññåòíûé ìóòàãåíåç ïåíòàïåïòèäà
â èíãèáèòîðå ïàíêðåàòè÷åñêîãî òðèïñèíà áûêà
(ÈÏÒÁ) è ñîçäàëè áèáëèîòåêó ôàãà Ì13, â êîòî-
ðîé â ñîñòàâå ñëèòîãî áåëêà pIII áûëî ïðåäñòàâ-
ëåíî îêîëî 1000 âàðèàíòîâ äàííîãî èíãèáèòîðà.
Â ðåçóëüòàòå áèîïåíèíãà áûë âûÿâëåí âàðèàíò
ÈÏÒÁ, êîòîðûé ïî ýôôåêòèâíîñòè ñâÿçûâàíèÿ
ñ íåéòðîôèëüíîé ýëàñòàçîé ÷åëîâåêà ïðåâîñõî-
äèë èñõîäíûé áåëîê â 3,6 � 106 ðàç. Â äàëüíåé-
øåì ðàáîòû, âûïîëíåííûå â äðóãèõ ëàáîðàòî-
ðèÿõ, ïîäòâåðäèëè ïðîäóêòèâíîñòü äàííîãî
ïîäõîäà äëÿ áåëêîâ ðàçíîãî òèïà.

7.5.5. Ôàãîâûé äèñïëåé àíòèòåë

Áîëüøóþ ðîëü â ñîâðåìåííîé ìåäèöèíå è
âåòåðèíàðèè èãðàåò èììóíîïðîôèëàêòèêà èí-
ôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé. Ïðè ðàçâèòèè èíôåê-
öèîííîãî çàáîëåâàíèÿ â èììóííîé ñèñòåìå îð-
ãàíèçìà èíäóöèðóþòñÿ ïðîöåññû, íàïðàâëåí-
íûå íà èíàêòèâàöèþ ïàòîãåííîãî ìèêðîîðãà-
íèçìà. Âàæíîå çíà÷åíèå â òàêîé èíàêòèâàöèè
èãðàþò àíòèòåëà (èììóíîãëîáóëèíû, Ig). Ñòðóê-
òóðíàÿ åäèíèöà èììóíîãëîáóëèíà ñîñòîèò èç
äâóõ îäèíàêîâûõ ëåãêèõ è äâóõ îäèíàêîâûõ òÿ-
æåëûõ ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé, ñîåäèíåííûõ
âìåñòå äèñóëüôèäíûìè ñâÿçÿìè (ðèñ. 4, á, öâ.
âêëåéêà). Ó áîëüøèíñòâà ìëåêîïèòàþùèõ îá-
íàðóæåíî ïÿòü êëàññîâ èììóíîãëîáóëèíîâ: IgG,

IgA, IgM, IgD è IgE. IgG — ãëàâíûé èçîòèï
èììóíîãëîáóëèíîâ íîðìàëüíîé ñûâîðîòêè êðî-
âè ÷åëîâåêà.

Öåïè èììóíîãëîáóëèíîâ ñâåðíóòû â íå-
ñêîëüêî ãëîáóëÿðíûõ ñòðóêòóð, íàçûâàåìûõ äî-
ìåíàìè (ñì. ðèñ. 4, à, öâ. âêëåéêà). N-êîíöåâûå
äîìåíû ëåãêîé è òÿæåëîé öåïåé èììóíîãëîáó-
ëèíà ÿâëÿþòñÿ âàðèàáåëüíûìè è îáîçíà÷àþòñÿ
ñîîòâåòñòâåííî VL è VH. Ñ-êîíöåâîé äîìåí ëåã-
êîé öåïè ÿâëÿåòñÿ êîíñòàíòíîé ÷àñòüþ è îáî-
çíà÷àåòñÿ CL. Òÿæåëûå öåïè ñîäåðæàò ïî òðè
êîíñòàíòíûõ äîìåíà: CH1, CH2 è CH3.

Êàæäûé èììóíîãëîáóëèí âûïîëíÿåò äâå
ôóíêöèè. Îäíà îáëàñòü åãî ìîëåêóëû ïðåäíàç-
íà÷åíà äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ñ àíòèãåíîì, à äðóãàÿ
îñóùåñòâëÿåò òàê íàçûâàåìûå ýôôåêòîðíûå
ôóíêöèè. Ê íèì îòíîñèòñÿ ñâÿçûâàíèå èììóíî-
ãëîáóëèíà ñ òêàíÿìè îðãàíèçìà, ðàçëè÷íûìè
êëåòêàìè èììóííîé ñèñòåìû è áåëêàìè ñèñòå-
ìû êîìïëåìåíòà. Àíòèãåíñâÿçûâàþùèå öåíòðû
îáðàçîâàíû âàðèàáåëüíûìè ó÷àñòêàìè öåïåé
Ig. Ïðîòåîëèòè÷åñêèé ôåðìåíò ïàïàèí ðàñùåï-
ëÿåò ìîëåêóëó IgG íà òðè ôðàãìåíòà: äâà àíòè-
ãåíñâÿçûâàþùèõ Fab è îäèí Fc.

Îêàçàëîñü, ÷òî ñ ïîìîùüþ òåõíîëîãèè ôà-
ãîâîãî äèñïëåÿ ìîæíî íà ïîâåðõíîñòè âèðèî-
íîâ íèòåâèäíûõ ôàãîâ ïðåäñòàâëÿòü Fab-ôðàã-
ìåíòû èììóíîãëîáóëèíîâ. Äëÿ ýòèõ öåëåé
îáû÷íî èñïîëüçóþò ñèñòåìó êëîíèðîâàíèÿ
òèïà 3 + 3 (ñì. 7.5.3). Â ôàãìèäå êîíñòðóèðóþò
ãåí, â êîòîðîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþ-
ùóþ ëåãêóþ èëè òÿæåëóþ öåïü Fab-ôðàãìåíòà
IgG, îáúåäèíÿþò â ïðàâèëüíîé ðàìêå òðàíñëÿ-
öèè ñ ãåíîì III. Âòîðàÿ, äîïîëíÿþùàÿ ïîëèïåï-
òèäíàÿ öåïü Fab-ôðàãìåíòà ýêñïðåññèðóåòñÿ
â ñâîáîäíîì âèäå. Ïðè ýòîì îáå öåëåâûå êîäè-
ðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîñòûêîâûâàþò
ñ ãåí-ýêâèâàëåíòîì ñèãíàëüíûõ ïåïòèäîâ
(ðèñ. 7.11, à). Ïîñëå ñåêðåöèè â ïåðèïëàçìà-
òè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî êëåòêè E. coli îáå öåïè
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Ðèñ. 7.11. Ãèáðèäíàÿ ôàãìèäà, ýêñïðåññèðóþùàÿ ñëèòûé áåëîê VHCH–pIII

è àâòîíîìíûé ïîëèïåïòèä VLCL (à), è ÷àñòèöà ñëèòîãî ôàãà (á)

Ðèñ. 7.12. Ñõåìà ñîçäàíèÿ ôàãîâîé áèáëèîòåêè àíòèòåë (Fab-ôðàãìåíòîâ).

Ôðàãìåíòû ãåíîâ òÿæåëîé è ëåãêîé öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ àìïëèôèöèðóþò â ÏÖÐ èç ÄÍÊ Â-êëåòîê ÷åëîâåêà
è ñîáèðàþò â êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå â ïðàâèëüíîé ðàìêå òðàíñëÿöèè âñòðàèâàþò â ãåí III

â ñîñòàâå ôàãìèäû (ñì. ðèñ. 7.11)



àññîöèèðóþò è îáðàçóþò àêòèâíûé Fab-ôðàã-
ìåíò (ñì. ðèñ. 7.11, á), êîòîðûé ÷àñòî íàçûâàþò
ìèíè-àíòèòåëîì.

Äëÿ ïîèñêà ìåòîäîì ôàãîâîãî äèñïëåÿ ñïå-
öèôè÷íûõ àíòèòåë, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ öå-
ëåâûìè àíòèãåíàìè, ñîçäàþò áèáëèîòåêè àí-
òèòåë (Fab-ôðàãìåíòîâ, ìèíè-àíòèòåë), ïðåä-
ñòàâëåííûõ íà ïîâåðõíîñòè ôàãîâûõ ÷àñòèö.
Ïðè ýòîì íàèëó÷øèå ðåçóëüòàòû ìîãóò áûòü
äîñòèãíóòû, åñëè èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå
èñòî÷íèêà ãåíîâ IgG Â-ëèìôîöèòû ñïåöèôè÷å-
ñêè èììóíèçèðîâàííûõ äîíîðîâ. Èñïîëüçî-
âàíèå áèáëèîòåê àíòèòåë îò íåèììóíè-
çèðîâàííûõ äîíîðîâ îáû÷íî íå ïîçâîëÿåò
âûäåëèòü àíòèòåëà, âûñîêîýôôåêòèâíî ñâÿçû-
âàþùèå èçó÷àåìûé àíòèãåí(û) (íàïðèìåð
âèðóñ). Ñõåìà ñîçäàíèÿ ôàãîâûõ áèáëèîòåê
àíòèòåë ïðèâåäåíà íà ðèñ. 7.12. Ïðåäñòàâèòåëü-
íûå áèáëèîòåêè Fab-ôðàãìåíòîâ îáû÷íî ñîäåð-
æàò 109–1010 êëîíîâ ñëèòûõ ôàãîâ.

Õîòÿ ñåëåêòèðîâàííûå â ðåçóëüòàòå áèîïå-
íèíãà àíòèòåëà ïðåäñòàâëÿþò íåñîìíåííûé èí-
òåðåñ äëÿ íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé, èõ àôôèí-
íîñòü ÷àñòî íåäîñòàòî÷íà äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ
â èììóíîòåðàïèè, íåéòðàëèçàöèè âèðóñîâ èëè
âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîé èììóíîäèàãíîñòèêå.

Äëÿ ñîçäàíèÿ àíòèòåë ñ áîëåå âûñîêèì ñðîäñò-
âîì ê öåëåâîìó àíòèãåíó íà îñíîâå îòîáðàííûõ
íà ïåðâîì ýòàïå ñëèòûõ ôàãîâ ôîðìèðóþò âòî-
ðè÷íûå ôàãîâûå áèáëèîòåêè àíòèòåë. V-ãå-
íû â êàæäîì îòîáðàííîì êëîíå ñëèòîãî ôàãà
ïîäâåðãàþò ìóòàãåíåçó, ïîëó÷àÿ èõ ìíîæåñò-
âåííûå âàðèàíòû. Âòîðè÷íûå áèáëèîòåêè ïîä-
âåðãàþò àíàëèçó íà íàëè÷èå âàðèàíòîâ ñ ïîâû-
øåííîé àôôèííîñòüþ ê èçó÷àåìîìó àíòèãåíó.
Ôàêòè÷åñêè â äàííîì ñëó÷àå ðåàëèçóåòñÿ ïîä-
õîä íàïðàâëåííîé ýâîëþöèè áåëêîâ (ñì. 7.5.4).

Îòîáðàííûå ìåòîäîì ôàãîâîãî äèñïëåÿ ãå-
íû Fab-ôðàãìåíòîâ ñ âûñîêîé àôôèííîñòüþ
ê öåëåâîìó àíòèãåíó ìîãóò áûòü çàòåì èñïîëü-
çîâàíû äëÿ ðåêîíñòðóêöèè êîäèðóþùåé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ìîëåêóëû ïîëíîãî èììóíî-
ãëîáóëèíà ÷åëîâåêà. Ýêñïðåññèðóÿ òàêîé ãåí
â ýóêàðèîòè÷åñêîé ñèñòåìå, ìîæíî ïîëó÷àòü âû-
ñîêîýôôåêòèâíûå ìîíîêëîíàëüíûå ÷åëîâå÷å-
ñêèå àíòèòåëà. Â îòëè÷èå îò êëàññè÷åñêèõ ìî-
íîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ïîëó÷àåìûõ â îðãàíèç-
ìå æèâîòíûõ, îíè íå áóäóò âûçûâàòü â îðãàíèç-
ìå ÷åëîâåêà àêòèâíûé àíòèãëîáóëèíîâûé èì-
ìóííûé îòâåò, à çíà÷èò, ïðåäñòàâëÿþò áîëüøîé
èíòåðåñ äëÿ òåðàïåâòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ.
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Ãëàâà 8
ÑÒÀÁÈËÜÍÎÑÒÜ ÃÈÁÐÈÄÍÛÕ ÌÎËÅÊÓË ÄÍÊ
Â ÊËÅÒÊÀÕ ESCHERICHIA COLI

Áàêòåðèàëüíûå âíåõðîìîñîìíûå ìîëåêóëû
ÄÍÊ, êàê è ëþáûå äðóãèå ãåíåòè÷åñêèå ñèñòå-
ìû, õàðàêòåðèçóþòñÿ îïðåäåëåííîé ñòåïåíüþ
íåñòàáèëüíîñòè. Íàèáîëåå õîðîøî ýòà ïðîáëå-
ìà èçó÷åíà äëÿ ïëàçìèä E. coli.

Ìîæíî âûäåëèòü äâà òèïà íåñòàáèëüíîñòè
ïëàçìèä in vivo: óòðàòà â ïðîöåññå äåëåíèÿ êëå-
òîê-õîçÿåâ (ñåãðåãàöèîííàÿ íåñòàáèëüíîñòü)
è èçìåíåíèå ñòðóêòóðû (ñòðóêòóðíàÿ íåñòà-
áèëüíîñòü).

Íàõîäÿñü â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå, ïëàçìè-
äû ñ îïðåäåëåííîé ÷àñòîòîé ïîäâåðãàþòñÿ
ñïîíòàííûì ãåíåòè÷åñêèì èçìåíåíèÿì, òàêèì
êàê òî÷å÷íûå çàìåíû íóêëåîòèäîâ, äåëåöèè,
äóïëèêàöèè, èíâåðñèè, âñòðîéêè ýëåìåíòîâ òè-
ïà IS (insertion sequence) è Tn (òðàíñïîçîíîâ).
Îáû÷íî òàêèå èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû ïðèðîäíîé
ïëàçìèäû íå äàþò åé ñåëåêòèâíûõ ïðåèìóùåñòâ
â ðàçìíîæåíèè ïåðåä èñõîäíûì âàðèàíòîì. Ýòî
îáóñëîâëèâàåò äîñòàòî÷íî âûñîêóþ ñòàáèëü-
íîñòü ñòðóêòóðû ïëàçìèäû â ðàñòóùåé êóëüòóðå.
Åñëè æå èçìåíåíèÿ ïðèâîäÿò â âûáðàííûõ óñëî-
âèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ íà-
ñëåäîâàíèÿ ïëàçìèäû êëåòêîé èëè äàþò ñåëåê-
òèâíîå ïðåèìóùåñòâî êëåòêàì, íåñóùèì òàêóþ
ïëàçìèäó, òî â ïðîöåññå ðîñòà êóëüòóðû èñõîä-
íàÿ ïëàçìèäà áóäåò ïîñòåïåííî âûòåñíÿòüñÿ ìó-
òàíòíîé ôîðìîé. Êîãäà íàëè÷èå ïëàçìèäû ñíè-
æàåò æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòêè, ïîïóëÿöèÿ áó-
äåò â ïðîöåññå ðîñòà îáîãàùàòüñÿ ñïîíòàííî
ïîÿâëÿþùèìèñÿ áåñïëàçìèäíûìè êëåòêàìè.

Ñòàáèëüíîñòü ñòðóêòóðû ïëàçìèäû è åå
ïîääåðæàíèå â êóëüòóðå áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê,
ïî-âèäèìîìó, âî ìíîãîì çàâèñèò îò îêðóæàþ-
ùèõ óñëîâèé. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè ðîñòå íà áîãà-
òûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ ïëàçìèäîñîäåðæàùèå
è áåñïëàçìèäíûå êëåòêè îáû÷íî äåëÿòñÿ ñ îäè-
íàêîâîé ñêîðîñòüþ. Â óñëîâèÿõ æå ëèìèòèðîâà-
íèÿ ïî êàêîìó-ëèáî ôàêòîðó ðîñòà ó ïëàçìèäî-
ñîäåðæàùèõ êëåòîê âðåìÿ ãåíåðàöèè, êàê ïðà-
âèëî, áîëüøå, ÷åì ó èçîãåííîãî áåñïëàçìèäíî-
ãî øòàììà. Âåðîÿòíî, ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî

ïëàçìèäà âíîñèò îïðåäåëåííûå èçìåíåíèÿ â
ìåòàáîëèçì áàêòåðèàëüíîé êëåòêè, ÷òî ïðè-
âîäèò ê ïîÿâëåíèþ äîïîëíèòåëüíûõ ïèùåâûõ
ïîòðåáíîñòåé ó ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ øòàì-
ìîâ. Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ïðè ëèìèòèðîâàíèè
ðàçìíîæåíèÿ êóëüòóðû ïî êàêîìó-ëèáî ôàêòîðó
ðîñòà ìîãóò ñåëåêòèâíî îòáèðàòüñÿ òàêèå âàðè-
àíòû ïëàçìèä, â êîòîðûõ íàðóøåíû ëèøü îïðå-
äåëåííûå ãåíåòè÷åñêèå äåòåðìèíàíòû. Òàê,
Ä. Ãîäâèí è Äæ. Ñëýéòåð (1979 ã.) ïîêàçàëè, ÷òî
ïðè ðîñòå ïîïóëÿöèè êëåòîê E. coli, ñîäåðæà-
ùèõ ïëàçìèäó TP120 (Apr Cmr Tcr Sur), â óñëî-
âèÿõ õåìîñòàòíîãî ëèìèòèðîâàíèÿ ïî ãëþêîçå
èçáèðàòåëüíî èíàêòèâèðîâàëñÿ ãåí tet. À ïðè
íåäîñòàòêå ôîñôàòîâ ïëàçìèäà TP120 óòðà÷è-
âàëàñü áàêòåðèàëüíûìè êëåòêàìè öåëèêîì.

Â àíàëîãè÷íîé ðàáîòå Ä. Íîàê ñ ñîàâòîðàìè
(1981 ã.) îáíàðóæèëè, ÷òî ïðè îïðåäåëåííûõ óñ-
ëîâèÿõ ëèìèòèðîâàíèÿ ðîñòà ïî ãëþêîçå èëè
õëîðèäó àììîíèÿ â íåêîòîðûõ øòàììàõ E. coli

äåòåðìèíàíòà óñòîé÷èâîñòè ê òåòðàöèêëèíó
ïëàçìèäû pBR325 (Apr Cmr Tcr) ìîæåò óòðà÷è-
âàòüñÿ ñ áîëüøåé ñêîðîñòüþ, ÷åì äðóãèå äåòåð-
ìèíàíòû ýòîé ïëàçìèäû. Èíòåðåñíî, ÷òî â òà-
êèõ æå óñëîâèÿõ ïëàçìèäà pBR322 (Apr Tcr) ñî-
õðàíÿëàñü â êëåòêàõ ñòàáèëüíî.

Èçó÷åíèå ïîääåðæàíèÿ ïëàçìèä òèïà ColE1
ïðè õåìîñòàòíîì ëèìèòèðîâàíèè ðîñòà êóëüòóð
ïî ãëþêîçå èëè ôîñôàòàì ïîêàçàëî, ÷òî ïëàç-
ìèäû pBR322 è pMB9 óæå ïîñëå 30 ãåíåðàöèé
E. coli óòðà÷èâàþòñÿ èç çíà÷èòåëüíîé ÷àñòè êëå-
òîê êóëüòóðû, â òî âðåìÿ êàê ïëàçìèäû RP1,
pDS4101 è pDS1109 â òåõ æå óñëîâèÿõ ñòàáèëü-
íî ñîõðàíÿþòñÿ â êëåòêàõ è ïîñëå 120 ãåíåðà-
öèé. Êðîìå òîãî, â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ïðè íåäîñòàòêå ôàêòîðîâ ðîñòà êî-
ïèéíîñòü ïëàçìèä â êëåòêàõ E. coli ïîñòåïåííî
ñíèæàåòñÿ, ÷òî îáóñëîâëèâàåò ïîâûøåííóþ
÷àñòîòó ïîÿâëåíèÿ áåñïëàçìèäíûõ êëåòîê. Êàê
âèäèì, äëÿ áîëåå íàäåæíîãî ñîõðàíåíèÿ ïëàç-
ìèäîñîäåðæàùèõ øòàììîâ E. coli íåîáõîäèìî
âûðàùèâàòü èõ íà áîãàòûõ ñðåäàõ.



Ðàçíûå ïëàçìèäû â îäíèõ è òåõ æå óñëîâèÿõ
îáëàäàþò ðàçëè÷íîé ñòàáèëüíîñòüþ. Ïîýòîìó,
íåñîìíåííî, ñòðóêòóðà (ãåíîòèï) ïëàçìèä èìååò
áîëüøîå çíà÷åíèå â äåòåðìèíèðîâàíèè ñòàáèëü-
íîñòè èõ ïîääåðæàíèÿ â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ.
Âûÿâèòü îñíîâíûå ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû ïëàç-
ìèä, âëèÿþùèå íà èõ ñòàáèëüíîñòü â êëåòêàõ E.

coli, ïîçâîëèëà ñåðèÿ èññëåäîâàíèé.
Êàê èçâåñòíî, ïëàçìèäû ïî ñïîñîáó ðåïëè-

êàöèè äåëÿò íà äâà òèïà: ñî ñòðîãèì è ñ îñëàá-
ëåííûì êîíòðîëåì ðåïëèêàöèè (ñì. 2.2.1).
Ïëàçìèäû ïåðâîãî òèïà èìåþò íèçêóþ êîïèé-
íîñòü, à ïëàçìèäû âòîðîãî òèïà íàõîäÿòñÿ
â êëåòêàõ â êîëè÷åñòâå íåñêîëüêî äåñÿòêîâ êî-
ïèé. Åñëè ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïëàçìèäû ðàñïðå-
äåëÿþòñÿ ïî äî÷åðíèì êëåòêàì ñëó÷àéíûì îá-
ðàçîì, òî íèçêîêîïèéíûå ïëàçìèäû äîëæíû óò-
ðà÷èâàòüñÿ èç êëåòîê ðàñòóùåé ïîïóëÿöèè
ñ áîëüøåé ÷àñòîòîé ïî ñðàâíåíèþ ñ âûñîêîêî-
ïèéíûìè ïëàçìèäàìè. Îäíàêî îêàçàëîñü, ÷òî
îáà òèïà ïðèðîäíûõ ïëàçìèä îäèíàêîâî ñòà-
áèëüíî ñîõðàíÿþòñÿ ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâè-
ðîâàíèè ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ êëåòîê E. coli.
Ýòî óêàçûâàëî íà íàëè÷èå ñïåöèàëüíîãî ìåõà-
íèçìà ðàâíîìåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ïëàçìèä
ïðè äåëåíèè áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê. Äåéñòâè-
òåëüíî, óäàëîñü èäåíòèôèöèðîâàòü è îõàðàêòå-
ðèçîâàòü ïëàçìèäîñïåöèôè÷íûå ëîêóñû, îòâåò-
ñòâåííûå çà ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå òàêèõ
íåðîäñòâåííûõ ïëàçìèä, êàê pSC101, NR1, R1,
pCloDF13, F, P1 è äð. Äàííûé ëîêóñ áûë íàçâàí
par (îò àíãë. partition — ðàçäåëåíèå), è ïî ñâîåé
ðîëè îí íàïîìèíàåò öåíòðîìåðó ýóêàðèîòè÷å-
ñêèõ õðîìîñîì.

Ï. Ìåêîê è Ñ. Êîýí (1980 ã.) óñòàíîâèëè, ÷òî
â ñîñòàâå ïëàçìèäû pSC101 íàõîäèòñÿ ó÷àñòîê
par ðàçìåðîì íå áîëåå 270 ïí, êîòîðûé ôóíê-
öèîíèðóåò òîëüêî â öèñ-ïîëîæåíèè. Îïðåäåëå-
íà íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýòîãî
ó÷àñòêà è ïîêàçàíî, ÷òî îí èìååò ïàëèíäðîì-
íóþ ñòðóêòóðó (ñîäåðæèò èíâåðòèðîâàííûå ïî-
âòîðû) è ñ íèì ìîãóò ñâÿçûâàòüñÿ îïðåäåëåí-
íûå áåëêè. Â ïëàçìèäå pSC101 ó÷àñòîê par íà-
õîäèòñÿ îêîëî ëîêóñà ori, íî îòëè÷åí îò íåãî
è íå ñâÿçàí ñ ãåíàìè, êîíòðîëèðóþùèìè êîïèé-
íîñòü èëè íåñîâìåñòèìîñòü ïëàçìèäû.

Ââåäåíèå ñåãìåíòà ÄÍÊ, ñîäåðæàùåãî par

pSC101, â ñîñòàâ íåñòàáèëüíûõ ïëàçìèä ïðèâî-
äèò ê ñòàáèëèçàöèè (õîòÿ è íå ïîëíîé) èõ íà-
ñëåäîâàíèÿ. Ïðè÷åì äàííûé ýôôåêò ïðîÿâëÿëñÿ
êàê íà ìóòàíòàõ pSC101 ñ ïîíèæåííîé ñòàáèëü-
íîñòüþ ïîääåðæàíèÿ, òàê è íà íåðîäñòâåííûõ
ïëàçìèäàõ pACYC184, pBR322 è pBR327. Äî-
êàçàíî, ÷òî â îäíó è òó æå ïëàçìèäó E. coli

ìîæíî âñòðîèòü ïî êðàéíåé ìåðå äâà ãîìîëî-

ãè÷íûõ èëè ãåòåðîëîãè÷íûõ ó÷àñòêà par. Ñòà-
áèëüíîñòü ïëàçìèäû ïðè ýòîì íå ñíèæàåòñÿ.
Òàêîå ïîâåäåíèå îòëè÷àåò par îò öåíòðîìåð
ýóêàðèîòè÷åñêèõ õðîìîñîì, òàê êàê ýóêàðèîòè-
÷åñêèå õðîìîñîìû, ñîäåðæàùèå äâà öåíòðî-
ìåðíûõ ó÷àñòêà, î÷åíü íåñòàáèëüíû.

Ó ïîëîâîãî ôàêòîðà F â ëîêóñå par êðîìå
äåéñòâóþùåãî â öèñ-ïîëîæåíèè ó÷àñòêà ÄÍÊ
âûÿâèëè äâà ïðèëåãàþùèõ ê íåìó ãåíà, ôóíê-
öèîíèðóþùèõ â òðàíñ-ïîëîæåíèè è êîäèðóþ-
ùèõ áåëêè, ñóùåñòâåííûå äëÿ ïðîöåññà ðàçäå-
ëåíèÿ ìîëåêóë ïëàçìèä (ñì. ðèñ. 2.23). Ïîëíûé
ðàçìåð òàêîãî ëîêóñà par ñîñòàâëÿåò 2,8 òïí.
öèñ-Äåéñòâóþùèé ýëåìåíò ëîêóñà par ñîñòîèò
èç ðÿäà ïðÿìûõ ïîâòîðîâ, êîòîðûå âêëþ÷àþò
áîëåå êîðîòêèå èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû (ïà-
ëèíäðîìû). Ñ ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñâÿ-
çûâàþòñÿ ïëàçìèäíûå áåëêè ðàçäåëåíèÿ è íåêî-
òîðûå áåëêè êëåòêè-õîçÿèíà, è òàêîé ÄÍÊ-áåë-
êîâûé êîìïëåêñ, íàçâàííûé ïàðòèñîìîé (part-
isome), îáåñïå÷èâàåò ïðàâèëüíîå ðàñïðåäåëå-
íèå ïëàçìèä ìåæäó äî÷åðíèìè êëåòêàìè, îáðà-
çóþùèìèñÿ ïðè äåëåíèè. Äëÿ ëîêóñà par ïðî-
ôàãà P1, êîòîðûé ôàêòè÷åñêè ÿâëÿåòñÿ íèçêîêî-
ïèéíîé ïëàçìèäîé, îáíàðóæåíî óäèâèòåëüíîå
ñõîäñòâî â îðãàíèçàöèè ñ ëîêóñîì par ïîëîâîãî
ôàêòîðà F.

Çíàíèå ïîëíîé ñòðóêòóðû par ïðèâåëî ê çà-
êëþ÷åíèþ, ÷òî ïóòåì âñòðîéêè âñåãî ëîêóñà â
ñîñòàâ íåñòàáèëüíî ïîääåðæèâàåìûõ ïëàçìèä
ìîæíî äîáèòüñÿ ñóùåñòâåííî áîëüøåãî ïîâû-
øåíèÿ ñòàáèëüíîñòè â êëåòêàõ E. coli, ÷åì ïðè
âñòðîéêå òîëüêî öèñ-äåéñòâóþùåãî ýëåìåíòà.
Äàííîå ïðåäïîëîæåíèå ïîäòâåðäèëîñü â ýêñïå-
ðèìåíòå: ïîêàçàíî, ÷òî ââåäåíèå ïîëíîãî ëîêó-
ñà par ñíèæàåò ñêîðîñòü óòðàòû êëåòêàìè ïëàç-
ìèä ïî êðàéíåé ìåðå â 100 ðàç ïî ñðàâíåíèþ
ñ åãî èíäèâèäóàëüíûì öèñ-äåéñòâóþùèì ýëå-
ìåíòîì.

×ðåçâû÷àéíî èíòåðåñíûé ôàêò îáíàðóæèëè
Ê. Äæåðäåñ c ñîàâòîðàìè (1986 ã.). Îêàçàëîñü,
÷òî îäèí èç áåëêîâ ðàçäåëåíèÿ, êîäèðóåìûé ãå-
íîì hok ëîêóñà parB ïëàçìèäû R1, îáóñëîâ-
ëèâàåò ãèáåëü êëåòîê E. coli, óòðàòèâøèõ äàí-
íóþ íèçêîêîïèéíóþ ïëàçìèäó, è òàêèì îáðàçîì
äîñòèãàåòñÿ «ñòàáèëèçàöèÿ» ïîääåðæàíèÿ ýòîé
ïëàçìèäû â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ. Ïîëàãàþò,
÷òî â ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ êëåòêàõ êèëëåðíàÿ
(óáèâàþùàÿ) àêòèâíîñòü ýòîãî áåëêà íå ïðîÿâ-
ëÿåòñÿ, òàê êàê îíà ñóïðåññèðîâàíà äðóãèì
ïëàçìèäíûì áåëêîì, êîäèðóåìûì ãåíîì sok òî-
ãî æå ëîêóñà parB. Â êëåòêàõ, óòðàòèâøèõ ïëàç-
ìèäó, ñóïðåññèÿ ñíèìàåòñÿ, âîçìîæíî, âñëåäñò-
âèå ìåíüøåé ñòàáèëüíîñòè ïëàçìèäíîãî áåëêà-
ñóïðåññîðà. Ýêñïåðèìåíòàëüíî äîêàçàíî, ÷òî
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âñòðîéêà parB èç ïëàçìèäû R1 â ïðîèçâîäíûå
pBR322 ïîâûøàåò ñòàáèëüíîñòü èõ ïîä-
äåðæàíèÿ â êëåòêàõ E. coli íà òðè ïîðÿäêà.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîöåññ ðàâíîìåðíîãî ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ïðèðîäíûõ ïëàçìèä ïðè äåëåíèè
áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê êîíòðîëèðóåòñÿ äîñòà-
òî÷íî ñëîæíî îðãàíèçîâàííîé ïëàçìèäíîé ñèñ-
òåìîé par, íà ôóíêöèîíèðîâàíèå êîòîðîé ìîãóò
âëèÿòü è íåêîòîðûå ãåíû êëåòêè-õîçÿèíà. Âî
ìíîãèõ âåêòîðíûõ ïëàçìèäàõ, ñîçäàííûõ â ðå-
çóëüòàòå ãåííî-èíæåíåðíûõ ïåðåñòðîåê ïðèðîä-
íûõ ïëàçìèä, par-ëîêóñû îêàçàëèñü íàðóøåí-
íûìè èëè âîâñå äåëåòèðîâàííûìè. Òàêèå ïëàç-
ìèäû â ðàñòóùåé êóëüòóðå ðàñïðåäåëÿþòñÿ
ìåæäó äî÷åðíèìè êëåòêàìè ñëó÷àéíûì îáðà-
çîì, è íà ñòàáèëüíîñòü èõ íàñëåäîâàíèÿ êëåò-
êàìè îñíîâíîå âëèÿíèå îêàçûâàåò êîïèéíîñòü
ýòèõ ïëàçìèä.

Ìíîãèå âåêòîðíûå ïëàçìèäû E. coli ïîëó-
÷åíû íà îñíîâå ïëàçìèä òèïà ColE1, èç êîòîðûõ
íàèáîëåå ïîïóëÿðíû ïëàçìèäû ãðóïïû pBR
è èõ ìíîãî÷èñëåííûå ïðîèçâîäíûå. Ïîýòîìó
ñòàáèëüíîñòü ïîääåðæàíèÿ â E. coli êàê äàííûõ
âåêòîðîâ, òàê è ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, ñî-
çäàííûõ íà èõ îñíîâå, èçó÷åíà äîâîëüíî ïîä-
ðîáíî. Â ëàáîðàòîðèè Ñ. Í. Ùåëêóíîâà
(1984–1985 ãã.) ïðîâåäåí àíàëèç ñòàáèëüíîñòè
ïîääåðæàíèÿ â êëåòêàõ E. coli âåêòîðíûõ ïëàç-
ìèä pBR322 è pBR327. Äëÿ ýòîãî ñëó÷àéíî
îòîáðàííûå êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ E. coli ïîä-
âåðãàëè äëèòåëüíûì ïàññèðîâàíèÿì â áîãàòîé

æèäêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå áåç ñåëåêòèâíîãî
äàâëåíèÿ ïî ìàðêåðàì ïëàçìèä è îïðåäåëÿëè
â êóëüòóðå íà ðàçíûõ ýòàïàõ ïàññèðîâàíèÿ äîëþ
ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ êëåòîê.

Ðåçóëüòàòû ýòèõ ýêñïåðèìåíòîâ ïîêàçàëè,
÷òî èìååòñÿ çíà÷èòåëüíàÿ ãåòåðîãåííîñòü èíäè-
âèäóàëüíûõ ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ êëîíîâ
E. coli ïî óðîâíþ ñòàáèëüíîñòè íàñëåäîâàíèÿ
ïëàçìèä (ðèñ. 8.1). Ïðè÷åì ïëàçìèäà pBR327
ñóùåñòâåííî ñòàáèëüíåå ïîääåðæèâàåòñÿ
â êëåòêàõ E. coli, ÷åì pBR322, ïî-âèäèìîìó,
èç-çà òîãî, ÷òî åå êîïèéíîñòü â ýòèõ êëåòêàõ
â òðè ðàçà âûøå. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî îáà
ïëàçìèäíûõ ìàðêåðà óòðà÷èâàëèñü êëåòêàìè
îäíîâðåìåííî, ò. å. ïëàçìèäà ýëèìèíèðîâàëàñü
öåëèêîì. Âðåìÿ ãåíåðàöèè áåñïëàçìèäíûõ è
ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ êëåòîê â âûáðàííûõ
óñëîâèÿõ áûëî îäèíàêîâûì. Ïîïûòêè èçëå÷èòü
îò ïëàçìèäû ñòàáèëüíûé ñóáêëîí E. coli

CSH54[pBR327] ¹ 3 (ñì. ðèñ. 8.1) ñ ïîìîùüþ
àêðèäèíîâîãî îðàíæåâîãî íå äàëè ïîëîæèòåëü-
íûõ ðåçóëüòàòîâ. Ïëàçìèäó ïðè ýòîì îáíàðóæè-
âàëè âî âíåõðîìîñîìíîì ñîñòîÿíèè.

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿâèòü âîçìîæíûå èçìå-
íåíèÿ ñòðóêòóðû ïëàçìèäû â âûñîêîñòàáèëü-
íîì êëîíå, åå âûäåëèëè èç êëåòîê è ïðîâåëè
ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç ñ ïîìîùüþ ìåëêîùå-
ïÿùåé ðåñòðèêòàçû BspRI. Ðàçëè÷èé â ðåñòðèê-
öèîííûõ êàðòèíàõ âûäåëåííûõ ïëàçìèäíûõ
ÄÍÊ è èñõîäíîé pBR327 íå îáíàðóæåíî. Ïðè
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê E. coli CSH54 ïëàçìèä-
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Ðèñ. 8.1. Ñîõðàíåíèå ïëàçìèä ïðè äëèòåëüíûõ ïåðåñåâàõ èíäèâèäóàëüíûõ êëîíîâ E. coli CSH54,
ñîäåðæàùèõ ïëàçìèäó pBR327 (1–5) è pBR322 (1�–6�)



íîé ÄÍÊ èç ñòàáèëüíûõ êëîíîâ íàáëþäàëè
îáû÷íóþ ãåòåðîãåííîñòü òðàíñôîðìàíòîâ ïî
ïðèçíàêó ñòàáèëüíîñòè ïîääåðæàíèÿ ïëàçìèäû
pBR327. Ýòî êîñâåííî ïîäòâåðæäàåò, ÷òî âûñî-
êàÿ ñòàáèëüíîñòü íåêîòîðûõ âàðèàíòîâ
CSH54[pBR327] îáóñëîâëåíà ãåíîòèïîì êëåòîê.

Êîððåëÿöèÿ ìåæäó ñòàáèëüíîñòüþ ïîääåð-
æàíèÿ ïëàçìèä â êëåòêàõ E. coli è òðóäíîñòüþ
èõ ýëèìèíèðîâàíèÿ èç ýòèõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ
èíòåðêàëèðóþùèõ â ÄÍÊ àãåíòîâ îáíàðóæåíà
òàêæå â ðÿäå äðóãèõ ëàáîðàòîðèé. Âîçìîæíî,
ýòî îáúÿñíÿåòñÿ ïîÿâëåíèåì ñïîíòàííûõ ìó-
òàíòîâ E. coli, êîòîðûå íåæèçíåñïîñîáíû ïðè
îòñóòñòâèè êàêîãî-ëèáî áåëêà, äåòåðìèíèðóå-
ìîãî ïëàçìèäîé. Äàííîå ÿâëåíèå ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíî äëÿ ñåëåêöèè ñòàáèëüíûõ ïëàç-
ìèäîñîäåðæàùèõ ñóáêëîíîâ E. coli. Íàïðèìåð,
øòàììû E. coli HB101(recA–) è CSH54(rec+),
ñîäåðæàùèå ïëàçìèäó pBR327, ïàññèðîâàëè
â æèäêîé ñðåäå ñ àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì è
àìïèöèëëèíîì (ïðèáëèçèòåëüíî 70 ãåíåðàöèé).
Ïîñëå ýòîãî ñëó÷àéíûì îáðàçîì îòáèðàëè ðÿä
èíäèâèäóàëüíûõ êëîíîâ îáîèõ øòàììîâ. Ýòè
êëîíû â äàëüíåéøåì ïàññèðîâàëè â íåñåëåê-
òèâíûõ óñëîâèÿõ è àíàëèçèðîâàëè ñòàáèëü-
íîñòü íàñëåäîâàíèÿ â íèõ ïëàçìèäû. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî âî âñåõ 10 èññëåäîâàííûõ êëîíàõ
E. coli HB101 ÷åðåç 13 ïàññàæåé, êàæäûé èç êî-
òîðûõ ñîîòâåòñòâîâàë 7 ãåíåðàöèÿì, êîëè÷åñò-
âî ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ êëåòîê ðåçêî ñíèæà-
ëîñü, à ÷åðåç 23 ïàññàæà ïëàçìèäó óòðà÷èâàëè
ïî÷òè âñå êëåòêè. Â òî æå âðåìÿ 5 èç 8 êëîíîâ
E. coli CSH54 äàæå ÷åðåç 35 ïàññàæåé óñòîé÷è-
âî ñîõðàíÿëè ïëàçìèäó. Òàêèì îáðàçîì, äàííûé
ïîäõîä ïîçâîëèë óñïåøíî ñåëåêòèðîâàòü ñòà-
áèëüíûå ïëàçìèäîñîäåðæàùèå ñóáêëîíû rec+-
øòàììà E. coli. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçû-
âàþò òàêæå íà ñëîæíîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ãåíî-
ìà ïëàçìèä ñ ãåíîìîì êëåòêè-ðåöèïèåíòà.

Ðÿä ãåíîâ E. coli, âëèÿþùèõ íà ñòàáèëü-
íîñòü ïîääåðæàíèÿ ïëàçìèäíûõ ìîëåêóë, óæå
âûÿâëåí. Òàê, äëÿ ðåïëèêàöèè ïëàçìèä ColE1-
òèïà íåîáõîäèìû ðàçëè÷íûå ôàêòîðû êëåòêè-
õîçÿèíà, â ÷àñòíîñòè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I è
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà. Ìóòàíòû E. coli, äåôåêòíûå
ïî ÄÍÊ-ãèðàçå, ýíäîíóêëåàçàì I, III è V, õàðàê-
òåðèçóþòñÿ ïîâûøåííîé ÷àñòîòîé óòðàòû ïëàç-
ìèä òèïà ColE1. Òåì íå ìåíåå î âçàèìîîòíî-
øåíèÿõ ïëàçìèäû ñ êëåòêîé-õîçÿèíîì èçâåñòíî
åùå î÷åíü ìàëî. Íàïðèìåð, íàéäåíû øòàììû
E. coli, îáåñïå÷èâàþùèå ñòàáèëüíîå ïîääåðæà-
íèå ãèáðèäíûõ ïëàçìèä, îäíàêî ãåíåòè÷åñêàÿ
îñíîâà ýòîãî ÿâëåíèÿ ïîêà íå óñòàíîâëåíà.
Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿò áîëåå öå-
ëåíàïðàâëåííî ôîðìèðîâàòü ãåíîòèï øòàììà-

ðåöèïèåíòà, äëÿ òîãî ÷òîáû ñòàáèëèçèðîâàòü
íàñëåäîâàíèå ââîäèìûõ â íåãî ïëàçìèä.

Ïðè êîíñòðóèðîâàíèè in vitro ãèáðèäíûõ
ìîëåêóë ÄÍÊ è ïîñëåäóþùåì ââåäåíèè èõ
â êëåòêè E. coli âîçíèêàþò äîïîëíèòåëüíûå
ïðîáëåìû êàê ñî ñòàáèëüíîñòüþ íàñëåäîâàíèÿ
ýòèõ ìîëåêóë, òàê è ñ óñòîé÷èâîñòüþ èõ ñòðóê-
òóðû. Â ÷àñòíîñòè, âñòðîåííûé â ïëàçìèäó
ñèëüíûé ãåòåðîëîãè÷íûé ïðîìîòîð ìîæåò íà-
ðóøèòü ïîääåðæàíèå ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ
â áàêòåðèè. Òàêîé ýôôåêò îáóñëîâëåí òåì, ÷òî
èíòåíñèâíàÿ òðàíñêðèïöèÿ ñ êëîíèðîâàííîãî
ïðîìîòîðà ïîäàâëÿåò ðåïëèêàöèþ ïëàçìèäû è,
ñëåäîâàòåëüíî, ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ åå êîïèé-
íîñòè. Ñòàáèëèçèðîâàòü òàêèå ãèáðèäíûå ïëàç-
ìèäû óäàåòñÿ, åñëè âñòðîèòü â íèõ òåðìèíàòîð
òðàíñêðèïöèè â 3�-ïîëîæåíèè îò ñèëüíîãî ïðî-
ìîòîðà.

Âñòðîéêà â ìíîãîêîïèéíûå âåêòîðíûå ïëàç-
ìèäû îòäåëüíûõ ãåíîâ èëè öåëûõ îïåðîíîâ
÷àñòî âûçûâàåò ñâåðõñèíòåç èõ ïðîäóêòîâ çà
ñ÷åò ïîâûøåííîé äîçû ãåíà. Â ðÿäå ñëó÷àåâ ýòî
îòðèöàòåëüíî âëèÿåò íà ôèçèîëîãèþ áàêòåðè-
àëüíîé êëåòêè, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü â ïðîöåññå
ðîñòà êóëüòóðû ê óòðàòå ãèáðèäíîé ïëàçìèäû
èëè ïåðåñòðîéêàì â åå ñòðóêòóðå (äåëåöèè, èí-
òåãðàöèÿ IS-ýëåìåíòîâ è ò. ï.), êîòîðûå óìåíü-
øàþò èëè ïîäàâëÿþò ýêñïðåññèþ êëîíèðîâàí-
íûõ ãåíîâ.

Ñòàáèëèçèðîâàòü íàñëåäîâàíèå ãèáðèäíûõ
ïëàçìèä â êëåòêàõ E. coli ÷àñòî óäàåòñÿ, âûðà-
ùèâàÿ èõ â óñëîâèÿõ ñåëåêòèâíîãî äàâëåíèÿ ïî
ïëàçìèäíûì ìàðêåðàì óñòîé÷èâîñòè ê àíòè-
áèîòèêàì, ò. å. â ïðèñóòñòâèè îïðåäåëåííûõ àí-
òèáèîòèêîâ. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ïëàçìèäîñî-
äåðæàùèõ øòàììîâ â áîëüøèõ îáúåìàõ òàêîé
ïîäõîä óæå ìàëîïðèåìëåì âñëåäñòâèå äåôè-
öèòíîñòè àíòèáèîòèêîâ è èõ íåâûñîêîé ñòà-
áèëüíîñòè. Áîëåå òåõíîëîãè÷íûìè ÿâëÿþòñÿ
ïîäõîäû, îñíîâàííûå íà àâòîñåëåêöèè êëåòîê,
ñîäåðæàùèõ ãèáðèäíûå ïëàçìèäû.

Èíòåðåñíûé âàðèàíò àâòîñåëåêöèè ïëàçìè-
äîñîäåðæàùèõ êëåòîê ïðåäëîæèëè Ï. Ðîñòåê
è Ê. Õåðøáåðãåð (1983 ã.). Â ïëàçìèäó, íåñó-
ùóþ èçó÷àåìûé ÷óæåðîäíûé ãåí, âñòðàèâàþò
ãåí áåëêà-ðåïðåññîðà ôàãà � ñ òåðìî÷óâñòâè-
òåëüíîé ìóòàöèåé cIts857. Øòàììû E. coli, ñî-
äåðæàùèå òàêèå ïëàçìèäû, ëèçîãåíèçèðóþò äå-
ôåêòíûì ôàãîì �cI90. Ëèçîãåííîå ñîñòîÿíèå ýòî-
ãî ôàãà ïîääåðæèâàåòñÿ ïðè òåìïåðàòóðå 30 °Ñ
çà ñ÷åò ñèíòåçà áåëêà-ðåïðåññîðà, êîäèðóåìîãî
ãåíîì cIts857 ãèáðèäíîé ïëàçìèäû. Óòðàòà ïëàç-
ìèäû ïðèâîäèò ê ïðåêðàùåíèþ ñèíòåçà â êëåò-
êå áåëêà-ðåïðåññîðà ôàãà, à ýòî âëå÷åò çà ñîáîé
èíäóêöèþ ïðîôàãà �cI90 è ëèçèñ êëåòêè. Òàêèì
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îáðàçîì, â ðàñòóùåé êóëüòóðå â æèçíåñïîñîá-
íîì ñîñòîÿíèè ïîääåðæèâàþòñÿ òîëüêî ïëàçìè-
äîñîäåðæàùèå êëåòêè (ðèñ. 8.2).

Íåäîñòàòêîì ïðåäëîæåííîé ñèñòåìû àâòî-
ñåëåêöèè ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî äëÿ íåå íåëüçÿ èñ-
ïîëüçîâàòü ïîäõîäû, ñâÿçàííûå ñ òåðìîèíäóê-
öèåé ðåïëèêàöèè ãèáðèäíîé ïëàçìèäû èëè
òðàíñêðèïöèè öåëåâîãî ãåíà. Õ. Äæèëýäè ñ ñî-
àâòîðàìè (1988 ã.) ñôîðìèðîâàëè íîâóþ ñèñòå-
ìó ýêñïðåññèè, îáåñïå÷èâàþùóþ ñòîëü æå ýô-
ôåêòèâíóþ àâòîñåëåêöèþ ïëàçìèäîñîäåðæà-
ùèõ êëåòîê. Â ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó pGH50
(ðèñ. 8.3) âñòðîèëè ôðàãìåíò ôàãîâîé ÄÍÊ, ñî-
äåðæàùèé ãåí áåëêà-ðåïðåññîðà ôàãà 434. Äàí-
íûé ôàã áëèçêîðîäñòâåí ôàãó �, íî åãî áåëîê-
ðåïðåññîð âçàèìîäåéñòâóåò ñ ïðîìîòîðíî-îïå-
ðàòîðíûìè îáëàñòÿìè ÄÍÊ ôàãà 434 è íå âçàè-
ìîäåéñòâóåò ñ àíàëîãè÷íûìè ýëåìåíòàìè ãåíî-
ìà ôàãà �. Ýêñïðåññèÿ öåëåâîãî ãåíà â ýòîé
ïëàçìèäå íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì ñèëüíîãî
ïðîìîòîðà pL ôàãà �, òðàíñêðèïöèÿ ñ êîòîðîãî
ðåãóëèðóåòñÿ áåëêîì-ðåïðåññîðîì cI ôàãà � (íî
íå ôàãà 434).

Ñêîíñòðóèðîâàííàÿ ïëàçìèäà pGH50 ââî-
äèòñÿ â êëåòêè E. coli, ñîäåðæàùèå êðèïòè÷å-
ñêèé ïðîôàã (íå ñïîñîáíûé ê èñêëþ÷åíèþ èç
áàêòåðèàëüíîé õðîìîñîìû) �cIts857�BamHI�HI,
êîòîðûé îáåñïå÷èâàåò ñèíòåç òåðìî÷óâñòâè-
òåëüíîãî ðåïðåññîðà cI ôàãà �. Çàòåì ïîëó÷åí-
íûå òðàíñôîðìàíòû ëèçîãåíèçèðóþò ôàãîì
�imm434cI3003, êîòîðûé ñèíòåçèðóåò äåôåêòíûé
áåëîê cI ôàãà 434. Ñàì ïî ñåáå òàêîé ôàã ëèçîãå-
íèçèðîâàòü êëåòêè íå ñïîñîáåí, íî âñëåäñòâèå
òîãî ÷òî ïëàçìèäà pGH50 ýêñïðåññèðóåò ãåí cI
ôàãà 434 äèêîãî òèïà, â êëåòêàõ íàêàïëèâàåòñÿ
áåëîê-ðåïðåññîð ôàãà 434, êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ
ñ ðàéîíàìè pLoL è pRoR íà ÄÍÊ ôàãà �imm434cI–

è îáåñïå÷èâàåò èíòåãðàöèþ ôàãîâîãî ãåíîìà
â áàêòåðèàëüíóþ õðîìîñîìó. Â ðåçóëüòàòå ïëàç-
ìèäîñîäåðæàùèå êëåòêè ñîäåðæàò äâà ïðîôàãà,
è â íèõ ñèíòåçèðóåòñÿ äâà áåëêà-ðåïðåññîðà —
ôàãîâ �cIts è 434cI+. Âûðàùèâàþò ñîçäàííûé
øòàìì ïðè òåìïåðàòóðå íå âûøå 30 °Ñ. Òåðìî-
èíäóêöèÿ (íàãðåâàíèå êóëüòóðû äî òåìïåðàòó-
ðû 40–42 °Ñ) ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè òðàíñêðèï-
öèè ñ ïðîìîòîðà pL ôàãà � è íå ñêàçûâàåòñÿ íà
ñòàáèëüíîñòè ïîääåðæàíèÿ ãèáðèäíîé ïëàçìè-
äû. Ñïîíòàííàÿ óòðàòà ïëàçìèäû ïðèâîäèò
ê èíäóêöèè èç ïðîôàãà �imm434cI– è ëèçèñó
êëåòîê. Çà ñ÷åò òàêîé «ñòàáèëèçàöèè» è èñïîëü-
çîâàíèÿ ñèëüíîãî òåðìîèíäóöèðóåìîãî ïðîìî-
òîðà óäàëîñü äîáèòüñÿ âûñîêîé ïðîäóêòèâíîñòè
ñîçäàííîãî øòàììà E. coli ïî ãîðìîíó ðîñòà
áûêà.

Ê. Ìèâà ñ ñîòðóäíèêàìè (1984 ã.) ðàçðàáîòà-
ëè äðóãóþ ñèñòåìó ñåëåêöèè êëåòîê ñ ãèáðèä-
íîé ïëàçìèäîé, íå òðåáóþùóþ äîáàâëåíèÿ
â ñðåäó àíòèáèîòèêîâ. Â êà÷åñòâå áàêòåðèè-õî-
çÿèíà èñïîëüçîâàëè øòàìì E. coli ñ ôåíîòèïîì
Smd (ñòðåïòîìèöèíçàâèñèìûé). Àâòîðû ðåøè-
ëè âûäåëèòü ãåí, îáîçíà÷åííûé èìè smd+, êîòî-
ðûé ìîã áû â ñîñòàâå ïëàçìèäû ìàñêèðîâàòü
ôåíîòèï Smd è ïðèâîäèòü ê ïîÿâëåíèþ ôåíîòè-
ïà Smi (ñòðåïòîìèöèííåçàâèñèìûé). Äëÿ ýòîãî
â ñîñòàâ pBR322 âñòðàèâàëè BamHI-ôðàãìåíòû
õðîìîñîìíîé ÄÍÊ øòàììà E. coli, íå èìåþùå-
ãî ôåíîòèïà Smd. Ïîëó÷åííîé ñìåñüþ òðàíñ-
ôîðìèðîâàëè E. coli Smd è îòáèðàëè êëîíû
ñ ôåíîòèïîì AprSmi. Â ðåçóëüòàòå áûë âûäåëåí
ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé èñêîìûé ãåí smd +. Îêà-
çàëîñü, ÷òî îí ÿâëÿåòñÿ ãåíîì rpsL, êîäèðóþ-
ùèì ðèáîñîìíûé áåëîê S12. Âñòðîéêà ãåíà rpsL
â ëþáóþ ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó îáåñïå÷èâàëà åå
ñòàáèëüíîå ïîääåðæàíèå â E. coli Smd íà ñðåäå
áåç ñòðåïòîìèöèíà (áåñïëàçìèäíûå êëåòêè íà
òàêîé ñðåäå íå ðàñòóò, à æèçíåñïîñîáíîñòü ñî-
õðàíÿþò òîëüêî êëåòêè, íåñóùèå ãèáðèäíûå
ïëàçìèäû ñ öåëåâûìè ãåíàìè è ãåíîì rpsL).

Ðàññìîòðåííûå ïîäõîäû ïîçâîëÿþò äîñòà-
òî÷íî ïðîñòî è ýêîíîìè÷íî îñóùåñòâëÿòü â ðàñ-
òóùåé êóëüòóðå àâòîñåëåêöèþ êëåòîê, ñîäåðæà-
ùèõ ãèáðèäíûå ïëàçìèäû. Ïîñêîëüêó ïðè ýòîì
êëåòêè, óòðàòèâøèå ïëàçìèäó, ïîãèáàþò, ñêî-
ðîñòü ðîñòà êóëüòóðû îáû÷íî ñíèæåíà. Íî çà
ñ÷åò òîãî, ÷òî 100 % êëåòîê â êóëüòóðå íåñóò
ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó, «ñòàáèëèçèðîâàííûå»
øòàììû-ïðîäóöåíòû ìîãóò áûòü äîñòàòî÷íî
ýôôåêòèâíûìè è ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ òåõíî-
ëîãèè.

Íà ñòàáèëüíîñòü ïîääåðæàíèÿ ãèáðèäíûõ
ÄÍÊ in vivo áîëüøîå âëèÿíèå îêàçûâàåò èõ ìàê-
ðîñòðóêòóðà (ñóïåðñïèðàëèçàöèÿ, ìóëüòèìåðè-
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çàöèÿ è äð.). Â ÷àñòíîñòè, âñòðîéêà ÷óæåðîäíûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ èíîãäà çíà÷èòåëüíî èçìåíÿåò
ìàêðîñòðóêòóðó (òîïîëîãèþ) ïëàçìèäû, ÷òî îò-
ðèöàòåëüíî ñêàçûâàåòñÿ íà åå ðåïëèêàöèè è ñòà-
áèëüíîñòè íàñëåäîâàíèÿ. Îäíàêî â ðåçóëüòàòå
ñïîíòàííî âîçíèêàþùèõ in vivo äåëåöèé ìîãóò
îáðàçîâûâàòüñÿ è óñòîé÷èâî íàñëåäóåìûå âàðè-
àíòû ãèáðèäíûõ ïëàçìèä. Íåîáõîäèìî îòìå-
òèòü, ÷òî âñòðîéêà â ïëàçìèäû ÷óæåðîäíûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ íå âñåãäà îòðàæàåòñÿ íà ñòà-
áèëüíîñòè ïîääåðæàíèÿ ïëàçìèä â E. coli. Â ðÿ-
äå ñëó÷àåâ ÷óæåðîäíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, â íå-
ñêîëüêî ðàç ïðåâîñõîäÿùèå ïî ðàçìåðó âåêòîð-
íóþ ïëàçìèäó, ìîãóò ñòàáèëüíî ñîõðàíÿòüñÿ
â ãèáðèäíîé ìîëåêóëå.

Èçâåñòíî, ÷òî â ìîëåêóëàõ ÄÍÊ ôàãîâ, ïëàç-
ìèä, áàêòåðèàëüíûõ õðîìîñîì èìåþòñÿ êîðîò-
êèå èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû äëèíîé 9–13 ïí.
Òàêèå ïàëèíäðîìíûå ñòðóêòóðû ìîãóò ñòàáèëè-
çèðîâàòü ñóïåðêîëüöåâóþ ôîðìó ÄÍÊ, à òàêæå
ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé ó÷àñòêè âçàèìîäåéñòâèÿ
ÄÍÊ ñ áåëêàìè êëåòêè. Áîëåå ïðîòÿæåííûå èí-
âåðòèðîâàííûå ïîâòîðû â ÄÍÊ ïëàçìèä è ôàãîâ
ìîãóò çíà÷èòåëüíî èçìåíÿòü òîïîëîãèþ ýòèõ
ìîëåêóë in vivo, íàðóøàÿ ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè
òðàíñêðèïöèè è ðåïëèêàöèè. Ïðîòÿæåííûå èí-
âåðòèðîâàííûå ïîâòîðû, êàê ïðàâèëî, èëè âû-
ùåïëÿþòñÿ èç ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ñ âûñî-
êîé ÷àñòîòîé, èëè îáóñëîâëèâàþò ëåòàëüíîñòü
êîíñòðóèðóåìûõ in vitro ìîëåêóë.

ßïîíñêèå èññëåäîâàòåëè ïîäðîáíî èçó÷èëè
âëèÿíèå ïîâòîðîâ ñðåäíåé äëèíû íà ñòàáèëü-
íîñòü ïëàçìèä â êëåòêàõ E. coli. Îêàçàëîñü, ÷òî
ñîñòûêîâàííûå èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû äëè-
íîé 100–150 ïí ìîãóò ñîõðàíÿòüñÿ â ñîñòàâå
ïëàçìèä, ðåïëèöèðóþùèõñÿ â êëåòêàõ E. coli

äèêîãî òèïà. Ïðè âñòðîéêå ïðèëåæàùèõ äðóã
ê äðóãó èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòîðîâ áîëüøåé
äëèíû ïëàçìèäû, êàê ïðàâèëî, íå ñïîñîáíû
ðåïëèöèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ äèêîãî òèïà, íî
ðåïëèöèðóþòñÿ âî ìíîæåñòâåííûõ ìóòàíòàõ
ïî ñèñòåìå ðåêîìáèíàöèè òèïà E. coli

recBrecCsbcBrecF. Îäíàêî è â ïîñëåäíåì ñëó÷àå
íàáëþäàþòñÿ äåëåöèè â ðàéîíå âñòðîåííîãî ïà-
ëèíäðîìà. Ââåäåíèå äîñòàòî÷íî ïðîòÿæåííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåæäó èíâåðòèðîâàííûìè
ïîâòîðàìè ïîçâîëÿåò çàìåòíî ñòàáèëèçèðîâàòü
íàñëåäîâàíèå êëåòêàìè ïëàçìèä.

Ïðÿìûå (òàíäåìíûå) ïîâòîðû ñðåäíåé äëè-
íû, ïî-âèäèìîìó, áîëåå óñòîé÷èâî ñîõðàíÿþòñÿ
â ñòðóêòóðå ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, ÷åì èí-
âåðòèðîâàííûå. Â òî æå âðåìÿ ïðîòÿæåííûå
òàíäåìíûå ïîâòîðû â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ ÄÍÊ
õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé ñòåïåíüþ íåñòàáèëü-
íîñòè. Âûùåïëåíèå ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå âíóòðè-
ìîëåêóëÿðíîé èëè ìåæìîëåêóëÿðíîé ðåêîìáè-
íàöèè ãèáðèäíîé ÄÍÊ è çàâèñèò, õîòÿ è íå ïîë-
íîñòüþ, îò ñèñòåìû ðåêîìáèíàöèè áàêòåðèàëü-
íîé êëåòêè.

Ñòàáèëüíîñòü íàñëåäîâàíèÿ ìíîãîêîïèé-
íûõ ïëàçìèä òèïà ColE1 ìîæåò áûòü çíà÷èòåëü-
íî ñíèæåíà â ðåçóëüòàòå ìóëüòèìåðèçàöèè ïëàç-
ìèä çà ñ÷åò ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè. Ïî-
ýòîìó âàæíûì ìîìåíòîì ñòàáèëèçàöèè òàêèõ
ïëàçìèä ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå øòàììîâ
E. coli, äåòåðìèíèðóþùèõ ôóíêöèè ñàéòñïåöè-
ôè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè ìóëüòèìåðíûõ ïëàçìèä
è ïåðåâîäà èõ â ìîíîìåðíóþ ôîðìó. Ïðè ýòîì
ïëàçìèäà äîëæíà ñîäåðæàòü îñîáóþ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü cer (279 ïí äëÿ ColE1), ïî êîòîðîé
ïðîõîäèò ñàéòñïåöèôè÷åñêàÿ ðåêîìáèíàöèÿ.
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Ðèñ. 8.3. Ñèñòåìà ïëàçìèäà–êëåòêà, îáåñïå÷èâàþùàÿ òåðìîèíäóêöèþ òðàíñêðèïöèè ñ ïðîìîòîðà �pL

è àâòîñåëåêöèþ ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ êëåòîê



Ä. Òîìàñ ñ ñîòðóäíèêàìè (1987 ã.) óñòàíîâè-
ëè, ÷òî â êëåòêàõ E. coli, èììîáèëèçîâàííûõ íà
ãðàíóëàõ ãåëÿ, ñòàáèëüíîñòü íàñëåäîâàíèÿ
ïëàçìèä ìîæåò áûòü çàìåòíî âûøå, ÷åì â ñâî-
áîäíûõ êëåòêàõ â òåõ æå óñëîâèÿõ íåïðåðûâ-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè êëîíèðîâàíèè ÷óæåðîä-
íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ñîñòàâå âíåõðîìîñîì-
íûõ âåêòîðîâ E. coli íóæíî ó÷èòûâàòü öåëûé
ñïåêòð ïàðàìåòðîâ, âëèÿþùèõ íà ñòàáèëüíîñòü
ãèáðèäíûõ ìîëåêóë â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî â êà÷åñòâå ðåöèïèåíòîâ ãèá-
ðèäíûõ ÄÍÊ èñïîëüçîâàòü øòàììû E. coli, äå-
ôåêòíûå ïî ñèñòåìå îáùåé ðåêîìáèíàöèè è
ïîääåðæèâàþùèå ïëàçìèäû â ìîíîìåðíîé
ôîðìå. Ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèäíûõ ìîëå-

êóë ÄÍÊ æåëàòåëüíî èçáåãàòü ïîÿâëåíèÿ â èõ
ñîñòàâå ïðÿìûõ èëè èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòî-
ðîâ. Âûðàùèâàòü êóëüòóðû E. coli öåëåñîîáðàç-
íî íà áîãàòûõ ñðåäàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ôàêòî-
ðîâ ñåëåêòèâíîãî îòáîðà ïëàçìèäîñîäåðæàùèõ
êëåòîê.

Áîëüøîå çíà÷åíèå ïðè òåõíîëîãè÷åñêîì èñ-
ïîëüçîâàíèè òàêèõ øòàììîâ èìååò ïðàâèëüíûé
âûáîð óñëîâèé èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îïòèìàëü-
íûìè áóäóò óñëîâèÿ, â êîòîðûõ äîñòèãàåòñÿ
íàèáîëüøèé âûõîä öåëåâîãî ïðîäóêòà ïðè íàè-
ìåíüøåé ñêîðîñòè ïîòåðè ïëàçìèäû èëè èíàê-
òèâàöèè êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ. Â îïðåäåëåíèè
òàêèõ îïòèìàëüíûõ óñëîâèé ðåøàþùóþ ðîëü
èãðàþò ìåòîäû ìàòåìàòè÷åñêîãî ìîäåëèðîâà-
íèÿ áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ.
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Ãëàâà 9
ÂÅÊÒÎÐÍÛÅ ÑÈÑÒÅÌÛ ÃÐÀÌÎÒÐÈÖÀÒÅËÜÍÛÕ
ÁÀÊÒÅÐÈÉ, ÍÅ ÎÒÍÎÑßÙÈÕÑß Ê ÐÎÄÓ ESCHERICHIA

Ðàçíûå ïðåäñòàâèòåëè ïî÷âåííûõ è âîäíûõ
ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé ïðîÿâëÿþò îã-
ðîìíîå ìíîãîîáðàçèå ìåòàáîëè÷åñêèõ àêòèâíî-
ñòåé, êîòîðûå íå òîëüêî ïðåäñòàâëÿþò çíà÷è-
òåëüíûé íàó÷íûé èíòåðåñ, íî è ïîòåíöèàëüíî
âàæíû äëÿ áèîòåõíîëîãèè. Îäíàêî ðÿä ýòèõ àê-
òèâíîñòåé íåëüçÿ âîñïðîèçâåñòè â êëåòêàõ
Å. coli, íåñóùèõ â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ ìîëåêóë
ÄÍÊ ñîîòâåòñòâóþùèå ãåíåòè÷åñêèå äåòåðìè-
íàíòû, òàê êàê ìåòàáîëè÷åñêèå è ôèçèîëîãè÷å-
ñêèå âîçìîæíîñòè ýòîé áàêòåðèè îãðàíè÷åíû.
Êðîìå òîãî, èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ïîêà-
çàëè, ÷òî, íåñìîòðÿ íà ôóíäàìåíòàëüíóþ ñõî-
æåñòü îðãàíèçàöèè ãåíåòè÷åñêîãî àïïàðàòà ïðî-
êàðèîò è ñïîñîáà ðåàëèçàöèè ãåíåòè÷åñêîé èí-
ôîðìàöèè, ñóùåñòâóþò õàðàêòåðíûå äëÿ êàæ-
äîé òàêñîíîìè÷åñêîé ãðóïïû îñîáåííîñòè, îò-
ëè÷àþùèå åå îò äðóãèõ ãðóïï ïî òîíêèì ìåõà-
íèçìàì ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ. Ýòî ìîæåò
ïðèâîäèòü ê òîìó, ÷òî ãåíû áàêòåðèé îäíîãî ñå-
ìåéñòâà (ðîäà) íå áóäóò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ
â êëåòêàõ áàêòåðèé äðóãîãî ñåìåéñòâà (ðîäà) èëè
îáóñëîâÿò î÷åíü íèçêèé óðîâåíü ïðîäóêöèè ñî-
îòâåòñòâóþùåãî áåëêà. Ïîýòîìó äëÿ èçó÷åíèÿ
ýêñïðåññèè ãåíîâ, ïîëó÷åíèÿ ñóïåðïðîäóöåí-
òîâ ñ îïðåäåëåííûìè ñâîéñòâàìè è ò. ï. íåîáõî-
äèìî ëèáî ñîçäàâàòü äëÿ êàæäîé òàêñîíîìè÷å-
ñêîé ãðóïïû áàêòåðèé ñïåöèàëèçèðîâàííóþ
âåêòîðíóþ ñèñòåìó íà îñíîâå ïëàçìèä è ôàãîâ

(ÿðêèì ïðèìåðîì òàêîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ
E. coli), ëèáî ðàçðàáàòûâàòü óíèâåðñàëüíûå âåê-
òîðíûå ñèñòåìû äëÿ îòíîñèòåëüíî øèðîêîãî
ñïåêòðà íåðîäñòâåííûõ áàêòåðèé ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ïëàçìèä, èìåþùèõ øèðîêèé êðóã õîçÿåâ.

Ñîçäàâàÿ íà îñíîâå ïðèðîäíîãî ðåïëèêîíà
óäîáíûå êëîíèðóþùèå âåêòîðû, íåîáõîäèìî
ïðåæäå âñåãî äîñòàòî÷íî ïîäðîáíî èçó÷èòü ãå-
íåòè÷åñêóþ îðãàíèçàöèþ äàííîé àâòîíîìíî ðå-
ïëèöèðóþùåéñÿ ìîëåêóëû ÄÍÊ è ëèøü çàòåì
âûïîëíèòü ðÿä ìàíèïóëÿöèé ïî åå ðåêîíñòðóê-
öèè. Íà ïîëó÷åíèå êàæäîãî òàêîãî âåêòîðà, êàê
ïðàâèëî, óõîäèò ìíîãî âðåìåíè. Îñîáåííî ýòî
êàñàåòñÿ ñëàáî èçó÷åííûõ â ãåíåòè÷åñêîì ïëàíå
âèäîâ áàêòåðèé. Ïîýòîìó êðàéíå ïðèâëåêàòåëü-
íûì âûãëÿäèò ïîäõîä, êîòîðûé ïðåäóñìàòðèâà-
åò ñîçäàíèå âåêòîðíûõ ìîëåêóë, ñïîñîáíûõ ñòà-
áèëüíî ðåïëèöèðîâàòüñÿ â ðàçëè÷íûõ õîçÿåâàõ.
Ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíñòðóèðîâàíèåì îòäåëüíûõ
ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ äëÿ êàæäîãî áàêòåðè-
àëüíîãî âèäà ýòî, âî-ïåðâûõ, ñóùåñòâåííî ýêî-
íîìèò âðåìÿ è, âî-âòîðûõ, îáåñïå÷èâàåò âîç-
ìîæíîñòü èçó÷àòü ýêñïðåññèþ ëþáûõ ãåíîâ
â ðàçëè÷íîì ãåíåòè÷åñêîì îêðóæåíèè â ñîñòàâå
îäíîé è òîé æå ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè. ×àñ-
òî â ýòîé ñõåìå ýêñïåðèìåíòîâ ãðàìîòðèöàòåëü-
íàÿ áàêòåðèÿ Å. coli, êàê íàèáîëåå õîðîøî ðàç-
ðàáîòàííàÿ ãåííî-èíæåíåðíàÿ ñèñòåìà, èñïîëü-
çóåòñÿ â êà÷åñòâå ïðîìåæóòî÷íîãî õîçÿèíà.

9.1. ÏËÀÇÌÈÄÛ ØÈÐÎÊÎÃÎ ÊÐÓÃÀ ÕÎÇßÅÂ

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàñøèôðîâàíû ïîëíûå
íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íåñêîëüêèõ
ñîòåí ïðèðîäíûõ ïëàçìèä. Êîïèéíîñòü ïëàç-
ìèä ìîæåò ñóùåñòâåííî âàðüèðîâàòü — îò 1 äî
200 ìîëåêóë íà êëåòêó. Â ðÿäå ñëó÷àåâ áàêòåðèè
ñîäåðæàò îäíîâðåìåííî íåñêîëüêî òèïîâ ïëàç-
ìèä, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ðàçìåðó è íóêëåîòèä-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Âàæíîå ñâîéñòâî
ïëàçìèä ñîñòîèò â òîì, ÷òî îíè ñïîñîáíû ñàìî-
ñòîÿòåëüíî ðåïëèöèðîâàòüñÿ in vivo, ò. å. ÿâëÿ-

þòñÿ ðåïëèêîíàìè. Ïðè ýòîì ó îäíèõ ïëàçìèä
ðåïëèêàöèÿ ñòðîãî çàâèñèò îò ñîîòâåòñòâóþùèõ
ôåðìåíòíûõ ñèñòåì áàêòåðèé, â äðóãèõ æå ñëó-
÷àÿõ ïëàçìèäà êîäèðóåò áåëêè, êîòîðûå îáåñïå-
÷èâàþò îòíîñèòåëüíóþ àâòîíîìíîñòü åå ðåïëè-
êàöèè.

Âíåõðîìîñîìíûå ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû
ìîãóò ïðèäàâàòü áàêòåðèàëüíûì êëåòêàì äîïîë-
íèòåëüíûå ñâîéñòâà, âûÿâëÿåìûå ôåíîòèïè÷å-
ñêè. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî îíè ìîãóò ñîäåðæàòü



9.1. ÏËÀÇÌÈÄÛ ØÈÐÎÊÎÃÎ ÊÐÓÃÀ ÕÎÇßÅÂ 219

Òàáëèöà 9.1. Ïðèìåðû óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê àíòèáèîòèêàì è òîêñè÷åñêèì âåùåñòâàì,

äåòåðìèíèðóåìîé ïëàçìèäàìè

Îáîçíà÷åíèå
ôåíîòèïà

Âåùåñòâî
Îáîçíà÷åíèå

ãåíîòèïà
Ôåðìåíò, îáóñëîâëèâàþùèé óñòîé÷èâîñòü

1 2 3 4

Ac Àêðèäèí acr —
Ak Àìèêàöèí aacA

aacC
aadC

Àìèíîãëèêîçèä-6�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà
Àìèíîãëèêîçèä-3-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà
Àìèíîãëèêîçèä-4�-àäåíèëèëòðàíñôåðàçà

Ap Àìïèöèëëèí bla �-Ëàêòàìàçà
Asa Àðñåíàò asa —

Asi Àðñåíèò asi —

Bi Èîíû âèñìóòà bis —

Bt Áóòèðîçèí aphA Àìèíîãëèêîçèä-3�-ôîñôîòðàíñôåðàçà

Cb Êàðáåíèöèëëèí bla �-Ëàêòàìàçà
Cd Èîíû êàäìèÿ cad —

Ce Öåôàëåêñèí bla �-Ëàêòàìàçà
Cl Êëèíäàìèöèí erm —

Cm Õëîðàìôåíèêîë cat Õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçà
Co Èîíû êîáàëüòà cob —

Cp Öåôàëîñïîðèí bla �-Ëàêòàìàçà
Cr Öåôàëîðèäèí bla Òî æå

Cx Êëîêñàöèëëèí bla — « —

Dm 3�,4�-Äèäåçîêñèêàíàìèöèí Â aacA Àìèíîãëèêîçèä-6�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà
aacB Àìèíîãëèêîçèä-2�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aacC Àìèíîãëèêîçèä-3-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aadB Àìèíîãëèêîçèä-2��-N-àäåíèëèëòðàíñôåðàçà

Eb Ýòèäèóì áðîìèä ebr —

Em Ýðèòðîìèöèí erm Ìåòèëàçà ðèáîñîìíîé ÐÍÊ

Gm Ãåíòàìèöèí aacA Àìèíîãëèêîçèä-6�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aacB Àìèíîãëèêîçèä-2�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aacC Àìèíîãëèêîçèä-3-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aadB Àìèíîãëèêîçèä-2��-N-àäåíèëèëòðàíñôåðàçà

Hg Èîíû ðòóòè mer —

Km Êàíàìèöèí aphA Àìèíîãëèêîçèä-3�-ôîñôîòðàíñôåðàçà

aacA Àìèíîãëèêîçèä-6�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aacB Àìèíîãëèêîçèä-2�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aacC Àìèíîãëèêîçèä-3-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aadB Àìèíîãëèêîçèä-2��-N-àäåíèëèëòðàíñôåðàçà

aadC Àìèíîãëèêîçèä-4�-àäåíèëèëòðàíñôåðàçà

Lv Ëèâèäîìèöèí aphA Àìèíîãëèêîçèä-3�-ôîñôîòðàíñôåðàçà

aacB Àìèíîãëèêîçèä-2�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aacC Àìèíîãëèêîçèä-3-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

Mc Ìåòèöèëëèí bla �-Ëàêòàìàçà

Nm Íåîìèöèí aphA Àìèíîãëèêîçèä-3�-ôîñôîòðàíñôåðàçà

aacA Àìèíîãëèêîçèä-6�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aacB Àìèíîãëèêîçèä-2�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aacC Àìèíîãëèêîçèä-3-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

Ox Îêñàöèëëèí bla �-Ëàêòàìàçà
Pm Ïàðàìîìèöèí aphA Àìèíîãëèêîçèä-3�-ôîñôîòðàíñôåðàçà

aacB Àìèíîãëèêîçèä-2�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aacC Àìèíîãëèêîçèä-3-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà



äåòåðìèíàíòû óñòîé÷èâîñòè (òàáë. 9.1) ê àíòè-
áèîòèêàì è òîêñè÷åñêèì âåùåñòâàì (R-ïëàçìè-
äû, îò àíãë. resistance — óñòîé÷èâîñòü), íåñòè
ãåíû, êîíòðîëèðóþùèå êàòàáîëèçì (äåãðàäà-
öèþ) íåêîòîðûõ îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, íå
ÿâëÿþùèõñÿ èñòî÷íèêàìè óãëåðîäà è ýíåðãèè
äëÿ áîëüøèíñòâà ìèêðîîðãàíèçìîâ (D-ïëàçìè-
äû, èëè ïëàçìèäû áèîäåãðàäàöèè), íàïðàâëÿòü
ñèíòåç òîêñèíîâ, áàêòåðèîöèíîâ, àíòèáèîòèêîâ
è äð. Ïëàçìèäû, íå âûÿâëÿåìûå ôåíîòèïè÷å-
ñêè, íàçûâàþò êðèïòè÷åñêèìè.

Ìíîãèå ïëàçìèäû, èìåþùèå ðàçìåð áîëåå
40 òïí, îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê êîíúþãàöèîí-
íîìó ïåðåíîñó. Êîíúþãàöèåé íàçûâàåòñÿ ïðî-
öåññ ïåðåíîñà ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè îò
êëåòêè-äîíîðà ê êëåòêå-ðåöèïèåíòó, êîòîðûé
îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè íåïîñðåäñòâåííîì êîíòàêòå
êëåòîê ìåæäó ñîáîé. Ïî ýòîìó ïðèçíàêó ïëàçìè-
äû äåëÿò íà òðàíñìèññèâíûå è íåòðàíñìèññèâ-
íûå (êîíúþãàòèâíûå è íåêîíúþãàòèâíûå).

Êîíúþãàöèîííûé ïåðåíîñ ïëàçìèä îáåñïå-
÷èâàåòñÿ áîëüøèì íàáîðîì ãåíîâ, êîòîðûå îáú-
åäèíÿþòñÿ â tra-îïåðîí. Ïðîäóêòû ýòèõ ãåíîâ
íåîáõîäèìû äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ äâóõ îñíîâíûõ
ýòàïîâ ïðîöåññà êîíúþãàöèè: 1) îáðàçîâàíèÿ
ñêðåùèâàþùèõñÿ ïàð; 2) ïåðåíîñà è ðåïëèêà-
öèè ÄÍÊ. Äëÿ îáðàçîâàíèÿ ñêðåùèâàþùèõñÿ
ïàð íåîáõîäèìû ïîëîâûå âîðñèíêè — ïèëè,
ôîðìèðóþùèåñÿ íà ïîâåðõíîñòè äîíîðíûõ
êëåòîê. Îò äîíîðà ê ðåöèïèåíòó ïåðåíîñèòñÿ
òîëüêî îäíà öåïü ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, íà÷èíàÿ
ñî ñïåöèôè÷åñêîãî ó÷àñòêà oriÒ (îò àíãë. trans-
fer — ïåðåíîñ). Ñ ó÷àñòèåì ïðîäóêòà ïëàçìèä-
íîãî ãåíà ïðîèñõîäèò ðàçäåëåíèå öåïåé ÄÍÊ,

íåîáõîäèìîå äëÿ ïåðåíîñà è ñèíòåçà êîìïëå-
ìåíòàðíûõ öåïåé ÄÍÊ êàê â êëåòêå äîíîðà, òàê
è â êëåòêå ðåöèïèåíòà. Çàâåðøàåòñÿ ýòîò ïðî-
öåññ ôîðìèðîâàíèåì êîëüöåâûõ äâóõöåïî÷å÷-
íûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ïëàçìèäû.

Íåòðàíñìèññèâíûå ïëàçìèäû íå ñîäåðæàò
äåòåðìèíàíò, ïðèäàþùèõ áàêòåðèàëüíûì êëåò-
êàì ñâîéñòâà ãåíåòè÷åñêèõ äîíîðîâ, è ïîýòîìó
îíè íå ñïîñîáíû ñàìîñòîÿòåëüíî ïåðåäàâàòüñÿ
îò îäíèõ êëåòîê ê äðóãèì. Îäíàêî òàêèå ïëàç-
ìèäû â ðÿäå ñëó÷àåâ ìîãóò áûòü ïåðåíåñåíû
â ðåöèïèåíòíûå êëåòêè ñ ïîìîùüþ êîíúþãà-
òèâíûõ ïëàçìèä. Òàêîé ïðîöåññ íàçûâàåòñÿ ìî-

áèëèçàöèåé ïëàçìèäû. Èçâåñòíî äâà ìåõàíèçìà
ìîáèëèçàöèè íåòðàíñìèññèâíûõ ïëàçìèä:

1. Ïåðåíîñ çà ñ÷åò áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ ãå-
íîâ tra-îïåðîíà êîíúþãàòèâíîé ïëàçìèäû, íà-
õîäÿùåéñÿ â ýòîé æå êëåòêå. Òàêîé ïåðåíîñ íà-
÷èíàåòñÿ ñ ñîáñòâåííîãî ó÷àñòêà oriÒ ìîáèëè-
çóåìîé ïëàçìèäû, è äëÿ åãî îñóùåñòâëåíèÿ íå-
îáõîäèìî íàëè÷èå íà ýòîé ïëàçìèäå ãåíîâ mob

(mobilization). Òàê ïðîèñõîäèò ìîáèëèçàöèÿ
ïëàçìèä ColE1 è RSF1010. Ïðè ýòîì êîíúþãà-
òèâíàÿ ïëàçìèäà-ïîìîùíèê â ðåöèïèåíòíóþ
êëåòêó ìîæåò è íå ïðîíèêàòü.

2. Ïåðåíîñ â ñîñòàâå êîèíòåãðàíòîâ ñ êîíú-
þãàòèâíûìè ïëàçìèäàìè. Êîèíòåãðàíò ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé êîëüöåâóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ, â êî-
òîðîé îáúåäèíåíû äâà èëè áîëåå ðåïëèêîíà,
ñïîñîáíûõ ê íåçàâèñèìîé ðåïëèêàöèè. Ïðè îï-
ðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ êîèíòåãðàíòû äèññîöèè-
ðóþò íà äèñêðåòíûå ïëàçìèäíûå ðåïëèêîíû.

Èçó÷åíèå ðàçíûõ ïëàçìèä ïîêàçàëî, ÷òî íå-
êîòîðûå èç íèõ íå ñïîñîáíû ñòàáèëüíî ñîñóùå-
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Îêîí÷àíèå òàáë. 9.1

1 2 3 4

Pn Ïåíèöèëëèí bla �-Ëàêòàìàçà
Rm Ðèáîñòàìèöèí aphA Àìèíîãëèêîçèä-3�-ôîñôîòðàíñôåðàçà

aphB Àìèíîãëèêîçèä-5��-ôîñôîòðàíñôåðàçà

aacB Àìèíîãëèêîçèä-2�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà
aacC Àìèíîãëèêîçèä-3-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

Sb Èîíû ñóðüìû ant —
Sm Ñòðåïòîìèöèí aphC Àìèíîãëèêîçèä-3��-ôîñôîòðàíñôåðàçà

aadA Àìèíîãëèêîçèä-3��-àäåíèëèëòðàíñôåðàçà
Sp Ñïåêòèíîìèöèí aadA Òî æå
Su Ñóëüôàíèëàìèä sul —
Tc Òåòðàöèêëèí tet —
Tm Òîáðàìèöèí aacA Àìèíîãëèêîçèä-6�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aacB Àìèíîãëèêîçèä-2�-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà

aacC Àìèíîãëèêîçèä-3-N-àöåòèëòðàíñôåðàçà
aadB Àìèíîãëèêîçèä-2��-N-àäåíèëèëòðàíñôåðàçà
aadC Àìèíîãëèêîçèä-4��-àäåíèëèëòðàíñôåðàçà

Tp Òðèìåòîïðèì dfr Äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçà



ñòâîâàòü â êëåòêå. Äàííîå ÿâëåíèå íàçâàíî íå-

ñîâìåñòèìîñòüþ ïëàçìèä. Ïî ýòîìó ïðèçíàêó
ïëàçìèäû ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ðàñïðåäåëå-
íû íà ãðóïïû íåñîâìåñòèìîñòè — Inc-ãðóïïû
(îò àíãë. incompatibility — íåñîâìåñòèìîñòü).
Ê îäíîé ãðóïïå îáû÷íî îòíîñÿò ïëàçìèäû, êî-
òîðûå íåñîâìåñòèìû ìåæäó ñîáîé, íî ñîâìåñ-
òèìû ñ ëþáîé ïëàçìèäîé èç äðóãèõ ãðóïï.

Áîëüøèíñòâî èçâåñòíûõ ïëàçìèä, òðàíñ-
ìèññèâíûõ â Å. coli, êëàññèôèöèðîâàíî ïóòåì
îïðåäåëåíèÿ èõ íåñîâìåñòèìîñòè â áàêòåðèÿõ
ýòîãî âèäà (òàáë. 9.2). Ïî ìåðå îòêðûòèÿ è èçó-
÷åíèÿ íîâûõ ïëàçìèä âûÿâëÿþòñÿ íîâûå ãðóï-
ïû íåñîâìåñòèìîñòè. Êîãäà ïëàçìèäû íåòðàíñ-
ìèññèâíû â Å. coli, èõ êëàññèôèöèðóþò â áàêòå-
ðèÿõ òåõ âèäîâ, â êîòîðûõ îíè íàéäåíû. Íàïðè-
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Òàáëèöà 9.2. Ãðóïïû íåñîâìåñòèìîñòè ïëàçìèä, óñòàíîâëåííûå â E. coli

Ãðóïïà
Òèï

ïèëåé
Ïèëåñïåöèôè÷åñêèå ôàãè Ïëàçìèäû

B B fd R16, Tp113, Tp125, R723, R864a
C C C-1, C-2, J R40a, R55, RA1, pIP55, pIP40a, pHH1343a
D D fd, f711, J R711b, R778b
E JA4320
FI F f1, f2, MS2, Q�, fd, M13, R17 F, ColV2, ColV2-K94, ColV3, ColV3-K90,

ColV3-K30, R162, R386, R453, R455, R773, P307Ent,
pIP162, pAP10-2, pIP174, pHH507, RGH2387

FII Òî æå Òî æå R1, R6, R136, R192, R1-19k, R538Fdrd1, NR1,
R1drd19, R6-5, SF119, pHH1313b, pGD10

FIII — « — — « — ColB-K98, MIP240Hly, R.ColBM
FIV — « — — « — R124, pJL1 (Vir), pAP20
FV — « — f1, fd, UA6 F0lac, pIE509, pIE510
FVI — « — MS2 Hly-P212, pGL611, pSU212Hly, pSU105Hly
FVII — « — Òî æå pAP38
FVIII — « — — « — pAP43
FIX — « — — « — pAP42
FX — « — — « — pAP19-1
G Rms149
HI1 R27, R726, pPG1251-2
HI2 R478, pAS251-2, pSD114, N-1, pWR23
HI3 MIP233
HII pHH1457, pHH1508a, pHH1532b-1
I1/I� I If1, If2, PR64FS R62, R64, R144, R483, ColIb-P9

I� Òî æå Òî æå R621a, ColIb-Im1420

I� — « — — « — JR66a, R721

I� — « — — « — R905a

I2 — « — — « — TR114, R769, pHly152
J J J R391, R997
K K R387, pTM559, pIE316, pKMR
M M X R46, R69, R390, R446b, R471a, R831b, pDT201
N N Ike, PR4, X, PRD1 N3, N3T, R15, R46, R477b, pKM101, PCU1
P P PRRR1, PR1, Ike, PRD1 R18, R68, R690, R751, RP1, RP4, RK2, pUZ8
Q R678, R702, R839, R938, R995, R1162, NPT7, R300B,

NTP2, RSF1010, pKT214
S R751, R772, R906, R1033
T T Pil/R1, t Rts-1, R394, R401, R492
U X pAr-32, RA3, R1460, pIE420
V V R753, R757
W W PR4, X, PRD1 Sa, R7K, R388
X X X R6K, R485, TÐ228, TP231, TR227, R711b, TEMdrd
Y W PIcm, P7, R753, R905, P15B, pIP2311



ìåð, ïîäðîáíî èçó÷åíû ïî ïðèçíàêó íåñîâìåñ-
òèìîñòè ïëàçìèäû ïñåâäîìîíàä, ñòàôèëîêîê-
êîâ. Ïëàçìèäû, îòíîñÿùèåñÿ ê îäíîé Inc-ãðóï-
ïå, îáëàäàþò, êàê ïðàâèëî, ìíîãèìè ñõîäíûìè
ïðèçíàêàìè è ÷àñòî îáíàðóæèâàþò çíà÷èòåëü-
íóþ ãîìîëîãèþ ÄÍÊ.

Áîëüøîé èíòåðåñ äëÿ ìîëåêóëÿðíûõ áèîëî-
ãîâ ïðåäñòàâëÿþò ïëàçìèäû ñ øèðîêèì êðóãîì
õîçÿåâ, ñïîñîáíûå ðåïëèöèðîâàòüñÿ â áàêòåðè-
ÿõ, îòíîñÿùèõñÿ ê ðàçíûì âèäàì. Â òî âðåìÿ
êàê ìíîãèå ïëàçìèäû ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàê-
òåðèé îáëàäàþò ýòèì ñâîéñòâîì (â ïðåäåëàõ
ãðóïïû ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé), ñðåäè
ïëàçìèä ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé ÿâëåíèå
ñòàáèëüíîãî ïîääåðæàíèÿ â ðàçíûõ õîçÿåâàõ
ìåíåå ðàñïðîñòðàíåíî è â îñíîâíîì ñâÿçàíî
ñ ïëàçìèäàìè ãðóïï íåñîâìåñòèìîñòè E. coli C,
N, P, Q è W (ñì. òàáë. 9.2). Íàèáîëåå ïîäðîáíî
â ýòîì ïëàíå èçó÷åíû ïëàçìèäû, îòíîñÿùèåñÿ
ê ãðóïïàì íåñîâìåñòèìîñòè P è Q (ïî êëàññè-
ôèêàöèè ïëàçìèä ïñåâäîìîíàä îíè ïðèíàäëå-
æàò ê ãðóïïàì íåñîâìåñòèìîñòè Pseudomonas

IncP-1 è IncP-4 ñîîòâåòñòâåííî). Ïëàçìèäû
ãðóïïû IncP êðóïíûå (53–87 òïí), êîíúþãàòèâ-
íûå è íèçêîêîïèéíûå (4–7 êîïèé íà õðîìîñîìó
Å. coli èëè 3 êîïèè íà õðîìîñîìó Pseudomonas

aeruginosa), â òî âðåìÿ êàê IncQ-ïëàçìèäû îò-
íîñèòåëüíî ìàëû (8,7–9,5 òïí), íåòðàíñìèññèâ-
íû (õîòÿ ýôôåêòèâíî ìîáèëèçóþòñÿ, îñîáåííî
ïëàçìèäàìè ãðóïïû IncP) è èìåþò áîëåå âûñî-
êóþ êîïèéíîñòü (10–12 â Å. coli è òàêóþ æå èëè
âûøå â P. aeruginosa). Èñïîëüçóÿ êîíúþãàöèîí-
íî-òðàíñïîðòíóþ ñèñòåìó IncP, ïëàçìèäû
ãðóïï IncP è IncQ ñïîñîáíû ïåðåäàâàòüñÿ â ãðàì-

îòðèöàòåëüíûå áàêòåðèè âñåõ ðîäîâ è ðåïëèöè-
ðîâàòüñÿ â íèõ. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿþò áàêòå-
ðèè ðîäà Bacteroides, â êëåòêè êîòîðûõ ïëàçìè-
äû ïåðåíîñÿòñÿ, íî íå ñïîñîáíû â íèõ ðåïëèöè-
ðîâàòüñÿ. Òàêèì îáðàçîì, ðàññìàòðèâàåìûå
ïëàçìèäû èìåþò ÷ðåçâû÷àéíî øèðîêèé êðóã
õîçÿåâ. Â ãðóïïå IncP íàèáîëåå èçó÷åíû ïëàç-
ìèäû RK2, RP1, RP4, R68 è R18. Ïîëàãàþò, ÷òî
îíè ÿâëÿþòñÿ ðàçíûìè èçîëÿòàìè îäíîé è òîé
æå ïëàçìèäû, è çà àðõåòèï ýòèõ ïëàçìèä ïðèíÿ-
òà RK2. Íàèáîëåå èçó÷åííûå ïëàçìèäû ãðóïïû
IncQ — RSF1010, R300B è R1162. Îíè òàêæå
îïðåäåëåíû êàê èçîëÿòû îäíîé ïëàçìèäû, è â êà-
÷åñòâå àðõåòèïà èñïîëüçóåòñÿ RSF1010.

Ïëàçìèäû RK2 è RSF1010 ñóùåñòâåííî
ðàçëè÷àþòñÿ ïî ãåíåòè÷åñêîé îðãàíèçàöèè
(ðèñ. 9.1). Ðåïëèêàöèÿ RK2 ïðîèñõîäèò ñ ó÷àñò-
êà oriV (îò àíãë. vegetatå — ðàñòè) îäíîíàïðàâ-
ëåííî, â òî âðåìÿ êàê ðåïëèêàöèÿ RSF1010 îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ â äâóõ íàïðàâëåíèÿõ è èíèöèèðó-
åòñÿ òàêæå ñ ñîîòâåòñòâóþùåãî ó÷àñòêà oriV.
Â RK2 åäèíñòâåííûì ãåíîì, ïðîäóêò êîòîðîãî
íåîáõîäèì äëÿ ðåïëèêàöèè ïëàçìèäíîé ÄÍÊ,
ÿâëÿåòñÿ ãåí trfÀ. Ïîêàçàíî, ÷òî â çàâèñèìîñòè
îò õîçÿèíà, â êîòîðîì íàõîäèòñÿ RK2, ïðîèñõî-
äèò ñèíòåç áåëêà TrfÀ ðàçìåðîì 32 êÄà èëè
43 êÄà. Ïî-âèäèìîìó, ýòî îáåñïå÷èâàåò ãèá-
êîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêà TrfÀ ñ ôàêòîðàìè
ðåïëèêàöèè áàêòåðèàëüíîé êëåòêè è îáóñëîâëè-
âàåò âîçìîæíîñòü ðåïëèêàöèè ïëàçìèäû âî
âñåì ìíîãîîáðàçèè êëåòîê-õîçÿåâ. Ãåí trf B êî-
äèðóåò ðåïðåññîð ãåíà trfA è èãðàåò âàæíóþ
ðîëü â ðåãóëÿöèè ðåïëèêàöèè è ïîääåðæàíèÿ
ïëàçìèäû RK2 in vivo.
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Ðèñ. 9.1. Ãåíåòè÷åñêèå êàðòû ïëàçìèä RK2 è RSF1010:

1 — ãåíû óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì; 2 — îáëàñòè, îòâåòñòâåííûå çà ïåðåíîñ ïëàçìèä;
3 — îáëàñòè, âîâëå÷åííûå â ðåïëèêàöèþ è ïîääåðæàíèå ïëàçìèä.

Òîíêèìè ñòðåëêàìè ïîêàçàíà ïîëîæèòåëüíàÿ ðåãóëÿöèÿ ðåïëèêàöèè ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ, òîëñòûìè óêàçàíî íàïðàâëåíèå
ðåïëèêàöèè. Ìàëàÿ îêðóæíîñòü ââåðõó ïîêàçûâàåò ðàçìåð RSF1010 â îäíîì ìàñøòàáå ñ RK2



9.2. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÂÅÊÒÎÐÛ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÏËÀÇÌÈÄ ÃÐÓÏÏÛ
ÍÅÑÎÂÌÅÑÒÈÌÎÑÒÈ IncQ

Ôåðìåíòíûé àïïàðàò ðåïëèêàöèè ïëàçìèä
ãðóïïû IncQ õàðàêòåðèçóåòñÿ çíà÷èòåëüíîé àâ-
òîíîìíîñòüþ, ÷òî îáóñëîâëèâàåò ÷ðåçâû÷àéíî
øèðîêèé êðóã õîçÿåâ äàííûõ ïëàçìèä ñðåäè
ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé.

Äëÿ ïëàçìèäû RSF1010 èçâåñòíà ïîäðîáíàÿ
ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà è íà íåé ëîêàëèçîâàíû
ïðîìîòîðíûå ðàéîíû (ðèñ. 9.3). Íà ïåðâûé
âçãëÿä, äàííóþ ïðèðîäíóþ ïëàçìèäó ìîæíî áåç
êàêèõ-ëèáî ðåêîíñòðóêöèé èñïîëüçîâàòü â êà÷å-
ñòâå êëîíèðóþùåãî âåêòîðà. Äëÿ ýòèõ öåëåé
îíà èìååò â îáëàñòè, íåñóùåñòâåííîé äëÿ ðåï-
ëèêàòèâíûõ ôóíêöèé, ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ ÷åòû-
ðåõ ðåñòðèêòàç: EcoRI, SstI, BstEII è PstI. Îäíà-
êî ãåíû óñòîé÷èâîñòè ê ñóëüôàíèëàìèäàì è
ñòðåïòîìèöèíó âõîäÿò â ñîñòàâ åäèíîãî îïåðî-
íà è òðàíñêðèáèðóþòñÿ ñ îäíîãî ïðîìîòîðà, ïî-
ýòîìó ïðè âñòðîéêå PstI-ôðàãìåíòîâ áóäóò èí-
àêòèâèðîâàòüñÿ îáà ñåëåêòèâíûõ ìàðêåðà — Sur

è Smr. Ïðè âñòðîéêå ïî BstEII-ó÷àñòêó ñåëåê-
òèâíûå ìàðêåðû, íàïðîòèâ, íå ïîâðåæäàþòñÿ,
÷òî ñóùåñòâåííî óñëîæíÿåò îòáîð ãèáðèäíûõ

êëîíîâ. Êëîíèðîâàíèå ïî SstI-ó÷àñòêó ïðèâî-
äèò ê èíàêòèâàöèè ãåíà óñòîé÷èâîñòè ê ñòðåï-
òîìèöèíó aphÑ, íî íå íàðóøàåò ãeí sul (Sur).
Ìàðêåð Sur òàêæå ñîõðàíÿåòñÿ ïðè âñòðîéêå ïî
ó÷àñòêó EcoRI. Ñàéò EcoRI ðàñïîëîæåí âíå êî-
äèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà óñòîé÷è-
âîñòè ê ñòðåïòîìèöèíó, íî ââåäåíèå ÷óæåðîä-
íûõ EcoRI-ôðàãìåíòîâ îáû÷íî ïðåäîòâðàùàåò
åãî ýêñïðåññèþ, çà èñêëþ÷åíèåì òåõ ñëó÷àåâ,
êîãäà âñòàâêà ñîäåðæèò ïðîìîòîð, íàïðàâëÿþ-
ùèé òðàíñêðèïöèþ â ñòîðîíó ýòîãî ãåíà.

Òàêèì îáðàçîì, â êà÷åñòâå ñåëåêòèâíîãî
ìàðêåðà ïðè âñòðîéêå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ïëàç-
ìèäó RSF1010 ìîæåò âûñòóïàòü ëèøü ãåí sul,
îäíàêî ìíîãèå âèäû áàêòåðèé îòíîñèòåëüíî íå-
÷óâñòâèòåëüíû ê ñóëüôàíèëàìèäàì, è ïîýòîìó
äàííûé ãåíåòè÷åñêèé ìàðêåð èìååò îãðàíè÷åí-
íîå ïðèìåíåíèå ïðè ñîçäàíèè ìîëåêóëÿðíûõ
âåêòîðîâ äëÿ øèðîêîãî êðóãà õîçÿåâ. Ïîïûòêè
ïðåîäîëåòü äàííîå çàòðóäíåíèå ïóòåì ñîçäàíèÿ
âåêòîðîâ íà îñíîâå ðåïëèêîíà RSF1010 è ðàç-
íûõ äåòåðìèíàíò óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì
áûëè ïðåäïðèíÿòû â ðÿäå ëàáîðàòîðèé.
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Ðèñ. 9.2. Ñòðóêòóðà ïðîìîòîðîâ øèðîêîãî êðóãà õîçÿåâ:

à — îáëàñòè –10 è –35 «óñðåäíåííîãî» ïðîìîòîðà E. coli; á–ä — ïðîìîòîðû ãåíîâ ïëàçìèäû RK2;
å–ç — ïðîìîòîðû ïëàçìèäû RSF1010.

+1 — òî÷êà íà÷àëà òðàíñêðèïöèè

Ïëàçìèäà RSF1010 íåñåò òðè ãåíà (råðÀ,
råðÂ, råðÑ), ïðîäóêòû êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ ïîëî-
æèòåëüíûìè ðåãóëÿòîðàìè ïðîöåññà åå ðåïëè-
êàöèè è îáåñïå÷èâàþò íåçàâèñèìîñòü îò ìíî-
ãèõ ôóíêöèé ðåïëèêàöèè áàêòåðèè-õîçÿèíà.
Ïî-âèäèìîìó, áëàãîäàðÿ òàêîé ãåíåòè÷åñêîé
îðãàíèçàöèè ïëàçìèäà RSF1010 ñïîñîáíà ýô-
ôåêòèâíî ðåïëèöèðîâàòüñÿ â áîëüøèíñòâå âè-

äîâ ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé è, êàê ñëåäñò-
âèå, îáëàäàåò â íèõ âûñîêîé êîïèéíîñòüþ.

Âàæíûì ñâîéñòâîì RK2 è RSF1010 ÿâëÿåò-
ñÿ òî, ÷òî èõ ãåíû èìåþò òàê íàçûâàåìûå ïðî-
ìîòîðû øèðîêîãî êðóãà õîçÿåâ (ðèñ. 9.2), íå-
ñêîëüêî îòëè÷àþùèåñÿ ïî ñòðóêòóðå êîíñåðâà-
òèâíûõ ðàéîíîâ îò ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàéîíîâ
ïðîìîòîðîâ Å. coli.



Îäíèìè èç ïåðâûõ íàáîð òàêèõ êëîíèðóþ-
ùèõ âåêòîðîâ (ñì. ðèñ. 9.3) ïîëó÷èëè Ì. Áàãäà-
ñàðÿí ñ ñîàâòîðàìè (1981 ã.). Ïëàçìèäà pKÒ210
ñîäåðæèò óíèêàëüíûå ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ ðåñò-
ðèêòàç EcoRI, SstI è HindIII. Ïðè ýòîì HindIII
íàõîäèòñÿ âíå ãåíîâ àíòèáèîòèêîóñòîé÷èâîñòè.
Ïëàçìèäà ðKÒ248 êðîìå ó÷àñòêîâ EcoRI è SstI
èìååò ñàéò SalI â ãåíå cat (Cmr).

Âåêòîð ðKÒ231 (KmrSmr) ìîæíî èñïîëüçî-
âàòü äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî ó÷à-
ñòêàì HindIII, XmaI (SmaI), XhoI (SmrKms);
EcoRI, SstI (KmrSmr); ClaI è BstEII (ñåëåêòèâ-
íûå ìàðêåðû íå ïîâðåæäàþòñÿ). Ïëàçìèäà

ðKÒ230 ñîäåðæèò ïî÷òè òàêîé æå íàáîð ó÷àñò-
êîâ äëÿ âñòðîéêè ôðàãìåíòîâ, êàê è ðKÒ231, çà
èñêëþ÷åíèåì ñàéòà ClaI, è äîïîëíèòåëüíî èìå-
åò ó÷àñòîê ÂàmHI âíå ãåíîâ óñòîé÷èâîñòè ê àí-
òèáèîòèêàì.

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ãåí óñòîé÷èâîñ-
òè ê ñòðåïòîìèöèíó â ðàññìîòðåííûõ ïëàçìè-
äàõ òðàíñêðèáèðóåòñÿ ñ ïðîìîòîðîâ, ëîêàëèçî-
âàííûõ âî âñòðîåííûõ PstI-ôðàãìåíòàõ ðàçëè÷-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.

Âñòðîéêîé BstEII-ôðàãìåíòà êîñìèäû Å. co-
li pHSG422, ñîäåðæàùåãî ãåí bla (Àðr) è ó÷àñ-
òîê cos ôàãà ë, áûëà ïîëó÷åíà êîñìèäà øèðîêî-
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Ðèñ. 9.3. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ íà îñíîâå ïëàçìèäû RSF1010.

×åðíûìè êðóæêàìè îáîçíà÷åíû ìåñòà ñâÿçûâàíèÿ ñ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé E. coli,
òîëñòûìè ëèíèÿìè — ýêçîãåííûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, âñòðîåííûå â ñîñòàâ RSF1010



ãî êðóãà õîçÿåâ ðKÒ247 (ñì. ðèñ. 9.3). Äàííûé
âåêòîð îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü âñòðîéêè
êðóïíûõ ôðàãìåíòîâ, ãåíåðèðîâàííûõ ðåñòðèê-
òàçàìè EcoRI è SstI, óïàêîâêè in vitro ãèáðèä-
íûõ ÄÍÊ â ÷àñòèöû ôàãà ë (ñì. 2.1.5) è ââåäå-
íèÿ èõ çàòåì â êëåòêè Å. coli.

Ñîçäàíèå êîñìèä ñ øèðîêèì êðóãîì õîçÿåâ
èìååò âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ðàçâèòèÿ ãåíåòè÷å-
ñêîãî àíàëèçà ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé.
Ïðè ôîðìèðîâàíèè ïðåäñòàâèòåëüíûõ êëîíî-
òåê èçó÷àåìûõ ãåíîìîâ îáû÷íî èñïîëüçóþò ðå-
ñòðèêòàçû Sau3AI èëè MboI (èçîøèçîìåðû), êî-
òîðûìè â óñëîâèÿõ íåïîëíîãî ãèäðîëèçà ðàñùå-
ïëÿþò ÄÍÊ íà ïåðåêðûâàþùèåñÿ êðóïíûå
ôðàãìåíòû è âñòðàèâàþò èõ â êîñìèäû ïî ó÷à-

ñòêó BamHI. Ñ ó÷åòîì ýòîãî â 1983 ã. íà îñíîâå
ðåïëèêîíà RSF1010 áûëè ñîçäàíû êîñìèäû
ðÌÌÂ33 è ðÌÌÂ34 (ðèñ. 9.4), ñîäåðæàùèå
â ñâîåì ñîñòàâå ñàéò ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé
BamHI. Â äàëüíåéøåì Í. Êèí ñ ñîàâòîðàìè
(1988 ã.) ïîëó÷èëè êîñìèäó pLAFR-5 (ðèñ. 9.5),
êîòîðàÿ íåñåò äâà cos-ó÷àñòêà è îáåñïå÷èâàåò
âîçìîæíîñòü âûñîêîýôôåêòèâíîãî êîíñòðóèðî-
âàíèÿ áèáëèîòåê ãåíîâ ïî ìåòîäó Áåéòñà è
Ñâèôòà (ñì. ðèñ. 2.22) ïðè ãèäðîëèçå âåêòîðà
ðåñòðèêòàçàìè BamHI è ScaI (ïîñëåäíÿÿ ôîð-
ìèðóåò òóïûå êîíöû).

Êëîíèðóþùèå ïëàçìèäíûå âåêòîðû íà îñ-
íîâå ðåïëèêîíà RSF1010 ñ êàæäûì ãîäîì ñî-
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Ðèñ. 9.4. Êîíñòðóèðîâàíèå êîñìèäíûõ âåêòîðîâ, èìåþùèõ øèðîêèé êðóã õîçÿåâ



âåðøåíñòâóþòñÿ. Íåêîòîðûå èç íèõ ïðåäñòàâëå-
íû íà ðèñ. 9.5.

Ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèäíûõ ÄÍÊ
in vitro ñîäåðæàíèå öåëåâûõ ìîëåêóë â ñìåñè,
ïîëó÷åííîé ïîñëå ëèãàçíîé ðåàêöèè, íåâåëèêî.
Ïîýòîìó äëÿ ââåäåíèÿ ýòèõ ìîëåêóë â áàêòåðèè
è èõ àìïëèôèêàöèè íåîáõîäèìà ñèñòåìà ñ âû-
ñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ òðàíñôîðìàöèè è îòáî-
ðà ãèáðèäîâ. Áîëåå âñåãî äëÿ ýòîãî ïîäõîäèò
E. coli. Ïîñëå âûÿâëåíèÿ è ïîäðîáíîãî àíàëèçà
öåëåâûõ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ
íà îñíîâå âåêòîðîâ øèðîêîãî êðóãà õîçÿåâ, èõ
ìîæíî èç êëåòîê Å. coli êîíúþãàöèîííî ïåðåíî-
ñèòü (ìîáèëèçîâàòü) ïðàêòè÷åñêè â ëþáîé âèä
ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé è èçó÷àòü ýêñï-
ðåññèþ êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ â íîâîì ãåíåòè-
÷åñêîì (áèîõèìè÷åñêîì) îêðóæåíèè. Äëÿ òàêî-
ãî ïåðåíîñà ïëàçìèäà-ïîìîùíèê (÷àùå âñåãî
ãðóïïû IncP) äîëæíà íàõîäèòüñÿ â òîé æå êëåò-
êå, â êîòîðóþ ââåäåíà ãèáðèäíàÿ ìîëåêóëà ÄÍÊ
íà îñíîâå IncQ-ðåïëèêîíà, ñîäåðæàùàÿ íåîáõî-
äèìûå äëÿ ìîáèëèçàöèè ãåíåòè÷åñêèå äåòåðìè-
íàíòû mob è oriÒ.

Â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå ðàáîò èñïîëü-
çóþò èìåííî êîíúþãàöèîííûé ïåðåíîñ ïëàç-
ìèäíûõ (êîñìèäíûõ) ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè
ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé ðàçëè÷íûõ òàêñî-
íîìè÷åñêèõ ãðóïï, à íå òðàíñôîðìàöèþ. Ýòî
îáóñëîâëåíî ðÿäîì ïðè÷èí. Âî-ïåðâûõ, äëÿ

ìíîãèõ âèäîâ áàêòåðèé ýôôåêòèâíûå ìåòîäû
òðàíñôîðìàöèè ïîêà íå îòðàáîòàíû. Âî-âòî-
ðûõ, áîëüøîå ÷èñëî èñïîëüçóåìûõ øòàììîâ
ñîäåðæàò ñèñòåìû ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêàöèè,
êîòîðûå çíà÷èòåëüíî ñíèæàþò ýôôåêòèâíîñòü
òðàíñôîðìàöèè äâóõöåïî÷å÷íûìè ìîëåêóëàìè
ÄÍÊ. Â-òðåòüèõ, äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ òðàíñôîð-
ìàöèè íåîáõîäèìî ïëàçìèäó (êîñìèäó) íàðàáà-
òûâàòü, âûäåëÿòü èç êëåòîê, î÷èùàòü. Âñå ïåðå-
÷èñëåííûå çàòðóäíåíèÿ ëåãêî ïðåîäîëåòü, âû-
ïîëíÿÿ ìåòîäè÷åñêè ïðîñòóþ ïðîöåäóðó êîíú-
þãàöèè áàêòåðèé. Ïðè ýòîì âíåõðîìîñîìíóþ
ÄÍÊ íå íóæíî âûäåëÿòü èç êëåòîê, à ïåðåíîñ
ìîáèëèçóåìûõ ìîëåêóë ïðîèñõîäèò ñ âûñîêîé
÷àñòîòîé (îáû÷íî íå ìåíåå 10–1 íà 1 äîíîðíóþ
êëåòêó), ÷òî ïîçâîëÿåò íàäåæíî ââîäèòü èõ â ãå-
òåðîëîãè÷íîå îêðóæåíèå äàæå ïðè íàëè÷èè
R–M-ñèñòåì, òàê êàê â äàííîì ñëó÷àå ïåðåíî-
ñèòñÿ îäíà öåïü ïëàçìèäíîé ÄÍÊ.

Êðîìå ðàçðàáîòêè êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ
èññëåäîâàòåëè óäåëÿþò áîëüøîå âíèìàíèå ñî-
çäàíèþ íà îñíîâå ïëàçìèä ãðóïïû IncQ ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ, êîòîðûå áûëè áû ñïî-
ñîáíû íå òîëüêî ðåïëèöèðîâàòüñÿ, íî è íàïðàâ-
ëÿòü òðàíñêðèïöèþ âñòðîåííûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé ÄÍÊ â ðàçëè÷íûõ ãðàìîòðèöàòåëüíûõ
áàêòåðèÿõ. Ì. Áàãäàñàðÿí ñ ñîàâòîðàìè (1983 ã.)
ñîçäàëè ïåðâóþ âåêòîðíóþ ïëàçìèäó ðKÒ240
(ðèñ. 9.6), ïðåäíàçíà÷åííóþ äëÿ êëîíèðîâàíèÿ
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oriQ — ðåïëèêàòîð ïëàçìèäû RSF1010



è ôåíîòèïè÷åñêîãî îòáîðà ïðîìîòîðñîäåðæà-
ùèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Ïðè çàìåíå â RSF1010
BstEII–EcoRI-ôðàãìåíòà íà ôðàãìåíò ïëàçìèäû
pHSG415, ñîäåðæàùèé ãåíû óñòîé÷èâîñòè
ê àìïèöèëëèíó è êàíàìèöèíó, ïîëó÷åíà ïëàç-
ìèäà, ó êîòîðîé ñîõðàíåíà êîäèðóþùàÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü ãåíà aphC (Smr), íî äëÿ åå ýêñï-
ðåññèè íåîáõîäèì ïðîìîòîð, íàïðàâëÿþùèé
òðàíñêðèïöèþ ýòîãî ó÷àñòêà ïëàçìèäû. Àâòîðû
âñòðîèëè â ðKÒ240 ôðàãìåíò HindIII–EcoRI
(260 ïí), ñîäåðæàùèé ïðîìîòîð ptac (ñì.
ðèñ. 3.2), è ïî ôåíîòèïó AprSmrKms îòîáðàëè
ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó ðÌÌÂ6, êîòîðàÿ äåòåð-
ìèíèðîâàëà ýôôåêòèâíóþ ýêñïðåññèþ ãåíà
aphC êàê â êëåòêàõ Å. coli, òàê è â Pseudomonas

putida.
Â 1981 ã. Ñ. Íàãàõàðè íà ïðèìåðå ãèáðèäíîé

ïëàçìèäû RSF1010-trp (íåñåò ãåíû òðèïòîôà-
íîâîãî îïåðîíà Å. coli) ïîêàçàë, ÷òî êîíñòèòó-
òèâíûé ñâåðõñèíòåç òðèïòîôàíñèíòåòàçû Å. co-

li â êëåòêàõ P. aeruginosa ïðèâîäèò ê âûñîêîé
íåñòàáèëüíîñòè ãèáðèäíîé ïëàçìèäû è áûñòðî-

ìó ñíèæåíèþ â êëåòêàõ óðîâíÿ àêòèâíîñòè äàí-
íîãî ôåðìåíòà. Ïîýòîìó ïðåäïî÷òèòåëüíåå ïðè
ñîçäàíèè ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ èñïîëüçî-
âàòü ðåãóëèðóåìûå ïðîìîòîðû, êîòîðûå ìîæíî
ýôôåêòèâíî ðåïðåññèðîâàòü, à â íóæíûé ìîìåíò
ñíèìàòü ýòó ðåïðåññèþ (èíäóöèðîâàòü òðàíñ-
êðèïöèþ).

Â êëåòêàõ Å. coli ôóíêöèîíèðîâàíèå ïðîìî-
òîðà ðtac ðåãóëèðóåòñÿ ïðîäóêòîì ãåíà lacI
(ñì. 3.2). Ïîýòîìó â ñîñòàâ ïëàçìèäû ðÌÌÂ6
Ì. Áàãäàñàðÿí ñ ñîàâòîðàìè âñòðîèëè ãåí lacIQ

(ñì. ðèñ. 9.6). Îêàçàëîñü, ÷òî ýòîò ãåí ýêñïðåñ-
ñèðóåòñÿ íå òîëüêî â Å. coli, íî è â P. putida è ýô-
ôåêòèâíî ðåïðåññèðóåò òðàíñêðèïöèþ ñ ïðîìî-
òîðà ptac. Ïðè âíåñåíèè â ñðåäó â êà÷åñòâå èí-
äóêòîðà ÈÏÒÃ ðåïðåññèÿ ñíèìàåòñÿ è ïëàçìè-
äîñîäåðæàùèå êëåòêè ìåíÿþò ôåíîòèï ñ Sms íà
Smr. Äàííàÿ ñèñòåìà ýêñïðåññèè òàêæå áûëà
ïðîâåðåíà ïðè âñòðîéêå â âåêòîðû ðÌÌÂ6 è
ðÌÌÂ22 ïî ó÷àñòêó EcoRI ôðàãìåíòà ïëàçìè-
äû áèîäåãðàäàöèè TOL, ñîäåðæàùåãî ãåí êàòå-
õîë-2,3-äèîêñèãåíàçû. Ïîëó÷åííûå ãèáðèäíûå
ïëàçìèäû ñîîòâåòñòâåííî îáîçíà÷èëè ðÌÌÂ26
è ðÌÌÂ25. Àíàëèç ýêñïðåññèè ãèáðèäíûõ êîí-
ñòðóêöèé ïîêàçàë (òàáë. 9.3), ÷òî âåêòîð
ðÌÌÂ22 îáåñïå÷èâàåò ðåãóëèðóåìóþ òðàíñ-
êðèïöèþ âñòðîåííîãî ãåíà êàê â êëåòêàõ Å. coli,
òàê è â P. putida.

Äëÿ ðàñøèðåíèÿ âîçìîæíîñòåé ïîëó÷åííî-
ãî ýêñïðåññèðóþùåãî âåêòîðà Í. Ìåðìîä ñ ñî-
àâòîðàìè (1986 ã.) â õîäå ðÿäà ãåííî-èíæåíåð-
íûõ ìàíèïóëÿöèé ðåêîíñòðóèðîâàëè åãî â âåê-
òîð ðÌÌÂ66ÅH (ðèñ. 9.7). Â ýòîé ïëàçìèäå ïî-
ñëå ïðîìîòîðà ptac ðàñïîëîæåí ïîëèëèíêåð, ïî-
çâîëÿþùèé âñòðàèâàòü ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ãåíå-
ðèðîâàííûå ðàçëè÷íûìè ðåñòðèêòàçàìè, à ïî-
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Ðèñ. 9.6. Ñõåìà ñîçäàíèÿ ïëàçìèäû pKT240 è ïëàçìèäû pMMB22 ñ ðåãóëèðóåìûì ïðîìîòîðîì

Òàáëèöà 9.3. Ýêñïðåññèÿ ãåíà

êàòåõîë-2,3-äèîêñèãåíàçû ïîä êîíòðîëåì

ïðîìîòîðà ptac

Ïëàçìèäà
Áàêòåðèÿ-

õîçÿèí

Ôåðìåíòàòèâíàÿ
àêòèâíîñòü, å. à./(ìã � ìèí)

áåç èíäóêöèè
ñ èíäóêöèåé

ÈÏÒÃ1

pMMB25 E. coli

P. putida

1,04
0,50

20,35
20,50

pMMB26 E. coli

P. putida

21,71
23,00

22,01
22,10

1 2 ìÌ ÈÏÒÃ äëÿ E. coli è 5 ìÌ äëÿ P. putida.



ñëå ãåíà rrnÂ 5S ðèáîñîìíîé ÐÍÊ íàõîäÿòñÿ
äâà òåðìèíàòîðà òðàíñêðèïöèè. Íàëè÷èå òåðìè-
íàòîðîâ òðàíñêðèïöèè äîëæíî ñòàáèëèçèðîâàòü
ïîääåðæàíèå ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ â áàêòå-
ðèàëüíûõ êëåòêàõ ïðè èíòåíñèâíîé òðàíñêðèï-
öèè âñòðîåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ ïðîìî-
òîðà. Ïîñëå âñòðîéêè â ðÌÌÂ66ÅÍ PstI-ôðàã-
ìåíòà ïëàçìèäû RP4, íåñóùåãî ãåí ÄÍÊ-ïðàé-
ìàçû, áûëà ïîëó÷åíà ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà
pWP101, äåòåðìèíèðóþùàÿ ñèíòåç ýòîãî ôåð-
ìåíòà. Çàòåì pWP101 ïåðåíåñëè â ðàçëè÷íûå
øòàììû ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé ïóòåì
ìîáèëèçàöèè IncP-ïëàçìèäîé. Ïîñëå èíäóêöèè
òðàíñêðèïöèè ñ ptac ñ ïîìîùüþ ÈÏÒÃ áûë âû-
ÿâëåí ýôôåêòèâíûé ñèíòåç ÄÍÊ-ïðàéìàçû â òà-
êèõ áàêòåðèÿõ, êàê Åscherichia coli, Pseudomo-

nas aeruginosa, Proteus mirabilis, Serratia mar-

cescens, Klebsiella aerogenes è Methylomonas

clara.
Äæ. Ñàí÷åç è Äæ. Õîëìãðýí (1989 ã.) èñïîëü-

çîâàëè ñîçäàííóþ âåêòîðíóþ ñèñòåìó äëÿ ýêñ-
ïðåññèè ãåíà, êîäèðóþùåãî ñóáúåäèíèöó Â õî-
ëåðíîãî òîêñèíà. Õîëåðíûé òîêñèí ïî îðãàíèçà-
öèè î÷åíü ïîõîæ íà òåðìîëàáèëüíûé ýíòåðîòîê-
ñèí Å. coli è ñîñòîèò èç îäíîé ñóáúåäèíèöû À,
êîòîðàÿ îòâåòñòâåííà çà àêòèâàöèþ àäåíèëàò-
öèêëàçû, ïðèâîäÿùóþ ê òîêñè÷åñêîìó ýôôåêòó,
è ïÿòè èäåíòè÷íûõ ñóáúåäèíèö Â (ÑÒÂ), êîòî-
ðûå îáåñïå÷èâàþò ñâÿçûâàíèå òîêñèíà ñ êëåòêà-

ìè-ìèøåíÿìè. Ïîêàçàíî, ÷òî ÑÒÂ ÿâëÿåòñÿ ýô-
ôåêòèâíûì èììóíîãåíîì, çàùèùàþùèì ÷åëî-
âåêà îò õîëåðû è äèàðåè, âûçûâàåìîé ýíòåðîïà-
òîãåííûìè øòàììàìè Å. coli. Îðàëüíóþ âàêöè-
íó ïîëó÷àþò èíàêòèâàöèåé êóëüòóðû õîëåðíûõ
âèáðèîíîâ, êîòîðàÿ íàðÿäó ñ âíåêëåòî÷íûìè
ÑÒÂ ñîäåðæèò öåëûå êëåòêè Vibrio cholerae. Óñ-
ïåøíîå èñïîëüçîâàíèå òàêîé âàêöèíû äëÿ ïðî-
ôèëàêòèêè óêàçàííûõ çàáîëåâàíèé è ïîñòàâèëî
íà ïîâåñòêó äíÿ âîïðîñ î êðóïíîìàñøòàáíîé íà-
ðàáîòêå ÑÒÂ. Íà îñíîâå ýêñïðåññèðóþùåãî âåê-
òîðà ðÌÌÂ66ÅÍ (ñì. ðèñ. 9.7) óäàëîñü ñîçäàòü
øòàììû V. cholerae, êîòîðûå ïî ïðîäóêöèè ÑÒÂ
ïðåâîñõîäÿò èñïîëüçîâàâøèåñÿ ðàíåå øòàììû
â 50–100 ðàç (ïðè èíäóêöèè òðàíñêðèïöèè ñ ptac

íà ãèáðèäíîé ïëàçìèäå).
Íàðÿäó ñ tac-ïðîìîòîðîì ýôôåêòèâíî ôóíê-

öèîíèðóåò â øèðîêîì êðóãå õîçÿåâ è ïðîìîòîð
ðlacUV5. Òàê, àíãëèéñêèå èññëåäîâàòåëè â 1982 ã.
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ñèíòåòè÷åñêèé ãåí èí-
òåðôåðîíà �1 ÷åëîâåêà, ñîñòûêîâàííûé ñ ïðî-
ìîòîðîì ðlacUV5, ýôôåêòèâíî ýêñïðåññèðóåòñÿ
â ñîñòàâå pGSS15 (ñì. ðèñ. 9.5) â êëåòêàõ Å. coli

è Methylophilus methylotrophus. Ïðè÷åì â ìåòè-
ëîòðîôå, ñîäåðæàùåì ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó,
óðîâåíü ñèíòåçà èíòåðôåðîíà ïðèìåðíî âäâîå
ïðåâîñõîäèò òàêîâîé â êëåòêàõ Å. coli. Ñïîñîá-
íîñòü ìåòèëîòðîôíûõ áàêòåðèé ðàñòè íà äåøå-
âûõ îäíîóãëåðîäíûõ ñóáñòðàòàõ â êà÷åñòâå
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åäèíñòâåííîãî èñòî÷íèêà óãëåðîäà è ýíåðãèè
äåëàåò èõ ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ áèîòåõíîëîãè-
÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ.

Óæå ïåðâûå ãåííî-èíæåíåðíûå ýêñïåðèìåí-
òû ïîêàçàëè, ÷òî îäèí è òîò æå ãåí â ãðàìîòðè-
öàòåëüíûõ áàêòåðèÿõ, îòíîñÿùèõñÿ ê ðàçíûì
ñåìåéñòâàì, ðîäàì è äàæå ê ðàçíûì âèäàì îä-
íîãî ðîäà, ìîæåò îáóñëîâëèâàòü çíà÷èòåëüíî
ðàçëè÷àþùèéñÿ óðîâåíü ñèíòåçà êîäèðóåìîãî
èì áåëêà. Ïðè÷èíû ýòîãî ÷àùå âñåãî íå ÿñíû.
Ó÷èòûâàÿ ýòè ðåçóëüòàòû, Â. Ã. Äåáàáîâ ñ ñî-
òðóäíèêàìè ïðåäëîæèëè ñëåäóþùóþ ñõåìó èñ-
ñëåäîâàíèé: öåëåâîé ãåí âñòðàèâàåòñÿ â ýêñ-
ïðåññèðóþùèé âåêòîð ñ øèðîêèì êðóãîì õîçÿ-
åâ è ïîëó÷åííàÿ ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà çàòåì
êîíúþãàöèîííî ïåðåíîñèòñÿ â áîëüøîå ÷èñëî
øòàììîâ ðàçíûõ ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé.
Ñîçäàííûå òàêèì îáðàçîì ãèáðèäíûå øòàììû
ñðàâíèâàþò ïî óðîâíþ ïðîäóêöèè öåëåâîãî
áåëêà è âûáèðàþò íàèëó÷øèé âàðèàíò.

Ïðåêðàñíûå ðåçóëüòàòû ýòè èññëåäîâàòåëè
ïîëó÷èëè â 1984 ã. ïðè êëîíèðîâàíèè ãåíà èí-
òåðôåðîíà �2 ÷åëîâåêà â ñîñòàâå âåêòîðà íà îñ-
íîâå ïëàçìèäû RSF1010 ïîä êîíòðîëåì ïðîìî-
òîðà ðlacUV5. Ñêîíñòðóèðîâàííóþ ãèáðèäíóþ
ïëàçìèäó ïóòåì ìîáèëèçàöèè êîíúþãàöèîííî
ïåðåíåñëè â äåñÿòêè øòàììîâ ãðàìîòðèöàòåëü-
íûõ áàêòåðèé, îòíîñÿùèõñÿ ê pîäàì Methylomo-
nas, Salmonella, Pseudomonas, Erwinia, Serratia,
Rhizobium è äð. Íàèáîëüøàÿ ïðîäóêöèÿ èíòåð-
ôåðîíà áûëà îáíàðóæåíà â øòàììå Pseudomo-
nas sp. Ñîäåðæàíèå èíòåðôåðîíà â ýòîé áàêòå-
ðèè â 100 ðàç ïðåâîñõîäèëî òàêîâîå â èñõîäíîì
øòàììå Å. coli è äîñòèãàëî óðîâíÿ 1010 å. à./ë.
Ïðè÷èíû ïîâûøåííîé ïðîäóêöèè èíòåðôåðî-
íà â êëåòêàõ Pseudomonas sp. íå ÿñíû. Âîçìîæ-
íî, â íîâîì õîçÿèíå ïîâûøàåòñÿ ñòàáèëüíîñòü
áåëêà è/èëè ìÐÍÊ, ñèãíàëû èíèöèàöèè òðàíñ-
êðèïöèè è/èëè òðàíñëÿöèè èñïîëüçóþòñÿ áîëåå
ýôôåêòèâíî. Ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà, à ñëåäîâàòå-
ëüíî, è êëîíèðîâàííûé ãåí ìîãóò èìåòü ïîâû-
øåííóþ êîïèéíîñòü. Ñêîðåå âñåãî, â äàííîì
ñëó÷àå èìåëî ìåñòî èçìåíåíèå îäíîâðåìåííî
íåñêîëüêèõ ïàðàìåòðîâ ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíî-
ãî ãåíà. Ñîçäàííûé øòàìì Pseudomonas sp. áûë
èñïîëüçîâàí äëÿ ðàçðàáîòêè ïåðâîé òåõíîëîãèè
ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî ïîëó÷åíèÿ èíòåðôåðîíà
÷åëîâåêà â Ðîññèè.

Ìóðîîêà è Ìèòàíè â 1985 ã. ïðîäåìîíñòðè-
ðîâàëè, ÷òî ñèëüíûå ïðîìîòîðû ôàãà 	 ñïîñîá-
íû íàïðàâëÿòü òðàíñêðèïöèþ íå òîëüêî â êëåò-
êàõ Å. coli, íî è â áàêòåðèÿõ ðîäîâ Serratia,
Citrobacter, Klebsiella. Äæ. Ìýòòèê ñ ñîàâòîðà-
ìè (1987 ã.) èñïîëüçîâàëè ýòîò ôàêò äëÿ ðåøåíèÿ
âàæíîé ïðàêòè÷åñêîé çàäà÷è. Èçâåñòíî, ÷òî ó ðÿ-
äà ïàòîãåííûõ áàêòåðèé (Bacteroides nodosus,

Moraxella bovis, Neisseria gonorrhoeae, Pseudo-

monas aeruginosa è äð.) îáðàçóþòñÿ íà ïîâåðõ-
íîñòè êëåòîê ôèìáðèè, êîòîðûå ïî ñóùåñòâóþ-
ùåé êëàññèôèêàöèè îòíîñÿòñÿ ê îäíîìó òèïó.
Ýòè ôèìáðèè èãðàþò âàæíóþ ðîëü êàê â ïàòîãå-
íåçå çàáîëåâàíèé, âûçûâàåìûõ äàííûìè áàêòå-
ðèÿìè, òàê è â ôîðìèðîâàíèè èììóííîãî îòâåòà
îðãàíèçìà. Â ÷àñòíîñòè, Bacteroides nodosus,
ãðàìîòðèöàòåëüíûé àíàýðîá, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
ãëàâíûõ ýòèîëîãè÷åñêèõ àãåíòîâ, âûçûâàþùèõ
çàáîëåâàíèå ïîä íàçâàíèåì îâå÷üÿ êîïûòíàÿ
ãíèëü. Äàííîå çàáîëåâàíèå íàíîñèò ñóùåñòâåí-
íûé óðîí æèâîòíîâîäñòâó, è ïîýòîìó âåäåòñÿ
àêòèâíûé ïîèñê ïóòåé åãî ïðîôèëàêòèêè.

Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûé ïîäõîä — âàêöèíà-
öèÿ æèâîòíûõ ïðåïàðàòîì ôèìáðèé èëè öåëûõ
êëåòîê. Îäíàêî òàêèå âàêöèíû îòíîñèòåëüíî
äîðîãè, òàê êàê êóëüòèâèðîâàòü Â. nodosus äîñ-
òàòî÷íî ñëîæíî. Ïîïûòêè ñîçäàòü ïðîäóöåíòû
ôèìáðèé Â. nodosus íà îñíîâå êëåòîê Å. coli

íå äàëè îæèäàåìîãî ðåçóëüòàòà, òàê êàê ñèíòå-
çèðóåìûå â Å. coli ñòðóêòóðíûå ñóáúåäèíèöû
íå ñîáèðàþòñÿ â çðåëûå ôèìáðèè, à ëîêàëèçó-
þòñÿ â êëåòî÷íîé ìåìáðàíå. Ïîëíîöåííûé æå
èììóííûé îòâåò ìîæíî ïîëó÷èòü ëèøü ïðè
âàêöèíàöèè ïðåïàðàòîì ôèìáðèé. Ïîýòîìó âîç-
íèêëà èäåÿ èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ïðîäóöåí-
òîâ áàêòåðèè, ñïîñîáíûå ôîðìèðîâàòü àíàëî-
ãè÷íûå ôèìáðèè. Äëÿ ýòîé öåëè âûáðàëè Pseu-

domonas aeruginosa. Â êëîíèðóþùèé âåêòîð
ðKÒ240 âñòðîèëè ãåí ñóáúåäèíèöû ôèìáðèé,
ñîñòûêîâàííûé ñ ñèëüíûì ïðîìîòîðîì pL ôà-
ãà 	. Â ïîëó÷åííîì øòàììå P. aeruginosa

â áîëüøîì êîëè÷åñòâå ñèíòåçèðîâàëàñü ñóáúå-
äèíèöà ôèìáðèé è, áîëåå òîãî, íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê ôîðìèðîâàëèñü çðåëûå ôèìáðèè, íå îò-
ëè÷èìûå îò ôèìáðèé Â. nodosus. Ñîçäàííûé
øòàìì ïîçâîëèë çíà÷èòåëüíî óïðîñòèòü ïîëó-
÷åíèå âàêöèííîãî ïðåïàðàòà ïðîòèâ êîïûòíîé
ãíèëè æèâîòíûõ. Êðîìå òîãî, ïîñêîëüêó äëÿ
ñáîðêè ôèìáðèé âàæíîå çíà÷åíèå èìååò ëèøü
N-êîíöåâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñòðóêòóðíîé
ñóáúåäèíèöû, à Ñ-êîíöåâàÿ ìîæåò ñóùåñòâåííî
âàðüèðîâàòü, èìååòñÿ âîçìîæíîñòü, ââîäÿ â îä-
íó êëåòêó ãåíû ñòðóêòóðíûõ ñóáúåäèíèö ôèìá-
ðèé ðàçíûõ ñåðîòèïîâ (îòëè÷àþùèõñÿ ïî
Ñ-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè), ïîëó÷àòü ïðè
èõ îäíîâðåìåííîé ýêñïðåññèè ñìåøàííûå ôèì-
áðèè, êîòîðûå ÿâÿòñÿ ïîëèâàëåíòíûìè âàêöè-
íàìè íîâîãî òèïà.

Ð. Ëèìàíñ ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.) ñîçäàëè
áîëåå ñîâåðøåííóþ ñèñòåìó ýêñïðåññèè ÷óæå-
ðîäíûõ ãåíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîìîòîðà ôà-
ãà 	. Â êëîíèðóþùèé âåêòîð ðKÒ240 íàðÿäó
ñ ôàãîâûì ïðîìîòîðîì îíè ââåëè ãåí òåðìî-

9.2. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÂÅÊÒÎÐÛ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÏËÀÇÌÈÄ ÃÐÓÏÏÛ ÍÅÑÎÂÌÅÑÒÈÌÎÑÒÈ IncQ 229



÷óâñòâèòåëüíîãî ðåïðåññîðà cI857. Â ñêîíñòðóè-
ðîâàííîì âåêòîðå pPLGN1 (ñì. ðèñ. 9.7) ÐvuII-
ôðàãìåíò, íàõîäÿùèéñÿ â ðàéîíå ãåíà óñòîé÷è-
âîñòè ê ñòðåïòîìèöèíó, çàìåíèëè íà êîäèðóþ-
ùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü çðåëîé ôîðìû èíòåð-
ëåéêèíà 2 ÷åëîâåêà, ñîñòûêîâàííóþ ñ ó÷àñòêîì
ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì ãåíà ïår ôàãà Mu. Ñîçäàí-
íóþ ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó pPLGN1HIL2 èç êëå-
òîê Å. coli êîíúþãàöèîííî ïåðåíåñëè (ìîáè-
ëèçîâàëè) â áàêòåðèè ðîäîâ Erwinia è Serratia.
Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíà IL-2 ïîêàçàë (òàáë. 9.4),
÷òî ïðîìîòîð pL ôàãà 	 ôóíêöèîíèðóåò âî âñåõ
ýòèõ áàêòåðèÿõ è åãî àêòèâíîñòü ðåãóëèðóåòñÿ
ôàãîâûì ðåïðåññîðîì cI, êàê è â êëåòêàõ Å. co-

li — åñòåñòâåííîì õîçÿèíå ôàãà 	.
Âîçìîæíîñòè äðóãîé õîðîøî èçó÷åííîé äëÿ

Å. coli âåêòîðíîé ñèñòåìû, îáåñïå÷èâàþùåé ðå-
ãóëèðóåìóþ òðàíñêðèïöèþ êëîíèðîâàííûõ ãå-
íîâ, — ñèñòåìû íà îñíîâå ïðîìîòîðà è ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû ôàãà Ò7 (ñì. 3.2) — èñïîëüçîâàë
äëÿ ñîçäàíèÿ âåêòîðîâ øèðîêîãî êðóãà õîçÿåâ
Í. Ïàãðàòèñ (1987 ã.). Ïëàçìèäà pKT230 (IncQ)
áûëà îáúåäèíåíà ñ ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèåé,

ñîñòîÿùåé èç ãåíà lacI äèêîãî òèïà (êîäèðóåò
ðåïðåññîð lac-îïåðîíà) è ãåíà 1 ôàãà Ò7 (êîäè-
ðóåò ôàãîâóþ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó), ïîìåùåííîãî
ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðà placUV5. Ãèáðèäíàÿ
ïëàçìèäà pNP148 (ðèñ. 9.8) ñîõðàíèëà ôóíêöèè
ðåïëèêàöèè è ìîáèëèçàöèè èñõîäíîé ïëàçìè-
äû. Íà îñíîâå IncP-ðåïëèêîíà ñîçäàí ýêñïðåñ-
ñèðóþùèé âåêòîð pNP109, êîòîðûé íåñåò ïîçä-
íèé ïðîìîòîð ôàãà Ò7, ïîäñòðîåííûé ê ïîëè-
ëèíêåðíîé îáëàñòè èç ïëàçìèäû pUC18. Äëÿ
ïðîâåðêè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýòîé äâóõïëàç-
ìèäíîé ñèñòåìû â pNP109 ïî BamHI-ó÷àñòêó
âñòðîèëè ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé ãåí �-ãà-
ëàêòîçèäàçû Å. coli. Ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó
òðàíñôîðìàöèåé ââåëè â êëåòêè Å. coli[pNP148]
è Pseudomonas phaseolicola[pNP148]. Â îáîèõ
øòàììàõ ïîñëå äîáàâëåíèÿ â ïèòàòåëüíóþ ñðå-
äó ÈÏÒÃ íàáëþäàëàñü ýôôåêòèâíàÿ èíäóêöèÿ
ñèíòåçà �-ãàëàêòîçèäàçû. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ðåãó-
ëèðóåìàÿ ñèñòåìà ýêñïðåññèè ñ ïðîìîòîðà ðlac

ôóíêöèîíèðóåò â øèðîêîì êðóãå ãðàìîòðèöà-
òåëüíûõ áàêòåðèé, ìîæíî ðàññ÷èòûâàòü íà èñ-
ïîëüçîâàíèå ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ ôàãà Ò7
äëÿ âûñîêîýôôåêòèâíîé ðåãóëèðóåìîé òðàíñê-
ðèïöèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ðàçíûõ ãðàìîòðè-
öàòåëüíûõ áàêòåðèÿõ.

Òåõíîëîãè÷åñêè ïåðñïåêòèâíóþ âåêòîðíóþ
ñèñòåìó ðåãóëèðóåìîé ýêñïðåññèè êëîíèðîâàí-
íûõ ãåíîâ ðàçðàáîòàëè Ê. Òèììèñ ñ ñîòðóäíè-
êàìè (1986–1988 ãã.). Íà îñíîâå êëîíèðóþùåãî
âåêòîðà ðKÒ231 (ñì. ðèñ. 9.3) áûëà ñêîíñòðóè-
ðîâàíà ïëàçìèäà pNM185 (ñì. ðèñ. 9.7), â êîòî-
ðîé ãåí óñòîé÷èâîñòè ê ñòðåïòîìèöèíó íàõî-
äèòñÿ ïîä êîíòðîëåì äâîéíîãî ïðîìîòîðà ðm

TOL-ïëàçìèäû pWWO. Ïðîìîòîð ðm íàïðàâ-
ëÿåò òðàíñêðèïöèþ îïåðîíà, äåòåðìèíèðóþ-
ùåãî ïóòü ìåòà-ðàñùåïëåíèÿ àðîìàòè÷åñêèõ
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Òàáëèöà 9.4. Ñèíòåç èíòåðëåéêèíà 2 ÷åëîâåêà,

íàïðàâëÿåìûé ïëàçìèäîé pPLGN1HIL2,

â ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèÿõ

Áàêòåðèÿ-
õîçÿèí

Òåìïåðàòóðà
êóëüòèâèðîâà-

íèÿ, °Ñ

Àêòèâíîñòü
IL-2, å. à./ìë

Escherichia

coli MC1061
28
42

< 1
4200

Erwinia

chrysanthemi

28
42

< 1
600

Erwinia

carotovora

28
42

< 1
525

Serratia

marcescens

28
42

< 1
780

Ðèñ. 9.8. Ñïàðåííàÿ âåêòîðíàÿ ñèñòåìà íà îñíîâå ïðîìîòîðà è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû ôàãà T7



îðãàíè÷åñêèõ êèñëîò, ïðè÷åì ïîçèòèâíûì ðå-
ãóëÿòîðîì ýòîãî ïðîìîòîðà ÿâëÿåòñÿ áåëêîâûé
ïðîäóêò ãåíà xylS. Ïîýòîìó â ðNÌ185 ââåäåí
è ãåí xylS. Àêòèâàöèÿ áåëêà XylS ìèêðîêîëè-
÷åñòâàìè áåíçîàòà èëè ìåòà-òîëóàòà ïðèâîäèò
ê èíäóêöèè òðàíñêðèïöèè ñ ðm. Äëÿ èçó÷åíèÿ
âîçìîæíîñòåé ñîçäàííîé ñèñòåìû ýêñïðåññèè
â pNM185 ïî EcoRI-ó÷àñòêó âñòðîèëè ôðàã-
ìåíò TOL-ïëàçìèäû pWW2, ñîäåðæàùèé êî-
äèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà êàòåõîë-
2,3-äèîêñèãåíàçû (xylÅ). Ïîëó÷åííóþ òàêèì
îáðàçîì ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó pNM187 êîíúþ-
ãàöèîííî ïåðåíîñèëè â ðàçíûå âèäû ãðàìîòðè-
öàòåëüíûõ áàêòåðèé è àíàëèçèðîâàëè ýêñïðåñ-
ñèþ öåëåâîãî ãåíà â óñëîâèÿõ àêòèâàöèè áåëêà
XylS è â îòñóòñòâèå àêòèâàöèè (òàáë. 9.5). Ðå-
çóëüòàòû âûïîëíåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàëè øèðîêèå âîçìîæíîñòè äàííîé
ñèñòåìû ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ðàç-
íûõ âèäàõ áàêòåðèé. Âàæíîé äëÿ òåõíîëîãè÷å-
ñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ îñîáåííîñòüþ ýòîé ñèñ-
òåìû ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ýêñïðåññèÿ êëîíèðóåìî-
ãî ãåíà àêòèâèðóåòñÿ äîáàâëåíèåì ìàëûõ êîëè-
÷åñòâ î÷åíü äåøåâûõ õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé.

Ýòî âûãîäíî îòëè÷àåò åå îò äðóãèõ ãåííî-èí-
æåíåðíûõ ñèñòåì ñ ðåãóëèðóåìîé ýêñïðåññèåé
öåëåâûõ ãåíîâ.

Ïðè èçó÷åíèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïëàçìèäû
pNM185 áûëè âûäåëåíû åå ïðîèçâîäíûå, êîòî-
ðûå íàïðàâëÿëè ñèíòåç ìóòàíòíûõ áåëêîâ XylS,
îáëàäàþùèõ èçìåíåííîé ñïåöèôè÷íîñòüþ ïî
îòíîøåíèþ ê ýôôåêòîðíûì ìîëåêóëàì. Òàê, áå-
ëîê XylS2 íå òîëüêî àêòèâèðîâàëñÿ 3-ìåòèëñà-
ëèöèëàòîì, êîòîðûì íå àêòèâèðóåòñÿ áåëîê
XylS, íî ïðè ýòîì îáóñëîâëèâàë è áîëåå âûñî-
êèé óðîâåíü òðàíñêðèïöèè ñ ïðîìîòîðà ðm.
Êðîìå òîãî, îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè ïîâûøåíèè
òåìïåðàòóðû óðîâåíü òðàíñêðèïöèè ñ ïðîìîòî-
ðà pm è àêòèâàöèÿ åãî áåëêîì XylS ñíèæàþòñÿ.
Öåëåíàïðàâëåííûé ïîèñê ïîçâîëèë âûäåëèòü
ìóòàíò xylS2tr6 (ïëàçìèäà pERD2tr6), êîòîðûé
íàïðàâëÿë òðàíñêðèïöèþ ñ pm è ïðè ïîâûøåí-
íîé òåìïåðàòóðå. Ïîìåñòèâ ïîñëå ïðîìîòîðà
ïîëèëèíêåð, ïîëó÷èëè ýêñïðåññèðóþùèé âåê-
òîð pERD20 (ñì. ðèñ. 9.7), îáåñïå÷èâàþùèé
âîçìîæíîñòü âñòðîéêè ðàçëè÷íûõ ôðàãìåíòîâ
è èõ ýôôåêòèâíóþ ðåãóëèðóåìóþ ýêñïðåññèþ
äàæå â òåðìîôèëüíûõ áàêòåðèÿõ.

9.2. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÂÅÊÒÎÐÛ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÏËÀÇÌÈÄ ÃÐÓÏÏÛ ÍÅÑÎÂÌÅÑÒÈÌÎÑÒÈ IncQ 231

Òàáëèöà 9.5. Ñèíòåç êàòåõîë-2,3-äèîêñèãåíàçû â áàêòåðèÿõ, íåñóùèõ ïëàçìèäó pNM187

Áàêòåðèÿ

Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà, íìîëü/ìèí
Îòíîøåíèå
àêòèâíîñòåéáåç èíäóêöèè

ñ èíäóêöèåé 5 ìÌ
ìåòà-òîëóàòà

Ãðóïïà I
Pseudomonas aeruginosa

Aeromonas hydrophila

Pseudomonas putida

Aerobacter aerogenes

Serratia marcescens

Erwinia carotovora

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter calcoaceticus

Proteus mirabilis

250
19
35
12
5,6
—*

—
—
—

6000
1900
610
590
460
420
410
270
58
—

24
100
17
49
82

> 420
> 410
> 270
> 58
—

Ãðóïïà II
Pseudomonas testosteroni

Alcaligenes eutropus

120
1,6

460
7,6

4
5

Ãðóïïà III
Paracoccus denitrificans

Agrobacterium tumefaciens

Rhizobium meliloti

—
26
6,6

140
44

9,0

> 140
2
1

Íåêëàññèôèöèðîâàííûå áàêòåðèè
Xanthomonas campestris

Hyphomicrobium sp.
Moraxella nonliquefaciens

26
—
—

190
86
32

7
> 86
> 32

Ïðèìå÷àíèå. Áàêòåðèè ñãðóïïèðîâàíû ïî ïðèçíàêó ãîìîëîãèè 5S ÐÍÊ.
* Àêòèâíîñòü íå âûÿâëÿåòñÿ.



9.3. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÂÅÊÒÎÐÛ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÏËÀÇÌÈÄ ÃÐÓÏÏÛ

ÍÅÑÎÂÌÅÑÒÈÌÎÑÒÈ IncP

Íåêîòîðûå ãðóïïû ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàê-
òåðèé îñóùåñòâëÿþò òàêèå óíèêàëüíûå ïðîöåñ-
ñû, êàê ôèêñàöèÿ ìîëåêóëÿðíîãî àçîòà, îêèñëå-
íèå îäíîóãëåðîäíûõ îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé,
óòèëèçàöèÿ àðîìàòè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé è äð. Êàê
ïðàâèëî, â êëåòêå çà êàæäûé òàêîé ìåòàáîëè÷å-
ñêèé ïóòü îòâå÷àåò íàáîð ôåðìåíòîâ, ôóíêöèî-
íèðîâàíèå êîòîðûõ ðåãóëèðóåòñÿ ýêñïðåññèåé
ñïåöèàëüíûõ îïåðîíîâ, ëîêàëèçóþùèõñÿ èëè íà
áàêòåðèàëüíîé õðîìîñîìå, èëè íà ïëàçìèäå.
Âíåñåíèå ýòèõ îïåðîíîâ (èëè èõ îòäåëüíûõ ãå-
íîâ) â ñîñòàâå ìíîãîêîïèéíûõ êëîíèðóþùèõ
âåêòîðîâ â áàêòåðèè äðóãèõ òàêñîíîìè÷åñêèõ
ãðóïï ìîæåò ïðèâîäèòü ê ñóïåðñèíòåçó ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ôåðìåíòîâ è ãèáåëè êëåòîê èç-çà íà-
ðóøåíèÿ èõ ìåòàáîëè÷åñêîãî áàëàíñà (òîêñè÷å-
ñêèé ýôôåêò). Ïðåîäîëåòü ïîäîáíîå çàòðóäíåíèå
ìîæíî, èñïîëüçóÿ íèçêîêîïèéíûå âåêòîðû. Íàè-
áîëüøèå óñïåõè â ñîçäàíèè âåêòîðíîé ñèñòåìû
òàêîãî òèïà ñ øèðîêèì êðóãîì õîçÿåâ äîñòèãíó-
òû ïðè ìàíèïóëÿöèÿõ ñ ïëàçìèäîé RK2. Îíà îò-
íîñèòñÿ ê ãðóïïå IncP, ÿâëÿåòñÿ êîíúþãàòèâíîé,
èìååò ðàçìåð 60 òïí, ñòàáèëüíî ïîääåðæèâàåòñÿ
â øèðîêîì ñïåêòðå ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòå-
ðèé ïðè íèçêîé êîïèéíîñòè.

Áîëüøîé âêëàä â ðàçâèòèå äàííîé ãåííî-èí-
æåíåðíîé ñèñòåìû âíåñëè ñîòðóäíèêè ëàáîðà-
òîðèè Ä. Õåëèíñêîãî (1979–1985 ãã.). Îíè ïîëó-
÷èëè ïëàçìèäó pRK290 (ðèñ. 9.9), ïîñëóæèâ-
øóþ îñíîâîé äëÿ ñîçäàíèÿ äðóãèõ ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ. Óæå ïåðâûå
ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî pRK290 ñîâìåñòè-
ìà ñ ïëàçìèäîé pRK2013. Ïîñëåäíÿÿ òàêæå ÿâ-
ëÿåòñÿ ïðîèçâîäíîé RK2, íî ó íåå ñ ïîìîùüþ
ðåñòðèêòàç äåëåòèðîâàí áîëüøîé ôðàãìåíò
ÄÍÊ, âêëþ÷àþùèé ñîáñòâåííûé ðåïëèêîí,
è çàìåíåí íà ðåïëèêîí ïëàçìèäû ColE1. Ïðè
ýòîì â pRK2013 ñîõðàíèëèñü âñå ôóíêöèè
êîíúþãàöèîííîãî ïåðåíîñà. Îêàçàëîñü, ÷òî
pRK2013 ñïîñîáíà ýôôåêòèâíî ìîáèëèçîâàòü
ïëàçìèäó pRK290 è åå ïðîèçâîäíûå èç êëåòîê
Å. coli â øèðîêèé êðóã ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàê-
òåðèé. Íåäîñòàòêîì äàííîé âåêòîðíîé ñèñòåìû
ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïëàçìèäû pRK290 è pRK2013
èìåþò ðàéîíû ãîìîëîãèè è ïîýòîìó ñòàáèëüíî
ñîñóùåñòâîâàòü îíè ìîãóò ëèøü â êëåòêàõ
Å. coli, äåôåêòíûõ ïî ñèñòåìå ðåêîìáèíàöèè.

Ïëàçìèäà pRK290 ñîäåðæèò óíèêàëüíûå
ó÷àñòêè ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè EcoRI è
BglII, ïî êîòîðûì ìîæíî êëîíèðîâàòü ýêçîãåí-
íûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ. Âñòðîéêîé ñèíòåòè÷å-
ñêèõ ëèíêåðîâ ó÷àñòîê BglII áûë çàìåíåí íà

ñàéò ÂamHI (ïëàçìèäà pRK291) èëè HindIII
(pRK292). Íåäîñòàòêîì ýòèõ òðåõ âåêòîðîâ ÿâ-
ëÿåòñÿ îòñóòñòâèå âîçìîæíîñòè ïðîñòîãî ôåíî-
òèïè÷åñêîãî îòáîðà ãèáðèäíûõ êëîíîâ: îíè ìî-
ãóò áûòü âûÿâëåíû ëèøü ïîñëå ãèáðèäèçàöèè
íóêëåèíîâûõ êèñëîò èëè ðàäèîèììóíîàíàëèçà
in situ ëèáî ïðè êîìïëåìåíòàöèè îïðåäåëåííûõ
ìóòàöèé êëåòêè-õîçÿèíà. Ïîýòîìó óñèëèÿ èñ-
ñëåäîâàòåëåé áûëè íàïðàâëåíû íà ñîçäàíèå áî-
ëåå óäîáíûõ ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ. Ðàññìîò-
ðèì íåêîòîðûå èç íèõ (ðèñ. 9.10).

Ïëàçìèäà pRK293 (KmrTcr) ñîäåðæèò HaeII-
ôðàãìåíò (1430 ïí), íåñóùèé ãåí óñòîé÷èâîñòè
ê êàíàìèöèíó èç ñîñòàâà òðàíñïîçîíà Òn903.
Äàííàÿ ïëàçìèäà îáåñïå÷èâàåò ôåíîòèïè÷åñêèé
îòáîð ãèáðèäîâ ïðè èíàêòèâàöèè ãåíåòè÷åñêîãî
ìàðêåðà Kmr (âñòðîéêà ïî HindIII- èëè
XhoI-ó÷àñòêàì) èëè Tcr (âñòðîéêà ïî ñàéòó SalI).

pRK310 ÿâëÿåòñÿ ïðîèçâîäíîé pRK290, íå-
ñóùåé HaeII-ôðàãìåíò (424 ïí) ïëàçìèäû pUC9
(ñì. ðèñ. 2.35), ñîäåðæàùèé êîäèðóþùóþ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü �-ïåïòèäà �-ãàëàêòîçèäàçû
è ïîëèëèíêåðíóþ îáëàñòü. Ãèáðèäíûå ïëàçìè-
äû âûÿâëÿþòñÿ ïîñëå òðàíñôîðìàöèè êëåòîê
Å. coli, ñèíòåçèðóþùèõ äåôåêòíóþ �-ãàëàêòî-
çèäàçó (�-àêöåïòîð), ïî îêðàñêå êîëîíèé, âû-
ðîñøèõ íà àãàðèçîâàííîé ñðåäå ñ òåòðàöèêëè-
íîì, ÈÏÒÃ è Xgal (ïîäðîáíåå î äàííîé ñèñòåìå
îòáîðà ñì. 2.2.6).

Âåêòîð pRK311 ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîñìè-
äó ñ øèðîêèì êðóãîì õîçÿåâ, ïîëó÷åííóþ ïîñëå
âñòðîéêè â ðRK310 BglII-ôðàãìåíòà (1,6 òïí) èç
ñîñòàâà êîñìèäû Å. coli ðÍÑ79, ñîäåðæàùåãî
cos-ñàéò ôàãà 	.

Ð. Ôåéíè ñ ñîàâòîðàìè (1988 ã.) íà îñíîâå
pRK290 ñîçäàëè ïëàçìèäó ðÀF300, ïðåäíàçíà-
÷åííóþ äëÿ ñåëåêöèè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, êîòî-
ðûå ñïîñîáíû âûïîëíÿòü ôóíêöèè ïðîìîòîðîâ.
Äëÿ ýòîãî â ñîñòàâ pRK290 ïî BglII-ó÷àñòêó
âñòðîèëè BamHI-ôðàãìåíò ÄÍÊ (1,5 òïí), ñî-
äåðæàùèé ãåí cat õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñ-
ôåðàçû, ëèøåííûé ñâîåãî ïðîìîòîðà. Ïðè
âñòðîéêå â ðÀF300 ïî ó÷àñòêàì HindIII èëè PstI
ïðîìîòîðñîäåðæàùèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, íà-
ïðàâëÿþùèõ òðàíñêðèïöèþ â ñòîðîíó ãåíà cat,
ôåíîòèï, äåòåðìèíèðóåìûé ïëàçìèäîé, èçìå-
íÿåòñÿ ñ TcrCms íà ÒñrÑmr.

Èñïîëüçóÿ ñêîíñòðóèðîâàííûé âåêòîð, ìîæ-
íî êëîíèðîâàòü ñàìûå ðàçëè÷íûå ïðîìîòîðû
è ïðîâîäèòü ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå èõ ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ â øèðîêîì ñïåêòðå ãðàì-
îòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé. Òàê, â ëàáîðàòîðèè
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Ä. Õåëèíñêîãî íà îñíîâå ïëàçìèäû pRK291 ïî-
ëó÷åíû ãèáðèäíûå âàðèàíòû pGD499, pGD500 è
pXLGD4 (ðèñ. 9.11), â êîòîðûõ ñòðóêòóðíàÿ
÷àñòü ãåíà lacZ íàõîäèòñÿ ñîîòâåòñòâåííî ïîä
êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà óñòîé÷èâîñòè ê êàíà-
ìèöèíó, ïðîìîòîðà ðàéîíà oriV ïëàçìèäû RK2
èëè ïðîìîòîðà ãåíà �-àìèíîëåâóëèíàòñèíòåòàçû
Rhizobium meliloti. Àíàëèç ïðîäóêöèè �-ãàëàêòî-
çèäàçû ïîêàçàë, ÷òî àêòèâíîñòü äàííûõ ïðîìî-
òîðîâ çíà÷èòåëüíî âàðüèðóåò â ðàçíûõ õîçÿåâàõ
(òàáë. 9.6). Ïîýòîìó áîëüøîé èíòåðåñ ïðåäñòàâ-
ëÿåò âîïðîñ î òîì, êàê ñòðóêòóðà ïðîìîòîðà

âëèÿåò íà åãî ôóíêöèîíèðîâàíèå â òîé èëè
èíîé áàêòåðèè. Êëîíèðîâàíèå è ñåêâåíèðîâà-
íèå, à òàêæå îöåíêà «ñèëû» äîñòàòî÷íî áîëüøî-
ãî ÷èñëà ïðîìîòîðîâ â áàêòåðèÿõ ðàçíûõ òàêñî-
íîìè÷åñêèõ ãðóïï ïîçâîëèò ñäåëàòü îáîñíîâàí-
íîå çàêëþ÷åíèå îá îñîáåííîñòÿõ ïðîöåññà èíè-
öèàöèè òðàíñêðèïöèè ó èçó÷àåìûõ áàêòåðèé.
Êðîìå òîãî, òàêèå èññëåäîâàíèÿ ïîìîãóò âûÿ-
âèòü ïðîìîòîðû, íàèáîëåå ïðèãîäíûå äëÿ ðå-
øåíèÿ öåëåâûõ çàäà÷ ïî ýêñïðåññèè îïðåäåëåí-
íûõ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â âû-
áðàííûõ ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèÿõ.
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Ðèñ. 9.10. Êëîíèðóþùèå âåêòîðû íà îñíîâå ïëàçìèäû RK2

Ðèñ. 9.11. Âåêòîðíàÿ ïëàçìèäà pRK291 è åå ãèáðèäíûå ïðîèçâîäíûå



9.4. ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÂÅÊÒÎÐÎÂ ØÈÐÎÊÎÃÎ ÊÐÓÃÀ ÕÎÇßÅÂ
ÄËß ÌÎËÅÊÓËßÐÍÎ-ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÉ
ÃÐÀÌÎÒÐÈÖÀÒÅËÜÍÛÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ

Áëàãîäàðÿ ñîçäàíèþ êëîíèðóþùèõ âåêòî-
ðîâ, ñïîñîáíûõ ðåïëèöèðîâàòüñÿ è ñòàáèëüíî
ïîääåðæèâàòüñÿ â ðàçíûõ ãðàìîòðèöàòåëüíûõ
áàêòåðèÿõ, ïîÿâèëàñü âîçìîæíîñòü ïîëó÷àòü
áèáëèîòåêè ãåíîâ èçó÷àåìûõ áàêòåðèé, ïðîâî-
äèòü ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ
îðãàíèçàöèè è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ õðîìîñîì-
íûõ è ïëàçìèäíûõ ãåíîâ, à òàêæå êîîðäèíèðóå-
ìî ðåãóëèðóåìûõ íàáîðîâ ãåíîâ (îïåðîíîâ).
Ñ ïîìîùüþ êîìïëåìåíòàöèîííîãî àíàëèçà óäà-
åòñÿ âûÿâëÿòü ãèáðèäíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ, íåñó-
ùèå îïðåäåëåííûå ëîêóñû áàêòåðèàëüíîé õðî-
ìîñîìû. Ïðè ýòîì êîìïëåìåíòàöèÿ ôóíêöèé
âîçìîæíà è â íåðîäñòâåííûõ, íî îòíîñèòåëüíî
õîðîøî èçó÷åííûõ áàêòåðèÿõ. Ðàññìîòðèì íå-
êîòîðûå èññëåäîâàíèÿ òàêîãî òèïà.

Â ñîñòàâå ïëàçìèäû ðKÒ240 Ä. Äæèíåñ
ñ ñîàâòîðàìè (1986 ã.) êëîíèðîâàëè ôðàãìåíòû
ÄÍÊ Pseudomonas aeruginosa, ñîäåðæàùèå ãå-
íû argA, argF èëè ðrîÑ. Â ýòîì æå âåêòîðå êëî-
íèðîâàëè ôðàãìåíòû ÄÍÊ Å. coli ñ èçîôóíêöèî-
íàëüíûìè ãåíàìè, à òàêæå ñ ãåíîì ðrîB. Ýêñ-
ïðåññèÿ ãåíîâ Pseudomonas â êëåòêàõ Å. coli

ñîñòàâëÿëà 0,3–5,0 % îò óðîâíÿ, íàáëþäàåìîãî
â P. aeruginosa. Åñëè ãåí ðrîÑ P. aeruginosa ïî-
ìåùàëè ïîä êîíòðîëü tac-ïðîìîòîðà, ïðîäóê-
öèÿ â Å. coli ôåðìåíòà, êîäèðóåìîãî äàííûì
ãåíîì, çíà÷èòåëüíî ïîâûøàëàñü. Ýòîò ðåçóëüòàò
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ïî êðàéíåé ìåðå â ðÿäå
ñëó÷àåâ ïðåïÿòñòâèåì äëÿ ýôôåêòèâíîãî âûðà-
æåíèÿ ãåíîâ Pseudomonas â êëåòêàõ Å. coli ÿâëÿ-
åòñÿ íèçêèé óðîâåíü èíèöèàöèè èõ òðàíñêðèï-
öèè. Â òî æå âðåìÿ ìíîãèå ãåíû E. coli, êëîíè-
ðîâàííûå â ñîñòàâå âåêòîðîâ øèðîêîãî êðóãà
õîçÿåâ, ýôôåêòèâíî ôóíêöèîíèðóþò â êëåòêàõ

Pseudomonas. Òàê, ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ðrîB è
ðrîÑ Å. coli â êëåòêàõ P. aeruginosa ñîñòàâëÿåò
îêîëî 50 % îò òàêîâîé â êëåòêàõ Å. coli. Ýòî ïîä-
òâåðæäàåò ðàñïðîñòðàíåííîå ìíåíèå î òîì, ÷òî
P. aeruginosa ÿâëÿåòñÿ áîëåå óäîáíîé ñèñòåìîé
äëÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàê-
òåðèé, ÷åì Å. coli. Â êëåòêàõ ïñåâäîìîíàä ìîãóò
ýôôåêòèâíî ýêñïðåññèðîâàòüñÿ è ãåíû ãðàìïî-
ëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé. Ôðàíöóçñêèå èññëåäî-
âàòåëè ïîêàçàëè, ÷òî �-àìèëàçà Bacillus licheni-

formis ýôôåêòèâíî ïðîäóöèðóåòñÿ â êëåòêàõ
P. aeruginosa, ñîäåðæàùèõ êëîíèðîâàííûé
â âåêòîðå ðKÒ230 ãåí Â. licheniformis. Ïðè ýòîì
85 % ñèíòåçèðóåìîãî ôåðìåíòà ñåêðåòèðîâà-
ëîñü â ïåðèïëàçìó, íî íå âûõîäèëî èç êëåòîê.

Ñ ïîìîùüþ êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ øèðî-
êîãî êðóãà õîçÿåâ ïîäðîáíî èçó÷åíà ãåíåòè÷å-
ñêàÿ îðãàíèçàöèÿ è ôóíêöèîíèðîâàíèå îïåðî-
íîâ áèîäåãðàäàöèè òàêèõ ïëàçìèä, êàê NAH,
TOL è äð. Ê. ßäæè ñ ñîàâòîðàìè (1986 ã.) â ñî-
ñòàâå êîñìèäû ñóáêëîíèðîâàëè hox-îïåðîí èç
ãèãàíòñêîé (îêîëî 400 òïí) ïëàçìèäû pHG21-a
ãðàìîòðèöàòåëüíîé ôàêóëüòàòèâíîé âîäîðîä-
íîé áàêòåðèè Alcaligenes hydrogenophilus. Ïîñ-
ëå ââåäåíèÿ â êëåòêè P. oxalaticus ýòîò îïåðîí
îáåñïå÷èâàë èì âîçìîæíîñòü âîäîðîä-çàâèñè-
ìîãî àâòîòðîôíîãî ðîñòà.

Èíòåðåñíûå èññëåäîâàíèÿ ïðîâåëè Äæ. Ïëà-
çèíñêèé è Å. Ðîëüô (1985 ã.). Ñïîñîáíîñòü ôèê-
ñèðîâàòü àòìîñôåðíûé àçîò ïðè ñèìáèîçå ìåæ-
äó áîáîâûìè ðàñòåíèÿìè è ïî÷âåííûìè áàêòå-
ðèÿìè îãðàíè÷èâàåòñÿ ëèøü ïðåäñòàâèòåëÿìè
ðîäà Rhizobium. Ãåíåòè÷åñêàÿ îñíîâà òàêîãî îã-
ðàíè÷åíèÿ ïîêà íå î÷åíü ïîíÿòíà. Íî èçâåñòíî,
÷òî ðÿä ýòàïîâ îáðàçîâàíèÿ êîðíåâûõ êëóáåíü-
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Òàáëèöà 9.6. Îòíîñèòåëüíàÿ àêòèâíîñòü �-ãàëàêòîçèäàçû,

äåòåðìèíèðóåìîé ãèáðèäíûìè ïëàçìèäíûìè ãåíàìè â íåêîòîðûõ ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèÿõ

Áàêòåðèÿ-õîçÿèí
Ïëàçìèäà

pRK290 pGD499 pGD500 pXLGD4

Escherichia coli 3 1042 6 6
Rhizobium meliloti 1 208 141 622
Pseudomonas putida 2 80 76 149
Rodopseudomonas sphaeroides 2 9 2 422
Acinetobacter calcoaceticus 4 114 8 12
Caulobacter crecentus 2 393 296 4832

Ïðèìå÷àíèå. Äëÿ êàæäîãî âèäà áàêòåðèé ïðèâåäåíî ñðåäíåå çíà÷åíèå àêòèâíîñòè �-ãàëàêòîçèäàçû,
îïðåäåëåííîé â äâóõ íåçàâèñèìî ïîëó÷åííûõ òðàíñêîíúþãàòàõ.



êîâ ó áîáîâûõ è ôèêñàöèè àçîòà êîíòðîëèðóåò-
ñÿ ïëàçìèäàìè Rhizobium, íàçâàííûìè Sym
(symbiosis). Êëîíèðóÿ ôðàãìåíòû ÄÍÊ ïëàçìè-
äû Sym è ââîäÿ èõ â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ ïëàç-
ìèä â ðàçëè÷íûå áàêòåðèè, ìîæíî èçó÷àòü îðãà-
íèçàöèþ ãåíîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ïðîöåññû
ñèìáèîçà è ôèêñàöèè àòìîñôåðíîãî àçîòà. Òàê,
êîèíòåãðàíò ïëàçìèäû Sym ñ âåêòîðîì øèðîêî-
ãî ñïåêòðà õîçÿåâ êîíúþãàöèîííî ïåðåíåñëè
â áàêòåðèè Lignobacter è P. aeruginosa. Â ðå-
çóëüòàòå áàêòåðèè Lignobacter ïðèîáðåëè ñïî-
ñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü íà êîðíåâûõ âîëîñêàõ
ðàñòåíèé êëóáåíüêè, íî àçîò íå ôèêñèðîâàëè.
Êëåòêè ïñåâäîìîíàä â òåõ æå óñëîâèÿõ ïðîÿâ-
ëÿëè çàìåòíî ìåíüøóþ ñïîñîáíîñòü ê ôîðìè-
ðîâàíèþ êëóáåíüêîâ.

Ïîñëåäóþùèå öåëåíàïðàâëåííûå èññëåäî-
âàíèÿ äàäóò âîçìîæíîñòü ïîíÿòü ìîëåêóëÿð-
íóþ ïðèðîäó ñèìáèîòè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ

êëóáåíüêîâûõ áàêòåðèé è ðàñòåíèé-õîçÿåâ,
à òàêæå ìåõàíèçìà ôèêñàöèè àòìîñôåðíîãî àçî-
òà, êîòîðàÿ èíèöèèðóåòñÿ íà îïðåäåëåííîé ñòà-
äèè ñèìáèîçà áàêòåðèè ñ ðàñòåíèåì. Ïîçíàíèå
ýòèõ ïðîöåññîâ íà óðîâíå ðåãóëÿöèè ôóíêöèî-
íèðîâàíèÿ îïðåäåëåííûõ ãåíîâ è èõ êîìáèíà-
öèé ïîçâîëèò íàïðàâëåííî ñîçäàâàòü áàêòåðèè,
îáåñïå÷èâàþùèå ýôôåêòèâíîå îáðàçîâàíèå
êëóáåíüêîâ è ôèêñàöèþ àçîòà. Òàêèå øòàììû
èìåþò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ çåìëåäåëèÿ.

Ðàññìîòðåííûå ïðèìåðû ñî âñåé î÷åâèäíî-
ñòüþ äåìîíñòðèðóþò îãðîìíûå ïåðñïåêòèâû
èñïîëüçîâàíèÿ âåêòîðíîé ñèñòåìû, ïðåäíàçíà-
÷åííîé äëÿ êëîíèðîâàíèÿ è ýêñïðåññèè ÷óæå-
ðîäíûõ ãåíîâ â øèðîêîì ñïåêòðå ãðàìîòðèöà-
òåëüíûõ áàêòåðèé. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ïðè ñî-
çäàíèè âåêòîðîâ äàííîãî òèïà àêòèâíî èñïîëü-
çóþòñÿ îïûò è çíàíèÿ, íàêîïëåííûå â õîäå ðàç-
ðàáîòêè ãåííî-èíæåíåðíîé ñèñòåìû Å. coli.

9.5. ÁÈÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÛÅ (×ÅËÍÎ×ÍÛÅ) ÂÅÊÒÎÐÍÛÅ ÏËÀÇÌÈÄÛ

Êàê óæå óïîìèíàëîñü, ïëàçìèäû ñ øèðîêèì
êðóãîì õîçÿåâ, îòíîñÿùèåñÿ ê ãðóïïàì íåñî-
âìåñòèìîñòè Å. coli IncP è IncQ, â ýóáàêòåðèÿõ
ðîäà Bacteroides íå ðåïëèöèðóþòñÿ. Ïëàçìèäû,
âûäåëåííûå èç êëåòîê Bacteroides, òàêæå íå ðå-
ïëèöèðóþòñÿ â Å. coli. Áîëåå òîãî, íå íàéäåíî
ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ óñòîé÷èâîñòè ê àíòè-
áèîòèêàì, êîòîðûå áû ýêñïðåññèðîâàëèñü è
â êëåòêàõ Å. coli, è â Â. fragilis. Ïîýòîìó âîçíèê-
ëà íåîáõîäèìîñòü ñîçäàíèÿ ñïåöèàëüíîé âåê-
òîðíîé ñèñòåìû äëÿ ýòèõ áàêòåðèé.

Ñàìûé ïðîñòîé ïîäõîä ñîñòîèò â êîíñòðóè-
ðîâàíèè ãèáðèäíîé êîëüöåâîé ìîëåêóëû ÄÍÊ,
ñîäåðæàùåé äâà ðåïëèêîíà, îäèí èç êîòîðûõ
ôóíêöèîíèðóåò â Å. coli, à äðóãîé â Â. fragilis.
Ïëàçìèäà òàêæå äîëæíà íåñòè ãåíåòè÷åñêèå
ìàðêåðû, ýêñïðåññèðóåìûå â òîì èëè èíîì õî-
çÿèíå. Òàêèå áèôóíêöèîíàëüíûå (áèðåïëèêîí-
íûå) ïëàçìèäû èíà÷å íàçûâàþò ÷åëíî÷íûìè.
Îäíàêî, åñëè ÷åëíî÷íóþ ïëàçìèäó ôîðìèðóþò
îáúåäèíåíèåì ñëàáî èçó÷åííûõ ïëàçìèä (ó êî-
òîðûõ íå ëîêàëèçîâàíû ãåíû, íåîáõîäèìûå äëÿ
ðåïëèêàöèè), îíà ìîæåò èìåòü îòíîñèòåëüíî
áîëüøèå ðàçìåðû è ñîäåðæàòü îãðàíè÷åííîå
÷èñëî ó÷àñòêîâ óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç, óäîáíûõ
äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ÷óæåðîäíûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ. Â ýòîì ñëó÷àå òðåáóþòñÿ äîïîëíèòåëü-
íûå èññëåäîâàíèÿ, ïîçâîëÿþùèå óìåíüøèòü
ðàçìåð áèðåïëèêîííîé ïëàçìèäû è ââåñòè â íåå
óíèêàëüíûå ðåñòðèêòàçíûå ñàéòû.

Ïåðâûé ìîëåêóëÿðíûé âåêòîð, ñïîñîáíûé
ðåïëèöèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ Å. coli è B. fragi-

lis, — ÷åëíî÷íóþ ïëàçìèäó pDP1 — ñêîíñò-

ðóèðîâàëè Ä. Ãèíåé ñ ñîàâòîðàìè (1984 ã.).
Ïëàçìèäà èìåëà îòíîñèòåëüíî áîëüøèå ðàçìå-
ðû (19 òïí) è áûëà ïëîõî ïðèñïîñîáëåíà äëÿ
êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ è îòáîðà ãèá-
ðèäíûõ êëîíîâ. Â åå ñîñòàâ âõîäèëè: ôðàãìåíò
ïëàçìèäû pD65, ñîäåðæàùèé oriV ïëàçìèäû
pBR322, ãåí bla (Aðr) è oriÒ ïëàçìèäû RK2,
à òàêæå ïîëíàÿ êîïèÿ ïëàçìèäû pCP1 Bacte-

roides, êîòîðàÿ äåòåðìèíèðóåò óñòîé÷èâîñòü
ê êëèíäàìèöèíó èëè ýðèòðîìèöèíó (Ñlr, Emr).
Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî Â. fragilis ÷ðåçâû÷àé-
íî ÷óâñòâèòåëüíà ê êëèíäàìèöèíó (ìèíèìàëü-
íàÿ èíãèáèðóþùàÿ ðîñò êîíöåíòðàöèÿ ñîñòàâëÿ-
åò 0,5 ìêã/ìë), à èçó÷åííûå R-ôàêòîðû Bacteroi-

des îáåñïå÷èâàþò óñòîé÷èâîñòü èìåííî ê ýòîìó
àíòèáèîòèêó. ×åëíî÷íàÿ ïëàçìèäà pDP1 â Å. coli

ðåïëèöèðîâàëàñü çà ñ÷åò oriV pBR322 è äåòåð-
ìèíèðîâàëà óñòîé÷èâîñòü ê àìïèöèëëèíó,
à â Â. fragilis åå ðåïëèêàöèÿ íàïðàâëÿëàñü ðåï-
ëèêîíîì pCP1, è ïëàçìèäà îáóñëîâëèâàëà ôå-
íîòèï Ñlr. Íàëè÷èå â ñîñòàâå pDP1 ó÷àñòêà oriT
ïëàçìèäû RK2 îáåñïå÷èâàëî ýôôåêòèâíûé
êîíúþãàöèîííûé ïåðåíîñ åå èç Å. coli â Â. fragi-

lis ñ ïîìîùüþ ïëàçìèä ãðóïïû IncP.
Â ðåçóëüòàòå ãåííî-èíæåíåðíûõ ìàíèïóëÿ-

öèé â 1988 ã. íà îñíîâå pDP1 áûëè ñîçäàíû
ñåðèÿ ïëàçìèä è êîñìèäà ìåíüøåãî ðàçìåðà.
Îíè îáëàäàþò âñåìè îïèñàííûìè âûøå ñâîéñò-
âàìè, íî áîëåå óäîáíû äëÿ ïîëó÷åíèÿ è àíàëèçà
ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ.

Ïðè ñîçäàíèè ÷åëíî÷íûõ âåêòîðîâ äëÿ ñèñ-
òåìû Å. coli – Â. fragilis óäà÷íóþ ñõåìó ðåàëèçî-
âàë Ê. Ñìèò (1985 ã.), îáúåäèíèâ in vitro ïëàç-
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ìèäû pUC19 (ðåïëèöèðóåòñÿ â Å. coli, ñîäåðæèò
ïîëèëèíêåð äëÿ áîëüøîãî ÷èñëà ðåñòðèêòàç, ñì.
ðèñ. 2.35, 6.12), ðÂI143 (êðèïòè÷åñêàÿ ìåëêàÿ
(2,7 òïí) ìíîãîêîïèéíàÿ ïëàçìèäà Bacteroides),
à òàêæå ôðàãìåíò R-ôàêòîðà, íåñóùèé ãåí årm

(Ñlr). Ïîëó÷åííàÿ áèôóíêöèîíàëüíàÿ ïëàçìèäà
ðàçìåðîì 7,3 òïí îêàçàëàñü óäîáíîé äëÿ êëî-
íèðîâàíèÿ çà ñ÷åò íàëè÷èÿ ïîëèëèíêåðà è ñèñ-
òåìû ïðÿìîé ñåëåêöèè ãèáðèäíûõ ÄÍÊ â Å. coli

(á-êîìïëåìåíòàöèÿ �-ãàëàêòîçèäàçû; ñì. 2.2.6).
Îòîáðàííûå â Å. coli è îõàðàêòåðèçîâàííûå
ãèáðèäíûå ïëàçìèäû ìîæíî òðàíñôîðìèðîâàòü
â êëåòêè Bacteroides.

Ñîçäàííàÿ ñîâîêóïíîñòü êëîíèðóþùèõ ÷åë-
íî÷íûõ âåêòîðîâ ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü ïîäðîá-
íûé ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç Bacteroides — áàêòå-
ðèè, êîòîðàÿ ýâîëþöèîííî çíà÷èòåëüíî îòäàëå-
íà îò ýíòåðîáàêòåðèé, â ÷àñòíîñòè Å. coli.

Äðóãèì âàæíûì îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ÿâ-
ëÿþòñÿ öèàíîáàêòåðèè. Îíè óíèêàëüíû ñðåäè
ôîòîñèíòåçèðóþùèõ ïðîêàðèîò ñâîåé ñïîñîá-
íîñòüþ ê îêñèãåííîìó ôîòîñèíòåçó, î÷åíü ñõî-
æåìó ñ òàêîâûì ó âûñøèõ ðàñòåíèé.

Áëàãîäàðÿ òîìó ÷òî áàêòåðèè èìåþò îäíó
õðîìîñîìó (ãàïëîèäíûé íàáîð ãåíîâ), ìîæíî
äîñòàòî÷íî ëåãêî ïîëó÷àòü è õàðàêòåðèçîâàòü
ìóòàíòû ïî èíòåðåñóþùèì ãåíàì. Òàê, â ïî-
ñëåäíèå ãîäû ïîëó÷åíû ìíîãî÷èñëåííûå ìó-
òàíòû öèàíîáàêòåðèé ïî ãåíàì, êîíòðîëèðóþ-
ùèì ðàçëè÷íûå ýòàïû ôîòîñèíòåçà. Ïîýòîìó
öèàíîáàêòåðèè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïðåêðàñ-
íûå îáúåêòû äëÿ êëîíèðîâàíèÿ è èçó÷åíèÿ
ôóíêöèé ãåíîâ ôîòîñèíòåòè÷åñêîé ñèñòåìû.

Íàèáîëåå àêòèâíî â äàííîì ïëàíå ðàçâèâà-
þòñÿ èññëåäîâàíèÿ îäíîêëåòî÷íîé öèàíîáàêòå-
ðèè Anacystis nidulans. Ïîêàçàíî, ÷òî ìíîãèå
øòàììû ñîäåðæàò ïëàçìèäû, íî îíè ÿâëÿþòñÿ
êðèïòè÷åñêèìè è íå ìîãóò íàïðÿìóþ èñïîëü-
çîâàòüñÿ â êà÷åñòâå ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ.
Ïîïûòêè òðàíñôîðìèðîâàòü A. nidulans ïëàç-
ìèäàìè pBR322, pACYC184 èëè RP4 íå óâåí-
÷àëèñü óñïåõîì. Îäíàêî â 1980 ã. Ê. Âàí äåí
Õîíäåëó ñ ñîàâòîðàìè óäàëîñü ïåðåíåñòè
â êðèïòè÷åñêóþ ïëàçìèäó pUH24 òðàíñïîçîí
Tn901 (Àðr) èç ïëàçìèäû Å. coli ðRI46. Â ðå-
çóëüòàòå áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà ïëàçìèäà ðÑÍ1,
èç êîòîðîé ïîñëå äåëåòèðîâàíèÿ ôðàãìåíòà
ÄÍÊ, ñîäåðæàùåãî îäèí èç êîíöåâûõ èíâåðòè-
ðîâàííûõ ïîâòîðîâ òðàíñïîçîíà, ïîëó÷èëè
ïëàçìèäó pUC1. Òàêîé äåëåöèîííûé âàðèàíò
óæå ñòàáèëüíî ñîõðàíÿë äåòåðìèíàíòó Àðr.
Îêàçàëîñü, ÷òî øòàìì A. nidulans R2 ìîæíî
òðàíñôîðìèðîâàòü ïëàçìèäîé pUC1 èëè ðÑÍ1.
Ïðè ýòîì íè pUC1, íè ðÑÍ1 íå ìîãëè òðàíñ-
ôîðìèðîâàòü êîìïåòåíòíûå êëåòêè Å. coli, ÷òî

óêàçûâàåò íà ðàçëè÷èå ðåïëèêàòèâíûõ ñèñòåì
Å. coli è A. nidulans.

Âðåìÿ ãåíåðàöèè (g) ó öèàíîáàêòåðèé ðîäà
Anacystis ñîñòàâëÿåò îáû÷íî 12–18 ÷, ïîýòîìó
ýêñïåðèìåíòû íà íèõ çíà÷èòåëüíî äëèòåëüíåå,
÷åì íà Å. coli (g îêîëî 30 ìèí). Äëÿ óïðîùåíèÿ
ãåííî-èíæåíåðíûõ ìàíèïóëÿöèé â ðÿäå ëàáî-
ðàòîðèé áûëè ñîçäàíû ÷åëíî÷íûå ïëàçìèäíûå
âåêòîðû, ñïîñîáíûå ðåïëèöèðîâàòüñÿ è äåòåð-
ìèíèðîâàòü óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì êàê
â Å. coli, òàê è â A. nidulans (ðèñ. 9.12). Ïîëó-
÷åíèå ãèáðèäíûõ ïëàçìèä è èõ ïåðâè÷íóþ õà-
ðàêòåðèçàöèþ ïðîâîäÿò â ñèñòåìå Å. coli, à çà-
òåì îíè ìîãóò áûòü ïåðåíåñåíû â êëåòêè Ana-

cystis è ïîäâåðãíóòû áîëåå ïîäðîáíîìó èññëå-
äîâàíèþ. Ïåðåíîñ áèôóíêöèîíàëüíûõ ïëàçìèä
ìîæíî îñóùåñòâëÿòü ëèáî â ïðîöåññå òðàíñôîð-
ìàöèè êëåòîê, ëèáî êîíúþãàöèîííî, èñïîëüçóÿ
â êà÷åñòâå ïîìîùíèêà ïëàçìèäû ãðóïïû IncP.
Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ôðàãìåíò ïëàçìèäû Å. coli,
âõîäÿùèé â ñîñòàâ ÷åëíî÷íîãî âåêòîðà, äîëæåí
ñîäåðæàòü ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû, íåîáõîäè-
ìûå äëÿ ìîáèëèçàöèè ïëàçìèäû.

Àíàëèç in vitro ïîêàçàë, ÷òî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà
öèàíîáàêòåðèé óçíàåò ïðîìîòîðû ôàãà 	. Ïîýòî-
ìó Ä. Ôðèäáåðã è Äæ. Ñåéäæôåðñ (1986 ã.)
ñêîíñòðóèðîâàëè ÷åëíî÷íûå ïëàçìèäû ñ ðåãóëè-
ðóåìîé òðàíñêðèïöèåé öåëåâîãî ãåíà â êëåòêàõ
Å. coli è A. nidulans. Îäíà èç òàêèõ ïëàçìèä —
pPL1940 (ñì. ðèñ. 9.12) ñîñòîèò èç ðåïëèêîíà
êðèïòè÷åñêîé ïëàçìèäû pDF3 (àíàëîã pUH24)
öèàíîáàêòåðèè, ColE1-ðåïëèêîíà, ãåíîâ óñòîé-
÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì (Apr, Kmr) è áëîêà ðåãó-
ëèðóåìîé òðàíñêðèïöèè, êîòîðûé ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ãåí cI857 òåðìî÷óâñòâèòåëüíîãî ðåïðåññî-
ðà ôàãà 	 è ïðîìîòîðíî-îïåðàòîðíóþ îáëàñòü
ðLîL (ñì. 2.2.2). Ïî BamHI-ó÷àñòêó â ðÐL1940
âñòðîèëè êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà
cat õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçû è èçó÷è-
ëè ýêñïðåññèþ ãåíà â ñîñòàâå ãèáðèäíîé ïëàç-
ìèäû â êëåòêàõ E. coli èëè A. nidulans. Ïðè òåì-
ïåðàòóðå 34 °Ñ ýêñïðåññèÿ ãåíà cat â Å. coli ïðàê-
òè÷åñêè îòñóòñòâîâàëà, à â öèàíîáàêòåðèè áûëà
î÷åíü íåçíà÷èòåëüíîé. Ïîñëå ïîâûøåíèÿ òåìïå-
ðàòóðû äî 39 èëè 42 °Ñ ïðîèñõîäèëà èíàêòè-
âàöèÿ áåëêà ñI è èíäóöèðîâàëñÿ êîíñòèòóòèâíûé
ñèíòåç õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçû (CAT)
ñ ïðîìîòîðà ðL. Îäíàêî åñëè â êëåòêàõ Å. coli

ôåðìåíò íà÷èíàë ñèíòåçèðîâàòüñÿ ïî÷òè ñðàçó
æå (÷åðåç 2–6 ìèí) ïîñëå ïîâûøåíèÿ òåìïåðàòó-
ðû, òî â öèàíîáàêòåðèè óðîâåíü CAT çàìåòíî
âîçðàñòàë ëèøü ÷åðåç 2–6 ÷ ïîñëå òåðìîèíäóê-
öèè è äîñòèãàë 20-êðàòíîãî óâåëè÷åíèÿ ïîñëå
18 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè òåìïåðàòóðå 42 °Ñ.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ïî-âèäèìîìó, îòðàæà-

9.5. ÁÈÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÛÅ (×ÅËÍÎ×ÍÛÅ) ÂÅÊÒÎÐÍÛÅ ÏËÀÇÌÈÄÛ 237



þò îáùèå çàêîíîìåðíîñòè ìåòàáîëèçìà äàííîé
öèàíîáàêòåðèè, õàðàêòåðèçóþùåéñÿ îòíîñè-
òåëüíî íèçêîé ñêîðîñòüþ ðîñòà.

Íàðÿäó ñ îäíîêëåòî÷íûìè èíòåðåñíûì îáú-
åêòîì èññëåäîâàíèé ÿâëÿþòñÿ íèòåâèäíûå öèà-
íîáàêòåðèè, êîòîðûå ñïîñîáíû ôèêñèðîâàòü àò-
ìîñôåðíûé àçîò â àýðîáíûõ óñëîâèÿõ â ñïåöèà-
ëèçèðîâàííûõ êëåòêàõ, íàçûâàåìûõ ãåòåðîöè-
ñòàìè. Ê íàèáîëåå èçó÷åííûì íèòåâèäíûì öèà-
íîáàêòåðèÿì îòíîñèòñÿ Anabaena sp., è èìåííî
äëÿ íåå Ê. Óîëê ñ ñîàâòîðàìè (1984 ã.) ðàçðàáî-
òàëè óäîáíóþ âåêòîðíóþ ñèñòåìó. Áèôóíêöèî-
íàëüíûå âåêòîðíûå ïëàçìèäû ñîñòîÿò èç ðåïëè-
êîíà êðèïòè÷åñêîé ïëàçìèäû pDU1 íèòåâèä-
íîé öèàíîáàêòåðèè Nostoc, ÷àñòè ïëàçìèäû
pBR322, íåîáõîäèìîé äëÿ ðåïëèêàöèè è ìîáè-
ëèçàöèè, à òàêæå äåòåðìèíàíò óñòîé÷èâîñòè
ê ðàçëè÷íûì àíòèáèîòèêàì. Ïðè êîíñòðóèðîâà-
íèè âåêòîðîâ áûëè ïîëíîñòüþ óäàëåíû ó÷àñòêè
ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè AvaI è AvaII, ÷òî îáåñ-
ïå÷èëî íåçàâèñèìîñòü ýòèõ ïëàçìèä îò ñèñòåì
ðåñòðèêöèè Anabaena è ïîâûñèëî óðîâåíü èõ
òðàíñêîíúþãàöèè (ìîáèëèçàöèè ïëàçìèäàìè
IncP) èç êëåòîê Å. coli â Anabaena sp. Ñîçäàíèå
êëîíèðóþùèõ è ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ
öèàíîáàêòåðèé ïîçâîëÿåò íàäåÿòüñÿ íà òî, ÷òî
â áëèæàéøèå ãîäû áóäåò äîñòèãíóò çíà÷èòåëü-
íûé ïðîãðåññ â ïîçíàíèè ñòðóêòóðíî-ôóíêöèî-

íàëüíîé îðãàíèçàöèè ãåíåòè÷åñêèõ ñèñòåì öèà-
íîáàêòåðèé, äåòåðìèíèðóþùèõ îêñèãåííûé
ôîòîñèíòåç è ôèêñàöèþ ìîëåêóëÿðíîãî àçîòà.

Ðàññìîòðåííûé ïîäõîä ê êîíñòðóèðîâàíèþ
÷åëíî÷íûõ ïëàçìèä áûë ðåàëèçîâàí è äëÿ àðõå-
áàêòåðèé, ïîñëå òîãî êàê Ë. Ìýéë ñ ñîàâòîðàìè
(1983 ã.) îáíàðóæèëè êðèïòè÷åñêóþ ïëàçìèäó
ðÌÅ2001 (4,5 òïí) â êëåòêàõ àíàýðîáíîé àðõå-
áàêòåðèè Methanobacterium thermoautotrophi-

cum. Îáúåäèíÿÿ in vitro ðåñòðèêòàçíî-ëèãàçíûì
ìåòîäîì ðåïëèêîí ðÌÅ2001 ñ ïëàçìèäàìè
pKT240 èëè pBR322, â 1985 ã. ïîëó÷èëè ãèá-
ðèäíûå ïëàçìèäû, ñïîñîáíûå ðåïëèöèðîâàòüñÿ
íå òîëüêî â àðõåáàêòåðèè, íî è â øèðîêîì êðóãå
ãðàìîòðèöàòåëüíûõ ýóáàêòåðèé (äëÿ pKT240)
èëè â êëåòêàõ Å. coli (äëÿ pBR322).

Òàêèì îáðàçîì, íàêîïëåííûé îïûò äåìîí-
ñòðèðóåò, ÷òî êëîíèðóþùèå âåêòîðíûå ñèñòåìû
ìîæíî ðàçðàáîòàòü äëÿ ëþáûõ ïðîêàðèîòè÷å-
ñêèõ îðãàíèçìîâ. Íåîáõîäèìûì óñëîâèåì ÿâëÿ-
åòñÿ ëèøü íàëè÷èå ðåïëèêîíà, ñïîñîáíîãî
îáåñïå÷èòü ðàçìíîæåíèå ãèáðèäíûõ ìîëåêóë
ÄÍÊ â èçó÷àåìûõ êëåòêàõ àâòîíîìíî îò áàêòå-
ðèàëüíîé õðîìîñîìû, à òàêæå âîçìîæíîñòü ýêñ-
ïðåññèè âûÿâëÿåìûõ ôåíîòèïè÷åñêè ãåíåòè÷å-
ñêèõ ìàðêåðîâ. ×àñòî äëÿ óïðîùåíèÿ ïðîöåäóð
ïîëó÷åíèÿ è îòáîðà öåëåâûõ ãèáðèäíûõ ìîëå-
êóë ÄÍÊ ñîçäàþò áèôóíêöèîíàëüíûå (÷åëíî÷-
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Ðèñ. 9.12. ×åëíî÷íûå âåêòîðíûå ïëàçìèäû, ñïîñîáíûå ðåïëèöèðîâàòüñÿ â Å. coli è â A. nidulans:

1 — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ êðèïòè÷åñêîé ïëàçìèäû A. nidulans, 2 — ïëàçìèäû pBR322(328),
3 — pACYC184, 4 — pUC13, 5 — pDJ200, 6 — ôàãà 	



íûå) ïëàçìèäû, ïðè ýòîì Å. coli èñïîëüçóþò
â êà÷åñòâå ïðîìåæóòî÷íîãî õîçÿèíà, íà êîòîðîì
ñåëåêòèðóþò è àìïëèôèöèðóþò èíäèâèäóàëü-

íûå ãèáðèäíûå ÄÍÊ, ïðîâîäÿò èõ ïåðâè÷íûé
àíàëèç, à çàòåì ââîäÿò â áàêòåðèè äðóãèõ òàêñî-
íîìè÷åñêèõ ãðóïï.

ÐÅÊÎÌÅÍÄÓÅÌÀß ËÈÒÅÐÀÒÓÐÀ 239

ÐÅÊÎÌÅÍÄÓÅÌÀß ËÈÒÅÐÀÒÓÐÀ

Áèîòåõíîëîãèÿ: Ó÷åá. ïîñîáèå äëÿ âóçîâ. Â 8 êí. /
Ïîä ðåä. Í. Ñ. Åãîðîâà, Â. Ä. Ñàìóèëîâà. Êí. 2.
Ñîâðåìåííûå ìåòîäû ñîçäàíèÿ ïðîìûøëåííûõ
øòàììîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ / Â. Ã. Äåáàáîâ,
Â. À. Ëèâøèö. Ì.: Âûñø. øê., 1988. 208 ñ.

Êðèñòîôåð Ô., Ôðàíêëèí Õ. Âåêòîðû äëÿ ãðàì-
îòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé, èìåþùèå øèðîêèé
ñïåêòð õîçÿåâ // Êëîíèðîâàíèå ÄÍÊ. Ìåòîäû /
Ïîä ðåä. Ä. Ãëîâåðà. Ì.: Ìèð, 1988. Ñ. 206–229.

Ïåõîâ À. Ï. Ïëàçìèäû áàêòåðèé. Ì.: Ìåäèöèíà,
1986. 224 ñ.

×èñòîñåðäîâ À. Þ., Åðåìàøâèëè Ì. Ð., Ìàø-

êî Ñ. Â. è äð. Ýêñïðåññèÿ ãåíà ÷åëîâå÷åñêîãî
èíòåðôåðîíà F â îáëèãàòíîì ìåòèëîòðîôå Me-

thylobacillus flagellatum KT è Pseudomonas puti-

da // Ìîëåê. ãåíåò., ìèêðîáèîë., âèðóñîë. 1987.
¹ 8. Ñ. 36–41.

Bagdasarian M., Lurz R., Ruchert B. et al. Spe-
cific-purpose plasmid cloning vectors. II. Broad
host range, high copy number, PSF1010-derived
vectors, and a host-vector system for gene cloning
in Pseudomonas // Gene. 1981. Vol. 16. P. 237–247.

Ditta G., Schidhauser T., Yakobson E. et al. Plasmids
related to the broad host range vector, pRK290,
useful for gene cloning and for monitoring gene
expression // Plasmid. 1985. Vol. 13. P. 149–153.

Ditta G., Stanfield S., Corbin D., Helinski D. R.

Broad host range DNA cloning system for gram-
negative bacteria: construction of a gene bank of
Rhizobium meliloti // Proc. Nat. Acad. Sci. USA.
1980. Vol. 77. P. 7347–7351.

Egerton J. R., Cox P. T., Anderson B. J. et al. Pro-
tection of sheep against footrot with a recombinant
DNA-based fimbrial vaccine // Veterinari Micro-
biol. 1987. Vol. 14. P. 393–409.

Fani R., Bazzicalupo M., Ricci F. et al. A plasmid
vector for the selection and study of transcription
promoters in Azospirillum brasilense // FEMS Mic-
robiol. Lett. 1988. Vol. 50. P. 271–276.

Frey J., Bagdasarian M., Feiss D. et al. Stable cosmid
vectors that enable the introduction of cloned frag-

ments into a wide range of gram-negative bacteria
// Gene. 1983. Vol. 24. P. 299–308.

Guiney D. G., Bouic K., Hasegawa P., Matthews B.

Construction of shuttle cloning vectors for Bacte-

roides fragilis and use in assaying foreign tetracyc-
line resistance gene expression // Plasmid. 1988.
Vol. 20. P. 17–22.

Keen N. T., Tamaki S., Kobayashi D., Trollinger D.

Improved broad-host-range plasmids for DNA clo-
ning in gram-negative bacteria // Gene. 1988.
Vol. 70. P. 191–197.

Mattick J. S., Bills M. M., Anderson B. J. et al.

Morphogenetic expression of Bacteroides nodosus

fimbriae in Pseudomonas aeruginosa // J. Bacte-
riol. 1987. Vol. 169. P. 33–41.

Mermod N., Ramos J. L., Lehrbach P. R., Tim-
mis K. N. Vector for regulated expression of cloned
genes in a wide range of gram-negative bacteria //
J. Bacteriol. 1986. Vol. 167. P. 447–454.

Novick R. P., Clowes R. C., Cohen S. N. et al. Uni-
form nomenclature for bacterial plasmids: a pro-
posal // Bacteriol. Rev. 1976. Vol. 40. P. 168–189.

Pagratis N. Construction of a regulated broad host
range T7 polymerase/promoter expression system
// Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells /
Eds. J. H. Miller, M. P. Calos. Cold Spring Harbor,
N. Y., 1987. P. 5–9.

Sakaguchi K. Vectors for gene cloning in Pseudomo-
nas and their applications // Curr. Topics in Mic-
robiol. Immunol. 1982. Vol. 86. P. 31–45.

Sanchez J., Holmgren J. Recombinant system for
overexpression of cholera toxin B subunit in Vibrio
cholerae as a basis for vaccine development // Proc.
Nat. Acad. Sci. USA. 1989. Vol. 86. P. 481–485.

Sharpe G. S. Broad host range cloning vectors for
gram-negative bacteria // Gene. 1984. Vol. 29.
P. 93–102.

Wolk C. P., Vonshak A., Kenoe P., Elhai J. Const-
ruction of shuttle vectors capable of conjugative
transfer from Escherichia coli to nitrogen-fixing
filamentous cyanobacteria // Proc. Nat. Acad. Sci.
USA. 1984. Vol. 81. P. 1561–1565.



Ãëàâà 10
ÃÅÍÍÎ-ÈÍÆÅÍÅÐÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ
ÃÐÀÌÏÎËÎÆÈÒÅËÜÍÛÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ ÐÎÄÀ BACILLUS

Â ïðåäûäóùèõ ãëàâàõ ïðîäåìîíñòðèðîâàíû
óäèâèòåëüíûå âîçìîæíîñòè ãåíåòè÷åñêîé èí-
æåíåðèè íà E. coli è íåêîòîðûõ äðóãèõ ãðàìîò-
ðèöàòåëüíûõ áàêòåðèÿõ. Îäíàêî ñèñòåìà êëîíè-
ðîâàíèÿ è ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ãðàì-
îòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèÿõ èìååò è îïðåäåëåí-
íûå íåäîñòàòêè, ÷àñòü èç êîòîðûõ ìîæíî ïðå-
îäîëåòü, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå êëåòîê — õîçÿåâ
ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ãðàìïîëîæèòåëüíûå
áàêòåðèè, è ïðåæäå âñåãî ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà
Bacillus.

Îñíîâíûì ïðåèìóùåñòâîì áàöèëë ñ òî÷êè
çðåíèÿ ñîçäàíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ ÿâëÿ-
åòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü ñåêðåòèðîâàòü èç êëåòîê
â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó áîëüøèå êîëè÷åñòâà îï-
ðåäåëåííûõ áåëêîâ. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî êëå-
òî÷íàÿ ñòåíêà ó ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé
îðãàíèçîâàíà áîëåå ïðîñòî, ÷åì ó ãðàìîòðèöà-
òåëüíûõ. Èñõîäÿ èç îáùíîñòè ìåõàíèçìîâ ñåê-
ðåöèè áåëêîâ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó
â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ, ÷ðåçâû÷àéíî çà-
ìàí÷èâî êîíñòðóèðîâàòü ìåòîäàìè ãåíåòè÷å-
ñêîé èíæåíåðèè ãèáðèäíûå ãåíû, â êîòîðûõ ÷ó-
æåðîäíàÿ êîäèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñî-
ñòûêîâàíà ñ ãåí-ýêâèâàëåíòîì ñèãíàëüíîãî ïåï-
òèäà êàêîãî-ëèáî ñåêðåòèðóåìîãî áåëêà Bacil-

lus. Åñëè äåòåðìèíèðóåìûé òàêèì èñêóññòâåí-
íûì ãåíîì õèìåðíûé ïðîäóêò áóäåò ñïîñîáåí
ñåêðåòèðîâàòüñÿ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, òî ýòî
çíà÷èòåëüíî óïðîñòèò î÷èñòêó èçó÷àåìîãî áåë-
êà. Âîçìîæíî, â òàêîì ñëó÷àå ÷óæåðîäíûé áå-
ëîê â áàêòåðèè áóäåò ñèíòåçèðîâàòüñÿ èíòåí-
ñèâíåå, ÷åì â âàðèàíòå áåç ñåêðåöèè, òàê êàê îí
â ìåíüøåé ñòåïåíè áóäåò íàðóøàòü ìåòàáîëèçì
êëåòîê. Äàííîå íàïðàâëåíèå èññëåäîâàíèé —
èçó÷åíèå ìåõàíèçìà ñåêðåöèè, ñîçäàíèå âåêòî-
ðîâ ýêñïðåññèè–ñåêðåöèè — â ãåíåòè÷åñêîé èí-
æåíåðèè áàöèëë èìååò áîëüøîå ïðàêòè÷åñêîå

çíà÷åíèå, è îíî ðàçâèâàåòñÿ íàèáîëåå èíòåí-
ñèâíî. Ìíîãèå âèäû áàöèëë, â òîì ÷èñëå è ñà-
ìûé èçó÷åííûé èç íèõ âèä Bacillus subtilis (ñåí-
íàÿ ïàëî÷êà), àêòèâíî èñïîëüçóþòñÿ ìèêðîáèî-
ëîãè÷åñêîé ïðîìûøëåííîñòüþ äëÿ ïðîèçâîäñò-
âà ôåðìåíòîâ, àíòèáèîòèêîâ, àìèíîêèñëîò è äð.
Ïîýòîìó ðàçðàáîòàíû ìåòîäû êðóïíîìàñøòàá-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ýòèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ
è î÷èñòêè ïðîäóêòîâ èõ áèîñèíòåçà.

Â. subtilis — íåïàòîãåííàÿ áàêòåðèÿ, ïîýòî-
ìó îíà áîëåå ïåðñïåêòèâíà, ÷åì Å. coli (óñëîâ-
íûé ïàòîãåí, ïðåäñòàâèòåëü åñòåñòâåííîé ìèê-
ðîôëîðû êèøå÷íèêà ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ), äëÿ
ñîçäàíèÿ øòàììîâ, ïðîäóöèðóþùèõ ôàðìàöåâ-
òè÷åñêèå âåùåñòâà.

Áàöèëëû îòíîñÿòñÿ ê ñïîðîîáðàçóþùèì
áàêòåðèÿì. Ôîðìèðîâàíèå ñïîð — ýòî ìíîãî-
ýòàïíûé ïðîöåññ ñâîåîáðàçíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè, è ïîýòîìó îí ïðåäñòàâëÿåò îñîáûé èíòå-
ðåñ äëÿ ôóíäàìåíòàëüíîé íàóêè. Äàííûé ïðî-
öåññ êîíòðîëèðóåòñÿ áîëüøèì ÷èñëîì õðîìî-
ñîìíûõ ãåíîâ, íî ïîêà ëèøü â îáùèõ ÷åðòàõ
ÿñíî, êàê ðåãóëèðóåòñÿ èõ ôóíêöèîíèðîâàíèå.
Ðåøåíèå ýòîé ïðîáëåìû òàêæå çàâèñèò îò ðàç-
ðàáîòêè ìåòîäîâ êëîíèðîâàíèÿ ãåíîâ â Â. sub-

tilis.
Ãåííî-èíæåíåðíûå ýêñïåðèìåíòû íà êëåò-

êàõ Â. subtilis è äðóãèõ âèäîâ ðîäà Bacillus ïîêà-
çàëè ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ýòèõ áàê-
òåðèé äëÿ ðàçðàáîòêè ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ãåíå-
òè÷åñêîé èíæåíåðèè âûñîêîýôôåêòèâíûõ òåõ-
íîëîãèé ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî ñèíòåçà ðàçëè÷-
íûõ ïîëèïåïòèäîâ, à òàêæå íåêîòîðûõ íèçêî-
ìîëåêóëÿðíûõ ñîåäèíåíèé. Ãåííî-èíæåíåðíàÿ
ìåòîäîëîãèÿ ñïîñîáñòâóåò áóðíîìó ðàçâèòèþ
ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè Â. subtilis, ïîçâîëÿåò
èçó÷àòü ïðîöåññû ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè öåëå-
âûõ ãåíîâ.
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10.1.1. Ñòðîåíèå êëåòî÷íîé ñòåíêè
ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé

Êàê è ó ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé, ñî-
äåðæèìîå ãðàìïîëîæèòåëüíîé êëåòêè îãðàíè-
÷åíî áèñëîéíîé ôîñôîëèïèäíîé ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíîé (ðèñ. 10.1), â ñîñòàâ êîòîðîé
âõîäÿò òàêæå èíòåãðàëüíûå áåëêè ìåìáðàí è
ãëèêîëèïèäû. Ïðîòîïëàñò ãðàìïîëîæèòåëüíîé
êëåòêè îêðóæåí òîëñòîé êëåòî÷íîé ñòåíêîé
(20–80 íì), â îñíîâíîì ñîñòîÿùåé èç ïåïòèäî-
ãëèêàíà. Â îòëè÷èå îò ãðàìîòðèöàòåëüíûõ êëå-
òîê ó ãðàìïîëîæèòåëüíûõ ïåïòèäîãëèêàí îáðà-
çóåò òðåõìåðíûé âîëîêíèñòûé ìàòðèêñ, èìåþ-
ùèé äî 40 ñëîåâ. Ïîëèñàõàðèäíûå öåïè ïåïòè-
äîãëèêàíà ñâÿçàíû äðóã ñ äðóãîì ïåïòèäíûìè
öåïî÷êàìè. Ïåïòèäîãëèêàíîâûé ìàòðèêñ ñòåí-
êè êîâàëåíòíî ñâÿçàí ñ äðóãèìè åå ìàêðîìîëå-
êóëÿðíûìè êîìïîíåíòàìè, êîòîðûå èìåþòñÿ
òîëüêî ó ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé, — òåé-
õîåâûìè êèñëîòàìè. Òåéõîåâûå êèñëîòû — ýòî
ðàñòâîðèìûå â âîäå ïîëèìåðû, ñîäåðæàùèå
îñòàòêè ãëèöåðèíà èëè ðèáèòà, ñîåäèíåííûå
ìåæäó ñîáîé ôîñôîäèýôèðíûìè ñâÿçÿìè
(ðèñ. 10.2). Öåïè òåéõîåâûõ êèñëîò ìîãóò áûòü
äëèííûìè è âêëþ÷àòü äî 30 è áîëåå ýëåìåíòîâ.
Òåéõîåâûå êèñëîòû, ðàñïîëîæåííûå ïåðïåíäè-
êóëÿðíî ïîâåðõíîñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû, ñîåäèíåíû ñ ïåïòèäîãëèêàíîì ÷åðåç
OH-ãðóïïû ïðè àòîìàõ Ñ6 îñòàòêîâ N-àöåòèë-
ìóðàìîâîé êèñëîòû. Ñòåíêè áîëüøèíñòâà ãðàì-
ïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé íå ñîäåðæàò ëèïèäîâ
è áåëêîâ.

Ñëåäñòâèåì ôóíäàìåíòàëüíûõ ðàçëè÷èé
â ñòðîåíèè êëåòî÷íûõ ñòåíîê áàêòåðèé ÿâëÿåò-
ñÿ, â ÷àñòíîñòè, òî, ÷òî áåëîê, ïðåîäîëåâøèé
áàðüåð ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ãðàìïîëîæè-
òåëüíîé êëåòêè, ñåêðåòèðóåòñÿ èç öèòîïëàçìû
â îêðóæàþùóþ ñðåäó, â òî âðåìÿ êàê ó ãðàìîò-
ðèöàòåëüíîé áàêòåðèè áåëêó äëÿ âûõîäà èç
êëåòêè íåîáõîäèìî ïðåîäîëåòü åùå âíåøíþþ
ìåìáðàíó (ñì. 2.2.10). Êðîìå òîãî, ãðàìïîëîæè-
òåëüíûå áàêòåðèè âûñîêî÷óâñòâèòåëüíû ê âîç-
äåéñòâèþ ëèçîöèìà (ðàñùåïëÿåò â ïåïòèäîãëè-
êàíå ãëèêîçèäíóþ ñâÿçü ìåæäó îñòàòêàìè
N-àöåòèëìóðàìîâîé êèñëîòû è N-àöåòèëãëþêî-
çàìèíà) è àíòèáèîòèêîâ ïåíèöèëëèíîâîãî ðÿäà
(ïðåäîòâðàùàþò ñèíòåç êëåòî÷íîé ñòåíêè).

10.1.2. Òðàíñôîðìàöèÿ
êîìïåòåíòíûõ êëåòîê

Áîëüøèíñòâî áàêòåðèé íå îáëàäàþò ñïîñîá-
íîñòüþ àäñîðáèðîâàòü è ïîãëîùàòü ìîëåêóëû
ÄÍÊ èç âíåøíåé ñðåäû. Îäíàêî êóëüòóðû íåêî-
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Ðèñ. 10.1. Ìîäåëü êëåòî÷íîé ñòåíêè
è ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû

ãðàìïîëîæèòåëüíîé áàêòåðèè â äâóìåðíîì (à)
è òðåõìåðíîì (á) èçîáðàæåíèè:

1 — òåéõîåâàÿ êèñëîòà; 2 — ïåïòèäîãëèêàí;
3 — ãëèêîëèïèä; 4 — ôîñôîëèïèä; 5 — áåëîê

Ðèñ. 10.2. Ñòðóêòóðà ìîíîìåðà òåéõîåâîé êèñëîòû
êëåòîê B. subtilis.

R — ãëþêîçà; D-àëàíèí ïðèñîåäèíåí ê Ñ3 èëè Ñ4 ðèáèòà



òîðûõ âèäîâ áàêòåðèé (êàê ãðàìïîëîæèòåëü-
íûõ, òàê è ãðàìîòðèöàòåëüíûõ) ïðè îïðåäåëåí-
íûõ óñëîâèÿõ ïðèîáðåòàþò òàêóþ ñïîñîáíîñòü,
ò. å. ïåðåõîäÿò â êîìïåòåíòíîå ñîñòîÿíèå. Ñî-
äåðæàíèå êîìïåòåíòíûõ êëåòîê â òàêèõ êóëüòó-
ðàõ âàðüèðóåò â øèðîêèõ ïðåäåëàõ. Òàê, â êîì-
ïåòåíòíûõ êóëüòóðàõ Haemophilus influenzae

è Streptococcus pneumoniae ê òðàíñôîðìàöèè
ñïîñîáíà ïî÷òè êàæäàÿ êëåòêà. Â òî æå âðåìÿ,
íàïðèìåð, ó Micrococcus lysodeicticus ÄÍÊ ìî-
ãóò ïîãëîùàòü 3–4 %, à ó Aspergillus niger —
ëèøü 0,1–0,2 % âñåõ êëåòîê.

Bacillus subtilis îòíîñèòñÿ ê òåì íåìíîãèì
õîðîøî èçó÷åííûì âèäàì áàêòåðèé, êîòîðûå
îáëàäàþò ôèçèîëîãè÷åñêîé êîìïåòåíòíîñòüþ.
Âïåðâûå âîçìîæíîñòü ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîð-
ìàöèè êëåòîê Â. subtilis ïðåïàðàòîì î÷èùåííîé
õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ïîêàçàë Äæ. Ñïèöàéçåí
â 1958 ã. Àêòèâíûå èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåííûå
â ïîñëåäóþùèå ãîäû, ïîçâîëèëè îòíîñèòåëüíî
ïîäðîáíî èçó÷èòü ýòîò ïðîöåññ. Ó Â. subtilis,
êàê è ó áîëüøèíñòâà äðóãèõ áàêòåðèé, êîìïå-
òåíòíîñòü âîçíèêàåò ëèøü íà îïðåäåëåííîì
ýòàïå ðîñòà êóëüòóðû. Äëÿ òîãî ÷òîáû ñòèìóëè-
ðîâàòü êëåòêè ê çàõâàòó ÄÍÊ, èõ âûðàùèâàþò
íà áîãàòîé ñðåäå, à çàòåì ïåðåíîñÿò íà áåäíóþ
ñðåäó, ãäå îòñóòñòâóþò àìèíîêèñëîòû, íåîáõî-
äèìûå àóêñîòðîôíûì ìóòàíòàì. Ìàêñèìàëüíàÿ
êîìïåòåíòíîñòü îáû÷íî äîñòèãàåòñÿ íà ïîçä-
íåé ñòàäèè ýêñïîíåíöèàëüíîãî ðîñòà êóëüòóðû
Â. subtilis. Òàêàÿ êóëüòóðà ìîæåò õðàíèòüñÿ ïðè
òåìïåðàòóðå –70 °Ñ (ïðè äîáàâëåíèè ãëèöåðèíà
äî 10 % ïî îáúåìó) ñ ñîõðàíåíèåì êîìïåòåíò-
íîñòè ïî êðàéíåé ìåðå â òå÷åíèå 6 ìåñ.

Êîìïåòåíòíûå êëåòêè ñîñòàâëÿþò íå áîëåå
5–10 % âñåé ïîïóëÿöèè áàêòåðèé. Îíè îòëè÷à-
þòñÿ îò íåêîìïåòåíòíûõ êëåòîê ïî ñîñòàâó êëå-
òî÷íîé ñòåíêè, èìåþò ñíèæåííûé ïîâåðõíîñò-
íûé çàðÿä è ïîâûøåííóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü
ê îñìîòè÷åñêîìó øîêó. Ïîñëåäíåå, ïî-âèäèìî-
ìó, îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî ó êîìïåòåíòíûõ êëå-
òîê èìåþòñÿ ó÷àñòêè îáíàæåííîé ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî èìåííî
ñ íèìè è âçàèìîäåéñòâóåò òðàíñôîðìèðóþùàÿ
ÄÍÊ. Êîìïåòåíòíûå êëåòêè õàðàêòåðèçóþòñÿ
ïîíèæåííîé ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ è
ìåíüøèìè ðàçìåðàìè ïî ñðàâíåíèþ ñ îáû÷íû-
ìè êëåòêàìè. Ðàçëè÷èå â ðàçìåðàõ ïîçâîëèëî
âûäåëèòü ôðàêöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê èç
êóëüòóðû Â. subtilis çîíàëüíûì öåíòðèôóãèðî-
âàíèåì â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ñàõàðîçû èëè ðå-
íîãðàôèíà è äîêàçàòü, ÷òî ýêçîãåííàÿ ÄÍÊ ïðî-
íèêàåò òîëüêî â êîìïåòåíòíûå êëåòêè.

Ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ êîìïåòåíòíîãî ñî-
ñòîÿíèÿ ó Â. subtilis êîíòðîëèðóþò íå ìåíåå

ñåìè ãåíîâ. Äâà èç íèõ ôóíêöèîíèðóþò íà÷è-
íàÿ ñ ðàííèõ ýòàïîâ ðîñòà êóëüòóðû, à ýêñïðåñ-
ñèÿ îñòàëüíûõ èíäóöèðóåòñÿ â ïåðèîä ïåðåõîäà
êëåòîê â êîìïåòåíòíîå ñîñòîÿíèå, ò. å. ÿâëÿåòñÿ
ñòàäèåñïåöèôè÷íîé. Áåëêè, îáåñïå÷èâàþùèå
êîìïåòåíòíîñòü Â. subtilis, ó÷àñòâóþò â ïðîöåñ-
ñàõ ñâÿçûâàíèÿ (àäñîðáöèè), ïðîíèêíîâåíèÿ
è ðåêîìáèíàöèè (èíòåãðàöèè) äîíîðíîé ÄÍÊ.

Âñêîðå ïîñëå àäñîðáöèè â ìîëåêóëå ÄÍÊ
ïðîèñõîäÿò äâóõöåïî÷å÷íûå ðàçðûâû è îíà ðàñ-
ïàäàåòñÿ íà ôðàãìåíòû ðàçìåðîì îêîëî 14 òïí.
Ïîñëå ýòîãî îäíà öåïü ôðàãìåíòà ÄÍÊ ãèäðî-
ëèçóåòñÿ ñïåöèôè÷íîé íóêëåàçîé, à äðóãàÿ ïðî-
íèêàåò â êëåòêó, ÷àñòè÷íî ðàçðóøàÿñü ñ êîíöîâ
â ðåçóëüòàòå íóêëåàçíîé àòàêè. Ïîëàãàþò, ÷òî
èñòî÷íèêîì ýíåðãèè äëÿ ïåðåìåùåíèÿ ÄÍÊ ÷å-
ðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó ñëóæèò ïðîòîí-
äâèæóùàÿ ñèëà. (Âåùåñòâà, ñíèæàþùèå ìåì-
áðàííûé ïîòåíöèàë, ïîäàâëÿþò ïåðåíîñ ÄÍÊ
â öèòîïëàçìó.)

Äëÿ ñâÿçûâàíèÿ äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ ñ ïî-
âåðõíîñòüþ êëåòêè Â. subtilis íåîáõîäèìî ó÷à-
ñòèå áåëêà 38,5K. Ýòîò áåëîê ñïåöèôè÷åí äëÿ
êîìïåòåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè è èìååò ìîëå-
êóëÿðíóþ ìàññó 38,5 êÄà. Êàê ïîêàçàëè Á. Âîñ-
ìàí ñ ñîàâòîðàìè (1988 ã.), âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ
äàëüíåéøèõ ýòàïîâ òðàíñôîðìàöèè èãðàåò áåë-
êîâûé êîìïëåêñ 70K, à òàêæå áåëêè 14K è 28K.
Ðàñïîëîæåííûé íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå
êîìïëåêñ 70K ñîñòîèò èç äâóõ ñóáúåäèíèö ñïå-
öèôè÷íîé íóêëåàçû 17K è äâóõ ñóáúåäèíèö
áåëêà 18K, ÿâëÿþùåãîñÿ ðåãóëÿòîðîì àêòèâíî-
ñòè äàííîé íóêëåàçû. (Ïîëàãàþò, ÷òî 18K èíãè-
áèðóåò íóêëåàçó 17K, ïðåäîòâðàùàÿ ÷ðåçìåð-
íûé ãèäðîëèç ìîëåêóë ÄÍÊ.) Áåëêè 14K è 28K
òàêæå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íóêëåàçû, ñïåöè-
ôè÷íûå äëÿ êîìïåòåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ. Ïðè÷åì
áåëîê 14K îáðàçóåòñÿ â ðåçóëüòàòå ïðîöåññèíãà
íóêëåàçû 17K, à 28K ÿâëÿåòñÿ äèìåðîì 14K.
Â öåëîì ñëåäóåò êîíñòàòèðîâàòü, ÷òî ïîêà ïî-
íÿòíû ëèøü îòäåëüíûå ìîìåíòû ïðîöåññà õðî-
ìîñîìíîé òðàíñôîðìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëå-
òîê áàöèëë.

Òåì íå ìåíåå ñîâðåìåííûé óðîâåíü çíàíèé
ïîçâîëÿåò ïðåäñòàâèòü ìîäåëü òðàíñôîðìàöèè
êëåòîê Â. subtilis (ðèñ. 10.3, 1). Âîøåäøèé
â êëåòêó îäíîöåïî÷å÷íûé ôðàãìåíò ÄÍÊ ïðè
ó÷àñòèè îïðåäåëåííûõ áåëêîâ ìîæåò èíòåãðè-
ðîâàòüñÿ â ãîìîëîãè÷íóþ îáëàñòü õðîìîñîìû
çà ñ÷åò êîìïëåìåíòàðíîãî ñïàðèâàíèÿ (ñèíàï-
ñèñà) ìåæäó äîíîðíîé è ðåöèïèåíòíîé ÄÍÊ.
Âíóòðè ñèíàïòè÷åñêîé ñòðóêòóðû ïðîèñõîäÿò
ðåêîìáèíàöèÿ è ðåïàðàöèÿ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî îñóùåñòâëÿåòñÿ êîâàëåíòíàÿ
âñòðîéêà ýêçîãåííîé ÄÍÊ â áàêòåðèàëüíóþ
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õðîìîñîìó. Ïðè ýòîì ìóòàíòíûé ëîêóñ áàêòå-
ðèàëüíîé õðîìîñîìû çàìåíÿåòñÿ (ñïàñàåòñÿ) íà
ëîêóñ äèêîãî òèïà, ïðèñóòñòâóþùèé â òðàíñ-
ôîðìèðóþùåé ÄÍÊ, ÷òî ìîæíî ëåãêî âûÿâèòü
íà ñîîòâåòñòâóþùèõ ñåëåêòèâíûõ ñðåäàõ.

Â ëàáîðàòîðèè Ä. Äóáíàó ïîëó÷åí ðÿä ìó-
òàíòîâ Â. subtilis, ó êîòîðûõ èìåëñÿ äåôåêò ïî
ðåêîìáèíàöèîííîé èíòåãðàöèè, íî íå áûëè íà-
ðóøåíû àäñîðáöèÿ ÄÍÊ è ïðîíèêíîâåíèå åå
â êëåòêó. Ó îäíîãî èç ýòèõ ìóòàíòîâ, îáîçíà÷åí-

íîãî reñÅ4, ÷àñòîòà õðîìîñîìíîé òðàíñôîðìà-
öèè áûëà ñíèæåíà áîëåå ÷åì â 1000 ðàç. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî ïðîäóêòîì ãåíà recÅ Â. subtilis ÿâëÿåò-
ñÿ áåëîê, êîòîðûé, ïîäîáíî áåëêó RecA E. coli,
èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ðåïàðàöèè è ãåíåòè÷å-
ñêîé ðåêîìáèíàöèè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äëÿ
óñïåøíîé õðîìîñîìíîé òðàíñôîðìàöèè áà-
öèëë êðîìå ôåðìåíòîâ ñèñòåìû îáùåé ðåêîì-
áèíàöèè êëåòîê íåîáõîäèìî íàëè÷èå ñóùåñò-
âåííîé ãîìîëîãèè ïðîòÿæåííûõ ïîñëåäîâà-
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Ðèñ. 10.3. Ìîäåëè òðàíñôîðìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê Â. subtilis ðàçíûìè òèïàìè ìîëåêóë ÄÍÊ (1–7).

Ýòàïû òðàíñôîðìàöèè: à — ñâÿçûâàíèå ÄÍÊ ñ êîìïåòåíòíûìè êëåòêàìè;
á — ôðàãìåíòàöèÿ è íà÷àëî âõîæäåíèÿ öåïåé ÄÍÊ â êëåòêó; â — çàâåðøåíèå ïðîöåññà âõîæäåíèÿ öåïåé ÄÍÊ;

ã — êîìïëåìåíòàðíîå âçàèìîäåéñòâèå öåïåé ÄÍÊ âíóòðè êëåòêè (ñèíàïñèñ); ä — îáðàçîâàíèå êîíå÷íûõ ïðîäóêòîâ



òåëüíîñòåé äîíîðíîãî ôðàãìåíòà è ðåöèïèåíò-
íîé õðîìîñîìíîé ÄÍÊ.

Çíàíèå îñíîâíûõ ýòàïîâ õðîìîñîìíîé
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê Â. subtilis óïðîñòèëî
ðàçðàáîòêó ñèñòåìû òðàíñôîðìàöèè êîìïåòåíò-
íûõ êëåòîê áàöèëë ìîëåêóëàìè ïëàçìèäíûõ
ÄÍÊ. Âïåðâûå ïëàçìèäíóþ òðàíñôîðìàöèþ
Â. subtilis îñóùåñòâèë Ñ. Ýðëèõ â 1977 ã. Îí
ââåë â äàííóþ áàêòåðèþ ïëàçìèäû àíòèáèîòè-
êîóñòîé÷èâîñòè ðÑ194, ðÑ221, ðC223, pUB112
è ðÒ127 èç ãðàìïîëîæèòåëüíîé áàêòåðèè Sta-

phylococcus aureus (çîëîòèñòûé ñòàôèëîêîêê)
è äîêàçàë, ÷òî îíè ñïîñîáíû ðåïëèöèðîâàòüñÿ
â ãåòåðîëîãè÷íîì îêðóæåíèè è ýêñïðåññèðî-
âàòü ãåíû óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì.

Ñ. Êîíòåí è Ä. Äóáíàó â 1979 ã. ïîêàçàëè,
÷òî êîìïåòåíòíîñòü êëåòîê Â. subtilis äëÿ òðàíñ-
ôîðìàöèè ðàçëè÷íûìè ïëàçìèäàìè ôîðìèðóåò-
ñÿ àíàëîãè÷íî êîìïåòåíòíîñòè äëÿ õðîìîñîì-
íîé òðàíñôîðìàöèè, à ñîîòíîøåíèå êîëè÷åñòâà
òðàíñôîðìàíòîâ è êîíöåíòðàöèè ââîäèìîé
ÄÍÊ ïîä÷èíÿåòñÿ çàâèñèìîñòè ïåðâîãî ïîðÿä-
êà, ò. å. äëÿ òðàíñôîðìàöèè îòäåëüíîé êëåòêè
äîñòàòî÷íî îäíîé ïëàçìèäíîé ìîëåêóëû.

Óäèâèòåëüíûì îêàçàëñÿ òîò ôàêò, ÷òî ýô-
ôåêòèâíóþ òðàíñôîðìàöèþ êîìïåòåíòíûõ êëå-
òîê Â. subtilis ìîæíî îñóùåñòâëÿòü ëèøü ìóëü-
òèìåðíûìè ôîðìàìè ïëàçìèä, ó êîòîðûõ ïîë-
íûé ïëàçìèäíûé ãåíîì ïîâòîðåí â ïðÿìîé îðè-
åíòàöèè («ãîëîâà ê õâîñòó») íåñêîëüêî ðàç. Íå-
îáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â ïðåïàðàòàõ ïëàçìèä
òàêèå ôîðìû âñåãäà ïðèñóòñòâóþò â íåáîëüøîì
êîëè÷åñòâå, íî èõ îáû÷íî íå ïðèíèìàþò âî
âíèìàíèå. Ýôôåêòèâíîñòü æå òðàíñôîðìàöèè
êîìïåòåíòíûõ êëåòîê Â. subtilis ñïåöèàëüíî
î÷èùåííîé ìîíîìåðíîé ñóïåðêîëüöåâîé ÄÍÊ
â 103–104 ðàç íèæå, ÷åì íåôðàêöèîíèðîâàííûì
ïðåïàðàòîì ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèì è ìóëüòè-
ìåðíûå ôîðìû.

Àíàëèç òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê Â. sub-

tilis ïîêàçàë, ÷òî ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ ïðîíèêàåò
â êîìïåòåíòíûå êëåòêè â âèäå ëèíåéíûõ îäíî-
öåïî÷å÷íûõ ñòðóêòóð. Öåïè ñóùåñòâåííî äå-
ãðàäèðóþòñÿ ñ êîíöîâ, ïîýòîìó ïðè ââåäåíèè
â êîìïåòåíòíûå êëåòêè ìîíîìåðíûõ ïëàçìèä
äëÿ îáðàçîâàíèÿ òðàíñôîðìàíòà íåîáõîäèìî,
÷òîáû â êëåòêó ïîïàëî íå ìåíåå äâóõ ìîëåêóë
ÄÍÊ. Äëÿ ìóëüòèìåðíûõ ôîðì ïëàçìèä äîñòà-
òî÷íî åäèíè÷íîé ìîëåêóëû, ÷òîáû îáåñïå÷èòü
òðàíñôîðìàöèþ.

Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ìîäåëåé, îïèñûâàþ-
ùèõ ïðîöåññ òðàíñôîðìàöèè êëåòîê Â. subtilis

ïëàçìèäàìè. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ìîíîìåðíûõ
ôîðì (ñì. ðèñ. 10.3, 2) îáðàçîâàíèå ïîëíîöåí-
íîé ïëàçìèäû åñëè è ïðîèñõîäèò, òî êðàéíå

ðåäêî, òàê êàê ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ, ïðîíèêàÿ â êîì-
ïåòåíòíóþ êëåòêó, ðàñùåïëÿåòñÿ â ïðîèçâîëü-
íîé òî÷êå, à îáðàçóþùàÿñÿ îäíîöåïî÷å÷íàÿ ìî-
ëåêóëà ãèäðîëèçóåòñÿ ñ êîíöîâ íóêëåàçàìè. Äëÿ
ìóëüòèìåðà (3) âåðîÿòíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ íîð-
ìàëüíîé ïëàçìèäû çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ.
Áîëåå òîãî, êàê ïîêàçàë Ä. Äóáíàó, ÷àñòîòà ïëàç-
ìèäíîé òðàíñôîðìàöèè äîñòàòî÷íî âûñîêà
òîëüêî ïðè èñïîëüçîâàíèè òðèìåðîâ èëè ìóëü-
òèìåðîâ áîëåå âûñîêîãî ïîðÿäêà. Ïðè ýòîì
òðàíñôîðìàöèÿ íå çàâèñèò îò ñèñòåìû ãåíåòè-
÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè êëåòêè.

Íà ýôôåêòèâíîñòü õðîìîñîìíîé òðàíñôîð-
ìàöèè íå âëèÿåò ñèñòåìà ðåñòðèêöèè ðåöèïèåíò-
íîé êëåòêè, òàê êàê îäíîöåïî÷å÷íûå ôðàãìåíòû
ÄÍÊ íå ÿâëÿþòñÿ ñóáñòðàòîì äëÿ ðåñòðèêòàç,
à â îáðàçóåìîì ñ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ äóïëåêñå
îäíà èç íèòåé ìîäèôèöèðîâàíà. Óðîâåíü ïëàç-
ìèäíîé òðàíñôîðìàöèè äëÿ êëåòîê ñ íàòèâíîé
ñèñòåìîé ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêàöèè ñíèæàåòñÿ,
ïðè÷åì òåì áîëüøå, ÷åì áîëüøå ìåñò äåéñòâèÿ
äàííîé ðåñòðèêòàçû èìååòñÿ íà ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ. Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî, õîòÿ
â êëåòêó âõîäÿò èíäèâèäóàëüíûå öåïè ïëàçìèä-
íîé ÄÍÊ, îíè çàòåì ìîãóò ôîðìèðîâàòü äâóõöå-
ïî÷å÷íûå ó÷àñòêè (ñì. ðèñ. 10.3, ã), êîòîðûå óæå
÷óâñòâèòåëüíû ê äåéñòâèþ ðåñòðèêòàç.

Îñîáåííîñòè ìåõàíèçìà ïëàçìèäíîé òðàíñ-
ôîðìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê Â. subtilis, â ÷à-
ñòíîñòè, íåîáõîäèìîñòü ìóëüòèìåðíûõ ôîðì
ïëàçìèä, çàòðóäíÿþò êëîíèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ ïëàçìèä â äàííîé
ñèñòåìå. Íåñîìíåííî, ïîëó÷àòü in vitro ìóëüòè-
ìåðíûå ìîëåêóëû ãèáðèäíûõ ïëàçìèä ãîðàçäî
ñëîæíåå, ÷åì ìîíîìåðíûå. Ïîýòîìó áûëî ðàç-
ðàáîòàíî íåñêîëüêî âàðèàíòîâ òðàíñôîðìàöèè
êîìïåòåíòíûõ êëåòîê Â. subtilis, ïîçâîëÿþùèõ
èñïîëüçîâàòü ìîíîìåðíûå ïëàçìèäû.

Â ëàáîðàòîðèè Ä. Äóáíàó â 1979 ã. îáíàðó-
æèëè, ÷òî êîìïåòåíòíûå êëåòêè Â. subtilis

ìîæíî òðàíñôîðìèðîâàòü ìîíîìåðíûìè ïëàç-
ìèäàìè, åñëè ýòè ïëàçìèäû ñîäåðæàò ñåãìåí-
òû ÄÍÊ, ãîìîëîãè÷íûå îïðåäåëåííûì ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿì ñîâìåñòèìîé ïëàçìèäû, íàõî-
äÿùåéñÿ â òðàíñôîðìèðóåìûõ êëåòêàõ (ðåçè-

äåíòíîé ïëàçìèäû). Àíàëîãè÷íûé ïîäõîä ðåà-
ëèçîâàëè Ò. Òðàóòíåð ñ ñîòðóäíèêàìè (1981 ã.),
ââåäÿ â ñîñòàâ òðàíñôîðìèðóåìîé ïëàçìèäû
ôðàãìåíò õðîìîñîìíîé ÄÍÊ Â. subtilis. Â îáî-
èõ ñëó÷àÿõ, ïî-âèäèìîìó, òðàíñôîðìàöèÿ ïðî-
èñõîäèò ïî îáùåìó ìåõàíèçìó çà ñ÷åò ñïàñå-
íèÿ äîíîðíîé ÄÍÊ íà ãîìîëîãè÷íûõ îáëàñòÿõ
ýíäîãåííûõ ìîëåêóë ÄÍÊ (õðîìîñîìû èëè ðå-
çèäåíòíîé ïëàçìèäû). Ôåíîìåí ñïàñåíèÿ ïëàç-
ìèä ÿâëÿåòñÿ rec-çàâèñèìûì. Ïðåäïîëàãàåìûé
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ìåõàíèçì äàííîãî ïðîöåññà ñëåäóþùèé (ñì.
ðèñ. 10.3, 4, 5). Îäíîöåïî÷å÷íûå ëèíåéíûå ôðàã-
ìåíòû ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ïîïàäàþò â êëåòêó,
è, åñëè ðàçðûâ ïëàçìèäû ïðîèçîøåë â îáëàñòè
ãîìîëîãèè äîíîðíîé è ðåöèïèåíòíîé ìîëåêóë
ÄÍÊ, îáðàçóåòñÿ ñèíàïòè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà.
Â ðåçóëüòàòå ïîñëåäóþùèõ ïðîöåññîâ ðåêîìáè-
íàöèè, ðåïëèêàöèè è çàïîëíåíèÿ áðåøåé ïðîèñ-
õîäèò ñïàñåíèå (âîññòàíîâëåíèå ñòðóêòóðû) äî-
íîðíîé ïëàçìèäû. Íà ýôôåêòèâíîñòü ïëàçìèä-
íîé òðàíñôîðìàöèè â òàêîé ñèñòåìå ñóùåñòâåí-
íîå âëèÿíèå ìîãóò îêàçûâàòü ðàçìåð ó÷àñòêà ãî-
ìîëîãèè ìîëåêóë ÄÍÊ è êîíôîðìàöèÿ (ñóïåð-
ñêðó÷åííîñòü) ýíäîãåííîé ÄÍÊ.

Òðàíñôîðìàöèÿ êëåòîê áàöèëë ìîíîìåðíû-
ìè ïëàçìèäàìè âîçìîæíà òàêæå â òîì ñëó÷àå,
åñëè ïëàçìèäà ñîäåðæèò ïðîòÿæåííûå ïîâòî-
ðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Åñëè ïîâòîðû
â ïëàçìèäå ïðÿìûå, òðàíñôîðìàöèÿ êëåòîê åå
ìîíîìåðíîé ôîðìîé ïðîèñõîäèò ïðèìåðíî ïî
òîìó æå ìåõàíèçìó, ÷òî è òðàíñôîðìàöèÿ ìóëü-
òèìåðíûìè ìîëåêóëàìè ÄÍÊ (ñì. ðèñ. 10.3, 6).
Òðàíñôîðìàöèÿ òàêèìè ïëàçìèäàìè ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ èõ ðàñïàäîì ïî ïîâòîðàì.

Ïðîòÿæåííûå èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû,
ïî-âèäèìîìó, ìîãóò îáóñëîâëèâàòü îáðàçîâàíèå
â ïðîöåññå òðàíñôîðìàöèè îäíîöåïî÷å÷íîé ãàí-
òåëåâèäíîé ñòðóêòóðû (åñëè ðàçðûâ ïëàçìèäû
ïðîèçîøåë â ïîâòîðå). Â ðåçóëüòàòå çàïîëíåíèÿ
áðåøè è ðåïëèêàöèè ñòðóêòóðà ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ âîññòàíîâèòñÿ (7).

Ðàññìîòðåííûå ïîäõîäû ïîçâîëÿþò â òîé
èëè èíîé ìåðå ïðåîäîëåâàòü òðóäíîñòè òðàíñ-
ôîðìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê Â. subtilis ìî-
íîìåðíûìè ïëàçìèäàìè. Îäíàêî íå âñåãäà ââå-
äåíèå â ñîñòàâ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ îáëàñòåé ãîìî-
ëîãèè ñ áàêòåðèàëüíîé õðîìîñîìîé èëè ïðîòÿ-
æåííûõ èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòîðîâ ïðèâîäèò
ê óñïåøíîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ìîíîìåð-
íûìè ôîðìàìè òàêèõ ïëàçìèä. Ýòî îçíà÷àåò,
÷òî ïðèðîäà âñòàâêè, äóïëèêàöèè èëè ñàìîé
ïëàçìèäû ìîæåò áûòü âàæíà äëÿ ïðîÿâëåíèÿ
ñâîéñòâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ îáðàçîâàíèÿ âíóòðè-
ìîëåêóëÿðíîé ñèíàïòè÷åñêîé ñòðóêòóðû. Íà-
ïðèìåð, ôðàãìåíò ÄÍÊ Â. subtilis, ñîäåðæàùèé
ãåíû ðèáîñîìíîé ÐÍÊ, íå îáåñïå÷èâàåò ñïàñå-
íèÿ ãèáðèäíîé ïëàçìèäû â ïðîöåññå òðàíñôîð-
ìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê Â. subtilis ìîíî-
ìåðíîé ïëàçìèäîé. Ïîëàãàþò, ÷òî èíòåíñèâíàÿ
òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ ðÐÍÊ ïðåïÿòñòâóåò îáðà-
çîâàíèþ ñèíàïòè÷åñêîé ñòðóêòóðû ìåæäó ââî-
äèìîé ïëàçìèäîé è ãîìîëîãè÷íûì ðàéîíîì
õðîìîñîìíîé ÄÍÊ. Ïî òîé æå ïðè÷èíå, âåðîÿò-
íî, ïëàçìèäà, ñîäåðæàùàÿ ðÄÍÊ ìûøè, íå ìî-

æåò ðåêîìáèíàöèîííî âñòðàèâàòüñÿ â õðîìî-
ñîìíóþ ÄÍÊ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ìûøè.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè èñêóññòâåííûõ áèðåï-
ëèêîííûõ ïëàçìèä, ñïîñîáíûõ ðàçìíîæàòüñÿ
êàê â Â. subtilis, òàê è â Å. coli (ñì. 10.2.3), ìóëü-
òèìåðíûå ôîðìû ìîæíî ãåíåðèðîâàòü â êëåò-
êàõ Å. coli. Êîíñòðóèðóåìûå in vitro ìîíîìåð-
íûå ãèáðèäíûå ïëàçìèäû ýôôåêòèâíî òðàíñ-
ôîðìèðóþò êëåòêè Å. coli, à â ïðîöåññå ðàçìíî-
æåíèÿ â äàííîé áàêòåðèè îïðåäåëåííàÿ ÷àñòü
ïëàçìèäíûõ ìîëåêóë ïðèîáðåòàåò ìóëüòèìåð-
íîå ñòðîåíèå. Ñèíòåçèðîâàííûìè â Å. coli

ìóëüòèìåðíûìè ïëàçìèäàìè çàòåì ìîæíî óñ-
ïåøíî òðàíñôîðìèðîâàòü êîìïåòåíòíûå êëåòêè
Â. subtilis.

Ïîìèìî ðàññìîòðåííûõ îðèãèíàëüíûõ ïîä-
õîäîâ ñóùåñòâóþò è äðóãèå, áîëåå ïðîñòûå ñïî-
ñîáû ââåäåíèÿ ïëàçìèä â êëåòêè áàöèëë.

10.1.3. Óíèâåðñàëüíûå ìåòîäû
ââåäåíèÿ ïëàçìèä

Ñðåäè èçó÷åííûõ ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàê-
òåðèé ëèøü ó íåêîòîðûõ âèäîâ îáíàðóæåíà ôè-
çèîëîãè÷åñêàÿ êîìïåòåíòíîñòü äëÿ ãåíåòè÷å-
ñêîé òðàíñôîðìàöèè. Ê ýòèì âèäàì îòíîñÿòñÿ
Bacillus subtilis, Streptococcus mutans, Strepto-

coccus pneumoniae, Streptococcus sanguis è Mic-

rococcus lysodeicticus. Íåîáõîäèìîñòü ðàçðàáîò-
êè áîëåå óíèâåðñàëüíîãî ìåòîäà ïëàçìèäíîé
òðàíñôîðìàöèè ðàçëè÷íûõ ãðàìïîëîæèòåëü-
íûõ áàêòåðèé ïðèâåëà èññëåäîâàòåëåé ê èçó÷å-
íèþ ïðîòîïëàñòîâ ýòèõ êëåòîê.

Ïðè îáðàáîòêå ëèçîöèìîì â èçîòîíè÷åñêîì
ðàñòâîðå ïåïòèäîãëèêàí ãðàìïîëîæèòåëüíûõ
êëåòîê, ôîðìèðóþùèé êëåòî÷íóþ ñòåíêó, ðàç-
ðóøàåòñÿ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îáðàçóþòñÿ øàðî-
âèäíûå ïðîòîïëàñòû. Ñ. ×àíã è Ñ. Êîýí â 1979 ã.
ïîêàçàëè, ÷òî ïðîòîïëàñòû Â. subtilis, îáðàáî-
òàííûå ïîëèýòèëåíãëèêîëåì, ñ âûñîêîé ýôôåê-
òèâíîñòüþ òðàíñôîðìèðóþòñÿ ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàëè óíèâåðñàëüíîñòü òàêîãî ìåòîäè÷åñêî-
ãî ïðèåìà. Ïëàçìèäíàÿ òðàíñôîðìàöèÿ ïðîòî-
ïëàñòîâ óñïåøíî îñóùåñòâëåíà äëÿ ìíîãèõ
øòàììîâ áàêòåðèé ðàçíûõ âèäîâ, îòíîñÿùèõñÿ
ê ðîäàì Bacillus, Corynebacterium, Listeria, Sta-

phylococcus, Streptococcus è Streptomyces.
Ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ ïðîíèêàåò â ïðîòîïëàñòû

â äâóõöåïî÷å÷íîé ôîðìå. Òðàíñôîðìàöèÿ ïðî-
õîäèò ñ îäèíàêîâîé ýôôåêòèâíîñòüþ ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè êàê ìîíîìåðíûõ ñóïåðêîëüöåâîé
èëè îòêðûòîé êîëüöåâîé ôîðì, òàê è ìóëüòè-
ìåðíûõ ôîðì. Ïðè ýòîì ìîãóò áûòü òðàíñôîð-
ìèðîâàíû äî 80 % ïðîòîïëàñòîâ. Çàâèñèìîñòü
÷èñëà òðàíñôîðìèðîâàííûõ ïðîòîïëàñòîâ îò
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êîíöåíòðàöèè ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ó B. subtilis ïî-
êàçûâàåò, ÷òî äëÿ àêòà òðàíñôîðìàöèè äîñòà-
òî÷íî îäíîé ìîíîìåðíîé ìîëåêóëû ïëàçìèäû.
Â ïðîöåññå òðàíñôîðìàöèè ïëàçìèäà íå ïðå-
òåðïåâàåò ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé.

Òàê êàê ïëàçìèäà âõîäèò â ïðîòîïëàñò â âèäå
äâóõöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëû, ñèñòåìà ðåñòðèê-
öèè–ìîäèôèêàöèè êëåòêè-ðåöèïèåíòà áóäåò ñó-
ùåñòâåííî ñíèæàòü ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôîð-
ìàöèè ïðè íàëè÷èè â ïëàçìèäå ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ñàéòîâ ðåñòðèêöèè. Àíàëîãè÷íàÿ ñèòóàöèÿ
âîçíèêàåò òàêæå ïðè ââåäåíèè â ïðîòîïëàñòû
õðîìîñîìíîé ÄÍÊ.

Òàêèì îáðàçîì, ñ òî÷êè çðåíèÿ ââåäåíèÿ
ïëàçìèä â êëåòêè ïðîòîïëàñòû áàöèëë, êàê è
äðóãèõ ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé, èìåþò
ðÿä íåñîìíåííûõ ïðåèìóùåñòâ ïåðåä êîìïå-
òåíòíûìè êëåòêàìè. Ïðîòîïëàñòû ñ âûñîêîé
ýôôåêòèâíîñòüþ òðàíñôîðìèðóþòñÿ ìîíîìåð-
íîé ôîðìîé ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ, ÷òî î÷åíü âàæíî
ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ
in vitro. Êðîìå òîãî, èñïîëüçóÿ ïðîòîïëàñòû,
÷àñòî óäàåòñÿ ââîäèòü ïëàçìèäû â øòàììû
ãðàìïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê, íå îáëàäàþùèõ
ôèçèîëîãè÷åñêîé êîìïåòåíòíîñòüþ. Íåäîñòàò-
êàìè äàííîãî ìåòîäè÷åñêîãî ïðèåìà ÿâëÿþòñÿ
åãî îòíîñèòåëüíàÿ ñëîæíîñòü, ìíîãîýòàïíîñòü
è, êàê ñëåäñòâèå, ñëàáàÿ âîñïðîèçâîäèìîñòü ïî
ïàðàìåòðó ýôôåêòèâíîñòè òðàíñôîðìàöèè.

Áîëåå ïðîñò è óíèâåðñàëåí ìåòîä ýëåêòðî-
ïîðàöèè, êîòîðûé íà÷èíàÿ ñ 1988 ã. ñòàëè èñ-
ïîëüçîâàòü äëÿ áàêòåðèé ðîäà Bacillus. Ïî ýô-
ôåêòèâíîñòè ýëåêòðîïîðàöèÿ ïðèìåðíî ñîîò-
âåòñòâóåò ìåòîäó ïðîòîïëàñòîâ, íî çíà÷èòåëüíî
ïðîùå è áûñòðåå â èñïîëíåíèè. Òåì íå ìåíåå
äëÿ êàæäîãî âèäà (øòàììà) ïðîöåäóðó ýëåêòðî-
ïîðàöèè íåîáõîäèìî îïòèìèçèðîâàòü, ÷òîáû
äîáèòüñÿ íàèáîëüøåãî óðîâíÿ ïëàçìèäíîé
òðàíñôîðìàöèè.

Íåäîñòàòîê ýëåêòðîïîðàöèè, êàê è ïëàçìèä-
íîé òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ, ñîñòîèò
â òîì, ÷òî ïðîíèêàþùàÿ â öèòîïëàçìó äâóõöå-
ïî÷å÷íàÿ ìîëåêóëà ÄÍÊ íå çàùèùåíà îò àòàêè
ýíäîãåííûõ ðåñòðèêòàç, ÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ ìî-
æåò çíà÷èòåëüíî óñëîæíÿòü ïðîâåäåíèå ãåí-
íî-èíæåíåðíûõ ìàíèïóëÿöèé. Ïðåîäîëåòü äàí-
íîå çàòðóäíåíèå ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàíèå
ïðèíöèïà, ýêñïåðèìåíòàëüíî îáîñíîâàííîãî
Ï. Òðü¸-Êüåòîì ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.). Èìè
áûëà ñîçäàíà ÷åëíî÷íàÿ (áèðåïëèêîííàÿ) ïëàç-
ìèäà pAT187 (ðèñ. 10.4), ñîñòîÿùàÿ èç ðåïëèêî-
íà ïëàçìèäû Å. coli pBR322, ðåïëèêîíà ñòðåï-
òîêîêêîâîé ïëàçìèäû ðÀÌ�1 ñ øèðîêèì êðó-
ãîì õîçÿåâ ñðåäè ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòå-
ðèé, ãåíà óñòîé÷èâîñòè ê êàíàìèöèíó, ýêñïðåñ-

ñèðóåìîãî êàê â ãðàìïîëîæèòåëüíûõ, òàê è
â ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèÿõ, è îáëàñòè íà-
÷àëà ïåðåíîñà oriÒ ïëàçìèäû RK2 ãðóïïû IncP.
Îêàçàëîñü, ÷òî ðÀÒ187 ìîæåò áûòü ìîáèëèçî-
âàíà êîíúþãàòèâíîé ïëàçìèäîé ãðóïïû íåñî-
âìåñòèìîñòè IncP è ïåðåíåñåíà èç êëåòîê Å. coli

â ðàçëè÷íûå ãðàìïîëîæèòåëüíûå áàêòåðèè, ãäå
îíà ýôôåêòèâíî ðåïëèöèðóåòñÿ çà ñ÷åò ðåïëè-
êîíà ðÀÌ�1. Òàê, áûë ïîêàçàí ìîáèëèçàöèîí-
íûé ïåðåíîñ pAT187 èç Å. coli â Bacillus thurin-

giensis, Enterococcus faecalis, Streptococcus lac-

tis, Streptococcus agalactiae, Listeria monocyto-

genes è Staphylococcus aureus. Ýôôåêòèâíîñòü
ïåðåíîñà âàðüèðîâàëà îò 2 � 10–8 äî 5 � 10–7, ÷òî
ïðèìåðíî íà 6 ïîðÿäêîâ íèæå ýôôåêòèâíîñòè
ïåðåíîñà ðAT187 èç îäíîãî øòàììà Å. coli

â äðóãîé. Òåì íå ìåíåå äàæå òàêîãî óðîâíÿ
êîíúþãàöèîííîé ïåðåäà÷è ïëàçìèäû ðÀÒ187 îò
Å. coli ãðàìïîëîæèòåëüíûì áàêòåðèÿì äîñòà-
òî÷íî äëÿ íàäåæíîãî âûÿâëåíèÿ öåëåâûõ ïëàç-
ìèäîñîäåðæàùèõ êëîíîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàííûé ïîäõîä ïî-
çâîëÿåò äîñòàòî÷íî ëåãêî ïåðåíîñèòü ãèáðèä-
íûå ïëàçìèäû èç Å. coli â ðàçíûå ãðàìïîëîæè-
òåëüíûå áàêòåðèè, êîòîðûå íå îáëàäàþò ôèçèî-
ëîãè÷åñêîé êîìïåòåíòíîñòüþ. Áîëåå òîãî, â ïðî-
öåññå êîíúþãàöèîííîé ïåðåäà÷è â êëåòêó-ðåöè-
ïèåíò ïåðåíîñèòñÿ îäíà öåïü äîíîðíîé ïëàçìè-
äû, íà êîòîðîé ñèíòåçèðóåòñÿ çàòåì êîìïëåìåí-
òàðíàÿ öåïü ÄÍÊ. Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî
êîíúþãàöèîííî ïåðåäàâàåìàÿ ïëàçìèäà íå ïîä-
âåðãàåòñÿ àòàêå ðåñòðèêòàç — ýíäîíóêëåàç, ñïå-
öèôè÷íî âîçäåéñòâóþùèõ íà íåìîäèôèöèðî-
âàííûå äâóõöåïî÷å÷íûå ìîëåêóëû ÄÍÊ.

10.1.4. Òðàíñôåêöèÿ

Ïðè èçó÷åíèè ïðîöåññà òðàíñôåêöèè êîì-
ïåòåíòíûõ êëåòîê Â. subtilis ìîëåêóëàìè äâóõ-
öåïî÷å÷íûõ ôàãîâûõ ÄÍÊ îáíàðóæåíî, ÷òî ìî-
íîìåðíàÿ ôîðìà ÄÍÊ ôàãà èìååò êðàéíå íèç-
êóþ èíôåêöèîííîñòü. Â òî æå âðåìÿ ÄÍÊ ïðî-
ôàãà (õðîìîñîìíàÿ ÄÍÊ, ñîäåðæàùàÿ èíòåãðè-
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Ðèñ. 10.4. Êàðòà ìîáèëèçóåìîé ÷åëíî÷íîé
ïëàçìèäû ðÀÒ187.

oriR — îáëàñòü íà÷àëà ðåïëèêàöèè,
oriT — îáëàñòü íà÷àëà ïåðåíîñà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ



ðîâàííûé ôàãîâûé ãåíîì), êîíêàòåìåðíàÿ ðåï-
ëèêàòèâíàÿ ôîðìà èëè ìóëüòèìåðíàÿ ÄÍÊ, ïî-
ëó÷åííàÿ in vitro ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû, âû-
ñîêîàêòèâíû â òðàíñôåêöèè. Ýòî óêàçûâàåò íà
òî, ÷òî ïðè òðàíñôåêöèè ôàãîâàÿ ÄÍÊ äåãðàäè-
ðóåòñÿ íà êîíöàõ. Êðîìå òîãî, êàê îêàçàëîñü,
â êëåòêè ïðîíèêàþò ëèøü îäíîöåïî÷å÷íûå
ôðàãìåíòû ôàãîâîé ÄÍÊ. Â ñâÿçè ñ ýòèì òðàíñ-
ôåêöèÿ êîìïåòåíòíûõ êëåòîê Â. subtilis çðåëîé
(ìîíîìåðíîé) ôàãîâîé ÄÍÊ ïðîèñõîäèò òîëüêî
â ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíàöèîííîãî âçàèìîäåéñò-
âèÿ â îäíîé êëåòêå íåñêîëüêèõ òàêèõ ìîëåêóë.
Ïðè òðàíñôåêöèè êîíêàòåìåðíûìè ÄÍÊ íà÷àëî
ôàãîâîìó ïîòîìñòâó â êîìïåòåíòíûõ êëåòêàõ
ìîæåò äàòü óæå åäèíè÷íàÿ ìîëåêóëà.

Êàê è ïðè ïëàçìèäíîé òðàíñôîðìàöèè, ýô-
ôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè íåìîäèôèöèðîâàí-
íîé ôàãîâîé ÄÍÊ íåñêîëüêî ñíèæàåòñÿ, åñëè
êëåòêè áàöèëë ñîäåðæàò ôåðìåíòû ðåñòðèê-
öèè–ìîäèôèêàöèè. Ñëåäîâàòåëüíî, â êîìïå-
òåíòíóþ êëåòêó ìîãóò ïðîíèêàòü ôðàãìåíòû

îáåèõ öåïåé ÄÍÊ è îáðàçîâûâàòü â íåé ãîìî-
äóïëåêñû, ÷óâñòâèòåëüíûå ê äåéñòâèþ ðåñò-
ðèêòàç.

Òðàíñôåêöèÿ ïðîòîïëàñòîâ Â. subtilis ýô-
ôåêòèâíåå òðàíñôåêöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê
â 103 ðàç. Ïðè ýòîì ôàãîâàÿ ÄÍÊ ïðîíèêàåò
â ïðîòîïëàñòû â âèäå íàòèâíûõ äâóõöåïî÷å÷-
íûõ ìîëåêóë. Òðàíñôåêöèÿ â äàííîì ñëó÷àå ÿâ-
ëÿåòñÿ rec-íåçàâèñèìîé, è áîëüøîå âëèÿíèå íà
åå ýôôåêòèâíîñòü îêàçûâàåò íàëè÷èå èëè îò-
ñóòñòâèå R–M-ñèñòåì.

Òàêèì îáðàçîì, î÷èùåííàÿ ôàãîâàÿ ÄÍÊ
ïðîíèêàåò â êëåòêè áàöèëë ïî òåì æå ìåõàíèç-
ìàì, ÷òî è õðîìîñîìíàÿ è ïëàçìèäíàÿ ìîëåêó-
ëû ÄÍÊ, ò. å. ðàññìàòðèâàåìûå ïðîöåññû íå çà-
âèñÿò îò ïðèðîäû ÄÍÊ. Çíàíèå îñíîâíûõ çàêî-
íîìåðíîñòåé âõîæäåíèÿ ýêçîãåííûõ ìîëåêóë
ÄÍÊ â êëåòêè Â. subtilis èëè äðóãèõ ãðàìïîëî-
æèòåëüíûõ áàêòåðèé ïîçâîëÿåò ïðè ïëàíèðîâà-
íèè ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ îáîñíî-
âàííî âûáèðàòü òîò èëè èíîé ìåòîä.
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10.2.1. Êëîíèðóþùèå âåêòîðû íà îñíîâå
ïëàçìèä ñòàôèëîêîêêîâ
è ñòðåïòîêîêêîâ

Ïåðâûå âíåõðîìîñîìíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ
áàöèëë îáíàðóæèëè Â. Êàðëòîí è Ä. Õåëèíñêèé
(1969 ã.) â êëåòêàõ B. megaterium. Â ïîñëåäóþ-
ùåì â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ áûëè âûäåëåíû
è èçó÷åíû ìíîãî÷èñëåííûå ïëàçìèäû èç êëåòîê
Â. subtilis, Â. pumilus, Â. cereus, Â. brevis è äð.
Îäíàêî áîëüøèíñòâî ýòèõ ïëàçìèä ëèáî îêàçà-
ëèñü êðèïòè÷åñêèìè, ëèáî äåòåðìèíèðîâàëè
òðóäíîñåëåêòèðóåìûå ïðèçíàêè, ÷òî ñîçäàâàëî
îïðåäåëåííûå òðóäíîñòè ïðè ðàçðàáîòêå ãåí-
íî-èíæåíåðíîé ñèñòåìû áàöèëë. Óñèëèÿ áûëè
íàïðàâëåíû ïðåæäå âñåãî íà ñîçäàíèå êëîíè-
ðóþùèõ âåêòîðîâ B. subtilis — ñàìîãî èçó÷åí-
íîãî âèäà â áèîõèìè÷åñêîì è ãåíåòè÷åñêîì àñ-
ïåêòå ñðåäè ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé. Îò-
ñóòñòâèå ñîáñòâåííûõ ïëàçìèä, êîòîðûå ìîãëè
áû ñîñòàâèòü îñíîâó óäîáíûõ êëîíèðóþùèõ
âåêòîðîâ Â. subtilis, ïîáóäèëî èññëåäîâàòåëåé
èñêàòü ïîäõîäÿùèõ ïðåòåíäåíòîâ íà ýòó ðîëü
ñðåäè ïëàçìèä äðóãèõ ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàê-
òåðèé.

Â 1976 ã. Ï. Ëîâåòò ñ ñîàâòîðàìè òðàíñôîð-
ìèðîâàëè øòàìì Â. subtilis 168 áàêòåðèîöèíî-
ãåííîé ïëàçìèäîé pPL10 èç Â. pumilus è ïîêàçà-
ëè, ÷òî ïëàçìèäà ñòàáèëüíî ñîõðàíÿåòñÿ â ãåòå-
ðîëîãè÷íîì îêðóæåíèè ïðè ìíîæåñòâåííûõ ïå-
ðåñåâàõ êóëüòóðû Â. subtilis[pPL10] è íàïðàâëÿ-
åò ñèíòåç áàêòåðèîöèíà. Îäíàêî äàííûé ïðè-

çíàê íåóäîáíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ìàðêåðà,
òàê êàê íå óäàåòñÿ îñóùåñòâëÿòü ïðÿìîé îòáîð
êëîíîâ êëåòîê Â. subtilis, ñîäåðæàùèõ pPL10.

Òîë÷îê ðàçâèòèþ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè
êëåòîê Â. subtilis äàëà ðàáîòà Ñ. Ýðëèõà (1977 ã.),
â êîòîðîé áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ïëàç-
ìèäû Staphylococcus aureus, äåòåðìèíèðóþùèå
óñòîé÷èâîñòü ê õëîðàìôåíèêîëó (ðÑ194,
ðÑ221, ðÑ223, pUB112) èëè òåòðàöèêëèíó
(ðÒ127), ñïîñîáíû ðåïëèöèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ
Â. subtilis è îáåñïå÷èâàòü óñòîé÷èâîñòü íîâîãî
õîçÿèíà ê ñîîòâåòñòâóþùåìó àíòèáèîòèêó. Âî
ìíîãèõ ëàáîðàòîðèÿõ íà÷àëè èíòåíñèâíî èçó-
÷àòü ïëàçìèäû àíòèáèîòèêîóñòîé÷èâîñòè ñòà-
ôèëîêîêêîâ è èñïîëüçîâàòü èõ äëÿ ñîçäàíèÿ
êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ. Íàèáîëåå ïîäðîáíî
áûëè èçó÷åíû òàêèå ïëàçìèäû S. aureus, êàê
ðÑ194, ðÒ181, pUB110 (ðèñ. 10.5) è ðÅ194. Ðàñ-
øèôðîâàíà ïîëíàÿ íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ýòèõ ïëàçìèä è óñòàíîâëåíà èõ ãåíå-
òè÷åñêàÿ îðãàíèçàöèÿ. Îêàçàëîñü, ÷òî îíè ïðè-
íàäëåæàò ê ðàçíûì ãðóïïàì íåñîâìåñòèìîñòè
(Inc8, Inc3, Inc13 è Inc11 ñîîòâåòñòâåííî), íî
ìîãóò áûòü îòíåñåíû ê îäíîìó êëàññó ìàëûõ
ìíîãîêîïèéíûõ ïëàçìèä, îáëàäàþùèõ ðÿäîì
î÷åíü èíòåðåñíûõ ñâîéñòâ.

Íàèáîëåå âàæíûå ðåçóëüòàòû ïðè èññëåäî-
âàíèè ýòîãî êëàññà ïëàçìèä ïîëó÷åíû òðåìÿ
ãðóïïàìè ó÷åíûõ, ðóêîâîäèìûìè Ñ. Ýðëèõîì,
Ð. Íîâèêîì è Äæ. Àëîíñî. Äîêàçàíî, ÷òî äàííûå
ïëàçìèäû ðåïëèöèðóþòñÿ ïî ìåõàíèçìó êàòÿ-
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ùåãîñÿ êîëüöà è â êà÷åñòâå ïðîìåæóòî÷íîé ðåï-
ëèêàòèâíîé ôîðìû èìåþò îäíîöåïî÷å÷íóþ
êîëüöåâóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ. Êàæäàÿ ïëàçìèäà êî-
äèðóåò ñïåöèàëüíûé áåëîê Rep (íå êîìïëåìåí-
òèðóþùèé àíàëîãè÷íóþ ôóíêöèþ äðóãîé ïëàç-
ìèäû ýòîãî êëàññà), êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ïîëîæè-
òåëüíûì ðåãóëÿòîðîì ïðîöåññà ðåïëèêàöèè
ïëàçìèäû. Óðîâåíü ñèíòåçà áåëêà Rep êîíòðî-
ëèðóåòñÿ àíòèñìûñëîâûìè ÐÍÊ, êîòîðûå ñ÷è-
òûâàþòñÿ ñ ãåíà cop è, ñâÿçûâàÿñü ñ 5�-êîíöå-
âûì ðàéîíîì ìàòðè÷íîé ÐÍÊ áåëêà Rep, ïîäàâ-
ëÿþò åå òðàíñëÿöèþ (íåãàòèâíàÿ ðåãóëÿöèÿ).

Ñâîåîáðàçåí ìåõàíèçì ðåïëèêàöèè ýòèõ
ïëàçìèä (ðèñ. 10.6). Áåëîê Rep âçàèìîäåéñòâóåò
íà ñóïåðñêðó÷åííîé äâóõöåïî÷å÷íîé ïëàçìèä-
íîé ÄÍÊ ñ ó÷àñòêîì ori (25 ïí äëÿ ïëàçìèäû
pUB110) è ðàñùåïëÿåò îäíó èç öåïåé. Ïðè ýòîì
áåëîê Rep êîâàëåíòíî ñîåäèíÿåòñÿ ñ 5�-êîíöîì
ðàçîðâàííîé öåïè ÄÍÊ. Â ðåçóëüòàòå ñîçäàþòñÿ
óñëîâèÿ, îáåñïå÷èâàþùèå ïðèñîåäèíåíèå â ó÷à-
ñòêå ðàçðûâà êëåòî÷íûõ ôåðìåíòîâ, â òîì ÷èñëå
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû III. Îáðàçîâàâøèéñÿ ôåð-
ìåíòíûé êîìïëåêñ íàïðàâëÿåò ïðîöåññ àñèì-
ìåòðè÷íîé ïëàçìèäíîé ðåïëèêàöèè, â õîäå êî-
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Ðèñ. 10.5. Ïëàçìèäû S. aureus, ðåïëèöèðóþùèåñÿ â Â. subtilis.

pir — ãåí áåëêà ñàéòñïåöèôè÷åñêîé recA-íåçàâèñèìîé ðåêîìáèíàöèè,
êîòîðàÿ íåîáõîäèìà äëÿ ðàñïàäà ìóëüòèìåðíûõ ôîðì íà ìîíîìåðíûå

Ðèñ. 10.6. Ìîäåëü ðåïëèêàöèè ïëàçìèä S. aureus:

1 — ôåðìåíòíûé ðåïëèêàöèîííûé êîìïëåêñ; 2 — ôåðìåíòíûé ïîëèìåðàçíûé êîìïëåêñ; 3 — ÐÍÊ-çàòðàâêà.
Ñòðåëêè óêàçûâàþò íàïðàâëåíèå ñèíòåçà êîìïëåìåíòàðíûõ öåïåé ÄÍÊ



òîðîãî ðàçðåçàííàÿ öåïü âûòåñíÿåòñÿ âíîâü
ñèíòåçèðóåìîé. Ïîñëå ïîëíîãî öèêëà ðåïëèêà-
öèè íàðÿäó ñ äâóõöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëîé, ñî-
äåðæàùåé ðàçðûâ â îäíîé öåïè, îáðàçóåòñÿ îä-
íîöåïî÷å÷íàÿ êîëüöåâàÿ ôîðìà ïëàçìèäû (ñì.
ðèñ. 10.6). Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ó÷àñòêè
èíèöèàöèè è òåðìèíàöèè ðåïëèêàöèè â ñåãìåí-
òå ori ïåðåêðûâàþòñÿ, íî íå ñîâïàäàþò.

Íà îáðàçîâàâøåéñÿ îäíîöåïî÷å÷íîé êîëü-
öåâîé ÄÍÊ èìååòñÿ ñåãìåíò pal ñ ïàëèíäðîì-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ñïîñîáíîé ôîðìè-
ðîâàòü øïèëå÷íóþ ñòðóêòóðó. Íà ýòîé øïèëüêå
èíèöèèðóåòñÿ îðèåíòèðîâàííûé ñèíòåç êîìï-
ëåìåíòàðíîé öåïè ÄÍÊ. Ìåõàíèçì ñèíòåçà ïî-
êà íå ÿñåí, íî ïîëàãàþò, ÷òî îí àíàëîãè÷åí èçó-
÷åííîìó äëÿ ìåëêèõ ôàãîâ Å. coli òèïà �X174,
ó êîòîðûõ íà øïèëüêå îáðàçóåòñÿ ÐÍÊ-çàòðàâêà
è ñ íåé âçàèìîäåéñòâóþò ôåðìåíòû, îáåñïå÷è-
âàþùèå ñèíòåç êîìïëåìåíòàðíîé öåïè ÄÍÊ.
Â ñáàëàíñèðîâàííîé ñèñòåìå ýôôåêòèâíîé ðåï-
ëèêàöèè ïëàçìèä ïî ðàññìîòðåííîìó ìåõàíèç-
ìó îäíîöåïî÷å÷íàÿ ôîðìà ñîñòàâëÿåò ëèøü
3–5 % ñóììàðíîé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ. Åñëè æå
âçàèìîäåéñòâèå ôåðìåíòîâ è ÄÍÊ ïî òîé èëè
èíîé ïðè÷èíå íàðóøåíî (ìóòàöèè â ïëàçìèäå
èëè ãåòåðîëîãè÷íûå êëåòî÷íûå ôåðìåíòû), ñî-
äåðæàíèå îäíîöåïî÷å÷íîé ôîðìû ìîæåò çíà÷è-
òåëüíî óâåëè÷èòüñÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ
êîïèéíîñòè ïëàçìèäû è íåñòàáèëüíîñòè åå ñî-
õðàíåíèÿ â áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðå.

Ó÷àñòîê ori âñåõ ÷åòûðåõ ðàññìàòðèâàåìûõ
ïëàçìèä ôóíêöèîíèðóåò êàê â êëåòêàõ S. aureus,
òàê è â Â. subtilis, à ñåãìåíò pal ïëàçìèä ðÑ194,
ðÒ181 è ðÅ194 â Â. subtilis ñëàáîàêòèâåí. Ýòî
ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî îêîëî 1/3 ïðåïàðàòà äàí-
íûõ ïëàçìèä â Â. subtilis ïðåäñòàâëåíî îäíîöå-
ïî÷å÷íîé êîëüöåâîé ÄÍÊ. Â òî æå âðåìÿ ëîêóñ
pal pUB110 ýôôåêòèâíî óçíàåòñÿ ôåðìåíòàìè
îáåèõ áàêòåðèé, ïîýòîìó è â ãåòåðîëîãè÷íîì
îêðóæåíèè pUB110 íàõîäèòñÿ â îñíîâíîì
â äâóõöåïî÷å÷íîé ôîðìå. Ýòî åäèíñòâåííàÿ èç

èçó÷åííûõ ïëàçìèä ñòàôèëîêîêêîâ, ñòàáèëüíî
ïîääåðæèâàþùàÿñÿ â êëåòêàõ Â. subtilis.

Ïëàçìèäà pUB110 ïîëó÷èëà øèðîêîå ðàñ-
ïðîñòðàíåíèå â êà÷åñòâå êëîíèðóþùåãî âåêòî-
ðà. Îíà ÿâëÿåòñÿ ìíîãîêîïèéíîé, íåñåò äâà ñå-
ëåêòèâíûõ ìàðêåðà — óñòîé÷èâîñòü ê íåîìèöè-
íó èëè êàíàìèöèíó (ãåí nåo) è ê áëåîìèöèíó
èëè ôëåîìèöèíó (ble), à òàêæå ñîäåðæèò óíè-
êàëüíûå ó÷àñòêè ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè
EcoRI, XbaI, BamHI, AccI, PvuII, NciI è BglII, ïî
êîòîðûì ìîæíî êëîíèðîâàòü ýêçîãåííûå ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ áåç íàðóøåíèÿ ôóíêöèé ðåïëèêà-
öèè ïëàçìèäû. Ïðè ýòîì ñåëåêòèâíûé îòáîð
ãèáðèäíûõ âàðèàíòîâ âîçìîæåí òîëüêî ïðè
âñòðîéêå ôðàãìåíòîâ ïî ó÷àñòêó BglII (NmsBlr)
èëè NciI (NmrBls). Êàê óæå îòìå÷àëîñü, pUB110
ñòàáèëüíî ïîääåðæèâàåòñÿ â êëåòêàõ Â. subtilis.
Êðîìå òîãî, îíà ìîæåò áûòü ïåðåíåñåíà èç
Â. subtilis â äðóãèå âèäû áàöèëë ïóòåì òðàíñ-
äóêöèè ôàãàìè PBS1 èëè SP10, ÷òî ìåòîäè÷å-
ñêè çíà÷èòåëüíî óïðîùàåò ïðîâåäåíèå ýêñïåðè-
ìåíòîâ.

Îäèí èç ïåðâûõ ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ íà Â. subtilis âûïîëíåí â 1978 ã. Ñ. Ýð-
ëèõîì. Â ñîñòàâ ïëàçìèäû ðÑ194 áûë âñòðîåí
HindIII-ôðàãìåíò ïëàçìèäû ðÒ127, íåñóùèé ãåí,
êîäèðóþùèé óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê òåòðàöèê-
ëèíó. Èñõîäíóþ ïëàçìèäó ðÑ194 ìîæíî èñ-
ïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå êëîíèðóþùåãî âåêòîðà,
òàê êàê îíà ñîäåðæèò åäèíñòâåííîå ìåñòî ãèä-
ðîëèçà ðåñòðèêòàçîé HindIII, è ïðè âñòðîéêå
â íåå HindIII-ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ íå íàðóøàþòñÿ
ôóíêöèè ðåïëèêàöèè ïëàçìèäû è ãåí cat õëîð-
àìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçû. Ãèáðèäíàÿ ïëàç-
ìèäà, îáîçíà÷åííàÿ pHV11, äåòåðìèíèðóåò
óñòîé÷èâîñòü ñðàçó ê äâóì àíòèáèîòèêàì —
õëîðàìôåíèêîëó è òåòðàöèêëèíó (ðèñ. 10.7) è
ÿâëÿåòñÿ áîëåå óäîáíûì ïî ñðàâíåíèþ ñ ðÑ194
êëîíèðóþùèì âåêòîðîì.

Ê. Êåããèíñ ñ ñîàâòîðàìè (1978 ã.) âñòðîèëè
â pUB110 ôðàãìåíòû õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ðàç-
íûõ âèäîâ Bacillus, îáðàçîâàâøèåñÿ â ðåçóëüòà-
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Ðèñ. 10.7. Âåêòîðíûå ïëàçìèäû Â. subtilis:

1 — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ pC194, 2 — pT127, 3 — pUB110, 4 — ôàãà �22, 5 — B. pumilis



òå ãèäðîëèçà EñoRI. Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè ãèá-
ðèäíûìè ïëàçìèäàìè êëåòîê Â. subtilis, äåôåêò-
íûõ ïî ðåêîìáèíàöèè (áëàãîäàðÿ ìóòàöèè
reñÅ4 ïðåäîòâðàùàåòñÿ ðåêîìáèíàöèÿ êëîíèðî-
âàííûõ ôðàãìåíòîâ ñ õðîìîñîìîé ðåöèïèåíò-
íîé êëåòêè) è ìóòàíòíûõ ïî ãåíó trpC, óäàëîñü
íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå îòîáðàòü êëîíû êëåòîê,
â êîòîðûõ êëîíèðîâàííûå ãåíû êîìïëåìåíòè-
ðîâàëè ïîñëåäíþþ ìóòàöèþ. Äîïîëíèòåëüíûé
àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî êðîìå ãåíà trpC â êëîíèðî-
âàííûõ ôðàãìåíòàõ ñîäåðæàòñÿ è íåêîòîðûå
äðóãèå ãåíû trp-îïåðîíà (òàáë. 10.1).

Ñåðèÿ ïëàçìèäíûõ âåêòîðîâ êëåòîê Â. subti-

lis ñîçäàíà â ëàáîðàòîðèè Ä. Äóáíàó (1978–
1980 ãã.). Èññëåäîâàòåëè èñïîëüçîâàëè ïÿòü
ïëàçìèä S. aureus (òàáë. 10.2). Êîìáèíèðóÿ èõ
in vitro ðåñòðèêòàçíî-ëèãàçíûì ìåòîäîì, óäà-
ëîñü ïîëó÷èòü âåêòîðíûå ïðîèçâîäíûå ñåðèè
pBD (òàáë. 10.3). Íåêîòîðûå ãèáðèäíûå ïëàçìè-
äû îêàçàëèñü ñòðóêòóðíî íåñòàáèëüíûìè, à èõ
ñòàáèëüíûå âàðèàíòû ïîëó÷èëèñü â ðåçóëüòàòå
äåëåöèé, ïðîèçîøåäøèõ in vivo. Âàæíûì ïðå-
èìóùåñòâîì ïîëó÷åííûõ êëîíèðóþùèõ âåêòî-
ðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè ïëàçìèäàìè ÿâ-
ëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè íåñóò íåñêîëüêî äåòåðìèíàíò
óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì. Ýòî çíà÷èòåëüíî
óïðîùàåò è ïîâûøàåò íàäåæíîñòü îòáîðà ãèá-
ðèäíûõ ïëàçìèä íà îñíîâå òàêèõ âåêòîðîâ.
Èíàêòèâèðóÿ â ðåçóëüòàòå âñòðîéêè îäèí èëè
äâà ìàðêåðà ïëàçìèäû, êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ
ìîæíî îòáèðàòü ïî äðóãîìó íàòèâíîìó ìàðêåðó
âåêòîðà.

Âàæíî, ÷òî â øòàììå Â. subtilis ts dnaÑ30,
â êîòîðîì ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå ïðå-
êðàùàåòñÿ ðåïëèêàöèÿ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ, ñèí-
òåç ÄÍÊ ïëàçìèä pUB110, pC194 è èõ ïðîèç-
âîäíûõ ïðîäîëæàåòñÿ è êîïèéíîñòü ïëàçìèä-
íûõ ìîëåêóë ìîæåò äîñòèãàòü 103 íà êëåòêó.
Èñïîëüçîâàíèå äàííîãî ìóòàíòíîãî øòàììà è
âåêòîðîâ íà îñíîâå ïëàçìèä ðUÂ110 è ðÑ194

ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü âûñîêóþ êîïèéíîñòü êëî-
íèðîâàííûõ ãåíîâ.

Ðàññìîòðåííûå ïëàçìèäû — âåêòîðû ñ íå-
ãàòèâíîé ñåëåêöèåé, òàê êàê ãèáðèäíûå ìîëåêó-
ëû ÄÍÊ âûÿâëÿþòñÿ ïî èíàêòèâàöèè îïðåäå-
ëåííûõ ãåíîâ óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì.
Ïåðâîíà÷àëüíî íà àãàðèçîâàííîé ñåëåêòèâíîé
ñðåäå ñ îïðåäåëåííûì àíòèáèîòèêîì îòáèðàþò
êëîíû êëåòîê, ñîäåðæàùèõ èëè ãèáðèäíûå, èëè
èñõîäíóþ ïëàçìèäû, à ëèøü çàòåì ïåðåïå÷àò-
êîé íà ñðåäó ñ àíòèáèîòèêîì, ãåí óñòîé÷èâîñòè
ê êîòîðîìó â ãèáðèäíûõ ïëàçìèäàõ äîëæåí
áûòü íàðóøåí, âûÿâëÿþò êëîíû ãèáðèäîâ.

Íåñîìíåííûå ïðåèìóùåñòâà â ðÿäå ñëó÷àåâ
èìåþò âåêòîðû ñ ïîçèòèâíîé ñèñòåìîé îòáîðà
ãèáðèäîâ, òàê êàê îíè ïîçâîëÿþò îñóùåñòâëÿòü
ïðÿìóþ ñåëåêöèþ êëåòîê, íåñóùèõ ãèáðèäíûå
ïëàçìèäû. Íàèáîëüøèå óñïåõè â äàííîì íà-
ïðàâëåíèè äîñòèãíóòû äëÿ êëåòîê E. coli

(ñì. 2.2.8). Ïåðâóþ ñèñòåìó ïðÿìîé ñåëåêöèè
ãèáðèäíûõ ïëàçìèä â Â. subtilis ïðåäëîæèëè
Ò. Ãðèæàí è Ä. Äóáíàó (1982 ã.). Îíè îñíîâûâà-
ëèñü íà òîì, ÷òî áûñòðî äåëÿùèåñÿ êëåòêè áàê-
òåðèé íóæäàþòñÿ â áîëüøîì êîëè÷åñòâå íóê-
ëåîòèäîâ äëÿ îáðàçîâàíèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò.
Ïðè ýòîì ñâîáîäíûå äåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñ-
ôàòû ïðèñóòñòâóþò â êëåòêàõ â î÷åíü ìàëîé
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Òàáëèöà 10.1. Ñâîéñòâà ãèáðèäíûõ ïëàçìèä íà îñíîâå pUB110

Ïëàçìèäà
Èñòî÷íèê

êëîíèðîâàííîãî
ôðàãìåíòà ÄÍÊ

Ðàçìåð,
òïí

Êîìïëåìåíòàöèîííàÿ àêòèâíîñòü

aroB
trp

his-2
E D Ñ F B A

pUB110 — 4,5 0 0 0 0 0 0 0 0
pSL101 B. licheniformis 749C 8,1 0 0 0 + + + + 0
pSL103 B. pumilus NRRLB-3275 7,5 0 + + + + 0 0 0
pSL104 B. pumilus NRS576 7,5 0 0 ± + + 0 0 0
pSL105 B. licheniformis 9945A 8,1 0 0 ± + + 0 0 0
pSL106 B. subtilis 168 6,8 0 0 0 + + 0 0 0

Ïðèìå÷àíèå. Êîìïëåìåíòàöèîííàÿ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëàñü â B. subtilis: 0 — ìóòàöèÿ íå êîìïëåìåíòè-
ðîâàëàñü, «+» — êîìïëåìåíòèðîâàëàñü, «±» — êîìïëåìåíòèðîâàëàñü, íî êëåòêè ðîñëè ìåäëåííî.

Òàáëèöà 10.2. Ñâîéñòâà íåêîòîðûõ ïëàçìèä

S. aureus

Ïëàçìèäà
Ñåëåê-
òèâíûå

ìàðêåðû

Ðàçìåð,
òïí

×èñëî ó÷àñòêîâ
ãèäðîëèçà

ðåñòðèêòàçîé

XbaI HpaII EcoRI

pC194 Cmr 2,9 0 1 0
pE194 Emr 3,7 1 2 0

pSA0501 Smr 4,0 1 2 1

pUB110 NmrBlr 4,5 1 4 1
pSA2100 SmrCmr 6,9 1 3 1



êîíöåíòðàöèè. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
ñèíòåç äåçîêñèíóêëåîòèäîâ ÿâëÿåòñÿ ëèìèòè-
ðóþùåé ñòàäèåé ïðè ñèíòåçå ÄÍÊ. Äëÿ ñáàëàí-
ñèðîâàííîãî ðîñòà è ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê òðå-
áóåòñÿ áîëüøîå êîëè÷åñòâî íóêëåîçèäòðèôîñ-
ôàòîâ, ïðè÷åì â íóæíîì ñîîòíîøåíèè. Èñõîäÿ
èç ýòîãî, ðîñò áàêòåðèé ìîæíî ýôôåêòèâíî èí-
ãèáèðîâàòü, ïîäàâëÿÿ ñèíòåç êàêèõ-ëèáî íóê-
ëåîòèäîâ.

Òàê, òðèìåòîïðèì ÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì
äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû è áëîêèðóåò âîññòà-
íîâëåíèå äèãèäðîôîëàòà äî òåòðàãèäðîôîëàòà,
êîòîðûé íåîáõîäèì ïðè ñèíòåçå ïóðèíîâ è òè-
ìèäèëàòà (ñì. ðèñ. 13.3). Åñëè â êëåòêàõ òèìè-

äèëàòñèíòåòàçà âûñîêîàêòèâíà, òî â ïðèñóòñò-
âèè òðèìåòîïðèìà ïðîèñõîäèò áûñòðîå ðàñõî-
äîâàíèå ïóëà òåòðàãèäðîôîëàòà, è ýòî ïðèâîäèò
ê èíãèáèðîâàíèþ ðîñòà áàêòåðèé. Òàêèì îáðà-
çîì, êëåòêè áàêòåðèé ñ íàòèâíûì ãåíîì òèìè-
äèëàòñèíòåòàçû thy â âûáðàííûõ óñëîâèÿõ âû-
ñîêî÷óâñòâèòåëüíû ê òðèìåòðîïðèìó (Tps).
Êëåòêè æå ñ äåôåêòíûì ãåíîì thy– ïðîÿâëÿþò
óñòîé÷èâîñòü ê äàííîìó àíòèìåòàáîëèòó (Òðr).
Èñõîäÿ èç ýòîãî íà îñíîâå ïëàçìèäû pBD64 è
ôðàãìåíòà ÄÍÊ ôàãà �22, ñîäåðæàùåãî ãåí thy,
áûëà ñîçäàíà ïëàçìèäà pBD214 (ñì. ðèñ. 10.7).
Â äàííîé ïëàçìèäå èíàêòèâàöèÿ ãåíà thy ìîæåò
ïðîèñõîäèòü ïðè âñòðîéêå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî
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Òàáëèöà 10.3. Ñâîéñòâà ãèáðèäíûõ ïëàçìèä ñåðèè pBD

Ïëàçìèäà
Ðîäèòåëüñêèå

ïëàçìèäû
Ñåëåêòèâíûå

ìàðêåðû
Ðàçìåð, òïí

Ðåñòðèêòàçû
ñ åäèíè÷íûìè

ó÷àñòêàìè
ãèäðîëèçà

Èíàêòèâè-
ðóåìûé

ñåëåêòèâíûé
ìàðêåð

pBD6 pUB110
pSA0501*1)

NmrBlrSmr 8,7 BamHI
TacI
HindIII
BglII

—
—
Smr

Nmr

pBD8 pUB110
pSA2100*1)

NmrBlrCmrSmr 9,0 BamHI
XbaI
HindIII
EcoRI
BglII

—
—
Smr

Smr

Nmr

pBD9 pUB110*1)

pE194
NmrBlrEmr 8,1 BamHI

EcoRI
PstI
TacI
BglII
HpaI
BclI

—
—
—
—
Nmr

Emr

Emr

pBD10 pBD8
pE194*2)

NmrBlrCmrEmr 6,6 BamHI
XbaI
BglII
BclI
HpaI

—
—
Nmr

Emr

Emr

pBD12 pUB110
pC194*3)

NmrCmr 6,7 BamHI
HindIII
EcoRI
XbaI
TacI
BglII

—
—
—
—
—
Nmr

pBD64 pBD12*4) NmrCmr 4,8 BamHI
EcoRI
XbaI
TacI
BglII

—
—
—
—
Nmr

*1) Êîìáèíèðîâàíèå ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû XbaI.
*2) Êîìáèíèðîâàíèå ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû XbaI, äåëåöèÿ in vivo.
*3) Êîìáèíèðîâàíèå ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû HpaII.
*4) Äåëåöèÿ in vivo.



óíèêàëüíûì ó÷àñòêàì ãèäðîëèçà EcoRI, BclI,
PvuII è EcoRV. Â øòàììå Â. subtilis thy– ïëàçìè-
äà pBD214 îáåñïå÷èâàåò ôåíîòèï Tps, à ãèáðè-
äû, â êîòîðûõ ãåí thy íàðóøåí, — Òðr. Ïîýòîìó
íà àãàðèçîâàííîé ñåëåêòèâíîé ñðåäå ñ õëîðàì-
ôåíèêîëîì è òðèìåòîïðèìîì êîëîíèè ìîãóò
ôîðìèðîâàòü òîëüêî êëåòêè Â. subtilis thy–,
òðàíñôîðìèðîâàííûå ãèáðèäíûìè ïëàçìèäàìè
íà îñíîâå pBD214, ò. å. ïîñëå òðàíñôîðìàöèè
ëèãàçíîé ñìåñüþ áóäóò âûÿâëÿòüñÿ òîëüêî ãèá-
ðèäíûå êëîíû.

Ðåãóëÿòîðíûå ýëåìåíòû ãåíîâ Â. subtilis

èìåþò ñïåöèôè÷íîå ñòðîåíèå (ñì. 10.3.1), ïî-
ýòîìó ïðè ãåííî-èíæåíåðíîì êîíñòðóèðîâàíèè
øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ âîçíèêàåò íåîáõîäè-
ìîñòü âûäåëåíèÿ ïðîìîòîðîâ Â. subtilis è èõ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ. Âàæíîå çíà÷åíèå èìåþò ïëàçìèä-
íûå âåêòîðû, ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ îòáîðà ïðî-
ìîòîðñîäåðæàùèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Ïåðâûé
ïëàçìèäíûé âåêòîð äàííîãî òèïà ñîçäàëè
Ï. Ëîâåòò ñ ñîòðóäíèêàìè (1981 ã.). Â ñîñòàâå
pUB110 îíè êëîíèðîâàëè EcoRI-ôðàãìåíò õðî-
ìîñîìíîé ÄÍÊ Â. pumilis, ñîäåðæàùèé ãåí cat.
Ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó, äåòåðìèíèðóþùóþ ôå-
íîòèï êëåòîê NmrCmr, îáîçíà÷èëè pPL531. Íà
îñíîâå pPL531 â ðåçóëüòàòå ãåííî-èíæåíåðíûõ
ðåêîíñòðóêöèé áûëà ñîçäàíà ïëàçìèäà ðÐL603
(ñì. ðèñ. 10.7), â êîòîðîé äåëåòèðîâàíà ïðîìî-
òîðíàÿ îáëàñòü êëîíèðîâàííîãî ãåíà õëîðàì-
ôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçû. Ïîñëå âñòðîéêè
â ðÐL603 ïî ìåñòàì ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè
EcoRI èëè PstI ëþáûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ íà àãà-
ðèçîâàííîé ñðåäå ñ õëîðàìôåíèêîëîì âûðàñòà-
þò òîëüêî êîëîíèè êëåòîê Â. subtilis, ñîäåðæà-
ùèõ ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, ó êîòîðûõ âñòðîåí-
íûå ôðàãìåíòû âûïîëíÿþò ôóíêöèè ïðîìîòî-
ðîâ è íàïðàâëÿþò òðàíñêðèïöèþ â ñòîðîíó êî-
äèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè cat. Ïðè ýòîì
ìîæíî êîñâåííî, ïî óðîâíþ óñòîé÷èâîñòè ê àí-
òèáèîòèêó, îöåíèòü ñèëó êëîíèðîâàííûõ ïðî-
ìîòîðîâ èëè ïðîìîòîðîïîäîáíûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé. Ñïåêòð àíàëèçèðóåìûõ ðåñòðèêöè-
îííûõ ôðàãìåíòîâ ìîæíî ðàñøèðèòü, âñòðîèâ
ïåðåä ñòðóêòóðíîé ÷àñòüþ ãåíà cat ïîëèëèíêåð,
ñîäåðæàùèé ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ ðàçëè÷íûõ
ðåñòðèêòàç. Òàê, çàìåíèâ EcoRI–PstI-ôðàãìåíò
(203 ïí) ïëàçìèäû ðÐL603 íà ïîëèëèíêåð
(21 ïí) èç ñîñòàâà M13mð7, ñêîíñòðóèðîâàëè
ïëàçìèäó pPL703.

Âàæíûì ñâîéñòâîì âåêòîðîâ ðÐL603 è
pPL703 ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïåðåä ñòðóêòóðíîé ÷à-
ñòüþ ãåíà cat íàõîäèòñÿ ó÷àñòîê (ïàëèíäðîìíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü), îòâåòñòâåííûé çà èíäóê-
öèþ ýêñïðåññèè ãåíà ñóáèíãèáèðóþùèìè êîí-
öåíòðàöèÿìè õëîðàìôåíèêîëà. Ìåõàíèçì ýòîé

èíäóêöèè òî÷íî íå èçâåñòåí, íî ïî îäíîìó èç
ïðåäïîëîæåíèé õëîðàìôåíèêîë ñïîñîáåí ñòà-
áèëèçèðîâàòü øïèëå÷íóþ ñòðóêòóðó íà 5�-êîí-
öå ìÐÍÊ cat è òåì ñàìûì óâåëè÷èâàòü âðåìÿ
ïîëóæèçíè ìàòðèöû, ÷òî ïðèâîäèò ïðè ìàëûõ
êîíöåíòðàöèÿõ àíòèáèîòèêà ê âîçðàñòàíèþ
ñèíòåçà áåëêà. Ïîýòîìó, åñëè èñïîëüçîâàòü ïðî-
ìîòîðñîäåðæàùèå ïðîèçâîäíûå ðàññìàòðèâàå-
ìûõ âåêòîðîâ è âñòðàèâàòü êàêèå-ëèáî êîäè-
ðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ñòðóêòóðíóþ
÷àñòü ãåíà cat (íàïðèìåð, ïî ñàéòó HindIII, ñì.
ðèñ. 10.7), ýêñïðåññèÿ êëîíèðîâàííûõ ÷óæåðîä-
íûõ ãåíîâ òàêæå áóäåò èíäóöèðîâàòüñÿ õëîðàì-
ôåíèêîëîì.

Ó áàöèëë èìååòñÿ áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå
�-ôàêòîðîâ, à ñëåäîâàòåëüíî, ñïåöèôè÷íîñòåé
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû (ñì. 10.3.1), ïîýòîìó îñîáûé
èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò âûäåëåíèå ïðîìîòîðîâ
ðàçëè÷íûõ ãðóïï. Òàê, â âåêòîðå pPL703 áûëè
êëîíèðîâàíû ïðîìîòîðíûå ôðàãìåíòû èç õðî-
ìîñîìíîé ÄÍÊ Â. subtilis. Ïðè àíàëèçå îòî-
áðàííûõ êëîíîâ íà âîçìîæíîñòü ïðîäóöèðî-
âàòü CAT â ýêñïîíåíöèàëüíîé è ñòàöèîíàðíîé
ôàçàõ ðîñòà êóëüòóðû îáíàðóæåíû ôðàãìåíòû,
íàïðàâëÿþùèå òðàíñêðèïöèþ ëèøü â ïîñòýêñ-
ïîíåíöèàëüíîé ôàçå. Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáî-
òàííàÿ âåêòîðíàÿ ñèñòåìà ïîçâîëÿåò íå òîëüêî
êëîíèðîâàòü ïðîìîòîðíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, íî
è õàðàêòåðèçîâàòü èõ.

Î. Êàðìè ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.) ïðåäëîæèëè
èñïîëüçîâàòü áàêòåðèàëüíóþ ëþöèôåðàçó äëÿ
îòáîðà ïðîìîòîðîâ è êîíòðîëÿ çà èõ ôóíêöèî-
íèðîâàíèåì in vivo. Ïðåèìóùåñòâî òàêîãî ïîä-
õîäà ïðåæäå âñåãî ñîñòîèò â òîì, ÷òî äëÿ îöåí-
êè óðîâíÿ ëþöèôåðàçû íå òðåáóåòñÿ ðàçðóøàòü
êëåòêè (÷òî íåîáõîäèìî äåëàòü ïðè êîëè÷åñò-
âåííîì àíàëèçå CAT, �-ãàëàêòîçèäàçû èëè äðó-
ãèõ òåñò-áåëêîâ), ïîñêîëüêó îíà êàòàëèçèðóåò
ñïåöèôè÷åñêóþ ðåàêöèþ ñ èçëó÷åíèåì ñâåòà.
Ïðîäóêöèþ ñâåòà áàêòåðèàëüíîé ëþöèôåðàçîé
ìîæíî ëåãêî èçìåðèòü ñ ïîìîùüþ ôîòîóìíîæè-
òåëÿ, è îíà ëèíåéíî çàâèñèò îò êîëè÷åñòâà ñèí-
òåçèðîâàííîãî ôåðìåíòà.

Äëÿ ðåàëèçàöèè äàííîãî ïîäõîäà â ñîñòàâ
áàêòåðèàëüíîé ïëàçìèäû ðVÍ33 âñòðîèëè áåñ-
ïðîìîòîðíûé ñåãìåíò ëþöèôåðàçíîãî (lux) îïå-
ðîíà Vibrio fischeri. Â ïîëó÷åííîé ïëàçìèäå
ðÎÑ1 ïåðåä lux-îïåðîíîì íàõîäèòñÿ óíèêàëü-
íûé ó÷àñòîê SmaI, ïî êîòîðîìó ìîæíî âñòðàè-
âàòü ÷óæåðîäíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ è àíàëèçèðî-
âàòü èõ ïðîìîòîðíóþ àêòèâíîñòü ïî ñâå÷åíèþ
êëåòîê. Âåêòîð ðÎÑ1 áûë èñïîëüçîâàí äëÿ êëî-
íèðîâàíèÿ ðÿäà ïðîìîòîðîâ èç ñîñòàâà õðîìî-
ñîìíîé ÄÍÊ Â. subtilis è Â. megaterium è àíàëè-
çà ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïðîìîòîðíûõ îáëàñòåé
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â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ êóëüòóðû Â. subtilis è îáðà-
çîâàíèÿ ñïîð. Ýòîò ïîäõîä ïåðñïåêòèâåí äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ òîíêèõ ìåõàíèçìîâ òàêîãî ñëîæíî-
ãî ïðîöåññà äèôôåðåíöèðîâêè, êàêèì ÿâëÿåòñÿ
ñïîðóëÿöèÿ áàöèëë.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìååòñÿ äîñòàòî÷íûé
íàáîð âåêòîðíûõ ìîëåêóë äëÿ ïðîâåäåíèÿ øè-
ðîêîãî ñïåêòðà ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïåðèìåí-
òîâ â êëåòêàõ áàöèëë. Íåäîñòàòîê ýòèõ âåêòîðîâ
ñîñòîèò â òîì, ÷òî îíè íå ñïîñîáíû â ìîíîìåð-
íîé ôîðìå òðàíñôîðìèðîâàòü êîìïåòåíòíûå
êëåòêè Â. subtilis. Êà÷åñòâåííî íîâûå âåêòîðû
äëÿ áàöèëë óäàëîñü ñîçäàòü íà îñíîâå íåêîòî-
ðûõ ïëàçìèä ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé
ðîäà Streptococcus.

À. Ñ. Áîéöîâ è Â. È. Ãîëóáêîâ (1980 ã.) îáíà-
ðóæèëè, ÷òî ïëàçìèäû ñòðåïòîêîêêîâ ìîãóò ýô-
ôåêòèâíî òðàíñôîðìèðîâàòü Â. subtilis è îáó-
ñëîâëèâàòü èõ óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì.
Ïðè ýòîì íàèáîëüøàÿ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñ-
ôîðìàöèè è ñòàáèëüíîñòü ïîääåðæàíèÿ õàðàê-
òåðíà äëÿ ïëàçìèä ñ ïðîòÿæåííûìè èíâåðòèðî-
âàííûìè ïîâòîðàìè. Òàêèå ïîâòîðû ìîãóò çà-
íèìàòü äî 80 % êîíòóðíîé äëèíû ïëàçìèäû (íà-
ïðèìåð pSM22095). Êëåòêè Â. subtilis òðàíñ-
ôîðìèðóþòñÿ ïëàçìèäàìè äàííîãî òèïà â ìî-
íîìåðíîé ôîðìå ñ òàêîé æå ýôôåêòèâíîñòüþ,
êàê è ñóììàðíûì ïðåïàðàòîì ïëàçìèäû.
À. È. Ñòåïàíîâ ñ ñîòðóäíèêàìè (1982 ã.) ïðåäëî-
æèëè ìîäåëü, îáúÿñíÿþùóþ ýòîò ôàêò (ñì.
ðèñ. 10.3, 7). Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî äåëåöèè
â ïðèðîäíûõ ïëàçìèäàõ ñòðåïòîêîêêîâ, óìåíü-
øàþùèå ðàçìåð èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòîðîâ,
÷àñòî íå ñíèæàþò ýôôåêòèâíîñòè òðàíñôîðìà-
öèè èìè êëåòîê Â. subtilis. Ýòî íàáëþäåíèå èñ-
ïîëüçîâàëè ñîòðóäíèêè ëàáîðàòîðèè Ñòåïàíîâà
ïðè ñîçäàíèè âåêòîðà �ðSÌ19035 è êëîíèðîâà-
íèè â åãî ñîñòàâå ðèáîôëàâèíîâîãî îïåðîíà
Â. subtilis (ðèñ. 10.8). Ïîêàçàíî, ÷òî ó äàííîé
ïëàçìèäû ìîíîìåðíàÿ ôîðìà ýôôåêòèâíî
òðàíñôîðìèðóåò êîìïåòåíòíûå êëåòêè Â. subti-

lis, è ïîýòîìó åå ñ óñïåõîì ìîæíî èñïîëüçîâàòü
äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ýêçîãåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ

ïî óïðîùåííîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ñõåìå —
òðàíñôîðìèðóÿ ïðåïàðàòîì ÄÍÊ, ïîëó÷åííûì
ïîñëå ëèãàçíîé ðåàêöèè, êîìïåòåíòíûå êëåòêè
Â. subtilis, à íå ïðîòîïëàñòû.

10.2.2. Âåêòîðû íà îñíîâå ïëàçìèä
Bacillus

Ïàðàëëåëüíî ñ ðàçâèòèåì âåêòîðíîé ñèñòå-
ìû Bacillus íà îñíîâå ñòàôèëîêîêêîâûõ è ñòðåï-
òîêîêêîâûõ ïëàçìèä âåëàñü ðàçðàáîòêà êëîíè-
ðóþùèõ âåêòîðîâ è íà îñíîâå ïëàçìèä, âûäåëåí-
íûõ èç ðàçíûõ âèäîâ áàöèëë (òàáë. 10.4).

Ê. Áåðíõàðä ñ ñîàâòîðàìè (1978 ã.) ïîêàçàëè,
÷òî ïëàçìèäà ðÂC16 èç Â. cereus ñïîñîáíà ðåï-
ëèöèðîâàòüñÿ è äåòåðìèíèðîâàòü óñòîé÷èâîñòü
ê òåòðàöèêëèíó â êëåòêàõ Â. subtilis. Ïîñëå ãèä-
ðîëèçà ðÂÑ16 ðåñòðèêòàçîé EcoRI è îáðàáîòêè
ÄÍÊ-ëèãàçîé ïîëó÷åíà ïëàçìèäà ðÂÑ16-1
(ðèñ. 10.9), ðåïëèöèðóþùàÿñÿ â êëåòêàõ Â. sub-

tilis è ñîõðàíèâøàÿ ãåí tet. Äàëåå ðÂÑ16-1 áûëà
ðåêîìáèíèðîâàíà in vitro ïo EcoRI-ó÷àñòêó
ñ êðèïòè÷åñêîé ïëàçìèäîé Â. subtilis pBS1. Îä-
íàêî â Â. subtilis ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà, ñîñòîÿ-
ùàÿ èç äâóõ ðåïëèêîíîâ, îêàçàëàñü íåñòàáèëü-
íîé è äèññîöèèðîâàëà íà pBS161 è pÂS162.
Ïëàçìèäó pBS161 ãèäðîëèçîâàëè ðåñòðèêòàçîé
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Ðèñ. 10.8. Îáðàçîâàíèå âåêòîðíîé ïëàçìèäû �ðSÌ19035, ñïîñîáíîé îáåñïå÷èâàòü òðàíñôîðìàöèþ êëåòîê
Â. subtilis ìîíîìåðíûìè ôîðìàìè ãèáðèäíûõ ïëàçìèä, è åå èñïîëüçîâàíèå íà ïðèìåðå êëîíèðîâàíèÿ

ðèáîôëàâèíîâîãî îïåðîíà (Rib).

×åðíûìè áëîêàìè îáîçíà÷åíû èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû

Òàáëèöà 10.4. Ïëàçìèäû áàêòåðèé ðîäà Bacillus,

èñïîëüçîâàííûå äëÿ ñîçäàíèÿ êëîíèðóþùèõ

âåêòîðîâ B. subtilis

Ïëàçìèäà
Èñòî÷íèê
âûäåëåíèÿ

Ðàçìåð,
òïí

Ôåíîòè-
ïè÷åñêèå
ìàðêåðû

pBC16 B. cereus 4,5 Tcr

pPL10 B. pumilus 6,6 Kil+

pAB124 B. stearother-

mophilus

4,4 Tcr

pLS28 B. subtilis 6,2 —
pBS1 B. subtilis 8,3 —
pTB19 Òåðìîôèëüíàÿ

áàêòåðèÿ ðîäà
Bacillus øòàìì
TR123

25,8 Nmr, Tcr



HindIII è ôðàãìåíòû öèêëèçîâàëè ñ ïîìîùüþ
ÄÍÊ-ëèãàçû. Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè êëåòîê
Â. subtilis â óñòîé÷èâûõ ê òåòðàöèêëèíó êëîíàõ
âûÿâèëè íîâóþ ïëàçìèäó pBS161-1, êîòîðàÿ
ïðåäñòàâëÿëà ñîáîé öèêëèçîâàííûé HindIII-A-
ôðàãìåíò pBS161. Ïîëó÷åííàÿ ïëàçìèäà èìååò
åäèíè÷íûå ó÷àñòêè ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè
EcoRI, HindIII, PstI, âñòðîéêè ïî êîòîðûì íå ïî-
âðåæäàþò ðåïëèêàòîð è ãåí tåt. Ýòî ïîçâîëÿåò
ïðèìåíÿòü åå â êà÷åñòâå êëîíèðóþùåãî âåêòî-
ðà. Íåäîñòàòîê pBS161-1 — ñëîæíîñòü îòáîðà
ñîçäàâàåìûõ íà åå îñíîâå ãèáðèäíûõ ïëàçìèä.

Ê. Íàãàõàðè è Ê. Ñàêàãó÷è (1978 ã.), èñïîëü-
çóÿ ïëàçìèäó pRSF2124, ïðîêëîíèðîâàëè
â Å. coli ãåíû leuÀ, B, C Â. subtilis è ïîêàçàëè,
÷òî ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà pRSF2124-B.leu ñïî-
ñîáíà òðàíñôîðìèðîâàòü ê ïðîòîòðîôíîñòè ìó-
òàíòû leu– êàê Å. coli, òàê è Â. subtilis. Îäíàêî
ðåïëèöèðóåòñÿ îíà òîëüêî â Å. coli, íî íå
â Â. subtilis. Ïîýòîìó EcoRI-ôðàãìåíò õðîìî-
ñîìíîé ÄÍÊ èç pRSF2124-B.leu ïåðåñòðîèëè

â êðèïòè÷åñêóþ ïëàçìèäó pLS28 è ïîñëå òðàíñ-
ôîðìàöèè êëåòîê Â. subtilis leu– recE4 îòîáðàëè
Leu+-òðàíñôîðìàíòû, ñîäåðæàùèå ïëàçìèäó
pLS103. Ïðè âñòðîéêå ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ ïî
åäèíñòâåííîìó ó÷àñòêó BamHI èíàêòèâèðóåòñÿ
ãåí leuA, íî ãåíû leuÂ è leuC ñîõðàíÿþò íàòèâ-
íîñòü. Ãåí leuC ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå
ìàðêåðà ïëàçìèäû pLS103.

Íà îñíîâå pLS103 ãèäðîëèçîì in vitro â óñ-
ëîâèÿõ, èçìåíÿþùèõ ñïåöèôè÷íîñòü EcoRI íà
EcoRI*, ïîëó÷åí äåëåöèîííûé âàðèàíò pLL10
(ðèñ. 10.10). Äàííàÿ ïëàçìèäà óæå èìåëà îäèí
EcoRI-ó÷àñòîê è ñîäåðæàëà ãåíû leuA, Â (ãåí
leuC äåëåòèðîâàí). Â pLL10 âñòðîèëè ïðåäâà-
ðèòåëüíî êëîíèðîâàííûé â ñîñòàâå pBR322
EcoRI-ôðàãìåíò, íåñóùèé ãåí äèãèäðîôîëàòðå-
äóêòàçû (DHFR) Â. subtilis, êîòîðûé îáåñïå÷è-
âàåò óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê òðèìåòîïðèìó.
Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷èëè ïëàçìèäó ðÒL10, òðàíñ-
ôîðìèðîâàâøóþ êëåòêè Â. subtilis leuA8 ê ôå-
íîòèïó Leu+Tpr.
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Ðèñ. 10.9. Ñõåìà ñîçäàíèÿ ïëàçìèäû pBS161-1.

A–G — HindIII-ôðàãìåíòû ïëàçìèä â ïîðÿäêå óìåíüøåíèÿ ðàçìåðà



Äëÿ óìåíüøåíèÿ ðàçìåðà ïëàçìèäû è óäàëå-
íèÿ íåêîòîðûõ ðåñòðèêöèîííûõ ó÷àñòêîâ ðÐL10
ïîñëåäîâàòåëüíî ãèäðîëèçîâàëè ðåñòðèêòàçàìè
BglII, EcoRI è îáðàáàòûâàëè ÄÍÊ-ëèãàçîé. Â ðå-
çóëüòàòå ýòèõ ìàíèïóëÿöèé ñîçäàëè ïëàçìèäó
pTL12 (ñì. ðèñ. 10.10), èìåþùóþ åäèíè÷íûå
ó÷àñòêè äåéñòâèÿ ðåñòðèêòàç EcoRI, BglII,
BamHI è XmaI. Ïðè âñòðîéêå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
ïî ó÷àñòêàì BamHI è XmaI èíàêòèâèðóåòñÿ ìàð-

êåð leu ðÒL12, è îòáîð òðàíñôîðìàíòîâ ìîæíî
îñóùåñòâëÿòü ïî ìàðêåðó Òðr.

Ïëàçìèäà Â. stearothermophilus pAB124 òàê-
æå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà â êà÷åñòâå êëîíè-
ðóþùåãî âåêòîðà Â. subtilis, ïîñêîëüêó åå
EcoRI-A-ôðàãìåíò ñîäåðæèò ðåïëèêàòîð è ãåí
tet è ïîñëå öèêëèçàöèè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû
ìîæåò ôóíêöèîíèðîâàòü â êëåòêàõ Â. subtilis

êàê àâòîíîìíàÿ êîëüöåâàÿ ÄÍÊ.
Â òåðìîôèëüíûõ áàöèëëàõ âûÿâëåíû ïëàç-

ìèäû, îáåñïå÷èâàþùèå óñòîé÷èâîñòü êëåòîê
ê ðàçëè÷íûì àíòèáèîòèêàì. Íà îñíîâå îäíîé èç
íèõ — ðÒÂ19 — ñêîíñòðóèðîâàëè in vitro äå-
ëåöèîííûå âàðèàíòû, â òîì ÷èñëå ðÒÂ90
(ðèñ. 10.11), ñòàâøèé ïîïóëÿðíûì âåêòîðîì,
ïðèãîäíûì äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ãåíîâ êàê â Â. sub-

tilis, òàê è â òåðìîôèëüíîé Â. stearothermophilus.
Ïëàçìèäû Bacillus íàõîäÿò äîñòàòî÷íî øè-

ðîêîå ïðèìåíåíèå ïðè ñîçäàíèè ìîëåêóëÿðíûõ
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Ðèñ. 10.10. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ãèáðèäíûõ ïëàçìèä pTL10 è pTL12

Ðèñ. 10.11. Ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà ïëàçìèäû ðÒÂ90



âåêòîðîâ Â. subtilis. Ýòî, â ÷àñòíîñòè, îáóñëîâ-
ëåíî òåì, ÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ òàêèå ïëàçìèäû
ìîãóò áîëåå ñòàáèëüíî ïî ñðàâíåíèþ ñ «÷óæå-
ðîäíûìè» ïîääåðæèâàòüñÿ â êëåòêàõ ðàçíûõ
âèäîâ áàöèëë.

10.2.3. Âåêòîðíûå ïëàçìèäû,
ðåïëèöèðóþùèåñÿ
â Â. subtilis è â Å. coli

Ñèñòåìà ïëàçìèäíîé òðàíñôîðìàöèè êëå-
òîê E. coli çíà÷èòåëüíî ïðîùå, ÷åì ó B. subtilis.
Êðîìå òîãî, èìååòñÿ áîëüøîå ÷èñëî õîðîøî
èçó÷åííûõ ïëàçìèäíûõ âåêòîðîâ Å. coli. Ïîýòî-
ìó íåñîìíåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ãèá-
ðèäíûå ïëàçìèäû, êîòîðûå ìîãëè áû ðåïëèöè-
ðîâàòüñÿ êàê â Â. subtilis, òàê è â Å. coli. Òàêèå
ïëàçìèäû íàçûâàþò ÷åëíî÷íûìè.

×óæåðîäíûå ãåíû ïåðâîíà÷àëüíî ìîæíî
êëîíèðîâàòü â ìåòîäè÷åñêè áîëåå ïðîñòîé ñèñ-
òåìå Å. coli, à çàòåì îòîáðàííûå äâóðåïëèêîí-
íûå ãèáðèäíûå ïëàçìèäû ïåðåíîñèòü â êëåòêè
Â. subtilis. Ïåðåíîñ îáëåã÷àåòñÿ òåì, ÷òî â ïðå-
ïàðàòå ïëàçìèäû, âûäåëåííîì èç êëåòîê Å. coli,
ñîäåðæàòñÿ ìóëüòèìåðíûå ôîðìû. Íàëè÷èå
â òàêèõ ÷åëíî÷íûõ âåêòîðàõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé ïëàçìèä Å. coli äàåò âîçìîæíîñòü çíà÷è-
òåëüíî óâåëè÷èòü ñïåêòð ðåñòðèêòàç, ïî ñàéòàì

óçíàâàíèÿ êîòîðûõ ìîæíî êëîíèðîâàòü ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ. Áîëåå òîãî, èñïîëüçóÿ äâóðåïëè-
êîííûå âåêòîðû, ìîæíî èçó÷àòü ôóíêöèîíèðî-
âàíèå îäíîé è òîé æå ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóê-
öèè â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ.

Óæå â îäíîé èç ïåðâûõ ðàáîò (1978 ã.) ïî ïî-
ëó÷åíèþ ïëàçìèäíûõ âåêòîðîâ Â. subtilis Ñ. Ýð-
ëèõ ñêîíñòðóèðîâàë ãèáðèäíûå ïëàçìèäû
pHV12, pHV14 è pHV16, êîòîðûå ñîñòîÿëè èç
ïîëíûõ êîïèé äâóõ ïëàçìèä, ãèäðîëèçîâàííûõ
HindIII: ðÑ194 (Ñmr) è pBR313, pBR322
(Àðr Òñr) èëè pWL7 (AprNmr). Ïëàçìèäû pHV12,
pHV14 è pHV16 peïëèöèðîâàëèñü â êëåòêàõ
Å. coli è Â. subtilis. Ïðè ýòîì â Å. coli ýêñïðåññè-
ðîâàëèñü âñå íàòèâíûå ãåíû óñòîé÷èâîñòè ê àí-
òèáèîòèêàì ãèáðèäíûõ ïëàçìèä, à â Â. subti-
lis — òîëüêî ãåí cat (Cmr) ïëàçìèäû ðC194.

Àíàëîãè÷íî Äæ. Êðýôò ñ ñîàâòîðàìè (1978 ã.)
ïîëó÷èëè ÷åëíî÷íûå ïëàçìèäû íà îñíîâå ðåïëè-
êîíà pBS161 è ãèäðîëèçîâàííûõ ðåñòðèêòàçîé
HindIII ïëàçìèä pBR322, pWL7 è pACYC184.
Ñîçäàííûå ãèáðèäíûå ïëàçìèäû îòëè÷àëèñü
ñòðóêòóðíîé íåñòàáèëüíîñòüþ â Â. subtilis, â òî
âðåìÿ êàê â Å. coli îíè ñîõðàíÿëèñü äîñòàòî÷íî
ñòàáèëüíî (ñì. 10.4).

Äðóãèå èññëåäîâàòåëè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëè-
ãàçû îáúåäèíèëè ãèäðîëèçîâàííûå EcoRI ìîëå-
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Ðèñ. 10.12. Êîíñòðóèðîâàíèå ÷åëíî÷íûõ ïëàçìèä pMK3 è pMK4 äëÿ ñèñòåìû Å. coli – Â. subtilis.

Â ïîëèëèíêåðå îáîçíà÷åíû ó÷àñòêè óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàç:
R — EcoRI, Sm — SmaI, B — BamHI, S — SalI, P — PstI, H — HindIII



êóëû ïëàçìèäû pBS161-1 è ðåïëèêàòèâíîé ôîð-
ìû ÄÍÊ ôàãà M13mð2. Ïîëó÷åííàÿ ãèáðèäíàÿ
ïëàçìèäà pKJB200 ðåïëèöèðîâàëàñü êàê â Å. co-

li, òàê è â Â. subtilis, îáåñïå÷èâàÿ óñòîé÷èâîñòü
èõ ê òåòðàöèêëèíó. Â Å. coli ïðè ýòîì
ôîðìèðîâàëñÿ æèçíåñïîñîáíûé ãèáðèäíûé ôàã
Ì13. Äàííûé ÷åëíî÷íûé âåêòîð èìååò
åäèíè÷íûå ó÷àñòêè ðåñòðèêöèè HindIII è PstI.

Óäîáíû ÷åëíî÷íûå âåêòîðû ðÌK3 è ðMK4,
ñêîíñòðóèðîâàííûå Ì. Ñóëëèâàíîì ñ ñîàâòîðà-
ìè (1984 ã.) íà îñíîâå ïëàçìèä pUC9 è pUB110
èëè ðÑ194 ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 10.12). Âñòðîé-
êà ôðàãìåíòîâ ïî ìíîãî÷èñëåííûì ðåñòðèêöè-
îííûì ó÷àñòêàì ïîëèëèíêåðà â ãåíå lacZ� ëåãêî
âûÿâëÿåòñÿ â êëåòêàõ Å. coli. Îòîáðàííûå
â Å. coli ãèáðèäíûå ìîëåêóëû çàòåì ìîæíî ââî-
äèòü â êëåòêè Â. subtilis.

Âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ïîëó÷åíèÿ è õàðàêòå-
ðèçàöèè ðÿäà áèáëèîòåê ãåíîâ ìîãóò èìåòü äâó-
ðåïëèêîííûå âåêòîðû, ñîçäàííûå íà îñíîâå
ïëàçìèä Â. subtilis è êîñìèä Å. coli. Òàêîé âåêòîð
ñêîíñòðóèðîâàí îáúåäèíåíèåì ïëàçìèäû ðÑ194
è êîñìèäû ðÍÑ79 ïî HindIII-ó÷àñòêó. Ïîëó÷åí-
íàÿ ãèáðèäíàÿ êîñìèäà pQB79-1 (ðèñ. 10.13)
ñïîñîáíà ðåïëèöèðîâàòüñÿ è â Â. subtilis,
è â Å. coli. Ñ ïîìîùüþ pQB79-l â êëåòêàõ Å. coli

êëîíèðîâàíû EcoRI-ôðàãìåíòû ÄÍÊ Â. subtilis

ðàçìåðîì îò 10 äî 40 òïí. Çàòåì ãèáðèäíûå êîñ-
ìèäû èñïîëüçîâàëè äëÿ òðàíñôîðìàöèè àóêñî-
òðîôíûõ ìóòàíòîâ Â. subtilis. Â ðåçóëüòàòå áûëè
ëîêàëèçîâàíû ôðàãìåíòû ÄÍÊ, êîìïëåìåíòè-
ðóþùèå ìóòàöèè ïî ðàçíûì ãåíàì Â. subtilis.

Íà îñíîâå ðåïëèêîíîâ ïëàçìèä pUB110,
pBR350 è ñòðóêòóðíîé ÷àñòè ãåíà cat òðàíñïî-
çîíà Å. coli Òn9 áûëà ñîçäàíà ïëàçìèäà pGR71
äëÿ îòáîðà ïðîìîòîðñîäåðæàùèõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ. Îíà ñïîñîáíà ðåïëèöèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ
Â. subtilis è Å. coli. Ýòî ïîçâîëÿåò èçó÷àòü ôóíê-
öèîíèðîâàíèå êëîíèðîâàííûõ ïðîìîòîðíûõ
ôðàãìåíòîâ â îáîèõ òèïàõ áàêòåðèàëüíûõ êëå-
òîê.

Êðîìå ïðîìîòîðîâ ñ ïîìîùüþ îïðåäåëåí-
íûõ âåêòîðîâ ìîæíî êëîíèðîâàòü ðåïëèêàòîð-
íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ. Òàê, èñïîëüçóÿ
ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó pCs540, íå ñïîñîáíóþ ðå-
ïëèöèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ Â. subtilis, íî ðåïëèöè-
ðóþùóþñÿ â Å. coli, Ë. Àíäåðñîíó ñ ñîàâòîðàìè
(1982 ã.) óäàëîñü êëîíèðîâàòü ôðàãìåíòû ÄÍÊ,
îáåñïå÷èâàþùèå âíåõðîìîñîìíóþ ðåïëèêà-
öèþ ïëàçìèäû â Â. subtilis reñÅ. Ïëàçìèäà
pCs540 ñîñòîèò èç HpaII-ôðàãìåíòà ïëàçìèäû
Å. coli pSC101 è äåòåðìèíàíòû õëîðàìôåíèêîë-
àöåòèëòðàíñôåðàçû ðÑ194. Ãåí cat ýêñïðåññè-
ðóåòñÿ â Å. coli è â Â. subtilis. Ïðè ââåäåíèè
â êëåòêè Â. subtilis ïëàçìèäà pCs540 íå ðåïëè-

öèðóåòñÿ, ïîýòîìó íå óäàåòñÿ ïîëó÷èòü êëîíû
êëåòîê ñ ôåíîòèïîì Ñmr. Òàêèå êëîíû ïîëó÷à-
þòñÿ òîëüêî â òîì ñëó÷àå, êîãäà â ïëàçìèäó
âñòðîåí ôðàãìåíò ÄÍÊ, îáëàäàþùèé ôóíêöèÿ-
ìè ðåïëèêàòîðà â Â. subtilis. Äàííûé ïîäõîä ïî
ñóùåñòâó àíàëîãè÷åí ìåòîäó îòáîðà ARS-ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé â êëåòêàõ äðîææåé-ñàõàðî-
ìèöåòîâ (ñì. 12.4.2).

Ïî ðàññìîòðåííûì ñõåìàì ïîëó÷åíî áîëü-
øîå ÷èñëî âåêòîðíûõ äâóðåïëèêîííûõ ïëàçìèä.
Ìíîãèå èç íèõ ñ óñïåõîì èñïîëüçóþò â ðàçëè÷-
íûõ ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïåðèìåíòàõ.

10.2.4. Âåêòîðíàÿ ñèñòåìà ñåêðåöèè
÷óæåðîäíûõ áåëêîâ èç êëåòîê
Bacillus

Îäíî èç ñàìûõ âàæíûõ íàïðàâëåíèé ãåí-
íî-èíæåíåðíûõ èññëåäîâàíèé íà Â. subtilis

è äðóãèõ áàöèëëàõ — ñîçäàíèå øòàììîâ, ñåêðå-
òèðóþùèõ ÷óæåðîäíûå áåëêè èç êëåòîê. Áàêòå-
ðèè ðîäà Bacillus ìîãóò âûäåëÿòü âî âíåøíþþ
ñðåäó ðàçëè÷íûå áåëêè. Õîðîøî èçó÷åíà ñåêðå-
öèÿ �-àìèëàçû, ïåíèöèëëèíàçû è ïðîòåàç. Ñåê-
ðåòèðóåìûå áåëêè èìåþò íà N-êîíöå ñèãíàëü-
íûé ïåïòèä, êîòîðûé îòùåïëÿåòñÿ â ïðîöåññå
ñåêðåöèè, äàâàÿ íà÷àëî çðåëîé ôîðìå âíåêëå-
òî÷íîãî áåëêà (ñì. 2.2.10). Ó èçó÷åííûõ ñåêðå-
òèðóåìûõ áåëêîâ Bacillus ñèãíàëüíûå ïåïòèäû
íåîáû÷íî äëèííû (29–34 ÀÊ) â îòëè÷èå îò
âñòðå÷àþùèõñÿ â ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðè-
ÿõ è êëåòêàõ æèâîòíûõ (15–25 ÀÊ).

Êëîíèðóÿ ãåíû ñåêðåòèðóåìûõ áåëêîâ è
óäàëÿÿ çàòåì êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
çðåëîé ôîðìû, ìîæíî ñîçäàòü ìîëåêóëÿðíûå
âåêòîðû ýêñïðåññèè–ñåêðåöèè äëÿ ãðàìïîëî-
æèòåëüíûõ áàêòåðèé ðîäà Bacillus. Â ïåðâóþ
î÷åðåäü äàííûé ïîäõîä áûë ðåàëèçîâàí ïðèìå-
íèòåëüíî ê ãåíó àòóÅ. Ýòîò ãåí êîäèðóåò �-àìè-
ëàçó — îäèí èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ è èìåþ-
ùèõ ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå ñåêðåòèðóåìûõ
ôåðìåíòîâ ìíîãèõ øòàììîâ áàöèëë. Áàêòåðè-
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Ðèñ. 10.13. Êàðòà ÷åëíî÷íîé êîñìèäû:

1 — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ pBR322,
2 — pC194, 3 — ôàãà 	



àëüíàÿ �-àìèëàçà èñïîëüçóåòñÿ â ïðîìûøëåí-
íîì ðàñùåïëåíèè êðàõìàëà äî íèçêîìîëåêóëÿð-
íûõ ëåãêî óñâàèâàåìûõ äðîææàìè ïðîäóêòîâ
(�-ìàëüòîçû, �-ãëþêîçû è êîðîòêèõ �-äåêñòðè-
íîâ), êîòîðûå íåîáõîäèìû äëÿ òàêèõ ìèêðîáèî-
ëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, êàê, íàïðèìåð, ïðîèç-
âîäñòâî ýòàíîëà. Âûÿâëåíî íå ìåíåå øåñòè ãå-
íîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè ïðîäóêöèè ýòîãî
ôåðìåíòà. Êðîïîòëèâàÿ ìíîãîñòóïåí÷àòàÿ ñå-
ëåêöèÿ ïîçâîëèëà ñîçäàòü ìíîæåñòâî ìóòàíò-
íûõ øòàììîâ Bacillus, íàèáîëåå ïðîäóêòèâíûå
èç êîòîðûõ ïðåâîñõîäÿò øòàììû äèêîãî òèïà
ïî óðîâíþ ñèíòåçà �-àìèëàçû â 103 ðàç. Ñ ðàç-
âèòèåì ìåòîäîâ ãåííî-èíæåíåðíîé ðåêîíñòðóê-
öèè íà ñèñòåìå Â. subtilis âîçíèêëà èäåÿ ïîëó÷å-
íèÿ íîâîãî ïîêîëåíèÿ ïðîäóöåíòîâ �-àìèëàç.
Ïðè ýòîì äëÿ ïðîìûøëåííîñòè (êàê, âïðî÷åì,
è äëÿ ôóíäàìåíòàëüíîé íàóêè) áîëüøîé èíòå-
ðåñ ïðåäñòàâëÿëè òåðìîñòàáèëüíûå ôîðìû äàí-
íîãî ôåðìåíòà, ãåíû êîòîðûõ ìîæíî áûëî èç-
âëåêàòü èç ÄÍÊ òåðìîôèëîâ è ââîäèòü â îïðå-
äåëåííîå ãåíåòè÷åñêîå îêðóæåíèå òàêîãî õîðî-
øî èçó÷åííîãî ìåçîôèëà, êàê Â. subtilis.

Â ðÿäå ëàáîðàòîðèé â âåêòîðíûõ ïëàçìèäàõ
Â. subtilis áûëè êëîíèðîâàíû ãåíû �-àìèëàç èç
Â. amyloliquefaciens, Â. licheniformis, Â. subtilis

è äð. Ïîêàçàíî, ÷òî êëîíèðîâàííûå ãåíû â ñî-
ñòàâå ìíîãîêîïèéíûõ ïëàçìèä îáåñïå÷èâàþò
â Â. subtilis ìíîãîêðàòíî ïîâûøåííûé ñèíòåç
è ñåêðåöèþ �-àìèëàç â ñðåäó. Óðîâåíü ïðîäóê-
öèè è ñåêðåöèè ôåðìåíòà, äåòåðìèíèðóåìûé
êëîíèðîâàííûì ãåíîì àòóÅ, ñòîëü âûñîê, ÷òî
íà íåãî ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿþò ðàçëè÷íûå ìó-
òàöèè ïî ðåãóëÿòîðíûì ãåíàì êëåòêè-õîçÿèíà.
Ó÷èòûâàÿ ýòî, ðåøåíî áûëî ñîçäàòü âåêòîð
ýêñïðåññèè–ñåêðåöèè íà îñíîâå ýëåìåíòîâ ãåíà
àòóÅ.

È. Ïàëâà ñ ñîàâòîðàìè â 1982 ã. èç ãèáðèä-
íîé ïëàçìèäû ðKÒH10 (ðèñ. 10.14) ñ ïîìîùüþ
ðåñòðèêòàçû EcoRI äåëåòèðîâàëè ôðàãìåíò
ÄÍÊ, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ 3�-êîíöåâóþ ÷àñòü
ñòðóêòóðíîãî ãåíà �-àìèëàçû, è îïðåäåëèëè íóê-
ëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü MboI–EcoRI-
ôðàãìåíòà ïîëó÷åííîé ïëàçìèäû ðKÒÍ29. Îêà-
çàëîñü, ÷òî EcoRI-ó÷àñòîê óäàëåí íà 192 ïí îò
ãðàíèöû ìåæäó îáëàñòÿìè, êîäèðóþùèìè ñèã-
íàëüíûé ïåïòèä è çðåëóþ ôîðìó �-àìèëàçû.
Â ðåçóëüòàòå ðÿäà ìàíèïóëÿöèé in vitro óäàëîñü
ïîëó÷èòü ïëàçìèäó ðKÒH38, â êîòîðîé EcoRI-
ñàéò îòñòîÿë îò óêàçàííîé òî÷êè óæå íà 90 ïí.
Äëÿ ñîçäàíèÿ ýêñïðåññèðóþùåãî è ñåêðåòèðóþ-
ùåãî âåêòîðà íåîáõîäèìî áûëî èçìåíèòü êëî-
íèðîâàííûé ôðàãìåíò òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
ñðàçó ïîñëå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé
ñèãíàëüíûé ïåïòèä �-àìèëàçû, íàõîäèëñÿ ó÷àñ-

òîê óçíàâàíèÿ êàêîé-ëèáî ðåñòðèêòàçû. Äëÿ
ýòîãî ïëàçìèäó ðKÒÍ38 ðàñùåïèëè ðåñòðèêòà-
çîé EcoRI è ãèäðîëèçîâàëè ñ êîíöîâ íóêëåàçîé
Âàl31 (ñì. 1.2.6). Ê óêîðî÷åííûì ëèíåéíûì ìî-
ëåêóëàì ïëàçìèäû ïðèøèâàëè ñ ïîìîùüþ
ÄÍÊ-ëèãàçû HindIII-ëèíêåð è ïîñëå öèêëèçà-
öèè ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ òðàíñôîðìèðîâàëè èìè
Â. subtilis. Àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåî-
òèäîâ ðÿäà ïîëó÷åííûõ ïëàçìèä ïîçâîëèë îòî-
áðàòü âàðèàíòû ñ ðàçëè÷íîé ëîêàëèçàöèåé Hin-
dIII-ó÷àñòêà â 5�-êîíöåâîì ñåãìåíòå ãåíà �-àìè-
ëàçû (ðèñ. 10.15). Íà îñíîâå ðKÒÍ51 ñêîíñòðó-
èðîâàëè âåêòîð ðKÒÍ114, â êîòîðûé âñòðîåí
ñèíòåòè÷åñêèé ñåãìåíò ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé âî
âñåõ òðåõ ðàìêàõ òðàíñëÿöèè ñòîï-òðèïëåòû.
Òàêîé âåêòîð íåîáõîäèì äëÿ êëîíèðîâàíèÿ êî-
äèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, íå èìåþùèõ
ñòîï-òðèïëåòîâ.

Ñîçäàííûå ïëàçìèäû áûëè óñïåøíî èñ-
ïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ,
îáåñïå÷èâàþùèõ íå òîëüêî ýôôåêòèâíóþ ýêñ-
ïðåññèþ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ, íî è ñåêðåöèþ
ñèíòåçèðóåìûõ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ èç êëåòîê
Â. subtilis â îêðóæàþùóþ ñðåäó. Â ÷àñòíîñòè,
È. Ïàëâà ñ ñîàâòîðàìè ïðîäåìîíñòðèðîâàëè,
÷òî âñòðîéêà ñòðóêòóðíîé ÷àñòè ãåíà çðåëîé
ôîðìû �-ëàêòàìàçû Å. coli â âåêòîðíûå ïëàçìè-
äû ðKÒÍ51, ðKÒÍ53 è ðKÒÍ84 ïðèâîäèò ê ýô-
ôåêòèâíîìó ñèíòåçó è ñåêðåöèè ôåðìåíòàòèâíî
àêòèâíîé �-ëàêòàìàçû. Ïîäðîáíûé àíàëèç ïðî-
äóêòîâ ñåêðåöèè èç êëåòîê Â. subtilis ïîêàçàë
(ðèñ. 10.16), ÷òî ñïåöèôè÷íîñòü îòùåïëåíèÿ
ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà çàâèñèò îò èñïîëüçîâàí-
íîãî âåêòîðà è íå ìîæåò áûòü òî÷íî ïðåäñêàçà-
íà èñõîäÿ èç àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ñèíòåçèðóåìîãî õèìåðíîãî ïðå-áåëêà. Ïî-
ýòîìó ïðåäïî÷òèòåëüíåå ïðè êëîíèðîâàíèè êà-
æäîãî öåëåâîãî ãåíà èñïîëüçîâàòü íàáîð âåêòî-
ðîâ ýêñïðåññèè–ñåêðåöèè è ïîñëå ñîçäàíèÿ ãèá-
ðèäîâ âûáèðàòü âàðèàíò, äàþùèé íàèëó÷øèé
ðåçóëüòàò. Ïðèìåíÿÿ âåêòîðû äàííîãî òèïà, óäà-
ëîñü îñóùåñòâèòü ñèíòåç è ñåêðåöèþ èç êëåòîê
Â. subtilis ðàçëè÷íûõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ,
âêëþ÷àÿ ëåéêîöèòàðíûé èíòåðôåðîí ÷åëîâåêà
è ôèáðîáëàñòíûé èíòåðôåðîí ìûøè.

Áëàãîäàðÿ èññëåäîâàíèÿì, âûïîëíåííûì
â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ, ñòàëî î÷åâèäíî, ÷òî
êðîìå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðå-áåëêà âàæíîå
çíà÷åíèå äëÿ ýêñïîðòà áåëêà èãðàþò ðàçëè÷íûå
êîìïîíåíòû êëåòêè, êàê ìåìáðàííî-ñâÿçàííûå,
òàê è öèòîïëàçìàòè÷åñêèå, îáåñïå÷èâàþùèå óç-
íàâàíèå ñèãíàëîâ ñåêðåöèè è íàïðàâëÿþùèå
áåëîê ÷åðåç ìåìáðàíó.

Ó Å. coli öåëûé ðÿä ñåêðåòèðóåìûõ áåëêîâ
ÿâëÿþòñÿ áåëêàìè âíåøíåé ìåìáðàíû êëåòêè,

258 Ãëàâà 10. ÃÅÍÍÎ-ÈÍÆÅÍÅÐÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ ÃÐÀÌÏÎËÎÆÈÒÅËÜÍÛÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ ÐÎÄÀ BACILLUS



ó áàöèëë æå òàêèå áåëêè îòñóòñòâóþò. Ýòî, âîç-
ìîæíî, ïðèâåëî ê òîìó, ÷òî ó ãðàìïîëîæèòåëü-
íûõ áàêòåðèé óòðà÷åí ìåõàíèçì ïðîöåññèíãà
ïîäîáíûõ áåëêîâ. Òàê, ôèíñêèå èññëåäîâàòåëè
â 1986 ã. ïîêàçàëè, ÷òî áåëîê âíåøíåé ìåìáðà-
íû Å. coli OmpA, ñîñòûêîâàííûé ñ ñèãíàëüíûì
ïåïòèäîì �-àìèëàçû, íå ñïîñîáåí òðàíñëîöè-
ðîâàòüñÿ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó
Â. subtilis. Îáíàðóæåííûé ôàêò ìîæåò îòðàæàòü
ïîêà íå âûÿñíåííûå ôóíäàìåíòàëüíûå ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó áåëêàìè âíåøíåé ìåìáðàíû è äðó-
ãèìè òèïàìè ýêçîáåëêîâ, à òàêæå ìåæäó ñîñòà-
âîì ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ãðàìîòðèöàòåëü-
íûõ è ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé.

Ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì ÿâëÿåòñÿ
òàêæå ïîèñê øòàììîâ áàöèëë, êîòîðûå îáåñïå-
÷èâàþò áîëåå âûñîêóþ ïðîäóêöèþ ýêçîáåëêà,
ãåí êîòîðîãî âñòðîåí â âåêòîð ñåêðåöèè. Â ÷à-
ñòíîñòè, Í. Öóêàãîøè ñ ñîàâòîðàìè (1985 ã.),
âñòðîèâ ãåí �-àìèëàçû Â. stearothermophilus

â ñîñòàâ pUB110, ïîêàçàëè, ÷òî â Â. brevis ïðî-
äóêöèÿ è ñåêðåöèÿ â ñðåäó �-àìèëàçû â 100 ðàç
âûøå, ÷åì â Â. stearothermophilus, è â 5 ðàç
âûøå, ÷åì â Â. subtilis. Äàííûé ïîäõîä àíàëî-
ãè÷åí ñêðèíèíãîâîìó ìåòîäó, ðåàëèçóåìîìó íà
ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèÿõ äëÿ äîñòèæåíèÿ
íàèáîëüøåé ïðîäóêöèè öåëåâîãî áåëêà
(ñì. 9.2).
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Ðèñ. 10.14. Êîíñòðóèðîâàíèå âåêòîðíûõ ïëàçìèä ýêñïðåññèè–ñåêðåöèè.

p — ïðîìîòîð, S — êîäèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà
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Ìàêñèìàëüíûé âûõîä ñåêðåòèðóåìûõ ÷óæå-
ðîäíûõ áåëêîâ â ðàññìîòðåííîé âûøå âåêòîð-
íîé ñèñòåìå äîñòèãàåòñÿ â ñåðåäèíå ýêñïîíåí-
öèàëüíîé ôàçû ðîñòà êóëüòóðû. Ýòî îáóñëîâëå-
íî òåì, ÷òî íà ïîçäíåì ýòàïå ýêñïîíåíöèàëüíî-
ãî ðîñòà â êëåòêàõ Â. subtilis èíäóöèðóåòñÿ àê-
òèâíûé ñèíòåç âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàç. Íà ðàí-
íèõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîòåàç â ñðåäå ñó-
ùåñòâåííî ìåíüøå, íî òåì íå ìåíåå îíè çàìåò-
íî ñíèæàþò âûõîä ÷óæåðîäíîãî áåëêà. Ïîýòîìó
ïðè ñîçäàíèè øòàììîâ áàöèëë, ïðîäóöèðóþ-
ùèõ ÷óæåðîäíûé áåëîê âî âíåêëåòî÷íîé ôîð-
ìå, áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿþò ïîëó÷åíèþ
è èñïîëüçîâàíèþ ìóòàíòíûõ øòàììîâ ñ ïîíè-
æåííîé ïðîòåàçíîé àêòèâíîñòüþ. Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî ñíèæåíèÿ àêòèâíîñòè êëåòî÷íûõ
ïðîòåàç ìîæíî äîáèòüñÿ òàêæå ïðàâèëüíûì âû-
áîðîì ñîñòàâà ïèòàòåëüíîé ñðåäû è óñëîâèé
êóëüòèâèðîâàíèÿ ãèáðèäíîãî øòàììà.

Ñðåäè âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàç êëåòêè áàöèëë
â íàèáîëüøåì êîëè÷åñòâå ïðîäóöèðóþò íåé-
òðàëüíóþ ìåòàëëîïðîòåàçó è ùåëî÷íóþ ñåðè-
íîâóþ ïðîòåàçó. Äåëåöèÿ îáîèõ õðîìîñîìíûõ
ãåíîâ, êîäèðóþùèõ äàííûå ïðîòåàçû, íå íàðó-
øàåò ïðîöåññ ñïîðîîáðàçîâàíèÿ. Ïîëàãàþò, ÷òî
ýòè ôåðìåíòû âûïîëíÿþò ðîëü âíåêëåòî÷íûõ

«ìóñîðùèêîâ». Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå,
÷òî êëåòêè áàöèëë ñïîñîáíû îäíîâðåìåííî
ïðîèçâîäèòü â áîëüøîì êîëè÷åñòâå è ñåêðåòè-
ðîâàòü âî âíåøíþþ ñðåäó íå òîëüêî ïðîòåàçû,
íî è äðóãèå áåëêè, íàïðèìåð �-àìèëàçó. ×óæå-
ðîäíûå áåëêè, ñåêðåòèðóåìûå êëåòêàìè áàöèëë
â ýòèõ æå óñëîâèÿõ, êàê ïðàâèëî, ïîäâåðãàþòñÿ
èíòåíñèâíîé ïðîòåàçíîé àòàêå.

Ñ. Ðýéä ñ ñîàâòîðàìè (1986 ã.) ïðåäïîëîæè-
ëè, ÷òî åñëè â Â. subtilis ââåñòè â ñîñòàâå ìíîãî-
êîïèéíîé ïëàçìèäû ãåí ÷óæåðîäíîé áàêòåðè-
àëüíîé ïðîòåàçû, òî ïîñëå ñåêðåöèè îíà áóäåò
äåãðàäèðîâàòü íîðìàëüíî ýêñïîðòèðóåìûå äàí-
íîé êëåòêîé áåëêè, âêëþ÷àÿ è ýíäîãåííûå ïðî-
òåàçû. Åñëè â òàêóþ êëåòêó ââåñòè ãåí äðóãîãî
ñåêðåòèðóåìîãî áåëêà, âûäåëåííûé èç òîé æå
áàêòåðèè, êîòîðàÿ ÿâèëàñü äîíîðîì ïðîòåàçíî-
ãî ãåíà, òî âåðîÿòíà ñèòóàöèÿ, êîãäà öåëåâîé áå-
ëîê áóäåò èíòåíñèâíî ñåêðåòèðîâàòüñÿ è ïðè
ýòîì ñîõðàíèò óñòîé÷èâîñòü ê «ñâîåé» ïðîòåà-
çå. Ýòî ìîæåò ïðèâåñòè ê òîìó, ÷òî ñîçäàâàåìûé
øòàìì Â. subtilis áóäåò ñèíòåçèðîâàòü â âèäå
âíåêëåòî÷íûõ áåëêîâ â îñíîâíîì ëèøü ÷óæå-
ðîäíóþ ïðîòåàçó è öåëåâîé áåëîê, ÷òî ñóùåñò-
âåííî óïðîñòèò ïðîöåäóðó åãî î÷èñòêè. Êëîíè-
ðîâàíèå ãåíîâ á-àìèëàçû è íåéòðàëüíîé ïðî-
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Ðèñ. 10.16. Ïðîöåññèíã õèìåðíûõ áåëêîâ ïðè ïðîäóêöèè âíåêëåòî÷íîé �-ëàêòàìàçû
ïëàçìèäîñîäåðæàùèìè êëåòêàìè Â. subtilis:

à — âñòðîéêà ñòðóêòóðíîãî ãåíà çðåëîé ôîðìû �-ëàêòàìàçû â âåêòîð ðKÒÍ51, á — ðKÒÍ53, â — ðKÒÍ84 (ñì.
ðèñ. 10.15); 1 — àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà �-àìèëàçû, 2 — ñòðóêòóðíîé ÷àñòè
�-àìèëàçû, 3 — �-ëàêòàìàçû; 4 — àìèíîêèñëîòû, êîäèðóåìûå ëèíêåðîì. Ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ìåñòà îòùåïëåíèÿ
ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà, öèôðàìè — íîìåðà àìèíîêèñëîò («+» â çðåëîé ôîðìå, «–» â ñèãíàëüíîì ïåïòèäå). Ñîäåðæàíèå

êîíêðåòíûõ ïðîäóêòîâ ïðîöåññèíãà óêàçàíî â ïðîöåíòàõ



òåàçû ïðîìûøëåííîãî èçîëÿòà Bacillus Bcl â ñî-
ñòàâå ðàçíûõ ñîâìåñòèìûõ âåêòîðíûõ ïëàçìèä
è ïîñëåäóþùåå ñîâìåùåíèå ãèáðèäíûõ ïëàç-
ìèä â îäíîé êëåòêå Â. subtilis ïîäòâåðäèëè ñäå-
ëàííîå ïðåäïîëîæåíèå. Ïî-âèäèìîìó, äàííûé
ïîäõîä ìîæíî ðåàëèçîâàòü â Bacillus è äëÿ ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ ãåíîâ, åñëè ïðàâèëüíî ïîäîáðàòü
ïàðó öåëåâîé áåëîê – ïðîòåàçà è âñòðîèòü èõ
ãåíû â ïîäõîäÿùèå âåêòîðû ýêñïðåññèè–ñåêðå-
öèè.

Çíà÷èòåëüíûé ïðàêòè÷åñêèé è òåîðåòè÷å-
ñêèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ïåíèöèëëèíàçà
(�-ëàêòàìàçà) Â. licheniformis — îñíîâíîé ñåê-
ðåòèðóåìûé áåëîê äàííûõ áàêòåðèé, êîäèðóå-
ìûé õðîìîñîìíûì ãåíîì penP. Êëîíèðîâàíèå
ýòîãî ãåíà â ñîñòàâå ðàçëè÷íûõ ìîëåêóëÿðíûõ
âåêòîðîâ ïîçâîëèëî îïðåäåëèòü åãî íóêëåîòèä-
íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è âûÿâèòü ðàéîíû, ðå-
ãóëèðóþùèå åãî òðàíñêðèïöèþ è òðàíñëÿöèþ.
Ïðè ïîìîùè ÷åëíî÷íûõ âåêòîðíûõ ïëàçìèä
ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ýêñïðåññèÿ êëîíèðîâàí-
íîãî ãåíà penP Â. licheniformis â êëåòêàõ Å. coli,
Â. subtilis, Â. stearothermophilus è B. lichenifor-

mis. Âî âñåõ èçó÷åííûõ âèäàõ áàêòåðèé íàáëþ-
äàëàñü ñåêðåöèÿ ïåíèöèëëèíàçû.

Ïîëó÷åííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå
óêàçàëè íà âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ðåãóëÿ-
òîðíûõ ýëåìåíòîâ ãåíà penP ïðè êîíñòðóèðîâà-
íèè ãèáðèäíûõ ãåíîâ, íàïðàâëÿþùèõ â êëåòêàõ
Bacillus ñèíòåç è ñåêðåöèþ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ.
Òàêèå ãèáðèäíûå ãåíû ñîçäàíû in vitro; â ñîñòà-
âå âåêòîðíûõ ïëàçìèä îíè äåòåðìèíèðîâàëè
â Â. subtilis ñèíòåç è ñåêðåöèþ ðàçëè÷íûõ áåë-
êîâ, â òîì ÷èñëå ïðîèíñóëèíà ÷åëîâåêà.

Â. amyloliquefaciens, èñïîëüçóåìûé â ïðî-
ìûøëåííîñòè, ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì ïðîäó-
öåíòîì íå òîëüêî �-àìèëàçû, íî îäíîâðåìåííî
è âíåêëåòî÷íûõ ùåëî÷íîé è íåéòðàëüíîé ïðî-
òåàç. Ïðè ýòîì ïðîäóêöèÿ íåéòðàëüíîé ïðîòåà-
çû ìîæåò äîñòèãàòü 3–5 ã/ë. Òàêîé âûñîêèé óðî-
âåíü ñèíòåçà âíåêëåòî÷íîãî ôåðìåíòà îáóñëî-
âèë ïîâûøåííûé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé ê êî-
äèðóþùåìó åãî ãåíó êàê ê èñõîäíîé ãåíåòè÷å-
ñêîé ñòðóêòóðå, íà áàçå êîòîðîé ìîæíî ñîçäàòü
âûñîêîýôôåêòèâíûå âåêòîðû ýêñïðåññèè–ñåê-
ðåöèè.

Ýòó èäåþ ñ óñïåõîì ðåàëèçîâàëè Ì. Õîí¸
ñ ñîàâòîðàìè (1984–1986 ãã.). Ïðåæäå âñåãî
â ñîñòàâå ïëàçìèäû pUB110 áûë êëîíèðîâàí
ôðàãìåíò õðîìîñîìíîé ÄÍÊ Â. amylolique-

faciens, ñîäåðæàùèé ãåí íåéòðàëüíîé ïðîòåàçû
npr. Ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà pNP150 íàïðàâëÿëà
î÷åíü âûñîêóþ ïðîäóêöèþ âíåêëåòî÷íîé íåé-
òðàëüíîé ïðîòåàçû â êëåòêàõ Â. subtilis. Ñåêâå-
íèðîâàíèå ãåíà ïðr ïîêàçàëî, ÷òî äàííûé áåëîê

ñèíòåçèðóåòñÿ ïåðâîíà÷àëüíî â âèäå ïðåäøåñò-
âåííèêà, ó êîòîðîãî íà N-êîíöå íàõîäèòñÿ äî-
ïîëíèòåëüíî 221 ÀÊ (çðåëàÿ ôîðìà ñîñòîèò èç
300 ÀÊ). Íàëè÷èå òàêîé ïðîòÿæåííîé N-êîíöå-
âîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà-ïðåäøåñòâåííè-
êà óêàçûâàåò íà òî, ÷òî îí ÿâëÿåòñÿ ïðå-ïðîáåë-
êîì, ò. å. èìååò êîíöåâîé ñèãíàëüíûé ïåïòèä,
íåîáõîäèìûé äëÿ âûâåäåíèÿ èç öèòîïëàçìû
ïðîáåëêà, êîòîðûé çàòåì ïðîöåññèðóåòñÿ äî
çðåëîé ôîðìû áåëêà. Ìåõàíèçì òàêîãî ïðîöåñ-
ñèíãà ïîêà íå ÿñåí, íî, ïî-âèäèìîìó, îí îáùèé
äëÿ âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàç, òàê êàê è ó ùåëî÷-
íîé ïðîòåàçû Â. amyloliquefaciens ìåæäó ñèã-
íàëüíûì ïåïòèäîì è çðåëîé ôîðìîé ôåðìåíòà
îáíàðóæåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 75 ÀÊ. Ïî-
ïûòêè âûäåëèòü ïðîáåëîê íå óâåí÷àëèñü óñïå-
õîì. Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî îí áûñòðî è ýôôåê-
òèâíî ïðîöåññèðóåòñÿ â çðåëóþ ôîðìó âíåêëå-
òî÷íûõ ïðîòåàç. Âîçìîæíî, ïðîòåàçà â âèäå
ïðîáåëêà íåàêòèâíà, è ñèíòåç åå â òàêîé ôîðìå
ÿâëÿåòñÿ çàùèòíûì ìåõàíèçìîì êëåòêè îò
ïðåæäåâðåìåííîé àòàêè ýòèì ôåðìåíòîì.

×ðåçâû÷àéíûé èíòåðåñ âûçûâàë âîïðîñ
î òîì, ìîæåò ëè ïðå-ïðîïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðîòåàçû (ïðå-ïðîïåïòèä) îñóùåñòâëÿòü ñåêðå-
öèþ è ïðàâèëüíîå îòùåïëåíèå ÷óæåðîäíûõ
áåëêîâ, ñîñòûêîâàííûõ ñ íåé â ñîñòàâå õèìåð-
íîãî áåëêà. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ýòîé âîçìîæíîñòè
áûëà ñîçäàíà âåêòîðíàÿ ïëàçìèäà pES150,
èìåþùàÿ ñàéò ðåñòðèêöèè SphI, êîòîðûé òî÷íî
îòñåêàåò 5�-êîíöåâóþ ÷àñòü ãåíà ïðr, ñîäåðæà-
ùóþ ïðîìîòîð, ñèãíàëû èíèöèàöèè òðàíñëÿ-
öèè è ãåí-ýêâèâàëåíò N-êîíöåâîãî ïðå-ïðîïåï-
òèäà. Â ïðàâèëüíîé ðàìêå òðàíñëÿöèè ñ âåêòîð-
íîé ÷àñòüþ ãåíà ïðr â ïëàçìèäå pES150 ñîñòû-
êîâàëè êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çðå-
ëûõ ôîðì �-àìèëàçû Â. subtilis èëè ôèáðîáëà-
ñòíîãî èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà. Ñîçäàííûå ãèá-
ðèäíûå ïëàçìèäû ââåëè â êëåòêè Â. subtilis

è îáíàðóæèëè ýôôåêòèâíóþ ïðîäóêöèþ âíå-
êëåòî÷íûõ �-àìèëàçû è èíòåðôåðîíà, ïðîÿâ-
ëÿþùèõ õàðàêòåðíóþ àêòèâíîñòü. Ïðè ýòîì
�-èíòåðôåðîí ÷åëîâåêà ïðîäóöèðîâàëñÿ íà
óðîâíå 109 å. à./ë. Âñòðîéêà â pES150 ñòðóêòóð-
íîé ÷àñòè ãåíà çðåëîé ôîðìû ãîðìîíà ðîñòà ÷å-
ëîâåêà òàêæå ïðèâîäèëà ê ñåêðåöèè èç Â. sub-

tilis áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî ãîðìîíà ðîñòà. Òà-
êèì îáðàçîì, ïðå-ïðîïåïòèä íåéòðàëüíîé ïðî-
òåàçû ñïîñîáåí ýôôåêòèâíî âûïîëíÿòü ôóíê-
öèþ ïåðåíîñà ÷óæåðîäíûõ àìèíîêèñëîòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èç êëåòîê áàöèëë â îêðó-
æàþùóþ ñðåäó.

Ïðîâåäåííûå â äðóãèõ ëàáîðàòîðèÿõ èññëå-
äîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî âåêòîðû ýêñïðåññèè–ñåê-
ðåöèè áàöèëë ìîæíî ñîçäàâàòü íà îñíîâå ãåíîâ
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âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàç ïî êëàññè÷åñêîé ñõåìå,
ò. å. ïëàíèðóÿ âñòðîéêó ÷óæåðîäíûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé ñðàçó ïîñëå ãåí-ýêâèâàëåíòà ñèã-
íàëüíîãî ïåïòèäà (ïðå-ïåïòèäà). Ïðè ýòîì
Ê. Åøèìóðà ñ ñîàâòîðàìè (1986 ã.) îáíàðóæèëè,
÷òî ïåíèöèëëèíàçà Â. licheniformis ïðè ñòûêîâ-
êå ñ ñèãíàëüíûì ïåïòèäîì íåéòðàëüíîé ïðîòåà-
çû ïðîäóöèðóåòñÿ êëåòêàìè Â. subtilis âî âíå-
êëåòî÷íîé ôîðìå äî óðîâíÿ 140 ìã/ë, â òî âðåìÿ
êàê ïðå-ïðîïåïòèä äàííîé ïðîòåàçû îáåñïå÷è-
âàë ñèíòåç ëèøü 1 ìã/ë âíåêëåòî÷íîé ïåíèöèë-
ëèíàçû. Ïî-âèäèìîìó, ñ ïðàêòè÷åñêîé òî÷êè
çðåíèÿ ïåðñïåêòèâíåå èñïîëüçîâàòü «óïðîùåí-
íûå» âåêòîðû ñåêðåöèè íà îñíîâå ãåíîâ âíåêëå-
òî÷íûõ ïðîòåàç. Í. Âàñàíòà è Ë. Òîìïñîí
(1986 ã.) ïîêàçàëè, ÷òî òàêèå âåêòîðû ìîæíî
ñîçäàâàòü íà îñíîâå ãåíîâ êàê íåéòðàëüíîé, òàê
è ùåëî÷íîé ïðîòåàç.

Äëÿ ñèíòåçà ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ áîëüøîå
çíà÷åíèå èìåþò âåêòîðû ýêñïðåññèè, îáåñïå÷è-
âàþùèå ðåãóëèðóåìîå âêëþ÷åíèå òðàíñêðèï-
öèè êëîíèðîâàííîãî â èõ ñîñòàâå ãåíà. Ïðè ñî-
çäàíèè âåêòîðîâ Bacillus ñ èíäóöèðóåìîé ñåê-
ðåöèåé ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ âíèìàíèå èññëåäî-
âàòåëåé ïðèâëåê ãåí ëåâàíñàõàðàçû. Ëåâàíñàõà-
ðàçà, êîäèðóåìàÿ ãåíîì sacB Â. subtilis, ñèíòåçè-
ðóåòñÿ ïîñëå èíäóêöèè ñàõàðîçîé è ñåêðåòèðó-
åòñÿ èç áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê â áîëüøèõ êîëè-
÷åñòâàõ. Â îòñóòñòâèå ñàõàðîçû ïðîäóêöèÿ ëå-
âàíñàõàðàçû íå îáíàðóæèâàåòñÿ. Ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ñàõàðîçû â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äàííûé
ôåðìåíò êàòàëèçèðóåò äâå îñíîâíûå ðåàêöèè:
ãèäðîëèç ñàõàðîçû íà ãëþêîçó è ôðóêòîçó è ïî-
ëèìåðèçàöèþ ôðóêòîçèëüíûõ îñòàòêîâ â ãîìî-
ïîëèñàõàðèä ëåâàí. Ôðàíöóçñêèå ó÷åíûå
â 1985 ã. êëîíèðîâàëè è ñåêâåíèðîâàëè ãåí ëå-
âàíñàõàðàçû, à â 1988 ã. îïèñàëè âåêòîðíóþ
ïëàçìèäó ðÀÅ205, îáåñïå÷èâàþùóþ èíäóöè-
ðóåìûé ñàõàðîçîé ñèíòåç è ñåêðåöèþ ÷óæåðîä-
íûõ áåëêîâ èç êëåòîê Â. subtilis. Ïðè÷åì áûë
ñêîíñòðóèðîâàí íàáîð èç òðåõ âàðèàíòîâ ïëàç-
ìèäû ñî ñäâèãîì ðàìêè òðàíñëÿöèè, îáåñïå÷è-
âàþùèõ âñòðîéêó ëþáîé íåïðåðûâíîé êîäè-
ðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñðàçó ïîñëå ãåí-
ýêâèâàëåíòà ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà ëåâàíñàõàðà-
çû è ïðàâèëüíóþ ýêñïðåññèþ ýòîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè â îäíîé èç ñîâïàâøèõ ðàìîê òðàíñ-
ëÿöèè. Íà ïðèìåðå ãåíà �-ëàêòàìàçû Å. coli áû-
ëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ýôôåêòèâíîñòü ðàçðà-
áîòàííîé âåêòîðíîé ñèñòåìû èíäóöèáåëüíîé
ñåêðåöèè áåëêîâ èç êëåòîê ãðàìïîëîæèòåëüíîé
áàêòåðèè Â. subtilis.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ðàçíîîáðàçèÿ è ýôôåêòèâíî-
ñòè ñèãíàëüíûõ ïåïòèäîâ Õ. Ñìèò ñ ñîàâòîðàìè
(1987 ã.) ñîçäàëè äâà ïëàçìèäíûõ âåêòîðà, ïðåä-

íàçíà÷åííûõ äëÿ ñåëåêöèè ãåí-ýêâèâàëåíòîâ
ñèãíàëüíûõ ïåïòèäîâ. Ýòè âåêòîðû ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé ÷åëíî÷íûå ïëàçìèäû, ñïîñîáíûå ðåï-
ëèöèðîâàòüñÿ â Å. coli è â Â. subtilis. Êðîìå ãåíà
óñòîé÷èâîñòè ê ýðèòðîìèöèíó ïëàçìèäû ñîäåð-
æàò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ çðåëóþ
ôîðìó òåñòîâîãî ôåðìåíòà — �-àìèëàçû Â. li-

cheniformis (pGPA11) ëèáî �-ëàêòàìàçû Å. coli

(pGPB11). Ïåðåä òåñò-ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íà-
õîäèòñÿ ïîëèëèíêåð, èìåþùèé ñàéòû óçíàâà-
íèÿ äëÿ íåñêîëüêèõ ðåñòðèêòàç, ÷òî îáåñïå÷èâà-
åò âîçìîæíîñòü âñòðîéêè â äàííîå ìåñòî ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ, ãåíåðèðîâàííûõ ðàçíûìè ðåñò-
ðèêòàçàìè. Ñóòü ïðîöåäóðû îòáîðà ñîñòîèò
â ñëåäóþùåì. �-Ëàêòàìàçà ñïîñîáíà ïðèäàâàòü
áàêòåðèÿì óñòîé÷èâîñòü ê àìïèöèëëèíó òîëüêî
â òîì ñëó÷àå, êîãäà îíà ñåêðåòèðóåòñÿ èç öèòî-
ïëàçìû. Ïîñëå ñòàòèñòè÷åñêîé âñòðîéêè ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ â ñîñòàâ pGPB11 îñóùåñòâëÿþò
òðàíñôîðìàöèþ Å. coli è íà àãàðèçîâàííîé ñðå-
äå ñ îïðåäåëåííîé êîíöåíòðàöèåé àìïèöèëëèíà
îòáèðàþò óñòîé÷èâûå ê äàííîìó àíòèáèîòèêó
êëîíû. Ïîêàçàíî, ÷òî âñå ñåëåêòèðîâàííûå
â Å. coli ãèáðèäíûå ïëàçìèäû îáóñëîâëèâàþò
ñåêðåöèþ �-ëàêòàìàçû è â êëåòêàõ Â. subtilis.
Äëÿ ïëàçìèäû pGPA11, ñîäåðæàùåé ñòðóêòóð-
íûé ãåí �-àìèëàçû, ñåëåêöèþ òðàíñôîðìàíòîâ
ïðîâîäÿò íà àãàðèçîâàííîé ñðåäå ñ êðàõìàëîì.
Ïî çîíàì ãèäðîëèçà êðàõìàëà âîêðóã êîëîíèé
òàêæå âûÿâëÿþò ãèáðèäíûå âàðèàíòû, îáåñïå-
÷èâàþùèå ñåêðåöèþ òåñòîâîãî ôåðìåíòà.

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ôðàãìåíòû ÄÍÊ,
âñòðîåííûå â ñåëåêòèðóåìûå ãèáðèäíûå âàðè-
àíòû, äîëæíû ñîäåðæàòü â ïðàâèëüíîé îðèåíòà-
öèè ïðîìîòîð, ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì è
ãåí-ýêâèâàëåíò ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà, ïðè ýòîì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü òåñòîâîãî ãåíà äîëæíà ñîâ-
ïàäàòü ïî ðàìêå òðàíñëÿöèè ñ ñèãíàëüíûì ïåï-
òèäîì. ×òîáû óâåëè÷èòü âåðîÿòíîñòü âûïîëíå-
íèÿ ýòèõ óñëîâèé, íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü
ãèäðîëèçàòû ÄÍÊ ðàçëè÷íûìè ðåñòðèêòàçàìè.
Òàê, õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ Â. subtilis ðàñùåïëÿëè
ðåñòðèêòàçàìè Sau3ÀI, AluI, HaeIII èëè RsaI è
âñòðàèâàëè ôðàãìåíòû â ñêîíñòðóèðîâàííûå
âåêòîðíûå ïëàçìèäû. Ïîñëå àíàëèçà íåñêîëü-
êèõ òûñÿ÷ òðàíñôîðìàíòîâ îêàçàëîñü, ÷òî ñðå-
äè ãèáðèäíûõ êëîíîâ ñ òåñòîâûì ãåíîì �-àìè-
ëàçû ñåêðåòèðóåìûå âàðèàíòû ñîñòàâëÿëè
0,1–0,5 %, à ñðåäè êëîíîâ ñ ôåíîòèïîì Àðr —
0,02–0,1 %. Áîëåå òîãî, ðàçíûå âñòàâêè îáóñëîâ-
ëèâàëè ðàçëè÷íûé óðîâåíü óñòîé÷èâîñòè ê àì-
ïèöèëëèíó è ïðîäóêòèâíîñòè ïî âíåêëåòî÷íîé
�-àìèëàçå. Ïîëó÷åííàÿ êîëëåêöèÿ ãèáðèäíûõ
ïëàçìèä äàåò áîãàòóþ âîçìîæíîñòü ñòðóêòóð-

10.2. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÂÅÊÒÎÐÛ BACILLUS 263



íî-ôóíêöèîíàëüíîãî èññëåäîâàíèÿ êëîíèðî-
âàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

Øèðîêèé ñïåêòð ñîçäàííûõ âåêòîðîâ ýêñ-
ïðåññèè–ñåêðåöèè áàöèëë ïîçâîëÿåò óñïåøíî
êîíñòðóèðîâàòü áàêòåðèàëüíûå øòàììû, ïðî-
äóöèðóþùèå âî âíåêëåòî÷íîé ôîðìå ýóêàðèî-
òè÷åñêèå áåëêè. Îäíàêî äàííàÿ âåêòîðíàÿ ñèñ-
òåìà, ïî-âèäèìîìó, èìååò îïðåäåëåííûå îãðà-
íè÷åíèÿ äëÿ êðóïíûõ áåëêîâ, êîòîðûå õîòÿ
è ñïîñîáíû ïðîõîäèòü ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ
ìåìáðàíó, íî íå ìîãóò âûéòè èç êëåòêè â îêðó-
æàþùóþ ñðåäó, ò. å. «çàñòðåâàþò» â êëåòî÷íîé
ñòåíêå. Â ÷àñòíîñòè, ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí
÷åëîâåêà (çðåëàÿ ôîðìà ñîñòîèò èç 585 ÀÊ, ÷òî
ñîîòâåòñòâóåò ìîëåêóëÿðíîé ìàññå 68 êÄà), ñî-
ñòûêîâàííûé â âåêòîðàõ ñåêðåöèè ñ ñèãíàëü-
íûì ïåïòèäîì �-àìèëàçû èëè íåéòðàëüíîé
ïðîòåàçû Â. amyloliquefaciens, ïðîöåññèðóåòñÿ
ïðè ñåêðåöèè ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó,
íî ëèøü ñëåäîâûå êîëè÷åñòâà åãî çðåëîé ôîðìû
âûõîäÿò â îêðóæàþùóþ ñðåäó. Ýôôåêòèâíûé
ýêñïîðò äàííîãî áåëêà íàáëþäàåòñÿ òîëüêî
â ñèñòåìå ïðîòîïëàñòîâ Â. subtilis. Ïî-âèäèìî-
ìó, òàêèå êðóïíûå ýóêàðèîòè÷åñêèå áåëêè ìî-
ãóò ýôôåêòèâíî ñåêðåòèðîâàòüñÿ ëèøü â ãîìî-
ëîãè÷íîé âåêòîðíîé ñèñòåìå.

Ñëåäóåò îñîáî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ñîçäàâàå-
ìûå øòàììû áàöèëë, ýôôåêòèâíî ñåêðåòèðóþ-
ùèå âî âíåøíþþ ñðåäó öåëåâûå ÷óæåðîäíûå
áåëêè, ÷ðåçâû÷àéíî ïåðñïåêòèâíû äëÿ ìèêðî-
áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ íà îñíîâå èììîáèëè-
çîâàííûõ êëåòîê. Òàê, óæå ïåðâàÿ ðàáîòà â äàí-
íîì íàïðàâëåíèè ïîêàçàëà, ÷òî èììîáèëèçî-
âàííûå â àãàðîçíûõ ãðàíóëàõ êëåòêè Â. subtilis,
ñîäåðæàùèå ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó ðÐÑÂ6, â êî-
òîðîé ðåãóëÿòîðíàÿ îáëàñòü ãåíà ïåíèöèëëèíà-
çû Â. licheniformis ñîñòûêîâàíà ñ ãåíîì ïðå-
ïðîèíñóëèíà, ñïîñîáíû ïðîäóöèðîâàòü è ñåêðå-
òèðîâàòü â ñðåäó êðûñèíûé ïðîèíñóëèí, ïî
êðàéíåé ìåðå, â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ñóòîê.

Äàëüíåéøåå ðàçâèòèå èññëåäîâàíèé ïî êîí-
ñòðóèðîâàíèþ øòàììîâ Bacillus, ñåêðåòèðóþ-
ùèõ ÷óæåðîäíûå áåëêè â ñðåäó, ïîçâîëèò ãëóá-
æå ïîíÿòü çàêîíîìåðíîñòè òðàíñïîðòà áåëêîâ
÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó, à ñëåäîâà-
òåëüíî, ñîçäàòü âûñîêîýôôåêòèâíûå òåõíîëîãè-
÷åñêèå ïðîöåññû ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî ñèíòåçà
áåëêîâ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ.

10.2.5. Ïëàçìèäíûå èíòåãðàòèâíûå
âåêòîðû

Ãåíû, êëîíèðîâàííûå â ñîñòàâå ïëàçìèä,
êàê ïðàâèëî, ïðèñóòñòâóþò â êëåòêå-ðåöèïèåí-
òå â íåñêîëüêèõ êîïèÿõ. Óâåëè÷åííàÿ äîçà ãåíà
îáóñëîâëèâàåò ïîâûøåííóþ ïðîäóêöèþ êîäè-

ðóåìîãî èì áåëêà. Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ñóïåð-
ïðîäóêöèÿ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ â ïëàçìèäîñî-
äåðæàùèõ êëåòêàõ âûçûâàåò òîêñè÷åñêèé ýô-
ôåêò, ñëåäñòâèåì ÷åãî ÿâëÿåòñÿ íåñòàáèëüíîñòü
ãèáðèäíûõ ïëàçìèä, ò. å. ñåëåêòèâíîå ïðåèìó-
ùåñòâî èìåþò êëåòêè, óòðàòèâøèå ïëàçìèäó
èëè ñîäåðæàùèå åå ìóòàíòíûå ôîðìû. Êðîìå
òîãî, ïðè ïðîìûøëåííîì êóëüòèâèðîâàíèè áàê-
òåðèé, êîòîðîå ìîæåò ïðîòåêàòü â òå÷åíèå äëè-
òåëüíîãî âðåìåíè è ñîïðîâîæäàòüñÿ áîëüøèì
÷èñëîì êëåòî÷íûõ äåëåíèé â îòñóòñòâèå ñåëåê-
òèâíîãî äàâëåíèÿ ïî ìàðêåðàì ïëàçìèä, ÷àñòî
âîçíèêàþò ïðîáëåìû ñ ïîääåðæàíèåì ãèáðèä-
íûõ âíåõðîìîñîìíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, õîòÿ ÿâíîå
îòðèöàòåëüíîå âîçäåéñòâèå íà áàêòåðèþ ýòèõ
ãèáðèäíûõ ÄÍÊ â ëàáîðàòîðíîì ýêñïåðèìåíòå
íå âûÿâëÿåòñÿ. Äëÿ ïðåîäîëåíèÿ âîçíèêàþùèõ
çàòðóäíåíèé ïðåäëîæåí àëüòåðíàòèâíûé ïîä-
õîä, êîòîðûé ñîñòîèò â èíòåãðàöèè öåëåâûõ ãå-
íîâ â õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ ðåöèïèåíòíîé êëåòêè.

Âñòðîéêó ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ãåíîì êëåòêè
îñóùåñòâëÿþò ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëèçèðîâàí-
íûõ ïëàçìèä, íàçûâàåìûõ âåêòîðàìè èíòåãðà-
öèè. Êëàññè÷åñêèì âåêòîðîì äàííîãî òèïà ÿâ-
ëÿåòñÿ ïëàçìèäà, íå ñïîñîáíàÿ ðåïëèöèðîâàòü-
ñÿ â èññëåäóåìûõ êëåòêàõ, íî èìåþùàÿ â ñâîåì
ñîñòàâå ñåãìåíò ÄÍÊ, ãîìîëîãè÷íûé îïðåäå-
ëåííîìó ðàéîíó áàêòåðèàëüíîé õðîìîñîìû.
Ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî
ïëàçìèäû èíòåãðàöèè ñïîñîáíû ñ âûñîêîé ýô-
ôåêòèâíîñòüþ ðåêîìáèíàöèîííî âñòðàèâàòüñÿ
â ãåíîì Â. subtilis. Ïðè ýòîì èíòåãðàöèÿ ÿâëÿåò-
ñÿ reñÅ-çàâèñèìîé è â áîëüøèíñòâå èçó÷åííûõ
ñëó÷àåâ ïðîèñõîäèò ïî ìîäåëè Êýìïáåëëà, ò. å.
êîëüöåâàÿ ìîëåêóëà ÄÍÊ ðåêîìáèíèðóåò ñ ãî-
ìîëîãè÷íûì ó÷àñòêîì áàêòåðèàëüíîé õðîìîñî-
ìû â îäíîé òî÷êå (ó÷àñòêå) è öåëèêîì âñòðàèâà-
åòñÿ â ãåíîì êëåòêè.

Âåêòîðû ðàññìàòðèâàåìîãî òèïà îáû÷íî ñî-
äåðæàò ðåïëèêîí, ôóíêöèîíèðóþùèé â êëåòêàõ
Å. coli, à òàêæå äåòåðìèíàíòû óñòîé÷èâîñòè
ê àíòèáèîòèêàì, õîòÿ áû îäíà èç êîòîðûõ ýêñ-
ïðåññèðóåòñÿ â Â. subtilis. Èíòåãðàòèâíûå
òðàíñôîðìàíòû Â. subtilis âûÿâëÿþò ïî ôóíêöè-
ÿì ýòèõ ïëàçìèäíûõ äåòåðìèíàíò. Èñïîëüçóÿ
èíòåãðàòèâíûå âåêòîðû, ìîæíî ëþáûå ÷óæå-
ðîäíûå ãåíû êîâàëåíòíî âñòðàèâàòü â ãåíîì
áàêòåðèàëüíîé êëåòêè.

Äîêàçàíî, ÷òî â ïðîöåññå èíòåãðàöèè ïëàç-
ìèä â ãåíîì Â. subtilis ìîæåò ïðîèñõîäèòü òàí-
äåìíàÿ äóïëèêàöèÿ âñòðàèâàåìûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé. Àíàëîãè÷íîå ÿâëåíèå îáíàðóæåíî
è ïðè èíòåãðàöèè ýêçîãåííîé ÄÍÊ â ãåíîì êëå-
òîê äðîææåé è âûñøèõ ýóêàðèîò (ñì. 12.4.1,
13.3.1). Ýòè ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò áîëü-

264 Ãëàâà 10. ÃÅÍÍÎ-ÈÍÆÅÍÅÐÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ ÃÐÀÌÏÎËÎÆÈÒÅËÜÍÛÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ ÐÎÄÀ BACILLUS



øîå ñõîäñòâî ðåêîìáèíàöèîííèõ ïðîöåññîâ
â ïðîêàðèîòàõ è ýóêàðèîòàõ, ÷òî óêàçûâàåò íà
äðåâíåå ïðîèñõîæäåíèå äàííûõ ôåðìåíòíûõ
ñèñòåì.

«Ïðèðîäíàÿ» äóïëèêàöèÿ è àìïëèôèêàöèÿ
ãåíîâ èìååò ìåñòî â áàêòåðèÿõ, äðîææàõ, êóëü-
òèâèðóåìûõ êëåòêàõ æèâîòíûõ, âèðóñàõ, à òàê-
æå íà îïðåäåëåííûõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè
íàñåêîìûõ, àìôèáèé è êóðèíûõ ýìáðèîíîâ.
Àìïëèôèêàöèÿ ïðîòÿæåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé ÄÍÊ èãðàåò âàæíóþ ðîëü â îòâåòå îðãàíèç-
ìà íà èçìåíåíèå óñëîâèé îêðóæàþùåé ñðåäû,
â ðåãóëèðîâàíèè ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèðîâêè.
Âìåñòå ñ òåì çíà÷åíèå ÿâëåíèÿ äóïëèêàöèè, àì-
ïëèôèêàöèè ãåíîâ â ýâîëþöèè îðãàíèçìîâ ïîêà
îñîçíàíî íå ïîëíîñòüþ.

Àìïëèôèêàöèÿ ãåíîâ, ïî-âèäèìîìó, øèðî-
êî ðàñïðîñòðàíåíà ñðåäè áàêòåðèé ðàçíûõ òàê-
ñîíîìè÷åñêèõ ãðóïï. Íàïðèìåð, õðîìîñîìû
Å. coli è Â. subtilis ñîäåðæàò ìíîæåñòâåííûå êî-
ïèè ãåíîâ ðèáîñîìíîé ÐÍÊ. Íàèáîëåå ïðîñòî
êîíòðîëèðîâàòü ïðîöåññ àìïëèôèêàöèè óäàåòñÿ
ïðè èñïîëüçîâàíèè ãåíîâ óñòîé÷èâîñòè ê àíòè-
áèîòèêàì. Òàê, ìíîãîêðàòíîå ïîâòîðåíèå õðî-
ìîñîìíûõ äåòåðìèíàíò óñòîé÷èâîñòè ê àíòè-
áèîòèêàì âûÿâëåíî ó ðàçëè÷íûõ øòàììîâ áàê-
òåðèé ðîäà Streptomyces ïðè ñåëåêöèè âàðèàí-
òîâ, ñïîñîáíûõ ðàñòè â ïðèñóòñòâèè ïîâûøåí-
íûõ êîíöåíòðàöèé àíòèáèîòèêîâ. Äëÿ Å. coli

ïîêàçàíî, ÷òî ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà pBR322, íå-
ñóùàÿ ôðàãìåíò õðîìîñîìíîé ÄÍÊ Å. coli, ìî-
æåò èíòåãðèðîâàòüñÿ â ãåíîì áàêòåðèàëüíîé
êëåòêè â âèäå ìíîæåñòâà êîïèé. À â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ òàêèõ áàêòåðèé íà ñðåäå
ñ ïîâûøåííîé êîíöåíòðàöèåé àìïèöèëëèíà
èëè òåòðàöèêëèíà ïðîèñõîäèò àìïëèôèêàöèÿ
âñòðîåííîé ïëàçìèäû â äåñÿòêè ðàç.

Ì. ßíã â 1984 ã. ïîêàçàë, ÷òî ïîñëå èíòåãðà-
öèè â ãåíîì Â. subtilis ãèáðèäíîé ïëàçìèäû, íå-
ñóùåé ãåí õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçû
ïëàçìèäû ðC194 S. àèråus, ìîæíî äîáèòüñÿ çíà-
÷èòåëüíîé àìïëèôèêàöèè èíòåãðèðîâàííîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòîê íà ñðåäàõ ñ ïîñòåïåííî
ïîâûøàþùèìèñÿ êîíöåíòðàöèÿìè õëîðàìôå-
íèêîëà. Ðîñò â ïðèñóòñòâèè õëîðàìôåíèêîëà
øòàììà Proteus mirabilis, ñîäåðæàùåãî R-ïëàç-
ìèäó, îáåñïå÷èâàþùóþ óñòîé÷èâîñòü ê ýòîìó
àíòèáèîòèêó, ïðèâîäèò ê äåñÿòèêðàòíîé àìïëè-
ôèêàöèè r-äåòåðìèíàíòû â ñîñòàâå ïëàçìèäû.
Èìååòñÿ è ìíîãî äðóãèõ ïðèìåðîâ ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé àìïëèôèêàöèè ãåíîâ ïðîêàðèîò.

Â öåëîì ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â áàêòå-
ðèÿõ, êàê è â ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ, ñ íåêî-
òîðîé ÷àñòîòîé ñïîíòàííî ïðîèñõîäèò àìïëè-

ôèêàöèÿ ðàçëè÷íûõ ðàéîíîâ õðîìîñîìíîé
ÄÍÊ. Ïðè ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ, ïîçâîëÿþ-
ùèõ ïîääåðæèâàòü àìïëèôèöèðîâàííîå ñîñòîÿ-
íèå îïðåäåëåííîãî ãåíà, ïðîèñõîäèò îòáîð òà-
êèõ íåîáû÷íûõ âàðèàíòîâ áàêòåðèé.

ßâëåíèå àìïëèôèêàöèè ñåãìåíòîâ ÄÍÊ
áûëî ïîäðîáíî èçó÷åíî ó áàêòåðèé Â. subtilis

è èñïîëüçîâàíî ïðè ñîçäàíèè øòàììîâ-ïðîäó-
öåíòîâ, íåñóùèõ ÷óæåðîäíûå ãåíû â ñîñòàâå
áàêòåðèàëüíîé õðîìîñîìû. Õ. ßìàñàêè ñ ñîàâ-
òîðàìè â 1986 ã. ïîêàçàëè, ÷òî àìïëèôèöèðóå-
ìûå ðàéîíû õðîìîñîìíîé ÄÍÊ áàöèëë ìîãóò
èìåòü áîëüøîé ðàçìåð è íå îãðàíè÷èâàòüñÿ êà-
êèì-ëèáî îïðåäåëåííûì ãåíîì. Òàê, ïðè èçó÷å-
íèè òóíèêàìèöèí-óñòîé÷èâûõ ìóòàíòîâ Â. sub-

tilis âûÿñíèëîñü, ÷òî òàêàÿ óñòîé÷èâîñòü âîç-
ìîæíà ëèøü ïîñëå àìïëèôèêàöèè ãåíà tmrB.
Îäíîâðåìåííî íåêîòîðûå èç èçó÷åííûõ ìóòàí-
òîâ îáåñïå÷èâàëè çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå
ïðîäóêöèè âíåêëåòî÷íîé �-àìèëàçû. Ïîäðîá-
íîå èññëåäîâàíèå ìóòàíòà tmrA7 ïîêàçàëî, ÷òî
ó íåãî ïðîèçîøëà àìïëèôèêàöèÿ ñåãìåíòà ÄÍÊ
ðàçìåðîì 16 òïí, â ñîñòàâ êîòîðîãî âõîäÿò ãåíû
tmrB è àòóÅ. Òàêèì îáðàçîì, â äàííîì ñëó÷àå
íàáëþäàëè ÿâëåíèå, ïîëó÷èâøåå ó ýóêàðèîò íà-
çâàíèå êîàìïëèôèêàöèÿ (ñì. 14.1.3).

Ýòè æå àâòîðû â 1988 ã. ïðåäëîæèëè ýëå-
ãàíòíûé ñïîñîá íàïðàâëåííîé àìïëèôèêàöèè
ïðîòÿæåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé õðîìîñîì-
íîé ÄÍÊ ñ îäíîâðåìåííûì ââåäåíèåì ÷óæå-
ðîäíîé ÄÍÊ. Íà îñíîâå pBR327 îíè ñêîíñòðóè-
ðîâàëè ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó ðKÍ81, íåñóùóþ
äâà êîðîòêèõ ñåãìåíòà ÄÍÊ, îãðàíè÷èâàþùèõ
ðàéîí õðîìîñîìíîé ÄÍÊ Â. subtilis ðàçìåðîì
22 òïí, â ñîñòàâ êîòîðîãî âõîäÿò ãåíû òóíèêà-
ìèöèí-óñòîé÷èâîñòè tmrB, �-àìèëàçû àòóÅ è
øèêèìàòêèíàçû aroI. Ïîñëå ïëàçìèäíîé òðàíñ-
ôîðìàöèè è îòáîðà êëîíîâ Â. subtilis Tmr áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñôîðìàíòû èìåþò àìïëèôè-
êàöèþ èçó÷àåìîãî ðàéîíà 22 òïí è õàðàêòåðèçó-
þòñÿ ïîâûøåííûì óðîâíåì ïðîäóêöèè �-àìè-
ëàçû è øèêèìàòêèíàçû. Àìïëèôèêàöèÿ äîñòè-
ãàëà 10–20 êîïèé. Òàêèì îáðàçîì, äàííàÿ ïëàç-
ìèäà íàïðàâëÿåò àìïëèôèêàöèþ ôðàãìåíòîâ
õðîìîñîìíîé ÄÍÊ Â. subtilis. Ïðè ýòîì ïðîèñ-
õîäèò èíòåãðàöèÿ è êîàìïëèôèêàöèÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè, ñîäåðæàùåéñÿ â ïëàçìèäå ìåæäó
ôðàãìåíòàìè õðîìîñîìíîé ÄÍÊ (ðèñ. 10.17).

Â ðåçóëüòàòå âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ðåêîìáè-
íàöèè òàíäåìíûå ïîâòîðû ìîãóò âûùåïëÿòüñÿ.
Ïîýòîìó àìïëèôèöèðîâàííîå ñîñòîÿíèå ñåã-
ìåíòîâ ÄÍÊ ñòàáèëüíî ïîääåðæèâàåòñÿ ëèøü
â óñëîâèÿõ ñåëåêòèâíîãî äàâëåíèÿ ïî ìàðêåðó,
îáåñïå÷èâøåìó îòáîð òàêèõ âàðèàíòîâ.
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Íà ïðèìåðå ãåíà amóÅ Â. amyloliquefaciens

È. Ïàëâà ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.) ñðàâíèëè ðàç-
íûå ïîäõîäû ê ñîçäàíèþ øòàììà Â. subtilis, õà-
ðàêòåðèçóþùåãîñÿ ñóïåðïðîäóêöèåé �-àìèëà-
çû. Íà íà÷àëüíîì ýòàïå èçó÷èëè äâà øòàììà-
ïðîäóöåíòà. Ïåðâûé ñîäåðæàë ïëàçìèäó
ðKÒÍ10 (ñì. ðèñ. 10.14), à âòîðîé èìåë äâà
ãåíà, èíòåãðèðîâàííûõ â ðàçíûå ó÷àñòêè õðî-
ìîñîìû. Åãî ñîçäàâàëè ïóòåì òðàíñôîðìàöèè
Â. subtilis ñìåñüþ ïëàçìèä, íåñóùèõ ãåí àòóÅ
è ñòàòèñòè÷åñêè âñòðîåííûå ñåãìåíòû õðîìî-
ñîìíîé ÄÍÊ Â. subtilis, êîòîðûå ïîëó÷èëè ÷àñ-
òè÷íûì ãèäðîëèçîì ðåñòðèêòàçîé Sau3ÀI. Ïî-

ýòîìó âñòðîéêà ãåíà àòóÅ çà ñ÷åò ãîìîëîãè÷íîé
ðåêîìáèíàöèè ïðîèñõîäèëà â ñàìûå ðàçíûå
ìåñòà áàêòåðèàëüíîãî ãåíîìà.

Ñðàâíåíèå äàííûõ øòàììîâ ïî óðîâíþ
ñèíòåçà âíåêëåòî÷íîé �-àìèëàçû äàëî íåîæè-
äàííûé ðåçóëüòàò. Øòàìì, ñîäåðæàùèé âûñîêî-
êîïèéíóþ ïëàçìèäó, ïî ïðîäóêòèâíîñòè ôåð-
ìåíòà íå ïðåâîñõîäèë øòàìì, èìåþùèé âñåãî
ëèøü äâå êîïèè ãåíà amóÅ â ñîñòàâå ñâîåé õðî-
ìîñîìû. Âîçìîæíî, ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî,
õîòÿ ïëàçìèäîñîäåðæàùèé øòàìì àêòèâíåå
ïðîäóöèðóåò �-àìèëàçó íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðîñ-
òà êóëüòóðû, ïðè ïåðåõîäå â ñòàöèîíàðíóþ ôàçó
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Ðèñ. 10.17. Ïðåäïîëàãàåìûé ìåõàíèçì òðàíñôîðìàöèè ïëàçìèäîé ðKÍ81, ïðèâîäÿùèé ê äóïëèêàöèè (à)
è àìïëèôèêàöèè (á) ãåíîâ Â. subtilis:

1 — ðàéîí õðîìîñîìíîé ÄÍÊ Â. subtilis (22 òïí); 2 — ãåí �-àìèëàçû,
3 — óñòîé÷èâîñòè ê òóíèêàìèöèíó, 4 — øèêèìàòêèíàçû.
Ñàéòû ðåñòðèêöèè: Å — EcoRI, H — HindIII, C — ClaI.

Öèôðàìè îáîçíà÷åíû ðàçìåðû ñóáôðàãìåíòîâ â òûñ. ïàð íóêëåîòèäîâ



åå ñèíòåç ïðåêðàùàåòñÿ. Â òî æå âðåìÿ øòàìì
ñ èíòåãðèðîâàííûìè êîïèÿìè ãåíà àòóÅ èìååò
áîëåå äëèòåëüíûé ïåðèîä ñèíòåçà �-àìèëàçû,
è â èòîãå ïðîäóêöèÿ öåëåâîãî áåëêà äîñòèãàåò
òàêîãî æå óðîâíÿ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïî-
çâîëÿþò ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå, ÷òî ïðè ïåðåõîäå
ê ïðîìûøëåííîìó êóëüòèâèðîâàíèþ âîçìîæíû
âàðèàíòû, êîãäà áàêòåðèàëüíûé øòàìì, ñîäåð-
æàùèé ÷óæåðîäíûé ãåí â èíòåãðèðîâàííîì
â õðîìîñîìó ñîñòîÿíèè, áóäåò èìåòü îïðåäåëåí-
íûå ïðåèìóùåñòâà ïåðåä øòàììîì, íåñóùèì
ìíîãîêîïèéíóþ ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîâûñèòü ïðîäóêòèâíîñòü
øòàììà ñ èíòåãðèðîâàííûìè êîïèÿìè ãåíà
àòóÅ, èñïîëüçîâàëè äâà ïîäõîäà ê àìïëèôèêà-
öèè öåëåâîãî ãåíà. Ïåðâûé áûë êëàññè÷åñêèì
è ïðåäóñìàòðèâàë ïîñëåäîâàòåëüíîå êóëüòèâè-
ðîâàíèå øòàììà Â. subtilis â ïðèñóòñòâèè ïîâû-
øàþùèõñÿ êîíöåíòðàöèé õëîðàìôåíèêîëà.
Â ðåçóëüòàòå óäàëîñü îòîáðàòü âàðèàíò, ó êîòî-
ðîãî óæå áûëî íå äâå, à äåâÿòü êîïèé ãåíà àòóÅ.
Ïðîäóêòèâíîñòü ïî �-àìèëàçå ïðè ýòîì ïîâû-
ñèëàñü â 8 ðàç. Âòîðîé ïîäõîä áûë íîâûì è ñî-
ñòîÿë â òîì, ÷òî èññëåäóåìûé øòàìì ñ äâóìÿ
èíòåãðèðîâàííûìè ãåíàìè àòóÅ ïîâòîðíî
òðàíñôîðìèðîâàëè ñìåñüþ ïëàçìèä èíòåãðà-
öèè, íåñóùèõ ãåí àòóÅ è ñåãìåíòû ÄÍÊ Â. sub-

tilis èç ðàçíûõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîìû. Â ðåçóëüòà-
òå áûë ïîëó÷åí êëîí, ñîäåðæàùèé 8 êîïèé ãåíà
àòóÅ, êîòîðûé îáåñïå÷èâàë øåñòèêðàòíîå óâå-
ëè÷åíèå ïðîäóêöèè �-àìèëàçû. Ïîñëåäíèé âà-
ðèàíò «ðàññåÿííîé àìïëèôèêàöèè» öåëåâîãî
ãåíà â õðîìîñîìå áàêòåðèè îáåñïå÷èâàåò áóëü-
øóþ ñòàáèëüíîñòü øòàììà-ñóïåðïðîäóöåíòà
ïî ñðàâíåíèþ ñ êëàññè÷åñêèìè øòàììàìè, íå-
ñóùèìè òàíäåìíî ïîâòîðåííûå àìïëèôèöèðî-
âàííûå ãåíû, ïðåäðàñïîëîæåííûå ê âûùåïëå-
íèþ.

Íåñîìíåííî èíòåðåñåí âîïðîñ î òîì, áóäåò
ëè ñîõðàíÿòüñÿ àìïëèôèöèðîâàííîå ñîñòîÿíèå
îïðåäåëåííîãî ó÷àñòêà áàêòåðèàëüíîé õðîìî-
ñîìû â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ, åñëè ââåñòè
â ýòè êëåòêè ìóòàöèè òèïà råñÅ4 (íàëè÷èå òàêîé
ìóòàöèè â èñõîäíîì øòàììå ïðåïÿòñòâóåò àì-
ïëèôèêàöèè). Åñëè ýòîò ïîäõîä óäàñòñÿ ðåàëè-
çîâàòü, òî ñèñòåìà ñ àìïëèôèêàöèåé (è êîàì-
ïëèôèêàöèåé) ãåíîâ ñòàíåò âåñüìà ïåðñïåêòèâ-
íîé äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ ñòàáèëüíûõ øòàì-
ìîâ — ïðîäóöåíòîâ ðàçëè÷íûõ áåëêîâ íà îñíî-
âå Â. subtilis.

10.2.6. Ôàãîâûå âåêòîðû

Â. subtilis ÿâëÿåòñÿ ïåðìèññèâíûì õîçÿèíîì
äëÿ áîëüøîãî ÷èñëà ôàãîâ. Äîñòàòî÷íî õîðîøî
èçó÷åíà ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêàÿ îðãàíèçà-

öèÿ òàêèõ ôàãîâ Â. subtilis, êàê �105, �3Ò, 
11,
SPP1, SPÎ1 è íåêîòîðûõ äðóãèõ. Ðàçðàáîòàíû
ìåòîäû òðàíñôåêöèè ìîëåêóë ÄÍÊ ýòèõ ôàãîâ
êàê â ïðîòîïëàñòû, òàê è â êîìïåòåíòíûå êëåòêè
áàöèëë. Âñå ýòî ñîçäàëî ïðåäïîñûëêè äëÿ ðàç-
ðàáîòêè âåêòîðíîé ñèñòåìû áàöèëë íà îñíîâå
ÄÍÊ áàêòåðèîôàãîâ. Äàííûå èññëåäîâàíèÿ ðàç-
âèâàþòñÿ äâóìÿ ïóòÿìè: 1) èñïîëüçîâàíèå óìå-
ðåííûõ ôàãîâ äëÿ èíòåãðàöèè ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ
â ïðîôàã — ïðîôàãîâàÿ òðàíñôîðìàöèÿ;
2) ñîçäàíèå èíôåêöèîííûõ êëîíèðóþùèõ âåê-
òîðîâ.

Ïîñêîëüêó ê íà÷àëó ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ôàãè áàöèëë áûëè èçó÷åíû íåäîñ-
òàòî÷íî, â ïåðâóþ î÷åðåäü ðàçðàáîòàëè è èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîä ïðîôàãîâîé òðàíñôîðìàöèè.
Îäíó èç ïèîíåðñêèõ ðàáîò âûïîëíèëè Ô. Êàâà-
ìóðà ñ ñîàâòîðàìè â 1979 ã. ÄÍÊ óìåðåííîãî
ôàãà 
11 è õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ Â. subtilis 168
ðàñùåïèëè ðåñòðèêòàçîé EcoRI, ñìåñü ïîëó÷åí-
íûõ ôðàãìåíòîâ îáðàáîòàëè ÄÍÊ-ëèãàçîé è òà-
êèì ïðåïàðàòîì òðàíñôîðìèðîâàëè êëåòêè
Â. subtilis spoA12 lys21 hisA1 leuA8, ëèçîãåííûå
ïî ôàãó 
11. Íà ñåëåêòèâíûõ ñðåäàõ îòáèðàëè
êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ ñ ôåíîòèïîì Lys+, His+

èëè Leu+. Çàòåì â òðàíñôîðìàíòàõ êàæäîãî òè-
ïà ìèòîìèöèíîì Ñ èíäóöèðîâàëè ïðîôàãè
è ïîëó÷åííîå ôàãîâîå ïîòîìñòâî èññëåäîâàëè
íà ñïîñîáíîñòü îáðàçîâûâàòü áëÿøêè íà áàêòå-
ðèàëüíîì ãàçîíå è òðàíñäóöèðîâàòü ìàðêåð,
êîìïëåìåíòèðóþùèé îïðåäåëåííóþ àóêñî-
òðîôíóþ ìóòàöèþ êëåòêè-ðåöèïèåíòà. Â ðå-
çóëüòàòå ýòèõ ýêñïåðèìåíòîâ áûëè ïîëó÷åíû
ðàçëè÷íûå òèïû áëÿøêîîáðàçóþùèõ è äåôåêò-
íûõ ôàãîâ, êîòîðûå òðàíñäóöèðîâàëè ìàðêåðû
hisÀ èëè lys.

Íåçàâèñèìî àíàëîãè÷íóþ ñèñòåìó êëîíèðî-
âàíèÿ ÷óæåðîäíîãî ãåíà ïðèìåíèëè â 1979 ã.
Ô. ßíã ñ ñîòðóäíèêàìè. ÄÍÊ ôàãà �3Ò è õðîìî-
ñîìíóþ ÄÍÊ Â. amyloliquefaciens H ãèäðîëèçî-
âàëè ðåñòðèêòàçîé BglII, ñìåñü ôðàãìåíòîâ îá-
ðàáàòûâàëè ëèãàçîé. Ïîëó÷åííûé ïðåïàðàò èñ-
ïîëüçîâàëè ñîâìåñòíî ñ ÄÍÊ Â. subtilis thr+amy–

â ýêñïåðèìåíòå ïî êîòðàíñôîðìàöèè êëåòîê
Â. subtilis thr–amy–, ëèçîãåííûõ ïî ôàãó �3Ò.
Îòáèðàëè êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ ñ ôåíîòèïîì
Thr+, êîòîðûå çàòåì àíàëèçèðîâàëè íà ïðîäóê-
öèþ �-àìèëàçû (êîòðàíñôîðìèðóåìûé íåñå-
ëåêòèâíûé ïðèçíàê). Èç 105 òðàíñôîðìàíòîâ
ñåìü ïðîäóöèðîâàëè �-àìèëàçó, è â ïÿòè îòî-
áðàííûõ äâîéíûõ òðàíñôîðìàíòàõ Thr+Amy+

èíäóöèðîâàëèñü ôàãè �3Ò, êîòîðûå òðàíñäóöè-
ðîâàëè ãåí �-àìèëàçû. Äîêàçàíî, ÷òî â ïîëó÷åí-
íûõ Amy+-ëèçîãåíàõ Â. subtilis ñèíòåçèðóåòñÿ
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�-àìèëàçà, ñïåöèôè÷íàÿ äëÿ Â. amyloliquefa-

ciens.
Êàê âèäèì, ðàçðàáîòàííûé ìåòîä çàêëþ÷à-

åòñÿ â òîì, ÷òî ëþáîé ÷óæåðîäíûé ãåí, êîâà-
ëåíòíî îáúåäèíåííûé ñ ôðàãìåíòàìè ôàãîâîé
ÄÍÊ, ìîæåò áûòü èíòåãðèðîâàí in vivo â ïðî-
ôàã. È â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà âñòðîéêà íå íàðóøà-
åò æèçíåííî âàæíûå ôóíêöèè ôàãà, ïîñëå èí-
äóêöèè ïðîôàãà ìîæíî ïîëó÷èòü ôàãîâûå ÷àñ-
òèöû, òðàíñäóöèðóþùèå ÷óæåðîäíûé ãåí. Âàæ-
íîé îñîáåííîñòüþ äàííîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ
òî, ÷òî ïðîäóêòàìè ëèãàçíîé ðåàêöèè ìîæíî
îñóùåñòâëÿòü ïðÿìóþ òðàíñôîðìàöèþ êîìïå-
òåíòíûõ êëåòîê Â. subtilis, ÷òî ÷àñòî íå óäàåòñÿ
ñäåëàòü ïðè èñïîëüçîâàíèè ïëàçìèäíûõ êëîíè-
ðóþùèõ âåêòîðîâ. Ïðè ýòîì ôðàãìåíòû ÄÍÊ
âõîäÿò â êëåòêè â îäíîöåïî÷å÷íîé ôîðìå è èí-
òåãðèðóþòñÿ â õðîìîñîìó ïî ïðîôàãó (ñì.
ðèñ. 10.3, 1). Äàííûé ìåòîä îòíîñèòåëüíî ïðîñò
è ïîçâîëÿåò â ïåðâóþ î÷åðåäü ñîçäàâàòü ôàãè,
òðàíñäóöèðóþùèå ðàçëè÷íûå ãåíû áàöèëë. Ýòî
îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî êëîíèðóåìûå ãåíû ïðîùå
âûÿâëÿòü â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå ïî êîìïëå-
ìåíòàöèè îïðåäåëåííûõ õðîìîñîìíûõ ìóòà-
öèé. Ñ ïîìîùüþ îïèñàííîãî ïîäõîäà óäàëîñü
ïîëó÷èòü ôàãè, òðàíñäóöèðóþùèå òàêèå ãåíû
Â. subtilis, êàê amóÅ, metB, lys, ìíîãî÷èñëåííûå
ãåíû, ðåãóëèðóþùèå ñïîðóëÿöèþ, ãåíû óòèëè-
çàöèè D-ãëþêîíàòà è äð.

Äàëüíåéøåå ðàçâèòèå ðàññìîòðåííûé ìåòîä
ïîëó÷èë â ðàáîòå Ä. Ñàââý è Äæ. Ìàíäåëüøòà-
ìà (1984 ã.). Àâòîðû êëîíèðîâàëè â ñîñòàâå âåê-
òîðíîé ïëàçìèäû Å. coli pUC9 (ñì. ðèñ. 2.35)
ôðàãìåíò EcoRI-E ÄÍÊ ôàãà �105. Âíóòðè äàí-
íîãî ôðàãìåíòà íàõîäèòñÿ HindIII-ó÷àñòîê. Ïî-
ýòîìó íàðàáîòàííûé â Å. coli â ñîñòàâå ãèá-
ðèäíîé ïëàçìèäû ôðàãìåíò ãåíîìà ôàãà �105
âûùåïëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû EcoRI,
ãèäðîëèçîâàëè åãî ôåðìåíòîì HindIII è ê ïîëó-
÷åííûì ôðàãìåíòàì äîáàâëÿëè îáðàáîòàííûé
HindIII ïðåïàðàò ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ. Ïîñëå ëèãè-
ðîâàíèÿ òàêîé ñìåñè ñ îïðåäåëåííîé ÷àñòîòîé
îáðàçîâûâàëèñü òðîéíûå ôðàãìåíòû, â êîòîðûõ
HindIII-ôðàãìåíò èçó÷àåìîé ÄÍÊ ôëàíêèðî-
âàëñÿ äâóìÿ HindIII–EcoRI-ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ
ôàãà �105, ÷òî îáåñïå÷èâàëî èõ ýôôåêòèâíóþ
èíòåãðàöèþ â ïðîôàã �105. Ïðè÷åì ÷óæåðîä-
íàÿ ÄÍÊ âñòðàèâàëàñü â ñòðîãî îïðåäåëåííîå
ìåñòî ôàãîâîãî ãåíîìà, â îòëè÷èå îò ïðåäëî-
æåííûõ ðàíåå ìåòîäîâ ñòàòèñòè÷åñêîé èíòåãðà-
öèè â ïðîôàã. Òàêîé âàðèàíò ìåòîäà ïîëó÷åíèÿ
ãèáðèäíûõ òðàíñäóöèðóþùèõ ôàãîâ áîëåå
ïðîñò è íàäåæåí.

Ïðîôàãîâóþ òðàíñôîðìàöèþ òàêæå ìîæíî
îñóùåñòâëÿòü ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíûõ âåêòî-

ðîâ èíòåãðàöèè. Å. Ôåððàðè è Äæ. Õîê (1982 ã.)
ñîçäàëè ïëàçìèäó òàêîãî òèïà — pFH7
(ðèñ. 10.18). Äàííàÿ ÷åëíî÷íàÿ ïëàçìèäà â ñâîåì
ñîñòàâå ñîäåðæèò ôðàãìåíò ÄÍÊ óìåðåííîãî
áàêòåðèîôàãà SP�. Ïðè ââåäåíèè pFH7 â êëåòêè
Â. subtilis, ëèçîãåííûå ïî ôàãó SP�, ïðîèñõîäèò
èíòåãðàöèÿ ïëàçìèäû â ïðîôàã è êëåòêè ïðèîá-
ðåòàþò óñòîé÷èâîñòü ê õëîðàìôåíèêîëó çà ñ÷åò
ýêñïðåññèè ãåíà cat pC194. Èíäóêöèÿ ïðîôàãà
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ èíôåêöèîííîãî ïîòîì-
ñòâà ôàãà SP�, ñïîñîáíîãî ñ âûñîêîé ýôôåêòèâ-
íîñòüþ òðàíñäóöèðîâàòü ìàðêåð óñòîé÷èâîñòè
ê õëîðàìôåíèêîëó. Ëþáîé ÷óæåðîäíûé ãåí ïî-
ñëå âñòðîéêè â ïëàçìèäó pFH7 ìîæíî èíòåãðè-
ðîâàòü â ïðîôàã, à â ðåçóëüòàòå èíäóêöèè óäàåòñÿ
ïîëó÷èòü ôàãîâîå ïîòîìñòâî, òðàíñäóöèðóþùåå
êëîíèðîâàííûé ãåí.

Äëÿ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ïðîôàãîâîé
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê Â. subtilis Õ. Äæåíèêñîí
è Ì. Äýäìýí â 1984 ã. ñîçäàëè âåêòîð íà îñíîâå
äåôåêòíîãî (íå ôîðìèðóþùåãî áëÿøåê íà ãàçîíå
÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê) ôàãà �105dlys. Â ÄÍÊ
ýòîãî ôàãà îòñóòñòâóþò ó÷àñòêè ãèäðîëèçà ðåñò-
ðèêòàçîé BglII, à íà ïëàçìèäå pBD64 èìååòñÿ
åäèíñòâåííûé ñàéò óçíàâàíèÿ äàííîãî ôåðìåí-
òà. Ïðåïàðàòû ÄÍÊ ôàãà �105dlys è ïëàçìèäû
pBD64 îáðàáàòûâàëè ðåñòðèêòàçîé HpaII â óñëî-
âèÿõ ÷àñòè÷íîãî ãèäðîëèçà. Ïîëó÷åííûå ñòàòèñ-
òè÷åñêèå ñìåñè ôðàãìåíòîâ îáúåäèíÿëè è êîâà-
ëåíòíî ñøèâàëè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû. Ïðî-
äóêòàìè ëèãèðîâàíèÿ òðàíñôîðìèðîâàëè êîì-
ïåòåíòíûå êëåòêè Â. subtilis, ëèçîãåííûå ïî
�105dlys, è îòáèðàëè êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ
ñ ôåíîòèïîì Cmr. Ïîñëå èíäóêöèè ïðîôàãà â îä-
íîì èç êëîíîâ âûäåëåí äåôåêòíûé òðàíñäóöè-
ðóþùèé ôàã �105dÑmr. Îêàçàëîñü, ÷òî â ÄÍÊ
ýòîãî ôàãà âñòðîåí ôðàãìåíò ïëàçìèäû pBD64,
ñîäåðæàùèé êðîìå ãåíà cat è ñàéò ðåñòðèêòàçû
BglII. ×òîáû ïðîâåðèòü, ïîäõîäèò ëè ýòîò ó÷àñ-
òîê äëÿ êëîíèðîâàíèÿ, ïî íåìó â ÄÍÊ �105dÑmr

âñòðîèëè BglII-ôðàãìåíòû ãåíîìà Â. subtilis, ëè-
ãàçíîé ñìåñüþ òðàíñôîðìèðîâàëè êëåòêè Â. sub-

tilis metC3(�105dCmr) è îòáèðàëè êëîíû êëåòîê,
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Ðèñ. 10.18. Ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà âåêòîðà
èíòåãðàöèè Â. subtilis



èìåþùèå ôåíîòèï Met+Cmr. Ïîñëå èíäóêöèè
â ýòèõ êëåòêàõ ïðîôàãà ìèòîìèöèíîì è èíôåê-
öèè èõ ôàãîì-ïîìîùíèêîì âûäåëåíû ôàãè,
òðàíñäóöèðóþùèå îäíîâðåìåííî ãåíû cat è
metC3. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â äàííîì ñëó÷àå
÷óæåðîäíûå ãåíû áûëè ôëàíêèðîâàíû ïðîòÿ-
æåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ôàãîâîé ÄÍÊ,
÷òî äîëæíî óâåëè÷èâàòü ÷àñòîòó èíòåãðàöèè
â ïðîôàã. Ïðè ýòîì âñòðîéêà ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ
ïðîèñõîäèëà â ñòðîãî çàäàííûé ðàéîí ôàãîâîãî
ãåíîìà.

Ðàçðàáîòêà ìåòîäà èíòåãðàöèè ÷óæåðîäíûõ
ãåíîâ â ïðîôàã ÿâèëàñü âàæíûì ýòàïîì â ðàçâè-
òèè ãåííî-èíæåíåðíîé ñèñòåìû Â. subtilis. Îä-
íàêî ýòîò ïîäõîä èìååò è îïðåäåëåííûå íåäî-
ñòàòêè. Îäèí èç íèõ çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî äëÿ
òðàíñôîðìàöèè ëèçîãåííûõ êëåòîê Â. subtilis

òðåáóþòñÿ îòíîñèòåëüíî áîëüøèå êîëè÷åñòâà
ïðåïàðàòà ÄÍÊ, òàê êàê óðîâåíü òðàíñôîðìà-
öèè òàêèõ êëåòîê ïðèìåðíî â 100 ðàç íèæå, ÷åì
íåëèçîãåííûõ. Äæ. Ýððèíãòîí è Ä. Äæîíñ
(1984–1987 ãã.) íà ïðèìåðå ôàãà �105 ðàçðàáî-
òàëè áîëåå ýôôåêòèâíûé ìåòîä ïðÿìîé âñòðîé-
êè in vitro ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ôàãîâûé ãåíîì
ñ ïîñëåäóþùåé òðàíñôîðìàöèåé ïðîòîïëàñòîâ
Â. subtilis. Â ãåíîì ìóòàíòíîãî ôàãà �105,
èìåþùåãî ïðîòÿæåííóþ (îêîëî 4 òïí) äåëåöèþ
â íåñóùåñòâåííîé äëÿ åãî æèçíåäåÿòåëüíîñòè
îáëàñòè, ââåëè óíèêàëüíûå ó÷àñòêè ãèäðîëèçà
ðåñòðèêòàçàìè BamHI è XbaI. Âàæíàÿ îñîáåí-
íîñòü ïîëó÷åííûõ âåêòîðíûõ ôàãîâ �105J23,
�105J24 è äð. ñîñòîèò â òîì, ÷òî îíè ÿâëÿþòñÿ

òåðìî÷óâñòâèòåëüíûìè ìóòàíòàìè ïî ãåíó áåë-
êà ðåïðåññîðà. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðè ïåðìèññèâ-
íîé (íèçêîé) òåìïåðàòóðå ëèçîãåíèçèðîâàòü
êëåòêè Â. subtilis ãèáðèäíûìè ôàãàìè, à ïðè
ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû, ñîïðîâîæäàþùåìñÿ
èíàêòèâàöèåé ðåïðåññîðà, ïðîñòî è ýôôåêòèâ-
íî èíäóöèðîâàòü ãèáðèäíûå ôàãè èç ñîñòîÿíèÿ
ïðîôàãà. Òàê, ïîñëå ÷àñòè÷íîãî ãèäðîëèçà õðî-
ìîñîìíîé ÄÍÊ Â. subtilis ðåñòðèêòàçîé MboI
è âñòðîéêè â âåêòîð �105J27 ïî ñàéòó BamHI
ïîëó÷åííûõ ôðàãìåíòîâ ðàçìåðîì 3–4 òïí óäà-
ëîñü äîñòàòî÷íî ïðîñòî îòîáðàòü ãèáðèäíûå ôà-
ãè, òðàíñäóöèðóþùèå â ìóòàíòíûå êëåòêè
Â. subtilis 23 ðàçëè÷íûõ ëîêóñà ãåíåòè÷åñêîé
ñèñòåìû, êîíòðîëèðóþùåé ñïîðóëÿöèþ áàöèëë.

Êëîíèðóþùèå âåêòîðû ñîçäàíû òàêæå íà îñ-
íîâå íåêîòîðûõ äðóãèõ ôàãîâ áàöèëë, íå òîëüêî
óìåðåííûõ, íî è âèðóëåíòíûõ. Êàê âèäèì,
âåêòîðíàÿ ñèñòåìà êëåòîê Â. subtilis íà îñíîâå
ÄÍÊ ôàãîâ ðàçðàáîòàíà îòíîñèòåëüíî õîðîøî.
Äëÿ ìàëîèçó÷åííûõ óìåðåííûõ ôàãîâ áàöèëë
ïðåäëîæåí ìåòîä ñòàòèñòè÷åñêîé èíòåãðàöèîí-
íîé âñòðîéêè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ in vivo â ñîîò-
âåòñòâóþùèé ïðîôàã. Èíäóöèðóÿ èçìåíåííûå
â ïðîöåññå òàêîé èíòåãðàöèè ïðîôàãè, ïîëó÷à-
þò ãèáðèäíîå ôàãîâîå ïîòîìñòâî, êîòîðîå â îä-
íèõ ñëó÷àÿõ ìîæåò áûòü äåôåêòíûì (ðàçìíîæà-
åòñÿ â ïðèñóòñòâèè ôàãà-ïîìîùíèêà), à â äðó-
ãèõ — æèçíåñïîñîáíûì. Ïî-âèäèìîìó, òàêîé
ïîäõîä êîíñòðóèðîâàíèÿ ãèáðèäíûõ ôàãîâ ïðè-
ìåíèì è ê ìàëîèçó÷åííûì óìåðåííûì ôàãàì
Å. coli.
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10.3.1. Îñîáåííîñòè ñòðîåíèÿ
è ýêñïðåññèè ãåíîâ
ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé

Íà÷èíàÿ ñ ñàìûõ ïåðâûõ ãåííî-èíæåíåð-
íûõ ýêñïåðèìåíòîâ íà Â. subtilis, áûëî îáíàðó-
æåíî, ÷òî ãåíû ðàçëè÷íûõ ãðàìïîëîæèòåëüíûõ
áàêòåðèé, êàê ïðàâèëî, ýêñïðåññèðóþòñÿ â êëåò-
êàõ äàííîé áàêòåðèè. Â òî æå âðåìÿ îêàçàëîñü,
÷òî ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî ãåíîâ ãðàìîòðè-
öàòåëüíûõ áàêòåðèé, â òîì ÷èñëå Å. coli, íå
ôóíêöèîíèðóþò â Â. subtilis, õîòÿ ãåíû áàöèëë,
â ñâîþ î÷åðåäü, ýêñïðåññèðóþòñÿ â Å. coli.

Ïîñêîëüêó ãåíåòè÷åñêèé êîä óíèâåðñàëåí,
ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò óêàçûâàòü íà ðàç-
ëè÷èå ðåãóëÿòîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íóê-
ëåèíîâûõ êèñëîò, à ñëåäîâàòåëüíî, è íà ðàçëè-
÷èå ôåðìåíòíûõ ñèñòåì òðàíñêðèïöèè è òðàíñ-
ëÿöèè ó ãðàìïîëîæèòåëüíûõ è ãðàìîòðèöàòåëü-
íûõ áàêòåðèé.

Ó ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé, êàê è
ó ãðàìîòðèöàòåëüíûõ, òðàíñêðèïöèÿ îñóùåñòâ-
ëÿåòñÿ ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûì ôåðìåíòîì
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé, èìåþùèì ôîðìóëó ����2�
(ñì. 3.2). �-Ôàêòîð â ýòîì êîìïëåêñå îïðåäåëÿåò
ñïåöèôè÷íîñòü ñâÿçûâàíèÿ êîð-ôåðìåíòà ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû ñ ïðîìîòîðíûìè ó÷àñòêàìè íà ìî-
ëåêóëå ÄÍÊ. Â îòëè÷èå îò Å. coli â êëåòêàõ
Â. subtilis îáíàðóæåíî áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå
�-ôàêòîðîâ (òàáë. 10.5), êîòîðûå îáóñëîâëèâàþò
óçíàâàíèå êàæäûì òèïîì õîëîôåðìåíòà ñïåöè-
ôè÷íîé ïðîìîòîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà
ÄÍÊ.

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî êîíñåðâàòèâíûå
îáëàñòè ïðîìîòîðîâ Â. subtilis, ñïåöèôè÷íûõ
äëÿ îñíîâíîé ôîðìû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû äàííîé
áàêòåðèè (Å�43), è ïðîìîòîðîâ ïîäàâëÿþùåãî
áîëüøèíñòâà ãåíîâ Å. coli, óçíàâàåìûõ ôåðìåí-
òîì Å�70, ñîâïàäàþò. Îäíàêî äàííàÿ ôîðìà
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû Â. subtilis áîëåå ÷óâñòâèòåëü-
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íà ê «íàðóøåíèÿì» êîíñåðâàòèâíûõ îáëàñòåé
ïðîìîòîðà, ÷åì àíàëîãè÷íûé ôåðìåíò Å. coli.
Íà ýôôåêòèâíîñòü ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïðîìî-
òîðîâ â Â. subtilis ìîãóò ñóùåñòâåííî âëèÿòü
ÀÒ-áîãàòûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ðàñïîëîæåí-
íûå ïåðåä îáëàñòüþ –35. Ïðåäïîëàãàþò òàêæå,
÷òî ñóùåñòâóþò êàêèå-òî äðóãèå, åùå äîñòîâåð-
íî íå óñòàíîâëåííûå, îñîáåííîñòè ñòðîåíèÿ
ïðîìîòîðîâ ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé.

Ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòû äîêàçûâà-
þò, ÷òî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà Å�43 Â. subtilis èìååò
âûñîêóþ ñïåöèôè÷íîñòü ê ñîáñòâåííûì ïðîìî-
òîðàì è ê ïðîìîòîðàì äðóãèõ ãðàìïîëîæèòåëü-
íûõ áàêòåðèé, íî ñ ãîðàçäî ìåíüøåé ýôôåêòèâ-
íîñòüþ óçíàåò ïðîìîòîðû Å. coli è äðóãèõ ãðàì-
îòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé. Òàê, íàïðèìåð,
Äæ. Êðåôò ñ ñîàâòîðàìè â 1983 ã. îáíàðóæèëè,
÷òî â Â. subtilis íå ñèíòåçèðóþòñÿ ïðîäóêòû ãå-
íîâ bla è cat, íî ýêñïðåññèðóåòñÿ ãåí tet Å. coli.
Ïðè ýòîì ãåíû blà è cat E. coli â êëåòêàõ Â. sub-

tilis íå òðàíñêðèáèðóþòñÿ. Àíàëèç ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòåé ïðîìîòîðîâ ýòèõ òðåõ ãåíîâ Å. coli

ïîêàçàë (ðèñ. 10.19), ÷òî ëèøü ïðîìîòîð ãåíà tet

èìååò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âûñîêîãîìîëîãè÷-
íûå êîíñåðâàòèâíûì ðàéîíàì ïðîìîòîðîâ ãå-
íîâ áàöèëë, óçíàâàåìûõ ïîëèìåðàçîé Å�43. Îä-
íàêî ñèíòåçèðóåìàÿ ìÐÍÊ tet ñëàáî âîâëåêàåòñÿ
àïïàðàòîì Â. subtilis â ïðîöåññ òðàíñëÿöèè, ÷òî
îáóñëîâëèâàåò íèçêèé óðîâåíü ñèíòåçà ñîîòâåò-
ñòâóþùåãî áåëêà Å. coli â êëåòêàõ áàöèëë.

Ìíîãî÷èñëåííûìè èññëåäîâàíèÿìè óñòà-
íîâëåíî, ÷òî æåñòêèå îãðàíè÷åíèÿ íà ýêñïðåñ-
ñèþ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â êëåòêàõ ãðàìïîëîæè-
òåëüíûõ áàêòåðèé íàëàãàåò îðãàíèçàöèÿ èõ áå-
ëîêñèíòåçèðóþùåãî àïïàðàòà. Òàê, íàïðèìåð,
â ðèáîñîìàõ ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé îò-
ñóòñòâóåò áåëîê S1, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå
êðóïíûì ðèáîñîìíûì áåëêîì ãðàìîòðèöàòåëü-
íûõ áàêòåðèé. Ïîëàãàþò, ÷òî áåëîê S1 îáóñëîâ-
ëèâàåò ñâÿçûâàíèå ìîëåêóë ÐÍÊ ñ ðèáîñîìîé
è ïåðåíîñ ìÐÍÊ â ñàéò äåêîäèðîâàíèÿ ðèáîñî-
ìû. Â îòñóòñòâèå äàííîãî áåëêà çíà÷èòåëüíî
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Òàáëèöà 10.5. Ñïåöèôè÷íîñòü �-ôàêòîðîâ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû

�-Ôàêòîð
Ïðèìåðû

ãåíîâ
Ôóíêöèè òðàíñêðèáèðóåìûõ ãåíîâ

Êîíñåðâàòèâíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðîìîòîðà

Îáëàñòü –35 Îáëàñòü –10

Bacillus subtilis

�43

�28

�29

�32

�37

rpoD, sigA
sigD
spoIIGB, sigE
sigC
sigB

Ïîääåðæàíèå æèçíåäåÿòåëüíîñòè
Õåìîòàêñèñ, ñèíòåç æãóòèêîâ
Ñïîðóëÿöèÿ
Íåèçâåñòíà
Íåèçâåñòíà

TTGACA
CTAAA
TTN*AAA
AAATC
AGGNTT

TATAAT
CCGATAT
CATATT
TANTGNTTNTA
GCNATTGNT

Escherichia coli

�70

�32
rpoD
htpR, rpoH

Ïîääåðæàíèå æèçíåäåÿòåëüíîñòè
Ðåàêöèÿ íà òåïëîâîé øîê

TTGACA
CTTGAA

TATAAT
CCCCATNTA

* N — ëþáîé íóêëåîòèä.

Ðèñ. 10.19. Ïðîìîòîðíûå ðàéîíû ãåíîâ Å. coli (à–â) è Â. subtilis (ã–æ).

Ñâåðõó ïðèâåäåíû îáîáùåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îáëàñòåé –35 è –10 âåãåòàòèâíûõ ïðîìîòîðîâ Â. subtilis.
Ñîîòâåòñòâóþùèå îáëàñòè â ïðåäñòàâëåííûõ ïðîìîòîðàõ ïîä÷åðêíóòû



âîçðàñòàåò ðîëü äðóãîãî ìåõàíèçìà ñâÿçûâàíèÿ
ðèáîñîìîé ìÐÍÊ, à èìåííî, êîìïëåìåíòàðíîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ 5�-êîíöåâîãî ðàéîíà ìÐÍÊ
(SD-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñì. 3.3) ñ 3�-êîíöåâîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ 16S ðÐÍÊ. Ýòî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ ðåçóëüòàòàìè ðàñ÷åòîâ ñâîáîäíîé
ýíåðãèè ñïàðèâàíèÿ (�G) pPHK c SD-ó÷àñòêà-
ìè áîëüøîãî ÷èñëà ðàçíûõ áàêòåðèàëüíûõ
ìÐÍÊ. Òàê, ó Å. coli �G âàðüèðóåò îò –17 äî
–92 êÄæ/ìîëü ñî ñðåäíèì çíà÷åíèåì – 48.
Ó ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé �G èçó÷åííûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íàõîäèòñÿ â èíòåðâàëå îò
–50 äî –88 êÄæ/ìîëü ñî ñðåäíèì çíà÷åíèåì
–70. Ýòè ðåçóëüòàòû îäíîçíà÷íî äîêàçûâàþò,
÷òî äëÿ ýôôåêòèâíîé èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè
â êëåòêàõ áàöèëë è äðóãèõ ãðàìïîëîæèòåëüíûõ
áàêòåðèé íåîáõîäèìûì, õîòÿ, ïî-âèäèìîìó, íå
äîñòàòî÷íûì, óñëîâèåì ÿâëÿåòñÿ áîëåå ñòðîãàÿ
ïî ñðàâíåíèþ ñ Å. coli êîìïëåìåíòàðíîñòü SD-
ó÷àñòêà è 3�-êîíöà 16S ðÐÍÊ. Ïîýòîìó SD-ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ó ìÐÍÊ áàöèëë áîëåå ïðî-
òÿæåííûå, ÷åì ó Å. coli.

Òàêèì îáðàçîì, äëÿ òîãî, ÷òîáû ÷óæåðîä-
íûé ãåí ìîã ïðàâèëüíî è ýôôåêòèâíî ýêñïðåñ-
ñèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ Â. subtilis, îí äîëæåí
èìåòü áàöèëëîïîäîáíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðîìîòîðà, à íà ñèíòåçèðóåìîé ìÐÍÊ â ó÷àñòêå
ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì äîëæíà íàõîäèòüñÿ äîñòà-
òî÷íî ïðîòÿæåííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîì-
ïëåìåíòàðíàÿ 3�-êîíöó 16S ðèáîñîìíîé ÐÍÊ
áàöèëë. Ñõîæèì îáðàçîì îðãàíèçîâàíû ãåíû
äðóãèõ ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé, ÷òî è
îáóñëîâëèâàåò èõ ýêñïðåññèþ â êëåòêàõ áàöèëë.

Ïðè êëîíèðîâàíèè â Â. subtilis ýóêàðèîòè÷å-
ñêèõ ãåíîâ âåðîÿòíîñòü èõ àâòîíîìíîé ýêñïðåñ-
ñèè ìàëà. Íåîáõîäèìîñòü íàëè÷èÿ â ýòèõ ñëó÷à-
ÿõ ñòðîãî îïðåäåëåííûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëå-

äîâàòåëüíîñòåé, îïðåäåëÿþùèõ èíèöèàöèþ
òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè ãåíîâ â Â. subtilis,
ýëåãàíòíî ïðîäåìîíñòðèðîâàëè Ò. Ãðýíã ñ ñîàâ-
òîðàìè â 1984 ã. êÄÍÊ äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû
ìûøè âñòðàèâàëè ïî PstI-ó÷àñòêó â ÷åëíî÷íóþ
âåêòîðíóþ ïëàçìèäó pHV33, êîòîðàÿ ñîñòîèò èç
ïîëíûõ êîïèé ðÑ194 è pBR322, îáúåäèíåííûõ
ïî HindIII-ó÷àñòêó; â ðåçóëüòàòå ìóòàöèè â íåé
âîññòàíîâëåí ìàðêåð Òñr. Ïîëó÷åííàÿ ãèáðèä-
íàÿ ïëàçìèäà pQS1 äåòåðìèíèðîâàëà â êëåòêàõ
Å. coli ôåíîòèï Ñmr Òñr Òðr, à â Â. subtilis —
òîëüêî Ñmr. Ñèíòåç äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû
(DHFR), îáóñëîâëèâàþùåé óñòîé÷èâîñòü êëå-
òîê ê òðèìåòîïðèìó (Òðr), âûÿâëÿåòñÿ â Å. coli

ïîòîìó, ÷òî êÄÍÊ âñòðîåíà â ñòðóêòóðíóþ
÷àñòü ãåíà �-ëàêòàìàçû. Â äàííîì ñëó÷àå òðàíñ-
êðèïöèÿ õèìåðíîãî ãåíà èíèöèèðóåòñÿ ñ ñèãíà-
ëîâ ãåíà bla. Àâòîíîìíûé ñèíòåç DHFR â Å. coli

ìîæåò ïðîèñõîäèòü çà ñ÷åò ðåèíèöèàöèè òðàíñ-
ëÿöèè íà AUG-êîäîíå êîäèðóþùåé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè dhfr. Â êëåòêàõ æå Â. subtilis èíèöèà-
òîðíûå ñèãíàëû ãåíà bla íå óçíàþòñÿ. Îäíàêî
â ðåçóëüòàòå ñåëåêöèè êëåòîê Â. subtilis[pQS1]
íà ñðåäå ñ òðèìåòîïðèìîì óäàëîñü îòîáðàòü âà-
ðèàíò ñ ôåíîòèïîì Ñmr Òðr. Àíàëèç ïîêàçàë,
÷òî â âûäåëåííîì êëîíå êëåòêè ñîäåðæàò èçìå-
íåííóþ ïëàçìèäó pQS2, â êîòîðîé ïðîèçîøëà
äóïëèêàöèÿ ñåãìåíòà äëèíîé 54 ïí â ðàéîíå
ïðîìîòîðà �-ëàêòàìàçû. Ïðè ýòîì ñïîíòàííî
îáðàçîâàëàñü íîâàÿ îáëàñòü –35, áîëåå ñïåöè-
ôè÷íàÿ äëÿ âåãåòàòèâíûõ ïðîìîòîðîâ Â. subti-

lis, ÷åì èñõîäíàÿ â ãåíå bla. Ýòî, ïî-âèäèìîìó,
è ïðèâåëî ê ýêñïðåññèè ãåíà dhfr ìûøè â ñî-
ñòàâå pQS2 â êëåòêàõ Â. subtilis.

Äàëüíåéøèé îòáîð êëåòîê, ñîäåðæàùèõ
pQS2, ïî ïðèçíàêó ïîâûøåííîãî óðîâíÿ àêòèâ-
íîñòè DHFR (óñòîé÷èâîñòè ê áîëåå âûñîêèì
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Ðèñ. 10.20. Òåîðåòè÷åñêè ïðåäñêàçàííûå ó÷àñòêè ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì ñ ìîëåêóëàìè ìÐÍÊ,
êîäèðóþùèìè DHFR, â Å. coli (à) è â Â. subtilis (á).

Ïðèâåäåíû çíà÷åíèÿ ñâîáîäíîé ýíåðãèè ñïàðèâàíèÿ SD-ó÷àñòêîâ (ïîä÷åðêíóòû) ñ 16S ðÐÍÊ.
Èíèöèàòîðíûå êîäîíû îáâåäåíû ðàìêîé



êîíöåíòðàöèÿì òðèìåòîïðèìà) ïîçâîëèë âû-
ÿâèòü âàðèàíò äàííîé ïëàçìèäû, â êîòîðîì ïðî-
èçîøëà ñïîíòàííàÿ äåëåöèÿ ñåãìåíòà äëèíîé
564 ïí, âêëþ÷àþùåãî 5�-êîíåö êîäèðóþùåé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè �-ëàêòàìàçû. Â âûäåëåííîé
ïëàçìèäå pQS4 ñîõðàíèëàñü ïðîìîòîðíàÿ îá-
ëàñòü pQS2 è ñôîðìèðîâàëàñü íîâàÿ SD-ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü, èìåþùàÿ ïðîòÿæåííûé ó÷àñòîê
êîìïëåìåíòàðíîñòè ñ 16S ðÐÍÊ Â. subtilis

(ðèñ. 10.20). Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå äâóõ-
ñòóïåí÷àòîé ñåëåêöèè óäàëîñü íà îñíîâå ãåíà
dhfr, íå ýêñïðåññèðóåìîãî â Â. subtilis, îòîáðàòü
ñïîíòàííûé âàðèàíò, îáåñïå÷èâàþùèé ýôôåê-
òèâíûé ñèíòåç ýóêàðèîòè÷åñêîãî ôåðìåíòà êàê
â ãðàìïîëîæèòåëüíîé, òàê è â ãðàìîòðèöàòåëü-
íîé áàêòåðèè (òàáë. 10.6).

Ê. Ìîðàíäè ñ ñîàâòîðàìè â 1983 ã. ïîñëå
âñòðîéêè êÄÍÊ äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû ÷åëî-
âåêà ïî PstI-ó÷àñòêó ïëàçìèäû pHV14 òàêæå
ñìîãëè ñåëåêòèðîâàòü äåëåöèîííûé âàðèàíò
ãèáðèäíîé ïëàçìèäû, îáåñïå÷èâàþùèé òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûì êëåòêàì Â. subtilis ôåíîòèï
Òðr. Ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç âûäåëåííîé ïëàç-
ìèäû ðÌÐ358 ïîêàçàë, ÷òî â èñõîäíîé ãèáðèä-
íîé ïëàçìèäå ïðîèçîøëà äåëåöèÿ ñåãìåíòà
ÄÍÊ ðàçìåðîì 2072 ïí, â ðåçóëüòàòå ÷åãî êîäè-
ðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà dhfr îêàçà-
ëàñü ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà õëîðàìôå-
íèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçû ðÑ194.

Ðàññìîòðåííûå ïðèìåðû äåìîíñòðèðóþò,
÷òî, åñëè ñóùåñòâóåò âîçìîæíîñòü ñåëåêòèðî-
âàòü êëåòêè Â. subtilis ïî ïðîäóêöèè â íèõ ÷óæå-
ðîäíûõ áåëêîâ, â ñèñòåìå in vivo óäàåòñÿ ôîðìè-
ðîâàòü áîëåå ïðîäóêòèâíûå âàðèàíòû. Òàêèå âà-
ðèàíòû âîçíèêàþò ñëó÷àéíî â ðåçóëüòàòå ñïîí-
òàííûõ ïåðåñòðîåê, ïðîèñõîäÿùèõ â åäèíè÷-
íûõ ïëàçìèäíûõ ìîëåêóëàõ ÄÍÊ, è ýôôåêòèâ-
íî íàêàïëèâàþòñÿ ïðè íàëè÷èè ñòðîãî ñåëåê-
òèâíîãî äàâëåíèÿ ïî èñêîìîìó ïðèçíàêó. Îäíà-
êî äëÿ ìíîãèõ êëîíèðóåìûõ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ

ïðÿìàÿ ñåëåêöèÿ íåâîçìîæíà. Ïîýòîìó íàèáî-
ëåå ïåðñïåêòèâíûì ïîäõîäîì ê êîíñòðóèðîâà-
íèþ ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè øòàì-
ìîâ Â. subtilis, ñèíòåçèðóþùèõ ÷óæåðîäíûå
ïîëèïåïòèäû, ÿâëÿåòñÿ âñòðîéêà èçó÷àåìûõ
ñòðóêòóðíûõ ãåíîâ ïîä êîíòðîëü ðåãóëÿòîðíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èçâåñòíûõ ãåíîâ, ýôôåê-
òèâíî ôóíêöèîíèðóþùèõ â êëåòêàõ áàöèëë.

10.3.2. Îïòèìèçàöèÿ ýêñïðåññèè
êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ

Ñîçäàíèå íàáîðà êëîíèðóþùèõ ìîëåêóëÿð-
íûõ âåêòîðîâ è äîñòèãíóòîå ïîíèìàíèå îðãàíè-
çàöèè ãåíîâ Bacillus äàëè òîë÷îê èññëåäîâàíè-
ÿì ïî ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â Â. subti-

lis. Îñîáîå çíà÷åíèå äëÿ äàííîé ãåííî-èíæå-
íåðíîé ñèñòåìû èìååò ñåêðåöèÿ öåëåâûõ áåë-
êîâ èç êëåòîê â îêðóæàþùóþ ñðåäó, ïîýòîìó ñó-
ùåñòâåííàÿ ÷àñòü ýòèõ ýêñïåðèìåíòîâ îïèñàíà
â ðàçä. 10.2.4.

Ïðåäñòàâèòåëè ðîäà Bacillus èãðàþò âàæ-
íóþ ðîëü â áèîòåõíîëîãèè êàê ïðîäóöåíòû ðàç-
ëè÷íûõ ôåðìåíòîâ è ìåòàáîëèòîâ. Îäíàêî ìíî-
ãèå èç ýòèõ ïîëåçíûõ ïðîäóêòîâ ñèíòåçèðóþòñÿ
â èñõîäíûõ áàêòåðèàëüíûõ øòàììàõ â íåáîëü-
øèõ êîëè÷åñòâàõ. Äëÿ óâåëè÷åíèÿ ïðîäóêòèâ-
íîñòè âûäåëåííûõ øòàììîâ èñïîëüçóþò ìåòî-
äû ñòàòèñòè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà è îòáîðà âàðè-
àíòîâ áàêòåðèé ñ óëó÷øåííûìè öåëåâûìè õà-
ðàêòåðèñòèêàìè. Ïðè òàêîì ïîäõîäå âûñîêî-
ïðîäóêòèâíûå øòàììû óäàåòñÿ ïîëó÷èòü òîëü-
êî ïîñëå îáúåìíûõ è äëèòåëüíûõ ýêñïåðèìåí-
òîâ. Òåõíîëîãèÿ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ïî-
çâîëÿåò äîñòèãíóòü ïîëîæèòåëüíîãî ýôôåêòà
â ãîðàçäî áîëåå êîðîòêèå ñðîêè.

Êëîíèðîâàíèå îïðåäåëåííûõ ãåíîâ áàöèëë
â ìíîãîêîïèéíûõ âåêòîðíûõ ïëàçìèäàõ ïðèâî-
äèò ê çíà÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ äîçû ãåíà è,
êàê ñëåäñòâèå, ê ïîâûøåíèþ ïðîäóêòèâíîñòè
áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê ïî êîäèðóåìîìó ýòèì ãå-
íîì áåëêó. Òàê, íàïðèìåð, â ðåçóëüòàòå êëîíè-
ðîâàíèÿ ãåíà �-ãàëàêòîçèäàçû Â. stearothermo-

philus â ñîñòàâå pUB110 ïðîäóêöèÿ äàííîãî
ôåðìåíòà â êëåòêàõ Â. subtilis îêàçàëàñü â 50 ðàç
âûøå, ÷åì â øòàììå — äîíîðå ãåíà. Âñòðîéêà
â ïëàçìèäó pUB110 ãåíà �-àìèëàçû Bacillus sp.,
ðàñùåïëÿþùåé êðàõìàë äî ìàëüòîãåêñîçû, îáó-
ñëîâèëà 70-êðàòíîå âîçðàñòàíèå ñèíòåçà
ôåðìåíòà.

Âñòðîéêà êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òåé ãåíîâ â âåêòîðû ýêñïðåññèè ìîæåò îáåñïå-
÷èâàòü åùå áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ñèíòåçà öå-
ëåâûõ áåëêîâ. Íàïðèìåð, Ì. Ñèáàêîâ (1986 ã.)
ïîìåñòèë ñòðóêòóðíûé ãåí òåðìîñòàáèëüíîé
�-àìèëàçû èç Â. licheniformis â âåêòîð ýêñïðåñ-
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Òàáëèöà 10.6. Ïðîäóêöèÿ

äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû ìûøè

â êëåòêàõ E. coli è B. subtilis,

òðàíñôîðìèðîâàííûõ ãèáðèäíûìè ïëàçìèäàìè

Ïëàçìèäà E. coli B. subtilis

pQS1 1 3 � 10–8

pQS2 7 4 � 10–8

pQS4 570 2 � 10–4

Ïðèìå÷àíèå. Óðîâåíü ïðîäóêöèè â E. coli âûðà-
æåí â îòíîñèòåëüíûõ åäèíèöàõ, â B. subtilis — êîí-
öåíòðàöèåé ìåòîòðåêñàòà (Ì), íåîáõîäèìîé äëÿ èí-
ãèáèðîâàíèÿ ðîñòà êëåòîê íà 50 %. Ðîñò áåñïëàç-
ìèäíûõ êëåòîê èíãèáèðîâàëñÿ íà 50 % ïðè êîíöåí-
òðàöèè ìåòîòðåêñàòà 3 � 10–8 Ì.



ñèè–ñåêðåöèè íà îñíîâå ýëåìåíòîâ ãåíà �-àìè-
ëàçû Â. amyloliquefaciens. Ýòî ïðèâåëî ê òîìó,
÷òî ïëàçìèäîñîäåðæàùèå êëåòêè Â. subtilis ñòà-
ëè ïðîèçâîäèòü òåðìîñòàáèëüíóþ �-àìèëàçó
â êîëè÷åñòâå, ïðåâûøàþùåì óðîâåíü ñèíòåçà
ýòîãî ôåðìåíòà â øòàììå-äîíîðå â íåñêîëüêî
ñîòåí ðàç.

Ïðè êëîíèðîâàíèè öåëûõ îïåðîíîâ â ñîñòà-
âå ìíîãîêîïèéíûõ âåêòîðíûõ ìîëåêóë ìîæíî
äîáèòüñÿ ñâåðõñèíòåçà íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ñîå-
äèíåíèé, áèîñèíòåç êîòîðûõ êîíòðîëèðóåòñÿ
ãåíàìè ýòèõ îïåðîíîâ. Òàê, ñîòðóäíèêè ëàáî-
ðàòîðèè À. È. Ñòåïàíîâà (1982 ã.) êëîíèðîâàëè
â ñîñòàâå áèôóíêöèîíàëüíîé âåêòîðíîé ïëàç-
ìèäû ôðàãìåíò ÄÍÊ Â. subtilis ðàçìåðîì
9,5 òïí, ñîäåðæàùèé öåëûé ðèáîôëàâèíîâûé
îïåðîí. Ïîëó÷åííûå ãèáðèäíûå ïëàçìèäû
îáåñïå÷èâàëè ñâåðõñèíòåç ðèáîôëàâèíà â êëåò-
êàõ Å. coli è Â. subtilis. Òàêèì îáðàçîì, ìåòî-
äàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ìîæíî ñîçäàâàòü
òåõíîëîãè÷åñêè ïåðñïåêòèâíûå øòàììû Â. sub-

tilis, ïðîäóöèðóþùèå â áîëüøîì êîëè÷åñòâå íå
òîëüêî áåëêè, íî è íèçêîìîëåêóëÿðíûå ñîåäè-
íåíèÿ òèïà àìèíîêèñëîò, âèòàìèíîâ è äð.

Øèðîêîå ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå ýêñïðåñ-
ñèðóþùåãî âåêòîðà íàøëà ïëàçìèäà pPL608, ïî-
ëó÷åííàÿ Ï. Ëîâåòòîì ñ ñîòðóäíèêàìè â 1981 ã.
Îíà îáðàçîâàíà âñòðîéêîé â pPL603 (ñì.
ðèñ. 10.7) ïðîìîòîðñîäåðæàùåãî ôðàãìåíòà
ðàçìåðîì 278 ïí, ïîëó÷åííîãî èç ÄÍÊ áàöèëëü-
íîãî ôàãà SP02 ãèäðîëèçîì â óñëîâèÿõ, èçìå-
íÿþùèõ ñïåöèôè÷íîñòü EcoRI íà EcoRI*. Êëî-
íèðîâàííûé ôðàãìåíò èìåë òàêèå êîíöû, ÷òî
ìîã âûùåïëÿòüñÿ èç ãèáðèäíîé pPL608 â îáû÷-
íûõ äëÿ EcoRI óñëîâèÿõ ãèäðîëèçà. Ïîñëå îï-
ðåäåëåíèÿ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ýòîãî ôðàãìåíòà âûÿñíèëîñü, ÷òî íàðÿäó ñ ñèëü-
íûì ïðîìîòîðîì â íåì íàõîäèòñÿ 5�-êîíöåâàÿ
êîäèðóþùàÿ ÷àñòü ôàãîâîãî ãåíà. Òàêèì îáðà-
çîì, ôðàãìåíò ÄÍÊ ôàãà SP02 â ïëàçìèäå
pPL608 ñïîñîáåí èíèöèèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ
è òðàíñëÿöèþ âñòðîåííûõ ÷óæåðîäíûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé. Òàê, âñòðîéêîé â pPL608
HindIII-ôðàãìåíòà ÄÍÊ Å. coli, íåñóùåãî ãåí
trpC, áûëà ïîëó÷åíà ïëàçìèäà pPL608-5, êîìï-
ëåìåíòèðóþùàÿ òî÷êîâûå ìóòàöèè Â. subtilis ïî
ãåíàì trpD, Ñ, F. Ïîêàçàíî, ÷òî â òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòêàõ Â. subtilis ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà
íàïðàâëÿåò ñèíòåç èíäîëãëèöåðîôîñôàòñèíòå-
òàçû Å. coli. À ïîñêîëüêó ãåí E. coli ðàñïîëîæåí
âíóòðè ãåíà cat âåêòîðà, îí ìîæåò áûòü ïîäâåð-
æåí èíäóêöèè õëîðàìôåíèêîëîì (ñì. 10.2.1).
Ïîñëå èíäóêöèè ñóáèíãèáèðóþùåé êîíöåíòðà-
öèåé õëîðàìôåíèêîëà â Â. subtilis óðîâåíü àê-
òèâíîñòè èçó÷àåìîãî ôåðìåíòà Å. coli óâåëè÷è-

âàëñÿ â 7 ðàç. Ïðè ýòîì òðàíñêðèïöèÿ ãèáðèä-
íîãî ãåíà â pPL608-5 èíèöèèðîâàëàñü ñ ïðîìî-
òîðà âåêòîðà.

Â. äå Âîñ ñ ñîàâòîðàìè (1983 ã.) ïî PstI-
ó÷àñòêó ïëàçìèäû pPL608 âñòðîèëè ãåí recA
E. coli. Â êëåòêàõ Â. subtilis, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ãèáðèäíîé ïëàçìèäîé pPL608-A13, âûÿâ-
ëÿëñÿ ñèíòåç áåëêà RecA E. coli. Òðàíñêðèïöèÿ
ãåíà recA èíèöèèðîâàëàñü íà ïðîìîòîðå ôàãà
SP02, à òðàíñëÿöèÿ — íà ñîáñòâåííîì ó÷àñòêå
ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì. Òàê êàê RBS ãåíà recA îò-
íîñèòåëüíî ñëàáî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ðèáîñîìàìè
Â. subtilis, òî óðîâåíü ñèíòåçà áåëêà RecA
â êëåòêàõ áàöèëë áûë íåâûñîê. ×ðåçâû÷àéíî
èíòåðåñåí òîò ôàêò, ÷òî áåëîê RecA Å. coli

êîìïëåìåíòèðîâàë in vivo ôóíêöèè áåëêà RecE
Â. subtilis, õîòÿ äàííûå áåëêè ðàçëè÷àþòñÿ ïî
ìîëåêóëÿðíîé ìàññå (39 è 45 êÄà ñîîòâåòñò-
âåííî). Êëîíèðîâàííûé â äðóãîé ëàáîðàòîðèè
â ñîñòàâå ïëàçìèäû pPL603 ãåí recA Proteus

mirabilis òàêæå êîìïëåìåíòèðîâàë ôóíêöèè ãå-
íà reñE B. subtilis. Êàê âèäèì, ôåðìåíòíûå ñèñ-
òåìû îáùåé ðåêîìáèíàöèè òàêñîíîìè÷åñêè
ðàçëè÷íûõ áàêòåðèé èìåþò áîëüøîå ôóíêöèî-
íàëüíîå ñõîäñòâî, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, óêàçûâàåò
íà äðåâíåå ïðîèñõîæäåíèå ýòîé ñèñòåìû.

Âîçìîæíîñòü íå òîëüêî ýôôåêòèâíî ñèíòå-
çèðîâàòü ÷óæåðîäíûå áåëêè, íî è ñåêðåòèðîâàòü
èõ èç êëåòîê â îêðóæàþùóþ ñðåäó îáåñïå÷èâà-
åò áàöèëëàì îñîáîå ïîëîæåíèå ñðåäè ãåííî-èí-
æåíåðíûõ ñèñòåì. Íàïðèìåð, â êëåòêàõ Â. sub-

tilis ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü â ñåêðåòèðóåìîé ôîð-
ìå ýêçîòîêñèíû ïàòîãåííûõ áàêòåðèé, ïðîòåê-
òèâíûå áåëêè-àíòèãåíû âèðóñîâ è áàêòåðèé.
Íàðàáîòêà â áèîëîãè÷åñêè áåçîïàñíîé áàêòå-
ðèè Â. subtilis òàêèõ áåëêîâ è âûäåëåíèå èõ
â ÷èñòîì âèäå ïîçâîëÿåò áîëåå êîððåêòíî èçó-
÷àòü èõ ñâîéñòâà. Êðîìå òîãî, òàêèå ïðåïàðàòû
èìåþò è ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå, íàïðèìåð, äëÿ
âåòåðèíàðèè èëè ìåäèöèíû.

Ð. Íîâèê ñ ñîòðóäíèêàìè (1987 ã.) êëîíèðî-
âàëè â ñîñòàâå ìîëåêóëÿðíîãî âåêòîðà pBD64
ãåí speÀ ïèðîãåííîãî ýêçîòîêñèíà òèïà À
ñòðåïòîêîêêà (SPE À) èëè ãåí tst, êîäèðóþùèé
ñòàôèëîêîêêîâûé òîêñèí-1 ñèíäðîìà òîêñè÷å-
ñêîãî øîêà (TSST-1). Çà ñ÷åò ïîâûøåííîé äîçû
ãåíà îáà áåëêà ñèíòåçèðîâàëèñü â Â. subtilis

â çíà÷èòåëüíî áóëüøèõ êîëè÷åñòâàõ, ÷åì â ïðè-
ðîäíûõ áàêòåðèÿõ, è, êðîìå òîãî, ýôôåêòèâíî
ñåêðåòèðîâàëèñü èç êëåòîê. Âñå ýòî ïîçâîëèëî
âûäåëèòü èññëåäóåìûå áåëêè â èíäèâèäóàëü-
íîì âèäå è ïîäðîáíî èçó÷èòü èõ ñâîéñòâà.

Èñïîëüçîâàâ ñèãíàëû ýêñïðåññèè è ñåêðåöèè
ãåíà speA Streptococcus pyogenes, Ô. Ëàïëàñ ñ ñî-
àâòîðàìè (1988 ã.) ñîçäàëè íîâóþ âåêòîðíóþ
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ñèñòåìó ÷åëíî÷íîãî òèïà è ïðîäåìîíñòðèðîâà-
ëè, ÷òî îíà ñïîñîáíà íàïðàâëÿòü ñèíòåç èíòåð-
ôåðîíà �1 ÷åëîâåêà â êëåòêàõ Å. coli, Â. subtilis

è Streptococcus sanguis. Ï. Ñýðèñ ñ ñîàâòîðàìè
(1990 ã.) ñ ïîìîùüþ âåêòîðíîé ñèñòåìû ýêñïðåñ-
ñèè–ñåêðåöèè íà îñíîâå ãåíà �-àìèëàçû Â. amy-

loliquefaciens ïîëó÷èëè øòàììû Â. subtilis, ðàç-
äåëüíî ñèíòåçèðóþùèå è ñåêðåòèðóþùèå â ñðå-
äó êàæäóþ èç ïÿòè ñóáúåäèíèö êîêëþøíîãî
òîêñèíà, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ âàæíûì êîìïîíåíòîì
ñîâðåìåííûõ ïðîòèâîêîêëþøíûõ âàêöèí.

Âîçìîæåí è äðóãîé ïîäõîä ê îïòèìèçàöèè
ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â êëåòêàõ Â. sub-
tilis. Èçó÷àåìûé ñòðóêòóðíûé ãåí ñîåäèíÿþò
ñ ñèíòåòè÷åñêèì ñåãìåíòîì ÄÍÊ, êîäèðóþùèì
ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì, ñïåöèôè÷íûé äëÿ
áàöèëë. Òàêóþ êîíñòðóêöèþ çàòåì ìîæíî ïîìå-
ùàòü ïîä êîíòðîëü ðàçíîîáðàçíûõ ïðîìîòîðîâ.
Â ÷àñòíîñòè, èñïîëüçóÿ ðàçëè÷íûå ñèíòåòè÷å-
ñêèå ñåãìåíòû ÄÍÊ, ñîäåðæàùèå SD-ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè, Äæ. Ôëîê ñ ñîàâòîðàìè (1984 ã.)
ïîëó÷èëè ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, êîòîðûå
â êëåòêàõ Â. subtilis íàïðàâëÿëè ñèíòåç ïîëèïåï-
òèäíîãî ãîðìîíà ÷åëîâåêà óðîãàñòðîíà â ñâî-
áîäíîì âèäå. Äàííûé ïðèåì ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷-
íî îáùèì è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí ïðè êëî-
íèðîâàíèè â êëåòêàõ áàöèëë ëþáûõ ãåíîâ.

Íà îñíîâå âåêòîðà pPL603 â ëàáîðàòîðèè
Ñ. Í. Ùåëêóíîâà â 1988 ã. ñêîíñòðóèðîâàëè ãèá-
ðèäíóþ ïëàçìèäó ðÂÌÂ105, ñîäåðæàùóþ õè-
ìèêî-ôåðìåíòàòèâíî ñèíòåçèðîâàííûé ôðàã-
ìåíò, ñîñòîÿùèé èç ïðîìîòîðà, ó÷àñòêà ñâÿçû-
âàíèÿ ðèáîñîì è ãåí-ýêâèâàëåíòà ñèãíàëüíîãî
ïåïòèäà �-àìèëàçû, ñîñòûêîâàííîãî ñî ñòðóê-
òóðíûì ãåíîì çðåëîé ôîðìû ëåéêîöèòàðíîãî
èíòåðôåðîíà �2 ÷åëîâåêà. Äàííàÿ ïëàçìèäà íà-
ïðàâëÿëà â êëåòêàõ Â. subtilis ñèíòåç è ñåêðåöèþ
â îêðóæàþùóþ ñðåäó áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî
èíòåðôåðîíà. Ïëàçìèäà ðÂÌÂ105 çàòåì áûëà
ââåäåíà â øòàììû áàöèëë, èñïîëüçóåìûå â âå-
òåðèíàðèè è ìåäèöèíå â êà÷åñòâå ëå÷åáíûõ
ïðåïàðàòîâ äëÿ ïåðîðàëüíîãî (÷åðåç ðîò) ïðè-
ìåíåíèÿ. Ñîçäàííûå øòàììû è ïðîèçâîäèìûå
íà èõ îñíîâå ïðåïàðàòû ïîêàçàëè âûñîêóþ ýô-
ôåêòèâíîñòü â çàùèòå ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ
æèâîòíûõ îò ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé. Áîëåå òî-
ãî, îäèí èç ïîëó÷åííûõ âàðèàíòîâ Â. subtilis
â êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèÿõ ïîêàçàë âûñîêèé òå-

ðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò ïðè ëå÷åíèè âèðóñíûõ
ãåïàòèòîâ ÷åëîâåêà. Íåñîìíåííî, ðàçðàáîòêà
øòàììîâ áàöèëë, ïðîäóöèðóþùèõ è ñåêðåòèðó-
þùèõ ðàçëè÷íûå öèòîêèíû ÷åëîâåêà è æèâîò-
íûõ, íå òîëüêî ïðåäñòàâëÿåò íàó÷íûé èíòåðåñ,
íî è èìååò áîëüøîå ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå äëÿ
âåòåðèíàðèè è çäðàâîîõðàíåíèÿ êàê íàïðàâëå-
íèå ïî ñîçäàíèþ íîâîãî òèïà ëå÷åáíûõ ôîðì
äëÿ ïåðîðàëüíîãî ïðèìåíåíèÿ.

Áàöèëëû èìåþò ñëîæíûé öèêë äèôôåðåí-
öèðîâêè, è ó íèõ ñóùåñòâóþò ãåíû, ôóíêöèîíè-
ðóþùèå íà îïðåäåëåííûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî
ðàçâèòèÿ. Ïîýòîìó ìîæíî ïðèìåíÿòü ïðîìîòî-
ðû, êîòîðûå áóäóò âêëþ÷àòü ýêñïðåññèþ ÷óæå-
ðîäíîãî ãåíà â æåëàåìîé ýêñïåðèìåíòàòîðó ôà-
çå êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèäíûõ ãåíîâ êî-
äèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîæíî ïîìå-
ùàòü ïîä êîíòðîëü òàíäåìíî ïîâòîðåííûõ ïðî-
ìîòîðîâ. Ýòî, êàê ïðàâèëî, ïðèâîäèò ê óâåëè÷å-
íèþ ýôôåêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèè èçó÷àåìîãî
ãåíà. Ñîáèðàÿ áëîêè èç äâóõ-òðåõ ðàçëè÷íûõ
ïðîìîòîðîâ ñ ðàçíîé ñèñòåìîé ðåïðåññèè–èí-
äóêöèè, ìîæíî ãèáêî ðåãóëèðîâàòü ýêñïðåññèþ
öåëåâîãî ãåíà è îáåñïå÷èâàòü ñâåðõñèíòåç êîäè-
ðóåìîãî èì áåëêà.

Îñîáîå çíà÷åíèå äëÿ ãåííî-èíæåíåðíîé
ñèñòåìû áàöèëë èìååò ïîëó÷åíèå ìóòàíòîâ
áàêòåðèé ñî ñíèæåííîé àêòèâíîñòüþ ïðîòåàç,
è ïðåæäå âñåãî ýêçîïðîòåàç. Äëÿ ìíîãèõ ÷óæå-
ðîäíûõ áåëêîâ òîëüêî èñïîëüçîâàíèå ìóòàíòîâ
Â. subtilis, äåôåêòíûõ ïî ïðîòåàçàì, ïîçâîëÿåò
îáåñïå÷èòü âûñîêèé óðîâåíü èõ âíåêëåòî÷íîé
ïðîäóêöèè.

Ðàçðàáîòêà ìåòîäîëîãèè êëîíèðîâàíèÿ ãå-
íîâ â êëåòêàõ Â. subtilis âûâåëà íà êà÷åñòâåííî
íîâûé óðîâåíü ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå èñ-
ñëåäîâàíèÿ äàííîé ãðàìïîëîæèòåëüíîé áàêòå-
ðèè. Â êëåòêàõ Â. subtilis â ñîñòàâå ôàãîâûõ èëè
ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ êëîíèðîâàí øèðîêèé ñïåêòð
õðîìîñîìíûõ ãåíîâ áàöèëë, â òîì ÷èñëå spo-ãå-
íû, ó÷àñòâóþùèå â ðåãóëÿöèè ñïîðîîáðàçîâà-
íèÿ, ãåíû �-àìèëàç, ïåíèöèëëèíàç, ïðîòåàç.
Ïðè ýòîì, êàê óæå îòìå÷àëîñü, çà ñ÷åò ïîâû-
øåííîé äîçû ãåíà â êëåòêàõ, ñîäåðæàùèõ ãèá-
ðèäíûå ïëàçìèäû, îáû÷íî íàáëþäàåòñÿ ñâåðõ-
ñèíòåç ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðîäóêòîâ.
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Ïðè ðàçðàáîòêå ëþáîé âåêòîðíîé ñèñòåìû
íåîáõîäèìî ïîäîáðàòü óñëîâèÿ, â êîòîðûõ ãèá-
ðèäíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ ýôôåêòèâíî ðåïëèöè-
ðóþòñÿ, ïðàâèëüíî ðàñïðåäåëÿþòñÿ ìåæäó
äî÷åðíèìè êëåòêàìè è íå ïîäâåðãàþòñÿ ñòðóê-

òóðíûì ïåðåñòðîéêàì ïðè ìíîãîêðàòíûõ ïåðå-
ñåâàõ êóëüòóð áàêòåðèé. Îñîáåííî ýòî âàæíî
ïðè ñîçäàíèè øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ, ïðåäíàç-
íà÷åííûõ äëÿ êðóïíîìàñøòàáíîãî êóëüòèâèðî-
âàíèÿ.
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Õîòÿ ñèñòåìà êëîíèðîâàíèÿ ãåíîâ â êëåòêàõ
Â. subtilis èçó÷åíà â ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì ãåí-
íî-èíæåíåðíàÿ ñèñòåìà Å. coli, íàêîïëåííûå
äàííûå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü íåêîòîðûå âûâîäû
î ñòàáèëüíîñòè ãèáðèäíûõ ïëàçìèä â êëåòêàõ
áàöèëë.

Êàê óæå îòìå÷àëîñü (ñì. 10.2.1), áîëüøèí-
ñòâî ïëàçìèä Staphylococcus aureus îòíîñèòåëü-
íî íåñòàáèëüíû â êëåòêàõ Â. subtilis. Ýòî îáó-
ñëîâëåíî òåì, ÷òî â ãåòåðîëîãè÷íîì îêðóæåíèè
ïðîèñõîäèò ðàçáàëàíñèðîâêà ïðîöåññà ðåïëèêà-
öèè ïëàçìèä ýòîãî êëàññà. Ïëàçìèäà S. aureus

ðÑ194 è åå ïðîèçâîäíûå â êëåòêàõ Â. subtilis

÷àñòî ïîäâåðãàþòñÿ äåëåöèÿì. Ïðè÷åì ýòîò
ïðîöåññ ÿâëÿåòñÿ recE-íåçàâèñèìûì, à îáðàçî-
âàâøèåñÿ in vivo äåëåöèîííûå âàðèàíòû çàòåì
îáû÷íî ñòàáèëüíî ñîõðàíÿþò ñâîþ ñòðóêòóðó.

Èç èçó÷åííûõ ïëàçìèä ëèøü pUB110 è åå
ãèáðèäíûå ïðîèçâîäíûå õàðàêòåðèçóþòñÿ äîñ-
òàòî÷íî âûñîêîé ñòàáèëüíîñòüþ â êëåòêàõ áà-
öèëë. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ïëàçìèäîñîäåðæà-
ùèõ øòàììîâ íà ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ áåç àíòè-
áèîòèêîâ çàìåòíàÿ ïîòåðÿ êëåòêàìè ïëàçìèä
íàáëþäàåòñÿ òîëüêî â ïîñòýêñïîíåíöèàëüíîé
è ñòàöèîíàðíîé ôàçàõ ðîñòà êóëüòóðû, ÷òî
îáû÷íî ìàëî ñêàçûâàåòñÿ íà ïðîäóêòèâíîñòè
øòàììîâ ïî öåëåâîìó áåëêó. Áîëüøîå çíà÷åíèå
äëÿ ñòàáèëüíîãî ïîääåðæàíèÿ ãèáðèäíûõ ïëàç-
ìèä â êëåòêàõ áàöèëë èìååò ñîñòàâ ïèòàòåëüíîé
ñðåäû è óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîýòîìó ïðè
ñîçäàíèè òåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ íà îñíîâå
øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ, êîíñòðóèðóåìûõ ìåòî-
äàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè, íåîáõîäèìî
óäåëÿòü ïðèñòàëüíîå âíèìàíèå âûáîðó îïòè-
ìàëüíûõ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Íåñòàáèëüíîñòü ñòðóêòóðû ãèáðèäíûõ
ïëàçìèä èíîãäà ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà âëèÿ-
íèåì íà íèõ êëîíèðîâàííîãî ðåïëèêàòîðà èëè
ñèëüíîãî ïðîìîòîðà. Â ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíà-
öèîííûõ ñîáûòèé in vivo ñïîíòàííî îáðàçóþòñÿ
ñòàáèëüíûå âàðèàíòû ïëàçìèä, ó êîòîðûõ èí-
òåðôåðåíöèÿ ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ ïðåîäîëåâàåòñÿ.
Òàêèå ïëàçìèäû ÷àùå âñåãî ÿâëÿþòñÿ äåëåöè-
îííûìè ïðîèçâîäíûìè èñõîäíûõ ãèáðèäíûõ
ìîëåêóë ÄÍÊ. Ïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè, êîòîðûå ìîãóò âîçíèêàòü â ãèáðèäíûõ
ïëàçìèäàõ, òàêæå îáóñëîâëèâàþò íåñòàáèëü-
íîñòü èõ ñòðóêòóðû.

Îñîáóþ ïðîáëåìó ïðè ðàáîòå ñ Â. subtilis

ïðåäñòàâëÿåò íåñòàáèëüíîñòü ãèáðèäîâ íà îñ-
íîâå äâóðåïëèêîííûõ ïëàçìèä. Áîëüøèíñòâî
èç ýòèõ ïëàçìèä ñòàáèëüíî ïîääåðæèâàþòñÿ
â êëåòêàõ Å. coli äàæå ïðè îòñóòñòâèè ñåëåêòèâ-
íîãî äàâëåíèÿ, à â Â. subtilis â òåõ æå óñëîâèÿõ
îíè ìîãóò òåðÿòüñÿ ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé. Òàê, ïî-

ñëå 10 äåëåíèé êëåòîê B. subtilis â íåñåëåêòèâ-
íûõ óñëîâèÿõ ÷àñòîòà óòðàòû ïëàçìèä (%) ñî-
ñòàâëÿåò:

ðÂÑ16-1 < 0,1 pJK3-1 65

pBS161-1 23 pJK 201 65

pJK302 4 pJK 310 98,5

pJK502 35 pJK 523 98

Áîëåå òîãî, â ïðîöåññå òðàíñôîðìàöèè êîì-
ïåòåíòíûõ êëåòîê Â. subtilis íåêîòîðûå ãèáðèä-
íûå áèôóíêöèîíàëüíûå ïëàçìèäû ñ âûñîêîé
÷àñòîòîé ïîäâåðãàþòñÿ äåëåöèÿì, ÷åãî íå ïðîèñ-
õîäèò ïðè ââåäåíèè ýòèõ æå ïëàçìèä â êîìïå-
òåíòíûå êëåòêè Å. coli. Äàííûé ôàêò ìîæåò îáú-
ÿñíÿòüñÿ òåì, ÷òî ìåõàíèçì ïðîíèêíîâåíèÿ ýêçî-
ãåííûõ ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè Å. coli è Â. subtilis

ðàçëè÷àåòñÿ (ñì. 2.1.2, 10.1.2). Ìàêñèìàëüíûé
ðàçìåð ìîëåêóë ÄÍÊ, êîòîðûå ìîãóò âõîäèòü
â êîìïåòåíòíûå êëåòêè Â. subtilis, ñîñòàâëÿåò
ïðèìåðíî 30 òïí. Â òî æå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî
òðàíñôîðìàöèÿ êëåòîê Â. subtilis îñóùåñòâëÿåò-
ñÿ â îñíîâíîì òðèìåðàìè ïëàçìèä. À ïîñêîëüêó
÷åëíî÷íûå ïëàçìèäû îáû÷íî áûâàþò êðóïíû-
ìè, òî òðèìåðíàÿ ôîðìà ãèáðèäîâ íà èõ îñíîâå
ïî ðàçìåðó ìîæåò ïðåâûñèòü 30 òïí. Ýòî, ïî-âè-
äèìîìó, ðåçêî ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü òðàíñ-
ôîðìàöèè êëåòîê Â. subtilis è ñïîñîáñòâóåò îòáî-
ðó ðàçëè÷íûõ äåëåöèîííûõ ïðîèçâîäíûõ èñõîä-
íîé ãèáðèäíîé ïëàçìèäû. Ïðåîäîëåòü äàííîå çà-
òðóäíåíèå ìîæíî äîñòàòî÷íî ïðîñòî, åñëè ââî-
äèòü ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ â êëåòêè áàöèëë ýëåêòðî-
ïîðàöèåé èëè îñóùåñòâëÿòü ïëàçìèäíóþ òðàíñ-
ôîðìàöèþ ïðîòîïëàñòîâ êëåòîê.

Ïðè ðàáîòå ñ áèôóíêöèîíàëüíûìè âåêòîðà-
ìè ìîæåò âîçíèêàòü ñèòóàöèÿ, êîãäà ðàçìíî-
æåííûå â Å. coli ãèáðèäíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ áó-
äóò ïîäâåðãàòüñÿ àòàêå ñèñòåìîé ðåñòðèêöèè
Â. subtilis, ÷òî ïðèâåäåò ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ
ïëàçìèäíîé òðàíñôîðìàöèè áàöèëë è ïîÿâëå-
íèþ äåëåöèîííûõ âàðèàíòîâ ïëàçìèä. Â òàêèõ
ñëó÷àÿõ íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü øòàììû
Bacillus, ìóòàíòíûå ïî ñèñòåìå ðåñòðèêöèè.

Îáðàçîâàíèå äåëåöèîííûõ âàðèàíòîâ ãèá-
ðèäíûõ ïëàçìèä ìîæåò ïðîèñõîäèòü íå òîëüêî â
ïðîöåññå òðàíñôîðìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê
Â. subtilis, íî è ïðè ïàññèðîâàíèè ïëàçìèäîñî-
äåðæàùèõ êóëüòóð áàêòåðèé. Âîçíèêøèå in vivo

äåëåöèîííûå ïðîèçâîäíûå ïëàçìèä, êàê ïðàâè-
ëî, ïðè äàëüíåéøèõ ïàññàæàõ êóëüòóðû ñòà-
áèëüíî ñîõðàíÿþò ñâîþ ñòðóêòóðó.

Ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòêè, íå íåñóùèå ïëàçìèä, ìîãóò èìåòü
ïðåèìóùåñòâî â ðàçìíîæåíèè ïåðåä ïëàçìèäî-
ñîäåðæàùèìè áàêòåðèÿìè. Â òàêèõ ñëó÷àÿõ ïðî-
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èñõîäèò îáîãàùåíèå ïîïóëÿöèè áåñïëàçìèäíû-
ìè êëåòêàìè è ïîñòåïåííàÿ, èíîãäà î÷åíü áûñò-
ðàÿ, óòðàòà ïëàçìèäû áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðîé.

Êàê âèäèì, ïîâåäåíèå ãèáðèäíûõ ïëàçìèä
â êëåòêàõ Â. subtilis âî ìíîãîì ïîä÷èíÿåòñÿ òåì
æå çàêîíàì, ÷òî è â Å. coli.
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Ãëàâà 11
ÃÅÍÍÎ-ÈÍÆÅÍÅÐÍÛÅ ÑÈÑÒÅÌÛ
ÃÐÀÌÏÎËÎÆÈÒÅËÜÍÛÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ,
ÍÅ ÎÒÍÎÑßÙÈÕÑß Ê ÐÎÄÓ BACILLUS

Â ïîñëåäíèå ãîäû âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé
ïðèâëåêàåò ðàçðàáîòêà âåêòîðíûõ ñèñòåì áàêòå-
ðèé, èìåþùèõ áîëüøîå ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå
â ïèùåâîé, ìåäèöèíñêîé ïðîìûøëåííîñòè, ÿâ-
ëÿþùèõñÿ âîçáóäèòåëÿìè ðàçëè÷íûõ çàáîëåâà-
íèé ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ.

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî èñïîëüçóåìûå
ïîäõîäû áàçèðóþòñÿ ïðåæäå âñåãî íà òîì áîëü-
øîì îïûòå, êîòîðûé áûë íàêîïëåí â õîäå ãåí-
íî-èíæåíåðíûõ èññëåäîâàíèé íà Å. ñîli è
Â. subtilis.

11.1. ÁÀÊÒÅÐÈÈ ÐÎÄÀ STREPTOCOCCUS

Ìåòîäîëîãèÿ ðåêîìáèíàöèè ìîëåêóë ÄÍÊ
in vitro óíèâåðñàëüíà. Ïîýòîìó âîçìîæíîñòü
ïðîâåäåíèÿ ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ
íà âûáðàííîì âèäå áàêòåðèé îïðåäåëÿåòñÿ ñïî-
ñîáíîñòüþ êëåòîê ê ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìà-
öèè è íàëè÷èåì âåêòîðíûõ ìîëåêóë.

Ëèøü ó íåìíîãèõ èç èçó÷åííûõ âèäîâ ãðàì-
ïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé âûÿâëåíà ôèçèîëîãè-
÷åñêàÿ êîìïåòåíòíîñòü äëÿ ãåíåòè÷åñêîé òðàíñ-
ôîðìàöèè. Ëèäèðóþùåå ïîëîæåíèå çäåñü çàíè-
ìàåò ðîä Streptococcus: ïî êðàéíåé ìåðå äëÿ
òðåõ âèäîâ ýòèõ áàêòåðèé (S. mutans, S. sanguis,
S. pneumoniae) äîêàçàíà âîçìîæíîñòü ãåíåòè÷å-
ñêîé òðàíñôîðìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê.
Êðîìå òîãî, íà÷èíàÿ ñ 1972 ã. â áàêòåðèÿõ ýòîãî
ðîäà îáíàðóæåíî è èçó÷åíî íåñêîëüêî äåñÿòêîâ
ðàçëè÷íûõ ïëàçìèä, êîòîðûå äàþò áîãàòûé ìà-
òåðèàë äëÿ ñîçäàíèÿ ýôôåêòèâíûõ êëîíèðóþ-
ùèõ âåêòîðîâ.

Ñòðåïòîêîêêè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé áîëü-
øóþ ãåòåðîãåííóþ ãðóïïó. Áîëüøèíñòâî âèäîâ
ÿâëÿþòñÿ ôàêóëüòàòèâíûìè àíàýðîáàìè è íå-
ïîäâèæíû. Îíè èìåþò òåíäåíöèþ ôîðìèðî-
âàòü öåïî÷êè èç êëåòîê, îñîáåííî ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè in vitro. Áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ïèùå-
âîé ïðîìûøëåííîñòè èìåþò S. lactis, S. cremo-

ris è íåêîòîðûå äðóãèå âèäû, îáúåäèíÿåìûå
â ãðóïïó ìîëî÷íîêèñëûõ ñòðåïòîêîêêîâ. Ñïî-
ñîáíîñòü ýòèõ áàêòåðèé êîàãóëèðîâàòü ìîëîêî
â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îïðåäåëÿåòñÿ òåì, ìî-
ãóò ëè îíè ìåòàáîëèçèðîâàòü ëàêòîçó è ðàñùåï-
ëÿòü êàçåèí. Äîêàçàíî, ÷òî ïðîÿâëåíèå ýòèõ
ñâîéñòâ ñâÿçàíî ñ íàëè÷èåì â êëåòêàõ ïëàçìèä

ðàçìåðîì îò 45 äî 70 òïí. S. faecalis ÿâëÿåòñÿ
ïðåäñòàâèòåëåì íîðìàëüíîé ìèêðîôëîðû êè-
øå÷íèêà ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ. Íåêîòîðûå
øòàììû ýòîé ãðóïïû ñòðåïòîêîêêîâ ìîãóò áûòü
ïàòîãåííûìè. S. pyogenes — îäèí èç îñíîâíûõ
âîçáóäèòåëåé ðàçëè÷íûõ ãíîéíûõ çàáîëåâàíèé.
Áîëüøàÿ ãðóïïà ñòðåïòîêîêêîâ (S. sanguis,
S. mutans, S. salivarius, S. mitior) íàñåëÿåò ðîòî-
âóþ ïîëîñòü, ïðè ýòîì ãëàâíûì «âèíîâíèêîì»
êàðèåñà çóáîâ ÿâëÿåòñÿ S. mutans. Â ðàçíûõ ðå-
ãèîíàõ îò 40 äî 70 % âçðîñëîãî íàñåëåíèÿ ïðè-
íàäëåæèò ê ÷èñëó íîñèòåëåé S. pneumoniae, ÷à-
ùå èçâåñòíîãî êàê ïíåâìîêîêê. Ïðè íàðóøåíèè
íîðìàëüíûõ çàùèòíûõ ìåõàíèçìîâ (íàïðèìåð,
ïðè âèðóñíîé èíôåêöèè äûõàòåëüíûõ ïóòåé)
áàêòåðèè èç çåâà ïðîíèêàþò â ëåãêèå è âûçûâà-
þò ðàçâèòèå ïíåâìîêîêêîâîé ïíåâìîíèè, êîòî-
ðàÿ ìîæåò èìåòü ëåòàëüíûé èñõîä.

Êàê âèäèì, ñòðåïòîêîêêè ïðåäñòàâëÿþò
áîëüøîé èíòåðåñ äëÿ èññëåäîâàòåëåé, è ïîýòî-
ìó îíè èíòåíñèâíî èçó÷àþòñÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ó
S. faecalis è S. lactis äîâîëüíî ÷àñòî âñòðå÷àþòñÿ
øòàììû, íåñóùèå ïÿòü èëè áîëåå ðàçíûõ ïëàç-
ìèä, à áåñïëàçìèäíûå èçîëÿòû î÷åíü ðåäêè. Íà-
ïðîòèâ, â øòàììàõ S. mutans è S. pneumoniae

ïëàçìèäû âûÿâëÿþòñÿ îòíîñèòåëüíî ðåäêî. Ðàç-
ìåðû ïëàçìèä âàðüèðóþò îò íåñêîëüêèõ òûñÿ÷
ïàð íóêëåîòèäîâ äî 115 òïí, îäíàêî áîëåå 85 %
îïèñàííûõ ïëàçìèä èìåþò ðàçìåð ìåíüøå
60 òïí. Ïëàçìèäû ðàçìåðîì íå áîëåå 10 òïí
îáû÷íî ÿâëÿþòñÿ ìíîãîêîïèéíûìè (îò 10 äî 30
êîïèé íà õðîìîñîìó), áîëåå êðóïíûå ïëàçìè-
äû, êàê ïðàâèëî, íèçêîêîïèéíû (1–2 ìîëåêóëû



íà õðîìîñîìó). Ïëàçìèäû ñòðåïòîêîêêîâ ìîãóò
äåòåðìèíèðîâàòü ðàçëè÷íûå ôóíêöèè, âêëþ÷àÿ
êîíúþãàòèâíûé ïåðåíîñ, óñòîé÷èâîñòü ê àíòè-
áèîòèêàì, óòèëèçàöèþ ëàêòîçû, ñàõàðîçû, öèò-
ðàòà, ñèíòåç ãåìîëèçèíîâ, ïðîòåàç, áàêòåðèîöè-
íîâ è äð.

Â ïëàíå ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè êîì-
ïåòåíòíûõ êëåòîê íàèáîëåå õîðîøî èçó÷åí
S. sanguis, è ïîýòîìó óñèëèÿ ïî ñîçäàíèþ âåê-
òîðíîé ñèñòåìû ñòðåïòîêîêêîâ ïðåæäå âñåãî
áûëè ñêîíöåíòðèðîâàíû íà áàêòåðèÿõ ýòîãî
âèäà. Îêàçàëîñü, ÷òî ðåïëèêîíû ñòàôèëîêîêêî-
âûõ ïëàçìèä ðÅ194, ðÑ194 è pUB110, ðàáîòàþ-

ùèå â êëåòêàõ áàöèëë, íå ôóíêöèîíèðóþò
â êëåòêàõ ñòðåïòîêîêêîâ (õîòÿ ãåíû óñòîé÷èâî-
ñòè ê àíòèáèîòèêàì ýòèõ ïëàçìèä ñïîñîáíû
ýêñïðåññèðîâàòüñÿ â ñòðåïòîêîêêàõ). Ïîýòîìó
âîçíèêëà íåîáõîäèìîñòü ñîçäàíèÿ íîâûõ óäîá-
íûõ êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ, ïðèãîäíûõ äëÿ
ïðîâåäåíèÿ ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ
íà áàêòåðèÿõ ðîäà Streptococcus.

Â îäíîé èç ïåðâûõ ðàáîò Ô. Ìàðöèíà ñ ñîàâ-
òîðàìè (1980 ã.), èñïîëüçóÿ äåòåðìèíàíòó óñ-
òîé÷èâîñòè ê ýðèòðîìèöèíó ïëàçìèäû pVA1
è ðåïëèêîí êðèïòè÷åñêîé ïëàçìèäû pVA380-1,
ñêîíñòðóèðîâàëè õèìåðíûå ïëàçìèäû pVA680,

11.1. ÁÀÊÒÅÐÈÈ ÐÎÄÀ STREPTOCOCCUS 279

Òàáëèöà 11.1. Êëîíèðóþùèå âåêòîðû áàêòåðèé ðîäà Streptococcus

Ïëàçìèäà Ðàçìåð, òïí Ìàðêåðû Ðîäèòåëüñêèå ïëàçìèäû Èñõîäíàÿ áàêòåðèÿ-õîçÿèí

pVA1 11,0 Emr pAM�1 S. faecalis

pVA677 7,5 Emr pVA1

pVA380-1 4,4 Êðèïòè÷åñêàÿ —* S. ferus

pVA680 8,3 Emr pVA380-1
pVA1

pVA736 7,6 Emr Òî æå

pVA743 13,9 EmrCmr pVA736
pIP501 S. agalactiae

pVA749 5,0 Emr pVA380-1
pVA1

pVA856 9,2 Emr

Cmr Tcr
pVA749
pACYC184 E. coli

pDB101 18,0 Emr pSM19035 S. pyogenes

pDB201 7,4 Emr pVA318
pSM19035

S. faecalis

pGB301 9,3 EmrCmr pIP501
pGB307 4,9 Emr pGB301

pSM10 8,1 Òî æå pSM10419 S. pyogenes

�pSM19035 18,0 — « — pSM19035
pSM10221 12,4 EmrCmr pSM10

pC221 Staph. aureus

pMV158 5,2 Tcr —* S. agalactiae

pAM77 6,8 Emr —* S. sanguis

pAM401 10,4 Cmr

TcrCmr
pGB354
pACYC184

S. agalactiae

E. coli

pAM510 10,2 EmrSmr pAD2
pVA736

S. faecalis

pAM511 11,3 Emr Kmr Òî æå

pLS1 4,3 Tcr pMV158 S. pneumoniae

pIL252 4,6 Emr pHV1301 S. faecalis

pIL277 4,3 Emr pIL252

pAT127 10,5 Nmr pAM�1
pBR322
RK2

S. faecalis

E. coli

E. coli

pCK1 5,5 Cmr Nmr pSH71
pBD64

S. lactis

B. subtilis (Staph. aureus)

* Ïðèðîäíàÿ ïëàçìèäà.



pVA736, pVA749 è íåêîòîðûå äðóãèå, ýôôåê-
òèâíî âûïîëíÿþùèå ôóíêöèè ìîëåêóëÿðíûõ
âåêòîðîâ â êëåòêàõ S. sanguis (òàáë. 11.1). Â äàëü-
íåéøåì âûÿñíèëîñü, ÷òî âåêòîðû äàííîãî òèïà
ìîãóò ñ óñïåõîì èñïîëüçîâàòüñÿ â áàêòåðèÿõ
äðóãèõ âèäîâ ðîäà Streptococcus. Ïðè ýòîì íå-
îáõîäèìî áûëî äëÿ êàæäîãî âèäà, íå îáëàäàþ-
ùåãî êîìïåòåíòíîñòüþ, ïðîâåñòè êðîïîòëèâóþ
ðàáîòó ïî îïòèìèçàöèè ïðîöåäóðû ïîëó÷åíèÿ
ïðîòîïëàñòîâ, èõ ïëàçìèäíîé òðàíñôîðìàöèè
è óñëîâèé ðåãåíåðàöèè êëåòî÷íîé ñòåíêè.

Äëÿ ðàñøèðåíèÿ âîçìîæíîñòåé ïðîâåäåíèÿ
ýêñïåðèìåíòîâ ñ èçîëèðîâàííûìè ãåíàìè
ïîëó÷åíû òàêæå ÷åëíî÷íûå ïëàçìèäû Å. coli –
Streptococcus, Staphylococcus – Streptococcus,
Bacillus – Streptococcus. Îäèí èç âåêòîðîâ
òàêîãî òèïà — ðÀÌ401 — ñîçäàëè Ð. Âèðò ñ ñî-
àâòîðàìè (1986 ã.), îáúåäèíèâ ïëàçìèäó Å. coli

pACYC184 (TcrCmr), ðàñùåïëåííóþ ïî óíè-
êàëüíîìó ó÷àñòêó óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàçû AvaI,
ñî ñòðåïòîêîêêîâîé ïëàçìèäîé pGB354 (Cmr),
ãèäðîëèçîâàííîé ïî åäèíñòâåííîìó SphI-ñàéòó
(ðèñ. 11.1). Ïîñêîëüêó ãåíû Å. coli â ãðàìïîëî-
æèòåëüíûõ êëåòêàõ ïðàêòè÷åñêè íå ýêñïðåññè-
ðóþòñÿ, àâòîðû ïðîÿâèëè èçîáðåòàòåëüíîñòü
è îñóùåñòâèëè ñòóïåí÷àòóþ ñåëåêöèþ. Ñìåñü
ëèíåàðèçîâàííûõ ïëàçìèä îáðàáàòûâàëè ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçîé («çàòóïëåíèå» âûñòóïàþùèõ îäíî-
öåïî÷å÷íûõ êîíöîâ), ÄÍÊ-ëèãàçîé ôàãà Ò4 è
òðàíñôîðìèðîâàëè ïðîòîïëàñòû S. faecalis, îò-
áèðàÿ ïëàçìèäîñîäåðæàùèå òðàíñôîðìàíòû íà
ñðåäå ñ õëîðàìôåíèêîëîì. Èç âûðîñøåé ïîñëå
ýòîãî ïîïóëÿöèè êëåòîê âûäåëÿëè ïëàçìèäíóþ
ÄÍÊ è òðàíñôîðìèðîâàëè åþ êîìïåòåíòíûå
êëåòêè Å. coli ñ ïîñëåäóþùåé ñåëåêöèåé íà ñðå-
äå ñ õëîðàìôåíèêîëîì è òåòðàöèêëèíîì. Èç
îòîáðàííûõ êëîíîâ áàêòåðèé ñíîâà âûäåëÿëè
ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ è òðàíñôîðìèðîâàëè åþ ïðî-
òîïëàñòû S. faecalis. Ïðîâåäÿ òðè öèêëà òàêèõ
ïåðåíîñîâ ïëàçìèä èç îäíîãî õîçÿèíà â äðóãîãî,
îòîáðàëè òðàíñôîðìàíò, ñîäåðæàùèé ïëàçìèäó
ðÀÌ401. Ïîëó÷åííûé ÷åëíî÷íûé âåêòîð ìîæåò
ïðèìåíÿòüñÿ â øèðîêîì êðóãå õîçÿåâ, òàê êàê
èñïîëüçîâàííûé ðåïëèêîí ñòðåïòîêîêêîâîé
ïëàçìèäû ýôôåêòèâíî ôóíêöèîíèðóåò â êëåò-
êàõ ïî êðàéíåé ìåðå 9 âèäîâ ñòðåïòîêîêêîâ,
â Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus è Pe-

diococcus spp.
Èíòåðåñåí ïðèìåð ñîçäàíèÿ ïëàçìèäû

pCK1 (ñì. òàáë. 11.1). Ì. Ãýññîí è Ï. Àíäåðñîí
(1985 ã.) âûäåëèëè TaqI-ôðàãìåíò ïëàçìèäû
pBD64 (ñì. òàáë. 10.3) ðàçìåðîì 3,8 òïí, íå ñî-
äåðæàùèé ïëàçìèäíîãî ðåïëèêîíà, íî íåñóùèé
ãåíû óñòîé÷èâîñòè ê õëîðàìôåíèêîëó è íåîìè-
öèíó (ýêñïðåññèðóþòñÿ â ãðàìïîëîæèòåëüíûõ

áàêòåðèÿõ). Â êà÷åñòâå äîíîðà ðåïëèêîíà èñ-
ïîëüçîâàëè êðèïòè÷åñêóþ ïëàçìèäó pSH71
S. lactis, êîòîðóþ ãèäðîëèçîâàëè ðåñòðèêòàçîé
ClaI, à ïîëó÷åííûå ôðàãìåíòû ëèãèðîâàëè
ñ èçîëèðîâàííûì ôðàãìåíòîì pBD64. Äàííûì
ïðåïàðàòîì ÄÍÊ òðàíñôîðìèðîâàëè ïðîòîïëà-
ñòû Â. subtilis è íà ñðåäå ñ õëîðàìôåíèêîëîì îò-
áèðàëè êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ (êëåòêè, ñîäåð-
æàùèå ôðàãìåíò pBD64, îáúåäèíåííûé ñ ðåï-
ëèêàòîðîì pSH71), êîòîðûå çàòåì ïðîâåðÿëè íà
íàëè÷èå íåñåëåêòèðóåìîãî ïðèçíàêà Nmr. Ñîç-
äàííàÿ ïëàçìèäà pCK1, âûäåëåííàÿ èç Â. sub-

tilis, ýôôåêòèâíî òðàíñôîðìèðîâàëà ïðîòîïëà-
ñòû S. lactis, è åå êîïèéíîñòü ñîñòàâëÿëà îêîëî
60 ìîëåêóë íà õðîìîñîìó.

Ä. Ñèìîí è À. ×îïèí (1988 ã.) ñêîíñòðóèðî-
âàëè ñåðèþ pIL-ïëàçìèä èç ðîäèòåëüñêîé ïëàç-
ìèäû pHV1301, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ äåëåöèîííûì
âàðèàíòîì pAM�1, ñïîíòàííî ïîëó÷åííûì ïðè
òðàíñôîðìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê Â. subti-

lis. Â îñíîâå èñïîëüçîâàííîãî ïîäõîäà — ââåäå-
íèå ïîëèëèíêåðà â ñîñòàâ ïëàçìèäû è óìåíüøå-
íèå åå ðàçìåðà (ðèñ. 11.2).

Ôîðìèðîâàíèå îáøèðíîãî íàáîðà êëîíè-
ðóþùèõ âåêòîðîâ ïîçâîëÿåò ðàññ÷èòûâàòü íà
óñïåøíîå èçó÷åíèå ãåíåòè÷åñêîé îðãàíèçàöèè
ñòðåïòîêîêêîâ. Òàê, Äæ. Êîíäî è Ë. Ìàê-Êýé
â ñîñòàâå pGB301 êëîíèðîâàëè ïðîòÿæåííûé
ôðàãìåíò ïëàçìèäû pLM2001 S. lactis, ñîäåðæà-
ùèé âåñü íàáîð lac-ãåíîâ. Êîìïëåìåíòàöèåé
ìóòàíòà S. sanguis ïî ãåíó ôîñôî-�-D-ãàëàêòî-
çèäàçû áûë âûäåëåí èíäèâèäóàëüíûé ãåí äàí-
íîãî ôåðìåíòà. Äàëüíåéøèå ýêñïåðèìåíòû ïî-
çâîëÿò ïîäðîáíî èññëåäîâàòü ãåíåòè÷åñêóþ
ñèñòåìó ìåòàáîëèçìà ëàêòîçû, à çíà÷èò, íàéòè
ïóòü îïòèìèçàöèè åå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïðè-
ìåíèòåëüíî ê òåõíîëîãèè ïèùåâîé ïðîìûø-
ëåííîñòè.
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Ðèñ. 11.1. Êàðòà ÷åëíî÷íîé ïëàçìèäû ðÀÌ401.

Òîëñòîé ëèíèåé îáîçíà÷åíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
pACYC184, òîíêîé — pGB354; A/S — ó÷àñòîê

ëèãèðîâàíèÿ ïëàçìèä ïî ñàéòàì AvaI è SphI



Â êà÷åñòâå äðóãîãî ïðèìåðà ìîæíî ïðèâåñòè
ðàáîòó Ê. Ðîíäà ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.). Èñïîëü-
çóÿ âåêòîð pLS1, èì óäàëîñü êëîíèðîâàòü ãåí
N-àöåòèëìóðàíîèë-L-àëàíèíàìèäàçû S. pneumo-

niae è â ïðÿìîì ýêñïåðèìåíòå äîêàçàòü, ÷òî äàí-
íûé ôåðìåíò êàòàëèçèðóåò ïðîöåññ ðàñõîæäå-
íèÿ äî÷åðíèõ êëåòîê íà êîíå÷íîé ñòàäèè êëå-
òî÷íîãî äåëåíèÿ. Áîëåå òîãî, ýòîò àóòîëèçèí èã-

ðàåò âàæíóþ ðîëü â äåéñòâèè �-ëàêòàìíûõ àí-
òèáèîòèêîâ, òàê êàê â òîì ñëó÷àå, êîãäà ñîîòâåò-
ñòâóþùèé ãåí â áàêòåðèè íàðóøåí, èõ áàêòåðè-
öèäíûé ýôôåêò ïðåäîòâðàùàåòñÿ.

Àêòèâíî èçó÷àåòñÿ S. mutans, êàê îäèí èç
îñíîâíûõ ýòèîëîãè÷åñêèõ àãåíòîâ êàðèåñà çó-
áîâ. Ðàçðàáîòàíû ñèñòåìû ìîäåëüíûõ æèâîò-
íûõ, íà êîòîðûõ îïðåäåëÿåòñÿ âèðóëåíòíîñòü
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Ðèñ. 11.2. Ñîçäàíèå íàáîðà ïëàçìèä äëÿ ìîëåêóëÿðíîãî êëîíèðîâàíèÿ â Streptococcus lactis



ðàçíûõ øòàììîâ, óñòàíàâëèâàþòñÿ ôàêòîðû
ïàòîãåííîñòè ýòèõ áàêòåðèé. Â ÷àñòíîñòè, ñ÷è-
òàåòñÿ, ÷òî ïàòîãåííîñòü S. mutans ïðåæäå âñå-
ãî ñâÿçàíà ñî ñïîñîáíîñòüþ ñèíòåçèðîâàòü âî-
äîíåðàñòâîðèìûå ãëèêàíû èç ñàõàðîçû. Ãåíå-
òè÷åñêàÿ èíæåíåðèÿ äàåò âîçìîæíîñòü áîëåå
ïîäðîáíî èçó÷èòü ýòîò ïðîöåññ è ïðåäëîæèòü
ñïîñîáû ïðåîäîëåíèÿ ïàòîãåííîãî ýôôåêòà.

Êëîíèðîâàíèå îòäåëüíûõ ãåíîâ èëè íàáî-
ðîâ ãåíîâ ñòðåïòîêîêêîâ è èçó÷åíèå èõ ýêñïðåñ-
ñèè â ãîìîëîãè÷íîì âíóòðèêëåòî÷íîì îêðóæå-
íèè ïîçâîëèò ãëóáæå ïîíÿòü ðåãóëÿöèþ ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ ýòèõ ãåíîâ, âûÿâèòü èíäèâèäó-
àëüíûå îñîáåííîñòè ðàçëè÷íûõ âèäîâ áàêòåðèé
ðîäà Streptococcus.

11.2. ÁÀÊÒÅÐÈÈ ÐÎÄÀ STREPTOMYCES

Àêòèíîìèöåòû ðîäà Streptomyces ÿâëÿþòñÿ
ïî÷âåííûìè ãðàìïîëîæèòåëüíûìè áàêòåðèÿ-
ìè, êîòîðûå â îòëè÷èå îò áîëüøèíñòâà ïðîêà-
ðèîòè÷åñêèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ â ñâîåì æèçíåí-
íîì öèêëå ïðîõîäÿò íåñêîëüêî ñòàäèé äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Òèïè÷íûé æèçíåííûé öèêë ñòðåï-
òîìèöåòà íà òâåðäîì ñóáñòðàòå íà÷èíàåòñÿ
ñ ïðîðàñòàíèÿ ñïîðû, äàþùåé íà÷àëî ïîëèãå-
íîìíîìó ñóáñòðàòíîìó ìèöåëèþ, íà êîòîðîì
çàòåì ôîðìèðóåòñÿ âîçäóøíûé ìèöåëèé, ïðå-
îáðàçóþùèéñÿ â êîíöå öèêëà ðàçâèòèÿ â öåïî÷-
êè ñïîð. Â ãëóáèííûõ êóëüòóðàõ ñïîðóëÿöèÿ
îáû÷íî íå ïðîèñõîäèò. Â ýòîì ñëó÷àå ïî çàâåð-
øåíèè âåãåòàòèâíîãî ðîñòà êóëüòóðà ñîõðàíÿåò
áèîñèíòåòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü è ñïîñîáíà ïðî-
äóöèðîâàòü áîëüøèå êîëè÷åñòâà âòîðè÷íûõ ìå-
òàáîëèòîâ èëè îñóùåñòâëÿòü áèîêîíâåðñèþ
ñïåöèôè÷íûõ ñîåäèíåíèé.

Íàèáîëåå âàæíûìè ñ ïðàêòè÷åñêîé òî÷êè
çðåíèÿ ïðîäóêòàìè âòîðè÷íîãî ìåòàáîëèçìà
ñòðåïòîìèöåòîâ ÿâëÿþòñÿ àíòèáèîòèêè. Òàê, äî
70 % âñåõ ïðîèçâîäèìûõ ïðîìûøëåííîñòüþ
àíòèáèîòèêîâ ñèíòåçèðóþòñÿ èìåííî áàêòåðèÿ-
ìè ýòîãî ðîäà. Ñòðåïòîìèöåòû ñèíòåçèðóþò
àíòèáèîòèêè ðàçëè÷íîé õèìè÷åñêîé ïðèðîäû:
àìèíîãëèêîçèäû, ìàêðîëèäû, òåòðàöèêëèíû,
�-ëàêòàìû, îëèãîïåïòèäû è äð. Èíäèâèäóàëü-
íûé øòàìì îáû÷íî ïðîäóöèðóåò íåñêîëüêî àí-
òèáèîòèêîâ, îòíîñÿùèõñÿ ê ðàçíûì êëàññàì.
Êðîìå òîãî, ÷àñòî ñõîæèå èëè èäåíòè÷íûå àí-
òèáèîòèêè ñèíòåçèðóþòñÿ ðàçíûìè âèäàìè
ñòðåïòîìèöåòîâ.

Ïðîöåññû âòîðè÷íîãî ìåòàáîëèçìà òåñíî
ñâÿçàíû ñ äèôôåðåíöèðîâêîé ñòðåïòîìèöåòîâ
è ðåãóëèðóþòñÿ áîëüøèì ÷èñëîì ãåíîâ. Ïîçíà-
íèå òîíêèõ ìåõàíèçìîâ ýòîé ðåãóëÿöèè èìååò
âàæíîå çíà÷åíèå êàê äëÿ ôóíäàìåíòàëüíîé íàó-
êè, òàê è äëÿ ïðàêòè÷åñêèõ öåëåé. Áîëüøóþ ïî-
ìîùü çäåñü äîëæíà îêàçàòü ãåíåòè÷åñêàÿ èíæå-
íåðèÿ. Èìåííî ñòðåìëåíèå ñîçäàòü íîâûå òèïû
øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ íà îñíîâå áàêòåðèé ðîäà
Streptomyces ñòèìóëèðîâàëî ðàçðàáîòêó äëÿ íèõ
ãåííî-èíæåíåðíîé ñèñòåìû. Ñëåäóåò ïîä÷åðê-
íóòü, ÷òî ñòðåïòîìèöåòû ñèíòåçèðóþò øèðîêèé

ñïåêòð âíåêëåòî÷íûõ ôåðìåíòîâ. Ïîýòîìó ïî
àíàëîãèè ñ áàöèëëàìè ìîãóò áûòü ñîçäàíû
øòàììû ñòðåïòîìèöåòîâ, ñåêðåòèðóþùèõ èç
êëåòîê öåëåâûå áåëêè. Âàæíîé îñîáåííîñòüþ
ñòðåïòîìèöåòîâ ÿâëÿåòñÿ òàêæå òî, ÷òî îíè íå
ïàòîãåííû íè äëÿ ÷åëîâåêà, íè äëÿ æèâîòíûõ.
Èçâåñòåí ëèøü åäèíñòâåííûé âèä (S. scabies),
ïàòîãåííûé äëÿ ðàñòåíèé.

Ãåíîì áàêòåðèé ðîäà Streptomyces ïðåäñòàâ-
ëåí îäíîé ìîëåêóëîé êîëüöåâîé äâóõöåïî÷å÷-
íîé ÄÍÊ ðàçìåðîì îêîëî 104 òïí (â 2,5 ðàçà
ïðîòÿæåííåé, ÷åì ó Å. coli). Äëÿ ñòðåïòîìèöå-
òîâ õàðàêòåðíî î÷åíü âûñîêîå (70–73 %) ñîäåð-
æàíèå â ÄÍÊ GÑ-ïàð. (Ó áàêòåðèé ðîäà Esche-

richia ýòîò ïîêàçàòåëü ñîñòàâëÿåò îêîëî 50 %,
à ó Bacillus — 32–62 %.) Ìíîãèå øòàììû
ñòðåïòîìèöåòîâ èìåþò åñòåñòâåííóþ ñèñòåìó
ãåíåòè÷åñêîãî îáìåíà ÷åðåç êîíúþãàöèþ, íà-
ïðàâëÿåìóþ ïîëîâûìè ôàêòîðàìè. Õîòÿ ìåõà-
íèçì ýòîãî ïðîöåññà ïîêà ïîëíîñòüþ íå ÿñåí,
ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿþò ñäåëàòü
çàêëþ÷åíèå, ÷òî êîíúþãàöèîííàÿ ñèñòåìà Strep-

tomyces ãåíåòè÷åñêè óñòðîåíà íàìíîãî ïðîùå,
÷åì F-ôàêòîð Å. coli. Ê íàèáîëåå èçó÷åííûì
â ãåíåòè÷åñêîì ïëàíå îòíîñÿòñÿ øòàììû S. coe-

licolor A3(2) è S. lividans 66. Äëÿ íèõ ïîëó÷åíî
è îõàðàêòåðèçîâàíî áîëüøîå ÷èñëî ðàçëè÷íûõ
ìóòàíòîâ.

Ñòðåïòîìèöåòû íå îáëàäàþò ôèçèîëîãè÷å-
ñêîé êîìïåòåíòíîñòüþ äëÿ ãåíåòè÷åñêîé òðàíñ-
ôîðìàöèè, íî äàííîå çàòðóäíåíèå ëåãêî ïðå-
îäîëåâàåòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðîòîïëàñòîâ
êëåòîê. Íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü, ÷òî ìíîãèå
øòàììû ñòðåïòîìèöåòîâ íåñóò ãåíû ñèñòåìû
ðåñòðèêöèè–ìîäèôèêàöèè. Îñîáåííî ýòî õà-
ðàêòåðíî äëÿ ïðîìûøëåííûõ øòàììîâ, îòáè-
ðàåìûõ ñ ó÷åòîì èõ ïðèñïîñîáëåííîñòè ê êóëü-
òèâèðîâàíèþ â áîëüøèõ ôåðìåíòåðàõ. Îäíèì
èç ïàðàìåòðîâ òàêîé ïðèñïîñîáëåííîñòè ÿâëÿ-
åòñÿ óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê ôàãîëèçèñó, êîòîðàÿ
÷àñòî ìîæåò îáåñïå÷èâàòüñÿ âûñîêèì óðîâíåì
ðåñòðèêòàçíîé àêòèâíîñòè.

Äëÿ ñòðåïòîìèöåòîâ õàðàêòåðíî ÿâëåíèå,
ïîçâîëÿþùåå ìåòîäè÷åñêè ïðîñòî îáíàðóæè-
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âàòü øòàììû, íåñóùèå êîíúþãàòèâíûå ïëàçìè-
äû. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè ïîïàäàíèè ñïîð èëè ðå-
ãåíåðèðóþùèõ ïðîòîïëàñòîâ ïëàçìèäîñîäåð-
æàùåãî øòàììà íà ñâåæåçàñåÿííûé ãàçîí áåñ-
ïëàçìèäíûõ êëåòîê ôîðìèðóþòñÿ ôåíîòèïè÷å-
ñêè âûÿâëÿåìûå ìèêðîêîëîíèè — îñïèíû. Îñ-
ïèíû îáðàçóþòñÿ â ðåçóëüòàòå òîãî, ÷òî â êëåò-
êàõ ðåöèïèåíòíîãî øòàììà (êëåòêàõ ãàçîíà),
ïîëó÷èâøèõ â ðåçóëüòàòå êîíúþãàöèè ïëàçìè-
äó, çàìåäëÿåòñÿ ïðîöåññ ñïîðóëÿöèè è ìèêðîêî-
ëîíèÿ ïëàçìèäîñîäåðæàùåãî êëîíà íà ãàçîíå
ñïëîøíîãî ðîñòà áåñïëàçìèäíûõ êëåòîê îêàçû-
âàåòñÿ îêðóæåííîé ïðîçðà÷íîé êîëüöåâîé çî-
íîé. Äàííóþ ðåàêöèþ èíãèáèðîâàíèÿ ðîñòà íà-
çûâàþò ëåòàëüíûì çèãîçèñîì, è åå ôåíîòèïè-
÷åñêîå ïðîÿâëåíèå îáîçíà÷àþò Ltz+. Íàëè÷èå
ïðèçíàêà Ltz+ ïîçâîëèëî èäåíòèôèöèðîâàòü
ïëàçìèäû ó áîëüøîãî ÷èñëà øòàììîâ Strepto-

myces. Èìåííî òðàíñìèññèâíûå ïëàçìèäû ÿâè-
ëèñü îñíîâîé äëÿ ñîçäàíèÿ ìíîãî÷èñëåííûõ
êëîíèðóþùèõ ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ ñòðåïòî-
ìèöåòîâ.

Ïåðâîé èçó÷åííîé ïëàçìèäîé ñòðåïòîìèöå-
òîâ ñòàëà ïëàçìèäà SCP2 øòàììà S. coelicolor

A3(2), êîòîðóþ Ä. Õîïâóä ñ ñîòðóäíèêàìè îïè-
ñàëè â 1975 ã. Ýòî ïîëîâàÿ íèçêîêîïèéíàÿ ïëàç-
ìèäà ðàçìåðîì 30 òïí. Ñïîíòàííî áûë âûäåëåí
âàðèàíò äàííîé ïëàçìèäû SCP2*, îáåñïå÷è-
âàþùèé çíà÷èòåëüíî áóëüøóþ ýôôåêòèâíîñòü
õðîìîñîìíîé ðåêîìáèíàöèè è áîëåå èíòåíñèâ-
íîå ïðîÿâëåíèå êëåòêàìè ôåíîòèïà Ltz+. Ñ ïî-
ìîùüþ ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà íå óäàëîñü
îáíàðóæèòü ðàçëè÷èé â ñòðóêòóðå ÄÍÊ SCP2
è SCP2*, êðîìå òîãî, ýòè ïëàçìèäû èìåþò
îäèíàêîâóþ êîïèéíîñòü â êëåòêàõ (1–5 êîïèé
íà áàêòåðèàëüíóþ õðîìîñîìó). Ôèçè÷åñêîå
(ðèñ. 11.3) è ãåíåòè÷åñêîå êàðòèðîâàíèå SCP2*
ïîçâîëèëî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ãåíû, êîíò-

ðîëèðóþùèå ðåïëèêàöèþ ïëàçìèäû, ïåðåíîñ,
õðîìîñîìíóþ ðåêîìáèíàöèþ è ëåòàëüíûé çè-
ãîçèñ, ëîêàëèçîâàíû â ëåâîé ïîëîâèíå êàðòû,
òàê êàê ïðîèçâîäíûå SCP2*, ñîäåðæàùèå òîëü-
êî íàèáîëüøèé PstI- èëè BamHI-ôðàãìåíò, ïðî-
ÿâëÿþò âñå ýòè ñâîéñòâà. Îäíàêî òàêèå âàðèàí-
òû ïëàçìèäû ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé óòðà÷èâàþòñÿ
êëåòêàìè, â òî âðåìÿ êàê ïëàçìèäà, ñîñòîÿùàÿ
èç íàèáîëüøåãî Pst-ôðàãìåíòà è ïðèëåãàþùåãî
ê íåìó ïî ÷àñîâîé ñòðåëêå äðóãîãî Pst-ôðàãìåí-
òà, ñòàáèëüíî ïîääåðæèâàåòñÿ â êóëüòóðå ñòðåï-
òîìèöåòîâ.

Ïåðâûé ãåííî-èíæåíåðíûé ýêñïåðèìåíò íà
áàêòåðèÿõ ðîäà Streptomyces âûïîëíèëè â 1980 ã.
Ì. Áèá ñ ñîàâòîðàìè, âñòðîèâ ãåí óñòîé÷èâîñòè
ê ìåòèëåíîìèöèíó ïëàçìèäû SCP1 â ñîñòàâ
ïëàçìèäû SCP2.

Íèçêîêîïèéíûå âåêòîðû âàæíû äëÿ êëîíè-
ðîâàíèÿ ãåíîâ, êîòîðûå äåòåðìèíèðóþò ñèíòåç
ïðîäóêòîâ, òîêñè÷íûõ â âûñîêèõ êîíöåíòðàöè-
ÿõ äëÿ êëåòîê-õîçÿåâ. Ê òàêèì ïðîäóêòàì îòíî-
ñÿòñÿ, â ÷àñòíîñòè, àíòèáèîòèêè. Íà îñíîâå
SCP2* ïîëó÷åí ðÿä âåêòîðíûõ ïëàçìèä, ñîäåð-
æàùèõ ðàçíûå ãåíû óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòè-
êàì, â òîì ÷èñëå ê òèîñòðåïòîíó — tsr (ñì.
ðèñ. 11.3), íåîìèöèíó — aph, à òàêæå ãåí mel,
íàïðàâëÿþùèé ñèíòåç òèðîçèíàçû — ôåðìåí-
òà, ïðåâðàùàþùåãî òèðîçèí â ìåëàíèíîâûé
ïèãìåíò. Ïîñëåäíÿÿ äåòåðìèíàíòà îáóñëîâëè-
âàåò ÷åðíóþ îêðàñêó êîëîíèé Streptomyces íà
ñðåäå, ñîäåðæàùåé òðèïòîí è èîíû ìåäè. Ïðè
èíàêòèâàöèè ãåíà mel çà ñ÷åò âñòðîéêè ÷óæå-
ðîäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êîëîíèè òðàíñ-
ôîðìàíòîâ îêàçûâàþòñÿ áåñöâåòíûìè, ÷òî îáåñ-
ïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü ïðÿìîãî ôåíîòèïè÷åñêî-
ãî îòáîðà êëîíîâ, íåñóùèõ ãèáðèäíûå ïëàçìè-
äû. Ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîêàçàíî, ÷òî âåêòîðíûå
ïðîèçâîäíûå SCP2* ñïîñîáíû òðàíñôîðìèðî-
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Äëÿ pIJ922 ïðèâåäåíû ñàéòû ðåñòðèêòàç, ïðèãîäíûå äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ



âàòü áîëüøîå ÷èñëî ðàçíûõ øòàììîâ Strepto-

myces.
Âàæíûì ïðåèìóùåñòâîì ìîëåêóëÿðíûõ

âåêòîðîâ íà îñíîâå SCP2* ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü
êëîíèðîâàòü â íèõ áîëüøèå (äî 30 òïí) ôðàãìåí-
òû ÄÍÊ. Â ñîâîêóïíîñòè ñâîéñòâà ðàññìîòðåí-
íûõ ïëàçìèä äåëàþò èõ âåñüìà ïåðñïåêòèâíûìè
äëÿ êëîíèðîâàíèÿ îïåðîíîâ áèîñèíòåçà àíòè-
áèîòèêîâ.

Íàðÿäó ñ íèçêîêîïèéíûìè âåêòîðíûìè
ïëàçìèäàìè ïðè ðåøåíèè ðÿäà çàäà÷ íåîáõî-
äèìî èìåòü âûñîêîêîïèéíûå êëîíèðóþùèå âåê-
òîðû. Íàèáîëüøåå ÷èñëî âåêòîðîâ òàêîãî òèïà
ñîçäàíî íà îñíîâå ïëàçìèäû ðIJ101 (ðèñ. 11.4) —
êîíúþãàòèâíîé ïîëîâîé ïëàçìèäû íåáîëüøîãî
ðàçìåðà (8,9 òïí), èìåþùåé øèðîêèé êðóã
õîçÿåâ ñðåäè ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Streptomyces

è äåòåðìèíèðóþùåé ôåíîòèï Ltz+. Ó S. lividans

÷èñëî êîïèé ýòîé ïëàçìèäû âàðüèðóåò â çàâèñè-
ìîñòè îò øòàììà îò 40 äî 300 íà áàêòåðèàëü-
íóþ õðîìîñîìó.

Íà îñíîâå pIJ101 è åå äåëåöèîííûõ ïðîèç-
âîäíûõ in vitro ñêîíñòðóèðîâàíû âåêòîðû, ìàð-
êèðîâàííûå ðÿäîì äåòåðìèíàíò ëåêàðñòâåííîé
óñòîé÷èâîñòè. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ðàññìîòðèì
ïëàçìèäû pIJ350 è ðIJ702 (ñì. ðèñ. 11.4). pIJ350
îáåñïå÷èâàåò óñòîé÷èâîñòü ê òèîñòðåïòîíó —
àíòèáèîòèêó, ê êîòîðîìó ÷óâñòâèòåëüíî áîëü-
øèíñòâî ñòðåïòîìèöåòîâ. Îíà âûñîêîêîïèéíà,
èìååò øèðîêèé êðóã õîçÿåâ ñðåäè ñòðåïòîìèöå-
òîâ è íåêîíúþãàòèâíà. Äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ ëèøü ñàéò
PstI. Áîëåå óäîáíûé âåêòîð (pIJ702) ïîëó÷åí
â ëàáîðàòîðèè Ä. Õîïâóäà (1983 ã.) â ðåçóëüòàòå
âñòðîéêè â pIJ350 ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ñîäåðæàùå-
ãî ãåí mel S. antibioticus. Äàííàÿ ïëàçìèäà ñî-
äåðæèò óæå äâà ìàðêåðà, ïðè÷åì ãåí mel ëåãêî
âûÿâëÿåòñÿ ôåíîòèïè÷åñêè. Áîëåå òîãî, â ñîñòà-
âå ãåíà mel èìåþòñÿ åäèíè÷íûå ó÷àñòêè óçíà-
âàíèÿ ðåñòðèêòàç BglII, SstI è SphI. Ó øòàììà
S. lividans 66[pIJ702] çà ñ÷åò ïîâûøåííîé äîçû

ãåíà ïðîäóêòèâíîñòü ïî òèðîçèíàçå îêàçàëàñü
â 36 ðàç áîëüøå, ÷åì ó êëåòîê, íåñóùèõ ãåí mel

â ñîñòàâå íèçêîêîïèéíûõ ïëàçìèä.
Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïîëó÷åíî áîëüøîå

÷èñëî äðóãèõ âåêòîðíûõ ïëàçìèä ñòðåïòîìèöå-
òîâ, îäíàêî îíè íå èìåþò ïðèíöèïèàëüíûõ îò-
ëè÷èé îò ðàññìîòðåííûõ âûøå.

Äëÿ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî èññëåäîâà-
íèÿ ñòðåïòîìèöåòîâ âàæíîå çíà÷åíèå èìåþò
áèôóíêöèîíàëüíûå âåêòîðíûå ïëàçìèäû è êîñ-
ìèäû, ñïîñîáíûå ðåïëèöèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ
Streptomyces è Escherichia coli. Ïðåäñòàâèòåëü-
íûå êëîíîòåêè ãåíîìíîé ÄÍÊ ìîæíî ïîëó÷àòü
â ïðîñòîé ãåííî-èíæåíåðíîé ñèñòåìå Å. coli,
à çàòåì êëîíèðîâàííûå ôðàãìåíòû â ñîñòàâå
÷åëíî÷íîãî âåêòîðà ââîäèòü â êëåòêè ñòðåïòî-
ìèöåòîâ è èçó÷àòü äåòåðìèíèðóåìûå èìè ôóíê-
öèè. Îáúåäèíåíèåì ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ
Streptomyces è Å. coli ïîëó÷åí áîëüøîé íàáîð
÷åëíî÷íûõ ïðîèçâîäíûõ. Â õîäå ýòèõ èññëåäî-
âàíèé îáíàðóæèëîñü, ÷òî ìíîãèå ãåíû Å. coli,
îïðåäåëÿþùèå óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì
(íàïðèìåð òàêèå, êàê cat, neo, bla, tet), ýêñïðåñ-
ñèðóþòñÿ â êëåòêàõ Streptomyces. Ñëåäîâàòåëü-
íî, ñèñòåìà ýêñïðåññèè ãåíîâ ñòðåïòîìèöåòîâ
îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîé ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàê-
òåðèé ðîäà Bacillus (ñì. 10.3).

Äëÿ ìîëåêóëÿðíîãî êëîíèðîâàíèÿ â ñòðåï-
òîìèöåòàõ òàêæå áûëè ðàçðàáîòàíû âåêòîðû íà
îñíîâå óìåðåííîãî àêòèíîôàãà �Ñ31, îáëàäàþ-
ùåãî øèðîêèì êðóãîì õîçÿåâ. Äàííûé ôàã ïî
ñâîåé îðãàíèçàöèè íàïîìèíàåò ôàã � (ñì. 2.2.2).
Ãåíîì �Ñ31 èìååò ðàçìåð 41 òïí è ïðåäñòàâëÿ-
åò ñîáîé äâóõöåïî÷å÷íóþ ëèíåéíóþ ìîëåêóëó
ÄÍÊ ñ ëèïêèìè êîíöàìè (cos). Ôàã ìîæåò ëèçî-
ãåíèçèðîâàòü êëåòêè ñòðåïòîìèöåòîâ, èíòåãðè-
ðóÿ ñâîé ãåíîì ïî ó÷àñòêó att â áàêòåðèàëüíóþ
õðîìîñîìó. Â ÄÍÊ �Ñ31 èìååòñÿ íåïðåðûâíàÿ
îáëàñòü ðàçìåðîì 8 òïí, íåñóùåñòâåííàÿ äëÿ
ëèòè÷åñêîãî ðàçâèòèÿ ôàãà. Ïîñòðîåíû ðåñò-
ðèêöèîííûå êàðòû ÄÍÊ �Ñ31 è ïîëó÷åíû ðàç-
ëè÷íûå âåêòîðíûå ïðîèçâîäíûå.
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Îñîáûé èíòåðåñ âåêòîðíàÿ ñèñòåìà ôàãà
�Ñ31 ïðåäñòàâëÿåò äëÿ ìåòîäà ìóòàöèîííîãî

êëîíèðîâàíèÿ. Ýòîò ìåòîä ðàçðàáîòàëè Ê. ×åé-
òåð è Ê. Áðóòîí â 1983 ã., èñïîëüçîâàâ â êà÷åñòâå
âåêòîðà ôàã �Ñ31, ó êîòîðîãî â ãåíîìå äåëåòè-
ðîâàí ó÷àñòîê att. Òàêîé ôàã ñïîñîáåí èíòåãðè-
ðîâàòü ñâîþ ÄÍÊ â áàêòåðèàëüíóþ õðîìîñîìó
òîëüêî çà ñ÷åò êëåòî÷íîé ñèñòåìû îáùåé ðåêîì-
áèíàöèè ïî îáëàñòÿì ãîìîëîãèè. Íà îñíîâå âåê-
òîðíîãî ôàãà ìîæåò áûòü ñîçäàí áàíê ãåíîâ ëþ-
áîãî øòàììà Streptomyces. Ãèáðèäíûìè ôàãàìè
èíôèöèðóþò êëåòêè è ñåëåêòèðóþò ëèçîãåííûå
êëîíû, èìåþùèå íàðóøåíèÿ îïðåäåëåííîãî
õðîìîñîìíîãî ãåíà. Ìóòàöèÿ ïðîèñõîäèò â òîì
ñëó÷àå, êîãäà ãèáðèäíûé ôàãîâûé ãåíîì èíòåã-
ðèðóåòñÿ â öåëåâîé ãåí çà ñ÷åò êëîíèðîâàííîãî
â åãî ñîñòàâå ôðàãìåíòà õðîìîñîìíîé ÄÍÊ.
Ôàãîâîå ïîòîìñòâî ìóòàíòíûõ øòàììîâ, îáðà-
çóåìîå ïðè âûðåçàíèè ïðîôàãà ïî ôëàíêèðóþ-
ùèì ãîìîëîãè÷íûì ïîâòîðàì, ñîäåðæèò â ñî-
ñòàâå ãåíîìà êëîíèðóåìûå ôðàãìåíòû. Ñ ïîìî-
ùüþ äàííîãî ìåòîäè÷åñêîãî ïðèåìà óäàåòñÿ äî-
ñòàòî÷íî ïðîñòî âûäåëÿòü ðàçëè÷íûå ãåíû áàê-
òåðèè-õîçÿèíà.

Ã. Ìèò ñ ñîòðóäíèêàìè â 1989 ã. ïðåäëîæèëè
ìîäèôèêàöèþ ìåòîäà ìóòàöèîííîãî êëîíèðî-
âàíèÿ. Â êà÷åñòâå êëîíèðóþùåãî âåêòîðà â ýòîì
ñëó÷àå èñïîëüçóþò íå ôàã, à ïëàçìèäó ñ òåìïå-
ðàòóðî÷óâñòâèòåëüíîé ñèñòåìîé ðåïëèêàöèè.
Îáíàðóæåíî, ÷òî ïëàçìèäà pSG5, âûäåëåííàÿ
èç S. ghanaensis, ñòàáèëüíî íàñëåäóåòñÿ êëåòêà-
ìè ñòðåïòîìèöåòîâ, êóëüòèâèðóåìûìè ïðè òåì-
ïåðàòóðå íå âûøå 34 °Ñ. Â òàêèõ óñëîâèÿõ ïëàç-
ìèäà íîðìàëüíî ðåïëèöèðóåòñÿ è åå êîïèé-
íîñòü ñîñòàâëÿåò 40–50 ìîëåêóë íà õðîìîñîìó.
Ïðè óâåëè÷åíèè òåìïåðàòóðû êóëüòèâèðîâàíèÿ
âûøå 36 °Ñ ðåïëèêàöèÿ pSG5 èíãèáèðóåòñÿ
è ïëàçìèäà î÷åíü áûñòðî óòðà÷èâàåòñÿ ðàñòó-
ùåé áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðîé. Íà îñíîâå ðåï-
ëèêîíà pSG5 è ðàçëè÷íûõ ãåíîâ ëåêàðñòâåííîé
óñòîé÷èâîñòè in vitro ñêîíñòðóèðîâàíû âåêòîð-
íûå ïëàçìèäû ñåðèè pSG, ñîõðàíèâøèå ñâîéñò-
âà ðåïëèêîíà ðîäèòåëüñêîé ïëàìèäû. Äàííûå
âåêòîðû-«ñàìîóáèéöû» ñ óñïåõîì ìîæíî èñ-
ïîëüçîâàòü äëÿ ìåòîäà ìóòàöèîííîãî êëîíèðî-
âàíèÿ, ïðè ýòîì îíè èìåþò îïðåäåëåííûå ïðå-
èìóùåñòâà ïåðåä âåêòîðàìè íà îñíîâå ÄÍÊ
ôàãà �Ñ31. Ïîñêîëüêó ïëàçìèäû ñåðèè pSG
è èõ ãèáðèäíûå âàðèàíòû ýôôåêòèâíî ðåïëèöè-
ðóþòñÿ ïðè íèçêîé òåìïåðàòóðå, òî ïîñëå ïîâû-
øåíèÿ òåìïåðàòóðû è ïðåêðàùåíèÿ ðåïëèêàöèè
ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ íàõîäèòñÿ â êëåòêå â âûñîêîé
êîíöåíòðàöèè, ÷òî îáåñïå÷èâàåò ýôôåêòèâíóþ
ðåêîìáèíàöèîííóþ èíòåãðàöèþ ãèáðèäíîé
ÄÍÊ â õðîìîñîìó áàêòåðèè. Ñâîáîäíûå ïëàç-

ìèäû î÷åíü áûñòðî ýëèìèíèðóþòñÿ èç ðàñòó-
ùåé êóëüòóðû.

Êàê âèäèì, äëÿ áàêòåðèé ðîäà Streptomyces

ñîçäàí øèðîêèé ñïåêòð ðàçíîîáðàçíûõ ìîëåêó-
ëÿðíûõ âåêòîðîâ, êîòîðûå ïîçâîëÿþò èçó÷àòü
ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ãåíî-
ìà, à òàêæå îòäåëüíûõ áëîêîâ ãåíîâ, íàïðèìåð,
ãåíîâ áèîñèíòåçà àíòèáèîòèêîâ èëè ãåíîâ, äå-
òåðìèíèðóþùèõ ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòîê Streptomyces.

Ä. Õîïâóä ñ ñîòðóäíèêàìè â 1984 ã. êëîíèðî-
âàëè â âåêòîðå pIJ922 (ñì. ðèñ. 11.3), ñêîíñòðóè-
ðîâàííîì íà îñíîâå íèçêîêîïèéíîé ïëàçìèäû
SCP2* è ñïîñîáíîì íåñòè âñòàâêè ÄÍÊ áîëüøîé
ïðîòÿæåííîñòè, âåñü êëàñòåð ãåíîâ act øòàììà
S. coelicolor A3(2), äåòåðìèíèðóþùèõ ñèíòåç àí-
òèáèîòèêà àêòèíîðîäèíà. Ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà
pIJ2303 ñîäåðæàëà âñòàâêó ÄÍÊ ðàçìåðîì
32,5 òïí, êîìïëåìåíòèðîâàëà âñå 7 êëàññîâ ìóòà-
öèé act è îïðåäåëÿëà ñèíòåç àíòèáèîòèêà, íå îò-
ëè÷àþùåãîñÿ ïî ôèçèêî-õèìè÷åñêèì ñâîéñòâàì
îò àêòèíîðîäèíà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî pIJ2303
íàïðàâëÿëà ñèíòåç àêòèíîðîäèíà â ñàìûõ ðàç-
íûõ âèäàõ Streptomyces. Ïðè ýòîì â øòàììå —
äîíîðå îïåðîíà act S. coelicolor À3(2) äàííàÿ
ïëàçìèäà, íåñìîòðÿ íà åå íèçêóþ êîïèéíîñòü,
îáóñëîâëèâàëà ñâåðõïðîäóêöèþ àíòèáèîòèêà
(â 40 ðàç âûøå, ÷åì â èñõîäíîì øòàììå).

Âîçìîæíîñòü êëîíèðîâàòü âñå ãåíû ïóòåé
áèîñèíòåçà îïðåäåëåííûõ àíòèáèîòèêîâ ïîçâî-
ëèëà ðåàëèçîâàòü â 1985 ã. äàâíþþ ìå÷òó èññëå-
äîâàòåëåé — ñîçäàâàòü «ãèáðèäíûå» ïóòè áèî-
ñèíòåçà íîâûõ àíòèáèîòèêîâ çà ñ÷åò ñîâìåùå-
íèÿ è âçàèìîäåéñòâèÿ ôåðìåíòîâ, êîäèðóåìûõ
ðàçíûìè âèäàìè ñòðåïòîìèöåòîâ. Îáðàçóåìûå
ïðè ýòîì íîâûå àíòèáèîòèêè ïðèíÿòî íàçûâàòü
ãèáðèäíûìè àíòèáèîòèêàìè.

Òàê, øòàìì Streptomyces sp. AM-7161, îáðà-
çóþùèé ìåäåðìèöèí, ïðè ââåäåíèè ïëàçìèäû
ðIJ2303 ïðîäóöèðîâàë áîëüøèå êîëè÷åñòâà àê-
òèíîðîäèíà è ìåäåðìèöèíà. Êîãäà ýòîò øòàìì
òðàíñôîðìèðîâàëè ïëàçìèäîé ðIJ2301, êîìïëå-
ìåíòèðóþùåé ëèøü V–VII êëàññû ìóòàíòîâ
îïåðîíà act, ñèíòåçèðîâàëîñü íîâîå ñîåäèíå-
íèå, íàçâàííîå ìåäåððîäèíîì À (ðèñ 11.5).

Äðóãàÿ êàðòèíà íàáëþäàëàñü ïðè ââåäåíèè
ïëàçìèäû pIJ2303 ñ ïîëíûì íàáîðîì ãåíîâ act

â øòàìì S. violaceusruber Tu22, ñèíòåçèðóþùèé
ãðàíàòèöèí è äèãèäðîãðàíàòèöèí. Ïðè ýòîì îá-
ðàçîâûâàëñÿ íîâûé ãèáðèäíûé àíòèáèîòèê äè-
ãèäðîãðàíàòèðîäèí (ñì. ðèñ. 11.5) è íåáîëüøîå
êîëè÷åñòâî àêòèíîðîäèíà. Ïðîäóêöèÿ ãðàíàòè-
öèíà è äèãèäðîãðàíàòèöèíà îòñóòñòâîâàëà.

Êàê âèäèì, êðîìå óñïåøíîãî êëîíèðîâàíèÿ
âñåãî íàáîðà ãåíîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ñèíòåç
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îïðåäåëåííîãî àíòèáèîòèêà, áîëüøîå çíà÷åíèå
èìååò øòàìì Streptomyces, â êîòîðûé ýòîò êëà-
ñòåð ãåíîâ áóäåò ââåäåí. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
ñîâðåìåííûé óðîâåíü çíàíèé è ñëîæíîñòü áèî-
ñèíòåçà àíòèáèîòèêîâ îáû÷íî íå ïîçâîëÿþò
òî÷íî ïðåäñêàçàòü èòîã ââåäåíèÿ ãèáðèäíîé
ïëàçìèäû â òîò èëè èíîé øòàìì — ïðîäóöåíò
àíòèáèîòèêîâ. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ, ïî-
âèäèìîìó, ïîçâîëÿò îñîçíàííî ñîçäàâàòü øòàì-
ìû — ïðîäóöåíòû ãèáðèäíûõ àíòèáèîòèêîâ
ñ çàäàííûìè ñâîéñòâàìè.

Íåñîìíåííî, Streptomyces äëÿ ãåíåòè÷åñêîé
èíæåíåðèè íàèáîëåå èíòåðåñíû êàê ïðîäóöåí-
òû àíòèáèîòèêîâ, è îñîáåííî ãèáðèäíûõ àíòè-
áèîòèêîâ. Îäíàêî ýòè áàêòåðèè â ðÿäå ñëó÷àåâ
ìîãóò áûòü ïîëåçíû è êàê õîçÿåâà ïðè ñîçäàíèè
øòàììîâ, ïðîäóöèðóþùèõ öåëåâûå áåëêè. Íà-
ïðèìåð, ìîæíî ïîïûòàòüñÿ ñîçäàòü øòàìì
ñòðåïòîìèöåòîâ, êîòîðûé êðîìå íàáîðà àíòè-
áèîòèêîâ áóäåò ñèíòåçèðîâàòü è ñåêðåòèðîâàòü
èç êëåòîê áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûé ïîëèïåïòèä
òèïà èíòåðôåðîíà èëè èíòåðëåéêèíà. Âîçìîæ-
íî, ïîëó÷åííûé íà áàçå òàêîãî øòàììà êîì-
ïëåêñíûé ïðåïàðàò áóäåò ïîëåçåí äëÿ âåòåðèíà-
ðèè è/èëè ìåäèöèíû.

Â ñâÿçè ñ ýòèì ðàññìîòðèì îðãàíèçàöèþ è
ôóíêöèîíèðîâàíèå ãåíîâ ñòðåïòîìèöåòîâ. Ïðå-
æäå âñåãî íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â êëåòêàõ
ñòðåïòîìèöåòîâ âûÿâëåíà ýêñïðåññèÿ ðàçëè÷-
íûõ ãåíîâ ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé E. coli,

Serratia marcescens è ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàê-
òåðèé ðîäà Bacillus. Â òî æå âðåìÿ áîëüøèíñòâî
ïðîìîòîðîâ Streptomyces íå ñïîñîáíû íîðìàëü-
íî ôóíêöèîíèðîâàòü â êëåòêàõ Å. coli. Ïîëàãà-
þò, ÷òî â îñíîâíîì ýòî ñâÿçàíî ñ âûñîêèì ñî-
äåðæàíèåì GC-ïàð â ÄÍÊ Streptomyces, â òîì
÷èñëå â ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ïðîìîòîðîâ ìåæ-
äó îáëàñòÿìè –35 è –10 è âáëèçè íèõ.

Â øòàììå S. coelicolor A3(2) âûÿâëåíû äâå
ôîðìû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, ðàçëè÷àþùèåñÿ
�-ôàêòîðîì. Ïðè ýòîì ôàêòîð �35 îïðåäåëÿåò
ñïåöèôè÷íîñòü õîëîôåðìåíòà Streptomyces, ñõî-
æóþ ñ Å�70 Å. coli è Å�43 Â. subtilis (ñì. 10.3.1),
óçíàþùèõ îñíîâíîé êëàññ ïðîìîòîðîâ ãðàìîò-
ðèöàòåëüíûõ è ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé —
ïðîìîòîðû våg. Îäíàêî óñðåäíåííàÿ ñòðóêòóðà
êîíñåðâàòèâíûõ ðàéîíîâ ïðîìîòîðîâ veg Strep-

tomyces íåñêîëüêî îòëè÷àåòñÿ îò àíàëîãè÷íûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðîìîòîðîâ Å. coli èëè
Â. subtilis:

Âòîðîé ôàêòîð — �49 — îïðåäåëÿåò ñïåöè-
ôè÷íîñòü õîëîôåðìåíòà ñòðåïòîìèöåòîâ, ñõî-
æóþ ñî ñïåöèôè÷íîñòüþ ôåðìåíòà, óçíàþùåãî
ãåíû ñïîðóëÿöèè Â. subtilis.
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Ðèñ. 11.5. Ñòðóêòóðà ïðèðîäíûõ è ãèáðèäíûõ àíòèáèîòèêîâ, ñèíòåçèðóåìûõ ñòðåïòîìèöåòàìè

Streptomyces

E. coli
B. subtilis( )

. . . TTCACA . . . TAGGAT . . .

. . . TTGACA . . . TATAAT . . .

–35 –10



Äëÿ ýôôåêòèâíîé èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè
íåîáõîäèìà âûñîêàÿ ñòåïåíü êîìïëåìåíòàðíîñ-
òè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SD íà ìÐÍK è 3�-êîíöà
16S ðÐÍÊ. Îïðåäåëåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
3�-êîíöà 16S ðÐÍK S. lividans 66 ïîêàçàëî, ÷òî
îíà èäåíòè÷íà ñîîòâåòñòâóþùåìó ó÷àñòêó 16S
ðÐÍÊ Â. subtilis. Âàæíîé îñîáåííîñòüþ ãåíîâ
Streptomyces ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî êîäîí GUG â êà-
÷åñòâå èíèöèàòîðíîãî èñïîëüçóåòñÿ â 10 ðàç ÷à-
ùå, ÷åì â ãåíàõ Å. coli.

Âûðîæäåííîñòü ãåíåòè÷åñêîãî êîäà ïîçâî-
ëÿåò èñïîëüçîâàòü äëÿ âñåõ 20 àìèíîêèñëîò êî-
äîíû, èìåþùèå â òðåòüåì ïîëîæåíèè G èëè Ñ.

Äëÿ îðãàíèçìîâ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ âûñîêèì
ñîäåðæàíèåì â ãåíîìå ãóàíèíà è öèòîçèíà, òà-
êèå êîäîíû äîëæíû èñïîëüçîâàòüñÿ ïðåèìóùå-
ñòâåííî. Èìåííî ýòî íàáëþäàåòñÿ â èçó÷åííûõ
ãåíàõ ñòðåïòîìèöåòîâ, ó êîòîðûõ äîëÿ G/C
â òðåòüåì ïîëîæåíèè êîäîíîâ âàðüèðóåò îò 82
äî 97 %.

Êàê âèäèì, îðãàíèçàöèÿ ãåíîâ áàêòåðèé
ðîäà Streptomyces èìååò öåëûé ðÿä îñîáåííî-
ñòåé, êîòîðûå íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ïðè ïî-
ïûòêå ýêñïðåññèðîâàòü â äàííîì ìèêðîîðãàíèç-
ìå ÷óæåðîäíûå ãåíû.

11.3. ÊÎÐÈÍÅÔÎÐÌÍÛÅ ÁÀÊÒÅÐÈÈ

Â ãðóïïó êîðèíåôîðìíûõ áàêòåðèé îáúåäè-
íÿþò ðàçíîîáðàçíûå ãðàìïîëîæèòåëüíûå áàêòå-
ðèè, øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûå â ïðèðîäå. Ìíî-
ãèå íåïàòîãåííûå ïî÷âåííûå èçîëÿòû (Coryne-

bacterium glutamicum, Brevibacterium lactofer-

mentum, Arthrobacter sp.) èñïîëüçóþòñÿ â ïðî-
ìûøëåííîñòè äëÿ ïðîèçâîäñòâà ãëóòàìèíîâîé
êèñëîòû, ëèçèíà è äðóãèõ àìèíîêèñëîò, íóêëåî-
òèäîâ, à òàêæå â ïðîöåññàõ êîíâåðñèè ñòåðîèäîâ.
Ïî ñòîèìîñòè ìèêðîáèîëîãè÷åñêîé ïðîäóêöèè
ïðîèçâîäñòâî àìèíîêèñëîò óñòóïàåò òîëüêî ïðî-
èçâîäñòâó àíòèáèîòèêîâ. Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå
ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå êîðèíåôîðìíûõ áàêòå-
ðèé, èõ ãåíåòèêà èçó÷åíà ïîêà ñëàáî, õîòÿ ïóòè

áèîñèíòåçà àìèíîêèñëîò è ñïîñîáû èõ ðåãóëÿ-
öèè èññëåäîâàíû îñíîâàòåëüíî.

Ïðè ñåëåêöèè ýôôåêòèâíûõ ïðîäóöåíòîâ
àìèíîêèñëîò øèðîêî ïðèìåíÿþò àíàëîãè ýòèõ
ñîåäèíåíèé. Äåéñòâóÿ êàê ðåòðîèíãèáèòîðû
èëè êîðåïðåññîðû, àíàëîãè âûêëþ÷àþò ñèíòåç
åñòåñòâåííûõ ìåòàáîëèòîâ, îäíàêî íå ìîãóò çà-
ìåíèòü èõ ôóíêöèîíàëüíî. Ïîýòîìó íà ìèíè-
ìàëüíîé ñðåäå ñ àíòèìåòàáîëèòîì âûæèâàþò
è îáðàçóþò êîëîíèè ëèøü òå êëåòêè, ó êîòîðûõ
íàðóøåíû ìåõàíèçìû íåãàòèâíîé ðåãóëÿöèè
áèîñèíòåçà ñîîòâåòñòâóþùåé àìèíîêèñëîòû è
êîòîðûå âñëåäñòâèå ýòîãî èçáûòî÷íî åå ñèíòå-
çèðóþò. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî óñòîé÷èâîñòü
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Ðèñ. 11.6. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ÷åëíî÷íîé âåêòîðíîé ïëàçìèäû pHY416



ê àíàëîãó ìîãóò âûçûâàòü òàêæå ìóòàöèè, êîòî-
ðûå ïðîñòî áëîêèðóþò åãî ïîñòóïëåíèå â êëåò-
êó. Ïîýòîìó îáû÷íî ïðîâîäÿò íåñêîëüêî ýòàïîâ
ñåëåêöèè, èñïîëüçóÿ ðàçëè÷íûå àíàëîãè èëè ïî-
âûøàþùèåñÿ êîíöåíòðàöèè îäíîãî è òîãî æå
àíàëîãà. Â ðåçóëüòàòå òàêîé ñåëåêöèîííîé ðàáî-
òû óäàåòñÿ ñóùåñòâåííî óâåëè÷èòü ïðîäóêòèâ-

íîñòü øòàììîâ ïî öåëåâîìó ñîåäèíåíèþ. Îä-
íàêî ïðè äàííîì êëàññè÷åñêîì ïîäõîäå íåâîç-
ìîæíî ïîëó÷èòü íîâûå êàòàëèòè÷åñêèå àêòèâ-
íîñòè. Òàêóþ çàäà÷ó ìîæíî óñïåøíî ðåøèòü
ëèøü ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè.

Ïðèíöèïèàëüíîå çíà÷åíèå ïðè ðàçðàáîòêå
ãåííî-èíæåíåðíîé ñèñòåìû ëþáîãî îðãàíèçìà
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Ðèñ. 11.7. Ñõåìà ñîçäàíèÿ ÷åëíî÷íîãî âåêòîðà äëÿ îòáîðà ïðîìîòîðîâ.

Â êà÷åñòâå äîíîðîâ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ èñïîëüçîâàíû ïëàçìèäû Å. coli pUC4K (Kmr ) è pCM7
(ðåïëèêîí è áåñïðîìîòîðíûé ãåí cat), à òàêæå êðèïòè÷åñêàÿ ïëàçìèäà Corynebacterium glutamicum pHM1519 (ðåïëèêîí)



èìåþò ñîçäàíèå ìîëåêóëÿðíûõ êëîíèðóþùèõ
âåêòîðîâ è ïîèñê ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé òðàíñ-
ôîðìàöèè êëåòîê.

Íà ïåðâûõ ïîðàõ ïëàçìèäíóþ òðàíñôîðìà-
öèþ êîðèíåôîðìíûõ áàêòåðèé îñóùåñòâëÿëè,
èñïîëüçóÿ ïðîòîïëàñòû êëåòîê. Â ïîñëåäóþùèå
ãîäû áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæíîñòü
ïðèìåíåíèÿ äëÿ ýòèõ öåëåé ìåòîäà ýëåêòðîïî-
ðàöèè.

Ìíîãî÷èñëåííûå ïîïûòêè ââîäèòü ðàçíûå
ïëàçìèäû ãðàìïîëîæèòåëüíûõ è ãðàìîòðèöàòå-
ëüíûõ áàêòåðèé íå ïîçâîëèëè âûÿâèòü ÷óæå-
ðîäíûé ðåïëèêîí, êîòîðûé áûë áû ñïîñîáåí
ôóíêöèîíèðîâàòü â êîðèíåôîðìíûõ áàêòåðèÿõ,
÷òî óêàçûâàåò íà óçêóþ ñïåöèôè÷íîñòü èõ ðåï-
ëèêàöèîííîãî ôåðìåíòíîãî êîìïëåêñà. Ñîçäà-
âàåìûå êëîíèðóþùèå âåêòîðû êîðèíåáàêòåðèé,
êàê ïðàâèëî, ÿâëÿþòñÿ ÷åëíî÷íûìè ïëàçìèäà-
ìè òèïà Å. coli – Ñ. glutamicum, Â. subtilis –
Ñ. glutamicum, E. coli – B. lactofermentum è äð.
Îäèí èç ïåðâûõ ïîäîáíûõ âåêòîðîâ ñêîíñòðóè-
ðîâàëè Ì. ¨øèõàìà ñ ñîàâòîðàìè (1985 ã.) íà
îñíîâå êëîíèðóþùåãî âåêòîðà Â. subtilis pBD10
è íåáîëüøîé êðèïòè÷åñêîé ïëàçìèäû Ñ. glutami-
cum pSR1 (ðèñ. 11.6). Àíàëîãè÷íî ïîëó÷åíû è
äðóãèå âåêòîðíûå ïëàçìèäû.

Èçó÷åíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ àíòèáèîòèêîóñ-
òîé÷èâîñòè ÷åëíî÷íûõ ïëàçìèä â ïåðâûõ æå ðà-
áîòàõ ïîêàçàëî, ÷òî â êëåòêàõ Ñ. glutamicum ýô-
ôåêòèâíî ýêñïðåññèðóþòñÿ ãåíû ãðàìîòðèöàòå-
ëüíîé áàêòåðèè Å. coli. Ñëåäîâàòåëüíî, êîðèíå-
áàêòåðèè ïî îðãàíèçàöèè ãåíîâ ñóùåñòâåííî îò-
ëè÷àþòñÿ îò áàêòåðèé ðîäà Bacillus, òàê êàê â ïî-
ñëåäíèõ áîëüøèíñòâî ãåíîâ Å. coli íå ýêñïðåññè-
ðóþòñÿ.

×åëíî÷íûå ïëàçìèäû òèïà Å. coli – Ñ. gluta-
micum îêàçàëèñü î÷åíü óäîáíûìè äëÿ èçâëå÷å-
íèÿ èíäèâèäóàëüíûõ ãåíîâ Ñ. glutamicum.
Ñ ýòîé öåëüþ ñîçäàþò êëîíîòåêó ãèáðèäíûõ
ïëàçìèä, íåñóùèõ ôðàãìåíòû õðîìîñîìíîé
ÄÍÊ êîðèíåáàêòåðèè, è äàííûå ïëàçìèäû èñ-
ïîëüçóþò äëÿ êîìïëåìåíòàöèè àóêñîòðîôíûõ
ìóòàöèé â Å. coli. Ñåëåêòèðîâàííûå òàêèì îá-

ðàçîì ãèáðèäíûå ïëàçìèäû çàòåì ìîæíî ââî-
äèòü â áàêòåðèþ-äîíîð è èçó÷àòü ýêñïðåññèþ
êëîíèðîâàííîãî ãåíà â ãîìîëîãè÷íîì îêðóæå-
íèè. Ïîâûøåííàÿ äîçà ãåíà îáû÷íî ïðèâîäèò
ê ñóïåðïðîäóêöèè ñîîòâåòñòâóþùåãî ôåðìåí-
òà. Òàê, êëîíèðîâàíèå ãåíà pheÀ ïðåôåíàòäå-
ãèäðàòàçû Ñ. glutamicum â ñîñòàâå ìíîãîêîïèé-
íîé ïëàçìèäû âûçûâàëî 6-êðàòíîå óâåëè÷åíèå
ïðîäóêöèè äàííîãî ôåðìåíòà, à ïðè êëîíèðîâà-
íèè ãåíà thrA Ñ. glutamicum óðîâåíü ñèíòåçà ãî-
ìîñåðèíäåãèäðîãåíàçû âîçðàñòàë â 20 ðàç. Ñõî-
æèå ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû è äëÿ äðóãèõ ãåíîâ
êîðèíåôîðìíûõ áàêòåðèé. Â íåêîòîðûõ ñëó÷à-
ÿõ âîçðàñòàíèå óðîâíÿ ïðîäóêöèè îïðåäåëåí-
íûõ ôåðìåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â áèîñèíòåçå
àìèíîêèñëîò, ïðèâîäèëî ê çàìåòíîìó óâåëè÷å-
íèþ ïðîäóêòèâíîñòè ïðîìûøëåííûõ øòàììîâ
C. glutamicum ïî öåëåâûì àìèíîêèñëîòàì.

Äðóãîé áàêòåðèåé, èñïîëüçóåìîé äëÿ ïðî-
ìûøëåííîãî ïðîèçâîäñòâà àìèíîêèñëîò, ÿâëÿ-
åòñÿ Brevibacterium lactofermentum, ïðîäóöèðó-
þùàÿ ãëóòàìèíîâóþ êèñëîòó. Äëÿ íåå, êàê è äëÿ
Ñ. glutamicum, áûëè ñîçäàíû ðàçëè÷íûå ÷åë-
íî÷íûå ïëàçìèäû, è â èõ ñîñòàâå êëîíèðîâàíû
ãåíû ôåðìåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â áèîñèíòåçå
àìèíîêèñëîò. Çà ñ÷åò ýôôåêòà äîçû êëîíèðî-
âàííûõ ãåíîâ óäàëîñü ïîâûñèòü ïðîäóêòèâ-
íîñòü íåêîòîðûõ ïðîìûøëåííûõ øòàììîâ.

Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå îðãàíèçàöèè ãåíîâ
Â. lactofermentum è Å. coli ïðèâåëî èññëåäîâàòå-
ëåé ê çàêëþ÷åíèþ î ñõîäñòâå ñòðóêòóðû ïðîìî-
òîðîâ ó ýòèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Äëÿ áîëåå ïîä-
ðîáíîãî àíàëèçà ß. Ìîðèíàãà ñ ñîàâòîðàìè
(1987 ã.) ñîçäàëè ÷åëíî÷íûé âåêòîð ðÅÂ003
(ðèñ. 11.7), îáåñïå÷èâàþùèé âîçìîæíîñòü ñå-
ëåêöèè ïðîìîòîðñîäåðæàùèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.
Äàííûé âåêòîð ïîçâîëÿåò òàêæå îöåíèâàòü îò-
íîñèòåëüíóþ ñèëó ïðîìîòîðîâ. Ïðè êëîíèðîâà-
íèè â ñîñòàâå ðÅÂ003 õîðîøî èçó÷åííûõ â ñèñ-
òåìå Å. coli ïðîìîòîðîâ ðtàc, ðtrp è ðlacUV5 âûÿñ-
íèëîñü, ÷òî îíè ýôôåêòèâíî ôóíêöèîíèðóþò
è â Â. lactofermentum (òàáë. 11.2). Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî òðàíñ-
êðèïöèîííûé àïïàðàò Â. lactofermentum îðãà-
íèçîâàí àíàëîãè÷íî àïïàðàòó Å. coli.

Â êîðèíåôîðìíûõ áàêòåðèÿõ òàêæå ìîãóò ýê-
ñïðåññèðîâàòüñÿ ãåíû äðóãèõ ãðàìïîëîæèòåëü-
íûõ áàêòåðèé, íàïðèìåð ðîäà Bacillus. Òàê,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãåí �-àìèëàçû Bacillus amy-
loliquefaciens ñïîñîáåí ýêñïðåññèðîâàòüñÿ
â Brevibacterium lactofermentum. Óðîâåíü ïðî-
äóêöèè �-àìèëàçû áûë ïðè ýòîì íåâûñîê, íî
íàäåæíî äåòåêòèðîâàëñÿ.

Êàê âèäèì, ïåðñïåêòèâû ðàçâèòèÿ ãåííî-èí-
æåíåðíîé ñèñòåìû êîðèíåôîðìíûõ áàêòåðèé
âåñüìà øèðîêè. Êðîìå íåïàòîãåííûõ ïðîìûø-
ëåííûõ øòàììîâ âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ïðè-
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Òàáëèöà 11.2. Ýêñïðåññèÿ ãåíà cat ïîä êîíòðîëåì

ïðîìîòîðîâ E. coli â êëåòêàõ B. lactofermentum è

E. coli

Ïëàçìèäà
Ïðîìî-

òîð

Àêòèâíîñòü CAT

â B. lacto-

fermentum
â E. coli

pEB003 — 30 0
pEB003TA ðtac 6690 3130
pEB003TR ðtrp 290 460
pEB003LA ðlacUV5 230 390

Ïðèìå÷àíèå. Àêòèâíîñòü õëîðàìôåíèêîëàöåòèë-
òðàíñôåðàçû âûðàæåíà â îáùåïðèíÿòûõ åäèíèöàõ.
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Âïå÷àòëÿþùèå óñïåõè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè
ïðîêàðèîò îòêðûâàþò ïåðñïåêòèâû ñîçäàíèÿ âûñîêî-
ïðîäóêòèâíûõ ìèêðîáèîëîãè÷åñêèõ òåõíîëîãèé, ïî-
çâîëÿþùèõ ïîëó÷àòü ðàçëè÷íûå ïðîêàðèîòè÷åñêèå
è ýóêàðèîòè÷åñêèå áåëêè. Îñîáîå âíèìàíèå èññëå-
äîâàòåëåé ïðèâëåêàþò áåëêè æèâîòíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ, èìåþùèå çíà÷åíèå äëÿ ìåäèöèíû è âåòåðèíà-
ðèè. Â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ýòè áåë-
êè èç ïðèðîäíûõ îáúåêòîâ äîñòóïíû ëèøü â îãðàíè-
÷åííûõ êîëè÷åñòâàõ. Ïîýòîìó âàæíîé çàäà÷åé ÿâëÿ-
åòñÿ ñîçäàíèå ýôôåêòèâíûõ ïðîäóöåíòîâ òàêèõ áåë-
êîâ. Ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòû, âûïîëíåííûå
íà ðàçëè÷íûõ áàêòåðèàëüíûõ õîçÿåâàõ, ñî âñåé î÷å-
âèäíîñòüþ ïðîäåìîíñòðèðîâàëè âîçìîæíîñòè íà-
ïðàâëåííîãî êîíñòðóèðîâàíèÿ áàêòåðèàëüíûõ øòàì-
ìîâ — ñóïåðïðîäóöåíòîâ ýóêàðèîòè÷åñêèõ ïîëèïåï-
òèäîâ. Îäíàêî ïîñëå ïåðâûõ æå óñïåõîâ ïåðåä èñ-
ñëåäîâàòåëÿìè âñòàë âîïðîñ î òîì, â êàêîé ñòåïåíè
ñèíòåçèðóåìûå â ïðîêàðèîòè÷åñêîé êëåòêå áåëêè ÷å-
ëîâåêà è æèâîòíûõ ñîîòâåòñòâóþò ïðèðîäíûì âàðè-
àíòàì. Äàííûé âîïðîñ íå òîëüêî ïðåäñòàâëÿåò îáùå-
áèîëîãè÷åñêèé èíòåðåñ, íî è ÷ðåçâû÷àéíî âàæåí äëÿ
ïðàêòèêè ìåäèöèíû è âåòåðèíàðèè. Ââåäåíèå â îðãà-
íèçì ñèíòåçèðîâàííûõ â áàêòåðèÿõ áåëêîâ, èìåþ-
ùèõ äàæå íåáîëüøèå îòëè÷èÿ îò ïðèðîäíûõ ôîðì,
ìîæåò âûçûâàòü íåæåëàòåëüíûå ïîñëåäñòâèÿ (íà-
ïðèìåð ðàçâèòèå àóòîèììóííûõ ðåàêöèé). Ïîýòîìó
â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðèíÿòà êîíöåïöèÿ, ñîãëàñíî êî-
òîðîé ïîïèïåïòèä, ïîëó÷åííûé ãåííî-èíæåíåðíûìè
ìåòîäàìè è ïðåäíàçíà÷åííûé äëÿ ìåäèöèíñêîãî èëè
âåòåðèíàðíîãî èñïîëüçîâàíèÿ, äîëæåí â ìàêñèìàëü-
íîé ñòåïåíè ñîîòâåòñòâîâàòü ïðèðîäíîìó áåëêó.

Â ñèëó òîãî ÷òî ãåííî-èíæåíåðíàÿ ñèñòåìà Å. coli

èçó÷åíà îñîáåííî ïîäðîáíî, èìåííî äëÿ ýòîé áàêòå-
ðèè íàêîïëåíà íàèáîëüøàÿ èíôîðìàöèÿ î ñòðóêòóðå
ñèíòåçèðóåìûõ ÷óæåðîäíûõ ïîëèïåïòèäîâ.

Ñâåðõñèíòåç ïîäàâëÿþùåãî áîëüøèíñòâà ÷óæå-
ðîäíûõ áåëêîâ ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ â êëåòêàõ
Å. coli òåëåö âêëþ÷åíèÿ (ñì. 3.4). Ïðè÷åì îáðàçîâà-
íèå âêëþ÷åíèé â çíà÷èòåëüíîé ìåðå îïðåäåëÿåòñÿ
ñâîéñòâàìè áåëêà è óðîâíåì ýêñïðåññèè êëîíèðî-
âàííûõ ãåíîâ. Êàê ïðàâèëî, ïðè ñðàâíèòåëüíî íèç-
êîì óðîâíå ïðîäóêöèè (0,01–0,1 % ñóììàðíîãî êëå-
òî÷íîãî áåëêà) ÷óæåðîäíûé áåëîê ðàñòâîðèì â öèòî-
ïëàçìå êëåòîê Å. coli. Ïðè óâåëè÷åíèè ïðîäóêöèè (äî
5 % ñóììàðíîãî êëåòî÷íîãî áåëêà) îáíàðóæèâàþòñÿ
êàê ðàñòâîðèìûå, òàê è íåðàñòâîðèìûå ôîðìû áåë-
êà, à ïðè äàëüíåéøåì âîçðàñòàíèè óðîâíÿ ñèíòåçà
ïðàêòè÷åñêè âåñü ãåííî-èíæåíåðíûé áåëîê ïåðåõî-
äèò â âîäîíåðàñòâîðèìîå ñîñòîÿíèå.

Ïðè ôîðìèðîâàíèè âîäîíåðàñòâîðèìûõ áåëêî-
âûõ âêëþ÷åíèé âàæíóþ ðîëü èãðàþò ãèäðîôîáíûå

âçàèìîäåéñòâèÿ ìîëåêóë. Èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå ïðè-
ðîäíûå ýóêàðèîòè÷åñêèå áåëêè ãëèêîçèëèðîâàíû.
Ãèäðîôèëüíûé óãëåâîäíûé êîìïîíåíò ñíèæàåò ãèä-
ðîôîáíîñòü çðåëîãî áåëêà. Â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ
îòñóòñòâóåò ñèñòåìà ãëèêîçèëèðîâàíèÿ áåëêîâ, ïî-
ýòîìó ñèíòåçèðóåìûå â íèõ ýóêàðèîòè÷åñêèå ïîëè-
ïåïòèäû áîëåå ãèäðîôîáíû, ÷åì èõ ïðèðîäíûå âà-
ðèàíòû, à ñëåäîâàòåëüíî, îáëàäàþò ñíèæåííîé ðàñò-
âîðèìîñòüþ è ôîðìèðóþò òåëüöà âêëþ÷åíèÿ. Âàæíî
ïîä÷åðêíóòü, ÷òî áåëîê, ëèøåííûé ãëèêîçèëüíîé
÷àñòè, êàê ïðàâèëî, íå óòðà÷èâàåò áèîëîãè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ, îäíàêî ñòàíî-
âèòñÿ ìåíåå ñòàáèëüíûì, áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì
ê àòàêå ïðîòåàçàìè è ò. ï. Êàêèå ïîñëåäñòâèÿ ìîæåò
èìåòü èñïîëüçîâàíèå íåãëèêîçèëèðîâàííîãî âàðèàí-
òà ýóêàðèîòè÷åñêîãî áåëêà â ìåäèöèíå, ïîêà íå ÿñíî.

Äðóãîé ïðè÷èíîé ôîðìèðîâàíèÿ áåëêîâûõ òåëåö
âêëþ÷åíèÿ ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå àíîìàëüíûõ ìåæ-
ìîëåêóëÿðíûõ äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé. Âíóòðèêëåòî÷-
íûå áåëêè Å. coli õàðàêòåðèçóþòñÿ íèçêèì ñîäåðæàíè-
åì îñòàòêîâ öèñòåèíà è ìàëûì ÷èñëîì äèñóëüôèä-
íûõ ñâÿçåé ïî ñðàâíåíèþ ñ ýóêàðèîòè÷åñêèìè áåëêà-
ìè. Âîññòàíîâèòåëüíî-îêèñëèòåëüíûå ïîòåíöèàëû
áàêòåðèàëüíûõ è ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê ðàçëè÷àþò-
ñÿ, è ýòî ìîæåò ïðèâîäèòü ê íåïðàâèëüíîìó îáðàçîâà-
íèþ äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé â ýóêàðèîòè÷åñêèõ ïîëè-
ïåïòèäàõ, ïðîäóöèðóåìûõ êëåòêàìè áàêòåðèé. Íàèáî-
ëåå ïîëíî ýòîò âîïðîñ èçó÷åí íà ìîäåëè èíòåðôåðî-

íà �2 ÷åëîâåêà. Â íîðìå äàííûé áåëîê ñîäåðæèò
4 îñòàòêà öèñòåèíà (â ïîëîæåíèÿõ 1, 29, 98 è 138), êî-
òîðûå îáðàçóþò äâå âíóòðèìîëåêóëÿðíûå äèñóëü-
ôèäíûå ñâÿçè: 1–98 è 29–138. Ïðèðîäíûé èíòåðôå-
ðîí âñåãäà ìîíîìåðíûé. Ó ãåííî-èíæåíåðíîãî áåëêà,
ñèíòåçèðîâàííîãî â Å. coli, îáíàðóæèâàþòñÿ êàê àíî-
ìàëüíûå âíóòðèìîëåêóëÿðíûå äèñóëüôèäíûå ñâÿçè
(íàïðèìåð 1–29, 98–138 è äð.) è ñâîáîäíûå SH-ãðóï-
ïû, òàê è ìåæìîëåêóëÿðíûå S–S-ñâÿçè. Ïîñëåäíèå
âûçûâàþò ôîðìèðîâàíèå äèìåðîâ, òðèìåðîâ è ìóëü-
òèìåðîâ áîëåå âûñîêîãî ïîðÿäêà, îáëàäàþùèõ, êàê
è ìîíîìåðû, çíà÷èòåëüíîé âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ãåòå-
ðîãåííîñòüþ.

Â ðÿäå ñëó÷àåâ ñìåíà áàêòåðèè-õîçÿèíà ñïîñîá-
ñòâóåò óâåëè÷åíèþ âûõîäà ðàñòâîðèìîãî ãåííî-èí-
æåíåðíîãî áåëêà, íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè êëîíèðîâàííîãî ãåíà ïðàêòè÷åñêè îñòàåòñÿ
áåç èçìåíåíèé. À. ß. Ñòðîíãèí ñ ñîàâòîðàìè (1988 ã.)

ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåññèÿ ãåíîâ �-èíòåðôåðîíîâ ÷å-
ëîâåêà â êëåòêàõ Pseudomonas sp. ïðèâîäèò ê íàêîï-
ëåíèþ öåëåâûõ áåëêîâ â ðàñòâîðèìîì ñîñòîÿíèè,
â òî âðåìÿ êàê â Å. coli áóëüøàÿ ÷àñòü ÷óæåðîäíîãî
áåëêà îáðàçóåò òåëüöà âêëþ÷åíèÿ. Àâòîðû ïîëàãàþò,
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âëåêàþò êîðèíåáàêòåðèè, ïàòîãåííûå äëÿ ðàñ-
òåíèé è æèâîòíûõ (íàèáîëåå çíà÷èìûì èç íèõ
ÿâëÿåòñÿ Corynebacterium diphtheriae — âîçáóäè-
òåëü äèôòåðèè). Ìåòîäû êëîíèðîâàíèÿ ãåíîâ, èõ

íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà è âíåäðåíèÿ îáðàòíî
â ãåíîì áàêòåðèè (îáðàòíàÿ ãåíåòèêà) ïîçâîëÿò
ïîäðîáíî èçó÷èòü ìåõàíèçìû ïàòîãåííîãî âîç-
äåéñòâèÿ ýòèõ áàêòåðèé íà îðãàíèçì õîçÿèíà.



÷òî òàêîé ðåçóëüòàò îáóñëîâëåí ðàçëè÷èåì âîññòà-
íîâèòåëüíî-îêèñëèòåëüíûõ ïîòåíöèàëîâ öèòîïëàç-
ìû êëåòîê Å. coli è Pseudomonas sp.

Ïîìèìî ñóïåðïðîäóêöèè, ïîâûøåííîé ãèäðî-
ôîáíîñòè è íåïðàâèëüíîãî îáðàçîâàíèÿ äèñóëüôèä-
íûõ ñâÿçåé ôîðìèðîâàíèþ âîäîíåðàñòâîðèìûõ êîí-
ãëîìåðàòîâ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ â Å. coli ñïîñîáñòâó-
þò è äðóãèå ôàêòîðû, êîòîðûå ïîêà òî÷íî íå èçâåñò-
íû. Îäíàêî ñîâåðøåííî ÿñíî, ÷òî â íåðàñòâîðèìûõ
âêëþ÷åíèÿõ áåëîê, ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòè÷íî, äåíà-
òóðèðîâàí, à äëÿ åãî ïåðåâîäà â ðàñòâîðèìóþ ôîð-
ìó òðåáóåòñÿ ïîëíàÿ äåíàòóðàöèÿ ñ ðàçðóøåíèåì
äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé. Äëÿ ðàñòâîðåíèÿ áåëêîâûõ
òåëåö âêëþ÷åíèÿ èõ îáðàáàòûâàþò â æåñòêèõ äåíàòó-
ðèðóþùèõ óñëîâèÿõ äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ, ãóà-
íèäèíãèäðîõëîðèäîì, ìî÷åâèíîé è ò. ï. ñ äîáàâëåíè-
åì 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, äèòèîòðåèòîëà è äð. Çàêëþ-
÷èòåëüíûì ýòàïîì î÷èñòêè òàêèõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ èõ
ðåíàòóðàöèÿ, íåîáõîäèìàÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôóíêöèî-
íàëüíî àêòèâíîãî ïðîäóêòà. Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ðå-
íàòóðèðîâàííîãî ãåííî-èíæåíåðíîãî áåëêà ïðè ýòîì
÷àñòî íå äîñòèãàåò óðîâíÿ, ñâîéñòâåííîãî ïðèðîäíîé
ôîðìå. Ïîëó÷àåìûé òàêèì îáðàçîì ïðåïàðàò ñîäåð-
æèò áàëëàñò â âèäå èçìåíåííûõ ôîðì öåëåâîãî áåë-
êà, êîòîðûé ìîæåò âûçûâàòü íåãàòèâíûå ýôôåêòû
ïðè ïîïàäàíèè â îðãàíèçì ÷åëîâåêà èëè æèâîòíûõ.
Ïîýòîìó ïðè êîíñòðóèðîâàíèè áàêòåðèàëüíûõ øòàì-
ìîâ — ïðîäóöåíòîâ ýóêàðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ ìåäè-
öèíñêîãî íàçíà÷åíèÿ íåîáõîäèìî ñòðåìèòüñÿ ê ïîëó-
÷åíèþ öåëåâîãî áåëêà â ðàñòâîðèìîì âèäå è íå äî-
ïóñêàòü åãî ïðåöèïèòàöèè. Íàèáîëåå ïðîñòî äîáèòü-
ñÿ âûñîêîãî óðîâíÿ ïðîäóêöèè ýóêàðèîòè÷åñêîãî áåë-
êà áåç ôîðìèðîâàíèÿ òåëåö âêëþ÷åíèÿ ìîæíî, ñîç-
äàâàÿ øòàììû, ñåêðåòèðóþùèå ýòîò áåëîê â îêðó-
æàþùóþ ñðåäó. Ïðîäóêòèâåí òàêæå ïîäõîä ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ øèðîêîãî êðóãà
õîçÿåâ è ïîñëåäîâàòåëüíûì ââåäåíèåì ïîëó÷åííûõ
íà èõ îñíîâå ãèáðèäíûõ ïëàçìèä â ðàçíûå áàêòåðèè
äëÿ ïîèñêà îïòèìàëüíîé ïàðû.

Ïðåäîòâðàùåíèå îáðàçîâàíèÿ òåëåö âêëþ÷åíèÿ
ïîçâîëÿåò èçáåæàòü äåíàòóðàöèè ÷óæåðîäíîãî áåëêà,
íî íå ðåøàåò ìíîãèõ äðóãèõ ïðîáëåì. Êàê óæå óïîìè-
íàëîñü, ýóêàðèîòè÷åñêèå ïîëèïåïòèäû â êëåòêàõ áàê-
òåðèé íå ãëèêîçèëèðóþòñÿ. Îíè íå ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ
â áàêòåðèÿõ è ìíîãèì äðóãèì òèïàì ïîñòòðàíñëÿöèîí-
íîé ìîäèôèêàöèè: àöèëèðîâàíèþ, ôîñôîðèëèðîâà-
íèþ, àìèäèðîâàíèþ Ñ-êîíöåâîé àìèíîêèñëîòû, äåçà-
ìèäèðîâàíèþ, ìåòèëèðîâàíèþ è ò. ä.

Âàæíîé îñîáåííîñòüþ ýóêàðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ
ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ó íèõ îòñóòñòâóåò N-êîíöåâîé îñòàòîê

èíèöèàòîðíîãî ìåòèîíèíà. Â áàêòåðèàëüíûõ æå
êëåòêàõ äàëåêî íå ó âñåõ çðåëûõ ôîðì áåëêîâ óäà-
ëåí N-êîíöåâîé Met. Òàê, ó Å. coli ìåòèîíèíàìèíî-
ïåïòèäàçà õàðàêòåðèçóåòñÿ óçêîé ñóáñòðàòíîé ñïå-
öèôè÷íîñòüþ, è åå àêòèâíîñòü ñóùåñòâåííî çàâèñèò
îò ïðèðîäû îñòàòêà, ñëåäóþùåãî çà N-êîíöåâûì Met.
Äàííàÿ àìèíîïåïòèäàçà ýôôåêòèâíî îòùåïëÿåò ìå-
òèîíèí, åñëè ðÿäîì ñ íèì íàõîäÿòñÿ ãëèöèí, àëàíèí
èëè ïðîëèí. Ìåòèîíèí ïðàêòè÷åñêè íå îòùåïëÿåòñÿ,
åñëè âî âòîðîì ïîëîæåíèè íàõîäÿòñÿ îñòàòêè ôåíè-
ëàëàíèíà, ëåéöèíà, ìåòèîíèíà, ãëóòàìèíîâîé êèñëî-
òû, àðãèíèíà è ëèçèíà. Òàêèì îáðàçîì, ïî êðàéíåé
ìåðå â ðÿäå ñëó÷àåâ, ó ýóêàðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ, ñèíòå-
çèðîâàííûõ â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ, íå áóäåò ïðî-
öåññèðîâàòüñÿ N-êîíöåâîé îñòàòîê ìåòèîíèíà. Íàèáî-
ëåå ïðîñòî äàííîå çàòðóäíåíèå óäàåòñÿ ïðåîäîëå-
âàòü ïðè ñîçäàíèè êîíñòðóêöèè, îáåñïå÷èâàþùåé ñåê-
ðåöèþ öåëåâîãî áåëêà èç êëåòêè.

Ìíîãî÷èñëåííûå ýóêàðèîòè÷åñêèå áåëêè ñèíòå-
çèðóþòñÿ â âèäå ïðåäøåñòâåííèêîâ, êîòîðûå «óêëà-
äûâàþòñÿ» â îïðåäåëåííóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ
ñòðóêòóðó, à çàòåì ïîäâåðãàþòñÿ ñëîæíîìó ïðîöåñ-
ñèíãó. Â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå òàêèå âàðèàíòû ïðî-
öåññèíãà ðåàëèçîâàòü íåâîçìîæíî, ïîýòîìó êîíñò-
ðóèðóþò èñêóññòâåííûå ãåíû, äåòåðìèíèðóþùèå ïðÿ-
ìîé ñèíòåç àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
çðåëîé ôîðìû ñîîòâåòñòâóþùåãî áåëêà. Äàæå åñëè
ïðè ýòîì ñèíòåçèðóåòñÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûé ïî-
ëèïåïòèä, îí ìîæåò îòëè÷àòüñÿ îò ïðèðîäíîé ôîðìû
äåòàëÿìè ñâîåé àðõèòåêòóðû, çíà÷åíèå êîòîðûõ íàì
â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ íå èçâåñòíî.

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ñèíòåçà ýóêàðèîòè-
÷åñêèõ áåëêîâ â ïðîêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ ÷àùå âñåãî
îáðàçóþòñÿ ïðîäóêòû, îòëè÷àþùèåñÿ îò ïðèðîäíûõ
âàðèàíòîâ ýòèõ áåëêîâ, äàæå åñëè îñíîâíûå ôóíêöèè
öåëåâîãî áåëêà ñîõðàíåíû. Ïîýòîìó áàêòåðèàëüíûå
øòàììû-ïðîäóöåíòû ìàëîïåðñïåêòèâíû äëÿ ñîçäà-
íèÿ èíúåêöèîííûõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ.

Íàèáîëüøåãî óñïåõà â ñèíòåçå íàòèâíûõ ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ ìîæíî îæèäàòü ïðè èñïîëüçîâà-
íèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê äëÿ ýêñïðåññèè ÷óæå-
ðîäíûõ ãåíîâ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ýòè ýêñïåðèìåí-
òàëüíûå ñèñòåìû ñëîæíåå áàêòåðèàëüíûõ, îíè â ïî-
ñëåäíèå ãîäû âñå ÷àùå èñïîëüçóþòñÿ ïðè ðåøåíèè
çàäà÷ ãåííî-èíæåíåðíîé ïðîäóêöèè áèîëîãè÷åñêè àê-
òèâíûõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ. Ñëåäóþùèå ãëàâû
áóäóò ïîñâÿùåíû çíàêîìñòâó ñ ðàçíûìè òèïàìè ýó-
êàðèîòè÷åñêèõ âåêòîðíûõ ñèñòåì.
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Ãëàâà 12
ÃÅÍÍÎ-ÈÍÆÅÍÅÐÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ ÄÐÎÆÆÅÉ
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Äðîææè-ñàõàðîìèöåòû (Saccharomyces ce-

revisiae) âõîäÿò â ÷èñëî èçëþáëåííûõ îáúåêòîâ
ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîëîãèè. Äàííûé íèçøèé
ýóêàðèîòè÷åñêèé îðãàíèçì óäîáåí â ðàáîòå,
èìååò îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé ãåíîì è ïðå-
êðàñíî èçó÷åí ãåíåòè÷åñêè è áèîõèìè÷åñêè.
Äðîææè îáëàäàþò ìíîãèìè ñâîéñòâàìè, õàðàê-
òåðíûìè äëÿ êëåòîê âûñøèõ ýóêàðèîò, è ïîýòî-
ìó ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê ýêîíîìè÷åñêè íàèáî-
ëåå âûãîäíàÿ ýóêàðèîòè÷åñêàÿ ñèñòåìà äëÿ ïðî-
äóêöèè áåëêîâ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ. Êðîìå
òîãî, áëàãîäàðÿ îòíîñèòåëüíîé ïðîñòîòå ñâîåé
îðãàíèçàöèè äðîææè ÿâëÿþòñÿ çàìå÷àòåëüíîé
ëàáîðàòîðíîé ìîäåëüþ, ïîçâîëÿþùåé èçó÷àòü
íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå òàêèå ôóíäàìåíòàëü-
íûå áèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû, êàê ìèòîç, ìåéîç,
ñåêðåöèÿ è ïîñòòðàíñëÿöèîííàÿ ìîäèôèêàöèÿ
áåëêîâ è äð.

Âàæíàÿ îñîáåííîñòü ïåêàðñêèõ äðîææåé
S. cerevisiae — èõ ïîëíàÿ áåçîïàñíîñòü äëÿ ÷å-
ëîâåêà è æèâîòíûõ, ÷òî èìååò áîëüøîå çíà÷å-
íèå ïðè ñîçäàíèè ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæå-

íåðèè ïðîäóöåíòîâ áåëêîâ, ïðåäíàçíà÷åííûõ
äëÿ ôàðìàöåâòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ. Ïðè
ýòîì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äðîææè äàâíî èñ-
ïîëüçóþòñÿ â ìèêðîáèîëîãè÷åñêîé ïðîìûø-
ëåííîñòè.

Â êëåòêàõ äðîææåé óäàåòñÿ ñèíòåçèðîâàòü
áåëêè âûñøèõ ýóêàðèîò, â ãîðàçäî áîëüøåé ñòå-
ïåíè ñîîòâåòñòâóþùèå ïðèðîäíûì ôîðìàì,
÷åì áåëêè, ïîëó÷àåìûå â áàêòåðèàëüíûõ ñèñòå-
ìàõ. Áîëåå òîãî, íåêîòîðûå ïîëèïåïòèäû, êîòî-
ðûå íå óäàåòñÿ ñèíòåçèðîâàòü â áàêòåðèÿõ, óñ-
ïåøíî ïðîäóöèðóþòñÿ êëåòêàìè äðîææåé.

Âàæíîå íàïðàâëåíèå èññëåäîâàíèé îòêðû-
âàåò òàêæå âîçìîæíîñòü ââåäåíèÿ ìóòàöèé
â êëîíèðîâàííûå äðîææåâûå ãåíû ñ ïîñëåäóþ-
ùåé âñòðîéêîé òàêèõ ãåíîâ â íîðìàëüíûå ïîëî-
æåíèÿ ãåíîìà äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ìóòàöèé íà
ôóíêöèè ãåíîâ. Òàêàÿ «îáðàòíàÿ ãåíåòèêà» èìå-
åò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ òîíêîãî ìîëåêóëÿð-
íî-ãåíåòè÷åñêîãî ïîçíàíèÿ S. cerevisiae, à òàêæå
èçó÷åíèÿ îðãàíèçàöèè è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ãå-
íåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ ýóêàðèîò â öåëîì.

12.1. ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÄÐÎÆÆÅÉ-ÑÀÕÀÐÎÌÈÖÅÒÎÂ

Ïåêàðñêèå äðîææè S. cerevisiae ÿâëÿþòñÿ
íàèáîëåå èçó÷åííûìè â áèîõèìè÷åñêîì è ãå-
íåòè÷åñêîì ïëàíå ýóêàðèîòè÷åñêèìè îðãàíèç-
ìàìè. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî äëÿ íèõ ïðè-
ìåíèìî áîëüøèíñòâî ìåòîäîâ, ðàçðàáîòàí-
íûõ äëÿ ìàíèïóëÿöèé ñ áàêòåðèàëüíûìè
êóëüòóðàìè. Äðîææè ìîæíî âûðàùèâàòü íà
ïðîñòûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ, â òîì ÷èñëå àãà-
ðèçîâàííûõ, â îáû÷íîé áàêòåðèîëîãè÷åñêîé
ïîñóäå è ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíîãî áàê-
òåðèîëîãè÷åñêîãî îáîðóäîâàíèÿ. Ìåòîäîëî-
ãèÿ ðàáîò ñ êóëüòóðàìè êëåòîê æèâîòíûõ è
ðàñòåíèé ñóùåñòâåííî ñëîæíåå, è ïðè ýòîì
íåîáõîäèìû ñïåöèàëüíûå äîðîãîñòîÿùèå ïè-
òàòåëüíûå ñðåäû è îáîðóäîâàíèå. Êðîìå ïðî-
ñòîòû êóëüòèâèðîâàíèÿ äðîææè õàðàêòåðèçó-

þòñÿ âûñîêîé ñêîðîñòüþ ðàçìíîæåíèÿ è íà-
ëè÷èåì íåáîëüøîãî ÷èñëà ñòàäèé â öèêëå ðàç-
âèòèÿ, ñìåíà êîòîðûõ ëåãêî êîíòðîëèðóåòñÿ â
ýêñïåðèìåíòå. Áóäó÷è òèïè÷íûìè ýóêàðèîòà-
ìè, äðîææåâûå êëåòêè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
óäîáíóþ ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ
îñíîâ íàñëåäñòâåííîñòè è èçìåí÷èâîñòè âûñ-
øèõ îðãàíèçìîâ. Êðîìå òîãî, äðîææè ÿâëÿþò-
ñÿ âàæíåéøèì ïðîèçâîäñòâåííûì ìèêðîîðãà-
íèçìîì, èñïîëüçóåìûì â õëåáîïå÷åíèè, ïðè-
ãîòîâëåíèè âèíà è ïèâà. Áîëüøîå âíèìàíèå
äðîææè ïðèâëåêëè ê ñåáå êàê îáúåêòû ãåí-
íî-èíæåíåðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ, íàïðàâëåí-
íûõ íà ñîçäàíèå âûñîêîýôôåêòèâíûõ òåõíî-
ëîãèé áèîñèíòåçà ðàçëè÷íûõ áåëêîâ âûñøèõ
ýóêàðèîò.



Ó äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ ïîäðîáíî èçó÷åí
êëåòî÷íûé öèêë ðàçâèòèÿ (ðèñ. 12.1). Êëåòêè
S. cerevisiae äåëÿòñÿ ïî÷êîâàíèåì. Âåãåòàòèâ-
íûå êëåòêè øòàììîâ, âûäåëÿåìûõ èç ïðèðîä-
íûõ îáðàçöîâ èëè èñïîëüçóåìûõ â ïðîèçâîäñò-
âå, êàê ïðàâèëî, äèïëîèäíû. Ïðè îïðåäåëåííûõ
óñëîâèÿõ â íèõ ïðîèñõîäèò ìåéîç, è äèïëîèä-
íàÿ êëåòêà ïðåâðàùàåòñÿ â àñê ñ ÷åòûðüìÿ ãàï-
ëîèäíûìè àñêîñïîðàìè, îêðóæåííûìè îáùåé
îáîëî÷êîé. Ýòè ñòðóêòóðû íàçûâàþò òåòðàäà-
ìè. (Â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ ñïîðóëÿöèþ
èíèöèèðóþò ïåðåíåñåíèåì äèïëîèäíûõ êëåòîê
â ñðåäó, ñîäåðæàùóþ àöåòàò íàòðèÿ.) Îáîëî÷êó
àñêà ìîæíî ðàçðóøèòü ìåõàíè÷åñêè èëè ôåð-
ìåíòàòèâíî è ñ ïîìîùüþ ìèêðîìàíèïóëÿòîðà
ïðè íàáëþäåíèè â ìèêðîñêîï ðàçúåäèíèòü àñ-
êîñïîðû. Ïîñëå ïðîðàñòàíèÿ êàæäàÿ ñïîðà äàåò
íà÷àëî îòäåëüíîìó ãàïëîèäíîìó êëîíó ñî ñïå-
öèôè÷åñêèì ãåíîòèïîì è ôåíîòèïîì. Äàííûé
ïîäõîä, íàçûâàåìûé òåòðàäíûì àíàëèçîì,
ïîçâîëÿåò ìåòîäè÷åñêè ïðîñòî âûÿñíÿòü, ëîêà-
ëèçîâàí ëè èçó÷àåìûé ãåíåòè÷åñêèé ìàðêåð íà
õðîìîñîìå èëè îí âõîäèò â ñîñòàâ âíåõðîìî-
ñîìíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ. Õðîìîñîìíûå
ãåíû äàþò êàðòèíó ðàñùåïëåíèÿ â ñîîòâåòñòâèè
ñ êëàññè÷åñêèìè çàêîíàìè ãåíåòèêè, à âíåõðî-
ìîñîìíûå ïðèçíàêè, êàê ïðàâèëî, íå ðàñùåïëÿ-
þòñÿ â ìåéîçå.

Îäíî èç ïðåèìóùåñòâ S. cerevisiae êàê ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ñèñòåìû — ïðîñòîòà è íàäåæ-
íîñòü åå ãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà. Äðîææåâûå
øòàììû ìîãóò ñóùåñòâîâàòü êàê ñòàáèëüíûå
ãàïëîèäû, ÷òî çíà÷èòåëüíî óïðîùàåò, ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ áîëüøèíñòâîì äèïëîèäíûõ ýóêàðèîòè-
÷åñêèõ ñèñòåì, ïîëó÷åíèå ìóòàíòîâ. Òàê êàê äè-
ïëîèäíûå øòàììû òàêæå ãåíåòè÷åñêè ñòàáèëü-
íû, ëåãêî âûÿñíèòü, ÿâëÿåòñÿ ëè îïðåäåëåííàÿ
ìóòàöèÿ äîìèíàíòíîé èëè ðåöåññèâíîé, è êëàñ-
ñèôèöèðîâàòü ìóòàíòû ñî ñõîæèì ôåíîòèïîì
ïî ãðóïïàì êîìïëåìåíòàöèè.

Áîëüøèíñòâî ãàïëîèäíûõ ëàáîðàòîðíûõ
øòàììîâ S. cerevisiae ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþò
îäèí èç äâóõ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ïîëîâûå ôåðî-
ìîíû è îïðåäåëÿþùèõ ïðîòèâîïîëîæíûå òèïû
ñïàðèâàíèÿ, êîòîðûå ïðèíÿòî îáîçíà÷àòü � è a.
Ïðè îòñóòñòâèè êëåòîê ïðîòèâîïîëîæíîãî òèïà
ñïàðèâàíèÿ ãàïëîèäíûå øòàììû äåëÿòñÿ ïî÷êî-
âàíèåì. Åñëè æå êëåòêè ãàïëîèäíûõ øòàììîâ
ïðîòèâîïîëîæíûõ òèïîâ ñïàðèâàíèÿ ñìåøàòü,
òî îáðàçóþòñÿ êëåòêè ñ äèïëîèäíûì ÿäðîì.

Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷åíèÿ è õàðàêòåðèçàöèè
áîëüøîãî ÷èñëà ìóòàíòíûõ øòàììîâ è âûïîë-
íåííîãî ñ èõ ïîìîùüþ ãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà
óäàëîñü ðàñïðåäåëèòü áîëåå 400 ãåíîâ S. cerevi-

siae ïî 16 ãðóïïàì ñöåïëåíèÿ è ñîñòàâèòü ïîä-
ðîáíóþ ãåíåòè÷åñêóþ êàðòó.
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Ðèñ. 12.1. Æèçíåííûé öèêë Saccharomyces cerevisiae



Ãàïëîèäíàÿ êëåòêà äðîææåé S. cerevisiae ñî-
äåðæèò 16 ëèíåéíûõ õðîìîñîì, êàæäàÿ èç êîòî-
ðûõ ïðåäñòàâëåíà èíäèâèäóàëüíîé ìîëåêóëîé
ÄÍÊ, óïàêîâàííîé â íóêëåîñîìû. Ðàçìåð õðî-
ìîñîì ó äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ çíà÷èòåëüíî
ìåíüøå, ÷åì ó âûñøèõ ýóêàðèîò, è íàõîäèòñÿ
â èíòåðâàëå îò 250 äî 2200 òïí. Ýòî ïîçâîëÿåò
ðàçäåëèòü äðîææåâûå õðîìîñîìû ìåòîäîì
ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà (ñì. 1.11). Ñóììàðíîå ñî-
äåðæàíèå ÄÍÊ â ãàïëîèäíîì ÿäðå äðîææåé
(îêîëî 12 ìëí ïí) ëèøü â 3 ðàçà ïðåâûøàåò ñî-
äåðæàíèå ÄÍÊ â êëåòêàõ áàêòåðèè Å. coli

(4639 òïí). Ó áîëüøèíñòâà äðóãèõ ýóêàðèîò ðàç-
ìåð ãåíîìà áîëüøå, ÷åì ó S. cerevisiae, ïî êðàé-
íåé ìåðå â 1000 ðàç.

Îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé ðàçìåð ãåíîìà
ó äðîææåé îáúÿñíÿåòñÿ íèçêèì ñîäåðæàíèåì
â èõ ÄÍÊ ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òåé. Îñíîâíûì êëàññîì ìíîãîêðàòíî ïîâòî-
ðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ ó S. cere-

visiae ÿâëÿåòñÿ êëàñòåð ãåíîâ ðèáîñîìíîé
ÐÍÊ, ëîêàëèçîâàííûé íà õðîìîñîìå XII. Íà
ãàïëîèäíóþ êëåòêó ïðèõîäèòñÿ 100–140 êîïèé
òàíäåìíî ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö ãåíîâ ðÐÍÊ.
Â ñîñòàâ êàæäîé òàêîé åäèíèöû äëèíîé 9 òïí
âõîäÿò ÷åòûðå ãåíà, êîäèðóþùèõ 25S, 18S,
5,8S è 5S ðÐÍÊ (ðèñ. 12.2). Ðèáîñîìíûå ÐÍÊ
ñ êîíñòàíòàìè ñåäèìåíòàöèè 5,8S, 18S è 25S
îáðàçóþòñÿ èç îáùåãî âûñîêîìîëåêóëÿðíîãî
ïðåäøåñòâåííèêà — 35S ÐÍÊ; 5S ðÐÍÊ òðàíñ-
êðèáèðóåòñÿ íåçàâèñèìî è ñ äðóãîé öåïè ÄÍÊ.
Ïîêàçàíî, ÷òî â ïîâòîðÿþùåéñÿ åäèíèöå ãåíîâ
ðÐÍÊ ïðèñóòñòâóåò îáëàñòü íà÷àëà ðåïëèêà-
öèè ÄÍÊ.

Ïî GC-ñîñòàâó ãåíû ðÐÍÊ îòëè÷àþòñÿ îò
ñóììàðíîé õðîìîñîìíîé ÄÍÊ äðîææåé. Ïîýòî-
ìó â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè õëîðèäà öåçèÿ ÄÍÊ,
êîäèðóþùàÿ ðèáîñîìíóþ ÐÍÊ, îáðàçóåò èíäè-

âèäóàëüíóþ ïîëîñó ñ ïëàâó÷åé ïëîòíîñòüþ � =
= 1,705 ã/ñì3, â òî âðåìÿ êàê îñòàëüíàÿ õðîìî-
ñîìíàÿ ÄÍÊ âûÿâëÿåòñÿ â ïîëîñå ñ � =
= 1,699 ã/ñì3.

Äðîææåâûå êëåòêè, ïîäîáíî äðóãèì ýóêà-
ðèîòàì, ñîäåðæàò ìèòîõîíäðèè è ìèòîõîíäðè-
àëüíóþ ÄÍÊ (ìòÄÍÊ). Ìîëåêóëà ìèòîõîíäðè-
àëüíîé ÄÍÊ S. cerevisiae èìååò êîëüöåâóþ ôîð-
ìó ñ êîíòóðíîé äëèíîé îêîëî 25 ìêì. Òàê êàê
1 ìêì äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ ïðèáëèçèòåëüíî
ñîîòâåòñòâóåò 2 ÌÄà (èëè 3 òïí), ìàññà ýòîé
êîëüöåâîé ÄÍÊ ñîñòàâëÿåò îêîëî 50 ÌÄà. Â çà-
âèñèìîñòè îò øòàììà è óñëîâèé êóëüòèâèðîâà-
íèÿ íà ãàïëîèäíóþ êëåòêó äðîææåé ïðèõîäèòñÿ
îò 10 äî 40 êîïèé ìòÄÍÊ. Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè-
÷åñêàÿ ñòðóêòóðà ìòÄÍÊ S. cerevisiae èçó÷åíà
î÷åíü ïîäðîáíî. Â îòëè÷èå îò õðîìîñîìíîé
ÄÍÊ ìòÄÍÊ íå ñâÿçàíà ñ ãèñòîíàìè, è äëÿ åå
ðåïëèêàöèè íå òðåáóþòñÿ ïðîäóêòû íåêîòîðûõ
ãåíîâ, íåîáõîäèìûå äëÿ ðåïëèêàöèè õðîìîñîì-
íîé ÄÍÊ.

Ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû ó äðîææåé îáîçíà-
÷àþòñÿ èíà÷å, ÷åì ó áàêòåðèé:
• ãåíû îáîçíà÷àþò òðåìÿ ëàòèíñêèìè áóêâà-

ìè, âõîäÿùèìè â íàçâàíèå ôóíêöèè, êîíò-
ðîëèðóåìîé äàííûì ãåíîì;

• ãåíåòè÷åñêèå ëîêóñû îáîçíà÷àþò öèôðàìè,
êîòîðûå ïèøóò íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå
òðåõáóêâåííîãî îáîçíà÷åíèÿ ãåíà;

• äîìèíàíòíûå è ðåöåññèâíûå âàðèàíòû ãå-
íîâ îáîçíà÷àþò ñîîòâåòñòâåííî ïðîïèñíû-
ìè èëè ñòðî÷íûìè áóêâàìè, íàïðèìåð
ARG2/arg2;

• ôåíîòèïû îáîçíà÷àþò òðåìÿ ëàòèíñêèìè
áóêâàìè (ïåðâàÿ áóêâà ïðîïèñíàÿ, îñòàëü-
íûå ñòðî÷íûå), ïðè÷åì ê îáîçíà÷åíèþ äè-
êîãî ôåíîòèïà äîáàâëÿþò çíàê «+», ìóòàíò-
íîãî ôåíîòèïà — çíàê «–», íàïðèìåð, Àrg+,
Àrg –.
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Ðèñ. 12.2. Îðãàíèçàöèÿ ïîâòîðÿþùåéñÿ åäèíèöû ãåíîâ ðÐÍÊ S. cerevisiae.

p1, p2 — ïðîìîòîðû, ñ êîòîðûõ èíèöèèðóåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ñîîòâåòñòâåííî 5S ðÐÍÊ è 35S ÐÍÊ —
ïðåäøåñòâåííèêà òðåõ êëàññîâ ðÐÍÊ; t1 è t2 — òåðìèíàòîðû òðàíñêðèïöèè ðèáîñîìíûõ îïåðîíîâ;

ARS — îáëàñòü íà÷àëà ðåïëèêàöèè ÄÍÊ. Íàïðàâëåíèå òðàíñêðèïöèè ïîêàçàíî ñòðåëêàìè



12.2. ÏËÀÇÌÈÄÛ S. CEREVISIAE

Â 1967 ã. Äæ. Ñèíêëýéð ñ ñîàâòîðàìè îïóá-
ëèêîâàëè ñòàòüþ, â êîòîðîé ñîîáùèëè, ÷òî ïðè
ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì àíàëèçå ïðåïà-
ðàòà îáùåé äðîææåâîé ÄÍÊ âûÿâëÿåòñÿ êîëü-
öåâàÿ äâóõöåïî÷å÷íàÿ ÄÍÊ ñ êîíòóðíîé äëèíîé
îêîëî 2 ìêì. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ â ðàç-
íûõ ëàáîðàòîðèÿõ ïîêàçàëè, ÷òî áîëüøèíñòâî
(îêîëî 75 %) ëàáîðàòîðíûõ øòàììîâ S. cere-

visiae ñîäåðæàò ýòîò êëàññ âíåõðîìîñîìíûõ ìî-
ëåêóë ÄÍÊ. Îáíàðóæåííàÿ êîëüöåâàÿ ÄÍÊ
áûëà íàçâàíà äâóõìèêðîííîé (2�) ïëàçìèäîé,
à â äàëüíåéøåì — Scp1.

Íà ãàïëîèäíóþ êëåòêó ïðèõîäèòñÿ â çàâèñè-
ìîñòè îò øòàììà îò 30 äî 200 êîïèé Scp1. Ïëà-
âó÷àÿ ïëîòíîñòü Scp1 â ãðàäèåíòå êîíöåíòðà-
öèè õëîðèäà öåçèÿ òàêàÿ æå, êàê è ó õðîìîñîì-
íîé ÄÍÊ. Äàííàÿ ïëàçìèäà ÿâëÿåòñÿ êðèïòè÷å-
cêîé è îáíàðóæèâàåòñÿ ëèøü ôèçèêî-õèìè÷å-
ñêè, ò. å. âûäåëåíèåì ïëàçìèäíîé ÄÍÊ. Ôóíê-
öèè Scp1 â êëåòêàõ äðîææåé ïîêà íå âûÿñíåíû.
Òàê êàê ôåíîòèïè÷åñêè íîðìàëüíûå äðîææå-
âûå øòàììû ìîãóò íå ñîäåðæàòü Scp1, ñäåëàíî
çàêëþ÷åíèå, ÷òî äàííàÿ ïëàçìèäà íå êîäèðóåò
æèçíåííî âàæíûõ ôóíêöèé êëåòêè. Íàëè÷èå

â øòàììå S. cerevisiae ïëàçìèäû Scp1 ïðèíÿòî
îáîçíà÷àòü cir+, à îòñóòñòâèå — cir0.

Ðàçíûìè ìåòîäàìè äîêàçàíî, ÷òî ìîëåêóëû
Scp1 ëîêàëèçîâàíû â ÿäðå äðîææåâîé êëåòêè,
îäíàêî íå óäàëîñü îáíàðóæèòü íè îäíîé èíòåã-
ðèðîâàííîé êîïèè Scp1 â õðîìîñîìíîé ÄÍÊ
äðîææåé. Íåáîëüøàÿ ÷àñòü ìîëåêóë äàííîé
ïëàçìèäû ìîæåò íàõîäèòüñÿ â ôîðìå äèìåðîâ,
òðèìåðîâ è äð. Scp1 óïàêîâàíà ãèñòîíàìè è
òðàíñêðèáèðóåòñÿ â ïîëè(À)-ñîäåðæàùèå ìàò-
ðè÷íûå ÐÍÊ. Ðåïëèêàöèÿ äðîææåâîé ïëàçìèäû
ïðîèñõîäèò â S-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà è òðåáó-
åò ôóíêöèè òåõ æå ãåíîâ, ÷òî è ðåïëèêàöèÿ õðî-
ìîñîì.

Èññëåäîâàíèå ñòðóêòóðû Scp1 ïðèâåëî ê çà-
êëþ÷åíèþ, ÷òî äàííàÿ ïëàçìèäà ñîäåðæèò äâà
èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòîðà IR1 è IR2 (îò àíãë.
inverted repeat sequences), êîòîðûå ðàçäåëåíû
óíèêàëüíûìè ïðîòÿæåííûìè ñåãìåíòàìè ÄÍÊ:
áîëüøèì — L (large) è ìàëûì — S (small). Âû-
ÿñíèëîñü, ÷òî êàæäàÿ êëåòêà ñîäåðæèò äâà òèïà
ìîëåêóë Scp1, êîòîðûå ðàçëè÷àþòñÿ âçàèìíîé
îðèåíòàöèåé L- è S-ñåãìåíòîâ (ðèñ. 12.3). Êàæ-
äûé òèï ìîëåêóë Scp1 èìååò ñïåöèôè÷åñêèé
íàáîð ðåñòðèêöèîííûõ ó÷àñòêîâ. Òàê, ïîñëå îá-
ðàáîòêè ïðåïàðàòà ÄÍÊ Scp1 ðåñòðèêòàçîé
EcoRI îáðàçóåòñÿ ÷åòûðå ôðàãìåíòà. Ñóììû
ðàçìåðîâ ôðàãìåíòîâ 1, 4 è 2, 3 ðàâíû è ñîîò-
âåòñòâóþò ðàçìåðó ïëàçìèäíîé ìîëåêóëû. Ïî-
ýòîìó âûÿâëåííûå èçîôîðìû Scp1 èíîãäà îáî-
çíà÷àþò êàê òèï 23 è òèï 14; ÷àùå óïîòðåáëÿþò
îáîçíà÷åíèÿ «ôîðìà À» è «ôîðìà Â» ñîîòâåòñò-
âåííî. Íà êàðòå ÄÍÊ ïëàçìèäû Scp1 çà íóëå-
âóþ òî÷êó ïðèíÿò ñàéò R1 ðåñòðèêòàçû EcoRI
(ñì. ðèñ. 12.3), îòñ÷åò íóêëåîòèäîâ âåäåòñÿ ïî
÷àñîâîé ñòðåëêå. IR-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, áëè-
æàéøàÿ ê R1-ó÷àñòêó, îáîçíà÷àåòñÿ IR2, à äðó-
ãîé èäåíòè÷íûé ïîâòîð — IR1. Â îáåèõ ôîðìàõ
Scp1 íóìåðàöèÿ IR-ñåãìåíòîâ îñòàåòñÿ îäíîé
è òîé æå.

Â 1980 ã. Äæ. Õàðòëåé è Äæ. Äîíåëüñîí ðàñ-
øèôðîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ
Scp1. Îêàçàëîñü, ÷òî îíà ñîñòîèò èç 6318 ïí
è ñîäåðæèò äâà èäåíòè÷íûõ èíâåðòèðîâàííûõ
ïîâòîðà äëèíîé 599 ïí. L- è S-ñåãìåíòû èìåþò
ðàçìåðû 2774 è 2346 ïí ñîîòâåòñòâåííî. Ìîëå-
êóëû ïëàçìèä ïîäâåðãàþòñÿ ñàéòñïåöèôè÷å-
ñêîé ðåêîìáèíàöèè ïî IR-ó÷àñòêàì, â ðåçóëüòà-
òå ÷åãî êëåòêà ñîäåðæèò ïðèáëèçèòåëüíî ýêâè-
ìîëÿðíûå êîëè÷åñòâà èçîìåðíûõ ôîðì. Èñõîäÿ
èç ôóíêöèîíàëüíîãî àíàëèçà è íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà Scp1 êàðòèðîâàíû ÷åòû-
ðå ãåíà — FLP, REP1, REP2 è RAF, áåëêîâûå
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Ðèñ. 12.3. Ñòðóêòóðà äâóõ ôîðì ïëàçìèäû Scp1
S. cerevisiae.

Ñàéòû ðàñùåïëåíèÿ ðåñòðèêòàçàìè: R1, R2 — EcoRI;
H1, H2, H3 — HindIII; A1, A2 — AvaI; P — PstI;

Hp — HpaI; X1, X2 — XbaI. Öèôðû âíóòðè êðóãà
îáîçíà÷àþò ðàññòîÿíèå (òïí) îò R1 ïî ÷àñîâîé ñòðåëêå



ïðîäóêòû êîòîðûõ ó÷àñòâóþò â ïîääåðæàíèè
äàííîé ïëàçìèäû (ðèñ. 12.4). Êðîìå ýòèõ ãåíîâ
âûÿâëåíû òðè öèñ-äåéñòâóþùèõ ëîêóñà: ori,
STB è FRT.

Ðåïëèêàöèÿ ïëàçìèäû Scp1 èíèöèèðóåòñÿ
êëåòî÷íûìè ôåðìåíòàìè îäíîâðåìåííî ñ ðåï-
ëèêàöèåé õðîìîñîìíîé ÄÍÊ è îñóùåñòâëÿåòñÿ
îäèí ðàç â òå÷åíèå S-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà.
Óðîâåíü àìïëèôèêàöèè ïëàçìèäû ïðè ýòîì ðå-
ãóëèðóåòñÿ ïëàçìèäíûìè ãåíàìè. Áåëêîâûé
ïðîäóêò ãåíà FLP (îò àíãë. «flip-flop» intercon-
version of Scp1) ñâÿçûâàåòñÿ ñ ó÷àñòêàìè FRT

(FLP recombination targets), ðàñïîëîæåííûìè
â èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòîðàõ, è îáóñëîâëèâàåò
âíóòðèìîëåêóëÿðíóþ ðåêîìáèíàöèþ. Ýòî ïðè-
âîäèò ê «ïåðåáðîñêå» îäíîé èç âèëîê äâóíà-
ïðàâëåííîé ðåïëèêàöèè ïëàçìèäû, â ðåçóëüòàòå
÷åãî âîçíèêàþò äâå âèëêè ðåïëèêàöèè, äâèæó-
ùèåñÿ â îäíó ñòîðîíó (ðèñ. 12.5), ÷òî ïðèâîäèò
ê ìóëüòèïëèêàöèè ïëàçìèäû. Ïîñëå àêòà ïî-
âòîðíîé âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ñàéòñïåöèôè÷å-
ñêîé ðåêîìáèíàöèè âèëêè ðåïëèêàöèè âíîâü
íàïðàâëÿþòñÿ íàâñòðå÷ó äðóã äðóãó, ïðîèñõî-
äèò èõ âñòðå÷à è òåðìèíàöèÿ ðåïëèêàöèè.
Ìóëüòèìåð ïîñëå äîïîëíèòåëüíîé âíóòðèìîëå-
êóëÿðíîé ðåêîìáèíàöèè ðàñïàäàåòñÿ íà ìîíî-
ìåðû. Ïî òàêîìó íåîáû÷íîìó ìåõàíèçìó äîñ-

òèãàåòñÿ àìïëèôèêàöèÿ ïëàçìèäû Scp1, áëàãî-
äàðÿ ÷åìó îíà ïîääåðæèâàåòñÿ â ìíîãîêîïèé-
íîì ñîñòîÿíèè.

Ïðàêòè÷åñêè âñÿ ñîâîêóïíîñòü ãåíîâ Scp1
íàïðàâëåíà íà ðåãóëèðîâàíèå óðîâíÿ àìïëèôè-
êàöèè è íà ïðàâèëüíîå ðàñïðåäåëåíèå ïëàçìèä-
íûõ ìîëåêóë ìåæäó êëåòêàìè ïðè äåëåíèè. Ýô-
ôåêòèâíîñòü âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ðåêîìáèíà-
öèè çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè áåëêà FLP, òàê êàê
êàæäûé ó÷àñòîê FRT (ðèñ. 12.6) ñîñòîèò èç òðåõ
ïîâòîðîâ äëèíîé 13 ïí, îêðóæàþùèõ ñïåéñåð-
íûé ó÷àñòîê ðàçìåðîì 8 ïí (â åãî ñîñòàâ âõîäèò
XbaI-ñàéò). Ïîëàãàþò, ÷òî ñ êàæäûì 13-ìåðíûì
ïîâòîðîì âçàèìîäåéñòâóåò îäíà ìîëåêóëà áåëêà
FLP. Â ñïåéñåðå, ïî-âèäèìîìó, ïðîèñõîäèò ðàñ-
ùåïëåíèå íèòåé ÄÍÊ ñ îáðàçîâàíèåì îäíîöå-
ïî÷å÷íûõ êîíöîâ è ïîñëåäóþùèì âîññîåäèíå-
íèåì èõ â íîâîé êîìáèíàöèè. (Â ïðîìåæóòî÷-
íîì êîìïëåêñå ïîñëå ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ ìîëå-
êóëû áåëêà FLP êîâàëåíòíî ñâÿçûâàþòñÿ ñ îáðà-
çóþùèìèñÿ ïîñëå ðàçðûâà 3�-êîíöåâûìè íóê-
ëåîòèäàìè.)

Âàæíóþ ðåãóëÿòîðíóþ ðîëü â ýêñïðåññèè
ãåíîâ ïëàçìèäû Scp1 èãðàþò ïðîäóêòû ãåíîâ
REP1 è REP2. Áåëêè REP1 è REP2, âçàèìîäåé-
ñòâóÿ äðóã ñ äðóãîì, ôîðìèðóþò àêòèâíûé êîì-
ïëåêñ (ðèñ. 12.7, à), êîòîðûé çàòåì ñâÿçûâàåòñÿ
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Ðèñ. 12.4. Òðàíñêðèïöèîííàÿ è ãåíåòè÷åñêàÿ êàðòà ïëàçìèäû Scp1.

Òðàíñêðèïòû îáîçíà÷åíû ñòðåëêàìè ñíàðóæè êðóãà, öèôðû óêàçûâàþò ðàçìåð â íóêëåîòèäíûõ îñòàòêàõ.
Çàøòðèõîâàííûìè áëîêàìè îòìå÷åíû öèñ-äåéñòâóþùèå ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû ïëàçìèäû, ÷åðíûìè — ðàéîíû IR1 è IR2



â èåðàðõè÷åñêîì ïîðÿäêå ñî ñïåöèôè÷íûìè
ó÷àñòêàìè è èíãèáèðóåò òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ
RAF, FLP è REP1. Êîìïëåêñ REP1–REP2, ïî-
âèäèìîìó, âçàèìîäåéñòâóåò ñ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòüþ ÄÍÊ 5� TGCATTTTT 3�, êîòîðàÿ íàéäåíà
ïåðåä ãåíîì REP1, äâàæäû ïîâòîðåíà ïåðåä ãå-
íîì FLP è ïÿòü ðàç — íà STB. Ñõîæàÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü 5� TGCATTTTC 3� îáíàðóæåíà
òàêæå îêîëî FRT â èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòîðàõ.
Ó÷èòûâàÿ ÷èñëî ïîâòîðîâ ýòîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè â ðàçíûõ ó÷àñòêàõ Scp1, ìîæíî îïðåäå-
ëèòü èåðàðõèþ ñâÿçûâàíèÿ êîìïëåêñà
REP1–REP2 ñëåäóþùèì îáðàçîì:

STB > FLP > REP1 > FRT.
Ïðè ýòîì íóæíî èìåòü â âèäó, ÷òî ñâÿçûâà-

íèå êîìïëåêñà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè-ìèøå-
íÿìè ïðîèñõîäèò ñëó÷àéíûì îáðàçîì è â çàâè-
ñèìîñòè îò åãî êîíöåíòðàöèè ñ îïðåäåëåííîé
âåðîÿòíîñòüþ ìîæåò ïðîèçîéòè íà ëþáîì èç
îòìå÷åííûõ íîíàíóêëåîòèäíûõ ó÷àñòêîâ. Ïî

èñòå÷åíèè íåêîòîðîãî âðåìåíè ñôîðìèðîâàâ-
øèåñÿ íà èíäèâèäóàëüíûõ ìîëåêóëàõ ïëàçìè-
äû êîìïëåêñû ÄÍÊ–áåëîê ðàñïàäàþòñÿ, à çàòåì
ôîðìèðóþòñÿ íîâûå, ò. å. ñèñòåìà íàõîäèòñÿ
â ïîñòîÿííîì «äâèæåíèè».

Âàæíîé îñîáåííîñòüþ áåëêîâîãî êîìïëåêñà
REP1–REP2 ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî Ñ-êîíåö áåëêà
REP1 ãîìîëîãè÷åí êàðèîñêåëåòíûì êîìïîíåí-
òàì. Òàêèì îáðàçîì, ýòîò êîìïëåêñ ñïîñîáåí îä-
íîâðåìåííî ñâÿçûâàòüñÿ ñ ïëàçìèäîé íà ó÷àñò-
êå STB è ñ ÿäåðíîé ìåìáðàíîé (ñì. ðèñ. 12.7, á),
òåì ñàìûì îáåñïå÷èâàÿ ðàñïðåäåëåíèå ïëàç-
ìèäíûõ ìîëåêóë ìåæäó äåëÿùèìèñÿ êëåòêàìè.
(Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî, â îòëè÷èå îò êëåòîê
æèâîòíûõ, â äðîææàõ ÿäåðíàÿ ìåìáðàíà â ïðî-
öåññå êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ îñòàåòñÿ â îñíîâíîì
èíòàêòíîé.)

Ñâÿçûâàíèå êîìïëåêñà ñ ó÷àñòêîì STB íà
ïëàçìèäå Scp1 ïîäàâëÿåò òðàíñêðèïöèþ ãåíà
RAF (îò àíãë. REP antagonizing factor), ïðîäóêò
êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ àíòàãîíèñòîì ðåïðåññèè
òðàíñêðèïöèè ãåíà FLP êîìïëåêñîì REP1–REP2
(ñì. ðèñ. 12.7, à). Òàêèì îáðàçîì, îò ñîîòíîøå-
íèÿ êîíöåíòðàöèé áåëêîâ RAF è REP1–REP2 çà-
âèñèò óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà FLP.

Êîãäà êîíöåíòðàöèÿ êîìïëåêñà REP1–REP2
äîñòàòî÷íî âûñîêà, òðàíñêðèïöèÿ ãåíà REP1
áóäåò ðåïðåññèðîâàíà, ÷òî ïðèâåäåò ê ñíèæå-
íèþ êîíöåíòðàöèè äàííîãî êîìïëåêñà, ò. å. íà-
áëþäàåòñÿ àâòîðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ãåíà
REP1. Ïðè î÷åíü âûñîêîé êîíöåíòðàöèè êîì-
ïëåêñà REP1–REP2, îáóñëîâëåííîé áîëüøîé
êîïèéíîñòüþ Scp1, âîçìîæíî åãî ñâÿçûâàíèå
îêîëî ó÷àñòêà FRT è ôèçè÷åñêîå áëîêèðîâàíèå
ïðîöåññà âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ðåêîìáèíàöèè,
÷òî ïîâëå÷åò çà ñîáîé ðåïðåññèþ àìïëèôèêà-
öèè ïëàçìèäû.

Ïëàçìèäà Scp1 ÿâëÿåòñÿ ïðåêðàñíîé ìîäåëü-
íîé ñèñòåìîé äëÿ èçó÷åíèÿ êîíòðîëÿ ýêñïðåññèè
ýóêàðèîòè÷åñêèõ ãåíîâ è ðåïëèêàöèè õðîìîñîì.
Çíàÿ ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêóþ îðãàíèçàöèþ
äàííîé ïëàçìèäû, ìîæíî ýôôåêòèâíî èñïîëüçî-
âàòü åå äëÿ ñîçäàíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ, ïî-
ñëåäóþùåãî êîíñòðóèðîâàíèÿ ãèáðèäíûõ ÄÍÊ
è ââåäåíèÿ èõ â êëåòêè äðîææåé.
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Ðèñ. 12.5. Ìîäåëü Ôþ÷åðà
ðåïëèêàöèîííî-ðåêîìáèíàöèîííîé àìïëèôèêàöèè

ïëàçìèäû Scp1 (íà ïðèìåðå îäíîàêòíîé
àïìëèôèêàöèè):

à–ë — ðàçëè÷íûå ýòàïû ðåïëèêàöèè ïëàçìèäû. Òîíêèìè
ñòðåëêàìè îòìå÷åíî íàïðàâëåíèå äâèæåíèÿ âèëîê ðåïëè-
êàöèè. IR-ðàéîíû ïëàçìèäû èçîáðàæåíû ñáëèæåííûìè
ïàðàëëåëüíûìè ïðÿìûìè ýëåìåíòàìè. FLP-çàâèñèìàÿ
ðåêîìáèíàöèÿ (â–ã, å–æ) ìåíÿåò âçàèìíóþ îðèåíòàöèþ
âèëîê ðåïëèêàöèè; ç — âíóòðèìîëåêóëÿðíàÿ ðåêîìáèíà-

öèÿ ìóëüòèìåðíîé ïëàçìèäû

Ðèñ. 12.6. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ ïëàçìèäû Scp1 â ó÷àñòêå ñâÿçûâàíèÿ (FRT) ñ áåëêîì FLP.

Òî÷êàìè îòìå÷åíû ìåñòà êîíòàêòà ìîëåêóë áåëêà FLP ñ ÄÍÊ, òðåóãîëüíèêàìè — ìåñòà ãèäðîëèçà öåïåé
â ñïåéñåðíîì ó÷àñòêå. Ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè



Äæ. Ìåéåðèíê ñ ñîàâòîðàìè â 1979 ã. îáíà-
ðóæèëè, ÷òî â ÿäðå êëåòîê äðîææåé-ñàõàðîìè-
öåòîâ íàõîäèòñÿ íåáîëüøîå ÷èñëî ìîëåêóë êî-
ëüöåâîé äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ ñ êîíòóðíîé äëè-
íîé îêîëî 3 ìêì. Êàê âûÿñíèëîñü, äàííàÿ ïëàç-
ìèäà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé àâòîíîìíî ðåïëèöè-
ðóþùóþñÿ ïîëíóþ êîïèþ îäíîãî õðîìîñîìíî-
ãî íàáîðà ãåíîâ ðèáîñîìíîé ÐÍÊ (ñì.
ðèñ. 12.2). Â çàâèñèìîñòè îò øòàììà S. cerevi-
siae ïëàçìèäà 3� ïðèñóòñòâóåò â ÿäðå â êîëè÷å-
ñòâå îò 1 äî 20 êîïèé. Ïîëàãàþò, ÷òî âíåõðîìî-
ñîìíûå ãåíû ðèáîñîìíîé ÐÍÊ â âèäå àâòîíîì-
íîé êîëüöåâîé ÄÍÊ ìîãóò áûòü ïðîìåæóòî÷íîé

ôîðìîé ïðè àìïëèôèêàöèè ãåíîâ ðÐÍÊ äðîæ-
æåé. Òàêàÿ âíåõðîìîñîìíàÿ ôîðìà ãåíîâ ðÐÍÊ
âûÿâëåíà òàêæå ó öåëîãî ðÿäà äðóãèõ íèçøèõ
ýóêàðèîò.

Îáíàðóæåíèå âíåõðîìîñîìíûõ ïëàçìèä
(2� è 3�) è ïîäðîáíîå èññëåäîâàíèå èõ ñòðóê-
òóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè äàëî ìîù-
íûé òîë÷îê ðàáîòàì ïî ñîçäàíèþ ìîëåêóëÿð-
íûõ âåêòîðîâ è èñïîëüçîâàíèþ S. cerevisiae äëÿ
êëîíèðîâàíèÿ ãåíîâ. Äàííàÿ ýóêàðèîòè÷åñêàÿ
ñèñòåìà ïðåäîñòàâëÿåò ýêñïåðèìåíòàòîðàì
ïðèíöèïèàëüíî íîâûå âîçìîæíîñòè ïî ñðàâíå-
íèþ ñ áàêòåðèàëüíûìè êëåòêàìè.
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Ðèñ. 12.7. Ìîäåëü àâòîðåãóëÿöèè êîïèéíîñòè ïëàçìèäû Scp1 (à)
è åå ñâÿçûâàíèÿ ñ ÿäåðíîé ìåìáðàíîé äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ (á).

Öèôðàìè (à) îáîçíà÷åíà èåðàðõèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ êîìïëåêñà REP1–REP2

12.3. ÏËÀÇÌÈÄÍÀß ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÖÈß ÊËÅÒÎÊ ÄÐÎÆÆÅÉ

Ãåííî-èíæåíåðíûå ìàíèïóëÿöèè íà S. cere-
visiae ñòàëè ðåàëüíû ëèøü ïîñëå òîãî, êàê ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíî áûëà äîêàçàíà âîçìîæíîñòü ãå-
íåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè äðîææåâûõ êëåòîê.
Êëåòî÷íàÿ ñòåíêà äðîææåé ïðåïÿòñòâóåò ïðî-
íèêíîâåíèþ ýêçîãåííîé ÄÍÊ â êëåòêó. Ïîýòîìó
áûëà ðàçðàáîòàíà ïðîöåäóðà ïîëó÷åíèÿ ïðîòî-
ïëàñòîâ êëåòîê S. cerevisiae. Îíà ñîñòîèò â òîì,
÷òî äðîææåâûå êëåòêè èíêóáèðóþò â îñìîòè÷å-
ñêè ñòàáèëèçèðóþùåì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì

ôåðìåíòû, êîòîðûå ðàçðóøàþò êëåòî÷íóþ
ñòåíêó. Äðîææåëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ îáëà-
äàþò ôåðìåíòíûå ïðåïàðàòû, âûäåëåííûå èç
ñàìûõ ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ. Ê òàêèì ïðåïàðàòàì,
íàïðèìåð, îòíîñÿòñÿ ýêñòðàêò ïèùåâàðèòåëüíî-
ãî ñîêà âèíîãðàäíîé óëèòêè è ôåðìåíò ãëþêó-
ðîíèäàçà èç æåë÷è æèâîòíûõ.

Ïîñêîëüêó äðîææåâûå ïðîòîïëàñòû íå ñïî-
ñîáíû ê ðåãåíåðàöèè êëåòî÷íîé ñòåíêè â æèä-
êîé ñðåäå, èõ ñìåøèâàþò ñ ðàñïëàâëåííîé àãà-



ðèçîâàííîé ñðåäîé è âûëèâàþò íà ÷àøêó Ïåò-
ðè. Êëåòêè, ïîãðóæåííûå â àãàð, âîññòàíàâëè-
âàþò êëåòî÷íóþ ñòåíêó è ôîðìèðóþò â åãî òîë-
ùå êîëîíèè.

Ïîïûòêè òðàíñôîðìèðîâàòü ïðîòîïëàñòû
ìóòàíòíûõ øòàììîâ S. cerevisiae ïðåïàðàòàìè
ñóììàðíîé ÄÍÊ èç äðîææåé äèêîãî òèïà äîë-
ãîå âðåìÿ íå äàâàëè ïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòà-
òîâ. Ïðåîäîëåòü äàííîå çàòðóäíåíèå óäàëîñü
ëèøü â 1978 ã., êîãäà À. Õèííåí ñ ñîàâòîðàìè
äëÿ òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ èñïîëüçîâà-
ëè ïðåïàðàòû ãèáðèäíûõ ïëàçìèä Å. coli, íåñó-
ùèõ èíäèâèäóàëüíûå ôðàãìåíòû õðîìîñîìíîé
ÄÍÊ S. cerevisiae ñ îïðåäåëåííûìè ãåíàìè
(ñì. 12.4.1). Óñïåõ áûë äîñòèãíóò áëàãîäàðÿ òî-
ìó, ÷òî â ïðåïàðàòå òðàíñôîðìèðóþùåé ïëàç-
ìèäíîé ÄÍÊ îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå èíäè-
âèäóàëüíîãî ãåíà äðîææåé áûëî ìíîãîêðàòíî
âûøå, ÷åì â òîòàëüíîé ÄÍÊ êëåòêè.

Äëÿ àäñîðáöèè ýêçîãåííîé ÄÍÊ íà ïîâåðõ-
íîñòè ïðîòîïëàñòîâ íåîáõîäèìû êàòèîíû êàëü-
öèÿ, à ïðîíèêíîâåíèå ìîëåêóë ÄÍÊ âíóòðü ïðî-
òîïëàñòîâ ïðîèñõîäèò âî âðåìÿ ñëèÿíèÿ ïðîòî-
ïëàñòîâ, èíäóöèðîâàííîãî ïîëèýòèëåíãëèêîëåì
(ÏÝÃ-4000). Íåäîñòàòêîì äàííîé ïðîöåäóðû
ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî â ðåçóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè ãà-
ïëîèäíîãî øòàììà ìîãóò îáðàçîâàòüñÿ êàê äè-
ïëîèäíûå, òàê è ïîëèïëîèäíûå ïðîòîïëàñòû
(à çàòåì è êëîíû êëåòîê). Èñïîëüçóÿ ñïåöèàëü-
íûå ïðèåìû, ñëèÿíèå áîëåå ÷åì äâóõ ïðîòîïëà-
ñòîâ ìîæíî ñâåñòè ê ìèíèìóìó. Äðóãîé íåäîñ-
òàòîê ìåòîäà ñîñòîèò â òîì, ÷òî êîëîíèè òðàíñ-
ôîðìàíòîâ ðàñïîëàãàþòñÿ â òîëùå àãàðà, ÷òî
óñëîæíÿåò äàëüíåéøèå ìàíèïóëÿöèè ñ íèìè.

Äî 1983 ã. âñå ãåííî-èíæåíåðíûå ýêñïåðè-
ìåíòû ïðîâîäèëèñü íà ïðîòîïëàñòàõ S. cerevi-

siae. Îäíàêî Õ. Èòî ñ ñîàâòîðàìè îáíàðóæèëè,
÷òî ïëàçìèäíóþ òðàíñôîðìàöèþ êëåòîê äðîæ-
æåé ìîæíî îñóùåñòâèòü è áåç óäàëåíèÿ êëåòî÷-
íîé ñòåíêè. Äëÿ ýòîãî êëåòêè îáðàáàòûâàþò ïî-
ëèýòèëåíãëèêîëåì â ïðèñóòñòâèè êàòèîíîâ ùå-
ëî÷íûõ ìåòàëëîâ (Li+, Cs+, Rb+, K+, Na+). Îñî-
áåííî õîðîøèå ðåçóëüòàòû äàåò èñïîëüçîâàíèå
ñîëåé ëèòèÿ. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî êîìïå-
òåíòíîñòü êëåòîê äðîææåé èíäóöèðóåò â îñíîâ-
íîì ÏÝÃ, à ïåðå÷èñëåííûå êàòèîíû ëèøü ïîâû-
øàþò ýôôåêòèâíîñòü ïëàçìèäíîé òðàíñôîðìà-
öèè.

ß. Èèìóðà ñ ñîàâòîðàìè â òîì æå ãîäó ïîêà-
çàëè, ÷òî êëåòêè S. cerevisiae, îáðàáîòàííûå
îõëàæäåííûì ÑàÑl2 è çàòåì áûñòðî ïåðåíåñåí-
íûå íà 37 °Ñ, ìîãóò äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíî ïî-
ãëîùàòü ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ. Ïðè ýòîì îáðàáîòêà
êëåòîê ïîëèýòèëåíãëèêîëåì íå òðåáóåòñÿ, ÷òî
óêàçûâàåò íà ðàçíûé ìåõàíèçì âëèÿíèÿ êàòèî-

íîâ Ñà2+ è Li+ íà ïðîöåññ ïðîíèêíîâåíèÿ ÷óæå-
ðîäíîé ÄÍÊ â êëåòêè äðîææåé.

Ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè,
÷òî â çàâèñèìîñòè îò øòàììà S. cerevisiae

è òèïà âåêòîðíîé ïëàçìèäû îïòèìàëüíûå óñëî-
âèÿ òðàíñôîðìàöèè êàê ïðîòîïëàñòîâ, òàê è îá-
ðàáîòàííûõ ñîëåâûìè ðàñòâîðàìè êëåòîê ìîãóò
ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àòüñÿ. Â öåëîì ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî íàèâûñøåãî óðîâíÿ ïëàçìèäíîé
òðàíñôîðìàöèè óäàåòñÿ äîñòè÷ü â ñèñòåìå ïðî-
òîïëàñòîâ äðîææåé. Ïîýòîìó â òåõ ñëó÷àÿõ, êîã-
äà íåîáõîäèìî ïîëó÷èòü ïðåäñòàâèòåëüíóþ
êëîíîòåêó ãèáðèäíûõ ïëàçìèä è âûÿâèòü â íåé
ðåäêî âñòðå÷àþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ïðåäïî÷èòàþò èñïîëüçîâàòü ïðîòîïëàñòû. Ýô-
ôåêòèâíîñòü ïëàçìèäíîé òðàíñôîðìàöèè ñ ïî-
ìîùüþ «ñîëåâûõ» ìåòîäîâ íà 1–2 ïîðÿäêà íè-
æå, çàòî ýòè ìåòîäû ãîðàçäî ïðîùå è äàþò âûñî-
êîâîñïðîèçâîäèìûå ðåçóëüòàòû. Êîëîíèè òðàíñ-
ôîðìàíòîâ îáðàçóþòñÿ íà ïîâåðõíîñòè àãàðèçî-
âàííîé ñðåäû, ÷òî ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü èõ
ïåðåïå÷àòêó è ò. ï. Ïîýòîìó, êîãäà íå òðåáóåòñÿ
ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü òðàíñôîðìàöèè (íàïðè-
ìåð, ïðè ââåäåíèè èíäèâèäóàëüíîé ïëàçìèäû,
êîãäà äîñòàòî÷íî âûäåëèòü íåñêîëüêî êëîíîâ),
ïðåäïî÷èòàþò ïðîâîäèòü îáðàáîòêó êëåòîê
äðîææåé ðàñòâîðàìè ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ è ñî-
ëåé ëèòèÿ.

Ñ «ñîëåâîé» ìåòîäèêîé êîíêóðèðóåò ìåòîä
ýëåêòðîïîðàöèè êëåòîê äðîææåé. Ýòà ïðîöåäó-
ðà ÷ðåçâû÷àéíî ïðîñòà è ïðè ïðàâèëüíîì ïîä-
áîðå óñëîâèé îáåñïå÷èâàåò ïðèìåðíî òàêîé æå
óðîâåíü ïëàçìèäíîé òðàíñôîðìàöèè, êàê è îá-
ðàáîòêà êëåòîê ñîëÿìè ëèòèÿ. Ïðîöåäóðà ýëåêò-
ðîïîðàöèè âûïîëíÿåòñÿ â òå÷åíèå 10 ìèí, â òî
âðåìÿ êàê «ñîëåâîé» ìåòîä çàíèìàåò 2 ÷, à ìå-
òîä ïðîòîïëàñòîâ — 3 ÷.

Ä. Àðìàëåî ñ ñîàâòîðàìè â 1990 ã. ïîêàçàëè,
÷òî ïëàçìèäû ìîæíî ââîäèòü â íàòèâíûå êëåò-
êè äðîææåé ïðè áîìáàðäèðîâêå ïîñëåäíèõ
ðàçîãíàííûìè äî áîëüøîé ñêîðîñòè (îêîëî
500 ì/ñ) âîëüôðàìîâûìè ìèêðî÷àñòèöàìè (äèà-
ìåòð 0,5–0,65 ìêì), íà êîòîðûõ àäñîðáèðîâàíû
ìîëåêóëû ïëàçìèäíîé ÄÍÊ (òàê íàçûâàåìàÿ
ãåííàÿ ïóøêà). Åñëè àäñîðáèðîâàòü íà ìèêðî÷à-
ñòèöàõ ìîëåêóëû äâóõ ðàçíûõ ïëàçìèä, äàííûì
ìåòîäîì óäàåòñÿ îñóùåñòâëÿòü òðàíñôîðìàöèþ
äðîææåé îáåèìè ïëàçìèäàìè îäíîâðåìåííî
(êîòðàíñôîðìàöèþ) ñ ÷àñòîòîé, áëèçêîé
ê 100 %.

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîäîëîãèÿ ââåäåíèÿ ÷ó-
æåðîäíîé ÄÍÊ â êëåòêè äðîææåé S. cerevisiae
ðàçðàáîòàíà äîñòàòî÷íî õîðîøî, ÷òî ïîçâîëÿåò
óñïåøíî ïðîâîäèòü ýêñïåðèìåíòû ïî êëîíèðî-
âàíèþ è ýêñïðåññèè ãåíîâ â êëåòêàõ äàííîãî
íèçøåãî ýóêàðèîòè÷åñêîãî îðãàíèçìà.
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12.4. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÂÅÊÒÎÐÛ S. CEREVISIAE

12.4.1. Âåêòîðû èíòåãðàöèè

Â 1977 ã. Á. Ðàöêèí è Äæ. Êàðáîí êëîíèðî-
âàëè â ïëàçìèäå ColE1 êîííåêòîðíûì ìåòîäîì
ôðàãìåíòû õðîìîñîìíîé ÄÍÊ äðîææåé S. cere-

visiae. Ãèáðèäíûå ïëàçìèäû ââîäèëè â êëåòêè
Å. coli, èìåþùèå îïðåäåëåííûå ìóòàöèè, è îò-
áèðàëè áàêòåðèàëüíûå êëîíû, â êîòîðûõ ýòè
ìóòàöèè êîìïëåìåíòèðîâàëèñü. Òàê áûëè âûäå-
ëåíû ïëàçìèäû pYehis1, pYehis2 è pYehis3 (êîì-
ïëåìåíòèðîâàëè äåëåöèîííóþ ìóòàöèþ â ãåíå
hisB Å. coli, êîäèðóþùåì èìèäàçîëãëèöåðîë-
ôîñôàòäåãèäðîãåíàçó), à òàêæå ïëàçìèäû
pYeleu10, pYeleu11, pYeleu12 è ðYelåu17 (êîì-
ïëåìåíòèðîâàëè ìóòàöèþ Å. coli låuB6, ïîâðå-
æäàþùóþ ôåðìåíò �-èçîïðîïèëìàëàòäåãèäðî-
ãåíàçó).

À. Õèííåí ñ ñîòðóäíèêàìè â 1978 ã. ïîêàçà-
ëè, ÷òî ïîñëå ââåäåíèÿ ïëàçìèäû pYeleu10
â ïðîòîïëàñòû S. cerevisiae leu2 óäàåòñÿ âû-
ÿâèòü êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ äðîææåé ñ ôåíî-
òèïîì Låu+. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïî-
ëó÷åíû ïðè òðàíñôîðìàöèè ïëàçìèäîé pYehis1
øòàììà S. cerevisiae his3. Îêàçàëîñü, ÷òî èçó-
÷åííûå ïëàçìèäû òðàíñôîðìèðóþò äðîææè çà
ñ÷åò ðåêîìáèíàöèîííîé âñòðîéêè ãèáðèäíîé
ÄÍÊ â ñîîòâåòñòâóþùóþ õðîìîñîìó ïî îáëàñ-
òè ãîìîëîãèè. Òàê, ïëàçìèäà pYehis1 èíòåãðè-
ðîâàëàñü èñêëþ÷èòåëüíî ïî îáëàñòè his3 äðîæ-
æåâîé õðîìîñîìû XV. Ïðè ýòîì ïðèìåðíî
â 10 % ñëó÷àåâ èíòåãðàöèÿ ïðîèñõîäèëà ïî ìå-
õàíèçìó çàìåùåíèÿ his3 ñåãìåíòîì HIS3 èç ñî-
ñòàâà ïëàçìèäû (ðèñ. 12.8), à â ïîäàâëÿþùåì
áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ â ðåçóëüòàòå îäèíî÷íîãî

êðîññèíãîâåðà âñòðàèâàëàñü âñÿ ïëàçìèäà, ÷òî
ïðèâîäèëî ê äóïëèêàöèè â õðîìîñîìå êëîíèðî-
âàííîé äðîææåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Îáðà-
çóþùèåñÿ òàíäåìíûå äóïëèêàöèè íåñòàáèëüíû
è ïðèâîäÿò ê âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ðåêîìáèíà-
öèè è ïîñòåïåííîìó âûùåïëåíèþ èçáûòî÷íîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ ÷àñòîòîé 0,1–1 % íà êëå-
òî÷íîå äåëåíèå. Â ðåçóëüòàòå ôîðìèðóþòñÿ
ñóáêëîíû, ÷àñòü èç êîòîðûõ óæå ñòàáèëüíî ñî-
õðàíÿåò ôåíîòèï His+.

Ýôôåêòèâíîñòü èíòåãðàöèîííîé òðàíñôîð-
ìàöèè S. cerevisiae çàâèñèò îò ðàçìåðà ôðàãìåí-
òà, ãîìîëîãè÷íîãî ëîêóñó õðîìîñîìíîé ÄÍÊ.
×åì âûøå ãîìîëîãèÿ ãèáðèäíîé ÄÍÊ ñ îïðåäå-
ëåííûì ðàéîíîì õðîìîñîìíîé ÄÍÊ äðîææåé,
òåì âûøå óðîâåíü ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìà-
öèè êëåòîê, íî âûøå è ÷àñòîòà âûùåïëåíèÿ
òðàíñôîðìèðîâàííîãî ïðèçíàêà â íåñòàáèëü-
íûõ êëîíàõ.

Ïëàçìèäû ðàññìîòðåííîãî òèïà ïðåäëîæå-
íî íàçûâàòü èíòåãðàòèâíûìè âåêòîðàìè è îáî-
çíà÷àòü YIp (îò àíãë. yeast integrating plasmid).
Óðîâåíü òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ äðîæ-
æåé òàêèìè ïëàçìèäàìè íèçîê: îò 0,1 äî íå-
ñêîëüêèõ äåñÿòêîâ êîëîíèé òðàíñôîðìàíòîâ íà
1 ìêã ÄÍÊ ïëàçìèäû. Îäíàêî îáíàðóæåíî, ÷òî
åñëè â S. cerevisiae ââîäèòü ïëàçìèäû, ñîäåðæà-
ùèå äâóõöåïî÷å÷íûé ðàçðûâ âíóòðè ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè, ãîìîëîãè÷íîé äðîææåâîé õðîìî-
ñîìíîé ÄÍÊ, òî òðàíñôîðìàöèÿ ïðîèñõîäèò
ñ ãîðàçäî áîëüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ. Ïëàçìèäà
ïðè ýòîì èíòåãðèðóåòñÿ â ãîìîëîãè÷íûé ëîêóñ
ãåíîìà, è áîëåå ïîëîâèíû òðàíñôîðìàíòîâ ñî-
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Ðèñ. 12.8. Ñõåìà èíòåãðàöèè ïëàçìèäû pYehis1 â õðîìîñîìó S. cerevisiae

çà ñ÷åò ðåêîìáèíàöèè ïî îáëàñòÿì ãîìîëîãèè



äåðæàò ìíîæåñòâåííûå êîïèè èíòåãðèðîâàííîé
ïëàçìèäû, ðàñïîëîæåííûå òàíäåìíî. Íàáëþäà-
åòñÿ áîëüøàÿ ãåòåðîãåííîñòü èíäèâèäóàëüíûõ
êëîíîâ òðàíñôîðìàíòîâ ïî ÷èñëó êîïèé âñòðî-
èâøèõñÿ ïëàçìèä.

Ò. Îðð-Âåâåð ñ ñîòðóäíèêàìè (1981–1983 ãã.)
èññëåäîâàëè äàííîå ÿâëåíèå, èñïîëüçîâàâ ïëàç-
ìèäû pSZ32, pSZ57, pSZ62 è pSZ64 (ðèñ. 12.9).
Êîëüöåâóþ ôîðìó ïëàçìèä ïåðåâîäèëè â ëèíåé-
íóþ ãèäðîëèçîì îïðåäåëåííûìè ðåñòðèêòàçà-
ìè. Ïîëó÷åííûìè ïðåïàðàòàìè ïëàçìèäíûõ
ÄÍÊ òðàíñôîðìèðîâàëè ïðîòîïëàñòû S. cere-

visiae. Ðåçóëüòàòû ýòèõ ýêñïåðèìåíòîâ ïîêàçà-
ëè, ÷òî òðàíñôîðìàöèÿ ñòèìóëèðóåòñÿ íå òîëü-
êî åäèíè÷íûìè ðàçðûâàìè ïëàçìèä, íî è âûùå-
ïëåíèåì ðåñòðèêòàçàìè âíóòðåííåãî ó÷àñòêà

êëîíèðîâàííîãî ôðàãìåíòà äðîææåâîé ÄÍÊ,
êàê, íàïðèìåð, â pSZ32 (òàáë. 12.1).

Òðàíñôîðìàöèÿ äðîææåé ëèíåéíîé ôîðìîé
ïëàçìèäû pSZ62, â êîòîðîé ðåñòðèêòàçîé BglII
èç HIS3-ôðàãìåíòà âûùåïëåí ñåãìåíò âåëè÷è-
íîé 800 ïí, äîêàçàëà, ÷òî òàêàÿ äåëåöèÿ ñòèìó-
ëèðóåò èíòåãðàöèþ ãèáðèäíîé ÄÍÊ è, áîëåå
òîãî, â ïðîöåññå âñòðîéêè âîññòàíàâëèâàåòñÿ
ñòðóêòóðà äåëåòèðîâàííîãî ó÷àñòêà.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè àâòîðàì
ïðåäëîæèòü ìîäåëè èíòåãðàöèè êîëüöåâîé è
ëèíåéíîé ôîðì ãèáðèäíûõ ïëàçìèä â ãåíîì
êëåòîê S. cerevisiae (ðèñ. 12.10). Ïî ìíåíèþ àâ-
òîðîâ, âîçíèêàþùèå â ïðîöåññå âñòðîéêè â ãå-
íîì äðîææåé ìíîæåñòâåííûå òàíäåìíûå ïî-
âòîðû ãèáðèäíûõ ïëàçìèä — ðåçóëüòàò ïîñëå-
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Ðèñ. 12.9. Èíòåãðàòèâíûå âåêòîðíûå ïëàçìèäû S. cerevisiae:

1 — ïëàçìèäà E. coli; 2 — õðîìîñîìíàÿ ÄÍÊ S. cerevisiae



äîâàòåëüíîé èíòåãðàöèè ïëàçìèä â îäíî è òî æå
ìåñòî. Â äàëüíåéøåì ïðè äåëåíèè êëåòîê
òðàíñôîðìàíòîâ ÷èñëî òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ïî-
ñòåïåííî óìåíüøàåòñÿ, äîñòèãàÿ îïðåäåëåííî-
ãî ñòàáèëüíîãî óðîâíÿ.

Äîêàçàíà âîçìîæíîñòü ñîâìåñòíîãî ââåäå-
íèÿ (êîíòðàíñôîðìàöèè) ðàçíûõ ïëàçìèä â îä-
íó è òó æå êëåòêó S. cerevisiae ñ ïîñëåäóþùåé
èíòåãðàöèåé îáåèõ ïëàçìèä â ãåíîì êëåòêè.
Ïðè÷åì îáëàñòü ãîìîëîãèè ñ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ
êëåòêè-ðåöèïèåíòà ìîæåò èìåòü ëèøü îäíà èç
ýòèõ ïëàçìèä. Âòîðîé ïëàçìèäå äîñòàòî÷íî ñî-
äåðæàòü ðàéîí, ãîìîëîãè÷íûé ëþáîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ïåðâîé ïëàçìèäû. À. Çàìèð ñ ñîàâ-
òîðàìè (1981 ã.) èñïîëüçîâàëè äàííûé ïîäõîä
äëÿ ââåäåíèÿ â ãåíîì S. cerevisiae nif-îïåðîíà èç
Klebsiella pneumoniae. Îäíà èç ââîäèìûõ ïëàç-
ìèä — pYehis4 — èìåëà îáëàñòü ãîìîëîãèè
ñ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ äðîææåé è èíòåãðèðîâà-
ëàñü çà ñ÷åò ýòîãî â ãåíîì êëåòêè. Âòîðàÿ ïëàç-
ìèäà, íåñóùàÿ nif-îïåðîí (pWK220), èìåëà ãî-
ìîëîãèþ ñ pYehis4 ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà
tet. Èìåííî ïî ýòîìó ðàéîíó pWK220 èíòåãðè-
ðîâàëàñü â ãåíîì äðîææåé, ñîäåðæàùèé
pYehis4. Ïðè ýòîì íàáëþäàëè òàíäåìíóþ èíòå-
ãðàöèþ êîïèé nif-ïëàçìèäû â ðåöèïèåíòíóþ
õðîìîñîìó. Â îáùåì âèäå ñõåìà òàêîé èíòåãðà-
öèîííîé êîòðàíñôîðìàöèè ïðåäñòàâëåíà íà
ðèñ. 12.11. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðè îãðàíè-

÷åííîé ãîìîëîãèè äâóõ ïëàçìèä ìåæäó ñîáîé
ïîâòîðíî áóäåò âñòðàèâàòüñÿ â ãåíîì êëåòêè
ïðåèìóùåñòâåííî ïëàçìèäà èíòåãðàöèè, à íå
êîòðàíñôîðìèðóåìàÿ ïëàçìèäà.

Ðàññìîòðåííûé ïîäõîä ïîçâîëÿåò èíòåãðè-
ðîâàòü â ãåíîì äðîææåé ëþáîé ÷óæåðîäíûé ãåí
èëè êëàñòåð ãåíîâ è èçó÷àòü èõ ôóíêöèîíèðîâà-
íèå â ÿäðå êëåòêè. Ïåðñïåêòèâåí â ýòîì ïëàíå
àìïëèôèöèðóåìûé ëîêóñ äðîææåé CUP1, äå-
òåðìèíèðóþùèé óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê ñîëÿì
ìåäè. Ýòîò ãåí êëîíèðîâàí, è ñ åãî ïîìîùüþ
ìîæíî îñóùåñòâëÿòü êîèíòåãðàöèþ ÷óæåðîä-
íûõ ãåíîâ â ãåíîì äðîææåé. Â ïðîöåññå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ïîëó÷åííûõ òðàíñôîðìàíòîâ íà ñðå-
äàõ ñ ïîñëåäîâàòåëüíî ïîâûøàþùèìèñÿ êîí-
öåíòðàöèÿìè èîíîâ ìåäè ïðîèñõîäèò êîàìïëè-
ôèêàöèÿ âñòðîåííûõ ãåíîâ. Òàêîé ïîäõîä ê ñîç-
äàíèþ ñóïåðïðîäóöåíòîâ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ
ñ óñïåõîì èñïîëüçóåòñÿ íà ñèñòåìå êóëüòèâè-
ðóåìûõ êëåòîê æèâîòíûõ.

Äðóãîé ìåòîä àìïëèôèêàöèè ÷óæåðîäíûõ
ãåíîâ â êëåòêàõ äðîææåé ïðåäëîæèëè Äæ. Áîåê
ñ ñîàâòîðàìè (1988 ã.). Ãåíîì S. cerevisiae ñîäåð-
æèò îò 30 äî 40 êîïèé òðàíñïîçîíà Òó. Äàííûé
òðàíñïîçîí èìååò ðàçìåð 5,3 òïí, ñîäåðæèò äâå
ïðîòÿæåííûå îòêðûòûå ðàìêè òðàíñëÿöèè è îã-
ðàíè÷åí ñ îáåèõ ñòîðîí ïðÿìûìè ïîâòîðàìè
äëèíîé 335 ïí (�-ó÷àñòêè). Òðàíñïîçèöèÿ Òó

ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå òðàíñêðèïöèè âñåé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ñ ïðîìîòîðà �-ó÷àñòêà è ïå-
ðåâîäà òðàíñêðèïòà çàòåì â ìîëåêóëó äâóõöåïî-
÷å÷íîé ÄÍÊ îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçîé, êîäè-
ðóåìîé Òó. Òðàíñïîçîí Òó êëîíèðîâàëè â ñîñòà-
âå ïëàçìèäû YEp-òèïà (ñì. 12.4.2) è �-ïðîìî-
òîð â òðàíñïîçîíå çàìåñòèëè èíäóöèðóåìûì
(ðåãóëèðóåìûì) ïðîìîòîðîì ãåíà GAL1. Ïðè
äîáàâëåíèè â ñðåäó ãàëàêòîçû òðàíñêðèïöèÿ
ñ äàííîãî ïðîìîòîðà ìíîãîêðàòíî óâåëè÷èâàåò-
ñÿ. Ïîñëå ââåäåíèÿ ãèáðèäíîé ïëàçìèäû
ðGÒóÍ3 (ðèñ. 12.12) â êëåòêè S. cerevisiae è èí-
äóêöèè òðàíñêðèïöèè ñ pGAL1 áûëè îáíàðóæåíû
âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû è îáðàòíàÿ òðàíñ-
êðèïòàçà. Òåì ñàìûì äîêàçàíî, ÷òî ðåòðîâèðó-
ñû è Òó èìåþò îáùåå ïðîèñõîæäåíèå. Òàêæå
îêàçàëîñü, ÷òî èíäóêöèÿ òðàíñêðèïöèè ïðèâî-
äèò è ê èíäóêöèè òðàíñïîçèöèè Òó â ðàçíûå
ó÷àñòêè õðîìîñîì S. cerevisiae.

Çàòåì íà ïðèìåðå áàêòåðèàëüíîãî ãåíà nåî è
äðîææåâîãî TRP1, âñòðîåííûõ â 3�-êîíöåâóþ
îáëàñòü òðàíñïîçîíà (ñì. ðèñ. 12.12), óäàëîñü
ïîêàçàòü, ÷òî ñ ïîìîùüþ Òó ìîæíî ïåðåíîñèòü
â ðàçëè÷íûå ó÷àñòêè ãåíîìà êëåòîê-õîçÿåâ ìíî-
æåñòâåííûå êîïèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ (äî 10).
Âàæíîé îñîáåííîñòüþ ñîçäàâàåìûõ êîíñòðóê-
öèé ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî âî âñòðàèâàåìîì ôðàãìåí-
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Òàáëèöà 12.1. Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè

êëåòîê S. cerevisiae ïëàçìèäíûìè ÄÍÊ,

ñîäåðæàùèìè äâóõöåïî÷å÷íûé ðàçðûâ

Ðåñòðèê-
òàçà

Ìåñòî
ãèäðîëèçà
ïëàçìèäû

×èñëî
òðàíñôîðìàíòîâ

íà 1 ìêã
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ

pSZ64

— — 0,2
EcoRI pBR322 3–18
BamHI Êðàé âñòàâêè 9–33

KpnI HIS3 510–750

BglII HIS3 5–450

pSZ57

— — 0,1–0,2
BamHI pBR322 1,4–1,7

SalI Êðàé âñòàâêè 0,9–2,9

KpnI LEU2 12–17

pSZ32

— — 50–90

SacI pÄÍÊ 1100–3300

SacI/SacII pÄÍÊ 1400–4800
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Ðèñ. 12.10. Ìîäåëü èíòåãðàöèè ëèíåéíîé (à) è êîëüöåâîé (á) ôîðì ïëàçìèäû (1)
â õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ S. cerevisiae (2).

Êîðîòêèìè ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ìåñòà ðàçðûâà öåïåé ÄÍÊ

Ðèñ. 12.11. Ñõåìà êîèíòåãðàöèè ïëàçìèä â ãåíîì äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ



òå äîëæíû áûòü óäàëåíû òåðìèíàòîðû òðàíñ-
êðèïöèè, ò. å. òðàíñïîçîí äîëæåí òðàíñêðèáè-
ðîâàòüñÿ ïîëíîñòüþ. Ïîêàçàíî, ÷òî â ñîñòàâå Òó

ìîæåò áûòü óñïåøíî ïåðåíåñåí ôðàãìåíò ÄÍÊ
ðàçìåðîì äî 2,7 òïí.

Òàêèì îáðàçîì, îïèñàííûé ïîäõîä ïîçâîëÿ-
åò ðàñïðåäåëèòü êîïèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ ïî
ðàçíûì ó÷àñòêàì äðîææåâîãî ãåíîìà. Îí ìîæåò
îêàçàòüñÿ ïåðñïåêòèâíûì ïðè ñîçäàíèè ïðî-
ìûøëåííûõ øòàììîâ äðîææåé, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ÷óæåðîäíûå ãåíû. Òàêèå øòàììû äîëæíû
áîëåå ñòàáèëüíî ñîõðàíÿòü ñâîéñòâà ñóïåðïðî-
äóêöèè ÷óæåðîäíîãî áåëêà (çà ñ÷åò äîçû ãåíà),
÷åì øòàììû, íåñóùèå ìíîãîêîïèéíûå âíåõðî-
ìîñîìíûå ïëàçìèäû. Ïîñëåäíèå, êàê ïðàâèëî,
ñ îòíîñèòåëüíî âûñîêîé ÷àñòîòîé óòðà÷èâàþòñÿ
êëåòêàìè, îñîáåííî ïðè îòñóòñòâèè ñåëåêòèâ-
íîãî äàâëåíèÿ ïî ìàðêåðàì ïëàçìèä.

12.4.2. Êëîíèðóþùèå âåêòîðû

Äëÿ ðåøåíèÿ ðÿäà çàäà÷ ìîëåêóëÿðíîé áèî-
ëîãèè, îñîáåííî ïðèêëàäíîãî õàðàêòåðà, ïðåä-
ïî÷èòàþò êëîíèðîâàòü ãåíû â ìíîãîêîïèéíûõ
àâòîíîìíûõ âåêòîðíûõ ÄÍÊ. Â ñâÿçè ñ ýòèì
ïðè ðàçðàáîòêå ãåííî-èíæåíåðíîé ñèñòåìû
S. cerevisiae áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿëîñü ñîç-
äàíèþ ìíîãîêîïèéíûõ âåêòîðíûõ ïëàçìèä.
Ëó÷øå âñåãî äëÿ ýòîãî ïîäõîäèò ïëàçìèäà Scp1
(ñì. 12.2.1). Îäíàêî îòñóòñòâèå ñåëåêòèâíûõ
ïðèçíàêîâ, äåòåðìèíèðóåìûõ äàííîé ïëàçìè-
äîé, äåëàëî íåâîçìîæíûì èñïîëüçîâàòü åå íà-
ïðÿìóþ â êà÷åñòâå ìîëåêóëÿðíîãî âåêòîðà. Ïî-
ýòîìó íà÷èíàÿ ñ 1978 ã. â ðÿäå ëàáîðàòîðèé
ñêîíñòðóèðîâàíû ðàçëè÷íûå ãèáðèäíûå ïëàç-
ìèäû, ñîäåðæàùèå ðåïëèêîíû äðîææåâîé ïëàç-
ìèäû Scp1 è áàêòåðèàëüíîé ïëàçìèäû, à òàêæå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, îïðåäåëÿþùèå ñå-
ëåêòèâíûå ïðèçíàêè ïëàçìèäû â êëåòêàõ S. ce-

revisiae è E. coli (ðèñ. 12.13). ×àñòîòà òðàíñôîð-
ìàöèè ïðîòîïëàñòîâ äðîææåé ïëàçìèäàìè äàí-
íîãî òèïà ñîñòàâëÿåò (5–20) � 103 òðàíñôîðìàí-
òîâ íà 1 ìêã ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, ò. å. çíà÷èòåëüíî

âûøå, ÷åì äëÿ ïëàçìèä YIð-òèïà. Îïðåäåëåíî,
÷òî òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè äðîææåé ñî-
äåðæàò äî 40 êîïèé ïëàçìèä íà êëåòêó. Ãèáðèä-
íûå ÄÍÊ âî âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëîíàõ
ïðè ýòîì âûÿâëÿëèñü âî âíåõðîìîñîìíîì ñî-
ñòîÿíèè, è, êðîìå òîãî, òðàíñôîðìèðóþùàÿ
ÄÍÊ ìîãëà èíòåãðèðîâàòüñÿ â õðîìîñîìó ðå-
êîìáèíàöèåé ïî ãîìîëîãè÷íûì ó÷àñòêàì. Òà-
êèì îáðàçîì, ýòè ìîëåêóëû ÿâëÿþòñÿ ýïèñîìà-
ìè äðîææåé, ïîýòîìó èõ ïðåäëîæåíî íàçûâàòü
ýïèñîìíûìè âåêòîðàìè — YEp (îò àíãë. yeast
episomal plasmid). Ìóëüòèêîïèéíàÿ âíåõðîìî-
ñîìíàÿ ïðèðîäà òàêèõ ãèáðèäíûõ ïëàçìèä
â êëåòêå áûëà îïðåäåëåíà íå òîëüêî áèîõèìè÷å-
ñêè, íî è ãåíåòè÷åñêè. Êîãäà òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå ãàïëîèäíûå øòàììû ñêðåùèâàëè ñ áåñ-
ïëàçìèäíûìè ìóòàíòíûìè ãàïëîèäàìè è îáðà-
çóþùèåñÿ äèïëîèäû çàòåì ñïîðóëèðîâàëè,
â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ðàñùåï-
ëåíèå òðàíñôîðìàíòîâ ïî ôåíîòèïó ñîñòàâëÿëî
4 : 0, ÷òî õàðàêòåðíî òîëüêî äëÿ ãåíîâ, íàñëå-
äóåìûõ âíåõðîìîñîìíî.

Âåêòîðû YEp-òèïà ÿâëÿþòñÿ ÷åëíî÷íûìè
ïëàçìèäàìè, ñïîñîáíûìè ðåïëèöèðîâàòüñÿ êàê
â êëåòêàõ áàêòåðèè Å. coli, òàê è â äðîææàõ. Òà-
êîé âàðèàíò âåêòîðîâ óäîáåí â ïåðâóþ î÷åðåäü
òåì, ÷òî íàðàáîòêó ãèáðèäíûõ ÄÍÊ è ðÿä äðó-
ãèõ ìàíèïóëÿöèé îáû÷íî ëåã÷å îñóùåñòâëÿòü
â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ.

Ñíà÷àëà â êà÷åñòâå ñåëåêòèâíûõ ìàðêåðîâ
ïëàçìèä äëÿ äðîææåâîé ñèñòåìû èñïîëüçîâàëè
õðîìîñîìíûå ãåíû S. cerevisiae, îáåñïå÷èâàþ-
ùèå êîìïëåìåíòàöèþ àóêñîòðîôíûõ ìóòàöèé.
Ýòî âûíóæäàëî ðàáîòàòü ñ óçêèì êðóãîì õîðî-
øî îõàðàêòåðèçîâàííûõ ìóòàíòíûõ øòàììîâ
äðîææåé. Ãîðàçäî ïðîùå è ìíîãîñòîðîííåå
ïîäõîä, ïðè êîòîðîì ñîçäàþò ïëàçìèäû, äåòåð-
ìèíèðóþùèå óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì,
àíàëîãàì ìåòàáîëèòîâ, òîêñè÷åñêèì ñîåäèíå-
íèÿì (òàáë. 12.2). Òàêèå ìàðêåðû äîìèíàíòíû
è îáåñïå÷èâàþò ñåëåêöèþ òðàíñôîðìàíòîâ
íåçàâèñèìî îò ãåíîòèïà êëåòêè-õîçÿèíà.
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Ðèñ. 12.12. Ñòðóêòóðà ãèáðèäíûõ ïëàçìèä, ñîäåðæàùèõ äðîææåâîé òðàíñïîçîí Òó



Ñêîíñòðóèðîâàòü äðóãîé òèï àâòîíîìíûõ
ìíîãîêîïèéíûõ âåêòîðíûõ ïëàçìèä äëÿ êëåòîê
äðîææåé óäàëîñü â 1979 ã. ïðè ðàáîòå ñ ãèáðèä-
íûìè ïëàçìèäàìè Å. coli pBR322 èëè pBR313,
ñîäåðæàùèìè EcoRI-ôðàãìåíò ÄÍÊ S. cerevi-

siae è êîìïëåìåíòèðóþùèìè ìóòàöèþ Å. coli

trpC1117. Ãåí trpC E. coli, êîäèðóþùèé ôîñôî-
ðèáîçèëàíòðàíèëàòèçîìåðàçó, ñîîòâåòñòâóåò ëî-
êóñó äðîææåé TRP1. Ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó, ñî-
äåðæàùóþ îáëàñòü TRP1, èñïîëüçîâàëè äëÿ
òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ S. cerevisiae. Ïðè
ýòîì óðîâåíü òðàíñôîðìàöèè ñîñòàâèë 103–
104 êëîíîâ ñ ôåíîòèïîì Trp+ íà 1 ìêã ÄÍÊ
ïëàçìèäû, ÷òî íà 3–4 ïîðÿäêà âûøå, ÷åì äëÿ
ïëàçìèä YIp-òèïà, ê êîòîðîìó äàííûå ïëàçìè-
äû ïåðâîíà÷àëüíî áûëè îòíåñåíû. Êàê âûÿñíè-
ëîñü, âûñîêèé óðîâåíü òðàíñôîðìàöèè îáó-
ñëîâëåí òåì, ÷òî êëîíèðîâàííûé ôðàãìåíò
ÄÍÊ íàðÿäó ñ ñåëåêòèðóåìûì äðîææåâûì ãå-
íîì ñîäåðæèò îáëàñòü íà÷àëà ðåïëèêàöèè
äðîææåâîé õðîìîñîìû, ÷òî îáåñïå÷èâàåò âîç-
ìîæíîñòü àâòîíîìíîé ðåïëèêàöèè ãèáðèäíîé

ïëàçìèäû. Ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áûëà îáî-
çíà÷åíà ARS (îò àíãë. autonomously replicating
sequence) (ðèñ. 12.14). Ïëàçìèäà ñ àíàëîãè÷íû-
ìè ñâîéñòâàìè áûëà ñëó÷àéíî ïîëó÷åíà è ïðè
êëîíèðîâàíèè ðàéîíà ARG4. Äîêàçàíî, ÷òî ãèá-
ðèäíûå ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå äðîææåâîé ðåï-
ëèêàòîð, íàõîäÿòñÿ â ÿäðå êëåòîê S. cerevisiae

èñêëþ÷èòåëüíî âî âíåõðîìîñîìíîì ñîñòîÿíèè.
Ïî-âèäèìîìó, ôóíêöèîíèðóþùèé ori ðåïëèêà-
öèè ïðåäîòâðàùàåò âîçìîæíóþ ðåêîìáèíàöèþ
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Ðèñ. 12.13. Ýïèñîìíûå âåêòîðíûå ïëàçìèäû S. cerevisiae:

1 — ïëàçìèäà E. coli; 2 — õðîìîñîìíàÿ ÄÍÊ S. cerevisiae; 3 — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Scp1

Ðèñ. 12.14. Ñõåìà ïëàçìèäû YRp7



12.4. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÂÅÊÒÎÐÛ S. CEREVISIAE 307

Òàáëèöà 12.2. Ïðèìåðû ãåíîâ óñòîé÷èâîñòè ê õèìè÷åñêèì ñîåäèíåíèÿì, èñïîëüçóåìûõ â êà÷åñòâå

äîìèíàíòíûõ ñåëåêòèâíûõ ìàðêåðîâ ïðè ìîëåêóëÿðíîì êëîíèðîâàíèè â êëåòêàõ S. cerevisiae

Ìàðêåðíûé ãåí, ïðîäóêò ãåíà Ïðèðîäíûé èñòî÷íèê Ñîåäèíåíèå

Õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçà Escherichia coli Õëîðàìôåíèêîë

Äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçà Ìåòîòðåêñàò

Àìèíîãëèêîçèä-ôîñôîòðàíñôåðàçà G-418

Ãèãðîìèöèí-ôîñôîòðàíñôåðàçà Ãèãðîìèöèí

5-Åíîëïèðóâèëøèêèìàò-3-ôîñôàòñèíòåòàçà Ãëèôîñôàò

Ãåí óñòîé÷èâîñòè ê ôëåîìèöèíó Ôëåîìèöèí

Ìåòàëëîòèîíåèí Saccharomyces cerevisiae Èîíû ìåäè

tcm1 Òðèõîäåðìèí

cyh2 Öèêëîãåêñèìèä

Òèìèäèíêèíàçà Âèðóñ ïðîñòîãî ãåðïåñà Ñóëüôàíèëàìèä
Àìèíîïòåðèí

RIM-C Candida maltosa Öèêëîãåêñèìèä

Ðèñ. 12.15. Ñõåìà îòáîðà ARS-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé



ãèáðèäíîé ïëàçìèäû ñ îáëàñòüþ ãîìîëîãèè íà
õðîìîñîìå äðîææåé. Ïëàçìèäû ýòîãî òèïà
ïðåäëîæåíî íàçûâàòü ðåïëèêàòîðíûìè âåêòîðà-
ìè — YRp (îò àíãë. yeast replicating plasmid).

Â ëàáîðàòîðèè Äýâèñà â 1980 ã. óäàëîñü ðàç-
ðàáîòàòü ìåòîä êëîíèðîâàíèÿ è ïðîñòîãî îòáîðà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ARS, îáåñïå÷èâàþùèõ àâ-
òîíîìíóþ ðåïëèêàöèþ ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ â êëåò-
êàõ äðîææåé. Îáíàðóæåíî, ÷òî èíòåãðàòèâíàÿ
âåêòîðíàÿ ïëàçìèäà YIp5 (ñì. ðèñ. 12.9) íå ñïî-
ñîáíà òðàíñôîðìèðîâàòü ê ïðîòîòðîôíîñòè
øòàìì S. cerevisiae ura3-52. Ìóòàöèÿ ura3-52
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé äåëåöèþ â ãåíå URA3, êîòî-
ðàÿ, ïî-âèäèìîìó, çàòðóäíÿåò ðåêîìáèíàöèþ
ãåíà URA3 (îðîòèäèí-5�-ôîñôàòäåêàðáîêñèëà-
çà), íàõîäÿùåãîñÿ â ïëàçìèäå YIp5, ñ ýòèì ìó-
òàíòíûì õðîìîñîìíûì ëîêóñîì. Òðàíñôîðìà-
öèÿ ìóòàíòà S. cerevisiae ura3-52 ïëàçìèäîé
YIp5 âîçìîæíà ëèøü â òîì ñëó÷àå, åñëè ïëàçìè-
äà ïîëó÷èò ñïîñîáíîñòü ðåïëèöèðîâàòüñÿ
â êëåòêå. Ýòî ïîçâîëèëî ïðåäëîæèòü ñõåìó êëî-
íèðîâàíèÿ è îòáîðà ARS-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
(ðèñ. 12.15).

Ïî äàííîé ñõåìå êëîíèðîâàíû ìíîãî÷èñ-
ëåííûå ARS-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç ñàìûõ ðàç-
íûõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ. Èíòåðåñíî
îòìåòèòü, ÷òî â ÄÍÊ Å. coli ÀRS-ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè âûÿâèòü íå óäàëîñü. Â òî æå âðåìÿ îíè
îáíàðóæåíû â ñòàôèëîêîêêîâûõ ïëàçìèäàõ
ðÑ194 è ðÅ194. Î÷åâèäíî, äàëåêî íå âñå êëîíè-
ðîâàííûå â äðîææàõ ARS-ïîcëåäîâàòåëüíîñòè
èç ãåòåðîëîãè÷íûõ îðãàíèçìîâ ÿâëÿþòñÿ ðåàëü-
íûìè ðåïëèêàòîðàìè â ñâîèõ êëåòêàõ. Îíè ìî-
ãóò ñëó÷àéíî îêàçàòüñÿ ðåïëèêàòîðîïîäîáíûìè
äëÿ S. cerevisiae. Ñåêâåíèðîâàíèå ðàçëè÷íûõ
êëîíèðîâàííûõ ARS-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïî-
çâîëèëî ïðîàíàëèçèðîâàòü èõ ñòðóêòóðó. Âûÿñ-
íåíî, ÷òî äðîææåâûå ðåïëèêàòîðû èìåþò êî-
ðîòêóþ êîíñåðâàòèâíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü:

Íàëè÷èå äàííîãî ó÷àñòêà (À-äîìåíà) ÿâëÿåòñÿ
îáÿçàòåëüíûì, íî íå äîñòàòî÷íûì óñëîâèåì
ïðîÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè ARS. Çíà÷èòåëüíîå
âëèÿíèå íà ýôôåêòèâíîñòü ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
ðåïëèêàòîðà äðîææåé îêàçûâàåò Â-äîìåí, ïðè-
ëåãàþùèé ñëåâà ê À-äîìåíó. Â-äîìåí èìååò
ðàçìåð 50–100 ïí è õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêèì
ñîäåðæàíèåì ÀÒ-ïàð. Åãî äåëåöèÿ ïðèâîäèò
ê îñëàáëåíèþ èëè ïîëíîé èíàêòèâàöèè ôóíê-
öèè ARS. Äëÿ ýôôåêòèâíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ

ðåïëèêàòîðà èìååò çíà÷åíèå òàêæå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ñïðàâà îò À-äîìåíà — Ñ-äîìåí, íî åå
ðîëü ïîêà ìåíåå èçó÷åíà.

Ðåïëèêàöèÿ õðîìîñîì ó ýóêàðèîò èíèöèè-
ðóåòñÿ îäíîâðåìåííî â íåñêîëüêèõ ó÷àñòêàõ.
Ðàññòîÿíèå, ðàçäåëÿþùåå äâà ñîñåäíèõ ó÷àñòêà
íà õðîìîñîìå, â êîòîðûõ ïðîèñõîäèò èíèöèà-
öèÿ ðåïëèêàöèè, îïðåäåëÿåòñÿ êàê äëèíà õðî-
ìîñîìíîãî ðåïëèêîíà. Ñðåäíÿÿ äëèíà õðîìî-
ñîìíûõ ðåïëèêîíîâ ó ìëåêîïèòàþùèõ îöåíè-
âàåòñÿ â 45–90 òïí. Òàêîãî æå ïîðÿäêà äëèíà
õðîìîñîìíîãî ðåïëèêîíà ó äðîææåé (36 òïí).
Â ãàïëîèäíîì ãåíîìå S. cerevisiae äîëæíî áûòü
ïðèìåðíî 400 ARS-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Íåêî-
òîðûå èç âûäåëåííûõ ARS ÿâëÿþòñÿ óíèêàëü-
íûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, ò. å. âñòðå÷àþòñÿ
â ãåíîìå äðîææåé òîëüêî îäèí ðàç. Ê íèì, â ÷à-
ñòíîñòè, îòíîñÿòñÿ ARS1 è ARS13, ïðèëåãàþ-
ùèå ñîîòâåòñòâåííî ê ãåíó TRP1 è öåíòðîìåð-
íîìó ëîêóñó õðîìîñîìû III. Ðåïëèêàòîðû äðó-
ãîãî òèïà ïîâòîðåíû â ãåíîìå îò 3 äî 15 ðàç.
Îäíà èç âûäåëåííûõ ARS-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
îòíîñèòñÿ ê ìíîãîêðàòíî ïîâòîðÿþùèìñÿ. Îíà
îáíàðóæåíà â ñîñòàâå êëàñòåðà ãåíîâ ðÐÍÊ (ñì.
ðèñ. 12.2) è èìååò 100–140 êîïèé íà õðîìîñî-
ìå XII.

Íàêîïëåíèå ðåçóëüòàòîâ ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíîãî àíàëèçà ìíîãî÷èñëåííûõ ARS-ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé äðîææåé ïîçâîëèò áîëåå òî÷-
íî óñòàíîâèòü ìåõàíèçìû ðåãóëèðîâàíèÿ ðåïëè-
êàöèè õðîìîñîì äàííîãî íèçøåãî ýóêàðèîòè÷å-
ñêîãî îðãàíèçìà è ãëóáæå ïîíÿòü ïðîöåññ ðåïëè-
êàöèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ õðîìîñîì â öåëîì.

12.4.3. Ñòàáèëüíûå
ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû

Ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè,
÷òî ïëàçìèäû YRp- è YEp-òèïà ïðè ðîñòå êëå-
òîê äðîææåé â îòñóòñòâèå ñåëåêòèâíîãî äàâëå-
íèÿ ïî ìàðêåðàì ïëàçìèä òåðÿþòñÿ ñ âûñîêîé
÷àñòîòîé.

Ïëàçìèäû YEp-òèïà îòíîñèòåëüíî ñòàáèëü-
íû â øòàììàõ cir+. Â øòàììàõ cir0 ñòàáèëüíî
ïîääåðæèâàþòñÿ ëèøü ãèáðèäíûå ÄÍÊ, ñîäåð-
æàùèå ïîëíóþ êîïèþ ïëàçìèäû Scp1 ñ íåïî-
âðåæäåííûìè ãåíåòè÷åñêèìè äåòåðìèíàíòàìè
REP1, REP2 è STB.

Ì. Äîáñîí ñ ñîàâòîðàìè (1980 ã.) îáíàðóæè-
ëè, ÷òî ïëàçìèäà YEp-òèïà â êëåòêàõ ñir+ S. ce-

revisiae ñïîñîáíà ðåêîìáèíèðîâàòü ñ ýíäîãåí-
íîé ïëàçìèäîé Scp1. Â ðåçóëüòàòå ïîñëå äëè-
òåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñåëåêòèâíûõ óñëî-
âèÿõ ìîæíî âûÿâèòü êëîíû äðîææåâûõ êëåòîê,
ñîäåðæàùèõ ïëàçìèäó Scp1 ñ ãåíîì, ïî êîòîðî-
ìó âåäåòñÿ ñåëåêöèÿ è êîòîðûé ïåðâîíà÷àëüíî
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íàõîäèëñÿ â ãèáðèäíîé ÷åëíî÷íîé ïëàçìèäå.
Ïðè ýòîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áàêòåðèàëüíîé
ïëàçìèäû â ñôîðìèðîâàâøåéñÿ in vivo ãèáðèä-
íîé Scp1 îòñóòñòâóþò. Òàêàÿ ïëàçìèäà ïîääåð-
æèâàåòñÿ â êëåòêàõ äðîææåé óæå îòíîñèòåëüíî
ñòàáèëüíî (ïîñëå 500 öèêëîâ äåëåíèÿ â íåñå-
ëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ ãèáðèäíàÿ Scp1 ñîõðàíÿ-
ëàñü â 68 % êëåòîê).

Õîòÿ ãèáðèäíûå ïëàçìèäû YEp-òèïà ÿâëÿ-
þòñÿ âûñîêîêîïèéíûìè, íà ñòàáèëüíîñòü èõ
ïîääåðæàíèÿ â êëåòêàõ äðîææåé ïðåæäå âñåãî
âëèÿåò íå êîïèéíîñòü, à ñïîñîáíîñòü ïðàâèëüíî
ðàñïðåäåëÿòüñÿ ìåæäó êëåòêàìè ïðè äåëåíèè
ïî÷êîâàíèåì, ò. å. íàëè÷èå íåïîâðåæäåííûõ äå-
òåðìèíàíò Scp1, îòâåòñòâåííûõ çà ýòè ôóíêöèè.

Äëÿ èçó÷åííûõ ïëàçìèä YRp-òèïà óñòàíîâ-
ëåíà î÷åíü âûñîêàÿ ÷àñòîòà ñåãðåãàöèè ïðè ìè-
òîòè÷åñêîì äåëåíèè êëåòîê äðîææåé. Òàê,
95–99 % êëåòîê S. cerevisiae ïîñëå 10 ãåíåðàöèé
â íåñåëåêòèâíûõ ïî ìàðêåðó ïëàçìèäû óñëîâè-
ÿõ òåðÿþò YRp7, ñîäåðæàùóþ ARS1, öåëèêîì.
Äàæå â óñëîâèÿõ ñåëåêòèâíîãî äàâëåíèÿ ïî
ìàðêåðó Òrð+ ïîñëå 14 ãåíåðàöèé 60–90 % êëå-
òîê óòðà÷èâàþò ïëàçìèäó. Àíàëîãè÷íî âåäóò
ñåáÿ ïëàçìèäû ñåðèè pYearg4, íåñóùèå ARS2.

Ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå ÀRS-îá-
ëàñòü ïîâòîðÿþùåéñÿ åäèíèöû ãåíîâ ðÐÍÊ
äðîææåé, îáíàðóæèâàþò èñêëþ÷èòåëüíî âûñî-
êóþ ìèòîòè÷åñêóþ íåñòàáèëüíîñòü â ðåöèïè-
åíòíûõ øòàììàõ S. cerevisiae. ×àñòîòà ïîòåðè
êëåòêàìè òàêèõ ïëàçìèä ïî÷òè íà ïîðÿäîê
âûøå ÷àñòîòû ñåãðåãàöèè ïëàçìèä ñ ARS1 èëè
ARS2. Ýòî ñâÿçàíî, î÷åâèäíî, ñ îòíîñèòåëüíî
íèçêèì ÷èñëîì êîïèé äàííûõ ïëàçìèä â òðàíñ-
ôîðìèðîâàííîé êëåòêå.

Êàê âèäèì, ó ïëàçìèä YRp-òèïà èç-çà îòñóò-
ñòâèÿ â èõ ñòðóêòóðå ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ,
íåîáõîäèìûõ äëÿ ðàâíîìåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ
ìåæäó êëåòêàìè ïðè äåëåíèè, ãëàâíûì ôàêòî-
ðîì, âëèÿþùèì íà ñòàáèëüíîñòü íàñëåäîâàíèÿ,
ÿâëÿåòñÿ êîïèéíîñòü. Îäíàêî äàæå âûñîêîêî-
ïèéíûå âàðèàíòû ïëàçìèä YRp-òèïà óòðà÷èâà-
þòñÿ êëåòêàìè äðîææåé ñ áîëüøîé ÷àñòîòîé.

Äëÿ òîãî ÷òîáû äîáèòüñÿ ðàâíîìåðíîãî ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ ïðè äåëåíèè êëå-
òîê äðîææåé, áûëà ïðåäïðèíÿòà ðàáîòà ïî êëî-
íèðîâàíèþ öåíòðîìåðíûõ îáëàñòåé õðîìîñîì
S. cerevisiae. Áîëüøîå çíà÷åíèå ñûãðàëà ïðå-
êðàñíàÿ èçó÷åííîñòü ãåíåòè÷åñêîé îðãàíèçàöèè
äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ. Íàïðèìåð, áûëî èç-
âåñòíî, ÷òî ãåí CDC10 ðàñïîëîæåí â íåïîñðåä-
ñòâåííîé áëèçîñòè ê öåíòðîìåðå. Ë. Êëàðê è
Äæ. Êàðáîí (1980 ã.) âñòðîèëè â ïëàçìèäó
pLC544, íåñóùóþ ARS1 è ãåí TRP1, ôðàãìåíò
õðîìîñîìû III, ñîäåðæàùèé ãåí CDC10 è ïðè-

ëåãàþùóþ ê íåìó öåíòðîìåðíóþ îáëàñòü õðî-
ìîñîìû. Ïëàçìèäà áûëà îáîçíà÷åíà
pYe(CDC10)1, à êëîíèðîâàííàÿ öåíòðîìåðíàÿ
îáëàñòü — CEN3. Îêàçàëîñü, ÷òî äàííàÿ ïëàç-
ìèäà ìèòîòè÷åñêè è ìåéîòè÷åñêè âûñîêîñòà-
áèëüíà. Òàê, ïîñëå 20–30 ãåíåðàöèé â íåñåëåê-
òèâíûõ óñëîâèÿõ 97 % êëåòîê ïî-ïðåæíåìó ñî-
äåðæàëè pYe(CDC10)1. Èñõîäíàÿ ïëàçìèäà
pLC544 â òåõ æå óñëîâèÿõ ïðàêòè÷åñêè ïîëíî-
ñòüþ òåðÿëàñü. Â ïðîöåññå ìåéîçà ïëàçìèäíûé
ìàðêåð CDC10 ðàñùåïëÿëñÿ êàê 2 : 2. Ïðè ýòîì
äîêàçàíî, ÷òî pYe(CDC10)1 íå èíòåãðèðîâàëàñü
â ãåíîì S. cerevisiae.

Íà îñíîâå êëîíèðîâàííîãî ýëåìåíòà CEN3
áûëè òàêæå ñêîíñòðóèðîâàíû ïëàçìèäû, íåñó-
ùèå ARS2. Êîïèéíîñòü ïëàçìèä, ñîäåðæàùèõ
CEN3 è ARS1 èëè ARS2, ñîñòàâèëà â ñðåäíåì
îäíó ìîëåêóëó íà ãàïëîèäíûé ãåíîì. Òåì íå
ìåíåå îíè ñòàáèëüíî ïîääåðæèâàëèñü â êëåòêàõ
ïðè ìèòîòè÷åñêîì è ìåéîòè÷åñêîì äåëåíèÿõ.
Ïî âñåì ïðèçíàêàì ïëàçìèäû, èìåþùèå â ñâî-
åì ñîñòàâå CEN3 è êàêîé-ëèáî ARS, âåäóò ñåáÿ
êàê êîëüöåâûå ìèíè-õðîìîñîìû. Ãåíåòè÷åñêèå
äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî îíè íå ñïàðèâàþòñÿ íè
ñ îäíîé èç íîðìàëüíûõ õðîìîñîì äðîææåé,
â ïðîöåññå ìåéîçà ñòðîãî ðàñõîäÿòñÿ ê ïðîòèâî-
ïîëîæíûì ïîëþñàì, ÷òî óêàçûâàåò íà ñïàðèâà-
íèå èõ äðóã ñ äðóãîì.

Ìèòîòè÷åñêàÿ ñòàáèëèçàöèÿ ïëàçìèä, èíäó-
öèðóåìàÿ öåíòðîìåðíîé ÄÍÊ, ïîçâîëèëà ðàçðà-
áîòàòü â ëàáîðàòîðèè Äæ. Êàðáîíà (1981 ã.) ìå-
òîä ïðÿìîé ñåëåêöèè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ñîäåð-
æàùèõ òàêèå îáëàñòè. Ïëàçìèäà YRp7 ïðè ðîñ-
òå äðîææåé â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ ïðèìåð-
íî ÷åðåç 20 ãåíåðàöèé ïîëíîñòüþ ýëèìèíèðóåò-
ñÿ èç ïîïóëÿöèè êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê ýòà æå
ïëàçìèäà, ñîäåðæàùàÿ CEN3, ñîõðàíÿåòñÿ â òà-
êèõ óñëîâèÿõ ïî êðàéíåé ìåðå â 90 % êëåòîê. Íà
ýòîì îñíîâàí ìåòîä êëîíèðîâàíèÿ è îòáîðà öåí-
òðîìåðíûõ ðàéîíîâ: ÄÍÊ, ãèäðîëèçîâàííóþ îï-
ðåäåëåííîé ðåñòðèêòàçîé, ñòàòèñòè÷åñêè âñòðà-
èâàþò â YRp7; ïîñëå òðàíñôîðìàöèè äðîææå-
âûõ êëåòîê, ìóòàíòíûõ ïî ãåíó ôîñôîðèáîçè-
ëàíòðàíèëàòèçîìåðàçû, íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå
îòáèðàþò êëîíû, ñîäåðæàùèå ãèáðèäíûå ïëàç-
ìèäû, è ïîñëåäîâàòåëüíî ïàññèðóþò èõ ïåðåïå-
÷àòêîé íà àãàðèçîâàííîé ïîëíîé ñðåäå (íåñå-
ëåêòèâíûå óñëîâèÿ). Ïðè ýòîì íåñòàáèëüíûå
ïëàçìèäû ïîñòåïåííî ýëèìèíèðóþòñÿ, à îñòà-
þòñÿ òîëüêî ñòàáèëüíûå âàðèàíòû ãèáðèäíûõ
ïëàçìèä, êîòîðûå äîëæíû ñîäåðæàòü öåíòðî-
ìåðíûå îáëàñòè. Ïîñëå âûñåâà ïàññèðîâàííûõ
òàêèì îáðàçîì êëîíîâ íà ñåëåêòèâíóþ ïî ìàð-
êåðó ïëàçìèäû ñðåäó âûðàñòóò ëèøü êëîíû, íå-
ñóùèå ñòàáèëüíûå ïëàçìèäû.
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Äëÿ ïðîâåðêè ïðåäëîæåííîãî ïîäõîäà èç
ñòàòèñòè÷åñêîé áèáëèîòåêè ãåíîâ S. cerevisiae,
ïîëó÷åííîé íà îñíîâå âåêòîðíîé ïëàçìèäû
YRp7 ïðè êëîíèðîâàíèè â êëåòêàõ Å. coli, áûëè
âçÿòû 500 íåçàâèñèìûõ ãèáðèäíûõ ÄÍÊ. Ïîñëå
òðàíñôîðìàöèè äðîææåé îòîáðàëè êëîíû, ñî-
äåðæàùèå ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, è ïàññèðîâàëè
èõ â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ. Ïîñëå 5 ïàññà-
æåé áûëî âûäåëåíî 24 ñòàáèëüíûõ Òrð+-êëîíà,
íåñóùèõ àâòîíîìíóþ ïëàçìèäó. Âûÿâëåííûå
ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå âñòàâêè õðî-
ìîñîìíîé ÄÍÊ S. cerevisiae, ñåãðåãèðîâàëè ïðè
ìåéîçå êàê ìèíè-õðîìîñîìû (2 : 2). Ïðîâåðêà
íà ñòàáèëüíîñòü ïðè ðàçìíîæåíèè â íåñåëåê-
òèâíûõ óñëîâèÿõ ïîêàçàëà, ÷òî ïîñëå 20 ãåíåðà-
öèé ïëàçìèäû ñîõðàíÿëèñü â 85–100 % êëåòîê.

Ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå öåíòðîìåðíûå îá-
ëàñòè, ïðåäëîæåíî íàçûâàòü âåêòîðàìè YCp-òè-
ïà (îò àíãë. yeast centromere containing plasmid).
Ãëàâíûì ïðåèìóùåñòâîì ýòèõ âåêòîðîâ ÿâëÿåò-
ñÿ èõ âûñîêàÿ ìèòîòè÷åñêàÿ è ìåéîòè÷åñêàÿ
ñòàáèëüíîñòü. Ê íåäîñòàòêàì ñëåäóåò îòíåñòè
íèçêóþ êîïèéíîñòü â êëåòêå è ñîîòâåòñòâåííî
íèçêóþ äîçó êëîíèðîâàííîãî ãåíà.

Ðàçðàáîòàííûé ìåòîä êëîíèðîâàíèÿ è îòáî-
ðà öåíòðîìåðíûõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîì â êëåòêàõ
äðîææåé ïîçâîëèë âïåðâûå èçîëèðîâàòü öåí-
òðîìåðû ýóêàðèîòè÷åñêèõ õðîìîñîì è èçó÷èòü
èõ ñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ.

Öåíòðîìåðà — ó÷àñòîê õðîìîñîìû, îáåñïå-
÷èâàþùèé ïðàâèëüíîå ðàñõîæäåíèå õðîìîñîì
â ìèòîçå è ìåéîçå â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ
ñ ýëåìåíòàìè àïïàðàòà âåðåòåíà êëåòêè. Èñ-
ïîëüçóÿ îïèñàííûé âûøå ìåòîä, óäàëîñü êëî-
íèðîâàòü â ñîñòàâå ïëàçìèä öåíòðîìåðû âñåõ
16 õðîìîñîì S. cerevisiae. Äëÿ ýòèõ ôðàãìåíòîâ

îïðåäåëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ.
Õîòÿ êàæäàÿ öåíòðîìåðà ïðåäñòàâëåíà óíèêàëü-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ, â èõ ñòðóêòóðå
èìåþòñÿ îáùèå ýëåìåíòû, îïðåäåëÿþùèå âçàè-
ìîäåéñòâèå öåíòðîìåð ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè àï-
ïàðàòà âåðåòåíà. Öåíòðîìåðû (ðèñ. 12.16) èìå-
þò äâà êîíñåðâàòèâíûõ ýëåìåíòà CDEI è
CDEIII (îò àíãë. centromere DNA element), ðàç-
äåëåííûõ ÀÒ-áîãàòîé îáëàñòüþ CDEII, íå
èìåþùåé ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîé ãîìîëîãèè
â ðàçíûõ öåíòðîìåðàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ìèíè-
ìàëüíàÿ äëèíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëíîñòüþ
ôóíêöèîíàëüíîé öåíòðîìåðû ñîñòàâëÿåò
130–150 ïí. Ïðè ýòîì öåíòðîìåðà íå óïàêîâû-
âàåòñÿ â íóêëåîñîìû, êàê îñòàëüíàÿ õðîìîñîì-
íàÿ ÄÍÊ, à ñâÿçûâàåòñÿ ïî êðàéíåé ìåðå ñ ïÿ-
òüþ áåëêàìè, êîòîðûå îáðàçóþò êîð, ñîîòâåòñò-
âóþùèé êèíåòîõîðó — ìåñòó ïðèêðåïëåíèÿ íè-
òåé âåðåòåíà (ñì. ðèñ. 12.16). Òóáóëèíû, èç êî-
òîðûõ ñîñòîÿò ìèêðîòðóáî÷êè, íåïîñðåäñòâåí-
íî ñ ÄÍÊ íå âçàèìîäåéñòâóþò, è èõ ïðèñîåäè-
íåíèå ê öåíòðîìåðå ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ öåíòðîìåðíûìè áåëêàìè, íàõîäÿùè-
ìèñÿ â êîìïëåêñå ñ ÄÍÊ.

Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ñòðóêòóðû öåíòðî-
ìåð íà èõ ôóíêöèîíèðîâàíèå áûëè ïðîâåäåíû
ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòû ïî ìóòàãåíåçó
êëîíèðîâàííûõ öåíòðîìåðíûõ ó÷àñòêîâ. Îêà-
çàëîñü, ÷òî íàðóøåíèå ñòðóêòóðû ëþáîãî èç
òðåõ CDE ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ìèòîòè÷åñêîé
è ìåéîòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè ãèáðèäíûõ ïëàç-
ìèä. Íàèáîëåå âûðàæåííûé îòðèöàòåëüíûé ýô-
ôåêò íàáëþäàåòñÿ ïðè èçìåíåíèè ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ â öåíòðå ÷àñòè÷íîé
ñèììåòðèè ýëåìåíòà CDEIII (ñì. ðèñ. 12.16).
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Ðèñ. 12.16. Ñòðóêòóðà õðîìàòèíà â îáëàñòè öåíòðîìåðû (à) è îáîáùåííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
öåíòðîìåðíîé ÄÍÊ õðîìîñîì S. cerevisiae (á).

I, II, III ñîîòâåòñòâóþò CDEI, CDEII, CDEIII.
Ñòðåëêàìè ïîä ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ CDEIII îòìå÷åíû ðàéîíû çåðêàëüíîé ñèììåòðèè



Öåíòðîìåðíàÿ ÄÍÊ íå òðàíñêðèáèðóåòñÿ.
Âêëþ÷åíèå â ïëàçìèäó â íåïîñðåäñòâåííîé
áëèçîñòè îò öåíòðîìåðû ïðîìîòîðà ðGAL1, íà-
ïðàâëåííîãî â ñòîðîíó ýòîé öåíòðîìåðû, ïðè-
âîäèò ïðè èíäóêöèè ãàëàêòîçîé ê òðàíñêðèïöèè
ñ ýòîãî ïðîìîòîðà è ïîäàâëåíèþ àêòèâíîñòè
öåíòðîìåðû. Ýòî âëå÷åò çà ñîáîé äåñòàáèëèçà-
öèþ íàñëåäîâàíèÿ ïëàçìèäû.

Èçáûòî÷íîå ñîäåðæàíèå â êëåòêå êëîíèðî-
âàííûõ öåíòðîìåð ïðèâîäèò ê òîêñè÷åñêîìó
ýôôåêòó. Òàê, â êëåòêàõ äðîææåé çà ñ÷åò ââåäå-
íèÿ ðàçíûõ ïëàçìèä, èìåþùèõ íåçàâèñèìûå ñå-
ëåêòèâíûå ìàðêåðû, óäàëîñü ïîâûñèòü êîïèé-
íîñòü CEN3 äî 13. Â ðåçóëüòàòå êóëüòóðû ñîäåð-
æàëè áîëüøîå ÷èñëî ïîãèáøèõ êëåòîê è ïëàç-
ìèäû áûëè ìèòîòè÷åñêè íåñòàáèëüíû, íî èìåëè
íåîáû÷íî âûñîêóþ êîïèéíîñòü. Ïî-âèäèìîìó,
ýòî îáóñëîâëåíî êîíêóðåíöèåé öåíòðîìåð çà êà-
êîé-ëèáî ôàêòîð, ïðèñóòñòâóþùèé â êëåòêå â îã-
ðàíè÷åííîì êîëè÷åñòâå, íàïðèìåð ìèêðîòðó-
áî÷êè, öåíòðîìåðàñâÿçûâàþùèå áåëêè è äð.

Èçó÷åíèå ôóíêöèè öåíòðîìåð â ñîñòàâå
ãèáðèäíûõ ïëàçìèä èìååò îïðåäåëåííûå îãðà-
íè÷åíèÿ. Îíî íå ïîçâîëÿåò âûÿâèòü òîíêèå äå-
ôåêòû ôóíêöèé öåíòðîìåð, ïîñêîëüêó òàêèå
ïëàçìèäû ãîðàçäî ìåíåå ñòàáèëüíû â ìèòîçå ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïðèðîäíûìè õðîìîñîìàìè. Ïîýòî-
ìó âàæåí ïîäõîä, îñíîâàííûé íà ââåäåíèè â ñî-
ñòàâ õðîìîñîì èçìåíåííûõ öåíòðîìåðíûõ ó÷à-
ñòêîâ, èíàêòèâàöèè ïðèðîäíîé öåíòðîìåðû èëè

çàìåíû åå íà äðóãóþ. Èíàêòèâàöèè öåíòðîìåð-
íîãî ëîêóñà â ñîñòàâå õðîìîñîìû ìîæíî äî-
áèòüñÿ âñòðîéêîé â ýòîò ëîêóñ èíòåãðàòèâíîãî
âåêòîðà, íåñóùåãî íåôóíêöèîíàëüíûé ãîìîëî-
ãè÷íûé öåíòðîìåðíûé ëîêóñ. Õðîìîñîìà ñ èí-
àêòèâèðîâàííîé öåíòðîìåðîé ñòàíîâèòñÿ êðàé-
íå íåñòàáèëüíîé. Ñòàáèëèçèðîâàòü òàêóþ õðî-
ìîñîìó ìîæíî, ââåäÿ â åå ñîñòàâ ÷åðåç äðóãîé
èíòåãðàòèâíûé âåêòîð íîâóþ öåíòðîìåðó. Öåí-
òðîìåðà ïðè ýòîì ìîæåò áûòü âêëþ÷åíà íå
â öåíòðîìåðíûé ëîêóñ õðîìîñîìû, à â äðóãîé
ó÷àñòîê. Áîëåå òîãî, èíòåãðèðóåìàÿ öåíòðîìåðà
ìîæåò áûòü ãåòåðîëîãè÷íîé, ò. å. îò äðóãîé õðî-
ìîñîìû. Ïîñëåäíåå, â ÷àñòíîñòè, óêàçûâàåò íà
òî, ÷òî öåíòðîìåðû íå ÿâëÿþòñÿ õðîìîñîìîñïå-
öèôè÷íûìè (ò. å. îíè âçàèìîçàìåíÿåìû).

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçóÿ ìåòîäû ãåíåòè÷å-
ñêîé èíæåíåðèè, âïåðâûå óäàëîñü âûäåëèòü
öåíòðîìåðû ýóêàðèîòè÷åñêèõ õðîìîñîì è íà-
÷àòü èõ ïîäðîáíîå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîå
èññëåäîâàíèå.

Â îòëè÷èå îò S. cerevisiae î ìîëåêóëÿðíîé
ñòðóêòóðå öåíòðîìåð äðóãèõ îðãàíèçìîâ èç-
âåñòíî ìàëî. Òàê, äåëÿùèåñÿ äðîææè Schizo-

saccharomyces pombe, êîòîðûå èìåþò âñåãî
3 õðîìîñîìû, îáëàäàþò áîëåå ñëîæíîé ñòðóê-
òóðîé öåíòðîìåðíûõ îáëàñòåé õðîìîñîì. Ïðî-
òÿæåííîñòü öåíòðîìåð ó íèõ ïðåâûøàåò 50 òïí.
Âîçìîæíî, óñëîæíåíèå ñòðóêòóðû öåíòðîìåðû
ñâÿçàíî ñ áîëüøèìè ðàçìåðàìè õðîìîñîì
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Ðèñ. 12.17. Ñîçäàíèå ïëàçìèä, ñïîñîáíûõ ê àâòîíîìíîé ðåïëèêàöèè è ñòàáèëüíîìó ïîääåðæàíèþ
â êëåòêàõ S. cerevisiae



ó S. pombe, ÷òî ïðèâîäèò ê ñîçäàíèþ áîëåå
ìîùíîãî êèíåòîõîðà. Ýòî, â ÷àñòíîñòè, îáúÿñ-
íÿåò òîò ôàêò, ÷òî ïîïûòêè êëîíèðîâàòü â ñèñ-
òåìå S. cerevisiae öåíòðîìåðíûå ó÷àñòêè õðîìî-
ñîì äðóãèõ ýóêàðèîò íå óâåí÷àëèñü óñïåõîì.

Ïðîâîäèìûå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿò óñòà-
íîâèòü îáùèå çàêîíîìåðíîñòè è èíäèâèäóàëü-
íûå ðàçëè÷èÿ â îðãàíèçàöèè è ôóíêöèîíèðîâà-
íèè öåíòðîìåð ýóêàðèîòè÷åñêèõ õðîìîñîì ðàç-
íûõ îðãàíèçìîâ. Ïðè ýòîì îñíîâîïîëàãàþùèå
ðåçóëüòàòû áóäóò ïîëó÷åíû íà ïðîñòîé ñèñòåìå
äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ.

Êàê óæå óêàçûâàëîñü, ïëàçìèäû, íåñóùèå
ARS-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ðÄÍÊ S. cerevisiae,
î÷åíü íåñòàáèëüíû â êëåòêàõ äðîææåé. Ïîýòî-
ìó ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ èçó÷èòü, êàê ââåäåíèå
öåíòðîìåðíûõ ó÷àñòêîâ áóäåò âëèÿòü íà ïîä-
äåðæàíèå â êëåòêàõ òàêèõ ïëàçìèä. Â. Ë. Ëàðèî-
íîâ ñ ñîàâòîðàìè (1982 ã.) ââåëè ëîêóñ CEN3
â ïëàçìèäó Rcp21/11 (ðèñ. 12.17), ñîäåðæàùóþ
ÀRS-îáëàñòü ðÄÍÊ. Ñêîíñòðóèðîâàííàÿ ïëàç-
ìèäà RcpCEN3 ïîñëå 20 ãåíåðàöèé â íåñåëåê-
òèâíûõ óñëîâèÿõ ñîõðàíÿëàñü ëèøü â 20 % êëå-
òîê. Äîïîëíèòåëüíàÿ âñòðîéêà ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ARS1 çíà÷èòåëüíî ïîâûñèëà ñòàáèëü-
íîñòü ïîëó÷åííîé ïëàçìèäû YRCEN31. Íà îñ-
íîâàíèè ýòèõ ðåçóëüòàòîâ àâòîðû ñäåëàëè âû-
âîä î òîì, ÷òî íåñòàáèëüíîñòü ïîääåðæàíèÿ
ïëàçìèä Rcp21/11 è RcpCEN3 â êëåòêàõ äðîæ-
æåé îáóñëîâëåíà íèçêîé ýôôåêòèâíîñòüþ
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ðåïëèêàòîðà (ARS ðÄÍÊ).
Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ñòàáèëüíîãî ïîääåðæàíèÿ
ïëàçìèä YÑp-òèïà â êëåòêàõ S. cerevisiae íåîá-
õîäèìî íàðÿäó ñ öåíòðîìåðíîé îáëàñòüþ èìåòü
â ñîñòàâå ýòèõ ïëàçìèä ýôôåêòèâíî ôóíêöèî-
íèðóþùèå ðåïëèêàòîðû.

12.4.4. Ëèíåéíûå ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû

Èñêóññòâåííûå äðîææåâûå õðîìîñîìû.

Õðîìîñîìû S. cerevisiae äóïëèöèðóþòñÿ è ðàç-
äåëÿþòñÿ ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ. Â ïðîöåññå ìè-
òîçà õðîìîñîìà äðîææåé ìîæåò òåðÿòüñÿ ñ ÷àñ-
òîòîé 10–4–10–5 íà îäíî äåëåíèå. Ïðè ìåéîçå
óòðàòà êàêîé-ëèáî õðîìîñîìû ïðîèñõîäèò
â ñðåäíåì ñ ÷àñòîòîé 2 � 10–4 íà æèçíåñïîñîá-
íóþ ñïîðó.

Äëÿ ýôôåêòèâíîãî ñîõðàíåíèÿ è íàñëåäîâà-
íèÿ äðîææåâûõ ëèíåéíûõ õðîìîñîì íåîáõîäè-
ìû ïî êðàéíåé ìåðå òðè ýëåìåíòà: ðåïëèêàòîð,
öåíòðîìåðà è òåëîìåðà. Òåëîìåðàìè íàçûâàþò
êîíöåâûå ýëåìåíòû ëèíåéíûõ õðîìîñîì, îáåñ-
ïå÷èâàþùèå èõ ñòðóêòóðíóþ öåëîñòíîñòü, ñòà-
áèëüíîñòü è ïîëíóþ ðåïëèêàöèþ.

Äëÿ íà÷àëüíûõ èññëåäîâàíèé òåëîìåð óäîá-
íûì îáúåêòîì îêàçàëèñü èíôóçîðèè. Â èõ âåãå-

òàòèâíîì ÿäðå (ìàêðîíóêëåóñå) õðîìîñîìû
ôðàãìåíòèðîâàíû. Áîëåå òîãî, ëèíåéíûå ìè-
íè-õðîìîñîìû, êîäèðóþùèå ãåíû ðèáîñîìíûõ
ÐÍÊ, ìîæíî âûäåëèòü â ïðåïàðàòèâíûõ êîëè-
÷åñòâàõ. Âïåðâûå ñòðóêòóðó êîíöîâ ðÄÍÊ Tet-

rahymena thermophila èçó÷èëè Å. Áëýêáîðí è
Äæ. Ãîëë (1978 ã.). Îíè ïîêàçàëè, ÷òî ÄÍÊ íà
êîíöå õðîìîñîìû ôîðìèðóåò øïèëüêó áëàãîäà-
ðÿ êîâàëåíòíî çàìêíóòûì êîíöàì äâóõöåïî÷å÷-
íîé ÄÍÊ (ðèñ. 12.18). Áîëåå òîãî, êîíöåâîé ó÷à-
ñòîê ðÄÍÊ ãåòåðîãåíåí ïî äëèíå, òàê êàê èíäè-
âèäóàëüíûå ìîëåêóëû èìåþò âàðèàöèè ïî ÷èñ-
ëó ïîâòîðîâ (îò 20 äî 70) ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
5� ÑÑÑÑÀÀ 3�. Íà öåïè (Ñ4À2)n äâóõöåïî÷å÷-
íîé ÄÍÊ èìååòñÿ íåñêîëüêî ðàçðûâîâ ïîñëå
âòîðîãî À â ãåêñàìåðå Ñ4À2. Íà öåïè (G4T2)n

òàêæå èìååòñÿ ðàçðûâ.
Â äàëüíåéøåì ïîäîáíûå èññëåäîâàíèÿ

áûëè ïðîâåäåíû ñ õðîìîñîìàìè íèçøèõ ýóêà-
ðèîò äðóãèõ âèäîâ, è âî âñåõ ñëó÷àÿõ â òåëîìåð-
íîé îáëàñòè îáíàðóæåíû àíàëîãè÷íûå òàíäåì-
íî ïîâòîðÿþùèåñÿ áëîêè:

Ðàâíîðåñíè÷íûå èíôóçîðèè
(òåòðàõèìåíà, ãëàóêîìà, ïàðàìåöèÿ)

(C4A2)n

Áðþõîðåñíè÷íûå èíôóçîðèè
(ñòèëîíèõèÿ, îêñèòðèõà)

(C4A4)n

Æãóòèêîíîñöû (òðèïàíîñîìà,
ëåïòîìîíàñ, ëåéøìàíèÿ, êðèòèäèÿ)

(C3T1A2)n

Ñëèçåâèêè:
ôèçàðóì
äèêòèîñòåëèóì

(C3T1A)n
(C1–8T)n

Èñõîäÿ èç ñõîæåñòè îðãàíèçàöèè òåëîìåð
Äæ. Øîñòàê è Å. Áëýêáîðí ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
îíè ìîãóò âûïîëíÿòü ñâîè ôóíêöèè â ãåòåðîëî-
ãè÷íîì îðãàíèçìå. Â 1982 ã. äàííûå àâòîðû
îïóáëèêîâàëè ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî
êëîíèðîâàíèþ òåëîìåð òåòðàõèìåíû â êëåòêàõ
S. cerevisiae â ñîñòàâå ëèíåéíûõ ïëàçìèä. Â êà-
÷åñòâå îñíîâû äëÿ ñîçäàíèÿ ïëàçìèäû èñïîëü-
çîâàëè âåêòîð YRp-òèïà pSZ213, ñîäåðæàùèé
ARS1 è ìàðêåðíûå ãåíû LEU2 è HIS3 S. cere-

visiae (ðèñ. 12.19). Åãî ïåðåâîäèëè â ëèíåéíóþ
ôîðìó ãèäðîëèçîì ðåñòðèêòàçîé BglII (ðàñùåï-
ëåíèå ïðîèñõîäèëî ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà
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Ðèñ. 12.18. Ñòðóêòóðà êîíöåâûõ ó÷àñòêîâ ðÄÍÊ
Tetrahymena



HIS3). Ê ïîëó÷åííîé ëèíåéíîé ôîðìå (8,7 òïí)
äîáàâëÿëè êîíöåâîé BamHI-ôðàãìåíò ðÄÍÊ
Tetrahymena thermophila (1,5 òïí), îòäåëåííûé
îò äðóãèõ ôðàãìåíòîâ ýòîé ìèíè-õðîìîñîìû
ýëåêòðîôîðåçîì è âûäåëåííûé èç ãåëÿ àãàðîçû.
Ïîñêîëüêó îáðàçîâàííûå BamHI è BglII ëèïêèå
êîíöû èäåíòè÷íû (ñì. òàáë. 1.2), îíè ìîãóò
áûòü ñîåäèíåíû â êîâàëåíòíóþ äâóõöåïî÷å÷-
íóþ ñòðóêòóðó ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû. Îäíà-
êî ïðîäóêò òàêîé ðåàêöèè óæå íå áóäåò ãèäðîëè-
çîâàòüñÿ íè BamHI, íè BglII. Ó÷èòûâàÿ ýòî, ëè-
ãèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ ïðîâîäèëè â ïðèñóòñò-
âèè ðåñòðèêòàç BamHI è BglII. Ýòî ïðåäîòâðà-
ùàëî îáðàçîâàíèå êîëüöåâûõ è äèìåðíûõ
(ìóëüòèìåðíûõ) ôîðì ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, à òàê-
æå äèìåðèçàöèþ êîíöåâûõ ôðàãìåíòîâ ðÄÍÊ.
Ïðîäóêòû òàêîé íåòðàäèöèîííîé ëèãàçíîé ðå-
àêöèè ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåçîì â ãåëå àãàðî-
çû. Íàáëþäàëè 4 ïîëîñû ìîëåêóë ÄÍÊ, äâå èç
êîòîðûõ ñîîòâåòñòâîâàëè ïî ðàçìåðó èñõîäíûì
ñóáñòðàòàì ëèãàçíîé ðåàêöèè, à äâå äðóãèå —
ïëàçìèäå pSZ213, ñøèòîé ñ îäíèì èëè äâóìÿ
êîíöåâûìè ôðàãìåíòàìè ðÄÍÊ òåòðàõèìåíû.
Áîëåå êðóïíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ (11,7 òïí) âûäå-
ëÿëè èç ãåëÿ è ýòèì ïðåïàðàòîì òðàíñôîðìèðî-
âàëè ïðîòîïëàñòû S. cerevisiae. Òðàíñôîðìàíòû
îòáèðàëè ïî ôåíîòèïó Leu+. Èç 15 ïðîàíàëèçè-
ðîâàííûõ òðàíñôîðìàíòîâ 14 áûëè íåñòàáèëü-
íû ïî ïðèçíàêó Leu+, ÷òî êîñâåííî ñâèäåòåëüñò-
âóåò î âíåõðîìîñîìíîì íàñëåäîâàíèè ýòîãî
ìàðêåðà. Ïîñëå âûäåëåíèÿ äðîææåâîé ÄÍÊ
è àíàëèçà åå ýëåêòðîôîðåçîì áûëè âûÿâëåíû
ëèíåéíûå ìîëåêóëû ðàçìåðîì ïðèìåðíî 12 òïí.
Êîïèéíîñòü ýòèõ ìîëåêóë ñîñòàâèëà îêîëî 20
íà êëåòêó. Îäíàêî ó÷èòûâàÿ, ÷òî äàæå â ñåëåê-
òèâíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîëó÷åííûõ
êëîíîâ äàííóþ ëèíåéíóþ ïëàçìèäó ñîäåðæàëè

ìåíåå ïîëîâèíû êëåòîê, êîïèéíîñòü îöåíèëè
âåëè÷èíîé 40–60.

Àíàëèç ïîääåðæèâàåìûõ â êëåòêàõ S. cerevi-

siae ëèíåéíûõ ïëàçìèä ïîêàçàë, ÷òî in vivo

â ñêîíñòðóèðîâàííóþ ïëàçìèäó âêëþ÷àþòñÿ
ìíîãîêðàòíî ïîâòîðÿþùèåñÿ òàíäåìíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè (C1–3A)n, êîòîðûå óäëèíÿþò êîí-
öåâûå ðàéîíû ïðèìåðíî íà 200 ïí. Êàê â äàëü-
íåéøåì âûÿñíèëîñü, òàêàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
õàðàêòåðíà äëÿ òåëîìåð äðîææåâûõ õðîìîñîì.

Óñïåøíîå ñîçäàíèå ãèáðèäíîé ëèíåéíîé
ïëàçìèäû, íåñóùåé íà êîíöàõ òåëîìåðû ðÄÍÊ
òåòðàõèìåíû, ïîçâîëèëî â äàëüíåéøåì êëîíè-
ðîâàòü òåëîìåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç õðî-
ìîñîì äðîææåé. Ñ ýòîé öåëüþ Äæ. Øîñòàê è
Å. Áëýêáîðí ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû PvuI óäà-
ëèëè èç ñîçäàííîé ëèíåéíîé ïëàçìèäû pSZ216
îäíó èç òåëîìåðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé òåò-
ðàõèìåíû è âìåñòî íåå ñòàòèñòè÷åñêè ïðèñîå-
äèíèëè PvuI-ôðàãìåíò ñóììàðíîé õðîìîñîì-
íîé ÄÍÊ S. cerevisiae. Ëèãàçíîé ñìåñüþ òðàíñ-
ôîðìèðîâàëè êëåòêè äðîææåé è îòáèðàëè êîëî-
íèè Låu+. Èç 60 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëîíîâ 56
áûëè ìèòîòè÷åñêè íåñòàáèëüíû ïî ôåíîòèïó
Leu+, îíè ñîäåðæàëè ëèíåéíûå ïëàçìèäû. Äå-
òàëüíûé àíàëèç êëîíèðîâàííûõ òàêèì îáðàçîì
òåëîìåðíûõ ó÷àñòêîâ S. cerevisiae ïîêàçàë, ÷òî
íà èõ êîíöå ìíîãîêðàòíî ïîâòîðåíà ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü Ñ1–3À. Êðîìå òîãî, ê êîíöåâîìó ïîâ-
òîðó ïðèëåãàþò Y-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåä-
ñòàâëÿþùàÿ ñîáîé òàíäåìíî ïîâòîðåííóþ
3–4 ðàçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ äëèíîé
6,7 òïí, è Õ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âàðüèðóþùàÿ
ïî äëèíå îò 0,3 äî 3,7 òïí. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
Y è X èìåþò â ñâîåì ñîñòàâå ARS-ýëåìåíòû
(ðèñ. 12.20). Ýòè ñóáòåëîìåðíûå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè äðîææåâûõ õðîìîñîì ïîäâåðãàþòñÿ
çíà÷èòåëüíûì ïåðåñòðîéêàì, èõ ÷èñëî âàðüèðó-
åò îò õðîìîñîìû ê õðîìîñîìå è îò øòàììà
ê øòàììó. Âûñîêèé ïîëèìîðôèçì îáúÿñíÿåòñÿ
ïðîöåññàìè ðåêîìáèíàöèè è ãåííîé êîíâåðñèè,
ýôôåêòèâíî ïðîòåêàþùèìè ìåæäó êîíöåâûìè
ïîâòîðàìè.

Ïîñëå òîãî êàê áûëè âûÿâëåíû îñîáåííîñòè
ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè òåëîìåð, âñòàë âîï-
ðîñ î òîì, êàê ïðîèñõîäèò èõ ðåïëèêàöèÿ. Ïåð-
âûì ýòàïîì ðåïëèêàöèè òåëîìåðû, ïî-âèäèìî-
ìó, ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå êîâàëåíòíî çàøè-
òûõ öåïåé ÄÍÊ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ïðîäâèæåíèÿ
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Ðèñ. 12.19. Êîíñòðóèðîâàíèå in vitro

ëèíåéíîé ïëàçìèäû pSZ216

Ðèñ. 12.20. Îðãàíèçàöèÿ òåëîìåðû õðîìîñîì
äðîææåé S. cerevisiae



ðåïëèêàöèîííîé âèëêè ê êîíöó ìîëåêóëû
(ðèñ. 12.21). Ïî çàâåðøåíèè ðåïëèêàöèè ýòîãî
ó÷àñòêà øïèëå÷íàÿ ñòðóêòóðà òåëîìåðû ïðåâðà-
ùàåòñÿ â öåíòð ïðîòÿæåííîãî èíâåðòèðîâàííî-
ãî ïîâòîðà. Áûëè ïðåäëîæåíû ìîäåëè ïðîöåññà
«ðàçðåøåíèÿ» òåëîìåð â îáëàñòè òàêîãî èíâåð-
òèðîâàííîãî ïîâòîðà (ðèñ. 12.22).

Ìîäåëü ðåïëèêàöèè è «ðàçðåøåíèÿ» òåëî-
ìåð áûëà ïîäâåðãíóòà ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïðî-
âåðêå Äæ. Øîñòàêîì (1983 ã.) â îïûòàõ íà êëåò-
êàõ S. cerevisiae. Øïèëüêè íà êîíöàõ ìèíè-õðî-
ìîñîìû ðÄÍÊ òåòðàõèìåíû ãèäðîëèçîâàëè
íóêëåàçîé S1 è ïðèøèëè ê íèì ñèíòåòè÷åñêèå
ëèíêåðû, ñîäåðæàùèå ñàéò ðåñòðèêòàçû BamHI.
Çàòåì ðÄÍÊ ðàñùåïëÿëè ðåñòðèêòàçîé XhoI
è ïîëó÷åííûå êîíöåâûå BamHI–XhoI-ôðàãìåí-
òû âñòðàèâàëè â ñàéò SalI ÷åëíî÷íîé ïëàçìèäû
(XhoI è SalI ãåíåðèðóþò îäèíàêîâûå ëèïêèå
êîíöû, íî íå ÿâëÿþòñÿ èçîøèçîìåðàìè). Ïðè
ýòîì ìîãëà ïðîèçîéòè òîëüêî âñòðîéêà äóïëåê-
ñà êîíöåâûõ ôðàãìåíòîâ TEL ðÄÍÊ, ñîåäèíåí-
íûõ «ãîëîâà ê ãîëîâå» (èñêóññòâåííûé èíâåðòè-
ðîâàííûé ïîâòîð òåëîìåðû). Ñêîíñòðóèðîâàí-
íóþ êîëüöåâóþ ïëàçìèäó ââîäèëè â êëåòêè
äðîææåé, ãäå ïðîèñõîäèëî «ðàçðåøåíèå» èí-
âåðòèðîâàííîãî ïîâòîðà è ïëàçìèäà ïåðåõîäèëà
â ëèíåéíóþ ôîðìó ñ òåëîìåðíûìè øïèëüêàìè
íà êîíöàõ. Äæ. Øîñòàê ïðåäïîëîæèë, ÷òî ñèí-
òåç òåëîìåðíûõ êîíöåâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
îñóùåñòâëÿåòñÿ íåìàòðè÷íî ñ ïîìîùüþ ôåð-
ìåíòîâ òèïà òðàíñôåðàç è êîððåêòèðóåòñÿ ýêçî-
íóêëåàçàìè è ïîëèìåðàçàìè.

Â òîé æå ëàáîðàòîðèè â 1986 ã. ïîêàçàíî, ÷òî
åñëè ìåæäó èíâåðòèðîâàííûìè ïîâòîðàìè TEL

â êîëüöåâîé ïëàçìèäå âñòðîèòü ôðàãìåíò ýêçî-
ãåííîé ÄÍÊ, òî â êëåòêàõ äðîææåé ïëàçìèäà
áóäåò îñòàâàòüñÿ êîëüöåâîé.

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ëèíåéíàÿ ïëàçìèäà
pSZ216 èìåëà áóëüøóþ êîïèéíîñòü è áûëà ìè-
òîòè÷åñêè áîëåå ñòàáèëüíà, ÷åì èñõîäíàÿ êîëü-

öåâàÿ ïëàçìèäà pSZ213 (ñì. ðèñ. 12.19), õîòÿ
÷àñòîòà óòðàòû åå êëåòêàìè S. cerevisiae îñòàâà-
ëàñü âûñîêîé. Ïîýòîìó áûëî ðåøåíî ïîë-
íîñòüþ âîññîçäàòü ìîëåêóëó ÄÍÊ, ñîñòîÿùóþ
èç âñåõ îñíîâíûõ ýëåìåíòîâ äðîææåâîé õðî-
ìîñîìû: ðåïëèêàòîðà, òåëîìåð è öåíòðîìåðû.
Ñêîíñòðóèðîâàííàÿ ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè
ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè êîëüöåâàÿ ïëàçìèäà
íà îñíîâå pBR322 ñîäåðæàëà ãåí LEU2, öåíò-
ðîìåðó CEN3, ðåïëèêàòîð ARS1 è èíâåðòèðî-
âàííûé ïîâòîð TEL ðÄÍÊ òåòðàõèìåíû.
Â òðàíñôîðìàíòàõ S. cerevisiae, îòîáðàííûõ ïî
ôåíîòèïó Leu+, äàííàÿ ïëàçìèäà íàõîäèëàñü
â ëèíåéíîé ôîðìå, ò. å. ïðåäñòàâëÿëà ñîáîé èñ-
êóññòâåííóþ äðîææåâóþ õðîìîñîìó. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî òàêèå èñêóññòâåííûå ëèíåéíûå õðî-
ìîñîìû, èìåþùèå íåáîëüøîé ðàçìåð (îò 7 äî
15 òïí), ìèòîòè÷åñêè ãîðàçäî ìåíåå ñòàáèëüíû
ïî ñðàâíåíèþ ñ ïëàçìèäàìè YCp-òèïà. Ïðè
âñòðîéêå â òàêóþ ìèíè-õðîìîñîìó ÄÍÊ ãèá-
ðèäíîãî ôàãà 	 åå ðàçìåð óâåëè÷èëñÿ äî 50 òïí
è ñòàáèëüíîñòü íàñëåäîâàíèÿ ñóùåñòâåííî âîç-
ðîñëà. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî â ñîñòàâå èñêóññò-
âåííîé äðîææåâîé õðîìîñîìû ìîæíî êëîíèðî-
âàòü 2–3 òàíäåìíûå êîïèè ÄÍÊ ôàãà 	.

Ó÷èòûâàÿ ïîëó÷åííûå â ëàáîðàòîðèè Øîñ-
òàêà ðåçóëüòàòû, Ä. Áþðê ñ ñîàâòîðàìè â 1987 ã.
ïðåäëîæèëè ìåòîä êëîíèðîâàíèÿ áîëüøèõ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ â ñîñòàâå èñêóññòâåííûõ äðîææå-
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Ðèñ. 12.21. Ìîäåëü ðåïëèêàöèè òåëîìåðû.

ÖÈÏ — öåíòð èíâåðòèðîâàííîãî ïîâòîðà,
îáðàçîâàâøåãîñÿ â ðåçóëüòàòå ðåïëèêàöèè

Ðèñ. 12.22. Ìîäåëè «ðàçðåøåíèÿ» òåëîìåðû:

à — ìîäåëü Áýòìåíà; á — ìîäåëü Øîñòàêà



âûõ õðîìîñîì. Áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà âåêòîðíàÿ
ïëàçìèäà pYAC4 (îò àíãë. yeast artificial chro-
mosome), òåëîìåðû êîòîðîé ðàçäåëåíû ôðàã-
ìåíòîì äðîææåâîé ÄÍÊ. Êëîíèðîâàíèå â ýòîì
âåêòîðå âîçìîæíî ëèáî ïî EcoRI-, ëèáî ïî
SmaI-ñàéòó (ðèñ. 12.23). Ñõåìà êëîíèðîâàíèÿ
÷óæåðîäíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â YAC-ñèñòåìå
âêëþ÷àåò âûðåçàíèå BamHI-ôðàãìåíòà è ðàñ-
ùåïëåíèå ëèíåéíîé ôîðìû ïî ó÷àñòêó SmaI
(èëè EcoRI) ñ ïîñëåäóþùåé âñòðîéêîé ýêçîãåí-
íîé ÄÍÊ. Ïîñëå ëèãàçíîé ðåàêöèè ñìåñü ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ ââîäÿò â ïðîòîïëàñòû S. cerevisiae

è îòáèðàþò òðàíñôîðìàíò ñ ôåíîòèïîì
Ura+Trp+. Åñëè â êà÷åñòâå õîçÿèíà èñïîëüçóþò
øòàìì S. cerevisiae, èìåþùèé äîïîëíèòåëüíî
ochre-ìóòàöèþ (ñì. 6.4) ãåíà ade2 (îáðàçóåò êî-
ëîíèè êðàñíîãî öâåòà), òî ïðè ââåäåíèè â íåãî
â ñîñòàâå ïëàçìèäû íàòèâíîãî ãåíà SUP4 ïðî-
èñõîäèò ñóïðåññèÿ ìóòàöèè ade2 è ôîðìèðóþò-
ñÿ êîëîíèè áåëîãî öâåòà. Ïðè âñòðîéêå ýêçîãåí-
íîé ÄÍÊ â pYAC4 ãåí SUP4 ïîâðåæäàåòñÿ (ñì.
ðèñ. 12.22). Ïîýòîìó ïî îêðàñêå êîëîíèé ìîæíî
ëåãêî îòëè÷èòü òðàíñôîðìàíòû, ñîäåðæàùèå
ãèáðèäíûå âàðèàíòû pYAC4, îò íåñóùèõ èñ-
õîäíûé âåêòîð.

Êëîíèðîâàíèå â YAC-ñèñòåìå îêàçàëîñü
î÷åíü ïåðñïåêòèâíûì äëÿ ñîçäàíèÿ áèáëèîòåê
ãåíîâ âûñøèõ ýóêàðèîò. Èñïîëüçóÿ äàííûé ïîä-

õîä, ìîæíî ïîëó÷àòü êëîíîòåêè ãèáðèäíûõ èñ-
êóññòâåííûõ õðîìîñîì äðîææåé, íåñóùèõ
ôðàãìåíòû ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ ðàçìåðîì äî
400 òïí è áîëåå. Îòäåëåíèå ãèáðèäíûõ èñêóññò-
âåííûõ õðîìîñîì îò îñòàëüíîãî ãåíîìà îñóùå-
ñòâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà.

Âñòðîéêà è àìïëèôèêàöèÿ òàêèõ êðóïíûõ
ôðàãìåíòîâ ïîçâîëÿåò êëîíèðîâàòü âåñü ãåíîì
èçó÷àåìîãî îðãàíèçìà â âèäå îòíîñèòåëüíî
íåáîëüøîãî ÷èñëà ãèáðèäíûõ ìèíè-õðîìîñîì.
Òàê, Ð. Ýíàíä ñ ñîàâòîðàìè (1990 ã.) ïîêàçàëè,
÷òî ïðè ñðåäíåì ðàçìåðå âñòðîéêè 350 òïí ÷èñ-
ëî êëîíîâ ãèáðèäíûõ YAC, ñîäåðæàùèõ òðåõ-
êðàòíûé ýêâèâàëåíò âñåãî ãåíîìà èçó÷àåìîé
ëèíèè êëåòîê ÷åëîâåêà, ñîñòàâëÿåò 35 òûñ. Òà-
êèì îáðàçîì, äàííûé ïîäõîä ÷ðåçâû÷àéíî ïåð-
ñïåêòèâåí ïðè èçó÷åíèè ñòðóêòóðíî-ôóíêöèî-
íàëüíîé îðãàíèçàöèè ñëîæíî óñòðîåííîãî è îã-
ðîìíîãî ãåíîìà âûñøèõ ýóêàðèîò, è â ÷àñòíî-
ñòè ÷åëîâåêà.

Õ. Êóê è Ñ. Êðîññ (1988 ã.) â âåêòîðíóþ ïëàç-
ìèäó pYAC4 äîïîëíèòåëüíî ââåëè ãåí ïåo èç ñî-
ñòàâà pSV2-neo. Íà îñíîâå ïîëó÷åííîãî âåêòîðà
pYAC4-Neo ìîæíî ñîçäàâàòü ãèáðèäíûå èñêóñ-
ñòâåííûå õðîìîñîìû äðîææåé, ñîäåðæàùèå ÄÍÊ
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, à çàòåì èíäèâèäóàëü-
íûìè ãèãàíòñêèìè ìîëåêóëàìè òðàíñôîðìèðî-
âàòü ñîîòâåòñòâóþùèå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ,
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Ðèñ. 12.23. Ñèñòåìà êëîíèðîâàíèÿ ãèãàíòñêèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
â ñîñòàâå èñêóññòâåííûõ ëèíåéíûõ õðîìîñîì äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ



îòáèðàòü íà ñðåäå ñ àíòèáèîòèêîì G-418 êëîíû
òðàíñôîðìàíòîâ è ïðîâîäèòü â íèõ ôóíêöèî-
íàëüíûé àíàëèç ââåäåííûõ ñåãìåíòîâ ãåíîìà.

Öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ëèíåéíûå êèëëåð-

íûå ïëàçìèäû. Â 1981 ã. Í. Ãóíãå îïèñàë ëè-
íåéíûå äâóõöåïî÷å÷íûå ÄÍÊ — ïëàçìèäû
pGKL1 è pGKL2, íàõîäÿùèåñÿ â öèòîïëàçìå
êëåòîê äðîææåé Kluyveromyces lactis è îïðå-
äåëÿþùèå êèëëåðíûé ôåíîòèï. Ïðè ýòîì îêàçà-
ëîñü, ÷òî ñîáñòâåííî êèëëåðíûé ôåíîòèï äåòåð-
ìèíèðóåò ìåíüøàÿ ïëàçìèäà pGKL1 (8,9 òïí),
à áóëüøàÿ pGKL2 (13,4 òïí) îáåñïå÷èâàåò ðåï-
ëèêàöèþ îáåèõ ïëàçìèä. Äàííûå ëèíåéíûå
äâóõöåïî÷å÷íûå ìîëåêóëû ÄÍÊ èìåþò íà êîí-
öàõ èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû äëèíîé îêîëî
200 ïí, è ñ èõ 5�-êîíöàìè êîâàëåíòíî ñâÿçàíû
ñïåöèôè÷íûå áåëêè. Ðàñøèôðîâêà ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ è äàëüíåéøèé àíàëèç
ïîçâîëèëè âûÿâèòü 5 îòêðûòûõ ðàìîê òðàíñëÿ-
öèè ó pGKL1 è 10 OPT ó pGKL2. OPT3 è OPT4
ïëàçìèäû pGKL1 (ðèñ. 12.24) êîäèðóþò ñóáú-
åäèíèöû êèëëåðíîãî òîêñèíà, à ïðîäóêò OPT5
ÿâëÿåòñÿ áåëêîì èììóííîñòè. OPT1 êîäèðóåò
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó. Äëÿ pGKL2 èçâåñòíî, ÷òî îíà
êîäèðóåò ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó, ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó
è ðÿä äðóãèõ áåëêîâ.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýòè ïëàçìèäû — íå
óíèêàëüíûé ñëó÷àé îðãàíèçàöèè âíåõðîìîñîì-
íûõ ñàìîðåïëèöèðóþùèõñÿ ìîëåêóë ÄÍÊ. Ëè-
íåéíûå ïëàçìèäû îïèñàíû òàêæå äëÿ ìíîãèõ
âèäîâ ôèòîïàòîãåííûõ ãðèáîâ, áàêòåðèé Borre-

lia burgdorferi, Streptomyces rochei è âûñøåãî
ýóêàðèîòà Zea mays (êóêóðóçû).

Îêàçàëîñü, ÷òî ïëàçìèäû pGKL1 è pGKL2
ìîæíî ïåðåíîñèòü â êëåòêè äðóãèõ äðîææåé,
âêëþ÷àÿ S. cerevisiae, è ýêñïðåññèðîâàòü â íèõ.
Áîëåå òîãî, ýòè ïëàçìèäû â íîâûõ õîçÿåâàõ ïîä-
äåðæèâàþòñÿ î÷åíü ñòàáèëüíî áåç êàêîãî-ëèáî
ñåëåêòèâíîãî äàâëåíèÿ. (Îñîáåííîñòüþ äðîæ-
æåé-ñàõàðîìèöåòîâ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïëàçìèäû
pGKL íåñòàáèëüíû â íèõ â ïðèñóòñòâèè ìèòî-
õîíäðèé, íî ìîãóò ñòàáèëüíî ïîääåðæèâàòüñÿ
â äåôåêòíûõ ïî äûõàíèþ rho0 øòàììàõ.) Ýòî
ïîçâîëèëî ðàññìàòðèâàòü pGKL1 è pGKL2 â êà-
÷åñòâå êàíäèäàòîâ äëÿ ðàçðàáîòêè íà èõ îñíîâå
âåêòîðíîé ñèñòåìû ñ øèðîêèì êðóãîì õîçÿåâ
ñðåäè ðàçëè÷íûõ âèäîâ äðîææåé.

Äëÿ ñîçäàíèÿ òàêîé âåêòîðíîé ñèñòåìû ïðåä-
ïðèíÿòû ïîïûòêè ââåñòè ñåëåêòèâíûé ìàðêåð
LEU2 â ñîñòàâ pGKL1. Âñòðîéêà in vitro ãåíà
LEU2 S. cerevisiae â ïëàçìèäó pGKL1, ââåäåíèå
ãèáðèäíîé ìîëåêóëû â äðîææè-ñàõàðîìèöåòû
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Ðèñ. 12.24. Ñõåìà èíòåãðàöèè ãåíà LEU2 S. cerevisiae â ëèíåéíóþ ïëàçìèäó pGKL1.

Òåìíûå áëîêè íà êîíöàõ pGKL1 — èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû



è ïîñëåäóþùèé îòáîð òðàíñôîðìàíòîâ Leu+

ïðèâîäèëè ê ôîðìèðîâàíèþ in vivo êîëüöåâîé
äâóõöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëû, ëîêàëèçîâàííîé
â ÿäðå êëåòêè, à íå â öèòîïëàçìå, êàê pGKL.
Îïûòû ïî ðåêîìáèíàöèîííîé èíòåãðàöèè ãåíà
LEU2 â pGKL1 in vivo (ñì. ðèñ. 12.24) ïîçâîëèëè
âûÿâèòü â òðàíñôîðìàíòàõ Leu+ ëèíåéíûå ôîð-
ìû ãèáðèäíîé pGKL1. Íî ïðè ýòîì òàêàÿ ëè-
íåéíàÿ ïëàçìèäà íàõîäèëàñü â ÿäðå, íå èìåëà
íà êîíöàõ êîâàëåíòíî ñâÿçàííûõ áåëêîâ, à ñî-
äåðæàëà äðîææåâûå òåëîìåðû, ãåòåðîãåííûå
ïî äëèíå (íåñêîëüêî ñîòåí ïàð íóêëåîòèäîâ).

Àâòîðû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî òàêèå íåîáû÷-
íûå ôîðìû ãèáðèäíîé pGKL1 ïîÿâëÿþòñÿ ïîòî-
ìó, ÷òî ãåí LEU2 íå ñïîñîáåí ýêñïðåññèðîâàòüñÿ
â öèòîïëàçìå êëåòîê äðîææåé. Âñòðîèâ êîäè-
ðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà LEU2 ìåæäó
ïðîìîòîðîì è òåðìèíàòîðîì òðàíñêðèïöèè

OPT3 ïëàçìèäû pGKL1, ïîñëå ðåêîìáèíàöèîí-
íîé èíòåãðàöèè in vivo ïîëó÷èëè òðàíñôîðìàí-
òû Leu+, â öèòîïëàçìå êîòîðûõ îáíàðóæèâàëèñü
ëèíåéíûå ãèáðèäíûå ïëàçìèäû. Ñ êîíöàìè ýòèõ
ìîëåêóë ÄÍÊ áûëè êîâàëåíòíî ñâÿçàíû ñïåöè-
ôè÷íûå äëÿ äàííûõ ïëàçìèä áåëêè.

Òàêèì îáðàçîì, ñîçäàíà âåêòîðíàÿ ñèñòåìà
íà îñíîâå ëèíåéíûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïëàç-
ìèä Kluyveromyces lactis. Äëÿ ýêñïðåññèè ýêçî-
ãåííûõ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, äà-
æå ãåíîâ äðîææåé-ðåöèïèåíòîâ ãèáðèäíîé
ïëàçìèäû, íåîáõîäèìî âñòðàèâàòü èõ ïîä ïðî-
ìîòîðû, ñïåöèôè÷íûå äëÿ ýòîé öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîé ñèñòåìû. Ñ àíàëîãè÷íîé ñèòóàöèåé ìû
âñòðåòèìñÿ ïðè ðàññìîòðåíèè ãåííî-èíæåíåð-
íîé ñèñòåìû ïîêñâèðóñîâ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ
öèòîïëàçìàòè÷åñêèìè âèðóñàìè (ñì. 14.5).
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12.5.1. Ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðíûå
ñèñòåìû S. cerevisiae

Êëîíèðîâàíèå è ñåêâåíèðîâàíèå áîëüøîãî
÷èñëà ãåíîâ S. cerevisiae ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü
îñíîâíûå çàêîíîìåðíîñòè èõ ñòðóêòóðíîé îð-
ãàíèçàöèè. Ïðîìîòîðû äðîææåé èìåþò êàê ñõî-
æèå ÷åðòû ñ ïðîìîòîðàìè âûñøèõ ýóêàðèîò, òàê
è îòëè÷èÿ îò íèõ. Îíè ñîäåðæàò õàðàêòåðíûé
äëÿ ýóêàðèîòè÷åñêèõ ïðîìîòîðîâ ÒÀÒÀ-áîêñ
(áëîê Õîãíåññà, ñì. 4.1.), îäíàêî â îòëè÷èå îò
âûñøèõ ýóêàðèîò ó äðîææåé ðàññòîÿíèå ìåæäó
ÒÀÒÀ-ýëåìåíòîì è ó÷àñòêîì èíèöèàöèè òðàíñ-
êðèïöèè ñîñòàâëÿåò íå 25–30 ïí, à 60–100 ïí.
Êðîìå òîãî, ÒÀÒÀ-áîêñó îáû÷íî ïðåäøåñòâóåò
ñàéò àêòèâàöèè (upstream activation site, UAS),
ðàñïîëîæåííûé íà ðàññòîÿíèè 100 è áîëåå ïàð
íóêëåîòèäîâ. Èíòåðåñíî, ÷òî äëÿ èíèöèàöèè
òðàíñêðèïöèè íåêîòîðûõ ãåíîâ äðîææåé
íå òðåáóåòñÿ ÒÀÒÀ-ýëåìåíò, íî ïðè ýòîì íåîá-
õîäèì ñàéò àêòèâàöèè. Ôóíêöèÿ UAS ñîñòîèò
â òîì, ÷òî ñ íèìè ñâÿçûâàþòñÿ ñïåöèôè÷íûå
áåëêè êëåòêè, êîòîðûå âçàèìîäåéñòâóþò â ñâîþ
î÷åðåäü ñ ôàêòîðàìè, àêòèâèðóþùèìè èíèöèà-
öèþ òðàíñêðèïöèè.

Ôóíêöèÿ UAS íå çàâèñèò îò åãî îðèåíòàöèè
îòíîñèòåëüíî ó÷àñòêà èíèöèàöèè òðàíñêðèï-
öèè. Â òî æå âðåìÿ ÒÀÒÀ-áîêñ (ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ÒÀÒÀÀÀ) ÿâëÿåòñÿ îäíîíàïðàâëåííûì
ýëåìåíòîì ïðîìîòîðà è îðèåíòèðóåò äâèæåíèå
òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà ëèøü â îäíó ñòî-
ðîíó (ïðîòèâîïîëîæíàÿ îðèåíòàöèÿ ÒÒÒÀÒÀ
íåôóíêöèîíàëüíà). Ìåæäó òåì ó S. cerevisiae

äîâîëüíî ÷àñòî âñòðå÷àþòñÿ êîíñòèòóòèâíî
òðàíñêðèáèðóåìûå ãåíû, ðàñïîëîæåííûå «ãî-

ëîâà ê ãîëîâå». Îêàçàëîñü, ÷òî òàêèå ïàðû ðàç-
íîíàïðàâëåííûõ ãåíîâ èìåþò ïîëè(dÀ�dÒ)-ãî-
ìîïîëèìåðíûå ó÷àñòêè, êîòîðûå ìîãóò ôóíê-
öèîíèðîâàòü â êëåòêàõ äðîææåé êàê äâóíàïðàâ-
ëåííûå ïðîìîòîðíûå ýëåìåíòû. Êàê âèäèì,
ïðîìîòîðû äðîææåâûõ ãåíîâ ðàçíîîáðàçíû ïî
ñòðóêòóðå, îáû÷íî èìåþò îòíîñèòåëüíî áîëü-
øóþ ïðîòÿæåííîñòü, è èõ ôóíêöèîíèðîâàíèå,
âåðîÿòíî, ñóùåñòâåííî çàâèñèò îò «óêëàäêè»
ÄÍÊ in vivo, â ðåçóëüòàòå êîòîðîé ýëåìåíòû ïðî-
ìîòîðà ñáëèæàþòñÿ íà òðåáóåìîå ðàññòîÿíèå.

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿâèòü çàêîíîìåðíîñòè
ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ïðî-
ìîòîðîâ S. cerevisiae, â ðÿäå ëàáîðàòîðèé áûëè
ñîçäàíû ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû, ïðåäíàçíà÷åí-
íûå äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî îòáîðà ïðîìîòîðñî-
äåðæàùèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â êëåòêàõ äðîææåé.
Â êàæäîì ñëó÷àå ïëàçìèäà ñîäåðæèò ñåëåêòèâ-
íûé ãåí, ëèøåííûé ñîáñòâåííîãî ïðîìîòîðà,
ïåðåä êîòîðûì íàõîäèòñÿ óíèêàëüíûé ðåñòðèê-
öèîííûé ñàéò (ðèñ. 12.25). Ïîñëå âñòðîéêè
â ïðàâèëüíîé îðèåíòàöèè ïðîìîòîðñîäåðæàùå-
ãî ôðàãìåíòà íàáëþäàåòñÿ ýêñïðåññèÿ ñîîòâåò-
ñòâóþùåãî ãåíà, ïîçâîëÿþùàÿ ëåãêî âûÿâèòü
èñêîìûå ãèáðèäíûå êëîíû.

Â ïëàçìèäå pAYE6 äëÿ îòáîðà ïðîìîòîðîâ
èñïîëüçóåòñÿ ãåí tk òèìèäèíêèíàçû âèðóñà ïðî-
ñòîãî ãåðïåñà HSV-1. Â äðîææàõ S. cerevisiae

ãåí tk îòñóòñòâóåò, è ýíäîãåííàÿ ïðîäóêöèÿ íóê-
ëåîòèäà ÒÌÐ èç dUMP ïðîèñõîäèò ïðè ó÷àñòèè
ôåðìåíòà òèìèäèëàòñèíòåòàçû (ñì. ðèñ. 13.3).
Áëîêèðîâàíèå áèîñèíòåçà ÒÌÐ ëåãêî îñóùåñò-
âëÿåòñÿ ââåäåíèåì â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó àíòàãî-
íèñòîâ ôîëèåâîé êèñëîòû òèïà àìèíîïòåðèíà,
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òåì ñàìûì ïðåäîòâðàùàåòñÿ ðåïëèêàöèÿ ÄÍÊ
äðîææåé. Íà òàêîé ñåëåêòèâíîé ñðåäå áóäóò
ðàñòè òîëüêî êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ, íåñóùèõ
pAYE6 ñî âñòðîåííûìè ïðîìîòîðñîäåðæàùèìè
ôðàãìåíòàìè.

Â pVC701 äëÿ îòáîðà ïðîìîòîðîâ èñïîëüçó-
þò ñòðóêòóðíûé ãåí êèñëîé ôîñôàòàçû ÐÍÎ5
S. cerevisiae. Íà ñðåäå ñ �-íàôòèëôîñôàòîì êî-
ëîíèè äðîææåé â çàâèñèìîñòè îò ïðîäóêöèè
ôîñôàòàçû îêðàøèâàþòñÿ â áåëûé (íåò àêòèâ-
íîñòè), ðîçîâûé (ñëàáàÿ àêòèâíîñòü) èëè òåì-
íî-êðàñíûé (ñèëüíàÿ àêòèâíîñòü) öâåò.

Ïëàçìèäà ðÐÑÎ îáåñïå÷èâàåò ñåëåêöèþ êàê
îäíîíàïðàâëåííûõ, òàê è äâóíàïðàâëåííûõ ïðî-
ìîòîðîâ. Â äàííîé ïëàçìèäå ôðàãìåíòû ÄÍÊ
âñòðàèâàþòñÿ ìåæäó áåñïðîìîòîðíûìè êîäè-
ðóþùèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ãåíîâ ADH1
àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçû S. cerevisiae è LAC4 �-ãà-
ëàêòîçèäàçû äðîææåé Kluyveromyces lactis.

Ñòàòèñòè÷åñêîå êëîíèðîâàíèå ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ ïðîìîòîðîâ äðîææåé è ïîäðîáíàÿ èõ
õàðàêòåðèçàöèÿ ñî âðåìåíåì ïîçâîëÿò áîëåå
òî÷íî îïðåäåëèòü ñâÿçü ñòðóêòóðû è ýôôåêòèâ-
íîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïðîìîòîðîâ äàííîãî
îðãàíèçìà. Â õîäå ýòèõ èññëåäîâàíèé áóäóò òàê-
æå âûäåëåíû âûñîêîýôôåêòèâíûå ïðîìîòîðû,
êîòîðûå ìîæíî áóäåò èñïîëüçîâàòü äëÿ êîíñò-
ðóèðîâàíèÿ ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðè ñîçäàíèè ýêñïðåññè-
ðóþùèõ âåêòîðîâ èäóò íåñêîëüêî èíûì ïóòåì —
èñïîëüçóÿ ïðîìîòîðû õîðîøî îõàðàêòåðèçîâàí-
íûõ ãåíîâ S. cerevisiae. Êàê ïðàâèëî, ïåðâîíà-
÷àëüíî êëîíèðóþò öåëåâîé ãåí, èçó÷àþò åãî ýêñ-
ïðåññèþ â êëåòêàõ äðîææåé è ðàñøèôðîâûâàþò
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Çàòåì ïî
âûáðàííîé ñòðàòåãèè âûùåïëÿþò ïðîìîòîð è
ââîäÿò â îïðåäåëåííóþ âåêòîðíóþ ïëàçìèäó.

Äðîææåâûå ãåíû íàèáîëåå ïðîñòî êëîíèðî-
âàòü è îòáèðàòü ïî ôóíêöèîíàëüíîé êîìïëåìåí-

òàöèè ìóòàíòíûõ êëåòîê. Ïðè÷åì ïðè âíåäðå-
íèè êëîíèðóåìûõ ãåíîâ â ìíîãîêîïèéíûå âåê-
òîðíûå ïëàçìèäû çà ñ÷åò ïîâûøåííîé äîçû
ãåíà îáû÷íî íàáëþäàåòñÿ ñóïåðïðîäóêöèÿ ñî-
îòâåòñòâóþùåãî äðîææåâîãî áåëêà (òàêîé áå-
ëîê ãîðàçäî ïðîùå âûäåëèòü â ÷èñòîì âèäå è
èçó÷èòü åãî ñâîéñòâà).

Ïîêàçàòåëüíîé â äàííîì ïëàíå ÿâëÿåòñÿ ðà-
áîòà Ð. Äèêñîíà, âûïîëíåííàÿ â 1980 ã. Ãåí
LAC4 äðîææåé Kluyveromyces lactis, êîäèðóþ-
ùèé �-ãàëàêòîçèäàçó, âñòðîèëè â òðè ðàçíûå
âåêòîðíûå ïëàçìèäû S. cerevisiae: YIp5, YRp7
è YEp6. Ñîîòíîøåíèå óðîâíåé ïðîäóêöèè �-ãà-
ëàêòîçèäàçû â òðàíñôîðìàíòàõ S. cerevisiae, íå-
ñóùèõ ðàçíûå ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, ñîñòàâëÿ-
ëî 1 : 13 : 25 ñîîòâåòñòâåííî, ÷òî, ïî-âèäèìîìó,
îïðåäåëÿëîñü äîçîé ãåíà â êëåòêàõ òðàíñôîð-
ìàíòîâ.

Â ðÿäå ëàáîðàòîðèé ïðè êëîíèðîâàíèè ÷ó-
æåðîäíûõ ãåíîâ â S. cerevisiae óñòàíîâëåíî, ÷òî
äëÿ ñîçäàíèÿ ýôôåêòèâíûõ øòàììîâ-ïðîäóöåí-
òîâ íåîáõîäèìî âñòðàèâàòü ãåí-ýêâèâàëåíò
â ìíîãîêîïèéíóþ ïëàçìèäó ïîä êîíòðîëü ñèëü-
íîãî äðîææåâîãî ïðîìîòîðà. Ïðè ýòîì óðîâåíü
ïðîäóêöèè öåëåâîãî áåëêà ìîæåò ñóùåñòâåííî
çàâèñåòü îò ñòðóêòóðû ñîçäàâàåìîãî ãèáðèäíî-
ãî ãåíà. Ïåðâàÿ ýëåãàíòíàÿ ðàáîòà, ïîäòâåð-
æäàþùàÿ äàííîå çàêëþ÷åíèå, áûëà âûïîëíåíà
Ð. Õèòçåìàíîì ñ ñîàâòîðàìè â 1981 ã. Àâòîðû
îáúåäèíèëè â ïëàçìèäå YRp-òèïà ãåí-ýêâèâà-
ëåíò ëåéêîöèòàðíîãî èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà
ñ ðàçëè÷íûìè ïî ðàçìåðó ôðàãìåíòàìè, ñîäåð-
æàùèìè ïðîìîòîð àêòèâíî ôóíêöèîíèðóþùåãî
ãåíà ADH1 àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçû S. cerevisiae.
Íà ïåðâîì ýòàïå áûë ïîëó÷åí íàáîð ïðîìîòîð-
ñîäåðæàùèõ ôðàãìåíòîâ (ðèñ. 12.26, 12.27), êî-
òîðûå ââîäèëè â âåêòîðíóþ ïëàçìèäó pFRL4
(ðèñ. 12.28). Ïîñëå ýòîãî â ãèáðèäíûå ïëàçìèäû
ñåðèè pFRP âñòðàèâàëè ïî EcoRI-ìåñòó ñèíòå-
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Ðèñ. 12.25. Âåêòîðíûå ïëàçìèäû äëÿ îòáîðà ïðîìîòîðíûõ ôðàãìåíòîâ â êëåòêàõ S. cerevisiae.

Òðåóãîëüíèêîì îòìå÷åíû ñàéòû ðåñòðèêöèè, ïî êîòîðûì ïðîèñõîäèò âñòðîéêà è ñåëåêöèÿ
ïðîìîòîðñîäåðæàùèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ



çèðîâàííûé ÷åðåç êÄÍÊ ãåí-ýêâèâàëåíò çðåëîé
ôîðìû (áåç ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà) ëåéêîöèòàð-
íîãî èíòåðôåðîíà �1. Â ðåçóëüòàòå áûëè ñêîí-
ñòðóèðîâàíû ïëàçìèäû ñåðèè pFRSn, â êîòîðûõ
ñòðóêòóðíûé ãåí èíòåðôåðîíà âñòðîåí ïî
EcoRI-êîíöàì â äâóõ îðèåíòàöèÿõ. Â êëåòêàõ
Å. coli ãèáðèäíûå ïëàçìèäû ñåðèè pFRSn ñèí-

òåç èíòåðôåðîíà íå íàïðàâëÿëè. Ïîñëå òðàíñ-
ôîðìàöèè êëåòîê äðîææåé ñèíòåç èíòåðôåðîíà
âûÿâëåí òîëüêî â êëîíàõ, ñîäåðæàùèõ ïëàçìè-
äû îðèåíòàöèè I. Íàèáîëüøàÿ ïðîäóêöèÿ èí-
òåðôåðîíà ïðè ýòîì ðåãèñòðèðîâàëàñü äëÿ ïðî-
ìîòîðà 921 (òàáë. 12.3). Ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñ-
êðèïöèÿ ñ ADH1-ïðîìîòîðà ïðîõîäèëà ÷åðåç
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Ðèñ. 12.26. Ñõåìà ïîëó÷åíèÿ íàáîðà ïðîìîòîðíûõ ôðàãìåíòîâ íà îñíîâå 5�-êîíöåâîãî ðàéîíà ãåíà ADH1

Ðèñ. 12.27. Ïðîìîòîðíûå ôðàãìåíòû íà îñíîâå 5�-êîíöåâîãî ðàéîíà ãåíà ÀDÍ1, ïîëó÷åííûå äåéñòâèåì
íóêëåàçû Bal31 ïîñëå ãèäðîëèçà ðACF301 ðåñòðèêòàçîé XhoI.

904–921 — íîìåðà ôðàãìåíòîâ. Ê ïîëó÷åííûì ôðàãìåíòàì ïî òóïûì êîíöàì ïðèøèâàëè EcoRI-ëèíêåð.
Çâåçäî÷êîé îòìå÷åíû òî÷êè èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà ADH1. Ðàìêîé îáâåäåí èíèöèàòîðíûé òðèïëåò



ãåí-ýêâèâàëåíò èíòåðôåðîíà è ïðåêðàùàëàñü íà
òåðìèíàòîðå òðàíñêðèïöèè ãåíà TRP1 âåêòîð-
íîé ïëàçìèäû. Ñèíòåçèðóåìûé èíòåðôåðîí íà-
õîäèëñÿ â öèòîïëàçìå äðîææåé â íåñâÿçàííîì
ñ ìåìáðàíàìè êëåòîê ñîñòîÿíèè.

Âàðüèðóÿ óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
äðîææåé è ïðèãîòîâëåíèÿ èõ ýêñòðàêòîâ, àâòî-
ðàì óäàëîñü ïîâûñèòü âûõîä èíòåðôåðîíà â íå-
ñêîëüêî ðàç, è â èòîãå îí ñîñòàâèë 106 ìîëåêóë
íà ïëàçìèäîñîäåðæàùóþ êëåòêó, ÷òî ñîîòâåòñò-
âóåò 1–2 % êëåòî÷íîãî áåëêà. Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî ãèáðèäíûå ïëàçìèäû YRp-òèïà â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ óòðà÷èâàþòñÿ äðîææàìè ñ âû-
ñîêîé ÷àñòîòîé. Ïðè ïåðåíîñå ãèáðèäíîãî ãåíà
ADH1–LeIF â âåêòîð YEp-òèïà ïîëó÷åíû áîëåå

ñòàáèëüíûå òðàíñôîðìàíòû ñ âûñîêèì óðîâíåì
ïðîäóêöèè èíòåðôåðîíà.

Â ñåðèè ðàáîò, âûïîëíåííûõ â ðàçíûõ ëàáî-
ðàòîðèÿõ, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ ýôôåêòèâíîé
ýêñïðåññèè â S. cerevisiae ÷óæåðîäíûõ êîäè-
ðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íåîáõîäèìî ñî-
ñòûêîâûâàòü èõ íå òîëüêî ñ ñèëüíûìè äðîææå-
âûìè ïðîìîòîðàìè (5�-êîíåö), íî è ñî ñïåöè-
ôè÷íûìè äëÿ äðîææåé òåðìèíàòîðàìè òðàíñ-
êðèïöèè è ñèãíàëàìè ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ
(3�-êîíåö). Ãèáðèäíàÿ ìÐÍÊ, èìåþùàÿ ñïåöè-
ôè÷íûå äðîææåâûå 5�- è 3�-êîíöåâóþ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè, ïî-âèäèìîìó, áîëåå ñòàáèëüíà è
ýôôåêòèâíî óçíàåòñÿ äðîææåâûì áåëîêñèíòå-
çèðóþùèì àïïàðàòîì.
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Ðèñ. 12.28. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ïëàçìèä äëÿ ýêñïðåññèè ãåí-ýêâèâàëåíòà èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà
â êëåòêàõ S. cerevisiae



Äðîææè-ñàõàðîìèöåòû èìåþò ñèñòåìó
ñïëàéñèíãà. Îäíàêî îíà íåñêîëüêî îòëè÷àåòñÿ
îò ñèñòåìû ñïëàéñèíãà ìîëåêóë ïðå-ìÐÍÊ âûñ-
øèõ ýóêàðèîò. Âïåðâûå ýòî îáíàðóæèëè
Äæ. Áåãñ ñ ñîàâòîðàìè â 1980 ã. ïðè êëîíèðîâà-
íèè â ïëàçìèäå YEp-òèïà ðàçäðîáëåííîãî õðî-
ìîñîìíîãî ãåíà �-ãëîáèíà êðîëèêà. Â êëåòêàõ
äðîææåé ïðå-ìÐÍÊ ýòîãî ãåíà íå ïîäâåðãàëàñü
ñïëàéñèíãó. Ê. Ëýíãôîðä ñ ñîàâòîðàìè (1983 ã.)
ïîêàçàëè, ÷òî ïîñëå âñòðîéêè â êëîíèðîâàííûé
ðàçäðîáëåííûé ãåí àêòèíà äðîææåé èíòðîíñî-
äåðæàùåãî ôðàãìåíòà ãåíà rp51 äðîææåâîãî
ðèáîñîìíîãî áåëêà â êëåòêàõ S. cerevisiae ïðî-
èñõîäèë ñèíòåç ãèáðèäíîé ïðå-ìÐÍÊ, èç êîòî-
ðîé çàòåì íàðÿäó ñî ñâîèì ïðàâèëüíî âûùåï-
ëÿëñÿ è âñòðîåííûé èíòðîí. Ïðè âñòðîéêå æå
â ýòîò ãåí èíòðîíñîäåðæàùèõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé ãåíîâ àêòèíà àìåáû èëè �-ãëîáèíà óòêè
íà òðàíñêðèáèðóåìîé ãèáðèäíîé ïðå-ìÐÍÊ

ïîëíûé ñïëàéñèíã íå ïðîèñõîäèë. Ñèñòåìîé
ñïëàéñèíãà äðîææåé ýôôåêòèâíî âûùåïëÿëñÿ
ëèøü ýíäîãåííûé èíòðîí, à ÷óæåðîäíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ñïëàéñèíãó íå ïîäâåðãàëèñü.
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýêçîí-èíòðîííàÿ ñòðóê-
òóðà ãåíîâ ó S. cerevisiae âñòðå÷àåòñÿ ãîðàçäî
ðåæå, ÷åì ó âûñøèõ ýóêàðèîò. Âîçìîæíî, äðîæ-
æè-ñàõàðîìèöåòû èìåþò ýâîëþöèîííî áîëåå
ïðîñòî îðãàíèçîâàííóþ ñèñòåìó ñïëàéñèíãà.

Ñäåëàííûå íàáëþäåíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî
äëÿ ýêñïðåññèè â êëåòêàõ äðîææåé ÷óæåðîäíûå
êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðåäïî÷òè-
òåëüíî äîëæíû áûòü íåïðåðûâíûìè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñêîíñòðóèðîâàí ìíîãî-
÷èñëåííûé íàáîð ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðíûõ
ïëàçìèä, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ äðîææåé-ñàõà-
ðîìèöåòîâ. Îáû÷íî îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
ïëàçìèäû YEp-òèïà, â êîòîðûõ ñîäåðæèòñÿ
ñèëüíûé ïðîìîòîð, óíèêàëüíûé ðåñòðèêöèîí-
íûé ñàéò äëÿ âñòðîéêè ãåí-ýêâèâàëåíòîâ ïîä
êîíòðîëü ýòîãî ïðîìîòîðà, à òàêæå 3�-êîíöåâàÿ
÷àñòü êàêîãî-ëèáî äðîææåâîãî ãåíà äëÿ ôîðìè-
ðîâàíèÿ ïðàâèëüíîãî 3�-êîíöà ñèíòåçèðóåìîé
ãèáðèäíîé ìÐÍÊ (ðèñ. 12.29). ×àùå âñåãî èñ-
ïîëüçóþò ïðîìîòîðû ãåíîâ ãëèêîëèòè÷åñêèõ
ôåðìåíòîâ S. cerevisiae. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì,
÷òî îíè ÿâëÿþòñÿ ñèëüíûìè êîíñòèòóòèâíûìè
ïðîìîòîðàìè è äåòåðìèíèðóþò âûñîêèé óðî-
âåíü ñèíòåçà ñîîòâåòñòâóþùèõ ìÐÍÊ è ôåð-
ìåíòîâ (èíäèâèäóàëüíûé ãåí ìîæåò íàïðàâëÿòü
ñèíòåç ïîëèïåïòèäà, ñîñòàâëÿþùåãî äî 5 %
ñóììàðíîãî êëåòî÷íîãî áåëêà).
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Òàáëèöà 12.3. Àêòèâíîñòü èíòåðôåðîíà

â ýêñòðàêòàõ êëåòîê äðîææåé

Ôðàãìåíò
ADH1-ïðî-

ìîòîðà
Ïëàçìèäà

Àêòèâíîñòü
HuIFN � 10–3, å. à./ìë

904 pFRS3 47
905 pFRS7 47
906 pFRS12 125
915 pFRS23 125
919 pFRS34 94
921 pFRS35 250

Ðèñ. 12.29. Ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðíûå ïëàçìèäû äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ.

Òðåóãîëüíèêàìè îáîçíà÷åíû ìåñòà âñòðîéêè öåëåâûõ ãåí-ýêâèâàëåíòîâ



Âñå áîëüøèé èíòåðåñ âûçûâàåò ñîçäàíèå
óïðàâëÿåìûõ ýêñïðåññèðóþùèõ ñèñòåì, òàê êàê
êîíñòèòóòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ ÷óæåðîäíîãî ãåíà,
êëîíèðîâàííîãî â ìíîãîêîïèéíîé ïëàçìèäå,
ïðèâîäèò, êàê ïðàâèëî, ê çàìåòíîìó ìåòàáîëè-
÷åñêîìó ñäâèãó â òðàíñôîðìèðîâàííîé êëåòêå.
Â çàâèñèìîñòè îò ïðèðîäû ãåòåðîëîãè÷íîãî
ïðîäóêòà ýòîò ñäâèã ìîæåò îñëîæíÿòüñÿ òîêñè-
÷åñêèìè ýôôåêòàìè, ðàçëè÷íûìè êàê ïî ìåõà-
íèçìó, òàê è ïî ñòåïåíè òÿæåñòè. Â èäåàëå
âêëþ÷åíèå ýêñïðåññèè öåëåâîãî êëîíèðîâàííî-
ãî ãåíà äîëæíî ïðîèñõîäèòü â òîò ìîìåíò, êîãäà
êóëüòóðà äðîææåé âûðàùåíà äî äîñòàòî÷íî âû-
ñîêîé ïëîòíîñòè. Ïðè ýòîì çàïóñêàþùèé òàêóþ
òðàíñêðèïöèþ ñòèìóë äîëæåí áûòü äîñòàòî÷íî
ïðîñòûì.

Â êà÷åñòâå îäíîãî èç ïåðâûõ ðåãóëèðóåìûõ
ïðîìîòîðîâ áûë èñïîëüçîâàí ïðîìîòîð ãåíà
ÐHÎ5 êèñëîé ôîñôàòàçû S. cerevisiae. Òðàíñ-
êðèïöèÿ ñ ýòîãî ïðîìîòîðà ðåïðåññèðóåòñÿ íå-
îðãàíè÷åñêèì ôîñôàòîì. Ïîýòîìó ïðè íàëè÷èè
â ñðåäå ôîñôàòîâ êàê èñõîäíûé ãåí ÐÍÎ5, òàê
è ñêîíñòðóèðîâàííûé íà îñíîâå åãî ïðîìîòîðà
ãèáðèäíûé ãåí íå ýêñïðåññèðóþòñÿ. Ïðè ïåðå-
íåñåíèè êëåòîê äðîææåé íà ñðåäó áåç ôîñôàòîâ
ñ ïðîìîòîðà ãåíà ÐHÎ5 èíäóöèðóåòñÿ ýôôåê-
òèâíàÿ òðàíñêðèïöèÿ.

Âñå øèðå â ïîñëåäíèå ãîäû èñïîëüçóþò ïðî-
ìîòîð ãåíà GAL1. Äàííûé ïðîìîòîð íàõîäèòñÿ
ïîä êàòàáîëèòíîé ðåïðåññèåé ïðè ðîñòå êëåòîê
íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé ãëþêîçó. Ïðè ïåðåíåñåíèè
êëåòîê íà ñðåäó ñ ãàëàêòîçîé ïðîèñõîäèò èíäóê-
öèÿ òðàíñêðèïöèè, ïðèâîäÿùàÿ ê 1000-êðàòíîìó
óâåëè÷åíèþ ñèíòåçà ñîîòâåòñòâóþùåé ìÐÍÊ.
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ðåïðåññèÿ ãëþêîçîé
òðàíñêðèïöèè ñ ïðîìîòîðà ðGAL1 î÷åíü ýôôåê-
òèâíà. Ýòî ïîäòâåðæäàåò èññëåäîâàíèå Äæ. Ðàé-
íà è Ã. Áàðíåñà (1985 ã.), êëîíèðîâàâøèõ ãåí-ýê-
âèâàëåíò ðåñòðèêòàçû EcoRI ïîä êîíòðîëåì ïðî-
ìîòîðà ãåíà GAL1 â ïëàçìèäå YCp-òèïà. Íà ñðå-
äå ñ ãëþêîçîé êëåòêè äðîææåé, ñîäåðæàùèå
ñêîíñòðóèðîâàííóþ ïëàçìèäó, íîðìàëüíî ðàñ-
òóò, à ïîñëå ïåðåíîñà íà ñðåäó ñ ãàëàêòîçîé ïîãè-
áàþò èç-çà èíäóêöèè ñèíòåçà ðåñòðèêòàçû, êîòî-
ðàÿ ðàñùåïëÿåò ÄÍÊ.

Ïðîìîòîð ãåíà CUP1 (ñì. ðèñ. 12.29, ïëàç-
ìèäà pYELC5) òàêæå ÿâëÿåòñÿ èíäóöèðóåìûì.
Ýôôåêòèâíàÿ òðàíñêðèïöèÿ ñ íåãî èíäóöèðóåò-
ñÿ ïîñëå äîáàâëåíèÿ â ñðåäó ðàñòâîðèìûõ ñî-
ëåé ìåäè (íàïðèìåð CuSO4).

Èñïîëüçóÿ ñèëüíûå ïðîìîòîðû è ðàçëè÷íûå
3�-òåðìèíèðóþùèå ðàéîíû, â êëåòêàõ S. cere-

visiae ýêñïðåññèðîâàëè áåëêè ñàìîãî ðàçíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ (òàáë. 12.4). Îäíàêî âî ìíîãèõ
ñëó÷àÿõ óðîâåíü ñèíòåçà ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ

áûë çàìåòíî íèæå îæèäàåìîãî. Òàê, ïðè êëîíè-
ðîâàíèè ïîëíîãî ãåíà PGK1 â ïëàçìèäå YEp-
òèïà ïðîäóêöèÿ ôîñôîãëèöåðàòêèíàçû äîñòèãà-
åò 30 % ñóììàðíîãî áåëêà äðîææåé. Çàìåíà êî-
äèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòîãî ãåíà íà
ãåòåðîëîãè÷íûå ãåí-ýêâèâàëåíòû ïðèâîäèò
ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè íà 1–2 ïîðÿäêà.
Ïîêàçàíî, ÷òî ýòî ñâÿçàíî ñ óìåíüøåíèåì ñòà-
áèëüíîñòè ñèíòåçèðóåìîé ãèáðèäíîé ìÐÍÊ.
Òàêèì îáðàçîì, êðîìå ýëåìåíòîâ, ïðèëåãàþùèõ
ê ñòðóêòóðíîìó ãåíó ñ 5�- è 3�-êîíöà, âàæíóþ
èíôîðìàöèþ, îïðåäåëÿþùóþ óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà, ñîäåðæèò ñàìà ïî ñåáå êîäèðóþùàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

Âûáîð òðèïëåòîâ äëÿ êîäèðîâàíèÿ àìèíî-
êèñëîò â áåëêå ìîæåò áûòü îäíèì èç ïàðàìåò-
ðîâ, âëèÿþùèõ íà ýêñïðåññèþ. Èçâåñòíî, ÷òî
ó äðîææåé S. cerevisiae â àêòèâíî ýêñïðåññèðóå-
ìûõ ãåíàõ (TDH3, PGK1, ADH1) áîëåå 96 %
àìèíîêèñëîò êîäèðóþòñÿ íàáîðîì èç 25 êîäî-
íîâ (èç 61 âîçìîæíîãî). ×óæåðîäíûå ãåíû èìå-
þò êîäîíîâûé ñîñòàâ, õàðàêòåðíûé äëÿ ñâîåãî
îðãàíèçìà èëè òêàíè è, êàê ïðàâèëî, ñóùåñòâåí-
íî îòëè÷àþòñÿ ïî ýòîìó ïðèçíàêó îò ãåíîâ
äðîææåé. À. Õîýêýìà ñ ñîàâòîðàìè â 1987 ã. ðå-
øèëè ïðîâåðèòü íà ïðèìåðå ãåíà PGK1, êàê âû-
áîð êîäîíîâ âëèÿåò íà ñòàáèëüíîñòü ìÐÍÊ
è ýôôåêòèâíîñòü òðàíñëÿöèè. Ñ ïîìîùüþ íà-
ïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà, çàìåíû ÷àñòåé ñòðóê-
òóðíîãî ãåíà ñèíòåòè÷åñêèìè ôðàãìåíòàìè áûë
ïîëó÷åí âàðèàíò ãåíà PGK1, ó êîòîðîãî îñòà-
ëèñü íåïîâðåæäåííûìè êîíöåâûå íåêîäèðóþ-
ùèå ðàéîíû, à âñå èçìåíåíèÿ âûðàçèëèñü ëèøü
â ïåðåêîäèðîâêå àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ôîñôîãëèöåðàòêèíàçû (òàáë. 12.5);
àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà ïðè
ýòîì íå èçìåíèëàñü. Çàìåíà êîäîíîâ íà ñèíîíè-
ìè÷íûå ìèíîðíûå ïðèâåëà ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ
ñèíòåçà ôîñôîãëèöåðàòêèíàçû â 10 ðàç. Ñòà-
áèëüíîñòü ìÐÍÊ ïðè ýòîì óìåíüøèëàñü â 3 ðàçà.
Àâòîðû ïðèøëè ê âûâîäó, ÷òî ñíèæåíèå óðîâíÿ
ñèíòåçà áåëêà ñâÿçàíî ñ çàäåðæêîé òðàíñëÿöèîí-
íîãî êîìïëåêñà íà ìèíîðíûõ êîäîíàõ. Â ñâîþ
î÷åðåäü òàêèå îñòàíîâêè ïðèâîäÿò ê óìåíüøå-
íèþ ñòàáèëüíîñòè ìÐÍÊ, à ñëåäîâàòåëüíî,
ê ñíèæåíèþ â êëåòêå ÷èñëà ìîëåêóë ìÐÍÊ. Òà-
êèì îáðàçîì, îáîãàùåíèå ñòðóêòóðíîãî ãåíà
ìèíîðíûìè êîäîíàìè îáóñëîâëèâàåò «êóìóëÿ-
òèâíûé» ýôôåêò, âûçûâàþùèé çíà÷èòåëüíîå
ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà. Î÷åâèäíî,
÷òî äëÿ äîñòèæåíèÿ ìàêñèìàëüíî âûñîêîãî âû-
õîäà ÷óæåðîäíîãî áåëêà â êëåòêàõ äðîææåé öå-
ëåñîîáðàçíî îñóùåñòâëÿòü õèìèêî-ôåðìåíòà-
òèâíûé ñèíòåç ãåí-ýêâèâàëåíòà, êîòîðûé îòëè-
÷àåòñÿ îò ïðèðîäíîãî òåì, ÷òî â íåì èñïîëüçó-
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þòñÿ êîäîíû, íàèáîëåå óïîòðåáèìûå â ýôôåê-
òèâíî ýêñïðåññèðóåìûõ ãåíàõ S. cerevisiae.

Óâåëè÷åíèÿ ïðîäóêöèè ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ
â êëåòêàõ äðîææåé ìîæíî äîáèòüñÿ òàêæå ñòà-
áèëèçàöèåé (óâåëè÷åíèåì âðåìåíè æèçíè) ýòèõ
áåëêîâ â ãåòåðîëîãè÷íîì îêðóæåíèè. Â êëåòêàõ
âñåõ ýóêàðèîò ïðîäóöèðóåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî êîí-

ñåðâàòèâíûé ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëîê óáè-
êâèòèí (îí èäåíòè÷åí, íàïðèìåð, ó ÷åëîâåêà
è íàñåêîìûõ), èìåþùèé ðàçìåð 76 ÀÊ. Ïåðâî-
íà÷àëüíî îí ñèíòåçèðóåòñÿ â âèäå áåëêà-ïðåä-
øåñòâåííèêà ïîëèóáèêâèòèíà, ñîñòîÿùåãî èç
íåñêîëüêèõ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ óáèêâèòèíà,
êîòîðûå ïîä äåéñòâèåì ñïåöèôè÷íîé ýíäîïðî-
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Òàáëèöà 12.4. Ïðèìåðû ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåí-ýêâèâàëåíòîâ â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ ïëàçìèä

ñ ðåãóëèðóåìûì ïðîìîòîðîì â êëåòêàõ äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ

Ãåí-èñòî÷íèê Ïðîäóêò, äåòåðìèíèðóåìûé
êëîíèðîâàííûì ãåí-ýêâèâàëåíòîìïðîìîòîðà 3�-êîíöåâîé îáëàñòè

PGK1
(3-ôîñôîãëèöåðàòêèíàçà)

FLP ïëàçìèäû Scp1 Èíòåðôåðîí �1 ÷åëîâåêà
Èíòåðôåðîí �2 ÷åëîâåêà
Èíòåðôåðîí 
 ÷åëîâåêà

TRP1 (N-5�-ôîñôîðèáîçèë-
àíòðàíèëàòèçîìåðàçà)

Ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí âèðóñà
ãåïàòèòà Â

PGK1 Ïîäæåëóäî÷íàÿ ëèïàçà ÷åëîâåêà
Ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ÷åëîâåêà
Ïðîõèìîçèí, õèìîçèí áûêà
Ðàñòèòåëüíûé áåëîê òàóìàòèí
Çàïàñíîé áåëîê ãîðîõà ëåãóìèí

ADH1
(àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçà)

TRP1 Èíòåðôåðîí �1 ÷åëîâåêà
Ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí âèðóñà
ãåïàòèòà Â

ADH1 Àíòèòðîìáèí III ÷åëîâåêà
Ãåìàããëþòèíèí âèðóñà ãðèïïà
Ëþöèôåðàçà ñâåòëÿ÷êà
�-Ãëþêàíàçà Bacillus subtilis

�-Àìèëàçà Bacillus amyloliquefaciens

TDH3 (ãëèöåðàëüäåãèä-3-
ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà)

ARG3 (îðíèòèí-êàðáàìîèë-
òðàíñôåðàçà)

Èíãèáèòîð �1-ïðîòåèíàçû ÷åëîâåêà

ADH1
TDH3

Ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà ÷åëîâåêà
Ëèïîêîðòèí ìîðñêîé ñâèíêè
Öèòîõðîì Ñ ÷åëîâåêà

PHO5 (êèñëàÿ ôîñôàòàçà) — Ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí âèðóñà
ãåïàòèòà Â
�-Íåîýíäîðôèí
�-Ôåòîïðîòåèí êðûñû

GAL1 (ãàëàêòîêèíàçà) ADH1 Àíòèòðîìáèí III ÷åëîâåêà
SUC2 (èíâåðòàçà) Ïðîõèìîçèí áûêà

— Çàïàñíîé áåëîê êóêóðóçû çåèí
Ðåñòðèêòàçà EcoRI

CUP1 (ìåòàëëîòèîíåèí) CYC1 (èçî-1-öèòîõðîì Ñ) Ïðîòåàçíûé äîìåí óðîêèíàçû ÷åëîâåêà
Óáèêâèòèí

CUP1 Áåëîê VP2 âèðóñà èíôåêöèîííîãî
áóðñàëüíîãî çàáîëåâàíèÿ êóð

MF�1 (�-ôàêòîð) ADH1 Èíòåðôåðîí �2 ÷åëîâåêà
Èíòåðôåðîí �1 ÷åëîâåêà
Ñîìàòîñòàòèí
Ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà ÷åëîâåêà
�-Ãàëàêòîçèäàçà E. coli

ARG3 ARG3 �1-Àíòèòðèïñèí ÷åëîâåêà
SUC2 — Èíòåðôåðîí �2 ÷åëîâåêà
Actin (àêòèí) Ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí âèðóñà

ãåïàòèòà Â



òåàçû (Ub-Õàçû) ýôôåêòèâíî âûùåïëÿþòñÿ.
Óáèêâèòèí íàõîäèòñÿ â êëåòêàõ êàê â ñâîáîä-
íîì, òàê è â ñâÿçàííîì ñ äðóãèìè áåëêàìè ñî-
ñòîÿíèè. Îí ñïîñîáåí êîâàëåíòíî îáúåäèíÿòüñÿ
ñâîèì Ñ-êîíöåâûì îñòàòêîì ñ �-àìèíîãðóïïà-
ìè ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ äðóãèõ áåëêîâ, íàïðè-
ìåð, ñ âíóòðåííèì ëèçèíîì (119) íà ãèñòîíå
Í2À. Äàííàÿ ðåàêöèÿ êàòàëèçèðóåòñÿ ñïåöè-
ôè÷íûì êëåòî÷íûì ôåðìåíòîì. Â öèòîïëàçìå
óáèêâèòèí îòâå÷àåò çà ñåëåêòèâíóþ äåãðàäà-
öèþ âíóòðèêëåòî÷íûõ áåëêîâ.

À. Âàðøàâñêèé ñ ñîàâòîðàìè (1986 ã.) êëî-
íèðîâàëè â Å. coli ôðàãìåíò õðîìîñîìíîé
äðîææåâîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé òàíäåìíûå ïî-
âòîðû ãåí-ýêâèâàëåíòà óáèêâèòèíà. Âûùåïèâ

îäèí òàêîé ïîâòîð, åãî ïîäñòðîèëè ê 5�-êîíöó
ñòðóêòóðíîãî ãåíà �-ãàëàêòîçèäàçû (lacZ) E. co-

li. Ïîëó÷åííóþ ãèáðèäíóþ êîäèðóþùóþ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü ïîìåñòèëè ïîä êîíòðîëü ïðî-
ìîòîðà ãåíà GAL1 â âåêòîðå YEp-òèïà. Â êëåò-
êàõ S. cerevisiae ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà íàïðàâëÿ-
ëà ñèíòåç õèìåðíîãî áåëêà Ub–�-Gal, êîòîðûé
òî÷íî ðàñùåïëÿëñÿ Ub-Õàçîé íà Ub è �-Gal.
Ïðè ýòîì âðåìÿ ïîëóæèçíè �-ãàëàêòîçèäàçû
íå èçìåíÿëîñü. Ìåòîäîì íàïðàâëåííîãî ìóòà-
ãåíåçà ïåðâûé îñòàòîê Met �-ãàëàêòîçèäàçû
â ñîñòàâå ãèáðèäíîãî ãåíà ïîñëåäîâàòåëüíî
áûë çàìåíåí íà äðóãèå àìèíîêèñëîòíûå îñòàò-
êè. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ, êðîìå çàìåíû íà îñòàòîê
ïðîëèíà, óáèêâèòèí ýôôåêòèâíî è òî÷íî îò-
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Òàáëèöà 12.5. Èñïîëüçîâàíèå êîäîíîâ â ãåíå PGK1 è åãî èñêóññòâåííîì âàðèàíòå pgk10

Êîäîí/àìèíîêèñëîòà
×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè

Êîäîí/àìèíîêèñëîòà
×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè

â PGK1 â pgk10 â PGK1 â pgk10

UUU/Phe1 1 6 UAU/Tyr1 0 5
UUC/Phe 18 13 UAC/Tyr 7 2
UUA/Leu 5 4 UAA/Stop 1 1
UUG/Leu 36 18 UAG/Stop 0 0
CUU/Leu 0 0 CAU/His1 1 6
CUC/Leu1 0 19 CAC/His 7 2
CUA/Leu 0 0 CAA/Gln 8 4
CUG/Leu 0 0 CAG/Gln1 0 4
AUU/Ile 9 7 AAU/Asn1 1 8
AUC/Ile 14 9 AAC/Asn 13 6
AUA/Ile1 0 7 AAA/Lys1 2 16
AUG/Met 4 4 AAG/Lys 40 26
GUU/Val 16 7 GAU/Asp1 8 13
GUC/Val 22 13 GAC/Asp 18 13
GUA/Val1 0 17 GAA/Glu 28 16
GUG/Val 0 1 GAG/Glu1 1 13
UCU/Ser 16 8 UGU/Cys 1 0
UCC/Ser 6 3 UGC/Cys1 0 1
UCA/Ser 2 0 UGA/Stop 0 0
UCG/Ser1 0 14 UGG/Trp 2 2
CCU/Pro 0 0 CGU/Arg 3 1
CCC/Pro 0 0 CGC/Arg 0 0
CCA/Pro 17 10 CGA/Arg 0 0
CCG/Pro1 0 7 CGG/Arg1 0 8
ACU/Thr 10 9 AGU/Ser 0 0
ACC/Thr 8 6 AGC/Ser 2 1
ACA/Thr 0 0 AGA/Arg 10 4
ACG/Thr1 0 3 AGG/Arg 0 0
GCU/Ala 32 23 GGU/Gly 35 29
GCC/Ala 10 7 GGC/Gly 1 1
GCA/Ala 1 1 GGA/Gly1 0 6
GCG/Ala1 0 12 GGG/Gly 1 1

1 Èñïîëüçîâàííûå â pgk10 ìèíîðíûå êîäîíû.



ùåïëÿëñÿ îò õèìåðíîãî áåëêà â êëåòêàõ äðîæ-
æåé ýíäîãåííîé Ub-Õàçîé.

Ýòèì ðåçóëüòàòîì âîñïîëüçîâàëèñü Ä. Ýêåð
ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.). Ñíà÷àëà îíè õèìè÷åñêè
ñèíòåçèðîâàëè ãåí-ýêâèâàëåíò óáèêâèòèíà, ïðè
ýòîì îñóùåñòâèëè ïåðåêîäèðîâêó, óäàëèâ èç ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà óáèêâèòèíà êîäîíû, êî-
òîðûå ðåäêî âñòðå÷àþòñÿ â àêòèâíî ýêñïðåññè-
ðóåìûõ ãåíàõ äðîææåé. Ñèíòåòè÷åñêèé ãåí
âñòðîèëè â ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð ïîä êîí-
òðîëü èíäóöèðóåìîãî ïðîìîòîðà ãåíà CUP1
è ñ 3�-êîíöà îãðàíè÷èëè åãî òåðìèíàòîðîì
òðàíñêðèïöèè ãåíà CYC1. Â óñëîâèÿõ èíäóêöèè
áûëà ïîëó÷åíà ñóïåðïðîäóêöèÿ óáèêâèòèíà.
Ïðè ýòîì òîêñè÷åñêèé ýôôåêò îò ñâåðõñèíòåçà
áåëêà â êëåòêàõ äðîææåé íå íàáëþäàëñÿ.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå (1989 ã.) ñèíòåòè÷å-
ñêèé ãåí-ýêâèâàëåíò óáèêâèòèíà ñîñòûêîâàëè
ñ 5�-êîíöàìè ãåí-ýêâèâàëåíòîâ ðÿäà ýóêàðèîòè-
÷åñêèõ áåëêîâ: �-ñóáúåäèíèöû ñòèìóëèðóþùå-
ãî G-áåëêà àäåíèëàòöèêëàçíîãî êîìïëåêñà ìëå-
êîïèòàþùèõ (Gs�), ðàñòâîðèìîãî ôðàãìåíòà
ðåöåïòîðíîãî áåëêà Ò-êëåòîê (sCD4) è ïðîòåàç-
íîãî äîìåíà óðîêèíàçû (UKP) ÷åëîâåêà. Ãèá-
ðèäíûå ãåíû âñòðîèëè â ýêñïðåññèðóþùèé âåê-
òîð ñ ïðîìîòîðîì ãåíà CUP1 è ââåëè â êëåòêè
äðîææåé. Ïàðàëëåëüíî áûëè ñîçäàíû êîíñòðóê-
öèè íà îñíîâå òîãî æå ýêñïðåññèðóþùåãî âåê-
òîðà, â êîòîðûé âñòðîèëè ãåí-ýêâèâàëåíòû óêà-
çàííûõ âûøå ýóêàðèîòè÷åñêèõ ïîëèïåïòèäîâ
áåç êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óáèêâè-
òèíà. Â êëåòêàõ S. cerevisiae óáèêâèòèí òî÷íî
è ýôôåêòèâíî îòùåïëÿëñÿ îò õèìåðíûõ áåëêîâ
è, áîëåå òîãî, îáåñïå÷èâàë ñóïåðïðîäóêöèþ ñî-
ñòûêîâàííûõ ñ íèì ïîëèïåïòèäîâ. Òàê, ïðÿìàÿ
ýêñïðåññèÿ ïðîòåàçíîãî äîìåíà óðîêèíàçû íå
âûÿâëÿëàñü, à ñëèÿíèå ñ óáèêâèòèíîì îáåñïå÷è-
âàëî ïðîäóêöèþ UKP äî óðîâíÿ 2 % ñóììàðíîãî
êëåòî÷íîãî áåëêà. Àíàëîãè÷íî íàáëþäàëîñü çíà-
÷èòåëüíîå âîçðàñòàíèå ïðîäóêöèè sCD4 è Gs�
â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèÿ ñ óáèêâèòèíîì.

Ìåõàíèçì, êîòîðûé îáåñïå÷èâàåò óâåëè÷å-
íèå ïðîäóêöèè öåëåâûõ áåëêîâ, ñëèòûõ ñ óáèê-
âèòèíîì êàê ñ «ëèäåðíîé» ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòüþ, íå ÿñåí. Ïî-âèäèìîìó, óáèêâèòèí ìîæåò
çàùèùàòü N-êîíåö áåëêà îò ïðîòåîëèçà èëè
îáåñïå÷èâàòü ïåðåíîñ áåëêà â òàêîé êîìïàðò-
ìåíò êëåòêè, ãäå îí çàùèùåí îò äåéñòâèÿ ýêçî-
ïðîòåàç. Âîçìîæåí òàêæå êàêîé-òî äðóãîé ìåõà-
íèçì.

Ðàññìîòðåííûé ïîäõîä ÷ðåçâû÷àéíî ïåð-
ñïåêòèâåí äëÿ ñîçäàíèÿ íà îñíîâå S. cerevisiae

øòàììîâ — ñóïåðïðîäóöåíòîâ áåëêîâ. Ïðè
ýòîì ïîñëå êîëè÷åñòâåííîãî îòùåïëåíèÿ óáèê-
âèòèíà öåëåâîé áåëîê íå ñîäåðæèò N-êîíöåâîãî

ìåòèîíèíà, êîòîðûé íåîáõîäèì ïðè ïðÿìîì
ñèíòåçå ýòîãî áåëêà ñ êëîíèðîâàííîãî ãåí-ýêâè-
âàëåíòà.

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçóÿ ìíîãîêîïèéíûé
ìîëåêóëÿðíûé âåêòîð ñ ðåãóëèðóåìûì ñèëüíûì
ïðîìîòîðîì, ñèíòåòè÷åñêèé ãåí-ýêâèâàëåíò ÷ó-
æåðîäíîãî áåëêà, ñîñòîÿùèé èç ìàæîðíûõ
äðîææåâûõ êîäîíîâ è ñîñòûêîâàííûé íà
5�-êîíöå â ïðàâèëüíîé ðàìêå òðàíñëÿöèè ñ êî-
äèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ óáèêâèòèíà,
à òàêæå 3�-êîíöåâîé íåêîäèðóþùèé ðàéîí êàêî-
ãî-ëèáî äðîææåâîãî ãåíà, ìîæíî ñêîíñòðóèðî-
âàòü ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó, êîòîðàÿ â êëåòêàõ
S. cerevisiae áóäåò íàïðàâëÿòü ñâåðõñèíòåç öåëå-
âîãî ÷óæåðîäíîãî áåëêà. Îïòèìèçèðóÿ óñëîâèÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ, âûõîä ÷óæåðîäíîãî áåëêà
ìîæíî äîïîëíèòåëüíî óâåëè÷èòü.

12.5.2. Ñåêðåöèÿ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ
èç êëåòîê S. cerevisiae

Ìíîãèå áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûå áåëêè âûñ-
øèõ ýóêàðèîò ñèíòåçèðóþòñÿ â ôîðìå ïðåäøå-
ñòâåííèêîâ, ïîäâåðãàþùèõñÿ ñåêðåöèè èç êëå-
òîê. Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ áûëî îáíàðóæåíî,
÷òî åñëè áåëêè òàêîãî òèïà (íàïðèìåð, ãîðìîí
ðîñòà áûêà, àêòèâàòîð òêàíåâîãî ïëàçìèíîãåíà
÷åëîâåêà, 
-èíòåðôåðîí ÷åëîâåêà, ïðîõèìîçèí
áûêà) â ïðîöåññå ñèíòåçà â áàêòåðèàëüíîé èëè
äðîææåâîé êëåòêå îñòàþòñÿ â öèòîïëàçìå, òî
îíè ïåðåõîäÿò â íåðàñòâîðèìóþ è íåàêòèâíóþ
ôîðìó. Ïîýòîìó ñîçäàíèå ïðîäóöåíòîâ, îáåñïå-
÷èâàþùèõ ñåêðåöèþ è ñîïóòñòâóþùóþ åé ìî-
äèôèêàöèþ áåëêà, ÿâëÿåòñÿ êðàéíå âàæíîé çà-
äà÷åé ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè è áèîòåõíîëî-
ãèè. Áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ äðîææàì,
ó êîòîðûõ ðÿä áåëêîâ ýôôåêòèâíî âûâîäèòñÿ èç
êëåòîê â îêðóæàþùóþ ñðåäó. Â îòëè÷èå îò áàê-
òåðèé â êëåòêàõ äðîææåé â ïðîöåññå ñåêðåöèè
ìîæåò ïðîèñõîäèòü ãëèêîçèëèðîâàíèå è ïðà-
âèëüíàÿ «óêëàäêà» ýóêàðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ.
Îñîáî ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî áîëüøèíñòâî
øòàììîâ S. cerevisiae íå âûäåëÿåò â êóëüòóðàëü-
íóþ ñðåäó ïðîòåàçû, ÷òî â åùå áîëüøåé ñòåïå-
íè ïîâûøàåò ïåðñïåêòèâíîñòü äàííîé ñèñòåìû
äëÿ ñîçäàíèÿ âûñîêîïðîäóêòèâíûõ øòàììîâ,
ñåêðåòèðóþùèõ â îêðóæàþùóþ ñðåäó öåëåâûå
áåëêè.

Ñåêðåòèðóåìûå áåëêè ýóêàðèîòè÷åñêèõ
êëåòîê ñèíòåçèðóþòñÿ íà ðèáîñîìàõ, ñâÿçàííûõ
ñ ìåìáðàíàìè øåðîõîâàòîãî ýíäîïëàçìàòè÷å-
ñêîãî ðåòèêóëóìà (ðèñ. 12.30). Ñåêðåöèþ áåëêà
íàïðàâëÿåò ñèãíàëüíûé ïåïòèä. Â ïðîöåññå
ñåêðåöèè ïðå-áåëîê ïðîõîäèò â ïîëîñòü ýíäî-
ïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (ÝÐ), è îò íåãî îò-
ùåïëÿåòñÿ ñèãíàëüíûé ïåïòèä. Â ïîëîñòè ÝÐ
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áåëîê ïîäâåðãàåòñÿ ïåðâè÷íîìó ãëèêîçèëèðîâà-
íèþ ïðè íàëè÷èè â åãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ó÷àñòêîâ ãëèêîçèëèðîâàíèÿ, èìåþùèõ ñòðóêòó-
ðó Asn–X–Ser èëè Asn–X–Thr (X — ëþáàÿ àìè-
íîêèñëîòà).

Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ê áåëêàì â ÝÐ ïðè-
ñîåäèíÿåòñÿ îëèãîñàõàðèä òîëüêî îäíîãî òèïà,
ñîñòîÿùèé èç N-àöåòèëãëþêîçàìèíà, ìàííîçû
è ãëþêîçû, è îí ñâÿçûâàåòñÿ ñ NH2-ãðóïïîé áî-
êîâîé öåïè îñòàòêà àñïàðàãèíà (ðèñ. 12.31). Âñå
îáíàðóæåííûå â çðåëûõ ãëèêîïðîòåèíàõ îëèãî-
ñàõàðèäû, ñâÿçàííûå òàêèì ñïîñîáîì ñ àñïàðà-
ãèíîì, îáðàçóþòñÿ â ðåçóëüòàòå ðàçëè÷íûõ ìî-
äèôèêàöèé ýòîãî îëèãîñàõàðèäà-ïðåäøåñòâåí-
íèêà. Îáû÷íî åãî ìîäèôèêàöèÿ ïðîèñõîäèò âî
âðåìÿ ïåðåìåùåíèÿ ãëèêîïðîòåèíà ÷åðåç àïïà-
ðàò Ãîëüäæè (ñì. ðèñ. 12.30). Â àïïàðàò Ãîëüäæè
áåëêè ïåðåíîñÿòñÿ èç ÝÐ ñ ïîìîùüþ îòïî÷êî-
âûâàþùèõñÿ îò ÝÐ òðàíñïîðòíûõ ïóçûðüêîâ.
Ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ ÷åðåç àïïàðàò Ãîëüäæè
è ìîäèôèêàöèè áåëîê â ñîñòàâå ñåêðåòîðíîãî
ïóçûðüêà òðàíñïîðòèðóåòñÿ ê ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå. Ïóçûðåê ñëèâàåòñÿ ñ ìåìáðàíîé
è «âûáðàñûâàåò» íàðóæó ñâîå ñîäåðæèìîå.

Êëåòêè äðîææåé îêðóæåíû æåñòêîé êëåòî÷-
íîé ñòåíêîé, ïîýòîìó äàëåêî íå âñå ñåêðåòèðóå-
ìûå ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó áåëêè âû-
õîäÿò èç êëåòîê â îêðóæàþùóþ ñðåäó. Íàïðè-
ìåð, èíâåðòàçà è êèñëàÿ ôîñôàòàçà ïåðåíîñÿòñÿ
â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî äðîææå-
âûõ êëåòîê, à ïîëîâîé ôåðîìîí �-ôàêòîð è êèë-
ëåðíûé òîêñèí, êîäèðóåìûé äâóõöåïî÷å÷íîé
ÐÍÊ, ñåêðåòèðóþòñÿ â îêðóæàþùóþ ñðåäó.

Íåñìîòðÿ íà ñõîäñòâî ìåõàíèçìà ñåêðåöèè
áåëêîâ ó äðîææåé è êëåòîê æèâîòíûõ, äðîææè,
ïî-âèäèìîìó, èìåþò îïðåäåëåííûå îñîáåííî-
ñòè, êàñàþùèåñÿ ñïåöèôè÷íîñòè äàííîãî ïðî-
öåññà. Òàê, Ð. Õèòçåìàí ñ ñîàâòîðàìè (1984 ã.)
îáíàðóæèëè, ÷òî ïðè ñèíòåçå ïðå-áåëêà ãîðìî-
íà ðîñòà ÷åëîâåêà (hGH) â äðîææàõ ëèøü 10 %
åãî ïðîöåññèðóåòñÿ è ñåêðåòèðóåòñÿ, â òî âðåìÿ
êàê áóëüøàÿ ÷àñòü äàííîãî áåëêà îñòàåòñÿ
â íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìå âíóòðè êëåòêè.
Â ýòîé æå ëàáîðàòîðèè ïîêàçàíî, ÷òî ïðå-áåëîê
èíòåðôåðîíà �2 ÷åëîâåêà (HuIFN-�2) â êëåòêàõ
äðîææåé ïðîöåññèðóåòñÿ, îáðàçóÿ òðè äèñêðåò-
íûå ôîðìû. Ñîñòûêîâàâ ñòðóêòóðíûé ãåí
HuIFN-�2 ñ ãåí-ýêâèâàëåíòîì ñèãíàëüíîãî ïåï-
òèäà äðîææåâîãî áåëêà èíâåðòàçû (1986 ã.), ïî-
ëó÷èëè ýôôåêòèâíûé è ïðàâèëüíûé ïðîöåññèíã
õèìåðíîãî ïðå-áåëêà (ðèñ. 12.32). Íåîáõîäèìî
îòìåòèòü, ÷òî â îáîèõ ñëó÷àÿõ â ñðåäó âûõîäèëà
ëèøü íåáîëüøàÿ ÷àñòü ñåêðåòèðîâàííîãî èç öè-
òîïëàçìû áåëêà, ïî-âèäèìîìó, èç-çà áàðüåðà
êëåòî÷íîé ñòåíêè.

Íà ïðèìåðå õèìåð, ó êîòîðûõ ê ñèãíàëüíî-
ìó ïåïòèäó èíâåðòàçû ïîäñòðîåí ãåí-ýêâèâà-
ëåíò ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ëèáî èíñóëèíî-
ïîäîáíîãî ôàêòîðà ðîñòà I ÷åëîâåêà, òàêæå áû-
ëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðèëåãàþùèå ê Ñ-êîíöó ñèã-
íàëüíîãî ïåïòèäà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÷óæå-
ðîäíûõ áåëêîâ íå âëèÿþò íà òî÷íîñòü åãî îòùå-
ïëåíèÿ. Ïî-âèäèìîìó, âñÿ èíôîðìàöèÿ, íåîáõî-
äèìàÿ äëÿ ïðîöåññèíãà ýòèõ áåëêîâ ïðè ñåêðå-
öèè, çàêëþ÷åíà â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñèãíàëü-
íîãî ïåïòèäà èíâåðòàçû.
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Ðèñ. 12.30. Ïóòü ñåêðåòèðóåìîãî áåëêà â ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêå:

1 — ÿäðî; 2 — øåðîõîâàòûé ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì; 3 — ñåêðåòîðíûé ïóçûðåê; 4 — ñåêðåòèðóåìûé áåëîê;
5 — ñåêðåòîðíûé ïóçûðåê â ìîìåíò ýêçîöèòîçà; 6 — àïïàðàò Ãîëüäæè



Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ÷óæåðîäíûé ñèãíàëü-
íûé ïåïòèä ìîæåò ïîëíîñòüþ ôóíêöèîíèðî-
âàòü â êëåòêàõ äðîææåé. Òàê, Ê. Òîìñåí (1983 ã.)
îáíàðóæèë, ÷òî ïðå-ïåïòèäà �-ìèëàçû ìûøè
â êëåòêàõ S. cerevisiae íàïðàâëÿåò ýôôåêòèâíóþ
ñåêðåöèþ �-àìèëàçû â îêðóæàþùóþ ñðåäó. Ïðè
ýòîì â îòîáðàííûõ êëîíàõ èç êëåòîê âûõîäèëî
äî 90 % ñèíòåçèðîâàííîãî ôåðìåíòà, è äðîææè
ïðèîáðåòàëè ñïîñîáíîñòü óòèëèçèðîâàòü êðàõ-
ìàë. Çàòåì (1986 ã.) ãåí-ýêâèâàëåíò ñèãíàëüíîãî
ïåïòèäà �-àìèëàçû áûë ñîñòûêîâàí ñ êîäèðóþ-
ùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ �-ãëþêàíàçû ÿ÷ìå-
íÿ. Ãèáðèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âñòðîåííàÿ
â âåêòîðíîé ïëàçìèäå ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðà
ãåíà ADH1, íàïðàâëÿëà ïðîäóêöèþ â äðîææàõ
õèìåðíîãî áåëêà, �-ãëþêàíàçíàÿ ÷àñòü êîòîðîãî
ýôôåêòèâíî ñåêðåòèðîâàëàñü â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó.

Ì. Áðîêåð ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.) òàêæå ïðî-
äåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî â êëåòêàõ äðîææåé ñèã-
íàëüíûé ïåïòèä àíòèòðîìáèíà III ÷åëîâåêà ïðà-
âèëüíî âûïîëíÿåò ñâîè ôóíêöèè è îáåñïå÷èâà-
åò ýôôåêòèâíóþ ñåêðåöèþ ãëèêîçèëèðîâàííîãî
àíòèòðîìáèíà â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó.

Òàêèì îáðàçîì, áåëêè æèâîòíîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ èíîãäà ìîãóò ïîëíîöåííî ñåêðåòèðîâàòü-
ñÿ èç êëåòîê äðîææåé, èñïîëüçóÿ ñîáñòâåííûå
ñèãíàëüíûå ïåïòèäû. Íî áîëåå íàäåæíûì ïîä-
õîäîì ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå ìîëåêóëÿðíûõ
âåêòîðîâ ýêñïðåññèè–ñåêðåöèè, ñîçäàííûõ íà
îñíîâå ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ S. cerevisiae.

Â ïðîöåññå âûâåäåíèÿ èç êëåòîê áåëêè ãëè-
êîçèëèðóþòñÿ. Êðîìå òîãî, ñåêðåöèÿ ïðåïÿòñò-
âóåò îáðàçîâàíèþ íåðàñòâîðèìûõ êîíãëîìåðà-
òîâ ïðîäóöèðóåìîãî áåëêà, êîòîðîå ÷àñòî íà-
áëþäàåòñÿ ïðè öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ëîêàëèçà-
öèè è âåäåò ê äåíàòóðàöèè áåëêà. Òàêèì îáðà-
çîì, ïðè ñåêðåöèè â äðîææàõ îáû÷íî óäàåòñÿ
ïîëó÷àòü ÷óæåðîäíûé áåëîê â ôîðìå, ìàêñè-
ìàëüíî ïðèáëèæåííîé ê ïðèðîäíîé.

Êðîìå ãåí-ýêâèâàëåíòà ñèãíàëüíîãî ïåïòè-
äà èíâåðòàçû äëÿ ñîçäàíèÿ âåêòîðîâ ñåêðåöèè
àêòèâíî èñïîëüçóþò ëèäåðíóþ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü �-ôàêòîðà. Äàííûé ôåðîìîí ñîñòîèò èç
13 ÀÊ è ïåðâîíà÷àëüíî ñèíòåçèðóåòñÿ ñî ñòðóê-
òóðíîãî ãåíà MF�1 êàê ÷àñòü áåëêà-ïðåäøåñò-
âåííèêà ðàçìåðîì 165 ÀÊ (ðèñ. 12.33). Äàííûé
áåëîê íà N-êîíöå ñîäåðæèò ñèãíàëüíûé ïåïòèä
èç 19 ÀÊ, êîòîðûé ðàñùåïëÿåòñÿ ïðè ñåêðåöèè
ïðå-ïðîáåëêà â ÝÐ. Çà ñèãíàëüíûì ïåïòèäîì
ñëåäóåò ïðîïîñëåäîâàòåëüíîñòü äëèíîé 64 ÀÊ,
èìåþùàÿ òðè ó÷àñòêà ãëèêîçèëèðîâàíèÿ. Òî÷-
íàÿ ôóíêöèÿ ïðîïîñëåäîâàòåëüíîñòè íå âûÿñ-
íåíà. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî îíà ìîæåò óñèëèâàòü

ñåêðåöèþ áåëêà â îêðóæàþùóþ ñðåäó. �-Ôàê-
òîð â áåëêå-ïðåäøåñòâåííèêå ïðåäñòàâëåí ÷å-
òûðüìÿ ïîâòîðàìè, ðàçäåëåííûìè ñïåéñåðíû-
ìè ïåïòèäàìè. Â ïðîòåîëèòè÷åñêèé ïðîöåññèíã
ïpî-�-ôàêòîðà âîâëå÷åíî òðè ïðîòåàçû: ýíäî-
ïåïòèäàçà (êîäèðóåòñÿ ãåíîì KÅÕ2), ðàñùåï-
ëÿþùàÿ Ñ-êîíöåâóþ ñâÿçü ïîñëå äèïåïòèäà
Lys–Arg; äèïåïòèäèëàìèíîïåïòèäàçà (ãåí
STE13), óäàëÿþùàÿ ïàðû Glu–Ala; êàðáîêñèïåï-
òèäàçà, îòùåïëÿþùàÿ â ïðîöåññå îêîí÷àòåëüíî-
ãî ñîçðåâàíèÿ �-ôàêòîðà îñòàòêè Arg è Lys.
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Ðèñ. 12.31. Ñòðóêòóðà ñâÿçàííîãî ñ àñïàðàãèíîì
îëèãîñàõàðèäà, êîòîðûé ïðèñîåäèíÿåòñÿ

ê áîëüøèíñòâó áåëêîâ â ïîëîñòè
ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà.

Âûäåëåííûå çâåíüÿ îáðàçóþò êîð (ñåðäöåâèíó)
îëèãîñàõàðèäà. Ïîñëå ïðîöåññèíãà îëèãîñàõàðèäîâ

â àïïàðàòå Ãîëüäæè âî ìíîãèõ ãëèêîïðîòåèíàõ îñòàþòñÿ
òîëüêî ñàõàðà, îáðàçóþùèå êîð. Man — ìàííîçà,
Glc — ãëþêîçà, GlcNAc — N-àöåòèëãëþêîçàìèí



Ïîñëå òîãî êàê ñòàëà ÿñíà êàðòèíà ïðîöåñ-
ñèíãà ïðå-ïðî-�-ôàêòîðà, â ðÿäå ëàáîðàòîðèé
(1984 ã.) ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêè ñîçäàòü âåêòîðû
ñåêðåöèè íà îñíîâå ïðîìîòîðà è ïðå-ïðîïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè �-ôàêòîðà. Ñðàçó æå ïîñëå ñàéòà
ðàñùåïëåíèÿ Lys–Arg â ïîëîæåíèè 85 ïðå-ïðî-
�-ôàêòîðà ïîìåñòèëè ãåí-ýêâèâàëåíòû ýïèäåð-
ìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà ÷åëîâåêà, èíòåðôåðîíà
�1 ÷åëîâåêà èëè êîëîíèåñòèìóëèðóþùåãî ôàê-
òîðà ãðàíóëîöèòîâ è ìàêðîôàãîâ ÷åëîâåêà. Âî
âñåõ ñëó÷àÿõ èç êëåòîê äðîææåé â ñðåäó ñåêðå-
òèðîâàëèñü çðåëûå ôîðìû áåëêîâ ÷åëîâåêà, îò
êîòîðûõ áûëè òî÷íî îòùåïëåíû ïðå-ïðîïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè �-ôàêòîðà.

Âñëåäñòâèå íåñòàáèëüíîñòè ìíîãîêîïèé-
íûõ âåêòîðíûõ ïëàçìèä â S. cerevisiae ñîçäàí-
íûå øòàììû ìàëîïðèãîäíû äëÿ òåõíîëîãè÷å-

ñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ. Ïîýòîìó Ð. Ñìèò ñ ñîàâòî-
ðàìè (1985 ã.) â ñîñòàâå ïëàçìèäû èíòåãðàöèè
âíåäðèëè â ãåíîì äðîææåé ãèáðèäíûå ãåíû è
ïîëó÷èëè âûñîêîñòàáèëüíûå øòàììû, ïðîäó-
öèðóþùèå è ñåêðåòèðóþùèå ÷óæåðîäíûå áåë-
êè. Îêàçàëîñü, ÷òî â ýòîì ñëó÷àå â îêðóæàþ-
ùóþ ñðåäó ñåêðåòèðóåòñÿ çíà÷èòåëüíî áîëüøå
ñèíòåçèðóåìîãî áåëêà (8–10 %), ÷åì ïðè ýêñ-
ïðåññèè òåõ æå ãåíîâ â ñîñòàâå ïëàçìèäíûõ
âåêòîðîâ (1–2 %). Ýòèì æå àâòîðàì óäàëîñü ïî-
ëó÷èòü ìóòàíòû S. cerevisiae, îáåñïå÷èâàþùèå
áîëåå ýôôåêòèâíóþ ñåêðåöèþ áåëêîâ âî âíåø-
íþþ ñðåäó. Âîçìîæíî, ýòè ìóòàöèè çàòðàãèâà-
þò ñòðîåíèå êëåòî÷íîé ñòåíêè. Íà èõ îñíîâå
áûëè ñîçäàíû øòàììû äðîææåé ñ õðîìîñîì-
íîé ëîêàëèçàöèåé ãèáðèäíûõ ãåíîâ, ñåêðåòè-
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Ðèñ. 12.32. Ïðîöåññèíã ïðå-èíòåðôåðîíîâ ñ ðàçíûìè ñèãíàëüíûìè ïåïòèäàìè
è ðàñïðåäåëåíèå ïðîäóêòîâ ïðîöåññèíãà â S. cerevisiae

Ðèñ. 12.33. Ñòðóêòóðà ïðå-ïðî-�-ôàêòîðà S. cerevisiae è ñõåìà åãî ïðîöåññèíãà.

Çâåçäî÷êàìè îáîçíà÷åíû ó÷àñòêè ãëèêîçèëèðîâàíèÿ ïðîáåëêà



ðóþùèå â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó äî 80 % ñèíòå-
çèðóåìûõ áåëêîâ ÷åëîâåêà.

Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî áåëêîâ æèâîò-
íûõ, ãåí-ýêâèâàëåíòû êîòîðûõ âñòðàèâàëè
â âåêòîðû ýêñïðåññèè–ñåêðåöèè äðîææåé, ÿâëÿ-
þòñÿ ñåêðåòèðóåìûìè â îðãàíèçìå-õîçÿèíå è
èìåþò îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé ðàçìåð. Èìåí-
íî ïîýòîìó äàííûå áåëêè, ñîñòûêîâàííûå
ñ ôóíêöèîíàëüíûì â äðîææàõ ñèãíàëüíûì ïåï-
òèäîì, ýôôåêòèâíî ñåêðåòèðîâàëèñü ÷åðåç
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó è ÷àñòè÷íî âûõîäè-
ëè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó.

Ð. Äýñ ñîàâòîðàìè â 1989 ã. íà ïðèìåðå êðóï-
íîãî (116 êÄà) öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî áåëêà —
�-ãàëàêòîçèäàçû Å. coli — ðåøèëè ïðîâåðèòü,
íàñêîëüêî óíèâåðñàëåí ðàçðàáîòàííûé ïîäõîä
ê ýêñïðåññèè–ñåêðåöèè ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ èç
êëåòîê S. cerevisiae. Ñ ãåí-ýêâèâàëåíòîì ïðå-
ïðîïîñëåäîâàòåëüíîñòè �-ôàêòîðà â ïðàâèëü-
íîé ðàìêå òðàíñëÿöèè ñîåäèíèëè êîäèðóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü �-Gal. Îêàçàëîñü, ÷òî �-Gal
â êëåòêàõ äðîææåé ñåêðåòèðîâàëàñü, íî îñòàâà-
ëàñü â ïåðèïëàçìå. Òàêèì îáðàçîì, ïðå-ïðîïîñ-
ëåäîâàòåëüíîñòü �-ôàêòîðà îáåñïå÷èâàåò ñåê-
ðåöèþ èç öèòîïëàçìû äðîææåé áåëêîâ ðàçíûõ
òèïîâ è ðàçìåðîâ. Â ñâîþ î÷åðåäü, âîçìîæíîñòü
âûõîäà â îêðóæàþùóþ ñðåäó çàâèñèò îò ñàìîãî
ñåêðåòèðóåìîãî áåëêà, ò. å. îò åãî ñïîñîáíîñòè
ïðåîäîëåâàòü áàðüåð êëåòî÷íîé ñòåíêè.
Äæ. Ýðíñò (1988 ã.) ïîêàçàë, ÷òî äëÿ îáåñïå÷å-
íèÿ ñåêðåöèè ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ â êëåòêàõ
äðîææåé ìîæåò áûòü äîñòàòî÷íî îäíîé ïðå-ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè �-ôàêòîðà.

Âàæíîé îñîáåííîñòüþ äðîææåé S. cerevisiae

ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè ñåêðåòèðóþò â îêðóæàþ-
ùóþ ñðåäó ìàëî áåëêîâ, è ýòî óïðîùàåò ïðîöå-
äóðó î÷èñòêè öåëåâîãî ÷óæåðîäíîãî áåëêà, ýêñ-
ïðåññèðóåìîãî è ñåêðåòèðóåìîãî èç êëåòîê.

Ìíîãèå èç áåëêîâ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ,
ïðåäñòàâëÿþùèõ òåðàïåâòè÷åñêèé èíòåðåñ,
ñåêðåòèðóþòñÿ êëåòêàìè îäíèõ òèïîâ, òîãäà êàê
äåéñòâèå èõ íàïðàâëåíî íà äðóãèå êëåòêè. Ýòè
áåëêè ÷àñòî áûâàþò áîãàòû öèñòåèíîì, à ìíî-
æåñòâåííûå äèñóëüôèäíûå ñâÿçè ñëóæàò îñíîâ-
íûì ïðåïÿòñòâèåì äëÿ óñïåøíîé ðåíàòóðàöèè
ïîëèïåïòèäîâ, ïðîäóöèðóåìûõ áàêòåðèÿìè.
Ñåêðåöèÿ äðîææàìè áåëêîâ, êîòîðûå â íîðìå
ñåêðåòèðóþòñÿ êëåòêàìè ìëåêîïèòàþùèõ,
îáû÷íî ñîïðÿæåíà ñ ïðàâèëüíûì ôîðìèðîâà-
íèåì äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé è, êàê ñëåäñòâèå,
ñ ñîõðàíåíèåì ýòèìè áåëêàìè áèîëîãè÷åñêîé
àêòèâíîñòè.

Ïðè íàëè÷èè ðÿäà ÿâíûõ ïðåèìóùåñòâ
äðîææåé S. cerevisiae êàê ñèñòåìû ýêñïðåñ-
ñèè–ñåêðåöèè áåëêîâ æèâîòíûõ ïåðåä áàêòåðè-

àëüíûìè ñèñòåìàìè îíè èìåþò è íåêîòîðûå íå-
äîñòàòêè. Êàê óæå îòìå÷àëîñü, àïïàðàò ãëèêîçè-
ëèðîâàíèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ÷àñòü àïïàðàòà
ñåêðåöèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê. Âíóòðåííèé
óãëåâîäíûé êîð ñîáèðàåòñÿ ïîñëå òðàíñëîêàöèè
ïðîäóêòà â ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì,
à íàðóæíàÿ öåïü ôîðìèðóåòñÿ â àïïàðàòå Ãîëü-
äæè. Â äðîææåâûõ êëåòêàõ ãëèêîçèëèðîâàíèå
íàðóæíûõ öåïåé ïðîèñõîäèò èíà÷å, ÷åì â êëåò-
êàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Êàê ýòî ìîæåò ñêàçàòüñÿ
íà ñâîéñòâàõ êîíêðåòíûõ áåëêîâ, òðåáóåò ñèñòå-
ìàòè÷åñêîãî èçó÷åíèÿ.

Äëÿ ðÿäà áåëêîâ ÷åëîâåêà õàðàêòåðíà òàêàÿ
ìîäèôèêàöèÿ, êîòîðàÿ íå ìîæåò áûòü ðåàëèçîâà-
íà â äðîææàõ. Íàïðèìåð, ìíîãèå áåëêè, ó÷àñò-
âóþùèå â ïðîöåññàõ ñâåðòûâàíèÿ êðîâè, ïîäâåð-
ãàþòñÿ 
-êàðáîêñèëèðîâàíèþ ïî îñòàòêàì ãëóòà-
ìèíîâîé êèñëîòû, à â äðîææàõ òàêîé ñèñòåìû
ïîñòòðàíñëÿöèîííîé ìîäèôèêàöèè áåëêîâ íåò.

Ïðåîäîëåòü óêàçàííûå çàòðóäíåíèÿ ìîæíî
ëèøü ïðè ýêñïðåññèè êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ
â ãîìîëîãè÷íîé ñèñòåìå. Ïîýòîìó âíèìàíèå èñ-
ñëåäîâàòåëåé íàðÿäó ñ îïòèìèçàöèåé ãåííî-èí-
æåíåðíîé ñèñòåìû äðîææåé ïðèâëåêàåò ðàçðà-
áîòêà ìåòîäîâ êëîíèðîâàíèÿ è ýêñïðåññèè ãå-
íîâ â êëåòêàõ âûñøèõ ýóêàðèîò.

12.5.3. Ïðîäóêöèÿ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ
â S. cerevisiae

Ìíîãèå âîïðîñû, êàñàþùèåñÿ ýêñïðåññèè
÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â êëåòêàõ S. cerevisiae, îñâå-
ùåíû â ïðåäûäóùèõ ðàçäåëàõ äàííîé ãëàâû.
Çäåñü ðàññìîòðèì íåêîòîðûå ïðèìåðû ïðîäóê-
öèè äðîææàìè ýêçîãåííûõ áåëêîâ, èìåþùèõ
âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ñîâðåìåííîé áèîòåõíîëî-
ãèè.

Øóìíîãî ïåðâîãî óñïåõà ãåíåòè÷åñêàÿ èí-
æåíåðèÿ äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ äîáèëàñü
áëàãîäàðÿ ñîçäàíèþ øòàììîâ — ïðîäóöåíòîâ
ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãåíà âèðóñà ãåïàòèòà B
(HBV). Ãåïàòèò Â — ñàìîå òÿæåëîå çàáîëåâà-
íèå èç âñåõ âèðóñíûõ ãåïàòèòîâ. Â íåêîòîðûõ
ñòðàíàõ íà åãî äîëþ ïðèõîäèòñÿ ïîëîâèíà âñåõ
ñëó÷àåâ ãåïàòèòà. Îò 5 äî 10 % áîëüíûõ, çàðà-
æåííûõ âèðóñîì ãåïàòèòà Â, ñòàíîâÿòñÿ õðîíè-
÷åñêèìè íîñèòåëÿìè ýòîãî âîçáóäèòåëÿ, ÷òî
â èòîãå ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ ó íèõ öèððîçà ïå-
÷åíè èëè ãåïàòîöåëëþëÿðíîé êàðöèíîìû. ×èñ-
ëî õðîíè÷åñêèõ íîñèòåëåé âèðóñà ãåïàòèòà Â
â ìèðå ñîñòàâëÿåò îêîëî 350 ìëí ÷åëîâåê, ÷òî
ñîîòâåòñòâóåò 5 % íàñåëåíèÿ çåìíîãî øàðà.
Ó õðîíè÷åñêèõ íîñèòåëåé ðèñê ðàçâèòèÿ ãåïà-
òîöåëëþëÿðíîé êàðöèíîìû â 100–200 ðàç
âûøå, ÷åì ó íåèíôèöèðîâàííûõ ëþäåé. ×èñëî
ñìåðòåé, âûçâàííûõ HBV, îöåíèâàåòñÿ âåëè÷è-
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íîé îêîëî 1 ìëí åæåãîäíî. Âñå ýòî îáóñëîâëè-
âàåò áîëüøóþ ïîòðåáíîñòü â âàêöèíå ïðîòèâ
ãåïàòèòà Â.

Ñëîæíîñòü ðåøåíèÿ äàííîé ïðîáëåìû ñî-
ñòîèò â òîì, ÷òî âèðóñ ãåïàòèòà Â íå óäàåòñÿ âû-
ðàùèâàòü â êóëüòóðå êëåòîê è ìåëêèå ëàáîðàòîð-
íûå æèâîòíûå ê íåìó íåâîñïðèèì÷èâû. Èíôåê-
öèþ HBV ìîæíî ìîäåëèðîâàòü òîëüêî íà îáåçüÿ-
íàõ øèìïàíçå, à îíè ðåäêè è î÷åíü äîðîãè.

Ïåðâàÿ âàêöèíà ïðîòèâ ãåïàòèòà Â áûëà ïî-
ëó÷åíà èç ïëàçìû êðîâè õðîíè÷åñêèõ íîñèòå-
ëåé àíòèãåíîâ äàííîãî âèðóñà. Âèðóñ ãåïàòè-
òà Â ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ÷àñòèöó äèàìåòðîì
42 íì (ðèñ. 7 íà öâ. âêëåéêå). Çàðàæåíèå HBV
ìîæíî óñòàíîâèòü ïî íàëè÷èþ òðåõ îñíîâíûõ
àíòèãåííûõ ìàðêåðîâ: ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãå-
íà âèðóñà ãåïàòèòà Â (HBsAg), ñåðäöåâèííîãî
(êîðîâîãî) àíòèãåíà (HBcAg) è àíòèãåíà å
(HBeAg), âûðàáàòûâàþùåãîñÿ â ïðîöåññå ðåï-
ëèêàöèè âèðóñà â ãåïàòîöèòàõ. Ïîâåðõíîñòíûé
àíòèãåí — ýòî ãëèêîïðîòåèí, êîòîðûé ïðèñóò-
ñòâóåò â çàðàæåííîì îðãàíèçìå íå òîëüêî â ñî-
ñòàâå âèðèîíîâ, íî è â âèäå ñôåðè÷åñêèõ ÷àñ-
òèö äèàìåòðîì 18–22 íì, îáðàçóþùèõñÿ â ðå-
çóëüòàòå ñàìîñáîðêè ìîëåêóë HBsAg. Îáíàðó-
æèëîñü, ÷òî äàííûå ÷àñòèöû ïîâåðõíîñòíîãî
àíòèãåíà, î÷èùåííûå îò äðóãèõ êîìïîíåíòîâ
âèðóñà, ñïîñîáíû ïðè ââåäåíèè â îðãàíèçì
øèìïàíçå è ÷åëîâåêà âûçûâàòü èììóííûé îò-
âåò, çàùèùàþùèé îò ïîñëåäóþùåé âèðóñíîé
èíôåêöèè.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ âàêöèíû ïðîòèâ ãåïàòèòà Â
ïëàçìó êðîâè èíôèöèðîâàííûõ ëèö ôðàêöèî-
íèðóþò è èíàêòèâèðóþò òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
ïîëó÷àåìûé ïðåïàðàò HBsAg íå ñîäåðæàë èí-
ôåêöèîííîãî HBV. Êðîìå òîãî, íåîáõîäèìî èñ-
êëþ÷èòü âåðîÿòíîñòü çàðàæåíèÿ äðóãèìè âèðó-
ñàìè (âêëþ÷àÿ âèðóñ èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâå-
êà, âûçûâàþùèé ðàçâèòèå ÑÏÈÄà), êîòîðûå
ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü â ïëàçìå äîíîðîâ. Òàêèì
îáðàçîì, ïëàçìà êðîâè äîëæíà áûòü ïîäâåðãíó-
òà ìíîãî÷èñëåííûì òùàòåëüíûì àíàëèçàì,
è ëèøü çàòåì èç îòîáðàííûõ îáðàçöîâ ìîæíî
âûäåëÿòü HBsAg. Îãðàíè÷åííîñòü èñòî÷íèêîâ
ïðèãîäíîé ïëàçìû, ñëîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ è òåñ-
òèðîâàíèÿ òàêîé ñóáúåäèíè÷íîé âàêöèíû ïðè-
âåëè ê òîìó, ÷òî îíà èìåëà âûñîêóþ ñòîèìîñòü
è íå ìîãëà ñêîëüêî-íèáóäü çàìåòíî óäîâëåòâî-
ðèòü ñóùåñòâóþùèå â íåé ïîòðåáíîñòè.

Â 1979 ã. Ô. Ãàëèáåðò ñ ñîàâòîðàìè ïðîêëî-
íèðîâàëè â Å. coli ÄÍÊ âèðóñà ãåïàòèòà Â è ðàñ-
øèôðîâàëè åå ïåðâè÷íóþ ñòðóêòóðó. Íà êàðòå
ãåíîìà HBV (ðèñ. 12.34) óäàëîñü ëîêàëèçîâàòü
ãåíû, êîäèðóþùèå HBsAg, HBcAg è âèðóñíóþ
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó.

Âèðèîíû HBV ñîäåðæàò êîëüöåâóþ ÷àñòè÷-
íî äâóõöåïî÷å÷íóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ. Îäíîöåïî-
÷å÷íûå ó÷àñòêè ñîñòàâëÿþò â ðàçíûõ ìîëåêóëàõ
îò 15 äî 60 % èõ äëèíû. Òàêèì îáðàçîì, ÄÍÊ
ñîñòîèò èç äëèííîé öåïè L, êîòîðàÿ èìååò ïî-
ñòîÿííûé ðàçìåð (3220 íóêëåîòèäîâ) âî âñåõ
ìîëåêóëàõ, è êîðîòêîé öåïè S, êîòîðàÿ â ðàçíûõ
ìîëåêóëàõ âàðüèðóåò ïî äëèíå (1700–2800 íóê-
ëåîòèäîâ). Â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ âèðóñ-
íàÿ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà äîñòðàèâàåò âòîðóþ öåïü
è ïîëíîñòüþ äâóõöåïî÷å÷íàÿ ÄÍÊ ïîäâåðãàåò-
ñÿ ðåïëèêàöèè.

Ïîñëå òîãî êàê áûëà îïðåäåëåíà êîäèðóþ-
ùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü HBs-àíòèãåíà, â ðàç-
íûõ ëàáîðàòîðèÿõ ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêè ñîç-
äàòü øòàììû — ïðîäóöåíòû âèðóñíîãî àíòèãå-
íà íà îñíîâå Å. coli, à çàòåì è äðóãèõ âèäîâ áàê-
òåðèé. Îäíàêî íè â îäíîì ñëó÷àå íå óäàëîñü ïî-
ëó÷èòü ïîëîæèòåëüíûé ðåçóëüòàò. Ïî-âèäèìî-
ìó, ýòî îáóñëîâëåíî òîêñè÷íîñòüþ äàííîãî âè-
ðóñíîãî áåëêà äëÿ áàêòåðèé. Óñïåõà äîáèëèñü
Ï. Âàëåíçóýëà ñ ñîàâòîðàìè (1982 ã.), à çàòåì
Ð. Õèòçåìàí ñ ñîàâòîðàìè (1983 ã.), êîòîðûå ýêñ-
ïðåññèðîâàëè ãåí-ýêâèâàëåíò ïîâåðõíîñòíîãî
àíòèãåíà â êëåòêàõ äðîææåé. Â ïåðâîé ðàáîòå
êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà S (ñì.
ðèñ. 12.34) âñòðîèëè â ÷åëíî÷íóþ ïëàçìèäó ïîä
êîíòðîëü ïðîìîòîðà ãåíà ADH1 è ñ 3�-êîíöà åå
îãðàíè÷èëè òåðìèíàòîðîì òðàíñêðèïöèè ãåíà
TRP1. Âî âòîðîé ðàáîòå òðàíñêðèïöèÿ ãèáðèä-
íîãî ãåíà èíèöèèðîâàëàñü ñ ïðîìîòîðà ãåíà
PGK1, à òåðìèíàòîð áûë èñïîëüçîâàí òîò æå.
Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ñèíòåç áåëêà S ïðîõîäèë ýô-
ôåêòèâíî è, áîëåå òîãî, âèðóñíûé àíòèãåí ñîáè-
ðàëñÿ â öèòîïëàçìå êëåòîê S. cerevisiae â ÷àñòè-
öû ðàçìåðîì 17–20 íì (S-÷àñòèöû). Ïðàâäà, ýòè
÷àñòèöû ñîñòàâëÿëè ëèøü 2–5 % ñóììàðíîé
ïðîäóêöèè äàííîãî âèðóñíîãî áåëêà â êëåòêàõ
äðîææåé. Íî ýòîãî îêàçàëîñü äîñòàòî÷íî, ÷òî-
áû èç ýêñòðàêòà êëåòîê äðîææåé øòàììà-ïðî-
äóöåíòà ìîæíî áûëî îòíîñèòåëüíî ïðîñòî âû-
äåëèòü ïðåïàðàò HBs-àíòèãåíà. Ïðîâåðêà ïîêà-
çàëà, ÷òî ýòîò ïðåïàðàò îáëàäàåò òåìè æå èììó-
íîãåííûìè ñâîéñòâàìè, ÷òî è ïëàçìåííàÿ âàê-
öèíà ïðîòèâ ãåïàòèòà Â, õîòÿ â äðîææàõ ñèí-
òåçèðîâàëàñü íåãëèêîçèëèðîâàííàÿ ôîðìà
HBsAg. Øèìïàíçå, èììóíèçèðîâàííûå äàí-
íûì ðåêîìáèíàíòíûì àíòèãåíîì, îêàçàëèñü óñ-
òîé÷èâûìè ê çàðàæåíèþ æèâûì HBV â êîëè÷å-
ñòâå, ñîñòàâëÿþùåì 1000 èíôåêöèîííûõ äîç.

Âîçìîæíîñòü êðóïíîìàñøòàáíîé ôåðìåí-
òàöèè äðîææåé íà ïðîñòûõ ñðåäàõ è ïîñëåäóþ-
ùåãî âûäåëåíèÿ S-÷àñòèö èç ýêñòðàêòîâ êëåòîê
ñ èõ î÷èñòêîé ïîçâîëèëà ðàäèêàëüíî óâåëè÷èòü
ïðîèçâîäñòâî äàííîé ñóáúåäèíè÷íîé âàêöèíû
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è çíà÷èòåëüíî ñíèçèòü åå ñòîèìîñòü. Áîëåå
òîãî, îòïàëà íåîáõîäèìîñòü êîíòðîëÿ ïîëó÷àå-
ìûõ ïðåïàðàòîâ íà çàãðÿçíåííîñòü äðóãèìè
âèðóñàìè, ÷òî äîïîëíèòåëüíî óäåøåâèëî ïðî-
öåäóðó.

Ïðîâåðêà íà äîáðîâîëüöàõ òàêæå ïîêàçàëà,
÷òî ðåêîìáèíàíòíàÿ ñóáúåäèíè÷íàÿ âàêöèíà íà
îñíîâå S-÷àñòèö ýôôåêòèâíî èíäóöèðóåò â îð-
ãàíèçìå ÷åëîâåêà èììóííûé îòâåò ïðîòèâ âèðó-
ñà ãåïàòèòà Â. Äàííàÿ âàêöèíà, íàçâàííàÿ âàê-
öèíîé âòîðîãî ïîêîëåíèÿ ïðîòèâ ãåïàòèòà Â,
ÿâèëàñü ïåðâîé ãåííî-èíæåíåðíîé âàêöèíîé,
âíåäðåííîé â ìàññîâîì ìàñøòàáå â ïðàêòèêó
çäðàâîîõðàíåíèÿ.

Äåòàëüíîå èçó÷åíèå áåëêîâ îáîëî÷êè HBV
ïîêàçàëî, ÷òî íàðÿäó ñ îñíîâíûì áåëêîì S â ñó-
ùåñòâåííûõ êîëè÷åñòâàõ â âèðèîí âõîäÿò áåëêè
Ì (ïpe-S2 + S) è L (ïpe-S1 + ïpe-S2 + S). Ïîñëåä-
íèå áåëêè, ïî-âèäèìîìó, ñèíòåçèðóþòñÿ ïðè
èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè ñ ñîîòâåòñòâóþùèõ èíè-
öèàòîðíûõ êîäîíîâ AUG (ñì. ðèñ. 12.34). Îñî-
áîå âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ïðèâëåêëà îáëàñòü
ïpe-S2, òàê êàê â 1986 ã. áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àíòè-
òåëà ê ïpe-S2 íåéòðàëèçóþò âèðóñ ãåïàòèòà Â è,
áîëåå òîãî, âàêöèíà íà îñíîâå ñèíòåòè÷åñêîãî

ïåïòèäà ïðå-S2 çàùèùàëà øèìïàíçå îò èíôåê-
öèè HBV.

Èñõîäÿ èç ýòèõ íàáëþäåíèé ïðåäïîëîæèëè,
÷òî áåëîê Ì ïðè èíúåêöèè â îðãàíèçì áóäåò
îáóñëîâëèâàòü ïîÿâëåíèå àíòèòåë êàê ïðîòèâ
áåëêà S, òàê è ïðîòèâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïpe-S2. Ïîýòîìó ß. Ôóäæèñàâà ñ ñîàâòîðàìè
â 1989 ã. ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó ñîçäàòü øòàìì
äðîææåé, ïðîäóöèðóþùèé áåëîê Ì âèðóñà ãå-
ïàòèòà Â. Ïðè ïðÿìîé ýêñïðåññèè êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïpe-S2–S áåëîê Ì â ðàéîíå
ïpe-S2 áûñòðî ãèäðîëèçîâàëñÿ, è ïîýòîìó îáðà-
çîâûâàëñÿ óêîðî÷åííûé ïîëèïåïòèä. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî ñâÿçü Arg48–Thr49 â ïpe-S2 íàèáîëåå
÷óâñòâèòåëüíà ê äåéñòâèþ òðèïñèíîïîäîáíîé
ïðîòåàçû äðîææåé. Ïîýòîìó â ãåí-ýêâèâàëåíòå
áåëêà Ì äåëåòèðîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
êîäèðóþùóþ 6 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ
(Ser44–Thr49). Ìóòàíòíûé ãåí-ýêâèâàëåíò îáî-
çíà÷èëè Ì-Ð31ñ è âñòðîèëè åãî â ýêñïðåññè-
ðóþùèé äðîææåâîé âåêòîð ïîä êîíòðîëü ïðî-
ìîòîðà ãåíà TDH3. Ñèíòåçèðóåìûé â äðîææàõ
áåëîê Ì-Ð31ñ íå ðàñùåïëÿëñÿ ïðîòåàçàìè, áî-
ëåå òîãî, îí ãëèêîçèëèðîâàëñÿ è áûë ñïîñîáåí
ôîðìèðîâàòü ñôåðè÷åñêèå ÷àñòèöû äèàìåòðîì
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Ðèñ. 12.34. Êàðòà ãåíîìà âèðóñà ãåïàòèòà Â è ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ îáëàñòè, êîäèðóþùåé HBsAg.

Âèðóñíûå áåëêè: S — HBsAg; C — HBcAg; Ð — ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà; Õ — ðåãóëÿòîðíûé áåëîê HBx.
Òîëñòûìè ñòðåëêàìè óêàçàíû ÎÐÒ



îêîëî 20 íì. Íà îñíîâå ïðåïàðàòà òàêèõ ÷àñòèö
ïîëó÷èëè îïûòíóþ ïàðòèþ âàêöèíû è â ýêñïå-
ðèìåíòàõ íà øèìïàíçå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè,
÷òî Ì-Ð31ñ ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì èììóíîãå-
íîì è îáåñïå÷èâàåò çàùèòó îò çàðàæåíèÿ âèðó-
ñîì ãåïàòèòà Â. Î÷åíü âàæíî, ÷òî ïðè ââåäåíèè
ïðåïàðàòà Ì-Ð31ñ àíòèòåëà ïðîòèâ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ïpe-S2 îáðàçóþòñÿ çíà÷èòåëüíî
ðàíüøå (÷åðåç 2 íåä.), ÷åì ïðîòèâ áåëêà S
(1–2 ìåñ., êàê è ïðè èììóíèçàöèè ïëàçìåííîé
èëè ðåêîìáèíàíòíîé S-âàêöèíîé). Áîëåå òîãî,
ïðåïàðàò Ì-Ð31ñ àêòèâíî èíäóöèðóåò íå òîëüêî
ãóìîðàëüíûé, íî è Ò-êëåòî÷íûé èììóííûé îò-
âåò ïðîòèâ ãåïàòèòà Â. Âñå ýòè ôàêòû óêàçûâà-
þò íà òî, ÷òî äàííàÿ âàêöèíà òðåòüåãî ïîêîëå-
íèÿ ïðîòèâ HBV áîëåå ýôôåêòèâíà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ðàíåå èñïîëüçîâàâøèìèñÿ (òàáë. 12.6).

Âïå÷àòëÿþùèå óñïåõè, äîñòèãíóòûå ïðè
ðàçðàáîòêå ðåêîìáèíàíòíûõ ñóáúåäèíè÷íûõ
âàêöèí ïðîòèâ ãåïàòèòà Â íà ñèñòåìå äðîæ-
æåé-ñàõàðîìèöåòîâ, àêòèâèçèðîâàëè èññëåäî-
âàíèÿ, íàïðàâëåííûå íà ñîçäàíèå ìåòîäàìè ãå-
íåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ñóáúåäèíè÷íûõ âàêöèí
ïðîòèâ äðóãèõ èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ. Íàïðè-
ìåð, È. Ìàêðèäè ñ ñîàâòîðàìè (1990 ã.) ñîçäàëè
øòàìì S. cerevisiae, ýôôåêòèâíî ïðîäóöèðóþ-
ùèé ïðîòåêòèâíûé êàïñèäíûé áåëîê VP2
(41 êÄà) âèðóñà èíôåêöèîííîãî áóðñàëüíîãî çà-
áîëåâàíèÿ êóð. Ââåäåíèå ðåêîìáèíàíòíîãî áåë-
êà öûïëÿòàì çàùèùàëî èõ îò äàííîãî çàáîëåâà-
íèÿ, íàíîñÿùåãî áîëüøîé óðîí ñåëüñêîìó õî-
çÿéñòâó.

Äðóãèì âàæíûì íàïðàâëåíèåì èññëåäîâà-
íèé ÿâëÿåòñÿ ñîâåðøåíñòâîâàíèå ïðîìûøëåí-
íûõ øòàììîâ äðîææåé è ñîçäàíèå ïðîäóöåíòîâ
ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ïèùåâîé
ïðîìûøëåííîñòè. Òàê, ïðè ïðîèçâîäñòâå ïèâà
îáðàçóåòñÿ èçáûòîê �-ãëþêàíîâ ÿ÷ìåíÿ, ÷òî óñ-

ëîæíÿåò î÷èñòêó ïèâà. Ïîýòîìó íà ðàçíûõ ýòà-
ïàõ ïðîöåññà äîáàâëÿþò �-ãëþêàíàçû, âûäåëÿå-
ìûå èç áàêòåðèé è ãðèáîâ. Óäåøåâèòü è óïðî-
ñòèòü ïðîöåññ ïèâîâàðåíèÿ óäàëîñü ïîñëå ââå-
äåíèÿ â ïðîìûøëåííûé øòàìì ïèâíûõ äðîæ-
æåé â ñîñòàâå âåêòîðíîé ïëàçìèäû ýêñïðåññèè
S. cerevisiae ãåí-ýêâèâàëåíòà ýíäî-�-ãëþêàíàçû
èç íèò÷àòûõ ãðèáîâ Trichoderma reesei (1987 ã.).
Â êà÷åñòâå ìàðêåðà äëÿ îòáîðà òðàíñôîðìàíòîâ
ïîëèïëîèäíîãî øòàììà ïèâíûõ äðîææåé èñ-
ïîëüçîâàëè äîìèíàíòíûé ãåí CUP1. Â âåêòîð
YEp-òèïà ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðà ãåíà PGK1
âñòðîèëè ïîëíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êÄÍÊ
�-ãëþêàíàçû, ñîäåðæàùóþ è ãåí-ýêâèâàëåíò
ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà. Îòîáðàííûå òðàíñôîð-
ìàíòû ýôôåêòèâíî ïðîäóöèðîâàëè è ñåêðåòè-
ðîâàëè â ñðåäó ãëèêîçèëèðîâàííóþ ýíäî-�-ãëþ-
êàíàçó, êîòîðàÿ óñïåøíî ãèäðîëèçîâàëà �-ãëþ-
êàíû ÿ÷ìåíÿ.

Ðàçëè÷íûå ìèêðîîðãàíèçìû ïðîäóöèðóþò
ãëþêîàìèëàçû, ãèäðîëèçóþùèå êðàõìàë ñ îáðà-
çîâàíèåì ãëþêîçû. Ýòè ôåðìåíòû èñïîëüçóþò
äëÿ ñàõàðèôèêàöèè êðàõìàëà ïðè ïðîèçâîäñòâå
ãëþêîçû è ýòàíîëà. Äðîææè-ñàõàðîìèöåòû òà-
êèõ ôåðìåíòîâ íå ñèíòåçèðóþò, ïîýòîìó áûëî
ðåøåíî ñîçäàòü ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæå-
íåðèè øòàìì äðîææåé, êîòîðûé áûë áû ñïîñî-
áåí íàïðÿìóþ ïðåâðàùàòü êðàõìàë â ýòèëîâûé
ñïèðò. Ââåäåíèå ãåíà ãëþêîàìèëàçû èç Rhizo-

pus sp. èëè Saccharomyces diastaticus â êëåòêè
S. cerevisiae â ñîñòàâå âåêòîðíîé ìíîãîêîïèé-
íîé ïëàçìèäû ïðèâîäèëî ê ýôôåêòèâíîé ïðî-
äóêöèè è ñåêðåöèè â ñðåäó äàííîãî ôåðìåíòà.

Öåííûì ôåðìåíòîì äëÿ ïèùåâîé ïðîìûø-
ëåííîñòè ÿâëÿåòñÿ õèìîçèí áûêà. Îí ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé àñïàðòèëïðîòåèíàçó, êîòîðàÿ ðàñùå-
ïëÿåò �-êàçåèí, âûçûâàÿ ñâåðòûâàíèå ìîëîêà.
Â ýòîì çàêëþ÷àåòñÿ ïåðâàÿ ñòàäèÿ ñûðîâàðå-
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Òàáëèöà 12.6. Õàðàêòåðèñòèêà âàêöèí ïðîòèâ ãåïàòèòà Â

Ïàðàìåòð
Âàêöèíà

ïåðâîãî ïîêîëåíèÿ âòîðîãî ïîêîëåíèÿ òðåòüåãî ïîêîëåíèÿ

Èñòî÷íèê Ïëàçìà êðîâè ÷åëîâåêà Äðîææè Äðîææè

Èììóíîãåí HBsAg-÷àñòèöû S-÷àñòèöû M-P31c-÷àñòèöû

Äèàìåòð ÷àñòèö, íì 22 18 20
Ñîñòàâëÿþùèå áåëêè1 P25, GP28 P25 GP34, GP37
Àíòèòåëà ïðîòèâ S +++ +++ +++
Àíòèòåëà ïðîòèâ ïðå-S2 – – +++
Êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò ± ± ++

Ïðèìå÷àíèå. Èììóííûé îòâåò èññëåäîâàëè íà ìûøàõ è ìîðñêèõ ñâèíêàõ: «–» îáîçíà÷àåò îòñóòñòâèå èì-
ìóíèòåòà, «±» — ñëàáûé îòâåò, ÷èñëî çíàêîâ «+» îòðàæàåò óðîâåíü èììóííîãî îòâåòà.

1 P25 — íåãëèêîçèëèðîâàííûé áåëîê ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 25 êÄà, GP28 (34, 37) — ãëèêîïðîòåèí
ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 28 (34, 37) êÄà.



íèÿ. Â îðãàíèçìå õîçÿèíà õèìîçèí ñèíòåçèðó-
åòñÿ êàê ïðå-ïðîõèìîçèí äëèíîé 381 ÀÊ. Â ðå-
çóëüòàòå ñåêðåöèè ïðå-ïðîõèìîçèíà îòùåïëÿåò-
ñÿ ñèãíàëüíûé ïåïòèä (16 ÀÊ) è îáðàçóåòñÿ
ïðîõèìîçèí. Ïðîõèìîçèí àêòèâèðóåòñÿ ïðè
íèçêîì ðÍ â ðåçóëüòàòå ìíîãîñòàäèéíîãî àâòî-
êàòàëèòè÷åñêîãî îòùåïëåíèÿ 42 ÀÊ ñ N-êîíöà,
÷òî ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ õèìîçèíà ðàçìå-
ðîì 323 ÀÊ, îáëàäàþùåãî ñïåöèôè÷íîé ôåð-
ìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ.

Ïîëíûé ãåí ïðå-ïðîõèìîçèíà áûë êëîíèðî-
âàí â Å. coli â 1982 ã., îïðåäåëåíà åãî íóêëåîòèä-
íàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Ýòî ïîçâîëèëî âûùå-
ïèòü ÷àñòè ãåíà è, ñîñòûêîâàâ èõ ñ ñèíòåòè÷å-
ñêèìè ñåãìåíòàìè, ñêîíñòðóèðîâàòü ôðàãìåí-
òû, ñîäåðæàùèå êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè äëÿ ïðå-ïðîõèìîçèíà, ìåò-ïðîõèìîçèíà
è ìåò-õèìîçèíà. (Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî
â ïðèðîäíîì ãåíå èíèöèàòîðíûé òðèïëåò ATG
îòñóòñòâóåò ïåðåä ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ êàê
ïðîõèìîçèíà, òàê è õèìîçèíà.) Ñîçäàííûå
ãåí-ýêâèâàëåíòû Äæ. Ìåëîð ñ ñîàâòîðàìè
(1983 ã.) âñòðîèëè â ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð
ðÌÀ91. Ãèáðèäíûå ïëàçìèäû ðÌÀ91-66,
ðÌÀ91-82 è ðÌÀ91-86 ââåëè â êëåòêè äðîææåé
è ïðîàíàëèçèðîâàëè ïðîäóêöèþ ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ áåëêîâ. Èììóíîïðåöèïèòàöèåé âûÿâëåíà
ýêñïðåññèÿ âñåõ òðåõ èñêóññòâåííûõ ãåíîâ,
ïðè÷åì íàèáîëüøàÿ ïðîäóêöèÿ íàáëþäàëàñü
äëÿ ìåò-ïðîõèìîçèíà (äî 5 % ñóììàðíîãî ðàñ-
òâîðèìîãî áåëêà äðîææåé). Ïðîäóêöèÿ ïðå-
ïðîõèìîçèíà ñîñòàâèëà ïðèìåðíî 1 % ñóììàð-
íîãî ðàñòâîðèìîãî áåëêà êëåòîê, à óðîâåíü ïðî-
äóêöèè ìåò-õèìîçèíà áûë î÷åíü íåâåëèê (ìå-
íåå 0,1 % ñóììàðíîãî áåëêà). Ïðå-ïðîõèìîçèí
âûÿâëÿëñÿ â êëåòêàõ S. cerevisiae èñêëþ÷èòåëü-
íî â âèäå ïðîõèìîçèíà, ÷òî óêàçûâàåò íà ïðî-
öåññèíã ýòîãî áåëêà, îäíàêî ñåêðåöèÿ ïðîõèìî-
çèíà â ñðåäó â äàííîì ñëó÷àå íå íàáëþäàëàñü.
Ìåò-õèìîçèí, ïî-âèäèìîìó, áûñòðî äåãðàäèðó-
åòñÿ âíóòðèêëåòî÷íûìè ïåïòèäàçàìè. Ñèíòåçè-
ðóåìûé æå â êëåòêàõ äðîææåé ìåò-ïðîõèìîçèí
çíà÷èòåëüíî ñòàáèëüíåå. Ïîñëå àêòèâàöèè îí
ïðîÿâëÿåò ñïåöèôè÷íóþ ôåðìåíòàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü. Â íåçàâèñèìîì èññëåäîâàíèè Ê. Ãîô
ñ ñîàâòîðàìè (â 1984 ã.) ñ ïîìîùüþ ñèíòåòè÷å-
ñêîãî ñåãìåíòà ñîñòûêîâàëè êÄÍÊ ïðîõèìîçè-
íà áûêà ñ ïðîìîòîðîì ãåíà GAL1 S. cerevisiae.
Ñîçäàííûé ãèáðèäíûé ãåí, ââåäåííûé â êëåòêè
äðîææåé â ñîñòàâå êëîíèðóþùåãî âåêòîðà
YEp-òèïà, íàïðàâëÿë ñèíòåç áèîëîãè÷åñêè àê-
òèâíîãî áû÷üåãî ôåðìåíòà. Ïîëó÷åííûå øòàì-
ìû ïîçâîëÿþò óïðîñòèòü è óäåøåâèòü ïðîöåññ
ïîëó÷åíèÿ ïðîõèìîçèíà, íåîáõîäèìîãî äëÿ ïè-
ùåâîé ïðîìûøëåííîñòè.

Èíòåðåñíà ðàáîòà Äæ. Ëè ñ ñîàâòîðàìè
(1988 ã.), êîòîðûå ýêñïðåññèðîâàëè â S. cere-

visiae ñèíòåòè÷åñêèé ãåí-ýêâèâàëåíò òàóìàòè-
íà — ðàñòèòåëüíîãî áåëêà, ïðåâîñõîäÿùåãî ñà-
õàðîçó ïî ñëàäîñòè â 3000 ðàç. Ïðîäóöèðóåìûé
â äðîææàõ áåëîê (207 ÀÊ) ïðàâèëüíî ôîðìèðî-
âàë âîñåìü (!) äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé è ñîõðàíÿë
ñâîéñòâà òàóìàòèíà. Îí ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâ-
íûì çàìåíèòåëåì ñàõàðà äëÿ ðÿäà ïðîäóêòîâ
ïèòàíèÿ.

Âîçìîæíîñòü ïîâûøåíèÿ ïðîäóêòèâíîñòè
äðîææåé ïî öåëåâûì ýíäîãåííûì áåëêàì ïîêà-
çàëè Ò. Íåëüñåí ñ ñîàâòîðàìè (1990 ã.). Êàðáîê-
ñèïåïòèäàçà Y (CPY) äðîææåé ÿâëÿåòñÿ êîì-
ìåð÷åñêèì ôåðìåíòîì, èñïîëüçóåìûì äëÿ ñèí-
òåçà ïåïòèäîâ. Ãåí-ýêâèâàëåíò CPY âñòðîèëè
â ïëàçìèäó YEp-òèïà ïîä êîíòðîëü ðåãóëèðóå-
ìîãî ñèëüíîãî ïðîìîòîðà ãåíà GAL1. Ñîçäàí-
íûé â ðåçóëüòàòå ïëàçìèäíîé òðàíñôîðìàöèè
øòàìì äðîææåé îáåñïå÷èâàë â óñëîâèÿõ èí-
äóêöèè GAL1 ïðîäóêöèþ ôåðìåíòà, â 200 ðàç
ïðåâûøàþùóþ òàêîâóþ â èñõîäíîì øòàììå.

Ðàññìîòðåííûå ïðèìåðû äåìîíñòðèðóþò,
÷òî ìåòîäû ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ïîçâîëÿ-
þò ñîçäàâàòü íîâûå âûñîêîýôôåêòèâíûå òåõíî-
ëîãèè ñ èñïîëüçîâàíèåì äðîææåé-ñàõàðîìèöå-
òîâ, íàïðàâëåííûå íà ïðîèçâîäñòâî ðàçëè÷íûõ
áåëêîâ, èìåþùèõ âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ìåäèöè-
íû, âåòåðèíàðèè è ïðîèçâîäñòâà ïðîäóêòîâ ïè-
òàíèÿ. Íà îñíîâå áîãàòîãî îïûòà èññëåäîâàíèé,
âûïîëíåííûõ íà S. cerevisiae, àêòèâíî ðàçðàáà-
òûâàþòñÿ ãåííî-èíæåíåðíûå ñèñòåìû äëÿ äðó-
ãèõ âèäîâ äðîææåé è ãðèáîâ, êîòîðûå ïðåäñòàâ-
ëÿþò èíòåðåñ äëÿ áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîöåñ-
ñîâ.

12.5.4. Äâóõãèáðèäíàÿ ñèñòåìà äðîææåé
äëÿ èäåíòèôèêàöèè
áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé

Âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó äâóìÿ áåëêàìè ÷àùå
âñåãî âûÿâëÿþò in vitro, èñïîëüçóÿ áèîõèìè÷å-
ñêèå ïðîöåäóðû, òàêèå êàê êîôðàêöèîíèðîâà-
íèå ïðè õðîìàòîãðàôèè, êîèììóíîïðåöèïèòà-
öèÿ èëè õèìè÷åñêîå ñøèâàíèå áåëêîâ.

Ñ. Ôèëäñ è Î. Ñîíã â 1989 ã. îïèñàëè ïðèí-
öèïèàëüíî íîâóþ ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ñèñòåìó
äëÿ âûÿâëåíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêîâ â ýóêà-
ðèîòè÷åñêîé ñèñòåìå in vivo, èñïîëüçóþùóþ
îñîáåííîñòè îðãàíèçàöèè è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
áåëêà GAL4 äðîææåé S. cerevisiae. Ýòîò áåëîê
ÿâëÿåòñÿ àêòèâàòîðîì òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, êî-
äèðóþùèõ ôåðìåíòû ìåòàáîëèçìà ãàëàêòîçû.
GAL4 ñîñòîèò èç äâóõ äîìåíîâ: N-êîíöåâîãî
äîìåíà, êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ ñî ñïåöèôè÷åñêè-
ìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ — UASG (îò
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àíãë. upstream activating site), à òàêæå Ñ-êîíöå-
âîãî äîìåíà, ñîäåðæàùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
íåîáõîäèìûå äëÿ àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè
(ðèñ. 12.35, à). Äàííûå äîìåíû íàçûâàþò ñîîò-
âåòñòâåííî ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèì (GAL4-ÂD) è
àêòèâàòîðíûì (GAL4-ÀD). Îêàçàëîñü, ÷òî äî-
ìåíû áåëêà GAL4 ìîãóò âûïîëíÿòü ñâîþ èíòå-
ãðàëüíóþ ôóíêöèþ è â òîì ñëó÷àå, êîãäà îíè
âõîäÿò â ñîñòàâ äâóõ ðàçíûõ õèìåðíûõ áåëêîâ,
êîòîðûå in vivo âçàèìîäåéñòâóþò ìåæäó ñîáîé
(ñì. ðèñ. 12.35, á, â). Àâòîðû ýêñïåðèìåíòàëüíî

äîêàçàëè ýòî, ñêîíñòðóèðîâàâ ãèáðèäíûå ãåíû
íà îñíîâå êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
GAL4 è äðîææåâûõ áåëêîâ SNF1 (ñåðèí-òðåî-
íèíêèíàçà) è SNF4 (ôèçè÷åñêè àññîöèèðóåò ñ
SNF1, óñèëèâàÿ åãî àêòèâíîñòü). Âàðèàíòû ñèí-
òåçèðîâàííûõ â äðîææàõ áåëêîâ ïðåäñòàâëåíû
íà ðèñ. 12.36.

Äëÿ ïëàçìèäíîé òðàíñôîðìàöèè èñïîëüçî-
âàëè øòàìì äðîææåé S. cerevisiae ñ äåëåöèåé
ãåíà GAL4 è âñòðîéêîé ñëèòîãî ãåíà GAL1–lacZ

â ëîêóñ URA3. Êðîìå òîãî, äàííûé øòàìì èìåë
ìóòàöèè ïî ãåíàì HIS3 è LEU2, êîòîðûå ÿâëÿ-
ëèñü ìàðêåðàìè ïëàçìèä, íåñóùèõ ÄÍÊ-ñâÿçû-
âàþùèé è àêòèâàòîðíûé äîìåíû GAL4 ñîîò-
âåòñòâåííî. Â òàêîé øòàìì ìîæíî áûëî ââî-
äèòü ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, ñåëåêòèðîâàòü öåëå-
âûå òðàíñôîðìàíòû è àíàëèçèðîâàòü â íèõ àê-
òèâíîñòü GAL4 ïî ïðîäóêöèè �-ãàëàêòîçèäàçû.
Â èíäèâèäóàëüíûõ êëîíàõ òðàíñôîðìàíòîâ
â çàâèñèìîñòè îò ñèíòåçèðîâàííûõ öåëåâûõ
áåëêîâ àêòèâíîñòü �-Gal ñîñòàâëÿëà:

GAL4(1–881) 4000
GAL4(1–147) < 1
GAL4(1–147)–SNF1 < 1
SNF4 < 1
SNF4–GAL4(768–881) < 1
GAL4(1–147)–SNF1 + SNF4–GAL4(768–881) 180
GAL4(1–147) + SNF4 7
GAL4(1–147) + SNF4–GAL4(768–881) < 1
Áåç ïëàçìèäû < 1

Ðåçóëüòàòû ýòèõ ýêñïåðèìåíòîâ ïîäòâåðäè-
ëè ïðàâèëüíîñòü ïðåäëîæåííîãî ìåòîäà âûÿâ-
ëåíèÿ áåëîê-áåëêîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî õîòÿ àêòèâíîñòü êîìïëåêñà,
ñîñòîÿùåãî èç äâóõ õèìåðíûõ áåëêîâ (ñì.
ðèñ. 12.35, â), áûëà çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì
ó ïðèðîäíîãî áåëêà GAL4, òåì íå ìåíåå ýòîãî
áûëî äîñòàòî÷íî äëÿ îêðàøèâàíèÿ êîëîíèé
ñîîòâåòñòâóþùèõ äâîéíûõ òðàíñôîðìàíòîâ
â òåìíî-ñèíèé öâåò ïðè íàëè÷èè â ñðåäå Xgal.

Äðîææåâàÿ äâóõãèáðèäíàÿ ñèñòåìà íàøëà
øèðîêîå ïðèìåíåíèå äëÿ èçó÷åíèÿ âçàèìîäåé-
ñòâèÿ áåëêîâ ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìîâ è âèðóñîâ.
Ïåðâûé àíàëèç áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñò-
âèé íà óðîâíå ïîëíîãî ãåíîìà áûë îñóùåñòâëåí
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Ðèñ. 12.36. Âàðèàíòû áåëêîâ, ñèíòåçèðîâàííûõ â êëåòêàõ äðîææåé è èñïîëüçîâàííûõ äëÿ ðàçðàáîòêè
ìåòîäà äâóõãèáðèäíîé ñèñòåìû äðîææåé.

D — GAL4-ÂD; À — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü GAL4-ÀD, íåîáõîäèìàÿ äëÿ àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè

Ðèñ. 12.35. Ñõåìà äâóõãèáðèäíîé ñèñòåìû äðîææåé
äëÿ èäåíòèôèêàöèè

áåëîê-áåëêîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ:

à — ìîäåëü àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ñ ïðîìîòîðà
ãåíà GAL1 äðîææåâûì áåëêîì GAL4; á — îáðàçî-
âàíèå èíäèâèäóàëüíûõ ãèáðèäîâ ñ äîìåíàìè GAL4;
â — âçàèìîäåéñòâèå ãèáðèäîâ ñ âîññòàíîâëåíèåì
àêòèâíîñòè GAL4; 1 — ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí
GAL4 (GAL4-ÂD); 2 — àêòèâàòîðíûé äîìåí GAL4
(GAL4-AD); 3 — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü GAL4-AD,

íåîáõîäèìàÿ äëÿ àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè.
X, Y — ëþáûå âçàèìîäåéñòâóþùèå áåëêè



ãðóïïîé Ñ. Ôèëäñà â 1996 ã. íà ïðèìåðå ôàãà
Ò7. Ãåíîì ýòîãî ôàãà èìååò ðàçìåð 39 937 ïí
è êîäèðóåò 55 ïîòåíöèàëüíûõ OPT. Â ñèñòåìå
E. coli áûëè ïîëó÷åíû íàáîðû ïëàçìèä pOBD
è pOAD (ðèñ. 12.37), ñîäåðæàùèõ ñòàòèñòè÷å-
ñêè âñòðîåííûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ ôàãà Ò7, ïîëó-
÷åííûå â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè ôàãîâîé ÄÍÊ
óëüòðàçâóêîì (îçâó÷èâàíèÿ). Ãèáðèäíûå ïëàç-
ìèäû çàòåì ïåðåíîñèëè â êëåòêè ãàïëîèäíûõ
øòàììîâ äðîææåé ñ ðàçíûì òèïîì ñïàðèâàíèÿ,
ðàçäåëüíî äëÿ êàæäîãî íàáîðà ïëàçìèä. Ïîñëå
ñïàðèâàíèÿ êëåòîê èç ïîëó÷åííûõ ãèáðèäíûõ
êëîíîâ îòáèðàëè äèïëîèäíûå âàðèàíòû, ñîäåð-
æàùèå îáå ïëàçìèäû, è ïðîâåðÿëè èõ íà íàëè-
÷èå àêòèâíîñòè �-ãàëàêòîçèäàçû (áåëîê-áåëêî-
âîãî âçàèìîäåéñòâèÿ). Ïàðû ïëàçìèä, äëÿ êîòî-
ðûõ îáíàðóæèâàëè âçàèìîäåéñòâèå ñëèòûõ áåë-
êîâ, ñåêâåíèðîâàëè â ðàéîíå âñòðîéêè ôàãîâîé
ÄÍÊ. Â ðåçóëüòàòå ýòîé ðàáîòû äëÿ ôàãà Ò7
áûëè âûÿâëåíû 25 áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåé-
ñòâèé.

Ïîñëå ïîëíîé ðàñøèôðîâêè ãåíîìà äðîæ-
æåé S. cerevisiae Ñ. Ôèëäñ ñ ñîòðóäíèêàìè íå-
ñêîëüêèõ ëàáîðàòîðèé â 1997 ã. ïðåäïðèíÿëè
ìàñøòàáíóþ ðàáîòó ïî âûÿâëåíèþ ãåíîâ äðîæ-
æåé, áåëêîâûå ïðîäóêòû êîòîðûõ âçàèìîäåéñò-
âóþò ìåæäó ñîáîé in vivo. ×òîáû îõâàòèòü âåñü
ãåíîì, íåîáõîäèìî áûëî êëîíèðîâàòü 6102 OPT
äðîææåé. Äëÿ ýòèõ öåëåé áûë ðàçðàáîòàí íî-

âûé ìåòîäè÷åñêèé ïîäõîä (ðèñ. 12.38). Äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ ÏÖÐ íà êàæäîé èç ïîòåíöèàëüíûõ OPT
áûëè ðàññ÷èòàíû ïàðû îëèãîíóêëåîòèäíûõ
ïðàéìåðîâ.

Êàæäûé ïðÿìîé ïðàéìåð ñîäåðæàë óíè-
êàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñïåöèôè÷íóþ
ê íà÷àëó OPT, è îáùóþ äëÿ âñåõ ýòèõ ïðàéìå-
ðîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äëèíîé 22 íóêëåîòèäà
íà 5�-êîíöå. Óíèêàëüíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
íà÷èíàëàñü ñ òðèïëåòà, ñëåäóþùåãî çà èíèöèà-
òîðíûì ATG, è èìåëà ïðîòÿæåííîñòü îò 17 äî
29 íóêëåîòèäîâ. Äëèíà óíèêàëüíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè êàæäîãî ïðÿìîãî ïðàéìåðà ïîäáèðà-
ëàñü òàê, ÷òîáû òåìïåðàòóðà ïëàâëåíèÿ äóïëåê-
ñà ýòîãî ïðàéìåðà ñ öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ íàõîäèëàñü â èíòåðâàëå 68–72 °Ñ.

Êàæäûé îáðàòíûé ïðàéìåð ñîäåðæàë óíè-
êàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñïåöèôè÷íóþ
ê êîíöó OPT, è îáùóþ äëÿ âñåõ ïðàéìåðîâ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü èç 20 íóêëåîòèäîâ íà 5�-êîí-
öå. Óíèêàëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëèíîé
17–29 íóêëåîòèäîâ áûëè êîìïëåìåíòàðíû ïî-
ñëåäíèì 6–10 òðèïëåòàì OPT, âêëþ÷àÿ òåðìè-
íàòîðíûé.

Óíèâåðñàëüíûå êîíöû äëèíîé ïî 20–22 íóê-
ëåîòèäà, îáðàçîâàííûå â ÏÖÐ íà âñåõ ïîòåíöè-
àëüíûõ OPT äðîææåé (ñì. ðèñ. 12.38), âûïîëíÿ-
ëè ðîëü ó÷àñòêîâ ïðàéìèíãà âî âòîðîé ÏÖÐ
(ðåÏÖÐ), êîòîðàÿ ïîçâîëÿëà ïðîâåñòè ðåàìïëè-
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Ðèñ. 12.37. Ïðèìåð ïëàçìèä ýêñïðåññèè äëÿ äâóõãèáðèäíîé äðîææåâîé ñèñòåìû,
îáåñïå÷èâàþùèõ ïðîäóêöèþ õèìåðíûõ áåëêîâ àêòèâàòîðíûì è ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèì äîìåíàìè GAL4.

Ïðèâåäåíû óíèêàëüíûå ó÷àñòêè ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè,
ïî êîòîðûì ïðîèçâîäèòñÿ âñòðîéêà ÷óæåðîäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé



ôèêàöèþ ïîëíîãî íàáîðà OPT ñ ïîìîùüþ âñåãî
ëèøü îäíîé ïàðû ïðàéìåðîâ. Ïðè ýòîì êàæäûé
ÎÐÒ-ôðàãìåíò óäëèíÿëñÿ äîïîëíèòåëüíî íà
50 ïí óíèâåðñàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ êàæ-
äîãî êîíöà. Òàêèì îáðàçîì, êàæäàÿ àìïëèôèöè-
ðîâàííàÿ OPT áûëà îãðàíè÷åíà ñ îáîèõ êîíöîâ
ñåãìåíòàìè äëèíîé 70 ïí. Êîòðàíñôîðìàöèÿ
êëåòîê äðîææåé, îáðàáîòàííûõ ðàñòâîðîì àöå-
òàòà ëèòèÿ è ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ, îïðåäåëåííûì
ïðîäóêòîì ðåÏÖÐ è ðàñùåïëåííîé ðåñòðèêòà-
çàìè PvuII è NcoI âåêòîðíîé ïëàçìèäîé ïðèâî-
äèëà ê ýôôåêòèâíîé ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíà-
öèè in vivo, ÷òî îáåñïå÷èâàëî âñòðîéêó öåëåâîé
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â âåêòîðíóþ
ïëàçìèäó. Äàííûé ìåòîäè÷åñêèé ïîäõîä íå òðå-
áîâàë ïðîâåäåíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ôåðìåíòà-
òèâíûõ ðåàêöèé in vitro è áàêòåðèé â êà÷åñòâå
ïðîìåæóòî÷íîãî õîçÿèíà ãèáðèäíûõ ïëàçìèä.

Â ðåàëüíîì ýêñïåðèìåíòå íà ïåðâîì ýòàïå
ÏÖÐ óäàëîñü óñïåøíî àìïëèôèöèðîâàòü
6046 OPT S. cerevisiae (99,1 %). ÐåÏÖÐ îáåñïå-
÷èëà âòîðîé ýòàï àìïëèôèêàöèè ñ ýôôåêòèâíî-
ñòüþ îêîëî 99 %. Â ðåçóëüòàòå áûëî ïîëó÷åíî
îêîëî 6000 êëîíîâ S. cerevisiae, ñîäåðæàùèõ

ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, ýêñïðåññèðóþùèå õè-
ìåðíûå áåëêè äðîææåé, íà N-êîíöå êîòîðûõ
ðàñïîëîæåí àêòèâàòîðíûé äîìåí GAL4. Âåñü
íàáîð ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ èëè òðàíñôîðìàíòîâ
äðîææåé óìåùàëñÿ íà 16 ïëàíøåòàõ äëÿ ìèêðî-
òèòðîâàíèÿ (ïî 384 ëóíêè êàæäûé).

Îòíîñèòåëüíàÿ ïðîñòîòà ðàçðàáîòàííîé
ñòðàòåãèè ïîçâîëèëà Ñ. Ôèëäñó ñ áîëüøîé
ãðóïïîé ñîòðóäíèêîâ ê 2000 ã. âûïîëíèòü ãëî-
áàëüíûé àíàëèç áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñò-
âèé äëÿ ïîäàâëÿþùåãî áîëüøèíñòâà ïîòåíöè-
àëüíûõ OPT äðîææåé. Íà îñíîâå ãàïëîèäíûõ
øòàììîâ äðîææåé ïðîòèâîïîëîæíûõ òèïîâ
ñïàðèâàíèÿ (MATa è MAT�) áûëè ïîëó÷åíû
áèáëèîòåêè ñëèòûõ áåëêîâ ñ àêòèâàòîðíûì
è ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèì äîìåíàìè GAL4. Â èòîãå
5345 OPT (87 % âñåõ ïîòåíöèàëüíûõ OPT) S. ce-

revisiae áûëè êëîíèðîâàíû â îáåèõ áèáëèîòå-
êàõ. Ïëàçìèäû ñî âñòðîéêàìè GAL4-BD â êà÷å-
ñòâå ñåëåêòèâíîãî ìàðêåðà ñîäåðæàëè ãåí
TRP1, à ïëàçìèäû ñ GAL4-AD — ãåí LEU2 (ñì.
ðèñ. 12.38). Èñïîëüçóÿ ëàáîðàòîðíóþ ðàáî÷óþ
ñòàíöèþ, îáåñïå÷èâàþùóþ àâòîìàòèçàöèþ
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Ðèñ. 12.38. Ñòðàòåãèÿ êëîíèðîâàíèÿ äðîææåâûõ ÎÐÒ.

GAL4-ÀD* — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àêòèâàòîðíîãî äîìåíà GAL4, íåîáõîäèìàÿ äëÿ àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè



è êîìïüþòåðíûé êîíòðîëü îïåðàöèé, îñóùåñòâ-
ëÿëè ìíîãî÷èñëåííûå ïðîöåäóðû ñïàðèâàíèÿ
ãàïëîèäíûõ øòàììîâ, ñîäåðæàùèõ ãèáðèäíûå
ïëàçìèäû, â ëóíêàõ ïëàíøåòîâ äëÿ ìèêðîòèò-
ðîâàíèÿ. Êàæäûé øòàìì îäíîé êîëëåêöèè ñïà-
ðèâàëè ïîñëåäîâàòåëüíî ñî âñåìè øòàììàìè
äðóãîé êîëëåêöèè. Îáðàçîâàâøèåñÿ äèïëîèä-
íûå øòàììû âûÿâëÿëè íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå
áåç òðèïòîôàíà è ëåéöèíà. Ýòè øòàììû çàòåì
àíàëèçèðîâàëè íà ñðåäå ñ Xgal íà ïðåäìåò èí-
äóêöèè ãåíà GAL1–lacZ. Â ðåçóëüòàòå òàêîãî
ìíîãîôàêòîðíîãî ýêñïåðèìåíòà áûëè âûÿâëå-

íû 957 âçàèìîäåéñòâèé, â êîòîðûõ ó÷àñòâîâàëî
1004 áåëêà S. cerevisiae.

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçóÿ ðàçðàáîòàííóþ
äâóõãèáðèäíóþ ñèñòåìó, âïåðâûå óäàëîñü îñó-
ùåñòâèòü àíàëèç âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêîâ ýóêà-
ðèîòè÷åñêîãî îðãàíèçìà â ìàñøòàáå ïîëíîãî ãå-
íîìà. Êàê âèäèì, íàêàïëèâàåìûå äàííûå ñåêâå-
íèðîâàíèÿ è ðîáîòèçàöèÿ ìíîãîôàêòîðíûõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ íåèçìåðèìî óâåëè÷èâàþò âîçìîæíîñòè
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè â
èçó÷åíèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñëîæíûõ ãåíîìîâ
êàê íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, òàê è íà
óðîâíå áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé.

ÐÅÊÎÌÅÍÄÓÅÌÀß ËÈÒÅÐÀÒÓÐÀ

Àëáåðòñ Á., Áðåé Ä., Ëüþèñ Äæ. è äð. Ìîëåêóëÿð-
íàÿ áèîëîãèÿ êëåòêè: Â 5 ò. Ò. 2. Ì.: Ìèð, 1986.
312 ñ.

Âàêöèíû ïðîòèâ ãåïàòèòà Â, ïðèãîòîâëåííûå èç
äðîææåâûõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ãåííîé
èíæåíåðèè: Âûâîäû è ðåêîìåíäàöèè ñîâåùàíèÿ
ÂÎÇ // Áþë. ÂÎÇ. 1985. Ò. 63. Ñ. 37–43.

Êàðòåð Á. Ë. À., Èðàíè Ì., Ìàêêåé Â. Ë. è äð.

Ýêñïðåññèÿ è ñåêðåöèÿ ïðîäóêòîâ ãåòåðîëîãè÷-
íûõ ãåíîâ â äðîææàõ // Íîâîå â êëîíèðîâàíèè
ÄÍÊ. Ìåòîäû / Ïîä ðåä. Ä. Ãëîâåðà. Ì.: Ìèð,
1989. Ñ. 208–237.

Ðîñòåéí Ð. Êëîíèðîâàíèå â äðîææàõ // Êëîíèðîâà-
íèå ÄÍÊ. Ìåòîäû / Ïîä ðåä. Ä. Ãëîâåðà. Ì.:
Ìèð, 1988. Ñ. 285–314.

Ñáîðíèê ìåòîäèê ïî ãåíåòèêå äðîææåé-ñàõàðîìè-
öåòîâ / È. À. Çàõàðîâ, Ñ. À. Êîæèí, Å. Í. Êîæè-
íà, È. Â. Ôåäîðîâà. Ë.: Íàóêà, 1984. 144 ñ.

Ùåëêóíîâ Ñ. Í. Êëîíèðîâàíèå ãåíîâ. Íîâîñè-
áèðñê: Íàóêà, 1986. 228 ñ.

Anand R., Riley J. H., Butler R. et al. A 3,5 genome
equivalent multi access YAC library: Construction,
characterisation, screening and storage // Nucl.
Acids Res. 1990. Vol. 18. P. 1951–1956.

Armaleo D., Ye G. N., Klein T. M. et al. Biolistic
nuclear transformation of Saccharomyces cerevi-

siae and other fungi // Curr. Genet. 1990. Vol. 17.
P. 97–103.

Bachmair A., Finley D., Varshavsky A. In vivo half-
life of a protein is a function of its amino-terminal
residue // Sciences. 1986. Vol. 234. P. 179–186.

Bartel P. L., Roecklein J. A., SenGupta D., Fields S.

A protein linkage map of Escherichia coli bacte-
riophage T7 // Nature Genetics. 1996. Vol. 12.
P. 72-77.

Bodmer M. W., Angal S., Yarranton G. T. et al. Mole-
cular cloning of a human gastric lipase and expres-
sion of the enzyme in yeast // Biochim. Biophys.
Acta. 1987. Vol. 909. P. 237–244.

Boeke J. D., Xu H., Fink G. R. A general method for
the chromosomal amplification of genes in yeast //
Science. 1988. Vol. 239. P. 280–282.

Broker M., Ragg H., Karges H. E. Expression of hu-
man antithrombin III in Saccharomyces cerevisiae

and Schizosaccharomyces pombe // Biochim. Bio-
phys. Acta. 1987. Vol. 908. P. 203–213.

Burke D. T. Yeast artificial chromosome cloning. YAC
cloning: Options and problems // Gene Anal.
Techn. 1990. Vol. 7. P. 94–99.

Carbon J., Amstutz H., Clarke L. et al. Centromere
structure and function in budding and fussion yeast
// Eucaryotic DNA Replicat. Cold Spring Harbon
(N.Y.), 1988. P. 433–439.

Cebollero E., Gonzalez-Ramos D., Tabera L., Gon-

zalez R. Transgenic wine yeast technology comes
of age: is it time for transgenic wine? // Biotechnol.
Lett. 2007. Vol. 29. P. 191–200.

Chang C. N., Matteucci M., Perry L. J. et al. Saccha-

romyces cerevisiae secretes and correctly processes
human interferon hybrid proteins containing yeast
invertase signal peptides // Mol. Cell. Biol. 1986.
Vol. 6. P. 1812–1819.

Compton J. L., Zamir A., Szalay A. A. Insertion of
nonhomologous DNA into the yeast genome me-
diated by homologous recombination with a co-
transforming plasmid // Mol. Gen. Genet. 1982.
Vol. 188. P. 44–50.

Das R. C., Shultz J. L., Lehman D. J. �-Factor leader
sequence-directed transport of Escherichia coli

�-galactosidase in the secretory pathway of Saccha-

romyces cerevisiae // Mol. Gen. Genet. 1989.
Vol. 218. P. 240–248.

Ecker D. J., Stadel J. M., Butt T. R. et al. Increasing
gene expression in yeast by fusion to ubiquitin //
J. Biol. Chem. 1989. Vol. 264. P. 7715–7719.

Ernst J. F. Efficient secretion and processing of hete-
rologous proteins in Saccharomyces cerevisiae is
mediated solely by the pre-segment of �-factor pre-
cursor // DNA. 1988. Vol. 7. P. 355–360.

Fields S., Song O.-K. A novel genetic system to detect
protein-protein interactions // Nature. 1989.
Vol. 340. P. 245–246.

Fujimura H., Hishinuma F., Gunge N. Terminal seg-
ment of Kluyveromyces lactis linear DNA plasmid
pGKL2 supports autonomous replication of hybrid

ÐÅÊÎÌÅÍÄÓÅÌÀß ËÈÒÅÐÀÒÓÐÀ 337



plasmid in Saccharomyces cerevisiae // Curr. Ge-
net. 1987. Vol. 12. P. 99–104.

Fujisawa Y., Itoh Y., Asano T. Studies on a new type
of yeast-derived hepatitis B vaccine (A third ge-
neration vaccine) // J. Takeda Res. Lab. 1989.
Vol. 48. P. 21–32.

Futcher B., Carbon J. Toxic effects of excess cloned
centromeres // Mol. Cell. Biol. 1986. Vol. 6.
P. 2213–2222.

Goodey A. R., Doel S. M., Piggott J. R. et al. The
selection of promoters for the expression of hete-
rologous genes in the yeast Saccharomyces cere-

visiae // Mol. Gen. Genet. 1986. Vol. 204.
P. 505–511.

Hoekema A., Kastelein R. A., Vasser M.,

de Boer H. A. Codon replacement in the PGK1
gene Saccharomyces cerevisiae: Experimental ap-
proach to study the role of biased codon usage in
gene expression // Mol. Cel. Biol. 1987. Vol. 7.
P. 2914–2924.

Hudson J. R., Dawson E. P., Rushing K. L. et al. The
complete set of predicted genes from Saccharo-

myces cerevisiae in a readily usable form // Genome
Res. 1997. Vol. 7. P. 1169–1173.

Hwang Y. I., Harashima S., Oshima Y. Construction
of a promoter-probe vector with the PHO5 gene
encoding repressible acid phosphatase in Sañcha-

romyces cerevisiae // Appl. Microbiol. Biotechnol.
1988. Vol. 28. P. 155–159.

Imai T., Olson M. V. Second-generation approach to
the construction of yeast artificial-chromosome lib-
raries // Genomics. 1990. Vol. 8. P. 297–303.

Jabbar M. A., Nayak D. P. Signal processing, glyco-
sylation, and secterion of mutant hemagglutinins of
a human influenza virus by Saccharomyces cere-

visiae // Mol. Cel. Biol. 1987. Vol. 7. P. 1476–1485.
Jastreboff M. M., Ito E., Bertino J. R., Narayanan R.

Use of electroporation for high-molecular-weight
DNA-mediated gene transfer // Exp. Cell. Res.
1987. Vol. 171. P. 513–517.

Kamper J., Meinhardt F., Gunge N., Esser K. In vivo

construction of linear vectors based on killer plas-
mids from Kluyveromyces lactis: Selection of
a nuclear gene results in attachment of telomeres //
Mol. Cell. Biol. 1989. Vol. 9. P. 3931–3937.

Leupin O., Bontron S., Strubin M. Hepatitis B virus X
protein and simian virus 5V protein exhibit similar
UV-DDB1 binding properties to mediate distinct
activities // J. Virol. 2003. Vol. 77. P. 6274–6283.

Macreadie I. G., Vaughan P. R., Chapman A. J. et al.

Passive protection against infectious bursal disease
virus by viral VP2 expressed in yeast // Vaccine.
1990. Vol. 8. P. 549–552.

McCraith S., Holtzman T., Moss B., Fields S. Ge-
nome-wide analysis of vaccinia virus protein-pro-
tein interactions // Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 2000.
Vol. 97. P. 4879-4884.

Miyajima A., Otsu K., Schreurs J. et al. Expression of
murine and human granulocyte-macrophage colo-
ny-stimulating factors in S. cerevisiae: mutanegesis
of the potential glycosylation sites // EMBO J.
1986. Vol. 5. P. 1193–1197.

Quirk A. V., Geisow M. J., Woodrow J. R. et al.

Production of recombinant human serum albumin
from Saccharomyces cerevisiae // Biotechnol.
Appl. Biochem. 1989. Vol. 11. P. 273–287.

Santangelo G. M., Tornow J., McLaughlin G. S.,
Moldave K. Properties of promoters cloned ran-
domly from the Saccharomyces cerevisiae genome
// Mol. Cell. Biol. 1988. Vol. 8. P. 4217–4224.

Shaw K. J., Frommer B. R., Anagnost J. A. et al.
Regulated secretion of McGM-CSF in Saccharo-
myces cerevisiae via GAL1: MF�1 prepro sequ-
ences // DNA. 1988. Vol. 7. P. 117–126.

Smith R. A., Duncan M. J., Mair D. T. Heterologous
protein secterion from yeast // Science. 1985.
Vol. 229. P. 1219–1224.

Szostak J. W., Blackburn E. H. Cloning yeast telo-
meres on linear plasmid vectors // Cell. 1982.
Vol. 29. P. 245–255.

Tokunaga M., Wada N., Hishinuma F. A novel yeast
secretion vector utilising secretion signal of killer
toxin encoded on the yeast linear DNA plasmid
pGKL1 // Biochem. Biophys. Res. Commun. 1987.
Vol. 144. P. 613–619.

Uetz P., Giot L., Cagney G. et al. A comprehensive
analysis of protein-protein interactions in Saccha-

romyces cerevisiae // Nature. 2000. Vol. 403.
P. 623–627.

338 Ãëàâà 12. ÃÅÍÍÎ-ÈÍÆÅÍÅÐÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ ÄÐÎÆÆÅÉ SACCHAROMYCES CEREVISIAE



Ãëàâà 13
ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÈÍÆÅÍÅÐÈß
ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ

Ñ ïîÿâëåíèåì ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè
âíèìàíèå ìíîãèõ èññëåäîâàòåëåé ïðèâëåêëà
ñèñòåìà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê (êóëüòóð êëå-
òîê, êóëüòóð òêàíåé) ìëåêîïèòàþùèõ êàê âîç-
ìîæíûé îáúåêò äëÿ ââåäåíèÿ ÷óæåðîäíîé ãåíå-
òè÷åñêîé èíôîðìàöèè è àíàëèçà åå ýêñïðåññèè.
Îñîáûé èíòåðåñ ê êóëüòóðàì êëåòîê ìëåêîïèòà-
þùèõ ñòàë ïðîÿâëÿòüñÿ, êîãäà îáíàðóæèëîñü,
÷òî ìíîãèå ýóêàðèîòè÷åñêèå ãåíû ðàçäðîáëåí-
íû (ýêçîí-èíòðîííàÿ îðãàíèçàöèÿ) è ëèøü â ñèñ-
òåìå êëåòîê âûñøèõ ýóêàðèîò ìîæíî äîñòè÷ü
ïðàâèëüíîãî ñïëàéñèíãà (âûùåïëåíèÿ èíòðî-
íîâ) òðàíñêðèáèðóåìîé ïðå-ìÐÍÊ.

Êðîìå òîãî, ìíîãèå áåëêè ìëåêîïèòàþùèõ
è èõ âèðóñîâ ñèíòåçèðóþòñÿ ïåðâîíà÷àëüíî
â âèäå âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ ïðåäøåñòâåííè-
êîâ, êîòîðûå â ðåçóëüòàòå ñëîæíîãî ñïåöèôè÷å-
ñêîãî ïðîòåëèîçà ïåðåõîäÿò â çðåëóþ ôîðìó.
Ïî-âèäèìîìó, òàêîé ïðîöåññèíã âîçìîæåí
ëèøü â ñèñòåìå îïðåäåëåííûõ òêàíåâûõ êóëü-
òóð æèâîòíûõ.

Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ äëÿ ïðîÿâëåíèÿ ñïå-
öèôè÷åñêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè âàæ-

íîå çíà÷åíèå èìååò ãëèêîçèëèðîâàíèå ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ. Îäíàêî îíî íå ìîæåò ïðî-
èñõîäèòü â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ, à â êëåòêàõ
äðîææåé íå âñåãäà ñîîòâåòñòâóåò ïðèðîäíîìó
òèïó. Äðóãèå ñïîñîáû ïîñòòðàíñëÿöèîííîé
ìîäèôèêàöèè áåëêîâ íàèáîëåå íàäåæíî ìîãóò
áûòü ðåàëèçîâàíû òàêæå ëèøü â ãîìîëîãè÷íîé
ñèñòåìå.

Àêòèâíî ðàçâèâàåìûì íàïðàâëåíèåì èññëå-
äîâàíèé ñòàëà ðàçðàáîòêà êëîíèðóþùèõ âåêòî-
ðîâ íà îñíîâå âèðóñîâ ìëåêîïèòàþùèõ è èñ-
ïîëüçîâàíèå èõ äëÿ ñîçäàíèÿ æèâûõ ïîëèâà-
ëåíòíûõ âàêöèí äëÿ íóæä âåòåðèíàðèè è ìåäè-
öèíû.

Êàê âèäèì, èìåþòñÿ âåñêèå àðãóìåíòû
â ïîëüçó ðàñøèðåííîãî è óãëóáëåííîãî èçó÷å-
íèÿ âîçìîæíîñòåé ãåííî-èíæåíåðíîé ñèñòåìû
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Óæå
ïîëó÷åíû âïå÷àòëÿþùèå ðåçóëüòàòû, íî âïåðå-
äè æäóò íå ìåíåå èíòåðåñíûå îòêðûòèÿ â äàí-
íîé îáëàñòè ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîëîãèè è
áèîòåõíîëîãèè.

13.1. ÂÂÅÄÅÍÈÅ ÌÎËÅÊÓË ÄÍÊ Â ÊËÅÒÊÈ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ

13.1.1. Ââåäåíèå âèðóñíûõ ÄÍÊ

Ñ ïîÿâëåíèåì ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ìå-
òîäîëîãèÿ ââåäåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè ìëå-
êîïèòàþùèõ ïðèâëåêëà âíèìàíèå ìíîãèõ èñ-
ñëåäîâàòåëåé. Ê ýòîìó âðåìåíè óæå áûë ðàçðà-
áîòàí ðÿä ìåòîäîâ òðàíñôåêöèè êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòîê æèâîòíûõ íóêëåèíîâûìè êèñëîòà-
ìè ðàçëè÷íûõ âèðóñîâ.

Â ìíîãî÷èñëåííûõ ðàííèõ ýêñïåðèìåíòàõ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè íàíåñåíèè íà êóëüòèâè-
ðóåìûå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ âîäíûõ ðàñòâî-
ðîâ î÷èùåííûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò âèðóñîâ,
êàê ïðàâèëî, èíôåêöèîííîñòü íóêëåèíîâûõ êè-
ñëîò íå âûÿâëÿåòñÿ. Ïî-âèäèìîìó, ýòî îáóñëîâ-
ëåíî ïðåæäå âñåãî íåýôôåêòèâíûì ïðîíèêíî-
âåíèåì âèðóñíûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò â êëåò-

êè, à òàêæå äåãðàäàöèåé èõ íóêëåàçàìè, íàõîäÿ-
ùèìèñÿ â ñðåäå. Äëÿ óâåëè÷åíèÿ ýôôåêòèâíî-
ñòè òðàíñôåêöèè áûëè ðàçðàáîòàíû ñïåöèàëü-
íûå ìåòîäû, ñïîñîáñòâóþùèå ïðîíèêíîâåíèþ
íóêëåèíîâîé êèñëîòû â êëåòêó è çàùèùàþùèå
åå îò âîçäåéñòâèÿ íóêëåàç.

Ãèïåðòîíè÷åñêèé ñîëåâîé ìåòîä. Âïåðâûå
èíôåêöèîííîñòü î÷èùåííîé âèðóñíîé ÄÍÊ íà
êóëüòóðå êëåòîê îïèñàëè Ã. äè Ìàéîðêà ñ ñîàâòî-
ðàìè â 1959 ã. Îíè ïîêàçàëè, ÷òî, åñëè íà ìîíî-
ñëîé êóëüòóðû êëåòîê æèâîòíûõ íàíåñòè ÄÍÊ
âèðóñà ïîëèîìû â ãèïåðòîíè÷åñêîì ñîëåâîì
ðàñòâîðå (0,5–1,0 Ì NaCl), òî ÷åðåç íåêîòîðîå
âðåìÿ îáðàçóþòñÿ áëÿøêè ëèçèðîâàííûõ âèðó-
ñîì êëåòîê. Ïî-âèäèìîìó, èçìåíåíèå îñìîòè÷å-
ñêîãî äàâëåíèÿ ñðåäû ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ïðî-



öåññà ïîãëîùåíèÿ êëåòêàìè âèðóñíîé ÄÍÊ. Â

äàëüíåéøåì â ðÿäå ðàáîò áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýô-

ôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè äëÿ ÄÍÊ âèðóñîâ ïî-

ëèîìû è SV40 äàííûì ìåòîäîì áëèçêà è ñîñòàâ-

ëÿåò (1–3) � 103 ÁÎÅ íà 1 ìêã ÄÍÊ. Äëÿ äðóãèõ

òèïîâ âèðóñîâ ïîëó÷àåìàÿ äàííûì ìåòîäîì èí-

ôåêöèîííîñòü ÄÍÊ áûëà çàìåòíî íèæå, ÷òî

ñòèìóëèðîâàëî ðàçðàáîòêó íîâûõ ìåòîäè÷å-

ñêèõ ïîäõîäîâ.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ãèïåðòîíè÷åñêèé ñîëå-

âîé ìåòîä âûòåñíåí äðóãèìè, áîëåå ýôôåêòèâ-
íûìè ìåòîäàìè òðàíñôåêöèè êëåòîê ìëåêîïè-
òàþùèõ âèðóñíûìè íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè.

ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîâûé ìåòîä. Â 1968 ã.
Äæ. Ìàê-Êàò÷åí è Äæ. Ïàãàíî îïóáëèêîâàëè
ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ, â êîòîðîì ïîêàçàëè,
÷òî ïîëèêàòèîí äèýòèëàìèíîýòèëäåêñòðàí
(ÄÝÀÝ-äåêñòðàí) çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò ýô-
ôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè êëåòîê æèâîòíûõ
íóêëåèíîâîé êèñëîòîé âèðóñà SV40. Î÷èùåí-
íóþ ÄÍÊ âèðóñà SV40 èíêóáèðîâàëè ñíà÷àëà
â ðàñòâîðå ñ ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîì, âàðüèðóÿ åãî
êîíöåíòðàöèþ îò 100 äî 3000 ìêã/ìë. Çàòåì ýòó
ñìåñü íàíîñèëè íà ìîíîñëîé êëåòîê, êîòîðûé
÷åðåç îïðåäåëåííûé ïðîìåæóòîê âðåìåíè îò-
ìûâàëè îò ïîëèêàòèîíà è çàëèâàëè ñðåäîé.
Â ïðîöåññå ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèè íà ìîíî-
ñëîå ïîÿâëÿëèñü áëÿøêè ëèçèðîâàííûõ êëåòîê.
Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè ÄÍÊ âèðóñà SV40
òàêèì ìåòîäîì ñîñòàâëÿåò (1–10) � 106 ÁÎÅ íà
1 ìêã ÄÍÊ. Íà ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè
âëèÿþò ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà (íàèëó÷øèå ðåçó-
ëüòàòû äîñòèãàþòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ïîëèêà-
òèîíà ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 106 Äà) è êîíöåí-
òðàöèÿ ïðèìåíÿåìîãî ÄÝÀÝ-äåêñòðàíà.

Ìåõàíèçì äåéñòâèÿ ÄÝÀÝ-äåêñòðàíà îêîí-
÷àòåëüíî íå óñòàíîâëåí, íî èçâåñòíî, ÷òî îí
ñâÿçûâàåòñÿ ñ íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè è ÷àñ-
òè÷íî ïðåäîõðàíÿåò èõ îò äåãðàäàöèè íóêëåàçà-
ìè. ÄÝÀÝ-äåêñòðàí òàêæå âçàèìîäåéñòâóåò
ñ êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé è, ïî-âèäèìîìó, çà ñ÷åò
ýòîãî óâåëè÷èâàåò ýôôåêòèâíóþ êîíöåíòðàöèþ
ÄÍÊ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê è ñòèìóëèðóåò ïè-
íîöèòîç, õîòÿ ñàì ïðè ýòîì êëåòêàìè íå çàõâà-
òûâàåòñÿ.

ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîâûé ìåòîä ïî ñðàâíåíèþ
ñ ãèïåðòîíè÷åñêèì ñîëåâûì ìåòîäîì îáåñïå÷è-
âàåò çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå èíôåêöèîííîñòè
ÄÍÊ ðàçëè÷íûõ âèðóñîâ. Îí ïðîñò è äàåò âûñî-
êîâîñïðîèçâîäèìûå ðåçóëüòàòû. Ê íåäîñòàòêàì
ìåòîäà ìîæíî îòíåñòè òî, ÷òî äëÿ íåêîòîðûõ
êóëüòóð êëåòîê ÄÝÀÝ-äåêñòðàí ìîæåò áûòü
òîêñè÷åí ïðè èñïîëüçîâàíèè åãî â âûñîêîé êîí-
öåíòðàöèè. Êðîìå òîãî, ýôôåêòèâíîñòü òðàíñ-

ôåêöèè ìîæåò ñóùåñòâåííî çàâèñåòü îò êà÷åñò-
âà ïðåïàðàòà ÄÝÀÝ-äåêñòðàíà.

Êàëüöèé-ôîñôàòíûé ìåòîä. Àíîìàëüíî
íèçêàÿ èíôåêöèîííîñòü ìîëåêóë ÄÍÊ àäåíîâè-
ðóñîâ è áåçóñïåøíûå ïîïûòêè ïîâûñèòü åå, èç-
ìåíÿÿ áóôåðíûå ðàñòâîðû, êîíöåíòðàöèè
ÄÝÀÝ-äåêñòðàíà è ÄÍÊ, çàñòàâèëè Ô. Ãðýõåìà
è À. âàí äåð Ýáà (1973 ã.) èñêàòü ìîäèôèêàöèè
äàííîãî ìåòîäà òðàíñôåêöèè. Â 1970 ã. Ì. Ìàí-
äåëü è À. Õèãà ïîêàçàëè, ÷òî äëÿ òðàíñôåêöèè
áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê Å. coli íåîáõîäèìî îáðà-
áîòàòü èõ ðàñòâîðîì õëîðèäà êàëüöèÿ (ñì.
2.1.3). Ïîýòîìó Ô. Ãðýõåì è À. âàí äåð Ýá íà-
íåñëè íà ìîíîñëîé êëåòîê KB, ïðåäâàðèòåëüíî
îáðàáîòàííûõ ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîì, ÄÍÊ àäåíî-
âèðóñà Ad5 â ðàñòâîðå ÑàÑ12. Ïðè ýòîì ýôôåê-
òèâíîñòü òðàíñôåêöèè óäàëîñü ïîâûñèòü â 10–
100 ðàç. Â äàëüíåéøåì âûÿñíèëè, ÷òî àíàëîãè÷-
íûå ðåçóëüòàòû ïîëó÷àþòñÿ, êîãäà êëåòêè íå
îáðàáàòûâàþò ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîì. Ïîñêîëüêó
â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ïðèñóòñòâîâàëè ôîñôàòû,
ïðè äîáàâëåíèè ðàñòâîðà õëîðèäà êàëüöèÿ îá-
ðàçîâûâàëñÿ îñàäîê ôîñôàòà êàëüöèÿ. Óäàëåíèå
ýòîãî îñàäêà èç ñðåäû ïðèâîäèëî ê ïîòåðå èí-
ôåêöèîííîñòè ÄÍÊ. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ
çàòåì ýêñïåðèìåíòîâ ñòàëî ÿñíî, ÷òî òðàíñôåê-
öèÿ ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå ñîîñàæäåíèÿ âè-
ðóñíîé ÄÍÊ è îáðàçóþùèõñÿ ìèêðîêðèñòàëëîâ
ôîñôàòà êàëüöèÿ íà êëåòî÷íûé ìîíîñëîé.

Íà ïðèìåðå ÄÍÊ âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà
ïîêàçàíî, ÷òî ñðàçó ïîñëå ñîîñàæäåíèÿ ñ ôîñ-
ôàòîì êàëüöèÿ âèðóñíàÿ ÄÍÊ ñòàíîâèòñÿ óñ-
òîé÷èâîé ê ðàçðóøåíèþ óëüòðàçâóêîì, íî êîìï-
ëåêñ ôîñôàò êàëüöèÿ – ÄÍÊ îñòàåòñÿ ÷óâñòâè-
òåëüíûì ê ÄÍÊàçå â òå÷åíèå 4 ÷. Ïðè âçàèìî-
äåéñòâèè ýòîãî êîìïëåêñà ñ êóëüòóðîé êëåòîê
æèâîòíûõ ÄÍÊ ñòàíîâèòñÿ óñòîé÷èâîé
ê ÄÍÊàçå óæå â òå÷åíèå ïåðâîãî ÷àñà. Äàëüíåé-
øèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ÄÍÊ îáðàçóåò
ñ ôîñôàòîì êàëüöèÿ ïðî÷íûé êîìïëåêñ, êîòî-
ðûé ïðè îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ ïîãëîùàþò
ïðàêòè÷åñêè âñå ðåöèïèåíòíûå êëåòêè. Ýôôåê-
òèâíîñòü ïîãëîùåíèÿ êëåòêàìè êîìïëåêñà ôîñ-
ôàò êàëüöèÿ – ÄÍÊ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè çà-
âèñèò îò ðH, ïðè êîòîðîì ôîðìèðîâàëñÿ ýòîò
êîìïëåêñ, è êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ. Âàæíî, ÷òîáû
îñàäîê ôîñôàòà êàëüöèÿ ïîëó÷èëñÿ ìåëêîäèñ-
ïåðñíûì. Íî äàæå â îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ
ïðîâåäåíèÿ òðàíñôåêöèè äàííûì ìåòîäîì
ëèøü â 1–5 % êëåòîê êîìïëåêñ äîñòèãàåò ÿäðà.
Ïî-âèäèìîìó, ïðîíèêíîâåíèå ÄÍÊ èç öèòî-
ïëàçìû â ÿäðî ÿâëÿåòñÿ êðèòè÷åñêèì ýòàïîì,
íàèáîëåå ñèëüíî âëèÿþùèì íà ýôôåêòèâíîñòü
òðàíñôåêöèè êëåòîê âèðóñíîé ÄÍÊ. Ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ âèçóàëèçàöèÿ ïîçâîëèëà
ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå, ÷òî ìèêðîêðèñòàëëû êîìï-
ëåêñà ôîñôàò êàëüöèÿ – ÄÍÊ ïðîíèêàþò â êëåò-
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êè æèâîòíûõ ôàãîöèòîçîì è ýòîò ïðîöåññ ïðî-
äîëæàåòñÿ â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ÷àñîâ. Ôàãîöè-
òîç äàííîãî êîìïëåêñà ýíåðãåòè÷åñêè è òåìïåðà-
òóðíî çàâèñèì è íå íàáëþäàåòñÿ â êëåòêàõ ñ ïî-
íèæåííûì ñîäåðæàíèåì ÀÒÐ èëè â êëåòêàõ, èí-
êóáèðîâàííûõ íà õîëîäå.

Êàëüöèé-ôîñôàòíûé ìåòîä îáû÷íî áîëåå
ýôôåêòèâåí, ÷åì ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîâûé, ïðè
òðàíñôåêöèè ëèíåéíûìè âèðóñíûìè ÄÍÊ è çà-
ìåòíî óñòóïàåò ïîñëåäíåìó ïðè èñïîëüçîâàíèè
êîëüöåâûõ ìîëåêóë ÄÍÊ. Âåðîÿòíî, îáðàçîâàíèå
ìèêðîêðèñòàëëîâ ôîñôàòà êàëüöèÿ è ñîîñàæäå-
íèå ñ íèìè ìîëåêóë ÄÍÊ ñîïðîâîæäàåòñÿ íàðó-
øåíèåì ñòðóêòóðû ÷àñòè ýòèõ ìàêðîìîëåêóë.
Îñîáåííî äàííûé ýôôåêò ñêàçûâàåòñÿ íà ëà-
áèëüíûõ êîëüöåâûõ ìîëåêóëàõ ÄÍÊ, êîòîðûå
ïîñëå ðàçðûâà öåïåé è ïåðåõîäà â ëèíåéíóþ
ôîðìó óæå íå èíôåêöèîííû. ÄÝÀÝ-äåêñòðàíî-
âûé ìåòîä, êàê áîëåå ìÿãêèé, îáåñïå÷èâàåò çíà-
÷èòåëüíî áóëüøóþ ýôôåêòèâíîñòü ïðîíèêíîâå-
íèÿ êîëüöåâûõ ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè æèâîòíûõ
â íåïîâðåæäåííîì âèäå, õîòÿ â öåëîì äîëÿ êëå-
òîê, ïîãëîòèâøèõ ÄÍÊ ïðè îáðàáîòêå ÄÝÀÝ-
äåêñòðàíîì, ñóùåñòâåííî ìåíüøå, ÷åì ïðè
òðàíñôåêöèè êàëüöèé-ôîñôàòíûì ìåòîäîì.

Ñóùåñòâóåò ðÿä ìîäèôèêàöèé ÄÝÀÝ-äåêñò-
ðàíîâîãî è êàëüöèé-ôîñôàòíîãî ìåòîäîâ. Íà-
ïðèìåð, îáíàðóæåíî, ÷òî îáðàáîòêà êóëüòóð
êëåòîê äèìåòèëñóëüôîêñèäîì (ÄÌÑÎ) ïðèâî-
äèò ê ïîâûøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè òðàíñôåê-
öèè. Ïîëàãàþò, ÷òî ÄÌÑÎ óâåëè÷èâàåò ïðîíè-
öàåìîñòü êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, âñëåäñòâèå ÷åãî
óñèëèâàåòñÿ ïîãëîùåíèå êëåòêàìè àäñîðáèðî-
âàííûõ ìîëåêóë ÄÍÊ.

Äî íåäàâíåãî âðåìåíè ïðè ââåäåíèè ìîëå-
êóë ÄÍÊ â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ íàèáîëåå
÷àñòî èñïîëüçîâàëè êàëüöèé-ôîñôàòíûé è
ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîâûé ìåòîäû, òàê êàê îíè äîñ-
òàòî÷íî ïðîñòû è îáåñïå÷èâàþò âûñîêîâîñïðî-
èçâîäèìûå ðåçóëüòàòû. Îäíàêî àêòèâíî âåäóòñÿ
ïîèñêè äðóãèõ, áîëåå ïðîñòûõ è ýôôåêòèâíûõ
ìåòîäîâ òðàíñôåêöèè âèðóñíûìè ÄÍÊ.

Ìèêðîèíúåêöèÿ âèðóñíûõ ìîëåêóë

ÄÍÊ. À. Ãðåññìàí (1970 ã.) äëÿ ââåäåíèÿ ìîëå-
êóë ÄÍÊ â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ìëåêîïè-
òàþùèõ ïðåäëîæèë èñïîëüçîâàòü ìåòîä ìèêðî-
èíúåêöèè. Ïðîöåäóðà çàêëþ÷àåòñÿ âî ââåäåíèè
â êëåòêó (öèòîïëàçìó èëè ÿäðî) ìàëûõ îáúåìîâ
æèäêîñòè (îêîëî 10–8 ìêë) ñ ïîìîùüþ ñòåêëÿí-
íîãî ìèêðîêàïèëëÿðà (ðèñ. 13.1). Ýêñïåðèìåíò
ïðîâîäèòñÿ íà ïðåäìåòíîì ñòîëèêå ìèêðîñêîïà
ñ ïðèìåíåíèåì ìèêðîìàíèïóëÿòîðîâ è ìèêðî-
øïðèöåâ. Èñïîëüçóÿ ýòó ìåòîäèêó, óäàëîñü èçó-
÷èòü áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ìîëåêóë ÄÍÊ

ðàçíûõ âèðóñîâ. Ê äîñòîèíñòâàì ìåòîäà îòíî-
ñèòñÿ òî, ÷òî îïðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî ïðåïàðà-
òà ÄÍÊ ìîæíî ââåñòè â âûáðàííóþ îáëàñòü
êëåòêè, â ÷àñòíîñòè â ÿäðî. Íåäîñòàòêîì ìåòîäà
ÿâëÿåòñÿ åãî ñëîæíîñòü è íåâûñîêàÿ ïðîèçâîäè-
òåëüíîñòü. Êðîìå òîãî, ïî-âèäèìîìó, îí ïðèìå-
íèì ëèøü ê íåáîëüøèì ìîëåêóëàì ÄÍÊ, òàê
êàê ïðè ïðîäàâëèâàíèè ÷åðåç ìèêðîêàïèëëÿð
öåëîñòíîñòü áîëüøèõ ìîëåêóë ÄÍÊ áóäåò íàðó-
øàòüñÿ âñëåäñòâèå ãèäðîäèíàìè÷åñêîãî ñäâèãà.
Â ñèëó îòìå÷åííûõ íåäîñòàòêîâ ìåòîä ìèêðî-
èíúåêöèè ïðè àíàëèçå èíôåêöèîííîñòè âèðóñ-
íûõ ÄÍÊ èñïîëüçóåòñÿ êðàéíå ðåäêî.

Ëèïîñîìíûé ìåòîä. Ñèíòåòè÷åñêèå ôîñ-
ôîëèïèäíûå âåçèêóëû — ëèïîñîìû — ïåðâî-
íà÷àëüíî èñïîëüçîâàëè äëÿ ââåäåíèÿ â êëåòêè
ìëåêîïèòàþùèõ ðàçëè÷íûõ ëåêàðñòâåííûõ âå-
ùåñòâ. Ïîñëå 1980 ã. ëèïîñîìû íà÷àëè ïðèìå-
íÿòü è äëÿ ââåäåíèÿ â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè
æèâîòíûõ âèðóñíûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Çà-
êëþ÷åííûå â ëèïîñîìû íóêëåèíîâûå êèñëîòû
íå ïîäâåðãàþòñÿ âîçäåéñòâèþ íóêëåàç è ëåãêî
ïðîíèêàþò â êëåòêè çà ñ÷åò ñëèÿíèÿ ëèïîñîì
ñ êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé èëè ïîãëîùåíèÿ èõ ïó-
òåì ôàãîöèòîçà. Â ðÿäå ñëó÷àåâ, ïðèìåíÿÿ ëè-
ïîñîìû, óäàåòñÿ äîñòèãàòü áîëåå âûñîêîãî
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Ðèñ. 13.1. Ñõåìà ìåòîäîâ ìèêðîèíúåêöèé (à)
è ïðîêàëûâàíèÿ (á), îáåñïå÷èâàþùèõ ââåäåíèå
÷óæåðîäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè æèâîòíûõ:

1 — êëåòêà; 2 — ìîëåêóëà ïëàçìèäû;
3 — áóôåðíûé ðàñòâîð.

Ñòðåëêè îáîçíà÷àþò íàïðàâëåíèå äâèæåíèÿ ìèêðî-
ïèïåòêè (à) èëè ïðåäìåòíîãî ñòîëèêà ìèêðîñêîïà (á)



óðîâíÿ òðàíñôåêöèè âèðóñíûìè ÄÍÊ, ÷åì ñ ïî-
ìîùüþ êàëüöèé-ôîñôàòíîãî èëè ÄÝÀÝ-äåêñò-
ðàíîâîãî ìåòîäîâ.

Îäíàêî äàííûé ìåòîä íå î÷åíü ïðîñò â èñ-
ïîëíåíèè è òðåáóåò ïîäáîðà óñëîâèé òðàíñôåê-
öèè äëÿ êàæäîé êîíêðåòíîé êóëüòóðû êëåòîê.
Íà ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè ÄÍÊ âëèÿþò
òàêèå ïàðàìåòðû, êàê ìîðôîëîãèÿ ëèïîñîì, ñî-
ñòàâ è ñîîòíîøåíèå â íèõ ðàçëè÷íûõ ëèïèäîâ,
óñëîâèÿ èíêóáàöèè ëèïîñîì ñ êëåòêàìè (âàðüè-
ðóÿ ýòè óñëîâèÿ, ìîæíî ïîëó÷èòü ðåçóëüòàòû,
ðàçëè÷àþùèåñÿ íà òðè ïîðÿäêà). Ýôôåêòèâ-
íîñòü çàêëþ÷åíèÿ ÄÍÊ â ëèïîñîìû ñóùåñòâåí-
íî çàâèñèò îò ðàçìåðà åå ìîëåêóë. ×åì êðóïíåå
âèðóñíàÿ ÄÍÊ, òåì ñ ìåíüøåé âåðîÿòíîñòüþ
îíà èíêàïñóëèðóåòñÿ â ôîñôîëèïèäíûå âåçè-
êóëû. Ýòî ñâÿçàíî íå ñòîëüêî ñî ñòåðè÷åñêèìè
çàòðóäíåíèÿìè, ñêîëüêî ñî ñïîñîáîì óïàêîâêè
ÄÍÊ â ëèïîñîìû. Îáû÷íî èñïîëüçóþò ïðîöå-
äóðó îçâó÷èâàíèÿ, ïðèâîäÿùóþ ê ðàçðûâàì ìî-
ëåêóë ÄÍÊ, ÷àñòîòà êîòîðûõ ïðîïîðöèîíàëüíà
âåëè÷èíå ìîëåêóëû. Èç-çà îòìå÷åííûõ ñëîæ-
íîñòåé äàííûé ïîäõîä ê òðàíñôåêöèè êëåòîê
âèðóñíîé ÄÍÊ íå íàøåë øèðîêîãî ðàñïðîñòðà-
íåíèÿ.

Èñïîëüçîâàíèå êàòèîííûõ ëèïèäíûõ

ðåàãåíòîâ. Â ïîñëåäíèå ãîäû ðàçðàáîòàíû êà-
òèîííûå ëèïèäíûå ðåàãåíòû (ëèïîôåêòèí, ëè-
ïîôåêòàìèí, ñåëôåêòèí è äð.), êîòîðûå îáåñ-
ïå÷èâàþò ïðîñòîå, áûñòðîå è âîñïðîèçâîäèìîå
ââåäåíèå ìîëåêóë íóêëåèíîâûõ êèñëîò â êóëü-
òèâèðóåìûå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ è íàñåêî-
ìûõ. Ðàñòâîð ÄÍÊ ïðîñòî ñìåøèâàþò ñ ôèð-
ìåííûì êàòèîííûì ëèïèäíûì ðåàãåíòîì è íà-
íîñÿò íà ìîíîñëîé êóëüòóðû êëåòîê (ðèñ. 13.2).
Ïðè ýòîì ýôôåêòèâíîñòü ââåäåíèÿ ÄÍÊ â ýóêà-
ðèîòè÷åñêèå êëåòêè îáû÷íî ïðåâûøàåò òàêî-
âóþ ïðè èñïîëüçîâàíèè ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîâîãî
èëè êàëüöèé-ôîñôàòíîãî ìåòîäîâ.

13.1.2. Ââåäåíèå ïëàçìèä è ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ

Èçó÷åíèå ýêñïðåññèè êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ
â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ïðåäñòàâëÿåò áîëü-
øîé èíòåðåñ. Îäíàêî ïåðâîíà÷àëüíîå êëîíèðî-
âàíèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ è îòáîð ãèáðèäíûõ ìî-
ëåêóë íàèáîëåå ïðîñòî îñóùåñòâëÿòü â áàêòå-
ðèàëüíûõ êëåòêàõ. Ïîýòîìó íåîáõîäèìî áûëî
èññëåäîâàòü âîçìîæíîñòü ââåäåíèÿ áàêòåðèàëü-
íûõ ïëàçìèä è êëîíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè æèâîòíûõ è èçó-
÷èòü èõ ïîääåðæàíèå â òàêîì ãåòåðîëîãè÷íîì
îêðóæåíèè.

Äëÿ ââåäåíèÿ òàêèõ ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè
ìëåêîïèòàþùèõ ïðåæäå âñåãî áûëè îïðîáîâà-
íû ìåòîäû, ðàíåå ðàçðàáîòàííûå äëÿ òðàíñôåê-
öèè êëåòîê âèðóñíûìè íóêëåèíîâûìè êèñëî-
òàìè. Êàê è îæèäàëîñü, îíè îêàçàëèñü ïðèãîä-
íûìè è â ýòèõ ñëó÷àÿõ. Äî íåäàâíåãî âðåìåíè
êîëüöåâûå ïëàçìèäû è ëèíåéíûå ôðàãìåíòû
ÄÍÊ â êëåòêè æèâîòíûõ â îñíîâíîì ââîäèëè
êàëüöèé-ôîñôàòíûì è ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîâûì
ìåòîäàìè. Êîãäà íåîáõîäèìî îñóùåñòâèòü ãå-
íåòè÷åñêóþ òðàíñôîðìàöèþ, ò. å. èíòåãðèðî-
âàòü ôðàãìåíò ÄÍÊ â ãåíîì êëåòêè, ïðåäïî÷-
òèòåëüíåå èñïîëüçîâàòü êàëüöèé-ôîñôàòíûé
ìåòîä, òàê êàê îí â ýòîì ñëó÷àå îáåñïå÷èâàåò
áóëüøóþ ýôôåêòèâíîñòü. Åñëè òðåáóåòñÿ ñî-
õðàíèòü öåëîñòíîñòü ââîäèìîé êîëüöåâîé ìî-
ëåêóëû ÄÍÊ, òî îáû÷íî ïðåèìóùåñòâî èìååò
ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîâûé ìåòîä.

Îäíîé èç èëëþñòðàöèé ïîñëåäíåãî ïîëîæå-
íèÿ ìîãóò áûòü ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â ëà-
áîðàòîðèè Ñ. Í. Ùåëêóíîâà (1980 ã.). Àâòîðû
îïðåäåëÿëè ýôôåêòèâíîñòü ââåäåíèÿ ïëàçìèäû
pBR322 â íåïîâðåæäåííîì âèäå â ïåðåâèâàå-
ìóþ êóëüòóðó êëåòîê CV-1. Êóëüòóðó ïîñëå àä-
ñîðáöèè ÄÍÊ ïðîìûâàëè, äëÿ äåãðàäàöèè âíå-
êëåòî÷íîé ÄÍÊ îáðàáàòûâàëè ÄÍÊàçîé, âûäå-
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ëÿëè ñóììàðíóþ êëåòî÷íóþ ÄÍÊ è òðàíñôîð-
ìèðîâàëè ïîëó÷åííûì ïðåïàðàòîì êîìïåòåíò-
íûå êëåòêè Å. coli. Áàêòåðèàëüíûå êëåòêè,
òðàíñôîðìèðîâàííûå íàòèâíîé ïëàçìèäîé, îá-
ðàçîâûâàëè àìïèöèëëèí-óñòîé÷èâûå êîëîíèè.
×èñëî òðàíñôîðìàíòîâ îïðåäåëÿëè íà âåñü îá-
ðàçåö ÄÍÊ (ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû òðåõ íåçà-
âèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ):

ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîâûé
ìåòîä

Êàëüöèé-ôîñôàòíûé
ìåòîä

2260 70
3370 40

10 640 110

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè
êàê êàëüöèé-ôîñôàòíîãî, òàê è ÄÝÀÝ-äåêñòðà-
íîâîãî ìåòîäîâ ýôôåêòèâíîñòü ïðîíèêíîâåíèÿ
ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè æèâîòíûõ ñóùåñòâåííî
çàâèñèò îò ëèíèè êëåòîê. Êðîìå òîãî, îáíàðó-
æèëîñü, ÷òî, õîòÿ ôîñôàò êàëüöèÿ óñïåøíî ïðè-
ìåíÿþò äëÿ ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ïåðå-
âèâàåìûõ êóëüòóð êëåòîê, îí îáû÷íî íåïðèãî-
äåí äëÿ ââåäåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ â äèôôåðåíöè-
ðîâàííûå êëåòêè ïåðâè÷íûõ êóëüòóð. Òàê, ïåð-
âè÷íàÿ êóëüòóðà êëåòîê íîðìàëüíîãî ýïèòåëèÿ
áðîíõîâ ëèçèðóåòñÿ ïðåöèïèòàòàìè ôîñôàòà
êàëüöèÿ, ó äðóãèõ ïåðâè÷íûõ êóëüòóð íàáëþäà-
þòñÿ èíãèáèðîâàíèå ðîñòà, íàðóøåíèÿ êëåòî÷-
íîãî öèêëà. Â ëàáîðàòîðèè Ò. Õýðèñà (1987 ã.)
óäàëîñü ïðåîäîëåòü äàííîå çàòðóäíåíèå, èñ-
ïîëüçóÿ ñòðîíöèé-ôîñôàòíîå ñîîñàæäåíèå ýê-
çîãåííîé ÄÍÊ íà ìîíîñëîé òàêîé âûñîêî÷óâñò-
âèòåëüíîé ê êàòèîíàì êàëüöèÿ ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðû, êàêîé ÿâëÿåòñÿ êóëüòóðà êëåòîê íîðìàëü-
íîãî ýïèòåëèÿ áðîíõîâ.

Â 1980 ã. Ì. Êàïåê÷è ïðèìåíèë ìåòîä ìèê-
ðîèíúåêöèè äëÿ ââåäåíèÿ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ
â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ. Ïðè èíúåêöèè â ÿäðà
ìûøèíûõ êëåòîê L ÒK– ïëàçìèäû pBR322, ñî-
äåðæàùåé âñòðîåííûé ãåí òèìèäèíêèíàçû âè-
ðóñà ãåðïåñà, â 50–100 % âûðîñøèõ êëåòî÷íûõ
êëîíîâ âûÿâëÿëàñü ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü
òèìèäèíêèíàçû. Åñëè äàííóþ ïëàçìèäó ââîäè-
ëè â öèòîïëàçìó êëåòîê, äîëÿ êëîíîâ, â êîòîðûõ
âûÿâëÿëàñü ýêñïðåññèÿ ãåíà tk, áûëà çíà÷èòåëü-
íî ìåíüøå. Ýòî ïðåæäå âñåãî äîêàçûâàåò, ÷òî
ãåí âèðóñà ãåðïåñà ýêñïðåññèðóåòñÿ â ÿäðå
êëåòêè è, êðîìå òîãî, ÷òî ÿäåðíàÿ ìåìáðàíà ÿâ-
ëÿåòñÿ òðóäíîïðåîäîëèìûì áàðüåðîì äëÿ ïðî-
íèêíîâåíèÿ ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ â ÿäðî êëåòêè.

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ïðè ìèêðîèíúåêöèè
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ â ÿäðà ýôôåêòèâíîñòü ãåíåòè-
÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ðàçëè÷íûõ ëè-
íèé áëèçêà, â òî âðåìÿ êàê ïðè ââåäåíèè ïëàç-
ìèä â ýòè êëåòêè áèîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè

íàáëþäàþòñÿ ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ïî äàí-
íîìó ïàðàìåòðó îò ëèíèè ê ëèíèè. Ìèêðîèíú-
åêöèÿ ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ â êóëüòèâèðóåìûå
êëåòêè æèâîòíûõ íàøëà äîâîëüíî øèðîêîå
ïðèìåíåíèå.

Èíòåðåñíóþ ìîäèôèêàöèþ ìåòîäà ìèêðî-
èíúåêöèè, íàçâàííóþ ìåòîäîì ïðîêàëûâàíèÿ,
ðàçðàáîòàëè Ô. ßìàìîòî ñ ñîàâòîðàìè (1981 ã.).
Âìåñòî ìèêðîïèïåòêè èñïîëüçóåòñÿ ìèêðîèãëà.
Ìîíîñëîé êëåòîê çàëèâàþò ðàñòâîðîì, ñîäåð-
æàùèì ìîëåêóëû ÄÍÊ, êîòîðûå õîòÿò ââåñòè
â êëåòêè. Êëåòêè ïðîêàëûâàþò ñòåêëÿííîé ìèê-
ðîèãëîé, è ðàñòâîð ñ ìîëåêóëàìè ÄÍÊ ïîïàäàåò
â êëåòêè (ñì. ðèñ. 13.1, á). Ïëàçìèäû, íåñóùèå
ãåí òèìèäèíêèíàçû âèðóñà ãåðïåñà, ïðè ââåäå-
íèè äàííûì ìåòîäîì ïðîíèêàëè â 25 % êëåòîê.

Â ìåòîäå ìèêðîèíúåêöèè ìèêðîêàïèëëÿð
ïîäâîäÿò ê êàæäîé êëåòêå ìèêðîìàíèïóëÿòî-
ðîì, çàòåì ïðîêàëûâàþò êëåòêó è ñ ïîìîùüþ
ìèêðîøïðèöà ââîäÿò îïðåäåëåííûé îáúåì ðàñ-
òâîðà ÄÍÊ. Ýòà ïðîöåäóðà òðóäîåìêà è òðåáóåò
îòíîñèòåëüíî áîëüøèõ çàòðàò âðåìåíè. Ìåòîä
ïðîêàëûâàíèÿ îòëè÷àåòñÿ òåì, ÷òî ìèêðîèãëà
íàõîäèòñÿ â ôèêñèðîâàííîì ïîëîæåíèè, à êàæ-
äàÿ êëåòêà ïîäâîäèòñÿ ê íåé ïåðåìåùåíèåì
ïðåäìåòíîãî ñòîëèêà ìèêðîñêîïà. Ôèêñèðîâàí-
íûì äâèæåíèåì ñòîëèêà ââåðõ-âíèç êëåòêà ïðî-
êàëûâàåòñÿ. Äàííûé ìåòîä ïî ýôôåêòèâíîñòè
ââåäåíèÿ ïëàçìèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè
æèâîòíûõ íåñêîëüêî óñòóïàåò ìåòîäó ìèêðî-
èíúåêöèè, íî çíà÷èòåëüíî ïðåâîñõîäèò åãî ïî
ïðîñòîòå âûïîëíåíèÿ è ïðîèçâîäèòåëüíîñòè.

Â ðÿäå ëàáîðàòîðèé äëÿ ââåäåíèÿ ÷óæåðîä-
íûõ ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ
ñ óñïåõîì èñïîëüçîâàíû ëèïîñîìû. Â îäíîé èç
ïåðâûõ ðàáîò òàêîãî òèïà Ò. Âîíã ñ ñîàâòîðàìè
(1980 ã.) çàêëþ÷èëè â ëèïîñîìû ôðàãìåíò ÄÍÊ
ïëàçìèäû pBR322 ðàçìåðîì 875 ïí, êîäèðóþ-
ùèé �-ëàêòàìàçó, è ïîëó÷åííûì ïðåïàðàòîì îá-
ðàáîòàëè êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ÷åëîâåêà è
ìûøè. Ïîñëå ýòîãî â äàííûõ êóëüòóðàõ áûëà
âûÿâëåíà ýêñïðåññèÿ ïëàçìèäíîãî ãåíà.

Ê. Ñåí è Ê. Íèêîëàó (1981 ã.) ïîêàçàëè, ÷òî
äîëÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê æèâîòíûõ
ïðè ââåäåíèè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â ñîñòà-
âå ëèïîñîì ìîæåò áûòü çíà÷èòåëüíî ïîâûøåíà,
åñëè èñïîëüçóþòñÿ ñèíõðîíèçîâàííûå êóëüòó-
ðû, íàõîäÿùèåñÿ â ìèòîçå, òàê êàê â ìåòàôàçå
ÿäåðíàÿ îáîëî÷êà ðàçðóøàåòñÿ è ìîëåêóëû
ÄÍÊ ëåãêî ïðîíèêàþò â äî÷åðíèå ÿäðà, ôîðìè-
ðóþùèåñÿ íà ïîñëåäíèõ ñòàäèÿõ ìèòîçà. Â ýêñ-
ïåðèìåíòå äî 75 % êëîíîâ êëåòîê, îáðàçîâàâ-
øèõñÿ ïîñëå ââåäåíèÿ ÄÍÊ, ýêñïðåññèðîâàëè
÷óæåðîäíûå ãåíû. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîä-
òâåðæäàþò, ÷òî ÿäåðíàÿ ìåìáðàíà ÿâëÿåòñÿ
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òðóäíîïðåîäîëèìûì áàðüåðîì ïðè ïåðåíîñå ýê-
çîãåííîé ÄÍÊ â ÿäðî êëåòêè.

Ïåðñïåêòèâíûì ïîäõîäîì ê ââåäåíèþ ïëàç-
ìèäíûõ ÄÍÊ â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ ñòàë
ðàçðàáîòàííûé Â. Øàôôíåðîì â 1980 ã. ìåòîä
ïðÿìîãî ïåðåíîñà ïëàçìèä èç áàêòåðèé â êëåòêè
æèâîòíûõ. Ìåòîä îñíîâàí íà ñëèÿíèè ñôåðî-
ïëàñòîâ êëåòîê Å. coli ñ êëåòêàìè æèâîòíûõ.
Äëÿ ýòîãî ñôåðîïëàñòû îñàæäàþò íà ìîíîñëîé
êëåòîê â èñêóññòâåííîì ïîëå òÿæåñòè (öåíòðè-
ôóãèðîâàíèå) ïðè äîáàâëåíèè ïîëèýòèëåíãëè-
êîëÿ, êîòîðûé ñíèæàåò îòðèöàòåëüíûé çàðÿä íà
ïîâåðõíîñòè ñôåðîïëàñòîâ è êëåòîê è òåì ñà-
ìûì îáëåã÷àåò èõ ñëèÿíèå. Áàêòåðèàëüíûå
êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðóþò ñ èíãèáè-
òîðîì áåëêîâîãî ñèíòåçà — õëîðàìôåíèêîëîì.
Â ýòèõ óñëîâèÿõ ïëàçìèäû ñ îñëàáëåííûì êîíò-
ðîëåì ðåïëèêàöèè àìïëèôèöèðóþòñÿ è èõ êî-
ïèéíîñòü äîñòèãàåò íåñêîëüêèõ òûñÿ÷ íà êëåò-
êó. Ïîâûøåííàÿ êîïèéíîñòü ïëàçìèäû îáåñïå-
÷èâàåò âûñîêóþ ÷àñòîòó åå ïðîíèêíîâåíèÿ
â êëåòêè æèâîòíûõ. Äðóãèì äîñòîèíñòâîì äàí-
íîãî ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî äëÿ ââåäåíèÿ ïëàç-
ìèä â êëåòêè æèâîòíûõ îòïàäàåò íåîáõîäè-
ìîñòü â íàðàáîòêå è î÷èñòêå ïëàçìèäíîé ÄÍÊ.

Â ëàáîðàòîðèè Å. Íåéìàíà â 1982 ã. äëÿ ââå-
äåíèÿ ÷óæåðîäíûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò â ýóêà-
ðèîòè÷åñêèå êëåòêè ðàçðàáîòàí ìåòîä ýëåêòðî-
ïîðàöèè. Ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà êëåòîê æè-
âîòíûõ ýëåêòðè÷åñêèìè èìïóëüñàìè ñ íàïðÿ-
æåííîñòüþ ïîëÿ 5–10 êÂ/ñì â òå÷åíèå 5–10 ìêñ
ïðèâîäèò ê ïîãëîùåíèþ êëåòêàìè ìîëåêóë
ÄÍÊ, íàõîäÿùèõñÿ â ñðåäå. Ïðè ýòîì ïî ÷àñòîòå
ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíûõ ãåíåòè÷åñêèõ òðàíñôîð-
ìàíòîâ — 70–80 íà 106 êëåòîê íà 1 ìêã ÄÍÊ —
ýëåêòðîïîðàöèÿ ñðàâíèìà ñ òàêèìè ïî-
ïóëÿðíûìè áèîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè, êàê
êàëüöèé-ôîñôàòíûé è ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîâûé.
Ìåòîä ýëåêòðîïîðàöèè áëàãîäàðÿ ñâîåé ïðîñ-
òîòå ïðèâëåê âíèìàíèå ìíîãèõ èññëåäîâàòåëåé
è ñòàë àêòèâíî âíåäðÿòüñÿ â ïðàêòèêó. Ïîñòå-
ïåííî óñèëèÿìè ðàçíûõ ëàáîðàòîðèé ïðîöåäó-
ðà ýëåêòðîïîðàöèè áûëà îïòèìèçèðîâàíà. Îêà-
çàëîñü, ÷òî äëÿ áîëüøèíñòâà èçó÷åííûõ êóëü-
òóð êëåòîê æèâîòíûõ îïòèìàëüíûìè óñëîâèÿ-
ìè ÿâëÿþòñÿ: íàïðÿæåííîñòü ïðèëàãàåìîãî
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ — 2–2,5 êÂ/ñì; âðåìÿ âîç-
äåéñòâèÿ — îêîëî 1 ìñ; êîìíàòíàÿ òåìïåðàòóðà;
ñðåäà, ñîäåðæàùàÿ ôèçèîëîãè÷åñêèå êîíöåíò-
ðàöèè ñîëåé, âêëþ÷àÿ êàòèîíû Ñà2+ è Mg2+.
Ýëåêòðîïîðàöèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îòíîñè-
òåëüíî óíèâåðñàëüíóþ ïðîñòóþ ïðîöåäóðó
òðàíñôîðìàöèè (òðàíñôåêöèè) êëåòîê æèâîò-
íûõ. Äîñòîèíñòâîì ýëåêòðîïîðàöèè ÿâëÿåòñÿ

òàêæå òî, ÷òî ñ åå ïîìîùüþ ìîæíî ââîäèòü
â êëåòêè íå òîëüêî ïëàçìèäû, íî è âûñîêîìîëå-
êóëÿðíóþ õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ.

Â ðÿäå ëàáîðàòîðèé ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü
ââåäåíèÿ ÷óæåðîäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè
ìëåêîïèòàþùèõ â ñîñòàâå ðåêîíñòðóèðîâàííûõ
in vitro âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö. Òàê, À. Ëîèòåð
ñ ñîàâòîðàìè (1983 ã.) ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ýô-
ôåêòèâíîå ââåäåíèå â êóëüòóðû êëåòîê ïëàçìèä
ðÌÂ9, pBR322 è ðÒK-1, âêëþ÷åííûõ â ðåêîíñò-
ðóèðîâàííûå îáîëî÷êè âèðóñà Ñåíäàé. Ð. À. Çà-
õàðÿí è äð. (1982 ã.) âêëþ÷èëè ôðàãìåíò ïëàç-
ìèäû pBR322, ñîäåðæàùèé ãåí �-ëàêòàìàçû, â
ïðåôîðìèðîâàííûé êàïñèä âèðóñà ïîëèîìû.
Ñ ïîìîùüþ ïîëó÷åííûõ ñòàáèëüíûõ èñêóññò-
âåííûõ âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö ïëàçìèäíûé
ãåí ââåëè â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ÷åëîâåêà
è âûÿâèëè â íèõ ñèíòåç áàêòåðèàëüíîãî ôåð-
ìåíòà.

Ä. Ëîâè ñ ñîàâòîðàìè â 1980 ã. îáíàðóæèëè,
÷òî ïåðåíîñ êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ â êëåòêè æè-
âîòíûõ ìîæíî îñóùåñòâèòü ñîîñàæäåíèåì íà-
òèâíûõ ÷àñòèö ãèáðèäíûõ ôàãîâ � ñ ôîñôàòîì
êàëüöèÿ íà ìîíîñëîé êóëüòóðû êëåòîê.

Âûñîêîýôôåêòèâíîãî ïåðåíîñà ôàãîâîé
ÄÍÊ â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ ïðè âêëþ÷åíèè
÷àñòèö ãèáðèäíîãî ôàãà � â ñîñòàâ ëèïîñîì äî-
áèëèñü Äæ. Æåëåé è Å. Äóäà (1989 ã.). Òàêèå ëè-
ïîñîìû ýôôåêòèâíî ñâÿçûâàëèñü ñ ïîâåðõíî-
ñòüþ êëåòîê è çàòåì ôàãîöèòèðîâàëèñü. Â ðå-
çóëüòàòå ïðîòÿæåííûå ôðàãìåíòû ÷óæåðîäíîé
ÄÍÊ, âñòðîåííûå â ñîñòàâ ôàãîâîãî ãåíîìà,
ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé ïðîíèêàëè â êóëüòèâèðóå-
ìûå êëåòêè æèâîòíûõ. Ïðè óïàêîâêå â ëèïîñî-
ìû ôàãîâàÿ ÄÍÊ â ñîñòàâå êàïñèäà ñîõðàíÿëà
ñâîþ öåëîñòíîñòü (â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè òà-
êàÿ ÄÍÊ ïîäâåðãàåòñÿ ðàçðûâàì).

Ì. Áîòãåð ñ ñîàâòîðàìè (1988 ã.) ïðåäëîæè-
ëè íîâóþ ïðîöåäóðó ââåäåíèÿ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ
â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ.
Îêàçàëîñü, ÷òî íåãèñòîíîâûé õðîìîñîìíûé áå-
ëîê HMG-1, âûäåëåííûé èç òèìóñà òåëåíêà,
âçàèìîäåéñòâóåò ñ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ è ôîðìè-
ðóåò êîìïàêòíûå ÄÍÊ-áåëêîâûå ÷àñòèöû. Åñëè
ïðåïàðàò òàêèõ ÷àñòèö íàíåñòè â ôèçèîëîãè÷å-
ñêèõ óñëîâèÿõ íà ìîíîñëîé êëåòîê, òî ïëàçìèäà
ñïîñîáíà ïðîíèêàòü â êëåòêè æèâîòíûõ ñ áîëü-
øåé ýôôåêòèâíîñòüþ, ÷åì ïðè èñïîëüçîâàíèè
êàëüöèé-ôîñôàòíîãî ìåòîäà. Âàæíîé îñîáåí-
íîñòüþ ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî êóëüòóðó êëåòîê
íå ïîäâåðãàþò íåôèçèîëîãè÷åñêèì (ôèçè÷å-
ñêèì, õèìè÷åñêèì) âîçäåéñòâèÿì. Äàííûé ìå-
òîä, ïî-âèäèìîìó, íàéäåò ïðèìåíåíèå ïðè ðå-
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øåíèè ðÿäà ñïåöèàëüíûõ çàäà÷, ñâÿçàííûõ
ñ èçó÷åíèåì áèîëîãèè êëåòêè.

Â ïîñëåäíèå ãîäû äëÿ ââåäåíèÿ ïëàçìèä
è ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â êóëüòóðû êëåòîê ÷àñòî
èñïîëüçóþò êàòèîííûå ëèïèäíûå ðåàãåíòû
(ñì. 13.1.1).

Êàê âèäèì, â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìååòñÿ øè-
ðîêèé ñïåêòð ìåòîäîâ ââåäåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ
â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ. Ýòî
îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü ïðîâåäåíèÿ ðàçíî-
îáðàçíûõ ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ
â äàííîé ýóêàðèîòè÷åñêîé ñèñòåìå.

13.2. ÑÒÀÁÈËÜÍÎÑÒÜ ÃÈÁÐÈÄÍÛÕ ÌÎËÅÊÓË ÄÍÊ
Â ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ

Ïðè ââåäåíèè ïëàçìèä â êëåòêè æèâîòíûõ
áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò èõ ñòàáèëüíîñòü â ÷ó-
æåðîäíîì ãåíåòè÷åñêîì îêðóæåíèè. Â îäíîé èç
ïåðâûõ ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ ýòîìó âîïðîñó,
Â. Ãîáåë è Â. Øíåá (1975 ã.) ïîêàçàëè, ÷òî ââå-
äåííàÿ â êëåòêè õîìÿêà ïëàçìèäà ColE1 ïîñòå-
ïåííî ãèäðîëèçóåòñÿ è ÷åðåç äâîå ñóòîê â êëåò-
êàõ íàõîäÿòñÿ ëèøü íèçêîìîëåêóëÿðíûå ïðî-
äóêòû äåãðàäàöèè ìå÷åíîé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ.

Â ëàáîðàòîðèè Ñ. Í. Ùåëêóíîâà (1981 ã.)
òàêæå íàáëþäàëè ïîñòåïåííóþ äåãðàäàöèþ
ïëàçìèä pBR322 è pBS1 (ñêîíñòðóèðîâàíà

âñòðîéêîé â ñîñòàâ pBR325 ïîëíîé êîïèè ðàñ-
ùåïëåííîé EcoRI ÄÍÊ âèðóñà SV-40), ââåäåí-
íûõ â êóëüòóðó êëåòîê õîìÿêà BHK-21 ÄÝÀÝ-
äåêñòðàíîâûì ìåòîäîì (òàáë. 13.1). Â òî æå âðå-
ìÿ ïëàçìèäû pBR322, pBR325 è pBS1 ðåïëè-
öèðîâàëèñü â êëåòêàõ ìàðòûøêè ëèíèè CV-1,
ñâîáîäíîé îò áàêòåðèàëüíîãî è ìèêîïëàçìåí-
íîãî çàãðÿçíåíèÿ (òàáë. 13.2). Ðåïëèêàöèÿ ïëàç-
ìèä áûëà ïîäòâåðæäåíà òàêæå âêëþ÷åíèåì
â ÄÍÊ 3H-òèìèäèíà. Ïëàçìèäà pBR322 âûÿâëÿ-
ëàñü â êëåòêàõ CV-1 â àâòîíîìíîì ñîñòîÿíèè
äàæå ïîñëå ïÿòè ïàññàæåé êóëüòóðû. Â ñâÿçè
ñ ýòèì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî êóëüòóðà CV-1
â îòëè÷èå îò BHK-21 ïåðìèññèâíà äëÿ ïðîäóê-
òèâíîé èíôåêöèè âèðóñîì SV40. Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ïëàçìèäû ñå-
ðèè pBR ñëó÷àéíî ñîäåðæàò ðåïëèêàòîðîïîäîá-
íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ÷àñòè÷íî ãîìîëîãè÷-
íóþ ori ÄÍÊ âèðóñà SV40. Â ïëàçìèäå pBR322
òàêóþ ôóíêöèþ, ïî-âèäèìîìó, ìîæåò âûïîë-
íÿòü ðàéîí 979–995 ïí (âïðàâî îò EcoRI-ó÷àñò-
êà, ñì. ðèñ. 2.8).

Ä. Ñïåíäèäîñ ñ ñîàâòîðàìè (1982 ã.) îáíà-
ðóæèëè, ÷òî ïëàçìèäà ðÀÒ153, ÿâëÿþùàÿñÿ äå-
ëåöèîííûì âàðèàíòîì pBR322, ó êîòîðîé óäà-
ëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãëóøèòåëÿ òðàíñ-
êðèïöèè â êëåòêàõ æèâîòíûõ (ñì. 14.1.3), ñïî-
ñîáíà ðåïëèöèðîâàòüñÿ â ðàçíûõ êóëüòóðàõ êëå-
òîê, âêëþ÷àÿ BHK-21. Å. Ãîëäáåðã ñ ñîàâòîðàìè
(1981 ã.) è Ð. Õýðëàíä (1982 ã.) íåçàâèñèìî âûÿ-
âèëè ðåïëèêàöèþ pBR322 â îîöèòàõ øïîðöå-
âîé ëÿãóøêè Xenopus laevis.

Òàêèì îáðàçîì, áàêòåðèàëüíûå ïëàçìèäû
èíîãäà ìîãóò ñîäåðæàòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ñõîæèå ïî ñòðóêòóðå ñ ýóêàðèîòè÷åñêèìè ðàéî-
íàìè èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè. Îäíàêî, êàê ïðà-
âèëî, ýòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â êëåòêàõ æèâîò-
íûõ ôóíêöèîíèðóþò îòíîñèòåëüíî ñëàáî. Â ðÿ-
äå ëàáîðàòîðèé ïîêàçàíî, ÷òî çíà÷èòåëüíî ýô-
ôåêòèâíåå ïëàçìèäíûå ÄÍÊ ðåïëèöèðóþòñÿ
â êëåòêàõ æèâîòíûõ â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà â íèõ
âñòðîåíû ôðàãìåíòû, ñîäåðæàùèå îáëàñòè íà-
÷àëà ðåïëèêàöèè õðîìîñîìíîé ÄÍÊ êëåòîê-õî-
çÿåâ èëè ðåïëèêàòîðû âèðóñîâ, ñïîñîáíûõ ïðî-
äóêòèâíî ðàçâèâàòüñÿ â èçó÷àåìûõ ëèíèÿõ êëå-
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Òàáëèöà 13.1. Áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü

ïëàçìèä â êëåòêàõ ëèíèè BHK-21

Ïëàç-
ìèäà

Êîëè÷åñòâî
íàíåñåííîé
ïëàçìèäíîé

ÄÍÊ1

Âðåìÿ ïîñëå àäñîðáöèè
ïëàçìèä íà êëåòêàõ, ñóò

0 1 2

pBR322 8 � 105 588 18 12
pBS1 5 � 105 279 21 3

Ïðèìå÷àíèå. Áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü îöåíè-
âàëè ïî ÷èñëó àìïèöèëëèí-óñòîé÷èâûõ òðàíñôîð-
ìàíòîâ E. coli, âîçíèêøèõ ïîñëå ââåäåíèÿ â áàêòåðè-
àëüíûå êëåòêè ïðåïàðàòà ïëàçìèäû, âûäåëåííîãî èç
êëåòîê BHK-21.

1 Îïðåäåëÿëîñü êàê ÷èñëî êîëîíèé òðàíñôîð-
ìàíòîâ E. coli, êîòîðîå îáðàçîâûâàë äàííûé ïðåïà-
ðàò.

Òàáëèöà 13.2. Áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü

ïëàçìèä â êëåòêàõ ëèíèè CV-1

Ïëàç-
ìèäà

Êîëè÷åñòâî
íàíåñåííîé
ïëàçìèäíîé

ÄÍÊ

Âðåìÿ ïîñëå àäñîðáöèè
ïëàçìèä íà êëåòêàõ, ñóò

0 2 4

pBR322 9 � 105

3 � 106
200
270

1300
6540

—*
—*

pBR325 8 � 105

6 � 106
20

490
2050
—

1730
11860

pBS1 4 � 105

1 � 106
120
250

1260
—

1050
2300

Ñì. ïðèìå÷àíèå ê òàáë. 13.1.
* Íå îïðåäåëÿëè.



òîê. Ãèáðèäíûå ïëàçìèäû ïîñëåäíåãî òèïà àê-
òèâíî èñïîëüçóþòñÿ â ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ â êà÷åñòâå ÷åëíî÷íûõ âåêòîðîâ, êî-
òîðûå ìîãóò ðåïëèöèðîâàòüñÿ êàê â êëåòêàõ
æèâîòíûõ, òàê è â áàêòåðèÿõ.

Ãèáðèäíûå ÄÍÊ â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ
æèâîòíûõ ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ ñòðóêòóðíûì ïå-
ðåñòðîéêàì, ïðè÷åì äàííûé ïðîöåññ ïðîèñõî-
äèò äî íà÷àëà ðåïëèêàöèè ââåäåííîé ÄÍÊ.
Ó÷èòûâàÿ ýòî, ñëåäóåò ïðè êëîíèðîâàíèè êëå-
òîê, ñîäåðæàùèõ ýêçîãåííûå ìîëåêóëû ÄÍÊ,

ïðîâîäèòü ïîäðîáíûé àíàëèç ñòðóêòóðû ýòèõ
ÄÍÊ â ñóáëèíèÿõ.

Â öåëîì ñîâðåìåííîå ïîíèìàíèå ïðîöåññîâ
ïðîíèêíîâåíèÿ ýêçîãåííûõ ìîëåêóë ÄÍÊ
â êëåòêè æèâîòíûõ è ïîääåðæàíèÿ ýòèõ ìîëå-
êóë â ãåòåðîëîãè÷íîì îêðóæåíèè ïîçâîëÿåò
öåëåíàïðàâëåííî êîíñòðóèðîâàòü ãèáðèäíûå
ÄÍÊ, ââîäèòü èõ â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè, îò-
áèðàòü ñóáëèíèè, ñòàáèëüíî ñîõðàíÿþùèå ââå-
äåííóþ ãåíåòè÷åñêóþ èíôîðìàöèþ, è èçó÷àòü
ýêñïðåññèþ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ.

13.3. ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÖÈß ÊËÅÒÎÊ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ

Åñëè ââåäåííàÿ ýêçîãåííàÿ ãåíåòè÷åñêàÿ
èíôîðìàöèÿ ñïîñîáíà ñîõðàíÿòüñÿ (â èíòåãðè-
ðîâàííîì èëè àâòîíîìíîì ñîñòîÿíèè) è ýêñ-
ïðåññèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, òî
ýòî ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ íå òîëüêî
ãåíîòèïà, íî è âûÿâëÿåìîãî ôåíîòèïà êëåòîê.
Äàííûé ïðîöåññ íàçûâàåòñÿ òðàíñôîðìàöèåé.
Ðàçëè÷àþò îíêîãåííóþ (ìîðôîëîãè÷åñêóþ) è
ãåíåòè÷åñêóþ (áèîõèìè÷åñêóþ) òðàíñôîðìà-
öèþ êëåòîê æèâîòíûõ.

Íàèáîëüøèé èíòåðåñ ïðè ââåäåíèè â êëåòêè
÷óæåðîäíûõ ãåíîâ, ÷àñòî íàçûâàåìûõ òðàíñ-

ãåíàìè, ïðåäñòàâëÿåò ãåíåòè÷åñêàÿ òðàíñôîð-
ìàöèÿ, ïîñêîëüêó îíà íå ïðèâîäèò ê òàêèì çíà-
÷èòåëüíûì ïåðåñòðîéêàì ìåòàáîëèçìà êëåòêè,
êîòîðûå ïðîèñõîäÿò ïðè îíêîãåííîé òðàíñôîð-
ìàöèè. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðè èñïîëüçîâàíèè ñèñòå-
ìû ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ïîëó÷àòü áî-
ëåå êîððåêòíûå äàííûå î ìåõàíèçìàõ ðåãóëÿ-
öèè ýêñïðåññèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ ãåíîâ.

13.3.1. Ãåíåòè÷åñêàÿ òðàíñôîðìàöèÿ
ìóòàíòíûõ ëèíèé

Âîçìîæíîñòü ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ âïåðâûå ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàë Ë. Êðàóñ â 1961 ã. Îí âûäåëèë ÄÍÊ èç
êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà, ãîìîçèãîòíîãî ïî
�A-ïîëèïåïòèäó ãåìîãëîáèíà, è îáðàáîòàë ýòèì
ïðåïàðàòîì êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè êîñòíîãî
ìîçãà îò ïàöèåíòà ñ ñåðïîâèäíî-êëåòî÷íîé àíå-
ìèåé (�S). Â ðåçóëüòàòå êëåòêè ÷åëîâåêà ïðèîá-
ðåëè ñïîñîáíîñòü ïðîäóöèðîâàòü êðîìå ïîëè-
ïåïòèäà �S è ïîëèïåïòèä �A. Îäíàêî â äàííîì
ñëó÷àå îòáîð êëîíîâ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê áûë çíà÷èòåëüíî çàòðóäíåí, òàê êàê äëÿ ðàñ-
ñìàòðèâàåìîãî ïðèçíàêà íå íàéäåíû óñëîâèÿ
ñåëåêöèè.

Äëÿ òîãî ÷òîáû äîñòàòî÷íî ïðîñòî è äîñòî-
âåðíî èäåíòèôèöèðîâàòü êëîíû òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê æèâîòíûõ, íåîáõîäèìî èñïîëü-
çîâàòü ãåíû, êîäèðóþùèå ëåãêî ñåëåêòèðóåìûå

ïðèçíàêè. Äàííàÿ çàäà÷à áûëà óñïåøíî ðåøåíà
ïðåæäå âñåãî â ýêñïåðèìåíòàõ íà ëèíèÿõ êëå-
òîê, ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì, ôåðìåíòíûå ïðîäóê-
òû êîòîðûõ ó÷àñòâóþò â áèîñèíòåçå íóêëåîòè-
äîâ. Òàê, ëèíèè, äåôåêòíûå ïî ãèïîêñàíòèí-
ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçå (HPRT – ), âûäåëåíû
Å. Øèáàëüñêîé è Â. Øèáàëüñêèì â 1962 ã. ïðè
âûðàùèâàíèè èñõîäíîé ïîïóëÿöèè êëåòîê
â ïðèñóòñòâèè 8-àçàãóàíèíà. Ýòîò àíàëîã ãóàíè-
íà âêëþ÷àåòñÿ â ïóë ïóðèíîâûõ íóêëåîòèäîâ
(à ñëåäîâàòåëüíî, è â íóêëåèíîâûå êèñëîòû)
ïîä äåéñòâèåì HPRT, êîòîðàÿ â íîðìå êàòàëèçè-
ðóåò âêëþ÷åíèå â áèîñèíòåòè÷åñêèå ïóòè ãè-
ïîêñàíòèíà èëè ãóàíèíà (ðèñ. 13.3). Â ïðèñóòñò-
âèè àçàãóàíèíà âûæèâàþò ëèøü ìóòàíòíûå
êëåòêè, ëèøåííûå äàííîãî ôåðìåíòà. HPRT
íå ÿâëÿåòñÿ íåçàìåíèìûì ôåðìåíòîì, ïîñêîëü-
êó èíîçèíìîíîôîñôàò ìîæåò ñèíòåçèðîâàòüñÿ
èç íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ñóáñòðàòîâ — ïðîèçâîä-
íûõ ôîëèåâîé êèñëîòû (ñì. ðèñ. 13.3).

Àìèíîïòåðèí è ìåòîòðåêñàò ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé 4-àìèíîçàìåùåííûå àíàëîãè ôîëèåâîé
êèñëîòû (ðèñ. 13.4). Ýòè ñîåäèíåíèÿ áëîêèðóþò
äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçó, ïðåäîòâðàùàÿ ñèíòåç
òåòðàãèäðîôîëàòà, êîòîðûé ó÷àñòâóåò â ñèíòåçå
èíîçèíìîíîôîñôàòà è äðóãèõ ïóðèíîâ.

Òàêèì îáðàçîì, íà ñðåäå ñ ãèïîêñàíòèíîì
â êà÷åñòâå åäèíñòâåííîãî èñòî÷íèêà ïóðèíîâ
è â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà ñèíòåçà ïóðèíîâ
de novo àìèíîïòåðèíà áóäóò ðàñòè êëåòêè
HPRT+, à äåôåêòíûå ïî ãèïîêñàíòèí-ôîñôîðè-
áîçèëòðàíñôåðàçå (HPRT –) — íåò. Ïîñêîëüêó
àìèíîïòåðèí áëîêèðóåò è ñèíòåç òèìèäèíìî-
íîôîñôàòà (ñì. ðèñ. 13.3), â òàêóþ ñðåäó íåîá-
õîäèìî äîáàâëÿòü òèìèäèí. Ðàçðàáîòàííàÿ
Â. Øèáàëüñêèì ÍÀÒ-ñðåäà (îò ïåðâûõ áóêâ
ñëîâ hypoxanthine, aminopterin, thymidine) ïî-
çâîëèëà îñóùåñòâèòü ïðÿìîé îòáîð êëîíîâ
òðàíñôîðìàíòîâ ñ ôåíîòèïîì HPRT+ ïîñëå îá-
ðàáîòêè èñõîäíîé êóëüòóðû HPRT – ïðåïàðàòîì
ÄÍÊ íîðìàëüíûõ êëåòîê.
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ÍÀÒ-ñðåäà òàêæå îêàçàëàñü óäîáíîé äëÿ âû-
ÿâëåíèÿ êëåòîê ÒK+ ñ íåíàðóøåííûì ãåíîì òè-
ìèäèíêèíàçû â ïîïóëÿöèè êëåòîê ÒK–. Êëåòêè,
ëèøåííûå òèìèäèíêèíàçû, ðàñòóò ïðè âûñîêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ 5-áðîìäåçîêñèóðèäèíà, êîòî-
ðûé óáèâàåò êëåòêè ÒK+ â ðåçóëüòàòå êàòàëèçè-
ðóåìîãî òèìèäèíêèíàçîé âêëþ÷åíèÿ â ÄÍÊ
áîëüøîãî êîëè÷åñòâà äàííîãî àíàëîãà. Òèìè-
äèíêèíàçà íå ÿâëÿåòñÿ íåçàìåíèìûì ôåðìåí-
òîì, òàê êàê êëåòêè ìîãóò ñèíòåçèðîâàòü òèìè-
äèíìîíîôîñôàò èç óðèäèíìîíîôîñôàòà ñ ïî-
ìîùüþ òèìèäèëàòñèíòåòàçû, èñïîëüçóÿ ôîëèå-
âóþ êèñëîòó â êà÷åñòâå äîíîðà îäíîóãëåðîäíî-
ãî ôðàãìåíòà (ñì. ðèñ. 13.3).

Íà ðàííèõ ýòàïàõ íàèáîëüøåå ÷èñëî èññëå-
äîâàíèé ïî ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè êëå-
òîê ìëåêîïèòàþùèõ âûïîëíåíî íà êëåòêàõ ÒK–.
Èñïîëüçîâàíèå ãåíà tk â êà÷åñòâå ñåëåêòèâíîãî
ìàðêåðà áûëî îáóñëîâëåíî ðÿäîì ïðè÷èí:
• Óñòàíîâëåíî, ÷òî âèðóñ ïðîñòîãî ãåðïåñà ñî-

äåðæèò ãåí òèìèäèíêèíàçû è èíôåêöèÿ êëå-
òîê ÒK– âèðóñîì ãåðïåñà, èíàêòèâèðîâàí-
íûì óëüòðàôèîëåòîì, ïðèâîäèò ê ïîÿâëå-
íèþ êëîíîâ ÒK+-òðàíñôîðìàíòîâ (1971 ã.).

• Ãåíîì âèðóñà çíà÷èòåëüíî ìåíüøå ãåíîìà
êëåòêè, ïîýòîìó îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå
ãåíà òèìèäèíêèíàçû â ïðåïàðàòå âèðóñíîé
ÄÍÊ íàìíîãî áîëüøå, ÷åì â êëåòî÷íîé
ÄÍÊ. Ýòî ñîçäàëî ïðåêðàñíûå ïðåäïîñûëêè
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Ðèñ. 13.3. Óïðîùåííàÿ ñõåìà ïóòåé áèîñèíòåçà íóêëåîòèäîâ.

Èíãèáèðîâàíèå ôåðìåíòîâ: 1 — ìåòîòðåêñàò èëè àìèíîïòåðèí, 2 — ìèêîôåíîëîâàÿ êèñëîòà.
PRPP — ôîñôîðèáîçèëïèðîôîñôàò; APRT — àäåíèí-ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçà;

HPRT — ãèïîêñàíòèí-ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçà; XGPRT — êñàíòèí-ãóàíèí-ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçà; AMP, IMP,
XMP, GMP, TMP, UMP — àäåíîçèí-, èíîçèí-, êñàíòèí-, ãóàíîçèí-, òèìèäèí-, óðèäèíìîíîôîñôàò ñîîòâåòñòâåííî.

Ïóíêòèðíîé ñòðåëêîé îáîçíà÷åí ïóòü ìåòàáîëèçìà, îòñóòñòâóþùèé ó ìëåêîïèòàþùèõ

Ðèñ. 13.4. Ñòðóêòóðà ôîëèåâîé êèñëîòû è åå àíàëîãîâ



äëÿ óñïåøíîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ÒK–

ê ôåíîòèïó ÒK+ êàê íàòèâíûìè, òàê è ãèä-
ðîëèçîâàííûìè ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç ìî-
ëåêóëàìè ÄÍÊ âèðóñîâ ïðîñòîãî ãåðïåñà
HSV-1 è HSV-2 (1977 ã.). Ïðè ýòîì áèîõè-
ìè÷åñêè è èììóíîëîãè÷åñêè ïîäòâåðæäåíî,
÷òî â ïîëó÷àåìûõ ÒK+-òðàíñôîðìàíòàõ
ñèíòåçèðóåòñÿ âèðóññïåöèôè÷íàÿ òèìèäèí-
êèíàçà.

• Ïîêàçàíî, ÷òî ãåí òèìèäèíêèíàçû íàõîäèò-
ñÿ â BamHI-ôðàãìåíòå ÄÍÊ âèðóñà HSV-1
ðàçìåðîì 3,4 òïí (1977 ã.). Êëîíèðîâàíèå
ýòîãî ôðàãìåíòà â ñîñòàâå âåêòîðíîé ïëàç-
ìèäû Å. coli pBR322 ïîçâîëèëî íàðàáàòû-
âàòü äàííûé âèðóñíûé ãåí â áàêòåðèàëüíûõ
êëåòêàõ â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ.

• Ïîëó÷åíû ëèíèè êëåòîê, îáëàäàþùèõ âûñî-
êîé êîìïåòåíòíîñòüþ äëÿ ïðîíèêíîâåíèÿ
ýêçîãåííûõ ìîëåêóë ÄÍÊ è äåôèöèòíûõ ïî
òèìèäèíêèíàçå ïðè íèçêîé ÷àñòîòå ñïîíòàí-
íîé ðåâåðñèè ê ôåíîòèïó ÒK+. Íàïðèìåð,
âûäåëåíà âûñîêîêîìïåòåíòíàÿ ëèíèÿ êëåòîê
ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ L ÒK– ñ óðîâíåì
ñïîíòàííîé ðåâåðñèè < 10–9 (1977 ã.).
Àíàëèç êëîíîâ ÒK+-òðàíñôîðìàíòîâ ïîêà-

çàë, ÷òî ââîäèìûé âèðóñíûé ãåí êîâàëåíòíî
ñâÿçûâàåòñÿ ñ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ êëåòêè. Íåçà-
âèñèìî âûäåëåííûå êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ
ðàçëè÷àëèñü ïî ìåñòàì èíòåãðàöèè ÷óæåðîäíîé
ÄÍÊ, ñëåäîâàòåëüíî, âñòðîéêà ýêçîãåííîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè íå ïðîèñõîäèò òîëüêî ïî îï-
ðåäåëåííîé õðîìîñîìå èëè åå ðàéîíó. Ìíîãèå
èññëåäîâàòåëè îòìå÷àëè øèðîêóþ âàðèàáåëü-
íîñòü ïîëó÷àåìûõ êëîíîâ òðàíñôîðìàíòîâ ïî
÷èñëó êîïèé èíòåãðèðîâàííîãî ãåíà tk (îò îä-
íîé äî íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ íà ãåíîì êëåòêè).
Ïðè ýòîì â êàæäîé êëåòêå (êëîíå) âñòðîéêà
òðàíñôîðìèðóþùåé ÄÍÊ ïðîèñõîäèò â âèäå
ìíîæåñòâåííûõ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ÷àùå âñå-
ãî â åäèíñòâåííîå ìåñòî íà îäíîé èç õðîìîñîì.

Ïîëó÷àåìûå êëîíû ÒK+ ñòàáèëüíî ñîõðàíÿ-
þò òðàíñôîðìèðîâàííûé ôåíîòèï â òå÷åíèå ñî-
òåí ãåíåðàöèé ïðè ðîñòå êëåòîê íà ñåëåêòèâíîé
ÍÀÒ-ñðåäå. Â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ êëîíû
ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñòàáèëüíîñòè ñî-
õðàíåíèÿ ôåíîòèïà ÒK+. Ïî-âèäèìîìó, áîëü-
øîå âëèÿíèå íà ñòàáèëüíîñòü ââåäåííîãî ÷óæå-
ðîäíîãî ãåíà îêàçûâàåò ãåíîòèï êëåòêè. Òàê,
ÒK–-êëåòêè ÿè÷íèêà êèòàéñêîãî õîìÿêà ÑHO,
òðàíñôîðìèðîâàííûå ãåíîì òèìèäèíêèíàçû
âèðóñà HSV-1, ñòàáèëüíî ñîõðàíÿëè ôåíîòèï
ÒK+ ïðè ðîñòå â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ.

Â êà÷åñòâå ñåëåêòèâíîãî ìàðêåðà Ì. Ìýíîñ
ñ ñîàâòîðàìè â 1983 ã. ïðåäëîæèëè òàêæå èñ-
ïîëüçîâàòü ãåí òèìèäèíêèíàçû âèðóñà HSV-1
ñ òåðìî÷óâñòâèòåëüíîé ìóòàöèåé ts1117. Â ðå-

çóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè êëåòîê L ÒK– âûÿâëÿ-
þòñÿ êëîíû ÒK+, êîòîðûå ïðè ïîâûøåííîé òåì-
ïåðàòóðå íå ðàñòóò íà ÍÀÒ-ñðåäå. Òàêîé òåðìî-
÷óâñòâèòåëüíûé ìàðêåð ìîæåò áûòü óäîáåí, òàê
êàê ïîçâîëÿåò ëåãêî îòëè÷èòü êëîíû ðåâåðòàí-
òîâ èñõîäíûõ ÒK–-êëåòîê (íåòåðìî÷óâñòâèòåëü-
íûõ) îò èñòèííûõ òðàíñôîðìàíòîâ (òåðìî÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ).

Ä. Äæîëëè ñ ñîàâòîðàìè (1983 ã.) ïîêàçàëè,
÷òî âñòðîéêà â ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ãåí tk

âèðóñà ãåðïåñà, ó÷àñòêà äëèííîãî êîíöåâîãî ïî-
âòîðà ÄÍÊ âèðóñà ñàðêîìû ìûøåé (ñîäåðæèò
óñèëèòåëü òðàíñêðèïöèè; ñì. 14.1.1) ïðèâîäèò
ê óâåëè÷åíèþ ÷àñòîòû îáðàçîâàíèÿ ñòàáèëüíûõ
êëîíîâ òðàíñôîðìàíòîâ â 10–20 ðàç. Ïðè ýòîì
îðèåíòàöèÿ è ðàñïîëîæåíèå êîíöåâîãî ïîâòîðà
îòíîñèòåëüíî tk íå âëèÿþò íà ÷àñòîòó òðàíñ-
ôîðìàöèè.

Â äàëüíåéøåì òðàíñôîðìàöèþ ìóòàíòíûõ
êëåòîê ê ôåíîòèïó ÒK+ óäàëîñü îñóùåñòâèòü íå
òîëüêî ñ ïîìîùüþ ãåíà âèðóñà ãåðïåñà, íî è èñ-
ïîëüçóÿ õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ ðàçëè÷íûõ êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ.

Ì. Óèãëåð ñ ñîàâòîðàìè (1979 ã.) ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàëè òàêæå âîçìîæíîñòü ãåíåòè÷åñêîé
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ìûøåé APRT –, äåôåêò-
íûõ ïî ôåðìåíòó àäåíèí-ôîñôîðèáîçèëòðàíñ-
ôåðàçå, ê ôåíîòèïó APRT+ ñ ïîìîùüþ ñóììàð-
íîé ÄÍÊ êëåòîê äèêîãî òèïà. Äëÿ êëîíèðîâàíèÿ
òàêèõ õðîìîñîìíûõ ãåíîâ äîíîðíûå ôðàãìåíòû
õðîìîñîìíîé ÄÍÊ êîâàëåíòíî îáúåäèíÿþò
ñ ÄÍÊ ïëàçìèäû pBR322 è ââîäÿò ñìåñü â ìó-
òàíòíûå êëåòêè (ðèñ. 13.5). Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü ïëàçìèäû pBR322 âûïîëíÿåò
â ýòîì ñëó÷àå ðîëü ôèçè÷åñêîãî ìàðêåðà. Â ïðî-
öåññå òðàíñôîðìàöèè ïðîèñõîäèò èíòåãðàöèÿ
â ãåíîì êëåòêè ñåëåêòèðóåìîãî ìàðêåðà, ñîåäè-
íåííîãî ñ pBR322. Õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ îòîáðàí-
íîãî òðàíñôîðìèðîâàííîãî êëîíà ðàñùåïëÿþò
íà êðóïíûå ôðàãìåíòû, êîòîðûå êëîíèðóþò
â ñîñòàâå êîñìèä èëè âåêòîðíûõ ôàãîâ �. Ïîèñê
íóæíûõ êëîíîâ ãèáðèäíûõ êîñìèä èëè ôàãîâ
îñóùåñòâëÿþò ãèáðèäèçàöèåé in situ ñ ðàäèîàê-
òèâíî ìå÷åííîé ÄÍÊ ïëàçìèäû pBR322. Ïî
îïèñàííîé ñõåìå, â ÷àñòíîñòè, áûëè êëîíèðîâà-
íû ãåí òèìèäèíêèíàçû öûïëåíêà (1979 ã.) è ãåí
aprt àäåíèí-ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçû õîìÿêà
(1980 ã.).

Âûïîëíåííûå ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî ïðàê-
òè÷åñêè ëþáîé ãåí, ïî êîòîðîìó îñóùåñòâëåíà
ãåíåòè÷åñêàÿ òðàíñôîðìàöèÿ êëåòîê æèâîòíûõ,
ìîæíî âûäåëèòü è êëîíèðîâàòü â ïîäõîäÿùåì
áàêòåðèàëüíîì âåêòîðå. Â ïîëó÷àåìîì ïðåïà-
ðàòå ãèáðèäíîé ÄÍÊ äîçà äàííîãî ãåíà íàìíîãî
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âûøå, ÷åì â ïðåïàðàòå ñóììàðíîé êëåòî÷íîé
ÄÍÊ, ÷òî îáóñëîâëèâàåò âûñîêóþ ýôôåêòèâ-
íîñòü òðàíñôîðìàöèè êëåòîê êëîíèðîâàííûìè
ãåíàìè.

Â ãë. 12 îòìå÷àëîñü, ÷òî ó äðîææåé ïëàç-
ìèäû èíòåãðàöèè ðåêîìáèíàöèîííî âñòðàèâà-
þòñÿ â õðîìîñîìû ïðåèìóùåñòâåííî ïî îáëàñ-
òÿì ãîìîëîãèè, ò. å. çà ñ÷åò ñèñòåìû îáùåé ðå-
êîìáèíàöèè ãîìîëîãè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òåé ÄÍÊ. Íàïðîòèâ, â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ
ýêçîãåííûå ìîëåêóëû ÄÍÊ èíòåãðèðóþòñÿ
â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ çà ñ÷åò íåãîìîëîãè÷íîé
ðåêîìáèíàöèè, à âñòðîéêà ïî îáëàñòè ãîìîëî-
ãèè ïðîèñõîäèò êðàéíå ðåäêî. Ïðåäïîëîæèëè,
÷òî òàêîé ýôôåêò îáóñëîâëåí ðàçëè÷èÿìè â ðàç-
ìåðå ãåíîìà êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ è äðîæ-
æåé-ñàõàðîìèöåòîâ. Ó ïåðâûõ ãåíîì ïðèìåðíî
â 200 ðàç áîëüøå, ò. å. îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæà-
íèå óíèêàëüíîãî ëîêóñà âî ñòîëüêî æå ðàç ìåíü-
øå. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû Õ. Æåíã è
Äæ. Óèëñîí (1990 ã.) èñïîëüçîâàëè äâå êóëüòó-
ðû êëåòîê — ñ åäèíè÷íûì è àìïëèôèöèðîâàí-
íûì äî 800 êîïèé ãåíàìè äèãèäðîôîëàòðåäóê-
òàçû — è ïëàçìèäó èíòåãðàöèè, ó êîòîðîé â ñî-

ñòàâ ãåíà dhfr áûë âñòðîåí ñåëåêòèâíûé ìàðêåð.
Îêàçàëîñü, ÷òî ñòîëü ðàäèêàëüíîå óâåëè÷åíèå
ïðåäñòàâëåííîñòè â ãåíîìå îáëàñòè ãîìîëîãèè
ñ ïëàçìèäîé èíòåãðàöèè íå ïîâëèÿëî íà ÷àñòîòó
âñòðîéêè ýòîé ïëàçìèäû çà ñ÷åò ñèñòåìû îáùåé
ðåêîìáèíàöèè. Òàêèì îáðàçîì, ïî-âèäèìîìó,
èìåþòñÿ ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåõàíèçìà
èíòåãðàöèîííîé ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ è äðîææåé S. cerevisiae.

13.3.2. Êîòðàíñôîðìàöèÿ

Â íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòàõ äîêàçàíî,
÷òî åñëè â ñîñòàâå îäíîé ãèáðèäíîé ïëàçìèäû
îáúåäèíèòü ãåí òèìèäèíêèíàçû è íåñåëåêòè-
ðóåìóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, òî â îòîáðàííûõ
ÒK+-êëîíàõ â ãåíîìå êëåòêè íàðÿäó ñ ñåëåêòè-
ðóåìûì ìàðêåðîì áóäåò íàõîäèòüñÿ â èíòåãðè-
ðîâàííîì ñîñòîÿíèè è êîâàëåíòíî ñâÿçàííûé
ñ íèì â ïëàçìèäå ãåí. Îäíîâðåìåííî ðÿä àâòî-
ðîâ îáíàðóæèëè, ÷òî ïðè ââåäåíèè â êëåòêè æè-
âîòíûõ ñîâìåñòíî ñ ãåíîì òèìèäèíêèíàçû ëþ-
áûõ äðóãèõ êîâàëåíòíî íå ñâÿçàííûõ ìîëåêóë
ÄÍÊ â òðàíñôîðìàíòàõ ÒK+ äàííûå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè âûÿâëÿþòñÿ ñ áîëüøîé ÷àñòîòîé. Ýòî
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îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî â ïîïóëÿöèè êëåòîê èìå-
åòñÿ ëèøü íåçíà÷èòåëüíàÿ ñóáïîïóëÿöèÿ êîìïå-
òåíòíûõ êëåòîê, êîòîðûå â ñèëó ñâîåãî ôèçèî-
ëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ ñ áîëüøåé ÷àñòîòîé, ÷åì
äðóãèå êëåòêè, ïîãëîùàþò ââîäèìóþ áèîõèìè-
÷åñêèì ìåòîäîì ýêçîãåííóþ ÄÍÊ íåçàâèñèìî
îò åå ïðèðîäû. Åñëè êëåòêè îáðàáàòûâàòü ñìå-
ñüþ äâóõ ïðåïàðàòîâ ÄÍÊ, òî â âûñîêîêîìïå-
òåíòíûå êëåòêè ñ áîëüøîé âåðîÿòíîñòüþ ïîïà-
äàþò ìîëåêóëû ÄÍÊ îáîèõ òèïîâ. Ïðîíèêøàÿ
÷óæåðîäíàÿ ãåíåòè÷åñêàÿ èíôîðìàöèÿ èíòåãðè-
ðóåòñÿ â ãåíîì êëåòêè. Ïî àíàëîãèè ñ ñîâìåñò-
íîé òðàíñôîðìàöèåé áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê
ïëàçìèäíûìè ÄÍÊ îáíàðóæåííîå ÿâëåíèå áû-
ëî íàçâàíî êîòðàíñôîðìàöèåé.

Â ïåðâûõ ýêñïåðèìåíòàõ (1979 ã.) ïî êî-
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ â êà÷å-
ñòâå ñåëåêòèðóåìîãî ìàðêåðà èñïîëüçîâàëè ãåí
òèìèäèíêèíàçû âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà.
Êîòðàíñôîðìèðóåìûìè áûëè ìîëåêóëû ÄÍÊ
ôàãà �Õ174, ïëàçìèäû pBR322, ãåíîâ �-ãëîáè-
íà êðîëèêà è �-ãëîáèíà ÷åëîâåêà. Ïîñëå îáðà-
áîòêè êëåòîê ÒK– ñìåñüþ ÄÍÊ îòáèðàëè êëîíû
ÒK+-òðàíñôîðìàíòîâ è ãèáðèäèçàöèåé âûÿâëÿ-
ëè â íèõ íåñåëåêòèðóåìóþ êîòðàíñôîðìèðóå-
ìóþ ÄÍÊ. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè ìîëÿðíîì
ñîîòíîøåíèè ãåíà tk è êîòðàíñôîðìèðóåìîé
ÄÍÊ â èíòåðâàëå îò 1 : 2 äî 1 : 20 ïðèìåðíî
30 % êëîíîâ ÒK+ ñîäåðæàëè ñîâìåñòíî ââîäè-
ìóþ ÄÍÊ, à ïðè óâåëè÷åíèè ýòîãî ñîîòíîøåíèÿ
äî 1 : 2000 — íå ìåíåå 80 %. Ïðè ýòîì âûÿñíè-
ëîñü, ÷òî êîòðàíñôîðìèðóåìûå àâòîíîìíûå ìî-
ëåêóëû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå èç ðàçíûõ èñòî÷íè-
êîâ, èíòåãðèðóþòñÿ â ãåíîì êëåòêè â âèäå ìíî-
æåñòâåííûõ ïîâòîðîâ è â ïðîöåññå èíòåãðàöèè
â õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ îêàçûâàþòñÿ òåñíî ñöåï-
ëåííûìè. Âîçìîæíî, ýòî îáóñëîâëåíî îáðàçîâà-
íèåì êîíêàòåìåðíûõ ôîðì ýêçîãåííîé ÄÍÊ
â ðåçóëüòàòå ìåæìîëåêóëÿðíîãî ëèãèðîâàíèÿ
(ðåêîìáèíàöèè) in vivo.

Ïðè àíàëèçå êëîíîâ ÒK–, âûðîñøèõ ïîñëå
êîòðàíñôîðìàöèè êëåòîê L TK–, íå óäàëîñü âû-
ÿâèòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ââîäèìîé â áîëüøîì
èçáûòêå íåñåëåêòèðóåìîé ÄÍÊ. Ýòî åùå ðàç
ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè ñóáïîïóëÿöèè êîì-
ïåòåíòíûõ êëåòîê â èñïîëüçóåìîé êóëüòóðå.

Ïîêàçàíî, ÷òî ìîæíî âûäåëèòü êëîíû êî-
òðàíñôîðìàíòîâ, ñòàáèëüíî ñîõðàíÿþùèõ ïðè
ìíîæåñòâåííûõ ïåðåñåâàõ ââåäåííóþ ÷óæåðîä-
íóþ ÄÍÊ, äëÿ êîòîðîé íåò óñëîâèé ñåëåêòèâíî-
ãî äàâëåíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ñóùåñòâóåò ðåàëü-
íàÿ âîçìîæíîñòü îòáèðàòü ñòàáèëüíûå êëîíû êî-
òðàíñôîðìàíòîâ, ñîäåðæàùèå ëþáîé æåëàåìûé
ãåí.

13.3.3. Äîìèíàíòíûå àìïëèôèöèðóåìûå
ìàðêåðû ãåíåòè÷åñêîé
òðàíñôîðìàöèè

Ðåöåññèâíûå ìàðêåðû òèïà ãåíîâ tk è aprt

óäàåòñÿ èñïîëüçîâàòü ëèøü äëÿ òðàíñôîðìàöèè
ëèíèé êëåòîê, ìóòàíòíûõ ïî ýòèì ãåíàì, ÷òî
ñóùåñòâåííî óìåíüøàåò ÷èñëî êóëüòóð, êîòî-
ðûå ìîæíî ïîäâåðãíóòü èçó÷åíèþ. Ïðè èñïîëü-
çîâàíèè äîìèíàíòíûõ ìàðêåðîâ òàêîãî îãðàíè-
÷åíèÿ óæå áûòü íå äîëæíî è òðàíñôîðìàöèþ
ìîæíî ïðîâîäèòü ïðàêòè÷åñêè íà ëþáîé êóëü-
òóðå êëåòîê. Ïåðâûì èñïîëüçîâàííûì ìàðêå-
ðîì äîìèíàíòíîãî òèïà ÿâèëñÿ ãåí äèãèäðîôî-
ëàòðåäóêòàçû dhfr. Êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè æè-
âîòíûõ ÷óâñòâèòåëüíû ê î÷åíü íåáîëüøèì êîí-
öåíòðàöèÿì èíãèáèòîðà äèãèäðîôîëàòðåäóêòà-
çû — ìåòîòðåêñàòó (Mtx). Íà ñðåäå ñ ìåòîòðåê-
ñàòîì óäàåòñÿ âûäåëÿòü Mtx-óñòîé÷èâûå ëèíèè
êëåòîê. Ïðè ýòîì óñòîé÷èâîñòü ê äàííîìó èíãè-
áèòîðó ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà òðåìÿ ïðè÷è-
íàìè: ñíèæåííûì ïðîíèêíîâåíèåì åãî â êëåò-
êè; ïðîäóêöèåé íåîáû÷íî áîëüøîãî êîëè÷åñòâà
äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû; íàëè÷èåì â êëåòêàõ
ìóòàíòíîé ôîðìû ôåðìåíòà DHFR, ó êîòîðîãî
çíà÷èòåëüíî ñíèæåíà àôôèííîñòü ê ìåòîòðåê-
ñàòó.

Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ÷àùå âñåãî ïî-
âûøåííûé óðîâåíü ñèíòåçà äèãèäðîôîëàòðå-
äóêòàçû îáóñëîâëåí àìïëèôèêàöèåé ãåíà dhfr.
Òàêæå áûë âûäåëåí âàðèàíò ëèíèè êëåòîê õîìÿ-
êà À29, ó êîòîðûõ íàáëþäàëàñü óâåëè÷åííàÿ
ïðîäóêöèÿ ìóòàíòíîé ôîðìû DHFR ñî ñíèæåí-
íîé àôôèííîñòüþ ê Mtx. Õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ
ýòèõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè Ì. Óèãëåð ñ ñîàâòîðà-
ìè (1980 ã.) äëÿ òðàíñôîðìàöèè Mtx-÷óâñòâè-
òåëüíûõ êëåòîê ìûøè L TK– APRT – ê ôåíîòèïó
Mtxr. Àâòîðû äîêàçàëè, ÷òî ÷óæåðîäíûé ãåí
dhfr èíòåãðèðóåòñÿ â ãåíîì êëåòîê ìûøè è îáó-
ñëîâëèâàåò óñòîé÷èâîñòü ýòèõ êëåòîê ê ìåòîò-
ðåêñàòó. Îòáîð òðàíñôîðìàíòîâ ïðîâîäèëè ïðè
íèçêîì ñîäåðæàíèè Mtx â ñðåäå (0,1 ìêã/ìë). Ïå-
ðåñåâ ñåëåêòèðîâàííûõ êëîíîâ êëåòîê íà ñðåäàõ
ñ ïîñëåäîâàòåëüíî âîçðàñòàþùèìè êîíöåíòðà-
öèÿìè äàííîãî àíòèáèîòèêà (äî 40 ìêã/ìë) ïî-
çâîëèë ïîëó÷èòü âûñîêîóñòîé÷èâûå ëèíèè êëå-
òîê, â êîòîðûõ âûÿâëåíà àìïëèôèêàöèÿ ÷óæå-
ðîäíîãî ãåíà äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû. Áîëåå
òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî êîòðàíñôîðìèðóåìàÿ ÄÍÊ
ïëàçìèäû pBR322 âûÿâëÿåòñÿ â õðîìîñîìíîé
ÄÍÊ Mtxr-êëîíîâ è ïðè ñåëåêöèè íà ñðåäå ñ ïî-
âûøåííîé êîíöåíòðàöèåé àíòèáèîòèêà àìïëè-
ôèöèðóåòñÿ ñîâìåñòíî ñ ãåíîì dhfr.

Èñïîëüçîâàíèå ãåíà äèãèäðîôîëàòðåäóêòà-
çû, îáóñëîâëèâàþùåãî äîìèíàíòíóþ óñòîé÷è-
âîñòü ê ìåòîòðåêñàòó, â êà÷åñòâå ìàðêåðà ãåíå-
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òè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ïîçâîëÿåò çíà÷èòåëü-
íî ðàñøèðèòü êðóã êóëüòóð êëåòîê, íà êîòîðûõ
ìîæíî îñóùåñòâëÿòü êîòðàíñôîðìàöèþ ãåíîâ.
Ñïîñîáíîñòü ãåíà dhfr è ïðèëåãàþùèõ ê íåìó
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé àìïëèôèöèðîâàòüñÿ â ñå-
ëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ äàåò âîçìîæíîñòü ñîâ-
ìåñòíî ñ ãåíîì dhfr àìïëèôèöèðîâàòü ëþáîé
÷óæåðîäíûé ãåí (êîàìïëèôèêàöèÿ). Äëÿ óâå-
ëè÷åíèÿ ýôôåêòèâíîñòè è óïðîùåíèÿ ïðîöåäó-
ðû òðàíñôîðìàöèè êëåòîê æèâîòíûõ ñåëåêòè-
ðóåìûé ãåí íåîáõîäèìî èìåòü â ñîñòàâå ãèá-
ðèäíîé ÄÍÊ, ëåãêî ðàçìíîæàåìîé â áàêòåðè-
àëüíûõ êëåòêàõ. Ïîýòîìó â ðÿäå ëàáîðàòîðèé
áûëè ïðåäïðèíÿòû ïîïûòêè ñîçäàòü ãèáðèäíûå
ïëàçìèäû, íåñóùèå ãåí dhfr.

Ðàçìåð ãåíà dhfr ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî
32 òïí, õîòÿ äëÿ êîäèðîâàíèÿ áåëêà íåîáõîäèìî
ëèøü 558 ïí. Äàííûé ãåí èìååò ðàçäðîáëåííóþ
ñòðóêòóðó è ñîñòîèò èç øåñòè ýêçîíîâ, ðàçäå-
ëåííûõ ïðîòÿæåííûìè èíòðîíàìè. Êîíñòðóè-
ðîâàíèå èíòåãðàòèâíîãî âåêòîðà íà îñíîâå òà-
êîãî êðóïíîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ ìàëîïåðñïåê-
òèâíî. Ïîýòîìó óñèëèÿ èññëåäîâàòåëåé áûëè
íàïðàâëåíû íà êëîíèðîâàíèå êÄÍÊ äèãèäðî-
ôîëàòðåäóêòàçû èëè êîäèðóþùåé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè àíàëîãè÷íîãî áàêòåðèàëüíîãî ãåíà.

Òàê, ïîä êîíòðîëü ðàííåãî ïðîìîòîðà âèðó-
ñà SV40 â ñîñòàâå âåêòîðíîé ïëàçìèäû pKCR
(ñì. ðèñ. 14.9) áûëà âñòðîåíà êîäèðóþùàÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû
Å. coli. Ïîëó÷åííàÿ ïëàçìèäà pHG îáåñïå÷èâà-
ëà òðàíñôîðìàöèþ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ê ôå-
íîòèïó Mtxr. Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèëà èíòåãðàöèÿ
ìíîæåñòâåííûõ êîïèé pHG â ãåíîì êëåòîê.
Òðàíñêðèïöèÿ ïðîêàðèîòè÷åñêîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè èíèöèèðîâàëàñü ñ ðàííåãî ïðîìîòî-
ðà SV40, ãèáðèäíàÿ ìÐÍÊ ïîäâåðãàëàñü ïðà-
âèëüíîìó ñïëàéñèíãó è ïîëèàäåíèëèðîâàíèþ
íà ñèãíàëàõ 3�-êîíöåâîé ÷àñòè ÐÍÊ �-ãëîáèíà
êðîëèêà.

Â äðóãîé ðàáîòå ïðîìîòîðíóþ îáëàñòü
äëèííîãî êîíöåâîãî ïîâòîðà ÄÍÊ âèðóñà ñàð-
êîìû Õàðâè ñîñòûêîâàëè ñ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ êÄÍÊ äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû ìûøè.
Ñêîíñòðóèðîâàííûé ãèáðèäíûé ãåí â ñîñòàâå
pBR322 ââåëè â êëåòêè ìûøè è ïðîäåìîíñòðè-
ðîâàëè âîçìîæíîñòü òðàíñôîðìàöèè êëåòîê
ê ôåíîòèïó Mtxr. Ãèáðèäíûé ãåí íàïðàâëÿë ýô-
ôåêòèâíûé ñèíòåç äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû è
àìïëèôèöèðîâàëñÿ ïðè ðîñòå êëåòîê íà ñðåäå
ñ ïîâûøåííîé êîíöåíòðàöèåé ìåòîòðåêñàòà.
Ñîçäàííûå ïëàçìèäû óäîáíî èñïîëüçîâàòü êàê
èíòåãðàòèâíûå âåêòîðû, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ
ìîæíî ââîäèòü â ãåíîì êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ

÷óæåðîäíûå ãåíû è ýôôåêòèâíî èõ àìïëèôèöè-
ðîâàòü.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿñíî, ÷òî ñïîñîáíîñòü
àìïëèôèöèðîâàòüñÿ, ïî-âèäèìîìó, íå îãðàíè-
÷åíà îäíèì èëè íåñêîëüêèìè ëîêóñàìè â ãåíî-
ìå ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè. Àìïëèôèêàöèÿ òî-
ãî èëè èíîãî ãåíà ÿâëÿåòñÿ ñëó÷àéíûì è äî-
âîëüíî ðåäêèì ñîáûòèåì, êîòîðîå ìîæíî îáíà-
ðóæèòü ïðè îïðåäåëåííîì ñåëåêòèâíîì äàâëå-
íèè. Ðàçìåð àìïëèôèöèðóåìîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ìîæåò ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àòüñÿ äàæå
â êëîíàõ îäíîé ëèíèè êëåòîê è âàðüèðóåò îò
íåñêîëüêèõ ñîòåí äî 10 000 òïí, ÷òî çíà÷èòåëü-
íî ïðåâûøàåò ðàçìåð ñåëåêòèðóåìîãî ãåíà. Ýòî
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ïðèëåãàþùèå ê ñåëåêòèâ-
íîìó ãåíó ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òàêæå âîâëåêà-
þòñÿ â àìïëèôèêàöèþ.

Èçâåñòíî äâà âàðèàíòà ñóùåñòâîâàíèÿ
â êëåòêå àìïëèôèöèðóåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
(èíîãäà âîçìîæíû è «ñìåøàííûå» ñîñòîÿíèÿ):
• Àìïëèôèöèðîâàííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

â îñíîâíîì âûÿâëÿåòñÿ â âèäå ìíîæåñòâåí-
íûõ êîëüöåâûõ âíåõðîìîñîìíûõ ìåëêèõ
îáðàçîâàíèé — DM-õðîìîñîì (îò àíãë.
double minute). DM-ýëåìåíòû íå èìåþò
öåíòðîìåðû, ïîýòîìó ðàñïðåäåëÿþòñÿ â ìè-
òîçå ñëó÷àéíûì îáðàçîì, ÷òî îáóñëîâëèâàåò
íåñòàáèëüíîñòü ïðèçíàêà óñòîé÷èâîñòè
ê èñïîëüçîâàííîìó äëÿ àìïëèôèêàöèè ñî-
åäèíåíèþ.

• Ìíîæåñòâåííûå êîïèè àìïëèôèöèðîâàí-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëîêàëèçîâàíû
â îäíîé èëè ðåæå â íåñêîëüêèõ õðîìîñîìàõ.
Àìïëèôèöèðîâàííàÿ îáëàñòü õðîìîñîìû
ìîæåò ñîäåðæàòü äî íåñêîëüêèõ ñîòåí ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé èçó÷àåìîãî ãåíà. Ïðè
ýòîì íàðÿäó ñ ïðÿìûìè ïîâòîðàìè ìîãóò
áûòü è èíâåðòèðîâàííûå, à òàêæå èíîãäà
íàáëþäàþòñÿ ïåðåñòðîéêè â àìïëèôèöè-
ðóåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ.
Ýôôåêòèâíîñòü àìïëèôèêàöèè èíòåãðèðî-

âàííîãî â ãåíîì êëåòêè ãåíà è ñòàáèëüíîñòü
õðîìîñîì, ñîäåðæàùèõ àìïëèôèöèðîâàííûé
ãåí, ñóùåñòâåííî çàâèñÿò îò ìåñòà èíòåãðàöèè
òðàíñôîðìèðóþùåãî ãåíà (ýôôåêò ïîëîæåíèÿ
ãåíà). Îáíàðóæåíî, ÷òî â àìïëèôèöèðóåìîì
ñåãìåíòå ÄÍÊ íàõîäèòñÿ ó÷àñòîê èíèöèàöèè
ðåïëèêàöèè (ori) õðîìîñîìíîé ÄÍÊ. Ýòî ïîçâî-
ëÿåò èç ÄÍÊ ëèíèé êëåòîê ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ
àìïëèôèêàöèè èçó÷àåìîãî ñåãìåíòà äîñòàòî÷-
íî ïðîñòî âûäåëÿòü ðåñòðèêöèîííûé ôðàãìåíò,
ñîäåðæàùèé äàííûé õðîìîñîìíûé ori, è êëî-
íèðîâàòü åãî.

Íàáëþäàåìûå ðàçëè÷èÿ â ñòðóêòóðíîé îð-
ãàíèçàöèè è ëîêàëèçàöèè àìïëèôèöèðîâàííûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðèâåëè ê ïðåäïîëîæå-
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íèþ, ÷òî â ðàçëè÷íûõ ñèòóàöèÿõ äåéñòâóþò ðàç-
íûå ìåõàíèçìû àìïëèôèêàöèè ñåãìåíòîâ ÄÍÊ.

Ïåðâóþ ìîäåëü, îáúÿñíÿþùóþ ìíîãèå ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûå äàííûå, ïðåäëîæèëè Ã. Ñòàðê
è Ã. Âîë â 1984 ã. (ðèñ. 13.6). Ïî èõ ìíåíèþ,
àìïëèôèêàöèÿ îïðåäåëåííîãî ó÷àñòêà õðîìî-

ñîìû ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà íåîáû÷íîé ìíî-
æåñòâåííîé èíèöèàöèåé ðåïëèêàöèè ÄÍÊ
â ýòîì ó÷àñòêå âî âðåìÿ S-ôàçû êëåòî÷íîãî öèê-
ëà. Ïðè ýòîì ôîðìèðóåòñÿ ñòðóêòóðà òèïà «ëó-
êîâîé êîæóðû» (onionskin structure). Ïîñëåäóþ-
ùèå ðåêîìáèíàöèîííûå ñîáûòèÿ ìîãóò ïðèâî-
äèòü ê ïîÿâëåíèþ èëè âíåõðîìîñîìíûõ DM-
ýëåìåíòîâ, èëè ìíîæåñòâåííûõ ïîâòîðîâ â õðî-
ìîñîìå.

Äðóãèå èññëåäîâàòåëè íå èñêëþ÷àëè âîç-
ìîæíîñòè òîãî, ÷òî âíåõðîìîñîìíîå ñîñòîÿíèå
àìïëèôèöèðóåìîãî ó÷àñòêà ÿâëÿåòñÿ ïðîìåæó-
òî÷íûì ïðè ôîðìèðîâàíèè ìíîæåñòâåííûõ ïî-
âòîðîâ â õðîìîñîìíîé ÄÍÊ. Îñíîâûâàÿñü íà
ìîäåëè Á. Ôþ÷åðà ðåïëèêàöèè ÄÍÊ äðîææåâîé
ïëàçìèäû Scp1 (ñì. ðèñ. 12.5), Ê. Ïýñåíåíòè
ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.) ïðåäëîæèëè ìîäåëü àì-
ïëèôèêàöèè õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ÷åðåç îáðàçî-
âàíèå âíåõðîìîñîìíûõ êîëüöåâûõ ïðîìåæó-
òî÷íûõ ôîðì (ðèñ. 13.7). Äîñòîèíñòâî ýòîé ìî-
äåëè â òîì, ÷òî îíà íå ïðåäïîëàãàåò ëîêàëüíîãî
íàðóøåíèÿ êîíòðîëÿ ðåïëèêàöèè õðîìîñîìíîé
ÄÍÊ â ðàéîíå àìïëèôèêàöèè. Â ïðîöåññå ðåï-
ëèêàöèè èç õðîìîñîìû âûùåïëÿåòñÿ êîëüöåâàÿ
ÄÍÊ, ñîñòîÿùàÿ èç äâóõ ïðîòÿæåííûõ èíâåðòè-
ðîâàííûõ ïîâòîðîâ. Ýòà êîëüöåâàÿ ÄÍÊ ñîäåð-
æèò ori, è íà íåì èíèöèèðóåòñÿ äâóíàïðàâëåí-
íàÿ ðåïëèêàöèÿ. Çà ñ÷åò îáùåé âíóòðèìîëåêó-
ëÿðíîé ðåêîìáèíàöèè âîçìîæíà èíâåðñèÿ îä-
íîé èç âèëîê ðåïëèêàöèè, ïîñëå ÷åãî îáå âèëêè
ðåïëèêàöèè äâèæóòñÿ â îäíîì íàïðàâëåíèè.
Ýòî ïðèâîäèò ê ìíîãîêðàòíîé àìïëèôèêàöèè
âûùåïëåííîãî ñåãìåíòà ÄÍÊ. Àìïëèôèöèðî-
âàííàÿ òàêèì îáðàçîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü çà-

352 Ãëàâà 13. ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÈÍÆÅÍÅÐÈß ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ

Ðèñ. 13.6. Ìîäåëü àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ
ìëåêîïèòàþùèõ

Ðèñ. 13.7. Ìîäåëü âíåõðîìîñîìíîé àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ ìëåêîïèòàþùèõ:

à — èñêëþ÷åíèå èç ðåïëèöèðóþùåãîñÿ ðàéîíà õðîìîñîìû êîëüöåâîé ÄÍÊ,
ñîñòîÿùåé èç äâóõ èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòîðîâ; á — ðåïëèêàöèÿ êîëüöåâîé ÄÍÊ;

â — ðåêîìáèíàöèÿ ìåæäó ðåïëèöèðóþùåéñÿ è íåðåïëèöèðóþùåéñÿ ÷àñòÿìè èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòîðîâ;



òåì ìîæåò áûòü èíòåãðèðîâàíà â õðîìîñîìíóþ
ÄÍÊ.

Â 1988 ã. Î. Õèðåí ñ ñîàâòîðàìè ïðåäëîæèëè
äðóãóþ ìîäåëü àìïëèôèêàöèè ñåãìåíòà ÄÍÊ
áåç âûùåïëåíèÿ åãî èç ñîñòàâà õðîìîñîìû
(ðèñ. 13.8). Âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ýòîé ìîäåëè
èìåþò ïàëèíäðîìíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êî-
òîðûå îáóñëîâëèâàþò «ïîâîðîò» ïîëèìåðàçíîãî
êîìïëåêñà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îáðàçóþòñÿ äâå
âèëêè ðåïëèêàöèè, äâèæóùèåñÿ äðóã çà äðóãîì.

Ïðåäëîæåííûå ìîäåëè, ïî-âèäèìîìó, îòðà-
æàþò ìíîãîîáðàçèå ìåõàíèçìîâ àìïëèôèêàöèè
õðîìîñîìíîé ýóêàðèîòè÷åñêîé ÄÍÊ è ðàçíîîá-
ðàçèå ôîðìèðóþùèõñÿ ïðè ýòîì ïðîäóêòîâ.

Ã. Ñòàðê ñ ñîàâòîðàìè (1982 ã.) ðàçðàáîòàëè
ìåòîä îòáîðà ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, ñîäåð-
æàùèõ àìïëèôèöèðîâàííûå ëîêóñû. Ìåòîä îñ-
íîâàí íà òîì, ÷òî â äåíàòóðèðîâàííîé âûñîêî-
ìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ ñêîðîñòü ðåàññîöèàöèè êà-
êîé-ëèáî íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïðîïîðöèîíàëüíà åå ïîâòîðÿåìîñòè â èçó÷àå-
ìîé ÄÍÊ. Îïðåäåëåííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
àìïëèôèöèðîâàííàÿ â ãåíîìå êëåòêè, áóäåò ðå-
àññîöèèðîâàòüñÿ â öèêëå äåíàòóðàöèè–ðåíàòó-
ðàöèè ÄÍÊ ñ áîëüøåé ñêîðîñòüþ, ÷åì åñëè áû
îíà íàõîäèëàñü â ãåíîìíîé ÄÍÊ â åäèíñòâåí-
íîì ýêçåìïëÿðå. Âûáðàâ óñëîâèÿ ðåíàòóðàöèè
è âûäåëèâ íà ãèäðîêñèëàïàòèòå ôðàêöèþ äâóõ-
öåïî÷å÷íîé ÄÍÊ, ìîæíî ñóùåñòâåííî îáîãà-
òèòü ïðåïàðàò ÄÍÊ ïîâòîðÿþùèìèñÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòÿìè. Åñëè òàêèì ìåòîäîì îáðàáàòû-
âàòü ïðåïàðàòû õðîìîñîìíîé ÄÍÊ êëåòîê äèêî-
ãî òèïà è êëåòîê ñ àìïëèôèöèðîâàííûì ãåíîì,

òî ïîëó÷åííûå ïîñëå ðåíàòóðàöèè îáîãàùåí-
íûå ïîâòîðÿþùèìèñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè
îáðàçöû ÄÍÊ áóäóò ðàçëè÷àòüñÿ ëèøü òåì, ÷òî
âî ôðàêöèè ÄÍÊ ìóòàíòíûõ êëåòîê áóäåò ïðè-
ñóòñòâîâàòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àìïëèôèöèðî-
âàííîãî ãåíà, à â ÄÍÊ êëåòîê äèêîãî òèïà —
íåò. Âûäåëåííûå ôðàêöèè ÄÍÊ ðàäèîàêòèâíî
ìåòÿò ñ ïîìîùüþ íèê-òðàíñëÿöèè è èñïîëüçó-
þò êàê çîíäû â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ãèáðèäèçàöèè
íóêëåèíîâûõ êèñëîò in situ ïðè àíàëèçå áèáëèî-
òåêè ãåíîâ ìóòàíòíîé ëèíèè êëåòîê.

Áèáëèîòåêà ãåíîâ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî êëîíîâ ãèáðèäíûõ ôàãîâ � èëè
êîñìèä (ñì. 2.2.2, 2.2.3). Íåãàòèâíûå êîëîíèè
ãèáðèäíûõ ôàãîâ èëè êîëîíèè êëåòîê Å. coli,
ñîäåðæàùèõ ãèáðèäíûå êîñìèäû, ïåðåïå÷àòû-
âàþò íà íèòðîöåëëþëîçíûå ôèëüòðû è îñóùå-
ñòâëÿþò ãèáðèäèçàöèþ íóêëåèíîâûõ êèñëîò
in situ ñ êàæäûì èç ïîëó÷åííûõ ìå÷åíûõ ïðåïà-
ðàòîâ ÄÍÊ. Òå êëîíû, â êîòîðûõ îáíàðóæèâàåò-
ñÿ ãèáðèäèçàöèÿ ñ ÄÍÊ-çîíäîì ìóòàíòíûõ êëå-
òîê è îòñóòñòâóåò ãèáðèäèçàöèÿ ñ ÄÍÊ-çîíäîì
êëåòîê äèêîãî òèïà, ñîäåðæàò àìïëèôèöèðî-
âàííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

Ñ ïîìîùüþ ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà áûë
êëîíèðîâàí ãåí, êîäèðóþùèé ìíîãîôóíêöèî-
íàëüíûé áåëîê CAD. Äàííûé áåëîê ñîäåðæèò
òðè êîâàëåíòíî ñâÿçàííûå ôåðìåíòàòèâíûå àê-
òèâíîñòè: êàðáàìèëôîñôàòñèíòåòàçó, àñïàð-
òàò-òðàíñêàðáàìèëàçó è äèãèäðîîðîòàçó.
N-(ôîñôîíàöåòèë)-L-àñïàðòàò (PALA) ÿâëÿåòñÿ
âûñîêîñïåöèôè÷íûì èíãèáèòîðîì àñïàðòàò-
òðàíñêàðáàìèëàçû, è ìóòàíòíûå êëåòêè, óñòîé-

13.3. ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÖÈß ÊËÅÒÎÊ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ 353

Ðèñ. 13.8. Ìîäåëü âíóòðèõðîìîñîìíîé àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ ìëåêîïèòàþùèõ



÷èâûå ê äåéñòâèþ PALA, ñîäåðæàò àìïëèôèöè-
ðîâàííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà áåëêà CAD.
Ïîêàçàíî, ÷òî äàííûé ãåí, êàê è ãåí dhfr, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå äîìèíàíòíîãî ñåëåê-
òèâíîãî ìàðêåðà äëÿ áèîõèìè÷åñêîé òðàíñôîð-
ìàöèè êëåòîê æèâîòíûõ è êîàìïëèôèêàöèè
äðóãèõ ãåíîâ.

Ìåòîäîëîãèÿ ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ïîçâîëÿåò îñóùåñòâ-
ëÿòü èíòåãðàöèþ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ãåíîì
ðàçëè÷íûõ òèïîâ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê è
â ðàçíûå õðîìîñîìû êëåòîê îäíîé ëèíèè. Ýòî
îêàçûâàåò íåîöåíèìóþ óñëóãó ïðè èçó÷åíèè
öèñ- è òðàíñ-çàâèñèìîé ðåãóëÿöèè ôóíêöèîíè-
ðîâàíèÿ ãåíîâ, äàåò âîçìîæíîñòü èññëåäîâàòü
âëèÿíèå òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ íà ýêñ-
ïðåññèþ ãåíîâ, ïðîöåññèíã ìÐÍÊ è áåëêîâ
è äð. Â êîíå÷íîì ñ÷åòå âñå ýòî ñïîñîáñòâóåò
áîëåå ãëóáîêîìó ïîíèìàíèþ îñíîâíûõ çàêîíî-
ìåðíîñòåé îðãàíèçàöèè ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìà-
öèè ó âûñøèõ ýóêàðèîò.

Ââîäÿ â ãåíîì êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ ÷ó-
æåðîäíûå ãåíû è àìïëèôèöèðóÿ èõ, ìîæíî ïî-
ëó÷àòü ëèíèè êëåòîê, ñòàáèëüíî ïðîäóöèðóþ-
ùèõ áîëüøèå êîëè÷åñòâà öåëåâîãî áåëêà. Íà-
ïðèìåð, Äæ. Êðèñòìåí ñ ñîàâòîðàìè (1982 ã.)
â ðåçóëüòàòå êîòðàíñôîðìàöèè è êîàìïëèôèêà-
öèè ñ ãåíîì dhfr ïîëó÷èëè ëèíèè êëåòîê ìûøè,
ïðîäóöèðóþùèå è ýêñêðåòèðóþùèå â ñðåäó
áîëüøèå êîëè÷åñòâà ãëèêîçèëèðîâàííîãî ïîëè-
ïåïòèäà ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãåíà âèðóñà ãåïà-
òèòà Â, îáðàçóþùåãî èììóíîãåííûå ÷àñòèöû
äèàìåòðîì 22 íì. Ïîëó÷åííûå ñóáëèíèè, ñòà-
áèëüíî ñîõðàíÿþùèå ñâîè ñâîéñòâà, ìîæíî óæå
ðàññìàòðèâàòü êàê ïðîäóöåíòû ñóáúåäèíè÷íîé
âàêöèíû ïðîòèâ âèðóñà ãåïàòèòà Â.

Ïðîäóêòèâíîñòü êîàìïëèôèêàöèè öåëåâîãî
ãåíà, èíòåãðèðîâàííîãî â ãåíîì êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòîê, ïðîäåìîíñòðèðîâàëè Ô. Ìàê-Êîð-
ìèê ñ ñîàâòîðàìè (1984 ã.). Îíè ñêîíñòðóèðîâà-
ëè ïëàçìèäû ðÌ17 è pGC10 (ðèñ. 13.9), ñîäåð-
æàùèå ôóíêöèîíèðóþùèé ãèáðèäíûé ãåí dhfr

è õðîìîñîìíûé ãåí ôèáðîáëàñòíîãî èíòåðôå-
ðîíà ÷åëîâåêà (IFN-�). Ïðè÷åì ðÌ17 íåñëà
ïðèðîäíûé ãåí èíòåðôåðîíà, à â pGC10 êîäèðó-
þùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü IFN-� áûëà ñîñòûêî-
âàíà ñ ïðîìîòîðîì ðE âèðóñà SV40. Ïîñëå
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê õîìÿêà CHO.DHFR–

äàííûìè ãèáðèäíûìè ïëàçìèäàìè îòáèðàëè
DHFR+-òðàíñôîðìàíòû (îáîçíà÷åíû ÑÍÎ.M17
è CHO.GC10) è àíàëèçèðîâàëè â íèõ óðîâåíü
ïðîäóêöèè èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà áåç èñïîëüçî-
âàíèÿ èíäóêòîðîâ, à òàêæå ïîñëå èíäóêöèè èí-
òåðôåðîíà âèðóñîì áîëåçíè Íüþêàñëà èëè ïðå-
ïàðàòîì äâóõöåïî÷å÷íîé ïîëè(I)�ïîëè(Ñ). Îêà-

çàëîñü, ÷òî â îòîáðàííûõ ëèíèÿõ êëåòîê ÑÍÎ,
ñîäåðæàùèõ ïëàçìèäû pGC10 èëè ðÌ17, ÷åëî-
âå÷åñêèé IFN-� êîíñòèòóòèâíî ñåêðåòèðîâàë-
ñÿ èç êëåòîê. Êðîìå òîãî, â ïîñëåäíåì ñëó÷àå
ïðîäóêöèÿ èíòåðôåðîíà áûëà èíäóöèðóåìîé
(òàáë. 13.3). Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî â ðM17
íàõîäèòñÿ íàòèâíûé ãåí èíòåðôåðîíà ñî âñåìè
ïðèëåãàþùèìè ê êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ðåãóëÿòîðíûìè ýëåìåíòàìè.

Ïåðâîíà÷àëüíî îòîáðàííûå Mtxr êëåòêè
ÑÍÎ.M17, ñîäåðæàùèå ðÌ17, ñåëåêòèðîâàëè
íà ñðåäàõ ñ ïîâûøàþùèìèñÿ êîíöåíòðàöèÿìè
ìåòîòðåêñàòà. Ïîëó÷åííûå ïðîèçâîäíûå ëèíèè
ÑÍÎ.M17, óñòîé÷èâûå ê 10, 30 è 1000 íÌ ìå-
òîòðåêñàòà (îáîçíà÷åííûå CHO.M17.R10,
CHO.M17.R30 è CHO.M17.R1000 ñîîòâåòñòâåí-
íî), êîíñòèòóòèâíî ñèíòåçèðîâàëè ïîâûøåí-
íûå êîëè÷åñòâà èíòåðôåðîíà, à ïîñëå èíäóêöèè
ïîëè(I)�ïîëè(Ñ) ëèíèÿ CHO.M17.R1000 ïðîäó-
öèðîâàëà äî 1 å. a. IFN íà 1 êëåòêó â ñóòêè, ÷òî
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Ðèñ. 13.9. Ïëàçìèäû, èñïîëüçóåìûå äëÿ ýêñïðåññèè
ãåíà ôèáðîáëàñòíîãî èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà

â êóëüòóðå êëåòîê CHO:

1 — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ pBR322, 2 — SV40;
3 — ïðîìîòîðíàÿ îáëàñòü äëèííîãî êîíöåâîãî ïîâòîðà

ÄÍÊ âèðóñà îïóõîëè ìîëî÷íîé æåëåçû ìûøè (MMTV);
4 — êîäèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà

äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû ìûøè; 5 — ãåí IFN-�.
R — ñàéò ðåñòðèêöèè EcoRI, H — HindIII, B — BamHI,

Bg — BglII, Pv — PvuII, T — TaqI

Òàáëèöà 13.3. Ïðîäóêöèÿ ôèáðîáëàñòíîãî

èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà â êëåòêàõ CHO,

å. à./(10
6

êëåòîê � ñóò)

Ëèíèÿ êëåòîê
Áåç

èíäóêöèè

Ñ èíäóêöèåé

âèðóñîì
áîëåçíè

Íüþêàñëà

ïîëè(I) ·
ïîëè(C)

CHO.DHFR– 0 0 0
CHO.GC10 30 30 30
CHO.M17 15 3000 19 000
CHO.M17.R10 160 1000 35 000
CHO.M17.R30 2000 100 000 475 000
CHO.M17.R1000 5000 — 1 000 000



ñîîòâåòñòâóåò 1010 å. a. IFN íà 1 ë ñðåäû. Òàêîé
ýôôåêòèâíîé ïðîäóêöèè ôèáðîáëàñòíîãî èí-
òåðôåðîíà íå óäàâàëîñü ïîëó÷èòü íè â áàêòåðè-
àëüíûõ, íè â äðîææåâûõ øòàììàõ-ïðîäóöåí-
òàõ. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ïîäàâëÿþùàÿ
÷àñòü �-èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà, ñèíòåçèðóåìîãî
â êëåòêàõ õîìÿêà, ãëèêîçèëèðîâàëàñü è ñåêðåòè-
ðîâàëàñü â ñðåäó.

Ðàññìîòðåííûé ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä
ïîçâîëèë ñîçäàòü ìíîæåñòâî ëèíèé êëåòîê ìëå-
êîïèòàþùèõ, êîòîðûå ýôôåêòèâíî ïðîäóöèðó-
þò ïîëíîöåííûå áåëêè ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ.
Òàêèå áåëêè êðàéíå íåîáõîäèìû äëÿ ìåäèöèíû
è âåòåðèíàðèè, íî â ðÿäå ñëó÷àåâ íå ìîãóò áûòü
ïîëó÷åíû â êëåòêàõ áàêòåðèé èëè äðîææåé.

13.3.4. Ýïèñîìíûå âåêòîðû
ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè

Äëÿ ââåäåíèÿ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â êëåòêè
ìëåêîïèòàþùèõ íåñîìíåííûé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿþò âåêòîðû, îáúåäèíÿþùèå â ñåáå ñâîé-
ñòâà ýïèñîìíûõ âåêòîðîâ ïàïîâàâèðóñîâ (ñì.
14.1.3) è âåêòîðîâ ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìà-
öèè êëåòîê ïî ìàðêåðàì äîìèíàíòíîãî òèïà. Òà-
êèå âåêòîðû ñïîñîáíû ðåïëèöèðîâàòüñÿ â êëåò-
êàõ, ïåðìèññèâíûõ äëÿ ëèòè÷åñêîãî ðàçâèòèÿ
ñîîòâåòñòâóþùåãî âèðóñà, à íàëè÷èå áèîõèìè-
÷åñêîãî ñåëåêòèâíîãî ìàðêåðà ïîçâîëÿåò â ïðî-
ñòîé ñèñòåìå îòáèðàòü êëîíû êëåòîê, ñîäåðæà-
ùèõ ãèáðèäíûå ÄÍÊ, ÷åãî íåëüçÿ îñóùåñòâèòü
äëÿ îáû÷íûõ ýïèñîìíûõ âåêòîðîâ.

Ïåðâûì ãåíîì, èñïîëüçîâàííûì äëÿ êîíñò-
ðóèðîâàíèÿ âåêòîðîâ ðàññìàòðèâàåìîãî òèïà,
ÿâèëñÿ ãåí gpt êñàíòèí-ãóàíèí-ôîñôîðèáîçèë-
òðàíñôåðàçû (XGPRT) Å. coli, äëÿ êîòîðîãî ñíà-
÷àëà óäàëîñü ïîêàçàòü ýêñïðåññèþ â ñîñòàâå ëè-
òè÷åñêîãî âåêòîðà SVGT5 âèðóñà SV40 (ñì.
14.1.2). Äàííûé ãåí Ð. Ìàëëèãýí è Ï. Áåðã
(1981 ã.) âñòðîèëè â ïëàçìèäó pSV2 (ñì.
ðèñ. 14.9) è ãèáðèäíóþ ìîëåêóëó îáîçíà÷èëè
pSV2-gpt.

Ðàññìîòðèì ïðèíöèï ñåëåêöèè ÕGÐRT+-
êëîíîâ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Ïðè ñèíòåçå
ïóðèíîâûõ íóêëåîòèäîâ de novo èíîçèíìîíî-
ôîñôàò (IMP), ÿâëÿþùèéñÿ ïåðâûì ïðîìåæó-
òî÷íûì íóêëåîòèäîì, ïðåâðàùàåòñÿ â àäåíî-
çèíìîíîôîñôàò (AMP) ÷åðåç àäåíèëñóêöèíàò è
â ãóàíîçèíìîíîôîñôàò (GMP) — ÷åðåç êñàí-
òèíìîíîôîñôàò (ÕÌÐ). Ïðè ñèíòåçå íóêëåîòè-
äîâ èç ãîòîâûõ ôðàãìåíòîâ ïðîèñõîäèò êîíäåí-
ñàöèÿ ïóðèíîâ ñ ôîñôîðèáîçèëïèðîôîñôàòîì
(ñì. ðèñ. 13.3). Ïóòè ñèíòåçà íóêëåîòèäîâ de

novo ïî÷òè îäèíàêîâû âî âñåõ íîðìàëüíûõ
êëåòêàõ, îäíàêî ïóòè ñèíòåçà èç ãîòîâûõ ôðàã-
ìåíòîâ çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àþòñÿ. Òàê, â êëåò-

êàõ ìëåêîïèòàþùèõ èìååòñÿ ôåðìåíò ãèïî-
êñàíòèí-ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçà, êîòîðûé
ïåðåâîäèò ãèïîêñàíòèí è ãóàíèí â IMP è GMP
ñîîòâåòñòâåííî. Íî ïðè ýòîì â êëåòêàõ ìëåêî-
ïèòàþùèõ íåò ôåðìåíòà, ñîîòâåòñòâóþùåãî
áàêòåðèàëüíîé êñàíòèí-ãóàíèí-ôîñôîðèáîçèë-
òðàíñôåðàçå, êîòîðàÿ ïðåâðàùàåò êñàíòèí â ÕÌÐ.

Ìèêîôåíîëîâàÿ êèñëîòà, ÿâëÿþùàÿñÿ èíãè-
áèòîðîì IÌÐ-äåãèäðîãåíàçû, ïðåäîòâðàùàåò
îáðàçîâàíèå â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ÕÌÐ,
à ñëåäîâàòåëüíî, è GMP. Áëîêèðîâàòü àëüòåðíà-
òèâíûé ïóòü ñèíòåçà ïóðèíîâûõ íóêëåîòèäîâ
ìîæíî òàêæå ñ ïîìîùüþ àìèíîïòåðèíà èëè ìå-
òîòðåêñàòà, êîòîðûå ïîäàâëÿþò ñèíòåç IMP de

novo (ñì. ðèñ. 13.3). Èíãèáèðóþùèé ýôôåêò
ýòèõ ñîåäèíåíèé ìîæíî ïðåîäîëåòü, äîáàâëÿÿ
â ñðåäó ãóàíèí, à òàêæå ãèïîêñàíòèí èëè àäå-
íèí. Íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé ìèêîôåíîëîâóþ êè-
ñëîòó è àìèíîïòåðèí, à òàêæå êñàíòèí ñ àäåíè-
íîì â êà÷åñòâå åäèíñòâåííûõ ïðåäøåñòâåííè-
êîâ ïóðèíîâûõ íóêëåîòèäîâ, íîðìàëüíûå êëåò-
êè æèâîòíûõ ðàñòè íå áóäóò, òàê êàê îíè íå ñïî-
ñîáíû ïåðåâîäèòü êñàíòèí â ÕÌÐ. Â òàêèõ óñ-
ëîâèÿõ áóäåò íàáëþäàòüñÿ ðîñò òîëüêî òåõ êëå-
òîê, â êîòîðûõ ñèíòåçèðóåòñÿ áàêòåðèàëüíûé
ôåðìåíò XGPRT.

Ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî ïëàçìèäà
pSV2-gpt, ââåäåííàÿ â ðàçëè÷íûå êóëüòóðû êëå-
òîê ìëåêîïèòàþùèõ, ýôôåêòèâíî íàïðàâëÿåò
ñèíòåç áàêòåðèàëüíîãî ôåðìåíòà. Ãåí gpt E. coli

ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìàðêåð äîìèíàíòíîãî òèïà,
òàê êàê ïîçâîëÿåò îòáèðàòü êëîíû òðàíñôîð-
ìàíòîâ èç ïîïóëÿöèè êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ
ñ ëþáûì ãåíîòèïîì. Ýêñïðåññèÿ äàííîãî ãåíà
â ñîçäàííîé ïëàçìèäå êîíòðîëèðóåòñÿ ñèãíàëà-
ìè ðàííèõ ãåíîâ âèðóñà SV40. Âàæíûì ñâîéñò-
âîì ïëàçìèäû pSV2 è åå ïðîèçâîäíûõ ÿâëÿåòñÿ
òî, ÷òî îíè ýôôåêòèâíî ðåïëèöèðóþòñÿ â àâòî-
íîìíîì ñîñòîÿíèè â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ
ëèíèè COS (ñì. 14.1.2). Â äðóãèõ ëèíèÿõ êëåòîê
ïðîèçâîäíûå ðSV2 èíòåãðèðóþòñÿ â ãåíîì. Ïðè
íåîáõîäèìîñòè èíòåãðèðîâàííûå â ñîñòàâå
pSV2 ãåíû ìîãóò áûòü ëåãêî èñêëþ÷åíû èç õðî-
ìîñîìíîé ÄÍÊ è àìïëèôèöèðîâàíû â ðåçóëüòà-
òå ñëèÿíèÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ñ êîì-
ïëåìåíòèðóþùèìè êëåòêàìè òèïà COS. Ïîñëå
òàêîãî ñëèÿíèÿ ãèáðèäíàÿ pSV2 ïîä äåéñòâèåì
Ò-àíòèãåíà, ñèíòåçèðóåìîãî â COS-êëåòêàõ, ïå-
ðåõîäèò âî âíåõðîìîñîìíîå ñîñòîÿíèå è àêòèâ-
íî ðåïëèöèðóåòñÿ. Êàê âèäèì, ïëàçìèäû ñåðèè
pSV2 ÿâëÿþòñÿ òèïè÷íûìè ýïèñîìíûìè âåêòî-
ðàìè.

Ïî îòðàáîòàííîé ñõåìå áûëè ñêîíñòðóèðî-
âàíû ïëàçìèäû ñåðèè pSV2, ñîäåðæàùèå äðó-
ãèå äîìèíàíòíûå ñåëåêòèâíûå ìàðêåðû. Íàïðè-
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ìåð, ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà pSV2-dhfr, íåñóùàÿ
êÄÍÊ ãåíà dhfr ìûøè, îáåñïå÷èâàåò ýôôåêòèâ-
íûé ïðÿìîé îòáîð ìåòîòðåêñàò-óñòîé÷èâûõ
êëîíîâ êëåòîê.

Êðîìå òîãî, èñïîëüçîâàí ãåí neî òðàíñïîçî-
íà Òn5, êîäèðóþùèé àìèíîãëèêîçèäôîñôî-
òðàíñôåðàçó (íåîìèöèí-ôîñôîòðàíñôåðàçó), êî-
òîðàÿ äåãðàäèðóåò àíòèáèîòèê øèðîêîãî ñïåêòðà
äåéñòâèÿ G-418 (2-äåçîêñèñòðåïòàìèí). Êëåòêè
ìëåêîïèòàþùèõ ÷óâñòâèòåëüíû ê äàííîìó àíòè-
áèîòèêó, ïîýòîìó ïðè ââåäåíèè â íèõ ãèáðèäíûõ
ïëàçìèä ñåðèè pSV-neo íà ñðåäå ñ G-418 óäàåòñÿ
îòáèðàòü êëîíû óñòîé÷èâûõ òðàíñôîðìàíòîâ.
Ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ èíòåãðèðóåòñÿ â ãåíîì êëåòîê
â âèäå ìíîæåñòâåííûõ ïîâòîðîâ è ñòàáèëüíî ñî-
õðàíÿåòñÿ ïðè ðîñòå êëîíîâ òðàíñôîðìàíòîâ
â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ.

Ïëàçìèäà pSV2-cat, ñîäåðæàùàÿ êîäèðóþ-
ùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áàêòåðèàëüíîãî ãåíà
õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçû, òàêæå ïî-
çâîëÿåò îòáèðàòü êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ ðàçíûõ
êóëüòóð êëåòîê íà ñðåäå ñ õëîðàìôåíèêîëîì.

Çàìåíà â âåêòîðàõ pSV-ñåðèè ïðîìîòîðà pE

âèðóñà SV40 íà ïðîìîòîð è óñèëèòåëü òðàíñ-
êðèïöèè èç äëèííîãî êîíöåâîãî ïîâòîðà ÄÍÊ
ïðîâèðóñà ñàðêîìû Ðàóñà èëè äðóãèõ ðåòðîâè-
ðóñîâ ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî â ðÿäå êóëüòóð êëå-
òîê óâåëè÷èâàåòñÿ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñêðèï-
öèè ãåíîâ cat, neo, gpt è, êàê ñëåäñòâèå, ïîâû-
øàåòñÿ ÷àñòîòà îáðàçîâàíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ
ñòàáèëüíûõ òðàíñôîðìàíòîâ. Ïðè÷åì äëÿ ðàç-
íûõ óñèëèòåëåé õàðàêòåðåí ñâîé ñïåöèôè÷íûé
ñïåêòð êóëüòóð êëåòîê, íà êîòîðûõ ïðîÿâëÿåòñÿ
èõ ðîëü àêòèâàòîðà òðàíñêðèïöèè.

Ã. Ñïèâàê ñ ñîàâòîðàìè (1984 ã.) ïîêàçàëè,
÷òî ÷àñòîòà ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè êëå-
òîê ïëàçìèäàìè ðSV2-ñåðèè çíà÷èòåëüíî âîç-
ðàñòàåò ïîñëå ìóòàãåííîé îáðàáîòêè ïëàçìèä
in vitro ÓÔ-ëó÷àìè. Â äàííîì ñëó÷àå íàáëþäàå-
ìûé ýôôåêò, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëåí ïîâûøå-
íèåì ÷àñòîòû ðåêîìáèíàöèè ìîäèôèöèðîâàí-
íûõ ìîëåêóë ÄÍÊ. Ïðîèçâîäíûå pSV2, ñîâìå-
ñòíî ââåäåííûå â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ, ðå-
êîìáèíèðóþò ìåæäó ñîáîé ïî îáëàñòÿì ãîìî-
ëîãèè. Ïðè ýòîì ýôôåêòèâíîñòü ðåêîìáèíàöèè
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ, åñëè îäíó èç ïëàç-
ìèä â ó÷àñòêå, ïî êîòîðîìó îñóùåñòâëÿåòñÿ ðå-
êîìáèíàöèÿ, ðàñùåïèòü ðåñòðèêòàçîé èëè ñ ïî-
ìîùüþ ôåðìåíòîâ âûðåçàòü íåáîëüøîé ôðàã-
ìåíò. Ïîëó÷åííûå äàííûå àíàëîãè÷íû îïèñàí-
íûì ðàíåå äëÿ ðåêîìáèíàöèîííîé èíòåãðàöèè
ãèáðèäíûõ ïëàçìèä â ãåíîì êëåòîê äðîææåé ïî
îáëàñòÿì ãîìîëîãèè (ñì. 12.4.1).

Ðàññìîòðåííûå ýïèñîìíûå âåêòîðû ãåíåòè-
÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè äîìèíàíòíîãî òèïà

äàþò âîçìîæíîñòü ââîäèòü ëþáûå âñòðîåííûå
â íèõ ãåíû â ñàìûå ðàçëè÷íûå êóëüòóðû êëåòîê.
Â ðåçóëüòàòå àìïëèôèêàöèè (êîàìïëèôèêàöèè)
öåëåâîãî ãåíà ÷àñòî ìîæåò áûòü äîñòèãíóòà ñó-
ïåðïðîäóêöèÿ êîäèðóåìîãî èì áåëêà.

×óæåðîäíûå ãåíû ìîæíî ââîäèòü â êëåòêè
è íå îáúåäèíÿÿ èõ ñ ýïèñîìíûìè âåêòîðàìè,
ò. å. â ïðîöåññå êîòðàíñôîðìàöèè. Ïðè ýòîì íå
òðåáóåòñÿ êëîíèðîâàòü öåëåâîé ãåí èç äîíîðíî-
ãî ãåíîìà. Ýëåãàíòíóþ ðàáîòó âûïîëíèëè Ã. Óçå
ñ ñîàâòîðàìè (1990 ã.), òðàíñôîðìèðîâàâ êóëü-
òóðó êëåòîê ìûøè îäíîâðåìåííî ïëàçìèäîé
pSV2-neo è ïðåïàðàòîì õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ÷å-
ëîâåêà. Ïîñëå ñåëåêöèè êëîíîâ, óñòîé÷èâûõ
ê G-418, èõ ïðîâåðÿëè íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü
ê ëåéêîöèòàðíîìó èíòåðôåðîíó ÷åëîâåêà. Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî äåéñòâèå èíòåðôåðîíà ÿâëÿ-
åòñÿ âèäîñïåöèôè÷íûì è îïðåäåëÿåòñÿ íàëè÷è-
åì íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ñîîòâåòñòâóþùèõ ðå-
öåïòîðîâ. Íîðìàëüíûå êëåòêè ìûøè íå÷óâñò-
âèòåëüíû ê èíòåðôåðîíó ÷åëîâåêà, åñëè â íèõ
íå èíäóöèðîâàòü ñèíòåç ðåöåïòîðîâ ê äàííîìó
áåëêó. Àíàëèç êëîíîâ êëåòîê ìûøè, îòîáðàí-
íûõ ïîñëå êîòðàíñôîðìàöèè ñ pSV2-neo, ïîêà-
çàë, ÷òî ìîãóò áûòü óñïåøíî ïîëó÷åíû ëèíèè
êëåòîê, ñèíòåçèðóþùèå ðåöåïòîð èíòåðôåðîíà
÷åëîâåêà è òåì ñàìûì ïðèîáðåòøèå ê íåìó ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü. Òàêèì îáðàçîì, äàííàÿ ìåòîäî-
ëîãèÿ ïîçâîëÿåò ñîçäàâàòü íîâûå òèïû êóëüòóð
êëåòîê è èñïîëüçîâàòü èõ íå òîëüêî äëÿ ïðîäóê-
öèè ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ, íî è â èññëåäîâàòåëü-
ñêèõ öåëÿõ.

13.3.5. Ðåãóëèðóåìàÿ ýêñïðåññèÿ
öåëåâûõ ãåíîâ

Ïðè èçó÷åíèè ôóíêöèè ãåíîâ â òàêîì ñëîæ-
íîì ãåíåòè÷åñêîì îêðóæåíèè, êîòîðîå õàðàê-
òåðíî äëÿ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, ìîæåò âîç-
íèêàòü ïîòðåáíîñòü â ðåãóëèðóåìîì «âêëþ÷å-
íèè–âûêëþ÷åíèè» êîíêðåòíîãî ãåíà. Ïîýòîìó
â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ ïðåäïðèíèìàëèñü ïî-
ïûòêè êîíòðîëèðîâàòü àêòèâíîñòü ââîäèìûõ
â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ òðàíñãåíîâ, èñïîëü-
çóÿ èíäóöèðóåìûå ýóêàðèîòè÷åñêèå ïðîìîòî-
ðû. Ïåðâûìè áûëè èñïûòàíû ïðîìîòîðû, èíäó-
öèðóåìûå êàòèîíàìè òÿæåëûõ ìåòàëëîâ, ãîðìî-
íàìè èëè òåïëîâûì øîêîì. Îñíîâíûì íåäîñ-
òàòêîì ýòèõ ñèñòåì áûëî òî, ÷òî èíäóêöèÿ ïðè-
âîäèëà ê ïëåîòðîïíûì ýôôåêòàì, òàê êàê àêòè-
âèðîâàëèñü íå òîëüêî òðàíñãåíû, íî è ðÿä ñîá-
ñòâåííûõ ãåíîâ êëåòîê.

Â ïîèñêàõ ðåãóëÿòîðíûõ ñèñòåì, íå îêàçû-
âàþùèõ âëèÿíèÿ íà ýíäîãåííûå êîíòðîëüíûå
ýëåìåíòû êëåòêè, âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé
ïðåæäå âñåãî ïðèâëåêëà ñèñòåìà ðåïðåñ-
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ñîð–îïåðàòîð–èíäóêòîð ëàêòîçíîãî îïåðîíà
E. coli (ñì. 2.2.6, ðèñ. 2.28). Â 1989 ã. ãðóïïà ó÷å-
íûõ, ðóêîâîäèìàÿ Õ. Áóæàðäîì, ïðåäëîæèëà
ñèñòåìó ðåãóëèðóåìîé ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ
â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ïîä êîíòðîëåì
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû êîëèôàãà Ò3 è lac-ðåïðåññî-
ðà. Áûëè ñîçäàíû ïëàçìèäû pUHD11-1 è
pUHD12-1, â êîòîðûõ ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîð-
íî-ýíõàíñåðíîãî ðàéîíà íåìåäëåííîãî ðàííåãî
ãåíà IE1 öèòîìåãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà (hCMV)
âñòðîèëè êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãå-
íîâ lacI E. coli èëè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû ôàãà Ò3
ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 13.10). Â òðåòüåé ïëàçìè-
äå pUHR11-2 ïîä êîíòðîëü ñèíòåòè÷åñêîãî ñåã-
ìåíòà ÄÍÊ ðàçìåðîì 49 ïí, ñîñòîÿùåãî èç ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðîìîòîðà ôàãà Ò3 è lac-

îïåðàòîðà (îlac), ïîìåñòèëè êîäèðóþùóþ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà luc ëþöèôåðàçû ñâåòëÿ-
êà Photinus pyralis. Äàííûå ïëàçìèäû íå èìåëè
ñåëåêòèâíûõ ìàðêåðîâ, ýêñïðåññèðóåìûõ
â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ.

Íà ïåðâîì ýòàïå ïîëó÷èëè ñòàáèëüíóþ ëè-
íèþ êëåòîê ïî÷êè êðîëèêà RK-Ò3, ïðîäóöèðóþ-
ùóþ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó ôàãà Ò3. Äëÿ ýòîãî ëèíèþ
êëåòîê RK13 êàëüöèé-ôîñôàòíûì ìåòîäîì
òðàíñôîðìèðîâàëè ñìåñüþ ïëàçìèä pUHD12-1
è pNEO5, íåñóùåé ñåëåêòèâíûé ìàðêåð äëÿ êëå-
òîê ìëåêîïèòàþùèõ, è îòáèðàëè êëîíû òðàíñ-
ôîðìàíòîâ íà ñðåäå ñ àíòèáèîòèêîì G-418.
Ñðåäè óñòîé÷èâûõ ê G-418 êëîíîâ êëåòîê âûÿâ-
ëÿëè òå, êîòîðûå ïðîäóöèðîâàëè ôàãîâóþ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó. Ñîçäàííóþ ëèíèþ RK-Ò3 êî-
òðàíñôîðìèðîâàëè ïëàçìèäàìè pUHD11-1 è

pHM24 (íåñåò ãåí óñòîé÷èâîñòè ê ãèãðîìèöèíó
Á) è îòáèðàëè êëîíû íà ñðåäå ñ ãèãðîìèöèíîì.
Ëèíèÿ êëåòîê, îäíîâðåìåííî ïðîäóöèðóþùàÿ
ôàãîâóþ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó è lac-ðåïðåññîð, ïî-
ëó÷èëà íàçâàíèå RK-T3i.

Ìèêðîèíúåêöèåé ïëàçìèäó pUHR11-2 ââî-
äèëè â êëåòêè ëèíèè RK-T3i è àíàëèçèðîâàëè
â íèõ ïðîäóêöèþ ëþöèôåðàçû áåç äîáàâëåíèÿ è
ïðè äîáàâëåíèè â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó èíäóêòî-
ðà ëàêòîçíîãî îïåðîíà ÈÏÒÃ. Îêàçàëîñü, ÷òî
â îòñóòñòâèå èíäóêòîðà óðîâåíü àêòèâíîñòè
ëþöèôåðàçû â êëåòêàõ áûë î÷åíü íèçêèì, à äî-
áàâëåíèå ÈÏÒÃ ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ àê-
òèâíîñòè ýòîãî ôåðìåíòà â 150 ðàç.

Â 1991 ã. Ñ. Áýéì ñ ñîàâòîðàìè ïðåäëîæèëè
áîëåå ïðîñòóþ ñèñòåìó êîíòðîëèðóåìîé ýêñï-
ðåññèè òðàíñãåíà â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ íà
îñíîâå lacI. Îíè ñîçäàëè ãåí õèìåðíîãî òðàíñ-
àêòèâàòîðíîãî áåëêà LAP267 (ðèñ. 13.11), â êî-
òîðîì îáúåäèíåíû ñâîéñòâà äâóõ ðàçíûõ áåë-
êîâ — lac-ðåïðåññîðà E. coli è âèðèîííîãî áåë-
êà VP16 âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà. Â lac-ðåïðåñ-
ñîðå ïåðâûå 59 ÀÊ ñîñòàâëÿþò ÄÍÊ-ñâÿçûâàþ-
ùèé äîìåí. Âòîðîé äîìåí, ñîñòîÿùèé èç ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè àìèíîêèñëîò 60–320, íåîáõîäèì
äëÿ ñâÿçûâàíèÿ èíäóêòîðà (àëëîñòåðè÷åñêîé
ðåãóëÿöèè) è äèìåðèçàöèè áåëêà. Òðåòèé,
Ñ-êîíöåâîé äîìåí íåîáõîäèì äëÿ àãðåãàöèè äè-
ìåðîâ è ôîðìèðîâàíèÿ àêòèâíûõ òåòðàìåðîâ.
Áåëîê VP16 âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà ÿâëÿåòñÿ
òðàíñèíäóöèðóþùèì ôàêòîðîì �-ãåíîâ (ðàí-
íèå âèðóñíûå ãåíû, òðàíñêðèáèðóåìûå ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçîé êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ) è ñîäåð-
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Ðèñ. 13.10. Ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, èñïîëüçîâàííûå äëÿ ñîçäàíèÿ ñèñòåìû ðåãóëèðóåìîé ýêñïðåññèè
öåëåâûõ ãåíîâ â êóëüòóðå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ

pCMV — ïðîìîòîð öèòîìåãàëîâèðóñà, pT3/o — ïðîìîòîð ôàãà Ò3, ñîåäèíåííûé ñ ñèíòåòè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
îïåðàòîðà ëàêòîçíîãî îïåðîíà E. coli; Ò1, t0 — òåðìèíàòîðû òðàíñêðèïöèè.

Ñàéòû ðåñòðèêòàç: X — XhoI, K — KpnI, H — HindIII, B — BamHI, Xb — XbaI



æèò àêòèâàòîðíûé äîìåí â ñâîåì Ñ-êîíöåâîì
ðàéîíå. Êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýòî-
ãî äîìåíà âñòðîèëè ìåæäó òðèïëåòàìè, ñîîò-
âåòñòâóþùèìè àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêàì 267
è 268 lac-ðåïðåññîðà. Íà N-êîíöå õèìåðíûé áå-
ëîê LAP267 ñîäåðæàë ïåïòèäíûé ñèãíàë ÿäåð-
íîé ëîêàëèçàöèè NLS (nuclear localization
signal) áîëüøîãî Ò-àíòèãåíà âèðóñà SV40.

Çàòåì áûëè ïîëó÷åíû âàðèàíòû ãåíà áåëêà
LAP267 ñ òðàíñêðèïöèåé, íàïðàâëÿåìîé ñ ïðî-
ìîòîðà ãåíà IE1 öèòîìåãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà
èëè ïðîìîòîðà ãåíà �-àêòèíà ÷åëîâåêà. Â ïîëó-
÷åííûõ ñòàáèëüíûõ ïî ãåíó áåëêà LAP267
òðàíñôîðìàíòàõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ íà
ïðèìåðå ðåïîðòåðíîãî ãåíà cat, íàõîäÿùåãîñÿ
ïîä êîíòðîëåì ìèíèìàëüíîãî ðàííåãî ïðîìîòî-
ðà (ïðîìîòîð áåç ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ýíõàíñå-
ðà, ñì. ðèñ. 14.2) âèðóñà SV40, ñîåäèíåííîãî
ñ ïðåäøåñòâóþùèìè åìó íåñêîëüêèìè êîïèÿìè
lac-îïåðàòîðà, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñîçäàííûé
òðàíñàêòèâàòîðíûé áåëîê LAP267 ÿâëÿåòñÿ òåð-
ìî÷óâñòâèòåëüíûì. Ïðè íåïåðìèññèâíîé òåì-
ïåðàòóðå 39,5 °Ñ îí íå ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿìè lac-îïåðàòîðà, íî äîáàâëåíèå íå-
áîëüøèõ êîíöåíòðàöèé ÈÏÒÃ (5 íÌ) ïðèâîäèò
ê âîññòàíîâëåíèþ ôóíêöèè ñïåöèôè÷åñêîãî
ñâÿçûâàíèÿ ñ ÄÍÊ. Òàêèìè æå ñâîéñòâàìè îá-
ëàäàëè ðàíåå èçâåñòíûå ìóòàíòû lacIrc. Â ðå-
çóëüòàòå îêàçàëîñü, ÷òî ïðè òåìïåðàòóðå 39,5 °Ñ
LAP267 íå èíäóöèðóåò òðàíñêðèïöèþ öåëåâîãî
òðàíñãåíà ñ ìèíèìàëüíîãî ïðîìîòîðà, îáúåäè-
íåííîãî ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè lac-îïåðàòîðà,
íî àêòèâèðóåò ýêñïðåññèþ òàêîãî ãåíà ïðè äî-
áàâëåíèè â ñðåäó ÈÏÒÃ. Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó,
÷òî íàêîïëåíèå ïðîäóêòà òðàíñãåíà — õëîðàì-
ôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçû — âîçðàñòàåò â
ñîòíè ðàç è äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ÷åðåç 24 ÷.

Èñïîëüçîâàíèå èíäóöèðóåìîé ñèñòåìû ðå-
ïðåññîð–îïåðàòîð ëàêòîçíîãî îïåðîíà E. coli
â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, íåñìîòðÿ íà áûñò-
ðîå ïîãëîùåíèå è âíóòðèêëåòî÷íóþ ñòàáèëü-
íîñòü ÈÏÒÃ, îêàçàëîñü îãðàíè÷åííûì èç-çà
ìåäëåííîãî è íåýôôåêòèâíîãî äåéñòâèÿ èíäóê-
òîðà, âûçûâàþùåãî òîëüêî óìåðåííóþ àêòèâà-
öèþ òðàíñêðèïöèè öåëåâûõ ãåíîâ.

Â 1992 ã. Ì. Ãîññåí è Õ. Áóæàðä ðàçðàáîòàëè
áîëåå ýôôåêòèâíóþ ñèñòåìó ðåãóëèðóåìîé ýêñ-
ïðåññèè òðàíñãåíîâ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ.
Îíè èñïîëüçîâàëè ðåãóëÿòîðíûå ýëåìåíòû îïå-
ðîíà óñòîé÷èâîñòè ê òåòðàöèêëèíó òðàíñïîçîíà
Tn10 E. coli, òðàíñêðèïöèÿ êîòîðîãî íåãàòèâíî
ðåãóëèðóåòñÿ tet-ðåïðåññîðîì (tetR). Â ïðèñóò-
ñòâèè àíòèáèîòèêà òåòðàöèêëèíà tetR íå ñâÿçû-
âàåòñÿ ñ îïåðàòîðàìè, ðàñïîëîæåííûìè â ïðî-

ìîòîðíîé îáëàñòè tet-îïåðîíà, è ýòî ïðèâîäèò
ê èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè äàííîãî îïåðîíà.
Îáúåäèíèâ êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
tetR è Ñ-êîíöåâîãî àêòèâàòîðíîãî äîìåíà áåëêà
VP16 âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà, ñîçäàëè êîíòðî-
ëèðóåìûé ïðîìîòîðîì ãåíà IE1 öèòîìåãàëîâè-
ðóñà ÷åëîâåêà ãåí õèìåðíîãî òðàíñàêòèâàòîðà
tTA (ðèñ. 13.12, à), ñïîñîáíîãî ñòèìóëèðîâàòü
òðàíñêðèïöèþ ñ ìèíèìàëüíîãî âèðóñíîãî ïðî-
ìîòîðà, îáúåäèíåííîãî ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿ-
ìè tet-îïåðàòîðà.

Ìèíèìàëüíûé ïðîìîòîð ðhCMV* ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé ïðîìîòîð hCMV, â êîòîðîì óäàëåíà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü óñèëèòåëÿ òðàíñêðèïöèè
â ñåãìåíòå îò –675 äî –53 îòíîñèòåëüíî òî÷êè
èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè (+1). Îáúåäèíåíèå
äàííîãî ìèíèìàëüíîãî ïðîìîòîðà (ðàéîí îò
–53 äî +75) ñ ñåìèêðàòíî ïîâòîðåííîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòüþ îïåðàòîðà î2 òðàíñïîçîíà Tn10

ïðèâåëî ê ôîðìèðîâàíèþ ïðîìîòîðîâ ðhCMV*-1

è ðhCMV*-2 (ñì. ðèñ. 13.12, á). Äàííûå ïðîìîòî-
ðû áûëè ñîñòûêîâàíû ñ êîäèðóþùåé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòüþ ëþöèôåðàçû Photinus pyralis, îã-
ðàíè÷åííîé íà 3�-êîíöå ñèãíàëîì ïîëèàäåíè-
ëèðîâàíèÿ âèðóñà SV40.

Ñîçäàííûå ãèáðèäíûå ãåíû èñïîëüçîâàëè
äëÿ îöåíêè ðåãóëèðîâàíèÿ ýêñïðåññèè ëþöèôå-
ðàçû òðàíñàêòèâàòîðîì tTA. Ïðåæäå âñåãî ïîëó-
÷èëè êëîí êëåòîê HeLa, îáîçíà÷åííûé HtTA-1,
êîíñòèòóòèâíî ïðîäóöèðóþùèé tTA. Çàòåì ëè-
íèþ HtTA-1 òðàíñôîðìèðîâàëè ïëàçìèäàìè
pUHC13-3 èëè pUHC13-4 (ñì. ðèñ. 13.12, á), îò-
áèðàëè êëîíû êëåòîê ïî óñòîé÷èâîñòè ê àíòè-
áèîòèêó ãèãðîìèöèíó è îïðåäåëÿëè â íèõ óðî-
âåíü ïðîäóêöèè ëþöèôåðàçû ïðè äîáàâëåíèè
â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó òåòðàöèêëèíà èëè ïðè åãî
îòñóòñòâèè. Îêàçàëîñü, ÷òî äîáàâëåíèå òåòðà-
öèêëèíà äî êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë ýôôåêòèâíî
ïîäàâëÿåò òðàíñêðèïöèþ ëþöèôåðàçíîãî ãåíà.
Óäàëåíèå òåòðàöèêëèíà èç ñðåäû ïðèâîäèò
ê áûñòðîé àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè òðàíñãåíà
è óâåëè÷åíèþ ïðîäóêöèè ëþöèôåðàçû â ðàçíûõ
êëîíàõ òðàíñôîðìàíòîâ â 102–105 ðàç. Ïðè êîí-
öåíòðàöèè òåòðàöèêëèíà â ñðåäå 0,1 ìêã/ìë íà-
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Ðèñ. 13.11. Ñòðóêòóðà ðåïðåññîðà LacI
ëàêòîçíîãî îïåðîíà è ñîçäàííîãî

íà åãî îñíîâå õèìåðíîãî áåëêà LAP267.

D — ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí; I — èíäóêòîð
ñâÿçûâàíèÿ è äèìåðèçàöèè; Ò — äîìåí òåòðàìåðèçàöèè



áëþäàëîñü ÷àñòè÷íîå èíãèáèðîâàíèå òðàíñ-
êðèïöèè ñ tTA-çàâèñèìîãî ïðîìîòîðà.

Â 1995 ã. Ì. Ãîññåí ñ ñîàâòîðàìè îïèñàëè
áîëåå óäîáíóþ ñèñòåìó «îáðàòíîãî» òåòðàöèê-
ëèí-êîíòðîëèðóåìîãî òðàíñàêòèâàòîðà rtTA (îò
àíãë. reverse Tc-controlled transactivator) äëÿ
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Ýòà ñèñòåìà îòëè÷àåò-
ñÿ îò ðàíåå ðàçðàáîòàííîé òåì, ÷òî â ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü áåëêà tetR ââåäåíû 4 àìèíîêèñëîò-
íûå çàìåíû. Ýòî ïðèâåëî ê ïîÿâëåíèþ îáðàòíî-
ãî ôåíîòèïà ðåïðåññîðà (rtetR): áåëêó rtTA äëÿ

ñâÿçûâàíèÿ c ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ tet-îïåðàòî-
ðà è àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè íåîáõîäèì àíàëîã
òåòðàöèêëèíà äîêñèöèêëèí. Â îòñóòñòâèå äàí-
íîãî àíòèáèîòèêà rtTA íå àêòèâèðóåò òðàíñ-
êðèïöèþ öåëåâîãî ðåãóëèðóåìîãî ãåíà.

Áëàãîäàðÿ ïðîñòîòå, ýôôåêòèâíîñòè, óíè-
âåðñàëüíîñòè è íåòîêñè÷íîñòè ðàçðàáîòàííûå
ñèñòåìû ðåãóëèðîâàíèÿ ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ
ñòàëè â äàëüíåéøåì èñïîëüçîâàòü íå òîëüêî
â êóëüòóðàõ êëåòîê, íî è â òðàíñãåííûõ æèâîò-
íûõ è ðàñòåíèÿõ.
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Ðèñ. 13.12. Ñòðóêòóðà õèìåðíûõ òðàíñàêòèâàòîðíûõ ïîëèïåïòèäîâ (à)
è tÒÀ-çàâèñèìîé òðàíñêðèïöèîííîé åäèíèöû (á).

tTA-çàâèñèìàÿ òðàíñêðèïöèîííàÿ åäèíèöà ñîñòîèò èç êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëþöèôåðàçû,
ó÷àñòêà ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ ìÐÍÊ âèðóñà SV40 è ðàííåãî öèòîìåãàëîâèðóñíîãî ïðîìîòîðà,

ñîåäèíåííîãî ñ ñåìèêðàòíî ïîâòîðåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ îïåðàòîðà otet,
ðàñïîëîæåííîãî â ïðÿìîé (pUHC13-3, phCMV*-1) è îáðàòíîé (pUHC13-4, phCMV*-2) îðèåíòàöèè
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Ãëàâà 14
ÂÅÊÒÎÐÍÛÅ ÑÈÑÒÅÌÛ
ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÂÈÐÓÑÎÂ ÆÈÂÎÒÍÛÕ

14.1. ÂÈÐÓÑ SV40 ÊÀÊ ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÉ ÂÅÊÒÎÐ

Ìîëåêóëÿðíûå êëîíèðóþùèå âåêòîðû èãðà-
þò êëþ÷åâóþ ðîëü â ïîñòàíîâêå ãåííî-èíæå-
íåðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ íà âûáðàííîé ñèñòåìå
êëåòîê. Â ñèñòåìå êëåòîê ïðîêàðèîò è íèçøèõ
ýóêàðèîò â êà÷åñòâå âåêòîðíûõ ìîëåêóë èñïîëü-
çóþò ïëàçìèäû èëè ÄÍÊ âèðóñîâ. Â êóëüòèâè-
ðóåìûõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ýíäîãåííûå
ïëàçìèäû íå íàéäåíû, ïîýòîìó âíèìàíèå èñ-
ñëåäîâàòåëåé ñêîíöåíòðèðîâàëîñü íà ÄÍÊ-ñî-
äåðæàùèõ âèðóñàõ. Ê ìîìåíòó ïîÿâëåíèÿ ãåí-
íî-èíæåíåðíîé ìåòîäîëîãèè íàèáîëåå õîðîøî
èçó÷åííûì â ãåíåòè÷åñêîì è áèîõèìè÷åñêîì
ïëàíå áûë âèðóñ SV40. Èìåëèñü ìåòîäû íàðà-
áîòêè è î÷èñòêè äàííîãî âèðóñà, âûäåëåíèÿ åãî
ÄÍÊ è òðàíñôåêöèè åþ ÷óâñòâèòåëüíûõ êóëü-
òóð êëåòîê. Ïîýòîìó èìåííî íà îñíîâå ÄÍÊ âè-
ðóñà SV40 áûëè ñîçäàíû ïåðâûå êëîíèðóþùèå
âåêòîðû êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþ-
ùèõ.

14.1.1. Ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíàÿ
îðãàíèçàöèÿ ãåíîìà SV40

Âèðóñ SV40 îòíîñèòñÿ ê ðîäó Polyomavirus

ñåìåéñòâà Polyomaviridae è ÿâëÿåòñÿ ìåëêèì
âèðóñîì, äâóõöåïî÷å÷íàÿ êîëüöåâàÿ ÄÍÊ êîòî-
ðîãî ðåïëèöèðóåòñÿ â ÿäðå õîçÿéñêîé êëåòêè.
Ïîäîáíî óìåðåííûì ôàãàì ÄÍÊ âèðóñà SV40
ìîæåò ðàçìíîæàòüñÿ âåãåòàòèâíî (â ïåðìèññèâ-
íûõ äëÿ ëèòè÷åñêîãî ðàçâèòèÿ êëåòêàõ) èëè
â èíòåãðèðîâàííîì â õðîìîñîìû ñîñòîÿíèè
(â íåïåðìèññèâíûõ êëåòêàõ). Õîòÿ âèðóñ SV40
âûäåëåí èç ïåðâè÷íîé êóëüòóðû êëåòîê ïî÷êè
ìàêàêà ðåçóñ, íàèáîëåå ýôôåêòèâíî îí ðàçìíî-
æàåòñÿ íà ïåðâè÷íûõ èëè ïåðåâèâàåìûõ ëèíèÿõ
êëåòîê ïî÷êè àôðèêàíñêîé çåëåíîé ìàðòûøêè,
òàêèõ êàê Vero, CV-1, BSC-1 è íåêîòîðûõ äðó-
ãèõ. Ïðè èíôåêöèè ïåðìèññèâíûõ êëåòîê ïðî-
èñõîäèò ëèçèñ êëåòîê ñ âûõîäîì â ñðåäó âèðóñ-
íîãî ïîòîìñòâà. Â íåïåðìèññèâíûõ êëåòêàõ

ÄÍÊ âèðóñà èíòåãðèðóåòñÿ â ãåíîì, îáóñëîâëè-
âàÿ îíêîãåííóþ òðàíñôîðìàöèþ êëåòîê.

Èçâåñòíà ïîëíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
5243 ïí ÄÍÊ âèðóñà SV40. Èìååòñÿ ïîäðîáíàÿ
èíôîðìàöèÿ î âíóòðèêëåòî÷íîé îðãàíèçàöèè è
ðåïëèêàöèè ãåíîìà äàííîãî âèðóñà, ñîñòàâëåíà
äåòàëüíàÿ ôèçè÷åñêàÿ êàðòà ÄÍÊ, íà êîòîðîé
ëîêàëèçîâàíû îáëàñòè ãåíîìà, îòâåòñòâåííûå
çà ðàçëè÷íûå âèðóñíûå ôóíêöèè, èçó÷åíà ðåãó-
ëÿöèÿ ýêñïðåññèè âèðóñíîãî ãåíîìà â ðàçëè÷-
íûõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ.

Êîëüöåâàÿ ÄÍÊ âèðóñà SV40 — ÿðêèé ïðè-
ìåð ýêîíîìíîãî èñïîëüçîâàíèÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè íóêëåîòèäîâ äëÿ êîäèðîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ
ôóíêöèé. Ãåíû âèðóñà SV40 â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè ïåðåêðûâàþòñÿ (ðèñ. 14.1). Îáëàñòü íà-
÷àëà ðåïëèêàöèè ïåðåêðûâàåòñÿ ñ ïðîìîòîðíû-
ìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, íàïðàâëÿþùèìè ðàí-
íþþ (ðÅ) è ïîçäíþþ (ðL) òðàíñêðèïöèþ.

Ðàííèé ïðîìîòîð âèðóñà SV40 óñòðîåí îò-
íîñèòåëüíî ñëîæíî. Îí ñîäåðæèò õàðàêòåðíûé
äëÿ ýóêàðèîòè÷åñêèõ ïðîìîòîðîâ ÒÀÒÀ-áîêñ
(áëîê Õîãíåññà) íà ðàññòîÿíèè 30 ïí îò òî÷êè
èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè (ñì. 4.1). Äîïîëíè-
òåëüíûå ýëåìåíòû ïðîìîòîðà ðàñïîëîæåíû íà
ðàññòîÿíèè 115 ïí îò òî÷êè èíèöèàöèè è ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé òðè ïðÿìûõ ïîâòîðà ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè äëèíîé 21 ïí (ðèñ. 14.2). Ñ ýòîé îáëà-
ñòüþ ñâÿçûâàåòñÿ êëåòî÷íûé ôàêòîð SP1. Çàòåì
SP1 âçàèìîäåéñòâóåò ñ äðóãèìè áåëêàìè, â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî ôîðìèðóåòñÿ êîìïëåêñ, íåîáõîäè-
ìûé äëÿ ýôôåêòèâíîé òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçîé II.

Â ïðîöåññå ðàííåé òðàíñêðèïöèè ïðîèñõî-
äèò ñèíòåç ïðå-ìÐÍÊ, êîòîðàÿ ïðè ôðàêöèîíè-
ðîâàíèè â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ñàõàðîçû èìååò
êîýôôèöèåíò ñåäèìåíòàöèè 19S. Â ðåçóëüòàòå
àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà èç ïðå-ìÐÍÊ ôîð-
ìèðóþòñÿ ìîëåêóëû çðåëûõ ìÐÍÊ, êîäèðóþ-
ùèå áîëüøîé (Ò) è ìàëûé (t) ò-àíòèãåíû (ñì.



ðèñ. 14.1). Ò-àíòèãåí (ôîñôîïðîòåèí ðàçìåðîì
708 ÀÊ) ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì áåëêîì âèðóñà
SV40, êîòîðûé íåîáõîäèì äëÿ ýôôåêòèâíîé ðå-
ïëèêàöèè âèðóñíîé ÄÍÊ â èíôèöèðîâàííûõ
êëåòêàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî îí îáëàäàåò ÄÍÊ-õåëè-
êàçíîé àêòèâíîñòüþ. Ýòî ïîçâîëÿåò âèðóñó ïðå-
îäîëåòü ñóùåñòâóþùèé â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ
êîíòðîëü ðåïëèêàöèè ÄÍÊ â òå÷åíèå êëåòî÷íî-
ãî öèêëà. Ýíäîãåííàÿ õåëèêàçà êëåòêè ïðåäîò-
âðàùàåò ðåèíèöèàöèþ ðåïëèêàöèè âíîâü ñèí-
òåçèðîâàííîé ÄÍÊ äî òåõ ïîð, ïîêà íå çàâåð-
øèòñÿ ðåïëèêàöèÿ âñåé õðîìîñîìû. Âèðóñíàÿ
Ò-õåëèêàçà, âõîäÿùàÿ â ðåïëèêàòèâíûé ôåð-
ìåíòíûé êîìïëåêñ SV40, îòëè÷àåòñÿ îò êëåòî÷-
íîé òåì, ÷òî îáóñëîâëèâàåò ýôôåêòèâíóþ ìíîãî-
êðàòíóþ èíèöèàöèþ ðåïëèêàöèè âèðóñíîé ÄÍÊ
íà ïðîòÿæåíèè îäíîãî öèêëà äåëåíèÿ êëåòêè.

Ò-àíòèãåí îñóùåñòâëÿåò àâòîðåãóëÿöèþ ýêñ-
ïðåññèè ñâîåãî ãåíà. Ïðè ïîâûøåííîé êîíöåí-
òðàöèè â êëåòêå îí ñâÿçûâàåòñÿ ñ ó÷àñòêàìè 3
è 1� (ñì. ðèñ. 14.2) íà ÄÍÊ SV40 è ïîäàâëÿåò
ðàííþþ òðàíñêðèïöèþ.

Áîëüøîé Ò-àíòèãåí ÿâëÿåòñÿ ìíîãîôóíê-
öèîíàëüíûì áåëêîì. Îí òàêæå ñïîñîáåí èíäó-
öèðîâàòü è ïîääåðæèâàòü ñîñòîÿíèå îíêîãåííîé
(íåîïëàñòè÷åñêîé) òðàíñôîðìàöèè øèðîêîãî
ñïåêòðà êóëüòóð êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Ïðè
èíôèöèðîâàíèè êóëüòóð, íåïåðìèññèâíûõ äëÿ
ïðîäóêòèâíîãî ðàçâèòèÿ SV40, âèðóñíàÿ ÄÍÊ
âñòðàèâàåòñÿ â ãåíîì êëåòêè, ïðè÷åì âî ìíîæå-
ñòâåííûõ êîïèÿõ. Èíòåãðàöèÿ èíîãäà ìîæåò ñî-
ïðîâîæäàòüñÿ è âíóòðåííèìè ïåðåñòðîéêàìè
âèðóñíîé ÄÍÊ. Âíåäðåíèå âèðóñíîãî ãåíîìà
â õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ ðåöèïèåíòíîé êëåòêè,
ïî-âèäèìîìó, íå ÿâëÿåòñÿ ñàéòñïåöèôè÷åñêèì.
Òðàíñôîðìèðîâàííîå ñîñòîÿíèå êëåòîê ìîæåò
ñòàáèëüíî ñîõðàíÿòüñÿ äëèòåëüíîå âðåìÿ. Ïðè
ñëèÿíèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ñ êëåòêà-
ìè, ïåðìèññèâíûìè äëÿ ëèòè÷åñêîãî ðàçâèòèÿ
âèðóñà SV40, ïðîèñõîäèò èñêëþ÷åíèå ïðîâèðó-
ñà è îáðàçóåòñÿ èíôåêöèîííîå âèðóñíîå ïîòîì-
ñòâî.

Ìàëûé t-àíòèãåí (ðàçìåð 174 ÀÊ) â çàâèñè-
ìîñòè îò èñïîëüçóåìîé êóëüòóðû êëåòîê èëè àá-
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ñîëþòíî íåîáõîäèì äëÿ íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñ-
ôîðìàöèè íàðÿäó ñ Ò-àíòèãåíîì, èëè óñèëèâàåò
åãî äåéñòâèå, èëè íå òðåáóåòñÿ âîâñå.

Ïîçäíÿÿ òðàíñêðèïöèÿ (ïîñëå íà÷àëà ðåï-
ëèêàöèè ÄÍÊ) îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ äðóãîé öåïè
âèðóñíîé ÄÍÊ (ñì. ðèñ. 14.1). Äëÿ ïîçäíåãî
ïðîìîòîðà íå âûÿâëåíî òàêîé ÷åòêîé ñòðóêòóð-
íîé îðãàíèçàöèè, êàê äëÿ ïðîìîòîðà ðÅ. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ïîçäíèå ÐÍÊ SV40 ãåòåðîãåííû ïî
5�-êîíöàì. Ïîýòîìó ïîëàãàþò, ÷òî pL ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé ìíîæåñòâåííûå ïåðåêðûâàþùèåñÿ
ïðîìîòîðû, ôóíêöèîíèðîâàíèå êîòîðûõ ïðèâî-
äèò ê ñèíòåçó ìîëåêóë ìÐÍÊ, ðàçëè÷àþùèõñÿ
ïî 5�-êîíöàì. Ïðè ýòîì ïîçäíèå ìÐÍÊ îáðà-
çóþò äâà êëàññà ìîëåêóë — ñ êîýôôèöèåíòîì
ñåäèìåíòàöèè 16S è 19S, ñ êîòîðûõ ñ÷èòûâàþò-
ñÿ âèðèîííûå áåëêè VP1, VP2 è VP3, ôîðìè-
ðóþùèå âèðóñíûå ÷àñòèöû.

Ó÷àñòîê ori ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì ðàéî-
íîì ãåíîìà SV40, êîòîðûé íåîáõîäèì â öèñ-ïî-
ëîæåíèè äëÿ ðåïëèêàöèè âèðóñíîé ÄÍÊ. Îñ-
òàëüíûå ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû âèðóñà ìîãóò
íàõîäèòüñÿ â òðàíñ-ïîëîæåíèè, ò. å. ëþáûå ìó-
òàíòû âèðóñà SV40 ñ íåïîâðåæäåííûì ðåïëè-
êàòîðîì ìîãóò îáðàçîâûâàòü ïîòîìñòâî â ïðè-
ñóòñòâèè â êëåòêå âèðóñà-ïîìîùíèêà.

In vivo âñÿ ìîëåêóëà ÄÍÊ âèðóñà èìååò íóê-
ëåîñîìíóþ îðãàíèçàöèþ çà èñêëþ÷åíèåì îáëàñ-
òè íà÷àëà ðåïëèêàöèè è ïðèëåãàþùåãî ê íåé
ó÷àñòêà, ïðåäñòàâëÿþùåãî ñîáîé òàíäåìíûé ïî-
âòîð ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ðàçìåðîì 72 ïí (ñì.
ðèñ. 14.2). Ê. Áåíîéñò è Ï. Øàìáîí (1981 ã.) ïî-
êàçàëè, ÷òî äåëåöèÿ îäíîé èç ýòèõ ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòåé íå âëèÿåò ñóùåñòâåííî íà ýêñïðåññèþ
ðàííèõ ãåíîâ SV40. Îäíàêî åñëè äîïîëíèòåëüíî
óäàëèòü ÷àñòü âòîðîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ýêñ-
ïðåññèÿ ðàííèõ ãåíîâ çíà÷èòåëüíî ñíèçèòñÿ.

Äàëüíåéøàÿ õàðàêòåðèçàöèÿ ýòèõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ïðèâåëà ê óäèâèòåëüíûì ðåçóëü-
òàòàì. Äæ. Áýíåðäæè ñ ñîàâòîðàìè (1981 ã.),
ïîäñòðîèâ äàííûé ñåãìåíò ÄÍÊ SV40 ê ãåíó
�-ãëîáèíà, îáíàðóæèëè óâåëè÷åíèå òðàíñêðèï-
öèè ïîñëåäíåãî â 200 ðàç. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
72 ïí áûëà íàçâàíà óñèëèòåëåì òðàíñêðèï-

öèè, èëè ýíõàíñåðîì (enhancer). Åå äåéñòâèå
ïðîÿâëÿåòñÿ òîëüêî â öèñ-ïîëîæåíèè. Ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî ïîêàçàíî, ÷òî ïåðåíåñåíèå äàííîãî
òàíäåìíîãî ïîâòîðà â äðóãèå îáëàñòè ãåíîìà
âèðóñà â ðàçëè÷íûõ îðèåíòàöèÿõ òàêæå îáó-
ñëîâëèâàåò óñèëåíèå òðàíñêðèïöèè ÄÍÊ SV40.
Ïðè ýòîì è â ìåñòàõ íåîáû÷íîé ëîêàëèçàöèè
íà âèðóñíîé ÄÍÊ ïîâòîð ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
72 ïí íå èìååò íóêëåîñîìíîé îðãàíèçàöèè.

Óñèëèòåëè òðàíñêðèïöèè óäàëîñü îáíàðó-
æèòü ó ìíîãèõ äðóãèõ âèðóñîâ, à òàêæå â ãåíîìå

ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê. Óñèëèòåëè ïðåäñòàâ-
ëÿþò ñîáîé êîðîòêèå (îò 30 äî 100 ïí), ÷àñòî
òàíäåìíî ïîâòîðåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.
Ýòè öèñ-äåéñòâóþùèå ýëåìåíòû çíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èâàþò ýôôåêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèè
ñ ïðîìîòîðîâ ëèøü â ïðèñóòñòâèè îïðåäåëåí-
íûõ òðàíñ-äåéñòâóþùèõ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ.
Íàïðèìåð, äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ óñèëèòåëÿ
SV40 òðåáóåòñÿ íå ìåíåå ÷åòûðåõ áåëêîâ êëåò-
êè-õîçÿèíà (ñì. ðèñ. 14.2). Òàêèì îáðàçîì, óñè-
ëèòåëè îðãàíèçîâàíû îòíîñèòåëüíî ñëîæíî
è ñîñòîÿò èç íàáîðà ñóáýëåìåíòîâ. Áëàãîäàðÿ
ñâîåé ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè îíè ìîãóò
äåéñòâîâàòü êàê òêàíåñïåöèôè÷íûå ãåíåòè÷å-
ñêèå ýëåìåíòû, à òàêæå ïðîÿâëÿòüñÿ ëèøü íà
îïðåäåëåííûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ îðãàíèçìà èëè
â îòâåò íà êàêîå-ëèáî âîçäåéñòâèå. Áîëüøèíñò-
âî óñèëèòåëåé çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àþòñÿ ïî ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ, ÷òî óêàçûâàåò
íà èíäèâèäóàëüíûé ìåõàíèçì ðåãóëèðîâàíèÿ
ôóíêöèé êàæäîãî òàêîãî ýëåìåíòà.

Âàæíàÿ îñîáåííîñòü óñèëèòåëåé ñîñòîèò
â òîì, ÷òî îíè ìîãóò àêòèâèðîâàòü òðàíñêðèï-
öèþ ñ ïðîìîòîðîâ, ðàñïîëîæåííûõ íà ðàññòîÿ-
íèè îò íåñêîëüêèõ ñîòåí ïàð íóêëåîòèäîâ
äî 10 òïí. Ïðè ýòîì ýôôåêò óñèëèòåëÿ íå çàâè-
ñèò îò åãî îðèåíòàöèè îòíîñèòåëüíî ïðîìîòîðà.
Äðóãèì ñâîéñòâîì óñèëèòåëåé, èìåþùèì áîëü-
øîå çíà÷åíèå äëÿ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè
ýóêàðèîò, ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ýòè ýëåìåíòû ìîãóò
óâåëè÷èâàòü ýôôåêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèè ïðè
ïîäñòðîéêå èõ êàê ê ãîìîëîãè÷íûì, òàê è ê ãå-
òåðîëîãè÷íûì ïðîìîòîðàì.

Êðîìå óñèëèòåëåé òðàíñêðèïöèè ó ýóêàðèîò
îáíàðóæåíû öèñ-äåéñòâóþùèå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè, îáóñëîâëèâàþùèå ðåïðåññèþ òðàíñ-
êðèïöèè. Îíè ïîëó÷èëè íàçâàíèå ãëóøèòåëè

òðàíñêðèïöèè, èëè ñàéëåíñåðû (silencer). Ãëó-
øèòåëè ïîäàâëÿþò òðàíñêðèïöèþ íåçàâèñèìî
îò èõ îðèåíòàöèè îòíîñèòåëüíî ïðîìîòîðà
è ìîãóò ïðîÿâëÿòü ñâîè ñâîéñòâà íà íåêîòîðîì
ðàññòîÿíèè îò ðåãóëèðóåìîãî ãåíà. Äëÿ ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ ãëóøèòåëåé íåîáõîäèìû òðàíñ-
äåéñòâóþùèå áåëêîâûå ôàêòîðû, ñïîñîáíûå
ñâÿçûâàòüñÿ ñ èõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè.

Òàêèì îáðàçîì, óñèëèòåëè è ãëóøèòåëè
òðàíñêðèïöèè ó ýóêàðèîò â ñîâîêóïíîñòè îáåñ-
ïå÷èâàþò òîíêîå ðåãóëèðîâàíèå òêàíåñïåöè-
ôè÷íîé è ñòàäèåñïåöèôè÷íîé ýêñïðåññèè ãå-
íîâ. Ðåãóëÿòîðíûìè ñèãíàëàìè ïðè ýòîì ñëó-
æàò ðàçëè÷íûå áåëêîâûå ôàêòîðû êëåòêè (èõ
íàëè÷èå è êîíöåíòðàöèÿ).

Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ìîäåëåé ôóíêöèîíè-
ðîâàíèÿ óñèëèòåëåé è ãëóøèòåëåé òðàíñêðèï-
öèè. Ïîëàãàþò, ÷òî â îñíîâå ðåãóëèðîâàíèÿ
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óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè ëåæèò áåëîê-áåëêîâîå
âçàèìîäåéñòâèå. òðàíñ-Äåéñòâóþùèå áåëêî-
âûå ôàêòîðû ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ýëå-
ìåíòàìè óñèëèòåëÿ (ãëóøèòåëÿ) ÷åðåç ñâîè
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèå äîìåíû. Áåëîê-ñâÿçûâàþ-
ùèå äîìåíû îáðàçîâàâøåãîñÿ êîìïëåêñà ñïî-
ñîáíû âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ êîìïëåêñîì áåëêîâ,
ñâÿçàííûõ ñ ÄÍÊ â ðàéîíå èíèöèàöèè òðàíñ-
êðèïöèè ãåíà (ðèñ. 14.3). Â ðåçóëüòàòå òàêîãî
áåëîê-áåëêîâîãî óçíàâàíèÿ îáðàçóåòñÿ ïåòëÿ
ÄÍÊ, à ñôîðìèðîâàâøèéñÿ êîìïëåêñ óñèëèâàåò
(äëÿ ãëóøèòåëÿ — îñëàáëÿåò) òðàíñêðèïöèþ
ðåãóëèðóåìîãî ãåíà. Íå èñêëþ÷àþòñÿ è äðóãèå
ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ ýòèõ ýëåìåíòîâ.

Ðåïëèêàöèÿ ÄÍÊ SV40 èíèöèèðóåòñÿ
â åäèíñòâåííîì ó÷àñòêå ori, ìèíèìàëüíûé ðàç-
ìåð êîòîðîãî îïðåäåëåí â 65 ïí, è ïðîèñõîäèò
äâóíàïðàâëåííî. Â öåëîì íåîáõîäèìî ïîä÷åðê-
íóòü, ÷òî âèðóñ SV40 ÿâëÿåòñÿ çàìå÷àòåëüíîé
ëàáîðàòîðíîé ìîäåëüþ, êîòîðàÿ äàåò âîçìîæ-
íîñòü èçó÷àòü çàêîíîìåðíîñòè òàêèõ ïðîöåññîâ
ó ýóêàðèîò, êàê ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ, ðå-
ïëèêàöèÿ ÄÍÊ, ñïëàéñèíã ïðå-ìÐÍÊ, ÄÍÊ-
áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ è äð. Ïðåêðàñíàÿ èçó-
÷åííîñòü ïîçâîëÿåò ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ îñìûñ-
ëåííîñòè èñïîëüçîâàòü âèðóñ SV40 äëÿ êîíñò-
ðóèðîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ.

14.1.2. Ëèòè÷åñêèå âåêòîðû íà îñíîâå
ÄÍÊ âèðóñà SV40

Èç-çà íàñûùåííîñòè ãåíåòè÷åñêîé ñòðóêòó-
ðû âèðóñà SV40 ëèøü â îãðàíè÷åííîì ÷èñëå
ìåñò íà åãî ÄÍÊ ìîãóò ïðîèñõîäèòü íåçíà÷è-
òåëüíûå ïåðåñòðîéêè òèïà âñòàâîê èëè äåëåöèé
áåç ïîòåðè æèçíåñïîñîáíîñòè âèðóñà. Ïðè
âñòðîéêå â ÄÍÊ äàííîãî âèðóñà ÷óæåðîäíîãî
ôðàãìåíòà ïî ëþáîìó èç óíèêàëüíûõ ìåñò ãèä-
ðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè áóäåò ïðîèñõîäèòü íàðó-
øåíèå òîé èëè èíîé ôóíêöèè (ñì. ðèñ. 14.1),
ò. å. ãèáðèäíûå âèðóñû SV40 áóäóò äåôåêòíû.
×òîáû ãèáðèäíàÿ ÄÍÊ ìîãëà óïàêîâàòüñÿ â âè-
ðóñíûé êàïñèä, åå ðàçìåð äîëæåí ñîñòàâëÿòü
70–100 % ãåíîìà âèðóñà. Ïîýòîìó äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ ãèáðèäíîãî âèðóñíîãî ïîòîìñòâà íåîáõîäè-
ìî ÷óæåðîäíûé ôðàãìåíò ÄÍÊ âñòðàèâàòü â ìî-
ëåêóëó âèðóñíîé ÄÍÊ, ó êîòîðîé ïðåäâàðèòåëü-
íî ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç äåëåòèðîâàí îïðåäå-
ëåííûé ðàéîí. Òàêèå âåêòîðû ÿâëÿþòñÿ âåêòî-
ðàìè çàìåùåíèÿ. Îáÿçàòåëüíîå óñëîâèå ïðè
êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèäíûõ âèðóñîâ — ñîõðà-
íåíèå íåïîâðåæäåííîé îáëàñòè íà÷àëà ðåïëè-
êàöèè âèðóñíîé ÄÍÊ. Íàðóøåííûå ïðè âñòðîé-
êå â âåêòîðíóþ ÄÍÊ äðóãèå âèðóñíûå ôóíêöèè
íåîáõîäèìî êîìïëåìåíòèðîâàòü ñ ïîìîùüþ âè-

ðóñà-ïîìîùíèêà. Ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû äàí-
íîãî òèïà íà îñíîâå ÄÍÊ âèðóñà SV40 íàçûâà-
þò ëèòè÷åñêèìè âåêòîðàìè.

Â áîëüøåé ÷àñòè âûïîëíåííûõ èññëåäîâà-
íèé ãèáðèäíûå âèðóñû SV40 ïîëó÷åíû çàìåùå-
íèåì ó÷àñòêà ÄÍÊ èç îáëàñòè ïîçäíèõ ãåíîâ âè-
ðóñà ôðàãìåíòîì ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ. Ãèáðèäû
äàííîãî òèïà ñîäåðæàò ïîëíîñòüþ îáëàñòü ðàí-
íèõ ãåíîâ è ðåïëèêàòîð âèðóñà SV40 è ìîãóò
ðàçìíîæàòüñÿ â âèäå âèðóñíûõ ÷àñòèö ïðè ñî-
âìåñòíîé èíôåêöèè ïåðìèññèâíûõ êëåòîê ñ âè-
ðóñîì-ïîìîùíèêîì äèêîãî òèïà èëè òåðìî÷óâ-
ñòâèòåëüíûì ìóòàíòîì ïî ðàííèì ãåíàì (îáû÷-
íî tsA).

Äëÿ âñòðîéêè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â îáëàñòü
ïîçäíèõ ãåíîâ âèðóñà SV40 ìîæíî èñïîëüçî-
âàòü ðåñòðèêòàçû HpaII, EcoRI, BamHI, HaeII,
AccI, KpnI, èìåþùèå óíèêàëüíûå ìåñòà ãèäðî-
ëèçà íà âèðóñíîé ÄÍÊ, à òàêæå HhaI, èìåþùóþ
äâà ó÷àñòêà ãèäðîëèçà (ñì. ðèñ. 14.1). Ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè äðóãèõ ðåñòðèêòàç îáû÷íî ïðîâî-
äÿò íåïîëíûé ãèäðîëèç âèðóñíîé ÄÍÊ, ïðîäóê-
òû ãèäðîëèçà ðàçäåëÿþò ýëåêòðîôîðåçîì è âåê-
òîðíûé ôðàãìåíò ÄÍÊ SV40 âûäåëÿþò èç ãåëÿ.

Îäíà èç ïåðâûõ ðàáîò ïî êëîíèðîâàíèþ ýê-
çîãåííîé ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè â êëåòêàõ
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ìëåêîïèòàþùèõ áûëà âûïîëíåíà â ëàáîðàòî-
ðèè Ï. Áåðãà (1976 ã.). Îáëàñòü ïîçäíèõ ãåíîâ
âèðóñà SV40 óäàëèëè in vitro ïðè ïîìîùè ðåñò-
ðèêòàç HpaII è ÂamHI è íà åå ìåñòî âñòðîèëè
êîííåêòîðíûì ñïîñîáîì (ñì. 1.3.1) ôðàãìåíò
ÄÍÊ ôàãà �, ñîäåðæàùèé îáëàñòü íà÷àëà ðåïëè-
êàöèè ôàãîâîé ÄÍÊ è ãåíû cII, crî. Ãèáðèäíàÿ
ÄÍÊ ñòàáèëüíî ðàçìíîæàëàñü â êëåòêàõ, èíôè-
öèðîâàííûõ âèðóñîì-ïîìîùíèêîì SV40tsA58.
Àâòîðàì óäàëîñü âûÿâèòü â èíôèöèðîâàííûõ
êëåòêàõ ëèøü íèçêèé óðîâåíü ÐÍÊ, ñïåöèôè÷-
íîé äëÿ ôàãà �. Òðàíñëÿöèè ôàãîâûõ áåëêîâ îá-
íàðóæåíî íå áûëî.

Ïî ñõîæåé ñõåìå Ä. Õýìåð ñ ñîàâòîðàìè
(1977 ã.) ñêîíñòðóèðîâàëè ãèáðèäíûé âèðóñ
SV40-òPHKTyrsu+III. Â êà÷åñòâå âåêòîðà èñïîëü-
çîâàëè HpaII–ÅñoRI-ôðàãìåíò ÄÍÊ SV40, ñî-
äåðæàùèé îáëàñòü íà÷àëà ðåïëèêàöèè âèðóñ-
íîé ÄÍÊ è ðàííèå ãåíû. Ê ýòîìó ôðàãìåíòó
ÄÍÊ ïðèøèâàëè HpaII–ÅñoRI-ôðàãìåíò ÄÍÊ
Å. coli, íåñóùèé ãåí ñóïðåññîðíîé òèðîçèíîâîé
òÐÍÊ. Ãèáðèäíàÿ ÄÍÊ ðåïëèöèðîâàëàñü â êëåò-
êàõ ìëåêîïèòàþùèõ è â ïðèñóòñòâèè ïðîäóêòîâ
ïîçäíèõ ãåíîâ âèðóñà-ïîìîùíèêà ïàêîâàëàñü
â êàïñèä, îáðàçóÿ äåôåêòíûå âèðóñíûå ÷àñòè-
öû. Ãèáðèäíàÿ ÄÍÊ áûëà ñòàáèëüíà ïðè ïàññà-
æàõ êëåòîê, à ýôôåêòèâíîñòü åå ðåïëèêàöèè
áûëà ñðàâíèìà ñ ýôôåêòèâíîñòüþ ðåïëèêàöèè
ÄÍÊ âèðóñà-ïîìîùíèêà. Ãèáðèäèçàöèåé íóê-
ëåèíîâûõ êèñëîò äîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ àôðè-
êàíñêîé çåëåíîé ìàðòûøêè âîçìîæíà òðàíñ-
êðèïöèÿ ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ, âõîäÿùåé â ñîñòàâ
ãèáðèäíîãî äåôåêòíîãî âèðóñà. Îäíàêî ïîïûò-
êè îáíàðóæèòü ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûå ìîëå-
êóëû òÐÍÊTyrsu+III íå óâåí÷àëèñü óñïåõîì.

Ýêñïðåññèÿ ýóêàðèîòè÷åñêîãî ãåíà, êëîíè-
ðîâàííîãî â ñîñòàâå ÄÍÊ âèðóñà SV40, âïåðâûå
áûëà äîñòèãíóòà â ëàáîðàòîðèè Ï. Áåðãà (1979 ã.)
ïîñëå ñîçäàíèÿ ãèáðèäíîãî ãåíîìà, â êîòîðîì
ïî÷òè âñþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ
îñíîâíîé êàïñèäíûé áåëîê VP1, çàìåíèëè íà
êÄÍÊ �-ãëîáèíà êðîëèêà (ðèñ. 14.4). Êëåòêè,
èíôèöèðîâàííûå ãèáðèäíûì âèðóñîì SVGT5-
Ra�G ñîâìåñòíî ñ SV40tsA58, ïðîäóöèðîâàëè
ñóùåñòâåííûå êîëè÷åñòâà äèñêðåòíîé ãèáðèä-
íîé ìÐÍÊ, êîòîðàÿ ñîäåðæàëà ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü, êîäèðóþùóþ �-ãëîáèí. Ñ 5�- è 3�-êîíöîâ
îíà áûëà îãðàíè÷åíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè,
õàðàêòåðèñòè÷íûìè äëÿ ïîçäíåé ìÐÍÊ âèðóñà
SV40. Â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ òàêæå ñèíòå-
çèðîâàëñÿ �-ãëîáèí â êîëè÷åñòâàõ, ñðàâíèìûõ
ñ êîëè÷åñòâîì VP1, ïðîäóöèðóåìîãî êîèíôèöè-
ðóþùèì âèðóñîì-ïîìîùíèêîì.

Ð. Ìàëëèãýí è Ï. Áåðã (1980 ã.) âñòðîèëè
â âåêòîð SVGT5 ãåí êñàíòèí-ãóàíèí-ôîñôîðè-

áîçèëòðàíñôåðàçû (XGPRT) E. coli. Ïðè ñîâìå-
ñòíîé èíôåêöèè ïåðìèññèâíûõ êëåòîê ïîëó-
÷åííûì ãèáðèäíûì âèðóñîì SVGT5-gpt è âèðó-
ñîì-ïîìîùíèêîì íàáëþäàëè ïðîäóêöèþ ôåð-
ìåíòà XGPRT, ñïåöèôè÷íîãî äëÿ áàêòåðèè
E. coli.

Ïî àíàëîãè÷íîé ñõåìå Ê. Âûõîâñêè ñ ñîàâ-
òîðàìè (1985 ã.) â ñîñòàâ SVGT5 ââåëè ôðàã-
ìåíò êÄÍÊ ãåíîìíîé ÐÍÊ ïîëèîâèðóñà, êîäè-
ðóþùèé åãî êàïñèäíûé ïîëèïåïòèä VP1. Ïðè
êîèíôåêöèè êëåòîê CV-1 ïîëó÷åííûì ãèáðèä-
íûì âèðóñîì SV40-VP1polio è âèðóñîì-ïîìîù-
íèêîì SV40am404 ïðîèñõîäèë ñèíòåç õèìåðíî-
ãî áåëêà, íà N-êîíöå êîòîðîãî íàõîäèëèñü
94 ÀÊ ïîëèïåïòèäà VP1 âèðóñà SV40, à çàòåì
ñëåäîâàëè 302 ÀÊ ïîëèîâèðóñíîãî êàïñèäíîãî
ïîëèïåïòèäà VP1. Äàííûé áåëîê ñïåöèôè÷íî
èììóíîïðåöèïèòèðîâàëñÿ ïîëèêëîíàëüíûìè
àíòèòåëàìè ïðîòèâ ïîëèîâèðóñíûõ êàïñèäîâ
èëè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ VP1
ïîëèîâèðóñà. Õèìåðíûé áåëîê ìèãðèðîâàë â
ÿäðî êëåòêè, õîòÿ VP1 ïîëèîâèðóñà èìååò öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêóþ ëîêàëèçàöèþ. Ýòî óêàçûâàåò
íà òî, ÷òî N-êîíöåâàÿ ÷àñòü VP1 âèðóñà SV40
ñîäåðæèò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü, ÿâëÿþùóþñÿ ñèãíàëîì äëÿ òðàíñïîðòà
áåëêà èç öèòîïëàçìû â ÿäðî.

Òàêèì îáðàçîì, ÄÍÊ SVGT5 ìîæåò óñïåø-
íî ïðèìåíÿòüñÿ â êà÷åñòâå ýêñïðåññèðóþùåãî
ëèòè÷åñêîãî âåêòîðà ïðè êëîíèðîâàíèè ÷óæå-
ðîäíûõ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.
Ïðè ýòîì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â êîíñòðóèðóå-
ìûõ ãåíàõ ãèáðèäíûõ âèðóñîâ SV40 ýôôåêòèâ-
íî èñïîëüçóþòñÿ ñèãíàëû èíèöèàöèè è òåðìè-
íàöèè òðàíñêðèïöèè, ñïëàéñèíãà è ïîëèàäåíè-
ëèðîâàíèÿ ïîçäíåé ìÐÍÊ äàííîãî âèðóñà.

Äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò âîçìîæ-
íîñòü ïðàâèëüíîãî ñïëàéñèíãà ÷óæåðîäíûõ ìî-
ëåêóë ïðå-ìÐÍÊ, êîäèðóåìûõ õðîìîñîìíûìè
ãåíàìè ýóêàðèîò, êëîíèðîâàííûìè â ñîñòàâå
SV40. Îäíó èç ïåðâûõ ðàáîò, â êîòîðûõ èçó÷àë-
ñÿ äàííûé âîïðîñ, âûïîëíèëè â 1981 ã. Ï. Ãðàñ
è Ã. Õîðè. Â ÄÍÊ âèðóñà SV40 âìåñòî îáëàñòè
ïîçäíèõ ãåíîâ áûë âñòðîåí ïîëíûé ãåí
ïðå-ïðîèíñóëèíà I (rI1) êðûñû, ñîäåðæàùèé
îäèí èíòðîí (119 ïí) â 5�-íåêîäèðóþùåé îáëàñ-
òè (ðèñ. 14.5). Ïðè èíôåêöèè êëåòîê çåëåíîé
ìàðòûøêè ãèáðèäíûì âèðóñîì ñ êëîíèðîâàí-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ÷èòûâàëèñü ñòàáèëü-
íûå òðàíñêðèïòû. Àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â ñïëàé-
ñèíã è ïîëèàäåíèëèðîâàíèå ìÐÍÊ ïðå-ïðîèí-
ñóëèíà âîâëå÷åíû ýíäîãåííûå ñèãíàëû rI1.
Ñèíòåçèðóåìûé â çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâàõ
ïðå-ïðîèíñóëèí ýôôåêòèâíî ñåêðåòèðîâàëñÿ
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â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó â âèäå ïðîèíñóëèíà
(â ïðîöåññå ñåêðåöèè îòùåïëÿëñÿ ãèäðîôîáíûé
ñèãíàëüíûé ïåïòèä). Îäíàêî âíóòðåííèé Ñ-ïåï-
òèä (ñì. ðèñ. 4.6) èç ìîëåêóëû ïðîèíñóëèíà
íå âûùåïëÿëñÿ, ïî-âèäèìîìó, èç-çà îòñóòñòâèÿ
â êëåòêàõ ïî÷êè çåëåíîé ìàðòûøêè ñïåöèôè÷å-
ñêèõ ïåïòèäàç.

Àíàëîãè÷íî âìåñòî ïîçäíèõ ãåíîâ âèðóñà
SV40 Ã. Ïàâëàêèñ ñ ñîàâòîðàìè (1981 ã.) âñòðîè-
ëè õðîìîñîìíûé ãåí hGH ãîðìîíà ðîñòà ÷åëî-
âåêà â äâóõ îðèåíòàöèÿõ îòíîñèòåëüíî ïðîìî-
òîðà ïîçäíåé òðàíñêðèïöèè (ðèñ. 14.6). Ïðè èí-
ôåêöèè êëåòîê ãèáðèäíûìè âèðóñàìè â îáîèõ

ñëó÷àÿõ ïðîèñõîäèë ñèíòåç ïðîãîðìîíà, êîòî-
ðûé ïðîöåññèðîâàëñÿ è ñåêðåòèðîâàëñÿ â êóëü-
òóðàëüíóþ ñðåäó. Ãåí hGH òðàíñêðèáèðîâàëñÿ
ñî ñâîåãî ïðîìîòîðà. Îäíàêî ïðîäóêöèÿ ãîðìî-
íà ðîñòà, íàïðàâëÿåìàÿ ãèáðèäîì SVhGH(L),
áûëà âûøå. Ýòî, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëåíî òåì,
÷òî â äàííîì ãèáðèäíîì âèðóñå ñèíòåç ìÐÍÊ
êëîíèðîâàííîãî ãåíà ìîæåò èíäóöèðîâàòüñÿ
êàê ñî ñâîåãî ýíäîãåííîãî ïðîìîòîðà, òàê è
ñ âèðóñíîãî ïðîìîòîðà. À. Äæàëàíêî (1985 ã.),
âñòðîèâ â îáëàñòü ïîçäíèõ ãåíîâ SV40 ôðàã-
ìåíò ÄÍÊ-êîïèè ÐÍÊ âèðóñà ëåñà Ñåìëèêè,
ñêîíñòðóèðîâàë ãèáðèäíûé âèðóñ, êîòîðûé
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Ðèñ. 14.4. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ãèáðèäíîé ÄÍÊ SVGT5-Ra�G.

Òðåóãîëüíèêàìè îòìå÷åíû ó÷àñòêè âñòðîéêè â ãåíîì SV40 ãåí-ýêâèâàëåíòà �-ãëîáèíà êðîëèêà (âíóòðåííèé êðóã) âìåñòî
îáëàñòè ãåíà VP1 (âíåøíèé êðóã). Öèôðàìè îáîçíà÷åíà äëèíà ïðîïóñêîâ (ïí) â ïðåäñòàâëåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ.
Ðàìêàìè îáâåäåíû èíèöèàòîðíûå è òåðìèíàòîðíûå òðèïëåòû. Ïîä÷åðêíóòû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëèïêèõ êîíöîâ,

ïî êîòîðûì ñîñòûêîâàíû ôðàãìåíòû. H — ñàéò ðåñòðèêöèè HindIII, R — EcoRI, B — BamHI, Bg — BglII



â ïðèñóòñòâèè âèðóñà-ïîìîùíèêà íàïðàâëÿë
â êëåòêàõ CV-1 ñèíòåç êàïñèäíîãî áåëêà âèðóñà
ëåñà Ñåìëèêè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçà-
ëè, ÷òî äëÿ ïðîöåññèíãà êàïñèäíîãî ïîëèïðî-
òåèíà âèðóñà ëåñà Ñåìëèêè íå òðåáóþòñÿ äðó-
ãèå âèðóñíûå áåëêè.

Ñ ïîìîùüþ ëèòè÷åñêèõ âåêòîðîâ çàìåùå-
íèÿ ïîçäíèõ ãåíîâ âèðóñà SV40 â êëåòêàõ æè-
âîòíûõ èçó÷åíà ýêñïðåññèÿ ðÿäà äðóãèõ ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ õðîìîñîìíûõ è âèðóñíûõ ãåíîâ, à
òàêæå ÄÍÊ-êîïèé íåêîòîðûõ ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ.
Äîêàçàíî, ÷òî â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ ìëåêîïè-
òàþùèõ ìåõàíèçìû èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè
ãåíîâ, ñïëàéñèíãà è ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ ìÐÍÊ,
òðàíñëÿöèè è ñåêðåöèè áåëêîâ âî ìíîãîì ñõî-
æè. Êðîìå òîãî, îáíàðóæåíî, ÷òî ñèíòåçèðóå-
ìûå â êëåòêàõ æèâîòíûõ ÷óæåðîäíûå áåëêè ìî-
ãóò ïîäâåðãàòüñÿ ãëèêîçèëèðîâàíèþ. Ê íåäîñ-
òàòêàì äàííûõ ëèòè÷åñêèõ âåêòîðîâ íåîáõîäè-
ìî îòíåñòè ïðåæäå âñåãî òî, ÷òî àêòèâíàÿ ýêñ-
ïðåññèÿ êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ ïðîèñõîäèò
ëèøü íà ïîçäíåì ýòàïå öèêëà ðàçâèòèÿ ãèáðèä-

íîãî âèðóñà, êîòîðûé çàâåðøàåòñÿ ëèçèñîì êëå-
òîê. Ïîñëå èíòåãðàöèè ãèáðèäíîé âèðóñíîé
ÄÍÊ â ãåíîì íåïåðìèññèâíûõ êëåòîê ïðîìîòîð
ïîçäíåé òðàíñêðèïöèè âèðóñà SV40 íå ôóíê-
öèîíèðóåò, è â ðåçóëüòàòå ýêñïðåññèÿ êëîíèðî-
âàííîãî ãåíà ìîæåò ïðåêðàòèòüñÿ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì íåñîìíåííûé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿëà ðàçðàáîòêà ëèòè÷åñêèõ âåêòîðîâ çàìå-
ùåíèÿ ðàííèõ ãåíîâ âèðóñà SV40. Äëÿ ðåïëèêà-
öèè ÄÍÊ òàêèõ ãèáðèäîâ â èíôèöèðîâàííûõ
êëåòêàõ íåîáõîäèìî íàëè÷èå Ò-àíòèãåíà. Ýòî
äîñòèãàåòñÿ ñîâìåñòíîé èíôåêöèåé ãèáðèäíûì
âèðóñîì è âèðóñîì-ïîìîùíèêîì, äåôåêòíûì
ïî ïîçäíèì ôóíêöèÿì. Èññëåäîâàíèÿ ïî êëîíè-
ðîâàíèþ ãåíîâ â âåêòîðàõ äàííîãî òèïà îñîáåí-
íî àêòèâèçèðîâàëèñü ïîñëå òîãî, êàê ß. Ãëóçìàí
(1981 ã.) ïîëó÷èë êîìïëåìåíòèðóþùóþ ëèíèþ
êëåòîê, î÷åíü óäîáíóþ äëÿ ðàáîòû ñ ìóòàíòàìè
âèðóñà SV40 ïî ðàííèì ãåíàì. Äëÿ ýòîãî êëåòêè
CV-1 áûëè òðàíñôîðìèðîâàíû ÄÍÊ âèðóñà
SV40, íå ñîäåðæàùåé ôóíêöèîíàëüíîãî ðåïëè-
êàòîðà. Âûäåëåííàÿ ëèíèÿ òðàíñôîðìèðîâàí-
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Ðèñ. 14.5. Êîíñòðóèðîâàíèå ãèáðèäíîãî âèðóñà SV40,
ñîäåðæàùåãî õðîìîñîìíûé ãåí ïðå-ïðîèíñóëèíà êðûñû rI1.

Ñâåòëûì ïðÿìîóãîëüíèêîì îáîçíà÷åí èíòðîí



íûõ êëåòîê ïîëó÷èëà íàçâàíèå COS. Â êëåòêàõ
COS ñèíòåçèðóåòñÿ Ò-àíòèãåí, ïîýòîìó îíè
îáåñïå÷èâàþò ýôôåêòèâíóþ ðåïëèêàöèþ âèðó-
ñîâ SV40, ìóòàíòíûõ ïî ðàííèì ãåíàì. Â äàí-
íîì ñëó÷àå íå òðåáóåòñÿ âèðóñ-ïîìîùíèê, ÷òî
çíà÷èòåëüíî îáëåã÷àåò ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ðà-
áîòó.

Êàê óæå óêàçûâàëîñü, ïðè ëèòè÷åñêîì ðàç-
âèòèè âèðóñà SV40 â êëåòêàõ äîñòèãàåòñÿ îòíî-
ñèòåëüíî âûñîêèé óðîâåíü ñèíòåçà Ò-àíòèãåíà,
êîòîðûé, ñâÿçûâàÿñü ñ ÄÍÊ, ïîäàâëÿåò òðàíñ-
êðèïöèþ ñ ðàííåãî ïðîìîòîðà íà ïîçäíèõ ýòà-
ïàõ âèðóñíîé èíôåêöèè (àâòîðåãóëÿöèÿ). Îäíà-
êî êîëè÷åñòâî Ò-àíòèãåíà, ïðîäóöèðóåìîãî êëåò-
êàìè COS, õîòÿ è îáåñïå÷èâàåò ýôôåêòèâíóþ
ðåïëèêàöèþ ñ ori SV40, íî íåäîñòàòî÷íî äëÿ ðå-
ïðåññèè òðàíñêðèïöèè ñ ïðîìîòîðà ðÅ. Ïîýòî-
ìó ïðè èíôåêöèè êëåòîê COS ãèáðèäíûì âèðó-
ñîì çàìåùåíèÿ ïî ðàííåé îáëàñòè îáû÷íî íà-
áëþäàåòñÿ ñóïåðïðîäóêöèÿ ãèáðèäíîé ìÐÍÊ
è áåëêà. Ñèíòåçèðóåìûå ïðè ýòîì ãèáðèäíûå
ìÐÍÊ ïîäâåðãàþòñÿ ïðàâèëüíîìó ñïëàéñèíãó
è ïîëèàäåíèëèðîâàíèþ. Áûëî çàìå÷åíî, ÷òî
ïðè êëîíèðîâàíèè êÄÍÊ öåëåñîîáðàçíî îñóùå-
ñòâëÿòü åå âñòðîéêó â ðàííþþ îáëàñòü ãåíîìà
SV40 òàê, ÷òîáû óäàëÿëèñü âèðóñíûå ñèãíàëû
ñïëàéñèíãà, ïîñêîëüêó â ýòîì ñëó÷àå íàáëþäà-
åòñÿ áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ïðîäóêöèè ÷óæå-
ðîäíîãî áåëêà.

Â ïåðâûõ ðàáîòàõ ïî ñîçäàíèþ ãèáðèäíûõ
âèðóñîâ SV40 ôðàãìåíòû ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ íà-
ïðÿìóþ ëèãèðîâàëè ñ âèðóñíîé ÄÍÊ è çàòåì
ââîäèëè â êëåòêè æèâîòíûõ. Ãèáðèäíûå âèðóñ-
íûå êëîíû âûÿâëÿëè ãèáðèäèçàöèåé in situ. Òà-
êèå ýêñïåðèìåíòû òðóäîåìêè è äàþò íåâûñîêèé
âûõîä êëîíîâ ãèáðèäíûõ âèðóñîâ. Ìåòîäîëî-
ãèÿ ïîëó÷åíèÿ ãèáðèäíûõ ÄÍÊ SV40 çíà÷è-
òåëüíî óïðîñòèëàñü ïîñëå ââåäåíèÿ ïðîìåæó-
òî÷íîãî ýòàïà — êëîíèðîâàíèÿ ñåãìåíòîâ ÄÍÊ
â ñîñòàâå áàêòåðèàëüíûõ ïëàçìèä. Äàííóþ ìå-
òîäîëîãèþ ýôôåêòèâíî èñïîëüçîâàëè Î. Ëàóá
ñ ñîàâòîðàìè (1983 ã.) äëÿ êëîíèðîâàíèÿ â ðàí-
íåé îáëàñòè ãåíîìà SV40 ãåíà ïîâåðõíîñòíîãî
àíòèãåíà âèðóñà ãåïàòèòà Â (ñì. 12.5.3). Âñå
ïðîìåæóòî÷íûå ýòàïû — âñòðîéêó ãåíà HBsAg
â ãåíîì âèðóñà SV40, îòáîð íóæíîé êîíñòðóê-
öèè ãèáðèäà è íàðàáîòêó ÄÍÊ äëÿ òðàíñôåê-
öèè — ïðîâîäèëè â êëåòêàõ Å. coli (ðèñ. 14.7).
Çàòåì èç ãèáðèäíîé ÄÍÊ âûùåïëÿëè ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü áàêòåðèàëüíîé âåêòîðíîé ïëàçìè-
äû, âèðóñíóþ ÄÍÊ öèêëèçîâàëè ñ ïîìîùüþ
ÄÍÊ-ëèãàçû è òðàíñôèöèðîâàëè åþ êëåòêè
COS. Áëàãîäàðÿ ñóïåðïðîäóêöèè ãèáðèäíîé
ìÐÍÊ, èíèöèèðóåìîé ñ ðàííåãî ïðîìîòîðà âè-
ðóñà SV40, íàáëþäàëñÿ ñèíòåç áîëüøîãî êîëè-
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Ðèñ. 14.6. Ñòðóêòóðà ãåíîìà ãèáðèäíûõ âèðóñîâ,
ñîäåðæàùèõ ãåí ãîðìîíà ðîñòà ÷åëîâåêà.

Ê âåêòîðíîìó BamHI–HpaII-ôðàãìåíòó ÄÍÊ âèðóñà SV40
ïðèñîåäèíèëè EcoRI-ëèíêåðû, ïî êîòîðûì âñòðîèëè
EcoRI-ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé ãåí hGH (øèðîêàÿ ïî-
ëîñà) ñ ÷åòûðüìÿ èíòðîíàìè (ñâåòëûå ó÷àñòêè), ôëàíêè-
ðîâàííûé ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè â 500 ïí ñ 5�-êîíöà

è 550 ïí ñ 3�-êîíöà

Ðèñ. 14.7. Êîíñòðóèðîâàíèå ãåíîìà
ãèáðèäíîãî âèðóñà LSV-HBsAg



÷åñòâà ãëèêîçèëèðîâàííîãî áåëêà HBsAg, êîòî-
ðûé ýêñêðåòèðîâàëñÿ èç êëåòîê è ôîðìèðîâàë
âûñîêîèììóíîãåííûå íàäìîëåêóëÿðíûå ÷àñòè-
öû. Ýêñïðåññèÿ ãåíà HBsAg â ñêîíñòðóèðîâàí-
íîì ãèáðèäå áûëà íà ïîðÿäîê âûøå, ÷åì ïðè
âñòðîéêå ýòîãî æå ãåíà â ïîçäíþþ îáëàñòü ãåíî-
ìà âèðóñà SV40.

Ð. Áõàò ñ ñîàâòîðàìè (1989 ã.) îïèñàëè íîâûé
òèï íåäåôåêòíîãî ëèòè÷åñêîãî âåêòîðà çàìåùå-
íèÿ íà îñíîâå SV40. Àâòîðû èñõîäèëè èç òîãî,
÷òî âàðèàíò âèðóñà SV40 dl2800, ó êîòîðîãî ìå-
æäó XbaI-ñàéòàìè äåëåòèðîâàí ó÷àñòîê èíòðî-
íà Ò-àíòèãåíà äëèíîé 258 ïí è íàðóøåí t-àíòè-
ãåí (ðèñ. 14.8), ðàçìíîæàåòñÿ íà êóëüòóðå êëå-
òîê CV-1 ñ òàêîé æå ýôôåêòèâíîñòüþ, êàê è âè-
ðóñ äèêîãî òèïà. Áûëî ðåøåíî èñïîëüçîâàòü
dl2800 äëÿ êëîíèðîâàíèÿ íåáîëüøèõ ãåíîâ,
òðàíñêðèáèðóåìûõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé III. Â ñî-
ñòàâ ãåíîìà dl2800 âñòðîèëè ôðàãìåíò ÄÍÊ
ðàçìåðîì 359 ïí, êîäèðóþùèé ãåí ñóïðåññîð-
íîé ñåðèíîâîé òÐÍÊ ÷åëîâåêà, à òàêæå ôðàã-
ìåíò ãåíîìà àäåíîâèðóñà Ad5 (231 ïí), ñîäåð-
æàùèé ãåí ÐÍÊ VAI (ñì. ðèñ. 14.8). Ñîçäàííûå
ãèáðèäíûå âèðóñû ýôôåêòèâíî ðàçìíîæàëèñü
â êóëüòóðå êëåòîê CV-1 áåç âèðóñà-ïîìîùíèêà,
à êëîíèðîâàííûå ãåíû, ñïåöèôè÷íûå äëÿ ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû III, ýêñïðåññèðîâàëèñü íà ïîçäíåì
ýòàïå ðàçâèòèÿ âèðóñà.

Êðîìå ëèòè÷åñêèõ âåêòîðîâ çàìåùåíèÿ
ïîçäíåé èëè ðàííåé îáëàñòè ãåíîìà âèðóñà

SV40 ñóùåñòâóåò òðåòèé òèï âåêòîðîâ, íà îñíî-
âå êîòîðûõ ìîæíî ñîçäàâàòü ãèáðèäíûå âèðóñû
SV40. Âåêòîðíîé ÷àñòüþ â íèõ ÿâëÿåòñÿ íåáîëü-
øîé ôðàãìåíò ãåíîìà âèðóñà, ñîäåðæàùèé ðåï-
ëèêàòîð. Ãèáðèäíàÿ êîëüöåâàÿ ÄÍÊ ïîäõîäÿùå-
ãî ðàçìåðà, ââåäåííàÿ â êëåòêè ñ âèðóñîì-ïî-
ìîùíèêîì äèêîãî òèïà, ìîæåò îáðàçîâûâàòü
âèðóñíûå ÷àñòèöû. Òàê, Ä. Ãàíåì ñ ñîòðóäíèêà-
ìè (1976 ã.) â êà÷åñòâå âåêòîðà èñïîëüçîâàëè
ôðàãìåíò, âûäåëåííûé èç ÄÍÊ äåôåêòíîãî âè-
ðóñà SV40 d5. Â òàêîì âèðóñå ïÿòü ðàç ïîâòîðåí
ñåãìåíò ãåíîìà SV40 äëèíîé 880 ïí, ñîäåðæà-
ùèé ori. Ðåñòðèêòàçà HindIII ðàñùåïëÿåò ÄÍÊ
ýòîãî âèðóñà íà ïÿòü èäåíòè÷íûõ ôðàãìåíòîâ.
Ñ òàêèì ôðàãìåíòîì ÄÍÊ âèðóñà SV40 êîâà-
ëåíòíî îáúåäèíÿëè HindIII-ôðàãìåíò ÄÍÊ ôàãà
�, ñîäåðæàùèé îáëàñòü ãåíà ôàãîâîãî ðåïðåññî-
ðà. Ïîëó÷àåìûå êîëüöåâûå ñòðóêòóðû â ïðèñóò-
ñòâèè âèðóñà-ïîìîùíèêà äèêîãî òèïà ðåïëèöè-
ðîâàëèñü â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ è îáðàçî-
âûâàëè äåôåêòíûå âèðóñíûå ÷àñòèöû.

Àíàëîãè÷íûå ãèáðèäíûå äåôåêòíûå âèðó-
ñû SV40 áûëè ïîëó÷åíû è â äðóãèõ ëàáîðàòîðè-
ÿõ. Îäíàêî ëèòè÷åñêèå âåêòîðû äàííîãî òèïà
íå íàøëè ðàñïðîñòðàíåíèÿ ïðè êëîíèðîâàíèè
÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â êëåòêàõ æèâîòíûõ. Âñêîðå
èõ âûòåñíèëè áîëåå óäîáíûå â ðàáîòå àíàëîãè,
ÿâëÿþùèåñÿ íåëèòè÷åñêèìè ýïèñîìíûìè âåê-
òîðàìè ÷åëíî÷íîãî òèïà.

14.1.3. Íåëèòè÷åñêèå ýïèñîìíûå
âåêòîðû íà îñíîâå
ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ SV40

Âåêòîðû äàííîãî òèïà ÿâëÿþòñÿ áèôóíê-
öèîíàëüíûìè (÷åëíî÷íûìè) ïëàçìèäàìè, ñïî-
ñîáíûìè ðåïëèöèðîâàòüñÿ êàê â êëåòêàõ Å. coli,
òàê è â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Â êëåòêàõ ìëå-
êîïèòàþùèõ, íå ïîääåðæèâàþùèõ èõ ðåïëèêà-
öèþ, ïëàçìèäû ìîãóò èíòåãðèðîâàòüñÿ â ãåíîì.
Ïîýòîìó èõ íàçûâàþò ýïèñîìíûìè âåêòîðàìè.
Òàêèå ïëàçìèäû êîíñòðóèðóþò âñòðîéêîé â áàê-
òåðèàëüíóþ âåêòîðíóþ ïëàçìèäó öåëîãî ãåíîìà
èëè ôðàãìåíòà ÄÍÊ âèðóñà SV40. Âñòðàèâàå-
ìûé âèðóñíûé ôðàãìåíò îáû÷íî ñîäåðæèò íà-
òèâíûé âèðóñíûé ðåïëèêàòîð, îäèí èëè äâà
ïðîìîòîðà, à òàêæå â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ — âè-
ðóñíûå ñèãíàëû ñïëàéñèíãà è ïîëèàäåíèëèðî-
âàíèÿ ìÐÍÊ (ðèñ. 14.9) Â ïåðâûõ ýêñïåðèìåí-
òàõ (1980 ã.) ïî êîíñòðóèðîâàíèþ ÷åëíî÷íûõ
ïëàçìèä íà îñíîâå pBR322 è ãåíîìà SV40 âûÿñ-
íèëîñü, ÷òî â áàêòåðèàëüíîé ïëàçìèäå èìååòñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, çíà÷èòåëüíî ñíèæàþùàÿ
óðîâåíü ýêñïðåññèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ ãåíîâ.
Ñíà÷àëà ïðåäïîëîæèëè, ÷òî îíà èíãèáèðóåò ðå-
ïëèêàöèþ ãèáðèäíîé ÄÍÊ ñ ó÷àñòêà ori SV40.
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Ðèñ. 14.8. Íåäåôåêòíûå ëèòè÷åñêèå âåêòîðû
íà îñíîâå âèðóñà SV40:

à — ñòðóêòóðà ãåíîìà ãèáðèäà SV-òÐÍÊ; á — ñòðîåíèå
âèðóñíîé ÄÍÊ â ðàéîíàõ äåëåöèè (dl2800) è âñòðîéêè
ãåíà ñóïðåññîðíîé ñåðèíîâîé òÐÍÊ ÷åëîâåêà (SV-òÐÍÊ)

èëè ÐÍÊ VAI àäåíîâèðóñà Ad5 (SV-VA).
Ò 5�-spl — 5�-ñàéò ñïëàéñèíãà ïðå-ìÐÍÊ Ò-àíòèãåíà;
T, t 3�-spl — 3�-ñàéò ñïëàéñèíãà ïðå-ìÐÍÊ áîëüøîãî è ìà-

ëîãî ò-àíòèãåíîâ



Äàííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàñïîëîæåíà
â pBR322 ìåæäó òî÷êîé ãèäðîëèçà ðåñòðèêòà-
çîé PvuII è îáëàñòüþ íà÷àëà ðåïëèêàöèè ïëàç-
ìèäû. Äåëåöèÿ ýòîãî ðàéîíà ïðèâîäèò ê òîìó,
÷òî ÷åëíî÷íàÿ ïëàçìèäà pBR-SV40 ðåïëèöèðó-
åòñÿ â êëåòêàõ COS ñ òàêîé æå ýôôåêòèâíîñòüþ,
÷òî è íàòèâíàÿ âèðóñíàÿ ÄÍÊ, è åå êîïèéíîñòü
äîñòèãàåò 105 ìîëåêóë íà êëåòêó. Â äàëüíåéøåì
Ä. Ïåòåðñîí ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.) ïîêàçàëè,
÷òî ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü pBR322 âûïîëíÿåò
ðîëü ýóêàðèîòè÷åñêîãî ãëóøèòåëÿ òðàíñêðèï-
öèè, êîòîðûé äåéñòâóåò â öèñ-ïîëîæåíèè (ñì.
14.1.1). Ïîýòîìó ïðè ñîçäàíèè ÷åëíî÷íûõ âåê-
òîðîâ äëÿ ýóêàðèîòè÷åñêîé ñèñòåìû äàííûé
ó÷àñòîê pBR322 öåëåñîîáðàçíî äåëåòèðîâàòü.

Áëàãîäàðÿ ýôôåêòèâíîé ðåïëèêàöèè è òðàíñ-
êðèïöèè ñ ñèãíàëîâ âèðóñà SV40 ãèáðèäíûå
ïëàçìèäû, êîíñòðóèðóåìûå íà îñíîâå ýïèñîì-
íûõ âåêòîðîâ ñ äåëåòèðîâàííûì ãëóøèòåëåì
òðàíñêðèïöèè, îáåñïå÷èâàþò â êëåòêàõ COS
âûñîêèé óðîâåíü ïðîäóêöèè ÷óæåðîäíûõ áåë-
êîâ. Ñ èñïîëüçîâàíèåì âåêòîðîâ äàííîãî òèïà
ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ýêñïðåññèÿ â êëåòêàõ ìëå-
êîïèòàþùèõ êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ ôèáðîáëà-
ñòíîãî è èììóííîãî èíòåðôåðîíîâ ÷åëîâåêà,
ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãåíà âèðóñà ãåïàòèòà Â,
�-ãëîáèíà êðîëèêà, �-ãàëàêòîçèäàçû Å. coli

è ìíîãèõ äðóãèõ. Ïîäðîáíåå îá ýïèñîìíûõ âåê-
òîðàõ ñì. â 13.3.4.

Ïðåèìóùåñòâîì ýïèñîìíûõ âåêòîðîâ ïåðåä
äðóãèìè âèäàìè âåêòîðîâ íà îñíîâå ãåíîìà âè-
ðóñà SV40 ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè íàõîäÿòñÿ
â êëåòêå â áîëüøîì êîëè÷åñòâå êîïèé, íå âûçû-

âàþò ëèçèñà êëåòîê è íå èìåþò æåñòêèõ îãðàíè-
÷åíèé íà ðàçìåð ÷óæåðîäíîé âñòàâêè.

14.1.4. Òðàíñôîðìèðóþùèå âåêòîðû
íà îñíîâå SV40

Ãèáðèäíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ, ñîäåðæàùèå
íåïîâðåæäåííûå ðàííèå ãåíû âèðóñà SV40,
ìîæíî èñïîëüçîâàòü êàê òðàíñôîðìèðóþùèå
âåêòîðû. Â íåïåðìèññèâíûõ äëÿ âèðóñà SV40
êëåòêàõ òàêèå ìîëåêóëû ÄÍÊ áóäóò èíòåãðèðî-
âàòüñÿ â õðîìîñîìû, îáóñëîâëèâàÿ ìîðôîëîãè-
÷åñêóþ òðàíñôîðìàöèþ êëåòîê. Âñòðîåííûå â
âèðóñíóþ ÄÍÊ èëè ÷åëíî÷íóþ ïëàçìèäó ÷óæå-
ðîäíûå ãåíû òàêæå èíòåãðèðóþòñÿ â ãåíîì
êëåòêè âî ìíîæåñòâå êîïèé. Ïðè÷åì âñòðîéêà
óñèëèòåëÿ òðàíñêðèïöèè èç ñîñòàâà äëèííîãî
êîíöåâîãî ïîâòîðà ÄÍÊ âèðóñà ñàðêîìû ìûøåé
Õàðâè â ãåíîì ãèáðèäíîãî âèðóñà SV40 ìîæåò
óâåëè÷èâàòü ýôôåêòèâíîñòü ìîðôîëîãè÷åñêîé
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê â 10–20 ðàç, ïî-âèäèìî-
ìó, èç-çà ïîâûøåííîé ïðîäóêöèè ò-àíòèãåíîâ.

Òðàíñôîðìèðóþùèå âåêòîðû íà îñíîâå
SV40 ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ýôôåêòèâíîãî
ââåäåíèÿ â ãåíîì êëåòêè êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ
è èçó÷åíèÿ èõ ýêñïðåññèè â èíòåãðèðîâàííîì
ñîñòîÿíèè. Âàæíûì ñâîéñòâîì òðàíñôîðìè-
ðóþùèõ âåêòîðîâ SV40 ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî èíòåã-
ðèðîâàííûå â ãåíîì êëåòêè ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ìîãóò áûòü ëåãêî èçâëå÷åíû. Ïîêàçàíî, ÷òî
ïðè ñëèÿíèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê
ñ êëåòêàìè, ïåðìèññèâíûìè äëÿ SV40, ïðîèñõî-
äÿò èñêëþ÷åíèå ãèáðèäíîé ÄÍÊ èç õðîìîñîìû
è åå ðåïëèêàöèÿ, ïðèâîäÿùèå â çàâèñèìîñòè îò
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Ðèñ. 14.9. Ñòðóêòóðà ýïèñîìíûõ âåêòîðîâ íà îñíîâå âèðóñà SV40:

1 — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ âèðóñà SV40, 2 — ïëàçìèäû ðBR322; 3, 4 — ñîîòâåòñòâåííî ýêçîíû è èíòðîíû 3�-êîí-
öåâîé ÷àñòè ãåíà �-ãëîáèíà êðîëèêà; 5 — êëîíèðóåìàÿ ÄÍÊ. R — ñàéò ðåñòðèêöèè EcoRI, B — BamHI, Bg — BglII,

H — HindIII, Pv — PvuII



ñòðóêòóðû èíòåãðèðîâàííîé ÄÍÊ ê îáðàçîâà-
íèþ èñõîäíîãî âèðóñà èëè ïëàçìèäû.

Êàê âèäèì, ðàçðàáîòàííàÿ ñèñòåìà âåêòîðîâ
íà îñíîâå ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ âèðóñà SV40
îáåñïå÷èâàåò øèðîêèå âîçìîæíîñòè äëÿ êëîíè-
ðîâàíèÿ è èçó÷åíèÿ çàêîíîìåðíîñòåé ýêñïðåñ-
ñèè ðàçëè÷íûõ ãåíîâ â ãåòåðîëîãè÷íîì ýóêà-
ðèîòè÷åñêîì îêðóæåíèè. Ðåàëüíà ïåðñïåêòèâà
áèîòåõíîëîãè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ äàííûõ ðà-
áîò, òàê êàê â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ìîæíî äîñòè-
ãàòü âûñîêîãî óðîâíÿ ïðîäóêöèè ïîëíîöåííîãî
ïîëèïåïòèäà, ñòðóêòóðíûé ãåí êîòîðîãî êëîíè-
ðîâàí â âåêòîðíîì âàðèàíòå âèðóñà SV40.

14.1.5. Îñîáåííîñòè ýêñïðåññèè
êëîíèðîâàííûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
â ñîñòàâå ãåíîìà SV40

Óæå â ðàííèõ ðàáîòàõ áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî
óðîâåíü ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåí-ýêâèâà-
ëåíòîâ, âñòðîåííûõ â ãåíîì SV40, ñóùåñòâåííî
çàâèñèò îò îðãàíèçàöèè ñàéòîâ ñïëàéñèíãà. Òàê,
Ä. Õýìåð ñ ñîàâòîðàìè (1979 ã.) íà ïðèìåðå
êÄÍÊ �-ãëîáèíà êðîëèêà ïîêàçàëè, ÷òî åñëè
ïðè âñòðîéêå â ïîçäíèå ãåíû âèðóñà SV40 íàðó-
øàþòñÿ ýíäîãåííûå ó÷àñòêè ñïëàéñèíãà, òî ñòà-
áèëüíîñòü ñèíòåçèðóåìîé ãèáðèäíîé ìÐÍÊ çíà-
÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ. Åñëè æå âñòðîéêà íå íàðó-
øàåò âèðóñíûõ ñèãíàëîâ ñïëàéñèíãà, óðîâåíü
ãèáðèäíîé ÐÍÊ âûñîê è íàáëþäàåòñÿ ýôôåê-
òèâíûé ñèíòåç ÷óæåðîäíîãî áåëêà. Òàêæå îêà-
çàëîñü, ÷òî ãèáðèäíàÿ ÐÍÊ áóäåò ñòàáèëüíà, êî-
ãäà âèðóñíûå ñèãíàëû ñïëàéñèíãà ïîëíîñòüþ
óäàëåíû, ò. å. ñèíòåçèðóåòñÿ ñðàçó çðåëàÿ ôîðìà
ìÐÍÊ. Ýòè ìîìåíòû íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü
ïðè ïðîâåäåíèè ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ íà âèðóñå SV40.

Ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèäíûõ ãåíîâ
â ñîñòàâå âåêòîðîâ íà îñíîâå SV40 ÷àñòî èñ-
ïîëüçóþò âèðóñíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîäåð-
æàùèå ñèãíàëû ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ ìÐÍÊ.

Ñ. Êàðñâýë è Äæ. Ýëâèí (1989 ã.), ïðèñîåäèíÿÿ
ðàííèå è ïîçäíèå ñèãíàëû ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ
SV40 ê ãåí-ýêâèâàëåíòó áàêòåðèàëüíîé õëîðàì-
ôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçû, íàõîäÿùåìóñÿ ïîä
êîíòðîëåì ïîçäíåãî ïðîìîòîðà SV40, ïîêàçàëè,
÷òî ãèáðèäíàÿ ìÐÍÊ ñ ïîçäíèìè ñèãíàëàìè áî-
ëåå ñòàáèëüíà è íàêàïëèâàåòñÿ â êëåòêàõ â êîëè-
÷åñòâå, áîëüøåì â 5 ðàç, ò. å. ñèãíàëû ïîëèàäå-
íèëèðîâàíèÿ â ïîçäíèõ ãåíàõ SV40 ôóíêöèîíè-
ðóþò áîëåå ýôôåêòèâíî, ÷åì â ðàííèõ.

Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñëÿöèè ÷óæåðîäíîé
ìÐÍÊ ìîæåò ñóùåñòâåííî çàâèñåòü îò ñòðóêòó-
ðû åå 5�-êîíöà. Íàïðèìåð, Á. Êîëëåí (1988 ã.)
îáíàðóæèë, ÷òî êëîíèðîâàííàÿ êÄÍÊ èíòåð-
ëåéêèíà 2 ÷åëîâåêà ñëàáî ýêñïðåññèðóåòñÿ
â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Ïîñëå çàìåíû íåêî-
äèðóþùåé 5�-êîíöåâîé ÷àñòè êÄÍÊ íà ãåòåðî-
ëîãè÷íóþ ëèäåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà
ïðå-ïðîèíñóëèíà II êðûñû ïðîäóêöèÿ èíòåð-
ëåéêèíà çíà÷èòåëüíî âîçðîñëà.

Ðàññìîòðåííûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò,
÷òî äëÿ äîñòèæåíèÿ âûñîêîãî óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ÷óæåðîäíîãî áåëêà â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ íåîáõîäèìî òùàòåëüíî ïëàíèðîâàòü ñòðóê-
òóðó ãèáðèäíûõ ãåíîâ. Ó÷èòûâàÿ îãðàíè÷åí-
íîñòü íàøèõ çíàíèé, öåëåñîîáðàçíî ñîçäàâàòü
îäíîâðåìåííî íåñêîëüêî âàðèàíòîâ ãèáðèäíîãî
ãåíà, ðàçëè÷àþùèõñÿ îðãàíèçàöèåé ñèãíàëîâ
ñïëàéñèíãà, ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ, èíèöèàöèè
òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè. Ïîñëåäóþùèé
àíàëèç óðîâíÿ ïðîäóêöèè öåëåâîãî áåëêà ïîçâî-
ëèò âûÿâèòü îïòèìàëüíóþ êîíñòðóêöèþ.

Äæ. Êàìîíèñ ñ ñîàâòîðàìè (1990 ã.) ñîçäàëè
íà îñíîâå ïëàçìèäû pSV2-cat âåêòîð, ñïîñîá-
íûé ðåïëèöèðîâàòüñÿ íå òîëüêî â áàêòåðèè
Å. coli è êóëüòóðå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, íî
è â êëåòêàõ äðîææåé S. cerevisiae (ðèñ. 14.10).
Îêàçàëîñü, ÷òî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âñòðàèâàå-
ìûå â pCYMO âìåñòî ãåíà cat, ìîãóò ýêñïðåñ-
ñèðîâàòüñÿ ñ ðàííåãî ïðîìîòîðà âèðóñà SV40
è â êëåòêàõ æèâîòíûõ, è â äðîææàõ. Ýòî ïîçâî-
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ëÿåò èçó÷àòü ñèíòåç è ïðîöåññèíã áåëêîâ îäíî-
âðåìåííî â ñèñòåìàõ íèçøåãî è âûñøåãî ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ.

Âèðóñ SV40 èìååò îãðàíè÷åííûé êðóã ïåð-
ìèññèâíûõ êóëüòóð êëåòîê, íà êîòîðûõ îí ñïî-
ñîáåí ïðîäóêòèâíî ðàçìíîæàòüñÿ. Ïîýòîìó
âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ïðèâëå÷åíî è ê äðó-
ãèì ïîëèîìàâèðóñàì. Ðàñøèðåíèå ñïåêòðà âè-
ðóñîâ, ïðèìåíÿåìûõ äëÿ ñîçäàíèÿ âåêòîðíûõ
ÄÍÊ, ïðåäñòàâëÿåò íåñîìíåííûé èíòåðåñ, òàê
êàê óâåëè÷èâàåò ýêñïåðèìåíòàëüíûå âîçìîæíî-
ñòè ïðè ââåäåíèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ðàçëè÷-
íûå êëåòêè æèâîòíûõ è èçó÷åíèè èõ ýêñïðåñ-
ñèè. Íàèáîëüøèå óñïåõè äîñòèãíóòû íà âèðóñå
ïîëèîìû ìûøåé (Py) è âèðóñå BK ÷åëîâåêà
(BKV). Âèðóñ ïîëèîìû ðàçìíîæàåòñÿ íà ðàçëè÷-
íûõ ëèíèÿõ êóëüòóð êëåòîê ìûøåé, à BKV — íà
êóëüòóðå êëåòîê ÷åëîâåêà. Ïî îðãàíèçàöèè ãå-

íîìà äàííûå ïîëèîìàâèðóñû âî ìíîãîì ñõîæè
ñ SV40. Ïîýòîìó ïðè êîíñòðóèðîâàíèè âåêòîð-
íûõ è ãèáðèäíûõ âàðèàíòîâ âèðóñîâ Py è BKV
èñïîëüçóþò áîãàòûé îïûò, íàêîïëåííûé íà
SV40.

Ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü êëîíèðîâàíèÿ è ýêñ-
ïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ñîñòàâå ëèòè÷å-
ñêèõ èëè ýïèñîìíûõ âåêòîðîâ íà îñíîâå âèðó-
ñîâ Py è BKV. Äëÿ âèðóñà ïîëèîìû ïî àíàëîãèè
ñ ëèíèåé êëåòîê COS ñîçäàíà êóëüòóðà êëåòîê
ÑÎÐ8, ïðîäóöèðóþùàÿ Ò-àíòèãåí Py è ïîääåð-
æèâàþùàÿ ðåïëèêàöèþ âåêòîðîâ ñ äåëåöèåé
ðàííèõ (è ïðè íåîáõîäèìîñòè ïîçäíèõ) ãåíîâ
âèðóñà.

Èìåþùèåñÿ ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû íà îñ-
íîâå ýëåìåíòîâ ãåíîìà ðàçíûõ ïîëèîìàâèðóñîâ
ïîçâîëÿþò èçó÷àòü îñîáåííîñòè ðåãóëÿöèè
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ãåíîâ â øèðîêîì
ñïåêòðå êóëüòóð êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ.
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Ïðè ââåäåíèè êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ â êëåò-
êè ìëåêîïèòàþùèõ â ïðîöåññå ãåíåòè÷åñêîé
òðàíñôîðìàöèè ìíîæåñòâåííûå êîïèè ýòèõ ãå-
íîâ èíòåãðèðóþòñÿ â ãåíîì êëåòêè. Ó íåçàâèñè-
ìî îòîáðàííûõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê
ìåñòà èíòåãðàöèè ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ â õðîìîñî-
ìû ðàçëè÷àþòñÿ. Ýòî ìîæåò ïðèâîäèòü ê òîìó,
÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè ââåäåííûõ ãåíîâ â ðàç-
íûõ êëîíàõ áóäåò âàðüèðîâàòü çà ñ÷åò âëèÿíèÿ
ïðèëåãàþùèõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîì (ýôôåêò ïî-
ëîæåíèÿ ãåíà). Îäíà èç âîçìîæíîñòåé ïðåîäî-
ëåòü äàííûå çàòðóäíåíèÿ âîçíèêëà â 1981 ã. ïî-
ñëå ñîçäàíèÿ âåêòîðîâ íà îñíîâå ÄÍÊ âèðóñà
ïàïèëëîìû áûêà òèïà 1 (BPV-1).

Â êîíöå 1970-õ ãã. áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ðÿä
âèðóñîâ ðîäà Papillomavirus ñåìåéñòâà Papillo-
maviridae, âûçûâàþùèõ îáðàçîâàíèå ôèáðîïà-
ïèëëîì ó ñâîèõ ïðèðîäíûõ õîçÿåâ, îíêîãåííû
äëÿ õîìÿêîâ, à âèðóñ ïàïèëëîìû áûêà ñïîñîáåí
îáóñëîâëèâàòü ìîðôîëîãè÷åñêóþ òðàíñôîðìà-
öèþ êóëüòóð êëåòîê ìûøåé, êðûñ è õîìÿêîâ.
Ïðè÷åì êëåòêè, òðàíñôîðìèðîâàííûå BPV-1,
ñîäåðæàò â ÿäðå äî 200–300 êîïèé äâóõöåïî÷å÷-
íîé êîëüöåâîé âèðóñíîé ÄÍÊ âî âíåõðîìîñîì-
íîì ñîñòîÿíèè, è äëÿ óñòàíîâëåíèÿ è ïîääåðæà-
íèÿ òðàíñôîðìèðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê
íå òðåáóåòñÿ èíòåãðàöèè âèðóñíîãî ãåíîìà
â õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ. Áîëåå òîãî, â òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòêàõ BPV-1 ïåðñèñòèðóåò èñ-
êëþ÷èòåëüíî â âèäå êîëüöåâîé ÄÍÊ è âèðóñíûå
÷àñòèöû íå îáðàçóþòñÿ. Ýòà îñîáåííîñòü áèî-
ëîãèè BPV-1 îáóñëîâèëà ïîâûøåííûé èíòåðåñ

ê íåìó êàê ê ïîòåíöèàëüíîìó âåêòîðó äëÿ ìîëå-
êóëÿðíîãî êëîíèðîâàíèÿ â êëåòêàõ ìëåêîïè-
òàþùèõ.

Â 1982 ã. Ô. ×åí ñ ñîàâòîðàìè îïðåäåëèëè
ïîëíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 7946 ïí êîëüöåâîé
äâóõöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëû ÄÍÊ âèðóñà BPV-1.
Àíàëèç ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîçâîëèë âû-
ÿâèòü âîñåìü îòêðûòûõ ðàìîê òðàíñëÿöèè â îá-
ëàñòè ðàííèõ è äâå — â îáëàñòè ïîçäíèõ ãåíîâ
(ðèñ. 14.11). Ìåæäó êîíöîì ÎÐÒ L1 è íà÷àëîì
ÎÐÒ Å6 ðàñïîëîæåíà ïðîòÿæåííàÿ íåêîäèðóþ-
ùàÿ îáëàñòü. Ýòà îáëàñòü èãðàåò áîëüøóþ ðîëü
â êîíòðîëå ýêñïðåññèè âèðóñíûõ ãåíîâ è ïîýòî-
ìó îáîçíà÷àåòñÿ LCR (îò àíãë. long control re-
gion). Â íåé ðàñïîëîæåí ðÿä ïðîìîòîðîâ, à òàê-
æå öèñ-äåéñòâóþùèå âèðóññïåöèôè÷íûå óñè-
ëèòåëè òðàíñêðèïöèè.

Â îòëè÷èå îò âèðóñîâ ðîäà Polyomavirus

ó BPV-1 òðàíñêðèïöèÿ ðàííèõ è ïîçäíèõ ãåíîâ
ïðîèñõîäèò ñ îäíîé öåïè âèðóñíîé ÄÍÊ è íà-
ïðàâëåíà â îäíó ñòîðîíó. Èäåíòèôèöèðîâàíû
ïðîìîòîðû â ïîëîæåíèÿõ 89, 890, 2443, 3080,
7185, 7250, 7940 ïí. Â ðåçóëüòàòå àëüòåðíàòèâ-
íîãî ñïëàéñèíãà îáðàçóåòñÿ áîëüøîé íàáîð çðå-
ëûõ ìÐÍÊ ðàçìåðîì 1–4 òûñ. íóêëåîòèäîâ
(ðèñ. 14.12).

Ïðîìîòîð p7940 àêòèâèðóåòñÿ ïîëíûì ïðî-
äóêòîì ãåíà Å2, èìåþùèì ðàçìåð 48 êÄà, ÷åðåç
âçàèìîäåéñòâèå åãî ñ óñèëèòåëåì òðàíñêðèï-
öèè, ðàñïîëîæåííûì â LCR. Ñ ïðîìîòîðà ð3080

òðàíñêðèáèðóåòñÿ ìÐÍÊ, äåòåðìèíèðóþùàÿ
óêîðî÷åííûé ïðîäóêò E2-TR, èìåþùèé ðàçìåð
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31 êÄà. Äàííûé áåëîê ñïåöèôè÷åñêè ðåïðåññè-
ðóåò àêòèâàöèþ òðàíñêðèïöèè ñ ð7940 ïîëíîðàç-
ìåðíûì áåëêîì Å2. Äðóãèì ðåïðåññîðîì ÿâëÿ-
åòñÿ «ãèáðèäíûé» áåëîê Å8/Å2 ðàçìåðîì 28 êÄà,
ìÐÍÊ êîòîðîãî òðàíñêðèáèðóåòñÿ ñ ïðîìîòîðà
ð890. Ñîîòíîøåíèå áåëêîâ Å2 : E2-TR : Å8/Å2
â êëåòêå ñîîòâåòñòâóåò 1 : 10 : 3. Òàêîå âûñîêîå
ñîäåðæàíèå ðåïðåññîðîâ àêòèâàöèè òðàíñêðèï-
öèè ñ ïðîìîòîðà ð7940, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâ-
ëèâàåò íèçêèé óðîâåíü âèðóññïåöèôè÷íûõ ìî-
ëåêóë ÐÍÊ â êëåòêàõ, òðàíñôîðìèðîâàííûõ
BPV-1.

Ïîçäíèé ïðîìîòîð MPL (ïîëîæåíèå 7250)
ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì «áîðîäàâêàñïåöèôè÷-
íûì» ïðîìîòîðîì. Òðàíñêðèïöèÿ ñ íåãî èíè-
öèèðóåòñÿ ëèøü â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êåðà-
òèíîöèòàõ ôèáðîïàïèëëîìû. È òîëüêî â ýòèõ
êëåòêàõ ñèíòåçèðóþòñÿ êàïñèäíûå áåëêè BPV-1
è ïðîèñõîäèò ôîðìèðîâàíèå âèðóñíûõ ÷àñòèö.
Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèè ñ MPL â 10–100
ðàç âûøå, ÷åì ñ äðóãèõ ïðîìîòîðîâ âèðóñà. Èí-
òåðåñíîé îñîáåííîñòüþ ïîçäíåé òðàíñêðèïöèè
BPV-1 ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî â íàèáîëüøåì êîëè÷åñò-

âå îáðàçóåòñÿ ìÐÍÊ áåëêà Å4, êîòîðûé íå âõî-
äèò â ñîñòàâ âèðèîíà. Ïîëàãàþò, ÷òî îí âàæåí
äëÿ ñáîðêè âèðóñíûõ ÷àñòèö.

Óðîâåíü ñèíòåçà áåëêîâ BPV-1 â êóëüòóðàõ
êëåòîê î÷åíü íèçîê, ïîýòîìó èõ ñâîéñòâà èçó÷àòü
äîâîëüíî ñëîæíî. Òåì íå ìåíåå äëÿ áîëüøèíñò-
âà ýòèõ áåëêîâ îñíîâíûå ôóíêöèè èçâåñòíû:

E1, E7 Ïîääåðæàíèå ïëàçìèäíîãî ñîñòîÿíèÿ
âèðóñíîé ÄÍÊ

E2 Òðàíñêðèïöèîííûé ìîäóëÿòîð âèðóñíûõ
ïðîìîòîðîâ

E4 Ñîçðåâàíèå âèðèîíîâ
E5, E6 Ìîðôîëîãè÷åñêàÿ òðàíñôîðìàöèÿ êëåòîê
L1 Îñíîâíîé êàïñèäíûé áåëîê
L2 Ìèíîðíûé êàïñèäíûé áåëîê

Êîëüöåâàÿ ÄÍÊ BPV-1 ñîäåðæèò åäèíñòâåí-
íûå ìåñòà ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè BamHI,
HindIII è EcoRI (ñì. ðèñ. 14.11). Ïðè÷åì ñàéò
ÅñoRI íàõîäèòñÿ â òðàíñôîðìèðóþùåé îáëàñ-
òè, à ñàéòû HindIII è ÂamHI — âíå åå. Áîëüøîé
ÂàmHI–HindIII-ôðàãìåíò ÄÍÊ âèðóñà BPV-1,
ñîäåðæàùèé 69 % ãåíîìà (BPV69T), íåñåò
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Ðèñ. 14.11. Êàðòà ãåíîìà âèðóñà ïàïèëëîìû áûêà òèïà 1.

Â ñêîáêàõ óêàçàíî ïîëîæåíèå ñàéòîâ ðåñòðèêöèè (ïí).
LCR — íåêîäèðóþùàÿ îáëàñòü, êîíòðîëèðóþùàÿ â öèñ-ïîëîæåíèè òðàíñêðèïöèþ âèðóñíûõ ãåíîâ



ôóíêöèè, íåîáõîäèìûå äëÿ àâòîíîìíîé ðåïëè-
êàöèè è òðàíñôîðìàöèè êëåòîê, õîòÿ òðàíñôîð-
ìèðóþùàÿ àêòèâíîñòü åãî íèæå, ÷åì ïîëíîé âè-
ðóñíîé ÄÍÊ.

Í. Ñýðâåð ñ ñîàâòîðàìè (1981 ã.) èñïîëüçîâà-
ëè ôðàãìåíò BPV69T â êà÷åñòâå âåêòîðà äëÿ ïå-
ðåíîñà ãåíà ïðå-ïðîèíñóëèíà êðûñû (rI1) â êëåò-
êè ìûøè. Êëîíû êëåòîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ
ãèáðèäíîé ÄÍÊ BPV69T–rI1, ñåëåêòèðîâàëè ïî
îíêîãåííî òðàíñôîðìèðîâàííîìó ôåíîòèïó è
àíàëèçèðîâàëè â íèõ ýêñïðåññèþ ãåíà rI1. Ãèá-
ðèäíàÿ ÄÍÊ ñîõðàíÿëàñü â êëåòêàõ â ïëàçìèä-

íîì ñîñòîÿíèè, è ãåí rI1 ýôôåêòèâíî òðàíñêðè-
áèðîâàëñÿ è òðàíñëèðîâàëñÿ â ïðîèíñóëèí.

Ïî àíàëîãè÷íîé ñõåìå Ê. Çèí ñ ñîàâòîðàìè
(1982 ã.) êëîíèðîâàëè õðîìîñîìíûé ãåí ôèá-
ðîáëàñòíîãî èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà. Ãèáðèäíàÿ
ÄÍÊ BPV69T–IFN íàõîäèëàñü â àâòîíîìíîì
ñîñòîÿíèè, è åå êîïèéíîñòü ñîñòàâëÿëà 30–
60 ìîëåêóë íà êëåòêó. Ïîñëå èíäóêöèè ñ ïîìî-
ùüþ ïîëè(I)�ïîëè(Ñ) â òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòêàõ ìûøè íàáëþäàëñÿ âûñîêèé óðîâåíü
òðàíñêðèïöèè ãåíà èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà. Äàí-
íûå èññëåäîâàíèÿ äîêàçàëè âîçìîæíîñòü èñ-
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Ðèñ. 14.12. Ãåíåòè÷åñêàÿ êàðòà (à) è ñõåìà ñïëàéñèíãà ìîëåêóë ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ BPV-1 (á).

ÎÐÒ â ôàçàõ 1, 2 è 3 îáîçíà÷åíû ïðÿìîóãîëüíèêàìè. Öèôðàìè óêàçàíû êîîðäèíàòû ñîîòâåòñòâóþùèõ ÎÐÒ íà íóêëåî-
òèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âèðóñíîé ÄÍÊ (à). Ñïëîøíûìè ëèíèÿìè îáîçíà÷åíû çðåëûå ôîðìû ìÐÍÊ, ïóíêòèðîì —
îáëàñòè èíòðîíîâ. Öèôðàìè îáîçíà÷åíû êîîðäèíàòû ñïëàéñèíãà ñîîòâåòñòâóþùèõ ìÐÍÊ (á). MPL — îñíîâíîé ïîçä-

íèé ïðîìîòîð



ïîëüçîâàíèÿ ÄÍÊ âèðóñà ïàïèëëîìû áûêà â êà-
÷åñòâå âíåõðîìîñîìíîãî ìíîãîêîïèéíîãî ìî-
ëåêóëÿðíîãî âåêòîðà êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ.

Êðîìå âûñîêîé êîïèéíîñòè âåêòîðû òàêîãî
òèïà îáåñïå÷èâàþò îäèíàêîâîå ãåíåòè÷åñêîå îê-
ðóæåíèå êëîíèðîâàííîãî ãåíà âî âñåõ îòîáðàí-
íûõ êëîíàõ òðàíñôîðìàíòîâ. Ýòî ïîçâîëÿåò
ïðåîäîëåòü ýôôåêò ïîëîæåíèÿ, âîçíèêàþùèé
ïðè èíòåãðàöèè ÷óæåðîäíîãî ãåíà â õðîìîñîìû
êëåòêè. Âàæíîé îñîáåííîñòüþ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî
âåêòîðû íà îñíîâå BPV-1 îòíîñÿòñÿ ê íåëèòè÷å-
ñêèì âåêòîðàì, è ïîýòîìó òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå êóëüòóðû ìîãóò ñîõðàíÿòü ãèáðèäíûå ìî-
ëåêóëû ÄÍÊ âî âíåõðîìîñîìíîì ñîñòîÿíèè
â òå÷åíèå ìíîãèõ öèêëîâ äåëåíèÿ.

Äëÿ óïðîùåíèÿ ãåííî-èíæåíåðíûõ ìàíèïó-
ëÿöèé áûëè ñîçäàíû ÷åëíî÷íûå âåêòîðû íà îñ-
íîâå ÄÍÊ âèðóñà ïàïèëëîìû è ïëàçìèä. Òàêèå
âåêòîðû ñïîñîáíû ýôôåêòèâíî ðåïëèöèðî-
âàòüñÿ è ñîõðàíÿòüñÿ êàê â êëåòêàõ ìëåêîïè-
òàþùèõ, òàê è â áàêòåðèÿõ. Â ïåðâûõ ïîäîáíûõ
ðàáîòàõ ïîëíóþ êîïèþ ÄÍÊ âèðóñà BPV-1 èëè
ÂÐV69Ò-ôðàãìåíò îáúåäèíÿëè ñ ïëàçìèäîé
pBR322. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ òðàíñôîðìèðóþùàÿ
àêòèâíîñòü ãèáðèäíûõ ÄÍÊ áûëà ñíèæåíà áî-
ëåå ÷åì â 100 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé ÄÍÊ
âèðóñà. Âûùåïëåíèå èç ãèáðèäíîé ÄÍÊ ñ ïî-
ìîùüþ ðåñòðèêòàç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
pBR322 ïðèâîäèëî ê âîññòàíîâëåíèþ òðàíñ-
ôîðìèðóþùåé àêòèâíîñòè âèðóñíîé ÄÍÊ. Ýòî
ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òîò æå ó÷àñòîê
ïëàçìèäû pBR322, êîòîðûé ïîäàâëÿåò â öèñ-ïî-
ëîæåíèè ðåïëèêàöèþ ÄÍÊ âèðóñà SV40 (ñì.
14.1.3), èíãèáèðóåò ðåïëèêàöèþ ÄÍÊ âèðóñà
ïàïèëëîìû áûêà. Ïîýòîìó äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÷åë-
íî÷íûõ âåêòîðîâ ïîëíóþ êîïèþ ÄÍÊ âèðóñà
BPV-1, ðàñùåïëåííóþ ðåñòðèêòàçîé BamHI, ñî-
åäèíÿëè ñ äåëåöèîííûìè ïðîèçâîäíûìè ïëàç-
ìèäû pBR322 òèïà pML2, ó êîòîðûõ óäàëåí
ó÷àñòîê èíãèáèðîâàíèÿ ðåïëèêàöèè (ãëóøèòåëü
òðàíñêðèïöèè) âèðóñíûõ ÄÍÊ. Òàêèå ãèáðèä-
íûå ÄÍÊ ýôôåêòèâíî òðàíñôîðìèðîâàëè êëåò-
êè ìûøè, ðåïëèöèðîâàëèñü â íèõ êàê ñòàáèëü-
íûå, íåèíòåãðèðîâàííûå, ìíîãîêîïèéíûå (äî
100 êîïèé íà êëåòêó) ïëàçìèäû.

Ñêîíñòðóèðîâàííûå ÷åëíî÷íûå ïëàçìèäû
èñïîëüçîâàëè äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ãåíîâ è èçó÷å-
íèÿ èõ ýêñïðåññèè â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ.
Íàïðèìåð, Ä. Äèìàéî ñ ñîàâòîðàìè (1982 ã.) ïðè
êëîíèðîâàíèè â âåêòîðíîé ïëàçìèäå pBPV-H11
õðîìîñîìíîãî ãåíà �-ãëîáèíà ÷åëîâåêà ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ýòîò ãåí ýôôåêòèâíî òðàíñ-
êðèáèðóåòñÿ ñ ñîáñòâåííîãî ïðîìîòîðà. Ïðè÷åì
ìÐÍÊ �-ãëîáèíà ïîäâåðãàëàñü ïðàâèëüíîìó ïðî-
öåññèíãó. Êëîíèðîâàííûé â pBPV-H11 ôðàãìåíò

ÄÍÊ ñ ãåíîì �-ãëîáèíà îáóñëîâëèâàë óâåëè÷å-
íèå ýôôåêòèâíîñòè òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ìû-
øè ãèáðèäíîé ÄÍÊ ïðèìåðíî â 500 ðàç ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ èñõîäíîé pBPV-H11. Âîçìîæíî, â ýòîì
õðîìîñîìíîì ôðàãìåíòå âåëè÷èíîé 7,7 òïí îêà-
çàëñÿ óñèëèòåëü òðàíñêðèïöèè èëè ðåïëèêàòîð
ÄÍÊ.

Äæ. Ñýìáðóê ñ ñîàâòîðàìè (1985 ã.) ïîñëå
âñòðîéêè êÄÍÊ âèðóñà ãðèïïà â ýêñïðåññèðóþ-
ùèé ÷åëíî÷íûé âåêòîð BPV-1 ïîëó÷èëè â êëåò-
êàõ ìûøè ñèíòåç ãåìàããëþòèíèíà ýòîãî âèðóñà.
Ïîìåñòèâ â òàêîé âåêòîð êÄÍÊ àêòèâàòîðà òêà-
íåâîãî ïëàçìèíîãåíà ÷åëîâåêà (t-PA), íàáëþäà-
ëè ýôôåêòèâíóþ ñåêðåöèþ èç êëåòîê ìûøè
â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ôåðìåíòàòèâíî àêòèâ-
íîãî t-PA (1986 ã.).

Àíàëîãè÷íî Í. Ñýðâåð ñ ñîàâòîðàìè (1985 ã.),
âñòðîèâ êÄÍÊ �-èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà â ýêñ-
ïðåññèðóþùèé ÷åëíî÷íûé âåêòîð, ñîçäàííûé
íà îñíîâå BPV-1, pML2 è ïðîìîòîðà ãåíà ìå-
òàëëîòèîíåèíà, äîáèëèñü âûñîêîãî óðîâíÿ ïðî-
äóêöèè èììóííîãî èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà
â êóëüòóðå êëåòîê ìûøè Ñ127. Ïðè ýòîì áûëî
îáíàðóæåíî, ÷òî íåçàâèñèìî âûäåëåííûå êëî-
íû òðàíñôîðìàíòîâ ìîãóò çíà÷èòåëüíî ðàçëè-
÷àòüñÿ ïî óðîâíþ ïðîäóêöèè ÷óæåðîäíîãî áåë-
êà. Ñêîðåå âñåãî, ýòî áûëî ñâÿçàíî ñ èíäèâèäó-
àëüíûìè ðàçëè÷èÿìè êëåòîê â êóëüòóðå.

Èñïîëüçóÿ òîò æå âåêòîð, àâòîðû èçó÷èëè
(1987 ã.) ýêñïðåññèþ ãåí-ýêâèâàëåíòà ôàêòîðà
VIII (FVIII) êðîâè ÷åëîâåêà. Äàííûé ôàêòîð èã-
ðàåò âàæíóþ ðîëü â ìíîãîñòóïåí÷àòîì ïðîöåñ-
ñå êîàãóëÿöèè êðîâè, à åãî íåõâàòêà èëè èçìåíå-
íèå ñòðóêòóðû ïðèâîäÿò ê ðàçâèòèþ ãåìîôè-
ëèè À. Ñåêðåòèðóåìàÿ ôîðìà FVIII èìååò áîëü-
øîé ðàçìåð (2332 ÀÊ). Îíà ïîäâåðãàåòñÿ ðÿäó
àêòèâèðóþùèõ ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ðàñùåïëå-
íèé, â ðåçóëüòàòå êîòîðûõ, â ÷àñòíîñòè, óäàëÿ-
åòñÿ âíóòðåííèé Â-äîìåí (949 ÀÊ). Ïîñëå ýòîãî
FVIII ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîìïëåêñ èç äâóõ
ñóáúåäèíèö: N-êîíöåâîé (90 êÄà) è Ñ-êîíöåâîé
(73 êÄà). Ïîñëå ðàñùåïëåíèÿ ñóáúåäèíèöû
90 êÄà ôîðìèðóåòñÿ ïîëíîñòüþ àêòèâíûé FVIII,
ñîñòîÿùèé èç òðåõ íåêîâàëåíòíî àññîöèèðîâàí-
íûõ ñóáúåäèíèö 50, 43 è 73 êÄà. Ïðè ïîïûòêå
ýêñïðåññèðîâàòü ïîëíóþ êîïèþ êÄÍÊ ïðîïî-
ëèïåïòèäà FVIII àâòîðû îáíàðóæèëè, ÷òî ñèí-
òåçèðóåìûé êðóïíûé áåëîê íàðóøàåò ìåòàáî-
ëèçì êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê è óðîâåíü åãî ïðî-
äóêöèè â ðåçóëüòàòå î÷åíü íèçîê. Äåëåòèðîâàâ
îñíîâíóþ ÷àñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþ-
ùåé Â-äîìåí, óäàëîñü çíà÷èòåëüíî ïîâûñèòü
ïðîäóêöèþ öåëåâîãî áåëêà FVIII. Îêàçàëîñü,
÷òî ýôôåêòèâíî ñèíòåçèðóåìàÿ ôîðìà ôàêòîðà
êðîâè VIII ïðîÿâëÿåò âñå ôèçè÷åñêèå è áèîëî-
ãè÷åñêèå ñâîéñòâà íîðìàëüíîãî FVIII.
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Íåëèòè÷åñêóþ âåêòîðíóþ ñèñòåìó íà îñíî-
âå BPV-1 èñïîëüçîâàëè Á. Êîíâýé ñ ñîàâòîðàìè
(1989 ã.) äëÿ ñîçäàíèÿ ëèíèè êëåòîê — ïðîäó-
öåíòîâ ïîòåíöèàëüíîé áåëêîâîé (ñóáúåäèíè÷-
íîé) âàêöèíû ïðîòèâ âèðóñà Ýïøòåéíà–Áàðð
(EBV). Èììóíîäîìèíàíòíûìè àíòèãåíàìè EBV
ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûå ãëèêîïðîòåèíû îáîëî÷êè
âèðèîíà gp340 è gp220. Ýòè äâà áåëêà êîäè-
ðóþòñÿ îäíèì ãåíîì, à ìàòðè÷íûå ÐÍÊ äëÿ íèõ
ôîðìèðóþòñÿ â ïðîöåññå àëüòåðíàòèâíîãî
ñïëàéñèíãà îáùåé ïðå-ìÐÍÊ. Ñòðóêòóðíûé ãåí
gp340/220 âñòðîèëè â BPV-âåêòîð ïîä êîíòðîëü
ïðîìîòîðà ãåíà ìåòàëëîòèîíåèíà ìûøè. Òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûå ãèáðèäíîé ÄÍÊ êëåòêè ïðîäó-
öèðîâàëè ïîëíîöåííûå ãëèêîïðîòåèíû EBV,
êîòîðûå ýêñïîíèðîâàëèñü íà ïîâåðõíîñòè êëå-
òîê áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ íà Ñ-êîíöå ãèäðîôîá-
íîãî ÿêîðÿ, îáåñïå÷èâàþùåãî ôèêñàöèþ èõ
â ìåìáðàíàõ. Êëîíû êëåòîê, ïðîäóöèðóþùèõ
gp340/220, îêàçàëèñü îòíîñèòåëüíî íåñòàáèëü-
íûìè, è ïîñëå 50 êëåòî÷íûõ äåëåíèé ñïîñîá-
íîñòü ñèíòåçèðîâàòü ãëèêîïðîòåèíû EBV ïðàê-
òè÷åñêè óòðà÷èâàëàñü. Àâòîðû óäàëèëè èç ãåíà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ Ñ-êîíöåâîé
ãèäðîôîáíûé ÿêîðü. Ýòî ïðèâåëî ê òîìó, ÷òî
óêîðî÷åííûé gp340/220 ýôôåêòèâíî ñåêðåòèðî-
âàëñÿ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
íå îêàçûâàë íåãàòèâíîãî âîçäåéñòâèÿ íà ïðîäó-
öèðóþùóþ åãî êëåòêó. Ïîëó÷åííûå íà îñíîâå
òàêîãî âàðèàíòà êóëüòóðû ñ âûñîêîé ýôôåêòèâ-
íîñòüþ è ñòàáèëüíî (äàæå ïîñëå 50 öèêëîâ äå-
ëåíèÿ) ïðîäóöèðîâàëè âíåêëåòî÷íûé gp340/220
âèðóñà Ýïøòåéíà–Áàðð.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ãèáðèäíûå ìîëåêóëû
ÄÍÊ, ñîçäàííûå íà îñíîâå ÷åëíî÷íûõ âåêòîðîâ
BPV-1, âñëåäñòâèå èõ âíåõðîìîñîìíîé ëîêàëè-
çàöèè ìîæíî ëåãêî ïåðåíåñòè èç êëåòîê æèâîò-

íûõ â áàêòåðèè ïóòåì òðàíñôîðìàöèè êîìïå-
òåíòíûõ êëåòîê Å. coli ñóììàðíûì ïðåïàðàòîì
ÄÍÊ òðàíñôîðìèðîâàííûõ BPV-1 êóëüòóð êëå-
òîê. Ýòî ïîçâîëÿåò äîñòàòî÷íî ïðîñòî ïðîâîäèòü
ñòðóêòóðíûé àíàëèç ãèáðèäíûõ ïëàçìèä ïîñëå
ðåïëèêàöèè èõ â ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ.

Îäíèì èç îãðàíè÷åíèé ðàññìîòðåííîé âåê-
òîðíîé ñèñòåìû ñëåäóåò ïðèçíàòü òî, ÷òî ñåëåê-
òèâíûì ìàðêåðîì ÿâëÿåòñÿ ôåíîòèï îíêîãåííî
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Òîëüêî ëèíèè
êëåòîê, ÷óâñòâèòåëüíûå ê òðàíñôîðìàöèè, îáó-
ñëîâëèâàåìîé âèðóñîì ïàïèëëîìû áûêà, ÿâëÿ-
þòñÿ ïîäõîäÿùèìè ðåöèïèåíòàìè äëÿ ñåãìåí-
òîâ ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ, îáúåäèíåííûõ ñ òðàíñ-
ôîðìèðóþùåé îáëàñòüþ BPV-1. Ñîåäèíåíèå
äîìèíàíòíûõ ñåëåêòèâíûõ ìàðêåðîâ ñ ÄÍÊ âè-
ðóñà ïàïèëëîìû ïîçâîëÿåò ðàñøèðèòü êðóã õî-
çÿåâ äëÿ ýòîé âåêòîðíîé ñèñòåìû.

×òîáû èçó÷èòü âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ
òàêèõ âåêòîðîâ, Ì. Ëîó ñ ñîàâòîðàìè (1982 ã.)
ñêîíñòðóèðîâàëè ãèáðèäíóþ ÄÍÊ, êîòîðàÿ
âêëþ÷àëà ôðàãìåíò BPV69Ò, ñåãìåíò ïëàçìèäû
pSV2-gpt, ñîäåðæàùèé ãåí êñàíòèí-ãóàíèí-
ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçû Å. coli, ñîåäèíåí-
íûé ñ ðàííèì ïðîìîòîðîì âèðóñà SV40, è ôðàã-
ìåíò ïëàçìèäû pBR322 (ðèñ. 14.13). Ïîëó÷åí-
íîé ãèáðèäíîé ÄÍÊ pBPV69T-SV2gpt òðàíñ-
ôîðìèðîâàëè êëåòêè ìûøè è îòáîð òðàíñôîð-
ìàíòîâ ïðîâîäèëè ëèáî íà ÍÀÒ-ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé êñàíòèí è ìèêîôåíîëîâóþ êèñëîòó (ñì.
13.3.1), ëèáî íà ñðåäå, ïîçâîëÿþùåé âûÿâëÿòü
êëîíû ìîðôîëîãè÷åñêèõ òðàíñôîðìàíòîâ. Îòî-
áðàííûå êëîíû ïðîâåðÿëè çàòåì íà íàëè÷èå
âòîðîãî ìàðêåðà. Â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå
ñëó÷àåâ âûÿâëÿëè ñðàçó îáà ìàðêåðà.

Â òîé æå ëàáîðàòîðèè â 1983 ã. áûëà ñêîíñò-
ðóèðîâàíà ïëàçìèäà íà îñíîâå ðL12, â êîòîðóþ
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Ðèñ. 14.13. ×åëíî÷íûå âåêòîðíûå ïëàçìèäû íà îñíîâå ÄÍÊ âèðóñà ïàïèëëîìû áûêà:

1 — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ pBR322 èëè pML, 2 — BPV-1, 3 — SV40; 4 — ãåí òèìèäèíêèíàçû HSV-1;
5 — äîìèíàíòíûé ñåëåêòèâíûé ìàðêåð; 6 — ó÷àñòêè ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ.

ðÅ — ïðîìîòîð ðàííåé òðàíñêðèïöèè SV40, ðÌÌÒ — ãåíà ìåòàëëîòèîíåèíà ìûøè,
ðneo — áàêòåðèàëüíîãî ãåíà neo, ðtk — ãåíà tk HSV-1



âñòðîèëè ïîëíûé ãåíîì âèðóñà ïàïèëëîìû
BPV-1 è ãèáðèäíûé ãåí, ñîñòîÿùèé èç ïðîìî-
òîðà ãåíà ìåòàëëîòèîíåèíà ìûøè, êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà ïåî íåîìèöèí-ôîñôî-
òðàíñôåðàçû è 3�-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ãåíà t-àíòèãåíà âèðóñà SV40, âêëþ÷àþùåé ñèã-
íàëû ñïëàéñèíãà è ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ ìÐÍÊ
(ñì. ðèñ. 14.13). Ïðè ââåäåíèè â êëåòêè ìûøè
ïëàçìèäà pdBPV-MMTneo ñîõðàíÿëàñü êàê ñòà-
áèëüíûé âíåõðîìîñîìíûé ýëåìåíò (20–100 êî-
ïèé íà äèïëîèäíûé ãåíîì êëåòêè). Îòáîð òðàíñ-
ôîðìàíòîâ ìîæíî áûëî îñóùåñòâëÿòü êàê ïî
óñòîé÷èâîñòè ê G-418, òàê è ïî ôåíîòèïó ìîð-
ôîëîãè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè. Ã. Ïýâëàêèñ è
Ä. Õýìåð (1983 ã.) ñîçäàëè âåêòîð íà îñíîâå
BPV-1, pBR322 è ãåíà ìåòàëëîòèîíåèíà ìûøè.
Äàííûé âåêòîð BPV-MT äåòåðìèíèðîâàë
â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ ñóïåðïðîäóê-
öèþ ìåòàëëîòèîíåèíà, êîòîðûé ñâÿçûâàë èçáû-
òîê òîêñè÷íûõ êàòèîíîâ Cd2+. Òàêîé äîìèíàíò-
íûé ñåëåêòèâíûé ìàðêåð ïîçâîëÿë ïðîñòî è íà-
äåæíî îòáèðàòü êëîíû êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ãèá-
ðèäíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ íà îñíîâå BPV-MT.

×åëíî÷íàÿ ïëàçìèäà pV69 (ñì. ðèñ. 14.13)
áûëà ïîëó÷åíà Ã. Ìåíåãàçè ñ ñîàâòîðàìè
(1984 ã.). Â ñîñòàâ pV69 âõîäÿò: ôðàãìåíò
BPV69T, ñåãìåíò pBR322 è ãèáðèäíûé ãåí vv2,
ñîñòîÿùèé èç òàíäåìíî ðàñïîëîæåííûõ ïðîìî-
òîðîâ ãåíîâ ïåo è òèìèäèíêèíàçû âèðóñà ïðîñ-
òîãî ãåðïåñà (HSV-1), ñîñòûêîâàííûõ ñ êîäè-
ðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ãåíà ïåî. Ïî-
ñëåäíÿÿ â ñâîþ î÷åðåäü íà 3�-êîíöå ãðàíè÷èò
ñ ôðàãìåíòîì ÄÍÊ âèðóñà ãåðïåñà, ñîäåðæà-
ùèì ñèãíàëû ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ ìÐÍÊ ãåíà
tk âèðóñà HSV-1. Ïëàçìèäà pV69 èíäóöèðóåò
â Å. coli óñòîé÷èâîñòü ê íåîìèöèíó, íåñìîòðÿ

íà íàëè÷èå ïðîìîòîðà tk ìåæäó áàêòåðèàëüíûì
ïðîìîòîðîì è êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ ãåíà íåîìèöèí-ôîñôîòðàíñôåðàçû. Ñî-
çäàííûé äîìèíàíòíûé ñåëåêòèâíûé ãåí vv2

ýêñïðåññèðóåòñÿ òàêæå è â ýóêàðèîòè÷åñêèõ
êëåòêàõ.

Ïðè ââåäåíèè â êëåòêè ìûøè ïëàçìèä
pdBPV-ÌÌÒneo èëè pV69 è ñåëåêöèè òðàíñôîð-
ìàíòîâ ïî óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêó G-418
ïåðâîíà÷àëüíî íå óäàåòñÿ âûÿâèòü ìîðôîëîãè-
÷åñêè òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè. Ëèøü ïðè
ïîñëåäóþùèõ ïåðåñåâàõ îòîáðàííûå êëîíû êëå-
òîê ïðèîáðåòàþò òèïè÷íîå äëÿ îíêîãåííîé
òðàíñôîðìàöèè ñîñòîÿíèå. Òàêèå âåêòîðû ìîãóò
áûòü ïîëåçíû äëÿ èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ íå-
âîçìîæíà â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýêñïðåññèðóþùèå
âåêòîðû íà îñíîâå BPV-1, íåñóùèå äîìèíàíò-
íûå ñåëåêòèâíûå ìàðêåðû, ìîæíî ââåñòè â ñà-
ìûå ðàçíûå êóëüòóðû êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ è
îòîáðàòü òðàíñôîðìàíòû ïî ïðîÿâëåíèþ ýòèõ
áèîõèìè÷åñêèõ ìàðêåðîâ. Â êëåòêàõ, íå ïîä-
äåðæèâàþùèõ ýïèñîìíîå ñîñòîÿíèå ãåíîìà
BPV-1, ãèáðèäíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ èíòåãðèðó-
þòñÿ â õðîìîñîìû.

Âàæíîå ñâîéñòâî âåêòîðîâ íà îñíîâå BPV-1
ñîñòîèò â òîì, ÷òî îíè ïðàêòè÷åñêè ÿâëÿþòñÿ
ïëàçìèäàìè ìîðôîëîãè÷åñêè òðàíñôîðìèðóå-
ìûõ èìè ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê è â èõ ñîñòàâå
ìîæíî êëîíèðîâàòü êðóïíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ.
Â öåëîì èñïîëüçîâàíèå âèðóñà ïàïèëëîìû
áûêà â êà÷åñòâå ìîëåêóëÿðíîãî âåêòîðà, íåñî-
ìíåííî, ïîëåçíî è äîïîëíÿåò ñèñòåìó êëîíèðî-
âàíèÿ è èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ãåíîâ
â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ.
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14.3.1. Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêàÿ
îðãàíèçàöèÿ Ad2 è Ad5 ÷åëîâåêà

Àäåíîâèðóñû ïðèíàäëåæàò ê ñåìåéñòâó Ade-
noviridae, êîòîðîå äåëèòñÿ íà äâà ðîäà: Mastade-

novirus (îáíàðóæåíû ó ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ-
÷àÿ ÷åëîâåêà) è Aviadenovirus (èíôèöèðóþò
òîëüêî ïòèö). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî áîëü-
øîå ÷èñëî àäåíîâèðóñîâ, âûäåëåííûõ îò ðàç-
ëè÷íûõ æèâîòíûõ. Òîëüêî äëÿ àäåíîâèðóñîâ ÷å-
ëîâåêà èäåíòèôèöèðîâàíî áîëåå 50 ñåðîòèïîâ,
ñðåäè êîòîðûõ âûäåëÿþò 7 ïîäãðóïï, ðàçëè÷àþ-
ùèõñÿ ïî ñîäåðæàíèþ GC-ïàð â ÄÍÊ è ñïîñîá-
íîñòè âèðóñîâ âûçûâàòü àããëþòèíàöèþ ýðèòðî-
öèòîâ. Àäåíîâèðóñû îáëàäàþò øèðîêèì ñïåêò-
ðîì òêàíåâîãî òðîïèçìà è ìîãóò âûçûâàòü çàáî-
ëåâàíèÿ ðåñïèðàòîðíîé è öåíòðàëüíîé íåðâíîé

ñèñòåì, æåëóäî÷íî-êèøå÷íîãî òðàêòà è ìî÷åïî-
ëîâûõ ïóòåé, ãëàçíûå áîëåçíè.

Ëó÷øå âñåãî èçó÷åíû àäåíîâèðóñû ÷åëîâåêà
òèïîâ 2 è 5 (Ad2 è Ad5). Ýòè âèðóñû î÷åíü ïîõî-
æè è èìåþò ãîìîëîãèþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÄÍÊ îêîëî 99 %, ÷òî îáóñëîâëèâàåò èõ ýôôåê-
òèâíóþ ðåêîìáèíàöèþ ìåæäó ñîáîé. Àäåíîâè-
ðóñû õàðàêòåðèçóþòñÿ óçêèì êðóãîì õîçÿåâ. Îíè
èíòåíñèâíî ðàçìíîæàþòñÿ òîëüêî â îðãàíèçìå
èëè êóëüòóðå êëåòîê åñòåñòâåííîãî õîçÿèíà.
Â ÷óæåðîäíîé ñèñòåìå àäåíîâèðóñû èíîãäà ìî-
ãóò ðåïëèöèðîâàòüñÿ, íî î÷åíü ñëàáî. Ad2 è Ad5
óäàåòñÿ ëåãêî íàðàáîòàòü â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ
â ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðå êëåòîê ÷åëîâåêà HeLa.

Àäåíîâèðóñíûé âèðèîí ïðåäñòàâëåí èêîñà-
ýäðè÷åñêèì áåëêîâûì êàïñèäîì (70–100 íì
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â äèàìåòðå), â âåðøèíàõ êîòîðîãî íàõîäÿòñÿ
ñòðóêòóðû, íàçûâàåìûå øèïàìè. Â êàïñèä óïà-
êîâàíà ãåíîìñîäåðæàùàÿ ñåðäöåâèíà, èëè êîð
(îò àíãë. core). Âñåãî âèðèîí Ad2/Ad5 âêëþ÷àåò
11 ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ: 4 èç íèõ âõîäÿò â ñîñòàâ
êîðà, à 7 äðóãèõ ôîðìèðóþò êàïñèä (ðèñ. 14.14).

Ãåíîì äàííûõ âèðóñîâ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ëèíåéíóþ äâóõöåïî÷å÷íóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ ðàç-
ìåðîì îêîëî 36 òïí, íà êîíöàõ êîòîðîé íàõîäÿò-
ñÿ íåáîëüøèå (102 è 103 ïí äëÿ Ad2 è Ad5 ñîîò-
âåòñòâåííî) èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðÿþùèåñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè — ITR (îò àíãë. inverted
terminal repeats). Àäåíîâèðóñíûé ãåíîì êðîìå
ñòðóêòóðíûõ (âèðèîííûõ) áåëêîâ êîäèðóåò íå
ìåíåå 15 íåñòðóêòóðíûõ áåëêîâ. Äëÿ ìîëåêóëû
ÄÍÊ Ad2 ê 1987 ã. ðàñøèôðîâàíà ïîëíàÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ (35 937 ïí).

ÄÍÊ àäåíîâèðóñîâ èíôåêöèîííà, îäíàêî åå
óäåëüíàÿ èíôåêöèîííîñòü êðàéíå íèçêà. Åñëè
ïðåïàðàò ÄÍÊ âûäåëÿåòñÿ èç âèðèîíîâ áåç îá-
ðàáîòêè ïðîíàçîé, òî îáíàðóæèâàåòñÿ áåëîê,

êîâàëåíòíî ñâÿçàííûé ñ 5�-êîíöàìè öåïåé ìî-
ëåêóëû âèðóñíîé ÄÍÊ. Äàííûé áåëîê îáîçíà÷à-
þò ÒÐ (îò àíãë. terminal protein). Èíôåêöèîí-
íîñòü ó àäåíîâèðóñíîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùåé ÒÐ,
çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì ó ïîëíîñòüþ äåïðîòåè-
íèçèðîâàííîé ÄÍÊ.

Ad2 è Ad5 õîðîøî èçó÷åíû ãåíåòè÷åñêè è
áèîõèìè÷åñêè. Èìåííî ó àäåíîâèðóñîâ âïåðâûå
áûë îáíàðóæåí ñïëàéñèíã ýóêàðèîòè÷åñêèõ ìàò-
ðè÷íûõ ÐÍÊ (1977 ã.). Äîñòàòî÷íî õîðîøî èçó-
÷åíî ôóíêöèîíèðîâàíèå ãåíîìà íà óðîâíå òðàíñ-
êðèïöèè (ðèñ. 14.15). Íà ðàííåì ýòàïå ïîñëå èí-
ôèöèðîâàíèÿ êëåòêè ñ ìîëåêóëû âèðóñíîé ÄÍÊ
ñ÷èòûâàåòñÿ íå ìåíåå øåñòè òðàíñêðèïöèîííûõ
åäèíèö (Å1a, Å1b, Å2à, Å2b, Å3, Å4). Êàæäàÿ èç
ýòèõ åäèíèö êîäèðóåò íàáîð ðàçíûõ ìÐÍÊ, êî-
òîðûå îáðàçóþòñÿ èç íåå â ïðîöåññå àëüòåðíà-
òèâíîãî ñïëàéñèíãà. Íà ïîçäíåì ýòàïå öèêëà
ðàçâèòèÿ âèðóñ ïðîäóöèðóåò ìíîæåñòâî ðàçíî-
îáðàçíûõ ìîëåêóë ìÐÍÊ, áîëüøèíñòâî êîòîðûõ
ïðîèñõîäèò èç åäèíîé òðàíñêðèïöèîííîé åäèíè-
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Ðèñ. 14.14. Âèðèîí àäåíîâèðóñà:

à — òðåõìåðíàÿ ìîäåëü, á — ñõåìàòè÷íîå èçîáðàæåíèå âèðèîíà.
Ðèìñêèìè öèôðàìè îáîçíà÷åíû ïîëèïåïòèäû; ÒÐ — òåðìèíàëüíûé áåëîê



öû, îõâàòûâàþùåé çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü ãåíîìà
àäåíîâèðóñà (îò 16,4 äî 99 åä. êàðòû). Ñèíòåç
ýòîé ìîëåêóëû-ïðåäøåñòâåííèêà èíèöèèðóåòñÿ
ñ ñèëüíîãî, òàê íàçûâàåìîãî îñíîâíîãî ïîçäíåãî
ïðîìîòîðà MLP (îò àíãë. major late promoter).
Ìîëåêóëû ìÐÍÊ, îáðàçóþùèåñÿ â ðåçóëüòàòå
àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà ïåðâè÷íîãî ïîçäíå-
ãî òðàíñêðèïòà, ïðèíÿòî îáúåäèíÿòü â 5 ãðóïï
(îò L1 äî L5; ñì. ðèñ. 14.15). Èíòåðåñíî, ÷òî âñå
ýòè ìÐÍÊ èìåþò îäèíàêîâûå 5�-êîíöåâûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîñòîÿùèå èç íåêîäèðóþùèõ
òðåõ ñåãìåíòîâ èñõîäíîãî òðàíñêðèïòà.

Ïðîäóêòû ãåíà Å1a ñòèìóëèðóþò àêòèâ-
íîñòü ïÿòè ïðîìîòîðîâ íà ðàííåì ýòàïå öèêëà
ðàçâèòèÿ àäåíîâèðóñà. Â ñâîþ î÷åðåäü áåëîê
E1b àêòèâèðóåò òðàíñêðèïöèþ ñ ïðîìîòîðà
ãåíà Å1a. Ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ ýôôåêòèâíîãî ðàç-
âèòèÿ âèðóñà íåîáõîäèìû ïðîäóêòû îáîèõ ãå-
íîâ — Å1à è E1b.

Å2a êîäèðóåò áåëîê DBP (îò àíãë. DNA bin-
ding protein) ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 72 êÄà, ñâÿ-
çûâàþùèéñÿ ñ îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ. E2b äå-
òåðìèíèðóåò äâà îñíîâíûõ ïîëèïåïòèäà: ïðåä-
øåñòâåííèê êîíöåâîãî áåëêà ðÒÐ (îò àíãë.
precursor of terminal protein) ðàçìåðîì 80 êÄà
è ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó Ðol ðàçìåðîì 140 êÄà.

Ãåí Å3 êîäèðóåò áåëêè, îáåñïå÷èâàþùèå
ìîëåêóëÿðíóþ ìèìèêðèþ Ad2 ïðè çàðàæåíèè
îðãàíèçìà-õîçÿèíà (÷åëîâåêà). Äàííûå áåëêè
âçàèìîäåéñòâóþò âíóòðè èíôèöèðîâàííîé êëåò-
êè ñ ïðåäøåñòâåííèêàìè àíòèãåíîâ ãëàâíîãî
êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè (ÌÍÑ) êëàññà I
è ïðåäîòâðàùàþò èõ òðàíñïîðò èç öèòîïëàçìû
íà ïîâåðõíîñòü êëåòêè. Íàëè÷èå â äîñòàòî÷íîì

êîëè÷åñòâå àíòèãåíîâ ÌÍÑ íà ïîâåðõíîñòè
êëåòêè ÿâëÿåòñÿ îáÿçàòåëüíûì óñëîâèåì äëÿ
ïðåäñòàâëåíèÿ èììóííîé ñèñòåìå îðãàíèçìà
âèðóññïåöèôè÷íûõ àíòèãåíîâ, íàõîäÿùèõñÿ
â ñîñòàâå ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû èíôèöèðî-
âàííîé êëåòêè. Òàêèå êëåòêè óçíàþòñÿ êàê ÷ó-
æèå, àòàêóþòñÿ è ëèçèðóþòñÿ èììóíîêîìïå-
òåíòíûìè êëåòêàìè. Îáóñëîâëåííîå ïðîäóêòà-
ìè ãåíà Å3 ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè àíòèãåíîâ
ÌÍÑ íà ïîâåðõíîñòè èíôèöèðîâàííîé êëåòêè
óìåíüøàåò âîçìîæíîñòü óçíàâàíèÿ åå ñïåöè-
ôè÷íûìè öèòîòîêñè÷åñêèìè Ò-ëèìôîöèòàìè è
ïîçâîëÿåò âèðóñó ÷àñòè÷íî «óñêîëüçàòü» îò àòàê
èììóííîé ñèñòåìû çàðàæåííîãî îðãàíèçìà.

Äëÿ ðàçâèòèÿ â êóëüòóðå êëåòîê ãåí Å3 íå
îáÿçàòåëåí. Ýòî äîêàçàíî ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ
ìóòàíòîâ ïî îáëàñòè 79–86 åä. êàðòû ãåíîìà Ad2
è Ad5.

Ãåí Å4, êàê Å1 è Å2, æèçíåííî âàæåí è êîäè-
ðóåò ðÿä ïîëèïåïòèäîâ, ôóíêöèÿ êîòîðûõ ïîêà
äî êîíöà íå âûÿñíåíà.

Íà ïîçäíåé ñòàäèè öèêëà ðàçâèòèÿ àäåíîâè-
ðóñû áëîêèðóþò ñèíòåç áåëêîâ êëåòêè è íàïðàâ-
ëÿþò ñèíòåç îãðîìíîãî êîëè÷åñòâà áåëêîâûõ
ïðîäóêòîâ ñâîèõ ïîçäíèõ ãåíîâ, áóëüøàÿ ÷àñòü
êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ ñòðóêòóðíûìè áåëêàìè âè-
ðèîíîâ. Ñáîðêà âèðèîíîâ ïðîèñõîäèò â ÿäðå
êëåòêè. Ïðîäóêòèâíàÿ èíôåêöèÿ àäåíîâèðóñà-
ìè çàêàí÷èâàåòñÿ ëèçèñîì êëåòîê.

Ðåïëèêàöèÿ ëèíåéíîé äâóõöåïî÷å÷íîé ìî-
ëåêóëû ÄÍÊ àäåíîâèðóñîâ ïðîèñõîäèò â ÿäðå
êëåòêè è èíèöèèðóåòñÿ ñ îáîèõ êîíöîâ. Îáëàñ-
òè íà÷àëà ðåïëèêàöèè ðàñïîëîæåíû â êîðîòêèõ
èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòîðàõ, è äëÿ èíèöèàöèè
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Ðèñ. 14.15. Òðàíñêðèïöèîííàÿ êàðòà ãåíîìà àäåíîâèðóñîâ Ad2 è Ad5.

Òî÷êà íà÷àëà òðàíñêðèïöèè êàæäîé ìÐÍÊ îáîçíà÷åíà âåðòèêàëüíîé êâàäðàòíîé ñêîáêîé.
Ãîðèçîíòàëüíûìè ñòðåëêàìè ñ ðàçðûâàìè îáîçíà÷åíû ýêçîíû,

èç êîòîðûõ ñîñòàâëåíû ñîîòâåòñòâóþùèå çðåëûå ìîëåêóëû ÐÍÊ



ðåïëèêàöèè òðåáóåòñÿ ðÿä ñïåöèôè÷íûõ àêòîâ
ÄÍÊ-áåëêîâîãî è áåëîê-áåëêîâîãî âçàèìîäåé-
ñòâèÿ. Âûÿâëåíû òðè îñíîâíûõ äîìåíà, ðàñïî-
ëîæåííûõ â êîíöåâîì ó÷àñòêå äëèíîé 51 ïí
(ðèñ. 14.16) è íåîáõîäèìûõ äëÿ ýôôåêòèâíîé
ðåïëèêàöèè âèðóñíîé ÄÍÊ. Îêàçàëîñü, ÷òî íà-
ðÿäó ñ âèðóñíûìè áåëêàìè ðÒÐ, Ðol, DBP äëÿ
ðåïëèêàöèè òðåáóþòñÿ êëåòî÷íûå áåëêîâûå
ôàêòîðû, ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàþùèåñÿ ñ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ: NFI è NFIII (îò àíãë.

nuclear factor), à òàêæå NFII — êëåòî÷íàÿ òîïî-
èçîìåðàçà.

Àäåíîâèðóñû ðåàëèçóþò óíèêàëüíûé ïðî-
öåññ èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè ÄÍÊ, èçâåñòíûé
êàê áåëêîâîå ïðàéìèðîâàíèå. Âèðóñíûé áåëîê
ðÒÐ êîâàëåíòíî ñîåäèíÿåòñÿ ñ äåçîêñèöèòîçèí-
ìîíîôîñôàòîì, ÷üÿ 3�-ãèäðîêñèëüíàÿ ãðóïïà
âûñòóïàåò â êà÷åñòâå ïðàéìåðà äëÿ ïîñëåäóþ-
ùåãî íàðàùèâàíèÿ öåïè, êîìïëåìåíòàðíîé ñ÷è-
òûâàåìîé öåïè ðåïëèöèðóåìîé ÄÍÊ. Ñèíòåç
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Ðèñ.14.16. Ñõåìà ÄÍÊ-áåëêîâîãî è áåëîê-áåëêîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
â îáëàñòè èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè ÄÍÊ àäåíîâèðóñà.

Ïðèâåäåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü öåïè ÄÍÊ, ñâÿçàííîé êîâàëåíòíî ñ áåëêîì ÒÐ.
Êâàäðàòíûìè ñêîáêàìè îáîçíà÷åíû äîìåíû ÄÍÊ, ñ êîòîðûìè ñâÿçûâàþòñÿ ñîîòâåòñòâóþùèå áåëêè

Ðèñ. 14.17. Ìîäåëü èíèöèàöèè (à) è ìåõàíèçìà ðåïëèêàöèè ÄÍÊ àäåíîâèðóñà (á).

I — NFI, III — NFIII



ÄÍÊ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî ìåõàíèçìó âûòåñíåíèÿ
öåïè (ðèñ. 14.17). Ïîñëå çàâåðøåíèÿ ïðîöåññà
ðåïëèêàöèè ìîëåêóëû áåëêà ðÒÐ îñòàþòñÿ êî-
âàëåíòíî ñâÿçàííûìè ñ êîíöàìè ÄÍÊ, íî ïîä-
âåðãàþòñÿ ïðîòåîëèòè÷åñêîìó ïðîöåññèíãó,
â ðåçóëüòàòå ÷åãî èõ ìàññà ñ 80 êÄà óìåíüøàåò-
ñÿ äî 55 êÄà, è ýòà ôîðìà îáîçíà÷àåòñÿ ÒÐ.

Óïàêîâêà âèðóñíîãî ãåíîìà â âèðèîíû ïðî-
èñõîäèò ñëåâà íàïðàâî ïî îòíîøåíèþ ê ïðèíÿ-
òîé êàðòå ãåíîìà (ñì. ðèñ. 14.15) è çàâèñèò îò
ñïåöèôè÷íîé öèñ-äåéñòâóþùåé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè �+ àäåíîâèðóñíîé ÄÍÊ. Äàííûé äîìåí
óïàêîâêè (packaging domain) êàðòèðîâàí â ïîëî-
æåíèè 194–358 ïí îò ëåâîãî êîíöà ãåíîìà Ad5,
è â åãî ñîñòàâ âõîäÿò ïÿòü ïîâòîðÿþùèõñÿ ñåã-
ìåíòîâ ñ óñðåäíåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
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TTTG 3�. Äåëåöèÿ äîìåíà óïàêîâêè

ïðèâîäèò ê óòðàòå æèçíåñïîñîáíîñòè âèðóñà.
Ïðè èíôèöèðîâàíèè êóëüòóðû êëåòîê ïî÷êè

ìàðòûøêè (íåïåðìèññèâíûõ äëÿ Ad, íî ïåðìèñ-
ñèâíûõ äëÿ SV40) àäåíîâèðóñàìè ÷åëîâåêà ñî-
âìåñòíî ñ SV40 óäàåòñÿ âûäåëÿòü ðåêîìáèíàíò-
íûå àäåíîâèðóñû, ïðèîáðåòøèå ñïîñîáíîñòü
ðàçìíîæàòüñÿ â äàííûõ êëåòêàõ. Âûÿñíèëîñü,
÷òî íåäåôåêòíûå ðåêîìáèíàíòíûå àäåíîâèðóñû
â ýòîì ñëó÷àå ñîäåðæàò â íåñóùåñòâåííîì ðàé-
îíå ñâîåãî ãåíîìà (79–86 åä. êàðòû) ôðàãìåíòû
ÄÍÊ âèðóñà SV40 èç îáëàñòè ðàííèõ ãåíîâ. Ïðè
ýòîì ôóíêöèþ ïîìîùíèêà, îáåñïå÷èâàþùåãî
ðîñò àäåíîâèðóñà â êëåòêàõ ìàðòûøêè, âûïîë-
íÿåò Ñ-êîíöåâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Ò-àíòèãå-
íà âèðóñà SV40. Ýòî ñâîéñòâî Ò-àíòèãåíà SV40
áûëî èñïîëüçîâàíî â ïåðâûõ ðàáîòàõ ïî ãåí-
íî-èíæåíåðíîé ðåêîíñòðóêöèè ãåíîìà àäåíîâè-
ðóñîâ.

14.3.2. Êîíñòðóèðîâàíèå
ãèáðèäíûõ àäåíîâèðóñîâ

Îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé ðàçìåð, õîðîøàÿ
èçó÷åííîñòü îðãàíèçàöèè è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
ãåíîìà àäåíîâèðóñîâ, íàëè÷èå îãðàíè÷åííîãî
÷èñëà ó÷àñòêîâ ãèäðîëèçà ðàçëè÷íûìè ðåñòðèê-
òàçàìè íà âèðóñíîé ÄÍÊ è âûñîêàÿ ãîìîëîãèÿ
ÄÍÊ Ad2 è Ad5 ïîçâîëèëè óñïåøíî îñóùåñò-
âèòü ïåðâóþ ñåðèþ ýêñïåðèìåíòîâ ïî âñòðîéêå
in vitro â ãåíîì àäåíîâèðóñîâ ÷óæåðîäíûõ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ è îòáîðó ãèáðèäíûõ âèðóñîâ. Ýòè
ðàáîòû çàëîæèëè îñíîâó ãåííî-èíæåíåðíîé ìå-
òîäîëîãèè ñîçäàíèÿ àäåíîâèðóñîâ, ýêñïðåññè-
ðóþùèõ ÷óæåðîäíûå ãåíû.

Äëÿ ðåïëèêàöèè è óïàêîâêè àäåíîâèðóñíîé
ÄÍÊ â âèðèîí â öèñ-ïîëîæåíèè íåîáõîäèìû
ëèøü íåáîëüøèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà îáîèõ
êîíöàõ, ñîäåðæàùèå îáëàñòè íà÷àëà ðåïëèêà-

öèè, è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñïåöèôè÷íàÿ äëÿ
óïàêîâêè ÄÍÊ. Ïîýòîìó ïî÷òè âåñü âèðóñíûé
ãåíîì ìîæíî çàìåñòèòü ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ, âû-
ðàùèâàÿ ãèáðèä â ïðèñóòñòâèè âèðóñà-ïîìîù-
íèêà.

Îòíîñèòåëüíî âûñîêèé óðîâåíü òðàíñôåê-
öèè ïîëíîñòüþ äåïðîòåèíèçèðîâàííîé ÄÍÊ
Ad2 è Ad5 äîñòèãàåòñÿ â êëåòêàõ ëèíèè 293, êî-
òîðóþ ïîëó÷èëè Ô. Ãðýõåì ñ ñîàâòîðàìè (1977 ã.)
â ðåçóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ïî÷êè ýì-
áðèîíà ÷åëîâåêà ôðàãìåíòîì ÄÍÊ Ad5. Â êëåò-
êàõ 293 ïðîèñõîäèò êîíñòèòóòèâíûé ñèíòåç ïî-
ëèïåïòèäîâ, êîäèðóåìûõ ãåíàìè E1à è Å1b àäå-
íîâèðóñà. Íàëè÷èå â êëåòêàõ îïðåäåëåííîé
êîíöåíòðàöèè ýòèõ âèðóñíûõ áåëêîâ îáóñëîâ-
ëèâàåò ïîâûøåííûé óðîâåíü èíôåêöèîííîñòè
ÄÍÊ àäåíîâèðóñîâ. Òðàíñôåêöèþ ìîëåêóëàìè
ÄÍÊ àäåíîâèðóñîâ ÷åëîâåêà îáû÷íî ïðîâîäÿò
èìåííî íà äàííîé ëèíèè êóëüòèâèðóåìûõ êëå-
òîê èëè åå ïðîèçâîäíûõ.

Â ïåðâûõ èññëåäîâàíèÿõ, ïîñâÿùåííûõ ñîç-
äàíèþ âåêòîðíîé ñèñòåìû àäåíîâèðóñîâ è èçó-
÷åíèþ âîçìîæíîñòè êëîíèðîâàòü ñ åå ïîìîùüþ
÷óæåðîäíûå ãåíû, èñïîëüçîâàëè êîäèðóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà À âèðóñà SV40 (ãåí
Ò-àíòèãåíà). Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî èç âñåõ
÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ñîñòàâå ãåíîìà àäåíîâèðó-
ñà íàèáîëåå ïðîñòî ìîæíî âûÿâèòü ýêñïðåññè-
ðóåìûé ãåí A âèðóñà SV40, òàê êàê èìååòñÿ ìå-
òîä ïðÿìîãî ôåíîòèïè÷åñêîãî îòáîðà àäåíîâè-
ðóñîâ, ñîäåðæàùèõ ýòîò ãåí. Ã. Ôýé ñ ñîàâòîðà-
ìè (1979 ã.) ïîêàçàëè, ÷òî íà êóëüòóðå êëåòîê
ìàðòûøêè ñïîñîáíû ðàñòè òîëüêî ãèáðèäíûå
àäåíîâèðóñû, ñèíòåçèðóþùèå Ò-àíòèãåí SV40
(èëè åãî Ñ-êîíöåâóþ ÷àñòü).

Ê. Òóìåëü ñ ñîàâòîðàìè (1981–1982 ãã.) â êà-
÷åñòâå âåêòîðîâ èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ ðåêîìáè-
íàíòíûõ âèðóñîâ Ad2/Ad5, îáîçíà÷åííûõ
1�51i è 4�225b (ðèñ. 14.18, à). Íà ÄÍÊ êàæäî-
ãî èç ýòèõ âàðèàíòîâ àäåíîâèðóñîâ èìååòñÿ ïî
äâà ó÷àñòêà ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé BamHI.
ÄÍÊ âåêòîðíûõ âèðóñîâ ãèäðîëèçîâàëè ðåñò-
ðèêòàçîé BamHI è äîáàâëÿëè ê ýòèì ïðåïàðàòàì
BglI–BamÍI-ôðàãìåíò ÄÍÊ âèðóñà SV40 (ñîäåð-
æèò êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Ò- è t-àí-
òèãåíîâ, íî áåç ïðîìîòîðà), ó êîòîðîãî BglI-êî-
íåö áûë çàìåíåí ñ ïîìîùüþ ëèíêåðà íà BamÍI-
êîíåö. Ïîñëå îáðàáîòêè ÄÍÊ-ëèãàçîé äîáàâëÿëè
ÄÍÊ èñõîäíîãî àäåíîâèðóñà è òàêîé ñìåñüþ
òðàíñôèöèðîâàëè êëåòêè ëèíèè 293. Ïîëó÷åí-
íîå âèðóñíîå ïîòîìñòâî äâàæäû ïàññèðîâàëè íà
êëåòêàõ àôðèêàíñêîé çåëåíîé ìàðòûøêè CV-1.
Ïðè ýòîì â êëåòêàõ CV-1 ðàçìíîæàëàñü ëèøü
ñìåñü ãèáðèäíûõ äåôåêòíûõ àäåíîâèðóñîâ è èñ-
õîäíîãî àäåíîâèðóñà. Ïîñëåäíèé êîìïëåìåíòè-
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ðîâàë íåäîñòàþùèå ôóíêöèè ãèáðèäíîãî âàðè-
àíòà, à ãèáðèä, â ñâîþ î÷åðåäü, çà ñ÷åò ïðîäóê-
öèè Ò-àíòèãåíà âèðóñà SV40 îáåñïå÷èâàë ðàç-
ìíîæåíèå àäåíîâèðóñà-ïîìîùíèêà.

Ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç âèðóñíûõ ÄÍÊ ïî-
çâîëèë âûÿâèòü ðàçëè÷íûå ãèáðèäû (ñì.
ðèñ. 14.18, á). Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè êëîíè-
ðîâàííûõ â Ad êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé SV40 ïîêàçàëî, ÷òî âèðóñ Ad-SVR5 ýôôåê-
òèâíî íàïðàâëÿë â êëåòêàõ CV-1 ïðîäóêöèþ
Ò-àíòèãåíà SV40, ïðè÷åì Ò-àíòèãåí ñèíòåçèðî-
âàëñÿ êàê ïîçäíèé àäåíîâèðóñíûé áåëîê. Â êëåò-
êàõ, èíôèöèðîâàííûõ Ad-SVR15, óðîâåíü ïðî-
äóêöèè Ò-àíòèãåíà áûë çíà÷èòåëüíî íèæå. Ðå-
çóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ óáåäèòåëüíî ïîêàçàëè,
÷òî îáû÷íûìè ìåòîäàìè ðåêîìáèíàöèè ìîëå-
êóë ÄÍÊ in vitro ìîæíî êîíñòðóèðîâàòü ãèáðèä-
íûå àäåíîâèðóñû. Èíèöèàöèÿ òðàíñêðèïöèè
âñòðîåííûõ ÷óæåðîäíûõ êîäèðóþùèõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ìîæåò ïðîèñõîäèòü êàê ñ ïîçäíå-
ãî (Ad-SVR5), òàê è ñ ðàííèõ (Ad-SVR15) ïðî-
ìîòîðîâ âåêòîðà. Ãèáðèäíûå òðàíñêðèïòû ïðè
ýòîì ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ ïðàâèëüíîìó ñïëàé-
ñèíãó, ÷òî ïðèâîäèò ê ñèíòåçó ïîëíîöåííûõ ÷ó-
æåðîäíûõ áåëêîâ.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ýòèõ èññëåäîâàíèé
ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó áîëåå òî÷íî âñòðîèòü
êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Ò-àíòèãåíà
SV40 ïîä ïðîìîòîð MLP àäåíîâèðóñà. Ñ ýòîé
öåëüþ ôðàãìåíò àäåíîâèðóñíîé ÄÍÊ (îò 11,6
äî 17 åä. êàðòû) â áàêòåðèàëüíîé ïëàçìèäå ñî-
ñòûêîâàëè ñ HindIII–BàmÍI-ôðàãìåíòîì ÄÍÊ
SV40. Â ñêîíñòðóèðîâàííîì ãèáðèäíîì ãåíå
òðèïëåò ATG ãåíà SV40 îòñòîÿë íà 200 ïí îò
òî÷êè èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ñ MLP. Òàêîé
ãèáðèäíûé ãåí áûë âñòðîåí â ÄÍÊ àäåíîâèðóñà
1�51i ïî ÂamHI-ó÷àñòêó â ïîëîæåíèè 29 åä.
êàðòû. Ïîñëå êîòðàíñôåêöèè êëåòîê ëèíèè 293
ãèáðèäíîé ÄÍÊ è ÄÍÊ àäåíîâèðóñà-ïîìîùíè-
êà, ïàññèðîâàíèÿ ïîëó÷åííîãî ëèçàòà íà êëåò-
êàõ CV-1 áûë îòîáðàí ãèáðèäíûé âèðóñ
Ad-SVR26 (ñì. ðèñ. 14.18, â). Îêàçàëîñü, ÷òî
â ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíàöèè ïî äóïëèöèðîâàí-
íûì îáëàñòÿì (11,6–17 åä. êàðòû) in vivo ïðî-
èçîøëî âûùåïëåíèå ôðàãìåíòà âèðóñíîãî ãå-
íîìà. Ad-SVR26 íàïðàâëÿë ñ ïðîìîòîðà MLP
ñèíòåç ìÐÍÊ ðàçìåðîì 2150 è 2350 íóêëåîòè-
äîâ. Îáå ìÐÍÊ êîäèðîâàëè áåëêè, èììóíîïðå-
öèïèòèðóåìûå àíòèòåëàìè ïðîòèâ Ò-àíòèãåíà
SV40 è íåìíîãî îòëè÷àþùèåñÿ îò Ò-àíòèãåíà
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ïî ðàçìåðó. Óðîâåíü ñèíòåçà ýòèõ ìÐÍÊ â êëåò-
êàõ, èíôèöèðîâàííûõ Ad-SVR26, ïðèìåðíî
â 50–100 ðàç ïðåâûøàë óðîâåíü ñèíòåçà ìÐÍÊ
Ò-àíòèãåíà, âûÿâëÿåìûé â êëåòêàõ, èíôèöèðî-
âàííûõ SV40. Îäíàêî ýôôåêòèâíîñòü ñèíòåçà
÷óæåðîäíîãî áåëêà áûëà íå ñòîëü âûñîêîé, òàê
êàê ãèáðèäíûå ìÐÍÊ íå èìåëè 5�-êîíöåâûõ
ëèäåðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ñïåöèôè÷íûõ
äëÿ ïîçäíèõ àäåíîâèðóñíûõ ìÐÍÊ.

Ïî àíàëîãè÷íîé ñõåìå Ä. Ñîëíèê (1981 ã.)
ñêîíñòðóèðîâàë in vitro ãèáðèäíûé àäåíîâèðóñ,
ýêñïðåññèðóþùèé Ò-àíòèãåí SV40. Àâòîð ñî-
ñòûêîâàë â ïëàçìèäå HindIII–ÂamHI-ôðàãìåíò
ÄÍÊ èç îáëàñòè ðàííèõ ãåíîâ SV40 ñ AluI-ôðàã-
ìåíòîì, ñîäåðæàùèì ïîçäíèé àäåíîâèðóñíûé
ïðîìîòîð. Êëîíèðîâàííûé ãèáðèäíûé ãåí çà-
òåì áûë ñøèò ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû ñ ëåâûì
êîíöåâûì ÅñoRI-À ôðàãìåíòîì ÄÍÊ âèðóñà
Ad5 è ïðàâûì êîíöåâûì BamHI-D ôðàãìåíòîì
ãåíîìà âèðóñà Ad2+ND1 (ðèñ. 14.19). Ïîëó÷åí-
íûé ãèáðèäíûé âèðóñ R105 ðàçìíîæàëñÿ â ïðè-
ñóòñòâèè âèðóñà-ïîìîùíèêà, íî åãî ñîäåðæà-
íèå â ñìåøàííîé ïîïóëÿöèè ñîñòàâëÿëî ëèøü
5–10 %. Òåì íå ìåíåå â êëåòêàõ CV-1, èíôèöè-
ðîâàííûõ R105, ñèíòåçèðîâàëîñü â 3–5 ðàç
áîëüøå Ò-àíòèãåíà, ÷åì â òåõ æå êëåòêàõ, èíôè-
öèðîâàííûõ SV40. Ïðîäóêöèÿ t-àíòèãåíà SV40
õîòÿ è âûÿâëÿëàñü â êëåòêàõ, èíôèöèðîâàííûõ
ãèáðèäíûì àäåíîâèðóñîì, íî åå óðîâåíü áûë ïî
íåïîíÿòíûì ïðè÷èíàì íèçêèì.

Í. Ñòîó (1981 ã.), èñïîëüçóÿ GC-êîííåêòîð-
íûé ìåòîä, êëîíèðîâàë ïî PstI-ó÷àñòêó ïëàçìè-
äû pBR322 ëåâûé êîíöåâîé HpaI-E ôðàãìåíò
ÄÍÊ Ad2 (0–4,5 åä. êàðòû). Èç ïîëó÷åííîé ãèá-
ðèäíîé ïëàçìèäû ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç âûùå-
ïèëè ôðàãìåíò âèðóñíîé ÄÍÊ (0–3,8 åä. êàðòû)
è ñøèëè åãî ÄÍÊ-ëèãàçîé ñ ïðàâûì êîíöåâûì
XbaI-ôðàãìåíòîì (3,8–100 åä. êàðòû) ãåíîìà äå-
ëåöèîííîãî âàðèàíòà Ad5 dl309. Ãèáðèäíàÿ
ÄÍÊ áûëà èíôåêöèîííà, íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå

äîïîëíèòåëüíûõ íóêëåîòèäîâ íà ëåâîì êîíöå
ìîëåêóëû. Ó÷èòûâàÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû,
Ê. Áåðêíåð è Ï. Øàðï (1982 ã.) êëîíèðîâàëè
â ñîñòàâå pBR322 ñ ïîìîùüþ ëèíêåðîâ EcoRI-A
(0–76 åä. êàðòû) è BàmHI-B (60–100 åä. êàðòû)
ôðàãìåíòû ÄÍÊ Ad5. Ãèáðèäíûå ïëàçìèäû
îáîçíà÷èëè pBR322(0–76) è pBR322(60–100).
Âûùåïëåííûå èç ïëàçìèä EcoRI-ôðàãìåíòû
âèðóñíîé ÄÍÊ 0–76 è 76–100 åä. êàðòû ñøèâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû è ïîñëå òðàíñôåê-
öèè êëåòîê ëèíèè 293 ïîëó÷àëè âèðóñíîå ïî-
òîìñòâî. Êðîìå òîãî, óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî åñëè
êëîíèðîâàííûå ôðàãìåíòû àäåíîâèðóñíîé
ÄÍÊ, ñîäåðæàùèå ïåðåêðûâàþùèåñÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè, ñîâìåñòíî ââåñòè â êëåòêè, òî
â ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíàöèè ïî ãîìîëîãè÷íûì
ó÷àñòêàì in vivo îáðàçóåòñÿ ïîëíîöåííûé âè-
ðóñíûé ãåíîì.

Òàêèì îáðàçîì, êëîíèðîâàííûå êîíöåâûå
ôðàãìåíòû àäåíîâèðóñíîé ÄÍÊ ñîõðàíÿþò
ñâîþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. Ýòî ïîçâîëÿ-
åò ñóùåñòâåííî óïðîñòèòü ïðîöåäóðó êîíñòðóè-
ðîâàíèÿ ãèáðèäíûõ àäåíîâèðóñîâ, ñîäåðæàùèõ
÷óæåðîäíûå ãåíû.

Êàê îòìå÷àëîñü âûøå, â ïåðâûõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè êîí-
ñòðóèðîâàëè äåôåêòíûå ãèáðèäíûå àäåíîâè-
ðóñíûå ãåíîìû, äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êîòî-
ðûõ áûë íåîáõîäèì âèðóñ-ïîìîùíèê. Èññëåäî-
âàòåëè âûíóæäåíû áûëè ðàáîòàòü ñî ñìåøàí-
íîé ïîïóëÿöèåé âèðóñîâ, ïðè÷åì ñîäåðæàíèå
ãèáðèäíîãî âèðóñà â òàêîé ïîïóëÿöèè áûëî
íå áîëåå 10 %. Â ñâÿçè ñ ýòèì íåñîìíåííûé èí-
òåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ðàçðàáîòêà âåêòîðíîé ñèñ-
òåìû àäåíîâèðóñîâ, íå òðåáóþùåé èñïîëüçîâà-
íèÿ âèðóñà-ïîìîùíèêà.

Íåäåôåêòíûå ãèáðèäíûå àäåíîâèðóñû ìîæ-
íî ïîëó÷àòü ïðè âñòðîéêå ÷óæåðîäíûõ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ â îáëàñòü 79–86 åä. êàðòû âèðóñíî-
ãî ãåíîìà, íåñóùåñòâåííóþ äëÿ ïðîäóêòèâíîé
èíôåêöèè àäåíîâèðóñà. Ïðè ýòîì äëÿ ôîðìèðî-
âàíèÿ èíôåêöèîííûõ âèðèîíîâ âåëè÷èíà ìîëå-
êóëû âèðóñíîé ÄÍÊ íå äîëæíà ïðåâûøàòü
105 % ãåíîìà Ad äèêîãî òèïà. Âî ôðàãìåíòå
ÄÍÊ Ad5, ñîäåðæàùåìñÿ â pBR322(60–100),
íàõîäÿòñÿ ñàéòû ðåñòðèêòàçû XbaI â ïîëîæåíè-
ÿõ 79 è 84 åä. êàðòû. Äàííóþ ïëàçìèäó Ê. Áåðê-
íåð è Ï. Øàðï (1982 ã.) îáðàáîòàëè XbaI è öèê-
ëèçîâàëè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû. Â ðåçóëüòàòå
áûë ïîëó÷åí äåëåöèîííûé âàðèàíò ïëàçìèäû
pBR322(60–100, �79–84), èìåþùèé åäèíñòâåí-
íîå ìåñòî ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé XbaI â ïîëî-
æåíèè 79/84. Ïî äàííîìó XbaI-ó÷àñòêó âñòðîè-
ëè ôðàãìåíò Ad5, íåñóùèé ãåí Å1b (3,8–15,5 åä.
êàðòû). Ãèáðèäíûé ôðàãìåíò ñîåäèíèëè in vitro
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Ðèñ. 14.19. Êîíñòðóèðîâàíèå in vitro

ãèáðèäíîãî àäåíîâèðóñà R105.

Áóêâàìè îáîçíà÷åíû ðåñòðèêöèîííûå ôðàãìåíòû, îáðà-
çóåìûå ôåðìåíòàìè BamHI (1) è ÅñoRI (2). R105 ïîëó÷åí
â ðåçóëüòàòå ëèãèðîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ ÅñoRI-À Ad5,
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ñ ôðàãìåíòîì ÄÍÊ (0–76) âèðóñà Ad5 dl313 (äå-
ëåöèîííûé ìóòàíò, óòðàòèâøèé ãåí Å1b). Ïîñëå
òðàíñôåêöèè ëèãàçíîé ñìåñüþ êëåòîê ëèíèè
293 ïîëó÷èëè âèðóñíîå ïîòîìñòâî è èçó÷èëè
ýêñïðåññèþ êëîíèðîâàííîãî ãåíà Å1b â êëåòêàõ
HeLa.

Í. Ñàéòî ñ ñîàâòîðàìè (1985 ã.) â ýòó æå íå-
ñóùåñòâåííóþ îáëàñòü ãåíîìà Ad5 âñòðîèëè
áóëüøóþ ÷àñòü (87 %) ãåíîìà âèðóñà ãåïàòè-
òà Â, ïîìåùåííóþ ïîä êîíòðîëü MLP. Ïîëó÷åí-
íûé ãèáðèäíûé âèðóñ Ad5-HBL ðàçìíîæàëñÿ
â êëåòêàõ HeLa áåç âèðóñà-ïîìîùíèêà. Ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü HBV ïðàâèëüíî òðàíñêðèáèðî-
âàëàñü â ñîñòàâå ãèáðèäíîãî ãåíîìà. Òåì íå ìå-
íåå òðàíñëÿöèè ìÐÍÊ HBV íå îáíàðóæåíî. Ýòî
ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè äðóãèõ ëàáîðàòîðèé
î òîì, ÷òî äëÿ ýôôåêòèâíîé òðàíñëÿöèè ÷óæå-
ðîäíûõ ìÐÍÊ íà ïîçäíåé ñòàäèè èíôåêöèè êëå-
òîê àäåíîâèðóñîì îáû÷íî íåîáõîäèìî, ÷òîáû
ýòè ìÐÍÊ íà 5�-êîíöå èìåëè ëèäåðíóþ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü ïîçäíèõ àäåíîâèðóñíûõ ìÐÍÊ.
Îäíàêî ýòî òðåáîâàíèå, ïî-âèäèìîìó, íå ÿâëÿ-
åòñÿ óíèâåðñàëüíûì. Íàïðèìåð, Ô. Àëîíñî-Êà-
ïëåí ñ ñîàâòîðàìè (1988 ã.) ïîêàçàëè, ÷òî ãåí-
ýêâèâàëåíò áåëêà íóêëåîêàïñèäà âèðóñà ãðèïïà
ýêñïðåññèðóåòñÿ â ñîñòàâå àäåíîâèðóñíîãî ãå-
íîìà ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà MLP íåçàâèñè-
ìî îò íàëè÷èÿ èëè îòñóòñòâèÿ òðåõñåãìåíòíîé
ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîçäíåé ìÐÍÊ
àäåíîâèðóñà.

Ä. Äæîíñîí ñ ñîàâòîðàìè (1988 ã.) â ðàéîí
ãåíà Å3 Ad5 âñòðîèëè ãèáðèäíûé ãåí, ñîñòîÿ-
ùèé èç ðàííåãî ïðîìîòîðà SV40 è ãåí-ýêâèâà-
ëåíòà ãëèêîïðîòåèíà Â (gB) âèðóñà ïðîñòîãî ãåð-
ïåñà òèïà 1. Ãèáðèäíûé âèðóñ AdgB-2 ýôôåê-
òèâíî ðåïëèöèðîâàëñÿ â êóëüòóðå êëåòîê è äå-
òåðìèíèðîâàë âûñîêèé óðîâåíü ïðîäóêöèè gB.

Ïðè âñòðîéêå ôðàãìåíòîâ â äðóãèå îáëàñòè
àäåíîâèðóñíîé ÄÍÊ áóäóò ïîëó÷àòüñÿ äåôåêò-
íûå âèðóñû. Îäíàêî, åñëè èñïîëüçîâàòü êîì-
ïëåìåíòèðóþùóþ ëèíèþ êëåòîê 293, â êîòîðîé
ýêñïðåññèðóþòñÿ ãåíû Å1a è E1b âèðóñà Ad5,
âèðóñû ñ íàðóøåííîé ðàííåé îáëàñòüþ Å1 ñïî-
ñîáíû ðàçìíîæàòüñÿ áåç âèðóñà-ïîìîùíèêà.
Òàê, Ê. Áåðêíåð è Ï. Øàðï â ñîñòàâå ïëàçìèäû
ê íåáîëüøîìó êîíöåâîìó ëåâîìó ôðàãìåíòó
(350 ïí) àäåíîâèðóñíîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùåìó ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè, íåîáõîäèìûå äëÿ ðåïëèêà-
öèè è óïàêîâêè ÄÍÊ, ïîäñòðîèëè ãèáðèäíûé
ãåí, ñîñòîÿùèé èç MLP àäåíîâèðóñà, êÄÍÊ
ãåíà äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû è ó÷àñòêà ïîëè-
àäåíèëèðîâàíèÿ SV40. Ïîëó÷åííóþ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ëèãèðîâàëè ñ XbaI-ôðàãìåíòîì Ad5
dl309 (3,8–100 åä. êàðòû) è ïîñëå òðàíñôåêöèè
êëåòîê ëèíèè 293 óñïåøíî îòîáðàëè êëîíû ãèá-

ðèäíûõ âèðóñîâ áåç èñïîëüçîâàíèÿ âèðóñà-ïî-
ìîùíèêà.

Þ. Ãëóçìàí ñ ñîàâòîðàìè (1982 ã.), äåëåòèðî-
âàâ in vitro XbaI-ôðàãìåíò â ðàéîíå 1,4–9,1 åä.
êàðòû ãåíîìà Ad5, ñêîíñòðóèðîâàëè âèðóñ
Ad5�E1/dl309, êîòîðûé ñîäåðæàë â ìåñòå äåëå-
öèè åäèíñòâåííûé XbaI-ñàéò. Ïî ýòîìó ñàéòó
âñòðîèëè ãèáðèäíûé ãåí, ñîñòîÿùèé èç ïîçäíå-
ãî ïðîìîòîðà àäåíîâèðóñà è êîäèðóþùåé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà À âèðóñà SV40. Ïðè èí-
ôåêöèè êëåòîê 293 ãèáðèäíûìè âèðóñàìè íà-
áëþäàëè ïðîäóêöèþ Ò- è t-àíòèãåíîâ SV40,
ñðàâíèìóþ ïî óðîâíþ ñ ñèíòåçîì ñòðóêòóðíûõ
áåëêîâ àäåíîâèðóñà. Îðèåíòàöèÿ âñòðîåííîãî
ãåíà îòíîñèòåëüíî ãåíîìà âåêòîðíîãî âèðóñà
íå îêàçûâàëà çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà ýôôåêòèâ-
íîñòü ñèíòåçà ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ. Ãèáðèäíûå
âèðóñû ïðè ïàññèðîâàíèè íà êóëüòóðå êëåòîê
áûëè ñòàáèëüíû.

Â ýòîé æå ëàáîðàòîðèè â 1986 ã. â ñîñòàâ
Ad5�E1/dl309 âñòðîèëè ãåí-ýêâèâàëåíò áîëü-
øîãî Ò-àíòèãåíà âèðóñà ïîëèîìû (Ðó), îáúåäè-
íåííûé ñ MLP àäåíîâèðóñà òèïà 2. Â êëåòêàõ
ëèíèè 293, èíôèöèðîâàííûõ ïîëó÷åííûì ãèá-
ðèäíûì âèðóñîì Ad5PyR39, íàáëþäàëè ñèíòåç
Ò-àíòèãåíà Ðy. Ïðè÷åì óðîâåíü ïðîäóêöèè ýòî-
ãî áåëêà áûë â 5 ðàç âûøå, ÷åì â êëåòêàõ ìûøè,
èíôèöèðîâàííûõ âèðóñîì ïîëèîìû.

Ê. âàí Äîðåí ñ ñîàâòîðàìè (1984 ã.), ââåäÿ
â ðàéîí ãåíà E1 àäåíîâèðóñà 5 ãèáðèäíûé ãåí,
ñîñòîÿùèé èç ïðîìîòîðà âèðóñà SV40 è ñòðóê-
òóðíîãî ãåíà áàêòåðèàëüíîé àìèíîãëèêîçèä-
3�-ôîñôîòðàíñôåðàçû, ïîëó÷èëè ãèáðèäíûé
âèðóñ, êîòîðûé îáåñïå÷èâàë óñòîé÷èâîñòü êóëü-
òóð êëåòîê ê àíòèáèîòèêó G-418. Ãèáðèäíûé
âèðóñ ýôôåêòèâíî ðàçìíîæàëñÿ áåç âèðóñà-ïî-
ìîùíèêà íà êóëüòóðå 293, à ïðè èíôèöèðîâà-
íèè êóëüòóð CV-1 è Rat2 âèðóñíàÿ ÄÍÊ èíòåã-
ðèðîâàëàñü â ãåíîì êëåòîê.

Â ðàññìîòðåííûõ ðàáîòàõ ãèáðèäíûå âè-
ðóñíûå ãåíîìû îáû÷íî êîíñòðóèðîâàëè in vitro

è çàòåì òðàíñôèöèðîâàëè â ÷óâñòâèòåëüíûå
êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ. Â ðåäêèõ ñëó÷àÿõ ðå-
êîìáèíàíòíûå àäåíîâèðóñû îòáèðàëè ïîñëå
ââåäåíèÿ êîòðàíñôåêöèåé âèðóñíîé ÄÍÊ è ãèá-
ðèäíîé ïëàçìèäû â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ
è ïîñëåäóþùåé ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè
in vivo. Îäíàêî â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ÷àñòî îáðà-
çîâûâàëèñü âèðóñíûå êëîíû ñ íåçàïëàíèðîâàí-
íîé ñòðóêòóðîé ãåíîìà, ïîýòîìó òðåáîâàëñÿ
àíàëèç îòíîñèòåëüíî áîëüøîãî ÷èñëà íåçàâèñè-
ìûõ âèðóñíûõ êëîíîâ è èõ òùàòåëüíàÿ î÷èñòêà
îò âîçìîæíîãî çàãðÿçíåíèÿ íåðåêîìáèíàíòíûì
âèðóñîì.
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Ê. Øàðòåð ñ ñîàâòîðàìè â 1996 ã. ïðåäëîæè-
ëè íîâûé ïîäõîä, ñîñòîÿùèé â ñîçäàíèè ðåêîì-
áèíàíòíûõ àäåíîâèðóñíûõ ãåíîìîâ â êëåòêàõ
E. coli ñ èñïîëüçîâàíèåì âûñîêîýôôåêòèâíîé
áàêòåðèàëüíîé ñèñòåìû ãîìîëîãè÷íîé ðåêîì-
áèíàöèè. Íà ïåðâîì ýòàïå ïîëíîðàçìåðíûé ãå-
íîì Ad5 (36 òïí) è ïëàçìèäó pTG3601 (2 òïí),
ãèäðîëèçîâàííóþ ðåñòðèêòàçîé BglII, ñîâìåñò-
íî ââåëè â êëåòêè E. coli, ãäå ïðîèçîøëà ðåêîì-
áèíàöèÿ ïî îáëàñòÿì ãîìîëîãèè è âåñü àäåíîâè-
ðóñíûé ãåíîì âñòðîèëñÿ â ïëàçìèäó (ðèñ. 14.20).
Ïîëó÷åííàÿ ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà pTG3602 áûëà
ñòàáèëüíà â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ. Âñòðîåí-
íûé â ïëàçìèäó âèðóñíûé ãåíîì áûë îãðàíè÷åí
ìåñòàìè ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé PacI, ó÷àñòêè
óçíàâàíèÿ êîòîðîé â ÄÍÊ âèðóñà Ad5 îòñóòñò-
âóþò. Ïîñëå ðàñùåïëåíèÿ pTG3602 ðåñòðèêòà-
çîé PacI è òðàíñôåêöèè ïîëó÷åííûì ãèäðîëè-
çàòîì êëåòîê ëèíèè 293 îáðàçîâûâàëîñü áîëü-
øîå ÷èñëî âèðóñíûõ áëÿøåê. Â äàëüíåéøåì
ïëàçìèäó pTG3602 èñïîëüçîâàëè äëÿ âñòðîéêè
öåëåâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé: â ðàéîí àäåíî-
âèðóñíîãî ãåíà E3 áûë âñòðîåí ïðîìîòîð âèðó-
ñà ñàðêîìû Ðàóñà (ðèñ. 14.21, à), à â ðàéîí ãåíà
E1 — ýêñïðåññèîííàÿ êîíñòðóêöèÿ ÷åëîâå÷å-
ñêîãî ôàêòîðà êîàãóëÿöèè IX (ðèñ. 14.21, á). Ïî-
ëó÷åííûå â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ ðåêîìáè-
íàíòíûå âèðóñíûå ãåíîìû â ïåðìèññèâíûõ äëÿ
Ad5 êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ äàëè íà÷àëî âèðó-
ñàì ñ êîíñòèòóòèâíîé ýêñïðåññèåé ãåíà E3 èëè
ýôôåêòèâíîé ïðîäóêöèåé ôàêòîðà IX.

Ðàçðàáîòàííûé óïðîùåííûé ìåòîä ñîçäà-
íèÿ ðåêîìáèíàíòíûõ àäåíîâèðóñîâ ïîëó÷èë

øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå è èñïîëüçóåòñÿ ìíî-
ãèìè ëàáîðàòîðèÿìè.

Êàê óæå îòìå÷àëîñü, ïðè êîíñòðóèðîâàíèè
ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ íà îñíîâå àäåíîâèðó-
ñîâ ïî÷òè âåñü âèðóñíûé ãåíîì (äî 36 òïí)
ìîæíî çàìåñòèòü ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ, âûðàùèâàÿ
ãèáðèä â ïðèñóòñòâèè âèðóñà-ïîìîùíèêà. Òà-
êàÿ êîíñòðóêöèÿ ïîëó÷èëà íàçâàíèå âûïîòðî-

øåííûé âåêòîð (gutless vector). Ãðóïïà èññëå-
äîâàòåëåé, ðóêîâîäèìàÿ Ô. Ãðýõýìîì, ïðåäëî-
æèëà â 1996 ã. ýôôåêòèâíûé ìåòîä óäàëåíèÿ âè-
ðóñà-ïîìîùíèêà èç ñìåñè ñ ðåêîìáèíàíòíûì
àäåíîâèðóñîì. Àâòîðû âîñïîëüçîâàëèñü ñâîé-
ñòâàìè ñèñòåìû ñàéòñïåöèôè÷åñêîé ðåêîìáè-
íàöèè ôàãà Ð1 cre/lox (ñì. ïîäðîáíåå 18.3.2).
Â ãåíîìå âèðóñà-ïîìîùíèêà ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü �+, íåîáõîäèìóþ äëÿ óïàêîâêè ÄÍÊ
â âèðèîí, îãðàíè÷èëè ñ äâóõ ñòîðîí ýëåìåíòàìè
loxP è ââåëè äåëåöèþ ïî ãåíó E1, ÷òîáû âèðóñ
ìîã ðàçìíîæàòüñÿ òîëüêî íà êîìïëåìåíòèðóþ-
ùåé êóëüòóðå êëåòîê 293 (ðèñ. 14.22). Âûïîòðî-
øåííûé âåêòîð ñîäåðæèò öåëåâîé ãåí è ïðè íå-
îáõîäèìîñòè áàëëàñòíóþ ÄÍÊ (íàïðèìåð, ÄÍÊ
ôàãà �), òàê êàê ñóììàðíûé ðàçìåð âèðóñíîé
ÄÍÊ äîëæåí íàõîäèòüñÿ â ïðåäåëàõ 75–105 %
ãåíîìà äèêîãî òèïà. Äëÿ ðàçðàáîòàííîé âåêòîð-
íîé ñèñòåìû íà îñíîâå êóëüòóðû êëåòîê ëèíèè
293 ñîçäàëè ëèíèþ 293Cre, ñòàáèëüíî ýêñïðåñ-
ñèðóþùóþ ôàãîâóþ ðåêîìáèíàçó Cre. Êîòðàíñ-
ôåêöèÿ êëåòîê ëèíèè 293Cre ÄÍÊ ðåêîìáè-
íàíòíîãî âûïîòðîøåííîãî àäåíîâèðóñà è âèðó-
ñà-ïîìîùíèêà ïðèâîäèò ê ðåïëèêàöèè è óïà-
êîâêå ðåêîìáèíàíòíîãî âèðóñíîãî ãåíîìà çà
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ñ÷åò òðàíñ-ôóíêöèé âèðóñà-ïîìîùíèêà. Â òî
æå âðåìÿ ó÷àñòîê �+ âûùåïëÿåòñÿ èç ÄÍÊ âè-
ðóñà-ïîìîùíèêà, è îíà íå ìîæåò áûòü óïàêîâà-
íà â âèðèîíû (ñì. ðèñ. 14.22). Òèòð ðåêîìáè-
íàíòíîãî âèðóñà ìîæåò áûòü óâåëè÷åí â ðåçóëü-
òàòå ïîâòîðíûõ ïàññàæåé íà êóëüòóðå êëåòîê
293Cre, èíôèöèðîâàííûõ ðàññìîòðåííûì âèðó-
ñîì-ïîìîùíèêîì.

Ðàçðàáîòàííûé ìåòîä èçáàâëåíèÿ îò âèðó-
ñà-ïîìîùíèêà áûë èñïîëüçîâàí Ô. Ãðýõýìîì
ñ ñîàâòîðàìè (1998 ã.) äëÿ ïîëó÷åíèÿ âûïîòðî-
øåííîãî àäåíîâèðóñà, ýêñïðåññèðóþùåãî ãåí
ëåïòèíà — ìîäóëÿòîðà àïïåòèòà. Ïîëó÷åííûé
ðåêîìáèíàíò ñðàâíèâàëè ñ àäåíîâèðóñîì, ó êî-
òîðîãî ãåí ëåïòèíà áûë âñòðîåí âìåñòî ãåíà

Å1, à îñòàëüíàÿ ÷àñòü âèðóñíîãî ãåíîìà îñòà-
ëàñü áåç èçìåíåíèÿ. Îêàçàëîñü, ÷òî âûïîòðî-
øåííûé ðåêîìáèíàíòíûé Ad â îòëè÷èå îò
êëàññè÷åñêîãî ãèáðèäíîãî Ad â îðãàíèçìå ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ ïðîÿâëÿåò ãîðàçäî
ìåíüøóþ ãåïàòîòîêñè÷íîñòü è îáåñïå÷èâàåò
ýôôåêòèâíóþ äîñòàâêó è ýêñïðåññèþ öåëåâîãî
ãåíà in vivo.

Òàêèì îáðàçîì, èìåþùèåñÿ ìåòîäû ïîçâî-
ëÿþò äîñòàòî÷íî ïðîñòî ñîçäàâàòü ðàçëè÷íûå
ðåêîìáèíàíòíûå àäåíîâèðóñû. Îñíîâíûìè íà-
ïðàâëåíèÿìè èñïîëüçîâàíèÿ ãèáðèäíûõ àäåíî-
âèðóñîâ ÿâëÿþòñÿ ñîçäàíèå ðåêîìáèíàíòíûõ
âàêöèí è òðàíñäóêöèÿ öåëåâûõ ãåíîâ in vivo

ñ öåëüþ ãåíîòåðàïèè.
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Ðèñ. 14.21. Êîíñòðóèðîâàíèå ðåêîìáèíàíòíûõ àäåíîâèðóñíûõ ãåíîìîâ
ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèåé â E. coli:

à — âñòðîéêà â ãåí Å3 ó÷àñòêà, ñîäåðæàùåãî ïðîìîòîð âèðóñà ñàðêîìû Ðàóñà (LTRRSV);
á — âñòðîéêà â ãåí Å1 ãåíà ÷åëîâå÷åñêîãî ôàêòîðà êîàãóëÿöèè IX (hFIX)

Ðèñ. 14.22. Ñèñòåìà ïîëó÷åíèÿ âûïîòðîøåííûõ ãèáðèäíûõ àäåíîâèðóñîâ,
ñâîáîäíûõ îò âèðóñà-ïîìîùíèêà.

À — áàëëàñòíàÿ ÄÍÊ; ITR — èíâåðòèðîâàííûå êîíöåâûå ïîâòîðû



14.3.3. Ðåêîìáèíàíòíûå àäåíîâèðóñíûå
âàêöèíû

Íà÷èíàÿ ñ 1960-õ ãã. äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ
îñòðûõ ðåñïèðàòîðíûõ çàáîëåâàíèé ïåðñîíàë
àðìèè ÑØÀ âàêöèíèðóþò æèâîé àäåíîâèðóñ-
íîé âàêöèíîé, êîòîðàÿ ñîñòîèò èç ñìåñè íåàòòå-
íóèðîâàííûõ àäåíîâèðóñîâ òèïîâ 4 è 7, ÷àñòî
ÿâëÿþùèõñÿ ïðè÷èíîé ðåñïèðàòîðíûõ çàáîëå-
âàíèé. Âàêöèíà óïàêîâàíà â êàïñóëû, ÷òî èñ-
êëþ÷àåò èíôèöèðîâàíèå äûõàòåëüíûõ ïóòåé
è îáåñïå÷èâàåò äîñòàâêó âèðóñíîãî ïðåïàðàòà
â êèøå÷íèê (îðàëüíàÿ âàêöèíà). Èíôèöèðîâà-
íèå êèøå÷íîãî òðàêòà ïðîòåêàåò áåññèìïòîìíî,
íî ñîçäàåò ýôôåêòèâíûé èììóíèòåò ïðîòèâ ãî-
ìîëîãè÷íûõ âèðóñîâ, à òàêæå âûðàæåííûé,
õîòÿ è ìåíåå íàïðÿæåííûé, èììóíèòåò ïðîòèâ
äðóãèõ òèïîâ àäåíîâèðóñîâ.

Ðàçâèòèå ãåííî-èíæåíåðíûõ ðàáîò íà àäå-
íîâèðóñàõ àêòèâèçèðîâàëî èíòåðåñ èññëåäîâà-
òåëåé ê ýòèì âèðóñàì êàê ìîëåêóëÿðíûì âåêòî-
ðàì äëÿ ñîçäàíèÿ æèâûõ ðåêîìáèíàíòíûõ âàê-
öèí íå òîëüêî ïðîòèâ àäåíîâèðóñîâ, íî è ïðî-
òèâ äðóãèõ ïàòîãåíîâ. Ïîñêîëüêó àäåíîâèðóñû
ïðîíèêàþò â îðãàíèçì ÷åðåç ñëèçèñòûå, îíè èí-
äóöèðóþò íå òîëüêî ñèñòåìíûé, íî è ìåñòíûé
èììóííûé îòâåò (ïîäðîáíåå ñì. 19.6.2), ÷òî
î÷åíü âàæíî äëÿ çàùèòû îò ðàçëè÷íûõ èíôåê-
öèîííûõ àãåíòîâ. Ðàññìîòðèì íåêîòîðûå èç ðà-
áîò ïî ñîçäàíèþ ðåêîìáèíàíòíûõ âàêöèí íà îñ-
íîâå àäåíîâèðóñîâ.

Îäíó èç ïåðâûõ ïîäîáíûõ ðàáîò âûïîëíèëè
Ñ. Áýëëåé ñ ñîàâòîðàìè (1985 ã.). Â ðàéîí Å1 âè-
ðóñà Ad5 âñòðîèëè êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ãåíà S èëè ïðå-S2-S-îáëàñòè HBV, ïîìåñ-
òèâ èõ ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðà ãåíà Å1a. Ãèá-
ðèäíûå àäåíîâèðóñû ïðîäóöèðîâàëè â êëåòêàõ
ëèíèè 293 ïîëíîöåííûå áåëêè âèðóñà ãåïàòè-
òà Â, êîòîðûå ôîðìèðîâàëè èììóíîãåííûå
HBsAg-÷àñòèöû.

Ã. Àëõàòèá è Ä. Áðýäèñ (1988 ã.) ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàëè ýôôåêòèâíûé ñèíòåç ãåìàããëþòèíèíà
âèðóñà êîðè â êóëüòóðå 293, èíôèöèðîâàííîé
ãèáðèäíûì àäåíîâèðóñîì, ó êîòîðîãî ãåí-ýêâè-
âàëåíò ãåìàããëþòèíèíà áûë âñòðîåí â ðàéîí Å1

ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðà MLP òàê, ÷òî ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü, êîäèðóþùàÿ òðåõñåãìåíòíóþ ëè-
äåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîçäíåé ìÐÍÊ, ñî-
õðàíèëàñü. Òå æå àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè âû-
ñîêîé ìíîæåñòâåííîñòè çàðàæåíèÿ ãèáðèäíûì
àäåíîâèðóñîì íåêîìïëåìåíòèðóþùèõ ëèíèé
êëåòîê HeLa è Vero (íå ýêñïðåññèðóþò Å1) â íèõ
ïðîèñõîäèò, õîòÿ è íà íèçêîì óðîâíå, ñèíòåç ÷ó-
æåðîäíîãî áåëêà.

À. Ìýñîí ñ ñîàâòîðàìè (1988 ã.) íà îñíîâå
àäåíîâèðóñà ÷åëîâåêà Ad7 ïîëó÷èëè äâà ãèáðèä-

íûõ âàðèàíòà, ýêñïðåññèðóþùèõ ïîâåðõíîñò-
íûé àíòèãåí âèðóñà ãåïàòèòà Â. Â ïåðâîì ãèáðè-
äå â ðàéîí ãåíà Å3 âèðóñà Ad7 ïîä êîíòðîëü ïðî-
ìîòîðà ýòîãî ãåíà âñòðîèëè êîäèðóþùóþ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü HBsAg. Â äðóãîì ãèáðèäå ãåí-ýê-
âèâàëåíò HBsAg, îáúåäèíåííûé ñ ïðîìîòîðîì
MLP è ëèäåðíîé 5�-êîíöåâîé ÷àñòüþ ïîçäíèõ
ãåíîâ, ââåëè â ðàéîí ìåæäó ãåíîì Å4 è ITR. Îáà
ãèáðèäíûõ âèðóñà áûëè íåäåôåêòíû è íîðìàëü-
íî ðàçìíîæàëèñü íà êóëüòóðå êëåòîê. Õîòÿ àäå-
íîâèðóñû èìåþò î÷åíü óçêèé êðóã õîçÿåâ, äëÿ
íèõ óäàåòñÿ ïîäîáðàòü ÷àñòè÷íî ÷óâñòâèòåëüíûõ
ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ. Òàê, Ad4 ñïîñîáåí îã-
ðàíè÷åííî ðåïëèöèðîâàòüñÿ â îðãàíèçìå õîìÿ-
êîâ, a Ad7 — ñîáàê. Ïðè çàðàæåíèè áîëüøîé äî-
çîé ãèáðèäíîãî âèðóñà â îðãàíèçìå ëàáîðàòîð-
íûõ æèâîòíûõ îáíàðóæåíî ôîðìèðîâàíèå èì-
ìóííîãî îòâåòà êàê ïðîòèâ àäåíîâèðóñà, òàê
è ïðîòèâ âèðóñà ãåïàòèòà Â.

Ñ. Äæàêîáñ ñ ñîàâòîðàìè (1992 ã.) âñòðîèëè
â ðàéîí ãåíà Å1 âèðóñà Ad5 êîäèðóþùóþ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü áåëêà NS1 âèðóñà êëåùåâîãî ýí-
öåôàëèòà, ñîñòûêîâàííóþ ñ êîíñòèòóòèâíûì
ïðîìîòîðîì öèòîìåãàëîâèðóñà, è â ýêñïåðèìåí-
òàõ íà ìûøàõ ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî èíúåê-
öèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî àäåíîâèðóñà îáóñëîâëèâà-
ëà ðàçâèòèå èììóííîãî îòâåòà è çàùèòó æèâîò-
íûõ îò âèðóñà êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà.

À. Ôóêñ ñ ñîàâòîðàìè (1998 ã.) ñîçäàëè ðåï-
ëèêàòèâíî äåôåêòíûé âèðóñ Ad5, ïðîäóöèðóþ-
ùèé ãåìàããëþòèíèí âèðóñà êîðè, è íà ìîäåëè
ìûøåé ïðè îðàëüíîé âàêöèíàöèè âûÿâèëè åãî
çàùèòíûé ýôôåêò ïðîòèâ ýòîé èíôåêöèè.

Ê. Áðþñ ñ ñîàâòîðàìè (1999 ã.) ïîêàçàëè, ÷òî
Ad5, ýêñïðåññèðóþùèé ãåí env âèðóñà èììóíî-
äåôèöèòà ÷åëîâåêà, îáóñëîâëèâàåò êàê ãóìî-
ðàëüíûé, òàê è êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò ïðî-
òèâ äàííîãî âèðóñà ó ìûøåé.

Âîïðîñ îá èñïîëüçîâàíèè ãèáðèäíûõ àäå-
íîâèðóñîâ â êà÷åñòâå æèâûõ âàêöèí äëÿ ÷åëîâå-
êà ïîêà îêîí÷àòåëüíî íå ðåøåí. Ýêñïåðèìåíòû
íà ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ ÷àñòî íå äàþò îäíî-
çíà÷íûõ ðåçóëüòàòîâ. Ïðèìåíåíèå æå ãèáðèä-
íûõ âàðèàíòîâ àäåíîâèðóñîâ äëÿ èììóíèçàöèè
æèâîòíûõ ÿâëÿåòñÿ áîëåå ïðîñòîé çàäà÷åé, ïî-
ñêîëüêó ñâîéñòâà òàêèõ âèðóñîâ ìîæíî èçó÷àòü
ñðàçó íà åñòåñòâåííûõ õîçÿåâàõ.

Íàïðèìåð, Ã. Áàåð ñ ñîàâòîðàìè (1989 ã.) ïî-
êàçàëè âîçìîæíîñòü îðàëüíîé âàêöèíàöèè ñî-
áàê ÷åðåç ïðèìàíêè, ñîäåðæàùèå ñîáà÷èé àäå-
íîâèðóñ òèïà 2. Â âûñîêèõ òèòðàõ ýòîò âèðóñ
âûçûâàåò îáðàçîâàíèå âèðóñíåéòðàëèçóþùèõ
àíòèòåë òàêæå ó ëèñèö, ñêóíñîâ, åíîòîâ è ìàí-
ãóñòîâ. Ïîñëå ââåäåíèÿ â ãåíîì òàêîãî âèðóñà
ýêñïðåññèðóåìîãî ãåí-ýêâèâàëåíòà ïðîòåêòèâ-
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íîãî àíòèãåíà âèðóñà áåøåíñòâà ìîæíî ïîëó-
÷èòü æèâóþ àäåíîâèðóñíóþ âàêöèíó. Îíà áóäåò
îáåñïå÷èâàòü ýôôåêòèâíóþ âàêöèíàöèþ äèêèõ
æèâîòíûõ ïðîòèâ áåøåíñòâà ñ ïîìîùüþ ïðèìà-
íîê, ñîäåðæàùèõ ãèáðèäíûé àäåíîâèðóñ. Ïðè-
÷åì èììóíèçèðîâàííûå æèâîòíûå ìîãóò ïåðå-
äàâàòü ãèáðèäíûé àäåíîâèðóñ äðóãèì îñîáÿì
îáû÷íûì âîçäóøíî-êàïåëüíûì ïóòåì. Òåì ñà-
ìûì àäåíîâèðóñû ìîãóò îáåñïå÷èòü äîñòèæå-
íèå áîëåå âûñîêîãî óðîâíÿ âàêöèíàöèè ïîïóëÿ-
öèè äèêèõ æèâîòíûõ ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè
âèðóñíûìè ñèñòåìàìè, íàïðèìåð îðòîïîêñâè-
ðóñàìè (ñì. 14.5).

Ë. Ôèøåð ñ ñîàâòîðàìè (2002 ã.) ñîçäàëè ðå-
êîìáèíàíòíûå âàðèàíòû CAV2, ïðîäóöèðóþùèå
ãåìàããëþòèíèí èëè F-àíòèãåí âèðóñà ÷óìû ñî-
áàê (ðîäñòâåí âèðóñó êîðè ÷åëîâåêà). Èíòðàíà-
çàëüíàÿ èììóíèçàöèÿ ùåíêîâ ñìåñüþ ðåêîìáè-
íàíòíûõ àäåíîâèðóñîâ îáåñïå÷èâàëà ýôôåêòèâ-
íóþ çàùèòó æèâîòíûõ îò âèðóñà ÷óìû ñîáàê.

14.3.4. Ãåííàÿ òåðàïèÿ

Àäåíîâèðóñû îáëàäàþò ðÿäîì ñâîéñòâ, êî-
òîðûå ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü èõ â êà÷åñòâå
ïåðñïåêòèâíîé âåêòîðíîé ñèñòåìû äëÿ ãåííîé
òåðàïèè:
• àäåíîâèðóñíûå ÷àñòèöû ñïîñîáíû èíôèöè-

ðîâàòü øèðîêèé ñïåêòð ðàçíûõ òèïîâ êëå-
òîê (êàê äåëÿùèõñÿ, òàê è ïîêîÿùèõñÿ) ÷óâ-
ñòâèòåëüíîãî õîçÿèíà;

• âèðóñíàÿ ÄÍÊ â ñîñòàâå êàïñèäà äîñòàâëÿ-
åòñÿ ê ÿäðó çàðàæåííîé êëåòêè, ïåðåíîñèòñÿ
â ÿäðî, ãäå ïðîèñõîäèò ýêñïðåññèÿ ãåíîâ,
íàõîäÿùèõñÿ â âèðóñíîì ãåíîìå;

• àäåíîâèðóñû ÷åëîâåêà íå îíêîãåííû;
• ãèáðèäíûå ðåïëèêàòèâíî äåôåêòíûå àäåíî-

âèðóñû ñïîñîáíû ðàçìíîæàòüñÿ òîëüêî
â ñïåöèàëüíûõ êîìïëåìåíòèðóþùèõ êóëü-
òóðàõ êëåòîê, íî íå â çàðàæåííîì îðãàíèç-
ìå, îáåñïå÷èâàÿ ïðè ýòîì òðàíñäóêöèþ öå-
ëåâûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ ãåíîâ â ÿäðà êëåòîê
in vivo;

• â ãåíîì àäåíîâèðóñîâ ìîæåò áûòü âñòðîåí
çíà÷èòåëüíûé îáúåì ãåíåòè÷åñêîãî ìàòå-
ðèàëà (äî 36 òïí).
Êðîìå òîãî, ñîâðåìåííàÿ òåõíîëîãèÿ ïðîèç-

âîäñòâà è î÷èñòêè àäåíîâèðóñîâ îáåñïå÷èâàåò
âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ñ òèòðîì äî
1013 ÷àñòèö â 1 ìë, ïðèãîäíûõ äëÿ êëèíè÷åñêîãî
ïðèìåíåíèÿ.

Íàèáîëüøåå ÷èñëî ðàáîò ñ àäåíîâèðóñàìè
íàïðàâëåíû íà ñîçäàíèå ñòðàòåãèé ãåííîé òåðà-
ïèè ðàêîâûõ îïóõîëåé. Ïåðâàÿ ãðóïïà èññëåäî-
âàíèé ïîñâÿùåíà ñóïðåññèè îïóõîëåé. Èçâåñò-
íî, ÷òî ìóòàöèè â ãåíå áåëêà p53 ïðèâîäÿò ê ðàç-

âèòèþ ó ÷åëîâåêà ðàçëè÷íûõ îïóõîëåé. Òðàíñ-
äóêöèÿ ñ ïîìîùüþ ãèáðèäíûõ àäåíîâèðóñîâ
ãåíà áåëêà ð53 äèêîãî òèïà ïîçâîëèëà ýôôåêòèâ-
íî ïîäàâëÿòü îáðàçîâàíèå íåêîòîðûõ îïóõîëåé
íà ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ ëàáîðàòîðíûõ æèâîò-
íûõ. Ïðîâîäÿòñÿ êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ òàêèõ
ãèáðèäíûõ àäåíîâèðóñîâ ïðè òåðàïèè ðàêà ëåã-
êèõ, ïå÷åíè, îáëàñòè ãîëîâû è øåè.

Äðóãîé ïîäõîä ñîñòîèò â ñåëåêòèâíîì óíè÷-
òîæåíèè ðàêîâûõ êëåòîê. Äëÿ ýòîãî â àäåíîâè-
ðóñíûé âåêòîð âñòðàèâàþò òàê íàçûâàåìûé ñóè-

öèäíûé ãåí. Â ýòèõ öåëÿõ àêòèâíî èñïîëüçóþò
ãåí òèìèäèíêèíàçû âèðóñà ãåðïåñà. Òèìèäèí-
êèíàçà âèðóñà ãåðïåñà ñïîñîáíà ôîñôîðèëèðî-
âàòü ãàíöèêëîâèð. Ïðè ââåäåíèè ýòîãî ïðåïàðà-
òà â çàðàæåííûõ ãèáðèäíûì Ad êëåòêàõ áóäåò
ïðîèñõîäèòü òåðìèíàöèÿ ñèíòåçà ÄÍÊ, ÷òî
â èòîãå ïðèâåäåò ê èõ ãèáåëè. Äðóãîé ñóèöèä-
íûé ãåí êîäèðóåò öèòîçèí-äåçàìèíàçó, êîòîðàÿ
ìîäèôèöèðóåò ââåäåííûé 5-ôëóîðîöèòîçèí,
÷òî òàêæå ÿâëÿåòñÿ ãóáèòåëüíûì äëÿ êëåòêè.
Òåðàïèÿ îïóõîëåé ñ ïîìîùüþ ñóèöèäíûõ ãèá-
ðèäîâ àäåíîâèðóñîâ, ñîâìåùåííàÿ ñ ðàäèîòåðà-
ïèåé, ìîæåò ïðèâîäèòü ê çíà÷èòåëüíîìó óìåíü-
øåíèþ îïóõîëè. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ íàèëó÷øèé
ðåçóëüòàò óäàåòñÿ ïîëó÷èòü ïðè íàïðàâëåííîì
èíôèöèðîâàíèè îïóõîëè àäåíîâèðóñîì è èñ-
ïîëüçîâàíèè äëÿ ýêñïðåññèè öåëåâîãî ãåíà òêà-
íåñïåöèôè÷íûõ ïðîìîòîðîâ.

Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ 15 ëåò ïîêàçàëè,
÷òî ãëàâíûìè íåäîñòàòêàìè àäåíîâèðóñîâ ïðè
òðàíñäóêöèè ãåíîâ ÿâëÿþòñÿ èììóííûé îòâåò
ïðîòèâ áåëêîâ âèðóñà è òîêñè÷íîñòü äëÿ ïå÷åíè
ïðè ñèñòåìíîì ââåäåíèè Ad â âûñîêîé êîíöåí-
òðàöèè. Ñ ïåðâûì ìîæíî áîðîòüñÿ, èñïîëüçóÿ
âûïîòðîøåííûå àäåíîâèðóñíûå âåêòîðû, ñî
âòîðûì — ââîäÿ àäåíîâèðóñ íåïîñðåäñòâåííî
â îðãàí-ìèøåíü.

Äðóãîé íåäîñòàòîê àäåíîâèðóñîâ — øèðî-
êèé òêàíåâîé òðîïèçì. Ïîýòîìó ó÷åíûå óäåëÿ-
þò áîëüøîå âíèìàíèå ïîëó÷åíèþ àäåíîâèðó-
ñîâ, ñïåöèôè÷íûõ ê îïðåäåëåííîìó òèïó êëå-
òîê.

Â 1997 ã. íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ìëåêîïè-
òàþùèõ áûë âûÿâëåí ãëèêîïðîòåèí KAP —
ïåðâè÷íûé ðåöåïòîð Ad2 è Ad5 ÷åëîâåêà, ñ êî-
òîðûì âûñîêîàôôèííî ñâÿçûâàåòñÿ ãëîáóëÿð-
íûé äîìåí øèïîâ âèðèîíîâ. Øèïû àäåíîâè-
ðóñíûõ êàïñèäîâ ÿâëÿþòñÿ ãîìîòðèìåðàìè ïî-
ëèïåïòèäà (ó Ad5 èìååò ðàçìåð 582 ÀÊ), â êîòî-
ðîì âûäåëÿþò òðè îñíîâíûõ äîìåíà: N-êîíöå-
âîé õâîñòîâîé äîìåí (ÕÄ), öåíòðàëüíûé äîìåí
(ÖÄ) è Ñ-êîíöåâîé ãëîáóëÿðíûé äîìåí (ÃÄ)
(ðèñ. 5 íà öâ. âêëåéêå). Êîðîòêèé ÕÄ îáåñïå÷è-
âàåò âñòðàèâàíèå øèïîâ â âèðèîí è ïåðåíîñ
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ñèíòåçèðóåìûõ øèïîâ èç öèòîïëàçìû â ÿäðî.
ÃÄ íåîáõîäèì äëÿ òðèìåðèçàöèè ïîëèïåïòèäà.

Ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ ê ïåðâè÷íîìó ðåöåï-
òîðó Ad ñâÿçûâàåòñÿ ñ èíòåãðèíàìè, êîòîðûå
îáåñïå÷èâàþò âõîæäåíèå âèðèîíà âíóòðü êëåò-
êè. Ïîýòîìó èíòåãðèíû íàçûâàþò âòîðè÷íûìè
ðåöåïòîðàìè àäåíîâèðóñîâ.

Òêàíåâàÿ ñïåöèôè÷íîñòü âåêòîðíîãî âèðóñà
îïðåäåëÿåòñÿ óðîâíåì ýêñïðåññèè âèðóñíûõ ðå-
öåïòîðîâ íà ïîâåðõíîñòè ñîñòàâëÿþùèõ òêàíü
êëåòîê. KAP è èíòåãðèíû ýêñïðåññèðóþòñÿ
ìíîãèìè òèïàìè êëåòîê ÷åëîâåêà. Ýòî ïîçâîëÿ-
åò èñïîëüçîâàòü àäåíîâèðóñû äëÿ ãåííîé òåðà-
ïèè ïðè ëîêàëüíîì ââåäåíèè, îäíàêî ïðè ñèñ-
òåìíîì ââåäåíèè øèðîêèé òêàíåâîé òðîïèçì
Ad ïðèâîäèò ê íåàäðåñíîé äîñòàâêå òåðàïåâòè-
÷åñêîãî ãåíà.

Íàöåëèâàòü àäåíîâèðóñ íà îïðåäåëåííûå
êëåòêè, èìåþùèå ñïåöèôè÷íûå ïîâåðõíîñòíûå
àíòèãåíû, íàèáîëåå ïðîñòî óäàåòñÿ ñ ïîìîùüþ
êîíúþãàòîâ (ðèñ. 14.23). Äàííûé ïîäõîä ðåàëè-
çîâàí íà ðàçëè÷íûõ ðàêîâûõ îïóõîëÿõ, äëÿ êî-
òîðûõ ïîêàçàíà ñåëåêòèâíàÿ òðàíñäóêöèÿ àäå-
íîâèðóñíûìè âåêòîðàìè âñòðîåííûõ â íèõ
òðàíñãåíîâ. Íåñìîòðÿ íà î÷åâèäíûå äîñòîèíñò-
âà, ñòðàòåãèÿ èñïîëüçîâàíèÿ àäàïòåðíî-ëèãàíä-
íûõ êîìïëåêñîâ èìååò ñåðüåçíûé íåäîñòàòîê —
ìíîãîñòóïåí÷àòîñòü ïðîöåäóðû ïðèãîòîâëåíèÿ
in vitro íàöåëåííîãî ãèáðèäíîãî àäåíîâèðóñà.

Ïîýòîìó âåäóòñÿ èññëåäîâàíèÿ ïî ãåíåòè÷åñêîé
ìîäèôèêàöèè òðîïèçìà àäåíîâèðóñîâ.

Áîëüøîé âêëàä â ðàçâèòèå ýòèõ èññëåäîâà-
íèé âíåñëè ñîòðóäíèêè ëàáîðàòîðèè Ä. Êóðèýëÿ
(1996–2003 ãã.). Îíè ïîêàçàëè, ÷òî â ñîñòàâ ïåò-
ëè HI ãëîáóëÿðíîãî äîìåíà øèïà (ñì. ðèñ. 5 íà
öâ. âêëåéêå) â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ìîæíî ââî-
äèòü ïðîòÿæåííûå ïîëèïåïòèäíûå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè (äî 80 ÀÊ), íå íàðóøàÿ ñáîðêó èí-
ôåêöèîííûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö. Ïðè ýòîì ìîæíî
èçìåíèòü ñïåöèôè÷íîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ âèðó-
ñà ñ êëåòêàìè, íàöåëèâ åãî íà äðóãèå áåëêè, íà-
õîäÿùèåñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê.

Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûé ñïîñîá íàïðàâëåííî
èçìåíèòü òðîïèçì àäåíîâèðóñà — çàìåíà ÃÄ
øèïà íà ïîëèïåïòèä, àêòèâíî âçàèìîäåéñòâóþ-
ùèé ñî ñòðîãî ñïåöèôè÷íûì áåëêîì, íàïðèìåð
ïîâåðõíîñòíûì àíòèãåíîì îïðåäåëåííûõ îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê. Â. Í. Êðàñíûõ ñ ñîòðóäíèêàìè
(2001 ã.) ñîçäàëè ãèáðèäíûé Ad5, êîòîðûé ñèí-
òåçèðîâàë õèìåðíûé øèï. Õèìåðíàÿ ìîëåêóëà
ñîñòîÿëà èç ÕÄ è ÷àñòè ÖÄ àäåíîâèðóñíîãî øè-
ïà, à òàêæå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áîëüøåé ÷àñòè
�-ñïèðàëüíîãî äîìåíà è ïîëèìåðèçóþùåãî äî-
ìåíà (ôîëäîíà) ôèáðèòèíà ôàãà Ò4 (ôèáðè-
òèí — ãîìîòðèìåð áåëêà äëèíîé 487 ÀÊ, îáðà-
çóþùèé ãèáêèå óñèêè, ïðèêðåïëåííûå ê øåéêå
ôàãîâîãî êàïñèäà), ê Ñ-êîíöó êîòîðîãî ïîäñòðî-
èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 6 îñòàòêîâ ãèñòèäèíà
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6�His (ðèñ. 14.24). Ïîëó÷åííûé àäåíîâèðóñ íå
çàðàæàë êëåòêè, íåñóùèå ðåöåïòîð KAP, íî ýô-
ôåêòèâíî èíôèöèðîâàë êëåòêè, ïðîäóöèðóþùèå
èñêóññòâåííûé ðåöåïòîð äëÿ 6�His.

Â 2003 ã. ýòè æå àâòîðû ñîçäàëè íîâûé âàðè-
àíò àäåíîâèðóñà ñ õèìåðíûì øèïîì, ó êîòîðîãî
âìåñòî 6�His áûëà âñòðîåíà ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü CD40L ÷åëîâåêà. Ãèáðèäíûé âèðóñ ýô-

ôåêòèâíî èíôèöèðîâàë äåíäðèòíûå è ðàêîâûå
êëåòêè, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ íàõîäèòñÿ ðå-
öåïòîð CD40 è ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò KAP.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî íàäåÿòüñÿ íà òî, ÷òî
ïî ìåðå ðàçðàáîòêè íàöåëåííûõ àäåíîâèðóñíûõ
âåêòîðîâ íà èõ îñíîâå áóäóò ñîçäàíû ýôôåêòèâ-
íûå ïðîòèâîðàêîâûå ãåííî-òåðàïåâòè÷åñêèå
ïðåïàðàòû.
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14.4. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÂÅÊÒÎÐÛ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÂÈÐÓÑÎÂ
ÑÅÌÅÉÑÒÂÀ HERPESVIRIDAE

Ãåðïåñ — ñàìàÿ ðàñïðîñòðàíåííàÿ âèðóñíàÿ
èíôåêöèÿ ÷åëîâåêà, äëèòåëüíî ñóùåñòâóþùàÿ
â îðãàíèçìå, ïðåèìóùåñòâåííî â ëàòåíòíîé
ôîðìå.

Èçâåñòíî âîñåìü âèäîâ âèðóñîâ ãåðïåñà, äëÿ
êîòîðûõ ÷åëîâåê ÿâëÿåòñÿ åñòåñòâåííûì õîçÿè-
íîì. Ê íèì îòíîñÿòñÿ: âèðóñû ïðîñòîãî ãåðïåñà
òèïà 1 (HSV-1, èëè ïî íîâîé íîìåíêëàòóðå —
HHV-1) è òèïà 2 (HSV-2, èëè HHV-2), âèðóñ âåò-
ðÿíîé îñïû, èëè îïîÿñûâàþùåãî ãåðïåñà (VZV,
èëè HHV-3), âèðóñ Ýïøòåéíà–Áàðð (EBV, èëè
HHV-4), öèòîìåãàëîâèðóñ ÷åëîâåêà (hCMV, èëè
HHV-5), à òàêæå ãåðïåñâèðóñû ÷åëîâåêà òèïîâ 6,
7, 8 (HHV-6, -7, -8). Êðîìå òîãî, âûäåëåíî áîëåå
70 âèäîâ ãåðïåñâèðóñîâ îò ðàçëè÷íûõ æèâîòíûõ.

Ïðèíàäëåæíîñòü ê ñåìåéñòâó Herpesviridae
îïðåäåëÿåòñÿ ïðèñóòñòâèåì â ñîñòàâå âèðèîíà
êðóïíîé äâóõöåïî÷å÷íîé ëèíåéíîé ìîëåêóëû
ÄÍÊ (120–220 òïí), êîòîðàÿ ïàêóåòñÿ â ÿäðå
êëåòêè â áåëêîâûé êàïñèä è îêðóæàåòñÿ îáîëî÷-
êîé, îáðàçóþùåéñÿ èç ÿäåðíîé ìåìáðàíû.

Ãåðïåñâèðóñû êðàéíå ðàçíîîáðàçíû ïî
áèîëîãè÷åñêèì ñâîéñòâàì. Íåêîòîðûå èç íèõ,

íàïðèìåð HSV-1 è HSV-2, èìåþò øèðîêèé
ñïåêòð õîçÿåâ. Îíè î÷åíü ýôôåêòèâíî ðàçìíî-
æàþòñÿ, áûñòðî ðàçðóøàÿ çàðàæåííûå êëåòêè.
Äðóãèå, â ÷àñòíîñòè hCMV, ðàçìíîæàþòñÿ äî-
âîëüíî ìåäëåííî è îáëàäàþò ìåíåå âûðàæåí-
íûì öèòîïàòè÷åñêèì äåéñòâèåì. Ñóùåñòâóþò
ãåðïåñâèðóñû, ñïîñîáíûå âûçûâàòü çëîêà÷åñò-
âåííûå îïóõîëè. Îäíèì èç íàèáîëåå õàðàêòåð-
íûõ ñâîéñòâ ãåðïåñâèðóñîâ ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîá-
íîñòü îñòàâàòüñÿ â ëàòåíòíîì ñîñòîÿíèè â îðãà-
íèçìå çàðàæåííîãî èìè õîçÿèíà.

Íàèáîëåå õîðîøî èçó÷åí âèðóñ ïðîñòîãî ãåð-
ïåñà òèïà 1. Ïðàêòè÷åñêè âñå èçâåñòíûå êóëüòó-
ðû êëåòîê æèâîòíûõ ïåðìèññèâíû äëÿ åãî ðàç-
âèòèÿ. Â 1988 ã. îïóáëèêîâàíà ïîëíàÿ íóêëåî-
òèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (152 260 ïí) îäíîãî
èç åãî øòàììîâ. Ãåíîì HSV-1 (ðèñ. 14.25) ñî-
ñòîèò èç äëèííîãî (L) è êîðîòêîãî (S) êîâàëåíòíî
ñâÿçàííûõ ñåãìåíòîâ, êàæäûé èç êîòîðûõ ñîäåð-
æèò îáëàñòè óíèêàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
(UL è US ñîîòâåòñòâåííî), ôëàíêèðîâàííûõ èí-
âåðòèðîâàííûìè ïîâòîðàìè (TRL, IRL, IRS è
TRS). Íà äîëþ L-ceãìåíòà ïðèõîäèòñÿ 82 % âè-



ðóñíîé ÄÍÊ. Ñåãìåíò «à» ðàçìåðîì 400 ïí
òðèæäû ïîâòîðÿåòñÿ â ãåíîìå HSV-1. Íà êîíöàõ
âèðóñíîé ÄÍÊ ýòîò ñåãìåíò ðàñïîëîæåí â ïðÿ-
ìîé îðèåíòàöèè, à â ìåñòå ñîåäèíåíèÿ L- è
S-ñåãìåíòîâ — â ïðîòèâîïîëîæíîé. Çà ñ÷åò
ñàéòñïåöèôè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè ïî èíâåðòè-
ðîâàííûì ïîâòîðàì in vivo ïðîèñõîäèò èíâåðñèÿ
L- è S-ñåãìåíòîâ îòíîñèòåëüíî äðóã äðóãà. Â ðå-
çóëüòàòå ïðåïàðàò ÄÍÊ, âûäåëåííûé èç âèðèî-
íîâ HSV-1 äèêîãî òèïà, ñîäåðæèò â ýêâèìîëÿð-
íîì ñîîòíîøåíèè ÷åòûðå èçîìåðíûå ôîðìû,
ñîîòâåòñòâóþùèå ÷åòûðåì âàðèàíòàì âçàèìíîé
îðèåíòàöèè L- è S-ñåãìåíòîâ.

Íà ãåíîìå HSV-1 ëîêàëèçîâàíî 72 ïðåäïî-
ëàãàåìûõ ãåíà è òðè ó÷àñòêà íà÷àëà ðåïëèêàöèè
(ðèñ. 14.26). Ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ óñïåøíîé ðåï-
ëèêàöèè ÄÍÊ HSV-1 íåîáõîäèìû áåëêîâûå
ïðîäóêòû ïî êðàéíåé ìåðå ñåìè âèðóñíûõ ãå-
íîâ.

ÄÍÊ âèðóñà ãåðïåñà ïîñëå ïðîíèêíîâåíèÿ
â ÿäðî êëåòêè, ïî-âèäèìîìó, öèêëèçóåòñÿ è íà

ðàííèõ ñòàäèÿõ ðåïëèöèðóåòñÿ â òàê íàçûâàå-
ìîé �-ôîðìå. Çàòåì ðåïëèêàöèÿ âèðóñíîé ÄÍÊ
ïðîèñõîäèò ïî ìåõàíèçìó êàòÿùåãîñÿ êîëüöà
(â �-ôîðìå), ÷òî ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ êîíêà-
òåìåðíûõ ìîëåêóë, êîòîðûå âîâëåêàþòñÿ â ïðî-
öåññ ñîçðåâàíèÿ è óïàêîâêè ÄÍÊ â êàïñèäû.
Äëÿ ñïåöèôè÷íîãî ðàñùåïëåíèÿ êîíêàòåìåð-
íûõ ÄÍÊ HSV ïðè èõ óïàêîâêå â öèñ-ïîëîæå-
íèè íåîáõîäèìà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, íàõîäÿ-
ùàÿñÿ â ðàéîíå «à».

Ãåíû âèðóñîâ ãåðïåñà îáúåäèíÿþò â ïÿòü
ãðóïï (�, �1, �2, �1 è �2). Èõ ýêñïðåññèÿ èíèöèè-
ðóåòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíî ïî êàñêàäíîìó òèïó,
ò. å. ïðîäóêòû �-ãåíîâ çàïóñêàþò òðàíñêðèï-
öèþ �-ãåíîâ, ïðè÷åì ýêñïðåññèÿ ãåíîâ �1 íà÷è-
íàåòñÿ ðàíüøå, ÷åì ãåíîâ �2, à �-ãåíû â ñâîþ
î÷åðåäü íåîáõîäèìû äëÿ òðàíñêðèïöèè �-ãåíîâ.
Ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ èíèöèàöèè ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ ãåðïåñâèðóñíîãî ãåíîìà íåîáõîäèìû ïî
êðàéíåé ìåðå òðè ðåãóëÿòîðíûõ �-áåëêà. Ïåð-
âûì â êàñêàä ðåãóëÿöèè âêëþ÷àåòñÿ òðàíñ-èí-
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Ðèñ. 14.25. Ñòðóêòóðà ãåíîìà âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà

Ïîâòîðÿþùèåñÿ ñåãìåíòû ðàñïîëîæåíû â ïðÿìîé (à, b, ñ) èëè îáðàòíîé (à�, b�, c�) îðèåíòàöèÿõ.

Ðèñ. 14.26. Ãåíåòè÷åñêàÿ êàðòà ÄÍÊ HSV-1.

Ãåíîì ïðåäñòàâëåí â âèäå ÷åòûðåõ ëèíèé ñ ðàçáèâêîé ïî 40 òïí. Îòêðûòûå ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ îáîçíà÷åíû ñòðåëêàìè
è ïðîíóìåðîâàíû îòäåëüíî â L- è S-ñåãìåíòàõ, ó÷àñòêè ñïëàéñèíãà îòìå÷åíû èçëîìàìè ëèíèé.

IE — èíâåðòèðîâàííûå ýëåìåíòû



äóöèðóþùèé ôàêòîð (�TIF) — âèðèîííûé áå-
ëîê, êîòîðûé îáåñïå÷èâàåò òðàíñêðèïöèþ �-ãå-
íîâ ïîñëå ïðîíèêíîâåíèÿ âèðóñíûõ ÷àñòèö
â èíôèöèðîâàííûå êëåòêè. Îñíîâíûì �-ðåãó-
ëÿòîðíûì áåëêîì ÿâëÿåòñÿ ïðîäóêò ãåíà �4, íå-
îáõîäèìûé äëÿ ýêñïðåññèè áîëüøèíñòâà �-
è �-ãåíîâ. Âàæíóþ ðîëü â àêòèâàöèè òðàíñêðèï-
öèè îïðåäåëåííûõ ãåíîâ òàêæå èãðàåò áåëîê,
êîäèðóåìûé ãåíîì �0.

Âèðóñû ïðîñòîãî ãåðïåñà, à òàêæå âåòðÿíîé
îñïû, íåéðîòðîïíû. Îíè íàõîäÿòñÿ â ëàòåíòíîì
ñîñòîÿíèè â íåðâíîé òêàíè çàðàæåííîãî îðãà-
íèçìà è ïåðñèñòèðóþò â íåì íà ïðîòÿæåíèè
âñåé æèçíè. Ïîêàçàíî, ÷òî ÄÍÊ HSV-1 â ëàòåíò-
íîì ñîñòîÿíèè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîëüöåâóþ
ìîëåêóëó, èìåþùóþ íóêëåîñîìíóþ ñòðóêòóðó,
ïîäîáíóþ ñòðóêòóðå êëåòî÷íîãî õðîìàòèíà.
Äðóãèå ãåðïåñâèðóñû ëèìôîòðîïíû. Îíè ïåðå-
õîäÿò â ëàòåíòíîå ñîñòîÿíèå ïîñëå èíôèöèðî-
âàíèÿ ëèìôîöèòîâ.

Èíòåðåñíî, ÷òî HSV-1 áûë ïåðâûì âèðóñîì,
ó êîòîðîãî Ñ. Êèò è Ä. Äàáñ (1965 ã.) îáíàðóæè-
ëè ãåí òèìèäèíêèíàçû. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èç-
âåñòíî, ÷òî ýòîò ãåí íå ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì
äëÿ ðåïëèêàöèè âèðóñà â êóëüòóðå êëåòîê è îò-
íîñèòñÿ ê ãåíàì ãðóïïû �1. Ëîêàëèçàöèÿ ãåíà tk

íà ãåíîìå è êëîíèðîâàíèå åãî â áàêòåðèàëüíûõ
ïëàçìèäàõ â ñîñòàâå ÂamHI-Q-ôðàãìåíòà ÄÍÊ
HSV-1 (1979 ã.) ïîçâîëèëè ïîäðîáíî èçó÷èòü
åãî ñòðóêòóðó è èñïîëüçîâàòü â ìíîãî÷èñëåí-
íûõ èññëåäîâàíèÿõ ïî ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîð-
ìàöèè êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ
(ñì. 13.3.1).

14.4.1. Êîíñòðóèðîâàíèå in vivo
ãèáðèäíûõ âèðóñîâ
ïðîñòîãî ãåðïåñà

Êëîíèðîâàííûé â ñîñòàâå ïëàçìèäû ãåí òè-
ìèäèíêèíàçû âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà áûë èñ-
ïîëüçîâàí ïðè ðàçðàáîòêå íîâîãî ïîäõîäà ê êîí-
ñòðóèðîâàíèþ ãèáðèäíûõ âèðóñîâ, êîòîðûå
èìåþò êðóïíûé ãåíîì è âñëåäñòâèå ýòîãî ê íèì
íåïðèìåíèìû ìåòîäû ðåêîìáèíàöèè ìîëåêóë
ÄÍÊ in vitro. Á. Ðîéçìàí ñ ñîòðóäíèêàìè
â 1978–1979 ãã. ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ñîâìåñòíîé
òðàíñôåêöèè êëåòîê ìîëåêóëàìè ÄÍÊ øòàììà
HSV-1, èìåþùåãî òåðìî÷óâñòâèòåëüíóþ ìóòà-
öèþ, è îïðåäåëåííûì ðåñòðèêöèîííûì ôðàã-
ìåíòîì ÄÍÊ âèðóñà äèêîãî òèïà óäàåòñÿ îñó-
ùåñòâèòü òàê íàçûâàåìîå ñïàñåíèå ìàðêåðà.
Îíî ïðîèñõîäèò ïðè ðåêîìáèíàöèè in vivo

ôðàãìåíòà âèðóñíîãî ãåíîìà ñ ìóòàíòíîé ÄÍÊ
âèðóñà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ìóòàíòíûé ëîêóñ çà-
ìåùàåòñÿ ëîêóñîì äèêîãî òèïà.

Äàííóþ ñèñòåìó ïðèìåíèëè äëÿ âñòðîéêè
â ãåíîì âèðóñà ýêçîãåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.
Ïðè ýòîì äëÿ ýôôåêòèâíîé ñåëåêöèè ãèáðèä-
íûõ âèðóñîâ èñïîëüçîâàëè ãåí tk HSV-1, òàê êàê
îí îòíîñèòñÿ ê íåñóùåñòâåííûì ãåíàì è èìå-
þòñÿ ïðîñòûå è íàäåæíûå ìåòîäû îòáîðà ÒK+-
è ÒK–-âàðèàíòîâ. Íàïðèìåð, âèðóñû ñ ôåíîòè-
ïîì ÒK– îòáèðàþò íà êóëüòóðå êëåòîê ñ ïîâðåæ-
äåííûì ãåíîì òèìèäèíêèíàçû ïðè ââåäåíèè
â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó àíàëîãîâ òèìèäèíà òèïà
áðîìäåçîêñèóðèäèíà èëè òèìèäèíàðàáèíîçèäà
(AraT). Â òàêèõ óñëîâèÿõ ïîòîìñòâî ôîðìèðó-
þò òîëüêî ÒK–-âèðóñû (ïîäðîáíåå ñì. 13.3.1).

Â ïåðâûõ ìîäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ (1980 ã.)
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíàêòèâèðîâàííûé in vitro

äåëåöèåé èëè âñòðîéêîé ýêçîãåííîé ÄÍÊ êëî-
íèðîâàííûé â ïëàçìèäå ãåí òèìèäèíêèíàçû
HSV-1 ìîæåò áûòü ëåãêî ïåðåíåñåí â ãåíîì âè-
ðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà êîòðàíñôåêöèåé êëåòîê
ÒK– ãèáðèäíîé ïëàçìèäîé è âèðóñíîé ÄÍÊ
(tk +). Ðåêîìáèíàíòíîå âèðóñíîå ïîòîìñòâî ñ ôå-
íîòèïîì ÒK– ñåëåêòèðîâàëè íà ñðåäå ñ AraT.

Èñïîëüçóÿ äàííûé ïîäõîä, â BamHI-Q-ôðàã-
ìåíò ÄÍÊ HSV-1 ïî åäèíñòâåííîìó ÂglII-
ó÷àñòêó âñòðîèëè ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé
ïðîìîòîð �-ãåíà âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà. Äàí-
íûé ïðîìîòîð ðàñïîëàãàëñÿ ìåæäó ïðîìîòîðîì
ãåíà tk è åãî êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòüþ. Ïîñëå ðåêîìáèíàöèîííîé âñòðîéêè in vi-

vo òàêîãî ãèáðèäíîãî ãåíà â ãåíîì ìóòàíòíîãî
âèðóñà HSVtk – íà ÍÀÒ-ñðåäå âûÿâëÿëè âàðèàí-
òû HSVtk +. Àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â îòîáðàííûõ
ðåêîìáèíàíòíûõ âèðóñàõ ãåí òèìèäèíêèíàçû
ðåãóëèðîâàëñÿ óæå êàê ãåí �-òèïà. Äàííóþ ñõå-
ìó ïðåäëîæåíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ñåëåêöèè ïðî-
ìîòîðîâ äðóãèõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ ãåíîâ.

Â ëàáîðàòîðèè Á. Ðîéçìàíà â 1983 ã. â ñîñòà-
âå áàêòåðèàëüíîé ïëàçìèäû ñîñòûêîâàëè ïðî-
ìîòîð ãåíà �4 HSV-1 è êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü õðîìîñîìíîãî ãåíà îâàëüáóìèíà êó-
ðèöû. Ýêñïðåññèÿ ãèáðèäíîãî ãåíà áûëà ïîä-
âåðæåíà òàêîé æå ðåãóëÿöèè, êàê è ýêñïðåññèÿ
âèðóñíîãî ãåíà �4. Íà ñëåäóþùåì ýòàïå (1984 ã.)
â òîé æå ëàáîðàòîðèè â ãåí òèìèäèíêèíàçû
âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà ðåêîìáèíàöèîííî
âñòðîèëè ãåí-ýêâèâàëåíò ïîâåðõíîñòíîãî àíòè-
ãåíà S âèðóñà ãåïàòèòà Â, îáúåäèíåííûé ñ ïðî-
ìîòîðîì ëèáî ãåíà �4, ëèáî ãåíà tk HSV-1. Îòî-
áðàííûå ïî ôåíîòèïó ÒK– ãèáðèäíûå âàðèàíòû
HSV-1 íàïðàâëÿëè ýôôåêòèâíûé ñèíòåç HBsAg,
êîòîðûé ñåêðåòèðîâàëñÿ èç êëåòîê è ôîðìèðî-
âàë ñïåöèôè÷íûå ÷àñòèöû äèàìåòðîì îêîëî
22 íì. Ïðè÷åì â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçîâàí-
íîãî ïðîìîòîðà ãèáðèäíûé ãåí S ýêñïðåññèðî-
âàëñÿ èëè êàê ðàííèé ãåí, èëè êàê ãåí �-òèïà.
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Äàííàÿ ðàáîòà ñî âñåé î÷åâèäíîñòüþ ïðî-
äåìîíñòðèðîâàëà âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ
âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà â êà÷åñòâå ýêñïðåññè-
ðóþùåãî âåêòîðà. Â ñâÿçè ñ ýòèì ñëåäóåò åùå
ðàç îòìåòèòü, ÷òî HSV-1 èìååò øèðîêèé êðóã
÷óâñòâèòåëüíûõ êóëüòóð êëåòîê, ðàçìíîæàåòñÿ
â íèõ ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ è ìîæåò äå-
òåðìèíèðîâàòü ïðîäóêöèþ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ
ñ ïîñëåäóþùèì ëèçèñîì çàðàæåííûõ êëåòîê,
÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ áóäåò îáëåã÷àòü î÷èñòêó öå-
ëåâûõ áåëêîâ.

Ïðåäëîæåííûé è îïðîáîâàííûé íà ïðèìåðå
HSV-1 ìåòîä ðåêîìáèíàöèîííîé âñòðîéêè in vi-

vo â êðóïíûé ãåíîì ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ, ôëàí-
êèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, ãîìîëîãè÷-
íûìè íåñóùåñòâåííûì îáëàñòÿì ýòîãî ãåíîìà,
ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî îáùèì, è â äàëüíåéøåì
åãî èñïîëüçîâàëè ïðè âñòðîéêå ãåíîâ â ÄÍÊ
äðóãèõ ãåðïåñâèðóñîâ è âèðóñîâ äðóãèõ ñå-
ìåéñòâ ñ êðóïíûì ÄÍÊ-ãåíîìîì.

14.4.2. Ðàçðàáîòêà æèâûõ âàêöèí
íà îñíîâå ãåðïåñâèðóñîâ
æèâîòíûõ

Â îòëè÷èå îò âèðóñà îñïîâàêöèíû (ñì. 14.5),
âèðóñû ãåðïåñà ÷åëîâåêà âðÿä ëè ìîæíî ðàñ-
ñìàòðèâàòü â íàñòîÿùåå âðåìÿ êàê ïåðñïåêòèâ-
íûå îáúåêòû, íà îñíîâå êîòîðûõ ìîæíî ñîçäà-
âàòü ïîëèâàëåíòíûå æèâûå âàêöèíû ìåäèöèí-
ñêîãî íàçíà÷åíèÿ. Âî-ïåðâûõ, äëÿ ãåðïåñâèðó-
ñîâ õàðàêòåðíî ëàòåíòíîå ñîñòîÿíèå è a priori

íå ÿñíî, êàê ìîæåò ïîâëèÿòü íà îðãàíèçì äîëãî-
âðåìåííàÿ ïðîäóêöèÿ ÷óæåðîäíûõ àíòèãåíîâ.
Âî-âòîðûõ, â öåëîì ðÿäå ñëó÷àåâ ãåðïåñâèðóñû
ñâÿçûâàþò ñ îáðàçîâàíèåì ðàêîâûõ îïóõîëåé.
Âñå ýòî íå ïîçâîëÿåò íàäåÿòüñÿ íà áûñòðóþ ðàç-
ðàáîòêó è äîâåäåíèå äî ïðîìûøëåííîãî ïðîèç-
âîäñòâà æèâûõ âàêöèí äëÿ ÷åëîâåêà íà îñíîâå
ãåðïåñâèðóñîâ.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ãåðïåñâèðóñû ìëåêîïè-
òàþùèõ ïðåäñòàâëÿþò íåñîìíåííûé èíòåðåñ
äëÿ ñîçäàíèÿ æèâûõ âåòåðèíàðíûõ âàêöèí. Âè-
ðóñ, íàõîäÿùèéñÿ â ëàòåíòíîì ñîñòîÿíèè è
ïðîäóöèðóþùèé ïðè ýòîì ÷óæåðîäíûé àíòè-
ãåí, äîëæåí îáåñïå÷èâàòü íàäåæíóþ çàùèòó
îðãàíèçìà îò ñîîòâåòñòâóþùåãî èíôåêöèîííî-
ãî àãåíòà. Êðîìå òîãî, ãèáðèäíûé âèðóñ â ëà-
òåíòíîé ôîðìå ïîòåíöèàëüíî ìîæåò «èçëå÷è-
âàòü» îïðåäåëåííûå äåôåêòû èíôèöèðîâàííî-
ãî îðãàíèçìà ïî ïðîäóêöèè òîãî èëè èíîãî ïî-
ëèïåïòèäà.

Ïåðâóþ óñïåøíóþ ðàáîòó â ýòîì íàïðàâëå-
íèè âûïîëíèëè Ð. Äåñðîçåðñ ñ ñîàâòîðàìè
(1985 ã.) íà ãåðïåñâèðóñå ñàéìèðè. Åñòåñòâåí-
íûì õîçÿèíîì äàííîãî âèðóñà ÿâëÿåòñÿ áåëè÷üÿ

îáåçüÿíà. Ãåðïåñâèðóñ ñàéìèðè ëèìôîòðîïåí
è îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ èíäóöèðîâàòü ëèìôî-
ìó. Áûë ëîêàëèçîâàí ðàéîí ãåíîìà ýòîãî âèðó-
ñà, îòâå÷àþùèé çà íåîïëàñòè÷åñêóþ òðàíñôîð-
ìàöèþ Ò-êëåòîê in vitro. Äåëåöèÿ äàííîãî ðàé-
îíà ïðèâîäèëà ê òîìó, ÷òî âèðóñ ñòàíîâèëñÿ
íåïàòîãåííûì è îáóñëîâëèâàë ëàòåíòíîå ïðîòå-
êàíèå èíôåêöèè. Â ñîñòàâ ãåíîìà ýòîãî âèðóñà
âñòðîèëè õðîìîñîìíûé ãåí ãîðìîíà ðîñòà áûêà
(bGH), ïîìåùåííûé ïîä êîíòðîëü ïîçäíåãî
ïðîìîòîðà âèðóñà SV40. Ïðè èíôèöèðîâàíèè
îáåçüÿí ãèáðèäíûì ãåðïåñâèðóñîì íàáëþäàëè
ýôôåêòèâíûé ñèíòåç è öèðêóëÿöèþ â îðãàíèçìå
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ áåëêà bGH è ïî-
ÿâëåíèå àíòèòåë ê ýòîìó áåëêó.

Ì. Ãðýñìàíí è À. Ôëåêåíøòåéí (1989 ã.)
â ñîñòàâ ãåíîìà ãåðïåñâèðóñà ñàéìèðè âñòðîè-
ëè ãåí ïåî, ñîñòûêîâàííûé ñ ðàííèì ïðîìîòî-
ðîì SV40 (èç ïëàçìèäû pSV2-neo), è ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàëè âîçìîæíîñòü ñåëåêöèè ãèáðèäíûõ
âèðóñîâ íà ñðåäå ñ àíòèáèîòèêîì G-418. Èñ-
ïîëüçîâàíèå äàííîãî äîìèíàíòíîãî ñåëåêòèâ-
íîãî ìàðêåðà ïîçâîëÿåò äîñòàòî÷íî ïðîñòî îò-
áèðàòü ãèáðèäíûå âàðèàíòû âèðóñà, â ãåíîì êî-
òîðûõ âìåñòå ñ ãåíîì nåo âñòðàèâàþòñÿ ëþáûå
äðóãèå öåëåâûå ãåíû.

Íåñîìíåííûé èíòåðåñ äëÿ ðàçðàáîòêè âåòå-
ðèíàðíûõ âàêöèí ïðåäñòàâëÿåò âèðóñ ïñåâäî-
áåøåíñòâà (PRV). Îí ÿâëÿåòñÿ ãåðïåñâèðóñîì
ñâèíåé, èìååò î÷åíü øèðîêèé êðóã ÷óâñòâè-
òåëüíûõ æèâîòíûõ, íî íå èíôèöèðóåò ÷åëîâå-
êà. Ñ. Òîìñåí ñ ñîàâòîðàìè (1987 ã.) ïîêàçàëè,
÷òî â PRV ãåí òèìèäèíêèíàçû èíàêòèâèðîâàí.
Êðîìå òîãî, îíè âûÿâèëè âèðóñíûé ãåí, äåòåð-
ìèíèðóþùèé ñèíòåç îñíîâíîãî ãëèêîïðîòåèíà
gX, è ïîêàçàëè, ÷òî ìóòàöèÿ ïî ýòîìó ãåíó íå
íàðóøàåò ðåïëèêàöèþ âèðóñà êàê in vitro

(â êóëüòóðå êëåòîê), òàê è in vivo. Áûë ïîëó÷åí
âàðèàíò âèðóñà PRVÄGX1, â ãåíîìå êîòîðîãî
ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðà ãåíà gÕ âñòðîèëè êî-
äèðóþùóþ ÷àñòü ãåíà òèìèäèíêèíàçû HSV-1.
Äàííûé TK+-âèðóñ çàòåì èñïîëüçîâàëè, ÷òîáû
ââåñòè â òîò æå ðàéîí ãåíîìà ãåí tÐA àêòèâàòî-
ðà òêàíåâîãî ïëàçìèíîãåíà ÷åëîâåêà. Ïðè ðå-
êîìáèíàöèîííîé âñòðîéêå ãåí òèìèäèíêèíàçû
çàìåùàëñÿ ãåíîì tPA (ðèñ. 14.27), è âèðóñ ïðè-
îáðåòàë ôåíîòèï TK–. Ãèáðèäíûå âàðèàíòû âè-
ðóñà PRV îòáèðàëè íà ñðåäå ñ ÀràÒ. Îíè íà-
ïðàâëÿëè â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ñèíòåç
ïîëíîöåííîãî áåëêà tPA.

Ì. Óèëè ñ ñîàâòîðàìè (1988 ã.) âñòðîèëè
â ñîñòàâ ãåíà ãëèêîïðîòåèíà gIII îáîëî÷êè âè-
ðóñà ïñåâäîáåøåíñòâà êîäèðóþùóþ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ïîâåðõíîñòíûõ ãëèêîïðîòåèíîâ
gp120 è gp41 âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâå-
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êà. Ïîëó÷åííûé ãèáðèäíûé âèðóñ ïñåâäîáå-
øåíñòâà íàïðàâëÿë ñèíòåç íîâîãî ãëèêîçèëèðî-
âàííîãî õèìåðíîãî áåëêà, ñïåöèôè÷íî âçàèìî-
äåéñòâóþùåãî ñ àíòèòåëàìè êàê ïðîòèâ gIII, òàê
è ïðîòèâ gp120–gp41.

Èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ìîëåêóëÿðíîãî
âåêòîðà ãåðïåñâèðóñ êîøåê (FHV) ïîïûòàëèñü
Ã. Êîëü ñ ñîàâòîðàìè (1990 ã.). Â ãåí òèìèäèíêè-
íàçû FHV ðåêîìáèíàöèîííî âñòðàèâàëè ëèáî
ãåí env, ëèáî ãåí gag âèðóñà ëåéêåìèè êîøåê
(FeLV), îáúåäèíåííûé ñ ðàííèì ïðîìîòîðîì
öèòîìåãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà. Êëåòêè, èíôèöè-
ðîâàííûå ãèáðèäíûìè âàðèàíòàìè FHV, ïðîäó-
öèðîâàëè ñîîòâåòñòâóþùèå ÷óæåðîäíûå áåëêè.
Çàðàæåíèå êîøåê ãèáðèäàìè ïðèâîäèëî ê ôîð-
ìèðîâàíèþ â èõ îðãàíèçìå èììóííîãî îòâåòà
íà ñèíòåçèðóåìûå áåëêè FeLV. Òàêèì îáðàçîì,
ãåðïåñâèðóñ êîøåê ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê
îñíîâó äëÿ ñîçäàíèÿ æèâûõ ïîëèâàëåíòíûõ
âàêöèí ïðîòèâ ðÿäà èíôåêöèîííûõ çàáîëåâà-
íèé ýòèõ æèâîòíûõ.

14.4.3. HSV-àìïëèêîíû

Â ïðîöåññå ïàññèðîâàíèÿ HSV-1 ïðè âûñî-
êîé ìíîæåñòâåííîñòè çàðàæåíèÿ êóëüòóðû êëå-
òîê â ïîïóëÿöèè âèðóñà ïðîèñõîäèò ïîñòåïåí-
íîå íàêîïëåíèå âèðóñíûõ ÷àñòèö ñ äåôåêòíûì
ãåíîìîì. Êàê âûÿñíèëîñü, èõ ãåíîì èìååò ðàç-
ìåð îêîëî 150 òïí è ñîñòîèò èç ìíîæåñòâà òàí-
äåìíî ïîâòîðåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ HSV-1
ðàçìåðîì îò 3 äî 30 òïí, ñîäåðæàùèõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè, íåîáõîäèìûå äëÿ ðåïëèêàöèè è
ñîçðåâàíèÿ âèðóñíîé ÄÍÊ. Íàëè÷èå â äåôåêò-
íîì ãåíîìå ìíîæåñòâåííûõ ori ïðèâîäèò
ê òîìó, ÷òî îí èìååò ïðåèìóùåñòâî ïðè ðåïëè-

êàöèè ïåðåä âèðóñíîé ÄÍÊ äèêîãî òèïà. Ïî-âè-
äèìîìó, òàêèå äåôåêòíûå ãåíîìû âîçíèêàþò
ñïîíòàííî ñ îïðåäåëåííîé ÷àñòîòîé, íî îíè ìî-
ãóò ðàçìíîæàòüñÿ òîëüêî â ïðèñóòñòâèè âèðó-
ñà-ïîìîùíèêà, ò. å. ïðè âûñîêîé ìíîæåñòâåí-
íîñòè èíôåêöèè. Â ðåçóëüòàòå ïîñëåäîâàòåëü-
íûõ ïàññàæåé ñîäåðæàíèå äåôåêòíîãî âèðóñà
â ïîïóëÿöèè HSV ìîæåò ïðåâûøàòü 90 %.

Â 1981 ã. Ä. Âëàæíû è Í. Ôðåíêåëü ïîêàçà-
ëè, ÷òî ïîñëå òðàíñôåêöèè êóëüòóðû êëåòîê
êðîëèêà ñìåñüþ íàòèâíîé ÄÍÊ âèðóñà ïðîñòî-
ãî ãåðïåñà è ìîíîìåðíîé ïîâòîðÿþùåéñÿ åäè-
íèöû (8,3 òïí) äåôåêòíîãî HSV-1 îáðàçóåòñÿ
ïîëíîðàçìåðíûé (îêîëî 150 òïí) äåôåêòíûé ãå-
íîì, ñîñòîÿùèé èç òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ââåäåí-
íîãî ôðàãìåíòà 8,3 òïí. Ïî-âèäèìîìó, òàêîé
âèðóñíûé ãåíîì ïîëó÷àëñÿ â ðåçóëüòàòå ðåïëè-
êàöèè ìîíîìåðíîé åäèíèöû ïî ìåõàíèçìó êàòÿ-
ùåãîñÿ êîëüöà. Ïðè ýòîì íàòèâíàÿ ÄÍÊ HSV-1
îáåñïå÷èâàëà òðàíñ-ôóíêöèè, íåîáõîäèìûå
äëÿ ðåïëèêàöèè è ñîçðåâàíèÿ âèðóñíîé ÄÍÊ.
Äåôåêòíûé ãåíîì ýôôåêòèâíî óïàêîâûâàëñÿ
â êàïñèäû. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó-
÷åíû â 1982 ã., êîãäà â êëåòêè êðîëèêà êîòðàíñ-
ôåêöèåé ñ íàòèâíîé ÄÍÊ HSV-1 ââåëè ïîâòî-
ðÿþùèéñÿ BglII-ôðàãìåíò (3,9 òïí) äåôåêòíîãî
âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà øòàììà Patton.

Äàííûå ýêñïåðèìåíòû íàòîëêíóëè èññëåäî-
âàòåëåé íà ìûñëü îá èñïîëüçîâàíèè îïðåäåëåí-
íûõ ñåãìåíòîâ âèðóñíîãî ãåíîìà â êà÷åñòâå àì-
ïëèôèöèðóþùèõ âèðóñíûõ âåêòîðîâ. Ïðåæäå
âñåãî áûëà èçó÷åíà âîçìîæíîñòü ââåäåíèÿ â äå-
ôåêòíûé ãåíîì âèðóñà ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ.
Ð. Ñïåò è Í. Ôðåíêåëü (1982 ã.) âñòðîèëè ïî
BglII-ó÷àñòêó ïëàçìèäû ðKÑ7 (ïðîèçâîäíàÿ
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pBR322) ïîâòîðÿþùèéñÿ BglII-ôðàãìåíò ÄÍÊ
HSV-1 øòàììà Patton è ïîëó÷èëè ãèáðèäíóþ
ïëàçìèäó ðÐ2-102. Ïîñëå êîòðàíñôåêöèè êóëü-
òóðû êëåòîê ìîëåêóëàìè ÄÍÊ âèðóñà-ïîìîù-
íèêà è ïëàçìèäîé ðÐ2-102 îáíàðóæèëè äåôåêò-
íûå âèðóñû, ãåíîì êîòîðûõ èìåë ðàçìåð îêîëî
150 òïí è ÿâëÿëñÿ êîíêàòåìåðíîé ôîðìîé ÄÍÊ
ðÐ2-102. Ãèáðèäíûå äåôåêòíûå ãåíîìû áûëè
ñòðóêòóðíî ñòàáèëüíû ïî êðàéíåé ìåðå â òå÷å-
íèå 15 ïàññàæåé â êóëüòóðå êëåòîê. Òàê êàê ÷ó-
æåðîäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áûëè àìïëèôè-
öèðîâàíû â ãåíîìå ãèáðèäíîãî äåôåêòíîãî âè-
ðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà, àâòîðû íàçâàëè òàêîé
âåêòîð HSV-àìïëèêîíîì. Ïëàçìèäà ðÐ2-102
èìååò åäèíñòâåííîå ìåñòî äåéñòâèÿ EcoRI, ïî-
ýòîìó ïîñëå ãèäðîëèçà äàííîé ðåñòðèêòàçîé
ìîëåêóë ÄÍÊ äåôåêòíîãî ãèáðèäíîãî âèðóñà
âûùåïëÿëàñü ëèíåéíàÿ ôîðìà ðÐ2-102, êîòî-
ðóþ öèêëèçîâàëè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû è
òðàíñôîðìèðîâàëè åþ êîìïåòåíòíûå êëåòêè
E. ñîli. Èç îòîáðàííûõ êëîíîâ Å. ñîli, óñòîé÷è-
âûõ ê àìïèöèëëèíó, âûäåëÿëè ïëàçìèäó ðKÑ7,
ñîäåðæàùóþ âèðóñíûé àìïëèêîí.

Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ HSV-àìïëèêîíà
ìîæíî ýôôåêòèâíî àìïëèôèöèðîâàòü ÷óæåðîä-
íóþ ãåíåòè÷åñêóþ èíôîðìàöèþ â êëåòêàõ æè-
âîòíûõ. Áîëåå òîãî, åñëè àìïëèêîí îáúåäèíåí
ñ áàêòåðèàëüíîé ïëàçìèäîé, òî, âûùåïëÿÿ èç äå-
ôåêòíîãî ãåíîìà ãèáðèäíîãî âèðóñà ïîâòîðÿþ-
ùóþñÿ åäèíèöó, ìîæíî âîññòàíîâèòü èñõîäíóþ
ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó è ðàçìíîæàòü åå â áàêòåðè-
àëüíûõ êëåòêàõ. Ïðè íåîáõîäèìîñòè ïëàçìèäó
ìîæíî ñíîâà ââåñòè â êëåòêè æèâîòíûõ ñîâìåñò-
íî ñ âèðóñîì-ïîìîùíèêîì èëè åãî ÄÍÊ.

Í. Ñòîó è Å. Ìàê-Ìîíåãëü (1982 ã.) ñîçäàëè
HSV-àìïëèêîí íà îñíîâå ðåñòðèêöèîííîãî
ôðàãìåíòà ÄÍÊ íåäåôåêòíîãî âèðóñà ïðîñòîãî
ãåðïåñà. Äëÿ ýòîãî â ïëàçìèäó ðÌK16 ïî XhoI-

ó÷àñòêó âñòðîèëè XhoI-C-ôðàãìåíò ÄÍÊ HSV-1
(ðèñ. 14.28). Ïîëó÷åííóþ ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó
pGX58 êîòðàíñôåêöèåé ñ èíòàêòíîé âèðóñíîé
ÄÍÊ ââîäèëè â êëåòêè õîìÿêà. Â òàêîé ñèñòåìå
pGX58 ýôôåêòèâíî ðåïëèöèðîâàëàñü è â êîíêà-
òåìåðíîé ôîðìå óïàêîâûâàëàñü â êàïñèäû. Ãèá-
ðèäíàÿ ïëàçìèäà ðGÕ33, ñîçäàííàÿ íà îñíîâå
áàêòåðèàëüíîé ïëàçìèäû ðÀÒ153 è ÂàmHI-N-
ôðàãìåíòà ÄÍÊ HSV-1, â ïðèñóòñòâèè âèðóñà-
ïîìîùíèêà òàêæå ðåïëèöèðîâàëàñü â êëåòêàõ
æèâîòíûõ, íî óæå íå áûëà ñïîñîáíà óïàêîâû-
âàòüñÿ â âèðóñíûå ÷àñòèöû. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì,
÷òî ori íàõîäèòñÿ â ïåðåêðûâàþùåìñÿ ñåãìåíòå
XhoI-C- è BamHI-N-ôðàãìåíòîâ, â òî âðåìÿ êàê
ó÷àñòîê, íåîáõîäèìûé â öèñ-ïîëîæåíèè äëÿ ñî-
çðåâàíèÿ âèðóñíîé ÄÍÊ, ðàñïîëîæåí â ðàéîíå
ïîâòîðÿþùåãîñÿ ó÷àñòêà «à» (ñì. ðèñ. 14.25).

Âåêòîðíàÿ ñèñòåìà àìïëèêîíà âèðóñà ïðîñ-
òîãî ãåðïåñà èìååò ðÿä îñîáåííîñòåé, îòëè÷àþ-
ùèõ åå îò ýóêàðèîòè÷åñêèõ âåêòîðîâ äðóãèõ òè-
ïîâ. Ãèáðèäíàÿ ÄÍÊ, ñîñòîÿùàÿ èç àìïëèêîíà,
ñîåäèíåííîãî ñ ÷óæåðîäíîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòüþ, ðåïëèöèðóåòñÿ ïî ìåõàíèçìó êàòÿùåãîñÿ
êîëüöà è óïàêîâûâàåòñÿ â êàïñèä êàê ëèíåéíàÿ
ìîëåêóëà ðàçìåðîì îêîëî 150 òïí. Ïîýòîìó â
äàííîì ñëó÷àå ìîæíî êëîíèðîâàòü ôðàãìåíòû
ÄÍÊ, çíà÷èòåëüíî âàðüèðóþùèå ïî äëèíå. Òàê-
æå íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ïîïóëÿöèÿ âèðó-
ñîâ, ñîäåðæàùàÿ ãèáðèäíûå äåôåêòíûå ãåíî-
ìû, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ èíôåêöèè
ïðàêòè÷åñêè ëþáûõ êóëüòóð êëåòîê ìëåêîïè-
òàþùèõ.

14.4.4. Ïëàçìèäíûå âåêòîðû
íà îñíîâå ýëåìåíòîâ ãåíîìà
âèðóñà Ýïøòåéíà–Áàðð

×òîáû èçó÷èòü, êàê èçìåíåíèå ñòðóêòóðû
ãåíà âëèÿåò íà åãî ýêñïðåññèþ â êëåòêàõ æèâîò-
íûõ, íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü âíåõðîìîñîì-
íûå êëîíèðóþùèå âåêòîðû. Ýòî îáóñëîâëåíî
òåì, ÷òî ýêñïåðèìåíòàëüíî ïî÷òè íåâîçìîæíî
äîáèòüñÿ èíòåãðàöèè ìîäèôèöèðîâàííûõ ôîðì
ãåíà â îäíó è òó æå òî÷êó ãåíîìà è èñêëþ÷èòü
ýôôåêò ïîëîæåíèÿ ãåíà. ×àñòè÷íî ýòîò âîïðîñ
óäàåòñÿ ðåøèòü, èñïîëüçóÿ âåêòîðû íà îñíîâå
ðåïëèêîíà âèðóñîâ SV40, ïîëèîìû, à òàêæå ïà-
ïèëëîìû áûêà. Îäíàêî êàæäûé èç óêàçàííûõ
òèïîâ âåêòîðîâ èìååò îãðàíè÷åíèÿ ïî ñïåêòðó
êóëüòóð êëåòîê, â êîòîðûõ îíè ìîãóò ïîääåðæè-
âàòüñÿ âî âíåõðîìîñîìíîì ñîñòîÿíèè. Ïîýòîìó
âîçíèêëà ïîòðåáíîñòü â ðàçðàáîòêå äîïîëíè-
òåëüíûõ âåêòîðíûõ ñèñòåì, ïîçâîëÿþùèõ êëî-
íèðîâàòü è ýêñïðåññèðîâàòü èññëåäóåìûå ãåíû
âíåõðîìîñîìíî â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ÷å-
ëîâåêà.
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Ðèñ. 14.28. ×åëíî÷íûå âåêòîðíûå ïëàçìèäû
pGX58 è ðGÕ33.

Ââåðõó ïîêàçàíà ëîêàëèçàöèÿ íà ãåíîìå HSV-1
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ïëàçìèä



Ëó÷øå âñåãî äëÿ ýòîãî ïîäõîäèò âèðóñ Ýï-
øòåéíà–Áàðð (EBV). Îêàçàëîñü, ÷òî EBV â ÿäðå
èíôèöèðîâàííûõ Â-ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà íà-
õîäèòñÿ â âèäå ìíîãîêîïèéíûõ ïëàçìèä: âèðóñ-
íàÿ ÄÍÊ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âíåõðîìîñîìíûå
êîëüöåâûå ìîëåêóëû, îðãàíèçîâàííûå â íóê-
ëåîñîìû. Â òàêèõ ëàòåíòíî èíôèöèðîâàííûõ
êëåòêàõ ýêñïðåññèðóåòñÿ ìåíåå 10 % âèðóñíîãî
ãåíîìà. Ì. ßòåñ ñ ñîàâòîðàìè (1984–1985 ãã.)
ïîêàçàëè, ÷òî äëÿ ðåïëèêàöèè ÄÍÊ EBV â ëà-
òåíòíîì ñîñòîÿíèè íåîáõîäèì è äîñòàòî÷åí
îäèí öèñ-äåéñòâóþùèé ýëåìåíò — oriÐ è îäèí
òðàíñ-äåéñòâóþùèé ýëåìåíò — ãåí EBNA-1,
êîäèðóþùèé ÿäåðíûé àíòèãåí âèðóñà.

Èñõîäÿ èç ýòèõ äàííûõ â ðàçíûõ ëàáîðàòî-
ðèÿõ â 1985–1989 ãã. áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû
÷åëíî÷íûå ïëàçìèäû Å. coli, ñîäåðæàùèå oriÐ
è ãåí EBNA-1 âèðóñà Ýïøòåéíà–Áàðð. Â êà÷åñò-
âå ñåëåêòèâíûõ èñïîëüçîâàëè ìàðêåðû äîìè-
íàíòíîãî òèïà, ïðåêðàñíî èçó÷åííûå íà âåêòîð-
íîé ñèñòåìå pSV2 (ñì. 13.3.4), — ãåíû neo, gpt,
cat. Îêàçàëîñü, ÷òî ïëàçìèäû òàêîãî òèïà ýô-

ôåêòèâíî ðåïëèöèðóþòñÿ â ÿäðàõ êëåòîê è ñòà-
áèëüíî ïîääåðæèâàþòñÿ â íèõ äëèòåëüíîå âðå-
ìÿ. Ïðè÷åì ëàòåíòíîå ñîñòîÿíèå ýòèõ ïëàçìèä
íàáëþäàåòñÿ â øèðîêîì ñïåêòðå êóëüòóð êëåòîê
íå òîëüêî ÷åëîâåêà, íî è äðóãèõ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ.

×åëíî÷íûå ïëàçìèäû íà îñíîâå ãåíåòè÷å-
ñêèõ ýëåìåíòîâ EBV ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
äëÿ êëîíèðîâàíèÿ è ýêñïðåññèè ãåíîâ â êóëüòó-
ðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà â öåëÿõ ïîëó÷åíèÿ áåëêî-
âûõ ïðîäóêòîâ, ìàêñèìàëüíî ñîîòâåòñòâóþùèõ
ïðèðîäíûì áåëêàì ÷åëîâåêà. Îíè ïîçâîëÿþò
òàêæå èññëåäîâàòü âëèÿíèå ðàçíûõ êóëüòóð êëå-
òîê íà óðîâåíü ýêñïðåññèè êëîíèðîâàííûõ ãå-
íîâ è ïðèðîäó ïðîäóöèðóåìûõ èìè ïîëèïåïòè-
äîâ (êîíôîðìàöèþ, ïîñòòðàíñëÿöèîííóþ ìîäè-
ôèêàöèþ, ñïåöèôè÷åñêèé òðàíñïîðò è äð.). Ìó-
òàãåíåç ãåíîâ è ýêñïðåññèÿ ýòèõ èçìåíåííûõ âà-
ðèàíòîâ â ñîñòàâå EBV-âåêòîðîâ ïîçâîëÿåò ïðî-
âîäèòü òîíêèé ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèé àíà-
ëèç èõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ.

14.5. ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÐÓÞÙÈÅ ÂÅÊÒÎÐÛ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÏÎÊÑÂÈÐÓÑÎÂ

Ïîêñâèðóñû îáðàçóþò áîëüøîå ñåìåéñòâî
Poxviridae, ïðåäñòàâèòåëè êîòîðîãî ïàòîãåííû
êàê äëÿ ïîçâîíî÷íûõ (ïîäñåìåéñòâî Chordopox-
viridae), òàê è áåñïîçâîíî÷íûõ (ïîäñåìåéñòâî
Entomopoxviridae). Ýòî ñàìûå êðóïíûå è ñëîæ-
íî îðãàíèçîâàííûå âèðóñû. Â ïîñëåäíèå ãîäû
ïîêñâèðóñû ïîçâîíî÷íûõ, îñîáåííî ïðåäñòàâè-
òåëè ðîäà Orthopoxvirus, ïðèâëåêàþò ïðèñòàëü-
íîå âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé êàê ìîëåêóëÿð-
íûå âåêòîðû äëÿ ñîçäàíèÿ æèâûõ âàêöèí ïðî-
òèâ ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà è æèâîò-
íûõ. Ðîä Orthopoxvirus âêëþ÷àåò òàêèå ïàòîãåí-
íûå äëÿ ÷åëîâåêà âèäû, êàê âèðóñ íàòóðàëüíîé
îñïû, âèðóñ îñïû îáåçüÿí è âèðóñ îñïû êîðîâ.
Íàèáîëåå àêòèâíî èçó÷àåòñÿ âèðóñ îñïîâàêöè-
íû (VAC), êîòîðûé ñ áîëüøèì óñïåõîì áûë èñ-
ïîëüçîâàí â êà÷åñòâå æèâîé âàêöèíû ïðè ðåà-
ëèçàöèè ïðîãðàììû ãëîáàëüíîãî èñêîðåíåíèÿ
îñïû íà çåìíîì øàðå. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ
ñïåêòð ïîêñâèðóñîâ, íà îñíîâå êîòîðûõ ðàçðà-
áàòûâàþòñÿ æèâûå ïîëèâàëåíòíûå âàêöèíû,
ðàñøèðÿåòñÿ. Îäíàêî äî ñèõ ïîð íå ðåøåí ðÿä
ïðèíöèïèàëüíûõ âîïðîñîâ. Îðòîïîêñâèðóñû
èìåþò îòíîñèòåëüíî øèðîêèé êðóã ÷óâñòâè-
òåëüíûõ æèâîòíûõ, ñîäåðæàò íåèäåíòèôèöèðî-
âàííûå ãåíû ïàòîãåííîñòè è ñïîñîáíû ýôôåê-
òèâíî ðåêîìáèíèðîâàòü ñ äðóãèìè ïîêñâèðóñà-
ìè, öèðêóëèðóþùèìè â ïðèðîäå. Ýòî ìîæåò
ïðèâîäèòü ê íåïðåäñêàçóåìûì ïîñëåäñòâèÿì —

âîçíèêíîâåíèþ âûñîêîïàòîãåííûõ îðòîïîêñâè-
ðóñîâ ñ øèðîêèì êðóãîì õîçÿåâ. Íàïðèìåð,
â ïåðâîé ïîëîâèíå 2003 ã. ïðîèçîøëè ìàññîâûå
âñïûøêè èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé ëþäåé,
îáóñëîâëåííûõ âèðóñàìè îñïû êîðîâ (Áðàçè-
ëèÿ) è îñïû îáåçüÿí (ÑØÀ).

Òîëüêî ïîäðîáíîå èññëåäîâàíèå ñòðóêòóð-
íî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ãåíîìà îðòî-
ïîêñâèðóñîâ, à òàêæå äðóãèõ ÷ëåíîâ ñåìåéñòâà
Poxviridae ïîçâîëèò âûÿâèòü ãåíû, êîíòðîëè-
ðóþùèå ñâîéñòâà ïàòîãåííîñòè è äåòåðìèíè-
ðóþùèå êðóã õîçÿåâ âèðóñîâ, óñòàíîâèòü ýâî-
ëþöèîííûå âçàèìîñâÿçè ïîêñâèðóñîâ è ãðàíè-
öû èçìåí÷èâîñòè èõ êîíêðåòíûõ ãåíîâ. Ïîýòî-
ìó áîëüøèå óñèëèÿ èññëåäîâàòåëåé íàïðàâëåíû
íà êàðòèðîâàíèå ãåíîâ äàííûõ âèðóñîâ è îïðå-
äåëåíèå èõ ôóíêöèé. Ïðèîðèòåò â ñåêâåíèðîâà-
íèè è àíàëèçå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îð-
ãàíèçàöèè ïîëíûõ ãåíîìîâ âèðóñîâ íàòóðàëü-
íîé îñïû, îñïû îáåçüÿí è îñïû êîðîâ ïðèíàä-
ëåæèò ãðóïïå èññëåäîâàòåëåé Ãîñóäàðñòâåííîãî
íàó÷íîãî öåíòðà âèðóñîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè
«Âåêòîð», ðóêîâîäèìîé Ñ. Í. Ùåëêóíîâûì.

14.5.1. Ñòðóêòóðà âèðèîíà
è ãåíîìà îðòîïîêñâèðóñîâ

Ó ïîêñâèðóñîâ, â îòëè÷èå îò äðóãèõ âèðóñîâ
æèâîòíûõ, ðàññìàòðèâàåìûõ â äàííîé êíèãå,
æèçíåííûé öèêë ïðîõîäèò â öèòîïëàçìå êëåòêè
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â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè àâòîíîìíî îò ÿäðà
(ðèñ. 14.29). Â ñâÿçè ñ ýòèì ïîêñâèðóñû äîëæíû
èìåòü ñîáñòâåííûå ôåðìåíòíûå ñèñòåìû ñèí-
òåçà ÐÍÊ è ÄÍÊ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî èíôåêöèîí-
íûå ÷àñòèöû ïîêñâèðóñîâ ñîäåðæàò â ñâîåì ñî-
ñòàâå ïîëíóþ ôåðìåíòíóþ ñèñòåìó òðàíñêðèï-
öèè, ñïîñîáíóþ ñèíòåçèðîâàòü ôóíêöèîíàëü-
íóþ ìÐÍÊ â ïîëèàäåíèëèðîâàííîé, êýïèðîâàí-
íîé è ìåòèëèðîâàííîé ôîðìå. Â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ äëÿ ìíîãèõ ôåðìåíòîâ ïîêàçàíî, ÷òî îíè êî-
äèðóþòñÿ âèðóñíûì ãåíîìîì. Ó÷àñòîê öèòî-
ïëàçìû êëåòêè, ãäå ïðîèñõîäèò ðåïëèêàöèÿ
è ñáîðêà âèðóñíûõ ÷àñòèö, íàçûâàþò âèðîñî-
ìîé, âèðóñíîé ôàáðèêîé èëè âèðîïëàçìîé.

Â òêàíåâîé êóëüòóðå áîëüøèíñòâî èíôåêöè-
îííûõ ÷àñòèö îðòîïîêñâèðóñîâ â êîíöå öèêëà
ðàçâèòèÿ îñòàåòñÿ âíóòðè êëåòîê. Âèðèîíû çðå-
ëîãî âíóòðèêëåòî÷íîãî âèðóñà (intracellular ma-
ture virus, IMV) ñîñòîÿò èç ñëîæíî îðãàíèçîâàí-
íîé äâîÿêîâîãíóòîé ñåðäöåâèíû, îêðóæåííîé
ìåìáðàíîé, è áîêîâûõ (ëàòåðàëüíûõ) òåë, ðàñ-
ïîëîæåííûõ â ìåñòàõ âîãíóòîñòåé. Ñåðäöåâèíó
è áîêîâûå òåëà ïîêðûâàåò ïîâåðõíîñòíàÿ ìåì-
áðàíà. Òàêèì îáðàçîì, ÷àñòèöû IMV ñîäåðæàò
äâå ìåìáðàííûå ñòðóêòóðû (ðèñ. 14.30). Ìåòî-
äîì äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà â ñîñòàâå òàêèõ
âèðèîíîâ îáíàðóæèâàåòñÿ áîëåå 100 ïîëèïåï-
òèäîâ.

Â çàâèñèìîñòè îò øòàììà âèðóñà è òèïà èí-
ôèöèðîâàííûõ êëåòîê îò 1 äî 30 % âèðóñíûõ

÷àñòèö ïîêèäàåò êëåòêó. Ïðè ýòîì îáðàçóåòñÿ
ïðîìåæóòî÷íàÿ ôîðìà âíóòðèêëåòî÷íûõ âèðèî-
íîâ, ïîêðûòûõ äîïîëíèòåëüíîé äâîéíîé ìåì-
áðàíîé, ò. å. òàêèå âèðóñíûå ÷àñòèöû ñîäåðæàò
÷åòûðå ìåìáðàííûå ñòðóêòóðû (ñì. ðèñ. 14.29).
Ïðè âûõîäå âèðèîíîâ èç êëåòêè âíåøíÿÿ ìåì-
áðàíà ñëèâàåòñÿ ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé
êëåòêè. Ïîýòîìó âèðèîíû âíåêëåòî÷íîãî âèðó-
ñà (extracellular enveloped virus, EEV) èìåþò ïî
ñðàâíåíèþ ñ IMV îäíó äîïîëíèòåëüíóþ ëèïî-
ïðîòåèíîâóþ îáîëî÷êó. Äàííàÿ îáîëî÷êà ñîäåð-
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Ðèñ. 14.29. Öèêë ðåïðîäóêöèè âèðóñà îñïîâàêöèíû

Ðèñ. 14.30. Ñòðóêòóðà âèðèîíà îðòîïîêñâèðóñîâ:

1 — ñåðäöåâèíà; 2 — ìåìáðàíà ñåðäöåâèíû; 3 — áîêîâûå
òåëà; 4 — ïîâåðõíîñòíàÿ ìåìáðàíà; 5 — òðóá÷àòûå ñòðóê-
òóðû ïîâåðõíîñòè èíôåêöèîííîãî âíóòðèêëåòî÷íîãî âè-
ðèîíà; 6 — îáîëî÷êà èíôåêöèîííîãî âíóòðèêëåòî÷íîãî

âèðèîíà



æèò äåñÿòü ïîëèïåïòèäîâ, èç êîòîðûõ äåâÿòü
ãëèêîçèëèðîâàíû.

Ãåíîì ïîêñâèðóñîâ ïðåäñòàâëåí ëèíåéíîé
äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ ñ êîâàëåíòíî çàìêíóòûìè
êîíöàìè. Ðàçìåð ÄÍÊ îðòîïîêñâèðóñîâ âàðüè-
ðóåò îò 175 äî 240 òïí â çàâèñèìîñòè îò âèäà
è øòàììà âèðóñà, à èõ ãåíîì êîäèðóåò îêîëî
200 ïîëèïåïòèäîâ. Ãåíû ïî âðåìåíè ýêñïðåññèè
äåëÿò íà ðàííèå (Å), ïðîìåæóòî÷íûå (I), ïîçä-
íèå (L), à òàêæå ýêñïðåññèðóåìûå â òå÷åíèå âñå-
ãî öèêëà ðàçâèòèÿ âèðóñà — ðàííå-ïîçäíèå
(E–L). Ðàííÿÿ òðàíñêðèïöèÿ ïðîèñõîäèò ñðàçó
ïîñëå âõîæäåíèÿ âèðèîíà â êëåòêó è îñóùåñòâ-
ëÿåòñÿ âèðèîí-àññîöèèðîâàííîé ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçîé. Ñ ïðîìåæóòî÷íûõ ïðîìîòîðîâ òðàíñ-
êðèïöèÿ èíèöèèðóåòñÿ òîëüêî ïîñëå ðåïëèêà-
öèè âèðóñíîé ÄÍÊ, íî â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ
ïëàçìèä I-ãåíû ìîãóò òðàíñêðèáèðîâàòüñÿ áåç
ïðåäøåñòâóþùåé ðåïëèêàöèè ÄÍÊ. Äëÿ òðàíñ-
êðèïöèè ïîçäíèõ ãåíîâ íåîáõîäèìà íå òîëüêî
ïðåäøåñòâóþùàÿ ðåïëèêàöèÿ âèðóñíîé ÄÍÊ,
íî è ýêñïðåññèÿ ðàííèõ è ïðîìåæóòî÷íûõ ãå-
íîâ. Êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ
äàííûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ âèðóñîâ íåïðåðûâ-
íû, è ñïëàéñèíã îòñóòñòâóåò.

14.5.2. Êîíñòðóèðîâàíèå ãèáðèäíûõ
âèðóñîâ îñïîâàêöèíû

Ñ ðàçâèòèåì ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè âèðóñ îñïîâàêöèíû ñ íîâîé ñèëîé ïðèâëåê
ê ñåáå âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé. Ïðåæäå âñåãî
ýòî áûëî ñâÿçàíî ñ çàìàí÷èâîé èäååé ïîëó÷àòü
íà îñíîâå VAC ðåêîìáèíàíòíûå æèâûå ïîëèâà-
ëåíòíûå âàêöèíû. Ïîñêîëüêó ÄÍÊ äàííîãî âè-
ðóñà èìååò áîëüøîé ðàçìåð, ïðÿìàÿ âñòðîéêà
â âèðóñíûé ãåíîì ÷óæåðîäíûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ çàòðóäíåíà. Êðîìå òîãî, ìíîãî÷èñëåííûå
ýêñïåðèìåíòû äîêàçàëè, ÷òî äåïðîòåèíèçèðî-
âàííàÿ («ãîëàÿ») ÄÍÊ ïîêñâèðóñîâ íåèíôåêöè-
îííà. Îäíàêî ïîêñâèðóñû ýôôåêòèâíî ðåêîìáè-
íèðóþò in vivo. Ê. Ñýì è Ê. Äàìáåëë â 1981 ã.
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî îïðåäåëåííûé ðåñò-
ðèêöèîííûé ôðàãìåíò ÄÍÊ VAC, ââåäåííûé
â êëåòêè, èíôèöèðîâàííûå òåðìî÷óâñòâèòåëü-
íûì ìóòàíòîì âèðóñà, ñïîñîáåí ðåêîìáèíàöè-
îííî âñòðàèâàòüñÿ â âèðóñíûé ãåíîì, ïðèâîäÿ
ê îáðàçîâàíèþ âèðóñà äèêîãî òèïà. Áîëåå òîãî,
Å. Íàêàíî ñ ñîàâòîðàìè (1982 ã.) óäàëîñü ïåðå-
âåñòè äåëåöèîííûé âàðèàíò VAC â âàðèàíò äè-
êîãî òèïà çà ñ÷åò ðåêîìáèíàöèîííîé âñòðîéêè
in vivo ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ïîêðûâàþùåãî ðàéîí
âèðóñíîãî ãåíîìà, êîòîðûé âêëþ÷àë îáëàñòü äå-
ëåöèè è ïðèëåãàþùèå ê íåé ñ îáåèõ ñòîðîí ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè.

Äàííûå ýêñïåðèìåíòû ïî ñïàñåíèþ ìàðêåðà
ïðèâåëè ê ðàçðàáîòêå îáùåé ñõåìû ââåäåíèÿ
÷óæåðîäíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ãåíîì îðòî-
ïîêñâèðóñîâ. Íà ïåðâîì ýòàïå êîíñòðóèðóþò
ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ãåòåðîëî-
ãè÷íûé ãåí, ôëàíêèðîâàííûé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿìè âèðóñíîé ÄÍÊ èç íåñóùåñòâåííîé îáëàñ-
òè âèðóñíîãî ãåíîìà. Ïîëó÷åííóþ ïëàçìèäó
ââîäÿò â êëåòêè, èíôèöèðîâàííûå âèðóñîì. Çà
ñ÷åò ðåêîìáèíàöèè ïî îáëàñòÿì ãîìîëîãèè ìå-
æäó ôëàíêèðóþùèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè
â ãèáðèäíîé ïëàçìèäå è âèðóñíîé ÄÍÊ ïðîèñ-
õîäèò âñòðîéêà ÷óæåðîäíîãî ôðàãìåíòà â ãåíîì
âèðóñà (ðèñ. 14.31). Âèðóñíîå ïîòîìñòâî áîëåå
÷åì íà 99 % ñîñòîèò èç âèðóñà èñõîäíîãî òèïà,
ïîýòîìó íåîáõîäèì ìåòîä ñåëåêöèè ðåêîìáè-
íàíòíûõ âèðóñîâ.

Íàèáîëåå ïîïóëÿðíûé ìåòîä ñåëåêöèè ðå-
êîìáèíàíòîâ, ïðåäëîæåííûé â 1982 ã., îñíîâàí
íà âñòðîéêå ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ãåí tk VAC è îò-
áîðå âèðóñîâ TK– ïî áëÿøêîîáðàçîâàíèþ íà ìî-
íîñëîå êëåòîê ñ ôåíîòèïîì TK– â ïðèñóòñòâèè
5-áðîìäåçîêñèóðèäèíà. Íåäîñòàòîê ýòîãî ïîäõî-
äà ñîñòîèò â òîì, ÷òî â ïðîöåññå ñåëåêöèè îòáè-
ðàþòñÿ íå òîëüêî ðåêîìáèíàíòû, íî è ñïîíòàí-
íûå ìóòàíòû TK–. Ïîýòîìó äëÿ íàäåæíîãî âûÿâ-
ëåíèÿ ðåêîìáèíàíòîâ òðåáóåòñÿ äîïîëíèòåëüíî
ïðîâîäèòü ãèáðèäèçàöèþ ÄÍÊ, àìïëèôèêàöèþ
ñåãìåíòà ÄÍÊ â ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè
èëè èììóíîõèìè÷åñêèé ñêðèíèíã.

Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ÷óæåðîäíûå êî-
äèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîãóò áûòü ýêñ-
ïðåññèðîâàíû â ñîñòàâå ãåíîìà ïîêñâèðóñîâ
òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè îíè ïîìåùåíû ïîä
êîíòðîëü ïîêñâèðóñíîãî ïðîìîòîðà. Âñòðàèâàå-
ìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íå äîëæíû èìåòü ýê-
çîí-èíòðîííîé ñòðóêòóðû, òàê êàê ñïëàéñèíã
ó ïîêñâèðóñîâ îòñóòñòâóåò. Áîëåå òîãî, åñëè
ýêñïðåññèÿ öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîèñ-
õîäèò ñ ðàííåãî ïðîìîòîðà îðòîïîêñâèðóñîâ,
âíóòðè êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íå
äîëæíî áûòü ñèãíàëîâ ðàííåé òðàíñêðèïöèîí-
íîé òåðìèíàöèè TTTTTNT (ãäå N — ëþáîé
íóêëåîòèä).

Ñèñòåìà ñåëåêöèè ðåêîìáèíàíòíûõ âàðèàí-
òîâ TK– âèðóñà îñïîâàêöèíû ñóùåñòâåííî óï-
ðîñòèëàñü ïîñëå òîãî, êàê â ëàáîðàòîðèè Á. Ìîñ-
ñà (1985 ã.) áûëè ñîçäàíû ïëàçìèäíûå âåêòîðû
èíòåãðàöèè, îáåñïå÷èâàþùèå íå òîëüêî âñòðîé-
êó öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîä êîíòðîëü
ïîêñâèðóñíîãî ïðîìîòîðà, íî è îäíîâðåìåííîå
ââåäåíèå ðåïîðòåðíîãî ãåíà lacZ �-ãàëàêòîçè-
äàçû Å. coli, ñîåäèíåííîãî ñ äðóãèì âèðóñíûì
ïðîìîòîðîì (ðèñ. 14.32). Äîáàâëåíèå â ñðåäó
ñïåöèôè÷íîãî äëÿ �-ãaëàêòîçèäàçû õðîìîãåí-
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íîãî ñóáñòðàòà Xgal ïðèâîäèò ê îêðàøèâàíèþ
áëÿøåê òàêèõ ðåêîìáèíàíòíûõ âèðóñîâ â ñèíèé
öâåò.

Äðóãèì ôåíîòèïè÷åñêèì ìàðêåðîì äëÿ îò-
áîðà ãèáðèäíûõ îðòîïîêñâèðóñîâ ìîæåò áûòü
ãåí ëþöèôåðàçû ñâåòëÿ÷êà. Ïðè ýòîì ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî âûÿâëåíèå âñòðîéêè ïî àêòèâíî-
ñòè ëþöèôåðàçû ïðèìåðíî â 1000 ðàç ÷óâñòâè-
òåëüíåå, ÷åì ïî àêòèâíîñòè �-ãàëàêòîçèäàçû.
Ýòî ìîæåò îêàçàòüñÿ óäîáíûì ïðè èçó÷åíèè ðàñ-
ïðîñòðàíåíèÿ (äèññåìèíàöèè) ðåêîìáèíàíòíî-
ãî âèðóñà â òêàíÿõ èíôèöèðîâàííûõ æèâîòíûõ.

Ôåíîòèïè÷åñêèé îòáîð ðåêîìáèíàíòîâ
ìîæíî îñóùåñòâëÿòü òàêæå ëèáî èñïîëüçóÿ ñïà-
ñåíèå ìàðêåðà îïðåäåëåííûõ ìóòàíòîâ VAC,
ëèáî èäåíòèôèöèðóÿ ìóòàíòíûå êëîíû, âîçíè-
êàþùèå â ðåçóëüòàòå èíñåðöèè â öåëåâûå âè-
ðóñíûå ãåíû ÷óæåðîäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé. Òàê, Õ. Øèäà ñ ñîàâòîðàìè â 1987 ã. ïîêà-
çàëè, ÷òî âñòðîéêà ýêçîãåííûõ ôðàãìåíòîâ â ãåí
ãåìàããëþòèíèíà VAC ìîæåò áûòü âûÿâëåíà ïî
îòñóòñòâèþ àäñîðáöèè êóðèíûõ ýðèòðîöèòîâ
â áëÿøêàõ âàðèàíòîâ ÍÀ–.

Âàðèàíò ËÈÂÏ øòàììà Lister VAC íà õîðè-
îíàëëàíòîèñíûõ îáîëî÷êàõ êóðèíûõ ýìáðèî-
íîâ îáðàçóåò áåëûå îñïèíû. Â ëàáîðàòîðèè
Ñ. Í. Ùåëêóíîâà ïðîäåìîíñòðèðîâàíî (1989 ã.),
÷òî ðåêîìáèíàíò, ïîëó÷åííûé ââåäåíèåì â ñî-
ñòàâ ãåíîìà ãåíà SPI-2 âèðóñà îñïû êîðîâ, ôîð-
ìèðóåò êðàñíûå ãåìîððàãè÷åñêèå îñïèíû. Äàí-
íûé ãåí òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå
ôåíîòèïè÷åñêîãî ìàðêåðà äëÿ îòáîðà ðåêîìáè-
íàíòîâ VAC.

Ìóòàíò ïî ãåíó A27L VAC ôîðìèðóåò ìåë-
êèå áëÿøêè. Ïîýòîìó, êàê ïîêàçàëè Äæ. Ðîäðè-
ãåñ è Ì. Ýñòåáàí â 1989 ã., èñïîëüçóÿ äàííûé
ãåí â êà÷åñòâå ôåíîòèïè÷åñêîãî ìàðêåðà è ìó-
òàíòíûé âèðóñ ïî äàííîìó ãåíó (ìåëêîáëÿøå÷-
íûé ôåíîòèï), ìîæíî âåñòè îòáîð ïî ðàçìåðó
áëÿøåê (ó ðåêîìáèíàíòà îíè áóäóò êðóïíûå).

Â ëàáîðàòîðèè Ý. Ïýîëåòòè óñòàíîâëåíî,
÷òî äåëåöèÿ ãåíà K1L VAC ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî
âèðóñ òåðÿåò ñïîñîáíîñòü ðåïëèöèðîâàòüñÿ íà
ëèíèè êëåòîê ÷åëîâåêà MRC-5. Ââåäåíèå äàí-
íîãî ãåíà â ãåíîì ìóòàíòíîãî âèðóñà ïîçâîëÿåò
íà êóëüòóðå MRC-5 ýôôåêòèâíî ñåëåêòèðîâàòü
ðåêîìáèíàíòû (1989 ã.).

Áîëåå ñîâåðøåííûì ÿâëÿåòñÿ ïîäõîä, îñíî-
âàííûé íà âñòðîéêå â âèðóñíûé ãåíîì äîìè-
íàíòíîãî ñåëåêòèâíîãî ìàðêåðà îäíîâðåìåííî
ñ öåëåâûì ãåíîì. Ïðè ýòîì âñòðîéêà ìîæåò
ïðîèñõîäèòü â ëþáîì íåñóùåñòâåííîì äëÿ æèç-
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Ðèñ. 14.31. Ñõåìà ðåêîìáèíàöèîííîãî ïîëó÷åíèÿ ãèáðèäíûõ âèðóñîâ îñïîâàêöèíû.

Ïëàçìèäà ñîäåðæèò ÷óæåðîäíûé ãåí (òåìíûé ó÷àñòîê), âñòðîåííûé ïîä êîíòðîëü ïîêñâèðóñíîãî ïðîìîòîðà (ð)
è ôëàíêèðîâàííûé ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ VAC èç îáëàñòè ãåíà tk, íåñóùåñòâåííîãî äëÿ ðàçìíîæåíèÿ âèðóñà

â êóëüòóðå êëåòîê

Ðèñ. 14.32. Ñõåìà ïëàçìèäû ðSC11.

S — ñàéò ðåñòðèêòàçû SmaI, ïî êîòîðîìó ìîæíî îñó-
ùåñòâëÿòü âñòðîéêó öåëåâîãî ãåíà; tkL è tkR — ôëàíêè-
ðóþùèå ñåãìåíòû íàðóøåííîãî â ðåçóëüòàòå âñòðîåê ãåíà
òèìèäèíêèíàçû VAC. Ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíî íàïðàâëå-
íèå òðàíñêðèïöèè ñ ïîçäíåãî ïðîìîòîðà ð11K è ðàííå-

ïîçäíåãî ïðîìîòîðà ð7,5



íåäåÿòåëüíîñòè âèðóñà ó÷àñòêå ãåíîìà, è íåò
íåîáõîäèìîñòè èñïîëüçîâàòü êàêèå-ëèáî ìó-
òàíòû âèðóñà è/èëè ñïåöèôè÷åñêèå êóëüòóðû
êëåòîê. Â êà÷åñòâå ìàðêåðà äîìèíàíòíîãî òèïà
â ëàáîðàòîðèè Ä. Õðàáè â 1985 ã. îïðîáîâàëè
ãåí, îáåñïå÷èâàþùèé óñòîé÷èâîñòü ê íåîìèöè-
íó. Îäíàêî ýòà ñèñòåìà áûëà íå î÷åíü ýôôåê-
òèâíîé, òàê êàê â óñëîâèÿõ ñåëåêöèè ðîñò èñ-
õîäíîãî âèðóñà ïîäàâëÿëñÿ ëèøü íà 98 %, ò. å.
ñðåäè âèðóñíîãî ïîòîìñòâà íàðÿäó ñ ðåêîìáè-
íàíòàìè âñåãäà èìåëñÿ èñõîäíûé âèðóñ.

Ýòî íåóäîáñòâî óäàëîñü ïðåîäîëåòü áëàãî-
äàðÿ èñïîëüçîâàíèþ ãåíà gpt êñàíòèí-ãóà-
íèí-ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçû Å. coli, ïðåäëî-
æåííîìó íåçàâèñèìî äâóìÿ ëàáîðàòîðèÿìè
â 1988 ã. Íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå ñ ìèêîôåíîëî-
âîé êèñëîòîé îáðàçóþò áëÿøêè òîëüêî ðåêîì-
áèíàíòíûå VAC, ýêñïðåññèðóþùèå gpt (î ñèñ-
òåìå ñåëåêöèè ñì. 13.3.4). Íåäîñòàòêîì ýòîãî
ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ãåí gpt ïðè âñòðîéêå
â âèðóñíûé ãåíîì ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëèøü
îäèí ðàç. Íî â ðÿäå ñëó÷àåâ âîçíèêàåò íåîáõî-
äèìîñòü âñòðîèòü äâà èëè áîëåå ÷óæåðîäíûõ
ãåíà â ðàçíûå ó÷àñòêè ãåíîìà VAC (íàïðèìåð,
ïðè ñîçäàíèè ïîëèâàëåíòíûõ æèâûõ âàêöèí).
Ïîýòîìó â 1990 ã. â ëàáîðàòîðèè Á. Ìîññà áûë
ïðåäëîæåí ìåòîä îáðàòíîé ñåëåêöèè êñàíòèí-
ãóàíèí-ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçû â ñîñòàâå
VAC äëÿ èñêëþ÷åíèÿ èç âèðóñíîãî ãåíîìà ãåíà
gpt ïðè ñîõðàíåíèè äðóãîãî âñòðîåííîãî ãåíà.
Ìåòîä îñíîâàí íà òîì, ÷òî íà ëèíèè ìûøèíûõ
ôèáðîáëàñòîâ, äåôåêòíûõ ïî ãèïîêñàíòèí-ãóà-
íèí-ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçå, â ïðèñóòñòâèè
íóêëåîòèäíîãî àíàëîãà 6-òèîãóàíèíà ôîðìèðî-
âàòü áëÿøêè ñïîñîáåí ëèøü VAC, ó êîòîðîãî îò-

ñóòñòâóåò ýêñïðåññèðóåìûé ãåí gpt (âêëþ÷åíèå
6-òèîãóàíèíà â ÄÍÊ ïðèâîäèò ê ãèáåëè âèðóñà).
Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïîñëåäîâàòåëüíî ââî-
äèòü öåëåâûå ãåíû ñîâìåñòíî ñ gpt, çàòåì ýòîò
ãåí óäàëÿòü è ñíîâà ñîâìåñòíî ñ íèì ââîäèòü
ñëåäóþùèé öåëåâîé ãåí â äðóãóþ îáëàñòü ãåíî-
ìà VAC.

×òîáû èçáàâèòüñÿ îò òàêîé ìíîãîñòóïåí÷à-
òîñòè, â òîé æå ëàáîðàòîðèè ðàçðàáîòàëè èíîé
ïîäõîä ê ïîëó÷åíèþ è ñåëåêöèè ðåêîìáèíàíò-
íûõ âèðóñîâ îñïîâàêöèíû, êîòîðûé îêàçàëñÿ
î÷åíü óäîáíûì è óíèâåðñàëüíûì äëÿ ââåäåíèÿ
èíñåðöèé, äåëåöèé èëè ìóòàöèé â ëþáóþ îá-
ëàñòü âèðóñíîãî ãåíîìà. Â äàííîì ñëó÷àå äîìè-
íàíòíûé ìàðêåð gpt íàõîäèòñÿ â ãèáðèäíîé
ïëàçìèäå âíå ôðàãìåíòà âèðóñíîé ÄÍÊ, è ïî-
ýòîìó îí ìîæåò âêëþ÷èòüñÿ â âèðóñíûé ãåíîì
òîëüêî â ðåçóëüòàòå îäèíî÷íîãî êðîññèíãîâåðà
(ðèñ. 14.33), ïðè êîòîðîì èíòåãðèðóåòñÿ âñÿ
ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà, à íå òîëüêî âèðóñíûé ñåã-
ìåíò. (Èíòåãðàöèÿ èç ïëàçìèäû «÷èñòîãî» âè-
ðóñíîãî ôðàãìåíòà ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì äâîé-
íîãî êðîññèíãîâåðà.) Ñòðóêòóðà ãåíîìà ðåêîì-
áèíàíòíîãî âèðóñà, â êîòîðûé âñòðîåíà âñÿ
ïëàçìèäà, íåñòàáèëüíà èç-çà íàëè÷èÿ ïðîòÿ-
æåííûõ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ (íàïðèìåð tkR èëè
tkL, ñì. ðèñ. 14.33), è ïðè ñíÿòèè ñåëåêòèâíîãî
äàâëåíèÿ ïî ãåíó gpt â ðåçóëüòàòå âíóòðèìîëå-
êóëÿðíîé ðåêîìáèíàöèè ïëàçìèäíàÿ ÷àñòü ñ ãå-
íîì gpt èñêëþ÷àåòñÿ ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíî-
ñòüþ, à ÷óæåðîäíûé öåëåâîé ãåí èëè ââîäèìîå
ìóòàöèîííîå èçìåíåíèå ñîõðàíÿåòñÿ â ñîñòàâå
ñòàáèëüíîãî âàðèàíòà VAC. Ýòîò ìåòîä ïîëó-
÷èë íàçâàíèå âðåìåííîé äîìèíàíòíîé ñåëåê-

öèè. Èñïîëüçóÿ äàííûé ìåòîä, â ëàáîðàòîðèè
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Ñ. Í. Ùåëêóíîâà (2001–2003 ã.) â ãåíîì âèðóñà
îñïû êîðîâ ïîñëåäîâàòåëüíî ââåëè äåëåöèè ïî
÷åòûðåì ðàçëè÷íûì ãåíàì.

Â 1992 ã. â äâóõ ëàáîðàòîðèÿõ íåçàâèñèìî
îïèñàëè ïðÿìóþ âñòðîéêó ÷óæåðîäíûõ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ â ãåíîì VAC ìåòîäîì ëèãèðîâàíèÿ
in vitro. Ïî óíèêàëüíûì ñàéòàì ðåñòðèêòàç SmaI
èëè NotI in vitro âñòðàèâàëè ÷óæåðîäíûé ôðàã-
ìåíò, ââîäèëè ëèãàçíóþ ñìåñü â êëåòêè, èíôè-
öèðîâàííûå âèðóñîì-ïîìîùíèêîì (ÄÍÊ ïîêñ-
âèðóñîâ íåèíôåêöèîííà), à çàòåì â âèðóñíîì
ïîòîìñòâå îòáèðàëè ðåêîìáèíàíòíûå âàðèàíòû
VAC. Ô. Øåéôëèíãåð ñ ñîàâòîðàìè â êà÷åñòâå
âèðóñà-ïîìîùíèêà èñïîëüçîâàëè ãåòåðîëîãè÷-
íûé âèðóñ îñïû ïòèö, êîòîðûé ñïîñîáåí ðàç-
ìíîæàòüñÿ íà îãðàíè÷åííîì ÷èñëå êóëüòóð êëå-
òîê, â òî âðåìÿ êàê VAC èìååò î÷åíü øèðîêèé
êðóã ÷óâñòâèòåëüíûõ êóëüòóð. Óïàêîâêó â âè-
ðèîíû ÄÍÊ VAC ïîñëå ðåêîíñòðóêöèè ïðîâî-
äÿò â êóëüòóðå êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ âèðó-
ñîì îñïû ïòèö, à çàòåì ïîòîìñòâî òèòðóþò íà
êóëüòóðå êëåòîê, ïåðìèññèâíûõ ëèøü äëÿ VAC.
Ì. Ìåðõëèíñêèé è Á. Ìîññ â êà÷åñòâå ïîìîù-
íèêà ïðåäëîæèëè òåðìî÷óâñòâèòåëüíûé ìóòàíò
VAC ts42, äåôåêòíûé ïî ðåïëèêàöèè ÄÍÊ è ãî-
ìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ïðè íåïåðìèññèâ-
íîé òåìïåðàòóðå (40 °Ñ). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
øèðîêîãî ðàñïðîñòðàíåíèÿ äàííûé ïîäõîä íå
ïîëó÷èë.

Êàê âèäèì, ìåòîäîëîãèÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ
ãèáðèäíûõ îðòîïîêñâèðóñîâ, è ïðåæäå âñåãî
VAC, ðàçðàáîòàíà î÷åíü õîðîøî. Ýòî ïîçâîëÿåò
ïîëó÷àòü ñàìûå ðàçëè÷íûå âàðèàíòû ðåêîìáè-
íàíòíûõ âèðóñîâ.

Íàèáîëåå âàæíûì íàïðàâëåíèåì â ãåíåòè-
÷åñêîé èíæåíåðèè VAC ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå æè-
âûõ ðåêîìáèíàíòíûõ âàêöèí, ò. å. ãèáðèäíûõ
âèðóñîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ãåíû îñíîâíûõ àí-
òèãåííûõ äåòåðìèíàíò äðóãèõ ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ. Òàêèå âàêöèíû îáû÷íî èìåþò çíà÷èòåëü-
íûå ïðåèìóùåñòâà ïåðåä èíàêòèâèðîâàííûìè
(óáèòûìè) âàêöèíàìè, òàê êàê îáåñïå÷èâàþò
áîëåå ïîëíîöåííûé èììóííûé îòâåò íà âèðóñ-
íûå àíòèãåíû (ñì. 17.3). Âèðóñ îñïîâàêöèíû
èìååò øèðîêèé êðóã õîçÿåâ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðè-
ìåíÿòü âàêöèíû íà åãî îñíîâå äëÿ ðàçíûõ âèäîâ
æèâîòíûõ â âåòåðèíàðèè, à òàêæå ïðè íåêîòî-
ðûõ ýïèäåìè÷åñêèõ ñèòóàöèÿõ â ìåäèöèíå.
VAC óñïåøíî èñïîëüçîâàëè äëÿ ìàññîâîé âàê-
öèíàíöèè ëþäåé ïðîòèâ îñïû â òå÷åíèå ìíîãèõ
ëåò. Ïîñëå 1980 ã. â ñâÿçè ñ ãëîáàëüíîé ëèêâèäà-
öèåé îñïû âàêöèíàöèÿ ïðîòèâ ýòîé èíôåêöèè
ïðåêðàùåíà, òàê êàê ðèñê îñëîæíåíèé, âîçíè-
êàþùèõ ñ îïðåäåëåííîé, õîòÿ è íåáîëüøîé,
÷àñòîòîé ïðè òàêîé âàêöèíàöèè, íå îïðàâäàí.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èíàêòèâàöèÿ â ðåçóëüòà-
òå âñòðîéêè öåëåâûõ ãåíîâ òàêèõ ëîêóñîâ VAC,
êàê ãåíû òèìèäèíêèíàçû, ãåìàããëþòèíèíà è
äð., ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ âèðóëåíòíûõ ñâîéñòâ
âèðóñà. Ïîýòîìó ãèáðèäíûå VAC â áîëüøèíñò-
âå ñëó÷àåâ äîëæíû áûòü àòòåíóèðîâàííûìè ïî
îòíîøåíèþ ê èñõîäíîìó âèðóñó. Äàííîìó âî-
ïðîñó óäåëÿåòñÿ áîëüøîå âíèìàíèå, ïðîðàáà-
òûâàþòñÿ è ðàçëè÷íûå àëüòåðíàòèâíûå âàðèàí-
òû. Òàê, â 1992 ã. â ëàáîðàòîðèè Ý. Ïýîëåòòè
ïðåäëîæèëè èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ìîëåêó-
ëÿðíîãî âåêòîðà ïðè ñîçäàíèè æèâûõ ïîëèâà-
ëåíòíûõ âàêöèí âèðóñ îñïû êàíàðååê, êîòîðûé
íå ðåïëèöèðóåòñÿ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ,
íî îáåñïå÷èâàåò ïîñëå âàêöèíàöèè ýêñïðåññèþ
öåëåâûõ ãåíîâ è èììóííûé îòâåò íà èõ áåëêî-
âûå ïðîäóêòû.

Â ïîñëåäíèå ãîäû â êà÷åñòâå áåçîïàñíîãî
âåêòîðà àêòèâíî èçó÷àþò øòàìì âèðóñà îñïî-
âàêöèíû MVA, ïîëó÷åííûé ãåðìàíñêèìè ó÷å-
íûìè â ðåçóëüòàòå ìíîæåñòâåííûõ ïàññàæåé
VAC íà êóðèíûõ ýìáðèîíàõ â 1970-õ ãã. Øòàìì
MVA ÿâëÿåòñÿ âûñîêîàòòåíóèðîâàííûì âàðèàí-
òîì âèðóñà îñïîâàêöèíû, îí ñïîñîáåí in vitro

ðàçìíîæàòüñÿ íà êóëüòóðàõ êëåòîê ïòèö, íî
ïðàêòè÷åñêè íå ðàçìíîæàåòñÿ â êëåòêàõ ìëåêî-
ïèòàþùèõ. Òåì íå ìåíåå ïðè âàêöèíàöèè ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ èëè ëþäåé ðåêîì-
áèíàíòíûìè âàðèàíòàìè VAC øòàììà MVA íà-
áëþäàåòñÿ ýôôåêòèâíûé èììóííûé îòâåò ïðî-
òèâ öåëåâûõ áåëêîâ, ÷üè ãåíû âñòðîåíû â âèðóñ-
íûé ãåíîì. Ïîëó÷àåìûå ðåêîìáèíàíòíûå MVA
íå âûçûâàþò ïîáî÷íûõ ðåàêöèé ïðè ââåäåíèè
ýêñïåðèìåíòàëüíûì æèâîòíûì â î÷åíü âûñî-
êèõ äîçàõ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî VAC øòàììà
MVA ìîæíî áóäåò èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå âåê-
òîðà äëÿ âàêöèíàöèè äàæå èììóíîäåôèöèòíûõ
ëþäåé.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ïðîâåðêà ïîêàçàëà, ÷òî
â ãåíîì VAC ìîæíî èíòåãðèðîâàòü íå ìåíåå
25 òïí ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ. Ãåíîì òàêîãî ãèáðèä-
íîãî âèðóñà ïðè ïàññèðîâàíèè ñòàáèëüíî ñî-
õðàíÿåò ñâîþ ñòðóêòóðó. Ïîýòîìó íà îñíîâå
VAC ìîæíî ñîçäàâàòü ïîëèâàëåíòíûå æèâûå
âàêöèíû, ò. å. âàðèàíòû âèðóñà, ïðîäóöèðóþùå-
ãî îäíîâðåìåííî àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû íå-
ñêîëüêèõ èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ.

Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ äåìîíñòðè-
ðóþò óñïåøíîå èñïîëüçîâàíèå âèðóñà îñïîâàê-
öèíû â êà÷åñòâå âåêòîðà äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ
ýôôåêòèâíûõ æèâûõ âàêöèí ïðîòèâ ðàçëè÷íûõ
âèðóñíûõ èíôåêöèé (òàáë. 14.1).

Ìíîãîîáåùàþùèì íàïðàâëåíèåì ÿâëÿåòñÿ
ñîçäàíèå ãåíîâ èñêóññòâåííûõ ïîëèýïèòîïíûõ
ïîëèïåïòèäîâ, ñîñòîÿùèõ èç îïðåäåëåííûì îá-
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ðàçîì óëîæåííûõ àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò ðàç-
íûõ èììóíîãåííûõ áåëêîâ âûáðàííîãî èíôåê-
öèîííîãî àãåíòà. Ýêñïðåññèÿ òàêèõ ãåíîâ â ñî-
ñòàâå VAC ïðè âàêöèíàöèè ìîæåò ïðèâîäèòü
ê ðàçâèòèþ ýôôåêòèâíîãî èììóííîãî îòâåòà
ïðîòèâ öåëåâîãî ìèêðîîðãàíèçìà. Âàæíîå çíà-
÷åíèå ïðè ýòîì èãðàåò ïåðâûé ýòàï ïëàíèðîâà-
íèÿ ýêñïåðèìåíòîâ — êîìïüþòåðíûé äèçàéí
èñêóññòâåííîãî èììóíîãåííîãî áåëêà. Â êà÷å-
ñòâå ïðèìåðà ðàññìîòðèì èññëåäîâàíèå, èíè-
öèèðîâàííîå À. Ì. Åðîøêèíûì. Â ðåçóëüòàòå
àíàëèçà äàííûõ ëèòåðàòóðû è êîìïüþòåðíîãî
ìîäåëèðîâàíèÿ èì áûëà ñîñòàâëåíà ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü íåïðèðîäíîãî ïîëèïåïòèäà TBI (îò
àíãë. T- and B-cellular immunogen), âêëþ÷àþùå-
ãî Ò- è Â-êëåòî÷íûå àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû
áåëêîâ ENV è GAG âèðóñà èììóíîäåôèöèòà
÷åëîâåêà HIV-1 (ðèñ. 6 íà öâ. âêëåéêå). Äëÿ äàí-
íîãî íåïðèðîäíîãî áåëêà ñèíòåçèðîâàëè êîäè-
ðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ è ýêñïðåññè-
ðîâàëè åå â êëåòêàõ E. coli. Ó ìûøåé, èììóíè-

çèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíûì áåëêîì TBI, áûë
îáíàðóæåí êàê ãóìîðàëüíûé, òàê è êëåòî÷íûé
èììóííûé îòâåò ïðîòèâ âèðóñà èììóíîäåôè-
öèòà ÷åëîâåêà.

Ó÷èòûâàÿ, ÷òî VAC ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì
èíäóêòîðîì Ò- è Â-êëåòî÷íîãî èììóííîãî îòâå-
òà, ò. å. ôàêòè÷åñêè âûïîëíÿåò ðîëü àäúþâàíòà,
â ëàáîðàòîðèè Ñ. Í. Ùåëêóíîâà ñîçäàëè ðåêîì-
áèíàíòíûé TK– âèðóñ îñïîâàêöèíû VR18V312,
ýêñïðåññèðóþùèé õèìåðíûé áåëîê
TBI–HBsAg, â êîòîðîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü TBI
ñîñòûêîâàíà ñ N-êîíöîì ïîâåðõíîñòíîãî àíòè-
ãåíà âèðóñà ãåïàòèòà Â. Òàêîé õèìåðíûé áåëîê
áûë ñïëàíèðîâàí èñõîäÿ èç ïðåäïîëîæåíèÿ, ÷òî
îí, êàê è HBsAg, áóäåò ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü
íàäìîëåêóëÿðíûå ñòðóêòóðû, ïîâûøàþùèå èì-
ìóíîãåííûå ñâîéñòâà TBI.

Èììóíîãåííûå ñâîéñòâà ïîëó÷åííîãî
øòàììà VR18V312 èçó÷àëè ïðè îäíîêðàòíîì
ïîäêîæíîì èëè âíóòðèêîæíîì ââåäåíèè ìû-
øàì ëèíèè BALB/c â äîçå 1 � 106 ÁÎÅ íà æè-
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Òàáëèöà 14.1. Ïðèìåðû çàùèòû ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ îò èíôåêöèé ïóòåì âàêöèíàöèè

ãèáðèäíûìè âèðóñàìè îñïîâàêöèíû

Èñòî÷íèê âñòðîåííîãî â VAC ãåíà
Ýêñïðåññèðóåìûé
ãèáðèäíûì VAC

÷óæåðîäíûé áåëîê
Æèâîòíûå

ÄÍÊ-âèðóñû:
öèòîìåãàëîâèðóñ
Ýïøòåéíà–Áàðð
ãåïàòèòà Â
ïðîñòîãî ãåðïåñà 1

ïðîñòîãî ãåðïåñà 2
ïñåâäîáåøåíñòâà

pp89
gp340
S-àíòèãåí
gB
gD
gD
gp50

Ìûøü
Ìàðòûøêà
Øèìïàíçå
Ìûøü
Ìûøü
Ìîðñêàÿ ñâèíêà
Ìûøü, ñâèíüÿ

ÐÍÊ-âèðóñû:
Äýíãå
ãðèïïà À

ãðèïïà Â
ëåéêåìèè ìûøåé Ôðåéíäà
Ò-êëåòî÷íîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà
ëèõîðàäêè Ëàññà
êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà
ëèìôîöèòàðíîãî õîðèîìåíèíãèòà
êîðè
ïàðàãðèïïà 3
ïàðàãðèïïà SV5
áåøåíñòâà

æåëòîé ëèõîðàäêè
âåçèêóëÿðíîãî ñòîìàòèòà
÷óìû ðîãàòîãî ñêîòà
ðåñïèðàòîðíî-ñèíöèòèàëüíûé

Ñòðóêòóðíûé
ÍÀ
NP
NA
HA
Env
Env
N, G
C, M, E, NS1, NS2, NS3
G, NP
HA, F
F, HN
F, HN
G

NS1, NS2a, NS2b
G, E1, E2
HA, F
F, G

Ìûøü
Õîìÿê, ìûøü, öûïëåíîê, õîðåê
Ìûøü
Öûïëåíîê
Ìûøü
Ìûøü
Êðîëèê
Ìîðñêàÿ ñâèíêà, ìàðòûøêà
Ìûøü
Ìûøü
Ìûøü
Ìàðòûøêà
Õîìÿê, êðîëèê
Ìûøü, ëèñà, êðîëèê, ñêóíñ, åíîò,
ñîáàêà, êîøêà
Ìûøü
Ìûøü, êîðîâà
Êîðîâà, êðîëèê
Õëîïêîâàÿ êðûñà, ìûøü

Áàêòåðèè
ñòðåïòîêîêê À M6 Ìûøü



âîòíîå (2002 ã.). Äàííûå ïî äèíàìèêå áèîñèíòå-
çà àíòèòåë (ðèñ. 14.34) äåìîíñòðèðóþò, ÷òî áî-
ëåå âûðàæåííûé ãóìîðàëüíûé èììóííûé îòâåò
ðàçâèâàëñÿ ïðè âíóòðèêîæíîì ñïîñîáå èììó-
íèçàöèè. Ïðè ýòîì íàáëþäàëñÿ ñèíòåç àíòèòåë
ïðîòèâ àíòèãåíîâ âñåõ òðåõ öåëåâûõ àãåíòîâ:
âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà òèïà 1, âèðó-
ñîâ ãåïàòèòà Â è îñïîâàêöèíû. Ñèíòåçèðóåìûå
ýêñïåðèìåíòàëüíûìè æèâîòíûìè àíòèòåëà
íåéòðàëèçîâàëè áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü êàê
HIV-1, òàê è îðòîïîêñâèðóñîâ. Èíòåðåñíî îòìå-
òèòü, ÷òî êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò ïðîòèâ
àíòèãåíîâ èçó÷àåìûõ âèðóñîâ íå çàâèñåë îò
ñïîñîáà èììóíèçàöèè (ðèñ. 14.35). Òàêèì îáðà-
çîì, ðåêîìáèíàíòíûé âèðóñ îñïîâàêöèíû
VR18V312 ìîæíî ðàññìàòðèâàòü â êà÷åñòâå
êàíäèäàòíîé æèâîé ïîëèâàëåíòíîé âàêöèíû
îäíîâðåìåííî ïðîòèâ âèðóñîâ èììóíîäåôèöè-
òà ÷åëîâåêà, ãåïàòèòà Â è îðòîïîêñâèðóñîâ.

Áîëüøîå çíà÷åíèå ìåòîäû êîíñòðóèðîâàíèÿ
ðåêîìáèíàíòíûõ VAC èìåþò äëÿ âûÿñíåíèÿ

ôóíêöèé ìíîãî÷èñëåííûõ ãåíîâ ýòîãî ñëîæíî
îðãàíèçîâàííîãî âèðóñà, äèñêðèìèíàöèè ìåæ-
äó ñóùåñòâåííûìè èëè íåñóùåñòâåííûìè äëÿ
åãî ðàçâèòèÿ ãåíàìè. Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâ-
ëÿåò ýëåãàíòíàÿ ñõåìà ïîëó÷åíèÿ çàâèñèìûõ îò
èíäóêòîðà óñëîâíî ëåòàëüíûõ ìóòàíòîâ îðòî-
ïîêñâèðóñîâ, ïðåäëîæåííàÿ â ëàáîðàòîðèè
Äæ. Ñìèòà â 1990 ã. Â ñîñòàâ èçó÷àåìîãî ãåíà
VAC ìåæäó ïðîìîòîðîì è êîäèðóþùåé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòüþ âñòðàèâàþò îïåðàòîðíûé ó÷à-
ñòîê lac-îïåðîíà Å. coli. Â äðóãóþ îáëàñòü âè-
ðóñíîãî ãåíîìà ââîäÿò ãåí áåëêà ðåïðåññîðà
lacI E. coli, íàõîäÿùèéñÿ ïîä êîíòðîëåì êîíñòè-
òóòèâíîãî ïîêñâèðóñíîãî ïðîìîòîðà. Â ïðèñóò-
ñòâèè ÈÏÒÃ — èíäóêòîðà ëàêòîçíîãî îïåðîíà
Å. coli — öåëåâîé âèðóñíûé ãåí íîðìàëüíî ýêñ-
ïðåññèðóåòñÿ. Ïðè óäàëåíèè æå èç ñðåäû ÈÏÒÃ
ïðîèñõîäèò ýôôåêòèâíîå ïîäàâëåíèå ýêñïðåñ-
ñèè âèðóñíîãî ãåíà çà ñ÷åò ñâÿçûâàíèÿ ðåïðåñ-
ñîðà ñ îïåðàòîðíûì ó÷àñòêîì íà ãåíîìå
(ðèñ. 14.36). Òàêîé ïîäõîä ïîçâîëÿåò âêëþ÷àòü
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Ðèñ. 14.34. Äèíàìèêà îáðàçîâàíèÿ àíòèòåë ê áåëêàì âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà (à),
îñïîâàêöèíû (á) è ê HBsAg (â) â ñûâîðîòêå êðîâè ìûøåé,

èììóíèçèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíûì VAC VR18V312:

1 — ïîäêîæíûé, 2 — âíóòðèêîæíûé ñïîñîáû èììóíèöèàöèè
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Âðåìÿ ïîñëå èììóíèçàöèè, ñóò

1 2

Ðèñ. 14.35. Äèíàìèêà êëåòî÷íîãî èììóííîãî îòâåòà ó ìûøåé,
èììóíèçèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíûì VAC VR18V312:

à — èíäóêöèÿ áëàñòòðàíñôîðìàöèè àíòèãåíàìè âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà, á — âèðóñà îñïîâàêöèíû,
â — ïîâåðõíîñòíûì àíòèãåíîì âèðóñà ãåïàòèòà Â; 1 — ïîäêîæíûé, 2 — âíóòðèêîæíûé ñïîñîáû èììóíèçàöèè



èëè âûêëþ÷àòü ýêñïðåññèþ ãåíà VAC â ëþáîå
âðåìÿ è èçó÷àòü, êàê ýòî âëèÿåò íà ðåïëèêàöèþ
è ìîðôîãåíåç âèðóñà.

Äëÿ ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ñîñòàâå
VAC èñïîëüçóþò ðàçíîîáðàçíûå ïîêñâèðóñíûå
ïðîìîòîðû. Ñèñòåìà òðàíñêðèïöèè, íàïðàâëÿå-
ìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé ôàãà Ò7, òàêæå àäàïòè-
ðîâàíà äëÿ VAC. Îêàçàëîñü, ÷òî åñëè èñïîëüçî-
âàòü ïðîìîòîð è òåðìèíàòîð ãåíà Ô10 ôàãà Ò7,
à òàêæå êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðîâàòü ãåí 1

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû ôàãà Ò7, òî ïðîèñõîäèò èí-

òåíñèâíàÿ òðàíñêðèïöèÿ öåëåâîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè â ÄÍÊ VAC. Îäíàêî óðîâåíü ñèíòåçà
öåëåâîãî áåëêà ïðè ýòîì âîçðàñòàåò çàìåòíî
ìåíüøå îæèäàåìîãî. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî
áóëüøàÿ ÷àñòü ìîëåêóë ìÐÍÊ, ñèíòåçèðóåìûõ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé ôàãà Ò7, îñòàþòñÿ íåêýïèðî-
âàííûìè è íå èñïîëüçóþòñÿ ðèáîñîìàìè äëÿ
ñèíòåçà áåëêà. Èçâåñòíî, ÷òî ìÐÍÊ ïèêîðíàâè-
ðóñîâ èìååò äëèííóþ íåòðàíñëèðóåìóþ 5�-êîí-
öåâóþ (ëèäåðíóþ) îáëàñòü (untranslated leader
region, UTR), êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàåò êýï-íåçàâè-
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Ðèñ. 14.36. Èíäóöèáåëüíàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà â ñîñòàâå ãåíîìà âèðóñà îñïîâàêöèíû:

à — ñõåìà ãåíîìà ãèáðèäíîãî VAC; á — ðåïðåññèÿ, â — èíäóêöèÿ òðàíñêðèïöèè öåëåâîãî ãåíà X.
lacI — ãåí áåëêà ðåïðåññîðà; î — îïåðàòîðíûé ðàéîí ëàêòîçíîãî îïåðîíà E. coli; Pol — ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà VAC;

4b — ïðîìîòîð ïîçäíåãî ãåíà ñòðóêòóðíîãî áåëêà 4b, 7,5K — ðàííå-ïîçäíåãî ãåíà áåëêà 7,5K

Ðèñ. 14.37. Ñõåìà ãåíîìà ãèáðèäíîãî âèðóñà îñïîâàêöèíû,
îáåñïå÷èâàþùåãî âûñîêîýôôåêòèâíóþ ýêñïðåññèþ ÷óæåðîäíîãî ãåíà.

X — öåëåâîé ãåí; Ô10 — ïîçäíèé ãåí ôàãà Ò7; UTR — ÄÍÊ-êîïèÿ 5�-êîíöåâîé íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòè ÐÍÊ âèðóñà
ýíöåôàëîìèîêàðäèòà. Ñåðûìè ïðÿìîóãîëüíèêàìè îáîçíà÷åíû ïðîìîòîðû, ïðÿìûìè ãîðèçîíòàëüíûìè ñòðåëêàìè — íà-
ïðàâëåíèÿ òðàíñêðèïöèè. Ëåâûé áëîê ãåíîâ âñòðîåí â ãåí òèìèäèíêèíàçû, ïðàâûé — â ãåí ãåìàããëþòèíèíà (ha) VAC



ñèìîå ñâÿçûâàíèå ðèáîñîì ñ ýòîé ÐÍÊ. Ïîìåñ-
òèâ êÄÍÊ ñåãìåíòà, ñîîòâåòñòâóþùåãî UTR
ÐÍÊ âèðóñà ýíöåôàëîìèîêàðäèòà, ñðàçó ïîñëå
ïðîìîòîðà ôàãà Ò7, óäàëîñü óâåëè÷èòü ñèíòåç
÷óæåðîäíîãî áåëêà ãèáðèäíûì VAC íà ïîðÿ-
äîê. Â èòîãå â ëàáîðàòîðèè Á. Ìîññà áûëà ïðåä-
ëîæåíà ñèñòåìà ðåãóëèðóåìîé âûñîêîýôôåêòèâ-
íîé ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ (ðèñ. 14.37).

14.5.3. Èñïîëüçîâàíèå ãèáðèäíûõ
ïîêñâèðóñîâ äëÿ âàêöèíàöèè
äîìàøíèõ è äèêèõ æèâîòíûõ

Êàê îòìå÷àëîñü âûøå, âèðóñ îñïîâàêöèíû
èìååò øèðîêèé êðóã ÷óâñòâèòåëüíûõ æèâîò-
íûõ. Ïîýòîìó ãèáðèäû íà åãî îñíîâå ìîæíî èñ-
ïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå æèâûõ âàêöèí ïðîòèâ
ðàçëè÷íûõ èíôåêöèé ðàçíûõ âèäîâ æèâîòíûõ.
Âàæíûì äîñòîèíñòâîì ïîêñâèðóñîâ òàêæå ÿâ-
ëÿåòñÿ èõ âûñîêàÿ óñòîé÷èâîñòü, ïî ñðàâíåíèþ
ñ äðóãèìè âèðóñàìè, ê âîçäåéñòâèþ âíåøíèõ
ôèçè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, íàïðèìåð òåìïåðàòóðû.

Âïå÷àòëÿþùèå ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû ïðè
èñïîëüçîâàíèè ãèáðèäíîãî VAC, ýêñïðåññè-
ðóþùåãî ïîâåðõíîñòíûé ãëèêîïðîòåèí G âèðó-
ñà áåøåíñòâà. Âî ìíîãèõ åâðîïåéñêèõ ñòðàíàõ
è â Êàíàäå îñíîâíûì ïðèðîäíûì ðåçåðâóàðîì
âèðóñà áåøåíñòâà ÿâëÿþòñÿ ëèñû, îò êîòîðûõ
çàðàæàþòñÿ äîìàøíèå æèâîòíûå è ÷åëîâåê.
Â ÑØÀ ãëàâíûå åñòåñòâåííûå íîñèòåëè âèðóñà
áåøåíñòâà — åíîòû è ñêóíñû. Ëàáîðàòîðíûå

ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ââåäåíèè ëè-
ñàì ãèáðèäíîãî VAC âìåñòå ñ êîðìîì ïðîèñõî-
äèò âàêöèíàöèÿ æèâîòíûõ è âûðàáàòûâàåòñÿ
íàäåæíûé èììóíèòåò ïðîòèâ áåøåíñòâà. Íà îñ-
íîâàíèè ýòèõ ðåçóëüòàòîâ â Øâåéöàðèè è íåêî-
òîðûõ äðóãèõ ñòðàíàõ ïðîâåëè ìàñøòàáíûå
ýêñïåðèìåíòû: â ìåñòàõ îáèòàíèÿ ëèñ ðàçáðà-
ñûâàëè ïèùåâûå ïðèìàíêè, ñîäåðæàùèå æèâîé
ãèáðèäíûé âèðóñ îñïîâàêöèíû. Â ðåçóëüòàòå
çíà÷èòåëüíî ñîêðàòèëîñü ÷èñëî ëèñ, çàðàæåí-
íûõ âèðóñîì áåøåíñòâà, ÷òî ïðèâåëî ê ðàäè-
êàëüíîìó ñíèæåíèþ çàáîëåâàåìîñòè äîìàøíèõ
æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà â ýòèõ ðàéîíàõ.

Íåäîñòàòêîì äàííîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ òî,
÷òî ÷åëîâåê òàêæå âîñïðèèì÷èâ ê VAC, ïîýòî-
ìó èñïîëüçîâàíèå VAC â øèðîêèõ ìàñøòàáàõ
äëÿ âàêöèíàöèè äèêèõ è äîìàøíèõ æèâîòíûõ
ìîæåò ïðèâîäèòü ê çàðàæåíèþ ÷åëîâåêà ñ íåæå-
ëàòåëüíûìè ïîñëåäñòâèÿìè. Ïî ýòîé ïðè÷èíå
â ÑØÀ â êà÷åñòâå ìîëåêóëÿðíîãî âåêòîðà äëÿ
áîðüáû ñ áåøåíñòâîì ïðåäëîæåíî èñïîëüçîâàòü
âèðóñ îñïû åíîòîâ.

Áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ ðàçðàáîòêå âå-
òåðèíàðíûõ æèâûõ âàêöèí íà îñíîâå òàêèõ ïî-
êñâèðóñîâ, êàê âèðóñ îñïû ïòèö (ðîä Avipoxvirus)
äëÿ ïòèöåâîäñòâà è âèðóñ áîëåçíè Îðô (ðîä
Parapoxvirus) äëÿ îâöåâîäñòâà. Ïîëó÷åííûå ðå-
çóëüòàòû ïîêàçûâàþò ïåðñïåêòèâíîñòü äàííîãî
íàïðàâëåíèÿ èññëåäîâàíèé äëÿ ïîâûøåíèÿ ïðî-
äóêòèâíîñòè æèâîòíîâîäñòâà è ïòèöåâîäñòâà.
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Ðåòðîâèðóñû îáëàäàþò ðÿäîì óíèêàëüíûõ
ñâîéñòâ, ÷òî îáóñëîâèëî àêòèâíîå èñïîëüçîâà-
íèå èõ â ïîñëåäíèå ãîäû â êà÷åñòâå ìîëåêóëÿð-
íûõ âåêòîðîâ. Îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé ãåíîì
ðåòðîâèðóñîâ ïîçâîëÿåò äîâîëüíî ïðîñòî ñ íèì
ìàíèïóëèðîâàòü è ââîäèòü â åãî ñîñòàâ ÷óæå-
ðîäíûå ãåíû. Ïðè ýòîì íåò æåñòêèõ îãðàíè÷å-
íèé íà ðàçìåð ãåíîìà, óïàêîâûâàåìîãî â âèðè-
îí, è ïîýòîìó óäàåòñÿ âñòðàèâàòü ýêçîãåííûå
ôðàãìåíòû ÄÍÊ äëèíîé äî 10 òïí. Ðåòðîâèðóñ-
íàÿ èíôåêöèÿ îáû÷íî ïðèâîäèò ê ñòàáèëüíîé
èíòåãðàöèè åäèíñòâåííîé êîïèè âèðóñíîãî ãå-
íîìà â ÄÍÊ êëåòêè-õîçÿèíà. Äàííûå âèðóñû
ìîæíî ëåãêî íàðàñòèòü â êóëüòóðå êëåòîê äî âû-
ñîêîãî òèòðà. Ðåòðîâèðóñû ñïîñîáíû èíôèöè-
ðîâàòü êàê ýìáðèîíû, òàê è êðîâåòâîðíûå êëåò-
êè, ïðè÷åì ýôôåêòèâíîñòü èíôèöèðîâàíèÿ
î÷åíü âåëèêà è äîñòèãàåò â ýêñïåðèìåíòå ïðàê-
òè÷åñêè 100 %. Ðåòðîâèðóñû ñîäåðæàò ìîùíûå
óñèëèòåëè òðàíñêðèïöèè, êîòîðûå îáåñïå÷èâà-
þò âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè êëîíèðîâàí-
íûõ ãåíîâ â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ.

Ñåìåéñòâî Retroviridae îáúåäèíÿåò ñàìûå
ðàçíîîáðàçíûå âèðóñû. Íåêîòîðûå èç íèõ ñïî-
ñîáíû ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ çëîêà÷åñòâåí-
íûõ îïóõîëåé, íî ìíîãèå íå âûçûâàþò êà-
êèõ-ëèáî êëèíè÷åñêè âûðàæåííûõ çàáîëåâà-
íèé. Â åäèíóþ êëàññèôèêàöèîííóþ ãðóïïó èõ
îáúåäèíÿåò ëèøü ñïîñîá ðåïðîäóêöèè.

14.6.1. Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêàÿ
îðãàíèçàöèÿ ðåòðîâèðóñîâ

Â ñîñòàâ âèðèîíîâ ðåòðîâèðóñîâ âõîäÿò 5–8
ðàçëè÷íûõ ïîëèïåïòèäîâ, â òîì ÷èñëå 1–3 ãëè-
êîïðîòåèíà îáîëî÷êè. Âíóòðè êàïñèäà èìåþòñÿ
íåñêîëüêî äåñÿòêîâ ìîëåêóë îáðàòíîé òðàíñ-
êðèïòàçû, ìîëåêóëû òÐÍÊ è äâå èäåíòè÷íûå ãå-
íîìíûå îäíîöåïî÷å÷íûå ìîëåêóëû ÐÍÊ äëè-
íîé îò 3,5 äî 9 òûñ. íóêëåîòèäîâ (óíèêàëüíûé
ñëó÷àé äèïëîèäíîãî âèðóñíîãî ãåíîìà).

Â ïðîöåññå èíôåêöèè íà ãåíîìíîé ÐÍÊ ðåò-
ðîâèðóñà ñ ïîìîùüþ ðåâåðòàçû ñèíòåçèðóåòñÿ
äâóõöåïî÷å÷íàÿ ÄÍÊ-êîïèÿ, êîòîðàÿ çàòåì èí-
òåãðèðóåòñÿ â ãåíîì êëåòêè, ôîðìèðóÿ òàê íà-
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çûâàåìûé ïðîâèðóñ. Äëÿ èíèöèàöèè ñèíòåçà
ìîëåêóëû ÄÍÊ íà âèðóñíîé ÐÍÊ íåîáõîäèì
ïðàéìåð, ðîëü êîòîðîãî âûïîëíÿþò îïðåäåëåí-
íûå òÐÍÊ. Òàêîé òÐÍÊ-ïðàéìåð ñâÿçûâàåòñÿ ñî
ñïåöèôè÷íûì ó÷àñòêîì ÐÂ(–) (îò àíãë. primer
binding site) â 5�-êîíöåâîé îáëàñòè âèðóñíîé
ÐÍÊ. Ñ íèì âçàèìîäåéñòâóåò ðåâåðòàçà è èíè-
öèèðóåò ñèíòåç òàê íàçûâàåìîé ìèíóñ-öåïè ìî-
ëåêóëû ÄÍÊ. Íà ñèíòåçèðîâàííîé öåïè (–)ÄÍÊ
ñ ó÷àñòêà ÐÂ(+) èíèöèèðóåòñÿ ñèíòåç âòîðîé
êîìïëåìåíòàðíîé ïëþñ-öåïè ÄÍÊ (ðèñ. 14.38,
á). Ìîëåêóëû äâóõöåïî÷å÷íîé âèðóñíîé ÄÍÊ
ñèíòåçèðóþòñÿ â êëåòêå ïî äîâîëüíî ñëîæíîìó
ìåõàíèçìó, ïðèâîäÿùåìó ê ôîðìèðîâàíèþ íà
5�- è 3�-êîíöå ïðÿìûõ äëèííûõ êîíöåâûõ ïî-
âòîðîâ U3-R-U5, îáîçíà÷àåìûõ LTR (îò àíãë.
long terminal repeats). Òàêèå ìîëåêóëû ÄÍÊ äî
ìîìåíòà èíòåãðàöèè íàõîäÿòñÿ â ÿäðå êëåòêè â
àâòîíîìíîì ñîñòîÿíèè â ëèíåéíîé èëè êîëüöå-
âîé ôîðìå. Â ïðîöåññå èíòåãðàöèè âèðóñíîé

ÄÍÊ ïðîèñõîäèò äóïëèêàöèÿ õðîìîñîìíîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè èç 4–6 ïí, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
ïðîâèðóñíàÿ ÄÍÊ îêàçûâàåòñÿ ôëàíêèðîâàí-
íîé êîðîòêèìè ïðÿìûìè ïîâòîðàìè, ñïåöèôè÷-
íûìè äëÿ êàæäîãî êîíêðåòíîãî ìåñòà èíòåãðà-
öèè. Òàêèì îáðàçîì, ñòðóêòóðà ïðîâèðóñíîé
ÄÍÊ ðåòðîâèðóñîâ ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâóåò
îáùåé ñõåìå ñòðîåíèÿ òðàíñïîçîíîâ.

Â ãåíîìå íåäåôåêòíûõ ðåòðîâèðóñîâ âûÿâ-
ëåíû òðè îáùèå ãåíåòè÷åñêèå åäèíèöû (ñì.
ðèñ. 14.38, à): gag (group specific antigen) êîäè-
ðóåò áîëüøîé áåëîê-ïðåäøåñòâåííèê âñåõ îñ-
íîâíûõ ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ âèðóñíîé ñåðäöå-
âèíû (êîðà), pol — ðåâåðòàçó, env (envelope pro-
teins) — ãëèêîïðîòåèíû îáîëî÷êè âèðóñíîé
÷àñòèöû. Â ãåíîìå îíêîãåííûõ ðåòðîâèðóñîâ
ïðèñóòñòâóåò ãåí êëåòî÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
onc (èëè src), êîòîðûé îòâåòñòâåí çà íåîïëàñòè-
÷åñêóþ òðàíñôîðìàöèþ êëåòîê õîçÿèíà. Ðåòðî-
âèðóñû — åäèíñòâåííàÿ èçâåñòíàÿ ãðóïïà âèðó-
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Ðèñ. 14.38. Ñòðóêòóðà ãåíîìíîé ÐÍÊ ðåòðîâèðóñà (à), ÄÍÊ ïðîâèðóñà (á) è åäèíèö åå òðàíñêðèïöèè (â)
íà ïðèìåðå âèðóñà ëåéêåìèè ìûøåé Ìîëîíè.

u5 — óíèêàëüíàÿ 5�-êîíöåâàÿ, u3 — 3�-êîíöåâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè; r — ãåíîìíàÿ êîíöåâàÿ èçáûòî÷íîñòü. 1 — äëèí-
íûå ïðÿìûå êîíöåâûå ïîâòîðû (LTR); 2 — êîðîòêèå èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû; 3 — êîðîòêàÿ ïðÿìàÿ äóïëèêàöèÿ, ãåíå-
ðèðóåìàÿ â õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ïðè èíòåãðàöèè âèðóñíîé ÄÍÊ; Å — ó÷àñòîê íà âèðóñíîé ÐÍÊ, íåîáõîäèìûé äëÿ åå óïà-
êîâêè â êàïñèä; ïîëè(A) — ñèãíàë ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ ÐÍÊ; ATG — èíèöèàòîðíûé òðèïëåò; SD, SA — äîíîðíûé è àê-

öåïòîðíûé ñàéòû ñïëàéñèíãà âèðóñíîé ÐÍÊ.
Äëÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè U3 ñõåìàòè÷íî ïðåäñòàâëåíû ýëåìåíòû èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ìîëåêóë ÐÍÊ ñ ïðîâèðóñíîé
ÄÍÊ. Ïðÿìûìè ñêîáêàìè îòìå÷åíû ó÷àñòêè, íåîáõîäèìûå â öèñ- è òðàíñ-ïîëîæåíèè äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè ðåòðîâè-

ðóñà. Ëîìàíîé øòðèõîâîé ëèíèåé (â) îòìå÷åí ñïëàéñèðóåìûé ðàéîí ïîëíîðàçìåðíîé âèðóñíîé ÐÍÊ



ñîâ, òðàíñôîðìèðóþùèå ãåíû êîòîðûõ íåñóùå-
ñòâåííû äëÿ ðåïëèêàòèâíûõ èëè ñòðóêòóðíûõ
ôóíêöèé âèðóñà.

Íà ýòàïå àäñîðáöèè êðóã õîçÿåâ âèðóñà îã-
ðàíè÷èâàåòñÿ òåìè êëåòêàìè, êîòîðûå ïðîäóöè-
ðóþò ïîâåðõíîñòíûå ðåöåïòîðû, âçàèìîäåéñò-
âóþùèå ñ áåëêàìè îáîëî÷êè âèðèîíà. Íàïðè-
ìåð, òàê íàçûâàåìûé ýêîòðîïíûé âèðóñ ëåéêå-
ìèè ìûøåé Ìîëîíè (Mo-MLV) èíôèöèðóåò
òîëüêî ìûøèíûå è êðûñèíûå êëåòêè, à àìôî-

òðîïíûé MLV èìååò äðóãîé ñîñòàâ áåëêîâ îáî-
ëî÷êè è õàðàêòåðèçóåòñÿ ãîðàçäî áîëåå øèðî-
êèì êðóãîì õîçÿåâ (êóëüòóðû êëåòîê ðàçëè÷íûõ
òêàíåé ïîçâîíî÷íûõ îò ïòèö äî ÷åëîâåêà). Êðóã
õîçÿåâ ýêîòðîïíîãî âèðóñà ìîæíî ëåãêî ðàñøè-
ðèòü â ðåçóëüòàòå ïñåâäîòèïèðîâàíèÿ, ò. å. óïà-
êîâêè åãî ãåíîìà â âèðóñíûå ÷àñòèöû, îáîëî÷êà
êîòîðûõ îáðàçîâàíà áåëêàìè àìôîòðîïíîãî âè-
ðóñà.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â ïåðìèññèâíûõ äëÿ
îïðåäåëåííîãî ðåòðîâèðóñà êëåòêàõ ïîñëå çàðà-
æåíèÿ ïîâåðõíîñòíûå ðåöåïòîðû áëîêèðóþòñÿ
â ðåçóëüòàòå ñèíòåçà áåëêîâ âèðóñíîé îáîëî÷êè.
Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ïðîäóêòèâíî èíôèöè-
ðîâàííàÿ ðåòðîâèðóñîì êëåòêà ÷àñòî îêàçûâà-
åòñÿ èììóííîé ê ñóïåðèíôèöèðîâàíèþ âèðó-
ñîì ñ òåì æå òðîïèçìîì.

Ïðåâðàòèâøèñü ïîñëå èíòåãðàöèè â ÷àñòü
õðîìîñîìû êëåòêè, ïðîâèðóñ ñòàíîâèòñÿ äîñ-
òóïíûì äëÿ òðàíñêðèïöèè. Â LTR íàõîäÿòñÿ
ïðîìîòîð è òåðìèíàòîð òðàíñêðèïöèè. Ñ ïðî-
ìîòîðà 5�-êîíöåâîãî LTR èíèöèèðóåòñÿ òðàíñ-
êðèïöèÿ ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ. Ïðè ýòîì ñèíòåçè-
ðóþòñÿ ïîëíîðàçìåðíûå ãåíîìíûå ìîëåêóëû
ÐÍÊ, ÷àñòü èç êîòîðûõ â ðåçóëüòàòå ñïëàéñèíãà
óìåíüøàåòñÿ (ñì. ðèñ. 14.38). Â ïðîöåññå
ñïëàéñèíãà èç ïîëíîðàçìåðíîé ÐÍÊ âûùåïëÿ-
þòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ gag è pol, è ãåí
env ñáëèæàåòñÿ ñ 5�-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòüþ âèðóñíîé ÐÍÊ. Ñåãìåíòû ÐÍÊ, ïî êîòî-
ðûì ïðîèñõîäèò ñïëàéñèíã, íàçûâàþò äîíîð-
íûì è àêöåïòîðíûì ó÷àñòêàìè ñïëàéñèíãà (ñî-
îòâåòñòâåííî SD è SA). Êðîìå òîãî, íà âèðóñíîé
ÐÍÊ èìååòñÿ ó÷àñòîê, íåîáõîäèìûé â öèñ-ïîëî-
æåíèè äëÿ óïàêîâêè åå â íóêëåîêàïñèä. Ýòîò
ó÷àñòîê îáîçíà÷àþò Å (îò àíãë. encapsidation
sequence) èëè �. Â ìîëåêóëå óêîðî÷åííîé ÐÍÊ
ó÷àñòîê Å îòñóòñòâóåò, ïîýòîìó äàííûé òèï ìî-
ëåêóë âèðóñíîé ÐÍÊ íå ñïîñîáåí óïàêîâûâàòü-
ñÿ â âèðóñíûå ÷àñòèöû. Â òî âðåìÿ êàê âñå
ÄÍÊ-ñîäåðæàùèå âèðóñû ïðè ïðîäóêòèâíîé
èíôåêöèè óáèâàþò õîçÿéñêèå êëåòêè, ðåòðîâè-
ðóñû èç êëåòîê îòïî÷êîâûâàþòñÿ, íå âûçûâàÿ
èõ ãèáåëè.

Î÷èùåííàÿ ãåíîìíàÿ ÐÍÊ ðåòðîâèðóñîâ íå-
èíôåêöèîííà, à îáðàçóåìàÿ in vivo ÄÍÊ-êîïèÿ
ýòîé ÐÍÊ, â òîì ÷èñëå ïðîâèðóñíàÿ, âûñîêîèí-
ôåêöèîííà. Áîëåå òîãî, ôðàãìåíòû ïðîâèðóñíîé
ÄÍÊ, ñîäåðæàùèå ãåí src è îäèí èç LTR, ñ âû-
ñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ ïðèâîäÿò ê ìîðôîëîãè-
÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê æèâîòíûõ.

Ó ðÿäà ðåòðîâèðóñîâ â íàñòîÿùåå âðåìÿ èç-
âåñòíà ïîëíàÿ íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ãåíîìà, ÷òî óïðîùàåò ïëàíèðîâàíèå ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ïî èõ ãåííî-èíæåíåðíîé ðåêîíñò-
ðóêöèè.

14.6.2. Ðåòðîâèðóñíûå
ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû

Íà íà÷àëüíîì ýòàïå èññëåäîâàíèé äëÿ ñî-
çäàíèÿ ãèáðèäíûõ ðåòðîâèðóñîâ ÷óæåðîäíûå
ãåíû îáúåäèíÿëè ëèøü ñ ôðàãìåíòàìè ðåòðîâè-
ðóñíîé ÄÍÊ, à çàòåì ïî îòíîñèòåëüíî ñëîæíîé
ñõåìå ïîëó÷àëè ãèáðèäíûå âèðóñû. Â îäíîé èç
ïåðâûõ ïîäîáíûõ ðàáîò Ä. Ñîëíèê ñ ñîàâòîðà-
ìè (1981 ã.) ñêîíñòðóèðîâàëè ãèáðèäíûé ðåòðî-
âèðóñ, òðàíñäóöèðóþùèé ãåí tk âèðóñà ïðîñ-
òîãî ãåðïåñà. Äëÿ ýòîãî ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé
ãåí tk HSV-1, êîâàëåíòíî ïðèøèëè ê ôðàãìåíòó
ÄÍÊ âèðóñà ñàðêîìû ìûøåé Õàðâè, íåñóùåìó
èíôîðìàöèþ, íåîáõîäèìóþ äëÿ íåîïëàñòè÷å-
ñêîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê. Òàêîé ãèáðèäíûé
ôðàãìåíò êëîíèðîâàëè â ñîñòàâå ÄÍÊ âåêòîð-
íîãî ôàãà �. Ïîñëå ââåäåíèÿ â êóëüòóðó êëåòîê
ìûøè 3Ò3 ìîëåêóë ÄÍÊ ïîëó÷åííîãî ôàãà
�HaSVtk5 îáðàçîâàëèñü êëîíû òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê. Îòîáðàííûå ìîðôîëîãè÷åñêèå
òðàíñôîðìàíòû èíôèöèðîâàëè ðåòðîâèðóñîì
Mo-MLV. Ñðåäè âèðóñíîãî ïîòîìñòâà âûÿâèëè
ãèáðèäíûå ðåòðîâèðóñû, êîòîðûå îáóñëîâëèâà-
ëè êàê ãåíåòè÷åñêóþ òðàíñôîðìàöèþ ïî ïðè-
çíàêó ÒK+, òàê è ìîðôîëîãè÷åñêóþ òðàíñôîð-
ìàöèþ. Òàêèå âèðóñû âîçíèêàëè â ðåçóëüòàòå
ðåêîìáèíàöèîííîãî ïðîöåññà in vivo.

Ïî ñõîæåé ñõåìå À. Äæîéíåð è À. Áåðñòåéí
â 1983 ã. êîòðàíñôîðìèðîâàëè êóëüòóðó êëåòîê
3Ò3 ïëàçìèäîé pMOV-3, íåñóùåé ïîëíûé ïðî-
âèðóñ Mo-MLV, è ïëàçìèäîé pLTR.SV2neo, êî-
òîðàÿ ñîäåðæàëà ãåí nåî, âûäåëåííûé èç
pSV2-neo (ñì. 13.3.4) è êîâàëåíòíî îáúåäèíåí-
íûé ñ 5�-êîíöåâûì ôðàãìåíòîì ÄÍÊ Mo-MLV.
Â ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíàöèè in vivo îáðàçîâàëñÿ
NEO-ðåòðîâèðóñ, êîòîðûé ñîñòàâëÿë íåáîëü-
øóþ ÷àñòü âèðóñíîãî ïîòîìñòâà, ïîëó÷åííîãî
ïîñëå òðàíñôåêöèè. Îòîáðàííûå çàòåì èíäèâè-
äóàëüíûå êëîíû êëåòîê, óñòîé÷èâûå ê àíòèáèî-
òèêó G-418, ïðîäóöèðîâàëè çíà÷èòåëüíûå êîëè-
÷åñòâà NEO-âèðóñà. Àíàëèç ñòðóêòóðû ÄÍÊ
ãèáðèäíûõ ðåòðîâèðóñîâ ïîêàçàë, ÷òî îíè îá-
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ðàçîâàëèñü â ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíàöèîííûõ
è äåëåöèîííûõ ñîáûòèé.

Âûïîëíåííûå èññëåäîâàíèÿ äåìîíñòðèðó-
þò, ÷òî ïðè íàëè÷èè ïîäõîäÿùåé ñèñòåìû îòáî-
ðà ìîæíî îáúåäèíÿòü ÷óæåðîäíûå ãåíû â ñîñòà-
âå áàêòåðèàëüíîãî âåêòîðà ëèøü ñ ÷àñòüþ ðåò-
ðîâèðóñíîé ÄÍÊ (òàêàÿ ãèáðèäíàÿ ÄÍÊ äîëæ-
íà ñîäåðæàòü îäèí èç LTR ðåòðîâèðóñà) è â ñèñ-
òåìå êîòðàíñôåêöèè êëåòîê ñ ÄÍÊ âèðóñà-ïî-
ìîùíèêà çà ñ÷åò ðåêîìáèíàöèè è ïåðåñòðîåê
ìîëåêóë ÄÍÊ in vivo ïîëó÷àòü èíôåêöèîííûå
ðåòðîâèðóñû, ýôôåêòèâíî òðàíñäóöèðóþùèå
÷óæåðîäíûå ãåíû. Íåäîñòàòêàìè äàííîãî ïîä-
õîäà ÿâëÿþòñÿ íåïðåäñêàçóåìîñòü ñòðóêòóðû
ãåíîìà ôîðìèðóåìûõ ãèáðèäíûõ ðåòðîâèðóñîâ
è íåâîçìîæíîñòü ïîëó÷èòü ãèáðèäû ñî âñòðîé-
êîé ãåíîâ, äëÿ êîòîðûõ îòñóòñòâóþò ìåòîäû ñå-
ëåêöèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì íåñîìíåííûé èíòåðåñ
ïðåäñòàâëÿåò ðàçðàáîòêà ìåòîäîëîãèè êîíñò-
ðóèðîâàíèÿ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ðåòðîâè-
ðóñîâ in vitro.

È. Âåðìà ñ ñîàâòîðàìè â 1982 ã. îäíè èç ïåð-
âûõ îñóùåñòâèëè ïðÿìóþ âñòðîéêó ÷óæåðîäíî-
ãî ãåíà â ïîëíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ âè-
ðóñà ñàðêîìû ìûøåé Ìîëîíè (Mo-MSV).
Â ÄÍÊ Mo-MSV, êëîíèðîâàííóþ â ñîñòàâå
ïëàçìèäû pBR322, âñòðîèëè ôðàãìåíò õðîìî-
ñîìíîé ÄÍÊ êðûñû ðàçìåðîì 7,6 òïí, ñîäåðæà-
ùèé ïîëíûé ãåí ãîðìîíà ðîñòà (ðèñ. 14.39). Ãåí
GH áûë îðèåíòèðîâàí ïðîòèâîïîëîæíî íàïðàâ-
ëåíèþ òðàíñêðèïöèè ñ ïðîìîòîðà ðåòðîâèðóñà.
Ïðè âñòðîéêå ãåí src îñòàâàëñÿ íåïîâðåæäåí-
íûì. Ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó pMSV-GH-1 ãèäðî-
ëèçîâàëè ðåñòðèêòàçàìè BamHI è ClaI è ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ ââîäèëè â êóëüòóðó êëåòîê ôèáðî-
áëàñòîâ ìûøè 3Ò3. Â ãåíîìå êëîíîâ ìîðôîëî-
ãè÷åñêè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê âûÿâèëè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãèáðèäíîé ÄÍÊ Mo-MSV,
ñîäåðæàùåé ãåí GH. Õðîìîñîìíûé ãåí ãîðìî-
íà ðîñòà êðûñû, ñòàáèëüíî èíòåãðèðîâàííûé
â ãåíîì êëåòêè ìûøè, òðàíñêðèáèðîâàëñÿ ñ ñîá-
ñòâåííîãî ïðîìîòîðà, ÷óæåðîäíàÿ ìÐÍÊ ïîä-
âåðãàëàñü ïðàâèëüíîìó ñïëàéñèíãó, ÷òî ïðèâî-
äèëî ê ñèíòåçó ïîëíîöåííîãî áåëêà. Áîëåå òîãî,
ãëþêîêîðòèêîèäû àêòèâèðîâàëè ñèíòåç ýòîãî
÷óæåðîäíîãî áåëêà â êëåòêàõ ìûøè ñ êèíåòè-
êîé, õàðàêòåðíîé äëÿ êëåòîê êðûñû, ò. å. ôóíê-
öèîíèðîâàë ñîîòâåòñòâóþùèé ðåãóëÿòîðíûé
ýëåìåíò ãåíà GH.

Íåäîñòàòîê äàííîé âåêòîðíîé ñèñòåìû ñî-
ñòîèò â òîì, ÷òî êëåòêè ñ ãèáðèäíûìè ÄÍÊ ïîä-
âåðãàþòñÿ ìîðôîëîãè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè.
Áîëüøîé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò èçó÷åíèå ýêñ-
ïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â íîðìàëüíûõ êëåò-
êàõ æèâîòíûõ. Äëÿ ýòîé öåëè ìîæíî ëèáî èñ-

ïîëüçîâàòü íåòðàíñôîðìèðóþùèå ðåòðîâèðó-
ñû, ëèáî îñóùåñòâëÿòü âñòðîéêó òàê, ÷òîáû ïî-
âðåæäàëñÿ ãåí src.

Â ëàáîðàòîðèè Õ. Òåìèíà â 1981–1983 ãã.
áûëà ðàçðàáîòàíà ñèñòåìà êëîíèðîâàíèÿ ãåíîâ
â ñîñòàâå ãåíîìà âèðóñà íåêðîçà ñåëåçåíêè
(SNV). Èñïîëüçîâàíà êëîíèðîâàííàÿ â ïëàçìè-
äå ÄÍÊ ïðîâèðóñà SNV. Â ðàçëè÷íûå ìåñòà
ýòîé ÄÍÊ âñòðàèâàëè ôðàãìåíò ãåíîìà HSV-1,
ñîäåðæàùèé ãåí òèìèäèíêèíàçû. Âî âñåõ ñëó-
÷àÿõ ïîñëå âñòðîéêè ãåíà tk ïðîâèðóñíàÿ ÄÍÊ
áûëà íåèíôåêöèîííà èç-çà íàðóøåíèÿ êà-
êèõ-ëèáî ôóíêöèé, íî èíòåãðèðîâàëàñü â ãåíîì
êëåòîê ÒK–, îáóñëîâëèâàÿ èõ ãåíåòè÷åñêóþ
òðàíñôîðìàöèþ ê ôåíîòèïó ÒK+. Ïðè èíñåðöè-
îííîì ïîâðåæäåíèè LTR ýôôåêòèâíîñòü ãåíå-
òè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè áûëà íèçêîé, ÷òî äî-
êàçûâàåò âàæíóþ ðîëü LTR â ïðîöåññå èíòåãðà-
öèè ðåòðîâèðóñíîé ÄÍÊ. ×òîáû ïîëó÷èòü ïî-
òîìñòâî ãèáðèäíûõ âèðóñîâ SNV, â êëåòêè êðî-
ìå ãèáðèäíîé ÄÍÊ ââåëè êîòðàíñôåêöèåé ÄÍÊ
âèðóñà ðåòèêóëîýíäîòåëèîçà äëÿ ïðîäóêöèè âè-
ðóñà-ïîìîùíèêà. Â ðåçóëüòàòå óäàëîñü ïîëó-
÷èòü â âûñîêîì òèòðå ïîòîìñòâî ãèáðèäíîãî âè-
ðóñà SNV, ïðè èíôåêöèè êîòîðûì ÒK–-êëåòîê
öûïëåíêà èëè êðûñû ïðîèñõîäèëà èõ ãåíåòè÷å-
ñêàÿ òðàíñôîðìàöèÿ ê ôåíîòèïó ÒK+. Îáúåäè-
íåíèå â ñîñòàâå ãåíîìà ðåòðîâèðóñà ëåãêî ñå-
ëåêòèðóåìîãî ìàðêåðà ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîð-
ìàöèè è ëþáîãî äðóãîãî ãåíà ïîçâîëÿåò óïðî-
ñòèòü ðàáîòó ñ ãèáðèäíûìè ðåòðîâèðóñàìè.
Äàííûé ïîäõîä óñïåøíî ðåàëèçîâàí â 1982 ã.
ïðè âñòðîéêå â ÄÍÊ ðåòðîâèðóñà SNV õðîìî-
ñîìíîãî ãåíà �-ãëîáèíà ìûøè èëè ãåíà tk âèðó-
ñà ïðîñòîãî ãåðïåñà.
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Ðèñ. 14.39. Ñòðóêòóðà ãèáðèäíîé ïëàçìèäû
ðMSV-GH-1.

Ñàéòû ðåñòðèêòàç ClaI è BamHI, ïî êîòîðûì ïëàçìèäó
ãèäðîëèçîâàëè ïåðåä ââåäåíèåì â êóëüòóðó êëåòîê 3Ò3,

ïîìå÷åíû ñòðåëêàìè



Íåäîñòàòêîì ïðåäëîæåííîé âåêòîðíîé ñèñ-
òåìû ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìîñòü èñïîëüçîâàòü âè-
ðóñ-ïîìîùíèê, ïîýòîìó ñîçäàâàåìûé äåôåêò-
íûé ãèáðèäíûé âèðóñ âñåãäà íàõîäèòñÿ â ñìåñè
ñ íåäåôåêòíûì âèðóñîì-ïîìîùíèêîì. Ïðåîäî-
ëåòü äàííîå çàòðóäíåíèå óäàëîñü Ñ. Âàòàíàáå
è Õ. Òåìèíó (1983 ã.), ñêîíñòðóèðîâàâ ëèíèþ
êëåòîê, êîìïëåìåíòèðóþùóþ òðàíñ-ôóíêöèè
SNV (÷àñòî òàêèå ëèíèè íàçûâàþò óïàêîâûâàþ-
ùèìè). In vitro áûëè ïîëó÷åíû äåëåöèîííûå âà-
ðèàíòû êëîíèðîâàííîé ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ SNV
(ðèñ. 14.40). Â SW279 ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç
KpnI è ÕmaIII äåëåòèðîâàíû ó÷àñòêè SD è Å, íå-
îáõîäèìûå â öèñ-ïîëîæåíèè (ñì. ðèñ. 14.38) äëÿ
îáðàçîâàíèÿ âèðóñíîãî ïîòîìñòâà. ÄÍÊ SW279
ïîñëå ââåäåíèÿ â êëåòêè è èíòåãðàöèè â ãåíîì
ìîæåò íàïðàâëÿòü ñèíòåç ïðîäóêòîâ ãåíîâ gag

è pol. Äåëåöèÿ SD äåëàåò ñïëàéñèíã âèðóñíîé
ÐÍÊ íåâîçìîæíûì è ïîýòîìó ïðåäîòâðàùàåò
ýêñïðåññèþ ãåíà env. Â ðåçóëüòàòå äåëåöèè ó÷à-
ñòêà Å íàðóøàåòñÿ óïàêîâêà âèðóñíîé ÐÍÊ
â êàïñèä.

Â âàðèàíòå SW283 (ñì. ðèñ. 14.40) ïðîòÿ-
æåííàÿ äåëåöèÿ çàòðàãèâàåò ó÷àñòêè ÐÂ(–), SD,

SA, E. Êîäèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà
env ïðè ýòîì ñîñòûêîâàíà ñ ïðîìîòîðîì 5�-êîí-
öåâîãî LTR. SW283 ñïîñîáåí íàïðàâëÿòü ëèøü
ñèíòåç ïðîäóêòà ãåíà env. Ïîñëå êîòðàíñôîðìà-
öèè êóëüòóðû êëåòîê ñîáàêè D17 ïëàçìèäîé
pSV2-neo, íåñóùåé äîìèíàíòíûé ñåëåêòèâíûé
ìàðêåð, è ÄÍÊ SW279 è SW283 ïîëó÷èëè ñòà-
áèëüíûå òðàíñôîðìàíòû, ñîäåðæàùèå ýòè ÄÍÊ
â èíòåãðèðîâàííîì ñîñòîÿíèè. Ïðè ñêðèíèíãå
êëîíîâ êëåòîê, óñòîé÷èâûõ ê àíòèáèîòèêó
G-418 (ñåëåêòèâíûé ìàðêåð), îáíàðóæåíû ñóá-
ëèíèè, èìåþùèå îäíîâðåìåííî èíòåãðèðîâàí-
íûå ÄÍÊ SW279 è SW283, íå ñîäåðæàùèå ñå-
ëåêòèâíûõ ìàðêåðîâ.

Äëÿ ïðîâåðêè êîìïëåìåíòèðóþùèõ âîç-
ìîæíîñòåé îòîáðàííûõ ñóáëèíèé B3 è Ñ3 â íèõ
ââîäèëè ãèáðèäíóþ ÄÍÊ SW272, íåñóùóþ
â ñîñòàâå ÄÍÊ SNV ãåí òèìèäèíêèíàçû HSV-1
(ñì. ðèñ. 14.40). SW272 ñîäåðæèò âñå ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè, íåîáõîäèìûå â öèñ-ïîëîæåíèè
äëÿ ðåïëèêàöèè âèðóñà è óïàêîâêè ÐÍÊ â êàï-
ñèä. Êðîìå òîãî, SW272 èìååò äåëåöèþ ðåòðî-
âèðóñíîãî ãåíîìà, ïåðåêðûâàþùóþñÿ äåëåöèÿ-
ìè SW279 è SW283. Ýòî ïðåäîòâðàùàåò îáðàçî-
âàíèå è ïðîäóêöèþ SNV äèêîãî òèïà çà ñ÷åò ãî-
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Ðèñ. 14.40. Âèðóñíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ, èñïîëüçîâàííûå äëÿ ñîçäàíèÿ êîìïëåìåíòèðóþùèõ ëèíèé êëåòîê
è âåêòîðíûõ âèðóñîâ:

à — îáùàÿ ñõåìà; á — ñõåìà, óòî÷íÿþùàÿ ãðàíèöû äåëåöèé.
B — ñàéò óçíàâàíèÿ BamHI, K — KpnI, Xm — XmaII. Â SW272 âñòðîåí ãåí òèìèäèíêèíàçû HSV-1,

ó êîòîðîãî äåëåòèðîâàí ñèãíàë òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè



ìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè. Òðàíñôåêöèÿ êëå-
òîê Â3 è Ñ3 ïðåïàðàòîì ÄÍÊ SW272 ïðèâîäèëà
ê îáðàçîâàíèþ â âûñîêîì òèòðå ãèáðèäíîãî âè-
ðóñíîãî ïîòîìñòâà, ïðîÿâëÿþùåãî ïðè ïîñëå-
äóþùåì èíôèöèðîâàíèè êëåòîê TK– tk-òðàíñ-
äóöèðóþùóþ àêòèâíîñòü.

Ñêîíñòðóèðîâàííûå ëèíèè êëåòîê ïîçâîëÿ-
þò óñïåøíî ïðèìåíÿòü ðåòðîâèðóñ SNV äëÿ
êëîíèðîâàíèÿ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ. Ðàçìíîæàå-
ìûå â ýòîé ñèñòåìå äåôåêòíûå ãèáðèäíûå ðåò-
ðîâèðóñû ìîãóò çàòåì ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíî-
ñòüþ èíòåãðèðîâàòü êëîíèðîâàííûå ãåíû â ãå-
íîì èíôèöèðîâàííûõ èìè êëåòîê (õîòÿ îíè
â ýòèõ êëåòêàõ íå ñïîñîáíû ðàçìíîæàòüñÿ).
Ïðåïàðàòû ïîëó÷àåìûõ òàêèì îáðàçîì ãèáðèä-
íûõ âèðóñîâ ñâîáîäíû îò âèðóñà-ïîìîùíèêà
è ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ òðàíñäóêöèè
öåëåâûõ ãåíîâ.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè íàèáîëüøåå ÷èñëî
èññëåäîâàíèé âûïîëíåíî ïðè èñïîëüçîâàíèè
â êà÷åñòâå ìîëåêóëÿðíîãî âåêòîðà âèðóñà ëåé-
êåìèè ìûøåé. Â ïåðâîé ðàáîòå Ê. Òàáèí ñ ñîàâ-
òîðàìè (1982 ã.) âñòðîèëè â ïðîâèðóñ Mo-MLV,
êëîíèðîâàííûé â ñîñòàâå ðBR322, ôðàãìåíò
ÄÍÊ HSV-1 ñ ãåíîì tk â ðàçíûõ îðèåíòàöèÿõ
(ðèñ. 14.41). Ñêîíñòðóèðîâàííûå ïëàçìèäû
pMLVTK è pMLVKT íàðàáàòûâàëè â êëåòêàõ
E. ñîli è òðàíñôîðìèðîâàëè èìè êëåòêè L ÒK–.
Îáå ïëàçìèäû ñ ïðèìåðíî îäèíàêîâîé ýôôåê-

òèâíîñòüþ îáåñïå÷èâàëè òðàíñôîðìàöèþ êëå-
òîê æèâîòíûõ ê ôåíîòèïó ÒK+. Ãèáðèäíûé ïðî-
âèðóñ â ðåçóëüòàòå âñòðîéêè ïîòåðÿë ðÿä ôóíê-
öèé, íåîáõîäèìûõ äëÿ îáðàçîâàíèÿ âèðóñíûõ
÷àñòèö. Ïîýòîìó äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãèáðèäíîãî âè-
ðóñíîãî ïîòîìñòâà èñïîëüçîâàëè âèðóñ-ïîìîù-
íèê. Ïðè ýòîì áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû òðè àëü-
òåðíàòèâíûõ ïîäõîäà ê ïîëó÷åíèþ ëèíèé êëå-
òîê, ïðîäóöèðóþùèõ ãèáðèäíûå ðåòðîâèðóñû
(ðèñ. 14.42). Âî âñåõ ñëó÷àÿõ âèðóñû, ïîëó÷åí-
íûå èç êëåòîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ê ôåíîòè-
ïó TK+ è ïðîäóöèðóþùèõ MLV, áûëè ñïîñîáíû
òðàíñäóöèðîâàòü ïðèçíàê ÒK+ â êëåòêè ñ ôåíî-
òèïîì ÒK–. Îðèåíòàöèÿ ãåíà òèìèäèíêèíàçû
âíóòðè ÄÍÊ ãèáðèäíûõ ðåòðîâèðóñîâ íå îêà-
çûâàëà çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà èõ ñâîéñòâà.

Äëÿ óïðîùåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàáîòû
ñ äåôåêòíûìè ãèáðèäíûìè ÄÍÊ âèðóñà ëåéêå-
ìèè ìûøåé Ä. Áàëòèìîð ñ ñîàâòîðàìè (1983 ã.)
ñêîíñòðóèðîâàëè ëèíèè êëåòîê, êîìïëåìåíòè-
ðóþùèõ òðàíñ-ôóíêöèè äàííîãî âèðóñà. Ïðè
ýòîì áûë ðåàëèçîâàí áîëåå ïðîñòîé ïîäõîä ïî
ñðàâíåíèþ ñ èñïîëüçîâàííûì ïðè ñîçäàíèè ëè-
íèé Â3 è Ñ3 äëÿ âèðóñà íåêðîçà ñåëåçåíêè.
Â ìîëåêóëå ÄÍÊ êëîíèðîâàííîãî â ïëàçìèäå
ïðîâèðóñà Mo-MLV äåëåòèðîâàëè ôðàãìåíò
äëèíîé îêîëî 350 ïí, ñîäåðæàùèé ó÷àñòîê Å,
íåîáõîäèìûé äëÿ óïàêîâêè âèðóñíîé ÐÍÊ â êàï-
ñèä. Òàêàÿ ÄÍÊ íåèíôåêöèîííà, íî â òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòêàõ íàïðàâëÿåò ñèíòåç áåëêî-
âûõ ïðîäóêòîâ ãåíîâ gag, pol è env. Îäíà èç îõà-
ðàêòåðèçîâàííûõ ñóáëèíèé, ñîäåðæàùàÿ â ãåíî-
ìå äåôåêòíûé ïî óïàêîâêå ÐÍÊ ïðîâèðóñ, áûëà
íàçâàíà �2 è îáëàäàëà ñïîñîáíîñòüþ êîìïëå-
ìåíòèðîâàòü âñå òðàíñ-ôóíêöèè MLV. Ýòî
áûëî äîêàçàíî â ýêñïåðèìåíòå, â êîòîðîì êëåò-
êè òðàíñôîðìèðîâàëè ãèáðèäíîé ïëàçìèäîé
pMLVgpt, íåñóùåé äåôåêòíóþ ïðîâèðóñíóþ
ÄÍÊ Mo-MLV ñî âñòðîåííûì â íåå ãåíîì gpt.
×åðåç ñóòêè îáðàçîâàâøèìñÿ âèðóñîì, íàõîäÿ-
ùèìñÿ â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, èíôèöèðîâàëè
ëèíèþ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè 3Ò3 è íà ñåëåêòèâ-
íîé ñðåäå âûÿâèëè ñòàáèëüíûå êëîíû, ñèíòåçè-
ðóþùèå ôåðìåíò êñàíòèí-ãóàíèí-ôîñôîðèáî-
çèëòðàíñôåðàçó E. ñîli.

Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêàõ êîìïëåìåíòèðóþ-
ùèõ ëèíèé ìîæíî ïîñëå òðàíñôåêöèè ðàçìíî-
æàòü äåôåêòíûå ðåòðîâèðóñû, à çàòåì èíôèöè-
ðîâàòü ïîëó÷åííûì ïðåïàðàòîì ëþáûå ÷óâñò-
âèòåëüíûå ê äàííîìó âèðóñó ëèíèè êëåòîê. Ïðè
ýòîì ãèáðèäíàÿ ÄÍÊ äåôåêòíîãî ðåòðîâèðóñà
áóäåò ýôôåêòèâíî èíòåãðèðîâàòüñÿ â ãåíîì èí-
öèôèðîâàííûõ êëåòîê áåç îáðàçîâàíèÿ âèðóñ-
íîãî ïîòîìñòâà. Óïàêîâûâàþùèå ëèíèè èñ-
ïîëüçóþò â áîëüøèíñòâå ñîâðåìåííûõ ðàáîò ïî
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Ðèñ. 14.41. Êîíñòðóèðîâàíèå ãèáðèäíûõ ïëàçìèä,
ñîäåðæàùèõ ãåí tk HSV-1, âñòðîåííûé â ÄÍÊ MLV.

R — ñàéò óçíàâàíèÿ EcoRI, B — BamHI



ñîçäàíèþ ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè
ãèáðèäíûõ ðåòðîâèðóñîâ.

Ñïîñîáû êîíñòðóèðîâàíèÿ ðåòðîâèðóñíûõ
âåêòîðîâ, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ òðàíñäóêöèè
÷óæåðîäíûõ ãåíîâ, ìîæíî ðàçäåëèòü íà òðè îñ-
íîâíûõ òèïà.

1. Â ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ, êëîíèðîâàííîé
â ñîñòàâå áàêòåðèàëüíîé ïëàçìèäû, óäàëÿþò
âñå ãåíû ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ è ðåâåðòàçû
(òðàíñ-ôóíêöèè) è íà èõ ìåñòî ââîäÿò ñàéòû
ðåñòðèêöèè. Ïðè ýòîì ñîõðàíÿþò öèñ-äåéñò-
âóþùèå ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû ðåòðîâèðóñîâ.
Ïðèìåðîì òàêîãî âåêòîðà ÿâëÿåòñÿ ïëàçìèäà
ðÌÕ1112 (ðèñ. 14.43). Ââîäèìàÿ â âåêòîð òàêîãî
òèïà êîäèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýêñïðåñ-
ñèðóåòñÿ â ðåçóëüòàòå èñïîëüçîâàíèÿ ñèãíàëîâ
èíèöèàöèè è òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè ðåòðî-
âèðóñà.

2. Êðîìå öåëåâîãî ãåíà â ãåíîì ãèáðèäíîãî
ðåòðîâèðóñà âñòðàèâàþò ñåëåêòèâíûé ìàðêåð
ïðåèìóùåñòâåííî äîìèíàíòíîãî òèïà. Ýòî íà-
ìíîãî óïðîùàåò îòáîð êëîíîâ êëåòîê, ñîäåðæà-
ùèõ èíòåãðèðîâàííóþ ÄÍÊ ãèáðèäíûõ ðåòðî-
âèðóñîâ. Íàèáîëåå ÷àñòî òàêèì ìàðêåðîì ñëó-
æèò ãåí ïåî, òàê êàê ñåëåêöèÿ â äàííîì ñëó÷àå
(óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêó G-418) ïðîñòà

è íå òðåáóåò ñïåöèàëüíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû.
Äëÿ ýêñïðåññèè äâóõ íåçàâèñèìûõ ãåíîâ â ñî-
ñòàâå ïðîâèðóñà èìèòèðóåòñÿ ïðèðîäíûé ìåõà-
íèçì ðàçäåëüíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ gag – pol

è env, à èìåííî, èñïîëüçóþòñÿ ó÷àñòêè ñïëàé-
ñèíãà SD è SA äëÿ îáðàçîâàíèÿ äîïîëíèòåëüíî-
ãî ñóáãåíîìíîãî ÐÍÊ-òðàíñêðèïòà. Îäèí ãåí-
ýêâèâàëåíò âñòðàèâàåòñÿ âìåñòî ãåíîâ gag – pol,
à âòîðîé — âìåñòî ñòðóêòóðíîé ÷àñòè ãåíà env.
Ïðè ýòîì ó÷àñòêè SD è SA äîëæíû ñîõðàíÿòüñÿ.
Ïðèìåðîì òàêèõ ðåòðîâèðóñíûõ âåêòîðîâ ÿâëÿ-
þòñÿ ïëàçìèäû ðÌÕ1122 è pZipNeo (ñì.
ðèñ. 14.43), ðåàëèçîâàí è áîëåå ñëîæíûé âàðè-
àíò (ñì. ðèñ. 14.45). Å. Äæèëáîà ñ ñîàâòîðàìè
èñïîëüçîâàëè äðóãîé âåêòîð äàííîãî òèïà rGE
äëÿ âñòðîéêè è ïîïàðíîé ýêñïðåññèè ðàçëè÷-
íûõ ãåíîâ (ðèñ. 14.44). Ïîêàçàíî, ÷òî ãåí, ïî êî-
òîðîìó îñóùåñòâëÿåòñÿ ñåëåêöèÿ òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëîíîâ êëåòîê, ìîæåò íàõîäèòüñÿ êàê
â ïîëîæåíèè À, òàê è â ïîëîæåíèè Â â ãåíîìå
ãèáðèäíîãî äåôåêòíîãî ðåòðîâèðóñà.

3. Â ãèáðèäíûé ðåòðîâèðóñ âñòðàèâàþòñÿ
äâà ÷óæåðîäíûõ ãåíà: öåëåâîé íåñåëåêòèðóå-
ìûé ãåí è äîìèíàíòíûé ñåëåêòèâíûé ìàðêåð.
Ïðè ýòîì îäèí ãåí òðàíñêðèáèðóåòñÿ ñ ïðîìî-
òîðà âåêòîðíîãî ðåòðîâèðóñà, à âòîðîé — ñ ëþ-
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Ðèñ. 14.42. Ñòðàòåãèè ïîëó÷åíèÿ ëèíèé êëåòîê (à–â), ïðîäóöèðóþùèõ âèðóñ ëåéêåìèè ìûøåé,
ó êîòîðîãî ÷àñòü êàïñèäîâ ñîäåðæèò ãèáðèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè MLVTK èëè MLVKT.

ð836 — ïëàçìèäà, ñîäåðæàùàÿ ïîëíóþ êîïèþ ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ MLV; ÎÒ — îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà



áîãî âñòðîåííîãî ïðîìîòîðà, ñïîñîáíîãî èíè-
öèèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ â ÿäðå êëåòîê æèâîò-
íûõ. Ïðèìåðîì âåêòîðà äàííîãî òèïà ÿâëÿåòñÿ
ïëàçìèäà pZipNeo, îïèñàííàÿ Ê. Öåïêî ñ ñîàâ-
òîðàìè â 1984 ã. (ñì. ðèñ. 14.43). Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ âòîðîãî îò 5�-êîíöà
ïðîâèðóñà ãåíà ìîæåò èìåòü è ïðîòèâîïîëîæ-
íóþ îðèåíòàöèþ.

Ïðè ðàáîòå ñ ãèáðèäíûìè ðåòðîâèðóñàìè
âàæíûì ìîìåíòîì ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå èõ
ñòðóêòóðû ïîñëå öèêëà ðåïëèêàöèè è èíòåãðà-
öèè â õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ êëåòêè, òàê êàê ýòè
ïðîöåññû ìîãóò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèÿì â öå-
ëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîçäàííîãî ðåòðîâè-
ðóñíîãî ãåíîìà. Íàèáîëåå ïðîñòî äàííàÿ çàäà÷à
ðåøàåòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ÷åëíî÷íûõ âåêòî-
ðîâ. Â ñâîåì ñîñòàâå îíè ñîäåðæàò îáëàñòè íà-
÷àëà ðåïëèêàöèè òàêèõ ïîëèîìàâèðóñîâ, êàê
SV40 èëè âèðóñ ïîëèîìû, à òàêæå ori ïëàçìèäû
pBR322 (pZipNeo, ñì. ðèñ. 14.43). Â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ ãåí ïeo òðàíñïîçîíà Òn5 â ñî-

ñòàâå pZipNeo òðàíñêðèáèðóåòñÿ ñ ïðîâèðóñíî-
ãî ïðîìîòîðà, íàõîäÿùåãîñÿ â 5� LTR, è îáåñïå-
÷èâàåò óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêó G-418.
Â êëåòêàõ Å. coli äàííûé ãåí ýêñïðåññèðóåòñÿ
ñ ñîáñòâåííîãî ïðîìîòîðà è îáóñëîâëèâàåò óñ-
òîé÷èâîñòü áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê ê íåîìèöèíó
(êàíàìèöèíó). Êëåòêè, ñîäåðæàùèå ãèáðèäíûé
ïðîâèðóñ èç ñîñòàâà pZipNeo, ìîæíî ñëèòü
ñ COS-êëåòêàìè, ïðîäóöèðóþùèìè Ò-àíòèãåí
SV40 (ñì. 14.1.2). Â ðåçóëüòàòå ñ ori SV40 èíè-
öèèðóåòñÿ ìíîãîêðàòíàÿ ðåïëèêàöèÿ ÄÍÊ,
è ïðîèñõîäèò âûñâîáîæäåíèå çà ñ÷åò ðåêîìáè-
íàöèè ïî âèðóñíûì LTR ìíîæåñòâåííûõ êîïèé
âíåõðîìîñîìíûõ êîëüöåâûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, íå-
ñóùèõ ïðîâèðóñíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ýòè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âêëþ÷àþò îáëàñòü íà÷àëà
ðåïëèêàöèè pBR322 è ïîýòîìó ìîãóò ðåïëèöè-
ðîâàòüñÿ â êëåòêàõ Å. coli. Ïîñëå òðàíñôîðìà-
öèè êëåòîê Å. coli ïðåïàðàòîì òàêîé ÄÍÊ ñåëåê-
òèðóþò êàíàìèöèí-óñòîé÷èâûå êëîíû, â êîòî-
ðûõ ýêñïðåññèðóåòñÿ ãåí nåî. Çàòåì èç áàêòåðè-
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Ðèñ. 14.43. Ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû ðåòðîâèðóñîâ íà îñíîâå ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ âèðóñà ëåéêåìèè ìûøåé.

ðtk — ïðîìîòîð ãåíà òèìèäèíêèíàçû âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà; neo — áàêòåðèàëüíûé ãåí óñòîé÷èâîñòè ê íåîìèöèíó;
SV — îáëàñòü ori è ðàííåãî ïðîìîòîðà âèðóñà SV40; Xh — ñàéò ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé XhoI, Sc — SacII, B — BamHI,

Bg — BglII, S — SalI, H — HindIII, C — ClaI, R — EcoRI; SD, SA — äîíîðíûé è àêöåïòîðíûé ó÷àñòêè ñïëàéñèíãà.
Âíóòðåííèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ îáîçíà÷åíû òîëñòîé ëèíèåé, ïëàçìèäà ðRB322 — òîíêîé ëèíèåé



àëüíûõ êëåòîê ìîæíî äîñòàòî÷íî ïðîñòî âûäå-
ëèòü ãèáðèäíûå ïëàçìèäû, èçó÷èòü èõ ñòðóêòó-
ðó è ïðè íåîáõîäèìîñòè ïîâòîðíî ââåñòè
â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè æèâîòíûõ.

Ðåòðîâèðóñíûå ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû
ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ðåøåíèÿ øèðîêîãî
êðóãà çàäà÷. Ïðåæäå âñåãî, ýòî âåêòîðû, îáåñïå-
÷èâàþùèå âûñîêîýôôåêòèâíóþ òðàíñäóêöèþ
÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ðàçëè÷íûå òèïû êóëüòèâè-
ðóåìûõ êëåòîê æèâîòíûõ è èõ ýêñïðåññèþ. Ïî-
ëó÷àåìûå ëèíèè êëåòîê, êàê ïðàâèëî, ñòàáèëü-
íî ñîõðàíÿþò â ñîñòàâå ñâîåãî ãåíîìà ãèáðèä-
íóþ ÄÍÊ äåôåêòíîãî ðåòðîâèðóñà êàê äîïîë-
íèòåëüíûé ãåíåòè÷åñêèé ýëåìåíò.

Â 1982 ã. â ëàáîðàòîðèè Õ. Òåìèíà áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî â ãèáðèäíîì ïðîâèðóñå âèðóñà íåê-
ðîçà ñåëåçåíêè, ñîäåðæàùåì õðîìîñîìíûé ãåí
�-ãëîáèíà ìûøè ñ ýêçîí-èíòðîííîé îðãàíèçà-
öèåé, â ïðîöåññå ïàññèðîâàíèÿ êóëüòóðû êëåòîê
ïðîèñõîäèò âûùåïëåíèå èíòðîíîâ èç âñòðîåí-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà. Â äàëüíåéøåì
ýòè íàáëþäåíèÿ áûëè ïîäòâåðæäåíû äëÿ äðó-
ãèõ õðîìîñîìíûõ ãåíîâ è äðóãèõ ðåòðîâèðóñ-
íûõ âåêòîðîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ ðåòðîâèðóñîâ
ìîæíî ïîëó÷àòü íåïðåðûâíûå êîäèðóþùèå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ðàçäðîáëåííûõ ýóêàðèîòè÷å-
ñêèõ ãåíîâ, êîòîðûå çàòåì ìîãóò áûòü êëîíèðî-
âàíû è ýêñïðåññèðîâàíû â áàêòåðèÿõ èëè äðîæ-
æàõ. Â äàííûõ ýêñïåðèìåíòàõ íàèáîëåå öåëåñî-
îáðàçíî èñïîëüçîâàòü ÷åëíî÷íûå ðåòðîâèðóñ-
íûå âåêòîðû, òàê êàê îíè îáåñïå÷èâàþò îïòè-

ìàëüíûé ñïîñîá àíàëèçà ñòðóêòóðû ãåíîìà ïî-
ëó÷àåìûõ ãèáðèäîâ.

14.6.3. Ãåíåòè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü
ãèáðèäíûõ ðåòðîâèðóñîâ

Êðîìå ÿâíûõ ïðåèìóùåñòâ ðåòðîâèðóñû
êàê ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû èìåþò è òîò íåäîñ-
òàòîê, ÷òî îíè îòíîñèòåëüíî íåñòàáèëüíû ãåíå-
òè÷åñêè. Ïî èìåþùèìñÿ îöåíêàì, ÷àñòîòà ìó-
òèðîâàíèÿ ðåòðîâèðóñîâ è èõ ãèáðèäíûõ âàðè-
àíòîâ äîñòèãàåò 0,5 % â ðàñ÷åòå íà öèêë ðåïëè-
êàöèè. Ýòî ñâÿçàíî, ïî-âèäèìîìó, ñ íèçêîé êîð-
ðåêòèðóþùåé àêòèâíîñòüþ (èëè åå ïîëíûì îò-
ñóòñòâèåì) ó ôåðìåíòîâ ðåâåðòàçû è ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû, ðåïëèöèðóþùèõ âèðóñíûé ãåíîì.

Ó ãèáðèäíûõ âèðóñîâ, â êîòîðûõ èñïîëüçóåò-
ñÿ ïðèðîäíûé ìåõàíèçì ñïëàéñèíãà âèðóñíîé
ÐÍÊ (ñì. 14.6.2), ìîãóò íàáëþäàòüñÿ äåëåöèè
â ãåíîìå, îáóñëîâëåííûå àíîìàëüíûì ñïëàéñèí-
ãîì. Òàêîå âîçìîæíî, íàïðèìåð, ïðè ñëó÷àéíîì
ââåäåíèè â ãèáðèäíûé ãåíîì ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé, óçíàâàåìûõ êàê ñàéòû ñïëàéñèíãà (òàê íà-
çûâàåìûå êðèïòè÷åñêèå ñàéòû ñïëàéñèíãà).

Ãåíû, âñòðàèâàåìûå â ðåòðîâèðóñíûé âåê-
òîð ñ ñîáñòâåííûì ïðîìîòîðîì, ìîãóò ñîäåð-
æàòü ñèãíàëû òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè, ÷òî
ïðè ñîâïàäåíèè íàïðàâëåíèÿ òðàíñêðèïöèè öå-
ëåâîãî ãåíà è ïðîâèðóñà ïðèâåäåò èç-çà ïðåæäå-
âðåìåííîé òåðìèíàöèè ê íàðóøåíèþ ñèíòåçà
ïîëíîðàçìåðíîé ãåíîìíîé ÐÍÊ. Òàêèå ñèãíàëû
íóæíî óäàëÿòü íà ñòàäèè êîíñòðóèðîâàíèÿ ãèá-
ðèäíîé ÄÍÊ ëèáî îðèåíòèðîâàòü ÷óæåðîäíûé
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Ðèñ. 14.44. Ñòðóêòóðà ðåòðîâèðóñíîãî âåêòîðà è ïîëó÷åííûå íà åãî îñíîâå ãèáðèäû.

À, Â — ó÷àñòêè âñòðîéêè öåëåâûõ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé; ð — ïðîìîòîð ïðîâèðóñà;
SD, SA — äîíîðíûé è àêöåïòîðíûé ó÷àñòêè ñïëàéñèíãà. Ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû òðàíñêðèïòû ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ



ãåí ïðîòèâîïîëîæíî íàïðàâëåíèþ òðàíñêðèï-
öèè ïðîâèðóñà. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå èíîãäà ìî-
ãóò âîçíèêàòü ïðîáëåìû çà ñ÷åò ñòîëêíîâåíèÿ
ïðîòèâîïîëîæíûõ «âîëí» òðàíñêðèïöèè ãèá-
ðèäíîãî ïðîâèðóñà. Ïîýòîìó, êàê ïðàâèëî, êàæ-
äûé êîíêðåòíûé ñëó÷àé ñîçäàíèÿ ãèáðèäíîãî
ïðîâèðóñà òàêîãî òèïà òðåáóåò ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ïðîâåðêè åãî æèçíåñïîñîáíîñòè (ñòàáèëü-
íîñòè).

Ó÷èòûâàÿ íåïîëíîòó íàøèõ çíàíèé î ôàêòî-
ðàõ, âëèÿþùèõ íà ñåëåêöèþ â êëåòêå ãèáðèä-
íûõ ðåòðîâèðóñîâ, âàæíûì ýëåìåíòîì ãåí-
íî-èíæåíåðíûõ ðàáîò ñëåäóåò ñ÷èòàòü àíàëèç
ñòðóêòóðû ãåíîìà (âïëîòü äî ñåêâåíèðîâàíèÿ)
îòîáðàííûõ ïîñëå òðàíñôåêöèè âèðóñíûõ êëî-
íîâ. Î÷åíü óäîáíû äëÿ ýòèõ öåëåé ÷åëíî÷íûå
âåêòîðû.

Ìîæíî îæèäàòü, ÷òî âèðóñíûå ïðåïàðàòû,
ïîëó÷åííûå èç êóëüòóð — ïîòîìêîâ èíäèâèäó-
àëüíûõ èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê, áóäóò îáëà-
äàòü áóëüøèì ãåíåòè÷åñêèì åäèíîîáðàçèåì,
÷åì âûäåëåííûå èç òðàíñôèöèðîâàííûõ êëå-
òîê. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî òðàíñôèöèðîâàííûå
êëåòêè ÷àñòî íåñóò ìíîæåñòâåííûå èíòåãðèðî-
âàííûå êîïèè ýêçîãåííîé ÄÍÊ, ïðè÷åì íåêîòî-
ðûå èç íèõ ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ ðàçëè÷íîãî ðîäà
ïåðåñòðîéêàì è ìóòèðîâàòü, è âñå îíè âíîñÿò
âêëàä â ñîñòàâ âèðóñíîãî ïðåïàðàòà. Êëåòêè æå
èç èíôèöèðîâàííûõ êîëîíèé ñîäåðæàò òîëüêî
èíäèâèäóàëüíûå êîïèè ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ.

14.6.4. Ðåòðîâèðóñû â êà÷åñòâå
èíñòðóìåíòà ãåííîé òåðàïèè

Ðàçðàáîòêà ñèñòåìû ãåíåòè÷åñêîé òðàíñ-
ôîðìàöèè êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ïîçâîëèëà
âûäâèíóòü íà ïîâåñòêó äíÿ âîïðîñ î âîçìîæíî-
ñòè ââåäåíèÿ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â îðãàíèçì æè-
âîòíûõ. Îñîáîå çíà÷åíèå äàííûå èññëåäîâàíèÿ
èìåþò äëÿ ãåíîòåðàïèè (èëè ãåííîé òåðà-
ïèè) — ìåòîäîëîãèè, íàïðàâëåííîé íà óñòðàíå-
íèå íàñëåäñòâåííûõ (ãåíåòè÷åñêèõ) äåôåêòîâ
îðãàíèçìà. Íàèáîëåå öåëåñîîáðàçíî äëÿ ýòîãî
èñïîëüçîâàòü êëåòêè òêàíåé, êîòîðûå â îðãàíèç-
ìå ïîñòîÿííî îáíîâëÿþòñÿ. Âûäåëèâ òàêèå
êëåòêè èç îðãàíèçìà æèâîòíîãî, èõ ìîæíî ïîä-
âåðãíóòü ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ïî îïðå-
äåëåííîìó ãåíó, îòîáðàòü è îõàðàêòåðèçîâàòü
êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ, à çàòåì ââåñòè èõ ñíîâà
æèâîòíîìó-äîíîðó. Åñëè ââåäåííûå êëåòêè áó-
äóò ðàçìíîæàòüñÿ in vivo, òî îíè ñìîãóò îáåñïå-
÷èâàòü îðãàíèçì áåëêîâûì ïðîäóêòîì, êîäèðóå-
ìûì öåëåâûì ÷óæåðîäíûì ãåíîì.

Íàèáîëüøèå óñïåõè â ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ
ãåíîòåðàïèè äîñòèãíóòû ïðè èñïîëüçîâàíèè
ñòâîëîâûõ êëåòîê — êëåòîê-ïðåäøåñòâåííè-

êîâ, äàþùèõ íà÷àëî â îðãàíèçìå ïîïóëÿöèÿì
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Çà ñ÷åò ñòâîëî-
âûõ êëåòîê ïîñòîÿííî îáíîâëÿþòñÿ êëåòêè îä-
íîñëîéíîãî ýïèòåëèÿ òîíêîãî êèøå÷íèêà, ýïè-
äåðìèñ (ìíîãîñëîéíûé ýïèòåëèé êîæè), à òàêæå
êëåòêè êðîâè. Òå ñòâîëîâûå êëåòêè, êîòîðûå ïî-
ðîæäàþò òîëüêî îäèí âèä äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ êëåòîê (ýïèòåëèé òîíêîãî êèøå÷íèêà èëè
êîæè), íàçûâàþò óíèïîòåíòíûìè, à òå, êîòîðûå
äàþò íà÷àëî íåñêîëüêèì èõ âèäàì, — ïëþðèïî-
òåíòíûìè (êðîâåòâîðíûå êëåòêè). Âàæíîå
ñâîéñòâî ñòâîëîâûõ êëåòîê çàêëþ÷àåòñÿ â òîì,
÷òî îíè íå ÿâëÿþòñÿ òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöè-
ðîâàííûìè è ñïîñîáíû ê íåîãðàíè÷åííîìó äå-
ëåíèþ. ×àñòü äî÷åðíèõ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò
îêðóæàþùèõ óñëîâèé â îðãàíèçìå âñòàåò íà
ïóòü, íåîáðàòèìî âåäóùèé ê ïîëíîé äèôôåðåí-
öèðîâêå.

Îñíîâíîå âíèìàíèå ó÷åíûõ ïðèâëå÷åíî
ê êðîâåòâîðíûì ñòâîëîâûì êëåòêàì. Êðîâü ñî-
äåðæèò ìíîãî òèïîâ êëåòîê, âûïîëíÿþùèõ ñî-
âåðøåííî ðàçëè÷íûå ôóíêöèè — îò òðàíñïîðòà
êèñëîðîäà äî âûðàáîòêè àíòèòåë. Íî âñå îíè
ïðîèñõîäÿò îò îäíîãî è òîãî æå òèïà ïëþðèïî-
òåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, êîòîðûå â îñíîâíîì
íàõîäÿòñÿ â êîñòíîì ìîçãå. Âàæíûì äîïîëíè-
òåëüíûì ìåñòîì ãåìîïîýçà (êðîâåòâîðåíèÿ) ÿâ-
ëÿåòñÿ ñåëåçåíêà.

Åñëè æèâîòíîå ïîäâåðãíóòü ðåíòãåíîâñêî-
ìó îáëó÷åíèþ â áîëüøîé äîçå, òî çà ñ÷åò íåîá-
ðàòèìûõ ïîâðåæäåíèé õðîìîñîìíîé ÄÍÊ êëå-
òî÷íîå äåëåíèå ïðåêðàùàåòñÿ âî ìíîãèõ òêà-
íÿõ, â òîì ÷èñëå è â êðîâåòâîðíûõ. ×åðåç íåêî-
òîðîå âðåìÿ æèâîòíîå ïîãèáàåò, ïðåæäå âñåãî
èç-çà íåñïîñîáíîñòè îðãàíèçìà âîñïîëíÿòü óò-
ðàòó êëåòîê êðîâè. Îáëó÷åííîå æèâîòíîå ìîæ-
íî, îäíàêî, ñïàñòè, ââåäÿ åìó êëåòêè êîñòíîãî
ìîçãà çäîðîâîãî èììóíîëîãè÷åñêè ñîâìåñòèìî-
ãî äîíîðà èëè, ÷òî åùå íàäåæíåé, ñîáñòâåííûå
êëåòêè, âçÿòûå èç êîñòíîãî ìîçãà äî îáëó÷åíèÿ.
Èíúåöèðîâàííûå ñòâîëîâûå êëåòêè â ñåëåçåíêå
îáëó÷åííîãî ðåöèïèåíòà ÷åðåç íåêîòîðîå âðåìÿ
(ó ìûøåé ÷åðåç 1–2 íåä.) ôîðìèðóþò ìíîæåñò-
âî îáîñîáëåííûõ óçåëêîâ, ñîäåðæàùèõ ïðîëè-
ôåðèðóþùóþ êðîâåòâîðíóþ òêàíü. Êàæäûé òà-
êîé óçåëîê ÿâëÿåòñÿ êëîíîâûì âàðèàíòîì, ïðî-
èçîøåäøèì îò èíäèâèäóàëüíîé ñòâîëîâîé
êëåòêè.

Âîçìîæíîñòü ìàíèïóëèðîâàíèÿ ñî ñòâîëî-
âûìè êðîâåòâîðíûìè êëåòêàìè áûëà ñ óñïåõîì
èñïîëüçîâàíà ïðè ïîñòàíîâêå ìåòîäîâ ãåíîòå-
ðàïèè íà ìîäåëè ìûøåé. Âïåðâûå ïðèíöèïè-
àëüíóþ âîçìîæíîñòü ãåíîòåðàïèè ïîêàçàëè
Ì. Êëÿéí ñ ñîàâòîðàìè (1980 ã.), òðàíñôîðìè-
ðîâàâ êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà ïðåïàðàòîì õðîìî-

416 Ãëàâà 14. ÂÅÊÒÎÐÍÛÅ ÑÈÑÒÅÌÛ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÂÈÐÓÑÎÂ ÆÈÂÎÒÍÛÕ



ñîìíîé ÄÍÊ óñòîé÷èâîé ê ìåòîòðåêñàòó (Mtxr)
êóëüòóðû ìûøèíûõ êëåòîê. Çàòåì òðàíñôîðìè-
ðîâàííûå êëåòêè èíúåöèðîâàëè æèâîòíûì,
ïðåäâàðèòåëüíî îáëó÷åííûì âûñîêèìè äîçàìè
ðàäèàöèè äëÿ ïîäàâëåíèÿ ðàçìíîæåíèÿ ñîáñò-
âåííûõ êðîâåòâîðíûõ êëåòîê. Ïîñëå èíúåêöèè
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà
ìûøàì ââîäèëè òàêèå êîëè÷åñòâà ìåòîòðåêñà-
òà, êîòîðûå íå áûëè ëåòàëüíûìè äëÿ æèâîòíûõ,
íî çíà÷èòåëüíî ïîäàâëÿëè ãåìîïîýç. Â óñëîâè-
ÿõ òàêîãî ñåëåêòèâíîãî äàâëåíèÿ â îðãàíèçìå
ìûøåé-ðåöèïèåíòîâ â îñíîâíîì ïðîèñõîäèëî
ðàçìíîæåíèå ýêçîãåííûõ Mtxr-êëåòîê, è ÷åðåç
30–40 äíåé èõ ñîäåðæàíèå â êðîâåòâîðíûõ îð-
ãàíàõ äîñòèãàëî 70–90 %. Èíúåöèðîâàâ êëåòêè
êîñòíîãî ìîçãà ýòèõ ìûøåé äðóãèì îáëó÷åí-
íûì ðåöèïèåíòàì, íàáëþäàëè òàêîé æå ýôôåêò.
Àêòèâíîñòü äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû, îáåñïå÷è-
âàþùåé óñòîé÷èâîñòü ê ìåòîòðåêñàòó (ñì.
13.3.3), â ýêñòðàêòàõ ñåëåçåíêè æèâîòíûõ, ñî-
äåðæàùèõ òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè, áûëà
â 2–4 ðàçà âûøå, ÷åì ó êîíòðîëüíûõ ìûøåé.

Íåñìîòðÿ íà ïðèíöèïèàëüíî âàæíûå ðå-
çóëüòàòû, äàííûé ìåòîäè÷åñêèé ïîäõîä èìååò
ðÿä ñóùåñòâåííûõ íåäîñòàòêîâ. Âî-ïåðâûõ, ýô-
ôåêòèâíîñòü ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè êëå-
òîê ìëåêîïèòàþùèõ îòíîñèòåëüíî íåâåëèêà.
Îñîáåííî ÿðêî ýòî ìîæåò ïðîÿâëÿòüñÿ ïðè
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà, òàê êàê
êðîâåòâîðíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ïðåäñòàâëÿþ-
ùèå íåïîñðåäñòâåííûé èíòåðåñ äëÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ïî ãåíîòåðàïèè, ñîñòàâëÿþò ìåíåå 0,1 %
âñåé ïîïóëÿöèè êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà. Âî-âòî-
ðûõ, èñïîëüçîâàíèå ñåëåêòèâíîãî ìàðêåðà íà-
ðÿäó ñ öåëåâûì ãåíîì â ðåàëüíîé ãåíîòåðàïèè
íåæåëàòåëüíî, òàê êàê äîïîëíèòåëüíûå ãåíåòè-
÷åñêèå ýëåìåíòû ìîãóò îáóñëîâëèâàòü áîëåå
ñëîæíûé ýôôåêò íà îðãàíèçì ðåöèïèåíòà, ÷åì
îæèäàåòñÿ.

Îòìå÷åííûå íåäîñòàòêè ìîæíî ïðåîäîëåòü,
ïðèìåíÿÿ â êà÷åñòâå òðàíñäóöèðóþùèõ âåêòî-
ðîâ ðåòðîâèðóñû. Â ñèëó âûñîêîé ýôôåêòèâíî-
ñòè èíôèöèðîâàíèÿ øèðîêîãî ñïåêòðà êëåòîê
ðåòðîâèðóñû îáåñïå÷èâàþò íàèáîëåå ïîäõîäÿ-
ùèé ìåòîä èíòåãðàöèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ
â õðîìîñîìû êëåòîê. Èíêóáèðóÿ êëåòêè êîñòíî-
ãî ìîçãà ñîâìåñòíî ñ ìîíîñëîåì êëåòîê óïàêî-
âûâàþùåé ëèíèè, ïðîäóöèðóþùåé ãèáðèäíûé
ðåòðîâèðóñ, ìîæíî áûòü óâåðåííûì, ÷òî è áåç
äîïîëíèòåëüíîé ñåëåêöèè áîëüøèíñòâî êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà, â òîì ÷èñëå è ñòâîëîâûå êëåò-
êè, áóäóò èíôèöèðîâàíû äåôåêòíûì ïî ðåïëè-
êàöèè ãèáðèäíûì ðåòðîâèðóñîì è ÄÍÊ-êîïèÿ
åãî ãåíîìà áóäåò èíòåãðèðîâàíà â õðîìîñîìíóþ
ÄÍÊ êëåòêè.

Îäíó èç ïåðâûõ ðàáîò òàêîãî ðîäà âûïîëíè-
ëè Ã. Êåëëåð ñ ñîàâòîðàìè (1985 ã.). Ãèáðèäíûì
ðåòðîâèðóñîì N2 (ðèñ. 14.45) èíôèöèðîâàëè
êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà ìûøè, à çàòåì ââîäèëè
èõ îáëó÷åííûì æèâîòíûì. ×åðåç ðàçíûå ïðî-
ìåæóòêè âðåìåíè èç îðãàíîâ ðåêîíñòðóèðîâàí-
íûõ ìûøåé âûäåëÿëè ÄÍÊ è àíàëèçèðîâàëè åå
íà íàëè÷èå ãèáðèäíîãî ïðîâèðóñà N2. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî ïðîâèðóñ âûÿâëÿåòñÿ â ëèìôîóçëàõ,
òèìóñå, ñåëåçåíêå è êîñòíîì ìîçãå ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ æèâîòíûõ â òå÷åíèå ìíîãèõ íåäåëü íà-
áëþäåíèÿ. Áîëåå òîãî, áûëè ïðîâåäåíû ýêñïå-
ðèìåíòû, â êîòîðûõ êîñòíûé ìîçã ïåðâè÷íûõ
ðåöèïèåíòîâ èñïîëüçîâàëè äëÿ ðåêîíñòðóèðî-
âàíèÿ âòîðè÷íûõ ðåöèïèåíòîâ. Â îäíîì ñëó÷àå
áûë ïîêàçàí ïåðåíîñ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ñîäåð-
æàùèõ ïðîâèðóñ N2, îò æèâîòíîãî ê æèâîòíîìó
â ÷åòûðåõ ïàññàæàõ.

Èäÿ îò ïðîñòîãî ê ñëîæíîìó, èññëåäîâàòåëè
ïðåæäå âñåãî îáðàòèëè âíèìàíèå íà ðàçðàáîòêó
ìåòîäîâ ãåíîòåðàïèè ðÿäà õîðîøî èçó÷åííûõ
ìîíîãåííûõ çàáîëåâàíèé ñèñòåìû ãåìîïîýçà, òà-
êèõ êàê ñåðïîâèäíî-êëåòî÷íàÿ àíåìèÿ, �-òàëàñ-
ñåìèÿ, ñèíäðîì êîìáèíèðîâàííîãî èììóííîãî
äåôèöèòà (ÑÊÈÄ). Äëÿ ëå÷åíèÿ ïåðâûõ äâóõ çà-
áîëåâàíèé â îðãàíèçì íåîáõîäèìî ââåñòè ïðà-
âèëüíî ôóíêöèîíèðóþùèé ãåí �-ãëîáèíà, à ïî-
ñëåäíåãî — ãåí àäåíîçèíäåçàìèíàçû.

Ìíîãî÷èñëåííûå ðàáîòû, âûïîëíåííûå
â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ, ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà �-ãëîáèíà ÷åëîâåêà, êëîíèðîâàííîãî
â ñîñòàâå ðåòðîâèðóñíîãî âåêòîðà, ãîðàçäî ïðî-
ùå äîáèòüñÿ â êóëüòóðå êëåòîê èëè êëåòêàõ
êîñòíîãî ìîçãà, ÷åì â îðãàíèçìå ðåêîíñòðóèðî-
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Ðèñ. 14.45. Ãèáðèäíûå ïðîâèðóñû
íà îñíîâå âèðóñà ëåéêåìèè ìûøåé Ìîëîíè.

IL-3 — êîäèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìûøèíîãî
èíòåðëåéêèíà 3, hADA — àäåíîçèíäåçàìèíàçû ÷åëîâåêà,
âñòðîåííûå ïîñëå ñåãìåíòà ðàííåé îáëàñòè ãåíîìà âèðóñà
SV40, ñîäåðæàùåãî äâà ïîòåíöèàëüíî àêöåïòîðíûõ
ó÷àñòêà ñïëàéñèíãà. Âîëíèñòûìè ëèíèÿìè îáîçíà÷åíû
ïåðâè÷íûé òðàíñêðèïò è ïðîäóêòû åãî àëüòåðíàòèâíîãî

ñïëàéñèíãà



âàííûõ æèâîòíûõ. Ýòî âûçâàíî ïðåæäå âñåãî
òåì, ÷òî ýêñïðåññèÿ ãåíà �-ãëîáèíà ïîäâåðãà-
åòñÿ in vivo ñëîæíîé òêàíåñïåöèôè÷íîé è âðå-
ìåííóé ðåãóëÿöèè è èçó÷åíà åùå íå ïîëíîñòüþ.
Ëèøü â ðåäêèõ ñëó÷àÿõ óäàåòñÿ ïîëó÷àòü ïîëî-
æèòåëüíûå ðåçóëüòàòû íà ïîäîïûòíûõ æèâîò-
íûõ. Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ ïîëîæåíèåì öå-
ëåâîãî ãåíà â ãåíîìå êëåòêè, òàê êàê ìåñòî èí-
òåãðàöèè ïðîâèðóñà ìîæåò áûòü ñàìûì ðàçíûì
è íå ïîääàåòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîìó ðåãóëèðî-
âàíèþ. Òàê, â ïåðâîé óäà÷íîé ðàáîòå Å. Äæåð-
çàê ñ ñîàâòîðàìè (1988 ã.) ïîñëå òðàíñäóêöèè
öåëåâîãî ãåíà ðåòðîâèðóñîì â êëåòêè êîñòíîãî
ìîçãà ìûøåé äîáèëèñü äîëãîâðåìåííîé ýêñ-
ïðåññèè ãåíà �-ãëîáèíà ÷åëîâåêà ëèøü ó 8 èç
104 æèâîòíûõ. Ñëîæíîñòü ñîñòîèò òàêæå â òîì,
÷òî ïðîäóêöèÿ íîðìàëüíîãî �-ãëîáèíà äîëæíà
áûòü òàêîâîé, ÷òîáû íå íàðóøàëñÿ áàëàíñ öå-
ïåé ãëîáèíà, â ïðîòèâíîì ñëó÷àå �-òàëàññåìèÿ
ìîæåò ïåðåéòè â äðóãóþ ïàòîëîãèþ — �-òàëàñ-
ñåìèþ.

Êàê âèäèì, óñïåøíî ðåøàòü çàäà÷è ãåíîòå-
ðàïèè ìîæíî ëèøü òîãäà, êîãäà áóäåò ïîäðîáíî
èçó÷åíà ðåãóëÿöèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ in vivo

öåëåâîãî ãåíà, êîòîðûé ïðåäïîëàãàåòñÿ ââåñòè
â îðãàíèçì ðåöèïèåíòà. Êðîìå òîãî, â èäåàëå
òðåáóåòñÿ ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé óäàëÿòü ïîâðå-
æäåííûé ãåí è âñòðàèâàòü íà åãî ìåñòî ïîëíî-
öåííûé. Íî ïîêà ýòà ïðîáëåìà íå ðåøåíà.

Äèôôåðåíöèàöèÿ êðîâåòâîðíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ïî ðàçëè÷íûì ïóòÿì òîíêî ðåãóëèðóåòñÿ
áîëüøèì íàáîðîì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ — öèòî-
êèíîâ, ïðîäóöèðóåìûõ êëåòêàìè ñòðîìû êîñò-
íîãî ìîçãà (ìîíîöèòàìè, ëèìôîöèòàìè, ôèá-
ðîáëàñòàìè, ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè). Äèñ-

áàëàíñ öèòîêèíîâ ìîæåò ïðèâîäèòü ê ïàòîëîãè-
ÿì. Íàïðèìåð, Ï. Âîíã ñ ñîàâòîðàìè (1989 ã.)
ñêîíñòðóèðîâàëè ãèáðèäíûé ðåòðîâèðóñ
N2-IL3 (ñì. ðèñ. 14.45) è ñ åãî ïîìîùüþ òðàíñ-
äóöèðîâàëè â êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà ìûøè
ñòðóêòóðíûé ãåí ìûøèíîãî èíòåðëåéêèíà 3
(IL-3). Ïðîâèðóñ N2-IL3 â ïðîöåññå òðàíñêðèï-
öèè ñ ïðîìîòîðà 5� LTR è àëüòåðíàòèâíîãî
ñïëàéñèíãà ñïîñîáåí ïðîèçâîäèòü ìÐÍÊ, êîäè-
ðóþùóþ IL-3. Ó 20–25 % îáëó÷åííûõ æèâîò-
íûõ, ðåêîíñòðóèðîâàííûõ òàêèìè êëåòêàìè
êîñòíîãî ìîçãà, âûÿâëåí ìèåëîïðîëèôåðàòèâ-
íûé ñèíäðîì, õàðàêòåðèçóþùèéñÿ 10–100-
êðàòíûì óâåëè÷åíèåì â êðîâè êîëè÷åñòâà ëåé-
êîöèòîâ è ãèïåðòðîôèåé ñåëåçåíêè è ïå÷åíè,
îáóñëîâëåííîé èíôèëüòðàöèåé è ïðîëèôåðàöè-
åé ìèåëîèäíûõ êëåòîê. Êàê âèäèì, ðàçðàáîòàí-
íàÿ ìåòîäîëîãèÿ ïðèæèçíåííîé òðàíñäóêöèè
ãåíîâ â îðãàíèçì æèâîòíûõ äàåò óíèêàëüíóþ
âîçìîæíîñòü èçó÷àòü ýêñïðåññèþ öåëåâûõ ãå-
íîâ in vivo è âëèÿíèå ïðîäóêòîâ ýòîé ýêñïðåñ-
ñèè íà æèçíåäåÿòåëüíîñòü.

Ýêñïåðèìåíòû ïî òðàíñäóêöèè ãåíîâ ñ ïî-
ìîùüþ ðåòðîâèðóñíûõ âåêòîðîâ ïðîâîäÿòñÿ íå
òîëüêî íà ìûøàõ. Òàê, Ñ. Àíäåðñîí ñ ñîàâòîðà-
ìè â 1986 ã. ïðîäåìîíñòðèðîâàëè âîçìîæíîñòü
ïåðåíîñà ãåíà àäåíîçèíäåçàìèíàçû ÷åëîâåêà
â îðãàíèçì ìàêàêà ðåçóñà ñ ïîìîùüþ ãèáðèäíî-
ãî ðåòðîâèðóñà SAX (ñì. ðèñ. 14.45; ðèñ. 14.46).
Òðàäèöèîííîé ïðåäêëèíè÷åñêîé ìîäåëüþ
òðàíñïëàíòàöèè êîñòíîãî ìîçãà ó ÷åëîâåêà ÿâ-
ëÿåòñÿ ñîáàêà. Ïîýòîìó íà äàííîé ìîäåëè òàê-
æå ïðîâîäÿòñÿ ýêñïåðèìåíòû ïî ïðèæèçíåííîé
òðàíñäóêöèè ãåíîâ è ïîëó÷åíû ïåðâûå ïîëîæè-
òåëüíûå ðåçóëüòàòû.

Ì. Êàëåêî ñ ñîàâòîðàìè (1991 ã.) ïðåäëî-
æèëè ìåòîä òðàíñäóêöèè ãåíîâ â êëåòêè ïå÷åíè
æèâîòíîãî. Ãèáðèäíûé ðåòðîâèðóñ, ñîäåðæà-
ùèé ãåí neo, èíúåöèðîâàëè â ìèòîòè÷åñêè àê-
òèâíóþ (ðåãåíåðèðóþùóþ) ïàðåíõèìó ïå÷åíè
ìûøè è ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ýòîì ïðîèñõîäèë ýô-
ôåêòèâíûé ïåðåíîñ ÷óæåðîäíîãî ãåíà è äëè-
òåëüíàÿ åãî ýêñïðåññèÿ in vivo.

Â êà÷åñòâå êëåòîê-ìèøåíåé äëÿ ãåíîòåðàïèè
òàêæå ðàññìàòðèâàþòñÿ ôèáðîáëàñòû êîæè, ýí-
äîòåëèàëüíûå êëåòêè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ è äð.

Õîòÿ ðåòðîâèðóñû ÿâëÿþòñÿ â íàñòîÿùåå
âðåìÿ íàèáîëåå ïîäõîäÿùèìè òðàíñäóöèðóþ-
ùèìè âåêòîðàìè äëÿ öåëåé ãåíîòåðàïèè, èì
ïðèñóùè è íåêîòîðûå íåäîñòàòêè. Âî-ïåðâûõ,
îíè èíòåãðèðóþò ÄÍÊ-êîïèþ ñâîåãî ãåíîìà
â ñàìûå ðàçíûå ìåñòà õðîìîñîì êëåòîê-ìèøå-
íåé, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê èíàêòèâàöèè èëè
íàðóøåíèþ ðåãóëÿöèè ðàçëè÷íûõ ãåíîâ. Ïðå-
îäîëåòü äàííîå çàòðóäíåíèå ïîêà íå óäàåòñÿ.
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Ðèñ. 14.46. Ñõåìà ýêñïåðèìåíòà ïî ïåðåíîñó
÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â îðãàíèçì ìàêàêà ðåçóñà



Âî-âòîðûõ, ïðîìîòîð, íàõîäÿùèéñÿ â 3� LTR
ïðîâèðóñà, ìîæåò íàïðàâëÿòü òðàíñêðèïöèþ
ñîñåäíèõ ãåíîâ õîçÿèíà. Áîëåå òîãî, ìîùíûå
óñèëèòåëè òðàíñêðèïöèè ïðîâèðóñà òàêæå ìî-
ãóò àêòèâèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ ðàçíûõ (äàæå
óäàëåííûõ) ãåíîâ õîçÿèíà, âêëþ÷àÿ îíêîãåíû.
Èçáåæàòü ïîäîáíîãî ýôôåêòà óäàëîñü, ðàçðàáî-
òàâ ñàìîèíàêòèâèðóþùèåñÿ ðåòðîâèðóñíûå

âåêòîðû. Ïðîìîòîð è àêòèâàòîð òðàíñêðèïöèè
ðåòðîâèðóñà ðàñïîëîæåíû â îáëàñòè U3 îáîèõ
âèðóñíûõ LTR (ñì. ðèñ. 14.38). Äëÿ âèðóñà æèç-
íåííî âàæíîé ÿâëÿåòñÿ îáëàñòü U3 â 5� LTR
ïðîâèðóñà, òàê êàê ñ ýòîãî ïðîìîòîðà òðàíñêðè-
áèðóåòñÿ ãåíîìíàÿ ÐÍÊ, âèðóñíàÿ ÐÍÊ ñîäåð-
æèò åäèíñòâåííûé ó÷àñòîê u3 â 3�-êîíöåâîé
÷àñòè ìîëåêóëû è ïðè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè
îáëàñòü u3 êîïèðóåòñÿ â 5� LTR ïðîâèðóñà.
Â ñàìîèíàêòèâèðóþùèõñÿ ðåòðîâèðóñíûõ âåê-
òîðàõ ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç äåëåòèðóþò îñ-
íîâíóþ ÷àñòü îáëàñòè u3 â 3� LTR äëÿ óäàëåíèÿ
ïðîìîòîðà è óñèëèòåëÿ òðàíñêðèïöèè. Â òàêîé
âåêòîð ìîæíî ïîìåñòèòü öåëåâîé ãåí ñ ëþáûì
ïîäñòðîåííûì ê íåìó ïðîìîòîðîì (ðèñ. 14.47).
Ïîñëå òðàíñôåêöèè óïàêîâûâàþùèõ êëåòîê
ãèáðèäíàÿ ÄÍÊ èíòåãðèðóåòñÿ â õðîìîñîìíóþ
ÄÍÊ, è ñ ïðîâèðóñà òðàíñêðèáèðóåòñÿ êàê âè-
ðóñíàÿ ãåíîìíàÿ ÐÍÊ (ñ äåëåöèåé â îáëàñòè u3

íà 3�-êîíöå), òàê è ìÐÍÊ öåëåâîãî ãåíà. Âèðóñ-
íàÿ ÐÍÊ óïàêîâûâàåòñÿ â âèðèîíû. Ïîëó÷åí-
íûì âèðóñíûì ïîòîìñòâîì ìîæíî èíôèöèðî-
âàòü íåîáõîäèìûå â ýêñïåðèìåíòå êëåòêè (íà-
ïðèìåð êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà). Ïîïàäàÿ â êëåò-
êó, ÐÍÊ ãèáðèäíîãî ðåòðîâèðóñà ïîäâåðãàåòñÿ
îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè, â ðåçóëüòàòå êîòîðîé
äåëåöèîííûé âàðèàíò u3 ïåðåíîñèòñÿ â 5� LTR,
ò. å. òàêîé ïðîâèðóñ ñîäåðæèò äåëåöèè ïðîìî-
òîðíûõ ðàéîíîâ óæå â îáîèõ LTR. Â ýòîì ñëó-
÷àå ñ ïðîâèðóñà áóäåò òðàíñêðèáèðîâàòüñÿ
ëèøü âñòðîåííûé ãåí ñ ñîáñòâåííîãî ïðîìîòî-
ðà, à ãåíîìíàÿ âèðóñíàÿ ÐÍÊ òðàíñêðèáèðî-
âàòüñÿ íå ñïîñîáíà.

Â öåëîì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà
äîñòèãíóòûå íåñîìíåííûå óñïåõè â ðàçðàáîòêå
ìåòîäîâ ãåíîòåðàïèè, âïåðåäè ýêñïåðèìåíòàòî-
ðîâ æäåò ìíîæåñòâî ïðîáëåì, ñâÿçàííûõ ñ ðåà-
ëèçàöèåé ìîäåëüíûõ ñõåì äëÿ ãåíîòåðàïèè ÷åëî-
âåêà. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìèðîâîé
íàóêîé ïðèëàãàþòñÿ îãðîìíûå óñèëèÿ ê èçó÷å-
íèþ ãåíîìà ÷åëîâåêà è ðàñøèôðîâêå ìîëåêóëÿð-
íûõ ìåõàíèçìîâ ìíîãî÷èñëåííûõ íàñëåäñòâåí-
íûõ çàáîëåâàíèé, ìîæíî íàäåÿòüñÿ, ÷òî â íåäà-
ëåêîì áóäóùåì ìíîãèå ïðîáëåìû óäàñòñÿ ðå-
øèòü.
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Ðèñ. 14.47. Ñõåìà ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñàìîèíàêòèâèðóþùåãîñÿ ðåòðîâèðóñíîãî ìîëåêóëÿðíîãî âåêòîðà
íà îñíîâå ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ âèðóñà ëåéêåìèè ìûøåé Ìîëîíè:

1 — òðàíñêðèïò, ñèíòåçèðóåìûé ñ ðåòðîâèðóñíîãî ïðîìîòîðà, 2 — ñî âñòðîåííîãî ïðîìîòîðà.
ð — ýêçîãåííûé ïðîìîòîð, íàïðàâëÿþùèé òðàíñêðèïöèþ öåëåâîãî ãåíà; Å — ñàéò óïàêîâêè âèðóñíîé ÐÍÊ
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Ãëàâà 15
ÂÈÐÓÑÛ ÍÀÑÅÊÎÌÛÕ ÊÀÊ ÂÅÊÒÎÐÛ
ÂÛÑÎÊÎÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÉ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ
×ÓÆÅÐÎÄÍÛÕ ÃÅÍÎÂ

Baculoviridae ÿâëÿåòñÿ áîëüøèì ñåìåéñò-
âîì, îáúåäèíÿþùèì âèðóñû, ïàòîãåííûå äëÿ
íàñåêîìûõ, ïðèíàäëåæàùèõ ïðåèìóùåñòâåííî
ê îòðÿäàì ÷åøóåêðûëûõ, äâóêðûëûõ è ïåðå-
ïîí÷àòîêðûëûõ. Êðóã õîçÿåâ ðàçíûõ âèäîâ áà-
êóëîâèðóñîâ îãðàíè÷åí áëèçêîðîäñòâåííûìè
âèäàìè íàñåêîìûõ, ïðè÷åì çàáîëåâàíèÿ ñðåäè
íèõ íîñÿò õàðàêòåð ýïèçîîòèè ñ ìàññîâîé ãèáå-
ëüþ. Áàêóëîâèðóñû áåçâðåäíû äëÿ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ, ïòèö, ðûá; îíè ðåêîìåíäîâàíû Âñåìèð-

íîé îðãàíèçàöèåé çäðàâîîõðàíåíèÿ äëÿ ïðèìå-
íåíèÿ â êà÷åñòâå èçáèðàòåëüíî äåéñòâóþùèõ
âèðóñíûõ èíñåêòèöèäîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì áàêóëî-
âèðóñû ïðèâëåêëè ê ñåáå âíèìàíèå èññëåäîâà-
òåëåé. Åùå áîëüøèé èíòåðåñ ê âèðóñàì äàííîãî
ñåìåéñòâà ñòàë ïðîÿâëÿòüñÿ â ïîñëåäíèå ãîäû
â ñâÿçè ñ èñïîëüçîâàíèåì èõ â êà÷åñòâå ìîëåêó-
ëÿðíûõ âåêòîðîâ äëÿ ââåäåíèÿ è ýêñïðåññèè ÷ó-
æåðîäíûõ ãåíîâ â îðãàíèçìå íàñåêîìûõ è êóëü-
òóðàõ êëåòîê íàñåêîìûõ.

15.1. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÎ-ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÁÀÊÓËÎÂÈÐÓÑÎÂ

Âèðèîíû áàêóëîâèðóñîâ ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé ïàëî÷êîâèäíûå íóêëåîêàïñèäû, çàêëþ÷åí-
íûå â ëèïîïðîòåèíîâóþ îáîëî÷êó. Äëèíà èõ ñî-
ñòàâëÿåò 250–400 íì, äèàìåòð — 50–100 íì.
Âèðóñíûì ãåíîìîì ÿâëÿåòñÿ êðóïíàÿ äâóõöåïî-
÷å÷íàÿ êîëüöåâàÿ ìîëåêóëà ÄÍÊ ðàçìåðîì îò 88
äî 160 òïí. Äâå ñóáãðóïïû áàêóëîâèðóñîâ óïà-
êîâûâàþò ñâîè âèðèîíû â áîëüøèå áåëêîâûå
êðèñòàëëû — òåëà âêëþ÷åíèÿ, îáðàçóþùèåñÿ
â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ. Ýòî îáåñïå÷èâàåò
ñòàáèëüíîå ñîõðàíåíèå âèðóñà â îêðóæàþùåé
ñðåäå.

Ñóáãðóïïà À ñîñòîèò èç âèðóñîâ ÿäåðíîãî
ïîëèýäðîçà (NPV), êîòîðûå â ïðîöåññå âíóòðè-
êëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ îáðàçóþò â ÿäðå êëåòêè
êðèñòàëëè÷åñêèå áåëêîâûå òåëà âêëþ÷åíèÿ —
ïîëèýäðû, áîëåå èëè ìåíåå ãåîìåòðè÷åñêè ïðà-
âèëüíàÿ ôîðìà è ðàçìåðû êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ
ñïåöèôè÷íûìè äëÿ êàæäîãî âèäà âèðóñà. Ïîëè-
ýäðû ñîñòîÿò èç áåëêà ïîëèýäðèíà, è ðàçìåðû èõ
êîëåáëþòñÿ îò 1 äî 15 ìêì. Ïðè êðèñòàëëèçà-
öèè ïîëèýäðèíà â ÿäðàõ êëåòîê ïàëî÷êîâèäíûå
âèðóñíûå ÷àñòèöû, ôîðìèðóþùèåñÿ çäåñü æå,
âî ìíîæåñòâå ïîïàäàþò âíóòðü ïîëèýäðîâ. Ïî-
âåðõíîñòü ïîëèýäðîâ ïîêðûâàåòñÿ ïîëèñàõà-
ðèäíîé ìåìáðàíîé.

Ñóáãðóïïó Â ñîñòàâëÿþò âèðóñû ãðàíóëåçà
(GV). Èíôåêöèÿ äàííûìè âèðóñàìè çàâåðøàåò-
ñÿ îáðàçîâàíèåì â öèòîïëàçìå êðèñòàëëè÷å-

ñêèõ òåë âêëþ÷åíèÿ â âèäå îâàëüíûõ ãðàíóë, ñî-
ñòîÿùèõ èç âèðóññïåöèôè÷åñêîãî áåëêà ãðàíó-
ëèíà. Â êàæäîé ãðàíóëå, êàê ïðàâèëî, ðàñïîëî-
æåí îäèí âèðèîí. Ðàçìåð ãðàíóë íàõîäèòñÿ
â èíòåðâàëå 0,3–1 ìêì.

Â ñóáãðóïïó Ñ âõîäÿò áàêóëîâèðóñû, íå îá-
ðàçóþùèå òåëà âêëþ÷åíèÿ.

Ïîëèýäðû è ãðàíóëû áàêóëîâèðóñîâ íåðàñ-
òâîðèìû â âîäå ïðè êèñëîé è íåéòðàëüíîé ðåàê-
öèè ñðåäû. Â ïðèðîäå ëè÷èíêè íàñåêîìûõ çàðà-
æàþòñÿ, ïîåäàÿ ñ êîðìîì áåëêîâûå êðèñòàëëû,
ñîäåðæàùèå âèðóñíûå ÷àñòèöû. Òåëà âêëþ÷åíèÿ
ðàñòâîðÿþòñÿ òîëüêî â ñîäåðæèìîì ñðåäíåé
êèøêè íàñåêîìîãî, èìåþùåì ùåëî÷íóþ ðåàê-
öèþ. Îñâîáîæäàÿñü, âèðèîíû èíôèöèðóþò êëåò-
êè ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà, â êîòîðûõ ïåðâîíà÷àëü-
íî ôîðìèðóþòñÿ ñâîáîäíûå âèðèîíû, ïðîíè-
êàþùèå ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó ýòèõ
êëåòîê. Ïîïàäàÿ â ãåìîëèìôó, âèðèîíû ðàçíî-
ñÿòñÿ ïî îðãàíèçìó è çàðàæàþò äðóãèå òêàíè. Ïî
äîñòèæåíèè êîíå÷íîé ñòàäèè èíôåêöèè ïðîäó-
öèðóþòñÿ âèðóññîäåðæàùèå òåëà âêëþ÷åíèÿ.

Ðåãóëÿòîðíûå ìåõàíèçìû, îáåñïå÷èâàþùèå
ñèíòåç ïîëèýäðèíà èëè ãðàíóëèíà, ïðåäñòàâëÿ-
þò çíà÷èòåëüíûé èíòåðåñ, òàê êàê ýòè áåëêè
ïðîäóöèðóþòñÿ â áóëüøèõ êîëè÷åñòâàõ, ÷åì êà-
êèå-ëèáî äðóãèå èçâåñòíûå âèðóñíûå áåëêè,
ñèíòåçèðóåìûå ïðè èíôèöèðîâàíèè ýóêàðèîòè-
÷åñêèõ êëåòîê. Ïîëèýäðèí ê èñõîäó èíôåêöèè



ñîñòàâëÿåò áîëåå 25 % ñóììàðíîãî áåëêà êëåò-
êè. Òàêîé èíòåíñèâíûé ñèíòåç áåëêà îáóñëîâ-
ëåí âûñîêîé ñêîðîñòüþ ñèíòåçà ìÐÍÊ ïîëèýä-
ðèíà è íàêîïëåíèåì åå â êëåòêàõ â áîëüøîì êî-
ëè÷åñòâå. Âñå ýòî óêàçûâàåò íà íàëè÷èå â ãåíå
ïîëèýäðèíà î÷åíü ñèëüíîãî ïðîìîòîðà.

Ïðîâîäÿòñÿ àêòèâíûå èññëåäîâàíèÿ ìîëåêó-
ëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ çàêîíîìåðíîñòåé ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ ãåíîìà âèðóñîâ ÿäåðíîãî ïîëè-
ýäðîçà. Îäíàêî èññëåäîâàíèÿ îãðàíè÷åíû â îñ-
íîâíîì ëèøü òåìè íåìíîãî÷èñëåííûìè âèðó-
ñàìè, äëÿ êîòîðûõ ïîëó÷åíû ïåðìèññèâíûå
êóëüòóðû êëåòîê íàñåêîìûõ. Íàèëó÷øèå ðå-
çóëüòàòû äîñòèãíóòû äëÿ NPV êàëèôîðíèéñêîé
ñîâêè Autographa californica (AcNPV).

ÄÍÊ áàêóëîâèðóñîâ ðåïëèöèðóåòñÿ â ÿäðå
õîçÿéñêîé êëåòêè. Ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ
ó AcNPV, ïîäîáíî áîëüøèíñòâó êðóïíûõ
ÄÍÊ-ñîäåðæàùèõ âèðóñîâ, îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî
êàñêàäíîìó òèïó. Ïðåäðàííèå �-ãåíû àêòèâèðó-
þòñÿ ôàêòîðàìè êëåòêè-õîçÿèíà, è äëÿ èõ ýêñ-
ïðåññèè íå òðåáóåòñÿ ïðåäâàðèòåëüíûé ñèíòåç
âèðóñíûõ áåëêîâ. Ïðîäóêòû �-ãåíîâ àêòèâèðó-
þò çàïàçäûâàþùèå ðàííèå �-ãåíû è íåêîòîðûå
ïîçäíèå �-ãåíû. Ýêñïðåññèÿ ïîçäíèõ ãåíîâ ñâÿ-
çàíà ñ ñèíòåçîì âèðóñíîé ÄÍÊ. Áàêóëîâèðóñû
óíèêàëüíû òåì, ÷òî èìåþò ÷åòâåðòûé âðåìåí-
íîé êëàññ ãåíîâ — òàê íàçûâàåìûå î÷åíü ïîçä-
íèå �-ãåíû, êîòîðûå îáóñëîâëèâàþò îáðàçîâà-
íèå òåë âêëþ÷åíèÿ è óïàêîâêó â íèõ âèðèîíîâ.
�-Ãåíû èíòåíñèâíî ýêñïðåññèðóþòñÿ â òîò ïå-
ðèîä, êîãäà ôóíêöèîíèðîâàíèå �-, �- è �-ãåíîâ
óæå ðåïðåññèðîâàíî. Ê �-ãåíàì îòíîñÿòñÿ ãåíû
ïîëèýäðèíà è áåëêà ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé
10 êÄà (áåëîê p10). Áîëüøèíñòâî èçó÷åííûõ ãå-
íîâ âèðóñîâ ÿäåðíîãî ïîëèýäðîçà èìåþò íåïðå-
ðûâíóþ êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

Ïðè èíôèöèðîâàíèè ïåðìèññèâíîé êóëüòó-
ðû êëåòîê áàêóëîâèðóñû, êàê è â îðãàíèçìå íà-
ñåêîìîãî, îáðàçóþò äâå èíôåêöèîííûå ôîðìû.
Âíåêëåòî÷íûé âèðóñ ïðîäóöèðóåòñÿ íà íà÷àëü-
íîì ýòàïå èíôåêöèè (ïðè çàðàæåíèè AcNPV ëè-
íèè êëåòîê ñîâêè Spodoptera frugiperda —
â ïåðâûå 10–24 ÷) è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé åäèíè÷-
íûå íóêëåîêàïñèäû, îêðóæåííûå îáîëî÷êîé,
îáðàçóåìîé â ïðîöåññå èõ âûõîäà ÷åðåç êëåòî÷-
íóþ ìåìáðàíó. Â ïåðèîä ñ 12 äî 18 ÷ ïîñëå èí-
ôèöèðîâàíèÿ íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå ñíèæå-
íèå óðîâíÿ ñèíòåçà ìÐÍÊ ãåíîâ êëåòêè-õîçÿèíà.
Ïîëó÷àåìàÿ íà äàííîì ýòàïå ôîðìà îòâåòñòâåí-
íà çà ðàñïðîñòðàíåíèå âèðóñà îò êëåòêè ê êëåò-
êå. Îíà èíôåêöèîííà êàê äëÿ ëè÷èíîê, òàê è äëÿ
êóëüòóðû êëåòîê. ×åðåç 18 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ
íóêëåîêàïñèäû íà÷èíàþò îäåâàòüñÿ â îáîëî÷êó
âíóòðè ÿäðà êëåòêè, è íà ïîçäíåé ñòàäèè èíôåê-

öèè ñèíòåçèðóåòñÿ âòîðàÿ èíôåêöèîííàÿ ôîð-
ìà, â êîòîðîé âèðóñíûå ÷àñòèöû âêëþ÷åíû
â áîëüøóþ áåëêîâóþ êàïñóëó — ïîëèýäð. Ýòà
ôîðìà èíôåêöèîííà ëèøü äëÿ ëè÷èíîê.

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ïîëèýäðèí, ñèíòåçè-
ðóþùèéñÿ â öèòîïëàçìå êëåòêè, òðàíñïîðòèðó-
åòñÿ â ÿäðî, ãäå îí êðèñòàëëèçóåòñÿ. Âîçìîæíî,
òàêèì îáðàçîì ïîëèýäðèí óäàëÿåòñÿ èç âíóòðè-
êëåòî÷íîãî ïóëà, ÷òî óìåíüøàåò íåãàòèâíîå
âëèÿíèå ñóïåðïðîäóêöèè äàííîãî ÷óæåðîäíîãî
áåëêà íà ìåòàáîëèçì êëåòêè è îáóñëîâëèâàåò
åãî ïðîäîëæèòåëüíûé ñèíòåç.

Îäíîâðåìåííî ñ ïîëèýäðèíîì â áîëüøîì
êîëè÷åñòâå ñèíòåçèðóåòñÿ áåëîê ð10. Äàííûé
áåëîê ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñòðóêòóðíûé ýëåìåíò
ñêîïëåíèé âîëîêîí, âûÿâëÿåìûõ â ÿäðå è öèòî-
ïëàçìå êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ áàêóëîâèðó-
ñîì, è èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè
ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ îáðàçîâàíèé â ÿäðå è
â ñáîðêå ïîâåðõíîñòíîé ïîëèñàõàðèäíîé ìåì-
áðàíû ïîëèýäðîâ.

Â ðÿäå ëàáîðàòîðèé, èñïîëüçóÿ ìåòîä òðàíñ-
êðèïöèîííîãî è òðàíñëÿöèîííîãî êàðòèðîâà-
íèÿ, íà ãåíîìå AcNPV îïðåäåëèëè ïîëîæåíèå
ìíîãî÷èñëåííûõ ãåíîâ, â òîì ÷èñëå ãåíîâ ïîëè-
ýäðèíà è áåëêà ð10. Îêàçàëîñü, ÷òî ãåí ïîëèýä-
ðèíà íàõîäèòñÿ â EcoRI-I-ôðàãìåíòå âèðóñíîé
ÄÍÊ, à ãåí áåëêà ð10 — â EcoRI-Ð-ôðàãìåíòå.
Äàííûå ôðàãìåíòû êëîíèðîâàëè â ñîñòàâå âåê-
òîðíûõ ïëàçìèä Å. coli è ðàñøèôðîâàëè èõ íóê-
ëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (1982–1986 ãã.).

Òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ ïîëèýäðèíà èëè ãðàíó-
ëèíà è áåëêà ð10 íàïðàâëÿåòñÿ âèðóññïåöèôè÷-
íîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé. Äëÿ �-ãåíîâ â 5�-êîíöå-
âîé íåêîäèðóþùåé ÷àñòè çà 20–70 íóêëåîòèäîâ
äî òðèïëåòà ATG âûÿâëåí êîíñåðâàòèâíûé ðàé-
îí, èìåþùèé óñðåäíåííóþ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü 5� TAAGTATT 3�. Âíóòðè ýòîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè îñóùåñòâëÿåòñÿ èíèöèàöèÿ òðàíñ-
êðèïöèè ãåíîâ áàêóëîâèðóñîâ. Âîçìîæíî, îíà
òàêæå âëèÿåò íà ñêîðîñòü èíèöèàöèè òðàíñ-
êðèïöèè ìÐÍÊ, òðàíñïîðò åå èç ÿäðà èëè çàùè-
ùàåò ìÐÍÊ îò äåãðàäàöèè.

Ì. Êîçàê (1986 ã.), îáðàáîòàâ áîëüøîé ìàñ-
ñèâ èíôîðìàöèè, îïðåäåëèëà, ÷òî ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè îêîëî èíèöèàòîðíîãî êîäîíà AUG
âëèÿþò íà óðîâåíü òðàíñëÿöèè ýóêàðèîòè÷å-
ñêîé ìÐÍÊ. Ïðè ýòîì îñòàòîê àäåíèíà â ïîëî-
æåíèè –3 èìååò äîìèíàíòíûé ýôôåêò äëÿ äîñ-
òèæåíèÿ âûñîêîãî óðîâíÿ òðàíñëÿöèè. Äðóãèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îêðóæàþùèå AUG, òàêæå
îêàçûâàþò âîçäåéñòâèå íà óðîâåíü òðàíñëÿöèè,
îäíàêî îíî îáû÷íî çíà÷èòåëüíî òîëüêî â òåõ
ñëó÷àÿõ, êîãäà íóêëåîòèä (–3) íå ÿâëÿåòñÿ ïóðè-
íîì. Àíàëèç, âûïîëíåííûé äëÿ 9 �-ãåíîâ ðàç-
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ëè÷íûõ áàêóëîâèðóñîâ, ïîêàçàë â ðàéîíå èíè-
öèàòîðíîãî êîäîíà AUG ñëåäóþùóþ ÷àñòîòó
âñòðå÷àåìîñòè íóêëåîòèäîâ:

Âñå ýòè ãåíû ñîäåðæàò êîíñåðâàòèâíûé àäå-
íèí â ïîëîæåíèè –3, ÷òî óêàçûâàåò íà ýôôåê-
òèâíóþ òðàíñëÿöèþ ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ �-ãåíîâ.

Òåðìèíàöèÿ òðàíñêðèïöèè, ïîëèàäåíèëèðî-
âàíèå ìÐÍÊ áàêóëîâèðóñîâ, ïî-âèäèìîìó, îñó-
ùåñòâëÿþòñÿ ôåðìåíòàìè ïðîöåññèíãà 3�-êîí-
öà ìÐÍÊ êëåòêè-õîçÿèíà.

15.2. ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÈÅ È ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ×ÓÆÅÐÎÄÍÛÕ ÃÅÍÎÂ

Â ÑÎÑÒÀÂÅ ÃÅÍÎÌÀ ÁÀÊÓËÎÂÈÐÓÑÎÂ

ÄÍÊ áàêóëîâèðóñîâ èíôåêöèîííà. Äëÿ ðÿäà
ïðåäñòàâèòåëåé äàííîãî ñåìåéñòâà õîðîøî ðàç-
ðàáîòàíû ìåòîäû òðàíñôåêöèè ëè÷èíîê íàñåêî-
ìûõ è ïåðìèññèâíûõ êóëüòóð êëåòîê.

Ïîñêîëüêó ÄÍÊ ýòèõ âèðóñîâ èìååò áîëü-
øèå ðàçìåðû è, êàê ñëåäñòâèå, áîëüøîå ÷èñëî
ìåñò ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè, êëàññè÷åñêàÿ
ãåííî-èíæåíåðíàÿ ðåêîíñòðóêöèÿ âèðóñíîé
ÄÍÊ in vitro îáû÷íî íåïðèìåíèìà. Â äàííîì
ñëó÷àå íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü ïîäõîä, ïåðâî-
íà÷àëüíî îïðîáîâàííûé íà âèðóñå ïðîñòîãî
ãåðïåñà. Öåëåâîé ãåí âñòðàèâàþò âíóòðü ôðàã-
ìåíòà âèðóñíîé ÄÍÊ, êëîíèðîâàííîãî â ñîñòà-
âå âåêòîðíîé ïëàçìèäû. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷àþò
êîíñòðóêöèþ, â êîòîðîé öåëåâîé ãåí ôëàíêèðî-
âàí ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ èç îïðåäåëåí-
íîãî ðàéîíà âèðóñíîãî ãåíîìà. Êîòðàíñôåêöè-
åé â ÷óâñòâèòåëüíûå êëåòêè ââîäÿò íàòèâíóþ
âèðóñíóþ ÄÍÊ è ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó. Â ïðî-
öåññå ðåêîìáèíàöèè ïî ó÷àñòêàì ãîìîëîãèè
ïðîèñõîäèò âñòðîéêà öåëåâîãî ãåíà â âûáðàí-
íûé ó÷àñòîê âèðóñíîãî ãåíîìà.

Ïîñêîëüêó îáðàçîâàíèå ïîëèýäðîâ ëåãêî
âûÿâëÿåòñÿ ôåíîòèïè÷åñêè, ðåøåíî áûëî èñ-
ïîëüçîâàòü ýòîò ìàðêåð äëÿ îòáîðà ãèáðèäíûõ
âèðóñîâ, ñîäåðæàùèõ âñòàâêè â ãåíå ïîëèýäðè-
íà. Â ëàáîðàòîðèè Ì. Ñàììåðñà îöåíèëè âîç-
ìîæíîñòü òàêîé ñåëåêöèè â ìîäåëüíûõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ (1983 ã.). Àâòîðû âîñïîëüçîâàëèñü
òåì, ÷òî â EcoRI-I-ôðàãìåíòå AcNPV åäèíñò-
âåííîå ìåñòî ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé KðnI íà-
õîäèòñÿ â ñòðóêòóðíîé ÷àñòè ãåíà ïîëèýäðèíà
(ðèñ. 15.1). Ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ
EcoRI-I-ôðàãìåíò âèðóñíîé ÄÍÊ, ðàñùåïëÿëè
KðnI è îáðàçîâàâøóþñÿ ëèíåéíóþ ìîëåêóëó
ÄÍÊ ãèäðîëèçîâàëè ñ êîíöîâ ýêçîíóêëåà-
çîé III è íóêëåàçîé S1. Çàòåì óêîðî÷åííûå â ðå-
çóëüòàòå òàêîé îáðàáîòêè ìîëåêóëû ïåðåâîäè-
ëè â êîëüöåâóþ ôîðìó ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû
ôàãà Ò4. Äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé èñ-
ïîëüçîâàëè ïëàçìèäû pd10 è pd16, ñîäåðæà-

ùèå ôðàãìåíòû ãåíîìà AcNPV, ó êîòîðûõ
â ðàéîíå ñàéòà KðnI äåëåòèðîâàíû ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ãåíà ïîëèýäðèíà ðàçìåðîì ïðèìåð-
íî 300 è 800 ïí ñîîòâåòñòâåííî. Â ïåðìèññèâ-
íûå äëÿ âèðóñà êëåòêè êîòðàíñôåêöèåé ââî-
äèëè ïëàçìèäó pd10 èëè pd16 è ÄÍÊ AcNPV
äèêîãî òèïà. Ïðè ýòîì áðàëè çíà÷èòåëüíûé èç-
áûòîê ïëàçìèäû ïî îòíîøåíèþ ê âèðóñíîé
ÄÍÊ. Àíàëèç íåãàòèâíûõ êîëîíèé âèðóñà, îá-
ðàçîâàâøèõñÿ â ðåçóëüòàòå òàêîé òðàíñôåêöèè,
ïîêàçàë, ÷òî îêîëî 2 % âèðóñíûõ êëîíîâ áûëè
íå ñïîñîáíû ôîðìèðîâàòü ïîëèýäðû. Â òî æå
âðåìÿ ñðåäè 10 òûñ. íåãàòèâíûõ êîëîíèé, ïî-
ëó÷åííûõ ïîñëå òðàíñôåêöèè ìîëåêóëàìè èí-
äèâèäóàëüíîé ÄÍÊ AcNPV, íå áûëî îáíàðóæå-
íî íè îäíîãî êëîíà âèðóñà, äåôåêòíîãî ïî îá-
ðàçîâàíèþ ïîëèýäðîâ. Òàêèì îáðàçîì, ñêîíñò-
ðóèðîâàííûå äåëåöèîííûå âàðèàíòû âèðóñà
èìåëè ëåãêî âûÿâëÿåìûé èçìåíåííûé ôåíîòèï
íåãàòèâíûõ êîëîíèé. Äåëåöèè íå ñêàçàëèñü íà
æèçíåñïîñîáíîñòè âèðóñà è ýôôåêòèâíîñòè
ýêñïðåññèè äåôåêòíîãî ãåíà ïîëèýäðèíà. Âñå
ýòî óêàçûâàëî íà ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçî-
âàíèÿ ãåíà ïîëèýäðèíà â êà÷åñòâå ìåñòà
âñòðîéêè ïðè ñîçäàíèè ãèáðèäíûõ âèðóñîâ.

Ðàñøèôðîâêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåî-
òèäîâ ãåíà ïîëèýäðèíà AcNPV (1983 ã.) ïîçâî-
ëèëà ëîêàëèçîâàòü ïðîìîòîð äàííîãî ãåíà è
ñ ïîìîùüþ íóêëåàçû Âàl31, ðåñòðèêòàç è ñèíòå-
òè÷åñêîãî BamHI-ëèíêåðà ñêîíñòðóèðîâàòü
ïëàçìèäû ðÀñ373 è ðÀñ380 äëÿ âñòðîéêè ÷óæå-
ðîäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä êîíòðîëü ýòî-
ãî ïðîìîòîðà (ñì. ðèñ. 15.1). Âñòðîåííûé â ïëàç-
ìèäû ðÀñ ïî BamÍI-ó÷àñòêó ôðàãìåíò ÄÍÊ îêà-
çûâàåòñÿ ôëàíêèðîâàííûì ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿìè ÄÍÊ AcNPV. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðè ñîâìåñò-
íîé òðàíñôåêöèè êëåòîê âèðóñíîé ÄÍÊ è ãèá-
ðèäíîé ïëàçìèäîé èíòåãðèðîâàòü â ãåíîì
AcNPV ÷óæåðîäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü çà
ñ÷åò ðåêîìáèíàöèè ïëàçìèäíîé è âèðóñíîé
ÄÍÊ ïî îáëàñòÿì ãîìîëîãèè.

424 Ãëàâà 15. ÂÈÐÓÑÛ ÍÀÑÅÊÎÌÛÕ ÊÀÊ ÂÅÊÒÎÐÛ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ×ÓÆÅÐÎÄÍÛÕ ÃÅÍÎÂ



Âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàòü âèðóñ ÿäåðíîãî
ïîëèýäðîçà êàëèôîðíèéñêîé ñîâêè â êà÷åñòâå
ýêñïðåññèðóþùåãî âåêòîðà ïîêàçàíà â 1983 ã.
Â ðÀñ380 âñòðîèëè ôðàãìåíò ãåíîìíîé ÄÍÊ
÷åëîâåêà, ñîäåðæàùèé ïîëíóþ êîäèðóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôèáðîáëàñòíîãî èíòåðôå-
ðîíà (IFN-�) ÷åëîâåêà, òðè ïàðû íóêëåîòèäîâ,
ïðåäøåñòâóþùèå ATG-òðèïëåòó, è âñþ 3�-íå-
òðàíñëèðóåìóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà IFN-�,
âêëþ÷àÿ ñèãíàë ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ. Ñêîíñò-
ðóèðîâàííóþ ïëàçìèäó pAc380-IFN-� ââåëè
â êëåòêè ñîâìåñòíî ñ ÄÍÊ AcNPV. Ïî ìîðôîëî-
ãèè âûÿâëÿëè áëÿøêè ðåêîìáèíàíòíûõ âèðóñîâ
ñ íàðóøåííûì ãåíîì ïîëèýäðèíà. Âûõîä ðåêîì-
áèíàíòîâ ñîñòàâèë â ñðåäíåì 0,5 %. Ãèáðèäíûé
âèðóñ Ac380-IFN-� â êóëüòóðå êëåòîê ñîâêè
Spodoptera frugiperda ðåïëèöèðîâàëñÿ ñ òàêîé
æå ñêîðîñòüþ, êàê è âèðóñ äèêîãî òèïà. Ýòî äî-
êàçûâàåò, ÷òî âñòðîéêà ôðàãìåíòà ÄÍÊ â ãåí
ïîëèýäðèíà íå îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîãî âëèÿ-
íèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü âèðóñà. Ïðè àíàëèçå
ýêñïðåññèè êëîíèðîâàííîãî ãåíà â êóëüòóðå
êëåòîê íàñåêîìûõ, èíôèöèðîâàííûõ ãèáðèä-
íûì âèðóñîì, âûÿâèëè âûñîêèé óðîâåíü ïðî-
äóêöèè �-èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà (áèîëîãè÷å-
ñêàÿ àêòèâíîñòü äîñòèãàëà 5 � 109 å. à./ë). Áåëîê
IFN-� ãëèêîçèëèðîâàëñÿ è ýôôåêòèâíî ñåêðåòè-
ðîâàëñÿ â ñðåäó.

Ñ ïîìîùüþ ðàçðàáîòàííîé âåêòîðíîé ñèñ-
òåìû âèðóñà ÿäåðíîãî ïîëèýäðîçà êàëèôîðíèé-
ñêîé ñîâêè â ëàáîðàòîðèè Ë. Ìèëëåðà â 1984 ã.
áûë ñîçäàí âàðèàíò äàííîãî âèðóñà, â ãåíîìå
êîòîðîãî ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà ïîëè-
ýäðèíà íàõîäèëñÿ ñòðóêòóðíûé ãåí �-ãàëàêòîçè-
äàçû Å. ñîli. Ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó ãàëàêòîçè-
äà Xgal áëÿøêè ãèáðèäíîãî âèðóñà îêðàøèâà-
ëèñü â ñèíèé öâåò. Äàííûé ôåíîòèïè÷åñêèé
ìàðêåð çàòåì ñ óñïåõîì èñïîëüçîâàëè â äðóãèõ
ëàáîðàòîðèÿõ è äëÿ äðóãèõ âèðóñîâ.

Â 1985 ã. Ì. Ñàììåðñ ñ ñîòðóäíèêàìè îñó-
ùåñòâèëè âñòðîéêó â ãåíîì AcNPV ôðàãìåíòà
êÄÍÊ, ñîäåðæàùåãî ïîëíóþ êîäèðóþùóþ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà èíòåðëåéêèíà 2 ÷åëîâå-
êà, îãðàíè÷åííóþ ñ 5�-êîíöà 31 ïí è ñ 3�-êîí-
öà — 309 ïí. Ïðè ýòîì èñïîëüçîâàëè äâå ïëàç-
ìèäû èíòåãðàöèè — ðÀñ373 è ðÀñ380 (ñì.
ðèñ. 15.1). Ãèáðèäíûé âèðóñ Ac373-IL2 îáåñïå-
÷èâàë â êëåòêàõ S. frugiperda áîëåå âûñîêèé óðî-
âåíü ïðîäóêöèè èíòåðëåéêèíà (1,1 � 108 å. à./ë),
÷åì âèðóñ Ac380-IL2 (3 � 107 å. à./ë). Ðàçëè÷èå
äàííûõ êîíñòðóêöèé ñîñòîèò â òîì, ÷òî â ïåð-
âîé ãèáðèäíûé ãåí IL-2 ñîäåðæèò íà 5�-êîíöå
41 ïí ëèäåðíîé (íåêîäèðóþùåé) ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ãåíà ïîëèýäðèíà, â òî âðåìÿ êàê âî
âòîðîé òàêàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïåðåä ãåíîì
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Ðèñ. 15.1. Ñòðóêòóðà ãèáðèäíûõ ïëàçìèä äëÿ âñòðîéêè ÷óæåðîäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ãåíîì âèðóñà
ÿäåðíîãî ïîëèýäðîçà êàëèôîðíèéñêîé ñîâêè:

1 — âåêòîðíàÿ ïëàçìèäà pUC8; 2 — EcoRI-ôðàãìåíò ãåíîìà AcNPV; 3 — ñòðóêòóðíàÿ ÷àñòü ãåíà ïîëèýäðèíà;
4 — ïðîìîòîð.

Ñòðåëêîé îáîçíà÷åíà ìÐÍÊ ïîëèýäðèíà
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èíòåðëåéêèíà îòñóòñòâóåò. Ýòè ýêñïåðèìåíòû
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ëèäåðíàÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ìÐÍÊ ïîëèýäðèíà âàæíà äëÿ ýêñ-
ïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ.

Ñ ïîìîùüþ ãèáðèäíûõ áàêóëîâèðóñîâ óäà-
ëîñü äîáèòüñÿ ñóùåñòâåííî áîëåå ýôôåêòèâíîé
ïðîäóêöèè èíòåðôåðîíà è èíòåðëåéêèíà, ÷åì
â äðóãèõ ãåííî-èíæåíåðíûõ ñèñòåìàõ, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ ýòè öåëåâûå áåëêè. Òåì íå ìåíåå
â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ íàñåêîìûõ ñèíòåç
ïîëèýäðèíà âèðóñîì äèêîãî òèïà çíà÷èòåëüíî
ïðåâîñõîäèë ïðîäóêöèþ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ.
Ïîýòîìó âîçíèêëà íåîáõîäèìîñòü èññëåäîâàòü
ãåíåòè÷åñêèå ôàêòîðû, âëèÿþùèå íà óðîâåíü
ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ñîñòàâå ãåíà
ïîëèýäðèíà AcNPV. Ñ ýòîé öåëüþ áûë ïîëó÷åí
íàáîð ïëàçìèä èíòåãðàöèè ñåðèè pAcRP, â êîòî-
ðûõ ó÷àñòîê ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçîé ÂamHI
ðàñïîëîæåí íà ðàçíîì ðàññòîÿíèè îò òî÷êè èíè-
öèàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà ïîëèýäðèíà, à ÷àñòü
êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äåëåòèðîâàíà
(ðèñ. 15.2). Âñòðîéêà êÄÍÊ ãåíà ãåìàããëþòèíè-
íà âèðóñà ãðèïïà â âåêòîðû èíòåãðàöèè äàííîé
ñåðèè ïîêàçàëà, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò ðàçìåðà
5�-êîíöåâîé ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ìÐÍÊ ïîëèýäðèíà, ïðèñóòñòâóþùåé â ìÐÍÊ
ãèáðèäíûõ ãåíîâ ãåìàããëþòèíèíà, âàðüèðóåò
óðîâåíü ïðîäóêöèè ÷óæåðîäíîãî áåëêà â èíôè-
öèðîâàííûõ êëåòêàõ (òàáë. 15.1).

Ñõîæèå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè
âñòðîéêå ãåíà áåëêà N âèðóñà ëèìôîöèòàðíîãî
õîðèîìåíèíãèòà (LCMV) â ïëàçìèäû pAcRP1,
pAcRP5 è pAcRP6 (ñì. ðèñ. 15.2). Ïðè èíôèöè-
ðîâàíèè êëåòîê S. frugiperda ãèáðèäíûìè âèðó-
ñàìè îêàçàëîñü, ÷òî ðÀñRÐ6-ïðîèçâîäíûé âè-
ðóñ YN2 ñèíòåçèðîâàë íà ïîðÿäîê áîëüøå
LCMV-ñïåöèôè÷íîé ìÐÍÊ è â 10–20 ðàç áîëü-
øå öåëåâîãî áåëêà, ÷åì pAcRP5-ïpîèçâîäíûé
âèðóñ YN12. Äëÿ âèðóñà íà îñíîâå ïëàçìèäû
pAcRP1 íå óäàëîñü âûÿâèòü LCMV-ñïåöèôè÷-
íîé ìÐÍÊ. Àíàëîãè÷íûé ýôôåêò íàáëþäàëè
òàêæå ïðè âñòðîéêå ãåíà áåëêà GPC âèðóñà
LCMV.

Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ÷åì ìåíüøå äåëåöèÿ 5�-êîí-
öåâîé ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà ïîëè-
ýäðèíà, òåì âûøå óðîâåíü ýêñïðåññèè ÷óæåðîä-
íîãî ãåíà, ðåøåíî áûëî ñîçäàòü âåêòîð èíòåãðà-
öèè, ó êîòîðîãî ïîëíîñòüþ ñîõðàíåí äàííûé
ó÷àñòîê ìÐÍÊ ïîëèýäðèíà. Â ðåçóëüòàòå ðÿäà
ãåííî-èíæåíåðíûõ ìàíèïóëÿöèé â ëàáîðàòîðèè
Ä. Áèøîïà â 1987 ã. ñêîíñòðóèðîâàëè ïëàçìèäó
èíòåãðàöèè pAcYM1 (ñì. ðèñ. 15.2), ó êîòîðîé
ïîëíîñòüþ äåëåòèðîâàíà êîäèðóþùàÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ãåíà ïîëèýäðèíà, à òàêæå 13 ïí ñðà-
çó çà òåðìèíàòîðíûì òðèïëåòîì ÒÀÀ. Ïðè ýòîì

â pAcYM1 ñîõðàíåíà ïðèðîäíàÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü 5�-êîíöåâîãî ëèäåðíîãî ó÷àñòêà
âïëîòü äî íóêëåîòèäíîãî îñòàòêà À (+1), à òàê-
æå ñèãíàëû òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè è ïîëè-
àäåíèëèðîâàíèÿ ìÐÍÊ ãåíà ïîëèýäðèíà.

Ïîñëå âñòðîéêè ãåíîâ N è GPC âèðóñà ëèì-
ôîöèòàðíîãî õîðèîìåíèíãèòà â ïëàçìèäó
pAcYM1 áûëè ïîëó÷åíû ãèáðèäíûå áàêóëîâè-
ðóñû YM1YN1 è YM1YG1, êîòîðûå äåòåðìè-
íèðîâàëè çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêèé óðîâåíü
ïðîäóêöèè áåëêîâ LCMV, ÷åì ðàíåå ïîëó÷åí-
íûå âàðèàíòû YN2 è YG6. Êðîìå òîãî, ñ ïîìî-
ùüþ äðóãèõ âàðèàíòîâ ãèáðèäíûõ âèðóñîâ äî-
êàçàíî, ÷òî äåëåöèÿ 3�-êîíöåâîé ÷àñòè ñòðóê-
òóðíîãî ãåíà ïîëèýäðèíà, îñóùåñòâëåííàÿ ïðè
ñîçäàíèè pAcYM1, íå âëèÿåò íà óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè ÷óæåðîäíîãî ãåíà.

Â ëàáîðàòîðèè Ì. Ñàììåðñà â 1988 ã. èçó÷è-
ëè âëèÿíèå òðàíñêðèïöèîííûõ è òðàíñëÿöèîí-
íûõ ñèãíàëîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ýôôåêòèâíîé
ýêñïðåññèè ãåíîâ õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñ-
ôåðàçû, �-ãàëàêòîçèäàçû Å. coli è àêòèâàòîðà
òêàíåâîãî ïëàçìèíîãåíà ÷åëîâåêà ïðè âñòðîéêå
â ðàéîí ãåíà ïîëèýäðèíà AcNPV. Íàèâûñøèé
óðîâåíü ìÐÍÊ è áåëêîâ, êîäèðóåìûõ ÷óæåðîä-
íûìè ãåíàìè, íàáëþäàëè â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà
5�-êîíöåâàÿ ÷àñòü êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ãåíà ïîëèýäðèíà áûëà ñëèòà â ïðàâèëü-
íîé ôàçå òðàíñëÿöèè ñ öåëåâûìè ãåíàìè. Ïðè
ýòîì äëÿ î÷åíü âûñîêîãî óðîâíÿ ïðîäóêöèè
äîñòàòî÷íî, ÷òîáû íà N-êîíöå õèìåðíîãî áåëêà
ïðèñóòñòâîâàëî 12 ÀÊ ïîëèýäðèíà. Èñïîëüçóÿ
òàêîé ïîäõîä, â êëåòêàõ íàñåêîìûõ âïåðâûå
óäàëîñü äîñòè÷ü ïðîäóêöèè ÷óæåðîäíûõ áåë-
êîâ, ñðàâíèìîé ñ ïðîäóêöèåé ïîëèýäðèíà. Ïî-
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Òàáëèöà 15.1. Ýêñïðåññèÿ ãåíà ãåìàããëþòèíèíà

âèðóñà ãðèïïà ãèáðèäíûìè áàêóëîâèðóñàìè,

ïîëó÷åííûìè ñ ïîìîùüþ ïëàçìèä èíòåãðàöèè

Ïëàçìèäà
Àêòèâíîñòü
ãåìàããëþòè-

íèíà

Ãðàíèöà äåëåöèè
5�-êîíöåâîé

ëèäåðíîé
ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ìÐÍÊ1

pAcRP6 160 – 7
pAcRP5 40 – 31
pAcRP7 10 – 46
pAcRP1 0 – 51

Ïðèìå÷àíèå. Àêòèâíîñòü ãåìàããëþòèíèíà îïðå-
äåëÿëàñü â 106 èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê S. frugiperda

÷åðåç 30 ÷ ïîñëå èíôåêöèè.
1 Òî÷êà èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà ïîëèýä-

ðèíà íàõîäèòñÿ â ïîëîæåíèè – 49.



ëó÷åííûå ñóïåðïðîäóöåíòû îáðàçîâûâàëè â èí-
ôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ áîëüøèå âàêóîëè. Ýòè
âàêóîëè áûëè çíà÷èòåëüíî êðóïíåå, ÷åì ïîëè-
ýäðû, êîòîðûå ôîðìèðóåò â ÿäðå AcNPV äèêîãî
òèïà. Äèàìåòð êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ ãèáðèä-
íûìè áàêóëîâèðóñàìè, ïðåâûøàë â 1,5–2 ðàçà
äèàìåòð íåèíôèöèðîâàííûõ êëåòîê.

Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî è ïðè ìåíåå
ýôôåêòèâíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ, âñòðîåííûõ
â AcNPV, óðîâåíü ñèíòåçà öåëåâûõ áåëêîâ íà-
ñòîëüêî âûñîê, ÷òî îíè íàõîäÿòñÿ â öèòîïëàçìå
â àãðåãèðîâàííîì ñîñòîÿíèè, îáðàçóÿ â çàâèñè-
ìîñòè îò ïðèðîäû áåëêà ìíîæåñòâåííûå òåëà
âêëþ÷åíèÿ èëè âàêóîëè.

Êðîìå âûñîêîé ïðîäóêòèâíîñòè âàæíîé õà-
ðàêòåðèñòèêîé ãåííî-èíæåíåðíîé ñèñòåìû áà-
êóëîâèðóñîâ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ýóêàðèîòè÷åñêèå
ñèãíàëû ïîñòòðàíñëÿöèîííîé ìîäèôèêàöèè
áåëêîâ óçíàþòñÿ ôåðìåíòàìè êëåòîê íàñåêî-
ìûõ. Â ìíîãî÷èñëåííûõ ðàáîòàõ ïîêàçàíî, ÷òî
â òàêèõ ñèñòåìàõ ïðîèñõîäèò ïðàâèëüíîå îòùå-
ïëåíèå ñèãíàëüíûõ ïåïòèäîâ è ñåêðåöèÿ öåëå-
âûõ áåëêîâ â ñðåäó èëè íà ïîâåðõíîñòü êëåòîê,
èíôèöèðîâàííûõ ãèáðèäíûìè áàêóëîâèðóñà-
ìè, ôîñôîðèëèðîâàíèå è ãëèêîçèëèðîâàíèå
áåëêîâ. Ïðè ýòîì îêàçàëîñü, ÷òî â êëåòêàõ íàñå-
êîìûõ áåëêè ãëèêîçèëèðóþòñÿ â îñíîâíîì òàê
æå, êàê è â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, çà èñêëþ-
÷åíèåì òîãî, ÷òî ó íèõ íå îáðàçóþòñÿ ñëîæíûå
òèïû ãëèêàíîâ. Îäíàêî ýòè íåáîëüøèå ðàçëè-
÷èÿ, ïî-âèäèìîìó, ìîãóò èìåòü çíà÷åíèå ëèøü
äëÿ îãðàíè÷åííîãî ÷èñëà áåëêîâ. Òàê, ïðè êëî-
íèðîâàíèè ãåíà ýðèòðîïîýòèíà ÷åëîâåêà â ñî-
ñòàâå AcNPV Ä. Âîéõîâñêèé ñ ñîàâòîðàìè
(1987 ã.) îáíàðóæèëè, ÷òî â êëåòêàõ S. frugiperda

ïðîèñõîäèò ãëèêîçèëèðîâàíèå äàííîãî ÷óæå-
ðîäíîãî áåëêà, íî òîëüêî îëèãîñàõàðèäàìè îã-
ðàíè÷åííîãî ðàçìåðà. Ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà ýðè-
òðîïîýòèíà îêàçàëàñü ìåíüøå, ÷åì îæèäàëîñü
(23 êÄà âìåñòî 30 êÄà), òåì íå ìåíåå ïîëó÷åí-
íûé ñ ïîìîùüþ áàêóëîâèðóñà ãîðìîí ÷åëîâåêà
îáëàäàë ïîëíîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ.

Î÷åíü èíòåðåñíûé ðåçóëüòàò ïîëó÷èëè â ëà-
áîðàòîðèè Ì. Ñàììåðñà â 1989 ã. Â ñîñòàâ ãåíî-
ìà AcNPV ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðà ãåíà ïîëè-
ýäðèíà áûëà âñòðîåíà ÄÍÊ-êîïèÿ ìîëåêóëû
26S ÐÍÊ âèðóñà Ñèíäáèñ, ÿâëÿþùåãîñÿ ïðåä-
ñòàâèòåëåì ñåìåéñòâà Togaviridae. Äëÿ ýòèõ âè-
ðóñîâ õàðàêòåðíî, ÷òî ñ ñóáãåíîìíîé 26S ÐÍÊ
òðàíñëèðóåòñÿ ïîëèïðîòåèí, êîòîðûé çàòåì
ïîäâåðãàåòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîìó ïðîòåîëèòè-
÷åñêîìó ðàñùåïëåíèþ ñ îáðàçîâàíèåì îòäåëü-
íûõ ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ âèðèîíà. Ïðîöåññèíã
áåëêà-ïðåäøåñòâåííèêà îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðî-
òåàçàìè êëåòêè-õîçÿèíà. Â ñâÿçè ñ ýòèì âîçíè-

êàåò âîïðîñ î òîì, áóäåò ëè ïðîèñõîäèòü òàêîé
ïðîöåññèíã â êóëüòóðå êëåòîê íàñåêîìûõ, ò. å.
â ÷óæåðîäíîé ñèñòåìå. Îêàçàëîñü, ÷òî êÄÍÊ
ìîëåêóëû 26S ÐÍÊ ýôôåêòèâíî òðàíñêðèáèðó-
åòñÿ â ñîñòàâå ãèáðèäíîãî ãåíîìà áàêóëîâèðó-
ñà. Áîëåå òîãî, óäàëîñü îáíàðóæèòü, ÷òî ïîëè-
ïðîòåèí ïðàâèëüíî ïðîöåññèðóåòñÿ ñ îáðàçîâà-
íèåì ñòðóêòóðíûõ âèðóñíûõ áåëêîâ. Òàêèì îá-
ðàçîì, ðàññìàòðèâàåìàÿ ãåííî-èíæåíåðíàÿ ñèñ-
òåìà êðîìå âûñîêîé ïðîäóêòèâíîñòè ìîæåò
îáåñïå÷èâàòü ïðàâèëüíûé ïðîöåññèíã ÷óæåðîä-
íûõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ.

Ïîìèìî ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêà-
öèé â êëåòêàõ íàñåêîìûõ îáû÷íî ïðîèñõîäèò è
ïðàâèëüíàÿ (ñîîòâåòñòâóþùàÿ ïðèðîäíîé) óê-
ëàäêà ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ. Íàïðèìåð, Â. Ìýðôè
ñ ñîàâòîðàìè (1990 ã.) ñêîíñòðóèðîâàëè ãèáðèä-
íûé AcNPV, äåòåðìèíèðóþùèé ñèíòåç õèìåð-
íîãî áåëêà, ñîñòîÿùåãî èç äîìåíîâ äâóõ ïðîòåê-
òèâíûõ áåëêîâ ìàëÿðèéíîãî ïëàçìîäèÿ. Ïðè-
÷åì àíòèãåííûå ñâîéñòâà õèìåðíîãî áåëêà â
çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè çàâèñÿò îò ïðàâèëüíîãî
îáðàçîâàíèÿ äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé ìåæäó îñ-
òàòêàìè öèñòåèíà è óêëàäêè ïîëèïåïòèäíîé
öåïè. Ýòî îáóñëîâëåíî, â ÷àñòíîñòè, òåì, ÷òî
îäíà èç èììóíîãåííûõ äåòåðìèíàíò õèìåðíîãî
áåëêà ÿâëÿåòñÿ êîíôîðìàöèîííîé, ò. å. î÷åíü
÷óâñòâèòåëüíîé ê èçìåíåíèþ òðåòè÷íîé ñòðóê-
òóðû áåëêà. Ñèíòåç â êëåòêàõ Å. coli íå ïîçâî-
ëèë ïîëó÷èòü ïîëíîöåííûé áåëîê, è îí áûë
ñëàáîèììóíîãåíåí. Â êëåòêàõ æå íàñåêîìûõ
ïðîäóöèðóåìûé áåëîê ïîäâåðãàëñÿ ïðàâèëüíîé
óêëàäêå ñ îáðàçîâàíèåì äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé,
÷òî çíà÷èòåëüíî óñèëèâàëî åãî èììóíîãåííûå
ñâîéñòâà. Äàííûé èñêóññòâåííûé áåëîê ìîæíî
ðàññìàòðèâàòü êàê ïîòåíöèàëüíóþ ñóáúåäèíè÷-
íóþ âàêöèíó ïðîòèâ ìàëÿðèè.

Äëÿ íåêîòîðûõ ãåíîâ, êëîíèðîâàííûõ â ñî-
ñòàâå AcNPV, âîçìîæåí ïðàâèëüíûé ñïëàéñèíã
ìÐÍÊ. Îäíàêî, ïî-âèäèìîìó, ïðåäïî÷òèòåëü-
íåå èñïîëüçîâàòü íåïðåðûâíûå êîäèðóþùèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè öåëåâûõ ãåíîâ.

Óñïåõè ýêñïåðèìåíòîâ ïî êëîíèðîâàíèþ è
ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ñîñòàâå ãåíà
ïîëèýäðèíà âèðóñà ÿäåðíîãî ïîëèýäðîçà êàëè-
ôîðíèéñêîé ñîâêè (òàáë. 15.2) äåìîíñòðèðóþò
ïåðñïåêòèâíîñòü ïðèìåíåíèÿ äàííîãî âåêòîðà
äëÿ ýôôåêòèâíîé ïðîäóêöèè áåëêîâ ñàìîãî ðàç-
ëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ áà-
êóëîâèðóñíàÿ ñèñòåìà ñóïåðïðîäóêöèè ÷óæå-
ðîäíûõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ íåîòúåìëåìîé ÷àñòüþ
ìíîãèõ ãåííî-èíæåíåðíûõ èññëåäîâàíèé.

Â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâíîãî ñèëüíîãî ïðîìî-
òîðà ìîæíî èñïîëüçîâàòü �-ïðîìîòîð ãåíà áåëêà
ð10. Èñïîëüçóÿ êëîíèðîâàííûé EcoRI-P-ôðàã-
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ìåíò AcNPV, Äæ. Âëàê ñ ñîàâòîðàìè (1988 ã.)
ñîçäàëè ïëàçìèäó èíòåãðàöèè pAcR159Z. Â äàí-
íîé ïëàçìèäå ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþ-
ùåé ïåðâûå 51 ÀÊ ð10, ïîäñòðîèëè â ïðàâèëü-
íîé ðàìêå òðàíñëÿöèè ôðàãìåíò ãåíà lacZ, êîäè-
ðóþùèé 1015 ÀÊ �-ãàëàêòîçèäàçû Å. coli. Ïîñëå
êîòðàíñôåêöèè êëåòîê ãèáðèäíîé ïëàçìèäîé
pAcR159Z ñ ÄÍÊ âèðóñà äèêîãî òèïà îòîáðàëè
êëîíû ãèáðèäíûõ âèðóñîâ ïî ñèíåé îêðàñêå âè-
ðóñíûõ áëÿøåê íà ñðåäå ñ Xgal. Ýëåêòðîííàÿ
ìèêðîñêîïèÿ ïîêàçàëà, ÷òî ïîëó÷åííûé ãèáðèä-
íûé âèðóñ AcNPV/p10Z-2 ïðè èíôèöèðîâàíèè
÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê ôîðìèðóåò ïîëèýäðû,
îäíàêî â ÿäðàõ êëåòîê îòñóòñòâóþò ñêîïëåíèÿ
âîëîêîí è ýëåêòðîííî-ïëîòíûå îáðàçîâàíèÿ, õà-
ðàêòåðíûå äëÿ âèðóñà äèêîãî òèïà. Êðîìå òîãî,
ïîëèýäðû íå ïîêðûòû ïîëèñàõàðèäíîé ìåìáðà-
íîé. Âìåñòî ýòîãî â ÿäðàõ âûÿâëÿþòñÿ àññîöèè-
ðîâàííûå ñ ïîëèýäðàìè áîëüøèå ãðàíóëÿðíûå
ñòðóêòóðû, ñîñòîÿùèå èç õèìåðíîãî áåëêà
p10–Gal. Ýôôåêòèâíîñòü ðàçìíîæåíèÿ ãèáðèäà
AcNPV/p10Z-2 íà êóëüòóðå êëåòîê íå îòëè÷àëàñü
îò òàêîâîé äëÿ âèðóñà äèêîãî òèïà, à ñëåäîâà-
òåëüíî, ãåí ð10 íåñóùåñòâåí äëÿ ðåïëèêàöèè áà-
êóëîâèðóñà. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî áèîëîãè-
÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ó ãèáðèäíîãî âèðóñà áûëà
äîñòîâåðíî âûøå, ÷åì ó èñõîäíîãî (ïðè îöåíêå
LD50 äëÿ ëè÷èíîê S. eigua, íîðìèðîâàííîé ïî
äîçå ïîëèýäðîâ).

Ï. Êèòòñ ñ ñîàâòîðàìè (1990 ã.) ïðåäëîæèëè
èíòåðåñíûé ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé ïîñëå
êîòðàíñôåêöèè ïîëó÷àòü âèðóñíîå ïîòîìñòâî
AcNPV, îáîãàùåííîå ãèáðèäíûìè âàðèàíòàìè.
Â öåëåâîå ìåñòî âñòðîéêè íà âèðóñíîì ãåíîìå
ââîäÿò ñàéò ãèäðîëèçà êðóïíîùåïÿùåé ðåñò-
ðèêòàçû, äëÿ êîòîðîé ìåñò óçíàâàíèÿ íà ÄÍÊ
AcNPV íåò. Òàê, â ïëàçìèäó ðÀñRÐ6 (ñì.
ðèñ. 15.2) ïî ñàéòó BamHI âñòðîèëè ñèíòåòè÷å-
ñêèé ëèíêåð:

Ïîëó÷åííàÿ ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà pAcRP6-SC
(îò àíãë. single cut) ñîäåðæèò ñàéò ãèäðîëèçà ðå-
ñòðèêòàçîé Bsu36I, äëÿ êîòîðîé íåò ó÷àñòêîâ óç-
íàâàíèÿ íà âèðóñíîé ÄÍÊ. Ïîñëå êîòðàíñôåê-
öèè ÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê íàòèâíîé ÄÍÊ
AcNPV è ïëàçìèäîé pAcRP6-SC áûë ïîëó÷åí
ïîëèýäðèí-íåãàòèâíûé ãèáðèäíûé âèðóñ
AcRP6-SC. ÄÍÊ ýòîãî âèðóñà ïîä äåéñòâèåì
Bsu36I ðàñùåïëÿåòñÿ â åäèíñòâåííîì ìåñòå â
ðàéîíå äåëåöèîííîãî âàðèàíòà ãåíà ïîëèýäðè-
íà. ÄÍÊ AcRP6-SC èñïîëüçîâàëè â ýêñïåðèìåí-
òàõ ïî êîòðàíñôåêöèè ñ ïëàçìèäîé
pAcRP23-lacZ, ñîäåðæàùåé ýêñïðåññèðóåìûé
ãåí lacZ E. coli ïîä êîíòðîëåì ñèãíàëîâ ãåíà ïî-
ëèýäðèíà. Îêàçàëîñü, ÷òî èíôåêöèîííîñòü ÄÍÊ
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Òàáëèöà 15.2. Ïðèìåðû ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ñîñòàâå ãåíîìà âèðóñà ÿäåðíîãî ïîëèýäðîçà

êàëèôîðíèéñêîé ñîâêè

Ïëàçìèäà
èíòåãðàöèè

Ïðîäóêòû ÷óæåðîäíîãî ãåíà
Ïëàçìèäà

èíòåãðàöèè
Ïðîäóêòû ÷óæåðîäíîãî ãåíà

ðÀñ380

ðÀñ360

Ôèáðîáëàñòíûé èíòåðôåðîí ÷åëîâåêà

�-Ãàëàêòîçèäàçà Å. coli

Õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçà
Å. coli

ðÀñ373 Ãëþêîöåðåáðîçèäàçà ÷åëîâåêà
Áåëîê Ò11 ÷åëîâåêà

pAcRP5 Ãåìàããëþòèíèí âèðóñà ãðèïïà

ðÀñ373 Èíòåðëåéêèí 2 ÷åëîâåêà
Áåëîê ñ-myc ÷åëîâåêà
Ãåìàããëþòèíèí âèðóñà ÷óìû ïòèö
Ýðèòðîïîýòèí ÷åëîâåêà
Áåëîê env âèðóñà èììóíîäåôèöèòà
÷åëîâåêà

pAcRP6 Áåëêè GPC è N âèðóñà ëèìôîöèòàðíîãî
õîðèîìåíèíãèòà
Ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí âèðóñà
ãåïàòèòà Â
Áåëîê VP2 âèðóñà ñèíåãî ÿçûêà

Áåëîê ð40* âèðóñà èììóíîäåôèöèòà
÷åëîâåêà
t-Àíòèãåí âèðóñà SV40

ðÀñ610 Áåëêè gag âèðóñà èììóíîäåôèöèòà
÷åëîâåêà

Áåëêè PB1, PB2 è ÐÀ ïîëèìåðàçíîãî
êîìïëåêñà âèðóñà ãðèïïà
Ñòðóêòóðíûå áåëêè è áåëîê NS1 âèðóñà
Äåíãå

pAcYM1 Áåëîê NS1 âèðóñà ñèíåãî ÿçûêà
Êàïñèäíûé áåëîê âèðóñà Õàíòààí

Ïðîòåèí-òèðîçèí êèíàçíûé äîìåí
ðåöåïòîðà èíñóëèíà ÷åëîâåêà

pVL941 Ò-àíòèãåí âèðóñà SV40

�-Ôàçåîëèí Phaseolus vulgaris ðÀñ436 Áåëîê VP1 âèðóñà ãåïàòèòà À

GATCCCTTAGG

GGAATCCCTAG

BamHI BamHI

Bsu36I



AcRP6-SC, ãèäðîëèçîâàííîé Bsu36I, ñíèæàåòñÿ
íà 2 ïîðÿäêà. Îäíàêî âûõîä ãèáðèäíûõ âèðóñîâ
ïðè êîòðàíñôåêöèè ëèíåéíîé âèðóñíîé ÄÍÊ
è öåëåâîé ïëàçìèäîé óâåëè÷èâàåòñÿ â 10 ðàç è
äîñòèãàåò 9–23 % (âìåñòî 0,8–2,3 % ïðè îáû÷-
íîé ñõåìå ýêñïåðèìåíòà). Àíàëîãè÷íûå ðåçóëü-
òàòû áûëè ïîëó÷åíû è äëÿ ãåíà áåëêà ð10. Òà-
êèì îáðàçîì, äàííûé ïîäõîä ÿâëÿåòñÿ îáùèì
è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí ïðè âñòðîéêå ÷óæå-
ðîäíûõ ãåíîâ â ëþáûå çàðàíåå âûáðàííûå ìåñ-
òà âèðóñíîãî ãåíîìà.

Ñõåìà, îáúÿñíÿþùàÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû, ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 15.3. ÄÍÊ âèðóñà ÿäåð-
íîãî ïîëèýäðîçà ñïîñîáíà ðåïëèöèðîâàòüñÿ
ëèøü â êîëüöåâîé ôîðìå. Ïîýòîìó ïîñëå êî-
òðàíñôåêöèè ãèäðîëèçîâàííîé ëèíåéíîé âè-
ðóñíîé ÄÍÊ è ïëàçìèäîé èíòåãðàöèè, ïåðåêðû-
âàþùåé ýòî ìåñòî ãèäðîëèçà, âûæèâàþò (ñïàñà-
þòñÿ) òîëüêî òå âèðóñíûå ãåíîìû, êîòîðûå
â êëåòêå ñìîãëè çàìêíóòüñÿ â êîëüöî. Ñóùåñò-
âåííàÿ ÷àñòü âèðóñíûõ ìîëåêóë ïåðåõîäèò
â êîëüöåâóþ ôîðìó â ðåçóëüòàòå èõ ðåêîìáèíà-
öèè ñ ïëàçìèäîé.

Íåñîìíåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò âîç-
ìîæíîñòü ñîçäàíèÿ áàêóëîâèðóñíîãî âåêòîðà,
íàïðàâëÿþùåãî ýôôåêòèâíûé ñèíòåç äâóõ èëè
áîëåå ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ. Ïåðâûì øàãîì ê ðå-
øåíèþ äàííîé ïðîáëåìû ÿâèëîñü êîíñòðóèðî-
âàíèå Ê. Ýìåðè è Õ. Áèøîïîì â 1987 ã. ïëàçìè-
äû pAcVC2 (ðèñ. 15.4), â êîòîðîé ïðîìîòîð ãåíà
ïîëèýäðèíà ïðèñóòñòâóåò â äâóõ êîïèÿõ, íà-
ïðàâëåííûõ ïðîòèâîïîëîæíî. Ïðè ýòîì â îä-
íîì ñëó÷àå îí îáåñïå÷èâàåò ýêñïðåññèþ ãåíà
ïîëèýäðèíà, à â äðóãîì — ÷óæåðîäíîãî ãåíà

áåëêà N âèðóñà ëèìôîöèòàðíîãî õîðèîìåíèí-
ãèòà. Êîòðàíñôåêöèÿ êëåòîê S. frugiperda ïëàç-
ìèäîé pAcVC2 è ÄÍÊ ãèáðèäíîãî ïîëèýäðèí-
íåãàòèâíîãî âèðóñà ïðèâîäèëà ê ïîÿâëåíèþ ïî-
ëèýäðèí-ïîçèòèâíûõ áëÿøåê AcNPV ñ ÷àñòîòîé
0,1–1 %. Îòîáðàííûå òàêèì îáðàçîì ãèáðèäíûå
âèðóñû äåòåðìèíèðîâàëè íà ïîçäíåì ýòàïå èí-
ôåêöèè îäíîâðåìåííûé ñèíòåç ïîëèýäðèíà è
áåëêà N LCMV. Ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèåé áû-
ëî ïîêàçàíî íàëè÷èå âèðóññîäåðæàùèõ ïîëèýä-
ðîâ â ÿäðàõ êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ ãèáðèä-
íûì AcNPV, è ïðèñóòñòâèå â öèòîïëàçìå ýòèõ
êëåòîê àãðåãàòîâ áåëêà N LCMV.

Äàííîå íàïðàâëåíèå èññëåäîâàíèé ðàçâèëè
Ï. Ðîé ñ ñîòðóäíèêàìè (1990–1993 ãã.) ïðè ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ âèðóñà ñè-
íåãî ÿçûêà (bluetongue virus, BTV). Ãåíîì äàí-
íîãî ðåîâèðóñà ñîñòîèò èç 10 ñåãìåíòîâ äâóõöå-
ïî÷å÷íîé ÐÍÊ. Â ñîñòàâ âèðèîíà âõîäÿò 7 áåë-
êîâ, èç íèõ òðè (VP1, VP4 è VP6) ÿâëÿþòñÿ ìè-
íîðíûìè êîìïîíåíòàìè. Áåëêè VP3 è VP7 îá-
ðàçóþò ñåðäöåâèíó, a VP2 è VP5 ôîðìèðóþò íà-
ðóæíóþ áåëêîâóþ îáîëî÷êó âèðèîíà. Áûëè
ñêîíñòðóèðîâàíû ãèáðèäíûå AcNPV, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèå ïàðû áåëêîâ: VP3–VP7 è VP2–VP5.
Ïðè èíôèöèðîâàíèè êëåòîê íàñåêîìûõ áàêóëî-
âèðóñîì, ñèíòåçèðóþùèì VP3 è VP7, ôîðìèðî-
âàëèñü ñåðäöåâèíîïîäîáíûå ÷àñòèöû. Åñëè æå
êëåòêè çàðàæàëè îáîèìè ãèáðèäíûìè áàêóëî-
âèðóñàìè, ïðîäóöèðóþùèìè âñå ÷åòûðå îñíîâ-
íûõ áåëêà âèðóñà ñèíåãî ÿçûêà, òî íàáëþäàëîñü
îáðàçîâàíèå íå òîëüêî ñåðäöåâèíîïîäîáíûõ
÷àñòèö, íî è äâóõîáîëî÷å÷íûõ âèðóñîïîäîáíûõ
÷àñòèö.

430 Ãëàâà 15. ÂÈÐÓÑÛ ÍÀÑÅÊÎÌÛÕ ÊÀÊ ÂÅÊÒÎÐÛ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ×ÓÆÅÐÎÄÍÛÕ ÃÅÍÎÂ
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Íà ñëåäóþùåì ýòàïå áûëà ñîçäàíà ïëàçìè-
äà èíòåãðàöèè ðÀcÀÂ4 (ðèñ. 15.5), ïðåäíàçíà-
÷åííàÿ äëÿ âñòðîéêè ÷åòûðåõ ÷óæåðîäíûõ ãå-
íîâ ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðîâ ãåíîâ ïîëèýäðèíà
è áåëêà ð10. Â äàííóþ ïëàçìèäó âñòðîèëè
ÄÍÊ-êîïèè ñåãìåíòîâ ÐÍÊ, êîäèðóþùèõ áåëêè
VP2, VP3, VP5 è VP7 âèðóñà ñèíåãî ÿçûêà. Èñ-
ïîëüçóÿ ýòó ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó, ïîëó÷èëè áà-
êóëîâèðóñ, ïðîäóöèðóþùèé îäíîâðåìåííî âñå
÷åòûðå áåëêà ðåîâèðóñà. Ïðè èíôèöèðîâàíèè
êëåòîê íàñåêîìûõ äàííûì ãèáðèäíûì AcNPV
ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ îáðàçîâûâàëèñü âè-
ðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû âèðóñà ñèíåãî ÿçûêà áåç
ïðèìåñè ñåðäöåâèíîïîäîáíûõ ÷àñòèö (÷òî ïðî-
èñõîäèëî ïðè ñîâìåñòíîé èíôåêöèè êëåòîê
äâóìÿ áàêóëîâèðóñàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ïî
ïàðå áåëêîâ ðåîâèðóñà).

Ðàññìîòðåííûå ïîäõîäû ê ñîçäàíèþ ãèá-
ðèäíûõ âàðèàíòîâ AcNPV ìîãóò áûòü ðàñïðî-
ñòðàíåíû íà äðóãèå áàêóëîâèðóñû. Íàèáîëüøå-

ãî óñïåõà óäàëîñü äîñòè÷ü íà âèðóñå ÿäåðíîãî
ïîëèýäðîçà òóòîâîãî øåëêîïðÿäà Bombyx mori

(BmNPV). Òóòîâûé øåëêîïðÿä â òå÷åíèå òûñÿ-
÷åëåòèé àäàïòèðîâàí ÷åëîâåêîì äëÿ ìàññîâîãî
âûðàùèâàíèÿ, è â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìåþòñÿ
êîìïüþòåðèçîâàííûå ëèíèè, ïðåäíàçíà÷åííûå
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ åãî â áîëüøèõ êîëè÷åñò-
âàõ. Ïîýòîìó áàêóëîâèðóñ BmNPV èíòåðåñåí
ïðåæäå âñåãî òåì, ÷òî ñîçäàííûå íà åãî îñíîâå
ãèáðèäû ìîæíî êóëüòèâèðîâàòü íà ëè÷èíêàõ
íàñåêîìûõ, à ýòî ÿâëÿåòñÿ ìíîãîîáåùàþùèì
áèîòåõíîëîãè÷åñêèì ïîäõîäîì, òàê êàê äàííàÿ
ñèñòåìà ïðîùå è äåøåâëå êóëüòóðû êëåòîê íà-
ñåêîìûõ.

Ñ. Ìàåäà ñ ñîàâòîðàìè (1985 ã.) êëîíèðîâà-
ëè â ñîñòàâå ïëàçìèäû pBR322 EcoRI-ôðàãìåíò
ÄÍÊ (10,5 òïí), ñîäåðæàùèé ãåí ïîëèýäðèíà
BmNPV, è ðàñøèôðîâàëè åãî íóêëåîòèäíóþ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü. Ýòî ïîçâîëèëî çàòåì, èñ-
ïîëüçóÿ ðåñòðèêòàçû è íóêëåàçó Âàl31, ñîçäàòü
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Ðèñ. 15.4. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ïëàçìèäû pAcVC2



íà îñíîâå pUC8 è pUC9 íàáîð âåêòîðíûõ ïëàç-
ìèä ñåðèè ð89Â, íàïîìèíàþùèõ ïëàçìèäû èí-
òåãðàöèè ñåðèè pAc. Â ïëàçìèäàõ ñåðèè ð89Â
ïîëíîñòüþ óäàëåíà êîäèðóþùàÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ãåíà ïîëèýäðèíà è èìåþòñÿ ðàçëè÷-
íûå ïî ïðîòÿæåííîñòè äåëåöèè 5�-êîíöåâîãî
ëèäåðíîãî ó÷àñòêà ýòîãî ãåíà. Íà îñíîâå äàí-
íûõ âåêòîðîâ â 1987 ã. áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû
ãèáðèäíûå ïëàçìèäû ñî âñòðîéêîé êÄÍÊ �-èí-
òåðôåðîíà ÷åëîâåêà â ðàçíûå òî÷êè ãåíà ïîëè-
ýäðèíà BmNPV. Â ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíàöèîí-
íîé èíòåãðàöèè, èñïîëüçóÿ ñîçäàííûå ïëàçìè-
äû, ïîëó÷èëè íàáîð ãèáðèäíûõ áàêóëîâèðóñîâ.

Àíàëèç ïðîäóêöèè èíòåðôåðîíà â êóëüòóðå
êëåòîê èëè â ëè÷èíêàõ òóòîâîãî øåëêîïðÿäà,
èíôèöèðîâàííûõ ãèáðèäíûìè âàðèàíòàìè
BmNPV, ïîêàçàë, ÷òî íàèáîëüøèé óðîâåíü ÷ó-
æåðîäíîãî áåëêà äîñòèãàåòñÿ ïðè ïîëíîì ñî-
õðàíåíèè â ãèáðèäíîì ãåíå 5�-êîíöåâîé ëèäåð-
íîé íåêîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà
ïîëèýäðèíà (òàáë. 15.3). Îäíàêî è â ýòîì ñëó÷àå
ïðîäóêöèÿ èíòåðôåðîíà äîñòèãàëà ëèøü 1 % îò
óðîâíÿ ïîëèýäðèíà, ñèíòåçèðóåìîãî âèðóñîì
äèêîãî òèïà.

Â 1988 ã. ñîòðóäíèêàì òîé æå ëàáîðàòîðèè
óäàëîñü îïðåäåëèòü óñëîâèÿ, ïðè êîòîðûõ ÷ó-
æåðîäíûé áåëîê ïðîèçâîäèëñÿ ãèáðèäíûì

BmNPV â êîëè÷åñòâàõ, ñîïîñòàâèìûõ ñ êîëè-
÷åñòâîì ïîëèýäðèíà, ñèíòåçèðóåìîãî èñõîäíûì
áàêóëîâèðóñîì. Îêàçàëîñü, ÷òî äëÿ ñòîëü ýô-
ôåêòèâíîé ïðîäóêöèè, êàê è ó AcNPV, íåîáõî-
äèìî, ÷òîáû ÷óæåðîäíûé áåëîê ñîäåðæàë â ñâî-
åì ñîñòàâå N-êîíöåâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî-
ëèýäðèíà, ò. å. ÷òîáû ñèíòåçèðîâàëñÿ õèìåðíûé
áåëîê. Êàê âèäèì, ãåíåòè÷åñêèå ôàêòîðû, âëèÿ-
þùèå íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ áåë-
êîâ, îäèíàêîâû äëÿ AcNPV è BmNPV.
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Ðèñ. 15.5. Ïëàçìèäà èíòåãðàöèè ðÀcÀÂ4.

×åðíûìè ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ïðîìîòîðû ãåíîâ ïîëèýäðèíà è áåëêà p10,
ñåðûìè áëîêàìè — ðàéîíû ïîòåíöèàëüíûõ ñèãíàëîâ òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè.

Íà êîëüöåâîé ïëàçìèäå òîíêîé ëèíèåé îáîçíà÷åí EcoRI-I-ôðàãìåíò ÄÍÊ AcNPV, òîëñòîé — ïëàçìèäà pUC8

Òàáëèöà 15.3. Ïðîäóêöèÿ èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà

â êóëüòóðå êëåòîê BM-N è ëè÷èíêàõ

òóòîâîãî øåëêîïðÿäà

Ãèáðèäíûé
âèðóñ

Àêòèâíîñòü
èíòåðôåðîíà, å. à./ìë Ðàéîí

âñòðîéêè
ãåíà IFN1Êëåòêè

BM-N
Ãåìîëèìôà

ëè÷èíîê

BmBM034-H7 1 � 107 1,9 � 108 + 1
BmIFN2B310 5 � 106 5 � 107 – 19
BmIFN2B241 3 � 105 1 � 106 – 29
BmIFN2B323 5 � 104 2,5 � 105 – 48
BmIFN2B587 < 103 < 103 – 82

1 Òî÷êà èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà ïîëèýä-
ðèíà BmNPV íàõîäèòñÿ â ïîëîæåíèè –50.



Äðóãîé áàêóëîâèðóñ, íà êîòîðîì â 1987 ã.
íà÷àòû ãåííî-èíæåíåðíûå ýêñïåðèìåíòû, —
âèðóñ ÿäåðíîãî ïîëèýäðîçà âîùèííîé ìîëè
Galleria mellonella (GmNPV). Â ãåí áåëêà ð10
äàííîãî âèðóñà âñòðîèëè ãåí óñòîé÷èâîñòè
ê íåîìèöèíó ïåo è ïîêàçàëè, ÷òî ãèáðèäíûå âà-
ðèàíòû GmNPV ìîæíî îòáèðàòü íà ñåëåêòèâ-
íîé ñðåäå ïî óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêó øè-
ðîêîãî ñïåêòðà äåéñòâèÿ ãåíåòèöèíó (G-418).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ áàêóëîâèðóñû î÷åíü øè-
ðîêî èñïîëüçóþòñÿ â êà÷åñòâå ýêñïðåññèðóþ-

ùèõ âåêòîðîâ äëÿ ýôôåêòèâíîé ïðîäóêöèè
ýóêàðèîòè÷åñêèõ áåëêîâ â êóëüòóðàõ êëåòîê èëè
îðãàíèçìå íàñåêîìûõ. Ïðè ýòîì ñëåäóåò ïîä-
÷åðêíóòü, ÷òî äëÿ ðÿäà áàêóëîâèðóñîâ èìåþòñÿ
òåõíîëîãèè ïðåïàðàòèâíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ,
ïîñêîëüêó îíè èñïîëüçóþòñÿ êàê èíñåêòèöèä-
íûå ïðåïàðàòû â ñåëüñêîì õîçÿéñòâå. Ýòî îáåñ-
ïå÷èâàåò õîðîøóþ áàçó äëÿ áûñòðîãî ñîçäàíèÿ
òåõíîëîãèé íàðàáîòêè öåëåâûõ áåëêîâ, ïðîäó-
öèðóåìûõ ãèáðèäíûìè áàêóëîâèðóñàìè.

15.3. ÓÏÐÎÙÅÍÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ ÑÎÇÄÀÍÈß ÃÈÁÐÈÄÍÛÕ ÁÀÊÓËÎÂÈÐÓÑÎÂ
Bac-to-Bac

Ðàíåå ïîëó÷åíèå ãèáðèäíûõ áàêóëîâèðóñîâ
îñíîâûâàëîñü íà ðåêîìáèíàöèè in vivo ïî ó÷à-
ñòêàì ãîìîëîãèè íàòèâíîé âèðóñíîé ÄÍÊ è
ãèáðèäíîé ïëàçìèäû, â êîòîðîé öåëåâîé ãåí
ôëàíêèðîâàí ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ èç
îïðåäåëåííîãî ðàéîíà âèðóñíîãî ãåíîìà. Íî
äàííûé ìåòîä òðåáîâàë áîëüøèõ çàòðàò âðåìåíè
— 1–1,5 ìåñ. Â. Ëóêîó ñ ñîàâòîðàìè â 1993 ã.
ðàçðàáîòàëè íîâûé, áîëåå áûñòðûé è ýôôåêòèâ-
íûé ìåòîä ïîëó÷åíèÿ ãèáðèäíûõ áàêóëîâèðó-
ñîâ. Åãî ïðèíöèï îñíîâàí íà ñàéòñïåöèôè÷å-
ñêîé òðàíñïîçèöèè öåëåâîãî ãèáðèäíîãî ãåíà èç
ïëàçìèäû â áàêóëîâèðóñíóþ áàêìèäó, ðàçìíî-
æàåìóþ â êëåòêàõ E. coli. Áàêìèäà ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ïîëíóþ êîïèþ âèðóñíîé ÄÍÊ, ñîåäèíåí-
íóþ ñ íèçêîêîïèéíûì ìèíè-F ðåïëèêîíîì, ãå-
íîì óñòîé÷èâîñòè ê êàíàìèöèíó è ñåãìåíòîì
ÄÍÊ lacZ�, êîäèðóþùèì �-äîíîðíûé ïåïòèä
�-ãàëàêòîçèäàçû (ñì. 2.2.6), ïåðåíåñåííûì èç
ïëàçìèäû ñåðèè pUC. Ïðè ýòîì â N-êîíöåâóþ
êîäèðóþùóþ ÷àñòü ãåíà lacZ� âñòðîèëè áåç íà-
ðóøåíèÿ ðàìêè òðàíñëÿöèè (è ñïîñîáíîñòè ê
�-êîìïëåìåíòàöèè �-ãàëàêòîçèäàçû) ó÷àñòîê
èíòåãðàöèè òðàíñïîçîíà Tn7 (ìèíè-attTn7).
Áàêìèäà ðàçìíîæàåòñÿ â êëåòêàõ E. coli êàê áî-
ëüøàÿ íèçêîêîïèéíàÿ ïëàçìèäà, îáåñïå÷èâàåò
óñòîé÷èâîñòü ê êàíàìèöèíó è �-êîìïëåìåíòà-
öèþ ìóòàíòíîé ôîðìû �-ãàëàêòîçèäàçû, ñèíòå-
çèðóåìîé áàêòåðèåé. Ïîýòîìó íà ñðåäå ñ ÈÏÒÃ
è Xgal êîëîíèè òàêèõ áàêòåðèé îêðàøèâàþòñÿ
â ñèíèé öâåò.

Êðîìå áàêìèäû èñïîëüçóåìûé øòàìì E. coli

ñîäåðæèò òàê íàçûâàåìóþ õåëïåðíóþ ïëàçìèäó
(ïîìîùíèê), îáåñïå÷èâàþùóþ ôóíêöèþ òðàíñ-
ïîçèöèè Tn7 è óñòîé÷èâîñòü ê òåòðàöèêëèíó.

Öåëåâûå ãåíû âñòðàèâàþò ïîä êîíòðîëü
ñèëüíîãî ïðîìîòîðà ãåíà ïîëèýäðèíà â ïëàçìè-
äó èíòåãðàöèè pFastBac (ðèñ. 15.6), êîòîðàÿ íå-
ñåò òàêæå äåòåðìèíàíòû óñòîé÷èâîñòè ê ãåíòà-
ìèöèíó è àìïèöèëëèíó. Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè

êëåòîê E. coli DH10Bac ãèáðèäíîé ïëàçìèäîé
èíòåãðàöèè â ðåçóëüòàòå ñàéòñïåöèôè÷åñêîé
òðàíñïîçèöèè öåëåâîãî ãåíà â áàêìèäó ïîëó÷à-
åòñÿ ðåêîìáèíàíòíàÿ áàêìèäà (ðèñ. 15.7) ñ íà-
ðóøåííûì ãåíîì lacZ�, ò. å. íà ïèòàòåëüíîé
ñðåäå ñ àíòèáèîòèêàìè ãåíòàìèöèíîì, êàíàìè-
öèíîì è òåòðàöèêëèíîì, à òàêæå ñ ÈÏÒÃ è Xgal
âûðàñòàþò êîëîíèè ñ ãèáðèäíûìè áàêìèäàìè,
èìåþùèå áåëûé öâåò.

Áàêìèäó âûäåëÿþò èç áàêòåðèàëüíûõ êëå-
òîê, àíàëèçèðóþò ïðàâèëüíîñòü âñòðîéêè è çà-
òåì òðàíñôèöèðóþò â êóëüòóðó êëåòîê íàñåêî-
ìûõ. Âñå âèðóñû, îáðàçîâàâøèå áëÿøêè íà ìî-
íîñëîå êëåòîê, ÿâëÿþòñÿ ãèáðèäíûìè.

Ýòîò ìåòîä ïîçâîëÿåò ñóùåñòâåííî ñîêðà-
òèòü âðåìÿ, òðåáóþùååñÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðåêîì-
áèíàíòíîãî âèðóñà, — ñ 4–6 íåäåëü äî
7–10 äíåé. Äàííàÿ ñèñòåìà ïîëó÷èëà íàçâàíèå
Bac-to-Bac è ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ ôèðìîé «Life
Technologies» (ÑØÀ).
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Ðèñ. 15.6. Âåêòîðíàÿ ýêñïðåññèîííàÿ ïëàçìèäà
pFastBac, ïðåäíàçíà÷åííàÿ äëÿ íàïðàâëåííîé

âñòðîéêè öåëåâûõ ãåíîâ â áàêìèäó.

MCS — ïîëèëèíêåð äëÿ âñòðîéêè öåëåâîãî ãåíà;
Tn7R è Tn7L — ó÷àñòêè, ïî êîòîðûì ïðîèñõîäèò

òðàíñïîçèöèÿ in vivo ñåãìåíòà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ (Gmr)
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Ïðèìåðîì èñïîëüçîâàíèÿ äàííîé âåêòîðíîé
ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ ðàáîòà, êîòîðóþ âûïîëíèëè
Ò. Áóìåðò ñ ñîàâòîðàìè (1998 ã.). Â ñîñòàâ ïëàç-
ìèäû òðàíñïîçèöèè pFastBac âñòðîèëè êÄÍÊ
ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ âèðóñà ãåïàòèòà Ñ (HCV)
(ðèñ. 15.8). Ïðè çàðàæåíèè êóëüòóðû êëåòîê íà-
ñåêîìûõ ãèáðèäíûìè áàêóëîâèðóñàìè âûÿâèëè
íå òîëüêî ñèíòåç ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ HCV, íî
è ñáîðêó âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö, ïîêðûòûõ
îáîëî÷êîé. Ïðè ýòîì îáíàðóæèëîñü, ÷òî áåëîê
ð7 (ñì. ðèñ. 15.8) äëÿ ñáîðêè ÷àñòèö íå òðåáóåò-

ñÿ. Âàæíîñòü ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ îïðåäå-
ëÿåòñÿ íèçêîé êîíöåíòðàöèåé HCV â îðãàíèçìå
èíôèöèðîâàííûõ ëþäåé, îòñóòñòâèåì ñèñòåì
êóëüòèâèðîâàíèÿ ýòîãî âèðóñà â êóëüòóðàõ êëå-
òîê è óäîáíîé æèâîòíîé ìîäåëè äàííîé èíôåê-
öèè. Âñå ýòî çíà÷èòåëüíî óñëîæíÿåò èçó÷åíèå
ñâîéñòâ HCV è ðàçðàáîòêó ïðîòèâîâèðóñíîé
âàêöèíû. Âîçìîæíî, íà îñíîâå ïîëó÷àåìûõ â
áàêóëîâèðóñíîé ñèñòåìå âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñ-
òèö HCV óäàñòñÿ ñîçäàòü ýôôåêòèâíóþ âàêöèíó
ïðîòèâ ýòîé èíôåêöèè.

15.4. ÑÈÑÒÅÌÀ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ MultiBac

È. Áåðãåð ñ ñîàâòîðàìè (2004–2006 ãã.) èñ-
ïîëüçîâàëè ïðèíöèïû, çàëîæåííûå â ñèñòåìå
Bac-to-Bac, äëÿ ñîçäàíèÿ áàêóëîâèðóñíîé ñèñ-
òåìû ýêñïðåññèè ìíîãîêîìïîíåíòíûõ áåëêî-
âûõ êîìïëåêñîâ. Íàêàïëèâàþùèåñÿ â ïîñëåä-
íèå ãîäû äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî òàêèå
êîìïëåêñû âî ìíîæåñòâå ñîäåðæàòñÿ â êëåòêàõ
è âûïîëíÿþò âàæíûå ôóíêöèè. Îäíàêî äëÿ ïî-
çíàíèÿ òîíêèõ ìåõàíèçìîâ ðàáîòû êàæäîãî òà-
êîãî íàäìîëåêóëÿðíîãî êîìïëåêñà íåîáõîäèìî
âûäåëÿòü åãî â îòíîñèòåëüíî áîëüøèõ êîëè÷å-
ñòâàõ, ÷åãî ÷àñòî îáû÷íûìè ìåòîäàìè ñäåëàòü
íå óäàåòñÿ.

Áàêóëîâèðóñíûé ãåíîì â ñîñòàâå áàêìèäû,
ðàíåå èñïîëüçîâàííîé äëÿ ñèñòåìû Bac-to-Bac
(ñì. 15.3), áûë ìîäèôèöèðîâàí òàê, ÷òî ýòî ïðè-
âåëî ê óëó÷øåííîé ïðîäóêöèè ÷óæåðîäíûõ
áåëêîâ â êóëüòóðå êëåòîê íàñåêîìûõ. Áëîê, ñî-
ñòîÿùèé èç ãåíà óñòîé÷èâîñòè ê àìïèöèëëèíó è
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè loxP, ïî êîòîðîé ìîæåò
îñóùåñòâëÿòüñÿ Cre-çàâèñèìàÿ ñàéò-ñïåöèôè-
÷åñêàÿ ðåêîìáèíàöèÿ, âñòðîèëè â ñîñòàâ áàêìè-
äû, íàðóøèâ âèðóñíûå ãåíû v-cath (âèðóñíàÿ
ïðîòåàçà) è chiA (õèòèíàçà). Ïîëó÷åííóþ áàê-
ìèäó íàçâàëè MultiBac (ðèñ. 15.9).

Àâòîðû ñîçäàëè êàññåòíûå ïëàçìèäû ýêñ-
ïðåññèè pFBDM è pUCDM (ðèñ. 15.10), ïðåäíà-
çíà÷åííûå äëÿ èíòåãðàöèè ýòèõ êàññåò ãåíîâ â
áàêìèäó â êëåòêàõ E. coli, èñïîëüçóÿ ìåõàíèçì

òðàíñïîçèöèè Tn7 (ñì. 15.3) èëè Cre-loxP
ñàéò-ñïåöèôè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè (ñì. 18.3.2).
Ïëàçìèäó pFBDM ïîëó÷èëè íà îñíîâå
pFastBacDUAL, ââåäÿ ìåæäó ðàçíîíàïðàâëåí-
íûìè ïðîìîòîðàìè ãåíîâ ïîëèýäðèíà è áåëêà
ð10 ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìóëüòèïëèêàöèîííîãî
ìîäóëÿ äëèíîé 21 ïí (ñì. ðèñ. 15.10), ñîäåðæà-
ùèé óíèêàëüíûå ó÷àñòêè ãèäðîëèçà ðåñòðèêòà-
çàìè BstZ17I, SpeI, ClaI è NruI. Êðîìå òîãî, â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü pFBDM äëÿ èçâëå÷åíèÿ è
ïåðåíîñà âñòðîåííûõ ãåíîâ áûëè ââåäåíû ðåä-
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Ðèñ. 15.8. Êàðòà ñåãìåíòîâ ãåíîìà âèðóñà ãåïàòèòà Ñ ÷åëîâåêà,
âñòðîåííûõ â ðåêîìáèíàíòíûå áàêóëîâèðóñû

Ðèñ. 15.9. Ñõåìà áàêóëîâèðóñíîé ÄÍÊ MultiBac
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Ðèñ. 15.10. Ïëàçìèäû èíòåãðàöèè-ýêñïðåññèè.

Óêàçàíû ïðîìîòîðû ãåíîâ áåëêà ïîëèýäðèíà (polh) è ð10, òåðìèíàòîðû òðàíñêðèïöèè (SV40, HSVtk), ìíîæåñòâåííûå
ñàéòû êëîíèðîâàíèÿ (MCS1, MCS2), ýëåìåíòû òðàíñïîçîíà (Tn7L, Tn7R), èíâåðòèðîâàííûé ïîâòîð äëÿ ñàéò-ñïå-

öèôè÷íîé ðåêîìáèíàöèè (LoxP), ãåíû óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì.
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Ðèñ. 15.11. Ñáîðêà ìóëüòèãåííûõ ýêñïðåññèîííûõ êàññåò â ñîñòàâå ïëàçìèäû pFBDM.

Ì – ìóëüòèïëèêàöèîííûé ìîäóëü (ñì. ðèñ. 15.10)



êî âñòðå÷àþùèåñÿ ñàéòû ðåñòðèêòàç PmeI è
AvrII. Ïëàçìèäà pUCDM ñîäåðæèò òó æå ñà-
ìóþ êàññåòó ýêñïðåññèè è ìóëüòèïëèêàöèîí-
íûé ìîäóëü.

Ñõåìà ñáîðêè ìóëüòèãåííûõ ýêñïðåññèîí-
íûõ êàññåò â ñîñòàâå ïëàçìèäû pFBDM ïðèâå-
äåíà íà ðèñ. 15.11. Èñïîëüçóåìûå äëÿ ýòîãî ðå-
ñòðèêòàçû èìåþò ñëåäóþùèå ñàéòû óçíàâàíèÿ:
AvrII — C�CTAGG, SpeI — A�CTAGT (îáðàçó-
þò îäèíàêîâûå ëèïêèå êîíöû); PmeI —
GTTT�AAAC, Bst217I — GTA�TAC è NruI —
TCG�CGA (îáðàçóþò òóïûå êîíöû). Àíàëîãè÷-
íàÿ ñõåìà èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ñîçäàíèÿ ìóëüòè-

ãåííûõ ýêñïðåññèîííûõ êàññåò â ïëàçìèäå
pUCDM.

Êàññåòíûå âåêòîðû pFBDM è pUCDM,
â êàæäûé èç êîòîðûõ, íàïðèìåð, âñòðîåíî ïî
4 ðàçíûõ ãåíà, ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ñîçäà-
íèÿ áàêóëîâèðóñà, ïðîäóöèðóåùåãî îäíîâðå-
ìåííî 8 ðàçíûõ áåëêîâ (ðèñ. 15.12). Ïðè ýòîì
ìîæíî ñîçäàâàòü ìóëüòèãåííûå êàññåòû íå òî-
ëüêî äëÿ ïðîäóêöèè â ñîñòàâå MultiBac ìíîãî-
ñóáúåäèíè÷íûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, íî è îä-
íîâðåìåííî ââîäèòü ãåíû äëÿ ôåðìåíòîâ, îáåñ-
ïå÷èâàþùèõ ñïåöèôè÷íóþ ìîäèôèêàöèþ èçó-
÷àåìûõ áåëêîâ (êèíàçû, àöåòèëàçû è ò. ï.).
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Ðèñ. 15.12. Ñõåìà ñîçäàíèÿ áàêìèä äëÿ îäíîâðåìåííîé ýêñïðåññèè â êëåòêàõ íàñåêîìûõ
âîñüìè ðàçíûõ ãåíîâ
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Ãëàâà 16
ÂÅÊÒÎÐÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÒÐÀÍÑÏÎÇÎÍÎÂ
ÝÓÊÀÐÈÎÒ

Â íà÷àëå 1950-õ ãã. Á. Ìàê-Êëèíòîê íà îñíî-
âå äàííûõ ãåíåòè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ, âûïîë-
íåííûõ íà êóêóðóçå, ïîñòóëèðîâàëà íàëè÷èå
â ãåíîìå âûñøèõ ýóêàðèîò ïîäâèæíûõ ãåíåòè-
÷åñêèõ ýëåìåíòîâ. Ëèøü ñïóñòÿ äâà äåñÿòèëåòèÿ
ïðè àíàëèçå íåêîòîðûõ ìóòàöèé äðîçîôèëû
ïðåäïîëîæèëè íàëè÷èå ó íåå àíàëîãè÷íûõ ãåíå-
òè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ. Â ðåçóëüòàòå ýêñïåðèìåí-
òîâ ïî ãèáðèäèçàöèè in situ ïîëèòåííûõ õðîìî-
ñîì ñëþííûõ æåëåç Drosophila melanogaster

ñ êëîíèðîâàííûìè ïîâòîðÿþùèìèñÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿìè õðîìîñîìíîé ÄÍÊ äðîçîôèëû óäà-
ëîñü äîêàçàòü, ÷òî ýòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìî-
ãóò ìåíÿòü ñâîå ïîëîæåíèå â ãåíîìå. Ýòè ðàáîòû
äàëè òîë÷îê ìíîãî÷èñëåííûì èññëåäîâàíèÿì
ïîäâèæíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ ýóêàðèîò,
è â ïåðâóþ î÷åðåäü äðîçîôèëû.

Îïèñàíû ñëåäóþùèå òèïû ïîäâèæíûõ ãå-
íåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ äðîçîôèëû:
• Copia-ïîäîáíûå, èëè mdg-ýëåìåíòû, ïî

ñâîåé îðãàíèçàöèè âî ìíîãîì ñõîæèå ñ ïðî-
âèðóñàìè ðåòðîâèðóñîâ (ñì. 14.6.1): ñîäåð-
æàò ïðÿìûå äëèííûå êîíöåâûå ïîâòîðû,
íåñóùèå ïðîìîòîðíûå îáëàñòè, ìîãóò íàõî-
äèòüñÿ â àâòîíîìíîé êîëüöåâîé ôîðìå,
à ïðè âñòðàèâàíèè â õðîìîñîìó ãåíåðèðóþò
êîðîòêèå ïðÿìûå äóïëèêàöèè. Îáû÷íî ïðè-
ñóòñòâóþò â 20–40 êîïèÿõ íà ãàïëîèäíûé
ãåíîì ìóõ è â 150–200 êîïèÿõ íà êëåòêó
â êóëüòóðå êëåòîê Drosophila. Ïîäâèæíûå
ýëåìåíòû òàêîãî òèïà îáíàðóæåíû òàêæå
â äðîææàõ è ðàñòåíèÿõ.

• FB-ýëåìåíòû — ãåòåðîãåííû ïî ðàçìåðó, íî
èìåþò äëèííûå èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû,
êîíñåðâàòèâíûå ïî ñâîåé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè.

• P-ýëåìåíòû — ñîäåðæàò êîðîòêèå (31 ïí)
èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû è ïðè èíòåãðà-
öèè ãåíåðèðóþò äóïëèêàöèþ ó÷àñòêà 8 ïí
(ðèñ. 16.1), ðàçìåð èõ ñîñòàâëÿåò 2,9 òïí.
Ð-ýëåìåíòû îáíàðóæåíû ïðè èññëåäîâàíèè

ìîëåêóëÿðíûõ îñíîâ ãèáðèäíîãî äèñãåíåçà ó
D. melanogaster. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ñêðåùèâàíèè
ñàìöîâ øòàììà P è ñàìîê øòàììà M (P� � M�)
íàáëþäàåòñÿ äèñãåíåç ïîòîìñòâà, íî òàêîé ýô-
ôåêò íå âûÿâëÿåòñÿ ïðè äðóãèõ òèïàõ ñêðåùè-
âàíèÿ: M� � P�; P� � P� èëè M� � M�. Ýòî
óäàëîñü ëåãêî îáúÿñíèòü ïîñëå òîãî, êàê äîêàçà-
ëè, ÷òî P-øòàììû ñîäåðæàò â ãåíîìå ìíîæåñò-
âåííûå (30–50) êîïèè ïîäâèæíûõ ãåíåòè÷åñêèõ
ýëåìåíòîâ. Â M-øòàììàõ òàêèå ýëåìåíòû îò-
ñóòñòâóþò. Òðàíñïîçèöèÿ P-ýëåìåíòîâ, ðåïðåñ-
ñèðîâàííàÿ â øòàììå Ð, àêòèâèðóåòñÿ ïðè ïîïà-
äàíèè ÄÍÊ ýòèõ øòàììîâ â M-öèòîòèï. Ýòî
ïðèâîäèò ê ìíîæåñòâåííûì èíñåðöèÿì è äåëå-
öèÿì â ãåíîìå ãèáðèäíûõ êëåòîê è âûðàæàåòñÿ
â P–M-äèñãåíåçå. P-ýëåìåíò êëîíèðîâàëè â ñî-
ñòàâå ïëàçìèäû pBR322 è îïðåäåëèëè åãî íóê-
ëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Òàêæå áûëè
âûÿâëåíû âàðèàíòû P-ýëåìåíòà ñ äåëåöèÿìè âî
âíóòðåííåé îáëàñòè, íå ñïîñîáíûå ê òðàíñïîçè-
öèè. Îäíàêî óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî ïðè íàëè÷èè
â ãåíîìå íàðÿäó ñ äåëåöèîííûì âàðèàíòîì è íà-
òèâíîãî P-ýëåìåíòà òðàíñïîçèöèÿ ïåðâîãî óñ-

Ðèñ. 16.1. Ñòðóêòóðà Ð-ýëåìåíòà D. melanogaster.

Òðåóãîëüíèêàìè îáîçíà÷åíû êîðîòêèå êîíöåâûå èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû



ïåøíî ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò òðàíñ-ôóíêöèé P-ýëå-
ìåíòà. Â ðåçóëüòàòå äîïîëíèòåëüíûõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ëîêàëèçîâàí ãåí òðàíñïîçàçû, çàíèìàþ-
ùèé ïðàêòè÷åñêè âåñü Ð-ýëåìåíò è ñîñòîÿùèé èç
÷åòûðåõ ýêçîíîâ (ñì. ðèñ. 16.1). Âñå ýòî äåìîíñò-
ðèðóåò óäèâèòåëüíîå ñõîäñòâî òðàíñïîçîíîâ ýó-
êàðèîò ñ áàêòåðèàëüíûìè òðàíñïîçîíàìè.

Êàê èçâåñòíî, â áàêòåðèÿõ òðàíñïîçîíû ëåã-
êî ìîãóò ïåðåíîñèòüñÿ ñ ïëàçìèä íà áàêòåðèàëü-
íóþ õðîìîñîìó. Àíàëîãè÷íûå äàííûå À. Ñïðýä-
ëèíã è Ã. Ðóáèí ïîëó÷èëè â 1982 ã. è äëÿ P-ýëå-
ìåíòà. Îíè ñêîíñòðóèðîâàëè íà îñíîâå pBR322
ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó p�25.1, íåñóùóþ ïîëíóþ
êîïèþ P-ýëåìåíòà. Ïîñëå èíúåêöèè äàííîé
ïëàçìèäû â ðàííèå ýìáðèîíû øòàììà D. mela-

nogaster, íå ñîäåðæàùåãî Ð-ýëåìåíòà, îêàçà-
ëîñü, ÷òî îêîëî 50 % âûæèâøèõ ýìáðèîíîâ
èìåëè â ãåíîìå 1–5 êîïèé Ð-ýëåìåíòà ñ ðàçëè÷-
íîé ëîêàëèçàöèåé íà õðîìîñîìàõ. Ïðè÷åì ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, ïðèëåãàþ-
ùèå ê Ð-ýëåìåíòó, â ãåíîì êëåòêè íå èíòåãðèðî-
âàëèñü. Ýòî äîêàçûâàåò, ÷òî â èçó÷åííîì ñëó÷àå

ïðîèñõîäèë îáû÷íûé ïåðåíîñ òðàíñïîçîíà
ñ îäíîé ìîëåêóëû ÄÍÊ íà äðóãóþ.

Äàííîå íàáëþäåíèå ïîçâîëèëî ðàçðàáîòàòü
ìåòîäîëîãèþ ýôôåêòèâíîé èíòåãðàöèè ëþáûõ
ãåíîâ â ðàçëè÷íûå îáëàñòè ãåíîìà ýìáðèîíîâ
äðîçîôèëû. Âî âíóòðåííþþ îáëàñòü Ð-ýëåìåí-
òà, êëîíèðîâàííîãî â áàêòåðèàëüíîé ïëàçìèäå,
âñòðàèâàåòñÿ ôðàãìåíò ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ. Ïî-
ëó÷åííàÿ ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà, ó êîòîðîé â ðå-
çóëüòàòå âñòðîéêè íàðóøàåòñÿ ãåí òðàíñïîçàçû
Ð-ýëåìåíòà, èíúåöèðóåòñÿ â ýìáðèîíû äðîçî-
ôèëû ñîâìåñòíî ñ èñõîäíîé ïëàçìèäîé, íåñó-
ùåé íàòèâíûé Ð-ýëåìåíò, êîòîðûé âûïîëíÿåò
ôóíêöèè ïîìîùíèêà òðàíñïîçèöèè. Âûæèâøèå
ýìáðèîíû àíàëèçèðóþò íà íàëè÷èå â õðîìîñî-
ìàõ èíòåãðèðîâàííûõ êîïèé ãèáðèäíûõ Ð-ýëå-
ìåíòîâ. Îêàçàëîñü, ÷òî 20–25% òàêèõ ýìáðèî-
íîâ ìîãóò ñîäåðæàòü ÷óæåðîäíóþ ÄÍÊ, èíòåã-
ðèðîâàííóþ â ñîñòàâå ãèáðèäíîãî ýëåìåíòà.
Ïðè÷åì èíòåãðàöèÿ ïðîèñõîäèò â ðàçíûå õðî-
ìîñîìû è â ðàçëè÷íûå ó÷àñòêè îäíèõ è òåõ æå
õðîìîñîì. Íàòèâíûé è äåôåêòíûé ãèáðèäíûé
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Ð-ýëåìåíòû ìîæíî îáúåäèíèòü â ñîñòàâå îäíîé
ïëàçìèäû. Â ýòîì ñëó÷àå óæå íåò íåîáõîäèìî-
ñòè èñïîëüçîâàòü ïëàçìèäó-ïîìîùíèê.

Èíòåãðàöèÿ êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ â ðàçëè÷-
íûå îáëàñòè ãåíîìà äðîçîôèëû íà ðàííèõ ñòà-
äèÿõ ýìáðèîãåíåçà äàåò óíèêàëüíóþ âîçìîæ-
íîñòü èññëåäîâàòü ýôôåêò ïîëîæåíèÿ ãåíà íà
åãî ôóíêöèîíèðîâàíèå â ïðîöåññå èíäèâèäó-
àëüíîãî ðàçâèòèÿ ýóêàðèîòè÷åñêîãî îðãàíèçìà.
Ïîêàçàíî, ÷òî ÷àùå âñåãî èíòåãðèðóþòñÿ â ãå-
íîì ðàííåãî ýìáðèîíà åäèíè÷íûå êîïèè ãèá-
ðèäíîãî Ð-ýëåìåíòà. Ïðè îòñóòñòâèè íàòèâíîãî
Ð-ýëåìåíòà òàêèå âñòðîéêè çàòåì ñòàáèëüíî ñî-
õðàíÿþò ñâîþ ëîêàëèçàöèþ. Èíòåãðàöèÿ ïî
ðàçðàáîòàííîé ñõåìå ãåíîâ äðîçîôèëû rosy,
Adh è Ddc â ðàçíûå õðîìîñîìû D. melanogaster

íå ïðèâåëà ê èçìåíåíèþ òêàíåñïåöèôè÷íîñòè
ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ. Ëèøü â íåêîòîðûõ ñëó-
÷àÿõ óðîâåíü ñèíòåçà ñîîòâåòñòâóþùèõ ôåð-
ìåíòîâ áûë èçìåíåí.

Â 1987–1989 ãã. â ëàáîðàòîðèè Â. Ãåðèíãà
ðàçðàáîòàëè ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé âûÿâëÿòü òêà-
íåñïåöèôè÷íóþ ýêñïðåññèþ ðåïîðòåðíîãî ãåíà
lacZ, ïîìåùåííîãî â ñîñòàâå Ð-ýëåìåíòà ïîä
êîíòðîëü åãî ñëàáîãî ïðîìîòîðà. Åñëè â ðåçóëü-
òàòå èíòåãðàöèîííîé òðàíñôîðìàöèè äðîçîôè-
ëû ïðîèñõîäèò âñòðîéêà ðåïîðòåðíîãî ãåíà
âáëèçè òêàíåñïåöèôè÷íîãî óñèëèòåëÿ òðàíñ-
êðèïöèè, òî àêòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà lacZ áó-
äåò ïðîèñõîäèòü èìåííî â ýòîé òêàíè, ÷òî ìîæ-
íî âûÿâèòü ïðè îêðàñêå âíóòðåííèõ îðãàíîâ
äðîçîôèëû ðåàêòèâîì Xgal. Âñòðîèâ âìåñòå
ñ ðåïîðòåðíûì äðóãîé öåëåâîé ãåí, ìîæíî äî-
áèòüñÿ åãî òêàíåñïåöèôè÷íîé ýêñïðåññèè. Òà-

êèå èññëåäîâàíèÿ äàþò î÷åíü âàæíóþ èíôîðìà-
öèþ äëÿ ïîíèìàíèÿ òîãî, êàê ïðîèñõîäèò ðåãó-
ëÿöèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ãåíîâ â ïðîöåññå èí-
äèâèäóàëüíîãî ðàçâèòèÿ ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãà-
íèçìîâ, òåì áîëåå ÷òî îáóñëîâëèâàåìàÿ Ð-ýëå-
ìåíòîì òðàíñôîðìàöèÿ ðàííèõ ýìáðèîíîâ ìî-
æåò áûòü îñóùåñòâëåíà âî ìíîãèõ âèäàõ Dro-

sophila.
Èíòåðåñíóþ âåêòîðíóþ ñèñòåìó ðàçðàáîòà-

ëè Äæ. Ñèíêëýéð ñ ñîàâòîðàìè (1983 ã.) íà îñíî-
âå copia-ýëåìåíòà D. melanogaster. Âûäåëåíà
êîëüöåâàÿ âíåõðîìîñîìíàÿ ôîðìà äàííîãî ýëå-
ìåíòà, ãèäðîëèçîâàíà ïî åäèíñòâåííîìó
HindIII-ó÷àñòêó è êëîíèðîâàíà â ñîñòàâå
pBR322. Íà îñíîâå ïîëó÷åííîé ãèáðèäíîé
ïëàçìèäû pBB5 ñêîíñòðóèðîâàëè ïëàçìèäó
pCV2gpt, ñîäåðæàùóþ ñòðóêòóðíóþ ÷àñòü ãåíà
gpt E. coli, âñòðîåííóþ ïîä ñèãíàëû òðàíñêðèï-
öèè òàíäåìà äëèííûõ êîíöåâûõ ïîâòîðîâ co-

pia-ýëåìåíòà (ðèñ. 16.2). Îêàçàëîñü, ÷òî
pCV2gpt îñóùåñòâëÿåò ýôôåêòèâíóþ ãåíåòè÷å-
ñêóþ òðàíñôîðìàöèþ êóëüòóðû êëåòîê D1 äðî-
çîôèëû. Áîëåå òîãî, ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà
pCV2gpt ðåïëèöèðóåòñÿ â êëåòêàõ D1 è ïîääåð-
æèâàåòñÿ â íèõ â àâòîíîìíîì ñîñòîÿíèè â êîëè-
÷åñòâå îäíîé-äâóõ êîïèé íà êëåòêó. Â ñîñòàâå
pCV2gpt ìîæíî êëîíèðîâàòü è ââîäèòü â êëåòêè
äðîçîôèëû äðóãèå ÷óæåðîäíûå ãåíû.

Êàê âèäèì, íàèáîëåå õîðîøî èçó÷åííûå
ýóêàðèîòè÷åñêèå òðàíñïîçîíû ñ óñïåõîì èñ-
ïîëüçóþò â êà÷åñòâå ìîëåêóëÿðíûõ âåêòîðîâ.
Íåñîìíåííî, áîëåå òùàòåëüíîå èññëåäîâàíèå
òðàíñïîçîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ ïîçâîëèò ñîçäàòü
è äëÿ íèõ àíàëîãè÷íóþ âåêòîðíóþ ñèñòåìó.
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ÏÐÎÒÈÂÎÂÈÐÓÑÍÛÅ ÂÀÊÖÈÍÛ

Áîëåå 200 ëåò íàçàä, 14 ìàÿ 1796 ã., ïðîèçîø-
ëî çíàìåíàòåëüíîå äëÿ ìåäèöèíû è âñåé áèîëî-
ãè÷åñêîé íàóêè ñîáûòèå: àíãëèéñêèé ìåäèê
Ý. Äæåííåð âíåñ âîñüìèëåòíåìó ìàëü÷èêó
Äæåéìñó Ôèïñó â íàäðåçû êîæè íà ðóêå æèä-
êîñòü, âçÿòóþ èì èç ïóçûðüêîâ, èìåâøèõñÿ íà
êèñòÿõ ðóê æåíùèíû, çàðàçèâøåéñÿ ïðè äîéêå
áîëüíîé êîðîâû îñïîé êîðîâ. ×åðåç íåñêîëüêî
äíåé íà ìåñòå íàäðåçîâ îáðàçîâàëèñü ÿçâî÷êè, ó
ìàëü÷èêà ïîâûñèëàñü òåìïåðàòóðà, ïîÿâèëñÿ îç-
íîá. Ñïóñòÿ íåêîòîðîå âðåìÿ ÿçâî÷êè ïîäñîõëè è
ïîêðûëèñü ñóõèìè êîðî÷êàìè, êîòîðûå çàòåì îò-
ïàëè, îáíàæèâ íåáîëüøèå ðóáöû íà êîæå. Ðåáå-
íîê ïîëíîñòüþ âûçäîðîâåë.

1 èþëÿ òîãî æå ãîäà Ý. Äæåííåð ñäåëàë âåñü-
ìà ðèñêîâàííûé øàã: îí çàðàçèë ýòîãî ìàëü÷èêà
òåì æå ñïîñîáîì, íî óæå ñîäåðæèìûì íàêîæíûõ
ïóçûðüêîâ îò áîëüíîãî íàòóðàëüíîé îñïîé. Îä-
íàêî ìàëü÷èê íå çàáîëåë. Òåì ñàìûì áûëî äîêà-
çàíî, ÷òî ÷åëîâåê, ïåðåíåñøèé â ëåãêîé ôîðìå
ñõîæåå çàáîëåâàíèå — îñïó êîðîâ, ïîñëå âûçäî-
ðîâëåíèÿ ïðèîáðåòàåò íàäåæíóþ çàùèòó îò òà-
êîé ãðîçíîé èíôåêöèè, êàê íàòóðàëüíàÿ îñïà.
Âîçíèêàþùåå ñîñòîÿíèå íåâîñïðèèì÷èâîñòè
ê èíôåêöèîííîìó çàáîëåâàíèþ ïîëó÷èëî íàçâà-
íèå èììóíèòåò.

È õîòÿ î ïðèðîäå âîçáóäèòåëåé îñïû êîðîâ
è íàòóðàëüíîé îñïû â òî âðåìÿ íè÷åãî íå áûëî
èçâåñòíî, òåì íå ìåíåå ìåòîä ïðèâèâîê ïðîòèâ
îñïû, ïðåäëîæåííûé Ý. Äæåííåðîì è íàçâàí-
íûé âàêöèíàöèåé (îò ëàò. vaccà — êîðîâà), áû-
ñòðî ïîëó÷èë øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå. Òàê,
â 1800 ã. â Ëîíäîíå áûëî âàêöèíèðîâàíî óæå
16 òûñ. ÷åëîâåê, à â 1801 ã. — 60 òûñ. Ïîñòåïåí-
íî ýòîò ìåòîä çàùèòû îò îñïû çàâîåâàë âñåîá-
ùåå ïðèçíàíèå è ñòàë ïðèìåíÿòüñÿ âî ìíîãèõ
ñòðàíàõ.

Îäíàêî íàóêà, èçó÷àþùàÿ ìåõàíèçìû ôîð-
ìèðîâàíèÿ èììóíèòåòà, — èììóíîëîãèÿ —
âîçíèêëà ëèøü â êîíöå XIX â. ïîñëå îòêðûòèÿ
ðÿäà áàêòåðèé, âûçûâàþùèõ èíôåêöèîííûå
çàáîëåâàíèÿ æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà. Äëÿ çàðîæ-
äåíèÿ è ðàçâèòèÿ èììóíîëîãèè áîëüøîå çíà÷å-

íèå èìåëè ðàáîòû âåëèêîãî ôðàíöóçñêîãî ìèê-
ðîáèîëîãà Ë. Ïàñòåðà, êîòîðûé ïåðâûì äîêà-
çàë, ÷òî ìèêðîá «óáèâàþùèé» ìîæåò ñòàòü
ìèêðîáîì, «çàùèùàþùèì» îò èíôåêöèè, åñëè
îñëàáèòü åãî ïàòîãåííûå ñâîéñòâà. Â 1880 ã. îí
äîêàçàë âîçìîæíîñòü ïðîôèëàêòè÷åñêîé èì-
ìóíèçàöèè ïðîòèâ êóðèíîé õîëåðû îñëàáëåí-
íûì âîçáóäèòåëåì, â 1881 ã. ïðîâåë ñåíñàöèîí-
íûé îïûò ïî èììóíèçàöèè êîðîâ ïðîòèâ ñè-
áèðñêîé ÿçâû. Íî ïîèñòèíå çíàìåíèòûì Ë. Ïàñ-
òåð ñòàë ïîñëå òîãî, êàê 6 èþëÿ 1885 ã. ñ ïîìî-
ùüþ ïðèâèâêè îñëàáëåííûì âîçáóäèòåëåì áå-
øåíñòâà ñïàñ æèçíü ìàëü÷èêó, ïîêóñàííîìó
áåøåíîé ñîáàêîé.

Â îòëè÷èå îò áàêòåðèé ñèáèðñêîé ÿçâû è êó-
ðèíîé õîëåðû âîçáóäèòåëÿ áåøåíñòâà Ë. Ïàñòåð
óâèäåòü íå ìîã, íî ñî ñâîèìè ñîòðóäíèêàìè íàó-
÷èëñÿ ðàçìíîæàòü åãî â ìîçãå êðîëèêîâ. Ìîçã
óìåðøèõ êðîëèêîâ ñóøèëè, âûäåðæèâàëè îïðå-
äåëåííîå âðåìÿ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî äîáèâàëèñü
îñëàáëåíèÿ âîçáóäèòåëÿ. Êàê âûðàæåíèå ïðè-
çíàíèÿ çàñëóãè Ý. Äæåííåðà â ðàçðàáîòêå ìåòî-
äà èììóíèçàöèè ïðîòèâ îñïû ñâîé ìåòîä çàùè-
òû îò áåøåíñòâà Ë. Ïàñòåð òàêæå íàçâàë âàêöè-
íàöèåé. Ñ òåõ ïîð âñå ñïîñîáû ïðîôèëàêòè÷å-
ñêîãî ïðèâèâàíèÿ ïðîòèâ èíôåêöèîííûõ çàáî-
ëåâàíèé íàçûâàþò âàêöèíàöèåé, à ïðåïàðàòû,
êîòîðûå ïðè ýòîì èñïîëüçóþò, — âàêöèíàìè.

Âàæíîå îòêðûòèå â 1890 ã. ñäåëàëè Ý. Áå-
ðèíã ñ ñîòðóäíèêàìè. Îíè îáíàðóæèëè, ÷òî ïî-
ñëå èììóíèçàöèè äèôòåðèéíûì èëè ñòîëáíÿ÷-
íûì òîêñèíîì â êðîâè æèâîòíûõ ïîÿâëÿåòñÿ
íåêèé ôàêòîð, ñïîñîáíûé íåéòðàëèçîâàòü èëè
ðàçðóøàòü ñîîòâåòñòâóþùèé òîêñèí è òåì ñà-
ìûì ïðåäîòâðàùàòü çàáîëåâàíèå. Âåùåñòâî, êî-
òîðîå âûçûâàëî îáåçâðåæèâàíèå òîêñèíà, íà-
çâàëè àíòèòîêñèíîì, à çàòåì áûë ââåäåí áîëåå
îáùèé òåðìèí — àíòèòåëî. Òî, ÷òî âûçûâàåò
îáðàçîâàíèå ýòèõ àíòèòåë, ñòàëè íàçûâàòü àíòè-
ãåíîì.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî âñå ïîçâî-
íî÷íûå, îò ïðèìèòèâíûõ ðûá äî ÷åëîâåêà, îá-



ëàäàþò âûñîêîîðãàíèçîâàííîé èììóííîé ñèñ-
òåìîé, êîòîðàÿ äî êîíöà åùå íå èçó÷åíà. Àíòè-
ãåíû — ýòî âåùåñòâà, íåñóùèå ïðèçíàêè ãåíå-
òè÷åñêè ÷óæåðîäíîé èíôîðìàöèè. Àíòèãåí-
íîñòü ïðèñóùà ïðåæäå âñåãî áåëêàì, à òàêæå
íåêîòîðûì ñëîæíûì ïîëèñàõàðèäàì, ëèïîïî-
ëèñàõàðèäàì è èíîãäà ïðåïàðàòàì íóêëåèíîâûõ
êèñëîò. Àíòèòåëà — ýòî îñîáûå çàùèòíûå áåë-
êè îðãàíèçìà, íàçûâàåìûå èììóíîãëîáóëèíàìè
(ñì. ðèñ. 4 íà öâ. âêëåéêå). Àíòèòåëà ñïîñîáíû
ñâÿçûâàòüñÿ ñ àíòèãåíîì, âûçâàâøèì èõ îáðàçî-
âàíèå, è èíàêòèâèðîâàòü åãî. Àãðåãàòû àíòè-
ãåí–àíòèòåëî â îðãàíèçìå îáû÷íî óäàëÿþòñÿ
ñïåöèàëüíûìè êëåòêàìè-«ìóñîðùèêàìè» —
ôàãîöèòàìè, îòêðûòûìè çíàìåíèòûì ðóññêèì
ó÷åíûì È. È. Ìå÷íèêîâûì (1901 ã.), ëèáî ðàç-
ðóøàþòñÿ ñèñòåìîé êîìïëåìåíòà.

Â òî âðåìÿ êàê áîëüøèíñòâî áàêòåðèàëüíûõ
èíôåêöèé óäàåòñÿ ëå÷èòü ñ ïîìîùüþ àíòèáèî-
òèêîâ, óäîâëåòâîðèòåëüíûõ ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ
âèðóñíûõ çàáîëåâàíèé ïðàêòè÷åñêè íå ñóùåñò-
âóåò. Ñàìûì ïðîñòûì è íàäåæíûì ìåòîäîì
áîðüáû ñ âèðóñíûìè èíôåêöèÿìè ÿâëÿåòñÿ èì-
ìóíîïðîôèëàêòèêà — âàêöèíàöèÿ. Ïîýòîìó
â äàííîì ðàçäåëå áóäóò ðàññìîòðåíû òîëüêî òå
ïîäõîäû, êîòîðûå íàïðàâëåíû íà ôîðìèðîâà-
íèå èììóíèòåòà ê âèðóñíûì èíôåêöèÿì.

Âèðóñû ÿâëÿþòñÿ î÷åíü ìåëêèìè ìèêðîîð-
ãàíèçìàìè. Îíè ñòîëü ìàëû è ïðîñòî óñòðîå-
íû, ÷òî ìîãóò ðàçìíîæàòüñÿ òîëüêî èñïîëüçóÿ
ìíîãî÷èñëåííûå ìàêðîìîëåêóëû êëåòêè, íåîá-
õîäèìûå äëÿ áèîñèíòåçà áåëêîâ è íóêëåèíî-
âûõ êèñëîò. Ïîýòîìó âèðóñû îñóùåñòâëÿþò
ñâîþ æèçíåäåÿòåëüíîñòü èñêëþ÷èòåëüíî âíóò-
ðè æèâûõ êëåòîê. Ýòî ìîãóò áûòü îòäåëüíûå
êëåòêè, íàïðèìåð áàêòåðèè, èëè öåëûå îðãà-
íèçìû. Âèðóñíûå ÷àñòèöû (âèðèîíû) ìíîãî-
îáðàçíû ïî ñâîåé ìîðôîëîãèè, íî âñå îíè îáÿ-
çàòåëüíî ñîäåðæàò íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, îê-
ðóæåííóþ ÷åõëîì èç áîëüøîãî ÷èñëà áåëêîâûõ
ìîëåêóë. Ó íåêîòîðûõ âèäîâ âèðóñîâ ÷àñòèöû
ïîêðûòû äîïîëíèòåëüíûìè îáîëî÷êàìè, ñî-
äåðæàùèìè íå òîëüêî áåëêè, íî è ëèïèäû. Ïî-
âåðõíîñòíûå áåëêè âèðóñîâ îáû÷íî îáëàäàþò
âûðàæåííûìè èììóíîãåííûìè ñâîéñòâàìè,
ò. å. âûçûâàþò ôîðìèðîâàíèå èììóííîãî îòâå-
òà â çàðàæåííîì îðãàíèçìå.

Ïðè ïðîíèêíîâåíèè âèðóñà â îðãàíèçì è ðàç-
âèòèè èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíèÿ â èììóííîé
ñèñòåìå èíäóöèðóþòñÿ ïðîöåññû, íàïðàâëåííûå
íà èíàêòèâàöèþ ñâîáîäíîãî âèðóñà è óíè÷òîæå-
íèå çàðàæåííûõ êëåòîê, ñïîñîáíûõ âûäåëÿòü
èíôåêöèîííûé àãåíò. Ñâîáîäíûé âèðóñ èíàêòè-
âèðóåòñÿ ïðåæäå âñåãî â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñò-
âèÿ ñ àíòèòåëàìè, ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàþùèìèñÿ

ñ ïîâåðõíîñòíûìè àíòèãåíàìè âèðóñíûõ ÷àñ-
òèö. Çà âûðàáîòêó àíòèòåë îòâå÷àþò Â-êëåòêè
èììóííîé ñèñòåìû (Â-ëèìôîöèòû). Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî â îòâåò íà êàæäûé àíòèãåí àêòèâèðó-
åòñÿ ðàçìíîæåíèå ñòðîãî ñïåöèôè÷íûõ Â-ëèì-
ôîöèòîâ, ñèíòåçèðóþùèõ àíòèòåëà, îñóùåñòâ-
ëÿþùèå ñâÿçûâàíèå ýòîãî àíòèãåíà è âûâåäåíèå
åãî èç îðãàíèçìà. Òàêîé èììóíèòåò íàçûâàþò ãó-
ìîðàëüíûì. Âàæíåéøèì ìåõàíèçìîì óíè÷òîæå-
íèÿ çàðàæåííûõ âèðóñîì êëåòîê, íà ïîâåðõíî-
ñòè êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíû íåêîòîðûå àíòèãåíû
âèðóñà, ÿâëÿåòñÿ àêòèâàöèÿ ðàçìíîæåíèÿ ñïåöè-
ôè÷íûõ Ò-ëèìôîöèòîâ, ëèçèðóþùèõ ýòè êëåòêè.
Äàííûé òèï îòâåòà èììóííîé ñèñòåìû íàçûâà-
þò êëåòî÷íûì èììóíèòåòîì. Â ðåçóëüòàòå ïðî-
øåäøåé èíôåêöèè â îðãàíèçìå ïåðåáîëåâøåãî
æèâîòíîãî ñîõðàíÿåòñÿ íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî
ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ Â- è Ò-ëèìôîöèòîâ, êîòî-
ðûå ïðè ïîâòîðíîé èíôåêöèè òàêèì æå âèðóñîì
ìîãóò áûñòðî ðàçìíîæàòüñÿ è îáåñïå÷èâàòü óñ-
òîé÷èâîñòü îðãàíèçìà ê äàííîìó ïàòîãåíó. Òàêîå
ñîñòîÿíèå îðãàíèçìà íàçûâàþò èììóíîëîãè÷å-
ñêîé ïàìÿòüþ.

Ïåðâîíà÷àëüíàÿ óñòîé÷èâîñòü ê ïîâòîðíîé
èíôåêöèè îáóñëîâëåíà ãëàâíûì îáðàçîì âîç-
äåéñòâèåì ñïåöèôè÷íûõ àíòèòåë íà ñâîáîäíûé
âèðóñ. Ñ ìîìåíòà íà÷àëà ðàçâèòèÿ èíôåêöèè
(çàðàæåíèÿ êëåòîê è ðàçìíîæåíèÿ â íèõ âèðóñà)
âàæíóþ ðîëü íà÷èíàþò èãðàòü èììóííûå ìåõà-
íèçìû, íàïðàâëåííûå íà ëèçèñ çàðàæåííûõ
êëåòîê è òåì ñàìûì îãðàíè÷èâàþùèå ðàçìíî-
æåíèå âèðóñà. Îêîí÷àíèþ èíôåêöèîííîãî ïðî-
öåññà ñîäåéñòâóþò îïÿòü æå àíòèòåëà, äåéñò-
âóþùèå íà ñâîáîäíûé âèðóñ.

Äî ñèõ ïîð íè äëÿ îäíîãî ïàòîãåííîãî àãåí-
òà íåò îêîí÷àòåëüíîé ÿñíîñòè îòíîñèòåëüíî
âêëàäà ðàçíûõ ìåõàíèçìîâ èììóíèòåòà â óñòîé-
÷èâîñòü îðãàíèçìà ê èíôåêöèè. Ïîýòîìó ýô-
ôåêòèâíîñòü èììóííîãî îòâåòà ïðè èñïîëüçî-
âàíèè òîãî èëè èíîãî ïîäõîäà îïðåäåëÿåòñÿ
òîëüêî ýêñïåðèìåíòàëüíî, ñíà÷àëà íà ëàáîðà-
òîðíûõ æèâîòíûõ è ëèøü çàòåì íà ëþäÿõ. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ÿñíî, ÷òî äëÿ ýôôåêòèâíîé èì-
ìóíîïðîôèëàêòèêè íåîáõîäèìà ñòèìóëÿöèÿ
âîçìîæíî áîëüøåãî ÷èñëà èììóííûõ ìåõàíèç-
ìîâ â ïðàâèëüíîì ñîîòíîøåíèè.

Èììóííûé îðãàíèçì èëè ñîâåðøåííî óñ-
òîé÷èâ ê èíôèöèðóþùåìó ìèêðîîðãàíèçìó,
èëè ïåðåíîñèò çàáîëåâàíèå â ëåãêîé ôîðìå. Ïî-
ýòîìó ìåäèöèíà è âåòåðèíàðèÿ óäåëÿþò áîëü-
øîå âíèìàíèå ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ ýôôåêòèâ-
íîé è áåçîïàñíîé èììóíèçàöèè ëþäåé è äî-
ìàøíèõ æèâîòíûõ. Ñóùåñòâóþò ðàçíûå òèïû
âàêöèí, êàæäûé èç êîòîðûõ èìååò ñâîè îïðåäå-
ëåííûå äîñòîèíñòâà è íåäîñòàòêè.
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17.1. ÖÅËÜÍÎÂÈÐÈÎÍÍÛÅ ÂÀÊÖÈÍÛ

Â êà÷åñòâå æèâûõ âèðóñíûõ âàêöèí îáû÷-
íî èñïîëüçóþò àòòåíóèðîâàííûå (îñëàáëåííûå)
âàðèàíòû âèðóñîâ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ óòðàòèâ-
øèìè áîëüøèíñòâî ñâîéñòâ ïàòîãåííîñòè ìó-
òàíòàìè èñõîäíûõ øòàììîâ. Â ðåäêèõ ñëó÷àÿõ
óäàåòñÿ íàéòè áëèçêîðîäñòâåííûé ñëàáîïàòî-
ãåííûé âèðóñ, âàêöèíàöèÿ êîòîðûì îáåñïå÷è-
âàåò èììóííóþ çàùèòó îò äðóãîãî îïàñíîãî âè-
ðóñà (íàïðèìåð, âàêöèíàöèÿ âèðóñîì îñïû êî-
ðîâ ïðîòèâ íàòóðàëüíîé îñïû). Ãëàâíîå ïðå-
èìóùåñòâî æèâûõ âàêöèí ñîñòîèò â òîì, ÷òî
îíè àêòèâèðóþò âñå êîìïîíåíòû èììóííîé
ñèñòåìû, âûçûâàÿ ñáàëàíñèðîâàííûé èììóí-
íûé îòâåò. Êðîìå òîãî, òàêèå âàêöèíû îòíîñè-
òåëüíî äåøåâû, òàê êàê äëÿ èììóíèçàöèè òðå-
áóåòñÿ íåáîëüøàÿ äîçà âèðóñà, ïîñêîëüêó îí
ðàçìíîæàåòñÿ â çàðàæåííîì îðãàíèçìå.

Íåäîñòàòêîì æèâûõ âàêöèí ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî
îíè îáû÷íî ñîõðàíÿþò íåêîòîðûé óðîâåíü îñ-
òàòî÷íîé ïàòîãåííîñòè, õîòÿ îí ìîæåò áûòü
è î÷åíü íèçêèì. Òåì íå ìåíåå ó äåòåé è ó ëèö
ñ äåôåêòàìè èììóííîé ñèñòåìû îíè ìîãóò âû-
çûâàòü òÿæåëûå ôîðìû çàáîëåâàíèÿ. Îäíîé èç
ïðîáëåì ïðè ìàññîâîì ïðîèçâîäñòâå àòòåíóè-
ðîâàííûõ âàêöèí ÿâëÿåòñÿ èõ âîçìîæíàÿ ãåíå-
òè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü, ïðèâîäÿùàÿ ê âîçâðà-
ùåíèþ ñâîéñòâ ïàòîãåííîñòè. Ïîýòîìó ïàðòèè
âàêöèí íåîáõîäèìî òùàòåëüíî ïðîâåðÿòü íà ëà-
áîðàòîðíûõ æèâîòíûõ. Êðîìå òîãî, æèâûå âàê-
öèíû ìîãóò ïðîÿâëÿòü áèîëîãè÷åñêóþ íåñòà-
áèëüíîñòü ïðè õðàíåíèè è èñïîëüçîâàíèè
â ïðàêòè÷åñêîé ìåäèöèíå èëè âåòåðèíàðèè. Áî-
ëåå òîãî, êàê ïîêàçûâàåò îïûò, æèâûå âàêöèíû
â ïðîöåññå íàðàáîòêè íà êóëüòóðàõ êëåòîê ìî-
ãóò çàãðÿçíÿòüñÿ äðóãèìè âèðóñàìè, ïîýòîìó
òðåáóåòñÿ ñòðîãèé êîíòðîëü çà êà÷åñòâîì ïîëó-
÷àåìûõ ïðåïàðàòîâ âàêöèí. Âàæíî îòìåòèòü,
÷òî äàëåêî íå äëÿ âñÿêîãî âèðóñà óäàåòñÿ ïîëó-

÷èòü àòòåíóèðîâàííûé øòàìì, ïðèãîäíûé äëÿ
èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå æèâîé âàêöèíû. Âî
ìíîãîì ýòî ÿâëÿåòñÿ äåëîì ñëó÷àÿ è çàâèñèò îò
ìàñòåðñòâà è èíòóèöèè èññëåäîâàòåëÿ.

Ðÿä ñëîæíîñòåé, âîçíèêàþùèõ ïðè ïîëó÷å-
íèè è ïðèìåíåíèè æèâûõ âàêöèí, óäàåòñÿ ïðå-
îäîëåâàòü, èñïîëüçóÿ èíàêòèâèðîâàííûå âàê-

öèíû, êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïðåïàðàò ïà-
òîãåííîãî âèðóñà, èíàêòèâèðîâàííîãî ôîðìàëü-
äåãèäîì, �-ïðîïèîëàêòîíîì èëè êàêèì-ëèáî
äðóãèì õèìè÷åñêèì ñîåäèíåíèåì. Èíàêòèâàöèÿ
íàïðàâëåíà íà âèðóñíûé ãåíîì è ïî âîçìîæíî-
ñòè íå äîëæíà çàòðàãèâàòü áåëêîâûé êàðêàñ âè-
ðóñíîé ÷àñòèöû. Â äàííîì ñëó÷àå ðèñê çàðàæå-
íèÿ ïðè âàêöèíàöèè ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò,
íå òðåáóåòñÿ ïðîâîäèòü ñëîæíóþ, äëèòåëüíóþ
è íå âñåãäà óñïåøíóþ ðàáîòó ïî ïîëó÷åíèþ àò-
òåíóèðîâàííûõ øòàììîâ. Èíàêòèâèðîâàííûå
âàêöèíû, êàê ïðàâèëî, ïðîùå ñîõðàíÿòü.

Îñíîâíûì íåäîñòàòêîì èíàêòèâèðîâàííûõ
âàêöèí ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè óñòóïàþò àòòåíóèðî-
âàííûì æèâûì âèðóñàì â ýôôåêòèâíîñòè èí-
äóêöèè Ò-êëåòî÷íîãî èììóíèòåòà. Êðîìå òîãî,
äëÿ ýôôåêòèâíîé èíäóêöèè ãóìîðàëüíîãî èììó-
íèòåòà íåîáõîäèìî ââîäèòü îòíîñèòåëüíî áîëü-
øèå äîçû èíàêòèâèðîâàííîé âàêöèíû ñ îïðåäå-
ëåííîé ïåðèîäè÷íîñòüþ, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü
ñ òå÷åíèåì âðåìåíè ê àëëåðãèçàöèè îðãàíèçìà.
Ïðè èíàêòèâàöèè âèðóñà ÷àñòü àíòèãåíîâ ìîæåò
ïîëíîñòüþ èëè ÷àñòè÷íî ðàçðóøàòüñÿ, ÷òî òàêæå
ñíèæàåò êà÷åñòâî âàêöèíû. Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî ïðè ïðåïàðàòèâíîé íàðàáîòêå ïàòîãåííûõ
âèðóñîâ, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ïîëó÷åíèÿ èíàê-
òèâèðîâàííûõ âàêöèí, ïðåäúÿâëÿþòñÿ ïîâûøåí-
íûå òðåáîâàíèÿ ê îáåñïå÷åíèþ áåçîïàñíîñòè
êàê ñàìîãî ïåðñîíàëà, òàê è îêðóæàþùåé ñðåäû,
ò. å. íåîáõîäèìû äîðîãîñòîÿùèå ñïåöèàëüíî
îáîðóäîâàííûå ïîìåùåíèÿ.

17.2. ÂÀÊÖÈÍÛ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÂÈÐÓÑÍÛÕ ÀÍÒÈÃÅÍÎÂ

Êàê îòìå÷åíî âûøå, æèâûå è èíàêòèâèðî-
âàííûå âàêöèíû ìîãóò îêàçûâàòü ïàòîãåííîå
èëè àëëåðãåííîå âîçäåéñòâèå íà íåêîòîðûõ âàê-
öèíèðóåìûõ. Ïîýòîìó ðàçðàáàòûâàþòñÿ áîëåå
áåçîïàñíûå âàðèàíòû ïðîòèâîâèðóñíûõ âàê-
öèí. Íàèáîëåå ïðîäóêòèâíî ïðè ýòîì èñïîëüçî-
âàíèå î÷èùåííûõ âèðóñíûõ áåëêîâ. Òàêèå âàê-
öèíû íàçûâàþò ñóáúåäèíè÷íûìè. Îáû÷íî îíè
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íàáîð ïðîòåêòèâíûõ âèðè-
îííûõ áåëêîâ èëè îòäåëüíûé ïîâåðõíîñòíûé
ïðîòåêòèâíûé áåëîê, âûäåëåííûé èç ïðåïàðàòà
âèðóñíûõ ÷àñòèö. Ïîä ïðîòåêòèâíîé àêòèâíî-

ñòüþ àíòèãåíà ïîíèìàåòñÿ åãî ñïîñîáíîñòü
îáåñïå÷èâàòü ðàçâèòèå óñòîé÷èâîñòè èììóíè-
çèðóåìîãî îðãàíèçìà ê ïîñëåäóþùåìó èíôèöè-
ðîâàíèþ äàííûì âèðóñîì. Èììóíîãåííîñòü,
èëè ñïîñîáíîñòü âûçûâàòü â îðãàíèçìå îáðàçî-
âàíèå àíòèòåë, çàâèñèò îò íàëè÷èÿ íà ïîâåðõíî-
ñòè ìîëåêóëû áåëêà ýïèòîïîâ — àíòèãåííûõ
äåòåðìèíàíò, îáðàçóåìûõ îáû÷íî 6–8 àìèíî-
êèñëîòíûìè îñòàòêàìè è îáëàäàþùèõ íàèáîëü-
øèì ñðîäñòâîì ê ñâÿçûâàþùåé îáëàñòè ñïåöè-
ôè÷åñêîãî èììóíîãëîáóëèíà (ñì. ðèñ. 7.12).
Îáû÷íî áåëîê èìååò íåñêîëüêî ðàçíûõ ýïèòî-

17.2. ÂÀÊÖÈÍÛ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÂÈÐÓÑÍÛÕ ÀÍÒÈÃÅÍÎÂ 445



ïîâ, ïðè ýòîì êàæäûé ýïèòîï óçíàåòñÿ îïðåäå-
ëåííûìè ëèìôîöèòàìè, ñèíòåçèðóþùèìè àí-
òèòåëà òîëüêî ïðîòèâ íåãî. Òàêèì îáðàçîì, ïðî-
òèâ ÷óæåðîäíîãî áåëêà èììóííàÿ ñèñòåìà
îáû÷íî âûðàáàòûâàåò íåñêîëüêî ðàçíûõ òèïîâ
èììóíîãëîáóëèíîâ.

Àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû âèðóñíûõ ÷àñ-
òèö ìîãóò áûòü òðåõ òèïîâ:
• ýïèòîïû, ïðåäñòàâëåííûå íåïðåðûâíûìè

ó÷àñòêàìè ïîëèïåïòèäíîé öåïè;
• êîíôîðìàöèîííûå ýïèòîïû, ïðåäñòàâëÿþ-

ùèå ñîáîé ïðîñòðàíñòâåííî ñáëèæåííûå
îòäåëüíûå ó÷àñòêè ïîëèïåïòèäíîé öåïè;

• êîíôîðìàöèîííûå ýïèòîïû, ñîñòàâëåííûå
àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè äâóõ èëè áî-
ëåå áåëêîâ, îáúåäèíåííûõ â ìàêðîñòðóêòó-
ðó â ñîñòàâå âèðóñíîé ÷àñòèöû.
Íàëè÷èå êîíôîðìàöèîííûõ äåòåðìèíàíò

÷àñòî ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî èììóíîãåííûå ñâîé-
ñòâà âèðóñíûõ áåëêîâ îïðåäåëÿþòñÿ èõ òðåòè÷-
íîé è ÷åòâåðòè÷íîé ñòðóêòóðîé.

Â òîì ñëó÷àå, êîãäà ãëàâíàÿ (íàèáîëåå èì-
ìóíîãåííàÿ) àíòèãåííàÿ äåòåðìèíàíòà ïðîòåê-
òèâíîãî âèðóñíîãî áåëêà ïðåäñòàâëåíà íåïðå-
ðûâíîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ,
ìîæíî îñóùåñòâèòü åå õèìè÷åñêèé ñèíòåç è ïî-
ëó÷åííûì ñèíòåòè÷åñêèì ïåïòèäîì ïðîâåñòè
èììóíèçàöèþ. Ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåí-
òû, âûïîëíåííûå â äàííîì íàïðàâëåíèè, ïîêà-
çàëè, ÷òî â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ïåïòèäíûå âàê-

öèíû îáåñïå÷èâàþò ñïåöèôè÷åñêóþ çàùèòó
îðãàíèçìà îò ñîîòâåòñòâóþùåãî âèðóñà.

Õîòÿ ìåòîä ïîëó÷åíèÿ âàêöèí ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ñèíòåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ îáëàäàåò çíà÷è-
òåëüíûìè ïîòåíöèàëüíûìè âîçìîæíîñòÿìè,
èìåþòñÿ è ñóùåñòâåííûå ñëîæíîñòè, ñâÿçàí-
íûå ïðåæäå âñåãî ñî ñëàáîé àíòèãåííîé àêòèâ-
íîñòüþ áîëüøèíñòâà èíäèâèäóàëüíûõ ïåïòè-
äîâ èç-çà èõ ìàëîãî ðàçìåðà. Óñèëåíèÿ èììóíî-
ãåííîñòè òàêèõ ïåïòèäîâ ÷àñòî óäàåòñÿ äîáèòü-
ñÿ ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ èõ ñ âûñîêîìîëåêóëÿðíû-
ìè íîñèòåëÿìè (íàïðèìåð áû÷üèì ñûâîðîòî÷-
íûì àëüáóìèíîì). Îäíàêî ïîëó÷åíèå òàêèõ
âàêöèí âåñüìà òðóäîåìêî è äîðîãî.

Ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè ïîçâîëèëà ïîñòàâèòü âîïðîñ î âîçìîæíîñòè
ïîëó÷åíèÿ âûñîêîèììóíîãåííûõ ìîëåêóëÿðíûõ

âàêöèí ïðîòèâ ðàçëè÷íûõ ïàòîãåííûõ ìèêðîîð-
ãàíèçìîâ, ò. å. ñóáúåäèíè÷íûõ èëè ïåïòèäíûõ
âàêöèí, ñèíòåçèðóåìûõ â ïðîêàðèîòè÷åñêèõ èëè
ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ çà ñ÷åò ýêñïðåññèè ââå-
äåííûõ â íèõ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ. Ìåòîäû ãåíå-
òè÷åñêîé èíæåíåðèè îáåñïå÷èâàþò ïðèíöèïè-
àëüíóþ âîçìîæíîñòü íàðàáîòêè â áîëüøèõ êîëè-
÷åñòâàõ èíäèâèäóàëüíûõ âèðóñíûõ áåëêîâ,

à òàêæå ãèáðèäíûõ àíòèãåíîâ, ñïîñîáíûõ èíäó-
öèðîâàòü â îðãàíèçìå æèâîòíûõ àíòèòåëà ïðî-
òèâ äâóõ èëè áîëåå ïàòîãåíîâ.

Äëÿ íåêîòîðûõ âèðóñîâ íå óäàåòñÿ ïîäîá-
ðàòü óñëîâèÿ èõ ðàçìíîæåíèÿ íà êóëüòóðàõ êëå-
òîê èëè â îðãàíèçìå ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ
è ïîýòîìó íåâîçìîæíî ïîëó÷èòü äàæå èíàêòè-
âèðîâàííóþ âàêöèíó. ßðêèì ïðèìåðîì ÿâëÿåò-
ñÿ âèðóñ ãåïàòèòà Â, äëÿ êîòîðîãî íå íàéäåíî
êóëüòóð êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, îáåñïå÷èâàþ-
ùèõ åãî íàðàáîòêó. Êðîìå ÷åëîâåêà ê íåìó ÷óâ-
ñòâèòåëüíû òîëüêî îáåçüÿíû øèìïàíçå. Ïîýòî-
ìó äàííûé âèðóñ îäíèì èç ïåðâûõ ïðèâëåê âíè-
ìàíèå èññëåäîâàòåëåé. Âñòàë âîïðîñ, ìîæíî ëè
ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ñîçäàòü ìî-
ëåêóëÿðíóþ âàêöèíó ïðîòèâ çàáîëåâàíèÿ ãåïà-
òèòîì Â. Ìíîãèå ëàáîðàòîðèè âçÿëèñü çà ðåøå-
íèå ýòîé ïðîáëåìû, ÷òî ïîçâîëèëî â èòîãå äî-
áèòüñÿ ïîëîæèòåëüíîãî ðåçóëüòàòà (ñì. 12.5.3).

Æåñòêàÿ ôèêñàöèÿ è ìíîãîêðàòíîå ïîâòîðå-
íèå àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò íà ïîâåðõíîñòè
âèðóñíûõ ÷àñòèö îáåñïå÷èâàþò èõ âûñîêóþ
èììóíîãåííîñòü. Ñèíòåçèðóåìûå æå ãåííî-èí-
æåíåðíûì ñïîñîáîì èíäèâèäóàëüíûå ïðîòåê-
òèâíûå âèðóñíûå áåëêè, êàê ïðàâèëî, íå ôîð-
ìèðóþò ìàêðîñòðóêòóð è, â ÷àñòíîñòè, ïîýòîìó
îáëàäàþò ãîðàçäî ìåíüøèìè èììóíîãåííûìè
ñâîéñòâàìè ïî ñðàâíåíèþ ñ òåì æå áåëêîì, íî
âõîäÿùèì â ñîñòàâ âèðóñíîãî êàïñèäà. Îäíèì
èç ïåðâûõ äîêàçàòåëüñòâ ýòîãî ïîëîæåíèÿ ÿâëÿ-
þòñÿ ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå äëÿ âèðóñà ãåïà-
òèòà Â ÷åëîâåêà.

Â êðîâè áîëüíûõ ãåïàòèòîì Â êðîìå âèðóñ-
íûõ ÷àñòèö íàõîäÿòñÿ íåáîëüøèå ñôåðè÷åñêèå
÷àñòèöû ñî ñðåäíèì äèàìåòðîì 22 íì (ðèñ. 7 íà
öâ. âêëåéêå). Ýòè ÷àñòèöû ñîñòîÿò èç ìîëåêóë
ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãåíà âèðóñà ãåïàòèòà Â
(HBsAg) è îáëàäàþò âûñîêèìè àíòèãåííûìè
è ïðîòåêòèâíûìè ñâîéñòâàìè. Â 1982 ã. áûëî îá-
íàðóæåíî, ÷òî ïðè ýôôåêòèâíîé ýêñïðåññèè èñ-
êóññòâåííîãî ãåíà HBsAg â êëåòêàõ äðîææåé
ïðîèñõîäèò ñàìîñáîðêà èç âèðóñíîãî áåëêà èçî-
ìåòðè÷åñêèõ ÷àñòèö (ñì. ïîäðîáíåå 12.5.3). ×àñ-
òèöû HBsAg, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì ãåíåòè÷åñêîé
èíæåíåðèè, ïî ñòðóêòóðå è èììóíîãåííûì ñâîé-
ñòâàì ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àþòñÿ îò ïðèðîäíûõ.
Ìîíîìåðíàÿ æå ôîðìà HBsAg îáëàäàåò çíà÷è-
òåëüíî ìåíüøåé èììóíîãåííîé àêòèâíîñòüþ.

Â 1984 ã. â ýêñïåðèìåíòå íà äîáðîâîëüöàõ
áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ïîëó÷åííàÿ ãåí-
íî-èíæåíåðíàÿ âàêöèíà ïðîòèâ ãåïàòèòà Â âû-
çûâàåò â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà ýôôåêòèâíîå îá-
ðàçîâàíèå âèðóñíåéòðàëèçóþùèõ àíòèòåë. Äàí-
íàÿ äðîææåâàÿ ìîëåêóëÿðíàÿ âàêöèíà ÿâèëàñü
ïåðâîé ãåííî-èíæåíåðíîé âàêöèíîé, êîòîðàÿ
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áûëà ðàçðåøåíà äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ìåäèöèíå.
Äî ñèõ ïîð îíà îáåñïå÷èâàåò åäèíñòâåííûé íà-
äåæíûé ñïîñîá ìàññîâîé çàùèòû îò ãåïàòèòà Â.

Â ñâÿçè ñ íèçêîé èììóíîãåííîñòüþ èíäèâè-
äóàëüíûõ âèðóñíûõ áåëêîâ âîçíèêëà èäåÿ ñîç-
äàíèÿ íàäìîëåêóëÿðíûõ âèðóñîïîäîáíûõ áåë-
êîâûõ ñòðóêòóð, â êîòîðûõ ìíîãîêðàòíî ïðåä-
ñòàâëåíû òå èëè èíûå àíòèãåííûå äåòåðìèíàí-
òû. Ïðè ýòîì íåîáõîäèìî íàëè÷èå áåëêà-íîñè-
òåëÿ, êîòîðûé ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ñïî-
ñîáåí îñóùåñòâëÿòü ñàìîñáîðêó âèðóñîïîäîá-
íûõ ÷àñòèö. Ïðè âñòðîéêå â çàðàíåå âûáðàííûé
ðàéîí ãåíà áåëêà-íîñèòåëÿ êîäèðóþùåé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû èçó-
÷àåìîãî âèðóñà ìîæíî íàäåÿòüñÿ íà òî, ÷òî äå-
òåðìèíèðóåìûé òàêèì ãèáðèäíûì ãåíîì õè-
ìåðíûé áåëîê áóäåò ñïîñîáåí ïî-ïðåæíåìó
ôîðìèðîâàòü íàäìîëåêóëÿðíûå ñòðóêòóðû è
ýêñïîíèðîâàòü íà èõ ïîâåðõíîñòè ÷óæåðîäíûå
àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû.

Ïåðâûé óñïåõ, èìåþùèé ïðàêòè÷åñêîå çíà-
÷åíèå, äîñòèãíóò Á. Êëàðêîì ñ ñîàâòîðàìè
(1987 ã.). Â êà÷åñòâå áåëêà-íîñèòåëÿ áûë èñ-
ïîëüçîâàí êîðîâûé áåëîê âèðóñà ãåïàòèòà B ÷å-
ëîâåêà (HBcAg). Ïðè íîðìàëüíîì ðàçâèòèè âè-
ðóñà ãåïàòèòà B îêîëî 200 ìîëåêóë HBcAg ôîð-
ìèðóþò èçîìåòðè÷åñêóþ ÷àñòèöó äèàìåòðîì
27 íì, ñîäåðæàùóþ âèðóñíûé ãåíîì. Êëîíèðî-
âàíèå ãåíà, êîäèðóþùåãî HBcAg, è ýêñïðåññèÿ
åãî â ãåòåðîëîãè÷íîé ñèñòåìå, âêëþ÷àÿ E. coli,
ïîêàçàëè, ÷òî äàííûé áåëîê ñïîñîáåí îñóùåñò-
âëÿòü ñàìîñáîðêó è ôîðìèðîâàòü áåç êàêèõ-ëè-
áî äîïîëíèòåëüíûõ êîìïîíåíòîâ âèðóñà ÷àñòè-
öû, íå îòëè÷èìûå ïî èììóíîëîãè÷åñêèì è ìîð-
ôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì îò ÷àñòèö, ôîðìèðóå-
ìûõ ïðèðîäíûì HBcAg.

Á. Êëàðê ñ ñîàâòîðàìè ñêîíñòðóèðîâàëè
ãèáðèäíûé ãåí, â êîòîðîì ê ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè, êîäèðóþùåé HBcAg, ïîäñòðîèëè â ïðà-
âèëüíîé ðàìêå òðàíñëÿöèè ãåí-ýêâèâàëåíò ïðî-
òåêòèâíîé àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû âèðóñà
ÿùóðà, ïðåäñòàâëÿþùåé ñîáîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü 142–160 ÀÊ âèðóñíîãî áåëêà VP1. Äåòåð-
ìèíèðóåìûé ãèáðèäíûì ãåíîì õèìåðíûé áå-
ëîê îêàçàëñÿ òîêñè÷íûì äëÿ E. coli, ïîýòîìó îí
áûë ñèíòåçèðîâàí â êóëüòóðå êëåòîê æèâîòíûõ
CV-1. Õèìåðíûé áåëîê ôîðìèðîâàë âèðóñîïî-
äîáíûå ÷àñòèöû, êîòîðûå ïîñëå î÷èñòêè îò äðó-
ãèõ áåëêîâ ïðîâåðÿëè íà èììóíîãåííîñòü. Ïî-
êàçàíî, ÷òî ïî èììóíîãåííûì ñâîéñòâàì ïîëó-
÷åííûå íàäìîëåêóëÿðíûå ñòðóêòóðû, â êîòîðûõ
ìíîãîêðàòíî ïðåäñòàâëåíû âñòðîåííûå ýïèòî-
ïû, ïðèáëèæàþòñÿ ê ÷àñòèöàì âèðóñà ÿùóðà
(òàáë. 17.1). Â òî æå âðåìÿ õèìåðíûé áåëîê
�-ãàëàêòîçèäàçà — ïðîòåêòèâíûé ýïèòîï áåëêà
VP1 âèðóñà ÿùóðà �-Gal/(137–162 ÀÊ)2, à òåì
áîëåå ñèíòåòè÷åñêèå ïåïòèäû îáëàäàëè çíà÷è-
òåëüíî ìåíüøåé èììóíîãåííîé àêòèâíîñòüþ ïî
ñðàâíåíèþ ñ ÷àñòèöàìè, ôîðìèðóåìûìè õèìå-
ðîé HBcAg/142–160 ÀÊ.

Äàííàÿ ðàáîòà ïîêàçûâàåò ïåðñïåêòèâíîñòü
ñîçäàíèÿ âèðóñîïîäîáíûõ êîìïëåêñîâ, ñïîñîá-
íûõ ýêñïîíèðîâàòü íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè ÷óæå-
ðîäíûå àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû, äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ áåçîïàñíûõ ìîëåêóëÿðíûõ ïðîòèâîâèðóñ-
íûõ âàêöèí. Òåì íå ìåíåå âàæíåéøèì íàïðàâëå-
íèåì íàó÷íûõ èçûñêàíèé îñòàåòñÿ ðàçðàáîòêà è
ñîâåðøåíñòâîâàíèå íîâûõ òèïîâ æèâûõ âàêöèí,
ïîñêîëüêó îíè èíäóöèðóþò ñáàëàíñèðîâàííûé
ãóìîðàëüíûé è êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò.
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Òàáëèöà 17.1. Ñðàâíèòåëüíàÿ èììóíîãåííîñòü ïðåïàðàòîâ,

ñîäåðæàùèõ ïðîòåêòèâíóþ àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó âèðóñà ÿùóðà

Ïðåïàðàò

Äîçà, ìêã
Òèòð âèðóñíåéòðàëèçóþùèõ

àíòèòåë, lg

ñóììàðíîãî
àíòèãåíà1

ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè

VP1 âèðóñà
ÿùóðà

142–160 ÀÊ2

Âðåìÿ ïîñëå èíîêóëÿöèè, äíåé

0 28 42

×àñòèöû èíàêòèâèðîâàííîãî âèðóñà ÿùóðà 1 0,02 < 0,6 1,6 1,7
Õèìåðíûé áåëîê HBcAg/142–160 ÀÊ 2 0,2 < 0,6 2,1 2,9
Õèìåðíûé áåëîê �-Gal/(137–162 ÀÊ)2 200 7 < 0,6 1,5 1,9
Ïåïòèä 142–160 ÀÊ 100 100 < 0,6 1,8 1,7
Ïåïòèä 137–160 ÀÊ 120 100 < 0,6 2,7 2,2

1 Ìèíèìàëüíàÿ äîçà, ïðèâîäÿùàÿ ê âûðàáîòêå àíòèòåë, ñïîñîáíûõ íåéòðàëèçîâàòü âèðóñ ïðè ðàçâåäåíèè
ñûâîðîòêè êðîâè èììóíèçèðîâàííûõ æèâîòíûõ â 100 ðàç.

2 Äîçà, ðàññ÷èòàííàÿ èñõîäÿ èç ñîäåðæàíèÿ äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ñóììàðíîì àíòèãåíå.
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Ñ ïîÿâëåíèåì â ñåðåäèíå 1970-õ ãã. ìåòîäîâ
ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ñòàëà ðåàëüíîé âîç-
ìîæíîñòü âñòðàèâàòü â âèðóñíûå ãåíîìû ÷óæå-
ðîäíûå ãåíû, íàïðàâëÿþùèå ñèíòåç æåëàåìûõ
áåëêîâ. Â 1980 ã. ïðîâåäåíû ïåðâûå ýêñïåðè-
ìåíòû íà âèðóñå ïðîñòîãî ãåðïåñà ÷åëîâåêà,
â 1981 ã. — íà àäåíîâèðóñå ÷åëîâåêà, â 1982 ã. —
íà âèðóñå îñïîâàêöèíû. Âîçíèêëà èäåÿ ñîçäà-
íèÿ ãèáðèäíûõ âèðóñîâ, ñïîñîáíûõ ïðè çàðà-
æåíèè ÷åëîâåêà èëè æèâîòíûõ ñèíòåçèðîâàòü
íå òîëüêî ñâîè áåëêè, íî è ïðîòåêòèâíûå áåëêè
äðóãèõ ïàòîãåííûõ âèðóñîâ, äëÿ êîòîðûõ íåò
ýôôåêòèâíûõ âàêöèí. Òàêèå ãèáðèäíûå âèðóñû
ïîëó÷èëè íàçâàíèå æèâûå ïîëèâàëåíòíûå

âàêöèíû. Êàê óæå îòìå÷àëîñü, âàæíîå çíà÷åíèå
äëÿ çàùèòû îò âèðóñíîé èíôåêöèè èìååò T-êëå-
òî÷íûé èììóííûé îòâåò. Öèòîòîêñè÷åñêèå
T-ëèìôîöèòû ïðîäóöèðóþòñÿ òîëüêî â îòâåò íà
àíòèãåí, ñèíòåçèðóåìûé ýíäîãåííî â êëåòêàõ
îðãàíèçìà, è íå ïðîäóöèðóþòñÿ ïðè ââåäåíèè
ýòîãî æå àíòèãåíà èçâíå, ò. å. â ñîñòàâå óáèòîé
âàêöèíû èëè â âèäå èíäèâèäóàëüíîãî áåëêà. Ïî-
ýòîìó ðàçðàáîòêà æèâûõ ïîëèâàëåíòíûõ ïðîòè-
âîâèðóñíûõ âàêöèí îòêðûâàåò íîâûå, ðàíåå íå
äîñòóïíûå âîçìîæíîñòè èììóíîïðîôèëàêòèêè
ðàçëè÷íûõ èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé.

Íåñîìíåííî, ÷òî ïðè ñîçäàíèè æèâûõ ïîëè-
âàëåíòíûõ âàêöèí â êà÷åñòâå âåêòîðîâ íàèáî-
ëåå öåëåñîîáðàçíî èñïîëüçîâàòü âèðóñû, óæå
ïðèìåíÿåìûå êàê æèâûå âàêöèíû. Ïðè ýòîì,
êàê ïîêàçàëè îïûòû, ãåííî-èíæåíåðíûå ìàíè-
ïóëÿöèè áåç îñîáûõ ïðîáëåì ìîæíî îñóùåñòâ-
ëÿòü ëèøü íà êðóïíûõ ÄÍÊ-ñîäåðæàùèõ âèðó-
ñàõ, òàê êàê ðàçìåð èõ ãåíîìà íå èìååò ñòðîãèõ
îãðàíè÷åíèé ïðè óïàêîâêå â âèðèîí è ïîýòîìó
äîïóñòèìà âñòðîéêà â òàêóþ âèðóñíóþ ÄÍÊ îò
îäíîãî äî íåñêîëüêèõ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ.

Îäíîé èç ñàìûõ ýôôåêòèâíûõ è áåçîïàñíûõ
æèâûõ âàêöèí ÿâëÿåòñÿ âàêöèíà ïðîòèâ ïîëèî-
ìèåëèòà — çàáîëåâàíèÿ ÷åëîâåêà, âûçûâàåìîãî
ïîëèîâèðóñîì. Ðàçëè÷àþò òðè ñåðîòèïà ïîëèî-
âèðóñîâ: òèïû 1, 2 è 3. Ïîëèîâèðóñû îòíîñÿòñÿ
ê ñåìåéñòâó Picornàviridae. Èêîñàýäðè÷åñêèå
êàïñèäû ñîäåðæàò ïî 60 ìîëåêóë êàæäîãî èç ÷å-
òûðåõ ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ: VP1–VP4. Â êàïñè-
äû çàêëþ÷åíà îäíîöåïî÷å÷íàÿ ìîëåêóëà ïîçè-
òèâíîé ÐÍÊ (ò. å. âèðóñíàÿ ãåíîìíàÿ ÐÍÊ îäíî-
âðåìåííî ÿâëÿåòñÿ ìàòðè÷íîé, âñëåäñòâèå ÷åãî
îíà èíôåêöèîííà â òåñòå òðàíñôåêöèè). Ðàçìåð
ïîëèîâèðóñíîé ÐÍÊ ñîñòàâëÿåò îêîëî 7500 íóê-
ëåîòèäîâ. Ñ ïîìîùüþ îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû
ïîëó÷åíû ïîëíûå ÄÍÊ-êîïèè ãåíîìà ðàçíûõ
øòàììîâ ïîëèîâèðóñà, âñòðîåíû ïîä ïðîêàðèî-

òè÷åñêèå ïðîìîòîðû òàêèõ ôàãîâ, êàê T7 èëè
SP6, è ñ ïîìîùüþ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû ñîîòâåòñò-
âóþùåãî ôàãà in vitro òðàíñêðèáèðîâàíû â ìî-
ëåêóëû ÐÍÊ. Ïîëó÷åííûå òàêèì îáðàçîì ìîëå-
êóëû ÐÍÊ ïîñëå òðàíñôåêöèè ïåðìèññèâíûõ
êëåòîê ôîðìèðóþò ïîëíîöåííîå âèðóñíîå ïî-
òîìñòâî. Âîçìîæíîñòü ïåðåâîäà ÐÍÊ-ãåíîìà
âèðóñà â ÄÍÊ-ôîðìó, à çàòåì îáðàòíî â èíôåê-
öèîííóþ ÐÍÊ ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü ðàçëè÷-
íûå ãåííî-èíæåíåðíûå ìàíèïóëÿöèè ñ âèðóñ-
íûì ãåíîìîì â ôîðìå ÄÍÊ è èññëåäîâàòü èõ
âëèÿíèå íà ñâîéñòâà âèðóñà ïîñëå òðàíñôåêöèè
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê æèâîòíûõ èçìåíåííîé
ìîëåêóëîé ÐÍÊ.

Äåòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëèëè ëîêà-
ëèçîâàòü íà ïîâåðõíîñòè ïîëèîâèðóñíûõ ÷àñ-
òèö ÷åòûðå òèïà íåçàâèñèìûõ àíòèãåííûõ äå-
òåðìèíàíò, êîòîðûå èíäóöèðóþò â îðãàíèçìå
ïðîäóêöèþ âèðóñíåéòðàëèçóþùèõ àíòèòåë. Àí-
òèãåííàÿ äåòåðìèíàíòà 1 (ÀÄ1) — íåïðåðûâ-
íûé ýïèòîï, ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü 91–102 ÀÊ áåëêà VP1. Ýïèòîïû 2, 3
è 4 ïðèíàäëåæàò ê êîíôîðìàöèîííûì è ñîñòàâ-
ëåíû èç àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ áîëåå ÷åì
îäíîãî êàïñèäíîãî áåëêà.

Â ðÿäå ëàáîðàòîðèé íåçàâèñèìî âûïîëíåíû
ðàáîòû ïî ñîçäàíèþ íà îñíîâå ïîëíîðàçìåðíîé
ÄÍÊ-êîïèè âèðóñíîãî ãåíîìà ãèáðèäíûõ âàðè-
àíòîâ ïîëèîâèðóñà, è ïðåæäå âñåãî òàêèõ, êîòî-
ðûå ìîãëè áû ñòàòü íîâûìè ôîðìàìè æèâûõ
âàêöèí. Ðàññìîòðèì íàèáîëåå ïîêàçàòåëüíûå
ýêñïåðèìåíòû Ê. Áàðêà ñ ñîàâòîðàìè (1988–
1989 ãã.), êîòîðûå íà îñíîâå ïîëíîé ÄÍÊ-êîïèè
ãåíîìà àòòåíóèðîâàííîãî øòàììà Ñýáèí ïî-
ëèîâèðóñà òèïà 1 ñîçäàëè ãèáðèäíûé ïîëèîâè-
ðóñ ïóòåì çàìåíû àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû 1
íà ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÀÄ1
ïîëèîâèðóñà òèïà 3. Ïîëó÷åííûé ãèáðèäíûé
âèðóñ èíäóöèðîâàë èììóííûé îòâåò îäíîâðå-
ìåííî ïðîòèâ ïîëèîâèðóñîâ òèïà 1 è òèïà 3
â îðãàíèçìå ìûøåé, êðîëèêîâ, ïðèìàòîâ è ìî-
æåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ïðèíöèïèàëüíî íîâàÿ
æèâàÿ âàêöèíà.

Â öåëÿõ ðàñøèðåíèÿ âîçìîæíîñòåé ñîçäà-
íèÿ íîâîãî ïîêîëåíèÿ æèâûõ âàêöèí Ê. Áàðê
ñ ñîàâòîðàìè ñêîíñòðóèðîâàëè ïëàçìèäó
pCAS1, íàçâàííóþ êàññåòíûì âåêòîðîì. Â ñî-
ñòàâå ïëàçìèäû pCAS1, ñîäåðæàùåé ïîëíóþ
ÄÍÊ-êîïèþ ãåíîìà ïîëèîâèðóñà ïîä êîíòðî-
ëåì ïðîìîòîðà ôàãà T7, îëèãîíóêëåîòèä-íà-
ïðàâëåííûì ìóòàãåíåçîì â îáëàñòü, êîäèðóþ-
ùóþ ÀÄ1, ââåäåíû ó÷àñòêè ãèäðîëèçà ðåñòðèê-
òàçàìè SalI è DraI (ðèñ. 17.1). Ñåãìåíò ÄÍÊ, îã-
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ðàíè÷åííûé óíèêàëüíûìè ó÷àñòêàìè SalI è
DraI, â êàññåòíîì âåêòîðå çàìåùàëè ñèíòåòè÷å-
ñêèìè ôðàãìåíòàìè, ñîîòâåòñòâóþùèìè ðàç-
ëè÷íûì ó÷àñòêàì ãåíîìà äðóãèõ ÐÍÊ-ñîäåðæà-
ùèõ âèðóñîâ (òàáë. 17.2). Îêàçàëîñü, ÷òî äàí-
íûé ðàéîí áåëêà VP1 ïîëèîâèðóñà äîïóñêàåò
øèðîêèå âàðèàöèè â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àìè-
íîêèñëîò è äëèíå âñòàâêè, íå âëèÿþùèå çàìåò-
íî íà æèçíåñïîñîáíîñòü âèðóñà. Ïðèíèìàÿ âî
âíèìàíèå, ÷òî ýòîò ó÷àñòîê VP1 ýêñïîíèðîâàí

íà ïîâåðõíîñòè âèðóñíîé ÷àñòèöû, ìîæíî ðàñ-
ñ÷èòûâàòü íà ñîçäàíèå ýôôåêòèâíûõ æèâûõ
âàêöèí, îáåñïå÷èâàþùèõ îäíîâðåìåííî çàùè-
òó íå òîëüêî îò ïîëèîâèðóñà, íî è îò äðóãèõ âè-
ðóñîâ, íàïðèìåð ãåïàòèòà À.

Êàê âèäèì, ìåòîäû ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè ñîçäàþò ðåàëüíûå ïåðñïåêòèâû êîíñòðóè-
ðîâàíèÿ ïðèíöèïèàëüíî íîâûõ èñêóññòâåííûõ
èììóíîãåíîâ, èìåþùèõ áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ
ìåäèöèíû è âåòåðèíàðèè.
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Òàáëèöà 17.2. Àìèíîêèñëîòíûå âñòàâêè â êàññåòíûé âåêòîð pCAS1

Âèðóñ Àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü1 Ëîêàëèçàöèÿ â áåëêàõ-äîíîðàõ

Ïîëèîâèðóñ:
Ñýáèí 1 NSASTKNKD VP1 94–102
âåêòîðíûé Cas1 NSASTKNKF VP1 94–102
Ñýáèí 3 NEQPTTRAQ VP1 92–100

Âèðóñ ãåïàòèòà À (N)EQNPVD(D) VP1 15–20
KDLKGKANRGKMD VP1 29–41
ELKPGESRHTSD VP1 70–81
TFNSNNKEY VP1 109–117
NSNNKEYT(D) VP1 111–118
(N)ATDVDG(KD) VP1 150–155
NTRRTGN(KD) VP1 191–197
(N)GLGDKTDS VP1 217–224
DPRSEEDKRFE VP1 290–300

Ðèíîâèðóñ 2 KLEVTLANY VP1 81–89
Ðèíîâèðóñ 14 KDATGIDNHREA VP1 85–96

(N)MYVPPGAPNP(D) VP1 151–160
(N)KLILAYTPPGARGPQD VP3 126–141

Âèðóñ Êîêñàêè Â4 (N)SAESNNL(D) VP1 81–87
IYIKYSSAESNNL2 VP1 75–87

1 Àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè â ñêîáêàõ ñîõðàíåíû îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Ñýáèí 1 äèêîãî òèïà.
2 Âàðèàíò ñ äàííîé âñòàâêîé íå ôîðìèðîâàë æèçíåñïîñîáíîãî âèðóñà.

Ðèñ. 17.1. Íóêëåîòèäíàÿ è àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû 1
ïîëèîâèðóñà Ñýáèí 1 è ââåäåíèå â èõ ñîñòàâ èçìåíåíèÿ ïðè ñîçäàíèè êàññåòíîãî âåêòîðà pCAS1

17.4. ÄÍÊ-ÂÀÊÖÈÍÛ

Ïðè ñîçäàíèè æèâûõ ïîëèâàëåíòíûõ âèðóñ-
íûõ âàêöèí îäíîé èç îñíîâíûõ ïðîáëåì ÿâëÿåò-
ñÿ ïðåîäîëåíèå âîçìîæíûõ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ
âàêöèíàöèè. Âî-ïåðâûõ, íåîáõîäèìî ñâåñòè
ê ìèíèìóìó ðåàêòîãåííîñòü ïîëó÷åííîãî ãèá-
ðèäíîãî âèðóñà. Âî-âòîðûõ, ïðè âàêöèíàöèè
ãèáðèäíûì âèðóñîì ôîðìèðóåòñÿ ïîëíîöåííûé

èììóííûé îòâåò íå òîëüêî íà öåëåâîé àíòèãåí,
íî è íà âñå àíòèãåíû âåêòîðíîãî âèðóñà. Ïîýòî-
ìó ïîâòîðíîå èñïîëüçîâàíèå òîãî æå âåêòîðà,
íî äëÿ âàêöèíàöèè ïðîòèâ äðóãîãî çàáîëåâàíèÿ
ìîæåò áûòü çàòðóäíåíî.

Ïðåîäîëåòü ýòè ïðåïÿòñòâèÿ, âîçìîæíî,
óäàñòñÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì íîâåéøåãî ïîäõîäà



ê èììóíîïðîôèëàêòèêå âèðóñíûõ èíôåêöèé,
êîòîðûé ïðåäëîæèëè Ä. Òàíã ñ ñîàâòîðàìè
â 1992 ã. Îäíîâðåìåííî íåñêîëüêî ãðóïï ó÷å-
íûõ îïóáëèêîâàëè â 1993 ã. ðåçóëüòàòû ñâîèõ
ðàáîò, ïîäòâåðäèâøèõ ïåðñïåêòèâíîñòü íîâîãî
íàïðàâëåíèÿ èññëåäîâàíèé — ñîçäàíèÿ ÄÍÊ-
âàêöèí. Îêàçàëîñü, ÷òî â îðãàíèçì æèâîòíîãî
ìîæíî ïðîñòî ââîäèòü ïðåïàðàò ãèáðèäíîé
ïëàçìèäû, ñîäåðæàùåé ãåí ïðîòåêòèâíîãî âè-
ðóñíîãî àíòèãåíà, íàõîäÿùèéñÿ ïîä êîíòðîëåì
ýóêàðèîòè÷åñêèõ ñèãíàëîâ èíèöèàöèè è òåðìè-
íàöèè òðàíñêðèïöèè. Ïðîèñõîäÿùèé â êëåòêàõ
ñèíòåç âèðóñíîãî àíòèãåíà ïðèâîäèò ê ôîðìè-
ðîâàíèþ ãóìîðàëüíîãî è êëåòî÷íîãî èììóííî-
ãî îòâåòà ïðîòèâ öåëåâîãî âèðóñà, òàê êàê ïðî-
èñõîäèò â íåêîòîðîé ñòåïåíè èìèòàöèÿ âèðóñ-
íîé èíôåêöèè (âíóòðèêëåòî÷íûé ñèíòåç âèðóñ-
íîãî áåëêà). Áîëüøèì ïðåèìóùåñòâîì ÄÍÊ-
âàêöèí ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè èíäóöèðóþò ðàçâè-
òèå ïîëíîöåííîãî èììóííîãî îòâåòà, õàðàêòåð-
íîãî äëÿ æèâûõ âàêöèí, íî ïðè ýòîì íå èñïîëü-
çóåòñÿ æèâîé âèðóñ, êîòîðûé ìîæåò ñ îïðåäå-
ëåííîé ÷àñòîòîé âûçûâàòü ïîáî÷íûå ýôôåêòû.
Ïîýòîìó ÄÍÊ-âàêöèíû ñóùåñòâåííî áåçîïàñ-
íåå æèâûõ ïðîòèâîâèðóñíûõ âàêöèí.

Ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè â ïëàçìèäó ìîæíî âñòðîèòü íåîáõîäèìûé
ãåí (èëè íåñêîëüêî ãåíîâ), êîòîðûé çàòåì áóäåò
ýêñïðåññèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ,
â òîì ÷èñëå è ÷åëîâåêà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ðàç-
íûõ ñïîñîáàõ ââåäåíèÿ (âíóòðèêîæíîì, âíóò-
ðèìûøå÷íîì, âíóòðèâåííîì è äð.) ãèáðèäíàÿ
ïëàçìèäà ìîæåò ïðîíèêàòü â êëåòêè, äîñòàòî÷-
íî äîëãî ñîõðàíÿòüñÿ â îðãàíèçìå è íàïðàâëÿòü
ñèíòåç âèðóñíîãî áåëêà. Íà ëàáîðàòîðíûõ æè-
âîòíûõ (ìûøàõ, öûïëÿòàõ, ïðèìàòàõ) äîêàçàíî,
÷òî âàêöèíàöèÿ ïðåïàðàòàìè ãèáðèäíûõ ïëàç-
ìèä îáåñïå÷èâàåò èììóííóþ çàùèòó îò âèðó-
ñîâ ãðèïïà, ãåïàòèòà Â, ãåïàòèòà Ñ è äð.

Äëÿ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ÄÍÊ-âàê-
öèí ìîæíî äîïîëíèòåëüíî ââîäèòü ïëàçìèäó,
ýêñïðåññèðóþùóþ öèòîêèíû, íåîáõîäèìûå äëÿ
àêòèâàöèè T-êëåòî÷íîãî èììóííîãî îòâåòà.

Ïîÿâëÿþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî òèï èììóí-
íîãî îòâåòà, âûçâàííîãî ýêñïðåññèðóåìûì
ÄÍÊ-âàêöèíîé èììóíîãåíîì, ìîæåò ñóùåñò-
âåííî çàâèñåòü îò òîãî, ÿâëÿåòñÿ ëè ñèíòåçèðóå-
ìûé áåëîê âíóòðèêëåòî÷íûì, èëè îí ñåêðåòè-
ðóåòñÿ èç êëåòêè â îêðóæàþùóþ ñðåäó, èëè ñåê-
ðåòèðóåòñÿ íà ïîâåðõíîñòü êëåòêè. Ñîâñåì íåî-
æèäàííî ÿïîíñêèå èññëåäîâàòåëè îáíàðóæèëè
êîðîòêèå èììóíîñòèìóëèðóþùèå ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòè ÄÍÊ (ISS), ââåäåíèå êîòîðûõ â ñîñòàâ
ãèáðèäíûõ ïëàçìèä ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ
T-êëåòî÷íîãî èììóííîãî îòâåòà.

ÄÍÊ-âàêöèíû ïðîèçâîäèòü ïðîñòî, äåøåâî è
áåçîïàñíî, òàê êàê ýòîò ïðîöåññ âêëþ÷àåò â ñåáÿ
ëèøü êóëüòèâèðîâàíèå íåïàòîãåííûõ áàêòåðèé
(îáû÷íî ëàáîðàòîðíûõ øòàììîâ E. coli), ñîäåð-
æàùèõ ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó, ñ ïîñëåäóþùèì
ðàçðóøåíèåì êëåòîê è âûäåëåíèåì ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ. Ïëàçìèäû áîëåå ñòàáèëüíû ïðè õðàíåíèè,
÷åì áîëüøèíñòâî âàêöèí äðóãîãî òèïà.

Îòíîñèòåëüíàÿ ïðîñòîòà (ïî ñðàâíåíèþ
ñ êëàññè÷åñêèìè ìåòîäàìè àòòåíóàöèè èíôåê-
öèîííûõ àãåíòîâ) ñîçäàíèÿ ÄÍÊ-âàêöèí ïîçâî-
ëÿåò â îáîçðèìûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ïðîâå-
ðèòü íà ìîäåëüíûõ æèâîòíûõ ìíîæåñòâî âàðè-
àíòîâ êàíäèäàòíûõ âàêöèí ïðîòèâ îïðåäåëåí-
íîé èíôåêöèè, ÷òî çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåò âåðî-
ÿòíîñòü ïîëîæèòåëüíîãî èñõîäà ïðîâîäèìûõ
èññëåäîâàíèé.

Ïîñêîëüêó ÄÍÊ-âàêöèíû íàïðàâëÿþò ñèí-
òåç â îðãàíèçìå, êàê ïðàâèëî, ëèøü îäíîãî-äâóõ
öåëåâûõ áåëêîâ, îíè ìåíåå àëëåðãåííû, ÷åì öå-
ëüíîâèðèîííûå âàêöèíû.

Ïîòðåáóåòñÿ åùå íåêîòîðîå âðåìÿ, ïðåæäå
÷åì ìîæíî áóäåò îïðåäåëåííî ñêàçàòü, ïðèìå-
íèìà ëè ÄÍÊ-âàêöèíàöèÿ äëÿ ÷åëîâåêà. Âî âñÿ-
êîì ñëó÷àå, óæå ñåé÷àñ ÿñíî, ÷òî â ïîñëåäíèå
äåñÿòü ëåò ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíåðèÿ âíåñëà
îãðîìíûé âêëàä â ðàçâèòèå íîâûõ ïîäõîäîâ ê
èììóíîïðîôèëàêòèêå èíôåêöèîííûõ çàáîëåâà-
íèé. Ìîæíî ñ îïòèìèçìîì çàêëþ÷èòü, ÷òî ïî-
ñëåäóþùèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿò ïîëó÷àòü
âñå áîëåå íàäåæíûå è áåçîïàñíûå âàðèàíòû
ïðîòèâîâèðóñíûõ âàêöèí.
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17.5.1. Ïàíäåìèÿ ÑÏÈÄà

Â ðåçóëüòàòå îáúåäèíåíèÿ óñèëèé ìèðîâîãî
ñîîáùåñòâà ïîä ýãèäîé Âñåìèðíîé îðãàíèçà-
öèè çäðàâîîõðàíåíèÿ â ïåðèîä ñ 1958 ïî 1977 ã.
óäàëîñü ëèêâèäèðîâàòü îäíî èç íàèáîëåå îïàñ-
íûõ èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà —
îñïó. Àðåàë ðàñïðîñòðàíåíèÿ ðÿäà äðóãèõ èí-
ôåêöèé òàêæå óäàëîñü ñóùåñòâåííî ñóçèòü. Ýòî
ïðèâåëî ìíîãèõ ê óâåðåííîñòè, ÷òî èíôåêöèîí-

íûå çàáîëåâàíèÿ áîëüøå íå ïðåäñòàâëÿþò ñåðü-
åçíîé îïàñíîñòè äëÿ öèâèëèçîâàííîãî ìèðà.
Îäíàêî âñêîðå íà ÷åëîâå÷åñòâî ñîâåðøåííî íå-
îæèäàííî îáðóøèëàñü ýïèäåìèÿ íîâîãî ãðîçíî-
ãî çàáîëåâàíèÿ — ñèíäðîìà ïðèîáðåòåííîãî
èììóíîäåôèöèòà (ÑÏÈÄà).

Ïåðâûå ñëó÷àè ÑÏÈÄà áûëè çàðåãèñòðèðî-
âàíû ó ãîìîñåêñóàëèñòîâ â ÑØÀ â 1981 ã. ñïå-
öèàëèñòàìè Öåíòðà ïî êîíòðîëþ íàä çàáîëåâàå-
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ìîñòüþ (Àòëàíòà, øòàò Äæîðäæèÿ). ÑÏÈÄ ÿâ-
ëÿåòñÿ áîëåçíüþ èììóííîé ñèñòåìû, êîòîðàÿ
ñîïðîâîæäàåòñÿ ðàçâèòèåì ó áîëüíûõ ãëóáîêîé
èììóííîé íåäîñòàòî÷íîñòè, ïðîÿâëÿþùåéñÿ
â òîì, ÷òî áåçîïàñíûå äëÿ çäîðîâîãî ÷åëîâåêà
ìèêðîîðãàíèçìû ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü âû-
çûâàòü òÿæåëûå èíôåêöèîííûå çàáîëåâàíèÿ
(òàê íàçûâàåìûå îïïîðòóíèñòè÷åñêèå èíôåê-
öèè). Êðîìå òîãî, äëÿ ÑÏÈÄà õàðàêòåðíî ðàç-
âèòèå ó ìîëîäûõ ëþäåé ðÿäà îíêîëîãè÷åñêèõ
çàáîëåâàíèé, êîòîðûå îáû÷íî âñòðå÷àþòñÿ
òîëüêî â ïîæèëîì âîçðàñòå.

Ïðè÷èíà è ïóòè ïåðåäà÷è ÑÏÈÄà ïîíà÷àëó
áûëè íå ÿñíû. Îäíàêî óæå â 1983 ã. óñèëèÿìè
äâóõ ëàáîðàòîðèé, ðóêîâîäèìûõ Ð. Ãàëëî
(ÑØÀ) è Ë. Ìîíòàíüå (Ôðàíöèÿ), óäàëîñü îáíà-
ðóæèòü âîçáóäèòåëü ÑÏÈÄà. Èì îêàçàëñÿ ðåò-
ðîâèðóñ, ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå âèðóñ èììóíî-
äåôèöèòà ÷åëîâåêà (HIV, ÂÈ×). Ñòàëî ÿñíî, ÷òî
HIV-èíôåêöèÿ ñëóæèò ïðè÷èíîé ïðîãðåññè-
ðóþùåãî íàðóøåíèÿ ôóíêöèé èììóííîé ñèñòå-
ìû ÷åëîâåêà, à ÑÏÈÄ — ëèøü îäíî èç ïðîÿâëå-
íèé ýòîãî ïðîöåññà, ïðèòîì ñàìîå ïîçäíåå.

Èñòî÷íèêîì èíôåêöèè ÿâëÿåòñÿ ÷åëîâåê,
áîëüíîé ÑÏÈÄîì, èëè áåññèìïòîìíûé âèðóñî-
íîñèòåëü. HIV îáíàðóæåí â êðîâè, ñïåðìå, ãðóä-
íîì ìîëîêå, ñåêðåòå øåéêè ìàòêè, ñëþíå, ñëåç-
íîé æèäêîñòè, ìî÷å. Îäíàêî íå âñå ýòè áèîëîãè-
÷åñêèå æèäêîñòè ìîãóò ïåðåíîñèòü èíôåêöèþ,
òàê êàê êîíöåíòðàöèÿ âèðóñà â íèõ ñóùåñòâåííî
ðàçëè÷àåòñÿ. Îãðîìíûé ìàññèâ èññëåäîâàíèé
ïîêàçàë, ÷òî ðåàëüíî èíôåêöèîííûìè ÿâëÿþòñÿ
ëèøü êðîâü, ñïåðìà, ñåêðåò øåéêè ìàòêè è ãðóä-
íîå ìîëîêî. Èíôåêöèÿ HIV íå ïåðåäàåòñÿ îò
áîëüíîãî ê çäîðîâîìó ïðè îáû÷íîì îáùåíèè. Äî
ñèõ ïîð íå âûÿâëåíî íè îäíîãî ñëó÷àÿ ïåðåäà÷è
HIV ÷åðåç óêóñû êðîâîñîñóùèõ íàñåêîìûõ.
Îáû÷íûì ïóòåì ðàñïðîñòðàíåíèÿ âèðóñà ÿâëÿ-
þòñÿ ïîëîâûå êîíòàêòû (âåðîÿòíîñòü çàðàæåíèÿ
10–70 %). Äðóãîé ïóòü ïåðåäà÷è âèðóñà — ÷åðåç
çàðàæåííóþ äîíîðñêóþ êðîâü èëè åå êîìïîíåí-
òû (âåðîÿòíîñòü çàðàæåíèÿ áëèçêà ê 100 %), äî-
íîðñêèå îðãàíû è ñïåðìó. Âîçìîæíî çàðàæåíèå
â ðåçóëüòàòå ìåäèöèíñêèõ ìàíèïóëÿöèé, âûïîë-
íÿåìûõ áåç ñîáëþäåíèÿ ïðàâèë îáðàáîòêè èíñò-
ðóìåíòàðèÿ. ×ðåçâû÷àéíî áûñòðî ÂÈ× ðàñïðî-
ñòðàíÿåòñÿ ìåæäó íàðêîìàíàìè, èñïîëüçóþùè-
ìè îáùèå èãëû è øïðèöû äëÿ âíóòðèâåííîãî
ââåäåíèÿ íàðêîòèêîâ. Îò èíôèöèðîâàííîé ìàòå-
ðè ê ðåáåíêó âèðóñ ïåðåäàåòñÿ äî èëè âî âðåìÿ
ðîäîâ ñ âåðîÿòíîñòüþ 25–50 %, à òàêæå ïðè
êîðìëåíèè ãðóäüþ.

Òî÷íîå âðåìÿ è ìåñòî íà÷àëà ðàçâèòèÿ ýïè-
äåìèè ÑÏÈÄà íå èçâåñòíî. Îäíàêî ïîëàãàþò,
÷òî HIV íà ïðîòÿæåíèè ìíîãèõ ëåò ñóùåñòâî-

âàë â íåáîëüøèõ èçîëèðîâàííûõ ïîñåëåíèÿõ
ãäå-íèáóäü â Öåíòðàëüíîé Àôðèêå (àíòèòåëà
ê HIV áûëè îáíàðóæåíû â äîíîðñêîé êðîâè,
ïîëó÷åííîé â Çàèðå åùå â 1959 ã.). Íî ñ èçìå-
íåíèåì óñëîâèé æèçíè â Öåíòðàëüíîé Àôðèêå
è ìèãðàöèåé íàñåëåíèÿ èç îòäàëåííûõ ðàéîíîâ
â áîëüøèå ãîðîäà âèðóñ ïðèîáðåë âîçìîæíîñòü
øèðîêîãî ðàñïðîñòðàíåíèÿ ïåðâîíà÷àëüíî
â Àôðèêå, à çàòåì è íà äðóãèõ êîíòèíåíòàõ. Êî-
âàðñòâî äàííîãî çàáîëåâàíèÿ ñîñòîèò â òîì, ÷òî
èíôèöèðîâàííûé ÷åëîâåê â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ
ëåò ÷óâñòâóåò ñåáÿ íîðìàëüíî, íî ïðè ýòîì ìî-
æåò çàðàæàòü îêðóæàþùèõ ëþäåé ÷åðåç ïîëî-
âûå êîíòàêòû èëè êðîâü. Èìåííî ïîýòîìó ýïè-
äåìèÿ ÑÏÈÄà áûëà îáíàðóæåíà ëèøü êîãäà îíà
äîñòèãëà âíóøèòåëüíûõ ðàçìåðîâ. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ðàñïðîñòðàíåíèå HIV-èíôåêöèè ïðèîá-
ðåëî õàðàêòåð ïàíäåìèè (î ïàíäåìèè ãîâîðÿò,
êîãäà ýïèäåìèÿ êàêîãî-ëèáî çàáîëåâàíèÿ ëþäåé
îõâàòûâàåò öåëóþ ñòðàíó, êîíòèíåíò èëè åùå
áîëåå îáøèðíûå òåððèòîðèè).

Äëÿ ñëåæåíèÿ çà ïàíäåìèåé ñîçäàíà Ãëî-
áàëüíàÿ ïðîãðàììà ïî ÑÏÈÄó ïîä ýãèäîé ÂÎÇ.
Ê êîíöó 1996 ã. â ìèðå áûëî âûÿâëåíî áîëåå
8,4 ìëí ñëó÷àåâ ÑÏÈÄà, èç íèõ 74 % ïðèõîäè-
ëîñü íà Àôðèêó, 8 % — íà Ñåâåðíóþ Àìåðèêó,
7 % — Ëàòèíñêóþ Àìåðèêó, 6 % — Àçèþ,
4 % — Åâðîïó è 1 % — Àâñòðàëèþ è Íîâóþ Çå-
ëàíäèþ. ×èñëî èíôèöèðîâàííûõ íà ýòîò ìî-
ìåíò ïðåâûñèëî 24 ìëí ÷åëîâåê, èç íèõ 16 ìëí
âûÿâëåíî â Àôðèêå è ëèøü 29 òûñ. — â Âîñòî÷-
íîé Åâðîïå è Öåíòðàëüíîé Àçèè.

Ïî äàííûì ÂÎÇ, íà êîíåö 2001 ã. ÷èñëî ëþ-
äåé, óìåðøèõ îò ÑÏÈÄà çà 20 ëåò íàáëþäåíèÿ,
ñîñòàâèëî 22 ìëí, à æèâóùèõ ñ ýòîé èíôåê-
öèåé — ïðåâûñèëî 40 ìëí. Ïðè ýòîì òîëüêî
â 2001 ã. îò ÑÏÈÄà óìåðëè 3 ìëí ÷åëîâåê. Åæå-
äíåâíî â ìèðå çàðàæàþòñÿ HIV ïðèìåðíî
16 òûñ. ÷åëîâåê. Áîëåå ïîëîâèíû âñåõ èíôèöè-
ðîâàííûõ — ëþäè, íå äîñòèãøèå 25 ëåò.

Ïàíäåìèÿ ÑÏÈÄà â íàñòîÿùåå âðåìÿ îõâà-
òèëà âñå êîíòèíåíòû. Ðàçëè÷èÿ ñîñòîÿò ëèøü
â ìàññîâîñòè èíôèöèðîâàíèÿ è îòðàæàþò â ïåð-
âóþ î÷åðåäü âðåìÿ íà÷àëà ðàñïðîñòðàíåíèÿ
HIV â êàæäîì ãåîãðàôè÷åñêîì ðåãèîíå (ðèñ. 8
íà öâ. âêëåéêå).

Â Ðîññèè HIV-èíôåêöèÿ âïåðâûå áûëà îá-
íàðóæåíà â 1986 ã. Ýòî áûëà ðàííÿÿ ôàçà ïðî-
íèêíîâåíèÿ âèðóñà, ïðîïóùåííàÿ äëÿ èçó÷åíèÿ
è ïðîôèëàêòèêè âî ìíîãèõ äðóãèõ ñòðàíàõ.
Â ñðî÷íîì ïîðÿäêå áûëè ðàçðàáîòàíû îòå÷åñò-
âåííûå òåñò-ñèñòåìû è íàëàæåíî èõ ïðîèçâîä-
ñòâî. Ïî âñåé ñòðàíå áûëî ñîçäàíî îêîëî 80 ñïå-
öèàëèçèðîâàííûõ öåíòðîâ ÑÏÈÄà è íåñêîëüêî
ñîòåí äèàãíîñòè÷åñêèõ ëàáîðàòîðèé. Ïðèíÿò
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ôåäåðàëüíûé çàêîí î ïðåäîòâðàùåíèè ðàñïðî-
ñòðàíåíèÿ äàííîé èíôåêöèè â Ðîññèè. Ñâîåâðå-
ìåííî ïðèíÿòûå ìåðû çàìåäëèëè ðàçâèòèå ýïè-
äåìèè ÑÏÈÄà â Ðîññèè ïî ñðàâíåíèþ ñî ìíî-
ãèìè äðóãèìè ñòðàíàìè.

Â 1987–1988 ãã. íà òåððèòîðèè Ðîññèè áûë
âûÿâëåí 71 çàðàæåííûé HIV ãðàæäàíèí Ðîññèè
è áîëåå 300 èíîñòðàíöåâ. Îêàçàëîñü, ÷òî HIV
ïðîíèêàë â Ðîññèþ â îñíîâíîì èç ðàçâèòûõ
ñòðàí â ñðåäó ãîìîñåêñóàëèñòîâ, à ãåòåðîñåêñó-
àëüíûì ïóòåì — èç Àôðèêè. Äàííàÿ òåíäåíöèÿ
ñîõðàíÿëàñü äî 1995 ã., íî ñ 1996 ã. âÿëîòåêóùàÿ
ýïèäåìèÿ ÑÏÈÄà â Ðîññèè ïåðåøëà â íîâóþ
ñòàäèþ — âçðûâîîáðàçíîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà
èíôèöèðîâàííûõ. Ê ýòîìó âðåìåíè â Ðîññèè
(è íåñêîëüêî ðàíåå â ñîñåäíèõ Óêðàèíå è Áåëî-
ðóññèè) ïðîèçîøëî ðàäèêàëüíîå èçìåíåíèå ïó-
òåé ðàñïðîñòðàíåíèÿ HIV. Åñëè ðàíåå âèðóñ
â îñíîâíîì ðàñïðîñòðàíÿëñÿ ïîëîâûì ïóòåì, òî
óæå â 1994–1995 ãã. áûëè âûÿâëåíû ïåðâûå èí-
ôèöèðîâàííûå HIV íàðêîìàíû. Çà ñ÷èòàííûå
ìåñÿöû âíóòðèâåííîå ââåäåíèå íàðêîòèêîâ èç
ôàêòîðà ðèñêà, êîòîðûé íåñêîëüêî ëåò ñåáÿ íå
ïðîÿâëÿë, ïðåâðàòèëîñü â îñíîâíîé ïóòü ïåðå-
äà÷è HIV â Ðîññèè.

Áîëüøàÿ îïàñíîñòü íîâîé ôàçû ýïèäåìèè
ÑÏÈÄà â Ðîññèè ñîñòîèò â òîì, ÷òî çàðàæåííûå
íàðêîìàíû ìîãóò ðàçíîñèòü HIV è ïðè ïîëîâûõ
êîíòàêòàõ. Ýòî ìîæåò â áëèæàéøåì áóäóùåì
ïðèâåñòè ê âçðûâîîáðàçíîìó óâåëè÷åíèþ ÷èñ-
ëà HIV-èíôèöèðîâàííûõ â ðàçíûõ ãðóïïàõ íà-
ñåëåíèÿ. Òàê, äîëÿ çàðàæåííûõ ïðè ïîëîâûõ
êîíòàêòàõ â Ðîññèè âûðîñëà ñ 17 % â 2001 ã. äî
40 % â 2002 ã. Ê ñåðåäèíå 2003 ã. ÷èñëî âûÿâ-
ëåííûõ HIV-èíôèöèðîâàííûõ â Ðîññèè ïðåâû-
ñèëî 240 òûñ. ÷åëîâåê. Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèí-
ñòâî èíôèöèðîâàííûõ îòíîñÿòñÿ ê âîçðàñòíîé
ãðóïïå îò 15 äî 40 ëåò, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò îáùå-
ìèðîâîé òåíäåíöèè.

Ýïèäåìèÿ ÑÏÈÄà â Ðîññèè èç ðàçðÿäà ìå-
äèöèíñêîé ïðîáëåìû ïåðåõîäèò â ðàçðÿä îáùå-
íàöèîíàëüíîé ñîöèàëüíîé ïðîáëåìû, è ê åå ðå-
øåíèþ íåîáõîäèìî ïðèâëåêàòü ñïåöèàëèñòîâ
ðàçíûõ îáëàñòåé.

17.5.2. Òåñòèðîâàíèå HIV-èíôåêöèè

Áîëüøèíñòâî âèðóñíûõ èíôåêöèé ðàçâèâà-
þòñÿ áûñòðî, è âðà÷ èäåíòèôèöèðóåò èõ ïðåæäå
âñåãî ïî êëèíè÷åñêèì ïðîÿâëåíèÿì ó áîëüíîãî.
Äëÿ HIV-èíôåêöèè òàêîé ïîäõîä íåïðèìåíèì,
òàê êàê åå âíåøíèå ïðèçíàêè ìîãóò ïîÿâèòüñÿ
ëèøü ñïóñòÿ ìåñÿöû è ãîäû ïîñëå çàðàæåíèÿ.
Ïîýòîìó âñåîáùåå ðàñïðîñòðàíåíèå ïîëó÷èë
ìåòîä îáíàðóæåíèÿ â êðîâè ÷åëîâåêà àíòèòåë
ê âèðèîííûì áåëêàì HIV. Ïåðâûå âàðèàíòû òà-

êîãî ìåòîäà áûëè ðàçðàáîòàíû óæå â 1984 ã.
è èñïîëüçîâàëè ïðèíöèï èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà (ÈÔÀ).

Ìåòîä îñíîâàí íà òîì, ÷òî â îòâåò íà ëþáóþ
âèðóñíóþ èíôåêöèþ â îðãàíèçìå âûðàáàòûâà-
þòñÿ àíòèòåëà, êîòîðûå ñïîñîáíû âûñîêîñïå-
öèôè÷íî ñâÿçûâàòüñÿ êàê ñ öåëüíûìè âèðóñíû-
ìè ÷àñòèöàìè, òàê è ñ èõ îòäåëüíûìè áåëêà-
ìè — àíòèãåíàìè. Âèðóñíûå àíòèãåíû îáû÷íî
õèìè÷åñêè ñîåäèíÿþò ñ ôåðìåíòîì, ñïîñîáíûì
êàòàëèçèðîâàòü öâåòíóþ ðåàêöèþ. Êîìïëåêñ
àíòèòåëî – àíòèãåí – ôåðìåíò îïðåäåëåííûì
îáðàçîì ôèêñèðóþò â ÿ÷åéêàõ ïðîçðà÷íûõ ïëà-
ñòèêîâûõ ïëàíøåò è çàòåì ïðîâîäÿò öâåòíóþ
ðåàêöèþ, õàðàêòåðíóþ äëÿ êîíúþãèðîâàííîãî
ñ àíòèãåíîì ôåðìåíòà. Åñëè ðåàêöèÿ ïðîøëà,
çíà÷èò, â èçó÷àåìîì îáðàçöå êðîâè èìåþòñÿ àí-
òèòåëà ê HIV. Â êà÷åñòâå àíòèãåíà â òàêèõ
òåñò-ñèñòåìàõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëèáî íàðà-
áîòàííûé íà êóëüòóðå êëåòîê è î÷èùåííûé
HIV, ëèáî åãî îòäåëüíûå áåëêè (èëè èõ ñìåñü),
ñèíòåçèðîâàííûå ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èí-
æåíåðèè â êëåòêàõ áàêòåðèé è äðîææåé.

Ìåòîä ÈÔÀ èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ìàññîâûõ îá-
ñëåäîâàíèé. Â ñëó÷àå ïîëîæèòåëüíîãî ðåçóëüòà-
òà îáÿçàòåëüíî âûïîëíÿþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå
èññëåäîâàíèÿ äðóãèìè ìåòîäàìè, îáåñïå÷èâàþ-
ùèå äîñòîâåðíîñòü ðåçóëüòàòîâ. Îäíàêî äàííàÿ
ñõåìà îáñëåäîâàíèÿ íà èíôèöèðîâàííîñòü HIV
ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü íå âñåõ ðåàëüíî çàðàæåí-
íûõ, òàê êàê èíôåêöèÿ âíà÷àëå îáû÷íî ïðîòåêà-
åò áåññèìïòîìíî è àíòèòåëà ê âèðóñó â êðîâè
ïîÿâëÿþòñÿ ëèøü ñïóñòÿ 3–6 ìåñ. ïîñëå çàðàæå-
íèÿ. Èìåííî ïîýòîìó äîíîðñêóþ êðîâü âàæíî
ïðîâåðÿòü íå òîëüêî ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì
ÈÔÀ, íî è áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì ìåòîäîì ÏÖÐ
äëÿ âûÿâëåíèÿ ÄÍÊ ïðîâèðóñà â êëåòêàõ êðîâè.
Êîíå÷íî, ýòî ñóùåñòâåííî óäîðîæàåò ïðîöåäó-
ðó òåñòèðîâàíèÿ äîíîðñêîé êðîâè, íî çàòî ïðàê-
òè÷åñêè ïîëíîñòüþ èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòü çà-
ðàæåíèÿ HIV ïðè ïåðåëèâàíèè êðîâè èëè åå
êîìïîíåíòîâ.

17.5.3. Ñòàäèè ðàçâèòèÿ HIV-èíôåêöèè

Äëÿ âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà õà-
ðàêòåðíû âñå îñîáåííîñòè æèçíåííîãî öèêëà
ðåòðîâèðóñîâ (ñì. 14.6.1). Îòëè÷èòåëüíûì
ñâîéñòâîì HIV ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îí àäñîðáèðó-
åòñÿ òîëüêî íà òåõ êëåòêàõ, êîòîðûå ñîäåðæàò íà
ïîâåðõíîñòè àíòèãåí CD4. Â îñíîâíîì ýòî
T4-ëèìôîöèòû, èãðàþùèå âàæíåéøóþ ðîëü
â êîîðäèíàöèè ðàáîòû âñåé èììóííîé ñèñòåìû.
Óíè÷òîæåíèå âèðóñîì ëèìôîöèòîâ ýòîãî òèïà è
îáóñëîâëèâàåò åãî èììóíîñóïðåññîðíîå äåéñò-
âèå.
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Ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ òåñòèðîâàíèÿ è ìíîãî-
ëåòíèå íàáëþäåíèÿ çà HIV-èíôèöèðîâàííûìè
ïàöèåíòàìè ïîçâîëèëè ïîäðîáíî èçó÷èòü òå÷å-
íèå äàííîé èíôåêöèè. Ñîãëàñíî ïðèíÿòîé êëàñ-
ñèôèêàöèè çàáîëåâàíèå â ñâîåì ðàçâèòèè ïðî-
õîäèò øåñòü ñòàäèé (ðèñ. 10 íà öâ. âêëåéêå).

Ïåðâàÿ ñòàäèÿ ïðîòåêàåò, êàê ïðàâèëî, áåñ-
ñèìïòîìíî è äëèòñÿ 6–12 ìåñ. ïîñëå çàðàæåíèÿ.
Â ýòî âðåìÿ ïðîèñõîäèò ðàçìíîæåíèå âèðóñà,
êîòîðîå çàòåì çàòóõàåò. Ñîäåðæàíèå T4-ëèìôî-
öèòîâ â êðîâè ïðè ýòîì îáû÷íî áëèçêî ê íîð-
ìå — îêîëî 800 êëåòîê â 1 ìë.

Âòîðàÿ, ñàìàÿ ïðîòÿæåííàÿ ñòàäèÿ çàíèìàåò
îáû÷íî 3–5 ëåò è õàðàêòåðèçóåòñÿ ðàçâèòèåì
õðîíè÷åñêîé ëèìôîàäåíîïàòèè (óâåëè÷åíèåì
ëèìôàòè÷åñêèõ óçëîâ) è ïîñòåïåííûì ñíèæå-
íèåì ñîäåðæàíèÿ T4-ëèìôîöèòîâ â êðîâè.
Ñàìî÷óâñòâèå áîëüíîãî íà ýòîé ñòàäèè âñå åùå
õîðîøåå.

Ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà T4-ëèìôîöèòîâ äî 400
êëåòîê â 1 ìë è ìåíåå çíàìåíóåò íàñòóïëåíèå
òðåòüåé ñòàäèè, êîòîðàÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ ñêðû-
òûì (ñóáêëèíè÷åñêèì) íàðóøåíèåì èììóííîé
ñèñòåìû.

×åòâåðòàÿ ñòàäèÿ ïî âíåøíèì ïðîÿâëåíèÿì
íå îòëè÷àåòñÿ îò ïðåäûäóùåé, íî äëÿ íåå õàðàê-
òåðíû áîëåå ãëóáîêèå èçìåíåíèÿ â èììóííîé
ñèñòåìå, êîòîðûå îáíàðóæèâàþò ëèøü äîïîë-
íèòåëüíûìè àíàëèçàìè.

Íà ïÿòîé ñòàäèè èììóííàÿ ñèñòåìà áîëüíî-
ãî óãíåòàåòñÿ íàñòîëüêî, ÷òî âîçíèêàþò êëèíè-
÷åñêèå ïðîÿâëåíèÿ â âèäå ìîëî÷íèöû — ïîðà-
æåíèÿ ñëèçèñòîé ïîëîñòè ðòà äðîææåïîäîáíû-
ìè ãðèáàìè Candida albicans, äðóãèõ ñòîéêèõ
âèðóñíûõ è/èëè ãðèáêîâûõ çàáîëåâàíèé êîæè
è ñëèçèñòûõ (íàïðèìåð õðîíè÷åñêîé èíôåêöèè
âèðóñîì ïðîñòîãî ãåðïåñà). Ê íà÷àëó ýòîé ñòà-
äèè êîíöåíòðàöèÿ T4-ëèìôîöèòîâ â êðîâè
îáû÷íî ñòàíîâèòñÿ ìåíåå 200 êëåòîê â 1 ìë.

×åðåç 1–2 ãîäà ïîñëå íà÷àëà ïÿòîé ñòàäèè
ó áîëüíîãî ðàçâèâàþòñÿ õðîíè÷åñêèå îïïîðòó-
íèñòè÷åñêèå èíôåêöèè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò
î ãëóáîêèõ íàðóøåíèÿõ èììóííîé ñèñòåìû.
×àñòî ýòî òÿæåëàÿ ïíåâìîíèÿ, âûçûâàåìàÿ ïðî-
ñòåéøèìè Pneumocystis carinii (ïíåâìîöèñòîç).
Òàêèå îñëîæíåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î ïåðåõîäå
HIV-èíôåêöèè â ïîñëåäíþþ, øåñòóþ ñòàäèþ,
êîòîðàÿ è íàçûâàåòñÿ ÑÏÈÄîì. Ñîäåðæàíèå
T4-ëèìôîöèòîâ ïðè ýòîì îáû÷íî íèæå 100 êëå-
òîê â 1 ìë. Äàííàÿ ñòàäèÿ äëèòñÿ, êàê ïðàâèëî,
íå áîëåå äâóõ ëåò è çàâåðøàåòñÿ ñìåðòüþ áîëü-
íîãî.

Êàê óæå óêàçûâàëîñü, íà ïåðâîé ñòàäèè èí-
ôåêöèè ïðîèñõîäèò àêòèâíîå ðàçìíîæåíèå âè-
ðóñà, îäíàêî ïî ìåðå ðàçâèòèÿ èììóííîãî îòâå-

òà ê íà÷àëó âòîðîé ñòàäèè åãî ñîäåðæàíèå
â êðîâè ñóùåñòâåííî ñíèæàåòñÿ (ðèñ. 11 íà öâ.
âêëåéêå). Çàòåì â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè
èäåò áîðüáà âèðóñà ñ èììóííîé ñèñòåìîé, êîòî-
ðàÿ ïðèâîäèò ê ïîñòåïåííîìó èñòîùåíèþ ïóëà
T4-ëèìôîöèòîâ è âîçðàñòàíèþ êîíöåíòðàöèè
âèðóñà â êðîâè. Ñî âðåìåíåì T4-ëèìôîöèòîâ
ñòàíîâèòñÿ òàê ìàëî, ÷òî èììóííàÿ ñèñòåìà
ïðàêòè÷åñêè íå äåéñòâóåò. Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó,
÷òî HIV áåñïðåïÿòñòâåííî ðàçìíîæàåòñÿ è îñ-
òàâøèåñÿ T4-ëèìôîöèòû áûñòðî ãèáíóò.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ìåäèöèíà íå ðàñïîëàãàåò ñðåäñòâàìè, êîòîðûå
ïîçâîëèëè áû âûëå÷èòü HIV-èíôèöèðîâàííîãî
÷åëîâåêà. Îäíàêî ðàçðàáîòàíû ñõåìû ëå÷åíèÿ,
çàäåðæèâàþùåãî íà íåêîòîðîå âðåìÿ ðàçâèòèå
çàáîëåâàíèÿ. Ïîñêîëüêó HIV-èíôåêöèÿ, êàê ïðà-
âèëî, ïðîòåêàåò äëèòåëüíî, îñîáåííî ïðè ëå÷å-
íèè, ìîæíî íàäåÿòüñÿ, ÷òî çà ýòî âðåìÿ ó÷åíûå
ñìîãóò ðàçðàáîòàòü íîâûå ïîäõîäû ê ëå÷åíèþ.

17.5.4. Âàðèàíòû âàêöèí ïðîòèâ âèðóñà
èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà

Ìíîãîëåòíèé îïûò ïîêàçûâàåò, ÷òî ñ âèðóñ-
íûìè èíôåêöèÿìè óäàåòñÿ óñïåøíî áîðîòüñÿ
ëèøü ïðè íàëè÷èè ýôôåêòèâíîé, äåøåâîé,
áåçîïàñíîé è ïðîñòîé â ïðèìåíåíèè âàêöèíû.
Ðàçðàáîòêà ëþáîé âàêöèíû òðåáóåò õîðîøåãî
çíàíèÿ ñâîéñòâ èíôåêöèîííîãî àãåíòà è çàêîíî-
ìåðíîñòåé ðàçâèòèÿ èììóííîãî îòâåòà îðãàíèç-
ìà íà èíôåêöèþ äàííûì ìèêðîîðãàíèçìîì.

Ïîñëåäíèå 20 ëåò áåñïðåöåäåíòíî áîëüøèå
óñèëèÿ ó÷åíûõ ìíîãèõ ñòðàí íàïðàâëåíû íà
èçó÷åíèå âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà
è ðàçðàáîòêó âàêöèíû ïðîòèâ íåãî, íî ïîêà îá
óñïåøíîì ðåøåíèè äàííîé ïðîáëåìû ãîâîðèòü
íå ïðèõîäèòñÿ. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî HIV
ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíûì òèïîì âèðóñà, ñ êàêèì äî
ñèõ ïîð ìåäèöèíñêàÿ íàóêà íå ñòàëêèâàëàñü.

Äëÿ îáúåäèíåíèÿ óñèëèé ìèðîâîãî ñîîá-
ùåñòâà â áîðüáå ïðîòèâ ýòîé ãðîçíîé èíôåêöèè
â 1996 ã. áûëà ñîçäàíà îðãàíèçàöèÿ, íàçâàííàÿ
Ìåæäóíàðîäíîé èíèöèàòèâîé ïî âàêöèíå ïðî-
òèâ ÑÏÈÄà (International AIDS Vaccine Initia-
tive, IAVI).

Â 1997 ã. â ÑØÀ îáúÿâëåíà íàöèîíàëüíàÿ
ïðîãðàììà ïî ñîçäàíèþ âàêöèíû ïðîòèâ
ÑÏÈÄà. Â ñèñòåìå íàöèîíàëüíûõ èíñòèòóòîâ
çäîðîâüÿ ÑØÀ îðãàíèçîâàí Öåíòð ïî ðàç-
ðàáîòêå âàêöèíû ïðîòèâ ÑÏÈÄà. Ñ 1997 ã.
è â Ðîññèè â ðàìêàõ ìåæâåäîìñòâåííîé íàó÷íî-
òåõíè÷åñêîé ïðîãðàììû «Âàêöèíû íîâîãî ïîêî-
ëåíèÿ è ìåäèöèíñêèå äèàãíîñòè÷åñêèå ñèñòåìû
áóäóùåãî» ïðîâîäÿòñÿ àêòèâíûå èññëåäîâàíèÿ
ïî íàïðàâëåíèþ «Èììóíîãåíû è âàêöèíû àíòè-
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ÑÏÈÄ». Äàæå ýòè ïðèìåðû èç äëèííîãî ñïèñêà
èíèöèàòèâ ðàçíûõ ñòðàí ãîâîðÿò î òîì, êàêîå
áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ ðàçðàáîòêå âàêöè-
íû ïðîòèâ HIV, êîòîðàÿ ïðèçâàíà îñòàíîâèòü êà-
òàñòðîôè÷åñêîå äëÿ ÷åëîâå÷åñòâà ðàñïðîñòðàíå-
íèå ïàíäåìèè äàííîãî èíôåêöèîííîãî çàáîëå-
âàíèÿ.

Âèðóñ èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà îáëàäàåò
ðÿäîì ñâîéñòâ, îáåñïå÷èâàþùèõ åìó ýôôåêòèâ-
íîå èçáåãàíèå àòàêè èììóííîé ñèñòåìû çàðà-
æåííîãî îðãàíèçìà ÷åëîâåêà.

1. HIV èíôèöèðóåò êëåòêè, èìåþùèå íà ñâî-
åé ïîâåðõíîñòè CD4-àíòèãåí. Ê òàêèì êëåòêàì
îòíîñÿòñÿ T4-ëèìôîöèòû, íàçûâàåìûå T-õåëïå-
ðàìè (ïîìîùíèêàìè), è ìàêðîôàãè. T4-ëèìôî-
öèòû îáû÷íî íàõîäÿòñÿ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ, íî
ïîñëå ïîÿâëåíèÿ â îðãàíèçìå ïàòîãåíà îíè àêòè-
âèðóþòñÿ è çàïóñêàþò ðàçâèòèå êàê êëåòî÷íîãî
(÷åðåç öèòîòîêñè÷åñêèå T8-ëèìôîöèòû), òàê
è ãóìîðàëüíîãî èììóííîãî îòâåòà, ò. å. èãðàþò
êëþ÷åâóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè èììóíèòåòà. Ìàê-
ðîôàãè òàêæå èíäóöèðóþò T-êëåòî÷íûé èììóí-
íûé îòâåò. Èíôèöèðîâàíèå HIV äàííûõ òèïîâ
êëåòîê è èõ ðàçðóøåíèå íàðóøàåò ðåãóëÿöèþ
èììóííûõ ìåõàíèçìîâ. Êëåòêè, êîòîðûå äîëæ-
íû çàïóñêàòü çàùèòíûå ðåàêöèè îðãàíèçìà, ñàìè
ÿâëÿþòñÿ ìèøåíÿìè äàííîãî ïàòîãåíà. Íåîáõî-
äèìî íàó÷èòüñÿ óíè÷òîæàòü òîëüêî òå êëåòêè,
êîòîðûå çàðàæåíû âèðóñîì, òàê êàê íåñåëåêòèâ-
íîå óíè÷òîæåíèå T4-ëèìôîöèòîâ è ìàêðîôàãîâ
ïðèâåäåò íå ê èçëå÷èâàíèþ çàðàæåííîãî ÷åëî-
âåêà, à ê óíè÷òîæåíèþ åãî èììóííîé ñèñòåìû
è áûñòðîé ãèáåëè.

2. Ðåïëèêàöèÿ ãåíîìà HIV õàðàêòåðèçóåòñÿ
î÷åíü âûñîêîé ÷àñòîòîé îøèáîê, ÷òî ïðèâîäèò
ê ïîñòîÿííîìó âîçíèêíîâåíèþ ìóòàíòíûõ
ôîðì âèðóñà ñ èçìåíåííîé àíòèãåííîé ñòðóêòó-
ðîé. Òàêîé àíòèãåííûé äðåéô íàáëþäàåòñÿ, íà-
ïðèìåð, ó âèðóñà ãðèïïà, ÷òî ïðåïÿòñòâóåò ðàç-
ðàáîòêå ýôôåêòèâíîé âàêöèíû ïðîòèâ íåãî.
Ó HIV ñêîðîñòü íàêîïëåíèÿ ìóòàöèé â 65 ðàç
âûøå. Íà ïåðâîé ñòàäèè èíôåêöèè ïðîèñõîäèò
àêòèâíîå ðàçìíîæåíèå âèðóñà, ñîïðîâîæäàþ-
ùååñÿ èíòåíñèâíûì ãóìîðàëüíûì è T-êëåòî÷-
íûì èììóííûì îòâåòîì. Â ðåçóëüòàòå òàêîé
ñïåöèôè÷íîé ïðîòèâîâèðóñíîé àòàêè ïðîèñõî-
äèò îòáîð âàðèàíòîâ HIV, êîòîðûå íå óçíàþòñÿ
íàðàáîòàííûìè àíòèòåëàìè è öèòîòîêñè÷åñêè-
ìè ëèìôîöèòàìè. Ïîýòîìó â îðãàíèçìå ÷åëîâå-
êà íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ èíôåêöèè âèðóñ ñóùåñò-
âåííî îòëè÷àåòñÿ ïî àíòèãåííîé ñòðóêòóðå îò
âèðóñà, âûçâàâøåãî çàðàæåíèå.

Èçó÷åíèå èçîëÿòîâ HIV ïîêàçàëî, ÷òî êðîìå
èíäèâèäóàëüíîé âàðèàáåëüíîñòè äëÿ äàííîãî
âèðóñà õàðàêòåðíî íàëè÷èå ìíîæåñòâà ñóáòèïîâ,

ðàçëè÷àþùèõñÿ ãåíåòè÷åñêè è ñåðîòèïè÷åñêè
(ðèñ. 9 íà öâ. âêëåéêå). Â Åâðîïå è â Àìåðèêå
÷àùå âñåãî âñòðå÷àåòñÿ ñóáòèï B. Â Àôðèêå êðî-
ìå íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííîãî íà çåìíîì øàðå
âèäà HIV-1 îáíàðóæåí äðóãîé âèä — HIV-2,
èìåþùèé çíà÷èòåëüíûå îòëè÷èÿ îò HIV-1. Òàêîå
ðàçíîîáðàçèå âàðèàíòîâ âèðóñà âíîñèò äîïîëíè-
òåëüíûå ñëîæíîñòè â ðàçðàáîòêó ýôôåêòèâíîé
âàêöèíû äëÿ ìàññîâîãî ïðèìåíåíèÿ.

3. HIV ñïîñîáåí ñóùåñòâîâàòü êàê ïðîâèðóñ,
ò. å. åãî ãåíîì âñòðàèâàåòñÿ â õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ
êëåòîê. Â ýòîé ôîðìå âèðóñ ìîæåò íàõîäèòüñÿ
äîëãîå âðåìÿ, è îí çàùèùåí îò âîçäåéñòâèÿ èì-
ìóííîé ñèñòåìû. Ïîýòîìó âàæíî ðàçðàáîòàòü òà-
êóþ âàêöèíó, êîòîðàÿ ïðåïÿòñòâîâàëà áû çàðàæå-
íèþ âèðóñîì ÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê.

4. Áîëüøîé ïðîáëåìîé ïðè ñîçäàíèè âàêöè-
íû ïðîòèâ HIV ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå ïîäõîäÿ-
ùåé ìîäåëè ÑÏÈÄà íà ëàáîðàòîðíûõ æèâîò-
íûõ.

Êðîìå ÷åëîâåêà HIV-1 ìîæåò çàðàæàòü
òîëüêî øèìïàíçå, îäíàêî ó íèõ íå íàáëþäàåòñÿ
ñèìïòîìîâ èììóííîñóïðåññèè. Ïîýòîìó ïîòåí-
öèàëüíûå âàêöèíû ïðîòèâ HIV ìîãóò ïðîâå-
ðÿòüñÿ íà øèìïàíçå ëèøü ïî ïîäàâëåíèþ ðåï-
ëèêàöèè âèðóñà. Äðóãèì íåäîñòàòêîì äàííîé
ëàáîðàòîðíîé ìîäåëè ÿâëÿåòñÿ äîðîãîâèçíà,
ìàëàÿ ÷èñëåííîñòü è ñëîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ ïî-
òîìñòâà ýòèõ ïðèìàòîâ.

Ìàêàêè ðåçóñû íå çàðàæàþòñÿ HIV-1, íî
îíè âûñîêî÷óâñòâèòåëüíû ê âèðóñó èììóíî-
äåôèöèòà îáåçüÿí (SIV). Èíôåêöèÿ ðåçóñîâ
äàííûì âèðóñîì ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ ó íèõ
ÑÏÈÄ-ïîäîáíîãî çàáîëåâàíèÿ, çàâåðøàþùå-
ãîñÿ ãèáåëüþ æèâîòíûõ. SIV èìååò ðÿä ïðèí-
öèïèàëüíûõ îòëè÷èé îò HIV ïî ãåíåòè÷åñêîé
îðãàíèçàöèè, òåì íå ìåíåå îí ÿâëÿåòñÿ áëè-
æàéøèì ðîäñòâåííèêîì ÷åëîâå÷åñêîãî âèðóñà.
Ìàêàêè ðåçóñû ìíîãî÷èñëåííû â ïðèðîäå è
ëåãêî ðàçìíîæàþòñÿ â íåâîëå. Ïîýòîìó ïàðà
SIV – ìàêàê ðåçóñ î÷åíü ïîëåçíà êàê ëàáîðà-
òîðíàÿ ìîäåëü â âûðàáîòêå ñòðàòåãèè ñîçäàíèÿ
ïîòåíöèàëüíîé âàêöèíû ïðîòèâ ÑÏÈÄà.

5. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåò ÷åòêèõ êðèòåðèåâ
îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè âàêöèí ïðîòèâ HIV.
Íåèçâåñòíî, êàêîé óðîâåíü àíòèòåë è/èëè öèòî-
òîêñè÷åñêèõ ëèìôîöèòîâ íåîáõîäèì äëÿ ýô-
ôåêòèâíîãî ïðåäîòâðàùåíèÿ HIV-èíôåêöèè ó
÷åëîâåêà. Êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ ïîòåíöèàëü-
íûõ âàêöèí ïðîõîäÿò òðè ôàçû. Ñíà÷àëà íà îã-
ðàíè÷åííîì êðóãå äîáðîâîëüöåâ îöåíèâàåòñÿ
áåçîïàñíîñòü ïîòåíöèàëüíîé âàêöèíû, çàòåì
îïðåäåëÿåòñÿ åå èììóíîãåííîñòü è íàêîíåö íà
ðàñøèðåííîì êðóãå äîáðîâîëüöåâ îöåíèâàåòñÿ
ïðîòåêòèâíàÿ ýôôåêòèâíîñòü.
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Â êàêîì ñëó÷àå ìîæíî ñ÷èòàòü èììóíèçà-
öèþ óñïåøíîé? Ýòè÷åñêèå íîðìû òðåáóþò,
÷òîáû äîáðîâîëüöû, íà êîòîðûõ èñïûòûâàåòñÿ
ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ âàêöèíà, áûëè ïðåäóïðåæ-
äåíû î íåîáõîäèìîñòè èçáåãàòü ïîâåäåíèÿ, âå-
äóùåãî ê çàðàæåíèþ HIV, è ïîýòîìó íèçêàÿ çà-
áîëåâàåìîñòü ÑÏÈÄîì ó ýòèõ ëþäåé ìîæåò îò-
ðàæàòü íå äåéñòâèå èçó÷àåìîé âàêöèíû, à ïåðå-
õîä ê áåçîïàñíîìó ñåêñó. Ó÷èòûâàÿ äëèòåëüíûé
ëàòåíòíûé ïåðèîä HIV-èíôåêöèè, íå ÿñíî,
ñêîëüêî âðåìåíè (2–5 ëåò?) ñëåäóåò íàáëþäàòü
çà âàêöèíèðîâàííûìè è êîíòðîëüíîé ãðóïïîé
íåèììóíèçèðîâàííûõ äîáðîâîëüöåâ, ÷òîáû
óáåäèòüñÿ â ýôôåêòèâíîñòè âàêöèíû.

Íåñìîòðÿ íà ïåðå÷èñëåííûå ñëîæíîñòè
â ðàçðàáîòêå è îöåíêå ýôôåêòèâíîñòè âàêöèíû
ïðîòèâ HIV, ïîñëåäíèå 10–15 ëåò ïðîâîäÿòñÿ
èíòåíñèâíûå èññëåäîâàíèÿ â äàííîì íàïðàâëå-
íèè. Åñòü íàäåæäà, ÷òî íàêîïëåíèå êàê ïîëî-
æèòåëüíûõ, òàê è îòðèöàòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ
â êîíå÷íîì èòîãå ïîçâîëèò ïðåäëîæèòü îïòè-
ìàëüíûå ñõåìû âàêöèíàöèè.

Ðàññìîòðèì ðàçíûå òèïû âàêöèí, ðàçðàáà-
òûâàåìûõ ïðîòèâ âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷å-
ëîâåêà.

Ñóáúåäèíè÷íàÿ âàêöèíà. Ïåðâûå ðàçðà-
áîòêè âàêöèíû ïðîòèâ HIV, íà÷àòûå âñêîðå ïî-
ñëå îòêðûòèÿ äàííîãî âèðóñà, áûëè íàïðàâëåíû
íà ïîëó÷åíèå ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè îñíîâíîãî èììóíîãåííîãî áåëêà îáîëî÷êè
HIV-1, íàçûâàåìîãî gp120. Â ýêñïåðèìåíòàõ íà
øèìïàíçå äëÿ íåêîòîðûõ îñîáåé áûë ïîêàçàí
çàùèòíûé ýôôåêò ýêñïåðèìåíòàëüíîé âàêöèíû
îò çàðàæåíèÿ HIV. Óæå â 1987 ã. (ðåêîðäíî êî-
ðîòêèé ñðîê!) 140 çäîðîâûì äîáðîâîëüöàì áûë
ââåäåí ïðåïàðàò òàêîãî áåëêà. Ïîëó÷åííàÿ
ñóáúåäèíè÷íàÿ âàêöèíà èíäóöèðîâàëà àêòèâ-
íûé ãóìîðàëüíûé èììóííûé îòâåò, íî T-êëå-
òî÷íûé îòâåò áûë ñëàáûì, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ
âàêöèí äàííîãî òèïà. Àíòèòåëà, âûäåëåííûå èç
êðîâè äîáðîâîëüöåâ, èíãèáèðîâàëè ðåïëèêà-
öèþ âèðóñà â êóëüòóðå êëåòîê, íî èíãèáèðîâà-
íèå áûëî øòàììîñïåöèôè÷íûì. Ãåí gp120 áûë
âçÿò îò HIV-1 ñóáòèïà B, è ïîëó÷åííàÿ ñóáúåäè-
íè÷íàÿ âàêöèíà èíäóöèðîâàëà áèîñèíòåç â îð-
ãàíèçìå ÷åëîâåêà âèðóñíåéòðàëèçóþùèõ àíòè-
òåë òîëüêî ïðîòèâ äàííîãî ñóáòèïà. Ðàñøèðåí-
íûå èñïûòàíèÿ âàêöèíû íà îñíîâå gp120 ïðî-
âîäÿòñÿ íà äîáðîâîëüöàõ â Òàèëàíäå. Îäíîâðå-
ìåííî ñîçäàåòñÿ àíàëîãè÷íûé âàðèàíò êàíäè-
äàòíîé âàêöèíû gp120 äëÿ ñóáòèïà E HIV-1,
íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþùåãîñÿ â Òàèëàíäå.
Ïëàíèðóåòñÿ èñïîëüçîâàòü äëÿ èììóíèçàöèè
ñìåñü ýòèõ áåëêîâ.

Äðóãîé ïóòü ïîëó÷åíèÿ ïîòåíöèàëüíîé âàê-
öèíû ñîñòîèò â ñîçäàíèè òàê íàçûâàåìûõ ïñåâ-
äîâèðèîíîâ HIV. Â ÄÍÊ ïðîâèðóñà äåëåòèðî-
âàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, íåîáõîäèìóþ äëÿ
óïàêîâêè âèðóñíîé ÐÍÊ â âèðèîí, à òàêæå ó÷à-
ñòêè ïðîâèðóñà, ñ êîòîðûõ èíèöèèðóåòñÿ òðàíñ-
êðèïöèÿ âèðóñíîé ÐÍÊ. Òàêóþ ïðîâèðóñíóþ
ÄÍÊ ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ïîìåñ-
òèëè ïîä êîíòðîëü ðåãóëèðóåìîãî ïðîìîòîðà
÷åëîâå÷åñêîãî ãåíà è ââåëè â êóëüòóðó ïåðåâè-
âàåìûõ êëåòîê ïî÷êè àôðèêàíñêîé çåëåíîé ìàð-
òûøêè. Ïîëó÷åííàÿ ëèíèÿ êëåòîê ïðîäóöèðîâà-
ëà âèðèîíû, íå ñîäåðæàùèå âèðóñíîé ÐÍÊ, îíè
âûõîäèëè èç êëåòîê â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, èç
êîòîðîé èõ è ñîáèðàëè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ïñåâäîâèðèîíû HIV íåèíôåêöèîííû è èììó-
íîãåííû. Íî, êàê è ëþáàÿ áåëêîâàÿ âàêöèíà,
ïñåâäîâèðèîíû èíèöèèðóþò ðàçâèòèå â îñíîâ-
íîì ãóìîðàëüíîãî èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ
HIV îïðåäåëåííîãî ñóáòèïà.

Ìíîãîîáåùàþùèì íàïðàâëåíèåì ðàáîò ÿâ-
ëÿåòñÿ ñîçäàíèå ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæå-
íåðèè íåïðèðîäíûõ áåëêîâ, ñîñòîÿùèõ èç ðàç-
ëè÷íûõ Ò- è Â-êëåòî÷íûõ ýïèòîïîâ îñíîâíûõ
àíòèãåíîâ HIV. Äëÿ ýòîãî íà îñíîâàíèè äàííûõ
îá àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ãëàâ-
íûõ àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò âèðóñíûõ áåëêîâ,
îáåñïå÷èâàþùèõ èììóííûé îòâåò, ñîñòàâëÿåò-
ñÿ íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåí-ýêâè-
âàëåíòà, êîäèðóþùåãî öåïî÷êó òàêèõ ýïèòîïîâ.
Ðàññ÷èòàííûé ãåí-ýêâèâàëåíò ñèíòåçèðóåòñÿ
õèìèêî-ôåðìåíòàòèâíûì ïóòåì, âñòðàèâàåòñÿ
â ïîäõîäÿùóþ âåêòîðíóþ ìîëåêóëó è ýêñïðåñ-
ñèðóåòñÿ â âûáðàííîé ñèñòåìå áàêòåðèàëüíûõ,
äðîææåâûõ èëè æèâîòíûõ êëåòîê. Ïîëó÷àåìûé
íåïðèðîäíûé ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê ìîæåò
ÿâèòüñÿ óäà÷íîé ñóáúåäèíè÷íîé âàêöèíîé ñðàçó
ïðîòèâ ìíîãèõ ñóáòèïîâ HIV. Òàêèå ðàáîòû
ïðîâîäÿòñÿ â íåñêîëüêèõ íàó÷íûõ öåíòðàõ,
â òîì ÷èñëå è â Ãîñóäàðñòâåííîì íàó÷íîì öåí-
òðå âèðóñîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè «Âåêòîð»
(Êîëüöîâî, Ðîññèÿ).

Æèâàÿ àòòåíóèðîâàííàÿ âàêöèíà îáåñïå-
÷èâàåò íàèáîëåå ïîëíîöåííûé èììóíèòåò ïðî-
òèâ ïàòîãåííîãî âèðóñà, ïîýòîìó â ðÿäå ëàáîðà-
òîðèé ïðîâîäÿòñÿ èññëåäîâàíèÿ ïî ðàçðàáîòêå
âàêöèíû äàííîãî òèïà ïðîòèâ HIV. Îáíàäåæè-
âàþùèå ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû íà ìîäåëè âèðóñà
èììóíîäåôèöèòà îáåçüÿí. Àòòåíóàöèè âèðóñà
äîáèâàëèñü äåëåöèÿìè íåêîòîðûõ ãåíîâ, ïðèâî-
äÿùèìè ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæåíèþ ñêîðîñòè
ðàçìíîæåíèÿ âèðóñà. Ââåäåíèå ìàêàêàì ïîëó-
÷åííîé âàêöèíû íå ïðèâîäèëî ê ðàçâèòèþ
ÑÏÈÄ-ïîäîáíîãî çàáîëåâàíèÿ, íî îáåñïå÷èâà-
ëî íàäåæíóþ èììóííóþ çàùèòó îò ïîñëåäóþ-
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ùåãî èíôèöèðîâàíèÿ ýòèõ æèâîòíûõ âûñîêîâè-
ðóëåíòíûì SIV.

Ïî àíàëîãèè ñ SIV áûë ïîëó÷åí äåëåöèîí-
íûé âàðèàíò âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà,
êîòîðûé ðåïëèöèðîâàëñÿ î÷åíü ìåäëåííî ïî
ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì âèðóñîì. Îäíàêî ïðè
âàêöèíàöèè ýòèì àòòåíóèðîâàííûì âàðèàíòîì
HIV äâóõ øèìïàíçå íå óäàëîñü çàôèêñèðîâàòü
ïîñëåäóþùåé èõ çàùèòû îò èíôèöèðîâàíèÿ
ïðèðîäíûì HIV (êëèíè÷åñêèõ ïðîÿâëåíèé
ÑÏÈÄ-ïîäîáíîãî çàáîëåâàíèÿ ó øèìïàíçå íå
íàáëþäàåòñÿ). Òåì íå ìåíåå ïîïûòêè ñîçäàòü
àòòåíóèðîâàííûé âàêöèííûé øòàìì HIV ïðî-
äîëæàþòñÿ.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ðÿä èññëåäîâàòåëåé
âîçðàæàþò ïðîòèâ èñïîëüçîâàíèÿ àòòåíóèðî-
âàííîãî HIV â êà÷åñòâå æèâîé âàêöèíû. Àðãó-
ìåíòû ïðîòèâíèêîâ äàííîãî ïîäõîäà ñîñòîÿò
â òîì, ÷òî æèâîé âèðóñ, õîòÿ è îñëàáëåííûé, áó-
äåò ñïîñîáåí ðåêîìáèíèðîâàòü ñ ýíäîãåííûìè
ðåòðîâèðóñíûìè íóêëåîòèäíûìè ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿìè ÷åëîâåêà è â ðåçóëüòàòå èíòåãðà-
öèè ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ â õðîìîñîìû êëåòîê ìî-
æåò íàáëþäàòüñÿ èíñåðöèîííûé (âñòàâî÷íûé)
ìóòàãåíåç. Êðîìå òîãî, íåëüçÿ èñêëþ÷èòü âîç-
ìîæíîñòü ðåâåðñèè àòòåíóèðîâàííîãî øòàììà
ê âèðóëåíòíîìó âàðèàíòó. Áîëåå òîãî, HIV âû-
ðàùèâàþò íà êóëüòóðå ðàêîâûõ êëåòîê, à áèî-
ïðåïàðàòû, ïîëó÷àåìûå íà òàêèõ êëåòêàõ,
íå ðàçðåøåíû äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ìåäèöèíå.
×òîáû îáîéòè äàííîå ïðåïÿòñòâèå, ïðåäëàãàþò
ïðîâèðóñíóþ ÄÍÊ áóäóùåãî àòòåíóèðîâàííîãî
øòàììà HIV âñòðîèòü â ñîñòàâ áàêòåðèàëüíîé
ïëàçìèäû è âûðàùèâàòü òàêóþ ãèáðèäíóþ
ÄÍÊ â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ ñ ïîñëåäóþùèì
âûäåëåíèåì åå â âûñîêîî÷èùåííîé ôîðìå. Òà-
êóþ ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó ìîæíî áóäåò èíúåöè-
ðîâàòü ÷åëîâåêó. Ïîñëå ïîïàäàíèÿ â êëåòêó ïðî-
âèðóñíàÿ ÄÍÊ áóäåò èíòåãðèðîâàòüñÿ â õðîìî-
ñîìû, à çàòåì ñ íåå áóäóò ñ÷èòûâàòüñÿ âèðóñíàÿ
ãåíîìíàÿ ÐÍÊ è âèðóñíûå áåëêè, ÷òî ïðèâåäåò
ê îáðàçîâàíèþ èíôåêöèîííûõ ÷àñòèö HIV. Ýòî
è îáóñëîâèò âàêöèíàöèþ ÷åëîâåêà àòòåíóèðî-
âàííûì âèðóñîì.

Ó÷èòûâàÿ ïîòåíöèàëüíóþ îïàñíîñòü æèâîé
àòòåíóèðîâàííîé âàêöèíû ïðîòèâ HIV, ïîêà
íåëüçÿ ñêàçàòü, áóäåò ëè òàêàÿ âàêöèíà ñîçäàíà
è èñïîëüçîâàíà â ìàññîâîì ìàñøòàáå äëÿ èììó-
íèçàöèè ëþäåé.

Èíàêòèâèðîâàííàÿ âàêöèíà. Ñòèìóëîì
äëÿ èññëåäîâàíèé, íàïðàâëåííûõ íà ñîçäàíèå
èíàêòèâèðîâàííîé öåëüíîâèðèîííîé âàêöèíû,
ÿâèëèñü ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà ìîäåëüíûõ
ñèñòåìàõ. Âèðóñ èììóíîäåôèöèòà îáåçüÿí áûë
èíàêòèâèðîâàí îáðàáîòêîé ôîðìàëüäåãèäîì.

Ïîëó÷åííûì ïðåïàðàòîì èììóíèçèðîâàëè ìà-
êàê, êîòîðûõ çàòåì çàðàæàëè æèâûì SIV â äîçå,
çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàþùåé ìèíèìàëüíóþ èí-
ôåêöèîííóþ äîçó. Ó âñåõ êîíòðîëüíûõ íåèììó-
íèçèðîâàííûõ æèâîòíûõ ðàçâèëñÿ ñèíäðîì èì-
ìóíîäåôèöèòà, â òî âðåìÿ êàê íè ó îäíîé èç
âàêöèíèðîâàííûõ îáåçüÿí ïðèçíàêîâ çàáîëåâà-
íèÿ âûÿâëåíî íå áûëî, õîòÿ íåêîòîðûå èç íèõ
îêàçàëèñü èíôèöèðîâàííûìè SIV.

Èíàêòèâèðîâàííûé HIV-1 áûë òåñòèðîâàí
íà øèìïàíçå è ïîêàçàë çàùèòíûé ýôôåêò ïðî-
òèâ HIV-èíôåêöèè. Îäíàêî, êàê è â ñëó÷àå
ñ SIV, èíàêòèâèðîâàííûå âàêöèíû îáåñïå÷èâà-
ëè çàùèòó ëèøü ïî îòíîøåíèþ ê øòàììàì âè-
ðóñîâ, èñïîëüçîâàííûì äëÿ ïîëó÷åíèÿ äàííûõ
âàêöèí.

Èñïûòàíèå èíàêòèâèðîâàííîé âàêöèíû íà
ãðóïïå HIV-èíôèöèðîâàííûõ äîáðîâîëüöåâ
ñ ðàííèìè ñèìïòîìàìè ÑÏÈÄà äàëî íåîäíî-
çíà÷íûå ðåçóëüòàòû. Ïðåäïîëàãàëè, ÷òî òàêàÿ
èììóíèçàöèÿ ìîæåò àêòèâèðîâàòü èììóííûé
îòâåò ïðîòèâ âèðóñíûõ àíòèãåíîâ. Ó ÷àñòè ïà-
öèåíòîâ íàáëþäàëè ïîâûøåíèå óðîâíÿ T4-ëèì-
ôîöèòîâ, â òî âðåìÿ êàê ó äðóãèõ ñîäåðæàíèå
T-õåëïåðîâ ïîñëå âàêöèíàöèè ñíèçèëîñü. Â ÷åì
ïðè÷èíà òàêîé èíäèâèäóàëüíîé ðåàêöèè íà
ïðîâåäåííóþ âàêöèíàöèþ, ïîêà íå ÿñíî, è òðå-
áóþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, íà ïóòè âîçìîæíîãî ââåäå-
íèÿ â ìåäèöèíñêóþ ïðàêòèêó èíàêòèâèðîâàí-
íîé âàêöèíû ïðîòèâ HIV åùå ïðåäñòîèò ïðî-
âåñòè áîëüøîé îáúåì èññëåäîâàíèé êàê íà ìî-
äåëüíûõ æèâîòíûõ, òàê è íà äîáðîâîëüöàõ.

Æèâàÿ ðåêîìáèíàíòíàÿ âàêöèíà. Â êà÷å-
ñòâå ïåðñïåêòèâíîãî îáúåêòà äëÿ ñîçäàíèÿ ðå-
êîìáèíàíòíûõ âèðóñîâ, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ
èììóíîïðîôèëàêòèêè HIV-èíôåêöèè, ðàññìàò-
ðèâàåòñÿ âèðóñ îñïîâàêöèíû.

Îòëè÷èòåëüíûìè ÷åðòàìè âèðóñà îñïîâàê-
öèíû ÿâëÿþòñÿ åãî âûñîêàÿ èììóíîãåííîñòü,
óñòîé÷èâîñòü ê âîçäåéñòâèþ òåïëà (ò. å. íå òðå-
áóåòñÿ õðàíèòü âèðóñ â óñëîâèÿõ çàìîðàæèâà-
íèÿ), ïðîñòîòà ïðèâèâàíèÿ è íèçêàÿ ñòîèìîñòü
ïðîèçâîäñòâà. Êðîìå òîãî, â õîäå âñåìèðíîé
êàìïàíèè ïî èñêîðåíåíèþ îñïû íàêîïëåí ãðî-
ìàäíûé îïûò ïðèìåíåíèÿ âèðóñà îñïîâàêöèíû
äëÿ èììóíèçàöèè íàñåëåíèÿ.

Âñòðîéêà â ÄÍÊ âèðóñà îñïîâàêöèíû ãåíîâ
áåëêîâ-èììóíîãåíîâ ðàçëè÷íûõ èíôåêöèîííûõ
àãåíòîâ ïîçâîëÿåò ñîçäàâàòü æèâûå ðåêîìáè-
íàíòíûå âàêöèíû, â òîì ÷èñëå ïîëèâàëåíòíûå,
êîòîðûå ñîõðàíÿþò âñå ïðåèìóùåñòâà âèðóñà
îñïîâàêöèíû. Áîëåå òîãî, âñòðîéêà â ãåíîì ðå-
êîìáèíàíòíûõ âèðóñîâ îñïîâàêöèíû ãåíîâ òà-
êèõ öèòîêèíîâ, êàê èíòåðëåéêèí 2 è èíòåðëåé-
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êèí 12, ïðèâîäèò ê äîïîëíèòåëüíîé àêòèâàöèè
T-êëåòî÷íîãî èììóííîãî îòâåòà, â òîì ÷èñëå ïðî-
òèâ ñèíòåçèðóåìîãî âèðóñîì ÷óæåðîäíîãî àíòè-
ãåíà.

Â ÑØÀ óæå ïðîâåäåíà ïåðâàÿ ôàçà êëèíè-
÷åñêèõ èñïûòàíèé ðåêîìáèíàíòíîãî âèðóñà îñ-
ïîâàêöèíû, ýêñïðåññèðóþùåãî ãåí ïîâåðõíîñò-
íîãî áåëêà gp120 HIV-1. Ïðè ýòîì ó ïàöèåíòîâ
íå âûÿâëåíî êàêèõ-ëèáî ñåðüåçíûõ ïîáî÷íûõ
ýôôåêòîâ è ïîêàçàíî ðàçâèòèå êëåòî÷íîãî è ãó-
ìîðàëüíîãî èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ HIV,
êîòîðûé óñèëèâàëñÿ ïîñëå äîïîëíèòåëüíîé
èììóíèçàöèè áåëêîì gp120.

Î÷åâèäíî, ÷òî ðàáîòû ïî ñîçäàíèþ ðåêîì-
áèíàíòíûõ ïîêñâèðóñîâ íåîáõîäèìî ïðîäîë-
æàòü, èñïîëüçóÿ íîâûå, áîëåå ýôôåêòèâíûå èì-
ìóíîãåíû ïðîòèâ HIV.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â êà÷åñòâå âåêòîðà àê-
òèâíî èñïîëüçóþò áåçîïàñíûé äëÿ ÷åëîâåêà âè-
ðóñ îñïû êàíàðååê, êîòîðûé ëèøü ÷àñòè÷íî
æèçíåñïîñîáåí â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà, íî íå
äàåò ïîòîìñòâà. Äàííûé âèðóñ îáåñïå÷èâàåò
ðàçâèòèå ïîëíîöåííîãî èììóííîãî îòâåòà, ïðå-
æäå âñåãî T-êëåòî÷íîãî, ïðîòèâ öåëåâûõ àíòè-
ãåíîâ, â òîì ÷èñëå àíòèãåíîâ HIV. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ïðîâîäÿòñÿ êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ òà-
êîãî ðåêîìáèíàíòíîãî âèðóñà íà äîáðîâîëüöàõ.

ÄÍÊ-âàêöèíû. Íàêàïëèâàþùèåñÿ â ïî-
ñëåäíèå ãîäû äàííûå äåìîíñòðèðóþò áîëüøóþ
ïåðñïåêòèâíîñòü íàó÷íîãî íàïðàâëåíèÿ ïî ðàç-
ðàáîòêå ýòîãî òèïà âàêöèí (ñì. 17.4). Âîçìîæ-
íîñòü âûïîëíåíèÿ ìíîãîôàêòîðíûõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ñ ÄÍÊ-âàêöèíàìè, âêëþ÷àþùèìè óñè-
ëèòåëè êëåòî÷íîãî èììóííîãî îòâåòà (öèòîêè-
íû, èììóíîñòèìóëèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ÄÍÊ), îñîáåííî âàæíà äëÿ ðàçðàáîòêè ñòðà-
òåãèè âàêöèíîïðîôèëàêòèêè HIV-èíôåêöèè.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âàðèàíòû ÄÍÊ-âàêöèí ïðî-
òèâ HIV èçó÷àþòñÿ íà ìîäåëÿõ øèìïàíçå è ìà-
êàê ðåçóñîâ è äåìîíñòðèðóþò îáíàäåæèâàþùèå
ðåçóëüòàòû. Íà÷àòû ïåðâûå èñïûòàíèÿ íà îãðà-
íè÷åííîì êðóãå äîáðîâîëüöåâ.

Â ïðîöåññå èçó÷åíèÿ ïàíäåìèè ÑÏÈÄà óäà-
ëîñü îáíàðóæèòü, ÷òî íåêîòîðûå ëþäè îñòàþò-

ñÿ ñåðîíåãàòèâíûìè, ò. å. ó íèõ íå âûðàáàòûâà-
þòñÿ àíòèòåëà ïðîòèâ HIV, íåñìîòðÿ íà èíòåí-
ñèâíóþ ýêñïîçèöèþ âèðóñà. Ýòè èíäèâèäóóìû
èìåþò ñòðîãèé T-êëåòî÷íûé èììóíèòåò ïðîòèâ
äàííîé èíôåêöèè. Ïîëàãàþò, ÷òî òàêîé íåîáû÷-
íûé èììóííûé îòâåò ìîæåò ðàçâèòüñÿ ïðè çàðà-
æåíèè íèçêîé äîçîé HIV. Â ýêñïåðèìåíòàõ íà
ìàêàêàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èììóíèçàöèÿ íèç-
êîé äîçîé âèðóñà èììóíîäåôèöèòà îáåçüÿí âû-
çûâàåò ñèëüíûé ïðîòåêòèâíûé ýôôåêò ïðîòèâ
SIV-èíôåêöèè. Ïðè ýòîì â îñíîâíîì ðåãèñòðè-
ðóåòñÿ T-êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò. Ïðè ââå-
äåíèè ìàêàêàì SIV â âûñîêîé äîçå ôîðìèðîâàë-
ñÿ â îñíîâíîì ñèëüíûé ãóìîðàëüíûé îòâåò
è ðàçâèâàëàñü âèðóñíàÿ èíôåêöèÿ. Ãóìîðàëü-
íûé è êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò âçàèìîñâÿçà-
íû, è àêòèâíîå ðàçâèòèå îäíîãî çâåíà èììóíè-
òåòà àâòîìàòè÷åñêè ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ
äðóãîãî. Òàêèì îáðàçîì, ìíîãèå ïðåäûäóùèå
ðàçðàáîòêè ïîòåíöèàëüíûõ âàêöèí, îðèåíòèðî-
âàííûå íà èíäóêöèþ ñèëüíîãî ãóìîðàëüíîãî
îòâåòà ïðîòèâ HIV, ñêîðåå âñåãî, îêàæóòñÿ ìà-
ëîýôôåêòèâíûìè. Âàêöèíà ïðîòèâ HIV ïðåæäå
âñåãî äîëæíà àêòèâèðîâàòü ñïåöèôè÷íûé
T-êëåòî÷íûé îòâåò.

Âïîëíå âîçìîæíî, ÷òî âàêöèíà ïðîòèâ HIV
áóäåò êîìáèíèðîâàííîé ìíîãîêîìïîíåíòíîé.
Â êà÷åñòâå ïåðñïåêòèâíûõ ñîñòàâëÿþùèõ òàêîé
âàêöèíû ïðåäëàãàþòñÿ èììóíîãåíû íà îñíîâå
ïîêñâèðóñíîãî âåêòîðà, ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè,
ÄÍÊ-âàêöèíû è, âîçìîæíî, èíàêòèâèðîâàííûé
âèðóñ. Ýòî äîëæíà áûòü ïîëèâàëåíòíàÿ âàêöè-
íà, ñîäåðæàùàÿ íàáîð ýïèòîïîâ ðàçëè÷íûõ ñóá-
òèïîâ HIV. Î÷åíü âàæíûì íàïðàâëåíèåì èññëå-
äîâàíèé ÿâëÿåòñÿ âûáîð îïòèìàëüíîé ñõåìû
èììóíèçàöèè.

Â öåëîì, ó÷èòûâàÿ íåîáû÷íûå ñâîéñòâà
HIV è îòñóòñòâèå àäåêâàòíîé ëàáîðàòîðíîé ìî-
äåëè âûçûâàåìîãî èì çàáîëåâàíèÿ, ñëåäóåò
ïðèçíàòü, ÷òî ïðåäñòîèò ñëîæíûé ïóòü ñ ïðè-
âëå÷åíèåì íîâåéøèõ äîñòèæåíèé ñîâðåìåííîé
íàóêè äëÿ ðàçðàáîòêè ýôôåêòèâíîé è äåøåâîé
âàêöèíû ïðîòèâ HIV. Ïîñëåäíèé àñïåêò îñî-
áåííî âàæåí äëÿ ïðîâåäåíèÿ ìàññîâîé âàêöèíà-
öèè íàñåëåíèÿ ðàçâèâàþùèõñÿ ñòðàí.
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Ãëàâà 18
ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÛÅ ÆÈÂÎÒÍÛÅ

Ðàçðàáîòêà ñèñòåìû ãåíåòè÷åñêîé òðàíñ-
ôîðìàöèè êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ìëåêîïè-
òàþùèõ ïîçâîëèëà ïîäîéòè ê ðåøåíèþ òàêîãî
âàæíîãî âîïðîñà, êàê ââåäåíèå ÷óæåðîäíûõ ãå-
íîâ â îðãàíèçì æèâîòíûõ è ïîëó÷åíèå ëèíèé
æèâîòíûõ, ïåðåäàþùèõ ïî íàñëåäñòâó ïðèîá-
ðåòåííûå ãåíû — òðàíñãåíû. Òàêèõ æèâîòíûõ
ïðèíÿòî íàçûâàòü òðàíñãåííûìè æèâîòíûìè.

Â 1974 ã. Ð. Äæåíèø è Á. Ìèíòö îïèñàëè
ïåðâóþ ñõåìó ýêñïåðèìåíòà ïî ââåäåíèþ ÷óæå-

ðîäíîé ÄÍÊ â ýìáðèîíû ìûøè. ÄÍÊ âèðóñà
SV40 èíúåöèðîâàëè â áëàñòîöèñòû, êîòîðûå ïî-
ìåùàëè â ìàòêó ñïåöèàëüíî ïîäãîòîâëåííûõ
ñàìîê. Èç òàêèõ ýìáðèîíîâ ðàçâèâàëèñü íîð-
ìàëüíûå âçðîñëûå ìûøè, ÷àñòü êîòîðûõ ñîäåð-
æàëà â ñâîåì ãåíîìå ìíîæåñòâåííûå êîïèè
ÄÍÊ âèðóñà SV40.

Â äàëüíåéøåì áûëè ïðåäëîæåíû áîëåå ýô-
ôåêòèâíûå ïðèåìû ñîçäàíèÿ òðàíñãåííûõ æè-
âîòíûõ.

18.1. ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÛÕ ÆÈÂÎÒÍÛÕ

18.1.1. Êëåòêè òåðàòîêàðöèíîìû ìûøè

Â 1975 ã. Á. Ìèíòö ñ ñîàâòîðàìè ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàëè âîçìîæíîñòü ââåäåíèÿ ÷óæåðîäíûõ
ãåíîâ â îðãàíèçì æèâîòíîãî, èñïîëüçóÿ êëåòêè
òåðàòîêàðöèíîìû (ÒÑÑ) ìûøè, êîòîðûå ñïî-
ñîáíû ðàçìíîæàòüñÿ â êóëüòóðå, à òàêæå òåðÿòü
ñâîè íåîïëàñòè÷åñêèå ñâîéñòâà è íîðìàëüíî
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ ïîñëå èíúåêöèè â ýìáðèî-
íû ìûøè, íàõîäÿùèåñÿ íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû.
Ðàííèå ýìáðèîíû, ñîäåðæàùèå èíúåöèðîâàí-
íûå ÒÑÑ, ñïîñîáíû ðàçâèâàòüñÿ âî âçðîñëûõ
ìûøåé, ñîìàòè÷åñêèå è ïîëîâûå êëåòêè êîòî-
ðûõ ìîçàè÷íû, òàê êàê ÿâëÿþòñÿ ñìåñüþ ÒCC
è êëåòîê ñ ãåíîòèïîì èñõîäíîãî ýìáðèîíà.

Ðàçðàáîòàííûé ïîäõîä ïîëó÷èë äàëüíåéøåå
ðàçâèòèå â 1980 ã. ïðè èíúåêöèè â áëàñòîöèñòû
êëåòîê òåðàòîêàðöèíîìû, íåñóùèõ ÷óæåðîäíóþ
ÄÍÊ. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè ïåðåâèâàåìóþ ëè-
íèþ êëåòîê òåðàòîêàðöèíîìû è åå ÒK–-ïðîèç-
âîäíûå, ñïîñîáíûå ïîñëå ââåäåíèÿ â áëàñòîöèñ-
òó äàâàòü íà÷àëî êàê ñîìàòè÷åñêèì, òàê è ïîëî-
âûì êëåòêàì. Íà ÒK–-êëåòêàõ ìîæíî îñóùåñòâ-
ëÿòü ãåíåòè÷åñêóþ òðàíñôîðìàöèþ, ýôôåêòèâíî
îòáèðàòü êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ è èíúåöèðîâàòü
òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè â ýìáðèîíû.

Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ ïðîäåìîíñòðèðîâàíà
èíòåãðàöèÿ â ãåíîì ñòâîëîâûõ êëåòîê òåðàòî-
êàðöèíîìû ìûøåé ìíîæåñòâåííûõ êîïèé ãåíà
òèìèäèíêèíàçû âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà.

Êîòðàíñôîðìàöèåé ñ âèðóñíûì ñåëåêòèâíûì
ãåíîì â êëåòêè òåðàòîêàðöèíîìû ââîäèëè ãåí
�-ãëîáèíà ÷åëîâåêà. ×óæåðîäíûå ãåíû ñòàáèëü-
íî ñîõðàíÿëèñü â ãåíîìå òðàíñôîðìàíòîâ â èí-
òåãðèðîâàííîì ñîñòîÿíèè.

Áîëåå ïåðñïåêòèâíà ãåíåòè÷åñêàÿ òðàíñ-
ôîðìàöèÿ ÒÑÑ âåêòîðàìè, ñîäåðæàùèìè ñåëåê-
òèâíûå ìàðêåðû äîìèíàíòíîãî òèïà. Â ýòîì
ñëó÷àå íåò íåîáõîäèìîñòè ðàáîòàòü íà ìóòàíò-
íûõ ëèíèÿõ êëåòîê, êîòîðûå ìîãóò èìåòü êðîìå
èçâåñòíîé ìóòàöèè è ðÿä íåèäåíòèôèöèðîâàí-
íûõ èçìåíåíèé â ãåíîìå. Ïðè ïîìîùè âåêòîðà
pSV2-gpt (ñì. 13.3.4) Å. Âàãíåð è Á. Ìèíòö
â 1982 ã. ïðîäåìîíñòðèðîâàëè âîçìîæíîñòü òà-
êîé òðàíñôîðìàöèè ÒÑÑ äèêîãî òèïà. Îòîáðàí-
íûå òðàíñôîðìàíòû ñòàáèëüíî ñîõðàíÿëè ÷ó-
æåðîäíóþ ÄÍÊ â èíòåãðèðîâàííîì ñîñòîÿíèè.
Òàêèì îáðàçîì, â ñòâîëîâûå êëåòêè òåðàòîêàð-
öèíîìû ìûøè êîòðàíñôîðìàöèåé ñ ñåëåêòèâ-
íûì ìàðêåðîì ìîæíî ââåñòè ëþáîé ãåí. Ïîñëå
îòáîðà è òùàòåëüíîãî èçó÷åíèÿ êëîíîâ òðàíñ-
ôîðìàíòîâ íåêîòîðûå èç íèõ ìîæíî èñïîëüçî-
âàòü äëÿ èíúåêöèè â ðàííèå ýìáðèîíû â öåëÿõ
ïîëó÷åíèÿ ëèíèé ìûøåé ñ ïðåäîïðåäåëåííûìè
ãåíåòè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè. Äàííàÿ ñèñòåìà
ïîçâîëÿåò àíàëèçèðîâàòü in vivo ðåãóëÿöèþ ýêñ-
ïðåññèè ðàçëè÷íûõ ãåíîâ â ïðîöåññå ýìáðèî-
íàëüíîãî ðàçâèòèÿ îðãàíèçìà.



18.1.2. Ìèêðîèíúåêöèÿ îîöèòîâ

Â 1982 ã. ïîêàçàíî, ÷òî ÷óæåðîäíûå ýóêà-
ðèîòè÷åñêèå ãåíû, ââåäåííûå ìèêðîèíúåêöèåé
â îîöèòû Xenopus laevis èëè êóëüòèâèðóåìûå
êëåòêè æèâîòíûõ, ñïîñîáíû ýêñïðåññèðîâàòüñÿ
â ãåòåðîëîãè÷íîì îêðóæåíèè. Ïðè ýòîì ÷óæå-
ðîäíàÿ ÄÍÊ ìîæåò èíòåãðèðîâàòüñÿ â ãåíîì
êëåòêè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàëè íà
òî, ÷òî ìèêðîèíúåêöèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ â îïëîäî-
òâîðåííûå îîöèòû æèâîòíûõ ìîæåò îêàçàòüñÿ
ïåðñïåêòèâíûì ìåòîäîì ââåäåíèÿ ÷óæåðîäíûõ
ãåíîâ â îðãàíèçì æèâîòíûõ.

Ìåòîä ìèêðîèíúåêöèè ÄÍÊ â îîöèòû â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ íàèáîëåå ïîïóëÿðåí ó èññëåäî-
âàòåëåé, çàíÿòûõ ïîëó÷åíèåì òðàíñãåííûõ æè-
âîòíûõ, íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî îí òðåáóåò âûñîêîé
êâàëèôèêàöèè è äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ.
Ýòî íåóäèâèòåëüíî — áûñòðîòà è íàäåæíîñòü
äàííîãî ìåòîäà îêóïàþò âñå åãî íåäîñòàòêè.
Ïåðâîé è íàèáîëåå õîðîøî ðàçðàáîòàííîé ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ñèñòåìîé äëÿ ïîëó÷åíèÿ
òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ ÿâèëàñü ìûøü.

Ïðîöåññ ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ ìûøåé
ñ ïîìîùüþ ìèêðîèíúåêöèè ñõåìàòè÷åñêè ïîêà-
çàí íà ðèñ. 18.1. Äîíîðíûõ ìûøåé-ñàìîê ñ ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ñóïåðîâóëÿöèåé ñêðåùèâàþò
ñ ñàìöàìè-ïðîèçâîäèòåëÿìè, ÷åðåç 12 ÷ ïîñëå
ñïàðèâàíèÿ âñêðûâàþò ÿéöåâîäû, âûäåëÿþò îï-
ëîäîòâîðåííûå ÿéöåêëåòêè è ïîìåùàþò èõ
â êóëüòóðó. Äàëåå â áîëüøèé èç äâóõ ïðîíóêëå-
óñîâ (îáû÷íî ìóæñêîé) èíúåöèðóþò î÷èùåííóþ

êëîíèðîâàííóþ ÄÍÊ. Îîöèòû, ïåðåæèâøèå
èíúåêöèþ, âîçâðàùàþò â åñòåñòâåííóþ ñðåäó,
ïåðåñàæèâàÿ èõ â ÿéöåâîä ïñåâäîáåðåìåííîé
(12 ÷ ïîñëå êîèòóñà) ðåöèïèåíòíîé ñàìêè. Ïñåâ-
äîáåðåìåííûõ ñàìîê ïîëó÷àþò, ñïàðèâàÿ ïîëî-
âîçðåëûõ ñàìîê ñî ñòåðèëèçîâàííûìè ñàìöàìè.

×àñòü òðàíñïëàíòèðîâàííûõ îîöèòîâ ïðî-
äîëæàåò ðàçâèâàòüñÿ ïîëîæåííîå âðåìÿ, è çàòåì
ðîæäàþòñÿ äåòåíûøè — åñòåñòâåííûì îáðàçîì
èëè ñ ïîìîùüþ îïåðàöèè. Òðàíñãåííûõ æèâîò-
íûõ â ïîìåòå èäåíòèôèöèðóþò, èñïîëüçóÿ ñïå-
öèôè÷íóþ ÏÖÐ è ãèáðèäèçàöèîííûé àíàëèç
âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ãåíîìíîé ÄÍÊ, âûäåëåí-
íîé èç òêàíåé õâîñòà.

Ïîñëå òîãî êàê ïåðâè÷íûå òðàíñãåííûå æè-
âîòíûå èäåíòèôèöèðîâàíû, ïðîâîäÿò èõ ñêðå-
ùèâàíèå äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ ëèíèé. Ðà-
çóìååòñÿ, òàêèå ëèíèè äîëæíû áûòü ïîëó÷åíû
ïðåæäå, ÷åì æèâîòíîå-îñíîâàòåëü áóäåò óìåð-
ùâëåíî äëÿ äåòàëüíîãî èññëåäîâàíèÿ. Ëó÷øå,
åñëè æèâîòíîå-îñíîâàòåëü — ñàìåö, ïîñêîëüêó
åãî ìîæíî áûñòðî ñêðåñòèòü ñ íåñêîëüêèìè ñàì-
êàìè, òîãäà êàê ñàìêà — îñíîâàòåëü ëèíèè äîëæ-
íà âûíîñèòü è âûêîðìèòü õîòÿ áû îäèí ïîìåò,
ïðåæäå ÷åì åå ìîæíî áóäåò çàáèòü. Æåëàòåëüíî
ïðîâåñòè ãèáðèäèçàöèîííûé àíàëèç è èäåíòè-
ôèöèðîâàòü òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ ïåðâîãî ïî-
êîëåíèÿ åùå ïðè æèçíè ðîäèòåëåé.

Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ 50 % ïîòîìêîâ, ïî-
ëó÷åííûõ îò ñêðåùèâàíèÿ æèâîòíûõ-îñíîâàòå-
ëåé ñ æèâîòíûìè äèêîãî òèïà, îêàçûâàþòñÿ
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òðàíñãåííûìè, ïðè÷åì êàê ðîäèòåëü-îñíîâàòåëü,
òàê è ïîòîìêè ïåðâîãî ïîêîëåíèÿ ãåòåðîçèãîòíû
ïî òðàíñãåíó. Îäíàêî íåîáõîäèìî èìåòü â âèäó,
÷òî íåêîòîðûå òðàíñãåííûå æèâîòíûå-îñíîâàòå-
ëè ÿâëÿþòñÿ ìîçàè÷íûìè è, ñëåäîâàòåëüíî,
òðàíñãåííûì îêàæåòñÿ ìåíüøàÿ ÷àñòü ïîòîìñòâà
ïåðâîãî ïîêîëåíèÿ. Âñåõ äåòåíûøåé ñëåäóåò
àíàëèçèðîâàòü, ïîêà íå áóäåò âûâåäåíà ãîìîçè-
ãîòíàÿ ëèíèÿ. Â ðÿäå ñëó÷àåâ ãîìîçèãîòíûå ëè-
íèè ïîëó÷èòü íå óäàåòñÿ, ïîñêîëüêó îò 5 äî 15 %
òðàíñãåííûõ èíñåðöèé â ãîìîçèãîòíîì ñîñòîÿ-
íèè ëåòàëüíû.

Òî÷íûé ìåõàíèçì, îáåñïå÷èâàþùèé èíòåã-
ðàöèþ èíúåöèðîâàííîé ÄÍÊ â õðîìîñîìû
êëåòêè-õîçÿèíà, íåèçâåñòåí, îäíàêî íåêîòîðîå
ïðåäñòàâëåíèå î õàðàêòåðå ïðîöåññà ìîæíî ñî-
ñòàâèòü íà îñíîâå àíàëèçà ñòðóêòóðíîé îðãàíè-
çàöèè ÄÍÊ, èíòåãðèðîâàííîé â ãåíîì òðàíñãåí-
íûõ ìûøåé. Ïðèìåðíî ó 70 % òðàíñãåííûõ ìû-
øåé âî âñåõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ è êëåòêàõ çà-
ðîäûøåâîãî ïóòè èìååòñÿ ýêçîãåííàÿ ÄÍÊ, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èíòåãðàöèÿ îáû÷íî
ïðîèñõîäèò äî ïåðâîãî öèêëà ðåïëèêàöèè ÄÍÊ.
Îñòàëüíûå 30 % òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ îáíà-
ðóæèâàþò òó èëè èíóþ ñòåïåíü ìîçàè÷íîñòè,
÷òî, âåðîÿòíî, ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì èíòåãðàöèè
ÄÍÊ íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ. Êîëè÷åñòâî êî-
ïèé òðàíñãåíà â ãåíîìå ñèëüíî âàðüèðóåò è ìî-
æåò äîñòèãàòü íåñêîëüêèõ òûñÿ÷. Â òî æå âðåìÿ
â êëåòêàõ ïåðâè÷íûõ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ
îáû÷íî èìååòñÿ òîëüêî îäèí ó÷àñòîê èíòåãðà-
öèè; ìíîæåñòâåííûå êîïèè òðàíñãåíà, êàê ïðà-
âèëî, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñåðèþ òàíäåìíûõ
ïîâòîðîâ âíóòðè åäèíñòâåííîãî ëîêóñà. Ó÷àñ-
òîê èíòåãðàöèè â ãåíîìå êëåòêè-õîçÿèíà, ïî
âñåé âèäèìîñòè, ñòðîãî íå äåòåðìèíèðîâàí
è îïðåäåëÿåòñÿ ñëó÷àéíûì îáðàçîì. Èíòåãðà-
öèîííûå ñîáûòèÿ íàáëþäàëèñü âî ìíîãèõ àóòî-
ñîìàõ, à òàêæå â Õ- è Y-õðîìîñîìàõ.

Ýôôåêòèâíîñòü ïðîöåäóðû ïîëó÷åíèÿ
òðàíñãåííûõ ìûøåé ïóòåì ìèêðîèíúåêöèé ñè-
ëüíî âàðüèðóåò îò ýêñïåðèìåíòà ê ýêñïåðèìåí-
òó. Â îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ èíúåêöèþ ïåðåæè-
âàåò 60–80 % ÿéöåêëåòîê, èç íèõ 10–30 %, èìï-
ëàíòèðóÿñü â îðãàíèçì ðåöèïèåíòíîé ñàìêè,
ïðîäîëæàåò íîðìàëüíî ðàçâèâàòüñÿ è äàåò íà÷à-
ëî ïîòîìñòâó. 10–30 % íîâîðîæäåííûõ ìûøåé
îêàçûâàþòñÿ òðàíñãåííûìè.

18.1.3. Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè

Ïðè ñîçäàíèè òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ èñïî-
ëüçóþò òàêæå ïëþðèïîòåíòíûå ýìáðèîíàëüíûå
ñòâîëîâûå êëåòêè (ES-êëåòêè), âçÿòûå èç áëàñ-
òîöèñòû. ÅS-êëåòêè ìîæíî êóëüòèâèðîâàòü in
vitro è ïîñëå íåîáõîäèìûõ ìàíèïóëÿöèé âåð-
íóòü â îðãàíèçì, èíúåöèðóÿ èõ â áëàñòîöèñòó.

Êëåòêè êîëîíèçèðóþò ýìáðèîí è ó÷àñòâóþò
â åãî íîðìàëüíîì ðàçâèòèè, äàâàÿ íà÷àëî êëåò-
êàì âñåõ òèïîâ ñîìàòè÷åñêèõ òêàíåé è íåðåäêî
êëåòêàì çàðîäûøåâîãî ïóòè. Ïðåæäå ÷åì èíúå-
öèðîâàòü ÅS-êëåòêè â áëàñòîöèñòó, â íèõ ââîäÿò
öåëåâûå òðàíñãåíû — ëèáî ïóòåì òðàíñôåê-
öèè, ëèáî èíôèöèðóÿ èõ ðåêîìáèíàíòíûìè ðåò-
ðîâèðóñàìè. Ïðàêòè÷åñêîå äîñòîèíñòâî ýòîé
ìåòîäè÷åñêîé ñõåìû ñîñòîèò â òîì, ÷òî îíà äàåò
âîçìîæíîñòü ïðîâîäèòü ñåëåêöèþ òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ ÅS-êëåòîê ïî îïðåäåëåííîìó ïàðà-
ìåòðó. Ýòî ìîæåò áûòü ÷èñëî êîïèé òðàíñãåíà,
åãî õðîìîñîìíàÿ ëîêàëèçàöèÿ èëè õàðàêòåð ýêñ-
ïðåññèè. Âñå ïîëó÷àåìûå ïî òàêîé ñõåìå ïåð-
âè÷íûå òðàíñãåííûå æèâîòíûå — ìîçàè÷íûå
îðãàíèçìû, êîòîðûå ñîñòîÿò èç ñîäåðæàùèõ è
íå ñîäåðæàùèõ òðàíñãåí êëåòîê; ïîýòîìó äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ÷èñòûõ òðàíñãåííûõ ëèíèé íåîáõî-
äèìà ñåëåêöèîííàÿ ðàáîòà. Ìåæäó òåì äîâîëü-
íî ÷àñòî ÅS-êëåòêè îêàçûâàþòñÿ íå ñïîñîáíû-
ìè êîëîíèçèðîâàòü çàðîäûøåâûå òêàíè, ÷òî, ïî
âñåé âåðîÿòíîñòè, îáúÿñíÿåòñÿ íàêîïëåíèåì
õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé â ïðîöåññå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ è ñåëåêöèè in vitro.

Ïðîáëåìó ìîçàè÷íîñòè ïåðâè÷íûõ òðàíñ-
ãåííûõ æèâîòíûõ ìîæíî ïðåîäîëåòü, åñëè èñ-
ïîëüçîâàòü òðàíñôîðìèðîâàííûå è ïðîøåäøèå
ñåëåêöèþ ÅS-êëåòêè â êà÷åñòâå äîíîðîâ ÿäåð
(ñì. ðèñ. 18.1). ßäðà ES-êëåòîê, íåñóùèå òðàíñ-
ãåíû, ñïîñîáíû êîëîíèçèðîâàòü ýíóêëåèðîâàí-
íûå îîöèòû, êîòîðûå çàòåì ïðîäîëæàþò ñâîå
íîðìàëüíîå ðàçâèòèå. Â ðåçóëüòàòå ìîæåò ïîëó-
÷èòüñÿ æèâîòíîå, â êàæäîé êëåòêå êîòîðîãî áó-
äåò ñîäåðæàòüñÿ òðàíñãåí.

18.1.4. Ðåòðîâèðóñû

Èíôèöèðîâàíèå ïðåäûìïëàíòèðîâàííûõ
ýìáðèîíîâ ðåêîìáèíàíòíûìè ðåòðîâèðóñàìè —
îòíîñèòåëüíî íåñëîæíàÿ ïðîöåäóðà, íå òðåáóþ-
ùàÿ äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ. Ýìáðèîíû
èíôèöèðóþò ñëåäóþùèì îáðàçîì: âîñüìèêëå-
òî÷íóþ ìîðóëó (ñì. ðèñ. 18.1) îñâîáîæäàþò îò
ÿéöåâîé îáîëî÷êè è ïîìåùàþò â êóëüòóðàëü-
íóþ ÷àøêó ñ ôèáðîáëàñòàìè, ïðîäóöèðóþùè-
ìè ðåêîìáèíàíòíûé ðåòðîâèðóñ. Ïîñëå èíôè-
öèðîâàíèÿ ýìáðèîíû, äîñòèãøèå ñòàäèè áëàñ-
òîöèñòû, ââîäÿò â ìàòêó ïñåâäîáåðåìåííîé
ñàìêè; ÷àñòü ýìáðèîíîâ ïðîäîëæàåò íîðìàëüíî
ðàçâèâàòüñÿ è â ïîëîæåííûé ñðîê ïðåâðàùàåòñÿ
â òðàíñãåííûõ äåòåíûøåé.

Â ðåçóëüòàòå èñïîëüçîâàíèÿ äàííîé ñõåìû
÷àñòî ôîðìèðóåòñÿ îðãàíèçì, ìîçàè÷íûé ïî ÷èñ-
ëó è ëîêàëèçàöèè âèðóñíûõ âñòðîåê â êëåòêàõ.
Ïîýòîìó äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÷èñòûõ ëèíèé, ïðèãîä-
íûõ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ýêñïðåññèè ââåäåííûõ ãå-
íîâ, íåîáõîäèì ìàñøòàáíûé àóòáðèäèíã.
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18.2. ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÃÅÍÎÂ Â ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÛÕ ÌÛØÀÕ

Â 1981 ã. Ò. Âàãíåðó ñ ñîàâòîðàìè óäàëîñü
âûÿâèòü â îðãàíèçìå íåêîòîðûõ ìûøåé, ñîäåð-
æàùèõ ýêçîãåííóþ ÄÍÊ, ýêñïðåññèþ ãåíîâ òè-
ìèäèíêèíàçû âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà è �-ãëî-
áèíà êðîëèêà. Îäíàêî óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòèõ
ãåíîâ â òêàíÿõ æèâîòíûõ áûë íåâûñîê. Íî äàæå
â òàêîì âàðèàíòå ñèíòåç �-ãëîáèíà êðîëèêà ïðè-
âîäèë ê ïîâûøåíèþ êîíöåíòðàöèè ýðèòðîöè-
òîâ ó ìûøåé.

Â äðóãîì ýêñïåðèìåíòå â ðåçóëüòàòå èíúåê-
öèè â îîöèò ãèáðèäíîãî ãåíà, ñîñòîÿùåãî èç êî-
äèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà tk âèðóñà
ãåðïåñà è ïðîìîòîðíî-ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè
ãåíà ìåòàëëîòèîíåèíà 1 ìûøè, ïîëó÷åíà òðàíñ-
ãåííàÿ ìûøü, â ïå÷åíè è ïî÷êàõ êîòîðîé âèðóñ-
ñïåöèôè÷åñêèé ôåðìåíò ïðîäóöèðîâàëñÿ íà
âûñîêîì óðîâíå. Ýêñïðåññèÿ ãåíà ÌÒ-1 ìåòàë-
ëîòèîíåèíà êîíòðîëèðóåòñÿ íà òðàíñêðèïöèîí-
íîì óðîâíå èîíàìè òÿæåëûõ ìåòàëëîâ è ãëþêî-
êîðòèêîèäíûìè ãîðìîíàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî ãèá-
ðèäíûé ãåí, ñîñòîÿùèé èç ðåãóëÿòîðíîé îáëàñ-
òè ÌÒ-1 è ñòðóêòóðíîé ÷àñòè ãåíà tk, â îîöèòàõ
ìûøè ïîäâåðæåí ðåãóëÿöèè èîíàìè êàäìèÿ,
êàê è íàòèâíûé ãåí ÌÒ-1. Ïîñëå èíêóáàöèè
îîöèòîâ ñ èîíàìè êàäìèÿ âûÿâëÿåìàÿ â íèõ àê-
òèâíîñòü òèìèäèíêèíàçû âèðóñà ãåðïåñà óâå-
ëè÷èâàëàñü ïðèìåðíî â 10 ðàç.

Ïðîìîòîðíî-ðåãóëÿòîðíóþ îáëàñòü ãåíà
ÌÒ-1 èñïîëüçîâàëè Ð. Ïàëìèòåð ñ ñîàâòîðàìè
(1982 ã.) äëÿ ñîçäàíèÿ ýôôåêòèâíî ýêñïðåññè-
ðóåìîãî in vivo ãåíà ãîðìîíà ðîñòà è ââåäåíèÿ
åãî â ãåíîì ìûøè. Còðóêòóðíóþ ÷àñòü õðîìî-
ñîìíîãî ãåíà ãîðìîíà ðîñòà êðûñû ïîäñòðîèëè
ê 5�-êîíöåâîé ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà ÌÒ-1,
ñêîíñòðóèðîâàâ ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó ðÌGÍ
(ðèñ. 18.2). Èç pÌGÍ âûäåëÿëè BglII–BamHI-
ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé ãèáðèäíûé ãåí, è èíúå-
öèðîâàëè åãî â 170 îïëîäîòâîðåííûõ îîöèòîâ
ìûøè (ïðèìåðíî 600 êîïèé ãåíà íà îîöèò), êî-
òîðûå ïîìåùàëè â ðåïðîäóêòèâíûé òðàêò ñà-
ìîê. Â ðåçóëüòàòå ðàçâèëîñü 21 æèâîòíîå, è 7 èç
íèõ áûëè òðàíñãåííûìè.

Îïðåäåëåíèå êîïèéíîñòè èíòåãðèðîâàííîãî
ãåíà ÌGÍ, êîëè÷åñòâà ìÐÍÊ è öåëåâîãî áåëêà
â êëåòêàõ òðàíñãåííûõ ìûøåé ïîêàçàíî, ÷òî
èìååòñÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó êîïèéíîñòüþ ÷óæå-
ðîäíîãî ãåíà è óðîâíåì åãî ýêñïðåññèè in vivo

(òàáë. 18.1).
Äëÿ äîñòèæåíèÿ âûñîêîé ïðîäóêöèè ãîðìî-

íà ðîñòà â êîðì ìûøàì äîáàâëÿëè ZnSO4, àêòè-
âèðóþùèé òðàíñêðèïöèþ ãåíà ÌT-1. Øåñòü
îñîáåé òðàíñãåííûõ ìûøåé äîñòèãëè çíà÷è-
òåëüíî áóëüøèõ ðàçìåðîâ, ÷åì ìûøè êîíòðîëü-

íîé ãðóïïû, à óðîâåíü ãîðìîíà ðîñòà â êðîâè
ó íåêîòîðûõ æèâîòíûõ â 100–800 ðàç ïðåâûøàë
êîíòðîëü. Êàê îêàçàëîñü, äàæå áåç èñïîëüçîâà-
íèÿ öèíêîâîé äèåòû òðàíñãåííûå ìûøè âûðàñ-
òàëè äî áîëåå êðóïíûõ ðàçìåðîâ, ÷åì êîíòðîëü-
íûå. Ðåçóëüòàòû äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ïîêàçà-
ëè, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ ãèáðèäíîãî ãåíà ÌGÍ

èíèöèèðîâàëàñü ñ ïðîìîòîðà ãåíà ìåòàëëîòèî-
íåèíà 1 è ïðîäîëæàëàñü äî ó÷àñòêà òåðìèíàöèè
òðàíñêðèïöèè ãåíà ãîðìîíà ðîñòà, ÷åòûðå èí-
òðîíà ïðàâèëüíî ñïëàéñèðîâàëèñü è ìÐÍÊ
ÌGÍ ïîëèàäåíèëèðîâàëàñü.

Íåêîòîðûå èç ãèãàíòñêèõ ìûøåé áûëè ÷àñ-
òè÷íî ñòåðèëüíû, äðóãèå æå áûëè ñïîñîáíû äà-
âàòü ïîòîìñòâî. Îäèí èç òðàíñãåííûõ ñàìöîâ
(ÌGÍ-10) ïåðåäàë ãåí ãîðìîíà ðîñòà 10 èç
19 ïîòîìêîâ, ÷òî óêàçûâàåò íà ñòàáèëüíóþ èí-
òåãðàöèþ ãåíà MGH â îäíó èç åå õðîìîñîì.

Ðàññìîòðåííàÿ ðàáîòà — ïåðâîå èññëåäîâà-
íèå, â êîòîðîì ãåííî-èíæåíåðíûì ñïîñîáîì
óäàëîñü êðîìå èçìåíåíèÿ ãåíîòèïà äîáèòüñÿ
òàêæå èçìåíåíèÿ ôåíîòèïà ðåöèïèåíòíûõ æè-
âîòíûõ. Ðàçðàáîòàííûé ïîäõîä ÿâëÿåòñÿ äîñòà-
òî÷íî îáùèì è ìîæåò áûòü ðàñïðîñòðàíåí íà
äðóãèå âèäû æèâîòíûõ. Íåîáû÷íî âûñîêèé
óðîâåíü ãîðìîíà ðîñòà, îáíàðóæåííûé â ñûâî-
ðîòêå êðîâè íåêîòîðûõ òðàíñãåííûõ ìûøåé,
óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ äàí-
íîãî ïîäõîäà äëÿ íàðàáîòêè ðàçëè÷íûõ âàæíûõ
ïîëèïåïòèäîâ â îðãàíèçìå æèâîòíûõ.

Ã. Ìàê-Íàéò ñ ñîàâòîðàìè â 1983 ã. ïîëó÷èëè
òðàíñãåííûõ ìûøåé, ñîäåðæàùèõ ãåí òðàíñôåð-
ðèíà êóðèöû. Äàííûé ãåí ñîñòîèò èç 17 ýêçîíîâ.
Òðàíñôåððèí ñèíòåçèðóåòñÿ êîíñòèòóòèâíî â ïå-
÷åíè è ñåêðåòèðóåòñÿ â ñûâîðîòêó êðîâè âñåõ ïî-
çâîíî÷íûõ. Ãåí òðàíñôåððèíà êóðèöû, êëîíèðî-
âàííûé â ïëàçìèäå, ââîäèëè â ïðîíóêëåóñ îïëî-
äîòâîðåííîé ÿéöåêëåòêè ìûøè ïóòåì ìèêðî-
èíúåêöèè è èìïëàíòèðîâàëè îîöèò â ñàìêó.
15–30 % ïîòîìñòâà èç òàêèõ îîöèòîâ ñîäåðæàëè
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Ðèñ. 18.2. Ñòðóêòóðà ïëàçìèäû pMGH.

×åðíûå áëîêè — ýêçîíû ãåíà ãîðìîíà ðîñòà êðûñû;
pMT-1 — ïðîìîòîð ãåíà ìåòàëëîòèîíåèíà 1 ìûøè



ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ êóðèöû. Øåñòü èç ñå-
ìè èçó÷åííûõ òðàíñãåííûõ ìûøåé ýêñïðåññèðî-
âàëè ÷óæåðîäíûé ãåí, è ó ïÿòè ìûøåé â ïå÷åíè
óðîâåíü òðàíñôåððèíà êóðèöû áûë â 5–10 ðàç
áîëüøå, ÷åì â äðóãèõ òêàíÿõ. Êóðèíûé òðàíñ-
ôåððèí ñåêðåòèðîâàëñÿ â ñûâîðîòêó êðîâè è
äîñòèãàë êîíöåíòðàöèè 67 ìêã/ìë. Ïîòîìñòâî
òðàíñãåííûõ ðîäèòåëåé òàêæå ýêñïðåññèðîâàëî
äàííûé ÷óæåðîäíûé ãåí.

È. Ñîëà ñ ñîàâòîðàìè (1998 ã.) ñîçäàëè ìû-
øåé, íåñóùèõ äâà òðàíñãåíà, êîòîðûå ïðåäñòàâ-
ëÿëè ñîáîé ýêñïðåññèðóåìûå êàññåòû, ñîäåðæà-
ùèå ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà òêàíåñïåöèôè÷-
íîãî ãåíà �-ëàêòîãëîáóëèíà ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè êÄÍÊ òÿæåëîé èëè ëåãêîé öåïè IgA, íåé-
òðàëèçóþùåãî ãàñòðîýíòåðèòíûé êîðîíàâèðóñ
(transmissible gastroenteritis coronavirus, TGEV).
Ñîâìåñòíîé èíúåêöèåé îáåèõ êîíñòðóêöèé
â îîöèòû áûëè ïîëó÷åíû 23 òðàíñãåííûå
ìûøè, â ãåíîì 17 èç êîòîðûõ áûëè èíòåãðèðî-
âàíû îáà òðàíñãåíà, à 10 èç íèõ ïåðåäàâàëè îáà
ãåíà ïîòîìêàì. Ó âñåõ ïîòîìêîâ âî âðåìÿ ëàêòà-
öèè â ìîëîêî ñåêðåòèðîâàëèñü àíòèòåëà, ýôôåê-
òèâíî íåéòðàëèçóþùèå TGEV. Ñåëåêòèðîâàí-
íûå ìûøè ïðîäóöèðîâàëè äî 6 ìã ïðîòèâîâè-
ðóñíûõ àíòèòåë â 1 ìë ìîëîêà. Êðîìå ñîçäàíèÿ
æèâîòíûõ — ïðîäóöåíòîâ ñïåöèôè÷íûõ èììó-
íîãëîáóëèíîâ â ìîëîêå èñïîëüçîâàííûé ïîäõîä
ìîæåò áûòü ðåàëèçîâàí äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñ-
ãåííûõ æèâîòíûõ, îáåñïå÷èâàþùèõ ëàêòîãåí-
íûé èììóíèòåò ïîòîìñòâà ïðîòèâ èíôåêöèîí-
íîãî ýíòåðèòà.

Çà ïðîøåäøèå ãîäû íàêîïëåíî î÷åíü ìíîãî
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ýê-
çîãåííûõ ÄÍÊ â òðàíñãåííûõ ìûøàõ. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ïðèìåðíî ïîëîâèíà âñåõ ëèíèé òðàíñ-

ãåííûõ ìûøåé íå ýêñïðåññèðóåò òðàíñãåí.
Ïî-âèäèìîìó, ýòî ñâÿçàíî ëèáî ñ ïðèñóòñòâèåì
â òðàíñãåíå èíãèáèòîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé (íàïðèìåð íåêîòîðûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé ïðîêàðèîòè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ), ëèáî
ñ îñîáåííîñòÿìè êîíêðåòíîãî ñàéòà èíòåãðàöèè
òðàíñãåíà: ýêçîãåííàÿ ÄÍÊ ìîæåò âñòðîèòüñÿ
â òðàíñêðèïöèîííî íåàêòèâíûå îáëàñòè õðîìî-
ñîì. Åñëè æå ýêçîãåííàÿ ÄÍÊ ýêñïðåññèðóåòñÿ
â òðàíñãåííîì îðãàíèçìå, ýòîò ïðîöåññ â áîëü-
øèíñòâå ñëó÷àåâ êîíòðîëèðóåòñÿ ïðèñóòñòâóþ-
ùèìè â íåé ðåãóëÿòîðíûìè ýëåìåíòàìè. Òåì íå
ìåíåå ïðèëåæàùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êëåòî÷-
íîé ÄÍÊ ñïîñîáíû îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ýêñ-
ïðåññèþ òðàíñãåíà. Â ðÿäå ñëó÷àåâ íàáëþäàþò-
ñÿ íåîæèäàííûå îòêëîíåíèÿ â õàðàêòåðå ýêñ-
ïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
â òðàíñãåííûõ îðãàíèçìàõ, êîòîðûå, âåðîÿòíî,
îáóñëîâëåíû ýôôåêòîì ïîëîæåíèÿ òðàíñãåíà
â ãåíîìå êëåòêè-õîçÿèíà, íàïðèìåð âçàèìîäåé-
ñòâèåì òðàíñãåíà ñ ýíäîãåííûì ýíõàíñåðîì
(ñì. 14.1.1).

Ðàçìåð è ëîêàëèçàöèÿ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé, íåîáõîäèìûõ äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ïðàâèëü-
íîé ýêñïðåññèè, çàâèñÿò îò ïðèðîäû ãåíà. Íå-
êîòîðûå ãåíû, íàïðèìåð èíñóëèíà, ýëàñòàçû è
�À-êðèñòàëëèíà, «îáõîäÿòñÿ» íåñêîëüêèìè
ñîòíÿìè ïàð íóêëåîòèäîâ, ïðåäøåñòâóþùèõ
íà÷àëó ãåíà. Äëÿ äðóãèõ ãåíîâ òðåáóåòñÿ
5�-êîíöåâàÿ ðåãóëÿòîðíàÿ çîíà ãîðàçäî áîëü-
øåãî ðàçìåðà. Íåêîòîðûå ãåíû, íàïðèìåð ãëî-
áèíîâûå ãåíû ÷åëîâåêà, íóæäàþòñÿ íå òîëüêî
â 5�-êîíöåâûõ ðåãóëÿòîðíûõ çîíàõ, ïðåäøåñò-
âóþùèõ íà÷àëó ãåíà, íî òàêæå è â ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿõ, ðàñïîëîæåííûõ çà òî÷êîé èíèöèà-
öèè òðàíñêðèïöèè.
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Òàáëèöà 18.1. Õàðàêòåðèñòèêà òðàíñãåííûõ ìûøåé, ïðîäóöèðóþùèõ ãîðìîí ðîñòà êðûñû

Îñîáü
×èñëî ãåíîâ

MGH

íà êëåòêó

×èñëî ìîëåêóë
ìÐÍÊ MGH

íà êëåòêó

Êîíöåíòðàöèÿ
ãîðìîíà ðîñòà,

ìêã/ìë
Ìàññà, ã

Îòíîøåíèå
ê ìàññå

êîíòðîëüíûõ
æèâîòíûõ

MGH-2, � 20 800 57,00 41,2 1,87

MGH-3, � 1 < 50 0,87 22,5 1,02

MGH-10, � 8 < 50 0,28 34,4 1,32

MGH-14, � 2 < 50 0,31 30,6 1,17

MGH-16, � 2 < 50 17,90 36,4 1,40

MGH-19, � 10 1500 32,00 44,0 1,69

MGH-21, � 35 3000 112,00 39,3 1,78

Êîíòðîëü
Ñàìêè (n = 3)
Ñàìöû (n = 11)

0
0

0
0

0,16 ± 0,1
0,15 ± 0,08

22,0 ± 0,8
26,0 ± 2,0

—
—



18.3. ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÛÅ ÆÈÂÎÒÍÛÅ

Â ÔÓÍÄÀÌÅÍÒÀËÜÍÛÕ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈßÕ

Òðàíñãåííàÿ òåõíîëîãèÿ íåñåò â ñåáå áîëü-
øèå âîçìîæíîñòè, â ïåðâóþ î÷åðåäü äëÿ ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé. Ýêñïåðè-
ìåíòû ñ òðàíñãåííûìè ìûøàìè ïðèçâàíû îáåñ-
ïå÷èòü ïðîãðåññ â ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è ãå-
íåòèêå ìëåêîïèòàþùèõ. Ýòîìó, â ÷àñòíîñòè,
ñïîñîáñòâóåò ðàçâèòèå ñëåäóþùèõ íàïðàâëå-
íèé íàó÷íîãî ïîèñêà:
• àíàëèç öèñ-äåéñòâóþùèõ êîíòðîëèðóþùèõ

ýëåìåíòîâ, îòâåòñòâåííûõ çà òêàíåâóþ ñïå-
öèôè÷íîñòü — âðåìåííýþ è ôèçèîëîãè÷å-
ñêóþ ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè ãåíîâ;

• àíàëèç ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïîñëåäñòâèé (íà
óðîâíå öåëîãî îðãàíèçìà) ðàçëè÷íûõ îòêëî-
íåíèé â ýêñïðåññèè ãåíîâ, â òîì ÷èñëå îíêî-
ãåíîâ;

• ïîëó÷åíèå ñëó÷àéíûõ íîâûõ ìóòàíòîâ, âîç-
íèêàþùèõ â ïîïóëÿöèè òðàíñãåííûõ ìû-
øåé â ðåçóëüòàòå âíåäðåíèÿ òðàíñãåíà â ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü òîãî èëè èíîãî ôóíêöèî-
íàëüíîãî ãåíà (ìóòèðîâàâøèé ãåí ìîæíî
âûäåëèòü, èñïîëüçóÿ òðàíñãåí â êà÷åñòâå
ãèáðèäèçàöèîííîé ïðîáû);

• ïîëó÷åíèå ìóòàíòîâ ñ íàïðàâëåííî èíàêòè-
âèðîâàííûìè ãåíàìè — òàê íàçûâàåìûõ
íîêàóòíûõ (îò àíãë. knock out — âûáèòü)
æèâîòíûõ.

18.3.1. Íîêàóòíûå ìûøè

Ñëîæíîñòü ãåíîìà ìëåêîïèòàþùèõ, èõ ýìá-
ðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ, äëèòåëüíûé ïåðèîä,
ïðåäøåñòâóþùèé ðàçìíîæåíèþ, è òðóäíîñòè
èçó÷åíèÿ áîëüøîãî ÷èñëà èíäèâèäóàëüíûõ æè-
âîòíûõ äåëàþò ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ýòèõ ñèñ-
òåì çàòðóäíèòåëüíûì. Íàïðàâëåííàÿ èíàêòèâà-
öèÿ ãåíîâ ÿâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî âàæíûì ìåòî-
äè÷åñêèì ïðèåìîì, ïðèìåíÿåìûì äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ. Íàèáîëüøåå ðàç-
âèòèå òàêèå ðàáîòû ïîëó÷èëè â ýêñïåðèìåíòàõ
íà ìûøàõ. Ñîçäàíèå ëèíèé ìûøåé, ãîìîçèãîò-
íûõ ïî íàïðàâëåííî èíàêòèâèðîâàííîìó ãåíó,
ïîçâîëÿåò èçó÷àòü äåòåðìèíèðóåìûå äàííûì
ãåíîì ñâîéñòâà íà óðîâíå îðãàíèçìà. Áëàãîäàðÿ
ïîÿâëåíèþ ìåòîäîëîãèè ïîëó÷åíèÿ íîêàóòíûõ
ìûøåé ìîëåêóëÿðíàÿ ãåíåòèêà ýòîé óäîáíîé
ëàáîðàòîðíîé ìîäåëè ñòàëà ðàçâèâàòüñÿ íåáû-
âàëûìè òåìïàìè.

Ñõåìà ïîëó÷åíèÿ íîêàóòíûõ ìûøåé âûãëÿ-
äèò ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ôðàãìåíò öåëåâîãî
ãåíà, êîòîðûé ïëàíèðóþò èíàêòèâèðîâàòü in vi-

vo, èçâëåêàþò èç ãåíîìíîé áèáëèîòåêè ìûøè
íà îñíîâå ôàãà �, êîñìèä è ò. ï. Âíóòðü ýòîãî
ôðàãìåíòà âñòðàèâàþò äîìèíàíòíûé ñåëåêòèâ-

íûé ìàðêåð, îäíîâðåìåííî ÷àñòü öåëåâîãî ãåíà
äåëåòèðóåòñÿ. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷àþò ãèáðèä-
íóþ ïëàçìèäó, â êîòîðîé ê ñåëåêòèâíîìó ìàðêå-
ðó ñïðàâà è ñëåâà ïðèñîåäèíåíû ñåãìåíòû öåëå-
âîãî ìûøèíîãî ãåíà (ôëàíêèðóþùèå ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè). Òàêóþ êîíñòðóêöèþ ÷àñòî íàçû-
âàþò íàöåëåííûì âåêòîðîì (targeting vector).
Äëÿ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ãîìîëîãè÷íîé
ðåêîìáèíàöèè ôëàíêèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé ñ õðîìîñîìíûì ãåíîì íàöåëåííûé âåê-
òîð îáû÷íî ðàñùåïëÿþò êàêîé-ëèáî ðåñòðèêòà-
çîé âíå ôðàãìåíòà âñòðîéêè äëÿ ïåðåâîäà åãî èç
êîëüöåâîé â ëèíåéíóþ ôîðìó. Ïîëó÷åííóþ ëè-
íåéíóþ ÄÍÊ ââîäÿò (÷àùå âñåãî ýëåêòðîïîðà-
öèåé) â êóëüòóðó ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ìûøè (ñì. ðèñ. 18.1) è íà ñåëåêòèâíîé
ñðåäå îòáèðàþò êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ. Ñ ïî-
ìîùüþ ÏÖÐ è áëîòòèíãà ïî Ñàóçåðíó âûÿâëÿ-
þòñÿ òðàíñôîðìàíòû, îáðàçîâàâøèåñÿ â ðåçóëü-
òàòå ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöè, ïðèâåäøåé
ê èíñåðöèîííî-äåëåöèîííîé èíàêòèâàöèè öå-
ëåâîãî ãåíà. Îòáèðàåìûå êëîíû ãåòåðîçèãîòíû
ïî ìóòàíòíîìó ãåíó, òàê êàê èíàêòèâèðóþùàÿ
âñòðîéêà ïðîèñõîäèò â îäíó èç ãîìîëîãè÷íûõ
õðîìîñîì. ES-êëåòêè ñ íàïðàâëåííîé ìóòàöèåé
èíúåöèðóþò â áëàñòîöèñòû, êîòîðûå çàòåì ïî-
ìåùàþò â ÿéöåâîä ïñåâäîáåðåìåííûõ ñàìîê.
Ðîäèâøèõñÿ õèìåðíûõ ìûøåé ñêðåùèâàþò
ñ ìûøàìè èñõîäíîé ëèíèè è ïîëó÷àþò ãåòåðî-
çèãîòíîå ïîòîìñòâî ïî öåëåâîìó ìóòàíòíîìó
ãåíó. Ýòèõ ãåòåðîçèãîò ñêðåùèâàþò ìåæäó ñî-
áîé è îòáèðàþò â ïîòîìñòâå ãîìîçèãîòíûõ ïî
ìóòàíòíîìó ãåíó ìûøåé. Íà êàæäîì ýòàïå ãå-
íîòèï ìóòàíòíûõ ìûøåé îïðåäåëÿþò ñ ïîìî-
ùüþ ÏÖÐ è áëîòòèíãà ïî Ñàóçåðíó, èñïîëüçóÿ
îáðàçöû ãåíîìíîé ÄÍÊ, âûäåëÿåìîé èç áèîïòà-
òîâ õâîñòà æèâîòíûõ.

Ïî îïèñàííîé ñõåìå Õ. Òàêàäà ñ ñîàâòîðàìè
(2003 ã.) îñóùåñòâèëè íàïðàâëåííóþ èíàêòèâà-
öèþ ãåíà SODD ó ìûøåé (ðèñ. 18.3).

Êðîìå ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà
íîêàóòíûå ìûøè ìîãóò áûòü ïîëåçíû ïðè ñîçäà-
íèè ëèíèé, áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûõ ê òîìó èëè
èíîìó èíôåêöèîííîìó àãåíòó ÷åëîâåêà èëè æè-
âîòíûõ, ÷åì èñõîäíûå æèâîòíûå. Äëÿ ðàçðàáîò-
êè íîâûõ ìåòîäîâ òåðàïèè è îöåíêè ýôôåêòèâ-
íîñòè êàíäèäàòíûõ âàêöèí êðàéíå âàæíî èìåòü
óäîáíóþ ëàáîðàòîðíóþ ìîäåëü, ÷òî ÷àñòî ïðåä-
ñòàâëÿåò áîëüøóþ ïðîáëåìó. Îäíèì èç ïðèìå-
ðîâ ðåàëèçàöèè òàêîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ ðàáîòà
Ï. Õîôìàíà ñ ñîàâòîðàìè (2003 ã.), â êîòîðîé
áûëè ïîëó÷åíû íîêàóòíûå ìûøè, äåôåêòíûå ïî
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ãåíó èíòåðëåéêèíà 12. Òàêèå ìûøè îêàçàëèñü
óäîáíîé âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîé ìîäåëüþ êîëî-
íèçàöèè ñëèçèñòîé æåëóäêà áàêòåðèÿìè Helico-

bacter pylori, ñïîñîáñòâóþùèìè ðàçâèòèþ ÿçâåí-
íîé áîëåçíè æåëóäêà ó ÷åëîâåêà. Ãåíîì äàííîé
áàêòåðèè ïîëíîñòüþ ñåêâåíèðîâàí. Ïîýòîìó ñî-
çäàííàÿ ëàáîðàòîðíàÿ ìîäåëü ïîçâîëèò èçó÷èòü
ìîëåêóëÿðíûå ôàêòîðû ïàòîãåííîñòè ýòîé áàê-
òåðèè è ðàçðàáîòàòü íîâûå ìåòîäû òåðàïèè âû-
çûâàåìûõ ýòîé áàêòåðèåé çàáîëåâàíèé.

Â öåëîì ñëåäóåò çàêëþ÷èòü, ÷òî âîçìîæ-
íîñòü íàïðàâëåííîé èíàêòèâàöèè ãåíîâ ìûøåé
â ðåçóëüòàòå ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ðåâî-
ëþöèîíèçèðîâàëî èçó÷åíèå ãåíåòè÷åñêîãî êîí-
òðîëÿ ðàçâèòèÿ è ôèçèîëîãèè ìëåêîïèòàþùèõ.
Îäíàêî èñïîëüçîâàíèå òåõíîëîãèè ïîëó÷åíèÿ
íîêàóòíûõ æèâîòíûõ íå âñåãäà îáåñïå÷èâàåò ïî-
ëîæèòåëüíûé ðåçóëüòàò. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì,
÷òî èíàêòèâàöèÿ ðÿäà ãåíîâ ïðèâîäèò ê ëåòàëü-
íîìó ýôôåêòó. Êðîìå òîãî, ââîäèìûé ñåëåêòèâ-
íûé ìàðêåð ìîæåò âëèÿòü íà ôåíîòèïè÷åñêîå
ïðîÿâëåíèå ìóòàöèè. Äàííûå îãðàíè÷åíèÿ ìîæ-
íî ïðåîäîëåòü, ñîçäàâàÿ ñèñòåìó ðåãóëèðóåìîãî
âêëþ÷åíèÿ–âûêëþ÷åíèÿ öåëåâîãî ãåíà â ïðîöåñ-
ñå èíäèâèäóàëüíîãî ðàçâèòèÿ æèâîòíîãî âî âñåì
îðãàíèçìå èëè â îïðåäåëåííûõ îðãàíàõ.

18.3.2. Ðåãóëèðóåìîå
âêëþ÷åíèå–âûêëþ÷åíèå ãåíîâ
in vivo

Ïåðâûé ìåòîä êîíòðîëèðóåìîé ìîäóëÿöèè
ýêñïðåññèè òðàíñãåíà in vivo áûë ðàçðàáîòàí
Ì. Ëàêñî ñ ñîàâòîðàìè â 1992 ã. Èìè îñòðîóìíî
áûëè èñïîëüçîâàíû ñâîéñòâà ðåêîìáèíàçû Cre
áàêòåðèîôàãà Ð1, êîòîðàÿ áåç äîïîëíèòåëüíûõ
ôàêòîðîâ êàòàëèçèðóåò ðåöèïðîêíóþ ðåêîìáè-
íàöèþ ìåæäó ñïåöèôè÷íûìè ëîêóñàìè êðîñ-
ñèíãîâåðà loxP ýòîãî ôàãà. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
loxP ñîñòîèò èç äâóõ èíâåðòèðîâàííûõ ïîâòî-
ðîâ äëèíîé 13 ïí, ðàçäåëåííûõ ñïåéñåðíûì
ðàéîíîì èç 8 ïí. Åñëè ìåæäó äâóìÿ ó÷àñòêàìè
loxP, ðàñïîëîæåííûìè â ïðÿìîé îðèåíòàöèè,
èìååòñÿ ó÷àñòîê ÄÍÊ, òî â ïðèñóòñòâèè Cre
ïðîèñõîäèò âûùåïëåíèå ýòîãî ó÷àñòêà è â èñ-
õîäíîé ÄÍÊ îñòàåòñÿ îäíà êîïèÿ ëîêóñà loxP.

Äëÿ èçó÷åíèÿ âîçìîæíîñòè ñèñòåìû cre/lox

àêòèâèðîâàòü ìîë÷àùèé òðàíñãåí â ìûøè àâòî-
ðû ñîçäàëè òðè ãèáðèäíûå êîíñòðóêöèè. Â ïåð-
âûõ äâóõ êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãå-
íà cre âñòðîèëè ïîä êîíòðîëü ïðîìîòîðà ëèáî
ãåíà m�A ìûøèíîãî �A-êðèñòàëëèíà (ýêñïðåñ-
ñèðóåòñÿ òêàíåñïåöèôè÷íî â õðóñòàëèêå ãëàçà),
ëèáî ðàííåãî ãåíà öèòîìåãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà
(hCMV) (ðèñ. 18.4). Â òðåòüåé ïëàçìèäå ïîñëå-
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Ðèñ. 18.3. Ñîçäàíèå ìóòàíòíûõ ìûøåé ñ íàðóøåííûì ãåíîì SODD:

à — ýêçîííàÿ ñòðóêòóðà ãåíà SODD äèêîãî òèïà; á — ìóòàíòíûé ãåí, ïîëó÷åííûé ïîñëå ðåêîìáèíàöèîííîé èíòåãðàöèè
íàöåëåííîãî âåêòîðà, ñîäåðæàùåãî èíòðîííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè; â — ðåçóëüòàò àíàëèçà ÄÍÊ èç õâîñòà ìûøåé áëîò-
òèíãîì ïî Ñàóçåðíó (ãåíîìíóþ ÄÍÊ ãèäðîëèçîâàëè ðåñòðèêòàçîé XbaI, ôðàêöèîíèðîâàëè ýëåêòðîôîðåçîì â ãåëå àãàðî-

çû è ãèáðèäèçîâàëè ñ ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûì îëèãîíóêëåîòèäîì À); ã — ÏÖÐ-ãåíîòèïèðîâàíèå ìûøèíîé ÄÍÊ.
I–V — ýêçîíû; À — ñïåöèôè÷íûé ãèáðèäèçàöèîííûé çîíä; «+/+» — äèêèé òèï, «+/–» — ãåòåðîçèãîòíûé ìóòàíò,

«–/–» — ãîìîçèãîòíûé ìóòàíò; òðåóãîëüíèêè — îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû äëÿ ÏÖÐ



äîâàòåëüíîñòü TAg, êîäèðóþùóþ áîëüøîé
Ò-àíòèãåí âèðóñà SV40, âñòðîèëè ïîä êîíòðîëü
ïðîìîòîðà ãåíà m�A, íî ìåæäó ýòèìè äâóìÿ
ýëåìåíòàìè ïîìåñòèëè òàê íàçûâàåìóþ Stop-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îãðàíè÷åííóþ ñ äâóõ ñòî-
ðîí ó÷àñòêàìè loxP. Stop-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ñîäåðæàëà ñåãìåíò ðàçìåðîì 550 ïí èç 3�-êîí-
öåâîé ÷àñòè ãåíà HIS3 äðîææåé, óñèëèâàþùèé
ýôôåêòèâíîñòü òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè,
èíèöèèðóåìîé ñ ïðîìîòîðà ðm�A, íà ó÷àñòêå ïî-
ëè(À) âèðóñà SV40. ×òîáû áîëåå íàäåæíî ïðåä-
îòâðàòèòü ïðîäóêöèþ TAg, áûë âñòðîåí òàêæå
ñèíòåòè÷åñêèé ôðàãìåíò ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé
èíèöèàòîðíûé òðèïëåò ATG è 5�-êîíöåâîé äî-
íîðíûé ñàéò ñïëàéñèíãà 5�SD (ñì. ðèñ. 18.4).

Èñïîëüçóÿ êàæäóþ èç ñîçäàííûõ êîíñòðóê-
öèé, ïîñëå èíúåêöèè ëèíåéíûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ â îïëîäîòâîðåííûå îîöèòû ïîëó÷èëè
òðàíñãåííûõ ìûøåé. Îñîáåé, ñîäåðæàùèõ êîí-
ñòðóêöèþ ðm�A–Stop–TAg, ñêðåùèâàëè ñ ìûøà-
ìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ñre ïîä êîíòðîëåì ïðî-
ìîòîðà ðm�A èëè ðhCMV. Âñå ïîòîìêè òàêèõ
ñêðåùèâàíèé, íåñóùèå äâà òðàíñãåíà, èìåëè
êàòàðàêòó, îáóñëîâëåííóþ ñèíòåçîì TAg, êîòî-
ðûé âûçûâàåò çëîêà÷åñòâåííóþ òðàíñôîðìàöèþ
õðóñòàëèêà. Ó ìûøåé, íåñóùèõ îäèí òðàíñãåí
ðm�A–Stop–TÀg, íèêàêèõ ïàòîëîãèé íå íàáëþäà-
ëè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ðåçóëüòàòå òêàíåñïå-
öèôè÷íîé ýêñïðåññèè ó ìûøåé, ñîäåðæàùèõ
òðàíñãåíû ðm�A–Stop–TAg è ðm�A–ñre, âûðåçà-
íèå Stop-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîèñõîäèëî ñå-
ëåêòèâíî ëèøü â õðóñòàëèêå. Ïðè ñîâìåùåíèè

â îäíîì ãåíîìå òðàíñãåíîâ ðm�A–Stop–TAg è
ðhCMV–ñre âûùåïëåíèå Stop-ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ïðîèñõîäèëî è â äðóãèõ òêàíÿõ æèâîòíûõ.

Â äàëüíåéøåì ãðóïïà èññëåäîâàòåëåé ïîä
ðóêîâîäñòâîì Ï. Øàìáîíà ìîäåðíèçèðîâàëà
ñèñòåìó ñàéòñïåöèôè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè
cre/lox, îñíîâûâàÿñü íà äàííûõ î òîì, ÷òî ðàç-
ëè÷íûå áåëêè, îáúåäèíåííûå ñ ëèãàíäñâÿçûâàþ-
ùèì äîìåíîì ðåöåïòîðà ýñòðîãåíîâ (estrogen re-
ceptor, ER), ïîäâåðæåíû ðåãóëÿöèè ýòèìè ãîðìî-
íàìè. Èñïîëüçóÿ êÄÍÊ ÷åëîâå÷åñêîãî ER è ãåí
cre ôàãà Ð1, â 1995 ã. èññëåäîâàòåëè ñîçäàëè ãåí,
â êîòîðîì ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ðhCMV íàõî-
äèëàñü ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñre–ER. Ñîçäàííóþ
ïëàçìèäó pCre-ER ñîâìåñòíî ñ ñåëåêòèâíîé ïî
ãèãðîìèöèíó ïëàçìèäîé êîòðàíñôîðìèðîâàëè
ïóòåì ýëåêòðîïîðàöèè â êóëüòóðó êëåòîê ýìá-
ðèîíàëüíîé êàðöèíîìû ìûøè F9, ñîäåðæàùóþ
èíòåãðèðîâàííûé â öåëåâîé ãåí áëîê
loxP–ðtkneo–loxP (ãåí óñòîé÷èâîñòè ê íåîìèöèíó
ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà tk, ôëàíêèðîâàí-
íûé ñåãìåíòàìè loxP â ïðÿìîé îðèåíòàöèè). Íà
ñðåäå ñ ãèãðîìèöèíîì îòáèðàëè è àíàëèçèðîâà-
ëè êîòðàíñôîðìàíòû, ñîäåðæàùèå ãåí ñre–ER.
Õèìåðíûé áåëîê Ñre–ER ðåêîìáèíàçíîé àêòèâ-
íîñòüþ íå îáëàäàë. Ïîñëå îáðàáîòêè îòîáðàí-
íûõ êóëüòóð êëåòîê ýñòðàäèîëîì èëè ñèíòåòè÷å-
ñêèì ëèãàíäîì 4-ãèäðîêñèòàìîêñèôåíîì (4-hyd-
roxytamoxifen, ÎÍÒ) ýôôåêòèâíî èíäóöèðîâà-
ëàñü ðåêîìáèíàçíàÿ àêòèâíîñòü Cre–ER è ïðîèñ-
õîäèëî âûùåïëåíèå ãåíà ðtkneo, ÷òî îáíàðóæè-
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âàëîñü ïî óòðàòå óñòîé÷èâîñòè ê G-418 è ïîä-
òâåðæäàëîñü áëîòòèíãîì ïî Ñàóçåðíó.

Â îðãàíèçìå æèâîòíûõ ïðèñóòñòâóåò ýíäî-
ãåííûé ýñòðàäèîë. Ïîýòîìó äëÿ ðåãóëèðóåìîé
ýêñïðåññèè in vivo Ï. Øàìáîí ñ ñîòðóäíèêàìè
ñîçäàëè â 1996 ã. âàðèàíò õèìåðíîãî áåëêà, îáî-
çíà÷åííûé Cre–ERT, â êîòîðîì â ðåçóëüòàòå òî-
÷å÷íîé çàìåíû Gly521 � Arg521 â ëèãàíäñâÿ-
çûâàþùåì äîìåíå ÷åëîâå÷åñêîãî ER ïðîèçîø-
ëî èçìåíåíèå ñïåöèôè÷íîñòè ñâÿçûâàíèÿ: òà-
êîé áåëîê óæå íå ñâÿçûâàëñÿ ñ ýñòðàäèîëîì, íî
ñîõðàíèë ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòüñÿ ñ ñèíòåòè÷å-
ñêèìè ëèãàíäàìè ÎÍÒ è òàìîêñèôåíîì.

Áûëè ïîëó÷åíû òðàíñãåííûå ìûøè, ýêñ-
ïðåññèðóþùèå ñre–ER

T ïîä êîíòðîëåì ïðîìî-
òîðà ðàííåãî ãåíà hCMV. Çàòåì ýòèõ æèâîòíûõ
ñêðåñòèëè ñ òðàíñãåííûìè ìûøàìè, ñîäåðæà-
ùèìè ìàðêåðíûé ãåí ðtkneo, ôëàíêèðîâàííûé
ó÷àñòêàìè loxP. Ó ìûøåé, íåñóùèõ îáà òðàíñãå-
íà, ïðè âíóòðèáðþøèííîì ââåäåíèè ÎÍÒ íàá-
ëþäàëè èñêëþ÷åíèå ãåíà neo âî âñåõ îðãàíàõ,
êðîìå òèìóñà. Ó êîíòðîëüíûõ ìûøåé, êîòîðûì
íå ââîäèëè ëèãàíä, âûùåïëåíèÿ ìàðêåðíîãî
ãåíà íå îáíàðóæèëè.

Ðàçðàáîòàííûé ìåòîäè÷åñêèé ïðèåì ñòàëè
èñïîëüçîâàòü äëÿ ðåãóëèðóåìîãî âûùåïëåíèÿ
öåëåâûõ õðîìîñîìíûõ ãåíîâ èëè èõ ÷àñòåé, çà-
êëþ÷åííûõ ìåæäó ó÷àñòêàìè loxP. Íàïðèìåð,
â 2001 ã. ãðóïïà Ï. Øàìáîíà äëÿ èçó÷åíèÿ äèô-
ôåðåíöèðîâêè in vivo àäèïîöèòîâ (êëåòîê æèðî-
âîé òêàíè) ïîëó÷èëà ìûøåé, ñîäåðæàùèõ òðàíñ-
ãåí aP2–ñre–ER

T (ñre–ERT ïîä êîíòðîëåì ïðîìî-
òîðà ãåíà, ïðîäóêò êîòîðîãî ñâÿçûâàåò æèðíûå
êèñëîòû â àäèïîöèòàõ), à òàêæå òðàíñãåííûõ

ìûøåé ñ äóïëèêàöèåé loxP â ñîñòàâå ãåíà RXR�
ðåöåïòîðà ðåòèíîèäà Õ. Ïîñëå ñêðåùèâàíèÿ ñîç-
äàííûõ òðàíñãåííûõ ëèíèé ïîëó÷èëè ïîòîìñò-
âî, ñîäåðæàùåå òêàíåñïåöèôè÷íî ýêñïðåññèðóå-
ìûé ñre–ERT è loxÐ-ôëàíêèðîâàííûé RXR�. Ïî-
ñëå îáðàáîòêè òàìîêñèôåíîì ó òðàíñãåííûõ ìû-
øåé íàïðàâëåííî èíàêòèâèðîâàëñÿ ãåí RXR�
òîëüêî â àäèïîöèòàõ, íî íå â äðóãèõ òêàíÿõ îðãà-
íèçìà. Ìûøè, óòðàòèâøèå RXR� â àäèïîöèòàõ,
áûëè óñòîé÷èâû ê äèåòè÷åñêè èëè õèìè÷åñêè
èíäóöèðóåìîìó îæèðåíèþ.

Øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ïîëó÷èëà ñèñ-
òåìà òåòðàöèêëèí-çàâèñèìîé ðåãóëÿöèè ýêñ-
ïðåññèè òðàíñãåíîâ â îðãàíèçìå æèâîòíûõ,
ðàçðàáîòàííàÿ ðàíåå äëÿ êóëüòóð êëåòîê ìëå-
êîïèòàþùèõ (ñì. 13.3.5). Õ. Áóæàðä ñ ñîòðóä-
íèêàìè èñïûòàëè îáå ñèñòåìû àíòèáèîòèê-çà-
âèñèìûõ òðàíñàêòèâàòîðîâ òðàíñêðèïöèè
(ðèñ. 18.5).

Â 1994 ã. áûëè ïîëó÷åíû òðàíñãåííûå ìû-
øè, íåñóùèå ðåïîðòåðíûå ãåíû ëþöèôåðàçû
èëè �-ãàëàêòîçèäàçû ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà
ðhCMV-1, à òàêæå ìûøè, ñîäåðæàùèå êîäèðóþ-
ùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü òðàíñàêòèâàòîðà tTA
(ñì. ðèñ. 13.12) ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðíî-ýí-
õàíñåðíîé îáëàñòè ãåíà IE1 hCMV. Ïîñëå ñêðå-
ùèâàíèÿ ïîëó÷àëè ìûøåé, ñîäåðæàùèõ äâà
òðàíñãåíà: ðhCMV–tTA è îäèí èç ðåïîðòåðíûõ ãå-
íîâ. Â êàæäîì ñëó÷àå â òêàíÿõ äâîéíûõ òðàíñ-
ãåííûõ ìûøåé íàáëþäàëè àêòèâíóþ ýêñïðåñ-
ñèþ ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ. Ïðè ââåäåíèè â îðãà-
íèçì òàêèõ æèâîòíûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ äîç òåò-
ðàöèêëèíà âûÿâëÿëè ýôôåêòèâíîå ïîäàâëåíèå
àêòèâíîñòè ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ.
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Ðèñ 18.5. Ñèñòåìû ðåãóëèðóåìîé òðàíñêðèïöèè öåëåâûõ ãåíîâ:

à — ìåõàíèçì äåéñòâèÿ òåòðàöèêëèí-êîíòðîëèðóåìîãî òðàíñàêòèâàòîðà tTA
(ïðè îòñóòñòâèè äîêñèöèêëèíà (dox) tTA âçàèìîäåéñòâóåò ñ îïåðàòîðíûì ðàéîíîì otet è àêòèâèðóåò òðàíñêðèïöèþ
ñ ïðîìîòîðà phCMV*-1 (pmin) öåëåâîãî ãåíà Õ; ââåäåíèå dox ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâàíèþ òðàíñêðèïöèè öåëåâîãî ãåíà); á —

rtTA-ðåãóëèðóåìàÿ ñèñòåìà òðàíñêðèïöèè (ñì. 13.3.5). psp — òêàíåñïåöèôè÷íûé ïðîìîòîð



Â 1996 ã. ýòè æå èññëåäîâàòåëè ñîçäàëè
òðàíñãåííûõ ìûøåé, ó êîòîðûõ êðîìå ðåïîð-
òåðíîãî ãåíà ëþöèôåðàçû èìåëñÿ òðàíñãåí tTA

ïîä êîíòðîëåì êëåòî÷íîãî ïðîìîòîðà ðLAP, ñî-
äåðæàùåãî öèñ-äåéñòâóþùèé ýëåìåíò, íàïðàâ-
ëÿþùèé òðàíñêðèïöèþ ñ íåãî â ïå÷åíè. Âî âñåõ
èññëåäîâàííûõ îðãàíàõ äâîéíûõ òðàíñãåííûõ
ìûøåé ïðîäóêöèÿ ëþöèôåðàçû áûëà â 200–
10 000 ðàç ìåíüøå, ÷åì â ïå÷åíè. Ýòè ðåçóëüòà-
òû âïåðâûå ïîêàçàëè âîçìîæíîñòü òêàíåñïåöè-
ôè÷íîé ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè òðàíñãåíà ñ ïî-
ìîùüþ ðàçðàáîòàííîé òåòðàöèêëèí/äîêñèöèê-
ëèí-çàâèñèìîé ñèñòåìû.

Äàííàÿ ñèñòåìà ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè òðàíñ-
ãåíîâ øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â ðàçëè÷íûõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ. Òàê, Õ. Äæó ñ ñîàâòîðàìè (2001 ã.) ñîç-

äàëè äâîéíûõ òðàíñãåííûõ ìûøåé, ñîäåðæàùèõ
íå òîëüêî ãåí tTA, íî è ãåí rVCH õèìàçû ñîñóäîâ
êðûñû (rat vascular chymase). Äëÿ ïîëó÷åííûõ
ìûøåé áûëî õàðàêòåðíî ïîâûøåííîå êðîâÿíîå
äàâëåíèå (ãèïåðòåíçèÿ). Ââåäåíèå ýòèì ìûøàì
äîêñèöèêëèíà ïðèâîäèëî ê ïîäàâëåíèþ ýêñïðåñ-
ñèè òðàíñãåíà rVCH (ñì. ðèñ. 18.5) è íîðìàëèçà-
öèè êðîâÿíîãî äàâëåíèÿ. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åí-
íûõ ðåçóëüòàòîâ ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå, ÷òî ãåí
rVCH ìîæåò áûòü òåðàïåâòè÷åñêîé ìèøåíüþ
ïðè ãèïåðòîíè÷åñêîé áîëåçíè.

Ðàññìîòðåííûå ñèñòåìû ðåãóëèðóåìîé ýêñ-
ïðåññèè òðàíñãåíîâ ïðèìåíÿþòñÿ âî ìíîãèõ ëà-
áîðàòîðèÿõ. Òàêîé ïîäõîä ïîçâîëÿåò èññëåäî-
âàòü òîíêèå ìåõàíèçìû âîçäåéñòâèÿ ïðîäóêòîâ
òîãî èëè èíîãî ãåíà íà ôèçèîëîãèþ è ýìáðèî-
íàëüíîå ðàçâèòèå ìëåêîïèòàþùèõ.

18.4. ÁÈÎÒÅÕÍÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÅ ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÛÕ ÆÈÂÎÒÍÛÕ

Òðàíñãåííàÿ òåõíîëîãèÿ ïðåäñòàâëÿåò èíòå-
ðåñ íå òîëüêî äëÿ ôóíäàìåíòàëüíîé íàóêè. Îíà
îòêðûâàåò øèðîêèå ïåðñïåêòèâû äëÿ ðàçâèòèÿ
öåëîãî ðÿäà ïðèêëàäíûõ îáëàñòåé, â ÷àñòíîñòè
áèîòåõíîëîãèè è ñåëüñêîãî õîçÿéñòâà. Îäíàêî,
ïî-âèäèìîìó, ïðîéäåò åùå íåìàëî âðåìåíè,
ïðåæäå ÷åì òðàíñãåííûå æèâîòíûå çàéìóò ïî-
äîáàþùåå èì ìåñòî â ñèñòåìå ñåëüñêîõîçÿéñò-
âåííîãî ïðîèçâîäñòâà.

Â 1988 ã. âïåðâûå óäàëîñü ïîëó÷èòü òðàíñ-
ãåííûõ îâåö, ïðîäóöèðóþùèõ ñ ìîëîêîì ôàê-
òîð ñâåðòûâàíèÿ êðîâè, íåîáõîäèìûé äëÿ ëå÷å-
íèÿ ëþäåé, áîëüíûõ ãåìîôèëèåé. Â ïîñëåäóþ-
ùèå ãîäû â ìèðå áûëî ñîçäàíî íåñêîëüêî äåñÿò-
êîâ òèïîâ òðàíñãåííûõ êîðîâ, êîç, ñâèíåé, îâåö
è êðîëèêîâ, êîòîðûå ïðîäóöèðîâàëè òàêèå öåí-
íåéøèå ôàðìàöåâòè÷åñêèå âåùåñòâà, êàê òêàíå-
âîé àêòèâàòîð ïëàçìèíîãåíà, ðàçëè÷íûå ìîíî-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà, ýðèòðîïîýòèí, èíñóëèíî-
ïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà, èíòåðëåéêèíû, àíòè-
òðèïñèí è äð. Ðàáîòû â ýòîì íàïðàâëåíèè ïðî-
äîëæàþòñÿ, è ñïåêòð ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ,
ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ òðàíñãåííûõ ñåëüñêî-
õîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ, ðàñøèðÿåòñÿ. Îäíà-
êî òðàäèöèîííàÿ òåõíîëîãèÿ ñîçäàíèÿ òðàíñ-
ãåííûõ æèâîòíûõ ïóòåì ìèêðîèíúåêöèè ãåí-
íûõ êîíñòðóêöèé â ïðîíóêëåóñ çèãîòû ÿâëÿåòñÿ
î÷åíü òðóäîåìêîé è ìàëîýôôåêòèâíîé, è ýòî ñó-
ùåñòâåííî òîðìîçèò âíåäðåíèå íîâûõ ðàçðàáî-
òîê â ïðàêòèêó ïðîìûøëåííîãî ïðîèçâîäñòâà.
Äîñòàòî÷íî îòìåòèòü, ÷òî ïîëíîãî ðàçâèòèÿ
äîñòèãàåò ìåíåå 1 % çèãîò, òðàíñäóöèðîâàííûõ
÷óæåðîäíûì ãåíîì. Êðîìå òîãî, äàæå ïðè íàëè-
÷èè ñïåöèàëüíûõ ïðîìîòîðîâ, îáåñïå÷èâàþ-
ùèõ ýêñïðåññèþ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ ïðåèìóùå-

ñòâåííî â ñåêðåòîðíûõ êëåòêàõ ìîëî÷íîé æåëå-
çû (ïðîìîòîðû ãåíîâ êàçåèíîâ, ëàêòàëüáóìè-
íîâ, ëàêòîãëîáóëèíà è äð.), òðàíñãåííûå îñîáè
÷àñòî îêàçûâàþòñÿ íåæèçíåñïîñîáíûìè èëè
ó íèõ íàðóøàåòñÿ ðåïðîäóêòèâíàÿ ôóíêöèÿ.

Ïðèìåðîì íåóäà÷ ïðè ñîçäàíèè òðàíñãåííûõ
æèâîòíûõ ìîæåò ñëóæèòü ïîëó÷åíèå âî ÂÍÈÈ
æèâîòíîâîäñòâà îâåö, òðàíñãåííûõ ïî ãåíó õèìî-
çèíà ñ ïðîìîòîðîì �-êàçåèíà. Õèìîçèí — êëþ÷å-
âîé ôåðìåíò ñûðîäåëèÿ, è òðàäèöèîííî åãî âû-
äåëÿþò èç ñëèçèñòîé îáîëî÷êè ñû÷óãà çàáèòûõ
ìîëî÷íûõ òåëÿò è ÿãíÿò. Î÷åâèäíî, ÷òî ýòà òåõ-
íîëîãèÿ ÿâëÿåòñÿ óñòàðåâøåé è íåýôôåêòèâíîé.
Ïîýòîìó áûëè ñîçäàíû òðàíñãåííûå ïî ãåíó õè-
ìîçèíà îâöû ðîìàíîâñêîé ïîðîäû, êîòîðûõ ñêðå-
ñòèëè ñ îâöàìè öûãàéñêîé è îñòôðèíëÿíäñêîé
ìîëî÷íûõ ïîðîä. Íà âñåõ ýòàïàõ ñåëåêöèè áûëà
îòìå÷åíà óñòîé÷èâàÿ ýêñïðåññèÿ õèìîçèíà â ìî-
ëî÷íîé æåëåçå ãèáðèäíûõ ñàìîê (300 ìã/ìë).
Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû èñïîëüçîâàëè äëÿ èçãî-
òîâëåíèÿ ñûðà, êà÷åñòâî êîòîðîãî îêàçàëîñü âû-
ñîêèì. Îäíàêî ìîëî÷íàÿ ïðîäóêòèâíîñòü òðàíñ-
ãåííûõ æèâîòíûõ áûëà â 8–10 ðàç íèæå, ÷åì
ó èíòàêòíûõ îñîáåé, ïî ïðè÷èíå çàêóïîðêè çíà-
÷èòåëüíîãî ÷èñëà àëüâåîë è ìîëî÷íûõ ïðîòîêîâ
â ðåçóëüòàòå ñâåðòûâàíèÿ ìîëîêà. Ãèñòîëîãè÷å-
ñêèé àíàëèç ìîëî÷íîé æåëåçû òðàíñãåííûõ îâåö
âûÿâèë îñòðîâêè ôóíêöèîíèðóþùåé ñåêðåòîð-
íîé òêàíè, ãäå øåë íîðìàëüíûé ïðîöåññ îáðàçî-
âàíèÿ ìîëîêà. Ðåçêîå ñíèæåíèå ìîëî÷íîé ïðî-
äóêòèâíîñòè òðàíñãåííûõ îâåö áûëî îáóñëîâëå-
íî òîðìîæåíèåì áèîñèíòåçà ìîëîêà â àëüâåîëàõ,
çàïîëíåííûõ òâåðäîé ñóáñòàíöèåé. Òåîðåòè÷å-
ñêè ýòîãî áûòü íå äîëæíî, òàê êàê õèìîçèí âûäå-
ëÿåòñÿ â âèäå ïðîõèìîçèíà, êîòîðûé íå îáëàäàåò
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ñâåðòûâàþùåé àêòèâíîñòüþ è ïðåâðàùàåòñÿ
â àêòèâíûé õèìîçèí òîëüêî ïðè ðÍ 4,0–4,5; îä-
íàêî â ìîëî÷íîé æåëåçå òðàíñãåííûõ îâåö òàêàÿ
êèñëîòíîñòü íå âûÿâëÿëàñü.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ó æèâîòíûõ, â òîì
÷èñëå ó îâåö, ïðîöåññ îáðàçîâàíèÿ ìîëîêà íà-
÷èíàåòñÿ â ïîñëåäíåé òðåòè áåðåìåííîñòè, ïî-
ýòîìó ìîëîêî ñ ïðîõèìîçèíîì äëèòåëüíîå âðå-
ìÿ íàõîäèòñÿ â àëüâåîëàõ è ìîëî÷íûõ ïðîòîêàõ.
Áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî ïðè ïîâû-
øåííîé òåìïåðàòóðå ìîëî÷íîé æåëåçû êà-
êàÿ-òî, ìîæåò áûòü íåçíà÷èòåëüíàÿ, ÷àñòü ïðî-
õèìîçèíà òðàíñôîðìèðóåòñÿ â õèìîçèí, è ýòîãî
áûâàåò äîñòàòî÷íî äëÿ íà÷àëà ïðîöåññà ñâåðòû-
âàíèÿ ìîëîêà è çàêóïîðêè àëüâåîë è ìîëî÷íûõ
ïðîòîêîâ. Â ïîñëåäóþùåì ýòà ãèïîòåçà íàøëà
ýêñïåðèìåíòàëüíîå ïîäòâåðæäåíèå. Åñëè óäà-
ñòñÿ óñòðàíèòü ýòî ïðåïÿòñòâèå, â ïåðñïåêòèâå
ìîãóò áûòü ñîçäàíû êîììåð÷åñêèå ñòàäà îâåö,
ïðîèçâîäÿùèå õèìîçèí. Ýòîò ïðèìåð ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, êàêèå òðóäíîñòè ìîãóò âîç-

íèêíóòü ïðè ñîçäàíèè è ýêñïëóàòàöèè òðàíñãåí-
íûõ æèâîòíûõ — ïðîäóöåíòîâ áèîëîãè÷åñêè
àêòèâíûõ âåùåñòâ.

Õîòÿ ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè ìîãóò áûòü
ýêñïðåññèðîâàíû â ðàçíûõ òêàíÿõ òðàíñãåííûõ
æèâîòíûõ, ïðîäóêöèÿ öåëåâûõ áåëêîâ â ìîëî÷-
íîé æåëåçå ñ ñåêðåöèåé â ìîëîêî îñòàåòñÿ ñà-
ìûì ïðèâëåêàòåëüíûì ñïîñîáîì ïîëó÷åíèÿ
áåëêîâ, âàæíûõ ïðåæäå âñåãî äëÿ ìåäèöèíñêèõ
öåëåé. Â òàêîé ñèñòåìå ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè
ëåãêî ñîáèðàòü è î÷èùàòü. Íàïðèìåð, êîçà â ïå-
ðèîä ëàêòàöèè ìîæåò ïðîèçâåñòè äî 800 ë ìîëî-
êà â ãîä ïðè ñîäåðæàíèè â íåì ðåêîìáèíàíòíîãî
áåëêà îêîëî 5 ã/ë, ò. å. îêîëî 4 êã ýòîãî áåëêà
â ãîä. Òàêèì îáðàçîì, îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîå
ñòàäî òðàñãåííûõ êîç ìîæåò ïðîäóöèðîâàòü
â ñîñòàâå ìîëîêà ñîòíè êèëîãðàììîâ ðåêîìáè-
íàíòíîãî áåëêà â ãîä ïðè åãî íèçêîé ñòîèìîñòè.
Ãëàâíîé ïðîáëåìîé ïîêà îñòàåòñÿ ñîçäàíèå òà-
êîãî ñòàäà è åãî ñîõðàíåíèå.
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Ãëàâà 19
ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÛÅ ÐÀÑÒÅÍÈß

19.1. ÏÅÐÅÍÎÑ ÃÅÍÎÂ Â ÐÀÑÒÅÍÈß ÈÇ ÁÀÊÒÅÐÈÉ ÐÎÄÀ AGROBACTERIUM

A. tumefaciens ÿâëÿþòñÿ ãðàìîòðèöàòåëüíû-
ìè ïî÷âåííûìè áàêòåðèÿìè. Îíè ñóùåñòâóþò
â ðèçîñôåðå ðàñòåíèé è ó äâóäîëüíûõ ñïîñîáíû
âûçâàòü çàáîëåâàíèå, íàçûâàåìîå êîðîí÷àòûì
ãàëëîì (îò àíãë. crown). Â ïðèðîäå èíôåêöèîí-
íûé ïðîöåññ, îáóñëîâëåííûé âèðóëåíòíûìè àã-
ðîáàêòåðèÿìè, íà÷èíàåòñÿ ïðè ïîâðåæäåíèè
ðàñòåíèÿ è âåäåò ê îáðàçîâàíèþ îïóõîëåâûõ
ðàçðàñòàíèé â ðàéîíå ñîåäèíåíèÿ ñòåáëÿ è êîð-
íÿ. Ýêñïåðèìåíòàëüíî óñòàíîâëåíî, ÷òî ãàëëû
ìîãóò ôîðìèðîâàòüñÿ òàêæå â ëþáîì ìåñòå ïî-
âðåæäåíèÿ ðàñòåíèÿ ïðè ïîïàäàíèè â íåãî àãðî-
áàêòåðèé.

Ïàòîãåííîñòü A. tumefaciens äëÿ ðàñòåíèé
Ý. Ñìèò è Ê. Òàóíñåíä âûÿâèëè â 1907 ã.
Â 1940-õ ãã. áûëà âûäâèíóòà ãèïîòåçà î òîì, ÷òî
ðàñòèòåëüíûå êëåòêè òðàíñôîðìèðóþòñÿ â ðå-

çóëüòàòå òîãî, ÷òî áàêòåðèÿ ââîäèò â íèõ íåêèé
àãåíò, èíäóöèðóþùèé îïóõîëü.

Êëåòêè êîðîí÷àòûõ ãàëëîâ âî ìíîãèõ îòíî-
øåíèÿõ íàïîìèíàþò ðàêîâûå êëåòêè æèâîòíûõ.
Îíè ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ê íåîãðàíè÷åí-
íîìó íåðåãóëèðóåìîìó ðîñòó. Êîãäà êëåòêè êî-

Ðèñ. 19.1. Ñõåìà ïëàçìèäû Ti îêòîïèíîâîãî òèïà (à)
è åå îáëàñòè Ò-ÄÍÊ (á).

TL, TR — ëåâàÿ è ïðàâàÿ Ò-ÄÍÊ; òðåóãîëüíèêàìè
îáîçíà÷åíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëåâîé è ïðàâîé ãðàíèö
Ò-ÄÍÊ; ãåíû, ýêñïðåññèðóåìûå c Ò-ÄÍÊ, îáîçíà÷åíû

ãîðèçîíòàëüíûìè ñòðåëêàìè

Ðàñòåíèÿ èìåþò î÷åíü âàæíîå ïðåèìóùåñò-
âî ïåðåä æèâîòíûìè â ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèî-
ëîãèè. Èç íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ñîìàòè÷å-
ñêèõ òêàíåé, ïîëó÷åííûõ èç åäèíè÷íûõ êëåòîê
ðàñòåíèÿ, âîçìîæíà ðåãåíåðàöèÿ in vitro ñ îáðà-
çîâàíèåì ïîëíîöåííûõ ôåðòèëüíûõ ðàñòåíèé.
Ýòî ñâîéñòâî — òîòèïîòåíòíîñòü — îòêðûâàåò
äëÿ ìîëåêóëÿðíûõ áèîëîãîâ áîëüøèå âîçìîæ-
íîñòè â ñîçäàíèè ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàí-
íûõ ðàñòåíèé.

Êëþ÷åâóþ ðîëü â ðàçâèòèè ãåíåòè÷åñêîé
èíæåíåðèè ðàñòåíèé ñûãðàëî èçó÷åíèå ìåõà-
íèçìîâ ïåðåíîñà ñïåöèôè÷íûõ ôðàãìåíòîâ

ïëàçìèäíîé ÄÍÊ èç áàêòåðèè Agrobacterium

tumefaciens â ÿäðî ðàñòèòåëüíîé êëåòêè ñ ïî-
ñëåäóþùåé èõ èíòåãðàöèåé â õðîìîñîìíóþ
ÄÍÊ. Âûÿñíåíèå îñíîâíûõ çàêîíîìåðíîñòåé
ýòîãî ïðîöåññà ïîçâîëèëî ñîçäàòü îòíîñèòåëü-
íî ïðîñòóþ è íàäåæíóþ ñèñòåìó ââåäåíèÿ ÷ó-
æåðîäíûõ ãåíîâ â êëåòêè ðàñòåíèé ñ ïîñëå-
äóþùåé ñåëåêöèåé ðàñòåíèé, ñîäåðæàùèõ öå-
ëåâîé òðàíñãåí è íàçûâàåìûõ ïîýòîìó òðàíñ-
ãåííûìè ðàñòåíèÿìè. Â ýòîé ãëàâå áóäóò ðàñ-
ñìîòðåíû îñîáåííîñòè ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ïî ïîëó÷åíèþ òðàíñãåííûõ ðàñòå-
íèé.



ðîí÷àòûõ ãàëëîâ êóëüòèâèðóþò in vitro, îíè
ðàñòóò â îòñóòñòâèå ñïåöèàëüíûõ ãîðìîíîâ, êî-
òîðûå íåîáõîäèìû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íîð-
ìàëüíûõ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê. Áîëåå òîãî,
êëåòêè êîðîí÷àòûõ ãàëëîâ ïðîäîëæàþò ñîõðà-
íÿòü ýòè ñâîéñòâà (òðàíñôîðìèðîâàííûé ôåíî-
òèï), äàæå åñëè óáèòü àãðîáàêòåðèè àíòèáèîòè-
êàìè. Èçó÷åíèå ïðèðîäû èíäóêòîðà îïóõîëåé
A. tumefaciens ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü â 1974 ã.,
÷òî ñîáñòâåííî îïóõîëåðîäíûì àãåíòîì ó ýòîé
áàêòåðèè ÿâëÿåòñÿ ïëàçìèäà Ti (îò àíãë. tumor
inducing), ðàçìåð êîòîðîé îáû÷íî ñîñòàâëÿåò
200–250 òïí (ðèñ. 19.1).

Ì. ×èëòîí ñ ñîàâòîðàìè â 1977 ã. îáíàðóæè-
ëè, ÷òî ïëàçìèäà Ti ñîäåðæèò òàê íàçûâàåìóþ
Ò-ÄÍÊ (transferred DNA), ðàçìåð êîòîðîé â ðàç-
íûõ ïëàçìèäàõ âàðüèðóåò îò 10 äî 30 òïí.
Ti-ïëàçìèäû ìîãóò ñîäåðæàòü êàê åäèíè÷íûå,
òàê è ìíîæåñòâåííûå êîïèè Ò-ÄÍÊ. Ò-ÄÍÊ,
ïðåæäå âñåãî çà ñ÷åò àêòèâíîñòè ïðèìåðíî 35 ãå-
íîâ âèðóëåíòíîñòè vir, ðàñïîëîæåííûõ íà ïëàç-
ìèäå Ti, ñïîñîáíà ïåðåäàâàòüñÿ â ðàñòèòåëüíóþ
êëåòêó ñ ïîñëåäóþùåé âñòðîéêîé â õðîìîñîìû
ÿäðà. Ò-ÄÍÊ îãðàíè÷åíà ñ îáåèõ ñòîðîí íåñî-
âåðøåííûìè ïðÿìûìè ïîâòîðàìè äëèíîé 25 ïí
(ðèñ. 19.2), íàçûâàåìûìè ïðàâîé è ëåâîé ãðàíè-
öàìè (right è left borders, RB è LB). Íåñìîòðÿ íà

òî, ÷òî RB è LB ñõîæè ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåîòèäîâ, èñïîëüçóþòñÿ îíè ïî-ðàçíîìó. Äå-
ëåöèÿ ïðàâîé ãðàíèöû ïðèâîäèò ê ïðåêðàùåíèþ
ïåðåíîñà Ò-ÄÍÊ, òîãäà êàê äåëåöèÿ ëåâîé ãðàíè-
öû ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà ýòîò ïðîöåññ.

Ò-ÄÍÊ êîäèðóåò ôåðìåíòû ñèíòåçà ôèòî-
ãîðìîíîâ, èíäóöèðóþùèõ îïóõîëåâîå ðàçðàñ-
òàíèå òðàíñôîðìèðîâàííûõ òêàíåé ðàñòåíèÿ,
à òàêæå ôåðìåíòû ñèíòåçà íåîáû÷íûõ àìèíî-
êèñëîò è ñàõàðîâ (îïèíîâ). Òèï îïèíà, ñèíòåçè-
ðóåìîãî â îïóõîëè (íàïðèìåð, íîïàëèí, îêòî-
ïèí, àãðîöèíîïèí, ìàíîïèí è àãðîïèí), çàâèñèò
îò øòàììà àãðîáàêòåðèé, âûçûâàþùåãî åãî îá-
ðàçîâàíèå. Îïèíû, îáðàçóþùèåñÿ èç àðãèíè-
íà — îêòîïèí è íîïàëèí, — ëåã÷å âñåãî îáíàðó-
æèòü â òêàíè êîðîí÷àòûõ ãàëëîâ. Â ñîîòâåòñò-
âèè ñ ýòèì ìíîãèå øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûå
øòàììû A. tumefaciens êëàññèôèöèðóþò êàê
øòàììû îêòîïèíîâîãî èëè íîïàëèíîâîãî òèïà.
Øòàììû àãðîáàêòåðèé, âûçûâàþùèå îáðàçîâà-
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Ðèñ. 19.2. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàâîé (RB)
è ëåâîé (LB) ãðàíèö Ò-ÄÍÊ.

Âûäåëåíû íåñîâåðøåííûå ïðÿìûå ïîâòîðû

Ðèñ. 19.3. Îñíîâíûå ýòàïû àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèè:

I — àêòèâàöèÿ õåìîðåöåïòîðà VirA ïðîäóêòàìè ãèäðîëèçà êëåòî÷íîé ñòåíêè ðàñòåíèÿ; II — ôîñôîðèëèðîâàíèå VirG;
III — âíåñåíèå îäíîíèòåâîãî ðàçðûâà â ðàéîíå RB, ðåïëèêàöèÿ ñ âûòåñíåíèåì Ò-öåïè; IV — ñâÿçûâàíèå ñ Ò-öåïüþ áåë-
êîâ VirE2 è VirD2 è òðàíñïîðò ê ïîðå; V — ïðîõîæäåíèå Ò-öåïè â êîìïëåêñå ñ áåëêàìè â ðàñòèòåëüíóþ êëåòêó; VI — èí-
òåãðàöèÿ Ò-öåïè â õðîìîñîìó ðàñòåíèÿ. 1 — êëåòî÷íàÿ ñòåíêà ðàñòåíèé; 2 — îáîëî÷êà êëåòêè àãðîáàêòåðèè; 3 —

ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû ðàñòèòåëüíîé êëåòêè



íèå îïóõîëåé ðàñòåíèé, ñïîñîáíû èçáèðàòåëü-
íî êàòàáîëèçèðîâàòü îïèíû, ñèíòåç êîòîðûõ
îíè èíäóöèðóþò, è èñïîëüçîâàòü èõ â êà÷åñòâå
èñòî÷íèêà óãëåðîäà è àçîòà.

Ãåíû ôåðìåíòîâ áèîñèíòåçà ãîðìîíîâ è
îïèíîâ, êîäèðóåìûõ Ò-ÄÍÊ, õîòÿ è íàõîäÿòñÿ
â áàêòåðèè, ýâîëþöèîííî àäàïòèðîâàíû äëÿ
ýêñïðåññèè òîëüêî â ðàñòèòåëüíûõ êëåòêàõ. Òà-
êèå îñîáåííîñòè àãðîáàêòåðèè ïîçâîëÿþò íà-
çâàòü åå ïðèðîäíûì ãåííûì èíæåíåðîì.

Ãåíû, îïðåäåëÿþùèå ïðèñîåäèíåíèå àãðî-
áàêòåðèé ê ðàñòèòåëüíîé êëåòêå è îáðàçîâàíèå
öåëëþëîçíûõ ôèáðèëë, ðàñïîëîæåíû êàê
â Ò-ÄÍÊ, òàê è íà áàêòåðèàëüíîé õðîìîñîìå.
Èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìà ïåðåíîñà Ò-ÄÍÊ èç
àãðîáàêòåðèé â êëåòêó ðàñòåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
âèðóëåíòíîñòü êîíòðîëèðóåòñÿ íà óðîâíå
òðàíñêðèïöèè ãåíîâ vir. Ïðè ïîâðåæäåíèè èç
ðàñòèòåëüíîé òêàíè âûäåëÿåòñÿ ñîê ñ êèñëîé
ðåàêöèåé (ðÍ 5,0–5,8) è âûñîêîé êîíöåíòðàöè-
åé ðàçëè÷íûõ ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé, òàêèõ
êàê ëèãíèí è ïðåäøåñòâåííèêè ôëàâîíîèäîâ.
Ýòè óñëîâèÿ ñïåöèôè÷åñêè ñòèìóëèðóþò ýêñ-
ïðåññèþ ãåíîâ vir àãðîáàêòåðèé. Íàèáîëåå ýô-
ôåêòèâíûì èíäóêòîðîì vir ÿâëÿåòñÿ ìîíîöèê-

ëè÷åñêîå ïðîèçâîäíîå ôåíîëà àöåòîñèðèíãîí,
ñ êîòîðûì âçàèìîäåéñòâóåò ïðîäóêò ãåíà virA,
ïåðåäàâàÿ ñèãíàë âíóòðü êëåòêè (ðèñ. 19.3). Ýòî
ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ïðîäóêòà ãåíà virG, ÷òî
â ñâîþ î÷åðåäü àêòèâèðóåò îñòàëüíûå ãåíû âè-
ðóëåíòíîñòè. Áåëîê VirD2 â êîìïëåêñå ñ áåëêà-
ìè VirC1 è VirD1 âíîñèò îäíîöåïî÷å÷íûå ðàç-
ðûâû â íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðà-
âîé è ëåâîé ãðàíèö Ò-ÄÍÊ (ðèñ. 19.4). Ñèíòåçè-
ðóåòñÿ íîâàÿ öåïü Ò-ÄÍÊ, à ñòàðàÿ ñ ïðèñî-
åäèíåííûì ê 5�-êîíöó VirD2 âûòåñíÿåòñÿ
(ðèñ. 19.5). Ïðîöåññ ïîâòîðÿåòñÿ, è â êëåòêå íà-
êàïëèâàåòñÿ îäíîöåïî÷å÷íàÿ Ò-ÄÍÊ, ãîòîâàÿ
ê ïåðåíîñó. Çàòåì êîìïëåêñ Ò-ÄÍÊ ñ áåëêàìè
VirD2 è VirE2 íàïðàâëåííî (îò ïðàâîé ãðàíèöû
ê ëåâîé) ïåðåíîñèòñÿ â êëåòêó ðàñòåíèÿ ñ ïî-
ìîùüþ ïðîöåññà, ñõîäíîãî ñ áàêòåðèàëüíîé
êîíúþãàöèåé (ñì. ðèñ. 19.3). Ïåðåíîñ ïðîèñõî-
äèò ÷åðåç ïèëè, îáðàçîâàííûå ïîëèïåïòèäîì
VirD4 è áåëêîâûìè ïðîäóêòàìè îïåðîíà virB,
à çàòåì ÷åðåç êàíàë â êëåòî÷íîé ìåìáðàíå ðàñ-
òåíèÿ, ñôîðìèðîâàííûé áåëêîì VirE2. Ïðîíèê-
íîâåíèå Ò-ÄÍÊ â ÿäðî ðàñòèòåëüíîé êëåòêè îïî-
ñðåäîâàíî ïîëèïåïòèäàìè VirD2 è VirE2. Ýòè æå
áåëêè îáåñïå÷èâàþò ñòàáèëüíóþ âñòðîéêó ïåðå-
íåñåííîé ÄÍÊ â ãåíîì ðàñòåíèÿ. Ñàéòû èíñåð-
öèè Ò-ÄÍÊ ñëó÷àéíû, õîòÿ ðÿä àâòîðîâ îòìå-
÷àþò ïðåèìóùåñòâåííîå âíåäðåíèå Ò-ÄÍÊ
â òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûå îáëàñòè ãåíîìà.

Ýêñïåðèìåíòàëüíî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, çàêëþ÷åííàÿ ìåæäó RB
è LB, íèêàê íå âëèÿåò íà ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíî-
ñà Ò-ÄÍÊ èç àãðîáàêòåðèè â êëåòêó ðàñòåíèÿ.
Ýòî ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî Ò-ÄÍÊ ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äëÿ ïåðåíîñà ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ èç
A. tumefaciens â ãåíîì ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê.
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Ðèñ. 19.4. Ìåñòà ðàñùåïëåíèÿ Ò-ÄÍÊ
â ðàéîíå ëåâîé è ïðàâîé ãðàíèö.

Ïîä÷åðêíóòû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âõîäÿùèå â Ò-öåïü

Ðèñ. 19.5. Ñõåìà ñèíòåçà Ò-öåïè:

1 — Ò-ÄÍÊ; 2 — âíîâü ñèíòåçèðîâàííàÿ öåïü ÄÍÊ; 3 — áåëîê VirD2



19.2. ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÏËÀÇÌÈÄ Ti A. TUMEFACIENS

ÄËß ÑÎÇÄÀÍÈß ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÛÕ ÐÀÑÒÅÍÈÉ

Ïîñêîëüêó ïëàçìèäû Ti èìåþò î÷åíü áîëü-
øîé ðàçìåð, ðàéîíû Ò-ÄÍÊ îáû÷íî íå ñîäåð-
æàò óíèêàëüíûõ ó÷àñòêîâ ãèäðîëèçà ðåñòðèêòà-
çàìè. Ïîýòîìó ïðÿìàÿ âñòðîéêà öåëåâîãî ãåíà
â Ò-ÄÍÊ íà ïëàçìèäå Ti ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæ-
íà. Èñõîäÿ èç ýòîãî ó÷åíûìè áûëè ðàçðàáîòàíû
ðàçíûå ñòðàòåãèè ââåäåíèÿ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ
â ñîñòàâ Ò-ÄÍÊ, èç êîòîðûõ ñôîðìèðîâàëèñü
äâà ãëàâíûõ íàïðàâëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
èññëåäîâàíèé.

Ïåðâîå íàïðàâëåíèå ñîñòîèò â ââåäåíèè öå-
ëåâîãî ãåíà â Ò-ÄÍÊ â ñîñòàâå ïëàçìèäû Ti.
Äëÿ ýòîãî, íàïðèìåð, ôðàãìåíò Ò-ÄÍÊ ñ óíè-
êàëüíûì ó÷àñòêîì ãèäðîëèçà êàêîé-ëèáî ðåñò-
ðèêòàçîé êëîíèðîâàëè â êëåòêàõ E. coli â âåê-
òîðíîé ïëàçìèäå ñ øèðîêèì êðóãîì õîçÿåâ äëÿ
ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé. Ïî óíèêàëüíîìó
ó÷àñòêó ãèäðîëèçà âûáðàííîé ðåñòðèêòàçîé
âñòðàèâàëè öåëåâîé ãåí, ïðåäíàçíà÷åííûé äëÿ
èíòåãðàöèè â ãåíîì ðàñòåíèÿ. Ñîçäàííóþ ãèá-
ðèäíóþ ïëàçìèäó ïóòåì êîíúþãàöèè èëè
òðàíñôîðìàöèè ââîäèëè â êëåòêè Agrobacteri-

um, ñîäåðæàùèå ïëàçìèäó Ti ñî âñòðîåííûì
â íåå (íàïðèìåð, òðàíñïîçèöèåé) ãåíîì óñòîé-
÷èâîñòè ê îïðåäåëåííîìó àíòèáèîòèêó, è îòáè-
ðàëè êëîíû àãðîáàêòåðèé, ðàñòóùèå íà ñðåäå

ñ àíòèáèîòèêàìè, ãåíû óñòîé÷èâîñòè ê êîòîðûì
íåñëè ïåðâàÿ è âòîðàÿ ïëàçìèäû. Çàòåì âûÿâëÿ-
ëè êëîíû àãðîáàêòåðèé, ñîäåðæàùèå ïëàçìèäû,
êîòîðûå çà ñ÷åò îäèíî÷íîãî êðîññèíãîâåðà ïî
îáëàñòÿì ãîìîëîãèè â Ò-ÄÍÊ îáðàçîâàëè êîèí-
òåãðàíòû. Â äàííîì ñëó÷àå êðîìå öåëåâîãî ãåíà
â Ò-ÄÍÊ ïëàçìèäû Ti ââîäèòñÿ äîïîëíèòåëüíàÿ
ãåíåòè÷åñêàÿ èíôîðìàöèÿ, êîòîðàÿ íå òðåáóåò-
ñÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé. Äàí-
íàÿ êîèíòåãðàòèâíàÿ âåêòîðíàÿ ñèñòåìà

âñëåäñòâèå îòíîñèòåëüíîé ñëîæíîñòè àíàëèçà
ïîëó÷àåìûõ in vivo ãèáðèäíûõ ïëàçìèä Ti
íå íàøëà øèðîêîãî ïðèìåíåíèÿ.

Íîâûé èìïóëüñ ðàçâèòèþ ãåíåòè÷åñêîé èí-
æåíåðèè ðàñòåíèé äàëà ðàçðàáîòêà àëüòåðíà-
òèâíîé ñòðàòåãèè èñïîëüçîâàíèÿ Agrobacterium

äëÿ äîñòàâêè öåëåâûõ ãåíîâ â ðàñòèòåëüíûå
êëåòêè. Â 1983 ã. À. Õîåêàìà ñ ñîàâòîðàìè è
À. äå Ôðåììîíä ñ ñîàâòîðàìè íåçàâèñèìî äðóã
îò äðóãà îáíàðóæèëè, ÷òî Ò-ÄÍÊ è ãåíû vir ìî-
ãóò íàõîäèòüñÿ â àãðîáàêòåðèè íà äâóõ ðàçíûõ
ðåïëèêîíàõ (â òðàíñ-ïîëîæåíèè), è ïðè ýòîì
ïðîèñõîäèò ýôôåêòèâíûé ïåðåíîñ â ðàñòåíèÿ
Ò-ÄÍÊ. À. Õîåêàìà ñ ñîàâòîðàìè íàçâàëè îñíî-
âàííûé íà ýòîì ïîäõîä áèíàðíîé âåêòîðíîé

ñèñòåìîé. Ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ Ò-ÄÍÊ, íà-
çûâàþò áèíàðíûì âåêòîðîì, à ïëàçìèäó, íåñó-
ùóþ ãåíû vir, — ïîìîùíèêîì (õåëïåðîì). Õåë-
ïåðíàÿ ïëàçìèäà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïëàçìèäó
Ti ñ äåëåöèåé âñåé Ò-ÄÍÊ èëè åå ÷àñòè, ò. å. îíà
îáåñïå÷èâàåò âñå ôóíêöèè ïåðåíîñà Ò-ÄÍÊ, íî
íå ñîäåðæèò ïîñëåäíåé. Òàêàÿ ïëàçìèäà Ti íà-
çûâàåòñÿ îáåçîðóæåííîé.

Áîëüøèíñòâî ãåííî-èíæåíåðíûõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ íà ðàñòåíèÿõ âûïîëíåíî ñ èñïîëüçîâà-
íèåì áîëåå ïðîñòîé áèíàðíîé âåêòîðíîé ñèñòå-
ìû A. tumefaciens. Îñíîâíûå ìàíèïóëÿöèè
in vitro ïðè ýòîì ïðîâîäÿòñÿ â êëåòêàõ E. coli.
Áèíàðíûé âåêòîð ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îòíîñè-
òåëüíî íåáîëüøóþ ïëàçìèäó, ñïîñîáíóþ ðåï-
ëèöèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ E. coli è A. tumefaciens.
Îáÿçàòåëüíûìè ýëåìåíòàìè áèíàðíîãî âåêòîðà
ÿâëÿþòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè RB è LB Ò-ÄÍÊ,
îãðàíè÷èâàþùèå ðàéîí, ñîäåðæàùèé ãåí ñåëåê-
òèâíîãî ìàðêåðà, ýêñïðåññèðóåìûé â ðàñòåíè-
ÿõ, ïðîìîòîðû è ñèãíàëû ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ
ìÐÍÊ, ìåæäó êîòîðûìè ïî óíèêàëüíûì ó÷àñò-
êàì ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè âñòðàèâàþò öåëå-
âóþ êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Ïî-
ñêîëüêó èíòåãðàöèÿ Ò-ÄÍÊ ïðîèñõîäèò ñ áîëü-
øîé òî÷íîñòüþ ïî ïðàâîé ãðàíèöå è ñ ìåíü-
øåé — ïî ëåâîé, öåëåâîé ãåí ïðåäïî÷èòàþò
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Ðèñ. 19.6. Ñòðóêòóðà áèíàðíîãî âåêòîðà
àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé.

RB, LB — êîíöåâûå ïîâòîðû Ò-ÄÍÊ ïëàçìèäû Ti; oriV,
trfA — ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû ïëàçìèäû ñ øèðîêèì êðó-
ãîì õîçÿåâ RP4, îáåñïå÷èâàþùèå åå ðåïëèêàöèþ;
nptIII — ãåí óñòîé÷èâîñòè ê êàíàìèöèíó, ôóíêöèîíèðóþ-
ùèé â áàêòåðèÿõ; pubi3–nptII–tubi3 — ãèáðèäíûé ãåí, ýêñ-
ïðåññèðóþùèéñÿ â ðàñòåíèÿõ è îáåñïå÷èâàþùèé óñòîé-
÷èâîñòü ê êàíàìèöèíó; pubi3, tubi3 — ïðîìîòîð è òåðìèíà-

òîð ãåíà ubi3, êîäèðóþùåãî óáèêâèòèí



ðàñïîëàãàòü ó RB, à ñåëåêòèâíûé ìàðêåð áëèæå
ê LB. Òàêîå ðàñïîëîæåíèå çíà÷èòåëüíî ïîâû-
øàåò íàäåæíîñòü îòáîðà òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
ñ öåëåâîé âñòðîéêîé íà ñîîòâåòñòâóþùåé ñå-
ëåêòèâíîé ñðåäå. Êðîìå òîãî, áèíàðíûé âåêòîð
ñîäåðæèò ãåí, îáåñïå÷èâàþùèé ñåëåêöèþ
òðàíñôîðìàíòîâ áàêòåðèé, è ïëàçìèäíûé ðåï-
ëèêàòîð øèðîêîãî êðóãà õîçÿåâ ëèáî äâà ðåïëè-
êàòîðà, ôóíêöèîíèðóþùèõ ñîîòâåòñòâåííî
â E. coli (÷àùå âñåãî ColE1-òèïà äëÿ âûñîêîé êî-
ïèéíîñòè è ïðîñòîòû ìàíèïóëÿöèé ñ ïëàçìè-
äîé) è A. tumefaciens. Òèïè÷íûé áèíàðíûé âåê-
òîð ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 19.6. Äëÿ ñåëåêöèè
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèé ÷àùå âñåãî èñ-
ïîëüçóþò ãåíû óñòîé÷èâîñòè ê êàíàìèöèíó è
ãèãðîìèöèíó, ðåæå — ê áëåîìèöèíó, ìåòîòðåê-
ñàòó, ãåíòàìèöèíó, ñïåêòèíîìèöèíó è äð., ïîä-
ñòðîåííûå ïîä ïðîìîòîðû ãåíîâ ðàñòåíèé

(òàáë. 19.1). Ñåëåêöèþ áàêòåðèé, íåñóùèõ áè-
íàðíûå âåêòîðû è ãèáðèäû íà èõ îñíîâå, îñó-
ùåñòâëÿþò â çàâèñèìîñòè îò ñòðóêòóðû âåêòîð-
íîé ïëàçìèäû íà ñðåäàõ ñ àíòèáèîòèêàìè êàíà-
ìèöèíîì, àìïèöèëëèíîì, òåòðàöèêëèíîì, õëî-
ðàìôåíèêîëîì è äð. Ýòè ãåíû óñòîé÷èâîñòè
ïðîÿâëÿþòñÿ òîëüêî â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî Ò-ÄÍÊ óñïåøíî ïåðå-
íîñèòñÿ â êëåòêè ðàñòåíèé äàæå ïðè î÷åíü áîëü-
øîì ðàçìåðå âñòðîéêè. Òàê, â 1992 ã. À. Ìèðàíäà
ñ ñîàâòîðàìè ïåðâûìè ïîêàçàëè, ÷òî ïðè èçìåíå-
íèè îðèåíòàöèè ó÷àñòêà RB Ò-ÄÍÊ â ðàñòåíèÿ
ìîæåò ïåðåíîñèòüñÿ ïîëíàÿ êîïèÿ ïëàçìèäû Ti.
Â 1996 ã. Ê. Ãàìèëüòîí ñ ñîàâòîðàìè, èñïîëüçóÿ
áèíàðíóþ âåêòîðíóþ ñèñòåìó, îñóùåñòâèëè ïå-
ðåíîñ èç Agrobacteium â ðàñòèòåëüíûå êëåòêè
ôðàãìåíòîâ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ÷åëîâåêà ðàçìå-
ðîì äî 150 òïí.
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ÂÅÊÒÎÐÍÎÉ ÑÈÑÒÅÌÛ A. TUMEFACIENS

Íà ïåðâîì ýòàïå íàèáîëüøåå ÷èñëî ðàáîò ïî
ñîçäàíèþ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé áûëî âûïîë-
íåíî íà òàáàêå Nicotiana tabacum. Ýòî ñâÿçàíî
êàê ñ ïðîñòîòîé ìàíèïóëÿöèé â êóëüòóðå òàáàêà
ïðè ïðîâåäåíèè ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè,
òàê è ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ ðåãåíåðàöèè
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèé íà ñåëåêòèâíûõ
ñðåäàõ.

Ìíîãèå òèïû ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê (ïîêîÿ-
ùèåñÿ êëåòêè ïàðåíõèìû, ìåðèñòåì, êàìáèÿ) íà-
õîäÿòñÿ â íåäåòåðìèíèðîâàííîì ñîñòîÿíèè. Òà-
êèå êëåòêè ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ ðàç-

ëè÷íûì îáðàçîì â çàâèñèìîñòè îò âíåøíåãî âîç-
äåéñòâèÿ. Îíè ìîãóò ïåðåõîäèòü â ýêñïëàíòå (îò
ëàò. ex — âíå, plantare — ñàæàòü) ê äåäèôôåðåí-
öèðîâêå è ðîñòó â âèäå êàëëóñà (ðèñ. 19.7, à),
à çàòåì è ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû. Èç íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ òêàíåé ìíîãèõ âèäîâ ðàñòåíèé
â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ìîæíî ðåãåíåðèðîâàòü
öåëûå ðàñòåíèÿ.

Â ýêñïëàíòàõ èç ïðåäñóùåñòâóþùèõ ìåðè-
ñòåì âîçìîæåí ðîñò â âèäå ïîëíîñòüþ äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ ñòðóêòóð (ðèñ. 19.7, á). Èíèöèà-
öèÿ ðàçâèòèÿ ïðèìîðäèåâ äîïîëíèòåëüíûõ îð-
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Òàáëèöà 19.1. Ïðèìåðû èñïîëüçîâàíèÿ ñåëåêòèâíûõ ìàðêåðîâ â âåêòîðàõ

äëÿ òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé

Ñåëåêòèâíûé ìàðêåð
Ñóáñòðàòû

(ñåëåêòèâíûå
àãåíòû)

×óâñòâèòåëü-
íîñòü òêàíè

êîíòðîëüíîãî
ðàñòåíèÿ,

ìêã/ìë

Êîíñòðóêöèè

Ðåçèñòåíòíîñòü,
îáåñïå÷èâàåìàÿ

ãèáðèäíîé
êîíñòðóêöèåé,

ìêã/ìë

Ãåí íåîìèöèíôîñôî-
òðàíñôåðàçû II (nptII)

Íåîìèöèí
Êàíàìèöèí1

G-418

50–250
5–35
3–10

pnos
2–nptII/nos poly(A)

p35S–CaMV
3–nptII/nos poly(A)

75–1000

Ãåí ãèãðîìèöèíôîñôî-
òðàíñôåðàçû (hpt)

Ãèãðîìèöèí-Â 3–10 ðnos–hpt/nos poly(A)
ð19S–CaMV–hpt/nos poly(A)

30–100

Ãåí óñòîé÷èâîñòè
ê áëåîìèöèíó (ble)

Áëåîìèöèí 1–5 ð35S–CaMV–ble/nos poly(A) 5–10

Ãåí äèãèäðîôîëàò-
ðåäóêòàçû (dhfr)

Ìåòîòðåêñàò1

Òðèìåòîïðèì
0,01–0,5

8–16
ðnos–dhfr/nos poly(A) 0,05–0,5

1 Àíòèáèîòèê, ïî êîòîðîìó îöåíèâàëñÿ óðîâåíü ðåçèñòåíòíîñòè, îáåñïå÷èâàåìûé ãèáðèäíîé êîíñòðóê-
öèåé.

2 nos — ãåí íîïàëèíñèíòåòàçû.
3 CaMV — âèðóñ ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû.



ãàíîâ âîçìîæíà íåïîñðåäñòâåííî èç êëåòîê ýêñ-
ïëàíòà áåç ïðîìåæóòî÷íîé ñòàäèè êàëëóñà
(ðèñ. 19.7, â). Âñå ýòè âàðèàíòû â òîé èëè èíîé
êîìáèíàöèè èñïîëüçóþò ïðè ìàíèïóëèðîâàíèè
ñ ðàñòåíèÿìè â ýêñïåðèìåíòå.

Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî òðàíñôîðìàöèè
Nicotiana tabacum, à òàêæå äðóãèõ ïàñëåíîâûõ
îñîáåííî óäîáíû ëèñòîâûå äèñêè, ïîëó÷åííûå
îò ðàñòåíèé, ðàçìíîæàåìûõ in vitro èëè â òåïëè-
öàõ. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà ñîîòâåòñòâóþùèõ
ñðåäàõ â îáëàñòè ñðåçîâ ëèñòîâûõ äèñêîâ áûñò-
ðî ôîðìèðóåòñÿ êàëëóñ. Íà ñðåäå äëÿ ðåãåíåðà-
öèè ïîáåãîâ âáëèçè ñðåçàííûõ êðàåâ ôðàãìåí-
òîâ ëèñòà ÷åðåç íåêîòîðîå âðåìÿ ïîÿâëÿþòñÿ
ïîáåãè âìåñòå ñ ñîïóòñòâóþùèì êàëëóñîì
(ðèñ. 12 íà öâ. âêëåéêå). Ëèñòîâûå ïëàñòèíêè
òàáàêà íå ñîäåðæàò ïîêîÿùèõñÿ ïî÷åê èëè ïðå-
ôîðìèðîâàííûõ çà÷àòêîâ îðãàíîâ, è, ñëåäîâà-
òåëüíî, áîëüøèíñòâî ïîáåãîâ, ôîðìèðóþùèõñÿ

ó êðàÿ ñðåçà, ïðîèñõîäèò èç äåäèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êëåòîê. Äàííûå êëåòêè âûñîêî÷óâñòâè-
òåëüíû ê òðàíñôîðìàöèè A. tumefaciens. Ïîáå-
ãè, âûðàñòàþùèå íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå ïîñëå
èíêóáàöèè ëèñòîâûõ äèñêîâ ñ êóëüòóðîé âåê-
òîðíûõ àãðîáàêòåðèé, äàþò íà÷àëî ðàñòåíèÿì,
ÄÍÊ êîòîðûõ çàòåì ïðîâåðÿþò â ÏÖÐ íà íàëè-
÷èå âñòðîéêè öåëåâîãî è ñåëåêòèâíîãî ãåíîâ,
èñïîëüçóÿ ñïåöèôè÷íûå äëÿ êàæäîãî ãåíà ïàðû
îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ.

Â îòëè÷èå îò òàáàêà äëÿ äðóãèõ âèäîâ ðàñòå-
íèé, äàæå ïàñëåíîâûõ — êàðòîôåëÿ è òîìàòîâ,
ñëîæíî ïîäîáðàòü óñëîâèÿ ðåãåíåðàöèè èç êàë-
ëóñà íà ñåëåêòèâíûõ ñðåäàõ ïîñëå àãðîáàêòåðè-
àëüíîé òðàíñôîðìàöèè. Ïîýòîìó èñïîëüçóþò
äðóãèå, áîëåå òðóäîåìêèå ïðîöåäóðû. Íàïðè-
ìåð, äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ òîìàòîâ
èíîãäà ïðèìåíÿþò òàê íàçûâàåìûé ìåòîä

«ôëàìèíãî». Â ýòîì ñëó÷àå ïîëó÷åííûå èç ñå-
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Ðèñ. 19.7. Îñíîâíûå òèïû ðîñòà ýêñïëàíòîâ ðàñòåíèé â êóëüòóðå:

à — ðîñò èç íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê è òêàíåé; á — ðàçâèòèå óæå ñóùåñòâóþùèõ îðãàíîâ;
â — ðàçâèòèå àäâåíòèâíûõ îðãàíîâ



ìÿí ïðîðîñòêè òîìàòîâ ðàçìåðîì 3–4 ñì ñ ÷åòêî
âûðàæåííûìè ñåìÿäîëÿìè îòáèðàþò äëÿ àãðî-
áàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèè. Ñòåðèëüíîé
áðèòâîé äåëàþò êîñîé ñðåç, îòñåêàþùèé ÷åðåç
òî÷êó ðîñòà îäíó èç ñåìÿäîëåé (ðèñ. 19.8, à).
Â èòîãå îáðàçóåòñÿ äîñòàòî÷íî îáøèðíàÿ ðàíå-
âàÿ ïîâåðõíîñòü, íà êîòîðóþ íàíîñÿò êóëüòóðó
A. tumefaciens, ñîäåðæàùóþ áèíàðíûé âåêòîð
ñ õåëïåðíîé ïëàçìèäîé Ti, è âûäåðæèâàþò îïðå-
äåëåííîå âðåìÿ. Èíôèöèðîâàííûå ýêñïëàíòû
ïîìåùàþò íà àãàðèçîâàííóþ ïèòàòåëüíóþ ñðå-
äó, ñîäåðæàùóþ êàíàìèöèí (èëè äðóãîå òîêñè÷-
íîå ñîåäèíåíèå, èñïîëüçóåìîå äëÿ ñåëåêöèè
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé) è àíòèáèîòèê, óáèâàþ-
ùèé àãðîáàêòåðèè (îáû÷íî öåôàòîêñèì èëè êàð-
áåíèöèëëèí). Íà ðàíåâîé ïîâåðõíîñòè îáðàçó-
þòñÿ ðåãåíåðàíòû, êîòîðûå ÷åðåç 2–3 íåä. îòäå-
ëÿþò îò ðîäèòåëüñêîãî ðàñòåíèÿ è ïåðåíîñÿò íà
ñðåäó äëÿ óêîðåíåíèÿ (ðèñ. 19.8, á–ã). Óêîðåíèâ-
øèåñÿ íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå ðàñòåíèÿ ïîäâåðãà-
þò àíàëèçó íà íàëè÷èå öåëåâûõ âñòðîåê â õðî-
ìîñîìíîé ÄÍÊ. Âûõîä òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
ïðè èñïîëüçîâàíèè äàííîãî ìåòîäà íåâåëèê, ïî-
ýòîìó ïðèõîäèòñÿ èíôèöèðîâàòü áîëüøîå êîëè-
÷åñòâî ýêñïëàíòîâ è òùàòåëüíî àíàëèçèðîâàòü
ðåãåíåðèðîâàâøèå ðàñòåíèÿ. ×òîáû èçáåæàòü
âîçìîæíîé ìîçàè÷íîñòè ïîëó÷àåìûõ ðåãåíåðàí-
òîâ ïî âñòðîéêå öåëåâîãî ãåíà, íåîáõîäèìî âû-
ðàùèâàòü èõ äî ïîëó÷åíèÿ ñåìÿí. Ñåìåíà ïðîðà-
ùèâàþò íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå; âûðîñøèå ðàñòå-
íèÿ àíàëèçèðóþò íà íàëè÷èå âñòðîéêè öåëåâîãî
ãåíà è îöåíèâàþò óðîâåíü åãî ýêñïðåññèè ïî
ïðîäóêöèè ñïåöèôè÷íûõ ìÐÍÊ è áåëêà.

Ìíîãèå îäíîäîëüíûå ðàñòåíèÿ, â ÷àñòíîñòè
êóêóðóçà, ðèñ, ÿ÷ìåíü è ïøåíèöà, ïðè èíôèöè-
ðîâàíèè ðàçíûìè âèðóëåíòíûìè øòàììàìè
Agrobacterium íå ïîääåðæèâàþò ðîñò êîðîí÷à-

òûõ ãàëëîâ, íî ìîãóò áûòü ãåíåòè÷åñêè òðàíñ-
ôîðìèðîâàíû ïðè àãðîáàêòåðèàëüíîì ïåðåíîñå
ãåíîâ óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì èëè ãåðáè-
öèäàì. Ïî ìåðå àäàïòàöèè ðàçðàáîòàííûõ ìåòî-
äîâ êðóã âèäîâ ðàñòåíèé, âîâëåêàåìûõ â ãåí-
íî-èíæåíåðíûå ýêñïåðèìåíòû ñ èñïîëüçîâàíè-
åì àãðîáàêòåðèàëüíîé ñèñòåìû òðàíñôîðìà-
öèè, ïîñòîÿííî ðàñøèðÿåòñÿ.

19.4. ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß È ÍÀÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ×ÓÆÅÐÎÄÍÛÕ ÃÅÍÎÂ,
ÂÂÅÄÅÍÍÛÕ Â ÐÀÑÒÅÍÈß Â ÑÎÑÒÀÂÅ Ò-ÄÍÊ

Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ
â ðàñòåíèÿõ ïåðâîíà÷àëüíî èñïîëüçîâàëè õîðî-
øî îõàðàêòåðèçîâàííûå êîíñòèòóòèâíûå ïðî-
ìîòîðû ÄÍÊ-ñîäåðæàùåãî âèðóñà ìîçàèêè
öâåòíîé êàïóñòû, îáåñïå÷èâàþùèå òðàíñêðèï-
öèþ ìîëåêóë 35S è 19S ÐÍÊ, èëè ïðîìîòîðû
îïèíîâûõ ñèíòåòàç. Ñ ðàçâèòèåì èññëåäîâàíèé
ñòàëè èñïîëüçîâàòü òàêæå ðåãóëèðóåìûå òêàíå-
ñïåöèôè÷íûå ïðîìîòîðû, íàïðèìåð, êëóáíå-
ñïåöèôè÷íûé ïðîìîòîð ãåíà ïàòàòèíà êàðòîôå-
ëÿ èëè ïðîìîòîð ãåíà Å8, èíäóöèðóåìûé ïðè
ñîçðåâàíèè ïëîäîâ òîìàòîâ.

Àãðîáàêòåðèàëüíàÿ òðàíñôîðìàöèÿ ðàñòå-
íèé ïðèâîäèò ê èíòåãðàöèè Ò-ÄÍÊ èëè ãèáðè-

äîâ íà åå îñíîâå â ðàçëè÷íûå ó÷àñòêè ðàçíûõ
õðîìîñîì. Êàæäîå òðàíñãåííîå ðàñòåíèå èí-
äèâèäóàëüíî ïî ìåñòó âñòðîéêè è ÷èñëó âñòðî-
åííûõ êîïèé Ò-ÄÍÊ. Íåêîòîðûå îñîáè ìîãóò
ñîäåðæàòü åäèíè÷íóþ âñòðîéêó ãèáðèäíîé
Ò-ÄÍÊ, â òî âðåìÿ êàê äðóãèå — íèçêîêîïèéíûå
òàíäåìíûå ïîâòîðû Ò-ÄÍÊ. Óðîâåíü ýêñïðåññèè
òðàíñãåíà ìîæåò çíà÷èòåëüíî âàðüèðîâàòü ó ðàç-
íûõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, ïîëó÷åííûõ â îäíîì
ýêñïåðèìåíòå, ïðè ýòîì îí ÷àñòî íå êîððåëèðóåò
ñ êîïèéíîñòüþ, à çàâèñèò îò ïîëîæåíèÿ òðàíñãå-
íà â ðàñòèòåëüíîì ãåíîìå (áëèçîñòü èëè óäàëåí-
íîñòü îò ñèëüíûõ ïðîìîòîðîâ, óñèëèòåëåé èëè
ãëóøèòåëåé òðàíñêðèïöèè è ò. ï.).
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Ðèñ. 19.8. Ïîëó÷åíèå ðåãåíåðàíòîâ òîìàòà
ìåòîäîì «ôëàìèíãî»:

à — èíòàêòíûé, àìïóòèðîâàííûé ïðîðîñòîê òîìàòà
è ïðîðîñòîê ñ íà÷àëîì ðåãåíåðàöèè;

á — ôîðìèðóþùèéñÿ ðåãåíåðàíò;
â — ýòàïû ðîñòà ðåãåíåðàíòà íà ïðîðîñòêå;

ã — îòäåëåííûé ðåãåíåðàíò íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå.
Ôîòî ïðåäîñòàâëåíû Í. È. Ðåêîñëàâñêîé



Ïðè èçó÷åíèè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé îáíà-
ðóæèëè ýôôåêò ñàéëåíñèíãà (îò àíãë. silen-
cing — çàìîëêàíèå) òðàíñãåíà â ïîñëåäóþùèõ
ïîêîëåíèÿõ, ò. å. ó ðÿäà èíäèâèäóàëüíûõ òðàíñ-
ãåííûõ ðàñòåíèé ìîæåò ïðîèñõîäèòü ñíèæåíèå
óðîâíÿ èëè ïîëíîå ïðåêðàùåíèå ñèíòåçà öåëå-
âîãî áåëêà, êîäèðóåìîãî âñòðîåííûì òðàíñãå-
íîì. Ìåõàíèçìû çàìîëêàíèÿ ãåíà ìîãóò áûòü
ðàçíûìè. Íàïðèìåð, âñòðîéêà äâîéíîé êîïèè
òðàíñãåíà â îðèåíòàöèè «ãîëîâà ê ãîëîâå» (èí-
âåðòèðîâàííûé ïîâòîð) ïðèâåäåò ê íåñòàáèëü-
íîñòè êîíñòðóêöèè è âûùåïëåíèþ òðàíñãåíà.
Ýòî ðåêîìáèíàöèîííûé ñàéëåíñèíã. Ìåòèëèðî-
âàíèå ïðîìîòîðà òðàíñãåíà, îáóñëîâëåííîå
âñòðîéêîé Ò-ÄÍÊ â àêòèâíî ìåòèëèðóåìûå
ðàéîíû ãåíîìà ðàñòåíèÿ, ïðèâåäåò ê òðàíñêðèï-
öèîííîìó ñàéëåíñèíãó. Ñïåöèôè÷íîå ðàñùåï-

ëåíèå ìÐÍÊ, â êîòîðîå âîâëåêàþòñÿ íèçêîìîëå-
êóëÿðíûå äâóõöåïî÷å÷íûå ìîëåêóëû ÐÍÊ, âû-
çûâàåò ïîñòòðàíñêðèïöèîííûé ñàéëåñèíã
òðàíñãåíà. Òàêîé ìåõàíèçì íàèáîëåå ÷àñòî
âñòðå÷àåòñÿ ó òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, ïîëó÷åí-
íûõ ïðÿìûì ïåðåíîñîì ÄÍÊ, òàê êàê â ýòîì
ñëó÷àå èíòåãðèðóåòñÿ áîëüøîå ÷èñëî òðàíñãå-
íîâ è îáðàçóþòñÿ ìíîæåñòâåííûå ïîâòîðû.

Ó÷èòûâàÿ âîçìîæíîñòü çàìîëêàíèÿ òðàíñ-
ãåíà, â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå íåîáõîäèìî ïîëó-
÷àòü êàê ìîæíî áîëüøå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
è òåñòèðîâàòü óðîâåíü ýêñïðåññèè âñòðîåííîãî
ãåíà. Ïðè ýòîì ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè
òðàíñôîðìàíòàìè (ïîêîëåíèå Ò0) áîëåå íàäåæ-
íûå ðåçóëüòàòû áóäóò ïîëó÷åíû ïðè àíàëèçå
ðàñòåíèé ñëåäóþùèõ ïîêîëåíèé (Ò1 èëè Ò2),
âûðîñøèõ íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå èç ñåìÿí.

19.5. ÏÐßÌÎÉ ÌÅÒÎÄ ÂÂÅÄÅÍÈß ÒÐÀÍÑÃÅÍÀ Â ÐÀÑÒÅÍÈß

Íà ïåðâûõ ýòàïàõ ðàçâèòèÿ ãåíåòè÷åñêîé
èíæåíåðèè ðàñòåíèé âîçíèêàëè áîëüøèå ñëîæ-
íîñòè â îñóùåñòâëåíèè àãðîáàêòåðèàëüíîé
òðàíñôîðìàöèè ðàçëè÷íûõ âèäîâ ðàñòåíèé,
è â ïåðâóþ î÷åðåäü îäíîäîëüíûõ. Ïîýòîìó áû-
ëè ïðåäïðèíÿòû ïîïûòêè íàéòè áîëåå óíèâåð-
ñàëüíûé ìåòîä ââåäåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ â êëåòêè
ðàñòåíèé. Â 1987 ã. Äæ. Ñýíôîðä ñ ñîàâòîðàìè
ðàçðàáîòàëè ìåòîä áîìáàðäèðîâàíèÿ ìèêðî÷àñ-
òèöàìè è îïðîáîâàëè åãî íà òêàíÿõ ëóêà. Â êà-
÷åñòâå ìèøåíè áûë èñïîëüçîâàí ìîíîñëîé
áîëüøèõ ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê. Çàòåì ýòîò ìå-
òîäè÷åñêèé ïðèåì áûë óñïåøíî ðåàëèçîâàí íà
ìíîãèõ âèäàõ ðàñòåíèé, à òàêæå íà áàêòåðèÿõ,
ãðèáàõ è äàæå æèâîòíûõ. Ñîâðåìåííûå âàðèàí-
òû ïðèáîðîâ äëÿ áîìáàðäèðîâàíèÿ ìèêðî÷àñ-
òèöàìè íàçûâàþò îáû÷íî ãåííûìè ïóøêàìè.

Äëÿ áîìáàðäèðîâàíèÿ íàèáîëåå óäîáíû õè-
ìè÷åñêè èíåðòíûå ÷àñòèöû çîëîòà äèàìåòðîì
0,6–3 ìêì, íà êîòîðûå àäñîðáèðóþò ìîëåêóëû
ÄÍÊ. Ýòèìè ÷àñòèöàìè çàðÿæàþò ãåííóþ ïóø-
êó, è ïîñëå âûñòðåëà ÷àñòèöû ïðîáèâàþò êëå-
òî÷íûå ñòåíêè, ÄÍÊ ïîïàäàåò âíóòðü êëåòêè è
â êîíå÷íîì èòîãå — â ÿäðî (èëè ïëàñòèäû). Äëÿ
ìíîãèõ èññëåäîâàíèé ìîæíî èñïîëüçîâàòü áî-
ëåå äåøåâûé «íîñèòåëü» ÄÍÊ — âîëüôðàìî-
âûå ìèêðî÷àñòèöû, îäíàêî èíîãäà îíè ïðîÿâëÿ-
þò ôèòîòîêñè÷íîñòü.

Ââîäèìûå ìåòîäîì áîìáàðäèðîâàíèÿ ïëàç-
ìèäû îáû÷íî ñîäåðæàò ãåíû, íåîáõîäèìûå äëÿ
ðàçìíîæåíèÿ è ñåëåêöèè ãèáðèäíûõ ïëàçìèä
â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ, à òàêæå ñåëåêòèâíûé
è öåëåâîé ãåíû, íàõîäÿùèåñÿ ïîä êîíòðîëåì
ïðîìîòîðîâ è òåðìèíàòîðîâ òðàíñêðèïöèè,

ôóíêöèîíèðóþùèõ â ðàñòåíèÿõ. Â êà÷åñòâå ñå-
ëåêòèâíîãî äëÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèé
ãåíà ÷àùå âñåãî èñïîëüçóþò ãåí óñòîé÷èâîñòè
ê êàíàìèöèíó.

Óæå ÷åðåç ÷àñ ïîñëå áîìáàðäèðîâàíèÿ â òêà-
íÿõ ðàñòåíèÿ ìîæåò áûòü âûÿâëåíà ýêñïðåññèÿ
ââîäèìîãî òðàíñãåíà, îäíàêî ñòàáèëüíàÿ èíòåã-
ðàöèÿ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ íàáëþäàåòñÿ ëèøü â íå-
áîëüøîé äîëå êëåòîê, â êîòîðûå îíà áûëà ââå-
äåíà. Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî áóëüøàÿ ÷àñòü
ïëàçìèä â êëåòêå äåãðàäèðóåòñÿ.

Â êëåòêå ïëàçìèäíûå ÄÍÊ ðåêîìáèíèðóþò
ìåæäó ñîáîé è õðîìîñîìíîé ÄÍÊ. Â ðåçóëüòàòå
ïëàçìèäà ìîæåò èíòåãðèðîâàòüñÿ â õðîìîñîì-
íóþ ÄÍÊ ðàñòåíèÿ â èíäèâèäóàëüíîì èëè, ÷à-
ùå, â ìóëüòèìåðíîì âèäå. Âñòðîéêà â õðîìî-
ñîìíóþ ÄÍÊ ðàñòåíèé ïðîèñõîäèò ñëó÷àéíûì
îáðàçîì, êàê è â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Ìå-
òîä áîìáàðäèðîâàíèÿ ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü
êîòðàíñôîðìàöèþ ðàñòåíèé ðàçíûìè ïëàçìè-
äàìè, ïðè ýòîì ïëàçìèäû îáû÷íî âñòðàèâàþòñÿ
â ãåíîì ðàñòåíèÿ êàê êîèíòåãðàíòû. Íà îñíîâà-
íèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ïîëàãàòü,
÷òî ìåõàíèçì èíòåãðàöèè ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ
â õðîìîñîìû êëåòêè ïðè ïðÿìîì ïåðåíîñå ïëàç-
ìèä, íå ñîäåðæàùèõ ïðîòÿæåííûõ îáëàñòåé ãî-
ìîëîãèè ñ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ, ñõîæ ó ðàñòåíèé,
æèâîòíûõ è äðîææåé.

Â îòëè÷èå îò àãðîáàêòåðèàëüíîé ñèñòåìû
òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé, îáåñïå÷èâàþùåé äî-
ñòàòî÷íî íàäåæíîå ñîõðàíåíèå âñòðàèâàåìûõ ãå-
íîâ, ïðÿìîé ïåðåíîñ ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíî
áîëüøåìó ðàçíîîáðàçèþ âàðèàíòîâ âñòðîåííûõ
ñòðóêòóð, òàê êàê îíè ÷àùå ïîäâåðãàþòñÿ ðåêîì-
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Äëÿ ìåäèöèíñêèõ öåëåé ðàñòåíèÿ èñïîëüçó-
þò òûñÿ÷è ëåò, íî ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíåðèÿ ïî-
çâîëèëà ñîçäàòü íîâûå ðàñòåíèÿ, áåëêîâûå ïðî-
äóêòû êîòîðûõ âàæíû äëÿ òåðàïèè ðàçëè÷íûõ
çàáîëåâàíèé. Ãåíû òåðàïåâòè÷åñêè âàæíûõ áåë-
êîâ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ ìîæíî ââîäèòü â ðàç-
íûå ñèñòåìû ýêñïðåññèè, êàæäàÿ èç êîòîðûõ
èìååò ñâîè äîñòîèíñòâà è íåäîñòàòêè. Èäåàëü-
íîé ÿâëÿåòñÿ ñèñòåìà ýêñïðåññèè, êîòîðàÿ íàè-
áîëåå áåçîïàñíà è îáåñïå÷èâàåò ïðîäóêöèþ
áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî ïðîäóêòà ïî ìèíè-
ìàëüíîé öåíå. Â ñèñòåìå êëåòîê ìëåêîïèòàþ-
ùèõ ìîãóò ñèíòåçèðîâàòüñÿ áåëêè ÷åëîâåêà
è æèâîòíûõ, â ìàêñèìàëüíîé ñòåïåíè ñõîæèå
ñ ïðèðîäíûìè, íî êóëüòèâèðîâàíèå òàêèõ êëå-
òîê äîðîãî è îãðàíè÷åíî ïî ìàñøòàáó. Áàêòåðèè
ìîæíî ïðîèçâîäèòü â áîëüøîì ìàñøòàáå, íî
ñèíòåçèðóåìûå â íèõ ýóêàðèîòè÷åñêèå áåëêè
äàëåêî íå âñåãäà èìåþò ïðàâèëüíóþ òðåòè÷íóþ
ñòðóêòóðó. Êðîìå òîãî, îíè íå ìîãóò ïîäâåð-
ãàòüñÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííîé ìîäèôèêàöèè.

Ïðîäóêöèÿ ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ â ðàñòå-
íèÿõ èìååò ðÿä ïîòåíöèàëüíûõ ïðåèìóùåñòâ
ïåðåä äðóãèìè ñèñòåìàìè ýêñïðåññèè ÷óæåðîä-
íûõ ãåíîâ. Ðàñòèòåëüíûå ñèñòåìû áîëåå äåøå-
âû ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòèâèðîâàíèåì â áèîðå-
àêòîðàõ (ôåðìåíòåðàõ). Âñå, ÷òî òðåáóåòñÿ äëÿ
íîðìàëüíîé æèçíåäåÿòåëüíîñòè ðàñòåíèé, —
ýòî ìèíåðàëüíûå ñîåäèíåíèÿ, ñîäåðæàùèåñÿ
â ïî÷âå, âîäà, ýíåðãèÿ ñîëíå÷íîãî ñâåòà è óãëå-
êèñëûé ãàç.

Â ðàñòåíèÿõ âîçìîæíà ïîñòòðàíñëÿöèîííàÿ
ìîäèôèêàöèÿ ñèíòåçèðóåìûõ ÷óæåðîäíûõ ïîëè-
ïåïòèäîâ. Îáÿçàòåëüíûì óñëîâèåì îáðàçîâàíèÿ
ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ ïðà-
âèëüíàÿ óêëàäêà ïîëèïåïòèäíîé öåïè. Ó ìëåêî-
ïèòàþùèõ çà ýòî îòâå÷àþò ïî êðàéíåé ìåðå äâà
øàïåðîíà — BiP/GRP78 è GRP94. Â âûñøèõ
ðàñòåíèÿõ ñèãíàëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (íà-
ïðèìåð Lys–Arg–Glu–Leu íà Ñ-êîíöå ïîëèïåï-
òèäà) íàïðàâëÿþò áåëêè â ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé
ðåòèêóëóì, ãäå îáíàðóæåíû øàïåðîíû, ãîìîëî-
ãè÷íûå BiP/GRP78 è GRP94.

Âàæíîé îñîáåííîñòüþ ðàñòåíèé ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êóëüòóðàìè êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ è
òðàíñãåííûìè æèâîòíûìè ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî
â íèõ íå ìîãóò ðàçâèâàòüñÿ òàêèå ïàòîãåíû ÷å-

ëîâåêà è æèâîòíûõ, êàê âèðóñû, ïðèîíû è äð.,
÷òî îáåñïå÷èâàåò ãîðàçäî áóëüøóþ áåçîïàñ-
íîñòü ãåííî-èíæåíåðíûõ ïðîäóêòîâ, âûäåëåí-
íûõ èç ðàñòåíèé. Ïðèìåðû ðàñòåíèé — ïðîäó-
öåíòîâ òåðàïåâòè÷åñêè âàæíûõ áåëêîâ ÷åëîâåêà
ïðèâåäåíû â òàáë. 19.2.

Òåõíîëîãèè ñáîðà è îáðàáîòêè ðàñòåíèé
â áîëüøèõ ìàñøòàáàõ óæå ñóùåñòâóþò, ÷òî çíà-
÷èòåëüíî óïðîùàåò è óäåøåâëÿåò ðàáîòó ñ ïîñå-
âàìè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé.

Áåëêè, ïðîäóöèðóåìûå â ñåìåíàõ, êëóáíÿõ,
ïëîäàõ, îáëàäàþò çíà÷èòåëüíîé ñòàáèëüíîñòüþ
è ìîãóò ñîõðàíÿòüñÿ â íèõ áåç âûäåëåíèÿ äëè-
òåëüíîå âðåìÿ.

Çíà÷èòåëüíóþ äîëþ â ñòîèìîñòü ðåêîìáè-
íàíòíûõ áåëêîâ ìåäèöèíñêîãî íàçíà÷åíèÿ âíî-
ñèò èõ î÷èñòêà. Ïðè ñèíòåçå íåêîòîðûõ áåëêîâ
â çåðíå ðèñà, ïøåíèöû, ïëîäàõ òîìàòà, áàíàíîâ
è äð. âîçìîæíî èõ ââåäåíèå â îðãàíèçì àëèìåí-
òàðíûì ïóòåì (ñ ïèùåé) áåç ïðåäâàðèòåëüíîé
î÷èñòêè, ÷òî çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò ñòîèìîñòü
òàêèõ ïðåïàðàòîâ.

19.6.1. Òåðàïåâòè÷åñêèå
è äèàãíîñòè÷åñêèå àíòèòåëà

Ìåòîä ïîëó÷åíèÿ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
â ãèáðèäîìàõ ðàçðàáîòàëè Ã. Êîõëåð è Ê. Ìèë-
ñòåéí â 1975 ã. Âñëåäñòâèå ñâîåé âûñîêîé ñïå-
öèôè÷íîñòè è àôôèííîñòè äëÿ øèðîêîãî ñïåê-
òðà àíòèãåíîâ, àíòèòåëà è èõ ôðàãìåíòû íàøëè
øèðîêîå ïðèìåíåíèå, è ïðåæäå âñåãî äëÿ äèàã-
íîñòè÷åñêèõ öåëåé è òåðàïèè ðàçëè÷íûõ çàáî-
ëåâàíèé. Ó÷èòûâàÿ ïîòåíöèàëüíûå ïðåèìóùå-
ñòâà ãåííî-èíæåíåðíîé ñèñòåìû ðàñòåíèé, çà-
ìàí÷èâî áûëî êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ ïðè ïðî-
èçâîäñòâå àíòèòåë çàìåíèòü íà ðàñòèòåëüíûå.

À. Õèàòò ñ ñîàâòîðàìè (1989 ã.) ïåðâûìè ñîç-
äàëè òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà, ïðîäóöèðóþ-
ùèå ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûå ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà IgG1. Äëÿ ýòîãî ÄÍÊ-êîïèè ìàòðè÷íûõ
ÐÍÊ, âûäåëåííûõ èç ìûøèíîé ãèáðèäîìû 6D4
è êîäèðóþùèõ ëåãêóþ (êàïïà) è òÿæåëóþ (ãàì-
ìà) öåïè èììóíîãëîáóëèíà IgG1, âñòðîèëè â àã-
ðîáàêòåðèàëüíûé áèíàðíûé ýêñïðåññèðóþùèé
âåêòîð. Ïîëó÷åííûå ãèáðèäíûå êîíñòðóêöèè
äëÿ êàæäîé öåïè èììóíîãëîáóëèíà ïåðåíåñëè
â êëåòêè òàáàêà, íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå îòîáðàëè
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áèíàöèÿì è ïåðåñòðîéêàì. Ïîýòîìó ïðè ïðÿ-
ìîì ââåäåíèè òðàíñãåíîâ â êëåòêè ðàñòåíèé
íåîáõîäèìî îñîáåííî òùàòåëüíî îñóùåñòâëÿòü

àíàëèç âñòðîåê, èñïîëüçóÿ áîëüøåå ÷èñëî
òðàíñôîðìàíòîâ. Ýòî óâåëè÷èâàåò òðóäîåì-
êîñòü ýêñïåðèìåíòîâ.



òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ è îõàðàêòåðèçîâàëè ïðî-
äóêöèþ ñîîòâåòñòâóþùèõ öåëåâûõ áåëêîâ.
Òðàíñôîðìàíòû, ïðîäóöèðóþùèå èíäèâèäóàëü-
íûå öåïè èììóíîãëîáóëèíà, ñêðåñòèëè è ïîëó-
÷èëè ïîòîìñòâî, ýêñïðåññèðóþùåå îäíîâðåìåí-
íî îáå öåïè. Â òàêèõ ðàñòåíèÿõ öåïè îáîèõ òè-
ïîâ îáúåäèíÿëèñü è îáðàçîâûâàëè ôóíêöèîíàëü-
íî àêòèâíûå ìîëåêóëû, ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàþ-
ùèåñÿ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè àíòèãåíàìè. Ôóíê-
öèîíàëüíûå àíòèòåëà â ðàñòåíèÿõ òàáàêà íàêàï-
ëèâàëèñü â êîëè÷åñòâå, äîñòèãàþùåì 1,3 % ñóì-
ìàðíîãî áåëêà ëèñòüåâ. Ýêñïåðèìåíòàëüíî áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî äëÿ ñáîðêè ìîëåêóëû èììóíî-
ãëîáóëèíà íåîáõîäèìà ñåêðåöèÿ îáåèõ öåïåé,
ò. å. êàæäàÿ öåïü äîëæíà ñèíòåçèðîâàòüñÿ â âèäå
ïðåáåëêà, íà N-êîíöå êîòîðîãî íàõîäèòñÿ ñèã-
íàëüíûé ïåïòèä.

Â äàëüíåéøåì â ðÿäå ëàáîðàòîðèé áûëè ïî-
ëó÷åíû òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ, êîòîðûå ïðîäó-
öèðîâàëè ðàçëè÷íûå ïîëíîðàçìåðíûå èììóíî-

ãëîáóëèíû ëèáî òàê íàçûâàåìûå îäíîöåïî÷å÷-
íûå âàðèàáåëüíûå ôðàãìåíòû (single-chain
variable fragment, scFv) èììóíîãëîáóëèíîâ,
ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé âàðèàáåëüíûå îáëàñòè
òÿæåëîé è ëåãêîé öåïåé, ñîåäèíåííûå ëèíêåð-
íûì ïåïòèäîì. Äàííûå î íåêîòîðûõ òðàíñãåí-
íûõ ðàñòåíèÿõ — ïðîäóöåíòàõ àíòèòåë ïðèâå-
äåíû â òàáë. 19.3. Ïðè èñïûòàíèÿõ íà äîáðî-
âîëüöàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àíòèòåëà ïðîòèâ
Streptococcus mutans (îñíîâíîé àãåíò, âûçûâàþ-
ùèé êàðèåñ çóáîâ), ïðîèçâåäåííûå â ðàñòåíèÿõ
òàáàêà, ïîñëå íàíåñåíèÿ íà çóáû çàùèùàþò èõ
îò êàðèåñà ïî êðàéíåé ìåðå â òå÷åíèå ÷åòûðåõ
ìåñÿöåâ. Ñèíòåçèðîâàííûå â ðàñòåíèÿõ ñîè èëè
êóêóðóçû àíòèòåëà ïðîòèâ âèðóñà ãåðïåñà âòî-
ðîãî òèïà â ýêñïåðèìåíòå ïðåäîòâðàùàëè ãåíè-
òàëüíûé ãåðïåñ ó ìûøåé. Ýòè ðåçóëüòàòû óêà-
çûâàþò íà áîëüøóþ ïåðñïåêòèâíîñòü èññëåäî-
âàíèé ïî ñîçäàíèþ ðàñòåíèé, ïðîäóöèðóþùèõ
ñïåöèôè÷íûå èììóíîãëîáóëèíû.
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Òàáëèöà 19.2. Ïðèìåðû ïðîäóêöèè òðàíñãåííûìè ðàñòåíèÿìè áåëêîâ ÷åëîâåêà

äëÿ âîçìîæíîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ

Çàáîëåâàíèÿ, ñèíäðîìû
Ðàñòåíèå-

õîçÿèí
Áåëêè

Óðîâåíü
ýêñïðåññèè

Ãîä
îïóáëèêîâàíèÿ

Àíåìèÿ Òàáàê Ýðèòðîïîýòèí < 0,01 % ÑÐÁ1 1997

Ïåðåäîçèðîâêà
íàðêîòèêîâ

Àðàáèäîïñèñ
(ðåçóøêà)

Ýíêåôàëèíû 0,10 % áåëêà ñåìÿí 1997

Öèððîç ïå÷åíè, îæîãè,
õèðóðãè÷åñêèå òðàâìû

Òàáàê Ñûâîðîòî÷íûé
àëüáóìèí

0,02 % ÑÐÁ 1997

Êðîâîïîòåðÿ Òàáàê �-, �-ãëîáèí 0,05 % áåëêà ñåìÿí 1997

Ãèïåðêîàãóëÿöèÿ Òàáàê
Ðàïñ

Ïðîòåèí Ñ
Ãèðóäèí
(èíãèáèòîð òðîìáèíà)

< 0,01 % ÑÐÁ
0,30 % áåëêà ñåìÿí

1999
1999

Âÿëîå çàæèâëåíèå ðàí Òàáàê Ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð
ðîñòà

< 0,01 % ÑÐÁ 1999

Ãåïàòèòû À è Â Ðèñ, ðåïà
Òàáàê

�-Èíòåðôåðîí
�-Èíòåðôåðîí

Íåò äàííûõ
< 0,01 % ÑÂ2

1999

Íàðóøåíèå ñèíòåçà
êîëëàãåíà

Òàáàê Ãîìîòðèìåðíûé
êîëëàãåí

< 0,01 % ÑÂ 1999

Íåéòðîïåíèÿ Òàáàê Ãðàíóëîöèò-ìàêðîôàã-
êîëîíèåñòèìóëèðóþùèé
ôàêòîð

Íåò äàííûõ 2000

Íåäîñòàòîê ãîðìîíà
ðîñòà

Òàáàê Ñîìàòîòðîïèí < 0,01% ÑÐÁ 2000

Ïóçûðíûé ôèáðîç,
çàáîëåâàíèÿ ïå÷åíè,
êðîâîòå÷åíèÿ

Ðèñ �1-Àíòèòðèïñèí Íåò äàííûõ 2000

Ïðåäóïðåæäåíèå
îòòîðæåíèÿ
òðàíñïëàíòàíòà

Êóêóðóçà Àïðîòèíèí
(èíãèáèòîð òðèïñèíà)

Íåò äàííûõ 2000

Áàêòåðèàëüíûå
èíôåêöèè

Êàðòîôåëü Ëàêòîôåððèí 0,10 % ÑÐÁ 2000

1 ÑÐÁ — ñóììàðíûé ðàñòâîðèìûé áåëîê.



Óðîâåíü ïðîäóêöèè ÷óæåðîäíûõ ïîëèïåï-
òèäîâ ìîæåò ñóùåñòâåííî çàâèñåòü îò âèäà ðàñ-
òåíèÿ èëè òêàíè, â êîòîðûõ îíè ñèíòåçèðóþòñÿ.
Íàïðèìåð, îäèí è òîò æå âèä ðåêîìáèíàíòíûõ
àíòèòåë â ëèñòüÿõ òðàíñãåííîãî òàáàêà íàêàï-
ëèâàëñÿ ëèøü äî 0,04 % ñóììàðíîãî áåëêà, â òî
âðåìÿ êàê â ëèñòüÿõ àðàáèäîïñèñà — äî 3 %.

Ðàçëè÷èÿ â ãëèêîçèëèðîâàíèè áåëêîâ, ñèí-
òåçèðîâàííûõ â êëåòêàõ ðàñòåíèé è ìëåêîïè-
òàþùèõ, — ãëàâíàÿ ïðîáëåìà ïðè èñïîëüçîâà-
íèè èõ â ìåäèöèíå. Ãëèêîïðîòåèíû, ïðîäóöèðî-
âàííûå â ðàñòåíèÿõ, èìåþò äâå äîïîëíèòåëü-
íûå óãëåâîäíûå äåòåðìèíàíòû: �(1,2)-êñèëîçó
è �(1,3)-ôóêîçó. Áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæå-

íèå, ÷òî òàêèå îëèãîñàõàðèäíûå îñòàòêè,
íå íàéäåííûå â N-ãëèêàíàõ ìëåêîïèòàþùèõ,
ìîãóò îêàçàòüñÿ àëëåðãåííûìè äëÿ ÷åëîâåêà:
â êðîâè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ îáíàðó-
æåíû ñïåöèôè÷åñêèå IgE ïðîòèâ ðàñòèòåëüíûõ
óãëåâîäíûõ äåòåðìèíàíò. Õîòÿ ýòî íå ìîæåò íà-
ïðÿìóþ ðàñöåíèâàòüñÿ êàê ïîêàçàòåëü àëëåð-
ãèè, òåì íå ìåíåå ëó÷øå èçáåãàòü âîçìîæíûõ
ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ðåêîì-
áèíàíòíûõ áåëêîâ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå.
Ñðàâíåíèå ïðîöåññîâ ñèíòåçà N-ãëèêàíîâ
â êëåòêàõ ðàñòåíèé è ìëåêîïèòàþùèõ ïîêàçàëî,
÷òî êëþ÷åâûì ôåðìåíòîì, ñïîñîáíûì ïðåâðà-
ùàòü ðàñòèòåëüíûå N-ãëèêàíû â N-ãëèêàíû
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Òàáëèöà 19.3. Ïðèìåðû òåðàïåâòè÷åñêèõ è äèàãíîñòè÷åñêèõ àíòèòåë, ñèíòåçèðîâàííûõ â ðàñòåíèÿõ

Ïðèìåíåíèå
Ñïåöèôè÷-

íîñòü

Ñèãíàëüíàÿ
ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü

Ïðîìîòîð
Îáîçíà÷åíèå

è òèï
àíòèãåíà

Ðàñòåíèå-
õîçÿèí

Óðîâåíü
ýêñïðåññèè1

Ãîä
îïóáëè-
êîâàíèÿ

Ïðåäîòâðà-
ùåíèå çóá-
íîãî êàðèåñà

Àíòèãåí I
èëè II
ñòðåïòîêîêà

Ñèãíàëüíûé
ïåïòèä IgG
ìûøè

35S ÑàÌV2 Guy’s 13
(IgA)

Òàáàê 500 ìêã/ã
ëèñòüåâ

1995, 1998

Ëå÷åíèå
ðàêà òîëñòîé
êèøêè

Ïîâåðõíîñò-
íûé àíòèãåí

Ñèãíàëüíûé
ïåïòèä IgG
ìûøè;
KDEL3

Ñóáãåíîì-
íûé ïðî-
ìîòîð áåëêà
îáîëî÷êè
TMV4

CO17-1A
(IgG)

Òàáàê Íåò äàííûõ 1998

Ëå÷åíèå è
äèàãíîñòèêà
èíôåêöèè
âèðóñîì
ïðîñòîãî
ãåðïåñà
òèïà 2

— Ñèãíàëüíûé
ïåïòèä
ýêñòåíñèíà
òàáàêà

35S ÑàÌV Àíòè-HSV-2
(IgG)

Ñîÿ,
êóêóðóçà

Íåò äàííûõ 1998

Ëå÷åíèå
Â-êëåòî÷íîé
ëèìôîìû
(èäèî-
òèïè÷íûå
âàêöèíû)

— Ñèãíàëüíûé
ïåïòèä
�-àìèëàçû
ðèñà

Ñóáãåíîì-
íûé ïðî-
ìîòîð áåëêà
îáîëî÷êè
TMV

38C13
(scFv)

Òàáàê 30,0 ìêã/ã
ëèñòüåâ

1999

ÈÔÀ-äèàã-
íîñòèêà

Àíòèòåëî
ïðîòèâ
÷åëîâå÷å-
ñêîãî IgG

Ñèãíàëüíûé
ïåïòèä IgG
ìûøè

35S ÑàÌV C5-1 (IgG) Ëþöåðíà 1,0 %
ñóììàðíîãî
ðàñòâîðèìî-
ãî áåëêà

1999

Ëå÷åíèå
ðàêà

Ðàêîâûé
ýìáðèîíàëü-
íûé àíòèãåí

Ñèãíàëüíûé
ïåïòèä IgG
ìûøè;
KDEL

Ïðîìîòîð
ãåíà
óáèêâèòèíà
êóêóðóçû

ScFvT84.66
(scFv)

Ïøåíèöà 900,0 íã/ã
ëèñòüåâ;
1,5 ìêã/ã
ñåìÿí

2000

Òî æå Òî æå Òî æå Òî æå Ðèñ 29,0 ìêã/ã
ëèñòüåâ;
32,2 ìêã/ã
ñåìÿí

1999, 2000

1 Îöåíèâàëñÿ íà åäèíèöó ñûðîãî âåñà ëèñòüåâ èëè ñåìÿí.
2 CaMV — âèðóñ ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû.
3 Ñ-êîíöåâîé ïåïòèä Lys–Arg–Glu–Leu, íàïðàâëÿþùèé áåëîê â ÝÏÐ.



ìëåêîïèòàþùèõ, ÿâëÿåòñÿ �(1,4)-ãàëàêòîçèë-
òðàíñôåðàçà. Õ. Áýêêåð ñ ñîàâòîðàìè â 2001 ã.
ïðîâåëè ñêðåùèâàíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
òàáàêà, ýêñïðåññèðóþùèõ ýòîò ôåðìåíò, ñ ðàñ-
òåíèÿìè, ïðîäóöèðóþùèìè îäíîâðåìåííî òÿ-
æåëóþ è ëåãêóþ öåïè èììóíîãëîáóëèíà. Â ïî-
òîìñòâå, ïðîäóöèðóþùåì òðè ÷óæåðîäíûõ áåë-
êà, äî 30 % ìîëåêóë èììóíîãëîáóëèíà ñîäåðæà-
ëè ãàëàêòîçèëèðîâàííûå N-ãëèêàíû.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò íàäåÿòü-
ñÿ, ÷òî â áëèæàéøèå ãîäû áîëüøèíñòâî ïðî-
áëåì ñ ìîäèôèêàöèåé áåëêîâ ÷åëîâåêà, ñèíòå-
çèðóåìûõ â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ, áóäåò ðå-
øåíî è «ðàñòèòåëüíûå» àíòèòåëà áóäóò øèðîêî
èñïîëüçîâàòüñÿ â êëèíèêå. Òàêîìó ïðîãíîçó
äîëæíî ñïîñîáñòâîâàòü è òî, ÷òî, ïî ïðîèçâå-
äåííûì îöåíêàì, àíòèòåëà, ñèíòåçèðîâàííûå
â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ, çàìåòíî äåøåâëå ïî
ñðàâíåíèþ ñ ýòèìè æå àíòèòåëàìè, ïðîèçâåäåí-
íûìè â êóëüòóðå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ èëè
ìîëîêå òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ (ðèñ. 19.9).

19.6.2. Ñúåäîáíûå âàêöèíû

Ñëèçèñòûå îáîëî÷êè (ëàò. tunica mucosa) ïè-
ùåâàðèòåëüíîé, äûõàòåëüíîé è ìî÷åïîëîâîé
ñèñòåì ÷åëîâåêà èìåþò îáùóþ ïîâåðõíîñòü áî-
ëåå 400 ì2, òîãäà êàê êîæà — ëèøü îêîëî 2 ì2.
Áîëüøèíñòâî èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ ïðîíèêà-
þò â îðãàíèçì ÷åëîâåêà ÷åðåç ñëèçèñòûå îáî-
ëî÷êè è ïîýòîìó ñëèçèñòûå âûïîëíÿþò ðîëü
ïåðâîãî áàðüåðà íà ïóòè ðàçâèòèÿ òàêèõ èíôåê-
öèé, çàùèòíûå ôóíêöèè îáåñïå÷èâàþòñÿ â çíà-
÷èòåëüíîé ñòåïåíè íàëè÷èåì â íèõ ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê, â òîì
÷èñëå Ò- è Â-ëèìôîöèòîâ. Ýòè êëåòêè îðãàíèçî-

âàíû â ìóêîçíî àññîöèèðîâàííûå ëèìôîèäíûå
òêàíè, ÿâëÿþùèåñÿ îñíîâíûìè êîìïîíåíòàìè
ìóêîçíîé èììóííîé ñèñòåìû, êîòîðàÿ îòëè÷à-
åòñÿ ïî ôóíêöèÿì îò èñòîðè÷åñêè ïåðâîãî èçó-
÷åííîãî ñèñòåìíîãî èììóííîãî îòâåòà, îáåñïå-
÷èâàþùåãî çàùèòó âíóòðåííèõ îðãàíîâ. Ìíî-
ãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî èí-
äóêöèÿ ñèñòåìíîãî èììóíèòåòà â ðåçóëüòàòå
èíúåêöèîííîé èììóíèçàöèè ìîæåò ýôôåêòèâ-
íî ïðåäîòâðàùàòü ðàçâèòèå èíôåêöèîííîãî
ïðîöåññà, íî îáû÷íî ïðè ýòîì íå çàùèùàåò
ñëèçèñòûå îáîëî÷êè. Ìóêîçíàÿ èììóíèçàöèÿ
(äîñòàâêà àíòèãåíà íà ñëèçèñòûå ïîâåðõíîñòè)
÷àùå âñåãî ïðèâîäèò ê ñòèìóëÿöèè êàê ìóêîç-
íîãî, òàê è ñèñòåìíîãî èììóííûõ îòâåòîâ.

Èììóííûé îòâåò íà óðîâíå ñëèçèñòûõ îáî-
ëî÷åê ñîïðîâîæäàåòñÿ ïðîäóêöèåé ñåêðåòîðíî-
ãî èììóíîãëîáóëèíà IgA (sIgA), êîòîðûé îáû÷-
íî íå ñèíòåçèðóåòñÿ ïðè ñèñòåìíîì èììóííîì
îòâåòå. Àíòèãåíû ïîïàäàþò ñ ïîâåðõíîñòè ñëè-
çèñòîé â ïîäëåæàùóþ ëèìôîèäíóþ òêàíü ñ ïî-
ìîùüþ òàê íàçûâàåìûõ Ì-êëåòîê. Òàì îíè
ïðîöåññèðóþòñÿ è ïðåçåíòèðóþòñÿ Â- è Ò-ëèì-
ôîöèòàì àíòèãåíïðåçåíòèðóþùèìè êëåòêàìè
(òàêèìè, êàê ñóáýïèòåëèàëüíûå äåíäðèòíûå
êëåòêè è ìàêðîôàãè). Ïîñëå ñåíñèáèëèçàöèè
àíòèãåíàìè Â-êëåòêè ïðîëèôåðèðóþò è ïåðå-
êëþ÷àþòñÿ íà ñèíòåç IgA. Çàòåì Â-êëåòêè ìèã-
ðèðóþò ê ðàçëè÷íûì ó÷àñòêàì ñëèçèñòîé è
îêîí÷àòåëüíî äèôôåðåíöèðóþòñÿ â sIgA-ïðî-
äóöèðóþùèå ïëàçìàòè÷åñêèå êëåòêè. Ñåêðå-
òîðíûå èììóíîãëîáóëèíû ïðåäîòâðàùàþò
âçàèìîäåéñòâèå ïàòîãåíîâ ñ ïîâåðõíîñòíûìè
ðåöåïòîðàìè êëåòîê ñëèçèñòûõ îáîëî÷åê. Èíòå-
ðåñíûì ÿâëÿåòñÿ ôàêò âçàèìîñâÿçè èììóííîãî
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Ðèñ. 19.9. Ðàñ÷åòíàÿ ñòîèìîñòü èììóíîãëîáóëèíà À,
ïðîèçâåäåííîãî â ðàçíûõ ñèñòåìàõ ýêñïðåññèè â çàâèñèìîñòè îò óðîâíÿ åãî ïðîäóêöèè:

1 — â êóëüòóðå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, ìã/ë; 2 — â ìîëîêå òðàíñãåííûõ êîç, ìã/ë; 3, 4 — â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ,
ìã/êã (3 — â ñåìåíàõ ïðè ïðîäóêöèè 7,5 ò/ãà, 4 — â çåëåíîé ìàññå ïðè ïðîäóêöèè 120 ò/ãà)



îòâåòà ñëèçèñòûõ îáîëî÷åê æåëóäî÷íî-êèøå÷-
íîãî, ðåñïèðàòîðíîãî è ìî÷åïîëîâîãî òðàêòîâ.
Òàê, åñëè ñòèìóëèðîâàòü èììóííûé îòâåò â êè-
øå÷íèêå, òî ñïåöèôè÷íûé èììóííûé îòâåò
ïðîòèâ äàííîãî àíòèãåíà â âèäå ïðîäóêöèè ñî-
îòâåòñòâóþùåãî sIgA òàêæå áóäåò íàáëþäàòüñÿ
â äûõàòåëüíûõ è ìî÷åïîëîâûõ ïóòÿõ.

Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ýôôåêòèâíîé çàùèòû
ñëèçèñòûõ îáîëî÷åê íåîáõîäèìî îñóùåñòâëÿòü
èõ ìåñòíóþ èììóíèçàöèþ. Îíà èìååò ðÿä ïðå-
èìóùåñòâ ïåðåä èíúåêöèîííîé èììóíèçàöèåé,
òàê êàê ìîæåò óâåëè÷èâàòü ýôôåêòèâíîñòü âàê-
öèíû, èíäóöèðóÿ îäíîâðåìåííî ìåñòíûé è ñèñ-
òåìíûé èììóíèòåò. Ïðè ýòîì óïðîùàåòñÿ ââå-
äåíèå âàêöèíû (íàíåñåíèå íà ñëèçèñòûå) è ñíè-
æàåòñÿ ðèñê ñîïóòñòâóþùåãî èíôèöèðîâàíèÿ
ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ìåòîäàìè (èíúåêöèè,
ñêàðèôèêàöèÿ).

Â ñëèçèñòûõ îáîëî÷êàõ ôóíêöèîíèðóþò ìå-
õàíèçìû óäàëåíèÿ àíòèãåíîâ ñ ïîâåðõíîñòåé,
ôåðìåíòàòèâíîé äåãðàäàöèè àíòèãåíîâ, ñíèæå-
íèÿ ýôôåêòèâíîñòè èõ ïðîíèêíîâåíèÿ â àíòè-
ãåíïîãëîùàþùèå Ì-êëåòêè. Ýòè ôàêòîðû óñ-
ëîæíÿþò äîñòàâêó àíòèãåíà ïðè èììóíèçàöèè
÷åðåç ñëèçèñòûå îáîëî÷êè. Äëÿ çàùèòû èììó-
íèçèðóþùèõ àíòèãåíîâ èõ óïàêîâûâàþò â áèî-
äåãðàäèðóåìûå ïîëèìåðíûå èëè ëèïèäíûå ÷àñ-
òèöû, êîòîðûå ââîäÿò ÷àùå âñåãî îðàëüíî èëè
íàçàëüíî.

Íîâåéøèé ïîäõîä ê ñîçäàíèþ ìóêîçíûõ
âàêöèí ñîñòîèò â ïîëó÷åíèè òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé, ïðîäóöèðóþùèõ ïðîòåêòèâíûå àíòèãåí-
íûå áåëêè èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ, è èñïîëüçî-
âàíèè èõ â êà÷åñòâå ñúåäîáíûõ âàêöèí. Ñòåíêè
êëåòîê ðàñòåíèé îáåñïå÷èâàþò ýôôåêòèâíóþ
çàùèòó íàõîäÿùåãîñÿ â íèõ àíòèãåíà â ðîòîâîé
ïîëîñòè è â æåëóäêå, ñîäåðæèìîå êîòîðîãî èìå-
åò êèñëóþ ðåàêöèþ. Ïîýòîìó «óïàêîâàííûé»
òàêèì îáðàçîì àíòèãåí ýôôåêòèâíî äîñòèãàåò
êèøå÷íèêà, ãäå èíäóöèðóåò èììóííûé îòâåò íà
óðîâíå ñëèçèñòûõ îáîëî÷åê. Âàæíîé îñîáåííî-
ñòüþ òàêèõ ñúåäîáíûõ âàêöèí ÿâëÿåòñÿ èõ ïî-
òåíöèàëüíàÿ äåøåâèçíà. Ïî îöåíêàì ðåêîìáè-
íàíòíûå áåëêè, ñèíòåçèðîâàííûå â òðàíñãåí-
íûõ ðàñòåíèÿõ, çàìåòíî äåøåâëå ïî ñðàâíåíèþ
ñ ýòèìè æå áåëêàìè, ïðîèçâåäåííûìè â äðóãèõ
ãåííîèíæåíåðíûõ ñèñòåìàõ. Â ñëó÷àå èñïîëü-
çîâàíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé â êà÷åñòâå ñúå-
äîáíûõ âàêöèí íå òðåáóåòñÿ âûäåëåíèÿ è î÷è-
ñòêè öåëåâîãî áåëêà, ÷òî çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò
ñòîèìîñòü èììóíîãåííîãî ïðåïàðàòà. Äðóãèìè
ïðèâëåêàòåëüíûìè ñâîéñòâàìè ñúåäîáíûõ âàê-
öèí íà îñíîâå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ÿâëÿþòñÿ
èõ áèîëîãè÷åñêàÿ áåçîïàñíîñòü (îòñóòñòâèå â
ðàñòåíèÿõ âèðóñíûõ è äðóãèõ ïàòîãåíîâ ÷åëî-

âåêà è æèâîòíûõ), ïðîñòîòà õðàíåíèÿ (íå òðåáó-
åòñÿ õîëîäîâàÿ öåïü) è ïðèìåíåíèÿ (áåçûãîëü-
íàÿ èììóíèçàöèÿ). Áîëåå òîãî, â áóäóùåì ìîæ-
íî áóäåò ñîçäàòü ðàñòåíèÿ, ïðîäóöèðóþùèå îä-
íîâðåìåííî íåñêîëüêî ïðîòåêòèâíûõ àíòèãåíîâ
ðàçëè÷íûõ ïàòîãåíîâ. Ýòî áóäóò ìóëüòèâàëåíò-
íûå ñúåäîáíûå âàêöèíû.

Êîíöåïöèþ ïðîèçâîäñòâà âàêöèí â òðàíñ-
ãåííûõ ðàñòåíèÿõ âïåðâûå ñôîðìóëèðîâàëè
Õ. Ìýéñîí ñ ñîàâòîðàìè (1992 ã.). Îíè ïðåä-
ïðèíÿëè ïîïûòêó ïîëó÷åíèÿ ñúåäîáíîé âàêöè-
íû ïðîòèâ âèðóñà ãåïàòèòà Â íà îñíîâå òðàíñ-
ãåííîãî òàáàêà. Áûëè ñîçäàíû ðàñòåíèÿ, ýêñ-
ïðåññèðóþùèå ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí âèðóñà
ãåïàòèòà Â. Ðåêîìáèíàíòíûé HBsAg âûäåëèëè
èç òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñ ïîìîùüþ èììóíî-
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè è èññëåäîâàëè ïîä
ýëåêòðîííûì ìèêðîñêîïîì. Îêàçàëîñü, ÷òî ðå-
êîìáèíàíòíûé HBsAg ñïîñîáåí ñîáèðàòüñÿ
â âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû ðàçìåðîì îêîëî
22 íì è âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ àíòèòåëàìè, âû-
äåëåííûìè èç êðîâè ëèö, èíôèöèðîâàííûõ
HBV. Âàêöèíàöèÿ ìûøåé èíúåêöèîííûì ñïî-
ñîáîì HBsAg àíòèãåíîì, âûäåëåííûì èç
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà, ñòèìóëèðîâàëà
òàêîé æå ñïåöèôè÷íûé èììóííûé îòâåò, êàê è
êîììåð÷åñêàÿ äðîææåâàÿ ñóáúåäèíè÷íàÿ âàê-
öèíà. Ýòî èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî ïðèíöèïè-
àëüíóþ âîçìîæíîñòü ñîçäàíèÿ òðàíñãåííûõ
ðàñòåíèé äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðåêîìáèíàíòíûõ âè-
ðóñíûõ áåëêîâ, îáëàäàþùèõ íîðìàëüíîé èì-
ìóíîãåííîé àêòèâíîñòüþ.

Îñòðûå ãàñòðîýíòåðèòû ÿâëÿþòñÿ âòîðîé
ïîñëå ðåñïèðàòîðíûõ çàáîëåâàíèé ïðè÷èíîé
ñìåðòíîñòè ëþäåé îò èíôåêöèîííûõ çàáîëåâà-
íèé â ìèðå. Õîëåðà, ðîòàâèðóñû è ýíòåðîòîêñè-
ãåííàÿ E. coli (ETEC) — òðè îñíîâíûå èíôåê-
öèîííûå àãåíòà, âûçûâàþùèå îñòðûå êèøå÷-
íûå çàáîëåâàíèÿ. Ïîýòîìó ðàçðàáîòêå âàêöèí
ïðîòèâ äàííûõ èíôåêöèé óäåëÿåòñÿ áîëüøîå
âíèìàíèå.

Â 1995 ã. Ê. Àðíòçåí ñ ñîòðóäíèêàìè ñêîíñò-
ðóèðîâàëè òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ êàðòîôåëÿ,
ñèíòåçèðóþùèå îëèãîìåðíûé LT-B ýíòåðîòîê-
ñèãåííîé E. coli. LT — ýòî òåðìîëàáèëüíûé òîê-
ñèí E. coli, êîòîðûé ñîñòîèò èç øåñòè ñóáúåäè-
íèö: ïÿòè ðåöåïòîðñâÿçûâàþùèõ ïîëèïåïòèäîâ
LT-B è ôåðìåíòà LT-A. LT-B ôîðìèðóþò ïåíòà-
ìåð, êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ ñ GM1-ãàíãëèîçèäà-
ìè ìåìáðàíû ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è îáåñïå-
÷èâàåò òðàíñïîðò LT-A âíóòðü. LT-A ïðîíèêàåò
â ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè êèøå÷íèêà è âûçûâàåò
èçìåíåíèÿ êëåòî÷íîãî ìåòàáîëèçìà, ïðèâîäÿ-
ùèå ê ïîòåðå âîäû êëåòêàìè. LT-B ñóáúåäèíèöà
ìîæåò áûòü âûäåëåíà îòäåëüíî îò LT-A è ïðè
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îðàëüíîì ââåäåíèè âûçûâàåò ñèëüíûé èììóí-
íûé îòâåò ñëèçèñòîé áåç êàêèõ áû òî íè áûëî
ïðèçíàêîâ áîëåçíè. Òðàíñãåííûé êàðòîôåëü,
ïðîäóöèðóþùèé LT-B, èñïîëüçîâàëè â ýêñïåðè-
ìåíòàõ íà ìûøàõ. Ïîñëå ÷åòûðåõ êîðìëåíèé
ñûðûìè êëóáíÿìè ó æèâîòíûõ íà÷èíàë âûðàáà-
òûâàòüñÿ àíòè-LT-B IgG â ñûâîðîòêå è IgA â
ñëèçèñòîé êèøå÷íèêà. Òàê âïåðâûå áûëà ïîêà-
çàíà âîçìîæíîñòü ñîçäàíèÿ ñúåäîáíûõ âàêöèí
íà îñíîâå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé.

Ñûðûå êëóáíè òðàíñãåííîãî êàðòîôåëÿ,
ïðîäóöèðóþùåãî LT-B, â 1998 ã. âïåðâûå èñ-
ïîëüçîâàëè â îïûòàõ íà íåáîëüøîé ãðóïïå äîá-
ðîâîëüöåâ è áûëî îáíàðóæåíî ïîÿâëåíèå â êðî-
âè ëþäåé ñïåöèôè÷íûõ àíòèòåëîïðîäóöèðóþ-
ùèõ êëåòîê. Ýòè êëåòêè ñåêðåòèðîâàëè àíòèòå-
ëà ïðîòèâ LT-B è ïîÿâëÿëèñü â êðîâè ïðèìåðíî
íà ñåäüìîé äåíü ïîñëå èììóíèçàöèè (ïîåäàíèÿ
ñûðîãî êàðòîôåëÿ). Ïî ïðîøåñòâèè 14 äíåé îíè
ìèãðèðîâàëè â òêàíü ñëèçèñòîé. Ó 91 % äîáðî-
âîëüöåâ íàáëþäàëàñü ïðîäóêöèÿ àíòè-LT IgG, à
ó 55 % — ñûâîðîòî÷íîãî àíòè-LT IgÀ. Ó 50 %
äîáðîâîëüöåâ âûÿâëÿëè ïîÿâëåíèå ñïåöèôè÷-
íîãî sIgA â ôåêàëüíûõ ìàññàõ.

Ãðóïïà Ñ. Ñòðåòôèëäà ñîçäàëà â 2001 ã.
òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ êóêóðóçû, â çåðíå êîòî-
ðîé LT-B ñèíòåçèðîâàëñÿ íà îòíîñèòåëüíî âû-
ñîêîì óðîâíå (òàáë. 19.4). Ïîñëå ïîåäàíèÿ òà-
êèõ çåðåí ó ìûøåé ðàçâèâàëñÿ âûðàæåííûé èì-
ìóííûé îòâåò ïðîòèâ LT-B.

Òðàíñãåííàÿ êóêóðóçà ÿâëÿåòñÿ ïðèâëåêà-
òåëüíûì îáúåêòîì äëÿ ñîçäàíèÿ ñúåäîáíûõ âàê-
öèí, òàê êàê îáåñïå÷èâàåò äëèòåëüíóþ ñîõðàí-
íîñòü çåðíà è ðåêîìáèíàíòíîãî àíòèãåíà â åãî
ñîñòàâå áåç èñïîëüçîâàíèÿ õîëîäèëüíîãî îáîðó-
äîâàíèÿ. Êðîìå òîãî, äëÿ êóêóðóçû èìåþòñÿ
ðàçëè÷íûå ìåòîäû ïåðåâîäà çåðíà â ñúåäîáíóþ
ôîðìó áåç òåðìîîáðàáîòêè è èíàêòèâàöèè áåë-
êîâ. Ïðè ýòîì äîñòèãàåòñÿ ãîìîãåííîñòü ïðåïà-
ðàòà, ÷òî îáëåã÷àåò åãî äîçèðîâêó. Èìåííî
ñ ïðèìåíåíèåì êîììåð÷åñêîé òåõíîëîãèè ïîëó-
÷åíèÿ îáåçæèðåííûõ ãðàíóë êóêóðóçíîãî çåðíà
áûë íàðàáîòàí ïðåïàðàò, êîòîðûé èñïîëüçîâàëè
â ýêñïåðèìåíòå ïî îðàëüíîé âàêöèíàöèè äîáðî-
âîëüöåâ òðàíñãåííîé êóêóðóçîé, ñîäåðæàùåé
LT-B. Ïîñëå òðåõêðàòíîãî ñ èíòåðâàëîì â íåäå-
ëþ ïðèåìà â ïèùó ïðåïàðàòà çåðåí òðàíñãåííîé
êóêóðóçû ó 78 % äîáðîâîëüöåâ â ñûâîðîòêå êðî-
âè áûë îáíàðóæåí IgG, ñïåöèôè÷íûé ê LT-B, è
ó 44 % — ìóêîçíûé IgA.

Ò. Àðàêàâà ñ ñîàâòîðàìè (1998 ã.) ïîëó÷èëè
òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ êàðòîôåëÿ, ýêñïðåññè-
ðóþùèå Â-ñóáúåäèíèöó õîëåðíîãî òîêñèíà
(CT-B). Ó ìûøåé, ïîëó÷àâøèõ ñ ïèùåé êëóáíè
èëè ëèñòüÿ ýòèõ ðàñòåíèé, íàáëþäàëîñü îáðàçî-

âàíèå ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë â ñûâîðîòêå êðî-
âè è â ñëèçèñòîé êèøå÷íèêà, à öèòîòîêñè÷åñêèé
ýôôåêò õîëåðíîãî òîêñèíà íà êóëüòóðó êëåòîê
ïî÷êè çåëåíîé ìàðòûøêè Vero íåéòðàëèçîâàëñÿ
ñûâîðîòêîé êðîâè ýòèõ ìûøåé. Îáúåì æèäêî-
ñòè, íàêàïëèâàåìîé â òîíêîì êèøå÷íèêå, ïî
ñðàâíåíèþ ñ ìûøàìè, áîëüíûìè õîëåðîé, ó
îðàëüíî èììóíèçèðîâàííûõ æèâîòíûõ óìåíü-
øèëñÿ íà 60 %.

Äæ. Þ è Õ. Ëýíãðèäæ â 2001 ã. ñîçäàëè ïåð-
âóþ ìóëüòèêîìïîíåíòíóþ êàíäèäàòíóþ ñúå-
äîáíóþ âàêöèíó ïðîòèâ êèøå÷íûõ èíôåêöèé
íà îñíîâå òðàíñãåííîãî êàðòîôåëÿ, â êëóáíÿõ
êîòîðîãî îäíîâðåìåííî ñèíòåçèðîâàëèñü äâà
õèìåðíûõ àíòèãåííûõ áåëêà. Îäèí èç íèõ ïðåä-
ñòàâëÿë ñîáîé ñóáúåäèíèöó À2 õîëåðíîãî òîê-
ñèíà, ñëèòóþ ñ ôèìáðèàëüíûì ôàêòîðîì CFA/I
ETEC, à âòîðîé — ñóáúåäèíèöó Â õîëåðíîãî
òîêñèíà, ñëèòóþ ñ èììóíîäîìèíàíòíûì ýïèòî-
ïîì ðàçìåðîì 22 à.ê. ýíòåðîòîêñèíà NSP4 ðîòà-
âèðóñà ìûøåé. Ïîñëå êîðìëåíèÿ ñûðûìè êëóá-
íÿìè òàêîãî òðàíñãåííîãî êàðòîôåëÿ ó 80 % ìû-
øåé áûëè âûÿâëåíû ñûâîðîòî÷íûå àíòèòåëà
ïðîòèâ CT-B è NSP4, à ó 100 % — ïðîòèâ CFA/I.
Ìóêîçíûå àíòèòåëà ïðîòèâ âñåõ òðåõ àíòèãåíîâ
áûëè îáíàðóæåíû ó 40 % ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
æèâîòíûõ. Êðîìå òîãî, ïðè çàðàæåíèè ðîòàâè-
ðóñîì ïîòîìñòâà èììóíèçèðîâàííûõ òðàíñãåí-
íûì êàðòîôåëåì ñàìîê áûëî âûÿâëåíî çíà÷è-
òåëüíîå óìåíüøåíèå ó ìûøàò ñèìïòîìîâ äèà-
ðåè, îñòðîòû è äëèòåëüíîñòè ïðîòåêàíèÿ èí-
ôåêöèîííîãî ïðîöåññà. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîä-
òâåðæäàþò òî÷êó çðåíèÿ, ÷òî âåäóùàÿ ðîëü â çà-
ùèòå íîâîðîæäåííûõ îò èíôåêöèîííûõ çàáî-
ëåâàíèé ïðèíàäëåæèò ïàññèâíîìó ëàêòîãåííî-
ìó èììóíèòåòó, ìåäèàòîðàìè êîòîðîãî ãëàâíûì
îáðàçîì ÿâëÿþòñÿ IgA, ïîñòóïàþùèå ñ ìîëîçè-
âîì è ìîëîêîì ìàòåðè.

Áëàãîäàðÿ ñâîåé ñïîñîáíîñòè ñâÿçûâàòüñÿ ñ
GM1-ãàíãëèîçèäàìè ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê êè-
øå÷íèêà CT-B ìîæåò áûòü ýôôåêòèâíîé ìîëå-
êóëîé-íîñèòåëåì äëÿ ðàçëè÷íûõ ïîëèïåïòèäîâ
è èíäóöèðîâàòü èììóíèòåò ñëèçèñòîé îáîëî÷êè
(áûòü ìóêîçíûì àäúþâàíòîì). CT-B îáëåã÷àåò
äîñòàâêó àíòèãåíà â ëèìôîèäíóþ òêàíü êèøå÷-
íèêà è åãî ïðåçåíòàöèþ. Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îðàëüíîå ââåäåíèå àóòîàí-
òèãåíîâ ïðåäîòâðàùàåò ðàçâèòèå àóòîèììóí-
íûõ çàáîëåâàíèé, òàêèõ êàê äèàáåò I òèïà, ðåâ-
ìàòîèäíûé àðòðèò èëè ðàññåÿííûé ñêëåðîç.
Ò. Àðàêàâà ñ ñîàâòîðàìè ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ýêñ-
ïðåññèè â ðàñòåíèÿõ êàðòîôåëÿ õèìåðíîãî ïî-
ëèïåïòèäà, ñîñòîÿùåãî èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÑÒ-Â è ïðèñîåäèíåííîé ê åãî Ñ-êîíöó ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ÷åëîâå÷åñêîãî èíñóëèíà, ðåêîìáè-
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íàíòíûé áåëîê ñîõðàíÿë ñâîþ ïåíòàìåðíóþ
ñòðóêòóðó è ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòüñÿ ñ
GM1-ãàíãëèîçèäàìè, à òàêæå îáëàäàë èììóíî-
ãåííîñòüþ êàê èíñóëèíà, òàê è CT-B. Ó ìûøåé
äèàáåòè÷åñêîé ëèíèè NOD, ïðèíèìàâøèõ ñ ïè-
ùåé òðàíñãåííûé êàðòîôåëü, íàáëþäàëîñü çíà-
÷èòåëüíîå çàìåäëåíèå ðàçâèòèÿ êëèíè÷åñêîãî
äèàáåòà.

Ãåïàòèò Â ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ãëîáàëüíûõ
ïðîáëåì çäðàâîîõðàíåíèÿ. Ñîâðåìåííàÿ âàêöè-
íà ïðîòèâ ãåïàòèòà Â ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îñ-
íîâíîé ïîâåðõíîñòíûé âèðèîííûé áåëîê
HBsAg, ïðîèçâîäèìûé â ðåêîìáèíàíòíûõ
äðîææàõ. Êóðñ èç òðåõ èíúåêöèé îáåñïå÷èâàåò
çàùèòó áîëåå 95 % ìëàäåíöåâ è 90 % âçðîñëûõ.
Îäíàêî èìååòñÿ íåñêîëüêî ôàêòîðîâ, îãðàíè÷è-
âàþùèõ óñïåøíîå ïðèìåíåíèå äàííîé âàêöèíû
â ãëîáàëüíîì ìàñøòàáå. Âî-ïåðâûõ, ñòîèìîñòü
âàêöèíû âûñîêà äëÿ ðàçâèâàþùèõñÿ ñòðàí.
Âî-âòîðûõ, èíúåêöèîííîå ââåäåíèå ïî îïðåäå-
ëåííîé ñõåìå òðåáóåò íàëè÷èÿ äîñòàòî÷íî ìíî-
ãî÷èñëåííîãî îáó÷åííîãî ïåðñîíàëà. Â-òðåòü-
èõ, íåáîëüøàÿ, íî ñóùåñòâåííàÿ ÷àñòü âàêöèíè-
ðóåìûõ íå çàùèùàåòñÿ îò âèðóñà ãåïàòèòà Â
(HBV). Âñå ýòî óêàçûâàåò íà íåîáõîäèìîñòü
ðàçðàáîòêè íîâûõ âàðèàíòîâ âàêöèíû ïðîòèâ
ãåïàòèòà Â, êîòîðûå áûëè áû ýôôåêòèâíû, äå-
øåâû, áåçîïàñíû è ïðîñòû â èñïîëüçîâàíèè.
Ñúåäîáíàÿ âàêöèíà íà îñíîâå òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé ìîæåò ñòàòü òàêîé àëüòåðíàòèâîé.

Â 1999 ã. Äæ. Êàïóñòà ñ ñîàâòîðàìè ñîçäàëè
ïåðâûå âàðèàíòû ñúåäîáíûõ èììóíîãåíîâ ïðî-
òèâ HBV íà îñíîâå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ëþ-
ïèíà è ñàëàòà (ñì. òàáë. 19.4). Ó ìûøåé ïîñëå
îðàëüíîé èììóíèçàöèè ëþïèíîì íàáëþäàëîñü
ïîÿâëåíèå àíòèòåë, ñïåöèôè÷íûõ ê âèðóñó, à ó
äîáðîâîëüöåâ, ïîëó÷àâøèõ ñ ïèùåé òðàíñãåí-
íûé ñàëàò, ðàçâèâàëñÿ ñïåöèôè÷åñêèé èììóí-
íûé îòâåò íà âèðóñíûé áåëîê. Â 2001 ã. áûë ïî-
ëó÷åí òðàíñãåííûé êàðòîôåëü, ïðîäóöèðóþ-
ùèé HBsAg, è ïðè ñêàðìëèâàíèè ìûøàì êóñî÷-
êîâ ñûðûõ êëóáíåé òàêîãî êàðòîôåëÿ ñ íàíåñåí-
íûì íà íèõ õîëåðíûì òîêñèíîì â êà÷åñòâå àäú-
þâàíòà íàáëþäàëè ðàçâèòèå ñïåöèôè÷íîãî èì-
ìóííîãî îòâåòà ïðîòèâ HBV. Ñûðûå êëóáíè
òðàíñãåííîãî êàðòîôåëÿ â 2005 ã. èñïîëüçîâàëè
â ýêñïåðèìåíòàõ íà äîáðîâîëüöàõ, ðàíåå èììó-
íèçèðîâàííûõ ñóáúåäèíè÷íîé âàêöèíîé ïðîòèâ
ãåïàòèòà Â. Ïîñëå äâóõêðàòíîãî ïîåäàíèÿ ñ
äâóõíåäåëüíûì èíòåðâàëîì ïî 100 ã ñûðûõ
êëóáíåé òðàíñãåííîãî êàðòîôåëÿ ó 52,9 % äîá-
ðîâîëüöåâ íàáëþäàëñÿ ñóùåñòâåííûé ðîñò ñû-
âîðîòî÷íûõ àíòèòåë ïðîòèâ HBsAg, à ïîñëå
òðåõêðàòíîãî ïîåäàíèÿ — ó 62,5 %. Ïîýòîìó
îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ ïðèìåíåíèé ðàñòè-

òåëüíûõ ñúåäîáíûõ âàêöèí ìîæåò ñòàòü èõ èñ-
ïîëüçîâàíèå äëÿ ïðîñòîé è äåøåâîé ðåâàêöèíà-
öèè íàñåëåíèÿ, ðàíåå âàêöèíèðîâàííîãî ïðîòèâ
îïðåäåëåííîé èíôåêöèè äðóãèì òèïîì âàêöèí
è ó êîòîðîãî ïðîèçîøëî ñíèæåíèå ñïåöèôè÷íî-
ãî èììóííîãî ñòàòóñà.

Ñ. Í. Ùåëêóíîâûì ñ ñîàâòîðàìè
(2004–2005 ãã.) áûëè ñîçäàíû òðàíñãåííûå ðàñ-
òåíèÿ òîìàòà, ïðîäóöèðóþùèå õèìåðíûé áåëîê
TBI-HBsAg. Â ñîñòàâ äàííîãî áåëêà âõîäèëà ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü èñêóññòâåííîãî ïîëèïåïòèäà
TBI (ñì. ðèñ. 6 íà öâ. âêëåéêå), ñîñòàâëåííîãî èç
äåâÿòè èììóíîãåííûõ ýïèòîïîâ áåëêîâ ENV è
GAG âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà (HIV),
ñëèòàÿ ñ áåëêîì HBsAg. Â ïåðâûõ ýêñïåðèìåí-
òàõ ìûøàì ñêàðìëèâàëè ñûðûå ïëîäû òðàíñãåí-
íûõ òîìàòîâ ÷åòûðåõêðàòíî ñ íåäåëüíûìè èí-
òåðâàëàìè è îáíàðóæèëè ïîÿâëåíèå ñïåöèôè÷-
íûõ ê HBsAg è HIV àíòèòåë â ñûâîðîòêå êðîâè è
ôåêàëèÿõ ýòèõ æèâîòíûõ. Â äàëüíåéøåì, ïðè
èçó÷åíèè âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ïëîäîâ
ñîçäàííîãî òðàíñãåííîãî òîìàòà â êà÷åñòâå ñúå-
äîáíîé âàêöèíû áûëî ðåøåíî ïîëó÷èòü ïîðîø-
êîîáðàçíûå ïðåïàðàòû ëèîôèëüíî âûñóøåííûõ
ïëîäîâ, òàê êàê ýòî îáåñïå÷èâàåò äîëãîâðåìåí-
íóþ ñîõðàííîñòü è ñòàíäàðòíîñòü ïðåïàðàòà.
Ïåðåä óïîòðåáëåíèåì ïîðîøîê ðàçâîäèëè âîäîé
è òîìàòíóþ ïàñòó ñêàðìëèâàëè æèâîòíûì òðåõ-
êðàòíî ñ äâóõíåäåëüíûìè èíòåðâàëàìè. Ìóêîç-
íûå àíòèòåëà ïðîòèâ HBV è HIV áûëè îáíàðó-
æåíû â ôåêàëèÿõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ
÷åðåç íåäåëþ ïîñëå ïåðâîãî êîðìëåíèÿ è âûÿâ-
ëÿëèñü èõ íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ýêñïåðèìåíòà (56
äíåé). Ñèíòåç ñûâîðîòî÷íûõ àíòèòåë ïðîòèâ
îáîèõ âèðóñîâ èíèöèèðîâàëñÿ òîëüêî ïîñëå âòî-
ðîãî êîðìëåíèÿ è ñòàáèëüíî ïîääåðæèâàëñÿ âñå
âðåìÿ íàáëþäåíèÿ (ðèñ. 19.10, 19.11).

Äëÿ ïðîâåðêè òîãî, áóäåò ëè óñèëåíèå èì-
ìóííîãî îòâåòà ïðîòèâ öåëåâîãî áåëêà
TBI-HBsAg ïðè êîìáèíèðîâàííîì èñïîëüçîâà-
íèè ñúåäîáíîé è ÄÍÊ âàêöèí, íà 42 ñóòêè ýêñ-
ïåðèìåíòà ÷àñòè æèâîòíûõ èíúåöèðîâàëè ïëàç-
ìèäó pTBI-HBS è èììóííûé îòâåò íà ÄÍÊ-âàê-
öèíàöèþ èçó÷àëè â òå÷åíèå äâóõ ïîñëåäóþùèõ
íåäåëü. Îêàçàëîñü, ÷òî ââåäåíèå pTBI-HBS íå
ñêàçàëîñü íà óðîâíå âûñîêîãî àíòèòåëüíîãî îò-
âåòà ïðîòèâ HBsAg, íàáëþäàåìîãî ïîñëå êîðì-
ëåíèÿ òðàíñãåííûìè òîìàòàìè (ñì. ðèñ. 19.10).
Â òî æå âðåìÿ îòíîñèòåëüíî íåâûñîêèé ãóìî-
ðàëüíûé èììóííûé îòâåò ïðîòèâ ÂÈ× ïîñëå
ÄÍÊ-âàêöèíàöèè çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàë (ñì.
ðèñ. 19.11). Êàê è îæèäàëîñü, èíúåêöèÿ ïëàçìè-
äû pTBI-HBS íå ñêàçûâàëàñü íà ïðîäóêöèè àí-
òèòåë ïðîòèâ ÂÈ×, ñåêðåòèðóåìûõ ñëèçèñòûìè
êèøå÷íèêà (ñì. ðèñ. 19.11).
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Ðèñ. 19.10. Äèíàìèêà óðîâíÿ àíòèòåë ïðîòèâ HBsAg â ôåêàëèÿõ (À) è ñûâîðîòêå êðîâè (Á) ìûøåé
ïîñëå êîðìëåíèÿ òðàíñãåííûìè (1) è íåòðàíñãåííûìè (2) òîìàòàìè è èíúåêöèè ÄÍÊ-âàêöèíû (3).

Òîíêèìè âåðòèêàëüíûìè ñòðåëêàìè óêàçàíû äíè ñêàðìëèâàíèÿ òîìàòîâ.
Òîëñòîé êîðîòêîé ñòðåëêîé óêàçàí äåíü èììóíèçàöèè ÄÍÊ-âàêöèíîé
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Ðèñ. 19.11. Äèíàìèêà óðîâíÿ àíòèòåë ïðîòèâ HIV â ôåêàëèÿõ (À) è ñûâîðîòêå êðîâè (Á) ìûøåé
ïîñëå êîðìëåíèÿ òðàíñãåííûìè (1) è íåòðàíñãåííûìè (2) òîìàòàìè è èíúåêöèè ÄÍÊ-âàêöèíû (3).

Òîíêèìè âåðòèêàëüíûìè ñòðåëêàìè óêàçàíû äíè ñêàðìëèâàíèÿ òîìàòîâ.
Òîëñòîé êîðîòêîé ñòðåëêîé óêàçàí äåíü èììóíèçàöèè ÄÍÊ-âàêöèíîé



Õ. Ìýéñîí ñ ñîàâòîðàìè ïîëó÷èëè òðàíñ-
ãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà è êàðòîôåëÿ, ïðîäóöè-
ðóþùèå áåëîê íóêëåîêàïñèäà âèðóñà Íîðôîëê,
âûçûâàþùåãî ó ëþäåé îñòðûé ãàñòðîýíòåðèò.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñèíòåçèðóåìûé â ðàñòåíèÿõ
áåëîê ôîðìèðóåò âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû
äèàìåòðîì 38 íì. Ïðè îðàëüíîì ââåäåíèè êëóá-
íåé òðàíñãåííîãî êàðòîôåëÿ ó ìûøåé ñòèìóëè-
ðîâàëîñü îáðàçîâàíèå ñïåöèôè÷åñêîãî ñûâîðî-
òî÷íîãî IgG. Â ýêñïåðèìåíòå (2000 ã.) ïî èñ-
ïîëüçîâàíèþ ñûðûõ êëóáíåé òðàíñãåííîãî êàð-
òîôåëÿ â ïèùó (ïî 150 ã 2–3 ðàçà) ó 19 èç 20
äîáðîâîëüöåâ îáíàðóæèëè ñïåöèôè÷íûé èì-
ìóííûé îòâåò ïðîòèâ âèðóñà Íîðôîëê.

Íàêîïëåííûå ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè äàí-
íûå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîò ïîçâîëÿþò çà-
êëþ÷èòü, ÷òî ìóêîçíûå âàêöèíû ìîãóò áûòü
ýôôåêòèâíûìè â òîì ñëó÷àå, åñëè èõ àíòèãåíû
íàïîìèíàþò àêòèâíûå ìóêîçíûå ïàòîãåíû:
îíè äîëæíû áûòü ìóëüòèìåðíûìè è/èëè
ñòðóêòóðèðîâàíû â íàäìîëåêóëÿðíûå ÷àñòèöû,
àäñîðáèðîâàòüñÿ íà ñëèçèñòûõ ïîâåðõíîñòÿõ,
ýôôåêòèâíî ñòèìóëèðîâàòü ðàçâèòèå èììóí-
íûõ îòâåòîâ.

Áîëüøåãî èììóíîãåííîãî ýôôåêòà ñúåäîá-
íûõ âàêöèí óäàåòñÿ äîñòèãàòü ïðè èñïîëüçîâà-
íèè òàêèõ ìóêîçíûõ àäúþâàíòîâ, êàê LT-B,
CT-B èëè ñàïîíèíîâ. Ïðè ýòîì ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå â êà÷åñòâå
ëèöåíçèðîâàííîãî àäúþâàíòà äî ñèõ ïîð èñ-
ïîëüçóþò ëèøü ãèäðîîêèñü àëþìèíèÿ, ñëàáî
ñòèìóëèðóþùóþ êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò.
Â êà÷åñòâå íîâûõ íåòîêñè÷íûõ ìóêîçíûõ àäúþ-
âàíòîâ îñîáåííî ïðèâëåêàòåëüíû ñàïîíèíû,
ïîñêîëüêó ýòî ñîåäèíåíèÿ ðàñòèòåëüíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ è îíè èñïîëüçóþòñÿ â ïèùåâîé
ïðîìûøëåííîñòè. Ñðåäè ñúåäîáíûõ ðàñòåíèé

ñëåäóåò îòìåòèòü òîìàòû, â ïëîäàõ êîòîðûõ
èìååòñÿ ñàïîíèí, íàçûâàåìûé òîìàòèíîì.

Ïîëó÷åííûå â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ äàííûå
ïî èììóíîãåííîñòè êàíäèäàòíûõ ñúåäîáíûõ
ðàñòèòåëüíûõ âàêöèí (ñì. òàáë. 19.4) è ïåðâûå
ðåçóëüòàòû ïî èõ ïðîòåêòèâíîñòè ïðîòèâ ñîîò-
âåòñòâóþùèõ èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ îáóñëîâè-
ëè ðàñøèðåíèå èññëåäîâàíèé ïî ïîëó÷åíèþ
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, ïðîäóöèðóþùèõ ïðî-
òåêòèâíûå àíòèãåíû ðàçëè÷íûõ ïàòîãåíîâ. Ïðè
ýòîì ðàçðàáàòûâàþò âàêöèíû íå òîëüêî ïðîòèâ
èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, íî è ïðîòèâ òàêèõ
ïàòîëîãèé ÷åëîâåêà êàê áîëåçíü Àëüöãåéìåðà,
äèàáåò, àëëåðãèÿ. Âàæíûì íàïðàâëåíèåì ðàçâè-
òèÿ äàííûõ èññëåäîâàíèé ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå
ñúåäîáíûõ âàêöèí íà îñíîâå ðàñòåíèé, êîòîðûå
ìîãóò øèðîêî èñïîëüçîâàòüñÿ â ïèùó áåç òåð-
ìîîáðàáîòêè (íàïðèìåð, òîìàòû, ìîðêîâü, áà-
íàíû, ñàëàò è ïð.). Äëÿ áîëüøåé ñîõðàííîñòè
áåç èñïîëüçîâàíèÿ õîëîäèëüíîãî îáîðóäîâàíèÿ
è ñòàíäàðòíîñòè ïî ñîäåðæàíèþ öåëåâîãî ðå-
êîìáèíàíòíîãî àíòèãåíà ïëîäû è êîðíåïëîäû
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé öåëåñîîáðàçíî ïîäâåð-
ãàòü ëèîôèëüíîé ñóøêå è ïåðåâîäó â ïîðîøêî-
îáðàçíîå ñîñòîÿíèå ñ ïîñëåäóþùèì òàáëåòèðî-
âàíèåì èëè êàïñóëèðîâàíèåì. Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ
áîëüøåé ýôôåêòèâíîñòè ñúåäîáíûõ âàêöèí íå-
îáõîäèìî ðåøèòü ïðîáëåìó ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ
ïðîäóêöèè öåëåâûõ àíòèãåíîâ â ñîçäàâàåìûõ
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ, òàê êàê ïðè êëàññè÷å-
ñêîì ïîäõîäå ýòà ïðîäóêòèâíîñòü îáû÷íî íåâû-
ñîêà (ñì. òàáë. 19.4). Áîëüøèå íàäåæäû íà ðå-
øåíèå ýòîé ïðîáëåìû, ïðåæäå âñåãî, ñâÿçûâàþò
ñ ðàçðàáàòûâàåìûìè ñèñòåìàìè ýêñïðåññèè öå-
ëåâûõ ãåíîâ íà îñíîâå âèðóñîâ ðàñòåíèé è ãåíå-
òè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè õëîðîïëàñòîâ.

19.7. ÏÅÐÅÍÎÑ ÃÅÍÎÂ Â ÐÀÑÒÅÍÈß Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ ÂÈÐÓÑÎÂ

Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî âèðóñîâ ðàñòå-
íèé ÿâëÿþòñÿ âèðóñàìè ñ îäíîöåïî÷å÷íîé ÐÍÊ
è ðåïëèöèðóþòñÿ â öèòîïëàçìå êëåòêè. Âèðóñû
â ðàñòåíèÿõ íàêàïëèâàþòñÿ äî âûñîêèõ êîíöåí-
òðàöèé, ïîýòîìó çàìàí÷èâî èñïîëüçîâàòü èõ
â êà÷åñòâå ìíîãîêîïèéíûõ ýêñïðåññèðóþùèõ
âåêòîðîâ. Ïðè ýòîì ãåííî-èíæåíåðíûå ìàíèïó-
ëÿöèè ïî âñòðîéêå öåëåâûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé â âèðóñíûé ãåíîì îñóùåñòâëÿþò íà êëîíè-
ðîâàííûõ â áàêòåðèàëüíûõ ïëàçìèäàõ ÄÍÊ-êî-
ïèÿõ âèðóñíûõ ÐÍÊ. ÄÍÊ-êîïèþ â ïëàçìèäå
âñòðàèâàþò ìåæäó ïðîìîòîðîì è òåðìèíàòîðîì
òðàíñêðèïöèè ôàãà (íàïðèìåð Ò7). Ñ ïîìîùüþ
ôàãîâîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû in vitro ñèíòåçèðóþò

ÐÍÊ-òðàíñêðèïòû ãèáðèäíûõ ÄÍÊ è òðàíñôè-
öèðóþò èìè ïðîòîïëàñòû èëè òêàíè ðàñòåíèÿ.

Âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè âñòðîåííîãî
ãåíà, áûñòðàÿ àêêóìóëÿöèÿ çíà÷èòåëüíûõ êîëè-
÷åñòâ ÷óæåðîäíîãî áåëêà è âñëåäñòâèå ýòîãî
ïðîñòîòà åãî î÷èñòêè äåëàþò âèðóñû ðàñòåíèé
ïðèâëåêàòåëüíûìè âåêòîðàìè äëÿ ïåðåíîñà ãå-
íîâ. Âèðóñû ðàñòåíèé èìåþò áîëåå øèðîêèé
êðóã õîçÿåâ, ÷åì àãðîáàêòåðèè, ÷òî ïîçâîëÿåò
ýêñïðåññèðîâàòü ãåí â ðàçíûõ âèäàõ ðàñòåíèé
ñ ïîìîùüþ îäíîé è òîé æå âåêòîðíîé êîíñòðóê-
öèè. Êðîìå òîãî, åñëè àíòèãåí ìíîãîêðàòíî ýêñ-
ïîíèðîâàí íà ïîâåðõíîñòè âèðóñíûõ ÷àñòèö,
åãî èììóíîãåííîñòü ñóùåñòâåííî ïîâûøàåòñÿ.
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Â êà÷åñòâå íîñèòåëåé äëÿ àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ
èñïîëüçóþò áåëêè îáîëî÷êè âèðóñîâ òàáà÷íîé
ìîçàèêè, ìîçàèêè êîðîâüåãî ãîðîõà, ìîçàèêè
âèãíû êèòàéñêîé, ìîçàèêè ëþöåðíû è íåêîòî-
ðûõ äðóãèõ âèðóñîâ.

Íàèáîëåå õîðîøî èçó÷åíû âèðóñû òàáà÷íîé
ìîçàèêè è ìîçàèêè êîðîâüåãî ãîðîõà.

Âèðóñ òàáà÷íîé ìîçàèêè (ÒÌV) — íàèáî-
ëåå ïðèâëåêàòåëüíûé êàíäèäàò äëÿ ðàçðàáîòêè
íà åãî îñíîâå ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìû ðàñòå-
íèé. Äàííûé âèðóñ èìååò îòíîñèòåëüíî øèðî-
êèé êðóã ÷óâñòâèòåëüíûõ ê íåìó âèäîâ ðàñòå-
íèé. Â ðàñòåíèÿõ òàáàêà îí íàêàïëèâàåòñÿ â îã-
ðîìíûõ êîëè÷åñòâàõ, è ñîäåðæàíèå âèðóñíûõ
÷àñòèö äîñòèãàåò 60 ìã/ã ñûðîãî âåñà ëèñòüåâ.

Âèðóñíàÿ îäíîöåïî÷å÷íàÿ ÐÍÊ èìååò ðàç-
ìåð 6,4 òûñ. íóêëåîòèäîâ è êîäèðóåò ÷åòûðå
áåëêà (ðèñ. 19.12, à). Ïðè ýòîì áåëîê ðàñïðî-
ñòðàíåíèÿ (movement protein, ÌÐ) âèðèîíîâ ïî
ðàñòåíèþ è áåëîê îáîëî÷êè âèðèîíîâ (coat pro-
tein, ÑÐ) ñèíòåçèðóþòñÿ ñ ñóáãåíîìíûõ ìîëåêóë
ÐÍÊ, òðàíñêðèïöèÿ êîòîðûõ íàïðàâëÿåòñÿ ñ ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ñóáãåíîìíûõ ïðîìîòîðîâ. Èí-
òåðåñåí ìåõàíèçì ñèíòåçà äâóõ ïîëèïåïòèäîâ
(126 êÄà è 183 êÄà) ÐÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû. Òðàíñëÿöèÿ ïîëèïåïòèäà 126K òåðìè-
íèðóåòñÿ íà ñòîï-êîäîíå UAG. Îäíàêî ÷àñòü
ðèáîñîì ïðî÷èòûâàåò ýòîò òåðìèíèðóþùèé êî-
äîí ñ ïîìîùüþ òèðîçèíîâîé òÐÍÊ è ïðîäîëæà-
åò ñèíòåç áåëêà 183K. Îêàçàëîñü, ÷òî äëÿ òàêîãî
ïðî÷òåíèÿ íåîáõîäèìà îïðåäåëåííàÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ â 3�-ïîëîæåíèè îòíî-
ñèòåëüíî ñòîï-êîäîíà (CAA–UUA), êîòîðàÿ
îáåñïå÷èâàåò åãî «ïðîòåêàåìîñòü» (leakiness).

Â âèðóñíûõ ÷àñòèöàõ îäíà ïîëíîðàçìåðíàÿ
ìîëåêóëà ÐÍÊ «îäåâàåòñÿ» 2130 ìîëåêóëàìè
áåëêà îáîëî÷êè (ñì. ðèñ. 19.12, á), è îáðàçóþòñÿ
ïàëî÷êîâèäíûå âèðèîíû äëèíîé 300 íì. Ñòðóê-
òóðà áåëêà îáîëî÷êè ÒÌV áûëà ïîäðîáíî èçó-
÷åíà, ÷òî ïîçâîëèëî ïëàíèðîâàòü è îñóùåñòâ-
ëÿòü ýêñïåðèìåíòû ïî âñòðîéêå â åãî ñîñòàâ ÷ó-
æåðîäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Ïåðâóþ ïîïûòêó ýêñïðåññèðîâàòü ÷óæåðîä-
íûé ïåïòèä íà ïîâåðõíîñòè âèðèîíîâ ÒÌV îñó-
ùåñòâèëè Í. Òàêàìàòñó ñ ñîàâòîðàìè â 1990 ã.
Êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïåíòàïåïòè-
äà ëåé-ýíêåôàëèíà (Enk), îáëàäàþùåãî îïèàò-
íîé àêòèâíîñòüþ, âñòðîèëè â ãåí áåëêà îáîëî÷-
êè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä òåðìèíàòîðíûì òðè-
ïëåòîì. Ïîñëå òðàíñôåêöèè ïîëó÷åííûì ÐÍÊ-
òðàíñêðèïòîì ïðîòîïëàñòîâ òàáàêà íàáëþäàëè
â íèõ ñèíòåç õèìåðíîãî áåëêà ÑÐ–Enk, íî âû-
õîä åãî áûë â òðè ðàçà ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ
ñ ÑÐ äèêîãî òèïà â òåõ æå óñëîâèÿõ. Îêàçàëîñü,

÷òî âñòðîéêà â Ñ-êîíåö áåëêà îáîëî÷êè íàðóøà-
åò ïðîöåññ ñáîðêè ïîëíîöåííûõ âèðóñíûõ ÷àñ-
òèö.

Äàííóþ ïðîáëåìó ðåøèëè â 1993 ã. Õ. Õàìà-
ìîòî ñ ñîàâòîðàìè, êîòîðûå ïðåäëîæèëè èñ-
ïîëüçîâàòü ïðèðîäíóþ ñòðàòåãèþ ñèíòåçà äâóõ
ïîëèïåïòèäîâ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû âèðóñà òàáà÷-
íîé ìîçàèêè. Àâòîðû ñîçäàëè âåêòîðíóþ êîíñò-
ðóêöèþ, â êîòîðîé ïîñëå ñòîï-êîäîíà ãåíà ÑÐ
ââåëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç øåñòè íóêëåîòè-
äîâ, îáåñïå÷èâàþùóþ ïðî÷òåíèå ýòîãî êîäîíà
êàê çíà÷àùåãî. Äàëåå â ñîâïàäàþùåé ðàìêå
òðàíñëÿöèè âñòðîèëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êî-
äèðóþùóþ ïåïòèä äëèíîé 12 ÀÊ — èíãèáèòîð
ôåðìåíòà, êîíâåðòèðóþùåãî àíãèîòåíçèí-I.
Ïðè ââåäåíèè ãèáðèäíîé ÐÍÊ ÒÌV â êëåòêè
ðàñòåíèé íàáëþäàëñÿ ñèíòåç êàê íåìîäèôèöè-
ðîâàííîãî ÑÐ, òàê è åãî õèìåðíîé ôîðìû. Ïî-
ñëå ñáîðêè âèðóñíûå ÷àñòèöû ñîäåðæàëè â ñâî-
åì ñîñòàâå îêîëî 5 % õèìåðíûõ ìîëåêóë ÑÐ
(ñì. ðèñ. 19.12, á). Ïðîäóêòèâíîñòü â ëèñòüÿõ
òàáàêà èëè òîìàòîâ â ïåðåñ÷åòå íà õèìåðíûé
áåëîê ïðè ýòîì äîñòèãàëà 100 ìêã/ã ñûðîãî
âåñà.

Ïî ðàçðàáîòàííîé ñòðàòåãèè ïîëó÷èëè âà-
ðèàíòû ÒÌV, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ áûëè
ïðåäñòàâëåíû èììóíîãåííûå ýïèòîïû âèðóñîâ
ãðèïïà, èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà òèïà 1 èëè
ìàëÿðèéíîãî ïëàçìîäèÿ. Ò. Òóðïåí ñ ñîàâòîðà-
ìè (1995 ã.) îáíàðóæèëè, ÷òî âñòðîéêà ÷óæåðîä-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ðàéîí ïîâåðõíîñò-
íîé ïåòëè ÑÐ, à íå ê åãî Ñ-êîíöó, îáåñïå÷èâàåò
ñáîðêó ïîëíîöåííûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö, íà ïî-
âåðõíîñòè êàæäîé èç áåëêîâûõ ìîëåêóë êîòî-
ðûõ ïðåäñòàâëåí âñòðîåííûé ïåïòèä (ñì.
ðèñ. 19.12, â). Ïðè èñïîëüçîâàíèè òàêîãî âèðóñà
äëÿ èììóíèçàöèè æèâîòíûõ íàáëþäàëñÿ çíà÷è-
òåëüíî áîëåå ýôôåêòèâíûé èììóííûé îòâåò íà
öåëåâîé ïîëèïåïòèä. Â òîì æå ãîäó Äæ. Ôèò÷åí
ñ ñîàâòîðàìè ïðîäåìîíñòðèðîâàëè âîçìîæíîñòü
âñòðîéêè ÷óæåðîäíîãî ïîëèïåïòèäà â äðóãîé
ó÷àñòîê ÑÐ ÒÌV (ñì. ðèñ. 19.12, ã). Âñòðîéêà
ïåïòèäà äëèíîé 13 ÀÊ èç ñîñòàâà ãëèêîïðîòåè-
íà S âèðóñà ãåïàòèòà ìûøè ïîçâîëèëà ïîëó÷èòü
ãèáðèäíûé ÒÌV. Èíòðàíàçàëüíîå ââåäåíèå
ìûøàì ãîìîãåíàòà ëèñòüåâ òàáàêà, èíôèöèðî-
âàííîãî äàííûì âèðóñîì, ïðèâîäèëî ê ðàçâè-
òèþ ó ýòèõ æèâîòíûõ ïðîòåêòèâíîãî èììóííî-
ãî îòâåòà ïðîòèâ âèðóñà ãåïàòèòà.

À. Âèãäîðîâèö ñ ñîàâòîðàìè (1999 ã.) ðàñ-
øèðèëè âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ÒÌV äëÿ
ïðîäóêöèè ñóáúåäèíè÷íûõ âàêöèí. Îíè ñîçäà-
ëè âåêòîð íà îñíîâå ÄÍÊ-êîïèè ÐÍÊ ÒÌV,
îáåñïå÷èâàþùèé ñèíòåç èíäèâèäóàëüíûõ ÷ó-
æåðîäíûõ áåëêîâ â áîëüøîì êîëè÷åñòâå. Àâòî-
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Ðèñ. 19.12. Ñòðóêòóðà ãåíîìíîé ÐÍÊ è ñóáãåíîìíûõ ìîëåêóë ÐÍÊ âèðóñà òàáà÷íîé ìîçàèêè (à)
è ñòðàòåãèè âñòðîéêè ÷óæåðîäíûõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé

â ñîñòàâ áåëêà îáîëî÷êè TMV (á–ã)



ðû âñòðîèëè ïîëèëèíêåð ñðàçó ïîñëå ñóáãåíîì-
íîãî ïðîìîòîðà ãåíà ÑÐ (ðèñ. 19.13) äëÿ âñòðîé-
êè è ýêñïðåññèè ïîä åãî êîíòðîëåì ÷óæåðîäíûõ
ãåíîâ. Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ íîðìàëüíîé ïðîäóêöèè
âèðóñíîãî áåëêà ÑÐ ïîñëå ïîëèëèíêåðà ïîìåñ-
òèëè âòîðîé ãîìîëîãè÷íûé ñóáãåíîìíûé ïðî-
ìîòîð, âûäåëåííûé èç ãåíîìà äðóãîãî øòàììà
ÒÌV. Ñîçäàííàÿ êîíñòðóêöèÿ áûëà ñòàáèëüíà
â ðàñòåíèÿõ è îáåñïå÷èâàëà ýôôåêòèâíûé ñèí-
òåç ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà VP1 (ãëàâíûé èììó-
íîãåííûé áåëîê) âèðóñà ÿùóðà. Ýêñòðàêòû ëè-
ñòüåâ òàáàêà, ââåäåííûå ìûøàì èíúåêöèîííî,
îáåñïå÷èâàëè ðàçâèòèå èììóííîãî îòâåòà è çà-
ùèòó æèâîòíûõ îò çàðàæåíèÿ 104 ëåòàëüíûõ
äîç âèðóëåíòíîãî øòàììà âèðóñà ÿùóðà.

Âèðóñ ìîçàèêè êîðîâüåãî ãîðîõà (CPMV)
èíôèöèðóåò áîáîâûå ðàñòåíèÿ, åãî ïðèðîäíûì
õîçÿèíîì ÿâëÿåòñÿ êîðîâèé ãîðîõ Vigna ungui-

culata, â êîòîðîì îí íàêàïëèâàåòñÿ äî 1–2 ìã/ã
ñûðîãî âåñà ëèñòüåâ. Ãåíîì CPMV ñîñòîèò èç
äâóõ îäíîöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë ÐÍÊ ðàçìåðîì
5,9 òûñ. íóêëåîòèäîâ (ÐÍÊ1) è 3,5 òûñ. íóêëåî-
òèäîâ (ÐÍÊ2) (ðèñ. 19.14, à). Êàæäàÿ èç ýòèõ
ÐÍÊ êîäèðóåò ïî îäíîìó ïîëèïðîòåèíó-ïðåä-
øåñòâåííèêó, èç êîòîðûõ â ðåçóëüòàòå ñïåöè-
ôè÷íîãî ïðîöåññèíãà îáðàçóþòñÿ çðåëûå áåë-
êè. Êîäèðóåìûå ÐÍÊ1 áåëêè îáåñïå÷èâàþò
ôóíêöèè ðåïëèêàöèè è ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ïðî-
öåññèíãà ïîëèïðîòåèíîâ, à ÐÍÊ2 êîäèðóåò áåë-
êè, íåîáõîäèìûå äëÿ ñáîðêè êàïñèäà è ðàñïðî-
ñòðàíåíèÿ âèðèîíîâ ïî ðàñòåíèþ. Èêîñàýäðè-
÷åñêèé êàïñèä CPMV ñîñòîèò èç äâóõ áåëêîâ —
L (37 êÄà) è S (23 êÄà), êàæäûé èç êîòîðûõ
ïðåäñòàâëåí 60 êîïèÿìè (ñì. ðèñ. 19.14, â). Îð-
ãàíèçàöèÿ ýòèõ áåëêîâ â êàïñèäå âèðóñà èçó÷å-

íà î÷åíü ïîäðîáíî, ÷òî ïîçâîëèëî âñòðàèâàòü
÷óæåðîäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåç íàðóøå-
íèÿ ñáîðêè âèðèîíîâ è èõ ðàñïðîñòðàíåíèÿ â
ðàñòåíèÿõ.

Ïåòëÿ �B-�C áåëêà S (ñì. ðèñ. 19.14, á) íàõî-
äèòñÿ íà ïîâåðõíîñòè âèðèîíà è íàèáîëåå âà-
ðèàáåëüíà ïî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè â ðàçíûõ øòàììàõ CPMV. Ëîãè÷íî áûëî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èçìåíåíèÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè â ýòîì ðàéîíå áåëêà S äîïóñòèìû. Ã. Ëî-
ìîíîñîôô ñ ñîàâòîðàìè (1993–2000 ãã.) âûïîë-
íèëè ñåðèþ ðàáîò ïî âñòðîéêå â ðàéîí ïåòëè
�B-�C ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èììóíîäîìèíàíò-
íûõ äîìåíîâ áåëêîâ VP1 âèðóñà ÿùóðà, gp41
âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà òèïà 1, VP1
ðèíîâèðóñà ÷åëîâåêà 14 è VP2 âèðóñà ýíòåðèòà
íîðîê. Â ýêñïåðèìåíòå õèìåðíûå âèðèîíû ïî-
êàçàëè âûñîêóþ èììóíîãåííîñòü, âûçûâàÿ ó ëà-
áîðàòîðíûõ æèâîòíûõ îáðàçîâàíèå àíòèòåë
ïðîòèâ âñòðîåííûõ ïåïòèäîâ âèðóñîâ æèâîò-
íûõ è ÷åëîâåêà.

Ñõîæèå ðàáîòû âûïîëíÿþòñÿ è íà äðóãèõ
âèðóñàõ ðàñòåíèé. Íàïðèìåð, À. Ìîäåëñêà ñ ñî-
àâòîðàìè â 1998 ã. ïîêàçàëè, ÷òî îðàëüíàÿ èì-
ìóíèçàöèÿ ìûøåé ëèñòüÿìè øïèíàòà, èíôèöè-
ðîâàííîãî âèðóñîì ìîçàèêè ëþöåðíû, íà ïî-
âåðõíîñòè ÷àñòèö êîòîðîãî áûëè ýêñïîíèðîâà-
íû äâà ýïèòîïà èììóíîãåííîãî áåëêà âèðóñà
áåøåíñòâà, ïðèâåëà ê ñòèìóëÿöèè ñèíòåçà ñïå-
öèôè÷íûõ IgG è IgA. Îêîëî 40 % æèâîòíûõ
îêàçàëèñü óñòîé÷èâûìè ê èíôèöèðîâàíèþ ëå-
òàëüíîé äîçîé âèðóñà áåøåíñòâà.

Êàê âèäèì, âåêòîðíàÿ ñèñòåìà âèðóñîâ ðàñ-
òåíèé èìååò îïðåäåëåííûå ïðåèìóùåñòâà ïå-
ðåä òðàíñãåííûìè ðàñòåíèÿìè. Îäíàêî ïðè ñîç-
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Ðèñ. 19.13. Ñõåìà ó÷àñòêà ïëàçìèäû TMV-30B.VP1, ñîäåðæàùåãî ÄÍÊ-êîïèþ ïîëíîãî ãåíîìà TMV
è ãåí îñíîâíîãî èììóíîãåííîãî áåëêà VP1 âèðóñà ÿùóðà.

Ãåí VP1 âñòðîåí ñðàçó çà ñóáãåíîìíûì ïðîìîòîðîì (áåëàÿ ñòðåëêà) îáîëî÷å÷íîãî áåëêà (ÑÐ). Òðàíñêðèïöèÿ îáîëî÷å÷-
íîãî áåëêà îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ ýêçîãåííîãî ñóáãåíîìíîãî ïðîìîòîðà áëèçêîðîäñòâåííîãî òîáàìîâèðóñà (çàøòðèõîâàííàÿ
ñòðåëêà). ×åðíàÿ ñòðåëêà — ñóáãåíîìíûé ïðîìîòîð ãåíà áåëêà ÌÐ. Ïëàçìèäó TMV-30B.VP1 ïåðåâîäèëè â ëèíåéíóþ
ôîðìó, ãèäðîëèçóÿ ðåñòðèêòàçîé KpnI ïî åäèíñòâåííîìó ó÷àñòêó óçíàâàíèÿ, ñ ïðîìîòîðà ôàãà Ò7 in vitro ñèíòåçèðîâàëè

ÐÍÊ-òðàíñêðèïòû, êîòîðûå èíîêóëèðîâàëè â ëèñòüÿ òàáàêà äëÿ ïîëó÷åíèÿ âèðóñíîãî ïîòîìñòâà



äàíèè âèðóñîâ, ýêñïîíèðóþùèõ íà ïîâåðõíî-
ñòè ñâîèõ ÷àñòèö ÷óæåðîäíûå ïåïòèäû, ñóùåñò-
âóåò îãðàíè÷åíèå íà ðàçìåð òàêîãî ïåïòèäà.
Ìàêñèìàëüíûé ðàçìåð âñòðîéêè, ïðè êîòîðîì
ïðîöåññ ñáîðêè âèðóñíûõ ÷àñòèö åùå íå íàðó-
øàåòñÿ, äëÿ âèðóñà òàáà÷íîé ìîçàèêè ñîñòàâëÿ-
åò 25 ÀÊ, à äëÿ âèðóñà ìîçàèêè ëþöåðíû —
37 ÀÊ. Êðîìå òîãî, âèðóñíàÿ ñèñòåìà íå îáåñïå-
÷èâàåò íàñëåäîâàíèÿ ðàñòåíèÿìè ýêçîãåííîé
ÐÍÊ: ïðîäóêöèÿ âèðóñà è ýêñïðåññèÿ âñòðîåí-

íîãî öåëåâîãî ãåíà âîçìîæíà òîëüêî â èíôèöè-
ðîâàííûõ ðàñòåíèÿõ â îãðàíè÷åííûé ïðîìåæó-
òîê âðåìåíè. Ãëàâíûì íåäîñòàòêîì âèðóñíîé
ñèñòåìû ýêñïðåññèè â ðàñòåíèÿõ ÿâëÿåòñÿ îïàñ-
íîñòü ðàñïðîñòðàíåíèÿ ýòèõ âèðóñîâ â îêðó-
æàþùåé ñðåäå íàñåêîìûìè, ìåõàíè÷åñêèìè
(êîíòàêòíûìè) è äðóãèìè ñïîñîáàìè. Ïîýòîìó
òðåáóþòñÿ æåñòêèå ìåðû êîíòðîëÿ çà èíôèöè-
ðîâàííûìè ðàñòåíèÿìè.

19.8. ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÀß ÑÈÑÒÅÌÀ ÕËÎÐÎÏËÀÑÒÎÂ

Ìíîãî÷èñëåííûå áåëêè ÷åëîâå÷åñêîé êðîâè
âàæíû äëÿ ñîçäàíèÿ òåðàïåâòè÷åñêèõ ïðåïàðà-
òîâ. Ïîýòîìó áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ ñîç-

äàíèþ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, ïðîäóöèðóþùèõ
òàêèå áåëêè. Îäíàêî, êàê óæå îòìå÷àëîñü,
òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ñ èíòåãðàöèåé öåëåâîãî
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Ðèñ. 19.14. Ñòðóêòóðà ãåíîìà âèðóñà ìîçàèêè êîðîâüåãî ãîðîõà (à)
è ñõåìà âñòðîéêè ÷óæåðîäíûõ ïîëèïåïòèäîâ â ñîñòàâ áåëêà VP23 (á),

êîòîðûé â êîìïëåêñå ñ VP37 ôîðìèðóåò êàïñèä (â)



ãåíà â õðîìîñîìû ÿäðà îáû÷íî îáåñïå÷èâàþò
íèçêèé óðîâåíü ñèíòåçà ÷óæåðîäíîãî áåëêà (ñì.
òàáë. 19.4). Ñóùåñòâåííîãî ïîâûøåíèÿ ïðîäóê-
òèâíîñòè ðàñòåíèé ïî ÷óæåðîäíîìó áåëêó ìîæ-
íî äîáèòüñÿ óâåëè÷åíèåì äîçû ãåíà, îäíàêî
â õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ìíîæåñòâåííûå ïîâòîðû
íåñòàáèëüíû. Ïðåîäîëåòü ýòî çàòðóäíåíèå óäà-
åòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè òðàíñãåííîé ñèñòåìû
õëîðîïëàñòîâ (ïëàñòèä).

Ïëàñòèäû íàõîäÿòñÿ â áîëüøîì êîëè÷åñòâå
â ðàçíûõ îðãàíàõ è òêàíÿõ ðàñòåíèé. Ãåíîì ïëà-
ñòèä — ïëàñòîìà — êîëüöåâàÿ ìîëåêóëà äâóõ-
öåïî÷å÷íîé ÄÍÊ ðàçìåðîì 120–180 òïí. Ïëà-
ñòèäû ïîëèïëîèäíû è êàæäàÿ íåñåò îò 10 äî
100 ïëàñòîì. Åäèíè÷íàÿ êëåòêà çðåëîãî ëèñòà
ìîæåò ñîäåðæàòü äî 100 ïëàñòèä, à ñëåäîâàòåëü-
íî, äî 10 òûñ. ïëàñòèäíûõ ãåíîìîâ. Õîòÿ â ðàñ-
òåíèè â êàæäîé êëåòêå ïëàñòèäíûå ãåíîìû
èäåíòè÷íû, äàííûå îðãàíåëëû ìîãóò çíà÷è-
òåëüíî ðàçëè÷àòüñÿ ïî ìîðôîëîãèè è ôóíêöè-
ÿì. Òàê, ëèñòüÿ è çåëåíûå òêàíè ñîäåðæàò ôîòî-
ñèíòåçèðóþùèå õëîðîïëàñòû, çðåëûå ôðóêòû
è öâåòû — ïèãìåíòèðîâàííûå õðîìîïëàñòû,
êëóáíè è äðóãèå çàïàñàþùèå îðãàíû — àìèëî-
ïëàñòû èëè ýëàéîïëàñòû, à äðóãèå íåçåëåíûå
òêàíè, âêëþ÷àÿ êîðíè, — ëåéêîïëàñòû.

Ïðèíöèïèàëüíóþ âîçìîæíîñòü ââåäåíèÿ è
ñòàáèëüíîé èíòåãðàöèè ýêçîãåííîé ÄÍÊ â ïëà-
ñòèäíûé ãåíîì ïðîäåìîíñòðèðîâàëè Äæ. Áîéí-
òîí ñ ñîàâòîðàìè â 1988 ã. íà ïðèìåðå îäíîêëå-
òî÷íîé âîäîðîñëè Chlamydomonas reinhardtii.
Â 1990 ã. Ç. Ñâàá, Ï. Õàéäóêåâè÷ è Ï. Ìàëèãà
îïèñàëè ïåðâóþ ñòàáèëüíóþ òðàíñôîðìàöèþ
ïëàñòèä âûñøèõ ðàñòåíèé. Ëèñòüÿ òàáàêà Nico-

tiana tabacum îáñòðåëèâàëè ìèêðî÷àñòèöàìè
âîëüôðàìà, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ áûëà àä-
ñîðáèðîâàíà ÄÍÊ ãèáðèäíîé ïëàçìèäû pZS148
(ðèñ. 19.15). Äàííàÿ ïëàçìèäà áûëà ïîëó÷åíà
âñòðîéêîé â êëîíèðóþùèé âåêòîð E. coli

pBluescript ôðàãìåíòà ïëàñòèäíîé ÄÍÊ ìóòàíò-
íîé ëèíèè òàáàêà, âûñîêîóñòîé÷èâîé ê àíòè-
áèîòèêàì ñïåêòèíîìèöèíó è ñòðåïòîìèöèíó çà
ñ÷åò ìóòàöèé â ãåíå rrn16 16S ðèáîñîìíîé
ÐÍÊ. Ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî ãèáðèäíàÿ ïëàçìèäà
ïðîíèêíåò â õëîðîïëàñòû è ïðîèçîéäåò âñòðîé-
êà ìóòàíòíîãî ôðàãìåíòà ïëàñòèäíîé ÄÍÊ çà
ñ÷åò ðåêîìáèíàöèè ïî îáëàñòÿì ãîìîëîãèè. Òà-
êèå ðàñòåíèÿ, ñîäåðæàùèå òðàíñãåííûå ïëàñòî-
ìû, ïðåäëîæèëè íàçûâàòü òðàíñïëàñòîìíû-

ìè (transplastomic). Òðàíñïëàñòîìíûå ëèíèè îò-
áèðàëè ïî íåëåòàëüíîìó ìàðêåðó óñòîé÷èâîñòè
ê ñïåêòèíîìèöèíó. Íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå óñ-
òîé÷èâûå êëîíû èìåþò çåëåíóþ îêðàñêó, â òî
âðåìÿ êàê ÷óâñòâèòåëüíûå êëîíû — áåëóþ. Êî-
ãäà êëåòêè ðàñòóò íà òàêîé ñåëåêòèâíîé ñðåäå,

ñîõðàíÿþòñÿ ëèøü ïëàñòèäû, íåñóùèå ãåíû óñ-
òîé÷èâîñòè ê ñïåêòèíîìèöèíó, à ïëàñòèäû äè-
êîãî òèïà ýëèìèíèðóþòñÿ. Ïëàñòèäíàÿ òðàíñ-
ôîðìàöèÿ ïðîèñõîäèò ðåäêî, ïîýòîìó ïîëàãàþò,
÷òî ïîëó÷àåìûå â ðåçóëüòàòå ñåëåêöèè ñòàáèëü-
íûå òðàíñïëàñòîìíûå êëîíû ðàñòåíèÿ ñîäåð-
æàò â ïëàñòèäàõ èäåíòè÷íûå ðåêîìáèíàíòíûå
ïëàñòîìû. Â ïåðâîé ðàáîòå èç 148 îáñòðåëÿí-
íûõ îáðàçöîâ ëèñòüåâ òàáàêà óäàëîñü îòîáðàòü
ëèøü 3 òðàíñïëàñòîìíûõ êëîíà.

Â 1993 ã. Ç. Ñâàá è Ï. Ìàëèãà â êà÷åñòâå ñå-
ëåêòèâíîãî ìàðêåðà èñïîëüçîâàëè áàêòåðèàëü-
íûé ãåí aadA (êîäèðóåò àìèíîãëèêîçèä-3�-àäå-
íèëèëòðàíñôåðàçó, èíàêòèâèðóþùóþ ñïåêòè-
íîìèöèí è ñòðåïòîìèöèí àäåíèëèðîâàíèåì),
âñòðîåííûé â ãèáðèäíîé ïëàçìèäå â ìåæãåí-
íóþ îáëàñòü ñåãìåíòà ïëàñòèäíîé ÄÍÊ
(ðèñ. 19.16). Â ýòîì ñëó÷àå âûõîä òðàíñïëà-
ñòîìíûõ êëîíîâ ñîñòàâëÿë 0,5–5 ïðîðîñòêîâ íà
îáñòðåëÿííûé îáðàçåö ëèñòà òàáàêà. Â áîëü-
øèíñòâå ïîñëåäóþùèõ ðàáîò â êà÷åñòâå ñåëåê-
òèâíîãî èñïîëüçîâàëè èìåííî ýòîò ãåí.

Â 2002 ã. Ô. Õóàíã ñ ñîàâòîðàìè îïèñàëè óñ-
ïåøíîå èñïîëüçîâàíèå êîäèðóþùåé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ãåíà aphA-6 àìèíîãëèêîçèäôîñôî-
òðàíñôåðàçû èç Acinetobacter baumannii, íàõî-
äÿùåéñÿ ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà rrn16,
äëÿ îòáîðà òðàíñïëàñòîìíûõ ðàñòåíèé òàáàêà
íà ñðåäå ñ êàíàìèöèíîì.

Âåêòîðû ïëàñòèäíîé òðàíñôîðìàöèè ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ãèáðèäíûå ïëàçìèäû E. coli,
ñîäåðæàùèå ñåëåêòèâíûé è öåëåâîé äëÿ ðàñòå-
íèé ãåíû, ôëàíêèðîâàííûå ñåãìåíòàìè ïëà-
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Ðèñ. 19.15. Âåêòîð ïëàñòèäíîé òðàíñôîðìàöèè
pZS148.

Âåêòîð ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäû
pBluescript, SacI–EcoRV ôðàãìåíòà ïëàñòèäíîé ÄÍÊ, ñîäåð-
æàùåé ãåí rrn16 16S ðèáîñîìíîé ÐÍÊ, è ôðàãìåíòà ïëàñ-
òèäíîé ÄÍÊ ñ îáëàñòüþ íà÷àëà ðåïëèêàöèè (pt ori). str-1,
spc-2 — ìóòàöèè â ãåíå rrn16, îáóñëîâëèâàþùèå óñòîé-
÷èâîñòü ê ñòðåïòîìèöèíó è ñïåêòîìèöèíó ñîîòâåòñòâåííî



ñòîìíîé ÄÍÊ (ðèñ. 19.17). Ôëàíêèðóþùèå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè íå îáëàäàþò êàêèìè-ëèáî
ñïåöèàëüíûìè ñâîéñòâàìè, îíè èìåþò ðàçìåð
1–2 òïí è ãîìîëîãè÷íû âûáðàííîìó ðàéîíó
ïëàñòîìû. Îáû÷íî âñòðîéêó ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ
îñóùåñòâëÿþò â ìåæãåííûå ó÷àñòêè ÄÍÊ ïëà-
ñòèä. Óæå óñïåøíî îïðîáîâàíî îêîëî äâóõ äå-
ñÿòêîâ òàêèõ ìåñò âñòðîéêè. Âàæíûì îòëè÷èåì
òðàíñïëàñòîìíûõ ðàñòåíèé îò êëàññè÷åñêèõ
òðàíñãåííûõ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïðè ïëàñòèäíîé
òðàíñôîðìàöèè ïîëó÷àþò êëîíû ñî âñòðîéêîé
òðàíñãåíà â îäíî è òî æå ìåñòî ïëàñòèäíîé
ÄÍÊ, ò. å. èäåíòè÷íûå. Ïðè âñòðîéêå â ÿäåðíûå
õðîìîñîìû â ðåçóëüòàòå àãðîáàêòåðèàëüíîé
òðàíñôîðìàöèè âñå êëîíû îòëè÷àþòñÿ äðóã îò
äðóãà ïî ìåñòó âñòðîéêè òðàíñãåíà.

Äëÿ ýêñïðåññèè òðàíñãåíà ÷àùå âñåãî èñ-
ïîëüçóþò ñèëüíûé ïëàñòèäíûé ïðîìîòîð ãåíà
rrn16 (ðrrn). Òðàíñêðèáèðóåìàÿ òðàíñãåííàÿ
ÐÍÊ äëÿ ýôôåêòèâíîé òðàíñëÿöèè íà ðèáîñî-
ìàõ ïëàñòèä äîëæíà ñîäåðæàòü íà 5�-êîíöå ñî-
îòâåòñòâóþùèé ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì.
Íàðÿäó ñ RBS íåêîòîðûõ ïëàñòèäíûõ ãåíîâ õî-
ðîøî ñåáÿ çàðåêîìåíäîâàëà àíàëîãè÷íàÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü ãåíà 10 ôàãà Ò7. Íåêîäèðóþùèé
3�-êîíöåâîé ðàéîí ãåíà psbA êîìïîíåíòà ðåàê-
öèîííîãî öåíòðà ôîòîñèñòåìû II õëîðîïëàñòîâ
ñòàáèëèçèðóåò òðàíñêðèïòû ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ,

ïîýòîìó åãî îáû÷íî ïîìåùàþò â 3�-êîíöåâóþ
÷àñòü òðàñãåíà, ñîçäàâàåìîãî äëÿ âñòðîéêè
â ïëàñòèäû (ñì. ðèñ. 19.17). Èñïîëüçóþò è äðó-
ãèå 3�-êîíöåâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàñòèä-
íûõ ãåíîâ.

Âûïîëíåííûå â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ ýêñïå-
ðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñïëàñòîìíûå ðàñòå-
íèÿ òàáàêà ìîãóò îáåñïå÷èòü ïðîäóêöèþ öåëå-
âîãî ÷óæåðîäíîãî áåëêà íà óðîâíå 1–25 % ñóì-
ìàðíîãî ðàñòâîðèìîãî áåëêà ðàñòåíèÿ, à â íåêî-
òîðûõ ñëó÷àÿõ äàæå áîëüøå.

Âàæíîé îñîáåííîñòüþ ïëàñòèä ÿâëÿåòñÿ âîç-
ìîæíîñòü ýêñïðåññèè â íèõ îïåðîíîâ è òðàíñëÿ-
öèè áåëêîâ ñ ïîëèöèñòðîííûõ ìÐÍÊ, ÷òî õàðàê-
òåðíî äëÿ ïðîêàðèîò, íî íå ðåàëèçóåòñÿ ó ýóêàðè-
îò (â òîì ÷èñëå â ÿäðå êëåòîê ðàñòåíèé).

Ðàññìîòðèì ïðèìåðû óñïåøíîé ýêñïðåññèè
÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â òðàíñïëàñòîìíûõ ðàñòåíè-
ÿõ òàáàêà. Â 2001 ã. Õ. Äàíèýë ñ ñîòðóäíèêàìè
ñîçäàëè âåêòîðíóþ êîíñòðóêöèþ (ñì.
ðèñ. 19.17, à), â êîòîðîé ìåæäó ôëàíêèðóþùè-
ìè ïëàñòèäíûìè ãåíàìè òàáàêà trnI è trnA ïîä
êîíòðîëü ïðîìîòîðà ðrrn òàíäåìíî âñòðîèëè êî-
äèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ aadA (ñå-
ëåêòèâíûé ìàðêåð) è CT-B (ãåí ñóáúåäèíèöû Â
õîëåðíîãî òîêñèíà, ñì. 19.6.2). Ïåðåä êàæäîé
êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ââåëè ñèí-
òåòè÷åñêèå ó÷àñòêè ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì, à äëÿ
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Ðèñ. 19.16. Âåêòîð ïëàñòèäíîé òðàíñôîðìàöèè pZS197.

Êîäèðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà aadA âñòðîåíà âî ôðàãìåíò ïëàñòèäíîé ÄÍÊ ìåæäó ãåíîì rbcL è ÎÐÒ512 ïîä
êîíòðîëü ïðîìîòîðà ðèáîñîìíîãî îïåðîíà ïëàñòèä prrn (ââåðõó ïðèâåäåíà íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü) è îãðàíè-

÷åíà 3�-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ïëàñòèäíîãî ãåíà psbA. cpt1, cpt2 — ðåãóëÿòîðíûå îáëàñòè ïðîìîòîðà



ñòàáèëèçàöèè ÷óæåðîäíîãî òðàíñêðèïòà
â 3�-êîíöåâîé ÷àñòè êîíñòðóêöèè ïîìåñòèëè íå-
òðàíñëèðóåìóþ 3�-êîíöåâóþ îáëàñòü ãåíà psbA.
Ïîñëå ðåêîìáèíàöèîííîé âñòðîéêè ñåëåêòèðî-
âàëè òðàíñïëàñòîìíûå ðàñòåíèÿ è èçó÷àëè ïðî-
äóêöèþ â íèõ öåëåâîãî áåëêà ÑÒ-Â. Îêàçàëîñü,
÷òî îí ýôôåêòèâíî ñèíòåçèðîâàëñÿ â ðàñòåíèÿõ,
ñîáèðàëñÿ â ôóíêöèîíàëüíûå îëèãîìåðû è áûë
àíòèãåííî èäåíòè÷åí î÷èùåííîìó ïðèðîäíîìó
ÑÒ-Â. Äàííûé ÷óæåðîäíûé áåëîê íàêàïëèâàëñÿ
â ëèñòüÿõ òàáàêà äî óðîâíÿ 4,1 % ñóììàðíîãî
ðàñòâîðèìîãî áåëêà, ÷òî â 400 ðàç áîëüøå ïðî-
äóêòèâíîñòè, äîñòèãíóòîé ïðè èíòåãðàöèè
òðàíñãåíà â ÿäåðíûé ãåíîì ýòèõ ðàñòåíèé.

Âñëåäñòâèå áîëüøîé ïðàêòè÷åñêîé çíà÷è-
ìîñòè ðàñòåíèé, óñòîé÷èâûõ ê âðåäíûì íàñåêî-
ìûì, â ðÿäå ëàáîðàòîðèé áûëè ïðîâåäåíû ðàáî-
òû ïî ñîçäàíèþ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, ïðîäó-
öèðóþùèõ èíñåêòèöèäíûé òîêñèí Bt Bacillus

thuringiensis (ñì. 19.11). Ñèíòåç è ïðîöåññèíã
áåëêà Bt â áàêòåðèè êîíòðîëèðóåòñÿ òðåõãåí-
íûì îïåðîíîì cry2Aa2 (ñì. ðèñ. 19.17, á).
Â äàííîì îïåðîíå ãåí cry2Aa2, íàïðàâëÿþùèé
ñèíòåç áåëêà Bt, ðàñïîëîæåí äèñòàëüíî. Åìó
ïðåäøåñòâóþò ÎÐÒ1 è ÎÐÒ2, êîäèðóþùèå øà-
ïåðîí, êîòîðûé ñâîðà÷èâàåò áåëîê Bt òàê, ÷òî
îí ôîðìèðóåò ïðîòåîëèòè÷åñêè ñòàáèëüíûå êó-
áè÷åñêèå êðèñòàëëû.

Â êëàññè÷åñêèõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ ñî
âñòðîéêîé â ÿäðî êëåòêè ñ îäíîé ãåíåòè÷åñêîé
êîíñòðóêöèè ìîæåò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ ëèøü
îäèí ãåí. Ïîëó÷åííûå òàêèì ñïîñîáîì ðàñòå-
íèÿ ýêñïðåññèðîâàëè èíäèâèäóàëüíûé ãåí
cry2Aa2. Ïðè ýòîì áåëîê Bt ñèíòåçèðîâàëñÿ
â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå äàæå ïîñëå ïåðåêîäè-
ðîâêè áàêòåðèàëüíîãî ãåíà ïîä ÷àñòî âñòðå÷àþ-
ùèåñÿ â ãåíàõ ðàñòåíèÿ òðèïëåòû. Áîëåå òîãî,
îêàçàëîñü, ÷òî óðîâåíü ïðîäóêöèè áåëêà Bt
â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ óìåíüøàåòñÿ íà ïîçä-
íèõ ýòàïàõ âåãåòàöèè è â óñëîâèÿõ ôèçèîëîãè-
÷åñêîãî ñòðåññà, ÷òî ñíèæàåò óñòîé÷èâîñòü òà-
êèõ ðàñòåíèé ê âðåäíûì íàñåêîìûì. Ïîâûñèòü
óðîâåíü ïðîäóêöèè èíñåêòèöèäíîãî òîêñèíà
ìîæíî ïóòåì ñîçäàíèÿ òðàíñïëàñòîìíûõ ðàñòå-
íèé, òàê êàê ïðè ýòîì äîñòèãàåòñÿ âûñîêàÿ äîçà
èíòåãðèðóåìîãî ãåíà. Â ëàáîðàòîðèè Ï. Ìàëèãà
(1995 ã.) áûëè ïîëó÷åíû òðàíñïëàñòîìíûå ðàñ-
òåíèÿ òàáàêà, ýêñïðåññèðóþùèå â õëîðîïëàñòàõ
èíäèâèäóàëüíûé ãåí cry2Àà2. Â òàêèõ ðàñòåíè-
ÿõ òîêñèí Bt íàêàïëèâàëñÿ óæå â êîëè÷åñòâå
3–5 % ñóììàðíîãî ðàñòâîðèìîãî áåëêà ëèñòüåâ.

Â ëàáîðàòîðèè Õ. Äàíèýëà (2001 ã.) â õëîðî-
ïëàñòû òàáàêà ââåëè ïîëíûé òðåõãåííûé îïå-
ðîí cry2Aa2 B. thuringiensis. Ïîä êîíòðîëü ïðî-
ìîòîðà prrn áûëè âñòðîåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ãåíà aadA è îïåðîíà cry2Aa2 (ñì. ðèñ. 19.17, á).
Íàêîïëåíèå áàêòåðèàëüíîãî áåëêà â ëèñòüÿõ
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Ðèñ. 19.17. Ãèáðèäíûå ïëàçìèäû ïëàñòèäíîé òðàíñôîðìàöèè äëÿ íàïðàâëåííîé âñòðîéêè ãåíà
ñóáúåäèíèöû Â õîëåðíîãî òîêñèíà (à) è îïåðîíà cry2Aa2 òîêñèíà Bt (á) â ïëàñòîìó.

Ñàéòû ãèäðîëèçà ðåñòðèêòàçàìè: B — BamHI, Bg — BglII



òðàíñïëàñòîìíîãî òàáàêà, ýêñïðåññèðóþùåãî
áàêòåðèàëüíûé îïåðîí (áåç ïåðåêîäèðîâêè), äî-
ñòèãàëî 45,3 % (!) ñóììàðíîãî ðàñòâîðèìîãî
áåëêà. Ýòî íàèáîëüøèé óðîâåíü ïðîäóêöèè ÷ó-
æåðîäíîãî áåëêà, âûÿâëÿâøèéñÿ â ðàñòåíèÿõ äî
ñèõ ïîð. Ñòàáèëüíàÿ âûñîêàÿ ïðîäóêöèÿ òîêñè-
íà Bt â õëîðîïëàñòàõ ðàñòåíèÿ ïðèâîäèò ê óâå-
ëè÷åíèþ òîêñè÷íîñòè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
äëÿ âðåäíûõ íàñåêîìûõ è ìîæåò ïðåäîòâðàòèòü
ðàçâèòèå ñðåäè íèõ óñòîé÷èâîñòè ê Bt.

Ïåðâóþ ðàáîòó, â êîòîðîé óäàëîñü äîáèòüñÿ
âûñîêîé ïðîäóêöèè ÷åëîâå÷åñêîãî áåëêà
â òðàíñïëàñòîìíûõ ðàñòåíèÿõ, âûïîëíèëè
Äæ. Ñòàóá ñ ñîàâòîðàìè â 2000 ã. Õëîðîïëàñòû
òàáàêà òðàíñôîðìèðîâàëè òðåìÿ ãèáðèäíûìè
êîíñòðóêöèÿìè (ðèñ. 19.18), ýêñïðåññèðóþùè-
ìè ñîìàòîòðîïèí ÷åëîâåêà (hST), ÿâëÿþùèéñÿ
òåðàïåâòè÷åñêè âàæíûì áåëêîì. Â ïëàçìèäàõ
wrg4838 è pMON38755 ñèíòåòè÷åñêàÿ êîäè-
ðóþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü hST, îïòèìèçèðî-
âàííàÿ äëÿ ýêñïðåññèè â áàêòåðèÿõ, ñîåäèíåíà
ñ ïðîìîòîðîì è 5�-êîíöåâûì íåêîäèðóþùèì
ðàéîíîì ïëàñòèäíîãî ãåíà psbA, à â ïëàçìèäå
pMON38794 — ñ ïðîìîòîðîì ðrrn è 5�-êîíöåâîé
íåêîäèðóþùåé îáëàñòüþ ãåíà 10 ôàãà Ò7
(G10L). Âñå ãèáðèäíûå êîíñòðóêöèè ñîäåðæàëè
3�-êîíöåâîé ýëåìåíò ãåíà rps16 áåëêà ìàëîé
ñóáúåäèíèöû ðèáîñîì õëîðîïëàñòîâ, ñòàáèëè-
çèðóþùèé ìÐÍÊ (ñì. ðèñ. 19.18). Â ïëàçìèäàõ
pMON38755 è pMON38794 êîäèðóþùàÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü hST áûëà ñëèòà â ïðàâèëüíîé
ðàìêå òðàíñëÿöèè ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êî-
äèðóþùåé óáèêâèòèí. Ñëèòûå áåëêè óáèêâèòè-
íà ðàñùåïëÿþòñÿ ñïåöèôè÷íîé ïðîòåàçîé ñðàçó
ïîñëå Ñ-êîíöåâîãî îñòàòêà ãëèöèíà â óáèêâèòè-
íå. Ýòî ñâîéñòâî ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ðåêîìáè-
íàíòíûå áåëêè áåç ìåòèîíèíîâîãî îñòàòêà íà

N-êîíöå. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïðîäóêöèè
hST â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ òàáàêà ïîêàçàë,
÷òî òðàíñôîðìàöèÿ õëîðîïëàñòîâ ïðèâîäèò
ê ìíîãîêðàòíîìó óâåëè÷åíèþ ñèíòåçà ÷óæåðîä-
íîãî áåëêà (òàáë. 19.5). Êðîìå òîãî, íà óðîâåíü
ïðîäóêöèè hST â òðàíñïëàñòîìíûõ ðàñòåíèÿõ
ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå ìîæåò îêàçûâàòü ñòðóê-
òóðà 5�-êîíöåâîé íåêîäèðóþùåé îáëàñòè òðàíñ-
ãåíà.

Òàêèì îáðàçîì, òðàíñãåííàÿ ñèñòåìà õëîðî-
ïëàñòîâ ïîçâîëÿåò äîñòè÷ü âûñîêîé äîçû ÷óæå-
ðîäíîãî ãåíà, ÷òî ïðè ïðàâèëüíî ñêîíñòðóèðî-
âàííîì òðàíñãåíå îáåñïå÷èâàåò î÷åíü ýôôåê-
òèâíóþ ïðîäóêöèþ öåëåâîãî áåëêà. Áîëåå òîãî,
ñïîñîáíîñòü ïëàñòèä îñóùåñòâëÿòü ýêñïðåññèþ
îïåðîíîâ ïîçâîëÿåò ñîçäàâàòü èñêóññòâåííûå
îïåðîíû (ñì. ðèñ. 19.17) è â ïåðñïåêòèâå — ââî-
äèòü íîâûå ìåòàáîëè÷åñêèå ïóòè â ðàñòåíèÿ,
óëó÷øàÿ èõ ïîòðåáèòåëüñêèå ñâîéñòâà. Âàæíîé
îñîáåííîñòüþ ïëàñòèä ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè ïå-
ðåäàþòñÿ ïî ìàòåðèíñêîé ëèíèè è îáû÷íî íå
ñîäåðæàòñÿ â ïûëüöå. Ïîýòîìó òðàíñïëàñòîì-
íûå ðàñòåíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ îáû÷íûìè òðàíñ-
ãåííûìè ðàñòåíèÿìè áîëåå áåçîïàñíû äëÿ
îêðóæàþùåé ñðåäû, òàê êàê â íèõ ïðåäîòâðàùà-
åòñÿ íåêîíòðîëèðóåìîå ðàñïðîñòðàíåíèå òðàíñ-
ãåíà â äðóãèå ðàñòåíèÿ. Ïîñêîëüêó èíòåãðàöèÿ
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Òàáëèöà 19.5. Ïðîäóêöèÿ ñîìàòîñòàòèíà

÷åëîâåêà â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ

Ïëàçìèäà
Ëîêàëèçàöèÿ

òðàíñãåíà

Ïðîäóêöèÿ hGH, %
îò ñóììàðíîãî

ðàñòâîðèìîãî áåëêà

wrg4776 ßäðî êëåòêè 0,004–0,008
wrg4838 Õëîðîïëàñòû 0,2
pMON38755 Õëîðîïëàñòû 1,0
pMON38794 Õëîðîïëàñòû 7,0



â ïëàñòîìó ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå ãîìîëîãè÷-
íîé ðåêîìáèíàöèè, îòîáðàííûå êëîíû îäèíàêî-
âû è â íèõ îòñóòñòâóåò ýôôåêò ïîëîæåíèÿ ãåíà,
õàðàêòåðíûé äëÿ ñëó÷àéíîé âñòðîéêè òðàíñãå-
íà ïðè ÿäåðíîé òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé. Â ïëà-
ñòèäàõ íå íàáëþäàåòñÿ ñàéëåíñèíã òðàíñãåíà,
ïîýòîìó åãî ýêñïðåññèÿ ñòàáèëüíî ñîõðàíÿåòñÿ
â ïîñëåäóþùèõ ïîêîëåíèÿõ.

Íàèáîëåå ïðîñòî óäàåòñÿ îñóùåñòâëÿòü
òðàíñôîðìàöèþ õëîðîïëàñòîâ è îòáîð òðàñïëàñ-
òîìíûõ êëîíîâ ó òàáàêà. Ïîýòîìó áóëüøàÿ ÷àñòü
èññëåäîâàíèé ïîêà âûïîëíåíà íà ýòîì ðàñòåíèè.
Îäíàêî ïî ìåðå ðàñøèðåíèÿ êðóãà ëàáîðàòîðèé,
âîâëå÷åííûõ â ðàçâèòèå î÷åíü ïåðñïåêòèâíîãî
íàïðàâëåíèÿ ñîçäàíèÿ òðàíñïëàñòîìíûõ ðàñòå-
íèé, ñòàëà âîçìîæíîé òðàíñôîðìàöèÿ ïëàñòèä
ðåçóøêè Arabidopsis thaliana (Ñ. Ñèêäàð è äð.,
1998 ã.), êàðòîôåëÿ Solanum tuberosum (Â. Ñèäî-

ðîâ è äð., 1999 ã.), òîìàòîâ Lycopersicon esculen-
tum (Ñ. Ðóô è äð., 2001 ã.) è ìàñëè÷íîé ðåïû
Brassica napus (Á. Õîó è äð., 2003 ã.). Èñïîëüçîâà-
íèå äàííîé ìåòîäîëîãèè íà äðóãèõ âàæíûõ ñåëü-
ñêîõîçÿéñòâåííûõ êóëüòóðàõ îáåñïå÷èò çíà÷è-
òåëüíûé ïðîãðåññ â ñîçäàíèè ðàñòåíèé — ïðîäó-
öåíòîâ ðàçëè÷íûõ áåëêîâ ìåäèöèíñêîãî è áèîòåõ-
íîëîãè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ. Ïðè ýòîì ðàñòåíèÿ
èëè èõ ïëîäû, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü â
ïèùó áåç òåðìîîáðàáîòêè, íàèáîëåå ïåðñïåêòèâ-
íû äëÿ ñîçäàíèÿ ñúåäîáíûõ âàêöèí. Òàê, â ïåð-
âîé ðàáîòå ïî ïîëó÷åíèþ òðàíñïëàñòîìíûõ ðàñ-
òåíèé òîìàòà Ñ. Ðóô ñ ñîàâòîðàìè (2001 ã.) ïîêà-
çàëè, ÷òî â õðîìîïëàñòàõ ïëîäîâ òîìàòà òðàíñ-
ãåí ñïîñîáåí ýôôåêòèâíî ýêñïðåññèðîâàòüñÿ,
õîòÿ ïðè ýòîì âûõîä öåëåâîãî áåëêà áûë â äâà
ðàçà ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ åãî ïðîäóêöèåé
â õëîðîïëàñòàõ ëèñòüåâ òåõ æå ðàñòåíèé.
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Â íà÷àëå 1990-õ ãã. ðàçíûìè àâòîðàìè áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî íåêîòîðûå ïðîêàðèîòè÷åñêèå è
ýóêàðèîòè÷åñêèå ãåíû ñîäåðæàò âñòàâêè â êîäè-
ðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ïðàâèëüíîé ðàì-
êå òðàíñëÿöèè, êîòîðûå âûùåïëÿþòñÿ èç áåëêà,
à íå ÐÍÊ. Äàííûé ïðîöåññ íàçâàëè áåëêîâûì

ñïëàéñèíãîì. Â ïåðâûõ ðàáîòàõ îáíàðóæèëè,
÷òî èñõîäíî ñèíòåçèðóåòñÿ åäèíûé áåëîê-ïðåä-
øåñòâåííèê, èç êîòîðîãî çàòåì âûùåïëÿåòñÿ
âíóòðåííÿÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, à ôëàíêèðóþ-
ùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîâàëåíòíî âîññîåäè-
íÿþòñÿ. Ô. Ïåðëåð ñ ñîàâòîðàìè â 1994 ã. ïðåä-
ëîæèëè òàêèå âñòàâêè â áåëêå-ïðåäøåñòâåííè-
êå íàçûâàòü èíòåèíàìè (îò àíãë. internal pro-
tein), à âîññîåäèíÿþùèåñÿ ôëàíêèðóþùèå ÷àñ-
òè áåëêà — ýêñòåèíàìè (îò àíãë. external pro-
tein). Óæå âûÿâëåíî áîëåå 100 èíòåèíîâ, è íàðÿ-
äó ñ êëàññè÷åñêèì ñïëàéñèíãîì áåëêà îáíàðó-
æåíû ïðèìåðû áåëêîâîãî òðàíñ-ñïëàéñèíãà.
Òàê, â öèàíîáàêòåðèè Synechocystis sp. áåëîê
DnaE (êàòàëèòè÷åñêàÿ �-ñóáúåäèíèöà ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû III) êîäèðóåòñÿ ðàñùåïëåííûì ãåíîì
dnaE, îäíà ÷àñòü êîòîðîãî îòäåëåíà îò äðóãîé
ïðîòÿæåííûì (745 òïí!) ñåãìåíòîì ãåíîìíîé
ÄÍÊ. Ãåí dnaE-n êîäèðóåò ïåðâûå 774 ÀÊ
DnaE, à ãåí dnaE-c — îñòàëüíûå 423 ÀÊ ýòîãî
áåëêà. Äâà ôðàãìåíòà ãåíà òðàíñêðèáèðóþòñÿ
ñ ïðîòèâîïîëîæíûõ öåïåé ãåíîìíîé ÄÍÊ. Ïî-
ñëå òðàíñëÿöèè ìÐÍÊ îáðàçóþòñÿ N-êîíöåâîé
ïîëèïåïòèä, ñîñòîÿùèé èç N-ýêñòåèíà è ñëèòî-
ãî ñ íèì ôðàãìåíòà èíòåèíà (In, 123 ÀÊ), à òàê-
æå Ñ-êîíöåâîé ïîëèïåïòèä, ñîñòîÿùèé èç äðó-
ãîé ïîðöèè èíòåèíà (Ic, 36 ÀÊ) è Ñ-ýêñòåèíà
DnaE. Ôðàãìåíòû èíòåèíà ýòèõ ïîëèïåïòèäîâ
îáúåäèíÿþòñÿ, îáóñëîâëèâàÿ áåëêîâûé òðàíñ-

ñïëàéñèíã, â ïðîöåññå êîòîðîãî âûùåïëÿåòñÿ
èíòåèí è ñøèâàþòñÿ ýêñòåèíû, îáðàçóÿ çðåëóþ
êàòàëèòè÷åñêè àêòèâíóþ �-ñóáúåäèíèöó ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçû III. Èíòåèí â äàííîì ñëó÷àå íàçû-
âàþò ðàñùåïëåííûì (split intein).

Îêàçàëîñü, ÷òî ðàñùåïëåííûé èíòåèí áåëêà
DnaE ìîæíî èñïîëüçîâàòü in vivo (â êëåòêàõ
E. coli) äëÿ íàïðàâëåííîãî ïðîöåññèíãà äðóãèõ
ïîëèïåïòèäîâ, îáúåäèíåííûõ ñ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòÿìè In è Ic. Ýòî ñâîéñòâî ðàñùåïëåííîãî èí-
òåèíà èñïîëüçîâàëè Õ. ×èí ñ ñîàâòîðàìè (2003 ã.)
äëÿ ðåêîíñòðóèðîâàíèÿ â òðàíñãåííûõ ðàñòåíè-
ÿõ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ áåëêîâ èç ðàçäåëü-
íî ñèíòåçèðóåìûõ ôðàãìåíòîâ. Íà ïåðâîì ýòàïå
ñêîíñòðóèðîâàëè ãèáðèäíóþ ïëàçìèäó èíòåãðà-
öèè â ïëàñòèäíûé ãåíîì p226ag, â êîòîðîé ðàç-
íîíàïðàâëåííî ñ ïðîìîòîðîâ ãåíà psbA òðàíñ-
êðèáèðîâàëèñü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè õèìåðíûõ
áåëêîâ aadA–In è Ic–smGFP (ðèñ. 19.19). Ïî-
ñêîëüêó ïðîìîòîð ãåíà psbA ôóíêöèîíàëüíî àê-
òèâåí è â êëåòêàõ E. coli, â ýòèõ áàêòåðèÿõ ïðîâå-
ðèëè âîçìîæíîñòü òðàíñ-ñïëàéñèíãà õèìåðíûõ
áåëêîâ. Âåñòåðí-áëîò àíàëèçîì áûëî ïîêàçàíî
îáðàçîâàíèå â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ
E. coli áåëêà ðàçìåðîì 57 êÄà, âçàèìîäåéñòâóþ-
ùåãî ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè êàê ïðî-
òèâ aadA, òàê è ïðîòèâ smGFP (çåëåíûé ôëþî-
ðåñöèðóþùèé áåëîê ìåäóçû Aequoria victoria,
ãåí êîòîðîãî ìîäèôèöèðîâàí äëÿ ýôôåêòèâíîé
ýêñïðåññèè â ðàñòåíèÿõ è ïðîäóêöèè äàííîãî
áåëêà â ðàñòâîðèìîé ôîðìå). Äëÿ ïðîâåðêè âîç-
ìîæíîñòè áåëêîâîãî òðàíñ-ñïëàéñèíãà â ïëàñòè-
äàõ õëîðîïëàñòû òàáàêà òðàíñôîðìèðîâàëè
ïëàçìèäîé p226ag. Â ïîëó÷åííûõ òðàíñïëàñòîì-
íûõ ðàñòåíèÿõ áûë îáíàðóæåí ýôôåêòèâíûé
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ñèíòåç ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ è îáðàçîâàíèå õèìåð-
íîãî áåëêà ñ îäíîâðåìåííûì âûùåïëåíèåì
ôðàãìåíòîâ èíòåèíà (ñì. ðèñ. 19.19, á).

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
òðàíñ-ñïëàéñèíã áåëêîâûõ ôðàãìåíòîâ ìîæåò
ïðîèñõîäèòü â ðàñòåíèÿõ è â òîì ñëó÷àå, êîãäà
ãåí îäíîãî èç ôðàãìåíòîâ íàõîäèòñÿ â õëîðî-
ïëàñòàõ, à äðóãîãî — â ÿäðå. Â êà÷åñòâå ìîäåëè
èñïîëüçîâàëè 5-åíîëïèðóâèëøèêèìàò-3-ôîñ-
ôàòñèíòåòàçó (EPSPS) S. typhimurium, îáåñïå-
÷èâàþùóþ óñòîé÷èâîñòü ê äåéñòâèþ ãåðáèöèäà
N-ôîñôîíîìåòèë-ãëèöèíà (ãëèôîñôàòà). Ãåí
N-êîíöåâîé ÷àñòè EPSPS, ñëèòîé ñ In DnaE

(EPSPSn–In), âñòðîèëè â ÿäåðíûé ãåíîì è îòî-
áðàëè òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà, â õëîðî-
ïëàñòû êîòîðûõ çàòåì ââåëè ãåí õèìåðû
Ic–EPSPSc. Â äâîéíûõ òðàíñôîðìàíòàõ, âûäå-
ëåííûõ íà ñðåäå ñ àíòèáèîòèêàìè ñïåêòèíîìè-
öèíîì è êàíàìèöèíîì, õèìåðà EPSPSn–In
òðàíñïîðòèðîâàëàñü â õëîðîïëàñòû, ãäå â ðå-
çóëüòàòå òðàíñ-ñïëàéñèíãà ñ Ic–EPSPSc îáðàçî-
âûâàëèñü ôóíêöèîíàëüíûå ìîëåêóëû EPSPS,
îáåñïå÷èâàþùèå óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé ê ãëè-
ôîñôàòó. Âûïîëíåííàÿ ðàáîòà îòêðûëà âîçìîæ-
íîñòü îñóùåñòâëåíèÿ êîìáèíàòîðíîé áåëêîâîé
èíæåíåðèè in vivo â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ.
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Â ðÿäå ñëó÷àåâ âîçíèêàåò íåîáõîäèìîñòü
óäàëåíèÿ ìàðêåðíîãî ãåíà, ïî êîòîðîìó îñóùå-
ñòâëÿëàñü ñåëåêöèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, èç
ãåíîìà ïîëó÷åííûõ êëîíîâ. Ýòî âàæíî ïðè ïî-

ñëåäîâàòåëüíîì ââåäåíèè â ðàñòåíèå ðàçíûõ
÷óæåðîäíûõ ãåíîâ è ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ÷èñëî
ýôôåêòèâíûõ ñåëåêòèâíûõ ìàðêåðîâ îãðàíè-
÷åíî. Êðîìå òîãî, ýòî ìîæåò òðåáîâàòüñÿ ïðè
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ìàñøòàáíîì âûðàùèâàíèè òðàíñãåííûõ ðàñòå-
íèé äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ ðàñïðîñòðàíåíèÿ ãå-
íîâ óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì â îêðóæàþ-
ùåé ñðåäå.

Â ðÿäå èññëåäîâàíèé ïðîäåìîíñòðèðîâàíà
ýôôåêòèâíîñòü ñèñòåìû ñàéòñïåöèôè÷åñêîé
ðåêîìáèíàöèè ñre/lox ôàãà Ð1 (ñì. 18.3.2) äëÿ
óäàëåíèÿ ìàðêåðíûõ ãåíîâ. Íàïðèìåð, Ñ. Êîð-
íåéë ñ ñîàâòîðàìè (2001 ã.) èíòåãðèðîâàëè
â ïëàñòèäû òàáàêà ãåí aadA, ôëàíêèðîâàííûé
ó÷àñòêàìè loxP. Äëÿ èñêëþ÷åíèÿ aadA èç ïëà-
ñòîìû â ÿäðî êëåòîê ââîäèëè ãåí ñre àãðîáàêòå-

ðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèåé èëè ñêðåùèâàíèåì
òðàíñïëàñòîìíûõ ðàñòåíèé ñ íåçàâèñèìî ïîëó-
÷åííûìè òðàíñãåííûìè ðàñòåíèÿìè, ïðîäóöè-
ðóþùèìè Ñre. Â ïîëó÷åííûõ äâîéíûõ òðàíñ-
ôîðìàíòàõ ïðîèñõîäèëî ýôôåêòèâíîå èñêëþ÷å-
íèå ãåíà aadA èç ïëàñòîìû. ßäåðíûé ãåí ñre çà-
òåì ñåãðåãàöèîííî ýëèìèíèðîâàëñÿ â ïîñëå-
äóþùèõ ïîêîëåíèÿõ ðàñòåíèé, ïîëó÷àåìûõ èç
ñåìÿí. Òàêèì îáðàçîì ìîæíî ïîëó÷àòü òðàíñ-
ãåííûå èëè òðàíñïëàñòîìíûå ðàñòåíèÿ, ñîäåð-
æàùèå òîëüêî öåëåâûå òðàíñãåíû áåç áàëëàñò-
íûõ ãåíîâ ñåëåêòèâíûõ ìàðêåðîâ.
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Îãðîìíûé ïðîãðåññ â ñîçäàíèè òðàíñãåí-
íûõ ðàñòåíèé ïîçâîëÿåò âñå ñ áîëüøåé îïðåäå-
ëåííîñòüþ êîíñòðóèðîâàòü ðàñòåíèÿ ñ íîâûìè
ñâîéñòâàìè, êîòîðûå íåëüçÿ ïîëó÷èòü ìåòîäàìè
êëàññè÷åñêîé ñåëåêöèè. Â ðàñòåíèÿ ìîæíî ââî-
äèòü èíäèâèäóàëüíûå ãåíû äðóãèõ íåðîäñòâåí-
íûõ ðàñòåíèé, æèâîòíûõ, áàêòåðèé, âèðóñîâ.
Ïîëó÷åííûå òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ìîæíî çà-
òåì ñêðåùèâàòü ìåæäó ñîáîé è ïîëó÷àòü âàðè-
àíòû ñ äâóìÿ è áîëåå ÷óæåðîäíûìè ãåíàìè. Ýòî
ïîçâîëÿåò ðåøàòü øèðîêèé êðóã ïðîáëåì, îáåñ-
ïå÷èâàÿ áîëüøóþ ýêîíîìè÷åñêóþ âûãîäó.

Óñòîé÷èâîñòü ê ãåðáèöèäàì. Ãåíåòè÷åñêè
èçìåíåííûå ðàñòåíèÿ, îáëàäàþùèå óñòîé÷èâî-
ñòüþ ê ðàçëè÷íûì êëàññàì ãåðáèöèäîâ, â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå óñïåøíûì
áèîòåõíîëîãè÷åñêèì ïðîäóêòîì. Êëàññè÷åñêàÿ
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííàÿ õèìèÿ ñòðåìèëàñü ê ñîç-
äàíèþ ãåðáèöèäîâ ñåëåêòèâíîãî òèïà, êîòîðûå
óãíåòàëè áû ðîñò âîçìîæíî áîëüøåãî ÷èñëà âè-
äîâ ñîðíÿêîâ, íå ïîäàâëÿÿ ïðè ýòîì ðàçâèòèå
êóëüòóðíûõ ðàñòåíèé. Â 1960–1970-õ ãã. áûë
äîñòèãíóò î÷åâèäíûé ïðîãðåññ â ñîçäàíèè ýô-
ôåêòèâíûõ ãåðáèöèäîâ (ñóëüôîíèëìî÷åâèíà,
èìèäàçîëèíîíû è äð.), êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ â
íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ, ìàëîòîêñè÷íû äëÿ æè-
âîòíûõ è ÷åëîâåêà è âåñüìà ñåëåêòèâíû. Îäíà-
êî ñ òåõ ïîð ïðèíöèïèàëüíî íîâûõ õèìè÷åñêèõ
ïðåïàðàòîâ íå ïîÿâèëîñü.

Ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíåðèÿ ïîçâîëèëà ñîâåð-
øèòü êà÷åñòâåííûé ñêà÷îê, òàê êàê äàëà âîç-
ìîæíîñòü ãåíåòè÷åñêè èçìåíÿòü óñòîé÷èâîñòü
ðàñòåíèé ê òåì èëè èíûì ãåðáèöèäàì. Ê íàñòîÿ-
ùåìó âðåìåíè êëîíèðîâàíû ãåíû, êîäèðóþùèå
íå÷óâñòâèòåëüíûå ê äåéñòâèþ ãåðáèöèäîâ ôåð-
ìåíòû-ìèøåíè, ÷òî ïðèâåëî ê ñîçäàíèþ òðàíñ-
ãåííûõ ðàñòåíèé, óñòîé÷èâûõ ê òàêèì ïðåïàðà-
òàì, êàê ãëèôîñôàò (êîììåð÷åñêîå íàçâàíèå
Roundup), õëîðñóëüôóðîíîâûå è èìèäàçîëèíî-

íîâûå ãåðáèöèäû. Èçîëèðîâàíû òàêæå ãåíû, êî-
òîðûå êîäèðóþò ôåðìåíòû äåãðàäàöèè íåêîòî-
ðûõ ãåðáèöèäîâ, ÷òî ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü òðàíñ-
ãåííûå ðàñòåíèÿ, óñòîé÷èâûå ê ôîñôèíîòðèöè-
íó (êîììåð÷åñêîå íàçâàíèå BASTA), 2,4-äèõëîð-
ôåíîêñèóêñóñíîé êèñëîòå (2,4 D), äàëàïîíó. Íà-
ïðèìåð, óñòîé÷èâàÿ ê Roundup òðàíñãåííàÿ ñîÿ,
ðàñïðîñòðàíÿåìàÿ êîìïàíèåé «Asgrow», áûëà
â 1997 ã. ïðèçíàíà â ÑØÀ ñåëüñêîõîçÿéñòâåí-
íûì ïðîäóêòîì ãîäà.

Óñòîé÷èâîñòü ê íàñåêîìûì. Èíñåêòèöèä-
íûå ðàñòåíèÿ áûëè ñîçäàíû ââåäåíèåì â íèõ
ãåíà äåëüòà-ýíäîòîêñèíà Bacillus thuringiensis

(Bt). Áåëîê Bt âûñîêîòîêñè÷åí äëÿ íàñåêîìûõ, íî
áåçîïàñåí äëÿ äðóãèõ âèäîâ æèâîòíûõ è ÷åëîâå-
êà. Îí ÿâëÿåòñÿ ïðîòîêñèíîì, êîòîðûé ïðîòåîëè-
òè÷åñêè ðàñùåïëÿåòñÿ â êèøå÷íèêå ëè÷èíîê íà-
ñåêîìûõ, îáðàçóÿ àêòèâèðîâàííûé òîêñèí. Àêòè-
âèðîâàííûé òîêñèí ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàåòñÿ
ñ ðåöåïòîðàìè â ñðåäíåé êèøêå íàñåêîìûõ, ÷òî
ïðèâîäèò ê ëèçèñó êëåòîê êèøå÷íîãî ýïèòåëèÿ.
Âçàèìîäåéñòâèå òîêñèíà ñ ðåöåïòîðàìè íàñåêî-
ìîãî ñòðîãî ñïåöèôè÷íî. Â ïðèðîäå íàéäåíî
áîëüøîå êîëè÷åñòâî øòàììîâ B. thuringiensis,
÷üè òîêñèíû äåéñòâóþò òîëüêî íà îïðåäåëåííûå
âèäû íàñåêîìûõ.

Ïðåïàðàòû áàêòåðèé B. thuringiensis, ñîäåð-
æàùèå áåëîê Bt, ñ óñïåõîì ïðèìåíÿëè â ñåëü-
ñêîì õîçÿéñòâå äëÿ êîíòðîëÿ ÷èñëåííîñòè âðåä-
íûõ íàñåêîìûõ íà ïîëÿõ. Îäíàêî èñïîëüçîâà-
íèå òàêèõ ïðåïàðàòîâ îòíîñèòåëüíî äîðîãî
è òðåáóåò çíàíèÿ áèîëîãèè íàñåêîìûõ. Ïîýòîìó
áîëüøèå óñèëèÿ áûëè íàïðàâëåíû íà ñîçäàíèå
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, ýíäîãåííî ïðîäóöèðóþ-
ùèõ áàêòåðèàëüíûé áåëîê Bt.

Îêàçàëîñü, ÷òî ââåäåíèåì ãåíà ýòîãî áåëêà
â ãåíîì ðàñòåíèé ìîæíî ïîëó÷èòü òðàíñãåííûå
ðàñòåíèÿ, íå ïîåäàåìûå íàñåêîìûìè. Â òî æå
âðåìÿ ïðàêòè÷åñêîå ïðèìåíåíèå äàííûõ ìåòî-
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äîâ äëÿ ñîçäàíèÿ ðàñòåíèé, óñòîé÷èâûõ ê êîí-
êðåòíûì íàñåêîìûì-âðåäèòåëÿì, ïîòðåáîâàëî
áîëüøîé ðàáîòû ïî ïîäáîðó íåîáõîäèìûõ
øòàììîâ B. thuringiensis è ñîçäàíèþ ãåííî-èí-
æåíåðíûõ êîíñòðóêöèé, êîòîðûå äàþò íàèáîëü-
øèé ýôôåêò äëÿ êîíêðåòíûõ ãðóïï íàñåêîìûõ.
Òàê, âñòðàèâàÿ ïðîêàðèîòè÷åñêèå ãåíû äåëüòà-
òîêñèíîâ â ãåíîì ðàñòåíèé äàæå ïîä êîíòðîëü
ñèëüíûõ ïðîìîòîðîâ ðàñòåíèé, íå óäàëîñü ïî-
ëó÷èòü âûñîêîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè öåëåâûõ
áåëêîâ, õîòÿ èõ äåéñòâèå íà íàñåêîìûõ áûëî âè-
äîñïåöèôè÷íûì. Ýòó ïðîáëåìó ðåøèëè ïóòåì
ñîçäàíèÿ ìîäèôèöèðîâàííûõ ãåíîâ, â êîòîðûõ
îñóùåñòâèëè ïåðåêîäèðîâêó, èñïîëüçóÿ êîäî-
íû, íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àåìûå â ýôôåêòèâíî
ýêñïðåññèðóåìûõ ãåíàõ ðàñòåíèé. Òàêèì ïóòåì,
íàïðèìåð, áûë ïîëó÷åí êàðòîôåëü, óñòîé÷èâûé
ê êîëîðàäñêîìó æóêó. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ òàê
íàçûâàåìûå Bt-ðàñòåíèÿ õëîïêà è êóêóðóçû çà-
íèìàþò îñíîâíóþ äîëþ â îáùåì îáúåìå ãåíå-
òè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ ðàñòåíèé ýòèõ
êóëüòóð, êîòîðûå âûðàùèâàþò íà ïîëÿõ ÑØÀ.

Óñòîé÷èâîñòü ê âèðóñàì. Âèðóñû ðàñòåíèé
íàíîñÿò áîëüøîé óðîí óðîæàéíîñòè ðàçëè÷íûõ
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ êóëüòóð, ïîýòîìó ïîñòî-
ÿííî âåäåòñÿ ðàáîòà ïî ñåëåêöèè ðàñòåíèé, óñ-
òîé÷èâûõ ê òåì èëè èíûì âèðóñàì. Ñ ïîìîùüþ
òåõíîëîãèè ñîçäàíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
Ï. Ïîóýëë ñ ñîàâòîðàìè â 1986 ã. ðåàëèçîâàëè íî-
âûé ïîäõîä. Îíè ïîëó÷èëè ðàñòåíèÿ òàáàêà, ýêñ-
ïðåññèðóþùèå áåëîê îáîëî÷êè âèðóñà òàáà÷íîé
ìîçàèêè. Â òàêèõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ èíôåê-
öèîííûé ïðîöåññ, âûçâàííûé äàííûì âèðóñîì,
ñóùåñòâåííî çàìåäëÿåòñÿ. Âïîñëåäñòâèè àíàëî-
ãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû äëÿ ìíîãèõ
äðóãèõ âèðóñîâ ðàñòåíèé. Îêàçàëîñü, ÷òî òðàíñ-
ãåííûå ðàñòåíèÿ, ñîäåðæàùèå êîäèðóþùèå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ïîâåðõíîñòíûõ âèðóñíûõ áåë-
êîâ, ïðèîáðåòàþò óñòîé÷èâîñòü ê èíôåêöèè ñî-
îòâåòñòâóþùèì âèðóñîì. Òî÷íûé ìåõàíèçì âîç-
íèêàþùåé óñòîé÷èâîñòè ê âèðóñàì íå óñòàíîâ-
ëåí, íî ïîëàãàþò, ÷òî ñèíòåçèðîâàííûé ýíäîãåí-
íî âèðóñíûé áåëîê îáîëî÷êè áëîêèðóåò ìåõà-
íèçì ðàçäåâàíèÿ âèðóñà ëèáî, âçàèìîäåéñòâóÿ
ñ âèðóñíîé ÐÍÊ, èíãèáèðóåò åå òðàíñëÿöèþ
è/èëè âçàèìîäåéñòâèå ñ íåêèìè ñòðóêòóðàìè
ðàñòèòåëüíîé êëåòêè.

Óñòîé÷èâîñòü ê íåáëàãîïðèÿòíûì ïðè-

ðîäíûì ôàêòîðàì. Ðàñòåíèÿ ÷àñòî ïîäâåðãà-
þòñÿ ðàçëè÷íûì íåáëàãîïðèÿòíûì âîçäåéñòâè-
ÿì îêðóæàþùåé ñðåäû, òàêèì êàê çàñóõà, çàñî-
ëåííîñòü ïî÷âû, âûñîêàÿ è íèçêàÿ òåìïåðàòóðà.
Íåêîòîðûå èç íèõ ýâîëþöèîííî àäàïòèðîâàíû
ê òåì èëè èíûì ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì. Èçó-
÷àÿ ìåõàíèçìû ïðèñïîñîáëåíèÿ îïðåäåëåííûõ

ðàñòåíèé ê òàêèì ôàêòîðàì, ìîæíî âûÿâèòü
ãåíû, ïðîäóêòû êîòîðûõ èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü
â ôîðìèðîâàíèè óñòîé÷èâîñòè. Ïåðåíîñÿ òàêèå
ãåíû ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè â äðó-
ãèå ðàñòåíèÿ, ìîæíî ñîçäàâàòü íîâûå âûñîêîóñ-
òîé÷èâûå ê ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì âàðèàíòû
âàæíûõ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ êóëüòóð.

Íàïðèìåð, çàñîëåííîñòü ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
ãëàâíûõ ôàêòîðîâ, îãðàíè÷èâàþùèõ ãåîãðàôè-
÷åñêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ðàñòåíèé, è îáóñëîâëè-
âàåò çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå èõ óðîæàéíîñòè.
Îäèí èç îáùèõ ìåõàíèçìîâ ìåòàáîëè÷åñêîé
àäàïòàöèè ê ñîëåâîìó ñòðåññó ó ðàñòåíèé — íà-
êîïëåíèå îñìîïðîòåêòàíòîâ, êàêèì ÿâëÿåòñÿ,
íàïðèìåð, áèïîëÿðíîå ñîåäèíåíèå àììîíèÿ
ãëèöèíáåòàèí. Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî íå-
êîòîðûå ðàñòåíèÿ, â ÷àñòíîñòè òàáàê è òîìàòû,
íå íàêàïëèâàþò ãëèöèíáåòàèí è ïîýòîìó âûñî-
êî÷óâñòâèòåëüíû ê ñîëåâîìó øîêó. Â áèîñèíòå-
çå ãëèöèíáåòàèíà ó÷àñòâóþò ôåðìåíòû õîëèí-
ìîíîîêñèäàçà (ÕÌÎ) è áåòàèíàëüäåãèääåãèä-
ðîãåíàçà (ÁÀÄ). Õ. Õàÿøè ñ ñîàâòîðàìè (1997 ã.)
ïîêàçàëè, ÷òî ââåäåíèå ãåíà ÕÌÎ â Arabidopsis

âûçûâàåò óâåëè÷åíèå óñòîé÷èâîñòè ê ñîëåâîìó
è õîëîäîâîìó ñòðåññó. Àíàëîãè÷íûé ðåçóëüòàò
ïîëó÷èëè À. Ñàêàìîòî ñ ñîàâòîðàìè (1998 ã.)
ïðè ñîçäàíèè òðàíñãåííîãî ðèñà. Ã. Äæèà ñ ñî-
àâòîðàìè â 2002 ã. ïîëó÷èëè òðàñãåííûå òîìà-
òû, ýêñïðåññèðóþùèå ÁÀÄ ëåáåäû Atriplex hor-

tensis è ïðîÿâëÿþùèå äîñòàòî÷íî âûñîêóþ óñ-
òîé÷èâîñòü ê ñîëåâîìó ñòðåññó.

Áèîñèíòåç æèðîâ. Âàæíåéøèì ñûðüåì äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ðÿäà õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ ÿâëÿþòñÿ
æèðíûå êèñëîòû — îñíîâíîé êîìïîíåíò ðàñòè-
òåëüíîãî ìàñëà. Ýòè ñîåäèíåíèÿ îáëàäàþò ðàç-
ëè÷íûìè ôèçèêî-õèìè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè â çà-
âèñèìîñòè îò ñòåïåíè íàñûùåííîñòè è äëèíû
óãëåðîäíîé öåïè. Çàäà÷à èññëåäîâàòåëåé ñîñòî-
èò â òîì, ÷òîáû èçìåíèòü ñîîòíîøåíèå æèðíûõ
êèñëîò â ñåìåíàõ ìàñëè÷íûõ êóëüòóð ñ öåëüþ
äîñòè÷ü ìàêñèìàëüíîãî âûõîäà íåîáõîäèìîãî
êîìïîíåíòà. Íàïðèìåð, â 1994 ã. áûëà çàêîí÷å-
íà ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ïðîâåðêà è ïîëó÷åíî ðàç-
ðåøåíèå îò ôåäåðàëüíûõ âëàñòåé ÑØÀ íà âû-
ðàùèâàíèå è êîììåð÷åñêîå èñïîëüçîâàíèå
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ðàïñà ñ èçìåíåííûì ñî-
ñòàâîì ðàñòèòåëüíîãî ìàñëà, â êîòîðîì âìåñòå
ñ îáû÷íûìè 16- è 18-÷ëåííûìè æèðíûìè êè-
ñëîòàìè ñîäåðæèòñÿ òàêæå äî 45 % 12-÷ëåííîé
æèðíîé êèñëîòû — ëàóðèíîâîé. Ýòî âåùåñòâî
øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ïðîèçâîäñòâà ñòè-
ðàëüíûõ ïîðîøêîâ, øàìïóíåé, êîñìåòèêè.

Ýêñïåðèìåíòàëüíî ýòà çàäà÷à áûëà ðåøåíà
ñëåäóþùèì îáðàçîì. Áûë êëîíèðîâàí ãåí ñïå-
öèôè÷åñêîé òèîýñòåðàçû èç ëàâðà êàëèôîðíèé-
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ñêîãî Umbellularia californica, ãäå ñîäåðæàíèå
ëàóðàòà â æèðå ñåìÿí äîñòèãàåò 70 %. Ñòðóê-
òóðíóþ ÷àñòü ãåíà ýòîãî ôåðìåíòà ïîä êîíòðî-
ëåì ïðîìîòîðà è òåðìèíàòîðà ãåíà áåëêà, ñïå-
öèôè÷íîãî äëÿ ðàííåé ñòàäèè îáðàçîâàíèÿ ñå-
ìÿí, âñòðîèëè â ãåíîì ðàïñà, ÷òî è ïðèâåëî
ê óâåëè÷åíèþ ñîäåðæàíèÿ ëàóðàòà â ìàñëå ýòèõ
ðàñòåíèé.

Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå ñïåöèôèêè áèîñèíòå-
çà æèðíûõ êèñëîò, ïî-âèäèìîìó, ïðèâåäåò ê âîç-
ìîæíîñòè óïðàâëÿòü ýòèì ïðîöåññîì â öåëÿõ ïî-
ëó÷åíèÿ æèðíûõ êèñëîò ðàçëè÷íîé äëèíû è ñòå-
ïåíè íàñûùåííîñòè, ÷òî ïîçâîëèò çíà÷èòåëüíî
èçìåíèòü ïðîèçâîäñòâî êîíäèòåðñêèõ èçäåëèé,
ëåêàðñòâ, êîñìåòèêè, äåòåðãåíòîâ, çàòâåðäèòå-
ëåé, ïîëèìåðîâ, ñìàçî÷íûõ ìàòåðèàëîâ, äèçåëü-
íîãî òîïëèâà è ìíîãîãî äðóãîãî, ÷òî ñâÿçàíî
ñ èñïîëüçîâàíèåì óãëåâîäîðîäíîãî ñûðüÿ.

Íåîáû÷íûå ñâîéñòâà òðàíñãåííûõ ðàñòå-

íèé. Áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ èññëåäîâàíè-
ÿì, íàïðàâëåííûì íà ñîçäàíèå ðàñòåíèé ñ óëó÷-
øåííûìè ïèòàòåëüíûìè êà÷åñòâàìè. Çëàêîâûå è
áîáîâûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé âàæíûé èñòî÷íèê
áåëêà äëÿ ÷åëîâåêà è äîìàøíèõ æèâîòíûõ.
Â çåðíå çëàêîâ áåëîê ñîñòàâëÿåò 10–15 % îò îá-
ùåé ìàññû, à â áîáîâûõ — 20–30 %. Ïðè ýòîì
50–60 % áåëêîâ ÿâëÿþòñÿ çàïàñíûìè. Îñíîâíûå
çàïàñíûå áåëêè ó áîáîâûõ ïðåäñòàâëåíû ñîëåðà-
ñòâîðèìûìè ãëîáóëèíàìè, â òî âðåìÿ êàê ó çëà-
êîâûõ — ñïèðòîðàñòâîðèìûìè ïðîëàìèíàìè.
Â ïðîëàìèíàõ çëàêîâ îáû÷íî îòñóòñòâóåò ëèçèí,
à â ãëîáóëèíàõ áîáîâûõ ñíèæåíî ñîäåðæàíèå ìå-
òèîíèíà è öèñòåèíà. Îáåñïå÷èòü ñáàëàíñèðîâàí-
íîñòü ïèòàíèÿ ïî óêàçàííûì àìèíîêèñëîòàì
ìîæíî ñ ïîìîùüþ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, â çà-
ïàñàþùèõ îðãàíàõ êîòîðûõ ñèíòåçèðóþòñÿ áåë-
êè, îáîãàùåííûå ìåòèîíèíîì è ëèçèíîì.

Â øëèôîâàííîì ðèñå, ÿâëÿþùåìñÿ îñíîâ-
íûì èñòî÷íèêîì ïèùè â ðÿäå òðîïè÷åñêèõ

ñòðàí ñ ìíîãî÷èñëåííûì íàñåëåíèåì, îòñóòñò-
âóåò ïðîâèòàìèí À (�-êàðîòèí). Ýòî ïðèâîäèò
ê äåôèöèòó âèòàìèíà À è ñïîñîáñòâóåò ðàçâè-
òèþ ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé, îñîáåííî ó äåòåé.
Ê. Éå ñ ñîàâòîðàìè (2000 ã.) ïðåäïðèíÿëè ïî-
ïûòêó ñîçäàòü òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ðèñà Ory-

za sativa ñ óëó÷øåííûìè ïèòàòåëüíûìè ñâîéñò-
âàìè çà ñ÷åò âêëþ÷åíèÿ ïðîâèòàìèíà À â ñîñòàâ
çåðíà. Áûëè ïîëó÷åíû òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ
ðèñà, ñîäåðæàùèå ðàçäåëüíî ââåäåííûå ãåíû,
êîäèðóþùèå òðè ôåðìåíòà áèîñèíòåòè÷åñêîãî
ïóòè �-êàðîòèíà. Çåðíà òàêîãî ðèñà íàêàïëèâà-
ëè â ýíäîñïåðìå ïðîâèòàìèí À â äîñòàòî÷íîì
êîëè÷åñòâå è áûëè îêðàøåíû â çîëîòèñòûé
öâåò.

Ïîëó÷åíû è èñïûòûâàþòñÿ òðàíñãåííûå ðàñ-
òåíèÿ õëîïêà ñ îêðàøåííûì âîëîêíîì. Ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ, ÷òî â áóäóùåì íàòóðàëüíîå õëîïêîâîå
âîëîêíî ñòàíåò êðåï÷å, íå áóäåò íè ìÿòüñÿ, íè
ñàäèòüñÿ è áóäåò èìåòü ðàçëè÷íóþ îêðàñêó áåç
èñïîëüçîâàíèÿ õèìè÷åñêèõ êðàñèòåëåé.

Èíòåðåñíîé îáëàñòüþ ïðèìåíåíèÿ ìåòîäîâ
ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñ èçìåíåííûìè äåêîðà-
òèâíûìè ñâîéñòâàìè, òàêèìè êàê íåîáû÷íàÿ
îêðàñêà öâåòîâ è ò. ï.

Íåäàâíî ñîçäàíû òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ òà-
áàêà, â ëèñòüÿõ êîòîðûõ ñîäåðæàíèå íèêîòèíà
â äåñÿòêè ðàç íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè
ðàñòåíèÿìè. Ïîëàãàþò, ÷òî êóðåíèå ñèãàðåò èç
òàêîãî òàáàêà áóäåò ìåíåå âðåäíûì äëÿ çäîðî-
âüÿ.

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ðûíîê äëÿ ïðî-
äóêòîâ ñ íîâûìè êà÷åñòâàìè áîëåå çíà÷èòåëåí,
÷åì ðûíîê äëÿ ïðîäóêòîâ ñ óëó÷øåííûìè ÷èñòî
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûìè ïðèçíàêàìè, õîòÿ èìåí-
íî òàêèå ïðèçíàêè, êàê óñòîé÷èâîñòü ê ãåðáèöè-
äàì è íàñåêîìûì, ïîëó÷èëè ïåðâûé êîììåð÷å-
ñêèé óñïåõ.
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Ðàñòåíèÿ, æèâîòíûå è ìèêðîîðãàíèçìû, ìî-
äèôèöèðîâàííûå ãåííî-èíæåíåðíûìè ìåòîäà-
ìè, ïðèíÿòî íàçûâàòü ãåíåòè÷åñêè èçìåíåííû-
ìè, à ïðîäóêòû èõ ïåðåðàáîòêè äëÿ ïèùåâûõ
ïîòðåáíîñòåé — òðàíñãåííûìè ïèùåâûìè ïðî-
äóêòàìè èëè ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííû-

ìè èñòî÷íèêàìè ïèùè (ÃÌÈ).
Ïåðâûé ÃÌÈ — óñòîé÷èâûé ïðè õðàíåíèè

òîìàò ñîðòà Flavr Savr («Calgene Inc.», ÑØÀ) —
ïîÿâèëñÿ íà ïðîäîâîëüñòâåííîì ðûíêå ÑØÀ
â 1994 ã. ïîñëå ìíîãîëåòíèõ ïðåäâàðèòåëüíûõ
èñïûòàíèé. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñïåêòð èñïîëü-

çóåìûõ ÃÌÈ çíà÷èòåëüíî ðàñøèðèëñÿ. Áëàãîäà-
ðÿ íîâûì ïîëåçíûì ñâîéñòâàì òðàíñãåííûå
ðàñòåíèÿ, êàê èñïîëüçóåìûå â ïèùó, òàê è òåõíè-
÷åñêèå ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûå êóëüòóðû, ñòàíî-
âÿòñÿ áîëåå òåõíîëîãè÷íûìè è äåøåâûìè è ïî-
ñòåïåííî âûòåñíÿþò ñîðòà, ïîëó÷åííûå ìåòîäà-
ìè êëàññè÷åñêîé ñåëåêöèè. Ïëîùàäè âîçäåëû-
âàíèÿ òðàíñãåííûõ êóëüòóð â ìèðå ðàñòóò ñ êàæ-
äûì ãîäîì (ðèñ. 19.20). Îäíàêî âî ìíîãèõ ñòðà-
íàõ äî ñèõ ïîð èäóò æàðêèå ñïîðû î ïîòåíöè-
àëüíîé îïàñíîñòè ÃÌÈ. Íåñîìíåííî, ïðåæäå
÷åì ïîïàñòü íà ïðèëàâêè ìàãàçèíîâ, îíè äîëæ-
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íû ïðîõîäèòü äëèòåëüíóþ ïðîöåäóðó âñåñòî-
ðîííåãî èçó÷åíèÿ âîçìîæíûõ ïîáî÷íûõ ýôôåê-
òîâ íà îðãàíèçì ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ. Äîëæíà
èñêëþ÷àòüñÿ âîçìîæíîñòü ðàñïðîñòðàíåíèÿ
òðàíñãåíîâ â îêðóæàþùåé ñðåäå. Îäíàêî â öå-
ëîì ñëåäóåò ñêàçàòü, ÷òî îïàñåíèÿ ïðîòèâíèêîâ
ÃÌÈ íå èìåþò êàêèõ-ëèáî ðåàëüíûõ ïîäòâåð-
æäåíèé. Ó ÷åëîâå÷åñòâà íåò àëüòåðíàòèâû èñ-
ïîëüçîâàíèþ íîâåéøèõ òåõíîëîãèé ïîëó÷åíèÿ
ÃÌÈ, òàê êàê êëàññè÷åñêèå ïîäõîäû ê ñîçäà-
íèþ âûñîêîïðîäóêòèâíûõ ñîðòîâ ñåáÿ âî ìíî-
ãîì èñ÷åðïàëè, òåððèòîðèè, ïðèãîäíûå äëÿ çåì-
ëåïîëüçîâàíèÿ, ïðàêòè÷åñêè îñâîåíû, à äåôè-
öèò ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ â öåëîì íà çåìíîì øàðå
áóäåò ñ ãîäàìè íàðàñòàòü. È èìåííî ãåíåòè÷å-

ñêàÿ èíæåíåðèÿ ñïîñîáíà ðàäèêàëüíî ðåøèòü
âñòàþùèå ïåðåä ÷åëîâå÷åñòâîì ïðîáëåìû.
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— ðåêîíñòðóèðîâàííûå in vitro âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû

344
— ýëåêòðîïîðàöèÿ 344
Ìåòîòðåêñàò 347, 350
Ìèêîôåíîëîâàÿ êèñëîòà 355
Ìèêðî÷èï îëèãîíóêëåîòèäíûé 60–61
Ìîëåêóëÿðíûé âåêòîð âûïîòðîøåííûé 386
— èíòåãðàòèâíûé 34, 264–267, 301–305, 354
— êëîíèðóþùèé 33, 91, 224–226, 247, 279, 305–308
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— íàöåëåííûé 390–391, 464
— îáåñïå÷èâàþùèé ïðÿìóþ ñåëåêöèþ 124–127, 250–252
— ñåêðåöèè 136, 257–261
— ÷åëíî÷íûé 236–238, 246, 256–257, 288, 372
— ýêñïðåññèðóþùèé 33, 127–136, 227–228, 230
Ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû íà îñíîâå
— àäåíîâèðóñîâ ÷åëîâåêà 382–387
— áàêóëîâèðóñîâ 425–438
— âèðóñà ìîçàèêè êîðîâüåãî ãîðîõà 495–496
— âèðóñà îñïîâàêöèíû 399–401
— âèðóñà ïàïèëëîìû áûêà (BPV-1) 373–378
— âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà (HSV-1) 393–394
— — HSV àìïëèêîí 395–396
— âèðóñà òàáà÷íîé ìîçàèêè 493–495
— âèðóñà Ýïøòåéíà–Áàðð 396–397
— âèðóñà SV40 355–356, 365–372
— — ëèòè÷åñêèå 365–370
— — íåëèòè÷åñêèå 370–371
— — òðàíñôîðìèðóþùèå 371–372
— — ýïèñîìíûå 355–356
— ðåòðîâèðóñîâ 409–415, 419
— — ñàìîèíàêòèâèðóþùèåñÿ âåêòîðû 419
— ÐÍÊ-âèðóñîâ 448–449
— òðàíñïîçîíîâ ýóêàðèîò 440–442
Ìîëåêóëÿðíàÿ ìèìèêðèÿ âèðóñîâ 380
Ìóòàãåíåç
— ñàéòñïåöèôè÷åñêèé 177, 186–191, 193–196
— ñåãìåíò-íàïðàâëåííûé 177, 181–186, 207
— ñòàòèñòè÷åñêèé 120, 179–181
Ìóòàöèîííîå êëîíèðîâàíèå 285

Íèê-òðàíñëÿöèÿ 26, 182
Íîêàóòíûå æèâîòíûå 464–465
Íóêëåàçà
— Bal31 28, 157–158, 258, 319, 424, 431
— S1 28, 31, 97, 424
Íóêëåîçèä 11
Íóêëåîòèä 11–12

Îáðàòíàÿ ãåíåòèêà 177, 290, 293
Îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà (ðåâåðòàçà) 27–28, 407–408
Îãðàíè÷åíèå (ðåñòðèêöèÿ), êîíòðîëèðóåìîå õîçÿèíîì—

14, 106
Îïåðàòîð 119, 358–359, 404, 406
Îïåðîí
— ëàêòîçíûé ñì. Ëàêòîçíûé îïåðîí
— ðèáîôëàâèíîâûé 273
— òðåîíèíîâûé 174
— òðèïòîôàíîâûé 227, 250
— hox 235
— tra 220
Îïèí 472
Îñïèíà 283

Ïàëèíäðîì 17
Ïàðòèñîìà 212
Ïåïòèä 169
Ïåïòèäîãëèêàí 86–88, 241
Ïåðâè÷íûå ìåòàáîëèòû 173
Ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî 87, 89, 136–138
Ïåðìèññèâíûå êëåòêè 34
Ïèëè 116, 220
Ïèðîôîñôàò 13, 42, 44
Ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà 86–87
Ïëàçìèäà 91, 218
— êîèíòåãðàíòû 218
— êîíúþãàòèâíîñòü 218
— ìîáèëèçàöèÿ 218, 226, 246
— ìóëüòèìåðíûå ôîðìû 216–217

— íåñîâìåñòèìîñòü 221
— íåñòàáèëüíîñòü ïîääåðæàíèÿ in vivo 211–217, 249,

274–275, 308–309
— — ñåãðåãàöèîííàÿ 211–216
— — ñòðóêòóðíàÿ 211, 214, 216
— êðèïòè÷åñêàÿ 220, 296
— ðåçèäåíòíàÿ 244
— ñ îñëàáëåííûì êîíòðîëåì ðåïëèêàöèè 91
— ñî ñïîñîáíîñòüþ ê áåçóäåðæíîé ðåïëèêàöèè 99
— ñî ñòðîãèì êîíòðîëåì ðåïëèêàöèè 91
— òðàíñìèññèâíàÿ 220
Ïëàçìèäû ÷åëíî÷íûå ìåæäó áàêòåðèÿìè ðàçíûõ ñåìåéñòâ
— pAM401 279, 280
— pAT127 279
— pAT187 246
— pCH1 237
— pCK1 279
— pDP1 236
— pEB003 288–289
— pHV12 256
— pHV14 256, 272
— pHV33 271
— pHY416 287
— pKJB200 257
— pMK3 256–257
— pMK4 256–257
— pPL1940 238
— pQB79-1 257
— pVA856 279
Ïëàçìèäû øèðîêîãî ñïåêòðà áàêòåðèàëüíûõ õîçÿåâ
— ãðóïïû IncP 222, 232–235
— ãðóïïû IncQ 222, 223–231
— pAF300 232
— pAM�1 246
— pERD20 228
— pGSS15 226
— pGSS33 226
— pIRL2 226
— pKT210 224
— pKT231 230
— pKT240 226–227
— pKT247 224
— pLAFR–5 226
— pMMB6 227
— pMMB22 227
— pMMB33 225
— pMMB34 225
— pMMB66EH 227–228
— pNP109 230
— pNP148 230
— pPLGN1 228, 230
— pRK290 232–233
— pRK310 232, 234
— RK2 232–234
— RSF1010 222–224
Ïëàçìèäà Bacillus subtilis
— ìóëüòèìåðíàÿ 244–245
— ðåçèäåíòíàÿ 244
— pBD8 251
— pBD9 251
— pBD10 251, 289
— pBD12 251
— pBD64 251
— pBD214 249, 251
— pFH7 268
— pHV11 249
— pKTH51 258–260
— pKTH114 258–260
— pOC1 252
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— pPL10 247
— pPL603 249, 252, 273, 274
— pSA2100 250
— �pSM19035 253
— pTB90 255
— pTL10 254–255
— pTL12 255
Ïëàçìèäà Escherichia coli

— ColE1 92–93, 214, 216
— pAA31 127
— pAA31P 127
— pACYC184 280
— pAS 133–134
— pAS1-3 139–140
— pBAC108L 114–115
— pBBV 101–102
— pBluescript II 124
— pBR313 95
— pBR322 95–97
— pBR325 97, 98
— BR327 97–98
— pBR328 98–99
— pDOC55 135–136
— pEAP8 142
— pEMB101 134–135
— pHSG422 92
— pIN-III-ompA 138–139
— pJB8 113
— pKC16 146–147
— pKN80 125
— pKM402 99–100, 146
— pKN410 99–100
— pKY2800 127
— pLG338 92
— pMB8 94
— pMB9 94–95, 142
— pMB123 102
— pMB124 102
— pMOB45 100
— pMOB48 100
— pOU 146
— pPC-� 129
— pQE-30 132–133
— pRIT11 139, 141
— pRSF2124 94–95
— pSC101 91–92
— pSCC31 127
— pTR262 127
— pUC7 125, 126
— pUC8 126
— pUC9 126
— pUK270 130–131
— pUR1 125
— pUR250 125
— pUR290 129–130
Ïëàçìèäà Staphylococcus aureus

— pC194 247–249
— pE194 247, 249
— pT181 247–249
— pUB110 247–249
Ïëàçìèäà Streptococcus

— pAM77 279
— pAM510 279
— pDB101 279
— pDB201 279
— pGB301 279
— pIL252 279, 281

— pLS1 279, 281
— pMV158 279
— pSM10221 279
— pVA1 279
— pVA749 279
Ïëàçìèäà Streptomyces

— pIJ101 284
— pIJ350 284
— pIJ702 284
— pIJ922 283, 285
— pSG5 285
— SCP2 283
— SCP2* 283
Ïëàñòîìà 497
Ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè 416
Ïîëè(À)-ïîëèìåðàçà E. coli 29
Ïîëèìåðàçà Taq 54
Ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ 53–57
— àñèììåòðè÷íàÿ 56
— ìóëüòèïëåêñíàÿ 56
— ïðîòÿæåííàÿ 55
Ïîëèîâèðóñ 448–449
Ïîëèïåïòèä 169
Ïîëèýäðèí 422–423
Ïðàéìåð 25
«Ïðîãóëêà ïî õðîìîñîìå» 109–110, 114
Ïðîìîòîð 128, 134–135, 149–152, 270, 323, 361–362, 399,

423
— ñàéò àêòèâàöèè 317, 333–334
— ýôôåêòèâíîñòü (ñèëà) 149, 153
— ãèáðèäíûé 150, 227
— ìèíèìàëüíûé 358
— ðåãóëèðóåìûé 152, 263, 356–359
— øèðîêîãî êðóãà õîçÿåâ 223
— ýóêàðèîò 163
— Bacillus subtilis 270
— Escherichia coli 149
— Streptomyces 286
Ïðîòåàçû 159, 160, 168, 261–262
Ïðîòîêñèí 201
Ïðîòîïëàñò 35, 245–246, 282, 299–300
Ïðîôàã 103, 267
Ïñåâäîòèïèðîâàíèå ðåòðîâèðóñà 409
Ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç 64, 115, 295

Ðàäèîèììóíîàíàëèç áåëêîâ in situ 37–38, 130
Ðåêîìáèíàçà Cre 114, 465
Ðåêîìáèíàíòíûå ÄÍÊ ñì. Ãèáðèäíûå ÄÍÊ
Ðåñòðèêòàçà (ýíäîíóêëåàçà ðåñòðèêöèè) 15
— èçîøèçîìåð èñòèííûé 20
— — ëîæíûé 20
— íîìåíêëàòóðà 15–16
— ïðîòîòèï 20
— ðàñïðîñòðàíåííîñòü 22–23
— ó÷àñòîê (ñàéò) óçíàâàíèÿ 16–20
— êëàññà I 16–17
— êëàññà II 17–22
— êëàññà III 17, 22
— ïîäêëàññà IIS 17, 21–22
Ðåïëèêîí 218, 308
Ðåïðåññèÿ òðàíñêðèïöèè 119, 132, 134–135, 356–359
ìÐÍÊ
— ïîëèàäåíèëèðîâàíèå 320, 362, 372, 398, 408, 425
— ñòàáèëüíîñòü 154, 159
— ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì 155, 163–164
— ìîíîöèñòðîííûå 156
— ïîëèöèñòðîííûå 156, 499
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Ðèáîñîìà 155–156, 270
Ðèöèí 201
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà
— ôàãà T7 153, 230
— Bacillus subtilis 269–270
— — 	-ôàêòîðû 270
— Escherichia coli 148
— — êîð-ôåðìåíò 148
— — 	-ôàêòîðû 148, 149
— — õîëîôåðìåíò 148

Ñàéëåíñèíã 478, 501
Ñåëåêòèâíûé ìàðêåð 36, 91, 223, 307, 356, 399, 475
— äîìèíàíòíûé 350, 356, 401
Ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ 38
— ìåòîä Ìàêñàìà–Ãèëáåðòà 41–45
— ìåòîä Ñýíãåðà 39–41, 44, 46–47
— ïèðîñåêâåíèðîâàíèå 42, 44, 47–49
— «ïëþñ-ìèíóñ» ìåòîä 38–39
Ñåêðåöèÿ áåëêà 136–142, 257–264, 325–329, 428, 480
Ñèãíàëüíàÿ ïåïòèäàçà 136
Ñèãíàëüíûé ïåïòèä 136
Ñèñòåìà ðåñòðèêöèè-ìîäèôèêàöèè (R-M) 15, 17, 21–23,

106
Ñêðèíèíã êëîíîâ 35
Ñïàñåíèå ìàðêåðà 393, 399
Ñïëàéñèíã áåëêîâûé 501–502
— ÐÍÊ 321–339, 368, 372, 383, 399, 409, 415
— — àëüòåðíàòèâíûé 361–362, 379–380, 417
Ñòâîëîâûå êëåòêè 416–417, 461
Ñòðåïòàâèäèí 48
Ñóïðåññèÿ íîíñåíñ-êîäîíîâ 171
Ñóèöèäíûé ãåí 389
Ñôåðîïëàñò 35, 89

Òåéõîåâûå êèñëîòû 241
Òåëüöà âêëþ÷åíèÿ 161, 290
Òåëîìåðà 312–315
Òåðìèíàòîð òðàíñêðèïöèè 149, 153, 320
— 
-çàâèñèìûé 93, 149–151
— 
-íåçàâèñèìûé 149–151
Òåòðàäíûé àíàëèç 294
Òèìèäèíàðàáèíîçèä 393
Òèìèäèíêèíàçà 166, 307, 347–348, 393
Òèìèí 11
Òîêñèí äèôòåðèéíûé 201
— êèøå÷íîé ïàëî÷êè 228, 483–484
— êîêëþøíûé 274
— ìîäåêñèí 201
— ðàáèí 201
— ðèöèí 201
— ñòàôèëîêîêêîâûé 273
— ñòðåïòîêîêêîâûé 273
— õîëåðíûé 228, 484
Òîòèïîòåíòíîñòü 471
Òðàíñãåí 346, 459
Òðàíñãåííûå
— æèâîòíûå 459–469
— — íîêàóòíûå 464–465
— ðàñòåíèÿ 471–478
Òðàíñêðèïöèÿ 164
— èíèöèàöèÿ 13, 164, 333–334, 423
— òåðìèíàöèÿ 164, 320
— èíäóöèðóåìàÿ 119, 227, 230–231, 263, 322, 356–359,

467
— êîíñòèòóòèâíàÿ 119, 227
Òðàíñëÿöèÿ 154
— ìåòîä îïòèìèçàöèè 156–157

Òðàíñïëàñòîìíûå ðàñòåíèÿ 496–501
Òðàíñïîçîí 94, 95, 211
— äðîçîôèëû 440–442
— Tn3 94, 95
— Tn5 356, 414
— Tn7 433
— Tn10 358
— Ty 303, 305
Òðàíñôåêòàíò 34
Òðàíñôåêöèÿ 34, 246–247, 339–342, 448
Òðàíñôîðìàíò 34
Òðàíñôîðìàöèÿ ïëàçìèäíàÿ 90, 244–245, 299–300
— ïðîôàãîâàÿ 267
— ãåíåòè÷åñêàÿ
— — áàêòåðèé 241–243
— — äðîææåé 299–304
— — êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ 346–349
Òðèïëåò 128, 134, 158, 166, 167, 322
Òóïîé êîíåö 18

Óáèêâèòèí 323–324
Óíèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè 416
Óïàêîâûâàþùàÿ (êîìïëåìåíòèðóþùàÿ) ëèíèÿ êëåòîê

355, 368–369, 382, 411–412
Óñèëèòåëü òðàíñêðèïöèè 356, 363
Óñòîé÷èâîñòü áàêòåðèé ê àíòèáèîòèêàì 219–220
Ó÷àñòîê
— ori 92–93, 220, 351, 363, 364, 392
— SD 155, 156, 271
— ñâÿçûâàíèÿ ðèáîñîì íà ìÐÍÊ 134, 155, 270–271,

423–424
— — ãèáðèäíûé 134
— — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Øàéíà–Äàëüãàðíî (SD-ó÷à-

ñòîê) 155, 158

Ôàã
— áëÿøêà 14
— òèòðîâàíèå 14
— 
11 267
— �3T 267
— �105 268
— SP� 268
Ôàã ëÿìáäà 14, 103–105
— âåêòîð âíåäðåíèÿ 106–107
— — �IV 105
— — �598 105
— — �607 105
— — �gt11 107
— — �plac5-1 105, 107
— âåêòîð çàìåùåíèÿ 107–108
— — �Ch40 109–110
— — �DASH 110
— — �EMBL3 110
— — �EMBL4 110
— — �EMBL12 110
— — �gt-�B 106, 108
— — �gt-�C 106, 108
— — �plac1-2-3 106
— — �567 106
— — �678 106
— — �781 106
— èíäóêöèÿ èç ïðîôàãà 133, 214
— îãðàíè÷åíèå, êîíòðîëèðóåìîå õîçÿèíîì 14, 106
— ðåïðåññîð cI 103–104
— óïàêîâêà ÄÍÊ in vitro 90
— cos-ñàéò 103, 104, 111–115
Ôàã íèòåâèäíûé 116
— ïîëèôàã 204
— ðåïëèêàòèâíàÿ ôîðìà ÄÍÊ 117
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Ôàã íèòåâèäíûé M13 116–117
— ìîëåêóëÿðíûå âåêòîðû

— — M13mp2 118, 120

— — M13mp7 121

— — M13mp8 121

— — M13mp9 121

— — M13mp10 188

— — M13mp14 188

— — M13mp15 188

— — M13mp19 188

— — SSEV19 122

— f1, âåêòîðû

— — pEMBL8 124

— — pEMBL9 124

— — pEMBL18 124

— — pEMBL19 124

— fd, âåêòîðû

— — fd101 123

— — fd103 123

— — fd106 123

Ôàã Ð1

— ó÷àñòîê loxP 114, 465

— ðåêîìáèíàçà Cre 114, 465

Ôàã PBS1 249

Ôàã SP10 249

Ôàã Ò7 153, 406

Ôàã fX174 249

Ôàãìèäà 124, 206–208

Ôàãîâûé äèñïëåé 203–205

— áèîïåíèíã 205, 206

— íàïðàâëåííàÿ ýâîëþöèÿ áåëêîâ 207, 209

— — àíòèòåë 209

Ôàãîëèçèñ 282

Ôàçìèäà 115–116

Ôàêòîð � 151

Ôàêòîð � 148–149, 270

Ôåíîòèïè÷åñêàÿ ñèñòåìà ñåëåêöèè 35–36, 166, 399–400,

425, 442

Ôèìáðèè 229

Ôîñôàòàçà ùåëî÷íàÿ 24, 113, 114, 315, 320

Õèìè÷åñêèé ñèíòåç ÄÍÊ

— èñïîëüçîâàíèå ÏÖÐ äëÿ ñèíòåçà èñêóññòâåííûõ ãåíîâ

81–82

— êîìïüþòåðíîå ïëàíèðîâàíèÿ ñèíòåçà èñêóññòâåííûõ

ãåíîâ 77

— ìåòîä

— — Ê. Èòàêóðû 78–80

— — Ã. Êîðàíû 65–68

— — Â. Ìàíäåêè 80–81

— — ìîäóëüíûé 73

— ñáîðêà ÄÍÊ íà òâåðäîé ìàòðèöå 76

Õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçà 97, 307, 356

Öåíòðîìåðà 309–310

Öèòîçèí 11

Öèòîêèíû 418

×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè êîäîíîâ 68, 287, 322, 324, 504

×åëíî÷íàÿ ïëàçìèäà 305

Ýêñêðåöèÿ áåëêà èç êëåòîê E. coli 136–138, 142

Ýêñòåèí 501

Ýëåêòðîïîðàöèÿ 35, 90, 246, 344

Ýëîíãàöèÿ 149, 153

Ýíõàíñåð 364

Ýíöèêëîïåäèÿ ãåíîâ 110

Ýïèñîìà 305

Ýïèòîï 205, 445–446, 489, 493, 495

Ýôôåêò ïîëîæåíèÿ ãåíà 351, 373, 376, 396, 463, 477, 501
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