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КЛОНИРОВАНИЕ КДНК ГЕНА ПОЛИ(АДФ-РИБОЗА)  
ПОЛИМЕРАЗЫ 2 ARABIDOPSIS THALIANA  

В SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Поли(АДФ-рибоза) полимераза (PARP) катализирует синтез полимеров АДФ-рибозы 
ковалентно прикрепленные к акцепторным белкам. При этом донором остатков АДФ-рибозы 
выступает НАД+. Одной из наиболее известных ролей PARP является их функция в качестве 
сенсора повреждения ДНК. PARP1, в частности, связывается в поли(АДФ-рибозил)ированной 
форме с разрывами ДНК и привлекает белковую машину репарации ДНК в места повреждения 
ДНК. Недавно, впервые показано, что PARP поли-АДФ-рибозилирует не только белки, но и 
концы разрывов ДНК. Однако, в настоящее время нет прямых доказательств наличия поли-
АДФ-рибозилированных ДНК-аддуктов в условиях in vivo как в животных, так и в растениях. 

В клетках Saccharomyces cerevisiae отсутствует PARP активность, несмотря на то, что он 
обнаружен в организмах от архебактерий до млекопитающих. Из-за простоты манипулирования 
и генетической трактуемости дрожжи S. cerevisiae были использованы для анализа функции 
многих белков из клеток животных и растений. В связи с этим целью нашей работы является 
клонирование и гетерологичная экспрессия гена AtPARP2 из модельного растения Arabidopsis 
thaliana в дрожжах.

С применением генно-инженерных методов нами сконструирована рекомбинантная плазмида 
с кДНК геном AtPARP2 под контролем индуцибельного промотора GAL10 эписомального 
вектора pESC-LEU2. Методом генетической трансформации получен рекомбинантный штам 
S. cerevisiae, способный экспрессировать кДНК ген АtPARP2. Методом Вестерн-блоттинга с 
применением полученных нами поликлональных анти-АtPARP2 антител выявлено, что продуктом 
экспрессии гена в дрожжах является глобулярный белок массой 72 кДа, состоящий из 637 
аминокислот (pI 5,92). Показано незначительное ингибирование роста в дрожжевых клетках 
FF 18733, экспрессирующих АtPARP2. Индукция экспрессии AtPARP2 в дрожжевых клетках, 
выявило PARилирующию активность белка in vivo. Показано авто-поли(АДФ-рибозил)ирующая 
активность AtPARP2 в дрожжах в ответ на двухцепочечные разрывы ДНК, индуцированные 
обработкой клеток блеомицином. Ингибитор PARP фермента 3-АВ значительно ингибировал 
количество поли АДФ-рибозилированных белковых продуктов.

Ключевые слова: Поли(АДФ-рибоза) полимераза, AtPARP2, поли-АДФ-рибозилирование, 
Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisae.
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Cloning of the Arabidopsis thaliana Poly(Adp-ribose)  
polymerase 2 cDNA gene in Saccharomyces cerevisiae

 Poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) catalyzes the synthesis of covalently attached ADP-ribose 
polymers to acceptor proteins. The donor of the residues of ADP-ribose is NAD+. The prominent roles 
of PARP is a DNA damage sensor. PARP1, in poly(ADP-ribosyl)ated form binds to DNA breaks and 
engages proteins of DNA repair to this sites. Recently, it has been shown that PARP poly(ADP-ribosyl)
ates both proteins and DNA breaks. However, there is no direct evidence of poly(ADP-ribosyl)ated DNA 
adducts in vivo in animals and plants.
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PARP activity is absent in Saccharomyces cerevisiae cells, despite the fact that it has been identified 
in organisms ranging from archaebacteria to mammals. Due to the simplicity of manipulation and ge-
netic interpretation S. cerevisiae yeasts have been used to analyze the functions of proteins from animal 
and plant cells. Therein, the goal of our work is the cloning and heterologous expression of the AtPARP2 
gene from the Arabidopsis thaliana in yeasts. 

By using genetic engineering methods, we have constructed a recombinant plasmid with cDNA 
of the AtPARP2 gene under the control of the inducible promoter GAL10 from episomal vector pESC-
LEU2. A recombinant S.cerevisiae strain capable for expressing the cDNA of the AtPARP2 gene was 
obtained by genetic transformation method. By using Western blotting with the applying of polyclonal 
anti-AtPARP2 antibodies, it was revealed that the product of gene expression in yeast is a globular pro-
tein weighing 72kDa, consisting 637 amino acids (pI 5.92). A slight inhibition of growth was shown in 
FF 18733 yeast cells which express AtPARP2. Induction of AtPARP2 expression in yeast revealed PARy-
lating activity of protein in vivo. Auto-poly(ADP-ribosyl)ation activity of AtPARP2 was shown in yeasts 
in response to double-stranded DNA breaks induced by bleomycin treatment of cells. 3-AB, inhibitor of 
PARP suppressed the amount of poly(ADP-ribosyl)ated protein products.

Key words: Poly(ADP-ribose)polymerase, AtPARP2, poly(ADP-ribosyl)ation, Arabidopsis thaliana, 
Saccharomyces cerevisae.
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Arabidopsis thaliana Поли(АДФ-рибоза) полимераза 2 кДНК генін  
Saccharomyces cerevisiae жүйесінде клондау

Поли(АДФ-рибоза) полимераза (PARP) акцепторлы ақуызға ковалентті-бекітілген АДФ-
рибоза полимерлерінің синтезін катализдейді. Бұл ретте, АДФ-рибоза қалдығының доноры 
НАД+ болып табылады. PARP белгілі қызметтерінің ішінде айрықша көзге түсетіні – оның 
ДНҚ зақымдануының сенсоры ретінде әрекет етуі. Атап айтқанда, PARP1 поли(АДФ-рибозил)
денген күйде ДНҚ үзілістерімен байланысып, ДНҚ зақымданған аймаққа ДНҚ репарациясының 
ақуыздық жүйесін шақырады. Жақында, алғаш рет, PARP тек ақуыздарды ғана емес, сонымен 
қатар ДНҚ үзілістерінің соңдарын да поли(АДФ-рибозил)дейтіні көрсетілді. Алайда, қазіргі 
таңда жануарлар мен өсімдіктерде in vivo жағдайда поли(АДФ-рибозил)денген ДНҚ аддукттары 
болуының нақты дәлелі жоқ.

Архебактериядан сүтқоректілерге дейінгі ағзалардың барлығында табылғандығына 
қарамастан, Saccharomyces cerevisae клеткаларында PARP белсенділігі анықталмаған. 
Манипуляция жүргізу және генетикалық тұрғыдан түсіндіру жеңілдігіне байланысты S. cerevi-
siae ашытқылары өсімдік және жануар клеткаларының көптеген белоктарының функцияларын 
талдау мақсатында қолданылған. Осыған байланысты, біздің жұмысымыздың мақсаты Arabi-
dopsis thaliana модельді өсімдігінің AtPARP2 генін ашытқыларда клондау және гетерологиялық 
экспрессиялау болып табылады. 

Гендік инженерия әдістерінің көмегімен pESC-LEU2 эписомальды векторының GAL10 
индуцебельді промоторының бақылауындағы AtPARP2 генінің кДНҚ-сы бар рекомбинатты 
плазмида құрастырылды. Генетикалық трансформация әдісі арқылы AtPARP2 генінің кДНҚ-н 
экспрессиялауға қабілетті S. cerevisiae рекомбинатты штаммы алынды. Анти-AtPARP2 
поликлональды антиденелерін қолдану арқылы жүргізілген Вестерн-блоттинг әдісінің 
нәтижесінде ашытқылардағы ген экспрессиясының өнімі массасы 72 кДа, 637 аминқышқылынан 
(pI 5.92) тұратын глобулярлы ақуыз екендігі анықталды. AtPARP2 экспрессиялайтын FF 18733 
ашытқы клеткаларында өсудің шамалы тежелетіні көрсетілген. Ашытқы клеткаларындағы 
AtPARP2 экспрессиясының индукциясы ақуыздың PARилдеуші белсендігін in vivo айқындады. 
Клеткалардың блеомицинмен өңделуі нәтижесінде индуцирленген қостізбекті ДНҚ үзілістеріне 
жауап ретінде ашытқыларда AtPARP2-ң авто- поли(АДФ-рибозил)деуші белсенділігі көрсетілген. 
PARP ферментінің ингибиторы, 3-АВ поли(АДФ-рибозил)денген ақуыздық өнімдердің мөлшерін 
айтарлықтай тежеді. 

Түйін сөздер: поли(АДФ-рибоза) полимераза, AtPARP2, поли(АДФ-рибозил)дену, Arabidop-
sis thaliana, Saccharomyces cerevisae.



88

Клонирование кДНК гена Поли(АДФ-рибоза) полимеразы 2 Arabidopsis thaliana в Saccharomyces cerevisiae

Введение

Поли(АДФ-рибоза) полимераза (PARP) ка-
тализирует синтез полимеров АДФ-рибозы ко-
валентно-прикрепленные к акцепторным бел-
кам. При этом донором остатков АДФ-рибозы 
выступает НАД+ (Kim M.Y., 2005: 1951-1967). 
Использование биоинформационного подхода, 
позволило выявить ряд белков человека, имею-
щих очень высокую степень гомологии с катали-
тическим доменом PARP-1. Все эти белки были 
объединены в семейство PARP, которое сейчас у 
млекопитающих насчитывается 18 представите-
лей (Ame´ J-C., 2004: 882-893). PARP белки могут 
оказывать значительное влияние на различные 
клеточные процессы, такие как транскрипция, 
деление клеток, репарация ДНК и целостность 
теломеров (Schreiber V., 2006: 517-528). И толь-
ко двое из них PARP1 и PARP2 активируются 
в ответ на повреждения ДНК (Woodhouse B.C., 
2008: 1077-1086). 

Геном Arabidopsis thaliana, широко исполь-
зуемого модельного растительного организма, 
кодирует по меньшей мере три предполагае-
мых PARP фермента: АtPARP1 (At4g02390), 
AtPARP2 (At2g31320) и AtPARP3 (At5g22470) 
(Briggs A.G., 2011: 372-80). Показано, что PARP 
растений являются структурно гомологичными 
к PARP белкам млекопитающих (Briggs A.G., 
2011: 372-80, Lamb R.S., 2012: 175-89). Высокая 
степень консервативности на уровне аминокис-
лотной последовательности между фермента-
ми арабидопсиса и млекопитающих позволяет 
предположить, что в растениях PARP выполняет 
аналогичные функции как в животных систе-
мах. Помимо структурных сходств, PARP рас-
тений также обладают ферментативной актив-
ностью функционально гомологичными PARP 
ферментам млекопитающих (Briggs A.G., 2011: 
372-80, Lamb R.S., 2012: 175-89). Как АtPARP1, 
так и AtPARP2 локализован в ядре и в присут-
ствии ДНК с разрывами, прикрепляет остатки 
ADP-рибоз от NAD+ к себе (автомодификация) 
и к акцепторным белкам в условиях in vitro и 
in vivo (Briggs A.G., 2011: 360-1385). Подобно 
животным PARP ферментам, активность PARP 
растений ингибируется ингибиторами PARP 
фермента, такими как 3-аминобензамид (3AB) и 
3-метоксибензамид (3MB), которые использова-
лись во многих исследованиях (Briggs A.G., 2011: 
360-1385). Интересно что, в противоположность 
к животным, в арабидопсис AtPARP2 обладает 
более высокой ферментативной активностью, 
чем АtPARP1 (Briggs A.G., 2011: 360-1385). 

Нокаутные по генам parp мутанты Arabidopsis 
жизнеспособны и имеют нормальный рост без 
каких-либо отклонений или аномальных побоч-
ных эффектов, которые затрудняли бы их ис-
пользование для анализа физиологической роли 
поли(АДФ-рибозил)ирование (PARилирование) 
в растениях. Это, в дополнение к химическим 
ингибиторам PARP, предоставляет возможность 
для понимания механизмов PARилирования 
белков и их роли в различных биологических 
процессах на уровне всего организма. 

В отличие от млекопитающих, значительно 
мало известно о PARилировании в растениях. 
Практически не известно о акцепторных белках 
поли-ADP-рибозы и белках, взаимодействую-
щих с ADP-рибозой. В растениях не обнару-
жены PARилированные белки, кроме гистонов 
и PARP. Идентификация новых акцепторных 
белков поможет понять регуляторную функцию 
PARилирования в развитии растений и стрессо-
вых реакциях.

Одной из наиболее известных ролей PARP 
является их функция в качестве сенсора по-
вреждения ДНК. PARP1, в частности, связыва-
ется в PARилированной форме с SSB и DSB, и 
привлекает белковую машину репарации ДНК 
в места повреждения ДНК (Hinz J.M., 2010: 
4646-4651, Odell I.D., 2011: 4623-4632). PARP-
катализируемое ковалентное присоединение 
поли-АДФ-рибозы (PAR) к белкам является обра-
тимым процессом, поскольку расщепление PAR 
до мономеров АДФ-рибозы осуществляется фер-
ментами поли(АДФ-рибоза)-гликогидролазами 
(PARG) (Bonicalzi M.E., 2005: 739-750), АДФ-
рибозиларгинин-гидролазой 3 (ARH3) (Ono 
T., 2006: 16687-16691) и терминальной АДФ-
гликогидролазами (TARG1) (Sharifi R., 2013: 
1225-1237). PARG является основной гликоги-
дролазой PAR в клетках млекопитающих, кото-
рая удаляет большую часть полимера PAR, но 
оставляет единственную ADP-рибозу, прикре-
пленную к белку. Этот остаток затем удаляется 
TARG1. Нокаутные по гену PARG мыши погиба-
ли (Koh D.W., 2004: 17699-17704), а дефицитные 
по гену PARG клетки проявляют повышенную 
гибель клеток и значительное нарушение про-
цессов репарации повреждения ДНК и разрывов 
цепей (Ame J.C., 2009: 1990-2002), что указывает 
на то, что генерация PARилированых макромо-
лекул является высокотоксичным для клетки.

Из-за простоты манипулирования и генети-
ческой трактуемости дрожжи S. cerevisiae были 
использованы для анализа функции многих бел-
ков из клеток животных и растений. Дрожжи 
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являются ценным предиктором функций генов 
человека, так как 31% белков, кодируемых ге-
нами дрожжей, имеют человеческие гомологи и, 
почти 50% генов человека, связанных с наслед-
ственными заболеваниями, имеют дрожжевые 
гомологи (Suter B., 2006: 625–644, Hartwell L.H., 
2004: 523–544). В геноме арабидопсис, содер-
жатся множество генов с высокой гомологией 
к соответствующим генам из дрожжей (Rissel 
D., 2017: 20-23). Эти данные свидетельствуют о 
сильной консервативности функции генов меж-
ду дрожжами, человеком и растениями. 

Целью представленной работы является кло-
нирование и гетерологичная экспрессия гена 
AtPARP2 из модельного растения Arabidopsis 
thaliana в дрожжах и оптимизация экспресии 
AtPARP2 в дрожжевой системе. 

Материалы и методы

Материалы исследования
Обьектом исследовании явились нуклеино-

вые кислоты выделенные из A. thaliana линии 
Col0 (растения дикого типа), относящейся к 
коллекции инсерционных мутантов SALK, по-
лученные из Биологического ресурсного центра 
(Arabidopsis Biological Resource Center, http://
www.arabidopsis.org). 

В ходе работы использовали клеточные ли-
нии: NovaXG Zappers (F- mcrA Δ(mcrC-mrr) endA1 
recA1 φ80dlacZΔM15 ΔlacX74 araD139 Δ(ara-
leu)7697 galU galK rpsL nupG λ- tonA) фирмы 
«Novagen» для наработки плазмидной ДНК и 
экспрессионный штамм FF 18733 S. cerevisiae 
(MATa, leu2-3-112, trp1-289, his7-2, ura3-52, lys1-
1, CAN1), а так же эписомальный вектор pESC-
LEU2. Культивирование клеток S. cerevisiae про-
водили при 30оС в богатой среде YPAD, cкрининг 
трансформантов проводили на синтетической ми-
нимальной селективной среде, включающей глю-
козу и смеси аминокислот (среда SD DO – LEU). 
Для приготовления буферных растворов исполь-
зовали реактивы марок х.ч., ч.д.а., и о.с.ч., произ-
водимых фирмами «Sigma» (США), «Amrеscо» 
(Германия), «Sеrva» (Германия) и «Реахим» 
(Россия). В ходе работы использовали ферменты 
модификации ДНК и белков производства фирм 
«Sigma-Aldrich» (США), «Nеw Еngland Biоlabs» 
(Англия), «Thеrmо Fishеr Sciеntific» (США), 
«Prоmеga» (США), «Rоchе» (США).

Конструкции рекомбинантной плазмиды 
pESC-LEU/АtPARP2

кДНК ген АtPARP2 A. thaliana амплифи-
цировали методом ПЦР на матрице, получен-

ной нами рекомбинантной плазмиды pET28с/
АtPARP2 (Куанбай А.К., 2018: 99-111) с ис-
пользованием две пары праймеров: смысловой 
праймер АtPARP2 Dir 5’- ATTAGGATCCT-
TATGGGCAGCAGCCATC-3’, содержащий сайт 
узнавания рестриктазой BamHI и антисмысло-
вой праймер АtPARP2 Pr5’- AGGCGTCGACT-
TAATGTTTGTAGTTG-3’, содержащие сайт SalI 
(подчеркнут). 

Рисунок 1 – Схема конструкции рекомбинантной 
плазмиды pESC-LEU/АtPARP2 

Продукт ПЦР обработали рестриктазами 
BamHI и SalI. Затем с помощью ДНК-лигазы фага 
Т4 фрагмент встраивали в вектор pESC-LEU, 
предварительно обработанный рестриктазами 
BamHI и SalI и щелочной фосфотазой FastAP для 
удаления 5’-концевых фосфатов с целью воспре-
пятствовать восстановлению вектора при после-
дующем лигировании. Полученным в результа-
те лигирования продуктом трансформировали 
штамм E. coli NovaXG Zappers. Отбор несущих 
плазмиду клеток осуществляли путем посева 
продуктов, полученных в результате трансфор-
мации, на LB-arap, дополненный 50 мг/л ампи-
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циллина. Плазмидную ДНК выделяли из одного 
трансформанта, проверяли на наличие вставки 
методом ПЦР и рестрикционного анализа. Кло-
ны секвенировали в обоих направлениях на от-
сутсвие мутаций. 

Трансформация дрожжевых клеток
С помощью охлажденного стерильного на-

конечника 50мкл компетентных клеток дрож-
жей перенесли в охлажденную микропробирку и 
смешали с плазмидной ДНК и одноцепочечной 
ДНК бычьего тимуса (10мг/мл ДНК бычьего ти-
муса кипятили 5 мин при 100 °С и быстро охла-
дили на льду). Добавили 300мкл свежеприготов-
ленной стерильной трансформационной смеси 
(40% PEG 4000, 1X TE, 1X LiOAc) и тщательно 
перемешали встряхиванием на вортоксе. Смесь 
инкубировали при 30°С в течении 30 мин при пе-
ремешивании со скоростью 200 об/мин на круго-
вом шейкере. По истечению времени инкубации 
добавили 40 мкл DMSO и тщательно перемеша-
ли вортоксированием. Далее клетки подвергали 
тепловому шоку на водяной бане при 42ºС в те-
чении 15мин, после чего инкубировали 3 мин во 
льду. Трансформированные клетки равномерно 
распределяли на поверхности селективной ага-
ризованной среды и инкубировали при 30ºС в 
течении 2-3 суток. 

Индукция экспрессии AtPARP2 гена под кон-
тролем GAL10 промотора в S. cerevisiae 

Для индукции экспрессии рекомбинантного 
белка под контролем T GAL10 промотора в клет-
ках S. cerevisiae несколько колоний трансформи-
рованных клеток выросших на чашках Петри с 
селективной средой инокулировали в 20 мл син-
тетической минимальной SD DO – LEU среды 
и культивировали при 30°C и интенсивной аэ-
рации (150 об/мин на качалке) в течение ночи. 
Затем ночную культуру ресуспензировали в 1 л 
жидкой SD DO – LEU и растили до достижения 
оптической плотности OD600~1.0. При достиже-
нии необходимой плотности клетки осаждали 
центрифугированием при скорости 3000 об/мин 
5 мин при 4ºС, культуральную жидкость удали-
ли. Осадок в виде клеток ресуспензировали в 1 
л жидкой SG DO – LEU (0,7% дрожжевая азо-
тистая основа без аминокислот 2% галактоза). 
Индукцию экспрессии проводили инкубирова-
нием в присутсвии галактозы в течении 16 ч при 
30ºС и интенсивном перемешивании на качалке. 
Клетки собиранные центрифугированием при 
скорости 3000об/мин 5мин при 4 ºС ресуспен-
зировали в буфере для хранения (20мМ HEPES-
KOH pH 7,6; 40M NaCl) и хранили при -20ºС до 
последующего использования.

ДСН-ПААГ электрофорез 
Приблизительно 100 мг дрожжевых клеток 

собирали и замораживали при 80 ° С. 500 мл бу-
фера для экстракции белка [25 мМ Трис-HCl (рН 
7,4), 10 мМ MgCl2, 10 мМ б-меркаптоэтанол, 1% 
коктейль ингибитора протеазы (Sigma-Aldrich)] 
и 600 мл стеклянных шариков, промытых кисло-
той (425-600 мм, Sigma-Aldrich) добавляли к за-
мороженным дрожжевым клеткам и клетки ли-
зировали вортексированием в течение 3 минут. 
Полученный лизат центрифугировали при 14000 
g в течении 40 при 4°C для осаждения клеточ-
ных остатков. Супернатант переносили в новую 
пробирку и концентрацию белка в каждом об-
разце определяли методом Брэдфорда (Bradford 
M., 1976:248-254) перед нанесением на гель. Для 
электрофоретического анализа использовали 
растворимые белки (супернатант). Электрофо-
рез белков, приготовленных кипячением образ-
цов в 2x образцовом буфере (2Х:125мМ Tris-HCl 
pH 6.8, 10% β-меркаптоэтанола, 4% SDS, 0.02% 
бромфенолового синего, 20% глицерина), про-
водили в полиакриламидном геле по методу 
Лэммли (Laemmli U.K., 1970:680-5) в денатури-
рующих условиях. 

Иммуноблотинг 
Экстракты рекомбинантных дрожжей (12 

мкг белка) фракционировали в 10%-ном ДСН-
полиакриламидном геле и затем белки переноси-
лись из полиакриламидного геля на PVDF мем-
брану (Pierce, США) с использованием Bio-Rad 
Mini-transblot Cell (Bio-Rad, США) в соответ-
ствии с инструкциями производителя. После пе-
реноса белка, мембрану осторожно встряхивали 
в блокирующем растворе, содержащем 5% мо-
лока и 0,1% Tween-20 в 1х TBS (трис-буферный 
солевой раствор: 50 мМ Трис-HCl (pH 7,5), 20 
мМ NaCl) в течение 1 часа при комнатной темпе-
ратуре. После удаления блокирующего раствора 
мембрану инкубировали в 10 мл аффинно-очи-
щенном анти-АtPARP поликлональном антителе 
(разведение 1: 10000 в блокирующем растворе 
0,1% Твин-20) в течение ночи при 4°С. Мембра-
ну промывали пять раз в 10 мл буфере для про-
мывки (1×TBS, 0,1% Tween-20) в течение 5 мин, 
каждый раз. После промывки, мембрану инку-
бировали в 10 мл растворе вторичных антител 
(разведение 1:20000 в блокирующем растворе с 
0,1% Твин-20) в течение 1 часа при комнатной 
температуре. Затем мембрану промывали пять 
раз в 10 мл растворе для промывки в течение 
5 мин каждый раз. Иммунодетекцию проводи-
ли люминолом, с помощью анализатора Image 
Quant Las 4000 (Amersham Biosciences, CK).
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Результаты и его обсуждения

Клонирование и экспрессия кДНК гена 
АtPARP2 A. thaliana в pESC-LEU2 векторе 
дрожжей под контролем индуцибельного про-
мотора GAL10

Известно, что дрожжи S. cerevisiae не спо-
собны продуцировать поли(АДФ-рибоза)-
полимеразы, способные синтезировать цепочки 
полимера АДФ-рибозы используя НАД+ в ка-
честве субстрата и присоединять их к гистонам, 
белкам репарации ДНК, транскрипционным 
факторам и т.д. Такая особенность дрожжевой 
системы намного облегчает регистрацию ре-
комбинантной АtPARP2 в трансформированных 
клетках. Кроме этого, отсутствие в S. cerevisiae 
антогониста PARP белков поли(АДФ-рибоза)-
гликогидролаз делает возможным изучение 
функциональной активности гетерологичного 
белка в условиях in vivo. 

С этой целью кДНК AtPARP2 (At4g02390) 
амплифицировали с помощью ПЦР из рекомби-
нантной плазмиды pET28с/АtPARP2. Праймеры, 
использованные для амплификации последова-
тельностей кДНК, перечислены в материалах и 
методах. Полученные кДНК были клонирова-
ны в дрожжевой экспрессионный вектор pESC-
LEU, сконструированный для экспрессии эу-
кариотических генов в дрожжах S. cerevisiae. 
Вектор экспрессии pESC содержит индуциру-
емый галактозой (GAL1 и GAL10) промоторы, 
обеспечивающие контролируемую экспрессию, 
поскольку предполагается, что экспрессия PARP 
ингибирует рост дрожжевых клеток. Кроме это-
го вектор pESC содержит дрожжевые HIS3, 
TRP1, LEU2 и URA3 гены для селекции транс-
формированных клеток, а также множественные 
сайты рестрикции. В результате проведенных 
работ нами была сконструирована рекомбинант-
ная плазмида pESC-LEU/АtPARP2. 

Несмотря на то, что последовательности 
аминокислот, установленные на основе нуклео-
тидной последовательности гена, полностью со-
ответствовали клонированному нами АtPARP2 
было необходимо продемонстрировать, ко-
дирует ли на самом деле этот ген АtPARP2 A. 
thaliana. Для анализа экспрессии поли-(АДФ-
рибоза)-полимеразы 2 A. thaliana в дрожжевой 
системе под контролем индуцибельного GAL10 
промотора, рекомбинантную плазмиду pESC-
LEU/АtPARP2 трансформировали в S. cerevisiae 
штамм FF 18733. Скрининг трансформантов 
проводили на агаризованной синтетической ми-
нимальной среде (SD DO-LEU supplement) без 

лейцина (LEU), содержащую 2% глюкозы (Glu) 
в качестве источника углерода. В результате се-
лекции было получено более двадцати колоний, 
из которых было отобрано три индивидуальных 
клонов. Трансформированные клетки переноси-
ли в жидкую синтетическую минимальную сре-
ду SD DO-LEU supplement и инкубировали при 
30 °С в течение ночи. 150 мкл жидкой дрожже-
вой культуры смешивали с 850 мкл стерильного 
глицерина, аликвотировали и замораживали при 
80 °C для получения криостартерных аликвот. 
Эти заквасочные культуры обеспечивали одина-
ковые исходные условия во всех экспериментах. 

Остальную ночную культуру переносили в 
большой объем минимальной среды и растили 
при +30 °C до достижения плотности OD – 1,0. 
При достижении OD до 1,0 клетки собрали цен-
трифугированием и ресуспендировали в пита-
тельной среде SG DO-LEU с 2% галактозой для 
индукции экспрессии клонированных генов. 
Синтез рекомбинантных белков тестировали ме-
тодом электрофореза в присутствии ДСН (рису-
нок 2). 

     

A- ДСН-ПААГЭ белков S. cerevisiae, трансформированных 
pESC-LEU/АtPARP2. Б – Вестерн блоттинг. M – Маркер; 

1- клеточный экстракт S. cerevisiae, трансформированный 
pESC-LEU/АtPARP2 без индукции галактозой; 2-5- 

клеточный экстракт S. cerevisiae, трансформированный 
pESC-LEU/АtPARP2 после 24 ч индукции с галактозой. 

Рисунок 2 – Экспрессия кДНК гена АtPARP2 A. thaliana  
в S. Cerevisiae

Данные ДСН-ПААГ электрофореза показали 
белковые полосы с молекулярной массой при-
близительно 75 кДа в растворимой фракции. Од-
нако с такой же молекулярной массой белковая 
полоса обнаруживалась в нетрансформирован-
ных клетках S. cerevisiae. Это указывает на то, 
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что дрожжевые клетки содержат конститутив-
ные белки с молекулярной массой аналогичной 
АtPARP2 A. thaliana.

В последующих экспериментах для доказа-
тельства экспрессии рекомбинантного АtPARP2 
A. thaliana использовали метод иммуноблоттин-
га с полученными нами кроличьими поликло-
нальными анти-АtPARP2 антителами (Куанбай 
А.К., 2018: 99-111). Для этого белки из ДСН-
ПААГ перенесли на PVDF мембрану и инку-
бировали с анти-АtPARP2 антителами. Имму-
ноблотинг выявил мажорную белковую полосу 
с молекулярной массой около 75 kDa, следо-
вательно, эти данные указывают на эффектив-
ную экспрессию рекомбинантного АtPARP2 A. 
thaliana в S. cereviciae. 

Для анализа роста дрожжей 50 мкл из алик-
воты криостартера культивировали в течение 
ночи в 10 мл жидкой SD DO-LEU supplement. 
Через 24 ч роста культуру разбавляли свежей 
SD DO-LEU supplement и растили до дости-
жения 1х 106 клеток/ мл. Суспензию клеток 

промывали дистиллированной водой, раз-
бавляли до 1х106 клеток/мл в среде SG DO-
LEU, содержащей 2% галактозы, для индук-
ции экспрессии гена АtPARP2 при 30°С, и 2 
мл суспензии клеток переносили в кюветы. 
Оптическую плотность клеток при OD600 из-
меряли в указанные интервалы времени с ис-
пользованием cпектрофотометра PD-303UV 
(Apel, Япония).

Как и ожидалось, индукция экспрессии 
АtPARP2 в дрожжевых клетках FF 18733 при-
вело к незначительному ингибированию роста 
по сравнению с контрольными клетками, несу-
щими пустой вектор pESC-LEU (рисунок 3A) в 
течение 48-часового периода роста. Индукция 
экспрессии полноразмерного PARP1 че ловека 
в клетках S. cerevisiae приводила к накопле-
нию PAR-модифицированных белков, что, в 
свою очередь, вызывало подавление репликации 
и транскрипции ДНК и, впоследствии к ингиби-
рованию клеточного деления (Kaiser P., 1992: 
231e239). 

                                  a                                                                                          в
A) Рост штамма FF 18733, трансформированного пустым вектором pESC-LEU (кружки) или  

вектором pESC-LEU/АtPARP2 (ромбы). Экспрессия АtPARP2 была вызвана добавлением галактозы  
в среду. Рост был оценен определением оптической плотности клеток при OD600 в указанные интервалы времени. 

B) PARилирование белка в дрожжевых клетках FF 18733 определено иммуноблоттингом моноклональными анти-PAR 
антителами после 16 ч экспрессии гена АtPARP2. Столбики ошибок представляют SE из трех повторностей. 

Рисунок 3 – Эффект экспрессии гена AtPARP2 на клеточную пролиферацию дрожжей

Ранние исследования показали, что экспрес-
сия HsPARP1 и HsPARP2 человека в дрожжах 
приводила к значительному ингибированию кле-
точного деления (Kaiser P., 1992: 231e239, Perrin 
D., 2000: 461e469, Perkins E., 2001: 4175e4183, 

Tao Z., 2009: 11745e11754, La Ferla M., 2015: 
14e24). Авторами высказано предположение, 
что наличие ДНК-связывающего домена в со-
ставе HsPARP1 является причиной ингибиро-
вания роста дрожжей (Kaiser P., 1992: 231e239). 
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При этом, показано, что коэкспрессия антагони-
ста HsPARP поли-(ADP-рибозы) гликогидрола-
зы (PARG), который удаляет фрагменты АДФ-
рибозы из целевых белков, а также применение 
ингибиторов активности PARP может тормозит 
вызванное HsPARP1 ингибирование роста кле-
ток (Kaiser P., 1992: 231e239, Perkins E., 2001: 
4175e4183, Tao Z., 2009: 11745e11754). 

Необходимо отметить, что AtPARP2 в от-
личие от HsPARP1 не содержит домен типа 
“цинковый палец”, часто встречающиеся у бел-
ков, взаимодействующих с ДНК. Показано, что 
AtPARP2 содержит на N-конце предполагаемый 
ДНК-связывающий домен SAP (SAF-A / B, Aci-
nus и PIAS) (Rissel D., 2007: 59.25). 

Можно предположит, что различия в струк-
туре N-концевой области AtPARP2, вероятно, 
являются причиной отсутствия полного пода-
вления роста дрожжей. Кроме этого, известно, 
что ингибиторы PARP представляют собой но-
вый класс противораковой терапии (Gottipati 
P., 2010: 5389–5398., Weil M.K., 2011: 7–50., 
De Vos M., 2012: 137–146). В связи с этим, из-
за наблюдаемого нами фенотипа, дрожжевая 
система представляет собой полезную модель 
для характеристики новых ингибиторов PARP 
и выявления потенциальных мишеней поли 
(АДФ-рибозил)илирования (Perkins E., 2001: 
4175e4183, Tao G.H., 2009: 2413–2422). 

В последующих экспериментах, мы анали-
зировали PARилирующей активность AtPARP2 
в дрожжевой системе. Для этого экспрессию 
AtPARP2 индуцировали в среде SG DO-LEU, со-
держащей 2% галактозу, в течение 8 часов. За-
тем, 8 мкг белкового лизата смешивали с равным 
объемом 40% метанола и наносили на нитро-
целлюлозную мембрану. Для предотвращения 
неспецифической сорбции мембрану обраба-
тывали 5% раствором обезжиренного молока. 
Остатки поли-АДФ-рибозы (PAR) определяли 
с использованием моноклональных антител 
специфичного к PAR (10H) (Enzo Life Sciences, 
Farmingdale, США). Обнаружение остатков PAR 
на нитроцеллюлозной мембране проводили пу-
тем регистрации люминесценции при обработке 
мембраны хемилюминесцентным реагентом, с 
помощью анализатора Image Quant Las 4000.

Как видно из рисунка 3В клетки дрож-
жей, экспрессирующие AtPARP2, проявляли 
PARилирующию активность после индукции 
галактозой, тогда как в экстракте клеток, транс-
формированных пустым вектором, инкуби-
рованных галактозой не обнаружили сигнал 
PARилирования. 

Одной из наиболее известных ролей PARP 
является их функция в качестве сенсора повреж-
дения ДНК. PARP1, в частности, связывается в 
PARилированной форме с одно- (SSB) и двух-
цепочечным разрывом ДНК (DSB), и привле-
кает белковую машину репарации ДНК в места 
повреждения ДНК (Hinz J.M., 2010: 4646-4651, 
Odell I.D., 2011: 4623-4632). Предполагается, 
что PARP растений играют аналогичную роль в 
реакциях клеток на генотоксический стресс. По-
казано, что сверхэкспрессия AtPARP2 приводит 
к снижению разрывов цепей ДНК в присутствии 
радикалов кислорода, тогда как подавление экс-
прессии АtPARP1 увеличивало количество раз-
рывов цепей ДНК (De Block M., 2005: 95–106). 
После воздействия ионизирующего излучения 
наблюдалась активная экспрессия гена АtPARP1 
во всех органах растений. Однако количество 
белка увеличивалась только в активно проли-
ферирующих тканях (Amy G., 2011: 360-1385). 
Такая тканеспецифическая генерация АtPARP1 
белка в ответ на повреждение ДНК указывает 
на важную роль этого фермента в поддержании 
целостности ДНК во время репликации.

В связи с вышеизложенными, мы решили из-
учить активность АtPARP2 в дрожжевой систе-
ме в присутствии агентов, вызывающих двухце-
почечные разрывы в геномной ДНК. В качестве 
агента мы использовали блеомицин (Bleo), гли-
копептидный антибиотик, синтезируемый бак-
териями Streptomyces verticillus (Abraham A.T., 
2003: 45–52). Необходимо отметить, что бле-
омицин в отличие от радиомиметических, вы-
зывают накопление двухцепочечные разрывы с 
5’-фосфатными и 3’-фосфогликолятными конца-
ми либо с тупыми концами ДНК, либо с концами 
ДНК, смещенными на один из 5’-выступов осно-
вания (Povirk L.F., 1989: 5808-14). 

Для этого культуру рекомбинантных дрож-
жей, экспрессирующих АtPARP2 по истечении 
времени индукции галактозой (см. раздел «Ма-
териалы и методы») собрали центрифугировани-
ем и ресуспендировали в 5 мл питательной сре-
ды SG DO-LEU и инкубировали в присутствии 
блеомицина в концентрации 50 мкг/мл в течение 
30 мин. Клетки собирали центрифугировани-
ем, отмывали автоклавированной охлажденной 
dH2O. Клетчный лизат приготовленный лизиро-
ванием дрожжевой массы вотрексированием в 
гомогенизационном буфере центрифугировали 
при 14000 об/мин в течении 40 мин, при темпе-
ратуре +4 °C. В качестве негативного контроля 
использовали клеточный экстракт клеток дрож-
жей, трансформированные пустым вектором 
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pESC-LEU. Белковый экстракт фракционирова-
ли с помощью ДСН-ПААГ электрофореза. Да-
лее белки из полиакриламидного геля перенесли 
на PVDF мембрану и инкубировали ее с моно-
клональными анти-PAR антителами. 

М- Маркеры молекулярной массы белков PageRuler Plus, 
окрашенные, 10-250 кДa; Glu – 2% глюкозы; Gal – 2% 
галактозы; Bleo – блеомицин 50 мкг/мл; 3АВ – 5 мкМ 

3-Аминобензамида.

Рисунок 4 – Анализ авто-поли(АДФ-рибозил)ирующей 
активности АtPARP2

Как видно из рисунка 4, анти-PAR антитела 
выявили белковые полоса с молекулярной массой 
приблизительно в пределах 40-130 кДа в присут-
ствии блеомицина. Можно пердположить, что в 
дрожжой системе присутствие блеомицина вы-
зывает накопление двухцепочечных разрывов в 
ДНК и активацию АtPARP2. При этом, АtPARP2 
активно поли-АДФ-рибозилирует дрожжевые 
акцепторные белки путем многократного пере-
носа ADP-рибозных групп из НАД+. В при-
сутствии ингибитора PARP фермента – 5 мкМ 

3-Аминобензамида АДФ-рибозилирование бел-
ков полностью блокируется, что подтверждает, 
что наблюдаемые АДФ-рибозилирование бел-
ков является следствием активации АtPARP2.

Заключение

В результате проведенных работ нами был 
амплифицирован АtPARP2 кДНК ген мето-
дом ПЦР на матрице созданной нами ранее 
рекомбинантной плазмиды pET28с/АtPARP2 
и успешно экспрессирован в S. cereviciae под 
контролем GAL10 промотора. Анализ экспрес-
сии методом вестерн блоттинга с полученными 
нами поликлональными антителами к AtPARP2 
показал, что АtPARP2 представляет собой ос-
новной белок, продуцируемый в S. cereviciae 
с молекулярной массой 72,2 кДа, что соответ-
ствует массе белка предсказанной на основе 
аминокислотной последовательности. Анализ 
роста рекомбинантных дрожжей показал, что 
экспрессия АtPARP2 в дрожжевых клетках FF 
18733 не приводит к значительному ингиби-
рованию роста по сравнению с контрольны-
ми клетками. Вероятно, различия в структуре 
N-концевой области AtPARP2 с ДНК связы-
вающим доменом PARP1, являются причиной 
отсутствия полного подавления роста дрож-
жей. Определение PAR-илированных белков 
рекомбинантных дрожжевых клеток и автомо-
дифицирующей активности рекомбинантного 
AtPARP2 с применением комерчески доступ-
ных моноклональных анти-PAR антител пока-
зало что AtPARP2 проявляет PARилирующию 
активность после индукции галактозой. А так-
же в ответ на двухцепочечные разрывы ДНК, 
индуцированные блеомицином может катали-
зировать реакцию поли-АДФ-рибозилирования 
акцепторных белков дрожжей. Ингибитор 
PARP фермента 3-АВ значительно ингибиро-
вал количество поли АДФ-рибозилированных 
белковых продуктов.
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