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Ðàçðàáîòàíà ñèñòåìà ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíîãî ãåíà àêòèíà â êëåòêàõ äðîææåé Pichia pastoris. Â êà-
÷åñòâå öåëåâîãî áåëêà èñïîëüçîâàëè öèòîïëàçìàòè÷åñêèé àêòèí 5C äðîçîôèëû, íà 90 % ãîìîëîãè÷íûé
â-àêòèíó âûñøèõ ýóêàðèîò. Äëÿ îòðàáîòêè óñëîâèé áèîñèíòåçà öåëåâîãî áåëêà â äðîææåâûõ êëåòêàõ è
ìåòîäèêè î÷èñòêè ðåêîìáèíàíòíîãî àêòèíà â íàñòîÿùåé ðàáîòå ýêñïðåññèðîâàí è î÷èùåí áåëîê ñëèÿíèÿ
GFP-àêòèí, ñîäåðæàùèé â êà÷åñòâå ðåïîðòåðíîé ÷àñòè çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê GFP. Îõàðàêòå-
ðèçîâàíû ðàçìåðû è âûæèâàåìîñòü êëåòîê P. pastoris, ïðîäóöèðóþùèõ ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê. Ïîêàçà-
íî, ÷òî ðàçìåð è ôîðìà êëåòîê ìîãóò çàâèñåòü îò íàêîïëåíèÿ â íèõ ðåêîìáèíàíòíîãî àêòèíà. Î÷èùåííûé
áåëîê ñëèÿíèÿ áûë èñïîëüçîâàí ïðè ïîëó÷åíèè ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë, íåîáõîäèìûõ äëÿ òåñòèðîâà-
íèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî àêòèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåêîìáèíàíòíûé àêòèí, çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, áåëîê ñëèÿíèÿ
GFP-àêòèí, Pichia pastoris, àêòèíîâûé öèòîñêåëåò.

Àêòèí ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ áåëêîâ ñèñòåìû
ìûøå÷íîãî ñîêðàùåíèÿ è öèòîñêåëåòà íåìûøå÷íûõ êëå-
òîê ýóêàðèîò (Ëåâèöêèé è äð., 1995; Sheterline et al.,
1998; Pollard et al., 2000). Ïðè íèçêîé èîííîé ñèëå àêòèí
â ðàñòâîðå ÿâëÿåòñÿ ìîíîìåðîì (G-àêòèí). Â ïðèñóòñò-
âèè íåéòðàëüíûõ ñîëåé àêòèí ïîëèìåðèçóåòñÿ ñ îáðàçî-
âàíèåì ôèáðèëëÿðíîãî F-àêòèíà).

Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà àêòèíà áûëà îïðåäåëå-
íà äëÿ åãî êîìïëåêñîâ ñ áåëêàìè, ïðåïÿòñòâóþùèìè ïî-
ëèìåðèçàöèè: ÄÍÊàçîé I (Kabsch et al., 1990), ãåëüçîëè-
íîì (McLaughlin et al., 1993; Robinson et al., 1999) è ïðî-
ôèëèíîì (Sñhutt et al ., 1993), à òàêæå äëÿ íå ñâÿçàííîãî ñ
äðóãèìè áåëêàìè ÀÄÔ-àêòèíà, ìîäèôèöèðîâàííîãî òåò-
ðàìåòèë-ðîäàìèí-5-ìàëåèìèäîì (Otterbein et al., 2001).
Ãëîáóëà G-àêòèíà (42 êÄà) ñôîðìèðîâàíà îäíîé ïîëè-
ïåïòèäíîé öåïüþ èç 375 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, îá-
ðàçóþùåé äâà äîìåíà, êàæäûé èç êîòîðûõ ñîñòîèò èç
äâóõ ñóáäîìåíîâ. Â ñîñòàâ ìàêðîìîëåêóëû âõîäÿò íóê-
ëåîòèä (ÀÒÔ èëè ÀÄÔ) è ïðî÷íî ñâÿçàííûé äâóõâàëåíò-
íûé êàòèîí Mg2+. Ïðè èññëåäîâàíèè àêòèíà in vitro èîí
Mg2+ îáû÷íî çàìåùåí íà èîí Ca2+. Íóêëåîòèä è äâóõâà-
ëåíòíûé êàòèîí ëîêàëèçîâàíû â ùåëè ìåæäó äîìåíàìè.
Àêòèí ÿâëÿåòñÿ âûñîêîêîíñåðâàòèâíûì áåëêîì, òàê ÷òî
ãîìîëîãèÿ ìåæäó á-èçîôîðìîé àêòèíà èç ñêåëåòíûõ
ìûøö è öèòîïëàçìàòè÷åñêèì â-àêòèíîì èç âûñøèõ ýóêà-
ðèîò ñîñòàâëÿåò áîëåå 90 % (Vandekerckhove, Weber,
1978).

Â òîíêèõ ôèëàìåíòàõ ìûøå÷íîé òêàíè àêòèí ïðè-
ñóòñòâóåò â ôèáðèëëÿðíîé ôîðìå. Õîòÿ ïðè ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ óñëîâèÿõ àêòèí ïîëèìåðèçóåòñÿ, â öèòîïëàçìå

ýóêàðèîò îí ìîæåò íàõîäèòüñÿ êàê â ôèáðèëëÿðíîé, òàê
è â ìîíîìåðíîé ôîðìàõ. Ïðîöåññû ïîëèìåðèçàöèè—äå-
ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà â êëåòêå îïðåäåëÿþòñÿ åãî âçàè-
ìîäåéñòâèåì ñ ìèíîðíûìè ðåãóëÿòîðíûìè áåëêàìè (Pol-
lard et al., 1994, 2000). Ââèäó èñêëþ÷èòåëüíîé ðîëè àêòè-
íà â ãåíåðàöèè äâèæåíèÿ êàê â ìûøå÷íûõ, òàê è â
íåìûøå÷íûõ êëåòêàõ èçó÷åíèå ïðîöåññîâ åãî ïîëèìåðè-
çàöèè è âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ðåãóëÿòîðíûìè áåëêàìè ÿâëÿ-
åòñÿ ïðåäìåòîì èíòåíñèâíûõ èññëåäîâàíèé (Ëåâèöêèé è
äð., 1995; Sheterline et al., 1998; Pollard et al., 2000). Áîëü-
øîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ òàêæå èññëåäîâàíèþ ñòðóêòó-
ðû, äèíàìèêè è ñòðóêòóðíûõ ïðåâðàùåíèé ýòîãî áåëêà,
èçó÷åíèþ åãî ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ, à òàêæå ïðîáëåìå
åãî ôîëäèíãà (Bertazzon et al., 1990; Le Bihan and Gicqua-
ud, 1993; Kuznetsova et al., 1999a, 1999b, 1999c; Turove-
rov et al., 1999, 2002; Shuller et al., 2000). Ìîùíûì èíñò-
ðóìåíòîì ïðè ïðîâåäåíèè òàêîãî ðîäà èññëåäîâàíèé,
î÷åâèäíî, ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïîëó÷åíèå ìóòàíòíûõ ðåêîì-
áèíàíòíûõ ôîðì ýòîãî áåëêà ñ òî÷å÷íûìè àìèíîêèñëîò-
íûìè çàìåíàìè (Schuler et al., 2000; Doyle et al., 2001).

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñòàëà ðàçðàáîòêà
âûñîêîýôôåêòèâíîé ñèñòåìû ýêñïðåññèè àêòèíà íà áàçå
äðîææåé Pichia pastoris. Â êà÷åñòâå öåëåâîãî áåëêà áûë
âûáðàí öèòîïëàçìàòè÷åñêèé àêòèí 5C äðîçîôèëû, íà
90 % ãîìîëîãè÷íûé â-àêòèíó âûñøèõ ýóêàðèîò, ãåí êî-
òîðîãî êëîíèðîâàí è ëåãêî ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â
ðàçëè÷íûõ ãåííîèíæåíåðíûõ êîíñòðóêöèÿõ (Fyrberg et
al., 1981; Verkhusha et al., 1999). Äëÿ îòðàáîòêè óñëîâèé
áèîñèíòåçà öåëåâîãî áåëêà â äðîææåâûõ êëåòêàõ è ìåòî-
äèêè î÷èñòêè ðåêîìáèíàíòíîãî àêòèíà â íàñòîÿùåé ðà-
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áîòå ýêñïðåññèðîâàí è î÷èùåí áåëîê ñëèÿíèÿ GFP-àê-
òèí, ñîäåðæàùèé â êà÷åñòâå ðåïîðòåðíîé ÷àñòè çåëåíûé
ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê GFP, âïåðâûå âûäåëåííûé èç ìå-
äóçû Aequorea victoria, â ïîñëåäíèå ãîäû âñå ÷àùå èñ-
ïîëüçóþùèéñÿ äëÿ âèçóàëèçàöèè ýêñïðåññèè è ïîâåäå-
íèÿ áåëêîâ â æèâûõ êëåòêàõ è òêàíÿõ (Prasher et al., 1992;
Chalfie et al., 1994; Ludin, Matus, 1998).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñ î ç ä à í è å ï ë à ç ì è ä û. Ïëàçìèäà pPIC3-GFP-àêòèíà
5Ñ áûëà ñîçäàíà ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ïëàçìèäó
pRmHa-3 (Bunch et al., 1988) ãèäðîëèçîâàëè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ðåñòðèêòàç EcoRI è KpnI, ïîñëå ÷åãî êëîíèðîâà-
ëè â íåé ëèøåííóþ ñòîï-êîäîíà, àìïëèôèöèðîâàííóþ
ìåòîäîì PCR êÄÍÊ ãåíà GFP. Â ðåçóëüòàòå áûëà ïîëó-
÷åíà ïëàçìèäà pRmHa-3-GFP. ×òîáû âêëþ÷èòü â íåå ãåí
àêòèíà äðîçîôèëû, KpnI-BamHI-ôðàãìåíò, êîäèðóþùèé
àêòèí 5C ñ äîïîëíèòåëüíûìè 15 íóêëåîòèäàìè â íà÷àëå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, àìïëèôèöèðîâàëè è êëîíèðîâàëè â
êîíöå GFP-ãåíà. Â ðåçóëüòàòå ïðîêëîíèðîâàííîé îêàçà-
ëàñü íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùàÿ áå-
ëîê ñëèÿíèÿ GFP-Gly-Thr-Ala-Ser-Ala-àêòèí 5C. Íà ïî-
ñëåäíåì ýòàïå ôðàãìåíò BamHI-EcoRI (1.9 ò. ï. í.), ñî-
äåðæàùèé GFP-àêòèí 5C, àìïëèôèöèðîâàëè è ââîäèëè â
âåêòîð ýêñïðåññèè äëÿ P. pastoris (pPIC 3), ÷òî ïîçâîëèëî
ïîëó÷èòü ïëàçìèäó pPIC-3-GFP-àêòèí 5C.

Ò ð à í ñ ô î ð ì à ö è ÿ è ñ å ë å ê ö è ÿ. Øòàìì P. pastoris
GS115, ìóòàíòíûé ïî ãåíó HIS4, áûë òðàíñôîðìèðîâàí
ïëàçìèäàìè pPIC-3-àêòèí 5C è pPIC -3-GFP-àêòèí 5Ñ,
ëèíåàðèçîâàííûìè ðåñòðèêòàçîé StuI (10—20 ìêã íà
ïðîáó) â îáëàñòè HIS4. Òðàíñôîðìàöèþ ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ õëîðèäà ëèòèÿ ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé äëÿ Sac-
charomyces cerevisiae (Ito et al., 1983). Â êà÷åñòâå «õåë-
ïåðíîé» ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè äåíàòóðèðîâàííóþ ôðàãìåí-
òèðîâàííóþ ÄÍÊ ñïåðìû ëîñîñÿ (25 ìêë íà ïðîáó) â
êîíöåíòðàöèè 2 ìã/ìë.

Òðàíñôîðìàíòû (His+) áûëè îòîáðàíû íà áåçãèñòè-
äèíîâîé ñðåäå. Êëîíû, íåñóùèå pPIC3-GFP-àêòèí 5Ñ,
áûëè ïðîòåñòèðîâàíû öèòîëîãè÷åñêè ïî çåëåíîìó ñâå÷å-
íèþ çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà, à òàêæå èììóíî-
õèìè÷åñêè ïðè ïîìîùè àíòèòåë ê GFP. Äëÿ äîñòèæåíèÿ
ñóïåðýêñïðåññèè íåñêîëüêî êëîíîâ-òðàíñôîðìàíòîâ êóëü-
òèâèðîâàëè äî log-ôàçû â áóôåðíîé ñðåäå ñ ãëèöåðè-
íîì, à çàòåì ïåðåâîäèëè íà ìåòàíîëüíóþ ñðåäó, ÷òî âû-
çûâàëî èíäóêöèþ ñèíòåçà áåëêà ñëèÿíèÿ. Ïðèãîòîâëå-
íèå ñðåä äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ P. pastoris, òðàíñôîðìàöèþ
è èíäóêöèþ êëîíèðîâàííîãî áåëêà îñóùåñòâëÿëè ñî-
ãëàñíî ðóêîâîäñòâó ôèðìû Invitrogen (ÑØÀ). Äëÿ ïîä-
äåðæàíèÿ èíäóêöèè ìåòàíîë äîáàâëÿëè êàæäûå 24 ÷ â
òå÷åíèå 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äëÿ ìèêðîôëóîðèìåòðè-
÷åñêîãî àíàëèçà êëåòêè îòáèðàëè èç ñðåäû íà 1, 2 è
3-è ñóò ðîñòà.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Êëåòêè
P. pastoris, ýêñïðåññèðóþùèå GFP-àêòèí 5C, èññëåäîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Axioskop
(Ñ. Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Èçîáðàæåíèÿ êëåòîê áûëè ïîëó÷å-
íû ñ ïîìîùüþ êàìåðû VarioCam (PCO), ïðîàíàëèçèðî-
âàíû ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Quantum Image è îáðàáîòà-
íû ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Adobe Photoshop soft-
ware.

Î íàêîïëåíèè àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) â
ìèòîõîíäðèÿõ ñóäèëè ïî ïîÿâëåíèþ ñâå÷åíèÿ ÀÔÊ-çà-
âèñèìîãî çîíäà — äèãèäðîðîäàìèíà 123.

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÿ. Ìåòîä ïðî-
òî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè èñïîëüçîâàëè äëÿ îöåíêè
ôëóîðåñöåíöèè GFP-àêòèíà è äëÿ ñðàâíåíèÿ ïðîôèëÿ
ðàññåÿíèÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ è èñõîäíûõ êëåòîê
P. pastoris. Àíàëèç îáðàçöîâ ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì
öèòîôëóîðèìåòðå ACR1400 (Bruker, Ãåðìàíèÿ) ñ ðòóò-
íîé ëàìïîé HBO100 â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà âîçáóæäàþ-
ùåãî ñâåòà. Ðåãèñòðèðîâàëè òðè ïàðàìåòðà — ìàëîóãëî-
âîå ðàññåÿíèå (FS), ðàññåÿíèå ïîä áîëüøèìè óãëàìè (SS)
è ôëóîðåñöåíöèþ â çåëåíîé îáëàñòè (525—560 íì). Ôëó-
îðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè â îáëàñòè 450—485 íì. Àíàëè-
çèðîâàëè îáû÷íî áîëåå 10 000 êëåòîê. Äëÿ êîëè÷åñòâåí-
íîãî ñðàâíåíèÿ ðåçóëüòàòîâ ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòîâ ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü êàæäîãî èçìåðÿåìîãî ïàðàìåòðà
ïðèâîäèëè ê åäèíîìó ìàñøòàáó, äîáàâëÿÿ ê îáðàçöàì êà-
ëèáðîâî÷íûå ôëóîðåñöåíòíûå øàðèêè äèàìåòðîì
1.98 ìêì (Bruker, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ íîðìèðîâàíèÿ ìàñøòà-
áîâ ñèãíàëû øàðèêîâ âûâîäèëè íà îïðåäåëåííîå ìåñòî
íà øêàëå ñîîòâåòñòâóþùåãî ïàðàìåòðà ïóòåì èçìåíåíèÿ
ïîäàâàåìîãî íà ÔÝÓ íàïðÿæåíèÿ. Êëåòêàìè, ïðîäóöèðó-
þùèìè GFP-áåëîê, ñ÷èòàëè òå, âåëè÷èíà ôëóîðåñöåíöèè
êîòîðûõ ïðåâûøàëà âåëè÷èíó ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåí-
öèè êîíòðîëüíûõ êëåòîê, íå ñîäåðæàùèõ GFP-áåëêà.
Óñëîâíóþ âåëè÷èíó ñðåäíåé ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê
îïðåäåëÿëè êàê ñóììó çíà÷åíèé ôëóîðåñöåíöèè âñåõ
ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ôëóîðåñöèðóþùèõ êëåòîê, äåëåí-
íóþ íà ÷èñëî ýòèõ êëåòîê.

Î ÷ è ñ ò ê à á å ë ê à. ×åðåç 72 ÷ ïîñëå ìåòàíîëüíîé èí-
äóêöèè êëåòî÷íóþ ìàññó ðàçðóøàëè ïåðåìåøèâàíèåì â
ïðèñóòñòâèè ñòåêëÿííûõ øàðèêîâ (425—600 ìêì, Sigma,
ÑØÀ) â áóôåðå À (2 ìÌ Tris-HCl, 0.2 ìÌ ÀÒÔ, 0.5 ìÌ
2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 0.2 ìÌ CaCl2 è 0.005 % àçèäà íà-
òðèÿ, pH 8.5) â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ ôåíèëìåòèëñóëüôî-
íèëôòîðèäà, íàáîðà èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç (â êîíöåíòðà-
öèè, ðåêîìåíäîâàííîé Boehringer Mannheim, Ãåðìàíèÿ)
è àöåòîíîâîãî ïîðîøêà ìûøå÷íîãî àêòèíà êðîëèêà
(0.03 ã ïîðîøêà íà 1 ã êëåòîê). Çàòåì ìàòåðèàë öåíòðè-
ôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 10 000 g (öåíòðèôóãà
òèïà K-24, Janetzki). Ñóïåðíàòàíò õðîìàòîãðàôèðîâàëè
íà ÄÍÊàçà-I-Ñåôàðîçå. ÄÍÊàçà-I-Ñåôàðîçó ïîñëå ñîð-
áöèè áåëêîâ ïîñëåäîâàòåëüíî ïðîìûâàëè èñõîäíûì áó-
ôåðîì A è áóôåðîì A, ñîäåðæàùèì 10 % ãëèöåðèíà è
10 % ôîðìàìèäà. Áåëîê ýëþèðîâàëè áóôåðîì A, ñîäåð-
æàùèì 10 % ãëèöåðèíà è 40 % ôîðìàìèäà. Ïîñêîëüêó
40%-íûé ôîðìàìèä âûçûâàåò äåíàòóðàöèþ àêòèíà, ýëþ-
èðîâàííûé áåëîê ñðàçó æå ðàçâîäèëè â 5 ðàç áóôåðîì A
(Karlsson, 1988).

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ð å ê î ì á è í à í ò í î ã î á å ë ê à.
Ñòåïåíü î÷èñòêè GFP-àêòèí 5C îïðåäåëÿëè ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêè â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå SDS (Laemmli,
1970). Âåñòåðí-áëîò âûïîëíÿëè, êàê ýòî îïèñàíî â ðàáî-
òå Âåðõóøè ñ ñîàâòîðàìè (Verkhusha et al., 1999). Íàòèâ-
íîñòü ðåêîìáèíàíòíîãî àêòèíà è áåëêà ñëèÿíèÿ GFP-àê-
òèí 5C áûëà òàêæå îöåíåíà ïî ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåí-
öèè òðèïòîôàíà è çåëåíîãî õðîìîôîðà. Ôëóîðåñöåíòíûå
èçìåðåíèÿ áûëè âûïîëíåíû íà óñòàíîâêå, îïèñàííîé ðà-
íåå (Òóðîâåðîâ è äð., 1998). Òðèïòîôàíîâóþ ôëóîðåñ-
öåíöèþ è ôëóîðåñöåíöèþ çåëåíîãî õðîìîôîðà GFP âîç-
áóæäàëè ïðè 297 è 480 íì ñîîòâåòñòâåííî. Èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè êîððåêòèðîâàëè íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü
óñòàíîâêè.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï î ë è ê ë î í à ë ü í û õ à í ò è ò å ë ê
á å ë ê ó ñ ë è ÿ í è ÿ. Äëÿ äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè áåëîê
ñëèÿíèÿ ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå (ÏÀÀÃ) áåç SDS è çîíû, îáëàäàþùèå çåëåíîé ôëóî-
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ðåñöåíöèåé, âûðåçàëè. Ñîäåðæàùèå öåëåâîé áåëîê êó-
ñî÷êè ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ ðàñòèðàëè â ãîìîãåíèçà-
òîðå ñ íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñò-
âîðà è äîáàâëÿëè ïîëíûé èëè íåïîëíûé àäúþâàíò
Ôðåéíäà. Ïîëó÷åííîé âçâåñüþ ïîäêîæíî â îáëàñòè ñïè-
íû èììóíèçèðîâàëè êðîëèêîâ. Èììóíèçàöèþ ïðîâîäèëè
3 ðàçà ÷åðåç 2 íåä. Ïîëíûé àäúþâàíò èñïîëüçîâàëè òîëü-
êî äëÿ ïåðâîãî ýòàïà èììóíèçàöèè. Çàáîð êðîâè ïðîèç-
âîäèëè ÷åðåç 10 ñóò ïîñëå ïîñëåäíåé èììóíèçàöèè.
Êðîâü èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ñûâîðîòêó
îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Èììóíîãëîáóëèíû îòäå-
ëÿëè îñàæäåíèåì â 1.75 Ì ñóëüôàòå àììîíèÿ. Ïîñëå óäà-
ëåíèÿ ñîëè áåëîê ëèîôèëèçèðîâàëè. Ýëåêòðîôîðåç â
7.5%-íîì ÏÀÀÃ ñ SDS è ýëåêòðîïåðåíîñ íà íèòðîöåë-
ëþëîçíûå ìåìáðàíû ñ èììóíîäåòåêöèåé îñóùåñòâëÿëè
ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êàê áûëî ïîêàçàíî (Frankel et al., 1990), ðåêîìáèíàí-
òíûé àêòèí íå ìîæåò áûòü ïîëó÷åí â áàêòåðèàëüíîé ñèñ-
òåìå. Íàøè ïîïûòêè ïîëó÷èòü ðåêîìáèíàíòíûé àêòèí
5C è áåëîê ñëèÿíèÿ GFP-àêòèí 5C â áàêòåðèàëüíîé ñèñ-
òåìå ñ ïîìîùüþ áàêòåðèàëüíûõ âåêòîðîâ ýêñïðåññèè
òàêæå íå äàëè ïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ. Áåëêè îêàçû-
âàëèñü â íåðàñòâîðèìîé ôðàêöèè è íàêàïëèâàëèñü â
êëåòêå â òåëàõ âêëþ÷åíèÿ.

Ïîýòîìó áûëî ðåøåíî äëÿ ïîëó÷åíèÿ àêòèíà è åãî
àíàëîãîâ èñïîëüçîâàòü ýóêàðèîòè÷åñêóþ ñèñòåìó. Âîç-
ìîæíîñòü òàêîãî ïîëó÷åíèÿ, õîòÿ è ñ íèçêèì óðîâíåì
âûõîäà (40 ìêã/ë), áûëà ðàíåå ïîêàçàíà äëÿ â-àêòèíà
öûïëåíêà ñ èñïîëüçîâàíèåì Saccharomyces cerevisiae
(Karlsson, 1988). Â ïîñëåäóþùèõ ðàáîòàõ ýòèõ àâòîðîâ
âûõîä áåëêà áûë óâåëè÷åí â 40 ðàç. Ýòî áûëî äîñòèãíóòî
â îñíîâíîì áëàãîäàðÿ áîëåå ýôôåêòèâíîé äåçèíòåãðàöèè
êëåòîê äðîææåé è óâåëè÷åíèþ îáúåìà ÄÍÊàçà-I-ñåôà-
ðîçíîé êîëîíêè (Aspenstrom et al., 1992). Ìû ðåøèëè èñ-
ïîëüçîâàòü íåêîòîðûå ïðåèìóùåñòâà äðóãîãî íèçøåãî
ýóêàðèîòà — äðîææåé P. pastoris. Â P. pastoris îñîáåííî-
ñòè ïðîöåññèíãà áåëêà, åãî ñâîðà÷èâàíèÿ è ïîñòòðàíñëÿ-
öèîííûõ ìîäèôèêàöèé (ãëèêîçèëèðîâàíèå) ïðèáëèæà-
þòñÿ ê òàêîâûì âûñøèõ ýóêàðèîò. P. pastoris ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé ìåòèëîòðîôíûå äðîææè, êîòîðûå ñïîñîáíû
ýôôåêòèâíî óòèëèçèðîâàòü ìåòàíîë â êà÷åñòâå åäèíñò-
âåííîãî èñòî÷íèêà óãëåðîäà.

Ìåòàáîëèçì ìåòàíîëà â äðîææåâûõ êëåòêàõ íà ïåð-
âîì ýòàïå ñîñòîèò â åãî îêèñëåíèè äî ôîðìàëüäåãèäà ïîä

âëèÿíèåì äâóõ àëêîãîëüîêñèäàç AOX1 è AOX2, ãîìîëî-
ãè÷íûõ äðóã äðóãó íà 97 %. Òàê êàê AOX õàðàêòåðèçóþò-
ñÿ íèçêîé àôôèííîñòüþ â îòíîøåíèè êèñëîðîäà, èõ âû-
ñîêàÿ ñóììàðíàÿ àêòèâíîñòü â êëåòêàõ îáåñïå÷èâàåòñÿ
ñèíòåçîì áîëüøèõ êîëè÷åñòâ ôåðìåíòîâ. Óñèëåííûé
ñèíòåç AOX îáóñëîâëåí òåì, ÷òî ìåòàíîë àêòèâèðóåò
ñâåðõìîùíûé ïðîìîòîð ãåíà AOX. Èñïîëüçóåìûé íàìè
äðîææåâîé âåêòîð pPIC3, ñîäåðæàùèé ãåí öåëåâîãî áåë-
êà àêòèíà, óñòðîåí òàêèì îáðàçîì, ÷òî ýòîò ãåí íàõîäèò-
ñÿ ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà AOX1. Ïîýòîìó àêòè-
íîâûé ãåí àêòèâèðóåòñÿ â ïðèñóòñòâèè ìåòàíîëà òàê æå
ýôôåêòèâíî, êàê è ñîáñòâåííûé ãåí AOX1.

Êëåòêè P. pastoris òðàíñôîðìèðîâàëè âåêòîðîì
pPIC3, ñîäåðæàùèì ïîìèìî ñëèòûõ ãåíîâ GFP è öåëåâî-
ãî ãåíà àêòèíà èíòàêòíûé ãåí ãèñòèäèíîëäåãèäðîãåíàçû
(HIS4), êîòîðûé â èñïîëüçóåìîì íàìè øòàììå GS115
èíàêòèâèðîâàí. Òàê êàê ïëàçìèäà pPIC3 ÿâëÿåòñÿ èíòåã-
ðàòèâíîé, ò. å. ëèøåíà äðîææåâîãî îðèäæèíà ðåïëèêà-
öèè, His+-òðàíñôîðìàíòû ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû òîëüêî â
ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíàöèè ìåæäó ïëàçìèäîé è ãåíîìîì
P. pastoris. Ëèíåàðèçàöèÿ âåêòîðà â óíèêàëüíîì ñàéòå,
ïðèõîäÿùåìñÿ íà HIS4, ñòèìóëèðóåò èíòåãðàöèþ ïëàç-
ìèäû â ãåí HIS4 õðîìîñîìû. Òàêèì îáðàçîì, îòáèðàÿ
His+-òðàíñôîðìàíòû íà ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå áåç ãèñòè-
äèíà, ìû òåì ñàìûì îòáèðàåì êëåòêè, âêëþ÷èâøèå â
ñâîé ãåíîì ãåí áåëêà ñëèÿíèÿ GFP-àêòèí 5C äðîçîôèëû.
Àíàëîãè÷íûì îáðàçîì áûëè ïîëó÷åíû êëîíû P. pastoris,
ñîäåðæàùèå ãåíû àêòèíà äèêîãî òèïà äðîçîôèëû è åãî
ìóòàíòíûå àíàëîãè.

Êóëüòèâèðîâàíèå êëîíîâ-òðàíñôîðìàíòîâ â ïðèñóò-
ñòâèè ìåòàíîëà â êà÷åñòâå åäèíñòâåííîãî èñòî÷íèêà óã-
ëåðîäà ñòèìóëèðîâàëî ýêñïðåññèþ ãåíà áåëêà ñëèÿíèÿ
GFP-àêòèí 5C, ïðè ýòîì ôëóîðåñöåíöèÿ GFP ïîçâîëÿåò
âèçóàëèçèðîâàòü ñèíòåç àêòèíà è òåì ñàìûì êîíòðîëèðî-
âàòü åãî èíäóêöèþ.

Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ôîðìà ñâåòÿùèõñÿ ñòðóêòóð â
êëåòêàõ P. pastoris èçìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò ñòàäèè
ðîñòà êóëüòóðû (ðèñ. 1). Íà íà÷àëüíîé ñòàäèè èíòåíñèâ-
íîãî êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ (ýêñïîíåíöèàëüíàÿ ôàçà ðîñòà)
â äðîææåâûõ êëåòêàõ âèäíû ôîðìèðóþùèåñÿ àêòèíîâûå
áëÿøêè, êîòîðûå íå âñåãäà ïîïàäàþò â ïî÷êè. Íà áîëåå
ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ðîñòà êóëüòóðû ÷åòêî âûÿâëÿþòñÿ ñâå-
òÿùèåñÿ òÿæè è êðåñòîîáðàçíûå ñòðóêòóðû. Òàêèå ñòðóê-
òóðû õàðàêòåðíû äëÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ñîñòîÿ-
íèè, êîãäà àêòèí ïîëèìåðèçîâàí è ñîáðàí â ìèêðîôèëà-
ìåíòû.

Ïðåäñòàâëÿåòñÿ âåðîÿòíûì, ÷òî â òå÷åíèå 1-õ ñóò èí-
äóêöèè óðîâåíü ýêñïðåññèè GFP-àêòèíà åùå íèçîê. Îñî-
áåííî ýòî îòíîñèòñÿ ê ïî÷êàì, òàê êàê íà ýòîì ýòàïå ðîñ-
òà êóëüòóðû ñêîðîñòü ïî÷êîâàíèÿ îáãîíÿåò ñêîðîñòü íà-
êîïëåíèÿ GFP-àêòèíà. Ïðè ýòîì GFP-àêòèí íåðàâ-
íîìåðíî ðàñïðåäåëÿåòñÿ ìåæäó ìàòåðèíñêîé è äî÷åðíåé
êëåòêàìè, îñòàâàÿñü ïðåèìóùåñòâåííî â áîëåå ñòàðîé —
ìàòåðèíñêîé (ðèñ. 1, à). Îäíàêî ïî èñòå÷åíèè 1-õ ñóò ðî-
ñòà êóëüòóðû íà ìåòàíîëå â íåé ïðîèñõîäèò ñòðåìèòåëü-
íîå íàêîïëåíèå êëåòîê, â êîòîðûõ ñèíòåç GFP-àêòèíà äî-
ñòèãàåò ïîðîãîâîé âåëè÷èíû, ò. å. óðîâíÿ ýêñïðåññèè,
äîñòàòî÷íîãî äëÿ âèçóàëèçàöèè äðóãèõ òèïè÷íûõ ñòðóê-
òóðíûõ êîìïîíåíòîâ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (ðèñ. 1, á).
Ïðè ýòîì ÷åì ñòàðøå êóëüòóðà, òåì âèäíåå ñòàíîâÿòñÿ
ïåðåñåêàþùèåñÿ è âåòâÿùèåñÿ ôèáðèëëÿðíûå ñòðóê-
òóðû.

Â î ç ì î æ í î ñ ò ü í à á ë þ ä å í è ÿ ï î ñ â å ÷ å í è þ
G F P ñ ò ð ó ê ò ó ð, õ à ð à ê ò å ð í û õ ä ë ÿ ö è ò î ñ ê å ë å ò à
â ê î í ä å í ñ è ð î â à í í î ì ñ î ñ ò î ÿ í è è, ñ â è ä å ò å ë ü ñ ò-
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Ðèñ. 1. Ýêñïðåññèÿ àêòèíà â êëåòêàõ äðîææåé Pichia pastoris.

Ïðåäñòàâëåíû àêòèíîâûå ñòðóêòóðû â êëåòêàõ P. pastoris ÷åðåç 1 (à) è
2—3 (á) ñóò, êóëüòèâèðóåìûõ íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé ìåòàíîë.



â ó å ò î ò î ì, ÷ ò î ÷ ó æ å ð î ä í û é à ê ò è í ä ð î ç î ô è ë û
â ñ î ñ ò à â å á å ë ê à ñ ë è ÿ í è ÿ G F P - à ê ò è í ñ î ï î ë è-
ì å ð è ç ó å ò ñ ÿ ñ ä ð î æ æ å â û ì à ê ò è í î ì i n v i v o è,
ò à ê è ì î á ð à ç î ì, ÿ â ë ÿ å ò ñ ÿ ô ó í ê ö è î í à ë ü í î à ê-
ò è â í û ì.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàëè÷èå ìîíîìåðíûõ
ñòðóêòóð àêòèíà (áëÿøåê) æèçíåííî âàæíî, â òî âðåìÿ
êàê ìóòàöèÿ tmpl, ïðèâîäÿùàÿ ê îòñóòñòâèþ ïðîñëåæèâà-
åìûõ àêòèíîâûõ òÿæåé èëè ôèáðèëë, íå ÿâëÿåòñÿ ëåòàëü-
íîé (Karpova et al., 1998). Òàê êàê ìóòàíòîâ, ó êîòîðûõ
òÿæè ìîãëè áû ñóùåñòâîâàòü â îòñóòñòâèå áëÿøåê, íàéòè
íå óäàëîñü, àâòîðû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî áëÿøêè òðåáóþò-
ñÿ äëÿ ñáîðêè òÿæåé. Â òðàíñôîðìàíòàõ S. cerevisiae, ñî-
äåðæàùèõ áåëîê ñëèÿíèÿ GFP-àêòèí, íàáëþäàëè òîëüêî
ìîíîìåðíûé ñâåòÿùèéñÿ àêòèí, à âèäèìûõ òÿæåé îáíà-
ðóæåíî íå áûëî (Doyle, Botstein, 1996). Íàáëþäåíèÿ çà
îòäåëüíûìè êëåòêàìè D. discoideum, âûÿâèëè, ÷òî ôèëà-
ìåíòû, ñîäåðæàùèå íå áîëåå 30 % GFP-àêòèíà, îáëàäàëè
ïî÷òè íîðìàëüíîé ïîäâèæíîñòüþ, â òî âðåìÿ êàê ó ôèëà-
ìåíòîâ, ó êîòîðûõ ýòîò óðîâåíü ãèáðèäíîãî áåëêà áûë
ïðåâûøåí, â îïûòàõ in vitro ñêîëüæåíèå ïî äðóãèì ìîëå-
êóëàì áûëî çàòðóäíåíî (Westphal et al., 1997). Àâòîðû
îáúÿñíÿþò ýòî íàðóøåíèåì âçàèìîäåéñòâèÿ GFP-àêòèíà

ñ ìèîçèíîì â ñòðóêòóðå öèòîñêåëåòà. Ïðè ýòîì ýêñïðåñ-
ñèÿ ãèáðèäíîãî áåëêà in vivo áûëà î÷åíü ñëàáîé, ïîý-
òîìó çà åãî ëîêàëèçàöèåé â êàêîé-ëèáî êëåòî÷íîé
ñòðóêòóðå ïðîñëåäèòü íå óäàëîñü. Ñîïîñòàâëåíèå ïîëó-
÷åííûõ íàìè äàííûõ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû (Doyle, Bot-
stein, 1996; Westphal et al., 1997) ïîçâîëÿåò ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî èñïîëüçîâàííàÿ íàìè N-òåðìèíàëüíàÿ
GFP-êîíñòðóêöèÿ ãèáðèäíîãî áåëêà îêàçàëàñü â ôóíê-
öèîíàëüíîì îòíîøåíèè çíà÷èòåëüíî áîëåå óäà÷íîé, ÷åì
C-òåðìèíàëüíàÿ (Verkhusha et al., 2003).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â ïîëó÷åííûõ íàìè òðàíñôîð-
ìàíòàõ P. pastoris GFP-àêòèí ñèíòåçèðóåòñÿ â êëåòêàõ
íåçàâèñèìî îò èñòî÷íèêà óãëåðîäà â ñðåäå. Ïðè îòñóòñò-
âèè èíäóêöèè, êîãäà êëåòêè âûðàùèâàþòñÿ â òå÷åíèå
2 ñóò â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ãëèöåðèí, ñòðóêòóðû, òèïè÷-
íûå äëÿ àêòèíà, òàêæå ìîæíî íàáëþäàòü ïîä ëþìèíåñ-
öåíòíûì ìèêðîñêîïîì (ðèñ. 2). Îäíàêî â ýòîì ñëó÷àå
óðîâåíü ñèíòåçà GFP-àêòèíà, î÷åâèäíî, çíà÷èòåëüíî
íèæå, ÷åì â ïðèñóòñòâèè ìåòàíîëà, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâó-
åò óâåëè÷åííàÿ áîëåå ÷åì â 4 ðàçà ôîòîýêñïîçèöèÿ
(ðèñ. 2, à—â — 700 ìêñ, ã—å — 3 ñ). Òàêèì îáðàçîì, ïî-
êàçàíî, ÷òî ð å ê î ì á è í à í ò í û é à ê ò è í â û ð à á à ò û -
â à å ò ñ ÿ â ê ë å ò ê å ê à ê â è í ä ó ö è á å ë ü í û õ ó ñ ë î â è-
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Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ GFP-àêòèíà â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ Pichia pastoris, âûðàùåííûõ íà ìåòàíîëå (à—â) è ãëèöåðèíå (ã—å).

Ïðåäñòàâëåíû èñõîäíûé øòàìì P. pastoris (â, å) è òðàíñôîðìàíòû tr30 (à, ã ) è tr2 (á, ä).

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå äîëè ôëóîðåñöèðóþùèõ êëåòîê (à) è ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ïåðåñ÷åòå íà îäíó êëåòêó (á) ó
òðåõ íåçàâèñèìûõ òðàíñôîðìàíòîâ tr2 (1), tr20 (2) è tr30 (3), ýêñïðåññèðóþùèõ GFP-àêòèí, ïîñëå èíäóêöèè ìåòàíîëîì.



ÿ õ â û ð à ù è â à í è ÿ (â ï ð è ñ ó ò ñ ò â è è ì å ò à í î ë à),
ò à ê è â í å è í ä ó ö è á å ë ü í û õ (í à ñ ð å ä å ñ ã ë è ö å ð è-
í î ì). Ð à ç ë è ÷ è å ç à ê ë þ ÷ à å ò ñ ÿ ë è ø ü â ê î ë è ÷ å ñ ò-
â å ñ è í ò å ç è ð î â à í í î ã î á å ë ê à.

Ìåòîäîì öèòîôîòîìåòðèè áûëà èçó÷åíà äèíàìèêà
íàêîïëåíèÿ ãèáðèäíîãî áåëêà ïî èçìåíåíèþ èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè, îáóñëîâëåííîé åãî GFP-÷àñòüþ.
Â òå÷åíèå 6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ òðåõ òðàíñôîðìàíòîâ â
ñðåäå, ñîäåðæàùåé ìåòàíîë, èçìåðÿëè ÷èñëî ôëóîðåñöè-
ðóþùèõ êëåòîê è èíòåíñèâíîñòü èõ ôëóîðåñöåíöèè
(ðèñ. 3). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïðîöåññ îáðàçîâàíèÿ òÿæåé
íà÷èíàåòñÿ ïðèìåðíî ÷åðåç 1 ñóò ñ ìîìåíòà ïîÿâëåíèÿ
áëÿøåê (ìîíîìåðíûõ ôîðì àêòèíà), îí ìàëî ñêàçûâàåòñÿ
íà íàêîïëåíèè ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè. Íà îñíîâàíèè
äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 3, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü,
÷òî êîíöåíòðàöèÿ ãèáðèäíîãî áåëêà ñïóñòÿ 1 ñóò ìàëî
ìåíÿåòñÿ, õîòÿ èìååò òåíäåíöèþ ê óìåíüøåíèþ, çàìåò-
íóþ ÷åðåç 4 ñóò ìåòàíîëüíîé èíäóêöèè. Êàê âèäíî íà
ðèñ. 3, ó òðàíñôîðìàíòîâ tr20 è tr30 ñïóñòÿ 1 ñóò êóëüòè-

âèðîâàíèÿ äîëÿ ôëóîðåñöèðóþùèõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò
îêîëî 100 %, à ó òðàíñôîðìàíòà tr2 — 78 %, äîðàñòàÿ
ïðàêòè÷åñêè äî 100 % óæå íà 2-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
ìåòàíîëîì. Ïðè ýòîì ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè êëåòîê (ðèñ. 3, á) îêàçûâàåòñÿ áîëåå âàðèàáåëü-
íûì ïðèçíàêîì, çàâèñÿùèì êàê îò âîçðàñòà êóëüòóðû,
òàê è îò òðàíñôîðìàíòà.

Îäíîé èç âàæíûõ õàðàêòåðèñòèê êëåòîê-ïðîäóöåí-
òîâ ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà ÿâëÿåòñÿ çàâèñèìîñòü èõ âû-
æèâàåìîñòè îò ïðèñóòñòâèÿ ÷óæåðîäíîãî áåëêà. Äî íà-
ñòîÿùåãî âðåìåíè âîïðîñ î òîì, êàê ñêàçûâàåòñÿ ïðèñóò-
ñòâèå ÷óæåðîäíîãî àêòèíà íà âûæèâàåìîñòè êëåòîê, íå
èçó÷àëè. Äëÿ äðîææåé ñàõàðîìèöåòîâ ïîêàçàíî, ÷òî êëå-
òî÷íîå ñòàðåíèå ïðîèñõîäèò ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà,
«êëþ÷åâîé» ðåàêöèåé êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ íàêîïëåíèå
ÀÔÊ â ìèòîõîíäðèÿõ. Ïîêàçàíà ðîëü àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà ó ñàõàðîìèöåòîâ, ïðè÷åì
ýòà ðîëü óâåëè÷èâàåòñÿ ñ âîçðàñòîì êëåòîê (Gourlay et
al., 2004). Èçó÷àÿ ìóòàíòû ñ ðàçíîé àêòèâíîñòüþ áåëêà
SCP1, àâòîðû îáíàðóæèëè, ÷òî óðîâåíü ýòîãî áåëêà, ñâÿ-
çûâàþùåãî F-àêòèí è òåì ñàìûì îãðàíè÷èâàþùåãî åãî
äèíàìèêó, ïðîïîðöèîíàëåí äåïîëÿðèçàöèè ìèòîõîíäðè-
àëüíûõ ìåìáðàí è ïðîäóêöèè ÀÔÊ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî
àêòèí àññîöèèðîâàí â êàíàëàõ ìèòîõîíäðèàëüíûõ ìåìá-
ðàí, ïîìîãàÿ èì îòêðûâàòüñÿ è çàêðûâàòüñÿ. Ïðè ýòîì çà-
ìåäëåíèå äèíàìèêè àêòèíà, ïî-âèäèìîìó, ïðèâîäèò ê
òîìó, ÷òî ïîðû èëè êàíàëû îñòàþòñÿ îòêðûòûìè äîëüøå,
÷åì ñëåäóåò, â ðåçóëüòàòå âûõîä öèòîõðîìà c â öèòîçîëü
óâåëè÷èâàåòñÿ. Öèòîõðîìó c îòâîäèòñÿ îñîáàÿ ðîëü â
äðîææåâîì àïîïòîçå, òàê êàê âûõîäÿ â öèòîçîëü, îí àê-
òèâèðóåò äðîææåâóþ êàñïàçó ÓÑÀ-1 (Karpova et al.,
1998). Â òî æå âðåìÿ ïîâûøåíèå äèíàìèêè àêòèíà ñîêðà-
ùàåò âðåìÿ, â òå÷åíèå êîòîðîãî ìåìáðàííûå ïîðû îêà-
çûâàþòñÿ îòêðûòûìè. Ýòî óìåíüøàåò âûñâîáîæäåíèå
öèòîõðîìà c è óâåëè÷èâàåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè
êëåòîê.
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Ðèñ. 4. Ôëóîðåñöåíöèÿ êëåòîê äâóõ íåçàâèñèìûõ òðàíñôîðìàíòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ GFP-àêòèí: tr20 (à—â) è tr30 (ã—å).

à, ã — àêòèíñîäåðæàùèå ñòðóêòóðû, âèäèìûå ïî ôëóîðåñöåíöèè GFP â êëåòêàõ, âûðàùåííûõ íà ìåòàíîëå; á, ä , â, å — ôëóîðåñöåíöèÿ ÀÔÊ-÷óâñòâè-
òåëüíîãî çîíäà äèãèäðîðîäàìèíà 123 â êëåòêàõ ïîñëå äëèòåëüíîãî âûðàùèâàíèÿ íà ñðåäå ñ ìåòàíîëîì (á, ä) èëè ãëèöåðèíîì (â, å).

Âëèÿíèå ÷óæåðîäíîãî àêòèíà íà íàêîïëåíèå ÀÔÊ
è âûæèâàåìîñòü êëåòîê Pichia pastoris

Øòàìì
P. pastoris

Äîëÿ êëåòîê (%), ñîäåðæàùèõ
ÀÔÊ íà ñðåäå

Îòíîñèòåëü-
íàÿ âûæèâàå-

ìîñòü íà
ìåòàíîëåñ ãëèöåðèíîì ñ ìåòàíîëîì

tr2 29 25 0.96

tr20 22 39 0.36

tr30 4 9 0.29

GS115 (èñõîäíûé) 20 21 0.99

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ñóììèðîâàëè äàííûå äâóõ ïîâòîðíîñòåé, â êàæäîé
èç êîòîðûõ ïðîñ÷èòûâàëè íå ìåíåå 300 êëåòîê; ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû
êèñëîðîäà.



Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ðàçíûå òðàíñôîðìàíòû ïî-ðàç-
íîìó ðåàãèðóþò íà ïðèñóòñòâèå ÷óæåðîäíîãî àêòèíà,
åñëè èõ äîëãî âûðàùèâàòü íà ñðåäå, èíäóöèðóþùåé åãî
ñèíòåç (ðèñ. 4). Ìû îïðåäåëèëè íàêîïëåíèå ÀÔÊ â ñòà-
ðûõ (14-ñóòî÷íûõ) êëåòêàõ ó òðàíñôîðìàíòîâ è ñðàâíè-
ëè åãî ñ íàêîïëåíèåì ÀÔÊ ó èñõîäíîãî øòàììà. Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ÀÔÊ èñïîëüçîâàëè äèãèäðîðîäàìèí 123.
Äàííûå òàáëèöû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ðàçíûå
òðàíñôîðìàíòû, âûðîñøèå íà ãëèöåðèíå è ìåòàíîëå,
ïî-ðàçíîìó íàêàïëèâàþò ÀÔÊ â ñâîèõ ìèòîõîíäðèÿõ.

Ó òðàíñôîðìàíòà tr2 ðîñò íà ìåòàíîëå íå ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà êëåòîê, íàêàïëèâàþùèõ
ÀÔÊ, â òî âðåìÿ êàê ó tr20 è tr30 êîëè÷åñòâî êëåòîê, ñî-
äåðæàùèõ ÀÔÊ, áîëüøå â ñðåäå ñ ìåòàíîëîì, ÷åì â ñðå-
äå ñ ãëèöåðèíîì. ×òîáû âûÿñíèòü, êîððåëèðóåò ëè èçáû-
òî÷íîå íàêîïëåíèå ÀÔÊ ñ ïîíèæåíèåì âûæèâàåìîñòè,
ìû ïðîâåðèëè ñðàâíèòåëüíóþ ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðî-
âàíèÿ íà ìåòàíîëå â ñëåäóþùåì ýêñïåðèìåíòå.

Êëåòêè, êîòîðûå âûðàùèâàëè ãàçîíîì â òå÷åíèå 2 íåä
íà ñðåäàõ ñ ìåòàíîëîì è ñ ãëèöåðèíîì, ñóñïåíäèðîâàëè â
âîäå. Èõ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü âûðàâíèâàëè äî îïðåäå-
ëåííîé âåëè÷èíû (OD600 = 1.3), ïîñëå ÷åãî êëåòêè âûñåâà-
ëè íà îáû÷íóþ àãàðèçîâàííóþ ïîëíóþ ïèòàòåëüíóþ ñðå-
äó ñ ãëþêîçîé. Âûñåâ äåëàëè ñ ðàçâåäåíèåì â 105 ðàç, ÷òî-
áû âûðîñøèå íà ÷àøêàõ êîëîíèè ìîæíî áûëî ëåãêî
ïîäñ÷èòàòü. Îòíîøåíèå ÷èñëà êëåòîê, âûðîñøèõ íà ìåòà-
íîëå, ê ÷èñëó êëåòîê, âûðîñøèõ íà ãëèöåðèíå, îòðàæàåò
îòíîñèòåëüíóþ âûæèâàåìîñòü êëåòîê íà ìåòàíîëå.

Äàííûå, ïðèâåäåííûå â òàáëèöå, ïîçâîëÿþò ãîâî-
ðèòü î òîì, ÷òî ó ðàçíûõ òðàíñôîðìàíòîâ âûæèâàåìîñòü
íà ñðåäå ñ ìåòàíîëîì ðàçíàÿ, ïðè÷åì îíà êîððåëèðóåò ñ

äàííûìè íàêîïëåíèÿ ÀÔÊ. Ó tr2, êàê è â êîíòðîëå (ò. å. ó
èñõîäíîãî øòàììà GS115), íàêîïëåíèå ÀÔÊ íà ñðåäàõ ñ
ìåòàíîëîì è ãëèöåðèíîì ïðàêòè÷åñêè íå ðàçëè÷àëîñü,
âûæèâàåìîñòü íà îáåèõ ñðåäàõ òàêæå áûëà îäèíàêîâîé.
Äëÿ øòàììîâ tr20 è tr30 íàêîïëåíèå ÀÔÊ áûëî ýôôåê-
òèâíåå â êëåòêàõ, âûðîñøèõ íà ñðåäå ñ ìåòàíîëîì, è âû-
æèâàåìîñòü íà ýòîé ñðåäå çà 14 ñóò ïàäàëà ó íèõ ïðèìåð-
íî äî 30 %.

Ïðè÷èíà, ïî êîòîðîé ðàçíûå òðàíñôîðìàíòû ïî-ðàç-
íîìó ðåàãèðóþò íà ïðèñóòñòâèå ÷óæåðîäíîãî àêòèíà,
îñòàåòñÿ íåïîíÿòíîé. Åñëè ñ÷èòàòü, ÷òî ãåíåòè÷åñêè êëåò-
êè òðàíñôîðìàíòîâ èäåíòè÷íû, òî â îñíîâå èõ ðàçëè÷èé
äîëæíû ëåæàòü êàêèå-òî ýïèãåíåòè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ, íà-
ïðèìåð ðàçíûé ïðèîíîâûé ñòàòóñ. Ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ýòè ðàçëè÷èÿ ñâÿçàíû ñ âçàèìîäåéñòâèåì àêòè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà ñ ïðèîíàìè, óðîâåíü êîòîðûõ â ðàçíûõ
êëåòêàõ ìîæåò áûòü ðàçíûì. Íà äðîææàõ-ñàõàðîìèöå-
òàõ áûëà ïîêàçàíà ñâÿçü ïðîëèôåðàöèè ïðèîíà Sup35 ñ
êëåòî÷íûì öèòîñêåëåòîì (Bailleul-Winslett et al., 1999,
2000).

Âëèÿíèå ñèíòåçà ÷óæåðîäíîãî áåëêà íà âåëè÷èíó è
ôîðìó êëåòîê áûëî ïîêàçàíî ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèè ïî èçìåíåíèþ ïðîôèëÿ êëåòî÷íîãî ðàññåÿíèÿ.
Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíû ãèñòîãðàììû ðàññåÿíèÿ ó âûðîñ-
øèõ íà ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé ìåòàíîë, èñ-
õîäíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ, íåñóùèõ ðåêîìáèíàíò-
íûé ãåí àêòèíà êëåòîê P. pastoris. Êàê âèäíî, ðàçíûå
êëîíû øòàììà GS115 äàþò èäåíòè÷íûå ãèñòîãðàììû
ïðè âûðàùèâàíèè â îäíèõ óñëîâèÿõ (ðèñ. 5, ã). Êëåòêè,
íåñóùèå áåëîê ñëèÿíèÿ GFP-àêòèí (tr20 è tr30) èëè ðå-
êîìáèíàíòíûé àêòèí áåç áåëêà ñëèÿíèÿ (tr6 è tr7), ïî÷òè

Ýêñïðåññèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî àêòèíà 5Ñ èç äðîçîôèëû â äðîææàõ 305

Ðèñ. 5. Ãèñòîãðàììû ñâåòîðàññåÿíèÿ èñõîäíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê Pichia pastoris, ñîäåðæàùèõ ðàçíûå ïëàçìèäû è âû-
ðàùåííûõ íà ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå ñ ìåòàíîëîì.

P. p. 1 (êðàñíûå êðèâûå íà ïàíåëÿõ à, á è ã) è P. p. 2 (ðîçîâûå êðèâûå íà ïàíåëÿõ â è ã) — êëåòêè ðàçíûõ êëîíîâ èñõîäíîé êóëüòóðû P. pastoris ; tr2 è tr30
(òåìíî- è ñâåòëî-çåëåíûå êðèâûå íà ïàíåëÿõ à, ä è â, ã ñîîòâåòñòâåííî) — òðàíñôîðìàíòû, íåñóùèå ðåêîìáèíàíòíûé GFP-àêòèí; tr6 è tr7 (cèíèå è ãî-
ëóáàÿ êðèâûå íà ïàíåëÿõ á, å ñîîòâåòñòâåííî) — òðàíñôîðìàíòû, íåñóùèå ðåêîìáèíàíòíûé àêòèí äðîçîôèëû áåç GFP. Çäåñü è íà ðèñ. 6—8 N — êîëè-

÷åñòâî êëåòîê.



íå ðàçëè÷àþòñÿ (ðèñ. 5, ä, å ñîîòâåòñòâåííî). Îäíàêî ïî
ñðàâíåíèþ ñ íåòðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè äëÿ
âñåõ òðàíñôîðìàíòîâ õàðàêòåðåí íåáîëüøîé ñäâèã âïðà-
âî (ðèñ. 5, à—â).

Äàííûå, ïîëó÷åííûå ïðè âûðàùèâàíèè êëåòîê íà
ïîëíûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ, ðàçëè÷àþùèõñÿ èñòî÷íè-
êîì óãëåðîäà, ïîäòâåðæäàþò, ÷òî èìåííî ìåòàíîë èíäó-
öèðóåò îïèñàííûå âûøå ðàçëè÷èÿ.

Îêàçàëîñü, ÷òî íà ñðåäå ñ ãëèöåðèíîì êëåòêè tr2,
tr20 è tr30 äàþò òî æå ðàññåÿíèå, ÷òî è ñàì èñõîäíûé
øòàìì P. pastoris (ðèñ. 6, à, â, ä). Ýòè æå êëåòêè, âûðà-
ùåííûå íà ñðåäå ñ ìåòàíîëîì, ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñÿ
îò èñõîäíîãî øòàììà (ðèñ. 6, á, ã, å). Ìóòàöèè, ïîëó÷åí-
íûå â ðåêîìáèíàíòíîì ãåíå àêòèíà, íàçâàííûå «C»
(W340F è W356F), «D» (V10C, W340F è W 356F) è «E»
(W86F, W340F è W356F), íå âëèÿþò íà ïðîôèëü ðàññåÿ-
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Ðèñ. 6. Ãèñòîãðàììû ñâåòîðàññåÿíèÿ êëåòîê, âûðàùåííûõ íà ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ ãëèöåðèíîì (à, â, ä) èëè ìåòàíîëîì (á, ã, å).

P. p. 1 — êðàñíàÿ êðèâàÿ; tr2, tr20 è tr30 — òåìíî-çåëåíàÿ, ñåðàÿ è ñâåòëî-çåëåíàÿ ñîîòâåòñòâåííî.

Ðèñ. 7. Ãèñòîãðàììû ñâåòîðàññåÿíèÿ êëåòîê èñõîäíîãî øòàììà Pichia pastoris è òðàíñôîðìàíòîâ, íåñóùèõ íåìóòàíòíûé àêòèí
äðîçîôèëû (tr6) è ìóòàíòíûå ôîðìû àêòèíà (trC, trD).

à, á; P. p. 1 — êðàñíûå êðèâûå, trD è trC — cèíèå è ãîëóáûå ñîîòâåòñòâåííî; â — trD è trC (ãîëóáàÿ è ñèíÿÿ ñîîòâåòñòâåííî); ã — trD, trC è tr6 (ãîëóáàÿ,
ñèíÿÿ è ÿðêî-ñèíÿÿ êðèâûå ñîîòâåòñòâåííî).



íèÿ (ðèñ. 7). Îíè ïðèâîäÿò ê ñäâèãó ãèñòîãðàìì ðàññåÿ-
íèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñî øòàììîì P. pastoris (ðèñ. 7, à, á) è
íå îòëè÷àþòñÿ îò êëåòîê ñ íåìóòàíòíûì ðåêîìáèíàíò-
íûì àêòèíîì (ðèñ. 7, â, ã).

Ïðè ýòîì ñóùåñòâåííûì ôàêòîðîì, êàê âûÿñíèëîñü,
ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü êëåòîê óòèëèçèðîâàòü ìåòàíîë.
Âñå ïðèâåäåííûå âûøå ñðàâíåíèÿ êàñàëèñü êëåòîê, ïðè-
íàäëåæàùèõ Mut+-øòàììàì, õîðîøî ðàñòóùèì íà ñðå-
äàõ, ñîäåðæàùèõ ìåòàíîë. Åñëè èç ýòèõ øòàììîâ ïîëó-
÷èòü Mut/s-ìóòàíòû, êîòîðûå ïëîõî óòèëèçèðóþò ìåòà-
íîë è ïîýòîìó ìåäëåííî ðàñòóò íà íåì, òî ãèñòîãðàììû
ðàññåÿíèÿ ó íèõ áóäóò ñäâèíóòû âïðàâî âåñüìà îùóòèìî
(ðèñ. 8). Î÷åâèäíî, ìåäëåííîå ïî÷êîâàíèå ïðèâîäèò ê
òîìó, ÷òî ìàòåðèíñêàÿ êëåòêà óñïåâàåò äîñòè÷ü çíà÷è-
òåëüíîãî ðàçìåðà.

Ò à ê è ì î á ð à ç î ì, ð à ç ë è ÷ è ÿ â ã è ñ ò î ã ð à ì ì à õ
ð à ñ ñ å ÿ í è ÿ, í à á ë þ ä à å ì û å ó ò ð à í ñ ô î ð ì à í ò î â
ï î ñ ð à â í å í è þ ñ è ñ õ î ä í û ì ø ò à ì ì î ì, î ÷ å â è ä-
í î, î ò ð à æ à þ ò è ç ì å í å í è ÿ ö è ò î ñ ê å ë å ò à ä ð î æ-
æ å é, ñ â ÿ ç à í í û å ñ è í ò å í ñ è â í û ì ñ è í ò å ç î ì ÷ ó-
æ å ð î ä í î ã î à ê ò è í à è â ë è ÿ þ ù è å í à ô î ð ì ó è
ð à ç ì å ð ê ë å ò î ê. Ñ ó ù å ñ ò â å í í î, ÷ ò î ý ò î ò ý ô-
ô å ê ò í à á ë þ ä à å ò ñ ÿ í à ñ ð å ä à õ ñ ì å ò à í î ë î ì,
ï ð è â î ä ÿ ù è ì ê ñ â å ð õ ï ð î ä ó ê ö è è ð å ê î ì á è -
í à í ò í î ã î à ê ò è í à, í î î ò ñ ó ò ñ ò â ó å ò í à ñ ð å ä à õ ñ
ã ë è ö å ð è í î ì.

Áåëîê ñëèÿíèÿ, ñèíòåçèðóåìûé â äðîææåâûõ êëåò-
êàõ, äîñòàòî÷íî ëåãêî ýêñòðàãèðóåòñÿ èç äåçèíòåãðèðî-
âàííîé äðîææåâîé áèîìàññû áóôåðíûìè ðàñòâîðàìè,

îáû÷íî èñïîëüçóåìûìè ïðè ïîëó÷åíèè ãëîáóëÿðíîãî àê-
òèíà êðîëèêà. Ïðè ýòîì, ïî äàííûì èììóíîõèìè÷åñêîãî
àíàëèçà, â ðàñòâîð ïåðåõîäèò âåñü ñèíòåçèðîâàííûé áå-
ëîê ñëèÿíèÿ. Äëÿ î÷èñòêè áåëêà ñëèÿíèÿ áûëà èñïîëüçî-
âàíà ñïîñîáíîñòü ïðèðîäíîãî íàòèâíîãî àêòèíà ýôôåêòèâ-
íî ñâÿçûâàòüñÿ ñ ÄÍÊàçîé-I èç ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. Äåéñòâèòåëüíî, ïðè ôèëüòðàöèè
ýêñòðàêòà äðîææåâûõ êëåòîê ÷åðåç ñëîé ÄÍÊàçà-I-Ñåôà-
ðîçû ñ ñîðáåíòîì ñâÿçûâàåòñÿ áåëîê, îáëàäàþùèé çåëå-

Ýêñïðåññèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî àêòèíà 5Ñ èç äðîçîôèëû â äðîææàõ 307

Ðèñ. 8. Ãèñòîãðàììû ñâåòîðàññåÿíèÿ äëÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ
øòàììîâ Pichia pastoris, ðàçëè÷àþùèõñÿ ðîñòîì íà ñðåäå, ñî-

äåðæàùåé ìåòàíîë.

à — trC, á — trD, â — trE; 1 — øòàììû mut+ c õîðîøèì ðîñòîì íà ñðåäàõ,
ñîäåðæàùèõ ìåòàíîë, 2 — øòàììû Mut /s (methanol utilization slow) ñî

ñíèæåííîé ñêîðîñòüþ ðîñòà íà ìåòàíîëå.

Ðèñ. 9. Êèíåòèêà äåíàòóðàöèè àêòèíà èç ìûøöû êðîëèêà ôîð-
ìàìèäîì.

Ïðåäñòàâëåíû âðåìåíí *ûå çàâèñèìîñòè ïàðàìåòðà À = I320/I365, õàðàêòå-
ðèçóþùåãî ïîëîæåíèå ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè. Öèôðû ó êðèâûõ — êîí-
öåíòðàöèè ôîðìàìèäà, %. Êîíöåíòðàöèÿ áåëêà 0.5 ìã/ìë; ëâîçá. = 297 íì.

Ðèñ. 10. SDS-ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå çåëåíîãî
ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà GFP (a), áåëêà ñëèÿíèÿ GFP-àêòèí 5Ñ

(á) è àêòèíà èç ìûøö êðîëèêà (â).



íîé ôëóîðåñöåíöèåé. Ýëþöèÿ áåëêà îñóùåñòâëÿåòñÿ
40%-íûì ôîðìàìèäîì ñ ïîñëåäóþùèì ðàçâåäåíèåì èñ-
õîäíûì áóôåðîì.

Ïîñêîëüêó ôîðìàìèä ÿâëÿåòñÿ äåíàòóðàíòîì, áûëî
ïðîâåäåíî ñïåöèàëüíîå èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ôîðìàìè-
äà íà ñòðóêòóðó àêòèíà èç ìûøö êðîëèêà. Áûëè èçìåðå-
íû âðåìåíí *ûå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè àêòèíà è ïîñòðîåíû êèíåòè÷åñêèå êðèâûå èçìåíåíèÿ
ïàðàìåòðà A, õàðàêòåðèçóþùåãî ïîëîæåíèå ñïåêòðà ôëó-
îðåñöåíöèè (A = I320/I365; ðèñ. 9). Õàðàêòåð ýòèõ çàâèñè-
ìîñòåé àíàëîãè÷åí çàâèñèìîñòÿì, ïîëó÷åííûì ïðè äåíà-
òóðàöèè àêòèíà ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäîì (GdnHCl),
ëèøü ñêîðîñòü äåíàòóðàöèè ïðè ýòîì çíà÷èòåëüíî íèæå.
Ýòè ðåçóëüòàòû ïîäòâåðäèëè, ÷òî ôîðìàìèä ÿâëÿåòñÿ
êëàññè÷åñêèì äåíàòóðàíòîì, õîòÿ è ìåíåå ñèëüíûì, ÷åì
ìî÷åâèíà è GdnHCl (Ïîâàðîâà è äð., 2005). Ïðîâåðêà
ñòàáèëèçèðóþùåãî äåéñòâèÿ íà àêòèí ñàõàðîçû ïîêàçà-
ëà, ÷òî ïðèñóòñòâèå 48 % ñàõàðîçû íå ïðåïÿòñòâóåò, à
ëèøü çàìåäëÿåò íåîáðàòèìûé ïåðåõîä àêòèíà â èíàêòè-
âèðîâàííîå ñîñòîÿíèå. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ïðèñóòñòâèå
ñàõàðîçû íå ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü íàòèâíûé àêòèí èç ïîë-
íîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ ïðè óìåíüøåíèè êîí-
öåíòðàöèè äåíàòóðàíòà.

Ò à ê è ì î á ð à ç î ì, ð à ç ì å ð ê î ë î í ê è è ñ ê î-
ð î ñ ò ü ý ë þ ö è è ÿ â ë ÿ þ ò ñ ÿ â å ñ ü ì à ñ ó ù å ñ ò â å í -
í û ì è ô à ê ò î ð à ì è â ï î ë ó ÷ å í è è í à ò è â í î ã î ð å-
ê î ì á è í à í ò í î ã î à ê ò è í à.

Ïî äàííûì ôëóîðåñöåíòíîãî è èììóíîõèìè÷åñêîãî
àíàëèçà, ýëþèðîâàííûé ìàòåðèàë ñîäåðæèò GFP. Ïðè
ýëåêòðîôîðåçå â ÏÀÀÃ áåç äåíàòóðàíòîâ ñâåòÿùèéñÿ áå-
ëîê ìèãðèðóåò áîëåå ìåäëåííî, ÷åì ñòàíäàðòíûé GFP
(ðèñ. 10). Ïî äàííûì ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ ñ SDS, èì-
ìóíîëîãè÷åñêè ðîäñòâåííûé GFP áåëîê èìååò ìîë. ìàñ-
ñó 67 êÄà. Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî,
÷òî ïîëó÷àåìûé íàìè áåëîê ÿâëÿåòñÿ áåëêîì ñëèÿíèÿ è
ñîäåðæèò àêòèíîâûé êîìïîíåíò (ñóäÿ ïî àôôèííîñòè ê
ÄÍÊàçå I è ôëóîðåñöåíòíûì õàðàêòåðèñòèêàì â îáëàñòè
ýìèññèè òðèïòîôàíà) è GFP-êîìïîíåíò (ñóäÿ ïî èììó-
íîëîãè÷åñêèì ñâîéñòâàì è ôëóîðåñöåíöèè â âèäèìîé

îáëàñòè ñïåêòðà). Õàðàêòåð ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè áåë-
êà ñëèÿíèÿ (ðèñ. 11) ïîçâîëÿåò ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î
òîì, ÷òî àêòèí â ñîñòàâå áåëêà ñëèÿíèÿ èìååò íàòèâíóþ
ñòðóêòóðó.

Ê äàííîìó áåëêó ñëèÿíèÿ ïîëó÷åíû ïîëèêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà, êîòîðûå ïðåäïîëàãàåòñÿ â äàëüíåéøåì èñ-
ïîëüçîâàòü äëÿ ýêñïðåññ-òåñòèðîâàíèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî
àêòèíà è åãî ìóòàíòíûõ ôîðì, ñèíòåçèðóåìûõ â äðîæ-
æàõ.

Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ãîâîðèòü î
òîì, ÷òî íàìè ðàçðàáîòàíà äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíàÿ ñèñ-
òåìà ïîëó÷åíèÿ íàòèâíûõ ïðåïàðàòîâ ðåêîìáèíàíòíûõ
àêòèíîâ â êëåòêàõ P. pastoris. Àíàëèç ñèñòåìû in vivo ïî-
êàçàë, ÷òî ñèíòåçèðóåìûé â P. pastoris ÷óæåðîäíûé àê-
òèí âñòóïàåò âî âçàèìîäåéñòâèå ñ ñîáñòâåííûì àêòèíîì
è ñêàçûâàåòñÿ íà æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê. Ñóïåðïðî-
äóêöèÿ àêòèíà ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ôîðìû êëåòîê è èõ
âåëè÷èíû, à òàêæå ìîæåò ñíèæàòü âûæèâàåìîñòü íåêîòî-
ðûõ òðàíñôîðìàíòîâ ïîñëå äëèòåëüíîãî âûðàùèâàíèÿ íà
ñðåäå ñ ìåòàíîëîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 04-04-49622, 04-04-49290) è (06-04-48324), Ôîíäà ñî-
äåéñòâèÿ îòå÷åñòâåííîé íàóêå (Ãðàíòû Î. È. Ïîâàðîâîé,
2006 è Î. Â. Ñòåïàíåíêî, 2007), ïðîãðàììû ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ
è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ», ïðîãðàììû «Âåäóùèå íàó÷íûå
øêîëû Ðîññèè» (ãðàíò ÍØ-9396.2006.4), ÔÖÍÒÏ ïî
ïðèîðèòåòíîìó íàïðàâëåíèþ «Ðàçâèòèå èíôðàñòðóêòó-
ðû» (ãîñ. êîíòðàêò ¹ 02.445.11.7338), ñ èñïîëüçîâàíèåì
îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ «Ìàòåðèàëîâåäåíèå è äèàãíîñòèêà â
ïåðåäîâûõ òåõíîëîãèÿõ».
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Ðèñ. 11. Ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà ñëèÿíèÿ GFP-àêòèí 5Ñ.
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EXPRESSION OF RECOMBINANT ACTIN 5C FROM DROSOPHILA

IN THE METHYLOTROPHIC YEAST PICHIA PASTORIS
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A system for actin expression in cells of yeast Pichia pastoris was constructed. Drosophila actin 5C, by
90% homologous to â-actin of higher eukaryotes, was used as a target protein. To improve the procedures of tar-
get protein biosynthesis in yeast cells and of extraction and purification of recombinant actin the fusion protein
GFP-actin 5C, having fluorescence protein GFP as a reporter part, was expressed and purified. The dimensions
and resistance of yeast cells producing recombinant actin were characterized. It was shown that the size and
form of cells depended on the accumulation of recombinant protein. The purified fusion protein was used for ob-
taining polyclonal antibody for testing recombinant actin.

K e y w o r d s: recombinant actin, green fluorescent protein, GFP-actin fusion, Pichia pastoris, actin cytos-
keleton.
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