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Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà â àâåçèêóëÿðíûõ êëåòêàõ ìèêðîñïîðèäèè

Äëèòåëüíàÿ àäàïòàöèÿ ìèêðîñïîðèäèé, îáøèðíîé ãðóïïû ðîäñòâåííûõ ãðèáàì îäíîêëåòî÷íûõ ìèê-
ðîîðãàíèçìîâ, ê âíóòðèêëåòî÷íîìó ïàðàçèòèçìó ïðèâåëà ê ÷ðåçâû÷àéíîé ìèíèìèçàöèè ôóíêöèîíàëüíî-
ãî àïïàðàòà êëåòêè è ïîòåðå áîëüøèíñòâà îðãàíåëë. Ñòðóêòóðíûé àíàëèç ñåêðåòîðíîãî àïïàðàòà ìèêðî-
ñïîðèäèé ðîäà Paranosema ïîêàçàë, ÷òî êîìïëåêñ Ãîëüäæè (ÊÃ) ïàðàçèòîâ ïðåäñòàâëåí ðàçâåòâëåííîé
ñåòüþ òóáóë, ñîåäèíÿþùèõ ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì (ÝÐ) ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé è ôîðìè-
ðóþùåéñÿ ïîëÿðíîé òðóáêîé, íî ëèøåííîé òðàíñïîðòíûõ âåçèêóë. Èçîëèðîâàííûå âåçèêóëû íå óäàëîñü
îáíàðóæèòü äàæå ïðè èñïîëüçîâàíèè óëüòðàáûñòðîé êðèîôèêñàöèè ñòðóêòóð êëåòêè ïîä âûñîêèì äàâëå-
íèåì è ïðèìåíåíèè èíãèáèòîðîâ èõ ñëèÿíèÿ (ðàçäåâàíèÿ). Ïðè ýòîì â ãåíîìå ïàðàçèòîâ îáíàðóæåí öå-
ëûé ðÿä ãåíîâ, òðàäèöèîííî âîâëå÷åííûõ â ïðîöåññû âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ïðîâåäåí àíàëèç OÒ-ÏÖÐ ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ òðàíñêðèïòîâ øåñòè ãåíîâ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà, êîäè-
ðóþùèõ b- è bR-ñóáúåäèíèöû êîàòîìåðíîãî êîìïëåêñà ÑÎPI, Sec13- è Sec31-ñóáúåäèíèö COPII, ñèíòàê-
ñèí-ïîäîáíûé áåëîê ñåìåéñòâà SFT è SNARE-áåëîê ñèíàïòîáðåâèí â ñòàäèÿõ âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâè-
òèÿ ìèêðîñïîðèäèè P. locustae. Äëÿ âñåõ èçó÷åííûõ ãåíîâ óðîâåíü ýêñïðåññèè ñîèçìåðèì ñ íàáëþäàå-
ìûì óðîâíåì ãåíà àëüòåðíàòèâíîé îêñèäàçû — ôåðìåíòà, âîâëå÷åííîãî â öåíòðàëüíûé ìåòàáîëèçì
ïàðàçèòà. Ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ïîëó÷åííûå ïðîòèâ ðåêîìáèíàíòíîé Sec13-ñóáúåäèíèöû COPII,
ýêñïðåññèðîâàííîé â Escherichia coli, ïîêàçàëè íàêîïëåíèå áåëêà â ñòàäèÿõ âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ
è ñïîðàõ ïàðàçèòà, à òàêæå åãî ñâÿçü ñ ìåìáðàíàìè. Ïðèñóòñòâèå êîìïîíåíòîâ ñèñòåìû âåçèêóëÿðíîãî
òðàíñïîðòà â àâåçèêóëÿðíûõ êëåòêàõ ìèêðîñïîðèäèé òðåáóåò äàëüíåéøåãî ôóíêöèîíàëüíîãî àíàëèçà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèêðîñïîðèäèè, âåçèêóëÿðíûé òðàíñïîðò, ýêñïðåññèÿ ãåíîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÄÑÍ — äîäåöèë ñóëüôàòà íà-
òðèÿ, ÄÑÍ-ÏÀÃÝ — ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè ÄÑÍ, ÈÏÒÃ — èçîïðî-
ïèë-b-D-òèîãàëàêòîïèðàíîçèä, ÊÃ — êîìïëåêñ Ãîëüäæè, ÎÒ — îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà, ÎÒ-ÏÖÐ — ïî-
ëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ìàòðèöû êÄÍÊ, ñèíòåçèðîâàííîé ñ ïîìîùüþ
ÎÒ, ÝÐ — ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì.

Ìèêðîñïîðèäèè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé îáøèðíóþ
ãðóïïó ôèëîãåíåòè÷åñêè áëèçêèõ ê ãðèáàì îáëèãàòíûõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ ïàðàçèòîâ, îáíàðóæåííûõ ó ïðåäñòàâè-
òåëåé âñåõ òèïîâ æèâîòíîãî öàðñòâà îò ïðîñòåéøèõ äî
ïðèìàòîâ, çà èñêëþ÷åíèåì ãóáîê. Øèðîêîå ðàñïðîñòðàíå-
íèå è âîçðàñòàþùåå ÷èñëî âèäîâ, ÿâëÿþùèõñÿ âîçáóäèòå-
ëÿìè îïïîðòóíèñòè÷åñêèõ èíôåêöèé ó ëþäåé ñ îñëàáëåí-
íûì èììóíèòåòîì (Weber et al., 1994), îáóñëîâëèâàþò
ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå ãðóïïû. Äëèòåëüíàÿ àäàïòàöèÿ ïà-
ðàçèòîâ ê âíóòðèêëåòî÷íîìó ðàçâèòèþ ïðèâåëà ê ÷ðåçâû-
÷àéíîé ìèíèìèçàöèè ôóíêöèîíàëüíîãî àïïàðàòà êëåòêè.
Ó âñåõ èçó÷åííûõ âèäîâ ìèêðîñïîðèäèé îòñóòñòâóþò ìè-
òîõîíäðèè è äðóãèå êëàññè÷åñêèå îðãàíåëëû, çà èñêëþ÷å-
íèåì ÿäðà, ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (ÝÐ) è âèäî-
èçìåíåííîãî êîìïëåêñà Ãîëüäæè (ÊÃ). Äåòàëüíûé ñòðóê-
òóðíûé àíàëèç ñåêðåòîðíîãî àïïàðàòà ìèêðîñïîðèäèé
Paranosema (Nosema, Antonospora) grylli è P. locustae ïî-
êàçàë, ÷òî àíàëîãè ÊÃ ïàðàçèòîâ ïðåäñòàâëåíû ñåòüþ ðàç-

âåòâëåííî-âàðèêîçíûõ òóáóë äèàìåòðîì 25—40 íì.
Äàííàÿ òóáóëÿðíàÿ ñåòü ñîåäèíÿåò ÝÐ ñ ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíîé è ôîðìèðóþùåéñÿ ïîëÿðíîé òðóáêîé, íî ëè-
øåíà êàêèõ-ëèáî âåçèêóë (Beznoussenko et al., 2007). Âå-
çèêóëû â äàííîì èññëåäîâàíèè íå áûëè îáíàðóæåíû äàæå
ïðè ïðèìåíåíèè ìåòîäà óëüòðàáûñòðîé êðèîôèêñàöèè
ñòðóêòóð êëåòêè ïîä âûñîêèì äàâëåíèåì (McIntosh, 2001)
è èíãèáèðîâàíèè ïðîöåññîâ ñëèÿíèÿ è «ðàçäåâàíèÿ» (un-
coating) COP-âåçèêóë ñîîòâåòñòâåííî ñ ïîìîùüþ N-ýòèë-
ìàëåèìèäà (Mironov et al., 2001) è AlF4 (Cole et al., 1996).

Êàê ïîêàçàëè ðåçóëüòàòû ðàñøèôðîâêè ãåíîìà ïàòî-
ãåíà ÷åëîâåêà Encephalitozoon cuniculi è åùå íåçàâåð-
øåííûé ïðîåêò ïî èçó÷åíèþ ãåíîìà ìèêðîñïîðèäèè P.
locustae (Antonospora locustae Genome Project, Marine Bio-
logical Laboratory at Woods Hole), ñïèñîê ãåíîâ, ñâîéñò-
âåííûõ ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêå ó ïàðàçèòîâ ýòîé ãðóïïû,
òàêæå êðàéíå ðåäóöèðîâàí (Katinka et al., 2001). Íåñìîòðÿ
íà ýòî, öåëûé ðÿä ãåíîâ, òðàäèöèîííî âîâëå÷åííûõ â ïðî-
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öåññû âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà, â ãåíîìå ïàðàçèòîâ ïðè-
ñóòñòâóåò. Â ÷àñòíîñòè, â ãåíîìå E. cuniculi îáíàðóæåíî 6
ñóáúåäèíèö êîìïëåêñà COPI (êðîìå e-COP), âñå ñóáúåäè-
íèöû COPII (çà èñêëþ÷åíèåì Sec24) è 6 SNARE-áåëêîâ
(ñèíàïòîáðåâèí, ñèíòàêñèí 5, VAMP, Bos1, Vti1 è ñèíòàê-
ñèíïîäîáíûé áåëîê ñåìåéñòâà SFT) (Katinka et al., 2001).
Ýòè äàííûå ïîäíèìàþò âîïðîñ îá óðîâíå ýêñïðåññèè ïå-
ðå÷èñëåííûõ ãåíîâ ó ìèêðîñïîðèäèé. Ñ îäíîé ñòîðîíû,
îòñóòñòâèå ó ìèêðîñïîðèäèé ïðèñóùèõ ÊÃ êîàòîìåðçàâè-
ñèìûõ âåçèêóë ðàçìåðîì 50—60 íì ìîæåò êîððåëèðîâàòü
ñ îòñóòñòâèåì èëè íèçêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè ãåíîâ, âî-
âëå÷åííûõ â èõ ôîðìèðîâàíèå è ñëèÿíèå. Ñ äðóãîé ñòîðî-
íû, åñëè àêòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ ïåðå÷èñëåííûõ âûøå áåë-
êîâ íàáëþäàåòñÿ, èõ íîâàÿ ôóíêöèÿ â àâåçèêóëÿðíîé
êëåòêå íåèçâåñòíà è òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îñóùåñòâëÿëè âûäåëåíèå è î÷è-
ñòêó ìèêðîñïîðèäèé P. locustae, íàõîäÿùèõñÿ íà ðàçíûõ
ñòàäèÿõ âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ, â ãðàäèåíòå ïëîòíî-
ñòè Ïåðêîëëà, âûäåëåíèå ñóììàðíîé ÐÍÊ ñ ïîñëåäóþ-
ùèì àíàëèçîì ÎÒ-ÏÖÐ. Îáíàðóæèëè íàêîïëåíèå â êëåò-
êàõ ïàðàçèòà ìÐÍÊ òðàíñêðèïòîâ 6 ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ â
ôîðìèðîâàíèå è ðàáîòó òðàíñïîðòíûõ âåçèêóë. Äëÿ ãåíà,
êîäèðóþùåãî îäíó èç ñóáúåäèíèö êîàòîìåðíîãî êîìï-
ëåêñà COPII, ïîêàçàíî íàêîïëåíèå áåëêîâîãî ïðîäóêòà â
êëåòêàõ ïàðàçèòà. Ïðèñóòñòâèå êîìïîíåíòîâ ñèñòåìû âå-
çèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà ó àâåçèêóëÿðíûõ ìèêðîñïîðèäèé
òðåáóåò èõ äàëüíåéøåãî ôóíêöèîíàëüíîãî àíàëèçà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìèêðîñïîðèäèè P. locustae íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ (ìåðîíòû, ñïîðîíòû) è ñïîðû âû-
äåëÿëè èç æèðîâîãî òåëà èñêóññòâåííî çàðàæåííîé ñàðàí-
÷è Locustae migratoria ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â
ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè Ïåðêîëëà ïî ðàíåå ðàçðàáîòàííîé
ìåòîäèêå (Seleznev et al., 1995).

O T - Ï Ö Ð - à í à ë è ç. Îáùàÿ ÐÍÊ ñòàäèé áûëà âûäå-
ëåíà ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà PureZOL (Bio-Rad, ÑØÀ) è
î÷èùåíà ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.
Ê 200 ìêë ñóñïåíçèè, ñîäåðæàùåé 3�108 êëåòîê ïàðàçèòà,
äîáàâëÿëè 1 ìë ðåàãåíòà, èíêóáèðîâàëè 5 ìèí íà ëüäó è
5 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå äîáàâëåíèÿ
0.2 ìë õëîðîôîðìà ñóñïåíçèþ äåðæàëè íà ëüäó åùå 5 ìèí
è öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí ïðè 14 000 g. Ê îòîáðàííîé
âåðõíåé ôàçå äîáàâëÿëè 0.8 ìë èçîïðîïàíîëà è ïîñëå
5-ìèíóòíîé èíêóáàöèè íà ëüäó ÐÍÊ îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ. Îñàäîê òùàòåëüíî îò-
ìûâàëè 75%-íûì ýòàíîëîì è ðàñòâîðÿëè â 50 ìêë áóôåðà,
ñîäåðæàùåãî 10 ìÌ Tðèñ-HCl (pH 7.5), 2.5 ìÌ MgCl2 è
0.1 ìÌ CaCl2. Ïðèìåñü ÄÍÊ ðàçðóøàëè â ïðèñóòñòâèè èí-
ãèáèòîðà ÐÍÊàçû (5 Å) (Fermentas, Ëèòâà) è î÷èùåííîãî
îò ÐÍÊàçû ôåðìåíòà ÄÍÊàçû I (5 Å) (Fermentas, Ëèòâà)
â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. êÄÍÊ ñèíòåçèðîâàëè â 20 ìêë
ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 2.5 ìêã ÐÍÊ, 10 ìÌ Tðèñ-HCl
(pH 8.8), 50 ìÌ KCl, 5 ìÌ MgCl2 ïî 1 ìÌ êàæäîãî äÍÒÔ,
1 ìêã îëèãî-äÒ â êà÷åñòâå çàòðàâêè, 200 Å Revert Aid™
M-MuLV-îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû (ÎÒ) (Fermentas, Ëèò-
âà) è 5 Å èíãèáèòîðà ÐÍÊàçû, â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °C. ÎÒ
èíàêòèâèðîâàëè 5 ìèí ïðè 95 °C è èñïîëüçîâàëè 1.6 ìêë
ñìåñè äëÿ ïîñòàíîâêè ÏÖÐ â 20 ìêë ñìåñè. Òàêèì îáðà-
çîì, â êàæäóþ ïðîáèðêó äîáàâëÿëè êîëè÷åñòâî êÄÍÊ,
ñèíòåçèðîâàííîå íà 200 íã ñóììàðíîé ÐÍÊ. Ðåàêöèîííàÿ
ñìåñü ïîìèìî êÄÍÊ ñîäåðæàëà 67 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 8.6),
2.5 ìÌ MgCl2, 16.6 ìÌ (NH4)2SO4 ïî 0.5 ìÌ êàæäîãî
äÍÒÔ, 10 ïìîëü ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðàéìåðîâ (ñì. òàáëè-
öó) è 2.5 Å TaqÄÍÊ-ïîëèìåðàçû (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ). Ìàòðè-
öó äåíàòóðèðîâàëè 3 ìèí ïðè 94 °C è ÄÍÊ àìïëèôèöèðî-
âàëè â òå÷åíèå 30 öèêëîâ, êàæäûé èç êîòîðûõ âêëþ÷àë â
ñåáÿ äåíàòóðàöèþ (94 °C, 30 ñ), îòæèã (58 °C, 30 ñ) è ñèí-
òåç (72 °C, 30 ñ). Â êîíòðîëå â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëü-
çîâàëè 1 ìêã ãåíîìíîé ÄÍÊ (ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü)
èëè ñìåñü äëÿ ñèíòåçà êÄÍÊ áåç äîáàâëåíèÿ ÎÒ (îòðèöà-
òåëüíûé êîíòðîëü). Ïðàéìåðû äëÿ àìïëèôèêàöèè ãåíîâ
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Ñïèñîê ïðàéìåðîâ, èñïîëüçîâàííûõ äëÿ ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèçà è ýêñïðåññèè Sec13-cóáúåäèíèöû ÑÎÐI

Êîäèðóåìûé
áåëîê

Ðàçìåð
ãåíà (ï. í.)

Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 5R—3R

Sec13 810 Ïðÿìîé:à ggatccGATGGAGGTGCAGAGGGAGATCATACAC

Îáðàòíûé: aagcttTTATTCAGACTTCTTCAGCGG

Sec31 2622 Ïðÿìîé: ggatccGATGATAAACAAACGCTGCATCACAGC

Îáðàòíûé: gaattcAGCTGAGGGCGACCTGCAGAAGGG

Ïðÿìîé (ôðàãìåíòà 400 ï. í.): CGAGGTGCACGAAACGCCTC

b-COP 2424 Ïðÿìîé: ggatccGATGGCAACGCTTTACATCGACGTG

Îáðàòíûé: gaattcAGTCCTTGAGACCTCGAAGTGTC

Ïðÿìîé (ôðàãìåíòà 401 ï. í.): AACCGAGATGCACACGAAC

bR-COP 373á Ïðÿìîé: CAGAACACAAACAAGGCAA

Îáðàòíûé: ATTGTAGAACACCGTTCCTC

Ñèíòàêñèí
ñåìåéñòâà SFT

528 Ïðÿìîé: ggatccGATGAAATACAACACACTCGAAGAAGC

Îáðàòíûé: gaattcTATCTTCTAAGCATAAGACTTGC

Ñèíàïòîáðåâèí 273 Ïðÿìîé: ggatccGATGGGAGACATAACGGACGCC

Îáðàòíûé: gaattcTTACTTTTTGAAAAGAGTCACG

Àëüòåðíàòèâíàÿ
îêñèäàçà

622 Ïðÿìîé: ggatccGATCACACTCTTGGACCTGAGTAGA

Îáðàòíûé: aagcttAGTCTGCCATGCTGTGGTTTGTAT

à Ñòðî÷íûìè áóêâàìè â 5R-îáëàñòè ðÿäà ïðàéìåðîâ óêàçàíû äîáàâëåííûå ñàéòû äëÿ ôåðìåíòîâ ðåñòðèêöèè. á Óêàçàí ðàçìåð àì-
ïëèôèöèðîâàííîãî ôðàãìåíòà, ïîëíîðàçìåðíóþ êîïèþ ãåíà íå èçó÷àëè.



è èõ ôðàãìåíòîâ áûëè ïîäîáðàíû ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì
ðàñøèôðîâêè ãåíîìà P. locustae (Antonospora locustae Ge-
nome Project, Marine Biological Laboratory at Woods Hole,
funded by NSF award number 0135272, http://jbpc.mbl.edu/
Nosema/index.html èëè http://gmod.mbl.edu/perl/site/anto-
nospora01?page=intro).

Ã å ò å ð î ë î ã è ÷ í à ÿ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ S e c 1 3 - c ó á ú -
å ä è í è ö û C O P I I â E s c h e r i c h i a c o l i. Êîäèðóþùàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áûëà àìïëèôèöèðîâàíà ìåòîäîì
ÏÖÐ ñ ïîìîùüþ âûñîêîòî÷íîé Pfu ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû
(Fermentas, Ëèòâà) è ïðàéìåðîâ, èñïîëüçîâàííûõ äëÿ
ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèçà (ñì. òàáëèöó). Â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïî-
ëüçîâàëè ãåíîìíóþ ÄÍÊ ïàðàçèòà, âûäåëåííóþ ïî ðàíåå
îïèñàííîé ìåòîäèêå (Dolgikh et al., 2009). ÏÖÐ-ïðîäóêò
ðàçìåðîì îêîëî 800 ï. í., ñîäåðæàùèé òóïûå êîíöû, áûë
âûäåëåí èç àãàðîçíîãî ãåëÿ, êëîíèðîâàí â âåêòîðå pBlueS-
cript KS(+) (Stratagene, ÑØÀ), ëèíåàðèçîâàííîì ñ ïîìî-
ùüþ ôåðìåíòà ðåñòðèêöèè SmaI, è âñòðîåí â âåêòîð
pRSETb (Invitrogen, ÑØÀ) ïî ñàéòàì ôåðìåíòîâ BamHI è
HindIII ñ ñîõðàíåíèåì ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ. Ïîëó÷åííàÿ
êîíñòðóêöèÿ áûëà ïðîâåðåíà ñ ïîìîùüþ ñåêâåíèðîâàíèÿ
îêîëî 600 íóêëåîòèäîâ íèæå ïðîìîòîðà T7, âñòðîåííîãî
â âåêòîð pRSET.

Ýêñïðåññèþ îñóùåñòâëÿëè â øòàììå Ñ41 E. coli, ñî-
çäàííîì äëÿ ýôôåêòèâíîé íàðàáîòêè áåëêîâ íà îñíîâå
êëåòîê BL21(DE3) (Miroux, Walker, 1996). Ñâåæèå êîëî-
íèè áàêòåðèé, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ïîëó÷åííîé êîíñò-
ðóêöèåé, èíîêóëèðîâàëè â ñðåäó LB, ñîäåðæàùóþ àìïè-
öèëèí (100 ìêã/ìë), è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè
37 °C áåç äîáàâëåíèÿ èëè ñ äîáàâëåíèåì èçîïðî-
ïèë-b-D-òèîãàëàêòîïèðàíîçèäà (ÈÏÒÃ) â êà÷åñòâå èíäóê-
òîðà ýêñïðåññèè. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå êóëüòóðó ðàñòèëè äî
îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 0.6 (èçìåðåíèå ïðè äëèíå âîëíû
600 íì) è äîáàâëÿëè â ñðåäó 1 ìÌ ÈÏÒÃ (êîíå÷íàÿ êîí-
öåíòðàöèÿ). Áàêòåðèé îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
3000 g â òå÷åíèå 10 ìèí, îòìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âî-
äîé è ðàçðóøàëè óëüòðàçâóêîì â 50 ìÌ Na-ôîñôàòíîì
áóôåðå (pH 7.5), ñîäåðæàùåì 0.3 M NaCl. Áåëêîâûå âêëþ-
÷åíèÿ îñàæäàëè ïðè 1500 g â òå÷åíèå 10 ìèí, òùàòåëüíî
îòìûâàëè òåì æå ðàñòâîðîì â ïðèñóòñòâèè 0.5 % Òðèòîíà
Õ-100 è ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê ýêñòðàãèðîâàëè ðàñòâî-
ðîì 8 Ì ìî÷åâèíû, óäàëÿÿ íåðàñòâîðåííûé äåáðèñ öåíò-
ðèôóãèðîâàíèåì ïðè 14 000 g â òå÷åíèå 5 ìèí.

Ï î ë ó ÷ å í è å è î ÷ è ñ ò ê à à í ò è ò å ë ê ð å ê î ì á è-
í à í ò í î ì ó á å ë ê ó. Ðàñòâîðåííûé â 8 Ì ìî÷åâèíå áåëîê
ðàçâîäèëè â 10 ðàç áóôåðîì äëÿ ðàçðóøåíèÿ, ñìåøèâàëè ñ
ðàâíûì îáúåìîì àäúþâàíòà Ôðåéíäà (Sigma, ÑØÀ) (ïîë-
íûé äëÿ ïåðâîé èíúåêöèè è íåïîëíûé äëÿ ïîñëåäóþùèõ)
è èñïîëüçîâàëè äëÿ èììóíèçàöèè. Êðîëèêîâ èììóíèçèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ òðåõ âíóòðèìûøå÷íûõ èíúåêöèé (îêîëî
0.3 ìã áåëêà íà èíúåêöèþ) ñ 10-ñóòî÷íûì èíòåðâàëîì. ×å-
ðåç 10 ñóò ïîñëå ïîñëåäíåé èììóíèçàöèè îòáèðàëè 15 ìë
êðîâè äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà. Äëÿ î÷èñòêè ñïåöèôè÷-
íûõ àíòèòåë îêîëî 0.5 ìã ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà Sec13
ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ÄÑÍ-ÏÀÃÝ â 12%-íîì ãåëå (Laem-
mli, 1970), ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó
(Bio-Rad, ÑØÀ) è îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ Ïîíñî. Ïîëî-
ñêè ìåìáðàíû, ñîîòâåòñòâóþùèå ïåðåíåñåííîìó áåëêó,
àêêóðàòíî âûðåçàëè, îòìûâàëè ÒÒÁÑ, ñîäåðæàùèì 50 ìÌ
Òðèñ-HCl (pH 7.4), 150 ìÌ NaCl è 0.05 % Tween-20, áëî-
êèðîâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ÒÒÁÑ â ïðè-
ñóòñòâèè 1%-íîãî ÁÑÀ è èíêóáèðîâàëè ñ 50 ìë èììóííîé
ñûâîðîòêè, ðàçâåäåííîé 1 : 100 â ÒÒÁÑ. Ïîñëå èíêóáàöèè
â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 4 °C ñûâîðîòêó ìåíÿëè íà ñâåæåðàçâå-
äåííóþ è ïðîöåäóðó ïîâòîðÿëè åùå 3 ðàçà. Ïîñëå òùà-

òåëüíîé îòìûâêè ìåìáðàí ÒÒÁÑ è çàòåì ÒÁÑ (ÒÒÁÑ áåç
äîáàâëåíèÿ Tween-20) àíòèòåëà ýëþèðîâàëè â 250 ìêë
0.2 M ãëèöèí-HCl (pH 2.5), íåéòðàëèçîâàëè äîáàâëåíèåì
15 ìêë 1 M Tðèñ (íåòèòðîâàííîãî) è 2.5 ìêë 5 M NaCl.
Ýëþöèþ ïîâòîðÿëè íåñêîëüêî ðàç, ôðàêöèè îáúåäèíÿëè,
êîíöåíòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíöåíòðàòîðà Microcon®

(Millipore, ÑØÀ) è î÷èùåííûå àíòèòåëà õðàíèëè ïðè
–20 °C â ïðèñóòñòâèè ÁÑÀ (1 ìã/ìë) è 50 % ãëèöåðèíà.

Ä Ñ Í - Ï À Ã Ý è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ïðîáû áåëêîâ
ñìåøèâàëè ñ ðàâíûì îáúåìîì 125 ìÌ Òðèñ-HCl-áóôåðà,
ñîäåðæàùåãî 4 % ÄÑÍ, 10 % 2-ìåðêàïîýòàíîëà è 20 %
ãëèöåðèíà, è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 95 °C.
Áåëêè ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ÄÑÍ-ÏÀÃÝ â 12%-íîì ãåëå
ñ èñïîëüçîâàíèåì êàìåðû Mini-PROTEAN® (Bio-Rad,
ÑØÀ), îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ Êóìàññè R-250
èëè ïåðåíîñèëè íà ìåìáðàíó PVDF òîãî æå ïðîèçâîäèòå-
ëÿ ñ ïîìîùüþ âêëàäûøà äëÿ áëîòèíãà Mini-Trans-Blot®

ñîãëàñíî èíñòðóêöèè. Ìåìáðàíû áëîêèðîâàëè 1 ÷ â ïðè-
ñóòñòâèè ÒÒÁÑ, 1 % ÁÑÀ è èíêóáèðîâàëè ñ ðàçáàâëåííû-
ìè òåì æå ðàñòâîðîì 1 : 25 èëè 1 : 125 î÷èùåííûìè àí-
òè-Sec13-àíòèòåëàìè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °C. Ïîñëå îò-
ìûâêè â ÒÒÁÑ ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè 2 ÷ ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ ðàçâåäåííûìè 1 : 4000 â ÒÒÁÑ
àíòèòåëàìè, ñïåöèôè÷íûìè ê IgG êðîëèêà è êîíúþãèðî-
âàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Bio-Rad, ÑØÀ). Ïîñëå
î÷åðåäíîé îòìûâêè â ÒÒÁÑ ìåìáðàíó äëÿ ïðîÿâëåíèÿ ïå-
ðîêñèäàçíîé ðåàêöèè èíêóáèðîâàëè â ñâåæåïðèãîòîâëåí-
íîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì ÒÁÑ, 15 % ìåòàíîëà, 0.05 %
4-õëîðî-1-íàôòîëà (Sigma, ÑØÀ) è 0.02 % Í2Î2.

Ðåçóëüòàòû

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ã å í î â â å ç è ê ó ë ÿ ð í î ã î ò ð à í ñ -
ï î ð ò à â à â å ç è ê ó ë ÿ ð í û õ ê ë å ò ê à õ ì è ê ð î ñ ï î ð è -
ä è é. Ðàçäåëåíèå â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå ñóììàðíîé
ÐÍÊ, âûäåëåííîé èç 3�108 ñòàäèé âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàç-
âèòèÿ ìèêðîñïîðèäèè P. locustae ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà Pu-
reZOL (Bio-Rad, ÑØÀ), ïîêàçàëî õîðîøóþ ýôôåêòèâ-
íîñòü ìåòîäà è ñîõðàííîñòü ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ
îñíîâíûì ôðàêöèÿì 23S è 16S ðèáîñîìàëüíîé ÐÍÊ ìèê-
ðîñïîðèäèé (Curgy et al., 1990) (ðèñ. 1, äîðîæêà 1). Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî ïîïûòêà âûäåëèòü òåì æå ìåòîäîì
ÐÍÊ èç 1.5�109 çðåëûõ ñïîð íå ïðèâåëà ê ïîëîæèòåëüíî-
ìó ðåçóëüòàòó (ðèñ. 1, äîðîæêà 2). Âûäåëåííàÿ ÐÍÊ áûëà
èñïîëüçîâàíà äëÿ ñèíòåçà êÄÍÊ ïîñëå óäàëåíèÿ ïðèìå-
ñåé ãåíîìíîé ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòà ÄÍÊàçà I. Ïî-
ñêîëüêó äëÿ ñèíòåçà èñïîëüçîâàëè óíèâåðñàëüíûé îëè-
ãî-äÒ-ïðàéìåð, íàáîð êÄÍÊ ïðîäóêòîâ ïðîïîðöèîíàëüíî
îòðàæàë ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ òðàíñêðèïòîâ, èìåþùèõ â
3R-êîíöåâîé îáëàñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëè-À. Ïîëó-
÷åííàÿ êÄÍÊ áûëà èñïîëüçîâàíà äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè
6 ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ â âåçèêóëÿðíûé òðàíñïîðò: b- è
bR-cóáúåäèíèö êîàòîìåðíîãî êîìïëåñêà ÑÎÐI, ñóáúåäè-
íèö Sec13 è Sec31 êîìïëåêñà COPII, ñèíòàêñèí-ïîäîáíî-
ãî áåëêà ñåìåéñòâà SFT è SNARE-áåëêà ñèíàïòîáðåâèíà.
ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèÿ ïîëíîðàçìåðíûõ êîïèé ãåíîâ ïîêàçà-
ëà, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü ÏÖÐ ñíèæàåòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì ðàç-
ìåðà àìïëèôèöèðóåìîãî ôðàãìåíòà (ðèñ. 2, à). Êîïèè ãå-
íîâ ðàçìåðîì áîëåå 2000 ï. í. (Sec31 è b-ÑÎÐI) ñèíòåçè-
ðîâàëèñü çíà÷èòåëüíî õóæå ïî ñðàâíåíèþ ñ ãåíàìè
äëèíîé ìåíåå 1000 ï. í. (Sec13, ñèíàïòîáðåâèí, áåëîê ñå-
ìåéñòâà SFT). Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ ïðîòÿæåííûõ ãåíîâ
(Sec31, b-COP è bR-COP) áûëè ïîäîáðàíû ïðàéìåðû, ïî-
çâîëÿþùèå àìïëèôèöèðîâàòü 3R-êîíöåâûå ôðàãìåíòû ãå-

Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà â àâåçèêóëÿðíûõ êëåòêàõ ìèêðîñïîðèäèè 7



íîâ äëèíîé îêîëî 400 ï. í. (ñì. òàáëèöó). ÏÖÐ-àíàëèç ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, ïîçâîëÿþùèõ àìïëèôèöèðî-
âàòü ôðàãìåíòû ÄÍÊ äî 1000 ï. í., ïîêàçàë ïðèìåðíî
îäèíàêîâûé óðîâåíü ýêñïðåññèè øåñòè èçó÷åííûõ ãåíîâ
(ðèñ. 2, á). Èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ìàòðèöû êÄÍÊ, ñèí-
òåçèðîâàííîé íà 200 íã ñóììàðíîé ÐÍÊ ñòàäèé, îáåñïå-
÷èâàëî âûõîä ÏÖÐ-ïðîäóêòà, ñîèçìåðèìûé ñ òàêîâûì
äëÿ 1 ìêã ãåíîìíîé ÄÍÊ ïàðàçèòà (ïîëîæèòåëüíûé êîíò-
ðîëü). Áîëåå òîãî, óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ âåçèêó-
ëÿðíîãî òðàíñïîðòà îêàçàëñÿ ñðàâíèìûì ñ óðîâíåì ýêñï-
ðåññèè ãåíà àëüòåðíàòèâíîé îêñèäàçû — ôåðìåíòà,
ó÷àñòâóþùåãî â öåíòðàëüíîì ìåòàáîëèçìå ïàðàçèòà è
îáåñïå÷èâàþùåãî ïåðåäà÷ó ýëåêòðîíîâ íà êèñëîðîä. Ïî-
ëó÷åííûé ðåçóëüòàò íå ÿâëÿëñÿ ñëåäñòâèåì ïðèñóòñò-
âèÿ îñòàòêîâ ãåíîìíîé ÄÍÊ â ïðîáàõ, ïîñêîëüêó â êîíò-
ðîëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ, êîãäà ÎÒ íå áûëà äîáàâëåíà â
ñìåñü äëÿ ñèíòåçà êÄÍÊ, ïîëîæèòåëüíàÿ ðåàêöèÿ îòñóòñò-
âîâàëà.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ â E . c o l i è â û ä å ë å í è å ñ ó á ú -
å ä è í è ö û S e c 1 3 C O P I I P . l o c u s t a e. Ïðè òðàíñôîð-
ìàöèè E. coli ïëàçìèäîé pRSETb, ñîäåðæàùåé ãåí ñóáú-
åäèíèöû Sec13 ÑÎPII P. locustae, íàáëþäàëè òîêñè÷íîå
âëèÿíèå ÷óæåðîäíîãî áåëêà íà ðîñò áàêòåðèé. Íåñìîòðÿ
íà òî ÷òî íà ÷àøêàõ ñ òâåðäîé ñðåäîé LB âûðàñòàëè êîëî-
íèè íîðìàëüíîãî ðàçìåðà, ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó èíäóê-
òîðà ýêñïðåññèè ÈÏÒÃ ðàçâèòèÿ êîëîíèé íå íàáëþäàëè.
Èíîêóëÿöèÿ ñâåæèõ êîëîíèé â æèäêóþ ñðåäó è êóëüòèâè-
ðîâàíèå â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37 °C ïîêàçàëè, ÷òî íàèáîëåå
ýôôåêòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà ïðîèñ-
õîäèò áåç äîáàâëåíèÿ èíäóêòîðà (ðèñ. 3, à). Âåðîÿòíî,
íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè, íàáëþäàåìûé â îòñóòñòâèå
ÈÏÒÃ (òàê íàçûâàåìàÿ ïðîòå÷êà ïðîìîòîðà), îáåñïå÷èâà-
åò ìåíåå òîêñè÷íîå âîçäåéñòâèå íà êëåòêó E. coli ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ èíäóêöèåé è áûñòðûì íàêîïëåíèåì ÷óæåðîäíîãî

ïðîäóêòà. Ýòî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê áîëåå ýôôåê-
òèâíîìó ïîñòåïåííîìó íàêîïëåíèþ áåëêà â áàêòåðèàëü-
íîé êóëüòóðå. Ìîë. ìàññà ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà,
îöåíåííàÿ ñ ïîìîùüþ ÄÑÍ-ÏÀÃÝ, ñîñòàâèëà îêîëî
34 êÄà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ïðåäñêàçàííîìó ðàçìåðó (30
êÄà) ñ ó÷åòîì äîïîëíèòåëüíîãî N-òåðìèíàëüíîãî ïåïòè-
äà âåêòîðà (4 êÄà).

Öåíòðèôóãèðîâàíèå ðàçðóøåííûõ óëüòðàçâóêîì áàê-
òåðèé ïîêàçàëî, ÷òî ðåêîìáèíàíòíûé ïðîäóêò íàêàïëèâà-
åòñÿ â êëåòêàõ â âèäå íåðàñòâîðèìûõ áåëêîâûõ âêëþ÷å-
íèé, ìîæåò áûòü îñàæäåí ñ ïîìîùüþ íèçêîñêîðîñòíîãî
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ è ñïåöèôè÷íî ýêñòðàãèðóåòñÿ ñ ïîìî-
ùüþ 8 Ì ìî÷åâèíû. Êàê ïîêàçàë ÄÑÍ-ÏÀÃÝ, èñïîëüçî-
âàííàÿ ñõåìà âûäåëåíèÿ ïîçâîëèëà ïîëó÷èòü äîñòàòî÷íî
÷èñòûé áåëîê äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñïåöèôè÷íûõ àíòèòåë
(ðèñ. 3, á).

Í à ê î ï ë å í è å á å ë ê à S e c 1 3 â ê ë å ò ê à õ ì è ê ð î-
ñ ï î ð è ä è é. Èììóíèçàöèÿ êðîëèêîâ âûäåëåííûì áåëêîì
ïîçâîëèëà ïîëó÷èòü èììóííóþ ñûâîðîòêó, ñïåöèôè÷íî
ðåàãèðóþùóþ ñ ðåêîìáèíàíòíûì Sec13 ïðè ðàçâåäåíèè
1 : 500 (íå ïîêàçàíî). Ïîëèêëîíàëüíûå àíòè-Sec13-àíòè-
òåëà áûëè äîïîëíèòåëüíî î÷èùåíû ïðîòèâ èììîáèëèçî-
âàííîãî íà íèòðîöåëëþëîçíîì ôèëüòðå ðåêîìáèíàíòíîãî
ïðîäóêòà è èñïîëüçîâàíû äëÿ èììóíîáëîòèíãà ñ áåëêàìè
ìèêðîñïîðèäèé. Â õîäå ýêñïåðèìåíòà áûëî óñòàíîâëåíî
íàêîïëåíèå ñóáúåäèíèöû Sec13 êîìïëåêñà COPII â ñïî-
ðàõ è ñòàäèÿõ âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ P. locustae
(ðèñ. 4). Ïðè ýòîì ñîäåðæàíèå áåëêà â ñòàäèÿõ (ðèñ. 4, äî-
ðîæêà 5) áûëî íåñêîëüêî âûøå, ÷åì â ñïîðàõ (ðèñ. 4, äî-
ðîæêè 1—4). Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ âîâëå÷åíèåì ñåê-
ðåòîðíîãî àïïàðàòà ìèêðîñïîðèäèé â ïðîöåññû ñïîðîîá-
ðàçîâàíèÿ è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê. Ìîë. ìàññà áåëêà,
âûÿâëåííîãî â êëåòêàõ ïàðàçèòà, ñîñòàâèëà îêîëî 30 êÄà,
÷òî ñîîòâåòñòâóåò çíà÷åíèþ, ïðåäñêàçàííîìó ïî àìè-
íîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ
âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè êîìïëåêñà ÑÎÐII ñïîðû
P. locustae áûëè ðàçðóøåíû â 25 ìÌ Òðèñ-HCl-áóôåðå
(pH 8.0) â ïðèñóòñòâèè 0.3 Ì ñàõàðîçû è ïîñëåäîâàòåëüíî
öåíòðèôóãèðîâàíû ïðè ðàçëè÷íûõ ñêîðîñòÿõ. Àíàëèç ïî-
ëó÷åííûõ îñàäêîâ, ðåñóñïåíäèðîâàííûõ â òîì æå áóôåðå
äî îáúåìà êîíå÷íîãî ñóïåðíàòàíòà, ïîêàçàë, ÷òî èçó÷àå-
ìûé áåëîê ïðèñóòñòâóåò â ãðóáîì äåáðèñå (îñàäêå ïîñëå
10-ìèíóòíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 200 g), ìåìáðàí-
íîé ôðàêöèè (îñàäêàõ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â òå÷å-
íèå 20 ìèí ïðè 20 000 g è â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 460 000 g), à
òàêæå â ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè (ñóïåðíàòàíòå). Ïðè ýòîì
íàèáîëüøàÿ ÷àñòü áåëêà áûëà îáíàðóæåíà â ìåìáðàííîé
ôðàêöèè.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè ÷òî, íåñìîòðÿ íà íå-
ïðåðûâíîñòü ñåêðåòîðíîãî ïóòè ìèêðîñïîðèäèé è îòñóò-
ñòâèå òðàíñïîðòíûõ âåçèêóë, â êëåòêàõ ïàðàçèòîâ ñîõðà-
íÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâíîñòü ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ
â èõ ôîðìèðîâàíèå è ñëèÿíèå ñ ìåìáðàíàìè ìèøåíåé.
Êðîìå òîãî, äëÿ Sec13-ñóáúåäèíèöû êîìïëåêñà COPII ïî-
êàçàíû íå òîëüêî ïðèñóòñòâèå ìÐÍÊ òðàíñêðèïòîâ, íî è
íàêîïëåíèå áåëêà â êëåòêàõ ïàðàçèòà, à òàêæå åãî àññîöè-
àöèÿ ñ ìåìáðàííîé ôðàêöèåé. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïîäíèìàþò âîïðîñ î òîì, êàêóþ ðîëü ìîãóò âûïîëíÿòü
èçó÷åííûå ãåíû â àâåçèêóëÿðíûõ êëåòêàõ ïàðàçèòà. Îä-
íîé èç ïðåäïîëàãàåìûõ ôóíêöèé COP-êîìïëåêñîâ ìèêðî-
ñïîðèäèé ìîæåò áûòü èõ ó÷àñòèå â ñîðòèðîâêå è êîíöåíò-

8 Â. Â. Äîëãèõ, È. Â. Ñåíäåðñêèé è äð.

Ðèñ. 1. Âûäåëåíèå ñóììàðíîé ÐÍÊ ìèêðîñïîðèäèè Paranosema
locustae.

ÐÍÊ âûäåëÿëè èç ñòàäèé âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ (äîðîæêà 1) è ñïîð
(äîðîæêà 2) ìèêðîñïîðèäèé, ðàçäåëÿëè â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå è îêðà-
øèâàëè áðîìèñòûì ýòèäèåì. Íàëè÷èå ÷åòêèõ ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ
23S è 16S ðÐÍÊ (óêàçàíû ñòðåëêàìè), ñâèäåòåëüñòâóåò î õîðîøåé ñî-

õðàííîñòè ÐÍÊ, âûäåëåííîé èç ñòàäèé.



ðèðîâàíèè ñåêðåòèðóåìûõ êàðãî-áåëêîâ (Beznoussenko,
Mironov, 2002). Äëÿ âûÿñíåíèÿ ýòîãî âîïðîñà íåîáõîäèìî
ïðîâåäåíèå äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòîâ, ñâÿçàííûõ ñ èì-
ìóíîëîêàëèçàöèåé, âûäåëåíèåì è àíàëèçîì COP-êîìï-
ëåêñîâ è SNARE-áåëêîâ ìèêðîñïîðèäèé.

Íå ìåíåå èíòåðåñíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîïðîñ è î òîì,
íàñêîëüêî ïðèìåð àâåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà, îáíà-
ðóæåííûé â êëåòêàõ ìèêðîñïîðèäèé ðîäà Paranosema, ÿâ-
ëÿåòñÿ óíèêàëüíûì, ñâÿçàí ëè îí ñ ìèíèìèçàöèåé ïà-
ðàçèòè÷åñêîé êëåòêè ïðè ïåðåõîäå ê âíóòðèêëåòî÷íîìó
ïàðàçèòèçìó è íàáëþäàåòñÿ ëè ïîäîáíàÿ ñèòóàöèÿ ó ñâî-
áîäíîæèâóùèõ îðãàíèçìîâ. Ïîñêîëüêó ôèëîãåíåòè÷åñêàÿ
ñâÿçü ìèêðîñïîðèäèé ñ ãðèáàìè ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè
ôàêòè÷åñêè äîêàçàíà (Fischer, Palmer, 2005), èíòåðåñ
ïðåäñòàâëÿþò äàííûå óëüòðàñòðóêòóðíîãî àíàëèçà ñåê-
ðåòîðíîãî àïïàðàòà äðîææåé Saccharomyces cerevisia —
îäíîãî èç ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ êëåòî÷íîé áèîëîãèè.
Ñòðóêòóðû, ýêâèâàëåíòíûå ÊÃ, âïåðâûå áûëè îïèñàíû ó
äðîææåé S. cerevisiae êàê èçîëèðîâàííûå ìåìáðàííûå
ýëåìåíòû, îêðóæåííûå ìåëêèìè âåçèêóëàìè (Preuss et al.,
1992). Ïîçäíåå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî íåçàâèñèìî ðàñïðå-
äåëåííûå â öèòîïëàçìå ýëåìåíòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
êëàñòåðû òóáóë, ÷àñòî ñîäåðæàùèõ íà êîíöå óòîëùåíèÿ â
âèäå ñåêðåòîðíûõ ãðàíóë (Rambourg et al., 1993). Èçó÷å-
íèå òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû ñåêðåòîðíîãî àïïàðàòà äðîæ-
æåé ñ ïîìîùüþ ñòåðåî-ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçà-
ëî, ÷òî òóáóëÿðíàÿ ñåòü ÊÃ îáåñïå÷èâàåò íåïðåðûâíóþ
ñâÿçü ìåæäó ÝÐ è ôîðìèðóåìûìè ñåêðåòîðíûìè ãðàíóëà-

ìè. Ïîñêîëüêó ïðè àíàëèçå êðàéíå ðåäêî âûÿâëÿëèñü èçî-
ëèðîâàííûå âåçèêóëû, òóáóëû è âàêóîëè, àâòîðû äåëàþò
âûâîä î íåïðåðûâíîñòè ñåêðåòîðíîãî ïóòè â êëåòêàõ

Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà â àâåçèêóëÿðíûõ êëåòêàõ ìèêðîñïîðèäèè 9

Ðèñ. 2. ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèç ýêñïðåññèè 6 ãåíîâ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà â ñòàäèÿõ âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ Paranosema locustae.

à — àìïëèôèêàöèÿ ïîëíîðàçìåðíûõ êîïèé ãåíîâ ïîêàçàëà, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü ÏÖÐ ñíèæàåòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì ðàçìåðà ïðîäóêòà; á — ÏÖÐ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ïðàéìåðîâ, ïîçâîëÿþùèõ àìïëèôèöèðîâàòü ôðàãìåíòû äî 1000 ï. í., ïîêàçàëà ïðèìåðíî îäèíàêîâûé óðîâåíü ýêñïðåññèè 6 èçó÷åííûõ ãåíîâ è
ãåíà êîäèðóþùåãî àëüòåðíàòèâíóþ îêñèäàçó. Ñá — ñèíàïòîáðåâèí, Ñèí — ñèíòàêñèí-ïîäîáíûé áåëîê ñåìåéñòâà SFT, â�-COP è â-COP — ñóáúåäèíè-
öû êîìïëåêñà COPI, Sec13 è Sec31 — ñóáúåäèíèöû COPII, ÀÎ — àëüòåðíàòèâíàÿ îêñèäàçà. Â ñêîáêàõ óêàçàí îæèäàåìûé ðàçìåð àìïëèôèöèðóþùèõ
ôðàãìåíòîâ (ï. í.). 1 — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü (ÎÒ íå áûëà äîáàâëåíà â ñìåñü äëÿ ñèíòåçà êÄÍÊ), 2 — îïûò (êÄÍÊ ñèíòåçèðîâàíà â ïðèñóòñòâèè
ÎÒ), 3 — ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü (àìïëèôèêàöèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåíîìíîé ÄÍÊ â êà÷åñòâå ìàòðèöû), Ì — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (ï. í.).

Ðèñ. 3. Ãåòåðîëîãè÷íàÿ ýêñïðåññèÿ â Escherichia coli è î÷èñòêà
Sec13 ñóáúäèíèöû COPII Paranosema locustae.

à — àíàëèç ýêñïðåññèè áåëêà Sec13 (ñòðåëêà) â E. coli; ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè áàêòåðèé áåç äîáàâëåíèÿ èíäóêòîðà èçîïðîïèë-â-D-òèîãàëàêòî-
ïèðàíîçèäà (äîðîæêà 1) âèäíà áîëåå ýôôåêòèâíàÿ íàðàáîòêà ðåêîìáè-
íàòíîãî ïðîäóêòà, ÷åì â ïðèñóòñòâèè èíäóêòîðà (äîðîæêà 2). á — àíàëèç
áåëêà, ýêñòðàãèðîâàííîãî 8 Ì ìî÷åâèíîé èç âûäåëåííûõ âêëþ÷åíèé
(íà äîðîæêè íàíåñåíû ðàçíûå àëèêâîòû ýêñòðàêòà). Áåëêè ðàçäåëÿëè ñ

ïîìîùüþ ÄÑÍ-ÏÀÃÝ è îêðàøèâàëè Êóìàññè G-250.



S. cerevisiae (Rambourg et al., 2001). Âåðîÿòíî, äàííûé òèï
ñòðîåíèÿ ÊÃ íå ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíûì äàæå ñðåäè
äðîææåâûõ ãðèáîâ. Íàïðèìåð, ñåêðåòîðíûé àïïàðàò ìå-
òèëîòðîôíûõ äðîææåé Pichia pastoris ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ñòîïêó èç 3—4 èçîëèðîâàííûõ öèñòåðí, íåïîñðåäñòâåííî
ïðèìûêàþùèõ ê ÝÐ (Mogelsvang et al., 2003). Îäíàêî
ïðèíöèïèàëüíîå ñõîäñòâî â ñòðîåíèè ÊÃ ìèêðîñïîðèäèé
ðîäà Paranosema (Beznoussenko et al., 2007) è äðîææåé
S. cerevisiae ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî àâåçèêóëÿðíûé
òðàíñïîðò íå ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíûì äëÿ äàííîé ãðóïïû
ïàðàçèòîâ è âñòðå÷àåòñÿ ïî êðàéíåé ìåðå ó íåêîòîðûõ
ñâîáîäíîæèâóùèõ ðîäñòâåííûõ ãðèáîâ. Óíèêàëüíîé îñî-
áåííîñòüþ ÊÃ ìèêðîñïîðèäèé ÿâëÿåòñÿ ïîëíîå îòñóòñò-
âèå òðàíñïîðòíûõ âåçèêóë, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ
óòðàòîé ðÿäà êëþ÷åâûõ ãåíîâ (Katinka et al., 2001) ïðè ïå-
ðåõîäå ê âíóòðèêëåòî÷íîìó ïàðàçèòèçìó.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-01358).
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ANALYSIS OF EXPRESSION OF VESICULAR TRANSPORT GENES IN AVESICULAR CELLS
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Long adaptation of microsporidia, a large group fungi-related protozoa, to intracellular lifestyle has resul-
ted in a drastic minimization of parasite cell. Ultrastructural analysis has shown that the Golgi complex of the
microsporidia Paranosema (Antonospora) grylli and P. locustae appears as branching or varicose networks of
thin tubules. These tubular networks are connected to endoplasmic reticulum, plasma membrane and forming
polar tube but have no vesicles. Vesicles were not found even if ultra-fast cryofixation and membrane fusion/un-
coating inhibition were used. However, a limited number of genes involved in vesicular transport were found in
microsporidia genomes. In this study we used RT-PCR to analyze the content of mRNA transcripts encoding â
and â� subunits COPI coatomer complex, Sec13 and Sec31 subunits COPII, SNARE-proteins synaptobrevin and
syntaxin-like member of SFT family in P. locustae intracellular stages. The level of expression of studied genes
was comparable with that of gene encoding alternative oxidase, enzyme envolved in microsporidia core metabo-
lism. Moreover, polyclonal antibodies raised against recombinant Sec13 subunit COPII, expressed in â Esche-
richia coli, has shown accumulation of the protein is spores and stages of intracellular development as well as its
association with membranes. The presence of components of vesicular transport machinery in avesicular mic-
rosporidia cells requires their functional analysis.

K e y w o r d s: microsporidia, vesicular transport, gene expression.
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