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Èçâåñòíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ãåòåðîëîãè÷íûõ ãåíîâ â êëåòêàõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ìîæåò îêàçûâàòü íåãà-
òèâíîå âëèÿíèå íà êëåòêó õîçÿèíà. Èñõîäÿ èç ýòîãî ïðè èñïîëüçîâàíèè ìèêðîîðãàíèçìîâ äëÿ ïðîèçâîä-
ñòâà ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ íåîáõîäèìî èìåòü ïðåäñòàâëåíèå î òîì, êàê èìåííî âåäåò ñåáÿ ÷óæåðîä-
íûé áåëîê â êëåòêå. Â äàííîé ðàáîòå íàìè áûë ïîëó÷åí ìîäèôèöèðîâàííûé ãåí IFNG áûêà, êîòîðûé êî-
äèðóåò ñòðóêòóðó èíòåðôåðîíà, íåñóùåãî äåëåöèþ 10 àìèíîêèñëîò íà Ñ-êîíöå, à òàêæå ãåíåòè÷åñêèå
êîíñòðóêöèè, îáåñïå÷èâàþùèå ýêñïðåññèþ íàòèâíîãî è ìîäèôèöèðîâàííîãî ãåíîâ IFNG áûêà ñîâìåñò-
íî ñ ãåíîì GFP â êëåòêàõ äðîææåé Pichia pastoris. Ïðè ïîìîùè õèìåðíûõ áåëêîâ ÈÔÍ-g/GFP è
ÈÔÍ-g(D10)/GFP ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñèãíàë ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè ÈÔÍ-g áûêà âûïîëíÿåò ñâîþ ôóíêöèþ
â êëåòêàõ äðîææåé, òîãäà êàê åãî îòñóòñòâèå ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ãåòåðîëîãè÷íûé ïðîäóêò îñòàåòñÿ â
öèòîïëàçìå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè, ãàììà-èíòåðôåðîí áûêà, ñèãíàë ÿäåðíîé ëîêàëèçà-
öèè.

Ìèêðîîðãàíèçìû âñå áîëåå àêòèâíî èñïîëüçóþòñÿ â
áèîòåõíîëîãèè äëÿ ïðîèçâîäñòâà ðåêîìáèíàíòíûõ áåë-
êîâ, ïîýòîìó ïðåäñòàâëÿþò áåññïîðíûé èíòåðåñ ïðîöåñ-
ñû, ïðîèñõîäÿùèå ñ ÷óæåðîäíûìè áåëêàìè â êëåòêå-ïðî-
äóöåíòå.

Èçâåñòíî, ÷òî äëÿ ïîëíîöåííîãî îñóùåñòâëåíèÿ ñâî-
èõ ôóíêöèé áåëîê äîëæåí ïðèíÿòü íàòèâíóþ êîíôîðìà-
öèþ, ïîïàâ â îïðåäåëåííûé êîìïàðòìåíò êëåòêè. Äëÿ ýòî-
ãî ñóùåñòâóþò ñèãíàëû òðàíñëîêàöèè, îáåñïå÷èâàþùèå
íàïðàâëåííûé òðàíñïîðò áåëêà ïîñëå åãî îáðàçîâàíèÿ.
Òàêèìè ñèãíàëàìè ñëóæàò àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè, ïðèñîåäèíåííûå ê îäíîìó èç êîíöîâ áåëêîâîé
ìîëåêóëû èëè íàõîäÿùèåñÿ âíóòðè íåå è ôîðìèðóþùèå
îïðåäåëåííóþ òðåõìåðíóþ ñòðóêòóðó. Íàïðèìåð, áåëêè,
êîòîðûå äîëæíû ïîïàñòü â ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêó-
ëóì (ÝÐ), îáû÷íî íåñóò N-êîíöåâîé ñèãíàëüíûé ïåïòèä.
Åãî öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü îáðàçîâàíà 5—10 ãèäðîôîáíûìè
àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè. Áîëüøèíñòâî ýòèõ áåëêîâ
íàïðàâëÿåòñÿ èç ÝÐ â àïïàðàò Ãîëüäæè (ÀÃ); òå æå, êîòî-
ðûå èìåþò íà Ñ-êîíöå ñïåöèôè÷åñêóþ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü, îñòàþòñÿ â êà÷åñòâå ïîñòîÿííûõ êîìïîíåíòîâ ÝÐ
(Êîëüìàí, Ð¸ì, 2000).

Èçáèðàòåëüíîñòü ÿäåðíîãî òðàíñïîðòà îáåñïå÷èâàåò-
ñÿ «ñèãíàëàìè ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè» (NLS — nuclear lo-
calization sequence) — êîðîòêèìè ïåïòèäíûìè ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿìè, îáîãàùåííûìè ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûìè
àìèíîêèñëîòàìè ëèçèíîì è àðãèíèíîì. Ñèãíàë òàêîãî
òèïà âïåðâûå áûë èäåíòèôèöèðîâàí â áåëêå âèðóñà SV40,
òàê íàçûâàåìîì Ò-àíòèãåíå, áîëüøîì (90 êÄà) áåëêå, íå-
îáõîäèìîì äëÿ ðåïëèêàöèè âèðóñíîé ÄÍÊ â ÿäðå. Â íîð-
ìå Ò-àíòèãåí íàêàïëèâàåòñÿ â ÿäðå âñêîðå ïîñëå åãî ñèí-

òåçà â öèòîçîëå. Îäíàêî çàìåíà îäíîé àìèíîêèñëîòû äå-
ëàåò íåâîçìîæíîé òðàíñïîðòèðîâêó áåëêà è âûçûâàåò åãî
íàêîïëåíèå â öèòîïëàçìå. Â õîäå äàëüíåéøèõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ áûëà îïðåäåëåíà ìèíèìàëüíàÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü, îáóñëîâëèâàþùàÿ ñïîñîáíîñòü áåëêà ïðîíèêàòü â
ÿäðî. Óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî ñèãíàë ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè
äëÿ Ò-àíòèãåíà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âîñåìü ñëåäóþùèõ
äðóã çà äðóãîì àìèíîêèñëîò (PPKKKRKV). Äàëüíåéøèå
ýêñïåðèìåíòû óáåäèëè â òîì, ÷òî ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
îáåñïå÷èâàåò óñïåøíóþ òðàíñëîêàöèþ â ÿäðî ðàçëè÷íûõ
áåëêîâ (Kalderon et al., 1984).

Ïîìèìî áåëêîâ ÿäåðíîãî ìåòàáîëèçìà (ãèñòîíîâ,
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è ïð.) NLS îáíàðóæåíû ó
ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, â ÷àñòíîñòè ó ãàììà-èíòåðôåðîíà
(ÈÔÍ-g). Äëÿ ìîëåêóë ìûøèíîãî è ÷åëîâå÷åñêîãî ÈÔÍ-g
ïîêàçàíî íàëè÷èå íà Ñ-êîíöå NLS ñëåäóþùåãî ñîñòàâà:
126RKRKRSR132, à â ðàéîíå àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ
78—92 — âòîðîãî, ìåíåå ýôôåêòèâíîãî ñàéòà ÿäåðíîãî
òðàíñïîðòà, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò òðàíñëîêàöèþ ÈÔÍ-g
â ÿäðî. Òàêèì îáðàçîì, ïîìèìî òîãî, ÷òî ÈÔÍ-g èñïîëü-
çóåò õîðîøî èçó÷åííûé ê íàñòîÿùåìó ìîìåíòó ïóòü
JAK-STAT äëÿ òðàíñïîðòà â ÿäðî, îí ñàì â êîìïëåêñå ñ
ðåöåïòîðîì òàêæå ìîæåò ïîïàäàòü â êëåòêó è ÿäðî (Larkin
et al., 2001). Ñïîñîáíîñòü ïîïàäàòü â êëåòêó áûëà ïîêàçà-
íà è äëÿ èíòåðôåðîíîâ I êëàññà (Marchetti et al., 2006).

Ñóùåñòâóþò äâà ðàçëè÷íûõ ïóòè ïðîíèêíîâåíèÿ êîìï-
ëåêñà ÈÔÍ ñ ðåöåïòîðîì â êëåòêó — êëàòðèíçàâèñèìûé
ïóòü è òðàíñïîðòèðîâêà ñ ïîìîùüþ êàâåîë. Â ïåðâîì ñëó-
÷àå ïîãëîùåíèå êîìïëåêñà ïðîèñõîäèò â òàê íàçûâàåìûõ
îêàéìëåííûõ ÿìêàõ — îáëàñòÿõ ìåìáðàí, ó êîòîðûõ
âíóòðåííÿÿ ïîâåðõíîñòü âûñòëàíà áåëêîì êëàòðèíîì.
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Êëàòðèí îáëåã÷àåò âêëþ÷åíèå êîìïëåêñà â «ÿìêó» è ñî-
äåéñòâóåò îòäåëåíèþ âåçèêóëû. Ýíäîöèòîç ïî êëàòðèíçà-
âèñèìîìó ïóòè íåîáõîäèì äëÿ àêòèâàöèè áåëêîâ STAT1
è STAT2 èíòåðôåðîíàìè I òèïà. Êîìïëåêñ ðåöåïòîðà
ÈÔÍ-g òàêæå ìîæåò ïðîíèêàòü â êëåòêó ýòèì ïóòåì, îä-
íàêî àêòèâàöèÿ STAT1 ïðîèñõîäèò ïðè ïðîíèêíîâåíèè
êîìïëåêñà ÷åðåç ñïåöèôè÷åñêèå ó÷àñòêè ìåìáðàíû —
ìèêðîäîìåíû, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñÿ óñòîé÷èâîñòüþ
ê äåòåðãåíòàì è îáîãàùåíû õîëåñòåðîëîì è ãëèêîñôèíãî-
ëèïèäàìè. Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå êàâåîë —
íåîêàéìëåííûõ êîëáîîáðàçíûõ èíâàãèíàöèé ìåìáðàíû
(Doherty, McMahon, 2009). Òàêèì îáðàçîì, â îòëè÷èå îò
èíòåðôåðîíîâ I òèïà, èñïîëüçóþùèõ òîëüêî êëàòðèíçàâè-
ñèìûé ïóòü ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåòêó êîìïëåêñà ëèãàíäà ñ
ðåöåïòîðîì. Ñâÿçàííûé ñ ðåöåïòîðîì ÈÔÍ-g ìîæåò
òðàíñïîðòèðîâàòüñÿ â êëåòêó ïîñðåäñòâîì îáðàçîâàíèÿ
êàâåîë. Ïîïàâøèé ÷åðåç êàâåîëó êîìïëåêñ äàëåå òðàíñ-
ïîðòèðóåòñÿ â ÿäðî (Nichols, Lippincott-Schwartz, 2001;
Marchetti et al., 2006).

Â ïðîöåññå ïðîäóêöèè ãåòåðîëîãè÷íûõ áåëêîâ èõ ëî-
êàëèçàöèÿ âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò ñòàáèëüíîñòü ðåêîìáè-
íàíòíûõ ïðîäóêòîâ, à òàêæå èõ âëèÿíèå íà êëåòêó-õîçÿè-
íà. Èçâåñòíî, ÷òî ïðîäóêöèÿ ãåòåðîëîãè÷íîãî áåëêà ìî-
æåò îêàçûâàòü îòðèöàòåëüíîå âëèÿíèå íà ìåòàáîëèçì
êëåòêè-ïðîäóöåíòà, äàæå åñëè ýòîò áåëîê íå èìååò ãîìî-
ëîãîâ â êëåòêå-õîçÿèíå. Ýòîò ýôôåêò áûë ïîêàçàí â ðàáî-
òàõ ïî èçó÷åíèþ ïðîäóêöèè ãåòåðîëîãè÷íûõ áåëêîâ â
êëåòêàõ áàêòåðèé Escherichia ñoli (Remaut åt al., 1986;
Thomas et al., 1997; Lilie et al., 1998; Hoffman, Rinas, 2000;
Ellis, 2001).

Âëèÿíèå ïðîäóêöèè ãåòåðîëîãè÷íûõ áåëêîâ íà êëåòêè
äðîææåé èçó÷åíî äîâîëüíî ïëîõî. Ïîêàçàíî, ÷òî ñóïåð-
ïðîäóêöèÿ a-àìèëàçû ìûøè êëåòêàìè äðîææåé Saccharo-
myces cerevisiae ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ êëåòî÷íîãî öèê-
ëà, â ÷àñòíîñòè ê óâåëè÷åíèþ ïðîäîëæèòåëüíîñòè ìèòîçà
(Wang, Kuo, 2001). Ýòî ÿâëåíèå ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì
óðîâíÿ ïðîäóêöèè áåëêîâ ñåìåéñòâà öèêëèíçàâèñèìûõ
êèíàç, èãðàþùèõ âàæíóþ ðîëü â êîíòðîëå êëåòî÷íîãî
öèêëà äðîææåé. Ðåêîìáèíàíòíûé ÈÔÍ-b ÷åëîâåêà îêà-
çûâàåò íåãàòèâíîå âëèÿíèå íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê
äðîææåé S. cerevisiae, ÷òî îáóñëîâëåíî ñíèæåíèåì àêòèâ-
íîñòè öèòîõðîì-Ñ-îêñèäàçû (Ïàðôåíîâà è äð., 2002).
Åñòü òàêæå äàííûå î òîì, ÷òî ãåòåðîëîãè÷íàÿ ïðîäóêöèÿ â
êëåòêàõ äðîææåé S. cerevisiae ìîæåò âûçûâàòü òàê íàçû-
âàåìûé îòâåò íà íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûå áåëêè (UPR —
unfolded protein response). UPR èíäóöèðóåòñÿ âñëåäñòâèå
íàêîïëåíèÿ àãðåãàòîâ áåëêîâ ñ íåïðàâèëüíîé êîíôîðìà-
öèåé â ÝÐ è âûðàæàåòñÿ â àêòèâàöèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ
ôåðìåíòû è øàïåðîíû, âîâëåêàåìûå â ôîëäèíã áåëêîâ
(Ng et al., 2000).

Ïîýòîìó î÷åíü âàæíî ïðîñëåäèòü çà ñóäüáîé ÷óæå-
ðîäíîãî áåëêà â êëåòêå-õîçÿèíå. Äëÿ ýòîãî â òðàíñôîðìè-
ðóþùèå âåêòîðû ââîäÿò ðåïîðòåðíûå ãåíû, êîäèðóþùèå
íåéòðàëüíûå äëÿ êëåòîê áåëêè, íàëè÷èå êîòîðûõ â òêàíÿõ
ìîæåò áûòü ëåãêî òåñòèðîâàíî. ×àùå âñåãî â ýòîì êà÷åñò-
âå èñïîëüçóåòñÿ ïîëüçóþùèéñÿ âñå áîëüøåé ïîïóëÿðíî-
ñòüþ ãåí çåëåíîãî ôëþîðåñöåíòíîãî áåëêà (GFP — green
fluorescent protein). Åãî ôëóîðåñöåíöèÿ îáóñëîâëåíà íåïî-
ñðåäñòâåííî áåëêîì, äëÿ åå ïðîÿâëåíèÿ íå òðåáóåòñÿ ñóá-
ñòðàòîâ èëè êîôàêòîðîâ. Áëàãîäàðÿ ýòîìó ñâîéñòâó ãåí
GFP ÿâëÿåòñÿ î÷åíü ïåðñïåêòèâíûì ðåïîðòåðíûì ãåíîì,
ïîçâîëÿþùèì ïðîâîäèòü ðàçíîîáðàçíûå ïðèæèçíåííûå
(íåäåñòðóêòèâíûå) èññëåäîâàíèÿ ñ òðàíñãåííûìè îðãà-
íèçìàìè. Â ñîñòàâå õèìåðíûõ áåëêîâ, ñîçäàííûõ ãåí-
íî-èíæåíåðíûìè ìåòîäàìè, GFP îáû÷íî ñîõðàíÿåò ñâîþ

ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü. Â æèâûõ êëåòêàõ áåëîê
GFP òàêæå î÷åíü ñòàáèëåí (Ëàáàñ è äð., 2002). Ñîåäèíÿÿ
ãåí GFP ñî ñòðóêòóðíûìè ãåíàìè äðóãèõ áåëêîâ, ìîæíî
îöåíèòü ñêîðîñòü îáðàçîâàíèÿ è ëîêàëèçàöèþ èíòåðåñóþ-
ùèõ áåëêîâ.

Öåëü íàøåé ðàáîòû — ïðîñëåäèòü çà ñóäüáîé ðå-
êîìáèíàíòíîãî ÈÔÍ-g áûêà â êëåòêàõ äðîææåé Pichia
pastoris: ïðîâåðèòü íàëè÷èå íà Ñ-êîíöå ìîëåêóëû ÈÔÍ-g
áûêà ñèãíàëà ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè è âûÿñíèòü, áóäåò ëè
NLS ìëåêîïèòàþùèõ ôóíêöèîíèðîâàòü â äðîææåâîé
êëåòêå. Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííîé çàäà÷è ìû ïîëó÷èëè
ìîäèôèöèðîâàííûé ãåí ÈÔÍ-g áûêà, èìåþùèé äåëåöèþ
òðèäöàòè ïàð îñíîâàíèé íà Ñ-êîíöå, è ñîçäàëè ãåíåòè÷å-
ñêèå êîíñòðóêöèè, ñîäåðæàùèå ãåí GFP, ñøèòûé ñ íà-
òèâíûì è ìîäèôèöèðîâàííûì ãåíàìè ÈÔÍ-g áûêà, ýêñ-
ïðåññèÿ êîòîðûõ â êëåòêàõ äðîææåé P. pastoris ïðîèñõî-
äèò ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà àëêîãîëüîêñèäàçû 1
(ÀÎÕ1).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï ë à ç ì è ä û. Äëÿ ñîçäàíèÿ âåêòîðîâ ýêñïðåññèè
pBIG-GFP è pBIGd10-GFP èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäû pBIG
(Ãðàäîáîåâà è äð., 2002) è pEGFP-C3, ëþáåçíî ïðåäîñòàâ-
ëåííóþ ä-ðîì Ñ. Êàðñòåíîì (ÑØÀ).

Ø ò à ì ì û. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ øòàììîâ äðîææåé P. pas-
toris (ïðîäóöåíòîâ íàòèâíîãî è ìîäèôèöèðîâàííîãî
ÈÔÍ-g áûêà, ñøèòîãî ñ GFP) â êà÷åñòâå ðåöèïèåíòà áûë
èñïîëüçîâàí øòàìì äðîææåé P. pastoris GS115 (his4) (In-
vitrogen, ÑØÀ). Äëÿ àìïëèôèêàöèè ïëàçìèäíîé ÄÍÊ èñ-
ïîëüçîâàëè øòàìì E. coli DH5a (F’/endA1 hsdR17 (r mk

–
k
+ )

supE44 thi-1 recA1 gyrA (Nalr) relA1 (lacZYA-argF)U169
deoR (f80dlacD(lacZ)M15).

Ó ñ ë î â è ÿ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ. Äëÿ âûðàùèâàíèÿ
äðîææåé P. pastoris èñïîëüçîâàëè ïîëíóþ ñðåäó BMGY,
ñîäåðæàùóþ íà 1 ë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû 10 ã äðîææå-
âîãî ýêñòðàêòà, 20 ã ïåïòîíà, 3.75 ã KÍ2ÐÎ4, 12 ã
K2ÍÐÎ4�3Í2Î, 0.5 ã MgSO4�7H2O, 0.4 ã CaSO4�H2O, 3 ã
(NH4)2SO4, 16.25 ìã FeSO4�7H2O, 1.5 ìã CuSO4�5H2O,
5 ìã ZnSO4�7H2O, 0.75 ìã MnSO4�H2O, 50 ìã áèîòèíà è
10 ã ãëèöåðèíà.

Äëÿ èíäóêöèè ýêñïðåññèè ãåíà ÈÔÍ-g áûêà (IFNG),
íàõîäÿùåãîñÿ ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà AOX1, êëåò-
êè äðîææåé ïåðåíîñèëè â ñðåäó, ñîäåðæàùóþ â êà÷åñòâå
èñòî÷íèêà óãëåðîäà âìåñòî ãëèöåðèíà ìåòàíîë â êîíöåíò-
ðàöèè 1 %. Äëÿ ñåëåêöèè òðàíñôîðìàíòîâ, èìåþùèõ ôå-
íîòèï Mut– è ðàçëè÷àþùèõñÿ ñíèæåíèåì ñêîðîñòè ðîñòà
íà ñðåäå ñ ìåòàíîëîì, èñïîëüçîâàëè ìèíèìàëüíóþ ñðåäó
ñ ìåòàíîëîì â êîíöåíòðàöèè 0.5 % â êà÷åñòâå åäèíñòâåí-
íîãî èñòî÷íèêà óãëåðîäà. Ïðè âûðàùèâàíèè øòàììà
GS115, íåñóùåãî ìóòàöèþ â ãåíå HIS4, â ñðåäó äîáàâëÿëè
20 ìã ãèñòèäèíà íà 1 ë ñðåäû. Ïðè ðàáîòå ñ ÷àøêàìè Ïåò-
ðè âî âñå ñðåäû äîáàâëÿëè 20 ã àãàðà íà 1 ë ñðåäû.

Âûäåëåíèå ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, òðàíñôîðìàöèþ áàêòå-
ðèé è äðîææåé, ïîëèìåðàçíóþ öåïíóþ ðåàêöèþ (ÏÖÐ)
ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó (Ãëîâåð, 1988).
Ýëåêòðîôîðåç ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, à òàêæå ãèäðîëèç ÄÍÊ
ýíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèêöèè ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé
ìåòîäèêå (Ìàíèàòèñ è äð., 1984) â óñëîâèÿõ, ïðåäëàãàå-
ìûõ ôèðìîé-ïðîèçâîäèòåëåì (Fermentas, Ëèòâà). Âûäåëå-
íèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ èç àãàðîçíîãî ãåëÿ îñóùåñòâëÿëè
ïðè ïîìîùè ñîîòâåòñòâóþùåãî íàáîðà ðåàêòèâîâ è ìåòî-
äèêè, ïðåäëàãàåìîé ôèðìîé-ïðîèçâîäèòåëåì (Fermentas,
Ëèòâà).
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Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ï î ë ó ÷ å í è å í à ò è â í î ã î è ì î ä è ô è ö è ð î â à í-
í î ã î ã å í î â I F N G á û ê à. Èçâåñòíî, ÷òî óäàëåíèå
10 àìèíîêèñëîò ñ Ñ-êîíöà ìîëåêóëû ÈÔÍ-g ÷åëîâåêà íå
âëèÿåò íà áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü áåëêà, à, íàïðîòèâ,
âåäåò ê ïîâûøåíèþ åãî ñòàáèëüíîñòè, ïîñêîëüêó ïîâû-
øàåò óñòîé÷èâîñòü ê äåéñòâèþ ïðîòåàç (Ìèðîøíèêîâ è
äð., 2005). ×òîáû ïðîñëåäèòü ñóäüáó ìîäèôèöèðîâàííîãî
òàêèì îáðàçîì ÈÔÍ-g áûêà â êëåòêàõ äðîææåé, íàìè áûë
ïîëó÷åí ãåí, êîäèðóþùèé ýòîò áåëîê, ñ òàêèìè æå èçìå-
íåíèÿìè.

Íàòèâíûé è ìîäèôèöèðîâàííûé ãåíû IFNG áûêà ïî-
ëó÷àëè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå ìàòðèöû

ïëàçìèäó pBIG. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ íàòèâíîãî ãåíà IFNG
áûêà èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ ñëåäóþùèå îëè-
ãîíóêëåîòèäû: ïðÿìîé 5R-CGGGATCCAAACGATGCAG-
GGCCAATTTTT-3R è îáðàòíûé 5R-CATGCCATGGATGC-
TCTTCGACCTCGAAAC-3R. Îòæèã ïðàéìåðîâ ïðîâîäèëè
1 ìèí ïðè 41 °Ñ â òå÷åíèå 30 öèêëîâ.

Èñïîëüçóÿ îëèãîíóêëåîòèäû òàêîãî ñîñòàâà, ìû ïîëó-
÷èëè ãåí IFNG íàòèâíîãî èíòåðôåðîíà, èìåþùèé ñàéòû
óçíàâàíèÿ äëÿ ðåñòðèêòàçû BamHI (GGATCC) íà 5R= êîí-
öå è äëÿ NcoI (CCATGG) íà 3R= êîíöå.

Èñõîäÿ èç ãîìîëîãèè ÈÔÍ-g ÷åëîâåêà è áûêà
(http://au.expasy.org/sprot/) äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãåíà IFNG-D30
áûêà, èìåþùåãî ìîäèôèêàöèþ íà Ñ-êîíöå, íàìè áûë èñ-
ïîëüçîâàí ïîäõîä, àíàëîãè÷íûé ðàíåå ïðåäëîæåííîìó

Ñèãíàë ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè g-èíòåðôåðîíà áûêà îáåñïå÷èâàåò òðàíñëîêàöèþ áåëêà 865

Ðèñ. 1. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ïëàçìèä pBIG-GFP è pBIGd10-GFP.

1 — îáðàáîòêà âåêòîðà pPIC9 ýíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèêöèè BamHI è EcoRI, 2 — ïîëó÷åíèå íàòèâíîãî è ìîäèôèöèðîâàííîãî ñòðóêòóðíûõ ãåíîâ ÈÔÍ-g
áûêà è ãåíà GFP, 3 — ïîëó÷åíèå ïëàçìèä pBIG-GFP è pBIGd10-GFP.



Ìèðîøíèêîâûì ñ ñîàâòîðàìè (2005). Â êà÷åñòâå ïðàéìå-
ðîâ äëÿ ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå îëèãîíóêëåîòèäû:
ïðÿìîé 5R-CGGGATCCAAACGATGCAGGGCCAATTT-
TT-3R è îáðàòíûé 5R-CATGCCATGGATGCAGAACCCTT-
CCTT-3R.

Îëèãîíóêëåîòèäû áûëè ïîäîáðàíû òàêèì îáðàçîì,
÷òîáû àìïëèôèöèðîâàííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà ñî-
äåðæàëà íà 5R= è 3R= êîíöàõ ñàéòû óçíàâàíèÿ äëÿ ýíäîíóê-
ëåàç ðåñòðèêöèè BamHI (GGATCC) è NcoI (CCATGG) ñî-
îòâåòñòâåííî. Îòæèã ïðàéìåðîâ ïðîâîäèëè 1 ìèí ïðè
41 °Ñ â òå÷åíèå 30 öèêëîâ. Ðåçóëüòàò êîíòðîëèðîâàëè ïðè
ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè áûë ïîëó÷åí ãåí ÈÔÍ-g áûêà,
èìåþùèé ñëåäóþùèå èçìåíåíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ íàòèâ-
íûì:

130 140
ÈÔÍ-g ...ArgLysArgLysArgSerGlnMetLeuPheArgGlyArgArg AlaSerMet,
ÈÔÍ-g (D10) ... ArgLysGlySerAlaSerMet.

Ñ î ç ä à í è å ê î í ñ ò ð ó ê ö èé, î á å ñ ï å ÷ è â à þ ù è õ
ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ í à ò è â í î ã î I F N G è ó ê î ð î ÷ å í-
í î ã î I F N G - D 3 0 ã å í î â á û ê à ñ î â ì å ñ ò í î ñ ã å-
í î ì G F P â ê ë å ò ê à õ ä ð î æ æ å é P . p a s t o r i s . Ãåí
GFP àìïëèôèöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ. Â êà÷åñòâå ìàò-
ðèöû èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäó pEGFP-C3. Äëÿ àìïëèôè-
êàöèè ãåíà GFP èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïðàéìåðû:
ïðÿìîé 5R-CATGCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC-
TG-3R è îáðàòíûé 5R-GGAATTCATTACTTGTACAGCT-
CGTCC-3R. Îòæèã ïðàéìåðîâ ïðîâîäèëè 1 ìèí ïðè 39 °Ñ

30 öèêëîâ. Îëèãîíóêëåîòèäû áûëè ïîäîáðàíû òàêèì îá-
ðàçîì, ÷òîáû àìïëèôèöèðîâàííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ãåíà GFP ñîäåðæàëà íà 5R= è 3R=êîíöàõ ñàéòû óçíàâàíèÿ
äëÿ ýíäîíóêëåàç ðåñòðèêöèè NcoI (CCATGG) è EcoRI
(GAATTC) ñîîòâåòñòâåííî.

Ïðîäóêòû ÏÖÐ íàíîñèëè íà 0.7%-íûé àãàðîçíûé ãåëü
è âûäåëÿëè ôðàãìåíòû ÄÍÊ ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàçìåðîâ
(îêîëî 800 ï. î. äëÿ ãåíà GFP è 390—420 ï. î. äëÿ ãåíîâ
IFNG-D30 è IFNG ñîîòâåòñòâåííî). Â êà÷åñòâå âåêòîðà
èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäó pPIC9, îáðàáîòàííóþ ýíäîíóê-
ëåàçàìè ðåñòðèêöèè BamHI è EcoRI. Ãåí GFP îáðàáà-
òûâàëè ýíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèêöèè NcoI è EcoRI, à ãåíû
IFNG-D30 è IFNG — BamHI è NcoI. Âåêòîð è äâà âñòðàè-
âàåìûõ â íåãî ôðàãìåíòà ëèãèðîâàëè ïðè ïîìîùè
ÄÍÊ-ëèãàçû ôàãà Ò4. Ñõåìà êîíñòðóèðîâàíèÿ ïðèâåäåíà
íà ðèñ. 1.

Ïîëó÷åííûìè ëèãàçíûìè ñìåñÿìè òðàíñôîðìèðîâàëè
êëåòêè E. coli è âûñåâàëè èõ íà ÷àøêè ñî ñðåäîé LB, ñî-
äåðæàùåé àìïèöèëëèí â êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë. Èç
òðàíñôîðìàíòîâ âûäåëÿëè ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ è ïðîâåðÿëè
íàëè÷èå âñòðîéêè IFNG/GFP ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêöèîííî-
ãî àíàëèçà. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè ðåñòðèêòàçû BamHI è
EcoRI. Â ñëó÷àå èñêîìîé ÄÍÊ îæèäàëè ïîëó÷èòü ôðàã-
ìåíòû 1190—1220 ï. î., ñîîòâåòñòâóþùèå ãåíó IFNG-D30
è ãåíó IFNG, ñøèòûì ñ ãåíîì GFP, è 7800 ï. î., ñîîòâåò-
ñòâóþùèé âåêòîðó pPIC9, ëèøåííîìó ôðàãìåíòà ãåíà
MFa äðîææåé S. cerevisiae, êîäèðóþùåãî ñèãíàëüíûé
ïåïòèä. Ïî ðåçóëüòàòàì ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà, ïîëó-
÷åííûå ïëàçìèäû pBIG-GFP è pBIGd10-GFP ñîäåðæàò
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Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ íàòèâíîãî (G115/pBIG-GFP) è ìîäèôèöèðîâàííîãî (GS115/pBIGd10-GFP) ÈÔÍ-g áûêà â êëåòêàõ äðîææåé
Pichia pastoris.

à — G115/pBIG-GFP, á — GS115/pBIGd10-GFP (ïîëÿðèçàöèîííî-êîíòðàñòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ), â — G115/pBIG-GFP, ã — GS115/pBIGd10-GFP (ôëóî-
ðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ). Ñòðåëêàìè óêàçàíû îêðàøåííûå ÿäðà.



ôðàãìåíòû ÄÍÊ, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ íàòèâíûé ãåí IFNG
è óêîðî÷åííûé ãåí IFNG-D30 áûêà, ñøèòûå ñ ãåíîì GFP.
Ïîëó÷åííûå ïëàçìèäû èñïîëüçîâàëè äëÿ òðàíñôîðìàöèè
øòàììà äðîææåé P. pastoris GS115.

Ï î ë ó ÷ å í è å ø ò à ì ì î â ä ð î æ æ å é P . p a s t o ri s,
ñ è í ò å ç è ð ó þ ù è õ õ è ì å ð í û å á å ë ê è È Ô Í - g/G F P
è È Ô Í - g (D 1 0 ) / G F P. Äëÿ èíòåãðàöèè ýêñïðåññèîííîé
êàññåòû â õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ êëåòêè-õîçÿèíà ïåðåâîäèëè
ðåêîìáèíàíòíûå ïëàçìèäû pBIG-GFP è pBIGd10-GFP èç
êîëüöåâîé ôîðìû â ëèíåéíóþ. Äëÿ ýòîãî ÄÍÊ îáðàáàòû-
âàëè ðåñòðèêòàçîé BglII, à çàòåì òðàíñôîðìèðîâàëè
øòàìì P. pastoris GS115. Ïðè ýòîì ëèáî ãåí IFNG âñòðàè-
âàåòñÿ â ëîêóñ ÀÎÕ1 çà ñ÷åò ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè,
ëèáî ïðîèñõîäèò çàìåùåíèå ìóòàíòíîãî ãåíà his4 íà ñî-
îòâåòñòâóþùèé ãåí äèêîãî òèïà èç ýêñïðåññèîííîé êàññå-
òû. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ òðàíñôîðìàíòû ïðèîáðåòàþò ñïî-
ñîáíîñòü ðàñòè íà ñðåäå áåç ãèñòèäèíà, îäíàêî òîëüêî èí-
òåãðàíòû ïî ëîêóñó ÀÎÕ1 èìåþò ðåçêî ñíèæåííóþ
ñïîñîáíîñòü ðàñòè íà ñðåäå ñ ìåòàíîëîì. Ïîýòîìó êëîíû
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, âûðîñøèå íà ñåëåêòèâíîé
ñðåäå áåç ãèñòèäèíà, ïåðåïå÷àòûâàëè íà ñðåäó ñ ìåòàíî-
ëîì â êà÷åñòâå åäèíñòâåííîãî èñòî÷íèêà óãëåðîäà è îòáè-
ðàëè íóæíûå êëîíû (ôåíîòèï His+Mut–).

Î ï ð å ä å ë å í è å â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î é ë î ê à ë è-
ç à ö è è õ è ì å ð í û õ á å ë ê î â È Ô Í - g / G F P è
È Ô Í - g ( D 1 0 ) / G F P. Øòàììû äðîææåé P. pastoris
GS115/pBIG-GFP è GS115/pBIGd10-GFP âûðàùèâàëè â
óñëîâèÿõ èíäóêöèè ñèíòåçà ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ.
Èäåíòèôèêàöèþ íàëè÷èÿ è ìåñòîïîëîæåíèÿ ãèáðèäíûõ
áåëêîâ (íàòèâíîãî è óêîðî÷åííîãî ÈÔÍ-g áûêà, ñøèòûõ ñ
áåëêîì GFP) â êëåòêàõ äðîææåé ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè
ìèêðîñêîïà Leica DM6000 B, îáîðóäîâàííîãî öèôðîâîé
êàìåðîé Leica DFC500, â ðåæèìå ýïèôëóîðåñöåíöèè.

Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 2, ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî íàòèâíûé ðåêîìáèíàíòíûé ÈÔÍ-g áûêà â
äðîææåâîé êëåòêå ïðåèìóùåñòâåííî ëîêàëèçîâàí â ÿäðå,
òîãäà êàê ìîäèôèöèðîâàííûé ÈÔÍ-g áûêà, ëèøåííûé
10 àìèíîêèñëîò íà Ñ-êîíöå, êàê ïðàâèëî, ðàâíîìåðíî ðàñ-
ïðåäåëåí â öèòîïëàçìå. Ýòî ïîäòâåðæäàåò ãèïîòåçó, cî-
ãëàñíî êîòîðîé ñèãíàë ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè âûñøèõ
ýóêàðèîò âûïîëíÿåò ñâîþ ôóíêöèþ â êëåòêàõ íèçøèõ,
ò. å. ÿâëÿåòñÿ êîíñåðâàòèâíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ. Ýòè
ñâåäåíèÿ íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü â ðàáîòàõ ïî ãåòåðîëî-
ãè÷íîé ýêñïðåññèè, òàê êàê ïîïàäàíèå ÷óæåðîäíîãî áåëêà
â ÿäðî êëåòêè-ïðîäóöåíòà ìîæåò îêàçûâàòü íåãàòèâíîå
âëèÿíèå, ïîñêîëüêó ñóùåñòâóåò âåðîÿòíîñòü åãî ó÷àñòèÿ â
ðàçëè÷íûõ ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîöåññàõ êëåòêè õîçÿèíà.
Ïîäîáíîå ÿâëåíèå áûëî ïîêàçàíî íà ïðèìåðå íåãàòèâíîãî
âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè äðîææåé S. cerevisiae ãåòåðîëîãè÷-
íîãî ÈÔÍ-b ÷åëîâåêà, ïðîäóêöèÿ êîòîðîãî ïðèâîäèò ê
íàðóøåíèþ ôóíêöèé ìèòîõîíäðèé â êëåòêå õîçÿèíà,
ïî-âèäèìîìó, çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ ñ öèòîçîëüíûìè
áåëêàìè äðîææåé, èìåþùèìè ôèáðîíåêòèíîâûå ïîâòîðû
(FNIII), êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò â ýêñòðàêëåòî÷íûõ äîìå-
íàõ ðåöåïòîðîâ èíòåðôåðîíîâ (Ïàðôåíîâà è äð., 2002).

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå äàííîé ðàáîòû áûë ïî-
ëó÷åí ìîäèôèöèðîâàííûé ãåí IFNG-D30 áûêà, êîòîðûé
êîäèðóåò ñòðóêòóðó ÈÔÍ-g áûêà, íåñóùåãî äåëåöèþ
10 àìèíîêèñëîò íà Ñ-êîíöå, à òàêæå ãåíåòè÷åñêèå êîíñò-
ðóêöèè, îáåñïå÷èâàþùèå ýêñïðåññèþ íàòèâíîãî è ìîäè-
ôèöèðîâàííîãî ãåíîâ IFNG áûêà ñîâìåñòíî ñ ãåíîì GFP
â êëåòêàõ äðîææåé P. pastoris. Ïðè ïîìîùè õèìåðíûõ
áåëêîâ ÈÔÍ-g/GFP è ÈÔÍ-g(D10)/GFP ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ñèãíàë ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè ÈÔÍ-g áûêà âûïîëíÿåò

ñâîþ ôóíêöèþ â êëåòêàõ äðîææåé, òîãäà êàê åãî îòñóòñò-
âèå ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ãåòåðîëîãè÷íûé ïðîäóêò îñòàåò-
ñÿ â öèòîïëàçìå.
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NUCLEAR LOCALIZATION SEQUENCE OF BOVINE GAMMA-INTERFERON
PROVIDES TRANSLOCATION OF RECOMBINANT PROTEIN TO YEAST

PICHIA PASTORIS CELL NUCLEUS

A. E. Gradoboeva, M. V. Padkina
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e-mail: agrad74@mail.ru

It is known that heterologous protein production in microorganisms has negative influence upon a host cell.
In this regard, of particular interest is to know the fate of recombinant proteins in a cell. In this study, it was
shown that NLS of bovine gamma-interferon functions in yeast Pichia pastoris cells. The absence of the C-ter-
minal NLS of bovine gamma-interferon leads to cytoplasmic localization of the recombinant protein.
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