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От редактора перевода

Книга, которую пи держите и руках, -  это превосходное руководство но 
моиекулярнои биотехнологии с подробным изложением ее принципов, 
ме галоп и сфер применения. К иен обобщен многолетий опыт чтения 
лекций по этому предмету студентам разных спецкаякностеН одного из 
ведущих университетов Канолы. До сих пор г< нашей стране не было oie- 
чествеиных или лере полны х  ичдапий, которые одновременно охгсгшпжти 
бы псе радели биотехнологии и псе объектыг к которым приложимы 
биотехнологические методы: микроорганизмы, растения, животные, и 
том числе и человек. А между гем потребность u iaxovt учебнике весьма 
велика, поскольку биогсхиолошп входит п круг интересов предстиыпе 
лей многих специальностей, имеющих разное базовое образование.

Учебник пост|Н)си таким образом и н а т к а н  такам языком, что им мо 
гут аользовагься студент и-биологм , химики и даже Судушие врачи. По 
каждой теме лаю тся ссылки на работы, и которых представлены оптн 
пильные методики конструирован ил ре к о м б и н а т н и х  организмов, и с 
следования их функционирования. определения качества и калнчесггш 
целевых п р о д у к та . T c k c i прерывается пиаиками, названными ♦Важная 
веха**. О н и  представляют собой рефераты ключевых научных статей, xt>- 
юрыс лсНсзшис/шгос юли важными вехами В И с юра и современной био
технологии.

Киша сеч. I опт из четырех час гей. В первой из них четко и ясно м но
жены основы молекулярной биологии, НО ширин речь идее о молекуляр
ной биоте л молений микроорганизмов, и гретьей -  ибислехншкшш эука- 
риошчсских систем, в том числе человека (молекулярная генешкл 
человека и iсиная терапия). Особый интерес для российского читатели 
предел дилис т чешертяя чле н., посаяшснная контролю и патентованию и 
области милскулмриоИ биотехнологии. Эги вопросы почти не «aipaiHha- 
ются ни п учебниках, ни вобразовательном процессе п нашей страде, хо
ти п биотехнологии, как и п любой прикладной науке, новые разработки 
дают дивиденды только в том случае, когда они lanuuncnu патентом Ан
горы обсужлдют зако!кутительнуюбазу использовании генкомнженерных 
продуктов в пишевон и фармацевтической промышленности, примене
ния рскомбикаит)Iых организмов в сельском хозяйстве, нормали иные ак
ты. относящиеся к предварительным испытаниям этих организмов, треЪо- 
вании, предъявляемые к ним при крупномасштабном применении 
Детально рассматринаются правила патентования впервые ссквеииро-
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нанмых иослсдомггсльноспзй Д Н К , а также результатов Ожпс*милел нчс 
скнх р*тфл6оток п случае хнюгокл сточных оргащ пм оп, Зшеяючтттслыгмй 
гспг.гл посиншеи юридическим аспектам генной терапии как соматиче
ских клеток, так и клеток зарольниспоП линии, клоииром нпи целых ор- 
ганизмон. и том числе и человека. Очень ценной ягинетси также ин
формация об особенностях патентной практики п разных стрных, «его 
исключительно сдано для иролпиАсних огсчестпснпмх 1смнои11жснср~ 
ных пролуктои 11:1 niicininui рынок.

Книга чрезвычайно полета как с гу л е н ш  ратных слгаиллиюстсй. 
которым читается курс биотехнологии, гак и С1еешшлистам-ирлк п1кам

//. А. Н/>мнчкий



Марике -  с благодарностью за то . 
что она Марика

L  Р Г.

Л  ш и  -  г  йоагодарпоетш за асе 
Лж . Дж . П.

Предисловие

За четыре года, прошедших со времени выхода и свет первого издания 
книги •Молекулярная биотехнологии* принципы и применение», и 
области биотехнологии было сделано огромное количество открытий 
На рынке помнилось ыножссшо новых геннониженерних продуктов 
(например, памигн и лекаре шейных препаратов). Рутинной практи
кой клинических лабораторий стало использование иммунологиче
ских методов диагностики и методой, основанных на применении по 
лимерааной цепной реакции. Открыты и охарактеризованы многие 
гены, ассоциированные с различными заболеваниями человека, 
неизмеримо возрос объем клинических испытаний и области генной 
герапнп. Построены подробные генетические и физические к а р т  
хромосом человека; пнериыг из дифференцированной соматической 
клетки клонировано жизнеспособное млекопитающее. Производство 
одного из трансгенных растений, сои. поставлено на коммерческую 
оснопу.

И первом издании мы описали приниппы и применение молскуляр- 
мой биотехнологии в широком биологическом контексте в той фор
ме, которая представлялась нам наиболее интересной и информатив
ной С  тех мор мы получили много полезных замечаний от наших 
коллег, аспирантов и студентов из разных стран. Стараясь сохранить 
прежний подход и вто  же время удовлетворить пожелания многих чи
тателей. мы обновили, расширили и существенно переработан! нашу 
книгу. Мы надеемся, что нам удаюсь передать ту волнующую атмо
сферу, в которой совершаются открытия в молекулярной биотехноло
гии. и и ю  же время ясно изложить ее основы, разъяснить смысл сов
ременных открытий и и», как их можно использовать для * производства 
товаров и услуг*. В книге появилась новая глава, где рассмотрены мик
роорганизмы. обычно использующиеся и молекулярной биотехноло
гии Кроме того, отдельная глава посвящена описанию основ молеку
лярной биологии. Змичщельио расширены главы по молекулярной 
генетике человека, генной терапии, биотехнологии растений, охваты
вающие самые последние достижении в этих областях. Псресмогрсны 
главы, поспяшсшшс диагностическим системам и вакцинам. Кроме 
того, примерно в 1.5 раза увеличено число рисунков и таблиц, обнов
лен и расширен словарь гермином. Как мы надеемся. это позволит
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лучин: ПОМНП. >кспсримс»11.111|ИЫ1- подходы >1 важные теоретические 
концепции. Несмотря ид вес эти изменения мы нос (дрались сохранить 
стиль изложении -  свободный стт лабораторного жаргона и *ЛРУжс- 
любный но отношению к читателю» -  сделавший первое издание кни
ги СТОЛЬ популярных!.

Мы очень признательны сотрудникам ASM Prusx. прежде всего Кен 
April, Susan Birch, Greg Payne. JelTHoltmcier. за их посюинную ломишь и 
поддержку, «также Susan Schmidlcr ы пре посходим, как всегда. офоры- 
лскис книги. Особая наша благодарность Ken April:*з неизменное внима
ние к рукописи и большое терпение в оГииснип с нами.

КернарО Р Pius 
Дж ихДж . Паапе/упаа



Предисловие 
к первому изданию

Молекулярная Оиотсхшиюгия как новая область исследовании сформи
ровалась и койне 1770-к гт. на п и ке  технологи к ре комби» сипи мч Л И К  и 
традиционно*! промышленной микробиологии Современное общество 
неплохо осведомлено О ПробЛСМПХ молекулярной бИОТСХНОЛОГИИ. Так 
или иначе об тгсА науке знают практически не с  К to-то видел фильм 
• Парк Юрского периода»с его потрясающими, искусно илрисованимми, 
но совершенно несостоятельными с научной точки зрения «клонирован- 
иими* линострлчи Кто-то прочитан п га игтач о том, что на рынке поя
вились новые. •Гжо1еХ1и>л<>1ические* помидоры с большим сроком чра 
нения. Л  кто-то слышал рассуждения критически настроенного знатока i» 
страшных последствиях генной инженерии, ожидающих нас и булуикм 
В /том книге мы попытаемся объяснить, что собой представляет уга на
учная дисциплина на самом лсле, как проводятся биотехнологические 
исследования к как они мокут поалинть |ш нашу ж ить.

Книга -Молекулярная биотехнилогия: принципы и применение» на
писана как учебник но биотехнологии, технологии рекомбинантных 
Л И К  и тонной инженерии В ес основу тюложеи курс лекции но биотсх- 
1ШЛОШН. млтирыЛ мы читали на прсгтожгиим 12 лет студентам старших 
курсов и аспиратам биологических и инженерных специальностей Уни
верситета Ватерлоо. Книга ирелнпзначенл для студентов, 'знакомых с ос 
нонами биохимии, молекулярной генетики и микробиологии, хотя мы 
понимаем, чти вряд пи они успели оевтгть вес Л И  ЛИСЦИПЛИНЫ/Ю того, 
кик нлчалн шипм^и ься биотехнологией. Поэтому, приступая к тло ж с 
мню ТОЙ ИЛИ иной темы, мы сначала рассматриваем ес основы и лишь и* 
тем переходим к лстлим .

Главное внимание и юнне уделено тому, как с помощью технологии 
рекомбинантных Д Н К  можно создавай. нужные человеку продукты. Там. 
где это возможно, мы стирались проиллюстрировать основные теорети
ческие концепции конкретными результатами и мс панками, уже приме 
итюшимися на практике. И  » лавинообразного потока научных публика
ций мы выбирали в качестве примеров тс работы, которые не только 
налюстрируют определенные положения, но и формируки у читателя 
ПК'РДУТО научную Гкго . ПО ИЮЛЯинцую CM)* opilcHIlfpofumCM Г УЗХОСЛСЦИ 
ильных вопросах молекулярной биптнологм и. Конечно, мы понимаем, 
чю зга область исследований раэвивымси чрезвычайно нысню и некою-
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рис из наших примеров могут оказаться усгзрспшими к тим> пре м с ни, 
котла клип» иыЛдет и спет.

Очень часто каучние рпбошики -  нс паж но. о какой области науки 
itirr речь, и повседневном общении, на конференциях, в xtmc перепис
ки используют специфическую терминологию, прошс говоре, жаргон 
Мы старались обойтись бел нею и во многих случаях намеренно давали 
словесное описание явления или процесса taw. где. прибегал к лакоиич 
ному AUprtHiy. ми МОГЛИ бы СЭКОНОМИТЬ немало слои. Для ОНИОШНИ ОДНО
ГО и two же явлении ь любой области исследований существую? синоми 
мы Так, термины «технология рскомбиш1гтных Д Н К », «клонирование 
генов» и «генная инженерия» очень б и тки  по смыслу*. Когда в тексте 
впервые пошиишея важный гермнн. мы длппли в скобках СП» СИНОНИМ 
или эквивалентное выражение. Ос вон и. терминологию читателю помо
жет больший словарь терминов п компе книги.

Каждая глава завершается лнлреЧжым резюме и списком вопросов для 
повторении. Мы подеемся, что *ло поможет усвоить прочитанное. Вес клю
чевые клеи иллюстрируются пцдгельно подобранными цветными рисунка
ми (всею их более 2СО); мы убеждены, »rro «шин рисунок может ска инь 
больше. нсжс;п! тысяча слоя. Гл. I знакомит читатели с оспинами молску 
лирной Гшшгхнилосни и некоторыми коммерческими ясностями. аследую
щие пять глав (гл. 2 -6 ) -  с сс методологией. Все имеете л и  главы подюто- 
внт читателя к восприятию материала всех поыедуницих глав. В гл. 7-12 
части II рассмотрены способы получения ценных метаболитов, вакцин, лс- 
к л реп пенных всшсстп и продуктов, испил ыующнхен АЛИ ДИАГНОСТИКИ, а 
также методы бмодегридипши удобрений и пестицидов. В гл. 13 описали 
способы крупномасштабного культивирования т 1етн«иски мтмгпениых 
микроорганизмов с целью получения коммерческих продуктов Часть. III 
иосшшска молекулярнойбиотехнологии растении и животных (гп. 14 и 15). 
Гл. 16 и 17 знакомит читателя с применением технологии рекомбинантных 
/ШК.'инидентификации tenonчеловека,слпетствсиных за рии'шис неко
торых «iGoncimiiHtt. и подходами к icniton терапии. В последней. IV' части 
рассмотрены вопросы регламентации исследований п области молекуляр
ной биотехнологии, оформления патентов ни эпичны е продукты и изо
бретении.

В конце каждой главы есть список литературы. В нем могут содержаться 
ссылки, не упоминаемые в сомой главе. Иногда мы давали выдержки из ста
тей или презспишяли данные в собственном изложении Раяуяестся, xiw 
несем полную ответствен н о сть » вес неточности »ыи не совеем корректные 
тршегоямем, которые при этом могли возникнуть, хотя и надеемся, что иам 
удилось ‘лого избежать. Слиски лшпероггуры включают ссылки и на работы 
более общего характера, способствующие лучшему усвоению м*«tсрыла.

Благодарности
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Ч А С Т Ь

Основы
молекулярной
биотехнологии

М
о лекулярная би оте хн о ло гия —  л и  увлекательней
шая область научных исследований, с  noMii.ictт е м  
к о  ю р ой произош ел настоящ им переворот во ю а и - 

м оогнош ениях человека с ж ивой природой . В се основе л е 
ж ит перенос с;\ин1щ  наследственности (гем ов) и:» о дн о го  о р 
ганизма п д р у го й , осущ ествляем ы й м етодам и ге н н о й  
инж енерии (техн о ло ги я реком бинантны х Д Н К ) .  В б о ль ш и н 
стве случаен целью  такого переноса начнется создание н о во 
го  продукта  и ди  получение уже известного п р о дук та  к п р о 
м ы ш ленны х масштабах. В ч. I мы познакомим читателя с 
ко нцепци ям и м олекулярной би оте хн о ло гии  и тем и м икро
организм ам и, которы е в ней использую тся, с  основами мо
л е к у л я р н о й  б и о л о ги и  и м етодо ло ги ей ре ко м б ин а н тн ы х 
Д Н К  б уд у т описаны  такие методы , как хим ический синтез 
генов, полим еразная ценная реакция ( П Ц Р ) ,  определение 
н ук ле о ти дн о й  последовательности (секвенирование) Д Н К .  
П ом им о успеш н о го  кло н иро ван и я нуж но го  гена очень важ
но  обеспечит», его правильное ф ункциони рование в о р га и и з- 
ме нового хозяина, но /тому мы остановим ся также на сп о со 
бах оптим изации работы к ло н и р о в а ш ш х  »снов в п р о - и 
эукариотических системах. И  н ак о н ец , мы рассм отрим , как 
мож но у л у ч ш и ть  свойства конечны х пр о дук то в , м о ди ф и ц и 
руя клонированны е гены  путем введения в них сп ециф и че
ских нуклео ти дн ы х замен (м утагенез in vitro ). В целом мате
ри ал, излож енны й в первой части, служ и т ф ундам ентом , 
которы й позволяет п о н я ть  различны е аспекты  конкретны х 
прим енений м олекулярной бнотсх ПОЛОГ ИИ.
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Молекулярно-биотехнологическая
революция

Технолога* реком бинанты * Д Н К

15 октября 19HU г. на Нью-Йоркской фондовой 
бирже upon мнило шамсннтсльмос событие: уже 
vcpci 20 минут после начала lopiou стоимость 
одной акции 0иотсхноло1мчсскон компании 
Gcncntcch поднялась с 35 до 89 долларов. »то  
бы I рско|гдный дли того времени скачок цен на 
акции коммерческою предприятии. К моменту 
шкрытия торги» и тот день цена одной акции 
Gcncntcch составляли 71,25 лоллард, а стои
мость всех 528 тысяч акций была столь басно
словно высока, что мелкие инвесторы, собирав
шиеся приобрести небольшой пакет акций, нс 
имели никаких шансов.

По-видимому, эгп) б ил первый случаи в исто
рии. когда о начале великой технологической ре 
ЮЛИЯ ill и BU-.BCCIII.I (гирле IKMI колокол. В 1980 г., 
когда фирма Gcncntcch впервые предложила об 
шестку свои акции, это была небольшая компа
нии и Калифорнии. п течение четырех лет ус
пешно работавшая над проблемой получения 
рекомбинантных Д Н К . Задка сода до этого уче
ным компании уте юс ь выдел и I». фратмсты ге
на ((юслсдомггсльносгн Д Н К ), кодирующие че
ловеческий инсулин, и перенести их в 
генетические ж м о гги  (клонирующие некто 
ры), способные реплицироваться в клетках 
обычной кишечной палочки (Escherichia соЧ) 
Эш бактериальные k  i c i u i  работали как бноло- 
Г1Р1ССКНС фабрим» по про»! люде» ну ЧСЛОвСЧОСЖО- 
ю инсулина, который мосле соответствующей 
очистки мог ислольхиипъсп как лекарственный 
препарат для больных диабетом, дающих аллер
гическую реакцию иа свиной инсулин. Еще лс 
сеть лет начал такое рлтяитиг событий лрелега*-

лилось перед 1Модм, но сситднл все это стило 
ипо.тс привычным.

ГоловокружнтелкныП шлет стоимости акций 
компании Gcncntcch предопределился как реаль
ной оценкой потенциала тсхнолопти ре комби-  
иашных Л И К . так и мечтами о будущих возмож
ностях Многие думали, что кован технология 
станет тем pottni изобилия ЧХ века, которыт» на
поит и накормит всех желающих. 2Ии мечты пелд- 
шгтывались энтузиазмом газетных и журнальных 
публикаций и телевизионных репортажем, подо- 
»ре нал и с». актiuiiiocim o  биржевых брокеров и на- 
учно-фштастнческими сюжетами. Воображение 
будоражили полчища удивительных микробов, 
I метении и животные, сох burnt, с человеком. Эн
тузиасты предрекали, что темнот* денерные ми
кробы вытеснят химические удобрения, будут 
уничтожать разливы нефти, iiombntui jkictcmiih с

передающимися по наследству устойчивостью к 
вредителям и исключительно высокой питатель
ном ЦСН190СГЫ0: буду » созданы ССЛЬСКОХОшГН.1- 
венные животные, более и)*) «скинию усваиваю 
ти с  пищу, быстро прибавляющие I» весе II 
дающие нежирное мясо. Казалось, что кольско 
ро конкретные биологические свойства обуслов
ливаются одним или несколькими генами (еди
ницами 1тслслстнен11ос1И),со'злш«пе opiuitu змои 
с новым генетическим устройством не составит 
труда. И в самом деле, хотя шумиха, поднятая по
врут поной технологии, были не совсем адекшп- 
1ЮЙ, увлечение этой идеей имело основания 
Прошло немногим более пиппешлтм лет. и мио- 
ш г наиболее ратумные проект и  стаям реально
стью. Вспоен книге мы расскажем о том, кдх это 
произошло и каковы перспективы применения 
техиологни рекомбинантных Л И К .
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Стратегия переноса функциональной едини
цы наслслст вен мости (гена) m  одного оргдииз 
мл и другой былд разработана американскими 
ученмми С тэ н л и  К оэном  и  I ербертом Бойером 
а 1973 г. И  Коэну, и Бойеру, и многим другим 
было ясно, что технология рекомбинантных 
Д Н К  предоставляет огромные возможности. 
Как и то время отмечал Коэн, ♦. .есть надежду 
что удастся ввести в {бактериальную k tc ik y I 
L  coti гены, ассоциированные с метаболическн- 
ми и л и  синтетическими функциями, присущи 
ми другим биологическим вилам, например ге
ны фотосинтеза или  продукции антибиотиков*.

Однлко одн им  ш  первых откликов научного 
мира на создание новой технологии бы." ыоргпть 
рий на нскогорие биотехнологические экспери
менты, считавшпссв потешншлыи) опасными 
Запрет на собственные исследования был про
возглашен группой молекулярных биологов, 
включал Колю  и Бойера. Они считали, чш объ 
слииснис генов, происходящих из двух разных 
организмов, может случайно привести к созаа- 
нию новою организма с нежелательными и 
опасными свойствами. I (рошло несколько лет. у 
ученых накопился опыт работы с новой техно
логией, были согласованы инструкции по обес
печению безопасности этих работ, и стрости по
степенно улеглись Временное прекращение 
реализации некоторых научных проектов, свя
занных с рскомбинантиыми Д Н К . нс умсныпн- 
ло энтузиазма генных инженеров. Новая техно
логия продолжает привлекать беспрецедентное 
внимание как со стороны общественности,так и 
со стороны ученых.

Весть о кюнириеанин генов, осуществленном 
Коэном и Бойером, обистсла весь мир Многие 
исследователи немедленно оценили вес лреиму- 
lUCCTHd этой стратегам и создали огромное коли
чество методик, следуя которым, можно было с 
ВЫСОКОЙ эффСКТИВНОСТ 1.Ю ИОТ1ЮС»ПСЛЬИО просто
идентифицировать, выделить. охарак7гризовы- 
ван. и использовать гены. Эти технологические 
разработки внесли значительный вклад в разви
тие практически всех биологических ДИСЦИПЛИН, 
включая науку о поведении животных, биологию 
развития, молекулярную эволюцию, клеточную 
биологаю и генетику человека, однако наиболее 
глубокие изменения произошли в области био
технологии.

Ношикновпин* молекулярной
биоТСХНОЛОГИН

В начале 70-х годов традиционная бмотсхноаогим 
как научно» дисциплин* была нс слишком из
вестна. исследования и этой области в основном 
проводились о отделах инженерной химии и ино
гда и рамках социальных микробиологических 
программ. В широком смысле биотехнология за
пишется производством коммерческих продук
тов, образуемых микроорганизмами в результате 
их жизнедеятельности. Ьолсс формально биотех
нологию можно определить как «применение на
учных и инженерных принципов к пс|кр<€х>ткс 
материалов живыми организмами с целью сохаа- 
Hiui говоров и уедут». В историческом смысле 
биотехнологии возникав тоны. когда дрожжи бы
ли впервые исподь loiuiiia при производстве пи
ал. л бактерии -  дли получения йогурта.

Термин «(тотехнилопш» был придумш i и 1917 г. 
венгерским инженером Карлом Эре к к для опи
сания процесса крупномасштабного вырашиш- 
iiiiti свиней с использованием в качестве корма 
сахарной спекли Г1о определению Эреки. био
технология —  зш «вес виды работ, при которых 
ю  сырыгвыч материалов с помощью живых орга
низмов ПРОИЗВОДЯТСЯ 1C пли иные продукты*. 
Однако это совершенно точное определение нс 
получило широкою распространении Долгое 
время термин «Биотшшюгия» относился к двум 
очень ратным дисциплинам. С одной стороны, 
ею употребляли, говори о промышленной fjicp 
менгаиии, с другой -  применительно к той обла
е т .  которая сейчас навивается эргономикой. Та
кой двойстве ипост и пришел конец и 1961 г., 
когда шведский микробиолог Карл Герем Хелен 
порекомендовал изменить название научного 
журнала -Journal of Microbiological and 
Biochemical Fnjrincerins and Technology9 («Жур
нал микробиологической и химической инжене
рии и технологии»), специализирующегося на 
публикации работ по прикладной микробиоло
гии и промышленной ферментации, на 
“Biotechnology und Bioengineering* («Биогехиоло 
гня и биоинженерия*). С  этого момента биотех
нология оказалась четко и необратимо связана с 
исслгдовакиями в области «промышленною 
производства товаров м услуг при участии живых 
организмов, биологических систем и Процессе»»



Модс^ляршкОиотсхжиюсвчсск» рсшиноцми 17

Рис. 1.1. Основные этапы бштиаимнмесюго прй- 
цссса. Термин был введен кзриоч Эрекн и относился 
к крупномосилпбноиу •icx»i>̂ ieniiK> статны  (конеч
ным продукт) с нспапыютнмем дешевой гахдрноН 
свсклы (сырье) ь ьДЧССТВС корма ДЛИ LfciiHL'M (Gim*- 
гр ансф орм ш ш Я ).

И hCSlt.kl ИЛ прочным фу>ШИМСЧ11 ММкриОиолшИИ, 
биохимии и химической инженерии

Промышленный биотехнологическим про
цесс, в котором для производство коммерческих 
Продуктов ИС1Х)ЯЬЗУКЖЯ МИКрООрШИИХЧЫ, оОЫЧ- 
1Ю СОСТОИТ ИЗ 1рех КЯЮЧСВЫХ этапом (рис. I.I.).

1 исходна:! обработка: обработка сырья таким 
образом. чтобы его можно было ИсЛОЛЬЮ- 
юлъ как источник питательных веществ для 
микроорганизма- мишени

2 Фермопга!о)я и бисирансформации: рост мик- 
роорганнэма-мишенн и большом (обычно 
более 100 л) биорсдкторс (ферментация) с 
последующим образованием нужного мета
болита, например антибиотика, шннокис- 
лоты или белки (биотринсформашмн).

3. Конечная обработка: очистка нужного веще
ства от комионстои культуральной среды
или пт клеточной массы

Целью биотехнологических исследований яи- 
пясгся миксимллгиос повышение эффективности 
каждого in  эти* этапов и поиск микрооргтзтпмо», 
с почещью которых можно получить нужные ве
щества (пищевые добянкн, антибиотики и т. д.). В 
60-70-е ITUXU гее эти исследовании касались толь
ко неходкой обработки, >строПства биорсяктором 
и получения конечного продукта. Благодаря этому 
бил усовершенствован i шетру мештш лiuii конт
роль процесса ферма гпишн и значительно расти 
репы ккпмохиост кдеэтномасипибного культиви
рования, что позволило п о в ь ю т эффективность 
ПрСЧПВОДСТПН некоторых продуктов.

Нимбояес трудным .тля оптимизации был этап 
6интриг «сформации. Косы использовались при 
родные микробные штаммы, выход конечного 
продукт часто оказывался h <i m h ) i u  ниже опти
мального. Поэтому предпринимались попытки 
измешт. генетическую конституцию существу - 
кчцил штаммов-ироду центов с помощью хими
ческою м уш гнпа кии ультрафигоппопого облу
чения. При таком подлел с уршень повышении 
продукции обычно лимитировался чисто биоло
гическими факторами. Например, если мутант- 
ныи штамм оипезироват слишком иною того 
иди иного вещества, часто л о  отрицательно иди- 
яло на прочие метаболические процессы и при- 
вцоило к угнетению роста культуры при крупно
масштабном культивировании. Несмотря »ш эго 
традиционные стратегом «индуцированного му- 
тикнеза и селекции», направленные на усовер
шенствование штамма-продуцента, были иосио- 
читслыю аюдотпормы для многих процессов, 
например ддя производства антибиотиков.

Традиционные схемы генетического усоиср- 
шенствО1Ш111я 0акпфиП включают скрининг,отбор 
итссгнрова11ие огромного количества колошей, по
этому такие схемы иьнхжозатратки и занимают 
много времени. более гою, при этом можно рас
считывать только на усовершенствование уже су
ществующих, передаваемых по наследству свойств 
пламьи, а не ш  расширение его гсистчсскмч воз
можностей. И все же к  концу 70-х гаю » таким об- 
ралом были усовершенствованы проювоаствснныс 
процессы получения целого рода продуктов.

г  - 5.ш
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( '  рашгжсм технологии рекомбинантных 
Д Н К  ИрирокмСтогсхмолотИИ !ОЧСШ1.Ш>ОКОИЧи- 
№ПМ(0 И бссмопоргшю IIoillill I.ILI. 1НММОЖ1ЮС11. 
оптимиН(рокпь mm биогранс^юрмании более 
Прямым путем, СХШШПК И не просто OTfMiptfTb 
r«i«icof:cMipaa\K'!iiiiMMc штаммы. йСЛОЛиЮКГГЪ мик- 
poopiaiiKiMU и /ук.триогичеемте клетки как *()iio 
логические фабрики» ДЛЯ ПрОИ iUUjK I И.1 МИССИИ*, 
ншерферона, lofiMoitii роста. iiupyLiti.u airmreiioa
и множества других белков, Технологии рскомби 
мантлых Д Н К  позволяет получать и больших ко
личествах ценные ннисомолскуляриис вещества 
н макромолекулы, которые и естественных усло-
ИЯЯХ СПИ I ClfipyaO 1СЛ В МИНПОД.1ЬНЫХ КОЛИНССНШХ
Растения и животные слети естествен!нами бс*>- 
рсактирими. продуцирующими новые или »пмс-

11C иные генные продукты, которые никогла не 
могли бы Оы/ь соитии метлами мрнгсисм и се
лекции И  ill CKpCUllUUiMlVM. HilKOMCil, n i l  IIOMUt 
технологи! способствует развитию приииипиллк- 
поповых методов диагностики и лечения рахчич- 
ных заболевании.

Ни стыке технологии рекомбинантных Д Н К  и 
Сиотехмо:и)1ии ш ш м а  ионяя обыск. исслсдо* 
пиши, динамичная и пмсококонкурснтоспособ- 
нля. -  молекулярная биотехнологии Эти моло
да* дисшшлмиа. как и молекулярная биология в 
период своего становлении, весьма амбициозна, 
эдивлисмыс ект притязания нс кегля c o o t b c t c i  
try юг реальным возможностям. Ес стратегии и 
»К С 1!Ср1|М Г1ГП 1Л|.НЛЯ Сипа и  p e r Орле к а ю т быстрое 
изменение. одни подходи вес время вы тесня-
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1*111'. 1.2. Молекулярная б и н те  ниши кх i i a i u i k i y r i  i u c i i i m c i i n i i  m iiu i i i k  o f t u d t l i  ииуки к nn»uto>eci а > ш м п >  
широкий асспрп»мг«гт коммерческих иртуктоп и м*ю;юп

ЮТСИ друг ими Но несомненно одно: и будущем 
молекулярная биатехмоло! ия с гаме г рушимым 
методом со цып ия жилых систем, облплаюшил 
НОВЫМИ фуикниями И ВОЗМОЖНОСТЯМИ

Очень редко новые научные дисциплины 
пспникают «ив пустом месте»; как пришило, их 
фуцпвмс1пом служат различные области науки. 
Что кясаггся молекулярной биитехмолотии. то 
ос биотехнологическая состлтипощая относится 
к сфере промышленной микробиологии и хими
ческой ниже не рим. а молекулярная к о б ле 
тим молекулярно»1 биологии, молекулярной ге
нетики бактерий и этимологии HyK.lCHHObUX 
кислот (табл. I 1). II широком смысле молеку
лярная биотехнология пользуется достижения 
ми самых ратных областей науки и применяет 
их для создания самих разных коммерческих 
продуктов (рис 1.2).

Коммерция.тишипя молекулярной 
биотехнологии

Конечной ислио всех биотехнологических ис
следований является создание КОММСрЧССКОЮ 
продукта Следовательно, молекулярная биотсх- 
Hixaoinfi тесно снизит» с экономикой. Конечно,

сейчас сс развитие обусловливается нс только 
экономическими факторами. однако иа пермях 
порах ажиотаж вокруг пой мололо»! науки был 
сшгпн с возможностью получения прибыли. К 
вечеру I5 октября 19H0 г. ОСНОВНЫЕ ХК'РЖЛТСЛИ 
акций фирмы Gcncrvtcch стали обладателями 
миллионных состояний, и это побудило очень 
кики их людей к •иергичным U C H C fU lU lM  R пери 
од 1980 1983 п  о Соедмнеиных 111*птах было 
создано около 200 мелких битгхиологическт 
компаний, этому способствовали •ведение на 
догони* льгот, высокие прибыли от оперший с 
пенными бумагами н заинтересованность чает 
ИЫх вкладчиков. Велел та Гербертом Байером, 
который вначале бит научным сотрудником Ка 
лифорнийскаго университета в Сан Франци
ско, в затем ста i вице президентом фирмы 
Gcncntcch, многие университет силе профессора 
открыли СОСмЛ«СННК1С компании

К 1985 г. п Сося и нс иных Штатах было уже 
более 400 биотехнологических фирм: мши иг из 
них включил и в свое ив мание спаю «гем». что
бы заявить о принадлежности к генномнженер- 
ному -ucxyv; Biogcn, Amgen, Cairene, FTeenies 
Cenex, Сяпдопс. На сегодняшним лень в СШ А 
свыше 1 SCO биотехнологических компаний, а во

г
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всем мире их более 3000. кроме loro, большом 
вклад и развитие молекулярном бнотсхналоши 
внесли к с  крупные международны химиче
ские м фармацевтические компании, п том чис
ле Monsanto, Du Pont. Upjohn. American 
Cyannmk), Eli Lilly. SmilhKlinc Bcccham, Merck. 
Novart», HofTmon-La Roche. В периол бурного 
развития биотехнологического бизнеса е 80-е 
годы мелкие компании поглощались крупны
ми. образовывались совместные предприятия 
Например, в 1991 г. Ы)% акции компании 
Ocnentcch было продано фирме HofTmann- 
1лRoche lit 2.1 млрл. долларов В го ас  время 
многие компании обанкротились. Тикал мо
бильность -  характерная особенность биотсх- 
МШЮ! ИЧССкои индустрии.

К середине 90 л годов но рынке появилось 
более десятка новых биотехнологических лекар
ственных препаратов, более КЮ препаратов сей
час проходит клинические испытания, еще свы
ше 500 мпчодятся на с л е ти  разработки. Создано 
и выпушено т  рынок множество новых молоку- 
лярно*биотехнологических продуктов, новины 
юших урожайность ссльскохозяйстосмных куль
тур И продуктивноегь сельскохозяйственных 
животных. Ежегодный доход молекулярно-био
технологической индустрии увеличился с б млн. 
долларов в 19X6 г. до примерно 10 Шфл м 1996 г. 
По оценкам» к 2000 т объем продаж продуктов, 
»гаг ото il k  иных с применением молекулярной
биотехнологии, превысит 6й млрт долларов я
ГОД И ХОТЯ В целом ДОХОДНОСТЬ 6ИОТСХНОЛОП1ЧС- 
ского Гиннеса оказалась нс такой высокой, как 
ожидалось, энтузиазм инвесторов не ослабевает 
и свидетельствует о том. что молекулярная био
технология но крупней мере но их прсдстаодс- 
мним -  имеет блестящие перспективы

Все новые независимые молскулярио-био- 
тс апологические компании уткоспсин&шзи- 
ропаны, что часто находит отражение и их на
звании. Например, мелел ы компаниями, 
за ми хм кипим иен клонированием генов, и 
С Ш А  ппянп жст. компании, выпускающие но- 
лученные геиноинжснсриыми методами лиги- 
тела, которые предназначены для лечения ин
фекционных заболевании, рака и других 
болезней человека Immune*, Immu Logic, 
ImmunoGcn. InimunomcOlcs, Mcdlmmunc, 
Immune Response.

Большая часть коммерческих разработок в 
области молекулярной биотехнологии npitxo 
лптся на Соединенные Штаты И других стра
нах. где и111кчлгнциони1/|1 климат не столь бла
гоприятен и бизнес менее активен, главную 
роль в создании малскулярно-бишсхналогичс- 
ских предприятий играют крупные корпорации 
и государство. Так. правительство Японии объя
вило биотехнологию •стратегической индустри
ей* и наиио»«дты1ЫМ приоритетом. За дело взя
лись крупные японские корпорации. Вначале 
им нс хватало собственных кадров, и первые ис
следования проводились и сотрудничестве с 
американскими университетами и компаниями. 
Сейчас зги корпорации приобрети необходи
мым опыт и сами проводят милскулярно-био- 
1схпало1ИЧСсм1С p.i ip«iG;>iKii и со шока ген но 
инженерные продукты.

Европе lie кая биоте хнолшическлн индустрия 
гоже неуклонно развивается: к 1995 г. в странах 
Европы было создано более 600 биоте хннлогм- 
чсских компаний. В экономически менее разви
тых страши роль «локомотива* п ptruumm на- 
имонильмоп молскут»рно-биотсхиоло1Н‘ссскоЯ 
инлустрин взяло ни себя государство. Стимулом 
здесь служили уверенность в том. «по молеку
лярная биотехнология «самая революционная 
из всех технологии XX пека». Ни одна страна не 
хотела оказаться лишенной всех тех благ, кото
рые суя идо се развитие.

Сейчас, в конце второго десятилетия своего 
Гизвитмп, молекулярная биотехнология факти
чески слыл одной из отраслей проыышлеино- 
сти, хотя вначале некоторые учение считали се 
чисто эзотерическим направлением. Без сомне
ния, и ближайшие десять лет коммерческую мо
лекулярную Гнш1 сх1юло| ию ожидал б>риын 
рост, ко именно поэтому давать какие-то кон
кретные иршнозы здесь весьма рискованно.

Иалеж ды  и опасении

Г  молекулярной биотехнологией человечество 
связывают самые большие надежды:

• возможность точной дня гностики, профилак
тики И лечений множества ИМ СЕКЦИОННЫХ и 
генетических заболевании

• иычшеяыюс повышение урожайиостм сель
скохозяйственных культур путем создания
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ВАЖ Н АЯ  ВЕХА

Создание функциональных бактериальных плазмид in vitro

S .N . Cohen, A.C* Y . ( lung, H W Boyer, R.B, Helling 
r »*  Nutt. At,л.1 Set. USA 70: 3240- 4244. |*W5

O nnirr 1СЯМПВП1 шч pt'krm-
(vniaimibix Л Н К  ncacrce c pofxnw 
Козий и др., мтгорис показали, 
кдк. объединив генетические эле
менты к исшчниыж, и о л -
иг» сохьттъ 1н»п\>о pciiTitiiicpyviiixy- 
ЮСЯ 1г>«сти«4гск)141 структуру » т у  
Структуру Kffllt И Лр. Ш1Я>^ИЛИ 1C»
ПЯГОНОМНО C>!IXVIty нтмих И С»ДК It* 
рщиЫГОЙ KJCTKC niieApouotttVHUt 
intcnt’iecutx сем енит. называе
мых ПДОиММЛЛМЯ. BettUL’it п|сдмлу* 
шей рвбече (Cnhcn. Clang. /Vnr. 
Mori. A m d Set USA 70: 1243 1297, 
1975) шлхгры получили мшешлук) 
кгшаепцу ю  боле* крупной при 
рплипП* т р е м я  от телгдтЩ  слу- 
манные Фри! м е ты  и ынуш их 
смесь п к.'го.м И. сЫ1 Один из -го 
г.их <|фнгмр|гтип pffmcfOM около 
1/10 ргшети •K*xtuiMt4l nuniH Jiu  
«цжжилсд» • (xiKTcpi«L'iuM4i к.псг
>Г KUt «l»>TfKUlK'Hlipy»04UUII ll.VTVUI'
III HixtGi.i ис ключИП* фхктор c»ty 
4*lilt«UV'rM. присущий иолибИОМ> 
подходу, и ецрлап. проигсс мани 
nymir* чаянии 1*нсги'«ес*1*ы uarn.** 
t йогом 6а'tee управляемым. Коэн 
И Яр. pcilllt.ni ИСГОШьМИШЬ (|>ср 
МП ГГ (рссфиииръхмцук) этом у*- 
лсоху), который pacnriioKT ucku-

кулу Д Н К  в irrpwn »*ipc.T:,7rmitiM 
месте с обри КМВННСМ фрпгисиюо 
С flULTyiWtolltllMil КСИНЫМИ (ЛИП
КИМИ копиями). Фря1мснты раз
ных м и н тлл Д 1IK . обряблштых 
сипим и гем же ферментом, ичс
пн пдиидкплие ЛИПКИС КОНЦЫ II
при отангс сослиналж». Тлким 
«бри юм, если pncuicillttb ДНК ИЗ 
ршмых источников cvitwti и тай 
же репрмиирующеи лея**)’****
К>И. Л -VIIГАI СМ1Т11ДТЬ ijpl.MCKTM,
То образуется полис кпмГяширо- 
плкные мгшекупм ДНК. не суии* 
СТ90Ш Ш 1С  Прежас Казн нлр не 
только с ж и л и  nqiaM cm  ген из
• UHiiR It.UlWHUlU В лр>Iум», но »1 
1ИЖЯЖ1И, 41» fliYt ItTI DCIWCH 
биологически иктивннм К их чс 
СТИ, сии и мои ши пере осп лея tit 
ЧТО ЛЛИ1ЫИ ГТрХ1ГП»И «ПСПВОЛЯГТ 
гисиротъ смеийфн')сс»:ис i долго 
TltlfiMc I10L 1СДПЩГГГЛЫИ)СТИ ю  
прокирншическим млн зукдрии 
плеск» 4i ipouocuwt.i или mtt.vpu 
мое» Aiix.lt ДНК в неэолиенчо рс- 
п.тнцирукипуюси никтсрилп.мую 
п.тл luiuv» Другими снова мм, лю
бой геи, мя ты И щ  любого о р т  
нишл, теоретически можно
ЙСфОМП. II ПСИ IMimy, кспорлм оу

»ет рлемножятьсь и iлггке-.чп т и 
пе. и при этом, возможно* буягг 
си кш и р тоги ся  белок, колируе
мый клонированным геном. iljx> 
кдлюстрирпилв и оцож м осп кло- 
iiitpoaaiuni tenon, Коти и лр 
сочнлли ж ссигрнмевттлую  Гш«у 
Л.1Ц1 технологии ргкпмйимп|ггных 
Д Н К , ГОКЯ1ЛТИ, «гго ппазмилы 
мшу! служить ноапелимм И РСК- 
|нрамн кюнировашопх геноп 
Последующие t'MKYtfJ СГ|СП», ско
ро прицелII • сохзаииы более 
сложны» яекюроп и стратегии 
к;«ннтрола1(ия. Bet j in  tiMinano 
ссрьоную  (оабочемноегь сптюсм-
TCQ|4«> бГХИЮСПОСТИ И Д1НЧИОС1И
Iinj<44iux жепернмскгоп, и ЧТО 
бы спить ибестюкосшюсп. обще 
стпгииости, были ptipt&rriHM 
ифи||1ШЛЫ1ме инструкции и см - 
лаки прнмас^ьсгвсмиыс орпжы, 
регланентнрутшцне робота с vc- 
конб1нгонтиымм ДНК ^anepnun 
нсрсчспыгех ПРСЛГДСТПИЙ, К кото
рым прноелд публш^сим рпГк»ТЫ 
КгГ4К1 И ИР , <1ГМРП1М4 что пип с»- 
мкм непосредствен!дом обршом 
ППКЛИМЛ4 ни стинпплгпис мотеку• 
лярно-б»кпсхнояо| ичсской икоу- 
стрни

растении* устойчивых к вредителям, фибко- 
вым и кирусным и н(1ю.цкям и прели мм ho i 
’сйспшнм  окружающей срсл»и

• созланис микрооргднизмоп. прадуиирукмцих 
рягстичпые химические соединения* aimtGfKb 
тиш . полимеры, аминокислоты* ферменты

• создание пород сельскохозяйственных н лру- 
гих жипотных с улучшенными iiacifcaycMMMii 
при таками

• переработка отходои. загрязняющих окружа
ющую среду.

Обсуждать вес блага, которые нас ожидают* 
Денсо и иршлно* но одновременно нельзя Л4бы- 
«М1ы> последствиях, к которым может привести 
скшэ бурное реш ите ыатскулярноЯ GnoicxHo-

ло тм . Эгл новея отрасль раскинула слои а ти  
так широко, что общество вправе получить отве- 
т у  на спои вопросы:

• ис будут ли организмы, полученные метода
ми генной инженерии, оказывать вредное 
игхздспствис ьш другие живые opt отыми или 
ия оцрухяющу К» среду?

• не прньедег ; т  ооситние н рислросгранснис
кепдутчссхи модифишфеяяшшх ортниамов 
к уменьшению природного генетического ри » 
Н ш О | М  м ш ?

• ||}ивохн^нч> ли, мшолмуя 1сн»10пнхснсрные 
метлы, изменять гснстичсскух» природу чс- 
п о в е к в ?
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• не нарушит ли применение новых диагности
чески* методов прав человека ил неприкос
новенность частной жизни?

• следует ли патентовать животных, получен 
н и х  гениопиж енерны м п методами?

• нс будет ли активное финансирование моле
кулярной Гшепехпеишпш сдерживать разви
тие других важных технологий?

• не приведет ли стремление к получению мак- 
сичольноЛ прибыли к тому, что преимущест
вами молекулярной биотехнологии CMOiyr 
воспользоваться только состоя«ельные лкши?

• не нанесет ли молекулярная биотехнология 
ущерб трпиционпому сельскому хозяйству?

• нс вытеснит ли подходы к лечению, основан
ные на достижениях молекулярной биотех
нологии, граЯИЦИОННЫС, СТОЛЬ же Э()*}1СК'1МЯ- 
»шс нгкшы лечения0

• не помешает ли борьба :и приоритеты сво
бодному обмену идеями между учеными'.'

Э ш  и Mitonic друшс вопросы рассматриваю» 
праншелитвеншл* комиссии, активно обсуждают 
на конференциях и в научных публикациях ученые, 
о них глубокомысленно россу жадюг ангоры попу
лярных изданий. Ha этой широчайшей основе бы
ли сформулированы соответствующие прошит и 
инструкции, пшиками руконолсии и выработки 
политические решении. Н ЭТОМ прмничлти участие 
и ученые, и общественность, но некоторые прели 
иорсчия все ж*с остались

За рекордно Кореи их? время молекулярная Око* 
1СХ1Ю юшп прснриш.'меь в м1киопри<]ш паюс науч
ное iipcnnpinrrwe, и ратной степени коммерческое и 
академическое Гй посвящено строчное ко шчсст 
ио научных и деловых публмкиинй. я уицвсрсиипих 
всего мири студентам и аспирантам читают учебные 
курсы по молекулярной Сжитсхжхлогми. Об эту*  
тиатме, е которым миттели отчет Отдела по оцеп 
кпм новых темiiivкиий С I НА. w 1487г.,свклггсл|хт 
вутт следующее заявление: ^Модекулчрнли 
(НюТСХИОПОГИЯ ТНаЧСМОВЗДН и>Сч>4| еще одну репо 
люцню в науке, испорем могла бы изменить жизнь и 
будущее... людей так же радикально, как лт> следа 
лл I IpoMuiB.TCKiuei революции два пекл илист и 
компьютерная рсвсытикя h маши л ни ВозмОЖ- 
иосгь itcMeiciiiipircximoro манипулирования гене 
«нчеосим млк-ришюм... обепивгтвеликие перемены 
в нашей жн ши».

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В 1973 I С и п ли  Кози и Герберт Бойер с сотруд
никами разработали способ переноси генетиче
ской 1«ж)юрмацми из одного организма в другой. 
Этот метол, получивший иазваинс технологии 
ре комби наш ныл Д Н К , посшолил ученым выде
лять конкретные гены и хвоишь их в организм 
нового хотя h i m . T c x iio it o i  »!И рекомбинантных 
Д И К  стимулировала |шмш>с различных облас
тей науки, ирпрежде «сегоона совпала необходи
мые предпосылки лая поиктсиия биотехнологии.

Ьногсхнологаи в зшчшелыюй мере нацелена 
ил получение с помощью микроорганизмов при 
дуктоь. имеюших коммерческую ценное «ь. До 
эпохи pekOMOMHaimiiJx Л И К  самым эффектив
ным метолом повышения продуктивности орга
низмов был мутагене* с последующей селекцией 
оптимального нппммл пролуиагта. Это длится ь- 
иый, трудоемкий, нькоко.штритиый и нсОсэоши- 
бочный процесс, позволяющий улучиипь лишь 
мехи ю те  из присущих природному организму 
свойств. В то же время технология рскомОмнан!- 
нмх Д Н К  это быстродействующий, эффекте 
ныи, мощный инструмент, обеспечивающим со- 
ианис микроорпкии смой с шримсе m .ixhhumii 
генетическими характеристиками. Боже юго, 
этот инструмент может работай, нс только с мик
роорганизмами. МО также С pftCICHHHMM и живот
ными, Союз технологии |< комби на»ггных Д Н К  и 
биотехнологии пороты очень динамичную, не 
ктючигсльно интересную дисциплину — молеку
лярную Гиитгехшиичим

Маяекулярнви биотехнология сразу «шалила 
воображение оГчцсстпа При участии частного ка
пп та.ta было со ш и п  много мелких компаний, п  
нимаюшихеи генным к.юнирокшисм (техно пни 
си ре комбинат) сих Д Н К ). Ирл ада. на то, чтобы 
ПрСПДОЖИТЬ СВОЮ продукцию рынку, этим компа
ниям потребовалось времени несколько больше, 
чем ол  шилось, 1ю у же сейчас множество биога- 
мологичеект продуктов имеется и л р ш к о  исшс 
бошгше пониикм н ближайшем будущем

Молекулярная биотсхнолопш скрупулезно 
изучалась на предмет возможных нспгптнны» пп- 
слсл сгний ее распространения для человечества, 
поскольку спектр ее воздействия неограниченно 
широт;. Рассматривались такие пилнуюшпе об-
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ЩССТНСННОСГЬ IXHipOOil, KctK (ХГ ЮПДСНОСП. JKCVK 
piiMcirrau, нсгятиинос тишине на окружающую 
среду. nummwiiHiic ops до измок. напученных 
генноинжеиернымм методами.
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КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Укажите недостатки метши* «мутагенез и се
лекция» для получения имеющих коммерче
скую ценность организмов с улучшенными 
свойствами

2. В чем состоит рсаолюиионность работы Ко
эна. Бойера и др.. опубликованной п 1973 г.?

3. Какое отношение к биотехнологии имеет 
Карл Эрскн?

4. Опиши 1C основные этапы биотехнологиче
ского процесса.

5. Сравните биотехнологию и молекулярную 
биотехнологию

6. Какие опасения спязаньс с развитием моле
кулярной биотехнологии?

7. Раскройте смысл утверждения, что «молеку
лярная биотехнология яилиется многопро
фильной наукой*.

8. Натопите некоторые из потенциальных воз
можностей. предоставляемых молекулярной 
биотехнологией.

9. Опишите историю ратнгия биотсхнолот- 
ческой индустрия за последние 30 ЛС7.

10. Прочтите рубрику «Новости* п последних но
мерах журнала "Nature ffiolcchnology*. которые 
т  можете найти и научной библиотеке или I» 
Интернете (hnfry/birtfcch.iu&urcсопи. к деталь- 
но рассмотрите лфушшбшеимй.



Б
и

ол
ог

и
че

ск
и

е 
си

ст
ем

ы
, 

и
сп

ол
ьз

ую
щ

и
ес

я 
в 

м
ол

ек
ул

яр
но

й 
би

от
ех

н
ол

ог
и

и

£

1 
—
5

2

2
Z

£
2
>»Л

I
2

5
В4I



Биологические on iom , 1кпильз)киинссм о мсиекуяяриоО Смшшюлини 25

А

I
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Ядро

11.ТП1Ч 1Ш «* * \ 1ЛИ
мс»4рл>«1

Aniupm rcoiujjLii

1и МЖ0М1

IIjiuhi.ummi Мдтмоилрт

h e .  2.1. СисыйППссюс f iivjivчаи ч и н е  нримришпмссисй ^ l i h i  (А ) •« эуиф иоти 'каю й  к »  псп •
НОЙ КЛЕТКИ (£).

ли излюбленным объектом научных исслсдопа- 
ниЛ Мри культивировании £ш Й  и.» ссюпинси- 
мых жидких ниппельных средах, содержащих 
аминокислоты, гоггаимиы, соли, микроэлементы 
И ИСТОЧНИК углерода, время генерации (г. с. пре- 
мо между ОбргТ нншнием бактерии и сс делением) 
и логарифмической фа ж роста при температуре 
37 *С составляет примерно 22 мин.

Для каждого живого организма существует 
определенный тгмперлтуримй шгтеркп. опти
мальный для его роста и размножения. При 
слишком высоких температурит происходит де
натурация кед ко и и paipyтнение других важных 
КЛСТОЧНМХ КОМПОИС1ГТОК» что ведет к гибели клет

ки. При низких температурах биологические 
процессы сушсстпснно замедляются иди остана- 
гы имеются совсем ислслствмс структурных изме
нений, кою рис претерпевают белковые мехлеку 
лы. Исходя из температурного режима, который 
предпочитают тс млн иные микроорганизмы, их 
можно иолраиелип. на термофилы (от 45 до <Х) X  
и нише), меэофилм ( е л  10 до 47 вС )  и пспхрофм- 
лы. или пенхротрофы (от -5  до 35 *С ). Мнкроср- 
laHiriMM, ЯКППН10 размножающиеся лишь  и оп
ределенном диапазоне температур, могу’1 быть 
полеuimm  инструментом для решения различных 
бисн схн алогических едкч Например. термофи
лы часто служат источником генов, кодирующих
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ВАЖНАЯ ВЕХА

I Immiciiiu* новых гомгпмнов в смешанной культуре* биохимически* мутантов бактерий

f Lederbe/*, h L  Tallin)
С'M Spring llarb»S)tnr Vwmi «И  III 113-114. 1Ш

f Ui*mi itocqviHUU XX о. среди Слк-
1Ср11ПЛОС1Ш iDCTtlUIL’ TlKAlWI.in MIIC-
ИМС, Tfu и отличие от других AH 
nux ортами iMoti бактерии при 
мсблдтприитпыл пнгшимх not 
aeiurimuu ни а и turn и не бжиилдри 
СлуЧЯННЫМ ПТК*Т1'ЧССМ1М IttMCtIC 
i и i i i .\i (муташшм). а нслглсшнс ТО
ГО. ЧТО имение ГГМ lUMJICftHnnilll VI 
болмиимстпс случаев «пускают 
Ф*« lixvuwii'iecB не процессы, косо 
PUC •• шхикммки бактсрпмм пи 
AK1W *>|* ICOflllll была Ulipcilicpr 
ч\та мссюпяитлимми С\Е. Лурня 
и М ДеДЬбрюм (l.uria S h .  
OcIDojcV М . Genetic* Mfc 491-511. 
1943). KiiiHpMc локлшли. что ус- 
нтчитюсть / спН к бякщшии*- 
ним вирусам (Г>иктсрп< 4»лам) 
o6>V.lOCLVIIB именно пром кипел- 
шимм II них мупшигми, а не реак
цией (чнтерпи ми псписисшие со 
стсроиы 6а*тсрио|}*ага Эти дш - 
ныс иашш iTc-Tiup^ciuic и рабо
тал других итогов. изучавши* по
смелел** других bcGnnroiipuimim 
ПНГИННА И>\К)0СПМГ1 ИсС>ПЫЮ1Ш- 
нии Лурки-Дельбрюки 1кх>х*жи.ш 
ЖМИ К>и*рСЯС1мМ« lOJOWfi МИК
poOflfttHHUJOti.

В 1946 I Лсдсрбсрг и Тгтум 
прпцемпт'трирогт.ш. что м«*лу 
членами типически мсидио
pOAHOfl ПОИ >70110111 £  CtM AH .'ACT
происходи!* обмен геиетвче- 
скоИ информацией и чш  при 
то м , тик и у двуполых организ
мом. И рсзулиис фЮП'ИН.’ХОГО 
«биенл Mexjiv хромосомами ио 
IVI ПОТНИКЯП. монмс гсиегн*1с- 
скис комбинации (гсипичйсии 
рсеомбиникми) Обнаружение
нога .ММСМЛ1С1Н.М<МО 1̂ СП»МСНЛ
цыиттуао £  еЫ1 на передний 
1(фСХГГ 1СНСТНЧ1ЧКИ1 иссясжжи 
ииИ. Лсдерберг и Татум сохшим 
рлмичмые иид.мми £*. <*i/i, нм- 
дутдаруя ТС И ли иные муглини и 
отбирай кепки с ратносбратны* 
ми исследуемыми дефектами 
метаболизма. Например, олив 
чистпн культура могла cuincni 
ровоть вещества А, В и С. но нс 
D  инн Г (се обошачипм ABCdc) 
Па|хилслыч1 coTiULui другую чи
стую культуру, uhcDE Смешай 
ли кулигуры. по1|учмлм бактерии 

ABCDE. flu п одной ит чист* 
купмур пи» ЛВС|>Е мс inriiintaM 
спонтанно Экспериментально

ИСКЛЮЧИВ ОСТХЛМИ4С KUMUAHI1C 
причини обрагинимнш комби ня
нин A B C D E , Лсдербсрг и Татум 
пришли • вы виду, что они мини- 
каст прстультше фплИЧССКО! о  об
мена гсистм'кеким материалом
МСЖЛу JIBU'M *рОАКК.11МП.МН Дру
т м и  словами, у £. о>/У существу» 
некое подобие ампира ш и (хлопот 
размножения, который. ».л» и у 
других opmiiiiiMoi*. ибсспгчпиавт 
С Ш Ш 1С (N)itux комбинации пс
ион.

K.ix Mibb ют Дурим, д о  откры
тие может стать «одним m  номОи-
ЯСС 11ГД11КИХ ДПС!ИЖСИНН ш ЫГ> 
историю р а т и н *  бактериоло
ги и*, что впоследствии и под
твердилось Искорс появилась ыс 
лап серии блести ших работ 
самого Лелерберта и других ято» 
ров, lorufibie пинюлиди yvisi по
мять. ках: работает генетическая 
система /. сп//. Этот микриорш- 
ИИЗА1 широко использовался м к  
Miviuiuoi» сштема itm iijvmcmbm 
молвилвриих основ спнтеш мук- 
лсииових М1СЛС7У и белков, а так
те  других ПИЖисНши б|нх<н>Г1Г|с- 
сапа проиесост

тсрм остбильнм с <(юрмснгы, которые прнмсня- 
ротси и промышленных н.ти п лаборяторных про* 
iiccuix. а ГСНС1 МЧССКИ внлоиимсискние ncttxpo- 
трофы ислолыуют для биодеграшшм токсичных
ОТХОДОВ, СОДСрЖЛЖИА‘Ш  II почве и ноле, при ПОМИ-
женних тсмлеретурвх.

Е. ivU можно культинировлть как в юробных 
(и присутствии кислорода), тик и п анаэробных 
(бет ьислсрола) условиях. Олипкодля отималь- 
ной продумиш рскомбиианл«ых белкоп Г  соИ и
Другие МНКрООрС^ИПГАНЫ обычно Hup.UUj(IUlK‘rT п
ичробиыл услоамкх. Гели целью культивирова
ния бактерий в лтбораюрми Mivmcicn синтез и 
пиддомис определен мото белка, то культуры иы- 
рашивают на сложных жидких питательных сре
дах и колбах. Для поддержания нужной темпера

туры и обеспечения доетшч^шой а >раамм культу
ральной среды колбы помсишют п валяную баню 
или TcpMocnmtpycwyio комшпу и непрерывно 
встряхилают Такой оэршшп достаточно для рат- 
Ашоженин клеток, ноне вес г ли — дтя  c tiiitc ja  бел
ка. 1Чкгг клеточной массы и продукция белка jui-  
Min пруюгем не ccvicpxaHitCM о питатслыня! среде 
источником углерода или азот, а содержанием 
ростиорсмиого кислорода: при 20 Ч* оно равно 
примерно депяти миллионным латя* 1. Это era- 
ишигтся особенно важно при npoMULLUieinioM 
получении рскомбшшнтных белкоп с помощью 
MiikpixipniHHtMoii. Для абеспсчсши усюннй.оп- 
(имднлих д 'л  ма1ссимл.ты<ой пролутаиш белков, 
коиструтфуки специальные фермс»гтеры и союа- 
ют системы аэрации.
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Помимо £  сг/Я, n молекулярной 6ico№KHononut 
используют множество ДРУГИХ МЮфООрПШЮМОр 
(тоСи. 2.I). Их можно решелют»нл дне группы: мик
роорганизмы клк источимкн специфических ie- 
НОИ И ММКроорГатПМЫ, СОДШННМС гснномнжс-
нерньши истинами ллм решения определенных 
SUM. К специфическим генам относится. напри
мер. лги, кодирующий TepMccTnfFiiiMiyto ЛИК 
полимеразу, котирпя используется и широко при- 
мсниеыпй полимера »• к >й цепной редкий и (ПИР) 
Этот геи был выделен hi тормофи:1М1ЫХ бактерий 
и клонирован и £. соН. Ко шорой i руине ммкроор 
гамнзмоп относятся, например* рвднчнмс нгшм 
мм ( (nynthact^hum tfummam, которые би  ш гене 
1ИЧССМ1 мишк|*<цмр(жаны с uc. ii.iu повышении 
продукции промышленно важных аминокислот.

Saccharvmyves cerwisiae

Дрожжи Sacciiammyct’s cemtn'M -  л о  нешииген- 
мис одноклеточные микроорганизмы с лшмет 
рам клетки примерно 5 мкм, которые по многих 
отношениях представляют собой эукариотиче
ский аналог EL coii. H i re пешка. молекулярная 
биология и метаболизм детально изучены A  car- 
ьшог paшножаюгея почкоианнем п хороши рас
тут ми такой же простой среда, как и £ cch. Их 
спссобиосгь к превращению сахара п ппнол и уг
лекислый m  иашюна потоп ьлопллась для изготоа- 
лсшы итк(Яол1.ны\ шшмткоп и хлеба. И ншлпищес 
греми ежегодно во всем мире расходуется бОЛСС

1 МЛН ТОНН A  i r n f%\\tar. Дрожжи Л  г г / г т ш г  прсд- 
сгавлякп гакж г большой itn n iiu n  интерес. В част
ности, они являются наиболее удобной моделью 
для iicoicAoiwttotn других >уха|>1« н .  и юм числе че
ловека. поскольку многие 1ены, o i н а сте нн ы е  с» 
регуляшоо к кгтчно Т о  деления 5. с с т н м г .  сход
ны с тиковыми у  чс/кисде. Э ю  открытие способ- 
е г ю ш ю  кде тн ф и к ш ш и  и характеристике генов 
человека, отвечающих «а ри житие новообраэоль 
HfetA. Широко мспопыу-смли HiiCTiniecKiiM спстсмд 
дрожжей (искусен If И МЯЧ .\po.\UVOMU) HtlTUCtOI НС- 
прсменныу. участником UCCX исследований по 
изучению Д Н К  человека. В 1996 г. бы мл определе
на полипа нуклеотидная нослелшютслыюсть всего 
набора хромосом S се тги се , что еще более ПОВЫ
СИЛО ЦСППОСП. ТП>1Х> MIO.pciopfSIlVir(M,l ЦДЛ мручныч
исследовании Гаках работа ни эукдржяит были 
выполнена впервые.

(*«i«m шроиамний бактерии п.цлн клеткой эу
кариотический белок часто npitxumrrc* ццдиер- 
itm. ферментативной молифмклиии, ирнсосли 
и «я к белкопой молекуле ннисомолекулярныс 
СОСЛННСКНЯ 1М» МНОГИХ aiyiit4X jto  НСобХОЛИМС)
для правильною функи1юнир011а1и1Я белка К с о  
жтемию. I  n h  к другие прокариаты нс способ
ны исутсспиягъ л и  чч»дификашш. поломv л.ш 
получении полноценных >>K.ipi»OI нчсскнх бел
ков нсполыуют A  ctnr\Luae. и также другие виды 
дрожжей: Kluyrttvmycfs taclis, Saccharvmyxts 
diusruikuA, ScMvMJtchurvmytTъ pom be. Yarrowfa 
lipvtytKa. Plchiapastorix, Hansenuki pofyntort^<r* Ha- 
иболсс эффективными ttponyucигами палиоцен- 
иых рскомбннашпых белков иишкнея Г. />алн*1л 
и //. potymerphe.

Культуры jy  к и р и о т ч с с к и ч  клеток

При всех рвшнчиях между типами эукариот ме
тодические 1ЮДХОДЫ к культивированию клеюк 
насекомых, рветенмй и млекопнглюших имеют 
много общего. С  начади берут небольшой кусо
чек гкшш лпмного орпиипмл и с>брабати1У1К1т 
его протеолитическими с|крмсншми, расшсиля- 
ии ||«ми белки межклеточного мзгериаза (при
работе с pacTinc.tMiuMii клетками добвиляют
спеииа.1Ы1ые фчгрменгы. раирушиюшис клеточ
ную стенку) Мисноболиншнсся клетки помеша
ют в сложную питательную среду, соасржашую 
нминокнелогы, aimiGnoniKJi, пнтимины, сапн.



ГЛАВА2

глюкозу и факторы |яхта. В mm условиях клетки 
делятся до rex imp, пика на стенках емкости с 
культурой НС oTipH«yCTCSI КЛЕТОЧНЫЙ моноспой. 
Пели после /того не перемести клетки и емкости 
со спелей ninmottiKiH средой. го рост прекрсн 
ппся. Обычно удастся переносить (пере пи mi и., 
еубкультинироиаггь) и поддерживать до 5(У 10(1 
меточных icMcpamiH исходной (первичной) кле
точной культуры, эвлем клетки иачинпкп терять 
способность к делении» и гибнут Ку и. нитруе
мые метки сохраняют исюлорыс свойства ис
ходного клеточного Интерпола, полому ИХ МОЖ
НО исиольюнап. для печения биохимических 
спойсти различных тканей.

Часто некоторые клетки перепиваемых перпич 
н ш  клеточных культур прстерпет-имл генетические 
Изменения, и результате которых ускоряется и\ 
рост. Культуры клеток, которые при ЭЮЫ приобре
тя?! селективные преимущества, оказываются 
способными к неограниченному росту in vitro и ни- 
1Ы1ПКНСЯ устойчивыми клеточными лимннми Ол

ин КЛСКЯШЫС ЛИНИИ СОХрНЫКП ikhohiiuc бнохи- 
МНЧССМ1С СПОИСПШ ИСХШНШ КЛСТОК, другие ITTT. У 
батишинста клеток, с пособных к неограниченна 
му росту , Имеются ншчшельные хромосомные ш - 
мененкя, в частности отмечается увеличение числа 
одних хромосом н потеря других. В молекулярной 
биотехнологии устойчивые клеточные линии ино
гда нсполыукттд ш размножения вирусов и для им 
явлении белков, которые кодируются клонирован- 
ними послсдоиатслыюсгямм ДНК. Кроме ГОЮ, 
они примеHHiuTcii для крушюмасШЮбиС1ГО оропу* 
аодства накипи и рекомбинантных белкой.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В молекулярной CmirtxHOAoi ни исноямугня 
множество (iuuTH4iiux биологических систем 
ГАС Л 1Й осуществления генетических ОДНМП) -

2*

литий, тик н дли производства важных я ком
мерческом ОГЖШ1СННИ продуктов. Наиболее 
значимыми in  них являются Оамермм 
[scheriihm гг»//, дрожжи Sacckammyccs ccrcvhuu 
и клеточные культуры насекомых, растении и 
млекопитающих.
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КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Почему в молекулярной биотсхжхгют ни при
меняется гак много ротных биилотческих 
систем v

2. Ктотакие прокариоты*
3. Кто такие зуюфиспгы?
4. Псрсчислмтг основные свойства Escherichia

tv  и
5. Что означает термин •грпиолршш'1е/1Ы<ыИ»7
6. Перечислите основные свойства Я. сепгеЫае.
7. Каковы основные компоненты простой 

жилкой питательной среды?
8. Каковы основные компоненты сложной 

жилкой питательной среды?
9. Что такое перпнашм клеточная культура?

10. Что такое усгш1чщи1И клеточняя линия?
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ДН К, РНК и синтез белка

Вся нт1*>|1мап»1Я о строении и функционировав 
нни любого живого оршмн ша содержится в «к о 
дированном виде и его 1смсшчс<ком материдс. 
основу которого составляет дсюксирибонукдсн- 
жишя кислота (Д Н К ). Д Н К  большинства орга
низмов -  зго длинная двух цепочечная полимер
ная молекула. Посделовягсльиосп. мы камерных 
единиц (дез<>1а'к«р«1бо11укмогкаов) и одной ес це
пи соответствует (комплементарна) последова
тельности ЛСЭОКСИрИбС1НуКЛСОТ1|ДОВ II другой. 
Прим пип комилсмснтарностп обсспсчинагт 
идентичность новоеннтешровапиых молекул 
Д Н К . образующихся при их удвоении (реплика
ции), исходи им молекулам. Икднишунтыгымн 
ГСНСТИЧССКИМИ ЭЛСМС1ГШМН со строго специфич
ной нуЗСКОТИДНСЙ последовательностью. КОЛИ
РУЮЩИМИ определенные продукты. ЯНТЯЮТСЯ ге
ны. Одни III них кодируют белки, другие — 
только молекулы РНК. Информация, содержа
щаяся в генах, которые кодируют белки (струк
турных (снах). расшифроиивастся входе двух по
следователи 1ых процессов: синтеза РНК
(транскрипции) и синтеза белка (трансляции) 
Сначала на опрслслсипом участке Л И К  как на 
метринс спите'Ифуегся матричная РНК (мРНК) 
'ijrrcvi с ходе согласованной работы m iюгокт^мno
ne итной систему при участии транспортных 
РНК (тР Н К ), мРНК. ферментов и различных 
белковых факторов осуществляется chiitcj бел- 
копей молекулы. Ike т л 1 процессы обеспечивают 
ПрОВН-ТЬНЫЙ 11С(ТС»МВЛ ШИ1П(1-|ЧПиШМОЙ В Д Н К  IC- 
иетической информации с языка нуклеотидов на 
язык аминокислот. Аминокислотная последова
тельность белковой молекулы однозначно шлет 
ее структуру и функции.

Для получения ценных биотехнологических 
лроаукгоп используют гены самых разнообразных 
организмов. Чтобы лучик понят», как работают 
бишсхналожчсскне системы, рассмотрим строе
ние малскулы Д Н К  и процессы репликации, 
транскрипции и трансляции.

Структура ДИК

Мерные данные и химических своИгшдх Л И К  
пояпи.1ись и 1868 г. К началу 40-х голов XX и.
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1*яс. 3.1. С груктурные формулы komikmciitua ЛИК  
А  Нухдеопи. Основанием днями бить менни, гуа
нин, цшотик пли тимин Unciitoft штриховой линией 
»чТрс2цц c&uipiiufi о с т  cm (денжеирибоза); лм1|#рхми 
укдшии ею  >тлс|чшш>2с лтпми. Ь. Оспшипип. Пне. 
lk>ll Штриховой линией ofittM ti 1ш м алия, ги» кото
ром* к ос вон» ии ш присоединит* леюксирибота
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было устаноысно, что молекула Д Н К  у го ли 
иеЛный полимер. Ею  мономерными cAH.mtua.vH 
яапост»! нуклеотиды, состоящие и • аютистото 
основания, пяти углеродного сахара (пситозы) и 
фосфатной группы (рис. 3.1, А). Фосфатная 
группа iipticcc/iMifCii.t i. 5 ' атому углерол» моио* 
lavapiumoio к и ш .  а органическое иснопинис — 
к I атому Осноптния и Д Н К  б и шиот дпух ти
па» пуриновые laicitMii (А ) и гуанин (<#)| и пм- 
римилннопые InHTOHIH (С ) И ТИМИН (Т)| (рис. 
3.1, Л». В Д Н К  моносахарид нредепшлен 2-дс-  
юкс прибитой, содержащей i ольх о ошву тилро-

htc.3J.M(V№n агк'Ииойсикра.111 ДНК Поперечине 
перек ипи нм -  комплементарные tupu octiunaititft. 
«бокоплкм» - сахлрофосфлтпий остео.

кс плену do группу (О Н ), a i> РНК рибоюИ, име
ющей дне гидроксильные ipyr.rilJ НуКЛСОТИДЫ 
СОСЛИНСНМ друт С Другом фосфоДИ и}>Мр»||.1М1« 
сшгкямн, при угон фосфатная группа 5 утерей* 
кого агама одного пукле опии снятии с У  ОН 
группой де*»ксириб<иы соседнего нуклеотида 
(рис 3.2). Нл идиом конце пилнпуклсотинсн 
цепи н&чидиим У  ОН-Группа (3* конец), л  ми 
другом 5'-фосфатная группа (5 ' конец).

В 1953 I. Джейме Уотсон и Фр>нсис Крик, 
осноимнаксь н«* данных рснттскос тру* курного 
аналила кристаллов Д И К . пришли к иыаолу. что 
наш л мая Д Н К  состоит »п двух полимерных ис
пей, о6ралук>ших двойную спираль (рис. 3.3). 
Нвштче одна на другую полинуклсотидныс це
пи удержипаюто! имеете «дородными СИЯЧПММ, 

образующимися между комплементарными ск- 
ниилннлми upon mo полол ныл цепей (рис. 3.4). 
При jroM яде им к обргиуст пару только с тм и  - 
нем, я lymtiiH -  с п т  оптом  Пира ссиогшнкн 
Л  Г стибнлмтнругпгя диум и водородными сим-
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ями, a пара G < - тремя. Длина лвухиспочеч- 
ио й Д Н К  обычно тмержгкя числим пир комп
лементарных нуклеотидов (л.н.). Для молекул 
ДНК,  состояиш.ч III ТЫСЯЧ ИЛИ миллиона» пир 
НукЛСОШЛОП. ПрНН*1Ы единицы тп.н. и м.и.и. 
coonieicniciiHo Например. Д Н К  хромосомы I 
человека прслстаиляет собой одну хвойную спи
раль длинам 263 м.п.н.

(ax;ipt«)NXt|umiuii оста» молекулы, который 
состоит m  ijmcrjiumux групп н деюксирибазных 
остатков, соединенных 5'— 3 -фосфодмэфирнмми 
ст« «ми, образуетшвмбокопинм тштонойлест- 
НИИЫ, л пары оснопаний А —1 if С» С -  ее ступень
ки (рис. 3.4). Цепи молекулы Д Н К  интипарадлсль- 
ны: олиа in  них имеет lenijwucimc X->5\ лругия

5->3 В соотастстаии с принципом комшсмсн- 
гарносш* если п оспой из пепси имеется нуклео
тидная послсдоватсльнсчтъ 5 ' - IAGGC A I -3’, то в 
комплсмопирной цепи в  *jtom месте должки нахо
диться послслопатгльнит. 3 '-ATCCG TA-5*. В 
лом СДУЧК диухцепочечная <|*>рМ.! будет пмгля- 
дсть следующим образом:

5 -TAGGCAT-3
З'-АТССС.ГА-S

В такой записи 5'-конец верхней цени рсспы pwsc- 
полапиот слепа, л 3 -коней -  cnpai*!

Носитель генетической ин^юрмлпии лилжеи 
улоатслюритъ двум основным требованиям: нос- 
мрон имлшьси (реплицироваться) с  высокой тич- 
ностмо и детерминировать (KCMItpoiUlTb) СИ1ПГ1
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белковых молекул. МемельДНК Уотсона-Крив
iu h m o c im u  <*iitTMJtci ним трсОсмшшкм Во-пер- 
Iли , согласии принципу комплсмснтарности. ка
ждая цепь ДН К  может служить матрицей ятя об 
pa юианим поной комплементарной цени. 
С  игловатавыю. после <шмого раунда репликации 
образуется лье дочерние молекулы, каждая и» 
которых имеет такую же нуклеотидную сюсясло- 
naieiiMiocib, как исходная молекула Д Н К . Fu>- 
ыорыч. куклсогндная ПОСЛеДс»Ц;гГСЛ1|»К}СГЬ етрук- 
TypllOI и гена однозначно задаст аминокислотную 
последо8атслыюст|| KQiupyvMoro ею йспсл

0 о
1 у 1«Г  " -о — г -

о
- о -  1°

1 i v o
о о о- v Oij Оегюллит

>W. 3.5. Структур*»и фориулп доасжсмри6а»<уклсо- 
1илтрифосф.1та фосфатные группы оСеиычлк>1ся 
Суммы»', а. р, и у о-Фскфат игядеи к 5'НПот»м утле- 
рцпа ДегижеирмГюлм и при рспликлцин участвует и 
оСрдшьанки фосфодиэфнриов сняли, р- и у-фисфлт- 
иыс I |>) iiiu j  о тш и ли  и т я  и миле т 1|хч£«»и}шги

Репликация

Согласно модели Уотсона-Крика, каждая цепь 
Д Н К  служит матрицей при смитетс ноной комп
лементарной цепи, и послсловатсдьиссп. осно

ваний и синтеифусмой (рлстушсЬ) цепи задаст- 
ся последовательностью комплементарных ос
новании цепи-матрицы. Каждая мономерная 
единица, присоединяющаяся ь растущей цепи, 
находится в форме ле.юксирибонуклеознл-З'-

<У
/о — г — о 
\ о

Риг. 3.6. IV iurikiium»  ДНК. А Спори- 
какие очередного леюкшрибонуклс- 
о‘4Ид |ри<)юсфлта с коки ленетар
ным оснонакнсм ДНК-мотрмны.



ДНК. РНК и сиктглСклкл 33

три фосфата (рис 3.5); фосфггпсая ( рулил, связан
ная с 5 -углеродным атомом асзоксирмбозы. обо
значается буквой и. к ней присоединены (t-фос- 
c|wiT и далее -  у-фосфэт. В ходе репликации Р- и 
у-фосфатпьк группы описи шются в юше пиро
фосфата. а афосфатная группа связывается с 3 - 
ОН-групооЙ последнего нуклеотида растущей 
цепи <r*ic 3 6). Синтез Д Н К  как у про-, так и у 
эукариот осуществляется при участии множества 
разных ферментов. Оспоюную роль играет Д Н К - 
нолимернза. которая послшювагельно присоеди
няет новые звенья к растущей полннукдеопишоП 
пени в соответствии с принципом комплимсп 
тарности н катализирует образование фосфолио- 
фирмых связей

У  бактерий репликация ДН К  иачшюетгя в 
особой точке молекулы, которая называется 
точкой начала (или сайтом нницилции) репли-

h

нации (оп\ от англ, origin). В Д Н К  эукариот име
ется несколько таких сайтов, и репликация мо
жет начинаться ь каждом из них. Образующиеся 
при этом сегменты эукариотической ДН К  сши 
веются друг с другом с помощью особых фер
ментов Кроме того, у эукариот есть специаль
ный фермент тсломераза. который доарашсэе! 
концы (тел ом еры) хромосом.

Расшифровка н н с т ч с с к о н  информации: 
Р Н К  и Полок

11ошшлмюшсс болыииистъогенов содержи! и за
кодированном нИдс информацию о синтезе бел 
кол. Белки -  :»ю биологические молекулы, учлег- 
иутотиис практически по всех процессах, 
протекающих в жилых системах. (Зин служит кд- 
тилмтитрами разнообразных биохимических ре-

Рк. 3.6. (//радоАясени*) Ь. Между о
фоСфВЖОЙ IpyiUlCfi ТфИСОСДИНМемС- 
го нуктсопша и У -i ндроксильиЫ! 
|р)И!юл растущей цепи образуется
фоС1̂ 0 1 ИЭТ)|М|Ж1и1 itm tt. К  КОММ 1C
чешапипму спариванию roioft ел c iv  
KKiubi дсзоксири&окуклеазидт ри 
ф о с ф т .
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\ £ > н н \ н
о
\ Г о *
СИ, А

i s — V '

МрМОШНКЮШМАС* 
I »ЦД! pi«4oca«T

о H
о  — г — о

\
о

ч

U o . r ' с /6  о-

» v v i
1 \  / 

V  V "н \ 6 ,
11 V—- i

О м
/

По him
СМ И»

- о

" О -  г — о  
\
0
\ \ сн,
04, f  1‘; 1 Чо о

V -
£V i y ! • , оО и Ч___ /

/
1 — Р - О н и У

\
О

н ' У  ' *н \ н :У н  О-
ОН и

.Т MS



Я4 ГЛАВА 1

акций, осуществляют транспорт нс шести ииут- 
ри клеток II между клетками, регулирую! про- 
ницаемостъ клеточных мембран, из них строят
ся различные структурные »лсмсты. 1юлки 
участвую! и осуществлении двигательмых 
функций, обеспечивают «пиш у от инфекций и 
юкишон, pci VJIItр\ И»f синтез остальных генных 
продуктов!. Осштшой сIр \кту pi той единицей 
белков являются аминокислоты. Вес аммно- 
кислогы имени сх(щнос химическое строение. 
К центральному атому углерода (о-углсрод) 
присоединены алом тииторола (Н ), амижи руина 
(N H j4), карбокстимшм I ру мл л (С 0 0  ) и R-rpyn- 
iui (боковая пень) (рис. 3.7, Л).  СущосIьучп 20 ре 
ных боковых I ругиI н соответственно 20 амино
кислот. Например, и аминокислоте плапннс 
R -группой яил*с1с>1 м е ш лтш  группа ( (  H j). В 
|дбл. 3.1 даны одно- и 1 |>схСукиснныс обозначе
ний аминокислот. Соединят; вдруг с другом пеп
тидными сымими, аминокислоты об|яи)Ю1 по- 
Л1Ш Ст)С1>1>Ю ПСШ*. Псп п и т а я  сияй. oOpn.iyciui 
между карбоксильной группой одной аминокис
лоты и аминогруппой другой (рис. 3.7, £). Первая 
аминокислота белковой молекулы имеет tnnGeyi- 
ную аминогруппу (N -консц). «  Последняя -  сво
бодную карбоксилы (ую ipynny (С-конец).

Д'ппш  белковых молекул варьирует с ?  40 до 
более 1000 аминокислотных остатков, при д и м

Л
И
I

*H,N —  С -  СОО
I
R

I ( I \ I
•M,N— С 4- с  - N  4  С — СОО III I 1 /1KI \ __ и / R2

llviif Mjuuiu скоп.

Рис. 3.7. (Хчбшснная структурная формула амнно- 
кислоты и Ыжшэошгос пептидной евши. А. Амино
кислота. R Гюкоодя груш». £ ОбрЦЦвинс исшил
МОИ СИИ III м еж ду Диум н ЛМНИОМ1СЖМ1<ЫМ11 о е п п к лм м  
с боковыми группами R I н R2

Та&лтф X 1, Аминокислота и ич Обшленпя

AnimikM'ioia Трг*6уыи*анм>г IUi»o6)iM'imot
оЬошяпеюи otvmwvm*

A-.iih n i ДО A
А0ИН1И Ari H
AnM|un>»i Awt N
AciUpUHMOUI» M X  tir lJ Asp 0
tbi mi Val V
1  метами И и M
Гпмпп» Gly c
Г легкий* Gin 0
HfytUMIIKiMlN малой. Cilu E
Ихсчйимп Ко 1
Лейцин U u L
Л и ш и Lyi К
M cm m .ni Met M
Превин Pro r
Серия Sc* s
1»Ф01ии Ъ г V
Ircmiiui T it 1
Тршпофи. 1Ф w
«IXHKULUiaiii И к r
l im n  им Cyi c

в зависимости от их последовательности и err 
аминокислотного состава молекулы белкой 
принимают ратую  форму (конфигурацию, 
конформацию). Многие функционально актив 
НЫС белки СОСТОЯТ 1ГЗ двут и более полипептид 
них пепси (субъединиц). клк илемппммх, так и 
несколько различающихся. Кроме того, многие 
белки, ПЫ1ЖЛ11НЮШНС КЛЮЧСОМС функции, пред 
стлал то т собой сложные белковые комплексы, 
состой и пю ит множества разных субъединиц.

Нлжным • пере датски птто зпеиом» при псрсоо- 
дс теистической информации с языка му клеен и 
до в на язык аминокислот являются рибомуклен 
иоиыс кислоты (Р Н К ), которые синтезируются 
Нй определенных участках Д Н К  как не матрицах 
n соошстсптн е их нуклеотидной последом 
тслмтосп-ю РНК —  /ТО ЛИМСЙМПЯ полипу к л  со 
пиния молекула, отличающаяся от Д Н К  п двух 
шноикииих. Во-первых, моносахаридом в РНК 
является рнбозд, содержащая не одну. а две гид 
рокеильные группы; они его тоны с 2 е- и 3 '-ато
мами утлсродв. Во вторых, одним i d  четырех 
оснований в РНК является уродил (L), занима
ющий место тмина. Большинство молекул РНК 
CttHOiintoTt4mue, мутя «дето в них имеются nia-
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Рис. 3.8. Вторичмаи структура пиюппи'кехой моаг- 
к)/Iw Р Н К  Комиаемаг тарные осмоденми соединены 
между CClfiOll ВОЛОрЦДНЫМИ СВЯЗЯМИ. С&Ха|ЮфОСф<1Т- 
иийисюи lie HJOGpUACH.

кино комплементарные участки. образующие диул- 
исшжчнм структуры «шпкаккн» (рис. 3.8». 
Сш<ршммис оснований происходит таким же 
ofifxi юм, кик и II ЛИ  К. за исключением тою, что 
вместо пары А Т  обязуются A L

Сушсствуют ipn основных ниш РНК: ин
формационная (мРНК), рмбосомкая (рРНК) к 
транспортная (iPIIK). ike они и грани важную 
решьи процессе расшифровки генетической ин
формации. Синтез РНК на ЛИ К  матрице назы

вается транскрипцией. У  большинства прежарн- 
ог iptfincKpHiiiiiui веся РНК осуществляет сп с ПО
МОЩЬЮ ОДНОЙ И 100 же Р11К-ПОШ«МСР*ЗЫ У  цу- 
карштгмРНК, рРНК птРНК транскрибируются 
ри 1НЫМЦ РНК полимера шми.

Трииофшшия ivo многом сходна с реи шкащь 
ей Матрицей при синтезе РНК служит опреде
ленный увяло* о/шой и >пеней Д Н К . РНК шнти 
мерная копирует утот участок, ткх лслоиэтслыто 
иклннаи друг с другом l  помощью 3-5 'ф оа|о*
ДИ:м)М1Г41ил 1»>*ЗСЙ р и б о н у к / X IП »  L И - и  ССНЛГКГ1СГ-

пни с привитом ком1псмекпф»»ос1И (рис. 3 9). 
В ходе транскримипи мопоемнтезиронамная 
молекула РНК «тосдинисим ш  Д Н К . и двой
ная с пира/и» ДНК иосств нанл и вается. Чтобы 
обеспечить ТрЛНШфМТЩШО RVll.ro ОГДС.ЗМШХ 
сегментов Л  НК. должны сушсст понять некие 
сигнальные исхлсдшкислминти. указывающие, 
где начинается (инициируется) транскрипция и 
|дс она остаишиаинасгся (терминируется) Сиг
нал инициации обычно располагается перед 
копируюшей последовательностью, а сигнал 
терминации вслед за ней. Участок Д Н К , 
предшествующий транскрибируемому гену, на
зывается 5 -фланкирующей последовательно- 
стыл, а расположенный ш ним — 3 -фланкиру
ющей.

С молекулярной точки зрения ген предепш- 
ляс! собой специфическую нуклеотидную пос
ледовательность, транскрибируемую н РНК. 
Подии-яющее большинство транскрибируемых 
последовательностей ДНК составляют гак н*- 
змьаехцае структурные гемы, ми которых синте
зируются мРНК. Конечным продуктом струк
турного гена я паяется белок. У прокариот 
структурный ген представтег собой испрсрыю 
ный участок молекулы ДНК. Транскрипция на
чинается сосвязывания РНК полимеразы с про- 
мотором, и лдтсс последовательно копируется 
пест, структурный геи (копирующая область) от 
первого иуклеотнил до последнего с оОра кжанм- 
см функциональной мРНК (рис. 3 10) V зукарь

Рис.Х9.0|ймаптческое мюир* 
ju.fi.tt ipiMCKpitfuiiiu. Стрелкой
зизаюс* lutrivt Ч'СННГ.

г
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Рис. 3.10. Сксматгпсскос ir*>- 
бражснис иромристпсекого 
пр>му;чиш1 rent. Ун дети
npCMWCp <р). ClMT ИИМЦИиИИ
фанскрипкии и ее rwujxmnc 
иис (icpiuotrnLmfftH стрел- 
tab класть 1грмм»шти
ТрПМ С b T f l l l l l l l l l t .  УМ Ш М 1СМ ХЛ

РНК-гкпичитмзои (I), Сна- 
пила иа ДНК рд* ил мацитс 
аогтетмрусгся мРНК (транс
крипция), И 1ЛТГМ ГД7111С С Ш ' 

лился синтез бедке***! пени 
(грЯИСЛНИ 10?)

ИГ бОЛМНГШСТОО СГр>'КТ>’рМ1.1К fCMCMI сое rota IIJ
нескольких дискретных кичирующич оГипн.-чей 
(:>ктнон), разделенных мек^нфующнмн o6j« il- 
ТЯМН (itKipC’IUIMIl) П о зипершемип TpailCXpllll-
Ю1И эукариотического структурного кенл ннтро- 
ны hupeummH ил лерьичното продукта
TpOKCkpi m ill'll С ППМСШМО <|iepviCMTOU, и :>кяшы
сшиваю гея друге другом пирен н горец»» (ciuntt- 
аш г) с образованием Фумкшюнллмтй мРНК 
(р к с  3.11 и 3.12). Обычно длина э ти к и » сосгап- 
лист or 150 до 200 нуклеотидов, и длина нитронов 
варшруп ся 40 по 10 000 нуклсотнж  Очень не

многие :»>ы<ри<пнческие структурные гены особ
шс не имею! нитронов. Иногда сплайсинг мРНК 
может проходить по альтернативному (шрншггу. 
Например, г  одной т к а н и  »l>>in:uM uiuiii.i«nu 

Мр» IK можег ибри юоммгься п результате сосан 
нении осех >k j u h o i i  первичного транскршиа, д и 
другой кокой-то экюи будет порезан имеете с 
фланкирующими « о  нитронами и обра»устся 
другой функциональная мРНК Благодаря aiir- 
тернапшиому с п л а й с и н г у  в рл шмх шишх мену? 
образовываться разные нродукш (мною и того 
АС структурного «сна (рис 3.13).

г
лик

: 111Ж Т^Т h С С Г Я Е  И ГГПТ53Е'.} Е Л Е Н Е

Трико»»”"*»»*
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tfr.l 1—1 . - L-1- . LJ—  I.U)ЛААААЛЛАА

I rUpOHNUuH ipOJKKpUirr 
rUouccomr

< i 1 I  1 1 1  И  ЛЧЛАЛЛААЛ
* - *  ̂  ̂ футиы«ш.п.ниш мРНК

I р т е  шпак

Гис. X II. CXCUITH'ICIKOC 1ГК> 
ГрЛАСНИС *у)ьф1«ПНЧССМ>1< 
структурною icon Указаны 
npmiOTup <р). са»М ннжшд- 
пип транскрипции и се на 
п р и п л а т е  (topit иштальн&А 
стрелка), область термина 
turn трикск|чшшш. ytmihdc- 
мап РНК пссгимерйм1Й (I)
I 5 -  экими, W-tl -  »tiopo 
и ы Первичным траиоериот 
awpAifT рс4у|Л)-*мюст- »u
V komii- ii wont mpCKuimiait
муклсотл G («юл*) inn 5'*
к о н ц е .  П о с л е  I | U ! l t C » p « i r i (U r  

тгтроиы из периичкогп 
Т р а н с  К р и т а  и м р е ш к н о »

(процессинг), и ив образовав 
ирсисв футдиюнадыти РНК 
(HirrcTifiyncM белковая мо
лекула (Г]ХЮ*С IHlilfil)
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IW .3.12. CiuuiiKiiMi иеркичкои» арймскрштп1 у »ую*ржг|. У т, юными стрелками ухлипш мести соединении ж 
ж и и* I, 2 и .1 после удалении ишроноп а и Ь

И истинно фуикцшжнруюшеи клетке при 
мерно 3—5# суммарной РНК приходится на до
лю мРНК. №% -  на лолю рРНК и 45; -  на до
лю тРН К . мРНК можем быть прслстлняснл 
десятками рашнчных типов молекул, а рРНК 
всего двумя типами. Ьолсс крупная pPHKoGpa*
j y d  С беЛКНМИ р»|ГМ1Нук.1СИПрШС1иНЫН К4Ш Ц-
лскс. ноэ1акасмый Сменной рибосом! той ty6fiC- 
AiiHiiiieil, а рРНК м е ш .те т  размера -  
комплекс, напиваемый малой рибосом нон 
субъединицей. Вд» иремм синтеза белков субйС- 
динкшл обыглиннктн с обра ижанисм рибосо

мы У  эукариот обе рибосомные субъединицы 
крупнее, чем у прокариот

Помимо 1UOI4 рибосом, и кле1ке. активно 
синтез) (руки ней белки, (цасрд.1гс>1 до 60 ртшич- 
шах индол гРНК. iPHK л о  линейна» <ш>и<1СМо 
•kMitan м^ккула ти н о й  от 75 до 93 нуктс<ли/юн.
II ней ИМСС1СМ несколько BwiiMMiKOMaicMcmap* 
них учпеткдж, iTiapiiicoonaixcH между собой (рис 
\ X). и вся молекула у к чеи-тпгн я и иропрмютис t 
itipa кэшнисм структуры, жшемшшюпеей букву I 
(рис 3.14) Спом1нш»к»с1)си1и]а((>ео:и\<1крме11Т4Н< 
(лм1ш«1!.ил-|1’1 1 К -с тп т* з ) к 3'-концу гРНК

1 1 Эххж 1 | Нтреж* 1 Э той ? | Жиров В | Э к лтЗ  |
дик

УШом I | Н|гпю41 * | Тмги | | Итро» I» 1 Нгыч» У

Рис. 3.13. Л  iMtfxuniiiiiuO сндАЙстК ncpmtsiioio прдпекригтта у эуклрисп < хрелками укатим места сосдинс 
ник жадно* теле удалении •«трапов. »мсж 2. флинмфугмый нитронами I и 2. нырсллстси щ ncpiui*n<oro 
tjwicKj>«mr.i( я экжжы I и 3 сослиникж:м с обрятонянисч фуккииокцпыю акгикной иРНК
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1%ж.3.14. Квжформиин* i PHK, «шгрутммпй»ttuniu*- 
кис.ютсй. Штршооон нрим оутчш н» -  ошикапои.

присчкдннчспи cooibCTiTtty»omaH аминокислота. 
Так, фермет apt мнил i РНК снш етш  присос 
липнет к м«\лекулс т Р Н К ^  аминокислоту арги- 
нии. Л 1« каждой ю  дшпопш аминокислот, на 
которых состою все белки, существует по край 
ней мере одна специфическая гРНК На другом 
конце молекулы гРНК расположена послсдоаа- 
телишеть |0  трех нуклеогидок, кошряч нашей 
сак ашикодоном. Они распознает специфиче
ский колом и мРНК и определяет, какая именно 
аминокислот будет присоединена к растущей 
питие Vi тинной цепи

Трансляция

Трансляция осушестиястся при учмтш мРНК, 
репных гРНК. ♦нагруженных» соотистстуклип- 
ми аминокислотами, ри<мх:<>м и множества бсл- 
копык <]кишрш«. обсснсчшииошкч инИцмшцяо, 
злонгшшю и icpMimaiuno синтеза полииептцд- 
ной цени Трансляция и прокариотических клет
ках инициируется формклмстномииоиом тРНК, 
которая тик и шпыиастся -  нн1шии?ор1ШЛ тРНК 
При участии белковых факторов антикодон 
V I АС-5 иншишторной г Р Н К ^  ((Met -  м<>- 
д»м|лиспропанныЙ метионин, змино»рупии кото
рого форм и троками) связывается t кодоном 
5"-AU(i-3‘ мРНК.образующей комплекс с малой 
рибосомной субъединицей. Никакая друтя 
гРНК соединиться с итим комплексом нс мажет. 
В свою очередь спя luiwmne мР11К с малой рибо- 
сомной субъединицей осуществляется лосрсдст- 
ной сбрюошнмя нуклеотидных пар между imcic-

>юыпе.11.нпспаН> примерно in  восьми нуклеотидов 
(1кхледодетель«(осп* IПайна Да.luapiio), когораи 
р^ппложена вблизи 5'-кошш мРНК. и компле
ментарной 3 -концевой Поспелова 1слынкт1.к> 
рРИК. связанной с мятеж рмбоиииней субъеди
ницей. К комплексу ГМс1-тРПК^и'-мРНК-маши

Рис. 3.15. И н и ц и а ц и и  |рй»1СЛМ1ии1 а ирспсарнспнче 
cxoii тегше. ПосшомШШЮСТ|| Шлниа - Дл’И.гирио 
(111 /1). находящимся nfrtirт  5 -копия мНМК. стон 
1ЫС11И С КОМШСМКХЛфНиЙ 3’-концеВОН IMJCitCilliHu- 
iLvni.iuKrri.ut рРНК, абреку коде ft комплексе малой pti 
босом ной суГгъспинипсН Антикодон (UAC) 
»1М1Пш*порноЙ IMci-t PHK,m** cunpitiuurrcii 00 cripi- 
колоном (AUG) мРНК. К обрвэоаамисмусм комплек
су Пр<(€ОСД1МММСТСЯ tXUll.UUI* рнбпСХШНЛЯ СуЙЫ'ЛИПМ 
U8. и обрвиустся комплекс ИНИЦИАЦИИ Аминогруппа 
МСШОШШД, Cisvruifllforo С ИН11ЦИЛТОрИОИ тРНК. ejn»p 
мцлирокана (С НО) (1м рисунке не и «обрило*)). Пос
ле 1риНСЛМ1|ИИ фОрМШ1МСТК10МИИ иписилксгся at бсл- 
KOnoft пеня
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субъслшшця Присоединяется (kuii.nuui субдели 
WHIP, It CiOpdiyC'lt'M нмминлтормып Комплекс
(комплекс инмцишит) (рис. 3.15)

У эукариот трансляция инициируется связы
ванием специфической «нагруженной» иниииа- 
щриой гГИ К  (Mcl-rPHK*4*) и флкюроь иници
ации С малой риГхЧОМ НОИ С)<тисЛИИИЦсП iUTCM

мРНК присосдиниск-я снопы Законном к комп
лексу iP H K -мллан риГхкомнаи субъединица. и 
комплекс продвигался по мРНК до ciapr-kiuu>- 
на (A U G ). Далее акгмкодон UAC иницияюрмой 
Met т Р Н К ^  cnepHOaCwit с кодоном ALCi 
мРНК К комплексу присоединялся большая 
риСюсомном субъединица. и образулся нинннл 
торный коки иске (рис. 3.16.)

Эшпы элонгации и терминацииу про- и зукл 
РИО! IMI МИШ ом сходны. Процесс элонгации 
включает *<»|Ч1 юшшпе ncimujiMK сопки между 
соседними Аминокислотами. при /том очеред
ность присоединяемых аминокислот определяет - 
сяo«jcp:iaxxrniK) кодоноп и мГНК (рис. 3.17). Рас
смотрю! процесс более подробно. После 
оС|х& к№нш1 инидиашрною комплект кодон 5 
молекуле мРИК. слслуюишн за кодоном A U G , 
сшрикагня с ком1псмснтарным ему антикодо
ном соспистстьующсй rPI f К, определяя таким об* 
разом, какая ил нагруженных тРНК нрисоедшшт- 
ся к рибскоме (ненифуженмые гРНК нс 
с*м1Ш-акш.яс рибосомами). Если игорим трипле
том ь чРНК оказывался C L G ,  го следующей к 
р||босомж>му комплексу присоединяется несущая 
лейцин тРНК с шликсдежом З’-CiAC-S'. К01ДЛ 
*га гРНК оказывался на месте, между карбок
сильной группой мспюиинл и аминогруппой лей
цина с помощью ферменттитюй пх г нажил и, 
|фИ4-уихлГГзо1Л1.11юй субклинине. «бри «устоя пеп
тидная еден». при лом лейцин остается сними* 
ным со спосй гРНК. я метионин отсоединяется 
от иннцияторной тРНК. и последняя отделяется 
ш рибосомы. Комплекс млионин— лениин— 
тРНК,Л| мРИК ♦протпппметел* мере» рнб<чому 
(трттс окаиия), так что следующий кодон мРНК 
может сказаться с нагруженной гРНК, несущей со 
отостиуюишй аитимьюн Если ipciwiM коленом 
мРНК яшисгся U U U , то сдедукянсй аминокисло
той праотушей luvnmauuitoH пени будет фенил 
•наша с сюдоптаитт к рибосоме т PH К caimiKouo- 
ипм ААА Когда чтя тРНК окажется ни месте, 
между карбоксильном 1рутшои лсишжа и ампнсь

группок «{ем плюш пина cXVpujyetcu 11с помнил 
СИМ м. |РНК|4и(ПЛСЛК1СЯОГ р|<б01Ч*П|1, I l|HMl fee HI TCI 
ГрЙГКХПОКПИИЯ ПСГГГНДИЛ-тРНК1** (IРНК С ИрМСОС- 
янненной к ней роетушеИ i им иис! ти н о й  пенью), 
и следующий колеяI мРНК емггжет сыадться с ан
тикодоном ахласигшуклией нагруженной гРНК 

Г>гн событии -  сшпышшие нагруженной iPHK 
с мРНК бдшшаря комплементарному силрииа-

Met

Skit

Рис. 3.16. Инициация tpiuic iMiinit n lyKipMorieiocKOtt 
Метке. Малая pitxcoMiui* субьслмнына ctmiunacic* с 
нИ1ЩШЛорний гРНК. •нагруженной* метионином 
(Met -тРНК1М). icovtiicic гролмиг.&'-гем но мРНК. пока 
ашикадон UAC и ни шш горной iPHK не ctia*nircji со 
старт-кодоном AUC» мРНК. Лансе к комтсксу мРНК— 
тРНК ыХГАН <‘)СтъгДИ1111Ш1 присосдвНМггея fvvtwiuta 
Су1>Ы1ННЛ1и  и сбралусчсм комплекс iiv ih iih m io u i
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Гиг. 3.17. >).1шсп11ия №И1Шя т ц и с О  цепи. А  Второй >лю*« (C U C ) пмРНК oununneiv* с ntrniKvxmov «1 А ( ) Lai 
iPHK,rt* Л Ме«1Г1шно6|К11)гтпстнциук>свя11.слей1!ииак,Лостм1101иичтИ110л .осю(Чщ|и1шама10там|*1Кисиа1о* 
ш  itiiitiiMfinptiiN (РНКотшс1ИН1Ш . Д Тр ж тю м ш я  М)Мида211ютсоМ'ТРНК--иРНКс :»м;1м*<н/*1иатки uic£> 
к чип о котхы <IJUL'). Г  Tpcnrit кс*ж*1 (U l^ J )  cjupttiMCTVJt с  шпкммтном АЛЛ Phc-TlTIK**’ . Д .  Jlcituiui i*CfUj\rr 
пептш ую  cuim. c ф а т  lamunucci. aocnuixi шим тРНК14. оезюба;11шuuncs от тРНК1 л  спс©сд»п«че»ся
от рцбосо\о/ / TpRiw кжащш комп»схся пгсттитид-тРНК мГИК с^спс#тртимисмс.»счужнисгпмо«*«и. ит XL

»ти> кпдош t янтакшпном, оОр-о юьанис п а т и 
ной cbhui. orccxMiiifCHUc -рзлруАенжтй- гРНК. 
фЯНСЛОК.ТЦНН -  ПР0Л1>ИЖЛ1ГГГСИ до тех imp. тж д  нс 
соединятся друт L лрупми ОСС аМИМОКЙСЖГШ, :uiko- 
ДМрОВйНММС И мРНК. ТраНС.ТИЦИИ ПрОШДПДНТ и 
направлении 5 —3* со скоросл>ю примерно 15 
аминокислот и секунду. Когда 5#-консц мРНК т  
свобождастт ю  рибосом ною комплекса, он мо
жем синится с другим таким же комплексом, так 
ню цини маяскуми мРНК может одновременно 
троны ироюлься множссишм рибосом.

Элонгация происшасастсн до тех пор. пока рибо
сома не дойдет до кодона UAA. U A G  или UGA 
(стн-коапн. терминирующий ксиюмХпме. 3.18). В 
норме и клепай отсутствуют гРНК с лнпшшонв* 
ми. комплементарными сигналам терминации. Их 
у  яшки белковые факторы освобождения (терминд- 
иинУ. При снодывимим фактора оашГяякденийС ри
босомой происходит гилрнли тсии ш между послед- 
ней гРНК и полипептидом. свободная тРНК. 
ншшюгшдкая нельм мРНК отшсдинмются от ри
босомы Рибосом* диссоциирует на субъединицы, 
которые могут ижяи. участвовать в трансляции.

Посте трансляции многие ттлннспгиды н«ш- 
вергшотся рапмчным чопифпклниям У  боль- 
шкнегнл to ник стисплкстся N -конце вой метио
нин. гак чю fs-кониевым остатком сттинтмлгеи 
шорен шиижнелшп. У здклрипт npuitotomn пис 
нашмемий процессинг немчорых белков, когда 
iia*iHiicirnu»M»i цац» расщепляется в определен
ных сайтах с обро кишшем бситсс коротких белко
вых мипекуя со специфическими функциями, В 
некоторых случаях, особенно в :*укдр1«тгичсских 
клетках, к определенным аминокислотам с|>срмсм- 
инипным путем присоединяются фосфатные 
группы. липиды. утлпюам или другие ншкомоле- 
кулярные соединения В результате ттих химиче
ских моцифишшй обрелукттся белки, выполняю
щие о клетке специфические функции.

Генетический словарь состоит ты 64 колонов. 
Три ю  них -  «то СШИ-КСПНИМ, а ОПИН (A U li) —  
старт-k c v io ii (тябд. 3.2). кодирующий сию и  о м и- 
жжнетогу мет нежим. Когда кодон А1Ю  п а м я т 
ей »tc ни 5'-конце молекулы мРНК, л п ее внутрен
нем обдаст, то он раслоитстся другой тРНК 
(Met-тРНК Vrf). к которой irpiieoctiiiHCB немцам-
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Jatiuma 3 2  ГоитичсашИ кили паелла псп<1ЛКаиыи1'.м ранних мысмок ь генные / colt и человека

Коли Лчммшжмт Чмтш» МГИП 1». MIASMMN Кешж ЛикимтАШ Чж-игтд larfMUbtMjuiMii
fcaWT W.HiKi

сое fдмими 0.13 0.23 UAO Стоп 6.09 U.I7
ОСА 1 Т1111ИИ 0.09 0.26 САА Сшп 0.62 0.22
оси ГЖЩИМ 0.18 0.18 или Тиром n i 0.5.1 0.42
GGC 1 tllUMM 0.41) 0.33 им Ittpouri* 0.4? 0.58
ОАО Hyumuxma* К1КЛСП» 0.4) 0.39 иии Фтиишлипим 0,31 0.43
САА 1 лускм«11*с<ш< канЯШ» 0.7О 0.41 L IC Фп'МЛи.1Д|1И1 0.49 0.57
CAU Лепиры imaium* 1CmCjtfim 0,50 0.44 UCG CqiMu 0.13 0.06
ПАС AcraftoflftcvtaMi м*ся»г» 0.41 0.56 П А СгрММ 6.17 6.15
CUG B u n 0.14 0.48 LCTJ Сепии 6.14 0.17
СГА Вшей 0.17 0.J0 IX с Ctpnii 0.1? o.}3
(.1 1 B u n 0 .» 0.17 AOU UfiMH 0.1) 0.14
С И Валян 0,20 0.25 АСЯ* Серии 0.27 (US
осе Липши 0.VI 0.16 СОО АрШИШ! 0.06 6.19
ОСА Литии 0.22 0.22 се л Apt ни ни 0.03 o.w
оси Линии 0.19 0.28 сои Apt мини 0,42 O.C0
« Г Линин 0JS 0.40 го с AfHMMini 0 17 (119
АЛО Ям uni 0.74 0.66 AGO ApiiiuiiH 0,03 0.22
АЛД Яшин 0.76 о.«1 АОЛ Дронин» o.w O.IJ
AAL Лдгпяршнм 0.W 0.44 CAG | .|)*ПМЙН 0.69 0.73
ЛАС ЛС11Ц|Ш1ИМ о » 0.» СМ 1 л утомим M i 0,27
AUG McUVHHI*.. стэрг I.QU 1.00 ели 1 мстадии 0.5? M l
AUA И ншНыш 1>3>7 O.N еле; 1 Pi. «паим 6.48 6.59
ДОС llioin'iMiui 0.47 0.35 ге е Jkdiuui 0.55 6.43
AIX. И юмгминн O.W. 0.51 СТА IldiniaK 0,0.1 6.67
AOG Трссвши «.23 0.12 ecu JkMtUUi 0.10 0.12
АСА Трсвимм 0.12 0.27 елч ЛсвОНЛ 0.10 ojo
Л< 1 TproMiui 0.21 0.23 н е Л riii (ми 0. II 0.12
ACT Tpcotam 0.41 о.з» сч;л JKhumm 0.11 o.w.
сое. 1 pMITIT>|lll|l 1Д1 1<0О IXO Пронин 0.55 an
1 СИ Цистгим « . « 0.42 сел Прехшш П.20 0.27
иск IlltCTTIMl 0,17 0.51 ecu Проинн 0,16 0 .»
UOA Сию 0 .» 0.61 сес Пронин II. 10 cm

фицмришнмый меньшим. Лмижжнемгм ijntirm- 
*{хлп тпмругтсн всего ОДНИМ КОДОНОМ (U (i(f )«  ОС- 
тххыпх аминокислоты, го которых счхтояг белки, -  
по крайней мерс лкуми. чащ: четырьмя, «  писала и 
шестью кодонами. Например, для лсшшна сущест
вует шесть кодонои: UU A, U U G , C L L ,  C U C , C U A  
и CXKi. Синонимичные колоны тгиалыукпеи раз
личными органтмимнс разной частотой. I 1з четы
рех кодонов для глицина G O A  ncmmsvciui о 
структурных генах человека и 2бЛ случаев, а в 
Escherichia cob ь 9%. Такая же ситуация наСиишш- 
пен и дли с гч:и-кодоном 1ик, у человек* частота 
пинчьюкшим кодонов UAA, LA G  и UGA состав- 
лист 0.22, 0,17 и 0,61 соонкчхгтсимо, а у L colt -  
6,62.0,09 и 0,30. Несмотря на tee эти различия, гс-

исш'ихкиН код у всех орпшшкии, я» редкий ис
ключением, одинаков.

Регуляция транскрипции у бимернм

В «  процессы, Ир0 1 С<К;«Ю|!11НГ И СаК1Ср1Ш.914>ОП 
клетке, образование ампнокис/кп, нукзеоти- 
дов и др>1нх важных метибояшов, репликация, 
транскрипции. Трансляция, капЮиишм, высво
бождение эиертн, реакции ни внешние воздел 
стеки требуют участии Сел коп Однако зксргс 
тических ресурсов клетки нс хал тает для 
СШНОПРСМСНН010 0СУИНХТН -|СНИЯ транскрипции н 
трансляции (экспрессии) всех структурных ге- 
иок Петом у постоянно экспрессируются тешь-
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H,N МП и »  П* Л* I» м. СЛ> Мл Су* v>»! СООН

Рис. X II .  Гсрмммаияя трансляции. Со стоп-кодоном 
(V M  '•) сии 1ннлгки флюор (свобоадсния. U транс л и 
пин имсриютси. Химически»! Спя а между Последней 
тГНК и палмпгггшдн<»< нслио разрывается, аюсчш- 
•*дя il'if К, мРНК и i топал белкою* 1 u i m h i u j h i 'm 
КПСМ in рибосомы, И НОС ПСЛ1ЫМ ДИССОиИИруСТ IM
субэдошипм

К О  1C гены, М Ш ф М С  колируют белки, поддержи 
нлнчцис «ионные клстпннис функции, и трине- 
крннинн ocnwiaiux структурах генов рс|улиру- 
стся. Когда у клетки возникает потребность н 
каком-то Сделке (белках), то инициируется (вкдто- 
•«♦стен) транскрипция сютпсгствуютсш струк
турного m  (гемов), а когда тикал потрсбносп. 
исчезает, транскрипция выключается.

Часто у  бактерий белки о дн о ю  метаболиче
ского пут и  колирую тся смежными структуры им и 
icitiiM H. Н уклеотидная неж ледогагслмкхгп., н ко
тором заходи ре пеню более одного белки. шпини* 
стел оперся ы>м. О бы чн о  опср«ж находится ИОД 
K om piucsi б дм н е ле н н о ги  промоторе, и пр и  е ю  
тр а ш  крипт л и  обри lycicu суши дли н н а я  молекула 
м Р Н К , кодирую щ ая несколько бел ко и. П р и

1|>н 11с л й ц и и  та м iii м Р Н К , т» к о то р о й  с то п -к о д о н  
ТЮСЛСДЮСМГГСЛЬНОСТТ!. к о д и р ую щ е й  один б е ло к , 
со се дств уе т с о  с тл р т -к о л о н о м  гена сле дую щ е го  
б е л и ,  с и н те з и р у е тся  набор д и с к р е тн ы х  б е лк о в

В  б о ль ш и н с тв е  с тр у к ту р н ы х  ге н о в  L  соН  и м е 
ю тся дв а  са й та  с в я ш и л н и я  д л я  Р Н К -п о л и м е р а  
ты. О л и н  ю  н и х  о б ы чн о  пр е д с та в ля е т со бой и у х - 
л е о п и н у ю  нос л с д о о л тс л ы  ю ст ь 

Т А Т А А Т  
А Т А Г Т А

(Т А Т А -б о ю с ,  п л и  бокс П р и б м о д о ), а д р у го й  -  
TTG AC  
AACTG.

Т А !  A -б о к с и  г а х ж / ю о а т с л ы ю с т ъ Т Т С А С  ресноло* 
х е н ы  та 10 (о б лд е гь  -1 0 )  и 35 (о б ло сть  35) н ук лс о - 
П1ЛШ» ЛОСДЙТП ИННШ1ЛШв1 ТрШ«СКр»11Ш1Ш со о тв е т
ств е н н о  (н у к ле о ти д  *1) (р и с . 3.19). О б ы ч н о  о т 
y ta c ix a  м е ж д у Т А Т А -б о к с о м  и  н ук ле о ти до м  И  во 
v i k то м  н а ш ,  будет л и  ripratcxoixim. т р а н с к р и п 
ц и я  да н н о го  сжерона. В  зависим ости о т  способа ре 
гуля н и и  тр а н с к р и п и н н  о перанд э то ту ч а с то к  тимм- 
«а с тс я  оператором  а т и  активатором.

Д л я  вклю чения и  вы клю чения ратны х «>псро 
•к>в и хаос э в о лю ц и и  сф о рм и ро вало сь м нож ество 

p e iy jim o p iiu x  систем . Н а п р и м е р , с операторном  
об ла стью  может б ы п . связан р е гулято р н ы й  бело к, 
Н>1 il.KVlCMlJII репрессором ; о н  м сш о сг п е р е м е те  - 
н н ю  P H  К - г к у ш  мерены м и л ь  м<шскулы Д Н К ,  и 
ТрОНСЖрИШШЯ бЛО КИ руСК п (р и с . 1.20). О д н а к о о с - 
ЛИ  t  |Ж прссссром 1НКАСГСМ некое н и х с о м и лс к у - 
чярнос п с ш с с п ю  (э ф ф е к то р ). то с то к о н ф о р м ли и м  

и л м е н и к я  таким обрпэом, ч т о  его cionMiMiiiiie с 
о п е ра то р н о й  об ла стью  с т а ю т  невозм ож ны м , и 

TpaiKKpiUlUlfM  возо бн о вится. О б ы ч н о  ЭффСКТОр 
|ш ф>тластся к ле то чн ы м и  ф ерм ентам и. К о гд а  его 
к о н ц е н тр а ц и я  о п и ш е т с я , репрессор сгигнивисгся 
с операторны м  учветком , и тр а н с к р и п ц и и  тикам, 
прекращ ается О и е р ш о р и ы й  участок сп е ци ф и ч е н  

а т я  к а ж до го  o n cp o im , л  эф ф е к то р  взаим одействует 
то л ь к о  с о п р слслсн и ы м  репрессором .

В  качестве и л л ю с тр а ц и и  р а ссм о тр и м  та к о й  
п р и м ер . П р е д п о л о ж и м , ч то  к ле тк а  с п о с о б н а  м е

та б о л  т и р о в а т ь  о п р е д е ле н н ы й  сахар. Г о гд л  с и п  
гез ф е р м е н то в , р в е щ е н ля ю ш и х  э т о т  сахар, б у д е т  

б е с п о ле з н о й  тр а то й  к ле то ч н ы х  р е сур со в , е сли  
о н  о тс у тс тв у е т  в среде. С д р у го й  с то р о н ы , е сли  
это т сахар и м еется в д о с та то ч н о м  к о л и ч е с тв е  и 

я а тя с гс я  е д и н ств е н н ы м  и с то ч н и к о м  у гле р о д а , 
т о  ф с р м с т и .  о тве ча ю щ ие  за е го  )тн ;н г> п ц и ю
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Рис, 3.19. Tp;tntkp»*nuiiK п Влюгрин-нлои клгткг A  Структурные lei iiii <А, В, С и  1>) онером* ш ксвш си пил 
трм<с*рмпимои1тмм кгигтрплсм опер i идо (о) и прочошра (р) ГНК полпмсрсго caiciunarrc* с участками, нахо
дящимися на рпссюмнии 10 ( 10) и 35 ( 35) пар основамиР orcnftia инициации транскрипции ( Ч ) .  I — Сгон- 
iMf lui.i, oirciciueitiiuli и  оанниику транскрипции. а. |3. у и б белки, пролуъты «сков Д. I). С. D. /• Гоже, «по 
и IV* риг Л но покд umo саммявнме PMK muHwirjwuj с ПромспирноЯ оОиапып

клеткой, становятся совершенно необходимы
ми. В этом служите сахар лсйстнуст как эффектор, 
препятствуй связыванию репрессора с опера
торным участком к таким образом обеспечивая 
транскрипцию опероиа и синтез ферментов.

При истощении шиасов сахара в среде репрес
сор связывается с операторным участком, н 
транскрипция опероиа прскрасши-тся.

Нормальным состоянием л р у тх  оперонов 
может быть состояние, мри котором осущсстн

Р К ..Ш  8* мягкие тр«мккрмпц|1нГшк!ср1спм101ос»исрона. Pcti|ie(COp(R>csiiniaia^eNcoiicpin\ipoM и&кжафуст 
тродоскрмшвна Снизывание uJxfrKiupn (С) с репрессором мтисниет по мжОтрлечти*». и см иг может сикля-с* с 
оосрвтороы ГНК полимера в  беспрепятственно персчсщлсия июль молекулы ДНК, осук^еслст транскрипцию
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Рис. 3.21. Пыключенис цшнскршщии бактериального uiicpoiiir С то ы я а л и с  Kupcnpctccipa <С>с нсны и и мы ч  j*c 
прлсо^ом (1R)  ми«гмигт конформацию послглнгто Комплект кпреттрессор-реп рессор ( С — IR ) сии u .iu h c k  к \ 
nncpuTtpcw и (иокиругт транскриш mm

ЛНСТСМ их транскрипция. поскольку рслрессор- 
НЫЙ ОсЛОК НС.ЧКГИЬСН. И ПОМ случае специфичс 
ский эффектор (коре пре с сор), спяшьаясь с не
активным репрессором, нытыпаст п нем такие 
конформацмОнмыс изменения, которые обеспе
чивают связывание комплекса с  операторным 
участком, и транскрипция опершм выключает 
см (рис. 3.21), С ам по себе репрессор не спосо
бен CIOOMtUlTbCN с оператором. ПОЭТОМУ при

у н ет.тен и м  копнен i jvimn корепрсссорл
транскрн ГI ЦП Я HOWflfН>ил мстся.

Регуляции ф ж ск р ти и и  с  помощью рсирсссо- 
ра на iWfeicrcM отриц;т-лмит« Если же система ре*
гулянки клпраюсиа ка повышение скорости 
iruiicKintmutH, to  (ям ьтш ашен  положительной. 
Рассмотрим юристе л о т  процесс Бележ-актина- 
тер скнтииасчся с участком между Т А  ГА-боксим н 
сайтом мнншегиши транскрипции. При лом он не

Рис. 3.22. Изменение скорости ip*»«c«ptttiiiMM. Акт шип up (Act) cinruui с >ч лаком между ТАТА-боксом и call- 
iom м1|М1|11Л1дим iptiiiLKpeif ниш, скорость трапе крип пнм поаышеши ОДфекгор (Г) ои ом м п и  с вкииижзром м 
npemrivniycr его сося имлпмо с ЛИК; скорсси. транскрипции умтмгагтеи
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ВАЖНАЯ ВЕХА

Струш у ра дезоксирибонуклеиновой кислоты

Ии mi пгнмг молекулярной структу
ры ТСИСТИЧССКПИ» MflirpfULlU 
ДНК Г«э сомнения стало шпини 
ю  самых здисчт слыша научных 
/КА'ШАСМИЙ XX И- Уокои II Крик 
(HIIICU.IH coo* открытие так. «Ми 
мним I!pc*ji.KiAitiI. crjvici^py ai.iii 
,UCKiKLttpiffo»iyk tt!M»ac>liOl« кислоты 
(ДНК.) 'И*.1 структур! обладает
ИССЬЧД ItfuCVjriHlUUH CHUtCThAMH 
НрСЛСТЙ11Л»ИЛШ1МН f9CVII.liH.4l О на
ши тсс».;* г ммкрсс... Она ибряю- 
ММа run мм lIuifv.iiMtiiviii цепочка 
мм, кифучсниммн вокруг ofiiuci* 
<KlL..()0c СШфМЛИ lipMMC. IML. 1Ю- 
слслсятслиангп! атимп» в них кю 
МИМО llpLnilHUIKVlO*»IU .. ВссКММ 
интересен способ. о помощью ьчу 
ТОрОГО 11С1ЮЧКИ yjiepAlf&slUJCtf 
КЧСС1С-. I К pifIK UUl* »• ШфИМИЛП 
нотис гснодния обрпуют impw, 
1фМ ЛОМ ПурВНОК* основание ОД
НОЙ UCHtl СОС/.ИКИСТОС мэдоровим
им п и т ч и  с иирилнсшноиим ос- 
нолашк-м другой... Если (шш in  
оснотнцй норм — л и  адснин 
то... вихрим основанием должен

I n Wainon, Г И С  Crick 
Akuw t 171: 7 3 7 -У Ж  195» 

быть тм и н . hi же самое о т о  
с и и  и к tv и н и ну и ти ш и н у Пне- 
лсио1« 1с 1икк.п, исноианмН и п а  
пину с л е т и  мной цепи может 
f»WII. любой... СЬспэ. ВАЖНО, «ПО 
1Ш 1|УЛХ>жсг1«мо1Ч1 нами iM iv tty  
мл снешфмчсского cnniiiiJUKitN 
hci locpcaci венке w n fx a ci miv- 
М0Ж1ЮСП- копировании Г С» Куп
чее КОГО МШСрИДЛа» В следую 
ш ей u n i k - ,  опублпкинянм иИ  
м в е ш и и м и  м естям и иемжг 
{AcJUrv 171: vc4 . I9S3). Уотсон и 
Крик уточняют: »Саирофс1|.фа1 - 
нмй оси*»» и нитей маю..и «Печь 
люши мнломмси, но II Я7  струк
туру может м ш а п е й  любим 
оеслсдомтмьносп. мер нуклео
тидов... Н ДИМИНОЙ молекуле во* 
можно (х  ираимчнее число псрс- 
с п и о ш , и илм кажется вполне 
перонтнмм. чп> iosiiui последа 
1Ш1СЛЫ1иСТЪ осноьашии содержот 
в шьсмифоюясом миле гежямче- 
Скук> информацию. Нлшя мо
дель дает ofu.iaitciur mhoihm фс 
иоменам. Например, споппишам

мушпии может аозммкиутк и ре 
«УЛЬПЛС СЛ)ПИЙ1КИО ncprxuua ил- 
ного т  оиишаний и редкую тауто
мерную (]орму, и ибрвэонютс пир
1ИМППОИЧНМХ >римском Ill'll мер
ой? может обуемттыпьен tr.riui
фнЧССКММ LIlilplimiHHCM IX. КОШ:
МИЙ»

За гагат, ист. нрошегааш после 
соилролнвеиип корим лооИной 
ширили ДНК и при шин я камни: 
vTiifipiiociii. |«лскрмт молеку
лярные ИСШИШ1Ы рСПЛИКЛЦИН 
ДНК; установлены прицепы, от »е- 
чвюшшг и рвешифроику renew*- 
1К1Ж информация и рсгулкиик» 
Clinic«I itHHMX Пролукич*. МЯЙСМС- 
НЫ МНОГIV причини. IK* которым 
:mt продукты еннипшруюкл к ю 
мекеннпм hi Lie. Со времени пмхшы 
в свет лов публикации и до ю тпх  
глей открытие Уотсоне и Крикл 
нисколько нс утратило с осхю л\ь 
чти нм. В чхепмхм и, если бы не бы
ли установлена артспра ДНК. 
сейчас нс существовало бы те.чио 
ноши рскомбиннлтннлЛНК.

то.пжи нс блокирует пг|игмсше11ие Г*МК-гкпиме- 
П»Л1 июль молекулы Д Н К , а наирешт. ускоряет 
ао. действуя как сиосго рода •емн на*. Акпшаю 
|т.| спаи1фичиы для определенных саГттов шепша 
пин. Itmiiibi с puiKiiuioiiuiM акпитором спюыий 
eioi «ффсктор, перемшшнй его в нсдкчидную 
фррк1>*, Toia.i скорость'пянюфппшш уменынает 
си (рис 3.22). В других случаях :яМ«»аор. нан:ч> 
mu. iiiiiiiutpyev MepstfxmiKKUitti акпикпор 4nfu.> 
noHni. дгкеш ретх.пммпи грстскрипинн у биктг 
гни. нгибхшммо проосстм тиипст&ный ailSUlD му
Т.ШИЙ, кхт.'рыс ОТНЯЮГ НЛ ДЛИНУТО РС1УЛ1П09)МУМ)
систему, и 1кс7еашш1ь in \Пш ресничные cairn/ 
С1мз4юния бел коп и ДНК

Рег>.>ащия транскрипции у у\ карнот

Некин набор основных структурных гемоп. 
обсспечивлютих жнтнедеятельность кдеткк. -  
ПШО0 "домашнею хозяйства» 1ранскрибиру

стся п большинстве актинии функиионируюши» 
•> кяртпических клеток. В отличие пт этого 

специфические гены, которые отвечаю» ш уни- 
калькосп* тех или иных тканей или орсаиоя, 
трянскрибируюгсм и трднспируются только в 
определенных клетках. Так. и>иы, Koai^yroiuHc
о - и (^чгубьелннинм 1смоглобина рзросдого чс- 
ловекя, «кспрссснрукпся исключительно н клет
ках -  предшественниках ipmpoiurroa. Число 
|ШИШ мРНК, специфичных дли разных клеток, 
icipuipyei от единиц до десяткой. Способность 
kjIciok  ыс'иичлть (лктпшфояагь) или ьыклю-елть 
(HHDifiiipoRnii) структурные гены крлИне палил 
для поддержании клеточной специфичности и 
экономного рлехолокишя энергетических ре
сурсов.

Л и  шелючекня и пыклмвкнии граискришин* 
раппчиых эукарттпеосих структурных генов 
ислштьэугтся мнажесгпо рюнообризнше т^соыь
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GC-fau. ССААI бокс

Рве. 123. Гс* via юркие «лсяснпа структурны* гсмоп 
луюцинл liu t.it  при •iiiuax означают, что .on 
элементы ifjiuvumru и мопсхулг Д Н К  слева от с а й т  
nictuuummt ipoHcipitniuiM ( + ! ) .  (тр е пе л -  млирлкзс* 
IIMC транскрипции Положение pci уднторних ЗДСУСН* 
iiih  и ил размер /шнм Г»ст t iiCnnonr мим масипибо!

L llC m u j4 I IHI.lv ПрОИСССОВ Но 10K IU1H I l l lV iC  pci>7Ub 

1л я  тртскрипции v гукарног осушсспсыстся c 
помощью специфических бс.ТКОП — факторов 
транскрипции. Многие из них сгогАжаются нспо- 
фСЛСТИСШЮ с нуклеотидной постсдотпс.Ш1ост1*> 
ДЛИНОЙ менее 10 П .Н ., lU IJb lM C M oH  П О  G o k -

сом, модулем, гх,»с\1с|гшм И11И1110Щ11И. регулятор- 
ним илемешом. Нотличиеm прокариоту tyvapu 
от опероны п (юлыишктпе споем отсутствуют, I. с. 
каждый эукариотический струхкурный ген имеет 
своп ссгстие»эп/И н.юер регуляторных элсмс1т ж  
Существе иную pain, п регуляции гуин скрипни»! у 
фХариот, помимо О|мн.редо»м>1иой пъшмиасйст- 
гисм между ДН К  и Гюлкдми, жрлкгт также белок 
белковые взаимодействия.

Несмотря на индивидуал мюсть набора рсту- 
лхюрных миме mi он у структурных темой эука
риот, к пжлыЙ нт них имеет про мотор ими уча
сток (ТАТА-бокс\ или бокс Хит месса) нт восьми 
нуклеотидов. включающий последовательность 
Т А Т А ; последо|«1тслы10сть С С А А Т (C A T  бокс); 
УЧИСТОК ИЗ ПОВТОРЯЮЩИХСЯ ДИНуК1СОТНАО|4 О С  
(ОС-бокс). '*>1н элементы находится на риссшя- 
atifii 2S. 75 и 90 п н .  от сайта ни а щи лини окинет 
стксшю (рис* Х23) Транскрипции структурного 
iota эукариот начинается со связывании с 
I АТА-боксом фактора транскрипции IID  
( Т И Ш ),  который представляет собой комплекс 
но крайней мере из 14 белков. Затем с ТГ Ш >  и 
участками Д Н К , примыкающими к T A I A -бок- 
су. связываются другие |}мкюры транскрипции,
и. наконец, со всем этим транскрипционным 
комплексом скитыкается PH К* полимераза II 
Затем при участии лотшшипельных факторов 
происхолиг 11Н1ШШ111НИ транскрипции II 10ЧКС • 1 
(рис. 3.24). Ясно, «по если псч'лелонате.пм1сч-1ь 
Т А Т А  отсутствует или существенно тиснена.

^ V V N
Гее. 3.24. И ш и иы ш ш  |раис1ф И 1щ и в с тр ук тур н о ю ic -  
мд эукариот Отячада фдкгор транскрипции IFII1> 
с1ппыШ1Сяс ТАТА-боксом, затем происходит при
соединение мри их фактории ip.tHii.pnimitn и РНК- 
rmiiMiirpaita II и . ииммиги, i r  пом i п а -т и л и *  
ров, запускающих транскрипцию ( грелка -  
luuipui темпе транскрипции.

то транскршншм структурною гена становится 
невозможной. Идентифицированы также cJxik- 
торы транскрпгшни. специфичные для регуля
торных элементов ССАЛ1 и О С . но пока неяс
но. кок Д И К  белковые Юаимодсйспшм мечут 
влиять и этом случае на ^фсктинмость траке- 
крмииик. если элементы расположены ни рис- 
стоянин более 75 п.и. ог сайта ипиишшни. Кро- 
мс тою, на расстоянии селен и даже тысяч пар 
оеншлнни от сайга инициации находится гак 
называемая энхамссрная последовательность, 
которая многократно повышает скорость транс- 
крмпиии структурных генов. По-нилимому,
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с б л и ж е н а  у д а ле н н ы х  pci у ля ? о р н ы х  л к м е ш о п  
и е о о т т ч с т н у ю щ с г о с ф у к т у р и о г о  гена п р о и с х о 
д и т  п р и  ук ла д к е  хр о м о со м н о й  Д Н К  К ром е т о г о , 

ф а к то р ы  т р а н с к р и п ц и и , которы е связы ва ю тся с  
о п р е д е ле н н ы м и  эн ха нсе р а м и  и р е гул я то р н ы м и  
эле м е н та м и , м о гу т  образовы вать ц е п о ч к у , с о 
е д и н я ю щ у ю  у д а ле н н ы е  д р у г  о т  д р у га  са й ты .

Н е к о то р ы е  репрессированны е (н е э к с п р е о с н - 
р у ю ш и с с я ) ге ны  я к  н и т р у ю т с я  каскадом  с о б м - 
т н й ,  ко то ры й  запускается к а к и м -л и б о  с п е ц и ф и 
ч е с к и м  в н е к ле то ч н ы м  с и г н а л о м , н а п р и м е р  
по вы ш ением  тем пературы  и ди  си нтезо м  го рм о 
на. Го р м о н , п о с ту п и в  н к р о в о то к , снизы вается с  
реце пто р а м и  сп е ц и ф и ч е ск и х  к л е то к , о б л е п и ю - 
ш м м и е го  п р о н и к н о в е н и е  н к ле тк у . О к а за в ш и сь и 
к ле тк е , го р м о н  т  о п а е т  но в ю и м о де й стн и с с  о д 
н и м  и з  к л е то ч н ы х  б е лк о в  и  изм еняет с ю  к о н ф о р - 
м а ц и ю  И гаком  изм ененном  с о с то я н и и  бело* 
пр о ни ка е т в я д р о  и связы вается с о  с п е ц и ф и ч е 
ск и м  РС1>ЛМТ0Р1НДМ ЭЛСЬГСНТОМ, ко то ры й  МН1ШИ- 
и р уе г т р а н с к р и п ц и ю  с о а г я е п л п у ю щ с т  гена.

С у щ е с тв у ю т та кж е  б е л к и , к спо р ы с, взаим о
д е й с тв у я  с  р е гу л я то р н ы м и  эле м е н та м и , б л о к и 
р ую т т р а н с к р и п ц и ю . Н а п р и м е р , изве сте н  к ла сс 
ге н о в  п о з в о н о ч н ы х  (п р и м е р н о  18). а к т и в н о  

тр а н с к р и б и р у ю щ и х с я  т о л ь к о  в н е р в н ы х  к л е т 
ках. К а ж д ы й  из э ти х  ге но в и м е е т р е гу л я то р н ы й  
элем ент из 24 п  н „  н а х о д я щ и й с я  ♦ лсп гс^ (u p 
stream ) с а й г и  + 1 ;  о н  о б о зн а ча е тся  N K S E  (о т  
дмгл. лентой -eestrictiw s ik n e tr  element). Ik » всех 

к лс тк п з , гр о м е  н е й р о н о в , с и н те з и р у е тс я  N R S F -  
ф а к го р  ( о т  а н тл . пеигол-nw iridive silencer factor), 
к о то р ы й  св я з ы в а е тс я  с N K S E  и б л о к и р у е т  
тр а н с к р и п ц и ю  с о о тв е тс тв у ю щ и х  ге н о в . В  н е й 
ронах N K S I*  не с и н те з и р у е тс я , и  у п о м я н у ты е  ге
ны а к т и в н о  тр а н с к р и б и р ую тся

И та к , р е гуляц ия тр а н с к р и п ц и и  у эукариот —  
л о  о ч е н ь  с л о ж н ы й  пр о ц е сс . С т р у к т у р н ы й  ген 

может и м е ть м н о ж е ств о  р е гу л я то р н ы х  эле м е н 

то в , к о т о р и с  а к т и в и р у ю т с я  с п с ц и ф и ч е с к и м н  
о т и т а м и  в к ле тк а х р е зн о го  т и п а  в ратное вре

мя к л е то ч н о го  ц и к л а . О д н а к о  н е к о то р ы е  с т р у к 
турны е гены  н а х о д я тся  п о д  к о н тр о ле м  у н и к а л ь 
ного ф а к то р а  т р а н с к р и п ц и и . С п е ц и ф и ч е с к и е  
белки  м о гут в за и м о де й ств о в а ть  с о п р е д е л е н н ы 
ми р е гуля то р н ы м и  эле м е н та м и  и  б л о к и р о в а ть  
тр а н с к р и п ц и ю  и л и  с в я з ы в а т ь с я  с о  всем т р а н с - 
к р и и ц и о н н и м  к о м п ле к со м  еще д о  м н н ц н а ц и и  
тр а н с к р и п ц и и  и л и  во  врем я э з о н гн ш ш .

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

М о л е к у л а  Л Н К  с о с т о и т  из д в у х  а и тм л а р а л э е л ь - 
н м х  п о л и п у к д е о т н л н ы х  ц е п е й , о б р а з у ю щ и х  
д в о й н у ю  с п и р а ль . И х  м о н о м е р н о й  е д и н и ц е й  я в 

л я е т с я  н у к л е о т и д , к о то р ы й  с о с т о и т  и з  а з о ти с то 
го о с н о в а н и и , д с з о к с н р и Г и х ы  и  ф о с ф а т н о й  
гр уп п ы . С о с с л и и е  н у к л е о ти д ы  и ц е п и  связаны  
ф о с ф и д  и  э ф и р н ы м и  с в я зя м и , а ц е п и  уде р ж и ва 
ю тс я  имеете с  п о м о щ ь ю  в о д о р о лп ы х  связей, о б - 
р а зукязнхе я м еж ду к о м п ле м е н та р н ы м и  о с н о п д - 
н и я м и  П р и  это м  д о е н и и  образует водородны е 
с ы п и  т о л ь к о  с  ти м и н о м , г у а н и н  -  т о л ь к о  с  ц и 
то з и н о м . П р о ц е с с  у д в о е н и я  Д Н К  назы вается ре

п л и к а ц и е й . Н  кем  участвует м но ж е ств о  р а н и ч -  
н ы х  б е л к о в , преж де все го  Д Н К -п о л и м е р а з ы . 
К а ж да я из п е н е й  Д Н К  с л у ж и т  м атрице и д а  я 
с и н те з а  к о м п л е м е н та р н о й  п е л и  К о ь н м е м с н - 
та р н о е гь  о с н о в а н и й  п р о ти в о п о л о ж н ы х  ц е л е й  
г а р ш п и р у е т  1ш с1г гн ч 1к к 1ь м о и п е ш п е з н р о н л н - 
н о и  и  и с х о д н о й  Д Н К

К л ю ч е в у ю  р о л ь  в о с у щ е с тв л е н и и  всех б и о л о 

ги ч е с к и х  ф у н к ц и й  и гр а ю т б е л к и , б е лк о в а я  м о
л е к у л а  -  это  1ЮЛННС1Т7ИЛ. с о с то я щ и й  и з  а м и н о 

к и с л о т ,  к о то р ы е  с о е д и н е н ы  л р у г  с  д р у го м  
п е п ти д н ы м и  с в я з я м и . П о с т .е л о в д т с л ь ж к к ь  а м и 
н о к и с л о т  в б е лк е  о п р е д е л я е тс я  п о сле до в а те ль  
н о с ть ю  н у к л е о т и д о в  в Д Н К .  В  си н те зе  б е лк о в  
у ч а с тв у ю т м о л е к у л ы  Р Н К  ( м Р Н К ,  р Р Н К  и 
т Р Н К ) .  различны е ф е р м е н т  и белковы е ф а к то 
ры. Все Р Н К  с и н те з и р ую тс я  на Д Н К  как и л  м а т
р и ц е ; э т о т  пр о ц е сс назы вается тр а н с к р и п ц и е й  
П р а в и л ь н о с т ь  т р а н с к р и п ц и и , т .  с .  сс н а ч а ло  и 
заверш ение в н у ж н ы х  са й та х , о беспечи ваю т с п е 
ц и ф и ч е с к и е  н у к л е о т и д  и  ыс п о с л е л о ги ! сль н о с г  и 

в Д Н К  н  б е лк о в ы е  ф а к то р ы . У  эук а р и о т б о л ь 
ш и н с т в о  с т р у к т у р н ы х  ге н о в  с о с т о и т  и з  к о д и р у 
ю щ и х  (э к э о н м ) И н с к о л н р у к ш ш х  (н и т р о н ы ) уча
с тк о в . П е р в и ч н ы е  т р я н с к р ш п ы  содержа? как те. 
т а к  к д р у т с .  О д н а к о  н о  о к о н ч а н и и  тр а м скр м п - 

н и и  н и т р о н ы  вы резаю тся, а эк э о н ы  с ш и в а ю тс я  с 
о бразованием  ф у н к ш ю го с тк н о п  м Р Н К . В м Р Н К  
с о д с р ж гп с я  в за к о ди р о в а н но м  виде и н ф о р м а ц и я  
о  п о с л е д о в а те л ь н о с ти  а м и н о к и с л о т  в м о ле куле  
LTK iTiicic ж у ю щ е го  ('е лк а .

С и н т е з  б е лк а  назы вается т р а н с л я ц и е й . В а ж 

н у ю  р о л ь  в нем и г р а ю т  м о ле к улы  7 P H  К  и р Р Н К .  
В  к л е т к е  п р и с у тс тв у е т  более >й р а зн ы х т Р Н К .
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Каждая in них строго специфически связывается 
споим .V-концом с одном Н.1 20 аминокислот. На 
.V-конце г РНК на холится последовательность ил 
ipex ну кл conn тол (антикодон), обеспечивающая 
снятынянис тРНК с комплементарным участком 
in  трех нуклсопдоя в молекуле мРНК. Сущест
вуют лиг основные разновидности рРНК: малая v 
большая Они обнули потея соответственно с 
малой и GoniaiKHicyribCiuaiiliyiMH рибосомы -  осо
бой структуры, п которой и протекает синтез бел
ка. У прокариот молекулы рРНКимеют мены:ши 
pa те р , чем у эукариот

У прокариот трансляции начинаете* го свя
зывании чРНК с малой рибссомнсй субъедини
цей. Затем происходит комплементарное спяри- 
панис первого кодона мРНК с шггикодоном 
шшцшпорной тРМК (ГМ с(-тРНК), к образовав 
шсмусл комплексу присоединяете* большая ри- 
босомиал субъединица, и образуется комплекс 
МН1ЩИЯ1Ш11 (ИННМНОТОрНМЙ КОМИЛСКС), готовый 
к сшгшзу naimrirnmniion цепи

У  эукариот трансляция начинается с  присос 
д|1нсиия»|ннинл1ор|10йтГМ К« которая песет ос 
таток метионина (М й -т Р Н К ^ ) ,  к малой рибо 
со m i той субъединице; с этой же субъединицей 
связывается своим S'-концом мРНК Малая 
субъединица перемешается ВДОЛЬ мРНК то icx 
пор, пока не дойдет до перного A U G  кодона 
Этот колон образует комплементарную пару с 
ни 1 и ксщоном U A C  инициатор ной тРНК Долее 
* пому комплексу присоединяется бол Ml ын 
субъединица, и образуется рибосома, i o i d i w h  к  
синтезу белка.

Элонышия и терминации фшелипни у Пpo
ll эукариот во многом сходны После образова
нии инмциаторного комплекса следующий ко
лон мРНК спаривается с антикодоном гРНК. 
несущей соответствующую им инок пелоту (обо 
значим ее АК2). Первая аминокислота и иоли- 
пептидмон цепи, метионин, отщепляется от 
тРНК и соединяется с АК2 с помощью пептид
ной связи Свободная t PH K n,#i покидает рмбо 
сому. РибосимныИ комплекс псрсмсшлется 
вколь молекулы мРНК. и пептндил-тРНК, т. с. 
комплекс Мс1-АК2-тРНКлк\  занимает место, 
освобожденное отделившейся тРНК. Следую
щий кодон мРНК спаривается с состиснлиую- 
шим аишкодоиом тРНК, нссуишм аминокисло
ту АКЗ. АК2 отщепляется от своей тРНК и

соединяется с АКЗ с помощью пептидной связи, 
образуя комплекс Мс1-АК2-АКЗ-тРНКлю. Ос- 
вободившляся от аминокислоты тРНК покидает 
рибосому. Рибосомнмй комплекс опять переме
щается вдоль молекулы мРНК, и М ст-АК2- 
АКЗ-тРНКлкл занимает вакантное место, зани
маемое прежде предыдущей пептидип-тРНК 
'•>пт события повторяются no гсх нор. пока ри
босома не дойдет до стоп-ксшоиа Антикодона, 
который был бы комплементарен стоп-ксщону. 
нет ни у одной из тРНК Однако стоп-колон 
распознается неким белковым фактором осво
бождении; п«х:лс присоединении этого факторе 
к рибосоме спять между последней тРНК и син
тезированным полипептидом гидролизуется, 
тРНК. мРНК и полипептид высвобождаются. a 
рибосома диссоциирует на субъединицы.

Синтез мРНК и соответственно синтез белка 
должны строго регулироваться, поскольку у 
КДСТКИ 1(СДОСНПОЧно ресурсов для одновремен
ной транскрипции и фпнелящш всех структур
ных гемов И про . и эукариоты постоянно син
тезируют только тс мРНК, которые необходимы 
для пилол»‘Сния основных клеточных функций 
Экспрессия остальных структурных генов осу
ществляется пол строгим контролем регулятор
ных систем. запускающих транскрипцию только 
в том случае, когда возни кап потребность п оп
ределен ном белке (белках). У  прокариот гране 
крипцим инициируется связыванием РНК по
лимеразы с последовательностями Т А Т А  и 
Т Г О А С  промоториой области структурною ге
на или оперонл Включение или выключение 
некоторых опероион осуществляется при уча
стии эффектора, который изменяет конформа 
пню беяка-рсирессорл и препятствует блокиро
ванию транскипции При уменьшении 
концентрации эффектора п клетке репрессор 
связывается i  участком Д Н К . примыкающим к 
сайту инициации транскрипции, и препятствует 
Перемещению ГНК-полимеразы мюль молеку
лы Д Н К , блокируя таким образом транскрип- 
11»|м. В других оперонах с участком Д» I К, сосед
ствующим с сайтом иннциацин траскрнпцнп, 
сия налается белок-активатор, который увеличи
вает скорость транскрипции. Связывание зффск- 
юрв с активатором может снижать скорость 
транскрипции. ДИК-белковые гоаимодейстаня, 
ответственные за регуляцию граискриицин.
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строго специфичны л отнош ении опрслслснных 
структурных генон или опероноп. У  эукариот 
ГИК-пштимерлы II, которая транскрибирует 
структурные I сны , связы ваеим  с целым н або
ром белкой -  факторов транскрипции. которые 
последователею присоединяются к ТА ТЛ-по с 
/слсвятс лености промоторной области 1й 
IOOHO«4CI<ltC II ИЫКЛЮЧСННС транскрипции С1ТПС- 
чиют дополнительные факторы транскрипции, 
которые аилы поются с  соответствующими уча
стками Д Н К .
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К О Н Т РО Л Ь Н Ы ! BOIIP()( III ________

1. Опиишге о общих чертах процесс рспликд- 
uНИ ДН К.

2. Чем рл LuruinucH ДНК и NIK?
3. O fiuiiiin e cxn/кгпт и различие структурных 

I сноп про и эукариот.
4. Опишите процесс элонпщнм тюлнпегпнлпои 

пени.
5. Камп.и наиболее иероятмии нуклеоника* iiol- 

лелоютелмюсть, кодирушиип* следующую 
аминокислотную последовательность: M AG- 
GTW YQI F?R К M W N I )ST111 PR  LPMNVAC.

6. Какой им инок ислo tim/1 послслоялте.пмю- 
cm  огпсчасл следующим нуклеотидная гюс- 
ледооатслыюсты G C G A U C G A C G A U G L L - 
U C L A ,V V \ G L A U C U C A U C G A A A IJG A G G - 
f iU t  .TTG lJA A lJA G C G A C C C G G G C G G

7. Что гакос T A T A -бокс?
Я. Что таксе оперой? В чем гшключастся его био

логическая роль?
9. Расскажите о трех разньа способна регуляции 

CpancKpimuiii! у прокариот 
10. Опишите основные элементы Л И К , ответст

венные за транскрипцию эукариотических 
структурных генон



ГЛ АВА 4
Технология рекомбинантных ДН К

Технология рекомбинантных Д Н К  (се называют
ТНКЖС МаЛСКуЛМрНЫИ КЛОНИрОваН ИСМ ИЛИ I СИМОЙ
инженерией) -  это совокупность эксисримен- 
тилы«мх процедур, позволяющая осуществлять 
перенос I снега чсского чшериаш (лсиоксирибо- 
нукзеиновой кислоты. Д Н К ) из одного оргашп- 
ма к другой. Никакого единого, универсального 
набора методик здесь нс существует, но чаще JICC- 
ю  эксперименты с рекомбинантной Д Н К  прово
дят последующей схеме (рис. 4.1).

• Из орш ю м а -  донора нужных генов же 
третируют наш иную Д Н К  (клонируемая 
Д Н К , встраиваемая Д Н К . ДНК-мишень, чу
жеродная Д Н К ), подвергают ее ферме i па- 
тинному гидролизу (расщепляют. разрешив) 
II соединяют (лигирупгг. СП.'ППШОТ) С друз ОН
Д Н К  (вектор дли клонирования, илонирую- 
ший вектор) с образованием ноной» рекомби
нантной молекулы (конструкция «клонирую 
1ций иск пор- встроенная ДН К*).

• Эту конструкцию IIходят л кжтку-хонжна 
(реципиент), т е  она реплицируется и пере
дается потомкам. Этот процесс шамкаете» 
|ра>в:форм«шисм.

• Илемтифнцнруктг и отбирают клетки, несу
щие рекомбинантную Д Н К  (трансформиро
ванные клетки).

• Получают специфический белковый про
дукт, синтезированный клетками-хозяевами, 
что служит подтверждением ктонировании 
искомою гена.

Предпосылками к созданию технологии ре
комбинантных Л  НК послужили многие откры
тия и облает молекулярной биологии, этим о-

лоши нуклеиновых кислот и молекулярной ichc 
ти ки  бактериальных ни русой и пнехромосомнмл 
элементов бактерий (плазмид). Конструирование 
рскомбинакпшх молекул осуществляется с но- 
мошыо целою арсснаш ферментов обитатель- 
маю н незаменимого инструмента практически 
всех этапов этого сложнейшею процесса. Речь 
идет прежде всею о ферментах рестрикции (ре 
стрипирующих эндонуклеазах, рсстриктазах), 
которые узнают и расщепляют специфические 
НуКЛСОШДНЫС иоа1СЛОЫ11СЛ14ЮСТ11 в лиума-по 
чертой молекуле Д Н К .

Рссгрнцнруюшне эндонуклеазы

При молекулярном клонировании важно, чтобы 
расщепление донорной и векторной Д Н К  пропс 
ходило и строю определенных участках (сайгах) с 
образованием дискретного и воспроизводимого 
нвбора фрагментов. Пети пропустить хромосом 
иум Д Н К  черо шприц с мглой малого диаметра 
или обработать ее ультразвуком, то мы получим 
фрагменты длиной от 0,3 ло 5 т.п.и. К оожалс 
ншо, в хше этих простых операций разрывы 
лвухиепочечных молекул происходят случайным 
образом, так что при каждой обработке препара
та ДН К  получается совершенно новый тшГхор 
фрагментов. Молекулярное клонирование стило
ВОЗМОЖНЫМ ТО Л Ь К О  после 11Ы1ХЛСНИН ИМ СОКОСПГ- 

цнфичнмх бактериальных «{крмситон, которые 
узнают определенные поо1слоьатсльностн осно- 
Ш1ННЙ вднухцсиочсчисО молекуле Д Н К  и расще
пляют обе цепи. Эти ферменты называются рссг- 
рицнруквцимн эндонуклеазами ТИПИ II

Одна из первых рестрииируюших эндонуклеаз 
типа Нбы.ти выделена п » бактерии Escherichia coii
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Рж. 4.1. K-H*mtpoBam«c pc 
домГниишмоЛ ДНК. Донор 
m w  Д Н К  р о с ш п л я н п  pcci 
|чширу>'|licit э#ц1С41)*лсй.к>П 
и иг?|чанииц и Минирую
щим НгыОр. Полуденную
K O IlC fp y ia iH tO  ItlK V lItl ■ п е н у

Пению мсюк-хсхюс» паси 
Лф ти р ую т и* КЛСТКЦ, кош- 
рмва*кр*т (ккичСи пышную 
ДНК. и кудынпируют их
При HCl*’>AU/ll!M <KI н можно
i i i t it y u ii ix m a ib  i x u i p c e c m u
КЛ<̂ 1МроК1»1»МИО ГС HU II ех-т-
делиояедох и оопуч1гтъ >х* 
Ш1|У>СМНП нм Осло*.

о
l l K  iri'lK f4 ( I ЛтОфКШ I 1и ч1 ДНК 

И ТЛСНу *МП1| 1*141

Ot^cp к.ч*н« с ^юпнромп
Mini 1С»»ОЧ

Kurru kniwa.11

Г<по*

о
гС и т е »  О с*к*. м ддн р уе лк ^о  

iu»Pm«iA4̂ i‘»iMw ivimm
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Icxhoaoi пи рскшДж»шк1иых ЛИК УЗ

II (IQ»>4MJIB HIUMUIC I x o R1. ЭЮ1 фсрМСН! у 1H»CT 
участок Д Н К ,  содержащий специфическую па 
•МнДроМИуК* 110СЛСЛОКаТСЛЫЮСТ1» (последов» 
ТГД1.*.ЮС1Ь ПсрсПСрТыш. идентичную  и обеих цс- 
mix при прочтении и направлении S '-* 3 ') in  
шесто пар оснований и вносит разрыв между остат
ками ly im ’tta и аденима и каждой цепи (р и с  4.2), 
расщепи** О м и  между то м о м  кислород* при 
3 -атоме углерода сахарного с-статка одного нук
леотид» и фосфатной труппой, присоединенной 
к 5 -углеродному атому сахарного остатка сосед
него нуклеотида Разрывы и пени Л И К  раскол» 
(лился наискось друг ел друга. в ре зуды m e чет о 
образуются од ионе почечные комп теменглрные 
МП1ИЫ с  «Хвостами» III четырех нуклеотидов я 
каждом (ли пкие  концы). Ка ж ды й  о л н о ц с п о ч с ч - 
ный •хвост- заканчивается 3'-ф осфатной гр уп
пой. а 3 -ш дрокеилы ы я трупп* прел нпополож- 
ион цели  как бы утоплена.

Помимо &f>Rl, ю  бактериальных клеток бы
ли получены С ОГНИ рспридорукндих ЭНЛУК.ЮП 
лата II. Нвкшиия эшм э1ионуклсамм лаются по 
такому же принципу, как и £ грК 1: род микроор- 
П1Н1Ш1В Обозначается ЛрСЮИСМОВ буквой, Л  ВИД — 
двумя строчными; шимм обычно не уха лапает
ся. Римские |;ш$1ры — порядковым номер длило в 
тидомуклеала! и ряду прочих рсстрикнп, выде
ленных in  данною микроорганизма. Например. 
ИрлЛ и Ирл И -  это соответственно нервам и шо
рам pccipi4iiipyK>initc эндонуклеазы ища II, вы
деленные in  Hacniophilus paraitxflucn&c.

Папиидромныг последовательности, кото
рые распознаю! см рсарицируюшими энломук- 
тсаими типи 11 и и которых происходит расщеп* 
лемме молекулы Д Н К . называются сайгами 
утавамин Помимо рссгриш т» тдролнаующих 
(расщепляющих) полийуклсот идную цепь с об- 
ре зеванием липких k o iiu o ii. существуют рсстрнк- 
газы, которые внося! разрывы о цепи строго 
др>| против друга с образованием фрагментов 
ДНК с «тупыми» концами (рис 4.3). Сайты уз* 
1ШНАШ1Я MOiyr состоять и I четырех, и шн, шести, 
к ш о (  или более пар нуклеотидов (табл. 4 I ) От 
длины aifmi узнавания зш иоп мапоти его рас- 
простршснии в молекуле Д И К . в большинстве 
случаев используют рестрикции, узшюшис тгт- 
ра- и гексануклсотиды.

Гсстрниирукмиис эндонуклеазы тиле И игра
ют ключевую роль при генном клонировании.

f afUtiW 4 1 Нук COIlUiHKC ItOCilCAOMDOIbllCicnt, 
распошздесмие мен т о м и м  фермопами pcvfpHMUUt

Ферме* г («Й1 XdfMftrcp
уыишаш*

/л>И| C »4  A T  r e  
С  1 T  A-AjCl

IbAiytillOC Jir КОНЦЫ L*
\  (*«>C<!ui t ott грутшоИ

ДояН! О Ч г A  1 C -C  
C -C —T  -Л -С Ц О

Икдпутл»(нц|»с KCHIIUU C
$̂ -фОС|1м11Н1Й

Г*Л c -T -G -C  л Ч ; 
G j A -C -G -T -C

D Ut'l) ID Kir. НИ! КШШЫ L*
Э'-тлтаатлышО ipynnoft

Sc* 3AI 4С  Л -Т - С
с - т -  л - а .

Шшя tftc КОНЦЫ c
Л -4|юс<ипх-Р rp>im«iB

P i* i\ C ~ A -G * C -T -G  
0  1 C .G  A C

| >1П4 яимцы

///wl G - T - T  ‘A -A -C  
C  A -A fT  T -C

1)ША- MIHIUJ

//«rill Г. G lC C
c - c To  C

T jw jc ten пил

»Va4 <VC G -G -C  C G*-C 
C  <i С С C  G  C TG

Ймлулшмеше копим с 
У '<{н.ч:фа111иа

ОбраГхякд образца Д1 1 К определен нон рссгрик- 
тпзой всегда даст один и тел же набор фр»л мен
тов -  при условии. что рясшсплсиис ПРОИСХОДИ I 
по всем сайтам узнавшим. Если использован* 
несколько ферментов ресфнкции и сн&чати об
работать Д Н К  каждой из рестрикгаэ в отдел ьно- 
сти, д татем их комбинациями, можно постров л .  
физическую карту данной Д Н К , т. с. установки, 
порядок следования сайтов рестрикции илоль 
молекулы. Определив размер подученных фра( 
ментов С похитило гель-электрофорез», МОЖНО 
найти положение рестрикционных сайтов (до 
полнснис 4.1). На рис. 4.4,/1 укатаны размеры 
фрсП мешок, полученных И результате рЛСШСНЛС 
ния Д Н К  разными pccipit*газами и их смесью, 
H i  л и х  данных следует, что данный участок 
Д Н К  имеет полна сшив для BamYW и /irr/KI.

Чтобы построить рестрикционную карту, сле
дует ершиипт. размеры фрагментов, полученных 
при раздельной рестрикции и при pcnpHiuaiH 
смесью фсрмснюи. Результат такого сравнении 
представлен iu  рис 4.4./* Если при гидролизе 
Д Н К  каждой ш  двухрестрикгаэ ( £roRf и liamWI) 
образуются три фрагмента, значит, в исходном 
фрагменте Д Н К  было два сайга узнавания для 
каждой на испсс.ью1С1ит*\ р е о р ш е т  Фр»г~ 
мепт размером 300 п. н „ который образуется и 
результате гид рол i па FcoR\, нс расщепляется
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;юполнкник4.1
I ел ь - jjieKiptxJjopci

Д м  раислсич* Ccjikvii n IlyKicM- 
HUWJX КПС.ЮТ широко H|HlWCH*K4- 
ch метол гсль-элсктрофорсга. Liu 
приниин aac.Ho^ttntfl в следую
щем. ИсСЛСЛуСМЫЙ npCIUflOT (f»C- 
твор белка, ДНК a m  РН М оноон
ИЯ)НКу. IMdlUlKMCMIiyiOy КрАЯ (С 
Нй ПОЛуЖИЛКОЙ СрСЛМ t  1ГПЙПОЙ 
nptKrrjxmcnuriiiioJ» сф ук тур о н  
(обы чно для плсктрофорсчэ и с - 
гииюужп гонкие плж пнны  п л и ). 
Нйхсши1Ижхн n0>4»cpff«u растио 
рс •ШК|Ч»МОЛСК)Л14 Oft/1*jUil«rr не- 
KOTOfHUM CyMMLpHhJM MCXTpN*IC-
СКИЧ ирглоч. и коглл через гель
ПрОПуСКЛ»)! H»CMp»1'*«KM<« ГОК,
emu псрсмс1Ш1ютси ь тпгктричс- 
схом пиле Молекулы одинаково
п» рДТМСрв <11 Opl 11МКОВСГ О .141 рея л) 
лнилуин СДИНЫМ фрп’ ПОМ. oftfWf
туя в геле пискрстимс пгмедимыс 
полосы Mew меньше размер моле
кул. тем бМСфСС они движутся. 
Постепенно нехшный прегарот,
СОСТОЯЩИЙ IO p u n U K  МЮфОМОЛС 
кул, р а з д е л я е т  на ю ны , распре 
.целенные но длю 1C пластинки.

Ъ  ХЩОМ J.KKTpw}cprt4 следят 
го ПСрСМСИТСННК» И геле Красите-я 
заряженною низкомолекулярною 
осиксмш. ко тр о е  ииис** и i м л- 
Лу*>Лучку ПсрСП нячм.мпа W kip o- 
с|к«рсы Когда ктис1Псл1.л о а 1нзст 
КОНОВ ПДВСГКНМ, ГЗДСКТрофорсЮС- 
т am  тикаю т. и ю н . икрлшмтакл 
крлстпслсм. прочна спмтырлш
ШИНО* < ОС/КЛММ ИДИ М>К ICIIIUJ
W4MM кнелепими Сели образец 
прелстхшлмст собой дискретный 
набор макромолекул рюж*с» р* ? 
мера, то после ч»екгрс»ф<»рсм м у  
лучлсзся набор чеших шише, рас

положенных олил пол лруюй 
Если ж е  распределение мипскул 
по размеру Пипсе или менее ис*
■ IprpMIUM). Ill ПОЛУ'ШГТГИ с мл ton
ШЛ •..JPIHIUI. По И1ПП1СИ1и1СХЛТ1 
окраски полос можно сулить о 
конце»нрацни макромолекул ь 
ОбрС1Н|С

Чтобы определить ОТНОСИ' 
тсльнук» молскулярнух» массу 
Ши к ленных фрапнчгтею. олио* 
1'РСМСНЖ» ПрОИОЛЯ! лЛСКЦЮфорСЗ 
маркерных макромолекул с и ь  
iM'c’fiiuuH молекулярными мае 
сами. Набор маркером должен 
oxicnvaii.nc лесе лиши Kin иовс- 
куднрнмх м;хс и данной системе 
Обри «ец маркерных молекул 
вносить ел цельную лунку. |UCVl<>* 
дцжеиную нблши олюп» ия кра 
11» ШШСПШНН (iVTIII D  две думки у 
двух px tituk крась). Лмарнфч иг- 
носитсльной АН пекулярной м ЯС
СЫ X'.ipccjxi линейно сьясш с ею  
лаек фоферел нческой шивкжне»- 
cift^o Я, -  истошном. ит-
i тш е илю расстоянии. проОлен 
них маркерной молекулой и
к р а с и т е  и (фрошом раствори* 
теля). И*троих i рафик записи 
м о с т  им jpnJiMa относительных
МиЛСК)'ЛМрН14Х MUCV МЛрКС|ОП VI 
/ ,̂ можно шипи oiiKviac.'i.ii>»t* 
молекулярную массу кихлоГи 
компонента обратна. О п н хи - 
тсдыгая мим масел белком юмс» 
риски и ям м ом ах ляукцегочеч- 
пых нуклеиновых КИСЛО» -  I» 
•теле пир нуклссгтлт». оптше
IlO»4C*IIIU4 -  »  и п с я г  Ity T O ie O H U O B

Лмн рллдслсиим Оелкон обыч 
•ю истдлыухн псиникра'шмм;|- 
ныИ «ель < 11ЛЛ1) Он аСфвиусгся
ирн ciimviHMcpn мции акрииамн

JUi И f>»«UIKplliUIVlUU. »КГ1иЛЫ>«» 
щсюсм и kiiHctntr стиькн ли ней- 
мых полимерен акрн.i^xii«да. Гй:я 
мер ммсе» и гииникрилдиилиои 
•сетке*» кэниенг сп мшнентгииип 
||криламил» и сосггнсмпении меж 
ду мтичесшнм якрт;*м»*ди и Онс- 
акрн.имидж Ьедок перед oickt|x>- 
«{юроим части oOfttfuiTlctuiHiT 
цниониым дстер*снтом л«иипгд 
су лыЬвтом натрия (ДСП). *т> ш>- 
ifHuiHct проводить фримиюниро- 
Ш1Ш1С II смикИМистн только от 
оашяи 1Ырамс1|\1 молск>'ллр1кВ1 
массы, а ишисимечггь от конфир 
мини я. 1гинтх.'П1 углхиын пили* 
п о т ш ю й  иеги и лр иекдюнвет- 
см. '*)лскгрофирс1 ь ПААГ-ЛСН 
П0 Ж01ШС1 рнзае.нпк (>счки с  мат. 
Maccim ш 20 до 200

Для але к т ро«}юрсг инее koi о
раялелепня нукчеммомах кислот 
среднею puiMepa обычно npiive- 
иякп агарошме ГСДИ. AiujxTia - 
jir> особо чистая îp;iKiuin. получа1-
СМИН IU  Д1Н|Х1 UiftN НС1КК|>СДСП?С1«
но из ашрообратукмцнх мереккх 
1Ч»дирос.К!й В I ,(№ игареязном icjk* 
можно рп ас.чигь молекулы /1НК 
(шмерох ш WX) до 20 <КХ> н. il 
Л лм ||фдки1шиирпыннм более 
крупных молекул ЛНК <М||.1ЛШ>- 
HI4 пар оснований), дсногурмро 
ixhhuHi ДНК и РНК ирихшимем 
hi ним. toKfib спсишлшяс систе
мы ^лсктрофорсю Иногда дчя 
(сшснии сосинальных за;С1ч дли 
luiwicitmib /ДНК примени ни т>- 
.такртшамнлныс 1слм. Так, к 21Ж. 
пппмакртимидном itiic можно 
рп|дсл»пь «1>|мгмсн|ы ЛНК. со-
сгимшнс K C IU  И» IIICCIH ОСНОШ1-
нни и риз1111(аиши»сся вишь tvi~ 
ним нутисчдидо^

при I млрилмj c смесью LeoRI и UomIII ьоишчис 
о? /^oKI-<!»|xifметоп раьмером 850 и 500 и. и. 
Значит, два LcoRl-спЙто махолитсм на риссгоин1ш 
МЯ1 н. н лр>1 от друга и между ними пег /to/rrlll- 
u ln a .u u  LroRI-фгш ментах длиной 850и 500 п.н. 
счпь по олиочу ВатМ  1-сайту. Фрагмент разме
ром 950 п. и., который образует» при обраДхпьс: 
Л Н К  рсетр»1К1азой Бат\\\, при лвоГшем пиро-

л и с  fmuucibiMCiCM /лоК1 на ipit ф рш мента 
<250+-300^40fi 950 и. н.) Зидчиг. шы Лд/«1Н-
еайта м ахш млн ид рассю ямии 250 и 400 и. н. по 
pa л ы с  сю р он ы  сп сайтон дли £ соК 1 Вып\II piK - 
m ciL u ci £ст/К1-фра1мснт длиной 850 и. н. на 
«5»р.и Х1С1П Ы ;ы иной 250 и 600 п. н ., а  один из сай 
ки* ллм LVoKI находится на р и с е к « н т т  250 п. м. 
v i  сай та для В и тМ I, значит. фрл!мснт 6 0 0  п. и
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Рис. 4.4. Kupftfpomiiiitc tail и hi peer- 
pi'.KlUIII. A  ftrjyJIMJIU (ОДгЭДСКТрО- 
<*4xria фрагментов ДНК, получен
ию  ее расщеплением указанными 
ферме тимм. Очишслн}#о ДНК »ИД- 
paimjotMKN pccipniaunMii £e©RI и 
АомЫ 1 ршнслыю, а а  гем на смесил, 
провопили гел|.-:1.тек|рофорс^ и ьп 
jy.tucjHpobaiM продуй 1м окрашива
нием OpoMiitiuv ли'.исм Числа 
и к ш  си fVpHXM iiauuuiix н о ли : 
длина прагмеIнов и т р а х  осиом 
пик f) PecTpHkiimiiiiiuM ».,tpra. по* 
СфиСННиМ ПО >ЛСКТрофирСП1ЧОСМШ 
/ашныи. Числи расснишнс между 
сайтами узнавшим со о 1ьсп.т> ю - 
turn ферме mi он.

400

300 ------------  300
250

« 0 0 ...........  too

b
fco*I £tc#U

-  1 >00 * 4 ---------------- |--------од,

100 1 40С JOO 250 600

100 '

Двгт+ll ftiruHl

доджей содержать один ид концов исходной мо
лекулы Л И К . Далее, мы пилим, «по BamHl рас
щепляет /:iroRI фрагмент Д И Ж О Н  50011. II. Ш1 два 
фрагмента ра мерехц НИ» и 400 п. и. н что один ко 
£h)RI сайгой отделен ел АотШ-сайта 400 и. н.; 
Hawn, фрагмент /пинов 100 и. и. доджем еолср- 
жать другой коней исходной молекулы. Карга ш  
рис. 4.4,Л* юдметрпрзп чсткос соответствие ме
жду положением сайтов рестрикции и размерами 
фрагментов. получащишхеи при каждом гидро
лизе.

Расщепление реарипируюшими :шдои>клс<1- 
замн имеет еще одно применение Ко1ди два раз- 
иых образца Д И К  i»(Vpa6;nuiuHr! одной и той же 
рсстрюлазой с образованием фрашешоп с лип
кими копиями, а шем смсшивлип ни образцы, 
то Сызюларя комилечетарном} спариванию 
липких концов ijipdiметок рашм.ч образцов мо
гу! nC*p:i5C>H4iuriu‘H новые комбинации генов 
рекомбинантные Д Н К  (рис. 4.5)

Для осуществления молекулярною юкжмро- 
НИНИИ IttnOCnilCFIIIOUnilllX ГОЛЬКОфсрМСИТОИрС-
сгрикции. Во-первых* водородные связи между 
теми четырьмя основаниями, которые образуют 
липкие концы, недостаточно прочны, чтобы 
удержать дна обьедтшзшшхея фзрлгчеша Д Н К . 
Необходим каком-то и и а р ум ст для устране
ния разрыла и сахарофосфвтюм остове молеку
лы. !. с. для восстановления связи между З '-п и - 
рОКСИАЬИОЙ конце ной группой одной цепи и 
5'-фосфлиоЛ группой лрутой. Таким itucfpy- 
ментом янзяезем ДНК-,типиа Гч!ы ери оф ит Т4. 
Jhoi фермып катажлируег образование фосфо- 
диэфирнш с лялей между концами иолинуклео- 
тилных пеней, которые уже удерживаются вме
сте благодаря спарииажпо липких концов. 
Кроме тою, ДНК-лигаза Т4 «ешмьает» тупые 
концы, которые сближаются друг с другом пос
ле тою, как сбьелинясмые фрагменты спялива
ются с ферментом (рис. 4.6). Во вторых, обили-
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Рис. 4.5. Отжиг компасмем-гпрш/х липких мжигофртдсмтдо, nGpaus wnunvrn при pacnicimciiiiM лиу* prum* об 
ра икж Л1 IK рссгркцкрующгП энзонумсятй Л /ml 11 Четыре фрагмент, представленных на рисунке, могут со- 
слинигим лр>1 <■' яруIим с оОгоюнаиисм шести рйшмк иопосул ЛИК (ми рисунке иоклипы не нее возможные 
аимбиииит). Фреи менты улерлшимт* имеете полироли ы ни спи тми, ибрщуилцимигя меж. о четырьмя ссио 
тннмми липких канцон, мо л и  святи мслостточпо прочны чтобы монетам и растворе оетшчетиа.стабильны» 
МИ длительное время.

некие pa 1иых молекул Д Н К  само по себе беспо
лезно. если оною» образованные комбинации 
(рекомбинантные Д Н К ) нс будут ренляцмро- 
ш тс я  и клетке-хозяине. Таким обратом, если 
одна чисть рекомбинантной мате кули Д Н К  не
сет нужный гем. который прсллояшоася кло
нировать, то другая лоджии содержать информа
цию, необходимую дли pciuHKauMH и метке 
рекомбинантной Д Н К . Чтобы решить эту проб
лему. используют клонирующие не моры В- 
третьих, при рестрикции Д Н К  образуется смесь 
разнообразии* фрагментов. м пекле их яширо

пиния с векторной Д Н К  образуется множество 
раггипных комбинаций Необходимо уметь рас
познавать ic реципиент нмс к е тх н , киюрыс со
держат ДМ К с нужной нуклеотидной ПОСЛСДОВД 
телмюстмп Для »гого используют ршичные 
системы скрининга.

Илнтм илны е векторы

HiaiMiUbi это вне хромосом» нас автономно 
реши! цмруюшиеся двухнепочечные кольт:т/с 
молекулы Д Н К . П лх 1м»1л и  есть практически у
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Рис. 4.6. ДНК'ЛИПШ Г4 об
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ntpwfiitc липких концом 
6. ЛшИроПДНИС TVI14X KOI шип

^  Оджм1гос*1г* тн и  рзп|'ыа*
ОН Р 
\ /

-А Г С Т Т С С А Т С Г Т Т С А С  -  
—  т а с а а с с т а с с а а с г с  —

/ \
V ОН

О ли ш п и ш ’чиим |и ф и» 

|  Д И К  липла 14

Р ФкфоНИЛ*
/ \ « « к

О О 
\ /

— АГС.ТТССАТСС ТТ С АС
—  т а с а а с с т а с с а а с т с  -

/ \ 
о  о  

\ / 
р

/%  
о  о

ь
о н  Р
I I

—  7CI АССТ АС
— а с а т с с а т с  

I
р

СТ АС.А I ТА — 
С А ТС TAAT -
I

он

ДНК лиши И

о  о
I* Очо^хон

/ \ ею . 

°ч ?
Т СТ  АССТ АССТАСАТ ТА 

-АС АТССА Т CCAICTAAT
/ \ 

о  о  
\ / 

р
/ \

о  о

всех бактерий. Одни in  них содержиI информа
цию. обсспсчшшошую их собственный перенос 
из одной а лте и  в другую (F -шазмиды), другие 
несут гены устойчивости к антибиотикам (К - 
плятмнды) или специфические наборы ic i io m , 
сияете геенньа за утилизацию необычных мета
болитов (плазмиды деградации). Есть плазмиды, 
м которых не обнаружены гейм, выполняющие 
какис-ю Опредслснные функции (критические 
плазмиды; от англ, спрп< — скрытый, латент
ным). Ра терм  плазмид варьируют от менее I до 
более 500 т.п.м. Каждая из них содержи» сайт 
начали репликации (on), без которою реплика- 
шей плазм иди к кле-псе-хозяине (и ла  Си не нот 
можно.

Некоторые плазмиды представлены в клетке 
КЗ 100 копнами, они iu i u j i u o o t c i i  нмсококо- 
пинныыи Низкокопнймыс плазмиды присутст
вую! и клетке и числе I 4 копии. На полю плаз* 
mi ели он Д Н К  обычно приходи ten 0,1 5,0Я> 
суммарной клеточной Л И К . Если лис или более 
(иипмпоы не могут сосуществовать в одной и 
той же клетке, то говорит, что они принадлежит 
к одной группе несовместимости. Плтмнлы. 
относящиеся к разным группам несовместимо - 
стм, беспрепятственно существуют в одной 
клетке, независимо от числа коптит. У некото

рых микроорганизмов и одной клетке было об
наружено яо К - 10 разных плазмид, при атом ка
ждая из них выполняла спои функции, была 
прсдстаолсна характерным для нес числом ко
пии и относилась к своей собст пенной группе 
несовместимости Одни плазмиды несут спсцн- 
фнчныИ сайт инициации рсиликлшш и могуч 
pcn.iiuiiipcfiaTU’ii только в клетках оттого вида. 
У  других плазмид этот сайт менее специфичен, и 
они реплицируются п самых ратных бактериаль
ны* клетках. Соответственно рвшюимут n ia i- 
m i u i j  с узким и с широким спектром хозисп.

Как лтономно реплицирующиеся i c i k t i i ' jc * 
ские щизмиды обитают псеми ос-
ношими свойствами, которые позволят ис- 
иолы ош т. их в качестве вектора пли переноса 
клонируемой Д Н К  Ito довольно часто природ
ные (немодифнинроваиные, ттесконструнроввн- 
НЫС> ПЛАЗМИДЫ бывают лишены некоторых обя
зательных для *имсококлчсствеимого* венгра 
свойств. К таким важным свойствам относятся:
1)  небольшой размер, поскольку эффективность 
переноса экзогенной Д Н К  и / соИ значительно 
снижается при длине плазмиды более I5 т. п. и.;
2) наличие уникальною сайги рестрикции, и ко
торый может быть осуществлена вставка; 3) на
личие одного или более селекторных генегмче-
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ских маркеров для к1лс»Г1>|фикаими реципиент- 
мых клеток, несущих рекомбинантную ДН К  
I(сотому шшмилпые векторы приходится со:*- 
давать с помощью генной инженерии.

Птхчидиыи вектор pBR322 
В Ш-с годы плазмшшый вектор pBR322 был од
ним из самих популярных универсальных всх- 
!оров. Обычно обозначение плдамшшого лекто
ра включает строчную букву р (от англ. tfasmid) 
и еще несколько букв, имеющих отношение к 
описанию вектора или к истории его создания. 
Гак. буквы BR п обозначении глатмилы pBR322 
указывают на аиторС71ю Ф . Ikimmapa и I1. Ротри- 
геса, сконструировавших :«ту пла шид>, в число 
322 -  цифровое обозначение, озятос из их ис
следовательски* протоколов Длина плазмиды 
pBR322 -4361 п н Они песет два гена усгоичк- 
вости к пит кб« кликам (рис О ) ,  ампициллину 
(А т р ’> и тетрациклину П с О . л также уникаль
ные сайты дли BamW\9 Hind ill и Soil n генеТа1, 
одни Р$Л сайт и гене Атпр', олии сайтдтя A.VoRI, 
находящийся за пределами кодирующих после 
.ювательностсн и сигнал начата репликации, 
обсспсчивлкипин репликацию исключительно в 
Е. сор. Плазмида реплицируется с образованием 
большою числи копий, о пруте бактериальные 
клетки переносится с т рудом.

Как работает клонирующий вектор pBR322? 
Если очищенную кольцевую плазмиду pBR322

/coRI

реал икацни

Рис. 4.7. Генетическая к а р т  шЫ'ЛШдного *t:t юри 
рВ.4322. 1е>и.1 устойчивости i- ieipaii.HK.nmy <Tci*) и 
ампициллину (Amp*) сил£ржхп уникальные сайты уг
навши!* для //Mill, Л1|Т/1. tomWI к АЛ. fraRI-cdiTr 
(Kic£c4vk» vCi i ькс этих leiicm. Длина ьсыорл 4361 и. и.

обработал. реаршааэой. растсшшющсй сс и 
елинстоениом сайте. расположенном и одном 
из генов устойчивости к тому или другому анти
биотику, то образуется линейная молекула с 
липкими копнами Такие молекулы смешивают 
с донорной Д Н К . содержащей нужный ген и 
предварительно обработанной такой же реетри 
ктазой. Поскольку липкие концы этих двух 
Д Н К  взаимно комплементарны, они спарива 
ются с образованием гибридных молекул. Далее 
смесь обрлГтммяют Д И К  i шалой фага Т4  и 
присутствии А ТР  и результате чего образуется 
множество ровных комбинации фрагментов, а 
также нежелательные продукты, и частности 
обьедминпшиеся между собой фригметы до
норной Д Н К  и исходные плазм ид »i и е Д Н К  
Чтобы уменьшить количество последних, ofyvt 
бати яд ют рестрицирОЕяишуш илюмиди^ю Д Н К  
щелочной cJkiccJmi таэдй, отщепляющей от л инея* 
ри зона иной молекулы S фосфатные группы 
ДНК - пи ;vqi не может сшить концы дефосфо- 
рил проран и ой линейном плалнидноЛ Д Н К  
(рис. 4.Х). Ч ю  Кйббгся собс-niciino рекомби- 
шипмы* молекул Д Н К . то хоти и них и имеются 
лил одмоцепомечних p.upuiiii, се ifantiMcirn.i 
удержикаются вместе диуня фосфодитфирными 
связями, образовавшим пси с помощью ДН К  
nllia.il J между ДС*|и>сфСрИЛИрО1«1НМ0Н П1ШМ1М 
ИОЙ Л И К  и рсстрнинроианнон донорной Д Н К  
(рис. 4.8). После репликации п трансформиро
ванной ю к ш  одноцспочсчнис pmpt.mu устра 
ПЯЮТСЯ СНСТСМОЙ TlirupOlUIIIIIH клетки ХОЗЯИН*.

Трансформация и отбор
Теперь необходимо ввести рекомбинантную 
Д Н К  и клетку-хозяина Этот процесс назыилст- 
ся трансформацией. Дли сю осу шествлеанм ис
пользуют специально рацтаСчлакные приемы, 
например подпертзх71 клетки пысокотсмпсра- 
туриому Ь’ОЧДСtlC IЕиЮ И ОбрУбЛГЫВНЮТ их хлори 
стым кальцием (CaCI-,). Однако эффективность 
трансформации псе же остается невысокой, 
обычно трансформируется не более одной клет
ки in  тысячи. Таким образом, Сюлыпинспюклс- 
ток посте проведения трансформации нс содер
жат рекомбинантной Д Н К . В некоторых ИЗ них 
появляется воссоединившаяся колы1свая и л и - 
мнлная Д Н К . избежавшая цсфост^юрплироин- 
ним щелочной с|х>сфдгазой, и других —  ненлаез-
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Рис. 4 it . Встраивание чужеродной ДНК u илазмидный ic c v u p . Пллчм1мп)|<» ДНК. ^мСчиапную p ccip iiK TaxH t 
И 1ПСЛи*41К»Н <|«Н.*|и!Г.1Ч>И. IMCIIIIIIMBH С (ЧХТрМ11НрОКЛ1!1»Ы1 /ИЖСфЖЖ ДН К, аШСрЖЛШСЙ НулПЫЙ ГП1, И Д1С>Л1ИХ* 
Ю1 ДНК-липпу. Две ю  ntempex одлоценочеяныч (Ъзрмм при этом устраняются. и коисфухши окатываете* 
«забили шА бмгодври обракшаанптмси фосфоди ф<р1Ш  связям. После вселении гнбрилжхт iJIfК п клстку- 
хотамна происходит ее репликация и оброется новые кольцевые молекулы уже Со разрывов.

милнил Д Н  К и шиш» в некоторых -  плазмида со 
встроенным фрагментом чужеродной Д Н К  < т -  
Сршинм шиимнда)

Как мы уже гонор или , и нс хромосом мая Д Н К . 
не содержащая точки начала репликации, нс

можст рсп.11шнро1инься и бактериальной клет
ке. Таким образом, проникновение к клетку эк» 
именной Д Н К  еще нс означает, что ома Судет 
под лер* и нашем п хозяйской клетке Далее, .гти 
сохранении |Х'КомСмнантной Д Н К  и ктс?кс-хо*
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1Я1ШС в первоначальном виде необходимо, чтобы в 
клетке отсутстюва in гены, копирующие cumin 
рсстриктд s, которые могут привести к сс дстра-иь 
Ш1Н9 и чтобы клетка имела фенотип КесА (такие 
клетки неспособны к обшей рСКОМбиНаИИМ. так 
что эк югениая Д Н К  не будет мслтфшироваться в 
результате гомологичной рекомбинации).

Затем необходимо lucimtdmimpoKm. клет
ки, содержащие рекомбинантную Д Н К . Способ 
идентификации доджа! быть клк можно более 
простым, поскольку приходится npODCpiTTl. ог
ромное число клеток. В системе pBR322, в кото
ром чужеродная Д Н К  встраиваете* к сайт 
Ы Н ,  специфическая идстиф т.диия с о с то и т  
и * двух лпиов. Снача-ui клетки после трамсфср- 
м«ихпи пыссвают на тггптелт.ную среду, содср 
жащую ампициллин. В таких условных мспут мы 
расти только tr клетки, в которых присуэстиуст 
lurnurniuit ген Ampr или n составе иптиктной 
плазмиды pBR322. или г* составе гибридном 
плазмиды; нстрансформнроианныс клетки чуп 
cruifTCjith iI к ампициллину. Сайт &ютМ1 росно 
ложен в Iсне Tel1 плазмиды pBR322 (рис 4 7); 
нориииииме н /го? leu фрагмента Д Н К  прерм
нос» кодирующую г1о с л с / 1о и и т с д |.н о с г ь , м у с т о й

чивечль к тетрациклину утричииается Таким об
ритом, клетки несущие гибридную ошпмиду. 
устойчивы к литиши/пииу. но чунстпкгспьны к 
тетрациклину,а клетки. получившие итактную  
плазмиду рВК322. несут (СИ 1сГ и устойчивы 
каК к амимииплицу, гак и к тетрациклину.

На втором лапе проводят разделение этих 
iu»>x вариантов. Клетки, выросшие на среде с 
ампициллином, переносят на среду с  тетрацик- 
янмом методом перепечатки Клетки, образую- 
щне kiiiioimii ил чашках с 1П|хиш клином, со
держат интактную плазмиду pBR322, поскольку, 
как мы уже говорили, они устойчивы н к ампи
циллину, I! К ICTpUUHклину. Клетки, НС MUJHC- 
UIitc на чашках с тетрациклином, чувствительны 
к этому антибиотику, значит. они содержат i нб- 
ридную п/иимиау рВН322.

Среди колоний, выросших ид среде с ампи
циллином. выделяют it, которые оказались чув- 
СТЖТСЛЫ1М К ТС Iрацик шиу, и ми каждой коло
нии получают muinuuyn.iMiuc меточные клоны 
или (чаще делают именно так) объединяют тсс 
колонии, устойчивые к ампициллину и чувстви
тельные ктстряинклину, «культивируют их име

ете. Далее можно провести дополнительный 
скрининг и 1ивнгпгфиш1ромлъ тс клетки, кото 
рыс несут тбрнднук) плазмиду pBR322 со спешь 
фичсскои вставкой. I (рнсутспшс сайтов Hint III 
и .£оЛ r гене ТеГ и сайта /VI и гене Ampr плл ш и
ли  pBR322 позволяет изменить локализацию 
клонированных фрагментов чужеродной ДН К. 
Если для пс §paiituiiino испопизустсн erttr PsA. то 
отбор проведшее по той же схеме, но п другом 
порядке, т. с. сначала иысстоют клетки 1ш среду с 
тетрациклином, а затем -  с ампициллином.

Другие шахчидные векторы
Идеи испои, irwai I pUK322 как вектор для клони 
роншмк была вполне удачной, но эта плазмида 
содержи! лишь несколько сайтов рестрикции, а 
отбор трансформированных клеток занимает 
много времени, '-ho привело к нсоГлсхиимостн 
разработки альтернативных сне км k.»o«iiipcn<i 
пил. Например, плазмида pU 0 9  длиней 2Ш» п. и. 
содержит: Iсн устойчивости к ампициллину; рс- 
| улпр>см1.п1 сслистгг тейп р - т м к ш ш м  [laeZ ) 
пастозного оперена Е  со№, ген lucl, кодирующий 
репрессор, который контролирует экспрессию 
itiia toe/’, IюлилiuIкс?) -  короткую последова
тель! юсть с множеством уникальных сайтов узна
вании ддя эндонуклеаз (fJroRI. Sad. A/wl, ХпшI, 
Ляш1. RamH I . Atari. Sail. Hind I, Acrl АрМ I • ^ . 
Splil и //iBcllll); точку iш'шла репликации плаз
миды pUK322 (рис 4.9).

Рве. 4.9. Генетическим карга пдатмкдното помора 
pt'C I9. llaxiMii.m состоят m  26W> пар нуклеотидов и 
сш сряш  \ miKAtuii.it сайты у л и ш и т я дал /iv.HI. 
Ш .  А̂ я1. XmaU SmaI, ДатН1. Ata/I. Sail, НикII. Иге1, 
/S/1. АрМ Г .\г 1̂ и //гмЛП. локчии M IUUIIIUC и поим 
линкере; тем устойчивости к пмпициишну; caRi инн- 
iiicAUifи рсигчнкашш. Ф>мм1кс.нмру юшмв п £. сЫ1; теп 
Ам*/, кош рол мру кнаиП сш пез |*еП!чссоти. который 
бж*)»русг i|v\m»vi>«rituMK»i\tcA Ал Р  Huivyrcittivc мидук- 
юра ИПТГ.
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ВАЖНАЯ ВЕХА

П р и  расщеплении Д Н К  рс-счриюаэой R I 
п6ра:пимсн ф р .и м а п ы  с липкими концами

J.L Мел/, Н W I>.ivh
/‘ли-. А’йг/ M U  So. USA (А : 3370 5574, 197}

ТсНМОЛОГНЯ IĤ .OuOllliBHTItMX 
ЯНКиклнмао ссшаняс исхичм -  
«ШГрСИОСЧИКТ» клонируемо!* 
ЛИ К . специфическое ктраива 
мге »• пего утоп Д Н К  с сОрлчойа 
нксм «нмерноИ конструкции. 
«»*слси»т г.ожггрукиим и к»»*тку 
хозяина и идскги фи канин** юте 
1C*.. НеСуЩИХ |>СкОМбшиШТНую 
ДНК. Нсммснииым рабочий ин- 
струмопом я этих иоиштудяцюо 
ЯВЛЯЮТСЯ pCCip*UHf>y*)»lim* эидо- 
1<>К**САИ4 ТИИЗ II. ЙХ Н| ММСНЛКЛ
как при со1 Лд>11Ч1 eeiaopct (см . 
например, Bolivar c l а!.. Огне 2: 
95-113, 1977), гак  и при встрой 
взнии и mix нужных геноп. В 19681 
М  Mctxjicoi» и ар. (Л !ш г г  217 
1 11 0- I I  14) I10KU HUH. чю  способ- 
НСЧГГЬ ОДНОГО И | IHTlIMMO* Е  cob 
О^РЖИКШ. ГАлМНЛХСНИС МНфи

111Ц>УЮ11А*ГО CIO Oltp>Vft «Ухкгери
оф ш  А) С буО Н  Ь ОНИС И И Ю ЫИЧП-
см в клетке фермент. который 
расшспляст фисиух> ДНК Поз
же Мерп г  Дэвис ycrmiowimr, 
•ПО Г \К П  фСрМСНТ, PCCTJWMHMA
RI (иолучниитя НЙЭИАНИС 
fcYoRI). рясиюидмст молекулу 
Д Н К  и специфическом сайте с 
обраюктнисм комплементар
ных (♦липких*) кош ten. Линей
Ш Г̂ молекулМ, ОГ;ГИДОЫЛТ\1111!ССН 
При |МСШС11ЛС>‘НИ кольцевой 
Д Н К  рсчпрнктял1»| Ecv*RI. чаьчо 
вновь тли и клю к в а колмю п о 
г о д а ^  спариванию хомшюмсн- 
глрпич КОНЦОВ. ObbCftlHiMMIIIlf- 
еси фрагменты удерживаются 
вместе водородными связями, 
ИХ КОННЫ МОЖНО KOfMUOfTBO 
сшить, лобаяйв А р м е н т Д Н К -

лш а »у. в рстульнпс »wro п о л н и т 
СИ КО.Г’ЬНСВШ*. KOUa.itIIтип зями- 
н>МА* молекула. У  tee* молекул 
Д Н К . расшсилсниых олмоП э н л о  
нукдеазои, «иею тси одинаковые 
концы н а  4 -6  нукичнндоь. и С*1Н 
улго-вами* состоит «о  шести нук
леотидных пвр Мери и Давне 
сделали u u s o a . ч то  « ...послсдокь 
гелыю и сты ы уя  два ферыенн* -  
рсс7риклиу R I н Д Н К -лш а з у . -  
мох но »> терском О ттр е п а ть » лк> 
Сыс две молекулы Д Н К  с К1-са1т-
ШМИ II по лучить 1И<»Р11ДНУК> МО*
деку л  у» Э ю  открытие стаю  
ключсви.ч и ранниим 1гхнологшт 
рскомбиидн!них Д Н К , посколь
ку. по слотам .пик же ученьп, 
>х*яио •простои путь ...содомия 
ик-дифичееми рекомбинантных 
молекул Д Н К  и* vitro*.

При отборе трансформированных клеток 
рук аноде* ну ют си следующими соображен ни ми 
Если гдетки, соде ранние 1к?малиф|Шмронан- 
пую г и ш и л у  pUCIQ, ш.1ращи1снь ы присукм- 
вии naonpomui-fl- О-гиогалактппираноамла 
(И П Т Г ). который я алеется индуктором foe- 
oiiepomt, то продукт гена fue l не сможет сив 
жаться с пре мотор по операторной оСлистью ге 
«а (ас/\ и как следствие будут происходить 
трлискрипиия п трансляций ил as модного фраг 
weirru leittt tacX Продукт этого<]>puiмента свя
жется с белком, кодируемом хромосом пой 
ДН К, н и результате образуете* аклнышя р~гя- 
Ликтозид» ж. Последовательность с мпожест 
юм ш т о о  рестрикции (подилипкер) встроена 
г icii UteX гак, что они не мияег на продукцию 
Функциональной р галактозидпэи. и если ь 
среде присутствует се субстрат 5 бром Л хлор- 
3 ицдол! i-|V D laJuiKroim iniiuuita (X Cial). го 
<чп OyAci 111др(1ЛИ30Ва1ьСЯ под действием этого 
фермент с обргорьанисм продукта с и н е го  
Цвега, окрд|НИ1мюшс10  колонии клеток, со-

де р ж ж н и х  нс м о д и ф и ц и р о в а н н у ю  ПЛТПМИД) 
pU C  19.

Дли клоннроканпп и pU C I9  донорную ДН К  
[хюпеллякуг отмой ит рестрнш ), »^й сайт нахо- 
Д1ЛСЯ в полилинкере; гошвмнлнуюДНК пироли- 
1\ к т  ако1! жерссгрнкгазой, я лагом оТфабятыва. 
ют |Ц«ыочноЙ фос<]твзоА Обе Д Н К  смешивавн 
в прнсучсцаш ДНК-лнгазы Т4 и используют об 
ре попавшийся продукт для грипс<}н»риаш1н k.ie- 
гок, копрые могут стпезировагь ту часть р-га- 
ллктозидази (LaeZu), которая соединяется с 
г1|юдукгокг гена (асХ с образованием атгвпого 
фермента. Обрвбопия1ыс клетки и1.а>сег<1ют «ш 
тгтатс'1ьную срслу с ампициллином, V1T1TГ и 
субстратом для р-галактоелцюлы. Иотрапсфошв 
решаиные клетки не могут расти и присутствии 
ам1111Ш1лли1иц п клетки, несущие uirmimiyio 
шшхчшду, обязуют па срезв? е ампициллином ко
лонии синего ubc..i. K.1CIKи-хозяева, несущие 
гибрилпую п 1азх1нду, <бри:1уну| на той же самой 
Среде белые колонии, поскольку обычно при 
не I i^iii (шн и и ь пояшинкер чужеродной Д Н К
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последгоитгслиюсти Д И К . Эту проблему можно 
pcunm.. используя другую рсетриктаэу

Следующий посте создания библиотеки л а п  -  
ЯО ПОИСК КЛОПа(К.ХЖОВ). несущего искомую по- 
слсдоютедыюстъ Д Н К . Для псп о используют 
три широки известных метода: i ибриднзашио с 
меченым ДНК-зоилом с последующим радлошь 
гографнчсскнм а шиитом, иммунолог ичсскиН 
скрининг и скрининг но активности белка, коди
руемою тсном-митснью.

Скрининг с помощьн/ гибридишции

Нужную нуклеотидную ППС.)СД0 ВНГСЛМ10СТЬ п 
образце Д Н К  можно обнаружат. с помощью 
Д Н  К-зонда* спаривающегося только с искомой 
послсдои:ггслы10Стио. Дли этого Д Н К  сначала 
переж ую т о орноислочечиую  форму, подверг 
ну и се тепловой обработке или  воздействию ще
лочью. В этих условиях водородные СВЯЗИ МСЖ- 
ду основаниями разрываются и испи расходятся

Нсскдугмм
ДНК

ДгН1Л}рМЗ|И
и фимэднп 
иъ Ф 1\чыге

Т 111ТТГП111Г1ТГПТ1111ТПТТТ1ПТТГГЩ11П"

Рис. 4.11. д н К • Iиоридивции Исследуемую ДНК подвергают пештурлшт и фиксируют ил j перлон подложке, 
например ив нитроцгл,«тленном или иаОлпновом фильтре Меченый ЯНК-яопд (обычно л ти лп  or ЮОлп 1000 
п и.) тоже денатурируют, наносят на фильтр с исследутмой ДНК и проводят их отжиг. Дли ужение исгибрм- 
днэопаяиктося ДНКооидл фильтрпромыто ют и визуализируют метку Гели гибридизация между зондом и ис
следуемой ДНК не произошла,то никакой метки ил фильтре не o6i1яружимился. < M c i u i i  нм рисунке обозначе
на цветной звездочкой.)
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Д()1 ЮЛ11 КИИ К 4.2

Р а л н о а в т о г р а ф и н

Этот MCTCUI широко ПрИМСНЯСТСЯ
ЯПИ /ГО К Л П Г-Л Н И И  |Vi iM C m k lM M IO lO

материны % клетке, срезе тклии 
•uni на гшетике 1слм после элект
рофореза смеси макромолекул. 
Для pel кет ранни радиолы ниних 
зон на ксслсл^мий Образец »о- 
•ты иппит реИТПИОКкуи плен- 
kv. I* которой ипо д е й г л т и  ридио- 
tu utiMtoio к I бромида
серебра обрадуется металличе
ское серебри. «3at печенные* уча
стки. с«ю иетп»уо 1И1«  родиоак- 
ntftltMM ТОНАМ. ИАбШИЛЛЮТСЯ 
MfyiuthMO после прояпленин 
пленки. Одним из варнликп» рд- 
шюакпи рафии muhttui флмюро- 
ijxujum В пом  случае я нсслсдус- 
ммН обриигм нч.прсп.ируип 
п и тш дли  юр и мш«ь макшиыт- 
кп рснигншя‘ку* 1  ivyciuty Метоп 
ОСНОКШ НА ТОМ, ЧТО IIHjMOlfCJKC- 
тшсские ^частицы. обротующн- 
сем при ikhiuuc и длит» (напри
мер, тршии), шиикн'лгПсиоЯП с 
молекулами стопил.нпори. при

пом  ’лгереми р а д и с т ы п и н »
I M U U U it  |1рСОб|>Л ly c iv N  I» С  И С ТО -

иу*» анергии, которая и renter- 
рнрустся рентгеновской плен
кой, чуястьитслшой К синей 
области click rpn. Ike операции 
при ролноааюфпфии исобхоли- 
мо процедить о rcMtioic, тгоби 
не meternm lueincy

Очень п п к по й ofvianw n при- 
иененнн рад9юааюграф1П1 но 
лягте к обнаружение радиелк- 
тканого Д Н К - ш ила  пислс его 
ГибрИАИ Ш1КИ с прсш|чш«м ДМ К, 
попшгргнутым тлектрофорстиче- 
скомуря шглеммкх К с о х а ти н а , 
про тести ntfipftiiMtaiiXKi и гдш ш  
геле непшможко, поскольку тени 
не может I» исто п  рои икнул.. С ItK 
этому Д Н К  после ля п п р сф о р с» 
переносят ici юггр<>1оелд»мло:тий 
ИЛИ 1«ЛЙЛ0!№ПМ1! фИЛЬТр III» МПО 
ду С аутерна (Слуэври-бпогтииг) 
ИЛИ С ППМОШМН tlHUUOI. PucillV 
iOXCHIIC МОЛСКУЛ Д Н К  ИД 
фИЛЬТрС К 104110011 сисл пстлиу 
п  гакокиму и усдс. Перенесем 
мук» на фильтр Л И К  подпер гаи и

лсншуртцми и фиксирую!, п затем 
щ х ч т д к !  гибридм 'u u i'K i С рПД1К>- 
airritnttuu ДИК-теплом Гибриди 
ышионимн сигнал рсгистрирукп 
ралиоаптогрхфмческнми мсто- 
0 Ю

Игрение ДНК и» гели на 
фильтр носит издание Саузери- 
6л о т »  п т  о честь Элиша Саузер 
пп, мггорлй изобрел ч т т  метол 
Нспштмуюшиеся и литературе 
термина «Нозеруьбдотпшг» и 
• Вестерн-биотин* otMoerre* к 
переносу РНК и белкой состгтгт- 
п р с и п о  Э ти  п и та н и и  и пере 
иоле *еспср1шй» и • аиааний» — 
нс uncut никакою опкхпении к 
сторонам с и т  и били ирмлуми
ны остроумными кол илами Сау- 
•с рил (Southern к>лим(1) Тем 
самым они как. бы пялу icr ronn. и» 
C'-ayicpiui ил рлтраГнт|Ку ш м л ме- 
галоп переноса макромолекул, л 
гикже чети* обозначили. о пере
носе каких млкрсматск}л ипст 
речи Кроме того, ate у педели, что 
uiyttrib умеют не только фи ш»и, 
МП II GlflUHtfTt

(прСЧГСХОДНГ денатурация). Если теперь медлен
но снизить температуру, то произойдет их мх 
соединение (ре«итуроиия). При ло м . если v 
растворе npHcyicmyet одноцеиочечный ДНК* 
доил, ом тоже будет рсн«ттуриро1шгьс Д Н К ,сп е 
цифически спариваясь с компас *сн гарным и 
участками. В результате обратуетен гибридная 
ДНК. I.с.двудисиочсчтш молекула, цепи кото
рой принадлежат диум разных! Д Н К

Процедура Д Н К -1 иОрншшинп состоит пене 
дующем. ДНК-мшиснь подвергают дсншу|хшмн 
м идти (спичечные чомкулы необратимо «при- 
шшаял> к * перлон подложке (ifinpoucJunu/HU- 
ному ш и наЯнинооому фильтру). Эту прицелур> 
обычно П|КЧК)ЛЯГ 11(111 пысокой тем пери туре. За
тем фильтр пнкубируим с адиоцепочечным 
ДНК-  10 НД4П1 , меченным piu n oil ЮШ11НМ или 
д р у к й ! M CIМИ1 Если |1)К.|С01ДЛЛиС riC'ClieaOIVI- 

ТСЛЫЮСП1 JOIUVI И ДНК-МН11ХСПИ KOMTVKMCirmp- 
ны, то проиемштт их спириианис (т. с. i нОрилн* 
ацил) (рис 4.11), I Н брил мыс молекулы можно

пнзуш|И’лнро1М1ТЬ родиоаагогрдф ичсским  (д о 
полнение 4.2) или д р уш м  методом, лш уевш им 
ОТ природы метки. Если М.КМПЛСМС1ГПЦ1ПОС11» ме
жду Ю1ШО.Ч И ДНК'МИП1С11ЬЮ o rcytcrtiyc i, г о т  
Орилизацим не и(КЧ1СХСШ1т, и мы получаем ог- 
рпшгтслы1Ыб рстультпг. О бы ч но размер х ч ш  
виры 1 руст o i 104) лс» 1000 и и. и более, и л и  мож
но ист юл ькиадггъ кмк более крупные vniuLi.i, тик и 
Kitu*» меньш ею  размера. Д ля im Op i u h m k m m , г  с . 

д/Ш обрахи яп п п  сгпГнты иии комплекса, необ
ходимо. чтобы  ид участке длинен 50 i«y*c.iiccti«i- 
дон сонндш ио Гнысс 805?* ИЗ них, но это  ЫИИСИ1 

от услоний реакции.
Мс*усиыс ДНК-хпщ м  можно пил учи и. (ки- 

нмми способами. Олин и» них, к л 1ып.тсммИ мс- 
*одом случайных прнймс1к»п, ocm>ti.ui ил приме
нении смеси синтетических олнюпуклсотлпи
( 0 Л Н 1 0 М С р < » и )9 С О Д С (1А 11|Ц И Х  ИСС 1Ю ЗМ ОЖ 11Ы С ком* 
Сишшии h i  шесш нуустсогундоь. Некоторые m  
них О л т  он у клеи к ид он окшыплюгеа кохшле- 
\1сн п 1])нымп послсдпг-нсльтк.тим  Д Н К -хипис-

5-M4S
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Ряс. 4.12. Получение меченого ДНК-зонла метопом слуийиых праймеров. К лсмиурированнои двумшпочеч- 
иск ДНК, еодержашс! нуклеотидную последовательность, которую предполагается ислодьтоввп п качестве 
зонал доОвн.чяют гсксднухдсстиш (смесь всех возможных комбинации из шести иукдеогкдов) и отжигают 
смесь Нско10рс*с из оимго*1>к.чсо1им>ь гибриднзуютси с немечоюН летиуририыишоп ДИК. и к присутстии 
фрагмента Клепова и четырех dNTP (един ю  коюрых меченый И )  служил атрлвкоП для синтеза komiuicvch- 
шрмоО испи. После денатурации синтезированной ДНК помучают смесь меченых фрагментов ДНК. которые 
вместе состаалнкп практически лил»*чр£'>мсрн\ти исходную ДИК м.нрнт
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ни и гибрилиэуишмс ними, с о н  Д Н К  предплри- 
тсиыю дсиагтурировать (рис 4 12). Пос/ic отжиге 
олигонуклеотидовс лоси ууироппи ной Д Н К  мл? 
рмией и репки ионную смесь лобикчихи четыре дс 
Н1кснрибонуклеотнпя (лс.пжсирнбонуь.гсоиид- 
трифосфагм; d N T H . суши in  nine меченый, и 
«{рипиогг ЯНК-полимсрспы I F  а й  (фрагмент 
Клепова). Фрагмент Клепова обладает ДН К -по
лимерии юй и 3" >кюнуклсиной лыииностямн, 
но не 5 -исэонуктеатной актимюстмо, присущей 
ДИ К - ПОЛ и мера 1C I /.*. ай, КОТОРАЯ МОГЛИ бы рас 
тенить HOitnctiMWTHjKниннкс молекулы Д Н К  
Одиночные цели/III К-мишенн служит матрина- 
милтя синтеза новых молекул Д Н К . а сыпанные с 
ними случайным образом олнтонук леотилы *1- 
гравками (рис. 4.12). 11рн ралиюк ивноч печении 
один in  cJNTP cojupAin а -у;Р, тик «по WP* мечен
ным окл «ыгистси и сим зоил Ралиопктиниую мет
ку ИЫИВДЯКЛ С ПОМОЩЬЮ (M.IIHMHI1VI {Ч1(]||'Г.

Н качеетге нероднойюгопнон метки часто ис- 
IHWKTyWT биотин, который ГрИСОСЛИНЯКИ к одно
му ит четырех dNTP. Дли иыяменим гиСрииио- 
пшткс1хч:к биолит. итрокзнного зоила ил «|н1льф 
наносят коньюгнт cipcrmmwiHa с соагы-тстпуто- 
iuiim ферментом (например, щелочном |})оа]*гта 
*>й). Стратташиин обриууп комтыскс с биоти
ном, который Обниру'АИВЙСТСЯ бШКОЛлрЯ ТОМУ, ’СТО 
ПОД действием cjK|VMc»frn тЮритустея очрашснмос 
или томинссиирутошсс истестно -  продукт ирс- 
ихиискии нанесенного на фильтр субстрата.

Зонды для скрининге 1еномной библиотеки 
можно получил, но крайней мере доум* сиосчь 
Схтми. Во-первых, можно исполмокпь клониро
ванную Д Н К  близкородственною opiтаим а 
(гетерологичный зонд). В пом случае условии 
тбридтацим нужно подбирать таким обратом 
•иобы она могла происходить при cyiucciпен
ном расхождении между нукдеотилными после- 
тщательностями тонда и искомой Д Н К : это по
гнал хег решить проблемы, сингенные с 
юпелоимм различием между Д Н К  источни
ком jcHoia и исследуемой Д Н К  Bo-иг орых. тонл 
можно подучип. метолом химическою сиигсаа, 
основшшись ни изесстнои аминокислотной ио- 
СЛСЛ01аТСЛЬНОСТИ бсЛК01Ю(0 ЛрОД)К1Д искомого 
гена

Скрин и hi библиотек геномных Д И К  обычно 
грешодят но слслуюшсй схеме. 11ослс грднефор 
muiuih иысснлют клетки на чашки с питшелыюй

средой и перенося! выросшие колонии на гиср- 
дую ПОДЛОЖКу (например. Mil НИфОНСЛЛЮ ЛО'З- 
ный или найлонопмй фИЛЬф); ПРОВОДИТ лизис 
меток, <аатем деиршен низанию и денатурацию 
Д Н К . фиксируют Д И К  и» подложке. Наносят на 
фильтр меченый тонл и проводят отжиг, и татем 
р,1Л1го.шго1|чи|ч1к> Колонии на исходной чашке, 
которые содержат i нбрклнзоышшуюся Д Н К , 
вылелякп и культивируют (рис. 4.13) Посколь
ку большинство библиотек получается и резуль
тате частичного шлро.ппл, попоангсльный гиб- 
piuiiii«iumoi(IIый сигнал может быть получен лля 
нескольких качений (клонов). Теперь необхо
димо определить. какой именно к.тои (если re 
KOftoM имеется) солержтгг искомый ген педиком 
С  номошио гель-элдорофореза и картировании 
определяют (номер каждого фрагмент (испит 
кп) и ндс>аифииирук»г анаютинные фрл1ыс1лы 
или фрагмагты с перекрывающимися иослсдо 
нателыкч’тямн. Можно также прооссги допол
нительное клонирование с тем, чтобы сюстшигть 
полный ген из перекрывающихся фрагментов. 
H im . если вставки в каком-либо m  клонов хюс 
таточно велика и апаше может содержагь весь 
ген, пропссги се cocnei тропам ис н убедиться в 
наличии старт- и стоп кодонов и luvuiopniMcp- 
ной нуклсотшной лослслопатсльностн, кодиру
ющей искомый белок

К сожалению, никто не может лить гарантии, 
что в библиотеке представлена вся нуклеотид- 
пая последовательность нужного ттмл. Если по
иск полноразмерною гена оказался безрезуль 
ташым, можно создать другую библиотеку 
испоммуя другую рсориктачу, и провести скрм 
ниш С ПОМОШЬЮ НСХОЛПОГО МИШИ IUIH юнлоа
соалннных на основе предыдущей библио теки 
Чтобы повысить вероятность присутснмы в биб
лиотеке полной не (ч; и и искомого гена, можно 
также солллть библиотеки, со/кгржнишс фрвг- 
менты Д Н К  ыпедомо большего ратмера, чем 
средний ритмер прокариотического тепл (н о т 
варишгг мы риссмофпм и данной главе л о т е )

Им ыуиаюгичссний скрининг 
В отсугсишс Д Н К - юпдл для скрининге геном
ной библиотеки можно нслользокпьлру| не мс 
толы Например, если клонированным ген ж с- 
прссснруется, то сто провулег весь белок iltii 
ею часть можно обнаружить иммуиопотичс-
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пыссмют на твердую пит тельную  сгслу. обссиечшмюшук) рост гплии>Т1Янсфорииронж1Шк м сл ж . I Пере 
Н О С И Т К Л С Т К И  Ю каждой выросшей КОЛОНИИ IU1 шестую НОД.-ЮАку (|№прамср, иитроосалилозный иди ияАлоно 
П М Й  <1*ШЦ))ТАК. тюбы ИА | 4 til4 V U > 'A V IirC  С О О Т О П С Т М М & 'Ю  Т А К О Г О •!> •« 40111 КС. 1. К 1ГТ1.И лизируют, ныекоболи» 
шумел ДНК ппднереииг демигдакин • лспротомн1папмм м фиксируют 1111 фильтре \ Ни фильтр наносит 
меченый ДНК-мил и пропалят тИджлтлпим. Сминают с фильтра шчн6 ри11м»ор.!1ш нити юнл й проводят рч 
дяо&нгогрвфшп с тем чтобы определить. какие клетки содержат меченый ДНК-юпж. 4 Идстпифмцируют ил 
401 шее ■ атонии. салсржшгше некому*) ДНК (положитпилим гибриди ен томный сигнал). отбирают и » ник мй-
icpju.i и культивирую

екмми метилами Технически чтя процедур*
имеет МНОГО Общего С ГКбр1ШИЗД|1МСП. Bee K-IC- 
Г О Ч И Ш ?  Л МНИМ (клопы) б и б л Ц О Т С К  М M J C C IC IK iT  ||](

читки с пиппст-нои средой. Выросшие коло 
н »т  переносят на фильтр, клетки лизируют, а 
высвободи mi t меся белки фиксируют на физьтрс. 
Затем ми фильтр наносят первые антитела. кото
рые специфически сим ялипцтгся с данным Сел 
ком (И1ГГИШ1ПМ). ice неспяоншиеся .ш п и т л  
удаляют, й фильтр помешают и расгаор nropUx 
интигед, специфичных » отношении первых ли 
поел. Во мне» их icct'•системах используют 
конькиаты шоры к аниисл с ферментом, напри 
мер с щелочной фосфатазой После отминали я

фильтра добавляют Оссипетмый субстрю Если 
н input а н и о н  сил змнам и л  с первыми, п  nevi 
действием фермента происходи i гидролиз суб 
стрита с сбетоюнием окрашенною аещесгна н 
том месте, тле иаетреакция (рис. 4.14).

Те клетки на чашке, которые соответствуют 
окрашенным пятнам па фильтре, содержат иди 
полноразмерный |си или достаточно прото- 
жекиын ею участок, обеспечиваю шнй синтез 
белковою продукта, узнаваемого первыми аитм
1СЛИ.МИ Г1о ОКОИЧШ1Ш1 ИММУНОШИ IfiCCKOlO
скрининга fCHoxiHOt) (иЛднсугски необходимо 
определить, какой именно ю  отобранных КЛО
ПОВ содерж ит полноразмерный ген.
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Сети ИСКОМЫЙ ICK кодирует продукт. Ос.» ко
торою viynuimari клетка.холит не может расти
ми минимальной среде го библиотеку можно 
COJ.'UUb метолом 1рИКС1]юрма||ИМ мутантных 
к «сток. К легки, nupociiinc О опту 1C! вне необхо
димою субстрат на минимальной среде, обя т -  
Телию содержат функциональны!* искомый m i. 
iioimtumill ь клетку п составе плюмняиого лек
тора. В ратных нариангач этот подход нсиапьда- 
вади дли мышлении мим их важных генов, и •«- 
ст мости icitoit, oluciciiicHHbu эа Cltinci 
антибиотиков и образование аэотфиксирукнцих 
KjyGcHbKoii на корнях некоторых растений

К нжирование структурны х tenon 
эукариот

Дли клонирования эукариотических структур
ных геном необходимы специальные методики 
Прокариоты нс способны удалять нитроны из 
первичных ГНК-траиСкрИПТОИ, поэтому При 
Пильная трансляция эукариотических мРНК в 
бактериальной метке 1гсос'эмож1ш Более того, 
экспрессия эукариотическом Д Н К  может осу
ществляться только при наличии прокариотиче
ских си шальных исклсшжап'льностсМ, регули
рующих транскрипцию и трансляцию 
Концевые участки эукариотических мРНК осо 
Сим образом модифицированы: их 3 -концы кэ- 
и прока нм (содержат «кэп» ИТ остатка <i, часто 
метилированною). а 3‘-концы лолмаасшинро- 
помы (содержат poly(A)-«хвост» из примерно 200 
остатков алситинн)

Наличие pcly(A)-\nccra позволяет отделить 
мРНКотрибасомной итранопоргной ГН К. Для 
этоюсуммарнуюэукариотическую РНК пропу
скают через колонку, заполненную ЦСЛЛК1ЛОЭОЙ. 
к которой «пришиты» короткие олигонуклео 
ншные пеночки нэ ш мили полых оеггтткоп ДЛИ
НОЙ примерно 15 звеньев. oligoidT). Poly(A) 
хвосты молекул мРНК спариваются с oHgo<dT) 
н эалержншотся и колонке, и молекулы тРН К н 
рРНК свободно проходят через нее Затем ко 
лпньу промывают буфером, п котором происхо
дит ра ipi.ni юлоролнык сна «ей между Д и Т ,  и 
мРНК высвобождается

Сому мРНК нельзя ветреть я ДНК-вектор, 
сначала мп пей необходимо смшпи|хчкпг ллух- 
испочсчиую Л И К  Для этою последовательно

используют л 1к* разные полимеразы: обратную 
транскриптазу н фрымент Клепова Д Н К  поли 
мсрази I (рис 4.15). Вначале и реакционную 
смесь с очищенной мРНК добавляют короткие 
cltgo(dT). обратную гране крипт:* у и четыре 
iIN TP  (d/NTP. d TTP . dGTP, d (T P ). Poly(A)-хвост 
мРНК спаривается с oligo(dT). иссушим сво 
(юдиую З'-ОН-группу, кон'р.1»  тищ нируст 
синтез комплементарной цепи. Матрицей и 
этом синтезе служит молекула мРНК, в ю тим  
Mip)ci его обращая транскриптаза, продуимрус 
мая некоторыми РНК-иируспмм. Она последи 
патсл ыю присоединяет к растущей цепи остатки 
I, С, С* или Л, комплементарные А. <«. С или I 1 
мРНК. In vitro синтез Д Н К  идет не до конца, 
при пом обратная гранскригтш перед оста- 
попкой обычно «поворачивает вспять» и прмсо 
С/1ПНЫСГ несколько НуК-ЧСОТИДОП II OOpUTHOM HU 
прапленнг. (рис. 4 15), гак что и результате
обрл tyCTUI «ШПИЛЬКИ».

В реакционную смесь добавляют фрагмент
K.icmuui ДПК-полимера»ы I L <хМ. который 
достраивает пторую цепь Д И К . используя пер
вую цель как матрицу. Он присоединяет дезок- 
снрибонуклсотиды к расту шей цепи, начиним с 
3 -ОН-кониа ш п и л ь к и  По окончании синтеза 
препарат об|х*Г>лгмвают ферментом РНК.пой Н. 
Котран разрушает молекулы мРНК, и иук»са- 
юи 51. отщепляющей одноцсночечнис концы 

ДНК Полученный npenapat представ зма собой 
смесь частично к полностью лкухисночсчнмх 
комплементарных ДНК-копни (к Д Н К ) мРНК, 
преобладающей и исходном образце

Разные кДНК можно не г роить а плазм шиши 
вектор и получить кДНК-ОиОд потеку Для скри
п т а  л кЛН К -библиотек и с целью и/ил графика 
цни мимов. несущих специфические тибрил- 
ИМС Ш1ЛЧМИЛЫ. можно испод ьэопат» метод 
шбрилизипин или имчунолс* ичеекме метопы. В 
последнем случае кД11 К  должна б ы т  встроена п 
сайт. находя ши йсм пол контролем бактсриаль 
мото промотора, обеспечивающего тряискрмн 
цию. Однако прикшчсскн ни одни вектор не ш- 
paimfpyxn, что во встроенной кДНК сахраимтся 
правильная рамка считывании и синтезируется 
правильная ПОЛИПСЛТНЛНЛ11 цепь. 1см не менее псе 
положительные КЛОНЫ, ВЫМН.ТСННЫС тем или 
иным методом, необходимо полверпгутъ дельней 
шеи проверке и т а  инфицировать тс щ  ник, ко-
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IStc. 4.15. Спито кДНК. К npcmpirry o'liiii.tiuion мГМК lobuiumiT праймер Ы цо(Л) Дти cinm >л ДНК ia 
ГНК u#ipiine i tenon муки ферменто6рггп>аютршскрмплгоу и четыре dNTP In vitro о бртая ipn»xrkpi<irro и ж* 
оЛсспечишит скоте) паАморкмисрнт кЛИК* копий »ui веек матрицах и сбредет iui мииг растущей пели 
шиишу со аювол»юП 3 -ОН-группоК. Эта ipyniut иницииругг о п т а  торой цепи ДНК при участии фр*1м\*и- 
ia k.let-она. После катршеини с ш т ш  молекулы мГИкииролигунл РНКаОЙ Н.л ДНКсбрйСУлмхакп кукче- 
»joh Ы п результате пего получаются линейные молекулы ДНК с тупыш* копиями Оса шпилек.

торне несут патиоряхмерную нуклеотидную пос- 
лслокпслънос!»., кодирующую бслок-мишекь.

Векторы д л я  клонировании крупных 
фра1 меш ов Д I I К

Векторы па основе бактериофага А 
С помощь*' плазмнлньп векторов можно м о- 
ниросшть фрагменты Д Н К  пинон г.о 10 т. п. и. 
(•липко при ссгушиш геномных fmfimioicK час

то нрМХОКИТСЯ fwtOot.rib С бОЯСС Крупными фрлГ-
менпшм. Для «тою были рспрябошим векторы 
на основ»: 6актсри<н}1эга >. / соЧ

После проникновения (Jam Л и клетку £  а > И  

события могут рвзништься по двум сисшфиям 
Пели pea.ni густея литическим инкл, то  фаг начм- 
нлет HirrcnctiBHO размножаться и примерночереа 
20 мим клетка рюрушнется (лшнруст) с нисяобо- 
Ж.1СНИСМ ло 100 новых фаговых чистки. При аль- 
1срнапшном торопите раялгтш» событий фаговая
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Д Н К  включается яхромскому Е. eviiкак профаг и 
per минируется и клетке имеете с нормальными 
Гмктершминьюи генами (состояние лизогении). 
Одна ко при недостатке питательных веществ или 
м них неблагоприятны х о б е г о м ш е т ш  in rie rp ti- 
роланнаи фичхеш Д Н К  вьюм1(х>жллстся, м запус
кается литичсский цикл развитие. Размер ДН К  
4»гя Хсостаилжя примерно 50г. и. и., причем зна 
чнтелмшя ее часть (около 20 т. и. и.) несуществен» 
на для размножении ф а т  и оттсчшгг »а сто встраи
вание II ХОЗйЙСКуЮ Д Н К . В СВЯЗИ С П И М  ВОЗНИК. Ли
iuch . что ее можно «мсиип. фрагменкхч лруюй 
Л И К  эк пинал о тто го  размере. Образующаяся ре
комбинантам молекула будет pcmituMpotwtii.oi и
метке KiiK Д Н К  «рекомбинантного» факта А. 
♦вставшем* Hit литический путь ратмнтнм

Чтобы помять, как функционирует пек птрнпи 
система ни основе фата X, необходимо рассмот
реть молекулярные аспекты литического никли 
римипим. Инфекционная фаговая 'шеткии имеет 
шлоику, и которой заключена плотно угыкован- 
мая Д Н К  длиной примерно 50 т. и. н.« и отросток
1 О Т Х О Д Я Щ И М И  О Т  Н О Ю  Т О Н К И М И  б е л  К О  W 4  М И  111ГТИ

МИ (фибрИЛЛИМИ) Сборка головки и отросткл и 
упаковка Д Н К  четко скоординированы. Д Н К  фа
га А .по линейная /шулиспочсчная молекула 
длиной 50т. п. м.солнпцепочечимми 5'-*хноста- 
ми» из 12 нуклеотидов. Их называют липкими 
(сел) концами, поскольку они взаимно компас- 
мегггарны и могут спариваться друг с другом. 
После тою как фаговая Д Н К  проходит через от
роешь и полазает ь F. rotf.cos-концы соединяют
ся с образованием кольцевой молекулы. На ран- 
нем этапе литического цикла в результате 
репликации кольцевой молекулы Д Н К  o6ptuyci- 
ся линейна* молекула, состоящая из мссксшыагх 
сегментов длиной 5()т. п. и. (рис. 4,16^4). Каждый 
к з таких сегментов упаковывается и белковую вчт— 
ломку, к последней присоединяется уже собран 
1Шй огросгок и образуется новая фагота ч а с т 
ив (рмс 4.16.5). Мри уидкопке молекулы Д Н К  
длиной менее 1К т. п и получается пгннфскгш- 
онмая фаговая частил. а фрагмапы длиной бо
лее 52 т  п. и не умещаются в головку. Сегменты 
длиной 50 т п. и. и линейной молекуле Д Н К  раз
делены cos-Ы плаж . и именно ПО ЧТИМ сайгам 
рочрезаетен молекула, косы очередной сегмент 
заполняет головку. Разрезание осуществляет 
фермент, НАХОДЯЩИЙСЯ у UXOJU в (ОЛОМКЧ

В результате исследований по изучению 
сборки ф ия А бы.чя разработана система упаков
ки молекул Д Н К  in vitro с образованием инфек
ционных фаговых частиц. Смешав в пробирке 
очищенные пустые головки, фаговую Д Н К  и со
бранные отростки, можно получить инфекци
онные фаговые частицы.

Один из миожестна А-векторов для клониро
вания имеет два АдпН 1-сайта, фланкирующих 
участок данной 20 т. п. н. При гидролизе очищен
ной фаговой Д И К  ресгриктзой tUimUI образует -

Гиг. 4.16. Л 1ПИЧССМ1Я пуп. раиигтии бактериофага А 
А При рсплик-шим кольцевой ДНК биктериофна А 
обра тупея линейная молекул** состоят*» из повто
ряющихся сегментов дткиой примерно 50 т. п. и Ка
ждый ит ш и  сегмсшпв лрелепмшп собой полно
размерную фаговую ДНК Г  Фа i сел я головка
N C IIU Itr  ОДНИ и» ко и е п м е и т, ь.»см К головке Присос
длнмпси ухе собранный отросток.
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Рис. 4.17. ICioiiiipxyiouuiR система »ui ociioic <'Охтерл\>фа1Л >- Фшаиии ДНК JtMCtr дна Дая»Н1-Сш>»Л, флаи№>|руЮ' 
игик гг 1/F-cfTwifT К копируемую ЛПК растеплимте uOMoamo Awrill. фракционирую* пилучеммме фрйпчен- 
Н4 по размеру и пшеликп ir  hi них. ко*ф«*е имеют рашерот 15ао70т. а  н. Фагрпу»ДНК опрабйтмгшот :лмм 
же фермешом. Оби препарата ДНК смети гшот и обрайатмшгг ДНК ш т о й  фага Т4. Лншроюнш смесь со- 
лержш саыыеразню* комОмклцки ДНК. то м  ктсле I) яосстоно&генлуюДНК фма К и 2) рекомбинанты* май? 
кули, содержанке U- и I -облает ifaio«oti ДНК и млате? клонируемой ДНК pttiMCpDN 20 t. 12. и , кхикиш?т ме
сто обласп» 1/П l|U|l ignore геноме.. РсКОМб|ШЙ»ТТ1ГЫС молекулы УПСКСММЛВШОТ * ГОЛОМСИ 6flKICpft!Of}utD Л 111 'Ию. II 
после *0&m.viuui отростков получают инфекционные <|nroai4 чэглвиы В 1И|фиимрО№><Н1 iv prknuftt* наитии и 
богем KvtfMK К cxjU. «хромосому которых ингстрнро*з»юДНК бактериофаги 1*2. могут реллмпмроилтьсй и о6|» 
joowoti» инфекционные «гестпцы только молекулы ДНК, составленные т  К м !  «Лестей фаговой ДНК и 
ЫЮ1 игроманIюП Hcr.iiTMi рюиериы 20'i.n.и
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си три фрагмента. I пи ня»штсмое плюс шечо 
(область l ) содержит I сне гичсскую информацию 
о толопке и отростке финн, правое плечо (область 
к) пеласг репликацией Л  НК и лизисом, о сред
ний ссгысн! имеет гены, отпет спи: и лыс ы про
цессы HifTeipaiuiki и исключения (сегмент 1/Е, от 
лш л integralЮп/ехсЫоп) кидча Иссдсдошлеля 
состоит и том, чтобы вменить эпох центральный 
V40CIOK мукпеотлиои нослелон£Псльносгь1п дли 
ной примерно 20 г. п. и. (рис. 4.17) нужной Д Н К . 
Л И К . предка шичгн11)ю для клонировании, т * г  
|1ас1Ц<нляктт с помощью А т т Ш  н выделяют 
фра(Мсн(Ы |миме ром ем 15 до 20 т п и. Оба пре
парата -  фшговую и чужеродную Д Н К  объеди
няют и /юблкзяют Д И К  лига!)' фига Т 4. л татем 
пустые головки и уже собранные отростки 
Фрагменты Д Н К  длиной 50 т  п и упвкоямва- 
ЮТСН II ГОЛОПКИ. К НИМ lipHCOC/H'IOIIOTCM отрост
ки и образуются шн|>скItmvmiuc фшюные «щети
ны. Фрагменты большего (>52 г п и.) или 
меньшего (<ЗН т. н н.) |Ш1ме|ш утшхоыиннтъеи
НС МОТуГ. ГскОМбш<ПНТНМЙф«Л| >. МОЖСТ р«! 1МИО- 
жаться только и тех штаммах F. с ah. которые не 
обеспечивают размножения фягп X с интактной 
областью |/Г- Для сохранении рекомбинантного 
фюгп X его периодически пересевают на свежую 
культур) К. со//,

Дли скрининга библиотек на основе фага ?, 
чожио нет роль «own I* ДНК-зонды и ли иммуно
логические методы. Зоны дшиса (бляшки) пе
реносит на филмр и ооогнстствуютим обратим 
тестируют. Пели истиитыусгсы Д Н  К -гибридн ы - 
нмя, то вначале удали ют фаговые белки, затем 
Д Н К  лсшпурнруют и фиксируют на фильтре. 
При тестировании иммунологическим методом 
белки, кодируемые клонированными Iсними

переносит и фшкеирую! на фнммрс вместе с 
бляшкой. Сопоолвив пятна на фильтре, даю
щие положительную реакцию, с бляшками ни 
исходной чашке, отбирают позитивные бляшки 
и протопит субкультииироштис Субкультуры 
служат источником рекомбинантных бакгерио- 
фиюв, которые можно по отдельности культи 
пировать в £. co/i.

Космиды
Векторы, называемые к осы илам и, мену г нклю- 
ч »гъ ло 4 0 т. и. н. чужср0Л1юй Д И К  и при злом 
активно ам1Ишф||И111роиатьсм и 1. voh ы к иля» 
милы. Космиды объединяю! и себе сйОПс ш  
шалмилных нс мирон и векторов на ост «о не фша 
X. Например, широко применяемая кос мил» 
pi ГК  5 (приблизительно 6 т п и.) имеет дав 
cto'cuftru фипв X. разделенных сайтом рестрик
ции ДЛИ .fell, полидникер с шестью уникальны- 
ми сайтами рссгрикш т (//mdlll, А Л .  Salt, 
Ham H I. .Vr?wl и ftwRI), точку начали репликации 
Д Н К  (oii) И ГСП УСТОЙЧИВОСТИ К 1СТ|Х111ИК.1МНу 
(Tel1) Эти космата может tnrrctpiipoiem* чуже 
родную Д Н К  длиной ЛО 40 т. и. и. (рис. 4.18). 
11реЛ1атйачеиные для клаяирспииим фртмсн 
ты Д Н К  длиной около 40 т. и. и. очищают н е т  
риф>угироынисм к градиента плотности сахаро~ 
41 or продуктов частичмого пиролиза лонорнои 
ДН К  ресгрмктпзой A i/л!II (рис 4.18). a pLFR-5 
сначала подпер! акп тяроянту с помощью .Seal, 
а затем Ват\\\ Препараты Д Н К  смешивают и 
лигируют. Тс проекты лигирования, которые 
солержлт вставку длиной 40 т п и., имеют сум
марный размер, близкий к № т. и. и., и слепоты* 
тслыго. могут упаковываться in vilro и головки 
Файл X. Гслссоиинрошнипис молекулы pl.FR 5.

Рис. 4 .IK. Клонирование с помощью коемнлшко вектора. Кормила имеет точку №*ia.w репликации (oU), пбсс- 
псчш«<ю«||)к> сс lymecraoauittie и / ro/i * mute плазмиды; п>а ш пим иак со» к о т а ,  i«i 1лслсннмя уникальным 
сайтом л м  $яА: ДотЖ-саЙтвблизи одного юсов-сайтов м геи устойчивости к тетрациклину (le t's  ДНК. ко
торую хотят ь тонировать, рлсшсплиюг реп рикш ой &шгН1 и фракции! шр*кч по размеру, чтобы выделить мо- 
з скул и длиной примерно 40 I. п. и Плн1МШ1нук> ДН К растсш пю т с помогзып Scn\ и Av/nl II. Обе препЦшв 
ЛНК смешимиот и обраСатикяют ДНК-амлшой фюп Т4. Некоторые in  гибридных молекул. оСрм юкиншисм 
печ 1C пмтромтии, содержат тггивяу размером око по 40 i и н так ч т о  их суиммрикя л и ж а сослш « с т  при 
мерно 50т. п и. Это молекулы улаковыюиоки ж vitro и головки бактериофага >.. «тем к гачоикдм пртрепля- 
»ча1 отроаки. и uCipa iVMvroi hi^ icxiihohiujc члспщы. При miit|tишв|хтош«ии згнм Щмточ» t  tot! в бактериаль
ной к~егкг ofcaibiicicTc». пикеты* молекула ДНК с а * -концами, которые спариваются лр\т с лрутпм 
ДПК линио KKniJi xixuiuin ^aiiiiiiutn одноиспо*1СЧ1а41' рптрыпы. м обрыовапишмея копьцска* молекула суше 
с шуст в KiciKc- к о ти к  как и* юно •пн» pciui»m»'p> юиилс« сдимниа. I |Ч1нсфн|рмиросии«ныс k.icikii moh.iio Kjvch- 
ПЧ1п111НрО»ипЬ ПО при IHIKV УСШЙ'ЖКЗСт К ИГфИШклину.
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иг содержащие вставок. упакованы не будут. 
После сборки чистин инфицируют ими
£  toll (рис. 4.1К),

Оки iitcb в бак i ерше иашИ капке, линей
ная молекула pLFR 5 со пеганкой шине* 1 гея и 
кольцо благодаря спаривания) сох-сайтов. В та
кой стаби 1>.нои кстфшурацин она может долгое 
время сушстюкать и клетке и реплш тровлы я 
как гибридно* плазмида, поскольку содержит 
исс необходимые дли riot о iлейсты . Ьолсс то- 
ю , ген устойчивости к тетрациклину обеспечи
вает рост колоний, иссушил данную космилу. на 
среде с лим антибиотиком; метраксформнро 
ванные клетки при л о м  погибают Существу ют 
и другие космидныс векторы мй основе фига X.

космидм имеют большое преимущество но 
срльнсннюс плазмидами: »  них можно варан- 
ют». более протяженные фрагменты Д Н К . л »то
ОЧПЯЧПСТ. ЧТО ДЛЯ СОТЛЛННИ VCHOMIUMV бнблиспс-
ки нужно меньшее число к.томом и погрсОуетсм 
меньше ПрсМСМИ на их скрининг.

Векторные с истомы <Ья клонирования очень 
крупных фрагментов Л И  к 
Векторные системы, способные i ih t v i риров;тть 
крупные мептки (> 10 0 т и и.), имеют большую 
ценность при «найме сложных »укарнотичс- 
екмх тамомпп Rci таких иск горой не обойтись, 
например, при кар1И|Юнанмм генома человека 
нам При »исН71М)|ИКЛиИМ отдельных генов Н ОТ- 
личис от библиотек с небольшими огшисами. и 
геномной библиотеке с крупными вставками 
скорее всего будет Представлен весь генетиче
ский материал организма. Кроме того, и /юм 
случае уменьшается ЧИСЛО кяоноп. которые 
нужно поддержи доть, и увеличивается вероят
ность того, чго каждый in  генов будет присутст
вовать в «своем» клопе. Д ли клонирования фраг
ментов Д Н К  размером oi 100 ли ЗОЛ г. и. и был 
сконструирован нткокопийныи пш м кдиий 
вектор на основе бактериофага PI -  химерная 
конструкция, называемая искусственной хро
мосомой на основе с|шхд PI. Был создан также 
очень СТАБИЛЬНЫЙ вектор, способный интегри
ровать вставки длиной ОТ 150 ДО 300 Т. П. II., Mil 
основе F плазмиды (F  фактора, или фактор 
фертильности) L. coll. которая нредспиипш и 
клетке ОДНОЙ или двумя копиями, с сслскиион 
ион системой 1асУ векторов p U t  Эта конструк

ция называется бактериальном искусственной 
хромосомой (ВАС, от англ bacterial ши final 
chivtnatomc i).

Генетическая трансформации прокариот
Перенос Д Н К  и £1 coll
Трансформации тхо процесс введения свобод
ной Д Н К  в бактериальную клетку. Г. colt ис 
п о ль з у е тс я  и м л е е т  не о р га н  и ш а -ш и ш н а  пр и  

работе со многими рекомбинант ними Д Н К , и 
чтобы обеспечить проникновение и клетки 
пли 1 мил НОЙ Д Н К , их обрабатывают лглниым 
раствором CaClj. л затем выдерживают при 42 Ч  
и течение 1.5 мин. По-вшшмому, в результате 
такой обработки происходит локальное разру 
теине клеточной стенки. rhor метод ДВег мак
симальную частоту трансформации, примерно 
I0"3f 1 , с. на каждую 1000 i .лесок приходится on 
mi трансформиронлннпн. ’Оффсктниностт» транс 
формации, которая определяется как число 
«ранс(|юрми»поп на I мкгдоба* 1снипйД1Н К , со
ставляет примерно 10’ 10*. Частота трансфер 
мании никогда не бывает 100-процентной, но 
ттстг кед остаток компенсируется применением 
схем отбора, подполязаших быстро илситифипи 
ровдть ^«сформированные клетки.

Клетки, способные поглотать чужеродную 
Д Н К . на 1Ы1ЫЮТСЯ компетентными. Компстснг- 
ность С. cell необходимо индуцировать, а неко
торые другие бактерии обладают чтим свойст
вом изначально Долю компетентных клеток 
можно повисши, используя специальную пита- 
тельную среду или условия культивирования 
Дли бактерий, устойчивых к химическим мнлук- 
юрам компетентности или ис обладающих 
природной компетентностью. применяются дру
гие системы доставки Я Н  К

Электропорация
Для увеличения проницаемости Клеточных 
мембран на них оожйсшуют электрическим 
югом. '-Зта процедура паты наст си ысктроиора- 
цией. Условия ее проведения различаются для 
ра.мыя видов бактерий. При работе с Е  о»6 
клеточную суспсншю <-50 мкл) и Д Н К  поме
шают б сосуд с погруженными в него •ЛСКфОЛа- 
ми и полают единичный импульс тока длнтель- 
ностыо -4,5 мс (емкость конденсатора 25 мкФ.
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напряжение 2,5 кВ. сопротивление 2(H) Ом). 
После такой обработки эффективность транс
формации повышается до 10* для коротких 
плазмид (примерно 3 т  п и.) и до И)6 для боль
ших (примерно 135 т. п. н.). Аналогичные усло
вии можно испольюнать для ввслсниа в / coti 
вектора ВАС. Гвким образом, электропорация 
является «ффсктиннмм меюдом трансформа- 
пии L. cott плазмидами, содержащими встлики 
длиннее 100 т. п и. Гсп. основания полагать, 
что подходящие условии «лсктропорацим бул>т 
ршрвботаны для всех muon бактерий, так что 
л и  процедура может стать стандартным мето
дах! трансформации.

О  механизме проииююисння в клетку Д Н  К и 
процессе электропорации известно очень мало. 
По-шцшмому. как и при химически индуциро
ванной трансформации. в результате электро
шока н клеточной стенке образуются временные 
норы, через которые Д И К  и проходит и клетку.

Коныигоцим
Рекомбинантная Д Н К  проникает в клетки бак
терий. характермлутшихся ниткой частотой 
|рднс<|юрм;шии. таким же образом, как плаз- 
миднаяДНК Ht доноре кон клетки иргпнпмент- 
»|>И1 и ocitciионных условиях Некоторые плаз
миды обладают способностью создавать 
межклеточные контакты, через которые они и 
переходят из одной клетки и другую. Обраюты 
пме контактов между донорной и решшнекшой 
клегкими обеспечивается конм отньны м и 
свойствами плазмид. и сам перепое Д Н К  мо 
бид1Гятионными большинство плазмид, кото
рые используются и работах с рекомбинан т ы  - 
ми Д Н К . нс обладают коньюгатипиимн 
функциями и потому ИС М01УП переходить о ре 
кипиентнме клетки путем коньюг.ииш. Однако 
проникновение в клетку некоторых пшззмнлных 
векторов все гаки происходит при наличии в 
этой клетке второй плазмиды, обладающей 
кот.югаттжыми свойствами. Таким образом, 
ввели и клетку, несущую мобилизуемым ш ш - 
Х1КДНЫЙ вектор. плазмиду с конъюги питыми 
функциями. МОЖНО трансформировать клетки* 
реципиенты, с трудом поддающиеся трансфор
мации другими способами.

Опишем п общих чертах используемую для 
этою стандартную •кепериментальнум проце

дуру. Смешивают клетки t jv x  разных ипаММОВ. 
Кот.ы клетки окапываются в непосредственной 
близости Друг от л рута, конъютатимнля ила ш и
ла. которая в данном случае обладает также мо
билизационными свойствами, сама псрсхол»гт в 
клетку, содержащую мобилизуемый плаш ил- 
iibiit вектор, л затем обеспечивает перенос век
торной Д Н К  в реципиентмую клетку. В такой 
системе реализуются вес возможные пути пере
носи. но подобные штаммы и плазмиды облада
ют такими генетическими свойствами, чтобы 
можно было отобрать репипиентную клетку, по
лнившую данный пла лшдьый вектор. Предпо
ложим. что мы имеем три штамма: I)  нгтамм А, 
который песет конъюгат и иную мобн иыусмую 
плазмиду, но не может расти на миткальной 
ттгагслыюи среде и •сунстиитслсм к антибиоти
ку X; 2) штамм В, который также нс может рас
ти ни минимальной питательной среде и песет 
нсконъютлтипный пллтмилиый вектор, который 
имеет ген резистентности к антибиотику X; 3) 
штамм С -  рсиспис1ггнам клетка-мишень, кото- 
р*ы может рос in 1ш минимальной среде, нс име
ет несовместимых плазмид и чувствительна к 
антибиотику X. После конъюгации клетки нс- 
пролазжитсльнос время вырашмялют На паию - 
пенной среде бет антибиотика X, и татем перено
сит их на минимальную среду с антибиотиком. В 
этих условиях M oiyi расти только рсимпментыс 
клетки-мишени, которые приобрели пдядмид- 
ныи вектор. И попы клетка-мишень ПОЛУ'ТЛСТ 
обе плазмиды, однако этот редкий слугой мож
но выявить, если перенести клетки путем пере
печатки на минимальную среду и отобрать 
трансконъюгаиты, которые способны расти в 
при сустав и антибиотика X, по нс могут расти 
при наличии гена резистентности к другому пм- 
тибиотику (например, к антибиотику Y ), кото- 
рый имеется м конъюгатнпной плазмиде штамма 
А Поскольку дли псрстюса ш ли тлн о й  Д Н К  
должна про»! ю Гть косшоп1Ш1Я между тремя бак- 
тсридл! ними штаммами, ттп процедура получи
ла название тройкоп) скрещивания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Технология рекомбинантных Д Н К  включает цс- 
лый набор »м. нерп ментальных процедур, б л а т -
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дари КОН'рЫМ УДНСТСИ ЬМ^СЛШЬ (КЛОНИрОГШЬ) 
4)рагмскгы Л И К , содержащие специфические 
гены. Успех к локировании зависит от позлю» - 
носги печлроилводнмо разрешать молекулу ДН К  
на фрагменты определенного размера. Дня точ
ного растепления Д Н К  используют рсстрмци- 
руюшис ныонуклсазы гнив II Эти фермент 
\ЧНЛЮ1 СПСИИфиЧССКИС НуК0СО7НЛНЫ£ ПОСЛСДО- 
ют*л».шктн и симметрично разрешай фосфо- 
ди «фирнис спяти о катион цени.

Гнпичныи эксперимент ло клонированию 
генов включает следующие лапы I Рсстрнк- 
глз нос р:>с тепле и не Д Н К . выделенной т  орга- 
ни wvta. который солсралп искомый ген. 2. Of^w- 
боткя нектара дли клонировании (обычно 
плачи мл кого), который может реплипмропагьен 
а вдегаг-холяинс, теми же рсстриастязамн, кото- 
рыс использовались для расщепления донорной 
ЛЫК. J. С чсшиклжгс этих двух образцов Д Н К  и 
сшивание фрагментов Д Н К  лига юй «{таги Т4. 4. 
Трансформации сшитыми молекулами клеток 
хозяев. Амплифшинии рекомбинантной Д И К  в 
т рш геформ ирова и i <ых клетках.

Для отбора клеток, содержащих рскомбм 
нангную Д Н К . используют специальные прие
мы. Чтобы уменьшить количество кольцевых 
ПЛШМНЛНЫХ молекул, 0(»рилукП11ИЧСИ При СШИ- 
ианин фрагментов Д Н  К ятазой Т4. рестрици- 
ро ванную илизмилну ю Л И  К обрабатывают ще
лочной фосфатазой, удаляющей S'-концевые 
фосфатные группы. Ллн отбора трансформиро
ванных клеток, содержащих гибрианис шимми*
ДМ, i l|4>IU VtHI I) ICClll|H41UH!ie Hi! pCMlCiVHT-
иость к опрел елейным атибнош кам или 
колориметрическую реакцию; 2) иммунологи
ческие тесты или выявление специфического 
белка -  продукт* клонированного гена; 3) гиб
ридизацию с зондом, комплементарным како
му-либо участку искомого гена

Чтобы иметь возможность клон прокис це
лый вен. донорную Д Н К  растопляют лишь час 
шчно При «том получаюю* фрагменты размой 
длины, in  которых татем созяают геномную биб
лиотеку. Дли клонирования крупных фраГМСН- 
нш Д Н К  были ОкОнеф>1фОнанм векторы на ос
нове Смктсриофш on X и 14, а также плазмиды F.

Дли полученияфрагментом ДН К. колирующих 
'эукариотические белки, на очищенной мРНК как 
нн шприце синтезируют комплементарную цепь

Д Н К  с помощью обратной i ране крин газы, пи 
цель и спою очередь пенсии, ivci ев и качестве мш 
рииы зим синтеза торой цепи, После ffcpMCMift- 
пшиой обработки «ту лиулцепочечмую kom iuc - 
ыснтариуюЛНК встраивают в вектор.

Нс зависимо ог того, какая именно стратегии
к.ижн|чтинин нс пиль «уелся, после идентифика
ции клеишрован мой послсловатсдыюстн необ
ходимо покачан. что она прелстаянвеч собой 
нативный структурный ген.
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t. l ho  iukoc Mt/totryMcuw рестрикции rrnin II 
и почему они inw важны тип* намолотив pc 
комбинашпых ДНК?

2. При обработке коликспой двухислочочмой 
пли тмили рСE L I рппнчными рсстримтнами 
И ИХ КОМбИНШ1ПЯМН получаются следую т* 
ф р а г м е н т  (p u iM cp u  > катаны и iu p .n  и уклсо  
пион): ГеоR1 -  6 .0 ; В а тШ  6.0 ; ШпбШ
6.0; //aril -  3.0; 2,0 и 1 .0 ,1соМ  л //<*11 -  2.(1 
и 1,0; FeoRI и /Ш 1П 3,5 и 7%5; /г#4(1 и 
ВатШ  4.5 и 1,5; Ват HI и //M ill 5.0 и

1,0. В а тШ  и Ное\\ .1.0; 1.5 и 0.5; ///mllll и 
//aril—  3,0; 1.5; 1.0 и 0,5. Используя :н и лап 
ныс. постройте рестрикционную карту 
pCtiLI.

3. Опишшс применение подш или рВК322 и 
качестве вектора. Какими особенностями 
она обладает?

4. Опишите основные свойства системы кло- 
нироииннм pUC

5. Обггшо бвик клопов создают лигированием 
ШИиМНЛИОЮ вектора, полверпгуТОГО |1СЧС|Ь 
лывдюшему гнлронму С ЛОМОШЫО Ват III, с 
хромосомной Л И К . частично гндролиюлпи 
ной рссфиктатой Sau3AI
ж. Почему в этом эксперименте ислолыуггся

лид разных фермента?
6. Мго такое частичный ширили i и как ею 

проводят?
и . I !очсму к нему часто Прибегают яш  сОтди 

иия банков клонов?
6. *ичсм рсстрмцирооанную нлгичилную Л Н К  

перед л п г н р о 1«а11нел« часто обрлГип кишки 

щелочной фосфатазой?
7. Опишите способы введения рекомбинант 

пых плазм мл и грамотри нательную /им с 
рню, например и L. coh



Г Л А В А  5

Химический синтез, определение 
нуклеотидной последовательности и 

амплификация ДН К

Технологический прогресс и любой обшили на
уки всегда стимулирует сс дальнейшее ра ногте. 
С  появлением новых технологий поиплистси 
ВОЗМОЖ НОСТЬ CIJBHTI. ИОИЫ С ЭКСЛСрИМСШЫ и
облегчается проведение старых. Становление 
молекулярной биотехнологии как науки обяза
но целому ряду технологических разработок; 
многие из них ныне широко при меняются как 
о крупных исследовательских П е тр ах, так и 
небольших научных коллективах. Теперь нс 
составляет особого труда химически синтези
ровать одну молекулу Д Н К , определить нук
леотидную последовательность яругой и амп- 
я и фи пировать с помощью полимера т о й  
цепной реакции третью. Вес по стало во »мож- 
имм благодари той информации, которая была 
получена и холе основополагающих нсслгло- 
маний как самой Д Н К , так и механизма сс ре* 
ил икании Эти •кеперименталыше подходы 
стали неотъемлемой ш т ы о  молекулярного 
клонирования процедуры, лошолиющеМ 
выделять in  Д Н К  нужные фрагменты, охарик- 
т ери зовы ват г. их и производить с ними pan to* 
Образные манипуляции.

Химический синтез Д Н К

< 1*1 ipa ПОЧКОЙ быстрых и недорогих методов 
химического синтеза олнонспочсчных Д И К - 
фрагментов с заданной нуклеотидной последо
вательностью методология молекулярного *сто 
ниронамим и характеризации Л И К  существенно 
и iмен плоек. Химически сшпсшронаннме оли- 
гоиукЛсстиы можно тпо.инш ии. л.ш констру
ирования целых генов или их фрагментов» для 
амптнфикшии специфических фрагментов

Л  Н К . для HtiripoiLicH кых мутвиий изолирован* 
иых Д Н К . и также в качестве зоилов при тибри*
Л1ГЯШИИ и И качестве ЛННКС|ЮИ, облаЧ/НОНЩА 
клонирование.

С  появлением приборов для автоматического 
химического сиитсш Д Н К  CQHKsrmnc uiropctn) 
получение ОДНОЦСЛОЧСЧИЫХ олигонуклеотидов 
длиной <50 шемьев стадо более или менее ру
шимой ироцедурог Основным компонентом 
любого ДНК-сш лсш тора является система к;и*- 
панон и насосоп, с помощью которых в реакци
онную смесь по строго заданной программе иво- 
;1ктсм нуклеотиды и решенты, обеспечивающие 
присоединение нужных мономерных слиннц к 
растущей цепи. В отличие от бнолотчсского, п 
ходе химического ситеча Д Н К  каждый новый 
нуклеотид можно присоединять к 5'-гидро
ксильному концу цепи. Вес реакции осуществ
ляются 1Юслсдомтед|аю я одной реакционной 
колонке, а Продолжительность каждой ИЗ НИХ 11 
время отмывании контролируются с помощью 
компьютера.

Фосфорамидитный м етод  
П настоящее время п о  наиболее рлспростраиаг- 
пыи метол химическою синтеза Д Н К - Исходны
ми строшсльными блоками в нем являются 
модифицированные дс юксирибону клсошды 
Модификации состою и присоединении к avit 
ногруппам дсэокс1шлаго:шнл и дс.юксицитили- 
1ш бензольной группы, а к аминогруппе дезок- 
емгуаношмя -  и юбугирильноП, Тимндин. у 
которого отсутствует аминогрупп;», не модифи
цируют. Такам молмфшинтн исобходпма для за
щиты нуклеотидов от нежелательных побочных 
реакций при росте цепи Синтез осуществляют о
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пкрлой фазе (растущая цепь Д Н К  фиксируется 
ид гъедоом и м и ю с ), •сто п о п ш е г  проводить 
псе реакции и одной емкости, легко отмывал» 
после каждого лапа ненужные реагенты и дсба- 
влип. новые ь  количестве. обеспечивающем нот- 
иохно пол»нх протекание реакции

'■>ianu многоступенчатого синтеза лрелстон- 
лены на рис. 5.1. Первый нуклеотид (аютистое 
основание + сахар) фиксируют на инертном 
твердом носителе* обычно л о  пористые стек
лянные шарики с п о р ти  одинакового рагмерл 
3'-гидроксильная ipynini первого нуклеотида*

который будет 3 - концевым нуклеотидов! синте
зируемой цепи, прикрепляется к спсйссрнон 
молекуле, ковалентно сыпанной с носителем 
Чтобы предотвратить носткимфичсскос вэанмо- 
действие 5 '-гидроксильной группы первого нук
леотида до добавления в реакционную смесь 
второго нуклеотида, ее зашшшштг с помощью 
лимегокситритмльнон (Д М Т ) группы (рис. 5.2). 
Такую группу содержит К Ш Ы Й  присосдиннс- 
мый к растущей цепи нуклеотид, а кроме того, 
он несет дипюпролиламиннут группу, присое
диненную к 3'-фосфитом группе* которая п

Pm. 5.1. Химический синто 
ПЛ1виЬ>КХШ1СЫ После п пик 
НОЯ о б р »  » у г т с «  'ипю щ чю чеч* 
кый фрагмент ЛИК ю л ♦ I иу- 
МС0ПОВ1

1 -ЫС6
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definite
ICHlMuiHirC

Ilrrtb ti: ж*.:сс<иш

* Cnrfeep

}С тем ям пи й  ш цж ь

hie. 5.2. Комплекс» e которого »!»чишсю химиче
ский синтез испи Л НК К $‘-гцлрокс«Н11<иой группе 
ncMtiAiifHtfKuu пср1чж >иуисом 1ЛА присоединена ли* 
насксшрнтипмши (ДМ Т1 щу ппл.и к )'-iiwpo»inuir 
мои ipynne сиейсермдя ыолехула Последи* я в евро 
Очередь сюоана с твердым носителем (пористым стек
ший'ым шариком)

СПОЮ ОЧерсЛ». защищена метил 14*ММ остатком 
(рис. 5.3) Такал молекулярная конфигурации и 
называется |1юс*1юрлмнд|1том.

Ник* начинается после присоединения пер
вою нуклеотида ». стеклимому шарику*. Да ice 
копошу обильно промывают каким-либо без
водным рсагешом (например» ацетонитрилом), 
чтобы удалить иолу и другие нуклеофильные ве
щ еств, и продувают через нее аргон для вытес
нения ЯМСТОН1ГТРМГШ. Зятем с  помощью трнхлор-

'м —О 
1
О*, Оенпп̂ииг

p i
о и

Метили* 1 н.сн.
ptiaHu«s , 

V фссфитоы 
rp>uuu М е - ° " н > " С^  

✓  \
CHj СИ;

’ 11>%щпил

Лидок
, ПреШМ*- 
awititiiun
Грунин

1*мс. 5.Д. Структурнди <]юрмуда фосфорамщииа Та
кие про** л ю д  Hive весе ‘iciupcx о с н о в а н и й  -  Л ,  Т ,  О  и 
С  -  iiciKmuiyioTCH дли шми'вссюго спится! ДНК. 
ДМТ nH M CtO KO npVTTLI, М с  Ш -f i l l  КИЛ М IPVI1 пи

уксусной кислоты (Т Х У )  отщ снляни 5 -Д М Т  
(лпригилиронаннс) <>§ присоединенного нук
леотида. с тем чтобы высвободить (экспоииро- 
нап>) реакционноспособную 5'“Пшрокснльн>ю 
группу (рис. 5.4). Колонку вновь промывают 
ацетонитрилом для удаления Т Х У  и продувают 
через нес аргон дли удалении лцеюнитр*шл 
Процесс запрограммирован таким образом, что
бы на втором этапе i колонку одновременно 
ИМОЯМИИСЬ следующий НУКЛСОШЛ (и пиле ф!К- 
форахти лита) и тегразо.т (активации и присоеди
нение). Тстрапол активирует фосфора ми л  иг, 
так что 3"-|]юсф|ппии группа образует кова
лентную связь с 5 '-гидроксильной группой Пер
вого нуклеотида (рис 5.5). Нспключиншииси 
фосфорамидит и тетраэол удаляют продуванием 
аргона.

Посколкку по окончании периого тыла не 
все фиксированные на носителе нуклеотиды 
окалываются стпйннимв с фосфорамилнтом. 
необходимо прслотпряпгп. их ниимолсйствие с 
нуклсошлом, добавленным на втором этапе. 
Для пою  HetipopeartipiTHaimiyio 5 гидроксиль
ную группу вцетнлируют с помощью уксусною 
ангидрида н лимстиламинопиридшм (кэппнро- 
iiiiiine) (рис. 5 6). Если этого не сослать, то уже 
ноете нескольких циклов синтезируемые олипь 
нуклеотиды будут различаться как подлине, гак 
и но нуклеотидной noaicaoiutrcjibiiocrn

Фосфиттрн:>фнрндк сиять, обрязопапшаяси 
на ихором этапе мс*ту нуклеотидами, мсстд- 
Аильия и может p.riopiiiii ься и присутствии кие-
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Рис. 5.4. Дгфитилнроеамис «л 
с ц е п л е н и е  5  д и м с и ж о г ф м т ю и . *  

м>И (ДМТ| ipyitnu с помшпио 
фихаорухсусной кислоты ( IXV1
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•иидемг. 1>скф0Г4МИДйги образует КО- 
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l*nc. 5.6. кэпиирокшмс Свободные 5 - 
тдроксидьнис группы Miritpopcai про
павших и nepHCAi них ic летртнпиро- 
miiimkjx нуклеотидов аппнлируня, 
чтобы прслогиринт» их учдсшс и сдс- 
JUK UK’M цикле.

лоты Ш|м шелочн. Поэтому фосфиттрн:>ф11р 
окисляют с помощью подвой смеси ло более 
слаб ильного пятивалентного фосфя прнзфиро 
(рис. 5.7) Затем промывакп колонку и повторяют 
весь цикд (лор|гп1лиронаш!с. активация и ирмсо- 
единспне, клипирование. окисление; рис 5.1) 
Вес описанные операции проводят до тех пор. 
пока к растущей цепи и соответствии с гтрог рам- 
моЙ нс присоединится последний ItyiUCOilUl 
Синтюирежаипые олигонуклеотиды стланы  со 
стеклянными шариками; каждый фосфлттри.> 
фмр песет мстнды1)ю  группу; кшкдмй гуанин,

шпон*>• н илеиии содерАИт защищенную ами
ногруппу. и на 5* компе последнего нуклеотида 
находится Д М Т-грутта

МСТИЛЬНЫС ГРУППЫ УЛП.1ЯИ1Г с помощью хв 
ми чес кой обработки непосредственно и резкий 
он ной колонке. Затем отсоединяют олигонукле
отиды or спсйссрной молекулы имеете с 
3'-ГИЛР0КС11ЛЫ!ЫЧ концом и здюируют ИХ 1П ко- 
non кл. далее послелога i ел мю удаляют бензо
ильные. июбупфильние и Д М Т -группы. 5 -ко
нец цепи фосфоршшруют фсрМС1ПДТНПНЫМ 
(попикуклеотнлмтлад Т4 + А ТР ) или химиче-

I
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I
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От, 0СЫ««*име }

11м»слс»шг
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О
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Ппрястыи
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Рис. 5.7. Окисление. Цхкфипри крнр 
окисляется до лятипыентносо фосфат- 
трюфири, 'По приролнт х стабилиза
ции фосфин ирирмоИ сойти и л глее I се 
более устойчивой к действию кислот и 
иКМОЧеП. Л М  I AitMTUttonpirui.Ji.iisia 
группа. Me -  четилмши трунил.
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скнм метопом. 'h y  реакцию можно провопит п 
тогда, мила олигоиукпеошл сшс сила и с носи
телем. НО 1ЮСЛС .ПОрИТНЛНроиаННН.

Чтобы выход продукт л был достаточно вы- 
сок, эффективность присоединения нуктеотк 
леи на каждом эгопе должна гиль нс ниже 9н% 
Э ф ф е к тЮНОСТЬ контролируют СПСКТрофотО 
шприческими методами. опрслелии количество 
удаляемых трнтилышх групп. Если, например, 
при синтезе 20-«шейною олигонуклеотида *1» 
феминность каллою цикла ранни 99%, то К2% 
(г. с. 0,99^ КЮ) олигонуклеотидом будут имел, 
именно такую длину. Если же cftjrrc-uipycrcti 60 
членный олигонуклеотид. то при той же эффек
тивности ТОЛЬКО 55% ОЛИ гону Ю1СОТШЮ11 будут 
содержать по 66 нуклеотидов. Л  если средняя 
ффсктивносгь никла не преяышпеч 98%. то до* 

ля олигонуклеотидов шлднной длины будет го 
ргсдао ниже (табл. 5.1) Фирмы и нш итпели 
коммерческих Д Н К  спите unopon обычно га 
раипфуют срег.иее пиление яМнгкгиимости 
присоединения 98%. Но ятя йоге необходимо 
не полью ватт* реагенты и химикаты очень высо
кой степени чнеготы. что нс всегда ухается вы
полнить Как правило. |«езлмми и|н])сктм иное?ь 
при соединении составляет 95%. хоти иногда 
уц:игс« Л1ЧГТИЧ1. и 99%-ной эффективности 
Чтобы получить олигонуклеотиды заданной 
ДЛИНЫ , исрш1чиыс продукты билипимстиа XII 

мичсскнх синтезов необходимо ОЧИСТИТЬ с по 
МОЩЬЮ либо |114СРкОг*ффСТН11НО|1 жидкостной 
х;|юиаГ0 1р.|фин иод высоким давлением с обра- 
uieiuioH фазой, либо электрофореза и попяак- 
рмллмилиом геле. Посквпыу псе •неудачные* 
последовательности короче. чем тот олигонук
леотид, который хотят получить. елгллгъ'ло не
трудно

ГЫкшца 5.1. Средний b»j u *.-i олигон>кле<нхял1 
ЯНШИНЫ! длины (в) при jxummx (качении* средней 
ффилаапносш п и к т

^ 4 j r > . i » ^ w < iv ,  % (  рс.ммм МЛ\4Ы. %

# -2 о * -4 © л-641 я -  Ml * -  IW

*> 12 13 O.IH 0.C2 OjOM
73 v. I I 4.6 1.7 n.6
IB 6? 45 » 20 1)

я 67 S5 4S 17
« 5 •XI K2 74 67 M

Применение сиатслиро&аниых 
n.>m?rwyfcteomUf)<*i

Оаигонуклсотилы. синтезированные химиче
скими методами, находят широкое применение 
и молекулярной биотехнологии. Их используют 
в качестве зоилом при Д И К  гибридизации, 
линкеров, соединяющих разные молекулы 
Д Н К  н экспериментах по клонированию, 
праймеров при ссквснировании Д Н К  иди 
осушссгилснии сайт -специфического мутаге
неза клонированных генов-мишеней.

1 Нуклеотидную последовательность следе t- 
фичееких о п т  «нуклеотидных зоилом 1лти - 
ибП 20 40 шеньеи) находят из данных об 
аминокислотой последовательности соот
ветствующих бсякои.

2 Для получении линкеров синтезируют 
олиюмеры, коюрыс представляют собой 
палннлромные олноиспочечныс нукдео- 
тндимс последовательности. спаривающи
еся (гибридизуюшисся) между собой. Л и н 
керы содержат сайты узнавания для 
рсстрниируютих эндонуклеаз, что позво
ляет осуществлять с их помощью клипиро
вание Фрагментов Д Н К  (рис 5.Н, А и £). 
Короткий лупдскс длиной 6 -12  нар нук
леотидов лигирую! по тупым копнам с 
ДНК-миш енью  (обычно к Д Н К ). Разреза
ют новую молекулу нужной рсстрипирую
щей эндонуклеазой и получают фрагменты 
с выступающими ОЛПОНСПОЧСЧПЫ М И КО Н 

ЦАМ И (Л И П К И М И  КОНИДМ Ик, С ПОМОЩЬЮ ко
торых ветра и па юг ДНК-миш ень и соответ
ствующий вектор. Прежде чем прополигь 
встраивание, рсстрицироианиую смесь 
ффЛ к и ион и ру ют дли отделении Д Н К  с 
липкими конками от лишних линкериых 
молекул. Вектор тоже обрабатывают рсст- 
риктатой. отжигают его с фрагментами 
Д Н К  с липкими концами и сшивают с по
мощью ДНК-ЛМгазы iji.ua Т 4 Д Н К -м и - 
те н ь  не должна содержать сайгой рест
рикции, присутствующих в липкерной 
последователи! ост п, и противном случае 
она также будет расщепляться ферментом.

3. Один из юршиггои линкериых послелога- 
теаьносгей, гак называемые «ялапторм-, час
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И липкими концами и Ы нам  ушивания дли
Sma I .

70СОЛСр*.1Г Vrtlllhl iLHI Д ву*  It 6w iCC  pCiripttU H -
pyioiiiiix эндонуклеаз (рис. 5.X, Я>. С  их помо
щью можно встрлинлть кДНК n плетор л и т*  
роклмисм но гул мм концам, а мгем 
иирсигь. используй другую р с стр и к ту . 
Л и п  тор, изображенный на рис. 5.8, В, ветра- 
пвлмгг и Kamil I сайт пскгора перед включе
нием ДНК-мишеии и Апл1-слйт по гулим 
Коннам. После кло1шроиаиим кДНК нырск»- 
ют in  лектора с помощью рсстриктлты 
Ват\[\. В ло м  случае пастор нс должен со
держать .S/woI-сайтов, и им вектор, ни кДНК 
не должны нести &ша!П сайтов.

4. Олнонспочсчнмс олигонуклеотиды И1
17-24 iiicmcit используют н качестве прай

меров при сскиенироиании Д Н К  и проведе
нии П Ц Р

5. Одиoticпочечные ил ш о т  »~i сотням не пол ь- 
аукп в качестве пряАмереи дли саИт-спсим 
фичсского мутагенеза in vitro.

6. Необходимость и химическом синтезе нук
леотидной последовательности. кодирующей 
какой-то конкретный белок, может возник- 
иуть тогда, ко! да клоинропаиис соогнстству - 
нянею 1снл затруднено. При »гом мукясспкд- 
мую последовательность гена находят щ  
данных об аминокислот нон гтослсаоватсдь- 
иостн белка. К химическому синтезу прибе
гш и II ТОГДА» КОГДА КОДОНЫ, ИЗ КОТОрМХ СО- 
стоиг данный ICM, ПЛОХО СЧИТЫВАЮТСЯ 
орглни ЯКОМ-ХОЗЯИНОМ, и уровень гришеля- 
цин ока тыкаете и очень низким. В таком слу
чае можно синш ироага ген с таким набо
ром колонов (оптимизация кодонов), при 
котором аминокислотная последователь
ность колируемого бедка остается прежней, а 
колеты считываются хозяйским организмом 
более эффективно.

С интез генов
Fean химически синген1ро1«1Иную1шухиепочс»|- 
ную Л  НК предполагается использовал* и каче
стве гена иди сгофрл мента, то плждую шее ис
пей синтезируют отдельно. Получить короткие 
гены 160- Mi  П И)  технически несложно: дли 
ло го  синтезируют комплементарные цепи и 
«нем отжигают их. Н случае крупных генов 

(>300 п. и.) приходится применить специальные
СУрДТС1МИ» ПСХКОЛЬКУ Л)>фс Mil ВНОС 1Ь КИЖ.ЮМ1 
никла химического синтеза никогда ж достига* 
ст 100% Например, если i«»t сосгонт из 999 пар 
нуклсотилои, а эффективность каждого никла 
равна 99%, то поди полноразмерных плиоиспо- 
чечмых Л И К  по окончании процесса состав!гт 
не более 0,004%. l h,o6u решить jt> проблему, 
синтетические (миухпепочечиые) гены собира
ют из модулей —  (одиоцепочечиых) фр.11 метоп 
длиной от 20 до 100 нуклеотидов.

Олин ии способов конструирования синтети- 
чсского гена такаючастся в получении наборе 
аниону клсотилоа длиной 2 0 -6 0  иуклсогилои 
м а л ы й  с iK‘pcKpuiunoniHvia*M копнами Пукле* 
отнлные последовательности испей заллюпг так, 
чтобы после отжига концевые гегменгы гена 
имели тупые концы Каждый инугренинн 
сегмент имеет выступающие 3'- и 5'-концы, 
комплементарные школим соседнего самагтА 
(рис. 5.9) После сборки гена остается сшить од-
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IHr. 5.9. < (ч>|1К31 ситсТ|№ЧЧЧО гемо ИЗ М р о г о п Qrtlll0*1>Ч01СОТИЛ0»1.  ClIHIlUHpyWI 0 1ЛСЛМ1МС оликжуклсош 
ли л и т о й  оз ?(1 я© 60 зтсии-n каждый с такими щхлеошлними i№CA-ju.'«4nvju.iiociuMii. чтобы при m « иге m 
лих сСч'-доммлаа- дяуикпочечвпи молекула. Оставшиеся алноиспочечпые (марины аштамт с помощью ДНК- 
лмази I •».

моцепочечные разрывы с помощью Д Н К -.ж  ia- 
ш 14. Синтетические гены могут был. сконст
руированы 1 ак, чтобы помимо белок-кодирую
щих последовательностей они содержат 
концевые участки, обеспечивающие нх веграи- 
юнис и клонирующий пастор (сайты для рсстри- 
инрукниих эндонуклеаз), а тлкже. если это необ
ходимо. сигнальные после дошл ел ьноегм дли 
г гранильной инициации к TCpMiiHRioui транс
крипции и трансляции.

ДТЯ получения (10Л110р»1Ч.МСр11ЫХ генов другим 
способом тоже вначале с и т 1гшрук»т специфиче
ский набор псрскры кзюшихсм шштонуклсоти- 
лов д л и н о й  от 4н до их» uieiucu При их отжиге 
происходит спарншмис 6 10 3 -  и 5' концевых 
взаимно KOMincMCirrupiiux нуклеотидов, а меж
ду мши остаются большие Орешн. Протяжем- 
ипсн. спаренных участком достаточно велика.

чтобы стабилизировать всю структуру, бреши за
полняют ферментативным путем с помощью 
ДНК-нодимервш I Escherichia сой. использую
щей З-пироксмлыгыс труппы ллл ниицкапии рс- 
плнкашш н од)кч 1спочечные участки в качестве 
матрицы Оставшиеся аииооспочсчныс рирмвы 
сшивают спомошьюДИК-лигаш 14 (рис. 5.10).

Более протяженные Itn u  (>1000 п. те.) обыч
но собирают из дцухцепочечных фрагментов, 
каждым из которых п свою очередь состсхтт из 
4 -6  перекрывающихся олнгонуклсотндо» (от 
211 ДО 60 П. И. КДЖДЫЙ). Если после спите И И отжи
га oflpa jyCTM достаточное МХТНЧССП» фрагментов, 
то их прости сослмннюг друч с другом В премии 
Iюмслучае каждым фрсимент клонируют и имнлн- 
фипирукл Лку\цепочечные cjiparoeirru последо
вательно соединяют друз с другом до обра юаания 
полноразмерного гена Чтобы гарантировать
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11рЛЮТДЫ|ОСП НуКЛСОТНДПОП ПОСЛСЛОВЗТСДЬНОСТМ 
химически cuinv шронпичм о таш, сскпсиируют 
каждый /шухнспочсчн|Л| фрагмент, а ш м  и носи
ICII.

Метопы секвенировання Д Н К

Исчерпывающую информацию о молекуле ДН К  
можно подучить. только определив сс нуклео
тидную пскм1ело№пелмкх'л. Так, сскисннрошн»

ген, часто удается установить его функцию, 
сршпиис! о нуклеотидную последовательности с 
тдкоиыми Д Т П  п лю й , функции мпорых уже 1ГЬ 
исспш. Веч данных о нуклеотидном послсдода- 
тсльносги невозможно проводить И С С Л С Д О Ж 1 Н Н М  

по м опеку I ut р ному КЛОННрО№1НИЮ. Ссквсниро- 
нанис кио или иною фрагмент Д Н К  можно 
пронести либо химическим методом, разрабо
танным л  Максимом и В Гилбертом, либо фер
ментативным, предложенным Ф  Саш ером, ной
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Секвенироиимке ДНК с помощью ггрмнннр}»шш4\ дидезоксниуклешн/юв
Г. Sangci, S. Nktlctt, А. К СХжЬоп 

/Уиг. Mitf ЛчгЛ ОД* 74: 5463 5467. 1977
Сясчшфмческмя формотпиинаи амплификации ДНК in vitro: 

полимера там пеинаи реакции
К В MuUis, Г  A Faloomi. S. J. Schnrf, R К. Saiki, G. T  Horn, И A. Qmli 

CWSfrlnx Hvb*r&)t*r <M*i Ш  51:20- 773. I9W>
Coxwiite новых uriQfloa - до  вс- 
обюдимм предпосылка рИ ЖИТИЯ 
любо!* отрасли науки. Они позволя
ют получать иаюслупкуто прение 
иифирмоиию. ЧТО в СПОК» «ПСрСЛЬ
M|rt<ittVU'T к более Г Я у ноии
мимню суп* шАдюгим-мич яитгнмн 
и стимулирует дальнейшие ясстс- 
лимнми, порождают!* метис от- 
крыши Ч ткж ж к’я МОПаДОфМОЙ 
биотой юти и и то ее оотпоН спин 
такие mouimiji: vv-uviiJ. как секос- 
иирощишеДНКм ПНР

ОтфСДСЛГНИС НУКЛСОТИДНСЙ ИО-
слслояительностм ЛИК исюоом 
фгрМС1ГтГШШОГО КОПИрОВаИИИ с 
осипшим*)' уллимеинм цени. осу- 
iiicciVlUkmocu ДИК-полнмерахоП, 

t'UClpuH, Ollinactf телию простои. 
НГЛОрОГОЙ II ICtlCXHUP метод, По 
мимо г а о  что иуклсоп1ЛНлв псе 
лсломглмиюсгь фрагмента ДНК 
NttfitirtcH ere* центр i и  тающей хл 
рамсрш.ткм>1* ни молекулярном 
уровне, она позволяет та ю п  идеи 
1 Ифшифо«и1 Т1. п о  колирующую 
область, подобрать иотгнниаль- 
мис проймери лта  П111\ выявить 
мутационные itwiciieHim ь теме 
До I ляписном и 1977 I. JUOiemeat* 
метил* Самтере для |ксмгнирива- 
и ии  ЛИК Использовали метод 
сми -специфическою химически 
1 о рвоцемлепиа цени (А . М. 
М а ш , W.Gftert. Free. Nad Acad. 
Sci I SA 74: 360-564, 1977) A  cau

pjiiit.ntr ceK№hii(T>tuiitne муктсп- 
rionwt к и с ли  сгодилось к сятрс- 
леденмю нуклеотидных поспело- 
датедьностсм Г Н К  Дли д о ю  
нулныН фри1мс1В Д Н К  ендча.ш 
гр*нскр#1(Й1ро«л:п1 и Г Н К  с но- 
хмниио Г Н К  полимера ид, я в  
тем ощелелм in н)*слсот№11ук> 
iiouicilonairJiMiocri. нослелнеИ. 
I Ipoueayptt Пыла ncxuvi сюжнси 
и да те льн ой  и системна и сведу- 
Kitucw. |>«UblC*h Tltmto M C lC IV iyn  
Г Н К  otHttCwtruiiaiii различными 
рмГюнукЛС&чами. доем осушесл 
шпал И ХрОМПТТЧрпфИЧЯОСОС рйО- 
лелсиис сбраювашпичся прочу*- 
ЮП, ШМГГОрИО OPfVttrmKLIlt их 
ферментемн, ирогмАиин т е л 0 *1-  
мой пиролиз продуктов то р о ю  
ра a  net тени и. осунксгалялм хро
матографическое разделение 
продуктов пиролиза, определя
ли  очередность илмпмуклсоти- 
д©л, осжпиндась на перскрыка- 
НИМ ИХ конце ИЫХ уплсткоп. II 
ВОССОжИРваям п о  «хану»* мехчгку- 
лу С  иснииснисм тешэохсм-мс- 
nw a */ni процедуре практически 
переели* использоваться. Те 
перь ссьпсшфунтт не u ivy  Г Н К . 
.« Д Н К .  синтезпро»ш<иую ИЛ 
Г Н К  как ни матрице с помошио 
обратной трлискритам а. и при* 
меняют не метод Максима и Гил- 
бергп. а мпил CatficfiJ поятпга 
швйся после тою, щи: была

согнана система клеи тропа» ши нл 
основе ф и т  MI3 Исктожиость 
iipRHoio ccKnciinporwimni ЛИК 
нротгели наспжшу н> рснолтиню 
и iiccMcnonoifHii милску.мириих ос
ИОН p a  1.111411и х  б ш г  INtffi «1СЛОЯСК-»

м и pirtpafuTiKc м етп ет их лна гно
стики и дсчеинп.

Огромное плнание пи ммотг 
обмпи нссаслонатиИ. и тнм мпеле 
И Itt МопекунlipiiyKl rniirivxinvu>- 
тю , <жл)&ли разработка метол* 
ИНГ <Кягу МиШч; 1J S pnlerl 
4.683,2132). С  ь т ж и о ю а ь ю  нолу- 
•itMiui Гюлшшх кичичсоь ДНКам 
miM|»m..uutcM ctiMCMTOU K^nmp<v 
iuhк ж  или 1С1к>мж>Л ДНК была 
ivtm'ita ilpaa^cMa клсив1рощ].Н11я 
ЛИ К* котш редких молекул
мГНК, скрннишп ГСН0М1ШХ 6 nfv 
лиотск, пымалениц генных муга- 
цмй« физическою кяртироюинм 
хромосом и 1. д  I lepaaM upammic- 
имм цримоеннса 11ЦГОи.оосо> 
ллнне TcctdictYMU для roianicvTH 
ш  1ериоц||лиок.*сг1омио11 пиемии 
(Saiki cl id. Seknet 230; 1350-1W4, 
1985) П ЦР- /to ymiKiuibiuw мето
дика. ровных которой мел среди 
лрзтх xcfcnuu m necim  мгникт 
Начиш.м с 19861. с сс помощь*' вы 
политы» более 10 4ЖК1 мгелглова- 
inifi. и нссмогро ИЛ 1ТХ огромное 
рпзиоо6(м шс. перепекший ис~ 
пн'ьв'тония ПЦР прслствптпотеи 
с* не ttxxe М1гч4гг ияюшимн

аисклипсе крехы наиболее ширежо испиниустсм 
так на liaise н и  И днлсх'кеппу'клсятиииий м п ал.

Лиде’мжсинуккопшдныи метод 
<VKiU4iUpt><UlHUH Д Н А

/Ьис ч«кшиук.1си1ил -  fici тшученным искуь- 
UnciIHUM liyiCM нуклссиил, лишении!* 2*- И 3 -

1нарсксплып4х ipynii при уикричмыч ИТШЫЧ сд- 
xaptiotu цшмм (pile. 5 11, А). У  дгм:м.1туклС1Т1И- 
ju , пхшяшет в норме и соств ДМ К, отсутствует 
та и ло 2 iiujK>*aH.Tuiia« груши (рис. 5.11, А). Ул 
линенмецепи «овремя ix ii'iiu ia in  Д Н К  проис
ходит и результате npucooiMiieiiiHi (терелтно 
нумсотнцтрифосфа га к  З'-тдрокешьнон ipyii-
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1Т»С. 5.11. А /1|ШК>КСИМ>КЛСОП!Л (СЯС>ТПТ»)1С№ 2 - II 
З'-t ядро* сильные f|i>iniu и *олм«с). Ь. Даокспиук- 
лсотд (cncyicmyri тнлмо 2 •riuqWKCMfliatiui rpyraut)

пс послслнсго нуклеотида растущей цепи 
(рис. 5.12). II если таким очередным присоеди
няемым тленом якдистси лилетоксинуклеотил. 
то синто * Д Н К  сстаианлнластсм, поскольку 
следующий нуклеотид нс может обрдэежать фос- 
фоли эфирную евюь (рве. 5.13). Остановка 
синтеза Д Н К  -  это ключевой этап лкдсзоксн- 
мстолл. но чтобы осуществить ссквсниронание 
в полном объеме, необходимо выполнить це
лый рил условий.

Первый шаг стандартной процедуры дидс- 
хиин-ссквениронация состоит и гибридизации 
СИНГСТ11ЧССКОГООЛИГОИуК.»СОП1ДД длиной К 7—20 
звеньев со  специфическим участком одной из 
цепей клонирующею вектора, соседству к>ииш 
со вставкой. Этот олигонуклеотид и ил метем 
праймером, постанлЯЮШИМ 3-ГИЛроКСНЛЫ1уЮ 
группу для инициации синтеза. Раствор с прай
мером распределяют по четырем пробиркам, и 
кажлои ш  когорых находятся четыре дстокси- 
пуюсотида* dATP, ОСТР, d G TP  и d TTP  (одни 
из них изотопно меченный), и один и . четы 
рех лилстоксинуклеотидов (eld А  ГР, ddCTP. 
ddG TP  или dcJTTP). Концентрацию каждою 
дидетоксинуклсотила подбирают таким обра
зом. чтобы он оказался включенным но весы 
по:шцинм п смеси растущих цепей, л нс только 
в первой истретипшейси ему позиции. (Н а 
помним. что после присоединения яидсюкси 
нуклеотида рост цепи сразу останапгигваетси.

/

Рве. 5.12. C m n v i Д И К  п сбы'шик условиях. Oicpe/i 
ион веэокафи0онуклс<Ч1ш (лсюксмрибомук/Тессит 
|ри4|*ч:<1чп: d W P )  aw pnm eicu с m m m iuc  мен гарный 
муклсошлом мзлричной цени Между V -n u p o K u u b  
НОЙ группой ПОСЛСЛНСГО иуклсопив 0 pavTTUlCll ЦПП1 
и о фосфатной ipyunott прмсосд пиле мою н у к л с о т 
да ибрлlycieM <|)oc<lmii я|л^ивя с mi и..

поэтому каждая цепь оканчивается 3 -днлешк 
сииуклсотидом.) По окончании ферменглтни- 
иого синтеза при участии ДНК-полммерятм и 
каждой пробирке оказывается уникальный на
бор олигонуктеотидои. каждый из которых 
содержит прлймернум послсдоиатслмюсгь 
(рис. 5.14).

Далее п пробирки до&штиют <|юрмл*шл, т ю 
бы обеспечить риехсокдение пеней, и лрепидюп 
электрофорез и полмакр1!лам идиом геле на че
тырех дорожках (по числу пробирок). Эго под
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|Чг. 5.1Д. (клинок» :> и н т  и  ,11 IK im ir  присггл1чн'шм1 
ЛНДПОКСЮфКЛООПЬ'Ш К КОНЦУ p.K’tyincii 1Г1Ш Ф и сф о лн
п||И[Ч«||1 СНЯ Л  MCAJ> MXIUITIJM ;ШЛГХ>КСНН\>- КОП MOM 

II сжму*ти«1 Н>ХЧ»>ЧСИ1М нс МПЖС1 МПВНЫ» иI- ы 
окуиггпни ЗЧи;(>иШ1шиН |цшм.

нолисг ратлс/иш. (щноиспочсчныс фрагменты 
Л  Н К . jm a c  ccmt они различаются го  длине we
re на ш ин нуклеотид. На рилиоаигографс обна
руживается набор полос, отвечающих меченым 
фрагментом Л И К . сопоставление которых поз
воляет прими «п р о ч и ть . нуклеотидную после- 
Д(ми||слыюсп. сскпснируемою сегмента ЛИК. В 
примере, приведенном на рис. 5.IS. первые 
шесть ну клсотплон л  счосс! мента, начиная с 5’- 
конца. это A G C T G C . Самая «быстрая» полоса 
(радиоактивно меченный ф раш ап в самом пи
ту гели) соответствует самому короткому фраг
менту и находится ь дорожке iktATP. следующие 
полосы располагаются соответственно и дорож 
к»\ ddGTP. ddCTF, <МГТ I’ u т. л. На большинст
ве рааиговтогрофоп четко различаются or 250 по 
350 полос Пран мерная последовательность на- 
ходитсп на фиксированном расстоянии (10 20 
нуклеотидов) от того сайга, по которому встрое
на клонированная Д Н К . что повюляст легко 
распознать начало клонированного фрагмента

Секвеиирооопие Д Ч А с помощью 
вектора на основе ifcteu М  1.1
Дли определения нуклеотидной послсдонагсль- 
пости клонированных Д Н К  не пользуются рат
ные подходы. Опии к» первых основывался на

Пг<|̂ 'нр

М.п|.лмюм йст

iWiMiiMn-ivi*
1-МСП.

Пг«жм<р
и лини /IPCTpOCNHCdl
fUHvlCiUWtf! СД1.НОС 1 *

OdAТР» 
чпирг dNTP

npuMKiit) 
llp*Jr*uft »7 
MpiHWf * *

ЛКТР*
•anMpr HNTP

Праймер *7
IlfiiHMcp *5

ddtrrr* 
Mfiiipc i!WP

Прничт • 1
llpMIVHrr *6

«М1 !Г*
•rttiifc «lNlI1

Прдкигр *4 
Праймер *V

M il  I I Л  
4 \ * > И

11рвг№р II ЛОС1|М<«Ж11Я
m с .1Г.Ю1И1ГЛ lmcti.

П рапм ф  O tid O k lA  
I iiui.iM iiM Xa k  etui M C tC kkи  
IIpniiMtrp dCOCdAdldCtt.dNdlA

I IpMHMi |> OCk U C  
I Ipjiii мерчХ «OCdAd IOdC

IIjmiiimiji ddO
Tlpniitacp-dOdCdArf liK Ale.

Праймер dOdCdVldl
Tlpniitirp dtidCdWWiKrdAdAddl

Pwf. 5.14. Удлинение iipuHMCjHi ftpN 
С111ПС W цепи * нрмсутпиии лилсиок 
CHHyviconuoii. В каждой i d  четыре» 
пробирок oCipa5>cicw уникальный 
набор атюмуклеошАсп» jwmon /мн
им. аклгачшепнпч праймериую нос 
лсловдтслык* ( U  При п е н  сброэуп
C1I и КйКО М О ЧЖ  пО 11<ииоряп«Г|111|АЧ
молекул Д Н К . d N T T  -  леэокемнук- 
ЖСОЗЯЛТрнфОсфв!
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UoniutHiKcp

I "l lk-ifuf имений 
l  —  I ^paincwi ДИК

IW. $.16. IU mini. Minnmu* M l X дли идо
нарушим и секвснирокшня А. BcipaHKumc фрш- 
ыс»па ЛИК в лвухценочсчную pcwiiiKai»nuiy»e<prp.4) 
ЛИК М П. ft Ссквенпроншис «омплсмсталных ш.*- 
псв мои прогнило оригмсти ДИК с почоии.ю од
ною и ш т  ж* niuiiiMepci (HI). С.трслкачв покатил 
српснтшши rciniiKJt и eckiopc

ортишцимх. В результате в одном случае прай
мер будет иининроигть сш ш ч ncpioll цепи. а и 
прутом торой

Праймсрч)посра)олаштя прогулка 
(* Блуждающая зиш /ш вко*)

Дли сскоснирснкитя очень длинных фрагмент» 
Л Н к  (>5000 п. II.) описанный выше подход уже 
ие может бьпъ использован, поскольку число

93

МП-векторов, содержащих перекрывающиеся 
eyfelOVIMpORUIMI4L‘ поспсдопьтсдиюсти. пшчм 
гсльно увеличивается. Чгобы решить згу задачу, 
были разработаны методы ссквснирошишя 
лиухцепочечных нлазшшшх Д И К . не требую
щие субклон и ро иония. ГЫзмидиую Д Н К . со
держащую нужную ВСПШКУ, ВЫДСЛЯЮ1 и ОТЖИМ 
•от с синтетическим опнгонуклсотилным 
npUilMCpOM, который 1ИбриПИ»УС1СЯ с послсло 
щпелыюстыо волной и i цепей век горной Д Н К . 
находящейся иблвж вставки. Зятем осушал* 
ляклг шшсюкеи-секвеи ироважц:, позволяющее 
илс1гп1фнинроалть первые 250 350 нуклеотидов 
вставки Исходя m  жги* данных синтезирую! 
шорой ол1нонук.1сотилш|1й праймер, комик 
мсиырнми сегменту вставки. отстовтсму при
мерно на 300 нуклеотидов oi места связывания 
первою праймера. и ссквснирукн следующие 
250 -350 нуклеотидов Аналогичным образом 
синтезируют третий праймер и определикп мук- 
лсотидную последовательность следующих 
250—350 нуклеотидов (рис. 5 17). Эту процедуру, 
шпыняемую праймср-олосрслоюимон прогул 
кой. продолжают до 1СХ пор. пока нсссмтсниру- 
КП весь фр:и M el гг. Аналогичным об|Х1 >ом ссквс 
пируют вторую и с т», начиная с праймера, 
который гмбрилиэустся с п о й  кеш jo  вблизи 
вставки

К сожалению. и результате ошибочного сга- 
ршмиим праймера таланпой длины с более чем 
одним участком внутри вставки могут Гил», по
лучены неоднозначные результаты. Чтобы избе
жать этого. используют праймеры длиной не ме
нее 24 нуклеотидов и стараются строго 
соблюдать условии отжига. Именно таким обра
зом были сскьсIщротиы фршмси1ы ЛИ  к. кло
нированные в бактериофаге \  ( -2 0 1 п. и.) или и 
космилпом векторе ( 40 т. и. и ).

Некоторые этапы этого процесса недавно 
были антоматшировапы. Эго позволило прово
ди! ь pyillllHOC ССКВСНМрОВЩШС фр.Н МС1ПОЦ ;. !И 
ной несколько десятков тисяч пар нуклеотидов. 
Но многих случаях праймеры, добавляемые и ре 
л анионную смесь в ратных пробирках, метят 
различными флуоресцентными красителями с 
разной длиной волны флуоресценции Зятем со
держимое всех четырех пробирок соединяют и 
проводят ЗЛСМрофорО на одной дорожке. До
рожку сканируют ь луче лазера и pci истрируют
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Гнс 5.17. С c M iu ir o m in r  Л Н К  мссопо%| 
1ГдЦмгр опс)срсл<Ж1»нюЛ 11РШ)ЛКИ. I Инн 
ЦИЛИИН СИК1С» цени Л Н К  с ипмошио 
прайме pa (И ) .  комплементарною >чaenty
Н Я П М М Л Ы . IU IM »;i>m iC V yV M  п б д ш и  К Т  ДОКИ 
7. С е м а  iitpoeni nee «J»pai w u t j  k->> i i h |h h q *.
ной JIM К длиной 250 330 нуклегошоь 
3. floofiop irropofl» 11|ШЙМГ|Ш. КОМШСЛГСИ 
тарною KDHIXKOM)' участку ухе «►  CCIIHpO 
iiuoioO послелояпелиюсш лапник при 
мерно 20 нуклеотид*»* 4. CrMcrinporvuuti 
с.челуи'пик* cciMcirru K.^Miupniwmiioii ЛНК 
г пом<-4т ю  ятгрпго гран мери (Р?) S Поп 
Сюр трепел) праймера, млш  ас^ситлрною 
момвеЮму учааку п о ю  сегмента ри м е 
рам 2 0 иукдсппш оь« Третий npaimcp < И ) 
не пол п у п  ем пш cenacmipoiwitiot следую
щего остеи та  клоиироиаимон ДНК Эту 
кроне дуру прололжакп по те» пор, п а л  иг 
будет ccKvciinpomiiiiпси пеших л

положение каждом флуоресцирующей ПОЛОСЫ 
Вес лапине вводит о компьютер, который сопо- 
снимает их и вывешит ид дисплей нуклеотидную 
послслоод тел ы юсгъ.

Полимера т а я  псинам реакция

Полммералши цепная реакция (П Н Р ) - л е э ф  
фсктоетыЛ способ получения In vitro большого 
ЧИСЛИ КОПИЙ СПСЦИфиЧССКИХ нуклеотидных нос- 
ДСДОВ*тслыюс1ей. Их ашинфиклиим — iiikm/ui в 
милишокы pal -  счущсстнлистся И ходе ф С Х Э П Ш -  

ною циклического процесса. Для ПИР необхо
димы. И два синтетических cxnuronyicicomaiwx 
Праймера (алиной примерно по 20 нутисотлом). 
комплсмсыирнмс участкам Д Н К  ю  протвоао- 
.южных цепей, фланкирующим иослсдомпсльг- 
1ЮС1Ь-мжиснь; их 3‘-гидроксильные концы пос
ле игж>на с Д Н К  ш х н и  быть ориентированы 
навстречу друг другу; 2) ДНК-мишень д шмой от 
100 до 35 000 ц. и.; 3) термист дбильная ДНК-ио- 
лииердо, которая тк- теряет своей ш п ш н о ст 
при температуре 95* и выше, 4) четыре дсзокси- 
рибоиумсотпда.

1 шшчияи ПИР--аМ1Ш !ф таш а1 состоит в мни- 
тиражом наторшим следующих т|х:.ч реакций

I Лепотураыт Первый л  ли ПЦРсостоит & тсп- 
доооЙ денатурации обр^миа Д Н К  ш е р ж н м - 
мнем ею при температуре 95 *С * течение но 
крайней мере I мин Помимо Д Н К , »  редкий -  
онний смеси содержатся и nvCwtxc .им прай
мера, п'рмоегабилмям ДН К-полим ера» 
/сц/* выделенная и i бактерии Themuis aquari
a n , и чст ырс дскжсирибонумсотида.

2. Гаштурании Темиергпуру смеси медленно 
понижают до 55 *С, при tiu m  праймеры стаи 
pniuHoitH с ком племен гарными последом* 
тсльиостими Д Н К .

3. Синтез Гемперлгуру nonMiiiajoi до 75 'С* — 
величины, оптимальной am Д Н К  -полимера* 
ш  Iaq. Начинаете»* синтез комплементарной 
пени Д Н К , инициируемый 3 '-гидроксиль
ной группой нрлймера (рис 5 18).

Вес реакции промою * пробирках, ти р у  лат
ных и термостат, (мена темнерлгурногорежима и 
сто поддержание осуществляются автомат мче- 
скн Каждым инкд обычно л и т и  3 5 мин

Чтобы ПОПИТЬ, КОК именно ПрОПОЮШП ими 1И- 
фиклцип определен н о т  cc im ciiij  Д Н К  и хо/.с 
ПН Р. нужно четко ИрСДС‘ 1.1Ю>||Ь положение нсек 
|||мймс|хшн комплементарных им 1юслсдС*ипс.ть-
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старой раунд

1
;Uim>r«iuio

IYH*iyxttU»t:i

1 2гггпт

I -  1.1U___________________L j J l i i .

2
СТопсд

Г 2

1Л Ш ____________ L L i i
I г

i l l —и
г

• Коропам \i;npuiuv*

---------------J i i L L
г

• Коропа*! MaipMiui»

Во торсам payiuic лпухнспочечную Д Н К . со- 
сготцун) III ИСКОННОЙ И 1Ю1ЮСШПСП1рСт*М1К>П
(•джинам матрица») пеней, опии, пшисргики
ДСПатурОЦ»П1, и ЗЯТСМ отжигают с прян мерам М 
Во нремн синтеза и -пои jiayTtnc нмонь синтези
руются «длинные матрицы*. я также некоторое 
количество целей с праймером но одном конце 
к с последовательное!ь>о, комплементарной 
второму праймеру. надруюм (•короткие матри
цы*) (рис. 5.14). Во греми третьего рдунцп tee ic 
тсродупдсксы, обрлюшшшнес* ранее, оонопрс- 
мснио иодисрсакугся леншурации И 01АШ) с 
праймерами, а затем реплицируются (рис. 5.20) 
В последующих раукдох «коротких м.ирии* ста- 
ногтем псе больше, и к 30 му раунду их число 
уже и IQ* pa \ нреямпюст число исходных цепей
и .т  •длинных* мафии (рис. 5.21)

Метод ПЦР получил широкое распростране
ние. Разнообразные случаи его применении ми 
рисслинрим и последующих IVUIWIX. Здесь упо
мянем лишь некоторые из них. Один ил пожней 
ших -  идентификации патогенных микроорга
низмов, иотбултслсй заболсштий человека, 
ЖИ1ЮЖЫХ II РЛС1СШШ С ПОМ1У1СНИСМ П П Р оим - 
ла необходимость и выделении и очистке Д Н К - 
мишени; для анализа можно использовать очень 
небел иное количество HcomnucHMOro материл 
ни Лзи синтеза пряймероь. специфичных и от
пои геи ни ИСКЛЮЧНТСЛМЮ ДНК-мишеми. нужно 
ЗНДТ1. нуКЛСО!НДИУ10 110аК!ДОНЛ1СЛЫК1С1Ь ДН К  
предполагаемого пшогенного микроорганизма. 
В »гом случае в ходе П Н Р будп амплйцицнро- 
IU1T 1U.1I только фрагмент Д Н К . длина которого 
ранил суммарной длине двух праймеров и фри 
мента Д Н К  между ними.

ПЦР -  вмеокочутлпительныП метол. по:но* 
му при наличии а исследуемом образце лихе ни 
•н ож н ою  ьошичсспы Д И К . случайно понашией

Ряс. 5.19. В юрой раунд ПЦР Исхилнмм мтермштм 
и ттом пучдг яи а веге и смсе». молекул ЛИК. сбрдю- 
tuimuiixcii и первом раунде (рнс 5. ГМ При Опии с 
npamicpu 1 ИОрилтуюк« с мниилгмснтармыми им 
у'агп.лкш И1К исходных целей, тик и «длинных мат
риц*, симтс iHpoiuiiiiiux в первом ра>плг В рстулыи 
i t  ijjcpnciniiinwrnto ctnrrrui in *»lm ил исходных не 
nu* симтелнрротси «длинны* матрицы», a mi 
•длинных мприцал* «короткие* Поспс/.ннс начи
наются с одном» прлйисри, а х i•.i*i»(чипаилей послспо 
ВЛТ.1Ь1ЮС1ЪЮ, КОМПЛСЧСП!jjuiou спорому л ран меру
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I'ur 5 !0. Tpniih раунд Г1Ш' flp# г»?жme npuituepu 
1 И0рИЛИЭ>Ю1О1 С МП1ПЛСМе11ПкрииМ»! у ч а с т и л и  и с
ходны х ucoeft, а также •длинных» »t «коротких» мае- 
р и и  | ]р и  i|x(p% ientuт и п о м  т т « е  In viiro н а  исход 
мы* цепи* сшпеэмрукти «длинные» метрикы», »  ни 
•л цинги*» н «коротких» vnpmiAx -  iольхе «корт* 
KMC M A Iplllltl*

I Р(Ш иД114Й РДУНх!

Л е н я т у р н п к

I 1
I (ш ип

1

h * . 5 J I .  I ридплтый раунд 11111* На лом папе и ре 
uMimiifiioii смеси сслсрждигд црл в ниссан «уши -х л - 
рслкис матрицы*.

m  одной реакционной смеси в другую. могут 
быть получены ложнололожшельнмо рстульта- 
ты. )ю  «стянляс! «нипельио контролировать 
псе используем we дли П Н Р рипперы и посуду 

Метод Н И Р  применяете» также дли и и ипле
ни* спонтанных мутаций» внесении специфиче
ских мутации in Vitro, сборки полноразмерных 
I смой из синтетических олигонуклеотидов. сек* 
исииропднни Д Н К  Во многих случаях вил'мкд* 
ст необходимость »  клонировании ПЦР-прояук- 
та  Однако прямое клонирование i помощью 
липцччшшл по тупым концам затруднено, по-

7 (1И
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C K U U b K )' П О Л И М С р и »  T c q  Н рН СО СДИ Н И СТ к  З ' - M W -  

n> синтезируемой цепи лишний иденнннуклео 
ТИЛ, Mill СНИХДСТ *1>фсК7ИИИОС1Ь ЛИ1ПрОНЛНИИ
Но если вектор я м  клонировании обработать 
рсстрицнруюшсй нуклехэой с образованием но
вых тупых концов и затем проинкубировать с 
полимера *»й Тиц И присутствии if lTP , ju  к обо
им ) ’ концам фри| ментов добавито! по одному 
riiMu ii'Mii)> ичниду RiaitMitoli комплсмстггдр 
кости концевыхучастков вектора к ПЦР-проду- 
Ш  ПрОТМЖСННОСТМО нш иш -слинствсинии н>к

лсотцд окдтЫ1й4с ю 1 д о ш т н и  дня спаривания 
молекул н их последующею дм трона и мм.

Получение с помощью Ч Ц Р  кДНК\ 
отвечающих концам молекул м P H  К  
С  помошыо П Ц Р МОЖНО получать комплемен
тарные Д Н К  (кД Н К ), отвечающие 3 ш и  5 - 
концсоым участкам специфических информл 
цмонньи РНК (мРНК). Для обаитнсиин тм о  
метода используется сокращение RACE -  от 
англ, rapid amplification of с ON A ends (быстрая

мГНКС ■■ ААААААААААААЛААА

| Нримслиигмиг пример* c»htm(tfT|

ul’H KCi--------------------------------------------------------------------------------- АХАЛА АЛУАЛЛААЛАА
ТТТТП ТГГ

1 C Н1ПГ J СТрПИИ lirtlfl
iipuccicmwe.MifC ирдЬидо CiSPI

I e s p i |---►

IO im cs  « ц я *  Ul'iim;
ИГСКИИЬКО iM |ll!»w ]i|ll4UJIII

| QSPI~|-----------------------------------------------------АЛЛЛАЛАЛЛ-------1 Г

| g .w  \

|  IIIIP  i ip a a p T

АА.ХАА\АЛА

ТТ1ТПТТТ - p i

ААЛААЛЛЛА

ТТТТТГ1 ТТ

Рис. 5.22. ГШР-аиилкфикл- 
min кДНК. М1М11лс.мс«паржМ1 
3* клинеiHiii чист мРНК 
flcpffii.i цепь кДНК oCipaTyeicH 
и рм)лыдтс обритой транс
крипции мРНК при участям 
nti#n(<] 1 > и качестве праймера 
второ« ЦЕПЬ СИ1ПГтирупсн па 
игр 1ч»и цепи kivk на миприпс е 
ПОМОЩЬЮ lllMIIIMrp. H i Гду и 
гснспсшЦшчиого праймера 
(GSPI). П моисауюитх рвуи- 
лл% IIUP испогиауются проЯ- 
MCfM GSP2 и Р



XmtivKXKiiitctttficj.unptvjcaciife'c н)КЛ1хтиший iuic«c;40baicjiuic>ciii иаяшш<|«1КАиии/1НК

амплификации копией к Л Н К ). Обозначении 
3 RACK и 5* RACL относятся к амплификации 
кДНК. отмечающих соотестсгвуюшим компам 
мРНК. В обоих случяях для проведения П1111- 
лмгитфикаиии нужно липь нуклеотидную нос* 
лсдошисльиооь кодирующей облает мРНК*
MIIIIICIII1. ЧТОби СИНТСЗМрОМТЪ 1СИСПСЦНф<!Ч1ШЙ
Праймер (CJSP). В случае 3* RACK праймером

л у н  синтеза первой цепи кДНК служит oligo<tfl) 
с присоединенным к нему тгторым праймером 
(Р ) (рис. 5.22). Oitgp(dT) спаривается с рЫуЧА)- 
хяосгом мРНК, и обратная транскриптаза сии 
тезирует цепь, комилсмснгарную мРНК. Вторая 
цепь кДН К  с Итерируется ил нерпой при 
участим GSP, комплсмсм гарного кодирующей 
области данной мРНК, с помощью полимеразы

I'm*. 5.23. 11ЦР ач1ы|||{у(к.1- 
• ;»t> fcJlHK. КОМИ ICMCIl>upif04l 
5 м>ни*«юП'шсп1 мРНКпер- 
ы»й иг пи. пс>тцесга«нг\иц irf>- 
рппшй гркиемчмтиоА. инн - 
iDtitpycTcu праймером GSP. 
Зж н  ft irnli цепи с помо
щью концевой леэокеммук- 
к<ш1пнл1ринс1;к‘ра in при 
соединяется poJ>iA)-x»oci 
Для синтеза агорой пени и 
качестве npaiiurpn иетшлиту 
шея olijumJ 11 Прополи? нс- 
tAii.ii.Kn p**>h u »i ачп.1ифн»..1 
UMH При у*1ШЛ1М1 > к .пен и пи 
ироьмгрпп. лпбявлясп вторые 
праймеры (GSP2 и V) и 
получают кЛНК. отвечаю 
щум 5 -кооно мРНК

м РН К  С» - -  А А Л ЛААА ААААА ААЛА

я Р Н К О *

Пригосаиигипг npuiuirno GSI'I 

--------------------------------------ААА А А А Л А А  АЛ Л А  А  \Л

CAPI

i CttffKS llt'pMW IILTIII.
1фЦС1)СД11ИГМ11С РЫ НДУ оюсти

Г  ААА АЛАА ЛАЛАЛ Л __________________________1GSPI 1 V
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I t e .  5.24. Синтез iciiubc помощью ИЦГ. I 1срекриилюшмссл oA iu oc iyk .k 4 u > u u  [А  и В) ( п га и ш ю т  к  достраиниот 
ображмиишнИсн дуплекс с иияуйленмымл J -ruApukCiuibiibitiu каинами. Дьухиспочсниыс молекулы денатури
руют, ДОйМЛЯЮ* D реакционную СМЫМ. ШоруЮ ДОру ШШПтуКЛСОГиДСЮ (С И I)), ИСрСКрЫВАКМЦШСЯ с продукт- 
мн осриою раунда I • 11 Г. и спжипиог Осущесшлякл внцюи раунд МЦР. диСашмнл следующую пару ш иттук- 
лсатлоп (I и Г). ocyiuccirtmiui ipemit рдуцц ПЦ1' и I. п. В результате odpaiyetcji iivyAticiuviô i*«Ш1 ДИК. 
nijcKitMMuv* искомому irny (Ьш  акпнмми Аукятми со и при ком или 0*1 ( Л и  A R и Н и т 1 ) оГю.жячеии ком* 
о 1смс1пармыс участки ДНК. Нуклсопишим mKJnyioe&TCJU-Hocri, 1^е,»ок101Л11Гону1слсотилдсо(т!с<си.уст тк о  
иоП определенных ceritcnoMt ДНК
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ДоСмп.игиисоП11|п10*  1ГОПШ1С1L и I

ДсМ.ИН«1Ш*/|Г1*ЦГ

С  А# В О

. . с  А В* D'

'.llllllllllll тттттт тт т т г  ж ш ш ш ш и г ;
с  а* в о F

»  с с А В’ О-

■ тттттпптттптптт ш . ж  Ж  ЦТ . I I ,
V  с А* В О

Деияпг|шшай/В«жмг

„ С  А в* о* Г

__________ ! Л " Ш ' " 1  Г П ' П . ТШШППШШШ J ..
V  С  А0 в 0

1 С А В- or

::::i:::iu n n i тпттттг
С  А' В D F

Е С А В- о ■ г

ттшшптптштшшшттш шт ТТТТТПТТТТТТтГтпг пт тттттт ттг
£' С  А’ 8 D Г

•Н*С. 5ч24. (Продаятние)

Taq По завершении нескольких раундов ПЦР, и 
loinpuv HCTia'ibjowt/iitct. ук.иаиные выше 
иерм. побайтно вторую пару праймеров, кото
рые секзынвкчен но соседству с двумя первыми 
Такие тосмо расположенные мрдймеры ма л  m i 
плен внутренними. Иторлы пар,*, праймеров не
обходима. поскольку без них нельзя дмилифн-

цнроваи. полноразмерную молекулу-мишень 
Конечным ПЦР-продуктом является кЛНК. со
ответствующая 3* концу искомом мРНК

В случае 5'RACE праймером для синтеза нер
пой цепи кЛН К  служит GSP (рис. 5.23). Ново 
синтезированную цепь обрабатывают кшшенпй 
дсзоксииуклсопиилтрансфсразой и ирису тег-
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п т »  tlATP. Э тот фермент случайным образом 
присоодничег лсккнрнбонумеотнлы к 3 '-кон 
му цепи. Поскольк\ и дойном случае и реакци
онной смеси присутствует только dATP. ш  этом 
КОНЦС ПОЯЯОЯСТСЯ цепочка «иеннношл ОСТАТКОВ 
|Ю1у(А)-ХЬОСТ. С  НИМ сииршямпсм праймер 
Р с1до)(с1Г). инншгируюшнй спитеj старой нс 
пи Проводят ограниченное число pay идол П Н Р 
с уюывннымн праймерами, а ян см добавляют 
терме праймеры и л модифицируют кЛН К . от 
нечаюшую 5-концу мРНК.

KACE-Mcrtui широко применяется по ряду 
причин. Обычно бывает очень трудно обнпру- 
ЖИТЬ кЛНК, СООТИСГСГНУИЧЦУХ) мРНК. КоТорАМ 
И|Н1С>1СГКУГГ I* ДОИИОЙ ткани н М&1СН1ЩОЙ кон 
ucmp.il ши С помощью RACE-метопа можно 
быстро получить кЛНК. отвечающие концевым 
УЧАСТКАМ ЭТОЙ мРНК. И при НСООХОЛНМОСПТ 14- 
п о ш ш п <  их и юнеете ю т и т  л ?м скрининга 
кЛН К  и геномных библиотек К|х>ме тою. п»>* 
скольку неполнорзчмернме 3 • концсимс фрот - 
МГМТЫ кЛНК 1Н.ЧЧИГСЛМТО npcoSmctaanr ш и пол
пораiMcpnuMii. 5'R ACE может восполнить 
ПСДОСТ1 КИ11ИС V -комцсвыс ссгигигы.

Cuhihvj генов с помощью П Ц Р  

I !опупениегеновспомощью П Ц Р  -  гораздоto 
ner быстрин И ЭКОНОМИЧНЫЙ метол, чем тот. ко
торый основан нл отжит с олигонуклеотидов с 
перекрывающимися концами, заполнении бре
шет» с помощью ДНК-полимеразы и сшишнши 
разрывов ДНК-лигаэой. В одной in методик 
конструирование гена начинается с отжигп двух 
псрскринакчиихся илш онужлотмлои (А  и В), 
отвечаю!них н е т  рольной части rata (рис. 5.24). 
После о т ж и т а  образуется дуплекс с тпглублси- 
huxhi 3 1илрокси.1Ы1ыми группами, служатци 
ми точками инициации синтеза kcim племен тар
ных цепей при П Ц Р Затем п реакционную 
смесь добавляют сшс лил олигоиуклсотп/ш. С  и 
I). 3'-конец ОДИГРИУЮЮТТИДД с  ИДСИТИЧСН 5 
концу олигонуклеотида А. а сам этот олм готк- 
лсотил отвечал участку конструируемо!V тени, 
непосредственно примыкающему к сто itcirs 
рольной части елею. Аналогично. 3 '-конец оли
гонуклеотида D плсшипсн 5 -концу алитоиук 
лоотплл В и отвечает участку тейп, 
приммк21юшсму к ето центральной части справа. 
После ncinrrypamit смеси и отжиги обриуютс»

ИЛ

дуплексы с протяженными выступающими од 
йонспочсчными сет ментами, ткггртиошюишмн^ 
ся t 3'- к о т и т  И ходе последующих раундов 
П Ц Р образуется двухиспочсчный продукт, со
стоящий ит указанных выше сегментов, распо
ложенных и порядке GAUD. Молекула Д Н К  с 
шглубленпымп 5'-КОННАМИ нс лострттвастсн.

На следующем этане и реакционную смесь 
добавляют сшс два охшонуклеотплд, Е и 1. 3' 
конец олигонуклеотида L идентичен 5 -кошту 
опитому К. 1ССУ1Ц/Ш С , Ш САМ ОН СТШСЧАСТ УЧАС1К) 
реконструируемого теми, примыкающему слеп;* 
к cci менту С. Аналогичными свойствами обли- 
ласт п л и т н у ш о ш д  I . если сто соотносить с 
О ЛИ ! ОМ )К Л С О ! ИЛОМ 13. После ЛСНАГураЦИИ И |1С 
шпурапии смеси образовавшиеся дуплексы с 
выступающими од ноиспочечным и участками 
достраиваются с 3 гидроксильных концов. Н 
холе послслуюших рпуилон П Н Р образуется 
днухпе почечный продукт ECABD F.

Следующие лари (ммтмуклечхгнлоп о;шп 
«достраивающий* геи слснп. другой справа -  
исследователь! ю добавляют в смесь до тех пор, 
пока нс будет синтезироюи весь геи. Длина этих 
олигонуклеотидов обычно бынаст рлкнл 50 
звеньям. Каждый -блок* П Ц Р ссстонт ю  диад* 
наги 4 минутных рауилов Для cHimrja тепл дли
ной КЮО п и нужно 1(1 •блоков*, тик что геи 
можно получить п течение одного дна. Мри 
этом, как и и случае синтеза тсноп другими мсто- 
ллми. последнюю пару нуклеотидов (т. с. 5'- II 
3 -концы) можно снабдить дополнительными 
последовательностями, фланкирующими кеши
рующий участок и облегчающими последующее 
(ктранианис гена и вектор.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

К числу наиболее в а ж н ы х  для малекупнрпоЯ 
бИСПСХНОЛОГНИ методов, помимо клонирования 
ГСНОВ, ОТНОСЯТСЯ метопы ХИМИЧССКОИ1 С11Н1Г» 
Д И К  ескосннрошиiнс Д Н К  м полимеразная 
цепная рс .кция (П Ц Р )

Целью химического синтеза ЯВТЯСТСЯ полу
чение олнонспочсчных молекул Д И К  in Vltrrv 
Успеха здесь можно достичь ТОЛЬКО при высо
кой э<]|фсхти1!МОСти образовании фосфодюфир- 
них criM icH. И пропитом случае по окопчлнмм
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процесса будет получено очень небольшое чис
ло молекул нужного размера. Дш ил синпчиро- 
ианных in vitro молекул обычно состаалист 
20-30 иуклс<ттнлпи и редко прспышлет 100 нук
леотидом. Для получения Двухцепочечных моле
кул комплементарные цепи синтезируют ЛО от
дельности и atrrcu проводят отжиг. Полученную 
таким способом Д Н К  используют о качестве 
зондов для скрининга (сномных библиотек, а 
качестве линкеров и аааптором при клонирова
нии генов; дня мутагенеза in vitro, для конструи
рования генов с целью последующего клониро
вания.

Очень часто для решения биотехнологических 
и игкчггорых Других задач бывает необходимо 
май. полную нуклеотидную постсловагсльнасть 

шокированного гена. Для ссхЕснпршшшш ис
пользуют нсскол14со метолон; один го них -  ди- 
деэлксп-мстод, pa iработай и ьш Самтером идр. Н 
его основе лежит остановка синтеза цепи после 
присоединения к licit л1исзоксниуклсогида У  та
кого нуклеотида отсутствует 3 -гидроксил ьнаи 
группа, и дяль! 1СЙШПЙ рост цепи становится нс- 
сгаможнмм. Дти ссквеипровании ь ратных про
бирках ОПНОИрСМСИНС» проьпднт четыре РС.1КЦИН 
синтеза Д Н К , каждая -  я присутствии одного m  
•хггорех дидеюкси нуклеотидов. Продукты реак
ций разделяют с помощью гель-электрофореза, 
провопят ршгоовагографню и «считывают» с ра- 
л»км1ти>1 рлфл нуклсспгнлиую ПОСЛСЛ0ВаТСЛЫ1ОСТ1. 
атнтезироклмкого ||»рагмснта Д Н К

Для ccKBcioipoBAinta используют также сис
тему mi <к:н1>ы<* ф и г MI3, И Д Н К  фага встрдивл- 
кн фрагмент Д Н К  длиной до 5<К> нуклстндоп, 
который ХОТЯТ ССКИСННрпНЛИк !>ту рекомби
нантную Д И К  легко получит» и одноцепочеч- 
ьоЛ форме и нслопьзошггьсс и качестве матри
цы для секосииропами* пеганки. Можно 
использовал* также лнухиспочсчныс плазмиды, 
содержимое клонироааиную ДН К.

ДЛЯ ОПрСЛСЛСМИЯ МуКЛСОТиДНОЙ Ш ХЛСЛОИИ-
тедьмгетн пртяхенних клонированных сегмен
тов стачала ноабмрают синтетический шпиону к- 
легондний праймер, комплементарный участку, 
соседствующему со вставкой, и с помощью лиле- 
эохсм-метвда ссклснируют первые 25й ЗСХ> нук
леотидов Затем по результатам сскпснпроилння 
синтезируют второй праймер и определяют иос 
лсдонпгсльносгь следующих 250 350 нуклеоти

дов клонированного участка, и i. л  Э т т  метол, 
называемый "пр&ймср-опосрслоианной прогул
кой* (или «блуждающей юграпкой»). позволяет 
ссквсиировап, протащенные фрагменты Д Н К  
без их субвстонироявиия, как н случае системы 
ил основе фага М13.

Метол ПЦР прок шел настоящую революцию в 
биотехнологии. О н ИОЗВСШЯСТ В МИЛЛИОНЫ рва ам - 
и ш ф и т (решать in vilm нужные сегменты ДНК. 
Нроцедура соспжт п следующем. Подбирают два 
праймера, п<бргыш>ющиссн с участками ДН К. 
которые фланкируют искомую последом гслъ- 
иоегь. Денатурируют Д Н К . отжигают одиоцепо- 
чечиыс молекулы с прайнграми, добавленными г. 
избытке, и cvyutccrtctHKir синтез Д Н К  m vitro. Для 
обличения синтеза используют тсрмсстпбвиьную 
Д Н  к-полимерпзу, которая нс разрушается оря 
температуре т  urtypai ши (95 *С). Затем ашт* иро- 
тю/игг денатурацию. отжиг с праймерами и атнтез. 
и т. л. до Примерло 30-го payicsL К '/тому премии: 
и реакционной сноси преобладают фрагменты, ил 
палом конце которых иачалтся одна праймерна* 
иостсдпмгсльжчть. икл другом последователь
ность, комаосментпрная игорсму праймеру ПНР 
можно иеппльялмпъ дав выявлении шпсипшмх 
микриорглнн шов в том или ином биолоптоссхом 
материале; получения больших количеств отецм- 
фи'игских |)>ригмс1гти11 Д Н К  С целыо клонирова
ния; лчшификшим 5 '- и 3 '-к о н то  сиснифичс- 
аахх мРНК; сшггеза генов; шшысння дслсШ(й 
или неганок в генах, шветпценных за то или шик 
наследственное алболсгсшнс.
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К О Н Т Р О Л Ь Н Ы Е  В О П Р О С Ы

I. Предположим, *mnuiiji поныл ДИК-аопеза- 
тор IIMttCT среднюю эффектный*?ь присосом 
иония муедсогклип98.5#. Каким будет пыхал

Нродума,ССЛН MJCHKIVWpyCIU inOpiun ыин- 
опиый зона длиной 50 нуклеотидов?

2. К п не дш* стратегии химического (* п н т т  ic* 
HD длиной 0.5 г. п и. вы можете предложить? 
Какую из них им предпочтете?

3. Что такое линкер? Где его используют?
4. Что такое лилезоксинуклсотшш? как с их 

ПОМОЩЬЮ «•lipCACnNIuf нуы соиетут) послс- 
доватсльностъ Д Н  К?

5. Почему можно си 1рслелни. нуклеотидную пес- 
лсдоиггслмтсп. только сутоиспоченюи ДНК?

6. Как определяю! нуклеотидную послслоиа- 
Т С Л 1.Н О С П . клонированном Д Н К  с помощью 
векторной системы ил основе фага MI3?

7. На месте преступления обнаружен апшмзшн- 
cmetmi.iH налое прслподлтасмого преступни
ка. В нем шдержтггся 10-20 пикограмм (10 13 г) 
ДН К. Чтобы охарюлгршошпъстоль малое ко
личество Д Н К  и ппрсдсдигпн идентична ли се 
нуклеотидная послсАОпятелыюсть иконой у 
Д Н К  подозреваемого, нужно 10 100 ипю 
грим (10 9 г) Л И К . Кик получить ее? Какую 
информацию вам нужно соОрап., прежле чем 
прелприинИЛТЬ КДКИС-ТО действии?

8. Что таксе «длинная матрица*, «коротка» мэт 
риця», кик меняется соотношение между ни
ми с увеличением числа ПЦР'рлумлпи?

9. Как Clllf UVilipy *Т| гены с 1ТОМ<ЧЦЫО ПИР"
10. Как • препринт»» концы молекулы мРНК в 

•ДНК?
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Оптимизация экспрессии генов, 
клонированных в прокариотических

системах

Ооншнп* цель экспериментов по клонированию 
генов, которые ПрСДПОЛИГгППСЯ ИСООЛ1ЛНИ11» II 
биотсхншопиь — иопбор условии для эффектив
но»! жспрсссим в нужном прсашимс хозяине К 
сожжению, сам фвм встршишннн гогоили ино
го таю В клонирующий пек гор сшс нс означает 
иго ло т veil будет экспресс пропан R то же вре
мя, чтобы получение коммерческого продукт 
было НчОНОМИЧССКИ ИПраШМПНМЫ. ypOflCMt. его 
синтеза должен быть достаточно ВЫСОКИМ. Для 
достижении и|и|*Кпивной экспрессии уже емш- 
струиронамо много специфических mtrmpoo; ilw
ч т о  проводились манипуляции с целым рхтом 
1СНГ1МЧССМ1Х Н1СМС1ГТОИ, коктролирунипик про
цессы транскрипции и пинсляции. слабили ас кг г i 
белков, секрецию продуктов из хозяйской клет
ки И I  л. Среди Х'олскулмрно-бисыогичссмо 
ПЮЙГ1 в систем экспрессии наиболее «южныслс- 
дующие: I ) ш и промотора и терминатора грине 
►ришши; 2 ) прочность связывании мРИК с рн 
ГкхочоП I )  ЧИСЛО копий клонированного ГС1Ы и 
ею ло к ти  кший (п nmiMiue ш и  и хромосоме хо 
мйскоИ клетки). 4) конечная локализация сим 

тезируемого продукта; 5) эффективность транс 
нянин и оргиншме хшиимд: б) стабильность 
продукта в м йнисш 1 клетке

Никакой универсальной стршспш o i r r i iM i ic i -  

ции экспрессии клонированных генов не сущест
вует fiaiUkllllinCTlUl таких 1СНОП имени униклль 
иыс молекулярные свойства, и оптимальные 
системы экспрессии для каждого и » них прико 
Д1ПСИ пшбнрлтт. ОСЯМ!И Pill ЮПоИО ЭффсЫШУ 
яоссъ экспрессии любого чу жерех 1НОГ1> гена «ШИ- 
СИТ также сп его решетца с орпнипмом-хотмином 
Нечаилрм мл то что многие представители КИК 
про- так эукариотических opi л жимов способны

к экспрессии чужеродных генов, дам лсмучшип» 
важных и коммерческом (пиошенив продукт он с 
помлшыо lCMionorim |?ско.чбт*а1 иных Л И К  ис
пользуют и основном бм/.чук/п« со//. Эти связа
но прежде всего с ic m .  ч т о  генетические. моле- 
кулярно-6»ШЛСН НЧССМ1С, биохимические и 
фиоцшогичьчгкие свойства этого ммкрооргани* 
мл легально изучены. Кроме того. »го наиболее 
дешевый н быстрый способ получения многих 
белком Но для экспрессии некоторых юониро 
1ЫНПЫ» iCHon используются и л р у тс  opnuun
ми лп:шеь;г tt. ш Ш ,  дрок ж и животные, рис 
тения и т. д , хотя стратегии, разработанные д ля 
/ Ы/-СИСГСМ, I принципе применимы и и этих 
случаях.

Экспрессия генов при участим сильных 
регулируемых п р о м о  т р о н

Для эффсюнпиой экспрессии любою гена со- 
верп и-н но необходимо наличие сильною регу
лируемого промотора, расположенного перед 
данным геном. Такой промотор имеет высокое 
с|ч>лстло к РИК-полимсраэс поэтому прию т- 
юшис к нему последовательности зффсктншю 
(с высокой частотой) 1|1анскрибирук>тся. Регу
лируемость промотора позволяет клаке ( и m 
следователю) осуществлять строгий контрол», 
гранекрширш- Для ♦ксирссснн клонированных 
ICMOI) широко используется npoatrmip хорошо 
luy'iCHHoro/oc (ДЯКТ0И10Г0(-01КГ|ЧИШ / i'oit. ()л 
ituko есть и другие промоторы, обладающие 
полезными дли контроля экспрессии СЬОЙСГ 
вами Для их идентификации перед ык на пи 
i u i c x u m  1с ном репортером, кодирующим дет 
ко регистрируемый продукт, но лишенным
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промотор*, естраииают случайные фршметм 
Д Н К  (рис. 0.1). Если и (Одлмнн* гаком клинки 
tei«-peiutpitp *;ч)>ск1 ивно экспрессируется. to 
лс/ШКН W4UHI. »mi клониронаинмЯ фрагмент с о  
держит функнионялмши промотор. Большинст
во геноп-ргпортсроп кодируют либо продукты, 
пб>С ДИНЛШЩК.ЩМС устойчивого к ЛНПКНИИИКЛМ.
либо фСрМС!СГ, КОТОРЫМ ИДС1ГГ>1ф11111фуГ1СЯ С  ПО-
мошмо дктжочмо простит колориметрического
ICCIU.

Может по9ипн1м:>1| «по наиболее ноллоля- 
(ним способом ошимнамши экспрессии кломн-

(чжанкою гена шишек* нс1|миланис его н пллэ- 
МИД> гак. чтобы ОН находился НОД КОНЦЮ-ЧСМ 
ПСЧНЖНКО (]|>нКUIIOHируюШеГО СИЛЬНОЮ Г*рО- 
ко юра. Одним » i к*п | ери пни п экспрессий чуже
родного гена может оказаться гибельной для 
кдежн-хшимма, ПОСКОЛЬКУ приводит К НС70И1Г- 
нии» ее энергетических рссурсои и iiapyiucMUR) 
метабол шма. Кроме того, пли «милы, несущие 
постоянно (конститутивно) экспрессирующий- 
ей ген, нередко утрачиваются node нескольких 
меточных циклон, поскольку не содержащие m  
k jc ik ii растут быстрее и со временем становятся

Рис. 6.1. Мдлгшфиюин» 
сильных регулируемых 
npowoTopon Н илюммду 
естриивяюг ten pcnopiqi 
бо  громоюрд Хромосоя - 
пук» Л И К  pmpc'KiKTT реет 
ришч>У11̂Г1В̂1 •«тому п ло 
и т  Л/г I I» нетто н ля ют 
фрвтяагш в иля iMiiju 
I СПИ fCH-pdlopiep >ффсх 
шмю •ксирсчснрустся.
11ГД1ПТ, kaitfietpOMtlitiMII 

ФРОПИС1ГГ СООСрЖИТ фуМК 
и»ыл 111ilMlull Промотор-
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о кулктуре преобладающими. IIccui6u.ii.ii(.xti 
n .ia iM iu  - что основная проблема, мешающим 
получению продукта гена, aowninwiaimoro в 
шшзмнле, и еромышлейных масштабах. Для се 
решения нужно научиться контролирован. >кс- 
ирсссик» |лм»м образом, чтобы хлонмронлнимП 
ген 'Лее прес сиро пале я mm, ко и определенной 
фазе клеточною никла и только в течение огтрс- 
ЛСЛСИНоГОВрСМСШЦЗДЛЯ ЭТОГО нужно ИСIWt.il*.ю- 
rqtii сильные регулируемые промоторы Плаз
миды, сконструированные ДЛИ этих целей| 
ил lUiutMicii «спрсссмрующимм векторами.

Регулируемые промоторы
Наиболее широко ИСПОЛЬЗУЮТСЯ следуХШ1ИС 
сильные регулируемые промоторы: промоторы 
lar и Лр-оперонов П. п>//;спсниа.1 ы1осконстру 
»фогип||1ы11 ( а с  промотор, включающий IU об 
лисп, toe- промотора и -35-область п р npoumo- 
|\| (участки, находящиеся иарасстшш&ш 10 и 35 
п. и ло са й т иницшшнм транскрипции); Ле
нин. нли д1, промотор бактериофаги А.; промо 
юр гена 10 бактериофаги Т7 С каждым из них 
спязишаются соответствующие репрессоры, ко 
торне опосредуют пк мочение и выключение 
тр.нхкрипиим специфических генов. Кроме то

го. каждый из этих промотороп узнается коло- 
фсрмс1Гтом РНК-пштмерлзоЙ Р  t oll, в ко юрый 
входит ос нов по II сигма-фактор, присутствуй »-
ЩМЙ II КЛСГТ.С В ЗНИЧ1ГТСЛЫС0 fw vtu illtx  KOJlH'ICCT-
на*. чем другие, минорные сигма-факторы 
Влитолирн этому транскрипции но ocTtiii.iinniui- 
стея по причине мслоститьо свободных сигма 
факторов.

В отсутствие лактозы г. среде Ля--промотор 
К. сой находится в репрессированном состоя
нии. т. с. он выключен бед ком-репрессором, 
бжжнруюшим транскрипцию /от-oncpoiui. Мн 
пукния. или пк Iвbiciiнс/г7г-(н»ср«ап1 происходит 
при добавлении и среду ЛИКИНЫ ИЛИ МЭОПрО- 
пнл-|)-0-тяогалактониряиотида (И П Т Г )  Обо 
■JTWX соединения предотвращают сшпынимис 
репрессора с Лл-оператором, и транскрипция 
гипобмоалнеи:*.

Транскрипции. котролирусмии Лгг-промп- 
шром, регулируется также с номошью белка 
активаторы кагабоптма (САР ) (рис. 6.2) При 
евн плинии С Л Р  с п ром тором  шшишпсгся
СрОЛСТПО 1НХ АСЛ1К-М» К P H  К -Л О Л  IIм еря 1C И усм - 
мнвигто- транскрипция примыкающих • нему 
I СИПИ. Вс|И»ЮО*1СРСЛ1.С|МУ1С11М1 САР к промото
ру повышаете* при его содышишн с ии кличе-

Кг*1 иен 11ЧШН» KviU|rHf|UUMM KOHlirtirflAlUl»
г .ч п ьтм  даатош  е Л М Р

tHmwvt Ьн'-n|»iw«fivip̂ Mir|4nii|!M

Нн n.iiH Ия аОМ

Вмсокаи Ниинш

АМР)

В к х ч ч и п  1 n p Q M O W fi * с и

lie  l b »  I Прочен op 1 П м пм пу

ButOXU»' B n l o IAM l l l l lM I t  | M p rxw N ty  | ,Q .'

m

HltilUlU lluco*** IlMlfmi» I UpOMOtiiB t" СЯ1ь|мь»г
PM К ошмМоркм

V|xcriu
ifUM'bpmiaiii

Нижи в

Н и xuli

Нм.киИ

Пшишии

Рис. 6.2. D.mwhhl’ r;m>hoii.i п.псапы в еЛМ Р tui (ринскрппцмм. регулируемую /аг-1громгоором Г  <tЛ  С д ю к л  
>кя«л«вет направление тривскрттим (По пятым работы Aheb d  д !. 1997 fUtrhrmiW) р 183. lane* дсч1 
Biirldt PwNhkri. Barton, Мдо.)
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скли АМ Р (сЛМ Р), уровень которою iiotuiiuia- 
eioi ii)i|i снижении концентрации |дюкшы и 
среде* Таким обриэим, com репрессор нс сшши 
с onefXiiopOM. ю и присуха mm itruykioixt мри 
повышении ннугримсточиоП концентрации 
сЛМ Р может проннойш усиление транскрипции 
icKotf. регулируемых fac-промитором.

Ни самом кеде и шшжш1нмх экспрессирую
щих векторах нс i тим ус гея один и* дорианто* 
Л>С-ПР0М1УК»Рв1 A r c t i c  МЗМСИСИМОИ 10-1ЮС-
лсдоншслмюмыо, Оолсс сильный чем tor-ripo- 
ММор ДИКОГО типа. Транскрипция С lipOMOYOpU
ш  также подштяется toc-реирессором н юзоб- 
!ioe.iMemi при добавлении и среду лактозы пли
иптг.

Промотор (гр выключается пол действием 
комплекса tf*inroi)KiH—//р-рспрсссор, который 
связываете* i ftp-tHiepwopoM и ирсдот приищет 
||к1нскрнппню /ф-оперши. Активации (включе* 
пне) up промото|*1 происходи I либо iipii уладе- 
пни из среды триптофана, либо при добаатешш 
3-1тдолшп1К|н«ло1К1И кислоты.

Работа промотора р1 регулируасн репрессор- 
ним белком rl бактериофага л. На самом деле 
для |чтулмиии фи искри пи ни с р1 -промотора 
обичмо ИСПОЛКтуСТСЯ ТСрМОЧувСТМПе ДЫШИ му 
г.1н 1 мая форма репрессора г| белок r lw? К лет 
ки. синтезирующие этот 1ч;прессор. сначала пм 
ращитоют при icwnciwype 28 30 С; »\ и т  
услопиях |>епрсчсор блокирует храискригаиио с 
д1 промотора. Когда кути ура логин лет нужной 
фазы (как правило. середины It#-фазы). темпе 
гшуру повышают по 42 Х \  при которой cl,^ р е 
прессор ннактмннрустея и иичинасгся ipanc 
«фИИМПЙ.

Для 1раискриппКи с промотора бактсриофа 
га 17 нужна соответствующая PH К-полимераза 
Чтобы ^ж н о б и ло и С 1к>лкюг.нть сиут промотор 
1гн  НИК-полимера гы фигиТ7 подчищают нхро 
моСому / азИъ составе профаг.iX. поместив его 
пол контроль for-промоторе. Затем метки 
храм сформируют илнэмцлой. содержаний гси- 
Мишель иод контролем 17-npofticTrOn;!. и добито 
лннл вереду И П ТГ . R ’m ixусловии*происходи* 
и иду кто'я гена PI IK -попимерази Г7. емктпи- 
русгся PI IК-полимераза и происходит транс
крипция и трансляция м оппромш ж то гена 
Часто между и реме нем индукции тени РНК 
tiOHMMcpaiu 17 и началом транскрипции гема

мишени проходит более часа. Дли флмскрип 
пн» с сильною 17-промотора создана целая 
серия нл.нмид, получинншх название рЕТ-иск- 
торов.

Эффективность iiHakiuaaiiiHi (к кл-рсирсс 
сора и соответственно дети палии транс k|4in ник 
ЯЩМСМТ 07 СООТНОШСНИЫ между числом молекул 
репрессора и числом копии промотора. Если 
концентрация |>cnpcicop;i слишком донка, то 
lpaHCkpmiLLM* нс инициируется, и iranfcojMxr, ес
ли молекул репрессора очень маю (даже при 
ТОМ, ЧТО ИХ (XV!M1K\ чем Копий промотора) то
Фянскрипшш может идти »• п отсутствие индук
ции Про такие iijK)>n/»opu говоря?, что они «тс- 
ку I*. Чтобы осу 1ЦССГП'птть стропи! контроль та
ких регулируемых систем* разработаны разные 
аритспш Например, геи репрессора исоптпст- 
сгвующий промотор пометают п дне разные 
плазмиды, присутствующие и клаке в разлом 
числе копии; это позволяет иолдержмвлп. нуж
ное соотношение между числом молекул ре 
пресс ори И ЧИСЛОМ КОПИЙ И|ЮМОГОрИ. Обычно 
»err peniH’Ccop.t находится и малокопмйнои плаз
миде, число ее копийI» клетке не превышает 8 . а 
ЛрОМОТор -  И мулмнкопийнпн lUlaJMime I 
30 101) копиями на клетку. Геи репрессора мо
жет быть локллклоаан и и хромосомной Д Н К , 
находясь и йен иедкнегпекиом числе, что лазио- 
ляет поддержиють низкую ш щ ипраиню  ре
прессора. В системах* использующих Air-лромо» 
тор. можно получить /ас репрессор и 
лшчигслыю большем количестве, если замс- 
шги. heI-ген его мутантом ((юрмой far/4, что 
11РИ1КХЗИ1 К уМСИМИСНИЮ «Протекания* IIPCVNKV 
тора, 1 . с. к снижению уровня транскрипции
kjoi тронам iioto гена без индуктора*

Получение Сныыиих колича т а
белковых продуктов
Jlnu  получения больших колпясстя чужеродных 
белком с помощ ью  рско«.1Гк1*някг*1ых япаММоп 
Г  к М  была скоист)зуиротш 11 илазмила рР!.с2КЗЗ 
Они содерж ит си п ы п ш  п р о м т о р . сеттсктипны!» 
маркерный I сн к короткий участок с  Ясс кальки 
ми уиикалккнм и саш им и дди рсстрицирующ их 
ферментов <иолн.1иньсрК  следую щ ий непосред
ственно Промотором. Э(|х|зС*. J HlillOCTl, этого 
эксп ресс и ру ю ш е ю  вектора и ос у ш ест плетши 
синтез.'! чужеродных белков п Г. <uh мож но еще



O lt'fllM H lU llllM  JKCDpOCCMH к и п и .  К,*ЮНИрОав11М4Х II П )К М |М М Л И ,1 С С т  С МСI с  мак №

Тгмьгшм Л / Ьншеюшпь числ» копий трек inn »ии ,.
ИМЯ. lU :ltp C C L Iip > U U IIItX  H ’ M n j n i l l  U l  u U I R jU * ! )  p U M

1 l td M i l l Чкло КОПИЙ W » N IK } П|«#ОТ«>р/̂
П С и  Г

frfsMOJ Ь? 521 lln
рЛсЯМ ЗЙ 42 Ли

Ml /13 Ли

I'tfuMii Kt mull I-Wd IW1 (f*i a  ИП 11.1

больше nonucirn.. «ионии ciiUT пмиииамим реп
ликации пли иыилы pPlx2833 оншюлгжым сай
том iu u c s m iu i4 pKN402 Это приводит к >жлиме
нию m iic im  копий модифицированной плазмиды и 
5-10 pa i при температуре 42 "С (табл. 6.1). Полу
чениям аки%I обрг.юм ttiuiJMttiui рСРЗ содержит 
р1 -промотор и генр-лактюлдш (»сн устойчивости 
к ампициллину) in  рР1 с2833, а tain мниншшии 
репликации из pKN402 (рис. 6.3) Несущие ее 
юшки сначала имрашишютпри температуре 2К *С\

I сигм при 4? *С При пониженном гемиерлту- 
ре lew <1 репрессора. итерированный в ДН К  
Г. otit. »кд;пр.*ссирустся, i* промшор не функци
онирует И ОбразуСГСЯ число копий шш V*
милы (табл. 6.1). При ноимшепии температуры
cl рсирссор iunnm«uiipyen.Ti, //* промшор пере 
uuiifi i\ лктшмгпе состояние, и число копии шгат- 
мидм уислмчшмется. Все что и дитст плазмиду 
р С И  чффсктопич чиспресс1фуюпшм пастором. 
Когда тон ДНК«липиы 14 (Нол встроен и пшы- 
п и т  ср рСРЗ, и» выход его продукт сослать) 
примерно ТОЙ* т  общего катчеепш белки, син
тезируемою cult при 42 С  При лом на долю 
собаиенпыч. itmifkmcc активно стопе mpycvm 
белков L  cotf, например «Im m o jx i а п о н п ш и и  EF- 
I и, iipoxuunv»! примерно 2ft.

крупномасштабные системы 
При кул1.Г11кнронани»1 и небольших объемах (ел 
I до 5 л ) индукцию жспрссчии осу шее т л я  к п 
либо изменением темпера туры, либо доСчшлени

IVc. 6.3. Сталине iiuhmiuim рСРЗ Из 
илнм'илы pKN4U2 с помощью рсстолин 
руЮон.'Й 'Жлонукдеа на He#II нмремнгг 
4*)В1иснт с. са&сржаишП тсмосретуро- 
>/)«сти11тгл|.о|4м едш ни пиши I пн реши 
••iiiMM (<W), к ctuMtofur его t Wei'H фри 
%irit№iii I и 3 шшэмнпы pPLc2H33 
epwMcwr I содержит /f-нромагор н no 
п11М1ииср(ПЛ), a фримоп Э (tm n u i 
itu* м;цжеридН ICO v o u Ht h w a i i  к iu ~  
тШАДИну (Amp1)

a

i
f *J лроанис
MtaMiy*jc*.iai3

//lirll
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I.IU4 после ИМЛУКШШ ТраИСКрИПНИИ добавлением 
тритона приходится соответственно 2 1 о 24№ irr 
общего Количества сттгагрусмого белка. Таким 
образом, ддухпллзмнднис сиасмы позтю.пиот 
nui^iaib белковые продукты i  пимтцыо реком
бинантных MOV.po* >|*f;il 111 JMoii || lipOMUUUICllUKIX
масштабах и о п т а п е д и т  недорого

Наиммовалие для jKatptctuu других 
микроор&ишзмо*
£  ctttt не единственный микроорганизм, к о т  
[НЗЙ ИСПОЛЬЗуСТСЯ ДЛЯ (TllfTClU чужеродных бел- 
коп К сожалению. теистические и молекуляр
но-биологические cw>iienm большинства других 
МИКрООргШШ ШОП изучены не шк хорошо. Кро- 
мс того, нет ни одною лектора или даже промо- 
ropim-pciipcctopiiott системы, которая обсспс- 
•iiiratiiu бы оттш илш ы й уронен*. экспрессии «» 
K.ICIWU Н4.СХ млн Ч411Ы бы только ГриМОТршШ- 
тсльних бактерий. К счастью, многие страта шц 
(ыработаинис для /. го//, пригодны и дли мно
жества других микрооргапичмов, что позволило 
проверить различные промоторы ил их сиособ- 
1114:11. обселечиK4Iп. флиехришсию и других грл- 
мшрицаггслми4\ бактериях Глк. и одном ит ис
следовании был сконструирован набор 
iiu o m iu h m x  зкспрсссируюших НГКТОрОН, солер-
А.И1ШХ промоторы for, Ur*, Nni (icua устойчиво» 
o n  к нсомицииу) и SI (r t iu  рибосом»loro белка 
SI fOusohuiJTi wetiloti), и определен уровень экс 
прсссни remi (к п лктм п ы  пол контролем каж
дого из них (табл. 6.2). Обнаружилось, *гго: 
I) указанные промоторы проявляют ту щ и иную 
•и. ТИПЖ1С11* во всех использованных бактериаль
ных системах; 2) промотор гае наиболее активен 
и £. coli и 10141 :пю менее и других бактериях;

1) Nm— ктп|н1И по активности промотор и £  гг // 
и самый активный п других бактериях Промо- 
Topifwc участки у пссх грам!1грицлгслы1и\ бак- 
герни имеют сходную 1 lyiLTCOTНД1IVИ) послсдсии 
ГСДЫИКЛЬ, ОДНЛКО это нс шиячдет, чю  самым 
•<|й|»СКТ111111ЫМ проМСгГОроМ ДЛЯ ТОГО ИЛИ ШЮИ)

opiaiiH tKfii будет пи конный нлнбопсс mJmJick- 
Л1НСК и £, ctrfl. Тем не менее £  ГОЙ-промоторы 
могут о м  ш и :*  иполне приемлемыми ilim регу- 
лмшш экспрессии КЛОНИроЩЩНМХ ГСЙОН II И 
других грим отрицательных бимернях

Попытки ССК4ДВН1Ш •yHlUiCpcailtllOlli- «ко 
ирсссируюшеп вектора для грлмп?ринигслм1их 
бактерий б*.1Ш' весьма многочисленными В 
конце концов бы ш выбрана следующая страте 
гик Фрагмент Д Н К  размером 70 и н.. происхо
дящий от синюю m  копнения мпнертиронимниА 
notitopoti и транслоюнг $ (TnS). встроили имс 
d e c  соответствующим промотором u ппдилин- 
кер M4uoxomilb(oi\ плазмиды pKK29l) c широ
кий спектром XOiBCn и получили плазмиду 
pAVfO (рис. 6.5). Клонированный eel мент Д Н К  
и I Гп5 содержал дал независимых, но перскри- 
яающкхеи промотора. кажлий ш  которых необ
ходим /ыя транскрипции одного из ключевых 
Тп5-гейше Поскольку Тп5 эффективно экс- 
ирссснруетсн и разных бактериях, ею промстн»- 
ры можно испн/пдоють для транскрипции ра>- 
личных генов. Чтобы проверить это, и 
поди тикер сразу за клонированными проыош- 
рамн Гп5 встроили гены хдорвмфеиикеш-ицгтнл- 
трансферазы и Р-тлнкконлазы, Их эффегств- 
ния KKCtipciiTiu происшдцлд и клетках Atcakgcw* 
sp., A*. сов, Ettltrobdcfcr chut не, КМкчеНи pneumo
niae, Pxeuitomonat Uu fieri, Psrudomotws JJ/jotxMcrt* 
к Semitiit nwrttxctns. Лакам образом, есть редль-

Та&ижа 6.2 A k h ip d o c t i- р п п п м а л и я ш  и фи*етр'|д||е11ишхб*нлсрн*х. иссуши» пла*1м и д т 1й векторе ifiio v  
iaeZLcoS и ютерапогнчным ipoucncpow1»

IlfMMmvt* Л ли в а п п ь  JV-c* Ий 1 u•»».!* 141, К Л

Е Л Ш е Ш  cU i Н к ы + ш т тгШ .Ф ЯАгечЫит frxvrninttuirvm /ViwLuwwn f*tktit

O icyjciByrr 16 П О no 150

Nm 1400 2 1 ЮП 1.1900 16300

ta 2000 fOS» 6250 W O

n r п н ю ТХЧ» 1ГЧ» 3VVi

SI 4(1 3XX) 1300

"Полним Ы м л .1 . IW>, ( Ь В  17̂ *Ь
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Рис. 6.5. клонирующим U KK'P рА\ К)<Г>С» соблюлс 
пин чьюшаби) Покашнс* иаюхсниг i m a  уснтчипо 
стн к тстршиктниу (Ict'k саГпа |«cvvp%tKi4n»i дли >н 

/feril. сайга ниннмиимн ivuaiujuptit (orv). 
n j4 »vim (ip o (/»} и ncviiuiiitifcCfii (ПЛ). Пс-фоиышис кчи 
нироваиното гена и нолплиикср craiurx его ПОД titan 
роль npuuoropa 1 nS ip). Стрела ука.тыьйст ieanpon.:c
МНС l|UlMLkp|llllt|l|l

или ouiKKTAMocib iicfiuni.Mmaii* Tn 5 -промоторы 
дли iiid u iiu iu ik  транскрипции чужеродных JC- 
ноп d клетках расшчных бактерий.

Химерные* белки

Очень часто чужеродные белки, особенно Iк- 
большие, обопру* 11  каются И ГСТСроЛОГИЧНЫХ 
к I Hiiiii.iiv с, тем. л* чиии. и минимпльних коли 
честах. Таком кажущийся и н ди й  урона и» ткс 
прсссин кодирующих ИХ ICHOII М> многих случи 
*х объясняется легуа/инмей чужеродных белкоа 
»  хозяйских клетках. Одни нтспособен решении 
*тоА проблемы состоит и косшлетгкм присое

динении продукт клон пропан not о гена к како 
му кибудь стабильному белку к тетки -хозяина. 
В состаис подобной конструкции, получившей 
иншшнис •химерный белок», продукт клоимро- 
манного гена оказыкается защищенным от рас
щеплении иротешамн хозяйской клетки, чи» 
было И Х(>ЛС »кс пери мен юн

Г.чаяние белком программируется НИ урежис 
Л И К  лигированием колирующих участком coot 
метет ну Ю1ЦКХ г с нон В самом простом миле Кек- 
торкни система слияния предусматривает нклн>- 
чсиис I они *х| и шеи и и ти cm  cci менте и 
кодирующим участок клонирешдиного I сна хо 
щмин. Очгнышжно, чтобы РНК. транекрмГчгру • 
с.мая с монироилнштго гена мишени, имела 
прапнльную нуклеотидную 1тоелело1иксл1.носИч

iK’-cviKTsuiwniHim* * образование продукта моим 
рошшното ГС1Ш. Е с т  при объединении сегментом 
Д Н К  происходит изменение рпмкм считмилнии. 
г. с. последовательность кодонов летсршн1ирус1 
укороченный или неправильный трансляцион
ный продукт. то не сможет образования и функ- 
иионалыго дктшшля <|юрма белка. Убслцтьс* п 
прлннлыюспг рахи.н считытиниг можно ри ПМмН 
способами, как правило. длп тгого необходимо 
знать точную нуклеотидную НОСЛСЛЩитТСЛЬНОСТЬ 
лигируемы*. фрагментои Л  И К.

Рас ще/иашг химерных (иыко*
В 1.1ЛНСИМОС1Н oi нрелнааначення бел копою 
иролукы I .KHuipOMUiiuifti le iu io ii может h u i o .il  
тоишься как каковой иди к составе химерною 
белка, причем последний вариант истрсчастсн 
нечасто Например, ю  \т ирисутстиня()|тигмс111а 
ХОЗЯЙСКОГО Гкглкл большинство химерных белкой 
ока деваются исттрит/ШЫМн для применения и
КЛННИКС. 21 сам проиукг К lOlilipoiUtHHOro тени 
мишени может ока ui ься неаКТНПиым Кроне то 
Го, для хнмситых белкой предусмотрена битее 
сложная щх)цслу]Х1 ГССшроииння, которую пни 
должны П|ЮЙТИ. чтобы получить разрешение к 
применению у соответствующих орт лнн займи. 
Все п о  Листаюяег искать способы удд темни 
ЛИШ1.НХ ЛМИНаМ«СЛ01 IIUX (1бСЛСЛ01ЬГГСЛМЮСТСЙ
пт молекулы получаемого продукта. Олин ИТ 
таких способенocHomiH на присоединении бед
ка. кодируемого геном-мишенью, к белку кдег- 
кп-хозяина, содержащему коротким нап ил, 
распознаваемый специфической протеазой ис- 
блктер1ЫЛ1л(ою происхождения I акос пр»1С«>С 
линеине тоже Iipoi раммирустен на yjHiiuir ДНК  
Олигонуклеотид мыс линкеры» несущие слиты 
для иротсат. можно пришит», х кдонирежлиному 
гену до т о т . как такая конструкция будет пнсдс- 
lui в экспрессирующую векторную систему ели 
•Iиий. Линкером может служить, например, 
ожнгопук теотил кеширующим петпил llc-filu 
G ly Агр. После сш тм а и очистки химерною 
белка ддя стгдслсмия белкового продукта, коди
руемого клонированным геном, можно ИСПОЛЬ- 

МЧШЛ. фактор СЛСРТ1Д1ЫНИЯ кропи Хй. который 
и At истец спсцифичссксш иротсинл mil, ра фмна- 
юшеа псш плнис спгин исключительно на 
С * конце I incite яо!Я1тбЛьиост и llc-G lu -G ly • Лгу 
(рис. б.б) Вол ее того, поскольку такой пептид



3
18 £ > 
3 =a

II
II— ^

3

I ! !  5 s r 5 "
J  7 f=

Ml
m
H ;
^  c -3
Э £ 5
e  —  3

Mil., 
i f f  is  
i m I 
l i f t  
§ m ~
= = *  ? 3
= c- r  ?  ?Ilili

03 ^  = = 5  ?.

 ̂ ! '  Hr. -  cc j: -

5  r  i  5X
= 6•<• r. -

II
-  X

•<r

3-
2r

S = 
2 -311 
11

3  s  ?

5 5"  X! K
II

s: о -  
X  3  s

5 *°
is £

f

*5
£  
L .

I
I
I .

j
f  II

5 .

tl

О



114 ГЛАВА Ь

Тайлица 6lJ, Очистка химерных бслнл>в, щчмунир) гмь \ £

к/*Ш*СИ1 AMOCpOlNV ( c m i , 
C V K U M O M U ^ D  1* A U i i r i r W 1

Р»ин*р Атгголо Vc.NMUMI 4 Ж»ИроНЯИ»|1

г г 14хДи ш Hiiiuiil pH
Г и гт и .и и н а а Л *  « ю т а » 6 — 1 0  ИИП1КШШЛПГ W И%1КП11 ЮМ

Strrp-му |f>*M»l»»n*HLWU ( 1РС1ГТЗОСЫП ItMmwfwomii
Ип1Ч-»1й ПкДв ( трппамуиим (iivmtn
МНР 40кВв АММЯ Motiiwi
|\-;Ьагпммк1 I7nJU Сх: imim6o|imv Ьсря|
CSJ Я*Л« гяушмтп И о:(апм1ти1»91К41|11|1 ptTM.ni
Ы X ММШНЖ1К.К1Т ( IICIII'O'IHCCMC MOfftnu ИМ (Л. IKHCC

мпитою
Ни M H U ie» fip a m o  

ш ц ю

^ nvAihe»u%*|n(«»»ii Nwpnnrt •!. IW. JWmli AbuiAntf Ifc
// или ,\ SUiV>i4M.».*»ov,4irp t.n fuuin* iir.-«uaniuNli«|«itiiMiM •. сцгшижу т̂у. AV.TViM ^•oicrf.
NMifmmiicoamM/ft a £. « # №%n̂  Miu* кмкп>*япгш— шЯбт.***; (1ST гяутатспХ 1?шп<г|»м. n.v ncimu, уямшкммм
uitrtv.niii* » ii

емого клокировашшм геном, м фуимшонятыю 
активной С -конпсвои часто f^ramKitxiM/ra. 
Он может ПС ПОЛЬЗОВАТЬСЯ KilK aHTHfCII для выра
ботки ш т п г л , дающих перекрестную ршкщио с 
белком клонированного гена, пли как imcrpy* 
мент дли получения небольших фрагментов еле 
пифических бепкоп

Химерные белки И СПОЛШ УЮ Ю ! НС ТОЛЬКО Л,1К 
стбллиьапии IKVIlinCirnunil, но и для упроще
ния процедуры очистки рекомбинантных белков 
(табл. 6.3) Так. ндашидноя конструкция 
Sotchun#n)trs iw ii/ d f . содержащая ген чсловс- 
чсскпго|||1гсрлгГ1К11на-2 с присоединенным к не
му сегментом Д Н К , колирующим маркерный 
пептид Asp-Ту г ! . ) v А*»р-Asp - Asp-Asp- Lys (ом 
продастся пол питанием Fbg), лынссшист двоя- 
кую функцию: Обсспсчииисл сгаб1ыищ мю  про
дукта гам  итерленмнш 2 и облегчает сто ичмег- 
ку. Интерлейкин ? -  это биологический фактор 
сшмулирую|Ш1Й рост Т-клсток и синтез В ме 
точных анигтел. Химерный белок, обрпуюшнй- 
ui после экспрессии «топ генетическом конст
рукции и дрожжеиых клетках, может бить 
оЧКшен та ОД1Ш прием с помощью иммунпиф 
финной хроматографии. Для лого мш и уклонить 
мыс и ш ш ш  к маркерному испишу фиксирую! 
на гкшипролнленоьом носшслс и пропускают 
через колонку химерный белок, которым ешмы- 
н к к и с  этими антителами (рис 6.8) Маркерным 
пептид —  небольшая молекула, на его обря кжа- 
мне расходуется лишь тения ЧИСТЬ КЛСТОЧНЫХ ре

сурсов. Химерный белок обладает гиков« же био- 
лотчоекой активностью. что и м я тн ы й  м т р -  
лейкян-2. Однако если он преднатиаченлля при- 
MCI (СИНЯ В клинике, ТО Маркерный п а те *
необходимо удалить. I иконы требования госу
дарственных служб, котропмрукчиих ИСПОЛНЮ 
пвпне фармацевтических преIтритон Лам /того 
МОЖНО ИС1КШЬЮ1ШЬ бычью ИИЩХЖННи J>

Мнение белки, продуцируемые £  coff, iw m ui-  
лмшиотсн и клетках и форме нерастворимых био- 
логически неактивных гелей включения И хотя 
иэ токи* структур 'шего удастся подучэть и мс 
больших количествах биологически актив! ii.ni 
белок, ДЛЯ ЭТОГО прихидигем ПРОВОДИТЬ ПрОДОД- 
жнтсл1лую  солюбилизацию. Плохих распюри- 
мость белков in vivo *шсто oGycioiuttiuiriCM их 
ислр!У1н.1Ы1ой укладкой, и эту проблему пыта
лись решить ри&личиымн способами. Так. из
вестно, что химерные белки, одним и» компо
нентов которых НИЛЯС1СЯ тиородженн, белок 
моя. массой И .7 кДА. остаются в растворе, даже 
сечи ни их нолю приход И гея 4(1% суммарного 
К JILT О* 11(010 белки. Имея JTO В ПИЛУ, 1С11-МИ1НСН1* 
встроили виолилинкер ершу вслед ха геном ш - 
орсдоксина. так чтобы оба лих гена попали ikvt 
контроль /^-промотора в плшчилиом векторе 
t  cvli (рис. 6.9). В хромосоме хозяйских* клеток 
£. сон, исполыукчцихсм в чтоЯ системе, присут-
СТВуС! 1СИС111Ч1Ч. К.1И КОНСТРУКЦИЯ, ДС1Срм»1ННру- 
ющпя обрамили т с  репрессора г! -  кони* гена 
I I. МЙХОЛЯНЫЖЯ I Sibil 1(Х1НСКРИ1Ш1ЮИНЫМ мгиро
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Himpncitann 2

Рис. 6.X. Очистка XllMCpiKUO белы с помощью иимуио 
аффинном хроматсмрифни Анипели к маркерному 
т и т л у  химерного Сема фиксируют пи тверпом носи- 
ГГЖ 1« lipoi 1)ХХДМГ нерп холопку химерный Сс.ЧОК ЪАф 
нерпы» пептид. ихаааш лП п  состп xivucpitoro белкл. 
сяитыкшся с аитопедвмн. а т е  осылып.к белки сю- 
бедно ирохачм J через колонку О л  шейный химерный 
белок элюируют из колонхг.

л см  промотора (гр В отсутствие трнш офанп 
(риг <»9. А ) ргнрсссор ОбрйТуГГГЯ п количестве, 
достаточном для блокирования транскрипции с 
f} ••грГ*М?1П|Х«. 1« химерный белок ИС СН!ГТС311р>С1СЯ. 
Когда и среду добакчиюг триптофан (рис. 6.9. /*). 
Ар-промогор выключается и  белок-репрессор нс 
си»псзирустся, а гены хичернедчз белка транс- 
Крмбйрукггси с  «пн iMiLTitoro />1-промо ю ра. С и н 
тезируемый химерный белок, с сего  «шли из тио- 
ГВДОКСМИЛ И беЛКЙ-МПШПШ. К«.>НЦСМТрируГТС11 я 
основном и особы х областях с  внутренней Ctopo 
ми плазматической мембраны Л. colt, шпыпас 
мых зонами адгезии, и высвобождается из клеток 
при осмотическом т о к е . Далее белок мишень 
можно описи im . от  химерного белка с помощью 
и п е р п к тп и ь : Химерный белок, содержащий 

тиорсдоксии, можно очистить ещ е ОДНИМ СПОСО 
Гюм Гели белок миш ень о с т с т с я  стабильным 
при iionuiiiciitfit температуры, то, поскольку тис- 
рсдоксип не раэрушлсгся при н ш р е п атж  вплоть 
до 80 С . химерный белок можно ннкубнрогопь 
при вы сок л к темперепурах и освиОшшгьси сп 
больш инства других клеточных белкоо. pa зруша- 
ющихся при .н их условиях.

Включение белков в поверхностные 
структуры
Дли скрининга обширных (ло 5- Ю|С* моно») биб
лиотек комплементарных Д Н К  (кД Н К ). коли- 
руннцнх редко встрсчаюшмсси белки, были раз
работаны специальные системы слияния. 
Обычно кД Н К  встраивают и гены пооерхност- 
ных белков (белков филлмс»гтовили иилеП) иит- 
•иных бактериофаге» (например. M I3) или бак
терии и после транскрипции и трансляции 
получают химерные белки, входящие и состав 
поверхностных структур :mix микроорганизмов 
Здесь их идентифицируют иммунологическими 
методами. Часто для слинния используют геи 
поверхностного белка pill фаги M I3, который
СПЯЭЫВДСГСМ С Г-ППЛЯМИ К. СОИ II HIHfllHHpycl
инфекцию. Для клонировании кДН К  и других
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A

I IniJCplIM&TtfWl

i най’жи

1*>тр#1

'Ь*ГраЛ1Н#* IKffnUU

tlilliC p H lllT tlU ll
мембран и ми 

“ 1 6см».

I t
С|ш|̂ жн

Мембран*

lli<V грм

ISnr. 6.1ft. Химерные белки, cnctw iiuie in  п<*н*рхно- 
emoro GaMcpiiaiwwiro белка и чужераютго бепкл- 
m m u ic h ii. прмспслммсимсго I  его N  или f  КОМП)* {Л\ 
л«бо о». %mvhhimoio it экспонируемые y'liii'Ticif молеку
лы (6 ). В обоих случаях мужсролньи1 ПС1Г1 ИЛУ или 6с 
»Пк О М  1ЫШ1М1ГСМ ИЯ IIOUCpXHOtTII CuiKlcpillUJMIoll 
КЛС1М1

I неге мы ел им имя с покали миней белков
МИКИТКИ НА МОВСрХНОСТИ й|М1фИЛЦ.НЫХ клеток 
можно использовать также для супериртумшм 
некоторых белков и пептидов. Тик, в одной in 
| la Go Г II ytocrok, КОДИруХИЦИЙ ОСНОВНОЙ Ослик 
ил|пжио11 мембраны A <*ш/нотшшл aeruginosa 
(OprF). Ом i пстроен геи янтнггнмого лгтерми 
канта возбудителя малярии П а то М и т  /ala - 
рагшп. бактериальные клетки, синтезирующие 
сош»1С1С1яу»0|||ии химерный белок, лаваш по
ложительную реакцию с моноклональными ин- 
1 пилами к /• faklpanwt. Следоштодыю, поверх- 
маетные химерные белки можно использовать п 
качестве накипи (гл. II).

Однонаправленное тандемное 
расположение i еио»

Обычно уровень генной экспрессии пропорцио
нален числу копий тримскрибишемою гена и 
хозяйских клетках. Огекма следует, что с увели

чением числа копий плазмиды должно уисличи- 
ПЛ1ЬСВ II количество продукта встроенного п эту 
плазмиду |сш. Однако помимо клонируемого 
тепа iLiaiMitiA содержи! и Другие грпнекрибкру 
смыс иослсдолатсльности. например гемы ус
тойчивости к антибиотикам, и но мере увеличе
нии ее КОПИЙ МОСТИ эисргс 1ИЧССКНС ресурсы 
клетки буду I по псе Сюи Ыне й степени нппрвп- 
m ii.cu на обри «омиис белков, кодируемых
ПДП 1МИДОЙ. И МСТибсиИЧССКПЯ АКТИВНОСТЬ ХОЗЯЙ
СКОЙ клетки упадет Выходом и i тгой ситуации 
могло Оы стать пс I ран win ис а тпокоиииную 
плазмиду нескольких копий интсрссуюшсго ис- 
слсдо№псли гена. О днако ир»« л ш  возникает 
(Villa I с хм и чес к им проблема расположение ге
мов п такой ориентации, чтобы псе они могли 
прапилми) 1рлнскри0иро|*-пься и трамешро- 
ютъем, Простое сшивание •конец -а-комец* 
приводит ь случайней! ориентации генов, так 
•по ошin из них экспрессируются. ад  руте, Ни- 
xivtiicuiccH а протилоосиюжмоЛ optiemm utu, нет 
(рис. 6.11).

Чтобы решить эту проблему можно исполь- 
мж1а|ьресгри1|мруюи1ии фермент Л\и\, который 
узнает последовательность ( 'К  <»(•!» и разреза- 
С1 Д Н К  с 5 -копии ш остатка Т .  Процедура СО
СТОИТ в следующем. Плазмиду, содержащую эту 
последовательность. разречакп с помощью Aw\ 
и, используя ЛИК-полимеразу 1. доезживают 
липкие концы Затем к обоим се тупым компам 
пристраивают £гтЖ1 линкер (CiAA’l ГС ), вновь 
замыкая кольцо. Получившаяся lunjstiua со
держит сегмент Д Н К  с двум и А\ч\  айнами, 
фланкирующими ieoKI-сант и перекрывающи
мися с ним (рис 6.12. А и Ь ).т  с. послед оватедь- 
ностъ CECCiGCiAA'I T l T C Q C iG  (здесь подчерк
нутые ociioriiiHioi сайты у мишаиэш дли Ли*I) 
Нужный Iей вместе с трансляционными старт- 
и crun-ciu ш олчи ecipmuHiKri и £гг'К1-сай1 и 
затем пире ыЮт н i плазмиды с помощью <4wiI 
(рис. 6.12, Ну Гакис фрагменты имеют McH.ini 
тичные липкие концы, и поэтому при последую 
ним сишнамни соединяются в одной ориентации 
Подобный набор ецшедш л ременных тандемных 
копий гена можс! Own» 0С1)нкм а экспрессирую
Ш Н Й  ПСКТОр. П р Н  #IVM 1MIVKMHBM ПОС-1СЛОИПСЛ1.

ногть может находиться в дауч ориентцняч o ih i> 
стедьио промотора, так что сс ikchpccciik 6\jci 
происхолни. Tivu.KO г* SO'f oiynacA
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А BupnaMtit* гейм
Л Ы  АЫ\

’S T

h 1икдсммые I unifM. uCfuoyioumecN
П1Н:ж МПИГИПИИ

РИС, 6 .1 1. О б р а ю ш и ш с с л у х а м и  o p iic im ip o iu u m u v  m o c M iiw v  noffropo*. I K io in ip o t  .t im u c  fe ttu  1Ш|чгкямгг и»
^локирующего ncKiopj с помощью рсстрИиируюшей )IW m o m r мл ЛЫ\ и отдгяшп от векторной ДНК Л. Cm- 
дпют условия, при которых происходит сшивание Mifwiitmiv пикш. Посхапмсу нудосотилмыс послсдокгте^ 
пост обоих выступающих конш>п гемов опцникони, последние метут СОСЛИПВТвСЯ в любой ориентации. II ре 
•I) льттс обрату клея тандемные поиторы га случкою оригктмроппниьа тоспсдокгтс.ти*ос1гй

Другой ПОДХОД ОС КОПЛИ МД ИСПОЛЬЗОВАНИИ 
синтетических ориентированных ддапторов -  
коротких ШННОЛСМЖСМНуКЛСОТТЦЮЛ. присосди 
ценных у концам линеаркэоганной шмэмилиой 
Д Н К  м к концам ф|ш ментов Д Н К  с юкжирус 
мим геном При л т  пропан ни rnt фрагменты 
располагаются только и одной ориентации 
Описанная процедура технически значительно 
более просто, чем та. и которой исоолмустся ре- 
стримируюмщя зидонуклеатл ЛиЛ  ; кроме того 
или мс требует, чтобы и jchc- mhhichm uicytiiho- 
плли Aval и £rt>KI сайты

Уже показано 1ксперныагттыю. что уро 
пень ткспрсссми генов интерферона действи
тельно увеличивается пропорционально числу 
тандемных копий гена, по крайней мерс до че
тыре* копий ни плазмиду. Однако тандемные 
моторы иногда оказываю тс г нестабильными н 
со временем некоторые us них млн даже псе ут- 
рпч и маются плазмидой.

Трансляционные экспрессирующие? 
векторы

Наличие силыюго регулируемого промоторе -  
J тн очень важное. III» недоспи очное у слюне мак- 
симм uiiiiiH количества продутая клоп прояви» к>» 
to гена. Большую роль играют также гхМннгткп» 
иметь трансляции и стабильность самого 
продукта. В прокариотических метках ратные 
чРН К  мс всегда транслируются с одинаковой 
и|*||СК~ТИП|(ОГО.Ю Глинине может составить не

сколько сотен pci I, и в результате и клочке будут 
присутствовать СОТНИ II III лаже тысячи копий 
одних белковых молекул и лишь несколько ко
пий других.

Различия и трансляции связаны -  по край
ней мере •ычичт» -  lOcnoRcimiMii имеющегося 
в транскрибированной P IIК сш ил to iiiiiiiin.iniiii 
гр.ниляннн. мятмвяемото ешмом гвятиппним 
рибосомы. Сайт сия «икания рибосомы эго
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—  G A G C C C  Т TA A G IA G C C C  —
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Рис, 6.12, kjoniipoittinic несжммаи копии icua и «шмпИ пляннидс 
А  Соа/эшис исмора. Г1г.аппи> рихрсаадт но ^ral-caftty и обрмюм» 
rilMCOl IIIIIIKItC KUtIUU ЛОС1|П;В(МНЛ с ПОМОШЬЮ Л М К -IKUlllMCpnU.I I 
/ tvli. К  тупым KoiuuiM ирмсислнипкп £ctiKI-линкер, шмыкмтаип 
калию Ь Bcipanhuiiiir £>с>К1 тикер* и Aval-a lh  к» илпннис Я, Обри
m ib lll lV  CVTIК •ОМ!plllUlCIIК О  1<> Ш И И 'М И П Ш  liClIHOfJI

hie.6.13. Внугринсночсмюс cn»rniunnc h молекуле мРНК, нрепктсгву 
к и те  *к]иКк шиной лтиипщин- GGGGG enfti сиси лит ни рибосомы. 
ALG (красные букьы) -  кжщтторный колон, CACi-CAU-CiAlMJlA  
t i l l  -  несколько лсдон коаонш Обрвнггс Ш1НЛШШС, «по Кроме 
СбЫЧИИХ ДЛЯ МPH К пир A U И СИ! Н1ЮГДН ОбрвЗ>*ЛСЯ пиры СП \
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В А Ж Н А Я  ВЕХА

/дс-Пром отор: функциональный ш и р и л, полученный ю  trp- и /аг-промоторов

И. A DcBoci. ! J. Готмсск, М. S’awcr 
/Vac. . W  AttuL Л*. / ЛИ «К 21 25, IШ

Приступим к КОИСТрупрОКШИЮ 
гае нрсшотори, Де Боер и Сю кол- 
л е т  с г .  л и  т  с  г о с  и  ц е л ь ю  с о гц ш  

П И В  »Ш ОС1ЮПС Л1»>л р1ЛМ  и х  с и л ь 

ны* РСГУЛМРУСМЫХ промоторов
СШС бОЯСС СПИЫIOIU ПРОМОТОР!), 
способного обослсчипить нмсо 
КИЙ УРОЛСИ1. экспрессии ‘«ужером 
пых белкой Когда они начинали 
coon Hcc/ttffomiHUfj, нуклеотидные 
ПОСЛСЛО№ЛГЛЫГОСТП богтМИПНС: 1Ш 
ирокдри1гп1Чсски* ПРОМОУОРОТЦ и 
первую очередь I  СОН, были уже 
успикжи и м. опив ко конкретные
С III if* Cl ИИ, оГ|уС.Ч)П11ИГг1Ю1Ц11С их
л]«|чк1нппосп>, остпд.йись н ею  
местными Гилл покатано, что 
п о ч т  псе мупшпн. виняюшис ип 
силу npOMOitftt, локаииунггси и 

10 илии 35-Сбластях{мпхалм- 
тичен на риссионнии И/ или си- 
oiiiciin pci ню 35 о и до kwkh 
нпниинции 1 ринскрнп|(11и). fkl

лет тою. силу промотора у игл II 
'швали только 1с м утш и, и ре 
эулмытс которых 11>К.1СОТ11ПНЫС 
1ЮСЛГЛОИЧ1СПМ1ССТ11 утей mmiu* 
обдаст ей приближались i кон
сенсусным 5 -ТА ТА А Т 3' идя 

10 и 5 ТТСАСА-3* д д я  Э 5 со - 
олглтилгна »iii 11оследЗДнпслъ-
мости били недужим преяуимше 
cpaiu.ri и :и uyiju oim n u x после - 
аомпсльпосгсй w ee тпиестиьсх 
промоторов и ядствфиклиип 
пинбол сс часто встречающихся 
нуклеотидов. Де 1юср> было щ  
не с т о ,  *по у промотора kteOVS, 
б о к с  сильного дарили™ far про 
мотора, -  |1>-обльгп. имеет кон- 
ссисусную нуклеотидную псслс- 
Л01ШТСЛЫЮСП». и 35-облиси. 
— ист. п у ар-промотор*, г норме 
KOirri:<viHp>K>ujeio тринскрип 
н и ю  ген и и , к о т о р ы е  о и п гч л к н  ш 
бНОСНШСП IpHIMOlJcHU, о ч  унция

как р*и обратили Ом и ею код icih 
решили скопеipyИ110turn, химер- 
пи0 промотор, у которого 10 об
шили. нргже холила бы от Ха г-про 
моторе, и 35 m промотора пт 
Это* полый, тик хюинаемый пи 
промотор бил проверен на спо
собность контролировать си иге5 
«(ермента тлпктокнишш Г  cafivo 
c fx u n c iu iio  с lac и игр промо г ори 
мн п таких же условиях Как и 
ОАШШЮСЬ, toe lipoMCTOp 0ЮИ4.КЛ 
’  ори .то более осиным - i д и м е р 
н о  В 5 |ХЧ I ПО с|ОКИСИ1»1и С lip<iM0- 
ЮрОм пр и и 10 -  по Lpxiimiiun с 
far. Кроме того, Uи промслор, как 
и tac, pconipoiuti 1ш tar-pcirpeccop 
И  ПКМИИфОПЛЧСЯ ПОД ЛСЙСШМСМ 
ИМИ Таким ОбраЮМ, tiottt/й 
промотор Пил не только бОЛСС 
СИ ЛI ним. МО II регулируемым.

иоа!сдоваггсли10сгь т  шести-восьми нуклсош- 
дон (например, UAAG G AG C»), смаринакшыхся 
с комплементарной последовательностью (и 
данном случае A U U C C U C C ) РНК-компонент 
(рРН К) малой субъединицы рибосомы. Обычно 
чем Прочнее С П Я З Ы Ы 1 П И С  между м ГНК II  рРНК, 
тем выше л|к|)скт1тнскггь инициации трансля
ции Именно поэтому большинство экспресси
рующих Е. со/;-лекторов конструируют таким 
образом, чтобы мРНК KjQlliipotuiHimio ггнл 
обязательно содержала сильный сайг связыва
ния рибосомы. Это необходимое условие транс
ляции гетерологичных про- и эукариотических 
генов и £  coli. Олиако чолжны соблюдаться и 
некоторые другие условия. Во-первых, нуклео
тидная послсдишпсл шесть, связи дающаяся с 
рРНК, должна находиться на определенном 
расстоянии от старт-кодон» клонированного 
гсни (в РНК старт-кодоном является A U G ; г 
Д Н К  ему соответствует кодон А Т С ). Во-вто
рых, участок Д Н К  содержащий сайт связыва

ния рибосомы и несколько первых колонов 
клонированного гена, не должен имен, такую 
нуклеотидную последовательность, при кото
рой мосле транскрипции может проиаоИтн вну
три цепочечное спаривание (рис. 6.13), наруша
ющее связывание мРНК с рибосомой. Именно 
локальная вторичная структура мРНК, обеспе
чивающая экранирование или, напротив, '.же- 
локирование сайта связывания рибосомы. •• 
определяет прочность связывания мРНК с ком
плементарной рРНК. Таким образом, при кдо- 
нировании любого гена важно убели it-ся п том. 
•по сайт связывания рибосомы расположен на 
нужном расстоянии oi этого гена и что вторич
ная структура мРНК не помешает его присоеди
нению к рибОСОМе.

Уже создано большое количество векторных 
систем, которые включают как транскриинион- 
ний, так и трансляционный сигналы, обеспечи 
паюшие экспрессии) к'юнигюианных зукар*!Оги- 
ческих генов и Е. coli. Одной из таких систем
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Рис. 6.14. 3Kl'npCCCftpvKMiuiii псктор IM OUiOttC IVWJ- 
ином рКК233-2 (Гсэ соблюдет*! Mttcunufl*) On со 
ЛСрЛ.11‘1 ГСН yClOtHhOOCIH * АМПИЦИЛЛИН) (Amp*). ИМ-
1КЮШИЙСП CCI.I I. IHItllhlM м.фю:р< м  UU  lipoM IHO P
(/far). k/pm ciOK сюиыштим рибосомu (rfo), три 
сям la* для pccrpHi доруюших гишонумш (Д Ы , hit II
MmSIII) h mu cut i n i  icpMttiuiiiUM ipnnCKfiMniiHM (11 n
12) Стрелки направление i ране крип ими.

является экспрессирующий лектор рКК233-2 
содержащий следующие ысмсты (рис. 6.14):

ран тирован. эффективность трансляции всел 
клонированных генов. Таким образом. описан 
мыс иышс экспрессирующие менторы но 
только основа дли со дал кин em u мальме*) систе
мы флмедмцин.

Эф ф ект пион трансляции может npeitirrcr 
погань и •несовместимость» и п т ,  обуглен* 
лепили тем, что м клонируемом гене имеются 
колоны, редко встречающиеся i> iciimse opia- 
h i u m j i  хозяина. В таких случаях п хозяйском
к.кткс может ме листают». транспортных РНК 
(т РНК), узнающих редко используемые колони, 
чтоснндлст пыхов продукт клонированного ic 
ид. Как решить л  у проблему нс совсем понят
но Если продукт TLIOMlipOlUiniUHO IСИЛ ОЧСНЬ 
пенен, можно поныглиси химически снитсзн 
ропать шкой ivipiuiirr клонируемою гена, кото 
рей состоит in  кодонов, обычно испоньзуемих 
хшийскнм организмом (ШППМИ шпня кпигипь)

(табили ш ти  белков
• селем intituH маркер устойчивости к лмми 

миллиму
• ме- промотор
• /ит/участок Сняты ван >ш рибосомы
• c ra p i-к о ло й  А Т С ,  располож енны й на рас 

с то я н и и  восьми нук 1с<тп|дс»и от сайта ш ш -  
ианим рибосомы

• сайты терминации ipahCKpiiniiiiii T l и Т2 фа*
гаХ.

Клонируемый ien встраивают г. Лсо1-, А Л - 
ИШ| ////*1111-cam. расположенный между сайтом 
сшиьжання рибосомы и сайтами терминации 
транскрипции. Если сто рамка считывания не 
попадает «и нему* с колоном A t t i ,  то необходи
мо произвести минимальную коррекцию. В 
этим случае после индукции и транскрипции 
происходи* достаточно м|и)к: мнения цилсля- 
иии клонированного |сна Однако следует mum 
i< ниоу. что поскольку нуклеотидная последова
тельность, кодирующая N -кон кедом участок 
белка-мишени, у ратных клонированных генон 
нсидинакона, мель** со turn. у минеральны И век
тор, исключающий о/iiюна точечное спарипшшс 
мРНК при любых обстоятельствах Пп пому нм 
одни из областей инициации i ран ели ним. как 
бы она ни была о ти м и  шрогата, нс можег ia-

Обычно прсми нсегужмзан белков с«>о:ии:«ст от 
нескольких минут до нескольких часов Таю т 
вариабельность обусловливается рп ничто мм в 
числе лнеульфилных связей н белковых модеку 
лих и наличием иди orcyicmtcM на 5 -компе on 
рслсленных аминокислот. Например, если к N 
концу р-гллактош дп ш  присоединить рдтиыс 
аминокислоты, то орем* жизни мопифиииро- 
канною белка in \i\ro может варьировать от дпух 
минут до более 20 часов ( глбл. 6.4). Лмииокис- 
лоты. увеличивающие врем* жизни белков, 
можно включить и белки пгмнопиженернммн 
методами. Часто ляп стабилизации белка-мнше- 
НИ ЛОСТПТОЧНО Пр11СОСЛИ1НП1| к N -концу всего

ТаГкпгцп ft4. Время п о л )л тн н  [\ гзипмояиы». xN  
концу котори» npncoc.MHhoiii piiTHMe аминовцелого11

llft*tX:UtrtrW\U4' «MMUUkM.HMWI

Mel. S«i ЛЬ 
Thr.VW.Gy 
lie. GiO
l )T .  Gfr
Pm
И*. Iiu. Л41. I >>

Прстхя ММ>Л*Ы1И
>30-»
>30 ч 
>30 N1111 

-III Mill 
-  7 мин 

3 мни
3 Mini

и IbiUMUMU 1 «/wiin Kulnust «1  « I . 1ЧМ. A. VIV/’ U  P S l-IH
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один аминокислоты!! остаток, Долгоживущие 
белки 1«акщ1липаю1сн в клетках, что увеличивает 
конечный выход прадуктл Это характерно как 
Л1я эу-г так и дли прокариот.

Одним» стабильность белков может не только 
попытаться. Таь, включение некоторых лм иио* 
К И С Л О ТН Ы Х  Л О С Л Г Д О П Л ТС Л Ь Н О С 1 С Й  1М» П Н у ф Г Н Н Ю Ю  

часть белковой молекулы лсласт се Счгпсс чувст
вительной к протеолитическому расщеплению 
Такие последовать* тиюстн обогащены остлткп- 
мм пралнна (Р ), глутаминовой кислоты (Г). Се
рится (S> и треонина (Т ) ,  отсюда и их на тайне 
14-5П-последовательности Они часто бывают 
фланкированы I тетерами h i палоЖ1Ггсльно ст
риженных аминокислот и. иошожко, служит 
маркерами ллм протаю. Стабильность белков, 
содержащих такие последовательности. можно 
было бы повисни, вноси тмененни и соответ
ствующие гены Мри пом, слизко, необходимо 
но/аботнсьсп о том. чтобы не произошло пару* 
тении Функции белка-митеми.

Рост в условиях недостатка кислорода

Г. toJi и многие другие микроорганизмы, кото
рые используются для экспрессии чужеродных 
белков, обычно растут только в присутствии кис
лорода. К сожалению, растворимость кислорода 
в водных средах ограничена, а но мерс увеличе
ния плотности культуры содержание растороп
ного кислорода в культуральной среде быстро 
падает. Болес того. госмли*к> кислород раство
ряется очень медленно, эту проблему нельзя ре
шить простым продуванием через среду воздуха 
или кислорода даже при интенсивном псремс- 
III it mi Him. При уменьшении концентрации кис
лорода зкепешенцматьний рост шмсдтяетси и 
культура медленно переход in в стационарную 
фазу, характеризующуюся другим мстаболичс- 
еккм статусом О д ш т  из последствий г г о г о я п - 

мегся обра нзпанис в кюткнх протеин* J, кото
рые могут растеплить белок-им темь Проблему 
:г>|Л|||НН КуЛЬТур1ЫЬНоГ| ерглм п ы т а л и с ь  решить 
р:инымн способами: и 1мсненкем конструкции 
биореяктора. повышением интенсивности про
дувании похдухл и перемешивании, добавлением 
в среду вс т е с т ,  увеличивающих растворимость 
кислорода. Все это» однако, иг привело ни к ка
ким ощутимым результатам.

Применение х о т  неких штампов с 
дефицитам протеина i

Один и I возможных подходов к стябияи:»иии чу
жеродных белков, синтезируемых F. mft, состоит 
в использовании хозяйских иггаммоп с лефиин 
юм протеолитических ферментов. Однако »лесь 
есть свои трулности В клетках /’ поА’смнтгшру* 
стся по крайней мере 7$ ра«нмх протеинаi, II 
только некоторые и i них и сучены ic :i leiirrtnic- 
ском уровне Кроме того, протеина u j шли мним гг 
г. клетке c h ic m i. впжмую функцию. ра «рушим чуже* 
родные или дефектные белки и обеспечивая гем 
самым жи шеспособмость клеток В ох ной и i ра
бот били сконструированы штаммы, несущие 
мутации в одном или даже нескольких проте
ина шых Гг ИЯХ, и чем болте выражен был сум мар 
ньж дефицит по нртгнназлм. тем хуже рос 
lirniMM. Таким образом, снижение пропитании* 
актнпиостм приводит к истощению клеточных 
ресурсов. И псе же удалось создать штаммы 
/ cuh, несущие мутании в геме сигмя-фактора 
РНК-полимеразы, отттггптнжн'о за с и н ю  бел
ков геи юною шока (rpolf), и в гене протеина зы, 
необходимой ДЛЯ |Х>ста клеток при висок ну тем
пературах (<ЬуЬ. у которых удельная актняносп» 
секргшруемых белков была в V» раз кише, чем у 
штаммов дикою типа Эго кажущееся увеличе
ние бьгю обусловлено снижением шгтемсивно- 
сти протеолитического растепления бедкоп.

Бактершиъный ‘ гемоглобин»
Местообитанием некоторых нгтамхюв |рамт- 
рнцдтслы11.1ч облигз1Н14х аэробных бактерии 
VltnmeWa ялтяются сильно обелнгниыс кисло
родом иепроточные водоемы Чтобы получить 
нужное количество кислород дли роста и мегл- 
Оолнэма, они синтезируют гемоглобин о подоб
ное естество, сан iuпак шее кислород окружаю
щем среды н увеличивающее концентрацию 
доступного кислорода в  клетке. Когда гем. коди
рующий ггот белок, был введен и клетки I еоВ9 
в последних ерлау прок и щи и серьезные изме
нения: пошиоыгн уровень сИмтс u  клеточных и 
рекомбинантных белков, возрослл эф«|>сктив- 
ность протонных насосов, увеличилось количе
ство образующегося А Т Р  и его концентрация, 
особенно при им ком содержании кислорода и 
среде. Чюбы такую стратегию можно было ис-
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пользовать применительно к другим хозяйским 
КЛС'ГКЛМ, необходимо, ЧТОбЫ л и  клетки 1«С ТОЛЬ
КО’Л)иЬеМИКНО «кспрссснрсвади «чемогпобнно- 
пьи1»  ген yi/nxaciUn. но к синтезировали гем 
соствштяюшую гемог побмионой ишскулы. Эхо 
позволит улучшить рост таких лажных н ком
мерческом 0ТН0 1ППТИН бактерий, как / cnli, 
SJrt'piowycfs Inii/nns. Car)wtkrctMuM gli/fomiCMtt и 
XnnthcunrwHA m/dtopbifoi. а также осушссжтить ь 
них «кспрсссню чужеродных гене**.

Н и т р а ц и и  чужеродной Д Н К  и
хромосому хозяина

При ндличим в клетке шизмцаы часп» тертетто 
ческнх ресурсов расходуйся на ее реп/шклпп*.», 
транскрипцию и спите * белков, которые она ко
дирует. При лом , как прошито, многокопшшые 
плазмиды Vребеки больше .терш и, чем малоко- 
iu u I i i u c ,  и и результате чает, клеток в процессе 
|нхтл популяции утрачивает h j .i t m i u u . Клетки, 
Л111МИГШ1ЛС01 СВОИХ 11ЛЙЗМЦ1 ОбыЧИО расту I бы
стрее тех. II которых они сохранились, и икоисч- 
Ж5М счете оказываются в культуре п|>соСладшо- 
щими. По iipciiieciBiiif нсекольмц генераций 
/и» о I рожает с и ил количестве сшт тезируемою 
продукт клонированного тема. Разработано но
K|IH ilHCll МСрС /ИЗВ 1КХЦХ0ДЛ К p c m c h in n  М ОИ И|К>-

блемы. В лабораторных условиях дли сохране- 
нии плазмид д е тк и  выритипшт и присутствии 
антибиотиков иди мегаОолимт, обеспечипаю- 
щих рост только тех клеток, в которых есть илю- 
мил.» Од><иколоОан.,)еинеан11тОиогиков и каких- 
то других всщеегь в купыурм, ьирашиьаемыс и 
больших объемах, или и промышленные «]*р- 
ментеры приводит к значительному удорожа
нию конечного продукта. Особенно важно, что
бы клонирован ныв гены сохранились, ис 
утрачиваясь и не передаваясь другим микроор
ганизмам. о том случае. ко1 да сконструирован
ный микроорганизм предназначен для исполь
зования пне стен лаборатории. Он должен не 
толькооставаться зффег литым, но и быть эко
логически безопасным. Включение кдониро- 
панной ДМ К и хромосомную Д И К  хозяйского 
организм* позволяет обойтис ь без плазмид и из- 
бежать утраты ллазмилнмх те г юл

При встраивании нужного сема в хромосом
ную Д Н К  хозяина нужно позаботиться о том,

чтобы сайт HirTcipaitiui нс находился шутрн ге
на. колирующего важную клеточную функцию. 
Для этого чужеродный гем включают в заведомо 
несущественный сайт. K j>omc того , дпм обеспе
чения эффективной ‘экспрессии его помешают 
пел контроль регулируемого промотора. Для ин
теграции и нужный сайт пюлимый ген должен 
содержа» ь нуклеотидную последовательность 
длиной не менее *41 муклсотилпв, гходнуюс та 
копой в х|ч«иосомной Д Н К . п пределах которых 
и должен прои зойти «(иПшкекий обмен (реком
бинации) между двумя молекулами Д Н К . Вкрат
це процесс iiinrrpaiUfii состоит в следующем

1. Идентификация подходящего са й т шпегра
ции. г с сегмента хозяйской Д Н К , ппелсдо- 
стельность которого может быть прерия на 
без >шсрба для фушшкоииропгшни клетки.

2. Выделение и клонирование пссго хромосом 
кого сайта интеграции или его части.

3. Bcipaiimuiitc нужного гена имеет* с  регулиру
емым промотором п клонированный сайт 
интеграции (рис. 6.15, А) или ьблиш него 
(рис. 6 15. />).

4. Перенос полученной генетической конст- 
рукции «хромосомный coin интеграции/кло 
мирокшшый ген* и хозяйскую клетку в соста
ве плазмиды, ис способной к алгоиомной 
1>еш1И1саш111 и кишках згою козни на.

5. Отбор и сохранение тех хозяйских клеток, 
КОТОрЫС ТКСПрСССИруЮТ К Л О Ш ф С Х и Н Н Ы Й  I си. 
Наследование клонированною icirn иозмож- 
ии только и случае сто niricipamiu в хромосо
му клеток хозиинв.

Пели клетка трансформирована ncpcitnimi- 
рук'шеиси и Шамилей, несущей клонированный 
ген в середине клонированного фрагмента с 
хромосомным сайтом интеграции, го может 
произойти спаривание между гомологичными 
и>клеопшшми посяедодательиесгями плазми 
л и  м хозяйской Д Н К  (рис 6.15, А) м далее инте
грации в результат* двойного кроссингооерн, 
осуществляемого ферментами клетки -хозяина 
Альтернанта ый вариант -  интеграции всей 
пдазиядпой Д Н К  в хромосому хозяина в ре-зуль- 
гатс одиночного кросс ши онера (на рисунке нс 
показано). Интеграции всей плазмиды может 
прокзоПти и и том случае, если клонированный
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1Г.1

icm

Илнитлл

Cu m v iii.
rnilOJill H'lItutfl 
YpUfttl'tO ttlK tl
лик

—  РтлАжиаим*

П л.* яминам ЛМК К юиириГтиммИ |«и

ген встроен вблизи клон»цк»ванного хром<хом- 
ного сайт.» интеграции

Дли проверка нанести ютепишш кло- 
HHiKifuthHCiX) геи;* испачьдааым В svbrtlis Был» 
стнструирокжа пил ш и в  Е. сой, сопержашшл к и  
атамклкты (фс|)мектп уч;«-и<уюи1сго п пиролизе 
к|>л\мас|) Bacillus ntnyloluixtifttcUns. встроенный в 
середину <hWMe»m Л И К  т  В \кЫИЬ. Ома Была 
necrrocoftita рсплиниродогьси и ггом микроба 
мк1ме. но ею можно было трансформировал» 
Kik-iMt Я u/ltrilh Обнаруженные трансформанты

INic. ъ.15. Л»« способа инте
грации клонированного н 
гиаэмилс гена а хромосому. 
Л  Ген 1к.1 |н>сн и кгрслим*
КЛоНМрО№>ННОГО Я I i'lj« iMU'Ji’ 
сetмента ah. nwcuicxнчмою 
само ну a h v хромосомной 
ДИК. В результате лвоИиигь 
кроссмнюисра tX-X) клони
рованный it  к окизьншется и 
CCC3 4IK* КрОМОСОММ. /> Геи 
встречи HfvTiMH клонирован
ного п плазмиде сегмсша с. 
rCAKVrOlM'IHOrO сегменту с а 
хромосомны* Л  К К. ь pexyjor 
таге али ночного цъссниго- 
Ы%я\ (Х| ирОмсхСдект aiHicipa- 
шн1 •* хромосом) всей 

ВМСС1С С МЛЫЧСН- 
НИМ а нее геном.

а тте сто ва ли  ct-BMimw. что свшстсльствует об 
ижепинти гена, хешнруюшегоданмьш фермент, 
ь хромосому В. *иШк\. и о сто функционировании 
Отобранные рскохгбиншпы были устойчив**! к w  
шшиллину и хюрамфейикалу. Поскольку оба ге
на устойчивости нахояинса в пьиммее, было
ОЧСЛиЛНО. ЧТО ПРОИЗОШЛИ ППМНОЧНШ1 реМЖ1Си1НЯ-
иии, в результате которой 1*ся аипмида включи
лось а хромосомную Л Н К  В ш ы ь.

Чтобы увеличит», число копий гена а-ам)ма* 
ты. .чокали юванжнх и «ромосоме ft suhtilb. ис-



OiiiMMiiMiinii jKOipcccMti геном f. iniiщн*iwimiimx и npoiui|imriir«4.«.iU интима* !2<

muhmc '• penici|k»pwat17ы iiupaiuiiiui.iti о ирисугст 
кии ^оримфеникш  n nucoKofi мппдетранни. H 
таких условиях выживали только тс к т к и ,  и ко- 
горых происходили слоишшшя дупликация ни- 
тсфиросынион нштмцдм Клетки» отобранные 
но при шику устойчив** ш  к хдоримфст школу, 
проверяли мл якти вноси# u aw и дали (табл 6.5). 
После lukofi процедуры Гч.гш помучены к. т к и ,  
охн-ржашис до 9 копий ic ii* а-имшиоы Уропсш. 
фсрмсминнииои активности I» к^тетках. содержа* 
ших а-анила тныс гены в составе хромосомы, Ьи- 
M tupiiил» нытс, чем птом случае, котла »ш «сим 
находи лист. и миогокпимТшой плтмиде (от 20 по 
40 копий ни кдеггд) И .чtJHitis

В одном из исследований несколько копий 
чужеродного гена Было встроено и ратные «р а 
нее выбранные сайты в хромосоме fi лнМЛд, при
ло м  для каждой н $ копии m l iiiij im o k i wu. ьдпех- 
ттти птя процедура (рис 6 16) И л первом папе

Таймта АЛ С им и. между числом копий ivna а амилл 
»ы и уролнем сс активности и ыснсах /Г \нЫШь1)

Ч и Г Л !  К П П »  ■  IT W IS  A K IM D N in k . Г.. I Я  I 4/1
кцплнмд. иалплямсася и

Г*|ЮШ1«: М««Ш1ШМЧИ
фиш

7 ЯМ
5 iX II
? >110
И MOD
9 440»

М|>о11ж т п л т и и  lutciutma ЛЮ

'* I I k .Wm m im  ?.rar|4 КяЯ».г1 III |v> V »f  f tO w A m rf ll-
M 71

выбирали селективный Маркерный ген (напри
мер, till УСТОЙЧИВОСТИ к какому-либо шнибно 
гику) и встраивали его в середину вполне опре 
ЛСЛ с и но го, но несущеещенмоги фрагмент 
xpoiiocoMftioii Л И К  ft xuhtilix п составе плазмид*

Рж.. 6.16. I k  ip.vnклиис н уле - 
рсоиого гена и яцхжге m j- 
(Чинnun cam о хромосоме 
К зытн На ттапс I и хромо 
^гмную ЛНК чсотмВскоИ 
КЛИКИ С IUIMOKUiKI ЮМОМ»- 
ПИНОЙ рекомбинации остря- 
• 11 иn »Г tUpKCpitUB • СИ II.I 
•типе 2 мйрксрн14Й tell «не- 
llLU.ll 1СМОМ-М1ШИЛ1ЫП Л и л -  
Miопмую оперению IK»tno 
рик»1 ДЛИ Я РУтх ел (поп

I
ГОНЦИШСЦ*

[
|—  —  Х|Юисм;см1и»

--------- ■---------1 лик
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КОГО ПСКТори. НС способного К реПЛИКаЦИН О ЭТОМ 
микроорганизме. Отбираю клетки, икспреденру* 
ЮЩИС маркерный гем, Т. С. КДС1КИ, У КОТОРЫХ этот 
icn включился ti хромосомную Д Н К  На тором 
этапе ген-мшишь с соответствующими сигнала 
мп инициации фанскрнпцни и т р а н с л я ц и и , вое 
деннми г середину t а кого же. пак н нише, пссу- 
шсстпсппого фрагмента хромосомной Д И К  
И. subtitb n составе mu шили, иключили i хромо* 
сомную ДН К  с помечи 140 рекомбинации. даме 
ии п  мм маркерный гем. Отбирали клетки, кото 
рыс ухе не экспрессировали млркерный ген. т. с. 
несли вместо н е т  ки-мишень, uiiTcrpHptitmii- 
имм п хромосомную Д Н К  Для интеграции дру 
гих копий гена-мишени в хромосомную ДН К  хо
зяйской клетки повторяли эту процедуру, 
нс иол шум другие Несущее I пенные оОлиип ДН К.

Повышение эффективности секреции

Слибилытсп. белкои. кешируемых icuiHJipomiit- 
мыми генами, ханнсит oi их иегочноЛ кжали- 
займи Например, рекомбинантный ггроипсулмн 
оказмпасгся примерно и К» раз Гюлсс стабиль
ным, если он сегрегируется (экспортируется) в 
иернмшиму (пространство меди) ruKiMini'it! 
ской и наружной мемСфамамш. а нс остается ь 
ши опта <мс Кроме юго. бедки, декретируемые 
и периплазму ИЛИ и среду, легче О'ШСШТи

Обычно транспорт белкой через клеточную 
мембрану обеспечивают N -концевые аминокис
лотные псх:|с.ш>1штслы(осгл, нанынасмые сиг
нальными пептидами (сигнальными последова
тельностями , лидерными ncrmiiUiMii). Иногдл 
улаекя сделан, белок секрешрусмым, присое
динив к кодирующему cm  гену нуклеотидную 
последовательность, отисит венную ш синтез 
си гндлыюго пептида. Однако простое наличие 
c h iнап.пого н е ти  ш не нбееиечмилег зффек> 
шиной секреции Кроме того. / cols м другие 
фдмо1рн!1атс!ли1иг микроорганизмы обычно не 
могут cecpciiipoiurn. белки и окружающую среду 
из-за наличия наружной мембраны Ген. но 
крайней мере дна способа решения этой пробле
мы Первый Неволь аоаимме ipilMi|WU«iweJik- 
НЫХ И|Ч> или 'эукариот, лишенных имружной 
мембраны. икрой соланине Грамотршкиеди
ных Гмг 1грий. способных cekprriipoK.ni. бепсп и 
среду, t помощьюгенной инженерии

Если единице iciia-MiHHCHH с фрагментом 
Л И К . колирующим сигнальным пептид, не 
прнюлит к |ффскгннмон секреции белкового 
продукт, приколи к  в Использовать другие 
стратегические приемы Одни из таких Iiptc- 
мои. с успехом прнмепенных •» отношении ии* 
терленкипа-2, основывался ии слиянии rmu. 
кодирующего интерлейкин-2, с гемом, копиру 
ющмм полноразмерный предшественник малы- 
тоэосвязыпатщсго белка, а нс только его сиг
нальную HOC ЛСДОПИ ИГЛЫ! ОСТЬ. II разделении 
этих гемов сегментом Д Н К . кодирующим сайт 
узнавания для фаг. юра Х #. Когда гакой химер
ный геи включили и плптмндныи вскгор и ис
пользовали ею для трансформации £  со//, л пе
риплазме хозяйской клетки обнаружили л 
большом количестве химерный белок. Обриои* 
тип ею <1как гором Ха, получили фупкпиопаль- 
нмН интерлейкин-!

По данны м  одной ю  работ, ccKpctuia ш ш уш  
тернлош чних белков л  Г. еоВ зависит от уроним 
экспрессии соответствующих генов. Чужеродные 
белки, никелируемые наиболее активно, не ебя- 
зателыю стиль же активно декретируются. Иног
да интенсивный си т е з  чужеродного белка вызы
вает uc|3cip> <ку сскрсюрною аппараы и ею 
блокирование. Таким образом, если нужно, чю- 
бы данный белок непременно ceKpcnipout лея, то
МОЖНО ПОНЫ МИЛЬ ПОИ ИЛИ II. ypoittllh ЭКСЦрСССИЯ
снош аетю ш их генов

Некоторые грнмотрвидтепыше бактерии дек
ретируем я среду белок, им шине мм И бамерш»- 
iaiiioM. Он тепшмругт фосфолипазу Л . докалюсь 
ванную во HiiyipeimcH мембране блктерш лытв 
метки» в результате чес о и внутренний. и поруж 
или мембраны етшютпем пропинаемыми, и не
которые ш ио- и иеригла 1МЛТНЧССКИС белки вы- 
сиобождиннсм в культуральную среду. Гакмм 
образом, можно встроить ic ii CiaKTepiinmuia u 
ила«милу тик. чтобы он находился под контролем 
силгишо регулируемого промотора. Tpancipop- 
мирпшггь клетки / coh пои плазмидой и сле
дить их проницаемыми. Если же £  coli уже несут 
ICH бакгериоиинл, их можно трансформировать 
•рушИ н члэммлоП, мнорли содержит ten нужно

го бедка, сшитый с нукдеотлнов послсдопя- 
1Ш Ю С ТШ , КОЛ1фуЮ|||СЙ сигнальный пегглш. 
Если оба m u  nuxiMMii ь поя контролем одного 
ттромегторв, то их можно нилупировать олтифс-
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Mcttiio, it белок клонированного rein буда сск- 
|x 1И|,чн1.111ч.м и среду.

Когда секрет прусоммс чужеродные белки об
разуются и Г  c o t i И слишком бол ЫНОМ количест
ве, очень часто процессинг ирсгсрпсвахл нс все 
бедки-предшественники: примерно полошим 
секрет ироиннных белкой COXpHIINCT лидерную 
лоследоште лмтостъ. а другая половин* пплно- 
оью иронссснрхетси с образованием зрелой 
<|м>рмы Эго может Plan, связано с недостатком 
каких-то Скл кои, участвующих и ескрсннн. В г«» 
кой апуй1111п« чтобы увеличить долю мропссат- 
роплнных белков, можно попитшмй иовметт. 
у роит». экспрессии гении, ответственных тп 
LTIIIIC:i ЛИМИТИРУЮЩИХ компонентов ССКрсШр)- 
юшей системы. Для npOlcpKIf ною предполо
жения были поставлены следующие экстерн 
мен гы. Плл1мнл\. несущую 1с»ш р г !А 4  и агс/Г, 
которые кодиру ют пененные комлояеигы моле
кулярного механизма, отоетствеиного та фнзи- 
чгскос перемещение белкой через мембрану, 
наели и клетки £  v o lt . После такого усиления се
креторного аппарат хозяйской k ic t k ii  д о л я  ре
комбинантного Гнлки (интркннл пжерлейкнил 
6), секрстнруемим в и ы iMimy и трсдой форме, 
уведшипаеь с 50 до более чем <>0%.

I рыбы Aspepgjllus секрстируитг и среду Сюдыное 
кшшчсспю fJjcpMcmi'n и широки используются 
дм и их промышленною производства. Волной из 
риГчи ОСУТИССТПИЛН СЛИННПС ICIIU человеческого
шпгрОсрони с геном сшнатмюго neimtiW, ответ- 
аиенного за секретно, и поместили т у  конарук- 
нию под котрадь (люкоамила того  про^огора 
A\petplltL\ п'иЫ ат. индуцируемою крахмалом, 
Пекле лоГтмятшя поелвшего и среду с tp»nu)jop 
ынропп иными клетками Лхргф/Ьп niduhns пи ход 
секретарусмою человеческою интерферона дос 
пн I мг на I л, что ЭКВИ1ШТС1П1Ю примерно 55? 
псах* декретируемою клеточною белка *>тп рабо 
тп ис*л tuiuicr, что стратегии мшулирсишним тай
ной жсорессаи, разриботл иные дли Л  си//, можно 
ттю  ть ¥»пять н применительно к друтм  биологи
ческим системам,

Метаболическая перегрузка

Введение п клетку чужеродной Д Н К  и сс экс
прессии часто приводит к нарушениям клетич- 
кого метаболизм*. Эти нарушения весьма ран

жюбралны и обусловлены дшитеннем, которое 
Оказывает чужеродна! ДН К  im  псе клегочныг 
процессы. Метаболическая перегрузка может 
возникать по ра ишм причинам.

• Увеличение числа копии м/imit размера ШШ-Ь 
мил и связанное с этим увеличение колнчест- 
па энергии. необходимого дли их реилнклинн 
и сохранении.

• Недостать расширенной) кислорода и среде 
и невозможность ffiet печения им и всех мс 
тибапичсских реакций, и процесса жепрсс- 
син плвзмидных генов

• Гилерпролук1111п ч р и р о ли ш  бедкпн, rifoiiwv- 
дищан к истощению пуле некоторых ямнноа- 
im -i l 'I I K  (или ялжс некоторых аминокис
лот) H/ii.iH энергетических кшасои (к пиле 
Л ТР  и G TP ).

• Перегрузка системы экспорт и нарушение 
правильной логал извини жн и пт т о  важных 
белков хозяйской клетки тлслс  т и с  ♦псрс- 
произпидстт» чужеродного белка, ж ою р- 
т и рус м ого из цитоплазмы к клеточной 
мембране или и герм плазматическое про
странство.

• Наличие v орглниша-хозиинл необычных 
метаболических свойств (например, высокая 
дыхательна» активность у Azonyboittr spp,), 
ЧТО делает его более чуисттпслышм к ра> 
личным подос Пешням, чем обычные клетки.

• 1lenotpescnunnior unitЯНис чужеродных бел
ков нп функционирование хозяйской клетки 
(например, превращение с  их помощью паж 
шах незаменимых предтечтснпикст в нг- 
прнсхысмые. а иногда и токсичные сосдиме- 
ним).

Мсгпболпчсскич ncpcrpyiKa может привести 
к разнообразным тиснениям и фитнаюгии и 
функционировании хозяйской клетки. Один из 
наиболее частих снижение скор1зс-ги росы 
клеток после пнедення чужеродной Д Н К  Глк. 
клетки, содержащие нлаампду. растгг мсл.зси- 
нсе, чем нс1ра1кформнроилннис. нс содержа
щие плазмид (табл. 6.6), что часто ечнфопожла- 
стся утратой рекомбинантной плазмиды 
Мшила метпбодичеекпм перегрузка npiioomn к 
тому, ттп пол давлением 1пГч>|и мт пл.п м п л .| де- 
ДСГМрусТСМ рекпмбиплитиыи 1СИ или ею «юсть.
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ТЫшци6.6. Влияние числа копий шылиим iu скирот»рос?» мпянеких меток4

П о м н и .  иригутс1»уютж «ккгскдч f. cvli HI1IM21 Число мшив квмкди < И тя нал слили к сырость роста
Пав НАМИ o it y r c u y n 0 1.00

А V? o.v;
И « W1
С ил сит
Г) 1?) OlW
г «ш 0.77

1кмм> •-»« |М0ОЪ*Км* |UW>.HAV A . * . W  AV-.nl 2?l»M* Iftft 
' П т ш *  :и, о »  *ь-»с»ж1ас&)*.««**'V  И Д  . 1/* Е. мини**гс п т - и  р  ю ш н и >  и к м п т  си т  . •«« »-* jb wiy

Поскольку ж илкам, |жстущим п уи н и ти ч  мета
болический ncpcipyiKii, не хватает »мерП1П дли 
нормального функционирования, затрагиваются 
прежде всего такие энергоемкие метаболические 
п роцссси . ка* фиксация азоте пли синтез белков. 
Мечут и зм ен я тся  также рлтмери форма клеток. 
0браЗСИ11Л1ЙГ||СЯ СЛИШКОМ МНОГО ПИСК.1С1 ОЧНОГО 
потп.ичлридл. склсиванчип о  клетки друг с тру
том и затрудняющего микрофилкгтмиию.

Как слсдсп ш е метаболической перегрузки, 
обусловленной образованием избыточного ко 
лнчсств* чуж еродим о бедки и мсхвшнпи тгтя - 
1СЛМП4Ч вещ еств iliii «строительных блоков» 
аминокислот. м о х гг  прои*кИгп! запуск стрессо- 
1114 X МСЧЛНПЗМОВ, II «МСТНОСГП IIHIIIIIIlipoitJTbCK 
СМ111П К.1ГГОЧНЫХ lipoTCIIHiU. под дсйсгвисм  к о 
торых произойдет быстрая деградация рскомСи- 
н л и т о ю  белка. Н с т и н  нис пупа аминокислот 
может Стать результатом и|фсКТ НИНОЙ ш спрсс 
ш и  нс только к 1ониг1п к 1нных генов-миш еней, 
но и генов самого вектора, копирующих м арке
ры УСТОЙЧИВОСТИ К АНТИбИОТПКаМ

Всрокжость трансляционных ошибок дли 
/ tott с<*с*птлкст 2 10 4- 2 Ю* * ни I клетку тл 
генерацию. Однако и утопиях нехватки опрсде 
*ГНИ14Х аммнашшл-тРНК. «по «(вето случается 
при су перпрод укипи чужеродных белков, перо 
ятность включении м белковую молекулу нспра 
пильной аминокислоты вместо недостающей 
сильно увел ими попев. Кроме течи, точность 
трансяи|нч« сшс больше снижается и i ш недос
татка С Т Р . который ипляетсв необходимым 
Компоненгом корректирующею аппарата 13 ид 
мой и I рпбот было показано, чти и условиях m  
11С|И|рОДу>.ЦНИ l|ttK10|VX [Я К те эпидермис» мыши 
и К 1ГГЫ1Ч / СОЙ чис тота ошибочных включений 
вмниохисдот п рекомГхн1аптмыи белое ри н и т -

п д п ея  в 1П раз. Э то нс позволяет т и о л ь ю ь л т ь  
синтезируемы й белок и качестве лекарстве иною 
средства, поскольку: I) удельная активность и 
стабильность белка могут б ы ть гораздо ниже 
ожидаемых: 2) наличие п молекуле «неправиль
ных* лминпкиелпт может вы ш ли, нсжслю сль- 
иую  иммунологическую реакцию при после turn 
тикото белка в прм нитм  человека

К счастью, правильно спланировав экспери
мент. можно минимизировать влияние мствбо- 
Ш1ческоИ пера ручки, oirriiMimipotunb выход ре* 
комбинат жн и бедка и повысить стабильность 
1раи1сформнрош1нних хозяйских клеток На 
пример, на грушу можно с и н и т ., если исполь
зовать мадркопнйнис шшзмилнис векторы А 
еще лучше вообще отказаться m векторов и 
встроить чужеродную ДЫК в хромосомную ДНК 
орынщми-хозншл. В лом случае не нужно эа- 
б п п т е я  1>С> обеспечении €Ta6i(.Tb»iocni плазми
ды Кроме тою. метке не приходится расходо
вать свои ресурсы на синтез ненужных 
продукт ив. кодируемых маркерными генами ус
тойчивости к антибиотикам. Синтез продуктов
ЛЯКЭП 1С1Ю1», ВХОДЯЩ ИХ В С О С Ш и  ПЛ/ПМ НДКЫ Ч ГСК- 

гОро» народу е генлмн-мншс»1ями, «ашен я од
ной ИЗ ОСНОВНЫ Х причин метаболической IICJJC- 

|руэки. Интеграции в хромосому особенно 
важна в тех случаях, когда не пользу пси сям ре 
комбшьтнтный микроорс лннЗм. а не синтезиру
емый i iv  продукт. Умеиыисшио метаболической 
перегрузки помогает также применение сии» 
них, ио регулируемых промоторов. И таких слу
чаях фермешацкю проводят в две сталии II. 
Первой из них. во время р о ст, промотор, конт
ролирующий rpinicKpiiiHiHKi гена-мишени, гы 
ключей, л ил второй, по время индукции, 
ик ночей



OiifiiMiijuiiitii («л: пресс и и гиимл. кшииропншмя и И|«ишр1М(ги*кгсм|Х сишкмш 120

11сли частота мслользонанки кодонов у чуже
родного ген* отличаемся от шкоьон у орпишэма- 
хозямна, ТО TipoC'JJCMy нехватки специфических 
аминоац>ы-г1Ч<к можно решить, иштеэироваь 
член. fcua-MMiiicHii иди даже весь тем с белее 
близким к хозяйскому организму набором ко 
допои 1ак, и одном in  исследований было но 
каш по. что Количество стрставидниа, образу
ющегося при экспрессии синтетического генах
С.С содержанием 54%, было и 10 раз больше, 
чем при экспрессии «природного* теш с G O  
содержанием 69# Однако нот подход довиль- 
но сложен и .может прнмснитьсе лишь в редких 
случаях

К*» по МИ niTp5t.IOKUVII.HO. но ОДИН 113 СТНЧО-
бов увеличения количества чужеродного белка, 
синтезируемого рекомбинантным мнкроорпкниз 
мом, состоит и полдержинни уровня экспрессии 
его гена нл среднем уровне (так, чтобы на долю 
продукта приходилось примерно 5% суммарного 
маочиого белка), но зато п максимальном уве
личении И.10П 10СГИ культуры. Микробиологиче
ская систем л с 5% - iiiim  уровнем экспрессии чу
жеродною белка и низкой метаболической 
1шрузкоИ, и которой плотность может достигать 
40 г/л (масел сухого естества), окаibitucicn Скысс

эффемивмен, чем система! с 15%-иым уровнем 
экспрессии и иктю стъю  10  i /л

Достичь одно временно и высокого уровня 
синтеза чужеродного белка, и высокой luorno- 
стн культуры часто не удается из за накопления 
нрелних побочных продух ЮН (В Первую очередь 
ацетата), подан шкминх рост клеток н синтез 
белка. Чтобы уменьшить накопление оцепил и 
бопгтП  среде, не нарушая роста клеток, можно
СНИЗИТЬ СКОРОСТЬ ПОГЛОЩеНИЯ ГЛЮКОЗЫ, Л1ЧШЫ11
п среду се аналог. м стт-и -глю ко ж т Альтерпл 
ли ты й  подход с о с то и т  ъ использовании клеток 
L  colly несущих мутацию в гене /?л< it который ко- 
ДИрует фермент II |.тюк«шм|юс«1нпрансфсрзик>й 
системы Максимальная плотность культуры

colt дикого п и т  составила примерно 10 г/л, а 
культуры L. coit с мутацией n rcitc ptsG —  IS r/л 
Кроме того, уровень синтеза Р- ликтдиазы п му 
тшпных клетках бил на 25% выше (на 11 массы 
сухого вещества), чем в клешне л т о г о  т и п , так 
что суммарное различие достигает примерно 
двукратной величины

Достичь аналогичного результата можно го
раздо проще и быстрее, если ислшшюв&п# Мело
ди генной инженерии, а iж мутагенез и отбор 
Один из подходов состоял 1Ю введении и Г. сЫ1

Рис. 6.17. Схсииичсское прел 
стаптемые мсглболн тмо глюкозы 
вклгпеох С. coii трпнефоринг*»-
imiiiux ПЛИ1М1ТД0 1 , несущеП сс
%.и .ЩППЛЛИЛ». И1111Г1М
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генов, колирующих ацстоляктптсн1П«Г1у Этот 
фермент ытпни шрус? образование апгтоллкы 
тп из пиру вата* чтоприводит к уменьшению ко 
ничсспш образующегося я д о игл (рис 6.17) Ге
ны ВПГГОПаК1№Ш1ШЫ ВВОДЯТ И клетки В 
составе одной плязмддьд, « ггмы-мшигмн и со
ставе другой, из друтой группы несовместимо 
cm  Трансформированные клетки Синтезируют 
горл wo метшие йиспгга, чем нстрансфсрмиро 
ванные; вместо него образуется йЦетоин, СОсии 
ненпс примерно в 50 рОЗ менее токсичное, чем 
л метит,

3AKJI104 ЕIIИ Е

Чтобы получить какой-то белковый продукт, 
необходимо обеспечить i ipami тьную транскрип
цию кодирующею сю |счл и ф » мелит no coot 
ВС1СТ1ЛКЧ11СП мРНК Для • IlMtlUHtUlllf транс- 
KpnruH.it ь нужном спите необходим промотор, л 
для се остановки -  терминирующий колон. 
Клонированный ген часто бывает лишен таких 
сигнальных сккчадонщелыюстсй, н для ею экс
прессии н прокариотической клепке-хозяине 
нужно обеспечть н то, и другое. К|ч>ме тою, 
поскольку дим решения Сч>льшнис1Ы1 Стонгхю  
Логических сдач Оелок должен OOpitTOBUlUlbCB 
I» больших количествах, необходимо использо
вать ПрОХЮТХ>р, который позволял Оы подуши. 
высокий уровень транскрипции (СИЛЬНЫЙ про- 
мотор) н распознавался ГНК-полимеразой хо
зяйской клетки. Постоянная транскрипция кло
нированного гена истощает *л критические 
ресурсы хозяйской клетки, полому нужно ис- 
пол1чТок;п1. промоторы, работу которых можно 
регулировать либо с помопнде специфических 
низкомолекулярных соединении, либо измене
нием температуры.

Эффективность синтеза белки зависит от на 
лнчня и ею м ГНК специфических 1гуклеоП1д- 
иых посЛсдоГ1н1елы10стеЙ. Чтобы предотвратить 
разрушгиие бежевого продукта или обеспечить 
его секрецию, клон кронам ii.it гены, которые 
колирую* гиш белок, подергают налракаен- 
нмм изменениям. Это может б и л, присоедине
ние сайта связывания рибосомы перед сайтом 
нинцншни транскрипции (который и срою оче
редь тоже бывает нужно присоединить) или до

бавление к концу клошгрошншо#Х> гена терми
нирующего холены, который обеспечивал бы ос
тановку трсшс-ляпиг, Если нужно. чтобы белок 
секрет ронялся, то перед клони роли иным и-ном 
необходимо ттронт». с»н мяльную поспелей*!- 
тельностк римкл считывании ксто|юй cm пасу
ется с такОВОд m n i-мишени

true одна пробно hi -  невысокая стп6а 1Ш кп>  
белков, кодируемых клонированными генами 
Рекомбинантный белок может рнсикпдятми про- 
теиналами хозяйской > легки Чтобы избежать 
чтою, чохно и 1мс»ит.кДСншро|<ин||ый ген таким 
образом, чтобы ни N копие белковой молекулы 
отпились один или несколько дополнительных 
аминокислот В такой форме рекомбинантный 
белок уже нс подвергнется Столь быстрой дегра
дации Кроме того, «липшие» аминокислот 
иногли помогают В последующей очистке химер 
ною белка» KitnptiMep с помощью нммыкииМ» и 
НОЙ хромлгогрвфин МЛ колонке. При ПОИ место 
соединения компонент подбирается тпк. ЧГОбы 
по нему можно би ло рлещешт» молекулу (химн 
ЧССКИМ МЛН фсрМСНТППШПЫМ путем) II ИОЛУ'ИЛЬ 
T i l l  K O M IlO flC im n  It чистом поде.

Бш11|Шинстло микроорганизмов, I  НОМСНД140 
которых получают белковые продукты, |хктут 
только в присутствии мкпорода Последний 
плохо растворяется в иоде, и при интенсивном 
роете ею чапаем Guopo истощаются Чтобы 
оСой1И л  у I руд н о т . .  нс п а т-ло п а т два н у т  
I)  применяли штаммы, неспособные синтези
рован. некоторые ИроТСОЛИЖЧССКИС фермен- 
гы; 2) Включали в юном хозяйских клеток ге
ны, колирующие юмоглобин Yirrcosciffo чр., 
который CBKiUltflCT кислород окружающей сре
ды и повышает сто соииснгршдию и клетке.

С увеличением числа копий клонuponaiитого 
гена увеличивается количество синтезируемою 
продукт. Однако при переходе к крупномас
штабному производству конструкции 4ШШМН- 
дл/клоhiфованши ДЫ К» очень часто учрачнва- 
стся. Чтобы избежать зю ю, разработали 
способы HKTcipaumi клышрманного гена в 
хромосому организм u- xoimh на. В >ioxi случае 
ген остался в клеххе как часть хозяйской ДНК 

Внесение в Iсном орпшиша-хишнш н зке- 
гтрсссня чужеродной Д Н К  часто приводит к нару 
ш еитоеи) мсгабаиима и нормальною функци
онирования -  тпк Hini.BmcMofi метаболической
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перегрузке. P.iipaGoimi целый ряд способов, поз
воляющих минимизировал. этот эффект и ол*ю- 
прел пт mo otmiMinnpotta'fi. гшчод белка-мишени 
и стабильность трансформированных клеток.

Сне 1емы экспрессии оеомл разнообразны, и 
исследователям приходится каждый раз иодби- 
pan, условии, наиболее подходящие для получе
ния того или иного белка в юм »пи ином cpia- 
ншчс-хозяине. И нее же. несмотря на различия 
и деталях, имя создания самых ратных систем 
экспрессии не пользуются одни и тс же основа 
ные приемы
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КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Какими способами можно плюш, ни экс
прессию ГС110К. июнкромишых п прокярко- 
тнчсских организмах?

2. Что такое тем IncЕ  и iлк  его используют?
3. Почему ЩД7М1 едкий осктор с максимально 

СИЛЬНЫМ промотором НС ОСС1Д11 ИПЛЯС1СИ 
нашучшнм экспрессирующим вектором?

4. Ч то  тт»кое toe пром отор и к лк  осуш ссгплист 
с я сп> регуляция?

5. Промотор/'1 (born /.. способного инфшшро 
т т ь  только /.. coli. тем не менее иногда ис
пользуют как соствпную часть жснрссснру 
ютего пскгора с широким кругом хсонсп. 
Как «приспособить» р1-примигор дли мин 
цианин транскрипции и других организмах?

6. Иногда стратегии синтеза Оелкл мишени 
иключаст получение этого Солм и ссш пс 
химерноги продукта. В чем преимущество 
такого подхода? Как созликн химерный 0с 
док?

7. Что такое гелыы мкдю^кчтя и ка* избежать 
их образования?

8. В чем преимущество локализации чужерод
ных белков tut iioHcpxhociii клеток? Какие 
стратегии использу ются для того, чтобы еде 
дать белки сегрегируемыми?

9. Как иезронтьо Одну плазмиду несколько ко 
пни гена?
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10. Клк решить проблему обеспечения кнедоро 
дом клеток F. edi, еннгоирукчиих п боль 
шОМ колнчсспс чужеродный бёпОК?

11. Послелошт1слм1осТ1|-мпшс1П. может бит», 
острое на и хромосомную Д Н К  двумя спосо 
блчи: I) елмл »»оссбс; 2) г состлпс 1и т ц а ы «  
которая песет угу гослслопитсликнт.. Кик 
Происходит каждое in  m ix  событий? Какие

пртмушес» ио или недостатки имеет иитегри 
ции идл» местного огктора о хозяйскою ДНК?

12. Что глкос метабол» псе кие перегрузки и ка 
копа их причина?

13. Предложите несколько способов снижение 
метаболической перегрузки £  coli% синтсзи 
руюшнх п большом количестве рскомбп* 
н ш т ш й  белок.
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Получение рекомбинантных белков 
с помощью эукариотических систем

Для получения гетерологичных рсКОМб|!МЛ1ГШЫХ 
белков С КЛОНИРОВАННОЙ эуКАрИОТИЧССКОЙ коми- 
jncMcimipnoft Л И  К (кДН К) обычно не польз) инея 
lipctK.ir«Uni14t4KI5C системы экспрессии. Олшко  
и некоторых случаях эукариотические белки, 
синтезированные в бактериях, окл пинаются не
стабильными iL'iii биологически неактивными. 
Кроме ТО ГО , как бы ТШ ЯГСЛЬНО Н И  HpODCUIiLinCL 

очистка, конечный продукт может быть чадрю-
йен ТОКСИЧНЫМИ ВСШССТКАШ! или BCIIICCT14LMK1, 
вшштюшими повышение температуры у чело
века и животных (пирогенами). Чтобы решить 
ЭТИ ПробДСМЫ. лля получения рекомбинантных 
белков. предназначенных для использования в 
медицине, были разработаны эукариотические 
системы экспрессии. Такие белки должны быть 
идентичны приролным по своим биохимичс- 
скил1. фшическш и функциональным свойсг-
мм. Неспособность прокариот синтезировать ау- 
тагтичнис варианты белков обусловлена в 
основном отсут ствием у них адекватных меха 
ниток внесения сисцифтескюс посттраисля- 
иионных модификаций.

Ьелки и клетках эукариот претерпевают сле
дующие иостграпслипноннмс изменении.

• Образование лмсульфилпих свяэсИ. Эту ре
акцию катализирует фермент писулыРи.ипо- 
мервза. llciipciBIUII.HO уложенный белок оки- 
b .iivictch нссгпб11Л1.ным и неактивным.

• Протеолитическое расщепление предшест
венники. удаление определенного участкп 
иолипептилной цепи с образованием функ
ционально активного белка.

• Гликшмлпровинмс: основная модификация, 
благодаря которой бедки приобретают ста-

билы нкт.. а в некоторых случаях особые 
свойства. Наиболее распространенная реак
ция гликолишрованин -  это присоединение 
специфического сахарного остатка либо к 
серину и л и  треонину (О-гликозилирош!- 
нис). либо к аспарагину (К-гликолкс1ирона- 
нис).

• Модификации аминокислот в составе белка 
фосфорилирование. лисгилировлннс. ацили
рование. гам м а -  карбоксил провал ис, сульфя- 
тированис. м иристил превшие и пальмитои- 
лмроввнис.

Из всех утих модификаций прокариотичс- 
скис хозяйские клетки наименее всего способны 
осуществлял» правильное глшсояилированис и 
модификацию специфических аминокислот в 
гетерологичном белке Однако ни одна эукяроо* 
тичсская система нс может осущсслигп. одно
временно все посттрансляннонныс изменении в 
к л а д о м  потенция льном гетерологичном белке 
Таким обрати, для получения белка с полным 
набором специфических модификаций необхо
димо провести тестирование различных эукари
отических систем жспрессии и найти такую, 
которая воспроизводила Гяа биологически ау
тентичный продукт.

Эукариотические экспрсссируюшис векторы 
имеют такую же структуру, что и их прокариот- 
чсскис аналоги (рис. 7.1). и должны содержать;

• эукариотический селективный маркер
• эукариотический промотор
• соответствующие эукариотические сайты 

терминации транскрипции и трансляции
• сигнал полнллсшпиропания мРНК.
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РйС. 7.1. <Хм><ЧЦГг1НЛЛ CtpyMVpO тукдрмсп К* ICC КОП) 
экспрсссиру книги» некими Гr«i исшитые элсискгы 
jyicapaHixinccikiiife трвискршттоп с n^Minojxwi (р), 
o f t Iим кжжиротшив (CK) м синодами терминации 
II П<№11&.Я.'Ш1ДМ|Х>1ШН11М С/), ЭуК4рИ0ТНЧСЧ:Х11М ССЛСК- 
питы й маркер (CM ;, utin инициации репликации, 
0»\»«и11»«ошц>гиццц и к.ипклх эукариот ( n r t %A) :  tarn 
aniHiilinilMM репликации, ф > т ! 11Ц)Н<фуЮ(инЙ II / П#Л 
(ore4). семе km nifiiK маркер t  coti (Amp1).

Если вектор представляет собой плазмиду, 
РСПЛИ11ИРУЮШУМ)С11 Н С Ш В И С Н М О Ш  хромосомы, 
1 0  он должен содержать сайг нниаиаиии реп
ликации. фу и кпион мрукици ft и ХОЗЯЙСКОЙ 
K 1C IX C . Если же вектор предназначен лли 
встраивания и хозяйскую хромосомную >1 НК  
то для обеспечении рекомбинации ом должен 
нести последовательность. комплсмагтарную 
определенному участку хромосомной Д Н К  хо
зяина (Х|юк1ос11мимй слит MHTCtpaiutiO. Пос- 
кодеку технически многие операции с рекой 
бипянтнымм Д Н К  сложнее прополигь * 
клетках эукариот, чем прокариот, болминнст 
по эукариотических векторов скоиструиропа 
нм как челночные Другими слонами, это век
торы несут дни I и на сайтом и н и ц и а ц и и  
три мели мин к дня пша селективных маркер 
ных гсион, одни и »которых функционируют II 
Escherichia col г, и другие и эукариотических 
хозяйских к цпклх. Такие векторные chcicm m  
экспрессии разработаны для дрожжей, пасс 
комы* и клеток млекопитающих.

Вослснмс Д Н К  в бактериальные и дрожже 
»ыс клетки называется трансформаций В ммк- 
роСиолоти этот термин вспользусгся дю» emit 
ашим 1ШС8СДС1  пенных изменений II результате 
внедрен ИМ (Приобретения) экзотики! (чуде 
родной) ДН К  А применительно к животным 
клеткам грлисОюрмлпия обаопгшет изменение

XlipilklCpil ИХ роста И кудьт>рк% о0>СЛОИ 1СИН0С 
превращением нормальных MtTOK И рамни.к:. 
Чтобы избежать иутпинпм и icpMinto.noi нм. ятя 
обозначений наследи пенных изменений и жи 
потных клетках после введения и них экзоген
ной Д Н К  бы.» выбран icpMMH трансфекции.

Для |рнисформ»ции дрожжей обычно ис
пользуют три способа. Н nepnovt случае экчогт- 
ную Д И К  лобаллнюг к клеткам дрожжей. кле
точные Стенки которых удалены химически или 
эн жма пиески (протопласты) ( I). В друшх слу
чаях клетки перед добавлением чужеродной 
Д Н К  обрабатывают ацетатом лития (?) или под
вергают электропорации (? ) Трансфекцию 
культур животных клеток осутцссттиют мнку- 
боцт-ii клеток t ДМ К. осажденной фосфатом 
кальция или ДЕДЕ-дскстраном (I ) ,  тобо элскт 
роиорапией п нрисутствин очищенной трлНСфМ- 
цирующей Д Н К  (2). Как уже упоминалось в гл.
4. электропорация заключается п поздеГитиии
НИ КЛСТКН К<»рОТКИХ МОЩНЫХ ИХШУЛЬСОВ ЭПСК7- 
рнчсошго тока. вследствие чего ъ наружной 
мембране или клеточной стенке образуются. вре
менные поры, через которые и клетку может 
проникнуть Л И К . В некоторых эукарнопнк:- 
ских системах для поставки Д Н К  и реципиент 
мыс клетки используют иируси.

Системы экспрессии Saccharomyrcs
cererisiae

Для экспрессии клонированных эуклрютнче- 
ских генов нитей с кино пепел кзуют обычные 
дрожжи Sacehanmyce* cemixiae Тому есть не
сколько причин. Но--нерпы*, т о  одноклеточный 
орпшиш» 1СНГТИКД И |}ж 1И ОЛО ГИ И  которого дс 
тальмо изучены и который можно выращивать 
кик н небольших лабораторных колбах, так и в 
промышленных биорсикторах Bo-аторых, вы
делены г охлракнр»ионаны несколько сильных 
промоторов ЛИХ дрожжен, Д ДЛН СИС1СМ эндо- 
IСIIНЫХ ЛрОАЖСиЫЧ jKCПремирующих лСКТОрОМ 
могу: нечто.', мокггье-* природные. тик чачи мне 
мыс 2 м км-плазмиды В-третьих. и клетках
5. ctrtvisioeосуществляется большое число пост- 
грянедяциоиных модификаций В-четвертых, 
лишь одень немногие из собственных дрожже
вых белков сс*ретируются и среду; таким обра- 
юм, если гетерологичный белок сегрегируется
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клеткой, то его очистка не сое шиит большою 
(руда. В л я н о , поскольку дрожжи уже многие 
ГОДЫ испош.чуюг В ХЛСбО!1СЧСИIIII и пнвонирс* 
мин. Департамент по контролю та качеством 
пищевых продуктов, медикаментов и космети
ческих средств (С Ш А ) включил S, cetrxisioe и 
список "орпш тмов. мритинмхбезопасными» 
(GR.AS, gcttctnl!) recognized аз» ьаГс), Таким об
разом. использование этих организмов для по- 
лучении белков, применяемых в медицине, не 
требует лополниини них эксперимпгтон, необ
ходимых при работе с неразрешенными к при
менению микроорганизмами. Некоторые бел 
ки, синтезированные в S. cereviAiae, уже 
применяются и качестве вакцин и фармацевти
ческих препаратов, и также для диагностики 
(рис. 7.2)

/ ------------------------------------------------------ \
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Рве. 7.2. 1\?мл1бинтсгимс белки, си тен ф усхш е и 
системах жеидччмм Л. lY r r v a io c . 11IV-1 вирус им 
ч у н о с е ф !  н ц т т а  *1г .* ю п с х л  I м ш а .

Векторы  Лш  Л*, c e rt vis in  г  
Существует iptt типа экспрессирующих векторов 
для S. ctrrvaiar. I )  ишеомнме, или штдтхгалнмс век 
тори; 2) интегрирующие востры; 3) искусствен
ные дрожжевые хромосомы (YAC). Илатмпдныс 
векторы уже широко иснольюваэись лги падуче 
имя кап сегрегируемых, так и иссскретрусиьи го 
тсрологичнмх белков. Однако сметемм чкслрсс- 
сии. основанные на использовании niaiiMim. 
■«частую оказываются нестабильными при нмра-

шивапнн кюветок мбольших объемах (> |0а). Стри- 
1СП1Я с использованием векторов шорого шил по 
ка нс получила широкого ряслросгрянснмя. не
смотря на то что в результате интеграции 
экспрессирующего вектора или транскртпока в 
хромосомную Д Н К  получается стОильими рс- 
комбшшнтнын организм. Причиной згою служит 
то. что число копий к.ки троили мог© гена orpnim- 
чивастся ОДНОЙ ил хромосому, иными словами, 
конечный выход белки невысок. Можно было бы 
использовать тандемные IЮСЛСЛОИПСЛЫЧ1СТН ГС 
меж, но они часто окаты поются нестабильными 
11оэтому исследователи остановились >ш плл шнд* 
них всктирнх с одним клоп пришитым ICIKIM. но 
пошатплись изменить у с л о и т рост, с тем чтобы 
повысить стабильность плазмид.

Искусственные дрожжевые хромосомы (YAC) 
прелнт лишены л  I* клонирования Гя>льишх фраг 
мечтой ДИ К (100т. и н.К которые кием поодер- 
жипиятгя в дрожжевой метке кин utnciiMiiiie xjx>- 
мосомы. YAC-систсмя чрелмы'ийно стабатшл. С 
сс помощью провплиди «Ini вгчгское гаршровтше 
геномной Д Н К  человека и аи о лт больших трлис- 
КРСППОПОП, СОХ1ШШИ Г01ЮМНЫС библиотеки. со- 
лержжцис ДН К  индивидуальных хромосом чело
века. Y АС-вектор напоминает хромосому, 
поскольку он содержит последовательность, 
ф у н к ц и о н и р у ю щ у ю  кпк сайт инициации рспликл- 
niiftt ЛИ К  (автономно реплицирующуюся по сх - 
ЛОНЛТСЛЫЮ СТЬ), ссгм ст пстромерной области 
ЛроЖАСВОЙ хромосомы И (ЮСЛГДОШГТСЯЫЮСТИ, об
разующиеся 1ш обоих концах при линенртаиии 
Д Н К  и  действующие как геломеры, обеспечиваю 
т и с  стабильность хромосомы (рис. 7.3) При 
ecipiyiiiiiHHH чужеродной ЛИ К  и YAC может 
пр>нс холить нарушение рамки счигывлнин 
маркерною дрожжевою гена В результате про
дукт э то т  1смл нс образуется, и при пиршинванми 
Клеток 1ы спецналыюй среде можно нибл книги, 
цветную реакцию Кроьч- п*го. некоторые YAC 
вех юры несут селективным маркер. нстаниснх1ий 
ш  са йт клонириютот. Несмотря ни все преиму
щества. YAC пекл не испояьэоаатсь для ii|x>- 
MUUL'ICHIIOTU синтеза Uricpo.40niMHf.IX белков.

Про мои жглреесии к .V rrrevitfae 
Термин »лримап TKCiificccMii* лрпмещкпен для 
пписамим иект1>(1ныт систем, при ncitfiiibMitia 
пин которых синтезированные белки аккумули-
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I*rc. 7 J. YAC-OtOtMi tio 
нйровлиия. УЛС-идлти/р 
(pYAC) содержит «лекш и 
ним мдрюрмий ron rok 
|Агпр̂ );ся<гт Mimiiictiinii pen 
/1МКЙ1ИШ. фу iikijMoi »мру к>- 
laiiH и t' ctili (onf*); сегмент 
дрожжам»* Л НК. mcwcuo 
•ими участки CRAJ. О Д  
ГЯЯ/ и Л/СЛ (C£N  -  iHJC.ie- 
лоидте ли м и т., ниполишо 
так 11Г»гтромсри>ю фу юс 
пню, ARS прожжены 
юпономио репампмруюсш!-
МСМ 1НЧ.ЛСДОП^(СЛЫНК. и*. ЭК- 
п и п о л с и т н а м  д р о ж ж е в о м у

сайту иммикянии реплики- 
ним, VRAJ -  сами иэ темой 
бпосмшеш уротачд. ГА/1/ 
— одни из гемов бноснигея 
цчи типами) Т  — л и  гедо- 
Mcpifuc облости дрожж»гмоп 
Милн коми. Am.J -  afh, НО 
которому осуществляет см 
к и т  прошипит. pYAC спичи- 
л а обрабатывают Л'м1, 
&д/вМ I м телочжЛ <|я«]к!- 
т&юЙ, а т е м  cttiiiiUMOi с 
Фрагментом ДНК длиной 
100т. н н. Конечная trturni- 
чсскал конструкция содер
жит к.ют«рсва»1ную ДНК и 
может стабильно поддержи- 
илтьса и дрожжеоьк клепав 
Иги~Тгр~

ру ютсн и цитоплазме зюзеАской клетки. Нес
колькими группами исследователей были разрн- 
Cxmuiu различные экспрессирующие дрожже
вые векторы, но все они имеют сходные 
основные черты. Мы рассмотрим процесс экс
прессии чужеродного т о т  d S. ctnvisiae на при
мере синтеза фермент супсроксид-дисмутпэы 
человека.

< уперокенл-лнион это побочный продукт 
уIилиЯ1ЦНИ кислорода аэробными оргтппмл 
ми. У  человека он участвует п стимуляции им 
муиного отпета фагоцитов и плпршиенни лей
коцитов к месту инфекции. Однако избыток 
данного соединения и его производных может 
вызывать повреждение клеток. О минимизации 
потенциального и i потоке ичс с кого воздействии

таких веществ и принимает участие цитоплазма 
тичсский фермент Cu/Zn-cyncpOKCiu-лисмутпн 
(Cu/Zn-SOD); он катализирует спи намине су 
псроксил-ппионл I» ПОИВ подорелл С обра МЖ1ШП 
ем псром. нла попорола, который в свою очередь 
служит субстратом ддя катала ты или пероксида ты 
Супероменд-шпюн образуете* также при повтор 
по* перфузии органа, кровоснабжение которою 
было прекращено перед хирургическим вмешп 
тсльстпом Чтобы избежать повреждения клеток 
С>Т1СрОКСИЛ-ЛИМОНОМ, исслслопотели иредчожн 
я и перед повторной перфузией пполить п орган 
Cu/Zn-SOD. Сц/Zn-SOD может использоваться 
также для лечения таких boctultittc.t u h j x  заболе
ваний, как остеоартрит, ревматоидный артрит 
склеродермия и бидс ии. Бехтерева. При пом и
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обоих случаях лучше iicncuii/jonmi белок, аулен- 
nriNUli Cu/7.n-SOD человека, для того •ггобы 
избежать любых нежелательных иммунных ре
акции. которые могут возникнуть при введении 
«фермента от других пилон.

Первоначально кЛП К  Cu/Zn-SOD человека 
была клонирована о системе экспрессии Р. спА 
Но н атом слушс от молекулы Cu/Zn-SOD толь
ко отщеплялся 1П1И1|ИЛГГОрНМЙ N -К О Н Ц С В 0 Й  М С- 

пюннн -  лис. как ЭТО происходит со всеми бел
ками, синтезируемыми и £  celt, л следующим 
Аминокислота (аллимп) не лнстилирогсипсь. как 
и клетжях человека. Поэтому дли получения яу- 
tciitipihovo фермента кЛ Н К  Cu/Zn-SOD чело
века были BCTpOCHB и дрожжевой эпмеоммый 
вектор Дрожжевые клетки не способны л)>фск- 
п и то  вырезать ингроиы. поэтому для кодиро- 
ИНПМИ С11СЦ1Н]>ПЧПЫХ генных продуктов псобхо- 
лимо использоватьсоответствующие кЛН К  или 
химически cm «тезированные послсдовэпсльно- 
стн. Дрожжевой вектор с кДНК Cu/Zn S O I) че
ловека (рис. 7А )  содержал: I)  дрожжевой «ей 
блесните ы лейцина (/.Л.Х‘7); 2) сегмент 2мкм- 
плптмнлы с cm патом инициации репликации 
ДНК дрожжей, -по обеспечивало рсиликлиию 
плавней* в дрожжевых клетках; 3) сслсш ипныМ 
маркер £  со//-«сн устойчивости к ампициллину 
(А тр1) и сайг инициации решикдцин. активный л 
£  ее//, что позволяет ссущсстплять стандлртимс 
ген моим же мерные манипул мним, необходим ыс 
для создании плазмиды. а клетках к\ Ы г. 
X) к Д Н К Cu/Zn-SOD человека, встроенную мс 
жлу промотором дрожжевого гена «лицералие* 
j и, фосфагдсг пироген азы {GAPDp) и последом 
тсльиостью, содержащей сигналы терминации 
транскрипции и Нот напенили роли ния мРНК то
го же гена (GAPLU).

Этим вектором гранс«|юрмиро1оди штамм 
дрожжей, нс способный к синтезу лейиннп 
(I LU2 ), н выссюин их на среду бет леЙинна. О 
этих условиях могут расти только клетки с 
функционирующим £fW*rcHOM, находящимся 
Я векторе. (JAPP ‘Промотор нс регулируется, 
грлнекрипиия с нею ПрОИС ХОЛИТ нспрсрынно. 
Поэтому кДНК С u/Zn-SOD человека транскри
бируется в течение всего периода р о с т  (коиегм- 
тутвмо) В этом зкспернмситс и дрожжевых 
клетках накапливались большие количества 
Cu/Zn-SOD, в котором, подобно нативному

/мкм-пп41ммла,ес|\4гш а

Рас. 7.4. Экспрессирующий мктпр Л ссгепчас Меж
ду iTpoxunofXJM (GAPDf) и 1 иимл1»и термиминни-по- 
Л1шленидиро«в1Ш» (GAPDn  ген л r.nfiicp.\.iiucriir*tx>c- 
Ф<ттдс1 h upo ic h h jm  £  cerrvjsiof встроена кДНК 
Cu/Zr- SOD чглпвгкл Геи / I  U2. петречнимВ и сере 
тису &РОЖАПШЙ ?якм-пшмилм, кодирует «тин «п 
ферме»ж«  биосинтеза лейцина. Ген устойчивости к 
лчпниид .тину (Am p') и слит имниилиии репликации 
Р сЫЦогР-) лгрскаин««ро11амм из nuiMicau pBR323

белку и » клеток человеки, аминогруппа N - koii- 
цсвого остатка ялаиннл была аистилнровамя

( гкрсция ге/пермогичяых баков, 
синтезируемых S1 ccrcvLsioc 
R дрожжевых клетках гликозилируютси только 
секрет и рус мыс белки, поэтому лля получении 
рекомбинантных 6с*к«»в. которые для переходи 
К МКтинную |]юрм\ должны подвергнуться N - 
КДИ О-ГЛИКОГШЛИроКШМЮ. необходимо ИС1ЮЛ1*- 
новить системы секреции. Дли этого перед 
кДНК. xoiopuH колирует нтсрссующнй иссле
дователи белок, нужно помесит, тик ниэывас- 
мый прс-про-а-факгор -  лидерную (ситнадь- 
ную) последовательное^ тени а, фактора 
СШфИКШНИЯ дрожжей Синтезируемым рекомби
нантный белок сможет D ЭТОМ СЛуЧВС ЭффСКТНВ- 
но декретироваться д|южжлми.

Во время транспорта белка в нем образуются 
лисулкфнлныс связи, ПРОИСХОДЯТ ПраТСОПИТИЧС-
скос расщепление и другие посттрамслицион- 
мыс модификации, так что в некоторых случаях 
и среду погадает уже активный белок. Лидерный 
пептид обсспсчинас! проникновение белка че
рез ||»т101пичмнгическую мембрану и секрецию, 
при этом сам он отщепляется дрожжсьой энэо- 
прслш тзой, узнающей днпеглмд Lys-Arg. Поз-
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тому КОЛОНЫ I >* К Arg ДОЛЖНЫ рлСПОЛЛГШЬСЯ 
lit* посредством но псрсл *ЛПК. так «побм после 
ш теплели* сигнального псп т л я  сип te mpo* 
ванный (*слок содержал на N-конце нужный 
амтюкнелеший о стго к

Используя ЭПМСОМНМЙ ЭКСПрСССИруЮШИЙ пек 
ю р с сипшлыюй послслоьйтс/и.ноиью сх-фак- 
ТО р О , у/mнн к получить Мри ПН II.HI41I пбра шм МО- 
ЛИфШШрОЫШНЫЙ, бИОЖКПЧССКИ ПКИШНЫЛ 
См юк гирудин: он сшгтстировллси и секретаре
i.LicM ипаммом .V. c w t t o 1. Ген гирулнни бил
МОПСДСН ИЗ КЛС1ШС (*СС1НШКЖОЧ»ННО ТШННК»!
Ш пы Н о mdicwaiix. Shot белок является мощным 
лшмковгу лмнтом и ис i iu  iu a u ci нгжелшелмпах 
иммунологических реакций у человека. Lro 
МОЖНО НОЛучаТЬ U ЯКТТШНОЙ форме и больших 
количествах, что упростило исследование его 
способности разрушать сгустки пейотной кроии 
и устранить другие проявлении тромбе». К со
жалению. клинические исслслопшши 12 142 
больных* у 4131 и » которых имелись сердечно
сосудистые атбопешшни. выииити линь нежа- 
•петельные преимущества рекомбинантною ги
рудина перед гепарином *>ж преимущества не 
могут компенсировать высокую стоимость ре- 
комбм ia*n мои* жру ЛИ на, так чю его широкое 
испольювлнмс и клинике ирслсгак/йсгси мало 
всроитнмм.

Чю(>ы I юные и iii эффективность секреции 
рекомбинантных белков штаммами .V. сгт*\Ыае% 
Спали иреллринити дальнейшие исследовании. 
Гак. попытаетсь выяснить. спосоОстиует ли по
вышению iiuxojui рекомбинантного белка су- 
иерэкспрессии такого природною фермента 
системы секреции, как лисулмрнличомсрлта. 
которан обеслсчипает прашньнут укладку бел 
копой молекулы и процессе секреции. Дли этого п 
хромосому .V rc irw m r встроили ген дрожжевой 
л и судьфи ди юмерл эы. находящийся под контро
лем конеттпугиниото промоторо глмперлпьле- 
гна<)хкф1ПЖтпарогеиаш и сшиали крминшши 
транскрипции. У potent, сшттпа лисульфилнэо- 
мерит модифицированным штаммом был и 
16 рлч нише по сравнению со штаммом пикою 
типа. Далее и штамм -  супсрпролупсит дисуль- 
фидмзомеразы ввели внсхромосомный экспрес
сирующий вектор, иссушим ген фактора р о ст 
тромбоцитов В человека Количество сскрсгиру- 
смого тшм ипаммом тромбон» парною фвкшра

р о ст В чслоиска прешаси.ю п 1(1 раэ количеств 
ф т л п р ;, секрет и рус мог о штаммом с нормали 
мим уровнем си1педа днсудьфклн:юмсра1Ы. Су 
перпродумшм дисульфид и юмерллы повышает 
ecKpciiKKi белков только с дмеуаьфндмммк син
ей ми И iMchcime других белков дрожжевой сис
темы секреции может пош лин, количество сек 
ротируемых рскомбммшгтнмх бсЛН’Я с другими 
требованиями к укладке белковой молекулы

Другие дрожжевые системы экспрессии

С помощью систем экспрессии Я  cereiisiat уда- 
fiocb получить мною рашык рекомбинанты* 
белков. К сожалению, и болыимнетве случае* 
уровень их экспрессии был довольно низким 
Кроме того, обнаружились и другие проблемы.

• При увстиченнм масштабов системы член» 
происходит натерм пятим мл, даже если ис 
пользуют си индуцируемые промоторы.

• Гетерологичный бедок личастую оказываете*
I ниерг Л  И  К О Т И  HtpOmilfllUM И  С О Л С р Ж И 1  более 
100 остатком маннозы и каждой боковой оли
госахарид ной пени, и то время как в питии 
пых белках их содержится только сп Я по 13 
мн пень. Наличие лишних ывннозных о стт- 
ю п может изменять биологическую актив
ность продукта или его нммумшенмемпи

• Во многих экспериментах белки, которые 
тллжни были сскрстароваться, на самом де
ле концентрировались и псриплиэмлгитс- 
СКОМ npocrjKlHCTBC. что еще бо/icc осложняло 
их очистку.

Все но метанию ученых исследовать но» 
M OHoett получения ЮСрОЛОИЯЖЫХ белков с 
помощью друг их напои дрожжей и е шиши, миф 
мнем эукариотических систем И частности, изу
чались соответствующие векторы -  системы 
экспрессии, содержащие нилоспсипфичпые ре
гуляторные ПОСПСЛОГШТСЛЬИОСТН ipUHCKpi'IIIIHM
и трансляции, возможность трансформация 
ЛИХ ИИДОВ II получении H U C C M U O  пыхош белков 
и возможность круиномжтлт;|Г|Ного культиви
рована* орган кши хозяин*. В качестве альтер
нативы 5. cerrvisiat можно нсполыонлтг 
Kluyvemmyreг hictis. дрожжи, которые примени* 
ют для нрс>мы1!1дс»шого производства дактош



Получение ргкс.мбомантн.ых белкояс 1х»хюия jo  ту KapioiiMitXMU систем 141

(|l tsuiAKTiMiuuui); ScMmacchtinmt)W potnbe 
дрожжи, размножающиеся делением. Л НС ПОЧ- 
коввнпем; Y a rrm ia  hpnlytua , которые использу
ют вдканы и качестве субсфаго; Ptclua pasSoris и 
Haturnuta /Wjw /агдЛг/. вторые могут псиодью- 
h u h . метанол как единственным источник угле
рода и энергии.

Синтез поеерхшктпом антигена 
вируса ге п а ти та  К
Мепнюгрофные дпожжв Р pasioriy можно бет 
ipy/lit и больших ипрщ выриинншп. В npOMMUI- 
лентам биарсяморах. Их использование и мне* 
слое оргянмзма-хо шина позволто бы увеличил, 
выход «тминных продуктов 1СН*раТ0ГИЧИЫ> 
бедкой Такой вывод можно сде/игть. рассхютрси 
н кпчсствс примера получение noocpxiHKTimio 
ш п и га т вируса icn a n n n  В (H B nA jO с помощью  
специально pa сработанной системы с исполкто- 
ванпем inner пирующею вектора Сначала ген 
lIRsAy встроили между npoMinoiuva сен л алко* 
юлмжаидсы I (АОХ9р) и сигналом термина 
ш«и-пол1Шлс1т л 11ро1са»шм [AOXIf) юго же гена 
(рис 7.5). Регуляции активности г а «  ЛОХ1 Р  
pa\Utris осуществляется с помощью метанола. И

У-АОЛ 7

Рис. 7.5. Иитефирукчаий экспрессирующий нем up 
дли Р. (Ы1\ими. Между промоюром (/НМ/р) и сигна
лом 1сркк11л||ИН-иил1И1.и!1И1ЛИ|Н1Илшси ( ЛОМн 1сна 
MMceWbOKCtuffHii I Р. paUuri» пстр«км1 ген ///Мс 
///.Vi геи. колирующие «пин in ферме><ion /чилим 
teca rifciiuituii, гии1шнн<илеП1лр<игиазу. Кроме то 
к». icKtop содержит cafn имипшнин рсияш лисп» Р 
petmns (4*пп'). ген устойчивости к ампициллин) 
f AtiifV) и сайг ммишшши ренпикапнн. акшиимН в L 
со(Цпп1) Г  А0X9 **т Фрвгмгнт 1' cumiBMii noutr
шмтелыюстн гена ишачимссиши I Р раиоп\ 
(треаклми укатан сегмент, коюрий нитрирует с и в 
геном Р.

СП» присутстиии МП ПОЛЮ Л 1К0П1ЛМЖСцчиы МО 
дет приходитьси до 305? всех белкой клаки, а в 
опугсгвис мстаноил a iKorcwu>Kt*iuui.w месите* 
тируется вообще

Вектор (рис. 7.5). специально сконегруиро 
ванный для этих исследований, содержал следу
ющие элементы: 1)6лок ЛОХ1п-1/Н\Ах-АОХ9г, 2) 
сайт инициации рспликаиии, функционирую 
luitft и Р. poAtaris; 3) фрагмент Д Н К . содержащим 
cain инициации репликации плптмнды рВК322 
и селективный маркер I  т Ь .  4) фрагмент 3*- 
AOXI, способствующий интеграции клониро
ванной Л И К  в определенный сайт хромосомы 
5) активным ген гмстндпмалдс1 илрогсниэы 
(///.SV). копир)юший ||кфмсит, который учасгву 
<п в синтезе аминокислоты гистидина. Наличие 
в этой коне »ру киви последовательностей 
рВК322 позволяет испа,1Ь'кишь дли работы с 
неИ /; colt. что обдегшет клонирование и при 
необходимости позволяет получить болыпис ко
личества векторной Л  НК.

Чтобы предотвратить утрату плазмиды, была 
предусмотрена интеграция участка /1М7/>* 
ИВ.уЛ£-АОА1г в  геном Р. pastoris. Для этого 
штамм Р pastoru HIS4 с дефектным геном ги 
стндннодлсгилрогеназы трансформировали 
фрдгмешом вектора, солсржа| и им элементы 
AOXIp-UBsAg-AOXX WS4 и 3 -Л £ М (р и с  7.5). 
О результате двойного кросс кнговерг между 
А()Х9р и У-АО Х1  введенном Л И К . с одной сто
роны, и комплементарными последовательно
стями хромосомной Л И К . с другой, произошла 
интеграции последовательностей ЛОМр-ИИхАу- 
A O X liи lflS4n геном, сопровождающаяся yipa- 
той хромосомного (сна A O X I (рис. 7.6). Клетки, 
в гош ц wm>pu> включился ген H9S4, растут на 
ерем без тсп и м п а ; л о т  приток может ис- 
1Юль'Жчштьсм хчв их отбора. Вторым криа-рнсм 
отбора служит имсллснис рент.» к-чегок и нрн- 
сугстпии метанола, поскольку после потерн тема 
Л О Х /  после двойного кроссннгоисрн активным 
остпстеи тачт.ко один, менее зффсктинный геи 
Л О Х 1

Клон с 111г<с1рнроваишнм фра! ментом 
A O X tfh H R s A g  A O X I9  при росте в присутавии 
мсгаколп. Ktnopuil активирует ЛОА7 промотор. 
СШГГСИГрОВВД В больших количествах И)*1С1ГГИЧ- 
ный белок 1шка!ЫИваюпшГю1 и щпо-
илпзмс. Белковый продукт ОбрЛКЖШШ inKOit
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Геи ЛОХ!

ms4 IV».kvmum ЛИК

ЛОХИ

Рве. 7.6. Интеграция части зкспрсс0 1р>юи(сгонемирл п ген адкоишмжиии »и I Р fxxxSonx. В резулютге деоА 
H M X I кросс isitniDcfu н е ж а т  i c h o m  Л  О Х /  и  > * ш с тк л м 11  А О Л  tfr  и  У -Л О Х !  (п е р х . 'к и  п и с т ь  р и с у н к а )  п р с к г с х а л ш  им 
tcipoiiHM iicKYopi и (сниммую ДИК и утрОТв большей 'litem mi* *J I (ЛОХI) Хозяйской хромо
uwoil (мнжнки часть рисунки). И pm ум 1сиа HIS4дягт юшшжлость меткам |iairm на среде IV i m ciнайма В 
присутствии Mci.HKwm Л О Х  Ip акти  пирует 1{шшк| шпиню iciui HtbA& а ЛОХ7/обссисчимаст терминацию ipuiic- 
криннин и пшноиемнлировэнис.

же мулы11с>СчсЛ1гн1гж ин комплекс, как и cool 
истствуюшпм белок и клетка* человеки, мнфи- 
ии|кмш»191мх иир)\:ом 1С1ШТНТЯ В. и связывался с 
шпигелями к пому вирусу При вы рш пиши ж и 
ДЛИНОЮ КЛОНИ И 240-литровом (|Ю1Н(СНКрС IIC - 

рнодмчсасою действия кали'*ссткш сшпсифус- 
мою белка ШТИ.Ю бы примерно па К»' вакци
наций. При этом генстичсСкп* конструкции 
остина ась неизменной и течение 200 ч.тсои 
цулит1ш иретш 1и в присутствии мспикхлл-

С интез бычьего лизоцима С2 
Способность Р. pusims сскрстнроють гетероло
гичный белок исследовали в системе с нсполию- 
ванмем кДНК бычьего лиюцима С 2, колирую
щей ПОЛ»(0|Н1^ЧрИН11 (СЛОВ. и ею loOi t  пенный 
лидерный пептид Вычий ЛИЗОЦИМ это желу
дочный фермент, ратрупапилий клеточные стсн- 
кп бактерий; он устойчив к протеазам и сохрани» 
ci активность в узком лиллгсиже pH. что 
позволяет исполыонатт.сго в качестве .поставки к 
кормам ждочных животных дш  улучшения пи- 
шеалрення.

Вектор, сотллн!шй дли этого исслслоьанми. 
бил идентичен вектору A O X Ip 'H B sA x-A O X Ii.

описанному выше, та исключением того. что 
вместо колирующей пек 1СЛОЫПСЛЫ40СТИ HlisAg 
в нею была истросии кЛМ К л и тонн ИИ. Вен 
НП11ТММЛН былл HincrpItpotUlHU в Дефектную ко
пии» теня HIS4  я хромосоме Р. pa.storis Врсзуиг 
тате интеграции ген бычьего лизоцима оказы
вался фланкирован одним активным (NIS4) и 
ОЛИИМ дефектным ( H/S4r) 1C НИМ И ГИСТИЛИМОХ- 
лсгмлрогстгш  (рис 7.7) Прслшсстьсиник 
бычьего лизоцима процесспровален в Р. parloris 
и сскрстироватся и среду, при у г о н  удельная 
активность ССКрстнрусмого белка были такой 
же. как у нативною фермента. При фермента
ции 10 л культуры в течение 200 ч в непрерыв
ном режиме При высокой плотности клеток 
синтезировалось примерю 20 i лмзоиимп.

Аутентичные тстсро логичные белки были 
получены и с помощью других дрожжевых си
стем . Например, >ЛНК а - и (i-цепей гемогло
бина А человека были встроены между нромо- 
тором (МОХр) и cm налом 1ерминп1шн 
1рамскрн1щми (M O \D  теш мсiонолокенлазы 
Hansrnuh polyMorpha и помешены друг ад дру
гом в экспресс и рутошиН вектор Через 40 ich c - 
рапий был взят и золят со сдучиГшо интегрпро-
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<1>>М* liitvt'.n i|.|»u4l I f f
ш .и

ГДОМНЯЯДКК

Drt.i«i|viin« Л И К

ВстпемитДНК
/  у  (оюиипа ЛИК

г ~ т т т -
HIS4 • 

J
Дп|<*.п<ыЬ lt»l

H9S4

he. 7.7. Интеграции *Ш1рсс<:мру10щгп> илашиднгио яекпчч» и нефе».гимн хромое* л» ими гем II/S4 Р.ртннп 
В результате мнкл;иhi опера между гишзмшнтм геном HIS4 н г пил» H/S4 мпки- хеши ни пропс мани itirrerpa- 
im* и геном пеей птимндш. метрик оказывается фялнмч><м**чш<>й фун*инош1ЛМшм и жфенним пятят 
HIS4 /», L м / -  промотор ЛОХ1. ьЛНК Cwiixro лизоцимаQ  н сигнал терминации транскрипции подтисни 
л иронии и» ujoihctvt псина Черная полоска - пефеммын > чисть ь H9S4 н*т\

KibiiiHM участком исходном' вектора и по к а т- 
но, что в нем присутствует функциональным 
гемоглобин А с Прп*Ш1МЮЙ тетра мерной стру
ктурой: дне и - и лис {5-нсии (а ,р ,). Кроме того, 
с ис иол маканием экспрессирующего вектора 
Д-1М S. р о т he t несущего селективный маркер
ный вен и клонированный ген человека. оба 
пол контролем промоторов млекопитающих, 
были получены большие количества рскомбм 
плитных белком, колируемых ратными генами
•1СЛОВСКИ

Дрожжевые системы 'экспрессии стати иг
рать важную роль и получеинм гетсролопгчкых 
(Чтеш /пи научных, промышленных и мелм- 
I .и неких целен. Однако, как и Окалин исследо
вания, ни одна И1  них не может гарантировать 
получение аутентичною Г»сдка любого темп. По 
яоЯ и рцду других причин были разработаны 
Системы экспрессии гсиои с использованием 
laciок насекомых и млекопигикишм.

Системы экспрессии с использованием 
культур клеток насекомых

Ьпкулопируеы инфицируют только беспозво
ночных, В том числе миожх насекомых. В ходе 
инфекционного процесса образуются лис их 
<|х>рмы. Одна представлена отдельными нирмо- 
иами. которые высвобождаются из инфициро
ванной клетки хозяина, как правило клетки 
средней кишки, и стюссбны иифицирошт. дру
гие клетки этогооргана. Вторая состош из мно
жества пириоков, заключенных п белковый мат
рикс. Ьелок этого матрикса назыпдстси 
полнилрином, а сама структуре полтлроном. 
Ситгпг» иолизлрина начинается через 36 48 ч 
пекле инфекции и продолжается 4 -5  сут, пока 
зараженные клетки не лизируют И ХОЗЯЙСКИЙ 
организм нс погибнет. После этого мт'ожсство 
таких частиц высвобождается н попал дет н сре
ду. где от инактивации их защищает белковый
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матрикс. Мели восприимчивый хозяйский орл»- 
ннчм прш лягы вясттакую  частицу, то поднэдрин 
салиСнииш рустсн и высвобождаются впрпопи. 
способны е им»щигрон:и». новы й инф екц ион
ный ЦИКЛ.

П ром отор гена полиэлрина чрезвы чайно 
Сильный, а пик I р ж ш п л к  пируем к с читки» от 
наличия сам ого i n n .  Слслоидтсльно, замена 
последнего ICIIOM  чуж еролиого белка с  после
дую щ ей MIIOKyAUIIIICfl полученны м  pCKOklfiH- 
нянтным Гшкуломмрусом культуры клеток насе
ком ого может принести к сингсгпу больш ою  
коли ч ества r n c p o ilo n o ilio r o  Г)СЛКЛ. который 
благодаря сходству систем  и несении писттранс- 
.чяммонных м ш нф нкш иш  у насекомых и м леко
питающ их Оулст СдЛМ ЮК (Л ВОЗМОЖНО, II ИЛС1ПП- 
чеи) к н а л и т о й  форме того белка, который 
интересует нсслслоьатсли. Исходи из э т о ю  тш 
ос ноне бакулоьирусов были разработаны векто
ры /till эксп ресси и  1 C ног», кодирующих белки 
млекопитающих и вирусов животных

НЛИбОЛСС широко HClUVIK.iyCTXTl вирус MMCV- 
жестениого ядеркого пол ю л  роза Autograph) 
catijonxU-a (AcM NPV) Этот бикулошфус кнфн 
пирует более .Vi /ipytux мнлон iдсскомых, а так
же хорошо расчет н культуре многих клеточных 
линий. Линин клеток, обычно использующиеся 
я.'in р а б о т с рекомбинантным AcMNPV. поду- 
чают ииусснии Spotfapitm Jrttffperda* Промо юр 
пссгпгАДрина и /тих клетках чрезвычайно аки» 
Иен, и при их тралении Cxi к улови русом дикого 
типа синтезируются большие количества белка.

Система жспрссеирующих векторов 
па основе бакуллншрусов
Первый шаг в конструировании рскомбнншпного 
бакулокируса AcMNPV coctoitt в ссш пмии  троне- 
ппртпою вектора. Транспортный вектор л о  
л р о т ы т о т  пжимкды f . сей. содержащая фраг
мент Л И К  AcMNPV (рис 7.8), который включает. 
1) промотирнух» область к расположенную перед 
ней посдсдовагельность Л Н К  AcMNPV. нсобхо 
Лимую лпя гомологичной рекомбинации с 
AcMNPV; 2) cam дли клонировании; 3)с.Ни тер
минации тшиллсмидирияажт гена паиюдрина и 
прюстеимцую к нему последов» гсдыюсп. ДН К  
AcMNPV — ituipyio область, обсслсчнтнищухэ го
мологичную рекомбинацию с AcM NPV (рис. 7.8) 
Копирующая последовательность гена лалиэлри-

вскщрпаяДНК

—4. ~ 1 _Л — 1__ — Ь~
S'-AcMKPV Гр Г К  Р> Г ACMNPV ЛНК 

ЛИК

Рве. 7.K. С xtr&umrieeiuic npcaciimieiiitr единицы ил 
г|рсч.чги11 7|имспирпнмо Mvropi на оам)Пе Ятку-хонп- 
русин (AcMNPV) Геи белка-мишени ьеграшвгю! в 
сайт 1к_н1мириллмия <C*K)mva.i)  Проящором tvitaim- 
тюарниа ( / »  и слитом icpAiimaiiHii его ipancKpiu.- 
мни (Рг). Псре>. npo%umpo*i и после caittii icpumu* 
ши* тропари пцип ветра и м от фрлтмгмш ДНК 
AcMNPV (V AcMNPV ДНК и  ̂ AcMNPV ДИК сл
от net спит и но), сбесисчи шккмцис ишегрвиио едкие* 
uw жспрсссни п/1НКАсММЧ' « 1счг1 mv< и* личной
рС Ко* *блН л till II II МГГКЛХ ИОСГММчВС».

на из этог о фрагмент удалена. Интересующий не- 
слсздюггсля ген встраивают между промогором »• 
сип истом герииниилн гена тюлиэлрииа II UHCUWT 
инструкцию в £  па//.

Культуру клеток насекомого. |рпнсг]ьишфо 
ванную Д Н К  AcMNPV, трансфицируют затем 
транспортным вектором, иссушим КЛОНироШМ- 
ИЫЙ ген. В некоторых ЯНДХИЫ ТрМНСфМЦИрОВан- 
пых. клетках происходит двойной п р о с и т  опер, н 
результате которого клонированный ген имеете с 
промотором и сигналом терминации трш<ск|ж1ь 
ими геня пшиидрнна встраивается в ДНК 
AcM NPV (рис 7.9) шмешам геи полиэдриия. Ви- 
рионы, ис содержащие этого гена, образуют зош 
клеточного ли тел. из коконах можно выделить 
ре комбинат гг ный бякудовирус.

Визуальная и>1снт11фикштя « п и т  шел -  уто
мительная и суб ыжти иная процедуре- Вместо нее 
лян обнаружения рекомбинантных бакулоиаруиж
МОЖНО I1CHUJIЬХПКПЬ л НК-1 Мб|.4М>МЛ1ШЮ ИДИ ПО-
нммербиную пенную реакцию (ИПР). Кроме того, 
если пол контроль промоторе бакудонмруса, at* 
IИННОЮ С IUIIHHX И /Я» ПОЗДНИХ С1Д.1ИЙ литическо
го никла, помести гъ ich luiZ  / . евЛ, кодирующий 
Р-г:плктоииа-|у, и такую кинструкнин> включип 
во фрпГжш  Л Н К , ес|рлтаопщийсн и ichcu 
AcMNPV. w  в присугсгмми хромок'ННОЮ ф  
строга [Иялакгачидвзм зоны с рскомбинятным»» 
вирусами сжрпситсй в cftllitfll шнч

Гетерологичный белок, синтезируемый куль 
турой клеток нясскомою-хозяинж, заражений
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ТояисиогшмВ нгктор

Рас. Т.9. Замещение rein полиiiipi'M.i AcMNPV ели- 
мииеА же пресс мм qnnciKipriiuro оекп^п i  ppynua 
те лпоНшго ftcpoccMiiioucpa u 5 и У  фрлгшмгуш.

рекомбинантных! бакулопнрусом, можно выде
л и т  через 4 -5  сут. С помощью системы экс
прессирующих векторов на основе бакулопиру- 
сов уже получено более 500 различных

1Стсролоп1ч н т  белков* при этом более 95% из 
них имели правильные пссттроисляниоиныс мо- 
лификдции (рис. 7.10).

Лилу чаше {*>камбиниптныл 
бику/нншру'сон
Исходная маодшш получения рскочбима>шшх 
бакулонирусов и дальнейшем была изменена по 
ряду причин. Bo-ПСрВЫХ. Применение JtpoMOlO- 
ра гена пшиодрина имеет ограничения: белки. 
СИ»ГГС)МруЮЩИССЯ tui поздней спеши литиче
ского цикла, часто оказываются модифициро
ванными нс до коты . Дпя решения эгой проб
лемы и ром от о р гена полиэлрииа заменили 
одним насильных промогорою AcM N FV, актив- 
но функционирующих с самого i сача та и до кои* 
ца литического цикла. Во-вторых. линеаризация 
генома AcM NPV перед трансфекцией клеток tea* 
семисото увеличивает долю юн ли шел с рском 
бннлнтнымп вирусами. Расщепление генома 
AcMNPV и одном сайге умсншгасг число зон с 
нсрскомбинантными вирусами, потому что ли- 
меармюванные геномы бокуловирусов обладают 
ограниченной инфицирующей способностью. В 
результате двойного кроссингонерд между линеа
ризованной Д Н К  AcMNPV' и кольцевым транс
портным вектором образуется замкнутая колик- 
вая молекула, которая обладает инфицирующей 
способностью. Чтобы обсспсч1ггь стабильную 
линеаризацию о каждом зкспгримсшс. в геном 
AcMNPV дикого mna в ген полиавриш встроили 
уникальный сайг для рсстриктазы №*361. В ре
зультате доля юн лизиса с ре комби папиными ба- 
кужжмрусами увеличилась с <1% (когда исполь
зовались нсрасщсппсмнмс кольцевые молекулы 
AcMNPV') до примерно 30%

а lliiiqa)qNiii
Лчгможк%гим|1МйШ 
Антиген iutpyt* с игреков шм.* 
ПрГД1ПСС1НеЬМИК ЯМНЛСКДД 
р И»г»грфс)х*(
КмчмА ропоигим 
Антиген вирус* синего с ш  
рцуляпу  просиишемссш чемцши. 

• ы;«у im iutft Ь КОТОрОМ пригнушт * 
VOBrtfW  ItIUUTiy 

ЛЮМТН Ифуса пси с г ним I

c>|itli|a-tit'll tin
Ci-Tfenoft-сопряжем hi;*  priawropu 
Белок сСкхючкм IIFV-I 
lie тки • nnut д* HSV
1ЦсЛ1Г41ШИ фъхфмт д и ЧСЛОК»*
Л Н К -пи чим грп  «I п  человека 

Л и л л и  пешлдеулочной х е к  ш  
чглсоскз

I с>1Л11 ji itn п л и ц  I4I|'\VJ I |* tn iw

И н те р п о л  к и и -7  
Г«здс iatp}ui Лаоса

for л* at Mi|«>va
Mi.imiMUf momcw u'in^ im iu c  himнтсъя 
Ьелгж —  переносчик лекдрелгимьл 

веществ
ЬсЛ»Л Щ1Г414'М«| ̂ Ul
I лдеродогмм V) wryv* nrctiarWiimM-iKi
I лиаич|рипами мфусл бешгметм 
Л и н и  си p rc n s ip iio p iic v c iiH tiim iA 'iM a 4 f>  

«идо*
Ли пнгм ватник* о т м е р )* »  ободом 
Ахти ют op тюлевою п ип*нмкин

1*»с. 7.10. Нскоторне рокомбинлитмс белки. с»* тезированные г системе экспрессирующих «скторов каосмо- 
и- бакушширусов H IV -1 вирус иммунодефицита чепооскд I типа. H5V -  вирус Просгогогерпссл

1С-*КЮ
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ВАЖ Н АЯ  ВЕХА

Синтез |5-глобниа кролика в культ}ре почечных клеток обезьяны, 
инфицированных рекомбинантным SV40

R. С. Mullipan II II Mtmtrd. Р Berg 
HiiturrVT. 10* I K  1979

На iicpouN пилил (иирабепки лю* 
боА эукарютмчссасай си ле  ми 
иатрссснм г.рг летав; ист m  о т о  

с те ль н о  простой процедурой. 
СОСЮ0ШОЙ n IА  »дСм ре СЧя . ' j во сг яу - 
клинч ре: у л*горны* нослсйовл-
1СЛЫ Ю С1СЙ , В О  JX4H «1 1 1 1 »' ИХ В • € * -

ю р  о определенном порядке и 
тш-миШеим та

ким стразом, ‘ли бц обеспечива
лась его зффемимшя ткспрсс- 
сип На при м и  кс же создание
IIC p M M U  IK lK O iK  II  ИМ J>K.ip<lt/TVI4C- 

CK1U •KCr.pCCClTpyxiHlMX век гире III 
отдоилось весьма кропспаипым 
делом, осноышним т  McitiiK 
Проб И ошибок. До ПОИМСНИ* рэ 
(юты Мудиишма. Хоуордл и Ьертя

в вск'шры кеккошп пюших на сч. 
нике SV406uru> мприеко множе
ство lu u iu t  генов, оанаю  после 
введение их и хозяйские teamen 
зрелые <J»yiixiin<nutfbiibic нРНК 
не обнарукмвд.я«сь. Муллит и и 
яр истровли кЛНК 
кролика в oiiitii на гении SV40. »rj 
кстцхмо была удплсш по*пи вей 
кццирузотли область. но кспо 
рый содержал д е е  участки, отве- 
чйюстмс за инициацию и ТСрМИ-
Н а Ц И Ю  Т р Ш  1СКр11ИЦКУ1. U L in ftC IC H I

и ncuttnueidoiifpotainic...» В 
клетках. трансфицированных 
•«oft теистической конструкии- 
сИ. емшезигхжыпеь и мРНК (У 
гдоОша к ролика, и Осло*. По

мнению itniupue СШ М 1. «он  пе 
нсе itoiMiicctво сосгияло к р^ик: 
пни оставить нги тененной об
ласть вс к горл. участвуют)** и 
... пронесем т е  м1*НК • !^io ix  
следование показало, это лффск- 
тниную зукарнтинсскую систему 
экспрессии можно соэлап., поме» 
п и п  ген-мишень вол контроль 
1рШ1СКрИШШОНИ)4Х И фЯНСЛИЦИ- 
а иных ро удя горних послелога - 
тельное! ей В хоис дальнейших 
Jk C lIC p tC M C tflO lt были >Х1Л»Ю П.1СИЫ  

вес структурное особенности, ко 
юрые жш ж им быть присуши *»У 
кариоштсскнм »кс пресс пру*>- 
шим вектором

Avi/361-Систему яннсарипаиин далее мопифи- 
цирсжгли гак. чтобы получить сверхвысокую ма
ститу ремнгОкнашных 6а кулоп прусов. Для это
го n 1C ном AcM NPV внесли диа Дш361-са№тв, 
но одному с каллой стороны юна иолкэлрииа 
(рис. 7.11) Один сайт находился в гене 603 (от
крытая рамки считывания 603 |()RF603|), а ито* 
рой -  n одном in  генов (O K I-1629). необходимых 
для репликации вирусной Д Н К . При трансфск- 
нин клеток насекомого с помощью Д Н К  меши- 
фниироианното бакулопнруса, мнкубиропиимо- 
?о с А л 361. репликации пируса не происходила, 
поскольку отсутствовал фра1мснт необходимою 
для ло го  гена (OKI* 1629). Далее б ш  создан 
транспортный вектор, содержащий ген-мишень 
и, если это нужно, селективный маркерный ген 
между интактной копией гена 603 и необхешм- 
мым дли репликации гемом Таким вектором 
трансфицировали ю л к и  насекомого, которые 
были предварительно трансфицированы линеа
ризованной Д Н К  AcM NPV с делецией участка 
между /ЬиЗбЬсайтами. В результате двойного 
кроссинтовера ьосстанаалиналась функцио
нальная форма ORFI629 и происходило включе
ние клонированною гена п гемом AcMNPV'

(рис 7 11) С  помощью ЭТОМ системы ЛИЛЯ хон 
• ти с а . содержащих рекоыбнна»т1ые баку локи
руем, была увеличена до 99$

Создание челночного вектора но основе 
Оакуаоеирусов для £  coli и м е то к  
н а с е к о м ы х

Ршрлботака система. лазвошиоивя осушсстть 
«ятъ вес 1г>||1оииженгрныс мджитуляини но со
шли ик» экспрессирующего мгкторп ни основе 
бакулоимрусв и t\ coli. При этом трансфекция 
клеток насекомого нужна только дли синтеза ре
комбинантного белка В системе не пользуется 
фрагмент небольшой шкпмилы £  toll, фланки
рованный участками Л  Н К . расположенными с 
5 '- и 3 '-концов гена полн'/лринп Он содержит 
ten устойчивости с клип Минину. нуклеотидную 
исхлсжиистсльносп». игрсношую роль сайги ин
теграции и встроенную в ген toe'/’ бет наруше
нии его функции, и caftT мннишшнм реплика
ции. активный в £  call. Интпраиия гитатмнлы в 
геном A^rMNPV происходит в результате двой
ною кроссинтовера н сопровождается злим низ 
имей гена гюшгтдрмка (рис. 7 12, Л) При этом 
«>братупеи кольцевая Л И К . способная сушссг-
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Гнс. 7.11. Получение рекомби- 
кашных бакулоннрусои. B ichon 
ЛеМГчРЧ, а имении и ich 603 и 
IXH ORH 629. нсобхолнмый дли 
репликации бакуздвируса и 
метках пасс ком их» истраплают 
по одному Аш361 сайту. Эти ге
ны фланкируют ген гкшкшрнна 
AcMNPV ИIIкурируют ре ком* 
бишниный С«к;у/ч>ьнр) 1  с
Ам*И1. и ре >у легате *.еги «ышР1ь  
пилен 4 о л 'м е т . илхоишийси 
между Au36l-cafHauit Трине- 
фииирумт! клетки насекомого. 
Hccylmtc бакулоамрус, который 
6мл обработан £ш361, транс- 
порты  м лектором с клоимро 
ленным геном, фланк И РОМИ
НЫМ промотором (/) и сайтом 
!срминакшн грлнсьрнгщин (/» 
гена поаиэдртиш, п также с ней»- 
IIOfXnvCpilMM 1СИОМ 603 Н ГСКОМ, 
необходимым дли репликации 
В (cjyniiTine двойного кроссинг - 
опера (пунктир»ыр линии) о£рл* 
»>ГГСЯ рсХОмГч>1и%1Г1Т1ЫЙ Гиьужь 
пирух с функционирующим 
гемпм. необходимым дли pciulM 
клнмп. Выход РСМЖ0 ИИЛН1 МШ
Ш1КуЛСИИр>СОО II ТЯКОЙ СII 1*1 cue 
состоит и гг 9W

Модифишфшиньми Cmfcyitoiiwpyc-----------------------------------------------------------------------------^

ПшЧЛ fouJM

IrutfiT Iгн nnnritpMi-» Геи. исобсплимыИ и »* рггчиь.и*.ии

Ьлунсвырм:. 
сб|Х1ботонми11 A w  361

г -------------------------

Гисшсппснмс
С ■X'MOIUMO в ш  41

ш
В*иМ>\ -<(ря1>« нт

1рАЙСП1>рП4ЫГ КГТСР

ИгммлО'им тми ген y:iii«npyv

I ni Mil Т. ггн Гем. i сибхпслмиИ для pni.Huaiuui

повить n сой как птатаииш и отатствснилд та 
образование трансфицированных клетках носе 
►.имело бакупопирусов. Челночные векторы tin 
оснопс бдкулоннрусоп для /Г. со//и клеток мисс ко
мик называют Гмкм идами.

Система ид оснопс Оакмид потаеммег сскЩть 
eliteivmy плазмиду Д. <м№, и которой между промо
тором н сайтом терминации ю ш  падмшфшт 
встроен ген-мишень (тгамилв-аонор). и донор 
нов плазмиде ICtl устойчивости к гсшнянцину и 
до и м а  экспрессии ieiia-мишсин фланкированы 
нуклеотидными последователи килим и, которые

спнзыткткпгсп с сайтом и то р пц ии пСшкм!ис. л ten 
устойчивости к ампициллину пнхшнтсм вне двух 
сайтов nct|xi>itinimii (рис. 7.12, Ь) Гскомбаташм 
между с wnieiemy ющнми сайтами и донорной 
IL WJMIUC И Oil КXI те  ЧОЖСТ ПРОИСХОДИ It. ТОЛЬКО в 
iipitcyicTHHii специфичных бел ко»» (Oc/ikoii транс 
Позиции), которые н этой системе кодируются 
i|iciticTi ИШ1МИЛОЙ £ сЫ 1 <аяазм1цк>й-1ЮМошии- 
ней), несущей еще и ген устойчивости к тетрацик
лину (рис. 7.12, 1>)

Ьиктеришьиыс клетки, иссушис бакмкду, 
трансформируют одновременно плазмидой-по-
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мошницей и локер нон плазмидой. В НСКОТО|>Ы* 
двойных 1рансформанта\ фраiмент Л И К . огра
ниченный двумя сайтами интеграции, вег рай на - 
стся в сайт интеграции блкми/ы (рис. 7.12, Б  и 
//). Вс трлн ванне фра1 мента лонорнои плазмиды
С СДИ И И ЦСН  JK C lIpC C C H H  И ГСИОМ  y t  ГОЙЧИИОС I и  к

rcirraMiiuiuiy и coil? imieipaujtn 6aK.vm.nu пару 
тает рамку считывания гена tof? В результате 
бактерии, несущие рекомбинантные (со астрой* 
кой) бакмкды. образуют белые колонии и при 
сугствки изопропил-р-1>тж иил«1аопирано1нда 
(II П Т  Г) и 5-6ром-4-х.и>р-3-индола|-р-1>пиак

I сном Ai MNfV

_____1 гн поли шриии

it/'-, to/-к ^ Т — г

Плдмилд /_ ай
Л

Я

I  С1114 ip ilIC n X lM H Itlf  

П л а т и л а  т т и ш и ш и

Л<ч1(1тАи luuiutut*

P fK O U fllllU H lW lll 6 * » :4 IL V

S  л

М Н И
У Aie/ Min (,nf р Itii I mil Ar/'Kan* nne I1 

m im iic m w

Рис. 7.12. Полуроте ре комбипт triton Gaavnun Л. Пгллнилу Г. егЖ net par пан гг п геном AcMNPV с помошый 
двойного «.россиигоасра (пунктиримс линии) между сегментами ДНК (5‘ и V). фланкирующими ген гтдиырп- 
1ш , с обрахианием челночного иектири, способного к репликации к п к  и / <oU , та к  и п клетках иасскомы* 
Всфипплсмлл тиимилиам ДНК содержит ich усгойчиюсм к кяшмпцмну (Клп°. саИт итсг|М1в1И (ап), клони- 
рогьшиий t o  нарушении рамки считышиши и послглоилгглыгостк t a c i t ,  и сайт h iih iu u iu im  pcitji икании L  c c t l  

(гап€). А Фреи w in  донорной цтатмидм. шрпнмченныМ лумя сайтами innei iw iim i- (m i R и net Lj и несущий геи 
устойчивости к тпаминипу (СпГ) и ten мишени ПОД южгро/см itpiwunopa (/>) и cuHtn термиилиии грипаермп 
ими (0 гг ил под таджик, пгфлиплкгг и rain интеграции ( pH )  блкмилы с помощью белкой транспозиции, каш 
руеммх или iwivioA-noMoinimnoit II ля 1мидл помощниц* и депорт иш плазмида несут гены устойчивости к тет
рациклину (Tel') и ампици гину (Amp1) cocimcmicuw. Я. Рсюомбишигппвгбдкммвсодержитдефектный геи 
tac7?C). УгяоюЙ стрелкой обозначен сайг innutinuaiK триискрилимм клоимро»*ииого ген* после Грамефесимн 
К. 1C ГО Г K it r c i ’O M O lO  р ГК О М б | Ш Л Н Т »ГО Й  б а к л п и о И .
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топнрш'отиид (X-G.nl). Т с  из них. которые ус- 
тойчш ш  к каиамицииу Н ЧуВСТвИТСЛЬН!! к ам пи
циллину и тетрациклину, несут только рскомби- 
И.НИМук) биКМНЛУ. НО нс донорную  плазмиду и 
т и п  милу-пом < ними ну В н а и т и и  а с п в к и  т о -  
I!проИ41 иного гена ГЮСЛС всех ЭТИХ манипуляций 
можно у6 сл 1Ш<ся при помощ и 1 1 1 1 1 * Долее ре 
комби п и н т о й  бакм ндой м ож но транефнциро 
ш т .  клетки и а с с к о м т о , а которых произойдет 
транскрипция клон кропанного гена и с т и х . » ре 
комби и а и т о г о  белка.

Для сощипни экспрессирующих ректоров пи 
(•снопе (Wtкужхтруссв не полью т л ись и другие 
подходы. Олин из mix предполагал проведение 
всех I енмон и же мерных мин и пул мини с геномом 
AcMNPV и дрожжевых клетках с нспольхнтиисм 
чел ночною пек юра для дрожжей и клеток насе
комых с последующим введением рскомбинакт- 
ишибикуло&ирусан клетки насекомого В другом 

1и создания конструкции «клоиирокитый 
тем—тсном AcMNPV* не пиль joivmt систему ре 
комбинации in vilro, основанную мл вырез;* 
нни—встраивании Д Н К  бактериофаг 1*1. пекле 
чего is кой конструкцией напрямую фансфици- 
ронали клетки насскохмло

Выделение рекомбинантного бс.жа 
из м е то к  насекомых с помощыо 
аффинного связывания
Для выделения специфических гетерологичных 
Сеткой из клеточных экстрактов и in  смесей сс- 
крсшрусмых белков можно использовать рат
ные подходы. Один из них основывается на при
соединении к клонированному гену — без 
нарушения рамки считывании -  сегмента Д Н К , 
кодирующего короткую аминокислотную иос- 
лелователмихпь, которая специфически смяш- 
взется с каким-либо химическим элементом, со
единением или макромолекулой. Гакую 
конструкцию встраивают в экспрессирующий 
вектор между промотором и сайтом герминахши 
фонскрипцип. Короткая аминокислотнаяиослс- 
/тмтельжхтъ п составе рекомбинантного белка, 
синтезируемого в хозяйской клетке, траст род), 
оффшшой метки. В одном случае перед клониро
ванным геном был встроен -  бет нарушении рам
ки считывания -  сегмент ДН К. кодирующий 
шесть остатков те ги  дина (НЬу>, спейссрный 
участок, кодирующий семь аминокислот, и сайт

расщепления протошязм из шести аминокислот; 
получившийся рекомбинантным белок выделили 
хроматографией ни хеком кс с ииксш-;п*.1 розой 
Ппследоилгелмкхггь из tuecru остяпгкок i иепши- 
ма (инсси гистидин)снизим;» тясьс ионами никеля, 
и рекомбинантный белок задерживался в козон
ке Нго : т  юн р о т  in добавлением конкурирую
щего сеянке имя (например, нмм/шэода). кот>- 
рый иигесмйл гексагиетдин рекомбинантного 
белка из комплекса с иоПачн никеля, или пони
жением pH буфери для элооини Аффинную мет
ку тщ е тн ы й  с помощью нрогсол im p ice кого 
фермента (npommaa.i) и омииипи ре комбипиит• 
та й  белок or нес и ог npmcmuuu хроматографы 
чески ми методами. Гели рекомбинантный белок 
не предполагается ticiiant.joiurri. в мсаицниеки.х 
целях, можно и нс отщеп/шть гсксагисТпдииовую 
ПОСЛСДОШПСЛМЮСП., поскольку обычно она ис 
влияет на структуру и функциюбелка.

Было раарабошно несколько аффинных ме
т ь .  Среди них -  глух а* ион флисijapct т ,  белок, 
связывающий члдьтзу, и корт кис амитжис* 
тпные последоиагсльносгн -  аитшеиные детер
минация, кст)|)ыссвя:н4вакпс»соо1ветсг11ениос 
глу nil ионом • мальтозой и специфическими ан
тителами. Использовали и разные сайты росшей- 
ленив, специфичные для тромСжна, энтерокииа 
Ш  и лрушх протсииаз. Аффинной мака и сайг 
расщепления могут находиться как на N . так и 
на С  конце рекомбинантного белка и использо 
натьсм ь прокариотических системах экспрессии, 
а также п системах экснрессш! ни основе клеток 
насекомых, млекопитающих или фнбов.

Экспр<ч'смр\юшие кгкюры для работы 
с метками млекопитающих

Внсхромосомныс экспрессирующие векторы 
млекопитающих используются для изучения 
функций и рефляции пгнов млекопитающих. 
Кроме того, с их помощью могут был» получены 
аугСИТИЧНЫе рекомбпнаыные белки, которые 
1штенц1шлыю могут испсш.зшат ься п медицин
ских целях для лечения некоторых заболеваний 
человека. Уже сконструированные экспрсссиру- 
ющне векторы млекопитающих весьма много
численны. но вес они обладают сходными свой
ствами и похожи на другие эукариотические 
экспрессирующие векторы.
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Гмс. 7.13. Обобщенная схема экспрессирующею 
вектора клсколитаюших. Моли ти кер (ПЛ) и сслск- 
тияный маркер (С М ) мпходгтен иол контролем э>- 
1 «!рП01 MNCCKOTO промегтора (Д) И СМ1ИЯ.1Я ППЯ1М.1 С- 
иилирования </ч?1 Реплика и и* вектора ■  L. сЫ\ н а 
клетка* млгкомвтаюших 1*(кчnrчиьлгтеп сайтами 
RHMimAUHIf репликации СУТ* И <*гГЛ  СО1ГТЯСГСП1Г11110. 
Дли отбора трансформированных клеток /.. па/) *к- 
иоэыустс* ген уст ой ни кости к a Mtur опалину (Amp')

Вектор. прсдстаи-енный ни рис 7.13. с одер 
х ш  эукариотический сайт минщоцям рсплика- 
цин и и руса животных (например, обезыпи^по 
икру ел <10 [SV4G]). Промоторы клонированного 
и селективною маркерного генов, л также их 
ешма.ти терминации транскрипции (о н  налы 
lummuci нитрования) должны происходить из 
клеток эукарнот; обычно нсгнзльэуют регулятор* 
кие последовательности Д Н К  вирусов жннот
ных (например, цигомеюловнруса человека, 
SV40 или IISV) или Г С 1 Ю В  m .j c l  o i i M U i *  i u i i x  (на
пример, гена р актина, мсталжтюнсииа, тими- 
д)1нкнмаш или бычьего трмопа ро ст). При 
•юм более предпочтительны сильные промото
ры и эффективные сигналы пил нале пили ропа- 
миа. Последовательности, необходимые для от
бора и амплификации экспрессирующего 
вектора млекопитающих в £' сЫ1% мроисхолят из 
стандартного клонирующего вектора Е. ^///(на
пример, шшдчнли pBR322).

С е м к ти ты е  маркерные гены 
Для отбор* трансфицированных клеток млеко* 
ПИТИЮШИХ часто НСПОЛЬЗуЮ! бакпгриил 1.1114*1 ген 
Ncnr, КОЛИРУЮЩИЙ МСОМИиМНфосфоТраПсфсра 
ту В этой системе применяется токсичное со 
единение гснстицмн (G  41Н), блокирующее 
грл(сляиин> и 11с7ра11сфш1иро|1Днн14Х клетках 
млекопитающих. При пом и трансфицирован

ник клетках G  «118 фосфориднрувтс* исомп 
11Инфос<|х>грансфер.тк>й и инактивируется. Сж  
до на телки о. пыж ива ют и пролиферируют только 
клетки, опггезиру юшке продукт гена Nee1.

Другая система отбора траксфиинронанмых 
•отсток млекопитающих основана на мсаодьюш 
ним icna, копирующею <1>срмсит лимирофолат 
редуктазу (D H F R ). В згой системе мспанлухэт 
•легки с дефектным геном DHt'R. г е. клетки, в 
которых функнионалицы D H FR  нс сшггсиируст- 
ся. После трансфекции D H FR  '-клеток экспрес
сирующим вектором млекопитающих с функ
ционирующим DHFR - геном в среду добавляют 
метотрексат. Нс трансфицированные клетки 
ис растут и сто присутствии, а клетки, синте- 
жруюшнс дигмдрофолатрелуктазу, выжива
ют После I I  ре а  варится иного отбора клеток с 
ПНЕМ- 1С1ЮМ концентрацию метотрексата в 
среде увеличивают и отбирают клетки с 
большим числом копий вектора, синтезиру
ющие в большом количестве рекомбинант
ный белок

Разработаны и другие схемы отбор» с  доми- 
илкгнмм маркером, например с использованием 
фермент;» ш уш м и 11СИШСПШ (G S). обеспечиваю
щей устойчивость к цитотоксическому действию 
чстиомннсульфокснмин» В этой системе примг- 
ниегся вектор, несущий 6 5 - ген Его вводит в 
культуру клеток М 1СКОПИТЖЮ1Ш1Х И ДЛЯ отбора 
кдетеж, несущих большое количество копий пек- 
ю р а, повыш ают концентрацию мпионинсуль- 
фоксимнна вереде При пом  в хозяйских клетках 
такс должна при сутеп кш тъ GS, поскольку толь
ко множественные копии 6 3 -гена могут пбсспе- 
ЧИНИТЬ УСТОЙЧИВОСТЬ К MCnKIHIIHCyVIMjKVKCHMMHy 

После схема обладает определенными преим утг 
п  нами перед описанной выше

В экспрессирующие лекторы млекопитаю
щих уже встроены гены самых разных белков и 
осуществлена их экспрессии в хозяйских кдгг 
клх. Иногда выход продукта умелнчи1илсн, если 
между промотором и к тонированным геном 
iu ipaiiB.ni! та р о й  Механизм этою (]|еиомгиа 
ней пакете и Возможно, периичный грамскрнтп 
к toiHipntuiiiHoro rein содержит скрытые сайты 
сплайсинги. по которым вырежется чисть коли
рующей области клонированною inia, в при на
личии дополшггельиою тпромя сплайсинг по 
ним происходи I с меньшей аероягиостып.
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Высокий уроиснь экспрессии клонирован
ного гена достигался при се коордииаиим с 
экспрессией сслектмяного маркерного гена. 
Для этого, например, ген DHFR  встрамцыи 
поблизости от моннройанмоге гема, так что
бы оба гема находились пол контролем одного 
промотора и имели общий сигнал полиалени- 
пирокаиия. а ten D H F R был фланкировансай
тами сплайсинга нитрона D H FR  и рекомби
нантный белок транслировались с первичного 
грапскриптп и сплаПсировлнной мРНК соот
ветственно (рис. 7.М>

Экспрессия двух клонированных генов 
в одной клетке млекопитающих

Некоторые ценные и коммерческом елноше 
ним белки п активной форме СО СТОЙ  г из разных 
поли пептидных испей. Например, тнреот пол
ный гормон человека это гстсродимср. а 1C 
моелобиь тетрамер. состоящий из двух субъ 
сдиинп. по две копии каждая (а ?Ц7). 
получи п» активны Я мулт.тнмерный белок, М ОЖ 

Н О  попытаться клонировать ген млн кДН К каж
дой из субъединиц, синтезировать н очистить

Г*кг. 7.14. Коордтитроплимал леспргсеми гспоа ипг 1ьфО(1м>лагрслук?азы (DHFR) и рском0г11шш:оп>£слкл. Ген 
DI/ГМ «Строем межлу донорным и акцепторным с&йтиин пиамсшиа шегречт ( т т к и ) ,  сигрсд ititcA iми'чгпып 
(ген а). И ге и  DHFR. и клонированный ге н  кахидотся пои ко» прочем одного lytcapiioi плоского промотора ( р )  и 
имеют общий сигнал тлааз^мшифования (ря). 1)111 R транслируется с нсенлайспровднного (первичного) 
Iрдискри та . а гетс|Ч1ЛО|ИчшиП Седок (белок а) -  с траноермта. подвергшегося процессингу (сплайсингу).
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субъединицы, а затем смешать их н пробирке. 
Однако таким образом удастся полу чип. лишь 
немногие мульти мерные белки, поскольку in 
v in o  правильная у клал к а иилнпентндм их испей 
осуществляется редко. Сборка же димерных и 
те гримерных бел кон in vivo протекает не c i.mii 
уффсктипно П етом у были pinpafioninw стра
тегии спите та диуч разных рекомбинантных 
белков и одной клеп ке

Для т и п  хозяйские клетки одновременно 
трлмсфинмроппли л пум я экспрессирующими 
векторами млекопитающих, каждый мт кото

рых иге геи иди кДН К  одной из субъединиц и 
разные гены селективных маркеров (рис 7.15). 
Трлнефнцироданнме клетки подвергали двой
ному отбору, соответственно и пыжи ниже клет
ки несли оба вектора Системы с двумя вектора
ми успешно использовал иск для синтеза 
аутентичных димерных и тгтрамернмх реком
бинантных белков. К сожалению, дважды 
тря неф I широки иные клетки часто уграч имеют 
один из двух векторов. Кроме гою. число ко
пий каждого из вспоров иг песни одинаково, 
так •гп> одна субъединица может сшггсзиро-

Л Гея a jm

I
ГНК

Cyfucjwwitu и
i

(Э

р Гея р /VI

I

I
&

Amp*

1*ВС4 7Л5. ДвухАСкшрн&я система депрессии. kaomipowititi.T гены (о и кодируют субъединицы димерного 
белки (ар). После одновременной ip* нефе кии»! клетки двумя плазмидами в ней смитсэмруются обе суОьслини- 
цы и собираете* ф>нкшишжш1ый шшериый белок. Оба вемнра несут сайги имшишцпн рею икании, ф>нк:|и 
инируюшпе я С  mV(ori*) и в юшках млекопитающих (orf^); маркерный icii (Атпрг)  для шборм траисформиро 
ванных К.1СЮК L. colt: э)ТсярмоттсскиЯ промотор (/•) и citiitai псхттадсинлириш кни» (ра). которые регулируют 
ясспрессвюсопстмимо маркерного ю в  <СМ) я кджюю ш кдежирапямпых гемов.
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ШГТЪСЯ в большем количестве, чем другой, и п и 
мы конечною продукта может снижаться. Что* 
Оы ретин, зги проблемы, 6 ш т  сконструирова
ны векторы, содержащие обе* клонированных 
ICH U В некоторых СЛУ*1Ш  они  были помешены 
под контроль независимых промоторов и сипта- 
лов полмаденнлнрокания (рис. 7.16). А  для того 
•побы iap.ui пропан. синтез рекомбинантных 
белков о одинаковом количестве, были сочдиии 
так называемые двулцистролныс векторы, я ко
торых клонированные гены разделились сег
ментом Л  Н К . содержащим внутренний сайт 
сип «мнании рибосом. Такие сайты были обна
ружены в ссномлх вирусов мпскошгтающих; 
они обеспечивают одновременную 1|чтксляимю 
различных белков с лалнинстронпой мРНК. 
Транскрипция консгрукини « 1сн внутренний 
сайт святьгоания рибосом геи» регулируется

одним промотором н одним сш налом полицле- 
Н И Л И р о О Д Н Н Я . C lI lU C .H fp y e T C H  О ДИ Н  |р.1НС«.рИПГ 

с двумя генами, трансляция начинается с 
5 -конца мРНК и с внутреннего сайта, в резуль- 
ппс синтезируются субъединицы лкмернош бел 
ка а  и Р (рис. 7.17)

Суммируя, можно сказать, что экспрессиру
ющие векторы млекопитающих столь же уни
версальны и м|и|н'К11«ы«м. как и векторы лля 
других эукариотических систем экспрессии, 
если речь идет о получении аутентичных ре
комбинантных белков пли исследовательских и 
медицинских целей. Однако промышленный 
синтез рекомбинантных белков с использова- 
инем Модифицированных клеток млеколитмо- 
ши\ обходится слишком дорого. В этом случае 
пре.1 Почт1п сл ьн ы  менее дорогие системы экс 
прсссми. »  исключением тех ситуаций, коглн

Пмс. 7.16 'Эксмрс'Ч'мрумчиии 
вектор с двумя мс зависимо 
«|хшсь|1и6и|>>гммми Iснами» 
Клонированные гейм (п и р) 
копируют субъединицы ди
мерного белка (op). Каждый 
ген встроен II т а  up кдк часть 
отельной единицы транс 
крмпиим II находится поп 
контролем эукаряогичеоими 
простора (tf м сигнала по- 
шллгминирисамк* (до) Каж- 
:и* субъединица ipancjinpy- 
пек со своей мРНК; 
объединяясь, субьсднпицы 
о6рд|укч функциональный 
лииерпый Ослик (ар) Век- 
Юры содержа! спиты ним 
utiniufii рсиликашш. фуик 
имонирующиг и / cafi(oni) 
и в КДС1КЛХ о лскопт mom и я 
(ьп*'к), мдркериип ген 
(Amp*) для отбора трансфер 
мирона иных клеток /* coii\ 
СГЛСКТННИЫЙ маркерный ICM 
(СМ ). ПДМ ХШ Ш Ж ЙСМ  IUVI М*1-
ijxvkm  эуклр»кгппеских про 
мотора (/) и с иг наш мклиалс 
MimipoiVJlini (ро). об
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аутентичности рекомбинантного белка удастся
ДОСТИЧЬ ТО ЛЬ К О  С  ПОМОЩ ЬЮ  к у л ь т у р ы  КЛСТОК М.1В-

коголаюших.

Ф>НМ11ЮИАШ4МЙ 
Ослик

00

Рм<. 7.17. Д п у\ ц и с 1]ч »ж п Л «  •кспрсссмру»чд>«й ос* top 
К ioiiM(vfu‘tiniuc ichu (и и 0; кодируют субъединицы 
ЛИМСрНОИ» r*CJIKil ( с ф ) .  0 » П '  Р Д У И ГЛ С Н Ы  С С Г М С Н К 'М  
ДМК, кспорый послетранскрипции, мл уровне иГМК, 
Шр9Г1 решъ iiKyipcHtic<4> ы ш а  С1Н Ш М 111,.>1 рнГикч.м 
К Ш 1><1 rcti 1У1холк1см mm контролен lyopwcmt'*- 
о т  промотора ip) и енпшлп полилкммлироипмин 
ipa\ Тркне лкиия мРМК начинается l V конца»?entry- 
ipCM iit'io ел Г* i a (углевые стрелки). С и те  wpoiumiibic 
cyfnuvtimituii объединяется c обрл юввиисм фумкцио* 
ильною ziHMCpw<Ko белка. IkK iop шлеркит сайты 
инициации репликации. ||1ункц»чниср2*1шмг n t  coU 
iort ) и • клеткахмдехитггаюиих (orH ); селективный 
маркерный tell <Лтр|> лта слборл Tp.iiu«t*ipunpnicin 
пых k-icTOK f  rr.fr; ссккттший м*рксрпм1« ген (CM), 
намкяимЙсм пои Komponeu эукариот «чес м»л про*ц> 
гора <р) м ойкала пскгивдгишшроааних (до)

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Прокариотические системы экспрессии уешцшш 
неполыуюгея для синтеза многих белке©. Однако 
HCKOIOphlC белки ДЛЯ npCIlfXIUlCHHH и активную 
lJ>Cf>My ДОЛЖНЫ прегерпегь СПСПИфнЧССКИС пост- 
тршюищиоинмс модификации — гликшнднро- 
нанпс, фос<|юр4ьшропаннс и л и  ацетилирование, 
а бактерии к этому нс способны. Поэтому бито 
решено п о л и т и к  экспрессирован. клоннро- 
нлнпие гены н эукариотических клетках с помо
щью специально созданных эукариотических 
‘JKCnpCCC мру К Ж |КЧ векторов.

Дли синтеза разнообразных бедкоп, колируе
мых клонированными генный, испод нэп пелись 
дрожжи 5. септшаг. Их генетика хорошо изуче
на, а кроме того, их можно иыряпмвжть и боль
ших ферментерах. Чтобы упростить очистку 
белков, били СКОНСТруHpOIMIHы векторы, обсс- 
псчивакпцис их секрецию. С  помощью £  ГЙГ- 
шше было получено множестио самых разных 
аутентичных бел коп. Однако многие рекомби
нантные белки и этой системе нс подвергались 
посттрансляциоиной модификации, к тому же 
их выход зачастую был недостаточно высок. Псь 
этому были предприняты попытки разработать 
другие дрожжевые системы синтеза рекомби
нантных белков.

В поисках лрушк эукариотических систем 
экспрессии, с помощью которых можно было бы 
получать биологически олпшные белки, после- 
до нагели сосредоточили усилии на создании экс
прессирующих иск торой нн основе бахулиинру- 
соо, в частности бвкудовмруса AcMNPV, 
инфицирующего метки многих насекомых. Ис
ходная стратегия предполагала трансфекцию 
клеим. насекомого, траленных AcMNPV. 
трлнепоргным вектором, который содержал кло
нированный leu, фданкироманый AcM NKV- 
СПСЦИфнЧНЫМИ ИОСЛСДОВаТСЛЬНОСТИММ В ре
зультате лисиного к россин гопе рэ между 
вектором и геном AcMNPV клонированный сен 
ncrpur.bu.icM и последний и попалил под комт 
роль сильного промотора, Функционирующего 
на иослелних спииях литического никла Клет
ки насекомого, iiiu|>iiiiHpotuiHiiuc рекомбинант 
ним бикулонирусом, синтезировали гпгроло- 
(ичпый белок.
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Частсиу ионплсння рскомбнилигиых блку- 
лови русое удалось попы с in ь С мсмсс *1СМ 1% 
до 99%. Для этого Л И К  AcM N PV 1>брабатыка- 
ли эндонуклеазой рестрикции* которая рас
щепляла Д Н К  в дпух специфичных сайтах с 
высвобождением фрагмент* несущею чисть 
гемо, необходимого для осуществлении лити
ческого цикли Клетки насекомого трансфи
цировали этим фрагментом, л затем транс* 
моргным вектором. В результате двойною 
Кросен и го перл и некоторых клетках восставая 
т и т л е #  кольцевой 1сном AcM N PV, который 
содержал клонированный ген и функцио
нальный геи. необходимый ллм осущсстплс- 
иип литического цикла, В результате почти 
псе вирулентные блкулопнрусы оказывались 
рекомби илКГИ МММ.

Следующий пьи п усовершенствовании си- 
схемы экспрессии на основе бпку/ioniipycoa 
состоял в сгсшанни Смкмилы. челночною век
тора Е. саП/клт ки насекомого. позволяющего 
пропалить псе гснноинжснсрныс манипуля
ции в Е. coli. Клетки насекомого трансфици
ровали рекомбинантной бакмилой только с 
целмо получения гетерологичного белка. 
Примерно 95% пмеролек ичних белков, сии «с 
шрованных в системах экспрессии на основе 

бакулоянрусоп. имели соошетстгуюшие пост-
фЛНСЛМиИОИНЫС модификации

DiiexpoMocoviiiMc экспрессирующие пскг© 
ры МЛСК0ПП1ТН01ПНХ обычно применяют для 
синтеза гстсралогичнмх белков, нснолмую- 
ШМЧСЙ в научных Him медицинских целях. Они 
прсдстпплмют собой челночные векторы с сай- 
тм и  инициации репликации «труса животных 
и t  гоУ/чмазмилм. Регуляторные элемент и 
транскрипции обычно происходят и » генома 
вирус.! ЖИВОТНЫХ или ш  геномов млекониглю- 
шнх. Для отбора трансфицированных клеток 
испод му ют доминантные селективные маркер
ные гены. Некоторые системы отбора основа 
мы на введении и среду аояраспиошсго кодичс 
с т а  ц и т о т о к с и ч н о г о  соединения и позволяют 
получить клетки. содержащие большое число 
копий вектора, чю увеличивает выход чуже
родного оелка.

Р.прпСюыиы сисгсмы экспрессии млекони 
ГЛЮ111ИХ, гюхполякииие получать белки, состоя
щие ит дпух разных субьедннии Для этого хо

хяЯсхнс клетки грансфипиротин ерпту двумя 
векторами, каждый мт которых нее ген одной in  
Объединит Альтернативный подход состоял в 
ис1тльэова1111и одного вектор». который нес эти 
дна гене и виде тлелы н«х единиц транскрипции 
или и виде одною храпскриппжа, содержащего 
оба этих темп.

ЛИТЕРАТУРА

(  ocfcctt М. I.. С . К. Beddington, С . 1. Ynrranton.
1990 High level expression ofliwMiC inhibitor ov 
metalloproteinase* in Chinese harmter ovnry 
cells using glutamine synthetase gene amplifier 
lion Bio/lechnotogyl' 662-667.

Cole E. S., K. I,cc, K. Uuxierr, C. Keltun,
S. ( b p i k i  R. We intrant». I>. Ferrara. I1. Peterson,
H. Renutsconi. T . h dniumls. S. Kit hards.
I -  IMcfcrdl, I. M . Kteeman, J . H. McPherson* 
И. M . Pratt. 1993. Recombinant human thyroid 
stimulating hormone: development of л 
biotechnology product for detection of incu&tu 
tic lesions of thyroid carcinoma HiQ/Tcchnokigy
It : 1014-1024.

Cregg J. M ., J . F. Tsehopp* C. Stillman, R. Siegel. 
M. Akong. W. S . Craig, R- G. Ruckhol/, 
h. R. Madden* P. A. kefUrts, G. K. Davis.
B. L  Smiley*, J. Спит* R. I om-gravs*. G. VdkcWii, 
С». P. Thill. 1987 High-level expression and 
efficient assembly of hepatitis В surface antigen 
in the mcthylotiophic yeast, ftchia pasforts 
Bb/Eeehnidofy 5:479-485.

Davies A. H. 1994 Current method* for manipulat
ing baculoviru*. Bio/Techttclogy 12: 47-50.

IWgan M . E., S. V. Ы г . R. A. Brierley. R. S. Seed* 
M . E. Wiliams, S . B. Kills, P. A. KelUris, 
S. A. Provow, W. S. Crnii*, G. Vrticclcbi. 
M . M. HarpoU* о . P. I lull. 1989. Continuous 
ixoducthm of a novel lysozyme via scciction 
from tlu.* yeast* hchtu pastort* Bio/Ttchttato& 
7: 160-164.

Dirks W.* 4 .  Wirtlt* H . H i u i m t .  1993. Dicistronk 
transcription units for gene expression in mam
malian cells. Gent 128: 247- 249.

Gcllissctv G.* Z . A. Janowicz. II. Weydenum*
K. Melber. A. W. M . Straserr, С. P. Hollenberg 
1992. High-level expression of foreign genes in



151 ГЛАВА 7

Hiwuiwla polymorpha. Rlotectuu.L Aitr. 10: 
179-189.

Gfea-Hama V.. H. Tohda, И. Okxda. M. К. Оишь,
H . Okayama, Н . kuma*ai. 1994 High-level 
expression of human lipocortin I in the fission 
yeast Schizosucchammfces ршЬе  using a novel 
expression vector. Bio/Technotofty 12: 
400 404.

Collieri S. C H . van I rk. A. J .  Greenfield. 
M  J . McAvov, K. A. Denton, I). Coghlan,
G. I). Jones, 1). J . Mead. 1994. Increase in copy 
number of an integrated vector during contin
uous culture of Hansenu/u jwfyiiwrpiia express
ing functional human hemoglobin Yetuf 10: 
1569-I5M).

The Glolial Use of Strategies to Open Occluded 
Arteries (G U S TO ) ll!> Investigators. 19%. Л 
comparison of recombinant hirudin with heparin 
for the treatment of acute coronary syndromes 
A F.nft J  K M  33fc 775-7R2.

llallcweU И. A.. R. Mills. Г. Tckamp-OLscin.
R. RIjc Ik t, S. Rnscnberi». I . Otfittg, F. R. Masiar/,
C . J. Sctmtklla. 1987 Amino terminal acetyla
tion of authentic human Cu, Z.n aupcwxidc dts 
rnutasc produced in усам. ftto/Ttchnofogy 5: 
363-366

Kidd I. M ., V. C. Finery. 1993. The use of 
baculovlm&€ft as expression vectors. Appl 
Biochtm. Hiotcchnol 42: 137 159

Kitts l\ A.. R. D. Ромее. 1993. A method for pro
ducing recombinant baculoviru* expression vec
tors at high frequency. BioTechniaun 14: 
810-817

I it ruche V. Strane, J. DeMrutter, J. Messeas,
M . Ijuwtrtys. 1994 High-level secret km and 
w ry  riliaent isotopic labeling of tick nnticongu 
lant peptide CIAP) expressed in the methy- 
lotmphic yeast, Pk/ila pas ton*. Вк>/Тес/шЫо^\ 
12: 1119 1124.

Lofcvoa G „ A. lincteli, 8. Bernard, M. Nguyrn- 
Juilleret, M . Marquet, N. Riclil-Helium 
I). C arvnlli», L  (f«*emi Santos, S. W. IIro*n, 
M. (nuriney, C\ RoM.seh. V. IОлимпе. I9XK 
r epression and secretion in S. errevisinv of No* 
logically active leech hirudin Bb/Tec/mohgy 6: 
72-77.

I«ueas В. K., L, M . G im \ R. Л. DeMarco, A. SIh ii. 
N C h i s h o l m .  (  . V ' • м  . U \ .  I4 »;<  I

production of recombinant proteins in C H O e d k

using a dicsrtroinc D H FR  inuon expression \cc- 
lor. Nuetek Aiids Res. 24: 1774 1779.

Iuikn<m V. A., S. C. l i f ,  G. F. Harry, I*. O. (Min*.
1993. Efficient gene nit mo of infectious recombi
nant bocubviruscs b> sitc-spcctfic tmmposon- 
mcdialcd insertion! of foreign genes into я 
baculosiru» genome propagated in iMtunc/ito 
colt. J. Virol 67: 4566 4579.

Peng S., M . Snmmerfelt. J . I.ogun. 7- Huang,
T .  Jilting, K. Kirk, E. Hunter, t  Sorscher. 1993. 
Onc-siq> alTiuiiy isolation of recombinant pro
tein using the bocuiovinis/tnscct expression sys
tem Fnrfckt txpr Purff. 4: 95- 100.

КпЫпмш A. S., V. Ilincs, К- I). Wit imp. 1994. 
Protein disulfide iso me rase overexpression 
increases secretion of foreign proteins in 
Sac€harontyres ccrvmiae. Rto/Tcchnolopy 12: 
381-384.

Romanos M. A., C. A. Scorer, J. J. Clare. 1992. 
Foreign gene expression in ycart: a review )'nW 
8:423-488.

Vozza L  A., L. Wiltroer, I). R- Higgins. Г. J. Purred, 
M . Btfgsdd» lu Л. Collins-Rack*. E. K. La Vallic.
J. P. Hodlkr. 1996 Piodtictkm of a recombi
nant bovine cntcrokina*c catalytic subunit in the 
methylolrophic yeast. Pichin pastorh. Rio/ 
Technology 14: 77-81

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Почему ДЛЯ ПОЛучСНИМ белков, НСП0Л1*1УЮ- 
III It VC и п медицине, лучше lipuxtcinrrb эука
риотические. а нс прокариотические систе
мы?

2. Какие noc'toiiiicnu и недостатки имеют раз
личные типы дрожжевых векторов, предна
значенных для  получении данного рекомби
нантного продукта?

3. Опишите основные свойства ннссгрл нитон 
векторном системы /' pa&torti. обдала инией 
высоким уровнем экспрессии

4. Что такое бакуловирусы? Opitiuirrc ис
ходную систему экспрессии на основе 6л- 
кулопирусоа и ее последующие модифи
кации.

5. Ч ю  такое бнкмила? Дли чего ее испольпу- 
ют**
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6. Что такое аффинная метка? Д ля него ее.* lie 
ПОЛЬЭДг'КЖГ?

7. Опшшпе основные свойства висхромосом- 
НОГО 1КСГ1|)СССИру-Ю1ЦС1 о RCKTOpn млекопита
ющих

8. Опишите как минимум лис сслскшнныс си- 
стм ы , Н1тк1льтук1ш1*ес«1 я случае экспресси
рующих ИСК Юрой МЛСКОПИТаЮЩИХ.

9. Опишите разные I к созданию сис
тем синтеза днух рекомбинантных белков и 
одной клетке мдекопитлюшею

10. Какими критериями рукопоистпуются при 
выборе системы экспрессии геноп icrcpoao- 
1нчных белков (дрожжи* система экспрессии 
на основе бакулопирусон. клетки млекопи
тающих)?
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Направленный мутагенез и 
генная инженерия белков

I (.Аналогии |1СМ>М(||1НЛМ1МЫ\ ДНК пещниша 
нидслип. тени любых белков, существующих и 
lipiljMVlf. lKClipCCCltpOlWin. ИА к специфическом 
хозяйском организме и получать чистые бел ко- 
nut продукты. Однако фиичеекме II ХИМНЧС 
скис свойств таких •природных* белков чисто 
не удовлетворяю? условиям, обеспечивающим
ВОЗМОЖНОСТЬ ИХ НрОМЫШЛСЮЮП» примеИСПНЯ
Мм or л л дли получении белков, облмдиюшм» 
нужными стмшстпами. п качестве источника со 
(ттаегглтуюишх тснои нсполмукн орташимы, 
растущие и необычных, щчяггую экстремаль 
них условиях. Например, iLiw с и те  «а а-амили- 
*ы, не утрачивающей своей актипиосго при вы

соком гсмпсритурс. выделили ее ten i n  Н<к1Ни.\ 
\U*m )lhirm >j>hilus  —  бактерии, естественной c jic -  

Д О Й  обкт.чнии которой Я Н П П П ТС И  ГОрЯЧИС источ
ники с температурой поды 90 Т  Полученная та
ким образом а-амнлвза оставалась активной 
при 1сммср;мурлх. при которых осушсспимкп 
промышленное n p O H  IlKVIClftO  T f ИЛОВОГО a i H p t a  

и I крахмала. Дав получениябелков с заранес  ui 
данными свойствами можно itciKutbioium»также 
мутантные формы генов. Однако число мутант* 
пых бел коп, образующихся и результате амсны 
отельных нуклеотидов в структурном ixrnc с по- 
мощью обычною мутатсигы, чретпьплйио ос- 
ллко. Мутагенез с последующим отбором редки 
пгмгодт к существенному улучшению свойств 
исходного белка, поскольку большинство ами
нокислотных замен сопровождаете* снижением 
акпаиюсти фермента.

Длиатаиии белков со спепиф|тчсскими свой 
стами мож1ю неволь к-гст. другой подход. осно
вании и на внесении изменений п колирующие их 
клонированные гены. Эго патвпямсг получить 
бечки с другими, чем у их диалогов. слоисталмн

• 11(меж1Н константу Mitxaxnitui (А'м). клирам 
xupuKiepitiycr прочность его* iukihiiii субстрата 
с iJcpMemriM. и максимальную скорость (1пв1) 
ирспршасинн субстрат и продукт при опреде
ленных уровнях, можно повыситьоСчцух» ката 
литическую эффективность (I i;rf%/A'M) реакции.
*1Ш1 1Мнш ПНЛИОМУ КОЛИЧССТПу 4||фМОНГ.1 (Л^), 
умноженную на •игтипсскую константу (А1Л).

• Повисни стабильность белка и широким д т -  
1ш.юис температур или pH. можно испоаьзо- 
ИШ1. СЮ II условиях. при которых исходный 
белок ншжгшшрусгсн.

• Спадав белки, способные функционировап. в 
безводных pacrnopirTGJmx. можно осуществ
лять капшгп<чс€кис рсакшш и нефншалогм-
ЧССКИХ УСЛОВИЯХ.

• И imchub белок таким образом, чтобы он мог 
работал, бет кофактора, можно использовать 
его в некоторых нспрсрыиныч мромшплен- 
ных процессах.

• И iMciuin активный центр «lurpMcirm, можно 
повысить его специфичность и умсиытггь 
число ксжслшелшых побочных реакций

• Повысив устойчивость белка к клегопным 
протеазам, можно уп|нх:ппь процедуру сто 
очистки и повис нть выход продукта

• II 1жгс91мп аллостерическую раулмцню lj»cp- 
мента, можно уменьшить спжсиь его hhihCim 
роганнч метаболитом но питу трицятельиой 
обратной связи и увеличить выход продукта.

Направленным мутагенез: методика

Подучить ионии белок с заранее .таллннымн
свойствами непростая задача, но вполне репль-
но изменить свойства уже существующего болт.
И (мемемкя можно вносить в сам белок или п его
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ic»i Однако химическая мипнфикапим белков 
редко бывает строго специфичной и се нсобхиан-
МО ОСУНКСПШЯТЪ ЧГНОПО ДЛИ K A X jK 't O  СОКОВОГО
препарата, поэтому лучше вносить изменения п 
его клиннрош иий геи К сожалению, нс нссмш 
бывает известно, какую имсиж' аминокислоту 
иди шклсдажггстгсиосп» пммшжистпт нужно из 
ченигь, чтобы получить белок с нужными фиш
ЧССКИМИ, КИНСТН'НЧ'КМММ ИЛИ ХИЧНЧОСКИМН С1Ч1Й-
стами. Может случиться, что нимсмсиня должны 
еггреннкпьлиа и in бимсе ;шинокнс1Ю1НЫЛосг.и- 
КЯ, рОС1ЮЯОЖСШ1ИХ Л  ИЛ С ко Лруг Ц Т  лрута п ПОЛИ 
ПС1ГТНЧНОИ ПСИН. НО СТ|11ГЗЫМ)1||11\ГЯ и результате 
укладки белковой молекулы. Есть надежда, что 
ужо в недалеком будущем с помочи*» компьюге 
ров удастся прслсклшвягь свойства пни кеш ино
го белка, исход* и I данных с» его аминокислотной 
последовательности Эго значительно упростит 
процедуру сегидния нужных белков. Введение но- 
ВОЙ генетической миформтши В КЛСИИрОГШТНЫС 
гены сейчас не сосшалйст особого тр>ш, сутлко 
чтобы otipcoemm, обладает ли искомый белок 
■гужнымп свойствами. необходимо проанлдтиро 
wrn, множество белковых Продуктов.

Внесение специфических изменении п коди
рующие последовательности Д Н К . приводящих 
копрслслснным к тмененням в аминокислотных 
последовательностях, называется няпрлплен- 
пим мутагене.ю.ч. И д е т  пфиклция аминокис
лот. замена которых даст желаемый результат, 
облетается, если детально и:«веетна простран
ственная структура белка (ее устанавливают с 
помощью рснтгспоструктурного анализа или 
друптх аналитических методов). Однако для 
болыииисттш белков такие данные отсутствуют, 
поэтому направленный мутагене i что в то ч и - 
1С71мюй мере эмпирическая процедура, осно
ванная на метоле проб и ошибок Каждый бе
лок. кодируемый мутантным геном, нужно 
протестировать и убедиться и том, ‘п о  мутация 
да-’ш желаемым х|фскт.

Для идпритпениого мутагенеза клокирован- 
НЫХ генов используют рЛ ШЫС ТКСИе|)ИМС1Г1«11Ь 
мыс полхолы В одних случаях вносят и лтене- 
|«ия в специфические с а й т  клонированного 
кна, и других случайным образом изменяют ко
роткий фрагмент клонированного гена и среди 
образующихся мутантных белков выбирают 
панн, обладающий меч *>х<шн мои акт и вноси*).

ОдшануклеопшЛ-штрааленный мутагене* с 
испольишшием Д Н К  фага М М

Олнгонукдеогня-направленный (сайт-спсцп- 
ф! пески и) мутагенез -  это cviiih m i наиболее 
простых методов внесении гочковых мутации и 
к:иж|1рпп.т1И1ыЙ ген (рис К 1>. Для ею осупйчп- 
пдении необходимо знать: h точную нуклеотид
ную послсдощцслыюсть той обтает Д Н К . кото
рая соотвстсгпуст м|Ч1К-кодону, под 1сжащсму 
изменению, 2) характераминокислотных имей 
Обычно встраивают ген-мишень л лвучпеночег 
Ную форму вектора на основе бактериофага 
М 13. Сначала выделяют ош1оцсИ0чечму*>фюрм> 
вектора (плюс-цепь М 13) н смешивают сс с сии- 
1СТНЧССКИМ олигонуклеотидом, В ТОЧНОСТИ ком- 
племскгаримм — я* исключением одного нух- 
лсотпда нужному сегменту клонированного 
генп. Это т  отличаютинея (т. с. иссиприпаю* 
щиАся) нуклеотид соответствует тому нутлсо* 
T i u y  кодона мРНК, который необходимо изме
нить. В случае, представленном на рис. 8.1. 
триплет Л 1 Т . соотвс7стующиН июлейцнвово 
му колону A U U , ну л но «аметш» на триплет 
С Т Г .  соответствующий лейциновому к о ло т 
C U U . Олигонуклеотид будет тибрили ЮНЛТЪСЯС 
комплементарным участком клонированного ге
на в том случае, если: I ) он добавлен в количест
ве. ПО МНОГО рОЗ II|КВЫШЛЮЩСМ KOrtWCCTDO ДН К  
M I3; 2) нсспаривАющийся нуклеотид клхпдшеи 
примерно поссрслннсолигонуклсотшш; 3) отжиг 
провопят при низкой температуре И ВЫСОКОЙ 
ионной силе. Зв-конси сплрипшстткя олиганук- 
лее» п ил служит laipaitKoit лля инициации спите- 
лаДНК, а нтпктнля цель Д Н К  M I3 матрицей 
Репликация осуществляется с помощью фраг 
могш Кленова ДИК-иолимерл *u I Escherichiacoli 
при наличии п среде четырех лезоксириГюнукде- 
оиштрж| осфатов. л присоединение последнего 
ну к. icon ил си тезированной цепи к 5‘-концу за
травки обсспеч1Гваст ДНК-Липеш ijxtra Т4. Одна 
ко in vitro CKHTt | Л И  К редко идет ЛО конца, и ча
стично двухиспспсчныс молекулы прнхолится 
ОТЛСЛЯП. ОТ HOpMitliaiUX НСНТрифу|ИрпГЛН)!С\1 в 
градиенте сахарозы.

Полностью дпухцепачечмымм молекулами 
Д Н К  ( ] с щ «  М П ,  с о л е р ж и ш и м и ,  о д н а к О г  н с к о м и *  

дементарные нуклсопиы. трансформируют 
клетки Е. celt. В последних образуются фаговые
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11лк<* ими.лик МП 
_____ ^________

— рпщ —
S V у /  (• ГОИ

Оиитиуклготп Ikcimprimu» иукпгитил

РИС. М .  OilMIОН) MCOT1U * НИ 
fipa ил сними ыутеггмсэ Одно 
цепочечную ЛИК фага М13 
( плюс• иепь). несущую ICII*

-А Т 7 ОСС

\ 7 "
Паи*. ипи. ЛИК М13

т т с с с -

M I1IIIC M I.. 01ЖИГЛЮТ с ком пле
ментарным СМШГГИЧГСКИМ 
олигонуклеотидом, содержа- 
т о м  одноосном не. i к  комп 
ЛСМГИТ&рмос С001*ПС'1МуЮ|не
м у ОС1ЮМИМЮ исходной ЛИК 
ОДНГОИУЖДСОТКД С луж  IT T  : » •  

1|чзпы,П Х1И СИН1СМ ДНК. # 
M lS -r a r t u p  с встроенным ге
ном —  матрицей Р е п ти ли и * » 
кипим игрусг фрм1мсн| Клено
ва Я И К-пол ичцжзы I F. 1сд/. 
С  11Нте:шро1ин1н ую  полнораз
мерную ucuft* замыкает в коль
цо ДНК-лнгвза Т4. Обрахими»- 
шммися лвухце почеши IU M M
молекулами трансформирую т 
I ,  («Д  Часть фи он м к честна 
содерж ит ДНК ди к о го  типа, 
часть -  м утантную  ДНК

частицы. что п конечном счете припалит к лизи
су клеток и образованию бляшек. Поскольку 
репликации ilu ' i ik> лолук<мтссрнип1Ык>м> меха
низму. по.чопини гкшулнниио6ра1>ю|цихся ф а т- 
пых частиц должна содержать Д Н К  дикого типа, 
л полопана -  ыутаилхуюДНК со специфической 
нуклеотидной заменой. Частицы, содержащие 
только мутантный ген, ИЛСШНфНЦИруЮГ прн но* 
мошн Д Н К - i нбрнлиuiiiiui и жестких условиях, 
используй в качестве эокдп исходный олигонук
леотид Мутантный ген вырезают и встраивают и 
какой-либо экспрессирующий еов-асктор. 
Мутантный белок синтезирует в L  cali и очи
щают.

На самом деле число фаговых частиц, несу
щих мутантную Д Н К , оказывается гораздо 
vctttuuc ожидаемых 50%: лишь I 5ff блишск со
держат фаг с мутантным геном Чтобы повысить 
Ш4х<хл мутантного ф а т, метол олигонуклсотид- 
шшрапленного мутагенеза модифннироталк. 
Один из подходов состоял во пвслсшш M l 3-век
тора, несущего ген. п который необходимо вне
сти мутиию, И штлмм Е. coti% ДСфСКТНМИ ПО 
л пум ферментам мстаГюлцзмл Д Н К  (рис. К. 2) 
Олин фермент -  по  мутантная форма d l l Р- 
пнрофосфлташ (duty Клетки с неактивной 
йЦТР-инрофосфатазоп характеризуются повы
шенным содержанием ilU TP , что приводит к
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дамп. Один »п mix прслшинлчсн для пнсссння 
изменений и юонироюитую ДН К-м иш ст-. т о 
рой -  хая устранения мутач ии и гене устойчипо- 
сти к ампициллину, трстин Х1Я имени 0.1 н о т  
liyKlCirriUil П гене УСТОЙПИПОСТН К TCTpnillHClWIiy 
с тем. чтобы инлхтипирошт. л а т  ген. В реакци

онную смей, добанляют четыре декженрибону* 
хлсочилтрнфосфатп и Д Н  К-полимеразу Т4, 
функниониру миную ЛН:1ЛО!ИЧНофрШЛ1еНТ> КлС' 
попа ДНК-полимеразы I I  colL I ибрилчпогаш- 
шисся олигонуклеотиды служат .шрлпглми для 
синима Л И К , а интактная кольнспах молекула

По ПИЯНМКСР

|чЛ1 ПК

j____ 1___ 1____ С
A m p' Т*Г?»

I гнИнпк и». 

+1-------

I BcituuitMiaic
I гемчишаигни
| я век up

J

I r t l  МИ1Ш11.

и/1Н((Ж>КЛГОП1Л

1
1 «НЛП ЛИК
'I |ИШО}ОГ*«*4|ИМ

<Жсч>

Рис. Я..1. Олmi01 i>icTruma-iuinpmDiси
ний мутагенез с »iciki/ii.miiciiiik,m плаз* 
Милном ДНК Гси-мшисш. исгратиюг 
л  поганиньер лекюри pALTTH. Иле»* 
ммдпуя) Д Н К  я е м тур и р тю г я намочи и 
отжига юг с тргмм «ши roi iy к л гот I шими 
•мутагенным» (шшонумеепшюм. или 
I Oily*. ICU ЧИПОМ, ЮССТ АII *1Ш1 И1Ш ДО ш н м 
усгойчиасста к ампициллину tAmp1). и

М) шн ntwH |е»мишни1 tV U IIO IO ft-'IC l’ VIUU’A '. lipitUnulllM M  чупст* 
ШГПМинХЛ!. К ICTpJClllf^JIliy <ТсГ). Эти 
сишоиуклсотилм сдуют элтраякнми 
для ciurma ДНК i itoMoniMo ДНК чю 
лимеряш Т*1, и исходная цепь тори- 
цен ()^нопспо*»гчныс разрывы »• ново 
c in r io a p o iu ii ii io f t  цент. чаш it мл ю ге  и 
ДМ К-ли га зон 14 Продуктами рокции 
(Тшпгформирдог %япки /* cofi и отбн 
роки траисфермдтол Amp'll Tel*
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В А Ж Н А Я  ВЕХА

Олшонуклсотт1л-направлснный мутагенез с использованием векторов 
на основе фат:i М 13: эффективный универсальный метол внесении толковых

мл ганий в .iHiooii фра1мент ДНК
М J A c lc i. № Smith 

htxUitAcitb ftri 1CU 6<K7 -C.50U I9S2
Mi.?C.iil»c:i а ш ш ц у ш м ш  HflTlpttlH 
.K'!H«xn мутосшги (caftl сисинфи 
чсского мугдснс г\) fill.lit ри <uifx7i л 
to II ОСИПНМСт  и либсуигории М. 
С п и т  м *  AiiuiiH]imjiiuiii «1СИ1Ш 
Ч'П.мтми* мирьгр» «оикснип 
«прагцт* мутацию и фппиой ЛИ К
U  ipm.il. а с ПОМОЩИ» <ПАНП> М>- 
г.и I M  4i Л И  К  с  фр01 МИЛОМ «ДОП
молярной Д Н К  яикссо типа Гиде 
IIUt.iutH», ЧТО, ИГЛМЫЯ химически
CUlfU U<|XH.UiU14l» U'IIVOItyK.«Cetlt.1 с
4v«ror%t4i Л И К  можно, напрлнп.

имстстъ а нес мушиии К сожxic 
1э*о,:ютплрупс wv-nnunni«i)x 
ЛООШЛ* 1«ПрМИСННПП' му1лггмге« 
ТрсОоИ&ЯМ ДЛИ ИМ КО» 1фИМ(4СШ1Л 
aikuh.vii.mma tuvtUMm и fiiuna/ic 
| I’lM K I  м им I. 1 1 1 1 1 * 0  Й «• Ч М  4 1 * 1 0  

няучно-мсс т ж п е .  н с к т  ляГяра 
юриих Ппглод, ртргЛхлинимп 
I t ' • N С и то м . i*v«nn ш I or- 
ноенгелмю прото. специфично t« 
ftwCTpP ПЫХНИ. МуПШИИ II ЛЮбОЙ 
MiiHHf№(U»<hMM Г си и  IfW iy  At- HO
лучил широкоераспространение. R

cm «слове леж т истин. X nun nc ф&- 
id MI3 Г. enft Чужеродную ДНК 
игтратш л и лиучнсптсчиук» pen 
ишлииную форму ф|и4«ч1 ЛИК. к 
tyiMMicno’ innon ЛИК /ipdum ov 
шитонук'Юотш с  необходимыми м- 
uciuiMii, тччумим ч уш тн уо  u> 
пию ДНК. а шем мутапиуюддо»
JJBtllMC'IMyta Оч»рм\ Пж к К*;;«ТШН
л л  мспшпм fiuiin суше V I ГСП НО >\1> 
irpm cM cm uem i и у л р ш в *  и не- 
Iм> и* вчьк*.ц|. д  i>i Мйцрчистюго М) 
тикнпэ TiK n‘i|s»niu\ генов.

•lacitl»IНО WJpC)>UC»tHUC<tTt«rOH>K ;OOTlLlU MOiyi 
был» встроены в км - m iu u c h i . piinuMit auoAkiv.ii 
Одни in н а ш ути  с о с т о и т  и следующем Ген 
пстришики и шюмицу между Л*уми уникди-мими 
сайтами рсст)»шши н iipuiKtfun лм1П|ф «аП 1посю

игл а mem с

О €•
та л 
п  <

| мши I

ГлХ г- г » т

левою и припаю пе|чжрытш>шл.и:м межпу сором 
ф|ЭЙ1 малой ггрн помощинеекюъкнч ПЦР(рис К.6). 
Пнра iipim uym R, кмгпрлч н а ц и щ у о с я  a im  н м ц д н - 
фиииши жт**офдоп1С1гп1. имюшет нснопкипмо 
kmin.x*Mcimirntiit илиншухлеитл. сплршшюшмл- 
С«С 1ЯЖС.ЮИ 11СШ.Ю КПП мишени, И ОБЫЧНЫЙ, пол-
IМХГПаЮ МШПСМСКIЛ|И ГЫЙ lipuflMCp. П1б|ШАНТ)ГЬ- 
111МИСИ с ушегкоч Ж»КОЙ ИСКИ, ||lIUIIMI|1>K1UIHM
левый уинкялышн спит рестрикции. Одни II»
праймеров, исиолы ую ш иигя д>я ама!шфика1ш и 
правого фрагмента, содержит нскомптемситпр-
I1IK* Hy îeoilUM И Cltupitltftrrai с 1ЯЖС/АТЙ цепмо 
iVlin-MHUiCUll, и (Поре»! .1|тиНмер ПОЛ1»ОСТТ.К> комп 
лсиапнрсм участку лепимI иепн. фланкирующему 
»стороп (н)>ам.1И) уник, и.нNii utiii рестрикции 
Мршукты (1ЦГ ам(Ш1ф|1каш1М ониишют »• обте- 
Д1И1ЯЮТ. а  вггем надиерпиатжиату^щии и ренту- 
рации. В резулшге сбрл»>етс)1 исмпорос кОличс 
сто uacTiPiiin AJiyxiieiuwainutc молекул ЛИК. 
amptiaiux коблисш 1сш-мжипш 11х/ист|хта;»ктг 
ж'I кш ikxtuo л i^xua кгаг'1 пых с ночи л uwo/111 К-1ю 
лнмераты. н  ЗПСК1 п|чиипят ПЦР-л1МПЛ»ч1>икдцшо 
i парой прпймероп, комплементарных иротиж»

Рис. 8.5. Химическим емкте I cuinrotiyKicoim ju iu x  
игийисроп. conepMiuttx а епрсдетжныд сайтах j m i -  
nuc iiy>iC4.*i пом. В анином  случае н сосуде с С ф к ф о *  
p;*Mi«:lim>%( ( ^ Я ) сплюжашк П1КАС фОС<|)ОраМ1|.игти 
А  (2 Я ), С  (2fv) и Г  |255р). т.»к  что  и pciyni.rmc реакции 
oOjcnyeicH смеет. о т т » н ) к д 1 и и 1лин. и ш т р и х  и п ?а 
са и пи . г;к‘ полжем и о т л м п с н  С«, iipncyrcniyufr А . С  
или Т
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(Ч'стрнктл шчн Л  м И

/ v A _ A ____________
/ w v y s ____________

И*с. К.6. Случиимый xtyi.-MutK?
I. IUJ!U'I>.*4M*?»V.V «вырсжлсм»
пых» олмгокуклоопиюн И 
ПЦР. Левую и пряную ЧИСТИ 
I ГНЛ-ХИИК ИИ лмилнф»Щ1фу- 
ЬУТ НО ОТЛСЛ1>ИпСП1 С 1ИЖЮ 
UMQ ПЦР ( оотиептвуячниг 
праймеры покатаны горнкян 
галмыми стрелками. «Вмрш 
денные» AiurmiiyiLirrmtJfU 
1ТЮбра>СК и  стрел мши с тре
мя к*убрни«ми, каждая ни 
которых отвечает куклам imv, 
не комплементарному coot 
ttcicmv milieus иукдеотнлу я
ГСИС-ЧИШСИИ.
рПИЛИИЫС фрОТМГНГЫ OTMIIU- 
ют, тиатурирую г ло ш иною  
pu.eie.icиин испей иремигури 
руюг П р п у л .т с  ofipiiyiur- 
C1I ЧаПИЧИП ID^UIUIINCIHUI! 
молекулы Д И К , спаренные и 
ofuaent наго-пиш ете Ич до 
СТроигыКЛ с Иочте11.н»ЛМК- 
1ныииг|М1ы м lipohdJin
МП* .»* П "•! «1Х.И1П1П ПЦР* 
ир<w:\k t u  р а стти ш ю ! зкдо- 
иуклелтахт рестрикции А  и 
Н и ветрищ tutor 1» вектор, ов- 
рлботаиный icми же «|ср 
мспглми

наложным котила молекул AwiuniJuuiHpoBaH- 
мые молекулы обриСллаиакп двумя тю нукдеа 
шми рестрикции уникальные сайты которых 
ияхеиштся ив концах фри менте. н встраиваю! п 
соответствующий 11Ш м  ltii ныл вектор Этот 
подход позжмясг получить измененные гены со
СЛу*ШЙ1!14ММ мушппими.

Случайный мутагенез с использованием 
аналогов нуклеотидов
Номимн МСТОЛОИ внесении МУТАЦИЙ п клопиро 
ванный ген, основанных на исполыошнти фа- 
ra M I3, были разработаны другие пол ходы, в

которых iKiicueiomeiHci. п.ппмнднмс Л И К  
Олин ш  них схематично Представлен ни рис. К.7. 
Г с н - м и ш с и т . встраивают и плазмиду поблизо
сти от дну* тесно расположенных сайтов ре
стрикции. Эти сайты подбирают так, чтобы 
после рлсгасплснин лпуме рсстрттктлтямл об- 
рл топы нал иск укороченные У -  п .5 концы, а 
именно, чтобы J конец сайта расщепления, 
расположенного рядом t клонированным ге
ном. был укорочен, а 3 -конец с другой сторо
ны плазмиды иысгулнд.

Эю онукдаш  III (E x nlll) h  cott расщеплют 
молекулу Л И  К кии-кос укороченных 3'-конное.
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•ю не с выступающих 3‘-  или любых 5 '-концов. 
Ее добавляют и реакционную смесь после инку- 
бирстаннии Д Н К  с двумя рссгриктнзпми. и они 
опцоилмет пт укороченного З'-конця цепи по 
CYUIOVI} нуклеотиду. Через определенное время 
реакцию останавливают и заполняют пробел с 
помощью (]ф111мснтв Клеповаi l l ! К-полимераjm 
I. используя смесь обычных четырех дсюксирн- 
бомуклсотилои с добавлением аналоги одного из 
них. И |чгзул1Л1Пт получают плазмиды, содержа* 
тис ген-мишень, о одном или нескольких сай
тах которого ндход|ггсн аналог соотьстаиуюшс- 
IU 11>КЛС01Ши|. ИМИ Тр41НС1|юрМ1фуКЛ клетки £.

Плазмиды реплицируются, и i* клонирован* 
ний геи включается нуклеотид, отличный от ти
кового я исходном гене.

Помимо описанного выше, для случайного 
мутагенеза используют и д р у тс  методы, напри- 
меродин из вариантов олигонуклетид-илпров- 
ленного мутагенеза с применением Д Н К  <1шп\ 
MI3. В ком случае саранкой для синтеза Д Н К  
сиуж т смесь они онукпчм идол, содержащих 
случайные имени В резульнгге получают биб
лиотеки клопов, несущих множество мутаций в 
рлиичт!>  сайтах. Нсдостанж подходов, при 
которых и клонированном гене образуется боль- 
шое число случайных мутаций, состоит л мсоб 
холимое!II тестирования ХИЖ.КИО клопа дл* 
илс1»11н|и1каани ни о, который детерминировал 
бы синтез нужного белка. Sho весьма непростая

Риг. 8.7. Внесениеслучайных метаний и к мишринал* 
иый тсн Вектор, несущий ыонирьпамими тем. рос* 
шсп.тиют рсстрнкти шми REl и RF.2, и poyauifTe чего 
абрюуклея один 3 imvuhi 5'чхорясиммс копим (И 
cocmcTCTiKitiю один 3 н один 5 шклушнощне кон 
UU) Загем спм»Г»11.|Г%пи|1им| фермешом iiMilll. mv 
n*pwfi рвииеалип ЛИК только с >w>jwi*иного 3'* 
копии, удя*** ип одному нухлеошлу. Через 
некоторое премн реакцию останавливают и wiumirn 
КП ОбрЯ ЮТИВШИЙСЯ пробел с ПОМОЩЬЮ фрагмента 
Клсипая ДНК*полИмсрятм I t  cvH, При этом а релк* 
иконную смесь л о б о ти т  иге четыре лгюксиму клго* 
ни iри||и »v i{ifы (йМТГ) и и иебалыиом количестве
ЛЛ *с.г ОЛ1ШГП It 1 |im Oflp-^uirvu.iuri прояукт мурглги-
Mift SI дли обра юнамм* гупмх концов, дмгирувттс но 
мощью ДИК-лкцзм Т4 и цчиссфпрмируигт к«ггки 
/ ctii. При последу юте Л репликации векторной 
ДИК и комилемгныриую цепь включа*nxv tiyuico* 
талы. 0 1 ЛНЧЖК от исходных, и том aifrrc, где нахо
дится МИНОГ пукзеошчл В Р 0 3 )Ш Т !Г  Я К-ТСШИрОВйН 
• мй геи вносится мутация.

КлгвшроМнимЯ f см REl RE?

У Т

i
r^tiiimxonr 
1 fM-Hif.ii>> Evil И

Г
M nillllM IIIKM I ------ *

? Т\
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Л/Zi.iirti/r Л 2 < ^1СШЙЛ1Паи1«МЙ I * и ИВССШ CIO UMpWPHTO*. получспшхи mmiUiMO 1П1Ш1Й МИ Же мерим1’ 

<1^|*моп I la r w im n  гмшкжкмшиил и п п м ш  'tmr.to tu n ic  м U t iu b k h ,  X

3 « 21 и 9П 142 164 s s *
Д|1КМ|1 Т1'П Не Не ТЬг С » < N Пи L*u 0 ко 41.9
Пгскшлмы<И ТИР Hr Hr ТЫ Т1.Г Afii Пн Uu в ко •
А Пг ты The Суч ТЫ Iju 1 % 46.7
Р Ik О» Пн ГЫ ль ТЫ 1 ltd 4Л.У
С И Вт Гу% ты АЙ <3* In 1 <1 52.0
0 Ох о* Ihr гы Су% ТЫ <?ч 7 ч\ 57.6
1 Hr Ох су* Iht ль Суч Суч 7 <1 УХ.ч
г Сп с:>ч Су* ТЫ Суп с » Ov 3 6 ь.Я.5

' ‘ П о UBIIH4M |wc4nw М . ^ п и т о  *1 •! Stavr 342 J 9 I -2 9 У . I9AV

но изменению кругового лнхроилма р;>тюрл 
бедка. Исходная о ш  пинав) |)юрмп пиктима 14
снж*ржнг ДВР СВоГчиШЫХ ОС1ЛТ1П ШН-ТСИИЛ, нс 
участвующих и oOpu ioiunmii дисулм|л1д|Н1\ сип 
жй. У  фермент гак нпшмемою «пссидоликого 
типа* они заменены ни остатки Tin  и Л1а. при 
этом активность и тсрмосгабшш гость |1>ермс»гта 
ocmmci. прежними. 11<юледош1тсльность*1к:св- 
лплмкоготшы- служила стандартом при сравне
нии вариантов с nmcniimuibiio тсрмостибилнга* 
рУЮЩИМП лисульфилными СИЛ IMMII И ГНК же 
Прслотргшиил образование случайных лмсуль- 
фндныл связей между вновь кисленными остат
ками цистеина и остатками, присутствующими 
п интимном белКС.

Результат этого эксперимент показали, 
•ГТО ТСРМОСПЮИЛЫЮСТЬ фермента ПОвЫШНСЭСЯ 
при обраитшшм новых дисульфид»» их святей, 
при этом наиболее тсрхгастабнтьным является 
белок с максимальным числом шкнх связей. О д
нако некоторые impmunu (С . Ё и F), будучи бо 
лег TVpMOCTilOlUIUlIJMM. чем нативным фермент 
или фермент • гк ти и и к о гп  типа», нс обладают 
ферментативной шсгмпмостыо Возможно, это 
обуслонлииасгея искажением конформации 
Селконой молекулы при образовании яисудь- 
финиш спи in между остатками 21 и 142 Хотя 
UVUUIHMC НОВЫХ белков с помощью методов ген- 
ион инженерии часто представляет собой змии 
ричоекмй процесс (г. с.л&тско нс нсецшбывает 
ясно, замены каких именно аминокислот позво
ляют пипучии. «пшыуипий* иарилиг), описан 
иый эксперимент покатывает, «по получение 
ТСрМОСТабИЛЬЛЫХ белкой с дополнительными 
лисульфнлпыми связями ииолне реалию

Билл предпршшта также попытка получения 
тсрмостабильмоЛ мутантной хеиланазы Boctthis 
citeutons фермента, который можно ислолыо* 
меть при производстве бумаги. Одним ю  этапом 
этого процесса пплястсм удаление гемицелдюяо 
ш in  пульны с цел i jo  ©с отбеливании, при этом 

образуются большие количества токсичных от
ходов. Обработки лрснсснои массы коглаи&эон 
позволяет 11СПОА1. КИШ И, меньше (У1(\СЛШ1МОШ11Х 

химикатов. К сожалению, перед добавлением 
фермента пульпу обрабатывают горячей шедо- 
4iTo.il поскольку современные технологии име
ют тенденцию к уменьшению количества воды* 
расходуемой на охлаждение пульпы. ксилжшла 
должна uciBii.iii4.ii акции ml i при о п и си ivjiuio  
высоких температурах.

Чтобы определить, в какие участки п о ли т п- 
ТИЛ1НИ1 цепи Moiyr быть шчт.сни алии, Две теш 
три лнеульфпдиых с и ти  язя стабилизации г|юр- 
мстпабез нпрушгни» его катали i пиеской амин 
ПОСТII, 11С11Ш1ЬЭОЫЬТ|1 компьютерное хюлслиро 
пан и с пространственной структуры КсашНДОЫ 
Были получены восемь производных ксилшшзм 
A circulars. Вес они сблизили более высокой 
термосгабильиостыо. чем нативным фермент, и 
при этом фи били столь ас  актины при 60 С, 
кок и lu m n u iu f t  белок, и c v ii i i i , содсржтпий ли 
сульфидную связь между N - и С-конилмм. был 
даже и два разя более йктинным и сохранял сны 
шс К5% своей активности после 2-чаеопой инку
бации при 60 Ч  . и то Время как напшныи фер
мент 1КШНОСГЫО утрачивал активность ь этих 
условиях уже через 30 мин. Успех этих экспери
ментов показывает, что ляпну л> стратегию мож
но использовать оля повышении гсрмостабиль-
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пости piirvut'fivMX фермеитоп, если только ллм 
НИХ 1ШСЮТСМЛОСТВТОЧ1J0 полные рсктгемосфук 
тур и и е лпнпис И тем нс менее пока мешая бить 
у перси ним, что ттрмосгабильплв ксилпиши Су 
лет широко in ноль илш гм: я при npommacmc 
бумаги»

Замена аспарагина на другие аминокислоты 
При высоких температурах остатки «цпирштиш 
и глутимпи могут дезями inp<num*:ii с образом 
•шем аммиаки. Терян имнлную группу, оии  ирс- 
иришннлеи и аспарагиновую н глутаминовую 
кислоты соигяептпеипо, что приводит к ло
кальным изменениям конформации полипе»- 
Т101Ю Н ЦС1111 II kill, следствие —  к утрате активно 
сто белков» к которые они ихолпт.

Чтобы установить, какое а п п и те  оказывает 
замена некоторых оегмтьоо псп прагм ни в моле 
куле триозофосфи*Н10 ме|кпи Sacch агат у ret 
ffm w ffr ни своАслш ферм сити, б ш и  ноотввле 
ни еле циклы 1Ыг эксперименты. Триотофосфшт- 
1поктервзв« состоит in  лиух идентичных субьсдн- 
ниц; каждая »п пик содержит для остатка 
аспарагина. юмт1Ш которых может приводить к 
изменению тсрмочувслштся1Лосп 1 белка» но 
скольку они расположены и месте соприкосно- 
Mctnui су Сгьс линии. Мри поыошн алигонуклсо- 
гнд-ниигнтлеиного мугптснсзл были заменены 
остатки ktciiapanuui и положениях 14 и 7Н (табл. 
8.3). Замени одного и i них иа остаток треонина
НЛП ИЮЛСЙ1Ц1НП ПРИВОДИЛИ К ПОИЫ1ПГНИЮ тср 
мостабцлI.»IOCTII <|»срмснга. ни лсппрг»гниоо>к>

/цПшцпХ J. (  mflL’IMUCTt при МДI С TplUl МЯрПСфЛГ- 
и юмс|шиа арок л е й  и a : la u ira iiu ii irp t iK x  
iiapcHfifnin11

< К т * * ‘ м Н о к и д о ш я  АНМГЧФ1Н w i i i u x  | Ц с «и  m v o  a h  ш и .

N
UlltVI*

ТВ ““

1«И inn А « Лш II
А Али TTir 17
В Алл Не И
( 1Ьг Ik 2У
II Ач» II

11 Но »**.•-.* tmCknn AMitt r iu l . Гг.» \*Н Ли* М  liV I **: 4TI-6TV. 
IMKT.
1<ТЧ410и(ци.и <%1» ффМГНГ» ОСПО'ПЧХ?! КЗ» фГМИ l№)«r»qi
UMX4KIU *rmuW»*l;|iK •|*тп*г,/г*1 При к< Т  Чти ОЫ» (MU.-ir 
и м  Ь и гг  пи »иип  ффмг»н

кислоту к ПОН1ЫС1ШК». Фермент, получаю
щийся при замене обоих остатков аспарагина на 
остатки acitupat иииной кислоты» оказался не
стабильным даже при нормальной температуре 
11 облНДДЛ lllt lkoil |)ч.арМСШШИ1ИЮ|| активностью 
(и табл 8.3 не представ чем).

Ouemui чувствительности рекомбинантных 
бел кон к пртасолнтнчесхому расщептению пока- 
юла, «по сутестиует положительная к<»|>рсдяция 
МСЖДУ ггрмоствбилпностыо белки И ОГО У1ТС4И01- 
иостио к’пршсолтическоы) гчешетсмию. П о- 
лученные JUIHHUC говорят о возможности сопи» 
ним гсрностибнш.них <|юрм других ферменгоа 
путем имени нссушсстисннич остатком испари
пша.

У м е н ь ш е н и е  ч и с  т  с в о б о д н ы х  

с у я ъ ф г и д р ш ь н ы х  г р у п п

Чужеродный белок, сшшпируеыыв и ортшии- 
мс*хозяине» иноглп оказывается мснес лкпш* 
ним» чем ожидалось, и чтобы повысить ею ак
тивность. можно использовать методы генной 
инженерии Например, при экспрессии и £. coh 
клонированной комплементарной Д Н К  (кДНК ) 
{V интерферона человека (ИФ )Ч белковый про
дукт обладал г. 10 раз мсныисй противовирусной 
юстниностым, чем нитишши гликознлмрованнцн 
форма. При этом ИФ р 0М1гтсзиро1И1ЛСя в доволь
но большом колнчсстас. однако шипи нее его 
молекулы обраэолытиш димеры н более иысо- 
комолскулярныс неактивные комплексы.

Кик показал апатит нуклеотидной последо- 
нитедыюсти гем» ИФр. и нем присутствуют ipn 
остатка инстгмнп. и суши из них или несколько, 
возможно, участвуют мо€ра*к>1У1Н»1И днеу/ифид- 
них связей, npiiixuiHiiiHx к образованию диме
ров и олигомеров «  КЛСТКЯХ /:. с о к , НО НС II клст- 
I ач человека. Было высказано нредположение, 
ЧТО ЭИМС1111 ОДНОГО И ЛИ  нескольких 1ШСТСШЮ11ЫХ 
КОДОНОВ HU ecpitllO M JC ПрНОСЛСТ К СИНТЕЗ) 1111-
герфюрона» не образующего олиюмерои Серин 
был пыбр.ш потому, что его структура сходна со 
структурой цистеин.! о исключением тою. что 
вместо серы он содержит кислород и поэтому не 
может обрито вы пип- дисуш.ф|ишыс сыпи

I lpiicryiinii к :#1им экспсргхичппм, псослс«илс- 
ли lie pactюшиш1Лсти;1Мюй ин;к»|'м.11.»снсп1кк'н- 
тсдыю молекулярные структуры (3*mnvpiticT44»;i и 
Сняли имнужтепы ониршьсм |ш соотастсгдукчпнс
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шинокдля рсщспенныкбелкой. Иными слонами, 
емш не ниши, кикой и »трех ссплкон цистеина был 
OIDCTC1BCU м  <Jx>|>».nipoi«m* мсжмопскудяриых 
iuicy/iM|»uiiu\смоем К c'KmJO.JKMJLUtaimH ос-
IBTkOH ЦИСТС»»I ». унилпуняцих »  ОбрОЛИЫНШ 010 " 
тркмолскулнрныхдмсу тьфпдных CFUOCtl II МНПСК> - 
лс ИФ и с аналогичной структурой. Otan.i шиеспш. 
•по делало мпможны* сравнение аминокислот 
пых оослиичительмоси-Й этих двух молекул (рис.
H.S) Как накалит рс1ул1(тпы анадтп. осгаткн 
Суч-31 и Cys- M l и ИФ0находятся и тех же нош- 
пнях, «по и остатки Cjs-29 и C>vl3R и И Ф а Пос
кольку нос аедше участвуют о oftpaTGMiuiit »И Ф о  
нн> ;рНИО ЛСКуЛЙрНЬЮ лнсулы1«ипых сии чей. было 
разумно предположи м., что Су5-17 и ИФР не но 
точен иформированиетакихснятой него можно 
зпчонмги

Эго предположение окюатпи. пряиильным: 
ори синтезе и клетках £. celt Set 17-ИФ11 муль- 
гимерпые комолскеы псобразопикались. Кроме 
гого. этот интерферон облалпл такой же удель
ной й к п ш ю с ш о . как и аутентичный нтлипнмн 
МФр. и был более стабилен мри длительном хра- 
мснин. чем iiimtNTAH форма.

Повышение (}>ерм('нгпативнои активности

С помощь» капримсиною мутигепем можно 
не только оонмшать стабильность ферментов, 
но и изменять нх ю тьипмчсску» иктинность. В 
настоящее иремядля сушестиенното и он-нснии 
iJcpMcininiuumn u k i  шшости любою лоептлш о 
хорсчио охйрнкгернзоипнпогофермою.! необхо
димо располагать. легальной информацией о 
Геометрии его акгиимсяо центра В этом случае 
можно нрслсктать. какие замены необходимо 
нромше cni для изменении ененифичиостн ijiep- 
мемти к данному субстрату.

Возможности ланного полхила иллюстри
рую! результаты зкеиеримеша по изменению 
специфичности С1ШЗЫ1ЮНЛЙ субстрита lltpo- 
льч г PH К с т т т н з о П  из П ilcaroihermop/iiliii. 
Этот фермент киталозпруп амижмишлиропа- 
пне гРНК. которая специфически связывает 
тирозин (тР Н К ,м), и хале двухступенчатой |>с- 
акнии

<0 Тут +  Л ТР  - » Tyr-Л  т ГР,
(2> Тут-Л  ч тРНК '»* -♦ Тут-тРНКЬ* к АМР

ИФи I------------------------------------------------1

Рее. Н.Н. Локали ищнн c c t j ik o i i  итлсмш а 
молекулах И Ф а  и И Ф р, мгжду Moopuviuofi 
IxnyimcK jmc> iMtui/ iiiic omit. Нытлгнимг 
1141>'|р!гмадск~улнр11ме лисуаи^вшиис mum a 
И Ф а абтин'Лгим илрнхо+ычн линиями, j 
црсдно.мГлк\и1!1 one и. II 1\ф р  Iiy11мирком
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Hu сталии I ЛТР активирует тирозин (Туг), и 
результате чего образуется c пя тинный c фермен
том ткрозилаленнлат (Туг-А) и mip<*]»ocfl4if 
(Pf\>- Ha enum i 2 тирозиладснилат гидролизу
ется при участии свободной J' liupw ouiM ioii 
ipynnu МОЛСКуЛМ тРНК, TIIK 'ПО Tirpoiini присо
едини стен * г РНК с пыснсбож^-нисы ДМР. И 
ХОДС о б е и х  р е а к ш ш  с у б с т р а т  14 О С Л Ю Т С Я  CUUTUM 

fll4MI1 С TirpcVflUI-тРНК СННТОГИЭОЙ.
К о  врем ени п о с та н о в к и  т к и  п  р и м е т  а б и л и  

о п р еде ле на  и р острлисгпсм нам  структуре! r itp o - 
ЛИЛ 11*11К -с и и т с т а з и  // .iftarrtfhcrmnpfufin »• д о -  
к а л1гишам се л х д ш п ы й  ц е н т р , гак ч т о  п р и  и о ы о - 
nut к о м п ь ю те р н о ю  м о д е ли р о в а н и я  м о ж н о  б ы ло  
П рС Л С Ю ГИ И * IVlM nllKC ш м е н ы  II 1ГСМ О Д Н О Ю  И Л И  

НССКОЛЬКИ Д ЯМН1МкКЖЛЮТН14Х О С ТШ К О *  МП H MU1-

молебствие фермет* с субстратами. Чтобы иро-
и е р н п  lip n illU IM IO C T h  |1|Ю1НО UVB, С ПО М О Щ ЬЮ

олигонуклеотид -направленного >:> IUICHCUI и 
li'H 1 1 PH K-HlUITCtHlbl были ЫТССС11Ы 
специфические муглции. O am ok треонина и 
нанижи ши 51 (ТЬг-51) был заменен на остаток 
Л. M l!И! 151 ИЛИ прсиинш  В HilTlinilOM  фср.МСШ С 
1 МЛ1'окоиыам i рутил TluvSI обризус! шлирил- 
ную сиять с атомом кислорода рлбозного кольца 
I Н|кпиладашлата. и предполагалось что разрыв 
этой слабой связи увеличит сродслю фермента * 
ЛГР.

Чтобы ОУирЛЫСрИ Ю1ЫТ1. ИОЛ учившиеся ||ч-р* 
м еты , определили их кинетические констан
ты. В некоторых случаях изменения оказались 
более существенными, чем ожидалось I inCut. 
8.4). Гак. если для Л1П-51-фермента KOHcinimi 
снизывании (Л м) с А ГР уменьшилась примерно 
ндки раза без значительного изменения юпадн* 
ТИЧССКОЙ конетшпы (Лси). ю для Pru-51 фер
мента -  более чем и 100 раз. 11ри этом до ш и т и

Та&тца S.4. Эффективность амиммиилирпюиия. 
осу щесталпсяого »«nmnnfi (Т1ч-М) и 
мш1ифиниро*аншЯк <ЛЬ 51 и Ри»*51> 
трои* |-т ИНК сшетеи» им и11

СТ|МГИТ к « * 1 А̂ |, мМ

ТЪг 51 4.7 23 1М0
Аа 51 4.0 и 37Ю
ГЮ-51 м ОЙ 1Я */S M i

'• l lo  >»•»•.*» |шЧм»« V, A in u  г  11 4 ,  ttuW r » 7 :  |K7 |X> IVW

честя э<|»фсктимностк <Л^/А'М) реакции ими- 
иоакаитироиания увеличилась и обоих случаях. 
Результат, полученный для Pro-5!-фермент, 
бил неожиданным, поскольку замена Треонина 
на мролнн дол ж 1.1 била ирмиссчи к кирушению 
(по крайней мере .Токатмкшу) структуры «  сии 
роли и ЭТОЙ области, что i|редлоложнтсльпо 
должно отрицательно скаюгил-М на cuit'iuiuimiii 
субстрата.

'•hit линию  п о к а ты в а ю т. « п о  н е см о тр я ни 
вкго с л о ж н о с т ь  п р о т е з и р о в а н и я  результата спе
ц и ф и ч е с к и х  i iB H N o n u J ia n iy x  зам ой, с п т ю ш ь ш  

о п и с а н н о го  и о а ч о ;т  все же м о ж н о  н л е ш н ф ш ш - 
р о пать б оковы е «р у л и м , зам ела которых к р и пе  - 

лез I уДуЧШ СНМЮ Ю Ш СГМЧССКНХСООЙСТПфсрМСМ 
tii. К ром е и м и , с т а л о  о ч е в и д н о . ч то  е р п и л п о  

д а н н о г о  ф ер м е н та  г. с у б с тр а ту % п та кж е  к л г о л и - 
гн ч с с к у ю  э ф ф е к ти в н о е И . рСМКМНИ МОЖНО НОВЫ* 
(.1111. Ill v itro . ВНОСИ С(ЯХ11СТСТИу«0ШИС ИЗМСНСНИМ 
и к .ш и н р ш и н н ы й  Iс и .

Иимпеиис потребности ферментов 
n металлических кофакторах

Суб: и л и  лш ы  — сериновые протсиназы. секрс- 
тирусмыс и культуральную среду |рдМ1:1КЛОЖИ- 
ТСЛЫ1ЫМН бактериями. 1нн|)око ис пользу клея 
а м л  се те  б ноли радируемых детергентов Вес 
ОНИ П|ЮЧНОСНЯ ШНИЮТ сшнн или  несколько НТО 
мгн1 катыши, повышающих их стабильность. К 
сожалению, Су6Т1Ц11П1ШЫ ИСНОЛ1|Зуа>1СЯ и 
таких промышленных процессах. где учшггву- 
к>т в больших количсстилх соединении, хела
тирующие металлы, и том числе кшьцни. и и 
таких условиях субтилизины быстро 1 ерями 
свою активность. Чтобы решить пу проблему» 
попытались сначала лиш ни. суОтилизнн спо
собности спятмвнть кальции. а илем увели
чить стабильность молифш.прошитою <|чгр- 
мента.

Получение модифицированного субтнлази- 
1м было гнойно с 11лсмтнф41клцин icna KPN 
ttaciUus umyioUqucJaciem. Прежде всего i но 
помшкю рпптепосг|>укгурж)ГО вншиза высо
кого разрешения была опрел с лени структур» 
белки, в шгем с нстизльзокинием сиши.тгук.'КЧ!- 
тил-нап|хие1Синого мутагенеза создан мутант
ный in i с делешроиинмымн нуклеотидами, ко
дирующими участок белковой молекулы от 75
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II)». «гл Ы«UII ЛКМГМрТ7 lllcvib ИЬ Циммн»м( I .1 tuiH Линкер

метоп. узнающих сайты длинной h к и и боль
ше, r.iK *гго для получении новых рестрмкгдз не 
обходимо использовать альтерютппные тш<> 
инженерша подходы.

Существует весьма интересный мисс белкой, 
II МОЛCfcy.lt которых Присутстпу^п уНИКАЛЬНЫС 
cipyin>piwej|<meffw. екязыиаюшие птомь Is?  . -  
так натыкаемые цинковые пальцы. Эти белки 
сиязьнспогся со специфической иуклсотилиой 
нослелокатсльшхт ью, встраиваясь споим а- 
спиральным участком и большую бороздку 
двойной спирали. Гак. Сч*лок Z 1Q 6X m:i меток 
мышей содержит три им и копи к палки*, каждый 
пт которых изаимолсйсшует с определенным 
колоном Л И К  Поскольку л и  пальцм сшиыиа- 
гогсясДН К  независимо друг or друга, их можно 
объединим. и составе ojuioio йен гили таким об 
разом, чтобы связывание происходило с опре
деленным сайтом Это иопюдйет создавать пук- 
лепты. расшсплякнимс Д Н К  и уникальных 
сайтах. оОьслинии нуклеотидные последова
тельности, кодирующие цинковые пальцы, с 
чветио гена псстцифичмой нуклгдты fvkl бак
терии ПтоЬаает/п) okcanokoim. Чтобы прозе- 
рить реальность этого предпотохения, был соз
дан химерный 1сн. кодирующий участок из 
Шести остатков гистилмни ни S - komcic белковой 
молекулы для упрощении ОЧИСТКИ рскомби- 
1Шпипго белка, три цинковых идлыы, линкер 
(Gly,Scr), для придании гибкости рскомбин:игг- 
Ибй молекуле. а также содержащий часть гена 
нукмяйи Гок 1 (рис. К.9). После очистки реком
бинантного белка N-Kouiicnue остатки гистиди
на были удаленыобработкой тромбином.

бактерии. стетпирую щ ие эилонукхсаэы 
рестрикции, зашннавсуг собственную Д Н К  tn 
растепления с помощью фгрмгнтоп. метнти- 
руюших тс участки молекулы, с которыми счи
тывается сскугастствукиiiwn энлпнук теязп рсст- 
рикИпп. Оанако Iсном клетки-хозяина не 
гашишем от рскомбинантой рестрикции Рок\ 
и чтобы Iipcr.orпряпггь гибель растущих клеток, 
синтез гибридною фермента подавляли, помес
тив ее ген под контроль системы экспрессии ба
ктериофага Г 7.

1*иг. АУ. ГеИПГН11ЖС1Ср««Я монет?
(ПХЦИИ, Ь<СИ1р>КЧП1И рсКОМО*!- 
hhkihwii белок «ютогаые гютиы 

*1н:к»пктга\1 реарию ми M U .

В результате этич эксисриме1т «1 были полу 
чены лгх‘ рекомби им иные эндонуклеазы рест
рикции М Л .  Одна из них растеплила ЛИК. фи
га ). н том сайте, который и ожидался, а лторм -  
п ожидаемом сайте и -  о меньшем степени -  и 
двух других сайгах. Это не удивительно, по- 
ГКО 1Ж> цинковые палим  рлепозипкл* в ОСНОВ
НОМ дна н I трех основании триплет. Хотя эти 
рекомбинантные фермент м пока нельзя ксиоль- 
зонлм, н лаборатории. оплошным подход созда
ния уникальных тю нуклеаз рестрикции пред
ставляется весьма перспективным.

Повышение стобилынрсти и специфичности 
фермента
Фсрмсш. называемый активатором тйшеиого 
iHiiiTMMHoivna (iPA), -  это сериновая нротеина- 
за, состоящая in нескольких доменов; сс ис- 
нользуют и клинике .ы* гпеищреиии сгуст коп 
Крови. К сожалению, lI'A  быстро пыволи к я  m  
системы кроиообршцении, поэтому его прихо
дится HiMvmui и) гем имфутии. Чтобы добиться 
желаемого тсрапстичсосого эффекта, необхо
димо нстюликшить имсокне концситраипи t|>cp- 
мента, а это может прмецпгп. к нсспецифичс- 
скому инутрс1П1сму кро1Югечспи1Э. Таким 
обратом, Гпздо бы песьмл жглатслию получгт» 
лолгоживуший фермеит tPA, обладающий высо
ким сролегтюм к ||)лбрину п тромбах и не млзы- 
иаюшг.н Кровотечения. Белок с такими свойст
вами можно пшучитт.. внося спеггифическис 
мутации в ген нативного tPA. Звмпшп Thr-103 
ил Аяп, подучили фермою, сохраняютийся п 
п  тлтм с  кролика примерно и 10 раз дольше, чем 
неттгпимИ impuAirr Зямсшт яминогпслотт.1 
296-299 с l.ys-H»s-Afg-Acg im M n-Ab-Ab-Aln. 
добились существенного повитстпгя подстоя 
cJepvieHT» к фибрину. Заменил Ачп-117 пя СЯп. 
пштучшш ||срмгит с такой же фибргмо1ПТ1п»е- 
ской актипносп.ю, как у исходного фермента 
Внеся тпг три мутации п один бедок, получили 
фермент, сблрлающнй лееми тремя ссюйсптми 
(табл К.6) Чтобы пырештп», МОЖНО ЛИ ИСПОЛЬ- 
ЗОВ.ТП.СГО вместо юти много t РА. нужно провес
ти лопол1ппельиыс нсслсдопання.
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Тсйшци 86. СтОильносп, и икшглисп.jMUutnitHixмушиных юрилшоь ферма iiaiPA11-л

Hjpmifi М<с1иф«ь>лмя(и) C ia(Wtu«ic»
П 11.ШЯЧГ

С’рмсим»
.

Лк1м«т«»и
p НУЫУМ

tw

1 1hr< 103) -«Avn 10 0.34 0.6# 0.36
2 1 ЫЙхАгхАгД2% 2W)--*AiaAUAlaAb 1Ш 0.93 0.13 1.01
1 ТЫ<И>3) *Лм, Ly\HHAvy.\iy.<296-29ty-*Afo AUAkiAb J.T 0.33 0,13 6Ж5
4 TWtm>-+AHU л»и( II7| *<ilr 1,4 1.0 1.11 •»t7
5 1кЛ^\^Лц<;*>6 2'Xi) *А1оЛЬЛ«аЛ1п. Ляи(117Т 1.2 1.33 0,16 I.IK
6 PirttfOj-^Asn. taH*AiBAu|2tt» 2W tAJaAUAla/Ua. 

|\>л<117>~4iln
tu 0.Я7 <ме 0.Я5

14W. л . , . . IVftart i t .  /Н< A M  A W  S,i i/& 4t l :  В7В-1Л74. I'AU 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Cut ilicifea любого Ослка шиле hi ut его конформа
ции. К4М«>|МИ В СВОЮ ОЧсрСДЬ определяется ОМИ
мшиежпмой пошлошггелшостью. Нешшрыг 
аминокислоты в пилнпегтю иш  мепи трают 
ключевую роль н определении специфичности, 
rcpMocraGiuibHocni н других с в о й с т в  белка, гак 
что имена единственного нуклеотиде и гене, ко
лирующем белок, может прииск-in к включению D 
него аминокислоты, приводящему к понижению 
ею .*>:Ihiimik.'i i i , либо, нипротии. к улучшению 
каких-7») сп» специфических свойств. С рПДИПИ- 
ей технологии рекомбинантных Д Н К  пои лилась 
тимодиоса’ производить специфические заме- 
ми и кдонирогмипых генах и пал учли.белки, со- 
держащие нужные амкиокислоиа и виаиных 
сайтах. Такой подход получил штампе напрш- 
Лемною мутагенеза. Как правило. интересующий 
исследователя ген клонируют »  Д Н К  фага М13.
ОдН1>ЦСПОЧСЧНу|офирМ) Д Н К  логофагл КОПИРУ' 
кн с испольюеяиием <мм1о«1ук.1СОТ1ШЖ’10  прай
мера. с и те  mpotuiinou) 1ДМ1М обраюм. (Лобм h 
ген-мишень был встроен определенный нуклео- 
тод Зятем трансформирую) лпучнепочечпыми 
ДНК М П  клетки F. сей. Чжпь образующихся и 
клетках фаговых ч а с т и ц  несет ген. содержащий 
нужную мугдиню. Такие частицы идентифици
руют. UCTpuillum wyniirmuft ICII II iKcnpccdipy- 
MiiiHii ректор, синтезируют белок и определи ют 
его активность. Вносить изменении и клониро
ванные гены можно также с помощью плазмид 
или ПЦ1# Обычно заранее не известно, какую

именно аминокислоту (аминокислоты) необхо
димо заменить для тою, чтобы улучшить то или 
иное свойство белка- мишени Полому прелтнп 
ттелы ю  net гол ьзовш ь случАйлаП, а мс опитому- 
к пептид-идпрлпленный мутменг I

Выбор аминокислоты. погиежлщей замене, 
как правило, проито/ипся с учетом се роли в 
Функ1:жжигон:о1ни белкд. Данные об этом полу- 
ЧИКЛ В XXVIC 1СНС1ИЧСАКИХ ИОЛГДОНАМИЙ или ме
толом pt’irflt:»tOt:rpyKI>pMt>ro;il|JL1IIU) трехмерно»! 
спруктури белка. I! тении специфические сайты 
или целые участки белковой молекулы, можно 
поамстгП|Тераюстаб1С!ьнос1 ь белкд, итмонпъсго 
чувствительность к pH, специфичность, юлостс- 
pi псе кую регуляцию, потреб» гость в кофакторе и 
др>| не свойства. Так, iei>xtociii6»i/iKHocrii триозо- 
фосч|«1т<о:юмср1 Ш улилось повысить, гимены» 
аминокислоты в двух позициях. Этот подхеш 
можно использовать как ллм придании новых 
свойств уже сутпесгпутшнм бедкам, так и лш  со- 
|лаиии уникальных ферментов
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КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1 Какие физические и химические свойства 
фСрЫСНТРВ можно измени к. с помощью нн- 
v paiLicMm.ro му гш слеза?

2  П|чалпаг?ожим. что в и клонировали бактери-
0.1 ЫШ11 геи. экспрессирующийся и / соВч и 
хотите изменил. его активность Однако и 
резулыитг приметни* п и н  «aptпего метла 
Мутагенеза с использованием Д Н К  М13 по 
риду технических причин лишь »ге6 ол«Л1Шя 
част», клоне и приобрела мутантный гси-ми- 
шень, и болииинспю и» них содержит ин
тактный геи. Как увеличить долю клоноп. 
содержащих Д Н К  с нужной мутацией?

3. Предположим, что вм выделили ten фер
мента, сннтеэнрукниггоси и К. cult Опиши
те стратегию изменение катали шческой ак- 
i понос? и ло го  фермента, принимая пс
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пиимймие ют факт, *по им шипе иуклео- 
питую  ПОСЛСЛОШГГСДМЮСТЬ колирующею 
его ienu, но нс тноете. мкой нз участков 
молекулы фермент ответа пси за Kjmuimt- 
ч ее кую активность

4 Каковы преимущества и МСЛОСППКЛ о.чиго- 
нуклсопш-направленного мутагенеза с ис
пользованием бактериофага M l)  и ПЦР?

5. Опишите crpniciHK) агттопуклеотты-кппрап- 
ленното мутагенез* с использован нем плжз- 
мидной ДНК.

6 Как. используя «вырожденные» праймеры, 
можно вносить случайные мутации и Д Н К 7

7 Oiшшитс стратег ию повышении стибилмкхти 
белка, в котором а) отсутствуют остатки ци
стеина; б) присутствует нечетное число ос
танов цистеина.

8. Кик 1ШНЯСТ замена аспиранта на другом 
аминокислотный остаток на стабильность 
белю?

9. Каким образом можно изменить потреб
ность фермента в кофакторах7

10 Как вы будете изменить каталитическую ак 
т  и вноси I или субстратную специфичность 
фермента, ich  которого ни вылепили? И чем 
смысл ЭТОЙ процедуры*



ЧАСТЬ i i
Молекулярная
биотехнология

микробиологических
систем

развитиемтехнологии рекомбинантных ДИК появи
лась возможность более эффективно использовать
MHoiHc полетные с во И с т а  микроорганизмов. В и. II 

мы рассмотрим некоторые примеры практического лрнме- 
нсния микробиологических систем. модифицированных ме
тодами генной инженерии

С помощью современных диетических методов биологи 
научились превращать бактерии в своеобразные -биологиче
ские фабрики» по производств* белковых препаратов (на- 
прнмер. ресгрипирующих эндонуклеаз), различных химиче
ских соединений, аминокислот, антибиотиков и т. п. 
Клонируя п бактериальных клетках специфические гены, 
они создают новые пути биосинтеза для получения уникаль
ных метаболитов, применяю! клонированные гены болезне
творных микроорганизмов в качестве зондов для диагности
ки заболеваний человека и домашних животных, используют 
изолированные гены для получения безопасных и эффектив
ных накипи

Методами генной инженерии можно усиливать природную 
способность определенных видов бактерий к осуществлению 
специфических биологических процессов. Например, уже по
лучены штаммы бактерий, которые более эффективно разру
шают токсичные отходы, агрязияющие окружающую среду, 
способствуют ускорению роста сельскохозяйственных культур. 
к)н|чктвж) расщепляют целлюлозу до низкомолекулярных 
углеродных соединений, уничтожают вредных насекомых.

ir



Часто думают, что выращивание больших количеств мик
роорганизмов нрелегаиляет собой рутинную процедуру. Од
нако для ускеишою пронзиодока рекомбинантных белком и 
промышленных масштабах необходимо контролировать 
множество параметров, oi коюрых записи? рост син1сзиру- 
Ю1цих их микроорганизмов и чистит получаемых продуктов.
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хо |>астут п культуре либо вообще мс пошлются 
культивированию. В начесiвс примера можно 
припссш оСсшгтмих внутриклеточных пират 
юв Chkunydla tre/chnmati%, шторме нм it.tiumn 
хламмлнот, болели*, передающуюся половим 
путем и распространен кую н Северной Америке 
и Европе. Хламидмоз трудно диагност иронии», 
поскольку ДЛИ лого неотделима перевиваемая 
культура клеток. При ло м  'нею  получакп лож 
iioaTpiiimejibiiiJe результата (т е ошибочно
лиипюанруюг отсутствие микроорганизма)* « 
результате чего нс проводится адекватное лече
ние. Безусловно, если для вытисним микроор- 
m ntuut необходимо выращивать его в культуре, 
ю рушимой может стать ил emit фи кицнм лишь 
нескольких »u всех и шестых патогенных мик
роорганизмов Чтобы устранить это принципи
альное ограничение, били рязработены методы 
молекулярной диагностики, и основе которых 
лежа? иммунологические пол холм или методы 
Обнаружения специфической Д Н  К.

Любой метод выявлении патогенных мпкро- 
ОрХПНН АШИ должен быть ЛОСГЙТОЧИП прост MV! |(
Обладать высокой специфичности*» и чуисшм- 
тслыюстмс) Гненпфичныи лиги ностичсскии 
тест должен давать положительный опил только 
на микроорганизм или молекулу-мишень, чув
ствительный обнаруживать т е н ь  малые мым- 
•кство такой мишени лпжс на <)юнс других мнк* 
рооргаии »моь или молекул, инря жнюших 
образец Простота метода подразумевает, что он 
является достаточно продуктивным, эффектив
ным и недорогим для рутинного применения.

По опенкам спсниилистоп. обьсм мироном» 
рынка ю 1мупол1шпюс1и«сссм1х тестов п 1993 г 
составит 3.4 млрд. ЛОЛЛ СШ А и I» ближайшие 
10-15 лет будет возрастай, iia 5— ICWf ежегодно. В 
1994 г. объем мирового рынка ЛНК-лиагмсстиче- 
ски.ч тестов был равен примерно 80 млн до лл, к 
20001 . он, по-видимому, соепшит <>00 мдн. / ш и ,
d к 2004 г. 2 млрд. логч. В ли п  главе мы обсу 
/him пришиты некоторых метопов молскулир- 
ной диагностики и сферу их применения.

Методы иммунодиагностики

Mkoihc мммушжогмчсскис системы acicKUim 
обладают высокой чувствительностью и с пени 
фнчностыо, катясь и то же время достаточно

ПРОСТЫМИ Они ШИрОКО ИСПОЛЬЗУЮТСЯ ДЛЯ ТСС- 
шрошишм лекарственных препаратов, опенки и 
моииторнига рпадичных онколошчсских добо 
лсиамий, определения специфических мстабо 
литов, идентификации и контроля патогенных 
микроорганизмов. но ииен>1 it свои ограниче
нии. Если модскулоП-мншсньк) ЯПТКСТСЙ белок, 
то необходимо обеспечить экспрессию летерми- 
пирующих сю генов и создан, условия, в кото
рых не происходит маскирование или блок про* 
ванне сайга сМтыкания с ант нтслом.

Традиционные процедуры диагностики оа>- 
бущпслсП инфекции опираются либо >сл нибор 
характеристик патогенного мик|чн»р|вин хмд, ли
бо, что прел мстительнее, гит одну уникальную, 
жчкорах1ичимуюегосн:о<чм1П(С1Ъ. Клинические 
xfiiKpofinononi пыгакпе* найти toi MintHuanir 
ный набор биологических характеристик, при 
помощи которого можно будет гаршггиронанио 
обнаруживать и идентифииировлгь пани синие 
шткроо|яаим4мы. Например, некоторые полбу* 
дшеди вырабатываю! специфические биохими
ческие соединении которые и необходимо </» 
наружить и биологическом образце Часто 
подобную маркерную молекулу МОЖНО ПЬШ(К1Ъ 
непосредственно, провели мзеокоспсинфичиии 
бнохихпгческий ала ж ». Но такой подход нек1- 
бедко приведет к увеличению числа индипцл)*- 
лизированных систем лстекиии патогенных мик 
роирПИПММОВ. Болес ПрСДПОЧ!ШСЛЫ!ЫМ был бы 
универсальный метол, поиюамюииж пмяшяи» 
любую маркерную молекулу независимо сп ее хи
мической природы. Именно таким является ме* 
тол. основанный на лтсчпификанми комплексов 
aimticM и ж и т г л о

Ферментный иммуносорбентныд анализ
Суингсгпуст целый! ряд ПОДХОДОВ. ПОЗВОЛЯЮЩИХ 
определить, произошло ли спяэылннс антитела с 
а hi и геном мишенью Один пт них - no ij*T>- 
ментный нммуносорОсншый анализ <LL1SA). 
который часто испоимуюг для ДНЯ!ностнки 
Процедура аклкэтохгготсдушщис этапы (рис 9.1)

1 Образец, И котором ХОТЯ! обнаружить специ
фическую молекулу ИЛИ мнкрооршиихпОшк- 
сируют на твердой подложке, нипример мд 
пласт иконой мккрот нтропа 1Ы<ой плшпке, 
обычно имеющей 96лунок (рис. 9Л. Л )
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2. К фиксированному образцу лобыииюг анти
тело, специфичное к маркерной молекуле 
(гарное антитело), тлтсм промывают лунку, 
чтобы удалить несшпаашиеся молекулы пер
вого антитела (рис. 9.1, К)

3. Добавляют торос вшит ело, которое специ
фически сяпмншггся с первым аштпелом и 
нс взаимодействует с маркерном молекулой 
(рис 9.1, Н). К этому антителу присоединен 
фермент (например, шелочна» фосфатаза, 
перокаьшзв или урсатаК катил тирующий 
Превращение неокрашенногосубстрата пок

рашенный продута Промывают тунку, что
бы уллипгь неевязаяшиеся молекулы копью- 
штп второе антитело-фермент.

4 Лобамают нсчжриижниийо^рот(р|1с.9.1% Л
5 Пронолят качественное или количественное 

определение окрашенного продукта.

Если первое антитело не сияшнагтся с ми
шенью обрпим. то оно уттяется при перлом 
промывании. Поскольку при ной коньтиггу 
торос ниппелю- ферметг не с чем сттлилгьгя. 
он удаляется при тором промывании, и об pit «ей

А Ф и н л п н е  ciftfit н и  и . лср?иИ1 птс/хглсс
AiammuMM «In

/  Мдескула-ммшт*

f  ДоСкш»св1«г (icpButuMtшила. npvuMmiKii* хунт*

H ;Ь*Гча» -v m ir  ».-> ineu«4iii " t o p *  М и ш е л и  ф *Р’ *с*м;
flp'MUmiMitr яуикм

Фермc m .

Рас. 9.1. Обнаружение вютие1и*минжии с 
помощми ELIS A . Е ферм ет присоединен- 
ммй ко второму анпгтелу.

Г. ДпСикнииг оСстрип
U  •  О -------Няя ашепний
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остается неокрашенным Сели спя лапание с 
мишенью происходит. го нкорос am т е л о  при 
соединяется к первому, и коньки п р о то ти п  
фермент катализирует образование легко реги- 
стрнрусмого окрашенного продукта

Ос нош юн принцип CLISA — специфическое 
спязыпанис первого антитела с пишет.ю. Сели 
мо/1Скулл-ми11)снь пре.]с7лняяс1 собой Склок, ю  
его очищенный препарат обычно пспользукп 
дли получении антител, при помощи гхпорих 
.1птсм и имяиляют данную мишень Антитела, 
которые Образуются и сыворотке (лшисиворот 
КС) крови МММ) 1111 ШрОЬЛННОГО АИООШОГО 
(обычно кролика), связываются с разными ям 
гмгенными детерминантами ( э п и т о п а м и )  моле 
кули-мишени. Га кую смесь антител ни лмкнот 
п о л и к л о н а л ь н ы м  препаратом. Испольюпоиис 
поликлональных антител имеет два недостатка, 
существенные для некоторых методов лилию 
стнкн: 1) содержание отельных антител п поли 
клональном препарате может варьировал» от ол 
ной парши к другой. 2) поликлональные 
антитела нельзя применять, если необходимо 
различить лвс сходные мишени, г. е. когда пято- 
muinn (мишень) и нспатогсинля (не-мишень) 
формы различаются единственной ле1ерминан 
той Однако эти проблемы вполне разрешимы, 
поскольку сейчас научились получать препара
ты антител, пирлбоглнних к одной антигенной 
детерминанте* i.c . препараты моноклональных 
Л1ГОПСЛ.

Манок нямимые а ш пи тс ш
У  МССКОПНТЛЮЩИХ К холе ПИ>ЛЮН1111 ИЫрибОТОАСВ 
сложный набор клеточных chcicm, wiiuiuutiu- 
i i ij ix  организм 01 токсичных nciiiccm и инфек
ционных itiemoa. ( остлипой ЧВСП-ю шщмтной 
реакции m i u n c i c i i  индуцирешаинля выработка 
K/ICIKAMM ЛИМфлтИЧССКОИ СНСТСМЫ специфиче
ских бедки* (антител), ко юры с соединяются с 
чужеродным»! 1ктдсс1вами (антиIснами) и при 
помощи других белков иммунной системы, 
включая системы комплсмснтл, нейтралшутот 
ил mJmJh'm  II о НИМ н.| иммуни/ioiичееккН сти
мул каждая 4итнтслопроЛу1трующя>1 клетка 
cumtrjupyci и выделяет слнмсгнсниый вид am и 
1СЛ| которые с высоким сродсгтюм рДСНОЗШНОТ 
огдельный участок ( лимон, антигенную детер
минанту) молекулы ши тема Поскольку п мо

V *

лекуле лimu сил обычно присутствует несколько 
ратных эпитопов, антитела прогнн кайлою »п 
НИХ ВЫрАбйТ МААЮТСЯ ОГ/хгЛЬИММИ КЛСШМ11 им
мунной системы. Такие анштелл. каждое ИЗ ко
торых взаимодействует сданным антигеном, на
зывают тюяик.1ональи1аыи.

Уже в начале нынешнего века, когда о паш-
к.юиАЛЫюстт1 ант шел ничего нс нныи, было яс
но, ЧТО ИХ специфичность МОЖНО ИСПОЛЬЗОВАТЬ 
для поля плен ил нкфскцн(1. Позже ниппеля сга- 
ли применять в кпчссгос диагностического ин
струмента аля выявления токсичных соедине
ний в клинических образцах. К сожалению, 
эффекпшностъ препаратов леянклонолшил ан
тител Aapwipyci от одной napinii к другой. по
скольку а одних случаи* при проведении имму
низации антител ол редуцирующие клетки 
сильнее стимулируюгем одними детерминашп- 
ми данного антигена, а а других иммунная сис
тема JUCTUDKCC OTBC'IACI ил другие ИТТГТОПЫ того 
же ант пт гни. Это может клюпь но способность 
разных препаратов пен * ради идти. антигены 
поскольку отдельные эпитопы обладаю? разной 
эффект пегостью (стимулирующей способно 
егью). Следе» нет едино, и данной партии поли 
клональных ли пн ел можс! содержаться мало 
молекул, направленных 11 рот 11 п основною эпн 
топа, и в результате она булл менее эффектно 
ной, чем предыдущая.

Следовательно, для практического примене
ния лнттгтел и качестве диагностического инст
румента или компонентов терапевтических 
средств необходимо было сошагь такую линию 
клеток, которая росла бы и культуре и промутш- 
ponH.iii unvirjc.in 0/1 ш'мо типа, облпламнмис высо
ким сродством к специфическому антшену-мн- 
тен и , —  монокзотшплие антитела Подобная 
клеточная линия мот ли бы с tail, пенсе яклютцим 
И С Т О Ч Н И К О М  И Л С Н 1 П Ч 1 1 Ы Л  мод скул антител, К  со
жалению. В-лнмфоииты (П клетки), синтезиру
ющие йнттсма, нс могуч вое прок толиться й 
культуре Решение данной проблемы вплелось я 
создании гибридной клетки. Полую т генетиче
скую составляющую от B -c ie iw i, они могла бы 
пыраблшпап. анплсла, в приобретя способ 
»юстъ к делению ш  клетки совместимого типа -  
расти в культуре. Ьькю известно, что В-лимфо 
питы иногда лсрсрокдлклся и стпнопзггси рпко- 
оыми (миеломными) клетками, приобретая ело
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с с б н о с гь  к р о сту  в к у л ы у р г  II СОХрИМИИ И ТО А С  

время м ногие с в о й с т в а  R - м г ш к  Т а к  к л г к м  
к и сло м  и .  и нерпуm  очередь тс . Koriopt4e НС им 
ребйГГЫЮЮ! П М 11П С Л, С Т А Л И  КАНЛИДЙТаМИ н и  
с ли я н и е  с а нти те лппродунм р ую ш и м и  В - и т  
клми И середине 70 * и  м и идеи с т а л и  реши»
ПОСТ МП.

Образование и отбор гибридных клеток  
Первый шаг и процессе получении гибридной 
клеточной лпшш, продуцирующей антитела ад 
мото типа, состоит по введении мышам антигена 
После рейд иммунизаций, пропеленнмч и 1ече 
мне нес каш * нч иелепь, проверяют. крон ю т по 
пи развитие у животных иммунного ответ. Гели 
ответ развился. то животных умерщвляют, из 
илекл1п| селезенку, промыили» ее, измслышки и  

несильно ветряки вею* /ми высвобождения едн 
ничны* клеток, среди которых itaxojiwa и пн 
IIH C .K in p O A y u iip y K iiq ilC  Н К ЛС ТК И . PlIVCCI. K JC TO K  

Сслстеньи смешивают со взвесью миеломных 
меток, дефектных по г ни оке А Н ГИ Н -гуанин—  
|)ян.4юриСи1А1л 1рднсфсра.к: (H G P R T ). Комби* 
itftpoitaifliiyio iMBccii в Iсменпс нескольких минут 
нмкуокруни и 35%-ном пол иэт иле и гликоле, a 
етсм пс|н:иос)п и среду, содержащую гипоксии- 
тин, лминошерпн и тнмнлии (сре;ы ГЛ Т).

Обработка nwibariuicHnuticaacxi облет мает 
слияние клсюк. 1ем нс мснос спин мне происхо
ди I редкой ИШ1ЖГГСС В1|ОСТ1ПОЧН1Ш 1'1СНСН»! слу
чайным событием В смеси присутствуют клет
ки миеломы, сел стенки, л также СЛИПШКССН 
клетки хинмомы-сслгзснкн, миеломы миело
мы, селезенки-селезенки Однако и сргяс Г  АТ 
растут тль к о  ш Ортны с клакн миеломы се
лезенки, все остальные типы клеток нс могут и 
ней пролиферировать. Клетки селезенки и 
слившиеся > leiKii селе зенки селезенки вообще 
не растут м культуре, я миеломные клетки 
HGPRT и слипшиеся метки миеломы- миело
мы нс m oivi использовать птоксантии а киче 
cme прсдтнестпсниика и процессе биосинтеза 
I гурии иных оснований 1>тшм11Я и аленння. без 
которых невозможен синтез нуклеиновых кис
лот По у инх есть другой естественный пуп. 
синтеза пуринов -  при у ч а с т и и  лигнлрофолаг- 
релумдш. истому и to tiль среды и входит 
ПИМИОНТСрИН, ингибирующим акт импост ь «того 
фермента Таким обрезом, миеломные клетки

HGPR T и смишиин и к тетки мипшми число- 
мы не могут ситеэнрогшгь пурины и среде Г А Г 
и пси ибаюг

Слипшиеся клетки селезенки миеломы рас 
ту г п с реле Г АТ поскольку: J) клетки селезенки 
постагынют функциональную H G PR T. когорта 
может ути л 11 ш решать «ктотгнный гшюкслитнн 
среды несмотря на блокирование синтеза пури 
нов с участием /типырофодятрелуктязы ами- 
ненгтерином; 2) клетки миеломы способны ак
тивно лепиться. Тимидин необходим лли 
устранения блокирования и синтезе пирммидп- 
ноп. обусловленного инпгбмронанием лигидро- 
фолатрслуктааы. По III -14 с сутки после слил 
linn клеток л ергле Г А Т остаются и растут только 
с Miiiiiimccл клетки селезенки миеломы Их ш 
тем вносят II путем плялякоиих микргупггро 
вольных плошек и Д1ыр1|цшшют на полнон куль 
турялмюй среде без I А Т.

И/к'нтификакии гибридных клеточных 
линий, сек ретирующих специфические 
а нти тело
Теперь необходимо идентифицировать гибрид 
мыс клетки, вырабатывающие aim пела к им 
мунизирующему антигену Дли агога обычно 
п|юмтдм1 скр тш н т культуральных сред. салср 
жашнх сскрскируемыс аиш тсдл. Среду m  icx 
лунок, и которых есть растущие клаки, сибиря
ки к переносят в лунки другой микроны роли »* 
Moil плашки, пред иврит с л  кио нокрыгис слоем 
молекул нипненл мишени Гели и кулыурсИЬ- 
мой среде находится ammeao (первое amine 
:»»), распознающее один из зшгкчюн лаииого 

анпиенд, и* оно свяжется с антигеном и осы
паем и лунках после их промывания. Затем п 
lytiKM добавляю! второе антитело, спснифич* 

мое к мышиным антителам. Оно Судет присое
диниться к любому перпому антителу, связан
ному с антигеном

К используемому и иммунном анализе второ
му антителу предварительно присоединяют 
Охгрмент, который превращает неокрашенный 
су бет рот п окрашенное соелинсиис Изменение 
цвета содержимою одной из лунок говорю о 
том, что исходная культуральная среда содержа
ли антитело, спеииф|'Ч1Юс к ланному антигену 
(рис 9.2). Рели же такое антитело в среде отсут- 
епкишло, то втором) антителу нс с чем будет
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сягоыпэтъси и ежи смоется при тиром промыпл- 
м ни Су<3стрпт и Tel к их л у м к л х  останется ж то к р а - 
шемнмм

Л унки  ИСХОДНОЙ МИКрОТСТТрОвЛ11»НОЛ 117ШШ* 
КЯ, Среда Ю мморых Д»Г1 11(1ЛОЖИ|ГЛМ1МЙ им-

муннгим отпет (изменение цист л)* могут содер
жать смесь слпоитхся клеток. ЧтоОм иапрагть 
линии, происходящиестт одно)! клетки (к.'кшы), 
клеточную суспензию из таких думок разводит 
культуральной средой и пысскдкп я другие лун-

t ДЭ1МШ1С

© @о
оо

ТСкТ
пмерглг ГА1

Имму l!>t(.VR>rilNCOUei>

Поктпгелмшй

Ппппжитг tut им OrrftimmTuiMh

Phi*. V.2. Скрининг оггок, «м(м0^п4пз1о 
1Ш?х моноклональные анпгклд Выделяют 
клепай селезенки мышп. мкнуиизироваи- 
нои специфических: антигеном. и ировюамг 
их слияние с клегкаын миеломы. ис имраба- 
тыкающими мнптшш, Слипшиеся клетки
01*Н!|ХШТ ПО СПОСО̂ ИОСП! К РОСТУ НИ CpCJK
Г АТ (ПШОКСТШТПП, им»€юптер««и* ТПМИДЛЛ). 
Клетьи. BVipaw»n4i«iioiui*c сисшфнескме 
антител* к гмну нитрующему антигену 
(Kiemi гибрипомы), идснт1»фнц»*>уюг| им 
ирюпогичеекммп методами и субкульти пи
руют. чтобы получить отяслмтыс клоны Ит 
|>^TUW4M, расчушср и культур: и секрет 
руюшей единственный л т  молекул шгш- 
тел. получаютMcooii'icnia иные янтшедя
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/"'* п а ли лсп ти дн и г ГОГМОИЫ
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Гормон P4X1D
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Т|1|99фПШМ11 n)f»f40H 
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Г п т и к т с п м  
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Гпс. 9.3. Ист»ол1>soiuiMис моноклональных пнпгтел 
жы ними киич доличник соединении п дизтостпкн 
нифскщюнных юОолеванмл.

кн. После культивирования полученных клоном 
среды вновь тестируют, определяя, KIIKW ш  
клеточных линии (гибридом) продуцирует мо
ноклональные антитела, распознающие анти
ген-мишень. В том случае, когда п о луч а т Солее 
описи спет|нфичной гибрндомы. проводят дал ь- 
неМнже исследования, позволяющие опреде
лить, направлены ли антител;!, вырабатываемые 
ра злыми клоками, против одной и той же анти
генной детерминанты Каждый клон, продуци
рующий моноклона и.нос антитело, можно пои- 
держныггь п культуре практически бесконечно. 
Кроме того, обрегзцы можно заморозить о жид
ком азоте и использовать их а дальнейшем как 
источник клеток

Применение моноклональных адгйпел поз
воляет существенно новыешь специфичность 
метода ELISA, поскольку они евгзывакпея с од

ним. строго определенным jiiithiciihijm  сайтом 
К настоящему времени получен целый ряд мо
ноклональных антител, которые можно не пом к- 
девать для обнаружении различных соединений 
и ияго1П »ш х  микроорганизмов (рис. 9.3). Аль
тернативой получению нонок зональных анти
тел из культуры гибршюмнмх клеток может 
быть oi*6op и производство моноклональных 
антител и их частей (Fv-фрагмемтоа), навран - 
ленных прошв антигена-мишени. с помощью 
t  со// <см. га. 10 ).

Системы  ДИК-диагностики

Информации и всем многообразии свойств ор
ганизма заключена пего генетическом материи
Ж*. Гак. ШПГОГСММОСТЬ бактерии определяется
наличием у них специфического гсип или кабо 
pa генов, л наследственное генетическое лба 
лишние возникает п результате повреждения 
определенного гема. Сегмент Д Н К . детермшш 
руюший динмын биолоппеский признак, имеет 
строго определенную нуклеотидную последов»! 
1 с.(1ьность и voxel служим, диагностическим 
маркером

В основе МНОГИХ быстрых II ЛЩ1СЖ11ЫХ Д»Ш 
НОСТИЧСССМХ метилов лежит гибридизации пук 
леи новых кислот -  ciinpiniatiifc двух комиле 
мстарных сегментов разных молекул Д Н К  
Процедура ь общих чертах состой i в следую
щем.

I. Фиксации ошюцеиочечноП Л И  К-мишени ми 
мембранном фильтре.

2 Нанесение меченой идноцеиичечноП Д П К - 
эонза, которая при определенных условиях 
(температуре и ионной сипе) спаривается с 
ДНК-иншеныо.

.V Промыинние фкпыра для удалении избытка 
пески.«авшсйся меченой ДНК-зонда

4. Детекции игОрИЛНЫК молекул зоид/мишскь.

В диагностических тестах, основанных на 
гибридизации нуклеиновых КИСЛОТ, КЛЮЧСПМ- 
ми являются три компонента: ДНК-зонд, Д Н К - 
мишень и метод детекции гпбршшзационного 
сигнала. Система детекции должна быть в выс
шей степени специфичной и высокому ветви- 
тельной.
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/iifiputfttaaI(ионные и т ) ы

Чтобы oClCCHCMirn. a;ieKianiom  лиши ости ч с 
скоп) тести, гиб0пдиш1|1Ю1111ие Д И К  и РНК
КН1ДМ ДОЛЖНЫ бы ть |1МСОКОСМСНИфМ*ЖиМН 

Другими СДОИЛ МИ, НСабХ(Х'1НМО, чтобы ЗОНД гиб 
ptuituitia.K:>< ТОЛШ1 с  искомой иуклсош /ж ой 
псх:лсло11П1 сл ы 10С 11.ю Г.сли есть ticpoai noc> ь 
получения /южна|юлажитвлмю 1\> (наличие гиб 
pit liriUUHOMHOI О CltllUl.’UI II отсузынип ПОСЛС/ХИМ 
1С.ЧМШС1 II’ MMIIICIIM) ИЛИ ЛОЖ HOOTр1Ш1«ТСЛЫЮГО 
(о т с у ю п и с  Сипюла при наличии нослсдогимс/п. 
н о е т -я и ц  мен и ) результата. то целесоовркш ос! ь 
применении тести м очитслы ю  сниж аете и С п е 
циф ичность mi или и может ирониям иди ми р;п 
пых уропних. они могут -ргпличлгь» дна и более 
«ила, отдельные ни им мм и пределах одного  пила 
или разные IVHU. II iiiniiciiM ocni 0 1  о п у ш и т  
ш или могут Гил i i. прсдс! аллеи м молекул л ми 
Д Н К  млн РН К ; они  могут б и ть  /'.липкими (См» 
лее 100 нуклеотндоп) ним короткими (менее 50 
пуклеощ доп), прелстпялить собой продукт хи 
м ичсскош  ск и те in, клон припайные мнтиы ки е 
гг мы или их <|»р4гмслты

Зоилы получают рдтнммн способами О/шн 
н I них состоит и следующем Л И К  патогенного 
микроорганизма рдипенлмьч с помощью pcci- 
рнпнрукипси н!доиукдсаэи и клонируют и 
илымидном не к горе. Затем прополи■ скрининг 
рекомбинанты* плазмид с иитльюпимие м 
leilOMimli Д И К  как iiitioiciincifo. так и п о и л о  
генною in гамм он. Те нлпэмнлм, которые со 
держат П0СЛСЛОП.1ТСЛЫ1ОСГН. |и6рилюук>»ииссм 
юль ко с Д Н К  пято генною штамма, соспнияют 
осипну амдрс I Ms 11 жJ» и чи ы х юнлои. После ЧОЮ 
провопит р«ы лопали тельны х гибридизации с 
Д Н К . амдеденнымн т  различи их орпитзмоп, 
чтобы удосгопгрнться.пто потенциальные юн 
ли не ллИ'Г с ними перекрестий гибридизации. 
Дин пире/) олений чупстшгтельностп метода кн 
-4.Л14И из ю н.пт ироиернют также на модельных 
о бра пых, и юм числе и на смешанных кулму 
рак.

Весьма желательно, ч го б и  Д Н К  шмг н о си  и. у 
можно бы ло пропилить на исходном материале, 
без /locxiiiii in  еды  юг о  его кутилтширапшаш иди 
пилении ми мук.1еи н оьы х кислот, особенн о и тех 
случаях, ко 1 дл 1сстирук>тся клинические образ
ны. Исследователи с  успехом  проводят гибрили-

ЛШИЮ с Д Н К  мишенями, ирисутст пуши limn п 
образцах кала. мочи, кропи, смывах нт эеп* и и 
тканях без грсднаритсльной их о ч и с т к и . Е с л и  

концентрация последовательностимишени п 
исследуемом oGpumc слишком мала, вс можно 
имилифниировать с помощью лачнмсратной 
ценной реакции (ПЦ Р).

Диагностика малярии
В качеств примера нс пользе пан и я Д Н К  кмыоп 
для диагностики заболеваний можно припсст 
irpone/хуру обнаружения Ptuunodiun futcipvrum. 
Этот т р а п п  lUaURiurr мп.1ярию, iafxuirmniHe. 
уIрожающее примерно трети всего населении 
Земли. On инфицирует ip itpoiltiru  и разрушает 
их, что при под и г к piauimiw лихорадки, и и тм 
мслйх случаях к поражению мозга. почек и 
л р у тх  органон Чтобы пишшгь источники нм 
фсКИМИ, ОИвНИТЬ 'н|и|к*к I И ИИ ость мер но ид лик 
inumuni и обеспечить раннюю лиапюетпку и 
лечение, необходимы достаточно чупсттгтсль 
мыс, простые и ислорогис методы В настои шее 
пре мм малярию диагностируют с помощью мнк 
РОСКОПИЧССКОТО НССЧСДОГиШНЯ MB'! КО ft крот I 
аффективною. мо трудоемкого и злипмииянсю 
мною времени процесса. Иммуноло! mhccmic 
методы обнаружении Ptaunodwm, такие кик 
I I ISA. достаточно быстрые н их легко атома 
TiiJiipoiuiTi., мо с их помоиц.М1 нельзя отличить  
Текущую инфекцию ОТ ПрОН1СД1111'1|, ПОСКОЛЬКУ 
при ггом определяется только иынчнт йнтшед 
к P/axntodium п кропи больных

Дам избирательной Д Н  К -л  ми то сти ки  теку 
llirfi 1111фсК1411И, Т.е. ДЛЯ пыиажлия Д Н К  noiGy 
шггеля, м качсстиг осипни мепцгыунтге* нисо 
коиоптормюнщеев последовательности Д Н К  
/' fatripumm Сначала с помощью Л И К  юнлл 
проводите» скринимт библиотеки геномной 
Д И К  tupiiiinn Затем отбирикггсп клоны, лаю 
щис наиГнысс шпсисияный тб рнли  ициоиний 
сипы •, поскольку именно они предположи 
re.Mi.no содержат высоюоноггоряюшиссм после 
.тошпелмюсти Д Н К  каждого из отобранных 
К. ЮНОН пропсреют на способность к гнбридюа 
ими с Д Н К  шшоь Pknmodiunt, не вызыкающих 
маляр т о . В кочестг специфического зонда пы 
биржттп иослгдоиатгл1.пост1.в rii^ni/miytoiiiM 
сп с Д Н К  Р% /вкярапаПщ но нг с Д Н К  /'. viwx, 
Р, ф'ммюфр иди с ДН  К человека, С  его нсмошмо
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ВАЖНАЯ ВЕХА

Выявление аллелей р-глобинового гена метолом i норм литании 
с синтетическими олигонуклеотидами

В. J Cornier. А. А. Ксус». С, Мопп. К Itukurn. R. I Тcpfir-r. and К Н Wallace 
Лес Suit, .bud Sit IS A  W> m  IM . \<M

C fta ipuCkxTKoii я начале М»*ч п 
бистрм*. kJmJhth i и hi > mx n HCAD 
ponix метели* ХММИЧССМЧО сии 
гели алмгонуклеопиюп поияи- 
лась wtuojkmoctk мсполъэомггь 
рюиичианшш меченные олиго 
нуклеотидные шнли для ви н те*  
•mu различий между куклеогнл 
им ми иосл едина!ел ьмоегямн, и 
частности для обнаружение мута
ции у ЧСЯС1СМ К IVму иременм
было толирниано опюстслыт 
небольшое МНОЮ ГОЮП, 1 Чинным 
обршя В ПИде КОМИЛСМСНТарНЫХ
ДНК (кДНК). поэтому подбор 
М»нла. 1ОМОЛ0П1ЧН01Х» конкретно* 
му гену. представлял собой пенро 
стую ШЬШЧ) I li'.UAXеслиcooimt 
стукнцне кДНК (или полутени. 
hchmimil* но Г*ЛО рд НИМIII». пир 
м;ии.пим и мугнтНиЯ icnm чело

ас ка, отличающиеся друг от лрута 
лишь оопой пиров сс мотаний 
просю/л* пгбрид нашим с прела 
Асиным (более 1(H) и. Ю  хамим 
В 19ЬЗ | Коннер и лр. спитеш 
РОНЯЛИ 01СИ»ф|С‘ШМС ОДНИ»!у к 
лсотнлы. способные рж: полна 
пап. норма.114пв> и м утантум  
ДНК. при т о м  можно било ус 
ти полип., 1ом>ш1о к я  или ic7c- 
рОТИГОТСМ JDMIllUll И1ЫППШУУМ
по исследуемому гену'- Д*н диагно
стики ccpoo« vmmcicio4hc4I ане
мии О Н И  H tltfttll.X l& V TII ЛП«1 041110 

•гук ютили дтиноИ по 19 il и 
один бия комплементарен мор-
МкМЫЮМ) ,ИЛС*М р-ГЛС&иНЧКЧО
шш <р*). п другой мушиному 
<|5S) ДНК шороиого человека 

lltOpiUUCUTlUJlIKl. пшько с 
fV  ̂зондом. ДН К бол 1410<о ctrpno-

шиикюсючнон аномией 
тплмд» с |}* miuiiVM. л ДНК миди 
иидуумэ». пмеротиинпиго im> лип 
|*>му гему с  обоими юн
ламп Это модельная с неге мл 
инероыс продемонстрировала ммь 
моаность он|глелпти itifoninon
С ПОМОЩЬЮ шброди MIHH1 И ПОДО 
ЖИЛИ НИЧЛЮ ККМСКУЛМ|)М01| Л Hill 
м о стк с ммоип 1С1х  »ичсскнь iа* 
бод своим й человеки В е х а  и  чтим 
(Ч А Л роДИбОГВН 11СЛ14Й РН1 ЛИК 
тестов для нмшпеимя му ниши И 
ХОТЯ I I'bplUll 1ВИН4»1Н11Н метод 
сейчас уступая место более сомр 
IUCHHUM Mftv.VlM, TlIKJfW КЯК ПЦР 
м ЛОЗ (лишроппнис одигонушко- 
iiuniidx юмаоо). <#♦  cu  i раз свою 
роль, нрошикхтрирсииа иоэмо*
НОСИ, онрелелгшш lO'IMAIIJX му
тпциР

можно обнаруживать всего 10 иг очищенной 
Д Н К  Р. JalcijMirwn или I иг той же Д1IK и кропи 
больного.

Получены и охарлк icpirminiMM более IOO раз
личных ЛИК-зондов. иоэвешмюшнх обинружи- 
нигь патогенные штаммы различных бактерий, 
инрусов и пара иггичссктгх простейших. Гак. име
ются «силы идя диагностики бактериальных ин
фекций человека. ншивасмых IxgiimeBQ /днеи- 
nwphUa (реенмрл горные шболсманим). SahnoneUa 
f)phi (пищевые orpnпрения). Campylobacter НуЫп- 
tetftnalii (inci'piiTUK a uikac  для пыякчення зитс- 
ршоксичтио штамма ГжЫгкЫа voti (тстроэи- 
тсроты) Однако fro.'umib-hcpxyiiiKiiiifttOcpiii-; и 
принципе с оомошыо п«брп.ишиии можно им- 
шинтъ практически ЛК^Ы С iwrortiuiuc MlH.|MJ<ip 
глин пш.

Выявление Trypanosoma cruzl 
Параштичсскос простейшее Тгурапмота rruzt 
HUiunacT болезнь Ч а гася (южноамериканский 
трипаносомоз), уносящую ежегодно примерно

50 тыс житиен Ппратит широко paenpoerpj- 
иси ь Латинской Америке. Он персноситек 
к/шпдмн хшцнецпми. проникает п печень, а  
лезенку, лимфатические узлы, иснтр&|ьн>и> 
нерпную систему и. рюмнождясь, разрушает 
клетки, и которых паразитирует. Для лишне* 
стихи острой <|«ормы болезни Магаса обычно 
провопят микроскопическое исслсловаиис све
жей пробы периферической кроен. Можно HV 
iiaibioibiri. и другой пет. более ди1ггслы1ыП. по 
ПЫИ11'11111»Ц)111 пира «ИТОН С большей ВС|Ю1ГПlo
ci ыо. Незаряженных насекомых кормят кровью 
пиинеитя и через 30 40суг неспел уют под мяк 
рос КОПОМ их кишечник ни предмет наличия ид* 
р:гилои Оба метода весьма фудоемки, ш>|м>го 
стоящи и требуют длительного яреме ни 
Болезнь можно диагностировать и иммуиоиош 
чсскими мекшдми, однако они чдеюдакп лож 
НОЛОДОЖ1ГТСЛЫ1ЫС рс1>льтаты. В кячестос иль 
терпашпы гтим менее чем у/1одгкг1Яор|Г1елы1им 
ироцедурнм было рафяботвно нес КС» Н Л О  подхо
дов, основанных на применении П Н Р В идеи»-
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urn cl время ПЦР-дшагностшс* болезни Чдгисо 
служит дополнением к'гралшлоиным, широко 
используемым метолом.

Один m  ПЦР-тестоо основан на выявлении 
фрагмент Д Н К  длиной 188 п. и., который 
присутствует во множестве копий в геноме Т. 
uut}, но отсутствует и геномной Д И К  несколь
ких родственных 1М|\д31ГГ01». После АМПЛИфИ 

кации этот фрагмент без груда оОниружиь^сгся 
С П О М О Щ Ь Ю  злекгрофорезл в полиакриламид- 
ном m ic. Нс значительно варьируя методику 
проведении П Н Р  (например, изменяя нуклсо- 
I ил и у ю последовательность праймеров), нее 
леднюю можно использовать длн обнаружении 
широкой! спектра бактерий, вирусов и пара
зитов.

Неродной* пшышс методы детекции 

В  O c u i i i i i i H i i C T B e  лабораторий для гибридизации 
используют я .илы, меченные каким либо ра- 
диоактнпным изотопом. чаще всего )JV 1 акие 
зонды обладают высокой удельной радноякгив 
мостмо и обеспечивают хорошее отношение 
сиг нал/шум. Ралиоикшино меченный Зонд на
носят на фиамр с фиксированной на нем Д Н К - 
м и тенью. проводят гибридизацию, отмывают 
нсспизашиуюся ДНК-зонд и детектируют метку 
с помощью радненшгшрафии.

Однако иР шиисгси короткоживушмм изопи- 
пом, испускающим нысокоэнсргешческос иалу- 
чснис. при работе с ним необходимо ааюлыо- 
шпъ специальное оборудование и обеспечивать 
безопасную утилизацию отходов. Чтобы обойти 
л и  трудносш, были созданы нсрилиолктинные 
системы детекции. Для усилении шбридшапи- 
окно! о с и л шли в этом случае используете» фер 
мектнтивНос превращение хромогенною или хс 
мшномишецгнтного субстрата: первый мэ них 
под действием фермента изменяет окраску, а Иго
рей испускает свет. В большинстве подобных си 
спгм применяются ДНК-зешды, ссщсржапшс 
(нготинклироваиные нуклеотиды. ГибрЯЛШ21ЦИЯ 
и дегскшш сш 1ш л  проводится Солее или менее 
стакыртным обратом. I

I Зош, меченный биотином, тбридизуют с 
ДНК-мпщеныо (рис 9.4 . /Г).

2. Промывают фильтр для удаления избытка 
нссвизяшиегося зонда

3. Добавляют анилин (белок куриного яйци) 
или стрс1гтиваднн (бактериальный аналог 
ишшшш) (рис. 9.4, В).

4. Добавляют биотип ил прошитый фермент — 
щелочную фосфатазу или исроксгиазу хрена 
(рис. 9.4. В>.

5. В глшкимсстн от используемого фермента 
добавляют хромотенный или хсмшиоымнсс- 
цекгныйсубстрат и регистрируют изменение 
O K jV iC M ! либо ЛЮ М 1Ш ССЦСМ ЦНЮ , СОЩЮООЖДД 

ющую превращение субстрата в продукт 
(рис. 9.4. л .

В качестве альтернативы после 1ибридта- 
Ц Ш ! Д Н К  С 6 Ш З Ш Н Я ;Ш )Х Ж ;|Н Н М М  ИМIдом можно 
добавлять уже ютовый комплекс стрсптаьи- 
дин—фермент, имеющим сайт связывания с 
биотипом.

Как ЛГ01ДИН, так п стрсптавилин снизываются 
с биотином очень прочно (константа диссоциа
ции (А , = 10 |5); кроме ю т ,  каждый и:» белкой 
имеет четыре независимых бисттинсвязышипших 
сайта, благодаря чему пди.т молекула анилина 
или стреглийнлию! может одновременно присо
единять фермент и зонд, меченные биотином, 
биотинилирован не и связывание со стрептапи- 
лином не приводят к снижению фермопятив- 
ной активности. В хромогеннмх системах лаек 
цин в том месте, где находится гибршнпя ДНК. 
под действием фермента образуется исдество- 
римый краситель, а и хемилюминесцентных си
стемах -  продукт, который испускает свет 

Нерцдиоакшвные системы детекции облада
ют и другими преимуществами: биотинилнро- 
адниая Д Н К  остается стабильной при комкат- 
иой температуре как минимум гол; методы 
регистрации хемилюминесценции обладают то
ков же чувствительностью, как и методы регист
рации радиоактивного емгиалл; детекция испус
каемого света при помощи рентгеновской 
пленки или люминометра, как и регистрация 
изменения цвета, занимают несколько часов. 
По-видимому, хемилюминесцентные системы 
регистрации емшана. все же более чуистпитель- 
иыс, чем хромо!симые. вскоре вытеснят все ос
тальные. использующиеся при ДНК-диагности
ке. Если ври эпгом применяется ПШ \ то 
вмшшфицируемый продукт можно пометить 
фиуоргсигшимм красителем, присоелиняя его
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Рис. 9.4 XCMlUlKlMMlICCIlCiri- 
•«tiff метод обнаружении Д И К -  
мишени. I» Гли н и н , ЩФ -  
щелочили «^о сф иаш . А  Спои
iNIOlHItC ОН01>1ННЛ11рОНИННО* 
со юндп с ДНК-миш ень*». 
I». Сптипш тс cTpcunuiiuinta
с биотипом. Я С а т и  иди не 
ГчкотинмлпроеанноА тело*: 
мой фосфин-ш to  crpcirnimi- 
яшшм Г. Образование люми- 
нссинруинисю припух lit иол 
ЛСйстиисм щелочной ф о ф  
тали.

к З'-концу каждого праймер». В качестве краси
телей ЧЗС.ТО ИСПОЛЬЗуЮТ фл\ч*ресцСНМ It риилчшп. 
Которые Испускшо'1 зеленый И КрЛСНЫЙ спет СО- 
отаетстаснно. После П Ц Р -u модификации Д1ПС- 
m h i i i c i u i  проводит разделение cJniyopctucmi-Mc- 
чсннсио Н|цаЛмс|  ̂ н продукт;! амплификации, 
после чего регистрирую! включение метки 
(рис. 9.5). Если ЛИК-мишень и обрадне oicyici 
иуст,то нс булег обрдкжышпься и фтуирссцмру- 
юшпй продукт.

Один in  недавно ркфвбепшшш иерадшшк- 
ли ты х  методой детекции ос ном и ив иснапь юш!- 
нии ниш  «молекулярногомаяка» (рис. 9.6). Та 
кой 'хай состоит ш  25 iiyKJcrmuoiK Средние 15 in

НИХ комплементарны ДИК-м итсни и не спарипл- 
кгтсй друг с другом, и 5 комцемил нухкотидой вза
имно комплементарны и сбрлзукл шпильку. К 5*- 
кониу ПрМСОСЗДИНСН фтухрОСЦСНТНЫЙ хромофор 
(фПуХфОфОр), И К 3'-концу —  yOpCCIICHIHliH 
хромофор (тушитель), на который передастся 
анс(ним возбуждении фауорофора. Врскпиорс при 
комнатной температуре *маяк» имеет такую кои- 
фигуртцш , при которой флуорофар и гушшель 
находятся в тесном контакте, и флуоресценция 
флуоро^юри туши юн. Когда же 15 средних нук- 
лоотидоа юндп гибридитуются с KOMiticMcimip- 
иоИ послаювагтслышстиоДНК и л и  РНК-мнше- 
нм, происходит пространственное решавшие
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ним Д Н К  - пшпроиания сначала («рут часть б»ч>- 
ЛОШМССКОГО обряТЦЛ (пробу KpOtUf, сперму* К У"
СОЧСК КОЖИ. ПОНОСЫ) И определи ЮТ» ДСХПП10ЧН0
ли и нем интактной ДН К  дня 1к*слслуюшею 
а*ши:ш. Зетсч Д Н К  подвергают эндонуклеаз- 
иому растеплению, полученные фрагменты 
|ЮАлеляг?г и агарозном гелг и переносят на ней 
дпноимИ фм.тыр Проводят тклслонатсльную 
гибрид i пешню с четырьмя или пятью рилиоик 
Т1Ф н о  м е ченны м и м пш ам и, к а ж ды й  ire к т и р и \

распознает определенную последовательное!» 
Д Н К  (при тгом перед гибри/пгяшией со следу
ющим зоилом предыдущий полностью удаляют 
с мембраны). После каждой шОршншции с 
Помойною радиол» пн рафии w«jyo.iH iHpyiOi по
лол.» mm'lamiunc продуктам гмбриднняцип 
зоила с рестрниированной Д Н К . и строит ».te- 
стницу фрагментов» для всех образном (рис. 
9.7). Каждый этап (тбридны ния и радиошгго- 
грлфим) длится от 10 до 14сут, так что иск про
цедура может миппь много недель и даже не
сколько месяцев. И качестве зондов обычно 
используют мипис.тгсллитнмс Д Н К . много
кратно встречающиеся и ююме человека и со
стоящие нчтандсмио 1нжп>1>яюшихсм участков. 
Диша повтор* ш варьирует от 9 до 40 г и., а их 
число <п 10 до X); при л  ом одни и тс же миин* 
иттсллитнис 1»осдсдо1шгсльиостн у panIил мм- 
лннилоп могут иметь ратную длину. Эти рлтли- 
чия возникают а результате у win именин или 
уменьшения числа тандемных повторов, по-пи- 
лимому, в ходе репликации Д Н К  Никаких био
логических последствий такие ш рш тин нс име
ют, поскольку мвинсатешштныс Д И К  нс 
копируют белком. Ребенок наследует одну ми 
ниелтеплиткую посясдоветельность от одного 
родителя* и другую -  от другого.

•ДНК-отпечаток» данного ш снижал мрел* 
стилист собой набор различающихся но домне 
фрагментов* ссютстстьукиинх мншкателли? 
ним поел ело гшттяыюстим его генома. Вмиду 
большого рЛ1НООбр113ИХ «тих повторов отроят -  
носп. того, что и популяции найдется два чело
века с идентичными ♦ДНК-отпсчмтклх1И»# равна 
10*'-10 \  Другими сломами, характер располо
жении полос мииисатсллитных Д Н К  п о ч т  
стол! же пилиппдуплен, как и итпечлггки паль- 
мет» I сиомную дактилоскопию применяют так
же п р и  уели юд дсп и п отцовства. Часть полос

•ДИК-отисчатка» ребенка должна ахгггет с т о 
нать полосам материнскою «отпечатки*, д •меть 
отцовского.

Если Л  НК г исследуемом обрате недоста
точно. но она не очень сильно разрушена, мож
но амплифицнроють небольшие участки мини- 
сателлитом Д Н К  с помощью ПНР, а затем 
провести их секмснмрсжинмс; тип мстит Силсе

Д Н К
II » ЦН'1111

j lliK Д Н К Л И К
h i  inn ни »|шмм ИЗ крон» II о со к о ю
ма руЛешх* поди 1ГСШ1 ги iwrro.
unco фсшкмого «мою Г. II. 11.

1---------J 1- J II

1 " 1 III

- j 1 , L  1 ч

=
Г 1 8

1 1 7

Ряс. 9.7. Испольютатк Слу крн • шбркдгсшит до» 
судебной жщерппм ЛИК. выделенная и» крои» по
страдавшего. Mi пятна кропи на рубашке нолофегиг 
мото и и I его кропи была обработка одной и гой же 
рсстрмлирукмигп •лмдояуклсию4» «Лссшица фрдг- 
ментов» для ДНК, пмле.книиМ и * пития крови на ру 
башке, идентичнатоковой шгнДНК гххтрх/шиисго и 
о! личас ice от •лсстиицн фрагмс1П©п*лдп ЛИК подо 
трсвасмош.

13- ftlWI
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чувстеигсдеи, чем определение полиморфизма 
ддииы тандемных повторен.

/ кпмюовакие п а м ш о р ф н ы х  

Д Н К ’ Марк еров
Метод «ДНК-отпечатков* может окиятться повез- 
ным и при установлении рамичнй между расти
тельными культуре мм. Один и» вариантов этого
метша основан на нснольятаним налимирфшлч 
ДН К  маркеров для амплификации случайных 
фрагментов <nndom amplified рЫутофЬк DMA. 
RAPD). Для этого Гч*рут проиятдыплс праймеры 
дшнои 9— ICI нуклеотидов, не содержанию гаиин- 
дромных iiocJiL'iicii'nTiruMHH'тей и имеющие G C - 
саиерждиие 5 0 -в Л ,  и добавляют их но отдели н> 
cm у препаратам хромосомной Л И К  растений 
Каждая П Н Р мнниммрус"п;я одним праймером, 
который должен быть способен екя иншться с обе
ими цепями ЛИК-МИШсни. Нуклсопшнмс после- 
дивите.чьи ос n i ih icx  олигонукдеопион швестии, 
но »эдой из них окажется эффективным шишиа 
тором ПЦР. неясно. Если праймер гибридизустся 
с обеими цепями ДНК-мишени в попхолмшей 
ориентации и сайты расположены из расстоянии 
ел IOO до 3000о. и. лруг ог друга, то фланкирован- 
н ы Й  и м и  сегмент Д Н К  будет ампллфипироаам, а

194

подученный фрагмент можно выделить с помо
щью пель-чпектрофореза и пизуатшироють окра
шиванием. Mitciu разных ф|М1мс1ГП>в2Н IK. iiGjm- 
jy m iu ifx c N  при лмиигфпьанпм, таяисмт от 
праймера и геномной Л И К . Дли одних и iex же 
прайме|Х1 и ДНК-мишени продукты амгпифим- 
пни будут каждый раз onmiiuamuMH, л замена лишь 
одного нуклеотида »  ирвОмсре приведет к подмой 
смене набора нштуюсмих фрагментов. Таким сО 
рспом, используя т и п  и тот же набор олигоиукле- 
о ти та х  праймеров, можно сраиннють RAPD- 
♦ДНК-отпечатки» ратных растительных культур а 
слслонк1еды(09 и сами культуры. Для лымпления 
I ходили И между двумя очень близкими сортами 
или культурами растений чисто приходится мс- 
птыпкгтъ несколько прпигпаиьютс праймеров с 
I гзвсстной ну клеопш<oi1 поелслонат ельностью 
(ряс. 9.8), Как и нее другие молекулярные маркеры. 
KAPD можно применить дли характеристики це
лых геномов, отдельных хромосом или гсисш.

По ерпженлю с другими методами luetmt- 
(!>пкаш:и сложных Д Н К  метая RAPD облюют 
следующими преимуществами: I >дым всех видов 
растений можно нсиальдпвать один и тот же 
(универсальный) набор алншнуклсоншных 
праймеров; 2) нс нужно создают. геномные биб

lljwnwii А _____ npafrw|> Ь Нр|1илгу и

Культур» | Кулы ур* 2 Кулыхря I Культура? Культур» I Культура 2

Рис. 9.Я. Э ле к тр о ф о р е  i П И Р -а м п  инф и
цированных фршментоа раеппелмкж 
ДНК о ладиикрилдмштом геле с после- 
дуюшим ot.paiiiiimiHHe.M бромистым пи
шем. Для амплификации фрагментов
киклоп над пуз культур ИСПОЛЬЗОВАЛИ три 
разных ||роиа1К1ЛМ1Мх праймера. II слу
чае праймеров А и В характер ivenpcac 
пения полое п иолилкрцдаюиноч геле 
АЛЯ культур I и 2  СОЫ1АШНМ, если же >ч 
полюуггс* И|*ИМСр Б. то положение по
лос рвсиичастся Таким сбритом, с помо
щью прлныера Ь можно иыпымть 
рАХЛПЧУИ между кулыу|ъ%«и I и 2.
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лиотеки. использовать радиоактивные алии, 
пропаши ь inOpiunwmmo, 1 . с. можно лаки и 
бистро окнрактсриэоють большое количество 
о Гн тш к ; 3) процесс можно шпомлги:шро1иггь 
Кроме тою, К 1й иропслсни« обычной ИЦ Р нс 
обходимо ныть нуклеотидную поедсаогоггсль 
ность искомого гема пли сю фрагмента МИШС-
НН дли РХ1!/!Мф|1КВ1111»1. И ел учли же R/NPI) 
пчпитфиинруггся uofx.fi участок гсиомо, ссщср- 
жлшнй /им- комплементарные праймеру после 
ДОВЛТСЛЫШСГН. которые фланкируют сегмент 
ДН К  данной от НЮ до 3000 и. и.

С пимшцью MCI unit КЛИ/ удолось отличии» 
друг о т  друг и шесть нибреднмх линий кукурузы и 
шж-дгать. чю П UP-пгоаукп*! мЮрКАОи кукурузы 
ltpCJK.TliM.IMюг собой сочетание МНР продуктов 
родшс-чьских инОрсамих линий. КАРП-маркеры 
испи л» киши также дли скрининга pi ihua штам
мом / rpuxyihovriij rmctuhmx, им и л рая панд
шСхштынш' •'•ерним ножки* у к реек иг истых. Вы 

ли установлено различие между нсиирулстным 
(не прмводгццим к paimmi*> болезни) и мир) лент- 
ним (вызывающим заболевание) штаммами.

Молекулярная дна гностика генетических
габоленаиим

Диагностика специфических наследственных 
заболеваний человека на i с нети чес ком уровне 
ш гт ответ mi вопрос, входят ли обследуемые ИН- 
лниндуумы или их потомки я группу повышен
ного генетического риска. ЛНК-анаш п можно 
использовать дли выявления постелей генои 
ил следственных засолении и и, а также для пре
натальной и прссимптохигпрк,скойдияп1осгнки 
ссрьелных генетических нарушении.

Тесты на уровне Д Н К  позволяют беэоиигбоч- 
но выявлять специфические мутации Раньше 
Лля mwo применились биохимические метопы. 
ОСИСВЛНИЫС ш» выявлении нролуктп анллизнру- 
емого 1сна. ДНК-тесты нс требуют экспрессии 
мутпптиого гена для его н и щ а я » ,  что ноэтю- 
дист разрпботить системы скрининга ллм всех 
маногенных заболеваний.

Серпотдиокяеточиам апг.чии 
Серпппилноклсточняь пиемия -  генетическое 
xifcvicitaitic, обусловленное заменой одного нук
леотида и колоне, который соответствует шее

том аминокислоте в p-цепи молскулм гемогло
бина. У  инлипилоя, юмотиготим» по мутшгтип- 
xiy ITH) (.V/.V), •рнгроциты имеют необычную 
серповидную форму; н о  евн w h o  с  искажением 
конформации молекулы гемоглобина вследст
вие замены п ней валки* и» гяутминовут кис 
логу. Мутант мы и гемоглобин не может с доста
точной *|»фсх'П1111»остъ*> перепасть кислород, 
и > т а к и х  боаышх разнивлетси тяжелая «темня с 
прогрессирующим поражением сердца. легких, 
мили, суставов и других органов. У  iт л и  видов, 
гетерозиготных но денному гену (A/S) (носите
лей генетическою юбол сияния К чмпроииты
имеют ncpMiuuiNю ф«орму, и симптомы itufxuiciu 
НИЛ ПроЯИЛЯКИСЯ ЛИШЬ И iKClpCXUи.ммх условия* 
(па большой высоте пал уровнем моря либо при 
слишком высоких илинизкие температурах, когда 
снижается снабжение организма кислородом) 
Гели 1*41 рСцЦПСЛЯ rcrcpouiioiiai (имеют ICIHKltfl 
А/Ь), То пероипюсп. ни и. что ш  ребенок будет ш 
MOjiifviniuM 1ю мутантному гену |S/*Sy (t с. будет 
Солен ссрпогиинок. «сточной анемией), состиачнст 
25%. Гем серповидноклеточной анемии с высокой 
частотой встречается среди афроамериканцев и их 
тш иккок а т ю к е  среди л*ииюамсрнклн||еп. И 
СШ А проводят скрикпигдхш пиявлемия ноете 
лей гена ccpnoivium>K втевпюи анемии, которые 
могут передать этот гея споим потомкам. Госсмо 
ф И М  ОДИН » п  ПС 110.11. 1)СММ\ д л и  этого тестов.

Замене одного нуклеотида и Ц-гпоОинсюом ге
не, при по, пинал к ссрюп1Ц1моклсто*в1ЮЙ анемии. 
еппроАожлпетсы алимкипимей св и т для ростр»i- 
цнрующей зндонуклеазы Cml. Этот фермент >> 
наст госччюгшсльносп.С'СТГЧАСО и расщепля
ет молекулу Д Н К  между основаниями С и 1 (N  -  
любой m  чешрел к у «■-■•осп и. шв) В норма .и ю.м ге
не эта послелонггепыюсть имеет m u C C TG A G G , 
а и гене серпоаилнавлсттиой анемии -  С С Т- 
GTCiC». I In этом распиши ООЮПМНаГТС* ЛНК-ЯИ- 
агностик.! данного заболевания (рис. 9.9).

Используя праймеры, фланкирующие сайт 
Cwil, ам1Ш1н])И|(|фуют с i i u m o u i .k » П Ц Р  неболь
шое количество тестируемой Д Н К  (рис. 9.9, А). 
Лмплифииирояанныи фрагмент обраблтшшал 
CVwl, продукты рестрикции раддсляют с помо
щью ссль-х1скгр»:<|х>рсза и окрашивакп их бро- 
х|метим /птисм. При наличии Cvnl-сайта на 
|дсктр<»«}н1|>сграм>1с пимааяекя специфический 

нпГюр псише <|тис. 9 9. /Л. отличный от такового

I г
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/
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В
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V'ttfm.» иупшпют ICIU
СЫ Суwl
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Рис. 9.9. Вышысние мутит мин» 
ItHa. тветстаенноги за развитие 
сср!»мндми«ысп>чш1А имении
A. ГШГн1МПЛмфмкшия участка fV 
UKifaitteMfU» rtHU, солержашт* 
сайты лтп ш и н > Х 1ШЫ CvuI. 
«шин in которых OTcymryti ь му
тантном гене. />. Рестрикция по
лучении х ПЦР-продутой» с вкь 
миими Суп 1. HupMdiMiui) ten 
содержи! три Гш 1 са1Пи ш ctr- 
меже Л  НК. фланкируемом праи- 
мерами, а мугптинИ — дна
B. ‘Одехт рофорегпческое райе ле
н т - фрагысотиа, получению; при 
иОрйОопсе ПЦР аматафиииро- 
южной р-глобмнопой ДНК с но
чниц** CVir!. АА -  г^мшиииткггь 
ни нормальному \\ -глибиноииму 
гену. AS -  те р п  ли mi wen», ХУ 
гомиишл масть lid |ему ССрЮШС!
IIOK'lCMVmuit JIICMMM.

И о тс у тв н с  Ол1-СЛЙТН- Описанным способам 
можно Ска груд;! и достаточно быстро устно- 
пить I'd lent чески ft статус обследуемою, нс про
водя при ло м  процедуру гибридизации

М а ш ) ГШ Р /ЛО З
Me ucc iviifTH'ieoaii? нарушении, приводящие к но 
пилению дефекпоях tenon. №пропождакнсд V'lIMl 
той иди изменением сайтов рестрикции, IKXJTOM) 
д  ш обнаружения одионуклсапииих замен приме
няют И дру гие* ПОДХОДЫ. В волом пт НИХ ООЫУШИС- 
ны П Ц Г м метед, oci юашн iwft 1й1ЛИГИрОИП|1МН опи- 
гонукдеотноних жмдои {ЛОЗ), ПЦР/ЛОЗ.

Предположим, что н определенном сайте 
нормального met (скажем, и 106-м положении) 
игхолмтсм пира Л Т ,  :< и том же сайте мутантного 
гена -  Ci C. 1ная нуклеотидные иослсдошггель- 
ноегн, Фдл i I к и ру и ядне 106-ft нуклеотид, можно 
смтсанроалт* дна коротала <20-нуклеотидных) 
фрагмент, нритеплщчмх х данному сайту и

комплементарных противоположным ценим 
(рис. 9.10). Основная особенность этом пари 
omn онуклсотмдси) состоит и гом. что 3*~КСМ ще
пой нуклеотид одного in  них (зонд X) КОМП 1C 
мсктарсн основанию, няходншсмуся в IОСэ-к« по
ложении нормальной последовательности. а 
S -конце во» нуклеотид иторою (зонд Y ) комп
лементарен нуклеотиду. примыкающему к 106- 
му нуклеотиду. При ОТЖНГС НИХ ЛОНДОН с со
держащей нормальную последовательность 
ДНК-мишенью <амп.тнф11цнро1шн»1€>11 метолом 
ПЦГ') происходит их полнил гибридизация, и 
при добяпскни и реакционную смесь Д Н К -ли - 
газы юнлы X и V ксжалетгшо стннаюгсм. Рели 
же ЛИ lOlUlW ОТЖИЩИПСМ С МУ1911ПКОМ Д Н К , и 
которой произошла замена 106-го нуклеотиде, 
го нскомплсмс1гтариый ему З-коннсаоИ нуклео- 
тно нтду X нс может образовать с ним пару. И 
х о т  зонд Y но-прежнему гибриднзуегс* полно
стью. Д Н К -лм п ш  не может сшить зонды X и Y.
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M ytuirruu ДИК

.till ЯIи

Лншрсмшииг

H ntu.ni.iu* ДНК

Лигпротиис
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МММ, Щ Ф  -  u:cj фисф» 
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Можно Cllinciltpoisril. и другие сишгонуклсо 
1Ш1НМГ ЗОНДЫ. ПШНЮСТио СООТВСТСТВУЮЩИС по- 
слеяокпс;и но” зн с* мутантным 106 м нуклеоти
дом При тиком киборг зондом лигирование 
6y;itT Происходить и СЛуЧПС ИХ ОТЖИГИ С МуТШГТ 
ной ДНК-ммшгнып и ис будет п случае отжига с 
нормальной мишенью Таким метол
ПЦР/ЛОЗ различает две сн it» айн и ли тропинке
ЗОНДОВ п  ОТСУТС ПШС Л11П 1рои9 НИЙ

Чтсбм определить. «ipoirjotn/к* ли шгпрока- 
мне, 5’ КОПСК ДОИЛИ X Mfcnrr биотином. 21 3' конск 
юная V дигп кейген ином. низкомолекулярным 
сосл! т е  кием, cbhiwiui ютимся с соответствую 
шим ш аттлом  Мосле габридишиии и л и т р е  
пгшки проводит денатурацию ЛИ К л;ш пмевоба 
Л Ленин Шбр|иИЭОГШШ1СГОСН эонлв и переносят 
смесь в небольшую п юешкопую лунку, покры 
Г/IO СТрСЗ ГЛИН ШИПОМ. Лунку lipOMMIMIIOT, чтобы 
yuuimi весь мшериат. кроме связавшегося со 
стрсгтг.1Рил1ч»ом бпотпнилиропшиюго зонда За
тем ДОбОПЛЯКП & Лупку wirmrcjra к движ ет сниму. 
нронар»пс.чьм> соединенные со шеломной фос 
фггпсюй. После нроммипннн, в холе которого 
I'piHtV ХОЛИТ удаление MCCtflUttlllOIO К О К Ы И Ш , 
лоСаидмкп Gccuncniuii хромогенпый субстрит 
Окрашивание раствора и лунке taiuv плымиуст о 
синядваннн шпигели к лиюкешспину с зоилом, 
пененным ДИ1ОКСИ1СНИМ0М, I е о том. чк> ivoi 
кии был /пи пропан с кишом, меченным б и о т- 
ним Если ле окраиишаник не происходит. лш - 
ч т  ли! HpoJuuiiiM нс было.

Р-.кисиштя диумя пирами зондов, можно у с т - 
попить ICHC1 и чески и синус любого человеки. 11л 
пример, Л И К  гетсроэмготних носителей ласт по
ложительный ответ с обеими парами зондов, 
ДИК лиц. обладающих лвуми копиями иормши» 
ною гена. -  только с icm набором зондом, кою- 
ры ft содержит нуклеотид, комплементарный нор
мальному сайту, и, наконец, Д Н К  икдишшоп с 
лпухш hjmс ценными копиями itMi только с на* 
Сюром :воцдои. детектирующим мутантный сайг 
Чтобы минимизировать i «обходимое для анаш и  
количество исходной Д Н К , перса 1м0ридмэаиисА 
участок ДИК-мишенм. содержащий тестируемый 
сайт, ампяифицирукл с помощью ПЦР.

ПЦР/ЛОЗ яплается быстрым. чуиспштсль- 
нмм и аисокоспец>к|)ИЧ11ЫА1 методом. Вес ею 
стадии роботизированы, «по позволяет пропо- 
Л1ГП.ДО 1200 тестов в день

Болес простым, хотя и менее чувствительным 
вариантом ППР/ЛОЗ является м п ш  яигаиюй 
псиной релей и и Гестнруемую Д Н К  смснитамг
С Избытком двух ИИЛИКЛ ТОРНЫХ ЗОН ЧОИ, OMIIGlll- 
НЫХ выше. В Присутствии !СрМОСТ»б»1ЛМ(ОЙ 
ДНК-дмгнзи Пропалят лиш ротнис при 6S *С, 
затем повышают температуру до 1)4 *С, чтобы 
про?пошла денатурации обраюнимшилея тибри 
лов зонд-ДНК-мишень, и вновь понижают тем
пературу до 6S ( дан гибридизации свободны* 
ИСЛИПфСОаЛНЫХ ННЛМК.НОРНЫХ ЛОЗ-ЮИДОН С 
Д Н К  М1шкньк1 ЭтотимклполгоряКУТ20раз Ес
ли иидиклторнмс ЛОЗ-хниШ  полностью комп 
лсмс1пцрны Д И К  мншенм, толкгиропамисбудет 
нроисход»гть в квждом iihkiic. и пиан 20 циклоп 
накопится достаточно продутой лигирования 
(♦СШИТЫХ* 301 ШОВ X И У)ДЛИ ТОСО, чтобы ИА мож 
НО было обнаружить С ПОМОШЫО ЭЛСЫрофорС U 
или ELISA Если MOMrnicMCtnnpHocn. неполная, 
ю лигирогишнс не Произойдет И Никаких продух 
п>в зорегйсгрнроошю нс бупс?

Генотипированис с использованием 
флуоресцентно меченных ПЦР-праимеров 
Калориметрическое m  ют ми пропан ис основано 
им применении ПЦР-праАмерои, меченных раз
личными флуоресцентными красителями. Что
бы различить мутантную Д Н К  и Д Н К  дикою 
типа, проводят П I IP с двумя разными праймера
ми. Один из них (P I) комплементарен Д Н К  ди
кого 7Иид и на 5 -конце помечен родамином 
(красный пнет). прута»* (Г'З) комплементарен 
мутантной Д Н К  и нд 5*-конис помечен ijxnyx?- 
рссисином (зеленый цист) (рис. У.11). В обоих 
случаях амплификацию проводят в присутствии 
третьего, немеченного праймера (Р2). k o m iu t c -  
менгарного 1|рОТ1ПХ>1ЮЛОЖИОЙ цели. Поскольку 
11111* может идти только и том случае, когда 
праймер полностью комплементарен Д Н К -м и - 
i i i c h i i , п присутспиш »  реакционной смеси всех 
ipex праймеров будет ямшифииироваться либо 
Д Н К  дикою гипа, либо мутннтнаи Д Н К , либо 
обе они, н заинсимости от ДНК-мишени, игра
ющей роль матрицы Если индивид гомозиготен 
по Д Н К  дикого тина, то после проведения ПЦР 
и удаления лиш них праймеров будет tuifuinviaib 
ся фл>оресценцня краезюго цвета, если он юмо- 
знготен по м упитю й ДН К  -  зеленого, а если 
присутствуют и мутантная Д Н К , и Д Н К  дикого
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типа (г. с. индивид гстер<х»иготсн> -  желтого, 
нот метод можно пигокипииироиап. и мшпмро-

П1ПЪЛ'ТЯ ЛКТОООО 0.'|»ЮН>К.'1СОТШНРГОС«1П'Л -МИ1ПС- 
1111 lUHOflOM I f  не С I МИСС! НО» liyKTCOTHTMOll П(Ч'-
лслоютсяьмостъю

М утации «  рпыых сайтах одного гена

ibi «ко н е  исс генетические «аСолсаиикя оСусдо- 
плнвакпея одним специфическим тиснением о 
rein- В (’юлыимнепк: случаев мучзиши промсхо-

л

ДНК лим 1 и пиа( • >

Муглнпепч ДИМ  )

I k .  9.11. 0 6 k i|>> .ти се  тачм>- 
Oult муКшИИ С HUWUU0*>t}kfVU~ 
pcciuitmo меченных ПНР- 
npiiHMcpim A. IU iiu/u . i>w 
npttfiMcpu IM и Р2,ал1шшфи- 
иируан Д Н К  дикого иша. 
Му пи < ним Л И К  при помо
щи лдиких прлич1«:ро11 нс им- 
пдифишфуекя к v м песо 
oiirfTcrwiw eft примера PI. 
S'.ftuurii прлтюра PI поме* 
чеи po/iiiMititiM, ирмЯиср P2
НГАКЧСНиИ it ИсПШ1Ю>1*
примеры РЗм 1*2, млилифи- 
аирунн мутантную ДНК: 
Д Н К  димно iiiiui n у п т  i яу-
•4UC lie MUII UilJmiUljnCTLII V -
Koucu ftpaflucfW РЗ nvuncii 
флуоресценции, праймер Р2 
пеменгмиИ Чиэг.и «г** и «-•» 
сииютстнукп сайту пикни > 
nine и Myratrniuviy unity П 
случае icnonmun • */+*.
• >/ • II ■ / -•  (»6{\11>КТТ04
11 111*-приду*«ы. сцвержаикс
nmMCci роешмнн» смесь риди* 
мини и флуиресипши и плп*~ 
w  флуиресисим, и i w n e t -
CIMIIIIU 1МГ>ЛМЯМСГСИ
KpiKiuoi. желтая и клепал
ф/»>ОрСС не III гнл

С

|  ПНР

_-  Нет llpUZ>VT«

ь

с Т

О

Г

о

Мутании* Д11М-)

с г

© -а-
----------------- А -

Т

ДНК (UlMini тни< •)

J  ПНР

—  • let иригукг*
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ляг и ратных сайтах н пределах сшюго гена. но
lipilBCKUIT К ОДНОМУ ГСНСТИЧССКОМу laCwittKltUtKK В 
качестве примера можно привести р-тшхеммю - 
наследственное «ю а лтн и с , сметное с утратой 
иктнпносгн р-Глобина У  гетерозиготных поете 
пей при «томобычно наблюдается небАпмиии пие
мия. Иилишии же, ГОМОМШГГВЫС но одному III 
как минимум восьми возможных мутантных сай
тов, дди поддержания хиаш  нуждаются в рспляр- 
иом переливании кропи и другим лечении 
И к к а и к ) му тин* и любом in  ьосьми специфи
ческих сайтом рпюбиноиою гена может приио-

ЛЮ

дип» к Р~тиласссмии. необходимо провести по 
крайней мерс восемь ротных тесин». Такая диаг
ностика всоможна, хотя н весьма дорогостояща.

Поэтому для скрининга мутации, ис̂ зни каю
щих в рп шых СДЙТП.Х одного гсил, было регфвбо 
тана стратегия ПЦР/гмбрилм Дания. осмодемная 
U 1 проведении одной реакции. Дтя Этого синте
зируют набор специфических ЭД-нуклсопшных 
ЗОНДОВ, каждый ИЗ КОТОрЫХ под ноет 140 комплс- 
мстарсн фрммешу гена-мишени, несущему 
и т т н у ю  мутацию К 3*-кое иду каждого юндп 
ГфИСОСЛИНСИ гомопоинмер ро1у(дГО длиной

Л ( нишмииг (тп м й н т1 я  иишэи с ке-мИмию

Jotm i
\

■ I I I i> V '
Эоца »

I I I 1 \ Г У У

--------7“
МоИЧмм»
/. I »ti | V .V V||*M 4. П11Р иН|1М».|'..КМИ -*4.ИМКЧ||1 f»tl'|»mH:Utf44V."«t»4WM

Ь. Лсймисшас M»ma*iai» ci|ViiiAnuiiiH-uic/ii4M«« 
фосфкш»

/.ХМ*имение «уСорни
IICtlKJUinCKHIilt C ltC fpM I

Гпс*. 9.12. HijiiKL'irniir мутаций II разныя 
сиАпи одниш Пли» Ь Оношн СА 
crpciiumniinii; ЩФ щелочная фосфашаа.
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примерно^*) нуклеотидов, с помощью которо
го ДНК-зонд свхзыилстсй с заранее отмеченной 
точкой на n:m:;oi»onoM фильтре. a остальная его 
часть остается сиоСоднОЙ и может гнбрмдмзо- 
ваться (рис. 9.12). Сегменты тестируемой Д И К , 
каждый из которых включает по одному ш  воз
можных мутационных сайтов, одновременно 
амплнфмцмруют с помощью П Ц Р , причем один 
праймер из каждой нары на 5‘ конце помечен 
биотином. Амплифицированные фра( мекгы 
Д Н К  мшдсии Гибрнлизуют с зондами, принт 
тЫхш к фвтльтру- и условиях, обссисчньаюишл 
гибридизацию только полностью комплемен
тарных нсоделошстсльжхгтсП. В ГпбридиЗяцнои 
нуго смесь добавляют стренга вили и, связанный 
с щелочной фосфатазой (можно также исполь- 
зопять псроксидазу хрена или урса:»у). 11ослс ги
бридизации про мы на кп* фильтр и добавляют не
окрашенный субстрат. 1:.сли имеет место полное 
соответствие между амплнфицкроилиным cci 
ментом ЛНК-мнш снн и специфическим одиго- 
нуклсотИЛ1ШМ ЗОНДОМ, то на фильтре появится 
постна* точка. На один и тот же фильтр можно 
нанести несколько точек, соответствующих це
лому ряду разных специфических олигонуклео
тид пых зондов. Проанализирован эту цистную 
мозаику, можно идентифицировать опии из 
многих возможных сайтов муганип

Перспективы

Молекулярная лиапичтнка — *го быстро р ш ь  
ийилцссся напрапленис Хотя его оспенные 
принципы уже сформировались, технические 
летали отдельных тестон могут различаться Для 
получения и достаточном количестве Д Н К  мм 
urtuti сейчас успешно применяют ПЦР Ис 
iKViHiOuaiiiic ПЦР н специфических зондов су 
шсстъенно повышает чувствительность ТСС10В II 
позволяет применять пералисчпатишме хромо 
ГеннМе, xcMiintoMMiiccixcimiMc и флуорСсиспт 
нЫе системы pciKcrpaiiiiii Iм н о г и х  случаях 
для иишисния мупиши или экзогенной Д И К  
инфекционного агента и исследуемом образце 
достаточно провести ПЦР С последующим :>лск 
ipo<|)Oyviii4ecKiiM разделением продуктов. Не 
вызывает сомнении, ЧТО С ПОМОЩЬЮ ДНК-Д1ИП - 
гюстики можно будет выявлять боямиIIIICIво, л 
возможно и вес шшСчддсс распространенные ге

нетические и инфекционные шболсвании, и 
также новообразования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Любой эффективный лиаптосшчссккп тест дол
жен бьпъ: I) ВЫСОКОСПСЦИфиЧПЫМ н отношении 
молекулы-мишени; 2) достаточно чунетшпель 
имм для пмяплецни небольших количеств мише
ни; 3) достаточно простым, позволяющим без 
труда пояучэть однозначные результаты. Сутпсст- 
пукгг дка типа методов молекулярной дилпюсти 
ю г один основан на сродстве ш п и га т к кон
кретному анпптгну. пругои на идентификации 
специфических нуклеотидных последовательно
стей с помощью гибридизации или ПЦР.

Наиболее распространенным иммунологиче
ским методом является F.USA. Вкраще он со 
стоит в следующем; I)  фиксации обрата на 
твердом подложке; 2) лобаплснис первого а т н  
тела, специфичного к англ гену-мишени, и ею 
связывание с антигеном -мишенью; 3) ло&амс 
ние коныпгата втрое .ипни-.‘и>-фсрмсн1 , кото
рый присоединяется к первому антителу; 4) ло- 
банлеиис неокрашенною субстрат который 
пол действием фермент, входящего в состой 
К01П.ЮП1Ы. прспрд ищется в окрашенное ссели- 
пение Изменение и*спа реакционной смеси 
свидетельствует о присутствии и образце моле
кул и -мишени.

ЕМ КА применяется дли обнаружит» рл»- 
лнчних бел коп, иден/нфн кацин вирусов и бак
терий, а также определения низкомолекулярных 
соединений в широком спектре биологических 
обр&щои. Чтобы повькчпь специфичность пер 
пых aim  «тел» яла  диагностики часто используют, 
монокии(ильные антитела. При атом дли умень
шения стоимости прибегают к технике ктоннро 
tut I it iti их фрагментов в £1 coti и получают комби
наторную библиотеку, в на се основе -  широкий 
спектр комбинаций Г\ фрагментов.

Высокочупстшпсльним и специфичным ме
тодом обнаружения нуклеотидных послслоьа-
ГСЛЬН ОСГСЙ I» (>И0;1ОППССК11.Ч о б р и з ц и х  я в л я е т е *  

тОриди иции. Его использовали при ра «раГхпке 
способов идентификации галогенных мнкроор- 
гяню м рь  в клинических абразиях и различных 
микроорганизмов в окружающей среде
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ДНк-дмагпостпки ос но пинается на обнару 
женин известных нуклеотидных последователь
ностей. дин лого сшпсшруют специфические 
праймеры м имплифипируют мослсдонйтел».- 
носПг-мшпснь. * г̂о потиатмст нсиольтояать ис- 
р.члиоик'пшные системы деггкцин (например, 
хемилюминесцентным ччгтол) или pciuopiipo- 
лгп* ПЦР-продукты методом ГСЛЬ-лчсктрофоре- 
I»! Кроме того. 1ЩР Продукты можно пометил» 

||и(уорссис!гтн11м крнскгтслсм. прмсосдшшн CIO 
к 5 -концу праймера

В судебной медицине псе более широксч* 
применение находит метод геномной дактило
скопии, осноплннмй H I том, что Д Н К  каждого 
человека образует уникальны Н набор гибрнди- 
шиконных полос. При *том и качестве юндои 
обычно нсгншьтутт мииисатсллмтныс Д Н К  нс- 
лоиска. которые нс колирую! никаких Селкоп и 
отличаются высокой вариабелыюсп.ю.

Дан характеристики Д Н К  растений нсиол».
1)'Ю1 1ШбОр НрО!13ЬОЛМ1ЬДХ О/ШГОткЛСОТМДнЫХ
праймерои, проноднт Г1ЦР-амплифн11нкпцик 
случайных *1фагме1ггов Д Н К , осущсстляют 
домрофорс.! и подушют специфичный для каж

дого рдаенни наборподос Д Н К , данный подход 
носи» шигонмс RAPD.

Методы Д1IK д iuiriK>cn«Ku применяют также 
для обнаружении точкоамх муюииП и данном 
гене. Олин и • надколов включается и лигирошт-
• HIII лоух шииюиуклсотвлиых ПриЙМСрОИ При
iiccoorntrcmoi ассго одного нуклеотида в месте 
стыковки гибрид и аодошпихся одигоиукоеоти-
ДОИ ;iHrnpOIUlll»IM не происходи т.
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КО Н ТРО Л ЬН Ы *: В О П РО С Ы

1. Кратко опишите, как с помощью ПНР мож
но пымыиП| изменении и геме р-глобина че
ловека, приводящие кссрионидноклсточмой 
шемип

2. Наложите принцип метода 1ШР/ЛОЗ.
3. Что такое метод CL1SA?
4. Опишите три способа иеродиоакпитого мс 

ЧСИИЯ /1МК. Какопы ПрСИМуЩССПЫ мерпдио* 
лк I ннпих метлой детскими?

5. Перед п ш и  СТОИТ «.«Ola р т р н б о п т . простой. 
ч у » 1тнггелыгы11 и исчгррои жалимым тест а»» 
обнаружении содержащего шухиспочечмую 
Д Н К  гоф)са, пиликающею 1Ш 1М(ую мифе», 
цмюу крушит» рогатого скогл. Поскольку
фсктявность лечении зависит огримисп и точ
ной iiimniociHKii твболеппния, необходимо 
МСООП1. юплп. методы. но июлии unite вииппт. 
вирус при его минимальном содержании иор- 
ГАинчме инфицированного жиитиою. cine ао 
появления каких-либо симтимои заболева
нии. Кратко опишите и обоснуйте Поспелова- 
iaiMiCfc.ii. ваших действии.

6. Что отиа'сакгг чувствительность, спеннфич- 
ност». и простота применительно к mvaiHO- 
стичсским тестам?

7. Как и настоящее время .t u i  «юстируют бо 
леэнь Чагаев? Каким образом можно усояср- 
шеиепкмвдь существующую процедуру?

8. Почему Hcnonbjoimitiic флуоресцентных цх» 
стггелсй облегчает обнаружение онмшфичс- 
ciciix нуклеотидных послсдовдтсдьностсА?

9. Что такое зоил -  «молекулярный маяк» и 
как он действует 7

10. Что такое геномная ;ымилоскомим И как сс 
используют для характеристики следопыт 
количеств Д Н К  и судебной медицине?

11. Что представляет собой метол RAPD и как 
его используют дли ы тисим и гснсгических 
вариантой растительных культур?
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mem унаегкп молекулы. Исходи и:» этого »цшдлш 
кодирующую его нуклеотидную послсломтель- 
ность, синтезируют соагпсгсгаукпииЛ олигонук
леотид и испалыуют его И КЛЧССТПС П<брИД»ГЗЯ- 
нионного зонда для выделения нужного гена 
или кДН К  на геномных или ь Л Н К -библиотек 
Другой подход состоит и аираСчгткс ши т е л  » 
очищенному белку и мсполихтанни их дли 
скрининга библиотек, и которых происходит 
жспрсссня определенных г спои, Для белков че

ловека, сюггезирусмых прсниушесшенно в kj 
кой*то одной ткани, кДНК ОиОлисгекд, получен- 
нал »ш основе мРНК. выделенной matoft помш, 
будет обогащена послсдоюлельносшо ДПК-чм - 
шени. Например, основным белком, симгсзирус-

мим клешами остроплен Ллмгертмел поджелу
дочной железы, ■пляется инсулин, н 7(№ мРНК* 
выделенных tu  j h ix  клеток, кешируют именно его 

Однако принцип обобщении кДНК непри
меним Д 1Я тех белкой человека, количество ко
торых очень мяло или место синтеза которых 
неизвестно. В пом случае могут понэдоботи:* 
л р у тс  десперм ментатьнме подходи Mi перфо - 
роиы (И Ф ) человека, включающие а -, р и у  
интерфероны (И Ф а , ИФ 0, ИФ у), —  т >  природ
ные белки, каллмн и i которых может найти 
свое терапевтическое применение (табл. I0 J ). 
При шдасленнн на кДНК нришлось (кирлботат!. 
ионий подход. понюляюишП преодолеть труд 
пости, спаянные с недосглпгтым оодерхонн-
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la d x u iw  10.2 . Некоторые pcxouOifrtJittvtiucOr.iM*. подул mimic f«a фсмсмис Даифыисмты по копрами» mi 
• ДЧОЛ1ЮМ nituicfiuA ириаукнк». МСЛМК.1МС in mi и м х м гтИ Ч К к пх  срслС1 п (С Ш А ) ни применение дпа лгю ж и
ыГн1 lie tun lit it 4i\>onrc.i

Ы м т Фирма Tafrmctaa—

А|Г1»11СМ|ф«»1М»МК <|u* нц» Miir*. l im n  Uciilihuirc, 
(icncim  leditute

Гсм1«|жпи1 A

1 ЛЮ*1 tUCpcCfKKHJn HI Gcrayroc Пол O i l  к Ion*

pKTJ l  .cum fcrlt .ifthnui. горнем! jmvt> у acted
• I M K i i h I lxnc-ti<ili М )з о (М с и ш
Инсулин U  Lilly i  MXJtpilMlI lUIMOct

»1i:rtpxH*.*l:0 C hum PjBC П1Л КИ

"«H I., 1Щ а ш а в  L* Kictn- BcU nCU CI»l СЭЦНПММ K .lflt 1П1»

ИФ а* Setnintf llixtiib Be- «ClK iart .•«HtXHLltfr>X. ФСГроКонсчно КОИДПВСМЙ. 
a r» .(f io  K^siixiim, icttiiniTU В n C

11ЧН.., Irtcrfcrun Sueem Ocrrn».;’iioiiu.H m ' i u h .w i i i

B filo  |jhm »U**xard Cliicm P c u M a iT ie tn x iu liill  pucttM iiM bifl О Л е р т

CotenUxh Xpm tim vnili грм|улсмп«»1
CcrHirunpunitM E l  I J b ЛаЬмпп

T t . i k U M  икпимпф lU U V M ilM uroia C e iw n c h O e ip w P  и н ф а р к т  м и о м д о »  п а р ы  u O u n in u h  
лгт*и*1> и u p rrtii и

Э р п р с п лэ тн A tti£ cti «md O r l h t  t la i i r c b Д т м и г ,  u iK vu 'tv tu t:»  n e w t

см соогпгтстнуютмх мРНК н бел коп. Процедуре
яыдедснин кДНК тперфероиов состошш и сле
дующем.

1. Из лепкошпои человека выделили мРИК и 
фримтсниронд-н сс по размерам; провели 
обритую транскрипцию и встроили н сайт 
Гы1 плапииш рВЮ22.

2. Пилу «к:иным продуктом трансформировали 
ЕмЬспсЫи call. Обри юпантнсся 6000 клопоя 
нш раиаипн на 12 трутне по 512 клонов в 
каждой Тсстиропянии йроосэднлн ил группе 
клонов» чю позволило ух корить процесс их 
клсктификжши

3. Каждую группу клаиоп гмбрплдооналн с не
очищенным препаратом П Ф -м ГН К .

4 И* обрдзооакшихся гибридов, содержащих 
K.10 lllip o iU lllH y»0 Д Н К  и м1‘11К. выделили 
мГИК и промели ос трансляцию и бееюилоч
ной системе tm iicsi бедки

5 Определили икторферонную протмнопмрус- 
пум» активность каждой смеси» полученной в 
rv:sym.imc гржюшшш Группы, проишишше 
г н 1ср|<ронмую лм н 1\ж)сИч содержали к ю н 
с кДН К, гибрнднзожлсйс* с И Ф  мРИК

6. Пю иш мш е iруины разбили ил к псинрумп, 
содержащих но 64 клоий. и  в н о в ь  привели те

стирование. Разбиение ми подгруппы п о т е 
ряли до тех пир. пока не нлечгтифицпровжлн 
клон, содержащий полноразмерную ИФ - 
кДНК человека

Е с л и  н у д .н о  и и л у т п ь  б о л ь ш и е  к о л и ч е с т в
ИФ . соответствующую kJ I I K  можно субклони- 
роиазь 14 экспрессирующем L .  сой-пскторс. k o i o - 
рый iiomviHci достичь высокою уронив же- 
прсссии.

Tafintw /Й.?. Возможное тсряогпгмчсглоспримене
ние некоторых И1ттсрфс|нпюв1 человека

11И1«||фср(М Ыю.1ГМИМГ

Гепшгг Оанхистп* аейкоамым
"я Pi* МОЧГЮТО пушгм, р к  плоии |1 (IKII. 

иин/«С1Ю и а 1 %«с 1ш «1мл,
Miui*cCiMr«i»ii4r м<««mtiii
m vvuu Citiu «.ли лммфпим, т м ш , 
Г<1.згюп. К р и т  НИМ-инфекции

°о i  I H U . ппчипжамш»дпеплаам

ipiMHiiechitb г п ъ тгг  i . «KYpcihuni'niinK
ммишлима

К IVctHHUUH IK.U(«>

к Xp(.ti»fHcc».iiti itpcupcu'iir^Kiaiim роа;с1шпы11 
о и к р т

Ти. IT*  tm*uaf, ЦЮНИНскамВ Г|нм1улемя1ш



МицнчНжшши^пхос пркшиллс* во лсхарсп»снтл срспст 207

Иптсрфороиы чс чщ'ка, т мучмш с 
.истодом гсшкЛ инженерии

Порций ген пкторфероив бил мыслей и н а ш е  
80 X ГГ. С  те х  ПОР б И л О  ОбиаруЖСИО laCCKOOUGO [КП 
иыч интерфероном. Как мм уде гсширмли, ис.чопя 
Ю химических II 6)10ftCQtPICCKUY СООЙСТМ ИОС.Ч irx 
МОЖНО колро шелнгъ HR 1ри 1РУ1ТПЦ. ПФсс, 11Ф^ и 
ИФу. И Ф а и 11Ф£ одпеэирукпея клетками, обрл 
бетонными npomiptttft.Mii вирусом и л и  иирусмой 
РНК. о ИФ у вырйбйТ1,1иае7СЯ u отрет на дсйсгнис 
остеоI*. стимулирующих poet клеток ИФ а кади 
рустсчссемейством генов, иялючйюпп'м как мини
мум 15 исачдсяиш* fCnoo, о то крем* как ИФ р и 
ИФ у кс$1ирукпся опилим геном К.1АЛНП. П одтипы 
ИФа  проявляют ратую  специфичность. Напри
мер, при проверке ^ффстлитости И Ф а, I» ИФс^ 
на «XHxifouutMOH вирусом т и к и  кастой бык* эти 
ижерфероны проявляю сходную проттюттрус- 
нук> иктииость. н случае же обрабомииых икру- 
сом к.**'иж человека И Ф а, оказывается о семь раз 
нкэтмиее, чем ИФ аг  Если upoiмвомфуендя лк- 
жиисс и. проверяется М  кзечких мыми, го 
оказывается »  30 раз менее эффективным. чем 
ИФа,.

Ьыло предпринято несколько ПОПЫТОК СОЗ- 
шгп. И Ф с  комбинированными свойствами. ис
пользуя тот факт, «по члены семейства И<1*у.

различаются по стспгии и специфичности с моей 
противовирусной якчмлкости. Гсорстнчсски 
этого можно достичь, соединим часш послед о 
нательностсГ! 1ТНОИ разню ИФ а. Это приисдсг к 
обракжешпо гибридного белка с другими спои 
спиши, чем у  КАЖДОГО » п  исходных белкой. 
Сравнение последовательностей кДНК ИФ а, и 
И ф п 2 показало, «по они содержат ошшлкомыс 
слйты рестрикции в позициях 60, 92 и 150. Пос
ле расщепления обеих кДМК и этих сайтах и по
следующего лпгиронлпня фрагментом было по
дучено несколько гибридных геном <рж 10 I). 
Эти гены экспрессировали и Г  со//, сшпглиро- 
капныебелки очистили и исслсломпли их биоло
гические функции. Проверка лишпных свойств 
гибридны* И Ф на культуре кэтгиж млемлшыи- 
щмх покопала, что некоторые ш  них проиптякп 
бблыную активность. чем родительские молеку
лы Кроме тою, многие 1иСфпднме И Ф  niutyип- 
ронилм образование 2 '-У -с и :и 1он.$оилсн1ишт 
си тс н п ы н  контрольных клетках. Этот фермент 
участвует и сшаеэс 2 -5  сплошных илмюнук- 
лсатпдов, которые и свою очередь иктнннрукп 
латентную клеточную эидорибонуклеазу, рас
щепляющую вирусную мРНК. Другие гибрид
ные И Ф  проявляли большую, чем родительские 
молекулы. антш1|юлнфератнп1<ую активность и 
культурах различных раковых клеток человека.

Рмс. 10.1. Струглура гсио* 
ИФа*. К Фа, и четырёх шб- 
рилижс генов. Сронимте иух- 
ягстдошк послеповательно- 
стсй генов ИФо? и ИФи. 
обниружипагг iiauiMHC у них 
сушикковьи сайтов ИАН рссч- 
рнцируюшях эндонуклеаз 
(REI. RE2. RE3). Рсстртк-шя
ГК1 Э ТИ М  С П И Л И ! »| Л М П ф Г О Н -  

пне полученных фрасмеитоп
11|'И1Ч’ЛМI К Л1СЫНММ f H \  У

лтных inOpitiiiHX leiioi* В 
нижней части рисунка пгса- 
сговлсиы четыре го »ип
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Гормон р оста  человека, полученный 
методом генной инженерии

CtpatcI икт конструировании новых белкой пу
тем замены функциональных доменов или с 
помощью lutiipunxcHHoro мутагенеза можно 
использош ь для усиления ИЛИ ОС/1*бЛСНИЯ 
биологического действия белка. Например, 
нлгминыи горист роста человека (ГР Ч ) сняты- 
iw c iL M  и р а з н ы х  п т а х  K j ic io k  к а к  с рецептором 
тормона роста, так и с пролакшновмм рецеп
тором.

Чтобы нэбежпть нежелательных побочных 
’ффскгол к процессе лечения, нужно ИСКЛЮ
ЧИТЬ присоединение ГРЧ к пролактиколому рс- 
пешору. Поскольку участок молекулы гормона 
роста, скя Ц|1нак)|11мПси с лм м  рецепт ером, по 
снос И аминокислотой последовательности 
лишь частично совладеет с участком молекулы, 
кшорыи и мииолсисшуст с иралапмноным |»с- 
исшором. удалось избирательно снизить свя- 
кыиаиис гормона с последним. Для л о ю  ис- 
П0ЛМОШИ САЙТ-СИСЦИфИЧССКИЙ мутагенез, ь 
результате которого произошли определенные 
изменения II боконых I рупиах некоторых ами
нокислот (НЬ>-18, Hix-21 itOlu-174) —  лигандов 
дли монои /| '*, необходимых дли нысоколф- 
фин»1Ш'оси13'Ш1ыиш1ГРЧ с п|юлак1Ш1шшм рс- 
исшором (рис. 10.2) Модифицированный гор
мон роста сиягинлскм только со «своим» 
рецептором Полученные результаты прсдстав- 
лиип несомненныII интерес, но смогут ли мо
дифицированные ГРЧ найти применение в 
клинике, пока неясно.

Оптимизация генной экспрессии

Недостаточно солишь нопыи белок, важно он 
|||М1пиро1Я111. экспрессию сто ictfto. Дим начала 
исследователи определяют возможность с шпе w 
дос1 точны х количеств аутентичного белм в 
Прокариотической или эукариотической систе
мах экспрессии, Прокариотическим системам 
отдастся предпочтение, поскольку работа с ни
ми обходится лете rue. а upon iпилит ел ыюсть 
выше. К сожалению, не вес микрооргаин »мь 
СИН1СЗИРУЮ1 функциональные формы 1СТСроло- 
гичных белков с одинаковой эффективностью, 
поэтому необходимо проиолить сравнительные 
количественные оценки.

lllHI ивучеши! лкицкссии гена интерлейки
на-} человек* к различных клаках-хозяевах 
«нлмлучшим» хаты h i  юм оказалось f k u i l t u x  H c h t t t i -  

Jomls (табл 10.4) Хотя в сепий и» систем
Е. coil бил доежгнут несколько более ими*пи 
у;тоиень экспрессии, нилученныН беле* мил. мас- 
соИ 20 кДа лредетшаял собой продукт слиянии 
шпсрлсИкини-3 с участком р-пидк1 о:нша:ты 
Е. ctj/i’, а нс зрелый аутентичный белок мал. кшс- 
сой 13 »Ли. Как правило, подобный химерный 
белок нельзя исличьзокль в качестве леклрет 
пенного средство. Клаки дрожжей Юцуг&отус& 
kuib и Sacc/uoumyecs стнош с, а также клетки че
ловека были способны 1лнкот.ифогать интср- 
лсйкин-3, однако уровень экспрессии и них был 
0 1НОСИ1С/1ЫЮ нкэок Глмко иыи|н>иан»1с не сжа- 
1ываст заметного ашяния на активность нктср- 

лейкими-З, ко ведет к ощутимой рознице u ритмс- 
рох молекулы.

lUtt'McM форва *"Р****** poet» ||мфма миллим f*»ciu

CehT C M iu n m o u  
с пголагмм»шм 

Гсипштхш

СаВт cuRAirimiiR
L PCUCI1?1>P0W 
(lfMOiepWll

H »** c*lh
aunMiiiMidi

c прииы niu«ii,4t 
ппвгттором

CallTC»* nwiUlillM
c riixino0 iw 
гормона poem

Ряс. 1(1.2. Cxcxufi нчсскос 
изображение иптионоЬ и м<» 
инфицированной форм шр- 
межа роет человеки (ГРЧ). t  
ПОМОЩЬЮ и л т 0 Н )К Л С О 1 » !Д -
min тишиною муглтасх» 
певуче*ш форма ГРЧ. утра 
пииплм еиосгб|ихт1. саюм- 
ififfbeu с ираликтипоамм ре
цептором. но сохранившая 
специфичность к рецептору 
гормона роста
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Ферменты

/IHKasa I
Наиболее чистым легальным масле лстиспмым :ш 
болсианнсм среди европеоидов является мукою* 
uiucn. В СШ А ииятисно 30000случись этого забо
левания, а Канаде м странах Глропы -  23 ООО. 
П.ти<1пы с мукониашдоюм часто сплиакн им- 
Секционными заболениьинк'и, поражающими 
легкие. Лечение гс1Ш 1шм|1умиит инфекций ии- 
И|ГжоП1КЛМИ п конце концов приводит К пои иле - 
пню решстстиых штаммов jnrroicMitux бактерий. 
Бактерии и продугты их лизиса вызывают накоп
ление в лепет вязкой слизи, шрулинмнен пиха
ние ОДНИМ Ш компонентой СЛИЧИ KtCOfCTOt косо 
камолскулириаи Л Н К . которяя |«мсвобождлстея in  
бактериальных клеток при лизисе. Ученые из био- 
TcxuononriCcKoii komiuhiui Gcncnlcch (С Ш А ) вы 
делили и экспрессировали ген ДНКдлм фермен
та, который расщепляет высокомолекулярную 
Д Н К  на более короткие фршисшы Очищенный 
ффМСНГ цеолит II СОСПШС а'зрОЮЛИ и легкие бпЛТг 
иых муковисшпотом, он расщепляет Д Н К , «*«-*- 
мкпьетши снижался. что облегает дыхание. Xit- 
гя эти меры н кс 1С1лсчи№ЮТ мукоиисшиюэ, они 
ОбЛСГЮКТТ состояние бОЛЫШГО. Применение ЛИ И - 
MOIO фермента было недавно одобрено Дсларга- 
MciriuM но контрено м ка'мгетюм пищевых проку 
кто», медикаментов н косметических средеш 
(СШ А), и оОыгм сю продаж составил и 2000 t 
примерно 100 млн. долларов

Ллытнам-аиа ча

Адьгинят это полиакарнп, синтезируемый 
целым рядом морских водорослей. также поч
венными и морскими бактериям и. Его моно
мерными единицами яатяются дна сахарила -

p-D-мпннуронпт н a-L-iynypown, относитель
ное содержание и распределение которых н оп
ределяют свойства конкретного альгината. Гак. 
остатки а -I. гулуроиитп обрадуют межиспочсч 
имс и имутрнцепочечные ciiiimkii путем связь* 
мания ионов кальция; остатки |Ю-маннурои1ГП1 
святы паю? ионы других металлов. Альгинат, со
держащий 1ПКИС сшивки, обракует цллстичиый 
гель. вязкость которою прямо пролорциональ- 
их размеру полттяридимх молекул

Выделение альгината слизистыми штаммами 
Pscudomcrfuis aentginesa существенно повышает
ВЯЗКОСТЬ СЛИЗИ у больных МуКОВПС ПИЛОТОМ Что
бы очистить дыхательные пути и облетит* со
стояние больных, а дополнение •. обработке 
ДНКазоН I следует провеет детштери тцию 
алы шшта с помощью алмтшят-пити.

Ген аньганнт-лиязы был выделен и i П оуЫшс- 
/спит sp^ грнмотри1Ш'тслм<сй почвенной бакте
рии, ятовно вырабатывающей этот фермент. Н» 
основе £  coU был со шдн блик клоном f lctivbuc- 
tcrium и проведен скрининг тех ит них, которые 
синтезируют альгмнат-липзу, путем высевания 
всех клонов на твердую q>cny, содержащую аль
гинат. с лобаилеммем ионов кадшим. В таких ус
ловиях весь алминю, находящийся в среде, ы 
ИСК 1ЮЧСННСМ идо, который окружает продуци
рующие алыишп линзу колонии. образует с ш и в 
к и  и  становится мутным Г ш ц ю л к э о и ш 1н ы й аль- 
ГТ1НЛ1 1ср>»С1 способность k «InfpMItpotttlllllllt 
сшивок, поэтому среда вокруг сишстируюших 
вльгишпяиа.у колоний остается прозрачной 
Лпплю  ктовирстппиок» фрагмента Д1IK , при 
сутствующего водной ит положительных коло
ний. показа: Наличие открвггой рамки сч»гтыиа- 
пня, колирующей иолнпептнл мол. мпеспй 
около 6У IKK) Белее детальные биохимические и

«4 -510 5
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Дг1111)1Н*1Г|*| *><1 H IM  IIMUI (W lM tl'M H  
и ajbniMUi 
MHfCtl* luyii'pnf Л1 н

ДгП0тПИСрЮ)1П АГ1М11НЖ1 ftllK iq iru  jlCfla«MMcpH*>e? альшиит MOfKlIU IMVKipotfllM

Гпс. I0 J. lIpofUTCcifin белкл itpc.UliccTTictilUfKo р ск о м Гппии ппо И  u/ujiuiiit -iim iu  HavobacUrium. щчнкхслл 
tiwft в  i . aM. II pciy.inair итшеилсммя иг белка моя. идосоЙ 69 кДа пептида 6 кДл обрккугки белен мол массой 
63 k Q u .U M x u Cu im H х и о л и м г р и ш и п ь  а л ь и п и т  м о | ч к т  iiiviopouicM  И CuKitpniUiklikiM  a -iw in u n  Р а ш нгн лгн и с  
6cJ№I 6! «Ля л-vr белое мол мисс nil ?! кЛ*. акгияйа лгполм че р н  lymuiuft альпимт морские пшироглей. и бе- 
ЛО * UlVl 40 КДИ, Ги1рС1ЛМЗ>ЮШМЙ 0.1КТСрнлл».ЦМЙ IU U I1 IIK I

ГСН1ЛИЧССКИС пС С ЛСД О К иШ Я  llO h lC fiU tt, «по слог 
полипептид, но пилимому, лплкстся преяшест 
пенником Грее алЬШКаТ-ЛИаТ, И1.Грл6йГГЫИЛСМих 
Plnwboctcrtum чр. (рис 10.3). С  начали какой-то 
nptneo нппчееккй фермент OipciilCl от него N - 
кондеиоИ пептид массой около 6000. Оставшийся 
белок мои. моссоД 63 000 способен лепалммерп.ю- 
а&тк альгинат, пыр^Ят-ишемый как бактериями, 
так и морскими мдорссдями При его последую
щем разрезании образуется продукт мол. массой 
?3 (.00, делолимермэумтмй альгинат морских по 
доросло И. и фермент мол. массой 40000. раарушп 
мцмй идьгннят бактерий. Дан получении боль
ших кол имеет п фермент мол массой 40 000 
колирующую cm Л И К  дмтифипироьити мето
лом полимеразной ценной реакции (П Н Р), и за
тем жлроиватн п мысленный »п В. яЛПНя naav 
мидный вектор. несущий ген, кодирующий 
сигнальный пептид а-ачмллэы В. \иЫП\ Трлне- 
Kplttmmo K O K ipo/lllpO fU CU l при ПОМ ОЩ И СНСТСММ 
экспрессии m m  пенник шиипы (рис 10.4) При

Tpuiicr|vopxuiiini К.ИПОК /( шЫИЬ полученном 
плазмшюй и нмесшшии их к» содержащую длым- 
•«П икраую срслу С ДОбНИСНМСМ МОНОМ Krt lNHW 
СбрПХНЫЛИСЬ КОЛОНИИ С боГМИИМ ореолом. Ко(ЛЛ 
такие колонии нырашнкали и жидкой среде, ре 
комбииантним ;ны мнат-лна м иы*едялпсь о куль- 
турплыгую среду. Последующие тесты покатали, 
ЧТО 7TOT фермент способен *||фсК7И|11Ю |ТЛ1ЖИ- 
жлн. ольгимаш, синтезируемые слизистыми 
штаммами Р. atrutfnotsu. которые были выделены 
ю л а  ких больных мукогисиидочом. Дна того что
бы опрслеяигк целесообразно ли примшшь к.ш
ннчсскос те ст ifpotvi к и е  | к м »м С и н ;и п 1к »(1 .Х1Ы И 1ЧП 

ЛИЦ И4, иужим ДОПОЛИ ИТСЛЫ1МС HCC/KV10IWIIIHII

М оноклональны е антитела как
лекарственные средства

Примерно 100 лет iuua.1 била предпринктп по- 
пьпкц лечения /1С1сй, больных дифтерией, с по
мощью неочищенной aiaiiciiHOpoiHf. получен-

Паоишши пятым Сегмагг. кодигуMtu»»li
М р Р Ч и щ р  1НГИЛЛ»|1Ы0 IV 1 TTIU  а -  л и ш м KOftWPyi0IU*4 1ЛХ;1«ГОЙ4ТСД1>НСС1».

Hue. Ю.4. ДНК. кошдоюиыи альгонаг-дтииу мол массой40 кДа. К 11ислслопттслыют1. Mxmtpyiciucit N конец 
ммвюплшии. присоединен сегмент lent «ьамиля1Ы R Aubrik*. колирующий ес с шпальный пептид, Транс
крипции контрол и  рупен при помощи системы экспрессии гена н н ш ц и л л и ш ш  B . shMILs.
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НОЙ С П  ЛОШиЛСЙ. КОТОрЫХ ||lh)llUHipOjta.lll 
Cntynrhxtcterium dtphthetiue, пьтошлюшсй Л и б е 
рию у человека С. diphthraat инфицирует горло
II МННЛ&ЛННМ, Ш4ДСЛМЯ ЭКЗОТОКСИН, примош
шин к гибели клеток человека. ПрОИНКЛЯ в кро- 
вотох, л и т  юксин порожист органы, ушки*иные 
сп мести первичной инфекции, и в отсутствие 
ЛСЧСНИК болезнь может ИМСТ1» ЛСПИЫ1М1! исход. 
(В тс времени о которых идет речь, смертность 
достигала 45Я?.) Однако, если болыюму в пер
вые несколько дней после качала инфекции 
ввести лечиалпную ШМ1Ч.ЫВ0рО1К>, содержащую 
антитела к этому эметжеину, то у него пестик- 
нст пассивный иммунитет. который позволяет 
избежать детального исхода.

К сожалению, риск, стланный с использсоа- 
нисм антител, не позволяет ишроко примснми. 
этот метод тершши. Дело в том. что в орншшме 
Пошлого часто нкрп6чГШшнои:и собственные ан- 
ппела на чужеродные белки, присутствующие и 
цельной или частично о* и плен ной шписыворит - 
кс. и сс гампорисс посленис и случае ссмсибили- 
гоцнм организма может принести к развитию 
анафилактическою шоки и гибели пациент.

С pa mimicм шбриломнпй технологии вновь 
помнилась натежта на то. «по ниппели можно 
(туда использовать м качестве терапевтических 
средств ;иш поддержания постоянного уровни 
чистых маноснсиифмчиых тп н тсл  и организме. 
Однако остаются проблемы, оигшшыс с риском 
ТО мнгтим перекрестных реакции, прииолмшнх к 
раэолтию иммунного огне га и анафилаксии пспь 
норг.ши 1мс больною могуг нырабатываться соб
ственные антитела iut детерминанты монокто- 
Ш1ЛЫ1Ы.Ч «Ш1К1СЛ мыши. Поэтом) основная за
дачи в наст он шее время cocioin н том, чтобы 
ризрнбоппь методы получении моноклональных 
антител человека, обладающих как спсиифичс- 
скими иммуксггервпс1лгическнмн свойствами, 
так и пониженной иммукогенноегью

С т р у к т у р  и функции а н ти те л  
Молекула кнттела (инмуног лобулин) с о с т о и т  
из двух «легких* (L )  и лвух «тяжелых* (I I )  бсл- 
кошх цепей, которые соединены попорол ни ми 
связями и растюложсинымн в строго опрсдс- 
ленных местах длсульфиднымн мостиками. N - 
коицевыс учалки I - и Н-целей образуют itimt- 
гснспнтмваюшпп сайт. Отдельные домены

(облаети> молекулы антитела выполняют раз
ные функции, что облетает минипулынии с ге
нами ЦНТ1ГТСД (рис. 10.5). АКЛ1ГСНСЖЯЗЫНШ0ШНС 
сайты состоит из грех участков, определяющих 
КОШЫСМСШИРКОСТЬ Е1ГТ1ПСЛ к антигену (С1Ж , 
иг шил. coriplcmcrvifiiHv-determining ivpom ). м 
образующих вариабельные (V,, и VL) обдаст на 
N-Koiiuax II -  и L -шгпсЙ. Для C D R  характерна 
очень высокая изменчивость послсдоиатсдьио- 
сти аминокислот, полому их еще называют ги- 
исрнириабслышми. Помимо вариабельных (VH 
н Vj). каждая L -пень содержи! ш лу пометит-  
ную ебчжль, ими домен (С , К а к иоши И-цель - 
три константных области, вин домена (С Н г С>|? 
и С1|;). При обработке пит т е л а  проГсолктнчс- 
ским ферментом пошитом образуются три фраг
мент: лип lacimi'iHHx (ГаЬ), каждый и »которых 
содсржт и т а к т у ю  L цепь, связанную дзкуль- 
филным мостиком с Vtl- и С^^ломснами Н-це
пи, и один Гс, состоящий из двух соединенных 
дисульфиднон еншмо и С |П-домсио«| Н-ис 
ПК f ab фршмент, ючмсс его N комцаши часть, 
нлшпасмая 1:\ -фрейма пом, обичнднет iKTiticit 
ептыиаюшей акт пн костью. присущей пшпкт 
мой молекуле ниппеля (рис. 10 5) При этом его 
аминокислотная последовательность у разных 
молекул существенно различается

После Связывании шпнитш с интактным ам
нистии мшусклклся следующие реакции им
мунною <п оста.

• Актшшрусгсм система комплемента. Компо- 
некты пой системы разрушают клеточные 
мембраны, активируют фагоцит и и итери
руют с и п  юлы, мобилизующие друг не компо- 
НС1ГТЫ системы иммунного ответа.

• В результате евмгшплиня Гс-учистка яютпела 
с Fc-pcucmopow эффскгорной клетки запус
кается реакция опосредованной акппеламн 
КДСТ ОЧНОЙ цитотоксичности. Лкпшнровям- 
пач эффектор!uni клетка высвобождасг dcujc 
ствл. ми .нрующне чужерешзгую юстку. с ко
торой связан Hnb-участок хю.чскулы 
шгпгтелп.

• После связывания ЬаЬ-учистка с раствори- 
мым антшеком Гс участок пит те л а  может 
пркспслиня’п.си к Fc-рсцспторам фагоиитоп, 
которые aixienwnaicTi и рвэруишют комплекс 
якпиен -антитело
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Рис. 10.5. С троение молекулы 
.im im iu ij  Н - и  L -цснм 14X1 им I 
M i Н р М б Ы Ы Ш 1  (V . ,  II V . )  II 
комета in им х (С ,. u Rj, Сн и 
С и>) ДОНСНОИ. В«фШС!СЛЫ4ЫС до
мены содержал C D R -учждкн 
(CDKI.C DR: и CDK3)

/ I/ х ф ш к  ти к  о отторж ения  
т/юнаиантироаанныл органон

В 1970-х гг. были пересмотрены мдглялы ни пас
сивную иммунтииию: сс спали считать профи
лактическим средством борьбы с отторжением 
трлисплинтиро1и1ннмх органов. Предлапшкь 
вводить пациентам специфические антитела, 
которые будут святыватыгя с лимфоцитами оп
ределенного типа. уменьшав иммунным отпет, 
илг.ргшденныП против пересаженного органа.

Первыми веществами, рекомендованными 
Денартпиентом не контролю за качссшом пн 
щепы* продуктов, медикаментов и кссметичс 
еккх средств (С Ш А ) для использования и качс 
стьс иммуносупрессоров при псрссшкс органов 
у человека, били моноклональные антитела viu 
ши ОКТЗ. За отторжение opi.-шов отвечают так 
называемые Т  клетки -  лимфоциты, дифферен 
иируюшнсся и тимусе ОКТЗ сяизыикются с ре 
цстором, находящимся на поверхности любой 
I -клаки, который называется СПЗ. :*>го /треду 
прсжласт развитие полного иммунного огиста и 
О !  торженне трансплантированного органа. По

добная нмм>т1ссупрсссия ivca.Mii *|л]»сктиниа, 
хоти и оказывает некоторые побочные действия, 
например вызывает лихорадку и припалю к по 
явлению сы ти

Лекарс твенные вещества, связанные 
с мшок.юнильними а нтш ти см и  
Лекарственные вещсстил, мроиюиичпие высо
кую активность при тестировании in vilro (обыч 
но в культуре клеток). зачастую окашилмпся 
зцвч1пслыю менее эффективными in vivo Ка- 
жушсссп снижение их ик гпнмечггп объясняется 
тем, »ПО ОКИ  нс достигшот ортна ИЛИ КДСТКН- 
мишсип н нужнон конценгрицип. Увеличение 
дозы принимаемого препарата не решает проб
лему. поскольку при -пом часто возникают по
бочные эффекты. Ьалсс тога. чтобы избежать 
таких эффектов, многие терапевтические сред 
счиа шлеломо ввели? и лозах, не достигающих 
оптимальных, п о  лополниилы»о снижас! их 
эффективность. Для облегчения доставки лс 

решенною всшеспга к месту ею действия не 
пользуют несколько нрисмов I. Заключаю/ ею 
и особые частицы пи несомы. липидим обо-



MtifcputiMfinOfiwrcMir vipcui:eo.timvn Д гк лгп к и н щ  средств 2IJ

JXHIK11 KOTOflUX имеет BUCOKOC cpcVHTIIVO К нуж
ны»! органам 2. BctpHitbUfcvi гены специфиче
ских tOKCMHOII и инфильтрирующие опухал i 
ЛПМфОШПЫ, МТТОрЫС МЫСВОбоЖШКН зли токен* 
ни непосредственно п опухоли. Я Присоедини 
кп молекулы лекарственных веществ к моно* 
клональным антителам, специфичным по 
отношению к (клк.чи, иахшмпшмея ни поверх 
м о с т и  строго определенных клеток, манримсг 
опухолевых (рис. 10 6) 4. Используют ДСКЯрСТ* 
ксиные естества и неактивной форме. перепели 
их н активное состояние при помощи фермен
тов. Чтобы такое превращение происходило 
ТОЛЬКО пблптм КЛСТКИ-МНШСНН. ферМСНТ присо
единяют к моноклональному антителу. с псин 
фичьому к поверхностному антигену пой клет
ки (рис. 10.6).

Для эффект нмноА работы последней мт они 
сапны ч систем необходимо, чтобы л) монокло
нальное антитело, связанное с ферментом, пе
реводящим лекнретнсииос вещество в активную 
<|юряу( 6i4 io  п достаточной степени очпшено и 
имелось и нужном количестве; б) симлмналось с 
11ыссжоспеш|фи11ным дли клетки-мишени бел
ком; И> было CTtttuUlMIUM о физиологических ус
лавшие, но п то х с  время 6|4СТР0 выполилось IIT 
кровотоки; 2) при необходимости могло пронн- 
иш . п опухолевую ткань, обеспечивай действие 
препарата нд вес ее клетки. В этом случае мише
нями оказываются строго определенные клетки, 
что позволяет использовать лекарственное ве
щество *• гораздо меньших д а т ,  чем при пря
мом шх!ленип. I lpiiMCiiciiMC н такой системе мо
ноклональных онтшел мыши можем приионть 
к развитию иммунного аиста, поэтому очень 
важно использовать фрагменты шгпгтел челове
ки или антител, максимально сколи их с ними но 
Структуре.

Наиболее частой причиной смсрш в странах 
Северной Америки и Кирогты Мишелем |ромбо- 
эыболпя мозговых или сердечных лртермй 
Тромб состоит и I молекул фибрина, фактора 
спсргывающсй системы кропи, образующего 
ссп. I» ответ МП nOlipCJUlCfllfC сосуд ИСТОЙ СТСНКИ 
В норме молекулы фибрин.! и обрхю»шншсмск 
тромбе г^сшепликпея с помощью плазминй ее 
рииоиоН протеина »ы. который образуется 
и* плазминогена под дс1кшисм «к  г и »а тори 
(рис 10.7>. Однако нередко л з  биологическая

_______Лсмдояен1«)е
ЖШ1-ГТ»Г»

М.ню* .ииплын* mm .tr.in 

IЬ 1«|ш к 1сп<ым Село#.

K_ictt.li *  ИЛ.о II.

Инертна* форма
RCHKi'IKMMfi WUMNI

W M II I I - '
tduccmnо  о

Рве. I0.K Счсм*тич(хм>с и м<фалтнсе1н.1Смы пеле
ной лпс ыпки лекарственного асшеетш, осношишсИ 
ни иенольтоиимии ионоь.’юил>н.ных аиппел. А  Мо
лекула лекарственной! taciuct:itut Прист ли пени к но 
НСЧСЮПЛ Н.иому Л*П»ПСЛ> . />. К и01ЮКЛ01Ш.!ЫЮяу ИII- 
ТИ1 В1У прюсослпнсм фермент. iipctipsuui химий 
пиершу 41 форму лекарственного neiMccnui л икгня 
н>и> только к непосредственной бамоосги m клики 
мншеим В сбои! слуишх нписж'Ю1ие:ыкх шпигеле
СПИ м«гшс1ся с плмим ciiciiiii)hmcxihm белком fltl П1> 
исрхшхлн ic'cn oi-мишени

система работает недостаточно эффективно, что 
приводи i к закупорке артерий В таких ситуаци
ях дчя повышения уровня IUUDMMHU В крови Оы 
ло предложено использовать а к тн шпор плазмы- 
i i o i c m u  а качестве тершие вт mice кол? средства.

Однако и.гахшн способен разрушать и пред
шественник фибрина фибрнпоигн (рис. KL7). н 
если уровень поспел него и результате терапии с 
испальзошшисм имншгтора iLuuMiniorcua сни
зится СЛИШКОМ сильно, могут ПРОИЗОЙТИ об
ширные внутренние кровотечения. Эго привело 
к необходимости солонния трим(кл:ип1ческ1\\ 
препаратов, разрушающих только фибрин ь
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1*»*г• 10.7, A tYtuun itu  плюимногемя с пре*|чмлгмием 
сто и пламим и рптрушснне платимом кнут eytorn- 
тоя (фибриногсш и фибрина) * кропи

тромбе. Умелые исходили ins тою . чю если к ак
тиватору ншммнногенд «пришить» «шипело, 
СИСШ|фИМИОС ► фибрину, 10 й у л о  Н|КШС ХОДИТЬ 
только локальное попышение концентрации 
ти ш и н а  вблизи тромба tpuc. 10Л). Дли провер
ки этой гипотезы тюшсспсцифммиый активатор 
ПЛ&ЗМ11ЖМС1М 6и л  присоединен К МОНОКДОНОЛЬ 
НОНУ ПИНГчелу, СПСЦИфИЧИОМ) н от ношении фи- 
бри I to. Испытания ни молельных системах пока
тали. *по комплекс присоединялся к сгусткам 
Кропи и лизировал их. нс пшмппч экачтельно
го разрушении фибриногена. Были созданы и 
другие типы копыт шов т т п е л о  активатор 
ПЛЛТМИ»IOICIUI. тоже приводящие к локальному

IbjiMi(MOfcit 1 ■ »  Hw iM im

1*мс. 10.8. Структуре и ммупотерш1в алтее кого грет 
боплнческого шеигЬ. К моиоклои^мюму mmireiy, 
специфичному к фибрину, itpi4i>cjiHiu:ii иктшштор 
п л л м и т н е  мл (Д11г> ^гот комплекс ыпгзыпютсв с 
фибрином. иахоц»мпихкч n тромбе. яктипздор п ят
M IIH O fC t lil  IHJtM UIUICT п л м и м е м и г  н ш й и к л  п и л и т  
Ц Ч 'м й » . и  ПЛЛ1МИМ J lK U fp } C T  Т р О Ы б

обрекший и ю плл'зминп, рд «ру шаюшс г о кровя
ные сгустки

Монок юшиьнис а н ти те ла  человека 
Несмелой на кажущуюся перспективность им
мунотерапии, этот метол имеет И рил ОГриННЧС- 
Hitft, слизанных с применением монок.юнал1.ных 
аиппсп жшютних п процедурой присоединения 
к ним нужных молекул Сам процесс химиче
ского ПриСООЛИНСНИИ НСС1.МД НеэффСКТИВСН, 
присоединение происходит случайным обрл 
том. а кроме тою . при пом может снижаться 
ферментшппиан актипность икиикпорл или» 
мимогсип или друп!х ИСШСС1И, используемых и 
терапии. И наконец. если предполагается мно- 
т ь  разное «ведение препарат, необходимо не 
пользовать аптмтспа человека, а не жияегтмх. 
чтобы предотвратить возникновение перскрс 
сIигах иммунных реакций и сснсибили шцмю 
ШШИСНШ

Сотшкне специфических ошизел, не кьоиил- 
юших поскрести* реакции продета аз но  собой 
допетым трудную ылачу. поскольку получение 
ШИЛСЯ ЧСЛОПСК.1 путем ТРАДИЦИОННОЙ гибридом* 
НОЙ 1СЛ11ШОПШ стгыкшмсия С РИДОМ проблем.

• Хромосомы человеки и клетках, полученных 
слимнием лимфоцита человеки с клетками 
миеломы мыши. нестабильны, целому труд
но получить клетки. способные пыраблты- 
пдть моноклональные антитела человека.

• Пока не удалось получить эффект иные кле
точные линии миеломы человека, которые 
могли бы м м енть мышиные.

• Нмиунишиш человека различными а и ии т- 
нами нс провод 1ГГСН но соображениям этиче
ского характера.

Таким обратом, для получения антител чело 
иска необходимо ропрдбатыилть другие подходы 

В ОДНОЙ in  схем В-лимфоциты ЧСЛОЬСКЯ. ПК- 
1ИНМО продуцирующие специфические антитела, 
обработали флуоресцентно меченным антиге
ном. затем С ПОМОЩЬЮ клеточного t oj перл пропс 
111оГюгящ£Н1!Собрл'111л В лимфоцит ми. мираба- 
mtsuomiunt л и  днппела. Поскольку В-клетки 
плохо растут и культуре, для улучшения роста их 
трансформировали вирусом Эпштейна-Барр. 
Некоторые клоны трансформированных В-клс-
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ВАЖНАЯ ВЕХА

Полииппи.!. обладающий действием лейкоцитарного ипирфсроиа человека.
синтезируется в L. coli.

S. N«piln. Н. Taira. Л. 1Ы1. L. Johnutod, М. Strcvili. J. РалОШ. W. Boll. К. Cartcll. С . WcuMnann
Man  IWb

ПКи11||е70-А-Ч«41ЧЛЛс8Й-А II.MXUIC- 
КУЛ11|ЯШЯ fiMOTtUtnAOlXtl CtM.1l»
iipniLit**:л ь  к себе внимание оСчис- 
cmciiKOcnt м крупных инвест орои 
Одним Hi 6»t<HCXIKVUMH4eCKHX 
ИрОЛуКШИбШ ИН1ср;»сро||, iu  ко
торый t  тоареим uorfaiaiu належ- 
дм как на чудилейамш их сред
ство прошв множссши вирнтых 
ибочс1шннй и рака. О ььислснии 
к Л Н К  И1ПСрфС|ЮМД ЧСД оде и » и 
его псслслукчис!» »Kl lipCCC ММ в 
FsdtetichUt сок сообщили п о с т  к 
журналы место мири.

Некоторые особенности им 
ТСрфСрОНК СЛСЛАМ1 llWACnCItHC ПО 
кЛНК особенно сложным. Во-

лгрвых. несмотря на ю что нм- 
п%|и| срои б и я  очищен более чем 
и 8й 000 pa I. сю удапачось полу 
•шн лишь и очень мсбольшш 
количества!, потому и ю время 
не была довести* ею точная 
V<XJ1. МЛСД Bo-fnOpW*. к отли
чие с»т многих (*:.»ко* шперфе* 
рон не оС\Гл\№ дгшо плеши 
<1'И»11фугис!Й тимической или 
6ИС1ЛС*1 I f  1C и ко н  и м  н  ы п и ты е : ес 
омешипош только но снижению 
НИТО$ипмЧССКОГО дебет гни ни 
руса животных на культуру кле
ток, д  т о  и ю ж н ы й  и  л л г т с л ь  

и м и  процесс. В -трети . • 
отличие Of иисуаииа было ПСИ.*»

МЧ.11Ю. есть ЛИ м етки человека, 
сиособныг |П« |шГ||П ijiuit I И lit Гр” 
ферон м достаточно больших ТО- 
jiMMcciitax, I. г. суще стоуст ли ис
точник mI ’IIK  интерферона. 
Несмотря ил нес я н  трудности, н
KOHIIC КОНЦОК С>и.ТИ ВЫДСЛСНЗ И 
охарамериинким кЛНК, коди
рующая ишерферои. С ICX пор 
было обнф удсно несколько pxj- 
них п и н т  мм1срфсронов I h u ii i  
выделены iriiu  мсскодмсн* пн* 
П:р«1*1*'ПС‘И И llObUlUUUI ИХ 
fltUHOCIb при лечвшш различных 
вирусных юбстсоалий, но. к СО 
жпхешпо. интерферон не стад 
цинашей.

ток выраГчпыкиот моиоклон&оьнме испекла че
ловека, tmii моде гкчьу найме с селем ору ницпм 
ЛГ гг I п сном. к  сожалению, мы ход МСЧНЖЛОШСТЬ- 
|сых шеппел был т е н ь  небольшим и они облади
ли низкой п1П11Гс>1С2ШШиающен актмнноегмо. 
К  тому ХС ICpOHIHOCIb Тою. что U ИСИМмушГлН" 
роииином организме найдутся секрет нрухмцие 
шшмелв клетки, которые буду! р о сн о яя ш т 
селектирующий шпиген. очень мплл.

I те  один подчал жключпдося во введении 
тсммумных клеток ЧСЛ01Ш  мутантным мышам, 
которые npaiOIPJCCKII лишены ссбсгъснной им
мунной СИСТСМЫ. После Тр.1НСПЛв!ГПШИИ иммун
ных стволовых клеток человека таким мышам, 
страдающим тяжелым сочетанным иммунодефи
цитом (мм! мыши), они приобретают клетки им
мунной системы человека и i o t k i  на введение 
шггшенв Moiyi вырабатывать тгпсгсла чел опека.

Предпринимаются попытки писан зароды
шам мышей гены иммуноглобулине» человека с 
целый сочшшни гранеleiiiuix мышей, которые и 
ответ на 11мм\|11гшцик» конкретным aimnciioM 
ехмнут нмрлбты кгп. иммуноглобулины челоис- 
kil ЧтоСчл полуЧ1ГГЬ от трансгенных ж шинных 
клетки, сскрсгнрутопше спеш1фнчсские моно

клональные ант т е л а , можно использовать 
сыидартую гибрцдомлую icxitanuituo, затем 
пронести скрининг т а к и х  положительных КЛС 
точных линий и определит», какие н i пик выра
батывают антитела, колируемые генами имму
ноглобулинов человека. Недавно появилось 
сообщение о том, «поуже получена трансгенная 
МЫШЬ. ’ЛССЛрСССИруЮШая 1ШТНВНЫС формы Н - и 
L-цепей иммуноглобулинов человека

Грансплшпвшш стьолоиых клеток иммун
ной системы чсловскхзс/г/’ Мышш и получение 
линий трансгенных мышей весьма трудоем
кие способы npoirmoaciiui м о н о к л о н а л ь н ы х  ;u i- 
тиггсл человека. П о п  ому ученые пытаются соз
дать гснноинжснсрныс методы получении 
а»п1пгсл человека, которые можно пспот*эошт. 
и качестве тграпснттсскнх средств, и лЫ ск-
1 и иных бифункциональных белков, способных 
свяшватъся с мишенью и разрушить ес.

Гибридные миноК'Юнальные а нти тела  
че шнека и мыши
Тея Факт, ч то  рл шис участки молекулы имму
ноглобулина вы полнят ра Ниас О^якинн. иотво- 
ляе! моокфицироват ь монокдоиат^юс янппело
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мыши таким образом, что оно приобретает иско
в ы е  cci менты шгтитсла человека. сохраняй в ir> 
же арсин срою исходную аж ипгнешпыпакицую 
специфичность Такое гибридное антитело жиы- 
ПЛХЛ химерным ПсрВЬЧ уЧЙС1ХОМ МОНОКДОНалЬ- 
НОСО Я1ГТИТС/Ш мыши, который был заменен сосп- 
рсгсгпухмцпм У4ЭСТКОЛ1 ампгГСЛа человека, бил 
R>Ojpat\icMT Выборобъясняясь тем, что 1<г-фрог- 
мент антитела мыши шпапннл роль эффекторе 
им тонною Олеги у человека мел оепп очно хоро
шо; кроме ТОГО, он с боЛМИОЙ вероятностью инду
цировал обризоштмис nimrrcji н организме челове
ка. Чтобы опоить им моногенность и усилил» 
аффосшрные функции, правели юмсну поспело- 
внтсльнс«стоW1HК. кодирующих Fv-<jG;mcni L -  и 
Н пенен 1вимуноглобулиня чгловска. кявнилогич- 
нмс фрагменты a  tc ш t ф и • 1сского моноклонального 
антитела мыши (рис 10.9). Такую замену можно 
осушсслиггь ратными путями: ретинировать 
Л Н К  in vitro г  применением олитнук-пестиля и 
качестве тр я п к и  либо »1а 1олыоиагп>обк'1оинрг>- 
ранные О^гменты Л Н К . Сегменты Л Н К . кодиру
ющие химерные nefni. встраявклм и мкспрессиру- 
юшин шктор и ноолилм и культуру В-лпифосииощ 
II I кппзрой ИКХЛ1ПИ Мар^бопЖНЫС ilirnmi ljl

Химерные антитела, несущие интшемсыиы 
ваюшии участок моноклональною штапеля мы
ши к поверхностному антигену клеток рака тол
стой кишки человека, тестировали на больных с 
раком толстой н прямой кишки. A iт л е л и  оста 
вались в кровотоке примерно в шесть раз доль
ше обычных aimacii мыши, тем самым окаты
вая свое ДСЙСТВИС Н 1СЧСНИС большею времени 
При гном лишь у одною пациента ит 10 наблю
дался слабо выраженный иммунный отпет К со
жалению. и этих испытаниях нс удшюсь полу
чить противоопухолевою зффскта лнтятсл; 
ВОЗМОЖНО, зю было связано с введением их в 
слишком малых позах иди с тем. «по раковый 
процесс находился на подтип стадиях. В опы
тах in vitro химерные антитела проявляли высо
кую эффекторную «истинность. что пошолна 
надеяться ни успешное их применение л других 
случаях

Конструирование химерных молекул, о кото
рых шли речь выше. — это первый rnrtii п создн 
мин ионоклоипльных ашитед мышей и крыс, об 
лшшющнх сходством с антителами человека
Другой ПОДХОД СОСТОИТ В ЖМСИ1СНИИ ТОЛЬКО
CD R  участков че логических шггител фрагмеша-

I-'v | Ml.lltil.)

| / £ v ]  Muiux

4 l Ю1*%
TV

Рас. 10.9. Полученное методом геи 
ной инженерии антитело, сходное по 
своей оруктурс с ниппеле» челоис- 
ка. Участьм генои L- и И-пелен им- 
муиот лоПулипа человека, копирую
щие V, и V н доме» II. ымсненм 
h o i .тс лопат еды loci мин ДНК. копиру* 
КИКИМН V, и \‘ -домены им му ног до 
Пулина мыши. IПродуктом рскосибн- 
шнньых iciioti яиляггси химерны!) 
11ММ)’Ш>1П«Х)уШП1, обгш ымишв ЯМТМ- 
»ciiciuiauiyHOtiicIi специфичностью 
моноклональною ш та г ли мыши. 
*ффск горными свойствами Рс-фри 
МСНТЯ мымуиолюбулниа ЧСЛОНСКЛ и 
1Ю Н И М С К М П И  iiMuyiioreiHM4Ti.K) для 
человека.
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Рис. Hi. Ю. Порученное методом ген 
КОЙ III4MI ИС|Ч«П ЙНТ1НСЯО, сходное по
СЧ’О С Й  С Т Р У К Т У Р  С  .ftll*na<VlCAi ЧСЛОВСКЯ

Гпм елш  ДН К, кодирующие CDR- 
>^исш! (CD K I, С DK2 м CD КЗ) шин- 
тела человек», тэмснсны не П С С Л С Л О Ю - 
телкносп!. кодирующие CDR-учаспси 
Н- н С-цепеВ иммуноглобулин* мыши 
П А К Т О М  ЭТОГО |?СНОЛ?Л||11ЛИТ1ЮГО 
io»w нн.1ПС1Сн иммуноглобулин с aimc- 
IСИСИМЗЫIQ1ЮШСН СН1ТИ|фи41 юсгтью
ноиоклоналыюю днипеди хшши (уча
стки, выделенные роэоылч цветом) i* 
orra.fuwwH свойствами лтителз ••сло
не Ml (умстки. выделен»ШС нмубыь 
актом).

мн моноклональных антител грызунов (рис. 10.10) 
ГиКяе ♦ посети ноин шине формул антитела челове

ка иогуг стать эффективным терапевтическим 
средством, поскольку они по своей аитшенепя- 
lueaiomeli способности приближены к исходным 
моноклональным азггмтсхам грызунов

Моноклональные мстители грызунов, сход
ные с антителами человека, можно получить, 
выделив кДНК L - и Н-цепей щ  клеточной ли 
пни гибрндомы грьпуноо н вмплнфнци ровно их 
вдродбелыше области с помощью ПНР В киче 
«лис праймеров дли имплификацин можно *н: 
пользовать олиго»|ухлсотнды, комплементарные 
иисококоногрмггипным сетмогглм Д Н К . фяан 
кпруиицим с 5' it 3 - концов последовательность, 
кодирующу ю вариабельную область. Знал нук
леотидные П0СЛСД08ИГСЛЫ>0СТИ #ДНК ivjpllrt- 
бсльных областей легкой и тяжелей цепей (V t II 
V|e), легко определить границы C D R , оснооынп- 
ИС1. на том, что соответствующие им носчсдина- 
(сльност и гшкршрияСсльны, и то время как. кар
касные области ivi носшслыю конссргспнвны. 
Исходя из данных о нуклеотидных послсдова- 
гёльностях Д Н К , кодирующих C D K  ipLuynou
СШ ПСЗИрОВаДИ 1!1ССТЬ Пар ОЛИГОИуКЛСШ ЦДНЫ Х
праймеров. Каждая пари нннциировлы синтез 
Д Н К , кодирующей одну »п пест и CD K  грызу
нов: три, лоюниэомшньх на 1-цепи, и три »гя 
Н-нспи Кромс того, на 5 -конце каждого прай
мера нл ход ил ось 12 лопал тпельных* нуклеоти

дов. комплементарных фланкирующим госле- 
довгттсльностям каркасных участков Д НК чело
века, по которым происходило пстряивлнис 
C D R -Д Н К  грызунов <рис. 10.11). Далее с помо- 
шью олигокуклсотид-иппрлапенного мутагенеза 
осушеонлили последовательную *амс1«у C D R - 
Д Н К  человека амшифицироввнной (/DR-Д Н К  
грызунов фактическую •нсреаику- C D R  от 
гры lyifOB в каркасные участки молекулы акпете
ла человека. Модифицированную iukhm обри 
х»м кД Н К  антител осгронваш и векторы экс
прессии и трансформировали ими подходящие 
клетки-хозяева, обычно £. сЫ1 или клетки мле- 
котгтдюших. и которых и вырабатывались ан 
ТНтСЛв.

Данный метод предполагает. что зм ипш ен 
связывающую способность антител* отвечают 
только CDR--участки, п не каркас мне области 
Однако, если связывание «гибридного* ниппе
ли с антигеном происходи! недостаточно эффех 
ТИВИО, МОЖСТ ВОЗНИКНУТЬ необходимее4Ь П Jiivic 
нс некоторых аманокнию! в каркасных оОдниях 
с помощью oTinoiiyTwTconu-fbinixiancHHOTO му
тагенеза.

К настоящему времени эгшм методом полу
чено более 50 различных моноклональных дым- 
тел, обладающих сходсттюм с антителами чело
века. К сожалению, данная тсхю.чогня, являясь 
весьма э4*фекги8Нои и универсальной, доволь- 
но дорогостоящая и требует больших затрат врс-
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C»u налы ш А

1'ис. Ю.П. lIUF-HHiLUitViiBJiiuiM C D K I-yiatixa. bxojiMUtcro и сосущ» кДНК. L-i\t**bi одоовсдсмшаьшлоашшсла 
trusjjrtia. ОдшОиухяссгтшшс upsuixiepu PI и 1*2 комплементарии 11ослгп<<1ит*;и.1м*/1им ДИК CLIKI-y’tfK.'Txuiut- 
ип» ш ip u iyНа Кроме того, к*жлмЯ прлПдер содержит ми $'* Конце 12 пукшчупиип. кбмнлемстяримк каркас - 
hwm y u c i  «.**>< (framework region, FR) кДНК L -цепи и т п е л и  человека Исгю.чкз\->1 nicciii nap олмгоиуклсогид 
MMX /грдЛмерОО Три ДЛИ V, - II 1Р«Д IH VH-OflliacrCil. С ПОМОЩЬМ 11ЦР*ИПЛ1МрМЩ|рО*ШЛИ Отдельно каждый 111 
ДНк-ссг№с«ггоь, колгручниих СОК-участки антитела грызуна Затем, используй одтонукталупи-наиравл-н 
1ШП муинеж з. заменили ним соответствующие сегменты темой антигсш человека. Такая сшсна ока залась н о  
М1»ж»«иЬ благодари гому, *m> oMtuiiaJiiniiiixnuiiiibit: i|i|kii*iciitw содержали участки, комплементарные кдркас- 
hum oGt:ic7Soi iciiu ашитслд челоч'ки.

меми. Возможно. Солсе предпочтительным спо
собом гюлучения антител человека и их ipjxir- 
ментов окажется метод, основанный на исполь
зовании фВТОвЫХ «комбинаторных* библиотек, 
созданных на основе мРИК, полученном io  В -
К.7СТОК нсиммуншировашшх доноров.

Производство антител с помощью Е. e d i

Гибридомы. подобно бопшииству других кле
точных культур животных. растут относительно 
медленно, не достигают высокой плотности  и 
требуют сложных и дорогих сред. Получаемые 
таким образом моноклональные антитела очень 
пороги, что не позволяет широко использовал 
их и клинике. Чтобы решить ну проблему, были 
предприняты попытки создания своего рода 
«биореакторов* на основе генетически модной* 
цирогоиных бактерия, растений и животных 
Для эффективной доставки и функционирова
ния некоторых иммунотерапевтичсских средств 
«частую достаточно одной мтггснсвязиваю- 
шей облает пнгнтелв (Fab- иди Fv-ФрагченнО, 
т е. присутствие Гч> Фрагмента пн ттелл нсобя* 
затея ьно.

На рис. 10.12 предспнтсип методика получе
ния функциональных антител с помошью f .  edi 
(рис 10.12).

I Используя мРНК, выделенную из вырабаты
вающих антитела клеток (В  лимфоцитов) 
мыши или человека, синтезируют кДНК.

2. Проволят раздельную ПЦР-имшжфтшка- 
иию кДНК, кодирующих Н - и L-nenu

3. А мп.тпфи пиро ванные кДНК обрабатываю! 
специфическими рсстришфуюшммн зю о- 
нуклелзами, а зятем астртшаюг в вектор на 
основе бактериофага кДН К  Н -  н  L - ц с и с й  
содержит ратные, хирактермые дли кажлой из 
них эндонуклсазиыс сайты, что облегчает 
специфическое встраивание каждой нуклсо- 
шднон последовательности в свой вектор. 
На этом этапе происходит клонирование 
множества разных ссгмстоп 11- и L-ucncii 
(рис. 10.13, А и £).

4. кДНК одной И - и одной L -цспи встраивают 
в общий «комбинаторный* вектор, так ’по в 
бактериофаге синтезируется обе цепи и 
образуется «полноценный*» Fv-фрагмснт 
(рис. 10.13, В)

Синтез Н и I. цепей происходит по время 
литического никла бактериофаге X, петом у 
можно провести скрининг библиотеки кло
пов комбинаторных бактериофагов с целые 
определенмя их шп игсисвязывэющсй актив
ности.
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I V .  Ю .12. О т п и т '  c  noMouiMO / еов ком Гиниш р- 
m i i i бибпмогеки k J U I K  V i  • и  V (|-«jGniicicii л ш н ю ш

Hit тгталс соединения кДНК II н I целей »  
паном векторе образуется широкий спектр ie- 
IfOII р.| шинных ды ш ел. Некоторые II) них коди
руют уникальные сайты связывания, получим, 
которые С ПОМОЩЬЮ обычной тмбрилочной тех
нологии бы. II) бы  невозможно. Пул ПНТНТСЛ МЛС-  
КСШК11ИОШЮ включает I0'1 1й’ ротных «нтигел. 
Охноваи библиотеки содержи! примерно столи

ко же клоном, потому МОЖНО 1М.НЛЛП., ’ПОодни 
комбинатор идя библиотека будет вырабатывать 
тпкос же количество различных антител (F \ -mo- 
лехуд), как любое млекопитающее. Кроме того, 
однажды сошли исходную комбинаторную биб
лиотеку, можно комбинировать I и Н-иеии н 
получить Fv-фрлтмснты. раслозняющнс нс- 
обыЧНЫС липомы. Line большего ризиооГфйтия 
можно достичь, используя меслспифическни 
мутагене а. Поскольку за относительно кор<г(кос 
время можно провеет и скрининг миллионов фп - 
гоймх бляшек, илстифнклиик Fv -фрагментов с 
нужной специфичностью занимает от 7 до 14 
дней. Для сравнения: скрининг нескольких со
тен ШбрИЛОЧНЫХ КДСТОЧНЫХ ЛИНИЙ обычно Я1- 
нпмяет месяцы

Векторы ни основе бдыериофиа X не Очень 
пригодны для получения больших количеств бел- 
коных молекул. Чтобы решить ну проблему, 
сконструнроваз11 такой вектор, и котором ДНК 11 
и L -цепей встраиияклси и cal it. фланкированный 
нлитшииой ДНК. Такую плазмиду, содержащую 
ДНК II- и L-иепи, можно ныреэнтъ из вектора и 
трансформировать сю F. го// (рис 10.12). Являясь 
частью плашцяы. Д Н К  Гх-фратешопбудет мно- 
токретю рсатшшрошшо! и клетках F.. colic обрв- 
эатипем большого количества продукт, который 
можно использовать как И ДИИПЮС1ИЧССКИХ, так и 
и терапевтических целях.

При создании комбинаторных библиотек 
имеет фага X можно использовать нмтеманые 
бактериофаги MI3 или I'd (рис 10.14). В них 
случаях соответствующий фрагмент ниппели 
синтезируете* как часть химерною белка, локи 
лншяишного на поверхности фаговой члсшцы 
Скрнннж комбинаторной библиотеки фра! 
метоп антител можно промети при помощи 
ферментного иммуносорбснтного анализа 
(ELISA). Суп. чекуш состоит и следующем: об
разцы (аликвоты) из библно!Скн помешают в 
ячейки планшеты, содержащие пмтнттн-ми- 
шень. Ячейки промывают, чтобы утешить нссви- 
ынные флтьыс частицы В каждую ячейку вно
сят конъюгат, состоящий из лнтителп. 
сия швшощсгося с белком фаговой оболочки, и 
фермента. Ячейки промывают дин удалении не 
связанного коиыо!Л1н и добавляю! в каждую ич 
них хрохюгенный субстрат, который рпещепля- 
етсн i|icpMeinovi. спя нзммым с фит ом, и окрлшн-
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Рис. 10.13. Сконструиротинкс участки ДНК hi комГж шторной библиотеки кЛНК Н-фреииата. кчоииро- 
IUIHIIUC и Гаюгриофага. Л и /•. Фрагоагш ДИК I М) и И-</н цепей раздельно встроили и векторы »и основе 
Оикп'риОфиги а. D Пропет рсиринтм,* глаДОй ixtMl -СшСлютскп и нг провали Фри мети ДНК пзОи&ПЮ- 
ier.ii Н-пспи с Финчем гоям ДНК из библиотеки L-цсии. ь результате чего получили комбинаторную библио- 
тегу, содержащую ке ьотможные с о ч ти  и к фрагментов I и Н-цспсП с экспрессией соединенного фуш мента 
и саном векторе./>Lac -  toe-промогор t l cdi% ССР -  сиитспмшшни* с рибосомой.

вас! 1с ячейки, и которых находятся фаговые чи- 
стицы, несущие лю те л а  к антигену-митени. 
I Ipouccc отбора и последующая очистка бвк'гс- 
ркофвгоп, сиптслгрующих фрагмент amiiiejui. 
специфичный i: нужному анткгеиу, а этом слу
чае гораздо проще, чем тогда, когда проводится 
подсчет бляшек бактериофага X. Выделнн фаг, 
синтезирующий желаемый фрагмент анппели. 
можно жстраш ронять кодирующую ЭТОТ фрси 
vein ДНК и субклокирошпъ ее в экспрес
сирующем векторе. Разные варианты антител с 
повышенным сродством к антигену-мишени 
можно получать замещением фрагментов Д Н К  
V , -  и У н-облпстсй или с помошмо неспснифм- 
чсского мутагенеза.

Р* фаболш метопы получения Р\*-с)»гнгмснтоп. 
исследователи попытались опрсдсдшъ, способна 
ли (тизгьыш бсткдная цепочка, состоянии! только 
in V j- и У'и-доменов. обротоаттьфунгшнчпикную 
молекулу, связывающую .игтиген. Компьютерное 
молелирокшис трехмерной струзгтуры тредпол;»- 
Г.Н'МОГО ОДИОЦСЛОЧСЧНОГО НШИТСЛЯ ГНЖ>ГВ1ЛО, что
дтя обдоопини* конформации, необходимой для 
сил типа кич антигене. V, - и Х^-ломсни должны 
Guruраиепсим лннкерныы пептидом. Имея это п

пилу, V, - н Ун-Д Н К . cHirraiipcHWHuue никДНК- 
матрице клонированного моноклонального анти- 
тела, присоединили к химически екмтезироваи- 
мому ДНК-линкеру. со л и т  консгрукиню 
VL-/IIIK  -л н н к е р -Л ^ -Д Н К . Соответствующий 
одноценочечный белок ошге зиповали в к. сЫк 
очистили и обнаружили* что его срсцкптю и спе
цифичность к антигену сходны с таковыми ин
тактною моноклонального антитела. Таким об 
разом, с помощью L. соЧ можно без трупа 
получать функциональные о/шоцепочечные ан
титела.

Ошоиспочсчныс антитела могут нпитн ши
рокое применение н клинике в тех случаях, когда 
проявление Fc-эффекторных функции нс яв
ляется необходим мм, а малый размер молеку
лы (мол масса олноцепочечного антитела со
ставляет! примерно 27 кЯя, я иммуноглобулин** 
С» -  150 кДд) дает определенные преимущества 
Креме того, к одмоцепочечному внпггслу мож
но присоединить последовательность, кодирую
щую т«л пли иной белок, получив бифункцио
нальную молекулу, которая сможет стипываться 
с определенной мишенью, прояпляя при этом 
специфическую активность
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Рис. 10.14. Coummic комби- 
tioiopiKiit библиотеки кЛПК 
FV^paiMCnroi) uifiiirai c no- 
м ш т ю  НИ 1CIHIjlHOio Cmktc- 
|чюфн(11 М П. кД11К V, и 
\'МЧЛЯИСТГЙ ТТМиЛМфтЩМРО- 
иадм мггоюом ПЦР. » типам 
.ни иронии, нсцольтуя ДНК 
короткого JlTTIKCplTOfO lien
иста. Подученные фраТМС ti
nt ДНК. COCnilLlNKlUIlH* ком 
Гининорную МбДЙОЮку 
кДНК олиоцспочсчцыж пн* 
ИНГЛ. iH-ipcnum I» ген им фшо 
М П  С ИрИСОСЛИМСНИСМ их к 
|)оЮ1ЮМу 1СИУ который ко* 
дирус! IIOVtCpXHOClHMb с|нШ> 
ии и белок. В М П с 1C ни У 
сш иинрустса три белкопмх 
молекулы, поэтому каждым 
рс*о\|Оинцпгмы11 ijvjf М П . 
содержаний! комбинатор1сук> 
библиотеку кДНК СШМСХ1СИО* 
•к^шии вит и тел. будет нести 
три молекулы химерного 
бедкл, состоящею И J продут
111 ГСИП 1 II ПДНОНГИОПС*|1ЮГО
« т л е л а

кДНК И испь
| наг

fllll(Kf(l Ч

СИЗ \ I

•ДНК t цепи
| 11 иг

Был проесасн тиках cute один эксперимент; 
oviccio тою чтобы соединить V , -  II V M-UCIIM ко
ре»! КИМ пептидом, аминокислоты каркасной об 
д а с т  иоП1и|иширсиими таким обритом. чтобы 
между ними оброэоиынллси пмеульфидмый мос 
тик. Яффскюиностъ такой СТОИЛИ *йрО«1НИОП 
дисульфкдмой связью Fv-молскулм. связанной 
с юхеитюм, разрушающим рькопые клетки, 
cpniiMiuiit с дффоиттжостыо одноцепачечмой 
Fv -молекулы. сыпанной с тем же токсином 
(рис 10 15). Обнаружилось, что сгабилитиро- 
тинный лисульфилной СИМ 11.10 И ОДИОЦСП0ЧСЧ- 
нмн Fv иммуттотоксикы обладают одинаковой 
UKT НИН ОСТ СЮ и С И С И И ф и Ч И О С Т Х » , но первый D 
нес комик о рят стиби и.нсс. Можно предполо
жить, что п каких то ситуациях стабнли ш р о тн - 
•тыс Fv молекулы могут оказаться предпочти
тельнее одиОссиочпных Fv молекул.

Рис. 10.15. Схем пт И чес КОС июСрм.итг (ХИЮткпО 
•к:чноги Г%-ммм\жтжснн« {А) и Гу-яммуютоксика. 
ciaOii. ii.iKpomiiikioio лтсульфидмиО СНЯТЫЙ (/>)
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Лекарственные средства прош в К И Ч

Ученым пика нс удалось получить пакциму. до- 
ClurO'lHO К|я||СХ пенную ПрО Г ИА пмруса MMVyuo-
деф ии тд человек* (В И Ч ), которым вызываем 
разните синдрома прнобрпенною мммунолс- 
фш|1ггя (С П И Д ) Пара ucJii.iKi с созданием та
кой В31С||11НЫ IVIC1 поиск других средств, позво
ляющих замедлю ь  шпилигическиII процесс.

ВИЧ поражает один го видов лимфоцитов, а 
именноТ-хелперы ( Т и-клсткм). В норме н про
цессе развития иммунною ответа Т и-клеткм 
свичмюкп продукты деградации специфических 
антшеноп и высвобождают факторы, стимули
рующие трутне клетки иммунной системы к 
участию в иммунном ответе I , , -к л т з !  т р а т т  п 
пом процессе ключевую роль, а при ВИЧ-ин

фекции они перестают функционировать. Как 
только вирус внедряете* и I „-клетку, он стоно- 
внтсм защищенным от иммунной системы оргн- 
itlUMn и начинает сжязывнть свое разрушающее 
действие ни I „-клетки

• В результате размножения вируса о инфици
рованной клетке происходит ес липа.

• Пораженкам клетка действует как фабрика 
по прошводсти) ВИЧ-гликонротеини 
(№120), который вызывает разрушение Т н- 
мсток и других Т-лимфошгтов.

• ПороАСКНлп клетка сливается с другими 1И- 
ю и гтм и , формируя синцитий, который не 
способен выполнять функции, свойственные 
ик.'Ш1миуалы1ым Т м-клстклм.

Сч ионным следствием ВИЧинфегнин пкли- 
стси неспособность иммунной системы орга
низма обеспечивать ею и щ т у  oi Обычных бак
териальных и вирусных инфекций, которые в 
конце концов приводят к гибели больною, не
смотря на лечение антибиотиками и другими 
средствами.

На первом папе ВИЧ-инфекция происходит 
(илимодсИстиис между глмкопрспскном оболоч
ки вируса мол массой 130 кЛа (gplZfl) и рецеп
тором на поверхность Т м-кле!€ИС С1>4 (pla
in 16. A). In vitro поражение Т „  -клеток блокиру 
счсм ши телами к С 1)4; процесс замедляется 
также при избытке свобод мото белка CD4. О д
нако нп один ит тгмх способов не приводит к

Рис. 10.16. ВИЧ ihk]ickiii!n и ее icjxiitmt. А. < пип.пм 
нас ВИЧ С Тц-К-МПКНЙ ОООСрСДУСТСЯ KOtfTlIKTnpoim- 
наем nitp)vкого белка gp l2 0 c Тн-клсто*шим поиерх* 
н о с т ь м  белком 1 I »  6. На поверхности 
15МЧ-1шфмш'рош11111011 клоки находится беж». 
яр1?0. с котермм моле! cuimimtrbCN свободный км* 
иерныа комплекс СГ)4 г оксим Попам niiyipi. имфм- 
пирокшиоП клетки. токсином* часть химерной мо
лекулы убяпост ее

уничтожению ШфУСеЗ. Одни ю  подходов, обес
печивающих как защиту T „ - k ic to k , гак и инак
тивацию вируса, заключается в создании химер
ного белка, состоящею из фрагмента молекулы 
С 0 4  и Ре-фрагменто иммуноглобулина. Свой
ства чтого белка, называемого (  Ш-иммуноал- 
гезином. определяются составными частями сто 
молекулы: С ГМ-компонент связывает цр120 и 
блокирует ВИЧ. л иммунтолобулиштий <»осс 
печнвагг замедление разрушения молекулы и 
плазме и ее срм1ывание с клгтьими, нссушими
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рецептор к ШП'ИКЯу. ПОСЛС присоединении 
( 'ГМ-иммуноалгетнка к свободном вирусной 
ЧНСТШ|С ИЛИ К 11Нф|Ш1фО№1И1ЮИ клетке шпус 
Ki»cicH реакция опосредованной антителами 
клеточной цитотоксичности, которая обеспе
чивает уничтожение вируса иди пораженном 
им клетки.

Лруюн подход. позволяющий котропиро- 
в т  разитис ВИЧ-инфекции. заключается и 
создании системы меченая Hi 14-поуженных 
КЛСПНС ДЛЯ ИХ СПСЦИфНЧССКОГО уничтожения. 
Например, если сшить два фрагмента Д Н К , 
один ш  которых кодируем pcuciпор CI>-lr а лру- 
той -  внутриклеточный токсин Агшйотшмлл (эк 
ЯЖ ЛОГИН А). Т1> МЫ ПОЛУЧИМ 1СМ. кодирующий 
химерный белок с комбинироминшми свойст
вами (рис. 10.17) Экзотоксин А  Рхешкыпепал 
эю белок с мол. массой Ы> кДа. состоящий из 
1|чгх домежи»: домен I отвечаст ш liimiukuhiiic с 
клеткой. II - за г.роннкпопенме белки н клетку, 
III ш присоединение АГ)Р-рн6о1Ы к эукарио
тическому Эктору элонгации (E F -2 ), что при
ветит к ею инактиваинн. Химерный белок 
CD4—экзотоксин A fttucknrwtius вместо домена I 
содержит большую часть последовательности 
CD4 (рис. 10.17). и результате чего обладает и 
цитотоксической о киши остыл иезотокемня 
1'нчи(отонм% и Kpl20-CBMiumiwiucB лкчпмно- 
стъю CD4. Нм поверхности веех ВИЧ поужен
ных меток находится глнкопротенн gpl20, л ю 
тому C IM -лоысн химерного белка соединяется
НС К. lurnr ICJIt.m» С ЭТИМИ КЛС1КДМИ. Прмсосди- 
1ШИ1Ш1С1. К И1|ф|ЩИроПЭН1К>Н клетке, химерный 
белок проникает внутрь нее при участии домена

II экзотоксина A Pieud< m ofHUu Затем жзотокси- 
нован часть химерного белка инакшпнруст фак- 
юр элонгации EF-2, участвующий и синтезе 
белка. Это препятствует дальнейшему синтезу 
бедка. что в конце концов приводи! к гибели 
клетки. Таким образом. СГМ-домсн «помечает» 
ВИЧ-ппрпжячшыс к.и'1 ки. а экзотоксин высту
пает в роли «наемного убийцы»

С ш п е тр у ясь в £. сЫ1, химерный белок обра
зует нгржл торимые цитоплазматические вклю
чения. Их растворяют н гуанилинги/.рохлорилс 
и выделяют с помощью быстрого разведения I! 
лыиж-обменноН хроматографии. Полученный 
таким образом белок с успехом выдержат про
верку и контрольной культуре клеток Однако в 
организме человека ни /Чем/олюши-компонент 
химерного белка может возникнуть иммунная 
реакция, и нс исключено, что его придется вво
д и т  имеет с \ каким-либо иммуносуирсадшгом, 
например циклоспорином. Нужно иметь в ыиу, 
что описанный выше способ борьбы с ИМЧ-мм- 
фскиией находится нл начатьной стадии рятра- 
Сотки, хотя в будущем и может оказался весьма 
эффективным.

Незлобные иммут!опрсш1раты обладаю! дос- 
г«точно высокой эффективностью, что по июля 
ет применят!, их я низких дотах и свести ». мини 
муму побочное действие ия иммунную систему 
Кроме ТОГО, ОНИ могут ока цггьен 1К»ДС 1HUMH для 
лечения различных новообразований, а иногда 
и заменять химиотерапию. На пораженные 
КЛСГКИ МОЖНО «НШ ССЛИТЬ» и  другие шшиоксич- 
нмс бедки, например дифтерийным токсин или 
растительный токсин рииик Впрочем. лаже при

Ряс. 10.17. I гмсгичсски сконструм 
роняв кий химерный комплекс 
0 )4  -экзотоксин A Pbctidomruuu
I K  IM V II.3 0 K .1 fl П|Н»М<ГГО|1 U l K I l  pMO£iJ1

in T7 /:. l o t i .

Ил* w»ui

/

te n  нц Э^А)ГС1КС111ГЛ в к х т ж с ы к л

с ркГюсомоО
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огни мяльном развитии собышй iipoh.ici ешс 
несколько лет, прежде чем терапевтическое 
применение рекомбинантных j k ютоксмной ста
нет рушимым.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С  понашью клонирования специфических ie- 
мои и поелглукппен их экспрессии и бактериях 
получен целый рил белкой, которые можно Cy
an испольюингь и качестве лекарственных прс- 
илрэтои. Большинство этих белкой имеют муки 
риотнческое происхождение, так чю ап я 
выделении нужного гена сначала получают пре 
парсо мРНК, обогащенный интересующими ис- 
сделовлтеля фракциями. тотем создают к ЛН К - 
библиотеку и ХСфЛииают соответствующую 
Д Н К  a подходящий вектор для экспрессии. 
Произвели обмен участков родственных 1емон, 
кодирующих аналогичные белковые домены, 
или прямо заменяв сегме>пы кдоимроааниого 
геми, копируюшис функциональные 'шети бел 
ки. можно сошаксп. новые модификации таких 
белков И качестве лекарственных среда в мои 
но испопмоиять и некоторые (ферменты Напри* 
Х1Ср. пая снижения вязкости слизи, которая ми 
кип - икается в легких больных муковисиндозом, 
примени»! в ш иг озроииш рс комби им ктиую 
ЛИ  Кату I и атъгнми in мату

С роMumicM технологии рекомбинантных 
Л И К  И рЛфлбоТКОД способов получении моно
клональных амтттгл. о также с успиюсыемнсм 
структуры и функции иммуноглобулинов поя 
пился интерес к использованию специфических 
антител для лечении различных Х|Гюлс1ияк11 
Работе генами ы т п е л  облепится тем. чтоот 
дельные юмеиы молекулы ниппели нынолнюот 
разные Функции

Лекарственные вешеетд или ферменты 
МОЖНО ПрИСОСЛИМЯГЬ К МОНОКЛОН.Т.ТЫ1ЫМ а т и -  
ir  лам и in их Fv-фрсимстим. специфичным и 
onioineniiH иоверхностиых белков определен 
них клеток, например опухолевых Мри этом 
лскаро ценное вещество можег находиться и 
имершой форме. Если предполагаются много- 
кратные введения таких комплексов, то их им- 
муиог побулкмоиыи компонент должен представ
лять собой антитело или Оютмеит лнтителл

человека; это пеню лее i npcjowpim n ь до вн - 
тис перекрестной иммунной реакции и сенси
билизацию больного. Если же предполагается 
использовать п этих целях моноклональные ан- 
гигелв грызунов, их структуру следует макси
мально приблизить к  структуре антител челове
ка. Для этою в последних достаточно замени it  
C D R -ую стки на аналогичные фрагменты ан
тител грызу нов. Неладно удаюсь провести от
бор и синтез моноклональных антител челове
ка с помощью Е. coii.

Генноинженсрние метали позволяют полу
чать уникальные лекарственные средств. кото
рые прелстамяют собой комплекс белка, е ш ь  
вающсгося со специфическими клетками, 
например ВИЧ-анфтжроваитымн. и токсина. 
Этот подход пока только рязрябягывасгся. но 
его перспективы обназсжиюиот.
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КОНТРОЛЬНЫt  HO!I РОСЫ

1. Вам нужно клонировать и экспресс ироплть 
фрШМСКТ Д Н К , колируюший ИНТСрфсрОН 
человека. 3 вас нет нужною Д Н К -ю н лд  для 
гибридизации, но гшм ульюсь выделить л и 

н и ю  к итог, чел о пекл, п которых можно ин
дуцировать с ш п п  интерферона с интен
сивностью, превышающей фоновую 
Примерно и 100 раз Какую стратегию кло
нирования и экспрессии этой Д Н К  пи вы
берете?

2. Что такое Рс-фрагмпп молекулы антитела? 
Fab-фра!м е т ’  Г>-фртмс1гг?СПК-упасгок?

3. Как осутсстлястся координированный 
сюлсз jiciKoh и тяжелой испей л in тела п
С . со/#?

4. Какова роль ДМ Каш  I и a iw u iu iT n iia iu  при 
лечении мжоиисимлоза?

5. Как зарп истрировагь си т е з  алы и нагл на на, 
колируемой клонированным jciiom , в транс 
формированных клетках /• сЫП

6. Что такое комбинаторная библиотека 
кДНК?

7. Как с ш м отью  бактериофага VI13 можно 
отбирать Г\-фрагменты. сня-шишощиеси со 
специфическими антигенами -мишенями?

8. Что такое стабилизированная цисульфнд- 
НЫМИ СВЯЗЯМИ И ОЯ»Ю||СПОЧСЧИаЯ Fv -МОЛС 
кулы?

9. Как. присоединяя ферменты к монокло
нальным антителам или их Fv-фрагментам, 
можно получать лекарственные средства7

10. Как получить моноклональные мышиные 
антитела, максимально близкие по структу
ре к антителам человека? Почему они необ- 
холими?

11. Опништсспособ получения гсралептмческо- 
госрслста, которое #л»мсчяет» и уничтожа
ет стенифическис клетки
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Вакцины

Вакцинации способсгоусг формированию у рс- 
шнгнснга иммунитета к н л т о т т ы м  микроор! а 
шпмам и гем самим ш иш пло cio o i инфекции. 
Honiei на пероральное или парентеральное Вве
дение П0К11Ш1Ы I» орпиппме XO.IK2UU1 llupui>«T|4 
адются япгппгля к патогенному микроорганиз
му. которые пги последующей инфекции 
приводят к его инактивации (нейтрали шипи 
или шОели), блокируют ею пролиферацию и не 
шмипликп ре jbи пси 1а6олсвапию

Э*1*|)скт пакшпишнм открыл Gcuicc 200 л п  по
чал -  и 17961 — врач Эдвард Джемпер Он юш- 
тал экспериментально, что человек, перенесший 
коровью оспу, иг очень тяжелую болезнь крупно* 
10 рогатоюскота. становится маюсприимчинмм 
•. оспе 1ип>рильнН|. Натуральная оспи высоко 
конин по люс заболстнмс с высокой смсрпю 
сизо. лг!же если болтом нс погибает, у н е т  нс- 
редко но шикают рлшичнис уролетш!, 
психические умсстройсгва и слепота Джемпер 
П)бЧИЧИО ПрОНСЛ прививку короньсН 00114 8-ЛСТ- 
всму мальчику Джеймсу Фиппсу. мсполмонлв 
для ною экссудат m  пуп улы больной коренись 
оспой, а нпем через определенное время дважды 
мж|жинронал рсСмгнк.! шосм h i пустулы больно
го натуральной оспой Все проявления хабалева- 
няя ограничились шкраснсннсм и месте примяв- 
кл. мече «нувшим через несколько лиси.

Ранее 1ПКИС 11||фсКЦНОИМЫС бОЛПНИ. м к ту
беркула. оспа, холера, брюшной тиф, бубонная 
чума и полиомиелит, были настоящим бичом 
дш чсловечсств С  появлением i акции, а н т -  
6 ниткой и внедрением мер профилактики ни 
эпидемические боя стон удалось в зять иод копт 
ршп. Однако 1Л1ПИТ11ЫГ меры со вргмгнелс ста
новились не .hJk|x k  i и иными, и возникали истые

ьспытки ыбодсиамнй. В 1991 i итасмия xcuir 
ры портила Перу ; и течениетрех следующих лет 
было выявлено примерно I млн тлботетши, 
нсскшько тысяч ••» них умерли. К сожалению, 
П р а ги » МНОГИХ боле шеи человеке и жнютпых 
io m iiiii иг существу r i  Сеггшмя но всем мире бо 
лее 2 млрд людей страдщсгг laGceiauiHimMii. ко 
горыс можно было бы предсп ирит mri. I помощью 
вакцинации Викиины могуч оказан*;* полет 
ними И ДЛЯ профнлимнки постоянно поииляю 
шнхем -новых» болезней (например, С*11ИДд) 

Как правило. современные вакцины ссщаюг 
ид основе уСчттых (iniaicnttJi'pouaiuiux) патоген
ных мнкроорпшишов либо Ж1И1ЫХ, но нсииру- 
ленхных (аттенуированных) штаммов. Для этою 
in la-мм дикою типа имращшшют и культуре, 
очищают, а затем инактивируют или модифици
руют таким обрл юм. чтобы он вты кал иммун
ный OTUCT, ЖКЧЭТОЧНО «(фсКТИВИЫЙ и отноше
нии вирулентного штамма Несмотря на 
1Н*Ч1ттслы!ыс успехи и сочла пни накипи против 
таких заболевании. как г рас пуха, дифтерия, ко
клюш, столбняк, оспа и полиомиелит. произ
водство современных luftKitiui сталкивается с це
лым ралом осряннченим.

• Нс tree нитогенные микроорганизмы удастся 
куЛЬТНВИрОПЛТЬ, ПОЭТОМУ для  многих заболс 
тииш П  н а к и п и м  н с  го ч ла н ы .

• Для получении вирусов Ж ИВОТНЫ Х и человека 
НСОбХОДНАШ ДОрОГОСТОЯШйЯ культура живит* 
пых клеток.

• Т и ф  mipycon животных и человека и культу 
ре и скорость их размножении часто бывают 
очень низкими. что удорожает npoinnoocTao 
вакцин.

и*
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• строго СоблЮДИТЬ меры l ip c j»4  
TopwKMOcnv, чтобы не ЛОП>vnni. инфиниро 
m i in  m п е р с о н лля .

• При нарушении протоолстисииого процесса 
n Н Г К Ш О р М  luipilllt ru lM lltllli  M O iyr ПОЛОС 11 
живые h im  МСЛЧЖТТЯТО-1И0 Ослабленные миру 
Л С П П Ш С  ММКрПирПНШЛММ, *1111 может пропс 
сгн к неумышленному распространению ми 
феюшн

• Л тч 1)ироввниыс игыммы могут pcwpiiipo- 
ють к исходному нпамму, поэтому исоОхо- 
лммо ПОСТОЯННО KOI ПрОЛИ рОПаТЬ ИПруЖ'НТ- 
ность.

• Нсииторые заболевании (например, С П И Л ) 
ИСЛММ ЛрСДупрсЖ 'Ш ТЬ t  ПОМОЩЬЮ ф а ш и н  
OIIHUX BdKUIIH.

• Валт.шинспюсовремсипых вакцин имеют ог- 
рлничеиныи срок ГОДНОСТИ к сохраниитт йк- 
шпност* только при пониженной температу
ре. что татрулняст их использование г 
pa imttuiioujH-UM странах.

В последнее десятилетие, с |iu пиписм техно
логии рекомбинантных Д Н К , появилось воз
можность создать понос поколение мкции, нс 
обладающих недостатками iix u ih u h c tiiim x  цак- 
нин. Лчя их рвырабшкн применяют метлы »гн- 
нои инженерии

• ПиТОГСННЫЙ микроорпипглм МОДИФИЦИРУЮТ, 
делегируя гены, шигтетениые и  вирулент
ность. Способность ВЫ ШВЛП. иммунный отпет 
при лом сохраняется. Такой MitKpixtpnuiiriM 
можно б с Л »г 1Нсн1и> использовать н качестве 
ХИВОЙ ВАМ1ИНМ, поскольку выращивание В 
чистой культуре исключает втмаж! сесть 
спонтанного аосстлновлстш целого гена.

• Сошают живые iicnuiomniMc системы пере
носи отдельных инпиенмих детерминант не
родственного патогенного организма. Такая 
система переноса способстпусг развитию иы- 
раженного имм\шкчо ответа на патогенный 
микроорганизм

• Гели пгтгогенные микроорганизмы нс рис-гут 
в культуре, можно и юлироштп». клонировать 
и iKciipcccupomni. и альтернат» иском хозяине 
(например. В /:. cofi lt.lt! линии кленж МДСКО 
П1ПДЮ1ИИХ) гены тех белков, мпорыс кодер 
ж л  основные антигенные лггермннанты. г

использовать » т  белки как «субгсдимич 
иыс» тонины  (см следующий рп сим).

• Некоторые пототшме микроор!ими »ми 
л с й с т у к г г  ОПОСрсДОПЛ1ПЮ, ИМ 111 НИМ |Ч1 МШТ11С 
0>ТОИММ\11Ш1|| JA.lM lM H IUI ИИфИиИр01ЯИ111ЫС

клетки ори»» ними-хозяина. Дли таких зпбо-
ЛСПанНЙ МОЖНО C tJU U lll. С1Л~Н'М) СПСЦИфИЧС-
lm u o  уничтожении клеток-мишеней, скон- 
ч р у пропав 1C II, кодирующий химерны»! 
белок, одна часть которого буда с яя 1ывятьсл 
с П1|ф||||И|хтаниой клее кои, л ярупш -  унич
тожим. ее. Эта система не является истинной 
накипной, хита она и дсйстпугк только на ин
фицированные клетки, усердиям саму прими 
ну развитии дутоиммумной реакции.

К 1ЫМ1ИНЛМ для животных iipctfWUWMKTfai 
менее жссгкис требования, поэтому игриымп 
вакцинами, полученными с помощью техноло
гии рекомбинантных Д Н К , были книжны про
тив ящурв, бешенства, дизентерии и диареи по
росят. (.отдаются и «труте вакцины доя 
животных, а в скором времени пошипим и ре
комбинантные вакцины, прсдтшачсниыс дли 
человека (табл. 11.1).

Субдолниичны й ЙИКИНПЫ

Клк правило, ешмпши содержит меповрежлен- 
ные шпеагнмме микроор|.тми p in  но при т т  
неживые или аттенуированные. Ашителп. «ырл- 
(шмнэсмыг и отпет на их введение. сия ем маются 
с но1К'рхтюс1Ными белками патогенного орга
низма и запускают иммунный отпет. В святи с 
ним во .шикнет вопрос. должна ли пакцила со

держать целые клетки или лишь какие-то спе
цифические поверхностные компоненты? Что 
касается вирусов, то, как было показано, дыя 
выработки и орг ими шс -хозяине яктшсл и ошег 
на нирусную инфех нию лосгаточно очищенных 
поиерчносгных белкой вируса (белкоп mincmiu 
mill пиеШ1 «eft оболоней) (рис 11.1). Идкшшы, 
содержащие лип1Ь отделыше Kovmoncirru юто- 
1ГННОЮ мнкроорпжилхш. iiaibiiuuoT •субвеян- 
lUfiHUMB»; дли их ратроботкис успехом ииюль- 
цтпеятсхнолоспи рскомбннштгих Д Н К  

С убылипичпые 1ШКШ1ИЫ имеют свои досто- 
ill <ст па и недостатки. JIocitaiHcma состоят и пхм. 
чго open драг, содержащий o ĥ iu ich h uA мммумо-
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Ммк|#К1|«411ига

KlltpU OCipiUNih Ul)U 44ieiUMt<UCU' jnmua*
Ibnnwi* numpy;
IMmviUbic
IUip>v га п н т  A
IUip>4 irii.miia H
Лида: простого ujatna nan ?
Иидоси rptiniu Alt II
IlMPVV uih ih:h *m> И
IU«fi)C nap.n |(kiii \g.
Н*Г>х 6ci icnciba
PcUlllplllUptM »-V»»ШЛ 1IIIU 114'lJll »I'P>V 
|SnUUl1p)V

f e w  желтой fllUnpSLlfcll 
Виде Миму1юлгфтп«та w akcm

П»1фм
I'lfvanirfmWur

i. im im iu  / rnA 
AftmrriO ftzyuwtartir 
/Ajr*nyiAlll*l */уГг«ОД)Г
А fyttftAafltafclM k-f+ue 
Mocrta ntM*wfa!ij 
tkrrJnitin pcmrna 
Шишмм Aftfcrtti 
AlnpMXda i рулим A
.W/«UMiui ipyilllM II 
ЛГГГ/ЧПГШУ*' У»*УГ.У111ГГЖ|У
( ТлГтЛым Afftml 
VmAwA'num IMtari uAnxr 
.VuirtvnWA) ОГЛ|

IliftttttU
f.VwMcnu itiAwAn 
МъАпк/ии ЧТ 
/IohuvAuk *рр 
.VA/ftoVARtf «VAV1VVCJ

/п/wvm tnu tpp.
Ш**ет*пу АитнлуМ/

ЫчигАНаН*

Встршим ucro
Пгсrimnn il миг en înuiMi м imiwimr ИМмунмош rwr>u 
Г Cti»p|4U IIMCUUIA AJIAMpLJ J 
Вкккжаа тикдоурь. поражение пе*?мм 
XpCiMimcocoe nipufimr мгмгм*
Яши muiiaaiiii
OcvputP poi-niipkmi|«iue ijfio.x«euiiui
Инифият
Hocil&'iritiir »tp*klf* лилтсиим» nyicw 
Энигфашп
М<чмлгн1* (V(i%hiu ii iiifkinuxuai/ioiuiMv ryicn
С Х ’ф и Л  ш С Т | м  и п ь ч ч н  т * » р а # Л 1 1 | Ш »

ll«i(uiAriire unvua. почек и гсчгим 
СПИЛ

Холера 
Лисп/now 
Гонорея
МсШШГК', U1IUU 
Проша 
Mcminn гг 
Коклюш 
До *г оптом
С > .Ц М * | Т «И Л . IIC r m M lH 'IT t M H  И Ш Ь * . 11МГМ1М 

tulLHl, >piU(llllli -ЫП1И 111ч]К»1(ПИ 
fhllMMUlllllil. UfHtHlMT
Стонбмш 
T>6ep*yaej 
Г р ж ш ш п О  ТИС*

• HcNIlUHCtrillllJli*

П«4млпмм мжм н luiyipruiouopf anno 
Малмрат
Ui игтгкомт
Со#м.ан Ctaic im. (ЯА1сртлпсм«|1 трмшюсомса) 
<hiA>(wimn

1СПМЫЙ белок, стабилен и бсюггассн, сю  хими- 
чсскиг ciuvllcnui Iпесеты » и нем сихутстукл 
ДОПОЛНИ ГСЛЬШЛС белки И ||уклсинооыс кислоты, 
которые могли 6м ньпмють НСЖСЛИТСДНЖЛС п о 
бочные J4}nJ»CkIU II 0рГШ11|!Ше-Х091111№. Исяо- 
с т п и  1.1 клю»1л|1ттск и той. что очистка специ
фическою белка стхягг лорою, и конформация

пылслснного белки может сшиомггмгя от roll, ко
торую он имеет in iitu (г. с и составе вирусного 
капсида или оболочки), что m oaci прииодшг к 
итмснению его UHTHiciiiiLiA с nolle Г И- Решение о 
производстве субъединичной накинны прими- 
мается с учетом ik:c * имеющих omoiiicinic » де
лу  биологических и жоиомичсских факторов.
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HyKtritilOftaii
КИСЛОГО

ИГш’ОЧк»

Pm. I1.L Clpuemtc тцгус.4 а наел ши> Геном мирусэ 
обычно •ipcoevakieii опкюлелмго небольшой миле-
кумой НУМСТШОВС'И КИСЛОТЫ (ОДНО- НЛИДПУХ11СИС1*»С*1 
нои^МК иди РНК длиной ш  ЗдоЗООт. н. и.), зыакь 
чен'ной • бешмий КМ1КНЛ У НСКШПрШ вирусом 
клпенд омрухен сше и белковой обомоньий.

Противоггрпспшчеаше вакцины

Вирус проспи о I ер леса (HSV, herpes simplex 
virus) пмзыиэс! инфекционные ыбодсаиииш ic- 
мерлан книжного или местного характера (тяже
лые поражения глаз, мшефшип. урогаштп iir
HNC ИНфсКНИИ II Т .  Д .) К|Н1\|С 7010. OH Х'ИДХСИ'Я 
ОН KOI CMHIJM, ПОЭТОМУ М1М1ЛНП1ШЯ убиты м  и ли
д пену прошитым шрусом сопряжена с опреде
ленным риском prnmrnin рпкп Для тппипы от 
HSV* инфекции можно использовать неонко-  
генную субъединичную вакцину.

ДвЯ С01ЛЛНИИ любой суСтМ'ЛИПНЧНОИ МО К ИН
НЫ прежде icefo нужно 1иснгиф|1Ш1рова1ъ тс 
компонегпы 1Ш 01СНН0Г0  микроорганизме, ко-
юрис 11н;|\ инр>1П1 ямриГхнку интнгсЛ. П cipiuc
HSV типа 11 HSV l ) т к н и  компонентом я м ю - 
ся 1Л11К0ПрСПГСИ)1 О  оболочки (к1>). И отпет IU 
шк-лепиг иш о г;шкс»||рпгсм1П» мышам \ них иы- 
p.iforu каются антитела, нейтрализующие ин
тактным HSV 1ен g D  H S V -1 был ir«ai иронии, 
КЛО«1Мр01ШМ и паном и »  жслрсчхнрукниих ИС К -  

тро п и клетках млекотттаюшпх и после и и яй- 
иекдегкл китайского хомячки (С Н О ), п которых 
п отличие от /.. wAi происходит гднкол ишропа- 
иис чухе ради их белкоп. Подпора (мерный ген 
gD ко/шруст белок, и норме спя<ыйаюшиПея е 
мембраной клетки млекопитающего (pm 11.2. 
A). I аксО белок труднее омиеппь, чем гвелюри-

MIJII. полому ген $\> МОЛ 1<ф 11 Ц»1 ре »ТМЛ 1I, угнети 
ту его часть, которая кодирует С-концепой 
тронсмсмбрежный ломси (pm 11.2. /»> Затем
м о д и ф и и щ н и ш н п ы м  ic iu iM  I|ч!• ю }ч »р м и | iujui,iai

СНО-ктстки, которые гликочилиропалн белко- 
ный продукт и сскрстирокшш его no ннситюю 
Среду, ПОСКОЛЬКУ ОН НС м и г  Ы .( |4t H itt 11.0* и кле
точную мембрану. Лабораторные нелишним по
казали, что антитела, вырвбатьтаемыс и а г«п  
на иисденис модифицированною б е л gP, *дф- 
<||С1Т 1(|Ц1Ы потношении как IISV-1. гак и HSV-2.

Противоюцурные вакцины 
Вирус яшура (I  MOV, foot-and-mouth disease vims) 
и пыешей степени шфулстпен и иьпыадег Массо
ну*» гибель крупного ре* т о ю  с юга и cmuicit Л  ш 
иппты or IM D V -mH<J*:kumh иег.олыуюг вакци
ну, сиогржаш)» вирус. имакпширопанный фор

А
NHj

6

•V*-

Молифнцмраплимый 
r/HiMHipoicTiii l> HSV

А ___
ПЮИ

Снаружи

Mcvnp.’iiu

Внутри

Рис. 11.2. А Молсм’Л! pi) HSV 1 с 1ршк:мсИЧинньл1 
доменом, погруженным г пдюмвтичсскую мс мбрлиу 
/» РаспюртшПАс**. е!>. нем>да>жаший (ртк-мем- 
брЛМ1Ю10 СНА
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маликом. В мире ежегодно производится пример
но I млрд. лоз этой шждаиы.

Основной антигенной детерминантой. |щду- 
цирующей образование антител. является ви
русный капсидный белок I (V P I. virnl protein I). 
ЭТО более слабым антиген. чем шпактиыс ви
русные частим . по вес же он индуцирует обра
зование люттгел и обеспечивает сшнгту живот
ных от ипфекпии. Поэтому были предприняты 
попытки клонировать \ Р1-гсн

Геном F M D V  представляет собой пдиоцепо- 
чечпую РНК Поэтому сначала сшпгшрогати 
полноразмерную длу\иепочеч|гую кЛН  К minion 
примерно WHO п и. Зятем ее расщепили с помо
щью рсстришфуюшмх зллонуклса * и клонирова
ли полученные фрагменты и экспрессирующем 
Г  eofi-векторе. Продукт кодирующей Поспелова- 
теяыюсти VPI юна »щс1т<фипировали иммуно
логическими методами как часп. слитого (хи
мерного^ белка, csontri которого koiпрел прус » ся 
системой /А--промотор-cl -pciipcccop. Белок со
стоит из 396 аминокислотных остатков. содер 
ж m часть молекулы репликам бактериофага 
MS2 и полноразмерный V P !-белок FM D V , бла
годаря чему си и индуцирует пырабиэку нейгра- 
лшумших! M D V антител.

П аиучть разрешение на применение вакци
ны, содержащей химерный белок,очень 1рудно, 
поэтому. вероятно. придется субклонировлlb 
VPI -ПОСЛСДОВЛ1СЛЫЮС7Ь в другом экспрессИру- 
юсцем иск торе. Так или плаче, «.убьедипичним 
вакцина прочил ящура a o jn  будет гоггова для 
проведении доклинических испытаний.

Протиатуберкулеэпы е ear. цины 
Губеркуясз -  системное инфекционное забодс- 
яаиис, широко patiipccrpaitciiiior по веем мире. 
Ею поябудтслем яадпечея бжтеркя Myt-nЬш- 
ledum tubenubsis. Она нпфицируп разные тка
ни и органы (чаще всего легкие) и приводит к 
гибели клеток. У пациентов наблюдаются .»птхо- 
ратка. потеря urea, а п отсутствие лечения забо
левшие заканчивается смертью. По оценкам, 
этим патогенным мнкрооргашпмом инфициро
вало около 2 млрд, людей, а туберкулез ежегод
но уносит примерно 3 млн. Ж1П11СЙ. Последние 
.V) лет для лечения туберкулеза исполыопали 
мпибнотики, 1ю уже появилось ыножсетпо ус
тойчивых к ним итглммон М. tubtnulusis, так что

laCojTeiwHiie, казавшееся побежденным, вновь 
стало серьезной проблемой.

В иасгопшес время и ряде стран в качестве про- 
тикттуберкулг.той »\акцни14 используют ОЛИН 1П 
штаммов Uyt'obaclerkwi bo vis. бациллу Кальмс- 
та-Герена (B C G . bacillus Calmette Guerin). Одна
ко эффективность такого подхода вызывает сом
нения по двум причинам: I )  живые B C G -kjktkh  
могут вызвать серьсшос заболевание у лиц со 
сниженным иммунным статусом (например, у 
больных СПИДом ): 2) лица, которым ввели 
B C G -пакинпу. лают положительный ответ î a 
обычную процедуру выявления вьтшпаюини ту
беркулез бактерий, что иг позволяет отличить »rv 
ггг больных туберкулезом В стили с этим в неко
торых странах, в том числе и п СШ А. RCG-пак- 
ц|шп к использованию пс разрешепа. В попыт
ках создания более безопасной и эффективной 
субъединичной противотуберкулезной пак ши ид 
были мчучепи нммуннопротектнппые свойства 
o*iи шейных внеклеточных белков А/. tuberculosis» 
Из ж и д к о й  бактериальной культуры пидслилн и 
очистили шесть основных из ИЮ декретируемых 
белкой, и каждый из них по отдельности, а а:*
Iсм различные их комбинации использовали 
ллй иммунизации морских свинок. Жшютиым 
tiiiojiiuiu в Blue аэрозоля примерно 2U0 живых 
клеток Л/. tubtrml{yiis% что является д м  mix 
весьма высокой демон. Через 9-10 ней линей
ных умерщвляли н исследовали их легкие и се
лезенку на Н|кдмст присутствии этой патоген
ной бактерии При введении некоторых 
комбинаций очищении* белков потеря веса, 
поражение лет ких и селеаснти и уровень с m c j i t -  

iiocrii были такими же, как и при иммунизации 
живой B C G -вакциной Теперь нужно провести 
сравнение эффективности белков А/. tuberculo
sis, полученных с iu личмью технологии реком
бинантных Д Н К . с эффектитк>стък| сскрпор 
пых белков и разработать безопасную и 
эффекптпую вакцину для профилактики ту
беркулеза у  человека.

Пептидные вакцины
Далее возникает следующий вопрос: может ли 
небольшой участок белковой молекулы (домен) 
служить эффективной субъедИНИЧНОЙ ГЫКЦКНС41 
и пндуикропгт. выработку яшител? Иитуитив- 
но кажется, что тс домены, которые доступны
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РИС. 11.3. OfmAuti'ltMUfl UfHftpLtHiXiU'iaitiiuH бело*, 
внешние инглиш < 1 —5) ктораю могут мизиици» 
lull. Иммунный СПВСТ

ДЛИ a iflH IC iU I ( г .  С. I V,  КСТЮрМГ lUISOjltfl СИ и л  п<>-

ncjunocm пирует), обладаю! имчу мшенными 
слоне! |тм и. э внутренние домены несу шест* 
пенны, если только они не киоски на конфор
мацию иммуногенного домена (рис 11.3). Ьели 
*го предположение верно, ю  KopuTMlC l U i r i l l  

aw , имитирующие •питоны (дптигенмыс дстср- 
М1ИЛИПЫ). МОЖНО 1!СИаП».'«>П2ПЪ дли согнан И в 
гакцин.

Имей лее j iv  u виду, ежпгзирашии химиче
скими чей>.iiiми домены VPI FM D V и промерили 
возможность ссшания на их основе пептидных 
помп in, Кд.клын и» метилов, coai истхгп»ую| инд 
аминокислотным остаткам 141 -1 (0 . 151-1(4) и 
200-213 С-конисиют учпетки VI* I и аминокис
лотным остткам 9-24, 17-32 и 25-41 N -конце- 
него участка, сшили по отдельности с инертным

Рис*. 11.4. Ксуюткис neirnmw, сшитые с белком-лоре- 
носчиком и служащие основой ncimuuioll пмшиии.

ЙСЛКОМ-НСрСНОСЧПКОМ { VCMOlJIIJIIIИНОМ МОЛЛЮСКИ
фнссурслмм). чтобы лрецеутрнтик их ратруик 
пне, и плели морским спинкам (рис 11 4). С т о п  
ШГППСЛ И KOJ1H4CCTTSC, ДОСПИОЧпом ДЛЯ ДОПИТЫ 
животного от последующих ГМПУ-инфскцин, 
наблюдался только при пнелсыш пслтиш»
141- 160. В пелен и с же целого VPI или пептидов 
9 -24, 17-32 н 25—41 н||дуци|ч>ма.,н>сн1Пстш пи-
ТСЛ и  MCHIJIIIIX Кб'Щ ЧССТШ .

Более длинный пептид. состоящий in  ами
нокислотных осликов 141 158 и 2CKI 213, кото
рые быш спелинсны двумя пролнпопымн остит- 
кнмн, нндуниронял h |n ) i c k  f  пинии спите • 
дигитсл у морских свинок лаже и юм случае, ко
гда пи не бил сшит с белком носигелсм. ’>п> 
«дьукнепгндная» молекула оказалась эффектив
нее любого I! ЗОЛ промин НОЮ 11СП1Т1ДЯ Н &!1<ЖИ|Ч>- 
iul w пролиферацию FM D V у крупного роппого 
СKOIII и морских свинок.

Эти результаты являются весьма миоюсос* 
lUiuoiuitMH, сам,тсс количество (лоза) пептидно 
1X1 MJltpiUUtt, мсобхсхчнмого дли индукции им
мунного ответ, примерно и 1000 разните, чем 
о случае убитой FMDV-wtKuitiiu. Чтобы рсипш. 
згу проблему, фра г мс h i  Д Н К . кодирующий 
л с т и л  из аминокислотных остатков 142-160 
VPI FM D V, с ти л и  с геном, кодирующим коро
вы и белок ГСШТ1П11 B(HBcAg). При экспрессии 
этого химерного т ы  и F  roli или культуре жи
вотных клеток сто продукты -  белконме молеку
лы -  и процессе самосборки образовывали ста* 
больные «27нм-чисти ни», ни поверх нос и  
которых ним и и к  ь пептид 111 VPI FM DV Эи< 
%incnttibi облазили высокой иммуноген ностмо. 
Такимобра юм. II lie At* можно мет*-тылwm. икл 
••ССПЮ и|к1кГК1»1ИИ1Ч1 М О-ТСКУЛЫ -НОСНГСДН СНИК'*  

1НЧССКИХ метилов Сравнение имыуншемтхти 
различных нетканых FMDV иамши, содержа 
тих домен 142 160 VPl-6cmaif проведенное на 
морских с липких, показало, что иммуноген* 
кость химерного белка, состоящею из HBcAg и 
указанного домена, в 10 раз ниже, чем у инакти
вированных FM D V -часпш, в 35 раз выше, чем у 
химерного белка, содержащего р-пызкюшлазу 
£ ivti н домен 137-162 из VPI FM D V . и п 5(Ю 
раз выше, чем уа»обоа11О1осп1гп;п1чсск01о псп- 
п и л, СОСГОИШСГО 1П 11М1ПНЖИСЛОШЫХ остатков
142- 160. Поскольку синтетический пептид, 
сшитый с HBcAg, обрпlycr 27нм-чпстнцы, сход
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нмс с вирусом itnaiMTa В. и они обладают почти 
rtKOll АС ИММУНОГСННОСТЬЮ, К** II 1ШТЖСП1ЫЙ 
вирус, НИ основе которого ПОЛУ'*СН С111Г1СП1ЧС- 
скнй пептид. нот подзол МОЖСГ СТИЛ, основным 
СПОСОБОМ ЛОС1ЯПМ1 ПСГГЩДЛЫХ ittMllill ♦ MCCiy
их действии.

II нет ас  существует несколько (ЧрдНМЧШИИ 
IUI Использование коротких пептвлоп П ЬЛЧССТПС
КЛКЦМ11.

• Эпитоп, 1<С1Ю11ЬЭутП111ЙСЯ ДЛЯ СОО/1ЛНКЙ к|>- 
фсктипмпР пептидной fUlKIIttllU. должен 
ПрСД1ГП1П.'1ЙГГЬ собой короткий, но нспрсрып- 
null участок белковой молекулы, а по биги- 
ст нс всегда.

• Конфетчипня пстгшдл лопжил был. такой же. 
как у эпитопа в шпак и юн шгрусиой члеттщг.

• И'юпмровшпшй нштоп может не обладать 
п о с те л и т?  им муноттостью . R будущем 
синтетические пептидные вакцины могут 
стать иисокоспсцмфичной, стккитппы ю нс- 
лорогон, безопасной и эффективной к и.тср- 
ш тш ои традиционным ши пинам. хоти яда 
т т г о  необходимо провести еще цехине ис
следований.

Гешшн иммунизации
Копий ПОДХОД, 1и>тьпли10|цин индуцировать у 
организма иммунный отпет бет »*псдсшо л и п  
геид, основан на нклшчепмн и клетки жипешо- 
го мшиенп гена, кодирующего белок-антиген, 
В Первых экспериментах такою р ( #  Г. гоЛ- 
плазмиду, с одержи щук* клонирован и мй ген 
белка-антигена, транскрипции которого илхо- 
л и л и с ь  пси контролем промотора вируса л шил 
пых, конь* л провали с микричжпниими Mvuiia 
и бомбардировали ими клетки уха мыши Впос
ледствии выиснн/юсь, что клонированную 
кЛНК можно ввоакпъ и клетки и с помощью 
внутримышечной иньскцим р а с т р а  с боль
шим КШНЧССЛЮМ Л-ЫЧЧНДЫ, несущем СООТВС1- 
ствуюшую Д Н К  Дли л и ю  необходимо и 
10* I04 рдт больше Д Н К , чем при бомбардиров- 
it- MiiKpo'fMJtBiuiMit. Воаном »м зкепернментав 
более чем п 75% случаев «с»* включился вклстхн 
мыши, и с и те  )И|хшанный бедик^нтгеи имл>- 
ниромд ciuiitT uinitic.T. УУгхп подход нептшмет 
IItOcjUIIIi ОЧИСТКИ mi litre но, что трсбул МНОГО 
Ц>ГХ1СН1! И СГСДСТ11, или НСППЛЬЮШИШП Д1И с от

дании тонины  text юл огни рекомбинантных 
Д Н К  Кроме того, получаемые с его помгтиао 
белки с большей вероятностью паавсринсггся 
правильной посттранс.шшопмои модифика
ции, чем бедки, синтезируемые орпшюмами* 
хозяевами :>тот истод, подучивший питание 
генной иммунизации, можно 11C пол ьи мать для 
ват ишшшш домашних живот них

Перепекший гетю й иммутпшийн были 
тщательно тучены. В одном из серий жепери- 
мситов мышам и квадрицепсы обеих млвих ко- 
нсчностгй вы «лили раствор с £  гой-шшпшчои, 
несушей кДНК нуклссиготсипа вируса гриппа 
Л. транскрипция которой пахолшась под конт
ролем промотора вируса саркомы Рауса пли ни- 
гомсгллтшрусл. Хотя уровень экспрессии гсип 
муклсопротсиия быв настолько низок, «по иг 
наплавался регистрации. черт » 2 игл после им- 
мушпаиии в кропи мышей обнаруживались ни
ппели к нему Выживаемость HMXfy'HMTItponnit- 
пых мышей скиталась вшчшглмю выше, чем 
мышей m  контрольной группы (рис 11.5) Ко
лее того, они бичи нечувствительны и ь другому 
штамму вируса гриппа Такая перекрестии* за
щита не вирабнплмстсч при мкелении гр;ииим 
они tax npcmmorpuniioiiiux вакцин. пшученних 
на основе поверхностных антигенов вируса. и 
полому каждая аакцина специфична лини, к 
одному иламму вируса. более того, тра ли т «ж 
ные luiMiimu сохраняют свою эффект шшоеГЬ 
только до тех пор, пока остаются нс» шскспни 
ми поверхностные a m iim ii- К сожалению, дда 
leiioo поверх мостил ш п н тк ж  характерна вы
соки* ч и с т а  мутаций, что приводы к поипле- 
HiDii существенно |Х1Х;1пчию1цпхси ипиммоп ви
руса. Каровые же белки, такие как муклс! ip o ir i t H , 

относительно стабильны и акппируин иммун
ную I пегому ПО лруггому механизму, чем llotcpx- 
1Г0Г1НЫС шпигены.

ДИ К-нм м уш тции пелоолап не только и»- 
Оежпзь очистки белковых антигенов, но и ииду- 
impotuiTi, иммунный еггвет, иалрашгсииый 
именно па кош1русмый iuuijmiuidB белок, а не 
its* саму iiiut «миду. Полом у один tt ю г же век ю р  
можно n cn o fitm n c д ш  доставки ражих бел* 
КОВ ИЛВ Л1М М«1О1ПКргП1ЮГ0 ППСМСНИМ tliUUllO и 
into же гена

С ульба ицсленипИ в к ктку Д Н К  точно нет* 
веста. В принципе она можп muaixipoturi. и
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геном хотяина <• ОССЬМЭ ССрЬСЛ1ЫЧ1» последст
виями. если при ло м  ыгрппшаетси какой-то 
важный ген или происходит злокачественная 
грлпсформииип клетки. Однако такое разим 
гис событий считается крайне малоиероят 
ным. Скорее всего такая Д Н К  кикос-то ирсмя 
просуinecntyci и клпке в пиле иерсплииирую- 
И1СЮСЯ ннсхромосомного здементп, л зятем 
разрушится. Генную иммунизацию пока ис
пользуют для выработки иммунитет к иекото- 
рым патогенным микроорганизмам (пирусу 
фИППП Л . ПИРУСУ 11ММуН«ШГф1Ш1ГП1 человека 
типа I, шгрусу бычьего герпеса. вирусу бешен
ства, Plasmodium лрм мшыяаюшему малярию, 
вирусу гепатита li) у животных» но не у челоие* 
m

Дли облачении доставки ЛИК ь кички жи
воты* при проведении геммой иммумичлппи 
был сошли моак^ишнроолнммй штамм Shigella 
fltxw ri. Эта бактерия проникла п зпителналю 
иис клетки животных путем «tiurouirroci» и при 
суитиумншм и ней шьими/ита* Д Н К  попашет и 
цитоплазму клетки-хозяина, где и происходят 
rp.incbpiiium» и трансляции пера пн. и мог о ею гг 
на. нахолшцекх н под контролем зукдрнотичс* 
с к о т  промотора. Shigella по пятогенныи мик
роорганизм, и как токовой ом не может 
I пт юл дежа i м:н для досгапк н Д  И К. Ее мегтоген- 
имй тп м м  можно получтн, виелд делепню в 
«ем ял//, кодирующий фермой аспартот-Р-полу- 
дЛ1ЛсП1Л“ Легилрогстпу. который участвует в 
синтезе компонента клеточной стенки днями- 
иоиимслииоаоН кислоты Штммы с мутацией в

1“ис. 11.5. В«£.*Л1Ш11МС Мишей. 1!ММ) ИИ 11!|КГ- 
MIIIHUX пмр>1 1 Н1И ДНК. Г есш р угм т ммшен 
иммуни atpotstui £. coli цттАщгой, несущей 
кДНК нукл1*11М|чттгииа iinpvcii гриппа А пол 
МЛ ГС ролей промотора пиру си саркомы Payer. 
Кошроиьмым MMiium мяании тшмш плат* 
мидиую ДНК По оси абсцисс отложен© гре
ми. прошелшее после контакта жившим* с 
вирусом фопга

osd- ienc растут только и присутстпни диамино- 
пимслиноиой кислоты и их можно исиолькмкль 
ДЛЯ ДОСТОПКИ ППЯЗМНДНОИ Д Н К  п эпителиальные 
юкгi t  li животных. поскольку они в ник не про
лиферируют

Эксперименты, и которых н качес тве пскто- 
ра для досгиики Д Н К  п клетки исполюоралдсп 
S higella , были проведены на морских спинках, 
и хота они ока годись успешными, судить о бет- 
опасHOCUI данной с истемы можно будет лишь 
после проведения клинических испытаний. 
Огромным ирсимушссгпом этого подхода ми- 
ляется пснможностъ перорального введения 
вакцин.

Аттенуированные вакцины

В и с к а горы* случаях и качестве ж иных iumhiii 
можно использовать генетически модифициро
ванные (рекомбинантные) микрооршни I M U  

(бактерии или вирусы). Такие imkiuiiuj сотрет 
ЛКбоНСПЯТОГСННЫО МИКрООргЛ lllf IMM, синтезиру
ющие антигенные лаерминанты определенного 
iitfuirciiitoco агента» либо штаммы пи наемных 
микр<юрпшн »мов, у кагорых модифицированы 
или лслаировдны гены вирулентности U них 
случаях основные тишайше детерминанты 
являются составными компонентами бактери
альных нлн вирусных части и имеют такую же 
конформацию, какую они принимают и болет- 
напорном микроорганизме И юлированный же 
лшигем часто угрочмнаа исходную конформа
цию И МЫ II4IWICT ЦИНЬ СЛа6*4И ИММУННЫЙ ОТ11П



Камыша aas

ВАЖНАЯ ВЕХА

Иммунизация с помопц.ю пептида, спи и-шроиаиною исходя m 
данных о нуклеотидной последовательности Р Н К  вируса ящура

J, I Ritilr, К A И AlcxniuJcr.T М SbmikK. J (i SiJtcMk.
К. Л U rw r, I)  J Rowland» . F Bmwn 

Лолгг 2*$: .10-33. \<#7

Начинав c первой и к п н и ы , с т 
ланной Я*.-ниегом Вовсе 200 Лет 
»u -a lii. Ги»; I ц :г  IH. U.O ч г п о н о ч г - 
CKU& П(ХУ1111Н>ВИрУСНиА вакпии 
и и с р к ш ш  уб и ш с  Mini u i*jv h ) I ‘ 
I4HWHWWC ШПОГСШ1ЫС ви русы  
или с ш н м с  с ними нглатогся- 
нме нпимым. Э т т  подход йсктл* 
т<уцю ‘«|:фол!иеем и • рслит iipau.a 
с* hacnpoctpiuieiiiK' рент вирус mix 
инфсвлио. ишшхн e w  примене
ние СИраНИЧОО но РНЗД lipKHlfiL’
не г«сс вирусы могут рмгш и куль
туре» 'iro нс позволяет сорлвзгп. 
КНМДИНЫ u pнии ми*. П)ч»итм1пС1- 
мо тралн«|11011ник едкими -  шфо- 
юсгояшди и lioreiumaiMio о щ е
нив процедур*: in ни оирусние 
ьабипсвани* можно предо, прл mi. 
с помощью трдлтнтним х едк- 
цин. С  р аш тн ой  молекулярной 
Гчилсхж.жи'им ы» Mifunix .ппмора- 
шрокч Пы ли  ирегнритгш  н<ш»/1 
кн С01ПДШС4 более fieioimciiux и

ЗффСКПШМЫХ I! в ТО *Г время НС-
НСС дорогих IWibllllil. НС MMOOUHU 
ограличтиб и применении 
И ведение дошиты мкдуинручгт 
наработку шлется * am мгси
ним детерминантам, п норме 
присутствующим нп гпягртно-
СТИ Шфусной '(АСПШЫ. НО*ЛОМ>
разумно было ПрСДПОЛОЖИ1С, 
•по яшыотичмый иммунный о» 
ИСТ МЯУ? МПМТ1. короткие син
тетические НСПТ1ШЫ с такой же 
■мтюкиилстюй послслокп сон
ностью, кик у видовой антиген
ной acicpMiHii'XTM Конечно, ы- 
кон поохид lipilHiпни лини. том  
случае. koi/л  лили синая область 
предетшмяет собой к орел кий. ни 
нспрсрынннй .томен

Ыг/гл II лр. ■ьислпли и очарок* 
ici*t30fu\fit РНК mipyca ящура м 
пи редел из» и амш мж нслот му ю 
послсломпел хмость основного 
вирусного белки -  ММ Провела

соответствующие эксперимента, 
они пришли в. йыкм) ,  *по его им- 
i«iri*ifMue дстормииинты олходит- 
си ш  N- или С-хоинс белковой 
мйлскуды. Определи о их яммю- 
К1ЧТОТИТ4С ПОСНСДШШТСЛЫЮС1И. 
они ciiinetiipm&ru серию пепти
дов. которые cnniHi с Оеикями 
переносчиками к ввели кропи 
кам В OTBci ни ••омуничлпии 
( - K O IIIК ИМVи HCUHUAMM VPI у 
кроликом it морских сшпмж шра- 
бвгмшмсь шпнтгла. зашниикь 
шис их 07 инфекции интактным 
вирусом >идури 'Ми рпГчша пока
то ли. что длв «илукиим синтезе 
илшгел. енЛг1ралилукиц1и ни 
тактые mtpycrttUc частим. дх>с 
-точно одного (иди нескольких) 
домена (доменов) специфическо
го пирусною Осака, и, с ледова 
тслыю. можно со;мддо| вскипи ни 
HoiuinTTiiiia.Hccuflep^uiiiMr iiftto- 
темных вирусов.

Противохолерные вакцины

Живые 1ЫКИИНЫ. как правило, горш о Ocviee 
к|к|х кт1ни1ы. чек? иежннме или суОъедииимиые. 
Основное гребованне, п|>eдuйl»ляeм^ч, к ним, 
отсутсшие и 1шокулйцисяпюм материте пиру- 
jicimibix м|В|Юорга11и м > .  3it> требоюнпе учм- 
п /гйлось н при ссущапии живой пролпюхолер- 
|к>й И.ТКЦ1ШЫ. Холера -  быстро |татт<вамущвяся 
киикгчлня инфекция, характчгрилую1цдяся лихо- 
ра.ткой. диареей, болыо т» животе, дегидратйщкй; 
гкредается через шпт^пую волу, *arpj?meiniyw> 
it^KaiiBiMii. В ра .ттккЮщихсяс9ра1К1К9 где систе
мы «чистки 1к>ды и удавешш сточных »сха иелос 
тгпочио parininw, утрата холеры цполпс реальна.

Вообуд1ттелем холеры является Vibrio chdem . 
Блктеркя (>.ттм1>ожаегся и тонком кишечнике и 
шлеляст в большом количеепте энтсрогокссш. 
мотор14й и шиетстпем ш итгогенный вс]к|)скт. Эи-

терогоксин -  тто гексл1мерны11 белок: ом состоит 
*и <1дно0 суСч^диммци Л . которая обш ш гтАПР 
рнОашчируоиен тстимностин и стимулирует 
алежпатцик-'ш^у. и пяти субъединиц II, которые 
специфически спянлсшпся с клеточным peufn 
тором слизистой кишечника. Су<»ьедитгитш Л 
имеет дли фуикшчмигп.нмх домена Л,, обл;шю 
ший токсическЫ! акпшноегью, и Л ,, огоепаю- 
щип *а ее сляиашзике с су(п4*днш1и>мл В. В на
стоящее время нспольтуется противохолерная 
ivtKumu, солержв1ш я убитые фенолом холерные 
впбриоиы: она обеслечивает гольк<> частичнуи» 
защиту от Н1и)екции и лишь it течение Д-6 мес. 
Поэтому бы и* предп|М1Ияи,1 iiohwikm  солдап. 
другие ТИПЫ rtpODlBOKOBepflOl) вакцины,

Как покачали проведенные ранее исследОва- 
иин.субьедипичиам вакцина,содержащая инак- 
птирооанныП холерный эигерошкеин, не нри- 
HMin к выработке иод ноне мнем о иммушегаа
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Pile. 11.6. C m r-iim c  nruniM.. 
V cAnitw с дела шеи «men* 
iiyK.%vof uiuioii ноелдежпедь 
п о с т ,  кодирующей A ,-n c n - 
tiw xcvjcfHoio токешш

л.4’ 1 -лнькгр. 
j J I I K  m iru iu  i ju n i  T.|

Xtmioctwi me JlllX
V i'Mrfu* l. iMirtbX

JlU'IIIIMtUIMUH 
ItO C H C lK  r*l I ( Л М 1 .Ч '!  W 1\ком*|ниш\м . Г е и  )VIU*;*#H€H4 I I I

X  t f  i p u i i l i l . l l «I iy

Xpc*4ecoviu»e ДИК
У. ch\kme

11 Ш IM llU i

XfX«4(Ct*OUlll ДНК
К thfJrrur

JJiJK’iiipcnuiiiiu» 
llt< 'AlUUU’lt' tfcfl(C Yh

пероральные 1.1К1ШМЫ ДЛМ мышей, o ik ii, круп
ного рогатого скота, uwiuwj . a сопссм недавно -  
и для челопека.

Приюимшишминшглньп1 вакцины 
Простейшие нариигп.1 Lnrfimanla тоже могут 
DUЛЫНЯТЬ у ЧСЛООСКЯ РЯ1П1ПНС иммунною отпе
та. однако солонине лффевлнпнмх илкилп П|Х>-

imi них ipe/.cmiunicT собой нелегкую кончу. С 
*лой иглью можно пенил ьичать упеиуарошт- 
мыс линии leisbnumia% ко они часто рсвертмру- 
ют и ciiommuoi пи рулен тны ми. л кроме пни. 
могуг длительное пройм бесе нм то м н о  перси* 
строгал i и cpntinmte человека -  рдордорс ин
фекции -  и передаваться другим людям Чтобы 
решить ни проблемы, иошетдись соияо» лп с-
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К|мчш • упмПРмДОминчв. I)  |

Р ис. 1 1 .7 .И р о л и ф с р и ш и  / т ч / ^ л к м к о  H i
n t  II « Г Т Г  му п р о  «АП  МОЮ l-lp ii 1ИТЭ Г  мы UIIIИ14% 
мэкрги|г»|дх. Д л я  мнил п т  и о б о и х C a y ia m  
HCIHCII ЮОаЛИ ОПНИМКОСИЧ! кол и место

-  / т ф г .  ь л  ход м н и х е » и а а и м о и о |и ю й  iJw jc

(H i p A n u  Tiluv cl id . Prve Sntl Aaut Sri 
ISA 9 b  i(f2b? 10268. 1995.C lOuohcimxNH I

муироиннную исрсосрткрушшую ЛИНИЮ 
Lfishmatria с помощью деле ими одного irj паж- 
НШ  JLIM мешболлэмя ГГ ПОП (н.мфимер, m ill Jill- 
шдрофолитрсдукташ ТНМИДИЛИТСИНТВЭЫ). V* 
одного in  тяких Пнрязнтов. Lrfxhmanin та /or 
Е10-5ЛЗ, д iki ichu липирофешалредукпми ж - 
МШШЛПСиНППМ были шмснсны гги.тми угтоИ- 
ч и пост и к внтиОиошклм G -4 W  и пиромииину. 
В отличие о I гшргглпоп дикого ниш. при вира* 
1шии>1нп L. пю/ог EI0-5A3 и обычной культуре 
иди в культуре макрофмгоп и среду необходимо 
доГцшлеть тимидин (рис 117) П орпштмс мы 
П1СЙ HALR/c тр а п п ы  остападись хнздсслособ- 
иыми в течение нескольких дней, «по достаюч 
но дли солдаты стойкого иммунитета у 
АН1Ю1НЫХ (рис. 11.8), НО ИСДСКГППОЧ1Ю для ри »- 
шпия шболстциш. Ни персмсгируюшша инфеж

ПИЯ. НИ lilfKWlClUtMHC НС ПОТНИКИ III ГЛАС у наибо
лее чувствительных видов мышей, гак «по лаи- 
нлялиния вполне подло,ни для саддалм» нимш- 
мы Проведя дополнительные эксперименты МИ 
жнвотпм*. мохнобупп npOBrptm» ее эффсктмп- 
ность при имкгуни шиш! человека-

* Векторные* иакинны

П/вШШширусные вакцины 
И качестве |ффскгпвноИ живом iipumnnocncM- 
itoii вакцины широко кс НОЛЬ тун Н’вирус коровьем 
ОСПЫ (В К О ), ОТНОСЯЩИМСЯ К ролу MOKCBlipy- 
соп. Геном этого I прус» полностью c c k p c iii- 
ро!шн;ои представляет собой ляухнепочечнук) 
Л И К  длинен 187 l.llJ i., кодирующую пример
но 200 ришых белков. Д Н К  ВК О  ренлимиру

PlIC. 11.8. НмМуНИт Г. Ш1руЛСН1Ж*«> ITjp«l 
пну L. major, гы|11|бин.1Гк1Ю11.мПс>1 у мышеи 
ИЛ1 И/с после iiuvsciiill втхсиумро1С1мно*о 
ttopamm / major В чочент времени 0 чы 
nieff. прел вари тся u  u> вакцинированных Ю- 
ivи)прошитым миралшом, ир&ждлп оир> 
л е т н и м  mipauvTOM. i* ытгч опрслсл^лм 
средний (unvicp лейшмиишипы* яти Конт 
рОЯМШЖ чиюсм ПС 1Ш К III! Iinput4.nl (H i (НИ 
бвтшТии¥с1и1 Рпн\ Hut! Aitul Sri / ХА 91: 
10287 1026*. 1995. с нтмсиемниии)
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etcя  n цитоплазме пнфн пироп*пн ил клеток, a 
нс и ядре, благодаря наличию у вируса гемов 
ЛМК-нолммернш, Р М К -п о д ш е р ш  и фер- 
МСНТОП, ОСуЩССШЛЯЮЩИХ ЮП1ф01ШН11С\ мети
лирование и полиоденилиропанмс мРНК. Поэ
тому, если n icHOM ВКО ncrpoirrb чужеродный 
ГСН, 1UK чтобы он находился под контролем 
ВКО-промотора, то  он будет экспрессировать 
ся нпшпнеимо от регуляторных и ферментных 
систем хозяина.

ВКО имеет широкий спектр Х01ЯСВ (ПОЛБО- 
НОЧНЫХ и беспол пои очных), остается жизне
способным п течение мши их лет после диофи- 
л или ц ни (испарении полы с помощью 
С1МОРЛЛ иплнкм) и иг обхяляег ОН КОП* ИНЫМИ
стюйстьлмп. а потому может использоваться 
для создания тпк называемых гскторных пак- 
пин. С  их помощьюосуществляется доставка к 
жспрсссия в организме-ХОЛЛИНС клоп кропан
ных генов, кодируют»!* антигенные белки, ко- 
iopi.it* индуцируют выработку протсктнпнмх 
антител. Геном ВКО имеет большие розмери н 
нс содержит уникальных сайтов рестрикции, 
что нс позволяет встраивать п него дополни-  
тельныс нуклсотиднмс послслопатслыюсти. 
Однако нужные гены можно п р о л и л , и  геном 
ВКО с помощью гомологичной рекомбинации 
in vivo следуЮП1 мм образом

1 Сегмент Л И К . копирующийспецифичный ан
тиген (например, HBcAg), встраивают nn wi- 
мнаный вектор !tenocpcACTt*jiHo после клони 
pciUlllltOlO ВК О  промогоря. ВКЛЮЧСНТКНО п 
к/жой-либо несу 11!1*стпгнныН ИИ ВКО, напри 
мер геи THMIUHHKHHttJbl (рис 11.9. Л)

2 Этой плазмидой трансформируют культуру 
дефектных по тимндин хинине животных ме 
юк. обычно фибробластов куриного эмбрио* 
ми, ii|tcAiiiipiiieai.ifc> инфицированных ВКО  
дикого типа, который синтезирует функцно 
мильную 1  имидимюшнзу.

3. II результате рекомбинации между нуклготка- 
ними последогштельиосгнмн. фШЦ!КИруК)1ЦН- 
ми промотор и ген протекжьпого антигена, и 
гоаюло! мчными последоссослиюстями пирус- 
шчо генома происходит петрашишме клониро
ванного Iгни и вирусную ЛН К  (рис. II 9. !>) 
Частота таких рекомбинаций невысока, од
нако популяцию клеток. содержащих реком-

Hr.aauMrt

BKOnjiCMtmt'
I lH i l t A lH IM i l l . l  <14

ОКО

1сн
IMMI.'.IH'MflM *u

ПКО

У

ДНК ВКО
7

ВКО -промпкф

Рис. 11.9. Всграшшимс и ДНК ВКО in n . (Ч* л коли и 
ирешухт xoiupoin (обычно tutpyt'Hiatt annual) виду- 
niipyci иммунный ittbci А П/ипмила, иссуши* ген 
u i f n i r v n i K ^ o  б е л к и ,  с п о с о б н ы й  Ж С К р е С С К р О Ш Г М .'П  

В. Лнойной хроссмигопср. пригюдмший к истраши 
ним эюго гена пДНК ВКО.

оннлнгний ВКО, МОЖНО обо ПЛ ИТУ, ИСПОЛЬ 
туя седеетминую среду с бромгекжеиурилн 
НОМ. Эюг ТОКСИЧНЫЙ С1НАЛ01 niMIUPlia II О! 
сутстме тмкдннкшгазы Не включается и 
синтезируемую Д Н К  и не оказывает токси
ческого ЛСЙСПН0 1. Дефектные н о  i h m i u i i h  
кипи it клетки xo.weiui, кширис содержат 
обычный ВКО. и присутствии бромэг юксм- 
уридииа погибают, а клетки, несушке ре 
комбмнантиый ВКО с разрывом п гене ти
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МН.1К1Н1Л1Н&1Ы. CltlHOhtflCJt )СтОЛЧ11ПЫШ1 >• его 
юношескому acfieiBiiKi.

4. Прсдекнп окончательный отбор с помощью 
ДИК-зоида. гибради »ующсгося с геном ан- 
ih ic iih o io  белке.

Поскольку дефектные по iiiMiuniiKiuiai.it' 
ВКО спонтанно возникаю* с относительно иы 
СОТОЙ частотой (примерно I ни 1(Р— ||И нирус- 
ны\ чнечиц), нередко проводят котринсфскцтп 
меток мким-лиОо счлекшипым маркером и 
нужным геном Эго обличает разграничение 
спонтанных мупипов и м> ишюи. подученных с 
помошыо гомологичной рекомСнтмши. В каче
стве селективного маркера Обычно используют 
ген пео, кодирующий фермент неомимнн-фос- 
фснринсферезу II и обеспечивающий устойчи
вость у  аналогу кншмициии 0*418. Этот ic h , п 
отличие от других селективных маркеров, оста
ется cr.iOiui.HMM при встраивании в геном ВКО 

Разработала специальная система, по июля* 
ющ&я избежать прерывании рамки считывания 
генов ВКО при встраивании чужеродного гена. 
При томотпадает необходимость!! использова
нии селекпшных маркеров, поскольку каждый 
образующий бляшку рекомбинантный вирус бу

дет содсрлл|ь п экспрессировать гсн-ммшень. 
Д Н К  ВКО дикого типа несет ген vp37% огвечаю- 
iiiim .м образование бляшек при росте вируса 
и моносюйноЛ культуре животных клеток 
(рис. 11.10, А) Если заменить s w i ген маркер
ным юном £. coUt то образуется мутантный ВКО, 
который не формируем бляшки при пыращмпа- 
нш1 сю в течение 2 -3  сух it культуре животных 
К.1СЮК (рис. 11.10. Б). Гсн-мишснь ВВОДЯТ * UW1 
мугантныи вирус с подошью гомсхюсмчнОД рг- 
комбнншши си» Д Н К  с лектором, иссушим 1ГИ 
\р37 и ген-нишеш. (рис I I .  10. //>. Мутантный 
ВКО, получившим тгн vp37% приобретает способ
ность к образованию бляшек, n p i лом  п его ге
ном встраивается гсн-мишснь, а маркерный геи 
уплачивается. Мутантный атгрус с делегирован- 
ным геном 1 р.?7нс можстрспсртнропать к дикому 
типу, потому каждая вирусная частица, образу
ющая бляшку,содержит желаемую конструкцию. 
Этот метод прост, применим для переноса иэхе- 
upeccHif любою reira-чпшсни. не требует каких- 
либо дополнительных маркерных генов и нс прс- 
рыткгт рамку СЧ1ТГЫШЖ1Ш генов ВКО

В геном ВКО уже удилось встроить и экс
прессировать в культуре животных клеток не
сколько генов иитгеиимх белков: О-белкя ни-

А ЛИК ВКО лике* о ним

Ясный
»1>.'Ч1И I см vpM

Припыл
Сиам г

Л И К  МУ14мТ1ИИО ВКО

Пежин Прайме

Г Г
Ьспор на ееvюпс ВКО 

Ген т?7
Пг̂ *им

Гси-мтисяь фпинг

IlUllll.lllHKCf

Риг. 11.10. А ДНК ВКО ди
кою типа /» ДНК нуыитио- 
то ВКО А  Вектор »»и основе 
И КО. Левый фланг и прлмлн 
ф ля ш  -  ПЛСЛГЛ0ЛЙ7СЛ1010- 
сти, приикклюллк стоил и 
сирота coniиетгпк:1 bio к im> 
vpJ7 и 1споме ВКО дикою 
тина. Промогор »скд ipJ7n* 
«нжпжш р7.5 сильный 
•ранишь (млн •гш1Лпий»| 
ИКО-промтор Ген чинень 
встроен п голилинкер Гомо*
Ж>ПГ1>»Я рскомбкНШ Щ Я УХЖ-
ду рсконбиимгтмм ноли 
ром и ДНК м> тин тою  вируса 
npitncwn »: имеие млрьер 
мого гема F. а\Ь ил ген тpJ7»»
fCH-MKtltCIIW



КПК!|Ц|1Ц1 241

руса Остепени», itcHicpxiKuriiHiiu aniiiiiiia itnii- 
nm i It. поверхностных б ш о н  пирует СинаГше, 
NP- и НЛ-белков пируси rpimna. N и ( i -бслков 
вируса везикулярною CTOMHTimt, глнмжротсм- 
ИОП Г4фуси простого герпеса. НсИОТО|\ЫС |!Э ПО- 
лученных на основе ВКО рекомбинантных век
торов МОЖНО ЦС1ЮЛ1и«ОПЯ11. ДЛИ СОЗЛ1Ш1(Я 
>ффс»а ItOll UX пшепии. Тик, рекомбинантный 
ВКО. 'зкспрсссттруюишй ген гликопротсинд I) 
вируса простого icpncca типи I, предотвращает 
герпесные инфекции у  мышеи, и рекомбинант
ный RKO. жспрсссирующиЙ геи поверхностно- 
ю шиитски пн руса бсшенспы1, lotaynirpyci пм- 
робепку протактинии* антител у лис, осноиных 
исреиосчикоп отгруха бсшенстпл в Ехропс

Век горные В К О -1Шкцнми нолполяют прове - 
сти иммунизацию сразу от нескольких тбодспа 
пин. Для .ттого молено не пользовать ре комби 
i i u h i h u h  ВКО. который несет несколько темой, 
колирующих ри шыс ли пн сны.

В ымгсимости от цсполмусмою ВКО-промо- 
терв чужеродный белок может синтстиро пяться II 
рииисй или гкодней ф пе инфекционного никли, 
при лом его количество определяется силой 
промотора. Обычно дли достижения высокого 
урисшя жспрсссми немилы) к и •поздние* ВКО- 
промоторы: pi I (промотор гена, отвечающего за 
о п т б е л к я  miui. массой 11 кЛл) «ли  р С Л Г (про 
мотор teiia интегральною бедка вируса коровий 
оспытина Л ) При пстриипмтж ноли) Д Н К  ВКО 
нескелысих чужеродных г«ион кяжлмй in  них по
мещики пол kohijxxti.o i лсдышк) ВКО-прочию- 
р«|, чтобы прсдошрапт* ЮМОЛОП1Ч11) Ю рекомби
нацию между рв РМЧными участками вирусной 
ДНК. которая может принести к утрате встроен
ных генов,

Жнилы рекомбинантная вирусная пикника 
имеет рил преимуществ перед неживыми вирус
ными и с у£ч «единичны ми вакцинами: I) презен
таций аутентичного антигена практически не 
отличается от таковой при обычной инфекции; 
2) вирус может реплииировшьси в кдсткс-хотя- 
ИНС и увеличивать количество лнпигни. кото
рый активирует продукцию ш лш ел В-Клстхами 
(гу моральный иммунитет) и стимулирует выра
ботку Г клеток (клеточный иммунитет); 3) 
ВСТрШИШШС ГП Ш П  UHГИТCHIIIJX белков П ОЛ1ТН и 
большее число сайтов iciiom j ВКО сщс бодыпе 
уменьшает его вирулентность

Нсдостлюк жшюй рекомбинантной вирус
ной вакцины состот в том, что при инкиинаиип 
лиц со сниженным иммунным статусом (напри
мер, болышх СПИДом) у них может раэшггься 
тяжелая вирусная инфекция Чтобы рсицггь угу 
проблему, можно встроить и вирусный вектор 
ген, кодирующий человеческий интерлейкин-?, 
которым стимулирует Т -к л  сточный ответ к ог
раничивает пролиферацию пируси

Нежелательные небедные зффскш пролн- 
феранин ВКО можно предупредить инактива 
цней вируса после вакцинации. Для итого был 
с осин» чупстпитсльинй к митерфероиу вирус 
(В К О  дикого типа сгпюсптеяыю устойчив к его 
лсйстпию). пролиферацию которого можно ре- 
гулировяп. в случае возникших при вакцинации 
осложнений

Механизм устойчивости ВКО к интерферону 
Оставался нсустамонлотым пики не были обна
ружена открытия рамка считывании К31, ходи 
румчцлп белок мод. массой 10,5 кДа hoi белок 
содержит аминокислотную нослсдоп1геды(ост1., 
гомологичную N -kohucwHi части эукариотиче
ского фактора i o i h i i h n u n i i  elF-2a мол. массой 
36.1 кДм. N-KOHiicHUc области обоих белков со
держи! #7 практически идентичных аминокис
лотных остатков, причем и положении 51 побо 
Их случаях находится серин, который и clF-2o 
фО(ф<рИ/11ф)С!СИ HKT1IвирусХЮЙ 1ШТСрфС|Н1НОМ 
Р|-киназой, что приводит к ингибированию 
синтеза белка и обработанных интерфероном 
клоках. K3I.-Ослик действует как конкуре* и -  
Mi.ni ингибитор фосфорилировании с IF -2а, 
обсаичиши* устойчивость ВКО к интерферон), 
и если из генома ВКО удалить ген K3L »пи его 
часть, то вирус станет чупешгтельмым к интер
ферону. С  помощью IIЦР-мутагене за гена K3L. 
находи те! г»ся и составе шашнды. и последую
щей гомологично!» рекомбинации между ДН К  
ВКО и пли 1МИЛОЙ i целью замены К31.-ппследо- 
шпельносж ДИКОЮ ПШИ модифицированным 
шфишпомбыл сконструирован мутантный ВКО 
K3L Этот штамм оказался в 10-15 рра более 
чувствительным к интерферону, чем игтлмм ди
кого типа (рис. 1111). Эго риботп «ваяется пя*- 
иым шипом на пути сощипни более («сюгтеных 
ВКО-пскторов Послс/ю&атсльностн. сходные е 
K3L, могут содержат ь и другие усгойчмтдс к »ш- 
Гср(|к-р01гу вирусы. ЧТО ПО ИЮЛИ ! с помощью ДС-

lfi-Ы »
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j\c m m \  п р и  c o .u iu j i i i i i  l u n u m .  с о с т о ю  it pa m e* 
ш см и и  п р о тс к т и и н о го  a i m u n i u  п а то ге н н о й  б а к 
терии но п о в е р х н о с ти  ж и в о й  н е т ш о г г н н о й  б а к - 
l t p n i i .  М н о г и е  б а к т е р и и  им ею т ж г у т и к и , 
со с то я щ и е  и  I бе лка  ф л ш т л л л ш а ; и о д  м и к р о с к о 

пом  ОНИ ВЫГЛЯДЯТ КИК НИ ТИ , ОТКОЛ МИНС СП бик 
irp ii.L u .H o n  к л е т к и . С е л и  с д е л а ть  та к . « п о  ж г у т и 

ки  не п л т  ш е й н о г о  м и к р о о р га н и з м а  б у д у » н е сти  
сп е ц и ф и ч е ск и м  л и п о м  п а то ге н н о го  м и к р о о р га - 
н и  т а ,  т о  м о ж н о  б у де т itH n ysu ip o ic in . пы работку 
п р о го с ти  « ш х  а н ти те л

Именно шкой подход использовали грн СО! 
лщи1М противохолерной оакнины. Синтетиче
ский олигонуклеотид. кодирующий эпитоп 
субкдиницы В колерного токсина, встроили и 
1ипсриармибслм1ы1( участок гена ф.'ииеллина 
Sebrs-mtUa и полученную конструкцию имели п 
дефектный но <1и1лгеллииу iitmum.v Salmonella 
При ЛОМ било ИЛИССТНО, ЧТО ЭПИТОП, tlK.lUriUH) 
until SO—64 аминокислот ныг остатки субмгли- 
Нины В колерного токсина, индуцирует выра
ботку антител к интактному холерному токсину. 
Химерным флдгеллим норн алию функиионн 
ропат, а эпитоп холерною токсина раимацакн 
ни поверхности ж гу тк с т  Иммунизация мышей 
с помощью м»прапср»понсальиой иньскцни 
примерно 5*10̂  живых иди убитых формантом 
бактерии с модифицированным флогеллпном 
индуцировала выработку большого количества 
антител как к пептиду (SO-64 аминокислотным 
СК'ППКаМ). «аК II К маис куле ItinaiUlftOI О ХаЗСрНОШ 
лжхини Аналогичным образом можно петришал ь 
лав и лаже три разных эпитопа полип флвгеллгшо 
nui’i ген Sa/tnrfttflk и стлать поливалентную про 
шнобаг rcpiM.iMiyw вакцину

С  помощью перорального ппедення я пен у и 
рош атш  «шиммов Sotnmiella можно осу шести
Д»Г1. дсчпиг»к> || o p t Ш И М М  ХО III III 1В м н о г и х  бю сте

ршпьнмх. вирусных и лирангглриих m inim um  
Большую роль при пом играет выбор промою 
ра. контролирующего транскрипцию чужерод
ного гена. Паж используется слишком сильный 
промотор, может по ишкиуи. метаболическая 
•перегрузка*, сдерживающая пролиферацию бак 
тгрнй В от лично от ферментера, оргямиты жи- 
nonioro-хоэянид нс является замкнутой систе
мой, и экспрессию чужеродною гена нельзя 
регулировать изменением температуры или до
бавлением сменифически.ч метаболитов Регуля

торную роль может никпь только промотор, ре 
ишруютий на тс или иные сигналы Например. 
paOoiy промотора mrB L. coli можно регулиро- 
юпь, изменяя содержание нитритов и кислорода 
и среде, а наиболее активен он п анаэробных ус 
лопних. В одном из экспериментов промотор 
tilrB испапьэогяьтн для кошродм экспрессии ic 
ни нетоксичного иммуногенного С-фрагмента 
столбнячного I окей на г- аттенуированном 
штамме Salmonella. В разливающихся странах 
инфекция Clostridium ними уносит более I млм. 
жизней п кць Если генетически молифиниро 
шишьи* штамм SattntmvUa пырлщтипь п аэроб 
них усе они их. то С~<]>ряг мент оолбиячноготок 
сини синic ш (мшиться не будет. При 
ItCpOpiLlbMOM же ПЮЛСИИМ ЭТОЙ бактерии тести
руемым мышам 1 -фрагмент синтезируется, и у 
ЖИВОТНЫХ мыраблнлмипся антитела к нему. Та 
КИМ обратом. Штамм Salmonella, и кшорми 
встроен Г-ф м гм еш  столбнячного токсина, кл 
холящийся иод контролем грОМШОрл llirlf. мож
но использовать как жилую пероральную прота 
востолбиячмую вакцину. Чтобы пы ленть, 
насколько зффсктипсн эгсп подход при пахни* 
нации человека, необходимо пропсети дополни
тельные исследования

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Традиционные вакцины содержа! имактниро- 
ионные или иттсиуировштыс> питoiс п и т- чик 
priopnuiii «мы (б-.о.прии или пируем) ^ lll  IW1K- 
цины имеют рил недоеппкоп: нс вес патогенные 
мнкрооршни «мы можно nupsu urn. а необходи
мых для производства вакцины количествах; ра
бота с большим ьоличсслюм патогенных чнк- 
роортшичоп тр*б>с? ССХС!мления строжиИ11111К 
мер предосторожности, птггнуиргншниыг игшм
мы нередко рсвертируяУ! и становятся пирулент 
ними; кнактшшцИя часто бывает неполной, 
срок годности пикцнны званой от условий сс 
хранения.

Технология рекомбинант их Д11К позволяет 
создавать «тележные вакцины, испоиьзун при 
этом разные подходы. Делегируя гены, ответст
венные за гшрулстпность, получают живые нвк- 
цини, содержащие наштогенные, имнунолош- 
чсски актппные шиммы, которые не могут

1C
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|К'№рТЩЮ1иШ» и сгимонкл.ся ИИГ02СН» ыми. 
клоннрсиишпыс гены. кодирующие осмопиые 
антигенные детерминант патогенного орга
низма, (К1|МИШ11|1Т П геном НсППТО!СННО(С' носи 
теля (обычно nifpyi^i) и получают безопасную, 
нс содержащую 6oiT#e.inei норных микрооргшпп 
мои тосцину Наконец, гейм иди их сегменты, 
кодирующие оспенные антигенные детерм и 
шипы патогенных микрооргиинлчои. пстраииа- 
•от I» лссгтрсхсируютие «ж ю р и, полагают |«уж 
ими мропукг о большом количестве и 
мсшш.>ун»т ею как никиину. Последний подход 
позволяет производить субшщнннчныс И ПСП* 
И1ДМЫС ликиннм (если используются полнораз
мерные гены n перлом случае и фрагменты ic- 
мои кодирующих домены остюиных антигенных 
дегерминат -  но пгором). Псгггндиис вакцины 
получают и с помощи» химического синтеза 
п е т  идеи.
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Heterologous protection ctgninM influenza by 
Injection of U N A  encoding a viral protein Scietttr 
259:1745-1749

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Опишите вкратце способ coin ап нн никоими 
прошв бактерии, продуцирующих токсин.

2. Что ограничивает применение традипион
пых шиснин?

3. Предположим, что пы принимаете участие я 
работе международной организации по ох
ране щоропья животных и нам нужно coi 
лить пик пину протип крайне вирулентного 
вируса крупнот рогаюю скота. И л а с с т н о , 
что Iсном прсдсишлгст собой полиидсни- 
лпропниную л  и не Иную од ионе почечную 
РНК длиной 10 I п к и содержит восемь 
разных генов. Вирус нс имеет оболочки, его 
основной антигенной детерминантом явля
ете» белок кипенлп (VP 2). Какую стратегию 
пы используете*

4. Какие подходы  прим е м якл ем пр и  coi/um im  
пептидных противовирусных тисним?

5 .11ю предстипляст собой пирус коровьей ос
пы и кик е его помощью можно получать 
уникальные лппи с рекомбинантные пак- 
цини?

6. Предположим, что пи пилслшш PH К-со
держи until пирус. nu бешенство у
скунсоп и снс'юп Кик но основе этого очи
щенного пирует) сошли* рекомбинантную 
вакцину, защищающую животных от бе
шенства?

7. Как работник Всемирной организации 
здравоохранение пы должны найти om it- 
м х и н ы и  способ искоренен»• и бешенства и 

популяциях лихих животных Предполо
жим, что у пае сен. пептидная вакцина и 
вакцина на основе вируса коровый оспы; 
иы(чрнтс одну пт них и обоснуйте ваше ре
шение.

К. Как можно Непалиюгигть и кичсстяг ш » т и 
пы бактерии со жгутиками?

9. Перечислите преимущества жшюи реком
бинантной вирусной вакцины перед нежи
вой и суГлслимичнои пикниками.

10. Опишите несколько подходов, использо
ванных при СОНЛИИИН ЛОЛерНОЙ IMIKUKHId



ГЛ АВА  1 2

Использование рекомбинантных 
микроорганизмов для получения 

коммерческих продуктов

До настоящего времени основной целью иссле
дований в обдаст молекулярной биотехноло
гии было получение различных белкоо. Однако 
технологию рекомбинантных Д Н К  можно ис
пользовать также для крупномасштабного про
изводства миопи ценных низкомолекулярных 
соединений —  витаминов, аминокислот, анти
биотиков ИТ. л

При наличии эффективном системы экс- 
прессии получение бедка продукта специфи- 
чсского гсш1 нс составляет особого труде» 1>с- 
лок может п реле гиалит ь собой либо тот 
коне'ты И продукт, который хотят получить (ни 
пример, рестрмцирующую эндонуклеазу), либо 
фермент, каталитпруюшпи определенную хи 
мичссхую реакцию (например, одну из реакций 
биосинтеза антибиотиков). Иногда п результате 
генетических манипуляций микроорганизм 
приобретает способность к синтезу нового фер
мента и может использоваться для получения in 
vivo низкомолекулярных соединений -  питами 
ион, аминокислот, красителей, антибиотиков, 
предшественников различных биополимеров и 
1 . д. Такой микроорганизм становится «фабри
кой* по произволе!«у полезных метаболитов.

Эндонуклеазы рестрикции

Развитие технологии рекомбинантных Д Н К  бы
ло бы невозможно, если бы в распоряжении ис
следователей нс было ну жных эндонуклеаз рест
рикции (рсстриктаэ), В настоящее время л 
продаже имеется бешее 300 различных рсстрик- 
тат Эти ферменты синтезируются самыми раз
ними микроорганизмами: аэробными, анаэроб
ными, фотосинтезирующими, диаэотрофными,

мечшрофными, термофильными, психрпфиль- 
ными. медленно- и быстрорастущими. Для куль- 
тииирования каждого из них необходимо полоб- 
рать оптимальные условия с|срмснтации -  
температуру, pH, состав среды, концентрацию 
кислорода -  с тем чтобы максимизировать вы
ход необходимого фермента. Чтобы ис при
шлось выращивать большое число разных мик
роорганизмов. готовить многокомпонентные 
среды, ризробатышгть ратные ферментеры и тра
тить время ни полбор оптимальных условий ро
ста дли многочисленных организмов, часто кло
нируют гемы эндонуклеаз рестрикции п 
Escherichia cott. Это позволяет стандартизовать 
условия получения необходимых продуктов 
Кроме того, культура клеток t\ с oh быстро л ос 
тигвет высокой плотности и может быть при
способлена для сверхлрод укипи необходимого 
ферменти.

Технология пьшеленин и экспрессии чуже
родных генов п L. соП и в некоторых других ми
кроорганизмах л  ости точно хорошо отработана, 
однако нс сшит забывать, что синтез (стсроло- 
гичною белки n организме-хозяине может ока
зывать на него iicniTiH iHoc влияние. Например, 
сьсрхиродукцин такого белкд может привссш к 
истощению метаболических ресурсов хозяй
скою организма и отрицательно повлиять на 
ею рост. Присутствие гетерологичною бег.ка 
может оказаться даже тубительным для клетки- 
хозинма Так, сайты ресфикции имеются во 
всех молекулах Д И К . и если продуктом клони
рованного i c h ;i является эндонуклеаза рест
рикции, го в отсутствие специальных зашит- 
них механизмов хозяйская Д Н К  будет 
расщепляться ею.
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Микроорганизмы, сшттсэируюшис эндонук
леазы рестрикции, выработали систему самою- 
ш иш : они мсгшшруки одно min несколько ос
нований рсстриктазного сайги, и расщепление 
Д Н К  в этом сайте гомологичной эндонуклеазой 
рестрикции блокируем см Гран отрицательны* 
микроорганизмы имеют еще один механизм эа- 
ингты: эндонуклеазы рестрикции у ник докали- 
эопзны а псриллазмотмчсском простри истце. 
Благагыри такой кочпиргчешдлшипнн проис
ходит физическое разделение рссгриктгп и ДН К  
и при этом обеспечивается свободный доступ 
метилирующего (модифицирующего) фермента 
к хромосом ной Д Н К  Кроме того, »го зшшшдет 
клетку оз проник копен ни п нее любой чужерод- 
ной Д Н К . например вирусной

Один из к од холоп к решению проблемы дс- 
традиции хозяйской Д Н К  гетерологичными эн
донуклеазами рестрикции состоит п клонирован 
ним и экспрессии и pcuiiinicimioM организме 
как гена с|нфмеита рестрикции, так и гсж» соот
ветствующего модифицирующего фермента. 
Однако клонирование обоих этих генов в одном 
микроорганизме технически затруднено, если 
они расположены на хромосоме донорного ор- 
гиничма шнеки друг от друга. Кроме того, чтобы 
не допустить расщепления хозяйской Д Н К  эн
донуклеазами рестрикиии, метилирующий фер- 
мент поено трансформации должен citirmicpo- 
1ШП.СЯ еще до ндчида синтеза рестриктазы.

Парне. 12.1 прсдстдплсна стратегия вылелс- 
и»«к и клонирования и £  сЫл гена рехтрнктлэы 
Л/1 грамотринательной бактерии Providencia $ш- 
дгтй. I

I Д Н К  Р. uuartii расщепляют с помощью 
//жОШ и встраивают фрагменты n HindiII 
сайт плазмиды pBR322.

2. Рекомбинантными плазмидами трансформи
руют клетки £  сой HB10I и пырашишиот их п 
ж и л к о й  среде, а затем инфицируют бгисгери- 
офттом X. Если а хозяйской клетке экспрес
сируется ген фермент рестрикции, то она 
окатывается устойчивой к латтнескому дей
ствию фагов типа X. Д И К  которых активно 
расщепляется синтезируемой рсстригтлэой.

3. I рл нс формированные клетки, устойчивые к 
фпту X, подвергают осмотическому шоку, 
чтобы высвободить периида змдтическне бел

ки. Огтрслсляюг активность рестриктазы /VI 
в белковом экстракте.

•» Положительные клоны тестируют ив нали
чие PsA -метилирующей лктивнпеги.

Олин положительный клом, иинтенный в 
ЭТОМ эксперименте, содержал встроенный ф|>иГ- 
мент Д Н К  длиной 4 т. и и. с интактным оперо- 
•том рссфнктиэи и метилаты /VI и промотором 
Р. snuiriil. В мгже, несущем эту генетическую 
конструкцию, соблюдался естественный ЛрсМСН- 
•той порядок И11ПГМ. шмч.ьтс синтезировался 
метилирующий фермент, затем эндонуклеаза ре
стрикции. Уровень экспрессии тема рсстрикгазы 
РйЛ в Е. той быт примерно п 10 роз нише, чем в 
Р. stuartfl Как и предполагалось. рссгриктаза ил 
холилась н псрнилазмитнчсском пространстве, а 
метшим в цитоплазме. Метол получения А/1 
клонированием соответствующего rciui е L  сев 
гораздо более эффективен, чем выделение угого 
фермента и j  Р. smartii.

Для выделения ichob , колирующих фермен
ты рестрикции и модификации (метлмровя- 
нин), можно использовать также другой подход, 
которым состоят в следующем

1. Создают банк клонов Л И К  организма доно
ра. продуцирующего известную экдонуклсл- 
з> рестрикции Используемый при этом 
шшзмидиый вектор должен содержать по 
крайней мере один сайт уодевании для этой 
рестрикции.

2. Трансформируют А  а Л  гибридными плаз- 
милам к.

3. Из трансформированных клеток, выросших 
в жидкой селективной среде ( т. с. из клеток, 
содержащих плазмиду), выделяют плазмид- 
нуто Д Н К .

4 Обрабатывают ее интересу хиней исследова
теля эндонуклеазой рестрикции.

5. Трансформируют Г. сЫг нлаэммдными Л И К . 
обработанными тдпиуклеазой рестрикции

Ключевым моментом этого метода является 
то. что илазмилная Д IIK  клонов, несущих и экс
прессирующих ген фермента модификация, 
оказывается устойчивой к расщеплению соот
ветствующем эндонуклеазой рестрикции, по
скольку сайты узнавании и ней метилированы.



ИСПСЫЬКЖЛНИС рСКОМбШ«Ш«ГНЫХ MltkpOOpfaiHt.lVOH ПЯЛ ПОЛуЧСНИ* KOMMUJWCCKH* 1фПДуМС1!1

P M . 12.1. kjiomi|4j|i«iiii»e ic 
Mil рсстриктл IM /471 и CltiOp 
несущих CIO фОИСфОрМИ- 
рООЯКИЫХ 6акгср1141 IMII/.X 
м гк ж . Хромосомную Л М К
/*. iAM ffil pilL UlCll Jllhif
//irxllll II ЯСТрЛТПвКЛ фрЯГ- 
м с т и  и гавдмнау pBKA22
Vpdllu]x)pMII|l>NT| рскомви-
и а нгко В  fi.uMMtucin f .  atlt.
иырлщипакп м етки и жид
кой среде м инфицируют
фоюм OtOfip&Hii транс
форманты. устойчипмс к 
фату; именно они несут и 
экспрессируют кломиро- 
Ш Ш Ь е А  г е н  РъЛ

I 1 |4l.iUf*>t«VMUt* I гпЛ 

* II Ж1Ц1М«Л CJCJ3C

| 1!нф1ши|ч1ьиписфш1мЛ

(Мор ВДОЦИИЯ, •*

Рассмотрим следующий пример В плазмиду 
рВК322 встраивали ///milII-фраг менты Д Н К  
Ikwit/ovilvто dcuilfuricam  и цхжеформ провал и 
сю метки L\ cvh. Выделенную h j  трансформи
рованных клеток плалмилиую Д Н К  обрабаты* 
вали рсстриктаэой A M . Плазмиды, несущие и 
экспресс и руюшис ген метилирующего фер
ме нтв* нс расщеплялись, поскольку нее восемь 
cannon узнавании Ш И  в рНК322 Спали метили* 
рованы. Смесь плазмид, обработанных Ш И , 
использовали дли трансформации £  coll Обра- 
jomtHiic трансформантов, несущих in i фумкци-

ональмого модифицирующего фермента A M . 
обеспечивали только целые колшепые молекулы 
плдлмилных Д Н К . Остальные плазмнлм били 
расщеплены эндонуклеазой рестрикции. Для 
тою чтобы определить, какие клоны содержат и 
leu фермент мситфикаиии. и !сн эндонуклсд- 
ш  рестрикции, трансформанты тестировали ни 
наличие п них нктипной рсстриктазы Ariel. Опи
санный подход можно с успехом использовать 
для выделении гена любой рестрикции, лишь 
бы он находился достаточно близко к гену соот
ветствующего модифицирующего фермента и
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г»ы i встроен л 11да1мклныо вектор, umi-mihhii no 
МГШ4ПГЙ мере один сайт унмиииих дли липппго 
фермента

Малые Г)иаи>|11меские молекулы

Используя гсхиологию рекомбишмгных Д Н К , 
молио направленно изменять М1ЛабОЛ1|\М мик
роорганизмов, 111ЮДЯ I» них копие гены или мо
дифицируя уже существующие. Основной ме
лью гнких изменений является создание 
рекомбимимтого ынкроор1аншми с новой фер- 
мен» «пивной акгипноегью, способною превра
щать существуюищй субстрат в ценный про 
дукт» к спорый обычно получают только 
сочетанием химических и микробиологических 
методов.

Синтез L -искорбиммоО кислоты  
в I истошнее время аым крупномасииабного про
изводстве I * аскорбиновой кислоты < п и тч и  пи С ) 
используют несши трудоемкий процесс. ик.т*>ча- 
юшин одну микробвки1оп1ческую стадию и не
сколько химических; исходным субстратом для 
него налается П-глюкоза (рис. 12.2). На костел- 
ием этапе этою процесса I  к и о Ф ч у л о и о ш  ки 
слепа <2 K LG ) прелры iiu»civ)i \\ кислых условиях 
и I аскорбиновую кислоту. биохимические 1«с 
следовании метаболизма рисшчгшх микроорга
низмов показали, что 2-KLG  можно получить 
другим путем. Гак. одни бактерии ( Accxobcaer. 
(HuconolHKtet и tm inkt) Moiyt превратить 1лю- 
козу в 2,5-Дмксто-Г) глкжоноиую кислоту (2,5- 
D K G ). u другие (Coryncboitcriurn. Brevi bacterium 
и Arthrobaefer}. синтезирующие фермент 2,5- 
D K G -редукшэу, -  нреобра чишиать 2.5-U KG  в
2-KLG.

Использующийся в настоящее время способ 
погученни аскорбиновой кислоты можно усо- 
псршснстооплть. если включить в него с о в е ст
ное культнпиропамис указанных микроорганиз
мов Для иревришения глюкозы в 2 -K LG . К 
сожалению, такое культшшршиние имеет спон 
грулнгсти. Например, используемые микроор
ганизмы могут иметь разные огпвмумы темпе
ратуры и pH, могут различаться также состав 
срелы и скорость роста. Иными словами, усло
вия КУЛЬТИПИрОйЯНИК. ПГТП1МЯ.1|Ь»1Ые JVIB одного 
организма, могут быть неприемлемы для яруго-

ГО, ЧТО прииедп К СПОНПШИОМу «ВЫМЫННИНЮ» Hi 
СрСД1»1 одного »п них Н подобных СЛуЧПЛХ мо>по 
культивировать микроорганизмы послсдопатсль- 
мо (рис. 12.3). против такой процесс трудно будет 
слежт. непрерывным, если/ми роста микроорга 
том ов необходимы существенно ротные среды 
Наттучшим выходом из этой ситуации было бы 
cHvuiMMc ион от о  микроорганизма, синтезирую 
тег о псе ферменты, необходимые для пре проще- 
имя глюкозы в 2 KLG. ЕглЬио ИсгЫсЫа ос*шсст- 
гижгг превращение I )  i /покозы п 2 ,5 -D K G  в 
иесколмсо стадий, кашлюирусмых разными 
ферментами, я то время как СогутйЫмепмп sp 
для превращения 2.5 D K G  в 2 K LG  Необходима 
только одна спи и и Следовательно, ни кболсе 
простой способ создания одною микроорганиз
ма, способною преврати и. I )  глюкозу и 2 -K LG , 
состоит о выделении гена 2.5* D K G  редуктазы 
Corynebacterium sp. и введении его и Erwinta her 
Ш окг.

Ilcpt4.ni пин но этом пути состоит II выделении 
и очистке 2.5-ГЖС«-ред\к*т51 uj Coryntbaeitriutn vp 
и определении послсдомпслысосги ее первых 40 
N -кснцевых аминокислот Исходя из л и х  дан
ных были синтезированы два 43-иуклсотшших 
i иОрндизаиионнич зоила, соотвсгст вона шлих 
ражим частям белковой молекулы Поскольку 
71 & нуклеотидом Д Н  К Cory'̂ cbacterium хр. прел 
етшиянтт собой либо С), либо С , зонды синтези
ровали гакам образом, чтобы ь третьем положе
нии кодоном по возможное л  I находились 
именно они Эго позволяло минимизировать 
число местшрепных основании между зондами и 
искомой Д И К

Синтезированные зонды использовали для 
скрининга банка клонов Д И К  Corynebacterium: 
клоны, гибрш1изуюшиео1 только с одним и» 
зондов, исключали из вольнейшего ус м о тр е 
ния, СЧИГ.И1, это соответствующая Д Н К  не явля
ется искомой. Выделили клоп, содержащим ген 
2,5-O K G -редуктазы, и ссквснировали его Нук
леотидные 11 о ел сд о ват ел ьности. расположенные 
до стартового кодона A T G , вырезали и заменяли 
их сиг налами траискршшнн и трансляции, 
функционирующими n L. го//, поскольку регуля
торные последовательности громположптсль- 
ных мпкроорпиппмои тиш» Corynebacterium *рр. 
нс функционируют в клетках этого микроорга
низма. Полученную конструкцию иподили в
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Рис. I2L3. Miii,r*tfauvuHi»4i-\.biiB синтез 2 -К Ш . Ervinfa 
три фермента. обсспсчинахшшх синтез 

2 .М )К О  из D -глкжозы. а С оотиТхиТгльго фермою, 
ь.плл! пирующей npcspmtioiitc 2.5* 1>КС» о 2 -K L C . Ги 
пни образом, 2 K I.C , жпи>сре2стм*ннмП мрелнкчл 
Пении» I itOCOfrfillHtlfinil кислоты. можно сш псмрсь 
nan. h i  О л л м а н ы  c o a u c c th u u  культивированием 
TIIU  ,1И)Л Mit»i|4X)pi.iHinM(:!L Л.и.1ср»ып<ышн иоахои 
idctnirv п С0 1 ПШ1ИН |к».сл|Л|1нантшЛ1 бактерии Lmuiln, 
•Kcnpctiiti’yxuucfl iv h  соотгстстпу юшек» фермента 

I  iv y n c b a c lc r iu / n

ШЫО rmiiiOHy>wicofiti-»ii«n|XiaicHnoio мутит снеза 
выли получены 12 мутантных белкон. каждый из 
которых содсржхп одну аминокислотную  замену 
го д н о й  к» петелы 1 1 муттштиых форм 2 ,5 -1Ж С; 
редуктазы oO.w ju .im более ниткой удельной ик 
тимюстъво, чем натипний ф е р м е т , а 12 и. > к а 
юром остаток глутамина о положении 192 был 
замене»! т  аргинин, была примерно п дна рды 
более икпш нпй. П о данным кинетических и с
следований. понышсинс лкпш носги бы  to  снята 
НО С уИСЛМЧСНМСЧ п 1 .8 |Х1Э МЛКС14МДЛ1НО»1 скоро
сти  11 уменьш ением на 25Я константы
Михлддисд (А'м ) реакции, ю надизнрусмой фер 
ментом. Замениглнцинетше оси нкой  п положе-

нмих 55 и 57 ни влш11н«и1ыс лоэваш А подучить 
более тсрмостибилмтмй фермент по срапнсыно 
с машиной формой. Дальнейшие усилия будут, 
вероятно, направлены ни получение фермента, 
cO'ici люшего оба этил свойства.

Синтез им)иго
Множество бактерий, особенно бактерии пили 
Pseudomotua, способны >ткл1ш р о п п *  раэлнч 
•iiac органические соединении типа нафт длина, 
толуола, ксилола и фенола, которые яплмютса 
для них сдинстпсиным источником углерода 
Очень часто гены ферментов, катализирующих 
растепление этих органических соединений, 
располагаются а крупных природных ндатми 
лих (длиной  50 200 т.п.н.). Чтобы стопить экс 
пермменты с э т и м и  бактериями, п частности 
проводить 11слс11лпраю1сннук> модификацию 
геновферментов, катализирующих те или иные 
метаболические реакции, приходится предпри 
н иметь детальные генетические и биохимкче 
скис исследования. и иерелко п коде этих ис
следовании делаются неожиданные и весьма 
интересные открытия Рассмотрим следую 
ший пример Плазмида N A II7  содержит дпа 
разных оперопа. коюрыс позволяют несущим 
ее псевдомонадах! использовать нафталин как 
единственны») источник углерода. Для харак
теристики соответствующих геноп расщепили 
плазмпдмую Д Н К  с помощью /frm llll и лш про 
ваяй фрагменты с .ишеириэоплннои ///ndlll 
плазмидой pBR322. Полученные гибридные 
молекулы поели к клетки Г. соИ и отобрали 
трансформантов, устойчипы.ч к ампициллину, 
но чуасгпитслып.1Х к тетрациклину. Затеи про 
верили всех грик формантов на способность 
образовывать нелетучие метаболиты возмож 
мыс продукты гидролиза piUitouKTitnito мечен 
КОГО нафталина.

При исследовании одного из трансфертам 
той. содержащего вставку длиной 10,5 г.п.м. и 
способного npcnptfURITI. 1шфш.П1Н П СОЛИЦКЛО 
н у» кислоту, обнаружилось, что мм ни малины 
росголан среди, содержащим ТрНГТТОфиН. При 
обретает синюю окраску. Тщательный анализ 
этого ишемии показал, что трансформирован 
мыс клетки £. coU с и тезировал и краситель 
милито. Синтез пронсхолил л четыре стадии 
(рис 12.6)
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Рис. 12.4. Препртиснис D- 
гяюмим н 2-М  С; рскг»и(|М- 
1Ш»гтоЙ бактерией Frbinta 
httbkoia. fk c  учиет *>*1111» ten 
этом процессе ферменты 
u f t jJ t i it 'IC N U  Супом fc и IH JC -

1СЛОШ1ICJ IJtO lipCftiyMCpOIQ*
ни, укоина M K A V  i n  »u lC - 

ЛОКЛ НГШ111Н1

Ifi' оке

— +> J'K IG  ----------

I litiHHica IMJH iWfrwir 
Лр1СТ|1йНСГМ* Среда

Рис. 12.5. Cipyinyr* 2,3-DKG pc 
хумады, «кчмланнлм исходя Mil сс 
ЛМИ1НЖНС10ТМ011 ИОСДСЛП1ШТСЛ1.МР
o x .  С трелки -  \У СЛОН, ПОДОСКИ 
(I С|11фйП|.НМГ у чистки, кружки 
диипокислшимс остатки, находя 
iratcca па N и С  кониих молекулы 
или сослиииющле (1-<лон и о-епм-
po. 1 1 1  Покати нм три  псе пи . па ти о *
Н О , УЧ Л С Ш У К И Ц М С  N C T ia ib llU H I It l  с><>-

стриги. Желтый кружа* I9? й
■итю М КЖ ТТНМ Й ОСГЙТОК.

С V i V n a r . l l l l  U414! К  ШИ !С И С ТЛИ
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I’m:. 12.7. Сишшичнм впобрадеН1и: Счюрегктора, я ыпороч м<>* но било бы осуществлял. сш пп мидию с 
>слси(1.Юй11И(М рскомбитипмых меток I .  wli. Клетки иммобилизованы па «гдтиых iwpnitfo чтрмкез К ре 
ДКТОР 11С11рерЫ111К»1КШП1.*1Су(Ч1р-*« (iptlllfCMpailJ II 1Н*ирСрЫ11|1С» ПМШШИТ1'М Н|ЧШ>М {lllLlltlO) С керехп. перс И о 
OI W lilC C W  ЧСрО pCitKTOp ЛЦМИШруСТСИ СКОрСНТМО 11рсщ<1111СИ11Я обстряы И 11|КЧЛ> кг

продукт. Эго система еще нс готова для ком 
мсрческого испои, iokiiiioi, но уже яою, что ник 
робИОЛОШЧССКИН процесс мог бы проходить !) 
биореакторе. а котором рекомбинантные К. coh 
химически ИММС<>»1Л»ПОЫШИ ни твердой мнтри 
не (например, на целлюлите или силикагеле). 
Реактор мог Гма рабсил и. и нспрерыпном режи
ме, с поступлением триптофана с одной ею сто
роны и удалением индиго с другой (рис 1 2.7).

Синтез (ш инакиемт
Аминокислоты широко применяются и пишепой 
промышленности -  п клчсстпг усилителей икуг.ч 
и аромата, антиоксидантов и пишеаих добавок, п 
сельском хозяйстве -  и мчестпс кормовых лпОд- 
ьок: и медицине дли терапии послсоисрашюн 
пых больных; и химической промышленности 
и качестве исходных кчцсст при синтезе поли 
мероп и производстве косметических средств 
(табл. 12.1). По оценкам, ежс(одно и мире произ* 
»Ш 1щ н  более НОО (ЮО 1  аминокислот стоимо
стью белее 5 млрд долшрои При этом больше 
половины общего ofucwu производства прихо
дится на долю L -глутаминовой кислоты, кото
рая используется для получения широко изпест- 
иосо уешнпеля вкуса и иромиш -  глутамат 
иатрпя.

В иромишленнох! млеигтабе аминокислоты 
получают п основном либо экстракцией из бел
ковых гидролизатов, либо как продукты мегибо- 
д»пма лвух нсспорулируюших грамположитсль- 
ных почвенных бактерий, СЬ^ПС1ШГСЛШП или 
Brevthacttriwn фр. Обычно для повыше и mi про 
дуктигоюст этих микроорганизмов исполктуст-

си мутите нет с последующим отбором шгимлзоп 
спсркпродуцсшов определении* аминокислот 
Однако такой способ получения штаммов трс- 
бует много времени, а -л))фект»1П110сгь его невс 
лика. Альтернативный подход moi бы соисягьп  
выделении и изменении специфических генов, 
колирующих ключевые <|*рмсти определен
ных биохимических реакций, из основании дс- 
талмшх биохимических линных об этих фер- 
ментах Впрочем, такой геммоимженерный 
подход может оказаться нс столь простым. Так. 
в Оиоситггеэе некоторых аминокислот могут учи
(Т ПО Will, нес КПЛЬК0<|*СрМСН10И. которые лктипм- 
руютсм или ншибируюген различными мстабо 
литами, присутстпуюшнми п клетке. И гокой 
ситуипнн трудно определить, какой фермент 
нужно модифицировать, чтобы увеличит!, выход 
конечного продукт Кроме ю т ,  ученые пока 
нс располагают нсчсриы1и1юшимн данными о 
биохимических свойствах указанных выше мик
рООрГаИНТМОВ, il СООТ1К1С!ВуКНЦИС геннониже 
мерные подходы находится на стадии ршроботки 
1) частности, юлькосо сшютсн экснрессирухнцнс 
искгоры и методики тронсфорхсшии лля I рампе 
ложигедьных организмов типа СогунеЫиге^шп и 
Н г Ы Ь а с и п и т  spp.

Большинство плазмид шах векторов t широ
ким кругом хозяев реплицируются только в 
грамогришпельных микроорганизмах, поэтому 
необходимо co^iuii векторы, специально пред 
назначенные для экспрессии и CoryuehuctcHum и 
ВгеиЫк/епит spp. Это могли бы быть челночные 
векторы £  ев/У- Corynttoch'nMti. Га их часть, ко
торая происходит из плазмид F  coll, может со-
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Тсбяит 12.1. Применение аминокислот

А ч«»м * п л о т а

ЛШ1И1!

Apr *411111 
AcvufxuiMt
• V iuumii м«с.кгти

Ними

ГиСТЮИН
t AHUM*

ГЛУПЛИИ!
1дуТ*МИ1ЦМ1Я ЫИГЭШЯ
И ЮМ1М1Ш1

ДсТшим

Лиши

МспюИпн
(1 |«а1 пп

Ctfimi
I  IIJO lH tt

TpcMiiui
Ip ilrTTO fJftll

•Kittfi.uimitfi
Uiairafli

11рм»«*мг*лг/< М * Г Г М

Усилите:!!, п*усг и ор ш а я 

Лечение .iCmriuiihP печени 
Пиурии*
У с и.плели и* у и» п претит.

сшпсл in т с  t.vTiric:tLi‘
И* т н ч »  л ти  •'мупкисиими

м тсклий
Дойти* и »  иапмакошн!
1-Ж П1П П1Г.4_ТНЛ1!1С-’НИ  

Лечешас ■ ш
Уасилгл!. и |Ц«имт 
l^4'TW'pW«4 .IH Па<)Тр1ШС1П'М1 

шпгкцлМ
И»Г|П»|'М Д1Я »«*)ТрИ4ГММ4\ 

lUfU'KiiKP
Кормит»/м&шат. и тисам

роГл рви
Ко|**ч»л* лоВвмии
1Ч»СI л  14 VM'/TplOCIH U l  

IUIIA.ft.IUlM

Ксц uLiinctfcju |цюмиипснич~и
» \ 1 Ч я н  t>M* ipt»Wfi»:u«L 

IIHICVKMM 1фС.ЛШСС11ГИИ11|.
I I ЮРА

КгЦМИМЫ» лсОаапл
ГиП 1 й|Ж1  ц\л ниутрнпсииих 

л гп к ж о н а т
Ц|*ф\ 1«!1*- L H IflC J ИПИСЛИСПГГСЛСО 

HpOKIIinKlBO мсби. n n i  lllic
Г)рс»<миа: д п и тк о » uini

де р ж а ть  i v » i u  у с г о И ч н в т  т  * tc т р и ц м » т и н у , 

хлоримфеннколу или юишмицииу Посконьку и 
/ го//, и Connetamrium хрр чувствительны к
ДЛИН 1411 ЛИ! ибНПГНКПМ, НИ ICHU МОГЛИ Г»14 слу
жить селективными мдркерпии для обоих мик
роорганизмов

'Эффект иппы И метол трансформации С. je/w- 
Kuntcum, олиого ю  индол Ctvyncb(xicriutnt часто 
используемых в ш кот рол it экспериментах, до 
сих пор He 1X1 фиОопж. Многие гены С  Ktuuaivciuri 
не >ффсктихо жспрссснруютс* и £  со//. П е то 
му для систем отбора, основанных ни экспрес
сии сена (например, при комплементации), 
клетки С. zlitfamicum должны бигь трьнсформи- 
ропшш полным банком клонов. К сожалению, 
час 1 ош трансформации при ипедеини ДНК л 
С*. цЬОотгсит обычным способом или 'дэскгрп-

пораиисй очень нижа. Ее можно существенно 
полые и п., если л.1и после ним чужеродной ДНК 
иегшлнтовшь кешыогаиию или удалить клеточ
ные стенки трансформируемых клеток якодн- 
мим (ш. пользовать протопласты). Проникно
вение экзогенной плазм ил ной Д Н К  в 
протон тлела облегчае1сн м присутствии иипн- 
VfftlilCH! Л И К О Л Я .

Получены перные положительные резулкго- 
IM и увеличении выходи незаменимой лмино- 
к нс литы триптофан». син тезируемой C.gkaamkwn. 
Я гя этого в клетки С ф ааткш п  дикого типа бы
ли введена вторая копив гена, колирующею вн- 
фанм/иггогитизу, фермент. лимитирующий 
синтез фпптпфана (рис. И В ) Н и м  описан 
один из способов выделении Этого гена.

1 Библиотеку хромосомной ДНК Rrrvtbatte- 
riutn flaum i клонировали в челночном ьскто- 
рс С  g/uuw\(cum Е. coU и ввели и мутантный 
штамм Г  tfutamkum, не си те  труюший ак
тивной отражсчатсинтазы.

2 I ринсформамтов огобрссти по их способно
го! регги в отсуп-гвие а игран нлоной кисло
ты Этим они отличились от мутантных ис- 
трансфсрмирсшапиых клеток

)  Вектор. содержащим ген антряннлитстгнпу- 
зи, перенесли в штамм С  g/ufamicum дикого 
типи

Н табл 12.2 проигпмшены р езул ы я ш  опреде
ления количества ф и г п о ф о ы , спитетированио 
го м упипны м  ШП1ММОИ С  ftlulaMkwn к  ш там
мом дикого типа, которые содержали мни не 
содержали вектор с  клонированным геном ацг 
ран плитеиндом . Как видно ш  таблицы, клони-

Тшътцо 122 C liHiejTptiimHjirtHa Hekmopuuu 
шглюыми С  aiuuimtium при спииа|’тных усюннях
1К1СТЛ"

lUriHM К|И1КГП||1К!|М ipMtivi4mjftt. ш / н л

MyTiin ший «П81ЧМ 0.00
MynirniMt OOMUI,

(«•.'игржшинй nr»iiip О.м

л  имев иш 0.48
Диким тмя,

соосржяишЛ larvnip 1,12

** llii «минам OijIi fl nl 1.А|Н1И'14>.Ч«Ч» Ик*
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Ф о с ф о п и  M tflW V lU T ТТрагтраи» 4 фосфкп

) АСЖЛЮ1 !»
пгтум м ся и г 7 «$** .jut

Шимилг 
A  N S  IsJ

Каря

Амчиюиьи

, Ф |  !•»! I X VXIMIII -\

Т м р т ш *  —  —  *

Рис. 12.8. У п р о ш е н н а я  схема б т .« - 
СИ1ПСЭЯ ТрИ1ГТОфЖ Л и клетках 
Г . ^ 1 ш / т с и т .  С п ло ш н ы е  л и п н и  
Г м о о и г т е п т ч м е е  р е а к ци и . (in p ii-
ХОНМГ ИМ! ^'ИрсИЧЛМИГ но ГИГ Г)
гбрытнон ГИЯ м В качестве гчЧюч- 
мою прохук лв  ОЦмЗуСТСЯ ИНЖ>Л 
нспорый прсирищискл Ш TpW ITO -
фан поадгИс1ннгм фнитгч^нилш 
mu Р 1ХЧ Х-дстокем-О .т|шОн 
ноге1ггужпо««ат-7 фосфатсинтка. 
A N S  -  litП(Ч'П«Н)ГЛ1 с и т и  Ut P R T  
ш г I pat I и  ш I tj к *:«{ к «рибч i  мигт ra t к ф е  * 
р п п

ропанным leu практически пишисп^о посетили 
лиилл способность мушиною штамма синтезы 
Iчпсе*1- т р и н О д н а к о  л|»фскт медеинм цч> 
го la w  и штамм дикого типа f*i i сшс сильнее; 
уроиеммиитсла триптофана «  /том случае увели 
•.нихicw примерно до 130%, что стлано с Смысс 
•ффактаным ислильхопаиисм лоаупных пред
шественников. I т е  более ьиижий >ро»*иь сни
ТСЛИ •фМШпфяШ! ;KKTl\U || ‘Х'И |фМ ИИСДП1ИИ II КДГ»
Ml С  ф / и т к к т  молмф|<11нроь.1нш.и генов ipcx 
клк»чепых фермскгон: .Vnc*>Kcii-U-iipuOHiu><cn- 
ту ло ктю  7 фосфатам пи ты. nirTpniuininiTmtntu 
к nHipaHitiiui]ax(]x>pu6oiimTp«Hu}jcptMM Гены, 
кодирующие эти «Карманы. б-шедарл инссснным 
пинт муишпям стати исчупст1игтглы1Ы к ннгпбм 
ро*ш1>мю конечным npostfKlUM (иншбирипанис 
1ю пшу обритой син to)

В кдчеегье альтернативы для синтеза ймш ю - 
кислот можно иснольюнать fi гой. Этот микро

организм хорошо изучен, и ииноинженсриис 
М4Л1ЩЫ fXtfrlTLI С МИМ бОЛСС ИЛИ МСНСС ДСЛШЫЮ
разработаны.

Антибиотики

С о иремсни открытии пенициллина и копие 
1920-х годом ит pat питых xoiK|xx»pr:iiiuiM<>n 
были видела IM более ЫЮО интибитнкои, еблд 
длюших ратной спецификностыо и ратным мс 
катимом действии Их широкое применение 
пли лечении инфекционных а^болеиппнй помог 
и» сохранить м и л л и о н ы  люмен Пошшлнюшге 

боями 1ШСПЮ ОСНОВНЫХ антибиотиков было мы 
делено пт 1р«мпо;»оамттел|4ни1 ночит ином бактс 
рни Strvptwnycc5. хоти их продуцируют также 
грибы м другие 1раМ11Ш10ЖКгслышс и грамшрм 
дательные бактерии. Гжегаапи «ю веем мире 
иромт1«иЛ1ш:и 100 000 т aimifmtmtKoti на сумм)

17-М»
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примерно 5 млрд. долларов, в том «теле более 
100 млн. долларов приходшеи па долю антибио
тиков. лпбая.т немых и корде скоту и качестве до
бавок или ускорителен роста.

По оценкам, каждый гол ученые обнаружи
вают от ПК) до 200 новыч антибиотиков, прежде 
всего и рамках обширных исследовательских 
и рифами по поиску среди тысяч различных ми
кроорганизмов таких, которые синтезировали 
бы уникальные антибиотики. Получение и кли
нические испытания новых препаратов обходят- 
ся очень дорою, и п ир<дш.к> поступают только 
те из них, которые имеют большую тернпешнче- 
скую цениость и 1фслстанля»о1 экономический 
интерес. Ha их долю приходится 1-2%  всех об
наруживаемых aimtOitoiMKotk Большой эффект 
здесь может дать технология рекомГ)И11а1ггных 
Д Н К . Во-первых, с ее гочошмм можно сошл- 
jviiTi* новые .игтибиотики с уникальном структу
рой. оказывающие более нотисе воздействие 
па определенные микроорганизмы и облаллю- 
шне минимальными побочными эффектами. 
lUl- вторых. I СИ |«ои Н Д С мерные подходы мшут 
использоваться дли увеличения выхода анти
биотиков и соответственно для снижения стой 
мости их проитолста.

При сознании рекомбиплотных штаммов 
Strtpfomyx.r,\ основного микроорганизма. ис
пользуемою д.1Я получения атибнотикоп, 
инжир помнить, что траш формации и отбор 
трансформированных КДСТОК не должки быть 
слишком сложными. Однако в отличие от L  соЧ 
Strepwryivs существуют ис и визе изолированных 
клеток, а и пня? протяженных мицелл, поэтому 
перед трансформацией необходимо разрушить 
клеточную стенку и высвободить ОТ71ГЛМТМС про 
ю н ласти (рис 12.9). без этого булгт невозможно 
отличить трансформированные клетки си не* 
трапсфор^шровамиих, поскольку пилимые кидо- 
ммм ни твердой среде будут образовываться из 
I руины меток, и не из шижвидутиынж клпки; 
соответственно колонии, растущие а прнсутст 
вин ССЛСК1НЯНОГО шгтибмошкл. будут прелстав- 
лить собой смесь Трансформированных и не- 
тра!кфч/рммровзинь1\ меток. Проникновение 
плитмнлной Д Н К  и протопласты Snvptomyxtsоб- 
лсрнются в присугстии налилилетликолн  
После тро» 1с<|н1|зм11|||1Н протопласты ciiim.ni mi 
ссыног на твердую среду, чтобы образовалась

i
noOMcmaejBNK
и ПЭГ

I'm. I2.V. Qocata 1рвни|ирмм1ми и BtOopi рскомбн- 
liainiitix umiMUiiB I punciJopHlfpoieiiiitU;
клетки йСнинлчсмы рОЮШМИ кружюми, пс1рмнсфор- 
мнроЗДинмс -  *с. сними ПЭГ полип«ленгликоль.

меточная стенка, а затем для иНчда грансфор- 
м прошитых клеток переносят 114 ССЛСКГИIII 1)30 
среду, обычно содержащую либо нсомицмн. либо 
тиострелтрк.
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К ю н и р о о о н и с  генов биос ишпаа 
ишпибшнпик Off

Процесс Сносимте ю п я тк и  антибиотика может 
состоять из 10-30 cJicpMeiiraTiniiiux реакций, гак 
что клонирование рсех генов em биосинтеза 
«дачи in? из легких. Один из голходов к выделе- 
МНЮ IK W H U lt l  набора ТЛ К И Х  1СНОИ основан ми 
трансформации одного или нескольких муттигт- 
ных пггаммов. не способных сиптгшрокап. дан
ный а 1 П М Г »Ш Т И к , (Ш ИКОМ  К ЛО Н О В , С О З Л Л Ш Ы М  ит 
хромосомной Д Н К  штамма дикою типа. После 
нигде пня банка клони* а мутантные метки 
прополиi отбор трансформантов, способных 
синтезирован. антибиотик. Затем выделяю! 
Н 'М  1ИИ-|«УЧ1 ДНК К ТО Н И , С О Л Гр * Д И и ТС |ф }| (М Ш С > -

1ВШНЫЙ жснрсссируюши(к;я ген антибиотика 
|т. с. icii, восстанашигоющим (комплсмснтиру- 
кпиий) утраченную мутантным штаммом функ 
цию), и Hcnoauiyioi сс и качестве юная или скри
нинга другого блика клоноп хромосомной ДИ К  
н> гамма дикою тина, из которою епбнриюг кло- 
104. содержащие нуклеотидные последовательно 
m t. кширыс перекрываются с 1ГОСЛСдо«гтсльно- 
1Л 1.ю каста. Таким образом идентифицируют, а 
затем клонируют цементы Д Н К , примыкающие 
К  мхм П.1Сменгиру ЮШСН I №СЛ СД И fill ТС Л ьности, и 
иоссосмют нолный кластер гении биосинтеза 
антибиотика. Описанная процедура относится к 
случаю, миля п н  гены сгруппированы и одном 
cafrnr хромосомной Д Н К . Если же гены биосин
теза ратброслиы и пиле небольших кластером по 
ризимм call гам, то нужно иметь по крайней ме
ре по одному мутанту на кластер, тюбы пилу 
чнть КХИ1М Л Н К . с помошыо которых можно 
1ие|т\фмциро8ать остальные гены кластером.

Этот подход с успехом использовался для 
нлсн1ификаним некоторых генов биосинтеза 
ундгшинродигиочина ит S t r e p i o r n y e e s  c o e h c o t o r  

АЗ (рис. 12.10) В л ш  случае комнлемелпщи- 
шпсый анализ оснопыпиетгя на ерлннгнин цвета 
килопии: колонии микроорганизмов дикого ти- 
тш имеют красный цвет, а колонии мутантых 
микроорганизмов кремовый. Гаким образом, 
в результате комплементации образуется крас
ная колония.

Помимо комплс\1с»ггаиии, для кдентифика- 
иии генов биосинтеза антибишикои могут »к: 
пальзошльсн и болте прямые подходы. Гак, с

Ряс. 12.10. С труктурная |)орм>лл yutciin тршиниотмии.

HOMoaiMo генетически* или биохимических 
jKcncptfMcirroh можно иде1ГГиф»шировать, а та
тем нылсдигь одни или несколько ключевых 
фермппои биосинтеза, определить их N-Koil- 
иевыс аминокнелитныг послеломгтсдыюсги и, 
исходя in  л и х  лапных. олпем ф ош ь uniuvnyx* 
леотцдные loiLiu Этот подход не пользовался
для пыле леи мм из РгпМШ ит chrysn^enum гена 
сш гте ты  изомсттиллина N Эпгг фермент 
каталитирует окислительную конденсацию 
6 (I а-аминоалнмил) I иисггсмнил П -тп и н а  
в нмигенипиллнн N . ключник? промежуточное
3DCIIO И биос И1П С Ж ПС II МНИЛ 'III Н l>ti, ПС'фиЛОСНи
pillion и н е ф а м ниинов (рис. 12.11).

Синтез новых антибиотиков  
Новые антибиотики с уникальными свойствами 
И СИСЦИфИЧНОСТЫИ МОЖНО 11ИТУТМТ1., ИроНОДЯ 
гсннопнжснсрныс маппл>71миии с генами, уча
ствующими I» биосинтезе уже тпееппих или 
бж пнмт Одни из первых зкенерммеитоп. и х» 
лс которого был получен новый антибиотик, 
состоял п объединении и одном микроорганиз
ме двух немного различающихся путей биосин- 
теза антибиотикв.

Олна in  плазмид StfipiOMyct** plJ2303, несу 
птйй ф(хт|ммгг \рм<нвм1К1Й ДН К  V axikohr 
длиной 32,5т.п к .содержит вес кеша ((ерм птя, 
ответственных за биосинтез из ацетата антибио
тика акт»П1о|хи1Ииа, представителя семейства 
и К1\роман\нжн1оных djmitnioniKori (рис. 12.12) 
Целую плазмиду н различные субклоны, несу
щие части 32,5 т и.и -фрагмента (например. 
PIJ23I5). вводил и зиГю и штамм AM-7I6I 
Sfreptomycts sp., синтсэиурующий родстпснныи 
антибиотик медермипин, либо в нгтимм В1140 
или  Ю22 Л. ittHactomhcr, сиштируютпис родст
венные антбиотики гранагиннн и дигндрогри- 
натиннн.

Все указанные aimrCmmiKii являются ы с -  
naiiio-mcna^iiiMMH ииАНКлюрами, кегторые при-
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Рис. 12.11. Биосинтез петишдлтюо и 
исфл-гаспормнои и Р. chrysâ eiium. Citil- 
1ггдм indifCHiiunJiJiiiiu N детализирует
С И Н 1 С » и з  6  ( I

irmmu D кийка и ю»х-ни пиллмня N 
предшественника ncmimtnii^ Ci. нс 
нмииллина N и исфыос иорииа С

лантт растущей культуре характерным шктт. тааи- 
снимай от pH среды (табл. 12.1). R стюш> очередь 
pH (и 1пч*1) с|клы зависит or того, какое соеди
нение сшгтгяфусгсв. Мутанты родительского 
штамма $ cnrlкЫог. нс способные смитпнро- 
ium. лктиморехлии. беспал ммс Псиииснпг ос- 
риски после тр*шс<1юрмж|им ншмми АМ-7161 
Streptomycin% чр либо м гаммой HI 140 или 1п22 
Л vMuceoruh'r паи «милом, иссушен все или не
сколько гемо*. копирующих ферменты биосин
теза ИКТНЬОрСК'1 ИМЯ. С*ИДГТСЛЫЛ*УС1 о синтезе 
•юного антибиотика (рис. 17.1?, табл. 12.Э). 
Г piHv.ijK>p>tunTw irrmuMn АМ-7161 Snvptomyvn хр 
и штамма В 11*50 S  luriacmtvhcr* содержащие 
плазмиду plJ230). синтезируют дитГчиинки. 
копируемые И  ЛЛ1ИМ11ЛОЙ. и хромосомной ДНК. 
Однако при грс|»ифс>ркиш11И инанми Т»27 Л vio- 
bttonrim r плазмилой plJDO.I нпрнлу с ямшкь 
рОПнном сиктг тируется истин антибиотик — 
л т  tt/ipoi pjiHHtiipn.'iiiH а  при I рлмс<[м>рмд11пн

штамма AM 7161 Sirtpiomucts чр нлатмнлоП 
plJ731S сшпгмфрггся еще одни истый анти
биотик медерродим А

В структурном отношении m i iionKir анти
биотики мало отличи ютсп от икишоролкни. мг 
ЛерМИИШМ. грйнигмцлм» и гнлрогрлиатициим и, 
нерок т о .  образуются и том случае, когда проме 
жугочиын продукт одною пути биосинтеза слу 
Ж1П субстратом л.тм <|крмсип другого нуги Когда 
будут летально итучеим биохимические свойст
ва pm печных путей биоси мзеза интибнотикоа, 
нойпитсм по iv o a iu c  1 1. до ш лю т. истые унм- 
WiUMiiac аисокоспсцифмчмие ямтнбнотикм, ма
нипулируй генами, которые кодируют соотигт 
сшуюшис ферменты

Разработка попик методов получения 
п(\;1икатн)ных антибиотика#
Термин «поликстидньш» отиосктся к классу йн- 
тибиотнмш. которые образуются в реэулкпггг
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/juiwiij f Z  J.  AirniOiu>im.n, откш дом ы с pjLVitmttuMM шг а м м а м и  г ими ikcjic ипяимлми,
1ПЛНсформнропаш1иык тгадондями рЦШ  м HJ2JI51*

llllAWH/lt UIIMCM l l * c i  ъчт.г)\*л
МИТИН С|ЩН 1ПГ1ГЛИ1И с реп в

AniMTiiHMifKlMl

A n*-Arc*W KpKMUll Сити AKivnwpMuii
\и^гя)Л‘»Ч1 ЖгЛИ4«1 К* фИЧНиимУ Mnii pxmuiiii
Хпрйтгг* ц\ /рШ МИ ktxjcuuH Сюшп МгЛСЩУНШНН. AKHUICip» x ч ill!
Ли pfivvnvA «пУрИ?5!5 CtoincvuiuHi Mc.j  Го‘ТИН Л. vt mT'VBiiiui
5. NofotWimfor Й1140 iMvui T рм1*тиш||,дн1 iiijxiijwumnuiH
X ьМхжппЫг Bl t40/)ill2XI3 1 |ШШМ11|*|1. ;illl lUlpUIJNIIllllllillH. II» IMINfHV.MI
Л  щЫшяплЫг 1 Ш 2

N 1 pmAUnaiM. ДИГИЛрОТрЯкШИипН
Л 1 «̂'ш№/муТ<В22/рЦЗШ « м 1ип1лро17д1млп1р >71111. лкшнорем mi

"Лошиммм М ог »ш )г « •!.. Ла м  JI4642 4г4Ч. »<*<

нослсл< та тельной фсрмснтлтипноП KOlUCIICn 
цни карбоновых кислот типа ацетата, иронии 
1ш а и бутирата. Некоторые наликгтицнмс ан
тибиотики спите эируюгся растениями и 
грибами, но большая их часть образуется актм- 
номнистамн и пиле вторичных метаболитов. 
Прежде чем проводить мпнниулнпии с генами, 
кодирующими ферменты &МОСИ1ГТСЗ& нолике* 
пеших ангнбиогикои. необходимо выяснить 
механизм дсАсшии л и х  ферме! пип.

ПОЛНКСТМППЫС аНТИбИоТИКИ СИ1ПСН1руП1ТсЯ 
потому же пути, что и длинноиспочсчиме жир 
голе кислоты. Н результате каждого цикла кон
денсации к растущей углеродной цепи добавля
ется Ц-кстогруппп. Процесс состоит in  ряда 
шхиоряюшнхея с т ’1Ий, их.iикающих посспиюв- 
лснис kctoi руппы, дегидратацию и поссишоп- 
JVCHNC реиоилъмих групп и растущей нолике- 
гнлной цепи Существуют /та класса 
паликстнлсинтат -  ферментных комплексов*
ОТТИГТСТПСННиХ W  а Ш Т С Э  П О П И К С П и н и х  Д1ПГИ-

биепккоп (рис. 12.13). Первый класс составляют 
синтазы, катали И1р> юшке реакции биосин и* и\ 
ароматических иолнкстидоо; каждая с ш и та  
ПрСДСТАВЛЯСТ собой ОДИН IKiaKIICinriU с одним 
активным центром, который последователь- 
но катализирует биосинтетические редкий и 
(рис. 12.13, A). (impost класс включает синтазы, 
иОрггзопанные несколькими полипептидами 
(А -Е  на рис. 12.13, />); каждый in  них имеет 
свой актиний метр м о б ти н т специфической 
ферме!птаптвноМ активностью, катализирующей 
определенную реакцию биосинтеза

Исли каждый домен субъединицы мною 
функциональной паликгтцленнты . обладаю 
until ферменгагиинон активностью, каталпи 
руст определенную реакцию, го утритр любой 
in  активностей затронет только одну реакцию 
биосинтеза, и изменение домена с  известной 
функцией приведет к предсказуемым т и с н е 
ниям структуры сшпезирусмою антибиотики. 
Так, летально изучив теистические и биохими
ческие СОС ПГОЛМКНЦИС бНОСИНТСЗЯ ЗршрОМИЦН- 
|«а я ктеплх SocektiiXfpotybponi ery$hruea% удалось 
и ноет и специфические изменения а гены. ассо
циированные с биосинтезом JTOIO m minim ги 
ка. и синю тройигь производные зрнтромици- 
на с другими свойствами Вначале была 
определена первична* структура ф ри мента 
ДНК А. г/>у/;шги ДининI 56т и. и., содержаще 
ГО КЛЛСТСр ГОМОН Г Г ) ,  П1СХ1 !|\>М14 ржиыми спо
собами модифицирована зригромнпнниоликс- 
писгопзш . Для згою  I) удаляли участок ДНК. 
кодирующий Ц -ксгорсдукту, либо 2) вносили 
изменение в участок ДНК. колирующим ено- 
илредуыазу. Деления Р-ксгорсдукта т о г о  гена 
припилила к накоплению промежуточного 
Продукта, у которою к С -5 атому к о л и т была 
присоединена карбонильная ipynrui, а не ni.i- 
роксилыюя (рис. 12.14), а мутация и гене смо- 
ил редуктазы — к образованию двойной связи 
между яшмами С -6 и С -7 (рис. 17.14) И i л и х
ЗКС11Ср>1МС1ГМ>|1 СЛСЛуС!. *ГГП се ли  МПГНПСфиНН

ропать и охярастери «овить кластер генов, ко 
лнрую тих ферменты биосинтеза определен 
•юга поликетмдного ангибиотнкл. ю . внося и
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N M c l,

Л|М|П|ч4|М1ш!*|:мн

Р ис. 12.12. С тр у к ту р н ы е  | ]ю р м уш  рагл!гп*м х iMoxpoAraitxtiHOiicmwx ш гуиО н е ш к о п . t i i i n c ш р у с м ю  иллм м им и 
S u v p fo m y m . .У  foeifrtjAv-д и к о го  о п и и  lu n ik M iu a p IJ Ik U  к о д и р у й ! ж т и н о р о л и и ; \#грнм зухг>ьр. c im ir u ip > in  мс* 
игры ИНИН. 4 5 . W«rtaf t w u N r  гряы инппм  п ДИГМ Аро1>ж |м тиит! С т м г  m pycM Uc in C jm  т и с  я ш и в и о т и к и  -  n v  
v x w p p iv iiw  А  м a m ih  рпгрл»инир<ш и.

них специфические 1пмсиенин, можно будет 
няпр&аденпо иш еш т» структуру антибиотика. 
Кроме того, иыретая и соединяя те или иные 
участки Д Н К , молено перемещал. д о м е н н  i h u i i i *  

ммпдеинтиты н получить истые поликстндпыс 
aimrfhtcmiKii

Ike кластеры генои ароматических ноликет и 
дон содержат три гена, кодирующих гак начина

емую минимальную иоликетилсинтачу. Этот 
ферментный комплекс иключдет кетосшгппу 
(с анилтраисфсраэным доменом), фактор, оп
ределяющий длину цени, »« amt j перс носищи И 
белок. Мини малы юм иол и кет оде и in «та огне 
•глет ю с и те » яромятчсского ноли к с т л  й о т  
остом, а его модификации осутестпляюгся 
лру!ими Арментами. леИстиуюшнчи еогласо-
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Рис. 12. If. Искус4*«1»г111и> c o v m im ia c  »i> f»i Гщо 
cmrma iicuitifcrmtiiM* лпнГштимч» SFK41 и 
S E K 2 6  Обсмидчгинм: о а  -  икпиюголип. Гол» -  
iCTpautMQMiiiinif. / m i  -  фрснсыицин. u n s  

ipifjeymx, min PKS -  wiiiihmmi.iuh под мхе 
ТПЛСИИ71М, KR -  |>*cutKiiyM4U. ARO 

о, CYC циклам.

O/iim  ш  стратегий, ifaiomnycuux некоторыми
:i •(HiTtHl.IMM MHK|4<>f«~.Ul|liM;\4H лли КМАИГШМИЯ И

уошинмх мгдосгатса кис юр* ши, состою и сшпе- 
Ц* Г«МПГЖ|5И1ШОПОб)ЮГО ИродуШГЯ, СПОСОБНОЮ 
ЛККуму/111ро«*ГЬ KMCilOpOH и /ксгаплить сю II 
клетки Ии пример. :• »ро6иду Гхиоермм НгхтмгМг 
Si симтсшруп шмоли мерный гсмссшерхмимй 
бет*. фуикнионзИ.ИО нолиГисый вуклржгшчс- 
скому гемоглобину Гем «[гмонюГишя» Mtrcnscilki

6 m ; i имлепеп. встроен и nn.i i m i m h i j i i  искгор 
Snvpfomytrs н euie/H'ii и кипки ноги микроорга
низма. После его •кспрессии на долю icMorJo6n- 
на Viinoficilh иримштос». примерно 0,1% ксх  
клеточных fx-ium 5. cne/faoJbrлижс ь ш  случае, 
когда депрессии iKyanecmnutaci. пол контролем 
I :nOcmcMiioiii промоюра гена гемоглобина 
ytfrvosdlbk л не и|хкм<>|ира Sfn'/tfturiyrrs Траис- 
форчироканные клепи S. <т*elu'olor, растущие
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В А Ж 1 И Я  В Е Х А

П о лун и н е  2-кето-Ь -гулонаг* —  промежуточною продукта сшгтсза 
Ь-аскорбипоной кислоты —  с помощью рекомбинантной 

бактерии E rw in ia  herb ico la
S. Atulcnan. С. И  Marls, R l ^ j n n ,  J Miller. K. Smilcrnl. J. Scrymour,

D. light. W RaMettcr. I) tMrll 
.Witri- 1M1: l-W 149. 198$

Д*я направленного изменения 
прокариот. o tit ic  л<р> w i n  к oitpc- 
пелениме м е п б а ш и , a npiihiHi
nt- ecu. яма пути Во* первых. un» 
IIO 1ПМГНИТ1. ЛКТИВИОСП. или 
cnjirpA.iHMc одного U.1II мескаль- 
MIX ф?рМсНТОВ lOt D Ititll ИНОС О 
«'иоенннщчсскои* пути С 1ГМ, 
•III«Гид >’НС ЛИЧИН. продукцию ну* 
ною  Mciaffcwwia. Bo-tnopux. и 
пржнрисгпексскрй юном можно 
кнссги чужеродные 1СИЫ, КОДИр)- 
Kinieir ферменты. которые, не 
||СШЫ)Я -дшеи синий МСЫхШП II 
k i l lc c i t c  С><1СТРИ1*. обсспсчагт 
u ifir ie i непбонита, i n i i iw a iu m  нс 
продули рустам о чошйскоп алет 
хеш. Такого рою» Ш1лмнуляним 
M p O T C l.l llIK K .IU .»  ЛП СП 1П 1Ч 1Ю  П р о 

стыми. пли.лко далеко НС ПСП ИЛ

удастся nuitcmm нужный геи и 
подобран' пол холи tune у и о н м
/та его экспрессии.

Wnfiu coxofibfifiiicicpHici. сии 
тезирующую 2*Kci‘o  L-rynoito 
му ко кислоту, маю срмспкш ю го 
предшественник*! dhiumiiiu С и 
промышленном прем simvii »м»
ною HiiuiMiam. Андерсон и др

Htii.xMit.iii № Cirjtn tMHlvriutn ten 
фермента, *unatitiii|nющегмпре 
rjuiuei iie 2t5<3»acio-D*iii0Ub 
позой кислоты я 2-м  m I lyao- 
i« iB>k) кме.юту. и вдели л и т ten n 
клетки f.miria к? йаигрви 
синтезирующей 2.5 диксчо-D 
глюкоиоиую кислоту и» 1> гдю 
козы Видела «не лого  г а я  ос- 
лид1шлос1, тем, что елм ф грм ст 
практически не был изучен Та

КИМ ОбрИХОЧ, прежде чем 1ШС1ГП1 
фицирова II» «ем. нужно било О-Ш- 
с п о и  соаютсгвую ымм белок II 
чяежчно ссаземиггмвп. его. л w* 
тем ни основании данных об ими- 
M O K iim it to A  Iм ю iciteiBH 1с.чм*>с1 к 
CKOHL'ipy нреФИП. ЗОНДЫ Д.1Я iHTipn- 
лмязимп

Эго была ivnu из первых |\ifk»r 
ОТИПСМИШМ.» К  ТОЙ иО.ХИСШ ИСЗДС- 
лоиднмм. которую анмили илы на 
ЮТ ИНЖГНгрисИ ИПлГСъМИ 1Ма. В 1.1 
кою  роли рабом* т  одного 
мнкрсю|а'ами4мл 8г.р)го41 nepcitO- 
с т  геНм, о 1пстгтиениис ш какую* 
н» «шеи. чсшбо.чичссvoionym . гак 
ЧГО irrofKiH ммкроор* aim jm ii|*m>6 
pciacr способ неси- сш гш м р о м а 
п е т ы е  w r j t x m i n u

при низком содержании растворенного кислоро- 
на (примерно 5%  ел |»сы1шшшгй комцлгф»- 
ПНИ), синтезировали н 10 раз Гюлынс астиноро- 
лмна ид I г сухой клеточной массы и имели 
большую скорость роема, чем пст|М1 (сформиро
ванные. Этот подход можно исполь маять и дтл 
обеспечения кислороде гм других ммкриорпшиэ- 
мин, растущих в условиях недостатка кислорода 

Исходным материалом при химическомсин
ите некоторых исфилоспормнои антибиоти
ков. обладающих незначительным побочным 
эффектом и активных n cmiotueiiiiH множества 
боклерий. — начнется 7*аыммаисфалос1юрано- 
пая кислот (7ЛСЛ), кагорам в свою оче| к ль 
синтезируется из антибиотика исфалоспорнпа 
С (рис. 12.11). К сожалению, природных микро
организмов, способных сишвзироМ1Ть 7АСА, до 
сих пор нс выявлено. Новый пуль биосинтез 
7 АС А  был скопетруп роки ( включением специ
фических ггнои и плазмиду триб:» Atrvmoniitm 
<hryso£enum% который обычно сищеризует толь

ко иефплоснормм С . Один из лих генов бы i 
представлен кЛНК гриба F u s c r lu tn  s o f a n i . коли 
рующен окекддзу 0 -амп1К1кислот. в другой про
исходил из гаюмпоЙ Л И К  f o t i u lo m o r w д d t m m t i a  

и кодпропад иа)шлос1юри1ШШ1лазу. В плазмиле 
гены находились под контролем нромитора 
A. chrytofterium На первом липе новою биосин
тетическою пути 1юфалосхшрш| С прсорошост- 
ся в 7-р-(5-кхрбокси-5ч>хсопс1ти|амид)цефа- 
лос пора новую кислоту (кс тсьAD-7ACA) при 
помощи оксидаш D -ашишкислот (рис. 12.17). 
Час л .  лого продукта, вступая а реакцию с перо
ксидом туюродл. сшнич »п побочным ирцауктсиь 
HptujxmlacicM в 7 р-(4 кирбоксибу faitaMiu)iic- 
г]хял(кт1ора1К>вую кислоту (GL 7АСА). И цсфя- 
тзепорнн С. и ксш-АП-7А( А, и СЛ.-7ЛСАмосут 
1шдьергиад:з1 ииратпзу |̂ ечратоспор1шаии.1:».>о(1 
с образотешием 7АСА* однако шлика 5% исфа- 
лоспормпа С’ напрямую гидролизуется /ю 7АС А. 
Сдедоктелмю. дли о^мкмавим 7ДСД t высо 
ким выходом необходимы обе фермент»



266 ГЛАВА 12

В
§

tlC<*Uarf)OfWII Г

OU.ILULM
| » 4Ч»1|Л А1Н ..КП

Кето-АО 7АСА-

ГНА

C.L-7ACA

Исфюг 
C ltl^ lt lU U N .

7А1А

ГМС. 12.17. I СНГ IИ '«С О . И CfcOflCIpyitpOlMilHUft Il> t«. 
( a t o c i f i n i r u i  7  а м и 1К > |С|}1Л 0п о н ' р а и 1»1»€*й ь н с . 'ю т и  

(7 А С А )  из цсф аю спорм ш } С le u  окемЛиза 
D-aUMMOKMCJIOT выделен H I I pitta / ШОК). я ген 
n c ^K i-’K O i o p H H a i m  la  i u  и з  б ч а к те р к п  Л  <6>шгш/а.

Виопо димеры

Биополимеры -  это пысикомолекудярмые со
единения, сятезируемые живыми ортиизма- 
ми Неки in рис и » m u ценными физи
ческими и химическими саойсшми и мо»ут 
«сйальзоюгися d нишевой, 1ЖрсрабегакиашеЙ 
и фармацевтической иромыш сппскти. С  п т  
11и к т я 1г»1исм технологии рекомбинантных 
Л НК iKMitii taci. возможность со vni mm. новые 
биополимеры, шмепить синтетические ироаук- 
гы их биологическими аналогами, модифициро
вать уже существующие бминшнмсрм с целью 
улучшения их физических и структурных харак
теристик. 1КШЫИШП1 эффективность соответст
вующих 11роМЫ1Ш1СН1!ЫХ процессом, уменьшать 
ИХ СТОИМОСПи

Сшдание рекомбинантной бактерии 
Xanrhomvtias cam/iestrls с цен*) получения 
Kcanmattoooii слил/
ХшиНотопоь campestris -  гримшрнкшгслышх иб- 
ш г.тю  а#рсбния почвенная бактерия, с т т г л » -  

рующаи ценный коммерческий биополимер 
кешглшокую стгин кысоком(щекудя|)ны(| экэо- 
иилисахиркя Ею  структурный каркас сое папист 
линейная потимерная цепь из молекул 1лк>м>ш 
К каждому второму i люпозному остатку присое
динена трисачдрн.*исп1 боковаи цепь, соспницаи 
ю  олиго остатки глюку ромовой кислоты и л пух 
остатков маннозы (рис. 12.18). Кеш тию м я

слизь имеет высокую тихость, не разрушается и 
агрессивных физических и химических средах и 
по физическим и химическим свойствам »пик>- 
минвет пластик В частности, сс можно исполь
зовать как стабилизирующий, ииулммпуьннмП, 
'aryiiuHomnfi или суспендирующий arciri Дли ус* 
пешиото коммерческою проиич «детва ксантино* 
нон слизи необходимо пырашиюп» А сатреМгн 
на иглоронш и доступном источнике углерода. 
A', campestris дикого типа м|м{кктиЯ1юуги/1>е11фу» 
ег глюкозу, сахарозу и крилмпл, но не лдкгооу. 
При прок нюдгтиг старт и большом количестве 
о6р.и\ски такой побочный продукт, как сыио- 
ротка Она состоит из поды (94-95%), лактозы 
(3*5-4%) и небольших количеств белка, мине
ральных псщссгп и иизкомолскулярных органи
ческих соединений Огромные количества сыне» 
роткн ласт молочная промышленность, и ге
пнлиицнх — :т>  большая проблема. Часто сыво
ротку слипают и реки и озера, что приводил к 
уменьшению и них количества доступного кис
лорода и  1ИбСЛИ МНОГИХ ПОЛНЫХ O p iB llillM O n  
Траиспорти^юнкд сыворотки к местам захороне
нии мусора обходится очень дорою. к тому же 
серьсгш>ю проблему создает риск загрязнения сю 
грунте пых иол. Наконец, большие средства ухо
лят на удаление шерлых кокишненши сыаорот- 
ки. Вес это заставало попытаться найти скгособы 
галид мои переработки сыворотки.

Сыворотку можно использовать как источник
УГЛСРОДП н р н  ИЫ рШ Ш Ы НПИ ЦСННЫЧ ПрОМЫШ.Ч'Н-
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Рис. 12 .18 . (  ipyKiypiuui ф о р м у л !  ih > 

иандрилл обри-тукшсго каплями- 
хукюии.. Каркас ссставл ист л until
tuut IlflllltMipiuitl ЦСОЬ I II  MIUICK>il
т н и т и  К каждому |ггпрому печатку 
* ipi 1Сосд| 1 1 iciш rpt<cjtjgtpti.\Miui Поко 

IX-ПК

иых микроорганизмов. Чтобы A. w tipn tn x  при- 
обрела способное i •* расти на сыворотке, было 
проделано следующее Геми iaeZY F.. coii, кеши
рующие ферменты (^гатаьггоэигшзу и лакзоэо- 
пермей зу, встроили и плазм клу с широким кру- 
юм хозяев так, чтобы они миколклись под 
транскрипционным контролем промотора одно- 
ю m  бактериофаге* A’, cawpatris. Эту конструк
цию ввели и eti//, a Затем перенесли нт F. eW/ в 
X. compestrii тройным скрещиванием. Трансфор
манты, содержащие плазмиду. синтезировали б 
И1лдкчотидаз\ и лшстдеопсрмсазу, испошлум лак
тозу как единственный источник углерода, а 
ыкже 11ролу пировал м и Ооидинх количествах 
KCttitittuotfyio с.mu., используй в качестве исгоч* 
пиков углероды глюкозу. лакппу и сыворотку 
(табл 12.4). Подчеркнем сшс раз, чю А гampatrts 
дикою типа синтезирует мною ксактнопой а т 
ак только когда р я с т  на глюкозе

Выделение геншг бш нчш теэи ш ж н и и а  
Меланины образуют многочисленное семейство 
различных поглощающих спет биополимеров, 
ихсиитсрмтужл животные, растении, бак горни и 
грибы. Эти пигменты можно было бы использо

ван. при изготовлении сап11исзаш1гп 1ых экра 
нов и покрытий, ь камее I вс добавки к космети
ческим ере деткам В нас нпщцч- премм меланины 
получают п небольших количествах либо экс
тракцией in  природных источников, либо нулем 
химического синтеза. С* помощью технологии 
рекомбинантных Д Н К . возможно, удастся соз
дан. недорогое крупномасштабное upotunouci- 
ш> майи in нон с различи м XHI физическими сноп 
стами

ТЫЬгица IZ4. С п и то  ксаигвноиойслизи и грик:г1нч>- 
xiitpoToiHubix клетках Mampesnix и клетках /шмио 
ш и л, рвегутшех и среде с рю ни м и  источтгкмми 
углерода1*______________________________________

X . К (Л И Ч «О Ч »  К !Ш Ш Н «< 4 1  I '-W W ,  « w /H.111

0.1% inmuiia 0.44 л »м «1 » 104 гыитника

Л м к м в тп  Т5Ю Miv 7 J  4
Т|»исфопшиа 3711 360К 4241

'* По лпооо. prfWrm Т \  Г^ т* . «ДО Г п ч т *  Ч > \  m - W .
Ш

11 Х а о ■•iutr.<»ug**»|ir̂  i«49*vi*i марку**
иг# ш I « »  ьтлммш |#« пи*х II» MiUiOvu^noliсран X »o«cyrvT 
Mill П.4!» rmvoii. Н.П1 0,44 *wru?aj п»Л> hi рж^ГишхганН 0Н4) 
< < г ш р л л or* П|И С»11П 0.*V литш 1 Трвнг<м^шип m  
urrw»T ппг«мм>. wcy*o>*>rrnw fa Л  £ mb
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Меланины л о  I:<rpciудярмыс полимеры.
СОСТОЯНИИ* 111 ОСП1ТК0П НИЛОЛЛ. бсмэгошооли И
аминокислот. Мерный этап их биосинтеза ката
лизируется MUlM.4Vlcp*aillHH |]|СрМС1110М мешо- 
окснгскизой тнроэимазы и п р е д е Iа т л е т  собой 
окисление т р о м п ы  д о  дигидрокенфеладгала- 
14ИНХН1101Ш. Мо с л с л и и с  ЛИПЫ  иолимери шнни 
НС UlLlHlOTCil КД1ИЛ11ТМЧССК11МН р си к ш и ш н И II ш - 
1ШСИМОС111 от химической природы мсхинокных 
со еди н ен и и , вклю чаю щ ихся и полимерную  
структуру, дают конечны е продукты репных пне- 
топ: черного, кори чневою , желтого. кр асн ою  
или фиолетового

Выделены и охарактертшаиш геныбиоемн- 
тем меланина н бактериальных метках 
Mirvptotnuei anti Notion  Они содержал лпс от
крытые рамки считывании (OKI ), одни н i кою 
рых кодирует тмротмназу (мил. масса 10 600), а 
вторая (ORF4J8) белок (мол. масса примерно 
14 МО) С неизвестными функциями Чтобы про- 
перить, нужны ли оба mix rcwi дли синтеза мс 
ланнна, гены сначала лерекдоииропали а экс- 
прссснр\мн|1нм лектор Е. соИ. при этом одна 
конструкция солержхи ТОЛЬКО п:и тирспннаш. л 
другой и ген тирозиназы. и ORR38(рис. 12.19). 
Вектор, носуишй гон тирозина ты, обеспечивал 
синтез бЛлыпих количеств тнроэиналы. чем нск- 
тор. содержащий оба указанных гена Однако 
оказалось, что уровень шрозмпазы нс имеет 
особого значения. а для биосшгтсза меланина 
необходимы продукты обоих генов. Возможно, 
белок, кодируемый ORF438, постаял нет ионы 
меди неактивному ПрСЛШССтЧШНКу тирознна- 
зм дл от пропишите, которая активируется в их 
ирису 1СТ11ИИ. В CCICCTDCHlIhlX условиях после об- 
рлеганни лигилрокемфеннда шнинхниона при 
участии тром п т ы  п полимер включаются раь

ЛНЧНЫС ПИЗкОМОЛСКуЛЯрПЫС соединении (цехи* 
НОНЫ) С  учетом miro можно изменять химиче
ские и физические свойств меллниии. синтези
руемого п клетках L .  t o f t с введенными и них 
ключевыми генами бжкшгтезл этою полимера, 
если добла'иггь в среду определенные ннпкомо- 
ло:уляриыс соединения в разных количествах.

Микробиологическ ий си нтез ж и в отн о го  
биополимера с адгезивными свойствами 
Иссг.мл перспективном представляете и также 
разработка недорогого способа пол у* иг и и и белка 
с адгезивными свойствами, пнсрвис выделенно
го из мидий Mytilus cduth, Этот водостойким бс 
лок образует очень прочные нити, с помощью 
которых моллюски прикрепляются к разнооб
разным поверхностям. Сразу после секреции 
биополимера гак называемой биссатопой желе
зой между поли мерными цепями образуются 
многочисленные поперечные сшнпш, что за
трудняет определение ИХ ВМИ1ЮКИСЯШИОЙ лосле- 
ЛОШЛСЛЫЮСП1. Эго п свою очередь НС ПОЭПОЛКсТ 
установить нуклеотидную нослсаопа1сэ1Ы10С1 ь 
кодирующих их гемов и синтезировать тибрили- 
закиоиные зонды. К с<шсп*>, удалось т а л а н т ,  
пнутрвислезочими прел шест веннмк адгезивного 
белки (130 кДа-прсдтсс1 пенник) Кик показали 
биохимические исследования, он богат серином, 
треонином, ШИННОМ, про/ншом И mpOOHMOM. От 
Ы1 до 70% этих аминокислот содержа гидрок
сильную группу, при ’/гои боями и мстмо остатков
Причина И IHpOlHIIU CliyipOKClOinpotiaillJ до 3- или 
4-f»tTroKciinpo.<.iiiui (Мур) и 3.4-дипироксифе- 
iiimuaimii.^UOPAJcootneiciBCiiiio. Крометою, 
после определения аминокислотной последова
тельности выяснилось. что предшественник со
стоит в основном из повторяющихся ЛСЮШС1ПИ-

Рис. 12. IV. ?НиЛ1рссс1фук>«циеп1и>* 
МИДЫ /- сЫ?, несущие icnuOttnciar 
»еы мелкими». pBGC6l9 содержит 
ген тр о ти ла * , л р!Н#С 6*0.3 от 
крытую рамку считывания 
(ORF438) и \ п  е и н т а  м етины  и 
гем тмретшаш. Г(Ы1кк1>»«1 шни 
КЛтПфОЫШНМХ I сноп осу икспия 
СТО? ПОД К01ПГО.ТСМ промотора Рп 
бо»стер1юф1П1 Г? KBSI . RRS? 
дна разных сайт связиш ки рибо* 
сом. Обе инимнны нес)! гены >е 
тпнткиссги к ампициллину (Ал^)
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У  CCA ACC TAC АЛА C O  AAC CCC TCT TAT CCC 3'
У  m  CCA Г TC CCC АСА АГА CCC СОТ ТСС АТС S' 

P ro -Tb c-Tyt-Lyi-A b -Lyt-Рю-$ег- Туг- Pro-Pro-Thr-Тут

Рис. 12.20. < иптсипсскии (ишгонуялелпи, посдужишоиК осиппой для со сын и г. геми латентного бсякя, сии 
тезируемого мидией А/. aiuliv Второй сшгтетмчсский олигонуклеотид был ctorrnirsMMuui тихим обратен, чтобы 
после omtiini с пгризч обраюпм килем фршштп лпуи «с точечной ЛИК с липкими копиями f 1ослслуошсс ли 
тройни.с с I u>Mi'ui»«'Л НК л мним фига Т4 i i j w b c j i o  к artpaaoitmiMio /жиеЙиимЛ! IK, uvirucuini и i лрсдсинмсн 
•Wl* 1У1 r*tW»KC ИОШОрОН. HinrJV ЛИМ ДМШИЖИС’.'КИШИ» послсяовжтелмюси. 1ШНЖ1ТШДЛ. копируемого ПИМ ПОТЖ> 
|ЮМ

лов Ain-I >v{Pro кпн Нур)-5сг-(Туг или 1Х)РА>- 
Нур-И уp-Tlir- ПОРА- l.ys

Из библиотеки кЛИ К. котором Сили полую* 
ни ни ос)юне чРН К, пылепенмоп т  бнссалоноп 
железы. была изолирован* кЛИК 130 кДа прсл- 
шесшаншкд адгезивного бедка. И адгезивный 
бачок, и его кЛИК обладают bcci.au  необычны
ми свойствами, спрулниющимм мони|К>шшис 
и экспрессию cootнечет пуюшмк генов и получе
ние функционального алгетивного белка Во 
нерпыV. кЛИ К  содержит большое число noitro 
рои, что повышиет частоту гомологичном 
рекомбинации н иероя шесть утраты части кло
нированной последовательности. Во-вторых, 
поскольку примерно 70^ всех ими»iukмелоI бел
ка прмколшеп на долю Пронина, ли ти ш ) и тире* 
шин, арил ли ею улоасн получим, и большом 
КОЛИЧССНН НСЛСДСТ ПМС OI ран имен п о с т  внутри 
клеточного пула лминоанил-iP H K .

Чтобы прсололот. рее ЗЛ« ТРУДНОСТИ, полно 
размерную кДНК адгезивною белка или ci 
ijtpal менTIJ 1C IроилII II лрожженис *1 КСIIрее 
спру тощие испори и ввели тш ошори и дрож
жевые клоки. После зкслрсссмн были полупи; 
ны новые активные ijopwu адгстипногг) бачка 
мал. массой от 20 до 100 кДа. причем на их долю

при ходил ось от 2 до 556 суммарною количества 
клеточных белков. Значитслыю Солее высокою 
уроним зксироеспм удилось дссткч!. после того. 
КОК б и ч  химически C liM ICTH pO felli ГСПЯДТСТНПТШ 
го белка (рис 12-20). Испальту* потпоры ДИК, 
колирующие декапегттид адгезивного бсл»са, со
здали синтетическим ген длиной 600 п. и., кото
рый кодировал белок мол. массой примерно 25 
кДа. Иго основная гютор>||ищлмсн единица дли 
НОЙ 10 П. И. СОСТОЯЛИ ИТ КОЛОНОВ. ОПТИМАЛЬНЫХ
для экспрессии в L. сой* л дМ»ости1шая жспрсс 
сия происходи та, когда он ни шли see под к о т  
ролсм промо юра фага 17. Большинство микро 
организмов обладают лишь ограниченной 
стюсобжх. п.ю ос у н ice u-лмп. iioci гранслицмон» 
нос iiutpOKCii/iiipofeiiiHC аминокислот, такчто об
разующийся бачок Сыплет нс до кожщ пырпкеи- 
лнрогшн Так, некоторые из его тиротиноимх 
остатков не превращаются п 1Х)РА, что снижает 
число образу ющихся поперечных сшивок. Что- 
бы решить ну проблему, была создана система 
11Ы |Н >К СИ П И р01Ш 11М М  III viiro, в которой померк- 

алыпо1 шропишгы и присутствии аскорбиновой 
кислоты гидроксил провала остатки тирозина 
(рис 12.21). Аскорбиновую кислоту добавляли п 
реакционную смесь для того, чтобы прслотпра

Рж*. 12.21. I io c i|рп1сяя||ищч10( ntupo 
•сидиргашние ш \«п> некоторых таро-
sm oniii осип коп илI с и т н о г о  белки 
А/. rtialit. 1'1|)11у|аст1111Т1Г1Ю:и1мжмтиро- 
Mill IipCvi|Ull1U1CfCt! II IЮРА. после чего 
111 мнщ бить ПАИСЛСН ДЛ Г> \ИМ1»ИЛ ъа 
тгчопоксили 1041 H IM  III р о т  КХЗОЙ Окне- 
ПСКПО МОЖНО ИрСЛОП1раТ1ПЫЮб*Ш1СНИ- 
си лс корГи т о  «*>В кие л о т

ОН ОН О

Т принт I» Химии
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1ИТЬ ОКИСЛСНМС ОС1ИТКОЯ D G I'A  и О-ХИМОН. ЭТОТ 
процесс должен строго контролироваться. п о 
скольку 141 прикопит К СШИГШНПЮ Су5ъСЛИ1Ж1| 
а т г ж ш ш о  белки Как и многие другие м е н  
или ши сомни, адгезивный белок необходим о ик- 
типнроилп. нспосрсдсп 'снн о перед мстюшаова-
11ИСМ.

Мри окислении ирслиюсзпенника ал1Гзнвио- 
IX* белка и образовании с шинок белок можп
СИИ IWH.rif.Of С |XI lll(4*Tip»l III ММ II ПОВСрХНОСТЯМИ
из стекло. полистрола, коллагена и I. д. Проч
ное!». н специфичность спяшшшнн можно т  
менять дпГчжл синем к смеси (uicjhiiiima белкой 
до о кислен им и образовании сшшчж других бел
кой. Э ю  позволяет СОТ ДЛИШЬ КЛСИ С > IIHK/UMIU 
WH СПОЙС11ШМИ, и ТОМ числе и ГМКИС* КОТОрЫС 
можно б\пст исподьэопггь а медицине* а част
ное! и II стомиггодогИИ.

МикроСшалогический tiunmei каучука 
Натуральный каучук* им 1.4 иол и изопрен. - 
ото широко используемы»! биополимер, кото
рый получаю! из различных растений. Fro био
синтез начинается с превращения простых Саха
рой и пключаст 17 ферментативных реакций. В 
ходе последней »п НИХ ПРОИСХОДИТ ЛОПММерИЭД- 
иия 1«Ю11С1Пе1«нлп11|чн]я>сфата С образованием 
ддлюлирофосфатв

Ввиду большой к<1ммсрчсской ценности 
каучука были прогсдсны исследования, иа- 
IIрапленные на го, чтобы пыле и in  ь. можно ли 
использовать для сто получении рекомби 
НЛИТНЫС МПКроОрП111111МЫ. Прежде всего с 
ломотми мРНК и» растении Нгмчх ЬгйъШеп 
ш , синтезирующего каучук. были создлн«1 со
ответствующая кДПК-библиотска Затем про
ведена гибридизация с коротким ДНК-зондом, 
спитетропам и и м исходи in  данных об амино
кислотном 1ч*слслоьм1слм(ос1»1 одного из учгь 
а  ков молекулы полимера ты каучука. Для того 
чтобы доказать, что ю-тонированмая кДНК дей
ствительно кодирует л о т  фермент, ИСПОЛЮО- 
b iu h  антитела х очищенному фермешу. Те 
перь. используя этот «слои кД И К , а также, 
возможно, другие гены биосинтеза каучука, 
можно попытаться стпсзирогипь шпура и л  ый 
каучук микробиологическими методами. С 
другой стороны, с помощью это»! кЛНК можно 
также подучить полимеразу каучука и создать

Ксла1кШ1Чсскую систему in vitro. В любом слу
чае исследования, которые могли бы привести 
к разработке нового пути биосинтеза каучука, 
имеет смысл продолжит.

МикрЫлюАогичгский cuumvt 
полигидрокаш. {кагюапюо 
Политирсжсиалкшюяги это биощегрщшрус* 
мыс полимеры, синтезируемые мложсс» пом чик 
pooputiiii IMOU <1 |ч*жтс н е ю  Aktilifpnrs eurntphnf) 
и нслильзуюшмссм ими как внутриклеточный 
источник утперода и энергии. Они обладают 
разными с пой стами и зависимости oi состава i 
MOiyi примениться для получения биодегради
руемых Ш10С1МаСС» используемых, например. 
ДЛЯ ИИОЮ11.1С11ИЯ упакоНОЧНОГО MfllipiULTa По
оценкам* годовой объем продаж биодеградируе
мых п даст масс cocrainaci примерно 1.1 млрд 
дол у» рои.

Из всех палигнлроксиа1каи01Лт)Г1 ианГюлсс 
полно изучена и охарактеризована поли(Э-гнл- 
роксн масляная кислот*). Это синеется ык к 
самому полимеру, так и к копиру кипим его 
синтез генам A eurroplw. Поли(3-п*лрокси 
масляную кислоту), се сополимер полир псп 
роке и бутират-соЗ т  дроке намерят) и другой 
поляоксиплканоат, пали(З-питрокси паттерна 
мппую кислоту), получают и Великобритании и 
промышленном масштабе г]>срмсита1шсн при 
участии Л eutrophus.

Однако п т  микроорганизм рапст относи 
1СЛЫТО медленной НСП0ЛЬ5>С( ЛИП1ЬСф*Ш11ЧСННОС 
число источников углерода, *по делает upon тол  
СТГЮ довольно ЛОрОГИМ Можно ИСПаЛЫ0 Ш1П 
другой путь: при перенесении генов биосинтез* 
этого полимера п /• colt получаются быстрсра- 
стушис трансформанты. накапливающие в боль* 
том кшнчсстас (до 95% сухой массы клетки) 
иилк1(3-1»ыроксимас.1ииук> кислоту). Подк(3*П1д- 
рокснмасляная кислота) сингеифустся шпцеттм 
СоА и три стадии* клииширусмьи:тремя рошыми 
«|<pMCiau.Mii (рис 12.22). Оперон, содержащий 
зги гены. был встроен н плазмиду в составе 
фрагмента длиной 5,2 т.п.н.* опнпко в отсучст 
пне сслскпшното давления, например при росте 
в отсутствие антибиотиков, примерно половши 
клеток Е. сок теряла данную плазмиду уже после 
5 0  генераций Эго не очень существенно, когда 
масштабы культивирования малы, но сшновит-
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IЛАКА I?

K C IO IM .lC p I l -lC u A , n спон* «><ic |h : : i . МОЖС1

!ijx:Mjum_u Mil и З-ПС'фШСИШДСрИЛЧЬА, HUUO"ia-
смык и comv i i Iмер (рис. 1223).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Ьимерни можно не юлько нслольхшать как 
•-||мС>рнк11» ддя синтеза белкой тина рссгрпктал, 
но и получить с их помощью нопые продули, 
изменяй метаболизм бактериальных аслсюк плс- 
ДС1ШСМ О Н И Х  ЧуЖ СрОДНЫ Х 1СНОП И Л И  М О Д И ф и к и -

иисй уже су i цел пу кацик. Можно со сына и. |<- 
комбинан1Ныс микроорганизмы, способные 
синтез ирошш» самые разные низкомолекуляр
ные соединении. I - j i корбинсплю кислоту, кра
ситель милию. ам инокислот, антибиотики, 
ииноузсрмыс елмници различных бмогшл и ме
рин. ОбщимcipmcritM при лом  соскнпгюпкедс- 
нии * opiuiuciM хозяина специфических генов, 
клонированных и подходящем нектаре, которые 
KOJUipVWI один или несколько фермешон, кши- 
дюмрующих не с поре темные микроорганизму 
метаболические редкими или шимкжшх на ос>- 
щсстилисммР им n Hopxic биосинтез определен
ных соединении По имеющимся данным, соз
дание мопых мешбапичеекш путей не miljhcicm 
технически исосущсстнимыи. chin подход па* 
МОЖСТ с т а т ь  необычные, более х|>фСк1|1ННЫС 
п у т  синтеза самых разных соединений.
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КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. On limine стратегию выделения гена эндону
клеазы рестрикции EtcRl.

2. Oiniitonc стратегию клонирования гена 2,5- 
D K G -редукции Cvryntbacterinm  n Ensinia. 
Почему это представляет шпсрсс?

3. Предложите стратегию повышения коммер
ческой ценности клонированного vrtta 2,5- 
D K G -рсауюпш.

4. Как ситсэироютъ индиго n I сЫК
5. Кик повысить коли честно гршпифпна, сим- 

тезируемого Coryncboctcrium ptutamicuml
6. Прел подите стратегию пмлелпши гемов, 

участвующих п биоси те з е  ашнбиотик.1 ун- 
дсимлпродигиоам1Ш, коюрый обычно синте
зируется it Stn'ptoJTiycrs coeUcobr.

7. И чем состоит трудность ipanuJwpMnumi 
различных ргглюпкан остей Strepiomytedf Как 
ее преодолеть?

8. Как с помощью генной инженерии увели
чить продукцию антибиотика данным ппан-
мом Strefrtomycifl

9. OiiHuiirie один из подлещои к сош ник» мо
дифицированных ви pi га нтоп нсаромазичс- 
СКИХ ПОДНКСТИДНМХ аНТИбИОТИКОВ tuna три-
тромпцина.

10. Как адгезивный белок, обычно сшпсзирус- 
мын мклнси Mytituscduits9 можносиитсзиро- 
nai ы \ Е  cvli?

11. Опишите схему синтеза ггоди(3-гидроксн- 
маедяпой кислоты) в F. evil.

12. Ч ю  такое сыворотка? Какие важные в про
мышленном отношении соединения можно 
in  нее получить и каким образом?
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Биодеградация токсичных соединений 
и утилизация биомассы

Lull* СЧ НОС lfICJll.no мслинно ни у кого нс но ши 
Kim о сомнении и юм, ню  окружающим сред* — 
ищл ух. Эемдп II Itoau н е с и  л  буду» ЭффеКТНИМО 
•перерлблтмшггь» битовые. промышленные н 
сельскохозяйственные школы. Теперь мы т а 
ем, «но это нс гак. Человечество столкнулось с 
двумя фундаментальными проблемами: пере
работкой отходов, постоянно образующихся ц 
огромном количестве, и разрушением токсич
ных соединений, лссшилетиямм накапливав
шихся н а  свалках. в воде и почве Правится ьег- 
141 ратных стран питались решить эти 
проблемы законодательным путем, однако к 
успеху tiro не привело.

В настоящее время проходит проверку целый 
ряд технологических, в том числе и биспехноло- 
rifieCKltX, полхолоп, с иомошио которых, поэ- 
можко, удастся перерабатывать большие коли
чества отходов (например, /шгноиедлюшим) и  
токсичные вещества Ирелпрннимаютем попит 
кв поощрят», те предприятия, которые перера- 
Олплмкп о1холы производства и повторно ис
пользуют содержащиеся в них полезные 
вещества.

Употребляемый нами здесь »срмт» •биоде
градацией относится к процессу разрушена» от
ходов. попавших и окружающую ерслу. с помо
щью живых ммкроорганм «мои, я термин 
«биомасса» ко всей совокупности веществ н 
материалов побочных продуктов пищевой и 
ИСрСрйб»1Ъ1ЩиОЩСЙ ПрОМЫ1Щ?СННОсТИ, — кото
рые раньше считались отходами. а теперь мо»ут 
служить сырьем для производства мношх эко
номически важных продуктов

Д п р а  ищи я ксенобиотиков с помощью 
микроорганизмов

Проблема утилизации токсичных отходов сейчас 
стоит очень остро В 19851 . мировое ироншшет- 
во лишь одною и:» киряжмхииих окруж.ношу и) 
ерслу химических веществ, пентахлорфемола, со
ставило более 50 ООО т. Раньте токсичные вешс- 
ст1Ш ротрушилн. ежмгия их тон» обрабатывая яру- 
ГИМН химикатами. ОЦНЛКО ГУГО тоже ПРИВОДИЛО к 
загрязнению окружающей среды, а кроме того, 
обходилось очень дорого. В середине 1960-х гт. 
были обнаружены почвенные микрооргантмы,
способные к деградации ксенобиотиков <нснрп 
родных, емтешчеекмх химических иетеств; си 
трсч. дстко. чужой) -  гербицидов, пестицидов» 
хладагентов, растворителей и г. л. ':>ix> открытое 
подтвердило правильность предположения о 
том. чю микроорганизмы можно нспильхтаи. 
.пи ЭКОНОМИЧНОГО И эф«||СК‘ГИП1<ОГО Разрушении 
токсичных химических ОТХОДОВ

Основную группу почвенных мнкрооргпнт- 
мов. разрушающих ксенобиотики, составляют 
бактерии рода Pseudomonas. Ьиохимипсскис ис
следования показали, что разные штаммы 
Л (тЫ а «щ сп о со б в м  paciiim ши. более I сю ор
ганических соединений Нередко один игами 
использует и качестве источника углерода не
сколько родственных соединений.

В биодеградации сложной органической мо
лекулы обычно участвуют мсскачько |>дзкых i}»cp- 
Meirroii Кодирующие их геиы могут имен, хро
мосомную локализацию. но чаше входят и состзш 
крупных (50-2(10 т и. и.) плазмид (тлбп. 13.1). а

ir
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Бактерии, рл ipynimoiiiHc псгалогсмироваи- 
имс ароматические соединения. как правило, 
npcnpiiiiiniar их п китгхол (рис. 13.1) иди Прото 
кятсхппт (рис. 13.2). а затем, и холе нескольких 
реакций окислительною расщепления, —  а пне- 
ш л-С оА  и сукцинит (рис. 13.3) или пирупит и 
ацетил ысг ид (рис. 13.4). i>i к после л нис сисл» 
иемии мстаболмифуются практически всеми 
микроорганизмами. Галогенироианмыс аромл 
тическис соединения. основные компоненты 
бодни и метка пестицидов и гербицидов. с помо
щью тех же ферментом разрушаются ло юггсхо- 
да. *Iротокятехоаiа. гидрохинона или их галогс- 
нироышных производных, примем скорость их 
деградации обратно пропорциональна числу 
люмов галогена и нехешном соединении Дега- 
жмеинроганис (оинсплснис заметающего ато
ма галогена от органической молекулы), необ
ходимое ДТП ЛМОКСИКЛНПИ соединении. часто 
осушесгалястси в хате нсспсннфичсской лмок- 
сшснашон реакции. путем замещения пени спя

ш бензольном кол» иг ш» гидроксильную группу. 
'9гп реакция может происходить кик в хале био
деградации исходного гологемнрогалиого со 
единения. Mi и 1ЮТХИ1

Mci^Go.'iH'iocKHi' и> hi fmojici pa-Wimn 
KcciiofiiionikOH, созданные чегемлмн 
генной мнжонерни

HCKUIOpiJC М111фОИ|>П1И«ИММ обшпмхл ПрнроД- 
нои способностью  к  легршшции риы ичних ксс- 
нобиигико1ц одним» еле л у п  имен» и милу, впо; 
I) ни одни из них не я ш п  piupyilinib вес органи
ческие WQUIMCIUIN; ?) HCtOlUflMC органические 
COCilllHCMIfil И ВЫСОКОЙ концентрации! ИОДШинЮ!
функинониропкиис или рост деградирующих их 
х1ихр<ю|и ими iMOtt; 3)0алы»|цнс1 но очагов затри «- 
нсния содсрдш смей, химикат и, и микроорга
низм, способный | пиру шли. один или несколько 
ее компонентов, может и н а к т 1‘иро1Ш 1ся лруги 
ми компонентами; 4) многие неполярные ссели 
нения адсорбируются членными почвы и слано 
пятен менее доступными; 5) бнодегрлдпцня 
органических соединении чисто происходит до- 
1ЮЛ»4Ю медленно. Часть НИХ проблем МОЖНО рС- 
UIпть, осуществил коньки анионный перенос 
плазмид, которые колирую! <|>cpMCirtbi рлэшх 
катпбплнчсских путей, п одни ренипиентнын 
штамм (рис. I3.5). Ьели /те клл»мцлы содержат 
юмологичиис участки, то между ними может про- 
н катти рекомбинация с образованием гибрид!toll 
платины, которая имеет больший размер и обла
дает свойствами исходных п л а та х  Если же Дне 
ПЫЧМ1.МЫ itc содержат гомологичных участков и 
относятся к |ч iiiNM грушшм нссовмсстмости, ю  
они хин >т сосуществовать я одной бактерии

Персииг  tн о т и с )

U 1970 х гг. Чакробарги и его коллегами бил с т 
лан перимн бактериальный штамм. облалаютнм 
более широкими клтболичсскнм»' иозможжхпя- 
ми. Он расщеплял болы и и пеню углеводородов 
нефти и 6u;i hjjiwih «супсрблимллой». Для его 
получении ИСПОЛЬЮВаЛН 11ЛЛЗМНДЫ, МАЛЯМ из 
Которых колировала фермент» расщепляющий 
определенным класс утдеволоратоа. плазмида 
САМ  истер мин про нала дефоллиию камфары, 
О С Т  октння, NAH нв<|пндина, XYI -  ксило
ла (рис 13.5) Сначала путем кежмогппни перс-



Бммсфшшшш м У1Н.Ш1ШИМ (лнмксы V I

СНОМ — СООН СМ*

6 6
I  мштглд! Тл1>Ш1

Рис. 13-1. П )  Ш  l)rp M U in rtltn N O fO  ItpCIljnmiCmiN лриМЛШЧССКПХ СОСЛЛИСИНИ л  Ы ТСХШ  бяп ТРрЯИМИ. Р «*ЛтН 1Ч Ш 1~ 
ми KcrtKifiimi |<»и



778 ГЛАВА IЯ

СО — СООН СН О И -С О О Н

ОН он
11Г?101Х1<ГГ1П0|1Л4Сф«<Д1 п  I t V i p M H ?  1 -f t lU l lU  1ЛТ

11|ч»|и%аи'ДАМ11

Pm. 1X2. П у т  <|«:pvt:in;iIHiiiutiu прекращения fcpiuianimVMlx cocaiHicMttlt u npom^iicjuwii бакирнмми, рл цу-
awhMi ими wi:itn6in>Ti(K4i.



Бволсградшия м упиишция биомассы 279

Рис. \ХЗш Пут», ортло-рцсшспле- 
III1Я при фсрМСНТЛТИШОМ Пре
вращении *3«?>ОДО И npftlOKillV- 
Kcvfm i* дистил-СоД и сухими*!.
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несли плазмиду CAM в штамм, несущий плаз- 
мину ОСТ. -Ни две ила 1МИ.1 Ы несовместимы (нс 
могут существовать в одной клетке в визе от
дельных плазмид), но в результате происходя
щей между ними рекомбинации образуется одна 
иш м клз. объединяющая их функции. Затем 
аналогичным путем maiMiuy NAH перенесли в 
штамм, несущий плазмиду X Y L  Эти плазмиды 
совместимы и могут сосуществовать в одной

клетке хозяине. И наконец, гибридную плазми
ду перенесли о штамм, несущий плазмиды NAH 
u X Y L  В результате всех этих манипуляций по
лучили штамм, который растет на неочищенной 
нефти лучше исходных штаммов, взятых по от
дельности или вместе.

Хотя сям этот штамм нс использовали дли 
ликвидации нефтяных загрязнений, он сыграл 
важную роль в стало rich и и биотсхнологиче-
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1аяе. 13.4. Пун. J*TW‘ pacuitt»»ci»iui при <J*p 
MCSnilTHBIIOM i:pcH|Xllciclflll* катсхола и нрото- 
(кислишь » nitp>Kfi it aieru-iiwicl и I

СКоО примышлен п о с т . HioTipetuitilt* «суперСю 
иил.'ы- подучил патент ( I If А. опиемпиюшнп 
структуру ДИМИОЮ ШТОММ* I* ВОЗМОЖНОСТИ его 
применения *то бил первый патент, выданный 
та создание генетически модифицированного 
MHKpotjpimin 1мл к подтпержленнмп Верховным 
судом CILIA, мт>рии iipnii.tiiM-cipnpoictT. что 
биотехнологические компании могут эашшшгп.

сион н ю5рсгс><нм ю ч п о  тп>. же, как химические 
и ||шрмацг1пнчсские.

Большинство разрушающих ксенобиотики 
бактерий, модифицированных путем переноса
ШШТММЛ. ЯВЛЯЮТСЯ МСЯЪфН.П.НЫМП Ч И КрО орГЛ-
шимями (xofxniio |пнг1ут при 20 40 Ч ) ,|  темпе 
рлт\|ла воды и шгря (неким* реках, ok*pj\ и оке
анах обычно лежит и диапазоне от 0 до 20 (Л
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Таблицу 1 . 1 2  Время icncpmun* дикого и тр*1«сфо|*и?рсвл»1Н0ГО психрпфилы1мх штампов /’ putida, использую* 
ших и KJWi'irc^iii'citcHiinrnHcio-jiinKuyrMTCvmijimiuiujri или гсмуат. при донмх температуря*^

Г«Ч1»г|чi С* Нрс»« i«M|MiiMi. н
llltlM* ЛЯМИО IWW. 

n* *MaiM'Uff—’
1Ю»нфо|»Ч11|к»**тнИ 11ГГ**и, япчм,

ищут
Т7 Hr |Mrtn Hr |яггет 11е|игтп
Ml 2 Л 2.5 2.0
25 2.1 u 1.1
Л* 2.6 хь I.V
13 U 2.V
И1 6J 5.6 М
3 13.9 I2.V 12.2
и 18.6 HU 24.4

И
ЬИ» |Ичм lolrw rt rtl Г*пгт*\ *t/i»V Я:61» M l, |V**K, « iiwrirtumii:

IlfriMM flr%|t|r т э NV %Л1*)П У*НШМ|*МГПТИ1)«1М|1 Щ«ииы41 |емпгх«»г.^', OOCllLnAY > •ClUV*tyil'T*Y*r1 |Т1П>> О п р о с и .

иного метаболического пути Осуществимость 
этого подкола проверяли на примере плазмиды 
pNVWO, 12 (сноп которой колируки меми-рис- 
I пс плен не толуола и ксилола. Обшил имаме этой 
плашк'ши псспломшниы могут мсполдеошиь и 
качестве источника углерода адкилбенюкгы 
(рис 13 6). Указанные гены входят и состав од- 
иого ду/-оперона, находящегося пат контролем 
/^•иромслори. Транскрипционная активность 
последнею находи гея год позитивным контро
лем продукта гена xytS, активируемого почти 
всеми субстратами данного метаболического пу
ти (например, бензоатом и З-мггилбензолтом) 
(рис 13.6). Детальный биохимический и генети
ческий анализ показал, что несущие pWWO- 
плязммду бактерии могут рее теплить 4-этнл- 
бензоят только до 4-тгилклтсхоля, который 
Ш Ы КТШ 1ИР)ГТ ОПИН из основных <]»срмснтоидзн- 
ного метаболического пути, катсхол 2,3-диок- 
сшснпзу. миляюшуюси продуктом гена xy tt, и 
поэтому нс разрушается и накапливается и сре
де Кроме того. 4-этилбстгсм, в отличие от ос
тальных адкмлбенэштов, нс акт нпируст XytS-бс- 
лок; поэтому, седи он является единственным 
субстратом. х>7-опсром не транскрибируется. 
Для усовершенствования природной системы 
Atema растепления длкнлбенэоптоп необходимо 
решить лве оснонныс иилчи \) предотвратить 
нкакгиванию катехол-2,3-дпоксигенвзы 4-эткл- 
бензоатом; 2) индуцирован. транскрипцию ге- 
иоп хуДопероия в том случае, если единствен
ным субстратом является 4*э1ИЛбеюо*т.

Для решения второй задачи был проведен 
поиск мутантной плазмиды. Для этого в плазми
ду. иссушу И) ген устойчивости К АМПИЦИЛЛИНУ, 
встроили геи устойчивости к тетрациклину. на
ходящийся под контролем /^-промотора. В дру
гую п шмнду, несущую ген устойчивости к кя- 
намицину. встроили ген xylS. Полученными 
конструкциями трансформировали t  п>Л. ото
брали клетки, содержащие обе шимм илы, по 
признаку устойчивости к ампициллину и кана- 
мицину (рис П.7, А ). обряботжяи их м утл геном 
ттилмсгансульфонапгом и вырастили ни среде, 
содержащей гстршшклии и 4 -этилбензолт. 1’ас- 
гутцис на этоГс среде ^гстки содержат мутантный 
ген xyfS и продуциру к»1 измененный XylS-белок 
(S*). который способен изаимолействовагь i 4- 
этилбен лотом и яклиифоиять траискришшю 
гена устойчивости к |етрацмкпину. Чтобы ре
шить проблему инактивации кзтехол-2*3-диок- 
сигсилзы, мутантный ген xylS встроили в плаз
миду с широким кругом хозяев, несущую ген 
устойчивости к канамшшиу, м плели ее н клет
ки Л  pulida, содержащие плазм тэту pWWO  
(рис. 13.7, Б ). Трансформированные клетки вы
сеяли С  В Ы С О К О Й  и ютяостми ни чашки с мини 
мильной средой, содержите!! 4- ыилбем шаг л 
качестве единственного источники утлсрола, 
канлмицпн для отбора клеток с плазмидой и 
этклмстансульфондт. Клетки, растущие нп этой 
среде, вырабатывают измененную катсхол 2.3- 
лиоксигсназу, которая не ингнбируекм 4-этия-
KBICXOIIOM . До11Ш1И1ПСДЫ114Й « н а л и т  п о д г в е р -
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iAtcmafttpvrr XvlS /*м»
>y»S

|  Л * ш п и р )г  i птикьрш ш н*'

1*мс. I.T.6. Путь логета-рпсщпыслия wn)ww и kcilkwwi и  ху/-intcpwi П'.имилн pWWO. xyAOncpow н ю т т я  myi 
»4viirj> он и /*г) uptiKmrirp.i г.ст*рыП р тл и р )Г 1СИ с I мыслимо гролую» ictutxyiV, в свою • «•ujh д».йктмф^югооа 
ним in  исходныхcyficipoiQh Гены xv/A хуШ  находятся ГОШ контролем Г  -промотора Ген X)iSнс нмииг » состоя 
миернми и wxiipixciipycic* южсииутиюю Исходным субстратом ц ю п  ш п . ticttxun (R и К по II). 3-Menu 
бемкяп (К mo И. R -  moCHjI. 3-.1П1явги.кми (К — т о  II. К it o C H jCH j)  и 4нмсжябсшстгг(R -  это CHV
И НО Н) I CHU ХЛ1А 1 /  МЩМрукЛ TOnyrUUUlOKClirctliny. XyfL ДИГНарОКС1Ц01К.<1ОССХСА;11иГИКарб(ЖСИ!ипДСПСфС>' 
генму. xytE -  кггтсхол-2.А-лмоинк ш  чу•, *>V/ -  пиролизу почу.иыстл» ппроксимумяюмя' кислот. xyKi -  jh - 
t ictpoicimiy no/i\u. iKUCfitjtA гилрокснмукоиспюН кислоты. xyW  4-оксл rorpoioiMi таутомера »>. xytf 4-okcaw- 
кротютлсклрбом и пиу. xyU ?-<»kci*trtir»-4 cTMtninnixo* iv. xyiK -  3 »vki î 4-n?nr*>x« unrimuwix

лил, что i\ гене *слтсхол-2,3-лиоксигсназы 
pWWO действительно произошла мутация и что 
лпа мутантных гена (лг№  и ten кл1схол-2,3-дно- 
кемгеназы) обеспечивают расщепление 4-этид- 
бензоата.

Оба МОЛИф1Ш НрООдННЫ Х гена участвуют п про
цессе Л£К|хилпш« всех субстрата данного метабо
лического liyTIL Пеглхшу СфЗТСГИЯ, ииюльюкан- 
нин для повышения зффскптаностн patmcmcmi* 
4~этлбснзоет применима и я случае других со
единений: иутпиин, приводящая к птерпродук- 
инм XylS-бсдкл. можс! ус паивал» активацию Рт -  
промоюр;! и повышать скорость разрушении 
субстрат; кроме тою, моаио избирдеельно мо- 
лж|*1Ц1<рогоп»» /^-промотор, чтобы он стад более 
сильным, сохранна способность и тнмодегил по
нять t XylS-белком Гамш обратом, проверенная 
работа показывает, что мкшнс реально усовер
шенствование ю т  пли иною катпСоличсскош

пути t ПОМОЩЬЮ TCVIUUKX ни ре комби н литы х  
Д Н К , тртициокиого мутагенеза и соответствую 
т и х  методов отбора.

Одним из наиболее распространенных ас- 
тести, загрязняющих почву и иоду, является 
трихлорэтилен. широко испоиюуюштTea 1» кл 
чсстве растворителя и оГхяжиривиююего сред 
стал. Он длительное время остается в окружаю 
щеп среде и считается канцерогеном. Кроме 
того, анаэробные почвенные бактерии могут дс 
галогенировдть сги, превращая в еще более ток 
снчиос соединение ниннлклорнл

было показано, что некоторые штнммы 
Р panda, разрушающие ароматические соеди
нении. тк и с как годуем, рп.фупнш/| и iptnuop- 
лилен. С  помощью проведенных генетических 
Исследований удалось установит»., что для пол 
ной детоксикации трихлорэтилена не нужны все 
||»срмснти .«/m^pTCineiuicimy ксилоил и толуо
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MyrmitPUCY, и-цешмжичи: iu среде. 
C W C fU ttU H 'ft 4  «IШ|Г*1Г«Ы11

Р ис. 1 3 .7 . A .  f  о  и я н и с  c » 4 i v  

мн cn in n u  XytS* ftr-IMI, МИТИ* 
пиру с моги 4 :nHil6cHX»miu. 
С И.ППлЦ 1ДА1С1ИШП ПрОАШТрР 
пгмл >x*K»iriniioiin *  letpctu»! 
«ляну it ни.омплс pftR322
Vrx 11| ХЖМНПрПМ II п о л у д н и
п ^ м и д г  p )l R7JICI Чгн-м !гм 
ху/Лс собстяснним ipouoio
р о и  Ш I p J I I IU M I  к l l .Y M M lU y C

ШИРОКИМ кругом ЧСПMCli. ИГ
с у щ у ю  « I I  у е ш И ч т м * I I I  к» *.а

11ПЧП111И11У Г 1олучгппм  МИ
11.41» 1А1ПЛЛМИ (рИИСфортЫМДОиТ
£ £дН, Огби|М1ЮТ 1рписфор- 
MlipoiWIHIIWC ИЛГТКИ но HfW 
«шку устойчииогш К шипи- 
ШМЛИМУ И KBIMMIIUIUI) и 
папкергмот купленному лей- 
сгпня» згилмстянсуйи^югап». 
R кхгтдоъ. иссуш и Myinin-
ний геи xyiS  (S*), XytS-бело* 
«минируется 4 tnisrfScino* 
ЮМ (ЭБ), ItKftttllip}* И СПОК» 
очеГбАк Г*т -промо юр» 1к г т н  
му они могу» puent г-1 tp cic . 
содержите^ 4 пилбеи Ui.1l И 
трапными
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Мушсип ифиинмш* wipcie, 
о у к ф с м т и  4 - jnn.rfV un* i

Г/«п||А|

1*ИГ. 1 3 .7 . (  ///лиЛы.игдл/**) h  ( Y i u u m i i u * си»:

ГС ММ t'MMltrui МГХ|МфииИрОШМИЫ» K lllC M U  
2 ,3  л п о к с о т и и ы .  ш о р и я  nt* |ит»Ощ ту\гт 
см 4- лнлклтсхомом Штмм Р рalula, 
и ссуш и  И ii.u n M ii.iy  p W W O , I j ' j  I il iJ'I 'рм и ps
ип плазмидсй с широким крутом хомси. 
сот*ржлн1Си мулипимн ich дr/.V*. прооукт 
МУНКОМ) иктимируп Рт  ОрОМГПОр ПрЗДО 
ЯЯ1 химический мупмснп ipiincijrptllipo 
ДОИМЫХ X.1CICXX и  в ы р о ш и м к п  ИХ !Ш м ини 
мши»ои срсмс. содержащей 4-vut*6ci0OffT 
II tiltUUflltlMM К'1СГ»Н. pcicryumv НМ ЭТОЙ
срслс. солержш иупипнып icii ыггсхоп 
2«3*анокси1снй'и4 (мутации X к середине 
А)/-ОПСр<Ч1Л>,

/Ш, ДОС111ТОЧМО JlKDII* толуолдноксигеняэы, к ото 
рая в  норме катализирует реакцию  окислении 
толуола д о  ян<'Тол>аилиг11;|рол1Ю,,1П.

Ойра юванпс функциональной толуолли- 
оксигеназы кодируется четырьмя генами 
(рис. 13.8. А) Их ШАмслипи и *хс пресс про «ал и и
С. fait под контролем сильного индуцибелмюго 
/<?г-промотора, который активируется изопро- 
пнл-р D -ii iO f a L iu K T O im p c iiio jiu iO M  (H IИ Т ) ,  и ре 
эутлягте чего трихлорэтилен рПУШГПСТСЯ ло ГрСЗ- 
иредных соединен ин. И exon паи скорость
д е т р а :ш 11н и  ip io u io p  л плена и Г  а Л  н и ж е , ч е м  п 

Р  рмиЬ. моонл сохраняется п £  сой дольше. С 
ЭТИМ pQXWIHCU может Рыл. ипплнл меж шли, 
ЧеМ У Р  p b t i i f a .  Ч>НСJIlHTlMUIlK и» I  гг»// к НИ
ЯрСЖДДЮ11(СМу действию трихтор 1Л1/1С0Я,

В одном из иарипнтоя пик» зкспсрнмсктя 
Г»ы.|сошш1 pcKOMfmiuumiuh шипим Psrwhmonqst
II MHOpi>M Сняли иОТ-СДИНСИЫ 1ЛСМСИТ14 л  пух риз

них хатаболтссхих путей Бактериальные 
штаммы, способные разрушить бифенил» солср» 
жат Гч|фсш1ЛЛ1КЖсиг£|1оэу. В eocnui этого к)«ср* 
мен т о го  комгыскса илодит состоящая и з двух 
суйье линии icp m iih u .ii.hu>! лиокешешиа. ферре 
днксии н фсррсдоксинрсдуктзэи. По СДОИМ 
структуре и функции бифгниглшжешени III 
сходна с 1оглоллиок1тиеи11и)Н. ошшко упш им- 
рукчиие бифенил псекпомондды не могу! расти 
1Ш толуоле, и ЦЛТШМЫ. уПШП311р)ТОШИС толуол, 
ме |ми.тут ни бифениле 11осле того ш  и шпммс 
К 1715 Р. pu/ida ген bphAl. колирующим (золь 
Шую СуХтье,ТИН1Ш> бнфеНН.'<ЛНОКи1ГСШ<ЗЫ, Гилл
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Рис. 13.8. A R.K>iiifpMMiKtituA Oftepotf TOftycwttiOKCltiCNuiiM. lu xa m iiu ilica  non контролем toe промотори f i  rtti. 
OOfUmMUHU' Ш )1Ш 11АКСИ Г«иПЫ  ofoCflCSIMUim ЧСТЫрС ГГИЛ (tedA, М И , tOdCI И w dC2) Г г и  HutA «Я ТИ ГУ^Г фл||- 
гшпрогемн. KOIOfMfl UMtCirrttpycr электроны C 1ЮССП11Ю11ЛС1ШОГО |1НКСГГ11»1ММ1||аи1СНМН41И11уКЛС<Г11Ш1 (NAC >11) II 
перем оет их h i фсррсдохсни. Последний кодируется tciloM todBw Р С * стш а ш тда сттср ы и|Ш 1.ну*о лиоксигсни 
»у. колируемую 1С1ША1И lorfCJu M C I  Э т и  гены *>Kiuit%a ic »пн и  гг нам xyiXYZna  рис 13. 6 .  Ь П р с в р ш гн и с  »<viy- 
илл Н «Mf-TGnyQiUllinLipaillfVI И рстульп т*  СОИМССТИОГОЛСКСШИЯ TruJ ftcMWW

заменен с помощью lOMononnuioft рскомбина- 
UMII на кодирующим 6оЛЬШ)Ю СубЪСДИНИЦ} ТО' 
луолджжешензгш leu M C I  iu  пгтлмма F1 
Д  putida. IKWyMIUMt Unit МП. способный лМю к- 
Tiiiuio рвэрушан» трихлорэтилен (табл. 13.3). 
Кроме тою. r iu i  штамм расчет на многих лрома- 
гнческнх соединениях, а следовательно. есть 
ишможмость пинания микроорганизмов, спо
собных рлфушап. сразу несколько ратных со* 
единений.

Утилизация крахмала и сахаров

Крахмал, оснояной резервный полисахарид 
растений, нрелс пишмет собой смесь Ю М О П Ш 1 И -  

мерОО 1)-1люко:И4 — как линейных (амилоза), 
так и р%пкг1 пленных (пмнлопсктин). Молекула 
иммлозы состоит »п МЙ*—4*10' оенпкои 
|)-гли»коты. соед мне иных (1-1,4-сан «ими 
(рис. 13.9. Л ) % а лмшюпектимл ип коротких 
(17-2 3  остатков О-глюкоэы* соединенных

ioA.uw  М 7 Ростродительски* и рском6ипл»гтогопгтлммоя Л г tt&monatт  ро-шихaptaunmccvifi 
соединениях11

Штамм I4>ci « »
лнф«мм:амгтн| ‘I I MVtl.M ЙГМИ1.Х ipHviojiumm'

/• /ui*feKF7IS ■ M-* • . .

P /«Mb FI • I • +++ ♦
Г fundo KF7I5-D5* ♦  • ♦ V44 4-4-f

И  H i i ^ i m u  M y i n n  с! »• J  Л -д Л гл Т  |?tl W *  4 0 * . IV»*. » 1 Г* * М »1 Н »«»
r* H r i w e n i " !  ••• «•(*■ i«> i •» » i> i.’M i f n  i " « l l  ILMM iII p u rt H IN  1ГТ T%

IIIbumm KF'HVO* Г  /%.лЛ|»«мун*н v -w  u .c iu  i?*.« I f  p i . ibjmmt K J "I*  »m  n:ti *лП /rilinuuul l l
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Г ж .  I3.V. Л .  *К pMftvr иг и ним ft I it . ip iu m  з aw и.urna /«. Ф с р * 4 п го г п ш т й  гилропи* ■m iu k x ic k 'i x i i k . Голубые ьр ул 
км ОСТАТКИ О т Hii.oiN

u - M -сшгшмн) линейных цепей, соединенных
1,6- И 1.3-С1Ш1ЯМН IHjlOpMUpyiOlUIIXCIUIbllO p « i- 
ьст пленную структуру, содержащую 1-1(И—4- 10т 
остатке!» глюкозы (рис 13.9. Г ).  Степень раз- 
истилсннм и соотношение между амилозой и 
лкшлоисктнном маркируют и jaitnuiMov ш от 
иили и возраста растения, из которого был по
лучен крахмал.

Промышленное п/юи шххктно фруктозы и
этанола

КрСАМДЛ широко НШОЛЬТУГТСЯ В ПИШСПОИ П|Ю- 
МЫИ1ЛСШ10СТИ и пивоварении; при ЭТОМ его сиа- 
•шла иш рилнзукл до ншкоуолекулкриых комио- 
нагтоп, л затем прсЕдошоют в другое соединения, 
преимущественно но |]фуююу и этанол. Основ-
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M<uiifiuc jquHi

l l n p

A V iM p m u iiu iu li  n fu tfijK i

Ok inл г̂млс 
41 AV)|.1tf*l

< >44«A*l!llM ft ■■ JUUO'k J

2 O a i i x c i i i i c . Ж с л и р о и я н м и Й  К р и х ш  и х л т к -

дают до 50 60 ‘С  и лобшииют а-амилазу. 
При лом  происходит паролю  доступных а-
1.4 спязсм м образуются низкомолекулярные
IHi.l!U*14Up«1.ll!. ВЫСОКИМ 4СМИГ|ПТГу|Я1 1.ЧЖЫ 
ш о п  и{м{»скт»1П11снлt  пропммкш еннм с|>ср 
мент и KiMiipoiutiiMNu крахмал и у игл нч и ни 
ег скорость i ндраян м\

У  О са х а р и в а н и е  (п о л н ы й  n i . ip o 'i i i t )  н и з к о м о 
л е к у л я р н ы х  и о ли с а х я р и л о в  (к а к  л и н е й н ы х . 
■ПНС И |Ч1ИЧ'ТК»СМИЫХ) л и  м о ле к у л  г л ю к о з .  
Происходи? пил л еи етш ем  глюмнш илиэм

I • »эмиитий

Оыытошын продукт

I
^«амт

Рис. 1X10. Примышленное нр<.чп1юлсгво||>гукТ1ПЫ и 
этанола и «краьмл/ш

нмс ферменты. необходимые дли I тиролиШ крах 
ы лт  и дальнейших преирошенин, -  а-пмилаза, 
мя»м коими за н глкксиоггюмергиа. Их стоимость 
СОЧИШИС! НрИМСрНО 307 OOlUCft CUH1MOCIH 1*1 ex 
•|»cpvu*moi»t применяемых и noctowuec нремя II 
ПрОМЫШЛСННОСИ!.

Промышленное npoiimcnunu фруктозы и 
наполи iii KpuxAiom • no многозтпппый про 
uecc, hi. 1КИШЮШИИ следующие фермеи житные 
и мсфсрмсптатнппыс стадии (put. 13.10). I

I Жслироктис молотого зернл (обычно куку 
румяно. содержание кричмя ш и кагором со- 
С1Ш11ЯП примерно 407). Л  ж пою  JcpHoufcpci- 
funuiuixrr паром пол гшыемисм. и реаудынгс 
4CIO роф уш аК П С К  Кра.ЧМЯШНЫС К р и л  II КрОХ- 
мил спжоиттся лос-гупиим Jt.ii ruicscyiy*чист 
фрсмстлпншого iii.npouina. Полушемый про 
дум  имеет желссбрлтут консистенцию

Конечным прцдукгом такой обработки янинп- 
си глюкоза, из кигорой япем можно получить эта - 
ИОЛ Се 1ЮЧ10ШЫО дрожжевом <|<*|*«С1ГТП11НИ) ИЛИ 
•1»р) ктшу (t  помшльн» глюкозоюомерт »ы). Благо
даря высокой ikJxJ'ckhwhocth носхслнсго промес
са имеет uixapmu при npnirm>tuciimi nnum it it 
nnooivapeiuiii n Северной Ачкфнкс »u nu/и.туют Гль 
лее дешевую фруктозу. К р т ш  при промышлея- 
НОМ прок IIKUICTUC фруктозы обычно пилу*шкгг ITI 
•сукуруты, ПО ПОМ> его конечный продукт IUIJUKI- 
кп кукурузным сиропом с высоким содержанием 
4 W K 10 JU или просто сиропом с высоким содер
жанием фруктозы, хотя ОН СОСТОЙI 1Г1 применю 
ранных ролей фруктозы и глюкозы.

срермент о-пмшиш иыршти »>чп а* 1,4-симэн 
и чилскулич амилозы •• омининсктна случаи 
ним образом, при пом образуется гмссь пипм) 
in. мальтозы (;ни остатки глюкозы, соединен 
мыс а*1,4-с1жзыо). мдлыотриозм С spit остатка 
глюкозы. соединенные а - 1.4-допью) и рял а -
ЛСКСТРИНО»». которые IlfV.U 1И»1Л».К>1 СООиНфрИ 
м е ти  ими поиск in но пых испей е поперечными 
сшивками (рис. 13.9) а-Амилену можно нше- 
л и ь  т  многих мнкроорпиипмоп, НО a III про 
мшплсиимх целей се обычно получают IIJ  
Васi Пил amyioltqtttfoavnx,

l lnoijui для paauiTLicmtH крачч&да вмести и  
ПМЮШМ ИЛИ ОПНСНГрСМСННО С ней ИГШХЧ1.Т>1(ТГ
амилазу, кончин гидролизует каждую шарую сх-
1.4-свить, мичнним с киииои цепей амилозы и 
ЛМНЛОНСКТМ1Щ. и результате чего образуются ос- 
ПИКИ Mini.in iN И РИШМЧИЫБ Р-ЛСКСфИМЫ.

Фермент гдюкоамилп*к1 пшрая1пуег о -1.3
0-1,4 и О-1.6 сюли. Олняка о* 1,4-сю«ти пни 
|нлролиз>С1 менее зффосп'.ило. чем а-амилпза, 
н поз тому обычно ис пользует си совместно с
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ВАЖНАЯ ВЬХЛ

Получение* мульпндазмндяых MMK(X>Op*aHM JMOB, способных 
>1 и л 1н и р о ш 1 ь несколько соединении

А М ЧакриЛфт 
С X, &«Ш4,*М444. № !

До появлении технеиопчн рскои-
б и т и и н ы *  Л И К  опним  и:» с т ч о -  
fioti переноса ген а tr  юс кого м ле- 
\}%тм на о ш 1П1с> микроорганизма ь 
другой Cn.mii Aoni»v0f0 i\iiH 1н*л>П 
м еханизм  о б е с п е ч и в а л  перенос 
КЗ КЛС1М1 II КЛС1К> ИСЛЫХ ILW1 
м ил А  М  Ч а к р а б а р !»!, п р о в о 
д и в ш и й  jncnrpitxiOHTH ПО ПСрС- 
мосу пдатм »и1-«  р а зр уш и те ль н и ц * . 
Т . С. IU U J4 IU 3 . к о ли р у ю щ и х  DCC 
ф ер м енты  н у г и  TlllOACipiUUIIHH 
ОЛрОДСЛОШСИО СОСДИ1ЧГИИН. CKftl-
с т р у и р о м д  i i/i u u a i , содерж ащ ий 
н е с к о л ь к о  ш к и х  iDUOMiit. К о д и р у 
е м ы е  ПЛПУМНЛНЫик IСНИМИ ||чр* 
MCHIM КАЖДОЮ »41ЬСЧ).Ш*исК0|П

пути разрушали определенное 
органическое с сел in m  me Взяв 
четыре | ли не бактерии. он со- 
у\лл ОЦИН М11|роорГиН1ПЫ, со 
ЛГрЖ ЛШ НЙ ИЛ.ОМШ1М, ко торы е
ofty едоки I вал ц дет ранд пню кам
фары. октана, сил ни плат а к 
нафталина. Эти раОоти пыла но- 
югорский м очгт интересны 
НС ЮЛЫ*о С Н1УЧНМ ТОЧКИ фе
нил (следует учесть, что она 0U 
пл fipoiKfldw инлчалс 1970 х ч. 
до поммсняи бол шише пи ген- 
ноинженерных методов) Она 
синила ключевую роль ь офм- 
м к.иы ш м  ГфИППШИН ОШГТСХНО- 
догми, поскольку .ШНИОС II ю-

бретенне получило о марте I9HI г., 
по'пн через л  снял. лее с момопд 
подачи тияшичшд. п а л е т  С Ш А. 
После то ю  ьак Перинны й сул 
С Ш А  шансе решение п пол м у Ч л- 
крцбарш с т л а н  не микроорга- 
Н1ММОВ с ПОМОЩЬЮ 1СИ1101ШЖС- 
нсриых МСГОйОИ было пригнано 
мдобрегениен, которое можно 
б и ло  IMTCII104ЫТ1* Парамк* с др у 
гими. Это решение судя и поелс-
д у ю и ш и  Ы Т Л и ч а  IM T C IIT U  C M Ip iC T lI

не менее нужную роль. *гем сам 
паучник «кснсримснт, стимулн- 
|чпиь развитие Оиотехтыогмче- 
ской промышленности.

ней. Осноышя ф ункш т глюшимшшы -  рас- 
шеплснис поперечных сшниок о молекуле дек
стрина с превращением ею и i .цокоту Этот и 
другие ферменты исполмукнсм дли уменьше
нии дали угле полип Оигигтрннон) м норм л  и. них 
COfTUIX ПИНО и получении 11IK ндоыюеммх спет 
лих и сухих сортоп. Обработку глкжолмилиэой 
обычно промиоят перед ферментацией, однако 
эти г а  11роиссх.ч» можно объединить. Глкжоимн- 
лшу сшнсмфукл многие мнкрооргшигемы, но 
обычно се получают п т  грибов Aspergillus nigtr.

Повышение эффективности производства 
фруктозы и этанола
( томность upon тодстат эганоли или фруктозы 
IU  молотою зерни и основном определяется СТО
ИМОСТЬЮ ферментоп, Которые* обычно мспольэу- 
ЮНГИ ОДНО хрен н о  П отом у разработки НОШ4Х

подходов неличною широкомаситбного про- 
ИЗООЛСТ1Ш Л И Х  фСрМС1ГГ0И может сушсстпснно 
СИ ИНГИ , стоимость конечны х продуктом. Этого 
можно достичь несколькими способами.

• И» ноль юлить дли сисрхпродукинн фермсн- 
гом быстрорастущие ремлмбинпкгные мик
роорганизмы, утилизирующие недорогой

субарот Э ю  будет дешевле, чем получить 
ферменты из природных ЫИкрооргони тмив.

• И ию ;1ЬЮ1кг1Ь ризнооилности ul- uuhji&tm 
(ПСТрС'ЮЮШИССХ и природе или con.lllllljc 
мгшллми rcmioli инженерии), которые облл- 
доют более ьысокон дкпюмостью и нозполя- 
ют продюшпь ожижение ир*1 80-90 'С. Эго 
ускорит пиролиз мелированного крахмаля и 
сэкономит лтсртнк», рисходуемун) но сю ох
лаждение ДО ICMHCporypW, при которой 
обычно лроишигт гидролиз

• MoOMiiHiuiipniutTb гены а-пышиим и глюког- 
m iliuju  шкнм образом, чтобы кодируемые 
ими iJ^cpMcnnu имели олинакотс оптммумы 
температуры и pH. Эю позволит совместить 
Tint 114 ожижении мосихарнпинии

• H u l l  I II ИЛИ СОХЮТЬ tJiepMCiri, KOTCipimi будет 
зффсктинно расшсшнтть необработанный 
крахмал. *пи luxinceiin ИСКЛИИГЬ ПВП жели 
рокшия и сэконоьшг болыпое яодичехтно 
з н е р г н и .

• Соалать такой микроорганизм дли фермой- 
глии и. который будет си»псзиро1ШТ1. и сск- 
рстировать глюкопмИ'ипу. что устранит ме- 
обхолнмость ее лобаиленни и процессе 
«Крменташп1.

it  - t in
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н настоящее время проно&дагтея исслелова-
мни, КОТорЫС 1Н’ КМЖ>*1, MnMUJMUl ли  разработка 
таких 1юл»олоп.

Гемм. кодируй чине н-ами.шзу, б м .т выделе - 
HI4 из многих ммкроорпиппмов, и том числе ш  
Я <miylnfiqiH'f(U'irns и термофильной бактерии 
Н stamthennophUtn, Дай этого экстрлперомли 
их хромосомкуК)ДНК, частично гидроли «опади 
ее рсстрицируницси эндонуклеазой АоиЗЛ! и 
нпрсимн И обработанную ратрпкгтпой ftjmHI 
плазмиду pL'BIIO, которая содержит уникаль
ный Дот H I-сайт и несет тем устойчивости к ки- 
ниммцину Полученным банком клонов транс
формировали не обладающие П-ЛМИЛЛЭМОЙ 
ПКТМПИОС1 Ш  клетки // ы<ЫИн, отобрали транс 
формированные клетки по признаку устойчи
вости к юпшмииину и ТССТИрОКЫИ ИХ Mil спо
собность к синтезу и секреции се-дмнлл im при 
помощи иол* крахмального теста Для пою  
чашки i колониями, оОроаонаиными трнис<|юр* 
матамн при 65 X  ты содержите# крахмал 
тиерлон срслс, поместили и пары иода. Коло
нии, продуцирующие а-амилазу, Гнали окруже
ны четки pn I '.'ичимым пью. что спидегслылно- 
плдо о гидролизе крахмала вблизи них 
Положительный нол-крвхмнльнмй тест укпзы- 
twer на транскрипцию гена о амилазы пил Кон
тролем cnociu промотора ( 1к:ктор не содержит 
г трои спора) н на наличие еншшш, необходима» 
И1 д м  секреции (молекулы субстрат велики и 
НС могут проникнуть II клетку). Возможность 
получении генипа-лмило:1Ы и i разных источни
ков погасшим исследователям внести и них из
менении. необходимые Д!И гою. чтобы ЛИ IC- 
ми можно быт» непплыинап. и конкретны»
промышленных процессах.

Возможность исключения этапа осахаришшия 
при производстве этанола ю  крахмала била до
казана следующим обрд юм» Выделенную из ф н- 
Г ю в  А ьр егф Н ш  a w u m a r i  п и ч м и р л / м е р н у ю  к Л Н К  

глю коам или 1ы и стр ои ди  а о дн у  и »  нли»ммл 
SiUth(Wvny4r\c<’m ixi<w  u\K, чтобы  она т и ш и л я а
поп контролем промотора и регуляторных послс- 
доютелыюстсП rtpMiiiamilt 1раискр1шкин п*на 
смолами дрожжей I L N O I)  «Лдборлториим» 
ни а мм S. twrubtor, |рани|юрмнроги1Ш1ЫЙ ной 
или (милок, приобрел глюко|»мшш:л«ую актив 
M t K .i t  и м о 1  преьрлиигть p.u крахмал я

этанол*

К сожалению, некоторые свойства этою 
иппммл < чу петШгтед мангли к высоким концент
рации л т ю д л , исэф<|)сктнп1к>сгъ экспрессии 
кДН К  мюкоомнлаты, поддержание плазмид 
только при определенном даилешш отбора) де
лают его мспршодним ДЯя промышленного ис- 
пол1кЮпып«я. Однако эти недостатки удалось 
устрашив. Во-первых, п|чхл)'киию глюкамши- 
»Ы ПОВЫСИЛИ примерно В S рц:1, УЛД1МВ 113111111МИ 

л ы областьспринтсльной регуляции / Л'Г)/-нрь 
могора шиной 175 п. н Во-вторых. из плазмиды 
удалили ^дрожжевой* сайт инициации реплика
ции н истроилн и нее сет мент Д Н К . гомологич
ный участку дрожжевой хромосомы, прекрати 
естся самым в и» парирую т иЬ вектор, который 
nrrpaiuuirrcN н дрожжевую хромосому И стабиль
но подяержмшсггся в клетке В третьих, в кячсст- 
вс клетки -хозяина длх мцш|фнииговпииой таким 
образом плазмиды исполкювалн яр>той штамм
A. cerrvisint (инмнме дрожжи), устойчивым к вы* 
СОЮЙ концентрации тишала

В результате получили лм новых штамма 
дрожжей» которые П!ДРОИ1Т»ЮТ II |1*ер\1СНТ»фУТПТ 
растворимый ьр.кшл более яМкьшшю, чем 
близкие к A. ccrcxisiae природные лмндолигичс- 
скмс (гидроли tyioimtc крахмал) дрожжи A. dfento- 
ficus (гибл. 13.4). «Пивной- штамм А. п т т ш е  
1НП ptK*lflf|4M 11 хромосому геном ГЛЮКОПЧПЛЛТЫ 
ЛСЙСЛЮПЯЛ бОЛОС эффсКСПИНО, чем • добор!тор
ный» с тем же теним в составе мнагокопийной 
агимндм, что, по-тошному. сиилсзсльеткуе? о 
се нсстабильиост и утрате введенного тема глю- 
коамилаты. Как «лабораторный». так и *ш т 
ной» штаммы Л*, e r r e w is ia t л и  пгслснии в них veiut 
глюкопммляэы не могли утиш шрокш раство
римый крахмал. II.iuim»mh№i и ишегриропанная 
кЛМК I лкжшмилазы A  a w a r r w r i ил ходи шсь иол 
Контролем рстулнторных последователь! ихпей 
гена 0 0 / , откуда била удатсна область отршш- 
тс.тывж регулниин лдиной 175 И II. Дли иишер 
жаним Ш4ГЭМ1ШЫ создавалось определенное ее 
лсышшпс ляплпше

Для noiiuiuaiuu продукции глюкоамшшзы и 
хромосомную Д Н К  фИбов A. nifpr Bcrpoian не
сколько копий се гена. Омшлись, *ао актив
ность глюкоамм ы ш  нс коррелирует с чнсж»у 
копий гена, но сильно т в и с т  от того, в какой 
участок хромосомы они били встроены Таким 
образом, простого увеличения числа копий гена
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Тлбмно IX 4 Расщепление роснюримого крахмаля (25Sr. и/о) разными штаммами дрожжей1'

Штамм У ПММ1ЯШ0 ) г.малое. *• П|*М1МЛГ1*> flOIRl «д. г/л Bmvo.i п й ш п . i / r  r > fc r p m *

5 <0.1 в
•Чл Чпм ип 'мии- * iiiiiwi»;.' C# 73.6 9.41
•Пи1м«»«й- <1 3.1 В
•Пики.If  • IRIJKCIIHUB ICH эз 1 IK.2 0.41
Л  s b i w u / ъ г л 43 •СО 0.3ft

" II i I «ir rl » ftu/r.r)wnl«vfc II ? 431. iWi. 4. • *ft*iwiiMuuit

тЮ С Г.П О Ч М О  Д1Я ПОПЫШСПКИ продукции ИКТИН-
кого фСрМСНГЛ

Фермент глюкохж замера зу елся cm ало бы 
ши лагь ксн;юзо/глюкизоиэомера:шй, поскодь* 
су основная шп*л№ифуемяй им реакции -  эк» 
превращение пятиутлсроднаго моносахариды

ксилозы и D -ксилулвду, и рС.'.КППИ изомери
зации |)-ГЛ*>КОЛ,1 II 1> фрукю |у 1ШЛЯС1СЛ по
бочной. Каштю/глюкозонзомерлза имеет бо
лее та к у ю  кагал икните кую константу кК4{ и 
Солсе высокую копай т у  связываний Ам ллм 
глюкозы, чем дли ксилозы; это означает, что 
ксилоза прочнее сплывается с ферментом м 
быстрее прсара шипел и кеш  у лозу, чем глюкопп 
прсцшщмпот 14» фруктозу.

С  помощью внутриклеточных ||ермс1Поь, к 
I,спорым относится ксилоте/глюкозоизомера ы, 
нс улистся подучить продукты такой же степени 
ЧИСТОТЫ и И ТИКОМ Л Г  КШ1ИЧССТНС» кик •» случае 
писк 1СЮЧНЫХ (сегрегируемых) форменки» 
Бол 14И и исты) i)<pMcimm, m пользуемы» о про
мышленных процессах, не пилиергикнея мни
тельной очистке, а и npcnUpai* внеклеточного 
фермент обычно содержится гораздо меньше 
белковые примесей, чем и экстракте внутрикле
точного. Кроме того, дли получения экстракт* 
кнутри1^нточноги фермента необходимо отде
лить клетки от культуральной среды» механиче
ски ни рпф>11п т .  и удалить образовавшиеся 
фрагменты. Все но повышает стоимость конеч
ною продукта -  KULnojo/tлк>ко'мн«зомера »ы 
Чюбы ренинь эту 1!|К*6лСМу, можно IlMMoOlUIII- 
хлынь (|»срмсш ни шерлом носителе и исполь- 
золить его многократно.

II Mnviepitiinui4 глюкшы с ибраюмлнисм с)р>к- 
texui —  обратимая реакция, конечное содержа- 
ннс образующейся и ее юле фруюшы м ллодт- 
сн и прямой ш шн. и мости ut температуры, 
стирая и Гих1 Ы1ш н т 1с произволе! ценных про

цессом составляет примерно 6<i X  Попыенн 
тсмпср5гг>рны11 оптимум и тсрмогтабилъностъ 
ксплоэо/глюкоши юмеразы, можно увеличить
ВЫХОД ф руЭ ЛО ЗЫ .

Гермофм !мшя бактерии Thtrmta thrrmophtfus 
продуцирует ксило ю/глюкозоиюмериту, кото
рая сохраняет спою актнпность и нетаегтеш ста
бильном при 9 Г С , а потому прсдсттииыстсм 
весьма перепетинноН для промышленного пе
нал ьзеодн ия. К сожалению. природный штамм 
/ thtrm opltthis нырлбишвасг ее и небольшим ко 
пмчсстпс. Чтобы устранить этот целое таток, ни 
делили ген ксилозо/глюкоаоиюмсра.ты Т. ilitr- 
tncphilm  и  осушсст1111Л11 его экспрессию и £  се// 
И в  Ы Ы *  С  М С (Ш Д Ы Ю 1 « 1 Н И С М  ратных промою 
рои и ратных Сайгон снизывания с рибооомой 
(табл 13.5) И | шел туте й щ  прелепидонимл и 
тнбл. 13.5 систем фсрмс»п иырибатинл ам и ко
личестве, более чем и 1000 раз прсны1шиошсм 
нсхолиос, что позволяет н а  год |,зонп и. се дли 
промышленного нолучениы фрукю 1Ы.

Есть сшс одна возможность повысить суб- 
стротную специфичность ||срМС1ГП В ОДНОЙ и» 
серий экспериментов с помощью сдАт-специ- 
(|И1«1Сского мутагене к* ымешиш нуклеотиды, ко
дирующие одну 11.111 ДПС ЛМММОКМСЛСПМ КС! 1.10 
ю/глюкоэои iOMcpaiM термофильной бактерии 
Clostridium thermouiffurogaux Выбор сайтов лая 
молифимшин основывай я НИ пан 1114% об у 44» - 
СТИН СООЛИГТСГПуЮЩНХ аминокислот ВСВК1ЫВЛ- 
иии субстрат Замам чртггофшш н положении 
139 ни фенпл&мнин или долина в полижемпн 
1Н6 ни зреомин пришла к попы т е  ни ю каталити
ческой эффективности (к ^ / К ы)  фермента п от- 
Houiciimi глюкозы и 1,7 и 2,6 раза ихлистсгиси- 
но (табл 13.6) и к ее уменьшению для ксилозы п 
2 и 7 риз. При одновременной замене двух нми- 
нокислат щлжлшнчсскля эффективность н от- 
HOIUCIIIIII ГЛЮКОЗЫ ДОВМСИДЯСЬ 14 5,7 риш. Л И от

ит
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ГпЛи/цм /.IS. A*mimi(m».KciiTO*VraiOM>KmtOMcpjuM / tttrrmvHtii' п р и ш >  CeKicpimn1'

ta u p e 0 (llfC «1 HIM» || ш IM1CJU IlfKlM lHiip 1 iUTT ( H H U U l l W  ( лпт1ш»« я т

T тАетпфШэг Ifri T thmoafMa Г  fArrmvfiuAti 20
£ ( Ц 200 £ mb bn T /Arnŵ rAiAf* 190
1 rt-A XI /. roll wr i m
f ЧЛ1 70 £  mb im Гс .Л 3 ?«»
I- «Л 20 Фа TT flU Ltt>H T050
Д Ar/tti 30 P. Arrui rirf T t/xrmrfiutrL' 1400
Я Am t' 20 P Amu off* H fvrro 25 Odd

1 v  MM*<( АмМ/mV M: Ш IW2 i -ммиг-мл
л  П и и »  <1|ч»*ж 1.* » .  к i«p t tik  л р м . о и п и н н  l i p u ( i u « т у  ю  »•**>. >.j« h »i *h p v *m:* 4* «■ м м дИ ф с м гта  П и  te n  •nut и л ^ м и  im i*v c  

НИ нуТО! Тр*о> <•*.».НИ ИСШП<*Л «н •* • ОЛ/Ut* » 11* 1Ю К р » l# r • I С1*ТГ.:Г И|П| WiOMM .11

/ii/but*' МЛ KUmuimrioouJii <ijK|<tcyi«»iNjcvt> 
ПрирОЛИСЙ И MVTilffTНМД ll**>M »*ИДОТО/П!Н«ОЧОИ м>- 
m«tv  -14 Г  ihtw'owffuraget.r.s-

lawuiu ачиииии ян Кли ишгкчш*
и ^ п м м т  

1,.,/Ам. мин •

1ЖШИП 4т?м«ш
Mn (ируфетмя) 3.K V7.2
Tfp-IJV • r̂ bf 15 13.6
\nl № -+ Hit V.2 53.4
Tfp IJV • IWVM-IW. • r»-f 32.4 21.A

AteltfdH. Th* ЛЛ|| W  4гА Ш №  »|5 4И 1 mi
* HiMrItflWNMI

ношении кскиош енмзншеь и 4,5 рагш. Таким 
образом, двойная замена привела к тому, что 
фермент» который исходно был и 1? jaii актив- 
нсс в отношении ксилозы, с ш  а 1.5 раза истин
нее в отношении глижты  Изменение специ
фичности и повышение термостабильносли 
каслоэо/глюкозоиэомсрвзи, которого удддост. 
достичь, поз долит мспальхишь сс для промыт 
ЛС1ПЮГО lipCfip:iLlCIIIIM глюкозы но фруктозу.

/ytnonronas mobilis
(  .'брижитшис субстрат При промышленном 
П|юиэ10лсп 1с панолаосутсстадинп поспешите 
с помощью A. ccmisiar, но вместо нее можно 
било бы net юл ьзо пить бактерию Zy т о  тин as 
tnohifit. 5ht> rptiMnrpiiiuiiMi.iciM палочка. ыпор.и 
сбраживает инокозу, фруктозу и сахарозу с: 
относительно большим IU.) КОЛОМ TT III ЮЛ.I 
(таил. 13,7). Не видимому. :»то сиянию со сни
жением ст пролиферации (прироста биомассы) 
а коде ферментации и уменьшением количества

рисхолуеMixn 1Ш п о  субстрат*, который теперь 
ндст ни образование этанола. Расщепляя I моль 
глюкозы, дрожжи вырабатывают 2 моля АТР. а 
испотьтукчцая другой метаболический путь 
Xymwonas 1 миль Исторически сложилось 
тик. что /утотапал нс пол moment дли фермента
ции при ирои HUUCTTU* илкогольмых МППИТКОИ II 

гролических странах (например, и Мексике для 
Производства нппмтко, мишппемого пулька. по
горим содержит 3 5$ спирта и аы(иГмпыиоск*я 
и > сока -ii.iMj)

Основное pa 11НЧИ0 между 2 ) 'т о т о * ю $ п  & c<rv 

tisioe как иридуис1гп»ми тгпноли за клочился а 
скорости ею оброношишя. У  Zymvmnas она ю  
ро ыо выше (табл, J3.7) Однако сушесшукп не
которые биологические и технические ограни

Таблица / Г 7. Сгдинсиис /  моЫМян X с*гс\мшл- кль 
nptur\iic»rrc>F ггамола1'

11м.ампгтА ' t o m i  

/  w d W i

*  ter
X r r m t ito

1 IpCiqVuuOIM C Щ Х 4рл l! 4 96

M ii4 H f4 A  i u a .«  k (4 i ik i i i| H iu i i 12 12
n n iftv w . 4.

II . Iip i^ y n iiir it 5,67 0 j6t

•fW innn, I I  ’ Ч 4

( ^ u  w H j n U t m v i i .  И|члЛч ‘ 31и XKI 29
т и к ш п . г  л ' *i ‘

Д м тус и н .м м  n * ftv ir r| u « ia i« >46 >T0
camiiui. V

Л | в и а м м г Н 2 6.5
O i n m u i  U 4 I V  t r M t r in t r y p » .  * C 25-30 W  IK

11 I l f  |u f* ru  f k x H b o h rc i^ . Ь м * ’. A . - I  V  H *  X *  r n ' 
^ C l^ n r ik  IfWykUMI Щ »«»* ■nwqn 'M • « Ml’.u^7HUA > ia * » • • t*V 

MtlHMilIM, iMifK-.-™. m u>V*:yuBiiuil
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чаши, нс пошолмюипн: иашльдоють Avionior,a.\ 
/и* промышленном» производств* лп и о м  
I) небольшое числи уиссро/шых t>(4 ijniioi», ко- 
трые ежи может ииюль мчит.,vimc.itiiic.iii лани 
ли; 2) проблемы, ихшнкшошнс при поддержании 
И MCll K-IOHHpywmilfX лекторов с широким крутом 
хозяев, а шичит, и чужеродны* гении: Э) природ- 
ы т  устойчивость к наиболее распространенным 
{МПИбИОТНКЯМ, чю не питиодяст Ирм приведении 
жепернментпи но MdifitpotiHHiiip ui niuj.ioium 

етшиарупые маркерные системы устойчивости к 
антибиотикам.

HctMOIp* ни псе ЭТО умелым уда он. пстрикл. 
и #кси|ччсирогипк л /у m m  ft his мемпормс чу же 
родные гены. ГюлЫПИПСШо ИрОНСДСИИЫХ желе 
риментиибыдн muipunftciiM на расширение снек 
»|Ki утилизируемых сю су&мртои. Гик. и 
fynw/twax были ииедсмы ииы (|«рмс1нии, гил 
ролизуюших лактозу. крахмал, целлюлозу, кен 
ладу и цамиГнихду. Гранс41юрми|х»|ш1тыс клетки 
»КС|1|ЧЧС11р1Н«С'И псе л и  ЮНЫ. по пбапылижлис 

случаев не могли испил i.joiem. перечисленные 
нише субстраты и качестве единственною мсточ- 
ИНМ1 у1ЛС'рода. Иридии, / у т н ш т т  новые котп- 
Гхиплоские свойство тип а «ос i. весьма непросто, 
х и т  пн крайней мере полним случае удалось ио 
ПОДКАПЯГИ. ЭТО! МИКрООрШНИЗМ лип получения 
этанол* т  шхолеж. содержащих ксилиту.

И СИМОМ IUI42LIC риГнлы по созданию urr.iv. 
мон /. moN/it, способных pan и к прешуимроппм

эти ноя с использованием КСИЛОЗЫ и КАЧССТНС 
субстрата, в эту бактерию ввели icnu 1лн*м>- 
эс^ксклоэо1ВО*ссраэи И кс илулокини »Ы ijicp* 
MCI пои, необходимых ллн утилизации ксилолы. 
Но подученные трансформанты не могли ис
пользовать образу ю т  те м  при расщеплении
КСИЛОЗЫ ПСЩОЗЫ(КС11ЛуЖГН)-Зч}ЮСфаТ, рнОу/Ю- 
Ю-ЭДисфОП и рмГчУЛ>»5~фосф1ГГ). По лому 1Ы 
следующем этапе и /  юоЫШ ввели плазмиду, не
сущую ПВа ИППСТИЧССКНХ OBCpohJI. ОЛИН и «кото
рых колнреивд два фермента, рлсшсгимнииих 
ксило ту, и другой -  тна фермента, мстиболимфу 
ющмх iieino:iy (транскстадопу и трвнедлклошпу) 
(рис 13.11). Транскрипции генов первого оперо 
на находиласьпол контролем сильною коиеппу 
тинною промотора гена 1лииграл»лс1»ш-3*фос- 
фщдспирогсжгш /. mtUlis а второго пол 
контролем промотора гена споллтм /. пнФШ% 
Эти ЛИЛ С111ГТС711ЧС1КИХ опероип «строили и чел 
ночным лектор t  c o l i - ' / .  П Н Ф Ш * .  которых! И 
трими)>ормиро№и11 /  тоЫНл, Как и ожидалось, 
Т|Ш11СфОрМИрОШШ11МС клетки утили тр о и м и  
ксило jy к ирсоГфи юпыиатп исшиты ло фрумо- 
ю -б фосфит и гши|сральлсп1д*3'*фосфптв« м> 
торыс татем превращались i этанол по пути 
Энтиера Дудороффп 1идлсс тою, трансфор
манты эс}|фсктинно росли па мижоэс, кс плоде и 
их смеси и прсиришали кс илоту и этанол с 
1'юмыиим и и ходом послслисю. Эта работа про- 
демонстрировали возможность генномижеиер-

1*мс. 13.11. Ч&икучиыИ ixrkuv Afniwutna> Г. evil. иссуши И ш  сл1еро»ю, cmmi m миормх шЛСрЯШ гены Д<р- 
МСИТОСЦ НООбХАПИМЫК ЯШ ушли Millie Ъ С П Л С Г Ш  (а>М If X j W ) % i» npyrtll II НМ iJcpMl lfroa, )T»nil)K UUlU «> мсти 
СК > III 1Л*Г I IC irv o iM  { A t A  II I n t )  C i p t J I k l U N  уклико Iliini^lHTClIIICTpJIlCKpHnuilM с каждого промогпри про
мотоо гена еиолазы. /|МГ промотор ттна Ш1П1грлл»лгп1л-3-фоо{итлс1 иорогени'зы. xylA -  icii 
ксило кш юмерлш, хуШ геи ксилулокии.ми, lit А ггн трджжстолюм, tel -  геи трнисалыюлдты. Га -  геи ус- 
icifoauincTii к тетра циклю о , ючка iiNimiuiuifH рсти1иклшш Г  <ч*Л ЛИК У)т&тплалыукгж\а собсгесниую

Ттпк> ипнаиаиии раиикшиш
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ной модификации 7  moNtis sviя сосцашия мик
роорганизма -  продуцента этанола, который 
использовал бы п качестве iiexcn«>iiviu« углерода 
Kcictoiy, побочный продукт дсрсиробрлбтгма- 
амией и целлюлозно-бумажной промышленно- 
cm .

Получение ctaoca
Такие селикаходойственпне культуры, как кор 
чю|й.|е злаки, кукуруза м люцерна, широко ис
пили «уклея и качестве корми для скота, iur/тому 
очень важно обеспечил. правильные уел они я их 
хрипе ИНД в течение MI10IHX месяцев. Тралмтюн 
МОЛЛИ ЭТОГО при меняют природные молом покнс 
лыс бактерии, для которых расстслиш И мате 
риал служжг с)<нт|\ж>м при синтез молочной и 
уксусной кислот 7>iii киисо1ы подавляют |kk; i 
друшх мнКроо|ман11'Л40И. сиосоСхлач* * содрано* 
•into кормоюй растительной массы (силоса). Се
ли молочнокислые Гектерни ирисуплттукп на 
сможем ристтсльмом маршале и исби/цдиим ко 
личсстис. нужно лнбаяитъ бикгсрид.ты1ый посев 
НОЙ м;нсрндл (обычно /маЫни/lfiis phmtunim). К 
сожалению, #га мери иказьшшлеи мялоэф<])ск* 
жн»юй и Юм случае, котла рвошельгая кудыури 
содержи! недостаточное для поддержания роста 
ГМК1СРИЙ II НроИ'ЗЯОЛСШД молочной кислоты ко 
mi честно mviufxinwopiiMMx углсиодон.

Для создания бактерии, способной осушосг- 
шить эффсктиииую ферментацию рагппельмо- 
го м:перма.ш, встроили ich а-гиазмиды «не си 
доеного* штамма L. атукм ш *  и хромосомный 
1см кошдогмрованной пьтрокаэы желчных 
KHCiioi (cA/i) одного ил штаммом /,. ptantorurn 
(рис. 13.12) 5>КП ген KOjmpyei фермент, коти 
рый активируется три попадании feiKrepmi в км 
шечник животного и, следователию. не нужен 
при образовании силоса. Длинпя работа пред* 
сшвдяст собой первый шит на нули создания 
штаммов 1. pianiarum. способстцукмиах более 
:я}к|к*ктшшому образованию cu.tocu из сСльско- 
хозяйственных культур, содержащих много 
крахмала, таких как люиернп

Утилизация целлюлозы

Структуройй каркас почти всех наземных рвете 
ннй состоит из полимеров: лигнина, К’мицсл- 
люлочы и целлюлозы ООъедимннсь в разных

ж

)ш\>инр / 1.Л (Ycj ли ратных липиикл.«хгю1них 
MUTVpm-u î^

(Ы | М

JM lM in IIUUUXM liil U*1HIICL1UUH«0

Сосгиееи 
1Ц*пчк« и

2 7 ^ 04.0 26Л)

к и ч и м е
w e e o n i a

i ^ > OII.U n . o

Гпглсл
е о .м р и и ю
Ip C C lb ltK »

ш .д 3 M Ю .0

h t u  min 
U W H I

n s 0 .1 Щ

X noU D * Намрерхт t o  V5 т Л1

уы о, П  .W  /лл/ /» я *  ь »  I » .  IWI

пропорциях, они образуют ЛШ 11ОЦ0ДЛЮЛ и:ЖЫ II 
материал (нибл. 13.8), на долю которого нрнко* 
л и н и  основная чисть биомассы, остающейся ь 
oipoMMOM количестве в виде отходов сельского 
хотийстии, дере1юобр«Гшилиш>шс1) промыт 
лен ноет и и других Отраслей хозяйственной дс- 
ителиности человеки. Э ш  отходы необходимо 
переработать или использовать в качестве про- 
UMUUtCIIIIOlO сырка. С  ПОЙ ТОЧКИ «ремня ЛИ!" 
мицеллКЛЮ1НЫС МШТрИММ МОДНО pu vic-лигь I1U 
1ри КДИСЗДЬ

• Сами растения, с п с и т н н о  кырсшииосмыс 
ДЛЯ получения целлюлозы, С11ЮИТСЛЫ1ЫХ ми 
icpjiiLioct или  корма для с к о т  (хлопок. дрене* 
сини, сено).

• Рйстмтслын.к отходы, остающиеся после 
сбора и переработки урожаи и после обработ
ки древесины (соломи, рисовая шелухи, ба* 
г веси сахарного тростика. древесная шеею, 
опилки и т. д.).

• Битовые отходы (использованные бумам:, 
каргой и 1 . л.).

Компоненты лигноцеллюлоты 
Лигнин -  глобулнрнын нерегулярный |{СрЛСТ1ХЗ- 
рнмый полимер (мол. масса > 11) ООО), состоящий 
и . остатков фенштрогоша (pia*. 13.Н ). Молеку
лы этого проштичсского вещества при образова
нии .тишина соединяются друг с прутом случай
ным обрдюм с помощью розных химических 
святей, не лолдяющ|<кся фермемпгпшиому щ д- 
Ihwiht)  или химическом) расщеплению. У  растс-
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Рис. 13.12. Введение гена u- 
ЩМН.ШМ p хромосому L ptiw-
/«.rur.n I  VII U»l%OU*>M ГЧ.ЦЦН»
иашт »• 1СИ rM  челночной
плазмiuw  £. cott-L pbmtavm, 
kuiopoft « г е м  11мии|юрммр>- 
WI КЛСПСМ 2. ptonuirutn. В fC- 
Э)ЯЬТНТС кроссинишср! МСЖЛУ 
сМ-локусзми шшмшшой и 
хромосамнЫ! ЛИ К обрадуются 
моим / pianiurut*. усго йчн- 
мае ► эритромицину м о О ллла - 
ю ш ис cl а м и л » )Iю н  у» п и т о -  
С Ш О  Г!рм iiu p a u u tiu iiM U  
IJ41I «.ф орм  к р о и т  мыл меток II
IfIC M IlC  л и е п п и ч к о  ДЛ1ГГСЛ4г-
1*010 врСМСНИ (не немее 30 сс-
I.TpaJlllft) II HCCCJICKTlIfltUl >х- 
лош акх м ож ет 11| ю и х й н »1 

и м утги х р о м и со ч и п и  двойном 
K p o c iin im ix p , I'pitMVWlUIlM * 
м и м и н м ш п  п н и  уе ш и ч п н о - 

сти  ► ip iripo M iniiinv /ля*. Хре* 
мехом МОГ О llfllll I М  и  п  1.1 ш и л - 
1нш Л И К

дисАмеО fcpocxmu wcr 
mca.j) генами гЛА

Ген
i*M it «иилщм

mill шинин ctipaiyci комплекс c i см писал мло- 
iO il, В  который заключены ироводяшис ПуЧКН 
Лиш ни оСуслокяшюст рипишосп. растений. 3 
также их устойчивость к механическим повреж
дениям и Д С Й С Т Ш 1 Ю  микробов

Геми целлюлозы — .то короткоиспочечныс 
icrcpoiciuiBJc полимеры, состоящие ВТ 1СКСОЗ- 
ных (шсстмуглсродные сахара, такие как иппко- 
ы. минное* н | ши м ш а) и пситш!ШХ (пятиуглс- 
родные сахара, такие как ксилоза и крабииоза) 
единиц. Вес геми целлюлозы можно разделить 
на три основных типа: кенланы, остов которых 
coctoia из молекул иоли-р-1,4-кеилАнас присо
единенными к ним upjCinicovoti. глюкуроповоП 
и арлГ)И||0(Лк>куро)Ю!Ч)й кислотами, мимиииы, 
Состоящие II J 1ЛК1КОМШ1Ш1НОН и пиактомзннв 
поп; орйбиногшшктины. Ти п  i с мм целлюлоз в 
обычно зависит от ее происхождения; тих. кси
лита обычно содержатся в тверды» сортах дре
весины, л глшкоманкаиы и мягких

Целлюлоз*. наиболее простой компонент 
лтноцеллюлозы, является самым распростра
ненным природным полимером. Ею  длинные

цени сосижг IU остатков 0-1ЛЮКОЗЫ, соедииск- 
пых р- 1,4-связямм (рис. 13.14). При пиролизе 
из целлюлозы, как и из крахмала. образуется 
1люкоза, но сами зги исходные вещества имеют 
ражее строение. Крахмал -  загисаюшля зпер 
I ию молекула, остатки ипокоты п которой со- 
слинсны так, что полимерные цепи lie M O iy i 

ряспола1лт»«:я упорядоченно и обязуют сетча
тую структуру, легко пропускающую иоду; по> 
тому он растворяется и воде и легко гмдролнэу- 
стся амшшшш и глюкоамилвзамн. В целлюлозе 
полимерные пет» упакованы так, что образует
ся крнсталлоподобнвя структура, непроницае
мая для волы; поэтому целлюлоза не роспюря 
стси в иоле и уггойчина к гидролизу.

Целлюлоза очень ценный материал, из мн 
торою можно получать множество продуктов 
(например, этанол). Но сначала необходимо вы 
свободно» се ид комплекс* с  тш  п и н о м  и  ic m ii 
целлюлозой. Дня ЭТОГО можно обработать Д11Г- 
ноцедлюлозныЛ материал сильной кислотой 
или сильной щелочью либо подвергнуть ею дсЛ- 
ствмю высоких m i  г крату pi а и давления. В лн>
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Гмс. 13.13. Структур* ЛНШИМА 
Прслсп1Ш!сны ли т», некоторые 
m  тимо*нык способов сосдимс- 
ним оеппхов феншпрогшна <шс- 
cm yiлеролмшо ароматического 
соединен нм. силерлищгю вл- 
KlUlUiyiO груш.VI

бом случае необходимые для д ш  энсргсгнчс 
скис jarpaiid существенно повысят стоимость 
конечною продукт.

Годовое производство липюпеллюлозы ог 
ромно. поэтому ведется непрерывный поиск бо
лее эффективных способов ферментативною 
Р0СиЮШ1СИ!(Я целлюлозы (и. в меньшей степени, 
1СМИ1Ш1ЛЮЛ0 1Ы). Кроме того. разрабатываются

методы избирательного химическою и фермем- 
тативного растепления лигнина.

Выделение прокариотических целш ш м ы х 
генов
Мнение бактерии и грибы способны рдешеплеть 
пеллюлоту блыоааря совмсстиоиу ЛСИСТВИЮ не- 
СКОЛЫчИХ С]КрМСНТОВ. Н Ш В 1 С М 1 П  иеллкмштахш.

Рис. 13.14. С е гм е т tuxhmmcjhhiB цепи целлюлозы Осгитки г л г к о 1М соединены 0-1.4-связями нсукий к хкхту*-
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Ъ некоторых микроорганизмов они пходнт и со» 
CTilll исллюдосомы -  белкового комплекса, МД- 
холящегося на клеточном поверхности. Эти 
ферменты следующие:

•  л 1Л0 1 июка1Ш1 а. которая ГШ фаяшуст р - 1,4- 
СИЯ1И между соседними ОСТАТКАМИ тлю кгоы и 
н еш оти о ушасишнных областях иеш оолош , 
обрл 1>М |Ш 1рыны в середине мели (рис. 13.15)

• леюглюкашпа, которая расщепляет разорван
ные целлюлозные цепи с исрсдуциру юшмх 
конной с образованием глюкозы, неллобио- 
ил (лпа остатка ГЛЮКОЗЫ) И циикПрИОШ (три 

остатки глюкозы)
• пеллоСжоииролача, которая часто присутст

вует и целлюлолнтимссккх ipnOax н является 
рилюыишостыо 1кюглюканали, отщепляю 
шеи Фрагменты h j 10 н (kxMMucfo чма;п ос-

Крм-пи iiimun cirv* iyr« 
_

Ofeact*
с H c ir .in tw i уникипкоИ io » r i i

Цглпютт

' Hii'.i K.moijiiu: ui

X ____\

у  /

Ih'Aiof м тд Г  nn»:trw

hie. 1.115. Б«сапспыдм1ли пг.ьигинии Гидролиз иг пей начинался с расщеплении энлоелтканяэой |М.4-сж 
left и неплотно уттикиаяшшхобластях. Затем экэоглткшига(ы) и исллобмо«илролам(ы| шпюишмяшшосаха- 
ршш с нсрелу пирующего конка частично гидрид i'to m h iim x  цепей. Далее р-глкжюшшза 1.пал»пнруст прекра
щение иеллобиозы IV целдотракш! В ГЛЮКОТ).
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Биодеградации и упикшшя (Упомиехм т

Рис. 13.16. Млсн111|||нздним 
►ЛК К-Клонов. колврующи»
эукижогмчсскис неллашипы,
С ПОМОШ1.Ю ПНффсрС>Ш1ШЛ1<' 
шамиОгилиитии

Ни'лшигиипс LO.*»
6о1 mmiDOTu

1<Ыр«1|ЦИ1М::111 KJiriC*
• иоисутспаш иг.шииш

I 1
мРНК мРНК

IpMtCJMllfltt

Илс|1ив5*1иа1шя 
itaHHXuaiui 

ирнк «1»римше

вМЛСЛСИЛе |ДНК*М1Ч№0.
MfftOMi и AV»4llHftt« MJClUOrClHK 

in  »«1!Л>1П1р1«*Ш114Х и :п €>1

и Ж  К ю Hiu*>bi*rofHMtHUK tesoTOK
unfop iHfyi-Jnn)

хДНК  ̂ioiiu

I Выделяют мРНК. из клеток, выращенных на 
среде бс» целлюлозы (неммдуцмромаимих 
КДСЧОК), И КЛСГОК, коюрыс ДЛИ уВСЛИЧСНИИ
продукции целлюдаз были выращены и при
сутствии целлюлозы ИЛИ СС npoHJIKI/IHU'X 
(индуцированных клеток).

2. Каждую популяцию мРНК фракционируют 
о градиенте плотности сахарозы. Проводят 
трансляцию мРНК каждой фракции п бес
клеточной системе ни осиопс рстикулоин 
топ кролики ИЛИ 'лпродьмпси пшеницы. On 
редел я кхг мол. массу соответствующих 
белкой и проводят нм му НОЖИ It ЯСС к ий тест, 
с тем чтобы идо инфицировать фракцию 
(или фракции), содержащую мРНК. целлю- 
лнэы. Разделяют продукты трансляции в по 
лмокрм тлмидиом геле И ПМЯЛЛЯМТ полосы, 
происходящие от инлуинровшшы.х клеток II 
отсутствующие для немклупнровднимл; ма

териал т о  полос и прсдста толст собой бел
ки, синтез которых был н и д уц п р о к т  исЛАЮ-
ЛОЗОЙ.

3 мРН К-фракции индуцированных меток, лс 
терммнируюшке синтез целяюляа, м ич 
«партнеры» в (радисте плотности сахарозы 
мРНК HCiiitiyunpowiHHUx клеток ГЮ ОТДСЛ1»' 
мости используют в качестве MiTpiuiiLia спи 
теза кДНК.

4 кП И К  индуцированных клеток клонируют п 
плазм налом или фиговом некто ре, ВВОДЯТ п
L. соЙ, высевают на чашки, дслакп реплики и 
проподит скриним!, используя в качестве гм- 
брили uuiioninix зондов радиоактивно ме
ченную кДН К  фракций из индуцированных 
и нс индуцированных клеток. Клопы. жбри- 
дтуюшиссл с кДНК пидуинропашн^ч и не 
1 и6р1С1изующисся С кДНК немклуциронлн- 
ных клеток, могут содержит* цсллкшимыс
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гены, поэтому провеши их дальнейшее изу
чение.

5. Чтобы локисиь. что ьоштшшыс кДНК-као- 
1£Ы лсйствшслыю КСЩИруЮТ МСЛ.ПатЗЫ. их 
Л И К  шбрнлмзуюг с суммарной мРМК ипду- 
nitpoh.iifMi.i4 клеток, проводят трансляцию 
ш С ф И Л !  ЮНЗВШСИСЯ МрИК III vitro в  бескле
точной системе и ндсмигфнимруют получен
ные продукта С ПОМОЩЬЮ антител, специ
фичных к ферментам целлюлитною 
комплекса.

6 Определяют нуклеотидную ПОСЛСДОЮИСДь 
носи* каждою позитивною к Д Н К -ш и а  к 
устанавливают, какие моим кодируют оДн 
каковые, а какие -  редкие белки целлюлед- 
1ЮЮ комплекса.

•>iy Схему можно использовать для выделе - 
мии любых лндуцибслышх эукариотических ге
ном.

Манипуляции с целлшазмиии генами
Клонированные иеллкнюэние гены можно ис- 
поль Ю1ч1 I. в разных целях: для облсшеши очи
стки рекомбинантных белков с помощью сиязы- 
кающею целлюлозу домена: для получении 
коммерческих продуктов (например, этанола) 
из целлюлозных отходов с помощью MHKpcopia- 
ннзмоо. »  которые встроены целлюлдшыс юны 

Молекула целлюлиты обычно состоит и » трех 
доменов: каталитическою* шарнирного. часто 
оенжилепниг о остатками п р о ч и т. серина И тре
онина. н связывающею целлюлозу . Ютыитмче 
скин и свишшпошнй домены функционируют 
независимо друг от друга. Такое разделение 
Функции можно иенользеишь. включив нуклео
тидную последовательность связывающею цел
люлозу до мейл в состав химерного itiia, другая 
часть которою кодирует представляющий ком
мерческий интерес белок. Ч тсСь: очистить полу
ченный белок, его экстракт пропускают через 
колонку, набитую целлюлозой С  целлюлозой 
Связывается только шбридный белок; его ЭЛЮИ
РУЮТ и удаляют ^целлюлозный* домен протсо 
липом Эта систсмА сходна с нммунооффннной 
хроматографией, но обхол1гтся дешевле

Большинство пелдюлазнмх генов исходно 
клонировали и экспрессировали п / сЫ1, но их
МОЖНО внести U ПРУГИС МИКрпор1Л!1Н‘1МЫ и полу

чше новые ипаммы с полезными свойствами. 
Так. 5. vcrt'Msuu и 7 tnohbs% эффективно пре об 
ратующие о этанол простые сахара (например, 
Г Л Ю К О З У )  П О С Л С  О В С Д С Н Н Я  И М  иСЛЛК Ш 1 Т11 |11 \ 1 C -

нов, могли бы превращать целлюлозу каюеред- 
стоснмо в :шшал. Для проверки этой гипотезы 
П ровели  р я д  и с с ле д о в а н и й .

П одной из серий экспериментов гены Э11ДО- 
II >*. ю| люкама ты бактерии CcJIulonona* Jimi. 
каждый п I которых находился под контролем 
промоторе II till МИЛЬНОЙ П О С Л С Л О Т Ы Г С Л Ь И О С Щ  

S. елгш м г, с>бк.томнроы1 in п плазм иди Ом век
торе и ввели n S. ccrrvbiw. Некоторые трансфер-
М .И П Ы  сскрсгирошм оба фермента и культу
ральную среду с эффективностью примерно 70$< 
и частично расщепли ш целлон гну, входящую а 
tocinii фил||||мтал14И1й бумяш и i ipcii пари i ель* 
НО обработанных древесных стружек. См>|юсть 
и с генсек гидролиза ЭП1Х субстратов пшриспып 
придопаяла сии немей.р-глюкотщдоы. расщеп
ляющей целлоомоту до пиокоаы. но паяного 
гидролиза неллюлшы не происходило. Это свя
зано с существованием дву х регуляторных меха
низмов, действующих но принципу обратной 
связи, идкаштвающмея цсл-обиозл ингмбиру- 
сг гидролиз целлюлозы, а клюкой ингибирует 
расщепление целлобиозы. Геи р-глюкоэидазы 
выделили in  ipstoo* Тпсксккгта nrcsei, кдоииро- 
вали пмупьтнкопнйной плазмиде и вновь ввели 
в 71 reesei Трансформированный штамм проду
цировал р-глюмгпиаэу и 5,5-кратном избытке и 
расщеплял производное целлюлозы анипсл 
(Aviccl) »ш 33% быстрее, чем мсгрансформиро- 
паннмй штамм. '->то подтверждает данные о том, 
что [1-1лмжол1дл:ш облачает ферментативное 
расщепление целлюлозы, н позволяет прелпо- 
дожить, что для создання более эффективных 
целз (аналитических микроорганизмов нужно 
встроить п уже существующие штаммы (С Н Ы  

li-глюкотилаш.
Эндоглю кананш е гены  можно исиолью гагь 

нс только для получения ИЗ 1|£ЛЛКУ1(ШШХ ОТХО
ДОВ полезных веществ, но и  дли других целей 
Если ввести ген эндоглю каш аы , нюсодошшйсн 
пол контролем конетш уш вното промоторм иле» 
ТОНОВОГО ю и д р ш е и .  в винные дрожжи, мож
но усилил»аромат получаемою вина, Э то  с в я т - 
но с  повыш ением  содержании в нем как 
минимум 12 летучих соединений, в том числе



Гнкшци umini и ушлиsauiiw ('•io iv k u . .МП

ЭПШфОПИОНЗТЯ, 2-6утянола irJOciMItjfUlUVWra. 
и юамнлсновос о спирта и июмасляной кисла 
ТЫ. С  1ЮМОШЫО такой генетической модифнки 
ими можно стабилизировать процесс фермента- 
1x11м и создать такие штаммы дрожжей, которые 
будут производить вина с определенными свои 
стами.

Исследовалось также возможность ис полью 
ипнин целлюлоз при промышленной биолсрсрп 
более бумажных oi «одоо в этанол. Для этого от 
ходы частично расщепляли целлюлозами при 
♦5 *С. а мнем. не удалял цедлюлиз. проводили 

ферментацию иисарбодшшгсйся ГЛЮКОЗЫ с по 
мошию ^  crnrisiai- при 37 X .  Основываясь ни 
полученных результатах, рассчитали, что л о т  
пол юл позволит получать 400 л канола ю  1 т  
бумажных отходом 15слн лее 100 млп т бумаж
ных отхолии. сжсго/шо образующихся а Север 
ион Америке, препринт* * шанол и исполню 
ватъ ею в качестве соплива. можно сэкономить 
примерно 16% бешииа.

Белок одноклеточных организмов

Ьелох одноклеточных орсажымон (Б О О ) -  тер
мин. принятый для обозначения белковых про 
луюов, СИИТСЗИруеМЫХ монокультурой микроб 
них клеток к не пользующихся II качестве 
пи темах добавок или корма дли скота. Вопрос 
об использовании микробной биомассы и каче
стве источника белка рассматривается вполне 
серьезно Это связано не только с дефицитом 
продовольствия в общемировом масштабе, но и 
с тем, что содержание белка в большинстве ми
кроорганизмов весьма велико на ею ДОЛЮ  При- 
ХОЛ1ПСЯ примерно 66-809г сухой массы клетки. 
Кроме тою, благодаря высокому содержанию 
метионина, лизина, витаминов и важных мине
ралов БОО обладает более высокой пишевон 
ценностью, чем некоторые виды пищи расти
тельного и ЖИВОТНОГО ПрОИСХОЖДСНИЯ Но ши
рокое применение ВОО сдерживается по ряду 
причин.

• Высокое содержание нуклеиновых кислоI, 
'по может предсталм ь опасность при неко
торых патологических состояниях.

» Возможное присутствие в продуктах чоксич 
них веществ. сорбированных из субстрат*

(например, чижслых металлов) или выраба
тываемых самим микроорганизмом (напри 
мер. МНК070КСНКОП), и снизанном с этим не
обходимость проведении лорогос ИЗЯШ11К 
ко 1гг рольных oi галитов.

• Низкая с к о р о с т ь  разрушении м и к р о б н ы х  
КЛСТОК В П|!1ПС1ЮР)«ТСЛЫЮМ тр а к те , ч то  может 
пыэсшп» pace гр о и ств о  п и  т е  варения и л и  а л 
лергические реакции

• Ыъэсс пиескам стоимость ВСЮ по сравнению 
с друтм и белковыми продуктами, Например 
с белками сои.

Для получения БОО венольэоваш многие 
микроорганизмы (бактерии, дрожжи, |рибы, 
водоросли, нмшк>мнис1ь0  и различные суб- 
eiразы (тдбп 13.9) Впервые крупномасштабное 
нромзоолсгво БОО было налажено в Германии 
во Время Первой мировой войны; на патоке в 
качестве источника yutepoaa и солях аммонии о 
качестве источника азота выращивали S cere 
\Ыае и добавляли их и супы и колбасные изде
лия дли повышения содержания белка.

До 1973 I нефть была довольно лешешм 
продуктом. а со запасы считались практически 
Неограниченнимя. В связи с этим сразу не
сколько крупных нефтяных компании разрабо
тали проект ио произволству ЬОО ш  нефти и 
продуктов ее переработки. Но цени на нефть 
росли, и инtepee к этим проектам пропал. В 
1970 х п  компан1ш Imperial Clemicul InduMnes 
(1<_1) разработала непрерывный процесс фер
ментации метанола с помощью бактерии 
Mediyiopbitia nuiftyiotrophus дни коммерческого 
производства белка прутшш. Эта бактерия ис
пользует метан (точнее, метанол) в качестве ос

Тог'лш& /Я9. Субетрвгты и микроорганизмы, 
пспплмухжзисся при протводстис 600

OiH'ipui ГЧ«1МНЮ(ми111Г&«й
}  iHCKCtlll у toe РОДЬ .v  Vrt ДшI nui if г. til
(  lU H op m u i (д и к к» ш ) l t / J i + 1' г ы ч у : i*j

Анины • «I'pri < <vuWi. iffwiytnu
lie null ЦЫШЫС UI u u u  OuMUtmiufA

M - t i i , h + f T h n m

Mrmi (Mcmiioii) A/i-iA) AvVAi/ut
mrfM tan f Av.i

% IiiKpctipraiuiiM

Дрожжи

if

I |:«Пм

Гчитсрии



302 ГЛАВА 13

нежного субстрат Ь 19791 был построен завод 
с самым большим в мире работающим и непре
рывном режиме эрлнфтиым ферментером, спо
собным производить до 50 0001  ЬОО в юл. Но 
несмотря на инвестиции 1С1% составившие более 
200 млн. долл., и серьезные инженерные и бно- 
технолотчеекке успехи, к 1987 i. на этой уста 
Невке Ошю произведено лишь незначительное 
количество ЬОО, поскольку СЮ ПОДУЧСНИС С ПО
МОЩЬЮ Л/. pu'thybtrvp/tu* оказалось невыгодным.

В последнее время интерес к ЬОО поншшен 
снова; теперь это связано с утилизацией раз 
личных отходои (например, целлюлозы и сыво
ротки ). В одних случаях пр едпотасш я ис
пользовать природные микрооршнг.змы, в 
других -  микроорганизмы, созданные метода
ми генной инженерии. Но 1зк иди иначе, пер
епев.швы развития производства ЬОО будут 
опрсдсдкпх:я нс природой мищхюргакизмов. а 
экономическими соображениями Возможно, 
рентабельное!}, производства удастся повы
сить. если ЬОО буду! получать из побочных 
продуктов утилизации отходов. Для гою чтобы 
разработать экономичный процесс производст
ва M X ) и » отходов, необходимо изучить кине
тику роста, метаболизм. возможности теисти
ческого манипулирования и безопасность 
Mimnix микроорганизмов, а также вкусовые ва 
честна синтезируемых ими продуктов

Рл «работди новый подход, е помощью кото
рою можно будет обеспечив*»о. крупный poia- 
тмй скот белком, обтащенным незаменимыми 
аминокислотами Простое добавление белков в 
корм -  дорогостоящий И НС особенно >ффск- 
1Ш1Н11Й способ, Г.ОСМОЛТЖУ белки И ЗМИНОКНСЛО- 
ты разрушаются бактериями рубиа сше до тою. 
как жило гное успеет их исиодьзовзть. Кроме то 
ю. основное количество бедка они получают не 
с кормом, ею посталяют присутствующие в 
рубце микроорганизмы. Ряииои жнисаних нож 
но обогатить, если направленно модифиииро 
иать эти бактерии. Д т  этого сличала был сшгтс 
энровак белок с высоким содержанием остатков 
метионина, феинанл. .111 шмл и лейиши* Он со
стоял из 100 аминокислот, 57 из которых были 
незаменимыми, и мисл стабильную а-спираль 
|<>х> Koml»Hiypaipito Затем с помощью 14 час
тично перекрывающихся олигонуклеотид on 
синтезировали сто ген и штили его с геном бел

ка. связывающего малышу; полуюиный гиб
ридный теп экспрессировали н t .  call под транс - 
критишонным контролем/б?-промотора. Надо 
лк> 1ибрилною белка приходуюсь примерно 
12/f суммарного внутриклеточного белка. !с- 
пСрь нужно выяснить, Будет ли итог белок си»! 
тезироваться в достаточном количестве прмсуг 
ствующимм в рубис бактериями. Если этот 
подход окажется успешным, то он стонет осно
вой уникальной системы непрерывного обеспе
чения крупного рогатого скота незаменимыми 
аминокислот mil

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Биодеградации —  это процесс разрушения мик
роорганизмами веществ, зшрннииощих окружа
ющую среду. Многие бактерии рода Pstudomnnas 
несут плазмиды, кодирующие ферменты, кото
рые катализируют растепление ароматических и 
пиотенсодсрждшшс огртшческнх соединений. Н 
большинстве случаев одна плшхшда содержит те
пы ферментов одного специфичного катпбшшчс- 
ского п у т .  Объединяя плазмиды разных штам
мов fawfomatux йодном хозяине, можно создать 
организм. способный к деградации нескольких 
спелинений. Кроме того, с плмошыо пенетпе- 
ских манипуляции можно расширить спектр суб 
страхов, рд грушасиых с помощью определенного 
фермента шитого нуди.

Под биомассой итесь пшшмаегея вся сово
купность веществ н материалов, побочных про
дуктов пищевой и перерабатывающей промыш
ленности, которая пожег служить сырьем пли 
получении ценных продуктов. Производство 
л  анод я или ф|?укгола измолотого зерна проис
ходит и несколько ферме 1гтд in иных сшлин. Уча 
ствующис в ..тих процессах ферменты часто гк 
пользуются однократно. Чтобы повысить 
эффективность ферма нативных реакции и 
снизить с j о j i моей. процессов, исследователи за 
иг маются клонированием и исследованием 
свойств бактериальных генов, копируыших тер
мостабильные, обладающие высокой кат&пти 
ческой акт наносило и устойчивые к действию 
спирта ферменты

Для повышения эффективности 11|ЮМЫШ- 
дсниосо производства этанола в бактерию



finonrfptUUIlJin и У71ШИ ч1ЦШ< Olio мисси юз

Уулштгнш* т  Jilts били наедены гены, Cwutnvuipu 
экслрссао! которым они могла исладьэошть п ка
честве источника угперплд широкий спектрсосди- 
НС1ШЙ. Прелприниты rvpm.»c iitani на пути ю д а - 
ния штампом Lactribadthft plantnmm. способных 
эффективно расщеплять крахмня, содержащийся 
в бошоом количестве в такой важном ссльском>- 
ыйо венной культуре, как люцерна.

При переработке ряс Тигельного материята 
чисто образуется большое количество лкгмоцсл- 
ЯЮЛО.Н1ЫЧ отходов, которые раньше не находили 
применения. Сенсее лигиоиеллюлоад служи» 
отроем для получении углсродоолсржащмх со* 
единений, и первую очередь глтокоэы, которые 
можно испои моеш ь в других процессах. Лнш о 
иеллюлои - иго комплекс >П ЛИПШИ!!, 1Cмнцел 
/полоти м цед-нолона, нс подверженный дейст 
нмю <|>срмгшоп бел предварительном обработки. 
Прслюдимые и последнее врем* исследовании 
были направлены посконном tin изучение пси» 
иизма растепления целг. юдоли с обрл хмишисм 
глюкозы. Клонированы и очартстерпаомшы ic 
нм Л(Д0ГШШНЛК JKJM3CлтьД 1ы I и (bi люммидлл 
многих микроорганизме*, но пока не определен 
набор фермен гоп. осушести шкидич масштабное 
эффективное расщеп ic h w c  п с д л ю л о т м  in vitro.

Некоторые нпды биомассы (например, сыио- 
рогка, целлюлозные от халы) и продукты пере
работки нсфги мшут служить субстратом при 
кулыниироышии мнк|>оо|>ыни.шои Предпола
галось, что л и  чистые культуры, л также их про
дукты (тпк пилы маемый белок одноклеточных 
opi шиммов, ЬОО) можно будет испояьтонать и 
качестве пищевых доОлиск или кор via дли скота. 
К сожалении, вследствие дороговизны получае
мых Проуктои. ИХ HCSMCOKIU ВКУСОВЫХ КОЧССТЛ, п 
иногда и токсичности ироидаодспю ЬОО оказа
лось экономически нецелесообразным. Однако 
есть надежда, что с помощью генетических ма
нипуляции нее-таки удастся создать систему, 
позволяющую получать дешевые биологические 
лобзики вд основе ЬОО.
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KOI ИТОЛЫ IMF ВОН РОСЫ

1. К ак следует модифицирован* Л  jruiida. •• ю- 
0«д подучился штамм, эффективно paipyutn- 
кмций трихлорэтилен?

2. Oman me процедуру клонирования цедят-
ЛИ IMhfX fCHil» Грибов.

3. К.«К исполмунгтси a  .IMЩИ It И ГЛЮКОвМИЛИ- 
in м промышленном прошвидспс # сшита? 
Какие манипуляции с  кодирующими ЭТИ 
({кгрМСНТЫ Iснами следует пронести, чшбы 
повысить эффективность процесса?

4. Что нрелеглиляет собой фе|)мси1 г/покои»- 
н юмсрана? В чем состоит се ценность? Как и 
илем можно мо;шфнци|чша<ь кеширующий
сс ген?

5. Опишите ДОСГОИМСТК1 II нслоспгткн ис- 
польэоианил У у т о т о п а ъ  m ob ile s  шесто 
Sacchawmycrs c m 'w w r при upon то лст ис 
этанола. Как повысить *М<ьГи>т<ость про- 
м и ш и с и ж и о  ист Юль шипи mi /  m o N U i!

6. Как с помощью тенмо1ШЖСНСркых методой 
sm/iiHjimnipohitib У .  т о Ы Н \ % чтобы можно
было IlCIKUUOOtUltb ЭТОТ МИКрООртанИ JM ДЛЯ 
проишегцетваэтанола и» кси.юаы?

7. Вззш три ш гамма Pseudtwumm, один и j кото
рых использует фенол и качестве единствен- 
ною и с т и м с л  углерода при 0 'С . второй 
расщепляет ашрацен с образованием ^ п е 
хала при 35 Ч \ а третий рнстцеопжт л-толу* 
ОЛЬ оОрЛ*>НаННСМ прогоктсхолт при 35 Ч\ 
предложите стратегию сотодния штамма, ко
торый сможет исцплыов1Ггь и качестве един 
ствеииото источники умсрсиш фенол, шпрл 
цен или п толуол И|'И 0 ЧГ

8. Как модифицировать штамм P u u c lo m o n a s .  

несущий 1ЬШ*МНД) pWWO и не способный 
ростегиять 4-этт6еи:кч1Г. чтобы он мог 
у ноги тронам, по соединение?

9. Предложите стратегии выделении прокарио
тических эндогЛюкана исых и (V глюкотиш»:» 
ных генов.

10. Что тмкос «суиербашиию»?
И. Как повысить эффективность сбритокшии 

ситоса. проводи машипукмцим с Lactobadttux 
ptantamod

12. Как следует модифицирован. бактерии руб- 
ид. чгобы они обеспечивали крупный рога
тый скот не ымсиммммн аминокислотами?

а  - &iri
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Бактерии, стимулирующие рост растений

Скорость роста и урожайность растений \\ есте
ственных условиях зависят из их гспошла, дос
тупности питательных ос шести, наличии » почве 
полезных микроорганизмов м отсутствия пято 
генных (так называемых ф»ггопггго1С1юп,отрЛ)А) -  
растение). Одни виды полезных природных поч
венных бактерии и грибов оказывают прямое 
действие, другие опосредованное. Первые по
ставляют растениям соединения, стимулирую* 
шме их рост, вторые подавляют размножение 
патогенных почвенных микроорганизмов, пре
дотвращая их негативное к  пиите на растение.

К основным механизмам стимуляции роста 
рис1сннй м»«хроор1анщмдл{и «прямоео дейст
вия*' относятся: I) фиксация атмосферою азота, 
который затем используется растением; 2) обра
зование лслсиусашиаеиычформ железа и фосфо
ра и/и. II пос лощение из почвы и доставка эпа 
полезных минеральных веществ в рас гения; 
3) синтез фглогирмонии, ш  «ышиошил Пролифе
рацию растительных к лстк . Опосредованная 
ciHMyniiiiini росп» рйситим к.» к им-либо штам
мом полезного микрсюршнизмл проятмсгся че
рез предотвращение роста фиго1Шогсннок> поч- 
венною микроорганизма, который мог бы 
отрицательно влиять на нормальным рост и раз- 
питие рлсгсиня. Такое дсйчпис ни uaiwtefc» виги- 
нкпом и мажет заключаться либо и исгошешт 
полезным микроорганизмом лимитирующего 
субстрата, либо п синтезе и секреции соедине
ния, претпешуюшего росту ф|ПШЯГТ01СК1.

Последние генетические эксперименты по 
сохзанмю штаммов микроорганизмов, способ
ных более эффективно стимулировать рост рас 
тений. были направлены в основном на реше
ние следующих четырех проблем.

• Молекулярные механизмы фиксации азота. 
Цель всех исследований состояла и том, т ю 
бы оценить возможности повышения уровня 
фиксации азота микроорганизмами и. следо
вательно, снизить количество вносимых и 
почву химических удобрений

• Образование корневых клубеньков симбиоти
ческими бактериями. Целью этих исследова
нии было создание рекомбинантных бакто 
рмй. способных конкурировать с природными 
симбиотическими бактериями.

• Микробиологический синтез веществ, хсла- 
тирующих хелеэо (сшгерофоров). Есть наде
жда. что удастся лацчигь штаммы микроор
ганизмов. лодавлаюшис рост фитошгготешн*.

• Микробиологический синтез фитогормонов 
Эти исследования проводились для гою. 
чтобы создать штаммы бактерий, синтсшру- 
ющис и декретирующие опред£лсн1ше коли
чества физогормоноп, которые ускоряли С?ы 
рост ростений

Исследовании в этой области проводится 
главным образом на бактериях, а нс на грибах. 
Отчасти это обусловлено тем, что полезные ri>»«- 
6ы нс удается вырастить и культуре, поэтому с 
ними трудно работать в лабораторных условиях, 
а кроме тою, негк>1можпо подуши. :/ж организ
мы и количестве, достаточном лля инокуляции

Ф иксация азота

Азот (N j) -  »аэ, ид долю коюрого приходшем 
примерно В09Б (по объему) воздуха, которым мы 
дышим. Растения или животные нс могут ис
пользовать его непосредственно для синтеза не
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обходимых им GnonorviccMtx азотсодержащих 
соединений типа аминокислот и нуклеотидов; 
предварительно азот должен быть включен в со
си mi аммиака (фиксировал). Это требует боль
ших энергетических затрат, поскольку тройная 
связь п молекуле (N  N ), которуюпсобходи- 
МО предварительно рюормть, ЧргЗаЫЧПКНО 
прочная Энергия дли биолошчсской фиксации 
люта шле побеждаете я при гидролизе больших 
количеств 1иено1 Нмгрифосфйт11 (А  ГР). Для хи
мического (промышленного) превращении »\  и 
аммиак используют пысокмс температуру и ляп 
лен не

Для улов/ктворенин потребностей нищенок 
промышленности п сельскохозяйственной про
дукции ежегодно фсСустся Солее 100 млн. т  сим 
яшмою азота 11 pit мерно половину этого коли 
честна составляют синтетические (химически 
сишоирокшнпмс) удобрения, и большую часть 
второй половины растения получают от л кпфик* 
сируюших (дилкирофных) бактерий типа 
Rhftpbium, Irtmkia, AtOSpirtUum, A:otobnctcr\t нм- 
анобаюерий. Ни один и \ эукариотических орга
низмов не способен связывать азот.

Пллпьтлря применению химических удобре
ний удилось значительно повысить урожайность 
сслдекохозийсгпснных культур, однако их про
должительное использование приводит к за
грязнению почвы и истощению запасов в ней 
питательных иешсств К тому же химические 
удобрения ctuttotiMTCM асе (ямсе дорогими. Веч 
это стимулирошею поиск альтерштишtux ис
точников с им чанного азота. в частности созда
ние штаммов диаэотрофных микроорганизмов, 
которые могли бы служить "бактериальными 
удобрениями».

Способностью к фиксации азот обладают 
самые разные бактерии, и многие из них и прян 
иипе могут использоваться как удобрении. Од- 
и» ко до тех пор. пока нс будет показано, что бак
териальные удобрения столь же эффективны, 
как в химические, прял ли удастся преодолеть 
консерватизм производителен сельскохозяйст
венной продукции и изменить используемые I» 
luciouuiee время iiooxcviij Например, вторая по 
экономической значимости и по занимаемым 
площадям сслико.хо»ийст1юшам культур» и 
СШ А сои формирует симбиотические стою- 
1№иим с бактерией Bndyrhttpbium japonicum. В

результате такого симбиоза бактерии обеспсчи- 
aeuor растение саяэанмым азотом, псами п о лую т 
at нею легко усваиваемые фирмы углерода, обрд 
ЗуЮЩИССЯ При фОТОСИИТСЗС После инокуляции 
растении некоторыми штаммами Я  Juponicum ко
нечным мы хил растительной биомассы может 
т фясш мя 25 50% и никаких лобало* химически 
связанного азот больше не потребуется. При 
мерно 50%. сои выращиваемся п нескольких ре- 
I ионах СШ А, при этом везде используется в об 
Шем сходная технология. Но лишь небольшую 
часть этой культуры в настоящее прсмя оброй* 
lumuor R. japonic и т  Фермеры до сих пор пала 
иоогси ня природные нгт.тмиы Rjoponicum  и хи
мические удобрении.

Репугяпия бактериальных удобрений щ-сьма 
сонтпсльна. В 1950-х годах в С С С Р  более 
10 млн. га cat ьскохотяйс гиен них уюдмй обраба
тывались суссыо лиаюгрофньи бактерий, со
стоящей в исканном mi Azoinbocicrchnxvocrum и 
Hoc-Ulus wтумкпшн. При этом примерно в 60% 
случаев урожайность различных зерновых повы
силась на 10-21)% Однако лги полепые ислыте- 
нмя оказались некорректными и нспоспрошво- 
диммми; многие исследи ид тел и выра.шли 
сомнении в правильности полученных резулыа 
тон, я использование бактериальных инокуля
тов и качестве удобрений нс получало развитии. 
Олиако проблемы экономического характера, 
необходимость предотвращения загрязнения 
окружающей среды, появление новых техноло
гий при гели к тому, что учение uuoni. обрати 
днсь к изучению пошожности использования 
бактериальных удобрений.

Микроорганизмы, которые применяются и 
настоящее время в сельском хозяйстве, принад
лежат I» основном к двум ршшм. КЬиЫмшп и 
HrmtyrhizoMunx :>io ipaMotpHuaitniJtiiic палоч
кообразные жгутиковые бактерии, ихчодяшиеся 
в симбиозе с бобовыми. Каждый вид RhUoNum н 
Bradyrkf&blum специфичен в отношении лишь 
нсбольиюго числа виде* растений и нс пяаимо- 
действует с растениями, не я&тяюшимисн ею 
природными хозхсмлми (табл. 14.1).

На определенной стадии жизненного цикла 
RMtfibium проникает в клетки корми растения и 
инициирует комплекс изменений, приводящих 
к формированию корневою клубенька. Бакте
рии внутри корневого клубенька быстро проли

ла
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М/гиАшш e(0 ЯвСОДК. U>MI IWWW1».

(KM'fKli. ■ WVTMTUH
,m rdmi/i t'MV

(}Cf*ipyiOT И МЙХОЛЯГСТ* п форме, нс имеющей кле
точной СТСИМ1 К  IvGcill.MlHIil* tCikTCpilH C M  UJKAJOT 
шмосфсриый j  xif c помои imo «JtfpMema нитрон * 
наш. Структурные и биохимические нтоншхпей 
стпня между I имбио» 4iw.li R h iw b iu m  и растсни- 
см-шшгном псе км л i m u u  и и иишоиыголны. 
Внутри клубе II».К Л НИТрОГСН&ЗЛ 1Й1Н9И1Г11Л отток* 
СНЧССКОГО ДСНСТШШ ЛГМОе«||СрНОП) кислорода лиу 
мя способами По-лсриых, кислород практически 
нс проникал и клубенек Во*»ггорых. содержание 
кислорода внутри КПубСНМи! регулируется Гипсом
ЛСПСМОГЛПб|ШОМ. ГсМОКЫИ КОМПОНСНТ ТТОГП КИС-
лоролегат (икающего белкл синтезируется бвкгерн 
ей, л гпобмнемик частьмолекулы кодируется ic h o  

\юм растения Растение обсспсчипаст бактерии 
исобхопимыми для роста сим тонными формами уг
лерода. образующимися При <|х у го с н н т с п с . а расте
ние иопскагг питону и i лих симбиотическихш- 
но1 пенни. гкьт)*тя от бактерии стюаттий я ют

llu rp o i спада

Интерес к диггытгрофам как к бколог»ни:сктпи 
удобрениям возродился после ТОЮ. Ки* были 
разработаны методы выделениях модификации 
генои. и что стнму прока ю и умение биохими

ческих И  молекулмрно-биологиясскНК MCKUIIHI- 
von фиксации а к т »  Ученые мялсятись. 'по 
благодари этим исследован нам удастся ссгшятъ 
более эффгктмпнмс акттфиксируюшкс микро
организмы. способстпутшис повышению уро
жайности ссльскохочн истце иных культур, а не
которые исследователи лаже предполагали 
внести бактерии и.ныг гены фиксаиин этого »»с- 
носрслст пенно к растения. чтобы такие расте
нии могли сами фиксировать азот И хотя :mi 
чересчур смелые агдны нс удалось осу и: егттиггь. 
процесс фиксации итого был летально туче н , 
так что возможность гениопнженерного усоаер* 
тснстоолатии некоторых лмгпотрофои слыв бо 
лее реальной.

Компоненты
Все тле е т мыс mrrpoiсняты содержат лиа кисло* 
родчувстпнгельммх компонент* l u l l  Комно- 
иент I по  комплекс и» ди\х и субыглммии 
(массой примерно 50 000 /1я калдяи). дну* (V 
субьслимин (примерно 60 000 Да каждая). 24 мо
лекул же л cm. л пух молекул молибдена и железо* 
модибдсмоносо кофактора, оботнкчаемого 
ГеМоСо (рис 14.1) Компонент II состоит ш  
лиух о-субгсдиниц (примерно 32 000 Да каждая) 
и и I ней шсстисно числа молекул желе и», причем 
его сх-субьсдиншш не аналогичны тикопмм н 
компоненте I Дня фиксации азота необходимы 
оба компонента, комплекс мяшня и А ТР . я тпк 
хс источник восста1КШ(гтслы(ык ‘жшшлентоп;

81-Г * Не г 16М*АТР-*
-*  2N'H, • H jT  ♦ I6M*AJ>P * IAP, <l)

Puc. 14.1. ПрслИ(К1лг»см111| cip)1» rypn Kr.ureoMcuntfotr- 
iionoit) ксфокшрй. снизанною с  молекулой акпа (N\k



taKTcpHM. стимулирующие рост растений МП

Помимо фиксации аила, H»nporciu-ia M ia - 
дширусг также иосстиновлсшк' ia»oo6ptTiiioro 
я н с тн д с н а  л о  т т н л е и д :

Н -С ш С -  (I « 2»Г -> H j - C * C - H r  (2)

Определяй с помощью газовой лромагогр.ч- 
фим количество пиГГСИфСПВ МНОГО ГЛ МИГНИ 
можно о пен ш и т . активность нмтрогенп.ты 
Определения можно прополить на целы* клет
ках и расIпоре (рис. 14.2), на бактериях, песо

цииронднпыд с корнями рЛЩСНМЙ. на i рубил 
чкоряктих клеток и л и  на нмсокоочншснних 
препаратах фермента Компонент I катали m 
руст собственно восстановление N )t а к mi по 
ней I II служит донором электронов. Оби ОКИ 
чрезвычайно чувСтвнтсдмш к кислороду и 
при с л и ш к о м  высоких его КОМ центра! 1ИЯХ бы
стро II необратимо iiituKYtiMiipytfvrcsi Функци 
ониропанис интрогениты зависит также от 
15-20 исломо/нтсльных белков. Роль некото
рых нз них состоит в передаче электронов

Рис. 14.Z. ОнрслслСНт a M iiM iu n t 
ММТрШСНВХЫ ПО liOCCI Alton 1С11ИШ 
виси* н:ия ди эгиленл А  Г>*1к icpuiv 
(II культуре ИЛИ ЛСС01111МР0Г¥1ННЫС С 
корнями растении), с и н т и р у т щ и е  
iiiirpoiсказу, дибо препарат о ч и - 
mcHiKHo *;-:рмснш (ис показано)
помешают •• 1»РМС1НЧ11У*> CMKOC1I. I 
атмосферу лнетндеш Б. lit  емкости 
периодически отбирают пробы и
М СГ0.90М  II I  »*1юГ1 ЧриМИТОГрИ«1»»11» H  I

меряю! количество шктилсма к 
jth/iciui Активность нтрен сняты
ii|HiiiO|ri.i.oiiaiiMi4i КОимЧССТт обрц-
эооавшасс» этилена

I И1 "».1Н X|4i«lillll||V«2l

А

t

Auiiiuru

1
и 'Этажи
УXI
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Крема икни) ■ '•
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компоненту И, в также и Стчгннтс зс лелсюмо* 
ЛНГшГНОНиЮ КОфпКТОрп.

Га  та я  инженерш кластера г&ю * 
ншпрониспы
Фиксация ахни очень сложный процесс, тре
бующий согласованного действия множества 
ра 4Ш.1Х белков. Поэтому вряд ли можно было 
ожидать, 'по вся текст мчсскин информация, не
обходимая для фиксации итоги, будет содер
жаться п каком-то одном фрагменте Д Н К  н что 
•нот фрагмент удастся вычленить из генома дни 
ютрофиого микроорганизма и псрсисст п не» 
лиаэотрофиыи организм Следует out* учесть, 
чти физиологичсскнс условия п ирг акигме ренн 
nifcirm должны быть подходящими /им функци
онирования активнойшпрогеиаты Более прием
лемый способ им пеленки ichob алотфиксации 
(пу-генов) СОСТОЯЛ BTOW, чтобы ИДСКГифиЦИрО- 
1шт>. и охарактерн ююггть тс клони библиотеки 
Д Н К  дикого типа, которые ЮССТШ1ШШМ1ШОГ 
способность различных мутантов данного мик- 
|чч)ршни ш » фиксировать азот ГакоП мс-тол на
чинается генетической КОМ11ЛСМСНПШИСЙ.

Перпые Л//-1СНМ. ltTCimi<UUllip<J|U!MH»4C ме
тодом кешлеменгдиин, были выделены in  бан
ка к. юно и дназофофнои бактерии KlcbxteUti 
pneunxmtac Э т  хорошо изученная -жгеробнкзе- 
рмм. которая обиирулниасгеп и почве и моде, a 
также в кишечнике человека Схема ныпедемия 
СОСТОЙ! и следующем (рис. 14.3),

1 Клетки A pneumoniae обрабатывают таком 
доюИ му i arena, чтобы выжинаемое! ь состд- 
oicta примерно 0,1 -  1,0%. Некоторые им му- 
таигмых клеток, способные расти ни мини- 
мшмтой среде, содержащей источник 
связанного азота типа NHM(  I. но нс п отсут 
етане святимого вэот, вероятно, несут му 
таиию в нагане; их обозначают Nif

2 Используя экспрессируюшис нлп хчидные пек 
торы с широкий кру гом хозяев. СОЗДАЮТ £йик 
клонов хромосомной Д Н К  A. pneumoniae ди
кого типа (Nif *) и поддерживают стоп £  coll.

J. Проводят KoirbioniuHio Nif --клеток A pneu
moniae с клетками fL cttil. несущими банк 
клонов п 1ШДЗМ1ШНЫХ векторах.

«» I расформированные клетки A. pneumoniae. 
приобретшие фенотип Nif *. отбирают, висе-

вая их на минимальную среду, нс содержа 
тую  источники связанного т о т .  В этих у», 
ломшх растут только N if клетки А', рпсито 
nine с плазмидой, колирующей белок. 
Который отсутствует или нс функционирует л 
Nif -мутанте.

Фрагмент Д Н К  в плазмиде, комитсмснтиру- 
кчпнП хромосомную мутацию Nif", содсржш 
ш/-геп. который мож»м1 Д|ггал1.1ю охарактеризо
вать и использовать для выделения других nif 
генов.

Для выделения других генов, участвующих в 
фиксации а юта. применяли два подхода. Ik>*
и е р п ы л . М СПЮ ЬЭОВШ Ш  б б Н К  КЛО Н О В A. pttcuirtonb  

ас для b O x ifU ic M c itn u Jiin  н е я ш и с и м о  п е ш и ы и о  

ших Nif мутантов, удел и чикл я тем самым 
вероятность того, что в каждом случае будет вы 
делен другой nif ген. Ко торых, выделенные 
л(/-гсны !1снол||ЮТп1 ui и качестве щ(»рнли1«щи- 
оммых юцдив д я скрининги банки клонов хро
мосомной Л И К  К. pneumoniae. несущих большие 
кстати ( т  7 ло 10т. п. и.), исходя из того, что) 
прокариот гены одного пути биосинтеза Обычно 
образуют класгеры.

И результате всесторонних исследоватгй б ш  
идентнфшшрогин н охарвктернюпян весь набор 
яг/-те нов A. pneumoniae. Эт и гены орлмппопи- 
мы и один кластер длиной примерно 24 т. п. и 
(рис 14 4). который содержит семь отдельных 
оперонов, кодирующих и обшей сложности 20 
разных белков (табл. 14.2). Для того чтобы обра
зовалась танинам иитро1Сиаза. вес пЦ-гени

Tttfsuitw )4.2. Ге м м  К  /,у к  ir i'iiv iu w \  у ч о с  n iyuuuo u* в 

фиксации алия. и кощфусмиг ими бедки (гож 
функции)

*»/1 пи ftfJN* <ф)м»|мм)
О II СУяоивияр комппмплп 1 ниттогкмпь
А fl-с jowли» i'idi K B im m i 1 мтрагош*-
Н Kuwjmw II шприепши
f lluuuflVuiKXHM
J Пируют: феюдеомгин < м г.згрc.t)Muui
Q. Я А. £  » Стает ГеМо< а
АС ЛрКШСа'Ш* |ЧДУМВ«М /МЯИТ|Ю«СНЙ1У
А АКЦИЯ Иф
L IViiFcmip
S < |Г̂ «:|ШМИГ MIMIM'lll'inn I
И '. /, Т. К к Лю'»' . MClKi Hljwmwjr ф>НМ1М»



biiMcpmi. с111м>1мп*.!ш>с puct распснни HI

Ntf А' juirumiyiAor N il А рлгит»тл*

Tp-nic«Jtij v.urii.i M f  A деДОДОмг

Рис. 1*1.3 Выделение iw/ iviiod u c iu .io m  ic h c h i'icckoii ком I пеме hi и null. Дли м>\н:.кмс1г1идмм Nil иплмчд 
А. рляшттич тполичуси и банк кюнои ДНК М И -м по к. I рыиС1|«>(>миром1нны с юегкм ш б и р к к и  н о  их с п о 
со б н о с ти  р о с т  на чинимллмюн ср с лс , н е  содерж ащ ей с и к к п н ю т  г м л н
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Л и п и п .С лЛ

А м та ш га  Prnpcciiui

TlK*. 14.4. РОС IЮЛСМССИИС I? if 1С1НШ И KIICTCPC И ИСКОТОрКС КО/ШР)*МЫС ими <(•> fIMJItl' I CIII4 оГчпиаЧСПи «Л1ЛИ1> 
ними бумами: красили стрелка под каждой из фупп nitx букв c<wi«ui*uict специфический построй м указы 
iu c i  направление сю транскрипции, (  грелки, итьчищлс o i  ибошячений letlott, показывают, какие учпимс * 
фиксации <ncnn iipHiumauif продукты мсктприт im тли  генов. I '{хлапшижсип,1 О пмруши : фллиолом;и11 
оке ил openy k iu ti.

должны трянскрибмронэтьси и транслироваться 
одновременно (под регуляторным контролем 
nifA' и лД -гсков). Белок NifA л о  активатор 
транскрипции всех л^-опсронощ кроме с моего 
собсгиенного. Он сни алпечея со слеш wj?ir «сотой 
1Кк^таюютсдыюаыо Д Н К  (5 T G I -N I0-ACA-3"X 
которая находится в каждом промоторе каждо
го /1//’-опсрона. Сайт связывания белка NilA  на
ходится примерно в КО— 150 нуклеотидах перед 
каждым сайтом инициации транскрипции. Пе
ред началом транскрипции с ^//-промотора 
снизавшийся с Л И К  белок NifA взаимодейст

вует со специфическим белком инициации 
транскрипции а*4. Белок NifL —  репрессор. В 
лрнсугстнии либо кислорода, либо стланного 
азота он лейсгиуст как аш агонист NifA и в ре
зультате ингибируп |р;шскри1Ш11ю всех других 
«//■-генов.

Рать К. pneumoniae н общем биологическое 
процессе связывания азота не является основ
ной. Поэтому и целях 5!одифика|ци1 пронесся 
фиксации азота почвенными бактериями 
предстаНЛнюкоими большой интерес с точки 
трения стимуляции роста растений, были кло-



UifcTcpiut. стмулмруютис реет pnci^inili т

nttpotiaiiu и охарактсрн мишки /цМсни ШЛрУ 
nix источников. При t/гом ntf гены к, pneumoni 
ас использовались и качестве гибриднзаиисн- 
ПЫХ ЮНДОЯ ДЛЯ выделения С001НС1С1 ПУЮ1ЛИХ 
ПГИОЯ ИЗ банкой K.iOllOH других ДШПОТрофНЫХ 
чикроорганм iMoiv boa ш и  пеню /ии.ютрофоп 
имеет сходный набор генов, кодирующих аппа
рат фиксации люта, и последовательности 
Д Н К  «тих геном у разных оргашпмои мало раз- 
лнчяюгея.

Принимая во внимание результаты молеку
лярно-генетических исследований, вероятно, 
можно повысить уровень фиксации азота два ю- 
трофнымн бактериями, модифицируя ntfA- и 
> ф  гены После введения с помощью методов 
генной инженерии дополнительных копий и//Л 
гена и штамм ШгрЫшп mclifa/i растения люцер
ны. зараженные ним рекомбинантным штям 
мом, достигали болыиих размеров и давали 
бол мне биомассы. чем растения, обработанные 
исгряисформироманмым штаммом. По-видимо
му, аналогичным образом можно поступить с 
/.<// ICMOM, так чтобы белок Nifl. (негативный 
регуляторный фактор) спи бы менее чунстии 
тельным к присутствию сыпанного азота. При 
таком нарушении регуляции микроорганизм 
поставлял бы больше а юта сиосиу симОиотиче- 
скому партнеру Олнако имеющиеся данные 
уюммшио? на т ,  *по нс все алшфмксмрующис 
организмы синтструю т белок NifL (у некого 
рых h i  них существенн»4с сХ>лм:гм Nin могут 
быть составной час 1ъю NifA). так что подобный 
пол мш нс является универсальным. Кроме того, 
увеличение количества азота, которое может 
фиксироватьмнкрооргамичм. при ионит купели 
чемию количества энергии (обычно и iJopMc
спя м и н о ю  у гл е р о д а ), н е о б х о ди м о й  д л я  обесне 

ч е н н и  м е та б о ли з м а  С л е д о в а т е л ь н о , р е к о м б и 
н а н тн ы й  м и к р о о р п и и п м  может ОК(ПЯТЬСЯ Н С- 
с н о с о б н м м с ги м у л н р о н а 1 п р о с т  р а сте н и я  п р о с то  
к  л е п гги и е  зам едлении св о е го  р о с т

Имея и виду нею сложность процесса фикса 
пин аютп микроорганизмами, можно сделан» 
•плюя. что простою введения п недиаюгроф 
иую метку-реципиент одного пли лнух nij-ic- 
• он недостаточно для того , тюбы ежа приобре
ла способность связывать азот. более тою. даже 
введение и геном растений полною кластера nif- 
Ichob длиной 24 г п. н. не длег необходимою

эффекта, поскольку мри тон кошен грации кис
лорода, которая характерна для растительной 
метки, нитрогсиаш инактивируется. Рели же 
концентрацию кислорода понизить, то расти- 
тельцам клетка вероятнее всего погибнет. Но в 
первую очередь попытки создании раститель
ных клеток, способных связывать азот, требуют 
решении фундаментальных проблем грлнекрнн 
ими, трансляции и регуляции. Например, труд
но представить, как будет осуществляться регу- 
ящик фиксаини. поскольку у растении нет 
промоторов, с которыми сям пинался бы белок 
NifA. Озеленитель» ю, и таком трансгенном расте
нии транскрипция ш/ченоп не будет кницниро 
ВВОДЯ. Кроме того, чтобы реагировать на уровень 
сия «иного вэота в клетке, we /#гснм должны 
НАХОДИТЬСЯ ноя контролем отдельных промото- 
ров, поскольку растительные клетки неспособны 
процессировать мульти1гнные транскршггы. 
Учитывая вес сказанное выше, приходятся кон 
ститиронать. что caiuiHiic растении, способных 
фиксирован, аэог, вряд ли возможно.

Гклрогемаза
Нежелательная побочная ревкиня фиксации л ю
та восстановление ш п р о ты  яш 1Г до It , (га
зообразный водород), в ходе которой энергия (в 
форме А ТР ) расходуется на образование водоро
да, который в конечном счете просто улетучива
ется. В результате только от 40 до (41% всего пото
ка электронов, проходящих чере з мшрогешиный 
комплекс, перелается на N ;, что tiuviiric.ibHo 
уменьшает эффективность процесса фиксации 
iicrrn R принципе, если бы Н , мог превратиться 
обратно п Н \  потери знерши были бы ниже, и 
процесс фиксации а юта стаз бы более 'эффектна 
ным Устранить же эту побочную реакцию пря
мым путем кснозкожмо. поскольку она обуслов
лена особенностями химического строения 
.н питого центра иигрогеиаты. и если попытать
ся блокировать ее. изменив структуру фермента. 
ТО неизбежно НРОИ ЮЙЛСТ И УМСНЫ11С1ШС актив 
мости ыароссиазы.

Метаболизм tiixkiporfo
В середине 1970-х I олов было показано, что не
которые штаммы Brodyrhizobium japonic и т  мо
гут расти и микроаэрофнльныч условиях (при
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Рис. 14.5. Рециркуляция rn j o u Ci x u i i o i o  иилородл -  побочноюпродуктафиксации и кия. Hinpoicna чя н а тп и и н  
руег обримиигпс погорели, MCitt.iwjyn энергию щдролг яг ЛТР, о п'дроггол м минитирует сю утли *ации

НИЗКОЙ КОНЦСНТрВШ И! кислорода), используя н 
качсстb t  источника гнсргии водород Для л о 
го они синтезируют фермент гнарогсияэу. 
способную превращать атмосферный М2 п ( Г  
(рис. 14.5). Чтобы проверить, можно ли с по 
мощью л и х  ш ш ш о в пли ять на рост сои. рас
тения инфицировали В. japonicи т . синтезиру
ющими iwiporcitwy (Hup*). Растении напали 
ббдьшую биомассу и усиливали больше morn, 
чем тс, которые были заражены Hup iht.tu  
Мами, дижс несмотря на более высокий уро
вень нитрогена:шой активности последних 
(табл. 14.3) Г1о результатам итого и аналогич 
имх .жсксримснтон был сделан иыturn, чго ин- 
Л1ПИС системы пссимилпиии побороли у сим
биотических лиаэотрофоп типа В japonlcutn 
повышает их способность стимулировать рои 
растении, по видимому, п результате снятым - 
ним и рециркуляции тиюбраосого водорода, 
образующегося и клубеньках мри участии иит- 
рогеиаиа (рис. 14 5).

Несмотря на выгоды, которые получает расте
ние от симбиоза с диаэотрофимм микроорганиз
мом, обладающим системой потпорного исполь
зовании водорода, о природных услогаых токая 
систем! при участии ипкммоп Mfaobium пегреча- 
егтен редко Согласно результатам тестировании, 
представленным о габп. 14.4. большинство рас- 
смотренных природных штаммов ЯЫ&Ыит и 
ВтдугЫфЫит имеют фенотип Hup Выло про
верено по несколько штаммов кяжлого ит ука
занных шью!', а для В. japankum их было более 
1400. Яегю. что клк таило удастся достаточно 
подробно изучить генетическую природу пиро 
гсивзиой системы и iucrrm<|*uiirpoiuui. ечнгтнет- 
стпуюшис гемы, коммерческие Мир -штаммы 
Khiwhium будут первыми канлиттзми на превра
щение п штаммы с фенотипом Пир’.

Модификация г г т т  tuOputenaj
На изучение гидрогсижэ как дихэспрофких, гак
и нслиээотрофных микр<х>рганм uicvfi и послед-

Уобп/г*/ Н.З Oiuocinc.4i.Hiin актн ввить inirpoiciunu и гадрогсиазы иаюсобиоаь A Jqjorticuri Hup* (SR) и 
трех Hup -мутник»(SKI. SR2 и SR3)стимулировать peer рвстеммл1* 11

I I I t h h m l h m * f n i r » u u j  я к л и ш п п  ь I'liHTM irwui Ц Щ Т П У f  rriMicKi с л ш э я  е р а я O n w H ’iri tJ M M tf  т м у ж м т г
Д .д о и и Ь м т • ir (p t 4 ( lu » i (M-ipOflltUIUu 4 U U  p u r i r m u й ж т

S R 1J00 ijn М Ю 1 .1 »

S R I 1.77 0.01 О Д O .W

SR2 1 . 0 U.UI o . u 0.41

S R ) i j j 0,01 0 .6 5 « . M

,,lt*ra*m4A»r*htrt*i Л.имг JftJi RB m i, 14-N
A| t,iieaxi\ (ипрптмм I. мшимым ito »4iinn*ixii:.i.*n.i!iu^KmirMi. МП Г'Ч 1M ipwtw мгп»ию»-т*|»*:ргпс»*».
tfrtpr.il M ill IIP* <*мсимм M fM p a M  о  ЛАМ K ^ v » | U (:f «M 4  м .:» :щ гг  м1С> <MC t u-n *< М)|чей ( о ж р лл .и .г  и « я я  p A C in i »«»«.?* u &

UUW ЛГ1111ИЧ1П1П1 NMVtr Лгм 1И1|Н'р)«1ЯМСтКПЛ>:1>1«1 ПШИМ1 Mpfi ltTr>MI(lll|lMUIM
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Tvfxnti<4/ №.<#. Доли прмроллых шыммио 
/&?w/ir/i/2iV»iwm. у которых осп» система accmmaniimi 
»VlOpUnil(Hl:p+)h

IHvimMki Hup*, ̂

h%#>ha»n lo'i.r-m, win.m 9 .)
К  Ьяиттхш гип

kAi&'Tx'Hni мийк.Я! 21
U

RMzhIu w  Vxt.^vn^in.Mi |*v ^AumvaV 0
Unuh^HCf-hta*1 wnm 21
Hrad)ihttr.'bium ip 91

MlbiwiiTiih^ifii /Km. */» Mu«J*y)4l W  -tot.im

Mite 20 лег было за|рачсно много yen am, n тем nr 
MCMCC строснкс И фу>Ш1Ш1 фсрмСКТОП до 
копил не уггаиоагпгы. Многие микроорпшизмы 
иипсиирукл билсс uaнон пирогена &*. при т >м 
чисто они состоят больше чем in  одной ncvumcn- 
ТИДНОЙ цегт. Ош ш  ГИЛрОГСКДШ КШЬШСИЯ1ЫШ1СТГ 
атмосферный водород* в та прсмя как другие при 
co cm cTcm yia iiiio c  условиях могуч также с и тс щ  
poicin. его. И I ПССГО 'ЛО ГО  осдусг. что при ЛИ для 
преобразован! и имам Mi* Hup Nht&iNuiti п Hup4 
будет достаточно прсстого включении в его геном 
кил одной и» iruporcuai Включении.!! 1СИ(ы) 
должен колирояять все субъединицу фермент 
который должен быть совместим с лдсктроггтрвнс- 
пор т о п  системой организма-хозяина.

Нпнболее распространенная стратегия пп.- 
деление геном гиярогенат -  геист1П1Сскдя ком
плементации Первый из таких генов, сен мем- 
браноекязаиной rnnpomiarw А*. со//, был 
идентифицирован истодом комплементации у 
мутантной £  evil. неспособной синтезировать 
д тш н у ю  пирогенпзу. С НСПОЛЬЗОКИЖСМ бйШШ 
клонов Л  НК А*, сой дикого типа, сошлиного с 
помощью илгпмклы рВК322 М уча т, содержа
щий дефектную мсмбряносвя зпннук» гш х р о тт- 
зу, не рос на минимальном среде в присутствии 
(]юрмилп1, при этом амппшмл ь эндоплазмдш 
ческой пирогена iu оспнниись неизменной. 
Трпн.сфоруированныс кзеткн. способные расти 
на такой среде, проверяли на присутствие в них 
активной пирогенлзы. Трансс|юрмант, у кото 
рог о активность гнарогетиы 1юссгпностлзсь до 
такого же уропня. как у нгтммл дикого п т п ,  со 
держал плазмиду, кодирующую белок мол. мас
сой примерно 60 ОМ Да, что соответствует мол.

массе одной из cy€i^*armu чсмбрямосшг.яшмои 
гидро/еиазы F. сЫм. Дальнейшие исследования 
показали, что м гидротипную  сисгему А. сой 
входит множество генов

Затем были нденгифииирокши ги д р о ти п 
ные гены (Лир) Н japonicum\ для этого исподьзо- 
вл-чси банк итонивДНК дикою типа, стланный 
с помощью коемнлно/о иекчорл pi АГК1 с ши
роким кругом хопосв, и м ути ш  Hup В japoti 
к и т . Пр1тсутствис пирсиснаты. связывающей 
атмосферный водород, а трансформированных 
мутшгтных клетках Hup определили по способ
ности активного фермента посетила imwm. мс 
пмгнпниП синий и атмосфере вилороги Более 
детальное исследование покатало, что /ш/>-пены
B.Jt2fM\nU um образуют по крайней мере дня, и воз
можно. и три олсронп. охватываюиш\ примерно 
15 Г.Н.Н.. причем //!//>-!сны НЬцоЫит ktutnl- 
iwsamm зил югични юконим В. JuponUimt как и 
отношении нуклеотидной гюспедонатет.ипсги, 
так и и том. что касается организации генов. Та
ким обраюм. идентифицированные huf>-гены 
B.japiwicum мохо иеполькж т. в качестве mfyni 
дшлинонных юн.;ои дли поиска гомологичных 
генов из банка атомов R. k^ntnimrutrum.

После идентификации hup-генов В. kxumb 
nas4irwn% несмотря на ю о  сложность гилроге 
пашой системы, удалось •псрсмсстзгты ее из 
Hup* нгпзммл R le^ununosr.rum в нпамм Мир 
(табл* 145). Растении бобов ил которых образо
вывали клубеньки бактерии рекомбинантного 
Hup* -штамма В. (c^uminuuirum. росли fwcipee и 
содержали больше азота, чем растения, иноку- 
лировамные Hup -nrniMvmw (табл. 14.5)

Работы по исследованию генов гидрогенат не 
вызвали стопь большого интереса, как исслсдо- 
паним пф генов, и тем нс менее они убедительно 
П|К1ДСМ01и.Трнр0ВТЫИ ислесообразноегь приме
нении методов генном инженерии для повыше
ния способности дназотрофных микроорганиз
мом стимулировать роет растений. Теперь 
нужно промерить, приведет ЛИ В1Ч!ДСШ»С h u p - ГС 
нов в геномы г.ручих лидюгрофных микр<юрга 
Н1ИМ0Н (как несимбиотпчсск1« .  так и симбио
тических) к такому же аффекту.

( 1шрогснатнаи система может применяться 
нс la'ii^KO иля повышении :н|фск'»ивносп1 фик
сации дюта Так. очищенную m/qxircMaiy мож
но исподьюгаи. д in прсобраюншжя и запаса
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Таблица /<.5.1*iк.t iwoviiHii и осошмлшши и ш  пчеле введения m nn hipь Hup пилим Я  атгмлогшп"

Ф«ИП11И О писш е iuum  сумш
и » г т  |ЧМ чины

О ники и к и т  
1*иятиым* 4 КП И

О т т т - д м у и  
n u i u b  ;1м*«а

0|тч1пг.*йа» 
м и 'т и1|141|»т й Kim

Ниц М П 1.(0 1,00 М П

Пир U S 1.Й I.M 1.13

1' И. fli -хм-. luliiMm, I S. twirtt 4 UT 1<М» ами(ч JWi

пня солнечной зисрпш; pcrciicfuiiiiiit кофакто
ров. принимающих учпстнс и промышленных 
ферментативных процессах; cmnem специфи
ческих химических соединений, требующего 
учкегих И | И КИЧССТlie №CCTUIItMtt11C.4B, ДАН уда
лении тритии ИТ ВОЛЫ. КСПОрач ИСИШШК1Л1СЬ 
/ия охлл*дсмия peau4>pon атомных и»схтро* 
стаииий; а*ы стгтеза II . из органических отхо
дов; получения тчоролно кислородных Т И Н - 
ЛИ иных ячеек Однако. несмотря на го 'по уже 
ндеитифштироиано и охарактеризовано (юнее
JIIOXltCN ГСНОП IIUI|4)ICIU1J, пока НИ €ХИ»1И И1 них 
не мсполыогомси ДЛИ крупномасштабного син
теза л и х  ферменгон.

О браиж аш к к 1>5е никои

Конкуренции с/>еПи оргии и шов, образующих 
клубеньки
Одна из ос полных задлч сельскохозяйственной 
биотехнологии -  ош аннс с пополню методов 
сенной инженерии штаммов KhizaNum, кспорыс 
поташа ш 6м урожайность растений более л|>- 
фсктнино. 4cvi природные штаммы Мжиис 
имеющиеся на рынке НГНШМЫ-МНОКуЛН1М 
и рем «сходные аэшфнксвггоры -  были соитии 
путем мупненелл и последующею отбора. одил- 
ко они и иедлеглточной степени стимул и руки 
обра umaimc клубеньков на корнях растении хо 
-киина и условиях конкуренции с природными 
ш гаммами Rhhobium, уде нрмсуатвующкмм a 
понос. И наоборот, многие природные штаммы 
с успехом имлерхмяаяп »соику1НМН!Ию с лабора
торными штаммами, мо махиффоопивны и <я 
ношении фиксации д а т ь  Таким образом, длк
ТО Ю  'ГГО б й  МОЖНО (>ЫЖ> IV iU l.lU ) М(МЮЛЬЭОШ1ТЬ
имеющиеся ил рынке П1хжу;111р)Ю11!Ис штаммы, 
мсобхнлнмо либо повысить их способность об* 
р.1 КЧ1Ы1СПЬ I lyfvill.KII. /ибо устранитI. ПрИ|КЫ1- 
ные штаммы RhizoNum

Выли проведены исслс/окшия, ндгтримсн- 
нмс ни определение генетическом осноиы •кон- 
курснтислособностн• природных штаммов, с 
гем чтобы затем попытаться ннссти соотшпстиу- 
кяиис Iенм и ипдм.ми-мшжул»лы.

Манипуляции с генами обриюванин 
клубеньков
Д ля иле т и ф а  капни геном образовании клу
беньков (/кх/-гснов)шшоь исиольюнали гснс- 
тичсскую комплементацию. Не споснбнын об- 
рзэонышпь клубеньки <Nod ) мутантный 
штамм R. те!Пои трансформировали банкам 
клонов хромосомной Л  Н К  R tnefifari дикого 
таим и выделяли колонии, приобретшие спо
собность образовывать клубеньки на корнях 
люцерны (рис 14.6) Стратеги* заключалась в 
следующем

I С помощью частичного гилродню Д Н К  Я 
теШоп гсстриктазой £cc»RI и встраивании 
фрагментов длиной  до 40 т. и. н. а уника п. 
ныи fcoRI елГп коеммлы pLArR I с широким 
кругом хшхен был создан банк клонов хро 
модемной Д Н К  Я. пнгМиН дикого тип» 
(N o d * ).

2. Рекомбинантные п л а т и л и  упаковали и 
частицы фага X, пасли и /. гоЯ, а мтсм не 
рснссли и клетки Nod -штамма Я те И Ш  
при помощи конъюгации Вектор содср- 
жал ген устойчивости к тетрациклину, ко
торый можно было исноль юна гь как селе к 
тканый маркер и и случае / roft. и я случат 
R. metthrti.

1 После конъюгации суспензии, содержащие 
оI 200 ДО 300 трансформированных клеток 
R теШоа, П|юисрили »ш способность иници
ировать образование клубеньков у cicpiuib 
пых растении люиерны. Ожидалось. что /той 
епоеобностыо будут обладать юдько транс-
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1*ис. 14.6. И лсти ф и хлтч! 
«С1НЖ I^WJUIWHUII клубень*
*ЛФ К melditfi ЛИК К теШеи 
r.itw<o nma ocipuiuuiKn и кс* 
милу pl Al -KI  с широким 
кругом минеи. ytmumuiaKri 
и частицы ф а т  X к пиолмт и 
/ сЫ\ b&tX КЛОООП Персии 
сап и* И  еаН я Nod штамм 
A tntlikm при |и»мишм miiiv 
юглиии. I’actcmiit лкии-рии 
«нокуяируют I ране форм и 
poiutnitMMH А\ m rU h fi NoU 
ранении, обртую иш с кор- 
мсиыс клубеньки, инфициро 
Памы Л  tnrlikл  NocT. i лгтхп 
которых. г.о пилимому, несут 
KOMlIN MCinirpyiOIIUI»» urn 06- 
ри иЦУИИМ КЛ><Ч'НкКОП и CO-
СПИ*: KOCMIVlMOfO п^кпэрп M i
х о р и ст»  клубсиькоп пыле
Л И Х И  ( p N l l u ) №|IM II|H i|U IH IlM C

N|<1% К.ЧПМ1 A mrfiton

КлДОнмсн 
спсу ivtwynn

Myfeiotiu
оГ*р11\КГТСИ

Подслепое
II IHJftAUIIIIWIIIIH

Я «£ЯМ)рС 
W  подо

Т|х «) и  ф  I  ф »I м | ч т * ш  t м г  
КешУ ». к1чи К .«ч/ЛмЛ
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форМ ДНЗЫ . M M opiJV  МССуТ И ЭКСПрСССИруКП
ivii. комплсмс1гтрукн 1<нГ| дефект обраюил- 
ним клубеньков п клетках R. meHhfi 

4 I!i клубеньков пыле лили C v iK ic p n it, вызываю- 
|цис оОразапаннс клубеньков, л и:» бактерии 
ПСКШр, ИССутИЙ КО\111.ТСМПГПфуКШ1Н11 гсн 
Солержтд} к* эпсн геи большую вставку псрс- 
К  !О И П p n iia ;Ill II пропели дальнейший диализ. 

5. И ла т|ф ш и 1роп2 Ннын icn обраюшшш клу
беньков нспальэсшаш и качестве киши доя 
обнаружении |||.,шикнру1ошш cm  участков 
хромосомной Л И К  Н metiktti в геномной Оно 
лнотске.

В результате з з н ч  весьма трулоемких зКСПС- 

рпмеигоп удалось охарактеризовать весь набор 
генов образ* танин клубеньков R. meii/Ы/ Де- 
Iильные биохимические и генетические мсек* 
поим мм пока шли, что образование кубе никои 
и его регуляция уто  сложные процессы, п ко
торых 1ЛД Г И ПВО ВЯ11 ы пролук и ; большого КО- 
лмчеепш генов (примерно 20; табл. 14.6) Одни

тэ та м  с п и т  нысококонсер|шгнп|1ы (ошшако- 
вы у пссх микроорганизмов. образующих к iy- 
беньки). другие нидосгсиифичиы 111 можно 
сгруппирован, п зри отдельных класса: консср- 
1Ш1ИН11ЫС. лилпслсиифичпыс и регуляторный 
i v i i  rwdD. Гик. nodASC-ieiiu одинаковы > к ш  
видов Rhiwblum и структурно взаимоламсннс- 
мы; > большинства ендов они образуют один 
сшсрон.

У с т н о  иле но, что процесс образования клу
беньков иключж'з несколько лшшв. С  начата 
продукт кскстнгутииио жслрсссирутшсгоси 
icna nod!) u u m m iu c  гея i молекулой фляпомон 
да. сс крез и рус мою клетками корней растении 
х о тиш ь Флатюноиды -  эго раст нтгльные фе
нольные соединении, структурную основу 
которых составляют лштроманнчсских кольца, 
соединен них друг с друюм грсхуглсродным 
мостком Они выполняю! n растениях |4i шш 
функции, п частности отисчакгг ы их пигмента
цию и участвуют в защите от грибов и нжткп- 
адых. С к и з т и и с  фллшьоилои с белком NodD

Ъ\(кыщ. ЫЬ. Ксмиорис Селм*. 1Мдирусмм< I et не ми обри яиниши кл>Освьмл1 fOuisMum, и их шпмолнмг 
фу И КИМ II

Вели* Хл^вятечтепч1'

fte x IA  K i «h u 'T * « i i m *c m  u i » .A i i ia ( r « « i i  р  мни i* .«1*|,л л  м л »  w i ^ w w ,  U M iv it  i  Гнн 'Гч1пм >М 1|1>гт • n i i r 4 l t o r iK iC i i> «

К икШ  K n iM P p fu n i i r i f ,  1 1 М 1 Д 1 М Ш ) И II и « )М 1 П | .* * «О Й  • •МП ЛТ « N l r t t V < T »M > U lp > r t  »  1 Р 1 1 > М Х »Л М И М

NodC Ko«HC|wmncM. «окшиосют »  n iw nioft м е та н е , липни ипгош
SodD Кошере*! ним. -mnui»T> тхит ipiniLim сш по ю тл и | у т* :н
ISrxll Ткждиглиши n iu;t *чнш*«х>с*1 v r  м орит. |Уитоипи-им ти *»
NodT /кжамимш г  uitionemMc. АШЛосриюсмшии fitaf*
Ь тЮ  Ппшхтиифатсн, л п и и т и »  »д
М М  Buuixtvi.mjmi»»*., с>ии]мм|М1л4%-р1г*
N c id l l  K i l i l i r p iu lM M 'M .  Ж1ХД I I I  К Ф Л И  M l  I I I  IV 4 T »H ir i M « l  w c w < 4 w » .f  ) Ч М  « г ) Г  I  » М Л|ХП H il l  l in . 'i lC U V J p K V  о б м и н к и

NodK Папист iu MiniHiiiuiiMt oTpAiwiiuru кл)6сiiuirui i.ciuniц сии timiiiMimu Лы^тЫя^яшт
NndL Лохл.шдомм и nnawmircticiit д е т р и т ’ калил
NodM I» inNiKOMHMHcminiio
S d N  О у и м и .н  и ск  u t  п и к

ГйиЮ Ожртчдгтеж. и чп«н пи
Nodi* kô iii.xv*. с Кай), АТР-еутФимяш
NodO Килтхехх с ?м*!Р, АТР суийАлпи-ыи
N u B  Мспы1рвю!«рдо
N rtff Явкаигламн п т р у д  мои м^Ррвне. у в т з л )п  ь  гскрснии
Ь«ж1Г Фунми.«кв1«гпп11
N T4 )X  lU ia ic  fien  in f  и ч г  it

t < » У ш и а п т м ' «ли wcr»*»r4Mif JMiinwr 1» -hi i-m Ы uts y n v * f * n .  iwiwy пг*»гощ и гл н  r/xvr jm: tj*m :im\ мд }  ( « ш  < uiwiii« « ii*|
ш М . я и и | * ч ц :  *> г л « ' • r.tn v w T*  h 4 .o o i j » v  i i . r u « K u  a w p *  и  | ш к »  € % » » »  4 i m f » f i u n u w u  Я ш л »

-m- Гглэк VMUntV̂ n Н1ЖШЛ»' f344IMIIIM > IWVI Vtlt W
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ВАЖНАЯ ВЕХА

И лситиф иклцин m u m  пора ишлннм клубеньков Rhizpbium m etUoli путем 
примой комплементации Nt>d~* мутантов

S. К. Long, W J. Builctm, Г. M. Auxubci 
Ч../Г/П* 20Я: 4*5-4** 14*7

Идагтф|иаия1и m u  и o icy icm w  
rrrcpOrterWINMO кж яя ИЛИ КЛКОЙ- 
либо 11НфирМ1111«1| об этом гене -  
1ЛЛЛЧАНС И1 ЛГ1КИХ. И т к и  к случл-
ях часто прихоптся рвдобаты- 
1ШТ|* ПРИНЦИПИАЛЬНО новую схему 
UlOOfXX U V C  OilNIOC МОЛГГ iTCAUflt 
иммунологическая «яеитафим- 
ии« искомою белка, определение 
СЮ АКТИШЮС1И, ЛНК-1ИбрЙД1Г1П 
ни* с QimnHi>xMomTHMH эсишпм. 
ИУХЛС«>ТИЛ1ШЯ IННМСЯ'ЭТЯТОЛЫ HVTb 
KOtnpuln ОМГ.Л <Ч1рСЛСЖПД ИСХ"ДИ 
ю лян них о чисшчьо секигимро- 
nai«KiH лмниоклсттюД пклело- 
ия?елм(ос1!1 очищенного кемто- 
IX) бедка. или комплементация 
мутантов Очень ТАЛО после иден
тификации пеня, солирующего
определенную Функцию, можно 
ПЫЛГЛ1ГТ1» А11МОП1Ч11МС ГСПМ It I 
других opl ДИНАМОК, используя
n t p u u r t  п и ц с л с и п ы й  I I I '  U  1«1*JCCI

ur rctepanoiwiioro этила дли 
ДНК-гибрилижшн. Кеяулетягнв- 
носп« миною подчеши анкет о»
(nil! «ООН Hy» lrOHU)il.]X ИОСЛГ.Ю-
пктслынктей .ял мл и искомою ге
на. '$ п  прели их onpatuuiwter се 
С>и к случае к ои ор и ал тн м т о 
эволюционном 1ШНС 1Ш « , мл- 
пример гении. мшн|т> клцихбелки, 
kotojihc участвуют и фиксации 
иапа. но п бол ш и  метке случаен 
оик мдоопрнтана.

K u u m  Л о т  П лр  реп ИЛИ
ИЛентифшшролит». гены обрЯЭО- 
тония клубеньков то Khzobium 
кнгШой, ни единю шш(4Г*И(НО геи ж 
ихлрахтеркхкнию нс било. Првк 
irmccicif ничего иг было кэтссию 
о том, каким иОршим мколссню
НИИ* y*uH*THy«HiT Ь ЭТОМ ГЦЧЧк'ССС 
i n  и как><с бедки пни к а ш р у к л . 
Прежде чем luiciiriiOlupfptmtix 
ТГНМ OfipffkOlUllttll КЧуГсШАО». 
п и  умст мс имиедмдн и охарлктс- 

piiMiiaiK iiccko.ii.ku м уп й тя  
R /пгШы/. не способны* o6pmrv- 
1ЫНЛТ1. клубеньки. О днако эти 
эксперименты »ес ЛШ1М не слепо*
11Ц1С.ЧЦМ Х -Ц О Ч  К o O V M C H C lIU K i

функций yUDUHHIIX У СНОП По> 
ЮМу они попы тались шобрЯТЬ
1С 1Ш  сбрОАОМИПН *i.1 ) 0 c M U f ‘ U .

способные комплсметиросшп. 
полученных ими муптгии 
Л  metiiaii. IV(kna осложнялась 
пне и ivm, что и то ирг.мн банки 
монет почти всегда соцшиали и 
соддержшяым н г  coll. Дли соз
дании Гайки kiomcmi R. ntehhti и 
сю яп льнейтего переноса и му
тантные шшмми К ю*ШЫ!% не 
способные обратюиидп. кяу 
Сеньки. исследоыг&тм для ипча- 
iiu COIJttJtM МКМПЧНЬЙ ЬСмор с 
ынрокнм кру гом кошен, п кого 
рыб МОЖНО бы/О НСТрдИИйТЬ 
длинные ijfuti меты Л И К  (при

мерно 23 т. и »ь>, ciuOivnaro non- 
дсгжннаюшисс» п некоторых 
грим отри нательных бактериях. 
Г>.*1А«ОПЛрМ OlMCUU-M) 1 1.1 Д меру 
п еш ки  >ес;нч1шалда. иеронт* 
0(41». КС о, что другие гены, учист- 
иуюшис U uCpil UIUAIIHII ктубеш. 
кок. будут imuvnmcN п одном 
ФТ«ГМС1ГГС С КОМ11ДСМе>11НруЭТ1!И'Н 
ПС*.ГСДоиИ1СЛ1ЛОСП>*> ДНК После 
переноса кос мня прн помским 
ко»пж>глцин и К  metifoii уране 
^орчироктны е бактерии upota; 
ряжи на Cf»ocu6eiocn. k u iu iu i*. 
обрл н 1ЧМ1Ш* слубсиькоку лкн»ср- 
мы. Проигдепные ранее >к<пери- 
н с 1л н  п гк л ш п , что даже кина 
блки рни. способпаи обржют.ы- 
пан. клубепмл, на фоне 104 *ие- 
фектныч** бш ериМ  может ьы- 
ЦКУП. ООРПОПАНПС клубе ММСОК у 
РДСГСНИЙ ЛИМИТНЫ ГшКТГрНН с 
кослаш ми. сл1:.су>жйш»1м»| k u u ii -
1Гнектнруинцую (юсксдимГель 
мосПн кшуелнлм неткарсдетпен
но и» муФсииит.

1ак Сайт mu-pnuc tricirnupn- 
мнучпаны гены oCptuKnoHitn иду 
бенмсои и pa tpttOcmiHit четкдя И 
зф4»с1.Т1Ш1М11 схема «нбора. Скоп- 
cipyupueAHHMft Лотом и лр. кос-
МИДНЫЙ к о п и р  С широким кругом 
Ktruicn n itUMUHuicN исопнокрт- 
мо исподикняися и других рабо
тах.

один in  к шил'иых MiJMeimiB илс1пнфикаш1н 
piitieiiitH-xuiMima, поскольку каждый пил 
Rhtzpbtwn узнает ограниченное число фллиоио- 
IUIIMX сфуктур. я каждая разноиилиостъ реете- 
ний синтеш руп спой специфический нлбор 
этих молекул. Одни штаммы, например R  tt%U' 
ndrtouirum Ьшгиг {Ь\ > tnfoli>, имеют очень у »кий 
Круг Х(» 1>1СБ, 1НК.КОЛЫС) узнают I ильки несколько 
пилой флаоиношти. и у других нпаммои,
например у NCR234 Rhlzobiam ip., круг хешей 
очень широк.

Присоелиненис молекул ||;<ыи)нои.ы акти- 
H lip y c i бедкоиыи Н|Ч»Д>КС NodD, ио-пидимимуч 
иыпапам его копформ^шионнос нлмс1ишие. Да
лее комплекс ф/iaBoeioiu-NcidD сиязывасгся с 
при моторным участком гении обрдюванни клу
беньков, называемым тх/-С>доком Этот учясгок 
рнсположеп перед всеми тенями обршкишшя 
к.1убсиько&. кроме тени nodD. и запускает их 
транскрипцию

Гены пойАВС кодируют белки, которые пы- 
1ыиакп набухание и скручшшнис корневых но-
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1Ч*с. 14.7. Hf»cvii!4vnuwM,i»mpyrniTiMi;!iifin:a4;i|Hviin'itM|>AKni|io N k JK ii i  I Жо соединение oGycjiwummetcia 
цифрах* m i  li с л и п  растгню : x o j u i i iu ,  u tu m  числе скручиионпс н /кфорш иино ксрнн

лоосоо, чго считается першам шагом инфминро- 
гания корня растения бактерией. Вместе fx icu - 
инс и бактерии сшпс:шрук>т неким олитосаха- 
ридный ф актор. кеггорыМ м одиф ицируется 
генным продуктом NodH. л возможно, и iiihxuvk- 
TUMir N odQ  и NexJP Этот <!*лктор. обозначаемый 
N od R m -l (рис. М ЛКобуслснш иваст специфиче
ский отпет растения -хозяина, в том  числе о  пу
чина! т е  и -сф ормацию  корня.

В зависимости от иггамма ЮитрЫмп или 
Hrad\4i:izohiuni* в конце koicikxi синтезируется при
мерно 20 ЛОПОЛНИТСЛЫ1ЫХ ПРОДУКТОВ /*ХЙС1Ю1к 
Вместе с некоторыми белка*»!. копируемыми растс- 
ииями. сят  учасгауют а ̂ юрмироплнии клубенька.

l frof>U ВЫЯСНИЛ. рояь КЯЖ.Ю1 О 111 1МС1ШМ}ШЦИ-
рогяниых* n o d - генов, необходимо п р о т е с т  лсъ 
полпигслъныс пестеповлннм: кроме того, не ис
ключено, т го  со  временем обнаружатся новые 
/тгА^-геин Например, сскпенмроианис Л И К  и 
КОМП МОТТ рНЫЙ ЛНП.11М ПОКХЛПЛИ. «ПО у KU7I.VCIHIO-
растутпсй формы Bradyrkitfibiutn ъ$. область Д Н К  
между печИх- и логМвС-гсками соясржлтг откры
тую рамку считывании. а у быстрорастущей 
формы этой последовательности мет Открытую 
рамку считывания обозначили nod К. При иноку
ляции растений Iшиммом Drady rMzohit/m sp. с му

таитным nodК -геном (NodK ) клубеньки на них 
начинают образовываться на 5днсй раньше, чему 
растении, зараженных штаммом дикое о шпд; при 
этом число клубеньков удваивается, а урожай- 
кость растений увеличивается на 120%.

К настоящему времени не удаюсь разрабо
тать простых генетических пол холоп, которые 
позволяли бы использовать /юЛ-гены для повы
шении конкурентоспособности ииокулирую- 
ших штаммов Nhizohium. Впрочем, можно шме- 
mm. нидисисиифичносгь бактерий путем 
переноса сна из и п и м т Rhiiphimwe ши
рокой специфичностью в один т  штаммов с ут
ков специфичностью Так ш и  иначе, ясно, что 
образование кдъбенькои -  весьма сложный про
цесс, к для дальнейшего увеличении конкурс»тго 
способности штаммов Rhizohhsm потребуются 
всесторонние исследовании с ислодьюыишсм 
метола» I си ной инженерии

Ьиоконтроль ин им енных 
микроорганизмов
Бактерии, стимулирующие рост плетений. могут 
оказьшгь свое дсйспшс прямо или косвенно. 
Прямая стимуляция обычно состоит в поставке



blKICpilH, СТЦМуЛИруЮЩИС foci растений X2i

|4KTiTIIH0 КвКОГО-ЛИОо СОСЛИНСНИЯ. СШГТСЛфуС 
мою бактерией (это может быть, например, спя- 
ннный юот), или раеппелишго гормона. Кро
ме ТОГО, (tone pH И могут ОС>ЛС1Ч,ТП. ИОСЖ)ШС1ШС 
растением из окружающей среди некоторых нс- 
i i i c c i b ,  например железа i l t i i  фссфора. Коснсн- 
наи стимуляция тключлстся п том, что бакте
рии уменьшают или iipcacmipjintaiOT ирепное 
плмяиис олного или нескольких фитопатоген- 
них орлшиэмоп грнбоп или бактерий. Фнто- 
плтосени могут уменьшить урожайность если 
скохозяйстпснных культур на 25 100%, что 
наносит огромный ущерб. Обычно для борьбы с 
ними используют химика! и . К сожалению, и 
бол иши истое случаен сим то м и  заболеваний у 
Р21СТСНПЙ не пропШЛЮТСЯ достаточно долго, до 
тех пор, пока изменения п окружающей среде не 
вызовут прол»м|>срацию бактерий и нс приведут 
к быстрому развитию болезни и к уничтожению 
неёго урожая. Контрольтаких обширных эпиде
мий труд ноосушсст ним и требует больших ДС 
нежных затрат.

Многие химикаты, использующиеся для 
борьбы с фигоолпясиоми, представляют опас
ность для животных и человека; они иакаплшш- 
ютсл п природных экое метем л ч и д а н е  сохрани 
ются и них. Поэтому было бы целесообразно 
ымсиитъ химические способы «адаи.чтшм ю то- 
1С1ШЫХ микроорганизмов биологическими, бо 
лее «благоприятными» для среды. Один из био
логических ixiOxuuoaк контролюфитошшчеиоп 
заключается п создании грине га  и lux растении, 
устоим и пых к одному или нескольким патоген
ным микроорганизмам (этот подход обсуждается 
ш л. 18). Были также предприняты попытки мс- 
по.тью1ииь и качестве инструмента биокоитролм 
бактерии. стимулирующие рост растении. Такие 
бактерии синтезируют соединения, которые 
МОЖНО ИСИОЛЬИЖДТЬ для уменьшения ущербе, 
наносимого растениям ф 1т> л то ге 1шми. В их 
числе -  ашероферы и ангибио1ики,«1 шкжераз
личные ферменты Впрочем, нссмогря ни нею 
гсрсисктииность этого полкода, л е т и  псе иссле
довании пока проводились и лабораторных усло
виях. ростовых камерах или а оранжереях Окон
чательный же №4nun о  пользе ГОЙ ИЛИ МНОЙ
iTpaiCniH, ОСНСИаЦНОЙ 1Ш МС«1С&.1Ыо№!Ш1Н KJKO-
m то конкретном» мехами ми, можно будет еде 
лап. только после пате них иепыншнЙ.

( 'иЛерофоры

Железо один из наиболее распространенных 
ни Земле ifiCMCimm. абсолютно необходимых 
а иным организмам Олнпко и той форме, в ка
кой железо присутствует II почве, оно нс может 
прямо использоваться микрооршим iMiiMH. Дело 
и том, ЧГП его прсобяпЛИКЧПСЙ природной ({шр- 
мои являются трехпалентные ионы. Их раствори
мое! ь очень мяли при pi I 7,4 она рання пример 
но 10_|* М, и этого количества абсолютно 
недостаточно для пешлержимия ро ст микроорга
низмов. Чтобы пилить I) таких условиях. почвен
ные МИКрООрГОИИ Ж1Ы С1!)ГГГЗМру Ю< II ССКрсТИруМ! 
исболыиис низкомолекулярные ЖСЛСХСИЯ1ЫШ1- 
юшме соединения мол. м»к:соя примерно 
4 0 0 -|<УД) Да, швеешме псп натанисм сидсро- 
ijiopon (рис 14.8). Они эффективно снизывают 
Ке(Ш) и транспортируют ею к клеткам микро
организмов, Iдс оно слизывается с клеточными 
рецепторами и погадает внутрь клеток. Здесь 
железо высвобождается и может использоваться 
микроорганизмом

Бактерии, стимулирующие рост растений, 
подлаз шот пролиферацию ф1пои;1ТОгсш1ыл гри
бов, синтезируя ендерофоры. которые связыва
ют большую часть Fe(lll), находящегося и сдое 
полны. непосредственно прилегающем к корню 
растения (и рн.юсфсрс). Фитоплтогсииыс фибы 
ЮЖС СИШС31ф>ЮТ ендерофоры, Н о они обычно 
обладают более ти к а м  сродством с железу, чем 
cTmcpcH^n’U, ciiiricaiipycMiic стимулирующими 
|юст растении бак1срнямн Shu позволяет пос
ледним одерживальперх иконкурсинюй борьбе 
С ф|1ТОПЯТО«СТ111ЫМ11 гр и б а м и  ш ммгюшссся же 
лето.

В отличие oi ф титлогенны х микроорганиз
мов. растгник, кпк привило, не страддкп от ло- 
кильпого истощении железа и почве и результате 
поглощения ею бактериями, стимулирующими 
рост растений Большинство растении moi>t  рас 
тн при лгачишльно меныпкх концентрациях же
леза. чем микроорганизмы. Креме тою. есть лаи- 
нмс. что железо, связанное бактериальными 
силсрофорамп, может ассимилироваться расте
ниями и исиильзишгтъся ими для своих нужд.

Поскольку святи ванне железа бактериаль
ными сидсрофорами может одновременно ири 
водить к подвал синю пролиферации самых

и - ыш
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ЛОВCiUep*4»(»ru (низан шин ним Гс(Ж>.

разных фитоплгигсиных микроорганизмов, мс- 
с л с д у п с л  в о з м о ж н о с т ь  и с п о л ь з о в а н и я  ИХ л л я  

сотлании более эффективных систем биохотгт- 
ролн.

Многие стимулируюсиис рост рЛС1С1ШП флу
оресцирующие пссцпамоидлы сскрстмруюг си- 
лерофер, представляющий собой линейный res- 
а те ш и л, Kcnopuil cocruin из чередующихся I 
и 1> т ( 1№К1Ш 1 и ciwwiiHoro флуорсчщсчгто- 
ю  хролих|д)р«1 (рис 14 К). Олин из таких сидсро 
форав,так называемый пссшюбактнн, обладают 
СрОЛСПОМК Fc(lll)* 10** л моле 1 С ХОЛИМО С И - 
ЛСрОфорЫ синтезирую! вес флуоресцирующие 
п сеидом отели-

Прелпршпгти также первые попытки иссле
дован» СШПС1 пссплобакшна у стимулирующей 
рост растений бактерии Pseudomonas putido 
WCS338.1. помщцын м уш етм л были получены 
2Ь мулигшв этого микроирпши 1ма, не способ 
ИЫХ С1!МТСЗИро1НТЬ енлерофор Их отбор осушг- 
стпляли по: 11 отсутствию флуоресценции в У Ф - 
свете. 2) нсспскобиостн к росту в присутствии 
д|ишрид11ли -  всшсстаа. а»я кивающего боль
шую ч а с т ь  железа и культуральной среде. При 
очень малых kouucni рациях ионов железа рас
тут только те клетки, которые спите шруют си- 
дероформ. Был создан банк клонов Д Н К  Я. pu/i- 
da WCS358 с помощью космилиоги вектора 
pLAl Hi с широким кругом хотев к путем конъ
югации осушесшлсна трансформации всех 2Х 
МИШИНЫХ форм Трансформант 14 были ПрООС- 
рсны на способность » флуоресценции II У Ф - 
свстс м/iuivt способность к росту II присутствии 
липирцлили. Млс1т|ф и ц 1трованы тринадцать

р а тн ы х  КОМПЛСМС1 п и р у ю щ и х  к о е м н л н м х  кло
пов со ср е д н и м  размером вставки 26 i .  и. и. Де
та ль н ы е  и с с л е д о в а н и я  п о к а з а ли . ч т о  э ги  к ло н ы  

с о о п к п е тв у к у г  п о к о й н е й  мере п я т и  ctj.tc j h .m m m  

кластерам ichoii.
Олин i p  них кластеров был исслсдсишн более 

летально. Его минимальная ляпни составила 
примерно ЗЗ,8* I. п. II., он содержал ими. опере* 
нпи но хранит морс с семью ш лсльИЫми iома
ми. Таким образом, как и фиксации л юти и обра
зование клубеньков, биосинтез сидсрофороь 
л о  сложный процесс. Поскольку каждый силе- 
рофер кош! руг к-я несколькими lenaxti!, получе
ние рекомбинантных бактерий, способных енн- 
T c u ip o iw n .  МОДИФИЦИРОВАННЫ Й енлерофор, -  
вдлча нс и I легких. К счастью, есть другие ешь 
собы повысить эффективность нсполыошшин 
бактерий, стимулирующих рост растении, и ка
честве инструмента бномштролм. Например, 
можно расширии. круг узнаваемых одним Гмк- 
термлдьным штаммом комплексов жсле.ю-си- 
дерофор, так чтобы олин рекомбинантный 
штамм мог узнавать и использовать с11леро(]к>ры. 
cKiric шруемме другими шилкнными микроорга
низмами, поимнми им самым свою копкурсню- 
стюсобносп.. ДТЯ УМНО били КЛОв1Н|Ю1в11«и гены 
рецепторов комплекс.» желеэо-ешкрофор одной 
из бактерий, стимулирующих рост растении, и 
введены в другие штаммы.

Антибиотики
Одни m i  наиболее эффс» пиши* мехами jm o u , 
к о ю р ы с  и с п о л ь з у ю т  с т и м у л и р у ю щ и е  р о ст р а с
т е н и й  б а к те р и и  д л и  т и ш и  л е н т »  пролифернпми
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фитоплтогеноо. — синтез акт обжинков. Гак,
ПССЦДОМСИIДДЫ, ОСИП II.JyKilHML’C il ДЛЯ 6lfia.i»Hip<>'
дм. синтезирую! гпкве uhthGhoihkw . кик агроцин
84. игропин 434. 2,4-лтешсшлфлоро1Л>:>Н11!тл, 
гербиммин. ix im iih iih , фСИтиНЫ , ШЮЛУЗСорНН н 
11Ир|КШ11Иф011.

Способность бактерии, стимулирующих Р(КЛ 
растений. ИОЛПИИМЬ П|КМ1|фсршИЮ фИШИНГО- 
тело* можно повысить, если ввести и :>ти бактс 
рии «сны» кодирующие биосинтез тп и О и ш н - 
коп, которые обычно синтезируются другими 
бактериями Э ю  пепмали! расширить спектр 
фитопшогенов, рос» которых cnutoGiu ноаяь- 
;т п .  пани (мккрин более ю т ,  ограничивав 
размножение других иочисниых микроортим- 
мни, секрет нруаищме ашибиигик бактерии, егм 
купирующие poet растении, оИистиют свою 
собстискную пролифершшк), нискольку У MCI И. 
tiiiiciCM ЧИСЛО конку pcirion :ia ограниченные пн 
ШСИМС ресурсы, а с помощью методов генной 
инженерии со временем удастся увелм'лггь вы-
•ОА  0 й К 1 гр И Л Л М И 4 Х  л ш и б ш т и с о в .

Синтез болылииспш щччнпечрибкових ме 
u<w;i|flPB, продуцируемы* НССВДОМОИАДИМИ 
но пилимому. контролируется белком, которые 
ocfkrniyct как общий регулятор транскрипции 
следовательно, уровень синтеза антибиотика 
можно nonu.im  тиснением общей рскухишип 
Например, и случае Pseudomonas fluoresccns 
СИЛО ею удалось гшиисии, с помощью транс 
форшшпи микроорганизма вектором, нссуишм 
гем «домашнего ипяйс1 Ш1* rpotX. который коди
рует о^-субгсдкиииу И  Ж-полимеразы Рекам 
бшшипшп иггимм лучше wши пип корни растг- 
нии огурца ел повреждений, выливаемых 
грибом fythium иШгтнп (табл. 14 7) U другом не 
следовании синтез антибиотика пиолутсорт» 
тем же MitKppoptuiiiiTMiXM стимулировали инак- 
iitiuiiiitcft генов pqq% участвующих о биосинтезе 
пирролхииилшшишни - кофактора различных 
пщршешп. Механизм такой стимуляции ли 
конца не установлен, ишможпо, и результате 
мутации поток метаболитов от других реакций 
биосшгтс за переключается на биосинтез пишу- 
тсориио.

В настоящее время на рынке имеется только 
один рскомбиншаный микроорганизм, исполь
зующийся дли 6м< шеи гг роли A^robaclcrium 
radiobactcr KS4. Этот штамм продастся иЛвстра-

ТЫошш 14.7. Ш1 ихние Дхипииитогиил к ти й гроО*«тих 
/Vii»WM.c&n/.W/vvvf.*A< ’I I \0 ни cncO)6m)cii.7TCW бек 
•срии ашМшдгь корми рдгтепий огурца m i  1и>ь*ч:а к  
uifft, n M u itu m m  HHTOvrfiiiUM фобом P y s h i u m  i i t t i  

n/utrf1

Ьянирм и. i  Maccj c v o m i i i  я«р|п«. ж ”
е 1 »•>•% ни», K»iu:i р
fOCT (bM-fflfUK

i< n r > ic « M c  
/’  » Й 1 т а т

м ..)!»*> U  .t.u -
t .  Ы Птим

O rc y ic n jy c r » 2 44

/• y w r u . f i »  С Н ЛО 177

Г  / / li^ ru Y W  ОСЛО. 
vroqxKam uv «смор

365 146

P.fluurtXTH x  C IC A U 371 335
CllXf:гжашдй « К Т Т О  
t  rcifOM / р Я )

*' И , Pt6ctw Uim**I it #4. 3 ЛиArW IT7. >AT *Ю . I W
-’• И о л п с т н л  Г./Ъ ягтпп1<  НЛО ***..•.»•'• и . m n o u w  й и г л

И М  К К М  « И Н О С  ■ i D l l l U f M  H i l t U I T I I I i O t •' I J I M U
I* ells^un Кснал ПЯ1 IMUUfMU It «  If f
r  futfrxtto t HAD. Л.1 r*n ПОР. it*. мшил »0«J" • *
fmi ô j j o Mol'O «.fr.-vu .wnx» п/,чым».|.и*
^ I C ' r f U l U *  Г 4 Ц У  J C U I M l U X > t  v « | l | |  |l Г*м г»1|» , ' M U

дни иачтгам c 1989 i. как средство борьбы с ко* 
РОИЧЛТЫМ излом - болезнью. МЛОРУЮВЫ1ЫШ1 
lt Лу.тЫ и/спит iu m fa ckn x  Ъбтечетынию под* 
иержены лшнпин. и косточковые плодоние 
ncpcniai. такие как персики Л. radu^bacttrauni- 
jiipxvi ohihOhoim k  ацроцин 84. юкекчный ;иъ< 
A timufarivns Однако при случайном тиииании 
и него плазмиды от A. nufiohoctcr, содержащей 
гены биосинтсм .Пронина К4. Moiyi во ш им суп. 
и1рсч1И1(устоИч11иыс I игл к* мы А ш т ф к к -т  Что
бы избежать этого, из плазмиды рА#М4. иссу
шен гены Оиосшпсга агроишш 84. быт yanaot 
учаспж. оТветегиенный и\ перенос пял тмили 
(рис. 14.9) В результате штамм .4. mdlobacter 
бешьше не ми псрслшыц. рскомбинвишуи) at-* 
роцтювую плазмиду гатмениым uixx^akiepw- 
«м , но сохранял снотбиость к б тж о тр о лк ь

Ферменты
Некоторые бвюерим. стимулирукминс рост р;к 
ПГНИЙ. СИ1ПС1||руЮ7 12ШИС <|М!рмС!11Ы. как хити- 
•шза. (^1.3-глн>клпиза. протеи м и липаза, кото
рые разрушают клеточную стенку грибов. В 
одном И I экспериментов удалось сии ши. »икпо- 
ту возишаи>1ч*нин болезней, вызываемых |]>1Шк 
патогенными грибами Rhizoctoma \olam. 
Sck'mtuim mf/tu и t\thium uhtmum, с помойной 
штамма Psvmlomcmas (крае to* синтезирующею



ГШг. 14.9. k<Nictp>itpoiuH»tc MtvimcoGMOfi к переносу i l ia  ) мцчмфмклммм ил* 1МПЛЫ рЛ*?К#4 Л  п*йаЫх*г. копи
рующей tenu (w o u n n e u  троими* К4 и пени усгмСМиюсш к нему Неким \\\ рестрикционную чр1> рА#К#4, m 
ппяшилм пырешли О) фриичсот, м  и p uli содержал участок Тгп, u i w i c i k иным iu перемен. ммспс с фшкнкир> 
ю тим и его nocccaoojfit^MtociiiMii, и осгроклн его и илаомшу Г. oVl/<2> С п о и о к и л  ргсгрмктшмоН <4р*(*н|км н i 
tcnc*4tif««tiaiii4)fофршпеМтэ» удлним примерно М)5» Гп« ччигткд м «мгп <}«ллиМ1руичип* н и  Oocnrjio*.iin»i.iiocul'
(«суммекрищрнобт н .ю (З ) Осу1ШХТ1»и11И 11)МшаГ1(Чпуюре»и»м^ииаии1К>мсжп’ mouMWu*» I .  с Ы 1%солержмиеВ 
•уpcжмнмЙ*l a y m e n * .  к идлшмдоМpAgK&4. мт»рл*содержа!*1нтроои.ь1й »  Ггл yeuniw.трвииююи Tn S i 
lenoxi усгойчтюсти к ианаиицниу (4), Получили несколько нромляины* плетням  с «то н чи л упален
иммТ|«-у4Шггмгм О ) Тгп п.тм ид* p*VK.Kh40u'U.UfC не могли ficpciuiwuiA.il друоН inpaGiKiq'i м к хине кг*ГЪН*» 
ИМИ. Н О  счс сию бипл способна ЛГТерМИ11»гр01»Т1. OIKTCJ DfpOl|lUID К4 И oGcCOlMMIttrb >\Л0«(ЧН1ОС1С к мечу Носу 
I I O I  н и т и и ь е м  G o i e o C n M n c i i m i  м в ш л а б м .
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фермент fl-1.3 -тюкана jy. который разрушал 
грибной мицелии. В копе apyim исследований 
ftuio пою птю , что Iipemiво грибковая актив- 
•шеи. трех штаммов FiiivroNnUr nyytommus. 
стимулирующих рост растений, обуслоилсиа на
личием у них комплекса ит четыре* разных по- 
ЛИПС1ПИЛОП. которые, действуя совместно, рос- 
IDCILIIMOT ХИТИН КДСТОЧИОП СТСНКИ Грибов. 2>111 
бактерии хорошо ш ц и ш п и  растения ктолчат- 
НИка от заражения KMzoarmiasvhwi. Н ю х е  вре
мя ТпЗ-мутанты /. Qxxkmwraxs. нс продуцирую - 
шнг активной хш>ншы, не были способны 
«ш и тии . растении oi патогенных ijuttou.

М нет не (к(К1сриальнмс »1<срмчиы. разруша
ющие клеточную стенку ipution, л том числе хм 
тинии! и р тлижимазл, колируются нлним геном. 
ЬыЛобм разумно В14ЛСЛ1П1. ни гены II ЯЯСС1Н их 
бактериям, стимул прухи ним рост растений, с 
тем чтобы получить шиммы, синтезирующие, 
нвирнмср. И «11ПИбИ01'ИМ1, И фСрМСНТЫ, paipy- 
IllttltilllIIC кЛСТОЧкуЮ стенку Грибов. Ви/1И пропс, 
лены эксперименты, и которых ген tit шматы, 
выделенный ш  бактерии Semitic marc&ccns. был 
перенесен в клетки f r ie h o d e m a  lia rz im u tH  и 
R. mdihti. Обо трансформированных мнкроор- 
шнизм*спитезирсМАЛи XHiHhiii) и обладали по
вышенно! про11ПЮ1рнбкооой акт ивностъю. 
При введении тана ximiHBUJ 5 m o re e s e c fis и 
штамм Р. f l i i a m x m л, стимулирующий рост рве- 
ц'нии. бил получен трансформант, стабильно 
секрет ируюиш и хнтиназу и эффектншю полаи- 
ЛНЮ1ИИИ размножение фшоттменного пхебо 
f lh iip c w tk i sokutl

O O p a Jo e a H u e  хрипла i ю в  л ы Ь  и 
ишпифртные белки
Некойрыс плгеи синие поражающие листы1 бак
терии типа Ibcudnmanm syringe синтезируют 
при низких температурах специфические белки, 
служащие центрами образовании кристаллов 
иьлп ня поверхности л нети при тгмгтературмх ни
же пула. Но мере своего роста кристаллы прока
лывают растительные клетки и необратимо по
вреждают растение, а бактерии получают d  свое 
распоряжение nirnncjiuiiuc штиеспы, иыстиКк»- 
лнишиссв ил разрушенных растительных клс 
тп> I ели белки — центры »ристап»» киши ня 
Iюпсрхности листа отсутствуют*, ю непродол
жительные ночные заморозки могут и нс прине

сти вредя рестенню, поскольку образование 
кристаллов лыш п цитоплазме рлеппелыич» 
клетки обычно начинается при тгмгератург пл 
несколько градусов ниже точки шмерзаммм 
(т. е происходит ее лереохлзжденне). Чтобы
мрсдогирлпш. кристаллизацию на ЛИСТЬЯХ 1Л- 
ких культур, как земляника, можно cuie до замо 
ротков распылить нал растениями м у ти т и we 
бактерии Р syrinyae. нс способные е м тп и р п  
!кнь0слн1 о с тр ы  кристы i ih a u iii i . Такие му
тантные формы могут быть созданы С ПОМОЩЬЮ 
iexiio.ToniMM ре комби плни.их Л И К  и ли  обыч
ного мутагенеза с последующим отбором, и они 
При лиегдкичний k o i i u c h i |k i i i i i h  вытеснят бакте
рии ДИКОГО IlirUL

С)Д|1ИХ1 ИТ важ ны х >Х!ЛОНМ|1 *|м|н'К1И1»1»ОСТИ
бнокошроля плтогенных микроорганизмов с 
помощью бактерий, стимулирующих рост расте
нии. является способность этих бактерии к рас
пространению в естественных условиях В Кл- 
ноле, скандинавских странах и ни севере С Ш А  
они ла лхн и  сохранять жизнеспособность в ус
ловиях долш х холодных зим, л весной рахмно 
жаться мри апшстпелыю низких температурах 
т у т ы  ( 5 -10 ( ) Поскольку чнкроорешопмы 
мсиильзуют разные алан питы е стр ш тн п  вы 
живав ня в неблагоприятных условиях, можно 
попытаться сконструировать с помощью генной 
инженерии рекомбинантные бактерии, опта- 
ш ы ы ю  npiiciiocoGj c h h u c  к низким тем 1Нгр5Г1У 
роль Недавно было показано, что некоторые 
почтенные 0ак1Срни (а среди них вефеявкися и 
iu k iic , которые стимулируми |кнг1 растений) мп 
|\- рл 1множяты'я при 5 *< и секретырпкггь в ок
ружающую среду антифризные бедки При НИЗ
КИХ температурах. Гакне белки регулируют 
пб(Х1Жчынис криста.июи лчна внутри бяктсри 
ильной х 1CTKH Хотя и их присутствии кристал
лы вес же формируются, ОНИ НС ДОС I III НЮ I боль
ших размеров и нс разрушают клетки Как 
ТОЛЬКО булуг 1ШС1ГЛН|м111ИрОШи|Ы гены бокгери 
11.1 ЬНЫХ ЛМ|НфрнЗНЫ\ белков, их можно будет 
перевести и клетки бактерий, стимулирующих 
рост растений, с тем чтобы полупить трансфор
мированные бактерии, устойчивые к низким 
температурам. Пока ист никаких данных о  на
личии связи между антифризной активностью 
бактерий и механизмом, обеспечиваю>щим их 
выживание при шик их температурах Очень ни-
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терссно проверит, нндяегся ли tm n ci aim» 
ijipiiiitoici белка •«лстък» ддлитнпноп стратегии, 
используемой некоторыми бактериями дли 
обеспечении устойчивое! и к холоду.

Стим уляция роста растении 
свобо/шоживушичп бактериями

Бактерии, стимулирующие рост растений, окд- 
М41ЧИОТ слое лсАсттшс ИССКОЛ1.МИШ способами: 
1> фИКСМруМГ Л!МОС<)»срИ1Л азот. который зя- 
1см используется растением; 2) синтезирую! 
сидсрофоры. которые солюбилишруюг и сми- 
tMivmir железо из почвы и обеспечивают им 
растительные к метки, 3) синтезируют фигпгор- 
мои1д, ускорнюшпс разные стя н и  росы; 4) со 
побил тирую т минеральные вещества (гакнс. 
как фосфор), которые илем н с пользу ип ей рос- 
генисм; 5) синтезируют ферменты, способные 
регулировать уровень растительных горккжоо. 
Каждая бактерии, стимулирующий роем расге- 
ний, может не пользован, суши млн. иссксиахо 
ИЗ 'ЛИХ меш ю мол,

Фиксации азота вносит соне см небольшой 
I I K . U U  И ТОГ ПОЛОЖ1ПСЛЫ1ЫИ л|н].см, который 
да*п бактерии, ешмулируыщие poci растений. 
Не нес к и те  бактерии мнлшшеи дтгкпрофлми. 
а многие из ник уевдньлнн тишь ограниченное 
кол имеет но аюш.

ДЛЯ поглощения железо ИЗ IIOMUU НСКОТОрЫС 
pact спин используют бакгернялычне комплексы 
железо ciuquxjiop; бс* слога их |юсг и боль
шинстве СЛУ'ШСИ бил бы СИЛЬНО KiMCiLJCII. О.'ШП- 
ко. нсоюгрк на то что бактериальные енлеро 
форы несомненно иноент оклад и питание 
растений и. СЛСДСИЛ1 СГЫЮ, и их рост, этот эф
фект. как иришшо. нс очень велик

Кик именно бактерии, стимулирующие рост 
растемий, способствуют поглсицсниы ристанием 
таких минеральных исщсств. как фосфор, до 
конин не утлшкжлено. Выскл iiiiiui.iocb предпо
ложение, что у растений, о6ра0ом;ишмх сгиму 
лируининмн их росг бактерии иг лучше разим 
Baeicn корневая система, я потому они Солее 
эффективно поглоти юг «э  почвы нужные им 
вещества, т. с. влияние бактерий noon опосре- 
лопинныи характер. Однако этат1сриме1пы с 
AfpspiriRwH показали, *ао л о т  организм умели 
ч надет поглощение иввсиио минградьмых не*

> »

ш ести, возможно, синтстаруи и сскрстируя ор  
тонические кнелей u .  которые растьормк/г и сов- 
iUIUlllll нем поры С ИЗ "ЭТИХ псшссш

Очень часто различные *ффскш бактерии, 
стимулирующих росг растений, объястиш спо
собностью ИХ К CHIfTCly ф1погормсчюь. Боль 
Ш1Шство иссасдошшй и згой области относит
ся к ьыиснснию роли одною из классов 
ф|гюгормоноя -  луке мной. Наиболее распро
страненный и лучше всею охарактеризованный 
ауксин -  д о  иидолил-3-уксусиая кислота 
(И У К ). Она стимулирует кик быстрые опиты 
(нвпрнмер, УД.ШИС1ШС ЦЛС Ш1СЛ1.НЫХ КЛСТОК), 
ГПК И длите лиш е (ускорение делении и днффс 
pcnuiip<4iKii>, Рлстсниь гоже могут синтезиро
вать ауксин Часто это не позволяет определить, 
какой именно ауксин д о т  необходимый эф
фект бактериальный или pncnnaiutiurt 1см не 
менее можно угиервллть. что бактерии, стиму
лирующие |юст растении, ока гикают свое лей 
стане именно *<срс i изменение горитпым!агн 
баланса •> растенних

Недавно обнаружилось, чю многие бактерии, 
стимулирующие рост растений, синтезируют 
фермент, способный регулировать уровень рас 
тигельного гормон» этилена Этот фермент, 
I иминоииклопроппн I-клрбокскшг(АМК) де 
замните, nupcvmiyn А ЦК, который является 
непосредственным npejiinccmeiimiKOM эти тема 
при биос1Иптзе и растениях. Одно itj оСп^ксне
ний роли этого iJupMcirni состоит п следующем. 
Бактерия связывается с оболочкой семени и ш с 
корнями растения, .* затем поглощает и nuipo* 
лйзуег А П К . понижай концентрацию этилена и 
т ш я х  растении По многих растениях этилен 
стимулирует прорастание селит и им под и i их и i 
состоииим покоя; однако, если после пророста- 
мни уровень этилена окалывается слишком вы
соким, удлинение корней см едвш ся Таким 
образом, бактерии шиш А П К  дсишииои пре 
ncmipamaer уменьшение скорости роста корней, 
и растение ритиилется быстрее, кроме того» 
многие бактерии, стимулирующие рост расте
ний, ситешрутот П УК , a шбмток И УК . нс mi 
pncxo/toiMiitiiuH ил стимуляции) удлинении рас 
тигельных клеток или  ускорение лслскни, 
лышшруп А П К  -сшгтазу, что привалит к повы
ше пню концентрации этилена. Присутствие дк- 
тииной A l lK -л с  ыминлзы препятствует МЯКОГ1-
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ТИвИЛП. ФИКСАЦИИ КПП. 1:.СЛИ UriaLMM содержит 
цель шину ю nuporciuiiy, сю  способность фюсси- 
poivii i.ivioi и cut мулщхлмт» peer растения умснь- 
uiacfcn. С  учетом 1Ч.СШ см яиню ю  ныше 6u.ni
ll|KTAlipHIOIIU ПОПЫТКИ HIICVIM к л о н м р с м н и ы с  IC - 
МЫ n i'ip o fc tta » it ш там м ы  Rhizidnum, nc lym u o u in c  it 

си м би о тиче ски е  а т ж и и с н н я  с  сельско хо зяйстве н 
н ы м и  к у л ы т р л н н . I l l )  н р е лп лр и ге лм и см  ш и м м .  
Лр01КЛДМ ГСИНОНМАСНСрНЫС м о д и ф и к а ц и и  гемо* 
11Ш |Ю ГС П .\1, M O A I O C t K M b  Ц Г Г И М М Ы  R /tJCohlU tt. o G -  

juvii'K u uiK  более itMCDKuii сп о со б н о сть ю  с т к м у л н - 

poitaii» р о ст р астений.
ВсТ)ПЛ>« И CHMOIIOIIITCCKHC OlHOUlCHItM с  |НХ.ТС- 

ииими, иппчмы Rhtwbiumсгнму.мирукл оСрамта- 
ИИс ita к* корм»г\ клубеньков, где и 11 j шисхо.т 11 v 
jxa умножение эш ч Сак серий и фиксация а ю ш . Ра- 
зумно СЧ4'Ю нреш им охкгь, 410. если L ПОМОЩЬЮ 
MCrOUCIi генной инженерии УЛЛС1СЯ СОЗДАТЬ бакте
рии, сл о соб стую ш и с о б ^ ш к ан и ю  больш его ко
личества клубеньков, конку р е и «о с пособиосл» 
иксжуз1|1|7ук'шич штпммоп Rhi&Miim  а берьбе за 
место на корнях рлс гений-симбионтов попыешек 
no quukHcmoo с о  штаммами дикого ш пд. К  сожа
лению, обнаружилось, <ш> иобразонлинм клубень- 
кои >'ШС1 еус> множссги ) pa !ных I сноп, и это слом 
носи. зтруан м ст n|Kihcjic»nte соответствую ! и их 
м о лс к у п я р и о -гсн с! t  (ЧССКИ X ЗКСЛСрИМСИТОВ,

OiiocpcnoiutHHAM стимуляции рисга рас гении 
СактсринмиСОСТОЙ! И ШЩИ1С рЛСТСМИЙ ОТ nonjtc- 
ждений, HuiMiKtcMUX |]мт)11Лго1СН)(14мп ipitfm 
ми или бам ери нм и. Т акая пиши а осу шее гадя
т с я  при у ч а с т и  специф ических соединений, 
сн ягсзи р уси м х бактериями, которые стммупм- 
|Г> НУ1 poet pllCfCHMlt. сидсроф ороя. ПНf BtClItOIIt 
кон, других малых молекул и различных ф ер 
м ен ю *. Некоторые яру т с  иролукты синтеза, и 
частности ф ш осор м он ы  и А П К —деэлминяза. 
апииют ни |4>ci {«icic h iiH HcnocpcACincHtui. Есть 
ИадСЖДИ, н го  когдд-нибуль гены биосинтеза юссх 
перечисленных соединений м ож но Судет мс- 
no.ii.MTunа. л  in с о ш н и и  бактерии Счшсс :*ф- 
ф сктивны х стимуляторои ростп растении.
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КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Предположим, что у пас есть штамм 
Rhizobtom Japonkum. способны! успаишиь 
а ют и вступающий ь симбиотические отно
шении с растениями сои Какой подход пи 
использовали бы ЛЛН ИЛГ>П»'ф|1КШЦ!И юш- 
сгсра генов. колирующих образование клу
беньков, при УСЛОВИИ, ЧТО У Ш1С ИСТ ЗОНДА ЛЛМ 
гибридизация с nod-генами?

2. Что такое мшреченаза? Как с ее помощью 
МОЖНО ПОВЫСИТЬ ypOAJitHCCTl* люцерны?

3. Предложите стратег мю идентификации всех 
tenon Awtobactrr \wetondU, участвующих и 
сияли юн ии аюта, имея и виду, «гго у пас нет 
г//* геноп других микроорганизмов, которые 
мо* ни было Сы И(.полиомп1 ! 1  качестве шб- 
pIMIt'KU (МОЙНЫХ тепло».

4. Как, по нашему мнению, повлияет кисее 
мне мутаций и п#Л~ или /м// -гены ил коли
чество фиксируемого данным прглни »мом 
лхпя?

5 Обсудите возможность создания ре ком Си 
плитных растений, способных фиксировать 
лют.

6. Предложите схему выделения генов пироге
ном.

7. Что такое ыисрофоры? Каким образом, мо- 
лмфииируя гены силсрофоров, МОЖНО ПОИ14- 
СКгь способность бактерии стимулировать 
рост растений?

К. Предложите схему млентификдиии генов 
6 моей те з а  сидсрофоров.

9. В чем преимущество микробиологических 
удобрений перед химическими?

И). Как с иомошмп метилов генной инженерии 
повысить эф ф ект пноегь Aprobacicrium 
rmUdwettr кпк инструмент биоктгтроля?

11. Какие ферменты, сскрспсруемыс стимули
рующими peer растений бактериями, обу- 
словдипдюг их ебиокотремшрующие» свой
с т в ?  К ако м  м ехам и Ш  ДСЙСГПИИ н и х  

ферментов?
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Микробные инсектициды

Ии НССХк iBCCcm липшим* к логенасекомых — са
мый многочисленный число описанных пилон 
приближается к I млн Насекомые могут кино 
cirri, огромный ущерб урожпю ССЛЬСКОХГПЯИСТ-
ПСИПЫХ ку.11.1>р, II МСМШфЫС III НИХ ЯВЛЯКЧСИ
переносчиками болезней человека и животных 
Й 1940-х Iв. было син лезироштс множа, т о  хи
мических инсектицидов, потноляюших контро
лировать численность популяции млсскоммх- 
прслтггслсй Самым известным и» них сил  
HMX.30fVU!t)ciin.TIT>41K.topvrilU (Л Д Г ) Эго хлгрпрти 
мическое соединение синтезировали и IK70-X ir., 
ПО А клчесгос ННСГКПШ 1Ш Л стялм применял I. 
лишь и конце 1930-х гг. Д Д Т оказался высоко
эффективным СрСДСТЯОМ борьбы СО МНОГИМИ 
писемкчымн прели 1С.ЧММи Как и другие ХМ>рор- 
М Н И Ч С С К И С  соединения, О Н  О К а З М П 0 С 1  П П (Х Ы И 1 >  

ющес действие на меримую систему и мышеч- 
нме ткани насекомых. К настоящему времени 
синтезированы и широко применяются другие 
хлорорглиичсскис снслинснин, такие как лильд- 
рин, ал корни. морддн, линяли. гоксофсн.

Еще олнн класс химических инссклнии.юи 
фос<]*>(юрг.тнпчсск1'.с соединения, включающие 
мил пт ион, паратой и диашнон. Фосфироргя- 
Н1Р1ССКЛС инсектициды первого поколении бы
ли pdtpaOorniiM как (юсиыс отраадиюшис исщс- 
стна. Теперь их нсиольауол для контроля 
числе и мости насекомых. Их действие o c h o r h io  
на 11НП1б1фОилн)1Н лцсп1Лхолиюстсрюы, кото
рая парализует нейромедиатор л ц с ш л х о л и н  
Инссктштлы угого класса нарушают функцио
нирование мотонейромов и нейронов мозга на
секомого.

В С Ш А  к началу 1965-х м. химическими ин
сектицидами обрабатывалось около S0 млн. «а

сельскохозяйственных утопий Примерно в :ло  
время было показано, что хжрорганичсскис (а 
большей степени) и фосфорортнмчсскмс (а 
меньшей степени) инсектициды ока шелюг 
вредное воддЫкгпис на чслоьски, животных и
ЗКОСНСТСМЫ. ’*>ГО ВО'ШСЙСТВИС UOXCT ИРОЯ1ПЯП.-
СЙ немедленно НИИ спустя Л.11ГТСЛМЮС время. 
X неорганические соединения (II частности. 
Д Д Т ) сохраняются в окружающей срсле or 15 до 
20 лет и накапливаются во все iHvipaciunnuiix 
концентрациях. Биолккумуляили химических 
иисеггнцидоп и жировых тканях многих оргл- 
HI1 см он уже привела к пагубным последствиям. 
Так. а Северной Америке были практически ис
треблены многие пилы птиц: сапсаны. ястрсбы- 
ПСрСПСЛМТММКИ. белоголовые орланы. бурые не* 
ликииы. утиле cue бакланы.

Се» временем основные насскомые-мрсшпе* 
ли становились вес более устойчивыми ко мно
гим химическим м н с с к т и щ ш ш ,  к э гга  прикло к 
ючу, «гго к 1950-м it. для контрола их численно
сти пришлось использовать Otuicc высокие кон* 
йог?ранни инсектицидов Кроме того, 6u.no по
казано. «по химические инсектициды действую] 
нс избирательно, т. с. норллу с масскохшми-орс- 
л in елям и они уничтожают и напетых насско 
мых, а в некоторых случаях юр.» т о  kJx)»cictkh 
нес уничтожают ссгсстпснпых врагов 
насскамых-врапттелсй, чем самих врслтслсй 
Зачастую л  о привадило к весьма неожиданным 
результаты: обработки вызывала увеличение 
численности насекомых вредителей.

С! учетом л у ш  вес последние 20 uci проводи
лись интенсивные поиски альтсри.тптних с по 
с обо и v444Tp<i;iii численности насекомых- грели - 
тедеГь 11рсжде всего исследователи обратились к
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природным инсектицидам. синтезируемым раз
личными микроорганизмами и растениями. Де
ло в ЮМ, 'по  эти соединений, как правило, аы- 
сокоспсцифичнм и подпертЛЮТСЯ бЫС'фОП 
0H CV1CI р^ллиип. поэтому устойчивость к ним п м -  

раСктпншстся медленно. К сожалению, они не 
очень *ф<|к*ынвни. а их получение обходится 
дорого, что ограничивает возможность их широ 
кого применении. Kerb надежда. что осе эти 
проблемы уЛАСГСЯ реши и. с помощью ТСХНОЯО- 
шй рекомбинантныхДНК Теперьдли >вгличе- 
иия эффективное гм ммкроОмоло! ИЧССКИХ инсск- 
ГИЦНЛОЛ исследователи \miyr проводи п. 
члнипулиппи с Iсними, которые колпаки их 
биосинтез. В частности, речь меже? ш ли о генах 
инеем иш тов. вырабатываемых бактерией 
НапИи.% thuringitnsix иди бакудоинрусамм насеко
мых; эти имеем ицилы безопасны, специфичны 
и весьма зффсктнинм.

Рынок пестицидов огромен: и настоящее яре 
ми на их прои тоделю  во всем мире ежегодно 
расходуется бсшес 20 млрд. Acvuiflpon. и эта цифра 
быстро растет. При пом на долю бяапсегшциая, 
1лавиым образом инсектицидов В. tlturingi<w& 
приходится всего 1% это и суммы, но ПО прОгнО- 
сш вольней тип и прогресс в злой области будет 
сказан именное биопсстиимлами.

Токсин, сшггеэтфусмый Bacillus
iharingienxis

Механизм tkUcnwuu и испадимшаинс 
Нол «мик(хК>»тым ннсскпишдом» инотлл помп 
мается микроорганизм. либо синтезирующий 
какое-либо ГОМ2ИЧНОС ПСШСС1ВО. избирательно

действующее но определенных насекомых, ли 
бо пифнпирутошин насекомое-мшиемь и при
водивши » его гибели. Наиболее изученные, 
наиболее эффективные и наиболее часто не 
пользуемые микробные нисскпшилм бакте
рии в. thunntfcnxis. Они прслсыппсны множест
вом штаммов и ncvtniuoii (xutap.), и каждый m  
них синтезирует КЖСИИ. специфичный и отно
шении определенных насекомых (табл 15.И. 
Например, В. thitrintfcttxis uibsp. kunxaki токси
чен для личинок чешуекрылых (и том числе мо 
ли н бабочек), лхм личинок толстоголовки, мер- 
мшил и I усснми лшлонергь н почкоеда елового 
В. thuringiensis subxp isnutensix уничтожает дву 
крмлых; комаров и мошек В. thtmntfenxis sutop 
({•пеЬгн*1к\ (также известный как sun xlie&i) эффек
тивен и отношении жесткокрылых. в том числе 
колорадского жука It хлопкового долгоносик*. 
Описаны и другое штаммы В. xUurin^icnsis, каж
дый из которых токсичен для определенных ип 
сскомых.

Инсектицид (белковый токсин) В thurlntfa1- 
т  Ritap. kuntaki и других иттаммон находится и 
I..ICTKC и виде так называемою иорлепоразьиого 
кристалла -  структуры, шторам образуете* во 
время слоруляшги бактерий. Никакой особен
ной биологической функции эта структура нс 
несет. На ее ;юлю приходится от 20 до 30ft сухой 
массы спорулирукниги культуры и состоит они 
главным образом из бедка < 95%) н некоторого 
количества углсяогюролои ( 5 f t )  Кристалл —  но 
ил самом деле некий бслконыи агрегат, диссо
циирующий на субъединицы и слабой щелочи. 
Субьедмницы можно далее диссоциировать 
ш rliio  обработкой (V меркттгпэтэналом кото-

Л)^1/л|л ХУ/ Некоторые ceoi'ema ииссктиишшых ю ш ш и в, сштгтирусчых рампами шип/мами ft Xhttrlf^kma4'

Ml» imm А. 1ЛпгЬ»1Ггггч\ i« in w im  i К imc Mo i. МЖТ» aJU lliKr%(Mn-«anw«4 < 4pCnWn

terOhiv Cryl 130-140 4 (.tliyCt|IM UUC 1
U iwmIj KTCMID  l Cr>l •3D 14(1 3
гллvmwWilH Tv.OI Coi 1 TO-140 •k*w)T>|WMt b

iU Z f^ v t T 29 o>i I4J-I40 T
К 1 0>« 135 4ifii>o.|:u iw, ,:#)K(4i ;.ir 7

bii/VUUIIl* 1 Ct)ll 7l MctuyCMlUnMV. itYMUMKi S
ЦУМ*(ПГЪ> (.44* ifovv ) Cfvlll «к-71 H

nMvrrtnmi IT# 14 Cf>IV 135 M5 u.‘ h

arm Лпм1> Cf>IV to Д*>*Г%4<1ме 14

• Iti t I n.\ I** И *1 . | IT «V и|.1у<1<н.1 1.11 Ru.rn< IK̂ ST bmJ fK* r%, IW
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Mihsp. kuntnkl. Проще всего и |бсжлть. ei ми отрл- 
НИЧНТЬ применение данного ММКрООрГШНПМИ 
поясными условиями. Впрочем, имен ь виду 
масштабы использования //. thunn^ettns, нельзя 
КСК.1К1*1НТ1и *по может upon.юн г и его накопле
ние я орале и количество, достаточном для того, 
чтбы  вступил и псисшис и с ш ю м  отбора* А 
поскольку В. ihurinpcnsis нслолыуетси нее более 
широко и ратных регионах, вероятность пплатс- 
мня популяции устойчивых насекомых будет 
упелмчипггтъе*.

Идентификации генов токсинов
Для сашими штаммов В thurm&enxis, более зф- 
фсКТИВИОСНН1С41ф>ЮШИЧ1тССКПЩ11Я»4 и имао- 
щнх широкий круг хозяев, нужно было h jch th -  
фмццро1и т .  и oxapflKiepH'jomnb ген(ы) 
протокеимл, II п пернут очередь выяснить, где 
они локализованы: я пла «миле или а хромосом- 
ной Д Н К . Чтобы проверить гипотезу плазмидкои 
локалн танин, штамм В  rlturinpensu, продуциру
ющий ТОКСИН, МОЖНО KOMliKMIlpOlUTIb СО ШГЛМ- 
мом, нс облшиюшнм инсектицидной активно
стью Передача хромосомной Д Н К  по премп 
конъюгации промемтшгг крайне редко, и если 
’Дефектный» штамм приобретает способность 
ситетировать инсектицид, значит, токсиновыс 
гены локализованы п тииимилс

Д ли илентпфикапнп тгна, колирующего про- 
ЮКСИН, используют обычную методику. 
В thuriagimis вырлишмют в культуре и лидиру
ют клетки. Выделают суммарную клеточную 
Д Н К  и иентриф)тируют сс и градиенте плотно 
cm  CsCI, •ггобы разделить п латчклную и хромо
сомную Д Н К  Если гены протактинии входят и 
С0СТШ4 генома, сошлют банк клоиоп хромосом
ной Д Н К . Если же ОНИ содержи ся И плазмиде, 
in шаэшиную Д Н К  фримжомнруюг по рд we 
|мм ней |рмф>т кропанием и iрадисте плотно 
СТИ сахаром. '*>то oGorntnaei ту плп шилвую 
<!рамтк», которая послужит и лальнейшем ис
ходным материалом для нденгификашш mion  
протоке и нет (рис. 15.3).

Ген nporoKCimn В. ihurinpeusts «utap. kuraoki 
наломится на одной m i семи плазмид длиной 2.0, 
7,4; 7.8; 8,2; 14,4. 45 и 71 г. и. и. Чтобы опреде
лить, и какой именно, проводили ипприфуицю- 
гинис алимитной Д Н К  в градиенте плотности 
сахарозы. Были выделены три фракции, и кото

С>мма̂ тав IWiпмдлишм Д11К
I иС|Г1р1!ф»Г|1|«1№11ШГ
I ВСЮ

Хримкомни ДНК

ll.ajMiuiuji ЛИК 

РНК
k 11с1п;«»|фм»«|01Ш1Нгг » i| 1ПНПГТГ 

UIUIVIN

*Ь|М0Д1Л1 ■ тр о си н ч к

1Ч«с. 15.3. Отделение и f]rfvi*iuH )iiitfxifu iitHc илязмял. 
одна tv» которых песет m i проижеиня.

рмх концентрировалась малые (2,0 г, и н.), сред
ние (7,4; 7.8; 8.2 и 14,4 т. п и .)  и большие (45 и 71 
т .  п. и . )  пли  iM iu i i  Маше inn i m i u n  и з  рассмот- 
|»СНИИ 014.ТИ HltvU04C1IM, поскольку ОНИ lie МОТЛИ 
Mvuiponm. белок Mm массой 130 кДя. Л  шин ну- 
ВСДiCOlH/июй ПОСПСДОЫПСЛЬНОСТЙ. кодирующей Се- 
док такою ри ш ерп, до лж н а  превы ш ать 4,0 т п. и 
Средние и большие ma iMiuu подверти чаанч- 
ному гцдрохт) рССТрИ! ИфуКИИГМ .ждонуклся-юй 
S a u X А! и фрагменты пстрим ли и В ч т \ \ \  uuu П.ви 
милы pHR327. Полученными рск<\м<«11<л»пнммн 
плазмидами фансформировалп клетки £ а 
затем проасли иммунологический скрипит по 
следу хпцей схеме:
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1 Колонии клеток перенесли с  пт про нп ш п р о  
1!1'Л 'IKIJIO IIIIUH ф|<Л1.Тр

2 Перенесенные клетки частично лизировали 
органическими растворителями.

3, I k e  сайты  н сснси п ф м чсского  cthmuiuhiiui 
первых и вторых о т м е л  нп фильтре бл оки 
ровали с помощ ью  б ы ч ь с т  сы вороточного 
итьбуминп (К С  А)

4 OftpnfinntHlHJC БСЛ фильтры It С
КРОЛИЧЬИМИ ЙКТИТСЛ8МИ к ИСКОМОМУ ННССК
тинкду.

5, Отммшин фильтры m несшиамиихся анти
тел и оОрабгиышыи ^ I -меченным А-белкпм 
S t a p k y f v c o c c u s  и  ш е и * ,  который н аш модслс г 
иует с Fc-фраг ментом стланных анпггсл 

6 Области ил фильтре, которые соответствуют 
колониям, активно синтпируюшим писек 
тинид, выявляли с помощью ралиомгтотрд 
фии.

Ис1М1Д|.туя 1|Леит11||пшмропа11Мм(1 тем прото 
кснил и качестве гибр1ШИ31Шионного х»ип. ус 
таноиили, «по соответствующая нуклеотидная 
последовательность содержится и илачмидс 
A М т Н щ м х Ы х  м Л ъ р . k u rs U tk i длиной 71 т. и и. Анп 
Л1 и 1ГШЛН схема клиниропвния и скрининга I1L 
ноль юкыось дли идентификации сенов гокешиш. 
uOKitiii «онанных и шю »mu:uix и hi (реже) и хромо 
сонной ДНК других штаммов В  th u rittfie u x ia

Генном инженерии генов токсинов 
Г  t h u r ln y u 'H s h

После ипситификанин токена швшо iciia 
Л rhiriny./iyitix была определен» первичная струк
тура кодируемы о им бел кп Сравнение иминомц. 
лепных последователи к>стей ровных белковых го 
ксимои тюк-1 ы к). что белки некоторых штаммов 
имеют одинаковый домен, елвгтепкнмый ш ток
сичность Кроме ю т .  был субклоиироилн lei метя 
полной колнруюшеи послелпматслиюсти, с кош- 
рога енгтпироюле* укороченный белок, п иол 
ю и мерс сохранивший свою нженчиоегь. Таким 
обри юм. при последунч1 ни геиноинленерных МП 
иипуляиикх могут мс1К\'П.юн;тгъси иктикпсыИ ген
гоксина, сто «|цvi*мент |ыи химически етшнммро 
luiiiibin олипшу клес/пся.

В «м тсс? ценных условиях (SoilMlI ИИСТЫ» про 
токсинов В thurintfentis синтезируются только 
ВО время СПОруЛППИИ, 1. е- 11Пр0С1ЮрНЛЫ1ЫЙ ври

стали обрп tytffcn только ил определенной стплнм 
|ШШ1тим микроорганизма. Гели бы экспрессия 
гена токсина происходила по время всего жиз
ненною цикл», можно было бы существенно 
увеличить количество получаемого токсина и 
уменьшить время его синтеза Кроме того, эти 
nctihomuii бы следить спите i токсина непрсрие- 
ным процессом и тем самым гиттпелы ш  улете 
ишь лролуьт. поскольку или непрерывной ijicr 
мешгацни используют небольшие, :i потому 
менее дорогие биореикгори и оборудование, 
чем для периодической (txxncc подробно см об
ЭТНЫ И ГД. 16)

Но время с нору л кипи A th u rin s fe rts i% специ
фический фактор имипилпии транскрипции 
(ешми-фоктор) СВЯЗЫНВСТО) С lipOMOTftpllMII 1с- 
иои. функциониру ющих тсуижо на этой стадии 
жизненного никла бактерии, тпк что синтезиру
ются матричные РНК (мРНК), специфичные 
/ШИ спору линии. Следовательно, чтобы добить 
см непрерывной эксп|ч*ссни инсектицидного iс 
на lictmn) В ihunnytensis, мсобчолимопомесит, 
его (их) под контроль промотора, функциониру
ющего в течение всего жизненного цикла.

Дли /гоm iJtwmcwt ДНК. содержащий ген 
токсина без его себе г осиною промогорв, встро
или в плазмиду tab, чтобы пн находился под 
контролем активного консгитутвиного промо 
тора гена устойчивости к 1етрш|шаику, мчо- 
puii рапсе бил вирес.тн из плазмиды B a c illu s  

eervio н введен в В  thtuinyieuux Ни всех этапах 
розниIнм микроорганизм!! непрерывно енмте 
«провален nomintuiitiiJH токсичный Осло» 
(рис IS 4) Кроме того, когда этой конструкци
ей трансформировали мушшшй штимм 
В  thuriwen\hi. нс способный к сноруляпии, ток 
сии псе равно синтезировала!. При этом про 
цссс был гораздо более эффективным, чем и слу
чае В . th u r iir y ic m i*  лимно мши; количество 
получаемого продукта бсишбплыиг. п II >|хиходо- 
намное количссТ1м> субстрат м премя cumc ci 
иоентгельно меньше,

Ддлытейшсе ухонершемствоваиис лои снеге
МЫ МОГЛО б ы  СОСТОЯТЬ НО ВПСЛСНШ) Т0КСН1Ю1Ю10 
•сна, »кст1|кст»1рую|цсгос*1 в течение всего «ми 
ценною цикла, с хромосомную Д Н К  иппмма 
В thurintfenxl*, иг сПОсоГнтго к спорулянии '-ho 
гарашгироввло Ом сохранность icwa при пепре 
рыпмий ферментации, что не всег/ш т ч  ипшмея
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Р*с. 15.4. Клонирование ф|юг 
мен и» гема 1ТЖСШШ //. Itnirin&etr 
fjy subsp кипы к i пои контролем 
гтромсттора геми усгоИчипссш к 
leiptuuuuiiHy (pTd). Mj  Выде
ленного remi ft thurinfeî nrh ула 
mwu его собственный прсмо- 
гор с помощью рссгрикпп RFJ 
и RE2 Подученный фрагмент 
встрашики п п/шмиднын Гек
тор рилом с промотором f*To 
I* место iciifi устойчивости к тет
рациклину. удаленного с помо
щью пестри кГо» REI и RE2. и 
лигируют ври участии ДНК-ли- 
ia ни 4«ia Т4

Пкасаклме 
с ос*ющмо НИ •» К К?

h fU llC IU C H IH -

с помощью R11 I- КТ? 

ЛП11'|'Ш<1МИГ ЛИК лимцЖ Т4

при еп> и ляэмндпой локализации ОСЛСДСЧНИС НС 
CTUOtl 1Ы10СП111Л83М1ЩЫ

В отличие err Оопышиегка других токен новых 
Г«но» [cry) В  tlturinjtknsis, экспрессия гена оуНЫ  и 
норме котрадируется «негативным» промо юром, 
a нс промотором. специфичным хш аюру/шшт 
Геи сгуШЛ колируй токсин, дффсктшшый и отно
шении личинок жесткокрылых. В результате 
трансформации му гситюсл штамма И. ЛипщАюЬь 
нс способное обраэовыштгь споры, плазмидой, 
несущей клоппроюинмП ген cry II I  А  токсин сип 
тезировался более эффективно и был более ста
бильным, чем при его синтезе в штамме дикого 
nine Получив этот результат, ученые иредишо- 
жили, что суиерэкспрессии друтил сту-пгиов. 
обычно экспрессирующихся только во время спо- 
рулшши, можно достичь, если помести, их гол 
контроль промоторе cty lllA и 1рижформиросап 
iicuiyiiiBUjeficH конструкцией мутантный штамм 
В tlu/rit$\u4i\j\ не способный кспорудяЦии.

Ь рожаю многих сельскохозяiстоскных к у л ь 
тур наносят ущерб сразу несколько видов насеко
мых, полону чрезвычайно полетным было бы 
создание микробиологических инсектицидов, 
направленных против широкого спектра насско- 
МЫХ-врсл»пслсй. Токсин широкого спектра дей
ствия можно получить двумя путями: 1) перено
сом гена данного токсина (например, токсина, 
эффективного в  отношении д в у к р ы лы х ) п штпмм 
В (fniritttftmLs, синтезирующий другой ыиюснс- 
гжфичкып токсин (ишфимер. эффективный в 
отношении жесткокрылых): 2) соединением час
тей двух генов разных внлекпекпфичных токси
нов с обрвзоишшем I шел сдошетслы юсти, копиру
ющей уникальный токсин двойного дсйстоия 
( т О р И Л Н М И  токсин).

Чтобы проверить возможность получении ток
сина с широким спектром действия, встроили 
гены токсинов В. t/wrir^iensis subsp. ai&wai и 
unchriotits в челночные векторы. способные рсп-

77 GIBD
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ВАЖНАЯ ВЕХА

Клонирование и жснрсссия гена, кодирующего токсин 
Tiacillw. thuringiem is. n Escherichia coli

I I .  C . Schiurpf, II U. W bitclcy 
/V.v Леек) Set I SA 78: 2XVJ 2897. 19X1

Уже Ш81Ю iiaCCCTHO. 'ПО пзраеяо- 
ри ii.h i.iH криста, н , <Xipn)>iiHUiincii 
и спорт Н ihuruixh'uU), оГноллгг 
И11ССКП1Шиной M tn m irC IIJD . nn- 
кэм» проипи мжm e  maw. пределе 
ЧСМ Лыпи 1Ш1иГНЫ услогпч его со-
Ш4>«М11ЧД1|11И И ИМДГЛГМ чистый

6сЛ КОЛЫ II ТОКСИН Кроме ТОЮ. АО 
IW 6l.UH обняружеиы ШТАМПЫ
//. thiirirwnnis нс c m *061 iu r  обра
зовывать ir.tp.K tiopa.it «мне Кри
ст X U  и , :*ги» ины х хуротокояор 1C- 
luritiNccxofi |рипк|кip «u iii(ii а ц е  
не существовал»» Поттом), когда 
Ш и с п ф »« У д й ж и  решили плеш и
ф|ЩИрОППЛ. TOKClIHOnUC гели 
ft A f i им приш лое, про

па1Ш!ьаср1шигтхш1сформ0по11
I. аЛ. несущих ДНК В tlmritjft&i
и», с полтин*» нмм) in mi и ii'iccMt* 
ucmuofi с иоюзипюинем u»mi- 
тсл к иному кристаллу или путем 
< CipClK7ir««ll4 1ПК<П1Ш № Ш ОЙ ПК*
VHMIKXrill 'ЖСТ|Ш1;ОИ Т|ЫИС4|ч»р-
ишпов. К тому яремом били по- 
лучеми некоторые укашииц но ю,
•по п*1Ш токсинов роешэлссбсни я 
П.ШРЧКЛГ, петому ОМНИ М«СТСЛС 
IU.I II фрЯкИИОМИрОПЛПМ ПЛ2ПМИ 
ли, MxjMdAiiu несун me нужные 
т ш .  But #..i и ли тис!* iipeunaio 
Mime, что шпигели к целому 
к р и ста ллу , it котором белковые
и о лс к у я и  fTTKkOniMItpOftlllU. МО

гуг нс уэнииап. субъединицы со- 
лю б и л и ж  f м ч и т ногн крисш лдч),
и К Л О Я Щ И С  И I »1С 1.1И К М И 1Р |Ч М и 11

кого Гулка, снизь о  тт> проблему 
УШЮС1* решить. В какие кошки 
были получены  трине ф о р м а ты  
Т. <W/. которые несли гем токсина
в. daumtfentit и бы ли токсичны  и 
ипю ш енцм  определенных пасе 
KOMI АЭС. К лсш ирнглииг пгроягоге 
на токсина В «Амп/деллш четко 
по катаю , что :гтм гены дисготоч 
НО Ilf*С Ю  НиЛуШПЪ, и послужили 
стимулом  к более им иппы м  по ис
кам пи к и  ft UfiUMMCin ft. dutrinxim 
ю  н к и с с п с ттл п и и м  биогимии 
Гш епнегм пинлое

лицирогтгкы и и в. thiirin^icnux, и и Escherichia 
coti. Затем такие генетические конструкции №  
пи с помощью электропорации н А  1Ниг0щ1О1яй 
мй*Р oW hyu, kunsakh Amcfcmh и /rocftrwife. Tiuc*
СПЧНОСТЬ ПОД у не ИНЫХ TpntH'f|>HpMltpni4H<III.IX 

ИЛИММОП ПрОБСрЯЛИ на ЛИЧИН К21\ трех ОТРЯДОВ 
МЭССКОМЫХ.

Во псех случаих токсичность, обуслоалипас- 
МЛН СООСТаеННЫЧ ХОЗЯЙСКИМ ЮКСНИОПЫМ 1C -
пом (генами), сохранилась, л п большинстве 
ел у час и ипелтнм Л ген обуслоплниал сПени- 
фнчкость токсического дсйстния, характерную 
ш т  Штамма. откулл он был пыле леи <тп(Щ. 
15.2). Кроме того, один из эксперимогтоа дал 
согтесм уж улиателы 1иН регулы*!: при после- 
ним гена токсина В. ihurityientisfcubtp. iw brio  
tin о ft. thurinyjetnix Milnp. isrtirh n.ux п ту ч и  uu i. 
тр&нсформннгм, п какой-то степени токсичные 
для Pierix trasstccc (капустницы ОелоВ). мл ко
торую не лсйспюпал ни одни из продуктоп ис
ходных ic i*»d.

Птсомиднис лекторы, несущие кланирован* 
ные <г>‘-гсны. чисто окдзып.тютея нестабильными 
и ft Auringtenslr. даже и отсутсгпнс селективного 
давления вес они или их член, утрцчивнютси. Ин
тересно, что при этом и природе болшинсню

с/>*-гс1Н1Ило|цшиз>1оти1 именно в  плазмидах. 11с- 

стаГтлыюсть пла емки сшс рвз убеждает и целесо
образности inricipauini к-юонроватюго ггг-теш 
(генов) с хромосоыноП ДН К. Рккемофны один 
успешным примертлкон iuncvpiiinii

Таблица IS.Z Токсичность цч1р ‘л»иал и рскомби- 
иаитимх ппдющоп Я dtaritty/ettKw д ц  иаоекоммх /Vm 
ЬпхЫсас (ммустииш!). Аа!с\ ш'юрб (кимир) и Phaedtm 
<угАА'^лог<ж>к)|>

Т(Ж1««ЙЮСТк iu*Jl
X o u ik u ft  Л Н К Itoiu m im ii* Д Н К  /Vrm /fnSrr / ^ l

O^IIWUI Her * —

uni«V<njLO l l n i •

i i r w b w C.vr l̂M.i • » —
nranfrruh AmrTvfmti ♦

HrrViMi Her ♦ ♦ ♦ -
kuntrAi V 4" 4

сепгЫклШ Ifrt • 4 •

4 * 4. 4-

"  И • рЖс«Н ГлеНМИс ct Ы aw  А т . /  770Ш  IV . IООП
f l  • * мхч*.*.«е*а« вг О ж  И  minMN 1ж*» /twdrfi и

Лгг1») h a h  M iA :№ U t:n a  К О %  * « 1  п К е »  «м с п и м ш  а  гс*сМ|* I и  

I ЛвгЬ «>. • OMf)ui;i(tiu V) 5 дм Я М  ши >>св I A ^ n lv ri. Л »й |  ю н г* 
AiKOirt.M o f t  П.0150JO \W  '■ m trvuuui к i r u i i i r  Л  ч ( M n ) .
IIIWPCJK. Wtu <>on* xn* niiTW» < /Auiit» и #Vw) г /w Ml cum. и м  
»x«*nr itr ffxxvCu't • icMtMiir 34 m (АшЫ) :М м г и л й п < rffoaoniiMi 
и* u n c u r l  A M io n w  i.i.Mi f\ t* b )  или  ( v t w  к a w »
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Штамм ft thuri^irnsissubsp. AiirStoJtr обычно со
держит iwn* IX1WIUX ГСЖМ1 IOKCIIHIW пу!А ( оК
crytA (Ь). erylA(c). cry llA и tryllB. Их продукты *ок- 
сичмыдля рл1шчиых‘1еигускрыл14х. номсзффск- 
шпни tfpmiftAjporiqptamxpp. В хромосомную ДН К  
шимма ft tliurinpiensis tubs? kuntoki встроили 
ген а>7С, обычно ирмсутавуюшмй (ш ы ю  у 
ft lhwin%icnsi\ sutap aizcJ^ut и sobsp. truomvculiis. 
Трансформированный штамм В thuringiemb 
tutep kicrsfaki был в шесть par Оалес н]>фс* инчгн 
и отношении личинок SpodOftiero схфпа. чем 
штамм /iiiKofo niun.

Как ми уже говорили* другой способ гкшучс- 
iiiiif токсина широкого спектра действия с о л о - 
hi в слиянии кодирующих участков 1C но и двух 
разных токсинов. Л л  возможность была прове
рена в лаборатории. Былосодовю несколько ги
бридных токсинов, действующих только на че
шуекрылых; некоторые из этих токсинов были 
более h|mJ)cktiikmm , чем продукты каждого из 
исходных 1с нон. а ц одном слу^шс гибридный Ос 
аок обладал абсолютно новой бишотческоб 
лктнииостью.

За токсическое действие белка Cry о т в е т - 
пеним три домена. Домен I .  локализованный о 
N -кон не ной области белковой молекулы, обес
печивает специфическое сшггышшнс токсина с 
рецептором на поверхности зиите/тапиих кле- 
токкишечника насекомого. Домен I I I . рисноло 
жсииын н С-конигпой области молекулы, пред 
положи teaыю и отвернет ш токсичность. 
Устойчивость к токсинам ft rlwringimsb обычно
OtytUtOfMIt КОСТС* МуШ ИКОННЫ М  и 1Ч1СМСННСМ (из*

мснснимми) реиелторного белка (белков) ни 
поверхности клеток кишечники насекомого, 
нриииаяшим к тому, что ргнсНТор перестает уз- 
макать Сгу-белок Однако, если модифициро
вать ген токсина ток. чтобы токсин мог связы
ваться с другими поверхностными белками, то 
DcpowmocTb возникновения устойчивости 
уменьшится.

Белки CrylC  и C iy lE  токсичны для чешуе* 
крылых, но обладают ратной видоспепифнчно- 
стью: C iy lC  л гй с п п п  iui V. седш;» Alamtsiro 
bravucar и Manduco w h o , и то время как Сгу IЕ -  
только ил М. sexto. В одной iu  лабораторий был 
СОХШ1 гибридный бедок C r y lC -C r y lt  токсич
ность которого проверялась на разных насеко
мых. Была исследована такке его способность 
связываться с различными рспеторшми (рис
15.5). Гибридный токсин 027, содержащий до
мен III белка CrylC', был токсичен для личинок
А. хотя связывался только с Сгу1Е-рс-
центором, но нс с репетиром CrylC . И наобо
рот, гибридный токсин F26 не оказывал дейст
вия 1ш личинок £  txipua, хотя и связывался с 
Cry 1C-рецептором Поскольку токсичные для 
V eXlpiO белки C rylC  и С»?7 сюиывакпся с раз 
ними рецепторами нп поверхности клеток ки 
щечкикя насекомого, одновременная или но 
очередная обработка A*, exiyuo д  аута и этими 
токсинами может уменьшить вероятность поя- 
иления устойчивого к ним оты м и, поскольку 
для ’этого необходимо, чтобы мупщионмис III 
мененил прои мнили одновременно п двух риз* 
ных белках.

1 Vi

Pm. 1 5 Л  Гикм итю ьбслкия 
Cf>lC. с n ib  •• гибридных 
lOKCiiiioii Ci27 и 1-76 и ennut- 
«)чнп«>си их саятвамвя С рг- 
ненторимм. Специфичность 
спизыилиияонрс^днли и экс
перимент* но ваимийсйо- 
|»мо токсина с peuttrrcpoti. к 
комплексу белкового рецеп
тора на пгоермюои ыгтих 
КИШСЧНИКД &  CKftUU И Ю ОНШ -
мо ucieiiiuM o токсина доО п» 
л я л и  немеченые C i y l C  или 
CfylE и оирслелипм емпкнм- 
нием еченою  токсина ( И « рп- 
6о1ы воъсЬ ct «I.. Bto/Teeknbkfy 
12:915-918. I9M.I

Л к м гн  l l i w i  Л о м е » 
_ l _______ 11 HI

C>ylC I I I

P y it f r  I -  - i l

огт| У 7 Д !П .* * » -1  '  I

raL  . .1..— . 1 ~ — ill

fctcw itic it. kr*u\jm .ioa Koti»t)poui*M 
а ла  А  г л ^ и а  w O y K u M i  w  C i y l l  <лЛ*

vr
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Инсектицид, продуцируемый Н ihurin^wnsiy 
мНкр. Hrar/vniit, Проявляет с ПАИ ТоксиШкИе 
С1юГ(сП«, когда <v»i попадает п кишечник личи
нок кохшрп, Если же vror т о к с и н , них’олии(1»С1си 
И П О Д *  П а р а С П О р д Л Ы г и х  к р Н С Т Я Л Л О П .  р л С О Л Л И П .  

МОД КОДОЙ, То кристаллы GUCTpO угону», И ТОК 
спи будет нс»., ючен ш  пищевой цепи личинок 
комара. Чтобы |4'iinf гь зту проблему, можно вое 
ста ген токсина и орг.тпшм, который служтпг гти 
щеп для личинок комаров. Это могут б и гц  на
пример, фотосинтезирующие цмгшобьктерин 
XyrccfnM \\ui.% н SynechvaMxtts Spp., которые psi.$- 
мноодкпем п нпперчпост ном слое води» где дос
таточно солнечного свети и где обычно обитают 
ЛИЧИНКИ.

Гц»С ОДИН оргиш пм. который МОЖНО 11Cцоль-
югота/ш экспрессии icnon токсинов A  thvrin-

fpenSiA, Cni к тс pi I >i CunfofmcUr еггмек/иу, широко 
распространением II КОД но I* среде, где живу» 
111*1111(101 комаров. Инсектицид. еиитсаиропан 
иый транс|2ю|>м»1|н>нлж1ыми иианобиысриимн 
или Г  «mu t/j/u», a лабораторных условиях был 
юкеичен дли личинок комара. Однако и пиле
ных уклоним л тряисформК|нжаниые цианобак- 
герим и С  tttsceMus быстро iioniCcnni, а уро
вень >кс пресен и клонированных иной был 
очень ни мж.

В качестве организма-хозяин:! дли чужерод
ных eiy-т ю в »  колирующих токсичные дли ко
маров белки, можно искальэошш.также граней 
риц;?теЛ1.н>ю аэробную бактерию AsticcocouUx 
елеmtricux, обиггакицую у поверхности водоемов 
Были проведены эксперименты, ь которых 
A. excennieu.% трансформировали платмнлнмм 
вектором с широким кругом хамев, который 
нее гемы белковых ткеннои fhrtl/us t%pbucr1cus 
(бактерии, аналогичной В. iliuri)tgfc*ist&). Гены 
ншепрклисп под контролем промотора tttcl, од
ного иэ годна т о й  /вс-промоторе Полученный 
трансформант синтезировал белковые токсины 
мол. массой 51 и 42 кДаи бы т практически столь 
же токсичен имя личинок комаров Anopheles и 
О Л и . как природные кысокотокснчмые ильм- 
ми В s/JtrrtriCu* Однако ь огличие от В tylmeri 
сю ь случае с A excettiricus не возиикало проб 
leu. связанных с распылением над водоемами 

Кроме того, культивирование А. схсыМсиыЯхо 
дптск горную дешевле, поскольку 'лог микро 
организм растет ни более простой среде, чем

В \jrhrtvricus и В. tfwrittgfcnsix. Дли него характер
на ННЧклк HpOTClHUClHHM иютгпмоечь. тик что ток
син ис нолпергается немедленной лсгрнясиши. 
А. ехп’пгпси* хорошо адиттрованя к таким усло
вном, как <ч not нгельно имс оки>; itirreiicittmocfb 
У ф  стигш. Однако, прежде чем применять рс 
комОннаптме бпыерии A. rxctrntricwt JL*In к о т  
роли популяций комаров и природных УСЛОВИЯХ, 
необходимо убелиться, что пстрпснылс геми то
KCliiioii не содержат иосдедогатепыгостей, де
терминирую щ их ускш'шынггт. к шгтибншикиы.

Инсектициды, продуцируемые A  thurintftm*, 
ори их иаксссини ни листья и стебли нс JKHCTWX 
куг на насекомых, ноиреяишкя о»х корни реете 
н и й . Ч то б ы  с б о й ! I» я  у  т р у д н о с т ь  МОЖНО ИНССТИ 
ген токсина A  ihurinytrnsг* it i ппмм аднота и i ги» 
доп бактерий, кого|*йс обитают п слое почвы, нс- 
носрсде темно прилетающем к корпим <н |wm 
сфере). Такие рекомбинантные бактерии, 
внесенные в почву, будут сскрвгтировип.инсекти
цидный токсин прямо И рИЗОС4'СрУ 11 КИДИПШТЬ 
корми иг нассксхимч мес то н|н. ми, в течение wrm- 
(югоони остаюгсм и почве. Фюуоринис» нсчОхо- 
личнк-п ммигок(хт111ой оОраОспки petcrrmtH био- 
иошческнми или химическими инсектицидами, 

Ген токсина Н thurhtpjev.\i\ nuhsp kuntoki 
был исг рое и и хромосомную Д Н К  штамма 
Pseudomonasfluoreuvm, коюрни оОрйлует кчмн>- 
мни на корнях кукурузы, следующим оОраЭом 
((нк*. 15.6)

1. I panciKT.coii I п5 встроили в плптмкау и гене
тически мсш»1фмц|1|ю1мт| его левую и кри
вую флапк1фук»шие иослетшвдельности и 
удалили геи гранено «&1м. Гико4) модифоим 
рованпып трвнсиссюи не может имреютьси 
иэ плашиды даже с иохсощыо экзогемнои 
грине ноэалл.

2. Ген токсина A  tburingivnsis »ibsp. kurs/aki 
«строили «  середину мшгифнинрошнного 
трАмспоямш Тп5 так, «ггобы ои иахопмлея 
мол xoMTpiVsexi KOHcrinyтинного промотора.

3. Трппспоэон Т п5 днм)п> тина встроили и хро- 
мбсомнуюДНК п т  мча P.fiuonesctns, обита
ющего на корнях.

4. ПЛЮМНЛУ. несущую МОДНф|||р|роианИЫЙ 
тршкиогюп Т  п5 со исгроепным геном тпкето, 
кнели и бик герию, и хромосомную ДН К  kotixv 
роП был встроен тринеhajoii Тг>5 лихого типа.
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Рис. IS.b. Получение рСКСМЧбМ* 
наш миге» uinUfMtt /*. Jh<orrxctns, и 
<ромосом»1)и> ДНК mi трою  
•cipucn гем милини в Ошпг%ir* 
ш  Ген rctpm iiuiiiiY  ь не спосиб- 
HUH а пире амию п и те  п о и т  
1п5, ломик Мишиным II lUCOMII 
» .  ТдК)*1р MMtnpykllHlU VUU>JW к 
UfUMM I* fluortsetns, солсржкиши 
и своей чрочкочнон л и к  
гринспох»! Тв5 линии шип. О 
резулми?»* гомомянчнпМ рекам 
Гшьлиии не способным К выреза- 
ник» транспоэон TnS. иссушим 
ген тексты В. thvringkrtSCi. овл- 
114РОСГСЯ ПСфОСМНММ Г  Х|ХЖОСО-
му Г  /Ыопнет.

1 Ю _ _ Ш  ^
/

I ( И  к н и м м в

V OcymctTfЫ1ЛИ гомологичную pckomOi iiищи к» 
l iioMumi.h) двойною кроссннгоиер* между 
не способным к 1ранс1« 11нции 1н5 o i -m cii 
юм, несущим ген т к а н и . и 'ПЛйзммамым» 
тралено юном Тп5 дикого шгш, интегрмро 
ванным и хромосому. В результате нктетрл 
иии измененный транспозои Тп5 с геном ток 
еннн оказался штроенным а хромосомную 
Д Н К , а транспозон Тп5 дикого типа о т  эли
минирован.

И таком иное ген токсине прид ли утратится 
при крупномасштабном вьфаииншним ре ком 
О тш и ты х  viiKpooprmtniMott п лабораторных

усглмошк или после их 'ic ре носа и окружающую 
срслу. Кроме mm. нервность передачи такою 
iciut другим мнк|нх)|нлнизмам и окружающей 
1 |>слс очень мата Как мокшим предварит ел к 
мыс иселслоштии. |Х: комби на mi ш л и  u iu im m  
Р. Jluwxscmt токсичен для личинок бражника 
Теперь пл?иир>ггс>| проверил#способность это
го рскомОи мятного микроорганизма миннми 
шровап. повреждении корней насскомммн-прс- 
лнтслямн в оранжереях и о иолеиих условиях 

Г ены Т0КСИ 1Ю П  В . rhuflnxhiiui вводили п  хро
мосомную ДНК. самых разных микроорлшш 
мов Так. гены cry/Л (с) были введены и Д Н К  
Р. JluortMM.s, которые шшгпипют роете пня СП
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мриого тростника от LUUiiw ш а-honna Троне 
формалин ним геном бактерии Cfaxilxutcr xyfi 
uihvp cyt>o<i<>niL\. обычно обмтпкшгй и ксилем* 
(ермулскоПтрапи. нриполт »: тому, «гто рском 
Оимшпиис бактерии приобрепиот способность 
ТПШИШ1П 1. picTeniip кукурузы от мгггмлккл куку- 
ру и ют о (Ostrinia nubilath)

Бакулокирусм как нистр>ме»п
Г»ИОМЖ1|Ю.ТЯ

Механизм деОспшия
Ьикудииируч и  иа.ю чк со б р ан н а* пируем с 
лпух цепочечным Д Н К  геномом, инф ицирую  
шме pa iHooopn анмх Ocetunao0 0*1 н и х. Р а т и н  
н и с подгруппы л о г о  семейство патогенны дли 
ш кяк тпрплоп насекомых, как чеш уекрылые, не 
priinH'!iiioi«paj;uj£. двукрылые, с т ч г т ж р ы г ы е , 
ручейники. жесткокрылые и равнокрылые. Неки 
l' i>» К* И I IIIU lirpnioi ГОЖИ) Ю роЛЬ и контроле мне 
ju'Imhkth пнрелслеИ11Ы\ iimttkitMMX'вредителей г 
природных усложнил. Бшсудовпру сы исноди швали 
п Северной Америке, начинам с 1930-х п .,  hoi и ши 
ЛИШЛ химических (le d  14(ИЛОН о I960 ч rr,t дли 
6upt»6u с п р ед тел ам к  лесок, и том числе с им 
лкльп косом емпшм (КачНрпм уегН/сг), м пролил 
ш г г  применять, ш ти и и меньшем масипабс, 
дли ■. пн грили полудикий непарного шелкапрплв 
( Lym antria  iii\fnif) (ибл. IS-Л).

Вирнон бакулопирусп имеег цилиндрический 
iryxjeocaociu. и кот ером пи-лк **п.чш ею ДН К  
Попав В ОДрО »1мфиШ1|Н»П:1ИНОЙ КЛГТК11, блкуло

7аfkwtyi IS.J, I ('которые насекомые арсдитс-тн,дли 
КЛИТрюи 'm im m ic tii конрич применят! 
Гикулопирусм

limikCMW* VpaMUIMNN1 Гм 'ш ан
w w i r x н а я в т г

4<»4.V>rn»' trrUfre 11иП|<ДМ1Ц|К
ссеимшй рмжиВ

Осмо

llrlul|MljR 111#ХХЖГ. iKTlfcIII) til
шелмжры .•ercui.H

HflHihii Щ) COM4 C^’IlKWXU X .n in r ( « p r o
(ЪХ!Ш p/rudMUfttiH Mcniiuinui JUcvcym

шешакпнвх
i  ><Ua (v»4+tthf lU x iB O p M Г poiKuh nrex.

мб.кжмм* оГьНят
Уги Ы {4«,ш hi O m u l 1111 к м у и п
(Ъугпч еШнгтл Ж>К IKCOf'OT KfikCKnUNH

пирусиыг чист и н и  объединяю тся, oTpu iyn к<»1- 
iciicm yio структуру. заклю ченную  о кристалли
ческий ОСЛКОИЫЙ ХШТрККС. O il СОСТОИТ п оси  пи
н ом  ит белка нолнэдрино. П осл е гибели 
1шф|1111«Г011111ШЫХ IUICCKDMUX И срслу ВЫХОДШ 
МИЛЛИОНЫ НОЛИ*лртюпы.\ ЧПСТПЦ. ПОПИЛКИ я 
киш ечник лруптч насекомых, ОШ! иолпергаюгея 
дейгтиню  щелочной среды, митрнкс растворяет
ся м ны споболлим т'я инфекционные вирусные 
ч и с т и н  О ми прошплиот и клетки кшпсчшнея 
насеком ы х. ч ер с! питон .чтим у полддлкл и ядро, 
где после улдленн» кукле о т т е к л и  lipoilCXCVUTY 
pen IIIKHUlin lUipycil м образование ПОШЛ пирус- 
ных чистки Н екоторы е и т них noiuuuioT и кро- 
IUIIOK ИОССМ1МППО. CTTHWypOttмоими. СП ЦЛД1МЦ- 
ТНЧССКОИ МСМбриИ»! НПфИЦИрОППИИЫХ КЛСТОК, U 
« тем  и и другие оргииы. О бы чно насекомое но- 
(нСип no прппнчлпин 10 pu>iuon pen nuniiiin  
вируса. i. e. примерно *iepei 5 6 c y i после им 
ф скцми, мри т х м  до 25%  сухой млеем н асеко
мого п р и хо д н ая  нм долю  поли тр и н а

О дно и I пройму шести бикулоиирусоп как нм 
стр ум егш  CiuuuNiipoiui численности насекомых 
c o d o in  и и А ц м п е л м ю сги  м хлейсгвив. С  одной 
стороны , ли» означает, чти ш и ты й  бакулопирух 
может iicvuuibToiuiTLcu пта м ч п р о л я  численно 
сти  г а д и а  определенных насекомых пре л т е  - 
лей Н о с  другой , благодари ю м у что бакулоан 
русы  ‘лкии!кч111(шир«ша.1и м течени е многих 
ты сяч л п  совм естно со своими иасеком им и-хо- 
тяеввАШ, с т и  11а>ч11Л1и:и преодолевать ич киши 
ные мехами ш ы , и потом у устойчивость к гинм 
вирусам pu.iшишеic.ii крайне редко ГОрпдД» ре 
же, чем к В . th u n n yitn u x . Fxvnce того, устойчивые 
к бикулпиируедм насекомые бы стро угричинлют 
н у  способность после того, гак  прекршноюг 
ншимолс(к:пм!|шТ1.с иирусами

<1>срмсрм и садоводы 11рел1ю чни 1мт и сти н , 
т и л и ,  олин h i i c c k t h u m j i i m h  u re in . действую  
шип ни различных ивсемш ыч*вреД 1гтелеГ|9 « не 
м иаж есш о инсекпиищ ов. *>ю означает, что д;м» 
Гкспсг пшрокоы» применении Сюкулирусип иеоб 
ходпмо рвсш пр1ггь круг их хозяев.

Г>ы.»о п о к аи ж о . «по при опноврсмснном ин 
финироппнин клетки насеком ого лиу мп штам- 
m q m ii  бэкулопнрусов после их реплмкаиин ино 
гия п ш тл п к л ей  новы е штеммы» немного 
огличаю ш неса но своим  лсйсп ш им  от н сх о д и ш  
вирусов Причиной ^ ю м у Я»1Ппстси гомпл«>п«ч-
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ИНН р С К и ч О и Н Л Ш Ш  м е ж д у  Д Н К  |М1ЭНЫХ Н И К С О Н .  

Д е та л ь н о е  H iy iL llU L  УТСЯО МНЛеНИМ ПОКА ш ло, *Ш» 

рекомбинации осушсстидяется нпредела* участ 
ка Д Н К  длиной K t iu  79 нуклеотидов, риспопо- 
женкого и гене гели к.пи р143 Возможно, ло т 
участок и определяет кругхозяев различных пн- 
кулошрусон. Учыьшая вес ж», можно предпо
ложить, «ПО J2MCII1I И Н*М некоторых нуклсотн- 
дои пошалит создавать бикулояирусы с инее 
широкой специфичностью.

Усиление биоконмралн г полющею генной 
инженерии
Викулин прус и нс ока тышипт снос действие 
mi мопс о по В зависимости in услопин ннфнин- 
роионное KtccKoMoc может погибнуть ui гершш 
от нескольких дней до нескольких ислсль. Что
бы ускорить т т г  процесс, попытались увели
чить вирулентность бакулоонрусоо введением и 
них чужеродных ген он, и рг>у льгота ж п|ессин 
которых произойдет ослабление инфнииро1ин- 
•mro насекомого или его гибель (табл. 15.4), В 
одном h i  жеперименгои предтю/шгатось но* 
ншидокль ген, экспрессия которою м ьисгкл.ч 
насекомого хозяина нлрушлет еги нормаи-пиИ 
ЖИИКННЫА никл

Известно, чти ппнпжгннс уроним ювениль
ного гормона у личинок инициирует окуклива
ние и ирнводит к прекращению их активного 
питания. Э ю  снижение происходит и результата 
повышении содержании специфической эстера
зы. каталитирующей Гфеирашенне (июлогичс- 
с ки активной формы сложного метилового эфи- 
ра ювенильною трмогш »  неактивную кислую

Т Л ш ц а  /5.4 ;Ы ф 1:х 1 некоторых let ил». m u c in  пах а 
Гикулиимр^си дим повышений их и и с с м и ц к д н и т  
дсйснимг*

ПрЦ\Ы> ! « • К  *Н1Н»#С. (МИ МЛД1-МИ1
M l B ir f ir a m r -i i i ia N ii

/ In y p e n f u i^ iB  |цмиом VdCHUilCMIic сбъсия Гтгмпяи%|фм

Э с те р ги  V'DCIUI !11М (̂ 1 
!ирМ0«1Л

1 IlYKjUUU'fete «' •rrjllll %

lO K O m  К  tf liir iiv iin a j u  г и г  п и и т  ни

Ii4 .cn  и СКОрИМОИй П е р ш и т

К « п п м (й  Ы м ’мь П алл'и -*

Т т т п  ге и С1рсж,|щрсмс1»>и:й M fAjiiM viiUM .
мехигаиое ирпбиплтиг t  нсис

'* М,р|бя«Ч H»mU. Сыт Of* ib*vW fc НЬ-Hf, IW

l]K>flf»IV. ИнГИСИ|Н1|1Л11ИС им иnноет и эстерллы 
орниош н к накоплению in vivo пктишима юис- 
нн илюго гормона, личинки доныне «отмотан на 
стадии акшг ною питаты и и результате лостиги- 
юг штатских размеров. Разумно было предпо
ложить, что при искусственном повышении 
уровни экстервзы ювенильною гормона нро- 
hjoIU ct понижение уровни знпоншиШ) актив
ного ювенильного гормона и преждевременное 
!цккрашение питания. К тому же было известно, 
что при уменьшений времени активного шпшшя 
личинок урожаю наносится ч е н ы тт ущерб.

Чтобы Проверить по предположение, при
шлось сначала промести эксперименты по кло
нированию к экспрессии rcim эстеразы юис- 
шпыюго гормона. Фермент выделили in  
1шсекомою HeUaikis vircsun\ (сопки) и и* i и сти
ли Определили ею аминокислотную последа* 
шгтвдьностк спите виропа^н олигонуклеотид, 
стхгтветгг1\ую111Ий evtnowy мт ссгмеГтэв белко
вой молекулы, и использовали его о качестве 
шила дли тОридитишю. И ) библиотеки кДПК  
//. \in\scat\ выделили код||ру!ощуп1 послсдоиа-
ICAWlOCTl. ДЛЯ MTfepinU ЮВСНИЛгНОГО IUpMo|in и 
встроили ее в i c i -о м  бакулопирусд так, чтобы 
она находилась под тр п тк р тш тш н ы м  контро
лем вируса После обработки таким рскбмби* 
luiirniiiM Оикудопирусом fiiehopluxM ni (сопки 
ни). iuixoaHmet4:fi ни иёраоЛ личиночной сталии
|1.1 ШИТИИ. СОДСржДИИС ЮВСИИЛЬНОЮ ICipMdlf.T у 
1 шее комою сн и ш юсь, и рост личинок peiM» ш 
медлил ев по сроипеиню с таковыми контроль» 
иых личинок, обработанных бдку.юиирусом ди
кого ниш

К сожалению, применимость л о го  полходй 
ЯЛа повышений .йффекппшюти инсектицидно* 
го действии баку донору с он пг ринмчикптм тем, 
что ухулшеиие питании личинок при повыше
нии уровни кгтаразы к те  ни илюго гормона про
исходит только иа первой спимн раииггнн ли
чинок Л ич инки , ннхолшинеем нп друтч  
стадиях разнит им, гораздо менее чуютпм1 едм1ы 
к обработке Гмкудовируспмн. Тик мм обрямкм. 
бакудопирусы, снениипмю скш1сп>)11ро1яии(ые 
длх экспрессии гена эстеразы ювенильного юр- 
хюид, -и]н1»сктш111Ы лишь шгла, копа личинки 
больше п чает и популяции шаскс*ного-».рслн1с- 
ли tfauvwrcst им первой сталии рлпштич, ЧТО и 
естественных условиях почти пелоетжимо.
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Другой подход к повышению эффектИНОСТМ
И1К.СКТИЦИЛМОН1 ЛСЙСГПИМ Сг.!К>ЛОВИр>\.1Л1 ОС1№- 

пан let включении и »щ>успый ic Hom геи л нош
iu>rn ншжкомосисиифимного токсина, который 
экспрессировался 0и  по время цикла вирусной 
инфекции R один lit штаммов бакудовируса 
бия вв«дсн ген насскомоспсцифич»юго нейро-
токешш, cinrTt*‘J> ip > i'M O in  ее иерилфрм канским 
скорпионом, Androckmus ituximlis Hector. Этот 
Hcftporokctm, не окаэьншоший никакого дейст
вии на мышей, блокирует транспорт ионов натрия 
в нейронах пасскомых-мншсисй. что приводит 
к цара пну н смерти. Насекомые, к о  юры с  б ы ли  
инфицированы баку л о п и р у  сом. иссушим геи 
нейреггокеммн скорпиона, повреждали листья 
кое и рольных растений ип 50% меньше, чем на
секомые, инфицированные бакулонирусом ли 
кого типа.

K.tuitiipoitnjfite и экспрессия кЛН К  токсина 
шроильскогп желтого скорпиона, Lcturus quin 
QimtriaiiiS hehracm. n Оакулоаирусс Aatographa 
calif on пса привело к уменьшению времени, ко
торое необходимо для уничтожения 54)56 дичи
нок контрольного насекомого, со 120 до 78 ч 
Кроме тою, "ftcpc.1 120 ч после мифе кипа ли 
чинки насекомого, обработан ни с рекомби
нантным вирусом, ил брал и втрое меныиий вес 
но сравнению с личинками. обработшщыми 
вирусом ли КОП) типа. Таким обритом, ре комби- 
1Ш1гт1гып бакулопирус не только ускорял гибель 
ИНф11Ш1р011111114Ь1Х Л И Ч И Н О К . Н О  II сущее г пенно 
уменьшал способность насекомых повреждать 
рвете н и я.

Нс тик давно рекомбинантный бпкуловмрус 
A. California) , продуцирующий насскомоспе- 
иифичнип нсИротоксин Aiutroaonus australis, 
бил протестирован п полевых условиях. I) 
нрпигдгинич ранее ляборгиормих экспери
ментах наблюдалось уменьшение времени, 
необходимого для уничтожения нисскомот 
7 ni, на 25—5056, но сше больший эффект 
о кал и идя рекомбинантный Оакуловирус и 
контрольных полевых ИСПЫТЛНИЯХ (рис. 15.7). 
он быстрее при полил к гибели ипсек’омых. 
снижал ущерб, причиняемый растениям ка
пусты. сокращал число вредителей в следую
щем цикле репродукции.

Какую бы ирфсктнишчт ь ни обнаруживал 
конкретный рекомбинантный бакуловнрус и

Р и с . 1 5 .7 . О ы д и п а с м и с т ь  л и ч и н н »  7  ей nuc.tr 

балки лиспев к а пуст бпкулопкрусом дикою типи 
или рекомби1ипгп1ым бакуловирусом, >кспрсссмрую- 
шнм геи иейропжеина скорпиона. На контрол и  т е  
растения наносили только аичинок шггкоммх Чен 
мим выживаемость, тем Полине л и ч и н о к  ih -jh Cuto и 
i tм больше '.эффсктипиость обработки. I'acrciiiiii об- 
р а б е п л л ш  Гмку>н>м1руемми ш лм ^и и ди  и  p e r н имиые 
эксперимента

табор&торнмх’ экспериментах, основным пре
нии пшем н.1 пути ею iiiHpokocuacunuCHOio 
применении н пнисто- B U c o k iU) стоимость его 
нрсппрлтоп и трудность распространения Ба- 
кул о вирусы -  это облигатные паразиты, они 
могут рп «множат!*: я только и живом организ
ме иди в культуре клеток насекомого, Стои
мость пре мира юн баку лошфусои, пскишсмми 
от тою , является вирус рекомбинантным ИЛИ 
нет. горол/ш выше, «см химических инсекти- 
нидов И тем пс менее не исключено, что био* 
логические инсектициды наИлуг более широкое 
применение, если учесть, какое неблагоприят
ное вохлсАствие на окружающую срс/iy ока j u d o  
ют химические ннссктипмлы. т с если сопос
тавить •!> СТОИМОСТЬ и выгоду, которую они 
дают.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время микробиологические инсек
тициды получают вес более широкое распро
странение благодаря Toxty, что они нс окаты на 
ют 1фсдмог о воздействия на окружающую среду 
Нскошрыс пашням бактерии BacHHs fhunaftfcn
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дм образуют нрогакснн. которым, попадая в кн 
in -ч ни к насекомого и условиях щелочной сре
ды и под действием пищеварительных протсав 
превращается и активный токсин и nujunae? ги
бель насекомого Летальное ясйстпис токсина 
обусловливаете* образованней в мембрлнпх 
клеток кишечника ионных кашиои. через кото
рые Л Т Р  ныхпднт и »Клеток. Эхо приводит с ия- 
рушешио мсти6оД1п \ т , прекращению питании, 
дегидратации и т д. Токсины Н. tlmringiensb вы- 
СОКОсИСЦИфнЧНЫ Н отношении ОГраННЧСИ1ЮГО 
числа иилок насекомых и нетоксичны для исс> 
остальных; они разрушаются и окружающем 
среде н поэтому редко оказывают ощутимое 
влияние на нее. «гто не способствует отбору ус
тойчивых v мим насекомых. благодари всем 
этим свойствам биологические инсектициды 
мнляюген перспективными кандиля™мм на 
роль аI сигни, с помощью которых можно конт
ролировать численность насекомых, причиня
ющих ущерб сельскохозяйственным культу- 
рпм, и насекомых -  переносчиком Сч»лс iiici

человек».
Клонированы н охарактери зованы гены раз

личных токсином В thurirtyictixix Один и i поенх 
геном был введен и неспор) лиру кипи П штамм 
Bacillus. При этом ген экспрессировался на всех 
стадиях разлития микроорганизма, а нс только 
пн стадии образования спор, когда формируется 
тфаспоралышй криста ы.

Чтобы расширить специфичность токсоид 
Н thnrtnymisix, гены различных токсинов 
ьегрлинали и плазмиды и вводили в хозяйский 
пгтамм либо в спеллю или шил с широким 
крутом хозяев, либо путем интеграции в хромо 
соммуюДНК клетки - хозяина, бактерии, несу
щие два ратных токсин птах теня, ипоглв ока
ты надись токсичными для какого-то третьего 
и иди Мпсемптого*’вредителе, а не только лая тех 
дпучпилоп насекомых, ид которых тсйствоплш 
Продукты исходных геном. (  ПОМОЩЬЮ 1CHCIH 
чсских манипуляции был создан рекомбинант 
ный белок, состоящий in  двух доменов, коли
руемых ратными генами В. thurwpensis. Он 
ока и.пмд двоякое токсическое действие. Входе 
другого экспсрнмеггга рсиепторсояэыпиюшип 
домен одною токенна был объединен с облада
ющим токсичностью доменом другого. Есть 
надежда* что применение таких гибрллов

уменьшит вероятность появления устойчивых
идее ком их

Гены токсинов U. thurinfjensis вводили также 
и ропнпные обитающие в поверх постом слое 
ноли микроорганизмы. которые служат ш и и т 
для личинок комаров УУтт подход оказался 
весьма эффективным для прямой ДОСПШКП ток
синов Н //r/in^TMvil BBpnUlinW HJK«KOMOfr>-MI4- 
шсии. Геинониженгрными метопами Гнали с т 
ланы также бактерии, ошпанчпис в ризосфере и 
экспрессирующие 1«1Ш ТОКСИНОВ В thiinnyiensis. 
Sro позволяет бороться с насекомыми, повреж
дающими корми растении.

Гйгкуловируеы ГОПШСЧШМ ШШ нищих иилои 
насекомых, ио хаж ш и их штамм специфичен и 
ОИШШСЧ1ИИ небольшою числа видов. Обычно 
гибель инфицированного насекомого происхо
дит лишь спустя довольно длительное пре ми, 
ПОЭТОМУ (йасул О ИИ РУ С Ы НС очень ДффсКПШН»* 
как средство контроля числсжнчтм насекомых 
Один ко и различные штаммы блкулонирусов 
можно ввести специфические тени, н тогда ни 
рус может лейст иовать как система листовки гг- 
на. обеспечивающего utirrci инсектицида в тс 
чснис всего ж нтспного никла и пруса. 
Проведены предварительные испытании в лабо
раторных условиях, которые пали иоложитель 
ные результаты. Кроме того, и бакулоимруч: Сид 
введен ген неЙротокашп, смергслы1о1Т> для на
секомых. и были проведем и  полевые немыта- 
нив
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КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. к.гКеФЫ ripcIIXtyUlCCTIkl 0»SQ/lOI 1Г1ССКЖ ИМССК- 
ritiuiaoii перед химическими?

2. Почему i иксии Bacillus thurmgicnsis не пжен- 
ЧСИ JUIM чслопскл?

3. КпкоО iiosxon гы использопгип! бы  ала илем* 
тмфакацмм геми протоксини Bacillus 
Ihuringicnsit suhsp isroilctnis' Какое практи
ческое примсиеиис можег нагни л и г  ген У

4. Кпк нммснить. г ж  aoKBiiiDouait ten  опреде
ленного протоксмип. и iiiDUMivie iuut н xih>- 
м (чом пой i l l  Ik  В. thuringienxbf!

5. K :ik  с  помош ыо гсиноВ пижогерии можно 
улу'ЧШШ!. полезные сиойслю TUIU или иного 
прслоксини В. thunngicnsts'!

6. Как. используя метали генной игосспсрип. 
noiiMuiTit 'л|к1»см11т»счтъйакуло11Нр>сои кик 
иисастцидпых aremou?

7. Каким oOjnuoM можно puciiiiipim» индосис- 
цифнчноегь ТОКСИ НО U?
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8. какую информацию ш  можете получки., 
чини, к какому классу от ноете и tor «им 
иной (кую>. Cry?

9. Как 6м нм мемифнииролади Седок Ci>*. что- 
бы уменьшить вероятность поя тени и насе
комых, утйчиимх к токсину1

10. Почему (мистерии АМксасаиШ ехсешгкш мд- 
листси пссьш пр|<к.скитслы4ым MHKpoopnt- 
MiriMoM для ocytuectалеиин и ней жспрсс- 
сии геном тикенмои ft thunwirtms*

11. Как расширил* круг насекомых, инфициру
емых данным бакулияирусом?
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Промышленный синтез белков при участии 
рекомбинантных микроорганизмов

Д ля получения коммерчески* ПрОЛуКТОН L  помо
йною pCKOMOltHUHTHMX МИ1ф0ОрП1!1ИЗМОВ необхо
димо сотрудничество слеиналисiott и дну* облас
тях: молекулярных биологов к оно технологов. 
3a.'U4tt молекулярных Си10Л0«00 ш е л ю ч и т я  и 
||ДС1П 11ф|нслши(в изучении сиоистн, чюлнфшш- 
пин нужных icfion и со ш и ш и  яМюктнипыч сис
тем их экспрессии и клетках микроорганизмов, 
когорыс можно <*>2к т  н и  xvi и к > и .т д 1 н промыш
ленного синтеза соою етстиутш сго продукта, л 
.вдяча бю тем ю логои и обеспечении условий 
а т и м а ш к н о  ростл нуж ною  рскомбиианшого 
микроорганизма с целью псслучсння п р о д у к т  с 
наибольшим выходом. Ил м рс рлнш тия мапе-
К) ЛЯрНОЬ бМОТСЧИОДОГ НИ УЧСИМС IlilMWIO ПОЛаТл
ли, что переход от лабораторного синтеза к iijx i 
мышлсииому я о  попрек простого увеличении 
масштаба, т. с. условия, оптимальныеД.ТН малых 
объемов!. Оулу I оптимальными и для Гюлынм.ч, 
так что достаточно просто выть большим реак
тор I» соотнстстнсино больший обг|<*М культу 
JXt Ibllolt среды.

Тихое упрошенное представление нс соот- 
астсткусг ДСЙСТиИТСЛЬНОСТИ Например. Л Эрос 
мыс мнкроормни «мм хорошо рЯС1)Т и сбычной 
колбе ни 200 Mil при аэрации се содержимого с по
мощью мешалки меткостью 300 Вт. I тми просто 
увеличить объем •колбы* ло |П(КЮД|ПрОЯ. то по 
требуется мешалка мощностью 15 МВт. Не мотор 
будет размером С  ДОМ. И при ПсрсМСШМНЦИНП ИМ- 
делится столько тепла, что микроорт ашимы по
просту сииригсм Этот простой пример может НС 
во геем убедит биоте*пологов, олникоонн точ
но JIliHOf, ЧТО ИрООЛСМ.1 HpOVUIU/lCHHOlO куль
тивирования микроор1пнтм ои не сколите я к 
пропорциональному увеличению масштаба ла
бораторного эксперимента. Конечно, увели

чить размер pci мора < (торгах гори ферменте
ра) сопсршснно необходимо, ПОСКОЛЬКУ для по
лучения 10000л клеточной суспси ши не имеет 
смысла использовать 50 000 отдельных колб на 
200 мл. Однако помимо этого для получения 
максимального выхода как в малых (от I ло 
10 л ), так п и больших (>1000 л )  бморелкторах 
необходимо оптимизировать х| мо же с т о  пара* 
метром: температуру, pH. ммтенсмнмость и 
способ мс‘,ч:х(с1ии1ы1ния культуры и -  в случисаэ
робных opfTiiiit SMOB -  концентрацию кислорода. 
При пом пало иметь и виду , что как правило 
оптимальные условия изменяются при каж
дом десятикратно* увеличении объема Омо- 
реактора

Сеть и другие очень южные соображения И 
реакторе должен поддерживаться лостаючныи 
уровень стерильности и. кроме того, неоОхеши- 
мо создать условия, irpc.wnipaiiniKMuifc учечку 
генетически измененных микроорганизмов. 
Чтобы иметь ПО 1МОЖМОСП» быстро II ЛС1 ко изме
нить условии в холе <|>epMcirrauiiiu реактор лод 
жен быы- снабжен кок|ролько-иэмсртслм1014 
липариту poll. позволяются непрерммио отсле
живай- итчеиия как можно большего числа иа- 
(жметроп. Поскольку при сгерил1м.щии может 
П1МСНИ1ЫЦ сектам среды (например. MOiyr pai- 
рушаться витамины). важно убедиться в том. 
что он оспы с и оптимальным для рост нужных 
ммкрооргини шоп.

Как правило, промышленная «ферментация и 
очистка продукта процессы многоступскча 
1ые (рис 16.1). Обычно процедура начинается с 
приготовления и стерилизации культуральной 
среды и оборудовании. Сначала пырашнпшот 
исходную культуру (5 10мд>, т е м  инкубируют 
ее но встряхиваемой колбе ( 2 0 0  10Ц) мл). мосле
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Рис, 1 0 .1 .  O O o Ci i u m i i . iii  с х е м а  п р о ц е с с а  

nponhiiurcimoii ферментации Выделяе
мый ироду к i и»ч«атси либо п метках, 
либо и кул1>ту|ш.1Ышй срслс. но нс о обе
их ф р л к и и и н  1Ш1Ю1ЧКМС1ШО. га к  «по 
дальнейшие ианилуятши проиошп l 
одной и »э т х  фракций.

чего iicpcifoarr n cJicpxiciiTcp aim  посетило млге- 
pwuiii (10 100 .i) и, наконец, и промышленный 
ферментер < IflOO- UX) 00(1 л). По инертен и и 
ферменшинм клетки н ь и с л м н н  из культурать- 
иой с р с лм  цситрифу гнронанисм или фильтра 
Ц11СЙ. Сели Продукт ЛОКПЛ1ПОГ1ЛН И11>трн клеток, 
последние разрушают, удаляют клеточные ОС
КОЛКИ и выделяют продукт И Т ОСЬСГЛСНПОЙ с р е 
д и .  Сек ротируемый продукт иылсляют непо
средственно из среди.

Рост микроорганизмов

M m cpoopraiai «мы можно ныртшоштъ и ф ерм ен
тере периодическою  де нег пик, п ферментере Пс- 
ржиШЧСККОГП ЛСЙС!ЛИМ с  добш менисм субстрата

ш и и непрерывной культуре (рис. 1Ь.2). К пер
вом случае микрооргии «ими пыративакп и сте
рильных у и к н ш м х  (кз поблпленн» и ходе <|»ер- 
МС1ШЦИН свежей культуральной среды. Во 
втором случае по ходу ферментации к культуре 
ncpiKuneiccv-.i добапдмюг увеличивающиеся ко- 
личсии» П И П ГГ& Л М Ш Х  ИСШССТИ. при .«TttM куль
туральную срслу нс удаляют до окончания про- 
ucccu, При непрерывной ферментации с не жал 
культуральная среда поступает ъ ферментер не
прерывно. и параллельно отвадится такой же 
объем клеточном cycitcMitnt. Вс* всех случаях чс 
ре« срсл> при необходимости ироду ЯЯЮТ кисло 
род (обычно и нндс стерильного аачяуха), лооан- 
лиятг псногаситсль и (если п о  нужно) к пев т у  
ш и основание
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P»U' 16.2. ИтиСИСММГ гл HffUCHII МЛИМ'ПТрОПМИ КЛСТОк’ II cy<kl|WTn И ПСРМОЛИЧССКОб КУЛВ1ТУРС [ A ) .  nrpiUVUHir 
ской культуре с добаидгнксм субстрЮТ (£) •« в McnpcpuiuiciH культуре ( В).

Периодический культура

В коле периодической ферментации cocr.ni 
культуральной среди, концентрация микроор
ганизмов (конисн1рация биомассы). химиче
ским состав клеток и количество белковою про
дукту или мс|аСолитм здписят от i]*a»u роста, 
клеточного метаболизма и нлличия питательных 
пешее in Ра»in чаю v шесть основных ф.о рост: 
Jnr-ф аз), фазу ускорения, логарифмическую 
(log), или экслонснниилмтую фазу, фазу замед
ления, стационарную фазу и фазу отирания 
(рис. 16,3).

Обычно после инокуляции стерильной куль 
туральмой среды мгновенного увеличении числа 
клеток не наблюдается. В течение какого-то пе
риода времени, шпыняемого лш ф а к т, клетки 
ядя&тНрукугся к новым условиям: другим pH или 
ко1Щс»гтрш(|ш шгттсльиых веществ В ходе та 
ьоМ адаптации можа произойти включение км 
кил-то пош л, ранее не прояпипшихся путей ме- 
тоГкиНПМи Jilt! |J-I Ш HftftBBVlUCfCH всякий рю, 
когда посевной материал получен »п культуры, 
poet которой Прекратился в результате исчерпа
ния субсфптп или ингибировании продуктом 
(1 . с. культуры и стационарной фазе). Продол
жительность Лог-фазы кипи, и м и времени, и те
чение которого KTCTi.li посевною материала iut 
ХОДНДИСЬ II CTOUMOfUpHOft ф а л, И ОТ ЮТО. КВ К
сильно различались среда, в которой росла

культура, и цопая, свежая кулыура.31 или среде 
Если же посевным материалом служит культура,
ПОХОДИ ШЛЯСО и ЖСЛОНС11ИИДЛЫ10Й фоЭС, го вы - 
|wi* c iih c i* ллг-фны может он. уте гноишь и рост 
начнется немедленно после инокуляции- Между 
лаг- и экспоненциальной фазами есть короткий 
ПСрИОЛ, ГПК ПОЭМ ВВС МНЯ фа.Ю уСКОрСНПЯ, котла  
скорость роста клеток увеличивается ло дости
жения постоянной величины.

Во прем п >КСЛ011С1«ЦШЬТМ10Й фены  клетки 
претерпевают несколько леленип, а удельная 
скорость роста остается постоянной. При ю -

Ряс. I6 J . Крита реет бактериальной культуры при 
1гсри(щ»г«сскоЙ фермеилтии. I ли  -фаа. 2 ijwm 
>скорснн&. 3 - 3KemMiciiumiuittM фаза, 4 -  фена та- 
иеДлеиии, $ -  civauu*ijpiiaM ijiuia, Ь фии imuquutmt.
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ного контроля, чем простые ферментеры перио
дического ДСЙСТШДО, II псотому ИСПОЛЬТуЮТСИ ре
же По оми имеют рил преимуществ, если голо- 
р т ь  о разработке систем получении Гтелкоп с 
помошыо рекомбинантных микроорганизмов, ;» 
потому СТШ10ПЯТСЯ нее более популярными

Периодическое добишснис субстрата к рас
тущей культуре рекомбинантных мИКрООрГП- 
•пымоп продлевает экспоненциальную фату и 
отсрочивает наступление стационарной фазы, 
но время которой инициируются клеточные от
веты на стрессовые воздействия, происходит 
tiiirrcj протеина! и другие изменения метабо
лизма, уменьшающие выход рекомбинантного 
белка. Для поддержания метаболизм* клетки 
хозяина КШ1НЧССПЮ добавляемого субстрат не
обходимо постоянно увеличивать Чтобы обес
печить непрерывный СИНИМ рСКОМбиНДНТНОГО 
белки и ссо стабильность, нужно тщательно кон 
тролирототь процесс и добамять субстрат <ис- 
10ЧИИК утлсродл II 41 ЮТ И имеете С MHK'IHYfltCMCH- 
lUMlt) с ризу• кап ТОЛЬКО U ЭТОМ ИОШИКНе!
НСОбХООМОСТЬ В ЫВИСИЧЮСТН or генотипа мик
роорганизма и природы рскомбиишиного белка 
При ИСрИОДНЧССКОЙ фсрМСНМЦМИ с добавлением
субстрата иыхол продукт может возрасти на 
25—1000 % по срлннснию с простои периодмче-
с к о п  |}»ермс1ГПщиеЛ,

Периодически» ферментацию с добашеин- 
см субстрата можно н и 1о.1ьэоилц. для культиии
poicillllfl ПС ТОЛЬКО м п к р о о р !illlll .м ои. н о  II о с -

то» млекопитающих и насекомых. '*>го очень 
важно, лосколыс) -  I )  ыиснс культуры все шире 
прими ШИЛСЯ ДТП получении бел копия гродук 
IOB* имеющих МСЛН Hill 1C КОС 1Н№1СМ1К; 2) бет ПС 
|жодичее кого добавлении субстрата жиаотнис 
к TciKil lie очень *и}к|*о 7iinno inm e щруктг чу к  с- 
ролимс белки.

Непрерывна* кулыпура
При непрерывной фсрм(лгтпиии стационарные 
условия, т. с. условия, при которых d X / d t  е 0, 
оСсстгечиьаются ivm , что при поиоямиом объе
ме бнорсактора убыль числи клеток (удаление 
продукт) в точности уримнопсшипасгсл их уве
личением в результате деления. Говори более 
формальным языком, дли непрерывного про
теев I» СТВЦМОНарНОМ СОСТОЯНИИ СКОрОСГЬ раз- 
ведении />. определяемая как скорост*. притока

среди /'.деленная на постоянный оСтьсм среды V 
в бнорслкторс,

/>~ F / V ,

ранни удельно А скорости роста р:

/) (dX/dt)(\/X) -  м

Чтобы получить непрерывную культуру с ПО
СТОЯННЫМИ ГПЛриЛИПЛМИЧСХ'КИМИ ХПраКТСрИСТИ-
ками, нужно создать условия, при которых 
удельная скорост». рек та бы ы бы ниже м.чгси- 
ма 'пион величины Дда этою нужно так от
регулирован. насос, который контролирует СКО
РОСТЬ притоки /. чтобы объем культуры п 
биорсаморс f полдсржшиисм постоянным 

Важнейшей задачей промышленной фермсн- 
таиии является получение максимального коли
чества продукт при минимуме мр;гт. Эту кшчу 
можно ретин», если дни каждого конкретною 
процесса рсадаба1 Ы1ш ъ  свою, наиболее эффек
тивную конструкцию ферментера. Вообще г оно 
рм, непрерывная <|*срмспгиш|и применяете и и 
громышдсньих целях не так уж часто, прежде 
всего потому, что ученые накопили КЫИСЮЛЪШИЙ 
опыт и роботе ( периодическими культурами. 
При этом стоимость получения ланкою коли- 
чсствл биомассы и ферментере пспрсрывного 
действия гораздо ниже, чем в ферментере, ра
ботающем и периодическом режиме. Такое уде
шевление обусловливается следующими факто
рами

• Для получения данного количества продукт 
с помошыо непрерывней ферме!тщии нуж
ны меньшие бнорсаюоры, чем с помощью 
ncpmvuniccKoA.

• При периодической ферментации для сбора 
клеток, их разрушения и последующей 0*111 

сткн белкового продукта или метаболита, 
синтезированного микроорганизмом, иеоО 
холимо кр>тнюгабг1р|ггнос оборудоианис. В 
то же время п ферментере непрерывного лей 
ствия синим илег постепенно, тик что и обо- 
РУДОШИ1НС может быть lICCfOnblpOMO-JUIKHM.

• Фсрмсглер, риОопиощий в непрерывном ре
жиме. не П1чнган 1си*т. как ферментер, пери 
одического ДСЙСГВИЯ. КОЮрнП нужно времн 
сп времени |миру л л и . и подготагеиншь к 
новюрноиу использованию. Простой биорс-

й  м т
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.tk io p u  (I L ltx  ill c  p iM lt lf lO M , ЧИСТКОЙ и ли  
СТСР1ЫН.*Ш||ИСЙ -  основная причина сниже
ния эффективности процесса При нспрс-
р Ы В Н о П  ф е р М С Н П Н Д И М  H IM  П р О С ТО Й  СО|МГ1ДО

меньше.
• Физиологическим cnn>v fCUlbUlHMCTtUI ЮСГОК 

при непрерьнтой ферментации одинаков, по
лому синтез происходит более согласованно 
при периодической же ферментеими мсболь- 
т и с  различия во времени сбора клеток, кото
рый пропоют начинай с середины экспонен
циальной фаты м шкешчпвая ее поздним 
зпиюм. могу* приводить* значительной рас
согласованности.

Непрерывную ферментацию уже исиользопа- 
ли для промышленного получений белков cvwo 
•СИТОЧНЫХ мпкроортиитоя. ШТибиОТПКОв и 
органических растворителем.

Впрочем. это» способ имеет и спои пелен; 
тигки.

• время ({ермеЖТШКи и нспрсрынном рСЖНМГ 
иногда сосшпчиег МКЫОСОч, при лом  некп- 
inpuc ю л к и  мечут потерять рекомб|пм1т<мг 
ллатмидм. Клетки, ме несущие плазмид* 
(Яычиб р ш п у к п  меньше энергии и лелегсв
быстрее, чем те , капризе содержат щ и м и ду,
полому со временем выход продукта может 
снижаться io-та уменьшения числи клеток, 
способных си> синтезироягть Эг> проблему 
можно било бы решить, inrrcfpnpofaui клони
рован» iuft ген в геном е р ш о гш  ходите

• Очень трудно поддерживать стерильные ус
ловия I» промышлеиныч угп ж о в ш И  течение 
ДОЛГОГО времени. Кроме юге, для непрерыв
ных процессом необходимо с!ерильиос рс- 
icpwioe оборудование, что значительно уве

личивает основные затраты.
• К качсстпу компонентов культуральной ере 

.пы, используемой при крупномасштабной 
ферментиин, нс предъявляются столь пысо- 
КИе требопаним, как к ком попетом среды 
при ферме и ищи и ь лынапорных условиях; 
они могут изменяться от од1к>го процесса к 
другому, •по может при пол mi. к изменению 
ф итологии клеть и снижению производи 
тсльногги

РсП уЩ цИй 1Кр1ЮДИЧССХОП <|крМСМТ1»ОИИ KiK
весьма надежной системы сдерживает переход к 
любому лругомх ти пу ферментации, лджс при том 
ч ш  непрерывным ре а  нм раГким более и|и|.аш 
пен. И  вес-тики неладно бы ло создано сразу не
сколько установок, лабораторных (д о  Ю л )  и iu i - 
ЗИ'ШЫХ (Д О  ЮОО I). для  непрерывной и 
периодической ферментации с добавлением суб
страта -  с целью получении белков с помощью 
реком бинанты * микроорганизмов !*ю говори? 
о том, «по  более широкое применение непрерыв
ных фермопероп и периодических ф срм стеров 
с лоСивлентгм субстра т и промышленности 
это только вопрос времени

Повышение эффективности ферментации

Независимо о т типа биоредктерп а холе фермен
тации необходимо строго контролировать такие 
параметры, кик KOimcirrpiuu<*i растворенного 
кислорода, p H , температура и интенсивность 
перемешивания. Слиш ком  сильное изменение 
любого из них может суш ссш енно снизить ско* 
рость роста клеток и стабильность белкового 
продукта.

Д л я  огни мольного poem Е. сЫ1 и м н о тх  
других микроорганизмов, используемых в каче
стве инструмента экспрессии рекомбинантных 
белков, обы чно нужна хорошо д»рнрусмая 
культуральная среда. Максимальная сксу.ч к т ь  
утилизации кислорода при ферментиин»! 0М1 
зависит от массы клсто* Х щ максимальной 
удельной скорости р о с т  и скорости роста, 
зависящей о т количества потребленного кисло
рода >bj- Эти зависимость выражается следую - 
шей формулой:

Поскольку кислород ПЛОХО растворим и воле 
(0.0084 г/л при 25 "С), пи должен псшмипься в 
среду непрерывно. Обычно л л я  аэрации чсрс» 
ферментер продували стерилизованный воздух. 
Однако при этом и среде образуются пузырьки, 
И если <4111 слишком велики, т о  скорость НСрС 
носа кислорода к к л а к а м  ислоетаточнвдтм под
держания их роста. Таким образом, в ходе <J*p- 
мситдцни необходимо с помощью специального 
датчики контрол мромп к содержание растворен
ного кислорода I' среде, слепить за его равно-
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ВАЖНАЯ BtXA

Экспрессия i сна icMoi.'ioGiiiia стимулиручгг синтез белка n Л. coli 
n услоииях недостатка кислорода

C. Khirtin. J.fc Curtis. J. iX Modcna, L Knu<s. I L  Balky 
M r y T n * iw * * r * :W -W 5 . I W l

Поскольку кнелерцп nwvu рвсию- 
puv n KVtc, рост д;«робиых I'm* терпи 
часто лимшируглп кплшкчпгоч 
p iic n x v : МНОГО n к > Л .Т Л « Л 1 И^ 1  

среде мн-1кцх\гл Эп» проблема 
особенно iK7vu.:«JUi при большой 
ПИППИкТН Ку.'1|.ПР« или при круп 
11<*'<лп1Ш)Гянч1 ^сочетании Чти 
бы реннггксг. Сикпехиопоп! полы 
iiL'iucf. увеличить мшичосгоо 
ми. лирою, поступай ними w жид-
кую «улмуралигут среду. Предпо» 
ЖСНПЫС IIIVIMHIi состояли и следу
КЦЦСТС I )  1 ЮДЛ' « 1  I» КУЛ1.ПР»*1 1 4 1 )К 1 

срел) чжлш о кмелоролп имеете» 
иоэдухл; 2) поп-гш опчлучл (нон ки
слорода^ lues датскисм; У) лобан 
лсине к к ультурьсч л  Ы)  с г‘еле хммм

чес mix секли не ими, таких как 
перфи»ру1.гсрачн, погтшл*;щкс 
риагиориуосп. кислорода. 4; u«>- 
Л>и}»«1Юшим конечрумшп фср*и:н- 
«Гро пилм (браЗДМ, «ГпГи4 1'бсч- 
ис*н пылись uimoia. ыши дохшим 
и псрсмсшнкашс кулыуилшдюп 
ерепи. Все эш гешчоа< pcuiiuin 
♦кислорииную гргл^му* лишь 
ЧИСТ 1Г11ИХ ДЛИ М1АД0С и ю  них су* 
и и ч 'п у ч н  СПОЙ f ln p o i, ПО  Л1Х-1МЖГ- 
НИИ которою ПЫК\а продукт уже 
нельм повысить дшидейшмм по- 
бешденнем кислорода.

Н СПЧССТИС АЛЫСр1ПШИ»4 Г*!<1-
ЛМ н яр ПрСЛЮЖИЛИ мавмфийи-
Р01ЧП1. M U KpO O fKAH tflCi, ЦСНОШ г

lymijiiiLM для Kyai TiiiiipuiuiHitii.

таким (братом. чтобы он мен Гх»- 
лч* эффеишпио nuianjjotcm  ю т 
кмыорцп, которым iipHcyicmvci и 
кулыу|чыыи»И среде. Они перене
сли evil. Konnpyumuift гс*мхяс«и< 
нагкщобтн.* сислппстшс. ютрамп 
ip itlU Tn in tJlftH  С ки ле р н »! dill
sp. и несколько рекомбинантных 
fli!KTV|»tH lulKTCfHUL'.Г НЫIt ICMIH 
I.To O lllt cC'ftJMHiLI к и с л о р о д  с р е д и  
И  I M U t » r p ж и  ML'I п »4 14 »кую  КС411Ш1П-

раиию ею о клетках. чю стимул и 
ров^ю рост и зкслрссонп чуже
родною бедка. Этот подход 
irpiMiw>crpMru9ui.i тпмож»нхль
ПСС4А1Ы Н 1Х 1*П ЛЛМ М »|и  б Ю О О П П Г *  

С  КОГО |Ъ ИМ’НКИ 1рСЛ»1о|1 К'ХНП'М*- 

CMUl iluLl'III.

мерным |XKii|KVTcjieniK*M но всему объему и гща- 
1слмиJM перемешиванием культуры, обчхисчн- 
ВДИНИИМ и]к])СКГИ0|1Ое ДИСПСрГИрОВаНИС пу
зырьком.

Ьаимишклио микроорганизмов росту т луч
ше ВССП» при pH от 5,5 до К Д  Слслус! иметь в 
виду, Однако, что клеточные мстабо;ипм, посту
пая и культуральную среду. могут нтмешль сс 
pH Таким Суратом, необходимо тщательно 
Kom]4»;iH|4iiwnb pH в ходе ферменгаини и при 
иеоСШиьмост добхтдять в <J»epMciiKp кислоту 
ш и Щелочи. При ттом последние ДОЛЖНЫ быть 
хорошо нсрсмспшны со средой и равномерно 
раснрелслсны по иссму сбъсму.

Ганс с'пин inipaMcrp, от ксчс»ро1с» juiuicht ус
пех ферметшнши, температурь Пели они ни* 
же 01гтмилыюй, то poci NHKpoopiaiiHJMOti та- 
мслдмегся и HineiicimHocib м стаболнп ш  
еннжаекм. Если же. нагтрогин, темперопгура
U1HUIKOM IIMC0KB, It» МОЖС1 ьрон HtllTII П|Х1Ж.П>
щк'меннлн инду мши сишеы бедка, если ОН на 
ХИЛ И КЯ ИОЛ контролем 1еМП )̂ИГ5Т10Ч>1иТПИ* 
Iелы ю го  репрессора* или нндукния белков 
iciMOKiio тики, что лктитглф>с! мтеточные 
н)ютсииа на и с ни жт кыхол С*слмнич о н|ч>иукг.1

Тщатслиюс исрсмгшмв;Н1Ис культуры неоО 
холимо, 1ю*нсрных, ilia равномерной доставки 
питательных подсети к к лггклч И, ПО И юры X. 
дли прслот!^;иисн1ш накоплении токсичных по 
Снятых иропусгов метаОолидиа г» каком-миОуд|. 
исСолмиом отсеке Оиорсактора. Эффект ив нос 
перемешивание <тпкчитс.;иа1о легко обеспечить 
при кудьтивиронанин н небольших объемах, при 
крупиомаситбиом же культипиро1сиши пол 
держание гомогенной и культуральной с|ч'лы 
становится ОДНОЙ 1П ГЛВИНМХ П|ХЧ\ЛСМ.

Псрсмсинишнис кулыу ральноМсрслы нлияп 
И на Др>ТИС пхрвмпрм: скорсчгп. nCfCHOCil кис 
лородп НТ ГТуЗЫр1ьК0П пни и жидкую ерслу. u ia 
тем ни среды п метки; :Kjxl»cKTiiBiiocn»Tcinonc- 
рсдачи; точность млмсрсинп комцещрации 
метвболиген! п культуральной жидкости; и ^ к *  
(иннск ть л  не пер г ироваипн дсб4иивсмых рсагеи 
топ (кислот, оснований, тпагсльных лсщсстн и 
Т д>. Исходя 1П ИССГР ЛОГО, ХЮЖНО было бы 
предположить, что чем итснсилпсс культур 
нсремспшпастся, тем лучше она растст. Однако 
при чреэхкумн^м ncpcMcmHiaiitut среды и ней 
могут пспннкнутъ пиромсхатраеские эф11)сыы, 
|убИТСЛЫ1ЫС ДЛЯ ОаКТер»ТЛЛЫ1ЫХ клеток и меток
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МПС КОП ШЛЮЩИХ. HJIII ПрОМЮЙТ11 повышение* 
гемпсрлгуры, которое также скаж ется па их жив* 
неспособности Тик им образом, кмь всегда, 
цух;1ЮсоГи1юшггь&1 пас между ucoCxcuuimiktIiIci 
тщдгслию перемешивать среду и стремишисм 
COX|lUHHT i. цслосгносн. клеток.

I сп. еще олнн аспект, кясакидийся крупно 
масштабной ферментации, ко гори к не имеет 
отношения к техническом стороне процесса, а 
касаемся того, »«спсиилукт:м ли при этом рекой 
бмпаигные микроор! анкзмм. И большинстве 
сгр;м круги к>члсшгабпос ку.чштшнросшнис рс- 
комби 1Ы1ГГМЫХ МИКрООрП|ИИЗМ0в lOllpHKCllO С 
необходимости^ соблюден нм определении ч пра
вил и MifcrpyKuicil. Хогтя большинство рекомбк 
ншгтных микроорганизмов не предстал.*интт ни
какой опасности, важно нс допуск ш ь их 
случайного 9КИШШНИМ л среду. Дав итого мсполи- 
*)х»1см игисхиис системы, предотвращающие 
утечку ЖИВЫХ рСК0мГ)9|НКМТНЫХ OpUiHItjMoei или 
oi|HMiH4Hittin(iiite их рай 1|ХклралсMite, сели утеч
ка нес же п|х>и«ошда Кроме того, перед окоича* 
1С/1Ы1ЫМ удалением пт установки нее рекомби
нант мне MitKfioupi ани %мы должны бы • ь 
инактивированы в соответствии с опрглслснш!- 
ми инструкциями Испат.кчимную кулыурадь- 
нук»Среду Н>ЖС Необходимо ПрОДСрЯТ* Hil hit'(ИМИС 
К НСЙ жизнеспособных МПКроорпчцимон чтобы 
нсклххнт. их попадание «окружающую среду.

культуры с аыгокоа плотностью  
Вообще говоря, нрн получении чужеродных 
белкой с помощью рекомбинантных /:. coti руко- 
ПОДСТНуКУГСЯ тем, ЧТО Мри MUKCHMiL'IbHOfl конеч
ной плотности культуры получился и макси
мальное количество продукта. В фсрмстсрах 
периодического действия с добавлением суб
страта концентрация рекомбинантных клеток 
Л. coli достигает 50 грамм сухого вещества на I л  
среды (а и некоторых случаях >100 г/л). (Вес су
хого псшсстил клеток /.. coli составляет пример
но 26-25% веса влажного вещества.)

Одни из способоп ИОВЫшенни плотности 
культуры состоит в оптимизации культуральной 
среды. Следует имен* и пилу, что некоторые пи
тательные вещества, п том числе источники уг
лерода и акты, при слишком больших коипеш- 
рлииях замедляют рост клеток. 1лю»:ош 
попанляст рост при концентрации >50 r/л, ам

миак при конистрсшми У\  г/л. железо 
>1,1^ г/л, магии»» Ж .7 г/д, фосфор -  >10 г/л, 
цинк >0.(Щ  г/л. Таким обратом, простое уве
личение содержания rnnjneni.iii.ix вс шести и 
кулыутхп1.ноП среде при периодической фер- 
мечIтаимн но ласт желаемою perynuntra. Кроме 
гою, поскольку сослан сложных сред типа пеп
тона или дрожжевою »xci ранга может немного 
рспакмэтит! сп р'лул к разу, фсрмешзщим п них 
не всегда Сщнмя поспроидшшмоЛ.

Ацег.п который может подавляй. рост кле- 
тик. продуцируетем coti при росте и условиях
под остатка кислорода, по п л и тк а  глюкозы. 
Проблему его Образовании можно pciuirru. если 
использовать п клчсстнс источника углерода 
глицерин имеете» глюкозы, пошипеть температу
ру или НСНОЛВХОЮГП» рскомбгнднтный штамм 
Г. coti, способный ирсиршыт» вмени ь менее ток- 
СИЧНМС ИСЩССИЫ (см. гл. 6 ).

В культурах с высокой платностью коже! глк- 
же возникну и* нслостаюк кислороде. ‘I гобы избе 
ЖИМ. ПОЮ, увеличивают MVI»riCCTU4> ноетулиюиж* 
Ю мвддухи (рц:фры мимике) либо скорость 
перемешивания ю н деликт и го, и другое Кроме 
тою. можно полапать в кудыуру чистый кислород, 
и нс воздух, в котором содержится только 20% 
кнсло|КШ. или |д4р.цц|нк1П. клетки под лммлсии- 
ем. »но0м увеличить расширимость кислорода. В 
качестве илмернашвм предлагалось экспрссснрсь 
iciTb и хозяйских клетках A. coti ген гемоглобина 
Htrrosctito, что значительно уиишчндо бы погло
щение кислорода растущими клетками

Высокой плотности чане всего удастся достичь 
при росте в периодическом режиме с добавлением 
субстрата. Режим палачи гпггительных веществ 
может бьгть |хт 01 мм. непрерывным. стугкмчжгым 
it hi экоlouciiiшалыimm. При непрерывном режи
ме и среду в К'чешк* всей ||я^мс»Г1ииии вносят 
одинаковые количестваninan^ibimxвеществ. Ол 
нако и *утич условиях удельная скорость |юст.* rv 
прерывно сннхасчся. При ступенчатом режиме 
шлтслм1мс BciuecTici jwOntuMiorr но мере увели
чения концентрации клеток »о кеботыпем кати- 
чечтне, гак что снижение удельной скорости роста 
и л 1нч1ггельноЙ мере компенсируется При несло 
нежкмальиом режиме imraivAbhue вешаткадоСс* 
вляют я колшвестве, обсснсчииающсм постоян 
нун» скорость роста клеток. Периодическую 
полачу гштатсльных псисств можно «нтомати:щ-
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рошггь, осиопипаясь пи результатах измерения 
концентрации лимитирующего субстрвга (на
пример, глкiKo.iM) ь среде я холе ферментации.

Ьиореакторы

При Веглим просхюгрс литературы но Сто
Технологии СОЗДЛСГСЯ • п е т л е н и е ,  что число 
ШПОН бмороипфроп 6Г4Г1«НИЧ1Ю. Одмако НА ел 
мом лете псе бкоредкторы можно подразделить 
ни три основны х группы:

• реакторы с механическим перемешиванием 
(рис U* 4. А)

• йирботажимс колонны, через которые для 
псрсмсипншння содержимого пропускаемся 
номух или яругой п и  < рис 16.4. /»)

• эрлифтыс реакторы с ннутренпен (рис. 16.4, 
Я> или внешней (рис. 16,4. Ореш^ркултшей; 
ncpcMciUHiiaiurc и циркуляция культурдлыюЛ 
среды и них обеспечивается потоком m w 
(обычно поддул^), за счет которого между 
верхним II нижним слоями культуральной 
среды uojHiiKucT градиент платности.

Maine всего исиолыуюкя биорсаморм пер- 
ною типа. Они о&кыают следующими преиму
ществами:

• позволяют легко менял технологические ус-
ЛОПНИ

• всегда есть в продаже
• обеспечивают за^чгкгппиук» достатку «аза к 

роступшм К К-ГК.ТХ1 (если говорить на инжс-

Рис. 16.4 Г л ш м е  типы 
бморсамороя (упрошен 
мая схема). A Реактор с 
ЧЦГХЙ11ИЧГ1Ч.ИМ n cpcuciiiii- 
wihiicm  /». 1»ирГчу|а>.и«1и 
IllilO lllill It ^IfiniirJrTMUH 
р сям п р  с Mirynpoilici' ре 
ин ркулиш н IL / Э р ли ф т

ими реактор с внешней 
сисгемоп ренмрьулииии 
СтрСДКИ itanpiiiuienuc 
нитка культурна сноН 
среди

Л Г
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перемешивание в mm происходит с помощью 
яоехшхишего потока воздуха (ш и  другого пла п 
случае аначкбних микроорганизмов), л ис ме
ханической мешалки. потребляющей мною 
энергии. Кроне того, иотсугавид: механической 
мешалки 14 ключастся и олни из путей проник 
нсгсшш и бморсактор посторонни* микроорга 
iiH'iMon В Ш1СВмятичссюи61ч>рслкгорах 1 куль
туральной срслс МС KMHHKACT столь сильных 
гидродинамических кпмущеннП ( сдвига слоев 
жидкое!н друг oimxiticJium др>ш), при ном и 
фДНфТИЫХ бногсикюрич пере Mil ИII КПП 1C про 

И СХОДИ! fioncc PSIIIMOMCPIIO не» всему объему 
Уменьшение пнчноных ‘эффектов очень важно 
по следующим причинам:

• КЛС1КМ рскомбимпшных МИКрООрГАННЗМОВ 
более хрупки, чем нстрянсформ>|рок1Н11ыс 
клетки. ПОСКОЛЬКУ часть ИХ ЛИрНТНЧССКИХ 
ресурсов расходуется ни ежист чужеродных 
белков И В роулм.ис образуется менее проч
ная клеточная стейка

• самый распространенный ответ клетки на 
внешнее воздействие * уменьшение калине- 
с т а  всех синтезируем их белков, п том числе
И рСКОМС»11НИ>ПНМХ

• пол действием сдвитиих эффектен могут ич- 
мсшггъся физические к химические свойства 
клеток, что затруднит дальнейшую работу с 
ними Например, может умели чтъем kojiii' ic- 
сню ncuiHcaxapiuoa на тюиерхлосш ыешк, 
что приведет к ухудшению условий их выдс 
лсиин и лизиса, а также датрулннт очистку 
рекомбинантного белка.

В барботижных колоннах воздух подастся 
пол высоким лишением и нижнюючастьСпоре* 
актора; по мере подъема маленькие пузырьки 
кчдуха объединяются, что при волю к неравно
мерному ею распределению. Кроме п»то. ноля- 

воздуха под высоким лаплепнем может при 
вести х слишком сильному псиообрачоканию. 
Мее vtv  ограничивает унннсроиьность данных 
конструкций и сужает диапазон реализуемых 
технологических условии, а также уменьшает 
возможный размер барбогажных колонн.

Зрднфгные бморсакторк могуч и с полью 
камея как и жслсримсш ильных установках.так 
и в целях промышленной ферментации. Га I V

них подастся в нижнюю чаль вертикальногока
шиц. Поднимаясь. с>н увлекает за собой жш 
кость к верхней части капали г* тожидкослю- 
му сепаратору. и шссь частично выходит и 
воздух. Ьолсе пленная деаэрированная жидкость 
опускается по другому вертикальному капоту ко 
дну реаьторА, и процесс погшряспеи. Таким об- 
рлюм. кулыуразмшя среда вместе с  метами 
непрерывно циркулирует и бкорсакторс.

Эрлифтные бпорсясторы бывают двух ос
новных пикш В верном случае реактор ирсд- 
CtWtHcr собой одну емкость с астральной 
трубкой, которая обеспечивает циркуляцию 
жидкости {реакторы с внутренней рециркуля
цией) (рис. 16,4. И\ Во тором культуральная сре
да прохода f t  чсре I отдельные, мсзсшисиммс к а н о л ы  

((каморе внешней рециркуляцией) (рис 164, I )  
Конструкция эр ли ф т их реакторов С ВИуГрСН- 
ней рециркуляцией проще, но если уж реактор 
построек, его объем и скорость циркуляции ос- 
т н х т и  ьсн»мсннымн Напротив, бморсактор i 
иисшнсй рециркуляцией можно иодкфициро- 
IMIIЬ N сСЫШШ1Ь разные УСЛОВИЯ фсрМСННЩИИ

-Зрлифтписбпорсактры. вообще говоря. бо
лее эффективны, чем барСчнажныс колонны, 
особенно в случае суспензий микроорганизмов 
с большой п л о т н о с т ь ю  и л и  Ш окосто. Переме
шивание в них более эффективно и проблема 
сшпшния пузырьков не столь велика. В особен 
но больших трлифтмых с]»срме1пгрях, таких как 
фермешгр на I 500 IKK) л ф ирм ы  ICI (Л и ти я ), 
сконструированный для получения белков одно
клеточных микроорганизмов, д ям прохождения 
чистками полного цикла и реакторе требуется 
весьма значмпсльмос врсми. Чтобы обеспечить их 
субстратами на нес время их перемещения с то
ком жидкости, субстраты ввалились по всей дли
не реактора сразу во многих точках.

I и ш иты е крупномасштабные системы 
ферментации

Рекомбинантные микроорганизмы широко ис
пользуются для получения разнообразных Осл- 
ковыч продуктов, применяющихся м медицине 
(например, инсулина), и также в качестве своего 
родя «фабрик» по проник сит ну пысюшмт ком
мерческую ценность МСГНбОЛТГГОИ (например, 
днпкчичго.ов) Ьелкн синтезируются наиболее



ГЛАВА 16

ИНТЕНСИВНО И ИС'рНОЛ ОГГ серел МИ М ЭКСПОНСНИН- 
ильной ijcviu ло ее ли першения. n метабол юты -  и 
пермей замедления р о с т  н в стационарной ф а
зе Вес п о  должно учитыютъем при выборе па 
раме I run крунномаепмбнмх Процессов ферме 11 

ти к и .
OvTnuin июни tiiineui необходимого rtpuuyion -  

серьезная научная проблемы С а ш  речи идет о  
белках, то  дли ее решении обы чно нслом иую ? 
КЛОНИ pOBtlHI<ЫС ICIIU. НЛЧОЛ1Ш1МССИ ПОЛ KOtrrpo
лсм сильных регулируемых промоторов. В|Ш*Ш 
лс подшили, чтил тм получении нужного комме 
ствв п ролу к га будет достаточно конститутивной 
экспрессии клонированною тени. Однако опит 
показал, что при непрерывной транскрипции н 
трансляции клонированною гена истоплю гея 
вес «Hcpici ичсс кие ресурс и клетки и сс рост ы 
МСЛЛМСТСЯ. Чтобы прмурочип* экспрессию КЛО- 
нмрогшнною гена к определенной фазе роста, 
можно использовать механизм индукции. Для 
этого вначале выращивают шинки в опшмллъ- 
них УСЛОВИЯХ ДО 01ИОСИТС1Ш10 ВЫСОКОЙ ILKTIHO- 
c lн, а затем индуцируют транскрипцию, либо 
И1МСНИН температуру. либо добавляй в срслу шт 
или мной химический индуктор и тянем п о с т  
ел принты  промотора (например, юопропил- 
Р* 1Нотам онир;ш иа.>ид).

Д лухо у пс и читая ферме н т и и к  в большом 
Онореакторс (>100 л ) встречается с определен
ными трудностями, поскольку технически ОЧСМ1. 
сложно быстро повысить температуру (ОбЫЧНОС 
зо ло 42 С )  в большом объеме или обеспечить 
быстрое и равномерное распределение химиче
ского индуктора. Эту проблему можно решить, 
если ксполыошпь два сообщающихся («морсик 
тора (двухступенчатая ферментация): клетки 
выращивают полном и i них, а индукцию осуще- 
СПСШЮТ II другом. Э ю  ПОКЮЛЯП ОГТП1М1ПНрО- 
взть процессы р о ст и индукции по отдельности 
и увеличить количество пролукта, синтезируе
мого та единицу времени.

Двухступсичотаи ферментации а пшндеммых 
'*р/шфтпн\ баорсан торах  
Штамм / соЧ NM989, несущий гем Д Н К  лигаты 
Т4 new гранстсрипимоиным контролем иромого 
рад1 и 1емпсрятуроч> вешит сльного репрессора 
i i .  выращивали и индуцировали влвухступтша
гом эрлифт ном биорсаклорс (рис. 16.5) Г ен

ЗЫ>

Д Н К  Л1И8 ЭМ был встроен и хромосомную  Д Н К , 
что снимало вес проблемы , связанные с  неста
бильностью  п ш м и л  в холе длительной фермен
тации. Клетки выращивали при 30 "С  в  эрдифт- 
НОХ1 бнорсактире с unci шей рециркуляцией и 
рабочим обтлгмом К) л И ЭТИХ условиях геи 
Д Н К  xiiiiviM не экспрсчснрояллсм. Для индук
ции при 42 *С не 11сх1  i/K'iuLTи »р/1Иг|пныН бнорсл 
кхор с  внеш ней рециркуляцией и рабочим о Гож 
MOW около 5 л Виорсакторы были соединены 
Трубкой с  НПСОСОМ, которы й абССИСЧ1ИШ:1 непре
ры вность подачи с у с п с и Ulll III нерпою  бнередк* 
тора ix> второй. клеточную  суспензию , достиг
ш ую  ОПРСАСЛСННОЙ ПЛОТНОСТИ, УДЮ1ЯЛИ ИЗ 
биорСйКЮра. где проходила индукции, И под- 
иерпиш дальнейш ей обработке.

Макс им ущ ая удельная с корост ьроста куль
туры (Н1тт) СОСТШСТШ1Я примерно 0.66 ч 1 в пер
вом биорсакторс и 0.54 ч 1 по втором» что соот- 
ВСИ.Т ИСЖаЛО пременн усвоения 63 и 77 мин. 
Свежую срслу непрерывно добавляли II ||>срмсн 
тер, Iлс риели клетки, со скоростью 2 л/ч, л  m  
фермой ера, где происходилаиндукция,отбира
ли такой же объем суспси шм. Поскольку раСк»- 
чис объемы биорсакюров рлтлнчились. клетки 
находились примерно 5 ч и биорсвкторс, где 
ПРОИСХОДИЛ рост, и 2 ч в биорсвкторс, где осуще
ствлялась индукция. Различие со времени пре
бывания клеток и (яюрсакторах было необходи
мо для огпимииции числа к ic io k , выходя 
продукции и cntiiUTbHOcni /Ш К  лишзы. Само 
время пребывания клеток и разных рсакторт 
можно варьирован изменением их on юс и i ель 
ною рабочего объема и объема поступающих г 
мерный Оиорсактор m<i;wcj;uiu\ ncmeciu,

Псполмованныи в «юн paUne ф лиф ты й 
ферментере двойном наружной рециркуляцией 
(рис. 16.5) позволил упростить рС1уЛЫШКЮГИО 
остальных рабочих объемов ферментеров, а так
же лоьы стъ гибкость системы (оОсслечмкггь 
разные условия роста для розных популяций ре 
комбинамin 1л\ клеток). При синтезе Д11К лига- 
•4Ы * Шил учите результаты были получены при 
ежеминутном посгупленин примерно 33 мл клс 
точной суспензии щ  первого биорсакторл IVO 
шорой Эю  эквивалентно всею 0,67% объема 
бнорепктора, где осушссгмяляеь индукция, что 
обсепсчшшо прякпгчеекп мпкшенный подъем 
1смпернтуры redi поступающей суспензии с .30
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Pm. 16.5. Система h i д в у х  эрлифта ы\ биорсдктсрои. исполыуюниыси лш темперятурной ш ту к а м и  сп и те  
Остового продута. И * ферментера, в котором осутгсталяется культа пнро№мнс при 30 'С (с inw), м п т  по
пугают •• формпгтер г тгмпррлтурои 43 С toy***#;), где прошоит индукция. \ оОпнч Аиореахтороя имеете 
ВВОЙНОС «1НСМ1ПСС рециркуляционное УСТРОЙСТВО, OCtlttUCflHOC ТЛЛИКЖКАМИ И ПНИИН (ЮЯОЯГНИС ЩДИИЖСК,
МОЖНО СОСЫ11*ИI. |v6c/JlllloTlU '4f. O lllltu.1 iM tlJjl C*W IUHIIUX )СП0ИИ1>

no 42 X .  Для поддержания роста меток. нахо
дящихся но игором бморсакторс, и ткспонснин- 
НДЫЮН ijniic и нею непрерывно лиОагиялоск
ну жное КОЛМ*вСС11Ч> ШШПС111«ШД> ИСШССТП п ком - 
ценipnpoiciiiMoii форме. !-)то и ре лен ирлшипо 
расщепление ЛИ К  липли прогеолишчеиошм 
ферментами, которые обычно синтезируются 
метками в фазе замедления и я стационарной 
фате.

При росте а таком двухступенчатом биорсак- 
юре непрерывного действия кухму|т штамма 
/ . сЫ\ NM989 может достигать in c iT T to c m  4  i  (су- 
лек о ncinccinn) на I л, а «а долю ДНК-липиы  Т4 
может прп>4»111гп4:м пс» 4# суммарного белка и 
клетке, что соответствует примерно 25 (КЮ Fil 
ферме 1ГПЛТЮН0Й активности т  I г (сухого веще
ства), Вообще же с помои идо описанного подао- 
ля можно стлстировагь примерно ИХ» (XXI Ы
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ферментативной актншюсти н« I п культура, i с
ДО 4 800 0 0 0  1-Д И СУГКМ. С  у'4С'П»М ГО ГО Ч И ) IH4JIC

очистки фермент уровень акт»! пнист и умснь-
IIUCTLJI ДО 20ft И 4 IU  СТОИМОСТЬ СЛМ1ШПЫ ЛКТШ»
мости равна примерно 0,25 дсылдрнв, получаем, 
что ежедневно можно синтезировать кол и честно 
с|крмси гп нп сумму 240 000додлвров Мм не уч 
• и» всех wrpai ид сами upon лю ди во белка. о;г 
паки ясно и так, что прибыль oi реал и ищи и 
ценных иролустов. полученных при непрерыв
ной Оермешаиии II Оиореакичсп малою или 
среднею гримера. значительно превышает <а- 
тркггы.

Дпухстуъснчотам ферментация а одном 
реактор* с механическим персмсинишнисм 
Грехкомппнентный рекомбинантный белок 
A (i|^ l!, ИСТЮЛМуЮШНЙСИ при НроКСЛСНИН им
мунологических IССТОН, СИНТСЗИрОВаЛИ и про* 
мышленных масштабах п одном Гжорсакюрс 1  
механическим перемешиванием. Геи этого бел 
ка бьст скомсгрунровап методами генной ниже 
иерии и содержат сегмент, солирующие петь 
сайтов с шгш пан им иммуноглобулина G  (Ig C )A  
бслка StaphybKuam enterics. два сайта сам iи одним 
lyG G  бедка ипам.мл G 148 Streptococcus и Р-гпла* 
KTiniUPU) L  cull Он находился итог контролем 
промоторе р* бактериофага X, регуляция кото
рого осу шест мястси гак же. как регуляция р1 
промен ори, и был истроси к плазмиду. несущую 
теп устойчивости к ампициллину; этой конст
рукцией I ронсформмровати к 1СТКИ t со//. 
Ill гамм с плишидой, иссушсй Л И К  А(»{^л), со
держал вторую т а  милу. несущую ген темпера* 
гурситупсттпагьиою бедка-репрессора rl и icm 
устойчивости к каиампцину.

Культуру и объеме 5 л  иыряшишли при 30 X  
и присутствии ампициллина и кшшхапжиа. с 
тем чтобы обеспечить условия дли сохранении 
обеих плозмнл. a тагом не пил стонал и в качестве 
посевного материала длм инициации расти куль
туры бет антибиотиков при 30 'С  н реакторе с ра
бочим объемом 45 л. Суспензии клеток и \ 45-ли- 
троюго фермшпера в свою очерет, служила 
юссиным материалом дли культминршиити v 
биорелкторс ни 600 л. в котором клетки продол
жили кырл1пинл1ь при 3(1 Т  бет антибиотиков 
(рис 16 б) (Вообще говори, для уменьшен и к 
стоил юс hi процесс и ш пибитикн про крупио-

k)M II|X»rtl|«iM  r> n i.i)iu . ( - у  M il

Kojfin <1)3 *>

Феглкитер О  III

Фериекгп’ M

Ф*Гмс*7\.р(МЮ n

1
11парнфугм|К«ы11Н£

К).«МУ|НМГ4П|11
tpCJU

Гл ipyuecitc

(NHUikfl
rcnwi

VH W 4T1J*r»IM C  

О Г Ш » III им M 

MCTt*

1
Oivvm

Hmc. 16-6. C x c M n t i r i c e представление лроммшлен- 
hoiit синтеза бедка А О | Ы  В скобки* у к а ш  объев 
культуральной среды ид каждом этяхи:. На ее доли» 
нрн.чодтси от Ml до 75% объенп состипстиукмии* 
биоргактороь < ферме итсроп),

маелтАюм кулишмтрошнии и среду ис лоблпдя- 
ют ) Как только плотность культуры и биорелкто
ре Н;1 600 л лосшпил примерно 4 г/л, температуру 
пптлплтн  с 10/ко 40 X ,  чтобы инлуинрооть экс
прессию m m  белка AG|Vnl На повышение тем
пературы и этик условиях уходило около часа. 
Индукцию проводит при 40, а не при 42 X . ло-
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СКОЛЬКУ при боЛСС НИЧКОМ ТСМПСратуре u u a cu i- 
ро налое 1. такое же количество белка AC.fyial. но 
клетки могли расти н течение более япгтелитго  
периода Иными словами при Солее ниткой 
температуре иклукиш! (40 " О  выход белковою 
продукта был больше

Удельна* якптноегь белка AGfeal и течение 
2 ч после начата индукции повышалось. а кием 
1/М11ЖИ 1.Ч< К Котможнн. ПО было < tlN'LTHO с сии 
те том прптелт клетками, перегпелшмми I» ф.т»у 
«Лмедленного pc* H IM II CTUIlHOiOtpiryto ф; iy
Кромстого. промерно клеток, росших и те 
ченмс 4 н при 40 “С, у Грамши платмнду* Но ла
же при пом поеме 4-часоиото культивирован на 
при 46 Т  на лолю AGPeal-белка приходилось 
примерно 209 всей массы сухого вещества. 
Учшышм нее ти», можно не интегрировать ic h u  
белка AGjSgal и репрессора rl в хромосомную 
Л И К  чотнйской клетки К  сой с пел ми увеличс 
ним вы мша продуктов

П е р и о д и ч е с к и *  ф е р м е н т а ц и я  а  
п е р и о д и ч е н  к  а  я /[нуш еш /ищ им  < д о б а в ле н и е м  

субстрата
0 некоторых сдучикх ЛЛВ ДОС11ГЖСИНМ ИМСОХОЙ 
п л о п к е т  кулыурм и получении (чшмиих качи- 
чести п р о д у к т  доеппочии проводин» ||*срмснт- 
циш и обычном осрио/инаком режиме. И одном 
in  JKUICpUHCltTOn Il laiWiay. несущую ict* щб- 
РНЛИОЮ 6CJIKJ, одним ИЗ КОМ ПОНС ИТОН которого 
был пептид инсулина В, помешали пол конт
роль ор-промотора /Г. coU и инолили и trp - 
till ИМ М  £  СИ//. 1р.1Ии1х1рМ11риШ1ННЫС К.1СТКИ

кулыиьиропали в среде с рашмм содержанием 
триптофана. При высоких концентрация.* пос 
лелнего гибридный белок не с1пггс1ироиалс«; 
последующее по1 лощен нс триптофана in  ерслы 
растущими клетками приводило »; индукции 
п и м с й  нсобмшимого белка Лобан теине трип
тофана п среду припалило к увеличению ХЧ1ППЧГ- 
а ю  как биомассы. тик и ситетируемоюбсикм. п 
испш1ь*м1мяш1с пгриопмчакпч фермемтеро» с до- 
Лтденисм постони ною количества субс-трета 
сим? б о т  уомишею :асп м|фект (табя. 16.1).

Сбор клеток
Чтобы очистит 1.  продукт ферментации, нужно 
Прежде ОССГО ОТДСЛИТЬ клетки от культуральной 
среды. С б о р  тсметтвиэски модифицированных •« 
исходных нстрамсформиропанимх клеток мож 
но пропилить одними и геми же методами. Од 
иако трансформированные клетки часто обла 
лани другими физиологическими о ю й а м м н  
(они iivcii/i другой размерили спитетируют скис 
клеточные полисахариды ), и и релультше уело 
пни, ил tit мольные л.in сбора мсттонсформмро 
Т О Н Н Ы Х  К Л С Т О К ,  могуг НС П О Д Х О Д И Т Ь  ;Щ1 клеток, 
С НИ ГС *НРУ'М1ШИХ ЧуЖС(К>Ш!ЫН белок.

Д ля выделения клеток ил больших объело» 
КуЛыуp lL IыюП среды часто исп олю ую т O U LO K O - 

ск о р о стн о с  центрифу >кропание. Д ля э т о ю  
сконструированм специальные вы сокоскорост
ные ИСИГрнфуП! полунепреры вною  ЛСЙС1ЫШ. 
С успен зи ю  клеток непрерывно подают вГмри- 
баи работающ ей центрифуги, клетки к о н ц а  a -

ЪА\иш! /А./ С iiinci (vkoiv/h u iiu iiiio iобелим, ikjtiiKM и» UtttXMcirTun коюрою »шiiU'icn пептид инсулина В. при 
it.pi ii !»<чп mxi ферме* ти ш и  и при лг|»«ппчсч*1.с;|. ферме I пайки е лобихаИММСубстриш1 tl

Кот-пшй w tiw rr •ш IlMKlMt
ырмкпоесми

1п«11й11
1йГрИ1 ллп*ии 

4N)mcHuiiui* * Tip
wpeuunmiLi*
ферн«1шим

1 '*Гс*ЛЦ1*иЛ|
ofVi|ui&

(dX\41\L 111. Г/П 6.7 12 2П
CnniTTumif гтм к п тм п б е ж а , % 4.А 7.9 II
Обшн? mnncnim pr*coMt3«oiiii«T»i(̂ o белка, г/t Й.17 033 1.71
Лпим ШГИЖ m v illn  *11МШ1#ЛМ. % W. 6? 90

"  lIo '.nw i.w nA 'iu  Сч*х*« * . «VW АМпЛЫ Лр»п А*м Ж  Ml - SU>. ИИЙ.
1 Кпчтагг и cy«c4u k m k iw  •»*»• *>***>7*1 Прсягддо • lr> сих»»***, *«»i
». «цимурс «••*№  » ypiim r^ H H  III»*- w ,«л Л м л в :«  I» I • ф н п п ф » .  * i m u

3 M » « ШA IОСТИ 1191К |М» »• ITVCXIM |<1 У. И|Ш .|*<Ш№М1'И A u U IM D  ЩЧМГ9СОП4 »М 1М П^4»и К  ^ X H n W M K i  НИ
M W K T l I t U B i r  n il*  W t  ifO IV  Г о м
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рирукчСЯ В IIU I, U ОСМПЛСННЕЯ срезы уДДЛЖЛСМ. 
Котла барабан иполимстся осажденными кист 
КЛЧИ, I ИЛИ рифу IУ  ОС1Л1ШНЛИШЮ1 и клетки соби- 
|ИЮГ. Основное неудобство данною способа 
необходимость ociuMHiunmrn. процесс, а затем 
снопа начини! в его. Кроме юн», недостатками 
яшилигея ш*сокая стоимость оборудования и 
потребляемо!I ИМ ЭНСрШИ. вероятность утечки 
никрсорган11змс1а и ох ру жа км чую среду, невоз
можность полною уличении клеток m  среды.

К  '.почини су тс с и ш и

I

A.4biq)iii2ini4ti.m метод выделения ьлеге*. из 
кулыурильмой сроды ф||/1ЫГрШМ1И через мемб 
рану К сожалению, при обычной фильтрации 
клетки со временем забивают лоры мембрашю- 
iu фидыри. никаплиьаштси нл сю поверхности, 
и в результате скорость процесса быстро снижи 
спея (рис*. 16 7. А). Фильтрацию можно уско
рить. проводя се поя давлением, но л о  лишь 
временный Эффект, кочетки ясс равно будут на
капливаться на поверхности мембраны, а крежзе

К » т и

Мембрана

OCN HIICH M IM  К)иМ >р»С*М Ж Н с р о и

/»

К/ОАЧЬй*
суспстия

l - . . ... : л

П  -  к

Кастой

ТШТТТШ
К«ли (mn|eipMiiiiai ue 
lyvncniiiu

Мембрвяи

Хулм>тг*М1.»им срслй,
•к vun*p*«iiutu *vinw.

Рис. 16.7. (  IKVзобы фиш граини 
применяющиеся лди сбора кле
ток. А Фильтрация с исобрпти- 
мым зобнпанисм фильтр л.
6. ФиЛЫ|НМ]М11 С 1МрПЛЖЛЫ!ММ
потоком кдешуной суспензии. 
Стрелки и;нраклеймс «ютокя
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тою. иол давлением они образуют более т о г  
млн и менее нромш ш емип един.

Чтобы решкгь згу проблему, клеточнуюсус- 
ttcicmio пропускают с высокой скоростью на- 
р п  тепмю поверхности мембраны (рис. 16.7, Л), 
гак что через мембрану ш алии раунл проходиi 
только небольшая член, циркулирующей жид
кости. Остальная ее часть очищает мембрану oi 
ИПКОЛНПЦЖХСЯ клеток (СМ рисунок), И II резуль
тате скорое 1Ь фИ.'1ЬТраиШ1 ИД шег нс ток быстро, 
как apt? необратимом забивании фильтра. По© 
лс многочисленных раундов фильтрации через 
мембрану проходиз почти ней культуральная 
среде. Эшг мсюл не пользуется пока кыько в 
лаборатории, п промышленных процессах для 
сбо|Х1 меток применяю центрифугирование.

До.11 ПСЙШНС денег пни зависит Or природы и 
локализации продукта, ten и продукт прел став 
диет собой бедок, находящийся и кулмурялмюй 
среде. Ю  среду концентрируют, а белок очиню 
101 хромого!рофпчеекнми или ;pynt\m метола 
ми Fean продукт что низкомолекулярное со 
единение, находящееся п культуральной среде 
и> исполмуктт сскутпсггтпуюшис йсииш же 
трокини. Наконец, если продукт имеет внутри 
клеточную жжа.шяшню, то прежде «км очп 
t деть с го, метки разрушают

Разрушение к.таток
Для разрушения клеток используют разнооб
разные химические. биологические н физиче
ские методы. Вес Процедуры лоджии быть ДОС 
«точно жесткими, чтобы разрушить клеточную 
стенку и и tome время достточно мшкихш, 
чтобы исключить денатурацию бедка А по
скольку к кточные стенки yjVOHWX микроорга
низмов сое lot*I и I разных полимеров, никакою 
универсальною метода их разрушения нс суше 
а  пуст

• У  гром положительных бактерий к.тсточнан
СТСНКа СОСТОЙI ИЗ ТОЛСТОЮ ПС1ПНЛ01ЛИК;ЖО
иого слон N -апстилгличинаминг и остатков 
N -анп илмурамовой к и с л о т . соединенных 
пспги/шыми мостиками

• У грамо i рините л ьных бактерий M t точна» 
стенк.ч тоньше и покры т снаружи слоем 
липидов

• Сгенка дрожжевых клеток состоит т  и к и 
пою слоя частично фосфорилировании* 
уаннпнон и Р-ииоклноп.

• Низшие грибы имеют многослойные клеточ
ные CICHM1, состоящие ИЗ I I -  и  |i-глюмшои. 
I ликопротсидоп и лишни

Состав и прочность клеточной стенки кши 
о н  иг условий культивировании, скоросш рост 
к.теток, фазы, ия к<ло|чч1 они собираются, уело 
ВИИ хранения CKOIIUCKipiipOlUllfllblX клеток II СП 
того, зксирссснропал ни выделенный мнкроор
m il И 1X1 Ы0ННР01ЮМ1ГЫН ген.

Химические мсголы разрушения клгточиш  
стенок включают обработку щелочью, органи
ческими РЛС! горшенями или детергентами 
Если белковый продукт нс разрушается при pH 
сп 10.5 до 12,5. те» можно без груда и лепте по ли 
зировать большие количества бактериальных 
клеток. Например, рекомбинантный гормон 
роста человека очень просто выделить ив кле
ток f . соН обработкой гидроксидом натри» при 
pH II .  После обработки щелочью нс остается 
практически ни одной жизнеспособной клет
ки. 410 ДЫОМ.ПИЧССМ! речное I проблему утечки 
рекомбинантных микрсчфки1Ц|МОп Обработка 
оришнчеекпмн растворителями по  простой 
И НСДОрОЮЙ способ рЛфуШСННЯ MClOK. I от?*- 
РЫЙ ИС1ЮЛЬ»УС1СЯ ДЛЯ выделений фсрисНГОВ из 
дрожжей. Однако, чтобы убедиться и том. что и 
иолобранимл условиях белковый продукт не 
денатурирует, необходимо провеши предвари
тельное геттиронаиис. Под дсйспшсч детер
гентов в мембранах бактериальных клеток об 
разумней поры, через которые белки и npynit 
молекулы выходит из клетки К сожалению, лс- 
icp m rib  дороги, к большинстве ел у*1 юс ■ в их 
присутствии белки денатурируют, п кроме того, 
ОНИ могут ш  ре шить конечный продукт.

Основным биологическим методом разруше
нии клеток микроорганизмов является лише с 
помощью ферментов Так, лизоцим яичною 
белка легко гидролизует клеточные стенки 
||\1Л1П(ьн>жптслм1ых бактерий. Для разрушения 
клеточных стенок фамотри1Впельных бактерий 
исиолктую*! Л1ПОЦПМ и ЭТНДСНД t1ЛМинзегроук- 
сусную кислоту (Э Д ТА ) а кзсточиыс стенки 
дрожжей гидролизуют с помощью одного или
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нсскоаьыгх фсрмотн»: |i-1.3 глн>кл1Ш1ы. р-1 .(»- 
I пока на HJ, лшмшпм и ximiictiM Ферментатив
ная обработки нняокоспсимфнчна, а ли т с  про- 
ХОЛИ! |! МЯГКИХ УСЛОВИЯХ ПОКИ использование 
фсрмснюи ДЛИ ЛИ 1)101 КЛСГОК сдерживается ИХ 
высокой стон м ос two , но с применением рС* 
комби наш и ых микробрпшщмоп дли про
мышленною синтеза фсрмс1пои% разрушаю 
т и х  клеточные стенки, н и  проблема будет 
решена.

Клетки можно разрушить и физическими 
методами нсмсханическммп (например, с по 
мощью осмотическою IIUHUt или быстрою 
многократного замораживания и (птлммппн) 
инн мехлммчегмшм (обработкой ультразву
ком, с помощыо шаровой мельницы, гомогс 
ин ыпии под ялклснисм. ю> ларе мим). Обычно 
после обработки нсмСханпчсскммп мг/олями 
многие КЛС1КН ОСГЛЮТСЯ ИСПОИрСЖДСНМЫМИ 
lluiipoiiin, механическое разрушение нмсоко 
hJhJickthhho. что делает его более прмпдекя- 
тельным. Особенно часто ультразвуковые из
лучатели. генерирующие высокочастотные 
туковые полны, немал иду ют для обработки 
малых объемов. Клетки разрушаются при пом 
иол лействнем гидродинамическихекп (сдиш а 
СНОСИ АИДКОС1М друг относ иге Д КИО друга, КП 
питании и т  п.)

Для paipymcHiHi большого количества кле
ток обычно используют широкие мельницы 
концентрирешшиую клеточную суспензию т  
ЛИ паю I к камеру ВЫСОКОСКОрОС! ной шаровой 
мслышии, шполнениую инертным абразии 
ним материалом (например, стек: -.ицмыми ша
риками ДИаМСТрОМ <1 мм). Содержимое быстро 
перемешиваю! с помощью лопастей, насален 
них на оси Большинство клеток разрушается 
под ле п е т нем сдвиговых напряжении. both и- 
каюшнх к регулы*ic быстрого движении шарн 
кои Условий оптимальною разрушения клеток 
МОЖНО полобртгп., варьируй ЧИСЛО И форму ПО- 
пастей, скорость псрсмстижшння, размер ша
риков, их число, концентрацию клеток, геоме
трию камеры Ti температуру. Приборы такого 
типа успешно нсмолиювхтии. дли разрушения 
клеток самых репных мнкрооргпии шов. С их 
ПОМОЩЬЮ МОЖНО легко рдзрутшлк клетки Kill 
нсрскомбинлнтнмч, так и рекомбинантных мик
роорганизмов.

При гомотш иш ии иод высоким давлением 
концентрированную клеточную t y c n c H ii t t o  п р о -  

дшынвяют мере I небольшое отверстие под выаь 
ким давлением. а затем давление резко сбрасы
вают, что и ш тыкает лише. Условия обработки 
можно о т  ими трепет, применительно к резным
MHKpoOJWUMICIMiLM. Д  .н  х т г о  IIIMCHMVU1 |Юбо*<СС 

давление, размер и форму отверстия, темпера 
туру клеточной eye нем ли и, число ироишпиил- 
ННЙ.

Ешс один механический метод ратушения 
к чмок соу;шрсмис. Клеточную суспензию 
бич мной вязкости памраиликп пол л пи кинем 
ИЛ МСПОД1ШЖМуК1 поверхность иди н а в с т р е ч у  по
току другой суспензии В месте сопрмкосмояс- 
мня выделяется большое количество энергии, 
ршрушпюшей клетки Таким способом С ПОМО
ЩЬЮ устройства иол названием Mterofluidteer за 
одни прием бы ut рл рушена Облипли часть м е
ток I  coll в диуч встречных потоках суспензии 
Од мл к о для разрушений клеток других микроор
ганизмов может исшацобшгься большее число 
роумАОВ. В отличие от roMoiCHH шторой пат вы 
счжнм ч те н и е м  и пысокоскоростых шаровых 
мелькни, в которых, кпь пропило, иенолыукпея 
концс1прироианпыс клеточные суспензии, ляп
исе устройство пршолио дли обработки любых 
eye net пий Кш: iim om ni предварительные гс 
слсловамня. активное! ь клеточных белков 
УМСНЫ1ШСТСЯ мри разрушении клаок ПО JTIOH 
методике лишь не значительно. Л если обрябо 
инь суслен шю клеток небольшим копичсснюм 
лизоцима, а илем использовать устройство 
Micn>fliiidfatcr и режиме пониженного по сравне
нию с обычным давления и при небольшой вя i- 
косги, то сохранится а к т*  моем. некоторых ла
бильных белков, инактивирующихся при 
высоком давлении.

Дальнейшая обраГинкн

После гвпрушаиш клеток их осколки удаляют 
либо низкоскоростным ц е тр и ф утр тш ш е м  
больших объемов, либо мккрофшилрацией чс 
pet мембрану. Белковый прензука осплдлюг »п 
I р><КЧО или осветленного ли кии орг дмнчсскимн 
PKTVinpiriCilb'MlI (спиртом или лимоном) НИИ 
сульфатом аммония. Достигаемое при этом обо 
гащеиис -  2 -$  рат. К сожалению. дороговизна
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ЯГСН1ЧН». TVC ПОЛЬЗУЮЩИХСЯ ДЛЯ ОСАЖДСНИЯ. может 
значительно увеличить стоимость процесса. Ь 
качестве альтерн.тпшы дли концентрирования и 
выделения суммарных белков можно не полью* 
1кт. ультрафилы рению С liafXlUCNbllUM цели
ком через мембраны с меньшим срслннм рп ИЧС 
ром пор. у мембран, применяющихся для 
концентрации клепок ИЛ»! УЛКТСИИИ ИХ ОСКОЛКОВ 
(pile 16.7. Б). Энн полиол пока нахолитск и т *  
лип разработки, однако уже немо, что он приго
ден дла рабшы с объемами ем одной» до не
скольких П4СМЧ литров. процесс может ИДТИ 
ItrnpcpUllHO (что позволяет умсимииги рлчмгры 
установки) и обеспечивать 10- 100-крапмк* обо- 
шикннс (a зависимости от ра «мерой и свойств 
выделяемого банка)

Необходимая степень очистки Сел кошм о 
продукта зависит oi того, еле его намсрсваклся 
использовать В одних случаях это может быть 
довольно грубый пре п а р т, н других (например, 
coin речь кдег о белках, использующихся в МС- 
лнинпс) -  препарат высокой степени чистоты.

HcMSJOpui: белки, U IКПСЭИруЮЩНССМ I» М С Т -  
кич и |пбм ш 1к»м количестве, образуют нерве 
творимые ЧИСТИНЫ  (1СЛЫ 1Л »*к мочения) После 
ро 1р) ШСННЯ К.1СТОК их легко можно о тд о и т, ОТ 
большинства других клеточных компонентов 
Вначале исследователе не удавалось дезагреги
ровать ВЫДСЛСННЫС тельца ВКЛЮЧСИИН Так, что
бы при ном не крои «о<11ло необратимая дсиату- 
решил белков, по позже были разработаны 
мещлы, позволяющие pciarypnpowm, рекомби
нантным белок н восстановить его ЛТЛИИНСМЛЬ. 
Ясно, чти все л и  дополи тельные процедуры 
упеличипшелг стоимость пронеси» очистки.

СоАюбщшищия белков
В некоторых случаях при гвпериродукцин ре 
комОниашных белков обрезу кжм как раствори
мые, так и нерастворимые п р о дук т. чтоуслож
няет процедуру очистки. Например, при 
экспрессии в клетках Е. coll гена кнеулинопо- 
лобного фактора роста I ( IG F -I )  человека мол 
массой 7,6 кДа примерно 90% рекомбинантных 
молекул локализуется в периппазме, а 1й% сек-
рСТ ИрУ‘С1СМ. ((ГОбЫ вы делить pCICIBUpllMytO и н е 
растворим ую  форм ы  IO F -I  ИТ flCpUll/CLTMlJ, Д 1Я 
и злю би ли  ш и ш  нерастворимой фюрмм in xitu 
до б а в ляли  мочевину и  m m iu rp c ilTu a  д о  высоких

концентраций при щелочном pH При этом 
клетки погибалн, но нс разрушались. так что 
штшплдзматнчсскнс белки оставались внутри 
клеток В результате образовывался очень ши- 
кин (хаствор, что «Гфудняло осаждение клеток и 
ИХ ОСКОЛКОП ||С»ПрИфуГП|К»иИ1НСМ. Чтобы ре 
шить эту проблему, ратрабеггатн процедуру 
двухфазной жидкостной Экстракции, иочволню- 
|цую разделять растворимые и нерастворимые 
продукты II солюбити<щия in м1и. к двухфаз
ная жндкостими «ксцыкини иыеоко и]ф>скт»т- 
мы; с их помощью можно выделить ш КО до 95% 
IG F -I нт культур»** обкомом о? 10 лп 10(К)л

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для крупномасштабною культивирования jv 
комбинат мых микроорганизмов в промыт* 
ленных бморсакторах (>ККХ) л ) недостаточно 
просто экстраполировать условие р о ст в лабо
раторных ферментерах (0,1 1,0 я). При консг- 
Р>н|х*ш111им промышленных биорелкторов не
обходимо учитывать такие параметры. как 
температура, pH, скорость и характер псрсмс 
шиваиня, потребность аэробных орпкшшюн в 
кислороде, количество питательных веществ 

Ферментацию можно проводить по-раэюыу. 
I Ipn l)CpiUYUHHXKt>n фСрМСН?ШиШ песенной кипе 
риал иис мят в свежую культуральную среду и иро- 
hojikt кулминмроюнис, не дрСлпляя субстрат до 
тех пор, пока количество нужного продукта исло- 
стягнсг максимума- В л и х  условиях рост культу
ры проходит нкхтъ этапов; латентную фалу, фазу 
ускорен»(И, логарифмическую (lu£) (Jajy, фену за
медлении, стационарную фазу и фату агмиршнн. 
Больше всего белков сшстс шрусгся вовремя ;юга- 
рифмнчсскои фа ш . а многие НИЗХОМОЛСКу71Хр»1ЫС 
продукты во время стационарной При таксы 
июссбс <|>срмсм гоции»юобхолимо I uuncniii ю еле - 
лнгь хя тем, чтеСы клетка были собраны в нужное 
время. При периодической ферментации с 
лснисм субстрата в бт>рса|сгор добпашкг с и: жую 
культурсиьпуюсрслу черезрадпае ишсршим вре
мени, как правило для того, чтобы ириа:ипьлоп1- 
рифми«1ескую фюу. Нспрервляш ферментация 
пгслпо.»ц1П1П  лобянлен1к  свежей среды и ichchwc 
всею пронссси и одиоврсмсзгное утюлсивс меток 
и (праГхлинмоЙ среди
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Каждая in  этих систем ферментации имеет 
сион мелем.пики и достою к:гни. которые нужно 
у  i тыкал*, применяя сс для промышленного син
теза рекомбинантных продуктов. Несмотря на то 
•по непрерывная ферментация применяется п 
промыт IСИПОМ Л1ЛС0ЛЗбС МС ОЧСНЪ широко, :»тот 
способ имеет рил преимушеетт» и и будущем, ио- 
шинмому, получит большее pacnpocrpcmcinic.

Олин m  подколов к увеличению кошсчсстга 
рекомбинантной; белкового продукта состоит н 
максимально».! увеличении плотности культуры 
трансформированных кдехок, сшпсэнрукиних 
данный продукт Для достижения #той иелмлуч- 
их с иссю мспаньюкат режим периодической 
ферментации с лоб» плен йен субстрата.

Вес биореакторы можно отмести к одному ю
трс% ОСНОВНЫХ ТИПОМ' рс-Tk'Topw С МСХЙНМЧСОСИЧ 
ИСрСМСШИКЛИНСМ, барботЛАМЫС КОЛОННЫ. Jp- 
чифтые резисторы В паси минее время и иро- 
ммнхтенносш чате леею ииюлмуюнн биоргак- 
тр ы  мерного ТШ1П. но иояштястся интерес II к 
эрлхфтным опорол к горим. Механическое пере 
мсшиилнис обсслсчинлстог с помошью мехами- 
ческой мешалки. а и эрлифты* биорсакторих 
/him мэра ИИ И к псрсмсиш панн» исполмукгх га» 
(обычно воздух). который подается пил дамле- 
имем через ряэбршгмкггши* плие сосущ» При 
мим по леем объеме происходи! непрерывная 
11ПрКуЛ?Е1КМ ЖИЛКОЙ СрСПЫ. ЬзрбОТПЖНЫС ко
лонны сходны с ‘эрлнфтнымм реакторами, ни их 
недостатков является отсутствие циркуляции 
культуральной среды. Дли сбссисчении с херил 1. • 
и ости, tux-гоп нет га рИ. температуры и других 
пораv строе используют разные способы О ■КПЖ- 
CHMOCTV ел дитайна Оиорсактора. Дни онггетп 
рекомбинантных белков приме нм нм двухсту
пенчатые процессы ферметации, осушссттяс 
мыс и ганаемиых эрлифт ных Cnopeaieropcw или в 
одном реакторе с механическим иеремештьтнп- 
ем.

Сечи спите шрованя ми продукт накаллина- 
стс»1 н Kiel кох, то их осаждаю* и » культуральной 
среды цеп грифу I if ре чиншем m il  фильтрякиНх, 
татем ftnpyiUHlOT ^ктрменплипнымн, химиче
скими ИЛИ MCXXlHHHCCKHMH метол«1 м»| н имели- 
ют нужный продукт Гели синтезируемый про
дукт сскрстирусгси Н кулму|шьную С репу t го 
процедура его выделения и очкам ! значительно 
уп р ощ ай ся
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КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

I В чем pan мчим между игриоанчгском фер- 
меишшей, периодической фсрмситиисй с 
до6аш1смисм cyfnrrpaia it немрерммюи фер- 
метнкней?

М flint*
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2. Какие mifwvicrpw необходимо строго конт
ролировать при оптимизации процесса i|>cp- 
ментонни?

X  Как влияет И|жсутстане п клетке рекомби
нантной пдпм нди на ее рост?

4. Как влияет перемешивание на доставку 
кислорода из культуральной среди к клет
кам?

5. Для чего нужно стремиться максимально но 
иметь плотность  культуры при промыш
ленном ферментации?

6. Каковы относительные преимущества и 
недостатки бнореакторов с механическим 
персмсишиншсм и »рлифтных биорсак 
topon?

7. Сравните процедуры выращивания и индук
ции культуры рекомбинантных микрооргд- 
ии>мог. в двух тандемных биореакторах и п 
одном реакторе.

8. Какой обработке подвергших клеточную сус- 
пе»мию но свершении ферментации?

9. Какую стран*lino иы бы выбрали для очист
ки ре комби шипкого белка, секрет нрусмос г» 
в культуральную среду?

10. Каковы преимуществам недостатки механи
ческою puspyiUCHHM меток но cpumiciiioo с 
химическим?

11. Как собирают метки по заперикмим фер
ментации'' Каковы преимуществе и недос
татки соо тветствующих метопов?



Ч А С Т Ь

Эукариотические
системы

Д о недавнего времени высокопродуктивные сорта 
сел ьскохозя Летне иных растений и новые породы жи
вотных получали методом сслскимн. Однако этот 

подход, требующий для своей реализации много времени, 
уступил место методам, основанным на генной инженерии 
высших организмов. Теперь гены, обусловливающие специ
фические признаки, MOiyr вводиться я клетки растений или 
животных и передаваться следующим поколениям (наследо
ваться). В ч. Ill мы рассмотрим, как получаются такие транс
генные растения и животные.

Уже создано несколько видов трансгенных растений, об
ладающих признаками, которые детерминируются генами, 
введенными в них 1снноинжсиерным|1 методами. К числу та
ких признаков относится: способность синтезировать инсек
тициды; устойчивость к вирусным инфекциям и гербицидам; 
измененные сроки созревания плодов; измененная окраска 
цветков; повышенная пищевая ценность семян и самонесон- 
мсстимость. Исследования грансгеноза у животных юлько 
начинаются, гак что пока трудно предсказать, какие генети
ческие признаки будут наследоваться видом-рсцнииснтОм. К 
настоящему времени выведены линии траншейных мышей, 
которые используются кпк модельные системы для изучения 
механизма возникновении рака, мукопиепмлоза, болезни 
Альцгеймера и других заболеваний человека.

Те х н о ло ги я  реком бинантны х Д Н  К  нашла ш ирокое приме
нение в изучении наследственны х болезней человека и раз-



работе методов i силой терапии. Так. используя спсцпфиче- 
скии хромосомный сайт в качестве маркера, можно локали 
зовать ка хромосоме человека ген, ассоциированный с дан
ным заболеванием, ничего не зная о механизме действия 
лого  гена, а затем, используя клонированную последова
тельность. которая узнает л о г  маркерный сайт, нонынпъем 
идентифицировать дефектный i c h . С помошью такого под
хода уже были найдены и охарактеризованы гены некоторых 
болезней человека. Далее можно исследовать механизм лей 
от имя нормального и дефектного генов и разработать зффск 
шимме методы лечения. В ч. Ill обсуждаются молекулярная 
генетика человека и генная терапия.
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Генная инженерия растений: методология

Одной in исконных иипч ш кш нинсроь ОШШ 
получение высокоурожайных сортон растений с 
повышенной inunction ценностью Наибольшее 
•шнхимис уделялось при ним таким мцжоиим 
культурам. как мкуру %i. пшеница и рис, однако 
были осуществлены программы и но смешила 
мню других сел1*м>х<*.<и|ат венных и сбитых 
культур. В качестве 1.1Ж1Ю1Р инструмента прямо- 
ю Iснегического воздействия на растения при 
меняется тсм1шк>П1ирскимОмн«1!п них Л И К . ши 
роки использующаяся п микробиологических 
системах. К настоящему времени разработано 
несколько мф||1сктш1ныхскиг1см переноса Д Н К  и 
жспрсссируюишх игктороп. которые работают и 
раде parmusiuiux клеток Одним из достой к е т
ООСЛаШ ИХ ЯЦЛЯСТСЯ ИХ ТТЛИ1КОТСШ1ЮС7Ь: из о д 
ной клетки может б « п  регенерировано мелос 
риегснис, так что из клеток, сконструированных 
1С1ж ои |1женсрпыми методами, можно получить 
iJicpTiuii.iiiie растений, асе клетки которих несут 
чужсролшмй(с) гса(м ) (ip fm cictfiiu c  росте имя) 
le a n  такое растение п оп ет и лист жнjhccikx:o6 - 
• i M C r t x i e i u i ,  то желаемый при ж»к переллекгя по- 
слсдующ им поколениям

Можно привести три 0СН0ШП«ГХ ЛрГ>МС1ГТа II
I IO J tK iy  П О Л у ^ К Г М И Й  ф . П Ц  1 Г Н Ш 0 Х  p i K T i r n i r A  B u -

иервмч, niieocifне гена (генов) часто приноси i х 
воиышемню се-пскохочийспш мной ПСИНОССМ II 
декорати вны х кач еств культурны х растений 
В очиирм ч, ip j i ic i  синие растения мсиут сл у
жить ЖИВЫМИ Оиорсакторими При Mil TO Jill pill 
ном u p on л ю а е ж  экономически важных белкой 
Ш1И м егабол и ю и . В -третьи х, генетическая 
|рвжсформ;шия растений ( гр ан аен от) но шаля 
сг  изучать д сй сп ш с гсиоп и ходе развития роете 
ння и других биологических процессов

Hc'KirrOflUC 1СИСН1ЧССМ1 обусЛШЫСИЛЫС при
знак II -  такие как инсектицидная активность, 
устойчивость к иирусным заболеваниям и гер
бицидам, замедление старении, устойчивость к 
неблаюприятным условиям окружающей сре
ды. измененная окраска цист ком. повышенная 
нишевая ценность семян и самонссоммсч iv - 
мость могул быть пртч»бргт1Ы растением при 
введении п нею одного или нескольких генов 
На ссчсшнжиннй день уже получены М1к>1ичис- 
ic h h m c  трансгенные растения на основе как 

культурных, так И ДИКИХ МИДОВ Биотехнология 
несомненно инссс-г коррективы в ipa, unmet ише 
программы рн «мщении рас .енгй. и рамках кото 
рых для выведения нового сорта требуется от И) 
до 15 лет. А  п будущем с ее помощью можно 0> 
лет создаюл. госте т о . с совершенно новыми 
характеристиками.

Трансформация растений T i -и ла  шилом 
i l l .igrobucterium tunwfuvU'K\

I римотрк1Шсл|.№1и почве nmiu бактерии
Agrxsbacterium tutncfacicm <|iiiio iu i3o ic h . который
II npOlICCCe CBOCIO Ж1ПЯСМНОЮ 1ШКЛИ ТрЛНефОр 
пирует K im u i растений Эта фалеформацмя 
приводит ь образованию корончатою пила -  
опухоли, нарушающей нормальный рост расте
нии <рис. 17.1) Этой болезни» имеющей серым 
ные ш рог юм и чес к не последствия, иааиержены 
только двулолыгис растения, и частости то ю - 
ipiu. косточковые фру ктовые деревья, розы.

Образование корончатого петли начинается с 
11рош1К1Ю1чния, интеграции и геном раститель
ных клеток н экспресс пн специфического cci 
мента бактериальной ила»мидмой Д Н К  -  так
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Рдстгмис

П<*ргХДСИ1«С

Кирин
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Г к . 17.1. Hii$mutpunititiic растений А йп^Ы пвиоб
pCTCUMlflVf М*Ч*1Ч1МОН» ПО ЛИ .

кашпосмой Т -Л Н К  (or aiirn tnuirftrred PSA) 
Т-Д Н  к  -  no 'wen. горшими, тиуипрующсй pa i 
nrnte опухоли (tumor- inducing pl.Miud. Т»-ида ши
пы). CC ИГСуТ бшШИИНГТт lirnt-UMOtl А Ы п ф е Н 'П К

c н ,о

I 14ф(Ж<11Й111ТО(Н|Ш>НПИ

ГНС- I7.Z. Структурные |5«Ц1Г4>.'и41!ЦСГСКИрШН111Ш И ГЦД* 
Гоксилигпкнрмтомл >>гм mc/.iti ошн Ш4лглм*т.»1 
растением и а и л  I»  iiotpcvacmir мпмилмр)*’* Пенс
ии Г| IM XVM IUU

Длина 1 -Д Н К  варьирует err 12 до 2-1 т. п. и. я :*а- 
ппсимости ел штамма. Штаммы A. tuwejucien*, иг 
содержанте T i -идл«милы. нс способны индуци- 
ponaii. рлчшпис корончатою пш н.

Инфекционный процесс начинается с при* 
крепления A. tunivfucims к клеткам растении а 
месте попреждення. моею у ocmuiamiH стебли (> 
корневой шейки) Гансе предполагалось, «гго 
А. пипф аанзаражает именно П(тре*ле111<ыс рас
тения пслслспше рсырушения клеточной стенки 
и устршсеиим физического барьера. ытрудпину 
т с ю  проникновение бактерий я клетку Однако 
сейчас считается. что псе дело и специфических 
фенольных соединениях. алетосирингонс и гид* 
рокеклисгосирннгонс (рис 17.2), которые пиле 
ляп  погрежлениос растение *>тн соединения 
сходны с некоторыми продуктами оснопною 
пути синтеза у растений пюрмчных метаболн 
топ, таких как лишним и фллгнжоиды. Аипоси 
ришон И Г1ирокс»шиетоснрим10м актнпирукм 
Iсны яирудетностн (vi>). которые лока штопа- 
иы и участке Тыь'кпммлы длиной 35т. п. и., на 
хопя1ьсмся за пределами Г  Л Н К . Продукты »/г* 
гемои необходимы дли транспорта и интеграции 
Т  Л И  К (рис 17.3) и геном растительной клетки 
( ушестпукп по меньшей мере семь разных »тг- 
геноп.

hie. 17Л I сисппескаи карта Tl-iniOMiubi tNauirrao не 
иГикшети Т-ДНК сдержит т ш  а)кочш. «отжитой 
м и 1иил. Mfi.̂ nrfc ijwu»iKp**C«q*>Krtt;n •• пимилцтумгсн 
ТОЛЬКО Я |ЮСГиТТЛМ1141 КЯНКО. 3* пргпг ко** Т  Л И К  МЯ- 
хачики кластер Ылткж. тй м ). кшарукчитЦг) «1»ср- 
МСН|(М) MTUf«Y ЦДОЛ 141140, liuiiil 1ШШ1ИШШИ психики 
НИМ (пп). ХО10риЙ0бсСПГ»1!1К*ГСпЯ>1« 1МН>С1тД1КЛ’ЖЛМ1Г 
ii.i .u m iu m  и A Ш тфект. Л и Г1 »eium и прииш фолам*
Р а н н и е  I и К - г л о а л »  е л  и ж х г т  CUODC4VTUCIII*»
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После присосиинсмия Л. rumcfacicnSb несущей 
11 плюммд г̂  к pacr in с л мюй клетке и актива 
HI It U r ГСПОП Г Д Н К  транспортируется П КЛСТ' 
ку, ПО шиимому. С ПОМОЩЬЮ МСХЛИИ 1МЛ, о п то  
П1ЧИОГО чехами гму переноса нлаиммдной ДН К  
I I  л опорной клетки п ре ш тисти ую  п процессе 
конмопшии. При :гюм Г-Д Н К  находится под 
ноцешпгчиой фирме, и именно атакой форме 
она встраивается в хромосомную Д Н К  растения.

Переход I Д Н К  п ошюиепо«1еа1ную форму 
начинается с ппесспии и нес разрывов по обеим 
фланкирующим t t  I юследоыг гс д ь пост им При 
пои правая фланкирующим иосясмнчпельмисп 

оказывается па 5 '-конце олжшепочечной I 
Д Н К .  а 1смня -  на 3 -конце. Предполагается, 
чги интеграция I Д Н К  и геном растении тани 
cirr от специфических посдщювтльиостей. ло
кализованных и правой фланкирующей после- 
дошггслыкх'ги, которая содержи i повтор 
данной 73 и. и. Аналогичный повтор присутст
вует п  в свой пос^елогипелиюпи, О ЛП ЛМ ), КИК 
показы паст делециониыЯ мутагенез, она не при 
I hi мае I участия n имтс! рипми.

БодьиншепкисиовТ -ДНКактивируются толь
ко посте ее встраивания и геном растения Их про
дукт м и №шшк>т обра юеанне корончатою пила 
Гены км А/и ншН, известные также как /ms/и tms2 
соответственно. кодируют ферменты, принимаю
щие участие и спите к  растительное о гормона аук
сина (ъошхпшуксусюП кислоты). Ген штА/копи
ручет фермент трИ1ггофщ<-2-маноокси1С1ис1у. 
которая катализирует превращение триптофана и 
шиил»п-3-анс7аянд, л ten кшН - фермент ии- 
/ххчш1-3-а1нггс1м»иишрага:*у. клтатишрующую об- 
ракмоние икаатштуксуоюй кислоты ю  ишолид-
З-аисгпмшш (рис. 17.4, Л). Кроме того. Г -Д Н К  
несет ген /гаг (известный также как ita  itp). коди
рующий изопснпштрансферату -  фермент, кото
рый капалтирует присоединение к 5 '-А М Р пзо- 
преноилпой боковой цепи с образованием 
HinoKiTiiHiicm итопсшскилилснинл и inoncirre- 
пнладенозиимопофосфвта (рис. 17.4. Б). При 
тдроксплирошшии З Ш  соединении раститель
ными ферматами образуются шгтокиипны 
транс icaniii и Трвнсрнбозитзсатин соответствен
но. 11 ауксин, и 1штсж1Ш1ШЫ регулируют рост и 
ра Ш1ПИС растительной клетки, но, ггрисутствум в 
тбыткс могут вызывать у растении образование 
опухолей, таких клк корончатый галл

Кроме геноп ауксинл н иитокннино, I ДИ К 
каждой специфической Пгш пмкды  содержит 
leu детерминирующий синтез соединения m  
кикса опцион. Опнны гто уннкатьнис проДук 
ты конденсации ммино- и кстокмслсп или «ми 
нокислш и Сахаров. Например, при кокдсгнл1- 
цин аргинина н пнропиноградиой кие л спи 
образуется ошншм, артиина и а-Ксюглути- 
ралндешдд потеш и, <i Си циклического произ
водного гпрамииопой кислоты и сахаря — атро
пин (рис. 17.5) Оппны синтезируются п 
корончатом галле, а затем секрет мруинея Они 
Moiyt использоваться клк источник углерода (.1 
иногда и как источник азота) любой /1. tumefa 
deny которая исссч i Тмиачмидс 1гн(ы) кита 
бопизма соотвстствующсто опииа (рис. 17.3), 
локализованные пне I -Д Н К  большинство дру
гих исследованных почвенных микрооргалиэ

Ш 7
h n = c ;

NH —  'СН2>, —  си  —  сося •
NH
I

СН) — сн  — COQH
(Vronm*

M l,
HN—

N H  —  i C i y ,  —  С Н  —  C O O H  

N H
I

HCXX —  (СОД -  с н — со о и
Напаши

Cl

Рис. 17,5. Структурные формулы трех опцион: «жто- 
ямнл. но ляп и на нягропиьл
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моп нс способны использовать опмим мк ис
точник углерода 1акмм образом, и процессе 
эволюции выработался уникальный набор ме
ханизмов, посредством которых каждой 
iiiium m  A. tunicjaoens генетически трансформи
рует растительные клетки п •биологические 
фабрики» по прошводстку соединений углеро
да, использовать которые могут только сами 
эти бактерии

Пек горные системы на основе
T i -ндаэмил

Самый простой способ использовании природ
ной способности T i -плазмид к генетической 
тронсформшши растений предполагает ucipaii- 
iw ih h c  интересующей исследователя пукаеотид- 
ной последовательное™ п Т -Д Н К , а затем ис
пользование T i-плвзмцд и A. lumejacicns для 
дсч; га urn и встраивания клонированного гена 
( i c h o r )  и геном компетентной растительной 
клетки. Однако, несмотря на го что T i -плазми- 
ДЫ ЯВЛЯЮТСЯ эффсКТНПНЫМИ природными иск- 
торами, имеется ряд сери* шых ограничений на 
их исполыоплинс п кичсстгс ьекгорпп ятя кло
нирования.

• Фигогормоим. СИМТе HlpyeMf.lt !р31МС<|юрм||- 
pofuHiiiijwii клеивши л культуре, подшыятт 
регенерацию и» л и х  клеток ipeJiow расте
ния. по пому при конструирован ни векторов 
мд ос и о ж  Ti I Vutfti иды tm u  ауксина и шпо 
KiuiMMu должны быть удалены

• Геи опим.1 несуществен для тр.шаемких рис- 
тений, но при ею наличии может снижаться 
конечным выход биомассы, поскольку чисть 
ptcyiKOu расходуется ми синтез опции. Сле 
долщельно, при со «дли ни ьсктороя ic ii они 
на глкхс должен быть удален

• Ti плизмплы имеют очень большой power 
(от 200 по 800 т п п.), и для экспериментов с 
рекомбинантными Д Н К  нужны векторы 
меньшего размере, поэтому участки Д Н К . 
несущественные для клонирующего ВСКТОрО. 
должны 6ч*т. удалены

• Г| |м.имиш4 пс реплицируются и LM'hctichm 
<ч*7/, *гш исключает работу с рскомСшкигтпы 
ми li-rubtiMiuutMit и m ix бактериях. Сле до 
шпелыю. при конструзipueumi11 векторов на

основе П-платмнд необходимо внести ь них 
сайт инициации репликации, обесгочнвою- 
шип их поддержание и L  coli

Несмотря на вес п и  сложности било L коми 
рунроплно несколько налогов для раститсль- 
них клеток. Ike лекторы ш  основе ЬшщЗмид 
оринп юелиы сходным образом и имеют следу
ющие 'хпех'енти.

• Селективный маркерный ic k . например гстг 
неом1Щ>шфосфотрано(1|ерази. который обес
печивает устойчивое/» i расформированных 
растительных клеток к клидмицину. Пос
кольку этот сек (как и многие другие маркер
ные гены, используемые при трансформации 
растений) по своей природе ирокариотичс 
скин, необходимо nociamm. его пал кош- 
раль растительных (эукариотических) сопш« 
лов ра улик и и транскрипции а теки числе 
промотора и сит& лл ирмш-ашт-подкл.и* 
титрования. Эго обеспечит в М с ти ш у ю  
экспрессию гена п трансформированных рас 
тигельных клетках.

• С J i n  Н11Н11КШШИ р Р П Р И К Л И И Н , КОТОРЫ Й поз- 
валяет плнтмиле рспдиинг*ч**ться в f tvh 
Некоторые векторы содержа! также и сайт 
инициации реи шмнми A tumefacu’w

• Правая фланкирующая последовйтелыюсть 
Т -Д Н К  Этот элемент абсолютно необходим 
для интеграции Т -Д Н К  в клеточную ДН К  
растений. Большинство же Гекторов содер* 
жат как правую, так и  левую фланкирующие 
i i o c u u u m u u ' i i m k x t u

• Поли.тикер (множественный сайг клоинро 
пания)для вирам шипя тспа i. участок между 
границами Т  Д Н К

Поскольку клонирующие векторы не солср 
.»ап ICIlOli W ,  они  сими не способе и  обсспсчн 
win* транспорт н (иглирашио Т  Д Н К  п клетки 
piiCTVtUlB хоэииы Чтобы реш ить »гу проблс 
му, было pa «работ»по два подхода*. В первом 
случае используют бинарную векторную смете 
му (рис. 17.6, А). Гяищрщ-ш клонирующий век 
гор солсржт Сайты инициации репликации и иди 
С  со//, и дтв А. twtrtfiuiem, т>  нс песет генов г//,
г. е no npiMH'iccKii челночный вектор п 4  
A tutmjadnи Все стадии ктом пропаши; прого
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лкт а I. coli. j  затем вектор иаолит в A. tumefa- 
ctcns Ш тачм-реш ш иет A. tunefacicns несет 
модифииирошшпую нсонко1скную («разору
женную») Т » -плазмиду; она содержи! по/ишн 
набор vrr-icHoo. но из нее удалена часть (или 
пел) Т -Д Н К  (гак ню  Т -Д Н К  нс может быть 
транснортирокака). В ЭТОЙ системе на 
HCGHKGIенмой Т| -1икдзмиле синтезируются 
продукты иг*генов, которые мобилизуют уча- 
сток Т -Д Н К  бинарного клоннруюшею векто
ра Продуцируй белки, колируемые v/г-ггипми, 
нгонкоггиная T i  п.гпчмилл пыстуиап и роли 
помощника ешхобешуя остра ннл шип Т -Д Н К  
ит бинарного клонирующего вектора п хромо 
сомную Д Н К  растения.

Во тором случае нсиолыуюг коингегротпиую 
пектрмую систему. Век торила Д Н К  рекомбиниру
ет н А toMtfacknt с «разоруженной» Т|-пшимв(лсзА, 
Т  Л  НК. которой не несет он укол г родных tenon, 
гшлш образом, что wet. клпнирчюпшн пеггор 
псгроивасгсм п неонкогенную T i -плазмнду (рис. 
17 6. //). Коимкчрашшшй вектор и неопксгси- 
«шя Т|-1ШШ111да-по4#ошинк содержат юмоло- 
пешие последовательности, которые образуют 
сайт ДЛЯ ГОМОДОШЧНОЙ рСХО\сб|НШ1(1П1 II! VIVO. 
( К'мзчио >Т11 ПОСЛСЛОШГГСЛ М ЮСП1 расположены п 
Т-ДНК.  Мосте рекомбинации клонирующий пек- 
тор спню отся чпсп.ю нсонкоггнной T i -гаипми- 
лы. которая содержит \ir гены, необходимые атя 
переноса I Д Н К  л растительную хозяйскую 
клетку. Единстоснний способ поддержания кло
нирующего гскторп п Л  tumtfbdcns -  что мсгтсии. 
jotutiutc такой KOinrrcipmiimioM структуры. В 
лшиюм конфигурации генетически скопструи 
рошнный участок Т Д Н К  может быть нсрснс 
сси и растительные клетки.

Физические методы перенося генов в 
растительные клетки

Системы переноса i c i i o u  с помошмо A. tum efa -  
c«vu эф<|юкпшно работают Iотько п случае не - 
которых низок растении В част9юсI и, одно
дольные растения, включая сх»юииис зерновые 
культуры (рис. пшеницу и кукурузу), практиче
ски не трансформируются A tumtfacien*. Тем нс 
менее, модифнцнровап методики и тшатгльно 
контролируя условии. улД ткь трамсформмрп- 
н;тп. кукурузу н рис агробйктернямн A tumtfa~ 
cfcns. иссушим и векторы -  ироишолнмг Ti- 
нчашил Гак. например, шпредыг тяролмиж 
кукурузы помгщп ш на несколько мину! h сус
пензию клеток Л tumrfucien^ о иигм инкубиро- 
tia.ni несколько дней и отсутствие селекции юго 
дащгнпя. После зтого зародыши переносили п 
среду с питнбиот11ках1н, и которой хкнлм р о ст 
только трансформированные растительные 
к.тстки. Эти клетки нмлержшшлн и темноте и те* 
чеши.* нескольких недель, затем переносили 
массу 1(х1нс«]юрмир011211ных puciiuc.ii.injx кле
ток на другую тггательную среду и имкубнропп- 
ли на свету. чтобы произошла регенерации це
лого трансгенного растения

В табл 17.1 перечислен рял методой транс- 
формацип однодольных растении. Нскоторис 
из этих мссодоо требуют удаленш| клеточной 
стенки с  обрюовютс м  протоплясгоп. Послед
ние гтцдержимют п куль type как независимо 
растущие клетки или а специальной птшечль 
ной среде, тле они образуют клеточные стенки; 
m  таких клеток хюжстбьт. регенерировано це
лое растение. Кроме тою. разработаны методы 
трини}с1рмлции, ПШГЮЛМЮШИС МЮГ.ИТ1. K.TOIIII-

Рмс. 17.6. Дш векторные системы на исподе Т» unniwu; А. БннаримЙ tcmunpyictuiiit unctop содержит сайты 
инициации рсштклпнм </дгт) к л.ти f  t*Ji. н л гы Л iuw Jw h w  (либо слит aiiiniriiiiitiiii репаикшиш л ли тором* п 
»р>та х(тсяси). с&тггпипшй маркерный сги. кгтпфни млкгг быть испнт.югин либо к / rrtfr. либо и A  wmffit- 
cion, а также интересующий исследователи геи и ркяпепммй селективный маркерный ни, негре спине и Т  
ДНК И KommipjтнпниМ к интрукчинИ Гектор (я*гржу) содержит сжит инициации репликации только дам 
Ь enh и не может iinftMOMlH) c v u ic c ih o im ii. и A. i шпг/апем Oil также несет enter кг икни !• м.*|.«ксркыр ten, коти 
1*нИ Hcnutth3)OCN либо п /* соА', либо и A. tumtfociens. it|vxny»o <«Л41И1.ирук>ио'к> ипеледтмнедывчти. Т-ДНК <П). 
рлг in тс л i-m.ii • омскгимшЙ маркерный ген, теп мшоин нужно идксти и геном, и фршмс1П Ti лиипиилы, и> 
мплси1И1ниа у » и п ж у Д Н К  11С(Н1М)|гц1и)|1 (• p K M ip yx c »iiu )H -)T i-«b u i'iM iin i.i Н с а и а с о в С ш и п И  ш ипм нцп (*ггг/лчН/ 
иг) СНЛСТ1ЖИ1 -левую iSnMHKirpyRtiuiNi iiocjicjuirutivifjiocri. Г-ДНК (ДК кглскр nr-irifoii и сайт иннцилинн реп 
пихании A mtnr/ocirnx {nri). I омолш им«ам рекомби и линь KOMimipartmtiiHo Kioiuipyiotiicvii иг мора с 
iictJiiKoitioioO 11 rvm »vя той non рсхомбИИШеП1ую платмнлу (юмдгу). которая несет кпширкшнный гем и рас- 
ннедьиыИ pciMipicpiimlt 1 си. <|v'Miixiipiietd»im4c п|МВоЛ и ле»*»й хопиеннми 1НК.ХЛ«*Ы11СДЫ1»Н.1НМ11 1-ЛИК.
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Гсндинип |сн н небольшое число клеток расти
тельном гкани. из которой можно регенериро
вал» целое растение, обходись без регенерации 
и * протопластов. В настоящее время для ДОСтаВ- 
КИ Л И К  II КЛСТКИ рОСТСНМЙ мрсЛИачИтЛЮТ ис
пользован. либо векторы на псионе Т1-Илазчмд, 
либо бомблрлиропку ММКрочОСТНиЛМИ ( гибл 
17 1) I акмм способом било генетически *|\ПИС- 
||¥>рмщхиито более SO р т т ч и м х  видов расте
ний (таба 17 7).

Ы>мГшрли|швка ммкрочжпицимм

Ы>мбар;ц||м>нка макрочастицами. и.ш б и о лт 
тики, наиболее многообещающий метод пне 
ленияДНК в растительные клетки. Золотые или 
пол14{||К1мошас сферические частицы диаметром 
0,4— 1.2 мкм покрывают Л И К , осажденной 
СаС1?, сперм клипом иди  псшизтилсипиисавсм. 
и «пыпрелмнаю?» ими в клетки изспеишиыюго

•ружи*. приводимою к денег виг газами. обра
зующимися при сгорании порока, сжатия воз
духом иди гелием. Частицы разгоняются ;:о ско
рости 300-600 м/с и пробивают клеточную 
стенку и мембраны растительной клетки При 
этом их плотность такокл. что клетки прахе и че
ски не иопрсжлдкися.

I lonaa в клетку . Л И К . покрывающая чоепшы. 
каким-тонеизвестнымспособом интегрируется п 
растгсльну ю Л И К - Метол бомбардировки мик
рочастицами иажюмет трансформировать расгс- 
ник самых ратных видов, и том числе огшацояь- 
ные и хвойные, л которые нс удастся ввести Л И К  
С ПОМОЩЬЮ AffbboCtfrium.

Ьамбэрлмролк.у микрочастицами можно ис
пользовать также для введен м*< чужеродной 
Л И К  в суспензию растительны к клеток, культу
ры клеток, мериоемэтчеекмг ткани, незрелые 
tapojiuiiiit, лротокормы. кадсошили и пыльцу 
широкого хрутт! растений (табл. 17 »  Крохе того.
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17.4. i  МСТСМЫ pC(M»TICpni*A И ССЯСКТИПИМХ МЩНерНМХ ГС1И»0 (МСПТиЛЫП** К-1ГНЖП

Ф г|М П ГТ П ени lu m m u iir  о и ж с т к  
(T .irK tiiR iin ro  гш ркс^внхи п э а

И с т »  а .и 1пж ш с ■ in T m i1 
fv M ^ T r p i iic o  m ia

1кЧМ111Ц1| Д а Д а

Г I I I  («1М1И1П j> 4 «;i;A iriu »«. »11\*\ л Л л Д а

Л и  f it  д ; к ф  V U fT p c j} К П Ш Д а Д а

Х .Я 5 > о и ф и 1 1 »л » -н и с »М Т 1 Г««ю 1 < Т г м» Л 1 Д а

1 т т а м т а г  и -  o iM m i.*R pagcv|rpiu Д а Д а

H ciiui b i n i  h h w » И и Д а

О к т и л  k iu it i r r a x * И с т Д п

|V-I UOK>pfXM UU *i М и Д а

C T|K Tm tum uiH ilM AitK iTTUiiu JiC )U LU Д * Д а

ЧН ТМ ГМ 1, '£> CH 40lll4 lftJtiU t»t y c lH iC T liK *  и  I* 11'VtUlMl I U И л

J I k »u i h ; < i h : m  ( » c i u i u . i И с т Д а

Л* 111'*]* ] « l  M И с т Д а

1 |«CIMI Ilf ИМ И  Ц р й  * о м / и Д а

М г т г м ш т ы м и  II П а Л *

•чай» fb ify N u iu iM ii iM * »  3 ф «чфгт:м 1»И1Я1 Д - И с т

Ф п 4 > » И ’1 )«м й 1 » J t i m u t T i M K ф е р т в Д * Д а

|Ь f  4  ШГТ1 •*<**«» И с т Д а

Ь а т п а д ш и п  S  j r u i i M i a n Д * Д а

A ib t t iV»j h  i t m W f n i n / ь И с т

Г-fM A U I».1l im i  t! u a p t u i i  и Д а И г .

YUUm.VNtt. ha J Mach* 192; V»l <h*hbfl Of>-119, *»• II R <.1ы I Г  1>лпры*р4| * fftofl4^r*W
!ил«> Ай»1 t'kt li?M. IK-.-» Клип. 11»

uupeiHfitMNi коммерческого п р о л у ш . В СВЯ
ТИ с •ТИМ лучше не ПВОДИТЬ irillil уСТОЙЧМПО- 
ста к антибиотикам п ссльскохотяйствснныс 
рас Iейия

Некоторые продукты рсИОртерммх генов (на
пример. Ц-О-глюкуроншиоу, к ткже /nomnjiepa- 
ту, сшпслмрусмут бактериими и сне г ля ко ми) 
можно обнаружить л нигинниу р*гпггс:!М1МХ 
тютях. В системах трансформации чате tcero 
исподьтуется Iси IVD-rriOKypoiiimaiw Е. сЫ/ 
«•US ген) Ом копирует стзбилышй фермент, 
Л Ы Ч Н О  (Жутпи>юш»1<! И рОСГСМИИХ. KOTDfl.lfl кг

ni-nrHvpyrTpdciurtnrime Р О-глюкурОнилои Сто 
ас г ими осп. ктра»1сформир04амн||1Х рАгштглшых 
•каняч можно Ливру жить но гчмпигнию синей 
окроски и результате rujipomi ci неокрашенного 
суСстрвтп. 5-б|юм-4->июр*3*иклоп»и1-(М)-|як>- 
курсмюиой кислоты Альтгриягмпнми более чуй 
cnurmnuMiM метод кади честен ной оценки пк- 
ТШНОСТМ (» l  S-rniOfi и рясппыьиых ткстроктвх 
основан ми определении мигёисинмосги фауо 
рссмстшнн пролук га гидролиза 4-мпи гумбедлм 
фсркя-|Ю*| дюкуроиная.

Эксисрмчши но экспрессии 
чужеродных генов в растениях

После того как методика трансформации рясте- 
ннй были полностьюсгфаботзтл. исследователи 
стяни пытаться вводить рохшчные растктель- 
иые п бактериальные ic iiu  в т е т к и  самых рат
ных растений Трансформированные растения 
проверяли на способность к ciurrny чужеродно
го белки. проводкам фшнологическиг исслсло- 
мшши. чтобы определить. как npucyirrmir этою 
бедка с киты гаси:я не всем рлстснми. Во hhoiiix  
ранних тсаерммеш х иснотоонапм промото
ры. контролирующие констптутпиую экспрес
сию и ряде растительных клеток Не так панно 
были нмлелгнм и oxapoKTcpirtomiiiM рктмтсль- 
пие промоторы, контролирующие экспрессию 
чужеролных белкон и специфических клетках мл 
определенных епшиих роста н рзкиппма расте
ния. Например. имгсто сильного конститутив
ного 3SS-промотора вируса мозаики цветной 
капусты, функционирующего по всех раститель- 
иых тканях п течение всем житии растения, не-
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ВАЖНАЯ ВЕХА

Регенерация жкч|«сс1ЮС4ишы\ фертильных p a n  спим, сипггезиру на них октопинсинга*); 
ич корончатого галла табака после лсле1 dim  генов, контролирующих обра шваннс опухоли

II. TH Circvc, J Lccrtmfn. J. Г НстлЫсспь, L I Ilia Toopj!. M. I>c lictxkclcrt.
L  WMltnitirr. L Ottcn, M Van Muntuyu, .1 Schell 

Аtturr 34Ю: 75? 755. IVK2

Дли И«ш\'н и i и t|KHIC«CHMMX p.u - 
tC H H li •1СоГ**итмл x Jk Jk  м и ь и а н

nrtnaplW K CHCTCUJI Mry>UI4l* no 
пытки отними таких систем ос 
NoewiwiMCt» im испш1ыи№иж Ti- 
НЛЛЭММЛЫ 1ШЧНСЩ1ПИ бЛКТСГИИ 
А  гыа/агшм, т *  мш ил после ИИ- 
фиш iponaiiM* чупстт тельных
лоулалыилх растений часть Ti 
n.umiiviw (Т ЛИК) остроmucuai 
i «гаере испилим i о хрллвоегмпую 
ДИК клаки рэп спим рении исм- 
га Однако при инфиимринднин 
растений И trtaiMKJnA ил ф и т : -  
формирнгихжитх poet синих пбршу 
гтем h iрнп;шаН п ш  поучал ь, 
lIVCnMKIUVHillUni нормальному

рост) | mi lot ни Палому прежде 
чем Mcmdoouaib h  иди .мщу о 
К4ЧГГ1ИГ не»: гирл дли IpaiUTiMip- 
MaiUlM растений. непбхилнмо 
прслитхраонт. сбра ахыиис ипу-
Х11ПИ.

Итучая нРНК, 1|чиккрмгифу 
cuwc с ш г а м ш  и милнфиию 
р<«*о1И1>ск Т ДИК. Шелл и др 
н о ш и и . что гены. <mtCTCTWli
lt ыс м  pn iniinc M tpoiraiccoi пи
ла, лпкдипо1«ны и Т-ДНК "ho 
силачило. что можно доить in 
Т  ДИК тщ  « и м  м п есет <с с пи
MOOIIUO COMOJUJtll'IllllH |КМ»мА»1
iimiin* n Ti плапиц', а ппснсл- 
ммю — n pacTirtciit.iiNc клетки.

Tl-n-.t \MII.M. UK 'N1*1111111114.К И KpO 
мосоыную УЖ К ибмчиич ciwco 
Ы т % iffpm rcrr м смою Т-ДНК, к»ь 
тпрли теперь НС ИСССТ ГСНОП 
корончатою ra.vw. Слсдуюшии 
1НИМЧССКНМ 13ПИЧЧ II рд ШИТНИ тли» 
системы стали ктнптроелпис чу- 
жергцгиою маркерною тема и гена, 
Ш ПСрССу»11«10 ИССЛСЖЧЪЛТСЛХ, о 
Т-ЛНК. 'Птб|4 их можно было 
rprmcTtnfTnfpoiUTK и хромосомную 
ЛИК растениилптюнм Нектона* 
слепли !1Л псионе Ti ИЛП1МИ:: на
шла широкое Применение ID 1C см 
мире. Lc rcnmll.lytUf JjUI tXLl'Illlltnt
rpairrt?f«iiuK p m n iitft n TWCM4UX
лабоpamptiit

citbiKMimt.m промотор if i io  малой субьслнмииы 
iJkhochmtct нчес кото  ф ерм ента ри бул ою бн е- 
фосфат-кдрбоксишиы, работающею только и 
фстх;нтс5пр)П)шнх (капих, например в лиегь- 
ял, Л п л л о т  ш о дли кош рси и экспрессии неко
торых ЧужероЛНЫХ ГСНОО ИСПОЛЬЗОВАЛИ |Х1С 1И-
ТСДЫИА* li|4'MOIO|>U. функционирующие ТОЛЬКО 
н специфических гкшшх млн только при неблд- 
ю нртпны х условиях.

Подавляющее большинство геноп растений 
ЛОК4.Ш ЮНИПЫ I» мдерноН Д Н К , ОДНЬКО хдоро- 
пласты н митохоилрии тоже содержат гены, 
колирующие рил важных и уникальных функ
ции При этом не вес белки, присутствующие 
и этих орпшеллвх. закодированы и их Д Н К . 
Некоторые ит них кодируются япериой Д Н К . 
синтезируются в цитоплазме. о затем с номо- 
Ш1.И) спсиналыюго мс.хапюма импорттуруютса 
ь соответствующую оргвнеллу* Петь лво спосо
ба иноденmsi специфического чужеродного 
белка ь Mirroxoiupiui или лло|Ю1ыасты. Олин 
способ это слияние гена, кодирующею чу
жеродный бедок, и последовательности сиг- 
11И.1М10Ю ненпиш, ноправлнюшего белки и ор- 
iai«e.'LTM Токая конструкция коже! бить

ист|чте11и II хромосом пун» Д Н К . м |>гкса«Ги! 
маитный белок будет iiM iiopTiipouoii.cn и root- 
ьетствуюшую оргаиеллу. Второй способ прсд- 
п ол а 1 дет n cip iu iita iin c i r i ia ,  копиру ющего 
чужеродный белок, исносрелстиснно п АЛирО- 
пдостнук» или митохондриальную ДНК.

Выделение рииичпы х промоторол и г/.\ 
псшьпоованис
Дтя пмдглсиин растительных iцнжктторои in 
игкопзрих пилоп ixtcrritiHi исиильэопати сис- 
Шймшгиронаниыс тпк мачмилемыс «прохюгор- 
иоиройлемные» лекторы и систему трансфор
мации на основе П-плозмил Agrobocurium, 
Суп. иодхолп состоит в следующем Геиортер- 
мый ген без промотора встттамкаюг сразу та 
провой фланкирующей 1юсаело1штелиюсп.ю 
всктбра на основе T i-илачмилы. и после пере
носа Г-Д Н К  пхромосому растения он окатыва
ется и окружении растительная ДНК. Если Т -  
Д Н К  всгроитси о промоторный участок 
функниона1ьного гена, то праюойдет транс
крипция |>ciiopiepiioiT) mm. Для цдентификп- 
нин растительных промоторов п качестве ре- 
иортеркого темп можно использовать ген
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нсошшннфосфогрансфсрати (п/й) При том 
экспрессию донного ген Я МОЖНО про кои г ради
ровать отбором канйм111И1Н)стойчивмх транс
формантой. Однако таким способом трудно 
нлентифминропяти промоторм, функциопиру-
юшке ainiii. на определенном станин де«шпш* 
растения или ннлуиирусмис специфическим 
фактором окружающей среди Чтоб»! быть увс- 
ренним и отборе именно тринсформиропаииых 

ii Т -Л Н К  следом та ре портерным юном 
бет промотора истрамгоют гем устойчигюсп» к 
пироминнну. находящийся пол КОНТрОЛСМ ком 
ститутиииого промогоро. Спочила отбирают им 
ромииинустойчиIU.K* метки, а т е м  проверяют 
ферментативную активность трансформантов п 
условиях, обсснечи пани них экспрессию рспор 
терн ото гена Н резуматс обнаруживается. что 
от 5 до Wlft |ринст|юрмиро1\.*1нпих pan тельных 
клеток несут репортермый тек. находящийся 
под контролем активною промотора

MS-п р о ч то р  паруса мозаики цветной кипу
сти чисто магольтунн и растительных системах 
wiK сильный промотор, xoni уровень экспрес
сии контролируемою нм гена, кодирующего чу
жеродный белок, часто оказывается ниже, чем 
ХОГСЛОСЬ бы Чтобы решить эту проблему и най
ти нпиболсс «ффсКТИННЫЙ промотор, необходи
мо протестировать ь растениях различные кон
струкции «промотор-ген*. Кроме промотора, 
экспрессию чужеродных ichou  m oi>t  усиливать 
некоторые другие элементы. и частности эн- 
хлнеерные последовательности, расположен
ные иа расстоянии от одной но нескольких со 
ген нуклеотидов до промотора, нитроны, 
стабилизнру-юшис мРНК, и сигналы термина 
Пии транскрипции.

Били протестированы ДИК-конструкции, со
держащие псе или некоторые и» следующих эле
ментов* *SS-промотор, сигна i терминации Транс- 
крнпцин i c h q  Hoiui.iHKciiimi гы ; от о/июсо до семи 
тандемных повторен» мгхлнеернмх чдемеггтов; так
и.м/лих-м ы Ibnoc-intmcvieai.iuxTi.. которая прел 
положитслыю усиливает экспрессию гена ид 
уровне трансляции Наиболее «Мпгминшп кон- 
струм ша содержала семь »мхаш:срних элементов, 
при этом уронен», экспрссао! чужеродного гена и 
трансгенных растениях табака и риса бы,1 намного 
выше, чем в с гучте оттого .4 $S-промотора (табл
17.5). Протестированные промоторные конструк
ции кошролиросаги экспрессию в ГрОНСГГННЫХ 
растении* широкою крута чужерптнмх mini» Га 
кос рл шообрп шс. вероятно, обменяется тем. «по 
Т-Д Н К  встраивалось в ротные сайты u гемом* рас- 
гении Иснадыуя п т  подход. можно создавать 
сильные ткансспсцифнчныс промоторы, регуди 
русмые в процссос разлития

Введение чужеродных генов в 
хдор тли стную  Д Н К
У бод мни ист па п йена ix растений в каждой к т  
кс листа присутствует примерно 100 хлороллд- 
c i o i i  и каждый х юроплост содержит примерно 
100копийхлороплпспю!ЛИК Для стпбшмгой 
генетической трансформации х.тороштегов с 
цепью изменения их функциональных характс 
ристик иеобхолнмо нпошт* чужеродные гены я 
хлороплэстную, а не в хромосомную Д Н К . яги- 
ил которой применю я 1Й4 10' раз больше 
Кроме тою. необходимо чтобы чужеродные ге
ны присугствовзим но всех из примерно (О4 мо
лекул хлороплмлной ДНК. содержащихся п од
ной КЛГТКГ

/^лица  /7.5. let спреями»*' нроиогирных KOtcipyxittHi и трансгенных растениях'

Pact mm l  (M’liiMi уропеш жеиркгим it *a
ll|MM««l i u p  V U s *  и мм u p o u o  i  »»p

М ям -им м  ikiiuH ч ри м ик гена

WS-tfHi%»l»IU|l Г Ю «Ш Й  |||>»41>|1>Я

Ы - » . 1.0 гм I M

P lic 1.0 Г 4.4 7.2 47.1

I I . Ышни Ми «Жат* «4 «in i rwf ЗЬ 4V W IVW.
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Гис. 17.7. М.чатмшшис лекторы. I* ПОЛЬЗуС-
М Ы  С  Д Л Я  IlfiCJICHIIM  ш к л с м и ы х  г  С И О Н  II \-М»Р«>-

ПЛЛПГН)Х> ЛИК SfC1 -  ген устойчивости к 
спскгниоминнну

Вначале чужеродные гемм ииодмлм в Д Н К  
хлором листов и составе нлозмилною вектора.
иссуши О НСССЛСКТНППую ЧуЖС|КУ1||уК> Д Н К  И
селективный маркер» например ген устойчиво
сти X аНТИОИОП1К>.фЛППМ1роШ1НМЫС специфи
ческими iKKJtCflOwiicHi.nocTHMil хлоропласт пой 
Д Н К  (рис 17.7) Такая строгсши была весьма 
эффективной, однако нередко селективный 
маркер мешал iрепрессии фланкирующие 
хлоропласт ных генов. Чтобы решить му проб
лему * разработали стра rci mo, н которой с еле к- 
питый маркер и чужеродный ich  нс были фи
зически связаны друг с* другом. Для этого 
растения табака трансформировали смесью 
одинаковых количеств двух ра шмх плазмид* 
одна содержала селективный маркер (ten ус
тойчивости к спектиномнцину), фланкнро 
ванный Д Н К  из одного участка хлоропласт* 
ной ДНК. л торам -  чужеродный ich (fail 
устойчивости к канамниину). фланкирован 
ими последовательностями из другою участка

хлоропластом ДНК (рис. 17.8). Оба 1еиа име
ли прокариотические сигналы транскрипции, 
что обеспечивало и\ транскрипцию и хлоро
пласта*. но нс о ядре. Последовательности 
клоронмстной Д Н К  и плазмиде Гнали opiniut- 
зонами таким образом» что рекомбннация или 
не г ршта и нс м йеной хлоропл остов нс приво
дила к нарушению работы какого-либо хлоро- 
пластного гена. Плишилы ивалшш методом 
бомбарлмронки микрочастицами, д затем от
бирали трансформированные растения табака 
на средссосискгнномнцнном. Хлоропласт из 
отобранных трансформантов проверяли на на
личие продукта, детерминируемого «сном ус- 
тоичипости к кшшшднку (нсседсктинним чу- 
жг|ч>лным геном). Удивительно, что примерно 
Збй слектнномнцинустойчивыч трансформан- 
|ои экспрессировали также ген устойчивости к 
каиаминину. что ук.пмиает на применимость 
котринсформацми для пиелеинм чужеродных 
генов н хлоропласту» дик

Рис. 17.8. 11л#»милныг «ю оири. тпмшыус- 
мыс дли встраивание и хлоропласту** ДНК 
лпух т г о о  -  ссдспийицп) и мсселек'тпмпго 
Sjc' — ten устойчивости к с пектином 11ЦН ну.

X'rtO'll'WHW" Х.Н|НИ1ППСПИИ»
ДНК ЧужгрглШЫг ictt ДНК

Ч_____ i _ ________ _____К
» -М ®
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K w . 17.9. C xooiM W K nc прсдстаин-пис I  /1НК. кходщцей и c c c n w i  вектора. После т л е ц ш п 'и  f -ЛНК к хро
мосомную ДНК рлегсний у panel m um  no*  г ! кырслтьсслскшиииН маркернин K ii м Dctpoirfbcro P другой X|X> 
uocuMMull сайт Обозначении Л и II /icnau и Прадо? фланкирующие ivouic/jiifairiiMiocni, I X — моги и.»п.n 
«цемент Промоторы •• cm  паям «ермннлпим тдовкринпим пип гране пинии, t m .  интгрссукмисю мсслсдтш' 
если, и еелек iiMiiioid маркерною гена не ноьипанм.

Получение гр а н с т ты х  растений, 
не содержащих маркерных генов

Обычно при а мщении чужеродного сена и расте
ние одновременно вводится н селективный мар
керным ген. Хоти до сих пор нс было никаких 
указаний на го, «гго какой-либо из этих iciiob окя- 
эывист неблагоприятное к щ гй с ти с  ил челове
ка. АИП0 1 НЫЧ к.hi окружающую среду, последст
вии. к которым в принципе может принести 
включение и растения селективных маркерных 
геном, пытали беспокойство общественности. 
Например, продукты некоторых маркерных ie- 
моп могут оказаться аллергенами или токсичны
ми пешее ними. л jciuc усгойчииости к антибио
тикам могут ПОНЛСТЬ и I«погсиные почленные 
микроорганизмы. Кроме того, присутствие селек
тивных маркеров технически затрудняет транс
формацию трансгенных растений лоиалнлтель- 
ными генами, поскольку одни селективный 
маркер нс может нснапьзокитгыя дважды. Чтобы 
успокоить общественность, были разработаны 
методы получения трансгенных растении без ка
ких-либо маркерных генов

Олин из экспернмс1ПВЛЫ!МХ подходов к по
лучению бсАмаркерных трансгенных растений 
включает котра неформатно растений двумя 
разными Л  Н К . однп из которых несет маркер
ный ген, о друга и -  интересующий исслелоопте- 
ля чужеродный ген В чтем случае от 30 до Ы>% 
растений содержат оба гене, которые, однако, 
и нитрированы и ратные сайты хромосомной 
Л И К  После отбора тронс^ориншш маркерный 
ген можно улд тп ь  ш  трансгенного растении с 
помощью обычного скрещивания

В txiMK.iv другого rcuixonn селективный мар
керный геи встраивают между растительными 
мерильными * к-ментамн (О* элемешами) т а 
кую конструкцию ввалят и Г -Л Н К  имеете с ге
ном !ранспозаты% которая иырсысч участок

Д Н К  между ГН-элемпгтамп и перемещает ею в 
другой хромосомный сайг (рис. 17.9) В процес
се впрамиан им' I Д Н К  в Л И К  растспин-хиннпы 
и 90% случаев селективный маркер, клхоляишн- 
ся Х1сжд> двумя D v  элементами, оказывается п 
другом сайте \|х>чосомнсй Д Н К . при этом с ве
роятностью 50% fjo i сайт находится далеко от 
исходного. Таким образом, селектипный мар
керный ген может использоваться для мдпим- 
фнкацин трансформированных растении, в за
тем удаляться при скрсшлгишни.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С помощью Iси ной инжене|)ии можно шюл и п»чу
жеродные гены п растительные клетки и культуре 
с последующей регенерацией целых фершльпых 
растений на отобранных три 1сфорьа травин» tux к»с- 
ток. Естественным путем трансформация расте
ний осуществлялся с помощью почвенных бакте
рии Agnibaacriui)' (utrw/acictis При поражении 
растения о нем начинает спшсэпроиеться слепи 
фнчсскос вещество. U  отлет на у ю т  химический 
сигнал A  tumt/ovkm прикрепляется к мембране 
растнгелыюй клетки, после чего происходит пере
пое мости ( I -Д Н К ) байте риалы <oft а в амиды (П -  
пллзмилы) »  ядро растнтслыюй клетки. Г -Д Н К  
встраивается в растиicтьпыи геном и экспресси
руется Т -Д Н К  содсрхлп гены, кодирующие фер- 
могты синтеза фтогормоиов, которые вы шпаки 
увеличение (химерой риеппельиых клегок и их 
пролиферацию. Кроме того, растительные к тетки 
начинают синтсж рокт. опии, колируемы»! Г- 
Д Н К , который может йспопьзопагьо! тсыько 
A fumrfacims. Глкнм обритом, п процессе тиюлкь 
цин сформировался механизм нренришения рас
тительной клетки и «фабрику» по крон шалаву 
вещества -  иаочника утерею и ахггп (опииа)
исключительно хин нужд Л  Гитфеипу
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Чтобы ftciiosb'joiurrb приросшую стюсоОпоаь 
A tumefaeiem проникать n растительные клетки 
Л.1* ЛОС1П11КН И НИХ ЮЮИИрОвПИИЫХ 1СИОИ. были 
сотами модифнш*рооаии14с Т г- илпэмнли. Ит 
Т -Д Н К  угшиым геми фтоюрмоноп и urltи  ме
таболизма онина и исфливили такую тмснсн- 
ную Т -Д Н К  и плазмиду, способную сгобмльпо 
сушестнопать и / cob. Встроенный и Т-Д Н К  
ген-мишень попадал имеете с licit в цдро рпеги- 
1С.1МЮЙ клггки-решшшнгга. I) случае бинарной 
смисмы челночный нектар с слон пропан ним к 
Т-Д Н К  геном юю/от п штамм A umcfoclens, не 
суший мешифиниронаинум плазмиду с itnaMii. 
нсобхаяимимн ллп переноса Т*ДНК и клетку 
растения (Wr-гг на мм). Кроме того, рюррбашш 
кошпегра inoikto система. которая предполагал 
иислемие ijemiomioro пекитеi и А lumefarierM, т с  
он рекомбинирует с iieoiiKoicimoii И-плазми 
дой. несущей Wr-rcuw, с обрнюилнпем одной 
цшомилы, в которой есть и функционирующие 
имени, и Т -Д Н К с  глеи тронам ним геном. Учи 
сток Т -Л Н К  A. tutnefackm ж п и х и ,  * м и ш л  д л я  п и с -  

лгнии генов н различные растения. К сожалению, 
эта система применима нс для всех внлои расгс- 
кип Эффвктниным мепиом лретаакн ДНК •• 
различные растительные клетки виляет также
(k>M6tt|VlHP0HKa MIIKPOSUCTIHUfUM (Смолил нка).

Дли обеспечения экспрессии чужеродных к% 
нов, ниелсииых п растительные метки, нспоиью 
пали растительные промоторы. Р&лличнне промо
торы. фуикшюнируюшне юпш> и определенных 
растительных тканих или на определенной стадии 
рнлигтия растения, iucimi<bim»ipoicuii по экс- 
нресснн репортер* юго гена бед промотора посте 
его интеграции п хромосомную ДНК растения 
Были pHipoGoniiiM метлы пстрштншя чужерод
ных генов непосредствен!to п хдорошзсттю или 
MirroxoiupiiJtuafyin ДНК гак. чтобы колируемым 
белок сшгтспирогеыся прямо г* тпт\ органе.плх. И 
наконец, для того чтобы успокоить obiitccrncii- 
н о ли  были рщрабопшы методы доения мар
керных го» гоп ю  трансгенных растении.
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к о н т р о л ь н ы е  в о п р о с ы

1. Почему 'll ПИПМ1Ш Й ич A ^ m h w tc riu m  tumc/o 
deny шзДлолит лля с о ш ш п  пек-горл -  nepe- 
MwiiiKii чужеродного ram  n хромосомную 
Д И К  растении?

2. Чем p iiu n n w ia i бинарнам и мштегротип- 
мпм пскторные систем u?

.1. Что такое репорчернме гейм и как они не 
пользуются при трансформации pacmiau.- 
нмх клеток?

4. В чем заклю чать метол Оомбарлпроикн 
клеток микрочастицами. мс пользующийся 
для |раНсформоиии растений?

5. I 1олробно опишите, как пы будете иыпедзт. 
расипелышИ промогор. специфичный пля 
тканей корнем

ь. Как пшефиропап. чужеродный ich и Л И К  
хлоронласто»?

7. Как получить ipemrcniioc растение. не со
держащее маркерного пню?

8. Как повысить якшипоси. растительною 
нромежзра?
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Генная инженерия растений: применение

(kllntinofl ИОЛ 1.Ю GlHYlCUIOilOlUMCCkilX эксисрм
ментов на растениях являете* создание новых 
сортов культурных растений. большинство ран 
них исследований было направлено но получе 
lllec гисокоурожаиных coptob ранений Oci iii- 
мсисмнй нч iiiintcooii ценности. В растении 
высший гены» обссисчтшюшис их у* гоичн
DOCH.K НЛССКОМ14М-8РСДИТСЛНМ. NtpyC.'lM, 1Срби-
iuuuth. неблагоприятным условии* окружаю- 
шеи среди, и гены, замедляющие сшрсмпс. 
Чащ. jtiia рабог мм рассмотрим ниже. К|к»\*с 
и* о, проводились акспернмсит и по изменению 
окраски ИВС1ХЧ» и качалий растительных ироду*. - 
1Ш, а также по использованию растений и ка
честве «бморсакторон»

Выведение растений, устойчивых к 
насекомым-вредигелям, вирусам и 
г е р С ж п м л а ч

Р а сте н и и , успшйчииые к 
мимомы м •вредите, мм
Font бы илсбвыс злаки можно было изменять 
методами генной инженерии гак. чтобы они 
продуцировали функциональные мнссь мнимы, 
то мы получили бы культуры» устойчивые к на* 
сскомым-врсдитслим и не требующие опрыски
вании дорогостоящими и опасными химически
ми пест мин i.i мп I ичасту к» такое опрыскивание 
ирмхолитсм Проводить or Н1ССТИ ло восьми pa t h 
течение вспгпшиоиного периода). По оценкам, 
и 1995 г на химические ннссктишыы но веем 
мире было израсходовано примерно 4 илрл. 
долларов. Отсюда следует» *ло себестоимость 
зерна при во шелмнации культур, устойчивых к 
fUMXKOMMM'вредителям, была бы ниже, чем дти

неустойчивых Кроме того. бнопш нческие и и 
сскшпилм обычно действуют лишь из строю 
оср;| ничей нес число вцтон насекомых и безо
пасны да» челркка и других высших животных.

Дли создании paciciiMH. устойчивых к ш*сс- 
коыым-вред щемим. с поиошью генной нжеиер- 
ных методой были разработаны различные стра
тегии В одном случае использовали геи 
пнсскЛИ1НЛНС1ГО проткни на, продуцируемою 
одним из подвидов Bacillus ihunngams (гл. 15). В 
другом — гены |m l петельных белкой типа инги
биторов амилазы или протеина.). эффсктнипмч 
а 0 1И0ШСМИИ широкого крута насекомых. Насе
комое. в организм которого лопдшкл один из 
л и х  ингибиторов, было не способно псрсв;фн- 
вать растительную пишу , потому что нтпнбито- 
1»ы 11рспмптюкт.111 пиролизу крахмала tutu рдс- 
пнгльных белков.

Протоке ни Н thunttyinws л о  безопасное 
средство зашиты растений: попадая в окружаю
щую среду, он теряет активность К сожалению, 
множество врслтслсп хмебных злаков питаются 
внутренними тканями pacivtfHH. гак чтопренд- 
риш в. tkuringienus. распыляемые на поверх
ность JXICГС1П1Й, ОКЛ UЛШ1ПТТС11 М&ЛОзффСКТИИНЫ-
мн. Эту проблему можно решить, если 
ОбССНСЧИ1Ъ ЧКСПрСССИЮ генов токсинов в самих 
растениях. Fite пылить ниссыиинды и ло м  слу
чае не потребучлен и токсины нс попадут в окру - 
жаюшмп среду, о кроме тою. не возникнет про
блем. связанных с ограничение v пре мен и их 
действия в результате разложении. Задом био- 
IСХНОЛОГОВ СОСТОЮ* и создании ipancicHiioro 
растения, которое синтезировало бы аминную 
форму бя!лер|1алыюгоимс'екпшпда в количест
ве. достаточном для защиты растения от вреди-
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JrfLXUWi I K I  ЭхафСССИИ НСКОШрЫЛ IC IKO . ftXVIlrpyMHIUlX ШНХКПиШЛЫ HtJCtlfllS /iWlA&'M'lt<£f. il 1рДНС1С»ШЫ*
росте пил*, , й

14? ним Ттм ‘. 'K o o n w i. % Успиапм» с и . К IIJKVXUMUM

Глбш а у М Ь ),  поли. o.oooi-o.ttca Нет

Т ayiAtb), >хо|мг« O.IXU -0.012 Лк
Тябак crylAfu), поли Ilf  ОПрСлХ'ЛИС'ТСК Н а
Т аЬвс cryiAfa), w t c o 'i 0.WH75 1Ь
Т»Сик ttylAfc), укор»*** <аои JU
Тов.и rrylAth, >K<»f4^i 0.0001 л »
\ х и х л a y l M * h .VC * <0.002 Ист
Xjkvtco. cry!Mb), . I'M о.оз-чм >
Т с м п ; т Л л en tA(b). >xopri*i . W l о.ми д »
Твмит гдбек crylMbt. t t o t w  . PM WHO U Лх
f 1*1.11. T.4 VA cry lA/b). >хч*оч . PM « и д «

ITy.p. 105 1*1 m  Гш >мк cl и  <rtli. IV.irtbi *ч.«ч\0 пш». д п С лш и м п и ! П о д о и  Юг l i « 4* y . д| П д -а ч . I W  
; с г * '•*•*»»«< (д\аи i!ii''*iiir«iiwr«<»iA irn npurtui'iu. »*4Ч**« ywpyeiiMM м а н т и и  ирогоксшш;* T  к оти м / то го  мид. Гм  *ис 

тмин m%mm «ur «н и ти , • М ПШ1«э с т о  «ivrictu ftjr »г.лгаы

геля. Гены CfylAfc), crylA(b) и crytAfc), ш т п -  
NCIIIIUC W CIIIITCJ If I ICC KT IIUltlllMX белке*
A  f/iurtrwrn\i> »p . AurytcAi, практически не #kc- 
njVCCIip>HTK:f| II paCTCIIIfltX (niCvi. IK . I ) ,  ПДЛИ  П М - 
неленин прелеппииюшнх коммерческий инте
рес жишссиособных растений. устобчш ш  к 
Iпитекоммм-врелнтсяям, необходимо, чтобы ТП 1 
белки синтезировались и большом количестве.
Пытаясь решить игу проблем), уме мыши и раз
мер встроенного i t  I с  I так. чтобы синтсзирова- 
лись только N -кон I кил л часть молекулы токси
на. к снабдили его сильным растительным 
промотором, чтобы полис »п ь урока и. экслрсс- 
CIIII. Количество cinncuipycvoio токсина При 
лом  значительно увеличилось, и ipaiicivnnue 
растении получали пемнорую шииту «п плес 
ком ых-прелт ггслсй

Далее была поептлена задача наши мшш- 
мольную длину нуклеотдиноЙ послслоелгслтг- 
ностн. обеспечивающей активность токсина.
Чтобы определить, есть ли у разных токешюн 
или нам ты  f« домен, сравнили аминокислотные 
последовательности протоксиноа, продуцируе
мых различными штаммами Н thurin^itnxbi (К а 
таюсь. чю  N -концевой участок молекул прегто- 
кеннов ратных штаммов В. thurin^irnus ьър. 
kurxtcAi nwco кокон серванте и (гомологии 98%), 
л C-KomieiiciH более вариабелен (гом одотн  
45Я). Дальнейшие иссдсдооонил показали. что 
в* я инссктнштошл яктштоегь токсиш обсст*- 
ЧНВЛС1СЯ первыми 646 N -кописьыми аминокис

лотными Остапами молекулы протоке ш и. об 
тая длина которой соспииясг 1156 аминокислот. 
Участок ICH.I 11 ронже mi ш. кодирующий высоко* 
коне ерши миную ймимокислотнув) последом - 
гель, клонировали. iKcnpeceiipoiui ти и бактериях 
II OOliapyAIUII. что и отношении гкишггы расте
ний от насекомых сирнгы чс1иуекрыЮ4х и лаГюра- 
гориых условиях укороченный бс.юк столь же 
гффсминси, как и ею пит тиш и (|юрмд.

Для всестороннего и .туче НМ 91 способности 
укороченною гена протоки и ш обеспечивать та- 
щиту растении oi различных нзескомых-ьрсди- 
телей были минедсии трансгенные растении то  
мата. Укороченный тем. снабженным сильным 
конститутивным 35S-npoMO?opOM вируса моза 
им! ци сто й  капусты и сайтом  гермниании 
Тра11СКрИ91|иН|/ПОЛМЯДСННЛНрОАА11ИЯ гем» 1ЮПА- 
лннешгпыы. клонировали ь I -Д Н К  xoHimipa- 
тпвиою Ti-ara&iwuiofo вектора (рис 18.1). Вск- 
ю р содержат также И let! устойчивости к 
спсктиночнцину (Spcf). потиоликшшй прово
дить отбор либо в £  wli. либо и Л. tumefadenK. 
2) с.h i t  !1нмцшшп1т репликации t  cofr, 3) icii не- 
ОК1111шпфос|1ютрАНсфср|ПЫ иол контролем про
мотора и сайта терминации гранекрнпции/ио- 
лиадсинлиропання гена н о и лли н и тг.и и , 
позволяющий Провопить отбор трансформиро
ванных растительных клеток в ирису тствии кл* 
иимнцина. Кроме того, кош ггс г рл тинным вектор 
содержат правую Манкирующую последова
тельность Т -Д Н К  мотшлииоьол ТЬшииммлы и
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сметном количестве и течение I суi исслса&рвм 
бочки. и 'мою достаточно для последующей за- 
пип и растений иг шкскомых- инуютслсм . Та - 
Ким образом» можно нидэинрошш» синтез 
протокеинд, обработан трансгенное растение 
недорогим И ОСЗОИРСИНМ химическим ИСЩСС1 
нон и определенный момент mvruitiuuitiorntie» 
рнош. Таким периодичность стгнтсзй протоксина 
приводит к снижению сслсктииноголаазсним на 
устойчивых насекомых Аналогичные системы 
могут о м ш 1ЬСИ полезными яля |цнулниии син
теза самых раинах чужеродных белкоа в гриме 
генных растениях.

Пи один из конкретных голов протокемна 
A  tlmritqfkKU'хне может быть флективным и от
ношении всех инчон насекомых. В холе эволю
ции РИА. 1C ним 11ыр;и кнап» общие ЧСКШ1М1МЫ WI-
ujiiiu от насекомых. обеспечивающие их 
выживание, однако степень этой зашиты нс все
гда лосга точил Некоторые растения синтстиру- 
юг ингибиторы upairm m , которые, попадая и 
кишечник насекомого, блокируют I пароли j рзс- 
ТИ1СЛЫ1ЫХ белков. Разумно было предположить 
•по если вилслить растительный юн итибитора 
протеинлз и снабдите его сильным промотором, 
го можно будет сослать трансгенные сельскохо
зяйственные культуры, способные синге шрпгшь 
Н111К<>ИЮр протеи паз в количестве, достаточном 
ш л эншнш от насекомых- иредшелей. В одном 
h i таких иссiKpuMciггов с помощью химически 
синтезированного ДНК-ю нпа пт бинка тонов  
КОМНДСМСИПфНОЙ Д Н К  (КЛИ К ) б|»!Л выделен 
клон, кеширутишй ингибитор трипсина вигны 
китайской. (При синтезе Д И К  хини р>'Ковогч.т- 
попались аминокислотой iiocncaoiurfaibtiocTuo 
этого белка.) Полноразмерную кДМК субклоим- 
|юкз.1н в бинарном векторе на основе П-плдш н- 
Л»з (рис. 18.2) н иведи в илвмм Л  п т ф е к т , со 
лержшннн iicoHKotcHiiyto П-шшзмилу с 
актнш м и сл-генпми. После инфиц1фисш111я лис
товых дисков табака A. tumtfactom ли м  исьтором 
клетки» содержащие комнчемежярную Д И К . от- 
бирали по способности к росту п присутствии КЗ- 
1С1МИЦ1ПШ II pCrCHCpt^CWLOll ИЗ них трансгенные 
растения Ущерб, наносимый шинными IleOnthti 
гделогш (сопки) трансгенным растениям» шитс 
шруювшш более 2 мк! ингибитора трипсина на I 
ха рвеппельмого белка.был значительно меньше, 
чем вспучат пбычных растений

Ген 1шпг0нпфи
фИПСУМЯ ItflfllU К IT МИГ knit

Рис. 1вЛ. Ьнпарный КЖШИруХ»1Ш'|1 1Ч1КП1р. нссуший 
«сикн/ибмГОра ipniKim*» питы Kmniiuull tkxrupo»- 
;а т .м п  сайт инициации репликации ДНК лам uiupo 
мко круга хо ыси(ог.| и ten >стойчмвисIи к кинаv ими 
ну <Кл/>. хитрым (JiymjiMuttiipyci как к смА, 1и  и и 
A. tomtfminvL Хкжлз правой (I!) к левой с/1 > фланки
рующими послсдовательносгянм I 1 к ’дикило:
I ) геи исомишшфисфо1рйА1Сфсразы (NKT) ниц конт
ролем 111ГА11*»ГШНрГ1уДШ(МИ фв1«СХрМЩ«ИИ 1ШВ1 НОШ-
ливситым (pNOS и fNOS). что поткмяст проводить 
отбор хднамншшустпчнмау трансформированных 
{о с т  п пы1м v клеток. 2) ген iiiifiififtmipn трипсина т и 
ны югтйскоЛ, нак< v. я щи вся иол контролем 3SS-npo- 
мтпрз (/»35S) вируса мташи и«тю П капуст и сиг
ниш repMUiAimifTpMictpunmrif/iiaiiiuutcKHjiirpoMMiMN
icim нишииисинтлы (AOS)

Семена BHiuii китайской, содержащие укд- 
31ШИОС мыте количество ингибитора. истокеич 
ни дли жшинных и человека Впрочем, ci ли бы 
п и и т опасность и еущсспнтатд, можно било Счз 
ограничить экспрессию гаю ишнбигори теми 
гкапмми растении, которыми предпочитают пи
таться основные насекомые вредители, но м» 
лорис не иыюлыунп и пишу человек и жипсп 
ныс. Так. клонированный гем ингибитора 
протеннлэ мог бы «работяге» в листьях и корнях 
растения, но нс всю  плодах.

Введение iciia ингибитора II протештаи 
клртсн}»слч м растении риса сшиниает их or ро ю 
н о т  стебленого n^mni.mma ( SvMmto mfcivns) 
ocirouuoro насекомое о-вредители хил >ioil куль
туры; заражение приводи! кобрахишмих1 пнлмх 
сиблсй и мертвых чстелок без семян были 
скипе»р>иронииа ИЛпшшш,содержащим icm ии- 
гибиторц II прозииноты киртоф»сл» пол коитро 
пси его собственною промотора И СИП шли тор* 
МИНШИШ ТрАНСКрМПШШ Между промоюром и 
ксътирунмисй ofni.niын iciia ншибитора бил
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Л»2 Нитрон 1«* Ля2 33S Геи лев
3 M 4ICU А П  # Ш  « М'ИСП 5  к о н е ц  Ы х г  y - m m i

Pee. I8J. llaaJMiuiuJf' nctrrop. mvymmi icti MiirnGirmpn II npoTcniuuu харюфед* Ободмачемли: / W - m i  itiint- 
Cirn^u II iipaicMn^ju картофеля; 5 гонец -  arineirr ЛИК, предшествующийданному fv t iy .  V - k<m k ti -  ссгмоп 
ЛИК. сткпуюший м irRHw; ширин Actl -  r»rpiu.m iti'rpoii пгш аглша I риса; 35S 5' миги -  35$-промоггор вируса 
K4rtJUiK»t iincuuiH ведлуеш; te r  -  бактериальный ic h  <]A>ciJiniuiipHiiiiH-auciiuTpuHal>cpaiu. no* 3 k u ic i i  ccrvmr 
ЛИК. следующий та томив ииглиимсивпгпм. Ген far служи* сслсктпним мзрхеромдт траистетнм рктеним. 
(^ и ш и п п и  >с|с4\чм1чн.|1. квтрСмириу Bella |глкч)к>и*1иПу аммония).

Iicrpocil ПерпмИ И1ГТрС«1 гена UKTHIIJI P»lt4l. V>ry 
MHicrpyicuiHo писан  и суспсн ди р о ти ш и г коегкп 
риса методом бомбардировки микрочастицами 
(рис 18.3) II pCICMCpiipollaTII И I НИХ Т|Х!ИСгенные 
p x ia i i iu .  к и 1лн личинок ротового стеблевого 
тгп и  ii.nut>::i BiaiiocTi.ui ни подученные таким об 
р и т м  растении, мыько oi 15 до  20ft последних 
окашхалмск поврежден ивами, п ю  греми как 
:u u  растений лики! о п н и  л а  величина состав
ляла 70 100%. Посколкку расти имение m in i 
битеры лрогеш ни питаются обычными компе 
пеш им и рациона чел свекл и животных н и 
процессе н р и п тж л е н и и  пищ и бистро ниакгн- 
lilipyilYIVn, ИХ HbCJK’llltC ь новые зерновые культу* 
р и  можно cni«T.ttt безопасным.

ДруТОЙ ПОККЛ К увеличению эф(|ХКПШ1ЮСШ 
ищ и гы piciciuill с помощью юксииа А  г/шл/дош- 

.ui основан на параллелиюм иегюль хшанни эгого 
токсина и в о т в ш е р л  сериновой ly o re iiia m . По
ка сию, «гго смесь c h iпцешвого токсина A  t h u r in g f r u -  

% h  н каннесгве, обсслешкшппем минимальную 
irAtCjTYHOci и насекомых, и иншГтгкфи протеина* в 
низких копитгриппах обладает в 21» pni Голине И 
иисскшцилвюН ЛКП1ШЮСШО. чем ОПИИ ПрОПКСИН 
И  t t m r it t f m s lx . Чтобы проверить, будет и и :/ni систе
ма нпомнршап.в TfxiHLm uiui р а е тш и х , би л
сконструирован фрагмент Д Н К . копируниинй п б -  
рцлниП белое •И»1П1б»гтор np«Mrmi»w/>T;o|VHinini.iii 
токсин». Tp.ilicit*ильи [ttCKim u к/чиа. сопзрыс 
слипешроиилп небольшие каличсстез такого рс- 
комбннантного белка, были в» япгопелывоИ мере 
сишиисни сr r  iraccKOMiJx-ifx>4irie.4cH

Г:щс одни способ ш и п и  растений предгто- 
ЛИПИТ АБСЛСШЬ* В HBVX ГСНЙ, колирующего И11П1- 
биюр лч м и лв ш . Большой ущерб зерновым 
припоем в га кис насекомые, как зерновки 
(Caliasfibruchisnwcukitu*) п долгоноснк лучисто!»

фасоли (С  c M M v ) ,  BiimumuiiccB cniciinMit Ес- 
ЛИ II РОДИОН ЛИ ,1Н1ЮК 'НИХ НЛССКОМЫХ ИК/ТК^НГП. 
обычную |)шсоль {Ни&гЫ т vul&jrv.), то рост швее - 
комич п м с д п о п а  Это семян юс присутствием в 
семенах обычном <]х1соли iiiifiK’ancfvi а-ашм ьпы. 
Ген ннпбню ра а-амилази, ьиделсшилП id  

обычней 1]юс'оли. бил помещен под гранскрип- 
iiiioiniuii KOiriyHX'Ji. cTL'ibiioiо ссмиспсипфичною 
iipcHiiriupu m ia г)|ипнсилмлю1инп1п1 (юЪоп и ис- 
лолыоеоп ллм трансформации гороха {Pfs*m 
u;tnum). обычно ыч ьма чу1чгпипк!ЛМ1ого к упо- 
мниуШМ выше насекомым. Трансгенные |мстс- 
нки вороха, кагоры с С1Нгтс31фокып ингиГипор 
а -амилазы, были yu ionumiu коГи им насекомым, 
при атом п случае лерионки *\*)к к т оказалси про- 
nofniimitiiiuiuM коли*1еетиу нпгибнюрсь сивпс- 
iiipoftutiiioMy {XicTonicM (рис. 18.4).

А л ы с р и п 1Ы1ыГ! подход к ьыисленню траис- 
ычшмх растений, усюйчиьых к насекомым, ос- 
ноиал на исполктойаннн бактернгстиюто гена 
хилеетсролоксидаш. Эвс! фермевп, CUHTOSBipy- 
cmiuh различными бакп|жями, клгалпзируст 
окисление 3 * гнлрокс I in  сронло »  с обрдюнинисм 
Kcrot тсроилов н перокенла водорода. Ею  часто 
Mtiuuibiyioi при определении уровни чолсоеро- 
ita и сыворотке кроин у человека, а в небольших 
колмчссишхон проивлпгт кшсовсуто инссктицна- 
иую активность прошв личинок хлопкового 
долгоносика (АтЫ нпмиi ^randis $randk) (pile
18.5), Эю  широко распространенiюс юсафиое 
огрндп жесткокрылых нлноент сшутимий ущерб 
хлопкоиим ш ш тш м м . В отношенин п.тегко- 
ми.х-врслнтслсй oip*u.i чешуекрылых холе*те- 
pojicKciLiau менее >#1х1н*кгнв»ы. ДеЙстиис |}я*р- 
мента. по-нилимом). выслючвггав врлтрутгиин  
мембраны апитслиатыпах клеток средней киш
ки насекомого, чго нринолнт к его гибели Ген
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Рис. IM . 'toiiw;iivocii.tMefmH»mi личинок 
шриоглл. рл ;ииодЮшпхс* пи грана сипы* 
растения* п*юхя, щ* кояичеегга мипЮип»-
pu ci пмг.пачм, с и т е  ш русmoixj растениями.

K(7Vtnt!inpAUUX MUTHOimfUl П-ДМИЛЯДИ. ?  in  цеха UlMltnf

Ги с . If i.5 . З а п и с и  ж к а ь  CMqmiocut л н - ш и и »  

w u m l u i n m o  л о д г и н о с и к л  <>t к п н и г т  р а ц и и  

колсстсролсжсигопм (Corbin el al . Appl 
Етчт* Afa/оШ. 60; 4219-4?44 1994.)

xojiecaix>jK>Kcii/«tHj. кодирующим белок мол. 
мжхОй 55 ИЛ» Дд (504 аиииОкислотш  осинка) 
и ЛНЛСР1ЛЛЙ пептид мол. массоП 5000 Да (43 амн 
i u w h c j io t i im x  остатка), бил пылслсн Mi игпшма 
Streptomytxsи встроен в вектор вместе с промок» 
ром вируса мозаикн норичника iiimukowiiom и 
сигналом термгатацнл из 3'-обязан гена попа 
линсинта ты A. turncfccirtis. Когда такую конст
рукцию наели н протопласты k i c t o k  гаОака. 
ТТП04С4|юрмИринаИН1.К КЛСТКИ стали ак I мимо *д с- 
пресс пропить xo^cui*VH>Kcicto ту. В будущем, ис- 
роято, -лит ген будет маши ь растения хлопка, и 
тогда либо симостонтольио, либо в комбинации 
l генами других биологических I шеек III пилон -  
a i станет эффективным инструментом вшиты 
ранений от нзсскомых-врсл»пеА:й.

Растения, устойчивые к вирусам

Вирусы районки ш т о  лршмнмют значитель
ный ущерб растеплим и существенно снижают 
урожай Чтобы не прибегать к обработке культур 
химическими препаратами, селекционеры по
пытались перенести природные гены усгоРчн- 
пости к вирусам от одной лиши» растений к дру
гой Однако устойчивые растении часто вновь 
становится чувствительными. ;» усгойчинослъ к 
одному вирусу не гарантирует устойчивости к 
другим Природный иммунитет к вирусным ин
фекциям обусловливается разными причинами: 
блокированием проникновении ги|>усз нрасп: 
мне. предотвращением сю  распространения, 
подавлением симптомов вирусной инфекции
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Чтобы получить растения, устойчивые к виру* 
сам, пропашли их «иммунизации» вирусными 
генами, кодирующими белки оболочки, друш- 
ми вирусными «снами или амтисмыогонымн по- 
слслоиатсдысосшми вирусного генома.

Сели в трансгенном ранении экспрессирует 
ся ген, колирующим белок оболочки вируса, ко- 
юрый обычно инфицирует эторастение (а даи- 
ним белок зачастую является основным 
белковым компонентом вируса), то способность 
и Пруса проникать в растение и рдспрострдннтъ- 
ся в ней часто знз'Лттсльмо уменьшается. Меха
низм ингибирования пролиферации вируса в 
присутствии генов белка оболочки точно не >с 
таноплен, однако ясно, что противовирусное 
действие начинает проявляться на ранних сча 
днях репликации вируса, так что вирусные час
тицы нс образуются. :*то снижает всроетгность 
воишкпоасния спонтанных вирусных мутан
тов, способных к репликации в присутствии ви
русного белки оболочки. С  помощью этого поц- 
х т а  были получены устойчивые к различным 
вирусам трансгенные растения множества |>аз 
личных зерновых культур (табл. 18.3). II хотя 
абсолютной устойчивости при этом достичь не 
удавалось, ее уровень был весьма высок Более 
тою, обнаружилось, что ген белки оболочки од
ного вируса и кеч ли обеспечивает >стоичиьость 
к широкому кругу неродственных вирусов. 
Ценность подхода повышается и благодаря то
чу. что трансгенные растения развиваются опи- 
никою как и нолевых условиях, так и и лабора
тории

Молекула РНК. коми,,смет ирная траис- 
крипту нормального гена (мРНК) иазмнастеп 
икшемыстовой, а сама мРНК, участвующая н 
трансляции, -  смысловом. Антисмысловая РНК 
образует дуплекс с мРНК, блокируя гем самым 
TpuiuaiBuiiKi. так что н се присутствии стпет 
белкового продукта соответствующего тома 
уцепышигтен Кроме тою, луп .чеке антосмысло- 
нан PH К--М PH К быстро деградирует, что умень
шает содержание конкретной мРНК в клетке. 
Учитывая нее сказанное нише, можно ноны* 
чаться предотвратить репликацию растительных 
млрусов и <аш1пж ьот них расгсннь. введя и них 
ген. обест!ечнпавш1нй с ш п е т  h iггисчисловых 
РНК. комплементарных мРНК вирусною белки 
оболочки

Тс&шци М',7 Нскошрыс устийчипыс х ПИруСИМ 
тршиеишм* ряс* гики. синтезирующие белки 
оболочки вирусов"

I W m i K  Иярзхы -  n c t w im u i ICUO*

А'яУУЫ/и-; Ае*аАгйттйУХ1. 
ts.

A' hrrjiu.wuv*a, п л а т  
A' tMrtt.wwHa. i икги  
|1лмви. i «Сак

Кадчифом»

Кд|Т!<ч]|СЛ1.
Кллюфель,

S'MvJitYMi 467vi*>4l 
Кпртофеяи, tkcuk 
Нив 
I Ли»

Гоби*

Твбвл
lufia»

IjTo* «недр***.
Tu6dif, orypai

Табак. Л foiAtauuoju: 
ГлТи». iumvt

Гамет

Нище скриюи мошки emmu 

Мйдо 1 мовмкл *Kv®
В*ф>С XCHKUt МШЛМКП 1иЮвГЧКО|1 

»ХМ11£ГК<ИlIMfMIKIUTIM 
«niftfcUn

BifTVC скруя шипим  дметдея

RnpyC V КфТОфДО 
Нирус S мргефелм

Bi«|i>c X мртсфеан

Bl*JJ>C ШММ»СИги П» |1ЧА

В|ф>С ИОШ1К11 JH iy VH

В|ф)С «MIUIIKH сев»

1'|ф>С 1рипи|Н'Г-ки viAkKn 

Н»ф)С ПОПОГЯПСШ TiCrthO 

Ь»Ф>е Cipmiасхнч :и ю мпи 

RrtftyC unlHim umicpim
ВрруС MOWMKM i««V|4P

К»»руС ГС*реш < «сети  Wffaftl

Киру* wtoiiMfi шинки 
В»н>УС МОШКИ YWffH*U

Ч|К* М1ч«мчр/1Х1ТМ I in 'vtl Дллъ ton UiruXW 4 7 ,
UV W .  1 0 9 1

Дтя сравнения эффективности п о д х о д о в , о с  

повинных ни использовании пнрусного гена бел
ка оболочки, с одной стороны, и акшсммспоной 
РНК с другой, клонировали кДНК белка обо
лочки вируса мо иики огурца (CuMV) н pacixriiii- 
ях табака и двух ориентациях, «смысловой* и 
«антисмысловой» (в кантом конкретном расте
нии одна ят этих ориентаций). а затем опреде
лили чувствительность трансгенных растений к 
вирусной инфекции (рис. 18.6). Геном CuMV 
пре лета плен тремя отделы памп <\'11ищгпочс"1нм- 
ми молекулами РНК. каждая ич которых кодиру
ет определенный пируетjii бедок In vivocuifia in 
mix молекул -  РНЮ  - п о / те р ття  пропсе 
»ш и у; часть сс 1юсдсло«лтгльносги удаляете» и 
обрачуется РНК4, ксишрукчцяя вирусный белок 
оболочки Годна в не трешегенимх pacn'inii’i, ко
торые синтезируют либо иорматмгую мРНК и 
вирусный белок оболочки, либо COOtHCTCTI^HV 
щу к> .тысч мыс новую РНК. включает спедуичднг
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( y«lliij(tHUk 
вирус ни* PI I

Ita.tcjoim 
РИМ _ /

ГМК.;

I' шпг ыЛНК

Не пития О М  К

lUuimfiu «мерин* ОМ К. /
/и х

llpHCOCUiMtrm*
iltlMKCpHP

□  ?Т1 гт г ш  □

□  □

1 ‘
К  А'И1»|ЧЦ41Н»1Г 

I . с<«1| игалит

К. ioniipviii.il ine 
г 1ьп1ши4цдмик к • пцт*

rftai р\\S

Рис IX.6. Процедур л введения 
frJtHK Осявл пОомтчкп ни русл 
м та и к м  ш урин м р ш л ш т  
имс? клетки. РИМ . колирую 
Ш)ю белок обояонки, шделп- 
ют in суммлрнои» iipciiapAia 
вирусной ГНК и нсиопмуня и 
ьлнссты? ширины для синтеза 
Япухцепочечиой кЛНК. К 
|ДНК присоединяют линкер- 
мыс послелоги) те лыюсг и и 
w т раина »п ее и nrvriop ня не
нок t пА-и чичнпм Отблра- 
•**т клоны. СОМрЖМШМ ПОПЮ 
размернут» О И К . пыргтвмл ее 
к% F. «сд/r лектора и метрам моде 
II Tl-ILiilJMHAHUH лектор между 
3>S- промотором вируса мота 
лки цветном капусты 0»35S) и 
сигнал OKI терминации транс
крипции гена шиой объели* 
иицы |>к6ул<г.ю6|ит1юст1еп -кар 
бокоишэи (ЛВС ). При ним 
кДИК Р И М  встраивает си в 
двух орнстопикк, ни: -гто и од 
• ом слумас ЗРЙНС1 рнтом яп 
jmciut смысловм ГИК и спи
те тиру шея белок обаяички, и 
Лр\ГОМ llOpilJ)t?Ca ГНК. комп
лементарная и РНК белка обо
лочки, -  ижнемыедошл РНК.

I Выделение РИ М
2. ФермеtmmfИным синтез in vitro kJ.II IК на 

РНК4.
3. Присоединение к кДНК лмикеримх послсло 

иаггелыюстеК
4 Всгрмнкаиис полноразмерной кДНК и векторы 

для клонирования вобсихорнсшашш, и к.тж 
лой mi которых она находится пет контролем 
35S-npoMOTOpu вируса мозаики цветной капус

ты и регуляторных с»и патов терминации 
транскрипции росттпслыюго iciai малой 
СЛИНИНЫ р|ЛуЛОЭОб»(сфОСфЭТ'-К̂ )бОКС11ЛЖЭЬ1.

5. Регенерации от леямиы v трансгенных рпстг- 
инн, и геном которых встроена кДН К  п ОД
НОЙ ит двух возможных ориентаций.

Для ннедсини кДНК, код пру ЮН 1М к смысло
вую (белок-кодирующую) и антисмысловую
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Ирма*
фМ1|г*11р)«М1Ш11 

(Ш Ш М  
lewjiom

кДНКОслы
Си MV

Л е т я
флЛПК41ПЖ1|ии4

и*С'ГЛИ«1-

.Тсмш
|)иМНК»ф)»>1ЦЛ11

tHK̂ CXVOU

<оы IK«p>MMiUa 
iKCJir istinnt.ti.mctt.

«ЛИК (к tut 
»<Ч.Л'*1К»« CuMV

Рис. IK.7. Виндрнис клонирующие м*к?при на оснок Ti-шшзшл, содержащие ьЛНк бслхл оболочки ИМ^СЗ 
мазанки отурия <СiiMVj я  кмисллппА» ( Л )  иш «a>mtcMt*cmuio4u (в) сгрмшишш кЛНК ншшлтся пап контро
лем )5$-гтрдоклгорв (/>35$) труся мозмпкн i докой кдпуеш и cicnumn терминации тгшнорнпн11»1/п«н'и;1'тсми- 
•иропйпин 1СНЯ мя/юВсубъединицы pHCyno^^iiajHKiJnr-Kai^GoKCiJ.^u (/KRC). Векторы содержа? н к к  ген не* 
oMHUiti»ijKx:t]H/ipni?cit«iwiM (ten NPT>% находящимся noft котролсм зяеменшп pci удяики транскрипции mi* 
ЖИпПИИОИПии tyNOS M /NOS), ген JCl OM4MIKH.il I » С1НС1СТ11НОММиМИу fbpt'1, ll|WUiy»» и Лепук» «]|/ШНкир>КМ4ИГ 
nocnivununcnuiocni Т  ЛИК н caio иннинтти решикщии ДНК л.и» широкого круг* Jtoinrr»(afl Л -* 7 «смы
слом*» • n p a tc tfT m iH a  к Д И К .  7  -  > А  - а и п и м и с т п и а и -

РНК, а отдельные клетки шбпкл негю/ia.jaottictи 
6lflMpil>K> ВСКТОрнуЮ систему llil OCIIOKtC T i -  
плд1М1п  (рис. 18.7). В трансгенных растении*, 
синтезирующих белок оболочки вируса CuMV, 
вирусные частицы нс накапливались и еммито 
мы инфекции нс ирояж1 ЯЛ1х*ь независимо oi ти- 
три итжулкга. В отличие от ло т о трансгенные 
растении, синтезирующие антисмысловую ГН К  
бедка сводочки CuMV. прожпили уетойчмюегь 
только при малых концсюряцимч иируемш час
тиц N ИНОКуЛЯТС.

Схолпые результаты были получены я лрути* 
лабораториях. тле были созданы фю кгетгие 
pact с имя. синтезирующие антисмысловые 
РНК копии генон вирусных белкой оболочки, и 
Проверено. СМОГ)*? ЛИ ЭТИ растения противосто
ять вирусном инфекции Во всех случаях расте
ния проявляли устойчивость к инфекции. таль
ка если титр используемого инокулят* был мал. 
Общий вывод, который можно сделать из по
добных ЗКсПГрИМСНКШ. состоит н следующем: 
литисммедовые РНК-копни генон вирусных 
белков оболочки обсслсчииают гораздо худшую 
мшигу трансгенных растений err ннрусныл ин
фекций. чек» смысловые копни генов белков 
ободочки вируса. Возможно, нс стоит совсем от- 
к;шваг!сн от стратегии шшигы, ос нонанноМ ш  
использовании анттгекшеловой РНК. олнлко

Прежде чем внедрять ну метлику, ее необходм- 
мо 11141*«И1елыю ковсршснст поили

Часто ccaitcKoxuiaTicTHCifiiue культуры бытии- 
Ю1 подвержены нссколылш вирусным инфек
циям; любая и г mix МОЖГГ нанести ущерб рясте- 
шеям »* снизить урожай В uacair трансгенные 
растения должны быть устойчивы более чем к 
Одному вирусу. Чтобы достичь этой цели, дтм 
трансформации растений желтой яйцснмлгюй 
тыквы ( CucurNin р€рО) использовали бИНДрНЫС 
векторы ни основе T i -плазмид, несущие ОПИН 

или  несколмсо генов белков оболочки CuMV, 
вируса желтой мозаики кабачков и мири л 2 мо
заики арбуза (рис. IK.K) Iрансгснныс растения, 
и которых TkcnpecoipotuLiiicti вес три гена, в на 
бордюрных условиях были устойчивы ко веем 
указанным вирусам. Растения. 1ксирссснрук» 
т и с  гены белков ободочки вируса желтой моза
ики кабачков и вируса 2 мозаики арбуза. были 
проверены а полевых условиях ни УСТОЙЧИВОСТЬ 
к тлим -  насекомым, икшошииог природным 
переносчиком ЭТИХ вирусом ь растущие расгс* 
ния Гели вршлсгшмзкспрсссироыымсьаКис- 
Ш1 белков ОбоЛОТКИ, го они проямядн полную 
устойчивость к одновременной инфскиин ни
ми вирусами (рис tR.9), о если наблюдииск 
ЗКСОрСССИИ Т О Л Ь К О  ОДНОГО III НМр)С1И4Т белков 
оболочки, то заражение происходило не сразу,
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А
Л ИГГ и Cits WMV )  УК MV2

■ н ш  в и н

Л NPTII /YMV WMV 2 II

о
/У

Л NPI II ZYMV WMV / CMV II

Рас. 1К.л л  Т-ДНК. несуща* ген исом 1чиомрссфсгр<шсфсра наIN РТ II) в u i4cctpc сслсктатюго чартере. ich 
й-г;;ик> pcmi'.uuu (GUS) к kuhccibc рслортгрнот ienn. дие копии icка белка обол очи» вируса 2 мимкАн лрбу- 
w(WMV2) м fen (дока оболочки пируса мгоннкн orypua (CMV), Лети и права»» фланкирую шнс псслслшиигл!.- 
пост I H i К обо вычеиы Л  у И соответственно ft. Кож-фужикм. uitnjefHHiuiu конструкции А . ни Gci CMV и 
N IT  II. солсрж.г1Ш1п одну когтю WMV2 и fen белкл оболочкивирусажелтой мили»:и кабачков(ZYMV). ft. Кои- 
Сфумши. аналогичная ftOMCTружкни ft. но содержата! CMV. Во всех трех KOitcipyujitux присутствуют coonvt 
ступишь' промоторы и сигналы icpumiamni транскрипции

Рис. 18.9. МлСТО!л мболегампИ ф О М С ТС И Н М Х  

ЦИПСИИЙ ЖСЛЮЙ WHliCMUMOH 1МХНЫ и риле 
»шП дикого типа и I <АГд ни.\ условиях Дли ги 
рсчач» растением M.ixni.i смеси вируса жсл 
lull 1СОЯШКК клбнчкеш (/YM V ) it iutp)iii 2 
uouiirii •ipTiy*iu (WMV) иснсии. urnf iH mm 
(Но данным paC»oi и fu e l* . Goniuibcx. 
lh<»/lcchm4ofy 13: 1466 M7T. 1995.) Upon» от

no в конце концов nee симптомы вирусной ин
фекции проявлялись, и растение утрачивало 
коммерческую ценность. Итак, лени, что наибо
лее эффективной стратегией при выведении 
трансгенных растений, устойчивых ко всем ос- 
ноиным вирусам, замелдяюшмм их росг и р а тн - 
тис. является инслсннс в них нескольких генов. 
ДСГГрХШНИруЮЩИХ СИ1ПС1 бедкой оболочки пн- 
русо»

Имеются предварительные данные о том, что 
трансгенные растения, и которых экспрессиру

ются иирусныс гены, отличные от генов белкой 
оболочки (Например, ген вирусных сатсллмтных 
РНК или геи iKiuiHKauini вируса), также ока:ш- 
шнотси в какой-го мерс -.шилии иными от иирус- 
ных инфекций. но насколько эффективными и 
применкмымм будут coovbcici иукилне поллихш. 
пока неясно.

Защити растений от ! автогенных вирусов мо
жет осушес тлиться нс только их •их<мушпанн- 
ей» сени ми вирусных белков, но и при участим 
ПРОТИВОИИруСНЫХ белков. CHITKC’clipycMUX сами
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ми растениями Например, г клеточной с и  нке 
фи-юнаксн американской ( РкучЫасса amcticctm) 
присутствуют фи luiiiux npoiimohiipycHUx бел
ки: РДР. синтезируемый п листьях весной, 
PAPIJ. обнаружпппемый и лнетьмх лсюм. и 
РАЙ S. содержа и hi мен и семенах, .-ini белки лег
ко пылодна h i полных гш етрш о» измельчен
ных тканей peciuiHx. Вели небольшое количе
ство PAP iraiicent на лисил других растении, ю  
поспел пне также окажутся устойчивыми к не- 
скольким к прусам. Таким образом, ген белка 
РЛР вполне можно па ишь юадть лли получении 
фл неге иных растений, устойчивых к широкому 
спектру вирусов растении

Выделенную кЛНК РДР пподили и геном та
бака к клрпмХ'лн с помощью бинарных векто
ров на основе T i или »мцд. Грансформпнты, аш  
icjiipywtmic РЛР п большом KCviincci не* (>  10 нг на 
I m i суммарного белка), были чахлыми, ш ли и 
С1ЫМИ II бссИЛОДНЫМИ. раогмнм же с более низ
ким содержанием РЛР (I  5 иг iu  I mi белка) 
имели HOpMiklblluH внешний НИЛ И били |[ср 
ПЫЫ1Ы. Эти  данные говорят о юм, «по если 
KoiiivcinpaiiiiB РЛР превышает некоторый поро
тн ы й уровень, то nopMiituioc фупкционирова- 
ннс клетки мару ти с  к  и Противовирусный >ф- 
фскт белка РЛР и ipaucicHinax растениях 
|||нмн.Т11сгс11 ti оа сонном и умсныиснии числа 
повреждений; ил и а ко, если уж повреждение 
возникало, то растение систематически инфп 
цировалось. O ickvtu следует, что РЛР ho/uium c i 
вирусную инфекцию ни ранней спили. Тем нс 
менее, к о г д а  трансгенные растения табака и 
ьарюфеля. ЖСПрСССнруки>1НС РЛР и мсболыпнх 
количествах, инфицировали вирусами карим]*: 
ля X или Y, ни листьях обнаруживалось значи- 
Iелико меньше повреждений, чем и случае не 
ipai 1сформмроьл1 них контрольных растений 
Поскольку противовирусное действие РЛР про 
Щ&ЛМГТСЯ при ОТНОС 1М слип О небольших его кон 
це»гграниях. можно поимплься создать гране 
ил и нас растении. енн тезирующие *ж>т белок и 
малом количестве, и парсы дельно исшшьмхеш. 
др> ГНС способы ШЩНГЫ |ХвСТГН1ГЙ m  вирусов

Растений, устойчивые к  гербицшУам 
Несмогря на го что на производство более 100 
pami'inux химических гербицидов по всем мире 
ежегодно расходуется 10 млрд, долларов, при

мерно 10%  урожая ?греется мз-зд большего ко
личества сорняков. Кроме того, многие герби
циды оказываю? одинаковое действие на сория- 
1 И и селbCKOxoiwiiciвенные культуры; нередко 
обработку полей необходимо прополиib сшс до 
появлении сорняков, а некоторые гербициды 
идкаид|||итк>тсл ь окружающей среде. Чтобы рс- 
шмть х о т  бы некоторые из этих зало*!, можно 
попы I апсп со CM It сельскохозяйственные куль
туры, устойчивые к корбниилам.

ДЛИ этого можно

• уменьш и и, ног л ощ ен и е гербицида расте
нием

• о б сс 1 с ш  t и синтез белка, чу ас? (штильного к 
(србииилу, i> таком количсс! ос. чтобы  его 
Kiuira io  иа выполнение присуш и* ему ф унк- 
UMH II присутствии ГСрбиЦИДЛ

• уменьшить способность белка, чу не тигель
ного к гербициду, к стиигшнню с ним

• обеспечить нпактапацию гербптею и расте
нии п ходе мсчабсеиммл

И з m ix  ncvixoaoii би ли  pcu.ui ХИЩНЫ Три НОС 
ЛСДИН*. МЬИЯГЛСИНЫС С ИХ ПОВКИПМО гербицид 
устойчивые Tp.ii«сгенные растения перечислены 
а твбл. I M .

f»U III ПОДу*1СМЫ растения, устойчивые к гли 
фосс||дгу Iербшшлу, быстро (мьинающемуси и 
почве ни нетоксичные составляющие и потому 
безопасному для  окружающей среды. f лифос 
фат м птпея ингибитором 5-смолл нру пил ши 
m i  миг-3 <|чкс]мтс1игг4зм (EPSPS) ||ермсттц 
я грани net о важную роль и с ни* гею ароматпче 
с» их аминокислот н у бактерий, и > растений. 
Из гл1м!»ост)мтус10нч|11ю1о штамма /:. call был 
выделен гем. кодирующий liPSPS, помешен mvi 
контроль растительного промотора и сити.ю н  
термимипин траискрипцпн/надидленидирова 
шш и в пелен и растительные клетки Г рапс ген 
мыс растения тиСшка. петуньи• томны, картофс 
ля и хлопка, синтезировавшие EW P S  и 
количестве. достаточном д 1м замены интбиро  
ванного 1ер6ииилом раснисзиною фермента, 
были устойчивы к глпфос<]с1ту и при oGpaGoiKi*. 
и отличие от сорняков, не погибали

Другой способ приобретении устойчивости 
с помощ ью мнлктшззипи гербицида был рсл 
ли мнит /ия бромокеш ш лп (3,5-днбром  4 -гид
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----------------------------------------------------------------------------------------------------- ч

Кяеп«11ЛМ

К
Pm. IN. II. Плддмцлиип мпир, сидсрж.иш-И кластер лак» хитшипи риск и кластер гене» устЫИМЮСТИ к пиро- 
мнпиму мснольиччяиштйся дли Tixuii:(|Nip%vi:riiii протопластов риса J гинс^юрчлии*» осушсспишн обработкой 
11;kw ■ii.uciiin iiuiii MiuciUJiHMocM n присутствии iMMMiUKOfo вектора. Татем клетки. ycrufriimwc к
rurpOMHuitny, и npONUMAil тест ирояяиие хлепж tuuiruic Юнон xhihhojmc иомошиошСфилк иипш поСоукр*
му и кл наличие омой хишиаты методом Всскрн-Одсггтиипх Долее к» клеток рстенсрироилли мелис райский

)У 1 1 ^М М 1 Ч 1 И И  К  1П1(Х1М«11ШИ) Кдмлег mull» kimiMiuH

Часто и охнет на проникновение патогенов 
растения начинают скитам ропать группу спе
цифических PR-белков (of англ, patho^cncsis- 
refoted pmfcias). В ату группу иходят р-1,3*глю- 
ш ш ,  китшиош, гауматинподобнис белки 
(ткуматки -  небольшом. очень сладкий белок) и 
ингибиторы iipoicimai; вес они  так ilih  иначе 
пощействутт на патогены Имея это и аилу, уче
ние попытались вынести растения, устонч1шыс 
к бешешетнорним грибам, способные юнститу- 
тинно jKCiipecciipoRaib гены одного или не
скольких PR-бслкои Так. были получены 
трансгенные растении, синтезирующие о боль
шом количестве хитшипу. rjicpviciri. ni/ipoainy-
к.щнн р-Ы-сшия и молекуле \ -x iim u -D -глkv 
кошмшш, основного компоментл клеточном 
стенки грибом (рис. 18.11).

Срелн таких растений были рис. TafiiiK и ка
нола. CooiBcrcuiyiomne гены, пиелпнше и рас- 
ТИТУЛЬНЫЙ геном, были ПОСТШЫСНМ пол КОМГГ- 
рещь 3SS-промотора пируем мозаики цистной 
капусты. Кроме того, были созданы трансгенные 
растения табака, которые конститутивно с и те - 
знроналн нс только хитшшэу. но м (Т-глююшазу 
Такие растоми» были напучены скрещиванием 
одного трансгенного растения, экспрессирую- 
шего ген хктмаш , с яругни. экспрессирующим 
ген Р-глюкамаэы. Трансгенные растении, спите- 
«нрумицт xwnmaiy, были более устойчивы к Го 
лсиштюрнмч гриблм. чем контрольные, лаже 
при том, что последние сишс шронати собствен
ные РК белки в отпгг на инфиниронанмг гриба
ми. Кроме того, при этом способность поганого 
гриба Gfoi/na то ж а е  закрепляться на корнях 
растений никак нс нарушалась. Возможно, это 
сыпано с различиями и сосите клеточных сте
нок данных грибов. Существенно, что зраясген-

ные растении, конститутивно сиютшруюшис 
Х1ПННДЗУ. небыли подвержены грибковым ыГх*- 
лсиаинлм ь палевых условиях По-ашммому. 
описанный подход окажется весьма *4 к||с1 ткп* 
ним способом таиипы раекмиЙ от патогенных 
грнбоп

По оценкам. ущерб, наносимый урожаю кар
тофеля и результате поражения этой культуры 
патогенной почвенной бактерией Е л н т о  с о т  
idwuyj. состнклнет примерно 100 млн л о т  и гол 
Положение усугубляется тем. что у растений нс 
пинг тейп никаких способов зши»пы «тт данной 
инфекции. которые можно было бы использо
вать лтя мышления устойчивых коммерческих 
сортов. Чтобы решить эту проблему, грузны ис
следователей пмпеш» трансгенные растения кар
тофеля. ахтншю экатретейрумите ген лиэошс- 
ма бактериофаге Т4. При этом лизоцим 
секрет провален q впотыаст (межклеточное про
странство), компартмент. и который проникает 
и где распространяется £  caratovora. Чтобы обсс 
печить специфичность секреции, к гену лизоци
ма ijuira 7 4 быта •пришита* последокпелыюсть. 
копирующая сигнальный пептид а-лммлаэы яч
мени. и ten помешен под транскрипционный 
котпроль 3S.4-прокат тора ни рус» мозаики цвет
ной капусты, сигнала термин лип м транскрин 
ими н сайга паяМдсн1ыиро№Ш11Я Хотя ген mi 
оарима находился под контролем столь сильного
npCVMOTOpd. CHHTCnipOlU TOCL ЛИНН. ОЧСН1. |(|ЧНЯ1Ь-
Шое копмчестио ли юннмл. Однако трансгенные 
растения, геном которых содержал тикую конст
рукцию, оказались устойчивыми к большим ко 
личествам / comtovom и я лабораторных ус опии 
я\. и в оранжерее. В естественных условиях эти 
болезнетворные бактерии присутствуют п тора» 
до меньших количествах. чем те. которые не-
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о ; -------------------- и , « к --------------------------- ► NjO # о,
С уг»ф «ж .с* «п -Я 1н;*|)Ч»*»я к я т ,1.*а.«п

!*ис. 18.12. Прсл|шлс11Иссупс1Юхг!и-дннпнлпгсрок- 
смл ftoaopoiui .1 затем и 1юд> м кмсжрсц.

MVI0 1IJ содержатся глинным обряюм И ХЮрО 
щлстях и и ikTkvii.uiom количестве и цитозоле 
Мп-су игроке па-дисм)“пиы цикл imynnoi и ми
тохондриях \\ некоторые растения си1петир>хгт 
Гс-супсроксид-лисмупдзу Трансгенные pacic- 
мим глбакн. несушке кЛ Н К  хлоршыастиой 
Со//И-С)Т1ГрокС1Ш-ПИСМ> in «М пол контролен 
3SS-npON#nopfl вируса моиим! цистной капус
ты. были юрашоболее устойчивы к ярком)1 сме
ту. чем мстрансфпрмпроК1Ниыс растении Обнял 
рули'юс».. »/rt> ij<wocoi мети осеки я л к? им моем.) 
трансгенных роете пи Й сохрани пае* нм 94Яг и ус- 
'И ж if ИХ. При которых НГТркШСфС >рм И | н >иам 111J С 
растения полностью се уграчишни. Трансгсн- 
мыс растении, спитечируютие Мп супе-роксид- 
лнемуглту, аккумулирующуюся и х.юроиддеш, 
были в Три-четыре рати менее чу метните льны ». 
повреждающему действию о:«онл. чем комтрап»
МЫС НС1|КШС||юрМ1|рб№111(ЫС

Попиш ите уронен супсроксмл-длсмутвды 
ласг elite одно преимущество' растении сгамо 
жпен более устопчтим и к гербмнилу мет h i  
пиодогену н к сметному воздействию. Сунерок- 
снд-лисмупгш способствует также сохранению 
срезанных цветов при флКСтюрпи роим* Их 
уняланне тоже происходит и результате обрл- 
зона мин рил и к.и on кислорода Fo m  бы ула 
лось создать трансгенные растения, сояерхл 
шис гем супсроксмд-дисмутазы. который 
н21Х0 Л1пси пол контролем промоторл. слепи 
фИЧНОГО ими и нет кон. но могло бы отсрочить 
их увядание

С олевой стресс
Многие растении npoinpacnnoi и ротонах, где 
•шею бывают засухи иди где сильно тасолсш 
по^ша. Чтобы приспособиться к этим условиям, 
они симгепмруют нптколюлскулмрныс неток
сичные вещества пемонротекторы Эти вешс- 
ciiui способствуют поглощению и удержанию 
шиш, а также прело mpctiiuiior разрушение мак-

рехмолекул. присутствующих и клетках расте
ний, пол ДСйспшем высоких к о н т т  рицин со
лей Ос мокроте KfOpaxi и мшюсск такие хорони» 
известные соелинсимя. как сахара, спирты, про- 
дни и четвертичные соединения аммиак»  <>л 
ним in  высокоактивных осчопитикоп яппяется 
бетаин. который пакт щипается и некоторых 
растениях И' время ««сухи или при высокой ш- 
с олени ости

Некоторые важные: ссльскохозяйственные 
культуры, в том числе «трюфель, рис. ТОМАТЫ. 
>к* способны 1шкяплм№1ть бсттгн. Члнпгпгть та
к т : растения можно быю бы введением и них 
генов, колирующих с1ч*рчсн»Ы бипешгтеьт бета 
пня Как у рве геми П. так и у бактерий бетаин 
спите*u«p>vtcb mixohимап nuc спеши (рис 18.13) 
V iflKiix растений, клк uiiiiihjvt. iipt нрашишс хо 
лин:« и бетаинлткнтт катализируется холмимо 
моокемгшмюв. а последующее и ре прытей не в 
бетаин бС11111налы1еГ11д-лс|11ЛрО|енаю11 V бак- 
Tvpifil пиш Г  сой обе стадии кататм шрукнея сш 
ним «JicpMcifiOM хпл мили млрпг гни юй. Потно 
му при совлнии сил суетой Ч И ИЫХ COpir.ll iafVika 
был» исполмошш» A ntmrfacicny для Трансфер 
Минин рас I itтел иных клеток вектором на сосовс 
TJ п я тн и л, несущим геи Ы-(А Г  еоИ% который 
кодирует холи1Щгтнротсмату. ген нлхоимсм 
пол контролем ЗЗЗ-нромосор» инруса мостки

г н .
с и , а ^ е гч о н

I
СИ,

i
СИ,

си  у  и гнусно
I

С И ,

1
С И  г C H jC C X )

СИ,

h e . 18.13. Прслрп1щт(иг колкнл вбешии.
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HUClHOll K.lliycru P&CtCHHfl, Ь КОТОРЫХ ткспрсс- 
CHponn тем ген h e tA  / . c o d . были iui Wl*Y более ус 
(oiiMiiHN к высоким копнет рациям солей (при
мерно 300 мМ), нем нетраисформмронлнные 
контрольные. По видимому, OCMOiaminy можно 
CIUC более 1ШИЫС1ИК. если HCIMIHI.MIUIII. Л.1М кои- 
ич»лч экспрессии Iсим Ы ч л  псдиссисимфмчсскиИ
промотор.

Стрсвание п и ч к т
Серьезной проблемой при грлнепиртнропке 
фруктов и овощей являет си их прежде времен* 
нос созревание и размягчение. Установлено, 
что при созревании плолеж г* растениях активи
руются СПСННфпЧССКНС гены, колирующие 
ферманы целлюлиту и 1!ош!гаааюуроназу, и 
если полагоггь экспрессию одного или нисколь 
кил пт них. то соэрсванис может начаться поз
же .Дни и мяк и «нации укатанных некой был к со
зданы трансгенные ристснна, в которых 
синтезировались ашнсммслопыс РНК версии 
ЭТИК генов. При введении гена, кодирующего 
акт немые левую п о ли  ллактуроиатную РНК, и

|uu ic и и и том ит кулыуры. ежегодно прино
сите й ь С I1JA 1.3 млрд* долл, прибыли. и ко 
иичесгво соответствующей мРНК. и актив 
н о т »  фермент уменьшились на 90%. Такие 
теистически трансформированные гомпти из
вестим как I I AYR SAVR IN мам 1994 г. Депар
тамент по контролю та камееI но,v пищевых 
продуктов, медикаментов и косметических 
средств С Ш А  пришел к выводу, что томаты 
FI.AVR SAVR столь ас безопасны, как н полу 
чснмыс обычных» скрещиванием. а потому при 
их продаже нет необходимости ука мватьих про
исхождение

Регулятор роста растений пилен иннкируст 
экспрессию множества генов, ответа венных за 
со<|кк;*.нис и старение плодов. Он синтстнрус! - 
си из Я-цленозидметнонина с образованием 
промежуточного продукта, 1-аминошгклОпро- 
liau l карбоновой кислоты (АСС ) (рис. 18.14) 
ОГраГцуц:! paciriiHlI химическими нрепаратми, 
блокирующими синтез пилена, задерживает и 
созревание плоди, и старение Таким образом, 
преждевременное СОЗрСЫ1ННС шюлл можно пре-

А л о ю  u n i С С Ю Н

I I
s-mrwuin метении ГЬ , —  5 —  ГН , —  04,, —  С — NNj

н

ЛССчитюа

mV  сосг
\  / ЛСГ Г1 симнилы

лее с ----------------
/ \

Н , С  —  C H j  I

I ATIЛСС оке ИЛ n 41

С О ,  -  N 1 1 , «  Н С О О М

N H )  • С И ,  —  С Н ,  —  С  -  С О О Н  

О
с*-кпсбутм|ми

O l , =  CH2

Эишем

Рве. IK.14. И ж иОкропан нс биосинтеза эпшенв с помощью генетических манипуляций Н норме l-aiiMitnuick 
жтронан I iuipIkihi**** к ю ш а (ACC) iTimtuipyrrai m Ьчкиошлигпипишо с помощью ACC-otirnuu, ы- 
пгм ЛСС-окс нллгп катания мруст ею преирлнимше в нвхи. Снмпл этклсия можно блокмрокт., с о т  фпме 
г синие раегснкм. синтезирующие юписмыслопыс wpotii м1'ИК либо АСХ -сии газы. либо АСС «Acivunw 
Можно шкже внести и рдсгсмис ГСП ЛСС-дс:К1М11НШы, которая конкурируй с АС С ОКСЮЛЗОВ и Сйоболмии 
ЛГС. кдпыя испуц обряюмпиС вммивал и сд-кспбу»ярят «мгеп» шшеня,
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догяратнгь подавлением аюсобносги растении 
синтезировать этилен. Д ля э то го  можно исполь
зовать разные подходы (рис. 18.14). Так, были 
созданы трансгенные растении, синтезирующие 
антисмысловые Персии мРНК либо А С С -с и н т -  
чы, либо ЛСС-оксмдош, i]cpMciuon, необходи
мых лги синтеза растением этилена. У  таких 
растении уровень пилена был горазда ниже 
нормы, а полому плоды имели длительны!* срок 
хранении

Кроме того, при помощи скрипи и га было 
ИЛСНТИфШРфОШНО большое количество ютам* 
мои почтенных бактерии, разрушающих АСС. 
Ген фермента АСС-дезамтппиы, пыдсленный id 
одного такого штамма, бы т помещен пол коит 
роль 35S-npmiOTOpo вируса мозаики цветной 
капусты и встроен n ic iio m  томата Полученные 
растении синтезировали меньше этилена. чем 
нормальные, а их плоды гоже имели i up идо бо
лее ьштельнын срок хранении. большннспю 
работ по выведению трансгенных растений с 
пониженным содержанием этилена касаются 
юматоп, но имеется одно сообщение о созда
нии трансгенной мускусной дыни с такими же 
свойствами Все ми данные говорят о том, что 
данный подход может быть месима |чм>ш.т;ппп 
ним применительно к различным плодовым 
культурам.

Изменение окраски цветков

иистовилм вес время стираются создавал» расте
ния цветки которых имени более привлекатель
ный внешний вид и лучше сохраняются после 
ГОТО, как ИХ Срежут. С ПОМОЩЬЮ гралншшннмх 
методов скрещивай ив за многие годы бы ли вы
мелены тысячи новых сор гоп, отличающихся 
прут о ! друга цветом и формой цветков. Однако 
скрещивание растений -  л и  кропотливая про
цедура, ТрсбуШИМИ мною  времени и имеющая 
спои ограничения, си? имные с генным пулом 
конкретного пила, поэтому, например, никому 
нс удаю сь вывести синюю  репу. В  качестве аль
тернативы для выведения цветов с необычной 
окраской можно м сло пьхта ть  методы, основан
ные на манипуляции* с  генами ферментов би о- 
Смите:» 11Ш1>ЦИШ411НОВ. Антош ш нины , сосдимс* 
ним класса фдавоноплов. иаляются наиболее 
распространенными пигментами цветков. О н и

синтезирую!ся иJ аминокислоты ipemrтилллмнл я 
ходе нсскатькнх ̂ ермаплтняных рак ими. Окраски 
цветка определяется химическими сиоистилми их 
бокопсн цепи, при этом проилюанмс ц к л ш и н ш  
ответственны ia красны)! цист, а пронзиццьис 
лг:ш|шнн ШИЛ -  51 синий (р и с  18.15).

Дишлрофлд понол-4-рслуктаза петуньи ката
лизирует превращение бесцветного ши и про- 
клерцегннд п иианидин-3-!7Пс*о:ии. соединение 
красного цвета, а бесцветного дмишроммрицс- 
тпнв —  в синий дсльфинидин-Э-глюкозил, но не 
может иснол ьэоплт1» и bii'KiCtnc субстрата бес- 
1шс7нпи дитдрокемцферол (рис. 18.15). Одна
ко после траж^юрмлинм петуньи iciiom  дшнл- 
ро41ЛВм>нол-4 -рсдуктазы кукурузы ее цветки 
приобрел!ют кирпично-красную окраску. З п я  
необычный цвет, никогда ранее у петуний нс 
илГикклапшнися. Обусловлен синте зом и крине- 
генном растении пел иргонндпн-3-r  л юкозидп ил 
литдрокем 1!1|сршиь

Примерно 705? объема индустрии кяепдаолегьа 
npiiuviicrva нл лото четырех растений: pea, 11«>з- 
дик, тюльпанов и хризантем. ио/гоиу псе усилия 
1ю iicui>4chhh> геиетчеекм трансформированных 
растений с цветками измененной окраски били 
ктраидени пл работы именное /гимн роетши» 
ми. Например, били вы пелены |рпнстенныс хри* 
зантсмы, несущие смысловые н аписмыситмс 
конструкции кДНКхллхоистгпыы »n>i фермеж 
катализирует первую сталию биосинтеза ммотьт- 
ни на (рис. 18.15). Ученые иехтнш  т  того, чп> и 
смысловые, и яшисмысюныс кДНК будут uoent 
пять экспрессию гена халконсишизы и триисген 
ныл роекмиих. «Сммсжтви ф ф о с о я ч  ишьпые 
май также «косупрсссисй». сое чин п том. что и 
присутствии лшюлтпельмой копни яьвяеиною 
гена подавляется никои, tome соогоега ьу ющей 
мРНК. Мояскулярные основы этою явления до 
настоящего времени не устажаысиы. Ашисмы 
словам же ГМК хдлкпмаипизы блокирует трапом 
цик> эндменной .u cm m iuiiith  еим: мРНК.

< Мыскин л  и аншсммслопмс конструкции, 
ИПХЦШ41ЦИССЯ IKVI kouijhvu m 3SS-промотора виру
са мозаики цистой капусты, были встроены и Он 
парный вектор на основе Ti-nta лп и  и наедены я
К.1СТКИ рПСТСНИЙ. У  IpCA из 133 ясммслинш» 
трамсформзмгтоп и ipex h i  КЗ «ажжмысшигмх» 
цветки были белыми, 410 ух.МЫМЛО на леепшле- 
кнеэкспрессии «ндокниого iota халкомснишгы.
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основанные на ил скрещивании, весьма тру
доемки и требуют много lipCMCItll, и их воз
можности ограничены вследствие ограничен
ности набора генов у Скрещиваемых линии. 
Генной нжс мерные методы не только позво
ляю! ускорить процесс получен им растений с 
улучшенными свойствами. но и создавать 
с о р т  с новыми притоками, которые невоз
можно было бы ne|>cuAtb растениям е помо
щью тргглшикжиых методов скрешиьаних 
Например, и лабораторных условиях час по
лучены такие культуры с улучшенными ни 
щеными качествами как кукуруза н горох 
При эгом был изменен имннокисчотный со
став некоторых запасных белков их семян 
Кроме того, созданы сорта масличных куль
тур (как пкщеиых. 1ак и непищевых) с изме
ленным жирнокнелотным составом п/юлон. а 
также предпримиы попытка улучшим, икус 
фруктов путем введении в растении гена мо 
келлииа. белка, имеющего сладкий вкус.

Ам инокиы тш
Запасные белки, которые служат источниками 
углерода и азота прорастающих семян, состоят 
из ограниченного повторяющегося набора ами
нокислот Пищевая ценность этих белков неве
лика, поскольку и них отсутствуют одна или не
сколько незаменимых аминокислот (обычно 
лилии или метионин) Аминокислотный состав 
опасных белков семян можно немного маме 
нить смычным скрещиванием, а недавно для 
этих целей были испольэокшм пшноинженер- 
ные методы

Н одном на предварительныхэкспериментов 
в растения табака 614л введен ген фвдеодина из 
Фасоли, колирующий запасной белок, который 
состоит из самых ратных аминокислот Геи эф
фективно экспрессировался. а белковый про
дукт доставлялся и нужный компартмент. Кро
ме того, специфически изменив in vivro 
нуклеогкднук>ипслелователы1ост|. генов Чапае
вых белков семян, можно бы ю сингезирожт. 
белок с нужным аминокислЬгпым составом. Ге
ли амииокпелтние замени происходят вблизи 
iHitefWipMafcjiutott области С.'-кш1це»юго участ
ка молекулы то ее структура не нарушается 
flpciKiMi.H;tu укдвдКЯ ш и н  остастся М при I if юрос - 
танин семян.

Чтобы увеличить содержание лизина в tt ме
нах, была прелпринмтл поимке* пар) ниш* рс- 
гулииню его биосинтеза. Аминокислоты ли ши, 
треонин, метионин и изолейцим сингси|рук>г- 
ся из аспирина (pm 18.16) и несколько линии 
Первый цан состоит в фосфорилировании лс- 
нарип.1 аснартаткинаюй (АК) с образованием 
р-асиаргилфосфата Далее, при биосингса: ли 
лжи, происходи! копиейсааил аспаршшюооги 
р полуальдслщл с 11Ироь»шодчипоД кислотой, 
катализируемая синтазой дитдролиииколнио- 
вой кислоты (DNDPS). Регуляция обеих фер
ментативных акпшностсН (Л К  м DNDPS) осу
ществляется с помощью лизина по нрпнннну 
обратной свя ж. которую нужно разорвать, что
бы сшиез ЛН Л1Ш ничем не ограничивался. Для 
лого использовали гены DNDPS u АК. нс чув 
С1ИИТСЛЫ1ЫС к ингибированию лизином, из 
CvryntbactMum  и /. coll соответственно. К каж
дому и» этих генов «приш лю т!- нуклеотидную 
последовательность, кодирующую лидерный 
исшил. ТраНСПОртИруЮЩИЙ бСЛКИ I» ХЛОрОПЛЙ 
сна, снабжали каждый из тснои ссмясиецифич 
ным иромоюром и виолпли их и растении ка 
иолы и con 11 составе бинарного юмора на 
основе П нлажчид (рис. 18.17) Ц семенах 
трансгенных растений содержалось и 100 раз 
больше свободного лизина, чем в семенах 
обычных растений; при этом содержание ли ш 
на по всех белках Семян канолы было в два раза 
больше, а в белках Сои -  в пять раз.

Когда кукуруза используется в качестве кор 
мд для сказа, к ней добавляют соевую муку v 
очищенный лизин. Однако вместо того чтобы 
использовать лорогостздгаший лизин. можно 
добавлять к кукурузе дешевую соевую муку, по
дученную из трансгенных растении сои, кого- 
рыс синтезируют и больших количествах ли
зин. Возможно, используя Э70Г ПОДХОД 
успешно примененный па сое. удастся вывести 
сорт кукурузы, п семенах которой повышено 
содержание лизина. Такая кукуруза имела бw 
большую лишепую ценность.

ЛмшОы

По оценкам, г 1995 г во всем мире было иыря 
богамо  растительного масла на сумму примерно 
45 млрл .золя., п к ЗОЮ г. тмнчшш состоят
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Рис. 18.16. Сксмм (>1ЮСШПС31 ашию- 
M*C'Ktt - upon Mu.vJltW' .lUutpi.H.t ( lK U  
Прелтакдеш tar все реакции и npnur- 
ЖуТОЧНЫС пролуми) UllplUOFt/MIt 
прелыми 1гокаталою1т 0нро«пнис по 
HpIlttUIlf!} cfyontOH (frt  I I I  DIIDPS —  

tiiHiuw дипирадииикапиноиой кис* 
лоты. ЛК асиарппкжшза

Acr«|n»tr
| ЛК ♦ ----------

В-Аспврпсвфосфвт

1
AUIK|IUIпн»null |V пал)JUI.U)I111

1
IN.'tliTtlltH

г  л

.1 Г У  1-тчiapA IV? I\ S  ОибяСЬМ Г У  II

W f  L ' .  __ lj— г г... ~ л vm J
Гиг. 18.17. T| turn мнимый k ic iop, ik  iuvii.i v ляп трянсформаипи con и каноды i  целый uoiiwmcium 
содержания ли илы и nnv растении* Pv5 нромоюр ic iu  $  фтсодимя бобов. 143 cinttu i itpniniaiuiM
транскрипции re ми p  фах'пяиш  бсбоп, ctx последопмел спеете, копирующий c iiu iu i.liiiii слорсч «лисп nun 
исшил nm ol' субъсдиниим р|1бу1МПюбисфос4иП’ Клп(1о9СС11Л1С1М, depA -  геи С опш /wctrrium, кояируюитН 
Cllirm»> АИ111Др0Л1111ММШИ11О»ОЙ КИСЛОТЫ, нс nynntUMCJIMIOil к лиш ку. /у.д< М4 му тми пий ICII />*<’ / го/г, 
копирующий не «(yacrmitcnMiyio к л т и н у  uciupiniKinr.i i>. J1 н II -лск*и и припаи <|мшнкнрукицие послелоги 
1 СДЫЮП11 Т-ДНК соош сц гп с ш ю

70 \прл лолл Более 9(№ млели рисхолуеим ни 
проитодспю маргарина, жиров, масли дли са
лата и для жарки Примерно 75% всех маслич
ных культур приходи!си ка долю сои. пальмы, 
paflUl (канолы) и пиасалнсчнпка, и получаемые 
Mi них млела СОСЮИ1 г литы м образом iu  следу
ющих жирных кне л т  пальмашт>пЫ1г стеари
новой, олеиновой, ЛШЦШеЮЙ и /иикхленоьоЛ
(табл 18.5).

С  ПОК1ГШ1ЫО генной инженером МОЖНО HIMC- 
иять степень неикышеиностм ( г. г. число лпой- 
ных связей С = С ) и длину Цепи ЛИХ КМС/КУТ Бы 
ло создано и проверено в полевых условиях 
множество Трансгенных LUpToit канолы, кото
рые спите 1иро1ыли млела с измененным жирно 
кисло! ним составом (табл. IK.6) Каждый 
трансгенный сорт содержал один лопилнмгель 
ныи тсн Например, растения, с ишетируютне и
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Ч'.цмеичшм ЩХ1ГНТШ1ПИ к tin щ .nmln .̂nuKciuumi

Put. IH.IH. KotiappuAiii со кмыаняюм» «  •.mm- 
сыислтюо» opitarinuiWMM iwa пот1фсч0локс1иисзм. 
Транскрипция и сбои* случаях осушссгвднлкь пол 
кгнггролем одного их ОрОМОТОрОО 35$-ПРОМС1ТО0М ВИ
РУС* HUMMIM ЦНПМОН Ki«liyL.IU (p!5S), НрОМС'ГОрЭ 1Г-
маснмта »ы I раиулос вязанною крахмала 4/Xj BSS) пли 
иромечора гена га ти м а  I {/PATATIN 1, а такжесиг 
нала гермиклиии rjxiiiCkpiMuiiiii 1гна попали пени гз- 
fu(rNOS). Л  и 11 — леНал н п[\*кт <*линкнр> юшис ио- 
слсдон^лет-иоон Т -Д Н К  с о т  неге темно. (П о  
данным робогм Вне hem et *L. f U » / T t t h n o i < w  12: 
1101 1105. Р/Ч.)

трансформированные ними конструкциями, 
бЫДИ ВЫСОКОуСТОЙЧИНЫ к Черной IIMimtCloCIM 
(фермента!Iиное мимеmcime unetn), причем 
у pope it i устойчивости Гнал rnpuuo выше, чем 
Tin*, которого удавалось достичь при обычном 
скрещивании. Трансгенные растении, несушке 
кЛНК полифснолоксщшы. преднамеренно по- 
врсяшыи, а затем оценивали их устойчивость к 
черной пятнистости. Болмкппспотрансгенных 
растений) п геноме которых присутствовал ан- 
ТНСЫЫСЛ01и>1' tupiUUIT гена ГШДИфсИШ101ССКЛЖШ, 
1К1\(>лищс1оо1 иод контролем либо 3SS-npOM<b 
тора пируса мшанки цветной капусты, либо 
промоторл гена синтазы гранулосняшнкио 
крахмала, били значительно более устойчивы, 
чем нстрансфорх111ро1мнныс. Активность про
мотора гена патан ню п клубнях картофеля. пп- 
гилимому, проявлялась лишь частично, и накоп
ление пшифсиалоксидази нс блокировалось. 
Вое растения, содержащие смысловые tenner- 
рукюIи, синтезировали пплифсподоксилазу в 
большем количестве и были подвержены порв- 
жепиим и бплмисн степени, чем KAinpoOMiuc. 
Хотя п а  пи результаты носят сугубо прслюри-

1слы1ып характер, описанный подхол может 
оказаться полезным дли борьбы с ферменшпи» 
ным изменением ипгга плодов различных ком
мерчески ценных растений.

Изменение вкуса
I к в к у с н ы с  ф р у к ты  II о в о щ и  п р я л  л и  б у д у т  н о л ь - 
ю сяиъся Ш Л Л Т Ш С Л tCKIIM  СПРОСОМ• ПЛАЗ* е сли  
п н и  им ею т в ы с о к у ю н и ш е в у ю  ц е н н о сть . К о н е ч 
н о . в к ус  инш еиы ч п р о дук то м  м о ж н о  у л у ч ш и т ь  II 
пр о це ссе  iip in o Tn ic iL TiiiR  до б а в ле н и е м  с о л и , с а 

хара, а р о м л ш  затором и л и  д р у г и х  до б а в о к , о д ш -  
к о  с  э к о н о м и ч е ск о й  т о ч к и  чрени я б ы л о  б ы  л у ч 
ш е , е с л и  б ы  н и ш е в ы е  п р о д у к т ы  ИСХОДНО 

о б ла д а л и  н е о бх о ди м ы м и  в кусо вы м и  кдчсстаим м  
и мыгляпели более ал ист шш»

В плоде африканского растения Dmuoref/hyt- 
lunt eumminsh Dicb содержится белок мокелтин, 
примерно и 1000(0 раз более сладкий, чем сахя- 
роэа п эквимолярных количествах. ^гстг белок 
вполне может служ и т замсшпалсм сахара, об
ладающим еще и тем преимуществом, что. не 
являясь угле полом, он нс должен оказывать 
вредного мохчсИстмм на метГхшпм.

Мопеллин зго лпухцепочечиыи димер; А 
цепь состоит in  45 аминокислотных остатков, 
В-цепь -  из 50. Цепи стели с ы мсж.|у собой сла
быми ископало пп ими связями, и это ограни
чивает его применение и качестве Иилсласютс- 
ля. Поскольку при нагревлнин п процессе 
ирш тепле  низ; пиши или пол действием кислот 
(например, лимонной или уксусной) он легко 
диссоциирует к теряет сноп lavtosuc качества. 
Задача ссоддлия тронете! па п  растсниП или мик
роорганизмов. способных СИ1ПГСЗНропать мо- 
пслл1!н, усложняется тем, «по необходимо кло
нировать и колрлинирогашно экспрессировать 
два отдельных гена. Чтобы решить эту пробле
му, был химически синтезирован геи мопеллн- 
918, колирующий А - и Ь-нснн как один ппщгпен- 
тиа Были созданы трансгенные рветенни 
томите и салат*. сиитст1фуюшне химерный бе
лок. Для этого исиояью1м in дна разных промо
тора. В случае томаггоп это бил FX-промотор, 
специфичный для плодов и иктшипнрующийся 
и самом начале их созревании. В растениях са- 
лато ten tutxi •лился uoa контролем 35S-промо
тора пируса момики цветной капусты. В обоих 
случаях нсподы опались  сайги тегминаиии
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1рамск|>кпш1и/1!алидяс1<1итроган11я гене нона- 
лмненитиэм и составе Гг-ллозмндм. Синтетиче
ский ген монелдина в в о д и л и  и растительные 
клетки инфицированием им А. turn*fadcr,s\ ис
пользуя коитегративную векторную систему на 
основе T i плвзмги. Моиеялин был обнаружен и 
зрелых и частично зрелых плодах и и листьях са
л и т , по не в зеленых помидорах, при »гом его 
содержание n томанах повышалось при резком 
повышении концентрации растительного гор
мона этилена Сообщения о всесторонних ис
пытаниях вкусодых качеств iCHmwecKH I иле Л л 
ЩСННМX ПИШСВЫХ пролуктоп НОКЛ 01С)!СТВуЮТ, 
но если результаты окажутся положительными, 
to описанный способ подслашеимн плодов мож- 
но будет использовать для многих культур.

Растсимн как бморсакторм

Растении дают большое количество биомассы, а 
выращивание их не состаалпет ipyna. поэтому 
разумно было поиыт.ггы:)1 создать ipaiicrannuc 
растения, споссбштс синтезировать коммерче
ски ценные белки и химикаты. В отличие от рс- 
кпмбинаитиых бактерий, которых кул!»тнвиру- 
ют вбсшыиихбио|хл»К1Х1ра'бфи этом необходимы 
высококвалифицированный персонал и лоро- 
нч*1оя1пре оборудование). лля пырашнвяпии 
сельскохозийствогних культур не нужно бояк- 
шик срелстн и квалифицированных рабочих 
(клюемая проблема мтторая может возник
нут». при использовании растений в качестве 
Гчюрсактороо, будет свяэаиа с выделением 
продукта введенного m i n  h  i  массы раститель
ной ткани и сравнительном стоимостью про
изводства нужного белка с помошыо транс- 
генных растений и микроорганизмов. Уже 
сомиты экспериментальные установки попе 
лучению с помошью растений моиоклональ 
нык антител, функциональных фрак ментов 
антител и полимера 1ЮЛ1Г-$-гидроксибутмра- 
та, iij которого можно нтгеггашщвать матери 
ил, подверженный биодеградации.

А н ти те ло
Г1р0Н1В0ДСП>0 анпггсл и нч ф р и Г М О Г ТО К  с помо 
пню трансгенных растений имеет рял преиму
ществ серед их синтезом В  К.1СТКПЧ ре комби 
мант ныл микроорганизмов. Трансформации

растений »юси1 стабильный характер, чужерод
цах Д И К  практически необратимо встраивается 
г. растительный геном, п то время как боиьшнн- 
i ПЮ микрооргани ниш трансформируются плаз- 
милами. которые могутутрачиваться в холе дли
тельной или крупномаенггпбной фсрмс1гтаици. 
Кроме того, процессинг и укладка чужеродных 
белков в растениях аналогичны таковым и жи
вотных клетках» в то время как п бактериях пр«»- 
ЦСССИН1 , укладка в посгфанслчциоииыс моди
фикации эукариотических белков штрудисни 
Кроме того, крупномасштабное пмрошшяшис 
растений i»c требует башни* затрат и не лимм- 
тнруегся возможностями процессов tJicpvicHTa- 
цин. И наконец, можно создать условия, при 
которых чужеродные белки будут синтезиро
ваться в семенах, iae их цедостнооь »гс нару
шится /м пчельное гц>емя.

Полимеры
Крупномасштабный бактериальный синтез 
поли-р-пщроксибушгмтл. полимера, из кого- 
рого получают пластик, подверженный 6 иоле- 
фадииии. обХОДИТСК ловольно дорого. Поэто
му интересно было выяснить, можно ли 
получать это г полимер с помощью трансген
ных растений В бактериях типа A/colifgents 
futrophm поли-р-гидроксибутирлт синтезиру
ется из апстил-СоА а »ри сталии, катализиру
емые трест ферментами (см рис. I? ?2). гены 
которых входят в олин оперой. Растении не
способны процессировать трлмскрипт пиеро- 
на с более чем одним геном, поэтому каждый 
из генов был клонирован но отдельности и 
встроен и хдоропластную Д Н К  растении 
4rttbi<tapsL\ /ha/шип Хлоршыасты были выбра
ны потому, что, как показали выполненные 
ранее эксперименты, п цитоплазме полимер 
синтезировался и небольшом количестве, при 
этом больший emu растении били чихлыми. 
Кроме гою, п хлороиластах может накапли
ваться другой биополимер -  крахмал.

К  каждому из грех генов полн-Р-пирокенбу- 
гпрота были присоединены фрагменты Д Н К , 
колирующие хлоропласгную сип юлы сую после
довательность малой субъединицы рнбулозо- 
бвкфосфат-карбокс шипы гороха, и каждый ген 
был помещен под транскрипционный коегтроль 
35S-npoMoropa вируса мозаики цветной капус-
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ты. I cifli.' были введены и растении A  t f u i h a n a

II СОПЛИС Сиенлрпич llt'K горок Hit ОСИПЫ  I I

плазмид. Д ву трансгенных растения, каждое 
со своим чужеродным геном. скрещивали, 
чтобы получить растем мм с двумя чужеродны
ми генами, включенными п клоролл&стную 
Д Н К  Затем гран ere иное растение с двумя чу 
жеролнымн генами скрещивали с растением, 
иссушим третий чужеродный геи, и отбирали 
растения, несущие псе три бямериальных ic 
наполи |S-гил роке и бутирата В зрелых л петь 
их некоторых трансгенных растении, ж с- 
прссеируюших псе три бактериальных <с»т, 
синтезировалось более I m i  n a m i - J l  гилро- 
ксибутирпта на I i сирой ткани листа. Эту ра
бот) можно считать первым важным шагом и 
создании сельскохозяйственных культур, ко
торые можно использовать лгя получения и 
больших количествах иояи-р пырокенбутн- 
рятп

Чужеродные быки, аккумулирующиеся и 
семенах
Олсюинм или белки маслимых телец, содер
жатся и семенах различных растений. Они весь 
ма 1идр1н1к»бни и стабилизируют маслимые 
тельца кзк дискретные структуры При ттом их 
N - и С-нишевые участки более гидрофильны, 
чем и» «>11 к: I * it и м область малскулы, и эксполи 
ропаиы в полное окружение Используя генную 
инженерию, можно попытаться сознан рском

Рис. 1Я.19. Рекомбинантный белок, компонентами 
мпорого мМиКПСЯ и кгознн и иолораствор*1ми»1 бс 
лок- Олесгиш oTciiunci высоким сродством к масля- 
iiiHiy телюу семени растении.»  его N - и C -mjhuw. j
Т Й К А Г  П Т О р Г 'Л  Г«\ »О К  П«ЛрО*]>«1Ш.1Н.| II  • ftX'IIO M H pO BdflU  •

ЮДНОС ОКр) дснис

Г»МШ1ПТНЫС бСЛКИ m  олео union и полортт И»ри- 
ммх бедкоп (рис. IК 19) рскомбиншггныс белки 
будут аккумулироваться п масляных тельцах. что 
П О Ш Н 1 относительно легко их очистить При 
п ом пплорастиоримый бсяпк бу/U-r »КСП(>11Ир< -  

ПЛИ в водное окружение, и про необходимости 
его можно будег отшегшть - >то позволяет ша- 
Ч1ГТСПЫЮ удешешгть процедуру очистки бедкоп, 
синтезируемых растениями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Вводи I  fсном растений чужеродные гены и 
обссисчипан их экспрессию, можно относится!, 
но быстро соихнпить нопые с о р т  растений. Уже 
получены трансгенные растения, устойчивые к 
неблагоприятным условиям окружающей сре
ды, к насекомым-прслпгслям, вирусам, герби- 
цнлам, окислительному и солевому стрессам. 
Выведены культуры с необычной окраской 
цветков, растении, имеющие более высокую 
нишевую ценность, рас ген и я с нэмеисиныо 
вкусом плодов и т  л. Некоторые растения уда
лось модифицировать так. что они стали свос- 
oOimiHiiiMii фабриками tin spy ihiom .ilн иабиому 
о тв е зу ценных белков, например антител 
Малочисленные трансгенные растении с ит-
менгнными сиойспыми и поиышеннпй нише
вой иенноегью прошли успешную проверку в» 
лабораторных, а некоторые из них и полевых 
условиях. К ндс10И111Сму времени ив рынок но 
ступило лишь небольшое число генетически 
модифипировимных РЛСГСНИЙ. однако МОАНО с 
yocpcHiiiviыосказать,«попОулутиемони шймут 
на нем достойное мест.
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1. Прел1ГОДОЖММ. «по р;н.7ен1!я imij.uiuipniuiiu 
tiMpycmt без оболочки с одмодспочсчиым 
РИК rciuiMovt (8000 нуклсогилоо) Нируч: и 
его РНК можно легко киделмтъ. Кроме тон».
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> нас сен. ли имели MI леем четырем вирус
ным белкам. Какую стратениопы выбрали бы 
для зашиты растений от вирусной инфскшш?

2. Предложите несколько стратегий саывпнм 
растений. устойчивых к масскомим-врели 
тслям.

3. Кик с помощью а к т е  числовой |*НК можно 
обеспечить устойчивость растений к специ
фическим вирусам?

4. Каким обрезом ингибиторы npcimtiui к mini
fimop амилазы и ходсстсродокаиша защища
ют растения от масскомых-праипслей?

5. 11рСД1ЮЖИтс стука а  mo хишггы pncirmift от по 
ц ш о ш я й е а ш ш ш  разными вирусами.

6. Опиинпс основныеспособы создания росте 
иий» устойчивых к гсгОнпиллм.

7. Как следует изменить растение, чтобы обес
печить его защиту от патогенных почнелых 
ipirfxui?

К. Как С ПОМОЩЬЮ 1СМЖ»П инженерии получить 
растения. устойчивые к патогенным бакте
риям?

9. Какой ihuixou ни применили бы для сощи
пни растения, толерантного к высоким кон- 
ис1гграциим солей?

10. Предположим, «ш» ним нужно ымсдиггь со
зревание плодов авокадо при их транспрртм- 
роакс. Какой способ пы выберете?

11. KilK с помощью метопов генной инженерии 
получить растения с необычной окраской 
цветков?

12. Как с помощью генной инженерии попы- 
си гъ содержание л т и п а  л сое?

13. Что  такое косупрсссии? Ашнсмыслонач су
прессии? Сравните их.

14. Как упростить процедуру очистки раствори
мых белков, например фрагмента* антител, 
С1пггет1<русмих растениями?
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Трансгенные животные

Д Л Я  IU JНетления улучшенным пород ДОМ11Ш!ШХ 

жимлных и птиц (корой с более высоко!! удой
ностью, овец с Кячестве иной шерстью, кур с 
более ВЫСОКОЙ НИ ПС НОСКОСТЬЮ Н 7. л .) пропилю 
множество рауцлоя скрещиваний и отборе, кп 
ждмй pm используя и Kriccuic производителей 
животных с наилучшим и характеристикам*. Н 
результате со временем можно получим. более 
или менее чистые линии высокопродуктивным 
пород ЖИВОТНЫХ. Стратегии с к реши на и ни и от
бора. требующая больных времен h i  i\ и  матери
альных затрет, оказалась тем не менее исклкь 
читслыю успешной, и сеголни почти вес 
аспекты биологических основ выведения но
вых порол домашнею скота могут быть к ней 
сведены Однако после тою как эффективная 
1снствчсскам линия подучена, вводить новые 
признаки методом скрещивания и отбора ста 
ногтем вес труднее. Так. линии с новым -цен
ным» геном может нести 1ак*е и -вредные* ге
ны, ИСЛСДС1 вне чего ПОТОМКИ KlOiyt оказаться 
менее продуктивными. Чтобы быть уверенны
ми в том. что новая, улучшенная линия сохра
нит исходные полезные признаки и приобретет 
новые, необходимо разработггть абсолютно но
вую стрвтеино.

VCIICIHHUC JKCnCpnM CM Hd ПО 1ШСЛСНИЮ чуж с

родных псион в клетки МДСКОПИТанлиих и воз
можность создании генетически идентичных 
животных путем перенося ядра нт эмбриондль- 
ной клетки в яйцеклетку с удаленным ядром 
(перенос ядра, клан пропан не) позволили нк.тш 
•ian* в хромосомную Д Н К  высших ж ш к угн ы хот
дельные функциональные гены или целые их 
кластеры. Используемая стратегии состоит о 
следующем.

• Кдонпровинный ГСП ВВОДИТ В ядро 01ЦИ1ЛО- 
тпоренной яйцеклетки.

• Мноку/жрованиыс оплодотворенные мЙце- 
клетки имплантируют t> pcumiitetmiyio жен- 
скую особь (поскольку успешное завершение 
разметил эмбриона м.тскопнгшощнх в иных 
условиях невозможно).

• Отбирают потомков, ритвиыиихеи из им 
1ЫШ1Шр01Ш»111Ы\ яйцеклеток, которые содср 
жат клонированный ten во всех клетках.

• Скрещивают животных, которые несут к.и>- 
нированный геи н пипках зародышевой ли
нии. и помучают новую типическую ЛИНИЮ.

Такой подход имеет много прнктических при 
ложетшй. Например, семи продукт мюл и мог и гг 
на стимулирует рост, то трмгсфкшфоккшнмс жи 
потные будут расти быстрее при меньшем 
количестве пиши. Попышеште эффективности 
ycnociuifi пиши всего на нссколмсо процентов 
может существенно снизить стоимость конечно 
го продукта (говядины, свинины и т. а.)

МлеяГС И СП П ССК О ГО  1Г1МСнения жшхпт.мх путем 
введении генов n omoncmxppcieiuc яйцеклетки бы 
да редшкччим ил практике и 1960-х гг. Как и но 
многих друтх  новых областях нкуки, для упрсяцс- 
кпл обмена н1*|дрмшисй между учеными былпас 
лен ряд новых терминов l ax, животное, чей гоно- 
inn (чдл изменен путем тюлений чужеродной 
(ЭКЮГС1ПКЧ») Д Н К , было ид звано трансгенным, 
ШЮЛИМШ! Л И К  ipUKTUIOW. я осей ПрОИССС 
трансгенной технологией, или гренки снозом.

Эксперименты ни генетической модифика- 
111111 ММОПЖДСТОЧПМХ opruilirTMOB путем Ш'СЛС 
пня и них транстежш требуют мною врсмс1ш 
Тем нс менее транш еноз спи мощным iiticipy-
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foA/muo 19. У. fc j 'M  ви н  c o o  an ( r /л ) попоил м »гов и 
o*cu

Бмо* Кодон От»
Клав!
а̂ -Кадош ЮЛ 17,0
а«,-К:* кии 1.4 3>
сКлюш м 4 0
(V-Kaa’imi 10/1 10,0

< кммашс Осип rumtjMui
i« Jl.-KTauiH'MiH 1.0 ох
| !-Л и к 1ДЧ<Ьуи1*1» 3.0 2Х

Другясбеяш
( imfKMOMIIIJJl ШП4)М|И» 11.4 Иг СбШфУЖСМ
Лм AHiiiN ( - А . Д ^ и с

xtuiifyceim
Ik «<4u%»VAt»i

.ТиК1'И|н\1р1М 0.1
Нмизнаяобулимм П.Т НС и(ИЫр> АПП4

м ентом  д л и  и ссле до в а н и и  м и л е ^ у лл р н ы х  о с н о в  
«к с л р с с с и и  гемои м /ф к о п и п н о ш и ч  и  их разни т я .
.МИ СОЗДАНИИ MUDCJIMIMX ClfCICM. ПОТИОЛНМШНХ
щучить болезни человека. и также для генгтчс- 
cKoii модификации клеток молочных жиле i ли 
НОТНЫХ С целью полисе имя с  молоком важных для 
ЛИШНИМ СКАККУП Был л Л а с  предложен тип,ж 
термин и|н1рми11Г», о т о с т  пнист к процессу но 
лучении h i  молока ipiutucHiihix домашних 
Cpharm") животных путем ичнмх белков человс 
кл ИЛИ «]ssi|Wti I ie in I i«icc к и x iijuimpaim* Исполню 
найме молока целесообразно потому, что оно об 
разуетoi и организме живо* нос о и большом 
количестве н сю можно HiLiiiinuiri* по мерс на 
дойности бс I предп для животною. Ituivifta? ыпве- 
мый молочной железой и секрстируемый и моло
ко новый белок не должен 14т  лом  оюлыжт. 
никаких побочных эффектов на нормальные фи 
шидогмчеаше процессы. протекающие и ирга 
нн>ме трннсгснною животного, и подвергаться 
поспрансляциоммым изменением, которые ни 
крайней мерс близки к шкопмм в клетках челоие- 
9QL Кроме тою. его выделение и » м олот, которое 
сцдержис и другие белки ( rafvi 19.1), нс должно 
составлять большого трупп

Грансюиные мыши: методолотя

Грине генные технологии разрабатывались и со 
всрюснствовались на лабораторных мышах. С 
начала 1980-х п .  в различные линии мышей бы

ли ннслены сотни гемов. -)«м исслелонАММм и зна
чительной мерс способствовали установлению 
механизмов генной раутам и и р и ш ты  онухо 
пси. природы иммунологической специфично- 
ста, молекулярной гене* мхи роста и римлпия. 
лр>111.4 фуиллмента 1ЬНЫ\ бНОШИИЧССКИХ проЦСС- 
сои- (раиепчтме мыши cuipum смою роль и ис
следовании возможности KpynnoMiuriiriafiHoro 
спится лекарственных iciuecm. а также п сшил 
ши» |рписгенных линий, позволяющих модели 
роаать различные генетические болезни челове
ка. Введение чужеродной Д Н К  мышам можно 
исуiiiccruini. разными метилам»*. I)  с помошмо 
ретровирусных нскгорон. инфиинруюших ЦНГПСМ 
эмбриона на ранних стадиях р и ш ты  перед им 

плантацией вибриона н симку-реципиента; 
2) микринньекпней н увеличенное нлро спермин 
(мужской пронуклсус) ои.хуктюренной яйце
клетки. 3) введением геигогческн молнфиииро
ИДИНЫХ ЧМбрИП1С» IIJIUV CtlM.UK)№4\ K.3CV0K нпреднм-
imu к  тронам ими тмбрном ми ранних стадиях 
развития.

Использование ретровирусных векторов 
Преимущество мешди, основанною на исполь- 
эовании ретровирусных векторов (рис. 19.1 >, пе
ред другими метцдлмитра1Сгенозпсостой! исто 
эффективности Однако размер неганки в атом 
случае ограничивается 8 т п. и., вследствие чао 
транатгн может оыаатьсн лишенным прилегаю 
•цих раулкторных последовательностей, необ
ходимых для ею экспрессии.

Испод ыюнаннс* ргт ром мру сны* некгорон 
имеет к еще один бапыиой недостаток Хотя :#ти 
Векторы создаются тик, чтобы они былидефект- 
ними по репликации, геном штамма peiроимру- 
са (шфуса-почошнтга), который необходим 
ты  и получения ГнШМЛОГО КШ1МЧСС I ЬЙ оосюрной 
Д Н К  может попасть н го же ядро, чти и ipunc 
ген Несмотря ни все принимаемые меры ретро- 
вирусы--помощники могут реплицироваться и 
организме трансгенного животного. чи> совер
шенно недопустимо, если л и к  животных пред
полагается мслолъэош? 1 ь в нишу или как инстру
мент дли получении Коммерческою Продукта II 
поскольку существуют л плерш тш ииг методы 
транегшкт, регронирусиыг векторы редко ис
пользуются для создания трансгенных живот
ных. имеющих ком мер* icc кую ценность.
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TpAUL'rrlllllK 
MMMItOe ОСМОЛПВДЬ

I*»**. 19.1. Пшучснас линии трона cm iwx мшши с ис- 
naibjoiwmfcv рсгроиирусныл tccnjpcti Эмс^иои. оСыч- 
no icu u m -im iU o i на с е д ш и  h к л с т к .  и н ф и ц и р у е т  1̂ -  
Ь0МГ>НН11(ГИЫМ |Vlp0ttltp>10M, HtV.yil2IIM ll'dllLfCH 
С'ацки, которым Спи itMinomHpctuu? эмбрион (*с>рро- 
плпис" Mai ери), rrpuu iiitjuLi * иксвеприитииж оотом 
сию. Ды »псЖ|фоашмн мьтлт, несущих ця-штен » 
MCTXdX арГ4и*Н:*№ЛЛ1111«111. npOWVWI pfUCKpClUMHajtttft

Метод микроинъекций JIHk
В ItUTTOUlUfe н р е м л  ДПН Ш Х Ш Ш Ш  7pQ H CftU H U X м ы 

шей чтис всего иегмдпь̂ уктг метай микроинъешиЛ 
ДН К  Он яклю чает! в следующем (рис. 19.2)

Он лаю?hufчипа*

OlUliVU'IKlprHH&B

TpallcrVfiitOC
«нгкгнж

Рис. 19.2. Поа)'и.’ЛИ1‘ линии грАнаенныч мышей ме 
TOAD*» Mi'Kixiiiifu-KUiifc Я(1цемс!Ки пылелвкн и» ся 
мок-ломороя, у которых Сыг» иклуинрог'лна i мпер- 
огулипш. и |фоаелсж> спприпанис с самцами. 
Траниенную кнмструкинк» инъецирует и мужской 
проиукк'ус оггпалтгоренмои я Л иг клетки Яйцеклет
ки ими ышпруки и •сурртлтиук^ мдть, котпр;*| про- 
M lHOJUn МЛ СНГ! ТР0ИС1СН11ЫХ м ш п л г  осиоитглсй 
трансгенных линий.
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I. Увеличение числа и in ic клеток, н которых бу
дет инъецирована чужеродная Д Н К , путем 
стимуляции гинеронулицип > СаМОК-ДОНО- 
рои О д е л и т самкам инолиг сыворотку бере
менной хоОмлы. Q спустя примерно 48 ч -  
хорионический гоиилтропнн человека. П 
результате гиперону лииии образуется при
мерно 35 яйцеклеток вместо обычных 5-10.

2 ( \  ретинами»* с самцами самок с гиперону.ш 
пней к их умерщвление. Вымывший: из яйце
водов (щ яяш о р е ш ш х яйцеклеток.

X  Мнкрпм»гье*ли<м ДНК и oii.io/U’rnopciiniic ли 
цех легки к лк пришло, срафОис те пыхтения. 
Часто вводимая трансгенная конструкция нахо
д к и » п линейной фюрме и нс «одержит прока 
рунических нскторммх нослсдсжигслмгасзсА

У  млекопитающих после проникновенна 
сперматозоида в яйцеклетку ядро снсрчия (муж
ской пронуклсус) и ядро яйцеклетки суиихтвуют 
раздельно. После тою как оослслиес шклнчмнаст 
митотическое деление и становится женским 
пронук-теугом, может произойти слияние ядер 
(кариогамия) Мужской проку хлеус обычно ю 
1Х1ЛИО больше женскою, его легко покати зевать с 
помощью секиионною микроскопа и внести п 
него чужеродную Д Н К . При угон яйцеклетку на 
время проведения микрониьскции можно пере
мешать, прием itipottifM. НУЖНЫМ образом и фик
сировать. Опышый i K C i x p i i M c i r n r r o p  in день мо
жет шюкулпровпь несколько сотен яйцеклеток

После введении Д Н К  от 25 до 40 мйцеь-и-пч. 
имгишгтмруюгг микрохирургическим путем и «сур- 
1*>пггнух» меть, У которой нызыкаюг лижиро бе
ременность скрепогеаиисм с казжтомироепнным 
самцом. У  мышеи ишрикшис -  :по слинспсн- 
ний известий способ иодгатотси мягки к им» 
ПЛШПВШ1Н Поскольку вахнломиронаиный самец 
спсрмто юидов нс продуцирует, ни садка и з яйис- 
ьлпок «сурропагюЙ» mjuc|ui не отсинугноропся. 
Эмбрионы развиваются только in  ше/кмных ЯП- 
пекзгпж. и мышата рояиюкиия спустя примерно 3 
нсл после H M it T i ii r r u u H ii

Д/1Я идентификации TpQHCttHHMX кииитных 
вылез (я ют Д Н К  из миленького кусочка хвосп» и 
тест и ру я гт ее ив наличие ipaiioitui с помощью 
б;юг-1 пбр1ин:ацин но Саутерну метолом поли
меразной цепной реакции (П Н Р ) Чтобы опре
делить, находится ли трансгеи п » тетках зароди 
шевоЙ линии животного, трансгенную мышь 
скрещивают с другой мышью. Далее можно про 
Родить скрс1цнмп1ше потомков дли получении 
ЧИСТЫХ (ГОМОЗИГОТНЫ Х) ipailCVCHHUX линий.

Описанный п о ли т кажется iui первый вилял 
относительно простым, однако он требует четкой, 
коорлинаиии рат и \  'лилов. Даже ыысококвали- 
фицнроманному спсц1шлисту удается получить 
ли  лгсспособии* tpciitucimux животных в луч
шем случае лишь из 5% нмокулнронлнных яйце
клеток (рис. 19.3). Ни один из этапов экстерн - 
меша нс эффективен ни все 100%, полому дли 
ммхрошгыгкций необходимо негхымпкггь Гкыь-

1*мс. 19.3. Суммдриаи 1к]|фск11И1|яхт|. 
трапп екохд после tuiipoMiiurkiiiiB Все 
ошюлопюрсиныс яйцеклетки (100%) 
кораьы. спиньм, outiu и мыши нш>ку 
т р с п л т  трлмеггиом, однако успешна» 
нчплингацои м попилен не nurovcirui 
Омлм редкими гобштшми; трина спиде 
потииспю дшяьти менее W  (брпСчлвн 
им* яйцеклеток
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moc число оплодотворенных яйцеклеток На
пример. при получении трансгенных мышеи 
HOCilC инъекции Д Н К  пилшиоог ТОЛЬКО 66% 011-  
ш\иотнорсннм> яйцеклеток; мышата развива
ются примерно и* 2Sfr имплантированных sift* 
исклеток, причем трансгенными из них 
окатываютси лишь 25%. Таким образом, из 1000 
имплицированных оплодотворенных яйнек те
ток pa uuiivoci сн oi 3(1 i*o 50 финне ишак мннин 
Кроме того, введенная ДНК. может шшчрнро- 
вал. н любое место и геноме, к зачастую мж>ж 
с т о  се копий включаются и один сайт И нако
нец. не нее трансгенные мышата будут облачен, 
нужными свонсттшми В организме некоторых 
осибсй трансген может нс экспрессироваться 
из-за неподходящего окруже ния сайта ишегря- 
цни. а и организме других число копий чуже
родною гена может о м  шгки слишком ( б о л ь 

ш и м . что может принести к пшерпролукпин 
белка и нарушению нормальных физмологичс- 
ских процессом. И псе же, несмотря ни нее это. 
метод МИКро»1НЬСКШ1Й используют лдя получе
нии линии мышеи, несущих функциональные 
Трансгены. довольно часто.

Использование модифицированных 
Эл>бри<нш.1ыи?/\ с тв и д о в  ы \ к л е то к  

КлСГКИ. НЫДГЖННЫС H I МЫШИНЫХ *\тб|ЖОНОИ на 
стадии блистоцисгы, могут пролиферирован, и
Культуре. СОХраНЯЯ СПОСОБНОСТЬ I ЛИффереНПИ-
ройке и любые типы клеток, п том числе и и 
к ички зародышевой линии, при введении и 
другой япбрион iui стадии бллстоцш. гы. Такие 
К-КГТКИ нязынаипса 1ЫК1|>ИПОтенТНЫХ*и JMOpiW- 
пильными cTKKuiolujMH клетками (ES). ES-клет
ки н культуре легко мцанфмииропить методами 
генной инженерии без нарушении их нлюршто- 
тент мости. Например, а определенный сайт не 
существенного гена и их геноме можно встроить 
функциональный трансген. Гнтсм можно ото 
брам, измененные к ле ти , культивирован, их и 
исполыошт. для получения трансгенных жн 
итных (рис 19.4) Э ю  ионюдмсч избежать слу
чайного нстриивания. характерного дли метши 
микронньскции и ретровирусных не г торных ей 
сигм.

При транс<|)скимм ES-меток н культуре пек 
тиром, предназначенным для интеграции и еле 
пифический хромосомный сайт, и некоторых

метках Д Н К  встраивается случайным обратом, 
к лруп«х нстранванне происходит в нужный
сайг, II OcUlbMHIMCinC АС Е5 меТОК НМ1С1|ВДММ 
Вообще не происходит Да* увеличения числа 
клеток первого типа используют тик нлтыиас 
мую позитивно-нс гати иную селекцию Эта 
СТраГСГИЯ СОСТОИТ В ПОДШИВНОЙ ССЛСКНИИ КЛС
ток. несущих векторную Д Н К , нсфонншуюсм н 
нужный сайт, и п е ти тн о й  селекции клеток с 
иск;орной Д И К . тпе/рирокиилеЙ п случайный 
сайт

< айг-митень должен ничо/шия и такой об 
ласта геномной Д И К , которая не кодирует важ
ных белков, чтобы innerрешим чужеродной ЛН К  
не понлии/ш ни процессы (ж ш иш и  или клеточ
ные фуНКЦИН. Кроме тою, существенно, чтобы 
вс Iрання»иie трансгена не блокировало трйнедя 
пню сошвстствукмцего участка генома Поиск 
подобных сайтов ведется неирсрымто.

Вектор для т>тнтннно-мс1тпм1жой селекции 
Обычно содержит следующие элементы. I)  дна 
блоки послелодпсхикаетеМ (НВ1 и IID2), гомо
логичных of/umi.iii4M учдокам сайта мишени; 
М т pci нечем (ТС»), колирующий новую функцию 
рсципногга; 3) последонагсльиосгь. копирукь 
щую устойчивость к соединению G-418 (Ncof), 
4) дня разных тона тимнлинмндоы (/*/ и гА/у ви
руса iipocioiu lepnccu типов I и 2 (H S V -А /  и 
H SV-iW ) (рис. 19.5, А). Ключевым лли по й ти » 
но 94еиггин1юй селскннн валяется взаимное рас
положение этих эпемешои. Трансгсн и геи ус 
шй*ниюстн к G-418 (Neo1) должны находиться 
между двумя участками Д Н К , гомологичными 
анггу-мммгии, а гемм HSV-/A/ н MSV-tkJ -  no 
бокам этой конструкции Гели истратит не 
происходит в случайный сайт (не и 11RI и ПВ2). 
го с высокой вс роя г мост ыо имеете с лр> гимн по- 
С.Ц'ЛОВДТе/1ЬПОГГЯМН интегрируют один пли оба 
тона H SV-rt (рис. 19.5. А). Напротив, если мкте- 
iраним происходит в результате шмилогмчнои 
рекомбинации нутом дноймото кроссшиоасра и 
мужний сайт, то  и геном лорам тем только 
Гране ген и ген Neo1. а гены IISV-rA -  нет (рис 
19.5, /Г) При вы[хш1мнанни трансфицирован 
них клеток и присутствии G-418 клетки. нс нс- 
сушие геи (Чео1. расти не будут. Выживут только 
клетки. В которых Н|К>11 КИИДД Ш1ТО1|М11ИН 
иными словами, осущссттастси noun мыши се 
лекция. Если одновременно с G -4J8 н среду
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Гмс. 19.4. Ппоучение трампеииых 
нитей с помощью fewerи'ЮсмЛ мо
jaH|MfKiitiMii *»иГ>р|го1ш чинах rruvm- 
ru x  <ES) клетеж. L S -м е тк и  m u y i.inn 
in  мгутрснисй к л е п а н о й  м л и м П м - 
П О Ц И П Ы  MIJШИ И х ТрапсфИ1Шр>ЮГ 
1*КТОр<>Ч, HCtyiUlIM гранаем . кудк- 
ГИПНруКП II 1и)СКЛ1ф| 11»грую< I f  .Hit 
4н1ни|нхи111ныс «летки utto.noM п<г 
iiirnnvioк с г AiiifiMoii Селекции или 
П Н Р . Н о т  ля  ни m фгнп'фииироден- 
иых к леи*. «not'», кулм ииирукм  и 
« т а ю т  г (\ .и гю ц и гти . Которые «чтем 
имплантируют I» матку «с у р р о ггп и и » 
ч а к  ре и Скрстиинаи ж нвотиы х-ос- 
ниши с m il, несущих i f U K iv n  h М е г- 
»а.ч 1аратлискй1 «НИМИ, мил но »и^ 
лучин . ЛИПНИ Тро на CJUIIA мшисИ.

К у л ы м п н р . • ел п н г

Oformucimo 1Н1к4нп»|Ю11Ушммн 
TS клетками

М |ф |\ )и ш < п :11| п  »«’•» ч  п м ц а  i>

РСШМНН’1П14И1
htmcmujici*

И м пиаптнш

10йИ(ТСИ1ИХ* 
ЖИМПЫ* OHNHIMIUH
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Рис. 19,5. Почп11М№ iiLrimiMUU сслекцич A. Нгсплтфнчссши интеграции И хрслмкаиу встроил нс». cCui nrii> 
in  мидии клипсы ( r t / i  i U2), два учалка ДНК. гомологичные стчяфнчныхв 1Нч д1Доыггс iijic h  гчм хромсюшюО 
ДИК ренмнисшных меток (НИ I и НВ2). ею (Ncuf>. ofcccnrinwiiomiili усттнпх-гь к шттжеинсскому ажли 
ИспнюО -4|8.м ipnниvn(ТО ) Hucic трнтфемиш проведал lecnipocunMe клгнж наустойчивое?!,к О 4IH т л и  
ИНК ' ОИ1РУ. KOTOpwll СТДНОЫПС* ИНГИ ГОК* НЧНЫМ Л ip KTCTdK. ГИ1ГГГ«ируЮН(ИХТ11МИЛ11НКМИЛ'4у Ишеграния мажет 
1фО»ГЮИП! И ПО-ПР>»ОМ) . СО РСТрЯНГСЖИСМ И  ЯроМОСОМу ТОЛЬКО trim THMIUHHIIIIUIN В Гфгтеутггтши G-41K и Hill 
цимширл W T  ТПКНС M C TX 1I тоже ГОаКЮ КЛ . Ь Специфическая llllfcrpillOlM с помоет j o  ГОМОЛОГИЧНОЙ рскомбмпл 
ими Врпулмитг д»и»ймн«о грс«сингчч«рнмежду loiuvioniMHUMii >члстк.»ми <НН1 н МВ?) векторной нхромосом- 
ной ДНК и иослел*ппю пьтрпиштн фриченг, не содержании) ichou тнмилмпкишпм {tki и ГАД В присутствии 
Ci—418 it niHimiCitoiiHiui выживают и>Л1*о каста, в которых прошла кпкшоигтвя рскомОгтдиии

добавить ПН'ЦИКДОИНр, то рост клеток, синтези
рующих гимилинкипалу. будет подавлен, по
скольку л о т  фермент катал!пирует превраще
ние гпнниклоьирл и токсичное соединение, 
J i m t i u i o c  д л я  клетки, т. е irpuinoiUn н с п гги в - 

1Ш  селекция. Клетки. прошедшие через такие 
двойное с«гто, скорее всего будут содержал, пос 
пщюкятелыюстъ, встроившуюся н нужный сайг 
Xcm. :ппт метод не застрахован от ошибок, он 
позволяет обогатить клеточную популяцию 
клетками, несущими трансгси и специфичном 
хромосомном сайте.

Более простой способ идентификации LS 
клеток, несущих грат-ген и нужном сайге, осно
ван на использованииПЦР. В  этомслучае Д Н К -

иектор содержит два участка, гомологичных 
сайту-мишени. по одному со стороны грана с  н? 
и со стороны клонирешлнной бпкгерия-тыюй 
иди синтетической (уникальной) поеледова- 
тсльносги, отсутствующей и геноме МЫШИ (рис
19.6). После трансфекции ES-клеток ним век
тором проводят скрининг трансфицированных 
клеток методом ПНР. Олпн из П IIP - прай мерой 
(P I) комплементарен участку клонированной 
бактериальной или синтетической (уникаль
ной! нуклеотидной последовательности интгг 
рироваишего вектора, а второй (Р2) участку 
хромосомной Д Н К . прилегающему к одному гп 
гомологичных участков Д Н К . При «страивании 
поа!слователы!остт!-чишени в случайный сайт
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IW*top

rcMCMtinvitMu
pflOMCOIDUillll

'••purttt'trI нс  С й п с и ф у с к я Лм1П1н(>л|]|1р1«а1ШШ1
Л И К  Ф р ш г м т

нултио pi* »v*qxi

Вне. 19.6. И ллтф наш ня клего*. несущих ipniHioii ш С1нт1мфичсскомс<йис. при помощи 1ЩР Л. 1« рсчулит» 
1C НССПСЦМфНЧГСКгао НСфШИШНИЯ ВСКЮ РШ'И Д И К  «ШЛИ III lip rlm c i* »!) (Р 2 )  НС 1ИОЖС1 M lO piU H  ЮКПКСН 4 учмп 
ком \poM<«_oMii, нпходяштд:* на определенном гассгоянпн т  места слаиш праймера И .  и фрагмента иужно- 
ю размер*» при амплификации не образуешь Pi mOpicninycTCii с уиикилышм участком (US) гилроенной ДНК. 
отсучи пуки ими и хромое омноЛ ДНК клетн-реннпиента. /». U рп ульпп шмомпстой рекомбинации между 
участками HBI и НВ2 еетраипвсАши ЛИ К,с цлной строма, к комалсмс1гтирнымн участкамихромпссмм CSI и 
С*>2Ф с другом. uCpPj>Kirt н учосткм. с когорымм могут i ибрнлиюнагься оба праймера. PI и р}, и untrue мам>- 
дктсп на определенном расстоянии ирут от друга. В хиае ПИР-змилифшклцин сшпслфунттса Фг^мопы одно
го ри'JMCffct, ROfUpWC МОЖНО ИДа1ГИфИ1|1«рОМТЬ при ПОМОЩИ 1СЛЬ-»ЛСкГрофорСЫ. Седи ПЦР lipcviykl пужной 
длины образовался, Jii.viici ipaHitcH (TG ). шкодмшийся между тмилошчмычн yimuavn (HBI и НВ2). млро- 
ИДСЯ II ОПрСДСДСННиП Lilli 1 ХРОМОСОМЫ.

ожидаемый продукт амплификации обрнюны- 
ьап»сн нс будет (рис. 19.6. Л), л при сайт-специ
фическом шгтегрещии в результате ПЦР-амплм- 
фикапии обрадуется фрагмент Д Н К  шнссшого 
размера (р и с . 19.6, £ ) .  Таким образом можно 
1исигиф|»цировать пулы ES-клеток, содержа
щих Тронсгсн в нужном сайте, п пересевая клет
ки in  :п и х  пулов получить клеточные линии с 
сайт -специфической встгнн>и.

ES-кдсзки. и ic iu v m  которых и нужном сайте 
встроен ipancieii, можно купил«нм ронать и unrein 
в эмбрион на durum бласгиинс!Ы. л затем им- 
n/iamitponem. такие эмбрионы в матку пссидоГч:- 
ременных «су Прониных» мятерсЛ. Минин л, у 
которых генетически модифицированные FS- 
клетки учяетжокти и образовании k i c t o k  заро- 
ЛМШГМОЙ липни, могут дать мячи к» грянетCMHUM 
линиям Для /тою их нужно скрссппьс особями 
тоП же линии, а татей скрестить их i реке генных 
ПГГГОЫКОИ В рслудьтдтс будут ппяучен».. ipilllC - 
генные мыши, юмо/шотные по тринсгену.

В специфический хромосомный сайт ES- 
кдеток можно lie только остроп и, ipaitcmt. ко
дирующий какую-то новую функцию, но и на
правленно p u ip y u iit ib  этот сиЙ I i i i h c i рацией с 
его колирующей оОлостмо специфической пос 
лслоиатсл1.11ости (обычно сслскгипкою маркер
ного тени) (рис 19.7). Опил из задач направлен
ного ннрутсмии (•нокаута-) гс»ш Состоит в 
исследовании влияния итого процесса на разви- 
шс opniiiHJMii и протек.!кшшс ь нем физиологи
ческие процессы. Кроме тою, есть надежд». что 
трансгенных животных с нарушением и опреде
ленном геме можно испольювать как модель для 
шуме пни болезней человека на молекулярном 
уровне.

Например, направленный «нокаут -  гена ро 
допей на мыши пржюЛ1гт к 1шакп«вй1гнн пало
чек сетчатки, что имитирует такую болезнь че
ловека, как пигментный ретинит На мышах с 
•шжиугмрояянньш» геном родопсина можно 
изучат!, процесс дегенерации сетчатки. а также
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терипгтпчсскмй |ффск1 лекарственных средств, 
ммслшкииих или вообще остлiтннтпюших ic* 
нстнчсскл обусловленный ш тдлош чсоип про
цесс. Уже сохши кз бимес 250 /пиит мышей с •по- 
каугнрон&ннымв» IC tU lM H . использующихся В 

косеете ИЦВСЛСИ л  о» изучении рШШНЧИМХ забо- 
Hciuiimii человека

Н принципе подходы к созданию грлисген
и ю  ЖМИСЭ1 них С #улуMIIICI1HUMII ф)НК|1ИИми» и с 
у т е р е й  функций* сходны. К  сожалению, тони- 
ршклентлис F.S м п к и , шшлошчмые тако им ы 
у ммн.чгП, пика не обмйр)*жсии у крупного рита- 
I U I O  С М Н И .  OttCIJL. C I IH H C M  И  Ц Ы 1 . П Л .  Н О  И Х  поиск 
пролил жмется,

kuwufHuwHise I помощью переноса ядра 
Плмри1Ш1гпшос1ь можно пыяшпъ, если пере
нести НД*Ч> 1СС1»1р)СМ4>й K.1CIKH И ЯЙЦСКЛС1К) с 
удалец мым ялроч it j o t  ем нсслслонан. способ 
поел» последней с ратигню  и обршшшнню 
ЖШНССПОСОбИОЮ 1101044.1110 В нескольких ла
бораториях с переменным успехом нселглонали 
цлюрппшсмтность липки змбрнонольимл клс- 
юк, клеток о л о л н  и юрослой особи. Было покл
оне), 'лиилра змбрионольныА к.теток способны 
хоти и с  низкой лффскттиссгыо -  обсспсчи 
иать развитие Например. с помощью переноса 
клер эмбриональных к е ю к  крупного рогатою 
скота, кулы ппнроиинных непродолжительное 
нрсия, были получены жизнеспособные особи 
Bcc4i и «тесно л о mat по имени Дилл и была юк>- 
пмроюнл с помошмо переноса жара клетки ио

h e .  1 9 .7 . - H o x a y i *  i n t o  с  но* 

и о щ ь * »  n im p o iw c K iio rft  г о м о л о 

г и ч н о й  р с к с м б м н л 1ш м  В е к т о р  

п е с е т  с с / е к ш м с ы й  м а р к е р ! tu f t  
ге м  (м т щ ) и  ф . 'и т м ф у и и ч и г  е г о  

110СЛ01090ТГЛМ10ПМ, т о м о л о  

т о ч н ы е  c o o m n c i T t y u i u i t M  у ч а - 

е т к а м  I с н а  м ш и с м и  П о с л е д  

м и н  г о л е р ж и т  п я т ь  т к т о п е ж  

( 1 - 5 )  В  р е з у л ь т а т е  р м ю л и п т ч * 
н о й  ^комбинации ( и г т р и х о -  

вме линии) 1СН-ИИК1СИ. пре- 
рыпается («1К1ыутмрусп:11»).

личной железы (пимемп) взрослого Жмпотного 
(рис 19.8). 1ик пперпые была доказана т ю р и - 
т л е  итиисгь ядра лиффс(хтщиро1«ши1>й пэрис-
JIM) К.1С1КИ. Впрочем, целым ИСКЛЮЧИТЬ, ЧТО МИ 
самом деле донорское ядро были тм ят »«i не- 
;1И1{н)«г|книнропанной клетки, присутственна 
шеи tt зителми моточной железы организм* 
доноре»

Клоплрошшис Лилли из ядра дифферент!- 
рстлтю и клетки и трех других овса itj ьсчср имб- 
pi кипы ы tux клеток удилось осутсспипь Олято- 

переносу клер in  клеток, находящихся и 
спиши покои (Ci(I). и. позможни, особе HI ЮС1ММ 
»чб|)»Ч1ГСН€ JW ‘ПОИ* жипптпого. Дело И ТИМ, ЧТО «I 
1счсние мерных грех делении 3UIOTM ОТШЫ. W- 
1ШМЛЮ1ИИХ НССКОЛЬКО С)ТОК. ПРОИСХОДИТ ТОЛЬКО 
репликации Д И К , ми один из tenon не зкспрсс 
сирустсм. Предполагается. что и  это ирсми пне 
деты й Д Н К  осюбахиизстси от специфичных 
д in клетки рс1улмюримх белков, я счхтчпстиу- 
М1ПИГ tetiu jM6pitoHa.tiiHOfo р о и и т  сюпына 
к геем с инмимптормымм 'лмбрио1Шли1имм бел- 
копы ми факторами из шпинш1М1« яйцеклетки.

Осношмя проблемы, которую нужно реIIпт. 
для fo n t, чтобы создание трш ю тш ы х житня 
иых с помощью метода переноса юзер ciaio ре
альным, зго сохранение ПлЮрИ1 кленIпости 
клеток и нспрсрыинон культуре Если тто удаст
ся, то генсттсскос измснсмие таких клеток и 
создание транет синих орган и змии стоне т п с т н  
рутинной процедурой. Однако вслсдсшмс Шито 
них pacTirntn по и ре меня процесса делении
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Гиг. 19.$. КлШ1»фОМи»ИС ОШЫ MCiCRO* переноси ШфО. Яяро ЯЙЦСМСТКН УШЛЮ! i помошмп микрошшггки 
Культивируют лштслиллышс кчгтки молочной желгш взрослой о с е и  инд>штрумг их переход о «1>язу О,, 
О ош еш м ог самяшit меток и 0„*<eic и аймплсто*, лишенки* ядра. и »iujvmiMiunnT •i*a;iHo*nri*iiur «Мне 
* КПЮ1 I» *)-JIM)pC НИИ I» *Н1|С1*»ЛС С НПТОЖСННОИ ЛИ10Т>роЙ ПО ранних С1ДДНЙ змбриогенги. Л ЬТ1ГМ 11М1ШИИ* 
р>Ю1 ич «« мелку •Суррогатной» матери, где и происходи далыигймге родпптиг В жсосримсепс, оиис.ииюи 
Уилмутом м aji <\Vitmiii ci ol. 1М#7). 6ы»о провезено слияние 777 иИшч/ччо* с удл'гсмммми алроммс клетками 
молочной и еле 4 м и фете G„; ш  29 эх<>рмОиио im iuo опии ряэьидгя до жшнеспосоБмОП) плолл



ВАЖНАЯ ВЕХА

Генетическая трансформация уморионов мыши ммкрошп^киней очник икон Д Н К

i. W, Gordon, G , А. Scringo*. D J. Plot kin, /. A liaibuu. I I! Kixfclle 
/> w . A M  Acad Д о  0 £ 4 Т7 :7 Э М >  7.154, IV W

Экспрессия гена гимилинкнна ш  вируса простого ivpiicca в соматических клетках 
мыши после шгьекцмн рекомбинантного гена в яйцеклетки

R I Нипмег, И V.

Вперим ? ПООШОЖИОСН» ItepttllXTl 
ДИК При помощи микгоиньо
ИМИ Ш 1ТрОС1)‘КЛСуС tXL.UVHniMipC»l
lint) вйиеыггси мыши би.та пр<»
м т |КХ7р»?рпвама Дх I прионом м
лр В *лпм жсперимопс и не 
сколько cotra ihmii/uh моренных 
ниисмсюк ниьсимроздми п:ш- 
мидныО иск юр рНКЭ22. содержа
щий ic*t шмлдлиыиипи вируса 
проспи n iсрпсси (HSV) и чаги, i c- 
MOUA kV im iiik ih  PH|iyu 40 
(SV40). H i 78 потомков. рожден- 
ШЛ приемными матерями. a=i* со* 
ссрждли iu«>mh..ii) x> ДНК Л и т 
ры Сяглми мыво/t, «по •:»ni дшшыг
С И И Л П Г  J  l iO  ftytCYt О  Ш/1МОЖ1КХТИ
мспол ишемии рекомбинант пых 
п л ю м н а  n в м е с т е  о с к т р а  дяи 
ймелении чуак|*цннч iciiom пего
CpC/IltBCHIM» II tuCpHintlil М11ШГМ,
коюрмс сохранней .пи гены ii M»- 
nr pn nun к пи. К сожшттю, пли-

Chen, М Tnirohauci. A W. Sc пел г, К
Г с Д 2 7 .7 2 3  2 3 1 , И Л !

мп пши ДНК нсGun*иню тю , и 
ген YuMiuifiixiomuj HSV нс стад 
iptlf «.геном

Ьрмнсгср и лр инъецировали 
cm шмилинипипи HSV п т  
кон грилем промотора ггиампао 
.тел иомен ни I н ubiu*)yA>t.iit, ‘по 
у штпИ ю тиученных трети ctr- 
ныа мышей u»!it:jnpiiviMx;b 
Ck ми-i ос т м и л и !  iK io u riu  HSV' u 
I. ТСГКЛХ ih -s c i w  и ПОЧСХ. Чем > 
грех других, сите шровшшжх 
ПИТ фСрМОП ЛИШЬ П IfC&ulUiMiM 
КОпИ*«еС1№. Кроме IОСП, MiceMl. 
д р у ги х  i  p a n e  re и н ы х  x h ih i i i i ih x  
несли leu ntvitiMitLHiiuui IISV, 
im nr mmrjMpcinn’M ахшиипо» 
фермент». По лаииим Саухрл*
Олопинпа. у DCCX ЦШИСГСННМХ 
мышеи введенная ДНК ирисуici- 
tmbit.iii и билыиим числе копий.

дна iicc.jcnofcaiiitn послу 
Ж11ЛИ < кл н ин lit »>л перо мен m u по

VVartrn. К. П. Palmier

rjuiuoMii) мышей Нсомпр* ш 
ГОтИЧССКуЮ оожпостк II относи-
17.юную ItrxH I^  IllbllOt lb метла С
нстльюоншем чикроиидекпин, 
ли эксперимент оаса стисг ми vi

ne успешными. И насгоищее время
раитчкис лннат мышей, КОПСрЫС 
несут чу херенные iciiu Иранасн- 
НЫС мыши) IUM00бСТ|К101ЫС 1С11Ы, 
тштпеишгс ю строя итпрлпией 
i|>panjciffii •1УХСФОПМПИ ДИК («но 
мугиропдиные» гены), иеппвьзу- 
•oica п самых ратных целях: для 
изучения 1ТрПцСССЧП рС1>К1И|ИИ 1C- 
нет и fи цапни м:1Смш1П11«жтл, 
1южт:шнччтм порушил uiOonc- 
1ЫИОН м рот, мупиглимх и]и|1ек 
топ puxtmitux arcimei и мжшк» 
другой. Кроме того, трине генные
МЫ1111 II МЫШИ С •HHl.D/inpCKIMIf
•iww. ininu n|Hinciuuni«M mu epee 
и к  и» дельные системы ши иссле 
ruii'.iiiioi Gbnriiirft человека

к л е т к и  н «  р и н н и х  СЫСТНИХ '.iMGpiKMCIICM И ИНН* 
Ц1МЦНН IpnilCKpilinuiH n TUH период НИКЛ не »с- 
нр, >дас!си ли осушсстдвгтъ перенос hji|k« п слу- 
•1ЛС К Л К К Х -Л И С О  Дру'1 ИХ i lt iM J l i i l l l lx  Ж111МГ111МХ, 

кроме ОПС11, Седи HOIU41CKOC итри С>ДС1 1111 ходит - 
CW НИ ТО Й  ж е  C T I t lH I l ,  ч т о  И Н И Ц С К  1 П К Л

Перенос геноа < помощью искусственных 
дрожжевых хромосом
Болъшннстио трансгеноп предоавиякп соОой 
кДИК, небоиьшне юна (<20 i и. и.) или фрчг- 
мопы генов. Зачастую кЛН К  шюхо экснрсссм- 
руюге а и клетках млехонтикнинх. а когда 
TpaiicrutOM служит геномнлл Д Н К , iuiaiinc  ic - 
ноепецифичные регуляторные iiouicaoivaic^ir- 
ности, расположенные ди н после 1ена-мншсни, 
оГиячпо НС ВХОДЯТ ВСОСТЛП DCTT1HKII Kpt»MC того.

полнорп 1хк*рпыс Iсны и мультшенные комшге- 
кеы (>1(Ю I н. и ) слишком велики ллн истран- 
палии аоСиачнме ncKiopta. Учмтмдли «ее л и , дли 
IfVUiClCHPM СШЛИ HCIliHIblUIUITb искусегйснпыс
д|н>жжепые хромосомы (Y A C ). имсшдкпиис 
|]|рП1МСН1|4 геномной Д Н К  АЛИНОМ UI 100 до 
>1000 Тк II. н.

Трансгенных мышей n u u y ta tH  микроины:к- 
iuich и пронукдсус оплодслморенной мйнсхаст* 
ки it.hi ip.Tiu.i}iCKiiHCii I’S -клеток е иомшимп 
YA C , нссущ т несколько родегпенных гении 
или ОДИН fkviMiJOft ICII Tp.uiciс и т и  пиши, не
сущие кластер м» пнт и функциональных геном 
|Г|м*бннл челоискд суммарной ллпноИ пример
но 2501 . и и., ид пресен ро>н1Л и псе ттм гены ткл- 
нсснсии<2а1Ч1ш и и мужшм: npexiM -  точно так Же, 
как по iipoitcxo/iiTi у чслопскд. Такое еоотистст-
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вис обеспечивалось (|хлпнкирую1иимм ИХ ПОСЛС- 
допэтсльностихш. которые содержат промотор и 
другие важные pci)'Л1Пирные элементы.

Соесшис мышей, которые синтезировали Спа 
ш.иАо человеческие ииппелл. — это примеча
тельный пример ip; и и: гепта с* помти».!.* YAC. 
Как отмечалось в гл. 10, моноклональные антите
ла можно использовать дня лечения некоторых 
заболеваний человека. Однако получить челове
ческие моноклональные .шипела практически
МСВОЗМОЖКО. К СОЖДЛСИИМ, И МоНОКЛОНЛДкНЫС 
ш и шелл rpuiynon иммуногенны Л 1Я человека. 
Чтобы *очслопсчмт1.* существующие монокло
нальные атш ела грызунов, били р;ираСчутш.1 
сложные СГрйУГСТИН с использованием рекомби
нантных Д Н К . И результате них трудоемких 
процедур удел ОСЬ подуши. Fv- И la b -фраа мен
ты, зачастую обл.ипюшис каким то сродством к 
специфическому антигену. Возможно. техноло
гического прорыва удастся достичь. если ис
пользовать для получения полноразмерных че
ловеческих антител более доступный метод с 
использованием тбридом.

С н т с з  природных ш гттсл -  л о  настояшсс 
чудо. Ли пиело -  очень сложная тезрлмерная 
конструкция, состоящая in  двух пар разных це
пей Одна из них называется тяжелей (Н>. ядру - 
гая легкой (X изи к) » г к  термины отражают 
различия и молекулярных массах субъединиц 
антитела, Генетические особенное hi каждой тя
желой цели определикгтен комбинацией парил 
беленою (V h). дивергентного (Г),^ . шарнирного 
(J M) и константного (С „ )  участков (доменов) со
матическом Д Н К  и В клетке Известны два типа 
легких цепей. >. и к. коюрыс образуклеи в ре
зультате перестройки их собственных азрна- 
0сньнмх <V>.. Vk), шарнирных (J>l, Jc) н кон- 
еппггных (О ..  Се) доменов Лим ит В-клетж.ч 
СИ М ТСЛф УСТ один вид антител, с уникальной 
комбинацией учпеткоп, составляющих Н-цепь, 
и либо перестроенной Х-, либо к-цепью.

Набор генетических элементов. обеспечива
ющих образование множества розных Н-цепей 
airniTcn человека, включает около 95 \'|Гдомс- 
нов. 30 Г)и-домсноп. 6 J, доменов и 5 основных 
константных (С а , Су, Со. Се, Сц) ломснов Ло
кус к -гснов содержит примерно 76 Vk -ломснов, 
5 Зк-домснов м один константный (С к) участок 
(рис. 19.9). Размер Н-локусог» и k - iciiob  -  от I до

1,5 г  п. н. Длш создания трансгенных мышей, 
способных ей иге зи ропать множество рачлнчных 
человеческих антител, необходимо инактивиро
вать мышиные гемы Н и L-nciieii. а затем 
встреть и х|юмосомную Д Н К  мыши YAC, со
держащую ггзш Н - и I пеней каждого человече
ского I сна иммуно! лобулнна.

Чтобы решить эту задачу, мышиные гены Н - 
и к-цслсй были заменены (•110каутиро«амы*) 
небольшим участком кластер» гснои Н-цепм че
ловека (кокфый включая 4 \'и-домсма, 16 1>н- 
ломенов. 6 JM доменов. С у  и С р ) и кластера гс* 
нов к-пспи человека (содержащего 4 Vk -ш м с ш . 
5 Jk - дом сж п  и С к). Трансгенные мыши с таким 
набором генов антител человека сини тропили 
человеческие антител» к некоторым интшенам; 
кроме тою. были созданы гибридомы, ироду пи
рующие человеческие моноклональные ыгпгте * 
ли Один ко разнообразие человеческих антител, 
продуцируемых т а к и м и  i  райе генными мышами, 
было невелико вследствие ограниченности на
бора вариабельных сегментов Н - и к-испей 
Чтобы решить эту проблему, создали YAC с 
большим числом генов вариабельных участков 
И - и к-цепей гемоглобина чежтекл

Ооъелннкп '«пире разные Y A C с генами Н-це
пей гемоглобина человека, создали YAC длиной 
КИН) т. п. н., несущую 66 V ^-домсноп, около К) 
О и-сегментов, 6 JM-,jioMeiioB. С'р, C S ,и Су. Лнало 
гично, из грех YAC, несущих различные домены 
Vk, создали YAC длиной 800 i. п. и. с 32 V k -uomc 
•i*iми, 5 Jx* доменами и С к . ES-khcikh трансфи
цировали по охасдьност YAC с генами И - и к- 
ЦСПСЙ мегаюм СЛИЯНИЯ КДС1ХЖ. отобрали клетки, 
в которых произошла интеграция YAC , t помо
щью сс.зскт пинок» маркере и п|ювсрЮ1н асдосг- 
• ICVTli КЛЭЦОЙ вспшкм метолом ПЦР. Ишсииро 
Ш1ТМ клетки» мссушнс веч рек-иные гены Н - пибо 
к-цсшг, и блпгтоиксты и идентифицировали 
ошбь-остюгитгия с помОшыо МЦР. Трвнсгсиных 
мышей со петаяками генов Н - и к-цепей скрещи
вали по (ЯДСЛЫЮСП1 с мышами с luiuK-niiiiiporuiH- 
нымп локусами лих цепей. Загем потомство 
скрещивали между собой, чтобы полуипъ МЫ 
шей. лишенных фуикшюнлльных халпкиых ге
мов Н - и к-пспей. но иссушич обе оставки гемов 
Н -  и к-цепей гемоглобин» человека.

Трансгенные мыши с увеличенным числом 
человеческих У н- н Vk- домсноп сшпсзнроыыи
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Рис. 19.9. Схематичное изображение гсиоо к- и Н-цсисА иммуноглобулинов человека. А. Строение гена к-штн 
иммуноглобулина ь липках эарешмшепой линии. Шгркхотая линия -  промежуточныедомены, юссь нс похл- 
мишме Ген функциональная к-иепм, например Vk£-Jx4-Ck. образуется \\ В-КЛИМ» ь результате нескольких 
перестроек соответствующих ДНК яочемоп Прсдставлсииин здесь комбинации лишь одни из 500 вохмо* 
ныт R Строение tend Н-ценм иммуноглобулина а клетках зародышевой линии. 111т?нхотя линии —  промежу
точные л «ясны, здесь нс поюоаиннс. Геи функциональной I! пени, например Vw33-l>H26-JH4-Co. образуется 
п В т ш ш  в результате ряда перестроек соспвстстоуюшкхломсяов. Нрсдстшыснкая здесь комбинация тишь 
олю из 140 ООО возможных. Ил рисунке показан только один Су-домен, хотя ид самом деле их четыре (С*у1, 
Cy2d, СУЗЬ и СуЗ).

человеческие антитела. Их иммунизировали 
гремя разными антигенами, и л кажлом случае 
гибридоми секрет иронии человеческие моно 
клональные антитела. обладающие высоким 
сродством к антигену, Которым животные были 
иммуни зированы. Весьма вероятно, что с ломи- 
шыо такой трансгенной системы удастся иолу 
чать человеческие моноклональные антитела 
для использования их в медицине.

Трансгенные мыши: применение

Трансгенные мыши могут служить модельными 
СМС1СМЯМИ ДЛЯ изучения бОЛСЗНСЙ человека II 
тест системами тля исеясжмшжи возможности 
синтеза продукт он» прелегапляюших интерес для 
медицины Исполмуя целых животных, можно 
моделирован. и вошнкновение п ш ю ш и , и ее 
развитие Одна ко мышь нс человек, хотя она 
тоже, относится к классу млекопитающих, поэто
му данные» подученные на трансгенных моделях, 
не всегда можно пкетрянолироктгь на человека и 
том. что касается медннннских аспектов. Тем иг 
MCIUX И НСКОТОрЫХ' случат они 1ГОИЮЛЯЮ1 IIIJ 

лаять ключевые моменты этнологии сложной бо
лезни- Принимая во внимание псе это. ученые 
(тирабоппи -мышиные* модели таких генети
ческих боне ineii человека, как болезни Л  илнеи

мера, артрит, митечнан диарофмя. обраэова- 
МНС опухолей, гипертония. НСИ|Х>Ле1СМСрлТИ1Ь 
иыс нарушении, дисфункции эндокринной сис
темы. сердечно-сосудистые заболевания и 
многие другие.

болезнь Альцгеймер* -  это дегенеративный 
процесс, приводящий к утрате клеток различ
ных отделов головного мозга. Наиболее ранним 
проявлением служит ухудшение памяти. *i>TOT 
процесс прогрессирует, к нему присоединяются 
утрата способности к абстрактному мышлению 
изменение лнчносги. нарушения речи, сниже
ние физического статуса. Патология наблюда
ется у  1% людей возрастной |рупиы oi 60 до 6S лег 
и у  30% толей старше 80 лет. При илтоморфо- 
логичсском исследовании п теле нейронов об
наруживаются нсирсфибриллирние клубочки, 
а у синаптических окончаний плотные aipc- 
гаты. шпмкасмыс сенильными бляшками 
(рис. 19.10). Кроме гою. и кровеносных сосудах 
мозга обнаруживаются конгломераты -  амило
идные бляшки.

Основным компонентом сенильных и ами
лоидных бляшек является белок А|1 (амилоид р. 
р-бслок, ft-лмилоидный белок. (i/A4) мол мас
сой Л кЛа. Гущсствумт Afl-бсдки с ратным чис
лом а м и н о к и с л о т н ы х  остатков, например Afi40 
и А|)42. Вес они образуются и результате нротсо-
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Рис. 19.10. Схсхштпчсскос в тибрило me исйрок« no 
pu головного мезга человека с указанием неспорых 
гистологических особенностей. характерных лян Со 
лсн*«1 Альм ей мера У симоиссю образуй пен сениль
ные бляшки. с<х»сржлшмс амилоидные скоплению и 
об* юм к и v леток. В юле игОроив накат мваюгсп к*п- 
рофибридлы. включающие огреты из белков щш>- 
скелс11  и арутх белков, Происходя! и другие ты с 
нения, тсс». нс показанные.

литического растеплении бсдкп-нрслшсствсн 
ника (АРР). I IpioiMiiu аккумуляции A|i-белка нс 
ycr&HOlUlClIU. ЧЛСМЫ некоторых ССМСЙ, О кото
рых l высокой частотой поре чаш си болезнь 
Альцгеймера, несу t мутации о гене АРР. что на 
а о ц т на мыг.чь об учли ни ттою  гена и ишник- 
иопенпи длиной патолог ни К сожалению, н|ч> 
следить и дста/жх wi подии к ношением и 
разим тем  болезни Альшеймера ни человеке нс 
удастся. Неоценимую помощь в ним могла бы 
окатан какая-цибуль «жшкнНаи» модель.

Выло напучено множество трансгенных ми- 
шей, несущих полноразмерный ich  АРР или  его 
часть под Kon ipuvicM нсмроснсцифи'шого про- 
Moiotxi При этом у большими иа животных

разованнс амилоидных бляшек, ксГфофнбрил- 
лярных клубочков. гибель нейронов кии нару
шение поведении не отмечались Однако у жи
вотных. несущих трансген, кодирующий 
участок ш  100 последних аминокислот АРР, ко
торый включал и А|1-бслок, обнаруживалась де
генерация нервных тканей. инаюшчная тако- 
ион при болезни Альцгеймера.

Ьодсс адекватные «животные» модели, поз- 
полнюшис изучать болезнь Альцгеймера. били 
созданы с использованием трансгсноп. содержа
щих мутации п пене АРР, характерные дли неко
торых семей с высокой частотой встречаемое!»! 
болезни Алмиенмера и раннем возрасте ($50 
лет). У  одной ipyTinw таких семей в положении 
717 АРР (АРР-717) вместо валина присутсгпоаа-т 
фенилаланин, в другой группе и положениях 670 
и 671 АРР (АРР 670/671) лизин и метионин Пы
ли заменены на аспарагин и лейцин соствста 
пенно.

Трансгем с мутацией АРР-717 был с о з д а н  на 
основе кДМК АРР встраиванием между чктонв- 
ми 6 и 7, 7 и К, 8 н 9 модифицированных нитро
нов. Нитроны вводились потому, что, согласно 
данным эксперимента, содержащие их грамсгс- 
ни транскрибируются более '*|фек7ицно чем 
транс гены без иитронов. Конструкция «кЛН К  
АРР-иптроны» НЛХОЛИЛЛС1. по/l контролем и ро- 
могора гена р фактора роста из тромбоцитов. 
j бскроссирующегося и тканих мозга (рис. 19.11). 
Вен она была названа мини-геном Р1>АРР. У  
сIпреющих трансгенных мышей (старше 6 меси 
ней). несущих около 40 копий PDAPP, образо
вывались ими юидные (ииш .п, а ш г и и и а  гн 
бель нейронов и шфекти памяти. Конструкции 
АРР-670/671 под копт)модем нсйросисцнфнчпо 
го промотора вызигдид у трансгенных мышей 
симптомы, подобные симптомам болезни Альп 
геймера, в том числе обрапогсишс избыточных 
количеств Ар42. Интересно, что ни у стареющих 
мышей, несущих PDAPP-ммнн-гсн, ни > транс
генных мышей АРР-670/671 нсИрйфибршлар- 
иыс клубочки не oGiKtpyж»вались. Возможно, 
л и  егрукгу ры вози икают г у человек.! клк следст
вие свсрхпродукцуш А|Я2.

R (ЖШИТКМ болезни А ль те  и мера у человека 
участвуют еще три гена -  ЛраР4, гены прссснк- 
дина I ( PSJ) и прссснилнна 2 (PS2). Наличие ал
лели Af<tL4 локуса A/>oL% который от всю  иен *л
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Гиг. IV.11. Гс1<пичсс*ли конструкция, ни imuucmmm чини-геном И  >ЛРГ, с помоги*!*» кторои можно моаелиро- 
lull. |.%i пнпие C<u)cjiim  Альшсймс)ч > (р и к тп ш л мышей, i 10 ж ктм  k.’IHK 6г.чка-Г[рсд|псс1ВС1И«нкл ими-
IIO IUIM , Л  С МЫ’Л Г  Н И14Г н и т р о н ы .  Р Г 1 У Л К 1 «Ф 1 Ш М И  !Х 1 С М О П 1 М И  U U IU K v rC fl П р о М < Ц О р  |С»Ш 1* « )м м «> р и  p o c i u  и  »

тромбоннтои I» сигнал1и».11та1гпил11|х>«и»11ии Mf|tycaSV40

ipancrwp? minuon. коррелирует с уличением 
гк*ро>ггмоС1И 1о:тим ю л:иия болезни A  imiicmmc- 
рп у людей старше 00 лег. В семью. me очмсчасг- 
ся р.\ам1пнс эгом болезни и молодом noipacic, об- 
наружи кои гея мутации в генах прссснидииоо, 
однако 1>оль каждого из них п развитии длиной 
патологии нс пыиснснл Но данным разных ан
горой, мутации п генах нрссеиилннон приводят 
к увеличению аккумуляции А|И2. Например, у 
дважды трансгенных мышей, полученных скрс- 
шиианисм трансгенных мышей. которые несли 
полноразмерный человеческий ген АРР, с мы
шами. нссушнми мутантный ген прссснплипа I, 
отмечалась сверх продукция AJW2. Пока о пато
генезе болезни Альцгеймера мало чзо и шсстио, 
но есть надежда, «по животные модели гюккиут 
о т в а т ь  на некоторые важные вопросы о сс мо
лекулярных основах. В С Ш А  эта болезнь пора
жает ежегодно около 4 млн. чслопск. и наноси
мый ею ущерб составляет порядка 100 млрл 
долларов.

Трансгенных мышей использовали также и 
качестве модельных систем дли изучения экс
прессии генов, кодирующих грлнегенные про
д у к т ,  которые сскрстируются г молоко. Так, 
дли изучении функций белка, нарушеппи в 
котором ПРИВОДЯТ к муковисысюз) (С Г Г И ), и 
/тля разработки подходов к лечению мукопиецн- 
aoiii (C F ) необходимы большие количества ау
тентичного С П  К-белкл

Муконисцидоэ -  распространении! гсисти- 
ческам болезнь, поражающая в странах Европы 
одного из 250(1 новорожденных. Первичный эф- 
|]>ект дефектного C F -гена это изменение 
фуикиии C F TR . который в норме служит кана
лом для ионов хлора. В результате блокировании 
потока эпос ионов в клетку и из клетки в прото
ках нскоюрых органов, особенно в легких и 
поджелудочной железе, скапливается слить. Она 
стпиошпси источником бактериальной инфек

ции, которли с трудом подале i ем лечению анти
биотиками Д Н К , высвобождающимся нт лизи
ровавших бактерий, делает слизь очень густой. 
Загустевшая слизь забивает протоки, нарушается 
нормальная работа органа и симптомы муховме- 
ПНДОЗа СШС боЛСС УСИЛИВЛЮГСЯ. Г1рОДОЛЖ1ПСЛЬ- 
нгхгтъ жизни больных мукошгецилоэом состаапя- 
ст в настоящее время 25-30 лет.

Для тою чтебы лучше изучи и. механизм дей
ствия C F T R , необходимо иметь этот белок в дос
таточном количеств*. Ike известные меточные 
системы экспрессии in vitro нс обеспечивали его 
эфс]|схги иного синтеза. Возможно, это связано с 
аккумуляцией C F T R  п мембранах i ранефнииро- 
1ШННЫХ клеток. Решить эту проблему можно бы
ло бы постоянным удалением плазматических 
мембран из хозяйских клеток. В такой системе 
гетерологичный траисмсмбрамный белок связы
вался бы с отдельными фрагментами пда э т и 
ческой мембраны. что значитслыю облегчало бы 
его концентрирование и очистку Аналогичный 
механизм используется клетками молочной же
лезы ДЛЯ 1>брл301изнн« глобул жира в период 
вскармливания. Жироныс капельки инкапсули
руются в плашдтичсской мембране и втаком ви
де секретна ются в молоко

Чтобы проверить действенность этой систе
мы, полноразмерную кДНК C F T R  встроили в 
середину дефектного гена ^каким и ксмы, из 
которого быт удалей участок or конца экзоил 2 
до начала »кзона 7 (рве. 19.12). Получившийся 
конструкция содержала промотор и сигнал тер
минации транскрипции гена И-катсина козы. 
При этом кДНК C F T R  Гяада встроена в струк
турный ген с тороками, блакшря которым по
вышалась эффективность транскрипции гране- 
гена. Ген Ц -к л х н т  активно экспрессируется в 
клстклх молочные желез в гтернод вскармлит- 
НИЯ, и этот белок является основным белком 
молока.
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FMb 19.12. Гснгшчсскди кшктрукшимкДНК СКГС -  
ген [У какими ксгш*. Псииортмсртя кШIK CFTR  
**строс!ш мсмду ‘.нлонаки 2 (fc'X?) м 7 (ЕХ7) гена р ки 
«п и т козы. Сохранены прочкпор. кг*шн;дор и *жм* 
мы 1.8м9(ЕХ1. ЕХВ и 11X9) гена илюша.

Бмлм получены линии гране генных мышей, 
несущих кДНК C T T R  нал котролсм perугипор- 
ных |юакимжтлмнчггсй кгна р-кюсмна. Клк и 
ожидалось, п молоке трансгенных самок солср- 
жалея C F T B -бслок, стланный с мембранами 
глобул жира. Нимкич огрнцательнмх побочных 

run > кормящих C F T R  трансгенных самок 
мпи > мышат. век ершенных их молоком, нс на
блюдалось С Г Т К  был глпколизнропан и яшко 
экстра! ироватся из жировой фракции молока. 
Остается юлько выяснить. является ли он а>- 
1СНШЧШ4М белком. Исследовалась также воз
можность получения других мембраноевнзан- 
Н1«1Х белков с молоком В клстхал молочных 
желез |ранс!снных мышей в период лактации 
синтезируется множество белкой, прелеганлккь 
ШИЧ пнгсрсс ДЛИ медицины Нс» чтобы и мен. 
гюзможиостъ получать C F TR , другие трлисмсм- 
бранные белки и различные белки человека и 
больших количествах, соответствующие флис 
генные конструкции i»c обходимо петри н пап. в 
ГОНОМ более крупных МЛСКОПНТВЮШИХ коро
вы, опии ИЛИ КОТЫ.

Трансгенный крупный рогатый скот

Вели прелполигятя использовать мсиючную 
железу п качестве «бпорелктора*. то наиболее 
предпочтительным ЖИВОТНЫМ ДЛИ Трине Г С нота 
пишется крупный рогатый скот, который еже
годно даст до 10 OOU л молока, содержащею 
примерно 35 г белка на I л. Если в молоке будет 
содержаться такое количество рекомбинантно
го белка и зффгктнпносп. его очисткн состоит 
S0%, ю  от 20 трансгенных корон можно будет 
получить примерно ИХ) кг такою бедки и год. 
По случайному совпадению, именно столько

белка (  . нс пол му юше гоем для ni^rnoiпроше
нии тромбообрлзоаании, требуется ежегодно. 
С другой стороны, одной транспгиной коровы 
будет более чем достаточно дли получении 
требуемого ежегодно количества фактора IX 
(фактора Кристмаса) каскадною мехами ими 
свсргыпании кроям, которым вводит больным 
гемофилией дли повышении свертываемости 
крови.

Ляп создания трансгенных коров исиоль- 
зошин модифицированную схему транс!ено
та мышей метопом мпкроимьскцмй Д Н К  
(рис. 19.13). Процедура включала следующие 
Основные этапы

1. Сбор ооцитов кореш, забитых на скотобойне.
2. Созреют в с ооцитов in vitro.
3. Оплодотворение бычьей спермой in vitro
4. Ц е  (пркфупгро пан нс оплодотворенных м Ищ

ите! ок для концентрирования желтка, ш ш - 
рый и нормальных яйцеклетках мешает визу 
iLTH'iailliH мужского нронуклсусп С ПОМОЩЬЮ 
секционного микроскопа.

5 Микроингскими Д1IK я мужской ироиукдеус
6. Разнит пс эмбрионов in vino.
7. I Icxitpyp! ичеекпи имплант зишя одною *мб- 

риона рсшн1иснтж>й самке по время течки.
8 Скрининг Д Н К  потомков ни наличие транс- 

гема.

В I ест ОН их экспериментах из иуда п 2470 
ооцитов были получены дна трансгенных телен
ка. г4тттт резулшт указывает ни ретультапн»- 
ность описанною подхода. но также и на сю 
низкую эффективность. Исследовании к пои 
области продолжаются, и есть надежда на усо
вершенствование методики трине гене» за, На
пример, скоро моя пики возможней. 11. отбирать 
небольшое число клеток у развивающегося эмб
риона in vitro и тестировать их на наличие 
грамсгсмл; такая потеря клеток эмбрионом не 
помешает его нормальному развитию. Э геи тест 
позволит имплантировать только эмбрионы, не
сущие траншей.

Одна из целей тряисгсноза крупного рогато- 
го скота изменение содержа ни я г» молоке раь 
личных компонентов Так, кпдичестпо сыра, по
лучаемою из молока, прямо пропорционально 
содержанию в нем к-клэсииа, истом у весьма

ТВ-вив
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1Чн* IV. 1 3. Птшучгмис трансгенных коро*

перспективным нрсдстанлисгсм увеличение ко
ли ЧОСТТО синтезируемого к -ш си н й  с помощью 
гмппржслрсссим транасна этого бслкл. Далее, 
если crf»ccnc4im. экспрессию гена лактазы п 
клстклх молочной железы, то можно будет полу
чать молоко, нс содержащее лактош. Такое мо
локо незаменимо для многих людей, нс мерено

u iiu h x  лактозу*. 1юслс приема молока или молоч
ных продуктов у них возникает серьезное желу
дочное расстройство. Грансгсноз крупного рога
того скота — это псе мм перспективный ПОДХОД* 
Iю создание большого числа транаенных живо» 
ных потребует времени, цель для того чтобы вы
растить половозрелое животное из оплодотво
ренной яйцеклетки, нужно примерно 2 гопа.

Весьма актуально создание домашних живот* 
ных с наследственной устойчивостью к бактери
альным и вирусным инфекциям к плраэтгтар- 
иым инвазиях!. Известно о ошестповлнии 
порол С наследственной устойчивостью к бакте
риальным инфекционным заболеваниям -  мас
титу (коровы), дизентерии (новорожденные по
росята). холере (домашняя i it i iu b ). Гели п 
основе устойчивости к каждой из этих болезней 
лежит один ген. можно попытаться создать не
сущих его трансгенных животных В нистойщсс 
время для борьбы с инфекционными заболева
ниями домашних животных используют при
вивки и лекарственные препараты. Чяболсвшич 
животных изолируют, w здоровыми ведут тща
тельное наблюдение Стоимость всех этих меро
приятий может достигать 20% обшей стоимости 
конечной пропукции.

Для выведения линий животных, устойчивых 
к возбудителям инфекций, можно использовать 
другой подход, заключающийся в создании пу
тем трпистсноза наследуемых иммунологиче
ских механизмов. С  этой точки зрения рассмат
ривают самые разные гены, ответственные за 
работу иммунной системы гемы основною 
комплекса гнслосопмсстимпсгм, Т-ютсточмых 
pcneirropon. лимфокимоп. Наиболее обиалежи- 
паюшимм на настоящее время являются предва
рительные результаты, полученные при нвслс- 
ннн мышам, кроликам и свиньям генов, 
копирующих Н и L-KCiiii какою-либо моно* 
клонального антитела. Идея этого подходя за
ключается в том. чтобы снабдить трансгенное 
животное наследуемым мехамиtmovi защити’, 
иозпеиипошнм обойтись без иммуиизаиии с по
мощью прививок.

Введение п организм реципиента генов ан
тител. которые сняли каются со специфиче
скими антигенами, было названо иммуниза
цией in vivo. Для этого гены Н - и L-ncncA 
иммуноглобулинов моноклонального мыши
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ною антитела к антителу, снизывающемуся с 
4'П1ЛрОКСИ- 3-НИТрСН||СН11Л2иС?аШМ. вводили с 
помощью микроннъекций п оплодотворенные 
яйцеклетки мыши, кролика и свиньи. Во всех 
случаях в сыворотке трансгенных животных 
обнаруживалась соответствующая активность 
моноклонального анплсли. Однако количест
во моноклональных антител, содержащих пс
ин Н и L  было невелико. Чтобы установи ik. 
можно ли решить m  проблему, необходимо 
протестировать различные трансгенные кон
струкции.

Гран аен н ы е овцы, козы и свиньи

Опиты но трансгснозу н aiyiac овец н кот п ос 
ионном били направлены на прснрашснис мо 
лочных желез этих животных I* своеобразные 
биореакторы дли получении белковых иродук 
io«, использующихся и медицине. Несмотря на 
то что надои у овец и коз меньше, чем у корон, за 
гол они дают сотни литров молока. С  помощью 
метода, аналогичного используемому для со зад 
K lli l  TpClIIC fC lillLIX  мышей II rp&f «сгонных конст
рукций, содержит их гены человека пол контро
лем Промоторов, специфичных Д Л Я  молочных 
желе I (табл. 14>.2), били созданы трансгенные 
овца и кота, в молоко которых сскрстиропьлис!. 
белки человека. Они были гликозилироиинм и 
обладали активностью. близкой к таковой соот
ветствующих белков, получаемых err человека. 
Однако, дли ю ю  чтобы убедим** и полной »к 
пмвапснгносги этих белков, нужны дополни* 
1с.1ьпыс исследовании. Экспрессия трднегсноп и 
клаках молочных желез овец и мм нс окая лит 
да никаких побочных действий ни на самок в

период лактации, ни на вскармливаемое пегом 
стпо. В отличие от этого при введении свиньям 
тронстенп бычего гормона роста под контролем 
промотора мсталлотиоиснна неблагоприятные 
эффекты наблюдались. Количество гормона \ 
разных особей в группе трансгенных свиней 
различалось, отнако в целом вся эта группа бы
стрее прибавляла в весе. К сожалению, этот по- 
л о ж п т с л ы г ы й  результат частично обссисний£ьк;я 
различными патологиями: у животных отмеча
лись язва желудка, почечная нсдоепгточносгь. 
хромота, воспаление перикарда, уменьшение 
подвижности суставов, предрасположенность к 
пневмонии Причины этих симптомов н е т  
в е с ти  Возможно, они связаны с долговремен
ным присутствием г организме избытка гормона 
роста В этих экспериментах трансгсь синтез»»- 
porvuicii более или менее непрерывно. Ьылп соз
дали также трансгенные овцы с повышенной 
скоростью роста шерсти Для этого кДНК 
овечьего ннсулиногодобного фактора роста I 
была помешена пол контроль мышиного промо
тора гена кератина с высоким содержанием се
ры, что обсспсч»'Гтдо пятерике пресс ню кДНК. 
11ри этом у трансгенных овец п отличие от сви
ней никаких нежелательных побочных эффск- 
тов не наблюдалось.

Положительные результаты были получены 
и  в холе экспериментов с грансгснпимн СВИНЬИ 
ми Например, были сознаны здоровые транс
генные СВИНЬИ, в геноме которых Ирису 1Cпювл 
яд следующем генетическая конструкция: 
регуляторная область гена {^глобина человека, 
два гена а,-глобина человека и один ген |5А гло
бина человека. В результате сс экспрессии в 
клетках кропи свиней синтезировался чслсипгчс-

ТЫ*гт#1 IV?  Трансгенные комсгрукипм, содержащие гены человеке пол коюрпогч npnwrnrfioii. специфичны 
для %'алочних желе к и реинттентные организмы

1рИК1111 1 IfKWTC* Решите и 1

Ген ш.тк**нр& 1ош*шж»е*тднпгльжмодсВстшсм Ген быки аатропн К а л
1 сн О'-внипрмшииа 1 сн рлактотлеСдомп О т се
Геи (]ш лдо 1 Хеметеv h  1М.Т1Ыкидает «реши Геи (V- »ИГТ01;М<*)*ММЙ О т т

Ге и  p ro q im c R ) ocxkj CD4 Геи fie оа « им|мп>.н №ышь
Геи ii&t.ii"J*prv»%A fciiUj, васагал Коропа
1 t*t уро*ни;т| Г е и  сЦ'-Фихмип M miiii.
Геи C Ff К Геи (1-*. л ten ни М ш и *

Г е я  UMVtpflCihUfK*-? 1 си (Укажиии КрСЙНХ
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с к и п  гсмс>1 ю б и н ,  пр и  этом  и результа те  зам ени 

че ло ве че ско го  П р о м о то р а  ic im  Ц г л п б ч м и  сям 
н и м  ЧСЛОИСЧССКНП ГСМ ОГЛобиП c ifirrc iitp o ru L icn  II 
ГМШЧinCJII.no б о ль ш е м  кОЛНЧССГМ* ЧСЛОПСЧС 
ск и й  ге м о гл о б и н , п р о ду ц и р у е м ы й  г р а н и  СИМЫ 
м и с ш ш ы ш н , о б ла д а л  т к и м и  же хи м и че ск и м и  
Ct'OHCTItfiMIt, Ч ТО II п р и р о д н ы й  ЧСЛОИСЧССКМЙ. Е г о  
м ож но б ы ло  о ч и с т и  и . о т  (сы 01Л0Гж на св и н е й  
о б ы ч н о й  хр о м а те  i р а ф и е й .

Э т и  р е зультаты  указы ваю т ни п р н н ц к п ш .П г - 
и у ю  ЙОЗМОЖ1ЮСП. зам ены  ц е л ь н о й  к р о п и , не 
Г.ОЛЬЗуСМОЙ п р и  тр а н с ф у з и и , чело IK* ICC КИМ IC- 
м о гл о б и н о м . п о лу ч е н н ы м  м етодом  хрлнсгсисм д. 
О д н а к о  и  ю л и р е ш и ш ы й  t c m o i  л о б и и  п е р е к о си  г 
к и с ло р о д  не тик э ф ф е к т и в н о , как ге м о гл о б и н  и 
составе -/ р т р о м и т о в . Б о ле е  т о ю , о н  б ы с тр о  раз
р у ш и л с я  в организм е ж и в о т н о ю , к о то р о м у  бы л 
г  пелен, а п р о д у к ты  его  раскали то к с и ч н ы  д л я  
п о ч е к . Т а к и м  о бразом , п о л у ч е н и е  зам енителя 
человеческом  кро пи  с по м о щ ь ю  т р н н о ш ш  
э т о  д е л о  д а л е к о ю  б у д у щ е го .

В последнее время большое инимянмс уделя
ется КП1 росу об ИСНОЛЬКИМНИИ органон ДШКМ 
имя для фансплянгдцин чел опеку. Основная 
проблема межвидовой rpanciuiairrauHit -  это го- 
иерострос опоржение. I нперострос отторжение 
мечет за собой связывание а к ттс л  ортами зма- 
хомима с углеводной антигенной детерминан
той нл поверхности клеток пересаженного орга
на. (.иикоднмесь антшеха вызываю! острую 
воет шинельную реакцию (икппимию кдекдлм 
комплемента), происходит массовая гибель нс- 
суших антитела клеток и быстрая потери переса
женного орпша

R естественных условиях воспалительная ре 
акция блокируется особыми бедками на поверх - 
пости клеток, выстилающих стенки кроле нос - 
них сосудов. Э т и  белки ингибиторы 
комплемента нилоснсцнфичнм. было высказа
но предположение, что если бы ж иво т ос-лонор 
несло одни или несколько генов человеческого 
белка, ингибирующего комплемент, то переез
женный оргии был бы защищен o r первичной 
дои шинельном реакции С  пой целью Пыли 
получены трлнегенные СПИШИ, несущие |ХШН*1- 
и|>>с человеческие гены ингибитора комплемен
та Клетки одного и • от их животных оказались 
совершенно нечушггшцельными к компонентам 
системы клонил комшемемта. Прелгаритепь-

4 3 6

иыс эксперименты но пересадке органов гране - 
генных свиней приматам показали, что ткани 
пересаженного органа повреждаются слабее, п 
сам оргии нс отторгается немного лапине Воз 
МОЖНО, IPOJICICIUIMC СВИНЬИ, несущие чедовече 
скин геи ингибитора комплемент» и лишенные 
основною nonepxHocTHofo белки клеток ем»пси, 
коюрми вызывает острейшее Отторжение, будут 
служить ИСТО*ШИКОМ органон ДЛИ ТрПИСНЛВИТи 
unit человеку.

Трансгенные ипщ ы

Мнкронтлкцни Д Н К  поплсиголюрсмныс яйце
клетки птиц с келью приучения трансгенных 
линий —  нсIIростам процедура. Это спи к т о  с не
которыми особенностями i4itll|KU! iiuifici ни и 
рлкшшм in иц. Гак, при оплодотворении у imui 
В И Я ЦС клетку MOiyi |||К>11НМ1уП» C|Vi:|y несколько 
сперматозоидов, л не один, как что обычно бы- 
д е т  у  млекопитающих, и идентифицировать тот 
мужской пронуклсус. которым СОСЛМНПТСЛ с 
женским. становится невозможно. Метод мнк- 
роимьекпик Д Н К  в цитоплазму тоже нс подхо- 
дит. поскольку п этом случае Д Н К  нс интегри
руется я геном оплодотворенном яйцеклетки. 
Наконец, даже седи удастся осуществить микро- 
М1пскцик1 Д Н К  в ядро, дальнейшие операции 
будет трудно осуществить, поскольку у ш ин яй
цеклетка после оплодотворений достаточно бы
стро обволакивается прочной мембраной, по
крывается слоем альбумина и внутренней II 
наружной известковыми оболочками.

Однако трансген можно пгодить в область 
желтка (зародышевый диск), который содержи! 
и женский, и мужской пронуклеусы и образует
ся раньше, чем скорлупа. После введения ДИ К 
каждую яйцеклетку культивируют ш vitro, и ко
гда образуется зародыш, его помешают в сурро- 
пгшос яйцо» чтобы им нти рояль пылуппснмс. 
При помощи такой стратегии была получена cvi- 
ма линия фаисгснных цыплят. Однако п нлето- 
МЩСС Время ntn метод НСЭффСКГИВС>1 ИТСХЛИЧС 
скп трудновыполним и обычных условиях.

К тому времени, когда тр удн а я  известковая 
оболочка яйцеклетки 1ГГПЦ затвердевает, -заро
дыш. ндаолишийся и.т сними бластодермы, со
стоит мз двух слоев но 40 ООО и N0 (100 клеток 
Проведены эксперименты по инокуляции тако-
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1*1**- 19.14. Получение ipattcnHi» 
им* Щ4ИЛИ1 Tpai*c<JcAii«ci< книги- 
риош ш их клеток бластодермы 
Ru деленные» чпм’ ^ринсфпннру 
Ю1 тра гегемон с по м ним о  и ИНО
СОМ И MHi.ltn И ПСНГ*ар1ИЫШСВуЮ 
осишеть облучение* сдостоиерми 
р сн и п и сш а  Ч е сть  u o jiy jn iiiM K  
пою мкоо мил пи?) с я m i мерами, о 
некоторые и » mu исиуимс гране* 
геи о п и т а й  «Р а ди щ е в о й  липни 
при оерпиивамин v<* ут лиги п о д 
л о  трлнегенпим  л и н и я м .

Июслсипс

O tU iyu U IIU "
Ого*, и дц м.

I Bnyttnwr ||«1Кф|<ипг«'МШМ4
I КЛГП'К f»fcHfilt»TMM

I  И n i \ : i f i p u b W O p i  вС ш м  п.

Т|Я1КГ01ИМ' 
к и н е тяж  - л  iiofiai ил1.
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го эфаяипш ретровирусными векторами с нару
шенной репликацией* несущими 6в1К<ерНШТЫ1ЫС 
моркерные ГС1»и. В результптг были ПОИУЧСИЫ 
трансгенные цыплята и о6ыкновс1шыс перепели, 
несущие чужеродные гены в клетках зародыше 
пои линии. Обычно такие шины не продуцируют 
свободны* вирусных частиц, и тем i-c менее при 
не пение ретровирусных лекторов и хачсстос *по 
стпшциков» чужсрОДПЫХ генов ЖИООТНЫМ. КОГО 
рис ШТСМ могут НС1ЮЛЬЭ01МПЪС«| п пишу, 
неизбежно пышное! вопросы сгшостслыю без 
опасности такого подхода. Кроме гою, размер 
IJWIKICHU. KOI ори и может быть поеден о орта 
шпм реципиент и составе ретровирус novo иск 
тора, нс превышает 8  т. и. к., и о некоторых еду 
чаях митеграним и исходных сайт нестабильна 
Нее л  о заставило нсслслсшагслсп ИСКЛ Ь альтер
нативные способы ГрИНСТСНОЗа

1 (икаких специфичных для птиц t S  клеток не 
ОСЧИФУЖСНО. ПО ПОМу ПОДХОД, ОСНОВАННЫЙ мл их 
использовании, для птиц неприменим более 
перепекгинмым прелскпешется метод с менее», 
зеванием рекомбинантных змОрионадыгих кзе 
ток. Он с о с т о и т  и следующем. Выделяю'! клетки 
Ояасгедсриы из куримого эмбриона, граисфицм- 
рукгг их с помощью катионных липиден (лшю- 
сом), снизанных с трансгенной Д Н К  (л  и посохшая 
1р 1Мсфскиия), и повторно ввод h i  в иолзаролышс- 
в>ю область свсжсогложсниых яиц (рис. 19.14) 
Часть потомков будет пеан в каком-то неболь
шом количестве клетки донора: таких животных 
называют химерами. У  некоторых химер к.ктки. 
произошедшие от трансфицированных клеток, 
могут образовывать линии зародышевых КЛСТОАС, 
и после нескольких раундов скрещиваний таких 
химер МОЖНО получить ЛИНИИ ТрШ11ТСНКЫ\ жи
вотных. Чтобы увеличить вс рапное it  создании 
химер, нссуших чужеродные гены и клетках за 
ролышевей лпппн. число донорских клеток U 
химерах М ОЖ НО уисЛИ'ППЬ облучением эмбрио
нов реципиента перед введением н них трансфи- 
цированных клеток (540 660 рад в гсчснис 1 ч) 
Под действием облучении некоторые (но нс все) 
клетки бластодермы пошбкуг, и соотношение
между Г|МНСфШП!рОШ1Н1!ЫМИ КЛСТКЯМН н КАСТ
KBM1I решошенти увеличится в пользу первых 
Мо-нш;имом\, писим образом можно получать 
тринегеиных ЦЫПЛЯ1 , хотя и с малом :*ффсктни- 
НОС1Ы О.

Трансгенных цыплят можно использован, 
для улучшения генотипа уже существующих по
рол -  дли придании им («п vfcо) устойчивости к 
пг.русным инфекциям и заболеваниям, пшьлш- 
СМЫЧ КОКНИЛЛЯМ И. повышения эффсМ НПМОС1 и 

успоснни пищи, снижения уровня жира и ходе- 
аероло о яйцах, повышения качества мхеи. бы
ло предложено также использовать яйцо с его 
высоким Содержанием бал ко в качестве источ 
ники белковых продуктов. использующихся и 
фармацевтической промышленности. Экспрсс 
сия трлнегемл в клетках репродуктивного пути 
к\ршш, |дс обычно декретируется большое ко 
л  и чес гео овальбумина, можс! способствовать 
накоплению соогвстиуюшсю белковою про
дукта в яйце, откуда его можно «тем выделить.

Трансгенные рыбы

По мере иегощения природных рыбных запасов 
вес большую роль Оулег приобретать разведение 
рыбы в искусственных условиях. Основная цель 
исследовании в этой области -  создание реком
бинантных рыб путем 1рлнаскоэа. До настояще
го времени 1 ранете ьы вводили микроиньекцией 
Д Н К  иди электропорацией оплодотворенных 
яйцеклеток ршяичных вило» рыб —  карпа, iy- 
беткн. форели, лосося и т. д. Поскольку у рыб 
промумсус И оплодотворенной ЯЙ11СКЛСТКС пло
хо различим в обычный микроскоп, лмнеарнзо- 
ионную трансгенную Д Н К  вводят и итоплалму 
оплодотворенных яйцеклеток млн клеток эмб 
риоиои, лпстипинх стй.лим четырехблааоявсров. 
-Эмбриогенез у рыб протекает и водной среде вне 
организма, поэтому в нмпланшиии н а  необхо
димости Нее лальисшиис процессы могут про
теки ib в резервуарах с регулируемой температу
рой. Выживаемость эмбрионов рыб после 
микроиньеми1й довольно высока, от 35 до 86% , 
и доля 1рлнсгсннмх потомков колеблется от 10 
до 70%. Трапа си можно обнаружить с помо
щью П Ц Р  с использованием либо препаратов 
эритроцитов зародышей, либо суммарной ДНК. 
Скрещивая трансгенных рыб. можно вынеси* 
трансгенные линии.

Большинство первых исследований в этой 
области было направлено ни исследование иди 
яиня транс гена гормона р о ст ии скорость рос 
1 В ОДНОМ II I «КСТЧ'РИментов и яйцеклетки ИТ



1 (шпсгенныс животш i*

литического лососи был введен tpaiicmi, со- 
сгоиший in  следующих w cmchtob: промоторе 
ICH.t И117ифрНШОГО белка имсрикинской бспьио- 
гм. кЯНК гормона роста лосося, си гналоn icp- 
И11иа1|1ш/1и.\л11алс11|и111|>сша|1ин З'-кокца гена 
шгтфрнзного белка и.МСрИКВНСКОЙ бсльДЮГИ. 
Как ирлпи »о. транси'ИНмс ЛОСОСИ 6ia.hi крупнее 
н быстрее иркбап т ш  и сссс, чем контрольные 
Iстран сформированные особи. В пом случае 
Оита нибржа система экспрессии с ускоренной 
фанскрнпиисй irira гормона роста и холодной 
Н0/1С и пригодная для «всех риб*, чю поэвотя/ю 
юбежать биологической несовместимости, ко 
mpiiN моего бы но шикнуть, сели бы геи гормона 
роста происходил нс и! рыб. Годовалые транс- 
генные особи, полученные Г |Ч 1>лман' ИВСЛС- 
иии и яйцеклетки нерки генетический конструк
ции гормона роста, подходящей дли «всех 
/ЮСГССЙ», ЯСС ИЛИ примерно И I I I«il I больше, чем 
HCfpiiMcrcriiiuc. Фи толей мчсскаи актмоноеть 
линий таких грднегеннмк лососей и естествен
НЫХ УСЛОШ1ЯХ ИМ И489С1 ИШЧН 1СЛЫН.1Й ШПСРСС
Предполагается, т о  и будущем гены устойчиво 
cm  к болел|нм и стрессовым воздействием, а 
также I сны, иОуелмиипакшиг* друг не Оишчч мче- 
схис особенности, будут после!на как рмбом уме 
репных ш и р о т . 1ЯК И ТрОИИЧССКИМ рыбам

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Генетическим модификация животных при по- 
мошн технологии рскомбннатных Д Н К  
Оране гг нош) осноюта па гисленми клонпро 
ванною гсна(оь) n геном клетки, которая могла 
бы дать начато клеткам тиролмшевоП линии 
Скрещивая трансгенных потомков, появивших
ся в ре lyai.rntc ittkoli опери ци и. можно подучи i и 
гомозиготные линии трансгенных животных. 
1юл минного исслслогаишн и ной облиетн про
водилось на мышах Обычно для л ш о  нводилн 
клонированный ген в оплодотворенную яйце
клетку МЫШИ С ПОМОЩЬЮ MIIKpOHirbCKIlHlI. им 
нлантирона.1и ее в решшненгмую самку и про 
верили потомство на наличие введенною m ix  
Чужеродный гем можно инолитьв оплодотворен
ную яйцеклетку мыши и с Помощью рстроаирус- 
иого вектора. Лльгерннпшнмй ПОДХОД Я1КЛЮЧ.1- 
егся и выделении мышиных •мОриональных

столовых клеток н трансфекции их клониро
ванным геном. При т » м  вводимая конструкция 
должна 1штс1рирон1пься и ю ю м стволовых кле
ток. Клетки, несушке ген-мишень п определен- 
ном хромосомном сайге, отбирают и культиви
руют, в затем вводит их в мышиные эмбрионы 
на ранних стадиях puiBiniiN. Мышиные эмбрио
нальные стволовые клетки плюрипогагтны (то- 
Т1П10ТС1ПНЫ). т. с. могут дать начат клеткам 
любою типи, в том числе и клеткам зародыше
вой линии. Дли фансгснозд истюлыуют также 
искусственные дрожжевые хрохюсомы (Y A C ), 
несущие множество генов. Таким обрвюм были 
получены мыши, синтезирующие только чело
веческие антитела. Их использовали в качестве 
молельных систем /пи изучения rvHcnniccicHx 
болезней человека (например,болезни АлъцгеЙ- 
мера).

С  помощью миолог ичны\ эксперименталь
ных подколов были получены трансгенные ко- 
р о т4. овцы, свиньи, птицы и рыбы. Есть надеж
да, 410 ф лиасног П03В0Л1П улучшить генспип 
существу ю щ т  порол домашнего скота н выво
дить породы животных с новыми признаками 
Кроме тою, возможно, таких домашних живот
ных, как короны, овцы н козы, удастся нс ноль 
ш ить и качестве СИособрашмх «биологических 
фабрик* для получения продуктов к юиироиан- 
нмх генов, сскрстирусмых в молоко.
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К О Н Т Р О Л Ь Н Ы Е  В О П Р О С Ы

!. Ki!S UOjiyniKH трансгенных мышеи?
2. В чем состоит принцип nomriiinio iicniTMi» 

noil селекции?
3. Что и:« себя прсдстцтнют мыши с •нокаут» 

рованным* геном? Как к дчм чего получают 
таких мышеи?

4. Кексам преимущества и недостатки трине- 
генных мышеи кик модельных систем д т  
исследования болезней человека?

5. Что такое клонирование?
6. Рисска кше, кик с помощью тр о н с тк ш

МОЖНО ИСШУ’ ШГЬ МОИОКЛОНД II.MMC ШП1Г1СЛ.1
чел опека.

7. Кдк маточная железа можег Гчпг иегкмьто» 
шиш и качестве «бнорелкторп* для синтеза 
М ммсрческих продуктов.

8. Каким образом грансгсиоз может нблегчип. 
i рлнен 'кигпшнм»органов?

9. Какие подходы ислодмуютси для имислсния 
ГрЛНСГСННЫХ Ш /НТЯТ?

10. Опишите способы улучшения порол рыб с 
помощью ipancrcHOKi.



Г Л А В А  20
Молекулярная генетика человека

Состояние торопки чслоискл чпииснт пг мнопгх 
фтстроп: сто обрп е* жи жи, биологии, ус ткни <ж- 
ружякчцен среды, адчест*и системы сяммлпхрэис- 
iiiit* и т  л  За последние десятилетии достигну! м 
!i кешпм и и to >mxN и аиппюсшкс, лечении и про- 

Out чисти* н i h | « ’m  им чшыч болечней, птоггому Gance 
о* ic пил ним етжю илинши* iciKmcicCKioc факторов, 
особен но и рп пипыч стряпал. Нп пример. и Канаде, 
00ПЮСМОСПГПССП1ЧССКНМ лдишдм, у 53г ндссдптл п 
мирил? до 25 лгг с би дружная клея инслслсписчшмс 
лсфск1ы, прмтюплшнс к инвалидности. в у Thvuv 
чем 505F и течежее жизни ра тин.*тсм чС»чся;1мне, 
имеющее и той или иной степени шс.чяшминую 
iipirpony. И настоящее нрсммботсс h o .t o i u h i m  случа
ен гбршгнии п детские лечебные учреждения екя- 
ины с irMimrKXMiMM ыблдепининмм

Мне.телег ленными являются свыше 1П006олс>- 
мей человека Ьолиимнетио in  них очень репки 
( 10 *), но некоторые встречаются относительно 
чисто ( 10 4). Многие наследственные заболею- 
ннн чеятиске обукмоплнваюгея мупщнмми и един- 
сгисниом 1снс, однако рад сложных патологий, 
например рак. определяется мутациями и не
скольких ггннч В том случае. ко1да имеется пол
ное, точное и последовательное описание симттто- 
мои тболенг.нип (фенотипа), оирелглгемото 
слинсгаснпым iciiom , icitronicctcyio природу зпбо- 
▼ спя пи и можно установить исколи их типа его ип- 
слсловзхш? и семьях, представленных нескольки
ми поколениями Существует четыре основных 
т и п  нислслоианнп: иутосамно-ломнна1пный 
(piK*. 20.1). аутсомно-рсисссниимн (рис 20.2), X- 
с петитный доминантный (рис. 20.3) и Х-сисатсн 
ими pcitcctiuuiixii (piдг. 20.4), Термин «аугосом- 
нми» относится к 22 парам iicnaumuv хромосом 
(яушеом) человека, a ic p M im  •Х-С1кплпишйуука-

1ытогт на лпьтигииию тема к» X хромосоме До
минантным ИМЭЫЮ1ИГТ такое состояние. мяли д л я  
iipoHiuctiHM шГчшеяаннм достаточно присутствия 
илпог о мутями юг о млеля данною iciet, а и случае 
ре.исссмикосо «лвохегипим дефектными долж ны  
б ь т. оба аллеля. V мужчин и чаре нрисутступ cvi 
ни Х-хромосомп. полому бошииислю Х*еиеплеи 
имх mum не «линсимоогнио, жпнмтм они доми
нантными или рецессию нами, приводят к
l lp O H I L t n il lK »  мболстишии.

А н а л и з  ролек точны х чрсзпьиюй1Ю м отетси д ш  
угтям оп тения T iu i.i няслсд п ю и и в  сп е ц и ф и ч е ск о ю  
ОПСКМИШМ, evaVtKO нс ДОСТ НИКЭКЧ*' и и ф о р м а н тт  с б  
itccoiiM itpniuiiiiiou с да нн ы м  ыбопемамнем гене, о  
Г>«к\лсм1носской основе м д '> т е н т »  и ди  и случае 
аутоеом ното шбппемлнпи *> хром осом ной л т с п -  
л и  займи гена. Б олес то го , не п е п л а  м ож но спреде 
ЛИТЬ. MIVIHCICH л и  п б п л с ю н и с  н а с т е л е т 1 иным 
В о -п е р в ы х , НС у  всех ЛИЦ, несущ их де ф е ктны й  1СИ, 
премии и k t u t ic u m i  по м ы  1л С о л а ш н 1Н1 (н о  по ли ли  и е - 

и с т р т п и о с п * ) В о -е т о р н х . сим птом ы  (ф е н о ти п ) 
м огут К ф ы треж гть п т  слабы х д о  яр ко  выряженных 

(варьирую щ ая эксттрссс1ж н о сть ). в -т р е т ь и х .с и т и  и  
т о г  же ф е н о л т  может обусловливаться д о г м а м и  
а сонерш енно разных (гснстм ^нхкая re iepo - 
ic h h o c t v ) .  В -чеглерты ч. в некптпрыж с л у к и х  в л ь - 

i}>opx«j (а ы с т н )  оотю го п :н а  мотхт 
iip iiic n H tb  к р л ш ы м ф е н о л ш л м . В -т г т ы х . i n - я  н е - 
боим пого |тимсрп семей с о  случаям  и  и с с д с д у е м т о  
м О ы снянич iip in ^vu n cB  cn6i4«m% данны е о  б о ль 

ш ем  чме и* ponocnoiuiMX. чтобы  сделать пм поп о  
иряроое *т|чяо зйбсястош тя,

У с п е х  и у с т а н о а п с н и и  к о р р е л я ц и и  м еж ду 

н о р м а льн ы м  и л и  1т т ш ш п 1ч с с к и м  i J n io n u io M , с 
о о н о й  с то р о н ы , и  с о о тв е тс тв ую щ и м  ем у г е н о т и 
п о м , С д р у г о й , Й ТИЯЧ1ГТСЛ1.НОЙ с те п е н и  v i m c i y t
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in скрещиваний нс ютрш нналиа. такие пари 
К*Н О И . KOTOpUC l i a X lV U L J I t C I .  ИА O .IIIC 1U  хромосоме 
близко друг от лруш В пропитом случае он ки 
мсти.1 бы, чю л и  гены наследуются не неяши- 
симо. как сейчас говорят. они сцеплены.

В принципе при полном генетическом сцеп
лении ИСС гены любой Х|Х)МОСОМЫ должны пере- 
длишься и luvum uc fc-icixn и пиле itcpmncJimtMx 
бяокои. не образуй и процессе мейоа нопмх 
генетических комбинаций ни ч|Юмосомих 
(рис. 20.6). Однако п большинстве enymen сцеп 
л с м и с я ш п я  исполним. При мсйсос происхо
дит обмен (рекомбинации, кроссовер) между 
генными сайгами (локусами), и с о т и н т л  но 
кмс комбиннции генап (рис 20.7) 11рскош.ку

обычно рекомбинация нролеvon in тем чаще, 
чем больше рпссюмшс между лиумм специфи
ческими генными локусами, частоту рекомби
наций МОЖ1К>ИСПОЛЬЗП1ШТЬКаК меру раССТОИПИЯ 
( генетическое о расстоянии) между дву ми гон. 
ми Таким обратом, анализируя частоты ре ком 
6инаций у потомком родителей. гстсрогнготнмх
ПО РИДУ СНСНЛСИНОХ генон, МОЖНО построигь |С
мстнчсскую карту. iw которой гены будут распо
ложены н линейном порядке Расстояние между 
локусами отражает л и ть  частоту рекомбинаций 
и нс »к|1М1ы icimm точному физическому рас
стоянию. Однако, ершишкам физические и гене- 
iинеем 1с карты хромосом, улилось установить 
coantcrtrimc между частотой рекомбинаций и
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Рис. 20.6. П олно е с пеплемиг Рассматриваемые а лле 
ли  дштгроз|ио1тюто рсиипели. AB//ubt ш н и д х а и  и 
<|ш с СЦСП/ПТШИ (КА Т), иторой |М1ДШГЛЬ г о ж ш к я е я  
по ди ум  рецессивным признакам. е ю  ге н е тш  abf/ab 
В 0ТС)ТСГИИС |гм1мГшitiiiiHif между локусами А  И Н псе 
П О ТО М К И  будут иметь родительские IC IK m tin b  IMX'ICI- 
III 11* I скотин AHf/ub и  ixxnoMinu ahj/ab Полное 
сп гп ле н и г не ясетгш со но дс '! отсутствие новых iritc -
П П С Ш 1 Л  i t u n p i i M r p ,  я с с  n o i u M M i  w

скрсшишипм Aht/aB x АН/fab будут иметь новые ic 
HCTMWXKItr ком бинации. J  именно* At//АН, Ab//ub 
и В//АП II u B f / u b . Однако и отсутствие рекомбинации 
гены одной и юн же хромосомы Стулу! тест гы cun те
IIIJ lUlCCfr. Для удобстпа rCMtrriHirOOUl iKlMCHlL.lffrVpi
и е п ц л м у п  о дн у  Iортш м полы |ую  и ли  косую черту 
вместо двух д л я  о б е т  о ле ни  и с и с п лп ш и  локусов парь
О Д Н м з к п И Ы Ч  (Г О М О Ю П Г Ш Ы Т )  ХРО М О СО М .

0.1

" • 'i f

« 4

Н*мл 1снс1В1«1Счк in 
► комбшшиии.

2<15- о| Обита числя

•РсмиТЕЛЬпиП» ГГИ1ГТ1Ш

Рве. 20.7. Нс поли се сипшент* В /шпион примере 
Щ  (т .  с. 0,1 t (i,| • 0 .2 ) потомяоп имени ik h o t m iim , 
HlKipMnj4 ivahiii»?rcH в р е ту л ь л п т  р сК о м б а п лц тЦ О ) 
между дикугвм и А  и Л и  процессе пейсли Ч а с т о т  
комбинаций не г & п к т  о т генотипов родителей Ро
дитель, 1омо1Икпнм6 н о  двум рецессивным крили* 
хам. прей те ш и т ТОЛЬКО ОЛИ и  ти п  гаме г даже П с чучзг
ремь^швиии И ai шинирующем скрешигсшни ре
комбинантные промух ты меЙоэа проипэкютсч у по 
ТО М М И * фенотипически.
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N11СЛОМ Н)К.1СОПГЛНМХ llilp Д И К  В качестве ел»» 
мины при картировании используется I самтн- 
моргплнлд (СМ), величина. раинам частоте ре
комбинаций 1%. ЧТО ДЛЯ ЧСЛОВСКН COCTTHCTCmyCI 
примерно 10  ̂пар нукдеопиоп (н  н.).

O rмс'1 нм несколько важных момент*. киса* 
юшихся генетического сцепления и кпргиропа 
пня геном. йо-пгрпых, чтобы можно было пне* 
нить частоту ноны* генетических кглгбииштм 
(рекомбинантов), один м:« родителей должен 
быть гетерозиготен кик минимум но двум локу
сам (АВ/оЬ или АЬ/аВ). Во-пторЫх, лнгстсрши- 
rrrniuc rvHotmru должны сушсстповить и двух 
конфигурациях (фазах). Если лил сцепленных 
гага на каждой in  хромосом предепшлены од
ним типом аллелей (г. с. оба доминантные. АВ. 
или оба рсцоссиинис, од)щ то такую конфигура
цию поэм веют фазой сисшсими (нмс-фиюн).
Г е л и  4 0 Д|1Д сна шейных гон:» in кмждпИ хромо-
соме иреленшленм рашыми шипим аллелей (т. с. 
один доминантный, л другой рецессивный, и в  
IMP A h ), in ыонфнгуронию ИЗТЫВдЮГ фОГЮЙ OI 
1НЛКИЖШНН {т р о н г  <|оэоН). К- 1 pci mix. ргкомОи- 
ItlHIHH между дпумм ЮМПМ11 пропс чинит НСЗВ1ЖСМ- 
мо от их фиты < точки трение генетики 
рекомбинация м о лу  генами, находящимися п 
ДМГОМО1Ш0ШОМ состоянии (т. С A h /Л Ь  или 
А Н /А И \% нс нрииопиг к ночитемню новой генети
ческой мхибшшнмн, и но ному, даже если тхтоб- 
нал рекомбинации происходит, ее немш можно 
обнаружить В-четвертыч. чпетош рекомбинации 
05? означает полное cueштсинс. я 505t чю гейм 
расположены либо ми разных хромосомах. либо 
на одной хромосоме, но удалены друт err друга 
слишком далеко дли выиклених сцеплении. Д ли 
(Ч'1ДСИИМ Проблемы KMpTlipuiuiMHH двух сильно 
ушпеиных генов, расположенных ни одной хро
мосоме. НСОбХОДИМО К11|ПИрШ1ШЬ IVIIU. /1СЖШИИС 
иехиу ними, *гто позволит определил., образуют 
ли лее они одну группу сцен/синя.

Для построений подробных генетических 
корт некоторых .\к»рнотнчссхич орпиппмоо. 
таких как мышь, кукуруза, и lotoau мушка, не
матоды и дрожжи, необходимо нлентифмииро 
и ль  целый ряд (снов, каждый аз которых прсл- 
стввдсн га» крайней мере диумм аллелями. Затем 
нужно npfW CCIH  CKpClUMHlUlltM К 1ЮДСЧИ1ПТ1. час 
тепу рекомбинаций у большою числа лоюмков 
Результаты сщхьжнют сгспсиь сцеплении между

генами. Н койне кон поп, используя мультнфвк 
горнис (более двух пар слепленных юной)  скре
щивания, можно получить детальные гсистнчс 
скис кп рты

Обнаружение и опенка генетического 
сцепления у  человека

До появления п 1шча1 с 19Й0-Х гг. технологии ре
комбинантных Д Н К  обнаружение и оценка ic - 
метнчсского сисшсими у человека ирелепшлтлм 
собой сложную и очень трудоемкую процедуру* 
которая к тому ке обычно окапывались безус 
паиной. При атом исследователи спыкпшиись 
с целым рядом проблей Во-первых, генетиче
ский статус родшелей обычно бывает i вешнее- 
тем, что затрудняет разграничение рскомби
ПЛИТНЫХ И нсрскомбишипних ППТОМКОН. 
Но-пторих, немногочисленность болмнннстиз 
семей снижает стхпнспшескую достоверность 
полученных результатов.

Наличие у мужчин одной Х-хромосомы ша- 
чителмю облегчает оценку юиетичсскнх рассто 
инни между генными локусами. II данном случае 
все аллели генов, расположенных нп Х-хромо- 
сомс, проявляются фскош пнчсски. Сынопьи 
женщин, лигстерознгошнх по Х-сцеилснным 
локусам, получают рскомбиншгтую млн мере- 
комбиплитную Х-хримосому. Lean ф а т , в кото
рой аллели двух генных локусов нахаактсн у ма
терей. извссгна, то  среди сыновей легко 
установить рекомбинантные и нерскомбннпит 
ные типы Генотипы о т о »  п дшиюм случае нс 
UMCIUI ИШЧСПИМ, поскольку СЫНОПЬИ наследуют 
только материнскую X-хромосому. Иногда фазу 
идясдси у iiiireirpoTiiroTiioii матери можно уста- 
iiomm. исход* из ||>сногипл ее о п т .  Например, 
если у  т и п  хигтерм (дела) два Х-спсплснных 
признака рецессивны, а у нее сомой -  доми- 
ншгтнм. го меть дигстсрозигспиа, е рассматри
ваемые «  шели находятся и «ю  фазе. т с. АВ/аЬ 
(рис 20 К). 9 п л  метол обнаружения сисплеиип 
ОСНОТШ1Г НЙ подсчете ДИуЧЛОМСИЫХ фСЖЛППОа у 
сыновей большого ч и с т  дмгетсрозмютных 
ж ентнн с известной фазой а.тслсй. В этом слу
чае доли хромосом, рекомбинантных по двум 
специфическим генным локусам (рекомбина
ционный индекс). Суде! ранни сумме рекомби
нантных хромосом (/0. деленной нл общее чис-
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Рве. 20.К. К арш рсы ини  X  хромосомы. (I пг.м случае 
генетическая <шза двух и л и  больш ею  числя X  сцеп 
лгннил локусов у дочери (Matс) усгаштликоггсм на 
основании ланнмх с» Х«сцсплгинмх аллели* ее опдя 
(Д с Д ) ^ гу  Ш|формИ1(ИК> и спою очередь и а н и и л у к л  
д  in определении. 1Л М 1Г м  *с сыновей (Синопы*) по 
лучили рекомбинантную (К ) и нсрск< ■иСипммщую 
< N K ) XIIOMOiOliy К) ШИШОМ ПрИМСрС ПГЛ ИСССГ ЛИЯ рс- 
игссниних гели и локусах А  и Н  X  хромосомы. ею
Л 0*11. Д11ПЛГСрШМГСГЛС1( n pitCCMUTpOlWKMliC ОЛЛСЛМ ИЛ
ходхгся у Иге и цис ф|пг На X хромосоме локтями 
имели локусов А  •< П. Y< хромосом** и мСриленм » пн 
яг Спасе короткой полоски

п о  хром осом  -  р е к о м б и н а н тн ы х  к  пере к о м б и
1Ш1ГП1ЫХ (A W ) :

u m w t )  * « д т

Однако лишний подход имеет рял наюсшгков. 
Во-первых. нс псс1дд можно определил. ic iio th ii 
лс;ш. п слслопт'лм ю , фола, п которой находятся 
аллели у прелпгшожтелыю лиге геро ин ОТПОЙ мл 
ivpn, ост петел неизвестной. Во-вторых, нс вес ncj 
терн II большой выборке осмей будут ГСТСРО'ШГОГ- 
ны по одним и тем же л  пум локусам. Несмотря на 
нее усилии, ло 1980-х гг нс удашлоск построит!, 
л о п т т т н о  протяженную однозначную  карту 
сцеплении Х-хромосомь человека, основанную 
на иедсчсте рскомбиммш'ммх и нерекомбимгип 
них хромосом В го время было ИЗЯССТНО ГСС1 о

НССКОЛ1.КО локусов И СЛИШКОМ МЯЛОНЛПСЛСЙ Сч.1 
ЛО  НЛС1П1|ф111ШР01ШН0.

Лясам  а с те н и и  методам люкешныыино 
прояЬподобия: логарифм соотношении 
шансов (.км> (и ш )
Кроме метода. в котором определяется члешга (X* 
комбинаций между двумя локусами 1Ш ОСПОШННИ 
прямого попече т рекомбинантных и нсрскомбн- 
МпнлОых хромосом* 11C обвеши ХК> было |Ulipo6ormi. 
Гнутее oCxuitr, непрямой метол, который: I )  мог бы 
строго раипчпть не сите имос распределение и 
u i c o i c i o i c ;  2) нс облетелы  to опирался бы ни дли 
пые о фа г  аллелей д и тгтс р га и п т im \ родмтглей; 
У) мо! суммировать информацию, полученную m 
бол много количества рох ппш их семей; •!) иоешо- 
лнл оцепить рекомбинационный индекс в тон 
случае, когда сцепление обнаружено. Саком ме
топ. широко непапь^уюшмнеи и настоящее время, 
был спиши в 1955 г. Морю!«ом.

При изучении сцепления рекомбинационным 
IIIL1CKC обозначается ГрСЧССКОЙ буквой те ш  id ).  В 
методе Моргона сравниизсгся вероятности* 1Щ  
того, что у  бреттъев и сестер (енбеов) два локуса 
слеплены (т  v лпкп.н«.го1 «2 1»(ы па одной хромое** 
мс и находятся близко друг от п р у т ) ,  с вероятно 
СТЫВ /.(0 .5 0 ) ТОГО. ЧТО JlfUl локуса н е  CIICII.ICIIW <т с. 
шмалятся ия ратных хромосомах или далеколр > 1  

от яруга и пределах одной храмосомм). для любо 
го рекомбинационного индекса в. И случае сисл* 
Л СИНЯ, П ОСКОЛ |*ку рСКт«бН11И14И0И11МЙ индекс не
известен, он может принимать любое 111ИЧСПИС II 
и кте р цис га Оде» 0.5 (О с в<  0,50). Н аш  же дю  
локуса раелред с т а т е н  независимо. то в  0.50 
по определению. Другими сломами, в том случае, 
к т  да полонима гамет, п о л  ученных о т дшс«с|к>- 
ш гош ого родителя. содержит новые гсксгичс- 
скис комбинации, л»;* локуса находятся  либо на 
нсю м одоппим я хромосомах, либо НПСТОЛЬКОЛЛ 
лево друг ел друга на одной хромосоме, чти л о  
вмп 1 нлит так, будто они расположены на разных 
хромосомах. С л с д о ттс л м ю , если Ц О )  -  /<0.50), 
то  два .юкусп н е  сцеплены. Десятичный л о т  
рж)|м отношения ЛИХ двух ВС|ЮЯТИОСТСЙ, Т.С 
1с*|/(» )/ / <0,50)|, представляет собой л«харй(| 1м 
соотношения шансов (Icg-of-odds ra tio ), называе
мый лод-бшкяом ( I .0 D ) .  Лодд*болд обоэнячвкп 
буквой /. А О ) п о  ло д-(яш т д л я  лонного тннче- 
и»ш 0. где 0  <  в  < 0 ,5 0
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Ц в  ) можно определить, сан! im ecnn перо-
1ГШ0СТ1» ПОИуЧСММЯ KOIIKpCIHOfO СОЧСТ1ШИМ р с -
комбшгангных и нсрекомбшшпт IUX хромосом 
для сибсои каждой изучаемой семьи. Всрснглюсть 
того, что потомки пайуипг от дпгп  срази! он юго 
родителя iicpcKoxfGuHaimiyio хромосому, ришт 
7 ;( 1- в )  -Г или 1- 6. и вероятность того,
что 04111 попригг рскамГ>1!Ш11ПМуЮ XpOMOCOXiy, 
s/-fi ■* */,6. или & Например, в семье с пятью 
ДС11.МН ВСрОЯТНОСТЬ ДЛЯ каждого ш  них получил» 
НСроСОмСннаКШуЮ хромосому ОТ ДИГСТСрОЗИ- 
ГОПКМО pcVUfltvni составляет А (1-б )\ где t к —/У) -  
вероятность получения пере комбинат ной 
хромосомы, показатель степени 5 - число енб-
СО!» с и  ере комби ИШП пой ХрОМоСОМОЙ. точнее, 
ЧИСЛО НСрСКОМбИ1Ш»ГГ111ТХ хромосом у сибсов, 
A КО‘л|ф н 1 Ш С Н Т. Пели лее хромосомы ОЛН1Ш- 

копи. I с. ИСС исрскомбинантныс или нее ре
комбинантные. и» А I <т. с. Я/5Ю!. и ж/й/яЮ!, 
где я -  число сибсоя II длиной семье). В семье с 
четырьмя Ю Ш И  Верой I ПОСТ 1. того, что все ОМИ 
получат рекомбинантную хромосому от пигсте- 
розиготного родителя, сосптиляп в 4. Длл«чг, не
рОЯШ ОСТК ТОГО, что II ССМ1»С С Д О Ш Ь Ю  ЛСЛ.М И

петь подучит нерек1>мбиш1шныс хромосомы и 
четыре рскомбипЛНТНЫС, рявнп ЛГ(I -б)*(в)4, 
тле А * 126.1.C.9I/514*. Лад-балл выражается клк 
отношение величин, имеющих одинаковые ко 
зффииисмтм Эти коэффициенты. стоящие и 
числителе И зпи MCI ш ел с. сократил нсн, л наго 
му при анализе смешении нс уч»пы1т ю 1ем, 

Проиллюстрируем подсчет ЛОД-бДЛЛЙ МП при
мере сибсов олпоИ семьи (рис. 20.9). Оботпче- 
ния В  и О  па рис. 20.9 соотистопуки аллелям 
АВО9 В  и АВСГО  групп крови системы ABO. За
крашенными символами обозначено пугосом- 
но-ломншнпнос жболсвапнс с полной «снс- 
ipnmnocriiKi иислсдс! пенный гжнходртроз 
(NPS. nail-patella syndrom). Основные признаки 
NFS -  нарушение |юсгвногтей на пальцах рук и 
ног и редукция или отсутствие надколсини».л. 
Ген N PS обозначается APS/, а его рецессивный 
(«нормальный») и домишагший (•пятпогнчв- 
скнй») азлели -  N P S I'N  и А’М7*/> соответст
венна NPS прел снимаетсобой подходящий лтн 
изучении Сцепления приток, TBR как он ршю 
лилтостирустси, не пашет ни жизнеспособ
ность и ренроауктивиую функцию и присутст
вует при рождении

оо ко

I  » ;  S t  7 К 9  Ю  11
во ко ПО Ю  00 оо оо во оо оо ко

Рмс. 20.9. Наследование г сноп опкходртроаа м гоио 
tpyiir крсяш системы АВО 1j  крашенным и епмпилп 
мн обозначены пни с наслглствснмым онкхииргро- 
том, незакрашенными -  липа, у которых Признаки 
лампою дГхшсашнм очу гст у ют. Ьукми нолпиимм 
символам оСомим,tяп аллели групп крепи системы 
АНО (нсиолыхчишм епкрашениыг обозначен*» О 
соопсгетпугг АВ09Ом В AKO'Ki

Отец 1-2 (рис. 20.9) гетерозиготен но локусу 
NPS. поскольку среди его детей есть кик боль
ные, так И здоровые* Он rCTtpO.UHrOltM и по ло
кусу АНО (АВО*В/АВО*Оъ, так как у его детей 
ВСТРОШЮГСЯ фенотипы О И В. а 1СИОГИП сто суп
руги (I I) А В О Ю /ЛВ О Ю . Следовательно,
слеп лигперозигспсм по эгиде двум яутосомным 
локусам ( SPS/9N /N P S !•/>; А ВО 'Н /ЛВО 'О ) Ес
ли локусы АВО  и A'PSt сцеплены, то фаза, в ко
торой нихтшггся их аллели у ища. неизвестна 
(состояние с неизвестной фигой). Она может 
бить как A B 0 9B N P S l'D /A B O 'O  A PS/9 А  (фаза
1) . гак и A B 0 9B APS Г А / Л  В О 'О  APS 1*1) («]мга
2) Или. п сокращенном г.нле, В D /0  N  (фаза I) 
и л и  В А/О U (фаза 2>.

Е с л и  предположить, что локусы АВО  и APS 
снеппены и их аллели у оша находится в фазе I 
(Л В 0 9В  Л P S I'D /A B O 'D  A PS/9А ), »о дето II I, 
11-2, 11-4, 11-6. 11-7. IJ 8. 11-9 и It-Ю  получили 
от него нсрскомбинянтную хромосому АВО9В 
A PS Г О  или А В 0 9() APS Г  А  (рис. 20.10). Все 
дети получили от матери 11 -1 > хромосому 
ЛВО*() A PS/9А. поскольку она гомозигота по 
двум локусам (А В 0 90  A P S r A /Л В О Ю  
A PS/9А ). 0 данном случае генетический вклад 
мшхри и iucctch и не ш тяст на анатю сисилс- 
iiiHi Исходи и пого.'порнссматрш тсмисш  !с- 
ли у сугцд находятся и Ошх' I. каждый из его дс 
гей 11-3, 11-5 и И- l l  получил рекомбинантную 
хромосому. Следова1СЛыю, ocpotrinocTb такого 
сочеыним нсрскомбина1П11ых и рскомбитип*- 
них чромосох! для данной семьи равна
< 1 Й )* (« ) ’.
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IT*c. 20.10. I снстичсскля "piannm uM * tu.itticO  om 'XiuipTjH w  it групп кроли A B O  у членив рп л х :х 1в»н1И,
ЛрИВеДС11МО#1 И »р и с . 26.9. п р и  УСЛОВИИ ШСИПРННЧ У ТШ  ЛИУ* Л О К К О В  И с п о л и тги л и ы  ССЛ'ГЯШГШШС оСнпцпЧСНЛИ 
.L'ulC-VTH ф у г и  Крови СИСТГМЫ ABO'. О  ССОЛМГТСТИу CT ARO'Ot Л /У —  ARQ'B. PcUCCCHlOUJll («1«рМ Щ 1.Н Ы Й н) |< до -
М И 1 И Ж 1Н Ы И  (•И1ПО;Ю 11Г»#ССМ1|1*) ДЛЛСЛ11 :Ю * у С Д  ItlftC.K 'A C'TBCH H O lO  U M IIK O a p V p C I.M O iV iV in ^ ll'I lM  А  и  f>CC4»10C7CTI»CM
н о .  Г е н о т и п  о п ш  (1 * 2 )  м о т е т  н а х о д и т ь с я в  л ю б о й  т  д в у х  ф а з  < ф и м  I .  ф » э п  2 ) .  Х р о м о с о м ы 0 п ш  п  х р о м о с о м ы . 
y i m u i c j i o t u m i M f  о т  н е г о  д е т ь м и .  н и д г л с и ы  с и н и м  п о с т о м .  х р о м о с о м ы  м а т е р и  ( I  I )  и  х р о м о с о м ы . у н а с л е д о в а н  
Н М С  err Н РС. “  С в е т л о - к о р и ч н е ш м  О Ш С Ч С Н О , КИКМ С HI lp O M O C O M , п о л у м с н и м х  €П СТПШ Я В Л Я Ю ТС Я  НТрс»:<1мГм1- 
н и г т и ы м и  ( N R |  и л и  р с к о м б и н ш а н ы м и  < R > n / t «  ф е и м  I и  ф а з ы  2.

Рассматриваемые аллели у отца с такой же 
вероятностью могут нпш ш ъся и фазе 2, \ с. 
АВО'Н NPSi'N /Л В О 'О  NPS/ЧХ  Тогда дети М-3 . 
М-5 и М- l l  Г1ат>чи.'11!отисго11с|чком0и|1амтиие 
хромосомы, а каждый из оставшихся детей 
уняглслова* рскомГжштную хромосому (рис. 
20.10). Вероятность такой комбинации доя дан
ной ССМЬН риинн (1 -0 )3(б)*-

Поскодьку дди генотипа отца обе фаты рнп- 
нпнероитны. общая вероятность /<€#) наблюл»»- 
мой л родословной комбинации хромосом у его 
детей ранил I— '<**>* Jln.icr 
находят значение данного выражения дли раз
ных в. Обычно используют следующий набор 
ишченмй В : 0; 0,001; 0.05; 0,10; 0,2; 0.3; 0.4 и
0.50. а если нет ограничений во времени, можно 
п и т .  весь спектр значений В а г  0 до 0,50. Зятем 
вычисляют логарифм отнлшеикя исроятиостн 
для каждого В. кроме 0,50. к вероятности для 0 -  
0,50. Например, для о  -  0,10 отношение 
/.(0,10)//(0.50) ровно

% ( I -41.10)*<0.10)> 4- •/,< I - I , l(»N 0 .10)® 
'/ jd  d jO ^ O J O )1 .7 , (1  -0Т0)'<0.50)»

2,152 ю «
4,883 • 10 4

(1.441

Десятичным логарифм 0,441 равен -0.356; э т и  
есть лоа-баля am  данного отношении. Другими 
словами, >40,10) *= -0.356

Если фаза, it которой находятся расематршк- 
CMI4C ЦЛ.1СЛМ у ОПШ, И 1ИССШ1Ц 10 И «качение КС|Ю- 
нтности /(й)для данной семьи тоже будет извест
но. Например, если для генотипа 1-2 имеет мест 
фа т  I (Л В О 'В  N P S IЮ /АВО Ю N P S l'N ), т ,  как 
отмечалось лише, вероятность 1(0) ллн данной 
семьи будет равна (I  и V\Bm 0.10) соста
вит

(I-O .IO )V M O )' _
( I -0,50)* (0,50)х

’ k*  4 .Ш -1 1 1 - U05S

Гели же лая генотипа I 2 имеет м ест фаза 2 
1ЛМ)*ЯK P S fN / A R O 'O HPS/'П ). го/(0.10)бу
дет ранен

lev
( I -0,10)^0.10)»
< 1-0,50)40.50)* = -4 .82k

Л ай состояния с неизвестной фазой тачсипя 
/ д т я  родословной, приведенной Itil рис. 20.9, 
варьируют от -5,993 при 0 -  0,001 до • 0.029 при

Г* -BW6
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ivfiuu,a20 / Зничгиим / при р»ишх Одлм родослов
ной. г»г«гпдос1вюк #м рис. П 9 , и случит cocroniHi с
1П1ШССТ11С41 |}Ц«ОН

О [ }  0,(01 0.01 0.05 O.ID 0.?0 СЦО 0.*) 0.45
/  - Ш  -J.025 1.071 -0.156 0.И8 0.2Й9 0.095 0.029

в -  0.45 (табл. 20.1). Если сибсм плл\«ипи хоти 
6м пдпу рс КОМбИ! IBtmiyiU хромосому И в “  О, то 
/  -«*. Как мимо и ) шбя. 20.1. лод-Одлл махсн 
мялен (Zflji%) при в, блн«ком к 0,50. 1 1ровсля до
полнительные расчеты для Осп 0,20 д о 0.40. но 
лупим, что = 4-0,214 irpn в 0.276.

Значение 10,214 не позволяет с уис-
pciitlocTt.ii) топорщь о сцеплении локусов А ВО и 
NPSI. Условились, что два лутосоммых искуса 
мечут считаться сцепленными только п том слу • 
час, если значение максимальною лад-балла 
большее пип рплно f-З.ООО: вероятность сцсплс- 
иия и лом  случае соединяет 1000 к \ или иышс. 
В случае X-Сцепленных tenon. wine лоно нахо
дящихся на одной хромосоме, течение ZriAj.
при котором можно говорить о сцеплении, 
больше или ровно ♦ 2,000; л о  соответствует 
шлнеам и пользу сцепления ИЮ к I или пышс. 
Если 2  *- -2.000, то сцепление двух локусов ис
ключается. поскольку и этом случае и пользу 
сцеплении существует лишь I шанс »п КО.

Чтобы вышит. cncit.teivHC. необходимо пол 
считать 2‘Ььлл при ритпыч вплп разных семей и 
найти максимальное ею значение. Прсобразо- 
накис отношения правдоподобий для картой УЗ 
семей в десятичный лотрифм оозвоанет сучмн 
ропать полученные Л Ф .  Для определения сцен- 
лсиим локусов АВО  и NPS4 бьвло Iipooiшлишро- 
мию 25 родословных. п том числе несколько с 
большим котикеIном детей, и получено липче- 
икс ДО, 10) в 4-31*235 (табл. 20.2); это больше, 
чем • 3,000. следом тел мм>, два указанных локу
се сцеплены

)кичеиис в, при котором /д п е ш те т макси
мума. лис» грубую оценку рекомбинационного

Infauna 2(12. < ум м п р тл .ишчсп»!я / пр%» ptimux 0 
дли локушп АНО и NPS! **_________________________

О о т  0.10 0.15 ОТО (ДО О.ТЙ 0.40
/ 2K.15V 31,735 30.405 27.7» 23.WJ IV.434 Ч .т

''lljFuftcTU Ьт**1. ЧЫ ’; Дт /Ми Ь«*и» Я  ^9 »У1. (Ю.с н* 
ыоскИГим

индекса д ы  двух сцепленных покусоп. И первой 
работе по определению сцепления Локусои /480 
и KPSJ точное значение ^  нс опрсдслхлось, 
ко /-балл при 0 =  0,10 был наибольшим из всех 
Z  иапсч|гпшныч для разных 0, из чего был сде
лен ВЫВОД* Ч Т О ,  по-пилимому, расстояние меж
ду этими ли) ми локусами coctntinmrt примерно 
10 сМ. Необходимо подчеркнуть, что при анали
зе розных родословных с NPS обнаружилось, 
что с локусом Л  PSI сцеплены разные аллели си
стемы ЛВС. Другими актами. не существует 
специфического сисплснин между конкретным 
аллелем системы А В О  я доку сом A 'Д57 Мока не 
дока юно обратное, можно ronopim. только о пг- 
исттсском сцеплении между локусами, а не меж
ду определенными аллелями. Следует также 
шмеппь, что метод и од сч е т л  од балла нс поз
воляет определить яутосомную локализацию 
двух енгпленны^ локусов. Как мы увидим, дли 
гшо чтобы устпнотгть, что локусы 4 ВО и B/PSI 
расположены на длинном плече (q ) хромосомы 
V между районами >4 в 34.2, i с. 9q34 Vq34.2,
погрсбовлднсь л ОЦОЛИИТСЛ141 КОС ИСС ЛСЛОШПШ И.

Построение генетических карт хромосом 
человеки
Гс н с ти  чес к ии полиморфном  

Сцепление между локусом АВО  и геном и мелел 
ствспного онвхоартроэе улилось обнаружить по 
двум причинам. Во-первых. каждый из основ
ных аллелей системы АВО (1л, Iй, 1°) можно 
точно идеитиф11||И|Я)»шп. при поыошп простого 
лабораторною ra  nt, тик что генотипы всех ис
следуемых родителей и детей оклтышштя ит- 
г«есп1ЫШ1. Во-вторых, каждый аллель системы 
АВО встречается в иоиулипни с высокой часто
той. И вероятность ТОЮ, «ПО родители будут 1ЧГ- 
1Сро1ИГ0ТИ14. достаточно высоки. И Велнкобри- 
Ш!1НИ« где С)4:тн n p O l K i l C I H . I  первые (ХзСччы НО 
изучению сцеплении АВО-N PS. чпетгы  алле
лей Г\ Iй и 1° составляют прТ!Мсрно 0.66:0.28 и 
0.06 соогвстсщснио.

Термин •«(астота ихчедя» обоэнпчгкт долю 
конкретною аллеля среди всех жителей данного 
ло кусп II п о п у л я ц и и  Н а п р и м е р , ДЛЯ ЛП>7С1иЛСПЬ- 
н о те  д п к у с х  ( А /, Л 2 )  и н п н у л я ц н н  i n  13 00 0  ч е л о 

век. где 3800 человек имеют гсжш ш /Ш /. 6400 
Л1А2 и 2800 Л2А2% частота нллсля А I cocnnuHCi
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2-3800 + 6400 
213 000

а частот» аллели Л2

2 2KCKI ♦ 6400 
2-13000

-  0.46.

Д н я Оапьтинстиа ло к ус е » частот» одного ai* 
пели ( >Ов999) значительно прсмыиюст т и п )  
Другою (ДРУГИХ) (< 0 ,Ш 1 ) IWЛСЛСПИ 1C п о ю  я 
боЛЬШИХ КЮНуЛМИИКЧ ИПЛаПЛМЮШСС (kviLlllltMCT- 
ио <99,85-) особей окдзив&кггся гомозиготными 
по более часто встречающемуся аллелю , около 
0,1985* icit'inviiiiuriiMMii и  0 ,00Ifr -  ю м (Ш 1  

ГОТНЫМИ по рсЛКПМ> аДПСЛЮ U подобных уело 
пиих практически НСЙОПМОЖМО угтлнпинть СС1 
п л а т н о  аллелей ш и н о ю  локуса и ли  его 
слсплсиис с другим локусом, поскольку боль 
ш и и с тт о  родителем будут гом озиготы  по ч а е т  
1 сг(|ч:ч:1 кж|см)с.н аьыслю. Ге ли  же членим  лиух 
аллелей да нн ою  локуса соспныяют 0,99 и 0.01, 
Ю  го е р о  ш иттоим и бу чу i примерно 2$ пелбей. 
и шансы обнаружить сегрегацию или uicii.tentu* 
иоэрастаки. поскольку и п о п уш ти и  мною  осо
бен. 1СТСР0СИ1Г01НЫЧ ПО iUillllOMy локусу (тибл 
20.3) Таким  оброом , изучение cu c iu ic k u m  у ч с - 
лопска П0 1 МСЖ1 Ш только для  локусои с часто 
истрсчаиошимися аллелями. Если дна иди боль 
т е  аллелей данною локуса т г ц к чаютсь и иону- 
ЛИ1 1 ИН с ч а с то то й  0.01 и нише. ю  и н т р и г , ч ю

Uxf\Aum\ 2(13. Чистоты дмелгп и icuomnnit и болипо** 
поиулыпим сосмучдипим СКреШИ1М1Л11СМИ

■Ucioiu 1ЛЖ1СЙ Чаггош тюшкя
л / А 2 А  Ш л м Л 2 Л 2

1.0 0 1Д) 0 0
0.999 0.001 0,998001 0ПС4991 о.иахи
1X99 0.01 0.9B0I 0.019» Ц0001
0.90 41.10 СМИ Ц П 001
075 М 3 0.5675 0.-Й50 0.0625
1X50 0,50 075 0 J O 025
СДО 0.75 0,0023 0J730 0.567У
0.10 М О 0.01 0.11 ' -
т 0.99 оопси 0.0IW 09»1
0.(01 0.999 0.000001 0.СФ199Т 4X998001
0 1Д» 0 0 1JD

"С «fti* uMTlM )Г.и.ИН If ЧЯППМ • U£l*<t, 1*4’ UNOIHO H»*tl VU1
in  III

имеет место генетический полиморфизм. и ло
кус начинают полиморфным Поскольку гене
тический полиморфизм. подобный полимор 
фнчму аллелей системы АВО, нстрсчапсм редко, 
дли ncytuccmncintii и росы он но кпргиропанию 
хромосом необходимо разрабатывать методы 
которые позволяют с легкосп-ю обиаружинтт* 
большое количество полиморфных с а й т»

Полиморфизм длины рестрикционных 
ф()агментов
Дли РОЗНИ МЮ ПС II и я аллелей достаточно, чтобы 
два гомодопшных гена различались всего ашим 
нуклеотидом Во многих с лучших замена одного 
нуклсотидд приколот к значительным различи
ям между проектом измеленного тени II мор 
мл<1Ы!ым белком Однако множество ог?нон\» - 
леотнлнмх замен не прмштдит к сп и ш у 
измененных генных продуктоп, п кроме того, ги
мены могут нроисм1ПМ1|| и псколируюшкх oGjuic-  
imx Д И К  и не ириаодип* ни к каким послслсши 
ям Такие «безвредные» шмоны, ряепрсдслячсь 
по всей длине хромосомы, порождают ноли 
мерфные сайты (маркерные локусы. птнегиче 
скис маркеры), которые можно испгш.зотль для 
генетическою картирования. Иосмачада rni по 
диморфные сайты нужно обнаружить

В  I980 г. Д . Бошлвйн. Р, Увйт, М. Скопима и 
В.Дэвис (D . Ипысал. R.I White. М .Н. Skolnick.
R.W Lhivi*) разработали теоретические осиоаы 
нлснтификицпи одному клеш нднмх ПОЛИ 
морфии* сайтом и иснольмжпннм их и качссч 
ас маркере» /ши построении хромосомных карт 
человеки Смысл мстоаолапш состоит я следу
ющем Рсстриинруюшмс индонуклеа.ты (рсст- 
рикшэы) расщепляют Д Н К  и специфических 
с а й т .  К т я в  «днонуклеатилиая замена проис
ходит кнутри гакого сайт», рссф икпш  пере
о д е т  сто pneuiciunm., но но прежнему уч те т и 
pncniciuttici иитягтный спит ю другой хромосо
ме (рис 20.11, Л). Поскольку один из аллелей 
содержит сай1 у ишпаиия дли данной рсстрмк 
таш« а лруюй нет. то при обработке Д Н К  
>тнй рсирммазои обрптуютсм фрагменты рат
ном длины. Наличие или отсугстанс поли 
морфного сп и т рестрикции можно ycmiiomm., 
промели гибридизацию Д Н К  с зондом, строго 
специфичным и си ношении уникального учла 
кд хромосомы.
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А ^ 1 В
Y

•f ♦
4он1п

Сайт 1 С*рвюшиш»1«в ОЫирулеммик
Фгтмгнт фрвгтнш

♦ X.Y X
— (X-f-Y) (X + Y)

Я

Г гшгтяп Обря :ч>1 *.» т  11 жн* ОСмдопим
фргт.в1М фрнмсти

♦/ж X.Y X
♦/- X,(X+Y) X.IX+Y)

(X>Y> (X*Y)

f

3n#up

Сайт 1

♦ X. Y

06.ир>.с«.~г
М т гш ь п н

Y
- <X4Y> <Х *Y)

Зонду

Сайт 1 Пбратиимтсся
<pmeoitu ^ р я !  O C K TU

♦ V Y X.Y
- IX ♦ Y) IX ♦ Yl

P »c . 20.11. И с п о д и т н ц т с  | н ч | р м к и т и »п л  
c*ttio» »« клчссгрс геистмческмх марнсроя 
л  Замени кущи! м р и  иуосопиов и рестрмя 
ЩЮнпом untie Приводит к тому, что рестрик
ций НС PBlCf КИИЛСТ CIO II lie (ЦШГП1ИП ДНК 
llrfiaiiittiuii и и iaichcmhijH сайты рестрикции 
отмечены Исаками <» ) и ( ) а о тта и е н к о . 
Б  УчвСиш пан oft кром^соим, содержащий три 
caltia (А. I и II), унантсмыс ОДНОЙ И ТОЙ же рс-
• цч!мая1 ' X - рмсстоиинс мс*Л> спИтямп А и 
I. V - расстояние между оипщм I и В. X • Y 
PWXUMIINC М*А>1> сайтами Л и U. (Липы Л и В 
на ьссд слуплих ннгдыт ы  (оба ♦). я сайт I мо
жет Оите вше ишакшии (•). шк н изменен 
ним ( —). Если сайт 1 1 ппяк1 сн<+),топос.осо6 - 
риООТЯМ ДНК рССТрИКТВЗОИ оЬрШуЮТСЯ 
<1>j<u i м еш ы  X  и V . Гели же он итиснен (  ) .  то 
образуется едш нет иенниИ фрагмент (X + Y) Ес 
л и  гтр<ч1с г 1и  f r u i t - n ^ p t i a i *  ы ц н ю  i k » С а у т е р н у  с  

шилом а. ю ми оСягцрулям фрымагт X и ю н  
c j f y u * r  е с л и  с а й т  I  и н т а а л е н  | + ) ,  и  ф 0 й 1Ш ц т ( Х

* У ). если он и iMCHfи < ) f t  Фрммепш. Dtp*- 
>>н>ц|»сся после сбушСхпгл pet фокппюИ. и 
Фг.ч» менты. кы нм ю пй при пкрилизгшмм по 
Слутерну С MMI/JOU о, для каждого in  генотипов 
( • / * • ♦/— . - / - )  I  ФраГМСНТЫ ОДНОЙ ЭфОМОСО
им, обратутощнеся после обработки рсстрттн  
к Л ,  и фрагменты. г и т и и е м ы е  при m O piuina  
мин с -шилом (I или f
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Прсдщшжим, например, что какой-то уча- 
СТОК хромосомы содержи! ТрИ САЙГИ, 1Ч1С1КГЛШ- 
писмых РССТРИКТИЭОЙ //i/rtllll (рис. 20 I I ,  j ) ,  при 
fioxi у всех мидниилуумов сайты А и В инхикт- 
ны. Этоозначает. ЧТО и популяции нет альтсрии- 
тивних аллелей по этим сайтам, т. с. отсутствует 
полиморфизм В отличие от ло го  и сайте 1 с вы
сокой частотой встречается рдконуклсотнлм&я
jHItCllll, И роулы ш с чего он СТЯМОрИТСЯ усгой- 
чниым к расщсшению ///лчЛП Таким обрл юм, 
две хромосомы н попу/пиши различаются по 
данному сайту. одна из ник расщепляется (♦),  а 
прута* мл ( ).

Если расстояния от сайта А ао сайга I п oi 
lпн i.i I ао enfliu В не С1МПМ.ЫКП. каждое и i них 
не прешшяст 20 I п. и. и существует одноко* 
Ш1ЙНЫЙ юнл, ГИбрНЛ1Г1уЮШ11ЙСЯ с участком 
Д Н  К между сайтами А и I (рис 20.ll.fiX  то после 
блот-гибр|<д|тн»ш по Слузериу и ра тлел синя п 
агарозном геле фрагментов Д И К , полученных п 
результате обработки ///ndlll. мм сможем рал* 
лимить две ситуации Первая-еМ п I росщситя* 
елея, в резулмигте чего Обрл туетс» ли* фрлгмен- 
та. и юнл гиОршипустсм с тем in  них, который 
ограничивается сайтами А и I. Вюрли -  сайт I 
не раси!ссиястсн и э т и  niGpiuiuyticii с фраг 
ментом Д Н К . ограниченным сайтами А  »! 15 
(рис 20.1 1 . ы

Анализ реальны* обратив Д Н К  несколько 
более сложен, поскольку хромосомы Петре* I л к л 
ея парами (рис. 20.11. Й) Опилкой в этом случае 
каждому генотипу ( + / .  ♦•/-. - /  )  cooincrcniy- 
с* определенный набор фрагментов, образую- 
шийся п результате гибридизации с юилом 
Кроме того, для выявления сайта рестрикции на 
участке I можно использолать тлили, тб р и ли - 
дующиеся с другими участками Л И К  между сай
тами А  и В (рис. 2(1 11, /) <1*еноисн, состоящий 
и том, что наличие часто встречающегося * по* 
пулмини измененного рестрикционною слита 
пр1Г!юл1п к обетованию специфического млбо 
ра фрагментов Д Н К , натыкают иалимсффмтмом 
длины рестрикционных фрагментов (П Д Р Ф ) 
Полиморфные сайты ргприкини образуют млр- 
керные локусы на той хромосоме, где они при 
сугсшуюгг.

Генетический статус каждого ПДРФ-докуса 
ни алж>Н хромосоме ндчмааятт ни йот игом. И 
случае одною сайга существую г два иптможиых

пишотшш (♦ мин - ) .  в случае двух разных сай
тов четыре (• т*. т  , -  г и -  - ) ;  для п локу
сов число гаитотмпоп p.miio 2П. Определение ал* 
ш е й  П ДРФ  локуса (или любых других 
полиморфных локусов), присутствующих на 
хромосомах данного индивидуума, называется 
nunicmmiipokuimieM (геиотиииротшиисм, ДНК* 
нитрованием) Наследование ПДРФ  зокусоп 
ПрС1»1СХОДИ1 И соответствии С ШХ01ШМ11 Менделя, 
и можно проследить их Передачу и пределах ро 
пословной. Ft^iii изучается наследование двух и 
более ПДРФ-локусов п данном семье, то можно 
пычпить рекомбинацию На рис. 20.12 представ
лена следующая ситуация: отец (1-1) гетерозиго
тен по трем разным ПДРФ-локусам. picixuio 
женным на одной хромосоме, a > матери (I 2) 
сайты рестрикции т р е х  paci:M.ripuiuicMixx доку- 
сох отсутствуют. Гснсшчсскнй статус хромосо
мы, унаследованной от итш каждым из детей, 
можно установить путем гсиотипирогиншн СЫН 
11-2 получил сп спид хромосому, в которой про
изошел кроссишопср; остальные дети унаследо
вали ог него мере комбинат мыс хромосомы.

Н а  практике Д Н К  каждого 1 ш дкш иуухш  п 
СЛЛСЛ1.ИОИ ГфОбНрКС обрабатывают различными

Лт>«: A f -  f -
Локус В f -  f -
ffeftyeC в • -  -

|*мс. Ю.12. hi.:mtuicii»!c со рещшн и рекомбинации 
IШРФ-дежусо» 9 родословной. Знаками плюс (4 ) и 
минус ( —) i44>nin*fctiM аллели, содержащие иннм* 
мыс и и )меисн1шс сайты рестрикции* трех ПЯРФ-ло- 
кусов (А, В. С). imcnuTcосенних ни одной хромосоме 
Гс»1С1|1Ч1ХКНЯ C ffI)T 1-1 определен ИСХОДА Ш«С1КП11*
повею родителей. *++/*•¥ 4 -----/---- *(не покяю-
ни). Определение гатипотя у истей пока juuiici. что
11*2па|унини I I pCMiKiCiHiui»fiiiyw Н|хжюс1>му.в II I и 
11*3 нсрскомСжинктыс UcpTiiuuiuav черти, рн» 
Леляютия наборы ПДРФ аллелей под символом,
обо IHII'OIAIIUBM Ш 1АЛ 0111 *АЛСПН «.С M l.И , |«|ДПСЛВС1 И»М«>-

ЛОС11ЧИ1.1С хромечомы.
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рсстрмктаэами. я затем i ибридизуют с клони
рованными ОДИОКОПИЙНЫМИ фрЛГМС1ПЛМН 
Л И К , которые используются п качестве зон
дов дин выявлении П Д Р Ф . Гибридизация 
Д М К ю н д а с  препаратом метафазных хромо
сом человека. pacii'tuirvAMHiiix на предметом 
стекле (гибридизация in vitu), позволяет оп
ределить. соответствует ли данный зонд уни
кальному участку хромосомы (одиокопийяой 
Л И К ) Для обозначения тысяч П Д Р Ф -локу- 
сов разрибетша став дар гная номеик.турй На
пример, запись D2ISIK соответствует локусу, 
идентифицированному С ПОМОЩЬЮ ДИК-сОНДЛ 
(1>). который гиОр»ишустся с хромосомой 21 
(21), ирсдспиысм одной копией (S) и зарегистри
рован Компотом no CHCTtMimcuuuiM карт отеп
ления человека (D M A  Committee of the 
international System (tor Human Linkage Map- -  
ISLM) nor iKXcMKJUiiarUM номером (18). Ишш- 
мерфные маркерные Cairiu. расположенные вну
три известных icHOB, обозначают по названию 
гена. Ншример. АПН  *то полиморфный локус 
п гене аткогодменирогеназы {М Ч И ). Никакою 
стикзарггичообптначенпмлля ИДРФ-аллелсй не 
существует. 8 одних лабораториях долили нуме- 
рунл по порядку (D1S34M. D1S4.V2 и i. jl), в 
лр>тнх по дойне фршменга (в г.и .и .). образух»- 
шсгося при наличии или в отсутствие сайта (сай 
т а )  рестрикции (IWS56*8, L>4S56*!2. I>4?i56*4
HT.JL).

Уже идентифицированы тысячи П Д Р Ф - 
докус on. благодаря чему значительно увели
чилось число аллелей, которые можно ис
пользовать для генетических исслглованпй. 
Сие иле» «не между ПДРФ* локусом (локуса
ми) и гемом то ю  или иного заболевания 
можно установить, подсчитав «парный» 
(•лпухлокусмыи») лод-Оалл дли гаплотппл- 
ровлниых семей, п коюрых выявлены случаи 
и »учлсмого генетического заболевания. Ана 
лоенчио, сцепление нежлу П ДРФ  локусами 
можно обнаружить, проанализировав дан
ные по родословным, представленным не
сколькими но коле и и ими. Использование

П Д Р Ф  для картирование имеет несколько ог
раничений. Э ш  локусы распределены по хро
мосомам неранномерно, зонды в пиле клопов 
поддерживать неудобно, и гаилотипиронанис 
большего числа индивидов из нескольких се
мей методом (икл-гибридизации по Сяузерну 
весьма Iрулоемко. К счастью, и геноме челове 
ка н балыном количестве (>НХ) 000) встреча
ются другие полиморфные локусы, содержа
щие и рос I ыс ноет оря юшнсся элементы из 
двух, трех или четырех пар нуклеотидов ко
роткие кандемные повторы (M R .  от англ, 
shoit iniidein repeat*), которые легко регистри
руются с помощью полимеразной не пион ре
акции (H U P )

ffoeuAto/rffmxu коротких тйндсмпы \ 
повторов
По геному человека равномерно распределены 
примерно 100 ООП блоков динухтстнлнм* по
второв С'Л/О'1 |(СА) (О Т  )| (рис 20.13), содер
жащих от I до 4(1 повторяющихся С'А/Сл I «ле- 
мсиггов Любой такой блок, локализованный в 
определенном участке хромосомы, перелается 
из поколения л поколение с сохранением числа 
повторяющихся элементов. Для СА/</1 -повто
ра примято обозначение (С А )Л, где г  число 
( А-повторен В геноме челодека встречаются и 
другие динукдеотклтае повторы (например. 
(A I ) и и т. j l |. а также 1 ри-|(АТО )м и т д.| м тег 
рамукдсспидиис |(Л1 С< 0Л и т. д.|.

Чтобы идентифнииропать полиморфные 
S I K -яокусм, нужно прежде всего пронести 
скрипниi геномной библиотеки человека, со 
держащей вставки небольшою размер.! (при 
мерно ННИ1 и. и.), используя подходящийолиго 
нуклеотидный зонд. Для идентификации 
к тонированных ( ( . А ) -  повтором обычно ис
пользуют зонд, состоящий и » 15 С’Л-элсмс*гтоп 
Каждую |музит|щиую вставку секпеннруют, что
бы установить длину С А  повтора и нуклеопш* 
ные последопательностм фланкирующих его 
участков. Чтобы определить, ЯВЛЯЮТСЯ ли фллн- 
кируюпгие последовательности аднежоиийны-

СА СА С А СА С А СА С А С ACACAC AG ACAC AC A C A C A C A C A C A t АС А С А С  А 
G T C T G T G T C Г Г С Т С IG T 'G T O T G T O T С ТС ГГС ТG T G TG T G TG TG TC iT C  П О I

Ряс. 2ft IX  Лииукасотидный танлемный nowop (CA)U. ох'ержлиии 24 шипириюшичсн т к н ш .
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Рис. 20.14. Гипириедимс S T  К  локусов. А, 
Л И К .  ИОЛ>ЧСПИУЮ ОТ pm tM X  ИМ 1ИИИ/ОИ 
(я  7), 4ми;пи|шшфопл in с  помощью 
П Ц Р . исполм ум  пиру пряиысроп ( X ) .  
ф л а т  прую ш их ( С А )  (С. I > nmrrcip Pui-
v c p  всех n0pio(Muieumxc4 I I  LIP- пролук m n 
tUlltlUIKOH (лороАКИ I 7), СЛСД< ll.nvill.no. 
nnniltlKHlUl и ддими S  I К  Сули  по  иоиу'^сп 
HUM  ДИМИУМ, S T R -ЛОКУС ПрСЛСТИИЛСН 
гашысо одним аллелем. 6. Го  же. «п о  и пи 
рис n o t  ислолию ивнием apyroii пары 
праймеров ( Y )  д л я  другого S T R - ; io k yc«. 
О бр Е Ю Ш Н М  Двух ри 14ИХ П Н Р  liponyKIOli 
ИМПИЙСТ, ЧТО ДЛИНЫ!' ДОАуС прсдсгсипсп 

•|>мл аллелями Дорож ки 1 -3  «ю и к гте т - 
r/укп ПМПЛИфмЦМрОtillIIPOMY фрв1МС1П>
Л И К  ИКД1ИИНЛ0Г». 1П М О )П Н >|111«« III* OJUIO

м> S I R  дояелк). ;u рож ки 4 и 5 л и п л и -  
фициронаниому «Jp*»IMCirry /1НК ICTCpO- 
п л о тн ы х  мнд1тщ ю п . несущих л м  ратных 
STR-an.ic;*i*. л о р о х к н б  и 7 -  ямпдиф+ши 
роваииому фрагменту Д Н К  иидиоилоо. 
IOMO IlllCflllUV ПО Друю м ) S I  K-ILUrCilH).

А
Ibfii SI K-rponvicpoD X

I 1 3 4 5 О Т

IV
Iln itiS TK  I'pvilnrti^rt. V

I_______ )_______ I_______4_______5______ о_______т

М И. проминI ! кОршисшШ И  IH M tU С KOMIUTCMCII- 
итриыми мм зондвми, и если о6 илружн1к1е1ся. 
ЧГО >ТИ ПОСЛСЛОШ Л СЛ ЫЮСТ11 DCI рС*|ЛНГТСЯ п гено
ме олин |хп. то  синтезируют пару комплсмсн 
тарных нм праймеров и провопят амплифика
цию СА-полтора. Датсс, используя эту пару 
пранмеров. проводит ИЦР-тесшропднис Д Н К , 
|*>л>чснноП от большого числа индивидуумом. 
П Ц Р продукты, длина которых дли удобспи 
тлсктрофоретнческою разделения пибирдстсм 
примерно 2(H) п и., разделяют п полиакриламид- 
ном геле Если длина амплнфншеро1Ш 1ногг> та
ким обратом сстментм Д Н К  одинакова для псе» 
евразиец Д Н К , .имчмт, nomop иг нилимор')>си 
(рис. 20.14. Л ). и наоборот, гели ofipirjyxm*ji

ПЦР-пропуми рашоО длины, п о  указывает на 
полиморфизм но данному STK  (S TK -полимор 
фиэм, STRP) (рнс. 20.14, ft) Раанриоошпссн по 
длите СА потпоры данного локуса прелегавляитт 
coCoii аллели (рис 20.15). Глкие аллели нерелко 
встречаются с частотой 0.20 и пджс больше.

К настоящему времени уже обнаружены ты
сячи STRP-жжусов. Для их обозначения пспиль- 
дуются те же правила, «по и для ПД РФ локусов. 
И то же время нл икании ST К Р-праймеров часто 
отличаются ел нлтплмий локусов. Многие STRP- 
локусы были идентифицированы французскими 
исследователями при <|и1нднсопой пиахржке со 
стороны Французской «ссоиштин но мышечным 
дистрофиям (ЛчмчплИоп Fran^nvr Centre lev

Ряс. 20.15. Л и л  S I К д л я т - 
ля Олин in них (аллель I) 
содержит noinop <CA)lv 
.•.ругой (аллель 2> -  (СА)„, 
Полторы в о(х>их слу*и1ях 
флликпршинм стмилко- 
I4IMN уНИЯД 1МИ.1МИ после* 
докис, ■miociumh.

Аллеле I (СА>„
I---------------------- jC A C A C A C  АС АС АС АС АС АС АС АС АС АС АС Л |----------------------- 1
1— г---------------- * G Т С ТС  ТС ТС IС  ТС ТС ТС  ТС  ТС Т С Т  С ТС ТС  1 Ч--------------------- 1

У и м я н в ь м и  V i i i i w i i u u h i

IЮСЯС;ШИ1ПСЛМ10С1В* IlCXJRiSOlillC n-icue * i.

Aw m . 2 <CA),c
|------------------- iCACACACACAC ACACACACA i------------------- 1
I--------------------- I C T C T C T C  T C T C T C T C T C T C T l --------------------- 1

Унмкл tblMil У н и ш и и ш
пислсдиппспкгккп. tuc.’en<«ineiMKcn
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Myopathica), и .по нашло снос отражение и том, 
что обозначения многих imp S'l К Г праймеров 
начинаются с дббрешпггури А  ГМ , после которой 
каст иле)П11фшсл11И01111ыЛ номер (ЛРМ349хс5). 
Обозначение пиры праймеров часто сопрооожм* 
стел обозначением соответствующего локуса 
|ЛГМ Ч9хс5 (1>3$2017)|.

И постящее время дли кяригром1Ш» vcucvMi) 
человека используются и основном не ПДРФ< 
локусы, a STRP В отличие ОТ ПДРФ  зондов, 
которые НСОбхОДИМО клонировать П ПСКТОрС, 
с>*|ilium 1.н метить, п случае STRP локусов нужна 
мж|*ормац«(и ЛИШЬ о нуклсот ИЛИСЧI ЦОСЛСЛОПЛ 
тел ьностн поры праймеров, которая иожп хра 
нтьса п комi tworcpi toft базе данных. Кроне то 
го, STRP локусы равномерно распределены и 
геноме человека; частоты STR аллелей очень 
высоки, что обеспечивает высокую гстсрозигот- 
ность, а  с и м и  аллели без труда идснтифиниру 
кпся после П Ц Г  имгимфмкшнш.

Картирование локтей генетического 
заболевания в оправленном районе 
хромосомы

А И О Д И З  Р О Д О С Л О В Н Ы Х  НС ПОЭВОЛЛС1 у(ЛЛ1ЮНаПЬ
хромосомную локализацию гели юге или иного 
зяболепаиия, если только этот ich  нс намздится 
нп Х-хромосомс. Однако можно мсслслоплть 
сцепление между геном .тинного '-ЫСЮЛС!ШМИМ н 
полиморфными 11ЛГФ нлп STKP-локусами, 
нлогткфпипруя последние с помощью coo i осп-
стпукиннх ХИ1ДОТ1 С>ТОТ ПОДХОД диет ншшучшнм 
результат в том случае. копта заболевание имеет 
четкие симптомы, сю мясдсдопанис п о с т  одно
значный характер и тпостна степень его пенс- 
трш тю сгн.

Для анализа сцепления прежде всего берут 
пробы кропи у членов нескольких семей, прей 
стопленных двумя-тремя поколениями, либо у 
членов одной большом CCMI.lt, представленной 
несколькими поколениями. сданным генетиче
ским заболеванием (ври этом необходимо про 
информировать всех испытуемых о целях амати- 
за и получтт. ид согласие). Клетки кропи 
кульптирукУг, что позволяет постоянно полу
чать Д11К лтм дальнейших процедур без повтор 
ного забора кропи. Проводят micmvniiponanitc 
Д И К  каждого индивид* по пссколтжим поли

морфным маркерам. В некоторых исследовани
ях используют более 250 маркеров, прслстаилм- 
ющях ре жыс участки псех аутосом. Дти всех нн- 
формлтипны.чссмсй ятя каждого полиморфного 
локуса и локуса теистического заболевания иы- 
чнеляют двухточечный (явухлокусный) дод- 
болл. Если / >  +3.00, то имеет моего сисплснис, 
при Х <  2.00 сисплснис исключается.

Для определения хромосомной локализации 
гена, ответственного за доброкачественные се
мейные судороги новорожденных (B F N C , 
benign familial neonatal convultionx). была изуче
на большая семья, представ тонная несколькими 
поколениями, члены которой страдали данным 
мболспаннсА< (рис. 20.16). ho  состояние лроип- 

дметем приступами ucKOirtрадируемых подерги
ваний мыши липа, туловища, рук и ног п первые 
шесть месяцев жизни. Примерно в 905? случаен 
СИМГПОЛ1Ы исчезают после I года. П О-ПИЛИМОМ), 
притыки нс оказывают илияним »ui неврологи- 
чсскни н интеллектуальный статус BFN C — 
редкое заболсвннис, которое имеет ••сткис кли
нические признаки, наследуется по дутосомно 
домишнпномл типу и имеет высокую net т р а к т - 
М О С П ц

В исследованной родословной, включаю - 
щей несколько поколений, два in  всех протес
тированных полиморфных маркеров, D20S19 и 
D20S20, были сцсштсиы с локусом B F N C  (табл 
20.4; рис. 20.16). Аллеля локусов D20S19 и 
D2CS30 каждого гемотмгтирошишого члена ро
дословной, прссстаапснной па рис. 20.16. обо
значены числами, расположенными одно млд 
другим. Верхние число соответствуют аллелям 
локуса D2QSI9, нижние P20S20. Вертикаль
ная черт» разделяет мллелн локусов одной хро 
мосомы

С  помощью юшм D20Sl96bmo выявлено 10 
атлслсИ П Д ГФ  локуса, с помощью зонда 
D20S2O 2 аллеля. В пскоторых ИДРФ-локусях 
несколько сайтов > и миопия для одном рсетрик- 
тазы группируются на исСчглыиом сегменте 
Д Н К  (примерно 2(1 т. и. и.) и псе вместе расою 
трипаются как один локус. Mciupc близкораспо
ложенных сайта для одной рсутриктшы могут 
приводить к образованию 20 фрагментов разной 
длины, которые выявляются одним ЗОШЮМ 
STKP локусы также мечут иметь более двух ал
лелей.
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Ряс. 20.16. Ahilimi luiucrnimm тух хрохносом no 20nonи(морфны ихохусим и ро/хюсилсж, члени которой боль 
»iu BFNC. Чмод non chmkuuimH -  аллели двух лапмморфимх локусов, D2<k\IVu 19 JUS2 0 (tcpxi 1 нс и нижние 
числа cocr’itaeiuTiit'iuio) Глплспнпм лкух хромосом 1тлим1шууии ратлслсш. еср’пк.л.и.иои »vcpro4i Перечеркну 
Тне симммм CoomcicrnyioT умершим нцдиви мм. nurniue лиипм. «лрллпютич пянннч эвбааеианнгм. О ш  
ьол с хлкри ионной четвертью к к и ^ п  отвечает содою, кода •кшкпческиСи фенотип inumwinaотличился in 
i|»eiiormu>D щ> ушх бальных членов ос mi. и. II -8 и II 9 Mciucirnroiuc (ра imxiil пение) близнецы Снмисимим со 
1гс\дпчкий отмечены случаи ооШржлою проколе mi н НспашоЙ псистрттюсти (111-18. IV 4, IX-I4) Убтм ш х 
членов oTMi.it обмаруаиш псо  коссхрелщия п и та ли » (87) с заболеванием. вес они несут эту хромосому, упас* 
ACAiuunniyiooi общем» мрелкл (По/мшим рдйпи Leppert cl .«I , \ и ш г  IU hiiUui] J.T7: 647-648, 1989.)

Среди членов представленной ил рис. 20.16 
родословной и большинстве случаев наблюдает
ся косефсгация vanncniin.i (8.2) с заболеванием; 
это позволяет предположить, ’П  О в  линией CCM UT 

локус B FN C  находится имение на хромосоме 
8,2. Можно било ожидать, что н шшмииды III- 
18, JV-4 и IV -14, получившие от больного роди
теля хромосому (Х.2). также будут больны, одна
ко это предположение не подтвердилось. 
Возможно, эти исключении связаны с неполной

Тиб шин 20,4. iUyxTTKycifuit пол-6л, t 1 л  пи локуса 
B F N C  и  циух гшлимп|м|«пих локусов ipouoopuu 2Hh

Л л и -  КсъдоХяшаикимши im in r ,  О
0 .по 0.05 а.ю 0.70 0 0.40

D20S20 3.131 Зр* 7ДШ >.33 I.H7 одо
W QStv 2.87 2.V2 ? М J.36 1.6J 0.76

"  fb> Ли ны * (вГ«П4 l r n t * t d j . ‘ Л . .г л ч 1 1 »И  v )  ЗЭТ t-W

леиетрантиостмо Ынииилимм Другими слоил 
ми, у имлняндоп И М Я , 1\ 4 и IV -14 есть ген 
B FN C , но он не исслрессирустся Аналогичные 
случаи при анализе сцепления других заболев* 
мни могут обусловливаться ошибками и шшгио- 
ст икс иди тем, что у некоторых нмлмпилое, не- 
сушит ген илболепапин, симптомы еще не 
и роя шишек

В нескольких случаях дети родителя, больно 
ю  BFN C, несут хромосому (8,2) (например, 
IV-7 и IV- I I ) ,  но никаких симптома* заболею- 
мне у них нс об« сдружи паст с я В обоих упомяну 
t u x  выше случаях можно определить происхож
дение данной хромосомы. Нилример. ннднпмд 
IV 7 унаследовал хромосому (14.1) от больший 
о п т .  а хромосому (8,2) с нормальным геном 
B FN C  01 эщромМ матери. Сложнее обьяс- 
ш пь генотипы индивидов IV 9 и V I. С  одной 
стороны, они могли получим, хромосому (8.2) с 
нормальным тсном B F N C  от норовых предков
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floci роение* генетической карты сцеплении ч е л о ш к а  c  помощью m n d h u , 
основанного на ноличорфм«ме длины рестрикционных фрагментов

I) BolKlcih. К L  While. М Slolnici. И W bviv 
/*•• / /Ли* c «r .r t J2: 114 M l IVWi

Macro встречающиеся гита иолмморфи <ми у человека, которые можно 
IiiiiiipoBcii ь с помощью нолимералнон цепном реакции

J  I W eber. Р Е Мну 
Ли / tf*m 44: Ж  W6. \ М

Ь > р т»с  р а м ш ж  м ш сьупкрпо и 
1* н с 1мки VM OM ikii, кичямигесн п 
1980-х I» . с т а ю  !кх1М0Л и ы м  Cua- 
u iu ip n  note* ю рским  нас мм Л .  
h ianrrcitii*, »* Уайта, М . С к а л 
и тс я  И  С .  / b u iu i .  О н и  CGptlT№ll 
внкмаймо, 'п о  полш /орф нэм  
Я 'Ими PCCTPMKUIUHIIIIJX *1»рЯ1- 
MLitTOU (1 1 Л Р Ф ) человека нпрнж - 
даст исиимо|<]м-и< аллели  (м ар
керные ло к усы ), поддаю щ иеся 
к а р н 'р о н а и ти . Kin писали ягли - 
рм II СЮСЙ CillTWC. «м и  холим 
мрел м о е ш ь  НОВЫЙ способ ПО- 
стр о сии я генетической ЬИрГЫ 
спспления 'О д е т о м . Н е ю  основе 
ЛСАИГ С01Ш1Н1К при ГЮМ0111И ICX- 
ik u u h ii h  рском Оинаш пы л Л И К  
случайны * однокопиИнм* Л И К  
З О Н Д О В . с п о е н н ы х  M iM U lin T l .  114»-

ягшорфиис мумсснмдныс иосне- 
лаымсяыюсги при iitOpii.nittauiin 
с шин виду ильными Д Н К , обря- 
Склепными рсорпыяЭОЙ*. Ко
лее t w o , ш и  Мозшеш, что, ис- 
пгтыуя CTicnacHiic icn n  того ими 
иного заболевании с маркерным 
лсжусоы, модно определить хро-

M IH T O H H V K ' хокили шииво этою 
гена. '-На Илей не била имскача 
ни ими пряно. »и> она исгосрсл- 
C1TCI л ю н ш еи ш  нэ их конца» 
ими. Беттейн II лр. пришли х 
абсолютно мерному им пол*
• Применение наборе жждо». 
специфичных и unioiacMiiii по 
диморфных участком ДНК. лап 
анализа Д И К  членов родосло* 
иых с волыним числом поколе
нии о up*«л  истые горихины в
• с п е ш к е  ч е л о в е к »*

К 140? г на р л ь ш  хромпсо- 
мла чел соска били илстпфими 
романы и картированы сотни 
ИД РФ ЧЛрКСрой С ИА ПОМО
ЩЬЮ ОМЛН II KVUipOllilHM Iсны
тпм*> няслглегиемных инчхпен̂  
МНИ. как мне unit ipmJ.HH Дичись 
ни и мукошетш» К сожале
нию, аысокоралиморфпыс 
локусы риегюпомгнм на разных 
хромое омах ислоием» нервяно- 
мерно и не всегда на Cvihwow 
рисстяннм лруг от .трут Кроне 
того, ПШ'Ф ими ии. ochoiuh- 
HUH на )1<6р14ЛИМШ19И Х4ЫВ с

pccTpitmtpcwtmioii ДНК. весьма 
труяммт и часто пнет оишбоч- 
ные результаты. Вес агги ipoGjic- 
ны удалось решить. кота Вебер н 
М:»и обнаружишь что по астму 
иному человек* разбросано мно
жество мисокооолиморфних ЛИ*, 
три и 1стран>»-(с«<тилньи мото
ром (корогма тандемных повто
рен!. STS. ел англ. alum tandem 
repealsюршниш которых Act ко 
in* ii'mpmc* при помощи П11Г 
К и к  п и с а л и  шпоры. • . данный 
ТИП ПОПИМорфНЫХ ПОСГСЛОНЖ- 
тельвюстеЛ, вероятно. найлп ши
рокое применение при изучении 
МНОГИХ 1СНОП Н.1СЛСДС?ВС1|ИЫ1 »  
СмпсииииН и потоатп ми1чшел1г- 
мо увеличит* разрешение тенет 
ческих карт человека*. STR. 
OCOflClillO iUIII) К-1С011!ЛНЫС тии- 
ЛСМНМС повторы •ффСХТШШЫ 
как маркеры; п :»том качестве они 
уже вытеснили ПДРФ -ш усм  и и 
нас-тоншгс яремм шпоги.о хнен 
дли построение нопробных гене
тических KBtn IK C X  хромосом чс- 
жшка

Илпример. ШСПШКЛ IV-9 MOI уИАСЛСЛОП.Г11. хро- 
масому (Ь,2) через спою шш» (111-15) от бабушки 
(И-б). С  другой ctopOHw. слсугстпис у IV-9 и V-I 
nplUHfiKOn итСюдсиании может обювснмИхм не
полной не нет рант нос НЛО и юм спучлс, если они 
>iuicic,iO№i.iii хромосому (В,2) с геном ВГМС*[) 
от больного родалелм. Необходимо подчерк
нуть, что п других семьях с HI W C мс»жсг нс на- 
блюдлп.си cucruiCHHM аллеле и D 2 0 S I 9 98  »: 
f)20S20m2 с ;ылс.1см л л н тх о  ыболсилния. Так 
получилось, что и рассмотренном нами случае 
именно полиморфные аллели находятся на

той же хромосоме, которая несет аллель 
B iN C 'D  и когорая унпслсдотипю от одного 
предка. В обшем случае снсплсны локусы, и нс 
аллели.

Из данных тпбл 20.4 можно прелположти, 
•по росстониис от докусоо D20SI9 и D20S2O до 
локуса /УГЛСне превышает 5сМ  (<5 10* и. и.) 
П общем случае aria.no спсшюния не позволяет 
разграничить дпд локуса, если росстояпис между 
ними меньше 1-2 сМ Поскольку локусы 
D20S/9 и H20S20 расположены пнутри района 
13.2 13.3 длинного плеча (q) хромосомы 26
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(20д 13.2 13.3). ю  и локус BFNC  должен нахо
диться ВбЛИЗИ данного |>.lltO»UI ХрОМОСОМЫ или 
п м у  ф н  I I C I O .  К  I I .U  10Я1ЦСМ) UpCMdHt При HOMO 
ш и  м ето да, о с н о в а н н о ю  и з  о ш и с л с к к и  г о д - 

бадла и не пол именам ии полиморфных маркеров, 
п Специфических XpOMOCOMHMX уЧ»СТКЯ.\ б и ло  
кар'1 и|К1Гшно более ста генов ра шинных чабане- 
панни.

I loci роение мультшмжусных 
хромосомных карг челоыжо

11С11ЦШ.КПШНИС М Н О Г И Х  1ЫСЯЧ разбросанных по 
всему IСНОПУ nomiMOp<|»#iux маркеров позволило 
Определять кик порядок расположения локусов 
так и р;*счгк>ппня между ними на клжлоН хромо 
c o w  Карта си стсм и и  полиморфных учли im n i  
окатывается неоценимой при : ioi in n u m im  ft- on 
различны х  заболевании. Ддм идентификации та
ких геном можно и слолы км и т зонды. cneiMNjnPi-
НЫС П елHCHUCМИ1 Ц0СЛСЛ0Ки1СЛЫЮС1еП. мчорыс 
ф п а п к н р у  нм  л ш п т м н  г е и

Млемл вшами я д »  кхр1 ир<таш и 1  полиморф
ных локусов являются семьи, предсташейные 
тремя повешениями, в которых живы обе пра
бабки и оба прадеда. а родители имеют большое 
число детей <->&) Исходя и * 1 Сногппов бабок и 
летах», можно успш оипть генетическую фазу, в 
которой на холит си исследуемые локусы у кал 
по ю  из рехпителей. п наличие (h uii.i i io io  числи 
летев повышает осроят м осты  ого. что рекомби
нации произойдет. К П е т р е  по и «учению поли 
морфизма человек^! (С Е Н И , Centre d'Eiude du 
Polymorphtsmc H u n u in ) и П йрнхе собраны л у н 
ные и образцы Л И К  членов 65 осмей, п редели п 
ленных и большинстве случаев тремя поколем и 
ями и имеющих п среднем по  8.5 детей (см. 
например, рис. 20.17). :>io t  банк семей (С Е Р Н - 
семей) предоставляет информацию о  генотипах

исех чтенов лабораториям всего мира, шиимтао- 
IBHMCH картированием. II действительности он
COCIOHT ИЗ КулыурЛИМфобЛ0СТОЗИЫХЮ'»е]О'1НЫК 
линии большинства членов CfcPM-ссмеВ и слу
жит ютовым источником Д Н К  для картроиа- 
пия новых полиморфных локусов по мерс их об
наружения.

Построение МУЛЫИДОКУСИОИ ГеИСТИЧССКОИ 
карты (корты сиси лепил) хромосомы человека 
непростая задача; для ее решении Используют 
слсиил-иинртшшую комьютермую про»ромму. 
пошогшющую устамовжь порядок рас погоже 
ним локусов, наклучткм образом сомасую 
шииси с данными по рекомбинациям. I |роСдеыа 
упорядочивании локусов усложняется ПО мере 
потратит* числа локусов, которые исобходм 
мо клртро&ап. Для N  локусов сушсстлда Л!/2 
возможных вариантов их расположения Гак, 
дл» 10 локусов их число равно I 814 400. П хотя 
некоторые комбинации заведомо нереальны, 
даже если осшк4Ы1Я11кси на визуальной проверке 
яви них. псе же число возможных вариантов ОС 
таете» очень большим. Обычно сначала находит 
наиболее вероянюс расположение нескольких 
сиеплснных локусов. а т е м  комбинируют ли 
•шнлучшме» оаршшты и строят сгнтнстическн 
досгоисриую Kapiy сцеплении всех локусов. 
Критерием того, расположен ли алии локус ри 
лом с другим, является значаще десятичною 
логарифмы правдоподобия (лоп-Салла); если он 
равен ши превышает • 3.00. io o ib c t  бутам nano 
жительмым

В общем случае построение карпа проводят 
поэтапно. Сначала отбирают несколько поли
морфных маркеров, расположенных »ю одной 
хромосоме. Потом генотнинруютобратны Д И К , 
полученные oi нескольких СЕР Н  чемеВ, по ка 
ждому полиморфному маркеру. Структура 
СЕРН-семей такова, *по нет необходимости и

I О - Т - О  

П О —

□ — Г - 0

-о
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определении гс м о т  поп всех образцов Д Н К . 
11ршлсчение других семей »я: лап повышения 
качества карты, которое опршпдывшюби лопол 
шлелшук) работу. Обычно используют 15, ино
гда 40 семей. Дня геногипироышня 40 СЕРН 
семей по 20 полиморфным маркерам необходимо 
провеет примерно J0 000 анализов. Генотип каж 
лого индивида по каждому локусу плодят к балу 
данных. На этом сггапс происходит проверка базы 
данных ни предмет ошибок. Компьютерная про- 
гримма проно;лтг поиск спрсаеп несоответствия 
генотипов родителей и детей; л и  ошибки возни
кают во время введении данных или гсиогнпиро- 
ваши. Иногда дня уточнения полученных ре
зультатов проводят повторное тмпиропамне. 
Ошибки могут припадки. к непраинлышм выво
дам о рпегюложеи 1IIлокусов и расстояниях меж
ду ними. Ошибочные данные по возможности 
иск. I юча кггся ю  анализа. Для геноишированных 
СЕРН-семсй определи kit все «двухлокусные» 
под-баллы и рекомбинационные индексы ( О) ,  и 
исходя m  этих данных конкретная компьютерная 
программа строит генетическую карту (карту 
сцепления).

Карп* смешения хромосом человека постоян
но обнопзиотся по мерс илентнфикаиил лопал- 
интельных полиморфных локусов. С увеличением 
«теш  локусов попытается ршрапение карты и 
уменьшается расстояние между локусами. К 1404 г 
были определены генотипы членов С Г  PH -семей 
примерно по 6000 пояимерг |жтым маркерами с по
мощью мульти локусного картировании установ
лено положение примерно 1000 локучгоп по всему 
пгнему человека со срсдкям расстоянием между 
локусами около 4 сМ. Задача широкомасплабных 
проектов гарт грена нин состою  л t w , чтобы, ис- 
попьзуп допоптлеот*?ме полиморфные маркеры, 
построить карту каждой хромосомы с расстоянием 
между локусими I 2 сМ.

Локажмнин гена эаОолсешшн по корте 
сцеп.и'ния
Для решения гуюй згсиит проводят гемотипиро 
«липе 'i.mchuh семей с опрсдеавнним генетиче
ским заболеваниеXI гк> полиморфным маркерам, 
ьоюрмс. по данным картирования» пахопягсл 
па том же плече Хромосомы, 'по и ген мболеял- 
ним IU нильзукп гс же подходы. ЧТО и при И14- 
чисдснии двуугочечмою лод-балда при анализе

сцепления В данном случае докус гена заболе
вания произвольно размещают среди четырех 
упорядоченных локусов и вычисляют лодЧкыл 
для м илой пссшиим. В случае одпьтилскуснот 
клршровашш лол-бадл равен логарифму отж> 
шешш 1) верою ноет и того, что 1сн заболевания 
занимает определенное положение на гарте из 
четырех упорядоченных локусов, к 2) вероятно
сти того, ччо геи заболевания кс сцеплен ни с 
одним к j paccMHTpiiiiBCMUx полиморфных доку 
сов. Использование именно Четырех полиморф- 
ныл локусов обусловлено тем, что при большем 
их числе СЛИШКОМ СИЛЬНО усложняются расче
ты. I сн шволеваннм моле! располагаться ло 
первого локуса, в разных областях Между локу
сами Или за последним локусом Рассчитав лод- 
балд для КАЖДОГО положения гена, которое Он 
может занимать в различных наборах из четырех 
ДОкусса» выбирают максимальное его значение, 
прсвышахицсс 4-3,00: оно даст наиболее перою
ную локализацию данного гена.

Картирование с  нсполыоеопим {нкНцщиои- 
ных гг&ридов
Лля картирования с мсттовьюваинем ралющн 
опных гибридов (Р Г  клртироиаиии) иг ну жно 
собирать родословные м геютиаиропать членов 
баиi.i СЕРН семей В основе метода лежит ра 
б о н  с соматическим к кпстгами »• скрипим г (с 
ИСИОЛЬЭОВаИИГМ П11Р-ЛОЦЛ1И1) КЛС10*(НЫХ III- 
иий, содержащих чисти МгригмеиТы) хромосхим 
человека Р Г-картирование целой хромосомы 
или какой то се области Мяч и иастси с ооздшшя 
гибридной (человсь/1рытун) K/ewmofi линии. 
содержащей ОДНУ хромосому человека. КлеТкя 
Такой МСИОХрОМОСОМИОИ гибридной K.ICI04IU4 
ЛИЛИИ ПОДРСРГИЮТ воздействию /КП12ЛЫ1ЫЧ ЛОЗ 
ионизирующем р.члишии (pcmreiювеких или 
гпммп лучей), п результате чего разрушаются 
клеточные мембраны, ниактипирунзтея ферме!» 
1Ы, происходит фрагМСПТЛЦИЛ Хромосом Едн 
Н1ШСЙ икмсрснин ЛОЗЫ 110Н1ПИруК1ШСГО имуче 
нин, поглощением биологическим объектом, 
ипднпся рад (rad, ОТ л и л  г.кЬиПип aliMahcil 
tkxNe) Один род равен 0,01 Д л на I м ткани или 
ПК» артм на I г Ткани. Обычно клетки в культу 
ре погиОикл при 3000 рад Чем больше доза» гем 
Солее сильные пиг|ч:жлснии «пзптывтг и тем 
меньше размер обра «ующихся фр;н мснюи
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Л И К . При дозе 10 000 род фрагменты слишком 
МНЛМАЛЯ PI -картирования.

(hem . важным моментом при РГ клрзнропа- 
ННИ м илистей высвобождение и сохранение фраг- 
мспиш Д И К  'icnorcKA, полудам пых пчеле о(5лу*|С- 
мин Чтобы ptMiiim* жу нянчу, пропоют с. nun не 
облученных (поморских) клеток с исоблучсниыми 
(рснипискшымк) клетками грушнст. Облучен- 
НЫС клетки, слшпиисся друг С ДР>!ОМ И Л И  остап- 
шнгся мзатщкчтнммми. не способны расти в 
культуре пслслстпис радиационных повреждений. 
Н свою очередь. рсцип»<снтнмс к .тк и . как слив
шиеся прут с п р уте , тик и не слившиеся, лишены 
сслсктшного маркера, который присутствует п 
поморских клетках и обеспечивает их рост и куль
туральной среде, используемой для слияния. Слс- 
Л О Н Л Т С Л Ч Н О . Я  Ш И Н О Й  среде будут НрОЛИфсрнро- 
пять лишь слипшиеся клетки донор-рсиитхит, 
несу ти с  селективный маркер, при этом большин
ство фрагментов Д Н  К облученных клеток окажут
ся встроенными или транспонированными на 
функциональные хромосомы рспилиентиых к*с- 
ток. Ныжившис слипшиеся клетки культивируют 
вместе до тех пор. пока нс установка отдельные 
клеточные Л1ШНН т к  iсиывасмие радиацион
ные (ибрнлы (Г Г )  I руину рол»•анионных гибри
дов. полученных в результате одного этхпернмсн- 
ти, называют 1Вижлыо ротационных гибридов 
(РГ -панелью). В ней в виде фрагментов чршнпся 
(Чиншли частьхромосомной ДНКчедечкзд, полу- 
чей пой мэ мопохромосомиой клеточной гибрид
ной линии

Д Н К  каждою члена РГ-панели цнллитирмот с 
помощью нескольких хромосохсоспенифнчных 
П Ц Р зондои, многие из коюрых -узнают- поли
морфные у чистки. Однако полиморфизм как Та
ковой не гребутся для Р Г -и р т и р ш и и . Цель 
такою картирования -  выяснить, присутствует 
ли данный участок хромосомы и клеточных ли
ниях РГ-панели. Слсдоютслмю, для скрининга
МОЖНО ИОЮЛЬЗОПЛТЬ И М Ц Р -П раЙ М С рЫ . СПСЦИ-
фнчные п отношении уникальных (одмокошш- 
ных) нилсло 1Ы1сдьностсй ДН К. Моноыорфные 
ПЦР-iu c тифжшруемые хромосомоспса»«фмч- 
ные у ч л о  КМ И.ТШПЛКУ1 л  II  К - маркирующими 
сайтами (STS. от англ, sequence ragged xite%) Все 
клеточные линии РГ-панели проверяют на на
личие (+ )  или отсутствие < - )  такого сайта (табл. 
20.5). используя весь набор зондов, и гибриды,

Tct&ntw 2(15 Данные по сохраненью маркеров при 
РГю рпрош ин11

Р Г  itumm I l l  «м *«г «n cyiriim r мцтгри

л Ь В Г Л Г Ж

1 ж 4* —

2 4 4 4 -

7 — ♦ —

< 4 • •

\ - 4- - - - •

<• 4 4 4 —

7 - 4 «

В - f —

V ♦ 4- 4 — 4

10 — — 4

“ H c- miw р в и ш ю ти г  Itffwmi ■ ПШ* мядоум соспмт
гют«ш» Й11И1 ГМГ4 И у« « **•**!■ НкИГИН НЧ МГ yt\ »« *•
«•(*rp«INft СлГЫ*» я aum-i 1Ч1МШЖППКЖ Г*С|*иГ

Д Н К  которых не амплифицируется, отбрлкопи 
вами Дли |ффс»С1 >11ШОГО РГ-картировании не
сводима панель примерно из 100 ГГ . получен
ных из анион монохромосомной гибридной 
клеточной линии.

Теоретическая основа РГ- и мсиинпссмио 
картмрошпIия оссьмл сходил Чем ближе друг к 
пру су на хромосоме находятся два учатся, тем 
выше вероятность того, чю оба они окажутся п 
одном ф р я я е тс  Д Н К  после облучении. Точно 
тих же, чем ближе друг к другу находятся сайты, 
тем с большей вероятностью они нс разойдутся 
при мсйотнчсском картировании в результате 
рекомбинации. Основные положения. на кото- 
рых базируется РГ-картирование,состоят веж - 
дующем; I)  индуцированный облучением раз
рыв между двумя сайтами не зависит от 
сохранения маркера; 2) сохранение фрагмента с 
одним маркером нс заиистл ем сохранения ли* 
бого другого фрагмента в этой же клетке.

Полученные для всех клеточных линий РГ* 
панели паттерны (ши герны сохранения, сигна
тура) наличия (*И или отсутствии ( ) каждого 
маркера используют для построения Г Г  карты. 
Лоа-бялл paccHtriMBaiiii как лоырнфм отноше
ния вероятности получения конкретного пат 
тгрна сохранения двух сайтов к вероятности то
го. ЧТО При облучении л и  сайты всегда 
разделяются разрывом П отличие <п мсйотичс- 
ской рекомбинации. 0ДЛЛ ЧИСТОТЫ рОДШЦИОН- 
мых jw рмвов принимает значения or О до I ; О 0
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означает, «по два маркерных с а й т  никоиш нс 
разделяются при определенной поле облучении 
т. с. они 1 сено сцеплены При 0 =  I маркеры все
гда разделяются при определенной доте облуче
нии. т. с. B006uie нс сцеплены. Если дон-балл ра
нен или больше f 3,0(«. можно с уверенностью 
гонормп»«»сцеплении двух маркеров. РязряГхпй- 
ны компьютерные программы, позволяющие 
упорядочивать сайты и определять росстянмс 
между «ими ни ГТ-каргс.

Гасстшннс между сайтами на РГ-кяр1с изме
ряется п так наiunac.vux сшпирлях (с!*). Пос
кольку |м:«мс|м|||м1 ментвобрнтно пропорциона
лен дозе облучении. нет Школимо указывать дозу* 
при которой била получена данная 14 -гаисль и 
построена Pf fapm. Например, расстояние в 
I c l^ HI означает. *nt> при дозе 8000рал между дву
мя маркерами происходит pajpun п Не случаен.

Прямой сияли между caimtpmvtit и числом 
пир ii>Kiict)Tit/ion не существует Можно лишь 
скалит»., что чем нише дога в ралах, icm меньше 
физическое расстояние для конкретной вели
чины \\ елппрэях. Например, расстояния п 
I сгм„ .  I с1\1Л„, I cl*Mll0. I сР^и, и I сРусс,эк»|«- 
палсшиы примерно 50. S3, Ь2. 90 и ИХ) i п. н 
С О О П Ю 1 С Г К Н Н О .  Мсйсмичсскос же ( 1 С И С 1 И Ч С -  

ское) картирован и г способно дифференциро
вать сайты. 1ШХОЛишнгся на (кксижнни друг от 
лруш в лучшем случае I сМ. г. с. 1000 л. п и. РГ - 
карп.» не только имеют более высокое разреше
ние, но и являются (хьлсс полными, чем 1C И С Л И  

чес кис. К|юмс пни, РГ-картирование прение 
мейотнческого и техническом нл.*мсч а новые 
сайты можно быстро включить в ранее ностро 
енную РГ-карту К сожалению, РГ-картнропв- 
title нс позволяет локализовать гены тех или 
иных мбалешший и специфических районах 
хромосомы Несчофи на это при построении 
мульти.ткущих карт Х|юмосом человека РГ - 
картирование, пероятно, иитссшн клргнрова* 
inie по cucii.ichmio. основанное на генотнииро- 
вашш членов СТ.РН-семсй

Физическое картирование генома
человека

Генетические и Р! карты укд тмпйют иимейное 
расположен не маркерных сайтов Расстояния 
между сайгами измеряются и условных едини*

Ш1Х, К о то ры е о тр а ж а ю т частоту рекомбинации 
(c.M) или вероятность сохранения двух сайтов и 
одном гатиапионном гибриде (сР). Эти едини 
ны можно перевести (в некотором приближе
нии) в единицы реальных физических расстоя
нии Пары НуКЛСОТИДОИ. КОТОрЫС ltCIKUMYH>7CM 
о физических кяртих. Физическим карта нсдон 
хромосомы или се области диет непосрслствен
ное представление о расиоложенни гемов и 
Д Н К . 'по облегчает их идентификацию и харак
теристику И СИСТСМ1ТТ1ГЧССКОС ссквснпрованис 
хромосомной ДН К.

Дли построения физической карты необхо
димо прежде tceio выделить и:* библиотеки ге
номной Д Н К  клоны, содержащие церекрыилю- 
ШИС01 сегменты. Исходя и» данных о 
перекрывающихся участках и другой информа
ции о ПШЮЖСШ1И клонов, можно рскоиструиро- 
МЛь непрерывный рпд клонированных сегмен
тов какою-то района хромосомы, целом 
хромосомы или всего генома были получены 
упорядоченные наборы смежных (comqueers) 
клонов ( к о н т т )  на основе YAC-(ycaM artifitial 
chroinoxomc. искусстиснкдя хромосома дрож
жей). ВАС-(Ьнс1ст1я!а|1Ш11а1с11ГОПЮвоте, искус
ственная хромосома бактерий). РАС-{hade no- 
phage PI artifitial chromosome, иску сел пенили 
хромосома бактериофага Р1) и коемнлных Гжб 
л  потек. Д Н К  человеки. Отметим, что стратсшп 
построения м я тн о е  из крупных фрагментов 
Д Н  К человека, содержащихся в YAC -,  НАС или 
РАС-Сжблиотсюи, I КГ МНОЮ С71.1НЧИСЮ1 от тако
вой дли PI или космилных мнгпнов.

Построение контш ов из У Л С Н А С  
и РА С~6и6лиотек
При Построении физических kiipt тех или иных 
районов хромосом «ли  целых хромосом 1ТЗ 1C- 
HOMIIUX библиотек, юдерлаших крупные ИСТЛИ* 
к и (V A  С В А С -  млн РАС-бмбпиотск), наиболее 
приемлем метод картирования. основанный на 
использовании STS. STS п о  короткий одио- 
копийиий училок Д Н К  (примерно 100 300 п  м ), 
который можно выньнп.прн ПОМОЩИ П Н Р с нс 
Паликишиием уникальною наборы праймеров 
Для получении проляжетюго копти га, охвати 
ПИ1О Ш Г10 ничм1г  п н т '  участок хромосомы, 
требуется большое число STS, находящихся на 
расстоянии S0 ИЮт. и и.лрул отдрулп. Напри
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мер, для физического клршршшиня хромосомы 
длиной  примерно 200 миллионов пар куклсоги- 
доа (ч. п и.) необходимо от 1500 ж> 3000 STS. 
Для построении же достаточно точной «]и«шче- 
ско»1 карты всего генома недопека их нужно по 
мешавсЛ мере 50000

Дчя со шипя STS были разработаны различные 
подходы. Волной иэммхДНК из очищении! о пре
парата одной хромосомы челшеьл, иэалнрошнкой 
при ПОМОЩИ проточной шпофоюмсфии. обра
батывают рестрикпюой и клонируют и векторе, 
способном акцепта роешь небольшие (<1000 п. н.) 
фрагменты Д Н К . Затем ссквенируют вставки из 
кдонои. выбранных случайным образом, »• от* 
брасы паю? тс к.юпи, и которых мглшкп короче 
100 п. и., и тс, которые содержат последователь- 
пости из повторяющихся элементов Д Н К  чело- 
иска. Наличие повторил ппрелглыми при помо 
ши компьютерных программ. ершившая 
нуклеотидную последовательность вставки с по 
следов<ггелы!остмтш всех известных повторов 
Д Н К  человека. 3;nevi /лк каждого отобранною 
клона находят нуклеотидные последовательно
сти праймером К д а л п И STS тестируют па прем- 
мп уника 1Ы10СТИ лсшлифишфуемого фра г vie н- 
тл хромосомной ДН К

С  помощью ПЦР-скрпнннга выявляют STS и 
инлииидуальных клопах библиотеки с крупны
ми мегяйкамн, * затем, основываясь на p;iciipv 
детсиии STS и кламшг, чищенными методам и 
находит вероятный набор перекрывающихся 
к. тойон и егг иск и тел иное положение имеющих
ся STS (рис 20.18). С  разработкой и ш д н  ИГ 
KnpmpoiuiHiiw пошншясь возможность бет осо
бого грудя упорядочить STS, что облетает 
идентификацию составляющих кош ки и
(рис. 20*19). Вмйонп перекрысаюшиеся клоны, 
определяют степень ич перекрывания, размер 
Koirnim и общую шишу охватываемой им Д И К , 
с помощью мшопуклсатпон) картировании с 
||Спопмою1шем электрофоретической снеге 
мы, разделяющей фрагменты Д Н К  длиннее 
105 и. и. (например, импульсный алекгрофо 
рсз). Уже получены к о п т и т  хромосомных 
районов, c>M!arNiuiN.iiiiiic от I до более чем 
20 м и и , а и ряде случаен -  и целые хромо
сомы В конце кониин будут получены контн- 
191 из крупных фрагментов Д Н К , перекрываю- 
Щ И С  В С С Ь  I сном.

Построение контигое из космидных. Я/- и 
Л-бибяиатек

Подее удобными для генетических иселсдопа- 
иий и широкомдеиггабиого секденнрсшания ча
сто оказываются конин и ш  небольших фраг
ментов Д Н К , чем из крупных. Дли построения 
мигни пи определенных районов хромосом или 
целых хромосом нередко используют космат- 
мне бнблихиски. Обычно исрскрыпакпиисся кос- 
ммлные клоны идентифицируют методом ic 
помпой дактилоскопии, Для ною  ит каждого 
к/кми зкетрш мру юг Д Н К  и обрабатывают ее рс- 
ст'риыюой. Полученные фрагменты метят, раз
деляют при помощи илеггрофореэв н itiuya.ni- 
жруют радиоплгог рафическнми методами. 
Каждая к. ".он порождает снешк31ический набор 
фрагментов уннктьнмй отпечаток сю Л И  К; у 
перекрмкакниихен клонов шиш и д и  пескошжо 
Фра1 мент он соапшшют.

Д ш  концевою мечення ДНК-фрагмснтои— 
•icwiHiiCHMO ш  характера образующихся посте 
Л1ЩОнуклсалюй обработки концов (5 4  3 иы- 
1 тунанмиих или тупых) можно использощт. 
реакцию замещения. катализируемого Д И К -п о 
лимеразой Т4 И ном случае к препарату кос
м а то й  Л И К . обработанной ргстриктаэой. до
бавляют Д Н К ’ полимеразу и один меченый 
ле токсину кяеотид (рис 20.20). Под действием 
3 жтонуклеанизВ м.тнпиости Д П К -и о лт-срп- 
ты происходи I пот л t?довита л ыкк- он псп пение 
3 концевых нук;1е(тт11Д011. Проиегс продол дает
ся до тех нор, пока и протопоп ложной цени нс 
экспонируется ну к л сот ид. комп емгнгарннн 
меченому /1еюксниук.1оопиУ| добаштепиому в 
реакционную смесь Долее и •. почиете* полиме
разная активность Д Н К  под и мера:» и . н к 
3 концу присоединяется свободный меченый 
нутскотнл Поскольку другие нуклеотиды и рг- 
акцнонной смеси отсутствуют, дальнейшею ро- 
сто цепи нс происходит.

Д ш  мочения 'зкдонуклел мндх фрагметоп су
ществу h i t  и Другие способы. Усеченным 3' ко 
мец фрагмента можно y/ыишпъ (достроить) при 
помощи фрагмента Клепова. кспользующею 
выступ линии И 5' консц в качестве матрицы; он* 
ci|wmuniiic ocyiiicti miwrcn эасчсТ добянлеиных 
п реакционную смесь дезоксирибсжумсоп1дс»я| 
одни in  Которых песет мешу. К|юмг того, к пы-
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ступающим копнам рестрикционных фрагмен 
топ можно присоединять меченые линкеры.

Д м  выявления перекрывающихся участков 
необходимо прошили тировать очень большое 
число косми.шых клонов, потному д м  поиска 
меченых рестрикционных фрогмеггтов, общих 
ДМ  пари1 клонов, используют сигналы tuc ком» 
ниотерные программы. ДНК-отпечаток калек»*

го к юна сканирует. информацию вводят и мхм- 
пьютер и проводят попарные сравнении. Поре* 
зультитам этих сравнений организуют ки клонов 
К01СГИГИ Наличие перекрывающихся участков и 
клонах со сплином» конина подтверждается по
строением подробных рестрикционных карт 
встапок. Пробелы между конинами заполняют, 
выбирал ToiLiia из ближайших мшиов соседних



Mt-ж к; лирнн* Iснсшь.: человека 41 >5

3#_ —  GCC3'
c g g5#Г “

3**mi louyieicaauu
ШСТШ11КН.11

У

У~

-CCTAC
-с*

актиппскль

У

3'"

- G 3'
- с п а л 5,

!' *  ЮИуХЧОИИМ 
ttiunmvn.

---------CGG C СТТЛА

dGTP* iJOTP*
П(д1|1А«||ц iitoii Cln inm-pa
iiKtiibHoerv ЛкЛ M(t|KKlV

iK .II-
lluiMHijwimi
«•MlptHMI.

----------c*
---------CCG

G*
С П А Л

Piic. 20.20. KomiCMOC мечет* алучнсшикчиых Д Н К  с помнимо ДНК-пилимерглы Г4. 3 н.эомук.'имишя ах- 
твностк ДНК-полимерны каталнлфусг отщепление J - к с и г ц е т л  пуклсотилоа tjip.trм с ттт  Д Н К  с тупмчн 
концами (Ч). с SMCT>iK»ioiuHM»f S V k o h iih m ii {В) iWUi с вмету пкюсиммн 5 -мм и ими (if), (hmnmaunf Происходит 
л> rex пор. i io k j  iu i противоположной исип не экспонируется основание, хомн/^ментрт* меченому лехжеи- 
ркбону клеш иду. доеденном) н реакционную смеет» (dCTTP*), зятем •иключистск» полпмеразгая шлшн'аси» 
J1HK полимерил! Е4. и ». Э’-коивду присоединяется сисбодииП мечений доокси|Ч|бонуштт1ш Меты» вюто- 
часня в оба конца фрагментов ДНК (на рисунке это иг пошаии). Длн мечен те можно мсничизовип* яибой дс 
локсирибонуклсотпл.

кониной и проводи скриины библиотеки, со
держащей крупные ВСТАОКМ» для поиска целое- 
тающих участков ДН К.

Т р а т крипциоаио? картировали*
К 1омы кДНК*С»мблиогп*к*и iipencTuivmmt собой 
Д Н К -к о п н и  тех транскритов .кспрсссирую- 
шмхея псион, которые присутствовали в кон
кретно И ткани и момент экстракции ип нес 
М РНК. •flpilllA’.IKA* И»и1итшуЖ.1Ы1ЫХ К ЮНОН 
кД Н К  к хромосомным районам со viaci ПреЛЛо 
сидки к пыимению возможных канлшипоп на 
роль геном тех или  иных иболенлпнй. Еедмана- 
ли I генетического сцепления показывает, что 
|ен данного «болепания нвхешкпеи и той же об
лает н хромосомы, что и кДИК-цоелслоплтсль- 
НОСТЙТИ). ТО МОЖНО проверит*, нс происходит 
ли данные ююиы к Д Н К  из гена итого заболева
ния.

Привяжу кДНК-кдонои и других типов нук
леотидных экспрессируемых посдетжатслыт- 
CTCtt К спсиифичсским Хромосомным |ЮЙоКи\» 
lu m w u n  транскрипционным картированием 
Для построения |рпнскрнп»1И0ннмх карг не 
пшпзуягг Р2ШИЧИЫС методы В одном Н.1 НИХ ЧЛ-

стнчио сскиснмруюг отдельные к Л И К -к и ты  и 
нвоснове'грина|Ир0ВИ11110й чисти каждой кДН К- 
встнкхн получают STS. Данный тип STS ил отда
ют экспрессируемым STS (cSTS) Для олредеяе- 
иии хромосомной локализации eSTS исполктуют 
линии соматических гибридных клеток, которые 
содержат единственную хромосому человека 
(монохромосомныс шприца) или фрагменты 
конкретной хромосомы человеки (;1слснпоиную 
ноне, и* г Дли этою Д 11К каждого и » мопохромо- 
сомных гибрилоп ямплифииируют методом 
П Н Р  с нспош.хжаннсм cSTS-праймеров и иден
тифицируют ту хромосому. КОТОрШ! Содержит 
данный eS7S. Затем методом ПЦВ-амшнфнкл- 
нпи Д Н К  клеточных линий лелеционнон пане
ли идентифицируют район хромосомы, и каю 
ром находится лаяний eSTS (рис 20.21) Кроме 
тою. пнут pit генные S IS  можно шшссти на суще
ствующие I T - карты. К |9%г. нявссхаутоссмахи 
X  хромосоме было картировано около 20 (ЛЮ 
ннутршенных ST3 человека.

Помимо экспериментов но каргированию 
*ДНК-клонип в хромосомных рлйошх, в Ин
ституте исследовании ic i i o m b  в Рокимллс. Мэри
ленд I Ihc Institute for Genome Кем-arch) и других

х  -пть
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I'm*. 20.21. Ирипип л кихрксрл к сисинфичсскс^ хромосомному району с испольхчнтисм дела томной гпоели 
VllfipmilUX ПЯСТОК А Схсмипиихкос Прслспипсиис PililollOB хромосомы, ПРИСУТСТВУЮЩИХ О *И»КОхрСМОСОМ1ЮМ 
КЛСЮЧ)ХИЙ П(0рнлс <Л) II II МСТЦЧИЬЛ Л1ЧГИИХ II J ДСЛСШШМ110Й ПДНСЯИ I llO p filllU X  КЛСТОК Глиомы (С I НО 10)
0М|<;аЛМИ«ия IpnifHlIAMM •п инии В дромисомм ЛСЛСИМШИЮИ ПШ1СЛИ. Ulfc.|».imvi»HliH llptt МОНГОЛ Ы1ИК ЦГМТри-
мера кадок И хгомкомы. Г» Спулктяш 11ЦР*амип1м1>|скш111н ЛИК гибрнлпм' клеточных линий <Л J)c испол»г- 
юзшнисм STS маркеров (с SIS а 00 SIS с) lb  нише или отсутствие ИЦР-npouyvni укизаш» шиком плюс или 
минус cuotMcirmHitu. Ллнпис о наложи или oicyminin ПНР придуктоп клеточных линий аслгц»н»пюп па- 
I ели с STS маркером исг4»лму|'»ггя я »ч апреле лени* хромосомною palinitn. и котором 1иппл1Шм STS Клири- 
мер. SIS dm песен к р.»иин> 7. поскольку соответствующий ПЦРчфодук! oflpjciyeiCH гри амплификации КАЛ
ЛОЙ КЛСТОЧИОИ ЛИНИИ ДСЛСПМОНМОМ ПЛНСЛН, И которой lipiicyinityci район 7
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лабораториях приступили к реализации проекта 
по частичному ссквснировднию клопов кД П К - 
библиотек всех органов и тканей человека. Од
ной h i задач этой программы является Создание 
ката.Ю1 и коротких последовательностей 
( ISO— 3<Ж> нуклеотидов) для каждого экспресси
руемого iciHi человека. Такие короткие колиру
ющие последовательности называют маркерны
ми жспрсссирусмымм последовательностям и 
(E S T. о т  шлач expressed sequence tap). С  их по
мощью можно изучать размеры, разнообразие и 
транскрипционную активность экспрессирую 
ШМХСЯ Генов человека. Более гою, на основе
F.ST можно создавать STS и исполыоиать их я/1я 
картировании и отбора геномных клонов, со
держащих данный tell

Частичное еекпеimperial т е  кЛНК-клоно» н 
обработка полученных лпннмч полностью вито- 
мл титрованы. Каждую новую EST сравнивают 
с теми, которые уже были сокиенированм, и ес 
ли носдедовател ы ю т »  леистпигелию ямиегся 
Ноной, гг вносят в беи?у данных no EST, Для поис
ка т м ш о т н  F.ST с никчпнычп гемами или се
мействами генов и для определения категории. >. 
которой ОШОСН1 СЯ функция предслишсмоги ей 
гена* проводят лоиезд 1«псяы 1ыс сравнении. К 
1995 г. было Ш1ситмфиш1р01ШН0  примерно 
300 000 LS T из 300 кЛ Н К  •библиотек 37 органов 
и тканей. Примерно 90 000 EST ирешетяплгоот 
собой различающиеся экспрессирующиеся пос 
лслоплтслмюсти человека, из них примерно 
10 (XX) соот не тешу мп генам, роль которых в 
клетке известна, л опальные КО IKK) еще неот
крытым 1C нам.

Клонирование юной заболсш тий
человека

Как при шин». I ев к о н кр етн о  вЮодеиания че 
лопскл нельзя клопнровпп., руководствуясь ки 
к мм-то трансе состаплелным наПором экспери
ментальных протоколов. Выбор имеющихся и 
распоряжении исследователя методов и среле ш 
шжеит от конкретных условий. Начало поиска 
гема заболевания определяется имсницсшя мм 
формацией о продукте лишили геми К одних 
случаях генниН продует бывает хорошо извес
тен, в друг их можно лишь догадываться, что он 
собой представляет Наконец. ;пя  многих на-

слслстпсниих заболеваний природа генного 
продукты вообще неизвестно. Дли каждою из 
этих случаев разработка свои стратегии. В це
лом дым поиска Iсна заболевании существует че
тыре подхода: функциональное. коням латное, 
нотшшоимсс и noiuiiiioicHD-KHiciimainioe кар
тирование. Независимо от применяемого под
хода утверждать, что данный ген ассоциирован с 
интересующим исследователя шболеиинием, 
можно лишь после тою, как у больных об»тру
д н ы  нуклеотидные изменения в ichc, не ветре- 
чающиеся D том же гене у здоровых пн шиитов

Выявление мутаций о генах человека 
Для выявления мутвпмй разработан целый ряд 
простых и ikvwm^ hiix пс»;:ходов, таких как анализ 
м»м|юрмиимонного пол и морфи |МВ олпопспо 
печной Л И К  (SSCP. мщ: 1с-Miami conformntioniil 
polymorphism), 1рпдиснтиыи тель-элсктроформ 
в ленитурнруюших условиях (IX iG E , denaturing 
gradient gel electrophoresis), (стсролуплсксныН 
анализ (IIA . Iiclcroduplex analysis), химическое 
растепление нокомплсмемгариых сайтов 
(C M C , chetnicnl mismatch cleavage)* тест на уко
роченный белок (Р Г Г . protein truncation teal).

Наибатес широко среди перечисленных под
ходом применяется SSCP. Суть метода состоит в 
следуютмем. Как можно большее (по возможно- 
сто все) чисто эк-юно* исследуемого гена по от 
дельности ихнмифипирутот метолом ПНР. не 
пользуя а качестве матрицы Д Н К  больных и 
|дороных индивидов Каждая пара праймеров 
выбирается из последовательностей, фланкиру-
HHUHX ЭК ТОМ* ИЛИ И 3 его к о н ц е в ы х  учпегхоо 
Кроме ТОГО, используя Данные сеКЯСМИрОВаИИЯ. 
ныбнрпют праймеры для амплификации 5'-об 
ласти, прсдшестпумицси первому эклоиу гена, 
3 области, следующей за последним экэоком.н 
участком. содержащих с^Игм силаПш та

П Ц Р п р о дук т каждой реакции дегштуриру 
ятт. быстро охтлждпют и разделяют с помощью 
электрофореза Блштиифя внутрицепочечному 
спариванию комп темстирных оснований и об 
раэошшию других святей лепшурирогшишы ол 
ИОЦС1ЮЧСЧН.1М моиску л а Л 1 i К npiiiniMaei опрслс 
ленную трехмерную копформицю<>. зависящую 
от ее нуклеотидной последовательности. Вслед
ствие комплементарное™ лис цепи очной моле
кулы Д Н К  имени ратую  нуклеотидную после
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дош тельмость. п поэтому п р и н и м а ю т  резную 
трехмерную конформацию и мигрирую т при 
гель- тлегтрофоре*‘ с рваной скоростью. В ре* 
тультите после ратчелеиим п геле наблюплкпея 
лпе полосы, отпечтисшше ратным ком плсм снпф 
мым цепям Если лис молекулы Д Н К . п р е ле п т- 
лнюшке о т ш  и  тот же у ’шеток т ы .  по помучен
ные Щ  [KI IIIIVX ИСТОЧНИКОВ, ряхтмчинтгея ОДНОЙ 
икрой нуклеотидов. то  с большой веротгпОСгыо 
конс]>ормлш11< СШ и ночных пеней таких молекул 
Д Н К  будут ркмичаттси Другими слешами, каж
дая м » четырех пенен будет пгремепшгыи при 
1с л 1г-**.1 снг1 рофорстс со сисей скоростью (рис 
70.22) ( помощью методе SSCP можно тишь 
«ОШ1ГЮШ ТТЬ И)ХМе0Пии1ЫС И IXininiini и олре- 
.ТГЛСНМОМ »кюпе ИМИ СПсЦИфИЧССКОЙ ОбЛЛСТИ
тона, мо нс определить природу мутации; такую 
информацию может чать лишь секмнирпнапмс 
Метой SSCP имеет свои ограничения: ом имип- 
mei около 90% олмопухлеотклммх и вменений и 
ПИР-продуктах ;ьтнмоЙ не болег 200 п. и

Рис. 20.22. Aiimin n  iii|u*pM,uj<»iMin;ro по 
лиж рфюмм ипмоиепс1Че*ии>йЛИК (SSCP)
Il|4MTiifxrt 14 ДИК,  рмон*чл«>шихси (Мной 
нарой нуклеотидов(А:Т« нмидифп- 
mipyioi I ill Г метопом с нспольюваннсм 
<шм1ш*и*ыл прпИмероп (PI. P2). ПЦР-иро 
лукти денатурируют и отделен гт с помп 
шкю гель-хпек'трофореш пи двух ларожках 
(I , 2). Расстояние. ни которое перемешает
ся одноиспочечияя молекула Д Н К . пишет 
ОТ сс К011<аорми||ММ. а вослед ИНН. И СВОЮ 
очередь, — or иухпеотпАпоЯ жжлдеошпсяк 
пости. Даже если ДНК разли'шклси лини, 
одним нуклеотидным сайтом, ппимочпые 
цепи мм у? имел* ратную конформацию. л 
СЯсЛоВглслмю, ПНР -продукт образуют Р 
геле не лвс. а четыре полосы.

Фушцшшашюе картирование

Функциональное клртирп|1111111г гсий начиип- 
гтея с определения аминокислотной поспело- 
влтслмюстн бейка с известной функцией, что 
позволяетpCKOllCipynpniUlTb нуклеотидную пос- 
t cm потел ы гость кодирующей области соотпет- 
стпуюшсю гена (гена Minneiiii). Осмоиьжлись но 
те х  данных, ашгетируют олиюиукиеотилныс 
тонны и пропоют скрининг кЛИК-бибоиотеки. 
подученной дли тмин, и которой данный бспеж 
присутствует и большой мдтпчесп** F e w  можно 
получить очищенную мРНК. с которой трммсли 
руется л и ты й  белок, то им пей как но матрице 
можно CMirrrtMpomm» полнпрп мерную кДМК и 
ююниропягьсс Правильностьвыбореилисинтг-
U1 аЛ Н К  K  IO II.I  п р о п г р я к и  С. Г К  It r llllp O fU IIil lT X I

Х|юмосомяую пока шлянию геня-мишени оп- 
релеляют метопом nvfipHiiMuiunt in мен с кЛНК 
к юном иди выбранным с его помечи мо reifOM- 
ним клоном Для более точной локали тлиин

W >’7

PI

Т
А

IЛгиадаиит
flliP-tipciaytaa

С1
С

PI
Лпипуртин
ГШИ-лроауктя

СД1г-ХПСХ1 рофорст^



Молск)гтк|1 или гс ж и га  человека AW

гсиа-MiMueiin модно также провести скрипит 
панелн моиокремосоммы* M myuuiix гибридов, 
а зятем и с<ч1!1»г1с*!1»>иц11сГ| яслсП ио о м о П  илмели 
при помощи кЛНК-мсчьт ш и шобраинсчо ге
номною КЛОНИ.

3«СМ ДЛЯ опрсдсясним КЛОНОВ, тбрНЛИЗуХ)- 
шихся с данным кЛНК-клоиом. проводят скри- 
iiiiiif коемнднето ммпшм, охпогмннютего хромо
сомный район, п котором локализован 
i си-мишень Отобранные геномные клони спас- 
пируют в. иикхчыун донные о нукичнилнон нос- 
леюгчicii.iпхли кЛНК. it.TCirnwJmuHpyKTT склоны, 
шгтроны и 5 З ф  пикирующие пскледоватсль- 
м ест  гена. В отсутствиемостяцлношконлгтп,охви- 
ТЫГ>аХ)ШС10 рЗНОП нужной ХРОМОСОМЫ, который СО- 
лержнт ген-мишень, пыланют клон с крупной 
«слизкой, содержащей данный район, при помощи 
кДНК- или геномного зон и . Из клони с крупной 
(ТСЛЮКОЙ Г К И ^ И О Т  суОкЛОНЫ С H e m  IIOlillMH ВСТШ1- 
кими, и trpombmt ихскрншни при помощи кДНК 
МИ1.Ш Поэитигные клоны сскясннруюг и харкнете 

|науюг гем-тиигнь (рис. 20.23},

К ел п и  t  н л оггтм о ы  «1*> и и и гс1|

т
О п р гд гя е и ш .1 и к о ш о м о с л с ш с *  п с о г д о ш п с л ь н о т *  

| 

f
IVHOUCTPI*ни* mvk 'fonimoH ntv тглояатглмюстц

T
C W lf O  п п н г.н у ч  K'OtIUUHMO ХШ.Ш

r
Пмшекис сДНК-fumm

T
C/lC of) ICtlO illlfM t) *-XVHU

T
Хммтрмегмкт! rrMiwivnm unmi

T
R u *H  4 1IIIC XiyTAIUtll

Рис. 2o.U. Фужцна|»1ыюс картирование Иденти
фикации I с и й  ;им случаи, когда м.иасстии миипкис- 
ШТИЛИ 110СЖДОПДТГЛЫЮСП, СТО продукта.

А aiukukwutoc картирование

Хелм леи подход не очень h|kJ**ktiiiu?m при 
кярпфоганмм генов человека, и риле случаен он 
может оказаться весьма полезным. Суть могола 
coelom- в следующем. Анализируют симптомы 
генетического заболевания и ни их основе пита
ются понять, какого ниш белок может был» с 
ним ассоциирован Зятем просматривают пук- 
лсошлныг последовательности всех клоииро- 
ванных на наспМ11Ш1й момент iciich  и выбирают 
1СН(ы)-Кл»Ш1Шаг(ы). (К  ионы на не ь на НуКЛеО- 
ГНЛНОЙ НОС 1сЧИЖ.ТГсЛЫЮС7И 1снп-к;шдш1лтя. 
пмрлГмтывлкп cipuicmm vkthctui муттший и с се 
помощью питвкггем установить, является ли 
ген-кдншиш искомым геном (рис 20 24) При
нимая во внимание, что геном человека содер
жит очень большое число генов, а охарактеризо
ваны лишь некоторые из них, не слоит 
УДНШ1Я1М.И, 410 |||ШШММ1М(1 ИМГчр «сил случа
ется не тик уж часто. Но пенен и сприцптсятый 
релулыат. ПОСКОЛЬКУ ом llO«lltV>IMiri искилчитх 
данный 1сн из числи ответственных за конкрет
ное генетическое *йнменам не

/ /ошарашим* картирование 

Стратегия иозиционноги картировании П|жмс- 
I тете я п тех случаях, когда ничего нс иэвесшоо 
продуете Iсил, опоганенною  за нлсясястпсм-

Ксмешчсиюс atone wtttm

t
Aha.hu симптомов

?
В ы бор 1ю.1МОл111Яи(хлка ijuuuuxm »

т
В ы б о р  n T IU b A M J IL U l*

▼
Вымя mute муткпии

Ряс. 20.24. К.ЩШ1Л1П1НХ; кярпччманмс. Itei'imtCniKJ 
Н И Х  1С1Ы, 1КГИ01иИ11иЫ ни . н ш и н :  симптомом обусжш- 
ЛСИНОГО И М  ю б о л с в а и и н  и  С\н*брп Д С Н И М . К О КО Й ю у ж с  

пхириктсри ндешнм* гемов момгт ivprieiUUiBtm. на 
роль ИСКОМОЮ ГСИЯ
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нос юГюдсяанне, и нет имкиких генов-канлила- 
кш (рпс. 20.25). В подобных случим* опрс/юпвнл 
\jH)%tocovny*o лока-жзашпо (пошикю) ген;* зибо- 
дешгпм и iifoiuviut его поиск., применяя ра ыич- 
ные инструменты и средства («о х о т за геном»). 
Гхшиолрммгной дли позиционного картиротнмм 
ИН.1ЯСТСЯ ситуация, когда у нескольких больных 
встречается хромосомная перестройка типа 
I pal 1C локации и ш  крупной Делили и (>  Ю т п и.). 
11|кмпг»:н»жии. что она тапрдпишет ген. шиепл- 
ВСИНМЙ К  1ШЩЮП1ЧССКИЙ фенотип, п р и  u im aiiat 

сцеплении иснолыуюг только один специфиче
ский район хромосомы вместо того, чтобы про
водить сканирование всею Iгнома при помощи 
большою числа полиморфных миркеро». После 
локализации гена в ком ере то м  районе хромо
сомы определяют его положение более тч н о  и 
идентифицируют ближайшие фланкируюшис 
маркеры, используя мулшиокуснос картирова
ние С ЛОПОЛШПеЛЬНЫМИ |КИИМОрфНЫМ11 X»IL’M -

ГоИТГдЧХГЧ krfX-lCtollllir

▼
К jpiit|аiuuiНи *• iifiMu-anflii I'Miii'in rstirri

i
Htijtxtiic Ittirtitiux ШКЯ. 

o x m iim u ij u u u  •uqnii|Knu«iMi»M coll i

f
Har*niu;i»iRjiiiiii и ШШ.1И1  и дош ник мездтмм

т
Н и л .к и ч -  fc .il1 К • K.4M1U

▼
Отбор IWH41**0 КЛОНЯ

▼
Х ц и м  нкл м ж** ноги к юна

?
I Ip ilM n iC ttH C  И>1Л| JIO M IO I • J л и н и  *

Гиг. 20.25. Пониженное картирование Илсшифи- 
канна Гетц продукт которою неизвестен, с поышцмо 
кгюмосоиного Ki5*riip«<r«iiiKM и таило», специфичны* 
II (rjltoaiCII>!ll гее но сись теним* Mjpxepob

wit. Минимальное расстояние между Knpmpo* 
ванными маркерными сайтами, при хинхюм их 
ммжно jvi иршигипц в lyimcM случае cocnmnmrr 
I cM что cootnem tiyrr примерно К/* н и I In 
такам участке может уместиться и с рея не v or 
20 до 50 генов. Задача позиционного  карптро 
панмм состоит в том чтобы определить, каков 
именно in  них ответствен »а данное заболева- 
н и с .

Из мiiniiiл, елпягыптшцего раной хромого
мы, содержи и; и и (ей шОтсшишн. пыбироют ге
номные клоны, которые включают фланкирую
щие маркеры и заключенный между ними 
участок Л И К  Если такой кои ни отсутствует, то
С ПОМОЩЬЮ ЗОНДОВ, CncilIMpiVIIIWX л от ношении 
тесно сцепленных маркерных сайтов. проводит 
скрипшн библиотек геномных Д Н К  для ними 
лепим КЛИНОВ, ПРОИСХОДЯЩИХ ит того риНона, 
который солсржт искомый геи Между 19М> к 
1990 гг., когда метод -охоты м генами» человека 
огне только рсирибшы вален. дли идентификации 
нужных I томны х клонов ИСПОЛЬЗОВАЛИ MCHU 
«прыжков но хромосоме* (рис 20.26) млн метод 
«прогулки по хромосоме* (рис. 20.27). П о ст;со 
здания геномных библиотек, содержащих круп
ные фрагмент Д Н К  человека, и ко» гг И ГОП пн 
стратегии утратили свою актуальность.

Не irtunuiMo ui тою, как имении Подучень 
нужные (виомние кюми. важно шигц какие из

►
hie. 20.26. CJuirviBHC библии теки ыс ином «прыжком 
i»o xpuvucowc». Проводят млети-шьи* 1гДроянз iciiom 
мой ЛИК pcctptt кипой, дслМо»исй небольшое число 
pUpfclBUfl, II ВЫДОИЮТ Фошиенш ПЛИНИЙ Примерно 
200 V. II- II С ш м (л  ЩЖ i ГОНОМ НШ| ( 7 i ц. н | И \л- 
чыьашг и м*лии> буквами Л и It. X и Y. S и Г <6 u iiu  
чаи* сайт, мсхоаио находил шеек ;руг <п друга на 
(достоянии 200 т. п. Км ио после им>.шзаш<и фрш- 
четив p.iuc.-rimuc 7 I. и и. Кольцслис молекулы, 
енпержлшпС множество СМНТИ» ИДЯ £г»И1 обробвты 
шин лий рссфмкгдшй. и результате чего с рели про
•*ИЛ о Г р и л у и М С Н  ||»рШ М О И М ,  С С М Г р А Л И и П  I VI I  s u y f  и

|||лликир> нициг п и  посделокпгльшсти (Л и It; X и V 
S I! Т). I ll ЙССХ |}>рЛГХ(С11!111| отбирали лишь тс, ллнпа 
KUlOpMX COi 1.1Р-1ИС1 п рим ерно  2<l I  Я . К .. If »CJ|MlHtd4C>l 
их в вектор ни основе фЬгв >. licx юры. несущие ген 
мjpF, будут лмплифшифоиот|<ся и Supl клетках-хо
зяевах. Идентифицирую! МОН, ГМ0(Ш.1уК>ШМ1КЯ С 
ЮИЛОМ, СПСЦИфичПЫМ В ПГПЮ1Ш11НИ НСХПП1М1Й после 
fixiiiuian.iiooii (А. X. S), ином с>6к 1омируиг| ею. при 
ним та его часть, стирай не i ибри.имуекя с 1 саном, 
солсрли-1 участок. ДИК (В, Y .T ) .  мш ила ши йен»Ш рас
стоянии 21Ю Т II. и III неходкой ПОСЛСД11КГШ11.|1иС? И
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\ !кЖЛ I

Клон I
• 1ПЧ4УДЮ*ПЮИ« <4<<MMCICKH

C3OK.IUH 0

«нрогуяичисм* (а|Гишс>см«

Лона 2

Зона }

л

СзГиьиш

Клим 1
•npuiym/SMov* бмОмюткн

Г
•npmvik »  огпосадюшпешюсгм I 
d o  iw c  *гд о # а  ю п т х  n t  А

I Ч<11 it и 2

7

ЧоМИ 4

■ и 3
1...... ifllt.w И. 4
гл :□

э

Гис. 20.27. *11ри()лк4 !И> хромосоме»./!. Зо»ы I Л'Орк- 
a»viyn>T с клонмршшиним ijij'iuмсни'м ЛИК ллииоИ 
40 т II II После с>6х иажроклиии и п о с т р о е н и й  p e e l -  

рнкциоммоЛ мртм ttoaicno*aicni.>iix:rf., листал мцю 
но отношению к nitiptuiiMXJKmtfdttM, испил ьтуюг дли 
создания зонда 2 Ь При (томным эошш 2 из библио
теки ШГгМрАНП Друюм К.ЮН (ШЛНЧНМП Ul К. ЮМА I) и 
испщавуМ |ЮСМШо1иисл1«ж>с1к. дисгаи.иую но or- 
пишем Им к гибрилмэишииеАсм с ним, для со кишим 
Ю 1 Ш  У  К~10ИЫ  I И  2 lltfC C T C  U X ' I U M M O I  П р и м е р н о  Ь 0  
г. и и (id шчетач 1срскрыиАюшсгисн участка -  aoiu 
2 -  молу ними), в Припиши мшши) л и п н и , анало
гичные А  И Ь. 1Н 1)ОЛЫ)П зипд 3  TpCIMJl Д.ЮМ • llpuiy- 
лиммон- fMtfmmricKii то ж м ш  принципу-гиги почро- 
Mocowr спи* ИЛ 40 I п и. Г  Гри п<1*:*рш111к>1Ш!хсы 
фрд|мснга ДНК охнашшкн примерно 120 г  и. к. 
чридиломноМ ДНК. ’ Присужу* пи хромосоме можно 
совершать н двух нииравленимх. руковсдстауяс* при
HUM pCVipUMDHIMItuft lUl|HOli.

Них »«.1 и incyfik ioHon содержат »к юны Дли тго- 
го  можно ЦСПГ*ПЛППЯГ!Ъ целый р<Л прямых И MX 
пенных метол0*1, таких как идентификации 
СрОчхтроикоо. межттдоюй Сауэерн-блогпшг. 
пбф ш брню А. улапппплиме экюмоп* сскмниро- 
luiitис ДНК.  компьютерный поиск.

Транскрибируемым участкам геномов позво
ночных чисто прелюестпуют к таперы нуклео
тидов, богатые остатками С  и G  (CpG-ocrpoe-

ки). Группу C p G -осгроикои можно идетиф и- 
пировать по скоплению мл рестрикционной 
карте сайгой дли pea ри пирующих мнлонуклелз 
EagI. ЯоИ и 5ог11 Гели как минимум лил таких 
сайта отделены 5 Ю т и н лрут от прута. л«а- 
чнг, они н й х о л й т с й  п пределах СрС-ос7ровкл. 
Это нс n p im iip )tr , что именно гтесь иахшштей 
экюм. но укатывает и* наличие где-то ноблнэо- 
С1 И транскрибируемою I ста
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Геномные клоны или субклины М О Ж Н О  nif>- 
рКЛЮОНГП. по Сауэсриу с реет пикированной гс* 
п о м п о й  Д Н К  различных позвоночных, налри- 
мер С Д Н К  МЫШИ, крысы, КрОЛИКЛ, обсЗЬЯНЫ, 
коровы. ЦШ1ЛСНКД, рыбы <ЮОблОТ. МСАВКДПСЮИ 
бЛОТГНМГ, бдОТТИПГ «Иоси КОПЧС1>). Положи- 
1сльнлй перекрестная гибридизация оэкачост, 
•по винный КЛОН с большой вероятностью со 
лержит колирующие послсловатсльиостп. по
скольку многие экэоны в ходе эволюции нс »п- 
меиялись. п то прем* как повторяющиеся и 
НСКОЛИРУКЧИИС П001СЛОШПСЛМ10СТН Д Н К , п том 
числе и  нитроны. претерпели существенные И З - 

мснснии. Положительный зооблот CQIIM4DCT, что 
к юн содержит :»ппн(и). однако не покатывает, 
сем. ли п нем ген искомого заболеет ши.

Отбор гибридов позволяет быстро и с высо
кой эффективностью »иС1ГТ1(ф|||;ИР01иПЪ ichom -  
иый клоп, содержащий экэон(ы). и олнонре 
мгнио изолирован. соответствующую кДНК. 
Отбор можно проводить разными способами 
Обычно Д Н К  геномного клона из той области 
хромосомы, которая солсрэыгт теп вболс наиии, 
фиксируют ни твердой иолложке, прополи*! пре
ти бри лизанию с попторяюшимисм послелссы- 
гельностмми Д Н К , а затем гибрилизую1 с ли
нейными векторными молекулами со вставками 
из кДНК-библпотеки, происходящей из тками. 
вероятнее всего экспрессирующей геи-мишень. 
I (сгибрнлнзопапыисся векторные молекулы 
смывают с фильтра. а гнбрилмэотшшисс* em u- 
pyiai и импл>|фи11ирую1 метопом П ЦР, иснсть 
туя праймеры т  векторных послслооатслыт 
спей, фланкирующих кЛНК-веглвку (рис. 20.28) 
Геле точно неизвестно, в какой ткани экспрес
сируется Iей мишень, то к Ш К  библиотеки раз
ных тканей оГя-сдиииют н провоет гибрмлиза- 
НИЮ С отдельными 1СНОМНЫМН клонами. 
И Н Г  продукт можно затем клон и ропать и тсс 
тировать. с тем чтебы проверить, содержит ли 
он колирухчиую часть гена данною заболева
ния. Для лого можно сскпсн кровли. кДПК II 
пронести компьютерное сравнение нуклеотид 
пых исч:лслонагелы1остсй этой Д Н К  и мивсст 
пых ichon Если будет получена высокая степень 
гомглюгии. яоЖИО еле лить определенные выво- 
ды о to v i. какого типа белок колирует данная 
кДНК. и если этот белок тиков, что ею С KUCO- 
коП вероятностью можно считал» п|кхдуктом »с

нл-мишснн. то лан»1ЫН(с) к.:он(ы) ссквсиируют 
и ил сит ифш in ру ют экэопи, нитроны и 5'-. .V- 
фланыгруннцис облает. Альтернативный под
ход состоит и поиске мутаций с целью виниле - 
иип нуклеотидных различий между Д Н К

(
ДснятурнжяЛМЬ 
гги а м и о го » т и п  
•I .>1 кии пн се 
IM  1111Д IO *  »х

i
n u r

V2

Т Г  I
Лмплхфккаимв кЛНК

Рос. 20.28. OiOop i itGpu.um I ivGpitin ши ней с ЛИК ic
IH JM H C rO  М О Н А  «*Щ ЛАИ flit ИЛЬИ* К Л  Н К -К Л О Н ,  ИМП11'«1и
пируют ею, I зонируют и тестируют.
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больных и ддоровых шиишишь. Саш подход, 
основанный на определении степени (омолопш 
НуКЛСШШЖЬ1Х ПОСЛСДОКШ1СШЮС1еИ. окздьиют- 
сх безуспешным, то сскнснмруют и aniLiniiipyiai 
другие тень: h i данной области. Реально при по
иске тени-мишени для jroKownit времени и 
средств характеризуют и первом приближении 
ера гу несколько генов, пока нс найдут наиболее

вероятный гск-каялшшг. который исслсдуки 
легально, п том числе с помо* и>ю му питанною 
анализа.

Уланлимишсэкхжон («ионмка» жэонов. зк* 
зоннш§ амилнфимишх) ли метоп. позволяю- 
шии ндешнфицировать и клонировать эдэоны. 
находящиеся и субклонах, полученных из ге
номных клонов (рис. 20.29). Ето суть состоит и

Экжж I ТЯггцои Эком 2 * I
tfc**\V ;

(Ъшнпинкгг I Трикфеыит,
I тртскряпиия

11тСЯ11И11ЫЯтрВНСКр««1Г1 £ J}~ ААААААА АЛ АЛЛА А

| Прэисссян!

П|К1пт‘»*лпп!И1-ы|| цшигм'игт Б > АЛАААЛАААЛАЛЛЛ

Обротям 
трене крипимм

Перми UW1WK/IHK £ h
С и т «Д Н И  
|ы первой иен и кДНК

jy  11Т1ТГП ТП ТГ

14 I Он*
I на PI

Cwкто  ДНК
H|OilMKpUf4MIMOH I.CIUI

Р2

I I  111- ЛЛАААЛААЛАААА

ПЦР

ПЦИ-продукт [ ]
Рис. 20.29. Уламтааннс jkjohuii. А  Вектор аи*угаиинюним экэожж счлперхпт искугх'твсиный ten. светящий 
ю  промотора р.дяух эк зоной, рвзлслсииых иктроиом. который кссст потыиикер, и слита термитник транс
крипции I Посте введении вектора в #у9Ы{жтичсскув> клетку искусстеснныл геи гранскриСнрустся и in пет* 
um'i im u  (рапекрип то удаляется мнгрон. Дли под учен и и П11Р продукта определенной ди» mi j, «открыв содерюи 
ЧН1 II оГчжх *КГ«ОЫОП. ИС1КУИ»ЗУКУ1 П Ц Р -км н 1И||40СМ1ПЮ обрятною 1 рЯ1Н.жрН1ПХ
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следующей ЯН К геномного клони расщепляют 
т и к .  чюбм rHV)>Tatti.i|ipu!xicmTJiLDiiin{4 I 6 1  п и., 
и клонируют эти фрагменты I» cneuiui.ii.no скоп 
сгру прошитом пскторс. Cain мкожмпвепмого 
клоп кропания (пилплипьер) imeropi рлепто 
ЖСН ИМутри ИПТрОНП, <|)Д011КНрОионною двум* 
ж имтми (лкзон 1 и уклон 2). ' ) т о г  искусствен

IftUltl IC H  (УКЛОН I н и т р о н  >К*Ю11 2 )  IIUKOPlfTCN 
п о я  к о н тр о ле м  с и л ь н о го  э у к а р и о ти ч е с к о го  И ро- 
44 ггорп II м ож ет реП.1 II11кр о п а ть ся  п / , сЫ\ МЛН п 
* у л и у р с  к л е то к  м ле к о п и та к  и Iдох П о с л е  после 
ним ( i p a i i i ^ c k i i i m )  п о л о р а  бел о стп пкн  и к л е тк у  
iifiC K o m rm so iiic it) п р о п с  х о л и  г тр а н с к р и п ц и и  не 
к у с с гн с н и о го  ic i in  и  у д е ле н и е  н и т р о н а  нэ пер

Нстмми

‘■Ьегой 1 1 :-к шм А Э*юи )
• _ U _____ 1___ J ___ L 1 J _____ Ш ___________ i

Р 1
Тртсфмдим.
1|ИИС1фМ111Ш»

Иермтошй vpm«c«puiTT Г У  ДАЛААЛ ААААААЛА

Процесс ию

ll|44un i |4-rvi»M(MH IJS.IK ».|Ч1И 1 I I I I I | - A WVAAAAAAAAAA

Обретши
|рамск|яюнма

Перин»arm* к д н к  |~” Д - Т Т П  1 Т П Т Т Т Г Т Г

О и п а Д Н К  
ив нерпой цепи «Д Н К

1 Ш ! T - Т П Т П Т П Т 1 ТГГ

pi
О н  пел ДНК
ми РНфаПмм|чжинниЯ цели 

17

1 Н В j  }-AAAAAAAAAA\AAA

ПЦР

ПНР продут 1 L

1*мс. 2CI.29. (ПроФмжтм#) Ь. Н ПОЛИ тикер нс К гора цдк ултииьамич i k w h o i i ггтриен фрагмент Л И К  ч с т « м .  и 
m  инапрукимм плела» и ^уырматическую метку (тринсфскиим) н данном сл>*час жюм содержит функции- 
иа.1М1ые akivcniupiiun и дзонирнмн Ы пы  си шЙсинпк При пропсе сиш с Перми л КОГО ipiutckpititia >ла иодом им 
ipuifM, франкирующие /скис Л . и он окаimhacicm между дюсшпми 1 и 2 Д-пиа ПНР продукта о б р а т и т  тропе 
Крита n o d  i m i u c i . «nuiar.nu ли истомы ft «пои между лк юпими I и 2 к слс/кнштсльии. солгрж т ли ею .тайная 
неганка.
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иичжно цмшскрита. Процессированную РНК 
(Э К Ю )!  t —  ЗК :Ю И  2 )  М ОЖ Н О  ЙЫН A ll 'l l .,  п р о в е д я  

ПЦР-амплпфнклиию об|мгтпаго трвискрплта. 
Сначала с помощью обратной транскриптазы на 
мРНК синтезируют ДИК (cm ncj псрпоП цепи). 
Вторую i/снь citHTctiipyKvi при участии прайме
ра, комплементарною ч а с т .>кзона I нерпой це
пи. 3&!см в реакционную смесь добииляю! п т -  
рой праймер, комплемент аркмй ч а е т .н. юна 2 
«порой цепи ДНК, и проводят ПЦР-амплнфм- 
канию. Длину ПЦР-продукга oripaiaonoi с по
мощью тель-электрофорезе.

Если и вектор острошх рестрикционный 
ijparucm, содержащий некий экзон А  и флан
кирующие его 1ШГ|>01!М. ТО посте ТраПСфСКЦИН 
процессированный грлнекрипт будет содержать 
три экзона; экзок l -экзон А-зкэои 2. Длина 
ПЦР-Щ ХЩукт будет больше. чем п тех случаях, 
когда и векторе нет пеганки, когда летяга  со
держим экзои без функциональных сайтов 
сплайсинга (донорною и акцепторного) или ко
гда пстегоз» вообще не содержит эк зона. Если по 
вставке присутствует более одного экэона, каж
дый из которых имеет функциональные сайты 
сплайсинги, то процессированный трлнекрит 
будет содержать лее эти экэоиы.

В томслучае, если и гаждоч праймере содер
жатся рестрикционные сайты, ыонирукп П ЦР- 
продукт, несущий «пойманный» экгдом, и ис
пользуют последний ь качестве зонда для 
скрининга хДН К-библиотек и йгая нуклеотид- 
иую посдедоаггелы гость ♦пойманного» экзона. 
предпринимают помех гомологичных ему нос- 
леяошптягъностсй «базе данных Если есть оско- 
каним полагать, что «пойманным* :»юон с боль- 
н ой верогглюсто является частью гена данного 
заболевания. k i характеризуют и секпсипрукяг 
геномные клоны. охдоипаюшнс место располо 
женил данного гена, и исследуют образцы Д Н К  
больных и злорооых нилипидоа с* целью пыягме- 
ним мутаций. Поскольку мутации, ответствен
ные за натолопно, не всегда бывают равномерно 
распределены но всем жюиам, чем больше ра ь 
мер сканированной копиру ющей области пред
пиши немою гена, гем больше вероятность обна
ружения мупшим

Для илогтифи капни эк union используют 
РЗЧ1НЧНЫ1* компьютерные иро«раммы. напри 
мер G k A ll  (Gene Kecn^niiinit and Analysis

Intcrncl Line). Они солидны исходи и «нехитры* 
характерных для экзоиа особенностей. Одна ИЗ 
пил ожидаема* нухлеотнлная последователи»- 
мосгъ кодирующей области. Если лаборатория 
сенатам оборудованием дли 1Ш1ри*омасип&Г>- 
ното сскпсиироьаннй, можно сскяски родам* ic 
номные клоны, охватывающие область pauiuuo- 
женш! искомого гена, и провести комг1ьц>*срн>м 
обработку полученных данных с целил пыииис- 
ИИЯ ИСЮНОД. Нуклеотидную 110СЛСД0УДТСЛЫ1ССП.
ll|KMl|OJUllttCMOIC> JKJOHB МОЖНО №ППЛКЯЖ&П>ЛД*
поиска |ох1оло<мчиих ей последовательностей г* 
генной базе данных или сшггезмрона7ь на ее ос 
нове ©лигонуклсотидн1.:п зонд для скрининга 
кДН К  -библиотеки. Наконец, как и в случат дру
гих методов КЛС1ГГИ фи капли экэоиоа в геномных 
клонах, необходимо доказать, что предполагае
мый экзон является частью теня -мишени

Реализация любого проекта по позиционно» 
му картированию гена занимает много времени 
Ча период с 1986 по 1995 г с помощью данного 
подхода удаюсь обнаружить более 50 генов раз
личных заболеваний человека, что можно счи
тать большим достижением Иногда поиск гена 
занимает 1-2  гопа, в го же прем* для обкаружс- 
ния гене хореи Гентииггона консорциуму »п 
нескольких нсслсдовзтсльо их лабораторий по
требовалось 10 лет. Отметим, чтос х-юинрованм- 
см нее новых и иопих «снов и построением транс* 
крнмцнониых карт с высоким разрешением 
позиционное картирование постепенно уступает 
место позиционно канмюинному.

/ Гозищшою-камдидстное киртироммие 
Поз1топоино-кш|д»гдитнос картирование состо
ит в определении хромосомной локализации ге
на болезни, продукт которого неизвестен, н по
следующем анализе современных генетических 
и транскрипционных карг, с  тем чтобы нмяштгь 
колирующие последовательности (гены, вкуг 
рпгеннме EST). находящиеся и этом же районе 
(рис. 20.30). Весьма вероятно, что одна ит зшх 
послслотателькостей и окажется геном данного 
заболевания. Если какой-либо из генов капли 
литов охарактеризован, можно провести его му
тационный анализ. Как ян.герпяпжу можно 
использовать •кякдида7ныс> Г-ST п качестве 
зондов, отобрать с их помощью геномный кто»! 
н ccKBemtporam. его. я затем также пронести му-
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1
СТОЧИОСТМОUO 4HIMOUMMHXO СШИВ

1
Н||Г1М1м|||11ЛШ111 itym tllttl’ litt HUM * IV tll*  

и  Ш .  н и м и  m m  чем и т о и  х г

Мутии>01шы1> LMiup nAjpujtptccTMKJ
П И Ш И * IP I.IW M U * *  Ч11МК1

J
МушиИОИ №4II 

ямам

1*яс. 20JO. Пиииснаммокаияндопос xapntpotmtatc. 
Идентификации mitt ыбилеплинм иго* случае. мм лв 
npcunvi гею ih'Iiiucctcm, но ггн kapTiipiuiii и том же 
хромосомном районе, чти и некоторые функмвоимль- 
•iuc гсим и EST. И| тех генов и fcST отбирают «тан
jlltJUXTItitfO К игРСЛ1Г.ИКГ1, luiotc l l i  1ШХ cooiBCtCTltyioi 
ИСКОМОМУ ltlf\

1ЛПИ01ШЫП анализ. 11о мере детализации физи
ческих и (ранскрмпиионных карт пшннионжь 
utiuiuumioc ьаргироппние с тн о тп с В  исс более 
популярным при понос (сноп различных забо 
деланий человека.

II  poi рамма • I еном человека *

Работа Iui;iреллн яишен программы «Геном чело 
века* (HG P. HumanGenome Project)официально 
началась I октября 1990 г. п СШ А и ко1гтрсыиру- 
ет ее Министерство энергетики (Deportment о! 
I nergy) совместно t Государственными кисти- 
тутами здоровья (National I:dilutes of Health) 
СШ А. Вс конечная цель cociotn и определении 
иуклсопш оА последовательности всею генома 
человека. Полученная обширная ангтчсскшз 
информация станс: основой для более узких 
проектов исследования всех mohoiciihmx тсне 
гнчсских заболеваний и послужит трамплином 
для и тучекия сложных наследственных шттлтп- 
гиб. В 1990 г. прел полагалось, что работ п рам
ках HG P займет 15 лет, а се стоимость cociunin

2 млрд лолп. За короткое время программа сто
лп медмународиой. сс проекты финансируются 
прлпитслылпами Великобритании, Франции. 
Канаты. I ермшени и Японии. В настоящее прс- 
ми происходит кооперация и координации уси
лий многих государственных и мсхюсуддрст- 
венных ЯГС1ПСТП, частных мшппнкй и 
некоммерческих исследовательских институтов. 
H G P  обширная программа. охшгтытаюШОЯ 
М1м>жестио различных илпрсииспий

Т »  часть программы «Геном недетская. кого
рт* выполняется п СШ А. включает следующие 
поли гостам мы построение теистических и фи
зических карт с высоким разрешением, сниже
ние себестоимости И повышение ЭффСКПШИОСТИ 
крупномасштабною сскденировамия Д Н К  гси 
работав полых технологий картирования генов и 
ссммлитровгпии Д Н К ; ycooepiucHcmoBBinie ком
пьютерных технологий лля обработай и хранения 
Гю.тьижх массивов/uihiuj.x; изучение этического, 
при попою и сслнппьною аспектов жхлелотшшП, 
проводимых в рамках программы Цель послед 
пей подпрограммы состоит и создапи руководств 
для мсслсллшпепсП и iifxiчей и обоежпшлни по
литики ирампелыпиа. кааиошейся ислольэопа- 
имя 1СНПИЧССКОЙ информации. Н рамках лат 
программы «Новые технологии» консорциумом 
нескольких групп исслсдсмшгслсй был полмоспю 
секпенироавн геном дрожжей Sac<hanvny<v% < w  
шйяг(150м п и ) Кроме т о т .  определены пол
ные нуклеотидные последовательности Д Н К  
друvих «модельных» организмов. таких как неш  
годы ( (  cawrhahditib ttetany. 100 м л и ). плОДО- 
илп м> 111 «.и ilkvbuphrfa tttrJtmtif&sfcr, 120 и п и ) ,  
бактерии (/.. 4,2 т. Н.М.). мишь ( М ш Muwuius,
3000 м. п. м.).

Мскоюрые их намеченных на период 
1990 1995 и задач той части Н О Р, которая иы- 
ПОЛНветев в С IIJA, и 1993 г были пересмотрены; 
УП) спи зало с быстрым прогрессом в генстпче 
сном картировании (ти тл * р »  внедрению мик- 
росателлитных полиморфных маркеров м по 
строению практически полных физических 
карт. К 1996 I удалоеI. решить несколько яновь 
шх линейных ходяч Например, и 1994 I. была 
опублмкоишш карта (t спел тескою ) снспдеиия 
человека, которая солгржллл S826 локусов, охга 
тыпакчцих 4000сМ . Хоте только для 908 локусов 
шансы сцеплении составили больше 1000:1, м>
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нсчнли n/югноггъ маркгрст ринки.‘met. 0,7 cM 
(4000 сМ/5826 локусов), •по больше ожиласмой и 
1995 г. плотности карты 2 -5  сМ К 1996 г. било
:Ш11 UUIItpOllAlK) ПОСТрОСНИС ф я  МРЛ’О.ОЙ карпа
ос1Ю1и\иной нл STS, с pa грсшемисм 300 г. п. и.# то 
сети IVIMH STS'CHBl ДОДЖСН Гн4Л nplf.чоанг!kCft tut 
каждые 300 т и. и. Д Н К  человека Однако уже и 
1995 г. была построена полним фи шчетжля карт 
с разрешением 200 т. и и.

Успехи в оптимизации тсхиолати ссквениро* 
камня ДН К  пполне ошушмм, но нс спиц, зф- 
фсктны С 10ИМ0СП. ссигкпи)Ю1ишнм нары осно
ваний снизилась с 5 долл. С Ш А в 1990 т до 0,3 
долм, и !9 % i С 'коросль сскненнровлнни возрос
ло с 10 000 оснований п день I» 1990 г. до 50 000 в 
19% I . К 1998 I предполагается ссквсииропаи. 
80 м и и.. или 2.5%, изюма человека. Если нс 
проиXIидет никаких к яр ди и и н и д изменений, 
то при помощи «фабрики» из 30 автоматических 
сскне наторив, работающих круглые сутки, и 
полного набора физических карт космиднмх 
клонов можно будет секненировать нримерно 
З(КХ) м и. и. Д Н К  ми Ь лет, потри ши нл это -900 
м/н долл С И М . Какие-то время и средства 
придсгея потратим ь сшс на проверку ошибок и 
получение окончательной последовательности 
Однако, прежде чем приступать к реллтаиии 
столь крутпюмоатабного проект, ученые пы
таются Ло5|пься 1нач»пслыюто попышенин ско
рости сскис миронам ми мри помощи шпоматичс- 
скнх флуоресцентных сскксшттороп, и которых 
используется метод Сэнгера. Кроме того, пред
принимаются поиски других способов быстрого 
сскнсниросшннн ДН К.

Чтобы pciyoirpoanb работу над различными 
аспектами всей программы. Н С Р  распределяет 
финансы между IWiHUMM ИССЛСДи|Ъа?СЛЬСК11ММ 
Iруинами В большинстве случаен отоетсгисн- 
носп. д  создание генетических и фиш чес к их 
карт конкретной хромосомы делят между собой 
крупные iu»u|!bi и небольшие ллборширии, ко
торые сотрудничают яруг с другом Некоторые 
in  наиболее крупных исследовательских инсти
тутов занпмлкмея укомплектованием данных о 
1СНСПГНГСЮ1Х и физических картах ГОИОМа. в ре 
зультотс молекулярно-генетических ксслслона- 
llllll генома человек;! появляется oipo%inuc коли 
честно йотах данных о полиморфных юндах. 
STS u. h»hux. содержанки теистических. физиче

ских и объединении* карт, рсстрнкиипмнм* 
фрагментах. геи<кмной дактилоскопии и мук 
лсотидных последовательностях Д Н К  Эти 
данные необходимо собирать, упорядочивал*, 
хранить, объяснить, ерлинмпдтъ, объединять и 
прслостамять другим исследователям как ь нс 
хашом. так и п ококчйтслыюм  пиле. Эффск 
гнпнос использование этой информации было 
бы невозможно без компьютерного обеспече
ния. ик.Iючпюшего в себя базы данных, систе
мы управления базами данных, алгоритмы ма 
1C магического модели родония и программы 
питомятинации экспериментом Область зна
ний, которая занимается созданием численных 
методов обработки информации, шимплстся 
информатикой Гиюинформагика имеет дело с 
компьютерным пшьшэом и управлением био 
логической информацией.

В рамках программы ПОР. касающейся усо 
всршснспюяания компьютерных технологий, до- 
сгипгуты значительные успехи п создании компь 
кперных программ, позволяющих проводить 
всестороннюю обработку данных по геному чело 
века. Созданы зднтлронные сайты, где а  аннали
сты и общественность могут полу'ешь информа
цию о содержании различныххромосомных карт, 
иключаи их nomine графическое тображенне. 4» 
методах исследовании генома и программном 
обеспечении. Например. WNVW-caifT Госупарст- 
нсиною центра по изучению генома человека п 
С Ш А  (hltp://v^3V3V4ihgrl.nili.gov/imkx.himl) содер
жит информацию о программе «Генам человека» 
и множество ссылок на другие п е тр и , шиимами- 
ШИССИ ЭТОТ! проблемой

С салило iiasKta своего сушссгьикшии НОР 
должна била решать этические. правовые н со- 
И1М.П.НЫГ проблемы, святимые с квртированю 
см it ccKiiciMipuiimtncM генома человека, выраба
тывать стратегию, тактику и разрабатывать 
auoHonp«Kiu. rapotn пру клоне отстствсниос 
кспилыопмиис информации по генетике чело
века На самом деле HG P нс стами каких-либо 
прннинииально новых этических, правовых или 
социальных пинрссоп. которые не испип ш ибв 
при проведении мелико*1сиетчсских исслсдо- 
ишшй п целом Однако реа^шзация HG P нсиэ- 
бежно при веде г к иденгификпипи болмиого 
числа генов рьзлкчшах заболепдннй и к опрсде 
дснию послелова-гельност многих и > них, и эта
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информ ация Б у Л П  ИСПОЛЬКНШЪСЯ lip il риэри-
биткс ДНК-диашосшчсских ivcmn.

Здесь (хш к ка л множество пополет для бсс- 
п ежой ста . Нс будет пи 1еиетичгскаи информа- 
iu\я использоваться д*«я дискриминации людей 
при медицинском ст|мчокш»111. приеме на рабо
ту или MMMiupaiiitH? Не приведет ли сс доступ
ность к соиыашюму жтраасиспту? Ike ли меры 
принты , чтобы сохрани и. ко1«ф|иенш!Л.и4ЮСГь 
персона, иной генетической инОюрмшши? Как 
н а й т баланс между нуждами личности и обще
ства^ Обладают пи частнопрактикующие врачи 
и ярами, работающие п клиниках, лист.«точными 
'шлицами по медицинской генетике. чтобы ежи 
могли psi 1КЯСНИ11, папистам смысл конкретно* 
го генетического тестя? Сможет ли генетическое 
консул ктнропян мс умеиипкп. обеспокоен н о е т 
обратяшегося? Нс скджстсм пи отрицательно 
доступность m ict и ческой и и формации нм се
мейных отношениях'' Можно ли килсяпси ни 
то. что улдстсл получить согласие нм проведение 
диагностического теста у лооиточно осведом
ленного пациента? Следует ли предлагать тести
рование п том случае, когда лап нос наслсдстпсн- 
нос заболевание неизлечимо? Как повысить 
образовательный уровень поселения, чгобы оно 
понимало значение генетической нмформации? 
Нй ЭТИ И многие другое попроси. DOJIlIfKuSOIliMC 
при изучении генетики человека, нет олиолип 
них от цента В С Ш А  п рлмкич подпрограммы по 
I I  lyM CIIItlO  ТТИЧССКОГО» ПрлКЮГК’ГО и comuvtMioro 
аспектов теистических исследовании opr.mii ю 
ван иелмй рад McponpiiHiiHi ршрлботны обу 
чающие rpoipaMMu, прокалятся семинары и 
листа шеи для стуоситоп. учителей, врачей. обще 
стем неет. адвокатов и сулей; нсслелоивив вот 
моАМосп* генетического гееппхпшнии мукиамс 
шиша и наследственных |]к>рм рака молочной 
железы, начни ков и кистой кишки, сомины две 
к о м и с с и и  (по генетической Ц|«|юрмгшин II СТГП- 
кованию; по гснсшчсскому тестированию) для 
исчерпывающего изученки КОНкреНШХ lKtllp(>- 
сов, разраба пикники предложении для вырябсп- 
ки «[хедера iMtыч иконок СШ А. которые обеспс* 
мыши бы кош)я(лснишл|1Ность генетической 
информации, получаемой при идентификации 
личности.

На основе этой программы и других исследо
ваний были сформулированы пять основных
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принципов, которыми следует руководствовать
ся при ИС1ЮЛЫПИиНИИ ГС11СП1ЧСЧЖОЙ информации 
и и работе генетических консультаций. право ми 
пппжоиик). конфиденциальность. сирспслли- 
ПОСТЬ, бее I ipHCtpOClHOCTb и качество. Концеп
ция права на антиномию и данном случис озна
чает необходимость соблюдения прав человека, 
обращающегося ь генетическую консулыаиию. 
Например. генетическое тестирование должно 
проошитться добровольно II только после ГОТО, 
как nattneicr вдостаточной степени информиро
ван. тестированию должны подвергаться лишь 
линя, относящиеся I. ipyimc риска, тестирутмие 
лотжнн сами решать, будут ли они «иякомитьсм 
с результатами теста Консультируемые должны
бить хорошо ОСИГЛОМЛГПЫ и всех особенностях 
тести: его прогностической ценности, Мс Л И П И Н 

СКИХ аспектах, характере гераппн, если ыг.1 шп- 
можнл

Обычно рплпстси. «но теистическая инфор
мация OIдичаете» СМ других пилон ЛИЧНОСТНОМ 
информации, полому необходимо прсдусмот 
регь особые меры п|>саос1орож1юс1н, гарант- 
руюшис ес ко1н||НАС11цизыыюсТ1.. Справедли
вость и бсспристрас1иос1ь это довольно 
близкие понятия Досп1П1>то соглашение, чго 
генетическое консультирование должно быть 
доступно веем, кю п нем нуждается Как и и слу
чае coiiinubiiux и м е д и ц и н с к и х  npoipaxiM, необ
ходимо 381П1ГПГП. права умственно неполноцен
ных паш 1Cнтог и остей. Что ьосаси:* качества, 
то iccmpoiKiHiic должки проводить высококиа- 
ЛИф||11Ир01иЧШЫС сотрудники, используя при 
этом надлежащие методы и средства; псе наши 
должны соответствующим образом юонтролнро 
виться, чтобы пфантирсивт» нрамилмюсть их
HCTKVIbTOlUlHIIK.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучая родословные семей, предо латсиных 
несколькими поколениями, члени которых 
имеют четко выраженную патологию. можно 
определить inn наследования мши их гсмстнчг- 
ских заболеваний. Й1ни характер нпслслоканим 
и семьях, можно усганоимть. «пляски ли /ши- 
нос генетическое заболевание аугосомио-до 
мшиштним. аугосомио рсисссниным. X сцеп-
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ленным доминантным или Х-сцсилснным рс- 
IiccciIгi<iiы. R случае X -сцепленною заболевп- 
ния его геи расположен на X-хромосоме, для ау- 
тосомпих болезней хромосом няя локализация 
юна неизвестна. Чтобы картировать ген в спе
цифическом районе хромосомы, можно идсimi* 
ф ипщ чить сцепленные с ним маркерные спи 
па, используя для этого метол МЛ РФ и 
SI КР каршропоннс. Для оценкисцепления меж
ду маркерным сайтом и геном заболевания нс 
пользуют метод махен малы того правдоподобия. 
Порядок расположения П Д Р Ф - и STRP-cnfiTon 
на хромосоме определяю! при помоши анализа 
наследования гаплотипов а группе семей, прел 
стпплснныл тремя поколениями к имеющих 
большое количество детей (С Е Р !I семей), Кро 
мс того, порядок расположения на хромосоме 
уникальных сайтов, илентфипируемыл при 
помощи П Н Р  (STS), можно проверить карти
рованием с наюльэонинисм р«индшюнных ги
бридом. Физические карты хромосом (к о п ти т) 
строят ни основе геномных библиотек, содср 
жаших крупные О  АС. ВАС и РАС) н неболь
шие (кос миды, PI и X) фрагменты Л И К  чслоьс- 
ка, используй S T S -картирование или другие 
голхолы. в том числе геномную дактилоско
пию. Транскрипционные карты состоят из уча
стков кДИК и маркерных экспрессируемых по
следовательностей (E S T ) ,  расположенных 
шюль хромосомы Построение генетических, 
физических и транскрипционных карт облегчи 
ст илентификаишо и характеристику tenon за 
белена и ий.

Аутентичность обнаруженного гена человека 
можно считать доказанной, earn у больных инди
видов и исм найдены тмснсиия. отсутствующие 
и генах здоровых лиц. Для выяплениЯ м>гаций 
часто ксиолыуют анализ конфоршшюшкно по
лиморфизма сушоцепочечной Л И К  (SSCP).

Для iueim*(|»HKauiiH нужного гена челонека 
использую* «четыре метода, В первом m  них, 
функциональном картпропании, на основе дан 
пых о генном продукте синтезируют зонды для 
скрининга кДНК-библиотеки. Положительный 
кДНК-к.ю н, содержащий кодирующую область 
гена-мишени, используют для отбора геномных 
клонов к характеристики гена п целом Второй 
ПОДХОД, КШ1ЛШЬТПЮС КарТНрОИШИС, ОСНОЯЫШ1 
etc* на выборе генов, которые по имеющимся

данным могут отвечал* за данное генетическое 
заболевание. В этом случае проводят поиск му
таций в генах-кацлппатах у больных и здоровых 
и или пи лов и по результатам поиска делают пи 
под, какой из них является геном заболевания. 
Третий подход, позиционное картирование, 
применяют п тех случаях, когда ничего не из 
псспю пи о возможном геме забодсашто, tat о 
его продукте. Этот подход весьма трудоемок и 
имеет множество модификаций. Сначала, не 
пользуя ПДРФ  или STRP-эоцди и данные о 
семьях с исследуемым наследственным заболсва- 
ИНСМ, определяют (ЮНОН лромосохы. п КОТОрОМ 
локализован искомый ген. Затем с помошии зои
лов. специфичных в отношении тесно сисилсн- 
Н М  С НИМ мпркерол. ВЫИПЛЯКТТ КЛОНЫ, охгипыпа- 
IOIIUIC район локализации гена заболевания 
Проверяют геномные клоны или полученные из 
кил субклоны на наличие а них экэоноп. Исполь
зуя данные о нуклеотидных поел слова тслыюстах 
различных экзо поп, в roii или и»юй степени соот- 
РСТСП У ЮЩКХ НуКЛСОТИДНОЙ ПОСЛСПО€ЦПСЛЫК»С1П
гена заболевания. ризра&гтыкзкл crpiucimo по
иск-! мутаций ЧСТИСРГЫИ подход, потишеонно- 
кшдндатнос картирование. с о с т о и т  п картиро
вании iciui заболевания и определенном районе 
хромосомы, просмотре функциошиьных генов 
и маркерных экспрессируемых последователь
ностей, локализованных в том же хромосомном 
районе, и выборе тех из них, которые могут яв
ляться искомым геном. Чтобы определить, ка
кой именно ит геноп-кашшлатоп является тако 
вым па саном деле, используют мутационный 
анализ.

*1 сном человека* -  это широкомасштабная 
исследователи:кая программа, конечной целью 
которой ЯШ1НСТСЯ полное сскпен крова нис гено
ма человека. Различные ее направления включа
ют построение генетических и физических карт 
всех хромосом человека с высоким разрешени
ем: ссквСнпропание геномов различных молель
ных организмов типа L  со//, С clcgamr 5. errv- 
\isiav. А/, mtaculus и A thattana; создание 
компьютерных технологий для обработки и ана
лиза данных по генетическому и физическому 
картированию и ссквгиированию Д Н К ; пифор 
Nupoitamtc общественности по веем проблемам, 
связанным с получением и использованием 
данных no Iсистикс человека, изучение этичс-



М|ыскуш»риии а с и п и к а  челопека

CKI1A, 11|1Л1*1|1ЫХ II CIHIlUVIbliMA UCntKIUS ICMCIII-
чески* nccne/ioitMiitf* Нл :ггом пупа уже доспи - 
ПУТЫ плегагляюшме успехи, и ссп» основания 
поппипк. 'по геном челоиекп будет сскмсиирсь 
нан к 2005 г.
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к о н т р о л ь н ы е  в о п р о с ы

I Что  такое независимое наследование алле- 
лей?

2. Нарисуйте родословную, включающую нгш - 
ре поколения, у  членов которой встречается 
т**юлстшнис. имеющее а>тосомнсьяомииа1гт- 
ныитип нлслсдокшми Пеистрантноеть »л6о- 
ленаиия ихттниист705г. Что такое пгметршгг- 
ность? Как исполняя пенстрштюсл. влияет 
на изучение t снети чески* тибилендний чело
века?

3 Что такое лол-балл'1 Как он опрсдслвстси?
4 Что такое i снстичсским полиморфита'* По

чему полиморфные локусы нажми дли кир- 
7ированки геноп заболеваний человека?

5 Как с номошыо ST RP-чонлоп можно локи- 
литоюп. ten ч&Ьо.пснаннм человека?

6. Что такое банк СЕ PH семей? Как он -рабо 
тает»?

7. Что такое STS? Как определяют хромосом - 
ную локплизанмт STS?

8. Что такое kohtmi? Опишите подробно, как 
строится коптиi хромосомы

9 Как установить, что агитка геномною кло
ни солгржит колирующую облосп. гена?

10. Каково теоретическое обе*, нелишне позини- 
онно-клнлн.шпю! п картирован ни гена?



ГЛАВА 2  1

Генная терапия

Долгое iipcMH м с ш ш с ш  гснпшсл umuMiL'iaci. 
пиний проблемой: упало в. ici птсм пм!стчческ*г\ ос- 
П0«1 1« тТСДСТВС|.НиА сбоЛСВЗ!ПП) ‘(СЛОВСЮ. Были 
ГпфстГхтшны диштшсптскне тесты дли выятпжм 
prt.ii rmuix -шбожчынин у  Houopo>Lu;iiiiu\ иди пио* 
ДО, И Г/О |!Ч результатом пронолилось генетическое 
консультирование семей, относящихся К Ф>ППС 
рис».л. Эю позпатыо иавпттоиить коисутлиру* 
мых к возможности проивтсним данною члбоосиа 
HTtfl > их потомков. Кроме того, иишдл уддыпось 
смрриги. iicr.mtiniur 1юслепст*шн г стоического 
дефекта е помогло кминкнменгозиои терапии, пс-
|С.ТШиЛ1гЛ XpOBlI H ilt НаДЫЧСТШИ ЛИСТЫ

HofTMjL'ii.KtM робот opt.инпм.т often ic si тост си 
функциями множеежа взаимосвязанных гсиои, и 
мутшшч даже н одном »п ш и может имей. самые 
разные последствии. Так, мутации, в результате ко 
ТОрОЙ ИЗМСНЯИСЯ ЯКТИН1КСП. ТОГО ИЛИ ИНОГО Ц к р -
мента, может прикопить к накоплению токсичного 
субстушп или дефншггу соединении, необходимою 
для IЮрмалыюго футисииониронапня клетки, а му- 
твдии и та  1с, кодирующем стру ктурный белок, -  к 
серьезным нарушениям ма уровне клеток, iкамей 
или ор!В1«ж. Кроме пи о, мутации ысиг. зксирсс 
сирутошсмся п поной ткани, может сшшп«са са
М Н И  С С р Ь С Ш Ы М  C )6 | U I< ttt IU I с и н е е м  П р у г о н  9М 1Ш 1 И

принести к пояптсиию множества симптомов На 
пример, мутации и теме печеиншого фермент фс- 
жишш111иасгнЛ|к>м;1С11ПЫ, а результате кото|юи
блокируется превращение Фснишд1иш1т  и тиро
зин, окашвйегг серьезное иишнис ил исрннуюсис- 
TCAiy. У  имлинилуухм, foMivatioiiaifiuin лс«1*екжо
му гену. trim фермент не вырабатывается вообще 
и м пырнбашиоггем в очень небо;наши количест
ва*; тю прпна'нм к повышенню уровнинишенно 
го фенилаланина и кроям, к неправильному <|>ор-

РС

MII|Xinailll№ МИС.ЖПННЮЙ обЦ'ЮЧКП ООКр)Т аксонов 
нервные клгтк иг»приTI.HOH игры 1ГЙ системы и 
как следствие к тяжелой умственной слегал ост 
Эго прождет тс тлОоосшние, |шывисмое фствтл-
ксгонурисн.встречаетсяусвроостждонсчастотЫ! I 
ил 10000|киифождснньи. В каждой ткани орган п -  
мп экспрессируется сво й набор it j  nceit совокупно-
С1И тенив, МО ССГЬМУШХИИ, KOtupuC ПрН1ЮЯ0 1 К Гч** 
целым, зятрсиипакпанм букпилмю race органы и 
ткани: мышцы. глаза, печень, косш. почки, седане, 
нервную систему, кожу. МОИ, жемудаж, кМПГеЧЦНк. 
систему кромстаорсним

Конечном цепью мс/шко-гсистнчссхмх не
смело tmitiill и пл иг ген сочламне методов лечении 
всех нвслелствсиимх аболевамнн В шбл И Л  
нерсчислснм продукты некоторых гемов, карп?» 
ко описаны симптомы заболеваний, которые 
обусловливаются мутациями и л и х  гемах, указа
ны способы их лечения I Ьслсдстосииие заСчэлс 
ш иш  имеют сложные КЛИ11И*?ССКМ€ tipOSUYTCtttUI, 
и их лечение носит по миотм симптоматиче
ский характер. Некоторые нарушения метабо
лизма корректирую! назначением специальной 
диеты, что приводит к снижению уроним ток
сичных веществ в организме, накопление кото
рых обусловливается мутациями и ем i| «лелей 
ных remix. Так. при фенилкетоиурнм. которую 
выявляю i у ноиорожченных с помощью специ
фического биохимического ашмии крови, мп- 
ИШЧЛН1Г без шимм новую диету: Для обиепенич 
cmmutomoii иаслелствепиых юбодеиамий, соя- 
мннын с дефектом определенной) белки, и ж т т  
внутривенно п о  функииоиальиую форму, нс 
вышваюшую иммунной реакции. Такую «заме- 
стИтоямою» терапию uuiortbjyiai, например, 
для лечения гемофилии, тяжелого комбиниро-
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ванного нчмунилефишпа (S O D . 01 mint.sertn: 
combined immunodeficiency) и болезни Ionic. 
11могла /tin компенсации каких-то утраченных 
ф у н ти к  ПРОВОДИТ трлНСПЛиКГаИИЮ костного 
мотгп или других органов. К сожалению, неред
ко и пт сиси ни ос лечение м и о тх наслслстисн- 
них болезнен начинают проводить только тогда, 
когда пациент находи «ел и критическом состоя
нии и удшггем лишь иена мною продлить его 
жижь. Поскольку гс и сп! (мч: кие заболсваннн ча
е т  носят системный характер и постепенно 
припилит г ослаблению организма, разработка 
эффективных методов лечении прслстлапает со
бой непрочную задачу. Сушею иующам гершшя, 
как правило, малоэффективна, лишь немногие

П Ш И П Л и  ЛОАИШ1Ю! л о  старисти и могу* иметь 
детей В  белы й и  истце случаен лечение необхо
д и м о  п р о в а ли ть  м ногократно, оно очень л о р о - 
гос и л .п п с л ы ю с  П о зто м у разработка новых п и 
лон те р а пи и  очень актуальна.

После того кик б ы ли  установлены мплску 
лирные основы граисс|юрмации Олмерип (пе
реноса icMOh из одного штамма п другой), у 
ученых помнилась надеж да. что диалогичный 
механизм -  введение нормальных генов н де
фект иыс соматические Клетки можно будет 
использовать дли лечении млслслсгиеиних ш- 
Ооленаиин человека. Перспективы ic h m o i i  кор
рекции соматических клеток стали более ре 
ильным и в 1980-х гг., к пому времени били
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ратркботины методы пачучения и полированных 
генов, созданы эукариотические экспрессируя»- 
1X1 не векторы, стали рутинными эксперименты 
но переносу герои на мышах В 1990 i была пред
принята первая попытка применении icnoicpu- 
ини для лечения SCI I > ( гибл. 21.1) > двух девочек.

Использовался следующий подход. Клони 
ровднмую кЛ Н К  адсиотинлезашиипы (А Л Л ) 
явелм и лимфоциты, полученные аг каллой из 
нацисток. Мца»1фицироедш1ыс клетки, смитс- 
пирующие АДА. культивировали и и течение 
двух лет с определенной перииличпистыи пюо 
дилн девочкам. Чсрс» четыре гола после начали 
лечении > обеих тшиненш*. иаблкишшсь экс
прессии гена АЛА и отмечаюсь облачение

симптомов SCID . Олилко конинам причина 
улучшении осталась нс совсем иеной был ш эго 
эффсМ заместительной терапии (niiyipimcnno 
го введении лишние кВ и й формы АЛА поли* 
ЭТИЛСШЛНКОЛЬ-АДЛ) или  собсичгнмо теннон те 
ранни Бсспормо одно: этот опыт ооышл 
безопасность генной терапии Слоение резуль 
т ы  бы ПТ получены и дли другие папистов с 
SCID . олкогрсмсиип подучавших оба шил лече
нии. Исследовании были продолжены на биль- 
шехт числе больных.

И соответствии с икималатсдытиом СШ А. 
прежде чем новый лекарственный препарат бу
дет разрешен * применению. им полжем т||ж»м«м 
четыре строю оговоренных спиим П|юверки
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I Доклинические испытании, которые пключя- 
ют многочисленные ихпернменги. мроно- 
днмые in viiro и iu? лабораторных животных.

2. I флэш критических испытаний проводится 
мл небольшом числе (от 6 до 10) шщнс1ПОЯ м 
часто имсп целил проверку безопасности 
препарата.

3. II фота клинических испытаний провидится 
мл большем числе пациентов и имеет целью 
проверку эффект И н н о й  и лейст ния преияра 
7И.

4. Ill фала мимически* испытаний прополится 
с привлечением большою числа испытуемых 
м миючасг исчерпиидюший м ш и ) мвдеж- 
мости и к{»0< м н и м о с ти  препарата, при лом 
используется информация, получении»! ил 
прслылушмх irunax.

Прежде чем начать проверку препарат. не 
обходимо, чтобы протокол его испытаний был 
одобрен и утвержден и сооткстсгауюших конт
ролирующих инстанциях. С 1940 по 1992 г. было 
одобрено более де сти  протоколов нспиглниП

ио генной терапии, махо/шши.чем и I фазе, л к 
1997 г. -  более 200 протоколов испытаний но 
генной терапии разных видов 1жжачсеЛ)сшшх 
иокообразоиамий, icmcmJi h чин. СПИДа, муко- 
виснидо:ш. гиперхолестсродсмим, бокового 
амиотрофического склероза и др. (габл. 21.2) 
Прежде чем прнстутпъ к I фазе клинических 
ИспытлниЛ, необходимо учесть рил важных мо- 
метой: предполагаемое исследование должно 
бы п. маирттеио на разработку методой лечения 
однозначно диагностируемой болезни, ссчлисг- 
снюнать существующим пргшишм про веления 
медико-биологических жепернментовм осушс- 
ггилмтиз! t минимальным длв пациента риемш.

П(ч.кси1ьк> гейма» герапин нрсдсгшиисг со
бой понос илпрвнлемие, л шболепанин, которые 
предполагают лечить с се помощью, столь ри> 
химии, рассматривают множество роших жш- 
ХОДон П настоящее время нее исследовании но 
1СННОЙ терапии илпрапдены на коррекцию icne- 
ткческих дефектов соматических, а не половых 
(зародышевых) клеток. :>го объясняется личе- 
скими и чисто техническими причинами, а так-

Глбтвм* 21.2 Некоторые мГюлсшлмв, гениин терапия которых проходит испытан ни с 1990 г
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жо соображениями безопасности: ведь Л И К . 
iidc/kiiiuim  и половые клетки человека, перглава- 
ласьбы последующим по колеи ним.

В самом общем смысле под ichhoh терапией 
сомлгпчсскпх клеток человека понимают коррск 
цию специфическою наедено пет их о тпбидсва- 
IIHII liyiCM ННСДСНИЛ О КЛСТКу-МНШСНЬ функцио
нального экспрсссирунзшегоси гена. Олшко за 
'ЛИМ простым OIIpCje/ICtfS!C*f СКрЫИЛСГСЯ целый 
рад проблем. Например, как получить доступ к 
клеткам. прс/шл ишченным для коррекции? Как 
исушсстшпъ/юсткаку тсрлиатгюского гена? Ки
таи доли КЛГТОК-М1ШММ1С1» лолжка получить тихой 
ген. чтобы болезнь отступила? Необходим ЛИ ЮЧ- 
ный контроль транскрипции наеденного гена дли 
обеспечении ее хМекхииносж7 Нс вызовет ли 
шОыючиач экспрессия меленного urn# нобоч 
ных эффектов? Будут ли мошфнцлропшиыс 
кагпсм поилерж икаться бесконечно ИЛИ погребу- 
кп ем повторные введения?

Хотя 1СИНИЯ терапии соматических клеток 
делает только свои первые ш и т, ш  ряд ьопро- 
аж , какающихся некоторых наследственных за- 
бапсишшй. ухе получены отпеты Появляются 
псе новые подходы к генной терапии сомлтнчс- 
еккх клеток, которые можно разделить на две 
большие категории: генная терапии in vivo н ex

vivo. Рптрабагыппют и специфические лекарет 
к и н ы  препараты на основе нуклеиновых кис
лот: антисмысловые олигонуклеотиды; Р Н К - 
ферменгы, модифицированные с помощью 
генной инженерии; аллгонукдеелноы. коррек
тирующие 1СННЫС мутации in vivo

Генная терапия ех т о

Гсшиш терапия ex vivo, как правило, включает 
следующие ламы (рис. 21. И.

I Получение клеток от больного
2. Исправление генетического дефекта с помо

щью переноса нужного гена и изолирован
ные клетки.

3. <>!бор и нарашннанне генетически ♦исправ
ленных» клеток.

4 Инфузии или трипешшнтлимв л и х  клеток 
пациенту.

I к  пользование собственных клеток пациен
та (аутологичных клеток» rapamnpyci, что после 
ннфужи или Tpaiicnuairraimii у него нс рало 
пьется иммунный ответ

Необходимо, чтобы процедура переноса ге
нов, используемая для генной терапии ex у ivo.

Рис. 21.1. Слсмишчссьос прсастжлас-
IMB ICJIItoO ICJUIUUI ex viw . П|ЮНСДУ- 
iwi икночвсу I) лолучемиео! папист* 
клеток с генным дефектом; 2) культа- 
ипрапанис мэсмироошспых клен*. 3) 
ipaini|n*».iiimi «icpanciiittvcvfcoM» icn- 
ИСУП КОНСТРУКЦИИ В 1ГШИ1рООЙЛМис 
метки; 4) отбор. шрвшнюнис и тести- 
рогоиие тря1сф1широтшшх клгпж; 
5» трянспямпицию или фптф> шю 
тра1мфмш1ройлинш ш о к  пациенту.
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была эффективной, я «терапевтический» ген 
стабильно поддерживался и непрерывно экс
прессировался. Этим условиям (гтвечлкн векто
ры, полученные на основе мышиных ретровиру
сов. Нет ретровирусы имеют сушсстпенный 
недоспи ок -  они могут нрнво;н1Т1. к ллокачсст 
венной траиформпции клеток. Такую вероят
ность необходимо умсж.илгть, а лучше ПОЛНО
СТЬЮ ИСКЛЮЧИТЬ.

Геном ретровируса дикого lime представ
лен лнуми НДеНТ НЧНММИ ОДИОИСПОЧСЧНЫМН
молекулами ГН К . каждая щ  которых состоит 
111 Iнести участков* ллнипого концевого по- 
втпри (5 Г Т К  «гг mini, hnx terminalnrptar); нс- 
кодируютей поспелоиетслык>сти пси* (ц Г ), 
необходимой для упаковки ГН К  в вирусную 
частицу; трех генов» кодирующих структурный 
белов внутреннего капсида (д о ) ,  белок, обла
дающий функциями обратно!! транскриптазы 
и интегразы (pot), и белок оболочки (cm*); 3 -  
L T R -последовательности (рис. 21.2). Жизнен
ный и и о  pcipoimpycu включает следующие 
стадии. 1 2 3 4

1. Инфицирование клетки мишени.
2. Сшггез ДНК-копин 1енома с помощью соб

ственном обратной транскриптазы.
3. Tp.niciiopr вирусной Д Н К  ичдро
4. Встраивание вирусной Д Н К  и один из хромо

сомных сайтов клсткм-хоияина.

5. Транскрипцию мРНК с вирусной Д Н К  пол 
контролем сильного промотора. докалим» 
канною ь 5*-LTR

6. Транелмшно белков C «g , РЫ и Env •» H in d -  
п. коме

7. Образование вирусного катила и упаковку в 
пето двух ГНК-цепей и малевал обратной 
транскриптазы

К. Выстнэбождсннс цирконов in  клетки.

Дли получения ретровирусного вектора пол
норазмерную Д Н К  ретровируса астрален ют о 
плазмиду, с помощью л 1лонуклсачкою расшси- 
ления удаляют большуючасть кенадеи гемы/»»/ 
и r/iv, оставляя 5 -концевой участок гена gag и 
5 '- и З'- l  TR , а затем рядом с у'-областью встра
ивают •терапевтический* ген, транскрипция ко
торого будет контролироваться 5 '-I T  R -промо
тором; при необходимости .можно встреть и 
маркерный селективный ten с собственным 
промотором (рис. 213). Такая конструкция поз
воляет экспрессировать обо клонированных ге
на На основе пои схемы созданы различные 
|Ч-тронир>сныс векторы. Максиман.мый размер 
ДИК-встанкн. которую может переносить рст- 
ронпрусный вектор, -  примерно К г н. н.

Д Н К  ретровирусного вектора можно исполь
зовать для трансформации клеток саму но себе» 
но к]я{»сктнв»ич:гь лосгавки се в ядро н внгтегра- 
цми и геном клетки-хозяина краппе низка. Поэ-
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Р и с . 2 1 .2 .  I V u c n r i c o u i i i  к а р т а  f i t m m t io c o р о р о ш ф у с д .  у *  п о с л е д о в * г с ш л о с т ь ,  ( л г ы л п в е ш и ш  и» у г и ж о и к у , д е к , 

/дв/ и env облает, мширпшнис cocfinriciin tnu* белок кдпендд, бглок, обладающий активностью оГрлипи 
ipmcKpiumiiM и н и т р а т ,  и белок оПснючкм V -IT R  силгрытт сипшш иммиианкн тр^шскрипиии. прочем 
весь геном трлпскрибмрутпся как Олин молекула ГНК. 3 -LTR  солгркит екпшл nanM&mmaitpniuuim

У LtR
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t______________ в

Рве. 21.3. Гсисшчесмв корги ретровирусного ескторл, несущего ли* гена. Транскрипция îcpancimofecBCoro* 
rviw (Га* X) мнгтрплируекм 5 - LTR-промотором, ipaiicicpmnBiH ссшашното маркерною гена (Nee/) -  miys- 
ренним прочшорои </»). 3 -LTH соисрхмт сигнал Всешменилироваиин. у ‘ - последосвтслыюстц огипствеп- 
ндм м упаковку

У  ITR
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тому была разработана метлика упаковки пол
норазмерной РНК ретровирусного вектора в ин
тактные вирусные частицы, с высокой чистотой 
проникающие н хлетку. ‘по трннтируот встраи
вание соответстпуKHIiей си Д Н К  п геном к.зстки- 
хозянна. Дли ЭТОГО с помощью генной инжене
рии была создана «лпкуюшди» клеточная линии, 
н очном пт участков генома которс>й содержится 
Ду*-сегмент 5’-L I  R-|4g‘3'*LTR (т. с. сегмент, 
ли шеи» noil функциональной -последователь
ности). и и другом —  Ли -сегмент 5'- L'l R гк./-сгп- 
3 -L I  R. Оба ути х  сегмента трлискрибируютси. но 
из-за отсутствия v 1 -последовательности и обра
зовании вирусных молекул РНК меньшего, чем и 
норме, размера формируются пустые вирусные 
частицы При трансфекции/1ЫК ретроннрусио- 
го вектора в такие клетки она встраивается в 
хромосомную Д Н К  и транскрибируется с обра
зованием полноразмерной РНК ретровируса, 
содержащей у'-последовательность 13 таких ус
ловиях ь вирусные капсиды упаковываете» 
только РНК вектори. Образующиеся интактные 
вирусные ч а с т ни можно исподьзовгггь дли ры- 
с о к о эффективной лоепшки ретровирусного пек 
тори в клетки-MMiiieiiii (рис. 21.4).

В «покукцией» клеточной линии нс образу
ются компетентные по репликации ретровиру
сы дикого типа, способные встраиваться в гены 
и приводил» к нсксггролкрусмой пролиферации 
некоторых клеток ( г. с. к превращению их в ро
ковые клетки). Э г о  ЬССЬМИ СуШССГНСННО, ОТО 
бскно если частицы рстроаирусиого вектора 
предполагается использовать для гсной терапии 
соматических клеток человек.!. В качестве меры 
предосторожности нее же провощи рс1улцрнос 
тестирование готовых ретровирусных векторов, 
с гем тюбы выявить ретровирусы дикого типа. 
Кроме тисо. в «пакующей» клеточной линии нук
леотидные последовательности ретровируса и 
векторе локализованы в трех розных областях 
хромосомы, что делает весьма маловероятно!) 
возможность последовательных рекомбинаци
онных событии, которые мотли бы привали i 
образованию компетентного но репликации ре 
tpoiutpyca.

Ретровирусы активно инфицируют реплици
рующиеся клетки. Для переноса генов в интен
сивно растущие клетки мишени последние обра
батывают очищенным»: частиками упакованного

ретровирусного вектора либо проводит их сов 
местное культивирование с производящей его 
клеточной линией, п затем осутсстпляют лиф- 
ферснинвльную селекцию дли разделения кле
ток-мишеней и «пакующих» клеток. Трдислуцм- 
рованпые КЛCTXIl-шипени (тс, и которые при 
помощи вируса была перенесена кештрусния 
Д Н К ) тестируют, чтобы удостовсрться. что: 
I ) б них синтезируется продукт тсрапстттчсско- 
го гена: 2) не образуются компетентные по рсп- 
лмклшш ретровирусы: 3) Д Н К  ретровирусного вс- 
ктора не встроилась в сайт, изменяющий 
способность клеток к росту либо ПреП31ТСТ«уЮ- 
10ии их иормалишму функционированию Пос
ле тсептро калии трлнелут пятнанные клетки на- 
рошивнют и больших количествах и с разными 
и|гтеродв&ми вводят паииекту.

Наиболее вероятными кандидатами для провс 
летит генной терапия ex vivo (рис. 21.5) миляются 
нацисты с штслслсгвстшыми заболеваниями, для 
лечении которых приме!шаг троистивншово ко 
ел «ого Терапевтический эффект трииспллн 
тю ли костного мод з BomoniciuiH целого ряда бо
лезней сними с наличием в нем тоги потентных 
ЗМбрЮМВЛЫШХ СТВОЛОВЫХ клеток, которые UCfpC- 
•аиотси с частотой 10 1 10 \ могут пропифермро- 
иль и дифференцироваться ордзличмне типы кле
ток, такие как В и Т-лпмфотргты (В-клетки и 
Т  тостки). микрофага, jjurrpoiunu, тромбоциты I* 
остеокласты Например, в том случае, когдагенная 
мутоаки нарушает функции макрофагов. транс
плантация костного мозга обеспечивает реципиен
ту постоянный загас компетентных макрофагов.
ПРОИСХОДЯЩИХ ИЗ гш и ули ц и н  ЮТИПОТСИТЦЫХ СТЬО-

зювых клеток.
Геннон нжеиерн ли модификация тош но- 

1С1П11ЫХ епкиюпых клеток С ИА последующей 
инфузией min трансплантацией нацисту ллк 
ыметения утраченного типа клеток или тенно- 
ю  продукта может стать основным способом 
I енмои терашш ex vivo. В качестве примера 
можно рассмотреть дс<|>скт АДА, приволяицш к 
повышению в крови уровня аденозина и дезок 
скале ноли на, токсическое действие которых 
приводит к гибели В - и Т-днмфоцитов и разни 
тию тяжелею иммунодефицита. Поскольку и В-. 
и Т-лимфоиигы происходит из тотипогептиых 
стволовых клеток, перенос в последние функци
онального гена АДА с последующим введением

«К ¥
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• lbi.Vit.auiu* лмкии

I tpniiv UHpV MIUj • 
К.1СНМЦТЛЙ uiiihm

lllTt ‘Г. 'Ml tfUll
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P*c. 21.4. nairyoeiiMr yim- 
MitiiMiioto ретровирусного 
ректор» И any* pa и ibv уча 
СТкПХ XPOWCOM «пакую- 
ooci't» клеммной линии co- 
ДСрЖЯНН ретровирус 11 uc 
m i и  и одисм gag, ii др> 
ГОМ /*>/ и r « i.  Их TpJIIC
«.pillHIIlH контролируете!!
5# l T K -промотором; обо 
у ч к ш  лишены псидкаю-
ГъПСЛЬИОСТН. нсоГодш м оЛ
ДЛИ У1ШКОИКИ (Л |/). «Пл-
КУЮПЩЯ» ДМ1ИИ1 ILICVOK 
ч п . u n i jn v  I tuipyc пме Cult - 
Ml, НО ИМ 1 cncyicmm II 
любоП in  рстромфусиых 
мРНК поел сдо или.-IM lo
c i И, orariLiHCliHOfi ю упа
ковку, oTifUiiyKiioi iiynwe 
лпрусныс к л и е н т  После 
|рИИСфсМ|НИ «1иисушсй» 
ЛИНИИ К-ТСТОК JvrpOMtpyi 
имм юсктироч. содержа»
(НИМ ИСоГп'П1!ММ\К1 Д.1Й
упа копки последователь- 
копь (у* ), е(0 nuiiK fut- 
ме|мгые РНК транскриби
руются И у1ШКО*1Ы1к1НЯСЯ в 
мпекдм. Вмекобоядм* 
мыс кируенмг частим не 
с поступи pvi или троили 
сн п в донном случае содер
жа! •'itpimtniiiMecMtft- ген 
(le u  X ) и селсктипимП 
маркерным ren(Neo')
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АЛ.Л’ Б1Ь4Ч1М1нн mtu-.чыи
t.,i*if>H»ni|4 4r«цини 

ЛД|Х1!С1ЛП1».1ХМК. i |4<um
Синдром Чгялнм-ХвиКи
Xj"ll»r«C4MtH IjMiiyiOtAHv,
A* • мим Ф  *.m u .••
T ft iit  nil. fouic 
ilnjiimni fpl 115 
.102.1111111 винив II 
U - n  un. Xtii<ir|t*
C ll»LW* 1ЧД'ЩЧ1 
Л 'р льу^тит*  1и.|11рглс1:*м1мх

H*Ctt M i l l  HI |MHV III V|MV I и  

U  »*C Mli. М -П Х 'Ъ * aliUMII

lu>nriiAiiii';i\iipHiiivi \ l  шип) 
МИМ|1ГШ1ТИЧГСКв1 ЛН1М»Д1ЧГТ1Х<4111 
АЛЛ •DCWUCUMUll niMMUll

CAIMfillfMIpOMIlUiiil (.•■ЛП1К»Дгфи1и1|
Oowiwiwi

nvpiuw]**.(Jwpn u  iu: 
Pentbyjisptiai лисели «им 
С м с ц к * ; CatupunmuMi 
( ari(#>UIM BICMIlH
T u u c c c m i i n

( HIUtpOM ПиСКЛТТО Одлрич!
X спсилснпвл л|Инмлыи6):1М11(«1М1«

J
fW. 21.5. Н*слсяп1и-*ж»*с- :<iUVi«caiA)iinit я и  лсчсима 
Kt'llpLO llpHMCilMMI Троне шип ITulUlK) I.CK1 llOV ОМОН a

кч ш иш еш у спосоС*лиует понижению и tpocui 
ypow icii аденозина n ле зоксиатсиаж ип и прслот 
ПрИШЛГТ рм руш см пс H - И Т-ЛНМ ф иЦИТРЯ. (  THO- 
лооыс клетки можно получил. Ol САМОГО пациен
та (nnriiMHii.Hi.tM Ш1ришгт) или егг сппместтп.гх 
лпиорп|1, которых обы чно нелегко найти.

К сожалению, то ти и о тсн тн и с  стволовые 
КЛСТКН С1ЧСН1, ТруЛНО МДЛСЛИЛ. И I КОСТНОЮ МОГГЛ 
и кулмиинршитп.. И сследотш ия моек vivo сен- 
1 ЮЙ терн 1 1 IIII S e l l ) ,  им шинного дефицитом 
АЛД. пропо/шли на аутологичных 1 клетках, 
модифицированных с помощью ретровирусных 
векторов. Т-лим ф оциты  имеют ограниченное 
нреми ж нш м , п о ло м у необходимо прополи»^ их 
повторные инфузии П первом испытании двум 
ЛСВОЧКОМ ВШШПЛН С Hit fcpru UIM и несколько ме
си цен собственные генетически •НСПр.ШПСМ- 
ные» Т - клетки, продуцирующие АЛЛ. Наблюло - 
смыМ полож ительны й рффскт, возможно, 
объЯСПМ.^С>1 снижением уровни аденозин* и лс - 
JOKClbU СИОНОМ N кропи II П|>СЛ(П НрЛЩС1ШСМ |Ц- 
бели В и Т - К 1СЮК.

Т-КЛС1М1 —  не uiiiHM itiiblittN система л и с ти 
ки, применись.!* при геммой rcpuniin заболева

ний гемопоэтических (происходящих ю  кост
ного мозга) КЛСТОК. 11рсШ10ЧТ1ГТСЛЫ1СС (хотя это 
нс пепла возможно) использовать пуповинную 
кровь, содержащую стволовые клетки. Так, при 
олнокртном кнсдсини иоиорождемним с дефи
цитом АЛА (1)34* клеток, полученных из нд 
пуповинной крови и транслуцирокошик кДМК 
АДЛ. эта кЛМК полдсржтиддсь и экспрессиро
валась и клетках крови неэртроилнехо ряда как 
минимум IN мес.

В качестве примера успешной ген нон «ера 
ПИИ СХ VIVO С ИСЦ1>ЛК301иШИСМ аутологичных КЛС 
ток можно привести случай с пациенткой, юно- 
гнпутной по рсисссиннпму тему семейной 
гиперхолестеролемим Ее гепатитны были ли 
шены |*иентг.рон липопротеинов ничкой плот
ности (Л П Н П ) и не разрушали холесгсрол; он 
постоянно циркулировал в крови, привода к за
купорке артерий и тяжелой Гхшечии серди». Ле- 
клреттенные средства в imvuvGi i m v  случаях неэф 
ф е ти ш и , a шутит трона нис коронаршлк артерий 
ЛИСТ игпрололжитсльпый *ф|скт

И описываемом случае пациентке у/ш;ими 
около 15% печени, ггпатгшнтм поместили и 
культуральную среду и ввели и них Л И К  реком
бинант юго ретровируса, содержащую кДМК 
ЛГИ(П-рецептора. Зятем осуществили инфузию 
грннслу пиро паяных гсгагтапшон и печень пяцн- 
ситки. где они прижились, экспрессировали 
кДНК ЛПНИ-рецепторв и пырабатмклпи функ
циональный рецептор как минимум IX мес Ес
ли брОТЬ 111 ОСНОВУ ПОКП ЬТГСЛИ СОЛС|ШЛИЯ «111 - 
пилон, то состояние numicinMi )iin*iiircnwiio 
улучшилось. Ьолес того, и ее оргшнпме нс обра- 
юпыпдлисьштпге.1Л к Л П Н П  рецептору.

Гсшшп терапия ex vi\4> оснонлил на трине 
о тп и ли те  юистичсскн молифнннроттных 
клеток. Ilpoimiommuix Тсрапештсский белок 
Использоканнс собстпенных kictok  lumucirn* 
продотвраишп их отторжение, но orpUHiPiitieiei 
сферу npiiNciicttiiN генной терлпии ex vivo. Так, 
числоК.1СШК гканм-мишени может Сиди, нс/нк- 
шючноллм их инысченни и кулынвпрованмк ш 
vitro, нехитрые соматические клетки мс.н|>фск- 
THIVHO попинцАю! Д Н К . а экспрессии клониро
ванного тепл иншлв шиыывасгся временной. 
Поэтому в нлиимщее время рпэрв&згыпмат снс- 
1смы. мнорыг biiiiiniuiBH мсиуталогичные (ксе- 
Horeiuiue, a.LToinn(iir) клетки от иммунною
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ВАЖНАЯ ВЕХА

Создание «иакузошей» клеточной линии и ее использование для производства 
хелпер-пе завис им of ti дефемткн о ре i ронири-и

К Mann, R.C Mulligan. I). ИлНиист*
O W J3 : IS J- 159. 1VB3

Вопрос о применении геном те
рапии IVtCfjie м ш ы ш  споры . МО 
бО ЛЫ Ш ПКТПП y U 'M U X  LiH.'f.tCMW с
1 Ф ридм аном  и Р Роблниом . 
к о ю р м с cm c и 1972 г. сScJttttc 
175: 9i 4 -955) писали: - M u  ечн* 
гаем, что  генам терапии сможет 
O0.1VIМ Л W СПА1ПЮМ14 некоторых 
I а ч лг лет пси них мбодеиянмА че 

снека. 11о п о м >  мсоОхоонмо 
про до лж ать иссле до ва н ии , н а - 
пранле миме на ее р а зк и ш с *
К.-ЮЧСИЫС MUNICH T U  (СИМОЙ НГрй-
iiiui -  ллреенлижчтапки 
писскосо* г а *  и o C v u n c m if c io  
j k c  пресс нм и о п р е д е ле н н ы х  
к ле тк а х и ли  тк а н ях. С начала в 
ft.Jt-tCt.tht «к н о п к о ю  Среде I nit 
ДОС (ЯВКИ « и р л  л с и г н чес к и х » гс - 
MOII p a c c M a ip h iU J ii в е к то р ы , 
по луче н н ы е  на основе п н р у ю н  
чел опека Э г о  В ы ло с т л а н о  с 
н а ли ч и е м  > них м схлии тм о п 
л р о ш ж п о п е н к л  л с ь т и п ф и ч е - 
с».ис к ле тк и. Наиболее м ного- 
ofcllUHOIIIHMIt 1ЧИ1.-ЫИ векторы 
на (Кнош* раровм русов. Н о  на- 
T K IM lU f l p C f p C W l p K  »ТО  И И  - 
фскининиьШ  a re in . к о ю р и н  по -

•реждиет к ле тки  и нередко 
Припалит !• ИХ 1Л(11иГ»СС7ВСИНОИ 
тр а н с ф о р м а ц и и  Н а и б о ле е  
ш ачнм ы м  л о п п ж е н м м  на 
i iy m  пр а кти че ско м  реяли ш 
п н и  t гм ной терапии стала  р ат- 
рпГним! систем ы  д л я  упаковки 
• I сраме и г ичеекм х» генов •• им 
ф ем ш о нн ы е  вирусны е ч а сти 
цы . с о  Арам и шине сп о со б н о сть  
iip itK pciT.ui кем к ю е т ш - х о -
1ИСПЛМ

М анн н д р  CXOfltfpyt'ponetiii 
ИСрпуТО К 1СТГ«|»1)Н» ЛИ Н И Ю  ДЛЯ 
уноконпи p c i point русоо. /Дли 
Л 0(0 они  лстр о пли  (llip vcliu n  
геном с |1р с д ш р 1ггсды ю уда ле н 
ной tipuK O U U iH aft itouicuotta-
Т Г Л Ь Л О С Т М П . OlBCTCTPt'lllinri 1Л

упаковку, и хромосому к.чсточ 
но11 линии, коками ц л к н  усж - 
niiav п priiiнюнит нскифскиион- 
низе нвруснис частицы После 
трлПсфеКННН ли х  м еток Д Н К - 
конетрукиной, которая содер 
жалл носледошпелмюсть. исоб 
холимую дли V и л  К И В К И . и 
тсргисш it’iccMin ген. но не со
держала pet port и ручные гены.

оил уттдкопн пилась в вирусные 
частицы, которые ят*м  inim m - 
киса in иди доставки мера не ши 
ЧССКОСО* 1Г1Ш В мужние КЛС1КИ. 
Э н н  подход Омя гр ии м  на во
оружение другими иселсжоввтс 
л я  м и, занимающимися ic iih o m  
1СТЛИ1ЧП Спустя несколько лет 
мс тя н у то  • пакующую» кдеточ 
нук> ЛИНИЮ (UiSIflMpOKt III II Itta 
других Рируенм» искторор

В 1 % 5  г . имен в виду р**'«уль 
ra m  М а н и л и ;ip ., У .  Андерсон 
о тв е ти л : « В  последнее время к о 
пн и ли сь иЦ|С)СН11111Ы ( системы 
лент деки экспрессии, которые 
ИОЧ1Ч\'1)1К‘1 сделать генную  TtfM - 
•1мк»рсплмин!ь*г. А  22мая 19Й9г 
А н д  ере о н  и его коллеги качали 
первое клиническое пенит анис 
ни гсиноН прим ни Предприми* 
Ш М ППНЮ  по и е лл и п ч н  времени 
ПОПЫТКИ ICIIHOM п р о п н и  НС СП 
л и ш и с ь  особым успехом н о и о - 
лутонм йи цпфорс/лш и» спило 
ICJBCIByvt о  том , что в будущем 
она с т о н а  т е м п е  обычным м е
тодом лечении м ногих забо-цл* 
ИНН.

01ЖТД и позволяют высиобожддть -гераиентиче 
скиМ» белок.

Нсауголопилдо генная тсришт ex vivo вклю
чает выделение ттансспс|цгф|гч»шк клеток, хоро
шо растущих и культуре (например, фмбробли-
СТОП ИЛИ KCpCKItlfOUKITOII КОЖИ, OCrpOlKirrOB МО Kit,
ггиагоцитои iliii миоблпстои). и их (снетмческую 
модификацию с помощью «тсрапсвтичсско* 
ю » la w  14* комбинаты we клетки заключают к 
искусственную полупрошишемую полимерную 
мембрану, черт:» которую выходи! рекомбинант- 
tu.iii бедок и поступают а метки питательные не 
ШесИШ. Мембрана иеиммушмепиа и нс иытыппс! 
сенсибилизации ши и ic I mi н отторжения им план 
тпроиимных клеток. В качестве iu нотису жирую
щего материала используют разные полимеры

альгинат-лодм-1.-дишн -нлиниат, полн:>фир- 
судьфон, ооан(дк|хипт11Трил-ко-ммн11дхдо11ыд).

Док л и ничеекме испытания, нровеяенние in 
vitro И ИЛ МШ1СДЫН4Х жньотиих, ПОКВЭа'Ш. ЧТО 
инкапсулироплиныс рекомбинантные клетки 
мсяут прод1и]српров[т. и длительное ирсми 
н|Ю1ппол1и1. большие количества рсКОХ!бИИЛНТ- 
ног о белки. Чтобы гшиытпгьо1 нрелотнрапггь 
гибель литтомсйронон, при пол мщу К) к иейроде- 
геиерагишюму заболеванию боковому амиотро
фическому склерозу, была про не де ид I фаза 
клинических нетштаний с непользошшиехг ин- 
гл! (сул про ванных клеток. ьыраба1Ы1и<юши\ ци- 
лшрныН исНротро<]>||чсски11 Оюмор (C N T F , от 
англ. сШао newvirophk fattar). Пронслул Силы 
признака бстогж:11пИ. но у нлиись • он с бокопим
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амиотрофическим екдсро.юм улучшения сосш- 
ЯМИМ IIC HfifolKUUUlOCK llp il ИМЛЛЯИТПИМИ IIXKilll-
суянрошннтых C M  F-npoinncxurmifx клеток и 
мои- жипотмих с химически нцпуииршшшым 
повреждением, моделирующим другоефатальное 
нспропстснсратпинос обетование, хорею Ген- 
iiiiii ши». клстхр мо и а ж: разрушались, M enu 
HltKillJCVAIIUIUI K.ICIOK, МЦГШфмиИрОСПМНЫХ С 1141
MoiuiJD генной мнхенсрии находится in* ранней 
стати и решишн*. но может стать тффсклнчшм 
способом доставки терапевтических гсиных про 
душно при лечении Kuioiux кНхшскани11

Генная терапии in v iw

Генная терапии in viw» предполагает доставку *тс • 
рапеншческогоь гена непосредственно и клетки 
определенной ткани iramicirrj (pm . 21.6). 
Ретровирусные uorropu проникают только иле- 
лишнсо- клетки-мишени, однако т »  миишх ткя

• ieraiiciniPimurB» 
irtl. CIIOCttfiKliil 
*К »'|«гщц. ЦЛ1»̂ Н

Рис. 21.6. Схематическое представление генной тера
пии ir ym >. tCtOKHpotuimiuli •тгршптпсский* т »  
| Ген Х> кодирует бело*, toppc>ntp>>>tiiMCi генетиче
ский дефект Этот ген доставляете» к uici iu'.m опреде
ленной ткани паписта с каслсастаенним иболспо
дием и /ксиресспрустси и них. Промотор />. иол 
min рол см которого осушесгаднсв ишнекриппии. 
твдисатсцифмчсн.

иях, ии Kotopiiie илпра влепи гои юн терапии, 
большинство клеток не* делится. Поэтому 6мпи 
рафпботпны ражообрвишс вирусные и пени* 
русиыс векторные системы досттткм •юрипсн- 
тичеект» генов, учитывающие большое много 
пшеиишлъиыч пенней-мишеней (кожа, мыш- 
им. летн е , мои, юлсшн кишка, сслеагнкм, пе
чень, клеил крошг) и расположение их i о р т 
шичс человека «Идеальная» система доставки 
должна обеспечивать высокую эффективность
ПОГЛОШСИПЯ «Т€рШ1С1ПГПЧССК01О» гена К.1СТКЯММ»
мишенями. минимальность его инутриклеточ
ною [XI vyi 11СНИЯ при 1р0И1С(1О|ПГ И luipo II под 
держание уровня жснрсссии. достаточного дли 
облегчении СОСПИИНИ1 больного.

Вирусные си сте м ы  поставки ic h o r

Р е т р о в и р у с н ы е  fit ’ы т о р и

Опыт клинических испытаний с участием Солее 
200 ппш1сн1иь покалшэст, »гго дефектное по реп
ликации ретровирусные векторы нс окаты ил кп 
каких-либо неблагоприятных побочных :и1х1юк-
Ю |1 Тем не менее бсюплсиостн их применений 
продолжают придавать болыиос значение. < ovuv 
на конструкции, шшшкмлм шиммопиргсом, м>- 
тороя содержит ретровирусные I СНЫ Р Ф  И ро/. 1Ш 
холящиеся пип контролем 5' I ГН-промотори. и 
также «тсраиопичсский» вен и ген с т ь упрмиие- 
мме цитомсгаловирусимм промотором. После 
ipflllCljK'MUm IU:i5MOI4*pyC мпускаст (»6p:t jOKif IHC
дефектных по рспликаими вирусных ч а с ти  при
чем вероятность рекомбинации с обрп токи тем 
компетентных по репликации ретровирусов 
очень мплп Вектор может ncpcHOCiftbiie более 3.5 
т. и. и. Л И К . но и длип.1 большиненм потении- 
плишч «теролсати'кхккх» кДНК и теноо с>- 
rtpCCCOpOtf опухолей СОСТПН1ИС1 0,3 2 I. п. и.

В ретровирусную векторную систему ииссс* 
иы дополнительные усовершенствования; уве
личено число образующихся uupycwjx части, 
повышена эффектнностъ трлнелукшш, осущс- 
t i племя гениоииженерная модификация. обес
печивающая их протпаюменне в нслешшнксн 
КЛСТКИ, повышена СЛСЦИфИЧ1ЮСГЬ инфекции. В 
последнем uiy'iac юном |чким6|шлт»и»п) рет
ровирусного вектора ушнюим кается в n6onn»iK)
другого вируса, белок которой и определил сие- 
мифичность связывании ретровируса и спектр



49* ГЛА В А  2!

инфицируемы», им клгюк **>то я ли* пне пая-ищ
ется фСНОТНПИЧССКИ XI CMCIIJIIIHIIHCM ( рйсшкйурс
formation). Фенотип in c ck ii смешанный вирус 
подумаю! с помощью котринсфскцми клеточной 
лишш, которая синтезирует продукты генов fiog 
И /Ч>Л рСЖОМбМННТГПШМ ретровирусным векто
ром и uckixipoxt, ixcnpccciipy кчцим sell Wivflpy- 
loro вируса. Итмсняя ten rnvt можно как cyinti. 
спектр иифииирусмых ПИруСОМ К ICIOK ДО СТрОГО 
определенного tuna, тик и расширить его. Кро
ме того, н ген env рсчропнруса можно гстроип.
нукЛСШИЛИую Н0СЛСЛ0ИЯ1СЛЫ10С1К, к о л и р у ю  

шум» Пентил, который снизывается с определен* 
ным клеточным рецептором н обеспечивает 
внедрение рекомбинант ною ретровируса а нуж
ные клетки. И наконец, можно добиться спсшт- 
фнчностн экспрессии терапевтического гена, 
1Н.УШССТ11Т101 сс и0/1 контролем проматцт, спе
цифичного дли ОПрСДСЯСИИЫХ 1СПСГОК

Аденовирусные векторы  
Аденовирусы инфицируют нслслящисся клепки 
человека и широко используются » качестве жи
вых BrtKtUIH, мпорыс Прс/UM IspniKUH’l респира
торные инфекции и тстроэитернты, нс окали 
нам побочною л е т  1 ним. » т  свойства лелают 
ддежишруси псрспсктипнимп для доставки гс 
мои и клетки-мишени.

Для получения ллсжтирусного вектора про
вели млриисфскцию мгш чиой хинпи. синте
зирующей продукты чпгнейпрусного темд П .  
двумя участками генома аденовируса (рис. 21.7) 
Один ит них можс! с )шсспнийиь и виде плазми
ды n F- сЫ! и содержит вместо П -пбда аи игра
nCVniHCtMUic ICII, (|v!lll(KHpyCMMll IIJrUOnmilH  
МИ послсДогптгдыюстями ндсноиирусл. I» торой  
представляет собой молекулу Д11К аденовируса, 
которая лишена 5'-концевого участка, включаю
щего E I -область, и имеет перекрывающнйсм уча
сток с нссуптсй терапевтический ген плтмклоп  
PeKOX^ilBHlptn между двумя трансфицирующими 
фрагментами Я Н  К в облает их псрскрытиим 
приводит к восстановлению пешшрагмерною 
аденовирусного гена, в потиром вместо Е1-о6ла- 
сш  находится гсралсвтпчссклй ген. Продукты 
гена E I, ПОСШШ1 немые «летком-ХОЗЯИНОМ, ини- 
иннруюгобраюпаннешфуекмх частиц, высеобо 
Адающихсм из клетки в результате лизиса. Кло 
пирующая емкость алсиовирусною вектора

сосши лист околи 7,5 т. п. и В отсутствие рсКОМ- 
бмхлими трансфицирующие молекулы Д Н К . 
обладающие недостаточной длиной, нс мотуг 
упаковываться п вирусные чистим . Всромт- 
ностт. того, что между областью FI о геноме 
клетки*хозяина я  ДНКрскомО)1на»гтмон>НДС*и>- 
ннруса upon юГыст ре ком Си нищ и и с oGpoxuiMiii 
см компетентных ио реплиюиши вирусов, чрез 
пи чиппо мата.

Посте того как рекомбинантный аденовирус 
инфицирует клетку-мишень, ею Д Н К  проника
ет и ядро, тле и происходит жспрсссии «терн* 
ис1П11ческою« гена Рекомбинантная Д И К  иг 
HincipHpyei и хромосому и сохраняется метро* 
ДОЛЖМТСЛЬЖНГ время, поэтому при Проведении 
гемотерапии с испапьклынисм аденовирусных 
векторов необходимо inuiyiim. itx с определен-
НОЙ ПС|ЧН]ПИЧ1ЮС1ЫО.

Аденовирусные юсторм icthwii»toh&tii и кли
нических испытаниях по генной терапии мумшис- 
iiiuo ia. Первые результаты нс гз61шдсживи.ти: ген 
ipuncMCMfipaintoio регуляторного белки, наруше
ния и котором принанят к муховмешишу (C F I  К. 
ел англ. cystn fibrusb tnmstucmbrcnr irpttahvi, был 
перенесем лишь и небольшое число клеток лини
arm, а многократное висление рсюомбиимгпюсо 
аденовируса и низкий урешеиь экспрессии некою 
pwv ддсжтир\оы\ генов привели к ри линию у 
пицистои выражен н о т  иммунного ответа и шбе-
ЛН Т])Ш1СДуШГроШШЫ\ КЛС1ЧЖ.

Эту проблему решали разных!и цугами Па
пример, сконструировали •пакующую* клгш ч- 
иую линию, содержащую Г. I-область и род ллс- 
новируенпх генов, которые не ихолят в состав 
||Х111слуиирующсй Д Н К  и нс попадают в клетки- 
мишени, Затем удалось добиться гого, «либи ни 
o;imi in  алгновирусимх генов нс включался и 
тренсдуцнрукшою Д Н К . Для экно линсари к>* 
вали иллишлу Г. tt4i (28 т. п. и.), которая ибес 
печи идет >кс пресс ню одною или большего чис
ла терапевтических гемов и нс содержит 
аденовирусных генов, и пр» .шплн к ее ммщим
Фрагмент Д Н К  (по 4 п. и.), содержанте точ
ку начала реиликатош адстжирусвои Д Н К . но- 
слелокагеяыюсть. ответственную а  се упаков
ку. и сишаа терминации Длина продукта 
лигировании (36 т. и и.) сошпсзстиуст влиис 
nwiMopamcpiinro генома цпсиоимругя. Зятем 
ИОЛУЧСННЫМ ПРОЛУХТОМ И ОДеИОПИрУСНЫМ ICIIO-
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TpniK<c»i;i(»
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Рис. 21.7. Аюшннрусиыйю м о р  11 к ла к у  хлипка, иесушук» мшсг рирсжлиныК и геномную ДНК.функниси&ль- 
и м и  i c i i  LI ajcitoniipyca. i лолит ясгросниую н ccfm c iгг д.1С11<>11ир)С11(Ио (сними (<>—17 сдпнпим карги) п.ш iwivoy с 
• irpm ii iniriccKitM» гснпм ( ГГ) и умпстоь кномиои ДНК. aacnotiii|T>cA КО c r i i i i h u u  карты). Дпнпп гкт*ш л̂ с 
IWlHIpytH |М1Н1Ш 100ГЛМН1ПШМ. I) рсзу.ц.пос pCKHM&lllUHIIII (icrpaxom il 1IIKIUI) ЧС*Л> игре►.putUUnupiMiK.'W yUH T 
К1МИ Н.Ш1Л1111Ы и ДИК лленопируеа н6|чп)Ос* моле хула ЛИК, :питол.чатш 1 и ui перл ш е ло м у («фусиому ic- 
ному. PcKoxGxtiiajiiион ДНК. слисряилтп • ic|4*.iunin*iii.kitiw i c i i ,  >п.1ми*лци:гсм и wiuxiOuA-Uiciai an iLtcrai 
После juoirut CK>|k u >*u iiiiic c s i пилимые частицы лефгктны (и» репликации llimuimiwa ЛИК nxcunuipu нсостп 
конечной генетическом конструкции, не влияет ни упаковку рскомОпнатноИЛН К С* * ноклзлпо)
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мом без L I -области и тмжлоиатсльиосгн. пт- 
1чпстснной за упаковку, пропели когрансфск- 
пню клстем-хоанта. экспрессирующей Г.I-ге
ны. Молекула Д Н К  адсноиирна, дефектам по 
репликации и упаковке, поставляет гены для 
С1Ш1СЙ1 компонентов nitpyca. л продукт лигиро
вании реплицируется н ynxKouuimctcw и вирус
ные частицы. При этом около 9)%  иысвобожда- 
смых вирусных частиц содержат молекулу ДН К  
с «терапевтическим» геном (генами) С  помп 
ШЬЮ ЦС!Г?рифутр01ШНИН ИХ можно отделит». OV 
дефектных но регишклиш вирусов, которые все 
же образуются 1у незначительном количестпс. 
Д Н К  клонирующая емкое?»»такой системы дос- 
пнист 2Х т. и н

•)<JkJicktiiьность алсиопнрус-опосрелованпсь 
го не решка генов можно повысить. сети окон- 
сгрупропан» вирус. проникающий лрсимуШсст- 
пенно и определенную клету-мишетп*. Дли 
ноп> к ген, отасгствсинмй *» обра адонис нитей 

аденовируса. следует включить посдеооввтсль- 
MC4.IL. KCVtltp} юшую домен белка, который сия- 
iunaeicii с клгточпоспсиифичкым рецептором

Векторы но основе адсноассониировйипых 
вирусов
AjciioaecouHiipoiuiiiHnc пирусы (Л Л В ) - по не- 
болыпне иенаюгенные luipscu человека с одно- 
цепочечным ДНК'геномом (4,7 ? п и.), кото
рый может интегрировать в специфический сайт 
19-й хромосомы Такое название они пиаучили 
потому. ЧТО /1.1М ПРОДУКТИВНОЙ ИНфСКЦИИ ИМ НС 
обходимы белки другою вируса initpyca-rioMoui 
ника), например аденовируса. После того как 
ЛАВ попадает и ядро, ею тоном с помощью по 
димера i клстки-хонинм преобразуется в л  мух 
цепочечную Д Н К  и транскрибируется

OtcyicuiHc invioreHiHHTTM делает Л/\В весьма 
перспективным вектором дли доставки п орта- 
июм человека «терапевтических» гемов Реком
бинантный ААВ получают с помощью Котране- 
фекпни каст хи-хозяина. инфицированной 
каким-нибудь аденовирусом (иирусом-помощ
ником), двумя плашипами (рис. 21 S). Одна и» 
них несет «1срапе1лическнЙ» т » .  «|ьчанхи|ч>нан- 
ный 1Шпсртпроы111Н1.1Ми концевыми повторами 
(длиной от 125 п. и.) ЛАВ. a nuiputf -  дна ею ге
на. п р  и есрь ответственные за репликацию ic- 
но ш  и синтез капекли соопсгстпсннск После

лизиса инфицированных клеток рекомбинант
ные АДВ отделяют от аденовируса С ПОМОЩЬЮ 
центрифугирования и диализа. а оставшиеся в 
образце Аденовирусы (вирусы Тсрпеси) ицпктн- 
нирумгт плгрсплннсм. (Ч-комбинатиый АЛН мо
жет нести ДНК-петшку размером ло4.5 г. п. и., 
не иыи.таст ра начни иммунного отпета, по
скольку не содержит ЛЛ В  тонов. но и не может 
интетриропать и 19-ю хромосому »п- ^  ОТСУТСТ
ВИЯ 1СНЙ ГГ/Х

Воаном in  локзпмичссквч испытаний м|фсь 
типнисть in \tvo траислукшш тспш ош поп  мыши 
(рекомбинантный АЛН вводили внутривенно) 
был» повышен» в 900 ра з с помощью прелтири- 
тс.тыюго облучений печени исюксичсскими до
зами и введения керскомбинантжчо (никой) 
тип»)  ЛАВ Н лом случае кДНК фикторя IX си
стемы свертывания крови («терапевтический» 
ген) экспресс пропилась и течение как минимум 
5 мсс на уровне, достаточном для коррекции де
ф е к т пр»» гемофилии. В I «|>азс этнических Ис
пытаний по генной терапии мукоппиниозя в 
легкие пподилн О ТЛ -А А В -ле к то р ; при т>м не 
р а ти  вилась воспалительная реакция, а вектор 
сохранялся до 70 сут. Чтобы определить, обра
зуется ли продукт гена CFTR»»количестве, дос
таточном для достижения терапевтическою 
эффекта» нужны дальнейшие клинические ис
пытании

Векторы ни основе вируса простоя) герпеса 
Дзя того "ггобм рсцю н аденовирусные век юри 
инфицирован» специфические ппш  клеток, 
нужно модифицировать их с помощью генной 
инженерии. Однако и природе существуют пиру
ем. уже оба Iлающие сродством к определенному

►
Рис. 2 I .X . 1к». гор 1Ы iH-МИИС .UCM OtHUXItlltpOKlIIIKUD 
пир)ев (ЛАН) Ироислсни мнрансфекип» клетки ю* 
замяв. 11нфп1ШрГ1ШШ110И длсштирусом-пстошни- 
ком, двумя iiaaiiMiuuiuii, одна it» kuiojhvx содержит 
*тер>пг1г1ИчссыН»» irit < I Г). фишки ро тны й манер 
v провалим ни копившим maiopaati НТК) АЛВ. а 
другая — ним ЛА8, сплпе»стенные за гепликлино 
(ггр) и ^’прммррЁаннг кдвеил>1 <«л/>). мпорыс нам» 
дакя пил мм и рилом цромотрв <лЗ. и itocucaonaiciiii- 
иоегъ иолшикнилири1Ч111НМ (уо) ВысаоОолнвшнсси 
после лтися частим рекомОяпттюго ААВ н аис- 
т»пнр)са разАГЛнюг цс1гтриф)ТМ)К1иа11Игы. я «став
IIIHiCb лл111И11ф>С11Ы1 ЧисТИПЫ И»ШК1ИП1ф\ЛП lUMpC-
идимем
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жну k k iv k  Так, вирус ириски о lepneca \ типа 
<H$V| )1НфИиМ|))СЧ НС про им 1П1СрС91С1ИруЧГГ II них. 
•well) НЫЗЫВаН > 'HVKWW I ПК К 1 5»4ПйСМЫе «про- 
стулмые» высыпания, a iimoiju -  знцсфялш еле 
tKlbllUM  ИСШЮМ. Вирус lipitcyiVIHyvr If HrtlpOHUX 
U ЛЛК'НТНОИ iJjOpMC, л при cipecce и гормональных 
нарушениях HHiwiHpymn литический инка.

Существует множьхткчабатеваний. поража- 
юши.ч иен1ральную и псрт|>сричсску)о neptuiyio 
систему: опухоли, метаболические к иммунные 
нарушения, ненролегенерапшние mfxvimiHHM 
(болели* Альцгеймера. болезнь Паркинсона). 
Неврологические заболевании, как пропило, бы 
ьают хроническими и приводят к госпиташгза* 
ции больного чаше, чем псе остальные болезни 
имеете взятые. Вследствие тропносто IISY к 
нервным клеткам он является подходящим иск- 
юром для генной терапии таких заболеваний.

Геном HSV представляет собой лнухцепочеч- 
мую молекулу Д Н К  длиной 152 т. п. н. Капсид 
«пру са сли наелся с мембраной нейрона, и его 
Д Н К  флмслоруирустся и ядро. Репродуктивный 
пик г вируса состоит из литический (репликации 
Д Н К  и образование вирусных частиц) и л&гсш- 
ион (конденсация вирусною генома и амина- 
ним как минимум двух нос нашкасмыч латемт- 
НО'ЙССОиИИ|Ч>1иН1МЫХ промоторов) фан.

Злмеюсегментагемима длиной примерно .Ют. и. и. 
ДНК-исглгкон не оказывает вжепюго влияния 
на репликацию HSV, сю упаковку или инкижж- 
иую способность. С  другой СТОРОНЫ, большой 
размер tenош  IISV затрудняет геиеличсскис ма
нипуляции с мим. Для решении «той проблемы п 
плазмиду Е. a>h. кончим может переносить ло 
8 т п и. чужеродной Д Н К . встроили «усеченный* 
геном HSV. состоящий из точки иниииаиии реп
ликации И ИОСЛСЛОШТСЛЬНОСТИ, CmtCTCIBCHHOfl за 
упаковку. Полученные HSV-ngxur г w шные на гнилк 
а м пли конами (пмиликои плагмшми)

Вол мин меню систем поставки гсиоп на осио- 
1ч* HSV предполагает нспол1Лоиамнг вируса-по
мощника. который постя ил яет белки, необходи
мые .гаи рспаикаими и сборки иируса, но нс 
образует инфекционные вирусные частицы. по
скольку ею геном модифицировал и не спосо
бен упаковываться. Для получении рекомби
нантною HSV осуществляют трансакцию  
амлчнкон-плазмиды и инфицированную виру
сом-помощником клетку-хозяина. Д Н К  амплн-

•m

кона реплицируется по гипу «хат-иингшем киль* 
ц»»: wiyipciooW кильисвия ишь траст роЯЬ кйп- 
рииы. л но пнешней Происхиотт разрыв, п к спо- 
волной 3’ концевой О Н  ipytinc ковал tin  но 
присоединяются нуклеотиды. Растущая цепь 
прелстаплмет собой линейную тандемную после
довательность сегментов, компдемстгариых вну
тренней иепи. и. отсоединяясь oi псе. сама ста
новится матрицей дли сингеча комплементарной 
цени. В результате образуется линейная лвухш* 
почечная молекула множественная копни амп- 
ликона. Длина каждою имгымкона составляет 
15 т. и. и., поэтому набор из Ю тандеммых копии 
соиriK-ici нуст полноразмерному геному HSV и 
упаковывается и HSV капсид (рис 21 V).

Рекомбинантный HSV можно получить и с 
Помощью кограисфскции к i c t o k - хозяев, в ко 
тормх вирус может реплицироваться. с помощью 
Д Н К  HSV дикого типа и плазмиды, каюрам со
держи! « с т у п а л  нческий* геи, фланкировав 
ный последовательностями Д Н К  »ы вспомоги 
тельных участков HSV-генома. Д Н К  HSV 
дикою типи реплицируется в ядре клетки-хозя
ина, при -этом и результате рекомбинации ♦тера
певтический* ген может встроиться и HSV-ie- 
k o v i  Затем частицы как рекомбинантного, гак и 
дикшо типа HSV уткоиьшаются н высвобожда
ются m  клеток. Доля рскомбинашнмл HSV и 
обшем иирусном пуле очень мала, поэтому ви
русы размножают, а затем с помощью П Ц Р  или 
гибридизации вмяпляют • гсрапскгичсскин* ген 
м образовавшихся бляшках. Рекомбинантный 
вирус храпят и условиях, не допускающих его 
зпгрятиенмя IISV дикого типа (рис. 21.10).

Ло 1С'11!1Ш'*сскпс испытания ни эксперимент 
глльных жившныл показали, что гены, лоетшг- 
ленные с помощью HSV-васгоррв в мегкм мозга 
и псрш])сричсской пертой системы, эксирссси 
рукттся и тпгтиержппаютсядлтельног племя. Од
нако по начат I ijmn.i клинических испытаний 
HSV-pcKTopoii псобхолимо провеет аоподин- 
телкные исследования.

Невирусные системы лосш вкн генов

В опосредованной инрусами лостиикс генодучя- 
стауют кдеттмысрсиспторм, с пол»шц.ю мпт>- 
рых век гор проинкает и к.1стку-мшис1и.| нс рач- 
pyuiaucbлиюсомными «1»срм4чггами. и иектирнан
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Рис. 21.9. Вектор пл основе HSV-  
ям готкем-п ЛЮМ Н1Ш Тонки ИНН 
цииннн рггишмимм HSV (rvi HXV). 
СИГМА.) УПАКОВКИ HSN И •7С0ЛЛС11- 
nPiCCUlil* ГСП (ГГ) HClpillllHQUl II 
плиимду Г. orif (НЬЧ-пмплнкон-
(L IJ  Ш 1 Ш ) ПреНКЧ^ИГ ТР ЛШ 1|«М Ш К >
•й1СГЧИ-ХО»М1и1. ИИф|Щ11|ЧМ1|||||||>4'
вирусом-hokhmiiimiicom HSV. полу
ченной iLMJiiMiiiioii. ЛИК ямили- 
КОН-ШШММДМ рспищмрчгнн но 
пшу •катшсктоси кччг||,ш1*. lOnmi 
ЛИКОН011. СОО|ЖТСТП>ЮШ1Д Iх>лно- 
ри^срмому ITHOM) USV. у накопи- 
(•.Ivinи И HSV anciW, ктири»! 
flOCTfllLIKCI пндо-помош нш  HSY 
Геном ною вируса не ушковииа- 
cioi HSV-часпшы. несущие мно
жеств мнши «теряпсигмчсскспм 
реки, 1иас1к4(ожлВ10ТС11 при ■in*icc 
LimiM и кслапмутся дли трине- 
нунции нейронов.

IIHV опилим»* noi.u.mtf

Cd™ 5
ixn HSV ТГ СИГНАЛ

tiuu пики IIM

| 1гмм4 4]гм.т.

Омрус m»M4 umiiK MM

k.otit.3-UY«»i|*H

| I рямадуишя 

Kitrnn utruem.

Д Н К  noimincT и ядро. О/пако пирусмыс акторы 
имеют рил нсдосшгкин: они доронхлиящи и чпе- 
ю  облад;нот ограниченной клонирующей емко
стью. что нс позволяет регулировать экспрессию 
•Tcpancimi'iccKoro» гена с iu im itiiu o  1кансспс1ш- 
фМЧНЫХ ПОСДСЛО!ШГЛЬНиС1СЙ. Кроме TUU. IIK- 
русные белки могут ПЫ1Ы1!ЗТЬ ИОСТФЛ1ГТСЛЫГуК> 
реакцию, «по исключает повторное иислснис иск- 
шра. Поэтому били pa ipaCxnaHM невпруеные си
стемы ЛОСПШКН генов.

Самая прости in  них прямое пяслснне 
ДИК-конструкций и КЛС1Ю1 тканм-митсни. Ес
ли в скелетную мышцу мыши пнъсииронил. 
плазмнлную Д Н К . то она проникнет и некото
рое *н(ело клеток, о чем санлсте/иллиуст экс
прессии гст-репортера в течение по крайней 
мере 50 сут. Оанако применение э то т  подхода 
oipninpiiinarics тем. вг т  не нее ткани доступны 
дли иж.скиии,.»кроме тою. нужны большие ко
личества Д Н К  Можно бомбард ирсшать с помо-

зг
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ДИК HSV ЛНК Н $У
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ЛИК HSV
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Рис. 21.1(1. OCipirзонам ис 
HSV псктора t помошмо рс- 
KOMdumuiiii. 11рололчт ко 
тр а п  о с е т и н »  M e i M i -x o w i '  
II» плдзмилой. кагоров 
сопсржт •тгретептичеекпй» 
ГСП. флИНКИрОМШНЫВ после* 
ЛОМ1слиюсгяыи ДНК из 
пспомогдюмшх o&t дегем 
KSV-rcifinnn, и ДИК I ISV ни
кою 1МШ. HSV ICIlUV ГК* 11)11! 
цяруггся и клеточном нлре по 
ии»у • кшжцсик.'я кольца», 
при мим между ф|» 1  дешаын 
ДИК HSV. иходяшимн и со- 

И ДНК HSV 
дикого типа мижп npouJOft-
in рекомОимяиив (uirpMXowai 
линия). Молекулы ДНК HSV 
ли кого ти п  и рс комби nai гг* 
МОЮ H S V  у'ПдишЫ ШККЖИ I 
IjpUM UC «шегиим. пЫСПОООЖ* 
лакиmteIя  и» к л о к и  после 
лишен Вирусы размножают 
и ирснюлш скрининг бляшек 
д-w М«С1Ш1|]11КШ|ИМ рехомСж- 
МЛ1ГП1ЫХ HS\ Получгпмыг 
IISV-ucKTopw хрипл я уело- 
пив*, исключикмимх их »п- 
г ри и пи» HSV дикто itma
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щьк> те иного «ружья» КЛСТКИ кожи или мере:» 
надрез -  метки подкожной опухоли КОНЫОГИ- 
рошшнымн с Д И К  части пакт залита диаметром 
1-3  мкм. Введенные таким образом перелети* 
чсскио гены экспрессируются в тканих-мишс- 
нях, а их продукты поступают в кровь, Эго мо
жет облегчить доставку терапевтического белка 
п ткань-мишень, прямой доступ к которой за
труднен. Однако большинство белков, в норме 
нс npiicyicmyioiuiix в крови, пнакпширукпен 
или разрушаются ее комп центами. Для решении 
этой проблемы нужны  дополнительные иссле
дования.

Проникновение Д Н  К через К. ил очну ю мемб
рану можно облегчить, окружив генетическую 
конструкцию пеку ест НС И ной ЛИПИД НОИ оболоч
кой. образующей липидную сферу (липосому) с 
водным содержимым. Созданы лшюсомы с са
мыми разными свойствами, например катион
ные днпосомы. поверхность которых заряжена 
положительно; они сия иj каются с огрпцгпельно 
заряженной милску/юй Д Н К . образуя Д Н К -ли -
пидный комплекс (лппоплекс). Липоплексы 
легко образуются, относительно нетоксичны И 
исиммужиснны, но эффективность переноса 
генов с их помощью невысока. поскольку боль
шая часть Л И К  после попадайил в клетку тлхна- 
гъгоастс* лтосомами »* ралщптетсв Так. в «го
ном in  клинических испытаний по генной 
герагии муконнецшюча с исп<1пьижянт*у комп
лекса липосома— C/T/f-ген частота трансфекции 
клеток натального эпителия оказалась лоиоаыю 
ншкой, 'л экспрессия гена -  нелршщл Ж те ль
ной.

Для доставки о клетки крупных генетических 
конструкций (М О  т . и. и.) с помощью эндооом- 
кого клегочного транспорта, позволяющею IIJ 
бежать лиюсомниго разрушении Д Н К , образу
ют ктгьюгят Д Н К  с другими молекулами. Дпя 
этого no/iii-L-jiitaifii мжшдешно сшиваю! с мо 
пскулой, спяливающейсп со специфическим 
клеточным рецептором, л штсм добавляют 
Д Н К  В результате получается компактная, 
плопю скрученная структура (тор), на ьнспшей 
поверхности которой располагаются сайты сом- 
1ышишя с ююючкым |<истором (рис.21.J I). К 

сожалению, подобный конъюгат, несмотря на 
спою СНСЦИфИЧНОСТЬ, обДДДПС! НИЗКОЙ kJmJx k -
ПИП1ОС1Ы0 трансфекции- Bee соуынпис к на

стоящему времени негшрусныс системы достав
ки имеют два основных пел остатка: I)  шикай 
частота трансфекции. не позволяющий достичь 
нужною терапевтического .ч|н1хмл. 2) нейро- 
лолжительнос время экспрессии •чершк-втнчс 
скою» I гы!, не обеспечивающее эффективней 
.чтения.

Возможно, пещшдязиш гсриналпчсским век
тором станет искусственная хромосом челове
ка. Эго снизано с; 1) ишможнопмо включения в 
нее протяженных сегментов чужеродной ДН К  
имеете с полным набором рстулятирных зле мен 
■гон для олного пли нескольких «терипсктичс 
с кил» «снов; 2) возможностью использования 
icHOMHoru варианта «ггералемшческого» гена, 
обосиечишющею высокую д И е к ть н о с п . его 
Экспрессии; 3) стабильностью «терапевтически 
эти* гена н сю длительной экспрессией кик в 
пролиферирующей, так и и недели mcitoi клет
ке-мишени.

Искусственная хромосома содержит три ск. 
ионных элемента: кониспыг участки (теломеры). 
центромеру и точки инициации репликации. 
СмНчггн;» теломерных областей хромосом чеяп- 
вска x«ipocno изучены, чего нельзя сказать о цен
тромерах и точках инпниацни репликации, и су- 
шсствовнлн оп&сснмя, что искусственную 
хромосому человека не улдстсн сконструировать, 
пока нс Пулут досконально изучены все ее эле
менты. Однако где получены и пениержвиакпен 
в трансфицированной культуре клегок стабиль
ные линейные искусственные хрохкюпмы чело
века (микрохромосомы), соспшщие щ  множест- 
Iffl ДНК-повторов (ЛЛИ1ЮЙ ОКОЮ I ы п. и.) 
цс|прочерней обдасги Y -хромосомы, нысокомо- 
лекударных фрагментов геномной Д Н К  и тело- 
мерных участков В их центромерыую область 
был встроен ген устойчивости к неоминипу, что 
noiBivTscio испольэовап» среду G4IR в ь т о и е  
еепсытоюй. В нескольких G4IK устойчивых 
клетках бил и обнаружены микрохрпыосомы дли
ной ОТ б ДО 10 M. 11 IL

Дее ил грех мнкролромосом бичи получены 
«усечением» существующей хромосомы. В од
ном случае исходная центромера была сохране
на, л в другом иолснсна 1раш:ф|'иир14ШН11иН 
исп1р1гмсриой областью Третью, полностью 
Искуси Вен нуЮ микрохромосому 1М1ЛуЧ1ЫП лн- 
I нроьлппем «п vitro трех 1рапсфнии|М)нан11ых
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Псмм I .’iinivi Jlunivj IT

l i i n i i i i i
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I 'mc.  21.11. Си«*ссм4» диетики мгрлпем- 
п т с к м х »  rciч т  t  >»С11Ш кш *ан|*м 
Д И К  1 1 >1пжид|«| Л  К  noдм I - т ш п )  
пгишн1чдки л и ти и  СОСДИИНКНИИИСЯ i
поверхности" кепочным ренет*- 
ром, »» дебилы»? ЛИК содержащую 
•TtpurimrirtKNA» ген. В результате oCv- 
рв*УСКМ ЙСМ1ЛСИСИРОЮМ1ШМ CtpVCTVpM. 
па поверхности котором распили пит с» 
minui/iM. />, ЛИК-мип|К>тт еаюммстсм 
соспс1Шфкчссм1М urri*4HiiM peucirro- 
jh-m ( i )  и обныгакппдоем м гн рн ю О 
trcuGpiuiul) (2) c oGpaauuMiucxi лтосо- 
mw О), которая мншпип cm ш яию- 
сом. b энлос-оме чшгп, молекул ДНК 
пиехшбоклаггеч in Koiruoma и npotni 
•curt II Mil|M> K .CTMI (4). f дс и происходи! 
чкепргсен» *irpannm*w*.rfu^ trim.

Д Н  К-элсментов. Ясно, что создание искуссг- 
PC иной хромосомы ЧСЛОНСК11, содержащем «тсра 
llCBTIf4CCKIlil(c)» гсн(ик вполне реалию, но ос- 
MOIHOI проблемой станет доставка nofi 
огромной молекулы Д Н К  в ядро клетки-мише
ни. Кроме т о т .  экспрессии генов, входящих а 
состав ДИК-блоков, in  которых построена ис
кусственная хромое ока, может оказывать пред» 
ные по псиетиим ни клетки-мишени. Дни начала 
и ткани нациста можно попытаться имплант

ронать инкапсулированные метки с искусст
венными хромосомами.

АКТНШ Ш ИН lIpi'.TIIICCTHClIIIHh;!
лекарственного вещества 
(* про; к: к а р е т а » )

Несмотря ни широкое применение хирургиче
ских методом течений, лучевой и химиотерапии, 
злокачественные Houooftpaioiuniiia но пре* не
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му ОСГОКПСЯ ОДНОЙ ИЗ ос конных причин смерти 
людей, поэтому задача разработки иопыа спосо
бов их лечения шляется ьссама актуальной. Од
ним »п ти*их способов является уничтожение 
пролиферирующих опухолевых клеток с иомо- 
шио гпнкиклоинра (G C V ; 9(1,3-д1иилрокси-2- 
11|н)1юкснмс!ил)|уи1шма|. активированного 
продукта гена тимидиикимкзы вируса простого 
герпеса (HSVl*). Дли этого проводят «п vivo 
трднедумиио или трансфекцию опухолевых
клеток ICIIOM HSVrt, НАХОДЯЩИМСЯ пол коигро- 
леи активного промотора, а через несколько 
пней вводят пшпикломф. Вирусная тихииинки- 
наэа фосфорилируст ганфосюаир с образовани
ем гвншиикяшрмонофосфаш. Кинниi клегки- 
хочинил почти нс ф<ч:фюрилир)№г панцикловир, 
зато охотно присоединяют <|,<чд|шные группы к 
ею монофосфвлу с образованием гснпнкловир 
три фосфат, который интбирусг ДН К -поли- 
мсразу и останавливает синтез Д Н К . вызывая 
ГПбеЛЬ И|Ч)Л11(||СрНруЮи1НХ К.1СГОК. КрОМС того, 
через межклеточные контакты пШЦМК'.отагртри- 
фкзефят может проникать в нстрон сфи пиропам - 
иыс опухолевые клетки, привели и к их гибели. 
Олин экспрессирующая геи HSV/A опухолевая 
метки мажет уничтожить ло 10 нсыодифициро- 
плннмх клеток. Эп> явление называется «эффек
том СВИДСТСЛК*.

Ген» вызывающий при определенных усло
виях шбель собственной клетки, называют ге
ном «самоубийства». я термин «пролскарстпо* 
относится к неактивной форме лекарственного 
вещества, которая активируется с помощью дру
гого компонента тсрапсвтчес&оН системы. Pai- 
робСЛВны и другие комбинации •пролекарство* —  
ген-активатор, но система G C V  -HSVA' не паль- 
зустсм чюце других.

Эффективность системы C iC V -H S V rt дока- 
эанп целым рядом доклинических испытиний. 
Однако I фаза ее клинических испытаний, в ко
торых участвовали больные с терминальной ста- 
дией река, нс покатало регресса опухоли. Воз
можно, ген HSVrt был гранслуцнро'шн и 
слишком малое число опухолевых клеток и, нс- 
смотрм ни «эффект свидетеля*, не мог подавить 
рост опухоли. Н настоящее время разрабатыва
ются новые подходы, которые смогут ПОВЫ СИЛ, 
частоту тринсдукции и лоетшмпъ геи HSVrt п 
метки по всему объему опухоли.

Дли генной терапии рака разработаны также 
комбинированные подходы, исиолмуюшие две 
розные системы генов. В одном из них сочета
ются G C V  HSVrt-терапия и генная иммуноте
рапии (рис. 21.12). Одну часть опухолевых кле
ток грлнедуиирукп геном HSVrt, другую 
клонированной кД Н К  (или геном) одного из 
иитокиноп Цитокины (интерлейкин 2. и те р - 
лейкин 12 и другие) играют роль сигнала. моби
лизующего метки иммунной системы истиму- 
лируюшего иммунный ответ. Показано, что 
опухолевые белки, которые внетюбождаюгея из 
клетки, уничтоженной в результате терапии с 
помощью гена «самоубийства», езшгмодейст 
ют с иммунными клетками, привлекаемыми к 
месту локализации опухоли 1птжмиом. и эап> • 
екдюг противоопухолевую иммунную реакцию 
Кроме того, иротипоолутолсвыс антитела, по
ступая в кровоток и циркулируя по всему орга
низму, предотвращают появление метастазов

Этот подход к тайной терапии рока би л про 
верен экспериментально: к печень животных 
ишешигпровалм клетки рока толстом кишки, 
раздельно трансдуцированныс генами HSVrt 
одного из цитокинов. Введение гонцмклопира 
оепшитивало рост опутали в печени Опухоль 
нс возникала и при i .h c j c b h w  негрпнелуииро- 
панных опухолевых клеток и другие ткани тако
го животного. У  контрольных животных в а ш - 
логичиых условиях происходило развитие 
опухолей но всех местах введения нетрлнелуцм- 
рсолмиих клеток рака толстой кишки. Несмотря 
на столь многообещающие результаты, прежде 
чем приступать к клиническим испытаниям те
рапии с использованием гена «самоубийства» 
или различных комбинации генной терапии, 
необходимо установить, какие огсухпли будут 
поддаваться такому лечению и не вызовет ли 
оно побочных эффектов.

Лекаре г венные средства на основе 
0.!Н1СИ1>КЛС0ТМ лов

В большинстве протоколов генной терапии сх 
vivo и In vivo используются клонированные ie~ 
нстичсские конструкции. 1ючмешиюшис фхуик- 
нионадьтгую фюрму белка, который нс синтези
руется п организме больного или синтезируется 
в дефектной форме Однако м н о т  с заболевания

У)У
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llirrpoil. I и 2 -  -лопни.
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(IG F  IK ). 11з\1шншнеск побрит*юй ориентации 
иол мистралем мелил сшюнеимопосо иромото* 
pa, аь нитруемого Zo$04 IG F  I вырабатывает
ся h НЗбыТОЧНОМ КОШ1ЧССП1С КЛГТКЛМИ ХЧОКИЧС-
сг венной глиомы, наиболее риснроараненнив 
опухоли головного хюзгп, a IG F -1К - клетками 
карциномII прсдслггсльной железы

Вектор, обусловливающий синтез «ингиемм- 
словон» мРНК IGF I, трансфицировали и куль 
ОРУ клеток миомы. Если  ZnS04 и культураль
ной среде елсуТСтткяшл, то гиперпродукцил 
IG F  I ог.ухолмо сохранялась. если же и среду 
лоба1иилм ZnS04, то они исчезала. В друз ом же- 
пери менте изучали последствия 1шслсния кры
сам нетраисфиимрованных клеток глиомы и 
клеток, трансфицированных «антисмысловой» 
кЛНК K iF  I В первом случае опухали рашишь 
лись. а но втором -  ист,

Гели клетки карциномы предстательной 
железы крыс, трансфицированные «антисмы
словой» кД Н К  IG F -IR , вводили мышам, го у 
них образовывались лишь нсболыпис опухоли 
или нс образовывались совсем. Если же им 
кподили иетрансф1НН!роШ1Имыс или транефн 
имронаннме нормальной кЛНК IG F  IR клет
ки, то разнимались опухоли большого размера. 
По видимому, в обоих случаях «антисмысло
вая* РН К  гибридизустся с комплементарной 
ей мРНК и ингибирует трансляцию IG F  I и 
1G1 IK , предо! вращая пролиферацию опухо
левых клегок.

«Лптисмысжиш** auitOHytc-ieominht как 
аекорстватш средства 
Гервпсвтчсскии эффект синтетических •анти
смысловых)» олтонуклситилоп зависит от сне 
мифичности их гибридизации с доступным 
сайтом мРНК мишени, устойчивое!и к дейст
вию неточных иуклевз и наличия системы до
ставки и м етку 1$-20-нукле<тиныс последа 
нательное™ гибридитуклсм с уникальны ми 
мРНК с достаточно высокой специфичностью. 
Потенциальные сайты мишени определяют тес
тированием набора «антисмысловых» алшону- 
меогидопс использованием культуры меток, 
сшпсэнрутоншх мРНК-мишснь. Для этого иро- 
поляг гзлскзрофорс11!ческос радделеинс к Ш Ч *  
нмх белков, п которые включают радиоактив
ную метку во время трансляции, и с помощью

$06

радио.*в mi рафии устанавливаю!, в нрнсутст 
вии какою ит «чнггисмыслопык» олигонуклео
тидов снижается синтез определенного бедкл 
Никаких общих критериев выбора нвилучших 
сайтов-мишеней в разных P H К-трамскртпах 
не существует. Эффективными могут оказаться 
апшоиуклсотилы. комплементарные 5 или 
Г-концам мРНК. границам жзонов и ннтро 
нов и даже лиухиепочечным областям Олиго* 
деэоксинуклеотилы разрушаются внутри кле 
точными нуклеинами, поэтом) важно чаши п т .  
их суг действия иоследш!\ так, чтобы они нс у-трс»- 
т л и  способности к шОрнлизании с мишенью 
Для этого модно модифицировать определен
ным образом пиримилиповыс основании и яс- 
зоксприбозу (рис. 21.14). Гак. у наиболее ши
роко применяющихся сейчас «антисмысловых» 
аэигоиуклсогцдоа свободный игом кислорода 
фосфолнэфмрноИ связи заменен ни сульфо- 
Iруину (рис. 21.14, К), и результат чгго образу
ется пкч|>осфатняя связь Модифицированные 
таким образом олигонуклеотиды растворяются 
и воде. несут шрмплтельный варил и не расщеп
ляются иод действием чидонуклеа i. При гиб- 
ридимцни с санюм-ммшснмо они образуют 
ГН К  ДНК-дуплексы, которые активируют ри- 
боиуклеазу (PH K iuy) Н . змдогенный фермент, 
расщеп:зиюшин мРНК п гибридной молекуле 
11|чшелгпм первые клинические испытания га 
ких олигонуклеотидов -  лекарственных средств 
«первого поколения» Мише-ними являются 
РНК цигомсгалопирусл, вируса! иммунодефици
та человека, п также мРНК ittion. о merer венных 
за рашшис рака, болезней кишечника и яруги* 
заболеваний.

Синтезированы «аитнемыегкшыо олигонук
леотиды с фосфорамшштной и полиамидной 
(пептидной) связями (рис. 21.14, // и /) Такие 
молекулы очень устойчивы к действию нуклсаэ 
Химические группы, приссчглнненныс к 2'-утлс- 
1>одж1му этому сахарного оелпжа и С -5 -этому 
пиримшииюп, также шшццаюг •лнтжмысло- 
nwc* олигонуклеотиды и облегчают их связыва
ние с canюм-мишенью (рис. 1.14, JJ и /Г). Все 
преимущества этих и других модификаций сей
час интенсивно изучаются

Проникновение «антисмылоиых* олигонук
леотидов в клетку можно ншчшельно облег 
•пт., помести их н лнпосомы. Гакам высоко-
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Рис. 21.14. Модификации •ин11К МиСЖ1М4Н*и'1ИГСЖ>- 
хлсш идоп. А. Фосфит m|iii|4ui»i i ил и. /. I тЧч к ф т  
напиши*. // Фос4«>рам|цшгнли itmih. / Попиамил- 
иаи си»* и. (пеи/ильдя нуклеиновая кислота) Д 
?*-О-мстн.фи0о л 1. L  С -5-|ф ОПИННликттаи.

>ффсктиття с послы доставки позволяет ис- 
полияю т. "антисмысловые» а п к го н у к ^ ш м  п
ИСбоЛЫПМХ КОИ||СКф014ИИЛ. 1-СЛП ЖС МЛПЖЛИрО- 
МШ. лпиосомм с сайтами сги» плоимы, специфич 
кыми для определенных клеток* то м о ж н о  (Чд п  
ОСУШССШЯМТЬ алрссную ЛОСПШКу ОЛМГОНукЛСОТИ' 
леи.

Проведенные локзиивчеекмг иелмтпим 
показали. ЧТО •ОНТМСМЫСЛОПМС- ОЛИГОНуКЛЯЬ 
гиды являются иесии ф ф е п м тш м и  лекар
ственными средствами. Изучена возможность 
ик Применении для лечении ofсжил коронар- 
iitix и сонных артерий, который прш ю дт к 
инфарктам и инсультам В *гих случаях часто 
прибегают к янпюпластикс, расширению нр- 
icpiin с помощью баллонного катетера, но 
примерно у -10% больных через 6 мсс вновь 
ВОЗНИКЛИ;! С1СНОЗЫ* поскольку AHI исшлостика 
стимулирует пролиферацию гладкомышечных 
меток и секрецию межклеточного вещества 
по внутренний слон артерии в месте се росши -  
ренин. В одном из экспериментов п сонные 
артерии крыс после сштопластикк пволили 
«антисмысловые» олигонуклеотиды с тиофос - 
фнтными снятыми, комплементарные мРПК. 
которые кодируют важные или клеточною цик
ла млекопитающих бедки; н результате частота 
повторных стенозов уменьшилась на 90Ц 
Пролиферации гладкомышечных клеток иркэ- 
исходит также при атеросклерозе, сахарном 
диабете, осложнениях после коронарного 
шунтировании. Вероятно, все эти состоянии 
можно будет контролировать аналогичными 
способами,

•Антнеммлоные» олигонуклеотиды можно 
применить и для лечения вирусных инфекций и 
малярии. Кроме того, результаты I фазы клини
ческих испытаний лечении болезни Крона с ik>- 
мошью орального введения «аНТИСМЫСЛОВОГО» 
олигонуклеотида проиллюстрировали четко вы
раженный терапевтическим эффект без замет 
пых побочных эффектов. II этом случае мРНК- 
мишемь колировала межклеточный адгезии 
типа I, который 1ыргблтыижпси и избытке у па
циентов с болезнью Крона. I Ipcatюлагастся ис
следовать ффстпи вноси* этого же о лм тнум г- 
отидн дли терапии друтих воспалительных 
заболеваний. например реям лгошшлго nprpimi, 
псориаза и язвенного колита.

В принципе •антисмысловые* олиюиухдео- 
пшы могут образовывать тройную спираль с 
хромосомной Л И  К мишеньх^ и блокирован, 
транскрипцию. Однако пока специфичность 
•анттиеннмх» илитонуКЛестгндов нс ссютпсгст- 
вуст стандартам, принятым для лекарственных 
средств.
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О/иионучисотиды, связывающиеся с белками: 
аптитромбшимый аптамер

BjtoK»tfH>naii. экспрессию гени-мишсми можно 
нс только к  помощью «антисмысловой» тера
пии, но и введением п м е тку  олигонуклеотида, 
и н о м i&tю те!ос* с  i\ m :  юром lp a n c h p u im m i  и л и  

трансляции, однако этот подход пока недоста
точно изучен. Далее, поскольку нуклеиновые 
КИСЛОТЫ СПСХоСжЫ СВНЗНвЛ IHCH с белками, МОЖ
НО спите зироотъ такой ол и гонухлеотмд (гак на 
эьювемый аптамер), когорый будет присоеди
няться к определенному белку, и норме нс 
екзеенному ни с какими нуклеиновыми кисло 
томи, и блокирован. е ю  функшно. Так, анти 
тромбиновый uirruMcp может стать недорогим 
средством профилактики громбообразоиання 
при раШИЧИЫХ XlipypilOlCCKHX нмешлге.пьстиих.

Для ею получения использовали набор хи
мически синтезированных шшгонуклеоти юп. 
состоящих iu 1Ь-нуклеотидных фланкирующих 
областей (праймеров) в центрального 60-нук- 
лсотмдного участка, где в к л а н ы  и i 60 положе
ний может находиться тобой и • четырех нук
леотидов. Теоретически тиком набор содержит 
примерно 1,3 • 1 0 ( 4 * ^  олнронуклеотклоп С pav 
пои центральной иослслопатслыюслл). Обра- 
зец пропустили через колонку, содержащую 
связанные молекулы тромбина, присоединив
шиеся к тромбину олигонуклеотиды элюирова
ли и повторно пропустили через колонку со спя- 
тинным тромбином гУт\ процедуру повторяли 
нс менее грех раз. Конечный набор тромбино
вых аггглмероп амплифицирошпи с помощью 
П11Рм клонировали , пекле чего определили фм- 
апсскис и биологические снопеiна каждого ит 
них. 1с шгшмери. которые оСиьыпли высоким»* 
сродством, специфичностью II антмтромбино- 
ВОЙ активносп.ю, отбирали дли более детально
го ШТШ11Ш.

Таким обратом был подучен эОДкетанныВ 
акштромбиновый аитпмер. К сожалению, вслед
ствие ммсио времени жизни in vivo его можно 
использовать только доя временною иншбиро- 
нлния функции тромбина (например, при карино- 
иулыиошрном шунтировании), а в тех случаях, 
когда Необходимо лдитгпымя- иы/пччц* npoittiuv- 
свергывпющич мписсти (например, при atuifo- 
пластике). ext неприменим. Очевидно, что опи

санную процедуру идентификации .ипамерои 
можно иснолыоилть н и случае других бел кеш- 
мишеней.

Рибазимы как лекарственные средства 
Киботимм эго природные РНК. обладающие 
каталитической x k i i i u h o c i i j o  (РНКферменты); 
ИХ СубСТрлГС1Щ-1ЫПа10ШИН домен присоелиняггся 
к комплементарной РМК-мшиени с помощью 
водородных и, возможно, лрушх связей, а wmi- 
Л1Ш1ЧССК1(Й расщепляет ее и специфическом сай
ге Модифицируй субетрстгсвязы 1иющую после- 
лопзтелмкнгть, можно получить рнбошм, 
специфичный IIотношении определенной мРНК 
(рис. 21 15).

Создание «терапевтического* риОонпы -  
сложный процесс. Связано это с трудностью по
лучения больших количеств сип (стпчсских РНК 
и сохранения их в нативном состоянии й метке - 
мишени В одном h i экспериментов синтсшро- 
пали илнголстоксинуклеотид, который содержал 
каталитический домен (примерно 20 ьуклсогн 
дои), фяпнкнропаииый гкбртппуюшимися с 
мРНК-мишенью иосмлопагсльнобгмми (они же 
выступали и роли праймеров), амплифициропа- 
ли его. встроили и эукариотический экспресси
рующий вектор и трансфицировали полученной 
конструкцией клетки. Образовавшийся после 
транскрипции рибпчим расщепят мРНК ми-

1
5*------  ------ У  мРНК

У  У

л  ^  а
(

• С . р|4ю:и»1

А __ Сси

Ряс. 21.15. l\juncuicniH* мР|1К «ищдейстппсм puGtrui 
мк P»i6ourv, с><ч:гратс1Э1зы1ШИ1ШИМ димсл мтгорол» 
модифицирован с помощь*» генной инженерии. п«б- 
piCBi iyvicM с мРНК мишенью п расщепляет се я сие 
пифическом сайге ( i k i m i i h u  стрелкой), (И з  работы 
lone el aL, U\ Ицз7: 4/1-476, I94J.C иичпииш кш .)
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(лень и подавлял 7ранслн liiuo бедка, ответствен 
ного за развитие тою или много заболевания. 
Рнбознмм, созданные метопами генной инже
нерии. можно использовать для лечения рака и
НИРУСНЫ Х И Н ф С К Ц И И .

Природных Д Н К  ферментов (лсзоксирибо- 
•шмов) пока нс обнаружено, но уже синтезиро
ваны гшигодсюксинуклсотиди. обладающие ка
талитической активностью. f Цкиму|исспи» 
деэоксирнбозимон состоит п том. что дли их по
лучении нс нужно исполмоппгь экспрессирую
щий нсктор Д Н К  ферменты можноупаковать п 
липосомы и доставить в метку-мишень Одна
ко создание 'иМ сктппы х ДНК-ферментов на 
холится пока на начальном липе гизвтии

Коррекция генетических дефектом
С ПОМОЩЬЮ O JIH IO IIJK .lC O 1МЛОН

Многие генегичсскис дефекты можно скоррек 
тировать. именин снизанную с данным дефск 
том пару нуклеотидов и мутантном гене на 
«правильную» пару. Полном ит экспериментов 
л  ли этой пели использовался бЯ-членмый чи 
мерный (ДНК-РНК)олигонуклеотид. который 
образует шпильку с двумя голошеами и содер- 
жи1 метилированный кислород при 2' углерод
ном атоме риском (рис. 21.16). Выбор такого 
необычною олигонуклеотида основывается на 
следующих экспериментальных данных; I )  ic- 
теродуилсксы Р Н К -Д Н К  Леше, чем л пухнет но* 
чечиыс Л И К . отрицаются с ю нолоп1чиымп 
нуклеиновыми послелевательиосгммн; 2) го

ловки шпилек, нс участвующие в спаривании, 
защишиют олигонуклеотид от экэонуклсаз; 3) 
2'-0-метили|ювание предотвращает разруше- 
нисмолекулы i’ll КазниН. Важном рлеположе- 
ннс нуклеотидоя и химерном молекуле десять 
рибонуклеотидов фланкируют пить централь 
ныл деэоксириСхмгутслсотндок. причем этот сег
мент имеет одинаковую с мишенью последова
тельность и содержит нормальную пару 
нуклеотидов.

Возможность керреглши мутаций с ПОМОЩЬЮ 
химерных олигонуклеотидов изучали с исполь
зованием как кДН К. входящей и состав пли ш и- 
лы. так и хромосомной Л И К  В обоих случаях 
мутантный caitr с высоком частотой заменялся 
нормальным. Но ддя тою чтобы химерные оли
гонуклеотиды стали -эффективными лекарствен
ными средствам и. необходимы допалн1гтсльныс 
исследования.

Если мутаьия и нитроне распознается систе
мой проиессянхи РНК как аутентичный сайг 
сплайсинга, то п процессированную мРНК 
включается часть нитрона (рис. 21.17, .4). Эго 
приводит к сдвигу рамки считывания и образо
ванию укороченного бедка. При этом количест
во нормального белка снижается. %по  может 
стать причиной забодсишшя. Разумно предпо
ложить. что если «антисмысловой* олшоиукде- 
ш ил, комплементарный мутантному интроку. 
тбрп.цпустся с ним, то ошибочный сплайсинг 
блокируется, что повысит вероятность силам 
синги в норма нном сайте. '->то предположение 
проверили на р-глоби новом ггне с мутацией по

I lcc.1t Л1 м ю т  л LМПС1U* M ilU ir III.

i
I  T l . l  C « l » '  Д  €  C . l .  i  u | . l f  С Г ( И  1 J

• M T.l.t.iJ*  1 c,( C C C f  ( » •'£.< Г< AC f f f  i ;C Ft. 1 f
У  У  Хям ф ннй on»<mi«>TLTcoTHA

Ряс. 21.16. Исправление генетического дефекта. состоящею п имсмс одной пары нукл солидол. с помощью хи
мерного илигсиукччлидл С трелкой у т о н и  мутшпный caii i в оосдсяовжгеД1лости-М1т 1сни и вефмыыая на- 
рд остяшнип п химерном (мншкукмотш:. CoowTCiByioeinc нуклеотиды подчеркнуты. Пришсными Сукнами 
t^tmin'rcifu дегжжеирмбонуклсочнды. и стреншими р(6окумееп'ды, Жирным шрифтом выделены иухтсоги 
дм. образующие i оленям шпильки Вертикальная чертухзешптгт 3 и wmcjwiwo али1и ю ш 1лнал.
(Из работы Yoon cl a l, Proc Лart Acad. Sd USA 93: 2071 2076. 1996, с изменениями.)
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I4ic. 2 I.I7 . Коррекции дефекта, гриводяшегок 
псшббчмому сплайсингу, с пометили •лит- 
смысловою» 1Ш1Шшук.1с«цмди. А. К м улы .п 
мутации. приводящей * ошибочно!*) сипай 
Смиту ОГч иначе ним: цифры -  !И П (ти . А  — 
первый «норок. Ь -  второй ifirvpoti. содержа
щий мутяшио (крПСНЫН кружок), ратлслит- 
шую си» ил дне пасти (Ы  и Ь?) Штриховке ли 
нпи ш латъмиит cdlMCitlle 1*НК, вырезаемые 
при пр<щссс ииги Пс о ч о а п ы  лпп юриоигА 
гллапсиж а гириаш л притчи in к оftpatnia- 
м то  функциональной мРПК, вариант б к 
образованию Р Н К . пыючдющей частьBfopini 
нитрону <Ь2). В. •AmitcMwtVDoroi*" ошшигук-
ЛС07ЦД (А С ), СПМ.1Ы11ЙКЖ|)ЖСМ l мутпитимм 
сайтом сплайсинга, препятствует ею рклоо 
ISIIUUHM) при процессIIИГС, и »• рС1>'ЛМОС обря- 
ЗУСТСЯ Т О Л Ь К О ф у Н К и Я О Ш .П К Ш Г  м Р Н К

if тором нитроне (pile. 21 17, Б). обусловливаю
щей одну из форм (Малассемин. наследствен 
мою заболевание крона, которое припашет к 
разрушению эритроцитов (анемии). В клетки. 
lOMduironiwf но мутшгшаму гену (IVS2-654). 
поели содержащий тоф осф атныс связи «анти 
смысловой» 2 О  меп1лолнгонуклеот1и1. коми 
лементрныи муниптюму сайгу сплайсинги. В 
результате число нормальных [1-ГЯобиновых це
пей увеличилось на SOW. Дальнейшие исследо- 
ианим покажут, иалиется ли пах подход доста
точно эффективным лая лечения галасссмии и 
других состояний, пы танных подобными мута
циями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Д ли многих наследственных заболеваний ника
ких достаточно тффсктштых способов лечс- 
ник нс существует, к но многом *по снизано с 
трудностями получения и адресной доставки 
соответствующего генного продукта. После 
разработки методой идентификации и клони
ровании нормальных парна!ггои дефектных ге

нов (часто и нмде х Д Н К ) были предпринят 
попытки использовать их дли коррекции гене 
гическнх ле«1и*ктоп. Для лечении «аболеилкий 
на молекулярном у ром се применяются два с с - 
HOUHMX подхода: генная тиранил ex vivo и ген 
нал терапия in vivo.

При letcaoA терапии ex vivo «тераневтиче 
скнй» геи переносят и п-залнропанние клоки 
билуш ю  с i i o m o u i l i o  ретровирусных векторов 
или яру I их систем досгапкн, трсигсдуииропан- 
нис клетки культивируют и и надет пациенту 
При этом у ре и нм lit т а  нс развивается нежели 
1елыю:о иммунного отпета, но сама процедура 
шляется весьма дорогостоящей и трудоемкой 
Альтернативный способ генной терапии ех 
vivo использует ic itH O iiu a c e i ie p n y iu  молнфнка 
цию незутологнчних клеток, ткночеиных в 
мембрану, которая предотвращает ролвитие 
11с же л ет ел ьи о г о ответа и не препятствует вы 
сьобождепню «терапевтического» i емкого 
продукта.

При генной терапии in vivo «терапевтиче
ский» ген и годят непосредственно в клетки гка 
ни мишени больного Дли этою разработаны 
р.мные системы поставки: вирусные (ptripoiiu



Г е н »  «ЛИ 1Ц М 1И М 511

pyCHMC. ОЛСНОПМруснЫГ, Л.1СНО;*ССОЦМ»ф<ЧиИ1МЫс 
ПСК70РЫ II HCKlCpLI ns* основе вирус.» простого 
герпеса) и натрусим ? (инъекции чистой Д Н К . 
Счзмбарлиронка ткани * мишени част и нам и . 
аопъюгнропинними с Д Н К . «хпат клетками 
Д Н К . ткдю чпж ойнлиикдную оболочку). Кро 
МС ТОГО, рп фа(к>тпми инруснис И OChltpyCMIJt 
сисчгми Л0СТИПМ1 №нои. специфик мме для гм* 
редел синих Меток.

Весьма Пере НС КТ И иным способом impyinc 
нии быстродслмишхсй раковых клеток представ- 
лишек генном активации лскарстпеиного иеше 
СТИН При »ЮМ НЛИбоЛСС UllipoXO HClKUlbiyCTC* 
подход, tnciiOMumuiitf* последовательное после 
•же и опухолевые клетки гема тмммлиикнматы 
вируса простого терлеся (HSV7A) и шнниклопи 
ра. В результате образуется ганцмклоаи|при 
фюсф'.гт, токсичный дли быстродсдмшихсм м е
ток. Погибают и мстрансформмроеднные 
метки. контактирующие с ПБУМ-модифициро 
таимыми метками («чффост сш етсли»).

В качестве лекарственных ергдетп можно нс- 
1КШКЮЮТТ. иг только miMMC крещу м и , но и олн- 
гоцуклеоттеш. С  помощью т к  натыкаемых «актн- 
смысловых» олигоиуклеотилоа можно mutaain* 
mwtnocrmo или частично экспрессию гена того 
или иного нас телсттгнмого заболевании В  одном 
in  nnpttairron тихой терапии клонированный ген 
встраивают и *jk c iгресснруюшии вектор и обрат
ной ориентации, и результат чегообрп дотсм ком*
и. icuc тарным нормальной м РНК Д Н К тр а н с - 
крппт, который снаригедггси с ней и иштрбируш 
трансляцию. В более распространенном придите 
каслснныи и клетку-мишень о тм е м ы ш п о й » 
олигонуклеотид гибрид) иуегси со снецифичсчкоИ 
мРНК и блокирует сс траисишию. Э ф ф екте 
коси# «иннк:мыслоьмх> атигонуклеотп^оо и мре 
мм их жилки поьмшаклсм и результате модифяиса- 
ций. татра rwruuotuwc фосфаанэфжриут см п». 
тшриммлшш и остатки аодреж. В иясгомиес пре 
МИ И irweTCH TCpoUCtmiNCOCOC ДСЙСТШС рй инчних 
шитжуклеспилоо: мод1«ф»щнрогишнмк с номо- 
Ш140 генной инженерии рибазимок, расшеилию- 
ти х  специфические мРНК; ллтамерок, которые
СПИЭМИаЮПЛ СО С11СиИ<|Я1ЧССКНММ бел к.» ми и бло
кируй гт ИХ функции: SVYlirOSiy-K ИЧТГИЛОП, С ПОМО-
in 14о которых можно корректировать замену од
ной нуклеотидной пари п мутлиии. приничишис к 
неправильному сплайсингу.
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KOI ГГРОЛ Ы IЫ К ВОПРОСЫ

1. Что такое генная тсра/шм ex vivo?
2. Unitiiiinc использование неаутолегичных 

КЛСТОК, мол кф«щи| юна иных с помощью 1сн- 
иой инженерии, для генной терапии ex vivo. 
Почему эгглг лошоод представляется иегкма 
ItcpcflCMMIutUM?

3. Что такое 1скнан терапия in vt\o?
4. Опишите подробно по крайней мере две ви

русные системы адресной доставки ICHOB
5. Опишите подробно по крайней мере три нс- 

Шфугнмссистемы лгстанки генов
6. Что таксе Тирании с it tH o u i. jo iu iH iic u  •шпи- 

смысло8ых» опшомуклетиов?
7. С помошыо каких модификаций модно уве

личить Бремя ЖИЗНИ И ПОВЫСИТЬ эффсктмв- 
несть •алтисмыслооыл» ( 1лпвжук1 а тш о й  
как лекарственных средств?

8. Опишиге способ лечения пежлчеигпенныл 
жоооОраюьаннй с помошыо rcirn HSVA.

9. Как нужно модифицировать рмбоамм, чтобы 
ею  можно бы_*о испольюваггь в качестве ле
карственного средства?

10. Кдк выделяют «терапевтический» лгтгямер? В 
чем преимущества аптянерол перел лрутнмм 
видами лекарственных средств?



ЧАСТЬ

Контроль
исследований в области 

молекулярной биотехнологии 
и патентование 

биотехнологических

В ес революционные технологии так или иначе влияют 
но развитие общества. С  их появлением возникают 
разные проблемы - экономические, социальные, 

этические; все они обусловливаются имел ремнем в практику 
новых подходов, вытесняющих традиционные методы. Мо
лекулярная биология не напнется исключением. Более того, 
имея дело с живыми организмами, она затрагивает действи
тельно жизненно важные, давно сформировавшиеся устои, 
будоража общество. Возникают вопросы о правомерности 
использования новых биотехнологических подходов и о том. 
как обеспечить их контролируемое и безопасное внедрение. 
В ч. IV мы проанализируем некоторые социально значимые 
аспекты развития и применения методов молекулярной био
технологии. в частности вопросы контроля исследований о

хг



области рекомбинантных Л НК. производства генетически 
модифицированных пищевых продуктов, деятельности 
служб по контролю за распространением трансгенных орга- 
иизмон в окружающей среде, санкционировании разработок 
и практического применения методов генной терапии, а так
же проблемы патентования биотехнологических изобрете
ний.
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Контроль применения 
биотехнологических методов

Вислрсннс р1*1ЮЛЮ11МОМ11ЫХ технологий. И ЮМ 
числе и молекулярной биотехнологии, всегда 
сопровождается повышенным вниманием со 
стороны обшсст ценности. Для ОДНИХ IIOIIUC 
1СХНОЛО! ни это предместник неминуемых км* 
тастроф, подрывающих самые основы общест
ва. Такие люди полагают, что пкхОхас новшеств;* 
нейл()сжио таят в себе опасность, н избежать се 
можно, юлкко прекратим всякие разработки 
Другие смотрят на новые технологии как на poi 
нтобшпш, из которого ни человечество noewn- 
пк»гся несказанные благи, и считаю?, что лю
бые препятствия ни пути их развития лишают 
общество неоценимых Преимуществ. Оим по
лагают, что немым технология слишком 
«хрупкая» вещь и нуждается и w uirre. чтобы 
они могли принести ожидаемые идолы Третья 
(рунпа людей прилсрживлется промежуточной 
юкки чтении. Гс представители считают, что 
ничего принцип нал кио нового вообще не су
ществует и любая -нонам- технология это 
рй.знкгис старой. Таких людей нполне устрам- 
ипюгг сутссткующие методы контроля, умснь 
шлющие риск, a 'x)x|>efci or номой технологии 
неизбежно наступи г. как только она встанет на 
НОГИ.

Поскольку молекулярная CmoTCxiMvicimu может 
1ЖЛШ1. влияние на самые ритме сюром и  жп.иш 
софемгнното обничлпа. и шм числе на сели: кос 
кошйсгво и мелииину. необходимо учитывал» же 
иотниклюшнс при этом проблемы — этические, 
правовые, экономические и социальные Erne и 
1973 I были аыекдяйиы серьезные сомнения по 
поводу безопасности 1схнологии рекомбинант • 
них Д Н К  Ученым пришлось даже наложить мо

pal при it на некоторые исследований II этой об
ласти ло принят* официальных правил работы 
с рекомбинантными микроорганизмами. Со
гласно этим правилам, эксперименты можно 
было проводин, только с теми ал них. которые 
неспособны рачмножиться line лаборатории, л 
сами исследователи должны были бить защите -  
ны or какой бы то ни было опасности 11рааи.та 
ритрибагы кались в 1974- 1975 гг. и ходе откры
тых дебатов и под пристальным вниманием 
прессы, тпк «гго общественность получила пол
ное представление о последствиях — как негя- 
I и иных, так и п о з и т и в н ы х  —  генетического ма
мину л и ром и и и с  живыми организмами 1ем не 
менее в конце 1970-х гг. все ешс высказывались 
со VI иен ИЯ и безопасности работ с рекомбинант
ными Д Н К  R частности, существовало мнение, 
что попала и нс генетически модифицированных 
организмов И окружлющук» среду может привес
ти к неконтролируемому распространению их в 
экосистемах Пришлось ввести дополнительные 
нормы, уменьшающие и бе i тою небольшую ве
роятность событий такою ролл.

Развернулась широкая дискуссия и по пово
ду 'л и ч н о с т и  проведения генетических экспе
риментов ил человеке Цель ее заключалась в 
том. чтобы попытаться рвгсгрмимчить то. «по со
вершенно недопустимо, в ю , что нполне ирис- 
млехю. К сожжению. нельзя лить одно шачною 
ответа на все этические, правовые и социаль
ные пои росы, возникающие и с н я т  с риэнооб- 
ратнымн применениями моле к у: ш pi u>n биогсх- 
ноло(нм Однако ставки в игре чрезвычайно 
высоки, поэтому легальный анали » проблем не
обходим.
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Контроль экспериментов 
с pcKOMOHiiairnibiMM ДНК

В 1974 г.# когда стало ясно, «сто с помощью тсх-
• ю.tornи рекомбинант ны* Л И К  можно сохш 
вать организмы, несущие чужеродные 
ученые, общественность и официальные липа 
забили тревогу по поводу безопасности этою 
НОНОЮ ПОДХОД.» и возможных этических послед- 
стали его применении. Такие выражения, как
• i;iHi рмианис С 1ямим«, «млHi'iiу .ж р о е т ш е  жяз- 
hijo»*, <а*идс опасные из проводивш ихся к ого- 
либо научных исследований*, • пюрнмлн чело
веком яю.чнщмн» без копил мслькн,!»» it щитссс. 
Больше всего м нож ило то. что случайно, а воз
можно. и намеренно, и  военных целях, будуг со-
UUIHI.I >НИКаТМ(14С. |>.1МСС нс су шест воин шине в
природе микроорганизмы. которые станут ПРИ
ЧИНОЙ эпидемий или экологических катастроф. 
В о г нет иа эти панические ожиллиии группа ве
дущих молекулярных биологов предложила на
ложить моратории на некоторые эксперимс1гты 
с рскомбина»гп1ыми Д Н К , особенно на зс. в 
которых используются патогенные микроорга
низмы.

В 1976 г. Национальные инсгатуты шравоох- 
ранснии (N IH . ел Notional Institute* of Health), 
ведущее исследовательское ведомство С IIIA, 
выделяющее денежные средства на работы в об
ласти медицины и здрлвоохрписж|м, рзчмГчтыи 
директиву, регламентирующую проведение всех 
субсидируемых ими экспериментов с рскомби- 
илнтнымиДНК. ВмеР жеа кооговаривались ус
ловия работы с рекомбинантными Д Н К  и лабо
ратории и вылеталось требование, чтобы п 
качестве хозяев дли чужеродных Д Н К  использо
вались только микроорганизмы. неспособные 
ритмножазься вне стен лаборатории и псрсда- 
шгп. свою Д Н К  друUK» микроорпмпымям. Для 
экспериментов с известными патогенными ор- 
гнниэмлмм, например, было рекомендовано ис
пользовать специально сконструированные, 
находящиеся под постоянным контролем изо
лированные боксы, и которых поддерживается 
отрицательное лишение. я работы с менее опас
ными организмами можно было проводить и «ю- 
мешениях. оборудованных высоко *1>фск п и ты 
ми системами фи.1ьтраини. Нссмотрм на го что 
лирекгины М И  нс имели правового сглтуса.

MX

большинство компаний, приступающих к рвбо- 
твм с применением технологии рекомбинант- 
них Д Н К , добровольно выполняли вес указан
ные требования. Более того, другие страны, 
принимая директивы N IH  за основу, разрибота- 
ли собственные ограничения дли экспсримеи- 
ТОН с рСКОМбИНДИТН!Л11| ДН К.

Исходные директивы N IH  были очень жест 
кимл. и многие ученые считали, что их требовв 
ИНН избыточны. Например, стоимость необхо
димого оборудовании, обеспечивающею 
соблюдения всех оговоренных мер биологиче
ской GCTOmCHOCIH, были столь высока, что не
большие комШШ IIИ И ИСаКД01ЯПСВЬСКИС ip y illlb l 
были вынуждены ОТКДТЫЫПЬСМ or рвбОТ С |НГ 
комбанлнтнымм Д Н К  Для возможного пере
смотри ЛИХ лирскши бы I COVWH Консультант- 
иыи комитет N1H по рекомбинантным Д Н К  
(N IH  Recombinant D N A  Advisory Committee. 
N il!  RAC). Он доджей был контрол проект* ис
следования, связанные с рекомбинантными 
Д Н К , и при необходимости изменять действую
щие правила. В ею обиынносш входили также 
организация открытых дискуссий его обсужде
нию принимаемых решений, информирование 
о планируемых заседаниях, согласование врсмс- 
ни их проведения. Необходимо было организо
вать роботу так, чтобы любые лица, нс члены 
Комиггш, могли обращаться о него по веем вхо
дящим в его компетенцию вопросам. Болынин- 
с т о  членов Комитета составляли ученые, но в 
него входили также специалисты но вопросам 
этики и представители обшесгаснности.

II соответствии с первоначальными дирскти- 
вами N IH , к категории экспериментов, «которые 
не могли прокатиться в нпстояшсе время» ни при 
каких УСЛОВИЯХ, O TH O C ttlH C bT lK IIC , которые были 
связаны с •преднамеренным высвобождением в 
окружающую среду любых оргвим амов, содержа
щих рекомбинантную ДНК*. Однако само созда
ние ГС Н гтЧ С С К И  МОДШбНЦНГХЧЮННиХПрГПНИЧМон 
(I М О ), способных выживать н природных экоси
стемах, было неизбежным.

К I98(i I. первоначальные директивы N IH  бы 
пи пересмотрены в сторону смятения требова
ний, в основном благодаря экспериментальным 
данным, полученным в ходе исследований, фи- 
клисвроваиных М Н -К А С и  N IH  HanpetMep.бы
ло уе ш н о ш ю , что микроорганизм Escherichia
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coli К -12, чаше других использовавшийся и ра
ботах с рекомбинантными Л И К . нс способен 
размножаться и длительное* время существовать 
вне стен лаборатории. Кроме того, микробиоло
ги убелили молекулярных биологов и других зп- 
интсресованных лиц стом, что тс меры безопас
ности, которые принимаются при работе с 
патогенными организмами. соответствуют са
мым высоким стандартам н более жесткие нор
мы ие требуются. И наконец, было признано 
чрезвычайно маловероятным появление пато- 
генного органика, если используемый для кло 
нирования  ген не «отвечает» in патогенные 
с поПста:» того организм*, мт которого он был 
выделен. По мнению больишнеггы, при додж- 
ном оснащении лабораторий можно обеспечить 
безопасность работающего переспида. Однако к 
директивам N1H были добавлены специальные 
правила по обеспечению мер прелоешрожно- 
сти, исключающих случайный пмброс и окружа
ющую среду геиегически модифицированных 
организмов при ИХ крупноиасштибиох! культи
вировании.

После того как трсботавим к мерам Сюэоплс- 
н ос о» дли большинства рутинных эксперимен
тов были смягчены, ivxMOJiottix рекомбинантных 
Д Н К  с шла быстро раншвлгьем. Разрпботвнние 
N IH - RAC и N IH  правила частично сняли суще
ствовавшие ранее опасения. Однако остались 
две важных проблемы. Во-первих, клк контро- 
ЛИрОВДГЫ1|Х>111НОДС1ВО и потребление нишевых 
продуктов, содержащих генетически изменен
ные орптм.тмм или полученных С их использо
ванием? Во-вторых, как уследить ш прслиамс- 
pt иным высвобождением ГМ О  в окружающую 
среду?

Третьювозможную проблему удалось разре
шить, когда кокгролируютие органы пришли к 
выводу, что лекарственные препараты. получен* 
ные с помощью технологии рекомбинантных 
Д Н К , аналогичны препаратам, полученным 
традиционными методами. В большинстве 
стран существует четкая установки, что действу
ющих норм, которые регламентируют коммер
ческое использование лекарственных препара
тов, достаточно для того, чтобы обезопасить как 
производителей, гак и потребители, независимо 
от способа получения препарата (традиционная 
технология или технологии рекомбинантных

Д Н К ). I (сложение, согласно которому проверке 
нд безопасность и эффективность должен под
вергаться только сам продукт, привело к одобре
нию лекарственых средств, вакцин, дивпюсти* 
чсских систем и других продуктов, полученных 
с помощью технологии рекомбинантных Д Н К .

Контроль за производством и 
потреблением пищевых продуктов 
и пищевых добавок

В П И Л  контроль за произволаном и поступле
нием на рынок пнШГ11ЫЧ пррдук юн, лекярстем 
них и медицинских средств осуществляет Упра
вление по контролю ч  качеством пищеяыч 
продуктов, медикаментов и косметических 
срелств (F D A . от мИгл. Food and Drug AdimmsT- 
ratkm). Безопасность пищевых продуктов и пи 
шевых ингредиентов, в том числе добавок, при
дающих продуктам специфический вкус и 
запах, ж»л а и л  быть глрангмрошшя еще до полу 
чения лицентии, разрешающей их ппслснис i* 
товарооборот и подтверждающей, что такие 
продукты можно употреблял, и пишу, FD A  и 
своей деятельности руководствуется многежртт 
но апробированной, но нс и полной мере ушко 
пенной системой сертификации новых типе 
пых Продуктов и пищевых ком гюн с гггов. Се 
недоброже/чггрлн отмечают, что тгп opnim v»- 
ции старается соблюсти интересы гтромытлен
ных предприятий и нс слишком торопится nne- 
с т  в действие свои собственные нормативные 
Акты. Как FD A, nix и п|н>»гзголтгли нишевых 
продуктов. чьи интересы лрсдстпилист Между
народный СШЙГ1 по ПИШСООЙ бМОТСХИОЛОГИИ, 01- 
сшивахл («чем-то весьма уСчгдигельно) ту точку 
трения, чю нет никакой необходимости н jxripa- 
ботке новых нормативных актов, регул прук>ших 
производство и потребление пищевых продук- 
тов и пищевых компонентов, получаемых с по
мощью технологии рекомбинантных Д Н К , по
скольку любой нслицеюировмнмый лишевоп 
продукт или пищевой иш рсдист (независимо 
от способа его получения» и так должен пройти 
проверку ил токсичность, чистоту и аллерген- 
ноегь. Если в результате генетических мамину- 
лниий (например, связанных с процедурой се
лекции или использованием самой технологии 
рекомбинантных Д Н К ) состав утвержденных
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FD A пищевых продуктов или нишевых ингреди
ентов изменяете», то комтжшытрои 1води1сль, 
проверив такие продукты h ;i безопасность, 
доджи» снабдить их специальным ярлыком, у НС 
ЛОМЛИЮШИМ О ТОМ, чгп новый продукт отличает 
ся от традиционного.

Химозин
Новые нишевые продукты обычно подвергают -  
ся многочисленным проверкам Однако, чтобы 
упростил, процедуру тестировании и снизить 
себестоимость продукта, при линс1ш<роЕшнин 
учитывается сходство новою продукта с и шест - 
ным, который и предполагается заменить ни 
рынке. Например. F D A  утвердила к примене
нию фермент ХИМОЗИН, ПОЛуЧСННЫЙ С ПОМОЩЬЮ 
гекноло! ии рекомбинантных Д Н К  и предназна
ченный дли iipoiemoiiCTiisi сыров, хотя соответст
вующие испытания не были проведены в пол
ном объеме. Химозин, один из ключевых 
ферме 1ГШ8 сычуга жвачных животных, является 
сбраживающим МОЛОКО протеолитическим «J*p- 
мешом, который гидролизует к-клэемн. В ре
зультате такого гидролиза * молоке образуется 
сгусток, который в свою очередь ферментирует
ся с образованием сира Обычно сбраживающий 
молоко агент, используемый при производстве 
сыре, подучают из четвертого отдела желудкп 
жвачных животных (сычуга); ом представляет 
собой смесь исшссп». известных под общим нв- 
шанисм «сычужный фермент».

Чтобы обеспечить надежный, удобный и по 
возможности наиболее дешевый промышлен
ный способ получении химозина, кодирующий 
его ген клонировали и экспрессировали в Я rvli 
К -12. Готовый продукт бил выделен из бокгерн- 
ильных клеток, и * F D A  направлена просьба 
шпъ разрешение нл коммерческое испопмоаи- 
кие |Х!Комбининпк}го химозина ллм промыш
ленного производства сыров Перед F D A  встал 
вопрос: какие кршерин использован, в тюм 
случае? Поскольку применение сычужного фер 
мента, саоерждтего химозин, в сыроваренной 
промышленности имеет долгую историю, PDA 
резонно заключило, «по если рекомбинантный 
химозин идентичен природному ферменту, то 
дополнительное тестирование прополить не 
обячлельно По существу лиио. запрашиваю
щее разрешение, должно было лишь пештвер-

шттъ. что рекомбинантный химозин аналогичен 
сычужному ферменту. Идентичность клониро
ванного и природного генов химозина была 
подтверждена рестрикционным картированием. 
ЯНк-гибрилнешиеЙ и сскисниронэнисм Я Н К . 
Более того, было показано, что рекомбинант -  
ный химозин обладал такой же молекулярной 
массой, что и приролный очищенный химозин 
теленка, и олинакоьой с мим биологи чес кой ак
тивностью

Далее, необходимо было показать, что ре
комбинантный химозин безопасен лли приме
нения. Компания представила данные, иод- 
тмсржлаюшис. что конечный препарат, 
экстрагированный из бактериальны* телец 
включения и прошедший нее необходимые эта
пы очистки, нс янрмзнен целыми бактериаль
ными клетками, клеточным лгбрмсом я други
ми примесями, в том числе нуклеиновыми 
кислотами Кроме того, многочисленные ис
следования показали, что штамм Я. coll К -12 
нетоксичен и нсшггогсисм для человека. Ре
зультаты тестирования на животных нс выяви
ли никаких побочных эффектов препарата, что 
саидсте лье гповало об отсутствии в нем токси
нов После изучения всей полученной инфор
мации FD A пришла к выводу, что рекомби
нантный химозин может быть разрешен для 
коммерческого использования

Триптофан
Организации, занимающиеся контролем про
изводства и поступления на рынок нишевых 
продуктов и пищевых ишрелиентои, оопучен- 
ИЫЧ С ПОМОЩЬЮ ГСЧ1ЮЛОГИИ рскомбининтных 
Л Н К , чисго руководствуются в своей работе так 
кш»и»смим прецедентным нравом (ease-by- 
case law). В каждом случае вопрос рассматривав 
ciCM отдельно, и в зависимости от решения 
официального органа проводятся те или иные 
гссты на безопасность продукта. Пронлволше- 
ли предпочитают (и  оказывают давление на 
правительство), тюбы соответствующие госу
дарственные органы разработали универсаль
ный набор тестов Я.ТМ всех продуктов, получен
ных методами генной инженерии, однако такая 
имнтмтква не находит поддержки. Включение 
пищевых продуктов, полученных на основе тех
нологии рекомбинантных Д Н К , в число юил-
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ров. разрешенных к употреблению, прохадит 
чрезвычайно осторожно. прежде всего потому, 
•rro неправильные виволы. и ш а ш ю  кажу
щиеся при номерными. ИПОСЛСЛСТНИИ могут 
принести к неожиданным и даже трагическим 
последствиям.

В течение 1989-1990 пг. и С Ш А  отмечалось 
резкое увеличение встречаемости синдрома 30- 
'шнофилии—миалгии (С Э М ). Это г» обшем-то 
редкое заболевание характеризуется тяжелыми, 
И1иуригсл1.иымм мышечными Солями и может 
1аКОНЧ1ГГЬСИ смертью Сольною II ре эуЛЬШТС 
спа 1мл л и х а т с л и т  nyie li Волыни НС! но паци
ентов с С Э М  употребляли и качестве пищевой 
добавки аминокислоту триптофан, причем г* 
больших количествах. Каждый рал, к о гд а  пыта
лись установить происхождение триптофана, 
ВЫХОЛИ ПИ НА одну II ту же химическую КОМПА 
нию Обилружнапишем корреляция между по
треблением fрпптофано и развитием СЭМ  
обескураживала» поскольку ло л о го  не было 
обнаружено никак их Hemimuiux последствий 
применении гршшк{к1ИА и качестве пищевой 
добавки. В ходе дальнейших изысканий обна
ружилось. что вес партии •некачественного* 
тршгтофшш были получены с помощью штам
ма генетически трепкформироианных бакте
рии. специально сконструированною для того, 
чтобы обеспечить свсрхлродукцию триптофа
на. Компания сочла, что л о т  штамм идентичен 
предыдущему и поэтому нс стала прополоть до
полнительные тести на безопасность продукт. 
В то же время одна из стадий счистки трипто
фана, как считалось несущественная» изме
нились. хотя все контрольные тесты ии качест
во очистки конечного продукта о с т а л и с ь  
прежними.

Как показали результаты химического ана
лиза коммерческих продуктов, полученных с 
помощью генетически модифицированного 
ш та м м а , зги продукты содержит метабол 1ГГЫ 
триптофвив, п том числе 1-Г-этилен-(Ц|с|трмп- 
тофвн| (Э Б Т). Нначилс  образование Э Б Т было 
связано с нарушением метаболизма триптофана 
у нового игтиммн. Параллельно основным ис
следованиям, целью которых было установить, 
способен ли ЭБТ вы зы вать  СЭ М , проводились 
другие эксперименты. п толе которых выясни- 
лось, что ЭБТ продуцируют и штаммы дикою

ТИПА Анализ ив токсичность выявил способ
ность ЭБТ вы лапать патологические изменении 
у  крыс, сходные с симптомами С Э М , а тпкже — 
что было совсем неожиданно способность са- 
мого триптофана, хотя и и меньшей степени, 
вызывотъ некоторые симптомы С Э М . Как след 
станс L-григгтофлн. даже не содержащий ника
ких примесей, был запретен п С Ш А  для упот
ребления человеком. С  чем было связано 
появление ЭБТ в составе прежде безопасного 
продукта, так и осталось неясным. Большинство 
сошлось во мнении, что причиной было измене
ние в метоле очистки Возможно, при •старом» 
способе очистки ЭБТ эффективно удалялся, хо
тя компания об этом не подозревала.

Один из уроков, который можно извлечь И I 
этой истории, шх. ночлеге к и юм, что хотя гене
тическая инженерии может окдгетгься И ни при 
чем. биологическая илеитичноси, между исход
ным штаммом и сю генетически модифициро
ванным двойником не д о л ж н а  упускался из пи
лу. Это относится как к штаммам, полученным 
традиционными способами, гпк и к ш та м м а м , 
полученным 1с»<номижспсрними методами. Бо 
лес того, проииюдшели теперь осознают, что 
даже несущественные технические изменении в 
способе очиехки могут привести к изменению 
свойств п р о ду ть  Другое дело что охи дальше 
предпринимают. Многие компании нс хотят 
подвергать всестороннему исследованию на ток
сичность тс продукты, которые, как ОНИ СЧИТА
ЮТ. уже были тщательно проверены. Однако 
большинство производителей 1 фидержи на клея 
мнения, «по, несмотря на Издержки, «лучше без
опасность. чем неприятности».

Ьынии ататотротт
Безопасность продуктов, полученных с помо
щью новых технологий» -  это только овна из тех 
проблем, которые возникают перед обществом я
СВЯЗИ С ПОКВЛСННСМ П1К11Х 7СХ1ЮЛОП1Й Приме 
ром х]и|к? минной и безопасной иниокшии, не 
принятой, однако. обществом с рзспростсргы- 
МИ обылпими, может служить получение ре
комбинантного бычьею сомиготротиы (БС f), 
известною тож е пол ннимиисм гормона ро ст 
крупного рогатого скот»

И 1930-х it. было показано, что ннелениг Б СТ 
коровам в значительной степени повышает их
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удойность. Поскольку получение природного 
Б С Т в больших количествах весьма трудоемко и 
дорого, он нс нншел широкого применении и 
МОЛОЧНОЙ промышленности. С ПОМОЩЬЮ ГСХМО- 
логин рекомбинантных Д Н К  ген Б С Т  был кло
нирован и £. саВ9 синтезированный рскомби- 
нлшиый ССТ выделен из бактериальных клеток 
и очищен. Кик и ожидалось» удойное гь ко|х>в. 
кишрым был висло! |>скомбинаи1 ныП Б С Т, уве
личилась на 25-30%.

Б СТ, содержащийся в молоке, был исчерпы
вающим обратом проверен на безопасность. У 
коров, подучавших рекомбинантный Б СТ. его 
концентрация в молоке была нс выше, чем \ 
контрольных животных. Более тою, Б С Т неак
тивен в организме человека, и все тесты на ток
сичность нс выявила никаких побочных л[х})ск- 
t o d . Используя нес доступные результаты 
исследовании, F D A  Пришла к выводу, что как 
мясо, так и молоко корон, полетавших рекомби
нантный Ь С Т, безопасны для человеки Это за- 
ключегше под держат о Ведомство по оценке тсх- 
1юлагий С Ш А  после того, как был проведен 
независимый анализ м потом меле иных данных 
гю тестированию Б С Т.

Однако одна мощная лоббирующая группа 
выступила единым фронтом та то, чтобы разре
шение к использованию рекомбинантного БСТ, 
выданное FD A, было заблокировано. В основе 
ее дсйспжИ лежали экономические соображе
нии, касающиеся последствий применении рс- 
комбиня1ггного Б СТ дли молочной промышлен
ности. Члены группы считали, «по что приведет 
К JXISOpCHHK) многочисленных мелких МОЛОЧНЫХ 

ферм, поскольку дли получении того же количе
ства молока понадобится меньше коров. Кроме 
того, высказывалась обеспокоенность, что мо
лочная промышленность будет монололизирок«<- 
на крупными корпорациями в ущерб интересам 
независимых производителей. Г1о видимому, 
эти экономические аргументы были обоснован
ными и уж, конечно, любая группа людей имеет 
право протестовать против того, что может 
представлять угрозу дли ее существования. Од
нако основной причиной рекламной кампании, 
развернувшейся против использования реком
бинантного Б С Т. послужило соображение, что 
«гормоны, полученные генноимжеаернмми ме
тодами-. могут нанести вред человеку и вышит.

образование злокачественных опухолей. То , что 
для получения Б С Т использовалась технологии 
рекомбинантных Д Н К , саде более повысило 
>мошюна1 Ы1ып накал.

Помимо экономических аргументов, против
ники Б С Т высказывали соображение, что ею 
ииюиыиыинс увеличит 'Гаеппу бактериальных 
инфекций молочных желез (маститов) у коров. 
Э ю  потребует применения большей» коли
чества антибиотиков, что приведет к повыше - 
нию их ксигцснтрацип в молоке и в свою очередь 
может вызвать аллергические реакции у  людей, 
употребляющих такое молоко и пишу. Кроме то
го, повышение количества антибиотиков может 
привести к усилению дли «спин отборн и к появ
лению устойчивых к ним патогенов. Однако 
Консультативный комнгег по нстеринлрии при 
FD A , проведя соотьетствуюший анализ, пришел 
к выводу, что частота маститов у корок, полу
чавших Б СТ, не выше, чем у коров, не получав
ших ЭТОГО препарата.

Рекомбинантным Б С Т  бы.! лицензирован в 
С Ш А  для применении в молочной промышлен
ности в 195М г. Однако во многих других странах 
лосих пор существует временный запрет на про
дажу молока от коров, получающих такой ЬСТ. 
По-инлимому, этот запрет обусловливается со
циально-экономическими причинами, а нс 
обсспокосниосгью возможным влиянием Б СТ 
на ачороиьс людей.

Многие высказывавшиеся вначале опасения, 
связанные с производством и потреблением пи
щевых продуктов. подученных С ПОМОЩЬЮ 1СХ- 
нологии рекомбинантных Д Н К , постепенно 
рассеялись после того, как FD A  и аналогичные 
организации в других странах обеспечили вы
полнение всех процедур, необходимых для 
оценки возможною риска от использования та
ких продуктов. Производители предпочитают, 
чтобы число тестон, которые должен пройти тог 
или иной продукт — начинам с этапа разработки 
и заканчивая поступлением на рынок. —  было 
м и н и м а л ь н ы м . Двойная ответственность при 
этом ложится на правительственные организа
ции. Они должны заботиться об охране здоровья 
общества в целом и в то же время -  об устране
нии лишних барьеров на пути внедрении новых 
разработок. Со временем, по мере накопления 
новых лннных, жесткость существующих норм
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может бить ослаблена и приняты более проспас 
tc c iw . Очень ии ж но, 'ПОби псе т#ти  кс iuchohiiu  не 
ВВОДИЛИСЬ Д1Н удобстве, в ущерб безопасности.

Контролируемое высвобож т̂аше 
генетически модифицированных органи гоов 
и окружаннцую сред?

К 1982 г стало ясно, что имеет смысл разрабо
тать правила проведения открытого тестирова
ния п поясных условиях организмов, ПОДуЧСН- 
н»ах с помощью методов го мной инженерии. с 
тем чтобы иметь возможность контролировать 
их выс1юбожле!ше и окружающую среду. Олна- 
ко ни правил», нм протоколы, которые могли бы 
поде каталь создателям таких ор<*н1пмов. какую 
информацию необходимо включать в за тк и  на 
разрешение подобного ТССТИрО!и<НИЯ. написаны 
нс были. Такая неспешность обкяснялгзск. быто- 
1ЫЯИ1НМ среди молекулярных биолокж мнени
ем, что организмы, полученные с помощью ме
тодов пенной инженерии, мало чем отличаются 
от своих не модифицирован пых предшественни
ком. Лесли различно все-таки существует, то его 
легко вышит*€ помощью подходящих биологи
ческих ТОСТОВ.

В 1982 г. п N IH -R A C  поступили три ынвки 
ни проведение полевых испытаний 1 ЛЮ . Дне ш  
них относились к генетически молифшшропан- 
ним растениях! (кукурузе и табаку), в третья ка
салась тестирования генетически модифициро
ванного штамма микроорганизма Pseudomonas 
лутОщаг. предстояло определил., способен ли та
кой штамм снижать уровень повреждения рас
тений при заморозках Этот прецедент стал по
воротных! моментом и регламентировании 
процедур, признанных контролировать высво
бождение ГМ  О  в окружающую среду.

Pseudomonas syringue. не обратующие 
кристаллаш льда
Генетическое модифицирование /'. xy'Hngac 
»к 1ЮЧЛЮ, в частности, удаление гена, который 
кодирует белок, oificurrttetniuH ял образование 
кристаллов льда. Тестирование должно было 
определим., способен ли хюдифииировлнный 
штамм при распылении на листьях растений 
предотвратить их повреждение при п м о р м ш . 
Г  xyri/rgac дикого тип», обычно обтлю щ ий н»

листьях, секрстируст белок, который при ню* 
ких температурах пишиаст образование кри
сталлов льда. что и является причиной повреж
дений. Стратегия u u u riiJ  состояла и нанесении 
модифицированных бактерий на листья cm с ло 
их колонишиии бактериями дикою тип». Эго 
мероприятие лолжно было лать значительный 
экономический эффект; ii.iiipiiMep, и С Ш А  
ущерб, наносимый заморозками, оценивается в 
I м трд. долларов и год.

П олный сижки »ш проведение полевых ис
пытаний ГМ О. N IH -R A C  прел при» тми 1 такие 
же дсИспжя, как и для тестирования экспери
ментов о рекомбинантными Д Н К . а именно:

1 Заявки Включились и Федеральный регистр 
СШ А.

2 Информации о них рпссылд.чпсь 3000 заинте
ресованным лицам.

3. Предложения расех#лтридали коллегия экс
пертов.

4. Каждое предложение обсуждалось на откры
тых слушаниях.

5. Кирилле л и т  заявки рассматривались и са
мим N 1C-R AC , я также Министерством сель
ского хозяйства СШ А.

После тоштсльиого анализа Министерство и 
N IH -R A C  вынесли положшсльнос решение по 
юшке на тестирование шгаммн Р. ivringac с деле
гированным геном белка, ответственного ы об- 
рсиовамис кристаллов лыш, а в 1983 г. директор 
N IH  окончательно одобрил укасанное решение 
Однако в тот сам» Л  лень, когда было выдано раз
решение на проведение полевых испытаний, был 
подан судебный иск ид их блокирование. Его по
дала optани мция иод названием Фонд экономи
ческой полшики. возглавляемая Джереми Рнф- 
кином, которая находилась в безоговорочной 
оппозиции по отношению ко всей эксперимен
там в области генной инженерии. Иск был удов- 
лспюрси. причем и решении укжлыватось, *гго 
N IH -R A C  нс провел должных слушаний в соот- 
негсгиин с закоиодятельстпом С Ш А  и, что более 
важно, нс затребовал данных о безопасности мо
дифицированных организмов для овфужоюшгй 
среды.

Эго законное решение четко продемонстри
ровало, что, несмотря на научно обоснованное
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мнение N IH -R A C  и заключение работающих и 
нем экспертов, существующие норми. регули
рующие полевые испытания I М О , нельзя при
ищи» адекватными. За пределами N IH -R A C  
преобладаю мнение, что попадание мистиче
ски модифицированного организма в окру жаю- 
шую среду может иметь 0ТДВЛС1ШЫС последст
вии, поскольку живые микроорганизмы 
рйзмножякпея. псрсистнруют и распространи- 
ются и окружающей среде и иногда перелают 
свою генетическую информацию другим микро
организмам. Некоторые критики программ но 
регуляции высвобождении ГМ О  в окружаюшук! 
среду утверждали, что генетически модифици
рованные организмы вытеснят существующие 
и ним m  их /кологичеекмх ниш. что приведет к 
серьезным неблагоприятным изменениям в ок 
ружлкпией среде. Кроме тою, пыекдшшыось 
опасение, что гены могут псрсдавигьс* от ГМ О 
прмролммч игп1ммам. а шимит, могут помпмгыя 
(хотя и нспрсдумыщлemiим путем) экологиче
ски опасные организмы, конечно, все эти лргу- 
меты  отвечали наихудшим и крайне маловеро
ятным сценариям воздействия I М О на 
окружающую среду, однако несом иен но. что 
правила, регулирующие полевые испытании 
ГМ О, должны били предусматривать доско
нальную оценку возможною риска.

В настоящее время за оценку заявок, преду
сматривающих контролируемое высвобождение 
ГМ О в окружающую среду, в С Ш А  отвечают 
AreirrciBO по охране окружающей среды и М и
нистерство сельскою хозяйства. Национальные 
инеппуга здравоохранении только разработали 
набор критериев дли полевые испытаний ГМ О, 
л wiTCAi передали свои ирипа it этой области дру
гим организациям.

Агентство по охране окружающей среды 
приняло решение рассматривал» две заявки, 
которые касались бактерий, дефектных по гену 
белки, ответственного за образование кристал
лов /1Цда, как стандар! /vim разработки праьид, 
pciляме1ггнрую111их полевые испытании всех 
ГМ О . Каждое предложение подвергалось кри
тическому анализу, который включал оценку 
испытаний с точки зрении безопасности для 
окружающей среды, экологических последе i- 
ииИ и возможного влияния на здоровье челове
ки. «I также подробнее изучение самою ГМ О  В

работе принимали участие следующие органи
зации:

• Управление по оценке программ но исполь
зованию пестицидов Агентства по охране ок
ружающей среды.

• Комитет ли планированию исследований ток- 
cm4hi.iv вещ е с т  м Экспертный комитет 
Агентства по охране окружающей среды.

• Ллиинистряинший совет Агентства по охра
не окружающей среды

• Министерство сельского хозяйства, F D A  и 
N IH .

• Няучиям консулы я кодлешм, состоя
щая из микробиологов, фшошггологов и 
СПС ЦИИЛ ИСТОВ по обшей ЭКОЛОГИИ.

• Рлздичные государственные агентстве» в том 
числе Департамент сельскою х и т  й ены  и л . 
Кплифорищ!.

Кроме тою. должны были проведшгея откры- 
п лг публичные слушания.

Нельзя было представить, что столь слож
ная, и» мимам шли мною времени и м частую 
кажушален илбыточкой процедура может uolmi 
в повседневную практику утверждения поле 
пых испытаний ГМ О Высказывались прел по
ложении, что по мере накопления опыта такой 
ПОДХОД будет упрошен без потери ЭффСКТМННО- 
сш  оценки возможною bjvjui для окружающей 
среди. После очень сложной аналитической 
процедуры по каждой заявке наконец было вы 
дано разрешение на проведение поле них испы
тание бактерий, дефектных по (сну белка, ко
торый ответствен за образование кристаллов 
льда. Однако в обоих случаях, шхмогрк на раз- 
jitvuitti в условиях испытаний, местным жите
лям, обссиоксснкым высвобождением ГМ О  и 
окружающую среду в непосредственной блнэо 
сти от не домов, удилось получить решения су 
дя о временной приостановке таких испыта
ний. А  тем временем Агентство по охране и 
Министерство сельскою хозяйства рязрабога- 
ли более совершенные методики оценки риска 
ог попадания ГМ О  и окружающую среду. К|Х> 
мс того, за это короткое время персонал явн- 
IIUX  ведомств ПСЧ1»ЫСИ I СВОЮ ККаЛИфИКаЦНЮ, 
необходимую для обработай и анализа данных, 
представленных в заявках на разрешение поле
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вых испытаний. Усилиями ученых. в том числе 
и экаяогов. были «запушены* исследователь
ские программы, пот&олиюишс оценивать пос
ледствия высвобождения I М О  и окружающую 
среду на модельных системах, о научные орга
низации сформулировали основные погоже- 
ним, позволяющие решить, окатывает ли дан
ный I М О побочное воздействие на 
окружающую среду.

В конце концов в 19Ь7 г. на специально вы
бранных участках н шт. Калифорния были про
ведены полевые испытаний укатанных Гхактс- 
рий. Результаты показали, «по эти бактерии нс 
рлсттрсстрлняютсн та пределы участков, глс про
водилось тестирование, и не иерсисгмруют на их 
территории Нп одном in  участков обраэошишс 
кристаллов лыш нм ристаниях происходило при 
температуре, нп I ЧГ более ниткой по сравнению 
с обычной температурой. Сейчас ю н тф р и ш с *  
бактерии практически не используются для за
шиты ссльскохо ячмегпеммых растений от повре
ждений при -шморогкях

Откры ты е поленья' испытания других 
генетически модифицированных 
организмов
С момента первого тестирования (>ик герой, о 
которых шла речь ьышс. было приведено мно
жество открытых нолевых испытаний других 
ГМ О . Они показали, что, как правило, внесен
ные в окружающую среду ГМ О  нс pncnpGCipa- 
няются ы прел ел 1,1 умоетко, где проводится ic- 
сгироьпнис. нс псрсисптруют. ИС ПСрСДПЮТ 
соои гемы природным микроорганизмам и 
проявляют сходную ftitonoi плеску к» акI ИВ-  
HOC TI* как в лабораторных, так и п природных 
условиях. Поскольку с каждым ГМ О  Moiyi 
быть связаны разные поГю*1ныс эффекты, при 
вынесении окончательною решения о поле
вых испытаниях клади  и случай рассматри
вался н отдельности. Подобною рода испита 
ним Проводились н С Ш А . Великобритании, 
Австралии и других странах. Однако биотах* 
полог и чес кис компании неохотно занимались 
созданием генетически молифннированных 
микроорганизмом, предназначавшихся длм 
нс пол изо ван им в природных условпнх, но* 
скольку стоимость полевых испытании была 
чрезвычайно высока, при гом что не было уве

ренности в положительном исходе даже при 
условии успешною проведения полевых испы
таний. И  все же можно констатирова ть, что ста
новится вес болш е сторонников точки зрения, 
•по высвобождение в окружающую среду гене
тически модифицированных микроорганизмов, 
прошедших лабораторные и полевые испыта
ния, нс будег иметь неблагоприятных экологи
ческих последствий.

Что касается полевых испытаний генетиче
ски модифицированных животных, то специа
листы высказываются о них с большой осто
рожностью. Haupmicp. для определения 
способности нскоюрых трансгенных рыб су
ществовать в природных условиях в С Ш А  был 
построен чрезвычайно сложный аквариум, в 
котором были воссозданы эти условии, гаран
тирующий изоляцию рыб и невозможность их 
отлова браконьерим и В отличие от этого к тес- 
ткропанию трансгенных растений с улучшен
ными характеристиками, предка «каченных дли 
ис паль зонам и я в пищу, относились нс так стро
го Преобладало мнение, что большинство та
ких растений не отличаются от обычных сор
тов. полученных путем селекции. В СШ А все 
генетически модифицированные растении нс 
luniicMMo от способа модификации - должны 
проходить испытания в полевых условиях и все 
процедуры тестирования, необходимые для по
лучения лицензии иа их применение. При этом 
к палевым нсмыг.ншям трансгенных растений, 
содержащих гены МИСС К11 ШИЛОВ или тенм, обе с 
печишношпе защиту от вирусной инфекции, 
ирсгъкатяютси дополнительные требования.

В С Ш А  трансгенные растения, несущие icit 
токсина ВаеШил ihurin^icnsis, в том числе кукуру-
и. сои, кдрюфель и хлипок, были угаержленм к 
искать зонам ню всеми компетентными орглни* 
1ЛЦИХМ11 В ПРОТИВОПОЛОЖНОСТЬ этому» попытки 
использовании таких растений на Филиптншаг 
(Чади блокированы международным объедине
нием на цитигсл негасимых СОЮЗОВ, а во Фран- 
пик было запрещено выращивание (но не по 
Т1>сблснис) трансгенной В. I.-кукурузы. Очень 
мнение люди по ряхтичным причинам (»и - ы не
предсказуемости последствий или по сошшль- 
но-этическим и экономическим соображениям) 
по-прежнему относятся с недоверием ко веем 
ГМ О.
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ВАЖНАЯ ВЕХА

Вшможнаи биологическая угроза, с кя шинам с рскомГништшми Л НК
Р. BciL>. Baltimore, Н VV. bu>vff, S. N Colicn, K. w. Davis. D. S. Hornes*.

K. RcbUn. J. D . Waiwm, S. Wcittnian. and N. D. ZIikIci 
SiJCt.%r 185: .ЮЗ. №

После того кик КбйН и лр. (Ялте. 
Ml*. Acmf ЛСУ. USA 70: 3240-3244, 
1973) сжксилп стратегию nctpau 
ош hi и чужеродной Д Н К  в пито 
миг.). п научном мире- начшми:»' 
сер?*еЛ(14С ДИСКУССИИ НО п о н ту
безопасности и лнчсских Пос
ледствии ИСПОЛЬЗОВЯККИ ГСХПОЛО- 
ГНИ рем1М Окнлтиы х Д Н К . Такие 
д и с к у с с и и  И р и н е  II I  К  С О З Д А Н И Ю  

apcvuriiiioio Комитет.» по  рекой
бШШИТИКМ H)*K.Tf 111 ОП«М кисло-
тим, куда дошли ведущие молеку
лярные бмолоси Ему предстояло 
ироамалиэироиать асе проблемы 
более а с ш ы ш  В 1974 I. Комитет 
опубликонлд короткое С(кЯ>ще
нке, таг |газм1игк<пс «Письмо 
П с п »-, одновременно п трех ос 
н о я о д  научных журналах: 
Scirnot, AVx/u/r м Proctt&n&5 of the 
NoUft/w! .icatfer O’ o f Science*.

П сгнк:м сообщении Hcpi м др 
рекомендовали ученмм идоле p- 
клгпеи от' I ) стояния микроорга- 
шпмг.г. содержащих повме гены 
устойчивости к лекарственным

прелирпям. и гены. обсспечива-
киши* образование токсинов; 21
клопириганпх пнруспмх гепои. 
ииэыиаюшнх рак. и бактгри&ш. 
п ш  клетклх-хичясп'лх. Колсе То*
то. мирры rmcwci отмечали, что 
правительственном структурам, 
которые прсасоиияют интересы 
инцеекденгечгш, следу*! pa-ipcd- 
f c i t m . ру кс то л с та  о и пропилн. 
регламентирующие Пропсдеин* 
Зкс пери мс1 ггор с  использоваим*
CM tCftllttfOfllH рСКОМбИИЯИТШ А
ЛИК. О ни также ука швали ici 
необходимость проведения меж
дународной псжрсчм У 1 СИЫХ. с 
тем чтобы обсудить МСТОДМ рл- 
боты с потешшалинп ( потными 
с бнпл1чичсскс;и точки арениз 
рСКОМбИ1Ш1ГГ»П4МН Л И К  Пнев
мо имело большое зивчснис 
Оно им минировало Проведение 
Аснломпрской кож ур е  ними а 
Калифорнии, с«д которой умение 
попы талисьоптант»риск ткспе- 
рм м е то д  с рекомбинантным» 
ДНК и разработать меры безо

пасипсти, которые необходимо 
соблюдать ь лабораториях при 
Проослепим исследований^ имею 
1ДНХ M llllllM IUUiyiD, шикую, уме 
репную или ««лескуЮ степени ри-
ска Аенломфекая конференции 
(Berg ct a i, Science 188: 991 994. 
1975) довела вклад u разработку 
HaunoiuuiuMMMit ммашуими 
тлххквоохреи ici ши о 1976 г. руко 
водсавл, сгрош рег;имсIгтнрую•
mem ice Эксперимент с ре ком- 
бимшаными Д Н К ,

П н и  мо Берга обратило t*» hi мл 
Hue общее, не in -ости на возмож
ную инасш ять и мре имущества 
технологом рекомбинантных 
Д Н К  и шатало «причме пубтич 
имс дискуссии. Оно предела и .wet 
«.сбой интересны# пример т о т .  
как учение пошатались с п с ш т»  
риск, син яи ты й  с разработкой 
попой ic x ih m o iiiii, еще до roiu, 
как б или  Получены какие-либо 
ощутимые свидетельства сто су- 
шсствокшия.

Введение и дейспшс законодательных норм, 
регулирующих выс&обождашс ГМ О в окружаю
щую среду, — непростая залоги, и лишь немно
гие страны сделали эго. Кдк мы уже говорили, 
необходимо rcvpamiipoeart fcxmachocTii приме 
нении ГМО для человека и окружающей среды -  
как в краткосрочной, так и ь долгосрочной пер
епекшее, к ъ /о же время не блокировал» полез 
•иге разработки. Еще греческий законодатель 
Солон, жнвиий в 638 - 559 г, ло н > однажды 
сказал: «Законы похожи ин паутину: нее мелкое 
н них запутывается, а крушюе проваливается». 
Если говорит!! о контролируемом высм^оаае- 
нни ГМ О в окружающую среду, то ни одно пре- 
вшельсто нс хочет, чтобы «крупная добыча  ̂
ускользнула.

I синая терапия человека

Генная терапия человека и широком Смысле Прел 
уемтршшет шйденне и клетки (J^t ik u iio iu l t d io  
активногогсш& (Геной) с целью исиралисаия гене
тического дефекта. Существуют дад возможных 
пути лечения нислспстиеикых батезкей. В первом 
случае генетической тршюформшиш ардж^мтиот 
соматические Клетки (клетки, оишчные от попо
вых). При этом коррекция генетического дефекта 
огрвШячиВветен опрслслснкым Ораном или тка
ный. Во втором случае изменяют генотип клеток 
зародышевой juuunt (сперматозоидов или яйце 
клеток) пли оплодотворенных яйпоасток (зигот), 
чтобы все клетки развившегося из них шшшилуу- 
ш  имели •ис11ра11дсшше» гены. В результате геи-
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ной терапии с использованием клеток зароды
шевой Линии генетические изменения перела
ются из поколении в поколение.

Политика в области генной терапии 
соматических клеток
В 1980 г представители католической. протес
тантской и иудейской общим СШ А написали 
открытое письмо Президенту с изложением сво
их взглядов т  использование генном инжене
рии применительно к челокку. Для оценки эти
ческих и социальных аспектом этой проблемы 
были созваны Президентская комиссия и ко
миссия Конгресса. ->гобыли очень важные ини
циативы, поскольку в СШ А введение в действие 
программ, затрагивающих интересы общества, 
чисто осуществляется ив основе рекомендаций 
подобных комиссий. В окончательных заключе
ниях обеих комиссий проводились четкам гра 
мина между сенной терапией соматических кле
ток и генной те ран не и клеток шролышепой 
линии. Генная терапия соматических клеток 
была отнесена к стандартным методам меди- 
пинскою вмешательства в организм, сходным 
с тринстыиипщисй OpriiHOtk В противополож
ность этому ICMIIRN терапии КЛСТОК ЗарОдЫШС- 
вой линии были сочтена тсхколошчсскм очень 
сложной и проблематичной с точки зрении 
этики, чтобы безотлагательно начииатьсс прак
тическое применение. Был слеши вывод о не
обходимоеin наработки четких правил, регули
рующих исследования в об и ас г и генной терапии 
соматических клеток; разработка подобных до
кументов применительно к пенном тернпни кле
ток зародышевой линии была сочтена прежде
временной. Чтобы пресечь все незаконные 
действия, было решено прекратить вес жепери- 
менты в области те иной терапии клеток зароды
шевой линии.

К 1985 г. М П  разработан! локуме«гг, озаглав
ленный «Положения о составлении и подаче за
явок на проведение экспериментов в области 
Iсиней терпни соматических клеток». В нем со 
держалась вся информация о той, какие данные 
дол дни быть представлены в заявке ни ризрсвис- 
нис испытаний в области генной терапии сома 
тичсских клеток на человеке. За основу были 
взяты правили, регулирующие лабораторные ис
следовании с рекомбинантными Д Н К ; они были

лишь алитированы применительно к биомеди
цинским целям.

Биомедицинское законо;ьлсл1лгтпо было пе
ресмотрено и дополнено и 1970-х гг. в ответ на 
обнародование в 1972 г. результатов 40-лстнсю 
эксперимента, проводившегося Национальной 
службой Здравоохранения С Ш А  в Алабаме нд 
фуппс из 4Й0 неграмотных афроамериканцев, 
бальных сифилисом. Эксперимент был постав
лен для тою, чтобы изучить естественное разви
тие указанного заболевания, передающегося по
ловим путем, никакого лечении при этом нс 
проводилось. И шес т е  о тиком чулоипщном 
ОПМТС ня нсинформкропанных о нем людях по
трясно многих в СШ А. Контрссс немедленно 
прекратил эксперимент и издал злкои, за пре- 
шиши и и когда-либо впредь проведение подоб
ных исследований.

Среди вопросов, адресуемых лицам, которые 
полапали ходатайство на рафситснмс экспери
ментов в области Iенмой терапии соматических 
клеток, были следующие:

• Что представляет собой заболевание, которое 
предполагается лечить?

• Насколько оно серьезно?
• Существуют ли олмершшшнме методы лече 

нив?
• Насколько опасно прел полагаемое лечение 

для больных?
• Какова вероятность успех» лечения?
• Как будут отбираться больные апм климичс- 

екмх испытаний?
• Будет ли этот отбор беспристрастным и ре

презентативным?
• Как больные будут информироваться об пс- 

п шпинях?
• Какою рола информацию следует им сооб

щить?
• Каким обра юм будет получено их согласие?
• Как будет гарантировэться конфиденты п.- 

нос к. сведений о (юльных и проведении ис
следований?

Ко»лл эксперименты и обдай и тсниой тера
пии только начинались, большая часть заявок 
на мимические испытания вначале рассмотри- 
велась Комитетом по угикетого учреждения, где 
предполагалось осуществлять исследования, и
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ТОЛЬКО ПОТОМ ОНИ п с р с с ы ш ы и с ь  В I !одМ>М1ПС!
по генной терапии человека N1H-RAC. Послсл- 
нмИ оценивал заявки с точки зрения их научной 
и медицинской значимости, соагвстствия дей- 
стауюшмм правилам, убедительности доводов. 
Ясли заявка отклонялось, сс возвращали назад с 
необходимыми комментариями. Ангоры заявки 
могли пересмотреть предложение и иерерабо- 
THfi.cn> Если заявка утверждалась.ro N IH -R A C  
обсуждал се в публичных дискуссиях. используя 
тс же самые критерии После одобрения заявки 
и* гаком уровне директор N IH  утверждал сс и 
полписыым разрешение ни клинические испы
тания, без которой» они нс могли быть начаты. 
Кроме т о т . поскольку тестирование метолом 
генной терапии сом.’ггнчсских клеток подразу
мевало использование новых генетических 
конструкции, заявка рассматривались также 
FD A- В атом последнем случае особое внима
ние обращалось на способ получения продукта, 
методы качественного контроля его чистоты, а 
также на го. какие доклинические испытания 
были проведены, чтобы убедиться и бс эоплено- 
С1И продукта.

Но. поскольку число заявок со временем уве
личивалось. и генная терапии становились, i»o 
ел0 Ы1 м одною комментатора, ♦выигрышным 
билетом в медицине», принятая иерпоничилыт 
процедура утверждения заявок была признана 
неоправданно трудоемкой и избыточной. Соот
ветственно после 1997 г М Н  уже не ачодив в 
число учреждении, кон 1ролируюшкх исследова
ния а области генной терапии человека. Пели 
N1H-RAC и будет существовать, то он скорее 
всею станет организаторам <}юрумов по обсуж
дению этических проблем, связанных с генной 
терапией человека. Л  пока требование, согласно 
которому все заявки в области генной терапии 
должны оОсуждшы:я публично, снято. FDA, от- 
ьсгсикннал за контроль производства и исполь 
эогания биологических продуктов, проводит псе 
необходимые оценки конфиденциально, чтобы 
rapaimtpoBmb соблюдение права собственности 
разработчиков. В настоящее время генная тера
пии человека считается безопасной медицин
ской процедурой, хоти и нс особенно эффск* 
minion Hucxu илкнппмеси рапсе опасения 
рассеялись, и она ciuia одним из основных но
вых подходов к лечению заболеваний человека.

Большинство cncuiuuiicTon считают проце
дуру утверждении испытаний в области генной 
терапии соматических клеток человека и СШ А 
вполне адекватной; она гарантирует беспри
страстный отбор больных и их информирошш- 
ность, а также осуществление всех манипуляций 
должным образом. без Причинения вреда как 
конкретным fHviuibJM.TitK н человеческой попу 
ЛЯЦИИ в целом. В настоящее время и лрутих 
странах тоже разрябативакися правили проведе 
ним Hcnunuiiffl в области генной терапии. В 
С Ш А  это было сделано в результате тшшелыю- 
ю  h ibcuimwMHU каждою предложения. Клк ска
зал один ил учисГИНКО0 слушаний. ортнизован* 
имч N IH -K A C  и январе 1989 г., доктор Jlepoli 
Уолтерс, директор Центра но биоэтике при 
Джорджтаунском унивсрсшстс в Вашингтоне, 
округ Колумбия: »Я нс знаю никакой другой 
биомеди ии нс кой науки или технологии, кото
рая бы подвергаюсь столь всесторонней про
верке, ка>. Iсинап терапии».

Накотсиие дефектных гемо* в будущих 
поколениях
Существует мнение, что лечение генетических 
каю лскш иН с помощью генной тершши сома 
гяческих клеток неизбежно приведет к ухудше
нию 1снофонла человеческой популяции. Оно 
основывается на представлении, что частота де
фектною гена в популяшш будет увеличиваться 
от поколения к поколению, посколысу генная 
терапия будет способствовать передаче мутант
ных (снов следующему поколению ОТ ICX людей, 
которые до этого били неспособны произвести 
ПОТОМСТВО или НС МОГЛИ дожить до половозрело
го возраста. Однако эти iHnoic.ii окпзаоась не
верной. Vlo данным популяционной (смешки, 
для существенного повышения частоты вредно- 
ю  ш н  летальною it  на в результата >ффс м и н 
н о г о  лечении требуются тысячи лет 1пк, если 
какое-то редкое теистическое заболевание 
встречается у одного из 100000 жизнеспособных 
новорожденных, то пройдет примерно 2000 лет 
после начала применения -ффекпшнон i емкой 
терапии, прежде чем частота указанною шОолс- 
ваним удвоится и составит I случай на 50 ООО.

Помимо того что частота летального гена от 
поколения к поколению почти не (ювышиетсм. в 
результате длительного лечения всех, кто в ло м
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нуждается, генотип о те ль н ы х  индивидуумов тоже 
остается неизменный. Э го  положение можно пр о
иллю стрировать примером га  истории эволюции 
11ршшгы, п 7Ш1 числе и челглек, неспособны с и н 
тезировав ж изненно важный витам ин С ,  они  
ДОЛЖНЫ получить его »П  ННСШННХ ИСТОЧНИКОВ. Т а 
ким обр1\ХХМ» можно склльтк  что мы нее геиетичс- 
c i.i i  дефектны по гену этого ж н и 1снно важного ве
щества. В ирсптпюпояожнесть эгх>му амфибии, 
рептилии, т и п ы  и млекопитающие, нсо гно сяш и - 
сся к приметим, сингсгйгруюг витамин Г .  I I тем нс 
менее генетический дефект, обуслондигаю ш ий не
способность к  биосинтезу витамина С ,  нс «поме
ш ал» успеш ной э в о л ю ц и и  приматов на прш иж с- 
н и и  более м иллионов лет. Сходны м  обрядом, и 
коррекция др угих  генетических дефектов нс пр и 
ведет к существенному накоплению  «  нездоровых* 
гене*» у булуш их поколений.

Генная терапия к м то к  зародышевой линии 
Эксперименты и обписти генной терапии ктегоь 
иршышеоой линии чс кжгкасейчас строю запре
щены. однако приход и гея признать, чтет некого- 
рме генетические тыСюпстиия можно вылечить 
только таким путем. Мегшюжчия генной терапии 
к 1гток зираоишеиой линии человека разработана 
по*л недостаточно. Однико нс на зывает сомнения, 
что с рд теш ен методов генетического манипули
рования на животных и д|тп»осппсскоготсст(ч> 
шипя лрснма0(11ггашк11«пых эмбрионов то п  про 
бел будет восполнен. более того, поскольку генная 
терапии соматических меток етп поются все более 
рутинной процедурой, это скажется и па отноше
нии люден к генной терапии меток зародышевой 
линии человека, н через некоторое время возник 
нет необходимость сс тестирования. Остпстся 
ТОЛМСО 1НШСЯГП«СЯ, 'ПО к тому времени вес проблс 
мы, связанные с последствиями практического 
применения генной терапии клеток зародышевой 
линии человека» п том числе социвлыюс и Счнхто- 
тчсскос, будут урегулированы.

Считаем , что генная тсрииии человека мо
жет помочь в лечении серьезных заболеваний. 
Лсйсгпшслмю. она способна обеспечить кор- 
рскиию ряда физических и психических нару
шении. хотя остается неясным, сочтет ли обще
ство приемлемым такое применение i c h h o U 

терапии. Подобно любому другому новому ме
дицинскому направлению, генная терапия Кле

ток зародышевой линии человека вызывает 
многочисленные lion росы, а именно:

• Какою стоимость разработки и внедрения 
методов генной терапии клеток зародышевой 
линии человека?

• Должно ли правительство устанавливать 
приоритеты медицинских исследования?

• Нс приведет ли приоритетное развитие ген
ной терапии меток зародышевой линии к 
свертыванию работ по поиску других спосо
бов лечения?

• Удастся ли охватить всех больных, которые ь 
этом нуждаются?

• Сможет ли физическое лицо или компания 
подучить исключительные права на проведе
ние лечения конкретных болезней с помо
щью генной терапии?

Клонирование человека 
Интерес общественности к возможности клони
рования человека возник п 1060* ч гг., после того 
как были проведены соотвстсгвуюшие экспери
менты на лягушках и жабах *->ni исследования 
покати Ht, что ядро оплодотворенной яйцеклет
ки можно iXMciiirrb ядром иелмфферемцирооам» 
ной метки, м при этом эмбрион будет разми
наться нормально Таким образом, » принципе 
можно ПЫ11СЯИТ1* ядра из 11сд|<ффсрснцнро1ьш- 
них клеток какого-либо организма» «мести их а 
оплодотворенные яйцеклетки того же самого 
организма и получить потомство с тег.! же гено- 
шпом, что и у родителя. Другими словами, кзж
лый из организмов-потомков можно считать ге
нетическим клопом исходного донорного 
пршиплмп. В 1960-е гг. казалось, что. несмотря 
ив отсутствие технических возможностей, мс со 
ста пласт труда экстраполировал» результаты 
клоииропппи» лягушки ни человека. В прессе 
ионии тось множество спгпгй на эту тему, были 
даже нлписаны иучно-фатжгтичеекке произве
дения. Опии из рассказов был п ос вишен клони
рованию вероломно убитого президента СШ А 
Джона Ф. Кеннеди, однако более популярной 
темой было клонирование злодеев. Произвели 
ним о минировании человека были не только 
неирадаоиодобными, ни и нроииг<1Ндироьали 
ошибочную и весьма опасную идею, что лично
стные особенности, характер и другие качества

М - Г Л »
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и его свойства, и не то. как он бил получен Та
кой подход используется и С Ш А  для апробации 
фармацевтических препаратов. Однако по ПОВО
ДУ пкще&ых добавок, ПОДуЧСННЫХ С ПОМОЩЬЮ ме
тодов 1СННОЙ инженерии. ПОЗНМКШОТ бо/шние 
опасении В целом FD A СШ А , которая несет oi ■ 
WrCThCHIIOCIb til 6е!Ю(ЮС1ЮСТЬ КАК фирмаИСИТИ-
чсскнх средств, так и пищевых компонентов, нс* 
пользует прецедентный подкол для решения 
вопроса о безопасности нишевых продукта, 
полученных С ПОМОЩЬЮ МСТОДОИ I СИМОЙ инже
нерии. Каждый продукт должен пройти тести- 
росшие на coomeiciкие рилу специфических 
критериев II З&АИСНМОСГИ от своей природы, 
прежде чем он будет разрешен к упспрсблсиию 
человеком.

Напротив, иыспоГтожлснис орг.шшмон, по
лученных с помощью методов киной инжене
рии, и окружающую среду регулируется на осно
вании общих правил Сразу после того как 
общественность узнала об экспериментах с ре
комбинантными Д Н К , возникли опасения, что 
учение смогут получил. -  преднамеренно или 
случайно —  организм, способный примести 
большой прел окружающей среде. В результате в 
С Ш А  были разработаны спсцил ц.ные и доста- 
Ю'жо жесткие привила, peivtaMcirriipyiomne по
левые испытания организмов, полученных с по
мощью методов к и н о й  инженерии.

Возможность генетического изменения че
ловека всегда вызывала перинные беспокойст
ва С методологической точки зрения генная 
инженерия человека подразделяется на генную 
тсрашпю соматических клеток н генную тера
пию меток зародышевой липни. Поскольку 
генная терапия клеток зародышевой линии мо
жет оказать нежелательное вошсйсгвие на пос
ледующие поколении, а настоящее «речи ома 
запрещена. В то же время гемнлн терапии сома
тических меток сгоношится вес более важным 
метолом лечения различных ыболсвамии чело
века. Разработанные и С Ш А  принта. регламен
тирующие се осушссппсмис, включают нормы, 
регулирующие исследования и области рском- 
бикаитпых Д Н К . и биомедицинские этические 
критерии, которым должны ссотпсгспюватъ вес 
экспсркмеШЫ, связанные с мелициной.

После того как в 1997 г. удаюсь клонировать 
млекопитающее, овцу Долли, вопрос о клони

ровании человека привлек инммпмис общест
венности и вызвал бурные дискуссии. Сейчас 
вес жснсрнмситы по клонирошишю человеки в 
большинстве стран запрещены. Однако boifpoc 
о принципиальной возможности клонирования 
чсдонска сшс ждет своею решения.
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К О Н Т Р О Л Ь Н Ы Е  В О П Р О С Ы

I. Какова рот. Нвционатьных институтов 
шравоохранснин и Консудътатииного коми
т е т  по рекомбинантным Л Н К  (M H -R A C ) а

кош роле исследований и области ре комби- 
и и гга ш  ДН К?

2. Какие критерии использует РОЛ при вынс- 
сеини мнения о возможности использова- 
iimi рекомбинантного белка в качестве пи
щевого продукта или пищевой добавки?

3. Ofjcyjunc тезис «Генная инженерии -  /го 
технологии, противоречащая фундаменталь
ным законам природы-.

4. Как контролируется создание генетически 
модифицированных организмов, предна
значенных дли высвобождении в окружлю- 
щую среду, и почему такой ко1гтро.1Ь исоГз- 
ходим?

5. Обсудше положительные и отрицательные 
Аспекты лнисм 1»1ровании рекомбинантиого 
бычьего сомптотропнни

6. Как регламентируются эксперименты но 
генной терапии сомитичсскнх клеток и 
США?

7. Обсудше тезис •Гении терапия клеток ш- 
родышевои линии приведет к увеличению 
частоты встречаемости дефектных темой и 
будущих поколениях#.

8. Объясните, почему запрещены исследова
ния и области генной терапии клеток заро- 
ДЫ111СВОЙ линии

9. Обсудите положение •Человек -  уто  то. что 
прсдстая-тмот собой ею гены».

10. Подготовьте аргументы для обеих сторон, 
участвующих в дебатах на тему: «Следует ли 
запрещать клонирование человека».
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Патентование биотехнологических
изобретений0

Осношии) задача биотехнологии эти П о лун 
ине разнообразных коммерческих продуктов. 
Однако им одна компания нс будет реализовы
вать долгосрочные проекты с высокой степенью 
риска, если нс удостоверится в том. что резуль
тат.! се разработок буду» надежно защищены от 
использования конкурентами. Со своей сторо
ны, государство старается поощрять ннногш- 
цни, направленные на развит нс лромышленно- 
сти Стритеаия, объединяющая интересы 
обеих сторон, заключается п том. что государ
ство предоставляет изобретателям исключи
тельные права пи новые продукты или спосо
бы их получения. Такие санкционированные 
ирниияспп! называются правами на мнтеллек- 
туальную собстнснносгь и включают права ив 
коммерческие секреты, авторские разработки* 
товарные знаки и изобретении. Коммерческие 
секреты л о  конфиденциальная информация 
о специфических особенностях способа про
изводства и состава продуктов, которые ком
пания хочет сохрани и. а тайне и оградить от 
использования третьими лицами. Авторские 
разработки, и частности опубликованные ра
боты* защищаются от несанкционированного 
и незаконного использования институтом ав
торского права. Товарные знаки -  это слова 
или символы* которые при таны идентифици
ровать определенный продукт или способ, 
разработанный конкретно]! компанией. На
пример. товарный знак Офлраск относится к 
набору для экспсркментол in vitro, который 
содержит упаковывающий экстракт бактерио
фаги >. и выпускается биотехнологической

компанией Stratagcnc. Друтис фирмы пролают 
сходные наборы под своими собственными 
товарными знаками

Саман важная форма и1псдлсктуольной соб- 
стисиностн для бжнехнолоенм -  ото изобрете
ние. Изобретение охраняется патентом, кото
рый представляет собой узаконенный документ, 
обеспечивающий исклкуагтсльныс права патен
товладельца т  коммерческое использование 
изобретения. Более т о т .  опираясь на |]юрмулу 
изобретения, защищенную патентом, пптсито- 
владелец имеет право разрабатывать другие про
дукты, которые могут быть получены на основе 
его изобретения, в то время как конкуренты вы
нуждены покупать для этого права на использо
вание изобретения. С  другой стороны, патент -  
это общедоступный документ, который содер
жит подробное описание изобретении и таким 
образом шн{юрмнр\с1 третьи лица о  сущности 
новшества и его ограничениях. Э ю  нашаляст 
указанным лицам решить вопрос, стом; ли им 
продолжать работу в данном направлении ити 
же попытаться использовать запатентованное 
изобретение в качестве стартовой площадки для 
Л ГУ !их возможных разработок.

Процедуры патентования и патентные зако
ны неодинаковы и разных странах, несмотря на 
то 'по  предпринимались попытки их унифици
ровать. Например, до недавнего пременн в СШ А 
исключительное паичтю с право сохранялось в 
течение 17 лет с лоты выдачи патента, в Каноле -  
в течение 20 лет, а ьо многих европейских стра
нах -  в течение 20 лет. но с деты подачи захват. 
В настоящее время в соответствии с междуиа-

" ib * »U 4  I, n ia iu 'u m j  п р и  ntt« п|лг*ппьмжи ••(TllA. w t*,r п л т и и  u ct r  t\  *пг» i \ ш »*п* n B O  H f * u  л п % *
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родным СОГЛП Ш СИИСМ  п  Go пыл ш и т в е  СфАН, в 

том числе и п СШ А. срок действии п о т  па со* 
с т и т с г  20 лет с литы подачи заияки. Олнмкп в 
отличие от многих других стран пряшгюьство 
СШ А ЛрИДСржИ 1ЮСГТСЯ мнения, 'ПО л о т  ВЫДАЧИ 
патента важное, чем д т а  подачи заявки. Обычно 
с момент ПОДДЧИ МИВКИ НИ И'ЮврСТСНИС до по
лучении плгс»гтп проходит от двух до нити лет. II 
любом случае впадение патентом может прнио- 
агп. значительные дивиденды и его нс гак-то 
просто получ»пь, поэтому к заяпхе ни патент и к 
самому изобретению предъявляются жесткие 
требования.

Общ ие в о п р о с ы  п а т е н т о в а н и и  
нюбротемий

Для ТО ГО  чтобы К И к о Л ’ Т О  продукт или способ 
были толстоепособии, ОНИ ДОЛЖНЫ УДОВЧСПИУ- 
рят I» четырем основным требованиям.

1. Любое изобретение, лдя которого доказана 
возможности практического применении, 
должно бып. новым. Понятие «Новизна» в дан
ном случае означает* «по изобретение нигде нс 
динтчти*ано, не ожоси кя к уже существую
щим продуктам и способам млн в печати НС б|4 
ло никаких сведений о нем до литы подачи за
явки на патент. 11ослсднсс касается всех стран, 
кроме СШ А. и СШ А же изобрелпель имеет 
право подать заявку на патент не пахшее чем 
через IOI1 после ТОЮ №К Gl4.ni OftyttlMMOBBlfbl 
спелейнч о ела?петстпукцкм изобретении.

2. Патент нс может быть иылпн на то, *гто ранее 
просто нс бшю известно; изобретение долж
но обладать изобретательским уровнем, т. с. 
не должно быть очетчиним для специалистов 
и длиной оОлмеш (заключение о соответст
вии и’«обретении утдонши ГШТешосПОСоОно- 
сги «изобретательский уровень* выносит Па
тентное ведомство)

3. Изобретение должно быть «полезным» HC3II- 
нисимо от тою. идет ли речь о способе, уст 
ройстпе, вс ш есте, микроорганизме или 
многоклеточном opfamrtMc.

4. Заявка нп патент должна содержат описи 
мне изобретения, раскрывающее cm с пол
нотой. достаточной ДЛЯ применения спспи- 
ад метами.

К  Изобретениям И открытиям. НС ММЯКМЦММ- 
ся патентоспособными, относятся кпушы« ico* 
рии. математические мгтолм. эстетические тео
рии н терапевтические метод и лечения 
человека и животных0 Кроме того, согласно 
основному положению патентного права, па- 
TVMT нс может быть выдан на «природные Про
дукты». Это СПИНОЮ с тем, что общество нс м 
нкгсрссояяио в прслостяалснми кому-либо 
монопольных гран на то, что существует в при
роде и принадлежит веем Однако компании и 
частные лица часто обходит /го ограничение, 
подавая патентную заявку на способ очистки 
продукта н тем самым и «бегмя прям от вопроса 
о том, что будет лшишено патентам: природ- 
ный продукт или организм, с  помошыо которо
го данный продукт получен.

Простой и быстрой системы выдачи патентов 
нс cyinccmyrt кишка должка быть подготовлена 
специалистам, обычно патентным поверенным, 
и составлена и соответствии с определенными 
правилами. Заявка. полвпясмам и СШ А . должна 
содержать и ш н к е  изобретения; реферат. и ко 
юром кротко 1ГДЛОЖОШ сущность изобретения* 
рлшед, называемый -Прел носы тки солланин 
изобретения», и котором максимально шддроб* 
но описывается положение дел п гой области, к 
Kompoii относится изобретение; раздел. ивма- 
ЬДСМЫИ «Сушноегь ИЗОбрсТС1П1Я». I» КОТОРОМ 
раскрываются основные признаки и ^ р с ю ш и ; 
чертежи и рисунки, помогаюшис лучше гнтять 
существо вопроса; редел, содержащий сведе
ния, которые полгткрждают ю змоанопь осу
ществлении изобретения* и. наконец, формулу 
изобретения. выражающую его сущность и спо
собствующую пониманию тою, каким образом 
изобретение может быть использовано. {лямка 
нп патент подается и Ведомство но патентам и 
товарным шахам С Ш А  (Г Т О , от мим. Potent 
and Trade mwrtc Office), где она подлежит жепер 
л п с  пп новизну, нсочснидиостз.. применимость, 
осуществимость, г. с. на соотпетстпис условиям 
патентоспособности.

Если JKCllCpI приходит к выводу, 'ПО и юбрс 
темпе соответствует условиям питскюспосоО- 
ности. то выносится решение о выдаче патента.

"  I I W  t «  ж *  »аггтц 1Щ| ги гш г гс»  iw m m K m u C t u im i
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Однако получение прейти еще нс означает. что 
можно беспрепятственно производить и прода
вать запатентованный продукт. До того как про 
дукт поступит на рынок, он должен быть серти
фицирован Ь СООГПС1СГИМИ с предусмотренными 
законом требованиями. Например, сели патент 
был выдан на генетически модифицированный 
микроорганизм, то такое изобретши? должно 
удовлетворять всем критериям» которые paipa- 
ботанм для тестирования продуктов, получен
ных с помощью технологии рекомбинантных 
ДНК: производитель должен иредешиггь дан
ные о безопасности способа культивирования 
микроорганизма, его распространении и высво
бождении в окружающую среду. Контроль за со
блюдением вытекающих мт патента прав возла
гается на пате1ПоашеЛ1.иа; это означает, что 
протип любого липа, которое нарушило дейст
вие патента, может быть возбуждено судебное 
дело Такие споры решаются неудач, а не и Пи* 
itinnoM ведомстве. Сходным образом, если тре
тья сторона (частное лмио и л и  промышленная 
компания, фирма, организация и т. л.) сочтет 
мепраоомерной паи незаконной выдачу шггскга, 
то оно имеет пряло молить иск и суд.

Ге ли эксперт отклоняет заявку на патл гг, то 
ззягимгль может подать возражение а Пмтомт 
ную палату Жалоб, а в случае отрицательного ре 
шсний оспорим, его в судебном порядке. Для 
HCKOT«ipux заявителей пптснтоввпис это горь
кий о п ш  обманутых ожилнний. Известны мно
гочисленные патситные тяжбы, где сшики столь 
высоки, что судебные разбирательства длятся 
годами, при этом оплачивают их конфликтую
щие стороны. Томас Эдисон, который к концу
ЖИЗНИ бЫЛ ЯСРЖЛ'ЛСЛСМ боЛСС ТЫСЯЧИ ППТС1ГТОП.
однажды сказал, что «каждый патент это при 
глашснис к судебному процессу».

Среди осноппык категорий патентов пп 
тс т ы  на продукты и njrrcirra ил способы К 
продуктам спиосятел гомогенные веществ», 
к о м п о з и ц и и  в различные устройства, к спосо
бам — методы получения продуктов, действия и 
операции, способы использования продуктов 
(табл. 23.1). Пптснтшшнис биотехнологических 
изобретений ос НОСИ но на историческом опыте 
гилейfOBBtiия изобретений, созданных и облас
ти сельскою хозяйства, пищевой, м м кроС ш вкт- 
гмчсской. фармацевтической и медицинской

промышленности. Один кт таких примеров- по
лучение патента Лун Пастером на способ произ
водства пива путем ферментации. D настоящее 
время большая часль заявок на выдачу патентов 
п области биотехнологии относятся к охрано- 
способным, н патенты ка них пинаются без осо
бых проблем Менее однозначным был случай с 
первым патентом, выданным на генетически 
модифицированный микроорганизм Заявка 
была подана А. Чякрабарти, рвботаншим и то 
время в компании General Electric, а новшество 
состояло но введен и и в бактериальную клетку 
нескольких плазмид, каждая из которых несла 
гены, ответственные та один из путей растете- 
ння углеводородов. Полученный микроорга
низм был способен расщеплять многочислен -
Таблица 2J /. Осноишос категерше ттоттоп п области 
rtxiituiontii [о.имбтшглих ЛИК

K r n t o f H *

1 В л и л и  на п р и ж и м

П а к е т а К л т 1Н|мм1л т а к  *сны . 
pcM yw nuiuum aJt* В енки ,
4 M M U .lL  и л и *  H . I U . L  inrurrc.il*. 
l ! .1 Q 'J V I t i a u .  f - . p i > / , . и I|N U . « « т о р и .  

К Д Н К ,  M O U i U f t f O f l H t J C  * & k C ]H l ib l

K o M I K X V f i n i M l l l V X H U L T V i r n f U C  т е п к в м .  

б н о у д о С р г т ш . f u tm iic c k  i it ia v iw .
с ло ж н ы *  i { i^ w ]U K » n f « r c x n <
СА4ССЧ*. MltKfXMjpfUMUtt^U
i p i N C i r u b w e  ( р п ы к  i m m

У с т р о й т е * А ллаеккт и дя  и м п у ль с н о го
i t r i b -  ' j . u ! K T p t « ± i 3 H ; i a ,  п р и 6 , * »  д л и  

C r » . I K t i l « | 4 4 I I U I » : , l  Д Н К .  3 C T ]X 4 l l .T H C »  

и д я  M H K p o i i t f M U i p o M i  u n i  m i c e  о

М Е Т К И

I l s r e w u  v u  способы

W fTIW M  (М М > 'Г И 1 « В м лслкэи ю  Л Н К  a n n a

п р о д а ю * п ц у х и е л с тс ч и и я  Д Н К .  
K C 4 !< ip y u p ,!w »»tK  и т о г о » ,
t X U i y i C I O f C  I ^ M i y M U B  С  1 Н М И Ш П А )  

П С Ы И Ч С Г В В М Я Т  I U - П n o i l  p n i K U M I *

( f l U P ) « < i  о с о б ы  tr4 »in K ji 
р т м С о и и м г т м *  О ем м *

Д е й с т в и и  м o ix p e u M ii Г к б р в д г ш ц м в  м у м с и » к т ы х  в т .  
ЛМИ1ИОСТМЧОСМК! П р И С  .>p»l.
C lW tf * Л *  Л ivcm iitm  п р и  
•KJWL'IMOtUlIMM Н Ц Т 1, 
M y n iliM tH ItU B  ПИНИЮ

С п о с о б у 11рИУ5ГНОи*Г C *<i}j)H £<H D {tt II
И С П С Ы к З е и ш ж м Ch и ж м и ж  1 h i  | к и  I • • 

№.улШ11аф<11и*11ие и ’н г и д о с ч м
М СШ ИфИ 1ИрО Ю 1 и м  ч О Г П Н К и / с м . 
1 г т с р п г а и т п с о с м е  ссю снбм
J * * * C t lM » i Ж К К Я И Ы *
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ныс ком попеты  сирой нефти к мог принести 
большую ПОЛЬШУ при ОЧИСТКС in  нефтяных за
грязнений. Тем не менее пптентши заявка был» 
отклонена Р ТО  мп ТОМ основании, что микроор
ганизмы -  это природные продукты и поэтому 
нс охраноспособны. Однако н 1980 г и своем 
IHlMCKIU'JlbNQM решении Верлопный Суд СШ А 
посгановнл, ЧТО бактерии |ЬифАб»р1»  всс-гакм 
Muiyi быть мши щепы патентом п инпвстствми 
с лейст ну кипим лткинодкгельеттюм, нос жольку 
«соддштый руками человека микроорганизм 
можно считан»охраноспособным объектом изо
бретения.» как продукт ИЛИ КОМПОЗИЦИЯ*.

Основные дебаты но поводу и.тнкж ания 
указанною генетически модифиии|юнанного 
микроорганизма свелись вокруг способа его по
лучения. Раисе индуцируемым мутагенез с пос
ледующей селекцией с целью получении орга
низмов с новыми свойствами уже был признан 
патентоспособный изобретением. Однако гсис- 
ти чес кая инженерии рассматривалась как про
цедура, «посягающая на саму природу», л пото
му выдвигалось возражение, что изобретатель нс 
имеет права получать выгоду or манипулирова
нии «природными продуктами». Такая аргумен
тация не нашла поддержки, и п СШ А начиная с 
19X0 г. (л  затем и и других странах) и законода
тельном порядке было регламентировано, что 
житие организмы независимо от способа их 
получения -  являются охраноспособными. Что
бы вымести решение о выдаче на них imciua, 
необходимо провести экспертизу на их соответ
ствие таким условиям, как «новизна», «пзобрс* 
татсльский уровень» («неочевидность») и «при
менимость».

Пятеш овинио изобретений в разных 
странах

Потентные ведомства различных стран часто 
выносит совершенно разные решения но одной 
и той же заявке. Например, п 1989 г. биотехноло
гических компания Gencntcch попала в Потенг- 
нос ведомство Великобритании заявку, которая 
относилась в том числе к способу получения 
тканевого активатора плазминогена (!РА) челове
ка с пешошмо технологии рекомбинантных Д Н  К. 
С*гат Белок. присутстпу ниI(ИЙ п организме челове
ка п небольших количествах, отвечает тя превра

щение плазминогена п плаэмии. П л о ти н  -  это 
фермент, расщепляющий фибрин кровяного 
сгустка, и поэтому |РА человека может исполь
зоваться как терапевтическое сродство для нре 
пот вращения и лечения тромбоза коронарных 
сосудов. После многочисленных попыток ком
пания Genentech получила полноразмерную ну
клеотидную послсдопатсльнсхпь, кочплсмем 
гарную I сном ной Д Н К  iPA человека <кДМК), и 
клиннртяма ее и Escherichia сой, намереваясь 
синчглиролать большие количества чистого iPA. 
Подана:* заявку, компания хотела подучить на- 
гент на iPA человека, си|ггсэ»цх№шний с помо
щью разработанных ею биотехнологических 
процедур, и также ни кжжмруюшую векторную 
систему к генетически трансформированный 
микроорганизм Кроме того, Genentech заявляла 
свои права на применение iPA в качестве фар 
мацсптичсского средства. Формула изобрете
ния, представленная в первоначальной заявке, 
состояла из 20 пунктов. Одни из них были слиш» 
ком широкими к неконкретными, другие доста
точно узкими. Заявка была отклонена Панент- 
нмм ведомством Великобритании, и Genentech 
пошла иск а Аппеляционный суд Великобрита- 
нии, который после тщательного разбирательст
ва лр»шшл вес пункты формулы НСИПГС1ГГОСИ1> 
собнмми. В судебном решении отмечалось, что 
изобретениеотвечает требованиям новизны, од
нако некоторые эксперты пришли к выводу об 
очевидности заяипенных технических решений 
н соотистстпенно о невозможности их патенто
вания.

В отличие от л о го  в С Ш А  Genentech получи 
лп потеш на г РА человека. Он нс только защи
щал ту форму сРА человека, которую Genentech 
минус I или на рынок, но и предоставил этой 
компании исключительные права на псе сход
ные, но не пасигмчные формы Genentech выиг
рала судебные иски к двум другим Биотехноло
гическим компаниям, которые, как было 
решено, нарушили права Genentech, хотя они 
продавали другие формы iPA, чем та, которую 
выпускала Genentech.

П а т л ,  выданный по гой же самой заявке в 
Японии, ограничивал притязания Genentech 
аминокислотной последовательностью именно 
того iPA человека, который был клонирован. 
Здесь друтие компании имели право мролдпип.
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iiapnainu tPA человека. Таким обраюм, у одной 
и и»й же потешной заявки в 1рсхрш нш  странах 
была разная судьба: о первом случае она била 
отклонена, по втором принята к рассмотрению с 
последующей выдачей патента на широкие п р и 
тя за н и и , и третьем принта к рассмотрению с 
выдачей патент на более узкие притязания. 
Следовательно, в настоящее время могут сушс- 
стпокш» ратные тонки трения на патентоспо
собность одного и тиго же изобретены* п патент
ных ведомствах ратных стран.

I laiстоваине ЛИК-нослеловательноспй

Начинай с 1980 г и Нагонные ведомства «сего 
мира было поляне» более 5000 заявок на полно
размерные гены, примерно ш  1500 из них били 
выданы патенты. Наиболее значимым патен
том, выданным на способ получения пролук та 
с использованием гена человека, можно счи
тать патент нй способ получения рскомбтш гт- 
иого эритропозтина. который принес заявите
лю  за один только 1996 i ДОХОД более I млрд 
долларов. Эритропоэтин стимулирует образе 
ИЯМ ИГ «рнтроинтов и используете я дни преду
преждения анемии > больных с почечной недо
статочностью, которые подвергаются диализу 
Множество других запатентованных нуклео
тидных последовательностей используются и 
качестве диагностических зоклов (Гжомиркс 
ров)

С  началом осуществления проекта «Геном 
человека*, в том числе с частичным секнениро- 
ианнсм кДН К  человека щ  различных тканей и 
органов, много нжросоп и споров стало вы зы 
вать патентование исполнорязмерних генов. В 
1991 I Национальные миституш ппрапоохра- 
нення СШ А (N IH )  подали патентную заявку ив 
315 частично ссквсн прогонных послсцояйтсль- 
носгсй кДНК человеки ( ESI ) .  Еще дне чаинки 
упелнчипаан общее число частично секвеипро- 
ванних EST. на которые испрашивалнсь патен
ты, до 6S69 В 1994 г. РТО  уведомило N IH . ЧТО 
оно намерено отклонить заявки на том ос копа
нии. *по функции последовательностей неиз
вестны. Другими словами, было со«псно, что 
сами но себе частично сСкиснмрованныс после - 
лопАтельносги не удовлетворяют услопию па
тентоспособности «промышленная примени

мость» М П  припал решение не подавать алпс- 
ляпию. и вопрос о возможности патентования 
EST остается открытым до сих пор.

Между тем к 1997 г. было подано свыше 350 
патентных з а я в о к  на более чем 5(Ю 000 нсполно- 
рлэмерных генов, n основном частными фирма
ми. Только а одном in  такте заявок испрашива
лась патентная защита примерно 18 500 EST. 
Р ТО  С Ш А  еще нс пынссло решения ни по одной 
из таких заявок. Однако и будущем для ускорс- 
ння процесса экспертизы и Гюлсе адекватного 
подхода авторов к числу заявленных изобрете
ний в олну заявку предлагается включит» нс бо
лее 10 последовательностей.

Противники патентования фрагментов 
Д Н К  с неизвестной функцией утверждают, 
что несмотря на несомненную ценность таких 
последовательностей пока преждевременно 
обеспечивать их патентную защиту. Кроме то
го, есть опасность, что пылачл таких патентов 
не только предоставит патентовладельцам 
слишком широкие права, но и будет препятст
вовать разработке различных диагностических 
и терапевтических средств. В связи с этим ты
сячи ESI рассматриваются сейчас как некие 
промежуточные, а нс конечные продукты. С 
другой стороны, сторонники патентования 
LS T утверждают, что такие последовательно'» 
сти являются нотами, поскольку они компле
ментарны матричной РН К  (мРМК) из различ
ных тканей и органов, а тпкже *00 они имеют 
промишлекнную применимость, носкольк) 
каждый набор ES I можно использовать а ди
агностических целях, с тем чтобы определить, 
в какой мере то или иное заболевание сопря
жено с изменением мРНК в различных орга
нах. более того, высказывается мнение, что, 
как показывает история, патентная охрана нс 
сдерживает разработку ношах продуктов, а на
оборот, стимулирует ее.

Таким образом, проблема патентования EST 
остается открытой. Может пройти некоторое 
прсмя, прежде чем шш будет окончательно ре
шена, особенно если шмпктсли отклоненных 
КТО заявок подадут п суд. Кроме того, исследо
вании продоллипшей. и со временем будут рас
шифрованы полные последовательности многих 
частично ссквсииропанных кДНК и поданы со
ответствующие заявки. В тиком случае может
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TpancieHiiue млекопитающие, не относящиеся к  человеку

Авторы: I*. Lcik*r,Т  A. $1смал
Уиш&теу. /Vvfir.Vfif dittf ftiiruy tfNarvantCdlttf* A/uu

( / Д Лот/ / W  #66
Лютп л«.ЛтмТ1 М*Ш|*1«ДО /Jsi»y*i« IVSS'r

В I9H0 i IkpxuwtMft суд СШ А им* 
нее определение, i m  юобрстснис. 
кслорсс leciK^rftct *чт-дпСн>. CO)* 
данное fKia солнцем румын чело* 
ИСКУ». KUtUttCM o^ kuicciiocvGnun  
В I9K* i бегло unansmowiHO ncp* 
HOC АИКТ1Н0С. 1ШЛ>НСИ»ШС C Ш1МО- 
na.MiMCTuuooiviiiioii инжтерии. -  
i{uuk;i енкдм мышь В cc ДНК Ош 
не i р к н  геи, тнетсю енннй шоб-
(XlJUKlHIh: IJUKIHCCUCHHU* о п у 
холей (o i i K c m i ) ,  ко тор ы й  нахо
д и лс я  по д  КОНТрШСМ lipouoriofxi 
iu отмяк aiHMiiceo компакт» non- 
то р я  чируса о п у х о л и  MОЛ0*411 Wl\ 
желе* vb'iiiii (LTK MMTV) Онко- 
пен iipdcrofcouсобой rai mjc ви
рус*i MiiciW iimiM aio:iu ими ки ка
OK 10 Изобретение киепгишосв *> 
клонировании химерною гена 
LTK ММ IV т у г  к ium амиле, we*
ПСНИИ 'ШНПЦНМППАИКОЙ nirf (МИД- 
НОИ Д Н К  п мужском прпнукасус 
оплодотворенных сишоюточнм v
МЫШИНЫХ fiftllCMCTCK. Иис1П1|фн
кшин потоиюш. экспрессирую- 
ших ген туе. II iiwy'iciniii линий 
fpdlfCIUUIbiK мышей У  липш им * 
одних линий leu /int :*ccnpccci'po- 
ш е я  и jifc к11 mi Hiii а ткани ч, у жи
т н ы х  других экспрессия сирени-
ЧШШЛЛСЬ GltlldH II.Ill НССКДХЛ1Ж11М11
питы м и П о  утперж iciiMKi Л  ca rp i

•I Стт*м|Г1а, введение копи ру 
ими LTR MMTV-чде в т к и  
мышей «увеличивает иершл- 
мость ржшггин неопластических 
оСрмоипмЯ у жижи них*. Т а ш  
Т|<*НС1 синих животных можно
ИСИОЛЬ AHMII. Д.1« тсстиронаним 
|»1ЛИЧИМХ СОСЛННС1111И ИЙ их 
способность ннцуинроиш. или 
прсдо| ПриНИИ I. ьоэникновенш: 
опухолей. Кроме или. они жмут 
служить источником клеток р«о 
личных псаисй (например, сер
дечной мышцы), котСр4JC СбЫЧ* 
но бывает трудно выращивать р 
культуре Начиним с 19М> г. фир
ма Du Port продет овну m ли 
ний тихих ipeinciсиних мышей 
пои торсоеым натшнгем «Онко- 
Мыши* Другие предпочитпмт 
UCHUIKTOlUTb ICI IKIHIK • I [фМрП* 
скляонкомм1!1ь* и.*и прост «он- 
кашшь».

Исмичапатента США N? 4 736
866 ВЫМЫЛЯ И||ОГО*1ИСЛСННЫС 
споры, причем большинство 
опасений носило ужчсски!  »л- 
рактср. Противникл ПЯТСИ1СМЯ1-  
нии tpeiHcrcHiiMt а н к п и а  счи* 
тали, что подобные шпеты  
пост ami на незыблемые хю* 
1МНИ14С принципы, угрохает не* 
лисжосш muon н поощрив* не*

fyM.IHHOC OC*fnllllC пне с жмвотии 
мн. Несмотря ни нее п о .  ь США 
кигшндя с \%Х I. выдано множе
ство 1МНСНТОЛ нп различи ис 
I ране генные opi АНН (Kill СрСЛН 
них -  патенты на грани спине 
хи к ш ш е. кот ирис Используется 
• качо?тне моделей длп т у * *  ним 
рЛ JBIIfllU ЛОбрСКа*1СС1ВСШ«ОЙ опу
холи JipOCUlU, ВОСПАЛИ 1C Л Ы114Х 
ьчОилепиний, нарушений мс-шОо- 
лнмл п хнропой ткани, тромбо- 
шнопснии. До настоящего време
ни ни у сулои, ни у п р авш ел ьет 
СШ А нс DOTiiiikxio сомнении г 
npouoMcpiipcni шпентоп такого 
рога. В ( IIIA lUTCHioiuumcтранс* 
н а ш и х  Ж111МП11ЫХ больше не т и п
стен предметом дискуссий. Илии 
КО К Гире ПС И лрупи СГрНКЙА оно 
ОСШСТСИ сер веткой проблемой.
которая ло К0 1 Я\л не ре шг ил. коти 
Гарвардская о и м т ы ш ь  тапатсн- 
тош на Гнронейо.им  П ш г и т и ы м  
M D0MC11ЮМ. DuilOCfl полож ш елъ 
нос решение, лкспсргы сочли, «по 
1хтлыа oi такой 1р ли ск и н о и  сис
темы IlCpCftCUllIttiCT 1Ю1МОА11ЫС 
H crauuiiuic последствия. О лкако 
часть иГш|сс1нснности и н и х н о - 
рыс политические тертин нрш ю л- 

п пыегуиип. протип ука uni т о  
1С> JICIDCHlfH.

позникнугь протиорса1Нс между патентоспо
собностью частично ссквснировамсых и полно- 
ралмерных кДНК.

До нсдаиксго нрсмсни n С Ш А  было трудно 
сто иентоннп. ппершае 1и1Снии||М11иройанныс 
гены, даже если такие каобрстсння npiniiam* 
лист, полезными. Обычно РТО выносило реше
ние. что данное иэобрстснис нс ссютммсгвует 
у слоник пптснтоспосибнсдсти •нк»Срста1слЬ' 
СКИП УрОВСНМ, ОНО прН1НПШ1ЛОС1. очешиным и. 
елслопателвно. нсщ|тснтос1Пч;стбн14м. Говоря и 
двух слоган, iKcncjnw Р ТО  пришли к ныподу.

•гго получение 1сна или ьД11К с помощью син
тетических laicuoii. синтстиропанных исходя ю  
опубл И МИШИНЫХ ДОННЫХ О ЧАСТИЧНО или полно
стью секленироаанных auhhqkucdothux после- 
лопатслыккпях, яштясю! рутиной процедурой 
для любого спсшталисга п панной облает и 
прямо следует »п всей прсаыду1Юй практики, а 
потому данная методика нс может считаться пп- 
гентослесобной. В даух слухах юристы Днпс- 
ли!тонного сулл фодерпдыюго округа С Ш А  пи 
несли чпключгнис. что знание аминокислотной 
послсдоаятельности не п о *.1 й о л я с 1 однотпчно
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РИрСДСЛИТЪ КуК.1СОГНДН)ГК> ПОСЛШ10|ШТСЛЬ1ЮОТ̂
соответствующе 11 кЛНК или гена вследствие 
вырожденное™ генетического кола, т. е при 
ланкой аминокислотной последовательности ни 
кЛНК, ни последовательность гг на нс нилинмся 
очевидными. Др.ч ими стоками, как сказано ьоа- 
ном ил нормативных документом, «ю , что не яв
ляется предопределенный, не может считаться 
очевидным» Гем нс менее РТС) СШ А придержи
вается существующего подхода к патентованию 
генов н нслшию ипскшнл но крайней мере олн) 
заявку на том основании. «по методы, которые 
испольюпились для определения нуклеотидном 
последовательности гена. 614.1 и рушимыми и 
очевидными. Патентные попе реш ил D свою (се
редь считают, что патс»тхпосо6*ичть изобрете
ния не зависит or юго, каким образом оно было 
сослано, а определяется тем, соответствует ли 
оно условиям ш п сто стго с^и р о и . Вопрос о 
том, итиястся ли использование илаеспюго сно 
собв получении 1снд прсшлетяисм к при-яшмию 
такого 1сна неочевидным, следует решать и су
дебном порядке. Поскольку РТО использует пре
цедентный подход к вынесению решении иоСчю- 
1С.ХИ0Л01 ичсским шпикам, но-видимому, нс 
существует Абсолют)ЮГО СТШиюрт для оценки 
comlurtciиуюшнх и юбрстенмП, и суды скорее бу
дут играть шпегратипную роль при рассмогрс-
НИИ ВОПРОСА о  ПЛ1ГИTlH'llOloGHOCf И ТОЮ*

Патет ованис многоклеточнмх 
организмов
Пвтентшшшс многоклеточных оршнм нюп то 
же вызывает опасении как этического, тик и со
циального характера. Однако с точки трепня 
прелоститения исключи тельных прав на жииыс 
Ор1ЛНН1МЫ ЩССЬ нет ничего принципиально но
вого. Традиционно игпснтук/тс* микроорган нэ 
мы. разработки нормы согласно которым се
лекционерам прслосптляютск права ни новые 
сорта рмешшЛ, п С Ш А  и Европе зн1Штс1Поааип 
|рансгснн,н1 мышь («онкомышм). иссушим ак
тивируемый ген. отвечающий и формирование 
опушим, охраноспособными и юбрстС И Н И М И  

считаются растении, полученные с поиощмо 
методов т о ю  И инженерии.

Серьезные возражения прошв патентования 
грднехтнних животных основаны скорее на со

ображениях морального порядки. Другими сло
вами. вопрос заключается в том. считает ли об- 
Iпесню патентование таких животных приемле
мым или нет. С  точки трения исторической 
перспективы ма/юпероипю, чтобы чисто лн чс-
СКЯС СООбрУЖСНИ* МОГЛИ ИСКЛЮЧИТЬ 11Л1СК1Ш5И- 
иис всех трансгенных* животных. Например, сс 
in  изобретение относится с новому способу 
лечения человеки, то и соответствии с существу
ющей точкой зрения права и потребности чело
век* преобладают под «интересами* животных. 
Однако 1ште»ггонанис -  это не Абсолютное пра
во, и правительство и iKKoitojuitcm.iKiM порядке 
решает, чю может бить охраноспособно, и что 
нет. Если  различные заинтересованные крути 
считают, чю  изобретение способно оказать ис- 
rantnHOC экономическое впияние, например ми
ССЛЬСКОС ХОЗЯЙСТВО, ТО В1ЮЛМС ВОЗМОЖ1Ю, *гто и 
скопила те л ыюм порядке внедрение новой тех- 
пологим будет запрещено. Например, парламент 
Лямин итлдд закон, согласно которому живот
ные ИСКЛЮЧАЮТСЯ h i скверы интеллектуальной 
собственности Таким образом, они нс являются 
обьехтямм патентнойзашиты.

П и те н ти а и и с  и ф> и laxu in  ильные 
исследования

Не псе уверены в пелccooOpaiмости иигентопа 
имя, некоторые считают, что предоставление 
монопольных прав ограничивает конку рем 
цию, приводит к повышению цен, сдерживает 
новые разработки, способствует Процветанию 
больших корпораций ■ ущерб интересам от
дельных изобретателей и небольших компании 
Несмотря на вес это, пякнтнан система ста
бильна и хорошо развита. Более того, стило яс
но, *пч> патентование нс тормозит фундамен
тальные исследования и научную деятельность 
фирм и компаний Так. если бы оно служило 
СГрЬСШММ прснятстисм ДЛЯ ИПНОВИПИЙ, ТО ПЯ
ТО! 1 G IIIA  за номером 4 ?37 224. выданный 
Г н и л и  Козну и Герберту Бойеру а 1980 г на 
использование вирусных и шталмилных векто
ров для создания рекомбинантных Д И К ,  
должен был в значительной степени затормо
зить развитие молекулярной биотехнологии 
(рис. 23.1). Совершенно очевидно, что ничего 
подобного нс произошло.
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Melon р п и и щ п п  Ф>НК1Л1(*1Я11МИЧ1 Д Н И . кмаггик»
ЩМЙ r  lut£fc4b\4|l|ttk )CUUIKU1 COOTK?
СЩ> КЯИИХ «*ДН«Ж irTii'illH X  о р г я м и ч п *  < IMiKM’dlM P 
фуикшюияямюй Д Н К  с попью нешу^еими чымсфор-
tiuario* npt< 4»v»*i пинии .iMlftfl ДНК im туче ил »«
vino следующим <Opax*i в) рисшоаллшем икру; ни* 
ИЛИ М\И41СШ4< ПЛК1М|и«10И ДНК. СОВМССТИМОИ с ука- 
kututiM iua«oft.«nirutifM ofirviHJMow с получением 
ЛИМПфИШИМИП ффавЪМИГИ, ClVirpXAUItro МИТПГТ- 
иы11 рсилммт и ммимпА умисп» с vup*nec muuiuim  
ми cuollc гид ми; б) объединением первого лм1«хримь 
IUUHIOIU фрвп*е>гг« со trrofttiv. чудеродным по
ОПСИХЮМ»*» К ykajJHIM*M> Urt МП* .?#!«•*« W *М> о( I .IHHIuy 
И СОЛГ| жашим ПО меньше!* W<\* own* IIHTfA H H lII VVII * 
МЧИСИШ У»4Н VOX, 11 M41»0l »<И К i n n  Н|в.мы|*ию С М'Ипе
ним УНйСШЖ 11С|*ЯИО ЛИНСЯрИдлинною *tfU! мет».
1*ГИ*1СМ Пи МГН1111ГМ игре сини И » .tilHC4pM«.ih*IIHI*l 
«1>рягмс*ггп» содержи-? геи onpmVMHMcfо фснслимт
CKCtO ПрИЛЫкЛ «  >1 ЛИНИИ*. (KULlUiUUlMY ИЛ* 1МШФ
ОбъелиНСКМЯ. прочем kOHUCMieучктхм Пгрипи) М НТО 
рои* фрпмппоя объелиИмотгм с обра мжаимгм cj)iic 
ционалыюЛ ДНК. ансобной ь  рмыикедми и ipattc
кряииин t  )i/iHM!iioM ОД110КЛСТ01П11М оргянидме
ui jpuiinouHiie >k j uiiixnn oameuienmifuioopreimMo 
luuxnmuiirB Miir.tic ii.HClU CpeilC и миелгннг транс 
Фефмннтоя. облтлявошнк данным 4 *<ч>ги nicjenнм 
при шиком, промяламс мпорого «Ягуекмммиостся 

^ >?utja»inc>U фу*о.и»«ондлмн и ДНК

Рис. 23.1. Мс|*м»ан п у т л  формулы П я с е к т  СШ А 
N: 4 237 224. штанного С  Копну и Г. Бойеру 2 декабря 
19X0 г. и о «пламенною ♦С пособ пилукнни билли  и- 
m v i i  функиисхшлышх милее) л  up них химер-.°

Райсс патентование н пиелренне la im icifTo iu m - 
ных биотехнологических изобретши в основном 
nu.itioixi.io ученых. раГюганиимл и области биоло- 
пен Одкяко теперь и научном сообществе сушсст 
пуст мнение, что пятснтоеанкс и его последствия 
могут нанести ущерб фундаментальным научным 
игнногтом. Традиционно наука, особенно уии- 
п е р о п о ш я, предепшлядя собой открытую сис
тему СО свободным uftMCtWM идеями II рСЗуШ<ТЯЛ1 

\ш исследований через научные публикации и 
личные сообщения. К илгям коллег откосились с 
уважением, д  прогресс «той иди иной области по 
многих случаях достигался соямссппами усилия
ми. Однако позже некоторые учение стали екпо- 
мяться К МЫСЛИ. ЧТО IIIIU T  рсщпя научных мсслсдо- 
ппннй п гт р р и 'ш й  по оттшшенню к частным 
Mificpt4JM.it побудительными мотивами д.м замя
тий наукой являются публичное признание к фи-

"C'orincuandKntHfluna шш ш вудьч>. 1шм> вунм
1*М*М)Ли »)(»̂ >Г1?М1кЯ ДИС*£И ■ ЛММ1Ъ£* я HUT UIMVO ICcJLIHAl
я»щ. nmruuy мкто Оилжт cutu iu*o Оишгоам f* itojiium ал»*
Юи(4*<ТКЯ f(|%LV fir JVM.

маисовая прибыль or внедрения инноваций. Ранее 
фундаментальные иссхдокшшя п осмоином про
водились отхрьгго. Ученые были уверены, «по 
прогресс в целом б>71ст идти быстрее, е с т  регуль- 
таты желерпментов будут опубликованы и науч
ных журналах, доступных любому желающему. 
Это поможет прниилыю выбрать направление не 
следований и то ль к о  иышрагь ОТ открытий, сде
ланных /футми. R условиях секретности может 
уйти много времени на проведение утке вылознсн- 
ных экспериментов. Сейчас патентные поверен
ные советуют уценим держ.пь СВОИ piiCч»I ы и тайне 
ДО тех пор, ГОКИ ПС будет ПОДЛИЛ Заявки If л ю ти т. 
В шпснтопаинс изобретений вон те каете я псе 
болыиес чисто ученых, вынужденных молчать о 
своих исследованиях, по крайней мере до тою мо* 
могга. к лк соотвсгст вууощая заявка будет оформ- 
лена и пш дна  в I laicinmic асоомстпо.

Волге того, в результате сокращение фнкаи 
енрованим ечт стороны государства некоммерче
ские институты и в особенности университеты 
вынуждены искать другие ИСТОЧНИКИ ДОХОДОВ. 
Новыми источниками денежных средств стано
вятся пошлины и роялти от продажи лицеи ИЮ и 
переуступки Прав на патенты Ярким примером 
здесь может служить патент, выданный Коэну и 
Бойеру* ил методики работы с рекомбинантными 
Д Н К . За все прсмя споет действия с 1980 по 
1997 г. он принос Стамфордскому и Кили<]юр- 
нийскому университетам доход примерно 45 
млн. долл. С Ш А  МассячусстскиЯ тсхнолотче- 
ский институт ежегодно поддел более 100 заявок 
на патенты по всех областях исследований, и его 
доход от продажи лицензий составляет 5,5 млн. 
д о л л ,  и  год Б о л ь ш и н с т в о  университетов имеют 
хорошо организованные патентные отделы, ко
торые занимаются процедурой натс1ггопйШ1Я и 
передачей рязработпнних технологий и про- 
мыиздснность. Анюры обычно получают часть 
доходов от своих ииЧ»рстсиий. Таким образом, 
ко м тр я е к м  посрсдиичсская деятельность -  т »  
реальная часть жииш многих университетов и
С Ш А  и лрушх странах. Важно, чтобы ома не до- 
мнннропа.та над другими направлениями рабо
ты академических учреждений

Э т у ш а  ч. с которым патснгукпся научные 
разработки, вылыплег опасения, что наука мо
жет стать заложником ш к тттл м С и щ с а , я на
учные исслсдовлния будут осе менее плодоггюр-
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ними. Но есть и другое мнение: некоторые о т 
тают, что традиционный путь разтггня науки 
устарел и неэффективен. я патентные права и их 
реализация будут стимулировать нопые ри:<ра- 
бстси. Разрешить л о  прели wipes не будет нелег
ко. Ясно ЛИШЬ, что почтение молекулярной 
биотехнологии поставило множество серозных 
проблем, атом числе и проблему путей развития 
науки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Существует несколько причин для патентова
ния изобретений. Владельцы патентов паяучяют 
исключительные нрава на изобретение, благода
ря которым они компенсируют усилия, чатря 
ченные ими на создание новою продукт, раз
работку нового способа или устройства. При 
лом  научное сообщество получает детальную 
информацию об изобретении и не трятит Время и 
усилия на создание того. что уже известно. Воз 
можиость получении прибыли от патента стиму
лирует компании и отдельных исследователей к 
р.ирп(хпкс новых илей- П а т н ы  способствуют 
инновациям и обеспечит о т прешл изобретите 
лей на придуманные ими технические решения. 
Чтобы ш л е т  был выдан, изобретение должно 
быть новым, неочевидным и полетим. Kpoxfe 
ТОГО, оно нс должно быть природный продуктом 

проблема патентования молекул Д Н К  пест. 
к«г« противоречива. Ведомство по nnm m iu и то 
горным знакам С Ш А  (Р ТО ) отказало в выдаче 
п а то тш  на частично оскисииров&нныс кДНК, 
поскольку п заявках отсутствовали конкретные 
длиные о их практической пользе; отказано бы 
ли и п выдаче патентов на гены, ндсктнфиимро 
гонкие с помощью гибртии цщионных зондов, 
которые были синтезированы исходя из опубли
кованных данных по аминокислотной последо
вательности. Позже решение Р ТО  било т и с н е 
но в суде на основании того, что вырожденность 
генетического кола не позволяет однозначно 
определить нуклеотидную КОС ДСД< UUl IС ЛЬНОСТ!• 
кДКК исходи m  данных об известной амино
кислотной последовательности сооютствую - 
|цсто белка, а еле ломя тел ьио. условие исочсинд- 
1юсти, необходимое для пщентоп.тния такого 
родя кюбрстсний, выпалнястея.

К:иочгным в признании генгтичееки моди
фицированных микроорганизмов охраноспо
собными стало судебное решение, касающееся 
рекомбинантных бактерий» созданных Л  Чл- 
крабарги. U 1980 г. Верховный суд С Ш А  поста
новил, что на Спктсрнм, полученные п рстуяьтл 
тс генетических манипуляций. может быть 
выдан патент. Позднее патенты СШ А были пы- 
двиы ив грвнегемкую мышь с повышенной час
тотой возинкновения ОДЖАЧССТИСМНЫХ опухо
лей и некоторые тряксгснмме растения. Однако 
пл1С1ш>п»нис животных, голученнмх с помет* 
шью метопов генной инженерии, разрешено не 
во всех странах.

С  рлвитисм молекулярной битеХН0Л01«1Н 
возник вопрос, следует ли разрешать частным 
к о м п а н и я м  питонтопать ортиитмы, получен 
иые с помощью методов тонной инженерии, и 
прелое*?являть им исключительные прпва ив 
них. С  одной стороны, без подобных праи собст- 
НСНШЧЛ'И flHOttXIKUlOniMCCKHC компании нс бу 
дут иметь стимула к разработке и внедрению п 
рыночный оборот новых проду ктов. С  другой, 
есть мнение, что шкого рода привилегии с мо-
РОЛЬНОЙ ТОЧКИ ipcttMH НСПрПСНЛСМЫ, Л 1ИПС1ГТО- 
1ШНИС сдерживает научные исследовании и нм 
новации И наконец, следует обратить вмимлние 
на то, что пдтси тошишс влияет на пути развития 
фундаментальной инуки.
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КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. К л коми необходимые уело ПИЯ п а т е н т е  по 
соблюсти изобретении?

2. Что такое ttniein* iui способ? Ilnrcirr ни про
дукт? Приведите примеры

3. Какого родя спелей мм дол* нм содержит ли п
.wimpkc Н.1 п я т и ?

4. Почему sm art полезен исследователям, нс 
являющимися его держателями?

V2

5. Каковы цели патентовання изобретений?
6. Обсудите проблемы i tn tv in o c iiu ii iH  LST.
7. Обсудите решении Р ТО  и Аппели иконного 

суда федерального округа С Ш А  по поводу 
патентоспособности ГСНОП. ИДСН1Иф|1ЦИ- 

ропаниых с помотаю i ибрнлнзаиионных 
зондов, которые били сконструированы на 
основе опубликованных данник об амино
кислотных последовательностях соответ
ствующих белкой.

8. П о д то м » 1«  аргументы для обеих сторон, 
участвующих п дебатах н а  тему: ♦Следует ли 
запрещать патстоввнис многоклеточных 
ОрганH1MOD, полученных С ИОМОЩЫО мето- 
доп генной инженерии?»

9. Обсудите поп рос о том, как патентование 
изобретений может понт мять нл пути роэви- 
I им фундаментальной науки.

10. Снижитесь с контактным сетевым сайтом 
РТО (hup://patcntx. uspto. gov/), используйте 
систему поиски Boolean для natemon на ре
комбинантные Д Н К  (llJUipitMCp, с помощью 
ключевых слеш «recombinant* и *DNA*) и ус
тановите сущность изобретений, защищен
ных литью последними патентами



Словарь терминов

Л и к т о р  (A iljp lo r) 1. СНШ ПИЧССКИИ ДНуМКПОЧСЧНЫЯ 
олитоную 1еот»«л с а* мим тупи м  концом и  ш имм  л и п 
ким. После ijpHumiwMiw аудитор* тупым концом к 
Д Н К 'М ш д е н и  последнюю можно ЫТрЫШИП. П 1К1ДХО- 

амшип вектор. и и ю лы уи  ирми(Ч>стсииыИ сю липкий  
копен 2. Cniiiciif'tct’KMtt цд|шпспс*-1сч»а^й ашгоиук* 
ЛСОТ1СТ. У KinOpOlU ИОСЛС СЛМОГПСрШММЩИИ появля
ются липкие КОНЦЫ И М1>трсппий СПИТ АПН PCCTJ>I»UM 
румнией эндонуклеазы. Koran идип*гор пстрапклот и 
клоиирунпиий иск гор, у последнею  повкмягтея копий 
сайт rccTjn a  ним

Аде мим, Л (Adenine) Пуринапсс осиоыиие, компле- 
ч т н р и п е  тимину иурвцклу. Одно ш аж ш ч тыл осно
вании. входящих и состав ДНК и РНК.

Активатор (Adhnlor) I. НешгеТио. сгимулйрующх 
трннскрнптшю специфическою гена или оперена. 
2. Белок, сюпмгыюшиГчл с онсриорсм и ускоряющий 
транскрипцию; мспалыустс* также кпваппс «Л КТН ва
терный Сехж .

Axtiiii (Actio) Бсюк xuiiemvux волоком В чодт о со
став *к точно мои —  основ* «я  о сократите J киот и мы- 
шечногобеш.

Лме.ТЬ ( Aiiclc) ОНИ* ИЗ jmyx (IL1H МССКОЛККИХ) ЙЛЬГС|>- 
натнвиых структурных ферм тема.

Л.гвснте|ипс1*кая р т д п ш и  (ЛПо*1стк regulation) Регу
ляции ш твн о сти  фермента. осуществляемая эффс» 
тпрмой молекулой, КШОрАК Chw И.:Ш1С1СЯ С yiUCTKOM U 
молекуле Фермента. удаленным от активного ucirrpn.

Л.»пим т (AljpnuU) Полмсохар»и. синтсхмрусмыН раз
личными юдорослями и бактериями; соснятт »г» ос- 
титков (М ’к мин >«> репы щ и o-L-fy*ypoHuiu

ЛльтсриятмялиА uLiiMouu (Altrfiutto spKciig) Сосли*
немце и Kinnii д а м о ю  гена и ратных кпмбшшшя* с 
оОраюпанпем рв^ичюсшихот зрелыхмолекул мШ К.

Am mikiaiuu- tI I I K  (AminoacyMRN'A) Молекула тР Н К . 
к 3-концу которой присоединена специфическая ами
нокислота.

.Алии юани л  моим сайт. А-сайт <Апигояо1 Участок 
рибосомы. сн*яимюиитИ дм ш ю ш им РН К и процессе 
трансляции
Ачм1ияиас.х’та (Amino nckS) М о п о ч е р Н » единица 
( «стром 1СЛ1ИЫЙ 6ло*>)6с.1 косых молекул

Ллаипкоп ( Лшрйомт) Плл лмим ый не» тир luipycu ирис - 
того герпеса типа I.

Лип Muxp(MipraiiM ihui (ЛвмтпЬгя) Микроорпв-
HIIJMU. РйСТУШИС II ОТОТСТЫтС КИСЮрОЛа.

Лн1мС*»*отик (Autibtotic) (Зстцссню. с и те р ируемое on • 
мим MMKpoopmiin iuoM •• о ш и п н я я е с  импЛир> «о-
ШСС JSePCUlHL* МП лруш с VIMKpOOpinMHJXU м раковые 
клетки.

Антиген (ЛлИрсо) Вещество. воафкиихисмос о|нд- 
мк1 мом как чужеродное и вытыыостцег специфиче
ский иммунным ответ —  выработку антител.

Литимтои (Anticodon) 7 pimurr и> cicm iuon и мапску- 
лс  г PH К . коми.чсмотфмип нухлешшым специфиче
скою  кодона в молекуле и PH К

Л|М11карк«.и*.1М1л4 грммпяния (AntiparalWI осКлГмЫоо)
Проиитнолокния ипщыитсиксс м . ( 5 » Г и  3 -»5 #)  це
пей илиухмгночг-жык иппскула* мухаемиовых кислот

•.Аппкмысаомим Р Н К  (Antbetac R N A) РНК-нислецо- 
шн с ль I нч* г с, кимм.тсмсшмрмдл кпхому-ro  участку или 
осей молекуле if  к: иифмчех кой и  PH К.

«Лате мыс.юная- цена. (ЛШкчпче citaia) I Траы криСм - 
руемвм (кширутгмыя) цель п молекуле хромосомной 
Д Н К . 1  Олив и » пеней и дпушепочечноА молекуле 
Д Н К , И)ХЛСОТ1 Шнаи пос тсл<ешп:чьнсст!, кспирой коч- 
плементрни тиковом у соотгтпвунпцсК м РНК.
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Д Н К  l!ciiani.:^ntH  лт*  счи а к и  щ ю ицяпои Р Н К  и
бССКЛСТОЧНЫХ OKOPAktOII.

Дезокпф*6а 1}Ъ««кжая ыклргл, ЛИК f Ikov,ritx*iuck*- 
jcktf DNA) Полимер. сто ом щи и мэдезоксчфибонукле- 
отилов: шдосоецнфичныП носитель ггнегоческой пн 
формации

Делши* (TMttioci) Выттаагнис >члгт*м хромосомы ш 
се внутренней облиои.

;iewn>piNiini (Deiuifuralhin) I Расхождение целей 
лиухцг 1Шмсчщ|И молекулы Д Н К  или Г П К . 2 Наруше
ние нйгнвной  конфирмации биологических мдкроми 
дску.ч о реэульштг рлэрушемик меш иллентхш  (иодо- 
ролммх) а я х й

Дсрсирсчтми (DenprcssioR) I buy кики тгяискритщки 
tern l pcjyxbi.nc пойнтере ним функции репрессора — 
блокирование сгоажягшнсив с промотором

Дмяшгроф (TNu/otrofih) Орг ии и vu. способный фиксп- 
роапг йот.

11ивммнши v*.t* ttoeai кислота ( I Xaminopmelk arid) I lc
посредственный предшественник L-ли типу бак-терн й 
и рлсттний. одни и » кочпиненгоь клеточной гички у 
некоторых ЬиктсриТс

;1и1и.1:н>фолйг|№;(>мска ( DtliyxlrofoiatefiductM) Ф ср

мент, кагтшпшоукннкй образование тетгмпирофапиг- 
1К)Й кислоты.

Дшс.KIBUIH.I клеи гид, ddNTP (Ш е о х )imvleoCkJc) Понту 
ценный искусспспным путем нуклсияифифосС'лт. 
тишеинин 2 '- и Э‘-силроксидьных групп при углерод
ных .ПОМЯЛ (лшриого колы и»

Дики* 1МИ (Wild туре) Наиболее часто встречающийся 
в природной популяции фенотип с приэпиками. дгтер 
минируемыми «нормальными» (иемутнтымп) алле
лями.

ДМ1Л0Н1 (Dipfoid) Opi ПИКОМ. К.К?1КН которого солг;»- 
».ui лки гомологичны* нлСорг хромосом.

Дису.тф* ш л я  сияй. (Disulphide 1и:«1) Копан* и н ы м  

связь между двумя атомами серы, вкавяшиии в моле
кулы цистеина. Стябилюмрует третичную структуру 
пп in пептидных цепсИ

Лит мы рей гол i IKthiotlueitol) Низкомолекулярный тн 
илеодерхашкй гк}сгглнав>'.ипвюший кгекг. Добавляет - 
ся ы буферные рыл воры в низкой коннсктраиии для 
пгелстчишемии окисления сульфисщжлкных групп п 
белках. В высоких концентрациях используется ятя 
C90crr.iHcm.TC и ия лигул мЗшлных связей.

Л.иапвас концевые повторы, L T K  (Loos; Ccnninal repeats) 

Прямые noerropniotiotcoi пен лсдошггвльмостн пн кон
цах Д11К-кошт (снома ретровирусов.

ЛНК-кип (DNAprotc) ФршмсктДНК. меченный тем 
или иным обрамит и использующийся для гибридиза
ции со специфическим учолком н молекул ДНК 
Позволяет идентифицировать комп.кмеапарпые ему 
муклорпшные послсаотипсльносгм

ДНК-лмгазв (DNAlygase) Фермент,югтвпмзнруюишй 
образование «{юсфОАиэфирной связи между 3 гидро
ксильной группой и 5'-фосфтом соседних нуклco
rn дон и мечта* цаноцеповеЧМОГО разрыва молекулы 
ДНК.
Д1 lK-маркируюшкй сайт, STS (Sequence t*fc*ed site)
Уникальный она длиною локусх олигонуклеотид, ко 
юрый может ислапмоовпся я г.и сю идентификации 
методом IIUP.

ДНК-полимера ш (DNA poJymrrasc) Фермент, кателм- 
зируюшяП синтез пшшнуклсотидюй цепи ТП ОТДСЛЬ- 
икк нуклеотидов С ИСППЛМОШШНСМ другой пени h кд 
чсстве матрицы и ДНК-затравки со свободной 
V-OH-труттой.

ДНК-нп lMMrpxoi fflf (Two DNA polymcrave) Термппи- 
б )1 ГМШИ ДНК НО ЛИ И СР«Г: (СОхрлншГТ ДКТННПОСГЬ При  

95 "С) бактерии Thtf*mtajuofimг. Часто применяется в 
метопе ПНР.

Долепи* v.iu )»:ii iu i грим ( S u SIm ii  dodccyf мДГаа*) A j d x ii i  

ныЛ д п е р тп . иикмыукжшФея для лентгу рации бел- 
коп

Домен (Domnin) Участок полипептнлиоА цепи, вы пол 
и мя)нш и определенную функцию (например, циюгигз- 
митичссхий домен» трвксмембранкыи Л4)нен и т а )

Дом|и«нп11ый iv i (Dommnnt оспе) Ген, проявлякяиий 
с« и фенотшп; их*.ыоисимо ui присутствии в ichomc 
другого а меле :#тото гене

Доннннр.иыише, домжантиостъ (Dominance) Участие 
юп|-к!1 одного аллеля г определении пришак* у тстс- 
розиготной особи.

Г.мкосп. ncKivipu (Vector cupncHy) МаксниалМ1Ый раз
мер участи ДНК. который может бытт. момпровлк в 
линним векторе.

Kin».ы » (Кт>Ьде) Ф ерчеш . Kimbiii3iipyx>iniHi превра
щение 2-фесфослипсрнгл и фосфосниа1П1|ту1мт

Емодредуктвза (Knoiredactase) Фермент, участвуюший 
п стштеэс пштюггидпих ннтибжтгикоа.
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Анпотнсс-осишяк.ть flounder animal) Организм. не
сущий •(ужгропниА гг и и I. а л п Х  i..fon<inr(«rili пинии 
который iKf!«« Lii.ipiiMiiniiii шхп имению D icioA  линии  
трансгенных оргамн м ю ,

k iw i штелмшл терапии < КгрЬкхонШ tferripy) Висле - 
ННС II ОРГПИ1ПМ МГ1ШХ1ЛИТОП, КОфлКТОРОВ, гормонов, 
ВОСПОЛИНКМЦих ИХ ЯСф||1*10. обусловленный генетиче
ский лефемом

3oiu (Probe) I О кдиниш с, mcwimoctcm  и.ш  К1ШМ 
способом и исполыукиноесв дли шани^ппш рсдепсн- 
мых биохимических молекул п спев мои образце 
2 Олигонуклеотид, мспо.1ь?укн1шис>1 для пылплапш 
ким т е м е  тарны х послслсишсдьностсИ с помошмо 
ГИОрМДИМИХИН.

HHmp*mm-^l)-nnfaiamureijumiuLi. I l lГГГ (Isopropyl- 
(VIЫ liiot:jlurh«p> rani >v*h) Интуктпр tor • (пакглтнкип) 
опереть В технологии рскомбмнжаных ДИК ИСПОЛЬ 
тустсч для шиукшш клонированных ichou, находя
щихся под контролем системы toc-peupcccop- toe-про 
мотор

Иымиим грапия (InufiBOothrraprutic procedure) И июль 
Kimuoic ЛННПСЛЛ ll.H1 химерно!О бсЛКЛ. CUACpiUUllClO 
САЙТ скгшмним антитела, дли лечении бо.тьжии или 
облачении посостоинни

Ичм.мшый отвгг (humane rrxponve) Санок Ytuiorn.фи
М1ШШГИ‘1ССКИ.Ч ПрСОСССОО II OpiaillIXMC. MIUyillip>4*Mbl'
при попадании в исто чужеродных ш ти л ю п .

11ммуисмффмм1«м \рочптпт]»вфии < 1птшииП1п1(> сЬго- 
malr«ni|ihy> Метоп ОЧИСШЦ при клиром фпьи'ро 
ванное ни м.т|ряце.THTMieitoqHouttei специфический 
белок. ripiicyruKyv>n;»M* и елпжиой смеси других бел 
кои.

Ним*ттякичъим ашиш (Iitiniuixniwxy) М етл , осно
ванный ил способнее!!! днтгетелд узнавать специфиче
ский компонент в биолотчеоихм обри ад.

Иммуюкяичесхиискрммнт (Screening !•> immunnic^kral 
avvijl Скриннш геномной бибпшкжл, ocitotuuinui 
на выядонин продукта trim-мишени иммунопотиче 
скичи методами Провалится ■  отсутствие палзолмце- 
гоД Н К з о ш

Пмиуиосупресош (InimmoMfprvsskm) П<пгр« способ
ного! иммунной системы орпш тми к иммунному ел* 
тегу г а  ТОТ КПП иной MflVTCH.

Нмму моижгии (Immunutimn) Химерны)! белок, CCCIO- 
ЩцнП iu  двух доменов, один и I которых обладает свой
ствами аишимо, а яру той токсина. Первый домен

обеспечивал связывание химерного белка со специ
фической молекулой или м е п л ft, a imipah muictiiiiii- 
рУП молекулу-МНШСНЬМЛИ )6l4<aCl К.ТСТКУ.

11т попроси in* конечным продухтом (Ijid-prodort inh'vM- 
•Н>в> Ингибирование фермеми метаболитом мнач- 
имм продуктом метаболического пути

Итмахил-3-ухсугняя кие тон. ПУК (Indole-3-acetic add)
Р&СТНТСЛЬНЫМ fupMOM. ОТ1ЮСЯ1ПИИСК К Kilaccy кукси 
поп, стимул пру тгдциД рост растений

11к 1>киф (IraSuetr. Indtetiv) Небольшая чолскули, 
спяшялкчиаягя с ретудегирным бел ком-ре грее горем, 
что приводит к дгрсирсссии соочветстоуюшнч гсиок

Пилущий (Induction) Дера реагин гена иди группы гс- 
мои под лейст пнем индуктор*

Инициации (Inilbfion) Нмчнлч) с а й т а  (чшгн vhimcsv.

IbatumipyKiiuiMi *a>uai (Iflilhlktt endon) Колин A lX ‘i n 
cncnuc uPHK, копирующий мгптиии (N-фзрмнп/с- 
тионнн у прокариот), с которого начинается (itHitiiiuipy- 
crui> ciiirrei лслипептилных испей. Другое назвав* - 
сипаи нттклннн TpaHcjiMiimi

Пимимирукипмй к о м п а с  (Initiation complex) C l рук
type. hcoCxivimmoii Aiin MniiuiuunH синтеза падипеп- 
THJUtoM itt’ iiii рибосомами. Состоит mi милой <WlS) 
СубчаСИШЫ рибОСОММ. *4»«l<ttlll4>>BOtltltX фАКТО|Нт, 
фсрмвлмспюинно1юй тГМ К, G TP и трписдирусмпй
мРНК

Инсеммии I (InMrclkide) Be ш е сто  иди жнпой орга
низм, убмплюшпг идсскомих

К1игепш1им (Integration) Встраивание чужеродной 
ДНК (обычно с помошмо гомологичной рскочбииа» 
НИИ) В ХрОМССОМу ХОЗЯЙСКОЙ К-1С1КИ

Ивптрмруютми Duxiup (Integraling sector) Всмор. cnc 
uim iu io  сконструировалнмй Aim того, «побы с его по- 
mituuo можно бы ю DCtpiiiitiidi. (HineipiiptMo’iK) к.ш 
iiiiponiHiiyio ДНК itimoM ктстки-хизииин

1 1 ктгр.1сиип1-2  (lntcrleukin-2) йимфокии. сскрстирус- 
MUH ИГКСГ(ОрЫМ11 Г-лимфоциииш и гейму лиру Ю1Ш1Й 
прпмнферлимк) Т - ы с т »

Пюрги (liitrixi) ТряиофиОкруеммй участок 1Ш .  не 
содержащий кодонов и вырешемый и» нерпвчиою 
T|UHo;ptirrni и ходе npoiccccmun с обрязоапнвемфунк
циональной 1*11К

Mcuiiimm Kxiuri (loo rhanm'l) ТрангмгмбраинмП белок, 
об гегмюшиИ ipancnnpT оирслехеикых ппион

W
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Пскличпю (fcxrtMon) Пы рем мне сегмента ДНК на 
хромосома или клонирующего «мора, ocy.titfcin.iiie* 
мсе in vno или in vitro с помощью специфического 
фермсктп.

IU*k>it i  at ниа а бактерм.ииы* хрятсвят, RAC (Bacterial 
artificial сЬгипомяпе) Нскпршл система ни ocvmr Г 
iitiaiMuabi l.xoh, мспол* |уюшмжм дти моиирошшия 
длшшмх ( НИЬ-ЗОО t-п.п.) 1лх:лгдом11слмос1сй.

11с к yen вопим лрОИОВВМШ хричосича. VAC (Yeast artificial 
сЬншюмлт.1) 1У*имС§1»1ШИим1|Д1 1к%ссск*шы»» ап дрож
жевой гитенди и т пегрироиаиицх и МСС цен тройских 
И IC.'XWCJIIMA ОБКЭСГСЙ хромосом дрожжей и  маркерных 

гвиовисопсрждшдя п с с ш т о 1 И »  инициации репли
кации.

Искусственная хромосома 1*1 (14 artificial chromosome)
Вестерна* система на основе фит PI. исполюуюша- 
мем ддя г печении в клетки Г.юй сектора L крупном 
оспипкой (ИЮ VMi in n . )  с ппмотио эдегтропора- 
ции.

Игк«тггкнМ1  \|uimoc<#4b •флсфю , И \С (Ншип »rilfi- 
cial cliromosotnc) Хромосома. полученная обмтшненм- 
ем ic-suMcpu. центромеры и участков геномной ДНК  
человека.

Кашш.ишмм картирование (C'jiiidttlalt* репс cloning)
Стротепи •огитифшощим iciwi ко* t крепкое о лмбаяева- 
нии. основанная iui данных о возможном продукте 
данного гена

Капсид (Capsid) Бедкогаиоболочка вирусной члегнцм.

tup тропи и не спит (Gene mpfinc) Определение моло
же ши данного гена на хромосоме относительно других 
return.

Кассета (Cassette) Группа тандемных тесно сцсилсн- 
них, ^нкшюншаао сткитмых локусов Пример -  
кассетная модель половых'иному дрэ*>сй

|V-hr (орел* мам (p-Ketormlucta.se) Фермент. участиу- 
ЮШНЙ П ОIIГТСЛ.’ МОПИКСТНЛНЬА питнймотнммс

Кг i осин та mi (KetaM utilise) Низкомолекулярный фер
мент, цвин и* компонентов комплекса* учоапуютею 
в пигтгтг next и кп iunn

В-килки (II cdb) Лимфоцит, прид)пирующие mint- 
тела и прш1гхпл»|цне не клеток к ист ною мои к

Каспл ырг • л urn к* пом л «ним (Gena line стИ*) Клпки, 
irocTriicaetm itpcnpa шлющиеся н шмгш (ел перамЧНЫХ 
половых клеток до собственно гамет).

k in  finnan шли и (Cell line) Г р>шш к легок. ПОЦиержи- 
каемая в культуре путем перестрой

К.агтокимнмюсрс.,1иши1Ны11 (а.1пипимй) нмм«ии1гг (СИ1- 
Отите response) Иммунные гсокцим. мницм- 

пругммс метим», а не внтнгешмм иди л|Ш ими гумо
ральными факторам*

Клем (done) Полузоишл клеток млн молекул, одсн- 
IИЧИЫХ олмор родоначальниц K.ICTKC HIM МШСК>ЛС.

Клонирование (Ctonlng) Совокупность процедур. иг* 
пользу кядохса д м  получении монов Клонирование 
многоклеточных оргхнитмст, например, кключяп пе
ресалю и.-дгр соматических клеток о оплодотворенное 
«flip с* удаленный npOHyicieycoM

К.шш1ро«итме шки ((»сн cloning) Сигаем» методе*, 
актюлыукишися для получения клон прогонных ЛИК  
выделение нужного 1ека ш какого-либо opraioava. 
BCtpUHItAHItr его и втпмчту (вектор), шсдемис И КЛС1- 
ку cipiAHii гоп-хитина. мнигокрииым рспликдикм.

К.мч«1р)|итий пек юр (С toning sector) Молекула ЛИК  
(|1Л АЛ МИЛНА И ИЛИ ITpyOUIN ДМ К), ПрСДНаиМЧСННАМ 
длик.юнироЕШ1ня ЛИК MHiiiciiii.

Кодон (Codon) Три соседних куклотпл. копирующих 
определенную дмн1»<жис.*ю1у Вечно существует М со- 
чпгнич нуклеотидов и кодонах. 61 ил них кодируют Й) 
лминпкиспсп, 3 иплшптся нонсенс-кодпнлми

Кг*ынгтря1ипиия кск торнпа спсттма (Cobtegfaflht! sector 
syxtetti) Двухплэхмилидя система, вспопь^уювшяся 
для переноси клонпромитых юной и jaicTincjibHue 
K.TCIKH. КдюнмруюшнЯ псмор песет участок Т-ДНК. 
содержащий кло*«ирслишнкЙ тон Пгс.тг ппглеиии п 
клетку Agrx'tafterium он полы^кыпеи ixivaoJotHHHort jr- 
комбшшшш с ретдеатюй «рпоружеммой» (нсонко- 
icanioH) 1>пшми.той с обрйлоаишем одноА ifaiMiuw, 
НОСУШБЙ асисанчсскую •им(х*рмлит >, исчхбмхшмую дчм 
агеггиосп гсиггичюси н%мсненной оСолеги Т-ДНК в 
рвсштсльную к. ютку.

KfttifxHiuioptiaia Гжб-Шини (ConAtliuilotia) library) Ьиб- 
лютска, полученная пгтрииплиисм в пектор вл основе 
фиш X кДНК легкой и тяжелой tccnell роллмчных анти
тел по емнпн комбимшшм и вектор,

Компетенции (Com pd гое с) ( пос<б*%осп. Гмктерпни- 
ных К.1ГЮК mxiipiiiiiiMaib 1|Ч1ии]к^тнр>киц>ю ЛИК 
(обычьо пг,1 lMlLiy)

KllHIL%C.Vt*»fr (СЧипрСопеми) Бажовым КОМ1!.чс»а сыто 
1<т:и крови, один ш  согтнпдюеютх мроялепаюго им 
мушггетд. 11|Чшнмагт участие в регуяинии поспилн-
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Kp»xcHu»tiM|i (('rowinji-wvr) обмен yuurr-
КДМН I0М1Х10ГНЧ1114Д ХрОМОСОМ. OCIIOl'ill IHI.Ilk 1121 pa ipu
всчоеяинем№( хроматш »• npiiMWiuuiA » новой kom -
Ol'iUiiHh Л* -UW*f< НаШпогтси tilКЖС рекомбиlUUIItetl

Ктюбютя* (\*+Ыпык) Соединение, полученное ис
кусственным путем, а нссиигсзиропишос живым ор- 
I ПН ЮМОМ.

к с и ло » ( .V in e ) П ш у л гр о о и ы й  C11VIP. основной 
КОМШНСНТ ГСИШ1СЛ1КШОЭЫ.

Ki.ibfMu (Culutrv) Пинулжшм kjiciuk HUM мнкроорга- 
m»i iMon, мыряшивясмкд n контролируемыхусловиях iii 
vitro.

Кулму ролmuui среди (Culture metfum) Гнедом H/ni 
ЖКШЯ среди, испаод-юшиясм ш и  ВЫрПШИ(ЧМ1ИН МНК- 
poofuitHiuiKHt in vitro.

-Км»* |C«p) MrmtitpuuiutiiMi» 17111 ниии iui 5'*KONtf 
многих мPH К. эуклрнстт

кш Коьп.ипа скорости ферме итог ню м>0 реакция. 
Чей выше УП\ иеличиим, icm fiMinpec cjOcrpeiT нренра- 
шесте* о продукт.

К т ы п п е с ш  зффсктинсстк фермеши- 
тнимой ре лк ним Чем та\ голое, тем быстрее и тффек* 
in инее cytop oT превращается ь продукт.

•Левый* j.wMcffi «пгрмш (IjisUcam) Ускинос ШЛИ* 
нис участка иперинн. |vcналоженною перед сайтом 
нмнцшщнм vpuicкринцин. в iuiiijmiv/chiim 5' 0 1 нею. 
СХ*4ЧНО И€|>1ЮС флисKplfflllpyrМСХ ООН «ШИИС Cioqxillil 
обол ш-тг; in + I. и ых •левые* течем 1М — цифрами со
W1A K O M  * •

Липфпашам’ (I  Jeetinn) Соединение т ух молекул Л И К  
с помпин.» «}схт)юли я^ирних СвиЭСЛ. In vitro катали
зируется ферментом Л М К л т  люи фагп Т4

Ли1И|М1»и11Ие ОЛ41ПЖуК.1С17П1Д11МК MHUOft, ЛОЗ
(ОНрлшсксЛйк’ (feat km avvi)) Мети имиаисния QOllOHy- 
МСШКЗИ1Л  имен к г сиг мишени с помощь*) коротких 
олигонуклеотидов, комплементарных прогиюпасож- 
нимиенмы iccmpycмою снредка ДНК. It.ni имена от
сутствует, to оба олш опухлая иди irtvmot imo 1 иСртш- 
лун пен с ЛИК, и пекле доияисннн и релмикшкуто 
сисек Д И К -лягти  происходи! их сшивание 
(nimipotuuiic). ft пропитом случае сипсмпнсихдита
стен f гс пи Ml ОХИИМ

Лминтгл-оо юи <1 ]р»нт11иЬм*| Комплекс «игииня,
rVMIlUir.UtKUlOMil И UCLHtJOAOShf, СОСТОЯЛИ 90ЩПЙ струк- 
лурный КЛрКйС МСТОЧНОЙ CICIIKH |Ше»1Й

Лхкрня ппс.м/юшиглыюс-п. (I raiUr я у овсс) Не-
rpui «струе мои 1*ослел<ч1л1с/и.косп мРНК, распило 
женили между S'-kommom и мншлшру и>шим колонии
лис.
Лише (1>м\) Рдидошснис меточных стенок пал лен 
стигм фермаггоп. сюсряашопися в лиэосаммх, пли 
лр>1их агентов.

Лккиелия (Lyvogra*) I linetpuuiin icnoMilбмктериофц 
Га в ТСНОМ МСТКИ-ХОМИНН. В РСЗУЛЬТИТС ИНДУХШЖ Ш1-
русидя ЛИК может пшпстоится с обряооштисм «ре- 
лих фаговых части.

Линкер (IJnkti) Синтетический алигонумсотпя. со- 
держащий снйт рестрикции Непал юустся для соеди
нении rcxHjfMtoii м к опируемой ДНК, к копнам к ото 
рой но методу сшивании тушах концов присоединены 
ЛМНврЙ.

Лишав (lipase) Фермент, расщепляющим липиды

Лимит* концы (tolwsro* ends) DxiMMilO коми ч’мемгар- 
мыг опнонспочные >*част Л  НК. мыслуглющнс по кои- 
wm  дну\иепоче*тоЛ молскут ы; обра лухпе» и 1̂ зулк7̂ пг 
СТу |1ГИЧ|Ш\ рптрс «1И лиу *.ППИН|РЧ1||,-Д Д1IK

. Imif«lo.mcjxдрш (1 ipopot>wchurtdr) К.оедтгнтг.со- 
ж-|Сржа11а-еднп1а, шшннмВе полис&харшюм. Одни ю 
комионенгоп К.1СП7ЧШЖ стгмкя бактеркП

Линссомд (Lipisctnc) Пузырек, обра 1усмыЛ о т о - или 
двухслойной мемОраной, состомиюн 1илипкА11ыхмояе- 
кул. I »upaJio6»iHH shciu *mix маюкул обряикнв шмугр!. 
пуаырма, пирофнпыи1в -  наружу. Iliiyipit пупырькэ 
МОГУТ 1Ш\0|Т1ТПк;1 нук. те in юиие кислоты, лекярспгннме 
вешестия и т л ,  дпрссиодосшвлвемыс лшюсомой

Ли1«г>с<и1й иик.1 (l.ytic cycle) Рихмноженнс пирусл и
K.IPTI.C ЧОШИНС. ОКДИЧИи/НОШСГСИ ЛИ НКОМ К.ЮТКН.

Лпкус (lams) Место на хромосоме. 1лс ндходапем спе
цифический let*

Мак|ммсо.«гкуля <Мвспшш1гсяк) Полимер с мод мне- 
coll сп ьескппккнх nacmi до сотен млн даиьтон (белки. 
но.;1гико»+.т кжттты, пплпсятлридм и т л ).

Микрофаг ( Macrophagr) Крупны 11ЛСЙКОШГГ, обиашно 
ншн сд1особиос1ьи> к фоиом1пшу.

Миржертас эмтргсхмвугмые нос;нм»мнг тло с т. F..9T 
(fcxprrvscel sequence Up) Короткие маркерные после 
дшхт:л|.11остн, характерные дай каждою »кспрсчи:н- 
русмого генл McMKKtt Поинхляюг нэумятк рапмерм, 
ря цюобрдиа* И lyutlRKpHIlllHOHliyiU мпинность экс- 
прсссирухииихся 1пк*« челоиеюс
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Маркерный 1си (Mttfktr gear) Геи с и .шестой хромо 
счлшой локлт wiim-и имсинцпи четкое фемотипиче 
скос npoHTticimc (устойчивое!!. к ала А т  пик у. фер- 
мл f шпинели активность и тл.)

МярпгрнмЯ nennu (Marta? prptkl) Участок гибридной 
Схлксаюй молекулы, овлеткн и м й  идентификацию 
itm oweny белка.

Мтричмли И  Ik. mPIIK (MttHlf f f  RNA) Молекул* 
РНК, И ХОТОрОЙ Ш». IMi-Л'Иа ИнфорМЛ ши «А ММЦ1ГОКНС 
Л СО МОЙ ЛПСЛГЛГИЦПСЛЫКСП* <ЮрГЛС*И*ИМОЙ (V*)'М»М »й
молекулы.

Мятужчиа* иста. (Телц4я<г Mmnd) Hern. ЛИК turn дру 
ЮМ иолинужлсшпд, испииыутоишися ДНК-пштиисра-
МЧ« К KJI4CCTOC идтрнцм ЛЛМ ПОПСЫ ХОМ1ШСЧСИП1рМОЙ
цепи.

Меюфи 1ьиые нинроораиимы (МеьорАпк*) Opi um и
мы. способные р о с т  при тсмпгрит>рях от 20до 50 X  
on I vimii.imudi генперитури роста 57 Ч

Мгртпгма (MccisUimitk: (Ьдиг) Т и ш . растений. 
л»#>щяя способностью к актииному делению У  опло
тах растений обычно находится у кончикп» корней »• 
побегов.

Мегаботн *ч (Metatofiun) Совокупность физических и 
химических прецессии, и репе кающих п орлши.тмс и 
обеспечивающих его сушам лишние. Проаумы мсга- 
бо/ш 1м.» t u u  n m rai метабол игами

Метаболическая нсретружл (Mctatotlc liwf) If ̂ т е 
мпе метаболизма оргичшмя-хозяина и результате т е - 
л с т т  л его iriMKi и экспрессии чужеродной ЛИК.

Mem iHpoMNiN* (Mrth>b!liw) Нркослингнис к мне* 
роиилскулг м ти л и тй  трутни Нлпрнмгр. при ucni- 
лмрокпмнм ДНК принсхионт присоединение такой 
ГРУППЫ К специфическим ОСИП К Л 41 иигтимя, л шпили 
ЯК ИИ нм.

М еил И-вбс1| РЬотимившаЛ hjuiuii или иленюфи-
Ц1»Р)СМГ<П биоХИМИЧССКИМН либо ММА|уМОЛО|*ЧССЮ<МН 
MClOrtilMM ЛИ12НС1 (шшример. i*Ut)t>fXJ«!>Up), С«МЫЫК1К>-
1И11ЙСЯ с макромолекулой. Позволяет «Анаружил. ме
ченое 1С1ЦССТПО п lAfVOlit.

Метод сай ги Iкок (р е ч н и к ) (Replica pljtinx) Перенос 
колоний иихроорпнмимет с одной ча-шки Петри на 
лрутуюс помощью борхжгоой «печатки» с потным со 
хранением пшммнага расположения колоний

Menu случайных праймеров (Random fxUntrr method)
Способ получении меченых ЛИК-лишов. основанный

на применении симпмичсскнх o/auottyKwonttctt. со 
держащих псе ыпможнь*: комОштинм ш  ш е с т  мук- 
лечп n_U’h. и ц.| их п ари  шлншн с дснагуриротнмнн 
ЛИК ишиТЦ*>. ОЛ1П0Н)ЬТСТЧИЛЫ, М1МПЛСХ(СНГЛРНЫС 
Последней, слармюютсм с  ней. II реакционную смесь 
либапдмктт псе чсшрсдслзке||р1бону|а1с о п ш  (причем 
шшн па них меченый) и фермент, катализирующий 
сипим »J»p*H ментол ЛИК С IlCHUBbи чиншем целей 
ДМ К -мишени п качестве матрицы, а пАрилишрошн
ii.Tixcai фри г иг и тон -  в •имеете титраиьн

Ммкроинъекцмя (  М 1сгтчпйх:Йоп) Имеленне и ю ш т р о - 
9Ш1М>’К1 эукариотическую к а п к у  Д И К  или яругах мо
лекул С ПОМОЩЬЮ ТОНКОЙ ИГЛЫ

Мию-сат th uliu m  ДИК чс.ювека (Hu run пнтчай-Шй 
HNA) Нсколир) к>шая ДНК человек;!, обычно СХГ-бо- 
гатая. содержащая шнленные шип ори Kopcouix (д .т- 
ниЙ 9 40 п п ) ccixcmtHi

Миссия  ̂ мутация (Мич*йч mUalioo) Myimaie. n рС- 
»УЛ1.ШТС Kompoft серой, КОЛН^КНПИЙ хигую ЛаСн. 
аминокислоту, »• йыеняпсн с оОраюнинисм хигимм, мк 
лирутотсп» л  pyiyyi аминокислоту

Мшкммм (Mycelium) Bc ic t h i iu h c c  тело I |Ч»См. COCIOH* 
шее i n  rcaiKin nm vTiiui vcB т л е й

Мипемь Пагеси В сомом широкой cmijcqc — бшню- 
ГИЧСОСИЙ oOwxt (ткань, мшекулп. клетка, мнкроортв- 
ниэм), ксутории мшг|нх:>тт исстсдошаслц.

Моби.1киами (M o IhIk u I m i )  llcpe/uiva or tinmoi Ckikic- 
рпал1аюй клетки л  ругой хре^мосомимх icnun либо не 
KOHMoiUTf иных ш ш ш ш  с участием Kom.Mirrmi«inax

ш а п к а

Мобмлшын писппчч'вии ЭЛТ мент ГГгапня>\я14с' ek пкн1)
Учитэк ДНК. способный м.шсмм1ьсиие положение t 
геноме Среди таких элементов р«ятч.1яа IS*элемен
ты птранспом1ИЫ

Мшгкулирная .-нсапихтика (MoIccsUr diaspovlk) Пии* 
ахенис молскулирно-биашичссьнми мстодямм шно 
1КН1ЮЮ МИКрООрГЯНИ IAI.», U1C пифическою пгшсспы
и ш  измененной н ух тс сп и лю й  послслояатсльносги, 
oinercTTieiiiiMx да го щ и  иное дпСншпииие

Mltfllaft. «Ш й  1Ы1ЫС H IH in i ' t t  ( M « 4 m h Io iiu J 01|||1мкУ‘М  O n

мотппньк: aHninviii. строго cnciui^imiuc г oihiidicmihi 
алиот эпитопд (lumirrwHOft лпериинянт). С'ннтст- 
рукгтея пАр«1Лоиамм -  кягтпчити гибридами, полу
ченными при елнаним морианагих .итпг.»г<т6ра.т>тп- 
шнх K.ICIOK с ыислоиной онухолепои клегкпй. 
сп<чх)бш1И к нсотра1ШЧСнному росту. Нскотсрмс vac-
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полные •летки clinicuipyujT MOiiaK.iuiia.iMitie тс-ш cu- 
М0СПИ1ТСЛМЮ.

М >лш кщ >тц гакткчсская карта, карта curiuuiMii 
( Mu(li|Miint nap, multiocux bukige map) (  УСШ найми» 
:v  расположении докуoon ни хромосомах намного opm- 
HliliUL

Чугаггист (Мигяеггмчн) Искупглснмпг ппгдгмиг мута
ций с помощью 4аш>кск>и itui хидш'юсоп агентов

Ч у п и п  (M tiacf) Организм, измененный я результате 
му мили; к.1к прлик.ю. исличястся in ucxuntHift <1*'Рмы 
(•IliiaKd ТИШ).

Чугавки (MulAtinn) (.'понтинное и И' ышуииропанмос 
изменение структуры 1СНИ.

ЧуШК.ИН со едином рамки (FmmcsNfl nniiutioti) Myr.i- 
1ШЯ, c m m i u u u  с I io n iu m  иен ninuiicin или c потерей 
annul и iLin HccKOflMiHN (и  число, ив К р и то м  трем) н у - 
КЛС4ПП.К 41. Приводит к ни рушению трмплипют КОДИ и 
синтезу cuocfHucHHu другого Седка (если и»лдл>  синтез 
гчхГчпг мс блокируется).

Наруюсннс комш1смптп»рт>стм (Mismatch, niisparltR)
Наличие и лиухис почечной молекуле ДНК ОДНОЙ НЛП 
нескольких пар НСКОМПЖ’МСМТНРИМХ OCHOlUlUltM

I {112т .ею .я* регуляция (Negative coatrof) Тип регуля
ции. при КОТОРОМ трвмекрмппмл гена ШУШИ.'!жтея рс- 
I \.j3i горним сел ком (репрессором); ссотпстст-нно 
при та к ттш и и  (япкэ-регушипро структурное гены 
остаются и вкпгасюм ссстояншь

Педеяискчое и»̂ *|жмг.Ю1нс гемм (ImJcpt mlcnt assort- 
inrno IVx: пределе мне генов, ликллтстипимх iui рем 
Них хромосома*, пи гаплиилмым шмСгтам с образок» 
ЦМСМ тех ВОЗМОЖНЫХ КОМЙШДЦИЙ ICMOI*. Лс*»гг о 
основе WKOIUI Мендели о и&шинеммоч распределении 
lipiOeiUKOIl

НсЧСТД&инЗИр)»П111ИГСЯ иплупорм ((irncviroux inducers)
Всщегпи9 индуиирукикис СННТС4 IUt/l)XittfX.'.miM4<*K!p- 
метоп, но не являющиеся для них субстратами, d по
тому оспи» нанося и исходном виде.

11с<*ажш1«̂ >осфоттиисфс|»а u  (NcffmcinfhiHphiHrnnsirrav)
Фермент. пиз>. .ивкрунчинй антибиотики иеомишж и 
кдижмииин Часто используете» м я селективный мар
кер шы трансгенных растении

Hum ним itenci рви пинги* (Iniaiiiplcte penetrance) Час
т и  we HpuMtuicHiK.' коп кретин о оаледя и »руине рса- 
ci венных upiatiTOMo*. Хар&мерна ДЛИ Оилыш:hctvu

мупииимх Л.1ЛСДСИ.

I(трсриопал ф ер ттп ц и л  (Continuous ГстмииГмзл)
К у л ь т  р.ирслттс микроорганизме* при непрерывном 
лиСиплсшш и  биорешегор срсли и ни ведши и такого же 
объема суспензии

Ноэсрн-&югтиг (Nothmi Meeting) Перенос молекул 
РНК, полис poiyn.ix злктроферму. с селя ид подою 
подложку (нитроцеллюлозный ИЛИ НВЙЛОЖИШИ 
фильтр) с 1юслел>*юшс|1 ЛМК-ННК-тОридиицией

«Нокаут* (Knockout) I (алриозсннос pippmcmic пега с 
помощью гилм-лн яичной рекомбинации.

Н)ию ш  SI (М  tudease) Фермеш, специфически лс- 
|р&пир>кг|1шА оаттеночечпую ДНК.

Hyk.utiiiti (NndeosUe) Пуриновое иди ПИрИМИДИНО- 
ВОС ДЯ1ТИСТ0С OCtUMUlHMf. ком м стм о снизанное с пя 
П1)тлс|>итным сахаром (псктоюй). Если сахаром явля
ете* уиГниа, го мы имеем л сл о с  рИбонуКЛСТОИЛпм, а 
если лезокен рибсям. ТО с  деэоксирнбонуклсоэплог *.

ItyuK oiiu (Nuck*olWV) Нук>кч» ни. к которому присо- 
елвнеми одни и и* более фосфиты* фупп; приохиш 
неннс npcHKtxcuutt по 5'-углеродному атому сахарного
КОП.11,1 Нук.и*1>н< 1Ы. ГИИ ЫНКЫГ Г pllfiivinll 11ДШК.ИПТ-
СЯ рибоиу1С1еоТ«иМОНи]кК.Ч)иГ111М11 (Г\М Р ), рС«(Х1КуК- 

(rN’DP) IU1II рибпкукмгспигфп 
|!их:<!итами (iNTP), Дли нуклсазилоп, связанных с 
дсэокспгибоэой, СООТВППТ)КПЦЦС КйЗШИИЯ таковы- 
лспси(сирйбо1(укдсозилмоио-, пи- и трнфосфаш 
(dNMP, dNDP. cINTPi

N -миги <N in  nitons) IU рван им тиж нд10П1 (или нс 
СМ1ЛЖО ЛМПК<Ж1Ж.ЖГТ) п бел конин модскулс.

OTiparniut тршккрипта ы (Keitrse (пнмтфеичг) РНК
зависимая ;11 !К-исдл»|vc|ws ы. иаихтьзу^нцдя молекулу 
РНК п качсчллс матрицы ллп синтс.м комш тентэр* 
мой пени ДНК.

ОСрЛПШ! Г̂ ДМСК|ПШШ!в HO IIIMf рл «ГХЯ ЦП1КИ1 рГЗМШП
(R ri^ w  tronscriplion-polymeTX*^ chiin г* atlieai) Способ 
i юл ум: нчм • бси!шюк| киличеегке кДНК,СОСТОикШ1Й MJ 
двух 'паном. Вмачалс in чип-* синтезируют кДНК, ис
тки. lyNoCfurmyro трянск-рмгтпу'МРНК п к.1чсст*с хт 
тршш и oligo(dT) в качестве праКжрй Зятем кДНК 
лМ1иии|в111мруш с nnuoiuuoпоштсратний иелнвй ре- 
шиши (ПНР», используя ли* праймера: нлин к ом тс- 
мсотирем у^шегку перпой цепи кЛНК, » второй -  пру
тов пени, кпмллеменпюиий нерпой.

О.интпктчиый \*л х>ын (Nki) Pii44.11» фоофшил]|||р- 
ной си ти  между соседними нуклсопиими пидлой ис
ки ДН К .



C.K>iiiipi. гсгминси)

( kjMaiMMnar no Грачу (<inm  Main) .44гпм окреп jiiouhm* 
%<»!К|чЧчю;МГИ1ССММ ПрСГОриТСШ, ПОЗЮЛЯЮШИЙ ИЛСТГТИ 
фвимрошльдис ipyrou бактерий*. гримпо.1ожмтслы<иг и 
rpaMorpiituncj 1киыс. Основан на рвдичми fmmuMinc- 
скптооссгая1 мембран бяктс*ти.иих клеток.

Олшо«>к_»согч,ц гышомср (Oli^Miuck’oiidc) Кореи*» и» 
(в—10 HyiUCOitUOft) СП мент олНонспочсчноП ДНК 
OfiM’oio папучат xiimsoicckiim пуггм

О пи ат  (Omo^m) IСИ. ЛКСНрСССНН K<m>poiV» приво
дит к нскимтрояпругиоИ пролиферации (трянсформя- 
шш) клеток.

Оператор (Operator) Участок ДНК. жяюсрсдствсино 
иримы1сшш|нй * структурному icily и регулируноли 
его iiuHCKpiutuioo при участим репрессора иди lurrnm» 
ирл

Ошгрим (Орегон» УЧкпм ДНК. едосраииций hcckojht- 
ко структурных rciiun, ifuuKKpitGiipycMwx с сбринтл 
пнем n.jmu’1 пилмпнетрамноА мРМК.

Omni (Opine) Придум юниснсаиш' аимкшмати с
КС1ХЖМСЛШОЙ М СЭЧлроМ.

OiriMMMMiiMM «хиппов (Codon optimization) Модифика
ция коптит таимого ithu ftci итментнк амн»шкми?игг- 
КОЙ IKK М*.«>ЬЛ7Г11.Н<tr ill  кодируем ого нм белка. ИНПГН- 
hnrtiuntt ни то чтобы UUUIHI.: м*«)м:г.-rum »* СЧИПЛУПИС*. 
ХЩбГЙГКИМ п р г я и тм п м

Огжвг (Anwdllnj!) Процесс обрвххшния лпухцепичеч- 
них молекул (ДНК ДНК или Д И К -PH К) imvwHi**- 
ных палимуклсопиимх яоматсментцяшх цепей.

Открытая рямк» cMiivtiiiiKim (Open readme frame)
Послсяопмтслмтсп. нуклгптлоя, мг солсржашпм 
IrpMMlIlipyiOliillX калиной: кцгшруст ПС»Л1111С111НЛ ПЛИ 
белок.

•Oi пгчлпж пд.!М1гв> (DMA fir.^crpnun Набор рестрик- 
Uiumitux фрагменты ДНК. характерным ДЛЯ данного 
HILT.imiLiyVMd. ДЛЯ получения «ОТПСШК*» ИС1Н>.ШЛУЮТ 
либо*ель- uie*:jH4{t>fx\i хах техопон» либо в сочетании 
с ПИР-амплификацисй.

Опалывание (Repulsion) KohOuiiviuiiiiiii. при которой 
лил мугакткш тилелм ш * гена нптл>пс* ми рл >ных 
хромоеo%cin Аналогично rr/xv.c ~м1нфмг)тмнмн. См. 
тик»Ос Сопряжение.

Пак’мадам к. и* тоннам .«пннн (|"эск;>к)пк сев line) Кле
точная линия. созданная /ы н продуцировании вирус- 
мыл ч*С1И11« нс сижржл»м1ч инфекционной нуклсими-
1Н«|| КИСЛОНJ

llj.ntN.ijio* ( Palindrome) Участок лпухце почечной 
молекуле ДНК. обе неон которого облазают одина
ковой НуКТССТИДНОЙ последом 1СЛ1ЛОС'Г1Л> при Про- 
Ч1гты1шми1» от 5*- t V - концу. Такие участки часто 
распознаются реет рнцнру кипим и эндонуклеазами 
тпии II,

Парм'поря.ыий крмец.и (Pumporul cry**!*!) Пиетш 
упикляоишиг ыапгкутш токе» по», синтезируемые 
ВоеШи\ thurfngkms при оОрямжянмм спор.

I lacoianwM муч%пип (Ричмч Immunity) Форма имму- 
НВТОШ, nnininuiKHUin при ппслгнин и иргиишм 0.1111» 
ротки, uvrp»..ll№ll чтится*. иырвОотямммс лрутим 
Opt&HIt JM<ni И рстулктктс аК1ИВ1Н<П иммунн винт Н JO 
ЛХШ ИП01 т п к а г  | и пп и р о к д е н н и х .

Натта евс1-1аы»сичыИ промотор (PalhciRenrUx-irlaleil 
ргоакког) Прохкггср гнетитг 'iwiwx ranm, акт nit тиру 
cwwt» при HiKjMUilipouuHiiii рмпсиня патотшии

IIrtH'iyuufiivocrii (Patrlmnct*) Члеи/п» пропи.к'ииа лай* 
ного п.т*1слх ■ группе рс.тспасмиих opiaiiiuuou. При 
пилиоП но 1Стрю(Т1ч«:ш  Мабдкитасгои npotUMOlinc 3L»- 
лелп у всех Ч.ТП10В виеоркн.

IlffTtHi (ГгрСнк) Короткая цепочки аминокислот, со* 
слннсниыч пеппинымн СЖШ1.

I Inin» net- * I'll К UVpUSl tk VA) МолгкулитИЖенри 
СООЛ1ЖГИЖ1Й К ИГ ft ростутисй 1ЮШПК*1ГШ1мЫ| UCI1Ui>

11сгтииаи nRirmu (ГерДВе lactftnr) Кирсггсая ocno'iKJ 
in  аимииаислш, шиуииру нчцаа uOjmxhwhwc iinnuw  
к специфическому Н1м]км11кяпккм> aiciiry

Пспти oav envu. (IVplidc boirf) KoesinmuiT citKit т ж -  
дусвоболмой кярбокснЛЫ10Й cpynmrtl при о-утдерш- 
НОМ агпхме олной хмннокислсгш и свободной KapfclK- 
еммшЯ группой при гаком же атоме соседней 
аминокислоты я иолнпстттшмпИ пчтт

1К< рм1чиая культуре (РгУтагу ctilurv) Кулпутм клеток 
или тканей, b im iu x  неткрою лем пи от opramisAiu-

П(*р0 1чныи i]uiitcb|Miu (Prinan transcript) Модскулл 
РНК. транафибпрсишнная с тукариотнческого струк
турной» Iсил и Itc подвергшаяся прсцессннгу (гс. ещу 
жравшая псе экжжы и иктроны).

I lrpnoc ипнтг.а» ( Primary anlibody) Анттпе.ю. сшей ли* 
ИИНГССКС жппскулий-мншгнмо при ПрОПСПГИИН ммму- 
Н1ЧЛООР1ССКОГО ЯНЯД1Ш (HanfHlMCP. С помощью МСГОЛа
EUSA)

11С||»МС11ГНСЧ клп фериентаким (natch fcnixiitillun) Куль- 
IIII»»>|Хчитке МНК|Н-И̂ «,1>П IMIIII П ICTCHHC ОГроНИЧСП*
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558 Слплф*. ItTVKIKQ

Прокариот (Procaryotes) Оргашми, > которых Net 
шршшченпих мЗмб|«№ми ядра •> иреанелл- К Прока
риотом ОТНОСИТСЯ IICC (Ч1КГС|иШ

11рс#<отг,р (РгошЫсг) Участок молекулы ДНК, с мно
гим сю^нгктся РНК-гтоли>#ерш , что ажрооожхлпся 
инициацией транскрипции coaiiuricrftyioiuKX генов, 
оомчмокичооится перед З 'ч я т ш щ  р о ти р уе м о го  гош

Пртгмнэтм. иритеп литические ферк’̂ ти (Protease)
Ферменты. растопляющие пептидные ciurm ь белки 
пых молекулах.

Прот»галит (Profcoasts) Осрмсктопгпнсх: растепление 
бел мм*.

11 pen IЖ !Л П  (Гг<'Пф(лч1) (tUKTCpiUl/ I ЛИИ, Л|ЧТ*ЖСГШЯ
или ^ с г и т с л ш а я  клетка, стенка которой |одрушсна 
O^pV.i invrntrJlNM н тн  химическим прем .

Профаг (IVophajp) Д Н К б в к ге р и о ф иш . ж п е ф и р о м ш - 
»um и геном бики*ришна»ой м етки-хозяине и рсплиин- 
Р)книа»ч:и имеете с ней.

Процесс и hi ( Processing) Совокупность процессов об- 
рлшкшин ipe.iux молекул РНК и белкой ■ клетке. 
Вкдкучшп рад шклслок1Ю 1Ы«ых расщеплений милс- 
кулъы1ролш€стпемии1и1 ждопуклеазой «ъш пре пен 
ИЕИМИ.
Проииыиаине tерника ю ра. с к а тн о е  прочиruaaitиг 
(Rr»(UhriHi£ti) . П рос v.»», и к о те » транскрипции черт) 
специфический герыипнтор Анл-*ю пипм# термин ис
пользуется и п отисяпснип трвнеляиим.

•>Прмж.1.и по хрочосох*« (Ом ил и** п н jumping) О ди н  iij 
пириапш* метили • прогулки по хромой ir.u>, xapusrrc- 
рЮ>Ю|днПси 1ГМ. ЧТО Я рСЭуЛИГаТС м>1*«1.ии маркерный 
lo t, нслай:1р|Щ11Йся дтл скрининги, переметит тем 
(П р и го ст), ЧТО ООЗООЛИС1 п и ля  НТК НОЯМС сиСПЛСКИЫС с 
ним гены.

Н опроф нлм  i)\>chrivjilulr) M m , poof ran io v ih . способ- 
н и с  расти при температуре 1>-$ * С

Пурины (!*илм*> 0,001 to  дпух типов и в т п п ш  основа 
ний. вха-шчин н сое пи» нуюкчтипых кислот. • пуринам 
«шкехпем клеини и гуаши Пгиротпип orKniiottjffi -  тис- 
рнмилины: к  ним п :и о :х к  й im m um .  у щ ю т  л  иигозии.

!\fad(*nuMuг\ широко распрострз-нсш ш  грамитрица- 
тепьиаа Цам ерт*. М ногое <х виды, обитающие и пич- 
ис, п р т у ц и р у к л  пи111с к т. флуоресцирующий и ^ «1»- 
сисп:-

Г.1ч*а считкиишим (R a ilin g  frame) О п и и  »п  трех аоз- 
можних cTrt>c4>6iiti спитыми ши нуклеотидной поспели

iwitc 1ЫНХМИ к нидстриплепж. Откипи* рпмк* с*ниы- 
1МЛИК но содержит терминирующих кещонок и может 
ТРОИС 1МрО«*ГГЪСЯ и белок.

Расстояние на rtneniMtcfcurt карп* (Map distance) Р*с
стояние межлу лпумн генами» оирсдсянсмос ги частоте 
pCKUaftillUilllM НИ IllUUIOM|jyCMOM УШС'ТКС. За единицу 
картирования приминают расстояние межлу генаип. 
верим шость рекомбинации м<гх>\у кошрыми рн#на 1Я 
(сшнпй CftllTitMOpnUfntty

Геакгор с хыхажчсскмм исрем̂ шпьаиисч (Stirred lank 
ftimenirr) Ыюрелктир. и котором ill* p«mi и мерного 
рьазхгжленик п ш  по всему объему исиильиклсл ме
те к и .

Рсгглмп>рпым б е г а я  (  Hernia likrv prof esn ) Ik:hik, «ы .  iki 

чающий» или •тчкпк>М1ч»ций* тринскригишю

Рекоибшштил Д1 IK  <Kecoii&aanf DNA) МегкжузмДНК. 
тюдучеинпи обхлаиистгеч in vuio г»»к|юан1тх. имеете 
илод* и пр*1|юас 11Ссуикч:1йу101Н11х,фх1Гкгнт(и*Д11К

Рекомбшщпгкия пллгмм.и (RccerabinanC pbmiad) Г1яи > 
Mit’ia, I'vMfiicwHiin мсихЛ;*он тгююП инженерии Сое 
tout H i уилсткои (ихних Qjuumiui либо содержит ссг 
мск1Ы ДНК лрутх орглнтиоа.

Рексмбннажпы» белок (КесшиЫн&гд |яо<ап) Белок, 
шушпуемип клоН1«ро1си«((Щ рск<И1б411ЫМТИОй ДНК

Реиягурапи* <K4*nitur»lion) Восепслиискиг цепей 
лаухиспочсчиой ДНК. pnnuuir.niUmen при хсм.тра 
ими.

IViuiiKiiiHiuu* |Ч1» (Кц/valin fc*iu> П|)имсжу-
тичти ф.рмя доух1Пки4счт>й Шфуоий пумгепгтеткуА 
киокпи. служащая шфНцс^ лгт cihisciu ДНК к РНК 
П|%ж; пиканст собой реоакс«!ршш tm« (ог^рм iv»:) мдльио

Реплтшашт {Repbealion. г«1ирЕся1кю) Процесс само- 
поелрои ихжииэт (сингеп) ДНК.

Раит»:лига do пип* катящегося капли (НоШп| ежгЬ 
1тмМ) Процесс релчнкаими KOjiKtiemnv иапскул ДНК 
С обртомпхем конкатсмерпой луплексмой ДИК 
(ДИК. состоящей ivj НССКОЛТАИЧ шндечшо покто^к>
щихсб отимиц генома»

IVnpeecMM (Kcprrssion) Мзяи ил ди>х дльгерпатрки* 
(*ир«и) е ши учинен) механкхмос регулшции хшое. 
Состоит п iRvuiimcniiii тринскршиши или тракеляиии 
путем LttfciUKiiiioi белки-репрессора с оосраюром.

Репрессор (RcfirtsMir) белок, спяэып1кщшйс* с опера
тором ИДИ ироиотором .TUItMilIX) 1С1Ы II 6.НЖИРУКШ1ИЙ 
самзаиынис с этими uicMCtmiuM PHK-ni» îiM«*fv. ai
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C '/ in tL ip i. П ф м и м о п

Z  O lO o p  п у д т а  и|ч.ш1ммиг, (к ле то к ) ii t u :m in m »ii  
популист.

СЕРН (Centre d'Etude elf Folsmcirptiivnic littmici)
Цппр ап изучению инлимчгфм мм у чглопсры, нахо 
дящийся п П л р те  Располагает базой данных пи гс- 
МСТПЧСОССН1 И М1\ЛСКуЛЯрИО-1ПЧТИЧССКО<| ПТИеНЧНПО- 
СТИ погулдций ЧСЛОВСКа ВЗ бОЛЬШИМСЗШ! рслюмои 
х ш ш  шар»

Серотип (Serotype) Литмгенняч характеристика клегм» 
(блктсрии, к)>гггр,ьI кропи и тл.К игивюплежин мл ос- 
ниве се озннш1ЛсЙст1и сампгтслями.

CtriVcw (Silises) Прямые i штыки <*imkx и  тех же роаи-
7СТСП (бритън и/1Ш) CCL'iyil)

Ск1мл-<*шктор (Sigma fader) Баютриалшый Ослсж. 
otecncHioaKiBiutti >uttiuntMefll<KiutfMHi'ruK>ftcc уча
стка евг шкания и молекуле ДНК и нниикщию троне - 
Крмпции.

Си inn л  «т л и а л с т ы м р о в т т я  ( Polyadciniatinn гт£ад1)
I lyKTCotiiiman посдсужжагсльноок orneicrecMHpJi за 
окончание транскрипции n детерминирующая <|*p 
MCiifcrrunitoc присоединение ocrai кон «теним о • 
3‘-Концу молекулы m P IIK .

Cnnm.iwm пос/к\ мшагедиюсп» (Signal region, irrliatoe 
rkimni) Нуклсогилилк |1оа»слм цпси м кс1ь и к и е . 
служащая местом алии вами* белка (фактор** транс
крипции). мягкий регулирует транскрипции».

Сипт now  пептид* сишадмая ппсдс.иякггг гкипги., яи- 
.терний пенни (Sipmd ixpibJc) N -кот иглой у ЧИСТОК
бслкопси модску;ги длиной 15-30 амииокксгот. абсс- 
печишкжшА секрецию беякл (перенос через мембра
ну) После секреции этот участок отшстшистся от бсл- 
копой молекулы

С|цсрофар (Side г upbore) I luimMVKi.icrcyjiKjucoc neiucci- 
ПО, А}>фСКТ>1ИпО С»«Л|1№иЮшСС ЖСЯСЭО. Си1ТТСЗМруСТСЯ 
многими noeinci:in-,viif микроорпштамдлш, сбсспсчи 

НХ железом. КОТОрОС ЗдПИ ГЮСТАН.ЯП1МСН fMClVMII- 
ем, находящимся с зтгип микрпор1ап1г>ма*.см н еммби 
СУППИХКИХ OTMOUICT.И ПЧ.

( mmUmh (Symbiosis) СлкуШССШМНИС |итыхг*р*и- 
пн тип, при кагором каждое из ши выполняет стон 
функции. В ВСМ/ГОРМХ С.Ч)'1НЯХ ИЭДШОНМШДНО.

Смнирим (Svndr:icw) ( подкупноеп .  р ш  симптомов 
(иркзиим ш ), характерных лам ленного заболевания.

Система коч1ьзем«ца (С ompfcment cascade) Серии «о- 
слсли!шелы1ых процессор nrnumiuin комплсмеота

ST4»

(сшжиию бсЛКШИЯП KVMtUCKOI СЬЛКДОГКИ К|*1Ш«) и 
фсрие»оо1>иип11ч (хйкщтй, запускает* н ответ ни об- 
ри.зшшипс ко индекса iimtrai антитело.

Сцхишпиит* (СгГож, rrwanft. nialiry) ОдпокртИпс 
скрещивание генетически рвмичаюшшкя организмов

Скрипят (Scretninj;) Метоп (или к ом го и;»-с мСгЦпии) 
ИДГН/ПфнкЛЦМН г л н н и ч и н ш  о ф к к п  (о со б и  а и о и у л я - 

uiui, к.1етки с искомыми сноПешими, участка нуклео
тидной пиелелоимтольткяи и т а ) путем перебора 
болмшяо числи оОьекпт

Соматическая ижпж (Somatic ее*) Любая негголипая 
капка у  ногоклсточного орптизалк

С‘|>п|!мже«»ме (CoupHrj:) Книфшурацт». при мт>- 
poit лис доминантные яднлпс рецессивные формы 
Л пух разных ССМОП НаХЮкПМТСИ tu одной хромосоме. 
Дналошчно чиг-конфнгур&пии См также Опал* 
к и пин не.

CiuiniKiitir (SpHcinK'i Bi/рсммис in npraij»cciпенники 
siPHK интроиоп н KOMKKtmioe сосдшнсмос зкэонои < 
o^puKHuiuiCM ipe.iwx иолосул vjPHK.

CiamioHapnoc состояние (Siraeh xtalf) Cocronvotc lie- 
прерыимого npouccca ферметацшц при штором »uic 
ло клеток» улмясмых из ферментера и поступличиих »• 
него, олннакоио

Гг»о.м*км* клетки (Sl«m cH5s) Мнтопшгеки licruniiue 
ciw\'io«.*e копки, и ретулы.пу .чеаенми ю т  ри^ про- 
иехпакт зямешенпе попвбтмх кзгтк и хиюгокоттч- 
ном i»pf лннлме.

CipyKispiuAii ini (Sifuciunil gate) Гем. Muinpytouiu 
какоП-лмСх» белок

Cr.YWII'UriUtt ( MaegcredСЫ) Раэрсоднс днузок:• 
почечной Д Н К . при котором ратрыяы к кпмпягмен- 
тирных цепах расподагикпсл нс строго м и н  напри iни 
друтогп, а нсмнотсмсш ош .

С>6к.ийт»^нж*4Ииг (vSii)k|4Н ini:) (кремч чтшуже КПО
iiiipoiHUtvioii молекулу ДНК и другой клонирующим
иптск

('y6cfpai (Substrate) Beinccnui, HpcnpHiucHiicKuiuporo 
клтплизнруегся cneuH4<necKitM ^рметом.

Г)<Уп1 ЛИТИИ (SoMilisifi) Прспесттгчсский #}<*РХ4С11Т. 
сшпоируимиЯ кликами HoeWus \uhtitit

С )U3r;iaiui*iian пакенжи (Subunit sicciov) Никин на. со 
держащая лпии. шледьные кем нонеты патогенного 
xuiKpoopi аинзмж



C«mep». it рм it ши*

С'уиргесия (Supression) B o c c t u h o iu c h m c  утраченной те
истический функции, обуслодпсимос гимамснисм a J>* 
фскга одно!) мутации поп действием шорой.

( 'и ш т м е  <linka^c) Вишмосвягашсаа ncpcwuor юег 
КИ К КЛС1КС rtNORi яошигапииямх HU OttNOft XJXiMOOPUC

IIU  <MJK>»I! (Cp(i t%lamb, I (pulI liny 
fragmrnts) C O  CoroTWC nocic/ti )rwiv><MK)cni размере»»* 
Я«* MCl MVHA m СОТСИ fup, фПаМКМруКН с}*-К(1М1Ы мно
гие ipnu( крибирусмыс rcuu iiu iunu**mu» н ccvicpAin 
сайты рестрикции дли ///*jI I

С о и а й ш  (Cm -sMci)  Н ук х о то м и е imcncnoejicii»- 
iu h t t ii  ни концах генома с]с«га А, необходимые/ии упа
ковки ДИК в фаг иные частим .

Тмшгмыыи истиц» (Tandem array) H yoconijjiuu noc- 
ЛСДОПаКЛ1-КСЧЛ1ч СиСПМЦШМ ИЗ НССКОЛЬКИХ сушк&ко- 
пых исм скш о, соединении* «шаопа-ж-хвосту*.

ТАТА-боне СГАТЛ box) Участок, pucmviaraxiuui 1ася п 
«tpoMixicfHwH оСомеш retKiti эукариот ы 25 нумсопиоп 
д о е д т а  мкиииацмп г ра>к хр и п и т. с которым ciutjuiu 
стса PH К-поли мерах*. Друюг название -  беже Хогиес- 
с*. Л и ш е н  у прикарит служат боах Прнбшчш

Г /ШК (Т-DNA) Фрагмс1гт П  гп л ш и ы , который 
псгршшастсн n пленную ДНК кдгтжм-идомна м ста
бильно наследуете* сю. В ьп и тст оерл т к и т е  OfTJfХО
ДИ у растений (корончшми гадгш).

Те.«кии аюмочеимя (lnduvon bod»?*) Мелкие частицы 
К7 кристллиэинаашсшся белкх. образующеюся в »«- 
бкпочиом количестве и (Ча тернарной клетке при за 
ражен и н се вирусом или при встраивании вирусною 
генома а ДНК мггки-химика. Их нллмчис спиле 
тсл1стп>ст о патологических изменениях а капке.

Температура leua.ieNMM. /я (Mdlift# (rmpenture) Тем 
першур», иг*« которой происходи* рпрып ncvumiifiM 
волороАНМх связей н ишшкук.чалнлмом дуплексе

Терминалыи» |ри»к.фс|ииа <ТгиЫпа1 transit rave. 
ilcox4iuclroiid>1 tunisJcrav) Фермент, КГПиИЗИр)» 
шип присослиисиис к 3'*концу молекулы ДНК дс*ож- 
СИИуКДООХПДМОМофосфиТОй. ИсПОЛЬ)уС1СМ ДЛЯ КДОИИ- 
гнпамип кДПК при участим комплсистирпых 
гомонилимерных ««постой* [poly (А) -  |ч»1у (Т)|

Терминация (Termination) Оспин тки синима ммкро- 
модскулы

Терминирующий мини (Term i retain Ctidno) Копии. Wipe 
ле 1ИН11ШП тачмллне (термин** tiuo) сиктсм пилинук- 
лстклиэй цепи. Обычно это каяонм UAA. UAG и UGA.

1 «риофильный ( I ЪеглюрЬуЬс) Харзк герц «уст таем ичо- 
о п т е  opt а т о м ы , обычно растущие при температуре 
пшис 30 'С . Некоторые термофилэдыс орт инь шы %«»• 
гут расти при TCMtiqxfType иг 90 ли ICO *С.

T mmhikixichhtu гм (Thvmidybtr syntlunr) Фермгит, ка 
тш зи р у маний мсгклнрооанис урашошс преграшенм 
см сп» а пиши

T nmmi, Т  (Tbyitilm*) Пмрммалм новое осни«й(Ине; плио 
ш  чпырс« а ю ттпи к ociioamiiin. ихолишмч и axrnai 
ДНК

Гкэнеяый акгнгииф цинмииоппи» flbsuc р1ммииюе*п
activator) 1*ело»ч. угистпуннцин и г» тру тении аусплм  
крили.

( к.«mm (Т cetU) JIuMiJoiuuu, игриощис клюмеаую 
роль л иммунном пт пег с

Т #-.»нмфмцм1М, Г-хе.шеры (^-iyniptMaryCo. ЬНрег crib)
Т-лимфой»пи, итриклиис о с т  «и*г> н. punt п уэиамтМИ 
ну хсролжло uinnrciiii

TpaiK i синий optaitMi* (Т rans^enk: iirpmbm) Opr л
ни гм, (сном m a p o iD  сшержитчуАеродный гснсти 
чес кии илтермал, »k .tx>««chhmh метола ми генной ни- 
жеиерим.

Трапстенот (TraiKg#tH»sis) Вгедсниг чужерспИОГО 1Г«а п 
pacnric.tMiyie ШИ жммспную Ш К )  и его переадчи п 
ралу поко пений

Г рапе Лукина (I  ггпч)игиол) I IcpCHOC паютиЧСС|бОГО ма- 
rcptutia из одной ОактфигиьнсИ КЛСПСИ п другую С «о- 
uo»iii4o 6uK*iepiic«]iuni

Трапе Kim пт (Transafept) Молекула РНК. сиитсзиро- 
юшнма на ак тж ф тсск о й  ДНК как на мjcipitac.

TpaneeK|xiiifimai»«oe кар»иро1шипг (ТгаихспрГнт nu|»pin|t)
• IIIUIIIUUyiLibHUX Г}М1ККрП1ТЮ11 (МОНОЙ
кДНК ПЛИ Ж ИрКСИрПИПНШ  IXX l̂C,H)|«IIC.-|U10CTUfl- 
МШ11СПСЙ) К Х|ЮМОСОМ1114М (МИОПИМ С IIOSRIIUIA1 МСГТОЛЛ
фт>«рсскюнш1й г обрили wium in situ. П Ц Р м т д

траисхрипциа (Transcriptмю) lljtn x cc  сиитеза РНК, 
Кчгпиизнругмыи PI I К-пш ичероой. в котором в каче
стве матрицы испагыуГГСя <¥Uta ш  цсисй ДНК.

Триаглождамп (Traudccatioo) I. Хромосомная пере 
стройки, МК 1ИИМКЯШ11Ю1 к переносе участка хромосо
мы и мот и* положение ю  той ас иди ми другой хромо
соме ю н  в переносе пело!» хромосомы на другую 
хроигепму. ? 11 ере мг turn не молекулы мРН К |Ч» иргмы 
ттм н а гя и п и  ».а о т н н  ко ло н.
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fjuimr.iuiiini <1 ranabtim) Curries ноли пси шлжзй пени 
рибосомой c исполью тчикм n s.viccrnc мшрицн 
мРИК.

Г PAH c. mu км .и \%ltn (In illro translation) С и те » бел
кой. которым осуществляется либо на счищенной 
ДНК с нсиольюилнием блкчериллышх экстрактов, 
либо на мРНК с испольмнииисм экстрактен* зароды
шей м телицы ми ретикулин mi on кролика. Экс1рак 
ТЫ содержа рибосомы, т РНК И ослкопис iJlRKTOpu; я 
реакционную смесь иобавля»о1 также АТ1\ О ТР  и 
им инок нелепы.

Tixutciiataia (Тгаглрокам) Фермент, участв^кцппй и 
транспозиции (перемещении из одного сайта п другой) 
некоторых мобильных генетических хпементок

Iране нашими (Тпшнн).уйй111) Перемещение кчЛильио- 
III к и п  тесн о го  мемеигл ил иднеио локуса в друзой.

’! |uticiDM)Ni.i (Traibitoionrs) МоСи 1ЫШС цтгтичсс*»* 
элементы, несущие структурные гены, которые лстср- 
чммнрумгг функции, не связанны* с самим процессом 
псрсмсшснич (например, гены устойчивости к аггго- 
биеткам).

Тр2шс1юр1 ива ГНК, iPHK (Iraiisfci RNA) Mtu*c*y ы 
ГНК, tn.tciyn*nom*n и роли пдппгорм при сосинфмчс- 
с ком переносе аминокислот к росту икй полипсптид- 
ний осин п промессе трине?лини

Трансфекция (Traiwfcrttefi) ИсК)СПКН»юс введение п 
эукариотические клетки и зонированных молекул 
ДНК

Т|аш:форииимя flramiormatiun) I. Пересах; гсоспшсской
11Н<|ч>рмапММ К бЯМСрНИ/ПНЬН’ Юи-ГЬЙ С y-.K-OU’U iouii-
мид или без них, но пеп ла без участи* пнрусоп; чи ст 
приладит к inteNTHi'.Ni фсн«шши рении кем т о й  к.ип 
кв 7 Преврицение норш-тыпл клеток > imnnim п 
сщуюлсаиг

Три\.ю|!укс>С11ич к н е х т .  ТХУ (Trichloracetic ackl) i )р-
niKtDecxoe соединение, «шего itc матующееся див 
ссажлснкн белков и пуклеtiHimwt кислот.

Тупой конги (Wont end) Конец лпун irt точечной моле
кулы Д Н К . у которого нс выступает ни а ли и ш  испей

ТЫияумцц (Т) plAVinkl) Пллзмили почвенной Оактс- 
рии ДельЫхк'пьт funttfantra* Т-учисток котором спо
собен включался к их мерную ДНК. чтт> пришли? к 
»<>pt ш исиит опуАХШ.Й.

Ту-МСМСЮ (Ту dement) МобИЛЬНЫЙ ЦГНСТПЧГСКИЙ 
элемент лрокжей (от англ. Tpamspuion of yeast).

> iue.iH um r ж  пил (Ихиг. tripping* Mciuil плсктифмк*- 
unit и МС*ПфОМИИЯ :ж х «о п  и> vcMOMiшч к.ппкоп. Фреи 
м еты  fсном:юн Д Н К  ( I -б  т.и.н.) встраивают i» ixtiut- 
линкер векторе. расположенный внутри нитрона, 
ф.танкирстиного дпуми jkkuijmii. Полученным искус 
СГМИНЫМ геном (ЖЗОИ 1-1вПр01ЬЭО0Н 7) ТроПСфиЦИ- 
руют icttnai ЕхЫг, и которых происходит его транскрип
ция и сгиайсииг мРНК Если м нтрсм е njxicyTCTiiyeT 
*'мзи, го зрелая мРНК будет идеи, болыцдо длину, чем

ожидаюсь мРНК можно пш игргнутк пбртнпй трнш- 
крмшши, провести ПИР и виде■ лить жтлш

> ранил, U (Iran i) II при мили новое основание; алии 
из четырех азотистых основании, rxcuihtiihx п состав 
РНК.

Устойчивые клеточные линии (БкяаЬЫнгд cell lines) Куль 
туры клеток, способные к неограниченному росту In 
чйп>. Получаются кз летели вагмш  клеточных культур, 
чисть клеток которых приобретают селективные преи
мущества и обладают повышенной скоростью рост*.

УмЖ’ГЧН, (M IH iK iM 'lllH r КОМа.К’МППАрПОСТК. C D R  
(Complementary determining region*) riincpKipii4iC>e;ib> 
iii.ic области 1ЧфНябе,1Ы(Ых участмн* легкой и тяжелой 
i;eneft антитезе* образующие нити rei (спаШст юшис 
1ачп pH мо.лску \ u  aimcTf^a

Фажтор 1 раискри1шм11 (lranscrlption factor) Белок, по- 
чот'.иошнй PH К* полимера к: пройти нее этапы 1р>мс~ 
ьрнпцаи и обесист|щиво1иий и ктирительикп этого 
процесса.

Фешлкпоиурмм ( Pticuvl ketonuria) Носясдствеиное »*  
бешеванис. ^гактсрюухпн^сся нарушением миелина- 
2(1111111 нервных волокон, снижением КОЛПЧССПМ хс.л- 
гюнитоп, сухоригами, умстиенипй шгпктосп.ю и т.л 
Обусло&1сно нарушением обмена (1>п|1«ла;шм1шв 
велел епше лефшшти фсшыишнилгидрокси ПГЯ.1 Нас
ледуется по 4уч\хомьх>-рстзссснккону питу .

Феммки (РЬепЫурс) Совокупность пссх пратнаксч!
особи, |]юрмиру»»иМ14СП П ПрСНСССС ПКИ1МО|1ГЙСТШ1П сс 
ГС1ШППШ И 1Я!СШНСЙ СрсдЫ

Ф г1т п 111»г№<кое смешмиание (РЪвмЯурк mixing, psrtido- 
1>ре fomution) Обрязованм? Ю1Р)ШП частиц и резупь- 
ТЛ1С у пакенки гснсптческого M3rsq>io.5aОДНОГО штамма 
вируса в белковый ю т а и  другого при смет,наши ин
фекции.

(Ik'pMnnniiMU (FrrmnilAlion) В промыШЛениоП микро 
биологии -  крупнимасштабное кульпишрогинас мик- 
poopr.nmiMmi ■  елейна тьмы х емкостях (фсрмсигсрач. 
бморевюирах).
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Ферментным иммупоспрбгмтиый авали, К U S A  
( ClU) те-linked immnasaftait assay) Метод обнаруже
ния специфически* молекул к обравде Обрайен фик
сирую! на твердой подложке и добавляют aimrraio. 
слс1лф глю с к иаркгрноП молекуле (первое акппс 
до). Нссшгзаялшссм молекулы первого лиги тело сми
наю и добавляю inopoc airniTC.ro, специфически 
сшкдышкзшсеся с первым Ко второму лнпгтелу при
соединен фермент. Iipotpsiшиканий неокрашенным 
суОстри ь окрашенный продукт. ДоОШШОТ неокра
шенный субстрат и прнкх!1Х1 количественное опреде
ление скрине и ною продукта.

Ферредоашм (Femdaarie) Жс/с.юссрний бс:юк. пере
носчик электронов.

ФерТИ ТЫЮСТЪ (I tfTilHv) Г HOCC/tlUldl.OpfUHh 1MOII гри-
I темп. ж и u мспобобмое nunweno

Фи плеская карта (Итумгя! map) î vc положение тело* 
на хромосоме, установленное с помощью рплкчнш  
MCVUHIMI (.XUCKTpOfllUIK микрискипмм, U7M«CIHt|*>UdmvC, 
|ХЧ фИКИНОНМОС KMpiHputUIIHC) Расс н о т и с  нл такой 
к-tpic щмсрисюп И ЧИСЛС пор ИУ».1СШНЖ*1

Фиксация акия (Nfcrogrn fixatkn) Превращение яш х- 
Ирного п:ютя в дымил».. Kjmuiiciftipyerce ферментом 
•unpofrunoA. обнаруженным т п л п  у прокариот.

Фшппфмпи ( РЬушЬогтымЧ Bclicciho. стимулирую
ще* pcci растений или лругш- провесы Примеры 
ауксин, цнтоюпшн. т л и т  и т л

Ф и т и н  arcьы (Ptiytopathugeti) O p r ли  h im  ы (грибы , 
бактерии, вирусы), вызывающие At4u :сып>нм у |«к- 
тениИ.

Ф.иимжшиы (ГЫ игжйЫ Финальные соединений. 
си1гтеэирусмыс растем Нами Их структурную основу 
состаюяют два ароматических колыи, соединенных 
грслутжроллыи мостиком Ощешкл ы пигментацию 
растений, защищают их от грибов и насекомых

Флуорссцсвм (НиигегеНв) Фдуореешгруюший кросм- 
TC.TI.. часто испохыуюшмйсм а качестве метки дли ни 
tin ел. Пошалит яилулпи яфоклп. лнппслл после m 
сняли по ни я с антигеном

флчорсфгр <ПнппфЫ»гг) ХимическиII ipyuun, ОТВСТСГ* 
вспнал ut ф:lyopcciiciitiHKJданного соединении

Фосфлмтфярияй спя IK (liio cph o dirxlrr bond) Сани, 
между фосфатными группами при 3 - и 5'- углерод
ных атомах соседних иуиихтист сшпой палашукдссь 
ТИЛНОЙ пени.

Фотосиитп (Г(мМ*ч)пП'*Ь) 11|к>песс превращения 
клетками uuciiiivx растений энергии видимого спет в 
анергия» химических иоисП. сопровождаемый иtymo 
пышем оргшшческих соединений и кне.тороди in тюк 
ендп углерода н налы.

Фрдамгт К «пита ( М т т  ГгауртгяО Гымсс Кру пнмй т  
лиух фрагментов Л  НК-роли мерклл I Е.сЫк обрвтую- 
шмйся при сс прсгп*аг1П14Чссхоад расщеплении. Cwpa 
ИЖГГ НОЛИМСрИ шум активность ь (Шфешленин 5*-»3' и 
мехшуклеамфю -  и luuipaaacmiM Э~>5'. Иою/длуст- 
см, a частости. при секяашрошпнн ДНК

Фрагментация ДНК (ЧмвНпк) IVipciw 1ЮЛСК>Т ДНК 
паи действием гидродинамических сил (нднример, при 
пропусками i« р*спюр* ДНК черт иглу ширим*). Пи* 
роямнамкчеекме спит н рагтиорс велим кают я гстулк- 
таге с ко) и. лен н и одного слом ojuxoctm  о н к о ле  льна 
другого.

Функцеомшыгос иртвроюитг (FvncUaaBl сЬнйл )̂
Иленгжрикаини гаш »kxivji Hj  mhixihuv) аминокис- 
лотиоН 1кс.кдактслмк1ЛИ по п;ч»луктл.

Футпртпииг (Foolprintiofc) Метш •ис»гт»»фнхт;ии
участков ДНК, специфически сим aatuiHmiHxoi с бедка
ми. В его основе лежит ышнси ДНК в местах мяглиста 
с белком от эндоиуклсалюто расщепления.

Хемм.тюшоичткчтин <С ЪсшВипопс̂ гспсг) Испугк.тие 
свет и ходе химм'гской ре*или

Химера (Chimera) Органюм, BKn»o»taiouuiw клетки, 
ТКДМИ и органы рал Mix opiainv»Mo«i.

Хитина w (Oiitmasc) «Ivpwcin. сннтпирусими рапе 
пинии при зараксиим пегогенными гриГяшн; гидроли- 
эуп ХИТИН клеточной пенки грибок Хитишзу СИ1ГПГ- 
iHpymr и некоторые бактерии

Хспофгрмпп ( I inl«*iu> ше) МаДсКудя vJicpMcvirn. ик но 
чакчшм нее необхеутимыс aim функиноыфоммшн 
субкел мим им и кофакторы

XpoMorvtiHUK субпран (С hr «tMigciiir м М И г ) Нс и юл
ю, приоСрстаювдое onpcatteiorpo окраску после р«с- 
шсп.и-иин специфическим фермсиюы.

Хромосома (OirofiKiM^ne) Структура, основу Kinopoii 
сосликшгт кшиснсирошмтан молекула ДНК. носи* 
1СЛКГспсги»геской н1п)юрмоиим Сноабю к ткп|Ю1П> 
игдению с сохранением пр>ктур«ю-фу|{М1МоиалиюН 
мI(дмuirjуд 11.1 mem и РИДУ поколений У эукариот нахо
дится н ндрс клетки, у прокариот -  пспосрсдпвст ю и 
цитшиадме.
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Хромосомный cuft« интмртшим (CteuninsoMiul 1п(«хга(ми)
*itc) Место о хромосоме. куда может пстроитдеи муже 
рол ши ЯН К. Micro f«rj ноиих последствий дли Opm- 
шпий-хтиинп

X ciHictcMiiMM пн (X linked) Ген, локализованный нс- 
кдюмшелыю на X-mwmw;owc-

I (г.ино.к» и ((ЧЧЫом*) Имссжомилскуиыпный Линей- 
мыи полисахарид. СОСТОЯЩИЙ из оспгткои [Ы>-пт»око- 
•iw, соединенных (M )cuu зима. Участвует ы oTifci'icпш
ики структурного скелета рвститсямтгах клеток

ис.ипа.к>сома (CcIJiihbOfnc) MnoiOKC-MixHicimii.Ji бел 
копим Агр̂ тит, присутствующий и т-тснии некоторых 
иеллюлояитичеекпя инкрооргаптмов и содержащий 
пег ферменты. обеспечим вилмс пси нос ристеплснкс
иеилюжхэм.

IU hi риф)iмриванме в градиенте вдопжтм сахарозы 
(SocnWC 0cmMy gradient сстпСщрнЯин Метод рвхчслс 
ник макромолекул гю форме м размеру, основанный ю  
ралли'ат мл коэффициентов ссаимагтцни.

I1ик.игкч:м1й ДМР, cAMP (Cydkr АМР) Циклический 
пхеноакимонофосфат, соединение, участвующее i»o 
многих регуднтерных процессах.

• Нинмфмг ИЯ.ЧЫКЫ» (ZIik Ги«ггч> ДНК-сыиыкмонмс
ДОМСНЫ. КОТОрЫС И». ‘ПОЧИЮ! НОЛЮ ПИСТГ11ИОММХОСПГГ-
кх и сити тспионюаыА 5>ш аминокислот и «  лимо 
действуют с ионом iсинел, л уч а т*  лолипептилноР 
пени между ними образует петлю в форме «палию».

Пиаром (CiAliun) Генов «южан СДМ1ШШ, жшиилин- 
ИЛИ ICH) И ксамру юшвц ОТДСЛкНЫЙ Ос.ХЧч,

Инюэин. С (Cytaaiae) Одно из четырех азотистых ос
нований. илшжосс и состав ДНК и ГМК.

Циг+мпшиы <С«1о1 Нйпч) Рмпшелкнис гормоны, нн
лепирукиске деление клеток.

Частота ju.ie.ia <А1Ик frequency) Отношение встреча 
смоет одного из шпетей данного локуса к сумме 
встречаемостей песте ялвслсп у достаточно болмного 
числи 1И1ДИВРлуумов ьяанниП популишш

Частот 1КТ1<«.1».мж;н1ия ко.чоиа (См&н» uaurc) Сред- 
ннн частота использования кодетт лишним пришит 
мом, полученная пли большой выборам структурных 
генов.

Частот* рекомбинаций, рек.>ч<1Инацнонммй индекс 
( KcctimhiiintMin frequeccy. rceortbin;itx>n index) Числе* 
рСТС<*(Гчшл»ГТОе (1UM рскомбмшпщ хромосом) IX» 
ел ношении» к евшему числу потомке* (или хромосом).

1 liter»та  т |iuIкфорчвшш ( I rjmsformatxm frequency) Д о
ля клеток и клеточной пппулипип, получивших муже
роаную ДНК; выражается числен трансформантов к
об|Ц»М) числу клеток

Ч|*л1мпиыи вгкюр (Shuttle rector) Плазмнливя i l l !К, 
способная peiuMunpcuaitcn в kkikba двух разных тн- 
1ЮН (например, и F.xvU и клетках дрожжей).

Ш ам м а-Дд.1ыяр*ю последом т елмюстъ, сайг связыва
ния {1иГя»сс*ш (Sltinc -Dalfgantn sequence, ribovmie'Nnd
lag site) H ум ести  к » носдсдсвягслыюсп. на 5"-кон- 
цс мРНК (обычно AaCiCiACiG), ctuipimaamtartcK с 
комплементарной послсяоевгтсяъностыо ГНК-компо- 
нсшй (рГНК) малой суфист ш. и рибосомы.

Штамм (Strain) Культу рм rtnowecicn однородны! 
ммкроерлшшмои

•Зкзо£«о«ая ДНК (fcvogtiKcisDT4A) ДИК. «ДДСДСКИЯД ид 
urrU!ll*U1-;iWKll¥l И 1СТрОСИ!ШЯ в вектор или хромосом 
ну и» ДНК urMiiHHijM̂ -AuitMiiiu Называется также чужс- 
рошой (Foreign) и гстероежммчмоА (Hctcrotoguus) ЛИК

Экиж (Lxon) Участок гена, тащащий е состав первич
ного транскршттп, который остается в ik;m посас про 
цссаика (вырс»»шн нитронов). Вместе с д|>)П1чи зк- 
юнвми образует зрелую ыРНК

Эктонукижм IXJ (F\o*uclca*c III) '*>сюнук>|С1!:м! E.coti, 
cmiKH-'JiKnuui HVXtconUlii c .V-kuiii;cq яухЦОЮВЗЧ-
мой ЛИК

Эктголясахарнд (Fxopoly'saccharidc) Высоконодимср- 
иое соединение* cccioWitce изосшгков сахаров и сек 
рструсмос к о>:р> ж.ношую среду некоторыми ммкро- 
орпиипмамн.

лУкслргссшшппх (Гчргсчы>йу) Стелен», фенотипиче
ской» иырлжения наслслстнешюго иршнпкл, копи рус 
мо«х» ланимм аллелем Рвз.тнчакгг псстоя1н«ую экс 
прессMBHOCTii (и отсутствие imicii'iiiuomi при итка) и 
вфмвбелмгую.

чкслрсссируюоши вектор (ixpressfoo vector) 11лазмид- 
НЫЙ пек JC p, СМ1ИСТру»фОН.!Н11ЫИ г л к  им  и»р«;м»н. ч т о  

С«ы монирикнжый 1« »  иксирсссировадся icvihati uou- 
рСДСИПНЮН КТСИП1ЮГО цикла и lonuco и течение 
on редело'*1 ЮГ о ВрСМСИП. Д.ЧЯ ЭТОГО В шпзмнду ВС1рай- 
u .iK ir СМЛМ1ЫИ рсгулируч.*м1лй промотор

Экофессю (Гтрггхчоп) Траистфипцияитряистикя гстш.

M.x'Krpiiupuijix ( rirCTfd|>ecu(k»«i) Обрмхаднчк: пор м клс- 
itvjiiux мембскшдх iKKi леЙсттшси :кглгтр»«чосх<яо токх 
|1срп чти поры ■ сетки гтроиимет чужер<х&няи ДНК.
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г-\и«трофлрг1 (Htv(rnfborr%b) Метод ргиглгими upii-
жспних машул (ДНК, РНК или ( c m ) ,  осншииниП на 
gxniiuft скорости ихперемещения в лтскзрмчсском iiutc

Ъятпшпхш (UonpttoiQ Послслокпслыюс присоеди
нение мономерна к полимерной цени

''>м6р4«п|1Д IMIWN' СТЮ.ВФМГ К.ХПИ, FS к.гткм(Ijuhonmc 
Маи crib) Клетки из ^мСрмсжоо »а стадии бмаетши 
сты. способные у  лмффграшировке и любыс ти ли  » . г -  
ток, н тем числе и к клетки эароиышаюй литии, при 
нетлении в друкж омОрмам на спеши fvutrruiHCTU

Эпжтуъжжа ( I лИогшей'Я'г) Фермент, пиролитую- 
|цим пнут ре ипис фосфезди лфнрные свят и |\nciucit.nn - 
ютим молекулы ДНК и РНК Эидоиуктсаш участву
ют о рекомбинации, репарации и рестрикции; в 
последнем случае iuijuhumtcm рсеттжктиззии (рсстри- 
икрующими эндонуклсазмсм).

-hnoiоксим (I ndoioxm) ТОКСИН, не выделяемый 
клокой и окружающую среду. а мхишнпии в спет а ь 
клегочной стенки; многие эидстиесины иьрпблгыю*
кмеи 1|МЧШ1|ШШ1СЛМ1ММИ GaKtCpMHMM И tthllbibUHII
воспаление.

Энтсфотокош ( Eaterotoxta) Бактериальный белок, ко
торый, ПОП алая и кишечник, ВЫ иjoiici диарею

:>ii\uncrp (Капаю т) Специфический участок ДНК.
ммопжрашо увеличения ЛПИЙ у рачат м к Транскрипции 
гении, роснотожспных ми Toil не молекуле ДНК

Элаггап. armor нм а я детерминанта (Ffilope. antifcetur 
«let л  mount) Часть молекулы амин сна, вин модейст- 
■ртоиряс мнтмганснити накипи м центром антител или 
Т-кпегочиого рецептора.

ЧршфтииМ биоремкьф (Airlift (nnuiilrtl Цилиндр! n r - 
скин Спорен, тор, в кото|Юм перемешивание осуществ
ляете* потоком татя, подаваемого спилу

Э л и »  (tdoka) 1 «п. действующи* как раститсль- 
пип гормон. Способствует сшрсванию и юлой, со
хранению цветков. прорастанию семян, образованию 
корней; участвует в огапс роете пни на стрсссопыс 
воздействия.

Эрармпы(КМклгугЯгл) Ор« лничмы, у которых: I ) иаюгг- 
см опро, |де содержатся хромосомы; 2) и щтхиштс при 
сующутскг рагтичмис органе сты -  мишвоилрим. кгюро- 
пдвстм и т.д. К эукариоте* (пностпси живо л  те , 
растений, гривы. нояторые второот.

« -Уффекг пвиетсли» (ВуЦашкт fTTeel) Уничтожение 
нсиомифиинрпнлннмх снухолсных кмтж цмтотпк 
с ич ним продуктом. ciiincjupycMUM соседними геме 
ТНЧески трансформированными касткхмм

•»ффсктнпн«ч:п. трансформации И г aiu.forui.il ion еТПекя»-
СТ) Число КЛСТОК, ncUlVDIBHlHX чужеродную Л НК, от
несенное к кошрюстму трансформирующей ДНК. Вы- 
риластся миелом транс фермам тио па I мкг ДИК.

>фф<'К7пр (КЯссН*г) Нсболмидм молскулл, сняяаито 
июлем с репрессором ими ферментом и прИ1*а**тлй к 
их ингибированию или пктнмицик.

’’)ффииорпыг кички ( F.ITcctor cells) К тетки иммунной
системы, разрушающие ипшеии.

>1 терпя* кяи»к|№вамиг (Nuclear cloning) Получение л и  

*юп> орс впиши ил Осшаисрмсй мине клетки с нжмюси- 
ш м лжстовллым соматическим ядром
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261 263. 263- 264р

—  с и н ю  261. 2бЗр
—  пром ы ш ленное п р ж м и ш е п и »

257 - 265. 266р
— синтез бамеринми для полшис-

нин фи>oiiniot'CHOM 322-323. 
323т
у /Snuti/tnoncs ctpocia 323 

Armi гемофилией фп м ор 206t 
•А нтен н ы й » олн гопу клешня 

У*
Ангикцзои 38. )8р 
•AmncMMCTOwui* PI IK 3 9 6 -3 98
—  -  синтез in vito 504-506 
•Литксм ы с-тонис» оиигонухлеотт»

ли 501.506 5Ctf
И),с лепне ИХ я липе с о и  1.1

506-507
кл* л о а р с т е и н м с  трслс-лш  
506-508, 507р

-------ЛСЧСНМС WIpyCHUX ИНфСМШЙ
и малярии 507

—  успШчииыв х иуклсаим 5416, 
507р

Ашигсли. А1П MlCHCtlMJUftkTfUIltUU 
САЙТ 211

иарилбеп.нис пСь^ктн 2 11
— домшюмснтриостъ и ли опеку

311.215-217. 216р. 2)Хр
— константные области 211.429.

— летит иглм 211. 212р. 479.430р
— монююшлыше 2C4.i-22l.22lp

букам I иРuiiuri.n i . V IU  1С|>1НН истрс*»эсил чхплекп* паи» I r.iO.nu* И мл im iiii
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I l p c i u c i i n i i t  у х д и т е л ! .S68

-  секреции 126—127, 139 
cmiTci 79

-  nnpompionficpouicicncd 
10 5-130 ,1W 109

-  служдщмс исшрсшн обрсгидиа-
lu a  кристаллов льда 325—126 

санибш иш пш  367 
сшОи.пшиим 12 1  1 2 2 , 1 2 1 т, 

16*
-  *су миндальные* 62 

сулы|ит Проши utf 135 
терькоа6 и.ш 1ост1* 168 171

-  у.П»ЙЧИ1*»СП. К I pOlCOfllfTICIC-
сиому расщеплению 170 

химер «ыс 112-117
- -  расщепление 1 12 . 1 13р

-  «ИИНкОвЫС ПОЛкиЫо 174. 191р
-  чужеродные 1 1 2

---- в tCMCtuit i îlichnil 413. 41 Эр
le  i конце 1троп>кти. пол у  сине м 

больших m iлкчсстюх 
№8-111, I09f.l09p

-  фыиоры •пжииаимм 38—39
-  rcpMinemiui 40
Г**0К якш мтор юлабойм 1ЧП 

(САР) 107. 107р
-  инициации транскрипции 312
- мультмсроыО 151 

наружной мембрешм А 116
------- F 116
-  идиоме сочных оргшипмоа

(БОО) 301-303,3011 
прсм1пеп»»гпнт. амтоилл

(АИО 431-432. 432р 
Ар (амИЛОИД р. |$-6 сло*) 430

-  АОДа!, иромишгооы»! aiHiui
362 363,Э63р 

- C D 4  4Э5г 
NifA .312-313 

-X > IS 282- 283. 2КЗ-285р 
Бстоол 277р
Бетами. иикоп/снис и растениях 

404,40Ц?
ЬсГЛИ| 1АЛЦДСГ11Д * лее ЧЗрОГС! UVSI 

404
Библиотека ВАС 462~464р 

РАС 462. 4б4р 
- Y A C  462,4б4р 
Ь»кшссрадлш>1 273—3413 
Биопег радируемые пласт массы 

270.412
БмоюрШрапь tumxeiatux микро- 

opiattiMMim 320-326, 323т

Биомасса, ушлипциа 275 303 
Биополимеры 266- 272, 412 413 
Гжорсиктори I №. 349 Х*8 

кинTjMi.il* псноо6|х\к>шшма 358
— мшцен|рлими рост поре иного 

кислорода 354 
псремс111мвлт111 культуральной 
среды 355-356

-  температуры 355-356, 358 
pH в xsjii.(>p«Lii.iKiii с|х:дс 
355

коицеитраши» растворе! и юго 
кислород*) 354 356 

oruiMinsiiiiiB куплурильлоИ 
с репы 356

- получение ргмшбинлнтлнх
E.iok 255.255р 

рюМфМ» их ограничат# 258
-  с рл iCjim и импсамми 358 

системы, п реле гтиры плитке
утечку живых рекомбинант
ных орпиатюа 356 

стерши ищи »i 358 
Биотехнологическая индустрия 

20
- компании Gcnctvicch 15, 536 
bHinexiKxnonivecMiu процесс, ос-

1И»НЫС 71ЯПЫ 16. I7p,
366-367

Биотип, nepiUHoei niHucc мсченис 
ДНК 67

bHinpiititt|iupMin;iw 17, 17p 
bni*t‘iuinnii».fuinuw 285. 286т 
Властинилин S дс yiMimina 382т 
Блок «v/ 319
Боковая цепь (R-трушв) 34 
Боковом лмиггтрофмчсскнН екч 

реп 486т. 492-493 
Бокс CAT 46.46*

СС 46.46р
- ТАТА 42, 46. 4Ьр 
Болгшь Л*цлгт*м*рл 430—432

-  in i АроГ4 431 
Г(*ог 484i,485

-  криш 307 
Чалка 189 190

Гтомбардирэдкл микрочастицами, 
имела нас Л Н К и клстки растс - 
ими 380-381, ЗМ1—381т 

Бримеллим 168т 
Бромоксииил 400 401,401 г 
Бромоксишпнитрнлата 382т 
Бычий 1И.М1ЦММ С2 142* 143. 143р

Вакцина при нт fUcktnva nckartii 
242

Никлиниимя лип со спиленным 
иммунным синусом 241 

Вакцины 227-243 
arrciiyifporotmuc 2.34 239 
векторные 238-243 
— бнкТсрии КЛК СТК.ТСМЫ достав

км интшенои 242-243 
геи vj>У7 240. 240р

-  - пртнм/'юк’ттрид ii.it.uc 742
прстаом ф уоодс 238-243. 
329р.242р
кои iTrtparinn IMC 379. 379р 
нд основе Ti- плазмиды 
377 379. 379р

-  геннаи иммупкшиил 233-236,
234р

-  miwoixi поколения 228 
п с тги ти е  231-233. 312р. 233 
ттротнвотерисшчсскис 230.

230р. 241
1фОТМВЮЛСЙШЬишИССМШС

217 239, 238р
-  протш ю салжоисллсэны е

236-237
- I ин и и iM ггуберк у.к »ные 231 

nporuiKixo/TepiiMc 235 236.243
-  инлктивпими холерного вмб- 

РИ01Ш 235-236,237р
иротнпоящурные 230-233,

235
-  poipoAoruiMcuKic в I men миксе

ирсмя 229т
-  субъединичные 228*236 
Волин, применение 256т 
Векторы днюicipoiiмыс 153, 154р 
-Л 1 Я  клонировании КРУПНЫХ

фрагментов ДМ К 71 -76  
структурных ГГН041 ТугдриОТ 

70-71
-  к тонирую! икс 54-65

на осном: илтюассшитрашп- 
ных вирусом 496. 49(р

-------- fuib;ejti«x]uini X 71 74.
72- 74/»

-------- бакуапирдое (бакмцды)
146-149. 148р

-  -  -  миь’ишыл рггрсширусоы
488 489.488f,49(p,49| 494

-  Промпт лр -ш и р я я  u  im u r  383
-  ретровирусные 419,420р. 488,

490р. 491 492



эсспрсссирушщив IUB. 115"-136» 
149-154

BccrtpH-CnWruiir 65 
Rurtta китжйгкли, ингибитор ipini- 

cHim 393.193p
BUHO. VCXrftCpilKHC! 1ЮШ1ПИС ИРОЮ-

волстна 300-301 
Вирус ветряной « п и  242
-  гепатита В. .жспрссскя поверх

ностною жглтеиа 141 — 143. 
141— 142р

-  имиунодсфншпа человека
(ВИЧ) 222-223. 222р

-  коровьей оспы (ВКО), исполь
зование Л.ЧИ силланим вашими 
238- 242

-  множеOIMTIIMOCD и л р ю т  ПОЛИ-
элроха Autogropha caHfomiea 
(AcMNPVj 144-145

-  мозаики огурца. белковая обо
л а м  396-38, 397р

-  UmcihoIj к а п у с т , 35S-iipomo- 
тор 384.384т

-  простого rtpivca (HSV) 230.230p 
 геи i нм кишки наш  428.

486т, 503
--------- iiutt J 230. 230p, 241.

496-301, 499-500p
-  таблчний мозаики, ( 2-1Кзс.'1сло-

mrrcJ i.CHHTfb 384 
фенотипическое CMouuiaainic 

494
-S V 4 0  140. 150
Вирусные сметами доегмаи генов 

493-501
Вирусы, белковая оболочка 

396-398, 3961, 397р
- ж ивоты *, сгрести: 230р 
Внутренний сайт CttttUUlUMtlin ри

босом (IKES) 153. !54р
Водород. MeiafkvnuM 313-315. 

314р. 3l4i
-  ассимиляция С*а>лс|шлмм 314-

316, 315—316т

|1 Галакшаилазл 121, 121р. 382т 
Гяляктймяинаки 295 
Г:сю го и «рентные а|х> магические 

сослннсннм 276 
Гпи1ШкЛ(Ш1ч> 503, 504р
Гш'мнми 45)
I аллоптиршимис семей 

453-4Я

Гексигнетноин 149 
Гсль-алсктрофореэ 54 

й ягяронюм готе 54
-  коямикрияамншюм геле 

(ПААП 54
-  мирксоы с известным и молеку

лярными массами 54 
ГЫмцелл»оло1а» структура 295 
Гемоглобин 205г 

А. получение в системе 
HojwmuIo potymorpha 142 

человека, получение с гомошью 
фаистенныл семней 435-436 

Гемофилия 483-486,496 
- А  484т 
- В  486т
Геи бяктериошош 126 

белка pillбактериофага MI3 116
-  мнгсрлсйкнна-2 241
-  •суицидальный* (•пмиуОаВст-

•а») 62,503 
-jwsG 129
-  rpoD 323т
-  vp37 240. 240р
- J xytS 282-283.283-285р 
Генетика ‘« - ’соска, социальные 

проблемы 478-479 
Гснсжчсскдя IVICpOCCHIIOCTW 442
- информации, право конфи

денциальность 479
-  |4̂ ciiii«4*poif-Mi 33-38 
Генетически McviMcJxuuipomHtii.ir

ПрПШИШМ, • НИЦ*! 1Ир>С*М1>С
высвобождение в скружаюидоо 
среду 523-526

---------нятлс-няжн: 533- 541
Гснся1чедо!сззб01леа11«1я 189. 

195-201
-  картирование локуса в хромо- 

сомс 456-459.457р, 457т
-  гокхнпацни гена на карте 

сцса. 1Cнии 460
----- сулиркм шлюрихлекных

(ВГКС) 456-459,457р, 457т
- тип 1сдсЛслОваннп 442-4*4. 

44 Зр
Krtjviu 444

-  хромосом человека, генетиче
ский поннморфиим 450-453. 
451т

Тенепрж ннш 1 40.41т
Генетическое копе уяь7н pew 11 ис 

478 -479

сцепление 444 451. 444-445р 
-  у ••еломжв 446 148. 4 17р

-  fccnipoBsuiHc 479
Генина иммунотегшиш 503, 5Ыр
-  инженерии белков 158-159,

168-175. 169т, 171Р, 173т.
174р. |75г

----- OKOCtsOCfl. Itorttuilliu моди
фицированных ОрГАНИЗМСИ! а 
окружающую среду 517

-  растений 373.374 
 llpHMCtiCliHC J8V-4I3
-  терапии 483-511
------ вирусные системыдоставки

гсиив 493-501.495—500р 
гении: *рухъс- 501

-  к.нии*пч:м« itcinmiisui 486,4.Vn
-  коррекция теистических лефск 

токе nOMOiuuocviiiiCHyicKbcvnf 
лоя 509-51(1,509р

-  -  нс»мрусмыс системы лосгамсм
1СИОЯ 498-503, 502р

------С маюлюосанмем сомл ичажкх
Илей* 485-487.526- 529

------эпгъсскис и С<4*.ИЛ1ЫЦ.;С 1рО-
Олгми 527-53(1

- --© £  vivo 487-493, 487—49Ip 
 in vivo 493,493p
-  -ЧЛ1фСССИХ, Mill ЛМИЛ.ШКН 208.

209r
I сном человека 31т, 444,

•146 451,467 46*. 469p
-  проект 477 479
-  -  фиШЧеДОК В/фГИрПЙПКИС

462-468.4(4 466p
-  -  пическис проблемы 478-479 
Г с ном мял библиотека, скрининге

немощью ntnpiMi нации 62. 
63р, 64-7U (Ир, 66р, 6$р

-  д а к ти л о с к о п и я , применение
г.|м усгаисяыоши опилил па 
193, 193р

Геномные КЛОНЫ, И/К111ИфнкЛЦ»Ш 
метилом «(рскулхи по хромо
соме» 470, 4?2р

------------- «прыжков* но хромосоме
471), 470р

1 с1К)1с|тзнснгичсский иреи/цч.1 
р53 486т

Ген-репортер 105, 106р. 381-382,

m
Гепеншнфичный npuOwcp (GSP) 

99-102
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Гены 443 444
и:ю г фиксации (/гфЧеии) 310.

311
ПигрСИТИД ! 314 316. 316т 
ИСЭДиКИМОС рпспрсдслаш г 

444 , 4-34р

-  олиинаирлплсино: *пм» иконе
rucuortoxoutc 117-120.
IIK~U9p

1МПСМЮШ1ИС ДИК-ИОСЛСЛОШ!-
1гдыюс1сн 537-539

-  рстрош!русные m i' 493-494 
с и н и л  с  помощью П I IP  102,

100 lOlp
-  СЛ)*1ЛЙШ1Я ориентация 117,

Il8p
-  стгуктурнме 29. 35-36. V»p 

устойчивости к антмбмогиклм
128

-  экспрессия В *р>ТМС*АПСила6-
HWX систсмлч 109-1II, 11Ц> 

------ иукарпотнчсски» стгтемз?
135-155

- n t f  310 -313,310р,311-312р 
-n o d  316-320,317р. 318т
-  генетическая комндсм*т*Ииш

3IU
Ic im n n  R. короиый белок (H bcA g)

232
ГгрГшьпгшп 373 
i cfrf>miиды 400-401, 460p 
ГасрижипчнмИ к?ид 67 
ГИГ'РИЛИ «Ш 'И  Л1«ФФСРС1ШМДЛ1Н011

метод 29» 300. 299р 
Гибридизация Д М  К  64р, 65
-  диагностика 1*8-190
-  JOHaw 65 67, 188-194.

191-I92P
-  для ск рии иш а  геномных 

библио» е к 6 7 ,68р
Гибридные аипттслл человека и 

мыши 215-218. 236—218р
-  клетки 1*5. 187р. 460- 462. 461т 
Гибрклон отбор 472-473, 473р
I млрогсиаэп 313-316, 314т
-  гены 4 4 -316 . 316г
-  тгнсгичссклд комплементации

315
I toipckcitnucicjciipiuiiofi 374,

374р
I 1Ч)СЮмииин4*хх]клрл11С<1кра m

382т
Гииерю окяш емни 484»

Гиисрхолсс1гр<хх'М1111 4К4|,486т, 
491

I пру лим 140
Гметилии. применение 256т 
I Л НМ'ШЛМргПЛННС белкой 135 
Глиобластома 486?
Глиома 506 
Пт нф»>сф»т 400. 401 т 
Г/MiiHM, применение 256?
[З-Глобмн 146.485т 

человека 426
Гтутпмин. применение 256т 
Гхутмжюврч кислота 255. 2561 
I луг ими ио«и I спи* 150 
|t-1 >ГЛЮЮ1ИН18 323,325. 366. 402 
Р-1.6*глкжаказа 366 
Гиокоамида» 168т. 2*8-291 

288р
|3-Глпжшшис» 69.297р. 298.300 
Глокоиоиюмсрада 168т. 291 -292. 

292i
-  пред! им) ПСП к > с помоитио F. сЫ>

291.292т
------------Ь.Ы*\ v  291.2921

росшем л енме крахмала 288,
288р

Гл10МУЖА»л:шипа 168т 
I гюмхтфех'<1к>1рлисфсра шзясис

тем 129
Глюки 1срс6рсшишш 266т, 484? 
Р-Глюкуроннага 382.382т 
Глюфа итог 46It 
Гормон роста 205. 206т. 459
-  бмчин 435.521-522 

-Человека* Г РЧ) ЭД20*р
-  ювенильный личинок насеко

мых 343-344 
Гормоны 47. 306, 436 
Горох, сшггеэ ингибитора а-лми- 

ШШ 394. 395р
Грамапшнм 259 260.26h, 2б2р 
f'pai 1>ж*пи терный коло»»местам v - 

лирукчшш фактор 486т 
Грибы 365.301 -403 
I рмэсу.шн 263 -264р 
I руины крон» CMCTf ми Л ВО 

448-451.448 449р. 450т 
Гуаши» 29.29 ЗОр 
I yvcioma лмстовсрткм-гкзчкося 

еловою 335

Дгтпогсиирошиис 276 
Дежжеирибам 29-30,29- ЗОр

Дс к»* емр»6онуклсоти :и  32, 32|> 
ik ip m u n p O N u iH c  8 2 .83р 
2.4-дм пцеттф 'Ю роглю иииол 323 
iliininpoipKiam tpar.Mii 2 М . 261 т. 

262р
Д||Ш.т|И1|рапл|И11мм 259, 2б2р 
Дигид рофлшюнил-4-рслуктз за 

<06
Днтарофхммпреяухткм (DHFK) 

150.151р. ЗК2г
Днпирофсиипрсяугпш- тмммдм • 

л я ге ю тл ш  23К
Дидсмжсииуклсстиш 89-90.90р 
Диме!«*м иIрстлытя ipyniut 

Ш МТ) 81.82- вЗр 
Длнутисотчдные повторы 

454-456. 454р 
Д и а р е е ю  и  485?
Лисульфилид'мсри** 140 
ДиуреТ ноский /прион 3*3? 
З.З'Лихлорбенэов? 276i 
2.4*Д11клпр41С11сжс11укс>с11ая кие- 

ЛОГШ 276т, 4(1| г 
Д lllllfCTpCilIIIKJC векторы 153,

154р
Д И К , пиптярв-птаты гис и с т »  31 

и пре >k.ipi«i.ri i песком клетке 
24— 25* 25р

—  ЗУКДРИОШЧССКОЛ К.ТСТКС 24-
25. 75р

-  ввокнис в клетки с помощью
0имтч1ра»лчн1Ю! микрснэсшил- 
« I I  380-381. 3H V -38li

------------------- микрон т о л ; » »  И
420-422,420 421 г. 428

-------------  с lHAKHiuofjkiiaMIS
91-93. Vip

-  1с.?»»*ЭГсктро<|юре I 54
-  генная иммунн мцмм 231-236,

234р
-  ДШ1ЙШШ ClIHfULII. 30 31.

30-31 р . 45
Illlirrp lIU in  В хромосому Х1ГЛ141

1Ш 123 126. I24-125P 
мс /цлВ|Ч »м  и кс 248-244 
оанпиепочечннн 9 2 -9 3 . 93р

-  основания ахпистыс 29
-  рш11«оштд||шфмп 65

рСМ>м6И1ШШ1ЫС. контроль Ж С -
перимешо» 518 519

----- технологии 50-71
-рашмкшп 29,32-33.32 33р. 

498,499а*
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ссквскирсхшииг №-93
-  с помощью фага М 13 91 -93. 

93р
LHiricj с помощью ПЦР 94 
структура 29- 33,29-ЗЗр,45 
химический спито W>-88, 

81-84Г. 87р. *9 
Т-ДН К  374р, 376—377. 3X3 
ДНКаза! 20ftr.209 
ДНК-тбркпюашш 64р,65.66р. 

« р .  187-195
ДН К-диагностика 187-195 
ЛНК-хчшм Гй-Ю.бЧ>.(*р.6*р, 

187-189
-  гстсралотчнмг 67
-  меченые 65, 66р. 190. 191р 

•молекулярный мим»
191-192р

иермиооктивпме методы детек
ции 190-194, 191- 192р 

ДНК-лип*эи 55. 57р. 61. 360-363 
ЛНК-мгркнруютмй c*4*r(STS) 

461.462—463,4Мр 
ЛНК-»кд?шмсрйи 27. 33.32—33р. 

91
- I  87.88р
-  Т4 463,465р
-  Та<; 94,98
ЛНК-псслсдова1елыюстн, i гатей- 

тованис 437-539 
ДНК-сингешоры 8U. 85 
ДНК-фрйгмекгы. патентование 

537
Доклинические йены пинт 486 
Дрожжевые системы экспрессии 

140-143
-  %\чжнеочм иск) со л и т  иг

<VAC> 27.137 
Дрожжи, проккплегм 136
-  разрушение клеточной стсзиса

365
трансформация 136

-  ххектропораикя 136 
Линя м>скуияя 406 
<11П Р-пирофосфате» 160

К а т и т  картирования 446 
5 - с  I юл - п н р>’гм и 1 ш 11 к > I мз г - 3 - фсч:- 

фзтигппа 3821.400

Жележ). опероферм 321-323 
Животные клетки, трансфекция 

136

-  трансгенные. патентование 537 
Жирные кие илы 409. 4|0т

Эямстппели сахара 411 
Записные белки 408,409р 
3oiu гоеролш мчнии 67 

получение метким химическою 
cHincw 67

Зонам дли скрипит л геномных 
библиотек 67,68р

llxx'iciuuui. применение 256f 
Ижиениилт-тн К -с ш л ш а  259. 

2б0р
H:Kincn:ciiiuiipattt.<|}cpttst 375р, 

376
НмилаЮлиионы 4011 
НмиупмАПИм 233—236, 234р, 

434-435 
in vivo 434-435 

Имчмпкигеит СГ>4 223 
Иммумоаффинма* храмэлографм* 

114, И5р
Иммуннлиалюстикд 182-183, 

183р
Нммунолоимсскми скриныи 67, 

69р
Иммуносупрессоры 212 
Йигеры w 168 т 
llnntTuaop с< амилазы обычной 

4шсоли 394. 395р 
сериновой протеинами 194

— трипсина ингни китайском
393, 39 Зр

Мнгибг. тры комплемента 436
-  протеина*» 393.402 
Индиго, синтез 252 255.

7Я -255Р
Httiwwb^aiTeriAOwncuxuauu 

375р. 376
Инаалил-З-уксустм кислот 

(ПУК ) 326-327. 327р 
И||МЦиагорн&»1 тРНК 38. 38р 
Инициации к< ли мехе !8р 
Инкапсулированные рскомби 

иомтпис к.теШ1 492 
Инее» нпи/ш 331 145,338т 
И неуд ни 205 ?06т 
HicyrmuBmwfriwrt фистар роста 1 

(IG F-!) 2U5t .367.435, 504, 
506

Интеллектуал new* С0бпв№Н0С1К 
права 533

И пгсрясйкмн-l, рецептор 205i 
Итсрдсикин-2 114, 115p, 126, 

206r. 4 J5t , 486t
-  ген 343
НшсрлсАкин-З 208, 209i 
Интерлейкины 2051 
Ишерферои 215
-  как ЛекфетьенныЙ препарат

205-2061

-  секреции 127
)ро*снь экспрессии гена 118 

- а  207 
- p , t 206т 
- у  2136т 

Ъь 206т
Имтерфероны 170.171р,

204-2U7, 206т
-терпимые 207- 208.207р 
Нитрон 36,37р. 150 
Ис*усс1всинах x|xxv*xx*ta челове

ка (Н Д С ) 501
I (скуостмшиыс дрожжевые хро

мосомы (YAC) 27.137 
-------- несущие гены аиппел чело

века 429

Киты ja w  inn 2U5i 
Камфоре, деградация микроергс»- 

нмдемм 276т, 281р, 289 
Кянаиллпюс ыфтмронвнне 469. 

469|>
Каната 408-411.409р. 410т 
Кэрта смешения 444 
Картирование генов 444-446.

444-445р
-клцлшлтиос 469.469р
-  муяьттокуснос хромосом чело-

нем 459-462,461т
- позиционное 469-477.

470-475р
-  г.онтиса (Ю-клидп.1Д1нос

476 477.477р
-  с мстххтк'хжштсм |\ииа1шичимк

шбрнлоа 460-462. 461т
-  сйПго© рестрикции 55, 55р
-  транскрипционное. клоны

КДНК 465-468,4?7р
-  функциональное 468--470.468р
- Х-хромосомы человека

446-448.447р
Картофель, введение гена кнгмбм* 

тора II протсишяы и растения 
риса 393-394. 394р
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-  :iniii»«in or насекомых-нрелитг-
дей е помощью токсина 
BaciNus tkumgfcmif 392 

поражение бактерией £mwtfa 
f f j / r X c w r / j  4 0 2

-  СИП7С1 JT»OCiillUn бактсрисфсип
14 402

Клршигмэ ттрслст.пг 1ЫКЙ1 ^С.IVил
506

Ката.ты 168т 
Юга-ход 277/*, 279 - 28(>р 
К доход- 2 •З-лмоксн т н  чх 

282-283. 285р
Каучук, микробиологический 

сини* • 270
2-wmv L ОЯ01ЮПХЯ кислота <2- 

KLG) 250-252.251 253р. 265 
Кислород растрам шй 127 
Клетки жиленные. трансферам* 

136
ншишс^лмроцлнимс (НГКОМбИ* 

ма«тиас 492
-  ком ист п т  «ыс 76
-  миеломные 185
-  млекопитающих. култлимиргав-

нмс 27-28
-  трансфицированные 150

-  -  экелреоафушие векторы
149-154.150- 151р

—  системы 15! 154.
152-154р

насекомых, вьиг чтите рекомои- 
twiin»iJ>K>0c*»M 149

-  |м рушение при крупномас
штабном проиэродстос белков 
>65-367 

-С -41 8  150 
Клеточные линия 28.63
-  устойчивые 2S
- степки ipuftot*. разрушение 365

-  -  дрожжевых клеток, разруше
ние 365

-  -  прокариот 24-25,25р
-  зупрног 24-23.25р 
Клещевом токсин 3431 
Клинические нсиыпипи* 496 
Клонирование генов 123- 126,

124-125р
-  заболеваний человек;»

467-478
— с помощью переноса ядра 426. 

427р
-  человек.» 529-530

Клонирогднные гены, жспрссси* 
у прокариот 105-130 

Кдеятруюшие векторы 54-6.5 
Клониру кчнмй ьекюр системы 

слияния НЗр
Клубсиисн.с^раэсшлнс 306.

316-321;
Кодоны 40-41
-ЧвСТОГО MCIIIXUJO&IHHU 41,41*. 

121.129
Козп трен «стен нам 435-436 
Комитет по роомбиилнгныч иук« 

ленношм кислотам 526 
Коммерческие секреты 533 
Компетентные моки 76 
Комплементарна* ДИК (кЛНК) 

70.71р
-  библиотека 70
-  выделение интерферона 

204-207, 206т
--------iiC Lih'.'iaiHiuX генов

298 300, 299р
Komiucmci парность нотиеш х 

оснований мухлетювих кис 
лог 29-30. 29-30р. 32, 
32-33р. 45

Комнм<.'1грши| программа (ЖАК. 
476

KoHCyjbrnmiiiUH мшшгг Папин 
пильных мне mryiou лдрамми. 
ранении США по рекомбм- 
1МНТНЫМ Д Н К (М Н -К А С )  
318—519, 323-524, 528 

Когти»!и *144, 462-467. 4б4р 
ми основе космилпых, 14 и >. 

библиотек 463 467. 465р 
YAC-. ВАС- и РАС-библио

тек 462-463.464p 
Koirtpoil* м лрошаедспюм и ПО 

треб кинем пищевых крепу к- 
том и пкшсьых добавок 
519-522

- примет спим бжхгелнодогмче
с ких мен шив 517-531

------------------C O it llA ilM U iC  И  Л Н Ч С С К К С

аспекты 517-53! 
Ко1Н{крКШ1ИПН1(Ы* патиморфилч 

ск9юшлмчем1юй Д1 IK (5SCP) 
467-268.468р

KoHi.miaincM бокгерилиных кле
ток 77

Корсирсссор 44. 44р 
Корм дл* скота 408

Керни растений. uuuma от Iшее 
КОМЫХС nOMOfllMGipftl«стен
ных бактерий 340 

К е р о н ч д  i мй П Л Д  3 2 3 ,3 7 3 -3 7 6 . 
374р. 383

Кссмцды 74 -76. 74р. 319 
- p lA h K I  322 
-p L M C -Э 74 .7Ъ 
Ксстный мин 489,490р 
Кифалтсры металлические 

172-174. 173т
Крахмал 287-294. 287 2Н8р 
Кронк. m io im tib  4%  

п>1Юнмн»ш11 491
Крушм)мао1гтабтюс пршлюлтю 

белков, разрушен»* клеток 
3 6 5 - 367

кр упном асш табны е с ю х м ы  ф е р 
м ентац ия  3S V -3 6 3  

Крупный ротатыискот, мереное 

дар эмбриогшмшх м е то к  
426

------ транешшмй 433 435, 4V4p
К с in 11 и подои cunt* 2 66 -26К.

267р. 267т
Kcrilu6lX>1HKII. дстрилпии с  по- 

мошью ммкроорешиомам 
275-271». 276i. 277-2КО,» 

Кенлашш 169-170 
Ксмлани 295 
К о п и и  276т, 281р 
К о и о л о к е я л а з а  234 
Кукуруза 406
КуЛМН№Гр1*»Л11>К кДГШ К pUCICHIlft

28
ммкрооргппи 1ЧОИ ссшмсстнос

250. 252р 
Г. гоЛ 24 -25

Культуры е высокой платностью 
1 5 6 -3 5 7

- тукдриитичсских клеток 27-28 
Копирование Й . 84р

Лдкпиа 1С*т 
Ллктоферрин 435т 
Лет icuui.m^ hii 308 
ЛсИпнп. примет к икс 256т 
Лекарственные пре на рати, иидс 

лемме кДНК И1гтсрфсроноп 
204 - 207. 206т

-------im iepitepoHU. подучаемые
метопом генной икженернн 
207-208, 207р



11рсдмст1<ый укз шел* 573

-  оптимизация генной жспрсе- 
сни 208,20*1
получение щи&жя роста че
ловек* мстсмом iси ной микс- 
перии 208,208р

-  t'pcxifoi в неактивной форме
213.213р

----- KWKpo£>Hviimi40CJu>c произ
водство 204 224.205т 
на осмом нуклемнегия кислот 
504. 508-500

- -  получение с noMnun.li> ыпко-
клоиапыо/х я» л ител 
204-205,210-218

-  - против ВИЧ 222-22), 222р 
Л >ч11ии, структура 294-296.296р 
Лш 1юцсшиол1Ш  294 298,296р 
Липшиеллкдли’шый ШГС|*Ш

294,2941
----- OtfTDBM cuvojm 294
----- расп цельные О’.холы 294
Лклш 256г, 408. 469р 
Лизохспип 72
Лизоцим 142 143. 143р. 168 169.

169т, 365,40)
Лммфгш>к&им 205т 
В . шифон ктм, продукции ел сим 

фи'ахкихпнппел 214 
Линкеры 85-86. 86р
-  £гоК1 86. #6р 
Лишне 168т. 323 
Лкиатекаи кислота 4(0, 410т 
Л»1К0ЛС1«0К1М кислота 4(Ю, 41(>| 
Липины 406-411 
Литаяиккс 501
Л  талоны 380т, 501
Л И Ч И Н К И  К О М Д р С О , И С1М »Л10ХН 1ЛШ К

прошв них микробных и нсек 
пишдои 340 341 

н а с е к о м ы х .  ю п г н и  " ш и п  г о р м о н  

343-344
Лол балт <LOD) 447 -450. 456 
Лосось трансгенный 438 -439 
Лгитферята бакгертальняе 382т 

светляка 382, 38?т

Малярии IK9,507 
Мин на .«л )66 
Маш л нм 295
Маркерный ПСПТНД FUg 114 
Масли pai лпелы ик 408-411
Мвтричнаи РНК (мППО 29.

35-36

Мелермминн 260,261т. 262р 
Медерроллн 260, 261г. 262р 
Мелании 267-26*8 
Меланома 486:
МеггаОодиш вторичные J52 
Металле»! мсшсии II 382» 
McTitilbiicuKifcn 4<»4 
Мп ш К х-глйийглц 129 
Метилирование Д И К  248 249 
Метионин, при немение 256г 
Метнонн нсульфоксилнш (МСК) 

150
Метод дифференциалы ion гыГрп* 

лизании 298-300. 299р
-  лшыронания олнгонухтеошиных

зондов (ЛОЗ) 196-197
-  ммкрошгы:кцмй ДНК

420-422, 42№~421р, 428
-  на основе полиморфных ДНК

марке рои для амплификации 
случайных ф|шмс»тцш (DNA 
KA PD ) 194-195, 194р

-  килимерл л юн цепной реакции
(ГШР) 96

ПЦР/ЛОЗ 196—201, 197р 
сч'ктигинрпвамиа ЛИК 89—98 
Сдучииых праймеров 65. ftp  
RACE. 98 I02.98-99P 

Мстотрсшгг ( M I X) 150 
Мислшншс клетки 185 
Ммкрои1п<скШ1и и генной иняс- 

мерии растений 380т 
М lupoopt л  iktmu, дспхстирхтсчцпс 

кссшбиогюи 275~77(\ 276т,
277—ЯЮр

-  исрмтитичсскис, илстиф м м -
цнн 181 182,181т 

применяемые d сельском хохми 
спи? 307 308.314

-  р(ЧТ D уел О  ИМ И Х ИСДОСТЯГТ1Я MIC-
лпрог.п 172- 123

- способные утдиэ«сро*еть не
сколько соединений 289 

фитппятогснкые 306
-  штаны  с дефицитом прспеннаэ

I22
Ммкрлхромоепмм 501 
М|пэсралш!.х: neurcrea, поглоще- 

иис РВСКЯ1ИЯМН 326 
Минк-сателлитыс ДНК. геномная 

даепм ечкопид 192-193 
Мишатгрспю сельского хошйст- 

на США 523-525

Митохондрии, введение чужерод
ного белка 383

Млекопитающие, культивнроьл 
кие клеток 77- 28 

Мобильные дом ети (Одою 
менты) 386.386р 

Мик*.к>пм|Ч!г.и бип ]сх»мжи ми 
16-23.19р

бмолоспчсскрс системы 
24 28. 27т

-  истерия peruumin 15-19 
коимериилл1стч1Н«п 19-20

- -  соцклдыпле аспекты 20-22
- (снетика человек» 442- 481

-  диагностика 181-218
-  генетических заболеваний 

190. 195-201
----------- нсгод П11Р/ЛОЗ

196-201. 197Р
-----МСКШ>1 ItMliyirviVWnKVnfKH

182*183, 18 Зр
MUtK*» VUI\Ъ U4 .UK* А11Т »!Т С9«1
184-188
мутации вранных сайтах од 
мото I »!i ia 159- 201. 200р

-  чуйтчггслt.iiiMT).тостов 187 
Мпаокобезлаетотм 4)4
-  белковый состав у коров и неси

419т
-  содержанке бы-исю гормона

роста 522
-  трннсгсиных животных 419,

432-433
Молочная хелеза кок «бморсак 

тор* 432-436, 435т 
Монаший 411-412 
М<.ноКЛик&1М:ыс ыопиЛл

184- 188
и лншткчгтакс шбткдннп
185- 187,187р

-  1игшмфикж1шя гмбрщшыч кле- 
гочныл линий 185-187, 1Х7р

-  как терапевтические средств
а»-21Л 210-218
мшинОКТЗ 212

-----ойриюшшк: к oitjop г кйркдньи
клейме 185-187

-  npcx̂ Hi«jaisKiiorropjcaab<
ГрИЬЛ иш* /ИрСХЯШШЛ орт HUID 
212
сиязымние c icpfiiicamMcctJt- 
ми Lpcsei вами 212—213,
213 2!4р
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-  человека 214 215,428-430 
МомослоН ичсгточммН 28 
М ук о ы к и и зо ! 209-211.432,

4$4т. 486т, 494,501 
Мулк.тилпкннпс »сцщ|рп1ымис 

Хрглшсом чело пекл 459 462. 
46 IT

Мупьтимсркыс белки 15 1 
Муписнсэ 159 163.160-lM p
-  с истиытоиисм iranuuimii

Л Н К  I67p. 1 «
-----------ПЦР*ам1Иифи1иш1111

16Э—  164p
-  случайный 1 6 3 -1 6 8 ,I6 5 -I6 7 p  
M y run m w e  ш таммы 17 19 

M y rn u tH  483
-  iiumioiHc n rauw «слоем

467-468.468 p
-  коррекция c  пом ощ ь*» химер

ных оляг онух.имгтиэоа
509-510, S09p

Мышечная лис? рофнк Диш лтпа 
485T

М и ш и  scid 215
Mi лик, icii рож» мен на 475. 426p 

ТрЛМСГСШШИ 419-430
-  кклеииеЛНК мнкровшаск* 

имей 4 2 0 -4 2 7 ,4 2 0 -4 2 Ip,
4 »

-  мдс»гп1фнкания 421
-  как молельная система 430 

иссушая ген г? peer ни .ни к? I 
437

-  -  патентование 53К-5Э9
-  -  перенос генов е осмощыа искус

ственных дрожжевых хромосом 
428-430

-----получение с помашио искус*
CI ИОННЫХ дрожжевых храмсь
сом 428

-------------------ретровирусных iicKiui^id
4 » , 420р

-  -------- ствато
т х  клеток 472-426.
423—425р

------ применение 430* 433
си и Id C F TR -6 C JH C I 44 3 .413р 

7pnHC(}T)piM.TI|!f{1 ’ШбрмОИОЦ 478

Н а щ ипле м  ми и м у п и е л п ,  метил»? 
кл  158-168

М ю оомыс, устойчивость к баку- 
дшшрусам .142-343

устойчивые к токсину tbuMtm 
ihunnstcmb 334- >35. 339. 
392-393

-  кшгпильный гормон ЛИЧИНОК
343 344

Ндстслствст*** заболевания, 
клонирование m o w  <иг’опека 
467-478,465—477р

-  -  лечение с пемошыи темной
irpiii шн соматических меток 
485-4S7.526 529

-  -  накопление деф екты * гене»»
в Оулу ши* нпкипемикх 528 

-----терапия 48 1 485.484 485т
------ IptOltfLI.MITailHJI КОС! 1114 о  Mown

489. 490р
Наслсдспаснный ОншххфТра» 

4-18-450,448~449р, 450т
Научные |хсцх|Гкгтки. iuir»m»ru, 

мне 540- 541. 540р 
Нлфтдлмн. лег ряж пик микрооргэ- 

тпмаки 276т, ?77р, 781 р, 
789

I buiwiiiti.'ii4iMc институты длряао- 
охранения США (NIH). рег- 
лдменпниш экспериментов с 
рсылтОтинтшми ЛИК 
518-519

Нс вирусное системы доставки те
мою 498 503,502р 

Неврологические заболсшнни 
498

Независимое picH|XA&ieiie гслоа 
444, 444р

НсМрОГроимым фактор. иы|м(чпи 
заеммЙ и m i »iic 205т 

I !с«)М1Н|Им0ин.|1нт;\1Гю5ял1д л  
382т

11С1МХЛ10С сцепление 445, 445р 
Непрерывная культуре »50. 351р, 

353-355
Нитрилала 401, 401т 
Н|гтро1снаы 308—313
-  вспомогательные белки 309
- желе к'молиблпп иый кофактор

308. 309р
-  к<*< поноет».' 108-310. 309р
-  определение активности

Ш  309. 309р 
I kucptt-блгл пни 65 
Ношымм 376, 376р 
Попалит: я ншзз 387т 
Нукледм Fokl 174. 174?

SI 70. Tip
Нуклеиновые КИСЛОТЫ, ДСГЫрСТ- 

вешше среде пи на их пенен* 
508-509

Нуклеотиды 79.29р

O Cetum u культура к ле то к ночки 
146

Обратили транскриптаза 70.71р 
Оина тронасинш! 426. 427р, 

435-436, 530
Ол>инш1|шп.1спм1м: пишем нос рлс* 

положение Iскоп 117 - 12I,
11K-119р

Оксима* D  вмип(1пюкгт ftaerium 
tokuH 765 

Октан 281р, 289 
Октопмм 376, 376р 
Окпми1»1син1ам 38?т, 383 
Олпнюяая кксяота 409,410? 
Олсоэины 413.413р 
Олигонуклеотид антигенный 504 

♦антисмысловой* 504.506-5U8
(>1|»(ГОЦук>1ГЧ П и »«M|WlinriOM. M 

мутагенезе петит д’Юнием 
ДНКфшв MI3 159-163, 
160-161р, 165

----------- 1ш<ичилний ЛНК 1б2р,
161

Оликждоеотмшм* .ижхсри, не
су шме cairn*! для npoicimii 
112

-  мгеймеры 163 168, 165-166р 
Оли он у мсотм.на. используемые

в качестве праймеров 86
-  одноиеаочечные 86
-  iiunyictiite линкеров 55,8бр

сборка геми 86-88, 87р
-  синтетические 189
-  химерные S09- 510. 509р
-  химический синтез 80-88 
Омкомышь 538-539 
Оомшшн 323
Оператор 42. 43р 
Опером 47,41р 

л>/1ивзипты р^ЛУО 287. 
2Ю-285р 

Опинн 376, 37бр 
Оптимизация генной эксп|сссим 

208, 209?
-кодонов 86,121 
Органелдм 24 25. 25р 
Ор»нт1нтра»к:1лрбам1иаза 4К4г



Предметны*! уъамгслъ S7S

Опо.фИИМПН >«11 1М)М0ЛСКуЛЯрМЫ,\
luvTiCfli^nune 288, 2$8р. 290 

Осмопрсисктирм 4*14 
Островки СрС 472 
OrtSop тбрклое 472-473.47$р 
(>т«г*еиис средни» 436

И д к и о т х и  к л п о ч м а *  л и ш  489, 
4К9р. 491— 49?

lU j iA u m m n m u  КМСЛОШ 409. 4IIM 
1Ь|Ш<н 16К|
Параш  г ическнс н м к р о о р глч тм и . 

млетифмкпиия 181 -  182.
181 г

П«рвсгю|»ш11.11и!! кристалл 
337 333. 333р. 334. 336. 33R 

Плри KoMiiicMrirmpnux основа 
н м М .о б р ин ч иш и г W — 4?. 30р. 

32-33р. 45
П л и п г м и и  п а л а ш  ж лло О  535 

Патентование 2Mi, 289 
в p a in ir in u x  стр а ш и  5 3 3 -5 3 4 .

536- 537
-  генетически м о ди ф и ц ир о в а н 

ны х мнкрсюр! ЛИ1ПМО!»

533-541
-  ЛИК-послс1юь«псл1к<ч:»с<!

537— 539
-  и патентные яконц у ни^шка-

ц и я  5 3 3 -5 3 4 , S3S
и тС ц х ч гм и и , общие ж нцнн и  

$34
-  многоюкчичних uptamuMiH»

$39
трале m m  их животных 534 

Наплети 533 541 
нл продух гм 535 -  536. 535т

- способы 535- 536. 535т 
основные мтешрин 535-536,

535т
система k h w ih  5 U  535 

Патогене*-таписимыс промоторы 
383

П а то ге н е * -* !*  *ишммс б е л г н  402 
П е к ти н а  ia 168 т 
Ис1»прп11Т|1осты1С1Ю.11«11и 442 

П е н и ц и л л и н  259. 260р 
П С 1ГТИДНИЯ сля з ь  34. 34р. 39 
I K it  Г IL1IU.T IUIKH.1I Г1 2 3 1 -  233. 

232р
-  -  aimifciiHuc детерминанты

232

Пслтоог.тикдн-сЕм соты  и липо- 
пройми (PAL| 116 

Пернпныгклг (очные г.улыуры 28 
1к-р11шгаес«айку:1гд>рз 351.351р.

•&3-3M. 3S6. 363. 363т 
Петунии 406 
Пиолннсормн 323 
11||р)Ш1Н1|яш 323 
Пируилт 2М)р 
Пищенам исннос'н. раоснй 

407-411
Нишевые добавки 519- 523 
Плалмнлд САМ 276.279 

NAH 276.279 
NAH7 252 
ОСТ 276.279 

-pAfK84 323. 324р 
pAVKl I I 1-112. 112р 

-рВС.С619 Х*Яр 
р1ЮС620.3 268р 
рВЮ22 58. 58р. «К  284-265*»

-  гены устойчивости к дтиСикпм - 
i-iM 58

-р ГР З  109. ККЛ. |(»9р
-  рЕТ-вскторов 108 
-PIJ2303 234 2бО,2б2р 
-pKNJ44)> К », 1С9т
-  pPLc2833 106.1091
-  pRK290 111 
-pVBHO 290
-  pVCI9 CO-62, (Op 

pWWO 282 -  285. ?K3p
- S A I  281
- T i  374-376. 374p
---- гейм вирулентности (иг) 373,

374p
ncmyscii»; ipaitcm iiiux расте
ний томпта 391

-  rcicHCfxmwi нормд;|141ЫХ рас 
тении 383

-  синтез orimioe 376 377, 376р
л у м ,И 1 Ы  И  U H T O k M Illlt lO t l

375р. 376-377
- -  три)М“,РМ»Ш'КГ«*ЛТШ1Й

373-377. 374-176Р 
-X Y L  276.279 
Иллтмнлы 56 65
-  Гшпдс|раднг.ии 276- 282. 281р
-  группы несовместимости 57 

доухаъим.со*.V» система 110 ,1 Юр
-  не пользование .жсрсгтичсски.ч

ресурсов клетки 12 3. 
127-130.128?

ка к к лони рую щ ие векторы  57 
KCVlMpyiOtllMr фсрМСНПД lip?*IK5C 

сое fn«n,vcquuiAiuui 289 

комет pyu p o iu H H c 123. 324р
-  котаосзтнвныс строка 77
-  мА.«жптЙт4С 57, 117, |?3. 128 

2мхм 136
и ш и о м о н И н и с  57. 123

-  мутагене* 162р. 163
-  исстари и .и о с л . №8
-  получение 21 
- r ^ w e p w  57
-  с  узким  спектром  х ш я го  57

-----широким UlCkipilM АШНСв 57
-сайт инициации репликации

57
скрининг клеток. содержащих 

ЛНК-МИШСН1. 60
-  TpAH irJiopKM iH M M  1 С 1 ГГ* М -Х «П »М Н а

58-60
— число коими 57. 108. Il3i, 117, 

127. 1281
-  утрата клетками 123.127
-  / V A v n / v m i  2 7(п  

Плизмонирус 491-494 
Плшлгидосы Оиолетрплирусммс

270.412
Илпли, I пленение и к чес »п их ка

честв 410-412 
согревание 405 406 

Плоскоклеточный рлх кетоны и 
шеи 4Ябг

ИоеторыСЛ 454-455.454р 
По чинки to- мпдтипили сслскщта 

422.424р
Поипжоннос хлртированис 

469 477, 470—475р 
rio'iiiuHOHHo-KaiuuuiiTiioc клртм- 

ропдпие 476-477,477р 
Лопигилактурсчи! ш 405 
Полмксииные антибиотики 

260-263. 263 264р 
Полнкстидсинша 261-263,

263—264р
Пол и хлопал иные икппсиа 184 
ntuiiiMcpaia каучуки 270 
I Uir.HMcpuH«»i цепням реакции 

<ППР) 27.88.94 103. 
95-97р

-  д л н ш и с  м д г та ти  9 5 -9 6 ,9Sp

—  испили utuit nr (jeiyopecuCMi 
ной метки 190-191, 192p

- -  короткие млфипи 96
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Предметна укдеисл!. 577

-  СВОООДИОЖнвущими Скоте- 
риями 326-327. Ш р

-  ipeutcrcttmjc 6c:iMAp«cpiiuc
386-387. 386р
и геле пи с гена холесгерплпк- 
С1*дг« i u  3D 5
itivyiniir rn i ifiKom ; Ratifas 
tkuringimib 134.389-» Э .  390г. 
525

-  -  п лте то и а н и с  539
mvicwac м с т п и н т »  524 -  525 

Тринсформаиим Ti-шшмшюй 
373*-177, .174- 376p 

\tтойм ш ш с к Оак терпим 
401-403

-----------пируш м 395—400, 39S— 399p
vcpOiiiiiiiMM 400-402, 401t  
i MHilNK iJuny 400, 401 r 
i j w Gum  401-403 
м сулг II ‘■CnflCMlIlO 4Г4, 

4l)4p
насекомым вредителям

3*9-396
-  фтоГнрмшоа 306,126 

ЖСИрСССИМ Ифучных I снов, КО
ЛИРУЮЩИХ бедки ободочки 
196.1961

-----ЧуЖС|ХЛ1МНЧ 1СНОП 18? 386,
Л И  385т

кпсстропораинм 3$0г 
Рлетитсльмос т е л о  408—4 1 1 
Рпстите.чаиас клетки, введение и 

геном лт/ченов 313 
культуру, метео Л Н К ч ш т с ч и  

кон 194. 194р
промоторы 382-385. 384т, 4<W 

Реакторы с  механическим псрсмс- 
iiiiin ih n c m  357 358, 357р. 
362-36.1, Зб2р

^х н н ф тм с 357. 357р, 358— 160 
Регущггорные элементы 46 47 
?r5-DKC#-pcny»*mui 250-252.

251-Э51р 
Релаксин 205т 
Рсннст 168т
Репликация Д Н К  29, 32— 33,

32 13p.498.49Dp
по типу « о т ш и л  ося кат мы»
49К,499р

Репрессор 4 7 -4 3 ,4 3 -44р,
107— 108 

r l  108 
Jar 107р, №

1ЧС1рН11И|укН1рСС зтсон)ъ.зсизы 
50-56

----- Г»Л|ИМ1и IllUlllliyVClCOllUltblX
степей с  ЫЗра эииаинсм л и н и и  
кшщои 52р. 53

-  КЛОИИроШНШС ICMOB S3
-  — ofifxt вившие липких к о ти т гит

•ТС1К’П*Ю1 /п>К1 5?р. 53
ОЛрСЛСЛО!ИС рСС1рИК111К»Н111/Х 
сайтов 53,53р. 61. 173-174 
расщ епление Д И К  с  обрВЭОМ - 
ИИСМ ЛИПКИХ BCOIIIIOII 61

-  -  сайты узившим 53
системы едмозшиты СИ них > 
MMK(iuopom»<JMUt) 248 
типи II 50, 53 
4»чН 117-118. П9р 
ЙсттН! 53M.S4-S5.55p

-  -  £  evti S0—53
hvH\ 51-S5.53p.5Sp.6lp

-  /tori 11 $3т 

//imJII 52p 
/ / M l  11 5 8 ,6 0  
//pal 4 8 ,5 3 . 5Vi 

/VcvI 33i
/M l 53p. 2<K,249p 
/N ull 53p 
W1AI 53i

Ретровирусны е лекторы  419. 420p 
r c n u  evil 493 494 

Ретровирусы  4X8, 4K8p. 491 491 
ЖЮ НГНИЫ А hmkm  4 8 8 -4 8 4

-  xr i игр-кс иное нчме 492 
Рецептор MlftCplCItXIIHA-1 2051
-  a iiH O lipo TtM M M  M O M *  lu c m ia -

ern <11VIIflf 1) 484i. 4861.491 
Ркбела 30. 30p 
РнОоЗИМУ 504,508- 509. Ч*Яр
-  как /кклрет пенны е с реде ть*

SC6 -  509,5<Жр
Ри0ос4«м1шп РНК fpPHK) 35, 37 
Рибосоми  38 42.38 42р
-  ettirr сш пииинм я 119р. 120

-  СубКдмнмцм ЗХ
Рис. зашита от насскомыт-врслм- 

ТСДСв С 1КИКВЩА1 ю ю в  карто
феля ЖЭ~ЭМ,394р 

PH К 4 т в с  ммеюааи» 396- 398
-  ~ СИ1ПС1 in vivo 504. 505р

«и причини структура 33. ЗЗр
-  ic.it*-алсмрофорсн 54
-  pH4HiwitJioip;u*iiirt 65 

«смыслошп» (мРИК) 3% 39К

структура 34
-  ПИТЫ 35 
ГНЮиаН 70,7|р
РН К - полимер*» 3 6-3 6 .36р.

105-107 
- I I  4б.46р
мРМК и транскрипции 29. 35- 38. 

35-16р. 40-47.4!М6р
-  трансляции 38-42. 38-42р.

119р. 120-121
торишл* структуре II 9р. 120

-  отделение огрРНК м тРНК 70

-  сайт сипы валил рибосомы
К 19р. 120

-  uuiufte. ши 36. 37р
-  >укар«кшг<исг.ди 70. 71р 
РКйШШ! 191. 198 
ftwioanHiur, aitu.ui I 442.4-lJp 
1*<х*т К1ГЮ В, накопление лиги га в

срслс 129
-  микро* V i  аииJMUR IЖ  12Хт.

350 155.351р
Рыбы трансгенные 438-419

Сайг нитрации 121-126, 
I24-I25P

QtUfl. с и н ю  моиеллмнд 
411 412

С д л и ш с и т , ле гр л  в щ и а  Ml 1 к poop 

■шиммами 276т, 277p, 2X9 
CaimiMnpiameui 446 
Г л н т»ф *>11 46?
Сазэерм-блопииг 65. 472 473 
C'nuiju. промышленное npninuu 

ctuo 287-294
Сбор МСГОК, l]ilMt>Tpniilllt череп 

мембрану .364' 365, ЗЬ4р 
t  tun пд трансгенная 415-4.16 
Гил iu iu iih c  AiinueH-utmircuo 

211
Се виси про сан кс Л  Н К , лидсаокси 

мунлсотлиыН метод 89 91, 
90—9?р

-  приИмср-ппосрслоплн1«тм Про
гулка (•блуждающая тдтрш 
ю ») 93 % .94р

Севратд белков 139 
Селективные маркерные»аш 150, 

151р
Сед ьехохозя Herne иные кулыуры 

407-4II
CCHCIGI. л к к у м у л н ц и й  *IV4.rpU.llUX

белков 413. 413р

87-6146



578 П р е д м е т  и  и  у к л  и п е л к

Серии 356т
СсрГКМЛЖЖ.'1СП)>0ЙЯ а немил 195. 

196р,485г
------Ctринимг (МП 1И4вКХ*МИЯ ИЮ*

опелей raw 195. 196р 
с itiM«'t]*4Mup 107, 331 
Сигнальные послсловательное гм 

35
СмшипишИ пси иш  126-177. 140 
См1 налы терминации трл искрит?- 

ими №4
Скжроформ 106. 176
-  бмоксиорапк панн синил ммк-

|MKipr;itni jMuts 321-32.1

-  структура 12 ?р
-  у hScudnnuMux'i /miida  322 
Силос, пгыучгнис 294. ?95р 
Синдром приизрегешкчо имм>-

нолямиIитгл (С П И Л )
222-223. 222р 

идхиинагшр лиц со снижен 
ним иммунным силуром 241

-  эоэтюф|1Л ин-лои лп 1М <СЭМ)
521

Си» шла дипирсч1ншлино1кз11 кме- 
ЛОТЫ 408% 409р 

Смите пении 86-89, 87р
- -  ЛИ  К. фоефорелвиктиЫЙ мегер

81М6.81-84р
эффвКТИВНОСТЪ ПрИСОСДННГМММ
нуклдовдов 85,85г. 86 

С ИроЛ liyMpy.il 1ЫЙ с высоким со
держанием фру мглы 288 

С меч сма днухпдм винами  110, 
110р

комплемента 211
-  СПИХНИ!, к.г1111(11|туюшми ИГКТПр

П1р
Смоемм ДНК-лнагностнки 

187 195
экспрессирующих дрожжей 14) 

векторов 137-138» 1Мр 
С» рм ми гг  библиотек 62-70.64р, 

(Яр
-  кДНК. специальные системI.» 

слияния 115-117, Н7р 
iu  основе фага X 74 

клеток, по.) шич I иГ>р1инуи> 
глаш нлу со вставит (4) 

Случайный мутштез 163 168.
165—1б7р

-  с испашовашсм и т о г о  нук- 
лсописи» 1б<*. 1б7р

Смешанные культуры 26 
•Сммслопя» ГН К  (мРНК)

396-398
- супрессии (косулрссскя) 406 

Софеммпс атолпв 405 406
— -  НШШ1Ш1НМ «КС Пресен И 1ГНОО

лилсном 405 
Солю бнлнтш и белков 367 
Cf>MKiM*icckiH! клетки, лезгине на

следственны* заболевании 
485-487. 526-529 

Гойя гол иберии 205т 
С т а  тимелии С  205т 
Сомштроиим 206т 
Сорбитоллегпдрога«вэа 251р 
Сом 307— 308,408.409р 
Сплайсинг 16-37 

{И1.крнд1шшы1| 37р 
Среди ГА Т  (n w OKCWmiM, я м ттгт - 

тсрии, тимин) 185 
Стирг-кодом 38р, 120-121,119р 
СтИоЛовме клетки шшпотемгиыс 

489
-  -  эмбриональные 422-426,

423~425р
Снздшлссзтуреиа Ят*мо  

410-411
Оеарннок«и кислота 410, 410т 
СишЬнкчныН токсин 243 
Стон колон 40 42, 42р 
Сгрсигмимм 129,190,191 р 
С  тре то м  mi ut нфмхфитра псфер* и  

38*г
Структурные tciuj 29, 35-36, 36р 
СуЧттгтмм 172-174, 173т 
Субъединичные паки mi гы 

228 236
•СуюшлддыгмЙ» белок 62
-  1сн (ген «самоубийства») 6? 
Сумншлг 279р 
Сулы^«1щ ж л1.кыс группы 170,

1?|р
Сульфонидурсажл 401т 
Супербаикола 276. 289 
Суттсрокснд- диспута тл 138-139. 

139р. 404.404т
Сиси теине неполное 445. 445р
— п о л н о е  445 ,445р  

Х-смститснмыЙ ТИП няслслошння
442. 443р

С УВ4»|Н>ТК I КИК побочный про
дукт 266-268. 257г, 300-303 

Сы1к>(чт*ныи itiiOyMiut 205i

Суры , ироиэлидепю 520 
Сырье, исходна* обработка как 

первым :пап биототюлогмче- 
ского Процесса 1 7 .17р 

Сычужный фериент 520

Табак, синтез супером: iu -лмсму- 
ттиы 404

-  т р и н п с и и ыс растении 404 

(З-Талаоссммн 200.510 
Тандемные повторы генов 117, 

П Я р
Телпмерая 33 
Зсаимеры 501 
Тельца включения 114. 367 
Терапевтические стчдстил, достав

ка к месту ик лгИсткым 712
------ СИКIMIUIHHC С мот юкжя nciitiiuuit

шгтше.*ами 212-213,
213-214р

Терапия гемная 483-511 
Термофилу 25-27.168 
Тстрицсиочнцин 263-264p 
Тсх>юлигнм рском0ина»шшх Д Н  К 

15 16.50-78
--------- расяс п и ш и те  реши те м  m m

к.тг 1ик ч ДИК-мишенью 56. 
60

-------схема ikincintMCHTii 50,
51р

---------сшивание липких концов
ДНКтИигизиН Т4  55
-  фрагмент лини Д Н К  рее» 
рмимрующимм ферментами 
5 3  55
-  лес Пресс и И клонированных 
f снов 105 130.135-155

Т и м и л и н к м и д ы  4 2 8 .4 8 6 т. 
503-504

Тимми 29-30, 2 9 -Л0р 
Ти п и  наследовании 4Д2-444,

44 Зр
Ги1КТУ|р<ч111ыП гормон 205г 
Тмргаил-тРНК-еинтсппа 

171-172. 172т 
Гирши и 256т. 269. 369р 
Тираж ная 268. 2б8р 
7 «парные и м и  531 
Токсин B a t i lk a  А и ф р е п к Ь .  швслс- 

нис icia  прошкеина в хлоро- 
плистую  Д Н К  39?

---------riuu»cna(i%)xviiNvts. 137-339,
338т



ПрСЯМСТИМЙ IKJUIWII, 579

iicrxxiu*muMC пришв imuhu% 
icKCKniujx 340 341

----------- ncutyvcKirr c  n n u o u iu o  m u
•u&iKTtpttli 340

-------п ри ем еime 333-334
------ реш и ш тя гсш л F. coti

3 3 7 -3 %
----------- с в о й с т в а  332, 332r
-  uicuiciol* 343?
-  оспы  343, .33.Tf
-  скорпиона 343, 34>r. 344. 344p
-  1 l'!il0tO44hbfll М3 
Токсичные отходы. утилизации

275 276, 276r, 277 2Ь0р 
Т о л у о л  276?, 277p 
ToaycaLSNoicciif«nc«ui 2S5. 286p 
Томлты генетически 1ряжфсрмм- 

р п п н и м с  4Л5
-  ЗВШИ7А СП КЬССКОМЫХ-НрСЛЮС-

ЛГИ с ПОМОЩЬЮ ВосШих
iburingfmsts 390т. 391-392, 
391р. 391т

Точка инициации репликации 
( o n )  33. 57. 136,501 

Траисгстш с х и к т ш е  418-439
------inincuuc пелитами» 525

МУНИ, получение имыпкц ия4Уут- 
i ею 'i o »ik k *i  215- 216,428 4Ю 

п п щ ы  436 4 3 8 ,437р 
р д с тгн н к  б сти а р к ср н и с

3 8 6 -3 8 7 . ЗЯбр 
-р ы б ы  4 3 Я -4 3 9 . 525
-  ПМ плита 436-43$. 417р 
Трансгено*» 418
-  крупного рогатою скота

433- 434
Трамсэслтип 376 
I раткрипижчигос кдртиромкиис.

Моны кЛИК 4Л5-46.Ч, 477р 
I раткршшнн 29, 35-37, 3 5 -Юр
-  imimiuuitN 35. 36р
-  pciулним» 41-47. 43—46p
-  п*рмнтиля 35. 36р 
— а т т  384 
Трвнедтш* 29.38-41,38—42р
-  MHiuiHKiUiu 38-39. 18—39р.

118-121 
-о ш и б к и  128

-  терм и  кац» о* 3 8 - 4 2 ,42р
-  у прокариот 38.38р 

- эукариот 38. 39р
-  экспрессирующие векторы

ПК-121. 119р, 121р

—  злопгэиия 39 40, 40р 
^ффскгипнпсп. ИХ 12!,119р

ТрймемембршшыП белок. кару*.пе
ни»! в котором прицелит к му- 
к о в и с л и л о х у  4 3 2 - 4 3 3 . 4 3 1 р ,

4  J J t ,  4 8 4 т ,  4 8 6 7 ,4 9 4 ,5 0 1  

Т р а н с п  п о с п и ;» * « и 4 4 . 0 4 »* 2 1 2 .4 3 6

------профилактика опорженим
212

Т р п я с п о э с ш  1 1 1 -1 1 2 ,  112р 

1  р и ж п о р т н а я  Г Н К ( г Р Н К )  3 5 ,

37.39-42р, 41
—  H H H iu u n c p t a n  3 6 , 3 9 р  

T p A o c p iv C K o iu  к а т  »ш  376 

Т р а н с ф е к ц и и  1 3 6 , 150 

Т р а > «с 4 я <р м щ и (м  л р о х ж г п  13 6

—  промр«к*т 76—77
—  обработка тошным раствором 

С а С 1 ,  76

растений П-пда» jm hio*
3 7 3 - 3 7 7 . 3 7 4 -  3 7 6 р  

х л о р о п л а с т а *  3 8 4  3 8 6 . 3 8 5 р

—  Э М б р Я О М О *  м ы ш и  4 2 8  

А о с М ш / Ш Ш  124 1 2 6 .1 2 5 т .

1 ? 5 р

— Согу псЬссгггшп fikaamkurv 256 
- / I c e d  58  6 0 , 7 6

S tr e p to m p  r *  2 5 7 -2 5 8 ,  2 S 8 p  

Т р а н с ф о р м и р о в а н н ы е  к л е т к и  5 0  

T p o o n r a i  2 5 6 т  

T p c f i H i i u i r r u T p a r u K i  182т 

Т р п я з т г м  4 0 1 т  

Г р и ш с ф о с ф в т *  и з о м е р а т *  170. 

1 7 0 т

Т р и п т о ф а н  2 5 2 - 2 5 5 , 2 5 4 р

—  п о л у ч е н и е  и  »  С о е у м Ы з с Ы т м т

tfusamicum 256—257,
2 5 6  2 5 7 р

—  п р и м е н е н и е  2 5 6 г .  5 2 0

I рнл1офан-2'Мон«:<жсигс1«кш 
3 7 5 р . 3 7 6

Т  |ЖХ/1» >| ч )к «  и  -КС м уке у т л  И К И С Л О Т » 

401т
Т р т л о р т к н  2 8 3 .2 8 5 - 2 8 6  

Тромболитические препараты 
2 1 3 -2 1 4 ,  2 1 4 р  

Ъ б е р к у л а  231 

Т ыка» желны тЧастгшлл 398, 

3 9 8 -3 9 9 р

Т я ж е л ы ! !  КО(М0 Н 1111|Ч)ЬД1Ш Ы И  l l i i u y -  

н о д е ф ш в г т  I S C  1D )  4 8 5 .

4 8 4 — 4 8 5 т, 491

т-лелперы 222-223, 222р

УДСЛЫШН1К-|НСЧ рост» МИКртМф-
nmiiixKO 151-353

Удобрении бяктерлаленме МП
смтгшчгскис 307 

Улипливаиис жюнснр. метод 
474- 476.474 475р 

УИдсииллролипипмп 259.259р 
Управление no Кипром» ц  каче

ством гошгаых продукт о», 
медикаменть и косметиче
ских срслсш США <И>А) 
519-520, 52*

У р а т и  34
У|чиие1'Н-1лим»миш»в 161, 1б1р 
Уреш трон 205?
Урокиназа 205г. 435т 
Утнтиэацим биомассы 275- 303 
— токсичны» отходов 275-276. 

276т. 277 -280р

Ф а т  m i  а л  1 16 

Ф*2Вагаяюшшш1  446 
-сисгшсмнк 446 
Ф л к ч м м и  4 0 8

4 «актор. якти«вфутпшпИ макрос!* 
in 205»

мскршоиухащ 205т, 4$6х 
освобождении (rvpMiiiiauiii*) 40

-  poem R лимфошптч) 205 
 ит ’тхюибошггеч» 205т
-  нервной тклни ?05г
-  -  эпидермиса 205т

ТИП* I М1ЮХССТ»СНМ01ТуСТ0ЙЧ»1
вести к лекарственным пре
паратам 4861

VIII с и с т е м ы с о с р г ы ш п и и  кро
ви 2 0 5 т .  4 Х 4 т

I X  с и с т е м ы  с и с р т ы в ш и м  к р о п и  

2 0 5 т .  4 3 5 т .  4 8 6 т ,  491.

Хл ticnaiw и«фшк*1ш< крики 
1 1 2 ,  И З р

NcdRrr. I 320,320p 
NRSF 47 
ow 323

ФлКТГрЫ, ешмулнрухихше обри III 
t e m t e  к о п о т е й  2 0 5 t

-  т р а н с к р и п ц и и  4 6 - 4 7  

Ф л р м а ж т е : • г«е с к ж  к о м п а н и и , у ч а 

с т и е  в  pa  a a r n u i  м а те к у лм р м о И  

б к о т с А н о -т о е н н  2 0 . 2 0 4 -  232

-  npcinptfTU, иилученне »и малою*
триитемнич ДИ1КГП1МХ 419



580 Предметный уха шел i.

Флрммш 419 
ФдСПЛЦ геи cĵ i ю  Лима 40К 

сите* ингибитора <i-a.Mn.uiuj
394

Фенами 123 
Фс натре и 277р 
Фсиилл.1лннн 25бг 
•lKriuuaaammrилртиила ш 484т 
Фснилкстоссурпи 483,484 4Н5т 
<2k.'»Mi»x:iujip5oiineojc кислоты 

401т
Фенол ?77р 
ФежНИп 44?
Фенотипическое смсшиьаиис 404 
ФсрМСНТ, обус 1р !ПИНЛКЩМЙ ус- 

тойчи&остъ к блсоммииху 
382т

Ферментации (культивирование) 
J7. 17р, 250, 252р. 294, 295р

-  Kp>TiHct«uaim6rnjr системj

359 162,36lp
ирпмиих^гмьая клс кою тсту 

псичттт ий прткес 349-151. 
350р

Ф е р М С Н Т Н Ы Й  ИММУ1ЮСОрбС1ГТ11Ы1>

оналю  (ELISA ) 18? 184.
113р

Ферменты 16*1.323 125 
акппил op noiictioffi платинно

г о *  174,|75г
-  и hwiiohic спсиифимюти

173 174. 174 175т 
как xnopctociuiu: itpctupuiu 

209-211.210р
ГОНМШГНКС СТ.*4»И " lilirn 'T II

174-175. 175т 
|1крмлггптш»к4| ач m внести 
171 -172, 172т

лпреОиостъ в металлических 
кпфакторгсх 172— 174.173т 

Фибриноген 213, 214р 
Фи 1ИМСХКИГ клрти 444 
Фитине! КОС KiipilipoCMHIIC 1СНПМЙ 

чежжкл 462-468, 464—466p 
Фиксации uxrra 306-301. Э08т.

313, 326
Фи хыраим* с tutpa-i «кминым по- 

токсм интимной cycnniain 
364р. 365

Фитогормопы 306.126 
Фшодакка амсриканскдн, емктп 

трех противовирусных бел коп 
400

Фиимн 1®Т 
Ф.шхмюи.:м 318 119 
Флуореецгпн 191. 197% 
Форм»имстт<онин 38, 38р 
Фосфииотрииикдиспит рпмфс|*»- 

JA 3821
Ф п с О 'И п р н  *|ittpna<i сим и. 82, 84р 
*«Чзс(|к>Д1га4>нрмпн сома* 30, Юр 
Ф о сф оркм м дш  8 2 .82р 
Фс*с«|ы»рс1рп»#помс к11с СОСДИНСНИМ

131
Фршмет КшО$о 67.70.7lp
ФрД|МСНТЬ ДНК, удлинение ком* 

mm 46.V-4M. 4б5р 
Фрс полиции 263 2б4р 
Фруктоза, ш>ш1жч.ис эффектив

ности производства 289-292. 
291-292/

— промышленное прокт допет DO из 
крахмала 2 S 7 -2 8 9 , ?88р 

Фуикимш илыагс Kapiitpoiuiine 
468~470.46Rp

Гл HUM>lH.TmrHU ?21.??1р

Хллмшештиы 406-407. 4<i7p 
Химерные шптптла 216-218,

216р. 218р
-белки 112-117

НКЛМЧСМНС I» 1К«СрХ11ПСП1КС 
crp>Kivpy 115-117. Ц7р 
»»кплпновей m e о  м и сси и : вйк- 

инн 117
-----ОЧ1КГ1 кл 114т. 115р
-----попущение «ЭДс* ГИИМОГО!

сскрсиии 126
-  -  получение а н ти те л  1 1 3 -114,

1141
-  -  применение 113 115,113р.

114т
-------РШПЕОРИМОСП. 114, 115, 116р
-  содержащие тиирспоксмн 

114-115. 116р
удаление лишние аминсЖНС*
ЛГГП1ЫЧ п п с  КЛООДИ ЛЫКН- ГСИ
112. ПЗр

отниму uteoru'iu 509—510,
509р

Химерный белок СГМ-экэоток- 
сии А Ашбмтмш 223.221р

-  -  третяшешешньш 113.11 Зр 
Химозин 520
Хитина» 323-325. 366

-  l o t  S e rm tie п ш о г ю т  325 
Xu*u*. защити <л ысскомых-вре

дителей с пемошыо
Н  timrtngt&ub 39<гг 

Хк»ра1<фсиим11амепштрансфера- 
за 3&?i

3-xjH>p6cii.KMi!, jc ip a iu u iim  м икро- 
о р п н  пим ам и 276т 

Х 'ш р о и .i* i - i и .  д е л е н и е  чуж ерол 
•м а о  белки 383 
‘ ly x c p n jlJ iu i генов Bx.:upo<i.ia- 

с тк у ю  Д Н К  3 8 4 -3 * 6 . 185р 
повы ш ение урош и  акскрсссии 

ю на  про то кск на .392

-  |рат.<|д|рммц)!м 1 8 4 -1 8 6 . 385р
-  жпрессш гемов и |рамсгеммык

рдГЗ СИНИХ 404
К I tpopt аничсс кис ссели нении 

331
Холера, пскторидл ш и п и т  243 
Х п лсстгр о пп к с и да ш  191 195 
Х п < п г ч л г п 1 Л р т и а »  401 
Хл л и н м о к о о к с м г г и л  w  404 

Хореи Г е н л т н л т ш а  493 

Хо р ио н и че ски й  fCIIUlflfTTpOniH 
205т

Хримштемы 406 407 
Хромосома человека не кузене ним 

(Н А С ) 501 
- X  446-448, 447р 
Хромосомы испушвошыс Л|К>Ж- 

жсаыс CYAC) 428-430.430р
-  человека. мупми >< жук мое кар

тироваинс 459-462.461т

Цветки. irtMCHCtfMr окраски 
406 407,407р

Цветы. сохранение при траиспор
тиром» 404

UctinfiMonupccutki 297.297р 
ЦСЛПЮДЛ1Ы 100 301.405
-  семы, выделение 296-302,

297р, 299р
Цстлпоом 294 2W. 29<*р
-  ym. in гши и и 294- 302, 29?р. 299р
-  <{хрмекпшт1юе p v iin w tiv

296-298,297р
Исгикшсуипае агхппм как исгонмкк 

белка одноклеточных «н апк» 
mi ш voi

--------- этанола MX)
Цедлюккомя 2̂ )7



(1стрифугнрсш)И1с высокосми*» 
crime. исшодюш&нис дай сбо
ра клспж 363- 364 

Цен t ромсра МП 
Цсфам спорт- 2fi0p 
UnJuLmeiiopmoniiiuxio 765
ЦианамН* 40It
Циклический АМГ(сАМР) 107р. 

108
Циклогехсаднтш 401т 
Цилиарный нейротрофический 

фактор (CN TF) •Асдовска 
486т. 492 

Цистеин 256i 
Цитозин 29-Ю. 29-30р 
tlirrot мнимы 175р. 176 
Цмилита трансгенные 436-438. 

437р

Ч а с т о т  а л л е л е й  4 S O -4 S 3 ,  4 5 !  г  

Ч е л н о ч н ы е  в е к т о р ы  6 2 . 1 3 6 . 1 4 7 .  

148р

Шишн-Дслиарлч км tcaxarcuHociv 
К

111 г а я м  и рем тунем т, у е н н е р ш е т г т -  

1ч  м н и  с  1 7 , 2 5 5

Э к м к и н м и м а и  297 -2 9 9 .  297р.
300

:> к х > н \ > .> с л ы  I I I  166 

Э к * ж ы  3 6 , 3 7 р , 4 7 2 -4 7 6 .

4 7 3  4 7 5 р

-  у л а м и и и н н с  4 7 4 -4 7 6 ,

4 7 4 — 4 7 5 р

Э к х п о к е м н  А  22.1. 2 ? 3 р  

Э т с х у т о к с и и м  223 

*Нд.1феа;ип1кхп.!к1ригр>кнадя 442 
/hccnpcccupycAiwrt STS (cSTS)

4 6 5 . 4 6 6 р .  5 1 7

Э к с п р с с с м р у к ч д и с  в е к т о р ы  107 

д л и  р « т х » 1ы  с  к л е т к а м и  к ы с к о - 

1!и т а н н ц и \  1 4 9 -1 5 4 ,

150-151р

НИ основе бакулоаирусов 
144-145. 145р. I56i 
трансляция 118-121, 119р, 
121р

-------*ухдр1КГ|НХССККС 1 3 5 -136,

Пбр
-  Л  с е т Ы а г  136* 137
-  систем м  с  u a io n u o iB M K o i

иулыур клскж >шссм»<ых 
143-149

Э*спр.ччи« генов 105
-  -  вгра\штр«11шсть№х6ик1ерия\

111
--------групмюмжштаСоыч оалдовх

109-1II, tlOp
-  щ и» упи е п ш  с и ль н ы х  р е гули 

руемых п р о м о lopoii IUS 112
- 1нпимн^ши>- 20K, 2091
-  чудероиимх гене»® а ритсинкх

382-386
B te trp n iK ifu u x N  76 77. 136,

380f
‘Лкгмем I ы Da 386. Зйбр 
Эчфмкмд 484 т 
Э|;юси4с»а11Да 69. 297-298,

297р. 300
Экдосуиказа ЯЛ  I 174
Э\ХМ*\)ККХЛА  pLXTpflKHHH, крупно

ИНШЛбиос Прс#П1К\КТВО 
247-249.249р 

n>pr|iiuiM 204т

;)Hcpienv*ecKHc ресурсы клетки, 
и \ рлсмуюиниг 123,
127 П О . 128т 

»мксч*д|»1|1 205т 

'^лгр о п ж е н м  и н гр и ы й  235-236. 
237р

Энчлнеершм ткклсж'читслиюсп* М\ 
184

Э п исо м н ы с векторы 137 
'0 р и г р п м »т и и  2 6 1. 26Эр 

'З р и гр о п с тли н  206т, 537 
Э р ли ф т ные реакторы 357, 357р.

358 360 
Эстсрхй 341

?>niHcvn. повышение эффективно- 
c n i  п р о т м щ е ш »  2 8 9 -2 * 7 2 . 

2 9 1 -2 9 2 т

п о п у щ е н и е  с  п о м о щ ь ю  ц е л  iirv 

п а ч ш х  г е н о в  ЛП0

------------- / .  т Ы » Ь *  2 9 2 - 2 9 4 . 2 9 ? ! .

2 9 ) р

i p  «мииинишг проииихкгпю 
2 8 7 -2 8 9 ,  2 8 8 р

4-ttu.i6c«!.mkit 282-284.284 285р 
» т т г » |  p o m п е л и (м И к ф м п н

1 2 6  3 2 7 , 3 2 7 р

-  синто a речению 405-406.
4 0 Ч >

I л и д с и  С и к | т р и и п * } « м |

<ЭСТ> 521
/ )y i;.ip iM »iiiH C C k H c  ж с и р с с ы г р у ю -  

ш м с и с м и р ы  136. 136р 
Э у к а р и о т п н е е к я н  с с л с ъ л п ш ш й  

маркерный i n i  13 5 .182г 
'->>х д р и о т » . ! , а и л е .* ?  м и г  ц е л л ю л и т 

н ы х  г е н о в  2 9 8 -3 0 0 .  2 9 9 р  

i t c n n i M n w i n i i c  в ь к к п гк у л я р м о и  

б и о т е х н о л о г и и  2 4  

x . i c T O ' i i i b c c T t H K i i  2 4 - 2 5 .25р
-  к л о н и р о в а н и е  с т р у к т у р н ы х  г е 

нов 70-71
-  культуры клеток 27-28
-  молмфнклния Ослюп 27
-  р е п л и к а ц и и  3 3 - 3 4

-  ору* ту рмые особенности utv
то *  2 4 - 2 5 .  2 5 р

-  т р а н с к р и п ц и я  3 5 - 3 6 .  3 6 р .

45—47,46р
трансляция 38- 39, 39р 
J K c n p c c o ip y ia u iK C  н е к та р ы

135-155
• ч>||фскт tin  t i d e  л  и* 503 

Э ф ф е к т о р  4 2 . 4 3 - 4 4 р

Юпеин uJiuh пркмш Л1ГШ1М1К 
143-344. 392т

Я Г й ю  к а к  и с т о ч н и к  б е л к о в ы х  п р о  

лухтон 438

ПрсдистныЙ указатель 581



Указатель латинских названий

Acttobeclrf \uboxydans 251 р 
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