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Введение. Один из определяющих моментов в работе по созданию си-
стем экспрессии чужеродных генов в клетках дрожжей — это выбор 
дрожжевого промотора, способного обеспечить высокую продуктивность 
и гибкость всей системы в целом. Использование в такого рода иссле-
дованиях промоторов структурных генов репрессибелыюй и конститу-
тивной кислых фосфатаз Ρ Η 05 и РНОЗ представляется перспективным 
по ряду причин. Эти гены клонированы в составе единого фрагмента 
геномной Д Н К [1, 2] , определена их полная пуклеотидиая последова-
тельность [3, 4]. О силе промоторов ΡΙΙ05 и РІІОЗ свидетельствуют 
высокие уровни синтеза кислых фосфатаз в дрожжевых клетках, состав-
ляющие около 1 % общего белка [5]. Активность промотора гена РН05 
регулируется концентрацией неорганического фосфата в культуральпой 
среде [6]. Регуляторная система, посредством которой активируется 
промотор PI~I05t генетически хорошо охарактеризована [7J. Поскольку 
продуктами РН05 и РНОЗ являются секретируемые белки, при созда-
нии секреторных векторов возможно использование не только промо-
торов, но и фрагментов кодирующих областей этих генов, соответствую-
щих сигнальным пептидам. 

Конкретным подтверждением перспективности использования про-
мотора РН05 для получения штаммов дрожжей, продуцирующих чуже-
родные белки, являются успешные работы по экспрессии под его кон-
тролем генов лейкоцитарного интерферона [8, 9] , поверхностного анти-
гена вируса гепатита [10] и ряда других. Промотор гена РНОЗ ранее 
в аналогичных исследованиях использован не был. 

Первой задачей настоящей работы являлось конструирование бак-
териальных плазмид, называемых нами «векторами экспрессии», кото-
рые могут быть использованы для слияния различных генов с деле-
циоппыми производными промоторов Ρ Η 05 или РНОЗ, а также с фраг-
ментом ΡΙΊ05, содержащим сигналы терминации транскрипции и поли-
адепилирования, с последующим переносом полученных конструкций 
в дрожжевые плазмиды. Д л я сравнительной оценки перспективности 
использования этих векторов при решении биотехнологических задач 
была изучена экспрессия гена ADE2 под контролем промоторов РН05 
и РНОЗ в дрожжевых клетках. 

Ген ADE2 дрожжей-сахаромицетов кодирует структуру фосфорибо-
зил амипоимидазол-карбоксилазы (АИР-карбоксил азы) — одного из 
ферментов биосинтеза пуриновых пуклеотидов. Этот ген к настоящему 
времени клонирован [ И ] и секвенирован [12], разработан простой 
спектрофотометрический метод определения активности АИР-карбокси-
лазы в дрожжевых экстрактах [13]. Характерной особенностью штам-
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мов, частично или полностью лишенных активности АИР-карбоксила -
зы, является наличие в клетках красного пигмента [14]. Это дает воз-
можность качественно оценивать уровень экспрессии гена ADE2 по 
окраске колоний. Перечисленные данные свидетельствуют об удобстве 
использования уровня экспрессии этого гена в качестве критерия эффек-
тивности д р о ж ж е в ы х промоторов. 

Материалы и методы. В работе использовали стандартные лабораторные штаммы 
Escherichia coli Η В101 и J Μ103. Культивирование бактерий проводили на среде LB 
(1 % пептона, 0,5% дрожжевого экстракта, 1 % NaCl) с добавкой бензилпенициллина 
(500000 ед/л) или тетрациклина (15 мг/л). Для проверки бактериальных штаммов на 
наличие активности β-галактозидазы использовали среду LB, содержащую 5-бромо-
З-хлороиндолил-р-галактозид и β-изопропилтиогалактозид (по 40 мг/л). Трансформа-
цию бактерий, выделение и рестрикционный анализ плазмид проводили по [15]. В ра-
боте использовали фрагмент Кленова, ДНК-лигазу и рестриктазы EcoRV, Smal и Dral 
(«Amersham», Англия), рестриктазы EcoRI, BamHI, Sail, HindiII, PstI (НПО «Фер-
мент», Вильнюс), а также ряд других рестриктаз, любезно предоставленных нам 
А. А. Янулайтисом (НПО «Фермент»). Нуклеотидную последовательность определяли 
методом Сэнджера [16], используя в качестве праймера олигонуклеотид структуры 
AGTATGGCTTCATCTCTC, комплементарный участку промоторной области гена РН05, 
предоставленный нам А. Хинненом («СіЬа-Geigi», Швейцария), или стандартный 
17-членный олигонуклеотид для системы фагов МІЗтр, синтезированный и любезно 
предоставленный нам В. А. Вейко (ВНИИгенетика, Москва). Плазмида 
pYCl(РН03РН05), содержащая клонированные гены РНОЗ и РН05, также получена 
от А. Хиннена. В работе использовали стандартный штамм S. cerevisiae DC5 (a his3 
Іеи2 сапі) и полученный на его основе мутант по гену ADE2 p29-DC5, предоставленный 
нам Д. А. Гордениным (ЛГУ им. А. А. Жданова). Для выращивания дрожжевых штам-
мов использовали минимальную среду SC (0,67 % препарата Yeast Nitrogen Base без 
амииокислот («Difco», США), 2 % глюкозы) с добавками аденина (10 мг/л), L-гисти-
дина или L-лейцина (по 50 мг/л), а также полные среды ПЕП и ПЕПФО [17]. Транс-
формацию дрожжей осуществляли согласно [18]. 

Дрожжевые экстракты получали вскрытием клеток культуры, выращенной до 
окончания логарифмической фазы роста при 30 °С, с помощью пресса Хьюза в 0,2 Μ 
трис-фосфатном буфере (рН 8,0), содержащем глицерин (10 %), дитиотреитол (1 мМ), 
ЭДТА (1 мМ), фенилметилсульфонилфторид (1 мМ). Активность АИР-карбоксилазы 
в экстрактах определяли с помощью метода, описанного в работе [13]. Субстрат АИР-
карбоксилазы карбоксиаминоимидазолриботид (КАИР) синтезирован сотрудниками ла-
боратории биохим. генетики ЛГУ им. А. А. Жданова В. Д. Домкиным и Т. Р. Кости-
ковой. Концентрацию белка определяли по методу Брадфорда [19]. 

Результаты и обсуждение. Н а ч а л ь н ы м этапом работы являлось 
конструирование векторов экспрессии на основе промоторов ΡII05 и 
Р Н О З . П р и этом использовали делеционные производные промоторной 
области гена Р Я 0 5 , полученные следующим образом. Фрагмент этого 
гена, ограниченный сайтами рестрикции BamHI и Sail и содержащий 
промотор и начало кодирующей области (рис. 1), клонировали в фаго-
вом векторе т13тр9. После гидролиза репликативной формы рекомби-
наптпого ф а г а по уникальному сайту рестрикции ΚρηΙ, переваривания 
экзоиуклеазой ВаІЗІ, репарации липких концов Д Н К фрагментом Кле-
нова, лигирования в присутствии линкеров EcoRI и трансформации 
клеток Е. coli выделяли однонитевую Д Н К из 200 случайно выбранных 
трансформантов . Н а основании анализа нуклеотидной последователь-
ности З '-концевой области промотора РН05 в составе полученных ре-
комбинантных фаговых Д Н К было отобрано 12 делеционных производ-
ных промотора с положением конечных точек делеции —42, —35, —31, 
— 17, —2, —1, + 1 2 , + 1 9 , + 2 3 , + 3 2 , + 4 6 , + 5 3 от стартовой точки 
трансляции. Еще одно делеционное производное было получено в ре-
зультате рестрикции BamHI-Sail-фрагмента гена РН05 по сайту Dral, 
расположенному в положении + 6 от инициирующего кодопа. Конеч-
ные точки делеций во всех случаях были фиксированы присоединением 
линкера EcoRI. Были сконструированы векторы экспрессии на основе 
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шести картированных делеционных вариантов, координаты З'-концов 
которых приведены ниже: 

Положение конечной точки 
Плазмида делеции относительно начала 

кодирующей области 

рАМЗІ —31 
pMS46 —17 
pNK45 —2 
ρΥΡ26 —1 
ρΥΚ20 +6 
pVYlS + 5 3 

Схема конструирования представлена на рис. 2. 
Полученные векторы экспрессии на основе промотора РН05 мож-

но разделить на три типа. Во-первых, это векторы, содержащие фраг-
менты гена РН05 с положением делеции в области, соответствующей 
лидерному участку м Р Н К (рАМЗІ, pMS46, ρΝΚ45, ρΥΡ26). Значение 
этого участка для эффективной экспрессии генов в клетках эукариот 

BamHl KpnJ Sail Sau3A Pstf BspRl 

V I I I 

Рис. 1. Частичная рестрикционная карта кластера генов РН05 и РНОЗ (вверху) (пря-
моугольниками выделены кодирующие участки генов, заштрихованные участки соот-
ветствуют лидерным областям белков) и клонирование фрагментов кластера генов 
РНОЗ и РН05, использованных при конструировании векторов экспрессии (внизу). 
Субклонированные фрагменты генов РНОЗ и РН05У использованные в качестве «пере-
носных промоторов», обозначены темными прямоугольниками со стрелкой. Sau3A'PstI-
фрагмент гена РН05, использованный в качестве «переносного терминатора транскрип-
ции», обозначен светлым прямоугольником со стрелкой. Стрелки указывают направле-
ние транскрипции 
Fig. 1. Above: a partial restriction map of the РНОЗ and PH05 gene cluster. The coding 
regions of the two genes are represented by open boxes, the sequences coding for the sig-
nal peptides are indicated by striped boxes. Below: cloning of fragments of the РНОЗ 
and PH05 genes for the use in construction of the expression vectors. The fragments of 
РНОЗ and PH05 used as «portable promoters» are represented by black boxes with an 
arrow. The Sau3A-PstI fragment of the PH05 gene used as «portable transcription termi-
nator» is shown by an open box with an arrow. The arrows indicate the direction of 
transcription 

до настоящего времени остается не до конца ясным. Поэтому пред-
ставляло интерес получить ряд делеционных производных этого типа 
с тем, чтобы впоследствии сравнить их эффективность в одной модель-
ной системе. Во-вторых, это вектор ρΥΙ\20, где сохранен инициирующий 
кодон Ρ Η 05 , что делает возможным использование его для экспрессии 
генов, для которых инициация трансляции с собственного ATG-кодона 
по каким-либо причинам невозможна или неудобна. И наконец, вектор 
pVY18, содержащий делеционное производное промотора РН05 с участ-
ком гена, кодирующим структуру сигнального пептида, может быть 
использован для получения секреторных дрожжевых векторов. 

При конструировании вектора экспрессии на основе промотора 
РНОЗ использовали одно делеционное производное этого промотора, 
полученное следующим образом. Из плазмиды pYCl(РН03РН05) вы-
деляли фрагмент Д Н К , ограниченный сайтами рестрикции Sau3A и 
BspRl. После присоединения к его тупому концу линкера EcoRI он 
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был клопироваи в составе бактериальной плазмиды pUC19 (рис. 1). 
Сконструированный на основе выделенного фрагмента вектор экспрес-
сии pBGlO (рис. 3) включает промоторную область гена РНОЗ от 
—17 до —370 нуклеотида, считая от ATG-кодопа. Граница этого фраг-
мента па 5'-конце выбрана с учетом данных, ранее полученных в нашей 
лаборатории, согласно которым сохранение 370 пар оснований (п. о.) 
5'-некодирующей области гена РНОЗ обеспечивает его полноценную 
экспрессию в составе мультикопийной плазмиды. 

Все полученные нами векторы экспрессии построены по общему 
плану. Они содержат делеционное производное промотора гена РП05 

разделенные полилинкером, на примере одной из пяти однотипных плазмид — pMS46. 
Обозначения те же, что на рис. 1. Стрелками показано направление транскрипции 
Fig. 2. The construction of the expression vectors containing the promoter and trans-
cription terminator of the PH05 gene with a polylinker f ragment between them. The con-
ventions are the same as in Fig. 1 
Рис. 3. Конструирование плазмиды pBGlO. Обозначения, как на рис. 1 
Fig. 3. The construction of the plasmid pBGlO. The conventions are the same as in 
Fig. 1 

или РНОЗ и терминатор транскрипции РН05 (рис. 1), одинаковым 
образом ориентированы и разделены участком полилинкера плазмиды 
pUC19, включающим пять уникальных сайтов рестрикции. При исполь-
зовании этих векторов для экспрессии в клетках дрожжей чужеродных 
генов предусмотрена следующая последовательность операций: встраи-
вание кодирующей части интересующего нас гена в полилиикерпый 
участок и последующий перенос конструкции «промотор — кодирующая 
часть — терминатор» в один из бифункциональных бактериально-дрож-
жевых векторов. Альтернативная стратегия, при которой все функцио-
нальные элементы окончательной конструкции за исключением экспрес-
сируемого гена собираются в составе дрожжевого челночного вектора, 
менее удобна, поскольку такие векторы содержат ограниченное число 
удобных для клонирования уникальных рестрикционных сайтов. 

Д л я сравнительной оценки эффективности использования получен-
ных векторов была проделана работа по изучению экспрессии дрожже-
вого гена ADE2 под контролем промоторов РН05 и РНОЗ. Д л я полу-
чения фрагмента Д Н К , содержащего кодирующую часть гена ADE2 
без промоторной области, использовали сконструированные нами ранее 
плазмиды pYE(ADE2)-3 и pLCA, рестрикционные карты которых при-
ведены на рис. 4. В состав первой из них входит фрагмент Д Н К XV 
хромосомы дрожжей длиной 3600 п. о., включающий кодирующую часть 
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гена ADE2, фланкированную достаточно протяженными нуклеотидньь 
ми последовательностями. В плазмиде pLCA содержится структурная 
область гена за исключением 14 п. о. с З '-конца. К 5 ' - и З ' -копцам этого 
фрагмента присоединены линкеры BamHI и Sail соответственно. Про-
моторный участок гена делетирован в результате обработки экзопуклеа-
зой ВаІЗІ. В результате анализа нуклеотидной последовательности ука-
занного фрагмента после переноса его в Д Н К фага М13тр9 нами 
установлено, что он содержит 
лишь 5 п. о. б '-пекодирующей об-
ласти гена ADE2. На рис. 5 изо-
бражена схема конструирования 
плазмиды pUC 19(ADE2)-2, в со-
став которой входит фрагмент 

Рис. 4. Строение плазмид pYE(ADE2)-3, pLCA и входящего в их состав гена ADE2 
дрожжей-сахаромицетов. На схеме ADE2 белым прямоугольником выделена кодирую-
щая часть гена, стрелкой обозначен фрагмент, использованный для встраивания в век-
торы экспрессии. Черными прямоугольниками обозначены фрагменты 2 мкм ДНК дрож-
жей-сахаромицетов, тонкой линией — ДНК pBR322, кружками — ДНК центромерной 
области III хромосомы дрожжей. Сокращенные обозначения сайтов рестрикции: RI— 
EcoRI, RV—EcoRV, P—PslI, В — ВшпНІ, Η — HindiII, S — Sall, Bg — Bglll 
Fig. 4. The structure of the plasmids pYE(ADE2)-3 and pLCA containing the yeast 
AD Ε 2 gene. The open box represents coding region of ADE2. The arrow shows the part 
of ADE2 present in the final constructions used for expression studies. The black boxes 
stand for fragments of 2 μπι DNA, thin line for pBR322 DNA, the circles for the portion 
of yeast CEN3 DNA. The abbreviations of the restriction sites are EcoRI — RI, EcoRV — 
RV] PstI — P, BamHI —B, Hindlll — H, Sall — S, Bglll — Bg 
Рис. 5. Схема конструирования плазмид pUC19(ADE2)-l и pUC19(ADE2)-2. Белыми 
прямоугольниками изображены фрагменты ADE2, полученные из плазмиды 
pYE(ADE2)-3, заштрихованными — фрагменты плазмиды pLCA. Остальные обозначе-
ния те же, что на рис. 1 
Fig. 5. Construction of plasmids pUC19(ADE2)-l and pUC19(ADE2)-2. The fragments of 
ADE2 gene originating from pYE(ADE2)-3 are represented by open boxes those from 
plasmid pLCA by striped boxes. The other designations are the same as in Fig. 1 

Д Н К , включающий кодирующую часть гена ADE2, а также 5 п. о. его 
5'-некодирующей и приблизительно 350 п. о. З '-пекодирующей областей. 

Д л я слияния структурной части гена ADE2 с регуляторными облас-
тями РН05 и РНОЗ использовали сконструированные нами векторы 
экспрессии pMS46 и pBGlO. Плазмида pMS46 содержит промотор 
РН05 (размер фрагмента 560 п. о., положение д е л е ц и и — 1 7 п. о. от 
инициирующего кодона), плазмида p B G l O — п р о м о т о р Р Н О З (размер 
фрагмента 350 п. о., положение делеции— 17 п. о.). Ген ADE2 выделя-
ли из плазмиды pUC 19 (ADE2)-2 рестрикцией по сайтам EcoRI и встра-
ивали в одноименный сайт векторов экспрессии pMS46 и pBGlO в той 
же ориентации, что и промоторная и терминаторпая области. Полу-
ченные конструкции «промотор РН05 (или РНОЗ) —ADE2 — область 
терминации транскрипции РН05» выделяли с помощью ограниченного 
ферментативного гидролиза по сайтам Hindlll и Sail в случае pMS46 
или полного гидролиза по сайтам PstI в случае pBGlO. Выделенные 
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фрагменты клонировали в составе дрожжевого челночного вектора 
pJDB207. Выбор данного вектора для изучения экспрессии гена ADE2 
в клетках дрожжей обусловлен его высокой стабильностью и копий-
ностью. 

Полученными плазмидами рТС8 и pTLl (рис. 6) трансформирова-
ли штамм дрожжей-сахаромицетов p29-DC5 (a ade2 his3 1еи2), пол-
ностью лишенный активности АИР-карбоксилазы и вследствие этого 
характеризующийся красной пигментацией колоний и полным отсут-

Рис. 6. Строение дрожжевых век-
торов рТС8 и pTLl. Обозначения, 
кроме указанных, такие же, как 
на рис. 1 
Fig. 6. The structure of the pTC8 
and pTLl expression plasmids. De-
signations, except for the mentio-
ned, are the same as in Fig. 1 

ствием способности расти на минимальной среде, не содержащей аде-
нина. В результате каждой трансформации было отобрано по 20 кло-
нов, утративших ауксотрофность по лейцину. Все сии в отличие от 
штамма-реципиента имели белую окраску, характерную для штамма 
дикого типа, и не имели ауксотрофности по адепину. Этот результат 
свидетельствует о функционировании гена ADE2 в клетках трансфор-
мантов под контролем промоторов структурных генов кислых фосфатаз. 
Д л я количественной оценки уровней экспрессии гена были измерены 
величины удельной активности АИР-карбоксилазы в клеточных экстрак-
тах полученных трансформантов (таблица) . 

Удельные активности АИР-карбоксилазы в клеточных экстрактах 
штамма дикого типа и штаммов, трансформированных плазмидами 
рТС8 и pTLl 
AIR-carboxylase specific activities in the cell extracts of the wild 
type strain and pTC8and pTLl transformants 

Выращивание трансформированных штаммов для определения ак-
тивности проводили параллельно в жидких средах ПЕП, не содержащей 
специальных добавок неорганического фосфата, и П Е П Ф О , содержа-
щей однозамещенный фосфат калия в концентрации 1 г /л , т. е. в усло-
виях дерепрессии и репрессии репрессибельной кислой фосфатазы. При 
этом 99—100 % клеток культуры в стационарной стадии роста сохра-
няли плазмиды. В качестве контрольного использовали штамм DC5 
с нормальной активностью АИР-карбоксилазы. Показано, что у транс-
формантов обоих типов на среде П Е П удельная активность АИР-кар-
боксилазы приблизительно на три порядка превышает таковую у штам-
ма дикого типа. В то ж е время присутствие в культуральной среде из-
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бытка неорганического фосфата снижает почти в 400 раз уровень актив-
ности у штаммов, содержащих плазмиду рТС8, но практически не ока-
зывает влияния на его величину у трансформантов, содержащих плаз-
миду pTLl, и штамма дикого типа. Этот факт является хорошим под-
тверждением того, что у полученных трапсформантов экспрессия гена 
ADE2 находится под контролем промоторов структурных генов репрес-
сибельной кислой фосфатазы в одном случае и конститутивной — в дру-
гом. Кроме того, результаты измерения активности впервые позволили 
достаточно точно определить степень репрессии промотора РН05 из-
бытком неорганического фосфата. Определение этой величины на осно-
вании активностей репрессибельной кислой фосфатазы, измеренных в 
условиях репрессии и дерепрессии, с той же степенью точности невоз-
можно из-за достаточно высокого фонового уровня активности консти-
тутивной кислой фосфатазы. 

Полученные результаты свидетельствуют о потенциальной возмож-
ности использования полученных нами векторов экспрессии pMS46 и 
pBGlO для создания штаммов д р о ж ж е й — п р о д у ц е н т о в чужеродных 
белков. Это особенно важно в связи с тем, что промотор РНОЗ не 
нашел пока еще применения в биотехнологических исследованиях. 
Определяющим в выборе промотора для решения конкретной экспери-
ментальной задачи может оказаться то обстоятельство, что промоторы 
ΡΪΙ05 и РНОЗ обеспечивают уровни экспрессии одного порядка, по 
различаются по характеру регуляции. Изложенный в данной работе 
метод с использованием гена ADE2, по нашему мнению, может быть 
с успехом применен для сравнительной оценки эффективности различ-
ных дрожжевых промоторов. 

Другим, па наш взгляд не менее важным результатом проделанной 
работы, являются полученные штаммы — суперпродуцепты АИР-карбо-
ксилазы. Структурный ген этого фермента ADE2 служит объектом раз-
личного рода генетических исследований. К настоящему времени полу-
чена большая коллекция штаммов дрожжей с мутациями в данном 
гене, исследуются явления межаллельиой комплементации, рекомбина-
ции и супрессии мутаций [20, 21]. Ряд исследований посвящен изуче-
нию структуры и свойств АИР-карбоксилазы дрожжей [22]. Использо-
вание полученных суперпродуцептов в качестве источника фермента 
несомненно позволит упростить схему его очистки и выделять АИР-кар-
боксилазу в гораздо больших количествах. Это должно способствовать 
успешному продолжению исследований, направленных на изучение 
структурных и функциональных особенностей АИР-карбоксилазы, а 
также влияния па эти особенности различных изменений в клеточ-
ном геноме. 
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YEAST EXPRESSION VECTORS BASED ON РН03 AND P H 0 5 PROMOTERS 
OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE: CONSTRUCTION, RELATIVE EFFICIENCY, 
USE FOR OVERPRODUCTION OF AMINOIMIDAZOLE CARBOXYLASE 

К. V. Ostanin, Т. M. Smirnova, A. N. Myasnikov, 
D. A. Gedvilaite, К. V. Sasnauskaus, M. N. Smirnov 

Zhdanov State University, Leningrad 

S u m m a г у 
A series of yeast expression vectors based on promoters of РН03 and PH05 genes and 
transcription terminator region of the PH05 gene have been constructed. One of the 
vectors incorporates the site of PH05 coding for the structure of the leader peptide. 
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The promoter region of these expression vectors is flanked by a fragment of the pUC19 
polylinker containing unique restriction sites for EcoRI, SacI, Kptil and Smal. The effi-
ciency of these vectors was tested in a model study in which they have been used to 
overproduce the product of yeast ADE2 gene — aminoimidasole carboxylase. The specific 
activity of this enzyme in yeast transformants was about 1000 times higher than in wild 
type yeast strains. 
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