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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ ВРЕМЕННОЙ ЭКСПРЕССИИ 
ГЕНА ХЛОРАМФЕНИКОЛ-АЦЕТИЛТРАНСФЕРАЗЫ 
В КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК CYl 

β условиях одновременного введения в культуру клеток млекопитающих обезьяньего 
макуолизирующего вируса 40 и рекомбикантных плазмид с регуляторним районом 
SV40 показано усиление экспрессии модельного гена хлорамфеникол-ацетилтрансфе-
разы (CAT), находящегося в ре комбинат ном векторе под промотором SV40. 

К настоящему времени достаточно хорошо р а зр а бо та н ы и в ряде слу-
чаев практически используются прокариотические системы для экс-
прессии эукариотических генов, кодирующих белки, представляющие 
значительный интерес для медицины и народного хозяйства. Однако, 
хотя такие системы просты и легко воспроизводимы, прокариоты не-
с 11 о с оби ы р, Ы П О л Π Я Τ Ь Μ І І О Г не π о с Τ трансляционные модификации, вклю-
чая гликозплированис и энзиматпческий процессинг, необходимые д л я 
продукции аутентичных биологически активных эукариотических бел-
ков. Кроме того, прокариоты не могут сами удалять иптропы из транс-
крибированных эукариотических генов и требуют их удаления из ге-
нов Eia уровне Д Н К для экспрессии функциональных белков. В то ж е 
время вырезание интронов, содержащих регуляторные элементы генов, 
ведет к снижению экспрессии. 

Эукариотические хозяева способны обеспечить механизмы, осу-
ществляющие указанные модификации, однако вопросы функциониро-
вания рекомбикантных Д Н К в эукариотической системе далеки от яс-
iioe rH и во многом нуждаются в дальнейшем изучении. 

В наших предыдущих исследованиях предложена система транс-
а к ц и и эукариотических векторов на основе вируса SV40, обеспечива-
ю щ а я индукцию максимальных уровней репликации этих рекомбпнант-
ных векторов в клетках млекопитающих [1—3] . Известно, что репли-
цирующиеся молекулы ДНК. являются наилучшими матрицами для 
транскрипции [4] . Мы полагаем, что в условиях, при которых в клет-
ках млекопитающих происходит оптимальная амплификация рекомби-
нангпых плазмид, следует ожидать интенсификацию экспрессии генов, 
находящихся под промотором SV40 в рекомбинаитных векторах. 

Д л я оптимизации в культурах клеток млекопитающих уровня экс-
прессии генов, находящихся под ранним промотором SV40 в составе 
рекомбинаитных плазмид, нами проведено сравнительное изучение экс-
прессии модельного гена хлорамфеникол-ацетилтрансферазы (САТ-ге-
на) в культуре клеток C V l . 

Достаточно хорошо изученный САТ-ген обусловливает устойчи-
вость бактерий к хлорамфениколу. Д л я него разработан высокочувстви-
тельный метод определения соответствующей ферментативной актив-
ности. Процедура регистрации энзиматической активности хлорамфени-
кол-ацетилтрансферазы основана на использовании радиоактивного 
субстрата 1 4С-хлорамфеникола с последующим анализом ацетилирован-
ных продуктов реакции с помощью тонкослойной хроматографии. 

Представляет интерес тот факт, что кодирующая область САТ-ге-
нл невелика (700 пар нуклеотидов) , следовательно, векторы, несущие 
этот ген, могут быть легко модифицированы в нужных целях. В то ж е 
время экспрессия бактериального гена CAT в клетках млекопитающих 
может елужить тестом на активность промоторов в эукариотических 
в е к т о р а х [5 , 6 ] . 

В работе была использована плазмида pSV2cat [7], с о д е р ж а щ а я 
бактериальный ген хлорамфеникол-ацетилтрансферазы под ранним про-
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мотором вируса SV40 и о б л а д а ю щ а я «ядовитыми» последовательностя-
ми. Трансфекцию проводили в культуре клеток CVl во флаконах объ-
емом 50 мл после нарастания монослоя (IO6 клеток) . Плазмидную ДНК. 
(3—5 мкг) в составе кальций-фосфатного преципитата вводили в куль-
тивирусмые CVl-клетки. Непосредственно перед трансфекцией реком-
бинантной Д Н К культура клеток была инфицирована вирусом SV40 в 
соответствующих вариантах опыта. 

Д л я исследований использовали вирус SV40 с титром IO6 В О Е / м л 
по 700 мкл на 50-мл флакон. Клетки снимали на 2-й и 3-й дни поет-
трансфекции, лизировали 3-кратным замораживанием-оттаиванием и 

Рис. 1. Выявление экспрессии САТ-генз 
рекомбинантной плазмидоіі pSV2cat в 
культуре клеток C V l . Экстракты для 
реакции ацетилирования ! 4С-хлорамфе-
никола приготовлены из CVl-клеток , 
трансфицированных: 3 , 5 — только 
плазмидой pSV2cat; 2. 6, 7 — pSV2cat 
в присутствии вируса SV-10; 1,4 — не-
трансфицированные клетки; 8 — стабиль-
но трансформированные pSV2cat клетки 

центрифугировали. Надосадочную жидкость применяли для выявления 
хлорамфеникол-ацетилтрансферазной активности [7]. При постановке 
реакции определения САТ-активности пробы унифицировали по коли-
честву общего белка, которое регистрировали в надосадочных жидкое 

Рис. 2. Денснтограмма пятен ацетилированных форм хлорамфеникола, полученных в 
результате энзиматическоп активности CAT, экспрессируемой в культуре клеток C V L 
Последовательность пиков в соответствии с расположением пятен рис. 1 

тях исследуемых гомогенатов клеток по методу Брэдфорда [8] . Образ-
цы хроматографировали на пластинах с силикагелем для тонкослой-
ной хроматографии («Мегск», Ф Р Г ) в системе хлороформ : этанол 
( 9 5 : 5 ) . Полученные радиоавтографы сканировали па денситометре 
«LKB Ul t roscan XL» (Швеция) . 

Результаты опытов по сравнительному изучению экспрессии гена 
хлорамфеникол-ацетилтрансферазы в культуре клеток CVl представле-
ны на рис. 1 и 2. 

В необработанных плазмидой культурах клеток (отрицательный 
контроль, рис. 1, дорожки 4) САТ-актпвность обнаружена не была . 
Продукты ацетилирования 1 4С-хлорамфеникола были выявлены на 
второй (рис. 1, дорожки 5, 7) и третий дни (рис. 1, дорожка 2) пост-
трансфекции при введении плазмиды совместно с вирусом SV40 и толь-
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ко иа третий день посттрансфекции — при отсутствии вируса (рис. 1, 
дорожка 3) . На дорожке 8 представлен материал, служивший положи-
тельным контролем в наших экспериментах — лизат клеток, стабильно 
трансформированных по САТ-гену. Следует отметить, что в надосадоч-
ной жидкости гомогената этих клеток концентрация белка не опреде-
лялась . Поэтому в дальнейшем мы не сравнивали уровни САТ-актив-
ности в стабильно трансформированной культуре клеток и в вариантах 
наших опытов. 

Интенсивность ацетилирова ния хлорамфеникола , по которой приня-
то судить об уровне САТ-экспрессии, мы учитывали количественно, ска-
нируя на денситометре плотность и размер пятен радиоавтографов. Та-
кой количественный учет правомочен, поскольку при постановке реак-
ции ацетилирования 1 4 С-хлорамфеникола в пробы вносили строго оди-
наковое количество белка. Основываясь на данных рис. 2, можно под-
считать, что на третий день после трансфекции культур клеток плаз-
мидой pSV2cat уровень экспрессии САТ-гена примерно в 6,3 раза 
( 1 , 4 6 : 0 , 2 3 = 6,3) выше в варианте совместного введения рекомбииант-
ной плазмиды с вирусом SV40 (рис. 2, пик 2) , чем при введении одной 
лишь плазмиды (рис. 2, пик 5 ) . 

Таким образом, на модельном САТ-гене нам удалось показать , что 
использование условий одновременного введения обезьяньего вакуоли-
зирующего вируса 40 и рекомбинантных плазмидных Д Н К с эукарио-
тическим регуляторным районом дает возможность усилить экспрессию 
генов, находящихся под промотором SV40. 

Р е з ю м е . За одночасного введення до культури клітин ссавців мавп'ячого ва-
куолізуючого вірусу 40 і рекомбінантних плазмід з регуляторним районом SV40 по-
казало посилення експресії модельного гена хлорамфенікол-ацетилтрансферази, що 
знаходиться у складі рекомбінантного вектора під промотором SV40. 

S u m m а r у. The expression of the CAT-gene included in the recombinant plasmid 
pSV2cat has been studied in the culture of simian CVl cells. The increased level of 
CAT activity has been shown if recombinant vector contained SV40 regula tory region 
was introduced into mammal ian cells s imultaneously with SV40 virus. 
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