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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè.

Ïðåäëîæåí ýêñïðåññèîííûé âåêòîð, ñîäåðæàùèé
ñèñòåìó ðåïëèêàöèè ColE1, â êîòîðîì ãîìîëîãèþ
PHKI è PHKII ñàéòà èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè ColE1 ñî
ñâîáîäíûìè òÐÍÊ ìîäèôèöèðóþò ïîñðåäñòâîì
îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ìóòàöèé â êîäèðóþùåé
îáëàñòè ãåíà PHKI èëè PHKII. Ìóòàöèè ïðèâîä ò ê
çàìåíå îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ îñíîâàíèé â ïåòëå 1,
2, 3, PHKI è/èëè PHKII. Îïèñàíà áàêòåðèàëüíà 
êëåòêà, òðàíñôîðìèðîâàííà  óêàçàííûì âåêòîðîì,
è ñïîñîá ïîëó÷åíè  ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ

ïðîòåèíà èç óêàçàííîé áàêòåðèàëüíîé êëåòêè,
âêëþ÷àþùèé âûðàùèâàíèå êëåòêè, âûäåëåíèå
áåëêà è åãî î÷èñòêó. Èñïîëüçîâàíèå èçîáðåòåíè 
îáåñïå÷èâàåò ðåãóëèðîâàíèå êîëè÷åñòâà êîïèé
ïëàçìèäû. Ïîâûøåíèå ñòåïåíè ãîìîëîãèè PHKI èëè
PHKII ñî ñâîáîäíûìè òÐÍÊ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
êîëè÷åñòâà êîïèé ïëàçìèäû. Óìåíüøåíèå ñòåïåíè
ãîìîëîãèè PHKI èëè PHKII ñî ñâîáîäíûìè òÐÍÊ
ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ìåòàáîëè÷åñêîé íàãðóçêè
êëåòêè, ÷òî áëàãîïðè òíî äë  ïîëó÷åíè 
ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà. 3 í. è 9 ç.ï. ô-ëû, 1
èë., 7 òàáë.
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(57) Abstract: 
FIELD: biotechnology.
SUBSTANCE: disclosed is expression vector

containing ColE1 replication system wherein
homology of RNAI and RNAII of ColE1 replication
initiating site with free tRNA is modified by one
or more mutation in encoding region of RNAI or
RNAII gene. Said mutations lead to substitution
of one or more bases in loop 1, 2, 3 of RNAI or
RNAII. Also described are bacterial cell
transformed by said vector and method for
production of desired protein from abovementioned
bacterial cell. Claimed method includes cell
culturing, protein isolation and purification
thereof. Increased homology ratio of RNAI and
RNAII with free tRNA causes increased amount of
plasmida copies. Decreased homology ratio of RNAI
and RNAII with free tRNA causes reduced

metabolite load in cell that is highly for
recombinant protein production.

EFFECT: improved method for controlling of
plasmida copy amount.
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Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê óëó÷øåííûì ýêñïðåññèîííûì âåêòîðàì,
ñîäåðæàùèì ñàéò èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè ñèñòåìû ColE1, ïðåäíàçíà÷åííûì äë 
ïðîäóöèðîâàíè  ðåêîìáèíàíòíûõ ïðîòåèíîâ è ïëàçìèäíîé ÄÍÊ.

Äë  ïîëó÷åíè  â ïðîìûøëåííîì ìàñøòàáå ïðåäñòàâë þùèõ èíòåðåñ ðåêîìáèíàíòíûõ
ïðîòåèíîâ èëè ïðîèçâîäñòâà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ øèðîêîå ïðèìåíåíèå íàõîä ò ìåòîäû
ôåðìåíòàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ (ÃÌÎ).

Îñíîâíà  öåëü îïòèìèçàöèè ïðîöåññà ôåðìåíòàöèè çàêëþ÷àåòñ  â ïîëó÷åíèè
ýêîíîìè÷íûì ïóòåì ìàêñèìàëüíî áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ïðîäóêòà, îáëàäàþùåãî âûñîêèì
êà÷åñòâîì. Äë  äîñòèæåíè  ýòîé öåëè íåîáõîäèìî îïòèìèçèðîâàòü îáúåìíóþ
ïðîäóêòèâíîñòü, êîòîðà  ïðåäñòàâë åò ñîáîé êîëè÷åñòâî åäèíèö îáðàçîâàâøåãîñ  ïðîäóêòà
íà åäèíèöó îáúåìà â åäèíèöó âðåìåíè. Ôàêòîðàìè, èìåþùèìè áîëüøîå çíà÷åíèå äë 
ïðîöåññà îïòèìèçàöèè,  âë þòñ  êîëè÷åñòâî áèîìàññû íà åäèíèöó îáúåìà, ò.å. êîëè÷åñòâî
êëåòîê, ñïîñîáíûõ ïðîäóöèðîâàòü ïðîäóêò, è êîëè÷åñòâî ïðîòåèíà, êîòîðîå ìîæåò
ïðîäóöèðîâàòü êàæäà  êëåòêà. Â îïðåäåëåííîé ñòåïåíè ïðîäóöèðóþùà  ñïîñîáíîñòü
êëåòêè ïðîïîðöèîíàëüíà êîëè÷åñòâó êîïèé ïëàçìèäû (ÊÊÏ), ò.å. êîëè÷åñòâó ïëàçìèä â
êëåòêå, íåñóùèõ ãåí, êîäèðóþùèé ðåêîìáèíàíòíûé ïðîòåèí. Êðîìå òîãî, âàæíîå çíà÷åíèå
èìååò ýôôåêòèâíîñòü ñèñòåìû òðàíñêðèïöèè ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà. Â òî âðåì  êàê
íåêîòîðûå ïðîìîòîðû  âë þòñ  ñëàáûìè è íå ïîçâîë þò â ïîëíîé ìåðå ðåàëèçîâàòü
ïîòåíöèàëüíûå âîçìîæíîñòè ìåòàáîëèçìà, ìíîãèå ïðîìîòîðû  âë þòñ  ñëèøêîì
ñèëüíûìè è ïðèâîä ò ê ñâåðõýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà. Ïîñêîëüêó
ìåòàáîëè÷åñêèå ðåñóðñû äîëæíû ðàñïðåäåë òüñ  ìåæäó ñèñòåìàìè ýêñïðåññèè
ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà è ïðîòåèíà îðãàíèçìà-õîç èíà, òî ñèñòåìà ýêñïðåññèè, êîòîðà 
îáëàäàåò ñëèøêîì áîëüøîé ýôôåêòèâíîñòüþ, áûñòðî ïðèâîäèò ê èñòîùåíèþ
ìåòàáîëè÷åñêèõ ðåñóðñîâ, ÷òî âûçûâàåò ãèáåëü êëåòêè.

Â ïîñëåäíèå ãîäû èñïîëüçîâàíèå ïëàçìèäíîé ÄÍÊ â îáëàñòè ãåííîé òåðàïèè ïîñëóæèëî
îñíîâîé äë  ðàçâèòè  öåëîé íîâîé îòðàñëè èíäóñòðèè. Ïîýòîìó ñóùåñòâóåò ïîòðåáíîñòü â
ïîëó÷åíèè äîñòàòî÷íûõ êîëè÷åñòâ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ âûñîêîãî êà÷åñòâà. Â ïðîöåññå
ïîëó÷åíè  ïëàçìèä ðåêîìáèíàíòíûé ïðîòåèí íå ïðîäóöèðóåòñ , âìåñòî ýòîãî êëåòî÷íóþ
«ôàáðèêó» èñïîëüçóþò äë  ïðîèçâîäñòâà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ. Äë  äîñòèæåíè  ýòîé öåëè
íåîáõîäèìî îáåñïå÷èòü î÷åíü âûñîêèå ñêîðîñòè ðåïëèêàöèè ïëàçìèä, ïðè÷åì êëåòêà-
õîç èí äîëæíà âûïîëí òü çàäà÷è, îòëè÷íûå îò ïðîäóöèðîâàíè  ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà.

Äë  ïðîöåññîâ ôåðìåíòàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì áàêòåðèé â îñíîâíîì ïðèìåí þò
ïëàçìèäû ColE1 âñëåäñòâèå òîãî, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè òàêîé ñèñòåìû ìîæíî ïîëó÷àòü
áîëüøîå êîëè÷åñòâî êîïèé ïëàçìèäû.

Ðàíåå áûëè ïîäðîáíî îïèñàíû ïëàçìèäû ColE1 (Chan è äð., 1985), áûëî ïðîâåäåíî
ïîäðîáíîå èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìà äåéñòâè  ñàéòà èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè ColE1
(Cesareni è äð., 1991). Ïðîöåññ ðåïëèêàöèè èç ïëàçìèäû ColE1 íà÷èíàåòñ  ñ
òðàíñêðèïöèè ïðåäïðàéìåðà PHKII, ðàñïîëîæåííîãî íà ðàññòî íèè 555 ïàð îñíîâàíèé
ïðîòèâ õîäà òðàíñêðèïöèè îòíîñèòåëüíî ñàéòà èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè, ñ ïîìîùüþ ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû õîç èíà (Tomizawa, 1985). // PHKII â ïðîöåññå óäëèíåíè  îáðàçóåò ñêëàäêè,
èìåþùèå ñïåöèôè÷åñêóþ ñòðóêòóðó, è ïîñëå ïîëèìåðèçàöèè ïðèáëèçèòåëüíî 550
íóêëåîòèäîâ íà÷èíàåò îáðàçîâûâàòü ãèáðèä ñ ÄÍÊ-ìàòðèöåé. Òðàíñêðèïöè  ïðåäïðàéìåðà
çàêàí÷èâàåòñ  ãåòåðîãåííî è ïîñëå îáðàçîâàíè  ãèáðèäà ïðåäïðàéìåð PHKII îòùåïë þò ñ
ïîìîùüþ ÐÍÊàçû Í, ïîëó÷à  àêòèâíûé ïðàéìåð ñî ñâîáîäíûì 3'-ÎÍ-êîíöîì, êîòîðûé
 âë åòñ  äîñòóïíûì äë  ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I (Tomizawa, 1990; Lin-Chao è Cohen, 1991;
Merlin è Polisky, 1995).

Îáëàñòü ColE1 ñîäåðæèò äâà ïðîìîòîðà. PHKI ïðåäñòàâë åò ñîáîé àíòèñìûñëîâóþ
ìîëåêóëó ÐÍÊ, ñîñòî ùóþ èç 108 íóêëåîòèäîâ, êîòîðà  òðàíñêðèáèðóåòñ  ñ ïîìîùüþ
âòîðîãî ïðîìîòîðà íà ïðîòèâîïîëîæíîé öåïè è  âë åòñ  êîìïëåìåíòàðíîé 5'-êîíöó PHKII.
PHKI òðàíñêðèáèðóåòñ  îò ïîëîæåíè , íàõîä ùåãîñ  íà ðàññòî íèè 445 ïàð îñíîâàíèé
ïðîòèâ õîäà òðàíñêðèïöèè îòíîñèòåëüíî ñàéòà èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè äî ïðèáëèçèòåëüíî
òîãî ëîêóñà, ãäå íà÷èíàåòñ  òðàíñêðèïöè  PHKII (Merlin è Polisky, 1995; Tomizawa, 1990).

Äë  çðåíè  ðåãóëèðîâàíè  êîëè÷åñòâà êîïèé â ïëàçìèäàõ ColE1 õàðàêòåðèñòèêè êèíåòèêè
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èãðàþò áîëåå âàæíóþ ðîëü, ÷åì õàðàêòåðèñòèêè ðàâíîâåñè . Íàïðèìåð, íåêîòîðûå
ìóòàíòíûå øòàììû, èìåþùèå ìóòàöèè â PHKII, êîòîðûå õîò  è íå çàòðàãèâàþò îáëàñòè,
êîìïëåìåíòàðíûå PHKI, ïðèâîä ò ê ïîíèæåííîìó èíãèáèðîâàíèþ, îáóñëîâëåííîìó PHKI.
Ýòî, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëåíî âîçäåéñòâèåì íà âðåì  ïîëóæèçíè ïðîìåæóòî÷íûõ
ñòðóêòóð ÐÍÊ, óìåíüøåíèåì âðåìåíè, â òå÷åíèå êîòîðîãî îíè ÷óâñòâèòåëüíû ê äåéñòâèþ
PHKI, ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà êîïèé ïëàçìèäû. Ýòîò ôàêò ïîäòâåðæäàåò
âàæíîñòü ïðîìåæóòî÷íûõ ñòðóêòóð PHKII è êèíåòèêè ïðîöåññà îáðàçîâàíè  ñêëàä÷àòîé
ñòðóêòóðû PHKII (Gultyaev è äð., 1995).

Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî èñòîùåíèå (íåäîñòàòîê) àìèíîêèñëîò ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ
áîëüøèõ êîëè÷åñòâ òÐÍÊ, êîòîðûå íå ñâ çàíû ñ îïðåäåëåííûìè àìèíîêèñëîòàìè (íèæå
òàêèå òÐÍÊ îáîçíà÷åíû êàê "ñâîáîäíûå òÐÍÊ"). Ýòî  âëåíèå ìîæíî ñðàâíèòü ñ îïèñàííîé
âûøå ñèòóàöèåé, âîçíèêàþùåé ïîñëå èíäóêöèè ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà, â
òîì ñëó÷àå, êîãäà ìåòàáîëè÷åñêèå ðåñóðñû èñ÷åðïàíû.

Wróbel è Wegrzyn (1998) èçó÷àëè ñòðàòåãèþ èçáèðàòåëüíîé èíäóêöèè èñòîùåíè  ï òè
ðàçëè÷íûõ àìèíîêèñëîò. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñóùåñòâóåò ïîëîæèòåëüíà  êîððåë öè 
ìåæäó ãîìîëîãèåé ïåòåëü àíòèêîäîíà òÐÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùèõ èñòîùåíèþ îïðåäåëåííûõ
àìèíîêèñëîò è îïðåäåëåííûõ ïåòåëü â ñòðóêòóðàõ PHKI è PHKII. Áûëî âûñêàçàíî
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ìåõàíèçì òðàíñë öèè çàõâàòûâàåò áîëüøóþ ÷àñòü àìèíîàöèë-
òÐÍÊ, îäíàêî, â îòëè÷èå îò ýòîãî ñâîáîäíûå òÐÍÊ èìåþò âîçìîæíîñòü âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ
äðóãèìè ìîëåêóëàìè, òàêèìè êàê PHKI è PHKII. Íàèáîëåå âåðî òíî, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå
ìåæäó òÐÍÊ è PHKI èëè PHKII ìîæåò âëè òü íà âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó PHKI è PHKII,
ïðèâîä  ê áîëåå âûñîêîé ÷àñòîòå ãèáðèäèçàöèè PHKII-ÄÍÊ (åñëè ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
âçàèìîäåéñòâèå òÐÍÊ ñ PHKII íå èçìåí åò êàêèì-ëèáî ñóùåñòâåííûì îáðàçîì ñòðóêòóðó
PHKII). Ïîñëåäíåå ìîæåò ïðèâîäèòü ê áîëåå âûñîêîé ÷àñòîòå ðåïëèêàöèè è òåì ñàìûì ê
óâåëè÷åíèþ ÊÊÏ.

Zavachev è Ivanov (1988) ïðîâåëè ñðàâíåíèå ãîìîëîãèè â îáùåé ñëîæíîñòè 21 òÐÍÊ è
PHKI/PHKII. Ñðåäè íèõ äë  11 áûëà âû âëåíà ñòåïåíü ãîìîëîãèè ëèáî ñ PHKI, ëèáî ñ
PHKII, ïðåâûøàþùà  40%. Óêàçàííûå òÐÍÊ ðàçäåëèëè íà òðè êàòåãîðèè: à) òÐÍÊ,
ãîìîëîãè÷íûå PHKI: Arg, His, Leu, Lys, Phe è Thr, á) òÐÍÊ, ãîìîëîãè÷íûå PHKII: f-Met
(ôîðìèëìåòèîíèí). Try è Gly, è â) òÐÍÊ, ãîìîëîãè÷íûå êàê PHKI, òàê è PHKII: Met è
Val. Âñå òÐÍÊ èìåþò ïåòëè àíòèêîäîíîâ, ñîñòî ùèå èç 7 íóêëåîòèäîâ (Hjalt è Wagner,
1992). Â ñëó÷àå òÐÍÊ, ãîìîëîãè÷íîé PHKI, íàèáîëüøà  ñòåïåíü ãîìîëîãèè áûëà âû âëåíà â
îáëàñòè ïåòëè 2, â òî âðåì  êàê íàèìåíüøà  ñòåïåíü ãîìîëîãèè áûëà âû âëåíà â îáëàñòè
5'-êîíöà PHKI.

Èñòîùåíèå àìèíîêèñëîò è êëåòî÷íûé ñòðåññ ïðèâîä ò ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâ
ñâîáîäíûõ òÐÍÊ, êîòîðûå âñòóïàþò âî âçàèìîäåéñòâèå ñ ñàéòîì èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè
ïëàçìèä ColE1. Ýòî âçàèìîäåéñòâèå îáóñëîâëåíî ãîìîëîãèåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òÐÍÊ ñ
òðåì  ïåòëåîáðàçíûìè ñòðóêòóðàìè ÐÍÊ, ïðèñóòñòâóþùèìè â PHKI è PHKII ñàéòà
èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè, è ïðèâîäèò ê âçàèìîäåéñòâèþ ñ êîíòðîëèðóþùèì ÊÊÏ ìåõàíèçìîì
ñèñòåìû. Â ðåçóëüòàòå ýòîãî ïðîèñõîäèò áûñòðîå óâåëè÷åíèå ÊÊÏ, ÷òî ïðèâîäèò ê
íàðóøåíèþ ïðîöåññà ôåðìåíòàöèè.

Äë  ðàçðåøåíè  ýòèõ ïðîáëåì â WO 89/07141 áûë ïðåäëîæåí ýêñïðåññèîííûé âåêòîð,
èìåþùèé ñèñòåìó ðåïëèêàöèè ColE1 è èìåþùèé ìóòàöèþ â ãåíå PHKII è/èëè â ãåíå rop,
ñîçäàííóþ ñ öåëüþ óñèëåíè  ýêñïðåññèè. Ýòî áûëî äîñòèãíóòî áåç ñóùåñòâåííîãî
óâåëè÷åíè  êîëè÷åñòâà êîïèé ïëàçìèäû.

Ïîñêîëüêó ïðîöåññ ôåðìåíòàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì áàêòåðèé ýôôåêòèâåí òîëüêî â òîì
ñëó÷àå, êîãäà ñèñòåìó ìîæíî ïîääåðæèâàòü â òå÷åíèå ïðîäîëæèòåëüíîãî ïåðèîäà âðåìåíè,
è ïîñêîëüêó óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êîïèé ïëàçìèäû  âë åòñ  îäíèì èç îñíîâíûõ
ôàêòîðîâ, êîòîðûå ïðèâîä ò ê êîëëàïñó ñèñòåìû ýêñïðåññèè, òî çàäà÷åé èçîáðåòåíè 
 âë ëàñü ðàçðàáîòêà óëó÷øåííîé ñèñòåìû ýêñïðåññèè, îòëè÷àþùåéñ  ïðîëîíãèðîâàííûì
âðåìåíåì æèçíè (óâåëè÷åííîé æèçíåñïîñîáíîñòüþ) áàêòåðèé â ïðîöåññå ôåðìåíòàöèè.

Â ÷àñòíîñòè, çàäà÷åé èçîáðåòåíè  áûëà ðàçðàáîòêà ñèñòåìû ýêñïðåññèè, â êîòîðîé
êîëè÷åñòâî êîïèé ïëàçìèäû ïîñëå èíäóêöèè ñèñòåìû ýêñïðåññèè îãðàíè÷èâàþò ïî
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ñðàâíåíèþ ñ íåêîíòðîëèðóåìîé àìïëèôèêàöèåé äë  òîãî, ÷òîáû ïîääåðæèâàòü
ìåòàáîëè÷åñêèé ãðóç íèæå ëåòàëüíûõ óðîâíåé.

Ñëåäóþùåé çàäà÷åé èçîáðåòåíè  áûëî óâåëè÷åíèå ñêîðîñòåé ðåïëèêàöèè ïëàçìèä è
òåì ñàìûì âûõîäà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ â ïðîöåññàõ ïðîäóöèðîâàíè  ïëàçìèä.

Äë  ðåøåíè  óêàçàííûõ çàäà÷ ïðè ñîçäàíèè èçîáðåòåíè  áûë èñïîëüçîâàí ìåõàíèçì
ðåïëèêàöèè ColE1-òèïà. Êîíêðåòíî ýòî âûðàæàëîñü â òîì, ÷òî ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ãåííîé
èíæåíåðèè èçìåí ëè, ïðåäïî÷òèòåëüíî óìåíüøàëè ñòåïåíü ãîìîëîãèè ñàéòà èíèöèàöèè
ðåïëèêàöèè ColE1 ñî ñâîáîäíûìè òÐÍÊ, èëè ïîëíîñòüþ åå ëèêâèäèðîâàëè. Â
àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå ñîçäàâàëè ñëó÷àéíóþ áèáëèîòåêó, ïðåäíàçíà÷åííóþ äë  îòáîðà
ïëàçìèä, îáëàäàþùèõ èçìåíåííîé ñïîñîáíîñòüþ ê ðåïëèêàöèè, íàïðèìåð, ñ áîëüøèì
êîëè÷åñòâîì êîïèé ïëàçìèä.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ýêñïðåññèîííîìó âåêòîðó, íåñóùåìó ñèñòåìó
ðåïëèêàöèè ColE1, â êîòîðîì ñòåïåíü ãîìîëîãèè PHKI è PHKII ñàéòà èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè
ColE1 ñî ñâîáîäíûìè òÐÍÊ ìîäèôèöèðóþò ñ ïîìîùüþ îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ìóòàöèé â
êîäèðóþùåé îáëàñòè ãåíà PHKI è îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìóòàöèé â ãåíå
PHKII, ïðè÷åì óêàçàííà (ûå) ìóòàöè (è) ïðèâîä ò ê çàìåíàì îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ïàð
îñíîâàíèé â ïåòëå 1 è/èëè ïåòëå 2 è/èëè ïåòëå 3 PHKI è PHKII.

Ïîí òèå «ìóòàöè » âêëþ÷àåò êàê ìóòàöèè, êîòîðûå óâåëè÷èâàþò, òàê è ìóòàöèè, êîòîðûå
óìåíüøàþò ñòåïåíü ãîìîëîãèè PHKI è PHKII ñî ñâîáîäíûìè òÐÍÊ.

Äë  ìàêñèìàëüíîãî ñîõðàíåíè  âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû è òåìïåðàòóðû ïëàâëåíè  PHKI è
PHKII äë  òîãî, ÷òîáû íå óõóäøàòü ñïîñîáíîñòü ê ðåïëèêàöèè, ïðåäïî÷òèòåëüíî
èñïîëüçóþò ìóòàöèè, ïðåäñòàâë þùèå ñîáîé çàìåíû êîìïëåìåíòàðíûõ îñíîâàíèé, ò.å.
ìóòàöèè òèïà À→Ò, Ò→À, C→G, G→C. Ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü òàêæå è äðóãà (èå)
ìóòàöè (è) ïðè óñëîâèè, ÷òî îíà(è) íå óõóäøàþò ìåõàíèçì ðåïëèêàöèè.

Â îòëè÷èå îò âåêòîðà ColE1, îïèñàííîãî â WO 89/07141, êîòîðûé èìååò ìóòàöèþ â ãåíå
PHKII è ñëåäîâàòåëüíî, áëàãîäàð  åå ïîëîæåíèþ îòíîñèòåëüíî ïðîìîòîðà ãåíà PHKI,
âåêòîð ïî èçîáðåòåíèþ èìååò ìóòàöèþ â êîäèðóþùåé îáëàñòè, áîëåå êîíêðåòíî â îáëàñò õ
ïåòåëü êàê ãåíà PHKI, òàê è ãåíà PHKII, êîòîðûå ãîìîëîãè÷íû ñâîáîäíûì òÐÍÊ. Òàêèì
îáðàçîì, â èçîáðåòåíèè ïðåäëîæåíà íîâà  ñòðàòåãè , ïîçâîë þùà  íàïðàâëåíî èçìåí òü
ñòåïåíü ãîìîëîãèè è â êîíå÷íîì èòîãå ðåãóëèðîâàòü ñêîðîñòü ðåïëèêàöèè ïëàçìèä.

Â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ïîí òèå «ïåòë » îòíîñèòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíî ê
íåñïàðåííûì ïåòëåâûì ñòðóêòóðàì PHKI èëè PHKII; îäíàêî ýòî ïîí òèå íå îãðàíè÷åíî
òîëüêî îáëàñòüþ ïåòëè è ìîæåò âêëþ÷àòü òàêæå íóêëåîòèäû, ïðèìûêàþùèå ê ñòâîëîâîé
îáëàñòè, ïðåäïî÷òèòåëüíî íå áîëåå äâóõ íóêëåîòèäîâ.

Ìóòàöè (è) ìîæåò(ãóò) ïðåäñòàâë òü ñîáîé çàìåíó îäíîãî îñíîâàíè  â ïåòëå 1, ïåòëå 2
èëè ïåòëå 3, èëè îäíó èëè ëþáîå êîëè÷åñòâî çàìåí îñíîâàíèé, âêëþ÷à  çàìåíó âñåõ
îñíîâàíèé, â ïåòëå 1 è/èëè ïåòëå 2 è/èëè ïåòëå 3.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìóòàöè (è) ïðèñóòñòâóåò(þò) â ïåòëå 2, êîòîðà  ïðåäñòàâë åò ñîáîé
îáëàñòü, èìåþùóþ íàèáîëåå âûñîêóþ ñòåïåíü ãîìîëîãèè ñî ñâîáîäíûìè òÐÍÊ.

Òðåáóåìûå ìóòàöèè â ïåòëå( õ) ãåíà PHKI è PHKII ìîæíî ñîçäàâàòü îáû÷íûìè ìåòîäàìè
ìóòàãåíåçà è êëîíèðîâàíè .

Ñîãëàñíî îäíîìó èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  èõ ìîæíî ñîçäàâàòü ñëåäóþùèì îáðàçîì:
èñïîëüçó  ãåí PHKI èëè ãåí PHKII èëè åãî ôðàãìåíò â êà÷åñòâå ìàòðèöû, îñóùåñòâë þò
ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ äâóõ îëèãîäåçîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ, îäèí èç
êîòîðûõ èëè îáà íåñóò òðåáóåìóþ(ûå) ìóòàöèþ(è). Ïðåäïî÷òèòåëüíî ÏÖÐ ïðåäñòàâë åò
ñîáîé ÏÖÐ, êîòîðóþ îñóùåñòâë þò â äâå ñòàäèè. Íà ïåðâîé ñòàäèè àìïëèôèöèðóþò äâà
ïåðåêðûâàþùèõñ  ôðàãìåíòà, îäèí èç êîòîðûõ èìååò òðåáóåìóþ ìóòàöèþ â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðà ìåæäó ñàéòîì ðåñòðèêöèè, ïðåäíàçíà÷åííûì äë 
ñîåäèíåíè  ôðàãìåíòîâ, è ñàéòîì ñâ çûâàíè  ïðàéìåðà. Çàòåì àìïëèôèöèðîâàííûå
ôðàãìåíòû ðàñùåïë þò ñ ïîìîùüþ ñîîòâåòñòâóþùåé ðåñòðèêòàçû, ëèãèðóþò è èñïîëüçóþò
â êà÷åñòâå ìàòðèöû íà ñëåäóþùåé ñòàäèè ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè. Íà ýòîé ñòàäèè èñïîëüçóþò
òå æå ïðàéìåðû, ÷òî è íà ïåðâîé ñòàäèè, êîòîðûå íå ñîäåðæàò âíîâü ââåäåííûõ ñàéòîâ
ðåñòðèêöèè, âûáðàííûõ äë  ñâ çûâàíè  ïðîòèâ õîäà òðàíñêðèïöèè è ïî õîäó òðàíñêðèïöèè
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ñ áëèæàéøèìè óíèêàëüíûìè ñàéòàìè ðåñòðèêöèè êîíêðåòíîé ïëàçìèäû.
Áëàãîäàð  êîìïëåìåíòàðíîñòè ãåíîâ PHKI è PHKII îáà ãåíà, èñïîëüçóåìûõ äë 

ïîëó÷åíè  âåêòîðà, èëè èõ ôðàãìåíòû ðàâíûì îáðàçîì ìîæíî ïðèìåí òü â êà÷åñòâå
ìàòðèö ïðè îñóùåñòâëåíèè ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè. Ïðè íàëè÷èè êîìïëåìåíòàðíîñòè
ëþáà (ûå) ìóòàöè (è) â îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ïåòë õ îäíîãî ãåíà ïðèâîä ò ê ñîçäàíèþ
ñîîòâåòñòâóþùèõ ìóòàöèé â äðóãîì, êîìïëåìåíòàðíîì ãåíå; â îïèñàííîì âûøå
ïðåäïî÷òèòåëüíîì ìåòîäå ñîäåðæàùèé ìóòàöèþ(è) ïðàéìåð ñëóæèò íå òîëüêî äë 
óäëèíåíè  ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçû, íî òàêæå è â êà÷åñòâå ìàòðèöû äë  ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû,
ñîçäàâà  òåì ñàìûì êîìïëåìåíòàðíóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ ìóòàöèþ(è). Â çàâèñèìîñòè îò
òîãî, êàêîé ãåí èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå ìàòðèöû: ãåí PHKI èëè ãåí PHKII, PHKII èëè PHKI
àâòîìàòè÷åñêè áóäóò íåñòè êîìïëåìåíòàðíóþ ìóòàöèþ.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçóþò ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ïîëíûå ãåíû
PHKI è PHKII. Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå ìîæíî èñïîëüçîâàòü ìîëåêóëó ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ
ïîëíûé ãåí PHKI èëè PHKII. Ãåíû PHKI è PHKII îïèñàíû ó Tomizawa è äð., 1977.

Â òîì ñëó÷àå, åñëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçóþò ôðàãìåíò ãåíà PHKI èëè PHKII, òî
ôðàãìåíò äîëæåí èìåòü äëèíó, äîñòàòî÷íóþ äë  òîãî, ÷òîáû âêëþ÷àòü âñå íåîáõîäèìûå
ýëåìåíòû, ò.å. ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  äîëæíà áûòü ïîäâåðãíóòà ìóòàöèè, ñàéò
ñâ çûâàíè  ïðàéìåðà è íåîá çàòåëüíî îäèí èëè íåñêîëüêî ñàéòîâ ðåñòðèêöèè.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî ôðàãìåíò ñîäåðæèò îäíó èëè íåñêîëüêî ïåòåëü (êàæäà  èç êîòîðûõ
ñîñòîèò ïðèáëèçèòåëüíî èç 7 íóêëåîòèäîâ) è ñàéò ñâ çûâàíè  ïðàéìåðà (ïðèáëèçèòåëüíî
18 íóêëåîòèäîâ), ò.å. ìèíèìàëüíûé ðàçìåð ïðèãîäíîãî ôðàãìåíòà ñîñòàâë åò
ïðèáëèçèòåëüíî 25-30 íóêëåîòèäîâ.

Ñîãëàñíî ïðåäïî÷òèòåëüíîìó âàðèàíòó îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , ìóòàöèè ñ òî÷êè
çðåíè  èõ ðàñïîëîæåíè  è êîëè÷åñòâà âûáèðàþò òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îáåñïå÷èòü
ñóùåñòâåííîå èçìåíåíèå ñòåïåíè ãîìîëîãèè ñ ìàêñèìàëüíî âîçìîæíûì êîëè÷åñòâîì âèäîâ
ñâîáîäíûõ òÐÍÊ.

Òàê, â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìîäèôèêàöèþ PHKI è PHKII
îñóùåñòâë þò, íà÷èíà  ñ ìîäèôèêàöèè ïåòëè 2, ò.å. ïåòëè, îáëàäàþùåé íàèáîëåå âûñîêîé
ñòåïåíüþ ãîìîëîãèè, ïðè÷åì óêàçàííà  ìîäèôèêàöè  çàêëþ÷àåòñ  â îñóùåñòâëåíèè çàìåí
â ìàêñèìàëüíî âîçìîæíîì êîëè÷åñòâå ïîëîæåíèé. Íàïðèìåð, êàê ýòî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî
â ýêñïåðèìåíòå, îïèñàííîì â ïðèìåðå 1, ïåòëþ 2 ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü ïóòåì çàìåíû
øåñòè èç åå ñåìè íóêëåîòèäîâ, ñîõðàí   áåç èçìåíåíè  îäíî îñíîâàíèå (ïîëîæåíèå 693 â
ïëàçìèäå ColE1, Genbank GI 9507253), êîòîðîå òåì ñàìûì ìîæåò ñëóæèòü â êà÷åñòâå ÷àñòè
íîâîãî ñàéòà ðåñòðèêöèè, ïðåäïî÷òèòåëüíî ñàéòà Ncol. Îñíîâàíè  çàìåí þò
ñîîòâåòñòâóþùèìè êîìïëåìåíòàðíûìè èì îñíîâàíè ìè.

Ïðè òàêîì ïîäõîäå ìîæíî ïðè íåîáõîäèìîñòè ïîëíîñòüþ ëèêâèäèðîâàòü ãîìîëîãèþ ñî
âñåìè ñâîáîäíûìè òÐÍÊ. Ïîýòîìó äàííûé ïîäõîä îáåñïå÷èâàåò ìàêñèìàëüíóþ ñòåïåíü
ñâîáîäû ïðè ïðîèçâîäñòâå øèðîêîãî ðàçíîîáðàçè  ïðåäñòàâë þùèõ èíòåðåñ
ðåêîìáèíàíòíûõ ïðîòåèíîâ íåçàâèñèìî îò òîãî, êàêóþ àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îíè èìåþò, â ÷àñòíîñòè, áëàãîäàð  ðåãóëèðîâàíèþ ðåïëèêàöèè
ïëàçìèä, îáåñïå÷èâàþùåìó ïîääåðæàíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïðè ýêñïðåññèè. Â ýòîì
ñëó÷àå àìïëèôèêàöè  ïëàçìèä ðåãóëèðóåòñ  òîëüêî ñïåöèôè÷åñêèì äë  ColE1 ìåõàíèçìîì
ðåïëèêàöèè è íå çàâèñèò îò ôëóêòóàöèè ìåòàáîëèçìà â êëåòêå-õîç èíå; ïðè ýòîì
êîëè÷åñòâî êîïèé ïëàçìèäû îñòàåòñ  ïðàêòè÷åñêè ïîñòî ííûì â ïðîöåññå ôåðìåíòàöèè.

Â îòëè÷èå îò âàðèàíòà, ïðåäóñìàòðèâàþùåãî ïîëíóþ ëèêâèäàöèþ ãîìîëîãèè ìåæäó PHKI
è PHKII è ñâîáîäíûìè òÐÍÊ, óêàçàííóþ ãîìîëîãèþ ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü, ò.å.
óâåëè÷èâàòü èëè óìåíüøàòü ëèøü â îïðåäåëåííîé òðåáóåìîé ñòåïåíè. Äë  íåêîòîðûõ
ïðèëîæåíèé, íàïðèìåð, â òîì ñëó÷àå, êîãäà âûõîä ïðîäóêòà îêàçûâàåòñ  íåäîñòàòî÷íûì
èç-çà òîãî, ÷òî ïîòåíöèàë ìåõàíèçìà ýêñïðåññèè íå ðåàëèçóåòñ  â ïîëíîé ìåðå
âñëåäñòâèå óìåíüøåíè  êîëè÷åñòâà êîïèé ïëàçìèä è ñîîòâåòñòâåííî íàëè÷è 
ñóáîïòèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà ïëàçìèä ("äîçû ãåíà"), ìîæåò îêàçàòüñ  öåëåñîîáðàçíûì
ïîâûøàòü ñêîðîñòè ýêñïðåññèè çà ñ÷åò íåáîëüøîãî óâåëè÷åíè  êîëè÷åñòâà êîïèé ïëàçìèä.
Ýòî ìîæíî îáåñïå÷èâàòü ïóòåì èçáèðàòåëüíîãî ñîõðàíåíè  ãîìîëîãèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
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ñ îïðåäåëåííûìè ñâîáîäíûìè òÐÍÊ, â ÷àñòíîñòè, ñ ðåäêî âñòðå÷àþùèìèñ  òÐÍÊ. Â
ëèòåðàòóðå îïèñàíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ãîìîëîãè÷íûå îïðåäåëåííûì ñâîáîäíûì òÐÍÊ
(Zavachev è Ivanov, 1988). Ýòó ñòðàòåãèþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü òàêæå äë  âîçäåéñòâè  íà
ñîîòíîøåíèå ñèíòåçèðóåìûõ ôîðì ïðîòåèíà, òàê ÷òî ïðîòåèí ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü ëèáî â
ôîðìå âíóòðèêëåòî÷íûõ òåëåö èëè íàõîäèòüñ  â ðàñòâîðèìîé ôîðìå. Íàïðèìåð, ïðè
îïðåäåëåííîé ñòåïåíè àìïëèôèêàöèè ìîãóò îáðàçîâûâàòüñ  ïðåèìóùåñòâåííî
âíóòðèêëåòî÷íûå òåëüöà, â òî âðåì  êàê íåáîëüøîå åå óìåíüøåíèå ìîæåò ñòèìóëèðîâàòü
îáðàçîâàíèå ðàñòâîðèìîãî ïðîäóêòà.

Â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ ïðåäïî÷òèòåëüíî ñèëüíî óâåëè÷èâàòü êîëè÷åñòâî êîïèé ïëàçìèä
ïóòåì ïîâûøåíè  ñòåïåíè ãîìîëîãèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé PHKI è PHKII ñî ñâîáîäíûìè
òÐÍÊ, â ÷àñòíîñòè äë  ïîëó÷åíè  ïëàçìèäíîé ÄÍÊ. Ìóòàöèè, íåîáõîäèìûå äë  ïîâûøåíè 
ñòåïåíè ãîìîëîãèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, òàêæå îïèñàíû â ëèòåðàòóðå (Zavachev and
Ivanov, 1988) è èõ ìîæíî ñîçäàâàòü íà îñíîâå òåõ æå ïðèíöèïîâ, êîòîðûå îïèñàíû äë 
óìåíüøåíè  ñòåïåíè ãîìîëîãèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Äë  êîíêðåòíîãî ñëó÷à  è/èëè ïîëó÷åíè  êîíêðåòíîãî ïðîäóêòà ñïîñîá ìîæíî
îïòèìèçèðîâàòü ïóòåì ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èññëåäîâàíè  ðàçëè÷íûõ ìóòàöèé.
Ñîîòâåòñòâóþùèå ýêñïåðèìåíòû ìîæíî ïðîâîäèòü ñëåäóþùèì îáðàçîì:
ïðåäíàçíà÷åííîé(ûì) äë  òåñòèðîâàíè  ïëàçìèäîé-«êàíäèäàòîì» èëè íàáîðîì ïëàçìèä-
«êàíäèäàòîâ», íåñóùèõ ìóòàöèþ(è), òðàíñôåêòèðóþò ñîîòâåòñòâóþùèå áàêòåðèàëüíûå
êëåòêè-õîç åâà, âûðàùèâàþò â ñîîòâåòñòâóþùèõ ëàáîðàòîðíûõ óñëîâè õ, íàïðèìåð, âî
âñòð õèâàåìûõ êîëáàõ, è íàáëþäàþò çà ïðîöåññîì ôåðìåíòàöèè, ðåãèñòðèðó 
ïðåäñòàâë þùèå èíòåðåñ ïàðàìåòðû, â ÷àñòíîñòè, ðîñò, âûõîä ïðîäóêòà è åãî êà÷åñòâî,
êîëè÷åñòâî êîïèé ïëàçìèä.

Ñîãëàñíî äðóãîìó âàðèàíòó îñóùåñòâëåíè , êîòîðûé íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëåí äë 
ïîëó÷åíè  øèðîêîãî ðàçíîîáðàçè  ìîäèôèêàöèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, îñóùåñòâë þò
ñëó÷àéíûì îáðàçîì ìóòàöèþ â îäíîì èëè íåñêîëüêèõ ïîëîæåíè õ ïåòëè 1 è/èëè ïåòëè 2
è/èëè ïåòëè 3, ñîçäàâà  òåì ñàìûì áèáëèîòåêó, êîòîðóþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
êîíñòðóèðîâàíè  ýêñïðåññèîííîãî âåêòîðà, ïðåäíàçíà÷åííîãî äë  ðåàëèçàöèè ëþáîãî
òðåáóåìîãî ñâîéñòâà ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìû. Íàïðèìåð, ïëàçìèäó-«êàíäèäàòà» ìîæíî
âûáèðàòü ñ ó÷åòîì ñåëåêöèîííûõ ïàðàìåòðîâ, êîòîðûå íàèáîëåå âàæíû äë  ïðîèçâîäñòâà
ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà, òàêèõ, íàïðèìåð, êàê ñêîðîñòü ðîñòà, ïðîäóêòèâíîñòü è
æèçíåñïîñîáíîñòü; ïðè ýòîì ïðîöåññ îñóùåñòâë þò ñ èñïîëüçîâàíèåì îïèñàííîãî âûøå
ñòàíäàðòíîãî ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ìåòîäà.

Êðîìå òîãî, äàííûé ïîäõîä ïîçâîë åò ýôôåêòèâíî ðåãóëèðîâàòü ñêîðîñòü ýêñïðåññèè
ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà ïóòåì ìàíèïóë öèé ñ ÊÊÏ. Â òîì ñëó÷àå, åñëè ïðåäñòàâë þùèé
èíòåðåñ ãåí ïðèñóòñòâóåò â âåêòîðå, ñîäåðæàùåì áèáëèîòåêó, îòîáðàííà  ïëàçìèäà âñåãäà
áóäåò îïòèìàëüíîé ñ òî÷êè çðåíè  ýêñïðåññèè ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ ãåíà.

Â òî âðåì , êàê â ïðîöåññå îáû÷íîé ôåðìåíòàöèè ïîñëå èíäóêöèè íàáëþäàåòñ  ïî÷òè
äåñ òèêðàòíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êîïèé ïëàçìèä (ÊÊÏ), èñïîëüçîâàíèå ñïîñîáà ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïîçâîë åò óìåíüøèòü èëè ëèêâèäèðîâàòü ãîìîëîãèþ ìåæäó òÐÍÊ
è PHKII. Ýòî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ äîëè íåèíãèáèðîâàííûõ ìîëåêóë PHKI, êîòîðûå íå
âçàèìîäåéñòâóþò ñ PHKII. Òàêèì îáðàçîì, ìåõàíèçì ðåïëèêàöèè ïåðåñòàåò áûòü ñâ çàííûì
ñ áîëüøèìè óðîâí ìè ñâîáîäíûõ òÐÍÊ, âîçíèêàþùèìè ïðè èçáûòî÷íîì ìåòàáîëèçìå
âñëåäñòâèå ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà. Îòäåëåíèå ìåõàíèçìà ðåïëèêàöèè
ïëàçìèä îò ìåòàáîëè÷åñêîãî ñòðåññà, âûçûâàåìîãî ýêñïðåññèåé ðåêîìáèíàíòíîãî
ïðîòåèíà, ïîçâîë åò ïîëó÷àòü áîëåå âûñîêèé âûõîä ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà.

Ïîñêîëüêó çàìåíû îñíîâàíèé, îñóùåñòâë åìûå ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ,
ïðèñóòñòâóþò êàê â PHKI, òàê è â PHKII, ÷òî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ãîìîëîãèè ñî âñåìè
òÐÍÊ, òî ñîñòàâ ñâîáîäíûõ òÐÍÊ (çàâèñ ùèé îò ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîäóêòà) íå èìååò
ðåøàþùåãî çíà÷åíè  äë  äàííîãî ïîäõîäà.

Êðîìå ìîäèôèöèðîâàííîé ñèñòåìû ðåïëèêàöèè ColE1 ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ïî
èçîáðåòåíèþ ñîäåðæèò ýëåìåíòû, íåîáõîäèìûå äë  ýêñïðåññèè ïðîòåèíà, ò.å.
êîíòðîëèðóþùèå ýêñïðåññèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííûå ñ
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ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ êÄÍÊ, êîäèðóþùåé ïðåäñòàâë þùèé èíòåðåñ ïðîòåèí, âêëþ÷à 
ïðîìîòîð, îáëàñòü èíèöèàöèè òðàíñë öèè, ñåëåêòèðóåìûå ìàðêåðû (íàïðèìåð, ìàðêåðû
óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêó), ñàéòû ðåñòðèêöèè äë  âñòðàèâàíè  ÄÍÊ, êîäèðóþùåé
ïðåäñòàâë þùèé èíòåðåñ ïðîòåèí, è ò.ä.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ïî èçîáðåòåíèþ ïîëó÷àþò íà îñíîâå
ñëåäóþùèõ âåêòîðîâ:

pMBl (Bolivar è äð., 1977);
pBR322 (Covarrubias è äð., 1981; ìîæåò áûòü ïîëó÷åí îò MBI Fermentas ïî êàòàëîæíîìó

íîìåðó ¹SD0041; GenBank/EMBL, äîáàâî÷íûå íîìåðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé J01749,
Ê00005, L08654, Ì10282, Ì10283, Ì10286, Ì10356, Ì10784, Ì10785, Ì10786, Ì33694,
V01119);

pUC18 (Yanisch-Perron è äð., 1985; GenBank/EMBL, äîáàâî÷íûé íîìåð
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè L09137; ìîæåò áûòü ïîëó÷åí îò MBI Fermentas ïî êàòàëîæíîìó íîìåðó
¹SD0061);

pUC19 (GenBank/EMBL, äîáàâî÷íûé íîìåð ïîñëåäîâàòåëüíîñòè L09136, ìîæåò áûòü
ïîëó÷åí îò MBI Fermentas ïî êàòàëîæíîìó íîìåðó ¹SD0051);

pTZ19R (GenBank/EMBL, äîáàâî÷íûé íîìåð ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Y14835; ìîæåò áûòü
ïîëó÷åí îò MBI Fermentas ïî êàòàëîæíîìó íîìåðó ¹SD0141);

pTZ19U (ìîæåò áûòü ïîëó÷åí îò MBI Fermentas ïî êàòàëîæíîìó íîìåðó ¹SD0161;
GenBank/EMBL, äîáàâî÷íûé íîìåð ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Y14835);

pBluescriptII KS (-) (Alting-Mees è äð., 1989; GenBank/EMBL, äîáàâî÷íûé íîìåð
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Õ52329);

pBluescriptII KS (+) (Alting-Mees è äð., 1989; GenBank/EMBL, äîáàâî÷íûé íîìåð
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Õ52327);

pBluescriptII SK (-) (Alting-Mees è äð., 1989; GenBank/EMBL, äîáàâî÷íûé íîìåð
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Õ52330;

pBluescriptII SK (+) (Alting-Mees è äð., 1989; GenBank/EMBL, äîáàâî÷íûé íîìåð
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Õ52328).

Ñ òî÷êè çðåíè  ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ ïðîòåèíà íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íå
íàêëàäûâàåòñ  íèêàêèõ îãðàíè÷åíèé, åñëè ýêñïðåññè  ïëàçìèäû â Å. coli ïðèâîäèò ê
ïîëó÷åíèþ îáëàäàþùåãî ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ ïðîòåèíà.

Â ýêñïåðèìåíòàõ, ïðîâåäåííûõ ïðè ñîçäàíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , èñïîëüçîâàëè
êÄÍÊ, êîäèðóþùóþ ÷åëîâå÷åñêóþ Cu-Zn-ñóïåðîêñèä-äèñìóòàçó. Ñ ïîìîùüþ âåêòîðà,
íåñóùåãî ýòó êÄÍÊ, ìîæíî ïîëó÷àòü âûñîêîðàñòâîðèìûé äèìåðíûé ïðîòåèí, èìåþùèé
ìîëåêóë ðíóþ ìàññó 32 êÄà, êîòîðûé ñîñòîèò èç 153 àìèíîêèñëîò è âûñâîáîæäàåòñ  â
öèòîïëàçìó (Cserjan-Puschmann è äð., 1999).

Ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëþáóþ áàêòåðèàëüíóþ êëåòêó-õîç èíà, ñîâìåñòèìóþ ñ ïëàçìèäàìè
òèïà ColE1, ïðåäïî÷òèòåëüíî øòàììû Å. coli, â ÷àñòíîñòè øòàìì HMS 174 (DE3) (Studier
è Moffat, 1986) èëè øòàììû Salmonella.

Äðóãîé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê êëåòêå-õîç èíó,
òðàíñôîðìèðîâàííîé ýêñïðåññèîííûì âåêòîðîì, íåñóùèì ìîäèôèöèðîâàííûé ñàéò
èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè ColE1.

Äë  òðàíñôîðìàöèè øòàììà-õîç èíà ìîæíî ïðèìåí òü ëþáîé îáû÷íûé ìåòîä,
íàïðèìåð, ýëåêòðîïîðàöèþ èëè îñàæäåíèå õëîðèäîì êàëüöè  èëè êàëüöèåì.

Ñëåäóþùèì îáúåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñïîñîá ïîëó÷åíè 
ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà, çàêëþ÷àþùèéñ  â òîì, ÷òî êëåòêó-
õîç èíà Å. coli òðàíñôîðìèðóþò ýêñïðåññèîííûì âåêòîðîì, êîòîðûé èìååò ñèñòåìó
ðåïëèêàöèè ColE1, ñîäåðæàùóþ ìóòàöèè â îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ïåòë õ ãåíà PHKI è ãåíà
PHKII, âûðàùèâàþò â ñîîòâåòñòâóþùèõ óñëîâè õ è âûäåë þò ïðåäñòàâë þùèé èíòåðåñ
ïðîòåèí. Èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò óñêîð òü ïðîöåññ ïðîäóöèðîâàíè  ðåêîìáèíàíòíîãî
ïðîòåèíà, îáåñïå÷èâà  ìåõàíèçì êîìïåíñàöèè âçàèìîäåéñòâè  ýêñïðåññèè
ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà è ìåòàáîëèçìà, ïðîèñõîä ùåãî â êëåòêå-õîç èíå. Ñïîñîá ïî
èçîáðåòåíèþ íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ñëåäóåò ïðèìåí òü ñ èñïîëüçîâàíèåì
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ïåðèîäè÷åñêèõ ïðîöåññîâ ôåðìåíòàöèè ñ ïîäïèòêîé, ò.å. ïðîöåññîâ, â êîòîðûõ äîáàâëåíèå
ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ ñâ çàíî ñ óâåëè÷åíèåì áèîìàññû. Äë  ïîëíîé ðåàëèçàöèè
ïðåèìóùåñòâ ïåðèîäè÷åñêèõ ïðîöåññîâ ñ ïîäïèòêîé, êîòîðûå ìîãóò ïðîòåêàòü â òå÷åíèå
ïðîäîëæèòåëüíûõ ïåðèîäîâ âðåìåíè è òåì ñàìûì ïîçâîë þò ïîëó÷àòü áîëåå âûñîêèå
âûõîäû áèîìàññû ïðè áîëüøåé ýêîíîìè÷íîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ îáû÷íûìè ïåðèîäè÷åñêèìè
ïðîöåññàìè, íåîáõîäèìî ðàñïîëàãàòü ñòàáèëüíîé è ðåãóëèðóåìîé ñèñòåìîé ýêñïðåññèè.
Äàííà  çàäà÷à ìîæåò áûòü óñïåøíî ðåøåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ýêñïðåññèîííîãî âåêòîðà ïî
èçîáðåòåíèþ.

Êðîìå òîãî, ïîñêîëüêó ìîäèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ïåòåëü
PHKI è PHKI ColE1 ìîãóò ïðèâîäèòü ê ñèëüíîìó óâåëè÷åíèþ ñêîðîñòåé ðåïëèêàöèè
ïëàçìèä, òî âåêòîðû ìîæíî óñïåøíî ïðèìåí òü äë  ïðîäóöèðîâàíè  ïëàçìèä, íàïðèìåð, ñ
öåëüþ èñïîëüçîâàíè  â ãåííîé òåðàïèè. Ïðåèìóùåñòâà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
çàêëþ÷àþòñ  â âîçìîæíîñòè óìåíüøåíè  ñòàáèëüíîñòè òàê íàçûâàåìîãî «öåëóþùåãîñ 
êîìïëåêñà» ("kissing complex") PHKI/PHKII è òåì ñàìûì ïîâûøåíè  ñêîðîñòåé ðåïëèêàöèè
ïëàçìèä.

Ïðèìåð 1
Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäó pET11a ( âë þùóþñ  ïðîèçâîäíûì ïëàçìèäû

pUC19 ôèðìû Stratagene). Ýòà ïëàçìèäà ñîäåðæèò ãåí áåòà-ëàêòàìàçû, îáåñïå÷èâàþùèé
óñòîé÷èâîñòü ê àìïèöèëëèíó. Ýêñïðåññè  ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà â ýòîé ïëàçìèäå
êîíòðîëèðóåòñ  ýôôåêòèâíîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé ôàãà Ò7. Îïåðàòîð lac ðàñïîëîæåí ìåæäó
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ïðîìîòîðà ôàãà Ò7 è ñàéòà èíèöèàöèè òðàíñë öèè. Ýòî ïðèâîäèò ê
ïîäàâëåíèþ ýêñïðåññèè â îòñóòñòâèè èíäóêòîðà ÈÏÒÃ (èçîïðîïèëòèîãàëàêòîçèä). Ïëàçìèäà
pET11a-SOD íåñåò ãåí êÄÍÊ, êîäèðóþùåé ðåêîìáèíàíòíûé ÷åëîâå÷åñêèé ïðîòåèí Cu-Zn-
ñóïåðîêñèä äèñìóòàçó (÷ÑÎÄ), ïðåäñòàâë þùèé ñîáîé âûñîêîðàñòâîðèìûé äèìåðíûé
ïðîòåèí ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé 32 êÄà, ñîñòî ùèé èç 153 àìèíîêèñëîò, êîòîðûé íå
 âë åòñ  òîêñè÷íûì äë  êëåòêè è âûñâîáîæäàåòñ  â öèòîïëàçìó (Cserjan-Puschmann è äð.,
1999).

Äë  ðàçìíîæåíè  ïëàçìèäû è ýêñïðåññèè ÑÎÄ èñïîëüçîâàëè øòàìì áàêòåðèè
Escherichia coli HMS174 (DE3) (Studier è Moffat, 1986). Ýòîò øòàìì ñîäåðæèò
ïîëèìåðàçó ôàãà, èíòåãðèðîâàííóþ â õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ. Ïîëèìåðàçà ôàãà Ò7 èìååò
âàæíîå çíà÷åíèå äë  ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà. Òðàíñôîðìàíòû îòáèðàëè íà
ïëàñòèíàõ, ñîäåðæàùèõ àìïèöèëëèí (ñîäåðæàùà  àíòèáèîòèê ñðåäà LB, 100
ïêã/ìëàìïèöèëëèíà) (Maniatis, è äð., 1982).

Òðàíñôîðìàöèþ â ðàññìàòðèâàåìûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðîâîäèëè ìåòîäîì
ýëåêòðîïîðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì óñòðîéñòâà òèïà Bio-Rad Gene Pulser. Ïðàéìåðû
ïîëó÷àëè îò ôèðìû Metabion (Ìàðòèíñðèä, Ãåðìàíè ) â ôîðìå ïîëó÷åííîãî ñ ïîìîùüþ
âàêóóìíîé ñóøêè ïîðîøêà, êîòîðûé ðàñòâîð ëè â âîäå äë  ïîëó÷åíè  ìàòî÷íûõ ðàñòâîðîâ
ñ êîíöåíòðàöèåé 100 ïìîëåé/ìêë. ÏÖÐ îñóùåñòâë ëè â òåðìî ÷åéêå (Ò-ãðàäèåíò, ôèðìà
Biometra, Ãåðìàíè ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîêðûòè  èç òåðìîñòîéêîé ïîëèìåðàçû Dynazyme
EXT â êîíöåíòðàöèè 1 åä./ìêë (Finnzymes), 10-êðàòíîãî íå ñîäåðæàùåãî ìàãíè  áóôåðà ñ
äîáàâëåíèåì 10 ìÌ MgCl (ïîñòóïàåò â ïðîäàæó), 1 ìÌ äÍÒÔ, ÄÌÑÎ è äèñòèëëèðîâàííîé
âîäû.

Èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû pET11a-114back (SEQ ID NO:1), pEZ11a656for (SEQ ID NO:2),
PHKI-Ncoback (SEQ ID NO:3) è PHKI-Ncofor (SEQ ID NO:4). Ðåñòðèêòàçû, ë ìáäà-ìàðêåðû,
ëèãàçó ôàãà Ò4, ôîñôàòàçó èç êèøå÷íèêà òåëåíêà ïîëó÷àëè îò ôèðìû MBI-Fermentas è
ïðèìåí ëè ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöè ì ýòîé ôèðìû.

Äë  ôåðìåíòàöèè èñïîëüçîâàëè ôåðìåíòåð âìåñòèìîñòüþ 20 ë ôèðìû MBR Bioreactor
AG (Âåòöèêîí, Øâåéöàðè ) ñ ïðèñîåäèíåííûì ê íåìó êîíòðîëëåðîì òèïà MBR IMCS-2000.
Ðàáî÷èé îáúåì ôåðìåíòåðà ñîñòàâë ë ïðèáëèçèòåëüíî 12 ë.

Èñïîëüçóåìà  ïèòàòåëüíà  ñðåäà: êîëè÷åñòâî ïèòàòåëüíîé ñðåäû, çàêà÷èâàåìîé â
ñèñòåìó âî âðåì  ñòàäèè ïåðèîäè÷åñêîé ïîäïèòêè, íåïðåðûâíî èçìåð ëè ïóòåì
âçâåøèâàíè  ñîñóäà. Íàñîñ äë  ïîäïèòêè ðåãóëèðîâàëè òàê, ÷òîáû îí îáåñïå÷èâàë
ïîñòî ííóþ ñêîðîñòü ðîñòà µ=0,1. Äîáàâëåíèå àíòèâñïåíèâàòåë  íà÷èíàëè ïî ñèãíàëó
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äàò÷èêà ïðîâîäèìîñòè. Îòñóòñòâèå êîíòàêòà ñ îêðóæàþùåé ñðåäîé ïîçâîë ëî óñòðàíèòü
ðèñê çàãð çíåíè  ôåðìåíòåðà. Â êà÷åñòâå çàãðóæàåìîé ñðåäû èñïîëüçîâàëè
ïîëóñèíòåòè÷åñêóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ íåáîëüøèå êîëè÷åñòâà òðèïòîíà è äðîææåâîãî
ýêñòðàêòà äë  îáëåã÷åíè  ðîñòà ïîñëå íà÷àëà çàãðóçêè. Êîìïîíåíòû ñìåøèâàëè â îáùåì
îáúåìå, ñîñòàâë þùåì ïðèáëèçèòåëüíî 4 ë (4000 ã). Äë  òîãî, ÷òîáû èçáåæàòü ïî âëåíè 
îñàäêà, õèìè÷åñêèå  âåùåñòâà ñ îäèíàêîâûì íîìåðîì (ñì. íîìåðà, ïðèâåäåííûå íèæå â
òàáëèöå 1) ñíà÷àëà ïî îòäåëüíîñòè ðàñòâîð ëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå. Ðàñòâîð ãëþêîçû
äîïîëí ëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé äî 300 ã è àâòîêëàâèðîâàëè îòäåëüíî. Çàòåì âñå
êîìïîíåíòû çà èñêëþ÷åíèåì ðàñòâîðà ãëþêîçû ñìåøèâàëè äðóã ñ äðóãîì â óêàçàííîì
ïîð äêå è äîïîëí ëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé äî 3700 ã.

Òàáëèöà 1:

Ñîñòàâ çàãðóæàåìîé ñðåäû (4000 ã). Âåëè÷èíû äàíû â ãðàììàõ, åñëè íå óêàçàíî èíîå.

¹ Ìàññà (ã) Õèìè÷åñêîå âåùåñòâî

1 12 Ïåðâè÷íûé êèñëûé ôîñôàò êàëè 

1 24 Òðèãèäðàò âòîðè÷íîãî êèñëîãî ôîñôàòà êàëè 

2 2 Òðèïòîí (ôèðìà Oxoid Ltd., Ãýìïøèð, Âåëèêîáðèòàíè )

2 1 Äðîææåâîé ýêñòðàêò

3 5 Äèãèäðàò òðèíàòðèéöèòðàòà

3 2 Ãåïòàãèäðàò ñóëüôàòà ìàãíè 

4 0,2 Äèãèäðàò õëîðèäà êàëüöè 

5 1000 Ðàñòâîð ìèêðîýëåìåíòîâ [ìêë]

6 80 Äèãèäðàò õëîðèäà ìåäè (II) [ìã]

6 64 Ãåïòàãèäðàò ñóëüôàòà öèíêà [ìã]

7 9 Ñóëüôàò àììîíè 

7 7,4 Õëîðèä àììîíè 

8 66 Ìîíîãèäðàò ãëþêîçû

Òàáëèöà 2:

Ñîñòàâ ïîäïèòûâàþùåé ñðåäû (6000 ã). Âåëè÷èíû äàíû â ãðàììàõ, åñëè íå óêàçàíî èíîå.

¹ Ìàññà (ã) Õèìè÷åñêîå âåùåñòâî

1 18,00 Ïåðâè÷íûé êèñëûé ôîñôàò êàëè 

1 36,00 Òðèãèäðàò âòîðè÷íîãî êèñëîãî ôîñôàòà êàëè 

2 51,57 Äèãèäðàò òðèíàòðèéöèòðàòà

2 20,63 Ãåïòàãèäðàò ñóëüôàòà ìàãíè 

3 2,06 Äèãèäðàò õëîðèäà êàëüöè 

4 10313,71 Ðàñòâîð ìèêðîýëåìåíòîâ [ìêë]

5 825,10 Äèãèäðàò õëîðèäà ìåäè (II) [ìã]

5 660,08 Ãåïòàãèäðàò ñóëüôàòà öèíêà [ìã]

6 0,6 Àíòèâñïåíèâàòåëü

7 92,82 Ñóëüôàò àììîíè 

8 76,32 Õëîðèä àììîíè 

9 680,70 Ìîíîãèäðàò ãëþêîçû

Äë  îïðåäåëåíè  äîëè áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê, íåñóùèõ ïëàçìèäû, è îïðåäåëåíè  òîãî,
ìîãóò ëè ðàñòè êëåòêè, íåñóùèå ïëàçìèäó, íà ïëàñòèíàõ, ñîäåðæàùèõ èíäóêòîð ÈÏÒÃ, ÷òî
ïîêàçûâàåò, ìîãóò ëè íåñóùèå ïëàçìèäó êëåòêè ïîñëå èíäóêöèè ïðîäóöèðîâàòü ÑÎÄ â
"îáû÷íûõ" êîëè÷åñòâàõ, îñóùåñòâë ëè òåñò Êîõà.

Îáùåå êîëè÷åñòâî ñóõîãî âåùåñòâà îïðåäåë åòñ  ñóõîé ìàññîé áàêòåðèé (ÑÌÁ).
Äë  êàæäîãî îáðàçöà ñòåêë ííûé ñòàêàí ñóøèëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 105°Ñ, îõëàæäàëè â

ýêñèêàòîðå è çàòåì âçâåøèâàëè íà àíàëèòè÷åñêèõ âåñàõ.
ÊÊÏ ìîæíî ðàññ÷èòûâàòü íà îñíîâå êîððåë öèè ðàçìåðîâ (êîëè÷åñòâà ïàð îñíîâàíèé)

ãåíîìíîé ÄÍÊ è ïëàçìèäíîé ÄÍÊ.
Äë  ïîëó÷åíè  ïëàçìèäíîé ÄÍÊ êëåòî÷íûé äåáðèñ, ïîëó÷åííûé èç ïðåïàðàòà îáðàçöà,

ðåñóñïåíäèðîâàëè â 150 ìêë ðàñòâîðà I (50 ìÌ ãëþêîçà, 10 ìÌ ÝÄÒÊ, 25 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ
8,0). Äîáàâë ëè 200 ìêë ÄÑÍ (0,5%-íûé ðàñòâîð ÄÑÍ (ôèðìà ICN Biochemicals), äîáàâë ëè
50 ìêë ëèçîöèìà (ôèðìà Sigma), ïðåïàðàòû ñìåøèâàëè è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí
ïðè 37°Ñ, ðàñòâîð ãîìîãåíèçèðîâàëè ïóòåì âðàùåíè . Îáðàçöû õðàíèëè íà ëüäó äî
ïðîâåäåíè  èçìåðåíèé ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôëóîðîìåòðà (òèïà Hitachi F-2000).
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Äë  îïðåäåëåíè  êîëè÷åñòâà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ïðîâîäèëè î÷èñòêó ÄÍÊ, ñîäåðæàùåéñ  â
êëåòî÷íîì äåáðèñå, ñ ïîìîùüþ íàáîðà òèïà GFX (ôèðìà MBI, Fermentas) ñîãëàñíî
èíñòðóêöè ì ïîñòàâùèêà ñî ñëåäóþùèìè ìîäèôèêàöè ìè: ïîñëå ñòàäèè ëèçèñà äîáàâë ëè
îïðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî (~2 ìêã) pUC19 â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà. Ïîñëå
ýëþèðîâàíè  ÄÍÊ â 50 ìêë âîäû îñóùåñòâë ëè ëèíåàðèçàöèþ ïëàçìèäû ñ ïîìîùüþ Hind III
â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37°Ñ. Äë  îñóùåñòâëåíè  êàïèëë ðíîãî ýëåêòðîôîðåçà îáðàçåö,
ñîäåðæàùèé ðàñùåïëåííóþ ðåñòðèêòàçîé ÄÍÊ, ïåðåíîñèëè â ñîñóä äë  îáðàçöà, èçáåãà 
ïî âëåíè  âîçäóøíûõ ïóçûðüêîâ. Îáðàçöû çàãðóæàëè â àâòîñýìïëåð. Êàëèáðîâêó
êàïèëë ðà ïðîâîäèëè, ïðîìûâà  áóôåðîì â òå÷åíèå 15-20 ìèí. Èçìåðåíèå àáñîðáöèè
ïðîâîäèëè ïðè 260 íì è 280 íì ñ ïîìîùüþ äèîäíîé ìàòðèöû. Ïîñëå àíàëèçà êàïèëë ð
ïðîìûâàëè áóôåðîì è õðàíèëè ïðè 4°Ñ. Êîëè÷åñòâî õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ðàññ÷èòûâàëè ïóòåì
âû÷èòàíè  êîëè÷åñòâà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ/ìã ÑÌÁ èç îáùåãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ/ìã ÑÌÁ.
Ïîñêîëüêó êîëè÷åñòâî äîáàâëåííîãî âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà èçâåñòíî, òî ÊÊÏ ìîæíî
ðàññ÷èòûâàòü ñîãëàñíî ìåòîäó, îïèñàííîìó ó Breuer è äð. (1998), ïî ñëåäóþùèì ôîðìóëàì:

Äë  îïðåäåëåíè  êîëè÷åñòâà ÑÎÄ îáëàäàþùèå ñïîñîáíîñòüþ ê ñâ çûâàíèþ àíòèòåëà
(ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ê ÑÎÄ, êëîí 30F11, êîòîðûé ïîëó÷àëè îò ôèðìû Novocastra
Laboratories Ltd., Âåëèêîáðèòàíè ) ðàçâîäèëè â ñîîòíîøåíèè 1:100 áóôåðîì äë 
ñåíñèáèëèçàöèè ïîâåðõíîñòåé (200 ìêã/ìë). 100 ìêë ðàçâåäåííîãî ðàñòâîðà àíòèòåëà
âíîñèëè â êàæäóþ ëóíêó òèòðàöèîííîãî ìèêðîïëàíøåòà, èíêóáèðîâàëè ïðè 4°Ñ â òå÷åíèå
íî÷è èëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå ïî ìåíüøåé ìåðå 2 ÷. Ïëàíøåò òðèæäû
ïðîìûâàëè áóôåðîì äë  îòìûâêè, ïîñëå ÷åãî áóôåð óäàë ëè ïóòåì îñòîðîæíîãî
âñòð õèâàíè  ïëàíøåòà. Îáðàçåö è ñòàíäàðò â ïëàíøåòàõ äë  ðàçâåäåíè  ðàçâîäèëè
ïîñëåäîâàòåëüíî â ñîîòíîøåíèè 1:2 ñ ïîìîùüþ àâòîìàòè÷åñêîãî óñòðîéñòâà äë 
ïèïåòèðîâàíè . Ïî 50 ìêë êàæäîãî èíäèâèäóàëüíîãî ðàçâåäåíè  âíîñèëè (ñ ïîìîùüþ
àâòîìàòè÷åñêîãî óñòðîéñòâà) â ñåíñèáèëèçèðîâàííûé àíòèòåëîì ïëàíøåò è èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Ïëàíøåò ïðîìûâàëè áóôåðîì äë  îòìûâêè. Êîíúþãèðîâàííîå àíòèòåëî ðàçâîäèëè â
ñîîòíîøåíèè 1:500 áóôåðîì äë  ðàçâåäåíè  (Porstmann è äð., 1988).

Â òàáëèöå 3 ïðåäñòàâëåíû ìóòàöèè â ñàéòå èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè (â òàáëèöå
ïåðå÷èñëåíû ïîëîæåíè , â êîòîðûõ ïðîèçâåäåíû çàìåíû, íîìåðà ñîîòâåòñòâóþò ïîëíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ColE1, õðàí ùåéñ  ïîä íîìåðîì GI="9507253" â Genbank):

Òàáëèöà 3:

692 G→C

694 Ò→À

695 À→Ò

696 C→G

697 Ñ→G

698 À→Ò

699 À→Ò

700 C→G

Ïðîöåññ ôåðìåíòàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïëàçìèäû pET11achSOD â øòàììå Å. coli
HMS174 (DE3) ïðîèëëþñòðèðîâàí íà ÷åðòåæå. Ïðåäñòàâëåíû äàííûå îá îáùåì è óäåëüíîì
ïðîèçâîäñòâå ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà (ÑÎÄ), à òàêæå î ñêîðîñòè ïðîèçâîäñòâà, qp.
Ïðèâåäåíû òàêæå âåëè÷èíû îáùåé ñóõîé ìàññû áàêòåðèé (ÑÌÁ) è êîëè÷åñòâà êîïèé
ïëàçìèäû (ÊÊÏ). Â îòëè÷èå îò ñòàíäàðòíûõ ïðîöåññîâ (íàïðèìåð, îïèñàííûõ ó Cserjan-
Puschmann, 1999) óñòàíîâëåíî, ÷òî ÊÊÏ îñòàåòñ  ïðàêòè÷åñêè ïîñòî ííûì äàæå ïîñëå
èíäóêöèè, îñóùåñòâë åìîé íà 45-ì ÷àñó ôåðìåíòàöèè.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì òåñòà Êîõà, è êîëè÷åñòâà
êîïèé ïëàçìèäû ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå 4
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Ïðèìåð 2
Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäó pET11a-SOD, îïèñàííóþ â ïðèìåðå 1.
Äë  ðàçìíîæåíè  ïëàçìèäû è ýêñïðåññèè ÑÎÄ èñïîëüçîâàëè øòàìì áàêòåðèè

Escherichia coli HMS174 (DE3), îïèñàííûé â ïðèìåðå 1. Âñå ìàíèïóë öèè ñ áàêòåðè ìè è
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ îñóùåñòâë ëè ñîãëàñíî ìåòîäó, îïèñàííîìó â ïðèìåðå 1.
Îëèãîíóêëåîòèäû è ôåðìåíòû ïîëó÷àëè èç òåõ æå èñòî÷íèêîâ, êîòîðûå îïèñàíû â ïðèìåðå
1.

Èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû pet11a-Sca-I-for (SEQ ID NO:5), pet11a-AlwN-I (SEQ ID NO:6),
pet11a-Xba-I-back (SEQ ID NO:7) è PHK-I-randomXba-I-back (SEQ ID NO:8).

Äë  îòáîðà íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ «êàíäèäàòîâ» èç ïóëà ðàçëè÷íûõ êëîíîâ
ïðèìåí ëè äâà ïîäõîäà:

1. Îòáîð êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ïëàçìèäû ñ íàèáîëüøèì êîëè÷åñòâîì êîïèè.
Êëåòêè ñ áîëüøèì ÊÊÏ äîëæíû îáëàäàòü ïîâûøåííîé óñòîé÷èâîñòüþ ê àìïèöèëëèíó.

Ïóë áàêòåðèé âûñåâàëè íà ÷àøêó Ïåòðè ñ LB-àãàðîì, ñîäåðæàùèì ëèáî 0,1, ëèáî 10 ìã/ìë
àìïèöèëëèíà. Îòáèðàëè 10 êîëîíèé èç ïëàíøåòà ñ LB-ñðåäîé, ñîäåðæàùåé 10 ìã/ìë
àìïèöèëëèíà, è ïðîâîäèëè àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Â ðåçóëüòàòå áûëî âû âëåíî 7
êëîíîâ (ñì. òàáëèöó 5), ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîòîðûõ îòëè÷àëèñü îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ïåòëè 2 PHKI è PHKII.

Òàáëèöà 5

PHKII PHKI

ColE1Mut1 ATCTACA TGTAGAT

ColE1Mut9 ATCTACA TGTAGAT

ColE1Mut2 TGGATAC GTATCCA

ColE1Mut3 TTCACCC GGGTGAA

ColE1Mut4 CTGTATC GATACAG

ColE1Mut5 AACATCC GGATGTT

ColE1Mut7 AACATCC GGATGTT

ColE1Mut8 AACATCC GGATGTT

ColE1Mut6 GCTAGCG CGCTAGC

ColE1Mut10 ACTGAAG CTTCAGT

Âòîðûì êðèòåðèåì îòáîðà áûëà ñòàáèëüíîñòü ïëàçìèä. Áàêòåðèè, ñîäåðæàùèå ïóë
ïëàçìèä, êóëüòèâèðîâàëè âî âñòð õèâàåìûõ êîëáàõ ïðè 37°Ñ äî äîñòèæåíè  îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè ÎÏ=2 ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäû, íå ñîäåðæàùåé àìïèöèëëèí.
Ïîñëå îñóùåñòâëåíè  òðåõ ïåðåñåâîâ (÷òî ñîîòâåòñòâóåò ïðèáëèçèòåëüíî 20 ïîêîëåíè ì)
áàêòåðèè, ïîëó÷åííûå ïîñëå ïîñëåäíåãî ïåðåñåâà, âíîñèëè â ïëàíøåò ñ LB-ñðåäîé,
ñîäåðæàùåé àìïèöèëëèí, äë  îòáîðà òåõ áàêòåðèé, êîòîðûå åùå ñîäåðæàëè ïëàçìèäó, ïðè
ýòîì îäèíî÷íûå êîëîíèè îòáèðàëè äë  àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Ðåçóëüòàò ýòîãî îòáîðà ïðåäñòàâëåí â òàáëèöå 6:
Òàáëèöà 6:

PHKI PHKII PHKI PHKII

ColE1Mut11 TTATGAG CTCATAA ColE1Mut41 CACCCAA TTGGGTG

ColE1Mut12 TTGCCAC GTGGCAA ColE1Mut42 GCGGAAA TTTCCGC

Ñòðàíèöà: 13

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 304 618 C2

ColE1Mut13 CTTACGA TCGTAAG ColE1Mut43 GTGTCAA TTGACAC

ColE1Mut14 CATGCAA TTGCATG ColE1Mut44 TCGCCNG CNGGCGA

ColE1Mut15 GTGACAA TTGTCAC ColE1Mut45 TCGCCNG CNGGCGA

ColE1Mut16 CCGACAA TTGTCGG ColE1Mut46 TTTCCCG CGGGAAA

ColE1Mut17 GGGGAAA TTTCCCC ColE1Mut47 TACCCCG CGGGGTA

ColE1Mut18 CTCGCCT AGGCGAG ColE1Mut48 TCGCTAG CTAGCGA

ColE1Mut19 AGGCCCT AGGGCCT ColE1Mut49 TCTTGCC GGCAAGA

ColE1Mut20 TTGGTAG CTACCAA ColE1Mut50 TTGGTAC GTACCAA

ColE1Mut21 ATAGCAG CTGCTAT ColE1Mut51 TCACCAC GTGGTGA

ColE1Mut22 TTGAGAT ATCTCAA ColE1Mut52 CCGCGAA TTCGCGG

ColE1Mut23 TTGGTAG CTACCAA ColE1Mut53 ACGCAAA TTTGCGT

ColE1Mut24 TTAGCGT ACGCTAA ColE1Mut54 CTGAACT AGTTCAG

ColE1Mut25 TTCTGCT AGCAGAA ColE1Mut55 CCCCCAT ATGGGGG

ColE1Mut26 TTGCCAT ATGGCAA ColE1Mut56 CCCCCAT ATGGGGG

ColE1Mut27 GATGGTT CTACCAA ColE1Mut57 TTTGCCG CGGCAAA

ColE1Mut28 TTTTCGC GCGAAAA ColE1Mut58 TTCGCCG CGGCGAA

ColE1Mut29 TACCCCC GGGGGTA ColE1Mut59 TTCGCCG CGGCGAA

ColE1Mut30 CATTCGA TCGAATG ColE1Mut60 GAGGTAG CTACCTC

ColE1Mut31 GTTCCGA TCGGAAC ColE1Mut61 TGTCCAG CTGGACA

ColE1Mut32 GTAGCCA TGGCTAC ColE1Mut62 CCTCTAA TTAGAGG

ColE1Mut33 ACTCTAA TTAGAGT ColE1Mut63 ACGCAAA TTTGCGT

ColE1Mut34 CTTGGAA TTCCAAG ColE1Mut64 TGGGTAG CTACCCA

ColE1Mut35 CCCCCAA TTGGGGG ColE1Mut65 TCTTCAC GTGAAGA

ColE1Mut36 TTGGTGT ACACCAA ColE1Mut66 TTAGCAC GTGCTAA

ColE1Mut37 TTGCAAT ATTGCAA ColE1Mut67 TTGGTAG CTACCAA

ColE1Mut38 TTGCGAG CTCGCAA

ColE1Mut39 TGGTCAG CTGACCA

ColE1Mut40 ATGTCAA TTGACAT

Ïðè îñóùåñòâëåíèè ýòîãî îòáîðà ïðèìåí ëè òîò æå ôåðìåíòåð è óñòðîéñòâà, êîòîðûå
áûëè îïèñàíû â ïðèìåðå 1. Èñïîëüçîâàëè òó æå ïèòàòåëüíóþ ñðåäó è ñêîðîñòü ðîñòà,
êîòîðûå óêàçàíû â ïðèìåðå 1.

ÊÊÏ îïðåäåë ëè è ðàññ÷èòûâàëè ñîãëàñíî ìåòîäó, îïèñàííîìó â ïðèìåðå 1
Õàðàêòåðèñòèêè êëîíîâ-«êàíäèäàòîâ» ñ òî÷êè çðåíè  âëè íè  íà èõ ÊÊÏÒ îöåíèâàëè â
îïûòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïåðèîäè÷åñêîãî ïðîöåññà êóëüòèâèðîâàíè  ñ ïîäïèòêîé.
Ðåçóëüòàòû äë  ïåðñïåêòèâíûõ «êàíäèäàòîâ» ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå 7; ÊÊÏ ðàçëè÷íûõ
êëîíîâ ïðåäñòàâëåíû äë  íåèíäóöèðîâàííîãî è èíäóöèðîâàííîãî ñîñòî íè .

Òàáëèöà 7:

Áåç èíäóêöèè Èíäóêöè  ÷åðåç 3 ÷ Èíäóêöè  ÷åðåç 5 ÷

ColE1WT 54 129 298

ColE1Mut9 750 2560 600

ColE1Mut22 136 243 380

ColE1Mut54 34 63 93

Êëîí ColE1Mut9 (è ColE1Mut1, êîòîðûé èìååò òó æå ñàìóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü)
îêàçàëñ  î÷åíü ïåðñïåêòèâíûì «êàíäèäàòîì» â îòíîøåíèè ïîëó÷åíè  ïëàçìèä. Êîëè÷åñòâî
êîïèé ïëàçìèäû, ðàâíîå 750, ïðèáëèçèòåëüíî â 14 ðàç ïðåâûøàåò ñîîòâåòñòâóþùóþ
âåëè÷èíó, õàðàêòåðíóþ äë  ïëàçìèäû ColE1 äèêîãî òèïà.

ÊÊÏ äë  êëîíà ColE1Mut22 òàêæå îêàçàëîñü ñóùåñòâåííî áîëåå âûñîêèì (â 2,5 ðàçà).
Áîëåå íèçêèå ÊÊÏ äë  ColE1Mut54 ìîãóò áûòü áëàãîïðè òíûìè ñ òî÷êè çðåíè 

ïðîèçâîäñòâà ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîòåèíà áëàãîäàð  ìåíüøåé ìåòàáîëè÷åñêîé íàãðóçêå.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð, ñîäåðæàùèé ñèñòåìó ðåïëèêàöèè ColE1, â êîòîðîì ãîìîëîãèþ

PHKI èëè PHKII ñàéòà èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè ColE1 ñî ñâîáîäíûìè òÐÍÊ ìîäèôèöèðóþò
ïîñðåäñòâîì îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ìóòàöèé â êîäèðóþùåé îáëàñòè ãåíà PHKI èëè îäíîé
èëè íåñêîëüêèõ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìóòàöèé â ãåíå PHKII, ãäå ìóòàöè (èè) ïðèâîäèò( ò) ê
çàìåíå îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ îñíîâàíèé â ïåòëå 1 è/èëè ïåòëå 2 è/èëè ïåòëå 3 PHKI èëè
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PHKII.
2. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ïî ï.1, ïðîèñõîä ùèé èç âåêòîðà, âûáðàííîãî èç ð äà,

âêëþ÷àþùåãî pMBI, pBR322, pUC 18/19, pTZ19R, pTZ19U, pBluescriptIIKS (+/-) è
pBluescriptIIKS (+/-).

3. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ïî ï.1, â êîòîðîì ìóòàöè  ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ñòåïåíè
ãîìîëîãèè èëè óñòðàíåíèþ ãîìîëîãèè PHKI/PHKII ñî ñâîáîäíûìè òÐÍÊ.

4. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ïî ï.3, ãäå ìóòàöè  ïðèñóòñòâóåò â ïåòëå 2 PHKI è PHKII.
5. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ïî ï.4, ãäå ïåòëþ 2 PHKI è PHKII ìîäèôèöèðóþò ïóòåì

ìóòàöèè ïðàêòè÷åñêè âñåé åå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.
6. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ïî ï.5, ãäå øåñòü èç ñåìè îñíîâàíèé ïåòëè 2 çàìåí þò èõ

ñîîòâåòñòâóþùèìè êîìïëåìåíòàðíûìè îñíîâàíè ìè.
7. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ïî ï.6, ãäå ïåòë  2 PHKI ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

TGTAGAT âìåñòî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äèêîãî òèïà è ãäå ïåòë  2 PHKII ñîäåðæèò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÀÒÑÒÀÑÀ âìåñòî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äèêîãî òèïà.

8. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ïî ï.6, ãäå ïåòë  2 PHKI ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
CTGAACT âìåñòî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äèêîãî òèïà. TTGGTAG è ãäå ïåòë  2 PHKII
ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü AGTTGAG âìåñòî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äèêîãî òèïà
ÑÒÀÑÑÀÀ.

9. Áàêòåðèàëüíà  êëåòêà-õîç èí, òðàíñôîðìèðîâàííà  âåêòîðîì ïî ëþáîìó èç ïï.1-8.
10. Êëåòêà-õîç èí ïî ï.9, ïðåäñòàâë þùà  ñîáîé êëåòêó Å. coli.
11. Êëåòêà-õîç èí ïî ï.10, ïðåäñòàâë þùà  ñîáîé êëåòêó øòàììà Å. coli HMS 174.
12. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ ïðîòåèíà, ïðåäóñìàòðèâàþùèé

òðàíñôîðìàöèþ âåêòîðîì ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, êîòîðûé ñîäåðæèò êîäèðóþùóþ ïðîòåèí
ÄÍÊ, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííóþ ñ êîíòðîëèðóþùèìè ýêñïðåññèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè,
áàêòåðèàëüíîé êëåòêè-õîç èíà, ñîâìåñòèìîé ñ ñèñòåìîé ðåïëèêàöèè ColE1, âûðàùèâàíèå
êëåòêè-õîç èíà â ïðèåìëåìûõ óñëîâè õ è âûäåëåíèå è î÷èñòêó ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ
ïðîòåèíà.
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