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ИССЛЕДОВАНИЕ:ТРАНСКРИПЦИИ В КЛЕТКАХ 
/:. coli ПОЛУЧЕННОЙ ПЛАЗМИДЫ p.lZA GH

Г. К. ШАХБЛЗЯН. К. ш. БАБЛЯН. // С. АМБАРЦУМЯН. Ж. И. АКОПЯН

Институт экспериментальной биологии АН АрмССР. Ереван. 
Бурастанская экспериментальная совхоз-лаборатория, .АрмССР

Получена рекомбинантная плазмида pJZA-GH. содержащая длинные кон
цевые повторы вируса саркомы Рауса и структурную часть гена гормона 
роста быка. Анализ РНК. выделенной из Е. coli, несущей плазмид} pJZA- 
GH. покачал наличие последовательности, гибриднзующсйся с геном гор- 
мо«а роста быка.

Սւ/44էյվԼւ Լ ոէ-կ/ւմքինանա յ՚դ pJZA-(jH. "րր պւսրոձակւէԼմ Լ 1Ււսոսւ[ւ սար-
կահս/ի վ[ւրոս>քւ վերջնային երկար կրկնսւ1)յէոՆՆհր հ ցոՀքի աևքէ Հորմոնի հենի 
ււարու կտօշրա յին մաս։ pi ZA-GH պյսէղմիրյ կրո՛յ Е. 1՚օ1ւ~իր) անջատված IHiP֊/i 
ւսեալիզր րո՚յց Լ տվեչ ցույի աճի Հորմոնի րյենք։ հետ ‘“իրրիդիհարյվոդ •‘.այորրրո- 
կ ան ութ յ անների աոկայւս Pjn։ նր ։

A recombinant plasmid pJ7.A—GH. containing long terminal repeat of 
Rous sarcoma virus and bovine growth hormone gene sequences is const
ructed. RNA molecules, Isolated from E. coli cells, bearing pJ7.A -Gil 
plasmid, contain sequences homologous to bovine growth hormone gene.
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Молекулярное клонирование—гм гормона роста быки—транскрипты.

В последние годы интенсивное развитие получила техника микроннъ- 
екций генетического материала в зиготы и ранние эмбрионы различных 
животных [6, И]. Для проведения подобных исследований предвари
тельно получают серии рекомбинантных плазмид, которые имеют раз
личные регулируемые и нерегулируемые промоторы, а также хорошо 
охарактеризованные структурные гены.

В качестве промоторов и энхансеров часто используются последо
вательности длинных концевых повторов ретровирусов. Этот подход 
особенно популярен еще и потому, что ретровирусы используются как 
лекторы для трансформации клеток эукариот |3]

Цель настоящей работы заключалась в получении рекомбинантных 
клопов, несущих длинные концевые повторы вируса саркомы Рауса 
(1.ТН ЙБУ) |1| и структурную часть гена гормона роста быка [14]. 
1.ТК помимо последовательностей промогора и энхансера [8. 13). 
несут в себе участки, гомологичные бактериальным промоторам |5, 10| 
Показано, что 1.Т1? 1?8\‘ направляет в Е. соН транскрипцию прилежа 
щнх к нему вирусных тонов (9) Кроме того, когда к ЬТИ РБУ был 
подшит бактериальный геи устойчивости к неомицину, то полученные 
рекомбинантные клоны экспрессировались как в прокзрнотичес..ол, 
так н в эукариотической системах [10]. Поэтому представлялось ин
тересным прежде чем проводить ммкроннъекции полученных нами ре
комбинантных клонов в зиготы мышей, проверить возможность трап՛, 
крипцин последовательностей гена гормона роста быка в Е. со!՝..

Материал и методика. Клетки Е. соН НВ 101 выращивали на ЬВ-згаре или жилкой 
Ь-среде. Использовали плазмиду рЗХА 10 [I] н плазмиду рМЛ 5, любезно прелоетав 
ленную Л. Гениигом (ИНГ АН СССР). рестрикционные эндонуклеазы и лигаза—НПО 
«Фермент». Вильнюс.

Плазмиды выделяли .методом щелочной экстракции [4]. Размер и ориентацию 
вставок ДНК в рекомбинантных плэвмкдах определяли электрофорезом а 1%-н.։м 
агарозном пластинчатом геле =։ буфере (мМ) 40—СНХООХл. 40 -Трис СН3СООН. 
I—ЭДТЛ (pH 7.7) Полученные фрагменты анализировали после окраски бромидом 
этидия. Фрагменты ДНК нужного размера элюировали ш гели методом эликтроэл՛*» 
шт [2].

Расщепление ДНК соответствующими рсстрнкталамн проводили и буфере, содер
жащем (мМ): 7 ТрнсЛС! (pH 7.5). 7 I ДТТ п 50 \'аС1. при 37 и гече-
иио I часа, После инкубации препарат прогревали п течение 10 .мни при 65’ для ни 
актинацни фермента К расщепленной ДНК добавляли ДНК векторной плз ։мнаы. 
Предварительно линеаризованной и обработанной щелочной «|мн՝фатп шй Лигиропанк-.- 
веди в буфере, содержащем 'Ю ыМ Трис-НС (pH 75). 100 нМ \лС1. 7 мМ ЧдС 1.„ 
10 мМ ДТТ. 0.1 мМ ЭДТ\. 7 мкм МР На I мкг ДНК добавляли 2 единицы актин- 
«осей лигазы. Инкубировали 12—16 •« при 12.5’

Трансформацию клеток /’ сой НВ 101 проводили по методу, описанн. -му |м;; 
[I] Эффективность трансформация определяли по количеству колоний. ныро-лиих нл 
читках с 1 В-агаром, содержащим 40 мк< мл ампятмпна Трансформанты :< стн >«»па 
ли лмдлнюм ДНК рекомбинантных ил .п мял по их подолжиостн П |ЛСКТрО<рОр> I. II |1Д: 
щенлеиию рпхтнчнымн рсстрнитл и։ми

Выделение РНК из клеток Е. сой преподили жстракнией горячим фенилом |2], 
электрофоре.! и блоттинг РНК по методу Томас; гибридизацию фильтров - с МР м<- 
ченпимн пробами рВК 322 и фрагментом ДНК. специфичным для гема гормон.։ рост 
быка, гибрнлитаиню—п 50%-иом формамиде при 43° п течение 48 ч. отмывку—и 0.1 
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$8С.. ('.! $Г).$ при ‘2Г- После озмывки фильтр экспонировали ; рспггенояскон плен 
кон РМ-1.

В отдельных случаях препараты РНК предварительно обрабатыв.ли ДНКазой I 
РНКазой.

Результаты и обсуждение. Плазмида pJZA '.0, как видно из рис. !
представляет собой pBR 322 со встроенным по сайтам F.co Rl-BamHl
участком провнрусной ДНК RSV, содержащим интактный LTR, нс 
транслируемый участок перед геном gag(ren внутренних белков вврно 
на) и фрагмент, кодирующий первые несколько аминокислот гена ра
[I]. Эта плазмида использовалась в работе в качестве вектора дл
подстройки к последовательностям ЬТИ ИЗУ 
гормона роста быка. Структурную часть гена

структурной части гена
гормона роста быка вы

Рис. I Схематическое изображение плазмид. использованных в работе: 
М структур:՝ плазмид 10 в рМЛ 5; Ь) структура полученной реком

бинантной плазмиды pJZ-GH.

делили из рекомбинантной плазмиды рМЛ 5, которая представляет со
бой рекомбинантную плазмиду, несущую в составе вектора pl'C 19 по
Есо R! сан|у участок генома быка, содержащий ген гормона роста
Структурная часть гена гормона роста может быть выделена из госта
ва плазмиды рестрикцией по Bam III, при этом вырезается фрагмент
ДНК Длиной 2.15 т. и. и., Содержащий структурную часть гена 
на роста быка и З'-область генома, прилегающего к этому гену. При 
чем обработка Barn HI удаляет последовательности собственного про 
мотора гена гормона роста [И].
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Для получения рекомбинантной плазмиды, которая содержи! в се
бе участок LTR RSV и структурную часть гена гормона роста быка 
(рис. I Б), были проведены следующие процедуры. ДНК pJZA 10 об
рабатывали рестриктазой Bam Hi. С целью дефосфорилирования 
концов молекулы после линеаризации ДНК обрабатывали щелочной 
фосфатазой (подобная обработка снижает вероятное :ь с и. моли ги ров а - 
ния молекулы). ДНК рМА 5 рестрицировали одновременно Bam ГП и 
Hind III. в результате чего в векторную молекулу встраивается тс/.ько 
фрагмент, несущий структурную часть гена гормона роста, содержа
щий Bam HI концы. 11осле ли: кропания смеси, содержащей рестриц;.- 
рованные ДНК. pJZA 10 и рМА 5, проводили трансформацию клеток 
Е. coli НВ 101.

Из полученных трансформантов выделяли плазмидную ДПК я аиа 
лизировали ее подвижность при помощи электрофореза. Дальнейше
му анализу подвергали те плазмиды, размер которых соответствовал 
7т. п. н. Такие плазмиды рестрицировали EcoRi. В случае получения 
нужного рекомбинанта при рестрикции EcoRi должны образовывать 
ся фрагменты 0.35. 3.0, 4.0 г. и и. На рис. 2 приведено электрофоре 
тическое разделение фрагментов ДНК плазми i pZJА 10, рМА 5 и .\l-8 5 
полученных в результате рестрикции Есо RI и Ваш HI. Видно, v.o 
клон № <84, обозначенным нами как pJZA GII, представляет собой ис
комый рекомбинант, несущий последовательности LTR RSV и струк
турную часть гена гормона роста быка. Рестрикционный анализ по
казывает также ориентацию гена гормона роста быка в плазмиде 
pJZA-GH: начало считывания ена гормона роста прилегает к про мо
торной части LTR RSV.

Ранее было показано, что в составе LTR RSV имеются последова
тельности, гомологичные промотору бактериальной природы, которые 
■ейособНы направлять транскрипцию прилегающего к ним генетическо
го материала в Е. coli [5, 10]. Полученные авторами рекомбинант
ные клоны активно экспрессировались также и в .эукариотических 
клетках. Поэтому нами был проведен предварительный анализ транс
крипционной активности клона p.IZA-GH в клетках Е. coli с целью по
следующего введения методом микроннъекцин в зиготы мышей.

Па рис. 3 приведены результаты блоттинг-гибри.тизации PIIK. выде
ленной из клеток Е. со И, несущих плазмиды pJZA 10. рМА 5 i: p.lZA Gii 
с Pst 1 фрагменгсм ДНК рМА 5 длиной 1 :.и. и., содержащим только пи 
Следовательносги гена гормона роста быка. Так как при элюции Psi t 
фрагмента ДНК из геля неизбежно наличие примесей ДНК,несущих 
плазмидные последовательности, то для дифференциации трат-Крин 
гов, синтезируемых с последовательностей гена гормона pocia, о- с 
тальных транскриптов в параллельном эксперименте проводиди гиб
ридизацию тех же препаратов РНК с 32Р меченной ДНК pBR 322 
(рис. 313).

Анализ синтезируемых транскриптов не выявил в клетках £. coli, 
несущих pJZA 10. последовательностей, гибридизирующихся только с 
Pst I фрагментом гена гормона роста. Все выявляемые полосы гибри 
днзации совпадали с полосами гибридизации с pBR 322. Анализ трап- 
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криптон, синтезированных и клетках Е. call, несущих ; МА 5, показал 
наличие гетерогенной копуляции РНК, некоторые нз которых гнбриди- 
зуются только с Pst 1 фрагментом гена гормона роста. Транскрипты, 
выявляемые в нижней зоне геля, гнбрндизуются только с pBR 322. Тран
скрипция последовательностей гена гормона роста в клетках Е. coli, 
несущих рМА 5, связана с наличием в векторной плазмиде р1С 19 по
следовательностей мощного промотора гена lac. Видимо, мы наблюда
ли. появление сквозных транскриптов, инициированных с промотора ге
на lac и доходящих до конца структурной части гена lac, встроенного 
в pUC вектор. При этом образуется транскрипт длиной 5.7 т. п. н. 
Транскрипты длиной -1 и 2.9 т. л. ։։., вероятно, образуются в результате 
неснецнфической инициации или терминации транскрипции в участках, 
прилегающих к структурной части гена гормона роста. В целом уро
вень транскрипции в клетках Е. coli, несущих рМА 5. значительно вы
ше, чем в других исследованных клонах. Это обусловлено значитель
но большей копийностыо рекомбинантных плазмид, полученных на ос
нове векторов серии рСС, по сравнению с pBR 322.

При гибридизации РНК из клеток Е. coli, несущих рекомбинантную 
плазмиду p.lZA-GH, с Pst I фрагментом гена гормона роста, помимо 
pBR специфичных последовательностей выявляются два дополнитель
ных транскрипта глиной 2.9 и 1.9 т. п. и. Транскрипт длиной 2.9 т. п. н. 
соответствует ио длине РНК, которая может синтезироваться при ини
циации транскрипции с зоной бактериального промотора, локализован
ной в Г?, области LTR RSV. При гибридизации всех трех препаратов 
I-Н К с pBR 322 выявляется гетерогенная, но в целом сходная во всех 
.репарагах популяция РНК размером от 1.6 до 0.5 т. и. н. Полоса 1.6 

т. и. и., выявляемая во всех препаратах, соответствует ио размеру транс
крипту гена Аг»р,։. Более высокомолекулярные транскрипты 3.3 и 2.4

и. н., i нбридизуюшиеся с pBR 322 в клетках Е. coli, несущих pJZA 
Ю, по всей вероятности, образуются в результате инициации транскрип
ция с бактериального промотора, локализованного в Ua области LTR 
RSV [101.

1'с иск.печено, ыо в препаратах РНК из Е. cell могуч содержаться 
। pi меси ДНК. Для проверки этого предположения в параллельных 
.ксиерпм.еи,ах гибридизационному анализу в ֊свергали также препара
ты ГНК, предварительно обработанные РНКазой и ДНКазой. Обра
ботка РНКазой колносп.ю снимала возможность гибридизации с -Р 
меченным Psi I фрагментом гормона роста и pBR 322. Обработка ДНК
азой, несмотря на некоторую деградацию препаратов, связанную с и i- 
личием в препаратах ДНКазы примесей РНКазы, практически не изме
няла кар՜, них гибридизации.

Таким образам, при анализе РНК, выделенной из клеток Е. coii, 
несущих плазмиду pJZA-GIl, выявляется дискретный транскрипт дли
ной 2.9 :. и. и., инициируемый с премоторных последовательностей 
I.TR RSV и содержащий последовательности структурного гена гормо
на роста быка.

На основании приведенных данных можно предположить, что полу- 
ченщ.-j рекомбинантная плазмида pJZA-GH будет способна нормально.
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Рис. 2 Электрофоретическое pa vuupjhic фр.п мент<ш ДНК плазмид 
1 |’.>/Л-()Н. շ :dZ.\ I" ■ JM \ • ... |ասյ в . -|.11Uilllll

я—Есо RI и б- Bain HI.



/ г з

Рис. .3, H.'ini:нкг гнбридилаиня РНК выделенной в՛ клеток /:՛ сс.И, лесу 
иш.х плазмиды I pJZAGH. 2 рМЛ о. ■ pJZA 10: Ai с Рч| 1 фрагментом

ДНК р.ЧАГ» длиной I н н.: 1>) с меченной ДНК pBR322.



транскрибироваться в клетках мышей после микроиньекний се в их зи- 
го'ы. Это предположение подтверждается также и данными о том, 
что ген гормона роста при подшивке к нему ! 1К в состоянии экс
прессироваться в культуре клеток после трансфекции [7, 12].
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ВЕЛИЧИНА ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНОГО 
ПОТЕНЦИАЛА БАКТЕРИАЛЬНОЙ СУСПЕНЗИИ

И РЕДОКС-СОСТОЯНИЕ МЕМБРАН КЛЕТОК

К. А. БАГРАМЯН. Э. А. КАРАГУЛЯН, А. А. ТРЧУНЯН, Г. Г. САРКИСЯН1

Ереванский государственный университет, кафедра биофизики

Предполагается, что образование отрицательных значений ОВП в процессе 
роста бактериальной суспензии определяет готовность клеток к жизнедея
тельности. Показано, что изменения ОВП этой суспензии обусловлены 
процессами, происходящими непосредственно на поверхности бактериаль
ной мембраны, тогда как в окружающей среде эти изменения не наблюда
ются.

Ենթադրվում է, որ րակտերքււպ սոէսաննդթայքւ աճման րնթարրոսէ ՕՎՊ-թ րարա֊ 
սական արժե քներք, աոաջարում ր որոշվում Լ րշջայքւն մեմրրանքւ ոեդօրս֊վքւճակով, 
ՈՕ1։ վերականգնված վվճակր, Հնարավոր Լ, որոշում Լ պաարասսււ» -

Сокращения: OBI1. Eh—окисли л.но во?с:аш ншельный потенциал.
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