
ÓÄÊ 578.2

ÍÎÂÛÉ ÔÈÒÎÂÈÐÓÑÍÛÉ ÂÅÊÒÎÐ
ÄËß ÑÓÏÅÐÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÖÅËÅÂÛÕ ÁÅËÊÎÂ Â ÐÀÑÒÅÍÈÈ

Å.Â. Ïóòëÿåâ, À.À. Ñìèðíîâ, Å.À. Ëàçàðåâà, Ã.Â. Êëèíê,
Î.Â. Êàðïîâà, È.Ã. Àòàáåêîâ

(êàôåäðà âèðóñîëîãèè; e-mail: putlegor@mail.ru)

Ðàíåå íàìè áûë ïîëó÷åí íîâûé âèðóñíûé âåêòîð íà îñíîâå ãåíîìà âèðóñà ìîçàèêè àëü-

òåðíàíòåðû øòàììà MU, ãåí öåëåâîãî áåëêà â ñîñòàâå êîòîðîãî íàõîäèëñÿ ïîä êîíòðîëåì äâóõ

ñóáãåíîìíûõ ïðîìîòîðîâ. Âèðóñíûé âåêòîð îáåñïå÷èâàë ñóïåðýêñïðåññèþ áåëêà îáîëî÷êè è

ðÿäà öåëåâûõ áåëêîâ ìåäèöèíñêîãî íàçíà÷åíèÿ â ëèñòüÿõ Nicotiana benthamiana. Â íàñòîÿùåé

ðàáîòå ñ öåëüþ óâåëè÷åíèÿ ïðîäóêöèè öåëåâîãî áåëêà âèðóñíûé âåêòîð áûë ìîäèôèöèðîâàí

è ãåí áåëêà îáîëî÷êè ïîñòàâëåí ïîä êîíòðîëü òðåõ ñóáãåíîìíûõ ïðîìîòîðîâ. Ïîëó÷åííûé

âèðóñíûé âåêòîð (AltMV triple1) òàêæå îáåñïå÷èâàë ñóïåðýêñïðåññèþ öåëåâîãî áåëêà â àãðî-

èíúåöèðîâàííûõ ëèñòüÿõ. Ñîäåðæàíèå öåëåâîãî áåëêà ñîñòàâëÿëî áîëåå 50% îò âñåãî ðàñòâîðè-

ìîãî áåëêà êëåòêè. Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ýôôåêòèâíîñòè ýêñïðåññèè öåëåâîãî áåëêà â ëèñòüÿõ

Nicotiana benthamiana, òðàíñôîðìèðîâàííûõ âèðóñíûìè âåêòîðàìè, ñîäåðæàùèìè äâà è òðè

ñóáãåíîìíûõ ïðîìîòîðà ïîòåêñâèðóñîâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: âèðóñû ðàñòåíèé, ðàñòèòåëüíûé âèðóñíûé âåêòîð, ñóáãåíîìíûé ïðîìîòîð.

Ñîâðåìåííàÿ ìåäèöèíà âñå øèðå èñïîëüçóåò ôàð-
ìàêîëîãè÷åñêèå ïðåïàðàòû íà îñíîâå ðåêîìáèíàíò-
íûõ áåëêîâ [1]. Òàê, îñíîâíûì êîìïîíåíòîì ðàç-
ëè÷íûõ âàêöèí ÿâëÿþòñÿ èììóíîãåííûå áåëêè ïà-
òîãåíîâ ÷åëîâåêà. Êðîìå òîãî, äëÿ ëå÷åíèÿ ìíîãèõ
çàáîëåâàíèé èñïîëüçóþòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêè àêòèâ-
íûå áåëêè — öèòîêèíû, ãîðìîíû, ôåðìåíòû è ò.ä. [1].
Òàêèì îáðàçîì, ñîâðåìåííàÿ áèîòåõíîëîãè÷åñêàÿ ïðî-
ìûøëåííîñòü íóæäàåòñÿ â ýôôåêòèâíîì è íèçêîì
ïî ñåáåñòîèìîñòè ìåòîäå ïðîèçâîäñòâà ðàçëè÷íûõ
ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ.

Ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ïîäõîäàìè íàêîïëå-
íèå öåëåâûõ ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ â ðàñòåíèÿõ
èìååò ðÿä ñóùåñòâåííûõ ïðåèìóùåñòâ [2]: ðàñòåíèÿ
íå òðåáóþò ñëîæíîãî îáîðóäîâàíèÿ äëÿ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ è ïîääåðæàíèÿ ñòåðèëüíîñòè, ÷òî çíà÷è-
òåëüíî ñíèæàåò çàòðàòû íà ïðîèçâîäñòâî; ðàñòåíèÿ
íå èìåþò îáùèõ ñ ÷åëîâåêîì ïàòîãåíîâ, ÷òî îáåñïå-
÷èâàåò âûñîêóþ áèîáåçîïàñíîñòü êîíå÷íîãî ïðîäóê-
òà è ïðîèçâîäñòâåííîãî ïðîöåññà; ðàñòåíèÿ ìîãóò
îáåñïå÷èòü âûñîêèé óðîâåíü íàêîïëåíèÿ öåëåâî-
ãî áåëêà.

Äëÿ ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ öåëåâûõ áåëêîâ â ðàñ-
òåíèè ÷àùå âñåãî èñïîëüçóþò âèðóñíûå âåêòîðû íà
îñíîâå ãåíîìîâ âèðóñîâ ðàñòåíèé. Òàêèì îáðàçîì,
ñîçäàíèå íîâûõ ýôôåêòèâíûõ ðàñòèòåëüíûõ âèðóñ-
íûõ âåêòîðîâ ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé ñîâðå-
ìåííîé áèîòåõíîëîãèè [3].

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî ñîçäàíèå íîâîãî âè-
ðóñíîãî âåêòîðà íà îñíîâå ãåíîìà âèðóñà ìîçàèêè
àëüòåðíàíòåðû äëÿ ñóïåðýêñïðåññèè öåëåâûõ áåëêîâ
â ðàñòåíèè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â äàííîé ðàáîòå èñïîëüçîâàëèñü øòàììû Esche-
richia coli XL-1 Blue (Stratagene, USA) è Agrobacterium
tumefaciens GV3101 èç êîëëåêöèè êàôåäðû âèðóñîëî-
ãèè áèîëîãè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà ÌÃÓ èìåíè Ì.Â. Ëî-
ìîíîñîâà. ÄÍÊ-îëèãîíóêëåîòèäû áûëè ñèíòåçèðî-
âàíû ôèðìîé “Ñèíòîë” (Ðîññèÿ). Êëîíèðîâàíèå ðå-
êîìáèíàíòíîé ÄÍÊ â êëåòêàõ Escherichia coli XL-1
Blue ïðîâîäèëîñü ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ [4].
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëèñü ýíäîíóêëåàçû ðåñòðèêöèè
ôèðìû “Ñèáýíçèì” (Ðîññèÿ), ÄÍÊ ëèãàçà ôàãà T4
ôèðìû “Ôåðìåíòàñ” (Ëèòâà) è íàáîðû ðåàêòèâîâ En-
cyclo PCR kit è Mint universal cDNA synthesis kit ôèð-
ìû “Åâðîãåí” (Ðîññèÿ).

Ïîëó÷åíèå âèðóñíûõ âåêòîðîâ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êîí-
ñòðóêöèè p(AltMV-triple1) áûëè ïðîâåäåíû äâå ÏÖÐ
íà ìàòðèöå p(AltMV-double) ñ ïàðàìè ïðàéìåðîâ Al2019
(caccagagaccatcagggctct)/Al2022(agaatctgcagaatttgcgga-
gag) è Al2012(gagagagagcttcaggatgattgagcag)/Al2023(gag-
ccctgatggtctctggtggatgacttttaactaagataagactagg). Ïîëó÷åí-
íûå ïðîäóêòû (PCR1 è PCR2 ñîîòâåòñòâåííî) áûëè
ñëèòû â õîäå ÏÖÐ ñ ÷àñòè÷íûì ïåðåêðûâàíèåì ìàò-
ðèö ñ ïðàéìåðàìè Al2012/Al2022. Ïîëó÷åííûé ïðî-
äóêò áûë êëîíèðîâàí â p(AltMV-double) ïî ñàéòàì
óçíàâàíèÿ ýíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèêöèè ApaI è SpeI.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êîíñòðóêöèè p(AltMV-triple2) áûëà
ïðîâåäåíà ÏÖÐ íà ìàòðèöå p(AltMV-double) ñ ïàðîé
ïðàéìåðîâ Al2012/Al2025 (gtatcaatggaaacttaaccgttcaga-
ggttaataaagtgattcgtctttggg). Ïîëó÷åííûé ïðîäóêò (PCR3)
èñïîëüçîâàëñÿ â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ ÏÖÐ ñ ïàðîé
ïðàéìåðîâ Al2012/Al2026 (tgctagctggtgct gacgtctttcgag-
tatcaatggaaacttaaccgttca). Ïðîäóêò ðåàêöèè (PCR4) èñ-
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ïîëüçîâàëñÿ â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ ÏÖÐ ñ ïàðîé
ïðàéìåðîâ Al2012/Al2027 (gagccctgatggtctctggtgtgctag-
ctggtgctgacgtctttcg). Ïîëó÷åííûé ïðîäóêò (PCR5) áûë
ñëèò ñ PCR1 ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ ñ ÷àñòè÷íûì ïåðåêðû-
âàíèåì ìàòðèö ñ ïàðîé ïðàéìåðîâ Al2012/Al2022.
Èòîãîâûé ïðîäóêò áûë êëîíèðîâàí â p(AltMV-double)
ïî ñàéòàì óçíàâàíèÿ ýíäîíóêëåàç ðåñòðèêöèè ApaI è
SpeI. Ñòðóêòóðà ïîëó÷åííûõ ïëàçìèä áûëà ïðîâåðåíà
ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà è ñåêâåíèðî-
âàíèÿ (Åâðîãåí).

Àãðîèíúåêöèÿ ëèñòüåâ Nicotiana benthamiana. Àã-
ðîèíúåêöèþ âèðóñíûõ âåêòîðîâ â ëèñòüÿ Nicotiana
benthamiana ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî â ðàáîòå [5].

Àíàëèç íàêîïëåíèÿ áåëêà îáîëî÷êè (ÁÎ) AltMV-MU
â ëèñòüÿõ Nicotiana benthamiana. Íà 12-é äåíü ïîñëå
èíôèëüòðàöèè (ä.ï.è.) ëèñòîâîé ìàòåðèàë ãîìîãåíè-
çèðîâàëè â òðåõ îáúåìàõ 10 ìÌ Òðèñ-HCl áóôåðà
ñ pH 8,0. Ïîëó÷åííûé îáðàçåö öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè 16 000 g 15 ìèí ïðè 40°C. Ê ñóïåðíàòàíòó (S16
ôðàêöèÿ) äîáàâëÿëè ðàâíûé îáúåì áóôåðà íàíåñå-
íèÿ (200 ìÌ Òðèñ-HCl c pH 6,8; 8% äîäåöèëñóëüôà-
òà íàòðèÿ; 40% ãëèöåðèíà; 20% �-ìåðêàïòîýòàíîëà;
1% áðîìôåíîëîâîãî ñèíåãî). Ïîëó÷åííûé îáðàçåö
ïðîãðåâàëè ïðè 95°Ñ 15 ìèí è àíàëèçèðîâàëè ìå-
òîäîì ýëåêòðîôîðåçà â ãðàäèåíòíîì (8—20%) ïîëè-
àêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà
íàòðèÿ (ÄÑÍ-ÏÀÀÃ). Îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ Êó-
ìàññè G-250.

Ïîëó÷åíèå âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö. Íà 12 ä.ï.è.
òðàíñôîðìèðîâàííûå âèðóñíûì âåêòîðîì ëèñòüÿ ãî-
ìîãåíèçèðîâàëè â òðåõ îáúåìàõ 10 ìÌ Òðèñ-HCl áó-
ôåðà ñ ðÍ 8,0. Ïîëó÷åííûé îáðàçåö öåíòðèôóãèðî-
âàëè ïðè 16 000 g 15 ìèí ïðè +4°C. Ê ñóïåðíàòàíòó
äîáàâëÿëè 20 ìÌ öèòðàòíûé áóôåð ñ ðÍ 4,0, äîâî-
äÿ äî êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ, ïîñëå ÷åãî âûäåðæèâàëè
40 ìèí ïðè 0°Ñ, äàëåå åùå 40 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Çàòåì äîáàâëÿëè ðàñòâîð I (20 ìÌ öèò-
ðàòíûé áóôåð ñ ðÍ 4,0; 20%-é ïîëèýòèëåíãëè-
êîëü 6000 (ÏÝÃ); 5%-é NaCl), äîâîäÿ äî 8% ÏÝÃ è
2% NaCl. Äàëåå îáðàçåö âûäåðæèâàëè 15 ÷ ïðè +5°Ñ,
ïîñëå ÷åãî öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 16 000 g 15 ìèí
ïðè +5°C. Ïîëó÷åííûé îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â
20 ìÌ öèòðàòíîì áóôåðå ñ ðÍ 4,0. Äàëåå öåíòðèôó-
ãèðîâàëè ïðè 16 000 g 15 ìèí ïðè +5°C. Ïîëó÷åííûé
ñóïåðíàòàíò àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ïðîñâå÷èâàþùåé
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.

Ïðîñâå÷èâàþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Èñ-
ñëåäîâàíèå ïðåïàðàòîâ âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö ìå-
òîäîì ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè
ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî â ðàáîòå [6].

5´-RACE ÎÒ-ÏÖÐ. Îáðàçîâàíèå ñóáãåíîìíûõ ÐÍÊ
ïðè ýêñïðåññèè âèðóñíîãî âåêòîðà â òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ ëèñòüÿõ èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
5’-RACE ÎÒ-ÏÖÐ. ÐÍÊ èç òðàíñôîðìèðîâàííûõ
âèðóñíûì âåêòîðîì ëèñòüåâ (3 ä.ï.è.) âûäåëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ðåàêòèâà “TRI REAGENT” (Molecular research
center) ïî ìåòîäèêå ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
êÄÍÊ êîïèé ñóáãåíîìíûõ ÐÍÊ âèðóñíûõ âåêòîðîâ

âûäåëåííóþ ÐÍÊ èññëåäîâàëè ìåòîäîì 5’-RACE ÎÒ-
ÏÖÐ ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðåàêòèâîâ Mint universal
cDNA synthesis kit (Åâðîãåí) ïî ìåòîäèêå ïðîèçâîäè-
òåëÿ ñ íåáîëüøèìè èçìåíåíèÿìè. Òàê, äëÿ ñèíòåçà
ïåðâîé öåïè êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ïðàéìåð AltMVC-
Prev (tgtgtcgactcagtgatggtgatggtgatgctccggtggtgggaggtattga),
êîìïëåìåíòàðíûé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 3’-êîíöåâîé
÷àñòè ãåíà ÁÎ AltMV-MU. Äëÿ àìïëèôèêàöèè äâóõ-
öåïî÷å÷íîé êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû AltMV
CPrev è “ÏÖÐ ïðàéìåð Ì1” (Åâðîãåí). Äàëåå ïðî-
äóêòû 5’-RACE ÎÒ-ÏÖÐ èññëåäîâàëè ìåòîäîì ýëåêò-
ðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå è îïðåäåëÿëè èõ ïåðâè÷-
íóþ ñòðóêòóðó.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Âèðóñ ìîçàèêè àëüòåðíàíòåðû (AltMV, ÂÌÀëüò)
îòíîñèòñÿ ê ðîäó Potexvirus [7]. Ãåíîì âèðóñà ñî-
ñòîèò èç îäíîé ìîëåêóëû ÐÍÊ ïîëîæèòåëüíîé ïî-
ëÿðíîñòè (6606 íò äëèíîé), íåñóùåé ãåíû 5 áåëêîâ —
ÐÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, òðàíñïîðòíûõ áåë-
êîâ 1, 2, 3 è áåëêà îáîëî÷êè [8]. Â íàøåé ëàáîðà-
òîðèè áûë îïèñàí íîâûé øòàìì âèðóñà ìîçàèêè
àëüòåðíàíòåðû AltMV-MU (GeneBank FJ822136.1) [8]
(ðèñ. 1, À). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âûäåëåííûé èç ïðå-
ïàðàòà AltMV-MU ÁÎ ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü ÂÏ×
in vitro â îòñóòñòâèå âèðóñíîé ÐÍÊ [6].

Ðàíåå íàìè áûë ïîëó÷åí âèðóñíûé âåêòîð (AltMV-
double) íà îñíîâå êÄÍÊ-êîïèè ãåíîìíîé ÐÍÊ AltMV-
MU, ëèøåííîé òðîéíîãî áëîêà ãåíîâ. Ãåí áåëêà îáî-
ëî÷êè â ñîñòàâå AltMV-double íàõîäèëñÿ ïîä êîíòðî-
ëåì äâóõ ñóáãåíîìíûõ ïðîìîòîðîâ (ñãï1 è 3) âèðóñà
ìîçàèêè àëüòåðíàíòåðû. Ýòî ïåðâûé ñëó÷àé èñïîëü-
çîâàíèÿ äâóõ ñóáãåíîìíûõ ïðîìîòîðîâ äëÿ êîíòðî-
ëÿ îäíîãî ãåíà â ðàñòèòåëüíûõ âèðóñíûõ âåêòîðàõ.
AltMV-double îáåñïå÷èâàë ýôôåêòèâíóþ ýêñïðåññèþ
ÁÎ AltMV-MU è ðàçëè÷íûõ áåëêîâ ìåäèöèíñêîãî
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ãåíîìà AltMV-MU è ñîçäàííûõ íà åãî îñíîâå
âèðóñíûõ âåêòîðîâ: A — ãåíîì AltMV-MU; Á — AltMV-triple1;

Â — AltMV-triple2.
ÒÁ 1, 2, 3 — ãåíû òðåõ òðàíñïîðòíûõ áåëêîâ; ÁÎ — ãåí áåëêà
îáîëî÷êè; ñãï1,2 — âåðîÿòíîå ìåñòîïîëîæåíèå ñóáãåíîìíûõ ïðî-
ìîòîðîâ 1 è 2 ñîîòâåòñòâåííî; ñãï3,Õ — ñóáãåíîìíûå ïðîìîòî-
ðû 3 AltMV [14] è ÕÂÊ [11] ñîîòâåòñòâåííî; — 35S ïðîìîòîð
âèðóñà ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû; � — òåðìèíàòîð ãåíà íîïà-

ëèíñèíòàçû; (A)n — ïîëè(À) ïîñëåäîâàòåëüíîñòü



íàçíà÷åíèÿ â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèñòüÿõ Nicotia-
na benthamiana.

Â äàííîé ðàáîòå ñ öåëüþ äàëüíåéøåãî óâåëè÷å-
íèÿ óðîâíÿ ïðîäóêöèè öåëåâûõ áåëêîâ â ðàñòåíèÿõ
AltMV-double áûë ìîäèôèöèðîâàí. Ïîëó÷åí íîâûé
âèðóñíûé âåêòîð (AltMV-triple1) íà îñíîâå êÄÍÊ-
êîïèè ãåíîìíîé ÐÍÊ AltMV-MU, ëèøåííîé òðîé-
íîãî áëîêà ãåíîâ (ðèñ. 1, Á). Äëÿ óâåëè÷åíèÿ óðîâíÿ
ýêñïðåññèè ãåí áåëêà îáîëî÷êè â ñîñòàâå AltMV-
triple 1 íàõîäèëñÿ ïîä êîíòðîëåì òðåõ ñóáãåíîìíûõ
ïðîìîòîðîâ (ñãï1 è äâóõ ñãï3). Àíàëîãè÷íî AltMV-
double äàííàÿ êîíñòðóêöèÿ áûëà êëîíèðîâàíà â áè-
íàðíûé âåêòîð pCambia1300(CAMBIA) ïîä êîíòðîëü
35S ïðîìîòîðà âèðóñà ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû è
òåðìèíàòîðà ãåíà íîïàëèí-ñèíòàçû (nos-òåðìèíàòîð).
AltMV-triple1 áûë àãðîèíúåöèðîâàí â ëèñòüÿ ðàñòå-
íèÿ Nicotiana benthamiana. Äëÿ óâåëè÷åíèÿ óðîâíÿ íà-
êîïëåíèÿ öåëåâîãî áåëêà âñå àãðîèíúåêöèè ïðîâî-
äèëèñü â ïðèñóòñòâèè ðåêîìáèíàíòíîé àãðîáàêòåðèè,
íåñóùåé ãåí p19-ñóïðåññîð óìîëêàíèÿ ãåíîâ âèðó-
ñà êóñòèñòîé êàðëèêîâîñòè òîìàòîâ [9]. Ðåçóëüòàòû
èññëåäîâàíèÿ S16 ôðàêöèè, âûäåëåííîé èç ëèñòüåâ
òðàíñôîðìèðîâàííûõ AltMV-triple1 (ðèñ. 2, äîðîæ-
êà 3), ñâèäåòåëüñòâóþò îá ýôôåêòèâíîì íàêîïëåíèè
ÁÎ ÂÌÀëüò. Êîëè÷åñòâî öåëåâîãî áåëêà ñîñòàâëÿëî
áîëåå 50% îò âñåõ ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ êëåòêè (îïðå-
äåëÿëè, êàê îïèñàíî â ðàáîòå [3]).

Îäíàêî óðîâíè ýêñïðåññèè ÁÎ AltMV-MU â àãðî-
èíúåöèðîâàííûõ AltMV-triple1 è AltMV-double ëèñòüÿõ
Nicotiana benthamiana áëèçêè (ðèñ. 2, äîðîæêè 3, 2).
Òàêèì îáðàçîì, äîáàâëåíèå òðåòüåãî ñóáãåíîìíîãî
ïðîìîòîðà â ñîñòàâ âèðóñíîãî âåêòîðà íå ïðèâåëî ê
ñóùåñòâåííîìó óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè öå-
ëåâîãî áåëêà.

Èç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ èçâåñòíî, ÷òî ïîâòîðÿ-
þùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîìîâ âèðóñíûõ âåê-
òîðîâ ìîãóò âûùåïëÿòüñÿ âñëåäñòâèå ðåïëèêàòèâ-
íîé ðåêîìáèíàöèè [10]. Äàííûé ôàêò ìîæåò áûòü
ïðè÷èíîé îòñóòñòâèÿ çíà÷èòåëüíîãî óâåëè÷åíèÿ ýô-
ôåêòèâíîñòè ýêñïðåññèè ÁÎ AltMV-MU â òðàíñ-
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Ðèñ. 2. Èçó÷åíèå ýêñïðåññèè ÁÎ AltMV-MU â ëèñòüÿõ N. bentha-

miana, àãðîèíúåöèðîâàííûõ AltMV-triple1,2 è AltMV-double: 1 —
1 ìêã ÁÎ AltMV-MU; S16-ôðàêöèè, âûäåëåííûå èç ðàçíûõ ïîëî-
âèíîê îäíîãî ëèñòà àãðîèíîêóëèðîâàííîãî: 2 è 3 — AltMV-double
è AltMV-triple1 ñîîòâåòñòâåííî, 4 è 5 — AltMV-double è AltMV-
triple2 ñîîòâåòñòâåííî, 6 — òîëüêî p19. Ïîëîæåíèå ìàðêåðîâ ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññû ïîêàçàíî ñòðåëêàìè. Ýëåêòðîôîðåç â 8—20%

ÄÑÍ ÏÀÀÃ. Îêðàñêà Êóìàññè G-250

Ðèñ. 3. Àíàëèç ñãÐÍÊ, ñèíòåçèðóåìûõ AltMV-triple1 â ëèñòüÿõ

N. benthamiana, ìåòîäîì 5’-RACE ÎÒ-ÏÖÐ:

À — ñõåìà ýêñïåðèìåíòà, Á — àíàëèç ïðîäóêòîâ 5’-RACE ÎÒ-

ÏÖÐ. Èññëåäîâàëè ÐÍÊ, âûäåëåííóþ èç ëèñòüåâ àãðîèíúåöè-

ðîâàííûõ: 1 — AltMV-triple1, 2 — òîëüêî p19.

Ïîëîæåíèå ìàðêåðîâ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû óêàçàíî ñòðåëêàìè.

Ýëåêòðîôîðåç â 1%-ì àãàðîçíîì ãåëå. Îêðàñêà áðîìèäîì ýòèäèÿ



ôîðìèðîâàííûõ AltMV-triple1 ëèñòüÿõ ïî ñðàâíåíèþ
ñ AltMV-double. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû îäèí
èç ñãï3 AltMV-triple1 áûë çàìåíåí íà ãåòåðîëîãè÷íûé
ñãï3 Õ-âèðóñà êàðòîôåëÿ (ÕÂÊ) [11]. Èäåíòè÷íîñòü
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñãï3 AltMV-MU è ÕÂÊ ñîñòàâ-
ëÿëà 30,2%, ÷òî óìåíüøàëî âåðîÿòíîñòü èõ ðåêîìáè-
íàöèîííîãî âûùåïëåíèÿ. Ïîëó÷åííûé âèðóñíûé âåê-
òîð áûë íàçâàí AltMV-triple2 (ðèñ. 1, Â). Èññëåäîâà-
íèå S16 ôðàêöèè àãðîèíúåöèðîâàííûõ AltMV-triple2
ëèñòüåâ Nicotiana benthamiana ìåòîäîì ýëåêòðîôî-
ðåçà ÄÑÍ-ÏÀÀÃ ïîêàçàëî ýôôåêòèâíîå íàêîïëåíèå
ÁÎ AltMV-MU (ðèñ. 2, äîðîæêà 5). Îäíàêî óðîâíè
ýêñïðåññèè ÁÎ AltMV-MU â òðàíñôîðìèðîâàííûõ
AltMV-double è AltMV-triple2 ëèñòüÿõ áûëè áëèçêè
(ðèñ. 2, äîðîæêè 4, 5).

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, âñå ëè ñãï â ñîñòàâå
âèðóñíîãî âåêòîðà îáåñïå÷èâàþò èíèöèàöèþ òðàíñ-
êðèïöèè, áûëè èññëåäîâàíû ñîñòàâ è ïåðâè÷íàÿ ñòðóê-
òóðà ñóáãåíîìíûõ (ñã) ÐÍÊ, îáðàçóþùèõñÿ â çàðàæåí-
íûõ AltMV-triple1 ëèñòüÿõ. Äëÿ ýòîãî âûäåëåííóþ èç
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèñòüåâ ÐÍÊ àíàëèçèðîâàëè
ìåòîäîì 5’-RACE ÎÒ-ÏÖÐ (áûñòðàÿ àìïëèôèêàöèÿ
5’-êîíöîâ êÄÍÊ ñ ïîìîùüþ îáðàòíîé òðàíñêðèï-
öèè è ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè) (ñõåìà ïðåä-
ñòàâëåíà íà ðèñ. 3, À). Èññëåäîâàíèå ìåòîäîì ýëåêò-
ðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå ïîçâîëèëî äåòåêòèðîâàòü
äâà ïðîäóêòà 5’-RACE ÎÒ-ÏÖÐ, ñîîòâåòñòâóþùèõ èñ-
õîäÿ èç ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè ñãÐÍÊ 3
è 3’ AltMV-triple1 (ðèñ. 3, Á, äîðîæêà 1). Àíàëèç íóê-
ëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëó÷åííûõ ôðàãìåí-
òîâ ÄÍÊ ïîäòâåðäèë ýòîò âûâîä (äàííûå íå ïðåä-
ñòàâëåíû). Ïðîäóêò, ñîîòâåòñòâóþùèé ñãÐÍÊ1, çàôèê-
ñèðîâàòü íå óäàëîñü. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
ýôôåêòèâíîñòü íàêîïëåíèÿ ñãÐÍÊ1 â òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ âèðóñíûì âåêòîðîì ëèñòüÿõ çíà÷èòåëü-
íî íèæå, ÷åì ñãÐÍÊ3 è 3’. Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ
äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ñãï3 è 3’ îáåñ-

ïå÷èâàþò ñèíòåç ñóáãåíîìíûõ ÐÍÊ ïðè ýêñïðåññèè
AltMV-triple1. Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå òàêæå ñâèäå-
òåëüñòâóþò îá îòñóòñòâèè ýôôåêòèâíîãî ðåêîìáè-
íàöèîííîãî âûùåïëåíèÿ ïîâòîðÿþùèõñÿ ñãï3 è 3’
ïðè ýêñïðåññèè AltMV-triple1 â ëèñòüÿõ Nicotiana

benthamiana.
Òàêèì îáðàçîì, äîáàâëåíèå òðåòüåãî ñóáãåíîì-

íîãî ïðîìîòîðà â ñîñòàâ AltMV-triple1 íå ïðèâåëî
ê ñóùåñòâåííîìó óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ÁÎ
AltMV-MU. Ïðè÷èíîé òàêîãî ýôôåêòà ìîæåò ÿâëÿ-
òüñÿ íèçêèé óðîâåíü íàêîïëåíèÿ ñãÐÍÊ1 ïðè ýêñï-
ðåññèè âèðóñíîãî âåêòîðà â ëèñòüÿõ Nicotiana ben-

thamiana.
Âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû (ÂÏ×), îáðàçîâàííûå

áåëêàìè îáîëî÷êè ðàçëè÷íûõ ðàñòèòåëüíûõ âèðóñîâ,
øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â ñîâðåìåííîé áèîòåõíîëî-
ãèè [12]. Òàê, îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ ïîäõîäîâ äëÿ
ïðîèçâîäñòâà âàêöèí ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå ÂÏ×, íåñó-
ùèõ íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè àíòèãåííûå äåòåðìèíàí-
òû ðàçëè÷íûõ ïàòîãåíîâ [13]. Ïîäîáíûå âàêöèííûå
ïðåïàðàòû îòëè÷àåò âûñîêàÿ èììóíîãåííîñòü è áèî-
áåçîïàñíîñòü.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû áûëà èçó÷åíà âîç-
ìîæíîñòü îáðàçîâàíèÿ ÂÏ× â ýêñòðàêòàõ òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ AltMV-triple1 ëèñòüåâ Nicotiana bentha-

miana. Ïðåïàðàòû âûäåëåííûõ ÂÏ× èññëåäîâàëè
ìåòîäîì ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè. Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ (ðèñ. 4, A)
ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî êîëè÷åñòâî ýêñïðåññèðî-
âàííîãî AltMV-triple1 ÁÎ AltMV-MU äîñòàòî÷íî äëÿ
ýôôåêòèâíîãî îáðàçîâàíèÿ ÂÏ×. Ïîëó÷åííûå ÂÏ×
áëèçêè ïî ìîðôîëîãèè ê íàòèâíûì âèðèîíàì AltMV-
MU (ðèñ. 4, À, Á). Òàêèì îáðàçîì, AltMV-triple1 ìî-
æåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ íàêîïëåíèÿ öåëåâûõ áåë-
êîâ â ðàñòåíèè è ïîëó÷åíèÿ ÂÏ×, àêòèâíî ïðèìåíÿ-
þùèõñÿ â ñîâðåìåííîé íàíîáèîòåõíîëîãèè äëÿ ðàç-
ðàáîòêè íîâûõ âàêöèí è íàíîìàòåðèàëîâ.
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Ðèñ. 4. Èññëåäîâàíèå ìåòîäîì ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè:
A — ÂÏ× îáðàçîâàííûõ ÁÎ AltMV-MU ýêñïðåññèðîâàííûì AltMV-triple1 â ëèñòüÿõ N. benthamiana; Á — íàòèâíûõ âèðèîíîâ

AltMV-MU. Ìàcøòàáíàÿ ëèíåéêà 100 íì. Îáðàçöû êîíòðàñòèðîâàíû 2%-ì óðàíèëàöåòàòîì



Âûâîäû

1. Ïîëó÷åí íîâûé âèðóñíûé âåêòîð íà îñíîâå
ãåíîìà âèðóñà ìîçàèêè àëüòåðíàíòåðû øòàìì MU.
Öåëåâîé ãåí â ñîñòàâå âèðóñíîãî âåêòîðà íàõîäèëñÿ
ïîä êîíòðîëåì òðåõ ñóáãåíîìíûõ ïðîìîòîðîâ. Ýòî
ïåðâûé ñëó÷àé èñïîëüçîâàíèÿ òðåõ ñóáãåíîìíûõ ïðî-
ìîòîðîâ äëÿ ýêñïðåññèè îäíîãî ãåíà â ðàñòèòåëüíûõ
âèðóñíûõ âåêòîðàõ.

2. Âèðóñíûé âåêòîð îáåñïå÷èâàë ñóïåðýêñïðåñ-
ñèþ áåëêà îáîëî÷êè âèðóñà ìîçàèêè àëüòåðíàíòåðû
â ëèñòüÿõ Nicotiana benthamiana. Êîëè÷åñòâî îáðàçó-
þùåãîñÿ áåëêà áûëî äîñòàòî÷íûì äëÿ ýôôåêòèâíîãî
îáðàçîâàíèÿ ÂÏ×.

3. Äîáàâëåíèå òðåòüåãî ñóáãåíîìíîãî ïðîìîòî-
ðà, êîíòðîëèðóþùåãî öåëåâîé ãåí, â ñîñòàâ âèðóñ-

íîãî âåêòîðà íå ïðèâåëî ê ñóùåñòâåííîìó óâåëè-
÷åíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè öåëåâîãî áåëêà. Ïîêàçàíî,
÷òî ýôôåêòèâíîñòü íàêîïëåíèÿ ñóáãåíîìíîé ÐÍÊ
1 âèðóñíîãî âåêòîðà â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèñòüÿõ
Nicotiana benthamiana çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì ñóáãå-
íîìíûõ ÐÍÊ3 è 3’.

* * *
Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå

Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(íîìåð ïðîåêòà ìîë_à_âåä 12-04-33228) è Ôåäåðàëü-
íîé öåëåâîé ïðîãðàììû “Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäà-
ãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè” (ñîãëà-
øåíèå 8564).
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NEW PHYTOVIRAL VECTOR FOR SUPEREXPRESSION
OF TARGET PROTEINS IN PLANTS

E.V. Putlyaev, A.A. Smirnov, E.A. Lazareva, G.V. Klink, O.V. Karpova, I.G. Atabekov

Previously, we obtained a new viral vector, based on the Alternanthera mosaic virus strain MU
(AltMV-MU). The gene of interest was placed under control of two subgenomic promoters (sgp).
Viral vector provided the superexpression of target proteins in Nicotiana benthamiana. In the present
work, to increase the level of protein expression this viral vector was modified and the coat protein
gene was placed under control of three sgp. The new viral vector provided superexpression of pro-
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tein of interest in plants and its amount was more than 50% of the total soluble protein of cells.
The comparison of the target protein expression efficiency in plants transformed by viral vectors
contained two and three sgp, was done.
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