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Експресiя гена аполiпопротеїну А-1 людини пiд

контролем рiзних регуляторних послiдовностей

стабiльними трансформантами СНО-К1

The recombinant plasmids (pTRapo-neoR, pTRapohCMVintronA-neoR, and pTRapohCMV
β-actin-neoR) containing the human genomic apolipoprotein A-1 (apoA-1) gene under control of
several transcriptional regulatory elements and neomycinphosphotransferase gene (neoR) have
been constructed. The expression of human apoA-1 gene for all pools of stable transformants
has been detected. А higher level of the expression of the transgene for pools obtained by the
transfection with pTRapohCMVintronA-neoR and pTRapohCMV β-actin-neoR than that with
pTRapo-neoR has been shown.

Рiвень експресiї введених у клiтини ссавцiв генiв, як вiдомо, залежить вiд багатьох при-
чин, у тому числi i вiд сили елементiв регуляцiї транскрипцiї. Для корекцiї порушень, що
викликанi дефiцитом експресiї певного гена в органiзмi, часто необхiдно забезпечити висо-
кий рiвень експресiї цiльового трансгена для досягнення фiзiологiчних концентрацiй бiлка
та, вiдповiдно, терапевтичного ефекту. Тому однiєю з перспективних стратегiй розв’язання
проблеми низького рiвня експресiї трансгенiв є оптимiзацiя вже вiдомих та пошук нових,
бiльш сильних регуляторних послiдовностей.

З лiтературних джерел вiдомо, що введення деяких геномних елементiв, зокрема iнтро-
нiв та 3′- i 5′-послiдовностей, що не транслюються, до кДНК цiльових генiв призводить до
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пiдвищення рiвня експресiї трансгена як у культурах клiтин in vitro, так i в трансгенних
тваринах in vivo [1, 2]. Механiзм впливу таких послiдовностей на рiвень експресiї трансгенiв
не в усiх випадках вiдомий, але його пов’язують з такими явищами, як пiдвищення швид-
костi транскрипцiї, пiдвищення стабiльностi та транспорту i/або пiдвищення ефективностi
формування 3′-кiнця мРНК при її дозрiваннi. Iншими дослiдниками [3, 4] з використан-
ням маркерних генiв було показано, що гiбриднi послiдовностi енхансер середньораннього
гена цитомегаловiрусу людини/промотор гена β-актину курчати з першим iнтроном гена
β-актину курчати (CAG послiдовнiсть) та енхансер/промотор середньораннього гена цито-
мегаловiрусу людини з iнтроном А того ж гена (hCMV-intronA послiдовнiсть) забезпечують
найбiльший рiвень експресiї трансгена in vitro i in vivo.

Нами на базi вектора pTRapo (в якiй ген аполiпопротеїну А-1 (апоА-1 ) людини знахо-
диться пiд регуляцiєю промотору першого середньораннього гена цитомегаловiрусу людини
(промотор hCMV IE)) створено рекомбiнантнi плазмiди, в яких цiльовий ген знаходиться
пiд регуляцiєю саме цих елементiв (CAG послiдовнiсть — pTRapohCMVβ-actin, hCMV-in-
tronA послiдовнiсть — pTRapohCMV-intronA), та дослiджено особливостi експресiї транс-
гена апоА-1 людини пiд контролем даних елементiв in vitro при транзиторному синтезi при
використаннi клiтин СНО-К1 [5].

Метою проведеного дослiдження було введення до складу векторiв експресiї pTRapo,
pTRapohCMV-intronA та pTRapohCMVβ-actin, якi мiстять пiд транскрипцiйним контро-
лем рiзних гiбридних елементiв геномний варiант гена апоА-1 людини, послiдовностi ге-
на неомiцинфосфотрансферази (neoR), одержання стабiльних трансформантiв для кожної
отриманої генетичної конструкцiї та вивчення при їх використаннi експресiї апоА-1 людини
в клiтинах стабiльних трансформантiв CHO-К1.

Матерiали та методи дослiдження. Для конструювання векторiв експресiї вико-
ристовували плазмiди pTRapo [6], pTRapohCMV-intronA [5], pTRapohCMVβ-actin [5], якi
мiстять повнорозмiрний ген апоА-1 людини, pTRUF, яка була люб’язно надана доктором
С. Золотухiним (Gene Therapy Center Vector Core Lab, США), pBluSKM ( “Fermentas”,
Литва) та бактерiальний штам Escherichia coli DH10B (F− mcrA ∆(mrr− hsdRMS-mcrBC)
Φ80dlacZ∆M15 ∆lacX74 deoR recA1 endA1 araD139 ∆ (ara, leu)7697 galU galK λ− rpsL nupG)
(“Invitrogen”, США).

Амплiфiкацiю гена neoR проводили методом полiмеразної ланцюгової реакцiї (ПЛР) на
приладi Gene ATAQ Controller (“Amersham Biosciences”, Швецiя). Послiдовностi олiгонук-
леотидiв для амплiфiкацiї ДНК розраховували з використанням програми Vector NTI за
гомологiї до вiдомої ДНК-послiдовностi гена neoR, а також вводили сайти рестрикцiї MunI:

Mun-Neo asn : 5′-TGTACCAATTGTAGTCGACCTCGAGCAGTGTG-3′

MunI

Mun-Neo sn : 5′-TGTACAATTGAGATCTCTCCCCAGCATGCC-3′

MunI

Амплiфiкацiю гена neoR проводили з використанням як матрицi плазмiди pTRUF. Тем-
пературний режим для ПЛР пiдбирали з урахуванням довжини i складу праймерiв. Реак-
цiя амплiфiкацiї була запрограмована на 20 циклiв: денатурацiя — 94 ◦С, 20 с; гiбридизацiя
праймерiв з матрицею — 50 ◦С, 30 с; елонгацiя — 72 ◦С, 30 с.
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Роботи з бактерiальними культурами, трансформацiю E. coli, рестрикцiю та лiгування
ДНК проводили за стандартними методами як описано в [7]. Отриманi рекомбiнантнi плаз-
мiди перевiряли рестрикцiйним аналiзом. Плазмiдну ДНК видiляли як описано в роботi [5].

У роботi використовували лiнiю клiтин СНО-К1, одержану з Росiйської колекцiї клiтин-
них культур (Санкт-Петербург). Клiтини культивували як описано в роботi [5].

За двi доби до проведення трансфекцiї клiтини висiвали по 1,5·105 у 3,5 см чашки Петрi.
Трансфекцiю проводили за допомогою розгалуженого полiетиленiмiну (ПEI) (25 кД, “Ald-
rich”, США) як описано в роботi [5]. Пiсля трансфекцiї клiтини вирощували протягом двох
дiб на середовищi F10, що мiстив 10% ембрiональної телячої сироватки. Для вiдбору стабiль-
них трансформантiв клiтини СНО-К1 вирощували протягом двох тижнiв на селективному
середовищi, що мiстило 20% ембрiональної телячої сироватки та 1 мг/мл антибiотика G418
(“USB”).

Тотальну ДНК з клiтин видiляли набором реактивiв Genomic DNA Purification kit (“Fer-
mentas”). Наявнiсть гена апоА-1 людини в тотальнiй ДНК трансформованих клiтин визна-
чали методом ПЛР, використовуючи праймери:

Ap-f : 5′-TGAAAGCTGCGGTGCTGACCTTGG-3′,

Ap-r : 5′-ATCTCCTCCTGCCACTTCTTCTGG-3′.

Розрахунок послiдовностей праймерiв проводили за допомогою програми Vector NTI.
Загальний об’єм реакцiйної сумiшi становив 25 мкл. Для проведення реакцiї використо-

вували Taq-полiмеразу (“Амплiсенс”, Росiя). Кожен цикл проходив за таких температурних
та часових режимiв: денатурацiя — 94 ◦С, 20 с; гiбридизацiя з матрицею — 62 ◦С, 30 с; елон-
гацiя — 72 ◦С, 30 с, 30 циклiв. ПЛР реакцiю проводили на приладi Biometra Personal Cycler.
Електрофоретичне роздiлення продуктiв амплiфiкацiї проводили в 1,0%-му агарозному гелi.

Накопичення АпоА-1 людини трансформантами СНО-К1 визначали методами вестерн-
блотингу, дот-блотингу та непрямого твердофазного iмуноферментного аналiзу (ELISA) як
описано в роботi [5].

Статистичну обробку даних виконували з використанням програми Graph Pad Prism 4
(www.graphpad.com).

Результати дослiдження та їх обговорення. Слiд зазначити, що рiвень експресiї
трансгена пiд контролем одного i того ж тканиннонеспецифiчного промотору чи гiбридної
послiдовностi може значно змiнюватись залежно вiд типу та походження клiтин, в яких
вiдбувається експресiя, а також вiд послiдовностi цiльового гена. Враховуючи вищенаве-
дене, важливо було встановити рiвень експресiї гена апоА-1 людини пiд регуляцiєю CAG
та hCMV-intronA послiдовностей. Важливим є те, що для дослiджень ми використовували
повнорозмiрний варiант гена апоА-1 людини, а позитивний ефект вищезазначених послi-
довностей ранiше показано при використаннi кДНК трансгенiв.

Транзиторна експресiя є стандартним методом дослiдження промоторiв та iнших еле-
ментiв регуляцiї транскрипцiї гена в культурах клiтин in vitro [4, 8], однак цей пiдхiд по-
требує великої кiлькостi повторiв дослiду та використання методу переносу цiльової ДНК
з високою ефективнiстю трансфекцiї клiтин для одержання достовiрного результату. Крiм
транзиторної експресiї трансгена для порiвняння промоторiв деякi дослiдники [4] також за-
стосовують аналiз рiвня синтезу цiльового бiлка пулом стабiльних трансформантiв. Такий
пiдхiд дозволяє виключити з аналiзу клiтини, в якi при трансфекцiї не потрапив цiльовий
ген. З iншого боку, рiвень експресiї в даному випадку залежить вiд “ефекту положення”
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Рис. 1. Схема розташування елементiв експресiйної касети у векторах: a — pTRapo-neoR; б —
pTRapohCMV-intronA-neoR; в — pTRapohCMVβ-actin-neoR. ITR — iнвертованi термiнальнi повтори адено-
асоцiйованого вiрусу; neo

R — ген неомiцинфосфотрансферази; enh hCMV IE — енхансер середньораннього
гена цитомегаловiрусу людини; P hCMV IE — промотор середньораннього гена цитомегаловiрусу людини;
intron A — iнтрон A середньораннього гена цитомегаловiрусу людини; Р β-actin — промотор гена β-актину
курчати; β-actin intron — перший iнтрон гена β-актину курчати; apoA-1 — ген аполiпопротеїну А-1 людини;
BGH pA — сайт полiаденiлювання бичачого гена гормону росту

(position effect), тобто на нього впливають регуляторнi хромосомнi елементи, оскiльки екс-
пресiя трансгена вiдбувається з iнтегрованих векторних послiдовностей. Для того щоб змен-
шити вплив “ефекту положення” на рiвень синтезу цiльового бiлка, як правило, експресiю
трансгена визначають у пулi стабiльних трансформантiв, а не в окремих клонах.

Для оцiнки впливу вищезазначених гiбридних послiдовностей на експресiю гена апоА-1
людини in vitro стабiльними трансформантами клiтин СНО-К1 нами було сконструйова-
но декiлька векторiв. Для цього до послiдовностей плазмiд pTRapo, pTRapohCMVβ-actin
та pTRapohCMV-intronA ввели ген neoR (рис. 1), що дозволяє вiдбирати клiтини, в яких
присутнiй цей ген, на селективному середовищi, яке мiстить антибiотик генетицин (G418).

Конструювання векторiв проводили через промiжну конструкцiю pBluSKM-neoR.
Для отримання цiєї плазмiди ген neoR амплiфiкували з плазмiди pTR-UF та клонували
у векторi pBluSKM, який було гiдролiзовано рестриктазою Ecl136II. Для одержання цiльо-
вих конструкцiй послiдовнiсть гена neoR клоновано з промiжної плазмiди pBluSKM-neoR

по сайту ендонуклеази рестрикцiї MunI у векторах pTRapo, pTRapohCMV-intronA та
pTRapohCMVβ-actin, якi було гiдролiзовано рестриктазою EcoRI.

Пiсля двох тижнiв селективного вiдбору клiтин СНО-К1, якi були трансфiкованi окре-
мо кожним з одержаних векторiв експресiї, отримано не менше як 100 клонiв стабiльних
трансформантiв для кожної конструкцiї.

Оскiльки селекцiя клiтин СНО-К1 пiсля введення зазначених рекомбiнантних плазмiд
проводилась лише за геном neoR, важливого значення набуло встановлення наявностi цi-
льового гена в клiтинах трансформантiв. ПЛР методом з використанням праймерiв, що
специфiчнi до послiдовностi апоА-1 людини, було визначено наявнiсть цiльового гена в пулi
тотальної ДНК для кожної конструкцiї окремо за синтезом специфiчного амплiкона роз-
мiром 1182 п. н. (рис. 2). При проведеннi згiдно з [9] порiвняння кiлькостi продукту ПЛР,
який було одержано в кожному окремому випадку, показано, що в рiзних пулах стабiльних
трансформантiв наявна приблизно однакова кiлькiсть копiй трансгена на клiтину.

Наступним етапом роботи було дослiдження стабiльних трансформантiв та порiвняння
рiвня експресiї трансгена пiд регуляцiєю рiзних регуляторних елементiв. Для цього в чаш-
ки Петрi переносили по 1 · 106 клiтин трансформантiв, отриманих для кожної плазмiдної
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Рис. 2. ПЛР аналiз гена апоА-1 людини в ДНК: 1 — нетрансформованих клiтин СНО-К1; 2–4 — стабiльних
трансформантiв, що були трансфiкованi рiзними векторами експресiї: 2 — pTRapo-neoR, 3 — pTRapohCMV-
β-actin-neoR, 4 — pTRapohCMV-intronA-neoR; 5 — плазмiди з геном апоА-1 ; 6 — маркер молекулярної маси
ДНК

Рис. 3. Вестерн-блот (а) та ELISA (б ) аналiз наявностi бiлка АпoA-1 в культуральному середовищi (КС)
стабiльних трансформантiв СНО-К1, що були трансфiкованi рiзними векторами експресiї: 1 — pTRapo-
neoR; 2 — pTRapohCMVβ-actin-neoR; 3 — pTRapohCMV-intronA-neoR; 4 — стандарт молекулярної маси
i концентрацiї АпоА-1 людини. ∗ — P < 0,05

конструкцiї. Через добу середовище замiнювали на безсироваткове (1,5 мл), а через двi
доби вiдбирали для аналiзу. Аналiз та порiвняння рiвня експресiї трансгена пiд регуляцiєю
рiзних регуляторних елементiв проводили для пулiв стабiльних трансформантiв (надалi
стабiльнi трансформанти), для того щоб уникнути впливу “ефекту положення” на рiвень
синтезу трансгена та усереднити результат.

Оскiльки бiлок АпоА-1 людини секретується клiтинами, його детекцiю проводили без-
посередньо в культуральному середовищi (КС). Методом ELISA показано, що концентра-
цiя АпоА-1 людини в середовищi стабiльних трансформантiв, що були отриманi трансфек-
цiєю pTRapo-neoR, нижча за концентрацiю АпоА-1 у КС стабiльних трансформантiв для
pTRapohCMVβ-actin-neoR та pTRapohCMV-intronA-neoR векторiв (рис. 3, б ).
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Рис. 4. Аналiз методом дот-блотингу в культуральному середовищi (КС) синтезу бiлка АпоА-1 клiтинами
окремих клонiв стабiльних трансформантiв СНО-К1, для конструкцiї pTRapo-neoR: 1 — стандарт концен-
трацiї бiлка АпоА-1 людини (20 нг, 10 нг, 5 нг, 2,5 нг, 1,25 нг, 0,625 нг); 2–3 — КС окремих клонiв стабiльних
трансформантiв (кiлькiсть нанесеного КС в кожному випадку — 5 мкл)

Кiлькiсний аналiз вмiсту бiлка АпоА-1 в КС проводили також методом вестерн-блотин-
гу. Рiвнi експресiї гена апоА-1 людини, що були визначенi нами для клiтин, трансформова-
них pTRapo-neoR, pTRapohCMVβ-actin-neoR та pTRapohCMV-intronA-neoR, становили 156,
253 та 634 нг/мл вiдповiдно (рис. 3, а). Результати вестерн-блот аналiзу в цiлому узгоджу-
ються з результатами ELISA, наведеними вище, однак метод вестерн-блотингу при аналiзi
виявився бiльш чутливим.

Результати аналiзу рiвня синтезу АпоА-1 свiдчать про те, що стабiльнi трансформанти
клiтин СНО-К1, якi були отриманi для pTRapohCMVβ-actin-neoR та pTRapohCMV-int-
ronA-neoR векторiв експресiї, забезпечують бiльш високий рiвень синтезу трансгена — в 1,6
та 4 рази вiдповiдно у порiвняннi з отриманими для pTRapo-neoR. Данi за рiвнем син-
тезу АпоА-1 людини узгоджуються з результатами роботи [4] з iншими трансгенами, що
знаходились пiд регуляцiєю вищезазначених регуляторних елементiв. Крiм того, наведенi
данi в цiлому узгоджуються з результатами порiвняння елементiв регуляцiї транскрипцiї
при транзиторному синтезi трансгенiв у роботi [3] та результатами дослiдження транзи-
торної експресiї гена апоА-1 людини клiтинами СНО-К1 [5]. Таким чином, можна зробити
висновок, що результати аналiзу транзиторної експресiї та аналiзу експресiї трансгена ста-
бiльними трансформантами в цiлому узгоджуються.

Для дослiдження особливостей експресiї iндивiдуальними клонами гена апоА-1 людини
з пулу стабiльних трансформантiв СНО-К1 було видiлено 45 клонiв, якi аналiзували мето-
дом дот-блотингу (рис. 4). Результати аналiзу виявили значну гетерогеннiсть серед клонiв
за експресiєю цiльового бiлка.

Таким чином, для пулiв трансформантiв, що були одержанi трансфекцiєю клiтин
СНО-К1 векторами експресiї pTRapohCMV-intronA-neoR та pTRapohCMVβ-actin-neoR, по-
казано бiльш високий рiвень експресiї трансгена, нiж для трансформантiв з плазмiдою
pTRapo-neoR. Одержанi результати по вивченню експресiї апоА-1 свiдчать про те, що вве-
дення до складу елементiв регуляцiї транскрипцiї послiдовностей iнтронiв (у випадку векто-
ра pTRapohCMV-intronA-neoR) сприяє пiдвищенню рiвня експресiї не лише тих трансгенiв,
якi є кДНК копiями, а i повнорозмiрних геномних варiантiв генiв.
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