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Сконструйовано рекомбінантні плазміди, які містять геномний варіант гена аполіпопротеїну А1 
(апоА-1) людини під транскрипційним контролем гібридних послідовностей: енхансер середньоран
нього гена цитомегаловірусу людини/промотор гена р-актину курчати з першим інтроном гена 
р-актину курчати (CAG послідовність) та енхансер/промотор середньораннього гена цитомега
ловірусу людини з інтроном А того ж гена (hCMVintronA послідовність). З використанням 
одержаних векторів і плазміди pTRapo досліджено транзиторну експресію гена апоА-1 людини в 
культурі клітин CHO-KJ. Для клітин СНО-К1, трансфікованих векторами pTRapo і pTR-
apohCMVintronA, показано експресію трансгена. 
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Вступ. Спосіб доставки екзогенної ДНК у клітини 
ссавців відіграє важливу роль у вивченні функцій 
генів, а також в удосконаленні генної терапії. На 
даний момент існують різноманітні підходи до вве
дення гетерологічної ДНК у клітини ссавців, серед 
них використання векторів, створених на базі віру
сів ссавців, фізичні (зокрема електропорація) і 
хімічні (використання ліпосом, полікатіонів та ін.) 
методи тощо. Кожен з цих підходів допомагає 
вирішенню певних практичних завдань. 

Вектори, сконструйовані на базі вірусів, завдя
ки своїй високій специфічності та ефективності при 
переносі генів in vivo набули найширшого розпов
сюдження у генній терапії [1 ]. Однак використання 
вірусних векторів у генній терапії пов'язано з 
такими проблемами, як токсичність, підвищена 
імуногенність, здатність активувати протоонкогени 
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та індукувати утворення патогенних варіантів віру
сів за рахунок рекомбінації з ендогенними віруса
ми. Саме тому перспективним напрямком у цій 
галузі є розробка невірусних систем введення гене
тичного матеріалу [2]. 

Так, плазмідні вектори, які можна використо
вувати при трансфекції клітин за допомогою фізич
них або хімічних методів, не мають недоліків, 
властивих вірусним векторам, але характеризують
ся значно нижчою ефективністю трансфекції порів
няно з останніми при їхньому застосуванні для 
переносу генів in vivo [3]. З іншого боку, легкість 
одержання та маніпулювання з рекомбінантними 
плазмідами зробили їх одним із основних векторів 
переносу генів для отримання стабільних трансфор-
мантів і транзиторних культур, які можуть бути 
використані при продукуванні рекомбінантних біл
ків для терапевтичних цілей у клітинах ссавців in 
vitro [4]. 
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В И В Ч Е Н Н Я Т Р А Н З И Т О Р Н О Ї ЕКСПРЕСІЇ ГЕНА ароА-1 Л Ю Д И Н И 

Показано, що рівень експресії введених у клі
тини ссавців генів залежить від багатьох причин, у 
тому числі і від сили елементів регуляції транс
крипції [5]. При корекції порушень, викликаних 
дефіцитом експресії певного гена в організмі, для 
досягнення фізіологічних концентрацій білка і від
повідно терапевтичного ефекту часто потребен ви
сокий рівень експресії цільового трансгена. Тому 
однією з перспективних стратегій розв'язання про
блеми, пов'язаної з низьким рівнем експресії 
трансгенів, є оптимізація уже відомих та пошук 
нових, більш сильних регуляторних послідовно
стей. Перевагою використання сильних регулятор
них елементів є можливість зменшення кількості 
вектора, який вводиться in vivo для досягнення 
терапевтичного ефекту, або у разі виробництва 
рекомбінантних білків збільшення їхнього продуку
вання. Це могло б частково вирішити проблему 
низької ефективності трансфекції клітин плазмід-
ними векторами або зменшити можливі негативні 
наслідки при використанні векторів, створених на 
базі вірусів. 

Метою цієї роботи було конструювання век
торів експресії, які містять під транскрипційним 
контролем різних гібридних елементів геномний 
варіант гена аполіпопротеїну А-1 (anoA-J) людини, 
та дослідження з їхнім використанням транзиторної 
експресії АпоА-1 людини в клітинах СНО-К1. 

Матеріали і методи. Плазміди і бактеріальні 
штами. Як трансген використано геномний варіант 
гена апоА-1 людини, джерелом якого була ре-
комбінантна плазміда pTRapo [6]. 

Вектори експресії конструювали за допомогою 
плазмід pTR-EGFP [6], рВасМат-l («Novagen», 
США), pTR-GT60 [7] і pTRUF, люб'язно наданої 
д-ром С. Золотухіним (Центр генної терапії, 
США), pBluSKM («Fermentas», Литва) та бакте
ріальний штам Escherichia coli DH10B (F'mcrA 
A(mrrhsdRMS-mcrBC) <p80dlacZAM15 AlacX74 
deoR recAl end A J araD139 Afar a, leu )7697 galU 
galK IrpsL nupG) («Invitrogen», США). 

Роботи з бактеріальними культурами, транс
формацію клітин Е. coli, рестрикцію та лігування 
ДНК проводили за стандартними методами, як 
описано [8 ]. Отримані рекомбінантні плазміди пе
ревіряли рестрикційним аналізом. 

Виділення і очищення плазмідної ДНК. Плаз-
мідну ДНК виділяли методом лужного лізису [8]. 
Додаткове очищення плазміди від домішок РНК та 
білків здійснювали за допомогою обробки препара

ту РНКазою A («USB», США), методом фенольно-
хлороформної екстракції [8 ] та преципітацією PEG 
8000 [9]. Концентрацію і чистоту ДНК визначали 
методом спектрофотометрії за співвідношенням 
А 2 6 0 /А 2 8 0 [8] на приладі Specord UV VIS («CARL 
ZELSS JENA», Німеччина), а також методом елек
трофорезу в 0,8 %-му агарозному гелі. 

Культури клітин. У роботі використано лінію 
клітин китайського хом'яка СНО-К1, одержану з 
Російської колекції клітинних культур (Санкт-Пе
тербург). Клітини культивували за температури 
37 °С в атмосфері, що містить 5 % С0 2 , в середо
вищі F10 («Sigma», США) з додаванням 10 % 
ембріональної телячої сироватки («Геном», Украї
на), 100 ОД/мл пеніциліну і 100 мг/мл стреп
томіцину («Київмедпрепарат», Україна). 

Трансфещія клітин. За дві доби до проведення 
трансфекції клітини висівали в кількості 8-Ю 5 у 
чашки Петрі діаметром 6 см. Трансфекцію прово
дили за допомогою розгалуженого поліетиленіміну 
(ПЕІ) (25 кДа, «Aldrich», США) за методом, опи
саним у роботі [10]. Препарат ДНК/ПЕІ готували 
в масовому еквіваленті 1:2. В процесі трансфекції у 
кожну чашку вносили по 3,5 мкг плазмідної ДНК. 
Час контакту клітин з трансформувальною су
мішшю складав 1 год. 

Ефективність трансфекції визначали за допо
могою переносу в клітини СНО-К1 вектора pTR-
EGFP, який містить маркерний ген зеленого флуо
ресцентного білка (egfp) [6 ]. 

Аналіз синтезу АпоА-1. Рівень накопичення 
АпоА-1 людини в культуральному середовищі виз
начали методами вестерн-блот- і дот-блот-аналізу. 
Для цього попередньо білки культурального сере
довища концентрували за допомогою трихлороц-
тової кислоти [11], преципітат відокремлювали від 
супернатанту центрифугуванням, осад розчиняли в 
буфері, який містив 4 М сечовину і 0,1 М трис. 
Проби для розділення білків в Ds-Na-ПААГ готу
вали згідно з методом [8]. Білки розділяли в 
12 %-му Ds-Na-ПААГ. Для імунодетекції білки з 
гелю переносили на PVDF мембрану («Amersham 
Biosciences*, Швеція). Вільні місця посадки мемб
рани блокували 3 %-м розчином знежиреного су
хого молока. Мембрану інкубували впродовж 1 год 
з моноклональними антитілами проти АпоА-1 лю
дини (MGHLaa 1/500, «ИМТЕК», Росія). У на
ступному досліді мембрану інкубували протягом 1 
год з антитілами проти імуноглобулінів G миші, 
кон'югованими з перексидазою хрону (P-GAM 
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Рис. 1. Схема одержання рекомбінантної 
конструкції pTRapohCMVfi-actin: ароА-1 — 
ген аполіпопротеїну А-1 людини; hCMV 
IE — енхансер/промотор середньораннього 
гена цитомегаловірусу людини; С AG — ен
хансер середньораннього гена цитомегало
вірусу людини, промотор гена jft-актину 
курчати, перший інтрон гена /?-актину кур
чати; ITR — інвертовані термінальні повто
ри аденоасоційованого вірусу; рА — сайт 
поліаденілювання 

1/1000, «ИМТЕК»). Імунні комплекси візуалізу-
вали за допомогою методу ECL [12], як субстрат 
використовували люмінол («Sigma»). 

Реєстрацію хемілюмінесценції здійснювали за 
допомогою рентгенівської плівки Retina ХВМ («Лі-
зоформ», Україна). Отримані зображення сканува
ли та проводили кількісну оцінку інтенсивності 
сигналів з використанням програми Total Lab 
(«Amersham Biosciences*). Стандартом молекуляр
ної маси і концентрації слугував білок АпоА-1 
людини («Sigma»). 

Вміст білка АпоА-1 у культуральному середо
вищі визначали також методом непрямого твердо-
фазного імуноферментного аналізу (ELISA). 

Для імунодетекції застосовували такі реагенти: 
моноклональні антитіла проти АпоА-1 людини 
(MGHLaa 1/2700, «ИМТЕК») та антитіла проти 
імуноглобулінів G миші, кон'юговані з перексида-
зою хрону (P-GAM 1/5000, «ИМТЕК»), Незайняті 
місця сорбції блокували 0,01 М фосфатно-солевим 
буфером (ФСБ), який містив 0,1 %-й твін-20. Як 
субстрат використовували ТМВ («Sigma»), екстин
кцію вимірювали при довжині хвилі 450 нм на 

багатоканальному фотометрі Multiscan МСС/340 
(«Titertek», США). 

Результати і обговорення. Як елемент регу
ляції транскрипції гетерологічних генів у клітинах 
ссавців найчастіше використовують промотор се
редньораннього гена цитомегаловірусу людини — 
hCMV-IE. Це зумовлено, в першу чергу, такими 
його характеристиками, як висока швидкість транс
крипції, відсутність тканинної специфічності і в 
той же час компактність розміру (700 п. н.) [13, 
Н ] . 

Показано, що введення деяких геномних еле
ментів, зокрема, інтронів та 3 ' - і 5'-нетрансльова-
них послідовностей до кДНК цільових генів під
вищує рівень експресії трансгена як in vitro, так і 
в трансгенних тваринах [15]. Механізм впливу 
таких послідовностей на рівень експресії трансгенів 
не в усіх випадках визначений, але його пов'язу
ють з явищами підвищення швидкості транскрип
ції, зростання стабільності і транспорту і/або збіль
шення ефективності формування 3'-кінця мРНК 
при її дозріванні [16]. 

На даний момент створено велику кількість 
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Рис. 2. Схема одержання рекомбінантної конструкції pTRapohCMVintronA: ароА-1 — ген аполіпопротеїну А-1 людини; hCMV-IE — 
енхансер/промотор середньораннього гена цитомегаловірусу людини; hCMVintronA — енхансер/промотор середньораннього гена 
цитомегаловірусу людини та інтрон А середньораннього гена цитомегаловірусу людини; ITR — інвертовані термінальні повтори 
аденоасоційованого вірусу; рА — сайт поліаденілювання 

гібридних елементів регуляції транскрипції [16— 
18]. У попередніх роботах [5, 19] за допомогою 
маркерних генів виявлено, що гібридні послідов
ності — енхансер середньораннього гена цитомега
ловірусу людини/промотор гена /?-актину курчати 
з першим інтроном гена /J-актина курчати (CAG 
послідовність) та енхансер/промотор середньоран
нього гена цитомегаловірусу людини з інтроном А 
того ж гена (hCMV-intronA послідовність) забезпе
чують найвищий рівень експресії трансгена in vitro 
та in vivo. Тому перспективним є використання 
даних регуляторних елементів для збільшення рів
ня експресії цільового гена у клітинах ссавців. 

Для оцінки впливу вищезазначених гібридних 
послідовностей на експресію гена апоА-1 людини in 
vitro нами сконструйовано декілька плазмідних 
векторів. 

При конструюванні вектора експресії pTRapo-
hCMVfi-actin у плазміді pTRapo по сайтах рестрик-
таз Есо1051-ХЬаІ було зроблено заміну промотору 
hCMV-IE на гібридну послідовність CAG (рис. 1). 

Плазміду pTRapohCMVintronA створювали че
рез проміжну конструкцію pBluSKM-hCMVint-
гопА. Для отримання цієї плазміди гібридну послі
довність hCMVintronA клонували по сайтах ре-
стриктаз EcoRI-PstI з плазміди pTR-GT60 у вектор 

213 



Рис. 3. Загальна схема розташування регуляторних елементів: ITR — інвертовані термінальні повтори аденоасоційованого вірусу; 
рА — сайт поліаденілювання; enh hCMV IE — енхансер середньораннього гена цитомегаловірусу людини; Р hCMV IE — промотор 
середньораннього гена цитомегаловірусу людини; intron А — інтрон А середньораннього гена цитомегаловірусу людини; Р p-actin — 
промотор гена /?-актину курчати; /?-actin intron — перший інтрон гена ^-актину курчати; BGH рА — сайт поліаденілювання гена 
гормона росту бика; ароА-1 — ген аполіпопротеїну А-1 людини 

pBluSKM, який гідролізували рестриктазами Есо-
RI-PstL Далі у плазміді pTRapo по сайтах ре
стрикції EcoRI-Xbal промотор hCMV IE було за
мінено на гібридну послідовність hCMVintronA 
(рис. 2). 

У досліджуваних векторах ген апоА-1 людини 
розміщено під контролем різних гібридних послі-
довновностей: hCMVintronA, CAG і промотору 
hCMV IE. Ці елементи мають спільний енхансер — 
енхансер середньораннього гена цитомегаловірусу 
людини та різні промотори: промотор середньоран
нього гена цитомегаловірусу людини у разі hCMV 
IE і послідовності hCMVintronA та промотор гена 
/3-актину курчати для елемента CAG. Крім того, 
гібридні послідовності hCMVintronA і CAG мають у 
своєму складі перші інтрони: середньораннього гена 
цитомегаловірусу людини і гена /?-актину курчати 
(рис. 3). 

Особливості експресії трансгена під контролем 
зазначених елементів вивчали in vitro при транзи-
торному синтезі АпоА-1 з використанням клітин 
СНО-К1. Перевагами використання транзиторних 
трансформантів для такого аналізу є те, що рівень 
експресії не залежить від «ефекту положення» 
(position effect), тобто на нього не впливають регу
ляторні хромосомні елементи, оскільки експресія 
трансгена відбувається з неінтегрованих векторних 
послідовностей. До того ж для проведення подіб
ного дослідження необхідно значно менше часу, 
ніж на отримання та аналіз стабільних трансфор
мантів [18]. 

Варто відмітити, що білок АпоА-1 людини є 
секреторним. До складу гена апоА-1 входить послі
довність, яка кодує власний сигнальний пептид, що 

забезпечує його секрецію у середовище. Зважаючи 
на це, АпоА-1 детектували безпосередньо у куль-
туральному середовищі за такою схемою: через 1 
добу після трансфекції середовище змінювали на 
безсироваткове, на наступну добу його повністю 
відбирали і заморожували, а до клітин додавали 
свіже. Таким чином були відібрані проби культу-
рального середовища на 2—5-ту добу після транс
фекції клітин. 

На другу добу після трансфекції методом іму-
нохімічного аналізу детектували наявність цільо
вого білка в культуральному середовищі клітин, 
трансфікованих векторами експресії pTRapo і pTR-
apohCM V intronA. 

Приклад експерименту представлено на рис. 4. 
Тестування культуральних середовищ за допомо
гою ELISA не дало позитивного результату (даних 
не наведено), що пов'язано з недостатньою чут
ливістю методу для детекції тієї кількості білка 
АпоА-1, яку синтезували клітини СНО-К1. По
рівняння плазмід з різними елементами регуляції 
транскрипції показало, що конструкція pTRapo
hCMVintronA забезпечує вищий рівень експресії 
трансгена, ніж плазміда pTRapo. 

За результатами імунодетекції встановлено, 
що рівень синтезу АпоА-1 клітинами, трансфі-
кованими плазмідою pTRapohCMVintronA, складає 
близько ~3 нг білка на 1 мл середовища за добу, у 
той час як при трансфекції клітин плазмідою 
pTRapo 0,4 нг/мл. Невисокий рівень синтезу 
АпоА-І за умов проведеного експерименту можна 
пояснити недостатньою ефективністю трансфекції 
клітин генетичним вектором. 

При аналізі динаміки накопичення білка за 
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Рис. 4. Вестерн-блот аналіз секреції білка АроА-1 у культуральне середовище клітинами С Н 0 - К 1 , трансфікованими різними 
векторами експресії: 5—7 — вектором експресії pTRapohCMVintronA', 8—10 — pTRapohCMVp-actin; 11—13 — pTRapo; 14 — конт
роль, культуральне середовище, яке містить нетрансфіковані клітини СНО-К1. Внесена у лунку проба відповідає 280 мкл 
культурального середовища; 1—4 — стандарт молекулярної маси і концентрації білок — АпоА-1 людини («Sigma», США) (7 — 5 нг; 
2 — 1,67 нг; 3 — 0 ,55 нг; 4 — 0,18 нг) 

допомогою дот-блотингу в пробах культурального 
середовища білок АпоА-1 не детектувався, почина
ючи з 3-ї доби. Для транзиторних культур описано 
експресію трансгенів з плазмідних векторів in vitro 
впродовж тижня, триваліша експресія є неможли
вою через втрату трансгена (при елімінації плаз-
мідної ДНК, поділі або загибелі клітин). 

Рівень експресії трансгена, контрольований гіб
ридною послідовністю С AG, був нижчим за чут
ливість використаного методу аналізу (<0,2 нг/мл). 
Створені генетичні конструкції надалі будуть вико
ристані для одержання і аналізу експресії гена 
апоА-1 людини стабільними трансформантами 
СНО-К1. 

Висновки. Сконструйовано рекомбінантні пла
зміди, які містять геномний варіант гена апоА-1 
людини під транскрипційним контролем різних ре
гуляторних елементів. Для клітин СНО-К1, транс-
фікованих плазмідами pTRapo і pTRapohCMVin
tronA на 2-гу добу після трансфекції, показано 
експресію гена апоА-1 людини на рівні ~ 0,4 і 
- З нг білка на 1 мл середовища відповідно. Отри
мані дані із збільшення експресії гена апоА-1 
людини під контролем гібридної послідовності 
hCMVintronA в порівнянні з рівнем експресії транс
гена під регуляцією промотору hCMV IE в цілому 
узгоджуються з результатами інших досліджень. 

Yu. М. Gilchuk, О. М. Sukhorada, Т. A. Ruban, О. К. Toporova, 
V. A. Kordyum 

Study of transient expression of human apoA-1 gene under control 
of various promoters in CHO-K1 cells 

Summary 

The recombinant plasmids containing the genomic human apoA-1 
gene under the transcriptional control of hybrid promoters, namely, 
the cytomegalovirus immediate early enhancer/chicken p-actin pro
moter and first intron (CAG promoter) and cytomegalovirus 
immediate early enhancer/promoter with intron A (hCMVintronA 

promoter) have been constructed. The transient expression of human 
apoA-1 gene has been studied in CHO-K1 cells using designed and 
pTRapo vectors. The expression of the transgene for transfected with 
pTRapo and pTRapochCMVintronA CHO-K1 cells have been 
shown. 

Key words: transient expression, apolipoprotein A-l, CHO-K1. 

Ю. H. Гильчук, E. M. Сухорада, T А. Рубан, E. К. Топорова, 
В. А. Кордюм 

Изучение транзиторной экспрессии гена апоА-1 человека 
под регуляцией различных гибридных последовательностей 
в клетках CHO-K1 

Резюме 

Сконструированы рекомбинантные плазмиды, содержащие ге
номный вариант гена аполипопротеина А-1 (апоА-1) человека 
под транскрипционным контролем гибридных последователь
ностей: энхансер среднераннего гена цитомегаловируса челове
ка/промотор гена р-актина цыпленка с первым интроном 
гена fi-актина цыпленка (СAG последовательность) и энхан
сер/ промотор среднераннего гена цитомегаловируса человека с 
интроном А того же гена (hCMVintronA последовательность). 
С использованием полученных векторов и плазмиды pTRapo 
изучена транзиторная экспрессия гена апоА-1 человека в 
культуре клеток СНО-К1. Для клеток, трансфицированных 
векторами pTRapo и pTRapohCMVintronA, показана экспрессия 
трансгена. 

Ключевые слова: транзиторная экспрессия, аполипопротеин 
A-l, СНО-К1. 
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