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Введение 


Список сокращений и обозначений

SDS-ПААГ (ДСН-ПААГ) - гель-электрофорез в денатурирующих условиях; ЭДТА - этилендиаминтетраацетат;

ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay) - ферментный иммуносорбентный метод;

АТФ - аденозинтрифосфат;

LacZ - (5-галактозидаза;

X-Gal - 5-бромо-4-хлоро-3-индолил-р-Б-галактозид;

ИПТГ - изопропил-6с1-галактопиронозид;

35S - промотор 35S РНК вируса мозаики цветной капусты;

rbcS - промотор малой субъединицы рибулозо-бисфосфат-карбоксилазы;

TDH (или GPD) — конститутивный промотор глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназы дрожжей

GAL1 - индуцибельный галактокиназный промотор дрожжей;

рА — область полиаденилирования;

а.о. — аминокислотные остатки;

LicB - полноразмерная лихеназа Clostridium thermocellum;

ДСН - додецилсульфат натрия;

ПЦР - полимеразная цепная реакция;

ИУК - индолилуксусная кислота;

МС - среда Мурасиге-Скуга;

МТ - микротрубочки;

Cry - кристаллические белки, кодируемые бактериями Bt

Bt - бактерия Bacillus thuringiensis
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Эндотоксины - кристаллические белки, кодируемые в бактериях Bt

Экзотоксин - неспецифичные термостабильные токсины, кодируемые в бактериях Bt

Cyt - цитолитические ift-токсины

СгуЗаМ - синтетический ген сгуЗа. с модифицированной последовательностью

VIPs - эндотоксины, экспрессирующиеся во время стадии роста бактерии

BBMV - brush border membrane vesicles

APN - N-аминопептидаза

AFLP - анализ полиморфизма длин амплифицированных фрагментов

IS - инсерционная последовательность

PLB - двухслойная плоская липидная система (planar lipid bilayer system)

LC50 - среднесмертельная концентрация

Введение

Открытие в начале XX века инсектицидного действия токсинов Bacillus thuringiensis (Bt) имело важные последствия в вопросе защиты растений от насекомых-вредителей. В последующие десятилетия для защиты растений от насекомых применялись, и по настоящее время применяются, биологические препараты, основой которых являются эти микроорганизмы и/или их метаболиты. Действующие агенты биопрепаратов являются компонентами природных биоценозов, что объясняет их относительную безопасность для окружающей среды, человека, животных, птиц, рыб и полезной энтомофауны. Следующим знаменательным событием, предопределившим ход событий в защите от насекомых, было создание растений, которые сами продуцировали данные токсины (Cry-белки). В настоящее время получены трансгенные растения кукурузы, картофеля, хлопка, риса, экспрессирующие сгу-гены. Экспрессия нативных cry-генов Bacillus в растениях, даже при переносе делеционных вариантов нативных генов, которые кодируют только токсическую часть белка, малоэффективна. Причина низкого уровня экспрессии этих генов в эукариотических системах обусловлена рядом факторов. Во-первых, относительное содержание А+Т в "ДНК Bacillus значительно выше, чем таковое в эукариотах, и в растениях в частности. Высокое содержание А+Т характерно для сайтов сплайсинга, полиаденилирования (polyA), сигналов деградации мРНК, и сайтов терминации транскрипции. Во-вторых, частоты использования кодонов в генах, которые кодируют токсины Bacillus, значительно отличаются от таковых для эукариот (дрожжей, растений). При замене . нуклеотидов в

последовательностях Bacillus синонимичными кодонами растений экспрессия модифицированных генов в растениях значительно увеличивается.

В настоящее время для идентификации трансгенов используется целый арсенал молекулярно-биологических методов: Нозерн- или Вестерн-блот гибридизация, визуализация РНК или белка in situ, определение ферментативной активности белкового продукта (если таковая имеется), и ряд других. Однако эти методы исследований в большинстве случаев требуют больших затрат времени, реагентов, а также специального оборудования, и исследователи для изучения структурно-функциональных характеристик интересующих их

последовательностей часто используют стратегию репортерных систем. Используя репортерные системы, можно определять как уровень экспрессии исследуемых генов (транскрипционные репортеры), так и локализацию их продуктов (трансляционные репортеры). Такие исследования проводятся с использованием гибридных последовательностей, которые состоят из последовательности интересующего исследователя гена, слитого в рамке считывания с последовательностью репортерного гена. Это значительно облегчает проведение исследований, поскольку зачастую проще определить продукт репортерного гена, нежели продукт исследуемого гена.

Ранее в нашей лаборатории была разработана репортерная система на основе термостабильной лихеназы Clostridium thermocellum (Tiruzian et al, 1985, 1998, 2000, 2002). Свойства лихеназы соответствуют многим требованиям, предъявляемым к репортерным белкам. Лихеназа - термостабильный белок с температурным оптимумом 70°С, имеет небольшой размер (28 кДа), высокую удельную активность. Эти свойства позволяют тестировать ее активность

простыми, и чувствительными методами. Помимо этого, лихеназа сохраняет свои основные свойства - активность и термостабильность - при значительных достройках в N- и С-концевых областях белка, что позволяет ее использовать как трансляционный репортер.

В настоящее время проблемы биобезопасности трансгенных растений, в том числе экспрессирующих cry гены, являются актуальными. Cry белки изучаются достаточно долго, и не являются токсичными для млекопитающих, птиц, амфибий, рептилий, и очень специфично влияют на определенные группы насекомых и беспозвоночных вредителей. В то же время, наиболее острым остается вопрос неконтролируемого переноса генетической информации от трансгенов в окружающую среду, в дикорастущие растения, в том числе сорные. Несмотря на многочисленные исследования, этот вопрос пока не до конца разработан. В связи с этим разработка новых подходов, позволяющих производить такие исследования быстро, точно и с минимальными затратами является актуальной.

Цель исследования: провести сравнительное изучение экспрессии нативного и модифицированного генов cryla в клетках про- и эукариот. Исходя из цели работы, были поставлены следующие задачи:

1. Клонирование нативного гена сгуЪг., определение его нуклеотидной последовательности и анализ последовательности сгуЗа гена.

2. Модификация последовательности гена сгуЪъ с помощью компьютерных программ для эффективной экспрессии в клетках эукариотах (дрожжи и растения).

3. Химический синтез и клонирование фрагментов модифицированного гена с последующей проверкой корректности сборки последовательности модифицированного гена сгуЪаМ секвенированием.

4. Конструирование бактериальных и дрожжевых экспрессионных векторов, в которых нативный и синтетический гены слиты с новым универсальным репортерным геном НсВЫ2, кодирующим термостабильную лихеназу.

5. Сравнительное изучение экспрессии нативного, модифицированного и гибридных генов в клетках Е. coli и дрожжей.

6. Проведение биотестов на личинках первого возраста колорадского жука (Leptinotarsa disemlineata) с использованием белковых экстрактов, полученных из дрожжевых трансформантов.

7. Конструирование растительных экспрессионных векторов, в которых сгуЗаЫ и гибридный ery3aM-/icBM2 гены находятся под контролем светоиндуцибильного промотора малой субъединицы гена РБФК Arabidobsis thaliana и последовательности лидерного пептида гена РБФК гороха.

8. Получение и молекулярно-биологический анализ первичных трансформантов растений картофеля, экспрессирующих сгуЗаМ и сгуЗаЫ-НсВЫ2 гены.

9. Проведение биотестов первичных трансформантов растений картофеля, экспрессирующих сгуЗаМ и сгуЗаМ-ИсВЫ2 гены, с использованием личинок колорадского жука.

Научная новизна работы. Впервые термостабильную лихеназу (LicBM2) успешно использовали в качестве трансляционного репортерного для

проведения сравнительных исследований экспрессии нативного и синтетического белков СгуЗа в клетках про- и эукариот. Показано, что термостабильная лихеназа может использоваться в качестве удобного репортера для отбора трансгенных организмов, определения молекулярной массы гибридных белков и уровня их экспрессии. Для эффективной экспрессии в клетках эукариот ген сгуЗа (сгуЗаМ) был модифицирован, и проведены его синтез и клонирование с использованием новой стратегии. Показано, что модификация последовательности сгуЗа гена позволила значительно увеличить уровень его экспрессии в клетках эукариот (дрожжи, растения) с сохранением биологической активности белкового продукта. Впервые для экспрессии модифицированного сгуЗаМ и гибридного егуЗаМ-//сВМ2 генов в растениях картофеля был использован светоиндуцибильный промотор малой субъединицы гена РБФК Arabidobsis thaliana, который обусловливает преимущественную экспрессию контролируемого им гена только в зеленых тканях растения (листьях) — органах-мишенях для личинок колорадского жука. Апробация результатов работы. Результаты работы были представлены на XVII European Association for Research on Plant Breeding Conference on "Genetic Variation for Plant Breeding" (Tulln, Austria, 2004); International Organization for Biological and Integrated Control of Noxious Animals and Plants (IOBC) Conference on "Breeding for plant resistance to insects, mites and pathogens" (Bialowieza, Poland, 2004); 9th Iranian Students Seminar in Europe (Birmingham, UK, 2002); 2th International Seminar presentation on "Innovational scientific- technical projects of Biotechnology" (Pushino, Russia, 2003); 3th Iran- Russia International Conference on " Agriculture and natural resources" (Moscow, Russia, 2002); 12th Iranian Researchers
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Conference in Europe (IRCE) (Manchester, United Kingdom, 2004); 4th International Iran and Russia Conference on " Agriculture and Natural recourses" (Sharekord, Iran, 2004); 3th international scientific conference on "Biotechnology in plant and animal production, and veterinary" (Moscow, Russia, 2004); International scientific conference on "Molecular genetics, Genomics and Biotechnology" (Minsk, Belarus, 2004); 11th International Congress on "Molecular Plant-Microbe Interactions" (Saint-Petersburg, Russia, 2003); Международной конференции "Современное состояние проблем и достижений в области генетики и селекции" (Almata, Kazakhstan, 2003); III съезде ВОГиС "Генетика в XXI веке, Современное состояние и. перспективы развития" (Москва, Россия, 2004); Международной конференции "Клеточные ядра и пластиды растений: биохимия и биотехнология" (Minsk, Belarus, 2004); II Конференции Московского общества генетиков и селекционеров им. Н.И. Вавилова "Актуальные проблемы генетики" (Москва, Россия, 2003); Конференции, посвященной 100-летию научной селекции в России (Москва, Россия, 2003); на заседании научного семинара Института общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН и на семинарах лаборатории функциональной геномики Института общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН.
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Глава I. Обзор литературы

1. Bacillus thuringiensis и 5-эндотоксины 1.1. Общая характеристика бактерий Bt

Bacillus thuringiensis (Bt) - широко распространенные, грамм-положительные, спорообразующие бактерии, которые в течение фазы стационарного цикла роста формируют параспоральные кристаллические токсины (рис.1.1.).

В 1915 году Ishivata в Японии и Berliner в Германии изолировали Bt из мертвых личинок шелкопряда и вредителя муки (Indian moth) и охарактеризовали их как энтомопатогены, поскольку они содержали параспоральные кристаллы, которые обладали инсектицидным действием. Это положило начало для создания биоинсектицидов на основе Bt для защиты от некоторых видов насекомых: бабочек (чешуекрылых), двукрылых, жесткокрылых [Agaiss et al,1994; Schneps et al, 1998]. Современные данные свидетельствуют о том, что некоторые подвиды Bt продуцируют токсины, имеющие инсектицидное действие против других порядков насекомых (перепончатокрылых, равнокрылых, прямокрылых и пухоедов), а также против нематод, клещей и простейших. Bt используют вместо или совместно с применяемыми химическими пестицидами в лесном и сельском хозяйстве [Ge et al, 1990]. Помимо этого Bt является ключевым источником генов для переноса их в растения с целью обеспечения устойчивости к вредителям. В 1989 г. Hofte и Whiteley проанализировали известные cry-гены и предложили для них систематику.
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Среда обитания Bt очень разнообразна. Штаммы Bt были изолированы из почвы, насекомых, листьев различных пород деревьев. Для выделения штаммов Bt обычно используют тепловую обработку, чтобы изолировать споры, или проводят отбор с помощью антибиотиков [Alstad et al, 1995; Bravo et al, 1997; Hodgmanetal, 1989].

Bt и Bacillus cereus имеют много общего, поэтому некоторые бактериологи полагают, что они должны быть объединены в один вид. Использование классических биохимических и морфологических методов классификации бактерий не позволяет отличать Bt от В. cereus. Современные молекулярные методы, включая хромосомную гибридизацию, анализ фосфолипидов и жирных кислот, сравнение последовательности 16S рРНК, анализ полиморфизма длин амплифицированных фрагментов (AFLP) и анализ рестрикционных фрагментов геномных последовательностей также согласуются с гипотезой о том, что эти микроорганизмы являются одним видом. Формирование параспорального кристалла, слишком узкий критерий для идентификации Bt (от В. cereus), потому что ДНК некоторых штаммов В. cereus гибридизируется со специфичными зондами cry la [Carlson et al, 1996; Joung et al, 2002; Те Giffeletal, 1997].

Благодаря высокой степени генетической пластичности, штаммы и Bt-токсины имеют высокое разнообразие. Большинство генов, кодирующих Bt-токсины, по-видимому, находятся на коньюгативных плазмидах, содержащих транспозоны. Показано, что некоторые штаммы Bt способны передавать плазмиды в другие штаммы. Отмечено, что обычно один штамм Bt имеет

13

несколько Сгу-токсинов, что, вероятно, увеличивает круг хозяев данного штамма [Himeno et al, 1995; Те Giffel et al, 1997].

Bt имеет разнообразные и сложные механизмы регуляции синтеза токсинов, которые направлены на то, чтобы увеличить их уровень в течение стационарной фазы жизненного цикла [Choma et al, 1990; Crickmore et al, 1998].

Устойчивость спор Bt в различных условиях хорошо изучена. Споры Bt могут выжить в течение нескольких лет после действия ряда химикатов, хотя число самих бактерий, а также их токсичность, быстро снижаются [Shelton et al, 1995].

Предполагают, что Bt могут существовать как энтомопатогены, ' обитающие на растениях, а также как почвенные микроорганизмы. Поскольку большинство штаммов Bt изолировано из мертвых насекомых или пыли, но не из почвы, а также учитывая тот факт, что Bt и В. cereus способны размножаться в крови насекомых и вызывать сепсис, наиболее вероятно, что Bt является энтомопатогеном [Meadow et al, 1993; Stephens, 1952].

1.2. Виды токсинов, образующихся в бактериях Bt

Самыми важными токсинами, образующимися . в Bt, являются параспоральные кристаллические белки (ICP или дельта-эндотоксины), которые играют важную роль в специфичном инсектицидном действии бактерий. Эти токсины синтезируются во время формирования спор и имеют размер от 60 до 130 кДа. Каждая клетка синтезирует более 10 миллионов молекул эндотоксинов,
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которые формируют один кристалл [Agaisse et al, 1995; Bravo et al, 1997; Lereclus etal,1992].

Кроме кристаллических токсинов ряд пестицидных белков, не связанных с Cry-белками (так называемые, вегетативные инсектицидные белки, VIP), синтезируются некоторыми штаммами Bt в течение вегетативного роста. VIP не формируют параспоральные кристаллические белки и, очевидно, секретируются из бактериальной клетки.

с

Рисунок 1.1. А) Электронная микрофотография Bacillus thuringiensis var berliner во время спорулирования. Черным прямоугольником обозначен кристалл, белым -спора. Б) Двухпирамидальный кристалл В. thuringiensis var kurstaki. С) Электронная микрофотография В. thuringiensis, споры (SP) и кристаллы (CR) высвобождены из клетки.
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В настоящее время VIP исключены из номенклатуры Сгу-белков, поскольку не формируют кристаллических белков, и нет данных относительно наличия v/p-генов в геноме Bt, хотя, возможно, они локализуются на плазмидах, на которых встречаются и cry-гены. Механизм действия VIP схож с таковым для Сгу-белков [Butko et al, 1997; Hosan et al, 2003; Thomas et al 1983]. Например, ген vipla кодирует белок с молекулярной массой 100 кДа. Во время секреции белка его N-концевая часть, очевидно, подвергается действию гидролитических ферментов и в результате этого секретируемый белок Vipla имеет молекулярную массу 80 кДа. Показано, что Vipla вместе с Vip2a обладает токсичностью к личинкам вредителя корней кукурузы [Schneps et al, 1998].

Кроме cry- и vip-генов, современные исследования показали, что цитолитические белки (Cyt-белки) в Bt также имеют специфичное инсектицидное действие и формируют кристаллические формы, но в отличие от делта-эндотоксинов имеют небольшую молекулярную массу (20 кДа) и образуются в вегетативной фазе [Agaisse et al, 1996; Cheng et al, 2002; Joung et al,-2002].

Следует отметить, что эндотоксины, VIP-токсины и цитолитические токсины специфично влияют на насекомых, однако в некоторых штаммах Bt обнаружен ряд внеклеточных компонентов, которые оказывают неспецифичное действие на насекомых. Среди них выявлены протеазы, хитиназы, фосфолипазы, термолабильный алфа- и бета-экзотоксины. Бета-экзотоксин является термостабильным токсином и мутантным аналогом нуклеотида аденина. В Bt также образуются вещества с противогрибковым действием. Поэтому. Сгу-токсины являются самыми важными факторами вирулентности Bt, которые
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позволяют бактериям влиять на насекомых и жить в мертвых или ослабленных личинках насекомых. Пестициды на основе Bt, в отличие от синтетических пестицидов, являются природными и не оказывают влияния на млекопитающих, и влияют только на определенные виды насекомых. В настоящее время пестициды, созданные на основе Bt, составляют около 3% всех производимых инсектицидов.

1.3. Классификация штаммов и cry-генов Bt

В настоящее время изолировано много штаммов Bt и каждый год добавляются новые штаммы этих микроорганизмов. Штаммы Bt идентифицируются несколькими методами: серотайпингом, по серологии кристаллов, по морфологии кристаллов, по белковым компонентам, по картированию пептидов, по гибридизации ДНК, по молекулярным маркерам и инсектицидному действию [Crickmore et al 1998]. Метод серотайпинга основан на системе антиген-антитело, и работает на основе агглютинации флагелл (Н). В настоящее время идентифицировано более 80 серотайпов. Интересно, что разные серотипы (штаммы) могут иметь как одинаковые, так и разные кристаллы [Li et al, 2002; Robertson et al, 1995].

Лучший метод классификации Cry-токсинов основан на гомологии последовательности генов токсинов и спектре инсектицидного действия. Первоначально было классифицировано 42 Cry-токсина, которые были сформированы в 5 групп: Cryl (проявляют инсектицидное действие на бабочках), Сгу2 (проявляют инсектицидное действие на бабочках и двукрылых),
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