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* Эндогенные ретровирусы и ретротранспозоны,
будучи интегральной частью эукариотического гено�
ма, как правило, занимают около 10%, а в некоторых
случаях до 50% генома [1]. Их способность к транс�
позициям и горизонтальному переносу [2–4] пред�
ставляет один из основных факторов генетической
нестабильности и пластичности генома, что в рамках
отдельного организма может привести к развитию
ряда заболеваний, в том числе и у человека [5]. 

Ретровирус дрозофилы gypsy – удобная модель
для изучения биологии одной из групп эндоген�

* Эл. почта: bsyomin@yandex.ru

ных ретровирусов – Metaviridae, или Ty3/gypsy
группы, сейчас называемой также эрантирвиру�
сами [6, 7]. Интерес к изучению gypsy обусловлен
его довольно высокой частотой транспозиций, ам�
плифицированностью в геноме и способностью к
межвидовому переносу [3]. Природу gypsy можно
рассматривать двояко. С одной стороны, это ре�
тротранспозон, активно экспрессирующийся в ге�
номе ряда видов плодовой мушки [6, 8], и в этой
связи представляет собой один из факторов, обес�
печивающих вариабельность генома за счет своих
транспозиций. С другой стороны, это инфекци�
онный ретровирус, о чем свидетельствует его
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Структурный белок Gag ретровируса дрозофилы gypsy состоит из капсидного и нуклеокапсидного доме7
нов. Белок Gag образует вирусоподобные частицы в бактериальной клетке; кроме того, капсидный до7
мен Gag тоже способен мультимеризоваться, причем без участия нуклеокапсида. Однако агрегаты, об7
разуемые капсидом, гетерогенны по размеру и гораздо менее организованы, чем частицы, сформирован7
ные полноразмерным Gag gypsy. Нуклеокапсид существенно влияет на организацию частиц, и эту
функцию определяет последовательность аминокислотных остатков на его N7конце (проксимальная
часть нуклеокапсида). Формирование частиц эффективно происходит в присутствии РНК или однони7
тевых олигонуклеотидов произвольной последовательности.
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структурная организация: gypsy содержит между
длинными концевыми повторами гены gag, pol и
env, свойственные ретровирусам, и, главное, ча�
стицы, образуемые этим элементом, обеспечива�
ют его горизонтальный транспорт [3, 9, 10]. 

Как и все ретровирусы и ретротранспозоны,
gypsy кодирует структурный белок Gag. Особен�
ность Gag gypsy заключается в том, что его амино�
кислотная последовательность не содержит из�
вестных канонических мотивов, характерных для
Gag всех подсемейств ретровирусов: лентивиру�
сов, онковирусов и спумавирусов [6, 11]. Более
того, нет свидетельств, позволяющих предпола�
гать, что Gag gypsy процессируется на матрикс�
ный, капсидный и нуклеокапсидный пептиды
[11, 12], как это присуще структурным белкам
большинства ретровирусов позвоночных [13].
Выделить в Gag gypsy соответствующие домены
возможно лишь виртуально. Дополняет картину
то, что в нуклеокапсидной части этого белка от�
сутствуют классические последовательности
“цинковые пальцы” (или так называемые CСHС�
мотивы), обычно обеспечивающие связывание
структурного белка с РНК ретровируса [14, 15].
Вместе с тем, такая организация Gag не ограни�
чивается исключительно ретровирусом gypsy, а
характерна для ряда ретротранспозонов дрозофи�
лы и дрожжей [6]. Кроме того, структурные белки
спумавирусов млекопитающих [16] и ряда эндо�
генных ретровирусов, обнаруженных также и у
человека (например, HERVL [1]), лишены
CСHС�мотивов подобно Gag gypsy. 

Несмотря на необычную организцию, Gag gypsy,
как и все Gag, отвечает за образование вирусной
частицы. Более того, он самодостаточен для
мультимеризации в глобулярные частицы без
участия каких�либо факторов эукариотической
клетки, поскольку, экспрессированный в бакте�
риях, способен образовывать частицы [11]. Вме�
сте с тем, практически ничего не известно о том,
какие домены аминокислотной последователь�
ности ответственны за способность этого типа
Gag мультимеризоваться в вирусоподобную ча�
стицу. Прояснить этот вопрос важно не только с
точки зрения понимания механизма функциони�
рования отдельно взятого белка, но и того, каким
образом несхожие по аминокислотной последо�
вательности белки могут выполнять тождествен�
ные функции.

Традиционный подход, используемый для вы�
явления роли отдельных участков структурного
белка ретровируса в формировании вирусоподоб�
ной частицы, – экспрессия делеционных мутан�
тов Gag в бактериальной системе [17–19]. Gag
gypsy состоит только из двух доменов: капсида и
нуклеокапсида [11]; причем нуклеокапсидный
домен был определен по его классическому свой�
ству – отжигать тРНК к вирусной РНК [20]. Вме�

сте с тем, из концепции, согласно которой муль�
тимеризация Gag начинается со взаимодействия
нуклеокапсида с РНК, следует, что нуклеокапсид
играет ключевую роль в формировании частицы
ретровируса [14, 15, 21, 22]. В этой работе мы экс�
периментально оценили вклад нуклеокапсида в
формирование частицы gypsy. Для этого сравнили
способность к мультимеризации полноразмер�
ной формы белка с двумя его мутантными форма�
ми: в одном случае из белка Gag нуклеокапсид
удалили полностью, а в другом – только С�конце�
вую часть нуклеокапсида, содержащую мотив,
определяющий большой положительный заряд
белка и распространенный в белках, связываю�
щихся с РНК.

Нами показано, что для эффективной мульти�
меризации белка необходима нуклеиновая кис�
лота. Однако нуклеокапсид нельзя считать един�
ственным необходимым фактором мультимери�
зации Gag gypsy. Капсидная часть белка также
способна мультимеризоваться в присутствии
нуклеиновой кислоты. Нуклеокапсид существен�
но влияет на организацию и структуру частиц, и
эту функцию определяет N�концевая часть нук�
леокапсида gypsy. Мультимеризация всех рас�
смотренных в работе белков (полноразмерный
Gag, капсид Gag, нуклеокапсид Gag) эффективно
происходит в присутствии РНК или однонитевых
олигонуклеотидов, при этом для образования ча�
стиц не требуется никакой специфичной после�
довательности нуклеиновых кислот. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные линии. Линия клеток Escheri�
chia coli Xl�Blue (“Stratogene”, Великобритания)
использована для клонирования, а линия E. coli
BL21 (DE3) (“Novagen”, США) – для экспрессии
белка.

Создание конструкций. Молекулярное клони�
рование выполнено по стандартным методикам
[23]. Плазмиды, предназначенные для экспрес�
сии в бактериях белка Gag gypsy и его делецион�
ных мутантов, получены на основе плазмиды
BG1, состоящей из вектора pBlueBac4.5/V5�His
TOPO с клонированным ДНК�фрагментом ге�
номной копии Gag gypsy, синтезированной поли�
меразой PfuI [24]. При получении конструкции
“1” для экспрессии в бактериях полноразмерной
формы Gag NcoI�HindIII фрагмент плазмиды
BG1 клонировали в сайты NcoI–HindIII вектора
рЕТ23d(+). Конструкцию “1ΔNC” получили в ре�
зультате клонирования фрагмента ДНК HindII�
NcoI из конструкции BGI в вектор рЕТ23d(+) по
сайтам МluI (3'�конец затуплен фрагментом Кле�
нова) и NcoI.

Конструкцию “1ΔRRM” получили в результа�
те клонирования в вектор рЕТ23d(+) по сайтам
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DraII (затуплен фрагментом Кленова) и NcoI
фрагмента ДНК HindII�NcoI из конструкции
BGI. Плазмиду, позволяющую экспрессировать
нуклеокапсид Gag gypsy (“NC”), получили, выде�
лив StyI�HindIII 3'�концевой фрагмент Gag из
плазмиды BG1 и достроив концы фрагмента до ту�
пых фрагментом Кленова. Полученный фрагмент
лигировали в сайт NheI плазмиды рЕТ23d(+), до�
строенный до тупого. Созданные конструкции бы�
ли способны экспрессировать в бактериальной
клетке мутантные (делетированные) формы Gag
gypsy, схематичное изображение которых пред�
ставлено на рис. 1.

Экспрессия белка. Каждую из полученных
конструкций трансформировали в клетки E. coli
линии BL21(DE3). 5 мл ночной культуры транс�
формированных клеток разбавляли (1 : 100) све�
жей культуральной средой (LB/amp) и инкубиро�
вали при 37°C до достижения оптической плот�
ности 0.8 (при длине волны 600 нм). Ген T7 РНК�
полимеразы под контролем lac�промотора посто�
янно слабо экспрессируется даже в отсутствии
индуктора (“Novagen”). Чтобы увеличить выход
водорастворимой порции Gag (см. ниже) клетки с
трансформирофанными в них плазмидами инку�
бировали при 4°С в течение 72 ч без изопропил�
тиогалактозида (ИПТГ) в присутствии ампици�
лина (50 мкг/мл). Электорофорез белков прово�
дили по методике Лемли [23].

Выделение вирусоподобных частиц из бактери7
альных клеток. Клетки осаждали центрифугиро�
ванием (12000 × g), промывали фосфатно�соле�
вым буфером и ресуспендировали в буфере А
(20 мМ Трис�HCl, pH 7.8, 20 мМ NaCl, 2 мМ
PMSF, 0.25% Triton X�100), гомогенизировали в
гомогенизаторе Даунса и разрушали ультразву�
ком при помощи дезинтегратора “Bandtlin
sonopuls” (Германия). Полученный лизат освет�
ляли центрифугированием при 36000 × g в тече�
ние 15 мин при 4°C, супернатант наслаивали на
3 мл 30%�ного раствора сахарозы в буфере А и
центрифугировали 2 ч при 180000 × g в роторе
SW41 на центрифуге Optima TL�100 (“Beckman�
Coulter”, США). Осадок ресуспендировали в
500 мкл буфера А, гомогенизировали в гомогени�
заторе Даунса и вновь фракционировали, исполь�
зуя метод ультрацентрифугирования в ступенча�
том градиенте 20/30/70%�ных концентраций са�
харозы, взятых в соотношении 500 : 250 : 190 мкл
(ротор TLS55, 81000 × g, 68 мин, 4°C). Из пробир�
ки последовательно отбирали 196 мкл аликвоты
и, таким образом, получали 8 фракций, которые
затем анализировали методом электрофореза в
ПААГ [23]. 

Очистка мономеров белка. Лизаты бактериаль�
ных клеток, после экспрессии полноразмерного
Gag или его делетированных форм, центрифуги�
ровали при 12000 × g в течение 15 мин. Образовав�
шийся осадок трижды промывали раствором
0.5%�ного Triton X�100 с 10 мМ ЭДТА и оставляли
на 1 ч при комнатной температуре в 8 М мочеви�
не, содержащей 0.2 M NaCl, 0.1 M Трис�HCl,
pH 6.8. Получившийся раствор центрифугирова�
ли при 280000 × g в течение 20 мин. Осадок после
центрифугирования не содержал Gag, т.е. агрега�
ты изучаемых белков полностью растворялись в
присутствии 8 М мочевины. Поскольку клониро�
вание выполнено так, что к С�концу всех экс�
прессируемых белков подшита последователь�
ность из 6 остатков гистидина (полигистидиновый
тракт), полноразмерную форму Gag или его делети�
рованные формы выделяли из супернатанта мето�
дом аффинной хроматографии на Ni�NTA�агарозе
по методике производителя (“Pharmacia”). Полу�
ченный таким образом препарат затем дополни�
тельно очищали гель�фильтрацией на колонке
Superose 12 (“Pharmacia”) в системе FPLC.

Связывание меченой ДНК с белками, иммоби7
лизованными на фильтре, проводили в буфере сле�
дующего состава: 20 мМ Трис�HCl, pH 7.5, 50 мM
NaCl и 5%�ного обезжиренного молока – по ме�
тодике, описанной нами ранее [25]. ДНК метили
Р32 при помощи “рассеянной затравки” (“Amer�
sham”) по методике производителя. Для получе�
ния меченной РНК in vitro плазмиду pGEMgyp
[26] линеаризовали рестриктазой BamHI и прово�
дили реакцию синтеза РНК SP6 полимеразой
(“Amersham”) по методике производителя. В ка�
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Рис. 1. Схематичное изображение использованных в
работе белков, экспрессированных в бактериях.
Сверху вниз изображены “1”, “1ΔRRM”, “1ΔNC” и
“NC” соответственно. Последовательность амино�
кислотных остатков нуклеокапсида приведена на схе�
ме. Положительно заряженная последовательность,
содержащая парные остатки аргинина и серина, под�
черкнута и названа SR�мотив, на схемах белков она
представлена темным прямоугольником. 
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честве предшественника использовали [Р32]�ме�
ченый ATP в количестве 100 мкКи на одну реак�
цию синтеза.

Получение частиц in vitro. Концентрацию мо�
чевины в растворах очищенного белка постепен�
но снижали (от 6 до 0.25 М) при диализе в буфере
следующего состава: 50 мM Трис�HCl, pH 6.8;
150 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2, 5%�ный глицерин. 

Электронная микроскопия. Образцы (5 мкл)
наносили на свежеионизированные коллодиево�
угольные пленки�подложки, окрашивали 2%�
ным уранилацетатом и анализировали на элек�
тронном микроскопе JEM�100CX (80 кВ; “JEOL”,
Япония). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На первом этапе работы исследована способ�
ность белка Gag gypsy образовывать вирусоподоб�
ные частицы без участия нуклеокапсида. Такой
подход основан на представлении, что образование
вирусоподобной частицы инициируется при взаи�
модействии нуклеокапсида с РНК [14, 15, 21, 22].
Не так давно на C�конце Gag gypsy выявили нук�
леокапсид [20]. Нуклеотидная последователь�
ность, кодирующая нуклеокапсидный домен, де�
летирована в созданной нами конструкции
“1ΔNC”. Сравнив экспрессию целевых продук�
тов, синтезируемых конструкциями “1ΔNC” (без
нуклеокапсида) и “1” (полноразмерный Gag),
оценили способность этих белков формировать
частицы, используя для этого тест, примененный
нами ранее [11]. Клетки с экспрессированными
белками разрушали ультразвуком, отбирали
осветленный лизат и ультрацентрифугировали,
как принято при очистке вируса. Образовавший�
ся осадок растворяли и наслаивали на трехсту�
пенчатый градиент увеличивающихся концен�
траций сахарозы 20/30/70%. Как показано ранее
для белка конструкции “1” [11], в условиях уль�
трацентрифугирования (180000 × g, 40 мин) ча�
стицы проходят через 20� и 30%�ную сахарозу и
задерживаются на границе между 30� и 70%�ной
сахарозой. Вместе с тем, белок без нуклеокапсида
– конструкция “1ΔNC” – также аккумулировался
на 30–70%�ной интерфазе, и этот результат стал
отправной точкой для дальнейшей работы. 

Электронно�микроскопическое исследование
препаратов интерфазы 30� и 70%�ной сахарозы вы�
явило существенное различие между структурами,
образуемыми белками “1” и “1ΔNC” (рис. 2а,б). Ес�
ли Gag gypsy (продукт конструкции “1”) форми�
рует достаточно однородные глобулярные части�
цы со средним размером 27 нм (рис. 2а), то его де�
леционный мутант, с удаленным нуклеокапсидом,
образует глобулярные агрегаты, размеры которых
варьируют от 3 до 50 нм (рис. 2б). Несмотря на то,
что “1ΔNC” формирует неоднородные агрегаты,

полученный результат свидетельствует о способ�
ности Gag мультимеризоваться без участия нук�
леокапсида. 

Ранее нами показано, что структурный белок
Gag gypsy имеет высокое сродство к нуклеиновым
кислотам. Константа связывания белка равна
4 × 108 М–1 [25]. Это значение хорошо коррелирует
с константами связывания классически организо�
ванных Gag. Поскольку пока нет альтернативного
объяснения механизма инициации мультимериза�
ции Gag, кроме как через взаимодействие с нукле�
иновой кислотой [14, 15, 21, 22], нами экспери�
ментально проверено, только ли нуклеокапсид

а

б

в

Рис. 2. Электронная микроскопия частиц, очищен�
ных из бактериальных клеток, после экспрессии в
них белка “1” (а), “1ΔNC” (б), “1ΔRRM” (в). Стрел�
ками отмечены примеры наиболее характерных для
каждого препарата частиц. Масштабный отрезок со�
ставляет 50 нм. 
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определяет сродство Gag к нуклеиновым кисло�
там. Для этого применен метод лиганд�блотинга
[25]. Метод основан на связывании иммобилизо�
ванных на мембране белков с мечеными нуклеи�
новыми кислотами. Этот метод был успешно
опробован при идентификации структурных бел�
ков Ty1 в лизатах клеток Saccharomyces cerevisiae
[27] и ранее использован нами для детекции Gag
gypsy [25]. 

Конструкции, кодирующие Gag gypsy (“1”),
мутантную форму Gag без нуклеокапсида
(“1ΔNC”) и нуклеокапсид (“NC”), экспрессиро�
вали в клетках E. coli BL21(DE3). После экспрес�
сии клетки лизировали и подбирали объемы
аликвот из лизатов таким образом, чтобы в них
были одинаковые массы экспрессированных бел�
ков. Затем компоненты лизатов фракционирова�
ли с помощью электрофореза в 10%�ном SDS�
ПААГ (рис. 3а) и переносили на нитроцеллюлоз�
ную мембрану электроблотингом и связывали с
денатурированной лидерной последовательно�
стью ДНК gypsy, меченной Р32 с помощью метода
рассеянной затравки. Результат представлен на
рис. 3б. Полноразмерная форма белка “1” и нук�
леокапсид “NC” эффективно связываются с нук�
леиновой кислотой. Разница в эффективности
связывания между “1” и “NC” усилена тем, что
при равенстве условий иммобилизации (по массе
белка) количество нуклеокапсида на фильтре в
2.4 раза больше (соответственно больше центров
связывания), чем полноразмерной формы Gag.
Кроме того, нельзя исключить возможность бо�
лее эффективного переноса на мембрану низко�
молекулярных полипептидов по сравнению с вы�

сокомолекулярными. Обращает на себя внима�
ние тот факт, что делетированные формы Gag,
прежде всего “1ΔNC”, также проявляют слабое
сродство к нуклеиновым кислотам (рис. 3в). И
это, скорее всего, не артефакт, связанный с боль�
шим количеством “1ΔNC” на мембране, по�
скольку фракционированные белки бактериаль�
ного лизата, взятые в сравнимых количествах (см.
рис. 3а) и иммобилизованные таким же образом,
не проявляли никакого сродства к нуклеиновым
кислотам. По�видимому, как и в случае нуклео�
капсида, связывание делетированного по нему
полипептида с нуклеиновыми кислотами обу�
словлено положительно заряженными участками
с большим содержанием остатков лизина (их
осталось 15) и аргинина (16), причем оставшаяся,
капсидная, часть Gag образует глобулярные агре�
гаты (рис. 2б). Таким образом, нуклеокапсид не
есть исключительная область белка, обеспечива�
ющая связывание с нуклеиновой кислотой, но
его присутствие необходимо для образования од�
нородных глобулярных частиц (рис. 2). Из этого
можно предположить, что нуклеокапсид обеспе�
чивает специфичность взаимодействия мономе�
ров при сборке частицы. 

Нуклеокапсид любого из известных Gag нахо�
дится на N�конце белка и представлен областью
«низкой сложности», которую достаточно просто
определить, используя, например, возможности
сервера DisProt VL3�H predictor [http://www.ist.
temple.edu/disprot/]. Именно по этим элементар�
ным признакам идентифицирован нуклеокапсид
Gag gypsy [20]. Анализируя эту область, мы обра�
тили внимание на участок, расположенный меж�
ду 333 и 348 аминокислотными остатками белка

а б в
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Рис. 3. Тест на связывание с нуклеиновыми кислотами белков “1” , “1ΔRRM”, “1ΔNC” и “NC”. а – Электрофорети�
ческий анализ лизатов клеток в 12.5%�ном ПААГ. Гель окрашен коллоидным кумасси G�250. 1, 2, 4, 5 – Бактериальные
лизаты после экспрессии белков “1” , “1ΔRRM”, “1ΔNC” и “NC” соответственно; 3 –контроль. б – Препарат, анало�
гичный изображенному на рисунке а, после переноса на фильтр и связывания с ДНК, меченной [Р32] методом “рас�
сеянной затравки”. в – Связывание пептидов бактериальных лизатов после экспрессии белков “1” , “1ΔRRM”,
“1ΔNC” и “NC” (1–4 соответственно) и фракционирования в 12.5 %�ном ПААГ с [Р32]�меченой (+)�цепью РНК gypsy,
синтезируемой in vitro при помощи SP6 РНК�полимеразы с плазмиды PGEMgyp. 
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(рис. 1), который, наряду со значительным поло�
жительным зарядом, содержит последователь�
ность, похожую на SR�мотив [28], определяемую
наличием пары остатков Arg и Ser. Этот мотив ха�
рактерен для белков, специфически связываю�
щихся с нуклеиновыми кислотами. Поскольку
последовательность, определяющая РНК�распо�
знающий мотив (RRM) нуклеокапсида Gag gypsy,
не известна, мы экспериментально оценили
вклад вышеуказанного участка в мультимериза�
цию Gag. Для этого создали делеционный мутант
Gag gypsy “1ΔRRM” и проанализировали структу�
ры, которые он образует в бактериальной клетке.
Использовали описанный выше тест: из водорас�
творимой части лизата ультрацентрифугировани�
ем выделяли фракцию частиц, которую затем так�
же ультрацентрифугированием анализировали с
помощью ступенчатого градиента сахарозы. В ре�
зультате показано, что Gag gypsy, у которого уда�
лено больше половины нуклеокапсида на С�кон�
це (белок “1ΔRRM”), способен не менее эффектив�
но, чем полноразмерная форма Gag формировать
частицы в бактериальной клетке. Частицы, образуе�
мые “1ΔRRM”, морфологически мало отличались
от таковых для полноразмерного белка (рис. 2в).
Таким образом, результаты сравнения мульти�
мерных структур, образуемых Gag и двумя его деле�
ционными мутантами, свидетельствуют о том, что
нуклеокапсид необходим для построения глобуляр�
ных частиц, и эта функция может быть обеспечена
его N�концевым (проксимальным) участком. 

Ранее нами показано, что основная масса экс�
прессируемого в бактериях Gag gypsy образует
макромолекулярные агрегаты – тельца включе�
ния – внутри бактериальной клетки [11]. Сход�
ным образом ведут себя и мутанты Gag: “1ΔNC” и
“1ΔRRM”. Такое поведение белков довольно ти�
пично при сверхэкспрессии в бактериальной
клетке [29]. Белки, собранные в тельца включе�
ния, аккумулируются в осадке при центрифуги�
ровании бактериального лизата, т.е. в водонерас�
творимой форме [11, 29]. Этот материал и взят на�
ми для моделирования in vitro вирусоподобных
частиц gypsy, т.е. мы рассмотрели, способны ли
делеционные мутанты Gag, образующие макро�
молекулярные агрегаты, формировать частицы
in vitro. 

Стратегию дальнейших экспериментов выра�
батывали на основании следующих результатов,
полученных для классически организованных
Gag: во�первых, для мультимеризации структур�
ного белка необходимы нуклеиновые кислоты и,
во�вторых, последовательности, которая лучше
других стимулирует этот процесс, не выявлено.
Так, добавление любой гетерологичной РНК к
чистым препаратам экспрессированных бактери�
ально структурных белков HIV, M�PMV и RSV
приводит к их быстрой мультимеризации и обра�
зованию частиц in vitro [13, 30, 31]. 

Водонерастворимую фракцию, полученную в
виде осадков в результате центрифугирования
(при 12000 × g) лизатов бактериальных клеток по�
сле экспрессии в них белков, растворяли в 8 М
мочевине и очищали с помощью аффинной хро�
матографии на никель�агарозе. Затем для полно�
го удаления из препарата нуклеиновых кислот
проводили гель�фильтрацию в системе FPLC. Та�
ким образом, получили чистые бактериально экс�
прессированные денатурированные мономеры
Gag (“1”) и два его делеционных мутанта
(“1ΔRRM” и “1ΔNC”). 

Далее искали ответ на следующие вопросы:
1) возможен ли рефолдинг белков, 2) способны
ли ренатурированные белки образовывать виру�
соподобные частицы и 3) необходима ли для об�
разования частиц нуклеиновая кислота? В опи�
сываемом ниже тесте использовали два типа нук�
леиновых кислот: раствор полиаденилированной
РНК из клеток D. melanogaster (линия 67j25D,
клетки этой линии использовали ранее в работах
[3] и [26]), который получали по приведенной на�
ми ранее методике [3], и 22�членный олигонук�
леотид, состоящий из повторяющейся пары GT.
Нуклеотидный состав (GT)22 выбран на том осно�
вании, что именно такой олигонуклеотид исполь�
зовали при тестировании in vitro мультимериза�
ции Gag, имеющих CСHС�мотив, и размер нук�
леотидной затравки в 22 нуклеотида обеспечивал
эффективную мультимеризацию мономеров
[18, 22, 32]. 

Отобрав по три аликвоты из каждого очищен�
ного белкового препарата (концентрация белка
0.3 мг/мл), добавляли к одной из них раствор по�
лиаденилированной РНК, к другой – олигонук�
леотид, а третью использовали как контроль.
Масса добавленных нуклеиновых кислот состав�
ляла примерно 6% от массы белка, поскольку, по
литературным данным, на примере структурных
белков HIV [33] и RSV [13, 32], такое соотноше�
ние было найдено наиболее эффективным. С по�
мощью диализа в препаратах снижали концен�
трацию мочевины от 8 до 0.25 М, наслаивали на
ступенчатый градиент 20/30/70%�ной сахарозы и
центрифугировали при 180000 × g в течение
45 мин – как и в предыдущих экспериментах по
выделению вирусоподобных частиц. Затем для
каждого образца анализировали фракцию, соот�
ветствующую интерфазе 30� и 70%�ной сахарозы
(рис. 4). Если нуклеиновую кислоту в образец не
добавляли, то белка в рассматриваемой зоне
практически не было, т.е. макромолекулярные
структуры не образовывались. Вместе с тем, ос�
новная масса белка во всех препаратах, куда была
добавлена РНК, находилась на границе 30� и
70%�ой сахарозы. При добавлении олигонуклео�
тида полноразмерная форма белка, также как и в
присутствии РНК, эффективно аккумулирова�
лась в “зоне частиц” градиента. Обращает на себя
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внимание тот факт, что белок с делетированным
нуклеокапсидом (“1ΔNC”) также проявлял спо�
собность эффективно мультимеризоваться в при�
сутствии нуклеиновых кислот.

Электронно�микроскопическое исследование
образцов, полученных из препаратов интерфаз�
ной фракции, показало, что все рассматриваемые
белки способны эффективно мультимеризовать�
ся при добавлении нуклеиновой кислоты. Для
каждого белка частицы, образуемые при добавле�
нии РНК, схожи с частицами, образуемыми при
добавлении олигодезоксирибонуклеотида, и по�
добны тем, которые выделены из бактериальных
клеток (рис. 5). Средний диаметр частиц в образ�
цах белков конструкций “1” и “1ΔRRM” состав�
лял 27 нм. Кроме того, в тех образцах белка “1”,
где добавлена РНК, иногда встречались тубуляр�
ные (цилиндрические) структуры (рис. 5а); их об�
разование может быть обусловлено “наматыва�
нием” Gag на длинные молекулы РНК, во всяком
случае, такой механизм обсуждался ранее [18]. В

образцах “1ΔRRM” и “1ΔNC” таких структур не
зарегистрировано. Отметим, что, несмотря на эф�
фективную мультимеризацию в присутствии нук�
леиновой кислоты, белок без нуклеокапсида
(“1ΔNC”) образовывал глобулы, размер которых
варьировал в широких пределах (диаметр от 5 до
20 нм), и которые проявляли склонность к обра�
зованию агрегатов (рис. 5в).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На основании результатов, полученных как при
изучении экспрессии Gag gypsy, так и структурных
белков других ретровирусов [13, 30, 31, 34], можно
предположить, что независимо от аминокислот�
ной последовательности структурного белка его
экспрессия в гетерологичной системе приводит к
образованию вирусоподобных частиц. 

К настоящему времени cтруктура Gag gypsy де�
тально не изучена, но сравнительный биоинфор�
матический анализ белка позволяет считать, что в
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Рис. 4. Анализ мультимеризации белков в присутствии нуклеиновой кислоты. Электрофорез в 12.5%�ном SDS�ПААГ
фракций интерфазы 30/70%�ной сахарозы: 1–3 – “1”, 4–6 – “1ΔRRM”, 7–9 – “1ΔNC”. В образцы 1, 4, 7 препаратов
очищенного белка добавляли РНК; в образцы 2, 5, 8 – 22�членный дезоксирибонуклеотид; образцы 3, 6, 9 не содер�
жали нуклеиновой кислоты. 
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Рис. 5. Электронная микрофотография препаратов частиц, образованных in vitro из изначально денатурированного
белка в присутствии РНК. На микрофотографиях представлен материал интерфазы 30/70%�ной сахарозы, получен�
ный в результате ультрацентрифугирования препаратов, содержащих белки конструкций “1” (а), “1ΔRRM” (б) или
“1ΔNC” (в). Стрелками отмечены примеры наиболее характерных для препарата частиц. Масштабный отрезок состав�
ляет 50 нм. 
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нем отсутствует домен, соответствующий мат�
риксу, и, таким образом, он состоит только из
капсида и нуклеокапсида [11], и в этом отноше�
нии Gag gypsy больше напоминаает не Gag ретро�
вирусов позвоночных, а структурные белки ре�
тротранспозонов дрожжей Ty1 и Ty3 [34].

В этой работе показано, что мультимеризация
капсида может происходить без участия нуклео�
капсида; и этот факт согласуется с результатами
авторов, которые изучали способность делецион�
ных мутантов структурных белков других ретро�
вирусов и ретротранспозонов формировать ча�
стицы in vitro [34–37]. Кроме того, полученные
нами результаты хорошо согласуются с наблюде�
нием, что добавление нуклеиновой кислоты зна�
чительно ускоряет мультимеризацию белка с мо�
тивом “цинковые пальцы” [14, 22]. 

Экспрессия капсидной части структурного
белка (“1ΔNC”) в бактериях, как и моделирова�
ние самосборки такого полипептида in vitro, при�
водит к образованию неоднородных глобулярных
агрегатов. Из этого можно предположить, что
нуклеокапсид Gag gypsy не есть необходимое
условие для мультимеризации белка. Однако не�
сомненна его роль в организации и симметрии
частиц, которые образуются через взаимодействие
белка с нуклеиновой кислотой. Нами показано,
что мультимеризация мономеров белков происхо�
дит как при добавлении РНК, так и ДНК. Причем
нуклеотидный состав добавляемых нуклеиновых
кислот не важен – такой вывод сделан нами на ос�
новании результатов, приведенных в предыдущем
разделе и полученных в дополнительных экспери�
ментах, где к препаратам белка добавляли различ�
ные нуклеиновые кислоты. Например, экстракт
РНК из бактериальных клеток также вызывал эф�
фективную мультимеризацию белков. Эти резуль�
таты хорошо согласуются с данными, полученны�
ми на структурных белках, имеющих “цинковые
пальцы”: Gag RSV [13, 22] и Gag Ty3 [34]. 

Нуклеокапсид любого из известных Gag нахо�
дится на N�конце белка и представлен областью
“низкой сложности” [38]. Именно по этим про�
стейшим признакам ранее был определен нуклео�
капсид Gag gypsy, а затем экспериментально дока�
зана одна из его функций – способность отжигать
тРНК к РНК gypsy [20]. Для обеспечения связыва�
ния с РНК нуклеокапсид должен содержать по�
следовательность или последовательности, рас�
познающие РНК – “РНК�распознающий мотив”
(RRM). Хорошо известно, что центр RRM в клас�
сически организованных структурных белках ре�
тровирусов представлен одним или двумя моти�
вами, образованными из остатков цистеина и ги�
стидина (СX2CX4HX4C), так называемыми
CCHC�мотивами “цинковые пальцы” [39]. В Gag
gypsy такой мотив отсутствует. Более того, сравне�
ние аминокислотной последовательности нук�

леокапсида gypsy с последовательностями извест�
ных нуклеокапсидов, представленных в базах
данных [http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/], не выяви�
ло никакого значимого сходства. В первичной
структуре нуклеокапсида Gag gypsy не найдено и
других канонических RRM: ни [RK]�G�[FY]�
[GA]�[FY]�[ILV]�X�[FY] или [ILV]�[FY]�[ILV]�
XN�L [40], ни последовательностей, обогащен�
ных пролином, которые также могут определять
связывание с РНК [41]. Вместе с тем, в первичной
структуре нуклеокапсида gypsy мы выделяем об�
ласть, которую можно связать с серин�аргинино�
вым RRM (SR�RRM) [28, 42, 43], – с 333�го по
348�й аминокислотный остатки (рис. 1). Хотя
белки, имеющие SR�RRM, изучают уже более
20 лет, не установлен общий аминокислотный
консенсус этого РНК�распознающего мотива.
Замечено, что в SR�мотивах часто присутствуют
остатки серина и аргинина, расположенные пара�
ми [28, 44], что характерно и для рассматривае�
мой области нуклеокапсида (рис. 1). Кроме того,
в этой же области нуклеокапсида находится боль�
шое количество положительно заряженных ами�
нокислотных остатков, которые и определяют
высокий положительный заряд белка. Обычно
SR�RRM находится рядом с другими, вышеупомя�
нутыми, типами RRM [28, 43–45], но это не отно�
сится к нуклеокапсиду Gag gypsy. Таким образом,
даже с точки зрения функционирования SR�RRM
Gag gypsy организован нестандартно. Вместе с тем,
область 333–348 аминокислотной последователь�
ности Gag имеет сходство с участками ряда белков,
специфически связывающихся с нуклеиновыми
кислотами (таблица). Такой результат наводит на
мысль, что указанная область нуклеокапсида может
быть основным, если не единственным, участком
специфического связывания Gag с РНК gypsy, что в
эукариотической клетке дрозофилы инициирует
образование частиц ретротровируса.

Чтобы оценить, насколько важна область с 333
по 348 аминокислотные остатки нуклеокапсида
Gag при экспрессии белка в бактериях, мы удали�
ли указанную область вместе с C�концом нуклео�
капсида (белок “1ΔRRM”). Показано, что делети�
рованный белок эффективно образует глобулярные
частицы того же размера, что и полноразмерная
форма. Значит, проксимальной части нуклеокапси�
да достаточно для того, чтобы обеспечить построе�
ние однородных глобулярных частиц в бактериях и
in vitro. Вместе с тем, несмотря на то, что частицы,
образуемые в гетерологичной бактериальной систе�
ме, напоминают частицы, образуемые в клетках
дрозофилы [11], отсутствие какой либо определен�
ности в последовательности нуклеиновых кислот
при сборке бактериально полученных белков в
частицу, указывает на ограниченный характер
действия нуклеокапсида в этом случае. То есть за
рамками модельных экспериментов, представ�
ленных в работе, остались механизмы специфиче�
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ского белок�нуклеинового узнавания, которые
имеют место при репликации вируса в хозяйских
клетках.

Подводя итог, отметим, что в результате проде�
ланной работы показано, что мультимеризация
капсидной части белка Gag gypsy может происхо�
дить без участия нуклеокапсида, хотя последний
существенно влияет на структуру образуемых ча�
стиц. Показано, что для формирования белком
Gag gypsy однородных глобулярных частиц в гете�
рологичной системе важна только N�концевая
часть нуклеокапсида. Добавление нуклеиновых
кислот, как РНК, так и ДНК, инициирует образо�
вание частиц мономерами Gag и его делеционны�
ми мутантами, рассмотренными в работе. Не вы�
явлено ни какой�либо определенной нуклеотидной
последовательности, ни оптимального размера нук�
леиновой кислоты, запускающей мультимериза�
цию бактериально экспрессированных белков. 

Авторы благодарят Т. Русанову и М. Привало�
ву за помощь при манипуляциях с бактериями,
очистке белков и нуклеиновых кислот. 
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