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ÓÄÊ 577.218

Â. Ä. ²ÂÀÍÎÂÀ , Â. Ê. ÏÎÇÓÐ

ÎÏÒÈÌ²ÇÀÖ²ß ÅÊÑÏÐÅÑ²¯ ÐÅÊÎÌÁ²ÍÀÍÒÍÎÃÎ
ÏËÀÑÒ²ÂÖÅÂÎÓÒÂÎÐÞÞ×ÎÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ Staphylococcus aureus Ó ÊË²ÒÈÍÀÕ

Escherichia coli XLI-BLUE

Ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû ïî îïòèìèçàöèè ýêñïðåññèè êëîíèðîâàííîãî â ñîñòàâå âåêòîðà pQE30
ãåíà clfA Staphylococcus aureus, êîäèðóþùåãî õëîïüåîáðàçóþùèé ôàêòîð (ïëàçìèäà ðÑF41). Äëÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà èñïîëüçîâàí øòàìì-ðåöèïèåíò XLI-Blue Escherichia coli. Ïîêàçàíî, ÷òî â ïðîöåññå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ øòàììà-ïðîäóöåíòà ïðîèñõîäèò ýëèìèíàöèÿ ïëàçìèäû è ñíèæåíèå óðîâíÿ áèîñèíòåçà öåëåâîãî
áåëêà. Ïðåäëîæåíû ñïîñîáû, ïîçâîëÿþùèå ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü ýêñïðåññèè ãåíà è óâåëè÷èòü âûõîä
ïðîäóêòà, ïîäîáðàíà ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîäóöåíòà. Â ïðåäëîæåííûõ óñëîâèÿõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè èíäóêöèè èçîïðîïèëòèî-β-D-ãàëàêòîçèäîì â ðåêîìáèíàíòíîì øòàììå íàêàïëèâà-
þòñÿ áîëüøèå êîëè÷åñòâà áåëêà (íå ìåíåå 30% âñåõ êëåòî÷íûõ áåëêîâ), íàõîäÿùåãîñÿ êàê â ðàñòâîðèìîé
ôîðìå, òàê è â âèäå òåëåö âêëþ÷åíèÿ. Íàëè÷èå íà N-êîíöå áåëêà ôðàãìåíòà èç 6 îñòàòêîâ ãèñòèäèíà
ïîçâîëÿåò î÷èùàòü åãî íà êîëîíêå ñ IDA-ñåôàðîçîé ñ âûñîêèì âûõîäîì.

Ê ë þ ÷ å â û å  ñ ë î â à : õëîïüåîáðàçóþùèé ôàêòîð, Staphylococcus aureus, ñòàáèëüíîñòü ïëàç-
ìèäû, ýêñïðåññèÿ.

Óêë³òèíí³é ñò³íö³ Staphylococcus aureus çíà-
õîäèòüñÿ áàãàòî àäãåçèí³â, ÿê³ áåðóòü
ó÷àñòü ó êîëîí³çàö³¿ òêàíèí òà ³í³ö³àö³¿

³íôåêö³é. Ïëàñò³âöåóòâîðþþ÷èé ôàêòîð (ÏëÔ,
clumping factor, ClfA), ÿêèé âçàºìîä³º ç ô³áðèíî-
ãåíîì, ââàæàþòü [1�3] îñíîâíèì ôàêòîðîì àä-
ãåç³¿ öèõ áàêòåð³é, ùî ñïðèÿº âèíèêíåííþ ðàíå-
âèõ ï³ñëÿîïåðàö³éíèõ òà ïîâ�ÿçàíèõ ³ç ìåäè÷íè-
ìè ³ìïëàíòàíòàìè ³íôåêö³é. Éîãî çäàòí³ñòü äî
çâ�ÿçóâàííÿ ç ô³áðèíîãåíîì, ç îäíîãî áîêó, çà-
áåçïå÷óº ïðèêð³ïëåííÿ áàêòåð³àëüíî¿ êë³òèíè äî
òêàíèí îðãàí³çìó õàçÿ¿íà, à ç ³íøîãî (çàâäÿêè
óòâîðåííþ ïëàñò³âö³â) � çàõèùàº ì³êðîîðãàí³çì
â³ä ôàãîöèò³â. Äàí³ ë³òåðàòóðè ñâ³ä÷àòü ïðî ïðî-
òåêòèâíèé åôåêò ³ìóí³çàö³¿ òâàðèí ô³áðèíîãåíç-
â�ÿçóþ÷èì ðåöåïòîðîì çà äåÿêèõ âèä³â ñòàô³ëî-
êîêîâî¿ ³íôåêö³¿ [4]; ïåðñïåêòèâíèì âèÿâëÿºòü-
ñÿ ³ âèêîðèñòàííÿ öüîãî á³ëêà äëÿ ä³àãíîñòèêè
³íôåêö³¿ [5]. Ïðîòå âïëèâ ÏëÔ íà îðãàí³çì ó
ïðîöåñ³ çàõâîðþâàííÿ òà îñîáëèâîñò³ ³ìóííî¿
â³äïîâ³ä³ íà íüîãî ïîòðåáóþòü ïîäàëüøîãî âèâ-
÷åííÿ ³ áóäóòü êîðèñí³ äëÿ ïîøóê³â íîâèõ àíòè-
ñòàô³ëîêîêîâèõ òåðàïåâòè÷íèõ òà ïðîô³ëàêòè÷-
íèõ çàñîá³â çàõèñòó. Ó çâ�ÿçêó ç öèì âàæëèâèì º
îòðèìàííÿ ïëàñò³âöåâîóòâîðþþ÷îãî ôàêòîðà ó
äîñòàòí³é ê³ëüêîñò³. ², îñê³ëüêè åôåêòèâíèõ ìå-
òîä³â âèä³ëåííÿ êîâàëåíòíî çâ�ÿçàíîãî ç ïåïòè-
äîãë³êàíîì ÏëÔ ³ç êë³òèííî¿ ñò³íêè S. aureus íå
çíàéäåíî (âñ³ âîíè º òðóäîì³ñòêèìè òà õàðàêòå-
ðèçóþòüñÿ íèçüêèì âèõîäîì ïðîäóêòó, äî òîãî
æ ð³çíîãî ñêëàäó), âäàëîþ àëüòåðíàòèâîþ º åêñ-

ïðåñ³ÿ ðåêîìá³íàíòíîãî ïëàñò³âöåâîóòâîðþþ÷î-
ãî ôàêòîðà ó êë³òèíàõ Escherichia coli.

Íàêîïè÷åííÿ ó êë³òèíàõ ðåêîìá³íàíòíèõ
øòàì³â-ïðîäóöåíò³â ö³ëüîâèõ ïðîäóêò³â çàëåæèòü
â³ä ïðèðîñòó á³îìàñè, îáóìîâëåíîãî óìîâàìè
êóëüòèâóâàííÿ, òà â³ä ôàêòîð³â, ùî âïëèâàþòü
íà åêñïðåñ³þ êëîíîâàíîãî ãåíà: ãåíåòè÷íèõ îñîá-
ëèâîñòåé ïîïóëÿö³¿ ðåêîìá³íàíòíèõ êë³òèí, ñòà-
á³ëüíîñò³ ïëàçì³äè, ñòàíó ñèñòåìè êë³òèí-ðå-
öèï³ºíò³â.

Ìåòîþ äàíî¿ ðîáîòè áóëî äîñë³äæåííÿ âïëè-
âó óìîâ êóëüòèâóâàííÿ íà âèõ³ä ðåêîìá³íàíòíî-
ãî ïëàñò³âöåâîóòâîðþþ÷îãî ôàêòîðà òà ï³äâèùåí-
íÿ éîãî åêñïðåñ³¿ ó êë³òèíàõ E. coli.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè

Øòàìè áàêòåð³é òà ïëàçì³äè. Â ðîáîò³ âè-
êîðèñòàíî ëþá�ÿçíî íàäàíèé íàì ïðîô. Ò. Ôîñ-
òåðîì (Trinity College, Dublin 2, Republic of Ireland)
øòàì-ïðîäóöåíò ðåêîìá³íàíòíîãî ÏëÔ, îòðèìà-
íèé íà îñíîâ³ ðåöèï³ºíòà E. coli XLI-Blue (supE44,
hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi, relA1, lac [F,�
proAB+, lacq, lacZ∆M15, Tn10(tetr)]). Øòàì-ðå-
öèï³ºíò òðàíñôîðìîâàíî ñêîíñòðóéîâàíîþ çà
äîïîìîãîþ âåêòîðà pQE30 ïëàçì³äîþ pCF41, ó
ÿê³é ï³ä êîíòðîëåì ñóêóïíîñò³ ïðîìîòîðà ôàãà
Ò5 òà ïîäâ³éíîãî ìîäóëÿ lac-îïåðàòîðà ì³ñòèòüñÿ
ãåí, ùî êîäóº ôðàãìåíò ïëàñò³âöåâîóòâîðþþ÷î-
ãî ôàêòîðà S. aureus (ë³ãàíäçâ�ÿçóþ÷èé äîìåí �
221�559 çàëèøêè) [6]. Ãåíåòè÷íèì ìàðêåðîì
ïëàçì³äè pCF41 º ãåí bla (β-ëàêòàìàçè), ùî çà-
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áåçïå÷óº ñò³éê³ñòü òðàíñôîðìîâàíèõ êë³òèí äî àì-
ï³öèë³íó.

Êóëüòèâóâàííÿ øòàìó. E. coli âèðîùóâàëè
íà ñåðåäîâèùàõ LB, 2YT òà Ì9 ³ç äîäàâàííÿì
ã³äðîë³çàòó êàçå¿íó (äî 1%), äð³æäæîâîãî åêñò-
ðàêòó (äî 0,5%) ³ ãëþêîçè (äî 1%) ïðè 37 °Ñ òà
àêòèâí³é àåðàö³¿ äî îïòè÷íî¿ ãóñòèíè 0,5�0,6 (ïðè
λ=600 íì, ÎÃ600). Äëÿ çàáåçïå÷åííÿ ñåëåêòèâíî-
ãî ðîñòó êë³òèí, ÿê³ ì³ñòÿòü ïëàçì³äó, ó âñ³ ñåðå-
äîâèùà äîäàâàëè àìï³öèë³í (200 ìêã/ìë). Äëÿ
³íäóêö³¿ ñèíòåçó ðåêîìá³íàíòíîãî á³ëêà äîäàâàëè
³çîïðîï³ëò³î-β-D-ãàëàêòîçèä, ²ÏÒÃ «Pharmacia»,
Øâåö³ÿ) äî êîíöåíòðàö³¿ 0,5 ìM òà âèðîùóâàëè
êóëüòóðó äî ñòàö³îíàðíî¿ ôàçè ðîñòó. Êë³òèíè
çáèðàëè öåíòðèôóãóâàííÿì, ñóñïåíäóâàëè ó áó-
ôåð³ (20 ìÌ òðèñ-HCl, 0,5 ìM ÅÄÒÀ ðÍ 8,0),
ðóéíóâàëè óëüòðàçâóêîì ³ âèêîðèñòîâóâàëè ó
ïîäàëüø³é ðîáîò³. Ç ìåòîþ îäåðæàííÿ êðèâèõ
ðîñòó øòàìó-ïðîäóöåíòà ÷åðåç êîæíó ãîäèíó â³ä
ïî÷àòêó êóëüòèâóâàííÿ âèì³ðþâàëè ÎÃ600 íà ñïåê-
òðîôîòîìåòð³ �Ultrospec 2000�.

Äëÿ îö³íêè âèæèâàííÿ êë³òèí, ÿê³ ì³ñòÿòü
ïëàçì³äó, òà äèíàì³êè ðîñòó êóëüòóðè âèçíà÷àëè
ñï³ââ³äíîøåííÿ ì³æ ÎÃ600 ñóñïåíç³¿ òà ê³ëüê³ñòþ
êîëîí³ºóòâîðþþ÷èõ îäèíèöü (ÊÓÎ) â îäèíèö³
îá�ºìó. Äëÿ öüîãî ïîñë³äîâíî ðîçâîäèëè êë³òèí-
íó ñóñïåíç³þ ó ô³ç³îëîã³÷íîìó ðîç÷èí³ (10-1�10-7)
³ âèñ³âàëè ïî 0,1 ìë ñóñïåíç³¿ ³ç êîæíîãî ðîçâå-
äåííÿ íà àãàðèçîâàíå ïîæèâíå ñåðåäîâèùå (LB ç
2% áàêòîàãàðó) ç äîäàâàííÿì àíòèá³îòèêà àáî áåç
íüîãî òà ³íêóáóâàëè ïðè 32 °Ñ. Ï³ñëÿ öüîãî ï³äðà-
õîâóâàëè êîëîí³¿, ùî âèðîñëè íà ÷àøêàõ Ïåòð³, ³
íà îñíîâ³ îòðèìàíèõ äàíèõ ïîð³âíþâàëè äèíàì³-
êó ðîñòó âñ³õ êë³òèí ïîïóëÿö³¿, âèçíà÷åíó çà ÎÃ600

òà âì³ñòîì ÊÓÎ, ç äèíàì³êîþ ðîñòó àìï³öèë³í-
ðåçèñòåíòíèõ êë³òèí (Apr). Êîíöåíòðàö³þ ÊÓÎ ó
íåðîçâåäåí³é ñóñïåíç³¿ âèçíà÷àëè ÿê ñóìàðíó
ê³ëüê³ñòü âñ³õ ï³äðàõîâàíèõ êîëîí³é çà êîæíîãî
ðîçâåäåííÿ ñóñïåíç³¿ [7]. Äîëþ Apr-êë³òèí âèç-
íà÷àëè ïîä³ëîì ê³ëüêîñò³ êë³òèí, ùî âèðîñëè íà
ñåëåêòèâíîìó ñåðåäîâèù³ ç àíòèá³îòèêîì, íà
ê³ëüê³ñòü êë³òèí, ÿê³ âèðîñëè íà ñåðåäîâèù³ áåç
àíòèá³îòèêà.

Âèä³ëåííÿ ðåêîìá³íàíòíèõ á³ëê³â ³ç êë³òèí
E. coli. Ðåêîìá³íàíòíèé á³ëîê îòðèìóâàëè ³ç ñó-
ïåðíàòàíòó ë³çîâàíèõ êë³òèí òà ç ò³ëåöü âêëþ-
÷åííÿ øëÿõîì î÷èùåííÿ ¿õ íà êîëîíö³ ç IDA-
ñåôàðîçîþ-6Â. Ïåðåä íàíåñåííÿì íà êîëîíêó
á³ëêè ó ñóïåðíàòàíò³ îñàäæóâàëè ñóëüôàòîì àìî-
í³þ ³ ñóñïåíäóâàëè ó áóôåð³ (20 ìM Na2HPO4-
NaH2PO4, 0,5 Ì NaÑl, ðÍ 7,5). Îñàä ë³çàòó äëÿ
ðîç÷èíåííÿ ò³ëåöü âêëþ÷åíü ñóñïåíäóâàëè â áó-
ôåð³ (20 ìM Na2HPO4-NaH2PO4, 0,5 Ì NaÑl, 8 M
ñå÷îâèíà, ðÍ 7,5). Çðàçêè íàíîñèëè íà êîëîíêó ç
IDA-ñåôàðîçîþ-6Â, çàðÿäæåíó Ni2+. Äëÿ åëþö³¿
á³ëêà çàñòîñîâóâàëè ñòóï³í÷àñòèé ãðàä³ºíò ³ì³äà-
çîëó (5�300 ìM).

SDS-åëåêòðîôîðåç ó ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãåë³.
Àíàë³ç áàêòåð³àëüíèõ á³ëê³â ïðîâîäèëè ç äîïî-
ìîãîþ åëåêòðîôîðåçó â 12%-ìó ïîë³àêðèëàì³ä-
íîìó ãåë³ [9], âèêîðèñòîâóþ÷è ÿê ìàðêåðè áè÷à-
÷èé ñèðîâàòêîâèé àëüáóì³í (66,2 êÄà), îâàëüáóì³í
(42,7 êÄà), ³íã³á³òîð òðèïñèíó (21,5 êÄà) («Sigma»,
CØA). Ãåë³ ôàðáóâàëè Êóìàñ³ ä³àìàíòîâèì ãî-
ëóáèì R-250. Âì³ñò á³ëê³â, ñèíòåçîâàíèõ ó êë³òè-
íàõ, âèçíà÷àëè ñêàíóâàííÿì åëåêòðîôîðåòè÷íî-
ãî ãåëþ òà àíàë³çîì äîð³æîê ³ç äîïîìîãîþ êîìï�þ-
òåðíî¿ ïðîãðàìè �Densitometer�.

Ðåçóëüòàòè òà îáãîâîðåííÿ

Íàìè âèÿâëåíî, ùî ãåííî-³íæåíåðíà êîíñò-
ðóêö³ÿ, ÿêà çàáåçïå÷óº åêñïðåñ³þ ðåêîìá³íàíòíî-
ãî ïëàñò³âöåâîóòâîðþþ÷îãî ôàêòîðà, º íåäîñòàò-
íüî ñòàá³ëüíîþ, òîìó ïåðåä îòðèìàííÿì á³îìàñè
ñë³ä ïîïåðåäíüî ïðîâîäèòè â³äá³ð êëîí³â øòàìó
ç íàéá³ëüø âèðàæåíîþ çäàòí³ñòþ äî ïðîäóêö³¿
ðåêîìá³íàíòíîãî á³ëêà. Äëÿ öüîãî îêðåì³ êîëîí³¿
âèñ³âàëè íà ð³äêå ñåðåäîâèùå LB ç àìï³öèë³íîì,
âèðîùóâàëè, ÿê çàçíà÷åíî âèùå, ³ àíàë³çóâàëè
ñêëàä êë³òèííèõ á³ëê³â çà äîïîìîãîþ åëåêòðîôî-
ðåçó â ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãåë³. Â³ä³áðàí³ âèñî-
êîïðîäóêòèâí³ êëîíè (åêñïðåñ³ÿ 18�20% á³ëêà)
âèêîðèñòîâóâàëè ó ïîäàëüøèõ äîñë³äæåííÿõ. ßê
âèäíî ç ðèñ. 1, â îêðåìèõ êëîíàõ ï³ñëÿ ³íäóêö³¿
ç�ÿâëÿþòüñÿ ñìóãè, ÿê³ â³äïîâ³äàþòü á³ëêó ç ìî-
ëåêóëÿðíîþ ìàñîþ á³ëÿ 45 êÄà, ùî ³ î÷³êóâàëîñü
äëÿ ðåêîìá³íàíòíîãî ÏëÔ.

Íåñòàá³ëüí³ñòü åêñïðåñ³¿ íå ïîâ�ÿçàíà ç áà-
çàëüíèì ñèíòåçîì ðåêîìá³íàíòíîãî ÏëÔ ó íå-
³íäóêîâàíèõ êë³òèíàõ îñê³ëüêè íà åëåêòðîôîðå-
ãðàì³ çðàçê³â êóëüòóð, â³ä³áðàíèõ äî ³íäóêö³¿ ñèí-
òåçó á³ëêà ²ÏÒÃ, â³äñóòí³ ñìóãè, ÿê³ â³äïîâ³äà-
þòü öüîìó á³ëêó (ðèñ. 1). Ç ³íøîãî áîêó, â ðå-

Ðèñ. 1. Åëåêòðîôîðåòè÷í³ ïðîô³ë³ á³ëê³â ð³çíèõ
êëîí³â øòàìó XLI-Blue E. coli � ïðîäóöåíòà ïëà-
ñò³âöåâîóòâîðþþ÷îãî ôàêòîðà: êëîíè 1 ³ 4 íå ïðî-
äóêóþòü ÏëÔ, êëîíè 2, 3, 5, 10, 11 � ïðîäóöåíòè
ðåêîìá³íàíòíîãî á³ëêà (êîæíà ïåðøà ë³í³ÿ � íå-
³íäóêîâàíà êóëüòóðà, äðóãà � ê³íöåâà á³îìàñà), Ì �
ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè.

1 4 2 3 5 10 11 Ì

� 66 êÄà

� 43 êÄà

� 21 êÄà
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çóëüòàò³ äîñë³äæåííÿ âì³ñòó àíòèá³îòèêîðåçèñòåí-
òíèõ êë³òèí ó ïîïóëÿö³¿ ç�ÿñîâàíî, ùî ó ïðîöåñ³
êóëüòèâóâàííÿ â³äáóâàºòüñÿ øâèäêà åë³ì³íàö³ÿ
ïëàçì³äè ³ç êë³òèí, ÿêà, ÿê ìè ââàæàºìî, º îñ-
íîâíîþ ïðè÷èíîþ çíèæåííÿ ð³âíÿ ïðîäóêòèâíîñò³
øòàìó.

Ñòàá³ëüí³ñòü åêñïðåñ³¿ çàëåæèòü â³ä óìîâ
êóëüòèâóâàííÿ, äîçè òà ê³ëüêîñò³ àíòèá³îòèêà, ùî
äîäàºòüñÿ â ñåðåäîâèùå. Íàìè âèçíà÷åíî, ùî
îäíîêðàòíå äîäàâàííÿ àíòèá³îòèêà â ê³ëüêîñò³
100 ìêã/ìë, ÿê öå ïðèéíÿòî, íà ïî÷àòêó ôåðìåí-
òàö³¿ íåäîñòàòíº äëÿ çàáåçïå÷åííÿ ³ñòîòíîãî ïå-
ðåâàæàííÿ â ïîïóëÿö³¿ ïðîäóêòèâíèõ êë³òèí, ùî
ì³ñòÿòü ïëàçì³äó (Apr). Çà òàêèõ óìîâ îòðèìàíî
á³îìàñó, â ÿê³é ì³ñòèòüñÿ íåçíà÷íà ê³ëüê³ñòü ö³ëüî-
âîãî ïðîäóêòó. Âèñîêèé ð³âåíü á³îñèíòåçó ðåêîì-
á³íàíòíîãî ïëàñò³âöåâîóòâîðþþ÷îãî ôàêòîðà
ìîæå áóòè äîñÿãíóòèé ïîñò³éíèì ñåëåêòèâíèì
òèñêîì íà êóëüòóðó çà äîïîìîãîþ àíòèá³îòèêà çà
ðàõóíîê ï³äâèùåííÿ éîãî êîíöåíòðàö³¿ äî
200 ìêã/ìë òà ïåð³îäè÷íîãî äîäàâàííÿ òàêî¿ ñà-
ìî¿ éîãî ê³ëüêîñò³ ó ïðîöåñ³ êóëüòèâóâàííÿ. Ðîç-
ðîáëåíî îïòèìàëüíó ñõåìó âíåñåííÿ àìï³öèë³íó
ó ïðîöåñ³ êóëüòèâóâàííÿ (200 ìêã/ìë íà ïî÷àòêó
òà ÷åðåç êîæí³ 2 ãîäèíè êóëüòèâóâàííÿ, à ï³ñëÿ
³íäóêö³¿ ²ÏÒÃ � ÷åðåç 1 ãîäèíó), ó ðàç³ çàñòîñó-
âàííÿ ÿêî¿ çìåíøåííÿ íàêîïè÷åííÿ áåçïëàçì³ä-
íèõ êë³òèí íå ïîçíà÷àºòüñÿ íà øâèäêîñò³ ïðèðî-
ñòó á³îìàñè.

Äàë³ áóëî ï³ä³áðàíî îïòèìàëüíå ñåðåäîâèùå
êóëüòèâóâàííÿ, ÿêå, ç îäíîãî áîêó, äîçâîëÿëî á
îòðèìóâàòè íàéá³ëüøó ù³ëüí³ñòü êóëüòóðè ó ïðî-
öåñ³ âèðîùóâàííÿ, à ç ³íøîãî � á³ëüø åôåêòèâ-
íèé á³îñèíòåç ïðîäóêòó. Ç ö³ºþ ìåòîþ íàìè âè-
ïðîáóâàíî ñåðåäîâèùà  Ëóð³ÿ-Áåðòàí³ (LB), 2YT
òà Ì9 ³ç äîäàâàííÿì ã³äðîë³çàòó êàçå¿íó äî 1%,
äð³æäæîâîãî åêñòðàêòó äî 0,5% ³ ãëþêîçè äî 1%
(Ì9+ÃÊ+ÄÅ+Ãë). Âèá³ð êîìïîíåíò³â äëÿ îñòàí-
íüîãî ñåðåäîâèùà áóëî îáóìîâëåíî òèì, ùî
òðàíñêðèïö³ÿ ãåíà clfA çíàõîäèòüñÿ ï³ä êîíòðî-
ëåì ïðîìîòîðà ôàãà Ò5 òà ìîäóëÿ ðåïðåñ³¿ � äâîõ
lac-îïåðàòîð³â.

ßê âèäíî ç ðèñ. 2, íàéá³ëüøèé âèõ³ä á³îìà-
ñè ñïîñòåð³ãàºòüñÿ çà âèêîðèñòàííÿ ñåðåäîâèùà
2YT. Ïðîòå ìàêñèìàëüíèé á³îñèíòåç ðåêîìá³íàí-
òíîãî ÏëÔ ìàº ì³ñöå ó ðàç³ âèðîùóâàííÿ E. coli
íà ñåðåäîâèù³ Ì9+ÃÊ+ÄÅ+Ãë (ðèñ. 3). Ïðè öüî-
ìó âæå ÷åðåç 3 ãîä ï³ñëÿ ³íäóêö³¿ ²ÏÒÃ âì³ñò
á³ëêà ñêëàäàº 22% âñ³õ êë³òèííèõ á³ëê³â ³ ïðî-
äîâæóº çá³ëüøóâàòèñü äî 4-¿ ãîä (äî 30%), òîä³
ÿê íà ³íøèõ äâîõ ñåðåäîâèùàõ â³í äîñÿãàº òàêî-
ãî ð³âíÿ ëèøå ÷åðåç 4 ãîä ï³ñëÿ ³íäóêö³¿ åêñï-
ðåñ³¿ (íà LB � 18%, íà 2YT � 23%).

Ìè âèáðàëè äëÿ íàðîùóâàííÿ á³îìàñè ñåðå-
äîâèùå Ì9+ÃÊ+ÄÅ+Ãë, îñê³ëüêè çà âèðîùóâàí-
íÿ êóëüòóðè íà íüîìó â³äáóâàºòüñÿ á³ëüø ³íòåí-

ñèâíå òà øâèäêå íàêîïè÷åííÿ ðåêîìá³íàíòíîãî
á³ëêà ó êë³òèíàõ E. coli íà ôîí³ ïîâ³ëüí³øîãî,
àëå äîñòàòíüî àêòèâíîãî, ïðèðîñòó á³îìàñè. Äî
òîãî æ öå ñåðåäîâèùå ì³ñòèòü êîìïîíåíòè, íå-
îáõ³äí³ äëÿ ðîñòó êë³òèí, ÿê³ â³äñóòí³ ó ñêëàä³
äâîõ ³íøèõ � ãëþêîçó ÿê äæåðåëî âóãëåöþ òà
åíåðã³¿ òà áóôåðíó ñîëüîâó îñíîâó (Ì9), ùî ïå-

Ðèñ. 3. Åëåêòðîôîðåòè÷íèé àíàë³ç á³îñèíòåçó ðå-
êîìá³íàíòíîãî ïëàñò³âöåâîóòâîðþþ÷îãî ôàêòîðà
ó êë³òèíàõ E. coli XLI-Blue, ÿê³ êóëüòèâóâàëè íà
ñåðåäîâèùàõ 2YT (A), LB (B) òà Ì9+ÃÊ+ÄÅ+Ãë
(Ñ). Ë³í³¿ (äî/ï³ñëÿ ³íäóêö³¿ 0,5 ìM ²ÏÒÃ): äî
³íäóêö³¿ � 1, ï³ñëÿ ³íäóêö³¿ ÷åðåç 1 ãîä � 2; ÷åðåç 3
ãîä � 3, ÷åðåç 4 ãîä � 4, ÷åðåç 5 ãîä � 5. Ì �
ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè.

Ðèñ. 2. Çàëåæí³ñòü ðîñòó êóëüòóðè E. coli XLI-
Blue pCF41 â³ä ñêëàäó ñåðåäîâèùà. Óìîâè êóëüòè-
âóâàííÿ: îá�ºì êóëüòóðè 100 ìë, òåìïåðàòóðà äî
³íäóêö³¿ ²ÏÒÃ 32 °Ñ, ï³ñëÿ ³íäóêö³¿ � 37 °Ñ,
øâèäê³ñòü îáåðòàííÿ øåéêåðà � 170 îá/õâ.
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ðåøêîäæàº ð³çêèì çì³íàì ðÍ êóëüòóðè, à îòæå
øâèäêîìó ïðèïèíåííþ ¿¿ ðîñòó.

Çà ïîð³âíÿííÿ äèíàì³êè ðîñòó êóëüòóðè
E. coli íà ñåðåäîâèù³ Ì9+ÃÊ+ÄÅ+Ãë, âèçíà÷å-
íî¿ çà ðåçóëüòàòàìè âèì³ðþâàííÿ îïòè÷íî¿ ãóñ-
òèíè êóëüòóðè, ç ðåçóëüòàòàìè, îòðèìàíèìè çà
ï³äðàõóíêó êîëîí³ºóòâîðþþ÷èõ îäèíèöü, âèÿâ-
ëåíî, ùî ó òîé ñàìèé ÷àñ, ÿê çã³äíî ç ÎÃ600 êóëü-
òóðà ïåðåõîäèòü ó ñòàö³îíàðíó ôàçó ðîñòó (5 ãîä
ï³ñëÿ ³íäóêö³¿), ê³ëüê³ñòü ÊÓÎ ïðîäîâæóº
çá³ëüøóâàòèñü, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî àêòèâíèé ô³ç³î-
ëîã³÷íèé ñòàí ³ ïîäàëüøèé ð³ñò êóëüòóðè (ðèñ. 4),
õî÷à, ç ³íøîãî áîêó, ñïîñòåð³ãàºòüñÿ çìåíøåííÿ
ê³ëüêîñò³ ðåêîìá³íàíòíîãî á³ëêà ó êë³òèíàõ ïðî-
äóöåíò³â (ðèñ. 3) Îòæå, äëÿ îòðèìàííÿ ìàêñè-
ìàëüíî¿ ê³ëüêîñò³ á³ëêà äîñòàòí³ì âèÿâëÿºòüñÿ
êóëüòèâóâàííÿ êë³òèí íà ñåðåäîâèù³ Ì9+ÃÊ+
+ÄÅ+Ãë ïðîòÿãîì 4 ãîä ï³ñëÿ ³íäóêö³¿ ²ÏÒÃ.

Ç ìåòîþ âèä³ëåííÿ òà î÷èñòêè ðåêîìá³íàíò-
íîãî ïëàñò³âöåâîóòâîðþþ÷îãî ôàêòîðà äîñë³äæó-
âàëè éîãî ëîêàë³çàö³þ â ðîç÷èíí³é òà íåðîç÷èíí³é
ôðàêö³ÿõ á³ëê³â êë³òèí E. coli. Âèÿâëåíî, ùî ó
êë³òèíàõ ÏëÔ çíàõîäèòüñÿ â ðîç÷èíí³é ôîðì³
(22% âñ³õ êë³òèííèõ á³ëê³â) ³ ÷àñòêîâî ó âèãëÿä³
ò³ëåöü âêëþ÷åííÿ (8% âñ³õ á³ëê³â êë³òèíè)
(ðèñ. 5). Ðåêîìá³íàíòíèé á³ëîê ì³ñòèòü äîäàòêî-
âèé ôðàãìåíò ³ç 6 çàëèøê³â ã³ñòèäèíó íà N-ê³íö³,

Ðèñ. 4. Äèíàì³êà ðîñòó E. ñoli XLI-Blue � ïðîäó-
öåíòà ðåêîìá³íàíòíîãî ÏëÔ íà ñåðåäîâèù³
Ì9+ÃÊ+ÄÅ+Ãë çà  ïåð³îäè÷íîãî äîäàâàííÿ àìï³-
öèë³íó (200 ìêã/ìë) (çà ÎÃ600 òà ê³ëüê³ñòþ ÊÓÎ).

Ðèñ. 5. Åëåêòðîôîðåòè÷íèé àíàë³ç åêñïðåñ³¿ ãåíà
ñlfA S. aureus ó êë³òèíàõ E. coli XLI-Blue: ñóìàðí³
êë³òèíí³ á³ëêè (1), äî òà ÷åðåç: 1 ãîä (2), 2 ãîä
(3), 3 ãîä (4), 4 ãîä (5), 5 ãîä (6), 5,5 ãîä (7) ï³ñëÿ
³íäóêö³¿ ²ÏÒÃ; ñóïåðíàòàíò ë³çàòó (8); íåðîç÷èí-
íà ôðàêö³ÿ êë³òèí (9); Ì � ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíî¿
ìàñè (ñåðåäîâèùå êóëüòèâóâàííÿ � LB).

Ðèñ. 6. Àíàë³ç õðîìàòîãðàô³÷íîãî î÷èùåííÿ ðåêîì-
á³íàíòíîãî á³ëêà íà êîëîíö³ ç IDA-Ñåôàðîçîþ-
6Â: 1 � ë³çàò êë³òèí, 2 � íåðîç÷èííà ôðàêö³ÿ
á³ëê³â, 3 � á³ëêè ðîç÷èííî¿ ôðàêö³¿, 4 � á³ëêè, ùî
íå çâ�ÿçóþòüñÿ ç êîëîíêîþ, 5�8 � ôðàêö³¿ åëþà-
òó: 5 � 10 ìM ³ì³äàçîëó, 6 � 80 ìM, 7 � 90 ìM,
8 � 300 ìM; Ì � ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè.
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åëþö³¿ á³ëêà çàñòîñîâóâàëè ñòóï³í÷àñòèé ãðàä³ºíò
³ì³äàçîëó (5�300 ìM). Á³ëîê âèõîäèâ òðüîìà ï³êà-
ìè ïðè êîíöåíòðàö³ÿõ ³ì³äàçîëó â áóôåð³ äëÿ
åëþö³¿ 80, 90, 300 ìÌ (ðèñ. 6).

Îòæå, çà äîïîìîãîþ îïèñàíèõ çàõîä³â îï-
òèì³çîâàíî ïðîöåñ êóëüòèâóâàííÿ E. coli øòàìó
XLI-Blue pCF41 � ïðîäóöåíòà ðåêîìá³íàíòíîãî
ïëàñò³âöåâîóòâîðþþ÷îãî ôàêòîðà S. aureus, âíàñ-
ë³äîê ÷îãî äîñÿãíóòî âèñîêèé ð³âåíü á³îñèíòåçó
á³ëêà (á³ëÿ 30% âñ³õ êë³òèííèõ á³ëê³â) ó äàí³é
åêñïðåñ³éí³é ñèñòåì³.

Äîñë³äæåííÿ ïðîâåäåí³ íà áàç³ ÀÒÇÒ ÍÂÊ
�Ä³àÏðîôÌåä�. Àâòîðè âèñëîâëþþòü ùèðó ïî-
äÿêó ê.á.í. Ï³ë³ïåíêó Â.Ã., ê.á.í. Ìîéñ³ Ë.Ì. çà
äîïîìîãó ï³ä ÷àñ âèêîíàííÿ ðîáîòè.

V. D. Ivanova, V. K. Pozur

THE OPTIMIZATION OF
RECOMBINANT CLUMPING FACTOR
OF Staphylococcus aureus EXPRESSION IN
Escherichia coli XLI-BLUE

S u m m a r y

Experiments for optimization of the clfA gene
expression in E. coli XLI-Blue cells were conducted.
It has been shown the reducing of the strain effi-
ciency and the elimination of the plasmid during
the cultivation of a producer. Several methods for
raising the amount of plasmid-containing cells and
increasing the yield of recombinant protein were pro-
posed. Bacterial growth medium was selected to make
this process more efficient. In such conditions after
IPTG induction of the recombinant cells we have
received high level of a soluble protein (about 30%

of total cellular protein). The recombinant protein
containing the His tag on N-terminus was purified
on IDA-Sepharose column with high yield.

K e y  w o r d s: clumping factor, Staphylococ-
cus aureus, stability of the plasmid, expression.
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