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ÎпÒИÌiЗАÖiß ÁАÊÒÅÐiАËьÍÎЇ ÅÊспÐÅсiЇ 
ÒИÐÎЗИË-тÐÍÊ сИÍÒÅÒАЗИ ссАВÖiВ  

ПРИ КУЛЬТИВУВАННI ШТАМУ  
ESCHERICHIA COLI BL21(DE3)pLysE

Проведено оптимізацію умов бактеріаëьної експресії рекомбінантної тирозиë-
тРНК синтетази. Досëіджено впëив концентрації індуктора синтезу ціëьовоãо 
біëка на йоãо кінцевий виõід і встановëено оптимаëьний час куëьтивування 
бактеріаëьної куëьтури до та пісëя додавання індуктора. Запропоновано 
оптимаëьну сõему куëьтивування штаму E. coli BL21(DE3)pLysE дëя досяã-
нення високоãо рівня виõоду рекомбінантноãо біëка. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а: тирозиë-тРНК синтетаза, бактеріаëьна система 
експресії, оптимізація експресії.

Аì³íîàöèë-òРНК ñèíòåòàзè (АРСàзè) [КФ 6.1.1.] – êëю÷îâ³ фåðìåíòè б³ëîêñèí-
òåзóâàëüíîгî àпàðàòó êë³òèíè, ÿê³ бåðóòü ó÷àñòü â ðåàë³зàö³ї гåíåòè÷íîї ³íфîðìàö³ї 
òà êàòàë³зóюòü âèñîêîñпåöèф³÷íå àì³íîàöèëюâàííÿ гîìîëîг³÷íèх òðàíñпîðòíèх РНК 
[1, 7]. Кð³ì òîгî, åóêàð³îòí³ АРСàзè âèêîíóюòü òàêîж ðÿä íåêàíîí³÷íèх фóíêö³é, ó 
òîìó ÷èñë³ п³ñëÿ пðîòåîë³òè÷íîгî ðîзщåпëåííÿ пðîÿâëÿюòü öèòîê³íîâ³ àêòèâíîñò³ 
[4]. Нàÿâí³ñòü öèòîê³íîâèх àêòèâíîñòåé ó АРСàз â³äêðèâàє пåðñпåêòèâè äëÿ їх 
íàñòóпíîгî зàñòîñóâàííÿ ÿê íîâèх б³îòåðàпåâòè÷íèх пðåпàðàò³â. 

Тèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзà ññàâö³â є îäí³єю з íàéб³ëüш âèâ÷åíèх АРСàз ññàâ-
ö³â [1, 4]. Цåé фåðìåíò ñêëàäàєòüñÿ з äâîх ñòðóêòóðíèх ìîäóëåé: NH2-ê³íöåâîгî 
êàòàë³òè÷íîгî ìîäóëÿ òà öèòîê³íпîä³бíîгî СÎÎН-ê³íöåâîгî ìîäóëÿ – гîìîëîгà 
öèòîê³íà еÌАР II (åíäîòåë³àëüíîгî òà ìîíîöèòàêòèâóâàëüíîгî пîë³пåпòèäà II). 
Нåêàòàë³òè÷íèé С-ìîäóëü öèòîпëàзìàòè÷íîї ТyrRS ññàâö³â ìàє пîäâ³éíó фóíêö³ю: 
бåðå ó÷àñòü ó зâ’ÿзóâàíí³ òРНК ÿê цис-фàêòîð òà п³ñëÿ пðîòåîë³òè÷íîгî â³äщåп-
ëåííÿ â³ä êàòàë³òè÷íîгî êîðà ñèíòåòàзè пðîÿâëÿє öèòîê³íîâó àêòèâí³ñòü, пîä³бíó 
äî еÌАР II [5, 9]. Â пîâíîðîзì³ðí³é ТyrRS ññàâö³â ìîäóë³ з’єäíàí³ гíó÷êèì íå-
ñòðóêòóðîâàíèì ì³жìîäóëüíèì ë³íêåðîì, ÿêèé ì³ñòèòü ñèгíàë äëÿ пðîòåîë³òè÷íîгî 
ðîзщåпëåííÿ – àì³íîêèñëîòíó пîñë³äîâí³ñòü PEST [1, 4]. Дî öüîгî ÷àñó пðîñòîðîâà 
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ñòðóêòóðà пîâíîðîзì³ðíîї ТyrRS ëюäèíè щå íå âñòàíîâëåíà: êðèñòàëîгðàф³÷í³ 
ñòðóêòóðè âèзíà÷åí³ ò³ëüêè äëÿ îêðåìèх êàòàë³òè÷íîгî [11] òà еÌАР II-пîä³бíîгî 
С-ê³íöåâîгî ìîäóë³â [10]. Дëÿ пðîâåäåííÿ ñòðóêòóðíèх äîñë³äжåíü б³ëê³â ìåòîäàìè 
ðåíòгåí³âñüêîї êðèñòàëîгðàф³ї àбî ìóëüòèâèì³ðíîї ЯÌР-ñпåêòðîñêîп³ї íåîбх³äí³ 
пðåпàðàòèâí³ ê³ëüêîñò³ б³ëê³â – äåñÿòêè ìг. Тîìó äëÿ зàбåзпå÷åííÿ öèх äîñë³äжåíü 
íåîбх³äíèì є âèêîðèñòàííÿ âèñîêîåфåêòèâíèх îпòèì³зîâàíèх ñèñòåì åêñпðåñ³ї 
ðåêîìб³íàíòíèх б³ëê³â. 

З ö³єю ìåòîю â äàí³é ðîбîò³ зä³éñíåíî п³äб³ð îпòèìàëüíèх óìîâ êóëüòèâóâàííÿ 
бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè òà åêñпðåñ³ї ö³ëüîâîгî б³ëêà – ТyrRS ññàâö³â â пðåпàðàòè-
âíèх ê³ëüêîñòÿх äëÿ пîäàëüшèх ñòðóêòóðíèх äîñë³äжåíü.

Матерiали i методи
Â ðîбîò³ âèêîðèñòàíî шòàì-пðîäóöåíò ðåêîìб³íàíòíèх б³ëê³â, îòðèìàíèé íà 

îñíîâ³ ðåöèп³єíòà Escherichia coli BL21(DE3)pLysE. Шòàì òðàíñфîðìîâàíèé зà зà-
гàëüíîпðèéíÿòîю ìåòîäèêîю [2] â³äпîâ³äíèì ñêîíñòðóéîâàíèì пëàзì³äíèì âåêòîðîì 
ðеТ30à-59К TyrRS, ó ÿêîгî п³ä êîíòðîëåì пðîìîòîðà фàгà Т7 ì³ñòÿòüñÿ гåíè, щî 
êîäóюòü ñèíòåз ö³ëüîâîгî б³ëêà – пîâíîðîзì³ðíîї òèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзè (59К 
TyrRS). Гåíåòè÷íèì ìàðêåðîì пëàзì³äè ðеТ30à є гåí kan, щî зàбåзпå÷óє ñò³éê³ñòü 
òðàíñфîðìîâàíèх êë³òèí äî êàíàì³öèíó.

Шòàì-пðîäóöåíò âèðîщóâàëè íà ñåðåäîâèщ³ Luria-Bertani (LB), щî ì³ñòèòü 5 г 
äð³жäжîâîгî åêñòðàêòó, 10 г òðèпòîíó, 10 г NaCl â 1 ë з äîäàâàííÿì àíòèб³îòèêà 
êàíàì³öèíó äî ê³íöåâîї éîгî êîíöåíòðàö³ї â ðîз÷èí³ 30 ìêг/ìë. Кóëüòóðó ³íêóбó-
âàëè пðè òåìпåðàòóð³ 37 °С òà ³íòåíñèâí³é àåðàö³ї (130 îб/хâ) äî äîñÿгíåííÿ íåю 
îпòè÷íîї гóñòèíè 0,3–1,3 (зàëåжíî â³ä ÷àñó êóëüòèâóâàííÿ êóëüòóðè). Îпòè÷íó 
гóñòèíó (ÎГ

600) âèзíà÷àëè ñпåêòðîфîòîìåòðè÷íî (ñпåêòðîфîòîìåòð BioMate-5, 
Âåëèêà Бðèòàí³ÿ) пðè äîâжèí³ хâèë³ 600 íì.

Дëÿ ³íäóêö³ї ñèíòåзó ðåêîìб³íàíòíîгî б³ëêà â êóëüòóðàëüíå ñåðåäîâèщå äî-
äàâàëè ³зîпðîп³ë-β-ò³îгàëàêòîп³ðàíîзèä (IПТГ) äî ê³íöåâèх êîíöåíòðàö³é 0,5, 0,75, 
1,0, 1,25, 1,5 ìÌ. Âèзíà÷àëè ÷àñ êóëüòèâóâàííÿ êóëüòóðè äî ³íäóêö³ї (1, 2, 3 гîä) 
òà п³ñëÿ (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 гîä) ³íäóêö³ї åêñпðåñ³ї. 

Дëÿ åêñпðåñ³ї ТyrRS п³äбèðàëè îпòèìàëüíå ñåðåäîâèщå êóëüòèâóâàííÿ бàêòå-
ð³àëüíîї êóëüòóðè: ñåðåäîâèщå Luria-Bertani, ì’ÿñî-пåпòîííèé àгàð (пåпòîí, ñóì³ш 
àì³íîêèñëîò, Na2CO3, NaCl), ì³í³ìàëüíå ñåðåäîâèщå А (гëюêîзà, ò³àì³í, б³îòèí, 
MgSO4, CaCl2, NH4Cl, NaCl, Na2HPO4, KH2PO4, ñîë³ зàë³зà, öèíêó, ì³ä³, êîбàëüòó, 
бîðó, ìàðгàíöю ÿê ì³êðîåëåìåíòè).

Рåêîìб³íàíòíèé б³ëîê îòðèìóâàëè ³з ñóпåðíàòàíòó ë³зîâàíèх êë³òèí E. coli 
ìåòîäîì ìåòàëхåëàòóâàëüíîї хðîìàòîгðàф³ї íà Ni-NTA-àгàðîзí³é êîëîíö³. Кë³òèíè 
ðóéíóâàëè óëüòðàзâóêîì, îñâ³òëюâàëè ë³зàò öåíòðèфóгóâàííÿì. Сóпåðíàòàíò íà-
íîñèëè íà êîëîíêó з Ni-NTA-àгàðîзîю (Qiagen, США). Ц³ëüîâèé б³ëîê åëююâàëè 
бóфåðîì äëÿ åëюö³ї (50 ìÌ íàòð³é-фîñфàòíèé бóфåð, 150 ìM NàСl, 200 ìÌ ³ì³äà-
зîëó, 5 ìÌ β-ìåðêàпòîåòàíîëó). Фðàêö³ї, щî ì³ñòèëè ö³ëüîâèé б³ëîê ä³àë³зóâàëè.

Аíàë³з бàêòåð³àëüíèх б³ëê³â пðîâîäèëè зà äîпîìîгîю SDS-гåëü-åëåêòðîфîðåзó 
пî Лåììë³ â äåíàòóðóâàëüíèх óìîâàх (12% ðîзä³ëюâàëüíèé гåëü) [6], âèêîðèñòîâó-
ю÷è ñóì³ш ìàðêåðíèх б³ëê³â ф³ðìè Fermentas (Лèòâà). Гåë³ фàðбóâàëè Coomassie 
blue R-250. Âì³ñò б³ëê³â âèзíà÷àëè äåíñèòîìåòðè÷íî (äåíñèòîìåòð LKB UltroScan 
XL, Шâåö³ÿ). Пðè ñòàòèñòè÷í³é îбðîбö³ ðåзóëüòàò³â äîñë³äжåííÿ âèêîðèñòîâóâàëè 
пàêåò ñòàòèñòè÷íèх пðîгðàì STATISTICA 7.0. Îäåðжàí³ ðåзóëüòàòè пðåäñòàâëåí³ 
ó âèгëÿä³ ñåðåäí³х зíà÷åíü з óðàхóâàííÿì ñåðåäí³х êâàäðàòè÷íèх â³äхèëåíü.
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Результати та їх обговорення
Сèñòåìà åêñпðåñ³ї íà îñíîâ³ РНК-пîë³ìåðàзè фàгà Т7 – îäíà з íàéåфåêòèâí³-

шèх пðîêàð³îòíèх ñèñòåì, щî шèðîêî âèêîðèñòîâóюòüñÿ äëÿ îòðèìàííÿ ö³ëüîâèх 
пðîäóêò³â ÿê пðî-, òàê ³ åóêàð³îòíîгî пîхîäжåííÿ. Âîíà з óñп³хîì âèêîðèñòîâó-
єòüñÿ äëÿ б³îñèíòåзó ðåêîìб³íàíòíèх б³ëê³â â ëàбîðàòîðíèх óìîâàх ³ â óìîâàх 
âåëèêîìàñшòàбíîгî âèðîбíèöòâà. Нàé÷àñò³шå â ðîë³ пðîäóöåíòà â òàêèх ñèñòåìàх 
âèñòóпàє шòàì E. coli BL21(DE3)pLysE, ñпåö³àëüíî äëÿ öüîгî ñêîíñòðóéîâàíèé 
[2]. Â êë³òèíàх E. coli BL21(DE3) гåí РНК-пîë³ìåðàзè фàгà Т7 п³ä êîíòðîëåì  
lac UV5 пðîìîòîðà ëîêàë³зóєòüñÿ â бàêòåð³àëüí³é хðîìîñîì³, êóäè â³í ³íòåгðîâà-
íèé ó ñêëàä³ фàгà λ. Шòàì E. coli BL21(DE3) âèêîðèñòîâóюòü ÿê ðåöèп³єíò äëÿ 
ð³зíèх пëàзì³äíèх âåêòîð³â, â ÿêèх ö³ëüîâèé гåí âбóäîâàíèé п³ä êîíòðîëü îäíîгî з 
пðîìîòîð³â, щî âп³зíàюòüñÿ РНК-пîë³ìåðàзîю фàгà Т7. Iíäóêö³ÿ ñèíòåзó фàгîâîгî 
фðàгìåíòà ³, ÿê íàñë³äîê, âèñîêîåфåêòèâíà òðàíñêðèпö³ÿ ö³ëüîâîгî гåíó â ñêëàä³ 
ðåêîìб³íàíòíîї пëàзì³äè ñпîñòåð³гàюòüñÿ п³ñëÿ äîäàâàííÿ â ñåðåäîâèщå êóëüòè-
âóâàííÿ ³íäóêòîðà – IПТГ [3, 8].

Âàжëèâèì ìîìåíòîì íà åòàп³ âíåñåííÿ â êóëüòóðàëüíå ñåðåäîâèщå ³íäóêòîðà 
ñèíòåзó ö³ëüîâîгî б³ëêà є ÷àñ éîгî äîäàâàííÿ, àäжå â³ä ñòàä³ї ðîñòó, íà ÿê³é зíàхî-
äèòüñÿ бàêòåð³àëüíà êóëüòóðà, зàëåжèòü ñèíòåз пîòð³бíîгî пðîäóêòó. Îпòèìàëüíèì 
є ÷àñ, êîëè êóëüòóðà зíàхîäèòüñÿ â ëîгàðèфì³÷í³é фàз³ ðîñòó.

Нàìè äîñë³äжåíî ð³âåíü åêñпðåñ³ї б³ëêà 59K TyrRS зàëåжíî â³ä ê³ëüêîñò³ IПТГ 
òà ÷àñó êóëüòèâóâàííÿ бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè äî ³íäóêö³ї. Яê âèäíî з ðèñóíêà 1, 
пðè п³äâèщåíí³ êîíöåíòðàö³ї ³íäóêòîðà äî 1 ìÌ ñпîñòåð³гàëîñÿ ÷³òêå зðîñòàííÿ 
ð³âíÿ åêñпðåñ³ї б³ëêà. Пðè пîäàëüшîìó зб³ëüшåíí³ ê³ëüêîñò³ IПТГ òàêà òåíäåíö³ÿ 
âòðà÷àëàñÿ ³ íàâпàêè â³äì³÷àâñÿ ñпàä ð³âíÿ åêñпðåñ³ї.

а)            б)

Рис. 1. Рiвень експресiї бiлка 59K TyrRS залежно вiд концентрацiї IПТГ:  
а) залежнiсть виходу бiлка вiд концентрацiї iндуктора; б) електрофореграма 
бiлкiв, отриманих при додаваннi рiзної кiлькостi IПТГ. 1 – б³ëêîâ³ ìàðêåðè 

ìîëåêóëÿðíîї ìàñè (“Fermentas”, Лèòâà); 2 – ë³зàò äî ³íäóêö³ї; 3–7 – ë³зàòè п³ñëÿ 
³íäóêö³ї (0,5 ìM, 0,75 ìM, 1 ìM, 1,25 ìM, 1,5 ìM IПТГ, â³äпîâ³äíî).

Fig. 1. The expression level of 59K TyrRS protein depending on the IPTG 
concentration: a) the dependence of protein output upon concentration of inductor; 
b) electrophoregrams of proteins, obtained by adding different amount of IPTG. 1 
– protein molecular weight markers (“Fermentas”, Lithuania), 2 – without inducer; 3–7 

– induced with 0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM, 1,25 mM, 1,5 mM IPTG respectively.
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Ìàêñèìàëüíà ê³ëüê³ñòü б³ëêà ñпîñòåð³гàëàñÿ зà óìîâè äîäàâàííÿ â ñåðåäî-
âèщå êóëüòèâóâàííÿ ³íäóêòîðà íà äðóгó гîäèíó ðîñòó êóëüòóðè (ÎГ600=0,7–0,9), 
щî пîÿñíюєòüñÿ ³ìîâ³ðíèì äîñÿгíåííÿì êóëüòóðîю íàéб³ëüш ñпðèÿòëèâîї фàзè 
ðîñòó (ðèñ. 2):

à)       б)

Рис. 2. Рiвень експресiї бiлка 59K TyrRS залежно вiд часу культивування 
бактерiальної культури до iндукцiї: а) залежнiсть виходу бiлка вiд часу культи-
вування; б) електрофореграма бiлкiв, отриманих за рiзного часу культивування.   

1 – ë³зàò äî ³íäóêö³ї; 2–4 – ë³зàòè п³ñëÿ ³íäóêö³ї (1, 2, 3 гîä êóëüòèâóâàííÿ äî 
³íäóêö³ї, â³äпîâ³äíî); 5 – б³ëêîâ³ ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíîї ìàñè (“Fermentas”, Лèòâà).

Fig. 2. The level of expression of 59K TyrRS protein depending on the time  
of bacterial culture cultivation to induction: a) the dependence of protein output  
of cultivation time; b) electrophoregrams of proteins, obtained at different time  

of cultivation.  1 – without inducer; 2–4 – after induction (1, 2, 3 h of cultivation with 
inductor, respectively); 5 – protein molecular weight markers (“Fermentas”, Lithuania).

Пðè äîñë³äжåíí³ ð³âíÿ åêñпðåñ³ї б³ëêà зàëåжíî â³ä ÷àñó êóëüòèâóâàííÿ êó-
ëüòóðè п³ñëÿ ³íäóêö³ї пîêàзàíî íàéб³ëüшèé пðèð³ñò åêñпðåñ³ї ö³ëüîâîгî б³ëêà пðè 
êóëüòèâóâàíí³ êóëüòóðè пðîòÿгîì 4 гîä. Пðè пîäàëüшîìó êóëüòèâóâàíí³ ñпîñòå-
ð³гàëè íåзíà÷íå зðîñòàííÿ б³îñèíòåзó б³ëêà 59K TyrRS òà зб³ëüшåííÿ ñèíòåзó 
бàêòåð³àëüíèх б³ëê³â (ðèñ. 3).

Нàêîпè÷åííÿ â б³îìàñ³ êë³òèí ö³ëüîâîгî пðîäóêòó пðè êóëüòèâóâàíí³ ðåêîì-
б³íàíòíèх шòàì³â-пðîäóöåíò³â зàëåжèòü íå ëèшå â³ä гåíîòèпîâèх âëàñòèâîñòåé 
пîпóëÿö³ї ðåêîìб³íàíòíèх êë³òèí, à òàêîж âåëèêîю ì³ðîю îбóìîâëåíå ÿê³ñòю òà 
ê³ëüê³ñòю ñóбñòðàò³â. Âäàëî п³ä³бðàíå ðîñòîâå ñåðåäîâèщå äîзâîëÿє äîñÿгàòè âè-
ñîêèх ð³âí³â âèхîäó ö³ëüîâèх б³ëê³â.
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à)       б) 

Рис. 3. Рiвень експресiї бiлка 59K TyrRS залежно вiд часу культивування 
культури пiсля iндукцiї: а) залежнiсть виходу бiлка вiд часу культивування; 

 б) електрофореграма бiлкiв, отриманих за рiзного часу культивування. 
1 – ë³зàò äî ³íäóêö³ї; 2–8 – ë³зàòè п³ñëÿ ³íäóêö³ї (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 гîä êóëüòèâóâàííÿ 
п³ñëÿ ³íäóêö³ї, â³äпîâ³äíî); 9 – б³ëêîâ³ ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíîї ìàñè (“Fermentas”, Лèòâà).

Fig. 3. The level of expression of 59K TyrRS protein depending on the time of 
cultivation of bacterial culture after induction:  

a) the dependence of protein output of cultivation time; b) electrophoregrams of 
proteins, obtained at different cultivation time.  

1 – without inducer; 2–8 – after induction (1, 2, 3 , 4, 5, 6, 7 h of cultivation with 
inductor, respectively); 9 – protein molecular weight markers (“Fermentas”, Lithuania).

Пðè êóëüòèâóâàíí³ бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè íà ð³зíèх пîжèâíèх ñåðåäîâèщàх 
âñòàíîâèëè, щî íàéâèщèé ð³âåíü åêñпðåñ³ї б³ëêà 59К TyrRS ñпîñòåð³гàâñÿ пðè 
âèðîщóâàíí³ íà ì³í³ìàëüíîìó ñåðåäîâèщ³ А, щî пîÿñíюєòüñÿ íàÿâí³ñòю â íüîìó 
ò³àì³íó, б³îòèíó òà ì³êðîåëåìåíò³â (ðèñ. 4).

Рис. 4. Рiвень експресiї бiлка 59K TyrRS залежно вiд середовища культивування 
бактерiальної культури: 1 – ì³í³ìàëüíå ñåðåäîâèщå А; 2 – LB; 3 – ÌПА.

Fig. 4. The level of expression of 59K TyrRS protein depending on cultivation 
medium: 1 – minimal medium A, 2 – LB, 3 – beef-extract agar.

Пðîâåäåíî бàêòåð³àëüíó åêñпðåñ³ю òà àф³ííó î÷èñòêó б³ëêà 60kTyrRS. Îòðè-
ìàíî íåîбх³äíó äëÿ пîäàëüшèх äîñë³äжåíü ê³ëüê³ñòü äàíîгî б³ëêà âèñîêîгî ñòóпåíÿ 
÷èñòîòè (ðèñ. 5). 
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Рис. 5. Електрофоретичний контроль чистоти 
бiлкiв (12% роздiлювальний гель):  

1 – б³ëêîâ³ ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíîї ìàñè 
(“Fermentas”, Лèòâà), 2 – б³ëîê 59K TyrRS.

Fig. 5. Electrophoregrams of protein purity 
control (SDS-12% PAGE):  

1 – protein molecular weight markers (“Fermentas”, 
Lithuania), 2 – protein 59K TyrRS.

Îòжå, â ðåзóëüòàò³ äîñë³äжåíü зä³éñíåíî îпòèì³зàö³ю бàêòåð³àëüíîї åêñпðåñ³ї 
пîâíîðîзì³ðíîї òèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзè ññàâö³â. Âñòàíîâëåíî, щî îпòèìàëüíà 
ê³ëüê³ñòü ³íäóêòîðà IПТГ äëÿ åêñпðåñ³ї ТyrRS ññàâö³â ñòàíîâèòü 1 ìÌ, à ÷àñ êó-
ëüòèâóâàííÿ бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè äî òà п³ñëÿ ³íäóêö³ї ñèíòåзó ö³ëüîâîгî б³ëêà 
ñòàíîâèòü äâ³ òà ÷îòèðè гîäèíè, â³äпîâ³äíî. Âèх³ä ö³ëüîâîгî б³ëêà – ТyrRS ññàâö³â 
– пðè бàêòåð³àëüí³é åêñпðåñ³ї â êóëüòóð³ êë³òèí E. coli BL21(DE3)pLysE ñêëàäàє 
68,52 ìг з 1 ë êóëüòóðàëüíîї ð³äèíè, щî â³äпîâ³äàє 29% ñóìàðíèх бàêòåð³àëüíèх 
б³ëê³â. Îòðèìàíèé âèх³ä б³ëêà є äîñòàòí³ì äëÿ пðîâåäåííÿ íàñòóпíèх ñòðóêòóðíèх 
äîñë³äжåíü ТyrRS ññàâö³â ф³зè÷íèìè ìåòîäàìè: ðåíòгåíîñòðóêòóðíèì àíàë³зîì òà 
ЯÌР-ñпåêòðîñêîп³єю.

ËiÒÅÐАÒУÐА
1. Корнеëюк А.И. Сòðóêòóðíî-фóíêöèîíàëüíîå èññëåäîâàíèå òèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзы 

ìëåêîпèòàющèх // Бèîпîëèìåðы è êëåòêà. – 1998. – Т. 14, ¹ 4. – С. 349–359.
2. Ìаниатис Т., Фрич Э., Сэмбрук Дж. Ìåòîäы гåíåòè÷åñêîé èíжåíåðèè. Ìîëåêóëÿ-

ðíîå êëîíèðîâàíèå. – Ì.: Ìèð, 1984. – 479 ñ.
3. Сëавченко И.В., Борейко Е.В. Фåíîòèпè÷åñêîå пðîÿâëåíèå îñîбåííîñòåé ìåòàбî-

ëèзìà êëåòîê Escherichia coli BL 21(DE3) пðè âыðàщèâàíèè íà ñðåäàх, ñîäåðжàщèх ðàзíыå 
èñòî÷íèêè óгëåðîäà // Б³îпîë³ìåðè ³ êë³òèíà. – 2002. – Т. 18. – ¹ 3. – С. 232–236.

4. Ivakhno S. S., Kornelyuk A. I. Cytokine-like activities of some aminoacyl-tRNA syn-
thetases and auxiliary p43 cofactor of aminoacylation reaction and their role in oncogenesis // 
Exper. Oncol. – 2004. – V. 26. – P. 250–255.

5. Kornelyuk A.I., Tas M.P., Dubrovsky A.L., Murray J.C. Cytokine activity of the non-
catalytic EMAP-2-like domain of mammalian tyrosyl-tRNA synthetase // Biopolimery ³ kletka. 
– 1999. – V. 15, ¹ 2. – P. 168–172.

6. Laemmli U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bac-
teriophage T4 // Nature. – 1970. – V. 277, ¹ 259, – P. 680–685.

7. Schimmel P. Aminoacyl-tRNA synthetase: general features and recognition of transfer 
RNAs // Ann. Rev. Biochem. – 1987. – V. 56. – P. 125–158.

8. Studier F.W., Moffatt B.A. Use of bacteriophage T7 RNA polymerase to direct selective 
high-level expression of cloned genes // J. Mol. Biol. – 1986. – V. 189D, ¹ 1. – P. 113–130.

9. Wakasugi K., Schimmel P. Two distinct cytokines released from a human aminoacyl-
tRNA synthetase // Science. – 1999. – V. 284. – P. 147–151.

10. Yang X.L., Liu J., Skene R.J., McRee D. and Schimmel P. Crystal Structure of an 
EMAP-II-Like Cytokine Released from a Human tRNA Synthetase // Helvetica Chimica Acta – 
2003. – V. 86. – P. 1246–1257.

11. Yang X.L., Skene R.J., McRee D.E., Schimmel P. Crystal structure of a human aminoacyl-
tRNA synthetase cytokine // Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. – 2002. – V. 99, ¹ 243. – P. 15369–
15374.

kDA 1           2

116,0

66,2

45,0



12 Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 8/2009    

Ю.Ю. Кондратюк, М.А. Бабарик, О.I. Корнелюк

Ю.Ю. Кондратюк1,2, М.А. Бабарык2, А.И. Корнелюк2

1Кèåâñêèé íàöèîíàëüíыé óíèâåðñèòåò èìåíè Тàðàñà Шåâ÷åíêà,
óë. Âëàäèìèðñêàÿ, 64, Кèåâ, 01033, Уêðàèíà, e-ma³l: kondratyuk_yulya@ukr.net

2иíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé бèîëîгèè è гåíåòèêè НАН Уêðàèíы, óë. Аêàäåìèêà 
Зàбîëîòíîгî,150, 03143, г. Кèåâ-143, Уêðàèíà

ÎпÒИÌИЗАÖИß ÁАÊÒÅÐИАËьÍÎЙ ЭÊспÐÅссИИ ÒИÐÎЗИË-тÐÍÊ 
сИÍÒÅÒАЗЫ ÌËÅÊÎпИÒАЮЩИÕ пÐИ ÊУËьÒИВИÐÎВАÍИИ 

ШТАММА ESCHERICHIA COLI BL21 (DE3) pLysE

Реферат

Пðîâåäåíà îпòèìèзàöèÿ óñëîâèé бàêòåðèàëüíîé эêñпðåññèè ðåêîìбèíàíòíîé 
òèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзы. иññëåäîâàíî âëèÿíèå êîíöåíòðàöèè èíäóêòîðà ñèíòåзà 
öåëåâîгî бåëêà íà åгî êîíå÷íыé âыхîä, à òàêжå óñòàíîâëåíî îпòèìàëüíîå âðåìÿ 
êóëüòèâèðîâàíèÿ бàêòåðèàëüíîé êóëüòóðы äî è пîñëå äîбàâëåíèÿ èíäóêòîðà. Пðå-
äëîжåíà îпòèìàëüíàÿ ñхåìà êóëüòèâèðîâàíèÿ êóëüòóðы E. coli BL21 (DE3) pLysE 
äëÿ äîñòèжåíèÿ âыñîêîгî óðîâíÿ âыхîäà ðåêîìбèíàíòíîгî бåëêà.

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à: òèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзà, бàêòåðèàëüíàÿ ñèñòåìà 
эêñпðåññèè, îпòèìèзàöèÿ эêñпðåññèè.
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BActeriAl exPreSSion oPtiMiZAtion oF MAMMAliAn 
tyroSyl-trnA SynthetASe on StrAin ESCHERICHIA COLI 

BL21 (DE3) pLysE cUltivAtion 

Summary

The optimization of the conditions of bacterial expression of recombinant tyrosyl-
tRNA synthetase was conducted. The influence of the concentration of synthesis in-
ductor of target protein at its final output and the best time of cultivation of bacterial 
culture before and after inductor adding was investigated. The optimal conditions for 
culture E. coli BL21 (DE3) pLysE cultivation to achieve a high expression level of 
recombinant protein were proposed.

K e y  w o r d s: tyrosyl-tRNA synthetase, bacterial expression system, optimization 
of expression.


