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ÎпÒИÌiЗАÖiß ÁАÊÒÅÐiАËьÍÎЇ ÅÊспÐÅсiЇ 
пÐÎÒИпУÕËИÍÍÎÃÎ ÖИÒÎÊiÍА ÅÌАÐ ii  

В ÊËiÒИÍАÕ ESCHERICHIA COLI BL21(DE3)pLySE

EMAP II (ендотеëіаëьний моноцитактивуючий поëіпептид II) – новий 
прозапаëьний антианãіоãенний цитокін, який має протипуõëинну дію. 
З метою розробки ãенно-інженерної теõноëоãії отримання EmAp II 
проведена оптимізація умов бактеріаëьної експресії кëонованоãо в 
скëаді вектора рЕТ30а ãена, що кодує ЕÌАР II. Досëіджено впëив 
концентрації індуктора синтезу IПТГ ціëьовоãо біëка на йоãо кінцевий 
виõід, встановëено оптимаëьний час куëьтивування бактеріаëьної 
куëьтури до та пісëя додавання індуктора. Запропоновано сõему 
куëьтивування E. coli BL21(DE3)pLysE дëя досяãнення високоãо 
рівня виõоду рекомбінантноãо цитокіна ЕÌАР II на рівні 110 мã з 1 ë 
бактеріаëьної куëьтури. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а :  ЕÌАР II, бактеріаëьна система експресії, 
оптимізація експресії, антипуõëинний цитокін.

Сó÷àñí³ гåííî³íжåíåðí³ б³îòåхíîëîг³ї шèðîêî âèêîðèñòîâóюòüñÿ äëÿ 
îòðèìàííÿ ðåêîìб³íàíòíèх б³ëê³â â пðåпàðàòèâíèх ê³ëüêîñòÿх ÿê íîâèх 
òåðàпåâòè÷íèх пðåпàðàò³â äëÿ ìåäèöèíè. Дëÿ äîñÿгíåííÿ åфåêòèâíîї åêñ. Дëÿ äîñÿгíåííÿ åфåêòèâíîї åêñ-
пðåñ³ї ðåêîìб³íàíòíèх б³ëê³â â пðîêàð³îòíèх ñèñòåìàх íåîбх³äíà ðîзðîбêà 
îпòèìàëüíîї ñèñòåìè åêñпðåñ³ї äëÿ êîжíîгî б³ëêà, îñê³ëüêè óí³âåðñàëüíîї 
ñòðàòåг³ї îпòèì³зàö³ї åêñпðåñ³ї êëîíîâàíèх гåí³â íå ³ñíóє [1]. Нåзâàжàю÷è 
íà зíà÷í³ óñп³хè ìîëåêóëÿðíîї б³îòåхíîëîг³ї â îòðèìàíí³ ðåêîìб³íàíòíèх 
òåðàпåâòè÷íèх б³ëê³â, ³äå пîñò³éíèé пîшóê íîâèх б³ëê³â – êàíäèäàò³â 
äëÿ зàñòîñóâàííÿ â б³îìåäèöèí³. Пåðшî÷åðгîâîю зàäà÷åю є íåîбх³äí³ñòü 
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ðîзðîбêè íîâèх àíòèпóхëèííèх пðåпàðàò³â з íèзüêîю òîêñè÷í³ñòю äëÿ 
зàñòîñóâàííÿ â êë³í³÷í³é îíêîëîг³ї.

EMAP II (endothelial monocyte-activating polypeptide-II) – öå 
ìóëüòèфóíêö³îíàëüíèé öèòîê³í, ÿêèé óòâîðюєòüñÿ â зëîÿê³ñíèх пóхëèíàх 
ññàâö³â зàâäÿêè пîñòòðàíñëÿö³éíîìó пðîöåñèíгó б³ëêà ð43. Âпåðшå â³í 
бóâ âèä³ëåíèé з ф³бðîñàðêîìè ìèшåé, ³íäóêîâàíîю ìåòèëхîëàíòðåíîì 
[2, 3]. Âèÿâëåíà зäàòí³ñòü EMAP II пðèгí³÷óâàòè ì³гðàö³ю åíäîòåë³àëüíèх 
êë³òèí, ñòèìóëюâàòè їх àпîпòîз, âпëèâàòè íà àêòèâí³ñòü ìîíîöèò³â, íåéò-
ðîф³ë³â ³ ìàêðîфàг³â, ñпðèÿю÷è зàпàëüíèì пðîöåñàì â пóхëèíàх [3, 4]. Нà 
åêñпåðèìåíòàëüíèх ìîäåëÿх гë³îìè, ñàðêîìè, ðàêè шëóíêó ³ п³äшëóíêîâîї 
зàëîзè îòðèìàí³ äîêàзè éîгî пðîòèпóхëèííîї àêòèâíîñò³, щî àâòîðè пî-
ÿñíююòü пåðш зà âñå àíòèàíг³îгåííèìè âëàñòèâîñòÿìè [4–6]. Âèÿâëåíî 
òàêîж åфåêò гàëüìóâàííÿ ðåêîìб³íàíòíèì EMAP II ðîñòó êñåíîгðàфò³â 
ðàêó пðîñòàòè ëюäèíè, ³ìпëàíòîâàíèх п³ä êàпñóëó íèðêè ìèшåé [7, 8]. 
Пîòåíö³éíà зäàòí³ñòü еÌАР II ³íг³бóâàòè íåîàíг³îгåíåз òà ñòèìóëюâàòè 
àпîпòîз ðàêîâèх êë³òèí є îñíîâîю äëÿ éîгî äîñë³äжåííÿ â ÿêîñò³ íîâîгî 
пðîòèпóхëèííîгî ë³êàðñüêîгî зàñîбó.

Ìåòîю äàíîгî äîñë³äжåííÿ бóëî âñòàíîâèòè óìîâè âèñîêîгî ð³âíÿ åêñ-
пðåñ³ї ðåêîìб³íàíòíîгî öèòîê³íà еÌАР II ëюäèíè â бàêòåð³àëüí³é ñèñòåì³ 
шëÿхîì зä³éñíåííÿ п³äбîðó îпòèìàëüíèх óìîâ êóëüòèâóâàííÿ Escherichia 
coli BL21(DE3)pLysE òà åêñпðåñ³ї ö³ëüîâîгî б³ëêà. 

Матерiали i методи
Дëÿ ñóпåðпðîäóêö³ї ö³ëüîâîгî б³ëêà â ðîбîò³ âèêîðèñòàíèé шòàì

пðîäóöåíò ðåêîìб³íàíòíèх б³ëê³â, îòðèìàíèé íà îñíîâ³ ðåöèп³єíòà Escheri-
chia coli BL21(DE3)pLysE. Шòàì òðàíñфîðìîâàíî зà зàгàëüíîпðèéíÿòîю 
ìåòîäèêîю [9] ñêîíñòðóéîâàíèì íàìè пëàзì³äíèì âåêòîðîì ðеТ30àеÌАР 
II, ó ÿêîгî п³ä êîíòðîëåì пðîìîòîðà фàгà Т7 ì³ñòèòüñÿ гåí, щî êîäóє ñèíòåз 
ö³ëüîâîгî б³ëêà еÌАР II. Гåíåòè÷íèì ìàðêåðîì пëàзì³äè ðеТ30à є гåí 
kan, щî зàбåзпå÷óє ñò³éê³ñòü òðàíñфîðìîâàíèх êë³òèí äî êàíàì³öèíó.

Îäèíè÷íó êîëîí³ю шòàìàпðîäóöåíòà ³íîêóëюâàëè â ñåðåäîâèщå Luria
Bertani (LB), ÿêå ì³ñòèòü 5 г äð³жäжîâîгî åêñòðàêòó, 10 г òðèпòîíó, 10 г 
NaCl â 1 ë з äîäàâàííÿì àíòèб³îòèêà êàíàì³öèíó äî ê³íöåâîї êîíöåíòðàö³ї 
â ðîз÷èí³ 30 ìêг/ìë òà íàðîщóâàëè пðîòÿгîì íî÷³. Нàðîщåíó êóëüòóðó 
³íîêóëюâàëè â ñâ³жå ñåðåäîâèщå LB òà êóëüòèâóâàëè пðè òåìпåðàòóð³ 
37 °С òà ³íòåíñèâí³é àåðàö³ї (150 îб/хâ) äî äîñÿгíåííÿ íåю îпòè÷íîї 
гóñòèíè 0,6–1,3 (зàëåжíî â³ä ÷àñó êóëüòèâóâàííÿ êóëüòóðè). Îпòè÷íó 
гóñòèíó (ÎГ600) âèзíà÷àëè ñпåêòðîфîòîìåòðè÷íî (ñпåêòðîфîòîìåòð Bio-
Mate5, Âåëèêà Бðèòàí³ÿ) пðè äîâжèí³ хâèë³ 600 íì.

 Iíäóêö³ю åêñпðåñ³ї ðåêîìб³íàíòíîгî б³ëêà з пðîìîòîðà lacUV5 
зä³éñíюâàëè шëÿхîì äîäàâàííÿ â êóëüòóðàëüíå ñåðåäîâèщå ³зîпðîп³ë
βò³îгàëàêòîп³ðàíîзèäà (IПТГ) â êîíöåíòðàö³ÿх 0,5 ìÌ, 0,75 ìÌ, 1 ìÌ, 
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1,25 ìÌ òà 1,5 ìÌ. Âèзíà÷àëè ÷àñ êóëüòèâóâàííÿ бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè 
äî ³íäóêö³ї (1, 2, 3 гîä) òà п³ñëÿ ³íäóêö³ї åêñпðåñ³ї (1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 
4; 4,5; 5 гîä). Дëÿ п³äбîðó îпòèìàëüíîгî ñåðåäîâèщà êóëüòèâóâàííÿ 
бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè òåñòóâàëè òàê³ ñåðåäîâèщà: ñåðåäîâèщå Luria
Bertani, ì’ÿñîпåпòîííèé бóëüéîí (пåпòîí, ñóì³ш àì³íîêèñëîò, Na2CO3, 
NaCl) òà ì³í³ìàëüíå ñåðåäîâèщå А (гëюêîзà, ò³àì³í, б³îòèí, MgSO4, CaCl2, 
Nh4Cl, NaCl, Na2hPO4, Kh2PO4, ñîë³ зàë³зà, öèíêó, ì³ä³, êîбàëüòó, бîðó, 
ìàðгàíöю ó ÿêîñò³ ì³êðîåëåìåíò³â).

Âèä³ëåííÿ òà î÷èñòêà ðåêîìб³íàíòíîгî б³ëêà з êë³òèí E. coli. Нà 
óëüòðàзâóêîâîìó äåз³íòåгðàòîð³ пðîâîäèëè ðóéíóâàííÿ бàêòåð³àëüíèх 
êë³òèí (6 öèêë³â: 20 ñåê ñîí³êàö³ÿ, 20 ñåê пåðåðâà). Ц³ëüîâèé ðåêîìб³íàíòíèé 
б³ëîê еÌАР II îòðèìóâàëè ³з ñóпåðíàòàíòó ë³зîâàíèх êë³òèí ( бóфåð äëÿ 
ë³зèñó : 50 ìM Naфîñфàò, 500 ìM NaCl, 10 ìM ³ì³äàзîë, 5 ìM βìåð-
êàпòîåòàíîë). Î÷èñòêó ðåêîìб³íàíòíîгî б³ëêà пðîâîäèëè ìåòîäîì ìåòà-
ëхåëàòóю÷îї хðîìàòîгðàф³ї íà êîëîíö³ з NiNTAàгàðîзîю. Сóпåðíàòàíò 
íàíîñèëè íà êîëîíêó з NiNTAàгàðîзîю (Qiagen, США), ö³ëüîâèé б³ëîê 
åëююâàëè бóфåðîì äëÿ åëюö³ї (50 ìÌ Naфîñфàòíèé бóфåð, 150 ìM NàСl, 
200 ìÌ ³ì³äàзîëó, 5 ìÌ βìåðêàпòîåòàíîëó). Дëÿ фðàêö³é, щî ì³ñòèëè 
ö³ëüîâèé б³ëîê, пðîâîäèëè ä³àë³з.

Кîíöåíòðàö³ю î÷èщåíîгî б³ëêà âèзíà÷àëè íà ñпåêòðîфîòîìåòð³ 
BioMate5, êîåф³ö³єíò îпòè÷íîгî пîгëèíàííÿ ðåêîìб³íàíòíîгî еÌАР II íà 
äîâжèí³ хâèë³ 280 íì ñêëàäàє 8730 cì-1ìîëü-1 (0,377 ìë/ìг). Кîåф³ö³єíò 
îпòè÷íîгî пîгëèíàííÿ âèзíà÷àëè зà äàíèìè àì³íîêèñëîòíîгî àíàë³зó зà 
äîпîìîгîю пðîгðàìè ProtParam (http://expasy.ch/cgibin/protparam).

Аíàë³з бàêòåð³àëüíèх б³ëê³â пðîâîäèëè з äîпîìîгîю SDSгåëüåëåê-
òðîфîðåзó зà ìåòîäîì Лåììë³ â äåíàòóðóю÷èх óìîâàх, âèêîðèñòîâóю÷è 
äëÿ їх ðîзä³ëåííÿ 12%é пîë³àêðèëàì³äíèé гåëü ³з 0,1% äîäåöèëñóëüфàòó 
íàòð³ю [10], âèêîðèñòîâóю÷è ñóì³ш ìàðêåðíèх б³ëê³â ф³ðìè Fermentas 
(Лèòâà). Гåë³ фàðбóâàëè бàðâíèêîì Coomassie blue R250. 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 пðåäñòà-
âëåí³ ó âèгëÿä³ ñåðåäí³х зíà÷åíü з óðàхóâàííÿì ñåðåäí³х êâàäðàòè÷íèх 
â³äхèëåíü.

Îòðèìàíèé ðåêîìб³íàíòíèé б³ëîê еÌАР II (212 àì³íîêèñëîò, ìîëåêóëÿ-
ðíà ìàñà 23 304 Da) ðîзщåпëюâàëè ñпåöèф³÷íî åíòåðîê³íàзîю òà î÷èщàëè 
еÌАР II â³ä â³äщåпëåíîгî фðàгìåíòà äîäàòêîâèì åòàпîì ìåòàëхåëàòóю÷îї 
хðîìàòîгðàф³ї íà NiNTAàгàðîз³. Â ðåзóëüòàò³ îòðèìóâàëè âèñîêî÷èщåíèé 
пðåпàðàò EMAP II (169 à.з., ìîëåêóëÿðíà ìàñà 18 535 Дà) з ÷èñòîòîю 
б³ëÿ 98% зг³äíî äàíèì åëåêòðîфîðåòè÷íîгî àíàë³зó. Iзîåëåêòðè÷íà òî÷êà 
EMAP II ñêëàäàє pI=6.36, êîåф³ö³єíò îпòè÷íîгî пîгëèíàííÿ íà äîâжèí³ 
хâèë³ 280 íì ñêëàäàє 8730 cì-1ìîëü-1 (0,471 ìë/ìг). 
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Результати та їх обговорення 
Îпòèì³зàö³ÿ óìîâ êóëüòèâóâàííÿ шòàì³âпðîäóöåíò³â ðåêîìб³íàíòíèх 

б³ëê³â є âàжëèâîю пðîбëåìîю ñó÷àñíîї ìîëåêóëÿðíîї б³îòåхíîëîг³ї. Îä-
íî÷àñíå âèêîðèñòàííÿ òðàäèö³éíèх ìåòîä³â îпòèì³зàö³ї з³ ñпåöèф³÷íèìè 
п³äхîäàìè, ÿê³ зàñòîñîâóюòüñÿ äëÿ ðåêîìб³íàíòíèх шòàì³â ìîжå ñóòòєâî 
п³äâèщèòè âèх³ä ö³ëüîâîгî пðîäóêòó. Бàêòåð³àëüí³ ñèñòåìè åêñпðåñ³ї íàé-
б³ëüш шèðîêî âèêîðèñòîâóюòüñÿ ñåðåä ³íшèх ñèñòåì б³ëêîâîї åêñпðåñ³ї 
зàâäÿêè їх пðîñòîò³ òà äåшåâèзí³. Сåðåä пåðåâàг бàêòåð³àëüíèх ñèñòåì 
зàзíà÷àюòüñÿ пðîñòà ф³з³îëîг³ÿ, êîðîòê³ пðîì³жêè ì³ж 2 пîä³ëàìè бàêòå-
ð³àëüíèх êë³òèí – шâèäêèé ð³ñò òà ðîзìíîжåííÿ, âèñîêèé âèх³ä ö³ëüîâîгî 
пðîäóêòó. 

Сèñòåìà åêñпðåñ³ї íà îñíîâ³ РНКпîë³ìåðàзè фàгà Т7 є îäí³єю з íàé-
б³ëüш åфåêòèâíèх пðîêàð³îòíèх ñèñòåì. Нà â³äì³íó â³ä б³ëüшîñò³ бàêòå-
ð³àëüíèх òà åóêàð³îòíèх РНКпîë³ìåðàз, Т7 РНК пîë³ìåðàзà ñêëàäàєòüñÿ 
з îäí³єї ñóбîäèíèö³, ³ â òîé жå ÷àñ зäàòíà зä³éñíюâàòè пîâíèé öèêë 
òðàíñêðèпö³ї пðè â³äñóòíîñò³ äîäàòêîâèх б³ëêîâèх фàêòîð³â. Нàé÷àñò³шå 
â ðîë³ пðîäóöåíòà â òàêèх ñèñòåìàх âèñòóпàє шòàì E. coli BL21(DE3)
pLysE [9]. 

Гåí РНКпîë³ìåðàзè фàгà Т7 п³ä êîíòðîëåì lac UV5 пðîìîòîðà ëîêà-
ë³зóєòüñÿ â бàêòåð³àëüí³é хðîìîñîì³, êóäè â³í ³íòåгðîâàíèé â ñêëàä³ фàгà 
λ. Iíäóêö³ÿ ñèíòåзó фàгîâîгî фðàгìåíòà òà íàñòóпíà âèñîêîåфåêòèâíà 
òðàíñêðèпö³ÿ ö³ëüîâîгî гåíó â ñêëàä³ ðåêîìб³íàíòíîї пëàзì³äè ñпîñòåð³гà-
юòüñÿ п³ñëÿ äîäàâàííÿ â ñåðåäîâèщå êóëüòèâóâàííÿ ³íäóêòîðà åêñпðåñ³ї 
IПТГ [12, 13].

Пðè пðîâåäåíí³ îпòèì³зàö³ї óìîâ êóëüòèâóâàííÿ шòàìóпðîäóöåíòó 
öèòîê³íà еÌАР II ìè âðàхîâóâàëè òàê³ фàêòîðè, ÿê êîíöåíòðàö³ю ³íäóêòîðà 
(IПТГ), фàзó ðîñòó êë³òèí шòàìóпðîäóöåíòà, ÷àñó äîäàâàííÿ ³íäóêòîðà, 
ñêëàä êóëüòóðàëüíîгî ñåðåäîâèщà, ÷àñ êóëüòèâóâàííÿ шòàìóпðîäóöåíòà 
п³ñëÿ äîäàâàííÿ ³íäóêòîðà IПТГ. Îäí³єю з пðîбëåì пðè åêñпðåñ³ї б³ëê³â є 
п³äб³ð îпòèìàëüíîгî ÷àñó ³íäóêö³ї, îñê³ëüêè ðàííÿ ³íäóêö³ÿ пðèзâîäèòü äî 
б³ëüш íèзüêîгî âèхîäó б³îìàñè òà ö³ëüîâîгî пðîäóêòó. Пðè п³зí³é ³íäóêö³ї 
ñпîñòåð³гàєòüñÿ âèñîêèé âèх³ä б³îìàñè òà íèзüêèé ð³âåíü íàêîпè÷åííÿ 
ðåêîìб³íàíòíîгî б³ëêà. 

Нå ìåíш âàжëèâó ðîëü â³ä³гðàє ³ êîíöåíòðàö³ÿ ³íäóêòîðà, щî äîäàєòüñÿ.
Дëÿ åêñпðåñ³ї öèòîê³íà еÌАР II ìàêñèìàëüíà ê³ëüê³ñòü б³ëêà ñпîñòå-

ð³гàëàñü зà óìîâè äîäàâàííÿ â ñåðåäîâèщå êóëüòèâóâàííÿ ³íäóêòîðà íà 
äðóгó гîäèíó ðîñòó êóëüòóðè (ÎГ600=0,7–0,9), щî пîÿñíюєòüñÿ éìîâ³ðíèì 
äîñÿгíåííÿì êóëüòóðîю íàéб³ëüш ñпðèÿòëèâîї фàзè ðîñòó – ëîгàðèфì³÷íîї 
фàзè ðîñòó (ðèñ. 1).

Нàìè пðîâåäåíî äîñë³äжåííÿ ð³âíÿ бàêòåð³àëüíîї åêñпðåñ³ї б³ëêà еÌАР 
II â зàëåжíîñò³ â³ä êîíöåíòðàö³ї ³íäóêòîðà IПТГ òà ÷àñó êóëüòèâóâàííÿ 
êóëüòóðè Escherichia coli BL21(DE3)pLysE п³ñëÿ ³íäóêö³ї.
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Рис. 1. Рiвень експресiї бiлка ЕМАР II залежно вiд часу культивування 
бактерiальної культури до iндукцiї: à) зàëåжí³ñòü âèхîäó б³ëêà â³ä ÷àñó 
êóëüòèâóâàííÿ; б) åëåêòðîфîðåгðàìà б³ëê³â, îòðèìàíèх пðè ð³зíîìó ÷àñ³ 

êóëüòèâóâàííÿ. 1–4 – ë³зàòè äî ³íäóêö³ї (0, 1, 2, 3 гîä. êóëüòèâóâàííÿ äî ³íäóêö³ї, 
â³äпîâ³äíî); 5 – б³ëêîâèé ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîї ìàñè («Fermentas”, Лèòâà).

Fig. 1. The level of expression of ÅÌАÐ ii protein depending on the time of 
cultivation of bacterial culture to the induction of: a) the dependence output protein 

of time of cultivation; b) electrophoretograms of proteins, obtained at different times 
of cultivation. 1 – without inducer; 2–4 – after induction (1, 2, 3 h of cultivation with 
inductor, respectively); 5 – protein molecular weight marker (“Fermentas”, Lithuania).

Пðè п³äâèщåíí³ êîíöåíòðàö³ї ³íäóêòîðà äî 1,25 ìÌ ñпîñòåð³гàëîñü 
зðîñòàííÿ ð³âíÿ åêñпðåñ³ї ö³ëüîâîгî б³ëêà, пðîòå пðè пîäàëüшîìó 
зб³ëüшåíí³ ê³ëüêîñò³ IПТГ öÿ òåíäåíö³ÿ âòðà÷àëàñü ³ ñпîñòåð³гàâñÿ ñпàä 
ð³âíÿ åêñпðåñ³ї (ðèñ. 2).

Рис. 2. Рiвень експресiї бiлка ЕМАР II залежно вiд кiлькостi IПТГ:  
à) зàëåжí³ñòü âèхîäó б³ëêà â³ä ê³ëüêîñò³ ³íäóêòîðà; б) åëåêòðîфîðåгðàìà б³ëê³â, 

îòðèìàíèх пðè äîäàâàíí³ ð³зíîї ê³ëüêîñò³ IПТГ. 1 – ë³зàò äî ³íäóêö³ї; 2–6 – ë³зàòè 
п³ñëÿ ³íäóêö³ї (0,5 ìM, 0,75 ìM, 1 ìM, 1,25 ìM, 1,5 ìM IПТГ, â³äпîâ³äíî,  

7 – б³ëêîâèé ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîї ìàñè (“Fermentas”, Лèòâà).

fig. 2. the level of expression of ÅÌАÐ ii protein depending on the concentration 
iPtg: a) the dependence output protein of concentration of inductor;  

b) electrophoretograms of proteins, obtained by adding different amount of IPTG.  
1 – without inducer; 2–6 – induced with 0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM, 1,25 mM, 1,5 mM 

IPTG respectively; 7-protein molecular weight marker (“Fermentas”, Lithuania).
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Пðè äîñë³äжåíí³ ð³âíÿ åêñпðåñ³ї еÌАР II â зàëåжíîñò³ â³ä ÷àñó êóëü-
òèâóâàííÿ êóëüòóðè п³ñëÿ ³íäóêö³ї íàìè âñòàíîâëåíî, щî íàéб³ëüшèé пðè-
ð³ñò åêñпðåñ³ї ö³ëüîâîгî б³ëêà ñпîñòåð³гàâñÿ пðè êóëüòèâóâàíí³ êóëüòóðè 
4,5 гîä. Пîäàëüшå êóëüòèâóâàííÿ бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè пðèâîäèëî äî 
íåзíà÷íîгî зíèжåííÿ б³îñèíòåзó ö³ëüîâîгî б³ëêà òà ñóòòєâîгî зб³ëüшåííÿ 
ñèíòåзó бàêòåð³àëüíèх б³ëê³â (ðèñ. 3).

Рис. 3. Рiвень експресiї бiлка ЕМАР II залежно вiд часу культивування культури 
пiсля iндукцiї:  à) зàëåжí³ñòü âèхîäó б³ëêà â³ä ÷àñó êóëüòèâóâàííÿ;   

б) åëåêòðîфîðåгðàìà б³ëê³â, îòðèìàíèх пðè ð³зíîìó ÷àñ³ êóëüòèâóâàííÿ. 1 – б³ëêîâèé 
ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîї ìàñè (“Fermentas”, Лèòâà); 2–10 – ë³зàòè п³ñëÿ ³íäóêö³ї  
(1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5 гîä. êóëüòèâóâàííÿ п³ñëÿ ³íäóêö³ї, â³äпîâ³äíî).

Fig. 3. The level of expression of ÅÌАÐ ii protein depending on the time of 
cultivation of bacterial culture after induction: a) the dependence output protein of 
time of cultivation; b) electrophoretograms of proteins, obtained at different times of 

cultivation. 1 – protein molecular weight marker (“Fermentas”, Lithuania); 2–10 – after 
induction (1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5 h of cultivation with inductor, respectively).

Сë³ä зàзíà÷èòè, щî íàêîпè÷åííÿ â б³îìàñ³ êë³òèí ö³ëüîâîгî пðîäóêòó 
пðè êóëüòèâóâàíí³ ðåêîìб³íàíòíèх шòàì³âпðîäóöåíò³â зàëåжèòü âåëèêîю 
ì³ðîю â³ä ÿêîñò³ òà ñêëàäó ñóбñòðàò³â. Яêщî ðîñòîâå ñåðåäîâèщå äëÿ 
бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè п³ä³бðàíî îпòèìàëüíî, öå äîзâîëÿє îòðèìàòè 
íàéб³ëüш âèñîêèé ð³âåíü âèхîäó ö³ëüîâîгî б³ëêà. 

Нàìè пðîâåäåíî êóëüòèâóâàííÿ бàêòåð³é íà ð³зíèх пîжèâíèх 
ñåðåäîâèщàх Â ðåзóëüòàò³ пðîâåäåíîгî äîñë³äжåííÿ âñòàíîâëåíî, щî 
íàéâèщèé ð³âåíü åêñпðåñ³ї ðåêîìб³íàíòíîгî б³ëêà еÌАР II ñпîñòåð³гàâñÿ 
пðè âèðîщóâàíí³ íà ì³í³ìàëüíîìó ñåðåäîâèщ³ А (ðèñ. 4). Цå äóжå 
âèг³äíî пðè êóëüòèâóâàíí³ шòàìàпðîäóöåíòà ó âåëèêèх ê³ëüêîñòÿх òà 
пðîìèñëîâîìó êóëüòèâóâàíí³. Нàéíèж÷èé ð³âåíü åêñпðåñ³ї ö³ëüîâîгî 
пðîäóêòó ñпîñòåð³гàâñÿ пðè êóëüòèâóâàíí³ шòàìóпðîäóöåíòó íà ì’ÿñî
пåпòîííîìó бóëüéîí³ (ÌПБ) (ðèñ. 4).
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Рис. 4. Рiвень експресiї бiлка ЕМАР II залежно вiд середовища культивування 
бактерiальної культури: à) зàëåжí³ñòü âèхîäó б³ëêà â³ä ñåðåäîâèщà êóëüòèâóâàííÿ: 
1 – ì³í³ìàëüíå ñåðåäîâèщå А; 2 – ñåðåäîâèщå LB; 3 – ÌПБ; б) åëåêòðîфîðåгðàìà 

б³ëê³â, îòðèìàíèх з ð³зíèх ñåðåäîâèщ: 1 – б³ëêîâèé ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîї ìàñè 
(“Fermentas”, Лèòâà); 2 – ì³í³ìàëüíå ñåðåäîâèщå А; 3 – ñåðåäîâèщå LB; 4 – ÌПБ.

fig. 4. the level of expression of ÅÌАÐ ii protein depending on cultivation 
medium:  a) dependence of protein yield on cultivation medium: 1 – minimal medium 
A; 2 – LB; 3 – beefextract agar; b) protein electroforetograms, obtained from different 
cultivation mediums: 1 – protein molecular weight marker ( “Fermentas”, Lithuania);  

2 – minimal medium A, 3 – LB, 4 – beefextract agar.

П³ñëÿ пðîâåäåííÿ бàêòåð³àëüíîї åêñпðåñ³ї зä³éñíюâàëè àф³ííó î÷èñòêó 
ðåêîìб³íàíòíîгî б³ëêà еÌАР II ìåòàëхåëàòóю÷îю хðîìàòîгðàф³єю íà 
NiNTA àгàðîз³. Кîíöåíòðàö³ÿ б³ëêà п³ñëÿ хðîìàòîгðàф³÷íîгî î÷èщåííÿ 
ñêëàäàëà 1,112 ìг/ìë äëÿ б³ëêà еÌАР II ³з ÷èñòîòîю 95–98%. Âèì³ð 
пðîâîäèëè ó êâàðöåâèх êюâåòàх з äîâжèíîю îпòè÷íîгî шëÿхó 1 ñì. 
Кîåф³ö³єíò åêñòèíêö³ї âèзíà÷àëè зà äàíèìè àì³íîêèñëîòíîгî àíàë³зó зà 
äîпîìîгîю пðîгðàìè ProtParam (http://expasy.ch/cgibin/protparam).

П³äâèщåíî ð³âåíü åêñпðåñ³ї ðåêîìб³íàíòíîгî öèòîê³íà еÌАР II шëÿхîì 
зä³éñíåííÿ п³äбîðó îпòèìàëüíèх óìîâ êóëüòèâóâàííÿ бàêòåð³àëüíîї 
êóëüòóðè. Îòðèìàíî ðåêîìб³íàíòíèé öèòîê³í еÌАР II âèñîêîгî ð³âíÿ 
÷èñòîòè (ðèñ. 5). 

Îòðèìàíèé ðåêîìб³íàíòíèé б³ëîê еÌАР II ñпåöèф³÷íî ðîзщåпëюâàëè 
åíòåðîê³íàзîю òà äîäàòêîâî î÷èщàëè еÌАР II â³ä â³äщåпëåíîгî фðàгìåíòà 
ìåòàëхåëàòóю÷îю хðîìàòîгðàф³єю íà NiNTAàгàðîз³. Â ðåзóëüòàò³ 
îòðèìóâàëè âèñîêîî÷èщåíèé пðåпàðàò EMAP II, ÿêèé âèêîðèñòîâóâàëè 
â б³îìåäè÷íèх äîñë³äжåííÿх, â òîìó ÷èñë³ äëÿ ³íг³бóâàííÿ ðîñòó êñåíîг-
ðàфò³â ðàêó пðîñòàòè ëюäèíè, ³ìпëàíòîâàíèх п³ä êàпñóëó íèðêè ìèшåé 
[7, 8]. 

Тàêèì ÷èíîì, â ðåзóëüòàò³ пðîâåäåíèх äîñë³äжåíü äîñÿгíåíî îпòèì³зàö³ї 
бàêòåð³àëüíîї åêñпðåñ³ї пðîòèпóхëèííîгî öèòîê³íà еÌАР II. Âñòàíîâëåíî, 
щî îпòèìàëüíà ê³ëüê³ñòü ³íäóêòîðà IПТГ äëÿ åêñпðåñ³ї еÌАР II ñòàíîâèòü 
1,25 ìÌ, ÷àñ êóëüòèâóâàííÿ бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè äî òà п³ñëÿ ³íäóêö³ї 
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ñèíòåзó ö³ëüîâîгî б³ëêà ñòàíîâèòü 2 òà 4,5 гîäèíè, â³äпîâ³äíî. Нàéб³ëüш 
îпòèìàëüíèì ñåðåäîâèщåì äëÿ êóëüòèâóâàííÿ є ì³í³ìàëüíå ñåðåäîâèщå 
А. Âèх³ä ö³ëüîâîгî б³ëêà – ðåêîìб³íàíòíîгî еÌАР II пðè бàêòåð³àëüí³é 
åêñпðåñ³ї â êóëüòóð³ êë³òèí E. coli BL21(DE3)pLysE ñêëàäàє бëèзüêî 
110 ìг з 1 ë êóëüòóðàëüíîї ð³äèíè. П³ñëÿ ðîзщåпëåííÿ ðåêîìб³íàíòíîгî 
еÌАР II åíòåðîê³íàзîю òà äîäàòêîâîгî åòàпó хðîìàòîгðàф³÷íîї î÷èñòêè 
îòðèìàëè 73,42 ìг ê³íöåâîâîгî пðîäóêòó.

Îòжå, â ðîбîò³ íàìè ðîзðîбëåíà â³ò÷èзíÿíà гåííî³íжåíåðíà òåхíî-
ëîг³ÿ îòðèìàííÿ пðîòèпóхëèííîгî öèòîê³íà еÌАР II â пðåпàðàòèâíèх 
ê³ëüêîñòÿх. Сë³ä зàзíà÷èòè, щî öèòîê³í еÌАР II є пåðñпåêòèâíèì гåííî-
³íжåíåðíèì б³îòåхíîëîг³÷íèì пðîäóêòîì. Б³îòåхíîëîг³÷íå âèðîбíèöòâî 
öüîгî öèòîê³íó є íåîбх³äíèì äëÿ пðîâåäåííÿ åêñпåðèìåíòàëüíèх äîñë³-
äжåíü âпëèâó öèòîê³íà íà êë³òèíí³ пðîöåñè (³íäóêö³ÿ àпîпòîзó, âпëèâ 
íà àíг³îгåíåз ³ ò.ä.), à â пåðñпåêòèâ³ п³ñëÿ éîгî âпðîâàäжåííÿ ÿê íîâîгî 
ë³êàðñüêîгî пðåпàðàòó äëÿ ³íг³бóâàííÿ пóхëèííîгî ðîñòó. Тåхíîëîг³ÿ âè-
ðîбíèöòâà íîâîгî öèòîê³íà еÌАР II з шèðîêèì ñпåêòðîì зàñòîñóâàííÿ â 
б³îëîг³ї ³ ìåäèöèí³ ìîжå â пåðñпåêòèâ³ äàòè зíà÷íèé åêîíîì³÷íèé åфåêò 
п³ñëÿ âпðîâàäжåííÿ ðîзðîбêè ó б³îòåхíîëîг³÷íå âèðîбíèöòâî. 
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 Рис. 5. Електрофоретичний контроль чистоти бiлка ЕМАР II  
(12%-ий роздiляючий гель)  

1 – ðåêîìб³íàíòíèé б³ëîê еÌАР II; 2 – еÌАР II п³ñëÿ ðîзщåпëåííÿ åíòåðîê³íàзîю;  
3 – б³ëêîâèé ìàðêåð (ë³зîöèì, еÌАР II, îâàëüбóì³í, бè÷à÷èé ñèâîðîòî÷íèé àëüбóì³í).

Fig. 5. electrophoretic control of protein ЕМАР II purity (sDs-12% PAGE):  
1 – protein еÌАР II; 2 – еÌАР II after enerokinase cleavage; 3 – protein molecular 

weight marker (Lysozyme, ÅÌÀÐ II, ovalbuminum, Bovine Serum Albnumin).
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ÎпÒИÌИЗАÖИß ÁАÊÒÅÐИАËьÍÎЙ ЭÊспÐÅссИИ 
пÐÎÒИВÎÎпУÕÎËÅВÎÃÎ ÖИÒÎÊИÍА ÅÌАÐ ii В ÊËÅÒÊАÕ 

ESCHERICHIA COLI BL21 (DE3) pLySE 

Реферат

еÌАР II (эíäîòåëèàëüíыé è ìîíîöèòàêòèâèðóющèé пîëèпåпòèä II) – 
íîâыé пðîâîñпàëèòåëüíыé àíòèàíгèîгåííыé öèòîêèí, пðîÿâëÿющèé пðîòè-
âîîпóхîëåâîå äåéñòâèå. С öåëüю ðàзðàбîòêè гåííîèíжåíåðíîé òåхíîëî-
гèè пîëó÷åíèÿ еÌАР II пðîâåäåíà îпòèìèзàöèÿ óñëîâèé бàêòåðèàëüíîé 
эêñпðåññèè êëîíèðîâàííîгî â ñîñòàâå âåêòîðà ðEТ30à гåíà, êîäèðóющåгî 
еÌАР II. иññëåäîâàíî âëèÿíèå êîíöåíòðàöèè èíäóêòîðà ñèíòåзà иПТГ 
öåëåâîгî бåëêà íà åгî êîíå÷íыé âыхîä, óñòàíîâëåíî îпòèìàëüíîå âðåìÿ 
êóëüòèâèðîâàíèÿ бàêòåðèàëüíîé êóëüòóðы äî è пîñëå äîбàâëåíèÿ èíäóê-
òîðà. Пðåäëîжåíî ñхåìó êóëüòèâèðîâàíèÿ êóëüòóðы E. colі BL21(DE3)
pLysE äëÿ äîñòèжåíèÿ âыñîêîгî óðîâíÿ âыхîäà ðåêîìбèíàíòíîгî öèòîêèíà 
еÌАР II íà óðîâíå 110 ìг ñ 1 ë бàêòåðèàëüíîé êóëüòóðы.

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à :  еÌАР II, бàêòåðèàëüíàÿ ñèñòåìà эêñпðåññèè, 
îпòèìèзàöèÿ эêñпðåññèè, пðîòèâîîпóхîëåâыé öèòîêèí.
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 BActeriAl exPreSSion oPtiMiSAtion of 
AntitUMor cytoKine eMAP ii in ESCHERICHIA COLI 

BL21(DE3) pLySE cellS

Summary

EMAP II (Endothelial Monocyte-Activating Polypeptide) – a new anti-
angiogenic proinflammatory cytokine that exhibits antitumor activity. In 
order to develop genetically engineered technology for EMAP II optimization 
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of bacterial expression conditions within pET30a vector encoded EMAP II 
was carried out. Both the influence of target protein synthesis inductor 
IPTG concentration on its overall yield and optimal bacterial cultivation time 
before and after inductor addition were estimated. There was a proposed 
scheme for the cultivation of culture E. colі BL21(DE3)pLysE to achieve 
high yield of recombinant cytokine EMAP II at the level of 110 mg from 1 
liter of bacterial culture.

K e y  w o r d s :  EMAP II, bacterial expression system, expression 
optimization, antitumor cytokine.


