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À. À. Êîëîáîâ è äð.
Ïîëó÷åíèå ÈË-36ÐÀ ÷åëîâåêà â Escherichia coli ïðè êîýêñïðåññèè ñ ìåòèîíèíàìèíîïåïòèäàçîé. I

Ãåíåðàëèçîâàííûé ïóñòóëåçíûé ïñîðèàç (ÃÏÏ) — ýòî ðåäêàÿ, â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ñìåðòåëüíî
îïàñíàÿ ôîðìà ïñîðèàçà, êîòîðàÿ àññîöèèðîâàíà ñ ðÿäîì ìóòàöèé â ãåíå ðåöåïòîðíîãî àíòàãîíèñòà èí-
òåðëåéêèíà-36 (ÈË-36ÐÀ), ñîïðîâîæäàþùèõñÿ åãî ñíèæåííîé ýêñïðåññèåé èëè àêòèâíîñòüþ. Ââåäåíèå
ýêçîãåííîãî ÈË-36ÐÀ ìîãëî áû ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ ÃÏÏ è äðóãèõ ôîðì ïñîðèàçà. Ïîñêîëüêó äëÿ
ïîëíîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÈË-36ÐÀ íåîáõîäèìî îòùåïëåíèå èíèöèàòîðíîãî îñòàòêà ìåòèîíè-
íà, íàìè áûë ðàçðàáîòàí ñïîñîá ïîëó÷åíèÿ áåçìåòèîíèíîâîãî ÈË-36ÐÀ â Escherichia coli. Áûëà ñîçäàíà
ñåðèÿ ïëàçìèä, íåñóùèõ ãåí ìåòèîíèíàìèíîïåïòèäàçû (ÌÀÏ) E. coli ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ ïðîìî-
òîðîâ, äëÿ êîýêñïðåñèè ÈË-36ÐÀ è ÌÀÏ è ïðîòåñòèðîâàíî èõ âëèÿíèå íà ïðîäóêöèþ ÈË-36ÐÀ. Íàèáî-
ëüøàÿ ïðîäóêöèÿ ÈË-36ÐÀ ñ ñîäåðæàíèåì ìåíåå 3 % ïðèìåñè íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìû ñ íåîòùåï-
ëåííûì èíèöèàòîðíûì îñòàòêîì ìåòèîíèíà áûëà ïîêàçàíà äëÿ øòàììà, â êîòîðîì ãåí ÌÀÏ êîíòðîëè-
ðîâàëñÿ èíäóöèðóåìûì àðàáèíîçîé ïðîìîòîðîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èíòåðëåéêèí, ðåöåïòîðíûé àíòàãîíèñò ÈË-36 (ÈË-36ÐÀ), ìåòèîíèíàìèíî-
ïåïòèäàçà, ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê, êîýêñïðåññèÿ, ìåòèîíèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÝÆÕ — âûñîêîýôôåêòèâíàÿ æèäêîñòíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ, ÃÏÏ —
ãåíåðàëèçîâàííûé ïóñòóëåçíûé ïñîðèàç, ÈË — èíòåðëåéêèí, ÈË-36ÐÀ — ðåöåïòîðíûé àíòàãîíèñò
ÈË-36, ÈÏÒÃ — èçîïðîïèë-b-D-1-òèîãàëàêòîïèðàíîçèä, ÌÀÏ — ìåòèîíèíàìèíîïåïòèäàçà,
ÎÔ-ÂÝÆÕ — îáðàùåííî-ôàçîâàÿ ÂÝÆÕ.

Ãåíåðàëèçîâàííûé ïóñòóëåçíûé ïñîðèàç (ÃÏÏ) —
ýòî ðåäêàÿ, â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ñìåðòåëüíî îïàñíàÿ ôîð-
ìà ïñîðèàçà, êîòîðàÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ ïåðèîäè÷åñêèìè
îáîñòðåíèÿìè ñ ïîâûøåíèåì òåìïåðàòóðû òåëà, îáøèð-
íûìè êîæíûìè âûñûïàíèÿìè â âèäå ïóñòóë, à ïðèìåðíî
â 30 % ñëó÷àåâ åùå è ïîðàæåíèÿìè êîæè ïî òèïó âóëü-
ãàðíîãî ïñîðèàçà (Zelickson, 1991; Griffiths, 2007). Ñèñ-
òåìíûå ýôôåêòû ÃÏÏ âêëþ÷àþò â ñåáÿ ãèïåðëåéêîöèòîç
è ïîâûøåíèå óðîâíÿ Ñ-ðåàêòèâíîãî áåëêà â êðîâè (Zeli-
ckson, 1991; Griffiths, 2007). Îáîñòðåíèÿ ÃÏÏ ìîãóò âû-
çûâàòüñÿ áàêòåðèàëüíûìè èíôåêöèÿìè, îòìåíîé ðåòèíî-
èäíîé òåðàïèè, ìåíñòðóàöèåé èëè áåðåìåííîñòüþ (Mar-
rakchi, 2011). Ðàçâèòèå ÃÏÏ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
ñâÿçûâàþò ñ ãåíåòè÷åñêèìè ôàêòîðàìè.

Â ðÿäå èññëåäîâàíèé áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âîçíèêíîâå-
íèå ÃÏÏ àññîöèèðîâàíî ñ ðÿäîì ìóòàöèé â ãåíå ðåöåï-
òîðíîãî àíòàãîíèñòà èíòåðëåéêèíà (ÈË)-36 (ÈË-36ÐÀ)
(Farooq, 2013; Kanazawa, 2013; Korber, 2013; Sugiura,
2013; Hussain, 2015). ÈË-36ÐÀ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áå-
ëîê ñåìåéñòâà ÈË-1, êîòîðûé ðåãóëèðóåò âîñïàëåíèå â

êîæíûõ ïîêðîâàõ, âûçûâàåìîå ìîëåêóëàìè ïîäñåìåéñòâà
ÈË-36 (ÈË-36a, ÈË-36b è ÈË-36g) (Smith, 2000; Debets,
2001; Sims, 2010). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÈË-36 ó÷àñòâóþò
â ïàòîãåíåçå íå òîëüêî ÃÏÏ, íî òàêæå äðóãèõ ôîðì ïñî-
ðèàçà è ïîäîáíûõ åìó êîæíûõ çàáîëåâàíèé ó ÷åëîâåêà
è ìûøè (Blumberg, 2010). Òåì íå ìåíåå íè äëÿ îäíîãî
èç ýòèõ çàáîëåâàíèé â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå ñóùåñòâóåò òå-
ðàïèè, íàïðàâëåííîé íà ïîäàâëåíèå âîñïàëåíèÿ, âûçâàí-
íîãî ÈË-36. È ïîêà íå ðàçðàáîòàíî íèêàêîé ñïåöèôè-
÷åñêîé òåðàïèè ÃÏÏ. Ââåäåíèå ýêçîãåííîãî ÈË-36ÐÀ
ìîãëî áû ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ ÃÏÏ è äðóãèõ ôîðì
ïñîðèàçà.

Ïîñêîëüêó äðóãèå öèòîêèíû ñåìåéñòâà ÈË-1 ñòðóê-
òóðíî ñõîäíû ñ ÈË-36ÐÀ (Dunn, 2001; Günther, 2014) è
áûëè ðàíåå óñïåøíî ïîëó÷åíû â ïðîêàðèîòè÷åñêèõ ïðî-
äóöåíòàõ (Steinkasserer, 1992; Zanette, 1998; Nausch,
2013), íàìè áûëî ïðèíÿòî ðåøåíèå ïîëó÷èòü ðåêîìáè-
íàíòíûé ÈË-36ÐÀ â Escherichia coli. Îäíàêî áåëîê, ïîëó-
÷àåìûé â ïðîêàðèîòè÷åñêîì ïðîäóöåíòå, íåèçáåæíî èìå-
åò ðÿä îòëè÷èé îò ñâîåé ïðèðîäíîé ôîðìû. Íàïðèìåð, îí
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îáû÷íî ëèáî íå ãëèêîçèëèðîâàí, ëèáî ãëèêîçèëèðîâàí
èíà÷å, ÷åì ó áåëêîâ ìëåêîïèòàþùåãî, à òàêæå ïîòåíöè-
àëüíî èììóíîãåíåí (Brooks, 2004). Äëÿ ÈË-36ÐÀ ðàíåå
áûëî ïîêàçàíî îòñóòñòâèå ïîòåíöèàëüíûõ ñàéòîâ ãëèêî-
çèëèðîâàíèÿ (Barton, 2000), ïîýòîìó îòñóòñòâèå ãëèêîçè-
ëèðîâàíèÿ ïðè íàðàáîòêå áåëêà â E. coli íå âëèÿåò íà åãî
áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü.

Äðóãîé ñòàíäàðòíîé ïðîáëåìîé äëÿ ðåêîìáèíàíòíûõ
áåëêîâ, ïîëó÷àåìûõ â áàêòåðèàëüíûõ ïðîäóöåíòàõ, ÿâëÿ-
åòñÿ íåäîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíîå îòùåïëåíèå èíèöèàòîð-
íîãî îñòàòêà ôîðìèëìåòèîíèíà ñ N-êîíöà öåïè (Hoffman,
1990; Shen, 1993; Proudfoot, 1996; Newton, 1998). Â ðÿäå
ñëó÷àåâ òàêèå áåëêè îáëàäàëè ñóùåñòâåííî ñíèæåííîé
áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ (Proudfoot, 1996; Newton,
1998). Â E. coli îòùåïëåíèå èíèöèàòîðíîãî N-êîíöåâîãî
îñòàòêà ôîðìèëìåòèîíèíà òðåáóåò ðàáîòû äâóõ ôåðìåí-
òîâ — äåôîðìèëàçû è ìåòèîíèíàìèíîïåïòèäàçû (ÌÀÏ).
Ïåðâûé ôåðìåíò îòùåïëÿåò ôîðìèëüíóþ ãðóïïó, âòîðîé
îòùåïëÿåò îñòàòîê ìåòèîíèíà (Makrides, 1996; Solbiati,
1999). Ïðîöåññ äåôîðìèëèðîâàíèÿ òåñíî ñâÿçàí ñ ïðîöåñ-
ñîì òðàíñëÿöèè, òàê êàê äåôîðìèëàçà ñâÿçàíà ñ ðèáîñî-
ìîé (Piatkov, 2015). Â ëèòåðàòóðå íàì íå óäàëîñü íàéòè
äàííûå î òîì, ÷òî íåäîñòàòîê àêòèâíîñòè äåôîðìèëàçû
ñëóæèò îãðàíè÷åíèåì ïðîäóêöèè ýêçîãåííûõ ðåêîìáè-
íàíòíûõ áåëêîâ â E. coli. Â òî æå âðåìÿ ïðåäñòàâëåíî
ìíîæåñòâî òàêèõ äàííûõ â îòíîøåíèè ÌÀÏ.

ÌÀÏ îáëàäàåò âûðàæåííîé ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷-
íîñòüþ: áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îíà ìîæåò ýôôåêòèâíî óäà-
ëÿòü N-êîíöåâîé îñòàòîê ìåòèîíèíà áåëêîâîé ìîëåêóëû
òîëüêî â òîì ñëó÷àå, êîãäà ñëåäóþùèé çà ìåòèîíèíîì
àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê èìååò ðàäèóñ âðàùåíèÿ ñâîåé
áîêîâîé öåïè íå áîëåå 0.143 íì (Ben-Bassat, 1987), íà-
ïðèìåð îñòàòîê ãëèöèíà èëè àëàíèíà. Ïðîöåññèíã èäåò
òåì ýôôåêòèâíåå, ÷åì ìåíüøå áîêîâîé ðàäèêàë âòîðîé
àìèíîêèñëîòû â öåïè, è ìîæåò áûòü ñóùåñòâåííî çàìåä-
ëåí â ñëó÷àå àìèíîêèñëîò ñ áîëüøèìè áîêîâûìè ðàäèêà-
ëàìè, òàêèõ êàê òðèïòîôàí (Ben-Bassat, 1987; Hirel, 1989;
Dalboge, 1990).

Äëÿ îáðàáîòêè ïîäîáíûõ ñëîæíûõ îáúåêòîâ â 2004 ã.
ãðóïïîé Ëèàî è ñîàâòîðîâ (Liao, 2004) áûëà ïîëó÷åíà ìî-
äèôèöèðîâàííàÿ ÌÀÏ ñ íåñêîëüêèìè çàìåíàìè â àìèíî-
êèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñïîñîáíàÿ èãíîðèðîâàòü
ýòè ñòåðè÷åñêèå îãðàíè÷åíèÿ. Àâòîðû óòâåðæäàþò, ÷òî
ïðèìåðíî 85—90 % èçâåñòíûõ áåëêîâ ìîãëè áû áûòü
ïðîöåññèðîâàíû ýòîé ÌÀÏ. Îäíàêî àâòîðû òàêæå îòìå-
÷àþò, ÷òî ìîäèôèöèðîâàííàÿ ÌÀÏ ìîæåò åùå îòùåï-
ëÿòü è ñëåäóþùèé çà îñòàòêîì ìåòèîíèíà àìèíîêèñëîò-
íûé îñòàòîê, åñëè òðåòèé îñòàòîê â öåïè èìååò áîêîâóþ
öåïü íåáîëüøîãî ðàäèóñà (Liao, 2004), ÷òî òàêæå ìîæåò
îòðàçèòüñÿ íà ñâîéñòâàõ ïîëó÷àåìîãî áåëêà. Äðóãèì âà-
ðèàíòîì ðåøåíèÿ ïðîáëåìû ñî ñïåöèôè÷íîñòüþ ÌÀÏ
ïî îòíîøåíèþ ê èçó÷àåìîìó îáúåêòó ìîãëî áû ñòàòü èñ-
ïîëüçîâàíèå äðóãîé N-êîíöåâîé àìèíîïåïòèäàçû, ñïî-
ñîáíîé îòùåïëÿòü îñòàòîê ìåòèîíèíà. Íàïðèìåð, ëåé-
öèí-àìèíîïåïòèäàçû E. coli (áåëîê PepA) (Bhosale, 2010).
Îäíàêî íàì íå óäàëîñü íàéòè â ëèòåðàòóðå ïðèìåðû òàêî-
ãî åå ïðèìåíåíèÿ.

Î÷åíü íåóäà÷íûì îáúåêòîì äëÿ ÌÀÏ ÿâëÿåòñÿ, íà-
ïðèìåð, èíòåðôåðîí a2b ÷åëîâåêà, â ìîëåêóëå êîòîðîãî
åñòü çàìêíóòàÿ äèñóëüôèäíàÿ ñâÿçü ñ îñòàòêîì öèñòåèíà,
ñëåäóþùèì ñðàçó çà èíèöèàòîðíûì îñòàòêîì ìåòèîíèíà
(Wetzel, 1981). Òåì íå ìåíåå îñòàòîê öèñòåèíà â ïðèíöè-
ïå èìååò õèðàëüíûé ðàäèóñ áîêîâîãî ðàäèêàëà, ðàâíûé
0.122 íì (1.22 A) (Levitt, 1976), ò. å. ïðîöåññèíã ìîëåêóëû
ñ ïîìîùüþ ÌÀÏ âîçìîæåí, ïîêà äèñóëüôèäíàÿ ñâÿçü íå

çàìêíóòà. Ýòà ñèòóàöèÿ âïîëíå âîçìîæíà â ñëó÷àå, êîãäà
ÈÔÍ-a2b ïðîèçâîäèòñÿ â êëåòêå â ðàñòâîðèìîì âèäå, à
êîëè÷åñòâî ÌÀÏ â êëåòêå äîñòàòî÷íî äëÿ åãî ñâîåâðå-
ìåííîãî ïðîöåññèíãà. Ýòà ñèòóàöèÿ òàêæå âïîëíå âîç-
ìîæíà â ñëó÷àå ðåôîëäèíãà è îáðàáîòêè ÈÔÍ-a2b ÌÀÏ
in vitro, íî ýòîò âàðèàíò, êàê îïèñàíî âûøå, òåõíîëîãè÷å-
ñêè ñëîæíåå. Â ñëó÷àå ïðèíöèïèàëüíîé íåâîçìîæíîñòè
ïðèìåíåíèÿ ÌÀÏ ê íåêîòîðûì îáúåêòàì ðåøåíèåì ïðîá-
ëåìû ñòàíîâÿòñÿ ââåäåíèå ñàéòà ðàñïîçíàâàíèÿ êàêîé-ëè-
áî ïðîòåàçû ñ N-êîíöà ïîëó÷àåìîãî áåëêà, ÷àñòî âìåñòå
ñ ãèáðèäíûì áåëêîì, è ïîñëåäóþùàÿ îáðàáîòêà ïðîäóêòà
ýòîé ïðîòåàçîé in vitro (Shirokov, 2011) èëè in vivo
(Rabhi-Essafi, 2007). Ìåòèîíèí, òàêèì îáðàçîì, îòùåïëÿ-
åòñÿ âìåñòå ñ íåñêîëüêèìè àìèíîêèñëîòàìè, âõîäÿùèìè
â ñàéò ðàñïîçíàâàíèÿ ïðîòåàçû.

Îäíàêî â ñëó÷àÿõ, êîãäà ÌÀÏ âñå æå ìîæåò áûòü
ïðèìåíåíà, åå èñïîëüçîâàíèå ïðåäñòàâëÿåòñÿ íàèáîëåå
ïðîñòûì è ïîòîìó æåëàòåëüíûì ïîäõîäîì. Ïðè ýòîì îá-
ðàáîòêà ïðîäóêòà âûäåëåííîé è î÷èùåííîé ÌÀÏ in vitro
íåæåëàòåëüíà, òàê êàê çíà÷èòåëüíî óñëîæíÿåò òåõíîëîãè-
÷åñêèé ïðîöåññ. Ïîýòîìó îïòèìàëüíûì âûáîðîì ÿâëÿåò-
ñÿ êîýêñïðåññèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà ñ ÌÀÏ. Â ýòîì
ñëó÷àå, îäíàêî, ñèñòåìà êîýêñïðåññèè òðåáóåò çíà÷èòåëü-
íîé îïòèìèçàöèè, òàê êàê ïðîäóêöèÿ ÌÀÏ ñàìà ïî ñåáå
ñîçäàåò ìåòàáîëè÷åñêóþ íàãðóçêó íà êëåòêó, ÷òî ïîíèæà-
åò âûõîä ïðîäóêòà.

Ïðè íàðàáîòêå ÈË-36ÐÀ â E. coli ìû ñòîëêíóëèñü ñ
òåì, ÷òî ïîëó÷àåìûé áåëîê ñîäåðæàë â ñðåäíåì 25.6 %
ïðèìåñíîé íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìû ñ íåîòùåïëåí-
íûì N-êîíöåâûì îñòàòêîì ìåòèîíèíà. Ïîñêîëüêó îòùåï-
ëåíèå èíèöèàòîðíîãî îñòàòêà ìåòèîíèíà íåîáõîäèìî äëÿ
ïîëíîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÈË-36ÐÀ (Towne,
2011), âîçíèêëà íåîáõîäèìîñòü ðàçðàáîòêè òåõíîëîãèè
ïîëó÷åíèÿ áåçìåòèîíèíîâîãî ÈË-36ÐÀ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàìè áûëà ñîçäàíà ñåðèÿ ïëàç-
ìèä, íåñóùèõ ãåí ÌÀÏ E. coli ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ
ïðîìîòîðîâ, äëÿ êîýêñïðåñèè ÈË-36ÐÀ è ÌÀÏ è ïðîòåñ-
òèðîâàíî èõ âëèÿíèå íà ïðîäóêöèþ ÈË-36ÐÀ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û. Ïðè ñîçäàíèè ïëàçìèä èñïîëüçîâàëè ðå-
ñòðèêòàçû FastDigest (Thermo Scientific, ÑØÀ), ëèãàçó
ôàãà Ò4 (Thermo Scientific, ÑØÀ) è ïîëèìåðàçó Encyclo
(Åâðîãåí, Ðîññèÿ). Â ðàáîòå ñ êóëüòóðàìè áàêòåðèé èñ-
ïîëüçîâàëè ñðåäó LB (Sigma-Aldrich, ÑØÀ), àìïèöèëëèí
(Panreac, Èñïàíèÿ), õëîðàìôåíèêîë (Panreac, Èñïàíèÿ),
èçîïðîïèë-b-D-1-òèîãàëàêòîïèðàíîçèä (ÈÏÒÃ; Thermo
Scientific, ÑØÀ), õëîðèä íàòðèÿ (Amresco, ÑØÀ), õëîðèä
àììîíèÿ (Íåâà-Ðåàêòèâ, Ðîññèÿ), ôîñôàò êàëèÿ îäíîçàìå-
ùåííûé (Íåâà-Ðåàêòèâ, Ðîññèÿ), ðàìíîçó (Äèà-Ì, Ðîñ-
ñèÿ) è àðàáèíîçó (Äèà-Ì, Ðîññèÿ). Ïðè õðîìàòîãðàôè÷å-
ñêîé î÷èñòêå ÈË-36ÐÀ èñïîëüçîâàëè Òðèñ (Amresco,
ÑØÀ), ñóëüôàò àììîíèÿ (Amresco, ÑØÀ), ôîñôàò íàòðèÿ
îäíîçàìåùåííûé è ôîñôàò íàòðèÿ äâóçàìåùåííûé (Pan-
reac, Èñïàíèÿ), ëèìîííóþ êèñëîòó (Sigma-Aldrich, ÑØÀ),
ñîëÿíóþ êèñëîòó (Âåêòîí, Ðîññèÿ) è ãèäðîêñèä íàòðèÿ
(Íåâà-Ðåàêòèâ, Ðîññèÿ). Äëÿ ÂÝÆÕ-àíàëèçà ïðèìåíÿëè
àöåòîíèòðèë (Âåêòîí, Ðîññèÿ) è òðèõëîðóêñóñíóþ êèñëî-
òó (AppliChem, Ãåðìàíèÿ).

Ä ë ÿ ñ î ç ä à í è ÿ ø ò à ì ì à ï ð î ä ó ö å í ò à ÈË-36ÐÀ
ïðè êîýêñïðåññèè ñ ÌÀÏ áûëè âûáðàíû ïëàçìèäû
ðÅÒ22b+ è pACYC184 êàê îòíîñÿùèåñÿ ê ðàçëè÷íûì
ãðóïïàì ñîâìåñòèìîñòè. Áûëà ïðîâåäåíà êîäîííàÿ îïòè-

Ïîëó÷åíèå ÈË-36ÐÀ ÷åëîâåêà â Escherichia coli ïðè êîýêñïðåññèè ñ ìåòèîíèíàìèíîïåïòèäàçîé. I 483



ìèçàöèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà ÈË-36ÐÀ ÷åëîâåêà ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû JCat (Grote, 2005). Ïîëó÷åííàÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü áûëà õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàíà è êëî-
íèðîâàíà â ïëàçìèäíûé âåêòîð ðÅÒ22b+. Ïîëó÷åííûé
ïëàçìèäíûé âåêòîð ïîëó÷èë íàçâàíèå pIL36ra. Ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü ìÐÍÊ ãåíà ÌÀÏ E. coli áûëà àìïëèôè-
öèðîâàíà ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ. Â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëü-
çîâàëè ÐÍÊ øòàììà E. coli BL21 DE3. Ïîëó÷åííóþ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü êëîíèðîâàëè â ìîäèôèöèðîâàííûé
ïëàçìèäíûé âåêòîð pACYC184. Ïîëó÷èëè òðè ïëàç-
ìèäíûõ âåêòîðà, íåñóùèõ ãåí ÌÀÏ ïîä êîíòðîëåì òðåõ
ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðîâ — T7/lac, rhaBAD è araBAD. Ïî-
ëó÷åííûå ïëàçìèäû ïîëó÷èëè íàçâàíèÿ pMAP-lac,
pMAP-rha è pMAP-ara ñîîòâåòñòâåííî. Ñîîòâåòñòâèå íóê-
ëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êëîíèðîâàííûõ ôðàã-
ìåíòîâ è îæèäàåìûõ áûëî ïðîâåðåíî ïóòåì ñåêâåíèðîâà-
íèÿ. Äàëåå áàêòåðèè øòàììà E. coli BL21 DE3 áûëè
òðàíñôîðìèðîâàíû ëèáî òîëüêî ïëàçìèäîé pIL36ra, ëèáî
êîìáèíàöèåé pIL36ra è îäíîé èç ïëàçìèä, íåñóùèõ ãåí
ÌÀÏ, ñ ïîìîùüþ àïïàðàòà Bio-Rad MicroPulser (Bio-Rad,
ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ïî-
ëó÷åííûå øòàììû ïîëó÷èëè ñëåäóþùèå íàçâàíèÿ:
36RA/MAP-lac, 36RA/MAP-rha è 36RA/MAP-ara. Â ýêñïå-
ðèìåíòàõ òàêæå èñïîëüçîâàëè øòàìì-ïðîäóöåíò
ÈË-36ÐÀ ïîä íàçâàíèåì 36RA, òðàíñôîðìèðîâàííûé
òîëüêî ïëàçìèäîé pIL36ra.

Ê ó ë ü ò ó ð û á à ê ò å ð è é. Êóëüòèâèðîâàíèå áàêòåðèé
îñóùåñòâëÿëè â 1.5-êðàòíîé ñðåäå LB, äîïîëíåííîé
1-êðàòíîé ñðåäîé M9. Â êà÷åñòâå ñåëåêòèðóþùåãî àãåíòà
ïðèìåíÿëè àìïèöèëëèí â êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ë. Ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè øòàììîâ, íåñóùèõ äâå ïëàçìèäû, òàê-
æå äîáàâëÿëè õëîðàìôåíèêîë â êîíöåíòðàöèè 25 ìêã/ë.
Êóëüòóðó çàñåâàëè äî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 0.1 îïòè÷å-
ñêîé åäèíèöû (äàëåå ÎÅ) ïðè äëèíå âîëíû 600 íì â 10 ìë
êóëüòóðû â êîíè÷åñêîé êîëáå îáúåìîì 100 ìë, ðàñòèëè
16 ÷ ïðè 37 °Ñ ïðè ñêîðîñòè ïåðåìåøèâàíèÿ 250 îá/ìèí.
Çàòåì ýòó êóëüòóðó èíîêóëèðîâàëè â 200 ìë 1.5-êðàòíîé
ñðåäû LB, äîïîëíåííîé ñðåäîé M9, äî ïëîòíîñòè 0.3 OE
è ðàñòèëè â êîíè÷åñêîé êîëáå îáúåìîì 2 ë ïðè 37 °Ñ
ïðè ñêîðîñòè ïåðåìåøèâàíèÿ 250 îá/ìèí äî ïëîòíîñòè
3 ÎÅ/ìë. Ïðè ýòîé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè âî âñå êîëáû
âíîñèëè ÈÏÒÃ â êîíöåíòðàöèè 0.1 ìÌ, à ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè øòàììîâ, íåñóùèõ ïëàçìèäû pMAP-rha
èëè pMAP-ara, òàêæå âíîñèëè 0.02 % ðàìíîçû èëè
0.2 % àðàáèíîçû ñîîòâåòñòâåííî. Äëèòåëüíîñòü èíäóê-
öèè ñîñòàâëÿëà 3 ÷. Áèîìàññó áàêòåðèé ñîáèðàëè öåíòðè-
ôóãèðîâàíèåì ñî ñêîðîñòüþ 10 000 g ïðè 4 °C â òå÷åíèå
30 ìèí è ëèçèðîâàëè òðåõêðàòíûì ïîñëåäîâàòåëüíûì çà-
ìîðàæèâàíèåì—ðàçìîðàæèâàíèåì. Ïîñëå ýòîãî ëèçèðî-
âàííóþ áèîìàññó ðàçâîäèëè â 50 ìÌ Òðèñ-áóôåðå,
ðÍ 7.0, äåáðèñ óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Ïîëó÷åí-
íûé ëèçàò ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ôèëüòð ñ ðàçìåðîì ïîð
0.45 ìêì.

Õ ð î ì à ò î ã ð à ô è ÷ å ñ ê à ÿ î ÷ è ñ ò ê à È Ë - 3 6 Ð À.
Î÷èñòêó ÈË-36ÐÀ ïðîâîäèëè â äâà ýòàïà ñ èñïîëüçîâàíè-
åì õðîìàòîãðàôà AKTA prime plus (GE, ÑØÀ) â ðó÷íîì
ðåæèìå. Ñíà÷àëà ïîëó÷åííûé ëèçàò íàíîñèëè íà êîëîíêó
äèàìåòðîì 25 ìì ñ 50 ìë ñîðáåíòà Q XL (GE, ÑØÀ) ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñî ñêîðîñòüþ 10 ìë/ìèí.
ÈË-36ÐÀ ñëàáî çàðÿæåí ïðè ýòèõ óñëîâèÿõ è íå ñâÿçûâà-
åòñÿ ñ êîëîíêîé. Êîëîíêó îòìûâàëè 150 ìë 50 ìÌ
Òðèñ-HCl-áóôåðà, ðÍ 7.0, çàòåì ðåãåíåðèðîâàëè â 250 ìë
50 ìÌ Òðèñ-HCl-áóôåðà, ðÍ 7.0, ñîäåðæàùåãî 2 Ì NaCl,
250 ìë 0.2 Ì NaOH, 250 ìë àïèðîãåííîé âîäû è 250 ìë
20%-íîãî ýòàíîëà; õðàíèëè â 20%-íîì ýòàíîëå. Ïðîõîäÿ-

ùóþ ôðàêöèþ è ôðàêöèþ îòìûâêè ñîáèðàëè, äîáàâëÿëè
ñóëüôàò àììîíèÿ äî 0.3 Ì, ïåðåìåøèâàëè è íàíîñèëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñî ñêîðîñòüþ 10 ìë/ìèí íà
êîëîíêó äèàìåòðîì 25 ìì ñ 20 ìë ñîðáåíòà Butyl-650S
(Tosoh, ßïîíèÿ). Êîëîíêó ïðîìûâàëè ïîñëåäîâàòåëüíî
100 ìë ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 50 ìÌ ôîñôàòà íàòðèÿ,
ðÍ 6.0, è 0.3 Ì ñóëüôàòà àììîíèÿ, çàòåì 100 ìë ðàñòâîðà,
ñîäåðæàùåãî 50 ìÌ ôîñôàòà íàòðèÿ, ðÍ 6.0, è 0.1 Ì ñó-
ëüôàòà àììîíèÿ. Ýëþèðîâàëè ÈË-36ÐÀ 150 ìë 50 ìÌ
ôîñôàòà íàòðèÿ, ðÍ 6.0, îòñåêàÿ ïåðâûå 60 è ïîñëåäíèå
40 ìë. Êîëîíêó ðåãåíåðèðîâàëè 100 ìë àïèðîãåííîé
âîäû, 100 ìë 0.2 Ì NaOH, 100 ìë àïèðîãåííîé âîäû è
100 ìë 20%-íîãî ýòàíîëà, õðàíèëè â 20%-íîì ýòàíîëå.
Ýëþàò êîíöåíòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ óëüòðàôèëüòðàöèîí-
íîé ÿ÷åéêè Amicon (Millipore, ÑØÀ) è ïîäâåðãàëè äèàëèçó
ïðîòèâ 50 ìÌ öèòðàòíîãî áóôåðà, ðÍ 6.0 (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ).

Ê î í ö å í ò ð à ö è þ á å ë ê à î ï ð å ä å ë ÿ ë è ñïåêòðî-
ôîòîìåòðè÷åñêè ïî ïîãëîùåíèþ ðàñòâîðîì ñâåòà ïðè
äëèíå âîëíû 280 íì ñ èñïîëüçîâàíèåì àïïàðàòà Leki
SS2109UV (Leki, Ðîññèÿ).

Â û ñ î ê î ý ô ô å ê ò è â í à ÿ æ è ä ê î ñ ò í à ÿ õ ð î ì à -
ò î ã ð à ô è ÿ (Â Ý Æ Õ) È Ë - 3 6 Ð À. Êîëè÷åñòâåííûé àíà-
ëèç ïðèìåñíîé ìåòèîíèíîâîé ôîðìû ÈË-36ÐÀ ïðîâîäè-
ëè ïðè ðàçäåëåíèè ïðîáû ÈË-36ÐÀ ìåòîäîì ÂÝÆÕ â îá-
ðàòíîé ôàçå íà êîëîíêå Jupiter C18 (Phenomenex, ÑØÀ).
10 ìêã ÈË-36ÐÀ â 20 ìêë ðàñòâîðà íàíîñèëè íà êîëîíêó â
50 ìÌ ôîñôàòíîì áóôåðå, ðÍ 6.0. Ýëþöèþ ïðîâîäèëè â
ãðàäèåíòå àöåòîíèòðèëà (Âåêòîí, Ðîññèÿ) îò 39.6 äî
40.8 % â 0.1%-íîé òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòå, ðÍ 2.5, â òå-
÷åíèå 20 ìèí ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 1.5 ìë/ìèí è 35 °Ñ. Äå-
òåêòèðîâàëè ïèêè ïðè äëèíå âîëíû 220 íì. Àíàëèç ÷èñ-
òîòû ïðåïàðàòà ïðîâîäèëè ïðè ýëþöèè ÈË-36ÐÀ â ãðàäè-
åíòå àöåòîíèòðèëà îò 30 äî 70 %, â îñòàëüíîì óñëîâèÿ
áûëè òåìè æå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Áûëè ñîçäàíû òðè øòàììà-ïðîäóöåíòà ðàñòâîðèìîãî
ÈË-36ÐÀ íà îñíîâå E. coli BL21 DE3, òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ îäíîâðåìåííî ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí ÈË-36ÐÀ
÷åëîâåêà ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà T7/lac, è îäíîé
èç òðåõ ïëàçìèä, íåñóùèõ ãåí ÌÀÏ E. coli ïîä êîíòðî-
ëåì ïðîìîòîðà T7/lac, rhaBAD èëè araBAD. Ïîëó÷åííûå
øòàììû ïîëó÷èëè ñëåäóþùèå íàçâàíèÿ —
36RA/MAP-lac, 36RA/MAP-rha è 36RA/MAP-ara ñîîòâåò-
ñòâåííî. Âñå îïèñàííûå øòàììû-ïðîäóöåíòû ïðîèçâîäè-
ëè ÈË-36ÐÀ â ðàñòâîðèìîé ôîðìå è íàêàïëèâàëè åãî â
öèòîïëàçìå êëåòîê. Èç ëèçàòà áèîìàññû áàêòåðèàëüíûõ
êëåòîê ÈË-36ÐÀ î÷èùàëè õðîìàòîãðàôè÷åñêè â äâå ñòà-
äèè — ñíà÷àëà íà àíèîíîîáìåííîì ñîðáåíòå Q-XL (GE),
à çàòåì íà ãèäðîôîáíîì ñîðáåíòå Butyl-S (Tosoh) â ñðåä-
íåì äî 98 % ÷èñòîòû. ×èñòîòó ïðåïàðàòà ÈË-36ÐÀ îïðå-
äåëÿëè ñ ïîìîùüþ îáðàùåííî-ôàçîâîé (ÎÔ) ÂÝÆÕ.
Áûëè ïîäîáðàíû óñëîâèÿ ðàçäåëåíèÿ ïðîöåññèðîâàííîé
è íåïðîöåññèðîâàííîé (ñîäåðæàùåé N-êîíöåâîé îñòàòîê
ìåòèîíèíà) ôîðì ÈË-36ÐÀ â ÎÔ-ÂÝÆÕ. Ïèê, ñîîòâåòñò-
âóþùèé ìåòèîíèíîâîé ôîðìå ÈË-36ÐÀ, áûë âïåðâûå
âûÿâëåí ïðè ñðàâíåíèè íåîáðàáîòàííîãî îáðàçöà
ÈË-36ÐÀ è îáðàçöà, îáðàáîòàííîãî êîììåð÷åñêèì ïðåïà-
ðàòîì ÌÀÏ (RnD systems) in vitro. Îáðàçåö ÈË-36ÐÀ ðàç-
äåëÿëñÿ íà äâà ïèêà, îäèí èç êîòîðûõ èñ÷åçàë ïîñëå îáðà-
áîòêè ÌÀÏ. Òàêèì îáðàçîì ýòîò ïèê áûë èäåíòèôèöèðî-
âàí êàê ñîîòâåòñòâóþùèé íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìå
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ÈË-36ÐÀ, ñîäåðæàùåé N-êîíöåâîé îñòàòîê ìåòèîíèíà. Â
äàëüíåéøåì ñîîòíîøåíèå ïðîöåññèðîâàííîé è íåïðîöåñ-
ñèðîâàííîé ôîðì ÈË-36ÐÀ êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëÿëè ïî
ñîîòíîøåíèþ ïëîùàäåé èõ ïèêîâ ïîñëå ðàçäåëåíèÿ ìåòî-
äîì ÎÔ-ÂÝÆÕ. Òèïè÷íûå õðîìàòîãðàììû îáðàçöîâ
ÈË-36ÐÀ, ïîëó÷åííûõ ïðè êîýêñïðåñèè ñ ÌÀÏ è áåç íåå,
ïîêàçàíû íà ðèñ. 1.

Êîýêñïðåññèÿ ñ ÌÀÏ ïðèâîäèëà ê óìåíüøåíèþ ïðè-
ìåñè íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìû ÈË-36ÐÀ. Âñå òðè
øòàììà-ïðîäóöåíòà, êîýêñïðåññèðóþùèõ ãåíû ÈË-36ÐÀ
è ÌÀÏ, ïðîèçâîäèëè ÈË-36ÐÀ, ñîäåðæàùèé ìåíåå 3 %
íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìû (ðèñ. 2). Ìàòåðèíñêèé
øòàìì-ïðîäóöåíò ÈË-36ÐÀ, íà îñíîâå êîòîðîãî áûëè ñî-
çäàíû âñå òðè îïèñûâàåìûõ øòàììà, íå íåñóùèé äîïîë-
íèòåëüíîé ïëàçìèäû ñ ãåíîì ÌÀÏ, ïðîèçâîäèë
ÈË-36ÐÀ, ñîäåðæàùèé â ñðåäíåì 25.6 % íåïðîöåññèðî-
âàííîé ôîðìû (ðèñ. 2).

Äàëåå áûë âûÿâëåí íàèáîëåå ïðîèçâîäèòåëüíûé
øòàìì-ïðîäóöåíò áåçìåòèîíèíîâîãî ÈË-36ÐÀ. Ïðîäóê-
òèâíîñòü øòàììà 36RA/MAP-ara ñîñòàâèëà 186 ìã
ÈË-36ÐÀ íà 1 ë áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðû (18.6 ìêã/ÎÅ)
è îêàçàëàñü íåñêîëüêî âûøå, ÷åì ó øòàììîâ
36RA/MAP-lac è 36RA/MAP-rha, îäíàêî ðàçëè÷èå íå
áûëî ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûì (ðèñ. 3). Äîñòîâåðíî íèæå
ïðîäóêöèÿ ÈË-36ÐÀ òîëüêî ó øòàììà 36RA/MAP-rha ïî
ñðàâíåíèþ ñ 36RA (ðèñ. 3). Ïðè÷èíîé òàêèõ ðàçëè÷èé â
ïðîäóêòèâíîñòè ìîæåò ñëóæèòü òî, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü
íàðàáîòêè ÌÀÏ ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà araBAD, âåðî-
ÿòíî, ìåíüøå, ÷åì â ñëó÷àå äðóãèõ èñïîëüçîâàííûõ ïðî-
ìîòîðîâ. Îäíàêî ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà êîëè÷åñòâà
ÌÀÏ, âûðàáàòûâàåìîãî ðàçëè÷íûìè øòàììàìè-ïðîäó-
öåíòàìè, ìû íå ïðîâîäèëè. Â ëþáîì ñëó÷àå ïîëó÷àåìîãî
êîëè÷åñòâà ýêçîãåííîé ÌÀÏ äîñòàòî÷íî äëÿ ýôôåêòèâ-
íîãî ïðîöåññèíãà ðåêîìáèíàíòíîãî ÈË-36ÐÀ. Ïðè ýòîì
ïðîèçâîäèòåëüíîñòü øòàììà-ïðîäóöåíòà 36RA, íå íåñó-
ùåãî äîïîëíèòåëüíîé êîäèðóþùåé ÌÀÏ ïëàçìèäû,
áûëà åùå âûøå è ñîñòàâëÿëà 216 ìã ÈË-36ÐÀ íà 1 ë áàê-
òåðèàëüíîé êóëüòóðû (èëè 21.6 ìêã/ÎÅ), îäíàêî ðàçëè÷èå
òàêæå íå áûëî ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûì (ðèñ. 3). Î÷åâèä-
íî, ÷òî äîïîëíèòåëüíàÿ íàãðóçêà íà áàêòåðèàëüíóþ êëåò-
êó â âèäå íåîáõîäèìîñòè ïîääåðæèâàòü åùå îäíó ïëàçìè-
äó è ñèíòåçèðîâàòü ÌÀÏ ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó ñíè-
æåíèþ ïðîäóêöèè ÈË-36ÐÀ.

Ñóùåñòâåííûì ïðåèìóùåñòâîì ïîëó÷åííîé ñèñòåìû
ýêñïðåññèè áåçìåòèîíèíîâîãî ÈË-36ÐÀ ÿâëÿåòñÿ îòñóò-
ñòâèå äîïîëíèòåëüíûõ òåõíîëîãè÷åñêèõ ýòàïîâ, ñâÿçàí-
íûõ ñ îáðàáîòêîé ïîëó÷àåìîãî ÈË-36ÐÀ ÌÀÏ óæå ïîñëå
î÷èñòêè. Ñàìûì ñóùåñòâåííûì óñëîæíåíèåì ïðîöåññà
ÿâëÿëàñü áû íåîáõîäèìîñòü ïîñòîÿííîé ïàðàëëåëüíîé
íàðàáîòêè âûñîêîî÷èùåííîé ÌÀÏ. Ê òîìó æå ÌÀÏ ÿâ-
ëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî òåðìîëàáèëüíûì ôåðìåíòîì, íå ïîä-
ëåæàùèì õðàíåíèþ â òå÷åíèå áîëåå 1 ãîäà äàæå ïðè
–70 °Ñ. Ïîýòîìó íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì íàðàáî-
òàòü åãî îäèí ðàç äëÿ ïîñëåäóþùåãî èñïîëüçîâàíèÿ â òå-
÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè. Äàëåå, ïðè ìàñøòàáèðîâà-
íèè ïðîèçâîäñòâà ÈË-36ÐÀ ïîòðåáîâàëîñü áû ñèììåò-
ðè÷íîå ìàñøòàáèðîâàíèå ïðîèçâîäñòâà ÌÀÏ. Êðîìå
òîãî, äëÿ ðàáîòû ÌÀÏ òðåáóþòñÿ ñïåöèôè÷åñêèå óñëî-
âèÿ (Ben-Bassat, 1987; D’souza, 1999), ïîýòîìó â ñëó÷àå
ðàçðàáîòàííîãî íàìè ïðîöåññà î÷èñòêè ÈË-36ÐÀ îáðà-
áîòêà ÌÀÏ in vitro ïîòðåáîâàëà áû äîïîëíèòåëüíûõ øà-
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Ðèñ. 1. Íàëîæåíèå òèïè÷íûõ ÎÔ-ÂÝÆÕ-õðîìàòîãðàìì îáðàç-
öîâ ÈË-36ÐÀ, ïîëó÷åííûõ ïðè êîýêñïðåññèè ñ ÌÀÏ (÷åðíàÿ

êðèâàÿ) è áåç êîýêñïðåññèè ñ ÌÀÏ (ñåðàÿ êðèâàÿ).

Ðèñ. 2. Ñðàâíåíèå êîëè÷åñòâà íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìû
ÈË-36ÐÀ â ïðåïàðàòàõ ÈË-36ÐÀ, ïîëó÷åííûõ îò ðàçëè÷íûõ

øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ Escherichia coli.

36RA — øòàìì, òðàíñôîðìèðîâàííûé òîëüêî ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí
ÈË-36ÐÀ; 36RA/MAP-ara, 36RA/MAP-lac è 36RA/MAP-rha — øòàììû,
òðàíñôîðìèðîâàííûå ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí ÈË-36ÐÀ, è ïëàçìèäîé,
íåñóùåé ãåí ÌÀÏ ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðîâ: ara (ïðîìîòîð
araBAD), rha (ïðîìîòîð rhaBAD) è lac (ïðîìîòîð lac/T7). Çâåçäî÷êîé óêà-

çàíà äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïðè P < 0.05 (t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà).

Ðèñ. 3. Ñðàâíåíèå ïðîäóêöèè ÈË-36ÐÀ ðàçëè÷íûìè øòàììà-
ìè-ïðîäóöåíòàìè Escherichia coli.

Îáúÿñíåíèÿ òå æå, ÷òî è â ïîäïèñè ê ðèñ. 2.



ãîâ ñî ñìåíîé áóôåðà â îáðàçöå. Ïî ýòèì ïðè÷èíàì êîýêñ-
ïðåññèÿ ãåíîâ ÈË36ÐÀ è ÌÀÏ — è, òàêèì îáðàçîì, îáðà-
áîòêà ÈË-36ÐÀ ÌÀÏ in vivo — ïðåäñòàâëÿåòñÿ íàì áîëåå
ïðîñòûì ñïîñîáîì ïîëó÷åíèÿ áåçìåòèîíèíîâîãî
ÈË-36ÐÀ. Ðàçðàáîòàííàÿ ñèñòåìà êîýêñïðåññèè ÈË-36ÐÀ
ñ ÌÀÏ ìîæåò áûòü ïðèìåíåíà äëÿ ïîëó÷åíèÿ è äðóãèõ
ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ.

Ñèñòåìó êîýêñïðåññèè ãåíà öåëåâîãî áåëêà ñ ÌÀÏ
ïîòåíöèàëüíî ìîæíî áûëî áû ðåàëèçîâàòü íå ñ ïîìîùüþ
äâóõ ïëàçìèä, îòíîñÿùèõñÿ ê ðàçíûì ãðóïïàì íåñîâìåñ-
òèìîñòè, êàê â äàííîì èññëåäîâàíèè, à ñ ïîìîùüþ îäíî-
ãî âåêòîðà, íåñóùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êàê ãåíà áåëêà
èíòåðåñà, òàê è ãåíà ÌÀÏ. Ïðåèìóùåñòâîì òàêîé ñèñ-
òåìû ÿâëÿåòñÿ ìåíüøàÿ ìåòàáîëè÷åñêàÿ íàãðóçêà íà áàê-
òåðèàëüíóþ êëåòêó èç-çà îòñóòñòâèÿ íåîáõîäèìîñòè ðåï-
ëèêàöèè åùå îäíîé ïëàçìèäû è íàðàáîòêè áåëêà, îïðåäå-
ëÿþùåãî óñòîé÷èâîñòü ê ñîîòâåòñòâóþùåìó åé
àíòèáèîòèêó. Âñëåäñòâèå ñíèæåííîé ìåòàáîëè÷åñêîé íà-
ãðóçêè êëåòêà äîëæíà áûòü ñïîñîáíà ïðîèçâîäèòü áîëüøå
öåëåâîãî áåëêà, à êóëüòóðó áàêòåðèé, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ýòîé ïëàçìèäîé, äîëæíî áûòü âîçìîæíûì äîðàùè-
âàòü äî á*îëüøèõ ïëîòíîñòåé, ÷åì â ñëó÷àå ñ äâóõïëàç-
ìèäíîé ñèñòåìîé. Òàêàÿ ñèñòåìà ìîæåò ñòàòü ëîãè÷íûì
ðàçâèòèåì ïîëó÷åííîé íàìè ñèñòåìû êîýêñïðåññèè
ÈË-36ÐÀ è ÌÀÏ. Íàìè óæå óñòàíîâëåíî, ÷òî îïòèìàëü-
íûì ñî÷åòàíèåì ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé äëÿ ýêñ-
ïðåññèè áåçìåòèîíèíîâîãî ÈË-36ÐÀ èç ïðîòåñòèðîâàí-
íûõ íàìè ÿâëÿåòñÿ ÈË-36ÐÀ ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà
ôàãà Ò7 è ÌÀÏ ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà araBAD.
Øòàìì-ïðîäóöåíò ñ åäèíñòâåííûì ïëàçìèäíûì âåê-
òîðîì, íåñóùèì îáå ýòè ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè, âåðî-
ÿòíî, ïðåâçîøåë áû ïî ïðîäóêòèâíîñòè èìåþùèéñÿ
øòàìì-ïðîäóöåíò. Àíàëîãè÷íûå ñèñòåìû óæå áûëè îïè-
ñàíû â ëèòåðàòóðå (Liu, 2012).

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, äâóõïëàçìèäíàÿ ñèñòåìà î÷åíü
óäîáíà òåì, ÷òî åå ìîæíî áûñòðî àäàïòèðîâàòü ê ëþáîìó
íîâîìó îáúåêòó, èçáåãàÿ äîïîëíèòåëüíûõ øàãîâ ñ êëîíè-
ðîâàíèåì. Äîñòàòî÷íî êëîíèðîâàòü ãåí áåëêà èíòåðåñà â
îäíó ýêñïðåññèîííóþ ïëàçìèäó è çàòåì êîòðàíñôîðìèðî-
âàòü øòàìì-íîñèòåëü åþ è îäíîé èç ïëàçìèä, íåñóùèõ
ãåí ÌÀÏ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííóþ íàìè ñåðèþ ïëàç-
ìèä ñ ãåíîì ÌÀÏ ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðîâ
óäîáíî áûëî áû èñïîëüçîâàòü äëÿ áûñòðîãî ïîäáîðà îï-
òèìàëüíûõ óñëîâèé ðàáîòû ÌÀÏ íà íîâûõ îáúåêòàõ. Â
íàøåì ýêñïåðèìåíòå ïðè òåêóùèõ óðîâíÿõ ïðîäóêöèè
ÈË-36ÐÀ òîãî êîëè÷åñòâà ÌÀÏ, êîòîðîå âûðàáàòûâàåòñÿ
ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà araBAD, äîñòàòî÷íî äëÿ ýô-
ôåêòèâíîãî ïðîöåññèíãà îáúåêòà. Îäíàêî â ñëó÷àå èíûõ
îáúåêòîâ îïòèìàëüíîå ñîîòíîøåíèå ÌÀÏ è öåëåâîãî
áåëêà ìîæåò áûòü èíûì, ÷òî îïðåäåëÿåò íåîáõîäèìîñòü
òàêîé îïòèìèçàöèè.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííàÿ ñåðèÿ ïëàçìèä, íåñóùèõ
ãåí ÌÀÏ ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðîâ, ìîæåò
ñëóæèòü îñíîâîé äëÿ ñîçäàíèÿ ñèñòåì êîýêñïðåññèè ñ ãå-
íàìè äðóãèõ áåëêîâ, îòëè÷íûõ îò ÈË-36ÐÀ, è èñïîëüçî-
âàòüñÿ äëÿ ïîäáîðà îïòèìàëüíûõ óñëîâèé òàêîé êîýêñï-
ðåñèè. Èç ñîçäàííûõ øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ ðåêîìáèíàíò-
íîãî ÈË-36ÐÀ ÷åëîâåêà íà îñíîâå E. coli BL21 DE3
íàèáîëåå ïðîäóêòèâíûì îêàçàëñÿ øòàìì, òðàíñôîðìèðî-
âàííûé ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí ÈË-36ÐÀ ÷åëîâåêà, è
ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí ÌÀÏ E. coli ïîä êîíòðîëåì ïðî-
ìîòîðà araBAD. Åãî ïðîäóêòèâíîñòü ñîñòàâëÿåò 186 ìã
ÈË-36ÐÀ íà 1 ë áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðû (18.6 ìêã/ÎÅ).
Ïîëó÷àåìûé ðåêîìáèíàíòíûé ÈË-36ÐÀ ñîäåðæèò ìåíü-
øå 3 % ïðèìåñè íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìû ÈË-36ÐÀ ñ

íåîòùåïëåííûì N-êîíöåâûì îñòàòêîì ìåòèîíèíà. Àíà-
ëèç áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÈË-36ÐÀ, ïîëó÷åííûõ îò
ðàçíûõ øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ, áóäåò îïèñàí â ñëåäóþ-
ùèõ ñîîáùåíèÿõ.

Êîëëåêòèâ àâòîðîâ âûðàæàåò ñâîþ ãëóáî÷àéøóþ
áëàãîäàðíîñòü Å. À. Ïðîòàñîâó çà ïîìîùü ïðè ïðîâåäå-
íèè ÂÝÆÕ-àíàëèçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (ÃÊ
¹ 14.N08.11.0041).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Barton J. L., Herbst R., Bosisio D., Higgins L., Nicklin M. J.
2000. A tissue specific IL-1 receptor antagonist homolog from the
IL-1 cluster lacks IL-1, IL-1ra, IL-18 and IL-18 antagonist activiti-
es. Eur. J. Immunol. 30 : 3299—3308.

Ben-Bassat A., Bauer K., Chang S. Y., Myambo K., Boos-
man A., Chang S. 1987. Processing of the initiation methionine
from proteins: properties of the Escherichia coli methionine amino-
peptidase and its gene structure. J. Bacteriol. 169 : 751—757.

Bhosale M., Pande S., Kumar A., Kairamkonda S., Nandi D.
2010. Characterization of two M17 family members in Escherichia
coli, Peptidase A and Peptidase B. Biochem. Biophys. Res. Com-
mun. 395 : 76—81.

Blumberg H., Dinh H., Dean C., Trueblood E. S., Bailey K.,
Shows D., Bhagavathula N., Aslam M. N., Varani J., Towne J. E.,
Sims J. E. 2010. IL-1RL2 and its ligands contribute to the cytokine
network in psoriasis. J. Immunol. Baltim. Md 1950. 185 : 4354—
4362.

Brooks S. A. 2004. Appropriate glycosylation of recombinant
proteins for human use: implications of choice of expression sys-
tem. Mol. Biotechnol. 28 : 241—255.

Dalbøge H., Bayne S., Pedersen J. 1990. In vivo processing of
N-terminal methionine in E. coli. FEBS Lett. 266 : 1—3.

Debets R., Timans J. C., Homey B., Zurawski S., Sana T. R.,
Lo S., Wagner J., Edwards G., Clifford T., Menon S., Bazan J. F.,
Kastelein R.A. 2001. Two novel IL-1 family members, IL-1 delta
and IL-1 epsilon, function as an antagonist and agonist of NF-kap-
pa B activation through the orphan IL-1 receptor-related protein 2.
J. Immunol. Baltim. Md 1950. 167 : 1440—1446.

D’souza V. M., Holz R. C. 1999. The methionyl aminopeptida-
se from Escherichia coli can function as an iron(II) enzyme. Bio-
chemistry (Moscow). 38 : 11 079—11 085.

Dunn E., Sims J. E., Nicklin M. J., O’Neill L. A. 2001. Annota-
ting genes with potential roles in the immune system: six new
members of the IL-1 family. Trends Immunol. 22 : 533—536.

Farooq M., Nakai H., Fujimoto A., Fujikawa H., Matsuya-
ma A., Kariya N., Aizawa A., Fujiwara H., Ito M., Shimomura Y.
2013. Mutation analysis of the IL36RN gene in 14 Japanese pati-
ents with generalized pustular psoriasis. Hum. Mutat. 34 :
176—183.

Griffiths C. E. M., Barker J. N. W. N. 2007. Pathogenesis
and clinical features of psoriasis. Lancet Lond. Engl. 370 : 263—
271.

Grote A., Hiller K., Scheer M., Münch R., Nörtemann B., Hem-
pel D. C., Jahn D. 2005. JCat: a novel tool to adapt codon usage of
a target gene to its potential expression host. Nucleic Acids Res.
33 : W526—W531.

Günther S., Sundberg E. J. 2014. Molecular determinants of
agonist and antagonist signaling through the IL-36 receptor. J. Im-
munol. Baltim. Md 1950. 193 : 921—930.

Hirel P. H., Schmitter M. J., Dessen P., Fayat G., Blanquet S.
1989. Extent of N-terminal methionine excision from Escherichia
coli proteins is governed by the side-chain length of the penultima-
te amino acid. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 86 : 8247—8251.

Hoffman S. J., Looker D. L., Roehrich J. M., Cozart P. E.,
Durfee S. L., Tedesco J. L., Stetler G. L. 1990. Expression of fully

486 À. À. Êîëîáîâ è äð.



functional tetrameric human hemoglobin in Escherichia coli. Proc.
Nat. Acad. Sci. USA. 87 : 8521—8525.

Hussain S., Berki D. M., Choon S.-E., Burden A. D., Al-
len M. H., Arostegui J. I., Chaves A., Duckworth M., Irvine A. D.,
Mockenhaupt M., Navarini A. A., Seyger M. M. B., Soler-Pala-
cin P., Prins C., Valeyrie-Allanore L., Vicente M. A., Trem-
bath R. C., Smith C. H., Barker J. N., Capon F. 2015. IL36RN mu-
tations define a severe autoinflammatory phenotype of generalized
pustular psoriasis. J. Allergy Clin. Immunol. 135 : 1067—1070.e9.

Kanazawa N., Nakamura T., Mikita N., Furukawa F. 2013.
Novel IL36RN mutation in a Japanese case of early onset generali-
zed pustular psoriasis. J. Dermatol. 40 : 749—751.

Körber A., Mössner R., Renner R., Sticht H., Wilsmann-The-
is D., Schulz P., Sticherling M., Traupe H., Hüffmeier U. 2013. Mu-
tations in IL36RN in patients with generalized pustular psoriasis. J.
Invest. Dermatol. 133 : 2634—2637.

Levitt M. 1976. A simplified representation of protein confor-
mations for rapid simulation of protein folding. J. Mol. Biol. 104 :
59—107.

Liao Y.-D., Jeng J.-C., Wang C.-F., Wang S.-C., Chang S.-T.
2004. Removal of N-terminal methionine from recombinant prote-
ins by engineered E. coli methionine aminopeptidase. Protein Sci.
Publ. Protein Soc. 13 : 1802—1810.

Liu M., Bandaru V., Holmes A., Averill A. M., Cannan W.,
Wallace S. S. 2012. Expression and purification of active mouse
and human NEIL3 proteins. Protein Expr. Purif. 84 : 130—139.

Makrides S. C. 1996. Strategies for achieving high-level exp-
ression of genes in Escherichia coli. Microbiol. Rev. 60 : 512—
538.

Marrakchi S., Guigue P., Renshaw B. R., Puel A., Pei X.-Y.,
Fraitag S., Zribi J., Bal E., Cluzeau C., Chrabieh M., Towne J. E.,
Douangpanya J., Pons C., Mansour S., Serre V., Makni H., Mah-
foudh N., Fakhfakh F., Bodemer C., Feingold J., Hadj-Rabia S.,
Favre M., Genin E., Sahbatou M., Munnich A., Casanova J.-L.,
Sims J. E., Turki H., Bachelez H., Smahi A. 2011. Interleukin-36-
receptor antagonist deficiency and generalized pustular psoriasis.
N. Engl. J. Med. 365 : 620—628.

Nausch H., Huckauf J., Koslowski R., Meyer U., Broer I., Mik-
schofsky H. 2013. Recombinant production of human interleukin 6
in Escherichia coli. PLoS ONE. 8 : e54933.

Newton D. L., Boque L., Wlodawer A., Huang C. Y., Ry-
bak S. M. 1998. Single amino acid substitutions at the N-terminus
of a recombinant cytotoxic ribonuclease markedly influence bio-
chemical and biological properties. Biochemistry (Moscow). 37 :
5173—5183.

Piatkov K. I., Vu T. T. M., Hwang C.-S., Varshavsky A. 2015.
Formyl-methionine as a degradation signal at the N-termini of bac-
terial proteins. Microb. Cell. 2 : 376—393.

Proudfoot A. E., Power C. A., Hoogewerf A. J., Montjo-
vent M. O., Borlat F., Offord R. E., Wells T. N. 1996. Extension of
recombinant human RANTES by the retention of the initiating me-

thionine produces a potent antagonist. J. Biol. Chem. 271 :
2599—2603.

Rabhi-Essafi I., Sadok A., Khalaf N., Fathallah D. M. 2007.
A strategy for high-level expression of soluble and functional hu-
man interferon alpha as a GST-fusion protein in E. coli. Protein
Eng. Des. Sel. PEDS. 20 : 201—209.

Shen T. J., Ho N. T., Simplaceanu V., Zou M., Green B. N.,
Tam M. F., Ho C. 1993. Production of unmodified human adult he-
moglobin in Escherichia coli. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 90 :
8108—8112.

Shirokov D. A., Riabichenko V. V., Akishina R. I., Ospel’niko-
va T. P., Glazunov A. V., Chestukhina G. G., Veiko V. P. 2011. De-
signing of hybrid human interferon alfa-2 strain-producers and the
use of enteropeptidase for obtaining N-terminal methionine-free in-
terferons. Mol. Biol. (Moskow). 45 : 510—516.

Sims J. E., Smith D. E. 2010. The IL-1 family: regulators of
immunity. Nat. Rev. Immunol. 10 : 89—102.

Smith D. E., Renshaw B. R., Ketchem R. R., Kubin M., Gar-
ka K. E., Sims J. E. 2000. Four new members expand the interleu-
kin-1 superfamily. J. Biol. Chem. 275 : 1169—1175.

Solbiati J., Chapman-Smith A., Miller J. L., Miller C. G., Cro-
nan J. E. 1999. Processing of the N termini of nascent polypeptide
chains requires deformylation prior to methionine removal. J. Mol.
Biol. 290 : 607—614.

Steinkasserer A., Solari R., Mott H. R., Aplin R. T., Robin-
son C. C., Willis A. C., Sim R. B. 1992. Human interleukin-1 recep-
tor antagonist. High yield expression in E. coli and examination of
cysteine residues. FEBS Lett. 310 : 63—65.

Sugiura K., Takemoto A., Yamaguchi M., Takahashi H., Sho-
da Y., Mitsuma T., Tsuda K., Nishida E., Togawa Y., Nakajima K.,
Sakakibara A., Kawachi S., Shimizu M., Ito Y., Takeichi T.,
Kono M., Ogawa Y., Muro Y., Ishida-Yamamoto A., Sano S., Mat-
sue H., Morita A., Mizutani H., Iizuka H., Muto M., Akiyama M.
2013. The Majority of generalized pustular psoriasis without psori-
asis vulgaris is caused by deficiency of interleukin-36 receptor an-
tagonist. J. Invest. Dermatol. 133 : 2514—2521.

Towne J. E., Renshaw B. R., Douangpanya J., Lipsky B. P.,
Shen M., Gabel C. A., Sims J. E. 2011. Interleukin-36 (IL-36) li-
gands require processing for full agonist (IL-36a, IL-36b, and
IL-36g) or antagonist (IL-36Ra) activity. J. Biol. Chem. 286 :
42 594—42 602.

Wetzel R. 1981. Assignment of the disulphide bonds of leuko-
cyte interferon. Nature. 289 : 606—607.

Zanette D., Dundon W., Soffientini A., Sottani C., Marinelli F.,
Akeson A., Sarubbi E. 1998. Human IL-1 receptor antagonist from
Escherichia coli: large-scale microbial growth and protein purifica-
tion. J. Biotechnol. 64 : 187—196.

Zelickson B. D., Muller S. A. 1991. Generalized pustular psori-
asis. A review of 63 cases. Arch. Dermatol. 127 : 1339—1345.

Ïîñòóïèëà 21 III 2017

HUMAN IL-36RA PRODUCTION IN ESCHERICHIA COLI WITH COEXPRESSION

WITH E. COLI METHIONINE AMINOPEPTIDASE.

I. COMPARISON OF IL-36RA PRODUCTION BY DIFFERENT STRAINS
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Generalized pustular psoriasis (GPP) is a rare sometimes lethal form of psoriasis, caused by series of muta-
tions in the interleukin-36 receptor antagonist (IL-36RA) gene associated with its reduced expression or activi-
ty. Administration of exogenous IL-36RA can be a potent therapeutic approach to treatment of GPP and other
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forms of psoriasis. Since cleavage of the starting N-formylmethionine residue from N-terminal end is needed
for full biological activity of IL-36RA we have developed technology for producing IL-36RA lacking N-for-
mylmethionine residue in Escherichia coli. We have created a series of plasmids carrying the E. coli methio-
nine aminopeptidase (MAP) gene under the control of different promoters for co-expression of IL-36RA and
MAP and tested their effect on IL-36RA production. The highest production of IL-36RA with <3 % of unpro-
cessed molecules with uncleaved N-terminal formylmethionine residue has been shown for E. coli strain car-
rying the MAP gene under the control of arabinose-inducible promoter.

K e y w o r d s: interleukin, interleukin-36 receptor antagonist (IL-36RA), methionine aminopeptidase
(MAP), recombinant protein, coexpression, methionine.
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