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БАТЮК ОКСАНА БОРИСІВНА, НІКОЛАЄВ ЮЛІАН
СЕРГІЙОВИЧ, ГІЛЬЧУК ЮЛІЯ МИКОЛАЇВНА
(73) КОРДЮМ ВІТАЛІЙ АРНОЛЬДОВИЧ
(57) Спосіб одержання очищеного і розчинного
рекомбінантного білка rExhCD34, синтезованого
штамом-продуцентом Е. coli BL21hCD34, що
включає осадження бактеріальних клітин після
завершення біосинтезу центрифугуванням, руйну-

вання бактеріальних клітин і хромосомної ДНК у
присутності лізоциму та ДНК-ази, осадження фра-
кції тілець, включення центрифугуванням, проми-
вання тілець включення розчинами, що містять
неіонні детергенти шляхом суспендування осаду з
наступним осадженням центрифугуванням, солю-
білізацію тілець включення у присутності сечовини
або гуанідин гідрохлориду, очищення солюбілізо-
ваного білка металафінною хроматографією на
колонці у присутності сечовини або гуанідин гідро-
хлориду, ренатурацію білка на хроматографічній
колонці шляхом контрольованого видалення сечо-
вини або гуанідин гідрохлориду, елюції розчинного
і очищеного рекомбінантного білка з хроматогра-
фічної колонки у нативних умовах.

Пропонована корисна модель відноситься до
розділу молекулярної біології, генної інженерії, а
саме - до способу одержання очищеного і розчин-
ного рекомбінантного білка rExhCD34, синтезова-
ного штамом-продуцентом Е. coli BL21hCD34, який
може бути використаний в біотехнології для одер-
жання діагностичних поліклональних антитіл проти
поверхневих маркерів клітин і науково-
дослідницької роботи.

Аналогами рекомбінантного білка rExhCD34 є
поверхневий антиген CD34 людини, що синтезу-
ється різними типами клітин людини, а також ліні-
ями мієлобластоїдних клітин людини KG1 та KG1a
у двох формах (385 та 328 амінокислотних залиш-
ків (а.з.)), і CD34, одержаний на основі Г.І. техно-
логії шляхом експресії клонованого гену в культурі
клітин ссавців (Simmons, D.L., Satterthwaite, A.B.,
Tenen, D.G. and Seed В., Molecular cloning of a
cDNA encoding CD34, a sialomucin of human hema-
topoietic stem cells. J Immunol, 1992. 148(1): p. 267-
71.; Mickey C.-T. Hu and Shu L. Chien, The Cyto-
plasmic Domain of Stem Cell Antigen CD34 Is Essen-
tial for Cytoadhesion Signaling But Not Sufficient for
Proliferation Signaling. Blood, 1998. 91: 1152-1162.)
Рекомбінантних аналогів антигену CD34 людини,
які одержують синтезом в бактеріях Е. coli, на сьо-
годні не створено.

CD34 є поверхневим високоглікозильованим
білком, який синтезується стромальними клітина-
ми кісткового мозку, клітинами-попередниками
гематопоезу, ендотеліальними клітинами, ембріо-
нальними фібробластами, нейронами. При пато-
логічних станах CD34 синтезують різні типи гема-
топоетичних пухлин, а також деякі солідні пухлини
(Lanza, F., L. Healy, and D.R. Sutherland, Structural
and functional features of the CD34 antigen: an up-
date. J Biol Regul Homeost Agents, 2001. 15(1): p. 1-
13.). Продуктом експресії гена CD34 є білок з мо-
лекулярною масою 40 кДа і електрофоретичною
рухливістю близько 110 кДа, що зумовлено наяв-
ністю численних вуглеводних залишків в його
складі. Антиген локалізується в плазматичній
мембрані і містить три домени - високоглікозильо-
ваний зовнішньоклітинний (258 а.м.к.), трансмемб-
ранний (23 а.м.к.) і цитоплазматичний (73 а.м.к.),
що містить залишки серину для фосфорилювання.
CD34 має велике діагностичне значення, а також є
ключовим маркером за яким фракціонують кліти-
ни-попередники гематопоезу (гематопоетичні сто-
вбурові клітини) для подальшої їх трансплантації
реципієнту після опромінення (Gangenahalli GU,
Singh VK, Verma YK, Gupta P, Sharma RK, Chandra
R, Luthra PM, Hematopoietic stem cell antigen CD34:
role in adhesion or homing. Stem Cells Dev, 2006
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Jun; 15(3): p. 305-13.). Вищезазначені маніпуляції
можливі завдяки специфічним моноклональним
антитілам, які одержують шляхом імунізації мишей
екстрактами клітин, що містять CD34 антиген, і
наступним злиттям плазматичних клітин імунізо-
ваних тварин з лінією мієлобластоїдних клітин для
створення продуцентів моноклональних антитіл -
гібридом (Kohler G., Milstein C. Continuous cultures
of fused cells secreting antibody of predefined speci-
ficity // Nature. - 1975. - Vol. 256, № 5517. - P. 495-
497). Одержання і відбір гібридом, що синтезують
моноклональні антитіла необхідної специфічності,
є довготривалим процесом, а продукування та
очищення моноклональних антитіл потребує висо-
ких затрат на середовища та реактиви. Альтерна-
тивним способом є одержання специфічних полі-
клональних антитіл шляхом імунізації тварин,
який,  у свою чергу,  є значно дешевшим,  однак
потребує наявності великої кількості високо очи-
щеного білка CD34, що є неможливим у разі вико-
ристання екстрактів CD34+ клітин як єдиного дже-
рела даного антигену. Відомий СD34-антиген
людини Г.І. походження, продукований трансфіко-
ваною лінією клітин ссавців COS під контролем
промотору плазміди CDM8. Плазміда для синтезу
рекомбінантного CD34 містить в собі кДНК послі-
довність гена CD34 із лінії клітин KG1 розміром
2615.П.Н. Білок CD34 синтезується культурою клі-
тин еукаріотів на поверхні плазматичної мембрани
у вигляді продукту ПО кДа (Simmons, D.L., Satter-
thwaite, A.B., Tenen, D.G. and Seed В., Molecular
cloning of a cDNA encoding CD34, a sialomucin of
human hematopoietic stem cells. J Immunol, 1992.
148(1): p. 267-71.). Зазначений спосіб одержання
антигену CD34 має суттєві недоліки, серед яких
можна вказати низький рівень його синтезу кліти-
нами еукаріотів, довготривалість культивування та
нестабільність трансфікованої клітинної лінії, ви-
соку вартість поживних середовищ, неможливість
одержання препаративної кількості антигену в
умовах лабораторії і складність процедури його
очищення. Також гетерогенний характер приєд-
нання глікозидьних залишків до поліпептидного
ланцюгу CD34 у разі його синтезу трансфікованою
лінією еукаріотичних клітин змінює антигенні влас-
тивості CD34, що, в свою чергу, ускладнює його
використання у процедурах одержання універса-
льних специфічних полі- і моноклональних антитіл
проти білкових детермінант.

У той же час генно-інженерні технології дозво-
ляють клонувати гени еукаріотів і забезпечувати їх
високоефективну експресію в бактеріях Е.  coli  (T.
Маніатіс "Молекулярне клонування - Лабораторна
збірка методик", Колд Спрінг Харбор Лабораторі,
Колд Спрінг Харбор, том 1-3. 1989 p.). Потім білок
може бути виділений з бактеріальних клітин і очи-
щений за відомими методиками. У таких спосіб
рекомбінантний антиген CD34 може бути одержа-
но у кількостях, необхідних для імунізації тварин,
продукування специфічних поліклональних антитіл
та їхнього очищення. Створення технології одер-
жання рекомбінантного антигену CD34 людини
потребує вирішення таких завдань, як ідентифіка-
ція у складі повнорозмірного антигену CD34 іму-
нологічно значущої антигенної детермінанти, ди-

зайн послідовності рекомбінантного антигену для
експресії в бактеріях, виділення та клонування
ДНК імунологічно значущої антигенної детерміна-
нти CD34, конструювання вектора експресії, одер-
жання штаму-продуценту рекомбінантного антиге-
ну, розробка способу суперпродукції
рекомбінантного антигену в бактеріях, розробка
ефективного та дешевого способу виділення ре-
комбінантного антигену з бактеріальних клітин в
очищеному і розчинному стані.

Технології клонування ДНК дозволяють ство-
рювати рекомбінантні білки,  які генетично злиті з
послідовностями певних пептидів - афінних «мі-
ток», що значно спрощує виділення таких білків за
допомогою методик очищення та фракціонування
на колонках, відомих спеціалістам даної галузі.
Однією з таких міток є послідовність олігогістиди-
ну, що дозволяє проводити очищення рекомбінан-
тних білків методом металафінної хроматографії.
Однак у низці випадків при експресії гетерологіч-
них генів у клітинах Е. coli  спостерігається агрега-
ція синтезованих білків, що призводить до накопи-
чення цільового білка у вигляді нерозчинних і
неактивних цитоплазматичних агрегатів - тілець
включення. Використання такого продуценту як
джерела активного рекомбінантного білка створює
певні складнощі, пов'язані з необхідністю застосо-
вувати крім етапу очищення цільового білка, етап
його виділення у функціональній і розчинній формі
(ренатурація) для можливості подальшого практи-
чного застосування. Методи ренатурації білків
відомі і включають виділення бактеріальних тілець
включення,  їх солюбілізацію у розчинах,  що міс-
тять хаотропні реагенти, і спосіб видалення зазна-
чених реагентів для відновлення біологічно актив-
ної структури білкових молекул. У той же час,
кожен індивідуальний білок потребує емпіричного
пошуку адаптованих схем його одержання у роз-
чинному, очищеному і функціональному стані. Ще
однією проблемою одержання білків у такий спосіб
є досягнення високого виходу розчинного і актив-
ного білка із фракції тілець включення а також
технологічність схеми його одержання. У випадку
складних білків, прикладом яких є антиген CD34,
який містять декілька доменів і три дисульфідні
містки, задача ренатурації ускладнюється також
необхідністю відновлення нативної структури кож-
ного домену та коректним паруванням SH-груп
цистеїнових залишків.

В основу пропонованої корисної моделі поста-
влено задачу розробити більш технологічний та
ефективний спосіб одержання очищеного і роз-
чинного рекомбінантного білка rExhCD34 з клітин
штаму-продуценту Е. coli BL21hCD34, із збере-
женням притаманних нативному поверхневому
маркеру CD34 антигенних детермінант.

Поставлена задача вирішується пропонова-
ним способом одержання очищеного і розчинного
рекомбінантного білка rExhCD34, синтезованого
штамом-продуцентом Е. coli BL21hCD34, що
включає осадження бактеріальних клітин після
завершення біосинтезу центрифугуванням, руйну-
вання бактеріальних клітин і хромосомної ДНК у
присутності лізоциму та ДНК-ази, осадження фра-
кції тілець, включення центрифугуванням, проми-
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вання тілець включення розчинами, що містять
неіонні детергенти шляхом суспендування осаду з
наступним осадженням центрифугуванням, солю-
білізацію тілець включення у присутності сечовини
або гуанідин гідрохлориду, очищення солюбілізо-
ваного білка металафінною хроматографією на
колонці у присутності сечовини або гуанідин гідро-
хлориду, ренатурацію білка на хроматографічній
колонці шляхом контрольованого видалення сечо-
вини або гуанідин гідрохлориду, елюції розчинного
і очищеного рекомбінантного білка з хроматогра-
фічної колонки у нативних умовах.

Авторами було показано, що при вищезазна-
чених умовах культивування штаму-продуценту і
суперсинтезі рекомбінантний білок rExhCD34 на-
копичується у фракції тілець включення.

В даному аспекті пропонована корисна модель
вирішує проблеми відомого рівня техніки і забез-
печує спосіб виділення рекомбінантного білка
rExhCD34 з бактеріальних клітин, за допомогою
якого останній може бути одержаний в одну стадію
із збереженням властивих нативному білку анти-
генних детермінант, з високим ступенем чистоти і
у розчинній формі.

Спосіб виділення рекомбінантного білка
rExhCD34 з бактеріальних клітин буде легко оціне-
ний спеціалістами даної галузі на основі опису і
прикладів. Процес ренатурації і очищення автома-
тизується у разі використання хроматографічної
системи, що програмується (Фіг. 1). Відповідно до
пропозиції вихід розчинного білка rExhCD34 виді-
леного ренатурацією із тілець включення Е. соlі
складав більше 85 %, відсоток мономерної форми
rExhCD34, визначений розділенням очищеного
ренатурованого білка в поліакриламідному гелі за
відсутності 2-меркаптотанолу, складав більше 50.
При внесенні 5 мкг і наступному розділені в 12 %-
му поліакриламідному гелі у присутності додецил-
сулфату натрію очищений і ренатурований білок
виявлявся як дискретна полоса з молекулярною
масою близько 30 кДа (Фіг. 2). Чистота розчинного
продукту, розраховувалася методом денситометрії
електрофореграм, складала більше 95 %, концен-
трація у пробі після ренатурації - 0,8-1,5 мг/мл.
Ізоелектрична точка рекомбінантного білка
РІ=6,06, коефіцієнт поглинання при 280 нм - 1.
Ренатурований білок був стабільним і не агрегував
у разі зберігання у розчині на +4°С протягом декі-
лькох місяців. Очищений білок rExhCD34, виділе-
ний ренатурацією з бактеріальних тілець включен-
ня, зберігав активні антигені детермінанти
нативного поверхневого антигену CD34 людини,
що проявляється у здатності рекомбінантного ан-
тигену індукувати при імунізації тварин вироблен-
ня специфічних поліклональних антитіл, що здатні
розпізнавати нативний антиген на поверхні куль-
тури CD34+ клітин людини у разі використання
стандартних імунохімічних методів аналізу.

Суть корисної моделі пояснюється графічними
матеріалами, де:

на фіг. 1 - хроматограма ренатурації і очищен-
ня білка rExhCD34 із тілець включення на мета-

лафінному сорбенті. 1 - солюбілізований із тілець
включення білок,  який наносився на колонку.  2  -
білки, які не зв'язалися із сорбентом. 3 - очищений
і розчинний білок, одержаний елюцією з колонки у
присутності імідазолу.

на фіг. 2 - електрофоретичний аналіз фракцій
білків. 1 - солюбілізований із тілець включення
білок, який наносився на металафінний сорбент. 2
-  білки,  які не зв'язалися із сорбентом.  3  -  очище-
ний і розчинний білок, одержаний елюцією з коло-
нки у присутності імідазолу. 4 - маркери молекуля-
рної маси білків.

Приклад виділення рекомбінантного білка
rExhCD34 в очищеному та розчинному стані.

Для одержання очищеного і розчинного білка
осад тілець включення суспендували в фосфатно-
сольовому буфері ФСБ (0,14 М NaCl; 2,7 мМ КС1;
10 мМ Na2HPO4; 1,8 мМ КН2РО4, рН 7,4), який міс-
тив 8 М сечовину або 6 М гуанідин-гідрохлорид та
10 мМ 2-меркаптоетанол (1 мл буферу на 10 мг
осаду тілець включення), фільтрували через 0,2
мкм мембранний фільтр і наносили на хроматог-
рафічну колонку з Ni-NTA сефарозою об'ємом 5-20
мл, що урівноважена тим самим буфером. Колонку
промивали урівноважуючим буфером (5 об'ємів
колонки) за допомогою перистальтичного насосу з
наступною промивкою буфером ФСБ (10 об'ємів
колонки). Очищений і ренатурований рекомбінант-
ний білок одержували елюцією з колонки у присут-
ності буферу ФСБ, який містив 0,3 М імідазол. На
фіг. 1 представлено типову хроматограму процесу
рефолдінгу та очищення білка rExhCD34 у разі
використання автоматизованої хроматографічної
системи типу FPLC. Моніторинг фракцій, що міс-
тять білок, проводили спектрофотометрично при
280 нм за допомогою UV-монітору. Одержані елю-
цією фракції білків аналізували електрофорезом.
Електрофорез білків проводили за методом U.
Laemmli (Westermeier R. Electrophoresis in practice:
a guide to methods and applications of DNA and pro-
tein separations. - Weinheim: VCH, 1997. - P. 331),
використовуючи для їхнього розділення 12-15 %-й
поліакриламідний гель з 0,1 %-м додецилсульфату
натрію. Кількість сумарного білка у різних фракціях
клітин визначали методом М. Bradford (Дарбре А.
Практическая химия белка: Пер. с англ. - М: Мир,
1989. - 623 с., с. 297-298). Чистоту та концентрацію
rExhCD34 визначали за допомогою сканування і
денситометрії електрофореграм використовуючи
як стандарт БСА з відомою концентрацією для
одержання калібрувальної кривої. На фіг. 2 пока-
зано чистоту різних фракцій білків, одержаних при
проведенні процесу рефолдінгу та очищення білка
rExhCD34 методом металафінної хроматографії.
Кінцевий продукт - рекомбінантний білок, мав мо-
лекулярну масу 28,8 кДа, і був гомогенним при
електрофорезі в ПААГ. При імунізації тварин білок
rExhCD34 індукує вироблення поліклональних ан-
титіл, які специфічно виявляють нативний антиген
CD34 людини на поверхні клітин тестової культури
KG1 у разі використання стандартних імунохіміч-
них методик.
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