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Îäíèì èç íàèáîëåå àêòóàëüíûõ íàïðàâëåíèé áèîòåõíîëîãèè ÿâëÿåòñÿ ïîèñê ïóòåé
ïîëó÷åíèÿ àíòèìèêðîáíûõ ïåïòèäîâ (ÀÌÏ) äëÿ äàëüíåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ èõ â ìå-
äèöèíå è âåòåðèíàðèè â ñâÿçè ñ ïîÿâëåíèåì è ðàñïðîñòðàíåíèåì ìóëüòèðåçèñòåíòíûõ
øòàììîâ ïàòîãåííûõ áàêòåðèé. Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì â íàñòîÿùåå âðåìÿ
êëîíèðîâàíèå ÀÌÏ ñâÿçàíî ñ ïðåîäîëåíèåì ðÿäà ïðîáëåì, îáóñëîâëåííûõ â îñíîâíîì
îñîáåííîñòÿìè èõ ñòðîåíèÿ, äëÿ ðåøåíèÿ êîòîðûõ íåîáõîäèìî ñîçäàíèå õèìåðíûõ áåë-
êîâ [3].

Êàòèîííûé ÀÌÏ ýñêóëåíòèí-1b (Rana esculenta) îáëàäàåò øèðîêèì ñïåêòðîì àí-
òèáàêòåðèàëüíîé è àíòèôóíãàëüíîé àêòèâíîñòè è ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì äëÿ ïðèìå-
íåíèÿ â êà÷åñòâå ëå÷åáíîãî ñðåäñòâà â òåðàïèè èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà
è æèâîòíûõ [2]. Ýñêóëåíòèí-Ñ ÿâëÿåòñÿ ôóíêöèîíàëüíûì àíàëîãîì ýñêóëåíòèíà-1b,
ìîäèôèöèðîâàííîãî äëÿ ãåòåðîëîãè÷íîé ýêñïðåññèè â áàêòåðèÿõ ïóòåì äîáàâëåíèÿ ìå-
òèîíèíà íà N-êîíåö ìîëåêóëû. Ïðÿìîå êëîíèðîâàíèå ãåíà ýñêóëåíòèíà-Ñ â E. coli íå
ïðèâåëî ê íàêîïëåíèþ äàííîãî öåëåâîãî ïðîäóêòà â êëåòêàõ áàêòåðèé [1], â ñâÿçè ñ ÷åì
ìû ðåøèëè îñóùåñòâèòü ýêñïðåññèþ ýñêóëåíòèíà-Ñ â E. coli â ñîñòàâå ôüþæí-áåëêîâ,
íåñóùèõ ýñêóëåíòèí-Ñ êàê íà N-, òàê è íà C-êîíöàõ õèìåðíûõ ìîëåêóë.

Â êà÷åñòâå ïàðòíåðîâ ýñêóëåíòèíà-Ñ âûñòóïàëè áû÷èé àëüôà-èíòåðôåðîí (cowIFNalfa),
CHAP (öèñòåèí-, ãèñòèäèí-çàâèñèìûå àìèäîãèäðîëàçû/ïåïòèäàçû) äîìåíû ýíäîëèçè-
íîâ ñòàôèëîêîêêîâîãî áàêòåðèîôàãà Ê (CHAP-K) è ñòðåïòîêîêêîâîãî áàêòåðèîôàãà
B30 (CHAP-B30) è ýíäîëèçèí ñòàôèëîêîêêîâîãî áàêòåðèîôàãà K (LysK). Ýêñïðåññèÿ â
êëåòêàõ E. coli âñåõ âûøåïåðå÷èñëåííûõ áåëêîâ, çà èñêëþ÷åíèåì âûñîêî ðàñòâîðèìîãî
CHAP-B30, ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ òåëåö âêëþ÷åíèÿ.

Îïòèìèçèðîâàííûå äëÿ ýêñïðåññèè â êëåòêàõ E. coli íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè, êîäèðóþùèå ôüþæí-áåëêè, êëîíèðîâàëè ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè Nde I è Eco
RI â ñîñòàâå âåêòîðà ýêñïðåññèè pET24b(+) â êëåòêàõ E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-
RIPL. Óðîâåíü ýêñïðåññèè öåëåâûõ ïðîäóêòîâ îöåíèâàëè ïîñëå 4 ÷àñîâ èíäóêöèè 0,5
ìÌ ÈÏÒÃ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â SDS/PAGE.

Ïðè ñðàâíåíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ óñòàíîâèëè, ÷òî ýêñïðåññèðóþòñÿ òîëüêî òå
ôüþæí-áåëêè, êîòîðûå ñîäåðæàò ýñêóëåíòèí-Ñ íà N-êîíöàõ ìîëåêóë: Esc-C/cowIFNalfa,
Esc-C/CHAP-K è Esc-C/LysK (8%, 8% è 16% ñîîòâåòñòâåííî ïî ðåçóëüòàòàì äåíñèòî-
ìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà îêðàøåííûõ ÏÀÀÃ). Â ñëó÷àå ôüþæí-áåëêîâ Esc-C/CHAP-B30
è CHAP-B30/Esc-C ýêñïðåññèÿ íå óñòàíîâëåíà, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î íåîáõî-
äèìîñòè ïîëó÷åíèÿ ÀÌÏ ýñêóëåíòèíà-Ñ â ñîñòàâå ôüþæí-áåëêîâ, â êîòîðûõ ïàðòíå-
ðîì ìîæåò âûñòóïàòü áåëîê, ñïîñîáíûé îáðàçîâûâàòü òåëüöà âêëþ÷åíèÿ, çàùèùàþùèå
ÀÌÏ îò äåãðàäàöèè.

Ëèòåðàòóðà

1



Êîíôåðåíöèÿ ¾Ëîìîíîñîâ 2014¿

1. Ñîâãèð Í.Â., Ïðîêóëåâè÷ Â.À. Êëîíèðîâàíèå è ýêñïðåññèÿ ãåíà àíòèìèêðîáíî-
ãî áåëêà ýñêóëåíòèíà-1b (Rana esculenta) â êëåòêàõ áàêòåðèé Escherichia coli //
Òðóäû Áåëîðóññêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, Ñåð. Ôèçèîëîãè÷åñêèå, áèî-
õèìè÷åñêèå è ìîëåêóëÿðíûå îñíîâû ôóíêöèîíèðîâàíèÿ áèîñèñòåì. 2011. Ò. 6, ÷.
1. Ñ. 70�75.

2. Simmaco M., Mignogna G., Barra D., Bossa F. Antimicrobial peptides from skin
secretion of Rana esculenta. Molecular cloning of cDNA encoding esculentin and
brevinins and isolation of new active peptides // Journal of Biological Chemistry.
1994. Vol. 269. No 16. P. 11956�11961.

3. Zorko M., Jerala R. Production of Recombinant Antimicrobial Peptides in Bacteria //
Methods Mol. Biol. 2010. Vol. 618. P. 61�76.

Ñëîâà áëàãîäàðíîñòè

Âûðàæàþ áëàãîäàðíîñòü ä.á.í., ïðîôåññîðó, çàâ. êàôåäðîé ìèêðîáèîëîãèèáèîëîãè÷å-
ñêîãî ôàêóëüòåòà ÁÃÓ Ïðîêóëåâè÷ó Â.À., í.ñ., çàâ. ÍÈË áèîòåõíîëîãèè êàôåäðû ìèê-
ðîáèîëîãèè ÁÃÓ Ïîòàïîâè÷ó Ì.È. è ì.í.ñ. ÍÈË áèîòåõíîëîãèè êàôåäðû ìèêðîáèîëî-
ãèè ÁÃÓ Ãîëåí÷åíêî Ñ.Ã. çà ïîìîùü, îêàçàííóþ ïðè âûïîëíåíèè ðàáîòû.

2


