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Актуальність теми. Інтенсивний розвиток методів гене­

тичної інженерії та молекулярної біології дозволяє конструю­

вати рекомбінантні молекули ДНК з заданими властивостями, 

вводити їх в бактеріальні клітини і, тим самим, створювати 

нові промислові штами-продуценти та суперпродуценти цінних 

важкодоступних білків людини та тварин. Для цих цілей вико­

ристовують різні мікроорганізми, проте основні промислові 

суперсинтетики отримані на основі Escherichia coli за допо­

могою плазмідних технологій. В згаданих випадках цілевий 

продукт накопичується в цитоплазмі клітин і досить часто ут­

ворює нерозчинні гранули та агрегати, що утруднює його виді­

лення. Тому актуальними є дослідження, які спрямовані на по­

шук та розробку високоефективних систем отримання біологіч­

но-активних речовин, яким не притаманні труднощі, зв'язані з 

плазмідними технологіями. Використання для ампліфікації чу- 

иерідних генів бактеріофагу X, є одним із шляхів подолання 

цих перешкод. Вектори на основі фагу X забезпечують значно 

більший рівень ампліфікації донорних генів, ніж більшість 

плазмідних. Вони дозволяють використовувати сильні фатові 

промотори, коли промотор клонованого гену малоефективний та 

здійснювати контроль експресії цього гену.

Мета та завдання дослідження. Метою даної роботи було 

розробити спосіб отримання ферменту р-лактамаза ТЕМІ в клі­

тинах £.coti, використовуючи переваги ампліфікації генів як 

на плазмідах, так і на фагах, об’єднавши їх в одну систему.

Основним завданням роботи було:

1. Розробити систему, оптимальну для синтезу р-лактамази 

в клітинах Е. соїі з використанням фагу лямбда.

2. Сконструювати рекомбінантний фаг X, який включає в 

себе структурний ген р-лактамази - bla.



3. Отримати похідні фагу X СІ 857 bla з амбер-мутаціями 

в регуляторних генах ( N та Q), та в деяких пізніх генах 

(R), а також дослідити вплив цих мутацій на фагозалежний 

синтез р-лантамази в клітинах Е.соїі.

4. Вивчити вплив кількості копій плазмід з bla геном на 

вихід р-лактамази при фагозалежном синтезі в клітинах 

Е. сої і.

5. Показати можливість використання р-лактамази для ім- 

муноферментого аналізу.

Наукова новизна та практичне значення роботи. Вперше, 

на прикладі синтезу р-лактамази, запропонована система, в 

якій експресія гетерологічного гену забезпечується однією 

системою регуляції з використанням плазмідного та фагового 

векторів. Показано, що введення амбер-мутацій в регуляторні 

та деякі пізні гени фагу X приводить до збільшення виходу 

фермента при фагозалежному синтезі його в клітинах Е.соїі.

В результаті проведених досліджень розроблено новий спо­

сіб отримання ферменту р-лактамаза, коли ген bla експресу- 

ється в клітинах Е.соїі і в складі плазміди, і в складі фату 

X. Такий фагоплазмідний спосіб отримання р-лактамази забез­

печує високий вихід продукту з його позаклітинною локаліза­

цією (і-2*іО6 од/мл). Ця розробка не має аналогів і захищена 

авторським свідоцтвом / Кордюм В.А.,1984/.

Виділений та очищений препарат р-лактамази був апробо­

ваний при детекції вірусів та вірусспецифічних антитіл в ім- 

муноферментному аналізі. Було показано, що чутливість 

тест-систем з використанням р-лактамазних кон’югатів анало­

гічна таким , в яких використовували традиційну пероксидазу.

Дослідні зразки ферменту були передані для подальших
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досліджень в Інститут вірусології ім. Д. І. Івановського АМН 

Росії та в Інститут біоорганічної хімії АН Росії.

Складено лабораторний технологічний регламент на вироб­

ництво препарату g-лактамаза ТЕМ І.

Апробація роботи. Матеріали дисертації доповідались на 

і6-й конференції FEBS (Москва, 1984), на 4-й Всесоюзній кон­

ференції "Мікроорганізми - продуценти ферментів" (Ташкент. 

1988), на Всесоюзній конференції "Досяжнення біотехнології - 

агропромисловому комплексу" (Чернівці, 1991), на VI З’їзді 

Українського товариства генетиків та селекціонерів ім. М.І. 

Вавілова (Полтава, 1992), на міжнародній конференції " 

Fundamental and applied problems in phytovirology" (Ukraine, 

Yalta, 1994), на VII Міжнародному конгресі " "Bacteriology 

and Applied Microbiology Division" (Czech Republic, Pragua, 

1994).

Публікації. За темою дисертації опубліковано 13 робіт 

та 1 авторське свідотцтво.

Структура та об'єм роботи. Дисертація складається із 

вступу, огляду літератури, експериментальної частини, ре­

зультатів, обговорення, висновків та списку літератури, який 

включає 226 найменувань. Робота викладена на 135 сторінках 

машинописного тексту та містить 9 малюнків та 5 таблиць.

Матеріали та методи. Штами бактерій та Фатів, викорис­

тані в роботі, були отримані з колекцій культур відділу ре­

гуляторних механізмів клітини ІМБтаГ НАН України та з інсти­

тутської коллекції.

Середовища. В роботі були використані рідкі поживні се­

редовища амінопептид (ферментативний гідролізат білку) та LB 

/Маніатис Т. ,1984/. Тверде середовище готували за допомогою



агару - 1.5 % та 0,6 %. Розведення фаголізату та бактеріаль­

них культур проводили в 0,14 М розчині NaCl.

Отримання фагол1зату. Л1зогенну культуру, яка має в собі 

профаг з ts мутацією інкубували при 28°С в умовах інтенсив­

ної аерації до густини (1-2) *І08 клітин в 1 мл середовища.

Потім на протязі 20 хв. проводили термоіндукцію при 43°С,

при цьому термолабільний білок-репресор інактивується і 

відбувається індукція профага. Подальшу інкубацію проводили 

при 37°С до повного лізису клітин (приблизно 1,5 години). 

Титр фагу визначали двохшаровим методом /Міллер Дж.,1976/.

Виділення ДНК плазмід. Для виділення плазмідної ДНК ви­

користовували метод рівноважного центрифугування в градієнті 

густини хлористого цезію в присутності бромистого етидію 

/Маніатіс Т., 1984/.

Виділення ДНК Фагу X.. ДНК фагу X виділяли загальноприй­

нятим фенольним методом /Маніатіс Т.,1984/.

Трансформацію і трансфекцію клітин Е.сої і плазмідною та 

фаговою ДНК проводили на хлор-кальцієвих компетентних кліти­

нах за методом Дагерта та Ерліха /Dagert М.,Ehrlich S. ,1979/.

Отримання рекомбінантної фагової молекули X СІ 857 Ма. 

Для цієї мети в фаговий вектор X hi UV5, який має один EcoRI 

сайт клонували плазміду pcVII як донор структурного гену 

р-лактамази bta. Ця плазміда також має один EcoRI сайт. Гід­

роліз ДНК фага та плазміди та лігування фрагментів проводили 

за описаною методикою /Маніатіс Т. ,1984/, використовуючи 

рестриктази EcoRI та Т4-ДНК-лігази (виробництво НВО "Фер­

мент". Вільнюс) . Аналіз отриманих рекомбінантів проводили за 

допомогою рестриктази Sail того ж виробництва.

Рекомбінація генів. Амбер-мутації в гени N, Q, R реком-
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бінантного фагу ‘X СІ 857 bla вводили методом рекомбінації 

фагів X СІ 857 Ы а  та X plac СІ 857 N" N" І Х  plac 5 Q'R' . 

Відбір рекомбінантних фагів з введеними амбер-мутаціями про­

водили на культурах Е.соїі С А П  (Su°) та E.coli RLMI (Su+).

Визначення кількості копій плазмід проводили з враху­

ванням їх молекулярних мас та з використанням стандартної 

комерційної ДНК плазміди рВІ? 322 (Amersham, Англія) за мето­

дикою, описаною /Харди К. ,1989/.

Визначення активності р-лактамази проводили йодометрич- 

ним методом за Чайковською /Чайковська С. ,1962 /. За одиницю 

активності приймали найменшу кількість ферменту, яка може 

інактивувати 10'7 М пеніциліну (60 од.) за і годину при 37°С 

у фосфатному буфері pH 6,8 - 7,0.

Кон*югати на основ1 р-лактамази отримували за допомогою 

глютарового методу в одну стадію /Егоров A.M.,1991/.

Твердофазний іммуноферментний аналіз з використанням 

кон’югатів на основі р-лактамази та пероксидази проводили за 

методкою Егорова /Егоров A.M.,1991/.

Результати та обговорення.

1. Конструювання Фага X СІ 857 Ы а  та характеристика експре­

сії гена bla.

При створенні штамів-суперпродуцентів майже завжди вико­

ристовують плазмідні вектори, але використання їх має багато 

труднощів і недоліків. Для їх усунення в нашій лабораторії 

було розроблено ряд методів отримання біологічно-активних 

речовин за допомогою бактеріофага X. Якщо інфікувати клітини 

Б.соїі бактеріофагом X, котрий несе в собі ген певного про­

дукту, то це приводить до значного збільшення виходу цього 

продукту. При інфекції бактеріальної клітини фагом почина-
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ється синтез генних продуктів, що забезпечують автономну 

реплікацію фагової ДНК, утворення фагових корпускул та лізис 

клітини. При цьому утворюється 100-200 фагових корпускул і 

йде синтез тих генів, які клоновані з фаг. Введення ам- 

бер-мутацій в регуляторні гени фага приводить до більш по­

вільного процесу лізису клітини, а значить до продовження 

часу функціонування клонованого гену і накопиченню того про­

дукта, за який він відповідає. Для створення системи супер- 

синтезу р-лактамази по фагозалежній технології найпершою ме­

тою було отримати конструкцію на базі фагового вектора, в 

якій буде розміщений структурний ген fl-лактамази під контро­

лем ефективного промотора, та введення амбер-мутацій в регу­

ляторні гени фагу. При створенні рекомбінантного фагу X СІ 

857 bla у нас з’явилась можливість прослідкувати експресію 

М а  гена під контролем різних промоторів: Pj ас, PL промото­

рів фага X та під контролем власного промотора, оскільки ген 

bla в рекомбінантну молекулу вбудований складі цілої плазмі - 

ди. За допомогою рестриктного аналізу та подальшого електро­

форезу було встановлено, яким чином орієнтований вбудований 

ген р-лактамази, оскільки максимальна експрессія гену bla 

можлива тільки тоді, коли його робота контролюється сильними 

промоторами фага X - Р1ас та PL. Це пряма орієнтація клоно­

ваного гену. Активність р-лактамази в цьому випадку досягала 

(3-5)»103од/мл лізату. При зворотній орієнтації вставки ак­

тивність ферменту була на порядок меншою - (2-4)*І02 од/мл 

лізату. Зниження активності р-лактамази пов’язано, напевно, 

з конвергентною транскрипцією, яка описана Ворд та Мурей 

/Ward F.,1979, Murray N.E.,1979/. При конвергентній транс­

крипції синтез РНК подавлюється за рахунок взаємодії молекул



РНК-полімераз, які прямують в зворотніх напрямках. В першому 

випадку, при прямій орієнтації, на експрессію гена bta, який 

розташований поряд з tac-промотором, впливають промотори 

Р1ао та PL фага X та власний сильний промотор. Тому актив­

ність в-лактамази була на порядок вища, ніж у клонів із зво­

ротньою орієнтацією. Подальші дослідження проводили з клона­

ми, в яких вставка знаходилась у прямій орієнтації.

2. Синтез В-лактамази в різних штамах Е.соїі при інфікуван­

ні Фагом ХСІ 857 bta з амбер-мутаиіями в різних генах. 

Для успішного використання фагового вектора з вбудованим 

в нього певним геном в системі суперсинтезу продуктів цього 

гену потрібно подовжити час його функціонування в клітині. 

Для цього потрібно затримати лізис бактеріальної клітини за 

рахунок введення амбер-мутацій в регуляторні гени фага N чи 

fl та в структурні, які відповідають за лізис клітини, нап­

риклад, R. Ген N - ранній ген позитивної регуляції фага X. 

Він потрібний для повноцінної експресії всіх ранніх генів 

фага лямбда, в першу чергу, генів 0 та Р, продукти яких не­

обхідні для реплікації фагової ДНК. При відсутності продукта 

гена N транскрипція з цих генів дещо затруднена і рівень 

реплікації фагової ДНК у W"-мутантів невисокий. В зв’язку з 

цим лізис бактеріальної клітини гальмується. Ген Q здійснює 

позитивну регуляцію дії пізніх генів фагу (S.R.A-J). Його 

продукт активує синтез РНК та білків з пізніх генів фага. 

Гени R,RZ,S потрібні для лізису бактеріальної клітини.Всі ці 

гени складають один оперон і існують як одна транскрипційна 

одиниця, починаючи з промотора PR -, який розташований право­

руч від гена (З. Транскрипція відбувається конститутивно, але 

при відсутності продукта гена Q термінується в tR • сайті.
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який розташований поряд з промотором PR >. У Q" -мутантів ут­

ворення РНК з пізніх генів сильно подавлено і це теж дозво­

ляє подовжити час лізису клітин. Були отримані N~N'- та Q' 

R' -похідні рекомбінантного фагу X. СІ 857 bla. Активність 

р-лактамази в цих похідних порівняно з їх попередником 

збільшилась на порядок і досягла величини (2-4)*104 од/мл. 

Збільшення активності р-лактамази після введення амбер-мута- 

цій свідчить про те, що використання АГ- та R -мутантів 

доцільно, оскільки дозволяє затримати утворення структурних 

білків та білків, потрібних для лізису клітини-хозяїна, бло­

кувати їх утворення у АГАГ -мутантів і, тим самим, подовжити 

час діяльності гена bla. Процеси лізису клітини фагом спо­

вільнені, проте реплікація фагової ДНК іде, що призводить до 

ампліфікації гена bla та до накопичення його продукта - фер­

менту р-лактамаза. Експресію bla гена при фагозалежному син­

тезі досліджували на 10 штамах Е.соїі, які різнилися наяв­

ністю чи відсутністю супресора, що виправляє амбер-мутації в 

регуляторних генах фага. Результати цих експериментів приве­

дені в таблиці 1.

При інфікуванні фагом X СІ 857 bla СГ R штаму Е.соїі 

№3101 (Su°) продукується приблизно в два рази більше р-лак­

тамази, ніж при інфікуванні цим фагом усіх інших досліджених 

штамів, які мають супресор (Su+). Вихід ферменту становить 

З,1+0,06*105од/мл лізату. В інших досліджених Su° штамах 

Е.соїі р-латамази накопичувалось менше порівняно зі штамом 

Е.соїі W 3101. При інфікуванні фагом X СІ 857 bla N~ АГ всіх 

досліджених Su° штамів Е.соїі синтезувалось приблизно в 20 

разів менше ферменту, ніж при інфікуванні фагом Su* 

(табл.1). Експресія bla гена в Su+ штамах при інфікуванні як
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Таблиця 1.

Активність р-лактамази в різних штамах Е. соІі при Інфіку­

ванні фагами X CIbtaN" N" та X CIblaQ' R~ (од. акт. /мл лізату).

фатом з Nff так і з Q" R~ -мутаціями була приблизно на одному 

рівні тому,що мутації в цих фатах виправляє один і той же 

амбер-супресор Е, який впізнає амбер-кодон і вбудовує в 

цьому місці амінокислоту глутамін. Для суперсинтизу р-галак- 

тозидази /Глушакова Л.Г.,1982а, Глушакова Л.Г., 19826, Кордюм

В.А. ,1980 / з одинаковою' ефективністю були використані JT- 

та £Г і? -похідні фату X ptac. Проте в системі синтезу р-лак- 

тамази фаг X СІ 857 N N виявився неефективним. Ймовірно, що 

тут відбуваються такі процеси. Ген bla клон.ований в фат в 

складі цілої плазміди pcVII. Відомо, що N" -мутанти фату X в

Активність В-лактамази 

Штам при інфікуванні фатом 

X CIblaN'Jf

Активність g-лактамази 

при інфікуванні фагом 

X CIblaQ' R~

3000«74(Su°) 5.0+ 0.1 103 1,16+ 0,05 105

АВ 259 " 6,7+ 0.1 ю 3 1.16+ 0,05 І05

СА 77 1.7+ 0.! 103 1,61+ 0,05 105

10 0. 7+ 0. 05 103 1,39+ 0,05 105

MR 31 0, 8+ 0.05 103 0, 34+ 0,03 105

W 3101 * 1.3+ 0.05 103 3,1 + 0,06 105

НВ 101 (Suf) 13,3+ 0.4 103 1,06+ 0,05 105

С 600 31,1+ 0.6 103 1,42+ 0,05 105

К 12 1,37+ 0,05 106 1,33+ 0,05 105

СА 5013 " 1.3^+ 0,05 106 1,55+ 0,05 Ю 5
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безсупресорних штамах Існують як плазміди /Lleb М.,1970 /, 

тому фаг X СІ 857 bta If If в Su° штамах існує як двореплі- 

конова плазміда. В результаті взаємодії фагового та плазмід- 

ного репліконів або зменшується кількість копій JV-плазміди 

(в нормі їх 10-20 на клітину /Klechner N.,1977 /), або 

збільшується її нестабільність. Про нестабільність плазмід- 

ного стану X СІ If N~ в бєзсупресорному хозяїні при різних 

умовах культивування повідомляли різні автори /Hadfield 

Ch., 1984, Lieb М., 1970, Signer Е. R., 1960 /.

Таким чином продемонстровано, що для фагозалежного синте­

зу g-лактамази необхідно використовувати рекомбінантний фаг 

X СІ 857 bta Q"K', а штамом-продуцентом може служити тільки 

безсупресорний штам Е. coti IV 3101.

3. Фагозалежний синтез 8-лактамази в клітинах Е. coti, які

мають різні плазміди з геном bta.

Для вивчення можливостей отпимізації фагозалежного синте­

зу Є-лактамази в клітинах Е.соїі досліджували ряд плазмід, 

які мають в своєму геномі ген bta: pcVII, pBR322, рMCR4,

pMCRltlb, рСЕМІ. Ці плазміди були трансформовані у 

штам-продуцент Е. coti IV 3101 Su°. Цей штам характерний тим, 

що у своєму геномі він несе мутацію в гені гес А, який від­

повідає за процеси рекомбінації в клітині. Мутація в гені 

гес А сприяє зниженню частоти рекомбінації між гомологічними 

послідовностями гена bta, інтегрованого у фаг, та який є в 

складі досліджуваних плазмід. Клітини з плазмідами вирощували 

в умовах підвищеної аерації до логаріфмічної фази росту і ін- 

фікува'.'и фагом X СІ 857 bta Q~R‘ в кількості 10-20 корпускул 

на клітину. Через 14-16 годин після інфікування визначали 

активність ферменту в культуральному середовищі. Рівень син-
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тезу фермента в штамі-продуценті, в якому є різні плазміди, 

показано в таблиці 2.

Таблиця 2.

Активність р-лактамази в штамі-продуцснті Е.соїі №3101, який 

має плазміди з Ы а  геном різної копійності, при інфікуванні 

фагом X СІ bla Q~ R~.

- 11 -

Копійність плазміди 

Плазміда в клітині

Активність р-лактамази 

(од./мл лізату)

pcvll 15+5 3,5+0,2 * 104

рЬЯЗ22 40+10 3,2+0,02 * 10е

PMCR4 30+10 1,5+0,01 * Ю 5

pMCRltlb 30+10 7, 7+0, 2 * 104

pGEMl 80+10 6,0+0,03 » 105

В ході, досліджень було доцільним вияснити, якою кіль­

кістю копій ген bla представлений у штамі-продуценті. В ро­

боті /•■ Mason Anthony., 1989 / автори вивчали рекомбінантні 

плазміди, кожна з котрих мала в своєму геномі ген bla. Ак­

тивність р-лактамази зростала при збільшенні кількості копій 

гена bla. В наших дослідженнях найбільша активність р-лакта- 

мази виявлена при Інфікуванні фагом X СІ 857 bla Q"R" бакте­

рій з плазмідою СЕНІ, копійность якої ставила 80+10 копій на 

клітину (табл.2 ). Про кореляцію між експресією клонованого 

гену та кількістю копій цього гену в клітині говориться в 

роботі Бейлі / В а Ш у  J.-H. ,1985/, що співпадає і з нашими ре­

зультатами.



4. Тестування вірусів та вірусспеииФічних антитіл за допомо­

гою р-лактамазних кон'югатів в іммуноферментному аналізі 

(ІФА).

Останнім часом фермент р-лактамаза стає все більш поши­

реним для використання в ІФА поряд з традиційними пероксида- 

зою, р-галактозидазою, лужною фосфатазою. Розробка та ство­

рення діагностикумів з застосуванням кон’югатів на основі 

р-лактамази вимагає високоочищеного преперату. Запропонована 

подвійна система синтезу цього ферменту дозволяє отримувати 

великі кількості преперату в легкодоступній та розчинній 

формі, що створює умови для розробки простого та дешевого 

методу його виділення та очистки. Відомі методи виділення та 

очистки цього ферменту базуються на отриманні його з клітин 

мікроорганізмів, в яких він синтезується, і знаходиться або 

в невеликих кількостях, або в важкодоступній формі 

/Нігаї К.,1980, Georgion G., 1986/. В зв’язку з цим, виді­

лення та очистка вимагають багато стадій, а це, в свою чер­

гу, приводить до втрат білку та часткової його деградації. 

Запропонований нами метод виділення та очистки р-лактамази 

дозволяє звести цей процес до трьох стадій і йде в м ’яких 

умовах /Сорочинська Т.В., 1990/. Вихід препарату становить 

4536, електрофоретичний аналіз показує його гомогенність та 

95%-у чистоту (мал. 1,2).

Отриманий таким методом препарат р-лактамази був випро­

буваний при створенні тест-систем для виявлення вірусспеци- 

фічних антитіл вірусу грипа та HBs-антигену вірусу гепатита / 

Сорочинська Т. В., 1989, Роднін М.В.,1991/. На моделі вірусу 

грипа та вірусспецифічних до нього антитіл було проведено 

порівняння чутливості тест-систем, в яких використовували

- 12 -



- ІЗ -

Малюнок і.

БАА Електрофорез препаратів 

(68КД) 0-лактамази в 10%-ому ПААГ з 

додецилсульфатом натрію. 

Поліе (1,9 - суміш стандартних 

j дрін маркерних білків; 2 - пер- 

(28КД) винний препарат 6-лактамази, 

частково очищений висолюван- 

і РНКза ням (NH4)2S04; 3-8 - фракції 

(14КД) р-лактамази після іонообмін­

ної хроматографії.

Малюнок 2. Денситограма електрофореграми очищеного препара­

ту р-лактамази.



кон’югати з &-лактамазою та традиційно вживаною пероксида- 

зою. Показано, що нижні межі визначення різних антигенів для 

обох тест-систем близькі і становлять: для іммуноглобулінів 

кролика -0,1 нг в зразку, для віріонів грипу - 1-2 нг для 

тотального вірусного білку (мал.3,4).
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Малюнок 3. (зліва) Порівняння чутливості 0-лактамазної (1) та 

пероксидазної (2) тест-систем при виявленні кролячих іммуно­

глобулінів. По горизонталі зверху - кількість іммуноглобулі­

нів в лунці(в нг), знизу - логарифм цієї величини; по верти­

калі 1 - оптична густина.

Малюнок 4. Порівняння чутливості g-лактамазної (1) та перок­

сидазної (2) тест-систем при виявленні вірусу грипа. Позна­

чення координат - ті ж, що й на мал. 3.
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Ці ж системи1 були здатні виявити вірусспецифічні іммуно- 

глобуліни при розведенні кролячої анти-МР-сиворотки 

1:2560000 (мал.5).

Малюнок 5. Порівняння чут­

ливості g-лактамазної (1) 

та пероксидазної (2) сис­

тем при виявленні вірусс- 

пецифічних антитіл в кро­

лячій анти-№-сиворотці. 

По горизонталі - розведен­

ня сиворотки. В лунки вно­

сили по 50 н^ вірусу гри- 

па, потім послідовно - ім- 

мунну сиворотку, кон'югат 

(розведення 1:1000) та 

субстрат. • Контроль - нор- 
/-20000 1-320000 r-5/гоооо мапьна кроляча сиворотка в

тому ж розведенні.

Видно, що за чутливостю ці системи практично не відрізня­

ються. Проте в-лактамазні системи мають ряд переваг, а са­

ме - це зручний фермент для роботи з ним, бо має малу моле­

кулярну масу (28,5 КД), за своєю будовою він односубодинич- 

ний, термостійкий, реагент для його виявлення абсолютно без­

печний - розчин йоду в йодистому калії, крохмаль та пеніци­

лін. В ряді робіт /Лєві М.І.,1985, Лєві М.І.,1987, Жвірблене 

А.А.,1987, Леонов С.В.,1989/ підкреслюється, що діагностику- 

ми з використанням р-лактамазних кон’югатів можуть бути 

перспективними навіть для застосування в польових умовах, бо 

дозволяють візуально реєструвати результати.



Висновки.

1. Сконструйовано рекомбінантний фаг А. СІ 857 bla, який 

несе в своєму геномі структурний ген р-лактамази bla на ос­

нові фагового вектору X СІ 857 та плазміди pcVII.

2. Отримані та охарактеризовані його похідні, які не­

суть амбер-мутації в регуляторних генах N та Q і в пізньому 

структурному гені R. Показано, що ген bla експресується мак­

симально, коли він розміщений під контролем сильних Р1ас- та 

PL-промоторів фагу X.

3. Підібраний штам-продуцент р-лактамази - клітини 

Е.соїі W Зіві Su°. При інфікуванні цього штаму фагом X СІ 

857 bla СГй' активність ферменту становила 3,11+0,06*105 од/ 

/мл. N" -похідні фагу X СІ 857 bla виявилися неефективними 

для системи суперсинтезу р-лактамази.

4. Вперше, на прикладі синтезу р-лактамази показана 

можливість об’єднання переваг плазмідної та фагозалежної 

технологій в одній подвійній системі, коли експресія клоно- 

ваного гену bla йде в клітинах 2.соїі одночасно як в складі 

плазміди, так і в складі фагу з позаклітинною локалізацією 

ферменту в кінці процесу. Вихід білка досягав 600 мг з 1 л 

культурального середовища.

5. Встановлено пряму кореляцію між кількістю копій кло- 

нованого гену в штамі-продуценті та рівнем синтезу продукта, 

за який він відповідає.

6. Розроблено простий та економічно вигідний препара­

тивний метод виділення та очистки р-лактамази. Вихід білку 

становить 4556 від початкової кількості, а його чистота - 9535.
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7. Кон’югати на основі р-лактамази можна порівнювати з 

кон’югатами, де використовують традиційну пероксидазу - вони 

мають аналогічну чутливість, що становить 0, Інг/мл для імму- 

ноглобулінів кролика та 10-20 нг/мл для віріонів грипу. Фер­

мент є перспективний для використання в ІФА, оскільки має 

певні переваги над традиційно вживаними ферментами.

8. Складено лабораторний технологічний регламент на ви­

робництво препарату р-лактамази.

Основні результати дисертації надруковані в таких працях:

1. Сорочинская Т.В., Черных С.И., Левитина Т.Л., Роднин 

Н.В./ Получение и очистка р-лактамазы ТЕМ I Escherichia 

соїі// Биопол. и клетка, 1990, т. 6, N 3, С. 99-102.

2. Сорочинская Т. В., Черных С.И., Кордюм В. А. / Оптими­

зация системы фагозависимого синтеза р-лактамазы ТЕИ I в 

клетках Escherichia соїі// - Биопол. и клетка, 1991, т. 7. N

2, С. 19-22.

3.Сорочинская Т.В., Черных С.И./ Исследование синтеза 

р-лактамазы ТЕМ I в различных штаммах Escherichia coti при 

заражении их фагом X bta с амбер-мутациями в регуляторных 

генах // Биопол. и клетка, І991, т. 7, N 7, С. 101-106.

4. Благодатный В. Н., Гирин В.Н., Палатная Л. А., Крамарев

С. А., Сорочинская Т. В., Зезека 0. Д., Чопик М. В. / Новые воз­
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Academy of Sciences of Ukraine, Kiev, 1994.

In the thesis was submitted the new process' for 
production of lactamase, where bla gene expression was 

carried out by one regulation system with using phage and 
plasmid vectors. Such system has not any analogues. This me­

thod of getting p-lactamase gives high yield of the product 
(600mg/L) with out-of-cell localization. This is important 
for the p-lactamase extraction and purification. The extra­

cted and purified p-lactamase preparation was applied for 
virus and virus specified antibody detecting.

Сорочинская Т. В. Исследование фагозависимого синтеза g-лак- 
тамазы в клетках Escherichia coli.

Диссертация на соискание ученой степени кандидата био­

логических наук по специальности 03.00.03 - молекулярная би­
ология, Институт молекулярной биологии и генетики НАН Украи­
ны. Киев, 1994.

В диссертационной работе представлен новый способ полу­
чения р-лактамазы, при котором экспрессия bla гена осуще­
ствляется одной системой регуляции с использованием фагового 

и плазмидного векторов. Такая система не имеет аналогов. 
Этот способ получения р-лактамазы дает высокий выход продук­
та (600 мг/л) с внеклеточной локализацией. Это важно для вы­

деления и очистки р-лактамазы. Выделенный и очищенный препа­
рат р-лактамазы был апробирован для детекции вирусов и ви- 

русспецифических антител.
Ключові слова: р-лактамаза, Escherichia coli, фагоза-

лежний синтез, плазміди, ІФА , кон’югати антитіл.

- 20 -



Підписано до друку І4.ІІ.9^р. формат 60x84/16 
Папір дртк. Умов, друк, л. 1,0. Тираж 100 примірник. Заказ КІІбЗІ

Надруковано ЦУОП ДНПП " Плодвинконеерв" м. Київ, Сакоаганського , І



Ав 31.367


