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Введение. Белок А является одним из ключевых компонентов в ряде биотехнологи-
ческих процессов благодаря своей способности специфично связываться с антителами и
их фрагментами посредством взаимодействия с Fc-областью иммуноглобулинов класса G
[1]. Основное применение белка А – использование его в качестве лиганда в производстве
сорбентов для аффинной хроматографии. Необходимым требованием является щелече-
устойчивость белка, так как частое применение сорбента требует его промывку раствором
щелочи после каждой очистки (CIP). Рекомбинантные штаммы E.coli позволяют нара-
батывать белок в больших количествах в удобной для дальнейшей очистки форме [2].
Наиболее удобными для производства являются секреторные белки, так как их очистка
из культуральной жидкости позволяет сократить производственный процесс на несколько
этапов. Помимо этого, белок должен быть удобным для сайт-специфической конъюгации
с матрицей сорбента, которую оптимально реализовать через связывание с тиольной груп-
пой цистеина, введенного на C-конец [3].

Основная часть. Для решения задачи получения и наработки белка А мы сконструи-
ровали два штамма (SecPb_A1 и SecPb_A2) посредством трансформации компетентных
клеток Escherichia coli BL21(DE3) [4]. Белок А был клонирован в векторе pET-28a. В
ходе исследования мы подобрали и оптимизировали условия культивирования микроор-
ганизмов. Оценка экспрессии целевого белка была проведена с помощью постановки вер-
тикального электрофореза в 15% полиакриламидном геле по Лэммли. Проанализировав
результаты экспрессии белка А в двух штаммах, мы наблюдали отсутствие секретируе-
мого в культуральную жидкость белка после наработки в штамме SecPb_A1, а в случае
наработки в SecPb_A2 содержание целевого белка А от общей массы клеточных белков
составило 14,6%.

Выводы. Впервые проведена наработка модифицированного щелочеустойчивого ре-
комбинантного белка А с С-концевым цистеином с использованием секреторной системы
экспрессии бактерии E.coli. Был количественно оценен выход целевого белка А, а также
определены такие параметры как подлинность, активность и щелочеустойчивость.
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Рис. : Результаты постановки экспрессии штаммов SecPb_A1 и SecPb_A2
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