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Гепаринзв’язувальний фактор росту, що
подібний до епідермального фактора росту
(HB�EGF), належить до родини епідермаль�
них факторів росту. Вперше його було вияв�
лено в культуральному середовищі клітин
гістоцитарної лімфоми людини U937.
Трансмембранну форму HB�EGF називають
procHBcEGF, підкреслюючи при цьому, що
вона є попередником розчинної форми.
У структурі pro�HB�EGF виділяють пропеп�
тид, а також гепаринзв’язувальний, EGF�
подібний, юкстамембранний, трансмемб�
ранний та цитоплазматичний домени [1].
Саме EGF�подібний домен відповідає за
зв’язування HB�EGF з рецепторами HER�1
та HER�4 (від англ. human epidermal growth
factor receptors) на поверхні клітин, а також
за взаємодію з дифтерійним токсином [2].

Pro�HB�EGF у результаті опосередкова�
ного металопротеїназами процесингу може
переходити в розчинну форму (sHBcEGF —
від англ. soluble розчинний), яка має масу

від 14 до 19 кДа [1, 3, 4] і складається з гепа�
ринзв’язувального та EGF�подібного доменів.
Основну роль у процесі утворення розчинної
форми HB�EGF відіграють металопротеїнази
класів ММРs (matrix metalloproteinases) та
ADAMs (a disintegrin and metalloproteinas�
es), а саме ADAM 9, 10, 12, 17 [5–8]. 

Виділяють три основні механізми реалі�
зації біологічної активності HB�EGF — авто�
кринна, паракринна та юкстакринна регу�
ляція. Існують дані про різну біологічну
активність мембрано�заякореної та розчин�
ної форм HB�EGF. Так, pro�HB�EGF виступає
як антагоніст мітогенного впливу sHB�EGF
та EGF і здатен індукувати контактзалежне
пригнічення росту та апоптоз у культурі
клітин. Вважають, що такий вплив не
пов’язаний з конкуренцією pro�HB�EGF та
sHB�EGF за рецептор. Можливим пояснен�
ням цього факту може бути олігомеризація
pro�HB�EGF, а також асоційованих з ним
протеїнів на мембрані клітин, що, у свою
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Отримано рекомбінантний аналог секреторної форми гепаринзв’язувального фактора росту людини (sHB�
EGF), що подібний до епідермального фактора росту, і досліджено його функціональну активність, а також
можливості створення на його основі тест�системи для виявлення дифтерійного токсину (ДТ). Показано
здатність одержаного sHB�EGF зв’язувати ДТ і гепарин, а також стимулювати in vitro проліферацію клітин лінії
3Т3, що походить з фібробластів мишей лінії Balb/c. Константа афінності рекомбінантного sHB�EGF до ДТ, роз�
рахована за методом Фріге, становила 1,67•108 М–1, що відповідає константі афінності природної форми рецеп�
тора. Рекомбінантний sHB�EGF було використано замість перших антитіл в імуноензимному «сендвіч»�аналізі
для виявлення ДТ. Чутливість розробленого методу становила 1,9 нг/мл. Отриманий біотехнологічний продукт
може набути застосування як компонент тест�систем для діагностики дифтерії або лікарських засобів для сти�
муляції регенеративних процесів, а також як реагент для фундаментальних досліджень.
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чергу, може спричинювати олігомеризацію
рецепторів (HER�1 або HER�4) у разі зв’язу�
вання з олігомерним pro�HB�EGF. До такого
олігомерного комплексу рецепторів можуть
долучатися сигнальні молекули, які беруть
участь у пригніченні поділу клітин та індук�
ції апоптозу [9].

Мітогенна активність sHB�EGF значно
посилюється асоційованими з мембраною
гепарансульфатпротеогліканами (HSPG),
оскільки взаємодія N�кінцевої гепаринзв’я�
зувальної ділянки HB�EGF з HSPG призво�
дить до стабілізації EGF�подібного домену
молекули у комплексі з рецептором [10, 11, 12]. 

Експресію гена HB�EGF було виявлено
в ряді тканин, особливо в легенях, серці,
мозку та скелетній мускулатурі [13]. Висо�
кий рівень експресії HB�EGF також виявле�
но в клітинах деяких пухлин, що може вка�
зувати на важливу роль цього фактора росту
в процесах канцерогенезу [14]. Окрім того,
розчинна форма HB�EGF є потенційним
мітогеном та хемоатрактантом для керати�
ноцитів, гепатоцитів, клітин гладкої муску�
латури та фібробластів [1, 10, 15]. 

Pro�HB�EGF також виступає в ролі ре�
цептора для ДТ — основного фактора пато�
генності збудника дифтерії Corynebacterium
diphtheriae [2]. У структурі ДТ виділяють дві
субодиниці: рецепторзв’язувальну — В (від
англ. binding) та ензиматично�активну — А
(від англ. active). Субодиниця В токсину
(SbB) відповідає за зв’язування з pro�HB�EGF
і забезпечує на наступних етапах транспор�
тування до цитозолю клітини субодиниці А
токсину(SbA), яка, у свою чергу, здійснює
АДФ�рибозилювання евкаріотичного факто�
ра елонгації трансляції 2 (eEF�2), що призво�
дить до зупинки синтезу протеїну та заги�
белі клітини [16, 17].

Розчинному HB�EGF (sHB�EGF), як і йо�
го трансмембранному попередникові (pro�
HB�EGF), притаманні не тільки мітогенні
властивості, але й здатність взаємодіяти
з ДТ. Тому рекомбінантні аналоги sHB�EGF,
імовірно, можуть бути використані як анти�
доти проти дифтерії, однак при цьому слід
пам’ятати, що завдяки своїй мітогенній ак�
тивності вони можуть справляти небажаний
вплив на організм. Тому для створення та�
ких антидотів використовують мутантні
форми HB�EGF, які не мають мітогенної ак�
тивності [18]. Крім того, рекомбінантні ана�
логи sHB�EGF можна розглядати як компо�
ненти тест�систем для визначення ДТ in
vitro в імуноензимному лігандрецепторному
аналізі, заснованому на специфічній взаємо�
дії ДТ з sHB�EGF.

На сьогодні основними підходами для
визначення ДТ є біологічні тести на чутли�
вих тваринах або клітинах та імунологічні
методи. Оскільки біологічні тести ґрунту�
ються на визначенні токсичності ДТ, тобто
його функціональної активності, вони є «зо�
лотим стандартом» для виявлення токсину.
Принцип імунологічних методів для визна�
чення ДТ базується на реєстрації спе�
цифічної взаємодії поліклональних або
моноклональних антитіл з токсином. Імуно�
логічні тести для виявлення ДТ в сироват�
ках крові хворих на дифтерію або в середо�
вищах клінічних ізолятів C. diphtheriae
здатні замінити біологічні тести на чутли�
вих тваринах або клітинах, оскільки вони
мають низку переваг. Найбільш досконали�
ми імунологічними методами виявлення ДТ
є імуноензимний (ІЕА) та імунохромато�
графічний аналізи, які характеризуються
високою чутливістю і специфічністю, потре�
бують набагато менше часу для проведення
та значно дешевші за біологічні тести [19]. 

Як правило, у тест�системах на основі
ІЕА використовують поліклональну сиро�
ватку коней для захоплення ДТ і монокло�
нальні антитіла проти субодиниці А токси�
ну, кон’юговані з ензимом, для визначення
зв’язаного ДТ. Існуючі на сьогодні методи на
основі ІЕА дозволяють виявляти ДТ в межах
від 1 до 10 нг/мл. Раніше нами було розроб�
лено імуноензимні тест�системи з викорис�
танням поліклональних антитіл коня для
захоплення і детекції ДТ, які дозволяли ви�
являти токсин у мінімальній концентрації
1 нг/мл [20]. Найкращі з імуноензимних
тест�систем дозволяють виявляти до 0,1 нг/мл
токсину і потребують близько 3 год для про�
ведення аналізу [21]. Імунохроматографічні
тест�системи працюють за аналогічним
принципом, але моноклональні антитіла
проти субодиниці А кон’юговані не з ензим�
ною міткою, а з колоїдним золотом чи іншою
корпускулярною міткою. Найкращі з іму�
нохроматографічних тест�систем дозволя�
ють виявляти до 0,5 нг/мл, а час проведення
тесту становить 10 хв [22].

Отже, імуноензимні та імунохроматогра�
фічні тест�системи є високоспецифічними,
чутливими, стабільними протягом тривало�
го проміжку часу, простими у використанні,
не потребують висококваліфікованого пер�
соналу і відносно дешеві. Проте за допомо�
гою таких тестів неможливо відрізнити
функціонально�активний токсин від неак�
тивного, оскільки в основу їхньої дії покла�
дено визначення антигенних властивостей
ДТ, а не його біологічної активності. Нами
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запропоновано новий комбінований підхід,
що базується на виявленні рецепторзв’язу�
вальної активності ДТ у поєднанні з імуноло�
гічними підходами для детекції лігандрецеп�
торного комплексу. Так, для зв’язування ДТ
можна використати рекомбінантний аналог
розчинної форми його рецептора — sHB�
EGF, а для детекції комплексу токсину з ре�
цептором — специфічні до ДТ F(ab`)2�фраг�
менти поліклональних антитіл коня. Такий
підхід зберігає всі переваги імуноензимних
тест�систем, а також дозволяє визначати на�
явність ДТ з рецепторзв’язувальною ак�
тивністю.

Тому метою цієї роботи було отримати
рекомбінантний аналог секреторної форми
HB�EGF людини (sHB�EGF) і дослідити його
функціональну активність, а також можли�
вість створення на основі sHB�EGF тест�систе�
ми для виявлення ДТ. З огляду на вищезазна�
чене можна припустити, що рекомбінантний
аналог sHB�EGF людини є потенційним
біотехнологічним продуктом з численними
можливостями застосування в різних галу�
зях. Рекомбінантний sHB�EGF може вияви�
тись перспективним не тільки для створен�
ня нових імуноензимних тест�систем для
виявлення ДТ у сироватках крові хворих на
дифтерію або в культуральному середовищі
коринебактерій, але й, можливо, у майбут�
ньому ввійде до складу лікарських препа�
ратів, що стимулюють регенерацію, а також
застосовуватиметься у наукових досліджен�
нях, спрямованих на вивчення тонких моле�
кулярних механізмів реалізації біологічної
активності sHB�EGF. 

Матеріали і методи

Матеріали. У роботі було використано
такі реактиви: культуральне середовище
RPMI�1640 з L�глутаміном, фетальну сиро�
ватку великої рогатої худоби, пеніцилін�
стрептоміцин, амфотерицин (антимікотик),
TRI�реагент для виділення тотальної РНК
з клітин, праймери, імідазол, кон’югат мо�
ноклональних антитіл проти гістидинового
тегу з пероксидазою хрону, діамінобензидин�
тетрагідрохлорид (ДАБ), гепарин 17 19 кДа,
живильне середовище LB, диметилформ�
амід (ДМФА), кон’югат стрептавідину
з полімерною пероксидазою хрону, ортофе�
нілендіамін (ОФД), гепарин�агарозу, дитіо�
треїтол (DTT), кон’югат антитіл кози проти
імуноглобулінів миші з пероксидазою (Sig�
ma, США), Ni�NTI�агарозу (Qiagen, ФРН),
зворотну транскриптазу M�MuLV, оліго д(Т)
12 18, RiboLock RNase інгібітор, MgCl2,

полімеразу Taq, воду без нуклеаз (Nuclease
free water), ендонуклеази рестрикції
ВаmHI, XhoI та HincII (HindII), ДНК�лігазу
Т4, фрагмент Кленова ДНК полімерази І
E. coli, фосфатазу, набір для виділення ДНК,
ізопропіл�β�D�тіогалактопіранозид (IPTG),
X�Gal, протеїнові маркери молекулярної ма�
си в діапазоні від 10 до 180 кДа, ДНК�марке�
ри молекулярної маси в діапазоні від 100 до
10 000 п.н. (Fermentas, Литва), дезоксири�
бонуклеотидтрифосфати (dNTPs) (Amer�
sham, США), протидифтерійну сироватку
(«Біолік», Україна), нітроцелюлозу Hibond
C�Extra (Amersham, США).

У дослідженнях застосовували рекомбі�
нантну субодиницю В (SbB), отриману зі
створеного нами раніше штаму�продуцента
[23]. Експресію та виділення SbB проводили
згідно з протоколами та рекомендаціями,
описаними у вищезазначеній публікації. ДТ
було виділено з культурального середовища
дифтерійних бактерій штаму Park�Williams�
8 та люб’язно надано проф. Ю. Л. Радавсь�
ким (Інститут біоорганічної хімії та наф�
тохімії НАН України).

Обладнання: ультразвуковий дезінтегра�
тор Labsonic М (Sartorius, ФРН), електро�
блотер Hoefer™ ТЕ77 (Amersham, США),
електропоратор Eppendorf 2510 (Eppendorf ,
ФРН), мікропланшетний ридер Microplate
Reader Model 450 (BIO�RAD, США). 

Культивування клітин евкаріотів.
Клітинну культуру гістоцитарної лімфоми
людини U937 було одержано з банку клітин�
них ліній Інституту експериментальної па�
тології, онкології та радіобіології ім. Р. Є. Ка�
вецького НАН України. Для отримання
кДНК гена HB�EGF у роботі було використа�
но культуру клітин гістоцитарної лімфоми
людини U937. Клітини культивували за
стандартних умов у культуральному середо�
вищі RPMI�1640 з додаванням 5%�ї сироват�
ки ембріонів телят за 5%�ї концентрації СО2
в атмосфері.

Виділення тотальної РНК з культури
клітин гістоцитарної лімфоми людини
U937. Для виділення тотальної РНК з клі�
тин використовували ТRІ�реагент (Sigma,
США). Процедуру виділення проводили
згідно з рекомендаціями виробника. Наяв�
ність домішок протеїну або фенолу перевіря�
ли, виходячи зі співвідношення оптичного по�
глинання на довжинах хвиль 260 нм /280 нм.

Реакція зворотної транскрипції з по>
дальшим проведенням полімеразної ланцю>
гової реакції (РЗТ>ПЛР). РЗТ�ПЛР викону�
вали за раніше описаною методикою [24].
Аналіз продукту ПЛР проводили в 1%�му
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агарозному гелі. Очікуваний розмір продук�
ту ПЛР — 267 п.н.

Створення генетичної конструкції pUC>
19>sHB>EGF. Генетичну конструкцію було
створено на основі вектора pUC�19 (Fermen�
tas, Литва). Вектор pUC�19 послідовно об�
робляли ендонуклеазою рестрикції HincII
(HindII) та фосфатазою. Отриману в ході
проведення РЗТ�ПЛР кодувальну послідов�
ність гена секреторної форми HB�EGF оброб�
ляли фрагментом Кленова ДНК полімерази І
E. coli. Лінійну послідовність вектора та ко�
дувальну послідовність гена секреторної
форми HB�EGF об’єднували в єдину генетич�
ну конструкцію за допомогою Т4 ДНК�ліга�
зи. Клонування проводили за тупими кінця�
ми. Усі вищезазначені маніпуляції з ДНК
проводили, дотримуючись рекомендацій ви�
робника. Клітини E. coli штаму DH10B
трансформували генетичною конструкцією
pUC�19�sHB�EGF методом електротрансфор�
мації [25] з наступним висіванням на тверде
живильне середовище LB (триптону — 10 г/л,
дріжджового екстракту — 5 г/л, NaCl 10 г/л,
агару — 15 г/л), яке містило компоненти,
необхідні для проведення синьо�білої селек�
ції (X�Gal 20 мг/мл, IPTG 1 М) та селектив�
ний антибіотик ампіцилін у концентрації
0,005%. 

Створення генетичної конструкції pET>
28(a)>sHB>EGF на основі експресійного век>
тора та отримання клону>продуцента ре>
комбінантного аналога секреторної форми
HB>EGF. Плазміди pUC�19�sHB�EGF та pET�
28(a) (Novagen, ФРН) виділяли з клітин
E. coli штаму DH10B (DE3) методом лужного
лізису [26] та обробляли ендонуклеазами
рестрикції ВаmHI і XhoI, сайти для яких
присутні в полілінкерному сайті pET�28a(+)
і фланкують нуклеотидну послідовність ге�
на sHB�EGF у складі pUC�19. Гідролізовану
ДНК розділяли в 1%�му агарозному гелі й
виділяли необхідні фрагменти за допомогою
набору для виділення ДНК (DNA Extraction
Kit). Об’єднання нуклеотидної послідов�
ності гена sHB�EGF та експресійного векто�
ра рЕТ�28а(+) проводили з використанням
Т4 ДНК�лігази. Лігування та рестрикцію ви�
конували згідно з рекомендаціями виробни�
ка. Далі клітини E. coli штаму Rosetta (DE3)
трансформували отриманою генетичною
конструкцією pET>28(a)>sHB>EGF методом
електропорації з наступним висіванням на
тверде живильне середовище LB з додаван�
ням селективного антибіотика канаміцину
в концентрації 0,005%.

Визначення нуклеотидної послідовності
генетичної конструкції pET�28(a)�sHB�EGF

здійснено компанією ЗАТ «Макрохім»
(Київ, Україна).

Аналітична експресія секреторної фор>
ми HB>EGF. Клітини отриманого клону висі�
вали в рідке живильне середовище LB з до�
даванням 2% глюкози та інкубували при
37 °С за інтенсивної аерації до досягнення
культурою оптичної густини 0,5–0,7 за
OD600. Для індукції експресії рекомбінант�
ного протеїну додавали ізопропіл�β�D�тіога�
лактопіранозид (IPTG) у концентрації 1мМ.
Індукцію експресії здійснювали при 30 °С
упродовж 3 год. Для проведення аналізу
експресії протеїну готували розчинну та не�
розчинну фракції з подальшим проведенням
електрофорезу в ПААГ. Після нарощування
2 мл клітинної біомаси осаджували центри�
фугуванням за 10 000 g. Осад ресуспендува�
ли у ЗФР, концентруючи в 20 разів, та об�
робляли ультразвуковим дезінтегратором.
Рештки клітин відокремлювали центрифу�
гуванням за 10 000 g. При цьому суперна�
тант містив розчинну фракцію протеїнів
E. coli, у тому числі й цільового протеїну,
а осад — нерозчинну. Клітинний осад про�
мивали 1%�м Triton�X100 та ресуспендува�
ли у ЗФР. 

Аналіз протеїнових фракцій проводили
за допомогою електрофорезу в 10%�му ДСН
ПААГ з використанням Tris�НCl�буферної
системи з додаванням трицину [27]. Також
було використано маркери молекулярної
маси в діапазоні від 10 до 180 кДа. Проби
для електрофорезу готували з додаванням
буфера для зразків (40 мг ДСН, 0,48 г сечо�
вини, 50 мкл β�меркаптонтанолу, 1–2 мкл
бромфенолового синього на 1 мл буферного
розчину), які попередньо прогрівали протя�
гом 20–30 хв при 70–75 °С.

Виділення рекомбінантного аналога
sHB>EGF людини та процедура його очищен>
ня. Нарощення клітинної біомаси та індук�
цію експресії проводили за описаною вище
методикою. Після цього клітинну біомасу
осаджували центрифугуванням за 3 000 об/хв,
осад ресуспендували в 5 мл буферного розчи�
ну, що містив 0,3 M NaCl, 20 мM Tris�HCl,
1мМ DTT та 6 М сечовини (рН 8,0). Отрима�
ну клітинну біомасу обробляли ультразвуко�
вим дезінтегратором. Залишки клітин відок�
ремлювали центрифугуванням за 13 000 об/хв
протягом 25 хв. Надосад наносили на колон�
ку з Ni�NTI агарозою, попередньо врівнова�
жену наведеним вище буферним розчином.
Для проведення процедури рефолдингу ко�
лонку із сорбованим протеїном промивали
буферними розчинами такого самого скла�
ду, які додатково містили 10 мМ імідазолу і,
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відповідно, 8, 6, 4, 2 та 1М сечовини.
Елюцію протеїну здійснювали 400 мМ іміда�
золом. З метою створення умов для форму�
вання дисульфідних зв’язків до елюйовано�
го протеїну додавали відновлений та
окиснений глутатіон у концентрації 6 мМ та
1,2 мМ відповідно. Реакційну суміш інкубу�
вали впродовж 4 год за 4 °С і наносили на ге�
парин�сефaрозу, попередньо врівноважену
буфером, що містив 20 мМ Tris�HCl, 5 мМ
EDTA (рН 8,0). Перед нанесенням на колон�
ку суміш протеїну розводили у 5 разів тим
самим буфером. Після нанесення колонку
промивали 10�ма об’ємами того самого буфе�
ра з додаванням 0,1 М NaCl. Елюцію протеї�
ну проводили за допомогою 0,6 М NaCl. Для
подальшого використання протеїн діалізу�
вали проти ЗФР (0,8% NaCl, 0,25% KCl,
0,144% Na2HPO4 і 0,024% KH2PO4, рН 7,2).
Аналіз протеїнових фракцій в 10%�му ПААГ
виконували за описаною вище методикою. 

Вестерн>блот>аналіз. Перенесення про�
теїнів з ПААГ на нітроцелюлозу здійснювали
за допомогою електроблотера. Нітроцелю�
лозну мембрану попередньо було витримано
в буферному розчині для перенесення (25 мМ
Tris�HCl, 0,1% ДСН, 20% метилового спир�
ту, 192 мМ гліцину) протягом кількох хви�
лин. Після перенесення мембрану витриму�
вали в 1%�му розчині знежиреного молока
в ЗФР упродовж 1 год при 37 °С. Після про�
мивання нітроцелюлозну мембрану витри�
мували за тих самих умов у розчині моно�
клональних антитіл проти гістидинового
тегу, кон’югованих з пероксидазою хрону
(в розведенні 1:10 000), в твін�фосфатному
буфері (ТФБ). Проявлення нітроцелюлозної
мембрани здійснювали протягом кількох
хвилин у розчині для забарвлення, що
містив 0,07% діамінобензидинтетрагідро�
хлориду (ДАБ) та 0,035% H2O2 в ЗФР.

Біотинілювання F(ab`)2>фрагментів ан>
титоксичних антитіл коня. Очищені ви�
солюванням F(ab`)2>фрагменти антитоксичних
антитіл коня з протидифтерійної сироватки
діалізували проти 0,1 М Na�карбонатного
буфера (рН 8,3). Розчин біотину в диметил�
формаміді (ДМФА) з концентрацією 1мг/мл
додавали до антитіл краплями за інтенсивно�
го перемішування та залишали на 1 год при
кімнатній температурі. Після цього кон’югат
діалізували проти ЗФР. Співвідношення ан�
титіл до біотину за масою становило 4:1.

Непрямий твердофазний ІЕА. 96�лун�
кові полістиролові планшети використову�
вали для сорбції антигену (рекомбінантного
sHB�EGF, гепарину або F(ab`)2�фрагментів
антитоксичних антитіл коня), який вносили

в ЗФР та інкубували протягом 1 год при 37 °С.
Концентрація антигену становила 10 мкг/мл.
Після внесення антигену вільні для сорбції
протеїну сайти на планшеті блокували 1%�м
розчином знежиреного сухого молока в ЗФР.
Усі наступні компоненти вносили в ТФБ
з подальшою інкубацією за аналогічних
умов. Після кожної інкубації планшети три�
чі промивали водою. Далі послідовно вноси�
ли: рекомбінантну субодиницю В ДТ у серії
розведень, біотинільовані F(ab`)2�фрагменти
антитоксичних антитіл коня (в робочому
розведенні 1:10 000) та стрептавідин, кон’ю�
гований з полімерною пероксидазою хрону
(1:5 000). Наявність пероксидазної мітки ви�
являли шляхом інкубації протягом 20 хв при
37 °С у водному розчині хромоген�субстрату,
який містив 0,05% ортофенілендіаміну
(ОФД) та 0,03% H2O2. Реакцію зупиняли до�
даванням 50 мкл 2М Н2SO4. Рівень сигналу
оцінювали виходячи зі значень оптичної
густини при довжинах хвиль 490 та 405 нм за
допомогою мікропланшетного ридера. 

Константу афінності рекомбінантного
аналога sHB>EGF людини до ДТ визначали за
методом Фріге. Побудову графічних залеж�
ностей та необхідні математичні розрахунки
проводили згідно з описаними підходами [28].

Результати та обговорення

Створення генетичної конструкції pET>
28(a)>sHB>EGF та отримання клону>проду>
цента рекомбінантного аналога секретор>
ної форми HB>EGF. ДНК�послідовність гена,
що кодує sHB�EGF, було отримано з клітин
лінії U937, яка походить з гістоцитарної
лімфоми людини, за допомогою реакції зво�
ротної транскрипції з подальшим проведен�
ням ПЛР (рис. 1). Цю клітинну лінію було
обрано як джерело нуклеотидної послідов�
ності sHB�EGF для наступного клонування
завдяки наявності високого рівня експресії
HB�EGF.

Отриману нуклеотидну послідовність,
що кодує sHB�EGF, було клоновано за тупи�
ми кінцями у вектор pUC�19 з метою прове�
дення синьо�білої селекції та подальшого
відбору позитивних трансформантів для
субклонування в експресійний вектор рЕТ�
28(а)+. Як показали результати секвенуван�
ня, послідовність отриманої вставки відпові�
дала очікуваній. Створеною генетичною
конструкцією pET�28(a)�sHB�EGF було тран�
сформовано клітини E. coli штаму Rosetta
(DE3) для отримання клонів�продуцентів ре�
комбінантного аналога секреторної форми
HB�EGF людини. 
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Аби забезпечити ефективне очищення та
детекцію продукту, конструкцію вектора
pET�28(a)�sHB�EGF було розраховано таким
чином, щоб очікуваний протеїновий про�
дукт містив додаткову N�кінцеву послідов�
ність з 31 амінокислоти, до складу якої
входили His�tag та Т7�tag, а також сайт роз�
щеплення для тромбіну. Завдяки відповід�
ному підбору праймерів отримана нами
конструкція містила також додатковий за�
лишок метіоніну між зазначеною N�кінцевою
послідовністю та цільовим поліпептидом, що
потенційно дозволяло використовувати ме�
тод бромціанового розщеплення протеїнів за
метіоніном для відокремлення протеїну
sHB�EGF від тегової 31 амінокислотної
послідовності, оскільки цільова послідов�
ність sHB�EGF не містить інших залишків
метіоніну. Також нами було введено стоп�
кодон перед послідовністю С�кінцевого
полігістидинового тегу (рис. 2).

Аналітична експресія з наступним виді>
ленням рекомбінантного протеїну з вико>
ристанням афінного сорбенту. Після транс�
формування клітин E. coli штаму Rosetta
(DE3) генетичною конструкцією pET�28(a)�

sHB�EGF серед трансформантів було відібра�
но клон для подальшого проведення аналі�
тичної експресії sHB�EGF. Результати цих
експериментів засвідчили, що цільовий про�
дукт експресується переважно в нероз�
чинній формі у тільцях включення. Ці ре�
зультати було підтверджено проведенням
вестерн�блот�аналізу з використанням ан�
титіл до полігістидинового тегу (рис. 3).

При цьому внаслідок аномальної елект�
рофоретичної рухливості sHB�EGF його мо�
лекулярна маса за даними електрофореграм
та імуноблотингу була на 4,5 кДа вищою,
ніж розрахована теоретично, й становила
~18 кДа замість 13,5 кДа. Аномальна елект�
рофоретична рухливість, імовірно, пов’яза�
на з наявністю багатої на лізин гепаринзв’я�
зувальної ділянки у структурі sHB�EGF, яка
за нейтральних значень рН несе позитивний
заряд. Існують дані літератури, які підтверд�
жують наявність аномальної електрофоре�
тичної рухливості у молекул HB�EGF [29].

Протеїновий продукт з нерозчинної
фракції виділяли в денатуруючих умовах
з використанням афінного сорбенту Ni�NTI�
агарози з подальшим проведенням рефол�
дингу шляхом зниження концентрації сечо�
вини. Відновлювали дисульфідні зв’язки за
допомогою суміші окисненого й відновлено�
го глутатіону, яку додавали до препарату
протеїну після попереднього етапу виділен�
ня. Для проведення наступних маніпуляцій
з протеїновим продуктом здійснювали його

Рис. 1. Продукт ПЛР,
отриманий на основі кДНК із
клітин гістоцитарної лімфоми

людини U937
з використанням специфічної

пари праймерів. 
Розмір ПЛР продукту 267 п.н. 
1 — специфічний продукт

ПЛР;
2 — маркери (п.н.)

Рис. 2. Схематичне зображення протеїнового
продукту — sHBcEGF людини, отриманого

у бактерійній системі експресії:
Met — амінокислотний залишок метіоніну; 
Т — сайт розщеплення тромбіном

1 2

Рис. 3. Вестернcблотcаналіз фракцій лізатів
клітин клонуcпродуцента рекомбінантного

аналога sHBcEGF людини після проведення
аналітичної експресії: 

1 — без індукції; 2 — тотальний лізат клітин; 3 —
розчинна фракція; 4 — нерозчинна фракція; 5 —
маркери молекулярної маси

1 2       3         4      5  
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попередній діаліз проти ЗФР. Чистоту отри�
маного препарату перевіряли його електро�
форетичним розділенням.

Перевірка здатності рекомбінантного
sHB>EGF взаємодіяти з гепарином. Гепа�
ринзв’язувальна ділянка бере активну
участь у реалізації біологічної функції sHB�
EGF. Здатність отриманого нами рекомбі�
нантного аналога sHB�EGF взаємодіяти з ге�
парином перевіряли в непрямому ІЕА,
в якому на поверхню лунок планшету сорбу�
вали гепарин, а зв’язаний sHB�EGF виявляли
за допомогою антитіл проти полігістидино�
вого тегу (рис. 4). Як показано, отриманий
аналог sHB�EGF зберіг здатність взаємодія�
ти з гепарином. Саме тому для одержання
чистішого препарату рекомбінантного sHB�
EGF було використано наступний етап очи�
щення протеїну за нативних умов на ко�
лонці з гепарин�сефарозою. Використання
подвійної афінної хроматографії на сорбен�
тах Ni�NTI�агарозі та гепарин�сефарозі дало
змогу отримати високоочищений препарат
sHB�EGF. При цьому вихід розчинного ре�
комбінантного протеїну становив 4,5 мг
у перерахунку на 1 л бактеріальної культу�
ри (рис. 5).

Перевірка здатності рекомбінантного
sHB>EGF взаємодіяти з нативним ДТ та
рекомбінантним аналогом його рецеп>
торзв’язувальної субодиниці В (SbВ). Для
дослідження перспективності використання
отриманого аналога sHB�EGF як компонен�
та тест�систем для виявлення ДТ і навіть як
антидота проти токсину було важливо виз�
начити, чи зберігає цей рекомбінантний
протеїн здатність зв’язувати ДТ або його ре�
комбінантну субодиницю SbВ. 

Таку перевірку здатності до специфічної
взаємодії рекомбінантного sHB�EGF з ДТ та
рекомбінантним аналогом його рецептор�
зв’язувальної субодиниці В було проведено
за допомогою непрямого імуноензимного
аналізу. Отриманий нами рекомбінантний
sHB�EGF було сорбовано на полістиролово�
му планшеті для захоплення ДТ або SbВ,
а для виявлення комплексу sHB�EGF з анти�
геном використовували біотинільовані
F(ab`)2�фрагменти антитіл коня проти ДТ та
стрептавідин, кон’югований з полімерною
пероксидазою хрону. Результати проведено�
го ІЕА підтвердили здатність рекомбінант�
ного sHB�EGF взаємодіяти як з нативним
ДТ, так і з рекомбінантним аналогом його
рецепторзв’язувальної субодиниці В. При
цьому достовірний рівень сигналу детекту�
вали за концентрації ДТ 1,9 нг/мл та SbB
близько 1 нг/мл (рис. 6). Більша чутливість
виявлення рекомбінантної субодиниці В по�
рівняно з природним ДТ, ймовірно, зумовле�
на різницею молекулярних мас зазначених
антигенів та нестабільністю препарату на�
тивного ДТ. Тому в більшості наступних
дослідів рекомбінантну субодиницю В ДТ
використовували як модельний антиген.

Визначення константи афінності ре>
комбінантного аналога sHB>EGF людини до
нативного ДТ. Визначена за методом Фріге
константа афінності (Ка) отриманого реком�
бінантного аналога sHB�EGF людини до на�
тивного ДТ становила 1,67•108 М–1 (значен�
ня константи дисоціації Кd 6•10–9 М), що
відповідає константі афінності природної
форми рецептора [30]. Достатньо висока
спорідненість рекомбінантного sHB�EGF до
ДТ дозволяє використовувати одержаний
рекомбінантний аналог секреторної форми

Рис. 4. Результати імуноензимного аналізу
взаємодії рекомбінантного sHBcEGF

з гепарином, сорбованим на планшеті

Рис. 5. Електофореграма виділеного та
очищеного рекомбінантного sHBcEGF людини: 

1 — маркери молекулярної маси; 2 — sHB�EGF піс�
ля попереднього виділення на афінному сорбенті;
3 — sHB�EGF після додаткового очищення на гепа�
рин�сефарозі

1 2       3  
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HB�EGF людини під час створення імуноен�
зимної тест�системи для специфічного вияв�
лення ДТ у фізіологічних рідинах.

Порівняння чутливості виявлення субоди>
ниці В ДТ за допомогою лігандрецепторного
ІЕА з використанням sHB>EGF та класично>
го «сандвіч»>ІЕА. Для оцінки ефективності
виявлення ДТ за допомогою запропоновано�
го нами методу з використанням рекомбі�
нантного sHB�EGF було проведено порів�
няльні дослідження чутливості виявлення
рекомбінантної субодиниці В ДТ (як модель�
ного антигену) за допомогою двох варіантів
ІЕА. У першому варіанті (класичний «санд�
віч»�ІЕА) як антитіла першого порядку ви�
користовували F(ab`)2�фрагменти антитіл коня
проти ДТ, а виявлення антигену проводили
за допомогою біотинільованих F(ab`)2�фраг�
ментів антитіл коня проти ДТ та кон’югату
стрептавідину з полімерною пероксидазою
хрону. У другому варіанті (лігандрецептор�
ний ІЕА) як антитіла першого порядку засто�
совували рекомбінантний sHB�EGF. Антиген
виявлення так само, як і в першому випадку.

Отримані результати продемонстрували
близьку граничну чутливість двох методів
виявлення антигену (рис. 7).

Гепаринзв’язувальна ділянка у складі
sHB�EGF розміщена у безпосередній близь�
кості до EGF�подібного домену, який відпо�
відає за зв’язування з рецепторами HER�1
і HER�4 та із субодиницею В ДТ. У третинній
структурі EGF�подібного домену виділяють
три петлі: А, В та С, кожна з яких стабілізо�
вана відповідним дисульфідним зв’язком.
Петля А розміщена безпосередньо після ге�
паринзв’язувального домену та складається
з позитивно заряджених амінокислот, як
і сам цей домен. Імовірно, що просторове

зближення позитивно заряджених залиш�
ків гепаринзв’язувальної ділянки та петлі А
призводить до їх взаємного відштовхування,
що, у свою чергу, впливає на конформацію
EGF�подібного домену загалом. Оскільки за
зв’язування з ДТ відповідають петлі А та С,
зміна просторового розміщення петлі А під
впливом гепаринзв’язувальної ділянки спри�
чинює зниження афінності взаємодії рецеп�
торзв’язувальної субодиниці ДТ з HB�EGF.
Водночас, нейтралізація позитивного заря�
ду гепаринзв’язувальної ділянки після
взаємодії з гепарином призводить до підви�
щення рухливості петлі А, що сприяє збіль�
шенню афінності взаємодії всієї молекули
HB�EGF з ДТ та її природними рецепторами
HER�1 і 4 [30]. Тому нами також було визна�
чено константу афінності взаємодії рекомбі�
нантного sHB�EGF людини з ДТ за присут�
ності гепарину, яка становила 2•108 М–1

(значення константи дисоціації Кd 5•10–9 М).
З’ясовано, що збільшення спорідненості
sHB�EGF людини до ДТ за присутності гепа�
рину досить незначне: Ка без гепарину =
1,67•108 М–1 проти Ка з гепарином = 2,0•108 М–1.
Отже, виходячи з отриманих даних, внесен�
ня гепарину може неістотно підвищувати
ефективність виявлення ДТ (або його субо�
диниці В) у лігандрецепторному ІЕА. З огля�
ду на це було проведено порівняльне дослі�
дження ефективності виявлення субодиниці
В ДТ у лігандрецепторному ІЕА за двома схе�
мами — з використанням рекомбінантного
sHB�EGF, сорбованого безпосередньо на план�
шеті, і рекомбінантного sHB�EGF, що взаємо�
діє з гепарином, сорбованим на планшеті

Рис. 6. Криві порівняльного визначення ДТ і його
рекомбінантної субодиниці В у лігандрецепторc

ному ІЕА з використанням рекомбінантного
sHBcEGF, сорбованого на планшеті

Рис. 7. Криві порівняльного  визначення
рекомбінантної субодиниці В ДТ у класичному
«сандвіч»cІЕА з використанням F(ab`)2cфрагc

ментів антитоксичних антитіл коня, сорбованих
на планшеті (1) і в лігандрецепторному ІЕА

з використанням рекомбінантного sHBcEGF,
сорбованого на планшеті (2)
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(рис. 8). Як випливає з рис. 8, використання
гепарину як нижнього шару дозволило дещо
підвищити величину сигналу в ІЕА, що
суттєво не вплинуло на чутливість аналізу.

Дослідження інших властивостей отри>
маного sHB>EGF людини. Згідно з нашими
попередніми даними, була встановлена здат�
ність отриманого sHB�EGF на 30% стимулю�
вати ріст і проліферацію клітин лінії 3Т3 in
vitro, що відкриває нові перспективи для за�
стосування одержаного нами рекомбінант�
ного протеїну не тільки як компонента тест�
систем, але й як потенційного регулятора
клітинних функцій.

Крім того, було показано, що імунізація
мишей лінії Balb/c отриманим рекомбінантним
аналогом sHB�EGF людини з використанням
повного і неповного ад’юванту Фрейнда [31]
здатна викликати у них потужну імунну
відповідь (рис. 9). Тому специфічні гіпер�
імунні сироватки мишей, імовірно, можна
використовувати як блокатори біологічної
дії sHB�EGF в експериментальних дослі�
дженнях. 

Таким чином, у результаті проведеної ро�
боти було отримано та охарактеризовано ре�
комбінантний аналог секреторної форми гепа�
ринзв’язувального фактору росту людини,
подібного до епідермального фактора росту
(sHB�EGF), оптимізовано умови його експресії
та виділення, визначено константу афінності
взаємодії з нативним ДТ, яка становила
1,67–2•108 М–1. Також показана здатність
одержаного фактора взаємодіяти з гепарином
та стимулювати проліферацію клітин in vitro.
На нашу думку, отриманий рекомбінантний
sHB�EGF може бути використано в подальших
дослідженнях недостатньо вивчених етапів
молекулярного механізму дії ДТ на клітини
чутливих та нечутливих до нього видів ссав�
ців, а також у дослідженнях, спрямованих
на вивчення тонких молекулярних механіз�
мів реалізації біологічних функцій розчин�
ної форми HB�EGF стосовно клітин різного
типу та їхньої ролі у процесах злоякісної
трансформації клітин. Проведені нами до�
слідження підтвердили також можливість
використання рекомбінантного sHB�EGF під
час створення імуноензимних тест�систем
нового типу для виявлення ДТ, які дозволя�
ли б виявляти лише функціонально�активні
молекули токсину, здатні до рецепторопосе�
редкованого проникнення в клітину.

Рис. 8. Калібрувальні криві для порівняльного
визначення рекомбінантної субодиниці В ДТ
у лігандрецепторному ІЕА з використанням

рекомбінантного sHBcEGF, сорбованого
безпосередньо на планшет (1),

і рекомбінантного sHBcEGF, що взаємодіє
з гепарином, сорбованим на планшеті (2)

Рис. 9. Рівень гуморальної імунної відповіді
до рекомбінантного sHBcEGF людини 

та контрольного антигену (сироваткового
альбуміну бика — БСА) у 4 мишей Balb/c,

імунізованих sHBcEGF
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ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО 
АНАЛОГА СЕКРЕТОРНОЙ ФОРМЫ 

HBcEGF ЧЕЛОВЕКА И ОЦЕНКА 
ПЕРСПЕКТИВ ЕГО ИСПОЛЬЗОВАНИЯ

В БИОТЕХНОЛОГИИ

Н. В. Короткевич
Д. В. Колибо

А. Ю. Лабынцев
C. И. Романюк

С. В. Комисаренко
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Получен рекомбинантный аналог секретор�
ной формы гепаринсвязывающего фактора роста
человека (sHB�EGF), подобный эпидермально�
му фактору росту, и исследована его функцио�
нальная активность, а также возможности соз�
дания на его основе тест�систем для выявления
дифтерийного токсина (ДТ). Показана способ�
ность полученного sHB�EGF связываться с ДТ и
гепарином, а также стимулировать in vitro про�
лиферацию клеток линии 3Т3, которые проис�
ходят из фибробластов мышей линии Balb/c.
Константа аффинности взаимодействия реком�
бинантного sHB�EGF с ДТ, рассчитанная по ме�
тоду Фриге, составила 1,67•108 М–1, что соответ�
ствует константе аффинности для нативной
формы рецептора. Рекомбинантный sHB�EGF
был использован вместо первых антител в имму�
ноэнзимном «сэндвич»�анализе для выявления
ДТ. Чувствительность разработанного метода
составила 1,9 нг/мл. Полученный биотехноло�
гический продукт может в перспективе найти
применение как компонент тест�систем для диа�
гностики дифтерии или лекарственных препа�
ратов для стимулирования регенеративных
процессов, а также как инструмент для прове�
дения фундаментальных исследований.

Ключевые слова: гепаринсвязывающий фактор
роста, подобный эпидермальному фактору роста
человека, секреторная форма, рекомбинантный
протеин, тест�система, дифтерийный токсин.

OBTAINING OF RECOMBINANT HUMAN
HEPARIN BINDING EGFcLIKE 

GROWTH FACTOR AND PERSPECTIVES
OF ITS APPLICATION
IN BIOTECHNOLOGY

N. V. Korotkevich
D. V. Kolibo

А. J. Labyntsev
S. І. Romaniuk

S. V. Komisarenko

Palladian Institute of Biochemistry of Ukrainian
National Academy of Sciences, Kyiv
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In order to study functional activity and pos�
sibility of using in test�systems for diphtheria
toxin (DT) detection the recombinant soluble
form of human heparin binding EGF�like growth
factor (sHB�EGF) was obtained. It was shown,
that recombinant sHB�EGF could bind DT and
heparin and also stimulate 3Т3 mouse fibroblast’s
proliferation in vitro. Affinity constant for the
interaction of recombinant sHB�EGF with DT
estimated by Friquet method was 1.67•108 М–1

that was similar to the affinity of natural form of
sHB�EGF. Recombinant sHB�EGF was used in the
immunoenzyme «sandwich»�analyses instead
capture antibodies for DT detection. Sensitivity
of the developed method was 1.9 ng/ml. Obtained
potential biotechnological product probably can
be used as component of the test�systems for diph�
theria diagnosis, as component of therapeutic
drugs for stimulation of tissue regeneration or as
a tool for fundamental researches. 

Key words: human heparin binding EGF�like
growth factor, soluble form, recombinant pro�
tein, test�system, diphtheria toxin. 




