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ОЦЕНКА БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 
ИНТЕРЛЕЙКИНА-2 (iL-2 ) ЧЕЛОВЕКА, ПОЛУЧЕННОГО МЕТОДОМ 
МИКРОБНОГО СИНТЕЗА В КИШЕЧНОЙ ПАЛОЧКЕ НА ОСНОВЕ 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ к ДНК-го ВАРИАНТА ГЕНА iL-2 

На основе коммерческой векторной системы рЕТ, разработанной W. Studier et al. для 
экспрессии генов в кишечной палочке, созданы конструкции с прямой и инвертирован­
ной ориентациями кДНК-го варианта гена iL-2 человека. 

Оценена биологическая активность препаратов iL-2, полученных методом микроб­
ного синтеза в Escherichia coli. 

Введение. Пристальное внимание к iL-2 обусловлено его ключевой ро­
лью в иммунном ответе [1, 2]. В последние годы развиваются иссле­
дования по возможности использования генно-инженерных препаратов 
iL-2 человека для коррекции различных патологических состояний, при 
которых нарушения иммунной системы определяют патогенез заболева­
ния [3—6], в том числе и для адаптивной иммунотерапии онкозаболе­
ваний [7—9]. 

Исходя из этого, значительный интерес представляют разработки 
для получения генно-инженерных препаратов iL-2 как в Escherichia 
coli, так и в клетках животных и человека. Не лишены привлекательно­
сти и идеи коррекции различных иммунопатологии путем введения ак­
тивного гена iL-2 непосредственно в организм животных или человека 
в составе подходящих молекулярных конструкций. 

Исследованию особенностей экспрессии такого трансгена в культи­
вируемых клетках человека и животных мы предполагаем посвятить 
последующие работы, где в качестве трансгена будет использован 
кДНК-й вариант полноразмерного зрелого гена iL-2 человека. 

В настоящем предварительном сообщении приводятся данные по 
оценке биологической активности препаратов iL-2, полученных при экс­
прессии кДНК-го варианта гена iL-2 в кишечной палочке. 

Материалы и методы. Плазмида рАА1213-23, содержащая зрелый 
полноразмерный ген iL-2 человека, предоставлена Э. Я. Греном (Лат-
вия) [10]. 

Набор плазмид серии рЕТ-3 для высокоэффективной экспрессии чу­
жеродных генов в Е. coli под контролем регуляторных элементов фага 
Т7, а также клеточные штаммы Е. coli К12 HMS174 (F~recA~r- K\2m+ Ki2 
RifR), E. coli В BL21 (F-ompTr^-rrif-), а также BL21(DE3), содержа­
щий дефектный профаг с областью иммунности фага 21, с фрагментом 
ДНК lad гена, lacUVS промотором, началом lacZ гена и геном РНК-
полимеразы фага 77 (ро1Т7) получены от Studier [11]. 

Транскрипция гена ро1Т7 (ген I фага 77) контролируется lacUV5 
промотором, индуцируемым IPTG (изопропил-(3-7)-тиогалактопирано-
зид). Лизогенный рекомбинантный фаг Яро/77, содержащий ген / фага 
77, получен нами ранее [12]. 

Плазмида pLZ56, любезно предоставленная В. Г. Коробко (Москва, 
Ин-т бноорг. химии РАН им. Шемякина), служила источником гена Z 
(ген р-галактозидазы Е. coli). Активность (3-галактозидазы определя­
ли по' [13]. 
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Бактерии выращивали в среде LB (жидкой и агаризованной) с до­
бавлением, когда это необходимо, ампициллина (30 мкг/мл) и IPTG 
(конечная концентрация 0,4 мМ). 

В работе использованы эндонуклеазы рестрикции, ДНК-лигаза фа­
га Т4, фрагмент Кленова ДНК-полимеразы I производства НПО «Фер­
мент» (Вильнюс) и «Вектор» (Новосибирск), 32Р-меченные dNTP про­
изводства ОП «Радиопрепарат» (Ташкент). 

Выделение плазмидной ДНК и все этапы клонирования, а также 
гибридизацию бактериальных колоний in situ и dot-гибридизацию осу­
ществляли по Маниатису и др. [14]. 

ДНК-зонд для гибридизации метили либо с помощью рассеянной 
затравки, либо методом ник-трансляции с использованием фрагмента 

Кленова ДНК-полимеразы I. Удельная радиоактивность ДНК, мечен­
ной a-32P-dNTP, в среднем составляла 108 имп-мин-^мкг-1. Для иммо­
билизации ДНК, в работе применяли нитроцеллюлозные и нейлоновые 
мембраны фирмы («Amersham», Англия), а также капроновые мембра­
ны производства экспериментальной лаборатории р/к «Хийу Калур» 
(Таллинн). 

Биологическую активность iL-2 человека определяли по [15]. Ме­
тод основан на способности iL-2 совместно с СопА восстанавливать 
пролиферативный ответ тимоцитов мышей линии C57BL/6, предвари­
тельно обработанных низкими дозами гидрокортизона (10~6 моль/л), 
которые полностью блокировали ConA-индуцированную пролиферацию 
тимоцитов. Пролиферативный ответ тимоцитов на индукцию iL-2 оце­
нивали по включению 3Н-тимидина в их ДНК. Радиоактивность фильт­
ров с препаратами клеток измеряли на жидкостном сцинтилляционном 
счетчике 1219 Rack Beta («LKB», Швеция) в толуоловом сцинтилляторе. 

Статистическую обработку результатов проводили с использовани­
ем /-критерия Стьюдента [16]. 

Результаты и обсуждение. Для получения продукта кДНК-го пол­
норазмерного зрелого гена iL-2 мы воспользовались рЕТ-3 вектором, 
содержащим регуляторные элементы гена 10 фага Т7 (промотор, SD-
последовательность, терминатор) (рисунок). Эффективная экспрессия 
целевого гена в этой системе осуществляется с помощью высокоспеци­
фичной РНК-полимеразы фага Т7 [17, 18]. 

Авторы системы предлагают два способа введения гена ро1Т7 в 
клетку кишечной палочки: а) при литической инфекции рекомбинант-
ным фагом Хро1Т7; б) при индукции экспрессии гена роП7 в хромосо­
ме Е. coli, где он находится под контролем lacUV5 промотора в составе 
дефектного профага к. 
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Чтобы посмотреть, как работает эта система и оценить ее возмож­
ности, воспользовались модельным геном Z (вследствие его доступности, 
стабильности продукта в кишечной палочке и простоты тестирования). 
Ген был субклонирован в векторную плазмиду рЕТ-За с открытой рам­
кой считывания (рисунок). Для этого BamHI-SalGI фрагмент плазми-
ды pLZ56, содержащий Z ген, лигировали с гидролизованной по BamHI 
сайту векторной ДНК. Лигирование осуществляли в два этапа: по лип­
кому концу (восстанавливая исходный BamHI сайт), а затем достраи­
вали Б'-концы и лигировали полученную линейную молекулу по тупым 
концам. Лигазной смесью трансформировали штамм HMS174. Трансфор­
манты, содержащие рекомбинантную плазмиду рЕТ-За-Z, отбирали с 
помощью гибридизации in situ, используя в качестве зонда тот же фраг­
мент pLZ56, включающий ген Z. Из 30 взятых произвольно из одной 
чашки Петри трансформантов, давших положительный сигнал при гиб­
ридизации, выделяли ДНК, дополнительно анализировали препараты 
на наличие Z гена с помощью dot-гибридизации и трансформировали 
штамм BL21(DE3). Трансформанты выращивали при интенсивной аэ­
рации до ОП54о = 0,6—0,8, вносили IPTG. Спустя 3—4 ч определяли 
активность р-галактозидазы в среде. Из 30 отобранных транс­
формантов у 14 (~1/2 — правильная ориентация гена Z) обнаружена 
положительная реакция на наличие (3-галактозидазы. Активность 
фермента колебалась от 200 до 300 ед/мл. Эти значения достаточно 
высоки и сопоставимы с теми, которые получают в штаммах-супер­
продуцентах. 

Ген iL-2 был субклонирован в векторной плазмиде рЕТ-ЗЬ (с от­
крытой рамкой считывания) по BamHI сайту. В полученной конструк-

Включение 3Н-тимидина (имп/мин) в стимулированные препаратами интерлейкина-2 
тимоциты (М±гп) 

Вариант опыта 

Аликвоты препаратов в реакционной смеси (мкл) 

Ю (Р) 25 (Р) 

а) HMS174pET~3b-iL-2, инфекция 
\polTl 
б) BL21(DE3)-iL-2, индукция 
IPTG 
в) (контроль 1) 
BL21(DE3)-iL-2HHB, индукция 
IPTG 
г) (контроль 2) HMS174pET-3b; 
инфекция \polT7 
д) Контроль тест системы: тимо­
циты, обработанные СопА и гид­
рокортизоном 

708,52±7,49(<0,001) 1257±231,69(<0,01) 

292,83+88,82 ( > 0,05) 391,66±64,98 ( < 0,01) 

284,04±38,77(>0,05) 313,18±71,62(>0,05) 

216,73±16,72(>0,05) 196,83±44,34(>0,05) 

М±т 
220,84± 15,52 

Вариант опыта 

Аликвоты препаратов в реакционной смеси (мкл) 

50 (Р) 100 (Р) 

а) HMS174pET-3b-iL-2, 
инфекция Хро1Т7 
б) BL21(DE3)-iL-2, индукция 
IPTG 
в) (контроль 1) 
BL21(DE3)-iL-2HHB, индукция 
IPTG 
г) (контроль 2) HMS174pET-3b; 
инфекция \polT7 
д) Контроль тест системы: тимо­
циты, обработанные СопА и гид­
рокортизоном 

1О70,66±334,11 ( < 0,001) 1077,83+53,23 ( < 0,001) 

455,6±0,72(< 0,001) 878,12±415,69 (<0,05) 

— 284,56±36,32(>0,05) 

— 209,46±3,14(>0,05) 

220,84±'15,52 
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ции кодирующая последовательность (ген iL-2) будет транслироваться 
в виде слитного белка, где первые 11 аминокислотных остатков при-
надлежат белку 10 фага 77. BamHI-SalGI фрагмент плазмиды 
рАА1213-23 размером 0,5 тыс. п. н. выделяли из агарозного геля и ли-
гировали с гидролизованной векторной ДНК так же, как это описано 
для предыдущего конструирования. Лигазной смесью трансформирова­
ли штамм HMS174. pET-3b-iL-2 трансформанты отбирали методом гиб­
ридизации колоний in situ с помощью полноразмерного гена iL-2 в ка­
честве зонда. Используя уникальный сайт Sfrl3 в начале iL-2 гена, 
проводили рестрикционное картирование, позволившее дискриминиро­
вать прямую и инвертированную ориентации гена iL-2 в конструкции. 
Препаратами рекомбинантных плазмид как в прямой, так и в инверти­
рованной ориентации трансформировали штамм BL21(DE3). При полу­
чении препаратов iL-2 пользовались двумя способами введения РНК-
полимеразы фага 77 в клетку: а) при литической инфекции штамма 
HN[Sl74pET-3b-iL-2 фагом \роП7\ б) при индукции гена ро1Т7 в хро­
мосоме клетки (таблица, варианты а и б соответственно). 

В биологических контролях использованы: а) конструкция с инвер­
тированной ориентацией гена iL-2 (рЕТ-ЗЬ4Е-2ИНВу при трансляции та­
кой матрицы образуется продукт, отличный от интерлейкина-2); б) ис­
ходная векторная плазмида рЕТ-ЗЬ (таблица, варианты виг соот­
ветственно) . 

Трансформированные бактерии выращивали при интенсивной аэра­
ции до ОПб4о=0,6—0,8. На этом этапе в случае вариантов бив прово­
дили индукцию, а и б — трансформанты инфицировали фагом Хро1Т7 
с множественностью 6—10 корпускул на клетку. 

Известно [18], что РНК-полимераза фага 77 более чем в 5 раз 
активнее индуцирует транскрипцию целевых генов по сравнению с РНК-
полимеразой Е. colt. В 77-системах для экспрессии целевых генов транс­
крибируются фактически только последовательности, попадающие под 
контроль 77-промотора. Спустя 3—4 ч после индукции транскрипции 
синтез целевого продукта практически прекращается, а бактерии в этот 
период часто лизируют [11, 12]. Поэтому в указанные сроки отбирали 
аликвоты культуральной среды для реакции стимуляции тимоци-
тов мыши. 

В таблице представлены данные эксперимента, свидетельствующие 
о том, что в вариантах а и б (правильная ориентация гена iL-2 в кон­
струкции) наблюдается 4—6-кратное усиление пролиферативной актив­
ности тимоцитов по сравнению с контролем (вариант д). Различия конт­
рольных и опытных вариантов достоверны. Для варианта а — Р<0,001, 
для варианта б — Р<0,05. 

В тех случаях, когда трансформанты содержали ген iL-2 в инвер­
тированной ориентации или этот ген отсутствовал в векторной плазмиде 
(биологические контроли эксперимента), приведенные данные не отли­
чаются от контроля тест-системы (д). 

Таким образом, в работе представлены статистически достоверные 
данные, указывающие на то, что препараты интерлейкина-2, полученные 
методом микробного синтеза в Е. coli при использовании рекомбинант-
ной плазмиды с кДНК-копией гена iL-2 человека, стимулируют проли­
ферацию тимоцитов мышей in vitro, то есть обладают биологической ак­
тивностью. 

В дальнейшем планируются оптимизация системы получения интер­
лейкина-2 человека и количественная оценка ее продуктивности. 
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Л. Г. Глушакова, О. М. Ковальчук, В. I. Прима, В. А. Кордюм 
ОЩНКА БЮЛОПЧНОТ АКТИВНОСТ1 ШТЕРЛЕЙКША-2 (iL-2) ЛЮДИНИГ 
ОДЕРЖАНОГО МЕТОДОМ М1КРОБНОГО СИНТЕЗУ в ESCHERICHIA COLI 
НА IOCHOBI ВИКОРИСТАННЯ кДНК-го ВАРГАНТУ ГЕНА iL-2 

Р е з ю м е 
На ocHOBi комерцшно! векторноТ системи рЕТ, розроблено! W. Studier et al. для екс-
npecii' ген1в у кишковш паличщ, створено конструкци з прямою та швертованою opi-
енташям.и кДНК-г,о варианту гена iL-2 людини. Оцшено бюлопчлу активнгсть препа-
paTie iL-2, о держа них методом м[кровного синтезу в Е. coli. 

L. G. Glushakova, E. N. Kovalchyuk, V. L Prima, V. A. Kordyum 
DETECTION OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF HUMAN 
INTERLEUKIN 2 WHICH OBTAINED BY MICROBIOLOGICAL 
SYNTHESIS IN E. COLI DIRECTED BY C-DNA GENE 
S u m m a r y 
The constructions with direct and inverse orientations of c-DNA interleukin 2 gene has 
been obtained by the use of commercial vector system (pET) created by W. Studier et aL 
for E. coli. The detection of biological activity of interleukin 2 produced by microbiolo­
gical synthesis in E. coli has been carried out. 
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