
Îòðèìàííÿ ðåêîìá³íàíòíîãî äåôåíçèíó 1 ñîñíè
çâè÷àéíî¿ òà éîãî àíòèôóíãàëüíà àêòèâí³ñòü

Â. À. Êî âàëü î âà, Ð. Ò. Ãóò, ². Ò. Ãóò1

Íàö³îíàëü íèé ë³ñî òåõí³÷íèé óí³âåð ñè òåò Óêðà¿ íè
Âóë. Ãå íå ðà ëà ×óï ðèí êè, 103, Ëüâ³â, 79057, Óêðà¿ íà
1Ëîí äî íñüêèé óí³âåð ñè òåò
Ãà âåð ñòð., Ëîí äîí, WCIE 6 BT, Âå ëè êà Áðè òàí³ÿ

Íå ùî äàâ íî íàìè î÷è ùå íî åí äî ãåí íèé äå ôåí çèí ³ç ïðî ðîñòê³â ñî ñíè çâè ÷àé íî¿, à òà êîæ êëî íî âà íî
êÄÍÊ, ÿêà êîäóº äå ôåí çèí 1 (PsDef1, Pinus sylvestris äå ôåí çèí 1). Ôðàã ìåíò êÄÍÊ äå ôåí çè íó 1, ÿêèé
êîäóº çð³ëó ôîð ìó öüî ãî á³ëêà, êëî íî âà íî ó âåê òîð pET42à(+) òà ³íäó êî âà íî éîãî åêñïðåñ³þ ó áàê -
òåð³àëüí³é ñèñ òåì³ Escherichia coli. Îïòèì³çî âà íî óìî âè ïðî äó êó âàí íÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà
PsDef1, çëè òî ãî ç ãëó òàò³îí-S-òðàíñ ôå ðà çîþ, ó ðîç ÷èíí³é ôîðì³. Ï³ñëÿ àô³ííî ãî î÷è ùåí íÿ öüî ãî
á³ëêà íà ãëó òàò³îí-ñå ôà ðîç³ òà ïðî òå îë³çó ôàê òî ðîì Õà îò ðè ìà íî á³îëîã³÷íî àê òèâ íèé ïðå ïà ðàò
ðå êîìá³íà íòíî ãî PsDef1, àí òè ôóí ãàëü íà àê òèâí³ñòü ÿêî ãî ñï³âì³ðíà ç òà êîþ åí äî ãåí íî ãî äå ôåí çè -
íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿.

  Êëþ ÷îâ³ ñëî âà: ðå êîìá³íà íòíèé äå ôåí çèí PsDef1, åêñïðåñ³ÿ, àô³ííå î÷è ùåí íÿ, àí òè ôóí ãàëü íà àê -
òèâí³ñòü.

Âñòóï. Äå ôåí çè íè – öå åâî ëþö³éíî êîí ñåð âà òèâí³
ìî ëå êó ëè âðîä æå íî ãî ³ìóí³òåòó ðîñ ëèí, ìî ëþñê³â,
êî ìàõ ³ òâà ðèí, ÿê³ õà ðàê òå ðè çó þòü ñÿ íå âå ëè êèì
ðîçì³ðîì (< 10 êÄà), àìô³ïà òè÷ íîþ, áà ãà òîþ íà

b-øàðè ñòðóê òó ðîþ, ñòàá³ë³çî âà íîþ äèñ óëüô³äíè -
ìè çâ’ÿç êà ìè [1, 2]. Ö³ ñåê ðå òîðí³ á³ëêè (ïåï òè äè)
ñèí òå çó þòü ñÿ ó âèã ëÿä³ ïî ïå ðåä íèê³â ç íà ñòóï íèì
â³äùåï ëåí íÿì ñèã íàëü íî ãî ïåï òè äó, ¿õíüîìó
îñíîâíîìó äî ìå íó ïðè òà ìàíí³ àí òèì³êðîáí³ âëàñ -
òè âîñò³ [3].

Äå ôåí çè íè øè ðî êî ðîç ïîâ ñþä æåí³ ó öàðñòâ³
ðîñ ëèí, ¿õ âèä³ëÿ þòü ç íàñ³ííÿ, âå ãå òà òèâ íèõ òà ãå -
íå ðà òèâ íèõ îðãàí³â áà ãàòü îõ âèä³â ïî êðè òî -
íàñ³ííèõ. Ãå íè öèõ çà õèñ íèõ á³ëê³â åêñïðå ñó þòü ñÿ
êîí ñòè òó òèâ íî àáî ï³ä ä³ºþ ÷èí íèê³â á³îò è÷ íî¿
ïðè ðî äè ó ïî âåð õíå âèõ øà ðàõ êë³òèí, âè êî íó þ ÷è
ðîëü ïåð øî¿ ë³í³¿ çà õèñ òó â³ä ïà òî ãå íó [4, 5]. Ðîñ -
ëèí íèì äå ôåí çè íàì âëàñ òè âèé øè ðî êèé ñïåêòð

á³îëîã³÷íèõ àê òèâ íîñ òåé: àí òè ôóí ãàëü íà [3, 5, 6],
àí òè áàê òåð³àëü íà [7], ³íã³áó âàí íÿ ïðî òå¿ íàç òà

a-àì³ëàç [8, 9], áëî êó âàí íÿ Ñà2+- ³ Na+- êà íàë³â [10]. 
Îêð³ì äîñë³äæåí íÿ âëàñ òè âîñ òåé ðîñ ëèí íèõ äå -

ôåí çèí³â in vitro, ³ñíóº áà ãà òî ïðè êëàä³â eêñïðåñ³¿
ãåí³â äå ôåí çèí³â ó òðàíñ ãåí íèõ ðîñ ëè íàõ, ùî ñïðè -
ÿ ëî ï³äâè ùåí íþ ¿õíüî¿ ñò³éêîñò³ äî ³íô³êó âàí íÿ,
ÿêà çáåð³ãàºòüñÿ ïðî òÿ ãîì äåê³ëüêîõ ïî êîë³íü. Êîí -
ñòè òó òèâ íà åêñïðåñ³ÿ äå ôåí çè íó ðå äèñ êè RsAFP2 ó
òþ òþí³ òà òî ìà òàõ ï³äñè ëþº ¿õíþ ñò³éê³ñòü äî
ãðèá³â, ÿê³ óðà æà þòü ëèñ òÿ, Alternaria longipes òà A.
solani â³äïîâ³äíî. Åêñïðåñ³ÿ äå ôåí çè íó Medicago
sativa â êàð òîïë³ çà áåç ïå ÷óº ñò³éê³ñòü ¿¿ äî ïà òî ãåí -
íî ãî ãðè áà Verticillium dahliae çà ïîëüîâèõ óìîâ
[11]. 

Íå îáõ³äíî â³äçíà ÷è òè, ùî ðî áî òè, ïðè ñâÿ ÷åí³
âèâ ÷åí íþ ðîë³ äå ôåí çèí³â ó çà õèñò³ ðîñ ëèí íèõ
îðãàí³çì³â, çäåá³ëüøî ãî âè êî íó þòü íà ìî äåëüí³é
ðîñ ëèí³ Arabidopsis thaliana òà íà ñ³ëüñüêî ãîñ ïî -
äàðñü êèõ êóëü òó ðàõ [12]. Äîñë³äæåí íÿ ìå õàí³çì³â
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ñò³éêîñò³ ðîñ ëèí ç òðè âà ëèì æèòòºâèì öèê ëîì, äî
ÿêèõ íà ëå æàòü äå ðåâí³ ïî ðî äè, º íå ñèñ òå ìà òè÷ íè -
ìè [13]. Íå ùî äàâ íî íà ìè âïåð øå î÷è ùå íî äå ôåí -
çèí ç ïðî ðîñòê³â ñî ñíè çâè ÷àé íî¿, ÿêèé áó ëî íà çâà -
íî PsDef1 (Pinus sylvestris äå ôåí çèí 1), òà äîñë³äæå -
íî éî ãî àí òè ôóí ãàëüí³ âëàñ òè âîñò³ [14, 15]. Ç³
ñòâî ðå íî¿ íà ìè á³áë³îò å êè êÄÍÊ ñå ìè äåí íèõ ïðî -
ðîñòê³â ñî ñíè çâè ÷àé íî¿ âïåð øå ³äåí òèô³êî âà íî
êÄÍÊ PsDef1 (Acc. No. EF455616), ùî äîç âî ëè ëî
ðîç ðà õó âà òè àì³íî êèñ ëîò íó ïî ñë³äîâí³ñòü äå ôåí -
çè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿ ³ ïðî âåñ òè ïîð³âíÿëü íèé
àíàë³ç éîãî ïåðâèííî¿ ñòðóêòóðè òà âëàñòèâîñòåé ç
ïðåä ñòàâ íèêàìè ð³çíèõ ãðóï ðîñëèííèõ äåôåíçèí³â 
[16, 17]. 

Îäí³ºþ ç óìîâ ïîä àëü øî ãî âñåá³÷íî ãî âèâ ÷åí íÿ 
ìî ëå êó ëÿð íèõ ìå õàí³çì³â ³íã³áóþ÷î¿ ä³¿ ðîñ ëèí íèõ 
äå ôåí çèí³â íà ô³òî ïà òî ãåíí³ ãðè áè òà ðîë³ äå ôåí -
çè íó 1 ó çà õèñò³ õâîé íèõ äå ðåâ íèõ ïîð³ä â³ä ô³òî -
çàõ âî ðþ âàíü º íà ÿâí³ñòü á³ëêà ó ïðå ïà ðà òèâí³é
ê³ëüêîñò³ òà ñïå öèô³÷íèõ àí òèò³ë. Âè ñî êèé âèõ³ä
ïåâ íî ãî á³ëêà ìîæ íà îò ðè ìà òè çà ðà õó íîê éî ãî
åêñïðåñ³¿ ó ïðî êàð³îòí³é ñèñ òåì³ â êë³òè íàõ
Escherichia coli. Êëî íó âàí íÿ íà ìè çð³ëî¿ ôîð ìè äå -
ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿ â³äêðè ëî ìîæ ëèâ³ñòü
îäåð æàí íÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà òà äîñë³äæåí íÿ
éî ãî ôóíêö³îíàëü íèõ âëàñ òè âîñ òåé, ðåçóëüòàòè
ðåàë³çàö³¿ öüîãî çàâäàííÿ íàâåäåíî ó äàí³é
ïóáë³êàö³¿.

Ìà òåð³àëè ³ ìå òî äè.  Äëÿ êëî íó âàí íÿ òà
åêñïðåñ³¿ ðå êîìá³íà íòíèõ á³ëê³â ó êë³òè íàõ E. coli
âè êî ðèñ òà íî ïëàçì³äó pET42à(+) («Novagen»,
ÑØÀ) òà øòà ìè áàê òåð³é E. coli XL-1-Blue ³
BL21(DE3). Êóëü òó ðè ô³òî ïà òî ãåí íèõ ãðèá³â
Fusarium oxysporum ÓÊÌ F-52897, F. solani ÓÊÌ
F-50639, Botrytis cinerea ÓÊÌ F-16753, Alternaria
alternatà ÓÊÌ F-16752 ³ ô³òî ïà òî ãåí íî¿ áàê òåð³¿
Erwinia carotovora ÓÊÌ Â-1075 ëþá ’ÿç íî íàä à íî
²íñòè òó òîì ì³êðîá³îëîã³¿ ³ â³ðó ñî ëîã³¿ ³ì. Ä. Ê. Çà -
áî ëîò íî ãî ÍÀÍ Óêðà¿ íè. Êóëü òó ðó íå êðîò ðîô íî ãî
ãðè áà Heterobasidion annosum ëþá ’ÿç íî íàä à íî
Â. Î. Êðà ìàð öåì (ÍËÒÓ Óêðà¿ íè). Êóëü òó ðó
îîì³öå òó Pythium dimorphum îò ðè ìà íî ç ²íñòè òó òó
ë³ñî âèõ äîñë³äæåíü («IBL», Ïîëü ùà).

Êëî íó âàí íÿ êÄÍÊ çð³ëî¿ ôîð ìè äå ôåí çè íó 1 ñî -
ñíè çâè ÷àé íî¿. êÄÍÊ çð³ëî¿ ôîð ìè (îñíîâ íî ãî äî -
ìå íó) äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè (mPsDef1) êëî íó âà ëè çà

äîïîìîãîþ âåê òîðà pET42à(+) ó êë³òèíàõ E. coli
øòà ìó XL-1 Blue. Ôðàã ìåíò ÄÍÊ, ÿêèé êî äóº
mPsDef1, îò ðè ìà íî â ïîë³ìå ðàç íî-ëàí öþ ãîâ³é
ðåàêö³¿ (ÏËÐ) ç âè êî ðèñ òàí íÿì ÿê ìàò ðèö³ ðå -
êîìá³íà íòíî ãî âåê òî ðà pET23d/PsDef1. 

Ïðÿ ìèì ïðàé ìå ðîì ñëó ãó âàâ ÑR765 (5'-CCAT
TCCATGGGAATGTGCAAAACCCCGAG-3'), ÿêèé 
ì³ñòèâ íóê ëå î òèäí³ ïî ñë³äîâ íîñò³ äëÿ åí äî íóê ëå à -
çè ðåñ òðèêö³¿ NcoI, äâîõ äî äàò êî âèõ àì³íî êèñ ëîò
Met ³ Gly çàì³ñòü Arg òà N-ê³íöå âî ãî ôðàã ìåí òà
çð³ëî¿ ôîð ìè äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè. 

Çâî ðîò íèé ïðàé ìåð CR764 (5'-CATGAG
AATTCTCAAGGGCAGGGTTTGTA-3') âêëþ ÷àâ
ïî ñë³äîâí³ñò³ äëÿ åí äî íóê ëå à çè ðåñ òðèêö³¿ EcoRI,
ñòîï-êî äî íó òà 3'-ê³íöåâîãî êîäóþ÷îãî ôðàãìåíòa
âèùåçàçíà÷åíîãî êëîíó. Óìîâè ÏËÐ íàâåäåíî ó
ðîáîò³ [17].

Ïðî äóê òè ÏËÐ àíàë³çó âà ëè â 1,5 %-ìó àãà ðîç -
íî ìó ãåë³ â òðèñ-áî ðàò íî ìó áó ôåð³, pH 8,3 (50 ìM
òðèñ-Í3ÂÎ3, 2 ìÌ ÅÄÒÀ) çà íà ïðó ãè 20 Âò/ñì2.
Àìïë³ô³êî âà íèé ïðî äóêò åëþ þ âà ëè ç ãå ëþ çà äî ïî -
ìî ãîþ íà áî ðó ô³ðìè «Qiagen» (ÑØÀ). Îòðè ìà íó
ÄÍÊ ³ âåê òîð pET42à(+) ã³äðîë³çó âà ëè ðåñ òðèê òà çà -
ìè NcoI/EcoRI. ÄÍÊ îñàä æó âà ëè çà ñòàí äàð òíîþ
ìå òî äè êîþ [18]. Äëÿ çøè âàí íÿ ðåñ òðèê òî âà íèõ
ôðàã ìåíò³â ÄÍÊ âè êî ðèñ òà ëè ÄÍÊ-ë³ãà çó ôà ãà Ò4
(«Fermentas», Ëèò âà). Ë³ãàç íîþ ñóì³øøþ òðàíñ -
ôîð ìó âà ëè êë³òè íè E. coli øòàìó XL-1 Blue.

Íà ÿâí³ñòü âñòàâ êè ó âåê òîð³ âèç íà ÷à ëè ðåñ -
òðèêö³ºþ åí äî íóê ëå à çà ìè XhoI òà EcoRI ³ ÏËÐ ç
ïðàé ìå ðà ìè CR765 òà CR764. Íóê ëå î òèä íó ïî -
ñë³äîâí³ñòü êëî íî âà íèõ ôðàã ìåíò³â îò ðè ìà íî çà
äî ïî ìî ãîþ àâ òî ìà òè÷ íî ãî ÄÍÊ-ñåê âå íà òî ðà ABI
73TM.

Åêñïðåñ³ÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè â 
áàê òåð³àëüí³é ñèñ òåì³ E. coli. Êë³òè íè E. coli øòà -
ìó BL21(DE3), òðàíñ ôîð ìî âàí³ âåê òî ðîì
pET42à/mPsDef1, íà ðî ùó âà ëè â ñå ðå äî âèù³ LB çà
ïðè ñóò íîñò³ êà íàì³öè íó (50 ìêã/ìë) ³ òåì ïå ðà òó ðè
37 îC ïðè ³íòåí ñèâ íî ìó ïå ðåì³øó âàíí³ (220–
250 îá/õâ) äî äî ñÿã íåí íÿ îïòè÷ íî¿ ãóñ òè íè À600 =
= 0,6. Äëÿ ³íäóêö³¿ åêñïðåñ³¿ ðå êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà
äî ñóñ ïåíç³¿ êë³òèí äî äà âà ëè ðîç ÷èí ³çîï -
pîï³ë-b-ò³îãà ëàê òî çè äó (²ÏÒÃ) äî ê³íöå âî¿ êîí öåí -
òðàö³¿ 0,4 ìÌ. Ï³ñëÿ ³íêó áàö³¿ ïðî òÿ ãîì äî äàò êî âèõ 
2 ãîä êë³òè íè çáè ðà ëè öåí òðè ôó ãó âàí íÿì ïðè
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4000 g óïðî äîâæ 20 õâ, îñàä ïðî ìè âà ëè îõî ëîä æå -
íèì ÇÔÐ, çà ìî ðî æó âà ëè òà çáåð³ãà ëè ïðè t = –70 îC. 

Î÷è ùåí íÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî PsDef1, êîí ’þ ãî âà -
íî ãî ç ãëó òàò³îí-S-òðàíñ ôå ðà çîþ (GST), íà
àô³ííî ìó ñî ðáåíò³. Âñ³ åòà ïè î÷è ùåí íÿ çä³éñíþ -
âà ëè çà t = 4 îÑ. Êë³òèíí³ îñà äè (~2,5 ã) ðå ñóñ ïåí äó -
âà ëè òà ë³çó âà ëè â 15 ìë áó ôåða òà êî ãî ñêëà äó (À):
10 ìM òðèñ-ÍCl, ðÍ 7,5, 150 ìM NaCl, 50 ìÌ NaF,
5 ìM ÅÄÒÀ, 1 %-é òðè òîí Õ-100, 1 ìÌ ÔÌÑÔ çà
ïðè ñóò íîñò³ «êîê òåéëþ» ³íã³á³òîð³â ïðî òå¿ íàç
(«Roche», Ôðàíö³ÿ). Êë³òè íè ðóé íó âà ëè ìå -
õàí³÷íèì ðîç òè ðàí íÿì ó ãî ìî ãåí³çà òîð³, îò ðè ìà -
íèé ë³çàò öåí òðè ôó ãó âà ëè ïðè 17000 g ïðî òÿ ãîì
20 õâ. Äî íàä îñà äî âî¿ ð³äè íè äî äà âà ëè 50 %-âó ñóñ -
ïåíç³þ ãëó òàò³îí-ñå ôà ðî çè («Amersham», Âå ëè êà
Áðè òàí³ÿ), çð³âíî âà æå íó áó ôå ðîì À, òà ³íêó áó âà ëè
ïðî òÿ ãîì 2 ãîä ïðè ïå ðåì³øó âàíí³. Ãëó òàò³îí-ñå -
ôà ðî çó ³íòåí ñèâ íî ïðî ìè âà ëè 50 ìM òðèñ-ÍCl, ðÍ
7,5, 150 ìM NaCl ç 0,05 % Òâ³í-20 òðè÷³ ïî 5 õâ ³ ùå
äâ³÷³ – 50 ìÌ òðèñ-ÍCl, ðÍ 8,0. 

Á³ëêè åëþ þ âà ëè ç àô³ííî ãî ñî ðáåí òó 50 ìÌ
ðîç ÷è íîì â³äíîâ ëå íî ãî ãëó òàò³îíó â 50 ìÌ
òðèñ-ÍCl, ðÍ 8,0, 150 ìM NaCl ïðè ïå ðåì³øó âàíí³
ïðî òÿ ãîì 5 õâ. Ãëó òàò³îí-ñå ôà ðî çó îñàä æó âà ëè
öåí òðè ôó ãó âàí íÿì ïðè 3000 îá/õâ óïðî äîâæ 1 õâ.
Âêà çà íó îïå ðàö³þ ïî âòî ðþ âà ëè òðè÷³. Îäåð æàí³
åëþ à òè îá’ºäíó âà ëè, äëÿ âè äà ëåí íÿ ãëó òàò³îíó
ä³àë³çó âà ëè ïðî òè áó ôå ðà, ùî ì³ñòèâ 20 ìM
òðèñ-ÍCl, ðÍ 7,5, 150 ìM NaCl, 1 ìÌ ÄÒÒ. Âèì³ðþ -
âà ëè êîí öåí òðàö³þ GST-êîí ’þ ãî âà íèõ á³ëê³â çà
Áðåä ôîð äîì. Çáåð³ãà ëè ïðè t –20 îÑ çà ïðè ñóò íîñò³
50 % ãë³öå ðè íó.

Îòðè ìàí íÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî PsDef1. Äëÿ âè -
îê ðåì ëåí íÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè
çâè ÷àé íî¿ (ðåêPsDef1) ³ç õè ìåð íî ãî ïîë³ïåï òè äó
GST-PsDef1 âè êî ðèñ òà íî ôàê òîð Õà («Sigma»,
ÑØÀ). Ïðî òå îë³çó ï³ääà âà ëè GST-êîí ’þ ãî âà íèé
á³ëîê, ñî ðáî âà íèé íà ãëó òàò³îí-ñå ôà ðîç³, çð³âíî âà -
æåí³é áó ôå ðîì, ùî ì³ñòèâ 50 ìM òðèñ-ÍCl, ðÍ 8,0,
100 ìM NaCl, 2 ìÌ ÑàÑ12. Ôàê òîð Õà äî äà âà ëè äî
ñóñ ïåíç³¿ ñî ðáåí òó â ê³ëüêîñò³ 2 ìêã íà 100 ìêã
á³ëêà. Ðå àêö³þ ïðî âî äè ëè çà ê³ìíàò íî¿ òåì ïå ðà òó -
ðè óïðî äîâæ 5 ãîä ïðè ïå ðåì³øó âàíí³. Ñîð áåíò
îñàä æó âà ëè öåí òðè ôó ãó âàí íÿì ïðè 3000 îá/õâ ïðî -
òÿ ãîì 1 õâ. Íà äî ñà äî âó ð³äè íó â³äáè ðà ëè ³ íà íî ñè -
ëè íà êî ëîí êó äëÿ óëüòðà öåí òðè ôó ãó âàí íÿ

Centricon YM 30 («Millipore», ÑØÀ), öåí òðè ôó ãó -
âà ëè ïðî òÿ ãîì 20 õâ ïðè 10000 g. Ô³ëüòðàò çáè ðà ëè, 
âèì³ðþ âà ëè êîí öåí òðàö³þ á³ëêà çà Áðåä ôîð äîì ³
àíàë³çó âà ëè DS-Na-åëåê òðî ôî ðå çîì ó 15 %-ìó
ÏÀÀÃ ó òðèñ-òðè öè íîâ³é áó ôåðí³é ñèñ òåì³ [19].

Âèç íà ÷åí íÿ àí òèì³êðîá íî¿ àê òèâ íîñò³ ïðå ïà -
ðà òó ðå êîìá³íà íòíî ãî äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé -
íî¿. Äëÿ äîñë³äæåí íÿ àê òèâ íîñò³ ïðå ïà ðà òó ðå -
êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà ïðî òè ô³òî ïà òî ãåí íèõ ãðèá³â
øìà òî÷ êè ì³öåë³þ ãðè áà ïîì³ùà ëè â öåíòð ÷àø êè
Ïåòð³ (ä³àìåò ðîì 90  ́15 ìì) ç 1,8 %-ì êàð òîï ëÿ -
íî-äå êñòðîç íèì àãà ðîì. Êî ëè ä³àìåòð êî ëîí³¿ ãðè áà 
ñÿ ãàâ 3 ñì, ñòå ðèëüí³ äèñ êè ç ô³ëüòðó âàëü íî ãî ïà ïå -
ðó ïîì³ùà ëè íà àãàð íà â³äñòàí³ 0,5 ñì â³ä êðàþ êî -
ëîí³¿. Àë³êâî òè (100 ìêë) ç ð³çíîþ êîí öåí òðàö³ºþ
á³ëêà íà íî ñè ëè íà ïà ïå ðîâ³ äèñ êè. ßê êîí òðîëü âè -
êî ðèñ òî âó âà ëè äèñ òèëü î âà íó âî äó. ×àø êè ³íêó áó -
âà ëè çà t = 23 îÑ, äî êè ì³öåë³é íå îõîï ëþ âàâ äèñ êè ç
êîí òðîëü íèì ðîç ÷è íîì ³ íå ôîð ìó âà ëè ñÿ çî íè
³íã³áó âàí íÿ á³ëÿ äèñê³â ç ðîç ÷è íà ìè á³ëê³â.

Ê³ëüê³ñíó îö³íêó àí òè ôóí ãàëü íî¿ àê òèâ íîñò³
äå ôåí çè íó ñî ñíè ïðî âî äè ëè çã³äíî ç ðî áî òîþ [20].
Ñïî ðè âèä³ëÿ ëè ³ç ñïî ðî ëþ þ ÷èõ êóëü òóð ãðèá³â,
ÿê³ âè ðî ùó âà ëè íà 1,8 %-ìó êàð òîï ëÿ íî-äå êñòðîç -
íî ìó àãàð³. Ñóñ ïåíç³þ ñïîð ô³ëüòðó âà ëè ÷å ðåç
ïîäâ³éíèé øàð ñòå ðèëü íî¿ ìàðë³. Â ëóí êè
96-êîì³ðêî âî ãî ñòå ðèëü íî ãî ïëàí øå òà äî äà âà ëè ïî 
80 ìêë ñóñ ïåíç³¿ ñïîð (2×104 ñïîð â 1 ìë) ó êàð òîï ëÿ -
íî-äå êñòðîçí³é áðàæö³ òà ïî 20 ìêë ñòå ðèëü íî ãî
ðîç ÷è íó äå ôåí çè íó ð³çíî¿ êîí öåí òðàö³¿ (0,2; 0,5; 1;
5; 10 ìêã/ìë). Ïëàí øå òè ³íêó áó âà ëè â òåì íîò³ çà
òåì ïå ðà òó ðè 23 îÑ. Êîí òðîëü íà ïðî áà ì³ñòè ëà
20 ìêë ñòå ðèëü íî¿ äèñ òèëü î âà íî¿ âî äè. ×å ðåç 48 ãîä 
âèì³ðþ âà ëè îïòè÷ íó ãóñ òè íó ñóñ ïåíç³¿ â êîæí³é
êîì³ðö³ ïðè 595 íì.

Ðå çóëü òà òè ³ îá ãî âî ðåí íÿ. Îäí³ºþ ç õà ðàê òåð -
íèõ îñîá ëè âîñ òåé ðîñ ëèí íèõ äå ôåí çèí³â º íà -
ÿâí³ñòü ñèã íàëü íî ãî ïåï òè äó, ÿêèé â³äùåï ëþºòüñÿ
ïðè ïðî öå ñèí ãó á³ëêà [3]. Îòðè ìà íà íà ìè êÄÍÊ
PsDef1 êî äóº á³ëîê, ÿêèé ñêëà äàºòüñÿ ç 83 àì³íî êèñ -
ëîò íèõ çà ëèøê³â (à. ç.): 33 – ç íèõ âõî äÿòü äî ñêëà äó 
N-ê³íöå âî ãî ñèã íàëü íî ãî ïåï òè äó, à 50 –
óòâîðþþòü îñíîâíèé äîìåí äåôåíçèíó. 

Äëÿ åêñïðåñ³¿ ðå êîìá³íà íòíî ãî äå ôåí çè íó íà ìè 
îá ðà íî áàê òåð³àëü íó ñèñ òå ìó E. coli, çâà æà þ ÷è íà
òå, ùî âî íà º åêî íîì³÷íî âèã³äíîþ ³ äîç âî ëÿº øâèä -
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êî îò ðè ìà òè á³ëîê ó ïðå ïà ðà òèâí³é ê³ëüêîñò³.
Îñê³ëüêè ç íèç êè ðîá³ò â³äî ìî, ùî â ïðî êàð³îòí³é
ñèñ òåì³ åóêàð³îò íà ñèã íàëü íà ïî ñë³äîâí³ñòü íå
óï³çíàºòüñÿ [21, 22], ìè êëî íó âàëè ôðàã ìåíò ÄÍÊ,
ÿêèé êîäóº çð³ëó ôîðìó PsDef1.

êÄÍÊ mPsDef1 îò ðè ìà íî â ÏËÐ íà ìàò ðèö³
êÄÍÊ PsDef1 çà ïðè ñóò íîñò³ ñïå öèô³÷íèõ ïðàé -
ìåð³â. Åëåê òðî ôî ðå òè÷ íèé àíàë³ç ïðî äóêò³â ÏËÐ
âè ÿ âèâ íà ÿâí³ñòü àìïë³ô³êî âà íî¿ ÄÍÊ â³äïîâ³äíî¿
äîâ æè íè – 174 ï. í. (ðèñ. 1, à). Àìïë³ô³êî âà íèé
ïðî äóêò êëî íó âà ëè ó âåê òîð pET42à(+), ÿêèì
òðàíñ ôîð ìó âà ëè êë³òè íè E. coli øòà ìó XL-1 Blue.
ÏËÐ ç â³äïîâ³äíè ìè ïðàé ìå ðà ìè (ðèñ. 1, á) òà ðåñ -
òðèêö³éíèì àíàë³çîì ç âè êî ðèñ òàí íÿì åí äî íóê ëå àç 

NcoI òà XhoI ï³äòâåð äæå íî íà ÿâí³ñòü êëî íî âà íî ãî
ôðàã ìåí òà ó ÷î òèðü îõ ³ç øåñ òè êëîí³â (ðèñ. 1, â). Ðå -
êîìá³íà íòíèé âåê òîð pET-42a/mPsDef1 ïðî ñåê âå -
íî âà íî äëÿ ïå ðåâ³ðêè íà â³äïîâ³äí³ñòü íóê ëå î -
òèäí³é ïî ñë³äîâ íîñò³ äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè òà çã³äíî ç
ðåçóëüòàòàìè â³ä³áðàíî êëîí, ÿêèé âèêîðèñòàíî â
ïîäàëüø³é ðîáîò³.

Ðå êîìá³íà íòíèì âåê òî ðîì åêñïðåñ³¿
pET42a/mPsDef1 òðàíñ ôîð ìó âà ëè êë³òè íè E. coli
øòà ìó BL21(DE3), ïà ðà ëåëü íî ïðî âî äè ëè òðàíñ -
ôîð ìàö³þ êë³òèí âåê òî ðîì áåç êëî íî âà íî ãî ôðàã -
ìåí òà. Ðå çèñ òåíòí³ äî êà íàì³öè íó òðàíñ ôîð ìàí òè
ïå ðåâ³ðÿ ëè íà çäàòí³ñòü äî ñèí òå çó ðå êîìá³íà íòíèõ 
á³ëê³â çà ïðè ñóò íîñò³ 1 ìÌ ²ÏÒÃ. Àíàë³ç åëåê òðî -
ôî ðå òè÷ íèõ ñïåêòð³â ë³çàò³â ³íäó êî âà íèõ êë³òèí,
òðàíñ ôîð ìî âà íèõ âåê òî ðîì ç êÄÍÊ mPsDef1, ïî êà -
çàâ íà ÿâí³ñòü ðå êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà î÷³êó âà íî¿ ìî -
ëå êó ëÿð íî¿ ìà ñè – ~ 35,5 êÄà (ðèñ. 2) ÿê ó ôðàêö³¿
ñó ìàð íèõ á³ëê³â, òàê ³ ñå ðåä òðè òîí-ðîç ÷èí íèõ
á³ëê³â, äå éî ãî âì³ñò ñòà íî âèâ á³ëÿ 15 %. Îêð³ì öüî -
ãî, âè ÿâ ëå íî ïðè ñóòí³ñòü GST-PsDef1 ó ôðàêö³¿ äå -
òåð ãåíò-íå ðîç ÷èí íèõ á³ëê³â.

Îñê³ëüêè ïî êà çà íî, ùî ñèí òå çî âà íèé á³ëîê ìî -
æå íà êî ïè ÷ó âà òè ñÿ ³ â ðîç ÷èí íî ìó ñòàí³, ³ ó âèã ëÿä³
ò³ëåöü âêëþ ÷åí íÿ, ìè îïòèì³çó âà ëè óìî âè êóëü òè -
âó âàí íÿ äëÿ äî ñÿã íåí íÿ ìàê ñè ìàëü íî ãî ð³âíÿ ïðî -
äóê òèâ íîñò³ ñèí òå çó òðè òîí-ðîç ÷èí íî ãî ðå -
êîìá³íà íòíî ãî äå ôåí çè íó. Äîñë³äæåí íÿì âïëè âó
òåì ïå ðà òóð íî ãî ðå æè ìó íà âì³ñò ðîç ÷èí íî ãî
GST-PsDef1 âèç íà ÷å íî, ùî îïòè ìàëü íîþ òåì ïå ðà -
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Ðèñ. 1. Êëî íó âàí íÿ ôðàã ìåí òà ÄÍÊ, ÿêèé êîäóº 
çð³ëó ôîð ìó äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿ (à:
1 – ïðî äóê òè ÏËÐ, îäåð æàí³ àìïë³ô³êàö³ºþ
êÄÍÊ PsDef1; Ì – 1 kb Plus DNA Ladder
«GibñoBRL»; á: 1 – àíàë³ç ïëàçì³äè pET42a/
mPsDef1  çà äî ïî ìî ãîþ ÏËÐ; Ì –1 kb DNA
Ladder «Fermentas»; â: 1–6 – ðåñ òðèêö³éíèé
àíàë³ç ïëàçì³äè pET42a/mPsDef1 åí äî íóê ëå à -
çà ìè XhoI i NcoI; Ì – 1 kb DNA Ladder
«Fermentas»)

Ðèñ. 2. Åëåê òðî ôî ðåã ðà ìà ðå çóëü òàò³â åêñïðåñ³¿ GST-PsDef1 ó
êë³òè íàõ E. coli øòà ìó BL21(DE3): 1–4 – ôðàêö³¿ ñó ìàð íèõ
á³ëê³â êë³òèí; 5–8 – ôðàêö³¿ òðè òîí-ðîç ÷èí íèõ á³ëê³â; 1, 2, 5, 6  – 
êóëü òó ðè áåç ³íäó êó âàí íÿ åêñïðåñ³¿; 3, 4, 7, 8 – êë³òèíè ÷å ðåç
2 ãîä ï³ñëÿ ³íäó êó âàí íÿ åêñïðåñ³¿ ²ÏÒÃ; 1, 3, 5, 7 – êë³òèíè,
òðàíñ ôîð ìî âàí³ âåê òî ðîì áåç âñòàâ êè; 2, 4, 6, 8 – êë³òèíè,
òðàíñ ôîð ìî âàí³ ðå êîìá³íà íòíèì âåê òî ðîì; Ì – ìàð êå ðè ìî ëå -
êó ëÿð íî¿ ìàñè. Ê³ëüê³ñòü á³ëêà íà êîæí³é ç äîð³æîê åêâ³âà ëåí -
òíà 100 ìêë ñóñ ïåíç³¿ êë³òèí



òó ðîþ äëÿ íà ðî ùó âàí íÿ ³íäó êî âà íèõ êë³òèí E. coli
º 37 îÑ, çíè æåí íÿ ¿¿ äî 28–30 îÑ, ùî ÷àñ òî âè êî ðèñ -
òî âóºòüñÿ äëÿ êî ðåê òíî ãî óêëà äàí íÿ ïîë³ïåï òèä íî -
ãî ëàí öþ ãà ðå êîìá³íà íòíî ãî ïðî äóê òó, ïðè çâî äèòü
äî ñóòòºâî ãî çìåíü øåí íÿ êîí öåí òðàö³¿ òðè òîí-ðîç -
÷èí íî ãî ðå êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà. Òàêèé æå åôåêò
ñïîñ òåð³ãà ëè ïðè çá³ëüøåíí³ òðè âà ëîñò³ êóëü òè âó -
âàí íÿ. Íà ìè âñòà íîâ ëå íî, ùî íà éá³ëüøèé âèõ³ä
GST-PsDef1 ó ðîç ÷èí íî ìó ñòàí³ äî ñÿ ãàºòüñÿ ïðè
êóëü òè âó âàíí³ êë³òèí E. coli ïðî òÿ ãîì 2 ãîä çà òåì -
ïå ðà òó ðè 37 îÑ ³ êîí öåí òðàö³¿ ²ÏÒÃ 0,4 ìÌ.

Âè êî ðèñ òàí íÿ âåê òî ðà åêñïðåñ³¿ pET42à ïå ðåä-
áà ÷à ëî îò ðè ìàí íÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî PsDef1, çëè òî -
ãî ç GST, òî ìó ïîä àëü øå éî ãî àô³ííå î÷è ùåí íÿ
ïðî âî äè ëè íà ãëó òàò³îí-ñå ôà ðîç³. ßê âèä íî ç ðèñ. 3, 
à, â åëåê òðî ôî ðå òè÷ íî ìó ñïåêòð³ àô³ííî î÷è ùå íèõ
ïðå ïà ðàò³â GST ³ GST-ÐsDef1, îêð³ì ìà æîð íèõ
á³ëê³â, ïðè ñóòí³ ì³íîðí³ ñìó ãè äåê³ëüêîõ á³ëê³â,
ñïåê òðè ÿêèõ ïîä³áí³ â îá îõ çðàç êàõ. Ùîá â³äêè íó -
òè â³ðîã³äí³ñòü íå ñïå öèô³÷íî¿ ñî ðáö³¿ á³ëê³â ç
ë³çàò³â áàê òåð³é íà ãëó òàò³îí-ñå ôà ðîç³, ìè ïðî âå ëè
³íêó áàö³þ ñî ðáåí òó ç òðè òîí-ðîç ÷èí íè ìè á³ëêà ìè
íå³íäó êî âà íèõ êë³òèí ³, ÿê âèä íî ç ðèñ. 3, á (äîð³æêà 
3), òà êèõ á³ëê³â íå âè ÿâ ëå íî. Íà êî ðèñòü òî ãî, ùî
ì³íîðí³ ñìó ãè íå º á³ëêàìè – ïàð òíåðàìè ðå -
êîìá³íà íòíèõ á³ëê³â, ñâ³ä÷àòü òàê³ ôàê òè: äîì³øêè
íå óñó âà ëèñü ïðî ìè âàí íÿì ñî ðáåí òó 0,5 Ì NaCl,

åëþ âà ëè ñÿ ç ãëó òàò³îí-ñå ôà ðî çè 50 ìÌ â³äíîâ ëå -
íèì ãëó òàò³îíîì ðàç îì ç ìà æîð íèì á³ëêîì ³, ÿê
âèï ëè âàº ç³ ñïåêòð³â òðè òîí-ðîç ÷èí íèõ á³ëê³â (ðèñ.
3, á, äîð³æêè 1 ³ 2), â³äïîâ³äí³ ñìó ãè ç’ÿâ ëÿ þòü ñÿ
ï³ñëÿ ³íäóêö³¿ åêñïðåñ³¿ ðå êîìá³íà íòíèõ á³ëê³â.
Ìîæ íà ïðè ïóñ òè òè, ùî ì³íîðí³ á³ëêè – öå ïðî äóê -
òè àáî äåã ðà äàö³¿, àáî íå ïîâ íî¿ òðàíñ ëÿö³¿
GST-ÐsDef1. Àô³ííî î÷è ùå íèé íà ãëó òàò³îí-ñå ôà -
ðîç³ ïðå ïà ðàò ðå êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà âêëþ ÷àº á³ëÿ
75 % GST-ÐsDef1. 

Îòðè ìà íèé íà ìè ðå êîìá³íà íòíèé á³ëîê
GST-ÐsDef1 ç ìî ëå êó ëÿð íîþ ìà ñîþ ~ 35,5 êÄà
ì³ñòèòü ó ñâîºìó ñêëàä³, êð³ì àì³íî êèñ ëîò íî¿ ïî -
ñë³äîâ íîñò³ çð³ëî¿ ôîð ìè äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè -
÷àé íî¿ (51 à. ç.), òà êîæ 220 à. ç. GST ³ ä³ëÿí êó ç äî -
äàò êî âèõ 58 à. ç. Êî íñòðóêö³ÿ ïëàçì³äè pET42à ïå -
ðå äáà ÷àº âè äà ëåí íÿ ôðàã ìåí òà, ÿêèé êî äóºòüñÿ
âåê òî ðîì, ó âèã ëÿä³ á³ëêà, çëè òî ãî ç GST, ïðè ïðî -
òå îë³òè÷ íî ìó ðîç ùåï ëåíí³ ðå êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà
ôàê òî ðîì Õà. Ôàê òîð Õà – öå ñå ðè íî âà ïðî òå¿ íà çà,
ÿêà ðîçï³çíàº ³ ã³äðîë³çóº ï³ñëÿ ñïå öèô³÷íî¿ àì³íî -
êèñ ëîò íî¿ ïî ñë³äîâ íîñò³ Ile Glu Gly Arg. Îñê³ëüêè
ôðàã ìåíò êÄÍÊ ÐsDef1 êëî íî âà íî ïî öåí òðàõ ðåñ -
òðèêö³éíèõ åí äî íóê ëå àç NcoI òà EcoRI, òî
âíàñë³äîê ã³äðîë³çó ã³áðèä íî ãî á³ëêà ö³ºþ ïðî òå¿ -
íà çîþ ìè á îò ðè ìà ëè ðåêÐsDef1, ÿêèé áè ñêëà äàâ ñÿ
ç 52 à. ç.: 49 à. ç. â³äïîâ³äíî¿ ïî ñë³äîâ íîñò³ êÄÍÊ,
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Ðèñ. 3. Îòðè ìàí íÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿ ç ë³çàò³â êë³òèí E. coli BL21(DE3): à – î÷è ùåí íÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî 
GST-PsDef1 íà àô³ííî ìó ñî ðáåíò³ (1, 2 – ôðàêö³¿ òðè òîí-ðîç ÷èí íèõ á³ëê³â êë³òèí, òðàíñ ôîð ìî âà íèõ âåê òî ðà ìè pET42à òà
pET42à-ÐsDef1 â³äïîâ³äíî; 3 – ïðå ïà ðàò GST; 4 – ïðå ïà ðàò GST-ÐsDef1); á: 1, 2 – òðè òîí-ðîç ÷èíí³ á³ëêè áàê òåð³é, òðàíñ ôîð ìî âà -
íèõ âåê òî ðîì pET42à/mDef1 äî ³íäóêö³¿ ñèí òå çó á³ëêà ³ íà 3-þ ãîä ï³ñëÿ ³íäóêö³¿ åêñïðåñ³¿ ðå êîìá³íà íòíèõ á³ëê³â ²ÏÒÃ â³äïîâ³äíî;
3, 4 – á³ëêè, ñî ðáî âàí³ íà ãëó òàò³îí-ñå ôà ðîç³ ç ë³çàò³â íå³íäó êî âà íèõ òà ³íäó êî âà íèõ êë³òèí â³äïîâ³äíî (åëåê òðî ôî ðåç á³ëê³â ó
12 %-ìó ÏÀÀÃ ó ñèñ òåì³ Ëåìë³); â: åëåê òðî ôî ðåã ðà ìà ïðî òå îë³òè÷ íî ãî ðîç ùåï ëåí íÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà GST-ÐsDef1 ôàê òî ðîì 
Õà (1, 2 – á³ëêè, ³ììîá³ë³çî âàí³ íà ãëó òàò³îí-ñå ôà ðîç³, äî ³ ï³ñëÿ ïðî òå îë³çó â³äïîâ³äíî; 3 – ïðå ïà ðàò ðåêÐsDef1). Ðîçä³ëåí íÿ â
15 %-ìó DS-Na-ÏÀÀÃ ó òðèñ-òðè öè íîâ³é áó ôåðí³é ñèñ òåì³; çà áàð âëåí íÿ êó ìàñ³ G-250



ãë³öèí (çà ðà õó íîê êî äî íó âåê òî ðà), ñêëàä
îë³ãîíóêëåîòèäíî¿ çàòðàâêè âèçíà÷èâ äîäàòêîâèé
ìåò³îí³í ³ ãë³öèí çàì³ñòü àðã³í³íó.

Íà ìè äîñë³äæå íî äâà âàð³àí òè ïðî òå îë³òè÷ íî ãî 
ðîç ùåï ëåí íÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî ÐsDef1, çëè òî ãî ç
GST: à) ðå àêö³ÿ â³äáó âà ëà ñÿ ó ðîç ÷èí³ àô³ííî î÷è -
ùå íèõ íà ãëó òàò³îí-ñå ôà ðîç³ á³ëê³â, GST-á³ëêîâ³
ôðàã ìåí òè âè äà ëÿ ëè ðåõ ðî ìà òîã ðàô³ºþ, ôåð ìåíò
â³äîê ðåì ëþ âà ëè â³ä ö³ëüî âî ãî á³ëêà óëüòðà öåí òðè -
ôó ãó âàí íÿì ç âè êî ðèñ òàí íÿì Centricon YM 30
(«Millipore»); á) ïðî òå îë³ç ïðî âî äè ëè íà ñî ðáåíò³ –
ôàê òîð Õà äî äà âà ëè äî ñóñ ïåíç³¿ ãëó òàò³îí-ñå ôà ðî -
çè ç ³ììîá³ë³çî âà íèì ðå êîìá³íà íòíèì á³ëêîì, ó
õîä³ ðå àêö³¿ ö³ëüî âèé á³ëîê ïå ðå õî äèâ ó ðîç ÷èí,
ïðî òå¿ íà çó âè äà ëÿ ëè, ÿê ³ â ïåð øî ìó âàð³àíò³.
Åêñïå ðè ìåí òàëü íî ïîð³âíÿâ øè îá èä âà âàð³àí òè,
ìè â³ääàëè ïåðåâàãó äðóãîìó ÷åðåç éîãî øâèäê³ñòü, 
åêîíîìí³ñòü ³ á³ëüøèé âèõ³ä ö³ëüîâîãî á³ëêà.

Ê³ëüê³ñòü ôàê òî ðà Õà áðà ëè ç ðîç ðà õóí êó 20 ìêã
íà 1 ìã á³ëêà, êîí ’þ ãî âà íî ãî ç GST. Âè ÿâ ëå íî, ùî
ïî âíå ïðî òå îë³òè÷ íå ðîç ùåï ëåí íÿ GST- ÐsDef1 çà -
çíà ÷å íèì ôåð ìåí òîì çà ñïå öèô³÷íèì ñàé òîì â³äáó -
âàºòüñÿ ïðè ê³ìíàòí³é òåì ïå ðà òóð³ ïðî òÿ ãîì 5 ãîä
(ðèñ. 3, â). Ïðî öå ñâ³ä÷èòü â³äñóòí³ñòü â³äïîâ³äíî¿
á³ëêî âî¿ ñìó ãè íà äîð³æö³ 2 ³ ïî ÿ âà ìà æîð íî¿ ñìó ãè, 
ÿêà çà óÿâ íîþ ìî ëå êó ëÿð íîþ ìà ñîþ ~30 êÄà
çá³ãàºòüñÿ ç ðîçì³ðîì á³ëêî âî ãî ôðàãìåíòà ï³ñëÿ
â³äùåïëåííÿ ðåêÐsDef1. 

Îòæå, ïðîâ³âøè ã³äðîë³ç ðå êîìá³íà íòíî ãî äå -
ôåíçè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿, çëè òî ãî ç GST, ôàê òî -
ðîì Õà, îò ðè ìà íî åëåê òðî ôî ðå òè÷ íî ãî ìî ãåí íèé
ïðåïà ðàò ðåêÐsDef1, âèõ³ä ÿêî ãî ñòàíîâèâ 10 % â³ä
ê³ëüêîñò³ ³ììîá³ë³çî âà íî ãî íà ãëó òàò³îí-ñå ôà ðîç³
á³ëêà, ùî ñÿ ãàº 85 % â³ä ìàêñèìàëüíî ìîæëèâîãî
âèõîäó.

Ôóíêö³îíàëü íà àê òèâí³ñòü ðå êîìá³íà íòíèõ
á³ëê³â çà ëå æèòü â³ä ïðà âèëü íî¿ óêëàä êè ïîë³ïåï -
òèä íî ãî ëàí öþ ãà. Òðå òèí íà ñòðóê òó ðà ðîñ ëèí íèõ
äå ôåí çèí³â ñêëà äàºòüñÿ ç a-ñï³ðàë³ òà ïî òð³éíî ãî
àí òè ïà ðà ëåëü íî ãî b-øà ðó, ÿê³ ñòàá³ë³çî âàí³ ÷î òèð -
ìà äèñ óëüô³äíè ìè çâ’ÿç êà ìè, òîá òî àê òèâí³ñòü ìî -
æå âòðà ÷à òè ñÿ âíàñë³äîê íåâ³äïîâ³äíî ãî ôîð ìó âàí -
íÿ -Cys-Cys-ïàð. Äîñë³äæåí íÿ ìå õàí³çì³â ä³¿ äå -
ôåí çèí³â ðîñ ëèí, âè êî íà íå ãðó ïîþ Áðå êåð òà [23],
ïî êà çà ëè âàæ ëè âó ðîëü äâîõ ä³ëÿ íîê Rs-AFP2 äëÿ
âçàºìîä³¿ ç ðå öåï òî ðîì íà ìåì áðàí³ ãðè áà. Äî ñêëà -

äó öèõ ä³ëÿ íîê âõî äÿòü àì³íî êèñ ëîòí³ çà ëèø êè,
ðîç òà øî âàí³ â ð³çíèõ ì³ñöÿõ ëàí öþ ãà, íà ïðèê ëàä,
îäíó ç íèõ ôîð ìó âà ëè Thr10, Ser12, Leu28 ³ Phe49.
Çàì³íè àì³íî êèñ ëîò ñàéò-ñêå ðî âà íèì ìó òà ãå íå çîì,
ÿê³ ïîðóøóâàëè ïðîñòîðîâó áóäîâó äåôåíçèíó,
ïðèçâîäèëè äî âòðàòè àíòèôóíãàëüíî¿ àêòèâíîñò³. 

Äàë³ GST-ÐsDef1 ïå ðåâ³ðÿ ëè íà àê òèâí³ñòü ùî -
äî ãðèá³â ç ðî äó Fusarium. Çà êîí öåí òðàö³¿ ðå -
êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà â æè âèëü íî ìó ñå ðå äî âèù³
< 50 ìêã/ìë àê òèâ íîñò³ íå âè ÿâ ëå íî. Îòðè ìà íèé
ïðî òå îë³òè÷ íèì ðîç ùåï ëåí íÿì ã³áðèä íî ãî á³ëêà
ïðå ïà ðàò ðåêÐsDef1 òåñ òó âà ëè íà àí òè ôóí ãàëü íó
àê òèâí³ñòü, íà íî ñÿ ÷è ïåâí³ éî ãî ê³ëüêîñò³ íà ñòå -
ðèëüí³ ïà ïå ðîâ³ äèñ êè. Àíòèôóíãàëüíà ä³ÿ ïðî ÿ âè -
ëà ñÿ ó ôîð ìó âàíí³ çîí ³íã³áó âàí íÿ ðîñ òó ì³öåë³þ
ãðèá³â H. annosum òà F. solani (ðèñ. 4, äèâ. óêëåéêó).

Îñê³ëüêè ìè îò ðè ìà ëè â³çó àëü íå ï³äòâåð äæåí íÿ 
ïðè ãí³÷åí íÿ ðîñ òó ãðèá³â ïðå ïà ðà òîì ðå êîìá³íàíò- 
íîãî á³ëêà, òî çà âäàí íÿ íà ñòóï íî ãî åòà ïó ïî ëÿ ãà ëî
â ê³ëüê³ñíî ìó âèç íà ÷åíí³ àê òèâ íîñò³ ïðå ïà ðà òó
ðåêÐsDef1. Äëÿ ê³ëüê³ñíî¿ îö³íêè çà ñòî ñî âà íî
ì³êðîñ ïåê òðî ôî òî ìåò ðè÷ íèé ìå òîä, äå îïòè÷ íó
ãóñ òè íó ñóñ ïåíç³¿ ñïîð ãðèá³â âèì³ðþ âà ëè ï³ñëÿ
48 ãîä ³íêó áàö³¿ â êàð òîï ëÿ íî-äå êñòðîçí³é áðàæö³,
ÿêà ì³ñòè ëà ð³çí³ êîí öåí òðàö³¿ ðå êîìá³íà íòíî ãî äå -
ôåí çè íó. Çà íàéá³ëüøî¿ êîí öåí òðàö³¿ ïðå ïà ðà òó –
4 ìêã/ìë, ÿêó âè êî ðèñ òà íî â äîñë³ä³, â³äáó âà ëî ñÿ
ïðè ãí³÷åí íÿ ðîñ òó ãðèá³â F. solani íà 81 %, F. oxy-
sporum – 50 %, H. annosum – 71 %, Botrytis cinerea –
85 %, Pythium dimorphum – 84 %, òîá òî ñïîñ òåð³ãà -
ëàñÿ äè ôå ðåíö³éî âà íà àê òèâí³ñòü ðå êîìá³íà íòíî ãî
á³ëêà ùîäî ð³çíèõ ãðèá³â. Â³äîìî, ùî ³íîä³ àê òèâ-
í³ñòü ðîñ ëèí íî ãî äå ôåí çè íó â³äíîñ íî ð³çíèõ âèä³â
ì³êðî îð ãàí³çì³â ìîæå ð³çíè òè ñÿ íà ïî ðÿ äîê [24].

Àêòèâí³ñòü àí òèì³êðîá íèõ ïðå ïà ðàò³â õà ðàê òå -
ðè çóºòüñÿ âå ëè ÷è íîþ ²Ñ50, çíà ÷åí íÿ ÿêî¿ äëÿ
ðåêÐsDef1 ìè âèç íà ÷è ëè ùî äî F. solani,
F. oxysporum, H. annosum, B. ñinerea òà P. dimor-
phum – öå â³äïîâ³äíî: 1,4; 4,0; 2,6; 1,2 òà 2,0 ìêã/ìë.
Íå ùî äàâ íî â áàê òåð³àëüí³é ñèñ òåì³ E. coli åêñïðå -
ñî âà íî äå ôåí çèí PgD1 Picea glauca, àì³íî êèñ ëîò íà 
ïî ñë³äîâí³ñòü ÿêî ãî íà 80 % ³äåí òè÷ íà ÐsDef1. Î÷è -
ùå íèé ðå êîìá³íà íòíèé á³ëîê PgD1 çà êîí öåí òðàö³¿
14 ìêã/ìë ïðè ãí³÷ó âàâ ð³ñò F. îxysporum íà 95,2 %,
òîá òî éî ãî àê òèâí³ñòü ñï³âì³ðíà ç àê òèâí³ñòþ
äåôåíçèíó 1 ñîñíè çâè÷àéíî¿ [25].
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Ó ïî ïå ðåäí³õ ðî áî òàõ [15, 26] íà ìè äîñë³äæå íî
àí òè ôóí ãàëü íó àê òèâí³ñòü åí äî ãåí íî ãî äå ôåí çè íó
ñî ñíè, ùî äîç âî ëè ëî ïîð³âíÿ òè çíà ÷åí íÿ ²Ñ50  äëÿ
ðå êîìá³íà íòíî ãî äå ôåí çè íó  ³ äå ôåí çè íó, î÷è ùå -
íî ãî ç ïðî ðîñòê³â ñî ñíè. Ðå çóëü òà òè ïðåä ñòàâ ëå íî ó 
âèã ëÿä³ ä³àã ðà ìè íà ðèñ. 5. Ç öüî ãî ðè ñóí êà âèä íî,
ùî àê òèâí³ñòü ðå êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà º íè æ÷îþ â
1,5–2 ðàçè, ùî, éìîâ³ðíî, º ðå çóëü òà òîì ÷àñ òêî âî ãî
ïðî òå îë³çó ðåêÐsDef1 ó ÷óò ëè âî ìó äî ôàê òî ðà Õà

âíóòð³øíüî ìó ìî òèâ³ Gly-Arg44. 
Òà êèì ÷è íîì, íàì âïåð øå âäà ëî ñÿ îò ðè ìà òè ðå -

êîìá³íà íòíèé äå ôåí çèí ñî ñíè ç âè ñî êîþ àí òè ôóí -
ãàëü íîþ àê òèâí³ñòþ. Öå â³äêðè âàº ìîæ ëè âîñò³ äëÿ
äîñë³äæåí íÿ éî ãî á³îõ³ì³÷íèõ, ñòðóê òóð íèõ ³
ôóíêö³îíàëü íèõ âëàñ òè âîñ òåé, ñòâî ðåí íÿ ñïå -
öèô³÷íèõ àí òèò³ë äî äå ôåí çè íó 1 òà ç’ÿ ñó âàí íÿ ìå -
õàí³çìó ä³¿ ðîñ ëèí íèõ äåôåíçèí³â íà ïàòîãåíí³
îðãàí³çìè. 

V. A. Kovalyova, R. T. Gout, I. T. Gout

Production of Scots pine recombinant defensin 1 and its antifungal

activity

Summary

Recently we have purified an endogenous defensin from Scots pine
germs, and cloned cDNA encoding defensin 1 (PsDef1, Pinus
sylvestris defensin 1). The cDNA region encoding a mature form of
Scots pine defensin 1 was cloned into a vector pET 42à(+), and the
expression of  recombinant GST/PsDef1 in the Escherichia coli
bacterial system was induced. The conditions of production of

soluble GST-proteins were optimized. After purification of the
recombinant protein by affinity chromatography on
Glutathione-Sepharose column and proteolytic cleavage with
Factor Xa, the functionally active preparation of recombinant
PsDef1 was obtained. Its antifungal activity is similar to that of
endogenous Scots pine defensin 1.

Keywords: recombinant defensin PsDef1, expression, affinity
purification, antifungal activity.

Â. À. Êî âà ëå âà, Ð. Ò. Ãóò, È. Ò. Ãóò

Ïî ëó ÷å íèå ðå êîì áè íàí òíî ãî äå ôåí çè íà 1 ñî ñíû îá ûê íî âåí íîé 

è åãî àí òè ôóí ãàëü íàÿ àê òèâ íîñòü

Ðå çþ ìå

Ðà íåå íàìè î÷è ùåí ýí äî ãåí íûé äå ôåí çèí èç ïðî ðîñ òêîâ ñî ñíû
îá ûê íî âåí íîé, à òàê æå êëî íè ðî âà íà êÄÍÊ, êî äè ðó þ ùàÿ äå -
ôåí çèí 1 (PsDef1, Pinus sylvestris äå ôåí çèí 1). Ôðàã ìåíò êÄÍÊ
äå ôåí çè íà 1, êî äè ðó þ ùèé çðå ëóþ ôîð ìó ýòî ãî áåë êà, êëî íè ðî -
âàí â âåê òîð pET42à(+) è èí äó öè ðî âà íà åãî ýêñ ïðåñ ñèÿ â áàê òå -
ðè àëü íîé ñèñ òå ìå Escherichia coli. Îïòè ìè çè ðî âà íû óñëî âèÿ
ïðî äóê öèè ðå êîì áè íàí òíî ãî áåë êà PsDef1, ñëè òî ãî ñ ãëó òà òè -
îí-S-òðàíñ ôå ðà çîé, â ðàñ òâî ðè ìîé ôîð ìå. Ïîñ ëå àô ôèí íîé
î÷èñ òêè ýòî ãî áåë êà íà ãëó òà òè îí-ñå ôà ðî çå è ïðî òå î ëè çà
ôàê òî ðîì Õà ïî ëó ÷åí áè î ëî ãè ÷åñ êè àê òèâ íûé ïðå ïà ðàò ðå êîì -
áè íàí òíî ãî PsDef1, àí òè ôóí ãàëü íàÿ àê òèâ íîñòü êî òî ðî ãî ñî -
èç ìå ðè ìà ç òà êî âîé ýí äî ãåí íî ãî äå ôåí çè íà 1 ñî ñíû
îá ûê íî âåí íîé.

Êëþ ÷å âûå ñëî âà: ðå êîì áè íàí òíûé äå ôåí çèí PsDef1, ýêñ -
ïðåñ ñèÿ, àô ôèí íàÿ î÷èñ òêà, àí òè ôóí ãàëü íàÿ àê òèâ íîñòü.
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