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фосфатних груп і транс-ізомерів (в 1,2 рази). При цьому 
підвищився вміст СН-груп (в 1,4 рази), карбонільних 
груп і цис-ізомерів (в 1,2 рази) відносно групи щурів, 
яким вводили омепразол. 

Висновки. Отримані результати експерименталь-
них досліджень свідчать, що на фоні тривалого пригні-
чення шлункової секреції соляної кислоти блокатором 
Н+, К+ – АТФази "Омезом ", спостерігались суттєві 
зміни структурної організації ліпідів печінки щурів. Му-
льтипробіотик "Симбітер  ацидофільний" нормалізу-
вав більшість структурних складових ліпідів гепатоцитів 
до контрольних значень. 
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ПОРІВНЯЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА СПОСОБІВ ОЧИСТКИ ПРОТЕЇНУ С 
 

Протеїн С є основним компонентом антикоагулянтної ланки системи гемостазу. Недостатність протеїну С (на-
бута або спадкова) призводить до розвитку тромботичних ускладнень. Тому одержання препаратів протеїну С є 
актуальною задачею біотехнології. В даній роботі представлено порівняльну характеристику хроматографічних 
методів очистки протеїну С. Показано перевагу методу імуноафінної хроматографії з використанням моноклональ-
них антитіл до протеїну С. 

Protein C is the main component of anticoagulant cascade of haemostasis system. Protein C deficiency (inherited or 
acquired) leads to development of thrombotic complications. That's why the obtaining of protein C preparations is an actual task 
of biotechnology. In the present paper the possible chromatographic procedures for protein C purification have been analyzed. 
The advantage of immunochromatography with monoclonal antibodies against protein C has been shown. 

 
Вступ. Протеїн С (ПС), вітамін-К-залежний білок 

плазми крові, є фізіологічним антикоагулянтом, який 
виконує регуляторну функцію при активації процесів 
зсідання крові та фібринолізу, бере участь в локалізації 
системної запальної відповіді, зменшенні апоптозу ен-
дотеліальних клітин у відповідь на дію цитокінів і розви-
ток ішемії [2].   

Протеїн С є дволанцюговим глікопротеїдом з моле-
кулярною масою 62 кДа, що синтезується в печінці у 
вигляді неактивного проферменту. Активація протеїну 
С здійснюється на фосфоліпідній мембрані комплексом 
тромбін-тромбомодулін [2]. Концентрація білка в крові 
складає 3-5 мг/л, час напівжиття активованого ПС – 16-
30 хвилин [5]. Антикоагулянтна функція активованого 
ПС здійснюється за принципом негативного зворотньо-
го зв'язку. Активований протеїн С в присутності протеї-
ну S як кофактору, іонізованого кальцію і фосфоліпідів 
високоселективно інактивує фактори Vа і VІІІа шляхом 
їх гідролізу, тим самим перешкоджаючи перетворенню 
протромбіну в тромбін [2]. Клінічні дослідження показа-
ли, що ПС має перспективу широкого застосування. 
Препарат може бути використаний не тільки для ліку-
вання генетично дефіцитних на ПС пацієнтів, але також 
за септичного шоку для стримання розвитку запальної 
відповіді, при операціях заміни колінних і кульшових 
суглобів, некрозі тканин внаслідок дії кумарину, при 
гепариніндукованій тромбоцитопенії і т.і. Крім того, для 
діагностики та лікування велике значення має своєчас-
не визначення вмісту/активності ПС в плазмі крові лю-
дини, що дозволяє оцінити антикоагулянтний потенціал 
крові і є прогностичним показником [1, 2, 4].  

Оскільки, на відміну від інших антикоагулянтів, про-
теїн С циркулює в кровотоці у вигляді зимогену та акти-
вується лише у випадку необхідності, концентрат ПС є 
засобом попередження і лікування тромбозів у пацієнтів 
з набутим дефіцитом ПС і сприяє уникненню проблем, 
пов'язаних з переливанням свіжозамороженої плазми, 
не викликаючи побічних ефектів за рахунок його анти-
коагулянтної та антитромботичної дії [16]. 

Для остаточного розуміння функцій ПС, особливо на 
молекулярно-клітинному рівні, уточнення його властиво-
стей, які необхідно враховувати при практичному засто-
суванні препарату ПС, важливим є продовження дослі-
джень як in vivo, так і in vitro. Створення модельних сис-
тем, наближених до умов in vivo, які б відтворювали про-
тікання процесів за участі ПС як регулятора, вимагає 
використання електрофоретично чистого білкового пре-
парату. Оскільки проблеми по виділенню протеїну С по-
в'язані з невисокою концентрацією білка в плазмі крові і 
складними умовами відокремлення ПС від інших вітамін-
К-залежних білків плазми крові, метою роботи було порі-
вняння ефективності різних способів очистки ПС з плаз-
ми крові людини та фракції IV-1 за Коном. 

Матеріали і методи досліджень. Фракцію IV-1 за 
Коном (фракція білків плазми крові, яку одержано ета-
ноловим осадженням за методом Кона) надано ЗАТ 
"Біофарма", м. Київ. Для одержання концентрату, що 
містив протеїн С, 15 г фракції IV-1 суспендували в фізі-
ологічному розчині за присутності 1мМ бензамідину, 
додавали (NH4)2SO4 до 40% насичення та інкубували 
12 год при 4оС. Суспензію центрифугували протягом 
40 хв при 6000 g. До отриманого супернатанту додава-
ли (NH4)2SO4 до 70% насичення, інкубували протягом 
1 год при при 4оС і потім центрифугували 40 хв при 
6000 g. Отриманий осад розчиняли у 0,02 М трис-
фосфатному буфері рН 6.0, що містив 2 мМ бензаміди-
ну і центрифугували суспензію протягом 40 хв при 6000 g. 
Супернатант знесолювали на G-25. Одержану суміш 
білків використовували для отримання протеїну С. 

Плазму крові донорів надано співробітниками 
Центру крові Київського військового госпіталю. 

Контрольна плазма крові ліофілізована (Ренам, Росія). 
Метало-афінний та гідрофобний сорбенти синтезо-

вано у відділі хімії та біохімії ферментів Інституту біохі-
мії за модифікованою методикою згідно [15]. Спочатку 
шляхом взаємодії епоксиметакрилатів різної молекуля-
рної маси з імінодиоцтовою кислотою синтезували ме-
такрилатні мономери, які містили залишки імінодиоцто-
вої кислоти. Синтезовані мономери кополімеризували 
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за радикально-ланцюговим механізмом з акриламідом 
та метиленбісакриламідом, внаслідок чого утворюва-
лась нерозчинна матриця металоафінного сорбенту. 
Після синтезу отриману матрицю ретельно промивали 
водою та обробляли розчином сульфату міді. В резуль-
таті обробки утворювався металоафінний сорбент, який 
було використано для очищення протеїну С [3].  

Електрофорез у поліакриламідному гелі в присутності 
DS-Na проводили за методом Лемлі [13]. Як маркери ви-
користовували суміш білків Low Molecular Weigt Calibration 
Kit (Pharmacia, 97; 66; 43; 31; 21,5; 14,4 кДа) та # 0671 
Fermentas, 170; 130; 95; 72; 55; 43; 34; 26; 17; 11 кДа). Для 
відновлення дисульфідних зв'язків зразки обробляли 5% 
-МЕ протягом 10 хв при 60оС. Гелі фарбували 0,125% 
розчином кумасі G-250, що містить 25% ізопропанолу і 
10% оцтової кислоти, або азотнокислим сріблом. Концен-
трацію білків у розчині з нейтральним рН визначали за 
методом Бредфорда [6] у модифікації Седмака.  

Амідолітичну активність визначали, використовуючи 
хромогенний субстрат S2366 для протеїну С 
("Chromogenic", Швеція). Швидкість вивільненого під 
дією ферменту pNA визначали в двупроменевому ре-
жимі при 405 – 492 нм на рідері Titertec Multiscan MC 
("Titertech", Фінляндія), приймаючи коефіцієнт погли-
нання 1М розчину pNA при 405 нм рівним 10500 [8]. 

В роботі використано сефадекс ДЕАЕ-А-50 
(Pharmacia, Sweden), гідрофобний сорбент на основі 
епоксіметакрилату та стиролу (Інститут біохімії НАНУ, 
Київ), металоафінний сорбент з використанням іонів 
міді (Інститут біохімії НАНУ, Київ), активована BrCN-
сефароза 4В з іммобілізованими антитілами до протеї-
ну С (люб'язно надано лабораторією біохімії Американ-
ського Червоного Хреста, м. Роквілл, США). 

Результати досліджень та їх обговорення. Тра-
диційне очищення протеїну С з плазми крові або з фра-
кції IV-1 за Коном складається з декількох етапів: адсо-
рбція сульфатом барію, фракціонування сульфатом 
амонію та застосування методів колоночної хроматог-
рафії. Перші два етапи вважаються класичними для 
отримання препарату протромбіну, але вони визнані 
доцільними також і для очищення протеїну С [9, 14, 15].  

Методи включають використання різних афінних со-
рбентів для отримання вітамін К-залежних факторів 
зсідання крові (фактори ІІ, VII, IX, X та протеїни С, S та 
Z) [11] або для фракціонування матеріалу, який містить 

фактори ІІ, VII, та ІХ та протеїн С [11, 12, 15]. З метою 
отримання останнього можна використовувати іонооб-
мінну, гідрофобну та різновиди афінної хроматографії. 
Іонобмінна хроматографія є доцільною не тільки для 
одержання протеїну С з плазми крові, але і з фракції IV-
1 за Коном [5, 14]. Остання є побічним продуктом при 
отриманні сироваткового альбуміну людини і є сирови-
ною для виділення протеїну С (один грам концентрату 
фракції IV-1 містить приблизно 100 мкг протеїну С) [14]. 

Гідрофобну хроматографію використовують, як прави-
ло, для очищення протеїну С, отриманого з концентрату, 
що містить вітамін-К-залежні фактори зсідання крові ІІ, VII, 
ІХ та протеїн С [10]. Метод афінної хроматографії придат-
ний для одержання протеїну С з будь-якої сировини, що 
містить цей білок, і є найбільш зручним [7, 16]. 

З метою вибору ефективного методу одержання елек-
трофоретично чистого функціонально активного протеїну 
С ми використали вищезазначені види хроматографії і 
порівняли отримані результати. Як сировину ми викорис-
товували плазму крові людини і фракцію IV-1 за Коном.  

Імуноафінна хроматографія з використанням 
моноклональних антитіл до протеїну С 

Принцип методу полягає в утворенні комплексу анти-
ген-антитіло (в даному випадку – протеїн  
С-моноклональні антитіла до протеїну С) для селектив-
ної екстракції потрібного матеріалу з багатокомпонентної 
білкової суміші. Основна перевага методу полягає в його 
потенційно високій вибірковості, що дозволяє вилучати із 
складної суміші компоненти дуже низького вмісту. Крім 
того, отриманий на імуноафінних сорбентах білок може 
мати до 1000-кратного ступеню очистки [7]. 

Для одержання протеїну С (вміст білка в крові скла-
дає 3-5 мг/л) нами було використано активовану BrCN-
сефарозу з іммобілізованими на ній моноклональними 
антитілами 7D7B10 до протеїну С (колонка 1х10 см). 
Сорбент врівноважували 0,05М трис-HCl буфером рН 
7.4, що містив 0,15М NaCl, 1мМ ЕДТА, наносили плазму 
крові (150 мл), яку попередньо було діалізовано проти 
того самого буферу. Швидкість нанесення матеріалу та 
швидкість елюції складала 0,65 мл/хв. Елюцію протеїну 
С здійснювали 0,05М трис-HCl буфером рН 7.4, що міс-
тив 0,15М NaCl та 10мМ СaCl2. Гомогенність одержано-
го білка перевіряли методом DS-Na електрофорезу. 
Профіль елюції представлено на рис. 1  
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Рис 1. А – профіль елюції протеїну С на сефарозі 4В з іммобілізованими моноклональними антитілами до протеїну С;  
Б – електрофореграма отриманого матеріалу (М – маркери, кДа) 
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В результаті застосування цього способу виділення 
протеїну С можна досягти майже 100% виходу кінцевого 
продукту, який зберігає активність, якщо повторити нане-
сення на сорбент вихідної сировини. Перевагою даного 
способу виділення протеїну С з плазми крові є одноета-
пна процедура очищення і висока специфічність: з моно-
клональними антитілами зв'язується тільки протеїн С. 

Недоліком є висока вартість афінного сорбенту, 
але при дотриманні умов його експлуатації та збері-
гання ця незручність компенсується багаторазовим 
використанням, стабільністю носія і високою якістю 
отриманого матеріалу.  

Іонобмінна хроматографія 
на сефадексі ДЕАЕ А-50 

Для вилучення протеїну С з фракції IV-1 за Коном 
було використано сефадекс ДЕАЕ А-50 (колонка 2х23 см), 
врівноважений 0,02М трис-фосфатним буфером рН 6.0, 
що містив 2мМ бензамідину і 0,15М NaCl. Розділення 
ПС-вмісної білкової суміші (26 мл), одержаної як описа-
но в Матеріалах і методах, проводили в тому самому 
буфері лінійним градієнтом 0,15–0,6М NaCl зі швидкіс-
тю елюції 20 мл/год. Хроматограма розділення суміші 
білків з використанням даного носія (рис. 2) практично 
співпадає з даними літератури [5, 12].  
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Рис. 2. А – хроматограма розділення суміші білків, отриманих з фракції IV-1 за Коном, на сефадексі ДЕАЕ А-50: 

1 – матеріал, що не зв'язався з сорбентом; 2 – фракція, що містила протеїн С; 
3 – зона активності протеїну С, визначена за хромогенним субстратом S2366.  

Стрілка вказує на початок елюції лінійним градієнтом 0,15-0,6М NaCl. Б – електрофореграма фракції, що містила протеїн С 
 
Однак використання зазначеного сорбенту не дало 

змоги отримати електрофоретично гомогенний білок. 
Цілком ймовірно, що для кращого очищення та економії 
часу слід, можливо, застосовувати більш ефективний 
аніонобмінник та ступінчастий градієнт.  

Металоафінна хроматографія 
на мідь-вмісному сорбенті 

Метод базується на використанні іонів металів як лі-
ганду, з яким зв'язуються білки, що мають на поверхні 
залишки гістидину. Загальновживаними є іони Cu2+, 
Zn2+, Co2+, Al3+, Fe3+. До іонів двох останніх металів зна-
чну афінність мають фосфопротеїни [14, 15] та деякі 
глікопротеїни. Метод є недорогим, відносно специфіч-
ним і придатним для отримання білків, які важко відо-
кремити один від одного. Ці властивості сорбенту мо-
жуть бути використані для ефективного очищення про-
теїну С від протромбіну [9, 12, 14]. 

Нами синтезовано метало-афінний сорбент, який за 
властивостями був схожий з сорбентом, рекомендова-
ним в роботах [14]. Молекула протеїну С містить 18 
залишків гістидину, з них 15 є поверхнево доступними, 
тоді як протромбін має 5 гістидинових залишків, з яких 
поверхнево доступними є лише 4 [10, 14], що обумов-
лює різну силу зв'язування з лігандом. 15 мл білкової 
суміші, одержаної як описано в Матеріалах і методах, 
змішували з 15 мл сорбенту та інкубували протягом 
2 год при 4оС. Елюцію з носія здійснювали 0,02 М фо-
сфатним буфером рН 7.0, який містив 15 мМ імідазолу 
(гістидиновий конкурент) зі швидкістю 10 мл/год. Ре-

зультати хроматографії на металоафінному сорбенті 
представлено на рис. 3. 

Отримана хроматограма відповідає даним літератури 
[14, 15]. Однак, електрофоретичний аналіз зразків елюа-
ту показав наявність високомолекулярних домішок. Тому 
наступим кроком в перевірці методів одержання ПС було 
застосування гідрофобної хроматографії.  

Гідрофобна хроматографія на сорбенті 1 
Для розділення вітамін-К залежних білків рядом ав-

торів була запропонована методика використання гід-
рофобних сорбентів [10, 11]. В роботі [10] для очищен-
ня рекомбінантного протеїну С використовували 
Toyopearl phenyl 650 М. Автори роботи вважають, що 
завдяки цьому сорбенту відбувається ефективне відо-
кремлення протеїну С від інших вітамін-К-залежних біл-
ків. Поширеним афінним сорбентом є також Phenyl-
сефароза HP. Доцільним може бути використання 
Toyopearl phenyl 650 М, ДЕАЕ-сефарози-FF і феніл-
сефарози [11]. Способ одержання протеїну С на гідро-
фобних сорбентах є одноетапним, доволі швидким і 
простим, однак має свої недоліки: по-перше, низький 
ступінь очистки; по-друге, спорідненість до даного но-
сія, крім протеїну С, мають фактор Х зсідання крові та 
деякі супутні білки плазми крові. З цієї причини отрима-
ний матеріал не є гомогенним і повинен підлягати до-
датковому очищенню. 
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Рис. 3. А – хроматограма розділення суміші білків, отриманих з фракції IV-1 за Коном, на мідь-вмісному сорбенті:  
1 – матеріал, що не зв'язався з сорбентом; 2 – фракція, що містила протеїн С;  
3 – зона активності протеїну С, визначена за хромогенним субстратом S2366.  

Б – електрофореграма фракції, що містила протеїн С. Стрілка вказує на початок елюції 
 
 

Нами було синтезовано гідрофобний сорбент 1 на 
основі стиролу. На рис. 4 наведено результати хрома-
тографічного розділення на гідрофобному сорбенті 1 
фракції IV-1 за Коном, яка підлягала попередньому 
фракціонуванню сульфатом амонію.  

23 мл білкової суміші, одержаної як описано в Мате-
ріалах і методах, в 0,1 М фосфатному буфері рН 7.0, що 
містив 1мМ бензамідину та 0,8 М сульфату аммонію, 
наносили на сорбент, врівноважений тим самим буфе-
ром, і залишали на інкубування протягом ночі при 4оС. 
Матеріал, що не зв'язався з носієм, елюювали 0,1 М фо-
сфатним буфером рН 7.0, що містив 1 мМ бензамідину і 
1,1 М сульфату амонію зі швидкістю 20 мл/год. Елюцію 
ПС проводили тим самим буфером, але без сульфату 
амонію, з тією самою швидкістю. Отриманий матеріал 
характеризували електрофоретично (рис. 4).  

Аналіз зразків показав, що використання такого сор-
бенту для очищення IV-1 фракції за Коном було ефек-

тивніше, ніж сефадексу ДЕАЕ А-50 та мідь-вмісного 
сорбенту, однак отриманий матеріал теж містив доміш-
ки інших білків плазми крові і потребував додаткового 
очищення (застосування гель-фільтрації на сефакрилі 
S-200, Superdex-75 або іонообмінної хроматографії на 
іонообміннику, подібному до Mono Q). 

Детальний аналіз одержаних результатів показав, 
що шлях отримання протеїну С традиційними хромато-
графічними методами не дуже вдалий, оскільки вся 
хроматографічна процедура доволі тривала: процес 
включає два етапи (матеріал, отриманий на сефадексі 
ДЕАЕ А-50, мідь-вмісному та гідрофобному сорбентах 
не є електрофоретично чистим і потребує подальшого 
очищення), що вимагає додаткової витрати часу і мате-
ріалів, і, крім того, використані способи одержання ПС 
не давали 100% виходу кінцевого продукту. 
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Рис. 4. А – хроматограма розділення суміші білків, отриманих з фракції IV-1 за Коном, на гідрофобному сорбенті 1:  
1 – матеріал, що не зв'язався з сорбентом. Стрілка вказує початок елюції за присутності 1,1М (NH4)2SO4;  

2 – фракція, що містила протеїн С. Стрілка вказує на початок елюції за відсутності 1,1М (NH4)2SO4;  
3 – зона активності протеїну С, визначена за хромогенним субстратом S2366. Б – електрофореграма фракції, що містила протеїн С 
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В ході роботи ми перевіряли ефективність не тільки 
способів отримання ПС, але й сировину, з якої вилуча-
ли білок. Результати роботи показали, що IV-1 фракція 
за Коном, як джерело ПС, не є вдалим вибором для 
отримання цього білка з ряду причин: по-перше, для 
одержання матеріалу, який підлягає хроматографії, 
фракцію IV-1 необхідно піддати додатковому очищен-
ню, процедура якого складається з 8 етапів [9]; по-
друге, в отриманому матеріалі містяться не тільки віта-

мін К-залежні білки, одним з яких є ПС, але й інші ком-
поненти плазми крові (альбумін, альфа-2-макро-
глобулін, антитромбін ІІІ, церулоплазмін та ін.), що зна-
чно утруднює процес одержання електрофоретично 
чистого препарату ПС; по-третє, матеріал отриманої 
фракції (а дуже часто і матеріал вихідної сировини) є 
частково проактивованим, що не дає можливості одер-
жати повноцінний продукт. Попередню характеристику 
способів одержання протеїну С представлено в таб. 1. 

 
Таблиця  1. Порівняння методів очистки протеїну С 

*Метод очистки **Вміст протеїну С отриманих фракцій, % 
Іонообмінна хроматографія на сефадексі ДЕАЕ А-50 26 

Металоафінна хроматографія на мідь-вмісному сорбенті 62 
Гідрофобна хроматографія з використанням гідрофобного сорбенту 1 36 

Імуноафінна хроматографія 98 
 
Примітка: *в перших трьох випадках вихідною сировиною слугувала фракція IV-1 за Коном, в останньому випадку – плазма 

крові людини; **розрахунок вмісту протеїну С в отриманих фракціях проводили за результатами електрофорезу з використанням 
програми Totallab TL 100 (Nonlinear dynamics, UK). 

 
Таким чином, порівняння якості фракціонування віта-

мін К-залежних білків показало, що, незважаючи на не-
обхідність додаткового очищення, найбільш ефективни-
ми для отримання протеїну С є мідь-вмісний та гідрофо-
бний сорбенти. Однак, всі види хроматографії, крім іму-
ноафінної, мають загальний суттєвий недолік: активність 
протеїну С у процесі отримання суттєво знижується.   

Висновки. 1. Найефективнішим способом одержан-
ня препарату протеїну С, який можна використовувати 
для фундаментальних і прикладних досліджень, є іму-
ноафінна хроматографія з іммобілізованими монокло-
нальними антитілами до протеїну С.  

2. Не завжди прагнення до дешевизни є виправда-
ним і обгрунтованим, про що свідчать результати про-
веденої роботи. Спосіб очистки протеїну С методом 
імуноафінної хроматографії не є дешевим, однак до-
зволяє одержати кінцевий продукт високої якості.  
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ВПЛИВ ІОНІВ МІДІ 
НА ЕМБРІОНАЛЬНИЙ РОЗВИТОК DANIO RERIO (HAMILTON, 1822) 

 
Розглянуто вплив іонів міді на розвиток ембріонів. Досліджено зміни в ембріогенезі Danio rerio. Встановлено без-

печні та небезпечні концентрації токсикана.  

Influence of ions of copper on development embryos is considered. Changes in embryogenesis are investigated. Safe and 
not safe concentrations the toxicant are established. 

 
Вступ. Останнім часом вплив антропогенного нава-

нтаження на Земні екосистеми, включаючи водні, до-
сить чутливий і постійно зростає. Особливо цінну інфо-
рмацію можна одержати при вивченні гідроекосистем, 
найбільш уразливих до забруднень, оскільки накопичу-
ють їх з усієї водозбірної площі, а відтак діагностика 
системи може характеризувати і стан забруднення 
всього регіону водозбору. Саме тому дослідження про-

дуктивності біосистем за умов токсичного забруднення 
середовища проведено нами на прикладі водяних ор-
ганізмів та їх популяцій. Із забруднюючих речовин най-
більше значення для водних екосистем мають нафта та 
продукти її переробки, пестициди, детергенти, антисеп-
тики й сполуки важких металів. Тому важливим, є ви-
вчення впливу різних забруднюючих, токсичних речо-
вин на водні організми, а саме на риб, як найбільш 
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