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ОПТИМІЗАЦІЯ УМОВ РЕНАТУРАЦІЇ ЗЛИТОГО БІЛКА rhil7-BAPmut 

ІЗ ТІЛЕЦЬ ВКЛЮЧЕННЯ ESCHERICHIA COLI 
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Мета. Метою нашої роботи була оптимізація методу ренатурації злитого білка rhIL7-BAPmut, 
створеного на основі рекомбінантного інтерлейкіну-7 людини (rhIL7) та бактерійної лужної фос-
фатази з підвищеними каталітичними властивостями (BAPmut), для його отримання у функціо-
нально активній формі. Методи. Клітини E. coli BL21(DE3) трансформували плазмідним вектором 
pET24-IL7-BAPmut. Синтез білка індукували за протоколом аутоіндукції. Для ренатурації білка з 
бактерійних тілець включення in vitro застосовували іммобілізуючу металоафінну хроматографію 
(IMAX) та метод плавного розведення. Результати. Поєднання методів IMAX та плавного роз-
ведення в присутності аргініну, GSH/GSSG та іонів Mg

2+
 забезпечило отримання rhIL7-BAPmut в 

очищеній функціонально-активній формі. Біфункціональну активність rhIL7-BAPmut після ренату-
рації підтверджували імунохімічними методами шляхом зв’язування зі специфічними антитілами. 
Висновки. Було показано, що застосування rhIL7-BAPmut дозволяє значно скоротити час скринін-
гу імунної комбінаторної бібліотеки кДНК варіабельних генів імуноглобулінів і не потребує викори-
стання специфічних первинних і вторинних антитіл. Злитий білок rhIL7-BAPmut може також ви-
користовуватись для якісного та кількісного аналізу рецепторів IL-7. 

Ключові слова: IL-7, BAPmut, бактерійні тільця включення, ренатурація. 

Вступ. Антитіла є одним із основних інструментів сучасної медицини та діагностики, а та-
кож активно використовуються під час проведення фундаментальних та прикладних дослі-
джень. Одноланцюгові антитіла — scFv (single chain variable fragment), які одержують шля-
хом об’єднання в один ген ДНК-послідовностей варіабельних доменів важкого (VН) та лег-
кого (VL) ланцюгів імуноглобулінів, стають популярною альтернативою повнорозмірним 
моноклональним антитілам. Основними перевагами scFv, порівняно з повнорозмірними 
антитілами, є їхні менші розміри, можливість конструювання генно-інженерних кон’югатів 
на їх основі, відносно не дорогий та простий спосіб отримання синтезом в гетерологічних 
системах, а також високі показники афінності, специфічністі та стабільності (Weisser et al., 
2009).  

В даній роботі як цільовий антиген, проти якого отримували специфічні антитіла, було 
обрано інтерлейкін 7 (IL-7) людини. IL-7 — імунний цитокін, що відіграє центральну роль в 
дозріванні та гомеостазі Т- і В-лімфоцитів (Corfe et al., 2012). 
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Дослідження IL-7 показали, що його рівень 
варіює у випадку різних захворювань, таких, як 
вірусні інфекції (ВІЛ, цитомегаловірусна інфек-
ція, вірусний гепатит С), розсіяний склероз (РС), 
ревматоїдний артрит, діабет 1 типу, синдром 
важкого комбінованого імунодефіциту та інших 
(Lundström et al., 2012). Моніторинг концентрації 
IL-7 має прогностичне значення для детального 
вивчення механізмів його впливу на ефектив-
ність терапії вірусних та аутоімунних захворю-
вань. ScFv(IL-7) можуть бути перспективним 
високоефективним інструментом моніторингу 
концентрації IL-7 в біологічних рідинах. Для 
отримання scFv проводять конструювання ком-
бінаторних бібліотек кДНК V-генів імуноглобулі-
нів, важливим етапом роботи з якими є селек-
тивний скринінг. Від ефективності скринінгу за-
лежить специфічність та афінність отриманих 
рекомбінантних антитіл (Ahmad et al., 2012). 
Зазвичай, скринування таких бібліотек прово-
дять із застосуванням специфічних первинних і 
вторинних антитіл, що є затратним як за вико-
ристанням реагентів, так і за тривалістю прове-
дення самого процесу. Застосування генно-
інженерних кон’югатів на основі антигену, проти 
якого проводиться селекція, та маркерної моле-
кули для детекції дозволяє скоротити час про-
ведення скринінгу. На попередніх етапах роботи 
синтезом в клітинах E. coli нами було отримано 
злитий білок rhIL7-BAPmut, який накопичувався 
у формі бактерійних тілець включення. Для по-
дальшого використання необхідною умовою 
було повернення його функціональної активно-
сті in vitro. Тому метою даної роботи було опти-
мізувати метод ренатурації rhIL7-BAPmut із ті-
лець включення E. coli та показати можливість 
його застосування для виявлення клонів-
продуцентів специфічних scFv(IL-7). 

Матеріали і методи 

Конструювання і синтез rhIL7-BAPmut прово-
дили як описано у роботі (Usenko et al., 2019). Для 
забезпечення синтезу rhIL7-BAPmut плазмідою 
pET24-IL7-BAPmut трансформували клітини E. coli 
BL21(DE3). Синтез білка індукували за протоко-
лом аутоіндукції (Studier, 2005).  

Очищення і ренатурація rhIL7-BAPmut 
методом розведення. Виділення бактерійних 
тілець включення проводили згідно оптимізованої 
нами раніше методики (Gorbatuk et al., 2008). 
Очищення білка проводили методом металоа-
фінної хроматографії. Колонку HiTrap об’ємом 1 
мл урівноважували іонами Ni

2+
 та приєднували до 

автоматизованої хроматографічної системи FPLS 
(«Pharmacia», Швеція). Сорбент урівноважували 
денатуруючим буфером, який містив 6 М гуанідин 
гідрохлориду, 100 мМ трис-HCl (pH 8,0), 200 мМ 
NaCl, 10 мМ імідазолу при швидкості потоку бу-
фера 0,5 мл/хв. Фракцію бактерійних тілець вклю-
чення солюбілізували протягом 1 години за кімна-
тної температури в денатуруючому буфері, який 
містив 10 мM 2-меркаптоетанолу, центрифугува-
ли, фільтрували через 0,45 мкм мембранний 
фільтр PVDF («Millipore», США). 1 мл солюбілізо-
ваних тілець включення (2 мг/мл) наносили на 
колонку зі швидкістю 0,2 мл/хв. Сорбент відмива-
ли від неспецифічно зв’язаних білків денатурую-
чим буфером. IL7-BAPmut елюювали денатурую-
чим буфером, який містив 500 мМ імідазолу. Далі 
проводили заміну буфера для елюції на такий, що 
не містив імідазол, методом гель-фільтрації на 
сорбенті сефадекс G-25. Очищений білок ренату-
рували плавним розведенням протягом 12 годин 
при +4 °С та постійному перемішуванні. Для рена-
турації було обрано буферні розчини такого скла-
ду: 1) 100 мM Tris-HCl pH 8.0, 150 мМ NaCl, 500 
мM аргініну, 5 мМ GSH/1 мМ GSSG, 5 мМ MgSO4; 
2) 100 мM Tris-HCl pH 8.0, 150 мМ NaCl, 5 мМ β-
циклодекстрин, 5 мМ GSH/1 мМ GSSG, 5 мМ 
MgSO4; 3) 100 мM Tris-HCl pH 8.0, 150 мМ NaCl, 5 
мМ GSH/1 мМ GSSG, 0,1 % Triton X-100. 

Очищення та ренатурація rhIL7-BAPmut 
на металоафінному сорбенті. Очищення 
rhIL7-BAPmut проводили за методикою як опи-
сано вище. Ренатурація білка відбувалася в 
результаті встановлення лінійного градієнта 
ГГХ в 15 об’ємах колонки при змішуванні буфе-
рів з насосу А, який містив 6 М ГГХ та ренату-
руючого буфера з насосу В (100 мM Tris-HCl pH 
8.0, 150 мМ NaCl, 100 мM аргінін, 5 мМ GSH/1 
мМ GSSG, 5 мМ MgSO4) за швидкості потоку 
через колонку 0,2 мл/хв. Ренатурований білок 
елюювали з буфером 100 мM Tris-HCl pH 8.0, 
150 мМ NaCl, який містив 300 мM імідазолу. 
Далі проводили заміну буфера для елюції на 
такий, що не містив імідазол, методом гель-
фільтрації на сорбенті сефадекс G-25. 

Визначення оптимальних умов роботи 
BAPmut у складі злитого білка rhIL7-
BAPmut в ELISA. Для визначення оптимальних 
умов, що забезпечують високу каталітичну ак-
тивності BAPmut було протестовано буферні 
розчини такого складу: 1) 100 мМ Tris-HCl, 
140 мМ NaCl, 15 мМ MgSO4 (pH=9,5); 2) 50 мМ 
CAPS, 400 мМ NaCl, 10 мМ MgSO4 (pH = 10,0); 
3) 100 мМ Tris-HCl, 15 мМ MgSO4 (pH = 9,0); 
4) 50 мМ гліцин, 15 мМ MgSO4 (pH = 9,2). Як 
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хромогенний субстрат для бактерійної лужної 
фосфатази використовували р-нітрофеніл-
фосфат (Sigma, США). 

Скринування бібліотеки кДНК методом 
реплік колоній. Клітини E. coli штаму TG1, ін-
фіковані фагами після афінної селекції висівали 
на агаризоване середовище 2YT, що містило 
ампіцилін та глюкозу, інкубували протягом ночі 
при +30 ºС. Після цього, для отримання реплік 
колоній E. coli, на чашку наносили нітроцелюло-
зну мембрану («Millipore», США) та інкубували 
10–12 годин. Мембрану з репліками колоній 
відмивали 6–8 разів фосфатним буфером 
(PBS). Після блокування місць неспецифічного 
зв’язування буфером PBS, що містив 3 % моло-
ка (PBSM), наносили rhIL7-BAPmut у концент-
рації 10 мкг/мл та інкубували протягом 1 год. 
Мембрану промивали 3–4 рази PBS та буфер-
ним розчином, що містив 140 мМ NaCl, 100 мМ 
Tris/НСl, 15 мМ MgSO4 (pH = 9,5). Для візуаліза-
ції імунних комплексів застосовували субстрат 
для лужної фосфатази NBT/BCIP-T (Sigma, 
США). 

Результати та обговорення 

Штам-реципієнт E. coli BL21(DE3) було 
трансформовано плазмідним вектором pET-
rhIL7-BАРmut. Індукування синтезу злитого біл-
ка проводили протягом 20 годин за протоколом 
аутоіндукції при +37ºС. Електрофоретичний 
аналіз лізатів бактерійних клітин показав наяв-
ність у них продукту очікуваної молекулярної 
маси (66,2 кДа). Вихід цільового білка досягав 
0,4 мг/мл вихідної культури Е. coli.  

IL-7 містить шість залишків цистеїну, що 
формують три дисульфідні зв’язки (Cys34-
Cys129, Cys47-Cys141 і Cys2-Cys92) (Slyvka et 
al., 2014). Бактерійна лужна фосфатаза (BAP) - 
периплазматичний металопротеїн, гомодимер, 
в кожному мономері якого міститься два дису-
льфідні зв’язки, формування яких необхідне для 
правильного фолдингу і активації фермента 
(Ghosh et al., 1998). BAPmut, застосована для 
проведення дослідження, володіє підвищеною 
ферментативною активністю порівняно з бакте-
рійною лужною фосфатазою E. coli (Gorbatiuk et 
al., 2013). В роботі (Muller et al., 2001) було по-
казано, що за рахунок двох амінокислотних 
замін D153G і D330N (заміна аспарагінової кис-
лоти на аспарагін і гліцин у 153 та 330 положен-
нях, відповідно) досягається збільшення каталі-
тичної активності у 17–40 разів без втрати тер-
мостабільності ферменту. У випадку суперпро-
дукції дисульфідвмісних рекомбінантних білків в 
E. coli, їх накопичення відбувається у цитоплаз-

мі клітини, відновлювальне середовище якої не 
дозволяє сформуватися дисульфідним зв’яз-
кам, що призводить до формування нерозчин-
них агрегатів — тілець включення, котрі потре-
бують ренатурації для відновлення активної 
форми (Tsumoto et al., 2004; Singh A. et al., 
2015).  

Оскільки цільовий білок накопичувався у фо-
рмі тілець включення, подальша робота була 
сконцентрована на очищенні та ренатурації rhIL7-
BАРmut in vitro. Солюбілізацію тілець включення 
проводили в буферному розчині, що містив 6 М 
ГГХ та 10 мМ 2-меркаптоетанол, центрифугували 
і відбирали супернатант для подальшої очистки і 
ренатурації. RhIL7-BАРmut містить С-кінцевий 
залишок His-tag, тому очищення білка проводили 
методом металоафінної хроматографії. Оскільки 
імідазол, який було застосовано для елюції білка з 
металоафінного сорбенту, може впливати на ак-
тивність лужної фосфатази, проводили заміну 
буфера для елюції на буфер, що не містить іміда-
зол, методом гель-фільтрації на сорбенті сефа-
декс G-25 («GE Healthcare», США). Для прове-
дення ренатурації rhIL7-BАРmut застосовано ме-
тод плавного розведення. Додаткові речовини, які 
забезпечують інгібування агрегації, а також спів-
відношення окисно-відновних реагентів для коре-
ктного формування дисульфідних зв’язків підби-
рали відповідно до даних літератури (Yamaguchi 
et al., 2014; Xu et al., 2003). Додавання аргініну у 
концентрації 0,1–1 М дозволяє знизити агрегацію 
білка та підвищити його розчинність. Припуска-
ють, що гуанідинова група має слабкі взаємодії з 
ароматичними групами амінокислот, котрі в дена-
турованому білку знаходяться на поверхні і спри-
яють його агрегації (Tsumoto et al., 2004). Показа-
но, що додавання аргініну і глутатіону забезпечує 
ренатурацію білків, що містять дисульфідні 
зв’язки при ступінчастому діалізі. Дослідження 
концентрації та співвідношення відновленого і 
окисненого глутатіонів (GSH/GSSG) показали, що 
для лужної фосфатази присутність GSH/GSSG у 
співвідношенні 10:1 – 5:1 забезпечувала макси-
мальний вихід функціонально-активного білка 
(Khodagholi et al., 2007a). При співвідношенні 1:1 
вихід ренатурованого білка суттєво зменшувався. 

Ще одним реагентом, який досить часто 
використовують для запобігання агрегації білка 
є циклодекстрин. Зокрема, β-циклодекстрин — 
циклічний олігосахарид, що складається з семи 
α-(1,4) зв’язаних α-D-глюкопіранозних залишків 
(Aachmann et al., 2003). ЯМР дослідження пока-
зали, що порожнина кільця молекули циклодек-
стрина може утворювати комплекси із залишка-
ми амінокислот, особливо ароматичних, на по-
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верхні білка. Окрім запобігання агрегації цільо-
вого білка, циклодектрин може мати шапероно-
подібну дію (Yazdanparast et al., 2006). Молеку-
ли детергентів (наприклад, неіонний детергент 
Tween 20) екранують гідрофобні ділянки дена-
турованих білків. Циклодекстрин забезпечує 
вилучення молекули детергента із комплекса 
білок-детергент, чим запускає процес ренату-
рації білка in vitro. Лімітуючим фактором є роз-
міри детергента, що впливають на можливість 
його взаємодії з молекулою циклодекстрину. 

До складу буферів для ренатурації білків 
також додають іони металів. Зокрема, в нашому 
випадку компонтентом злитого білка є металоп-
ротеїн — лужна фосфатаза, що містить в складі 
активного центру два іони Zn

2+
, необхідні для 

реалізації каталітичної функції і термодинаміч-
ної стабільності (у так званих каталітичному М1 
і структурному М2 сайтах), а також іон Mg

2+
 (у 

регуляторному сайті М3) необхідний для струк-
турної стабілізації ферменту (Dirnbach et al., 
2001). За данними (Khodagholi, 2007b) іони Mg

2+
 

запобігають агрегації і збільшують активність 
ренатурації фосфатази на 50 % вже за присут-
ності в концентрації 5 мМ. Таке підвищення 
ефективності  ренатурації не досягалося при 
додаванні інших іонів металів, наприклад, Zn

2+
 

чи Ca
2+

, навіть за більших концентрацій (20 
mM). Відтак, ренатурація лужної фосфатази 

менше залежить від іонної сили буфера, ніж від 
специфічних взаємодій між білком і іонами Mg

2+
. 

При використанні різних солей Mg
2+

 досягали 
схожого рівня ренатурації, тобто, аніонна час-
тина не відігравала специфічної ролі в цьому 
випадку. Mg

2+
 стабілізує інтермедіати на ранній 

стадії ренатурації BAP, зменшуючи агрегацію 
денатурованих молекул. Тому в роботі було 
застосовано лише іони Mg

2+
. 

 

Рис. 1. Аналіз зв’язування rhIL7-BAPmut, ренатурованого за 
присутності різних реагентів і їх співвідношень, з антитілами 
до IL-7 в ELISA (n = 3, p < 0,05). Умови ренатурації наведено 
у таблиці 1. Зв’язувальну активність порівнювали при кон-
центрації rhIL7-BAPmut 1 мкг/мл. 

 

Таблиця 1. Варіанти ренатурації rhIL7-BAPmut  

№ досліду Метод ренатурації Склад буфера для ренатурації 

1 плавне розведення 
100 мM Tris-HCl pH 8.0, 150 мМ NaCl, 
500 мM аргінін, 5 мМ GSH/1 мМ GSSG, 5 мМ MgSO4 

2 плавне розведення 
100 мM Tris-HCl pH 8.0, 150 мМ NaCl, 5 мМ β- циклодекстрин, 5 мМ 
GSH/1мМ GSSG, 5 мМ MgSO4 

3 плавне розведення 
100 мM Tris-HCl pH 8.0, 150 мМ NaCl, 5 мМ GSH/1 мМ GSSG, 0,1% 
Triton X-100 

4 
ренатурація на метало-

афінному сорбенті 
100 мM Tris-HCl pH 8.0, 150 мМ NaCl, 100 мM аргінін, 5 мМ GSH/1 мМ 
GSSG, 5 мМ MgSO4 

 
 

Допоміжні речовини, які додавали під час 
ренатурації плавним розведеням (табл. 1), забез-
печили підвищення виходу функціонально-
активного rhIL7-BАРmut за рахунок перешкоджан-
ня його агрегації, а також сприяли коректному 
формуванню дисульфідних зв’язків. В результаті 
проведеного експерименту було показано, що 
найвища ефективність ренатурації rhIL7-BАРmut 
була у випадку застосування аргініну, β-цикло-

декстрину і глутатіонів для формування дисуль-
фідних зв’язків (рис. 1). 

Оскільки, ренатурація розведенням не зав-
жди є технологічною, а rhIL7-BАРmut містить ге-
нетично введену послідовність His-tag, привабли-
вим було використання останньої для проведення 
його одностадійного очищення та ренатурації на 
металоафінному сорбенті. Для оптимізації проце-
су очищення і ренатурації цільового білка викори-
стовували колонку, яка містила 1мл Ni-NTA — 
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Superflow сефарози. Однак, нами було встанов-
лено, що у випадку rhIL7-BАРmut, який складаєть-
ся з двох функціональних частин, цей метод ви-
явився менш ефективним у порівнянні з плавним 
розведенням (рис. 1). 

Також проводилося визначення оптимальних 
умов функціонування BAPmut. За даними літера-
тури (Muller et al., 2001) було проаналізовано де-
кілька варіантів буферних розчинів. В результаті 
імуноферментного аналізу було встановлено, що 
при використанні буферних систем на основі Трис 
або CAPS при значенні рН 9,5–10,0 спостеріга-
лась найвища активність ферменту (рис. 2).  

Отриманий злитий білок rhIL7-BAPmut було 
застосовано для скринінгу імунної комбінаторної 
бібліотеки кДНК варіабельних генів імуноглобулі-
нів миші шляхом аналізу реплік бактерійних коло-
ній (клонів-продуцентів одноланцюгових антитіл, 
специфічних до ІL7). В результаті було виділено 
клони, що продукують специфічні одноланцюгові 
антитіла (рис. 3). 

 

 

Рис. 2. Визначення оптимальних умов для функціонування 
BAPmut в ELISA. 
Буфер 1: 
100 мМ Tris-HCl, 140 мМ NaCl, 15 мМ MgSO4 (pH=9,5); 
буфер 2: 
50 мМ CAPS, 400 мМ NaCl, 10 мМ MgSO4 (pH=10,0); 
буфер 3: 100 мМ Tris-HCl, 15 мМ MgSO4 (pH=9,0); 
буфер 4: 50 мМ гліцин, 15 мМ MgSO4, (pH=9,2). 

 

Рис. 3. Імуноблот реплік бактерійних колоній, одержаних в 
результаті скринування клонів, отриманих після декількох 
циклів афінної селекції фагової бібліотеки проти rhIL7. 
Візуалізацію клонів-продуцентів проводили із застосуван-
ням rhIL7-BAPmut. Стрілками вказано клони, що продукують 
специфічні антитіла. 

Отриманий злитий білок rhIL7-BAPmut також 
може бути використаний для одностадійного ви-
явлення специфічних до IL7 антитіл. Схема про-
ведення класичного імуноферментного аналізу із 
застосуванням кон’югату антигену з маркерною 
молекулою наведено на рис. 4.  

 

Рис. 4. Схематичне зображення проведення  ELISA для 
детекції scFv(IL7): a) виявлення імунних комлексів scFv-
rhIL7 відбувається в результаті послідовного додавання 
специфічних первинних і вторинних антитіл; б) виявлення 
scFv(IL7) проводиться в результаті взаємодії злитого білка 
rhIL7-BAPmut. 

Застосування rhIL7-BAPmut дозволяє суттє-
во скоротити час проведення імуноферментного 
аналізу та зменшити витрати на імунореагенти. 
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Висновки  

Отже, в результаті виконання роботи було 
сконструйовано злитий білок на основі інтер-
лейкіну 7 людини та бактерійної лужної фосфа-
тази з підвищеною каталітичною активністю 
(rhIL7-BAPmut) і забезпечено його синтез в E. 
coli у формі тілець включення. Встановлено, що 
плавне розведення очищеного білка буферним 
розчином, який містив аргінін, глутатіон окисне-
ний/відновлений та іони Mg

2+
, є оптимальним 

методом відновлення функціональної активнос-
ті обох компонентів злитого білка rhIL7-BAPmut 
in vitro. Показано, що застосування rhIL7-
BAPmut, після його ренатурації з тілець вклю-
чення, дозволяє щонайменше втричі скоротити 
час проведення скринінгу імунної комбінаторної 
бібліотеки кДНК V-генів імуноглобулінів та не 
потребує застосування специфічних первинних і 
вторинних антитіл. Злитий білок rhIL7-BAPmut 
також може бути використаний у подальших 
дослідженнях для якісного та кількісного аналізу 
рецепторів до IL-7. Це дозволить проводити 
моніторинг функціонального стану клітин імун-
ної системи організму. 
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Aim. The aim of our work was to optimize the rena-

turation method of the rhIL7-BAPmut fusion protein 
based on recombinant human interleukin-7 (rhIL7) and 
bacterial alkaline phosphatase with enhanced catalytic 
properties (BAPmut) for its obtaining in functionally 
active form. Methods. The cells of E. coli strain B-

L21(DE3) were transformed with pET24-IL7-BAPmut 
plasmid vector. Protein synthesis was induced by 
autoinduction protocol. Immobilized-metal affinity 
chromatography (IMAС) and slow dilution methods were 
applied for rhIL7-BAPmut fusion protein renaturation 
from bacterial inclusion bodies in vitro. Results. 

Combination of IMAС method and slow dilution at the 
presence of arginine, GSH/ GSSG and Mg

2+
 ions 

provided obtaining of rhIL7-BAPmut in pure and active 
form. Bifunctional activity of rhIL7-BAPmut after refolding 
is confirmed immunochemically by binding with specific 
antibodies. Conclusions. It was shown that application 

of rhIL7-BAPmut allows to reduce the time of the 
screening of immune combinatory libraries of variable 
genes of IgG and does not require specific primary and 
secondary antibodies. The rhIL7-BAPmut fusion protein 
also can be used for qualitative and quantitative analysis 
of IL-7 receptors. 

Keywords: IL-7, BAPmut, inclusion bodies, renaturation. 
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