
Груп па ви ру сов па пил ло мы че ло ве ка (ВПЧ) 
вклю ча ет свы ше 100 раз лич ных ти пов ви ру сов
[1, 2]; бо лее 20 из них ин фи ци ру ют ге ни та лии и
сли зис тую ану са [3].

Ус та нов ле но, что ВПЧ 16-го и 18-го ти пов
слу жат ос нов ным про во ци ру ю щим фак то ром в
раз ви тии не ко то рых форм рака, в час т нос ти, рака
шей ки мат ки, аде но кар ци но мы, рака вла га ли ща,
по ло во го чле на и др. [4, 5]. 

Те ра пия за бо ле ва ний, вы зы ва е мых ВПЧ, на
се год няш ний день осу щес т в ля ет ся би о син те ти -
чес ки ми вак ци на ми, сос то я щи ми из пеп тид ных
фраг мен тов, син те зи ро ван ных из ами но кис лот;
эти фраг мен ты со от вет с т ву ют ами но кис лот ной
пос ле до ва тель нос ти тех струк тур ви рус но го бел -
ка, ко то рые рас поз на ют ся им мун ной сис те мой и
вы зы ва ют им мун ный от вет [6—9]. Ис поль зо ва -
ние од но го или двух им му но ген ных бел ков вмес то
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Вы  де ле н ие и иден т и фи ка  ция г иб рид  но го ре ком  би нан т но го
он  коп ро  те  и на  Е7 в и ру са па пил  ло мы че ло  ве ка 16 типа,
кон ъ ю ги  ро ван  но го с бел к ом теп ло во  го ш ока 7 0

Ген ре ком би нан т но го он коп ро те и на Е7 ви ру са па пил ло мы че ло ве ка 16 типа, конъ ю -
ги ро ван но го с бел ком теп ло во го шока 70 (Е7(16)-БТШ70), был эк с прес си ро ван в
клет ках дрож жей Saccharomyces cerevisiae. Для по лу че ния це ле во го бел ка, его пер -
вич ной иден ти фи ка ции и ус та нов ле ния его под лин нос ти был про ве ден ряд хро ма -
тог ра фи чес ких вы де ле ний. Ис поль зо ва ние ме тал л - хе лат ной хро ма тог ра фии бы ло
ос но ва но на из би ра тель ном свя зы ва нии ак тив ных групп сор бен тов с по ли гис ти ди -
но вым фраг мен том на С-кон це по ли пеп тид ной пос ле до ва тель нос ти це ле во го бел ка, 
в то вре мя как при ме не ние аф фин ной хро ма тог ра фии — на ас со ци а ции с АТ Р -с вя зы -
ва ю щи ми ре ги о на ми Е7 и БТШ70. Сте пень чис то ты це ле во го бел ка пос ле обе их про -
це дур не пре вы си ла 70%, что ука зы ва ет на на ли чие мно жес т ва низ ко мо ле ку ляр ных
при ме сей и про дук тов оли го ме ри за ции це ле вой мо ле ку лы. Про ве де ние хро ма тог ра -
фи чес кой очис т ки в де на ту ри ру ю щих ус ло ви ях с ис поль зо ва ни ем силь ных вос с та -
нав ли ва ю щих аген тов поз во ли ло вы де лить це ле вой бе лок, со дер жа ние мо но ме ра в
ко то ром пре вы си ло 97%. Пос ред с т вом им му ноб ло тин га и элек т ро фо ре за бы ла ус та -
нов ле на под лин ность це ле во го бел ка, мас с - с пек т ро мет ри чес ким ме то дом было по -
ка за но со от вет с т вие его пер вич ной струк ту ры за яв лен ной пос ле до ва тель нос ти.

Клю че вые сло ва: бе лок теп ло во го шока, вак ци на, ви рус па пил ло мы че ло ве ка.

                                 
Жу чен ко Мак сим Ан д ре е вич, Ша мо нов Ни ко лай Алек се е вич, Се реб ря ко ва Ма ри на Ва си ль ев на, Че ре пуш кин Ста нис лав Ан д -
ре е вич.

Спи сок  со кра ще ний: БСА — бы чий сы во ро точ ный аль бу мин, БТШ70 — бе лок теп ло во го шока мас сой 70 кДа; ВПЧ — ви рус па -
пил ло мы че ло ве ка; ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ДТТ — ди ти от ре и тол; трис-HCl — трис(гид ро -
кси ме тил)ами но ме тан гид ро хло рид; ТФУ — триф то рук сус ная кис ло та; ЭДТА — эти лен ди а мин тет ра ук сус ная кис ло та, ЭФ в
ПААГ — элек т ро фо рез в по ли ак ри ла мид ном геле; ADР — аде но зин ди фос фор ная кис ло та; AТР — аде но зин т ри фос фор ная кис -
ло та; CR — кон сер ва тив ный ре ги он; E7 — он коп ро те ин № 7 ви ру са па пил ло мы че ло ве ка; MS MALDI TOF — вре мя про лет ная
масс-спек тро ско пия в ре жи ме мат рич но-ак ти ви ро ван ной ла зер ной де сор б ции и иони за ции; PMSF —фе нил ме тил су ль фо нил ф то -
рид;.ppm (part ic les per mil li on) — ко ли че ст во ча с тиц на мил ли он; SB — нат рий-бо рат ный бу фер ный рас твор; SDS — до де цил су ль -
фат на трия; TBST — смесь трис(гид ро кси ме тил)ами но ме та но во го бу фе ра и по ли сор ба та 20.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



це ло го воз бу ди те ля обес пе чи ва ет фор ми ро ва ние им -
му ни те та при зна чи тель ном сни же нии ре ак то ген -
нос ти вак ци ны и ее по боч но го дей с т вия [10, 11].

На се год няш ний день не су щес т ву ет те ра -
пев ти чес кой вак ци ны, ис поль зу емой для ле че ния
за бо ле ва ний ано ге ни таль ной об лас ти, выз ван ных
ВПЧ 16-го и 18-го ти пов. В свя зи с этим мы ре ши -
ли соз дать гиб рид ный бе лок, вклю че ние в сос тав
ко то ро го он коп ро те и на Е7 нап рав ле но на ин дук -
цию спе ци фич но го им мун но го от ве та на ВПЧ, а ис -
поль зо ва ние пос ле до ва тель нос ти БТШ70 свя за но с 
име ю щей ся ин фор ма ци ей об им му но мо ду ли ру ю -
щих свой с т вах бел ков теп ло во го шока [12—15].

Ами но кис лот ную пос ле до ва тель ность Е7
мож но ус лов но раз де лить на три кон сер ва тив ных
ре ги о на CR1, CR2 и CR3 [16, 17]. Пер вые два не
име ют тре тич ной струк ту ры, в то вре мя как CR3
ав то ном но сво ра чи ва ет ся в вы со ко струк ту ри ро -
ван ный цин к - с вя зы ва ю щий до мен с 12132-
 топологией. Упо ря до чен ная струк ту ра CR3-ре гио -
на Е7 опос ре до ва на ди ме ри за ци ей за счет гид ро -
фоб ных кон так тов 23 — учас т ка ан ти па рал лель -
ной внут ри мо ле ку ляр ной -складки и бо ко вых
ами но кис лот ных це пей. Гид ро фоб ные ос тат ки
сос тав ля ют гид ро фоб ное ядро каж до го мо но ме ра; 
часть из них опос ре ду ют внут ри мо ле ку ляр ные кон -
так ты. Та ким об ра зом, ди ме ри за ция при во дит к
об ра зо ва нию смеж но го гид ро фоб но го ядра, в ре -
зуль та те чего Е7 пред с тав лен в рас т во ре в виде ди -
ме ра [17—19].

Было по ка за но, что Е7 де мон с т ри ру ет АТ Р -за -
ви си мую ша пе рон ную ак тив ность в от но ше нии мо -
дель ных бел ков [20, 21]. На ос но ва нии име ю щей ся 
ин фор ма ции мож но по ды то жить, что ши ро кая спе -
ци фич ность Е7 при вза и мо дей с т вии с бел ка ми-
 суб с т ра та ми мо жет ус лож нить его очис т ку как за
счет меж мо ле ку ляр ных вза и мо дей с т вий типа Е7
— суб с т рат, так и за счет силь но го свя зы ва ния с
сор бен том при хро ма тог ра фи чес кой очис т ке. 

БТШ70, в свою оче редь, так же про яв ля ет
АТ Р -ша пе рон ную ак тив ность [22, 23]. Так, в ре ак -
ци ях фол дин га, опос ре до ван ных БТШ70, бел ки-
 суб с т ра ты под вер га ют ся цик лам свя зы ва ния/выс -
во бож де ния [24]. БТШ70 сос то ит из двух ос нов -
ных ре ги о нов: вы со ко кон сер ва тив но го N-кон це -
вого АТ Р -за ви си мо го ре ги о на и С-кон це во го ре ги о -
на, ко то рый так же раз де лен на два учас т ка: кон сер -
ва тив ный суб с т рат - с вя зы ва ю щий ре ги он и ме нее
кон сер ва тив ный, силь но на сы щен ный гид ро фоб -
ны ми учас т ка ми С-кон це вой ре ги он [22, 25, 26]. 

N-Концевая об ласть БТШ70 сос то ит из двух
боль ших гло бу ляр ных суб до ме нов, раз де лен ных
глу бо кой цен т раль ной рас ще ли ной и со е ди нен ных
дву мя пе ре се ка ю щи ми ся аль фа- с пи ра ля ми [22].

АТР, свя зы ва ясь с N-концевым ре ги о ном БТШ70,
спо со бен ре гу ли ро вать кон фор ма ци он ные из ме не -
ния на С-кон це в мес те на хож де ния свя зы ва ю ще -
го ре ги о на, из ме няя его срод с т во к суб с т ра ту [25]. 

Суб с т рат - с вя зы ва ю щий ре ги он БТШ70 об -
ла да ет вы со кой аф фин нос тью к ко рот ким гид ро фоб -
ным бел ко вым пос ле до ва тель нос тям рас тя ну той
кон фор ма ции, что оп ре де ля ет ся на ли чи ем у БТШ70 
сег мен тов рас поз на ва ния [27—29].

Та ким об ра зом, би о хи ми чес кая ак тив ность
БТШ70 близ ка к ак тив нос ти, опи сан ной для Е7:
оба бел ка об ла да ют АТ Р -с вя зы ва ю щи ми ре ги о на -
ми, опос ре ду ю щи ми силь ные внут ри- и меж мо ле -
ку ляр ные вза и мо дей с т вия, а так же суб с т рат - с вя -
зы ва ю щи ми об лас тя ми, об ла да ю щи ми аф фин нос -
тью к ко рот ким гид ро фоб ным фраг мен там. Эти
об с то я тель с т ва мо гут слу жить от п рав ной точ кой
для вы бо ра стра те гии и ус ло вий очис т ки дан ных
це ле вых бел ков. В ли те ра ту ре име ет ся ин фор ма -
ция о вы де ле нии и очис т ке БТШ70 и Е7 [30], од на -
ко, в дан ной рабо те пред с то я ло еще до ка зать, что
ис ко мая гиб рид ная мо ле ку ла об ла да ет фи зи ко- хи -
ми чес ки ми и би о ло ги чес ки ми свой с т ва ми, схо жи -
ми со свой с т ва ми сос тав ля ю щих ее час тей. 

Целью нас то я ще го ис с ле до ва ния яв ля ет ся
под т вер ж де ние ги по те зы о ша пе рон ной ак тив нос ти
гиб рид ной мо ле ку лы Е7(16)-БТШ70 и ее вы де ле -
ние для изу че ния про фи ля при ме сей в пре па ра те
и ус та нов ле ния под лин нос ти по лу чен но го бел ка.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

В ка чес т ве ис ход но го сырья ис поль зо ва ли
кле точ ный ли зат штам ма Saccharomyces cerevisiae 
SCR-702-E7(16)-HSP70 («Гос НИ И ге не ти ка»). Куль -
ти ви ро ва ние штам мов - п ро ду цен тов про во ди ли в
фер мен те ре Biostat C30 (BBI, Гер ма ния). В ходе
про цес са куль ти ви ро ва ния в сре ду асеп ти чес ки
вно си ли под пит ки — сте риль ные рас т во ры са ха -
ро зы (Panreac), глю ко зы (Panreac), гли це ри на
(Panreac), дрож же во го эк с трак та (Sigma-Aldrich),
ка за ми но вых кис лот (BD Bacto), фос фа тов
(Sigma-Aldrich). Би о мас су про ду цен та дис пер ги -
ро ва ли в ли зи ру ю щем бу фе ре ЛБ (100 мМ
трис-HCl (AppliChem), pH 8,0, 30 мM ими да зол
(Panreac), 500 мМ NaCl, 4 M мо че вина (Panreac),
0,1 % по ли сор ба та 20 (Panreac), 1 мM ЭД ТА
(Sigma-Aldrich), 5 мМ ди ти от ре и то л (Panreac), 2 мМ
PMSF (Sigma-Aldrich), pH 8,0). Сус пен зию кле ток 
раз ру ша ли в де зин тег ра то ре APV 1000 (APV, Да ния). 
Об щее чис ло не об хо ди мых цик лов де зин тег ра ции 
оп ре де ля лось по ре зуль та там фа зо во- кон т рас т ной 
мик рос ко пии (Carl Zeiss Axiostar, Гер ма ния) (не
ме нее 95% кле ток дол ж но было быть раз ру ше но).
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Ме талл-хе лат-аф фин ная хро ма тог ра фия 
на сор бен те IMAC 6 FF

Хро ма тог ра фи чес кую очис т ку про во ди ли в
сис те ме АКТА Purifier 100 со встро ен ным УФ - де -
тек то ром (GE Healthcare, Шве ция) при тем пе ра ту -
ре 2—8°. В ка чес т ве ме тал л - хе лат -аф фин но го сор -
бен та ис поль зо ва ли хро ма тог ра фи чес кий сор бент 
IMAC 6 FF (GE Healthcare).

Ко лон ну ди а мет ром 50 мм и вы со той 200 мм
урав но ве ши ва ли бу фер ным рас т во ром IMAC A
(20 мM трис-HCl, 1 мM ЭДТА, 10 мM L-глу та -
тион, 0,1 % по ли сор ба та 20, pH 8,0) со ско рос тью
25 мл/мин.

В пред ва ри тель но про филь т ро ван ный ли зат 
дрож же вых кле ток, по лу чен ный в про цес се де зин -
тег ра ции би о мас сы [31], до бав ля ли гли це рин до
ко неч ной кон цен т ра ции 10%. По лу чен ный рас т -
вор на но си ли на ко лон ну при ско рос ти по то ка
25 мл/мин; ко лон ну за тем про мы ва ли 2 л бу фер но -
го рас т во ра IMAC A.

Элю цию с ко лон ны осу щес т в ля ли гра ди ен -
том кон цен т ра ции от 0 до 60% бу фер но го рас т -
во ра IMAC B (20 мM трис-HCl, pH 8,0, 500 мM
ими да зол, 500 мM NaCl, 10 мM L-глутатион, 1 мM 
ЭДТА, 10 % гли це ри на, 0,1 % по ли сор ба та 20, pH 8,0)
объ е мом 500 мл при ско рос ти по то ка 25 мл/мин. 

Де тек цию осу щес т в ля ли при дли не вол ны
280 нм. На чи ная с оп ти чес кой плот нос ти 0,030 ед. 
аб сор б ции со би ра ли це ле вую фрак цию. 

Аф фин ная хро ма тог ра фия на АТР-се фа ро зе 4В

Син тез аф фин но го сор бен та осу щес т в ля ли
с ис поль зо ва ни ем бром ци ан -ак ти ви ро ван ной се -
фа ро зы 4B (GE Healthcare, Шве ция). Про цесс ак -
ти ва ции мат ри цы рас т во ром АТР про во ди ли сог -
лас но ин с трук ции ком па ни и- п ро из во ди те ля. 

Хро ма тог ра фи чес кую очис т ку осу щес т в ля -
ли с ис поль зо ва ни ем сис те мы АКТА Purifier (GE,
США) при тем пе ра ту ре 2—8° на ко лон ке ди а мет -
ром 16 мм и вы со той 100 мм. 

В ка чес т ве под виж ных фаз слу жи ли урав но -
ве ши ва ю щий бу фер ный рас т вор А (0,3 M NaCl,
5 мM MgCl2, 50 мM KCl, 10 мM трис-HCl, pH 7,4),
про мы воч ный бу фер ный рас т вор Б (5 мM MgCl2,
50 мM KCl, 100 мM трис-HCl, pH 7,4) и элю и ру ю -
щий бу фер ный рас т вор В (5 мM MgCl2, 50 мM
KCl, 100 мM трис-HCl, 20 мM ATР, pH 7,4).

В пред ва ри тель но про филь т ро ван ный ли зат 
дрож же вых кле ток, по лу чен ный пу тем де зин тег -
ра ции би о мас сы, до бав ля ли гли це рин до ко неч -
ной кон цен т ра ции 10%. Пос ле на не се ния рас т во -
ра на аф фин ный сор бент урав но ве шен ный бу фер -

ным рас т во ром А, сор бент с ад сор би ро ван ным
бел ком от мы ва ли бу фер ным рас т во ром Б, а да лее
осу щес т в ля ли гра ди ен т ную элю цию це ле во го бел -
ка бу фер ным рас т во ром В.

Со би ра ли фрак ции, со дер жа щие це ле вой бе -
лок, на чи ная с оп ти чес кой плот нос ти 0,010 ед. аб -
сор б ции (280 нм).

Гель-элек т ро фо рез в по ли ак ри ла мид ном  ге ле

Элек т ро фо рез бел ко во го пре па ра та про во ди -
ли по стан дар т ной ме то ди ке Лэм м ли в не вос с та -
нав ли ва ю щих ус ло ви ях в 8 %-ном ПААГ с пос ле -
ду ю щим ок ра ши ва ни ем Coumassi R250 (Sigma-
 Aldrich) или нит ра том се реб ра (Sigma-Aldrich). В
про бы, пред наз на чен ные для мас с - с пек т рос ко пии,
до бав ля ли 5 мкл 15 мМ иода це та ми да (Appli Chem).

Эк ск лю зи он ная вы со ко эф фек тив ная 
жид ко ст ная хро ма тог ра фия

Хро ма тог ра фи чес кое раз де ле ние бел ко во го
пре па ра та про во ди ли с ис поль зо ва ни ем хро ма тог -
ра фи чес кой сис те мы Dionex UltiMate 3000 (Dio -
nex, США) на ко лон ке Superose 6 (раз мер ко лон ки
30010 мм) (GE Healthcare). По да чу элю ен та осу -
щес т в ля ли в изок ра ти чес ком ре жи ме со ско рос тью 
по то ка 0,5 мл/мин.

В ка чес т ве под виж ной фазы ис поль зо ва ли
смесь 50 мМ фос фа та нат рия и 150 мМ NaCl,
рН 7,0. Де тек цию осу щес т в ля ли при дли не вол ны
210 нм. Тем пе ра ту ра ко лон ки сос тав ля ла 15—25°, 
а ав то сам п ле ра — 4 ± 1°. Наг руз ка по бел ку на ко -
лон ку была рав на 20 мкг.

Вре мя про лет ная масс-спек тро ско пия 
в ре жи ме мат рич но-ак ти ви ро ван ной 
ла зер ной де сор б ции (MALDI) и иони за ции

Трип ти чес кий гид ро лиз бел ка в по ли ак -
ри ла мид ном геле. Пос ле про ве де ния элек т ро фо -
ре ти чес ко го раз де ле ния со дер жа щий при мес ные
бел ки фраг мент ПААГ раз ме ром 3—4 мм3, ок ра -
шен ный Coumassi R250, в сте риль ных ус ло ви ях
из в ле ка ли пин це том и по ме ща ли в про бир ку. Для
уда ле ния кра си те ля фраг мент дваж ды про мы ва ли
в 100 мкл 40%-но го рас т во ра аце то нит ри ла (Pan -
reac) в 0,1 М NH4HCO3 (Panreac) в те че ние 20 мин 
при 37. Пос ле уда ле ния рас т во ра до бав ля ли
100 мкл аце то нит ри ла и де гид ра та цию геля про во -
ди ли в те че ние 30 мин. Уда лив аце то нит рил и вы -
су шив фраг мент геля, до бав ля ли 4 мкл рас т во ра
мо ди фи ци ро ван но го трип си на (Promega, США) в
0,05 М NH4HCO3 (Panreac) в кон цен т ра ции 15 мкг/мл.
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Гид ро лиз бел ка про во ди ли в те че ние 16 ч при 37,
за тем для за вер ше ния гид ро ли за к рас т во ру до бав -
ля ли 7 мкл 0,5 %-ной ТФУ (Panreac) в 10%-ном
рас т во ре вод но го аце то нит ри ла и тща тель но пе ре -
ме ши ва ли. Над ге ле вый рас т вор ис поль зо ва ли для
по лу че ния MALDI- масс- спектров.

Для про ве де ния мас с - с пек т ро мет рии сме -
ши ва ли 2 мкл рас т во ра об раз ца и 0,5 мкл рас т во ра 
2,5-дигидроксибензойной кис ло ты (Aldrich, 10 мг/мл
в 20%-ном вод ном аце то нит ри ле + 0,5% ТФУ); по -
лу чен ную смесь вы су ши ва ли на воз ду хе.

Мас с - с пек т ры были по лу че ны на MALDI-
 времяпролетном мас с - с пек т ро мет ре Ultrafle Xtreme
(BrukerDaltonics, Гер ма ния), ос на щен ном уль тра -
фи о ле то вым ла зе ром (Nd) в ре жи ме по ло жи тель -
ных ионов с ис поль зо ва ни ем реф лек т ро на; точ -
ность из ме рен ных мо но и зо топ ных масс пос ле до -
ка либ ров ки по пи кам ав то ли за трип си на сос тав ля -
ла 0,005 % (50 ррм). Спек т ры по лу ча ли в ди а па зо -
не масс 600—5000 m/z, вы би рая мощ ность ла зе ра, 
спо соб с т ву ю щую дос ти же нию на и луч ше го раз ре -
ше ния. Для по лу че ния спек т ров фраг мен та ции ис -
поль зо ва ли тан дем ный ре жим при бо ра; точ ность
из ме ре ния фраг мен т ных ионов была не ниже 1 Да.

Иден ти фи ка цию бел ков осу щес т в ля ли при
по мо щи прог рам мы Mascot (www.matrixscience.com).
Мас с - с пек т ры об ра ба ты ва ли с ис поль зо ва ни ем
прог рам м но го па ке та FlexAnalysis 3.3 (Bruker
Daltonics). При по мо щи прог рам мы Mascot (оп ция

«Пеп тид ный фин гер п ринт») про во ди ли по иск в
базе дан ных NCBI сре ди бел ков всех ор га низ мов с
ука зан ной выше точ нос тью и с уче том воз мож ных
окис ле ния ме ти о ни нов кис ло ро дом воз ду ха и мо ди -
фи ка ции цис те и нов иодо а це та ми дом или ак ри ла -
ми дом геля. Дан ные ана ли за кан ди дат ных бел ков с 
ко эф фи ци ен том дос то вер нос ти >87 в базе дан ных
NCBI счи та ли на деж ны ми (p<0,05). Так же были по -
лу че ны спек т ры фраг мен та ции от дель ных пеп ти -
дов. С ис поль зо ва ни ем прог рам м но го обес пе че ния 
Biotools 3.3 (Bruker Daltonics) про ве ден по иск по
объ е ди нен ным MS+MS/MS-результатам.

Опре де ле ние спе ци фич но сти 
и чув ст ви те ль но сти ан ти тел к бел ку
E7(16)-БТШ70 ме то дом им му ноб ло тин га

Рас т вор бел ка Е7(16)-БТШ70 раз во ди ли во -
дой до кон цен т ра ции 0,02 мг/мл. К 20 мкл об раз ца 
до бав ля ли 20 мкл двук рат но го бу фе ра для об раз -
цов с или без ДTT, ин ку би ро ва ли 5 мин при 100є и
об раз цы на но си ли на гель. Элек т ро фо рез про во ди -
ли в 8%-ном ПААГ при нап ря же нии 200 В, силе
тока 0,4 А в те че ние 40 мин, пос ле чего осу щес т в -

ля ли по лу су хой пе ре нос на нит ро цел лю лоз ную
мем б ра ну при нап ря же нии 15 В, силе тока 2 А в те -
че ние 45 мин. Мем б ра ны бло ки ро ва ли 3 %-ным
БСА в бу фе ре TBST (50 мМ трис-HCl, 150 мМ
NaCl, 0,1% по ли сор ба та 20, рН 7,6) c 1 мМ MgCl2
и вы дер жи ва ли в те че ние ночи при 4°.

Мем б ра ны ин ку би ро ва ли с пер вич ны ми ан -
ти те ла ми (кон цен т ра ция 5 мкг/мл) к Е7(16) (Mab
716-332, HyTest, Фин лян дия) и бел ку теп ло во го
шока (Mab TS29, HyTest, Фин лян дия) в 1 %-ном
БСА (в TBST c MgCl2) в те че ние 2 ч при 37°, пос ле 
чего про из во ди ли их от мыв ку в TBST c MgCl2.

Ин ку ба цию с вто рич ны ми ан ти те ла ми (Anti- -
Mouse IgG, A3562, Sigma, раз ве де ние 1:5000) в
1 %-ном БСА (в TBST c MgCl2) про во ди ли в те че ние
1 ч при 37°, пос ле чего мем б ра ны от мы ва ли TBST
c MgCl2.

Ин ку ба цию с суб с т ра том для ще лоч ной фос -
фа та зы (SIGMAFAST™ BCIP®/NBT tablet)  про -
дол жа ли до по яв ле ния ок ра ши ва ния, но не бо лее
5 мин. Фо тосъ ем ку ге лей осу щес т в ля ли с по -
мощью сис те мы для до ку мен ти ро ва ния ге лей
G-Box Chemix XR5 (Syngene); ре зуль та ты об ра ба -
ты ва ли в прог рам ме GeneTools.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Очис т ку ли за та про во ди ли, при ни мая во
вни ма ние струк тур ные осо бен нос ти как бел ков
Е7 и БТШ70 по от дель нос ти, так и гиб рид ной мо -
ле ку лы. На ли чие АТ Р -с вя зы ва ю щих ре ги о нов Е7
и БТШ ста ло при чи ной про ве де ния хро ма тог ра -
фии на аф фин ной ко лон не, ак ти ви ро ван ной АТР.
За ко ди ро ван ный на эта пе раз ра бот ки ге не ти чес -
кой кон с т рук ции по ли гис ти ди но вый ре ги он в пос -
ле до ва тель нос ти Е7(16)-БТШ70 пред наз на чал ся
для из би ра тель но го свя зы ва ния це ле вой мо ле ку -
лы с ни ке лем ме тал л - хе лат ной ко лон ны. Чис то та
фрак ций элю а та Е7(16)-БТШ70, соб ран ных пос ле 
очис т ки на ме тал л - хе лат ной ко лон не, была оце не -
на с по мощью элек т ро фо ре за с ок ра ши ва ни ем се -
реб ром в не вос с та нав ли ва ю щих ус ло ви ях. Элек т -
ро фо рег рам ма фрак ции элю а та с на и боль шим со -
дер жа ни ем мо но ме ра це ле во го бел ка в раз лич ных 
раз ве де ни ях при ве де на на рис 1. На ря ду с це ле -
вым бел ком на элек т ро фо рег рам ме вид ны по ло сы
как низ ко мо ле ку ляр ных, так и вы со ко мо ле ку ляр -
ных при ме сей, ве ро ят но, пред с тав лен ных про дук -
та ми оли го ме ри за ции мо но ме ра Е7(16)-БТШ70.
Чис то та мо но ме ра не пре вы ша ет 70%.

Ре зуль та ты оцен ки чис то ты эл лю а тов, по лу -
чен ных пос ле очис т ки на аф фин ной ко лон не, ак ти -
ви ро ван ной АТР, схо жи с дан ны ми, по лу чен ны ми
для ме тал л - хе лат ной хро ма тог ра фии (дан ные не
при ве де ны). 
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На ли чие боль шо го ко ли чес т ва низ ко мо ле ку -
ляр ных при ме сей в хро ма тог ра фи чес ких фрак ци ях 
при очис т ке мо жет быть обус лов ле но как край ней
нес та биль нос тью бел ка, при во дя щей к его дег ра да -
ции в рас т во ре в ре зуль та те гид ро ли за, так и его
склон нос тью к вза и мо дей с т вию с ко рот ки ми пеп ти -
да ми гид ро фоб ной при ро ды, спо соб ны ми на кап ли -
вать ся в ли за те при де зин тег ра ции би о мас сы.

Про филь при ме сей был иден ти фи ци ро ван с
по мощью MS MALDI TOF. Об раз цы при ме сей по лу -
ча ли путем элек т ро фо ре за в ПААГ с пос ле ду ю щей

ок рас кой ку мас си. Ок ра шен ные фраг мен ты геля, со -
от вет с т ву ю щие раз де лен ным по под виж нос ти фраг -
мен там бел ка, из в ле ка ли и ана ли зи ро ва ли.

Было ус та нов ле но, что при ме си Е7(16)-БТШ70
пред с тав ле ны фраг мен та ми це ле во го бел ка сов -
мес т но с фраг мен та ми бел ков штам ма- п ро ду цен -
та. При ана ли зе пеп ти дов, не со от вет с т ву ю щих
ис ход ной ами но кис лот ной пос ле до ва тель нос ти
Е7(16)-БТШ70, были об на ру же ны та кие бел ки штам -
ма Saccharomyces cerevisiae, как фак тор элон га ции
тран с ля ции 1- альфа (TEF1), ри бо сом ные про те и -
ны L26bp и 33b, гли ко ген ные фер мен ты дрож жей
UGP1p, UTP1p и др. Ко эф фи ци ент дос то вер нос -
ти пре вы шал зна че ние 87, ре зуль тат был оп ре де -
лен на деж но (p<0,05). По лу чен ные дан ные мо гут
под т вер дить выд ви ну тое пред по ло же ние о ша пе рон -
ной ак тив нос ти гиб рид ной мо ле ку лы, пре пят с т ву -
ю щей очис т ке от низ ко мо ле ку ляр ных при ме сей.

Для по лу че ния фрак ции мо но ме ра со сте -
пенью чис то ты бо лее 97% было ре ше но ис поль зо -
вать вос с та нав ли ва ю щие аген ты и про во дить хро -
ма тог ра фи чес кую очис т ку в де на ту ри ру ю щих ус -
ло ви ях. Аген ты до бав ля ли в ис ход ный ма те ри ал.
Скри нинг осу щес т в ля ли ме то дом эк с клю зи он ной 
хро ма тог ра фии за счет от ли чий в про фи ле элю ции 
ис с ле ду е мых об раз цов. Ра нее было оп ре де ле но,
что вре мя удер жи ва ния пика гиб рид но го бел ка сос -
тав ля ет от 31 до 32 мин (дан ные не при ве де ны). 

В эк с пе ри мен те изу ча ли вли я ние сле ду ю щих
вос с та нав ли ва ю щих и де на ту ри ру ю щих аген тов:
30 мМ L-глутатиона вос с та нов лен но го (Appli Chem);
30 мМ L-цистина (Panreac); 0,01% по ли сор ба та 80 
(Panreac); 0,3% нат рия до де цил суль фа та (SDS)
(Sigma-Aldrich); 40 мМ ди ти от ре и то ла (ДTT), и
их ком би на ций. Ре зуль та ты от ра же ны на рис. 2. 
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Рис. 1. Элек т ро фо рег рам ма фрак ции Е7(16)-БТШ70
пос ле ме тал л - хе лат -аф фин ной хро ма тог ра фии. А — мар ке ры 
мо ле ку ляр ной мас сы (Bio-Rad); наг руз ка: Б — 10 мкг бел ка;
В — 1000 нг бел ка; Г — 15 нг бел ка. Сплош ной чер той от ме -
че на по ло са це ле во го гиб рид но го бел ка Е7(16)-БТШ70

Рис. 2. Про филь элю ции эк с клю зи он ной ВЭЖХ гиб рид но го бел ка Е7(16)-БТШ70, по лу чен ный при ис поль зо ва нии раз -
лич ных вос с та нав ли ва ю щих аген тов: чер ный — ис ход ный об ра зец, стан дарт срав не ния Е7-БТШ70; ро зо вый — с ис поль зо ва ни -
ем L-глутатиона вос с та нов лен но го; зел ный —  с ис поль зо ва ни ем  цис ти на; го лу бой —  с ис поль зо ва ни ем  по ли сор ба та 80; ко -
рич не вый —  с ис поль зо ва ни ем SDS; си ний —  с ис поль зо ва ни ем SDS+ДTT



Пол ное вос с та нов ле ние мо но ме ра дос ти га -
ет ся при сов мес т ном ис поль зо ва нии SDS и ДTT.
Для оцен ки иден тич нос ти це ле во го бел ка были
соб ра ны и про а на ли зи ро ва ны фрак ции элю а та,
пред ва ри тель но об ра бо тан но го SDS и ДTT. Ре -
зуль тат кон т ро ля чис то ты элю а та (для ни ве ли ро ва -
ния эф фек та раз бав ле ния скон цен т ри ро ван но го
до кон цен т ра ции ис ход но го ма те ри а ла) при ве де -
ны на рис. 3.

Ре зуль тат элек т ро фо ре ти чес ко го раз де ле -
ния по ка зал, что пред ва ри тель ная сов мес т ная об -
ра бот ка SDS + ДTT при во дит к зна чи тель но му сок -
ра ще нию ко ли чес т ва низ ко мо ле ку ляр ных при ме -
сей и про дук тов оли го ме ри за ции, что поз во ля ет
до бить ся сте пе ни чис то ты мо но ме ра, рав ной
97,5%. В ка чес т ве до пол ни тель ных ме то дов кон т -
ро ля по лу чен ной фрак ции Е7(16)-БТШ70 были ис -
поль зо ва ны MS MALDI TOF, оп ция «пеп тид ный
фин гер п ринт» — оп ре де ле ние ами но кис лот ной
пос ле до ва тель нос ти ис ко мо го бел ка и им му ноб ло -
тинг с ок рас кой спе ци фич ны ми к Е7 и БТШ70 ан -
ти те ла ми (оценка под лин нос ти). 

Элю ат мо но ме ра под вер г ли трип ти чес ко му
гид ро ли зу, пос ле чего был снят мас с - с пектр. Спек т -
рог рам ма трип ти чес ко го гид ро ли за та Е7(16)-БТШ70
пред с тав ле на на рис. 4. В ка чес т ве кри те ри ев
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Рис. 3. Про филь элек т ро фо ре ти чес ко го раз де ле ния
элю ата мо но ме ра Е7(16)-БТШ70: А — мар ке ры мо ле ку ляр -
ной мас сы (Bio-Rad); Б —Е7-БТШ70 до раз де ле ния, наг руз ка 
500 нг; В — Е7-БТШ70 до раз де ле ния, наг руз ка 250 нг; Г —
элю ат мо но ме ра Е7-БТШ70 без до бав ле ния ДTT; Д — элю ат
мо но ме ра Е7-БТШ70 с до бав ле ни ем ДTT

Рис. 4. Мас с - с пек т рог рам ма трип ти чес ко го гид ро ли за та бел ка Е7(16)-БТШ70



дос то вер нос ти оп ции «пеп тид ный фин гер п ринт»
были выб ра ны сле ду ю щие: ко ли чес т во сов пав ших
пеп ти дов в сос та ве од но го бел ка, пе рек ры ва ние сов -
пав ши ми пеп ти да ми пос ле до ва тель нос ти бел ка.

Бли жай шее сов па де ние пред с тав ле но за яв -
лен ной ами но кис лот ной пос ле до ва тель нос тью
Е7(16)-БТШ70, пе рек ры ва ние пос ле до ва тель нос ти 
сос та ви ло 73%, ко эф фи ци ент дос то вер нос ти — 413, 
что оз на ча ет, что ре зуль тат оп ре де лен на деж но
(p<0,05). Все ос таль ные кан ди дат ные пеп ти ды об -
ла да ют ко эф фи ци ен том дос то вер нос ти, не пре вы -
ша ю щим 40, пе рек ры ва ние пос ле до ва тель нос ти
сос та ви ло ме нее 10%. 20 кан ди да тов, пред с тав лен -
ных в по ряд ке убы ва ния дос то вер нос ти по ис ка,
при ве де ны в таб ли це.

Спе ци фич ность и чув с т ви тель ность ан ти -
тел к бел ку E7(16) и БТШ70 были до ка за ны ме то -
дом им му ноб ло тин га с ис поль зо ва ни ем ан ти тел к
Е7(16) (Mab 716-332) и к БТШ70 (Mab TS29). Фо -
тог ра фии мем б ра ны, ок ра шен ной ан ти те ла ми к

Е7(16), при ве де ны на рис. 5, а ан ти те ла ми к
БТШ70 — на рис. 6. Пре дел об на ру же ния для Маb 
716-332 сос та вил 5 нг, для Mab TS29 эту ве ли чи ну не
оце ни ва ли. Ре зуль та ты им му ноб ло тин га по ка зы ва ют
стро гую спе ци фич ность свя зы ва ния Е7(16)-БТШ70
с со от вет с т ву ю щи ми ан ти ге на ми.

Та ким об ра зом, по пыт ки по лу че ния ре ком -
би нан т но го бел ка Е7(16)-БТШ70 пос ред с т вом ни -
кель - хе лат ной и  аф фин ной хро ма тог ра фии не поз -
во ли ли очис тить це ле вой бе лок от при ме сей; из ме -
рен ная сте пень его чис то ты не пре вы ша ла 70%. 
Изу че ние про фи ля при ме сей в пре па ра те поз во ли -
ло пред по ло жить, что пос ле про ве де ния хро ма тог -
ра фи чес кой очис т ки бел ковые фрак ции со дер жа -
ли про дук ты дег ра да ции це ле во го бел ка и фраг -
мен ты бел ков штам ма- п ро ду цен та Saccharomyces
cere vi siae. На ли чие при мес ных пеп ти дов, по- ви ди -
мо му, обус лов ле но ша пе рон ной ак тив нос тью он -
коп ро те и на Е7 и бел ка теп ло во го шока 70. 

Об ра бот ка вос с та нав ли ва ю щи ми аген та ми
и SDS пе ред раз де ле ни ем про бы с по мощью эк с клю -
зи он ной хро ма тог ра фии по ка за ла, что про филь
элю ции за ви сит от типа ис поль зу е мых аген тов;
сов мес т ное ис поль зо ва ние SDS и ДTT спо соб с т ву ет
пе ре хо ду бел ка в мо но мер ное, не свя зан ное с при -
мес ны ми бел ка ми сос то я ние. По лу чен ная фрак ция 
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Ко эф фи ци ен ты до сто вер но сти кан ди дат ных
пеп ти дов

На и ме но ва ние
кан ди дат но го пеп ти да

Мас са,
Да

Ко эф фи ци ент
до сто вер но сти

Е7(16)-БТШ70 77323 431
QTmC888 13348 40
QTmBt5363.1 10529 39
SQGLEAN_13326 38266 38
QTmBt9472.2 28736 36
QTmC2222_1 8858 32

QTmBt1914.1 8740 32
QTmBt5963 9596 32
QTmC380 9596 32
QTmC6277 7768 32
QTmC1784_1 3002 32
QTmBt7193 4483 31
Lavysh_85_hypothetical_protein_
56146-56334r_MW-6982

6978 31

QTmBt3980.1 17176 28
QTmC2269 2829 27
QTmBt3702 1407 26
QTmC3812 1407 26

QTmBt8020.2 20864 26

QTmC10946 23621 26

QTmBt6231.1 8900 26

Рис. 5. Ре зуль та ты им му ноб ло тин га гиб рид но го бел ка 
Е7(16)-БТШ70 с ан ти те ла ми к Е7(16): А — мар ке ры; наг руз -
ка по бел ку: Б — 250 нг; В — 50 нг; Г — 25 нг; Д — 5 нг



мо но ме ра была про а на ли зи ро ва на для оп ре де ле -
ния под лин нос ти.

Сте пень чис то ты мо но ме ра, оп ре де лен ная
ме то дом элек т ро фо ре за в ПААГ с ок рас кой се реб -
ром, сос та ви ла 97,5%; ами но кис лот ная пос ле до ва -
тель ность, оп ре де лен ная мас с - с пек т ро мет ри чес -
ким ме то дом, с вы со кой дос то вер нос тью со от вет с т -
ву ет за яв лен ной. Под лин ность по лу чен но го гиб -
рид но го бел ка была до ка за на так же ме то дом им му -
ноб ло тин га как ре зуль тат спе ци фи чес ко го свя зы ва -
ния Е7(16)-БТШ70 с ан ти те ла ми к Е7 и БТШ70. 

При ве ден ная ме то ди ка вы де ле ния под хо дит 
ис к лю чи тель но для пер вич ной иден ти фи ка ции це -
ле во го бел ка и ус та нов ле ния его под лин нос ти. Ме -
то ди ку так же мож но ис поль зо вать для по лу че ния
стан дар т но го об раз ца пред п ри я тия. Ис поль зо ва -
ние SDS и ДTT при хро ма тог ра фи чес кой очис т ке
не при ем ле мо в про мыш лен ном мас ш та бе из - за ог -
ра ни че ний, свя зан ных с вы со кой ток сич нос тью ре -
а ген тов при па рен те раль ном пути вве де ния раз ра -
ба ты ва е мой вак ци ны. Тем не ме нее, про ве ден ные
ра бо ты по ка зы ва ют не об хо ди мость даль ней ше го
ис поль зо ва ния де на ту ри ру ю щих ус ло вий при

очис т ке бел ка. Ра бо ты с гиб рид ны ми мо ле ку ла ми
Е7-БТШ70 бу дут про дол же ны.

По лу че но 23.01.15
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Re com bi nant Fu  si  on E7 On cop ro te in
of  Hu man Pa pil  lo ma v i  rus Type 16 Con ju ga -
ted  with Heat Shock P ro te  in 70: Iso la  t i  on
and Iden t i f i  ca  t i  on

A gene for a re com bi nant E7 on cop ro te in of hu man pa pil -
lo ma vi rus type 16 con ju ga ted with a heat shock pro te in 70
(E7(16)-HSP70) has been ex p res sed in Sac cha ro my ces ce re vi -
siae. A num ber of chro ma tog rap hic se pa ra ti ons was per for med in
or der to pri ma ri ly iden ti fy the pro te in and es tab lish its aut hen ti ci -
ty. Me tal-che la te and af fi ni ty chro ma tog rap hy were aimed at se -
lec ti ve bin ding of the ac ti ve gro ups of sor bents with po ly his ti di ne
frag ment at the C-ter mi nus of the po ly pep ti de se qu en ce of the tar -
get pro te in and ATP-bin ding re gi ons of E7 and HSP70, res pec ti -
ve ly. The pu ri ty of the tar get pro te in af ter two pu ri fi ca ti on steps
did not ex ce ed 70% sho wing the pre sen ce of a num ber of low-mo -
le cu lar im pu ri ti es and oli go me ri za ti on pro ducts of the tar get mo -
le cu le. Chro ma tog rap hic pu ri fi ca ti on un der de na tu ring con di ti -
ons using strong re du cing agents made it po ssib le to iso la te the
tar get pro te in with the con tent of the mo no mer ex ce e ding 97%.
Elec t rop ho re sis and im mu nob lot ting met hods per mit ted to es tab -
lish the aut hen ti ci ty of the tar get pro te in, and mass spec t ro met ry
sho wed its set pri ma ry struc tu re. 

Key words: heat shock pro te in, hu man pa pil lo ma vi rus,
vac ci ne.
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