
Бел ки Е7-БТШ70, опи сан ные в нас то я щей
ра бо те, яв ля ют ся дей с т ву ю щи ми ве щес т ва ми те -
ра пев ти чес кой вак ци ны про тив за бо ле ва ний ано -
ге ни таль ной об лас ти, выз ван ных ви ру сом па пил -
ло мы че ло ве ка 16 и 18 ти пов [1]. Они пред с тав ля -
ют со бой гиб рид ные бел ки, сос то я щие из конъ ю -
ги ро ван ных он коп ро те и на Е7 ВП4 и бел ка теп ло -
во го шока 70 кДа. Про из вод с т во ГЛФ пре па ра та
вклю ча ет в нас то я щее вре мя по лу че ние про ме жу -
точ но го по луп ро дук та, со дер жа ще го дей с т ву ю щее
ве щес т во — ак тив ной фар ма цев ти чес кой суб с тан -
ции АФИ. На АФИ, в свою оче редь, на ла га ет ся

ряд нор ма тив ных тре бо ва ний, ос нов ным из ко то -
рых яв ля ет ся ста биль ность при хра не нии в те че -
ние за яв лен но го сро ка год нос ти. Тем пе ра ту ра хра -
не ния АФИ обыч но сос тав ля ет от 5° до –20°, срок
год нос ти — не ме нее 12 мес [2, 3].

Пос коль ку ак тив ным ком по нен том им му но -
би о ло ги чес ких АФИ яв ля ют ся бел ки, сох ра не ние
хи ми чес ко го стро е ния и кон фор ма ции и со от вет с т -
вен но би о ло ги чес кой ак тив нос ти за ви сит от эн до- 
и эк зо ген но го воз дей с т вия ок ру жа ю щей сре ды.
Это оп ре де ля ет по вы шен ную чув с т ви тель ность
АФИ к та ким фак то рам, как из ме не ние тем пе ра ту -
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Раз  ра  бот  ка ко м по не н т  но г о сос  та  ва ак тив н ых ф ар ма ц ев ти ч ес  ких  
суб  с тан ц ий на  ос  но  ве  ги б рид н ых ре  ком би нан т  ных бел ков
Е7-БТШ70

В ра бо те изу ча ли под хо ды к ста би ли за ции в рас т во ре гиб рид ных ре ком би нан т ных
он коп ро те и нов Е7 16-го и 18-го ти пов, конъ ю ги ро ван ных с бел ком теп ло во го шока
70. Скри нинг ак тив ных фар ма цев ти чес ких суб с тан ций был про ве ден ме то дом «ус -
ко рен но го хра не ния» при по вы шен ных тем пе ра ту рах. Пер вый этап ис с ле до ва ния
был на це лен на оп ре де ле ние ди а па зо на рН, обес пе чи ва ю ще го на и боль шую ста биль -
ность фи зи ко- хи ми чес ких по ка за те лей ка чес т ва бел ков, ко то рый ока зал ся ра вен
6,8—7,4. Вто рой и тре тий эта пы ра бо ты, нап рав лен ные на оп ре де ле ние вспо мо га -
тель ных ве ществ, вно ся щих на и боль ший вклад в уве ли че ние ста биль нос ти бел ков
при хра не нии в рас т во ре, по ка за ли, что са ха ро за и по ли сор бат 80 поз во ля ют по лу -
чить на и бо лее ста биль ную ком по зи цию. Тем пе ра ту ра хра не ния –20о поз во ля ет сох -
ра нять не об хо ди мые по ка за те ли ка чес т ва суб с тан ций в те че ние как ми ни мум 12 мес.

Клю че вые сло ва: ак тив ная фар ма цев ти чес кая суб с тан ция, ви рус па пил ло мы че ло ве ка, ме тод «ус ко рен но го хра не ния»,
скри нинг, ста биль ность.

                                 
Жу чен ко Мак сим Ан д ре е вич, Гав ри ло ва На та лья Ан д ре ев на, Че ре пуш кин Ста нис лав Ан д ре е вич, Кли шин Ана то лий Ана то ль е -
вич, Ку ха рен ко Ан д рей Ев ге нь е вич.

Спи сок  со кра ще ний: АФИ — ак тив ный фар ма цев ти че ский ин г ре ди ент (суб стан ция); БТШ70 — бе лок теп ло во го шока 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; ГЛФ — го то вая ле кар ст вен ная фор -
ма; 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; Е7 — он коп ро те ин №7
ви ру са па пил ло мы че ло ве ка;  FDA (Food and Drug Ad mi nis t ra ti on) — Де пар та мент пи ще вых и ме ди цин ских про дук тов (США).

* Ав тор для пе ре пи с ки.



ры, воз дей с т вие окис ли те лей, све та, ион но го сос -
та ва и др. [4].

Для ус та нов ле ния сро ка год нос ти им му но -
би о ло ги чес ких ле кар с т вен ных пре па ра тов по тре -
бо ва ни ям Рос сий с кой Фе де ра ции ис поль зу ют вре -
мен ную ин с трук цию на ос но ве ме то да «ус ко рен -
но го хра не ния» при по вы шен ной тем пе ра ту ре [5]. 
Ме тод ос но ван на изу че нии ки не ти ки ре ак ций раз -
ло же ния ле кар с т вен ных ве ществ. Ис поль зуя фак -
то ры, ус ко ря ю щие хи ми чес кие ре ак ции, мож но в
ко рот кие сро ки ко ли чес т вен но ус та но вить из ме не -
ния, про ис хо дя щие с АФИ при дли тель ном хра не -
нии. Чаще ос таль ных в ме то де ус ко рен но го хра не -
ния ис поль зу ют фак тор по вы шен ной тем пе ра ту -
ры. За ру беж ные ру ко вод с т ва по ус та нов ле нию
сро ков год нос ти, из дан ные та ки ми ор га ни за ци я -
ми как ICH [2] и EMA [6, 7], в сво ей ос но ве так же
со дер жат ин с трук ции по изу че нию тем пе ра тур -
ной за ви си мос ти ско рос ти про те ка ния фи зи ко- хи -
ми чес ких про цес сов.

Ме тод ус ко рен но го хра не ния так же ис поль -
зу ют для скри нин га АФИ на эта пе фар ма цев ти чес -
кой раз ра бот ки [8]. В ходе скри нин га срав ни ва ют
из ме не ния кри ти чес ких по ка за те лей ка чес т ва се -
рий це ле во го пре па ра та с ис поль зо ва ни ем раз лич -
ных вспо мо га тель ных ве ществ. На ос но ва нии раз -
ли чий в ста биль нос ти тес ти ру е мых се рий де ла ют
зак лю че ние о на и бо лее эф фек тив ных до бав ках.
По вы шен ная тем пе ра ту ра, ис поль зу е мая в ме то де 
ус ко рен но го хра не ния при скри нин ге АФИ, обыч -
но вы би ра ет ся эк с пе ри мен таль ным пу тем на ос но -
ва нии ста тис ти чес ки зна чи мых из ме не ний по ка за -
те лей ка чес т ва бел ка во вре ме ни [9].

При вы бо ре вспо мо га тель ных ве ществ не об -
хо ди мо учи ты вать их сов мес ти мость с дей с т ву ю -
щим ве щес т вом (вли я ние на фи зи ко- хи ми чес кие
свой с т ва ак тив ных компонентов), дру ги ми вспо -
мо га тель ны ми ве щес т ва ми, а так же вли я ние на те -
ра пев ти чес кую эф фек тив ность и бе зо пас ность
при вве де нии па ци ен ту.

Целью дан ной ра бо ты был вы бор спо со бов
ста би ли за ции ак тив ных фар ма цев ти чес ких суб с тан -
ций Е7(16)-БТШ70 и Е7(18)-БТШ70 на ос но ве изу -
че ния ди на ми ки кри ти чес ких ана ли ти чес ких по ка -
за те лей ка чес т ва под вли я ни ем как тем пе ра тур но-
 в ре мен ных фак то ров, так и ком по нен т но го сос та ва.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРЕМЕНТА

В ка чес т ве ис ход но го сырья ис поль зо ва ли
очи щен ные бел ки Е7(16)-БТШ70 и Е7(18)-БТШ70,
по лу чен ные пос ред с т вом трех с та дий ной хро ма -
тог ра фи чес кой очис т ки во ФГУП «Гос НИ И ге не -
ти ки» [нас то я щее издание, с. 29]. 

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

Элек т ро фо рез 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. Ин тен сив ность ок ра ши ва ния
бел ко вых по лос оце ни ва ли с по мощью прог рам м но -
го обес пе че ния GenTools.

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 ком по нен -
тов бел ко во го пре па ра та про во ди ли с по мощью
хро ма тог ра фи чес кой сис те мы Dionex UltiMate 3000
(Dionex) с гра ди ен т ной по да чей элю ен тов, де га за -
то ром, ав то сам п ле ром (воз мож нос тью сбо ра фрак -
ций), тер мос та том для ко ло нок, а так же с UV-де -
тек тором под уп рав ле ни ем прог рам м но го обес пе -
че ния Chromeleon 6.8.

Хро ма тог ра фи чес кое раз де ле ние про во ди -
ли на ко лон ке Superose 6 (раз мер ко лон ки 30010
мм), фир ма- п ро из во ди тель GE Healthcare (Шве -
ция). 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
50 мМ фос фат нат рия, 150 мМ хло рид нат рия, рН
7,0±0,1 (Sigma-Aldrich). Де тек цию бел ка 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°; тем пе ра ту ра ав то сам -
п ле ра — 4 ± 1°; наг руз ка по бел ку на ко лон ку была 
рав на 20 мкг.

Оп ре де ле ние со дер жа ния об ще го бел ка
про во ди ли ко ло ри мет ри чес ким ме то дом с би цин -
хо ни но вой кис ло той в со от вет с т вии с ин с трук ци -
ей к ком мер чес ко му на бо ру Pierce™ BCA Protein
Assay Kit [10].

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

Ста биль ность ре ком би нан т ных бел ков
Е7(16)-БТШ70 и Е7(18)-БТШ70 в рас т во ре оце ни -
ва ли пу тем эк с пе ри мен таль но го оп ре де ле ния кри -
ти чес ких па ра мет ров сре ды, ок ру жа ю щей бел ки,
спо соб ных обес пе чить сох ра не ние кон фор ма ции
пос лед них и, как след с т вие, их фи зи ко- хи ми чес -
ких и би о ло ги чес ких свойств. Су щес т ву ет ряд те о -
ре ти чес ких ин с тру мен тов, спо соб ных пред с ка зы -
вать кри ти чес кие па ра мет ры сре ды пе ред их эк с -
пе ри мен таль ным оп ре де ле ни ем.

При зна че нии рН, рав ном зна че нию изо э лек -
т ри чес кой точ ки, бе лок вы па да ет в оса док; в свя зи с
этим на и бо лее «ком фор т ное» зна че ние рН дол ж но
быть уда ле но от зна че ния рI как ми ни мум на ±1 [11].
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Рас чет ное зна че ние рI, по лу чен ное при по мо щи ин -
те рак тив ной прог рам мы Protein Calculator v3.3 [12],
сос та ви ло 5,05 для Е7(16)-БТШ70 и 5,18 для
Е7(18)-БТШ70. Тит ро ва ние рас т во ра Е7(16)-БТШ70
по ка за ло, что бе лок вы па да ет в оса док при дос ти -
же нии рас т во ром зна че ния рН 4,7. Та ким об ра зом, 
при ем ле мый для ста биль но го хра не ния ис с ле ду е -
мых бел ков ди а па зон зна че ний рН дол жен удов -
лет во рять ус ло вию рН  6 или рН  4. Зна че ния
рН  4 и рН  8 не ис с ле до ва ли из - за их не со от вет с -
т вия тре бо ва ни ям изо гид рич нос ти, предъ яв ля е -
мым к инъ ек ци он ным пре па ра там (рН инъ ек ци он -
ных рас т во ров дол жен быть мак си маль но бли зок
к зна че ни ям рН фи зи о ло ги чес ких жид кос тей ор га -
низ ма — 7,0—7,4) [13]. По ми мо это го, ди а па зон
рН  4 не сов мес тим с про цес сом сор б ции при из -
го тов ле нии вак цин, про те ка ю щим пре и му щес т -
вен но при ос нов ных и ней т раль ных зна че ни ях рН
[14, 15].

Пер вый и вто рой эта пы ис с ле до ва ния были
про ве де ны толь ко с Е7-БТШ70 16 типа, так как он
был по лу чен рань ше, чем гиб рид ный бе лок 18 ти па. 
Дан ные, по лу чен ные на пер вом и вто ром эта пах
для ком по нен т но го сос та ва АФИ Е7(16)-БТШ70,
были пе ре не се ны на АФИ 18 типа и под т вер ж де -
ны при изу че нии ее ста биль нос ти на треть ем эта -
пе ис с ле до ва ния.

Фрак ция це ле во го бел ка, по лу чен ная в ре -
зуль та те трех с та дий ной хро ма тог ра фи чес кой очис т -
ки, была пе ре ве де на в 25 мМ фос фат ный бу фер пу -
тем ди а ли за. Фос фат ный бу фер ный рас т вор выб -
ран как об ла да ю щий вы со кой бу фер ной ем кос тью 
в ука зан ном ди а па зо не зна че ний рН [16]. Мо ляр -
ность рас т во ра выб ра на как ус ред нен ное зна че ние
для бу фе ров, на и бо лее час то ис поль зу е мых при ста -
би ли за ции АФИ и ГЛФ [16]. С целью эк с пе ри мен -
таль но го оп ре де ле ния ди а па зо на рН были при го -
тов ле ны во семь опыт ных се рий Е7(16)-БТШ70
(опи са ние се рий при ве де но в табл. 1). Для дос ти -
же ния тре бу е мых зна че ний рН рас т во ры пос ле ди -
а ли за тит ро ва ли 0,5 М рас т во ром гид рок си да нат -
рия или 0,5 М рас т во ром фос фор ной кис ло ты.
Для соб лю де ния ра вен с т ва кон цен т ра ций
Е7(16)-БТШ70 в об раз цах при го тов лен ные се рии
до во ди ли до оди на ко во го объема фос фат ным бу -
фер ным рас т во ром.

Ис с ле до ва ния при го тов лен ных се рий про во -
ди ли ме то дом ус ко рен но го хра не ния. Тес ти ру е -
мые тем пе ра ту ры пер во го эта па работы было ре -
ше но ус та но вить рав ны ми 5 и 25°, срок тес ти ро -
ва ния — 60 сут при кон т ро ле каж дые 20 сут. Для
каж дой кон т ро ли ру е мой точ ки в ходе ис с ле до ва -
ния оп ре де ля ли сте пень дег ра да ции бел ка, ко то -
рую оце ни ва ли пу тем со пос тав ле ния от но си тель -

ной ин тен сив нос ти бел ко вых по лос, по лу чен ных
в ре зуль та те элек т ро фо ре за в ПААГ в не вос с та нав -
ли ва ю щих ус ло ви ях, мо но ме ра Е7(16)-БТШ70,
оли го ме ров и низ ко мо ле ку ляр ных про дук тов дег -
ра да ции. а так же со дер жа ние бел ка и при ме сей
(элек т ро фо рез) и ко неч ное зна че ние рН. 

Ус та нов ле но, что вы дер жи ва ние при тем пе -
ра ту ре 5° (в от ли чие от 25°) не поз во ля ет вы я вить
су щес т вен ных из ме не ний в зна че ни ях выб ран ных 
по ка за те лей ка чес т ва на про тя же нии все го сро ка
хра не ния (60 сут). 

Ре зуль та ты кон т ро ля во вре мя хра не ния при 
тем пе ра ту ре 25° (рис. 1) на пер вом эта пе по ка за -
ли, что для се рий с низ ким зна че ни ем рН (№ 04,
05) от но си тель ное умень ше ние со дер жа ния мо но -
мер ной фор мы Е7(16)-БТШ70 соп ро вож да лось
сни же ни ем кон цен т ра ции об ще го бел ка. Та же тен -
ден ция прос ле жи ва ет ся и для се рии № 11. Дан ные,
по лу чен ные для се рий № 06—10, на хо дя щих ся в
ди а па зо не ней т раль ных зна че ний рН, по ка зы ва ют 
мед лен ное раз ви тие про цес са дег ра да ции бел ка.
Кон т роль рН на всех эта пах опы та не по ка зал зна -
чи тель ных из ме не ний для се рий № 06—10. Для
ис к лю че ния рис ков, свя зан ных с воз мож ны ми кри -
ти чес ки ми из ме не ни я ми по ка за те лей ка чес т ва
АФИ при дол гос роч ном хра не нии, было ре ше но
ос та но вить ся на стар то вом зна че нии рН 6,8, так
как даже при рос те рН на 0,6 ед., что за час тую наб -
лю да ет ся при хра не нии бел ко вых пре па ра тов, рН
не дол жен при вы сить при ем ле мо го зна че ния 7,4.
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 ЖУ ЧЕН КО и др.

Та б ли  ца  1

Усло вия 1 эта па исследования АФИ
Е7(16)-БТШ70

Но мер
се рии рНте ор рНре ал

Титрование

0,5 М
Na OH

0,5 M
H3PO4

04 6,2 6,228 +

05 6,4 6,396 +

06 6,6 6,572 +

07 6,8 6,811 +

08 7,2 7,230 +

09 7,4 7,386 +

10 7,6 7,594 +

11 7,8 7,823 +



Вто рой этап ис с ле до ва ния вклю чал скри -
нинг вспо мо га тель ных ве ществ, вно ся щих зна чи -
тель ный вклад в ста би ли за цию Е7(16)-БТШ70 в

рас т во ре, для их пос ле ду ю ще го ис поль зо ва ния в
сос та ве АФИ (табл. 2). 
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Рис. 1. Вли я ние рН на  па ра мет ры АФИ при ус ко рен ном хра не нии:сум ми ро ва ны дан ные о хра не нии се рий (см. табл. 1)
при 25° в те че ние 60 дней. На гра фи ке отоб ра же на  ди на ми ка сни же ния со дер жа ния об ще го бел ка. На гис тог рам ме при ве де ны
дан ные о со от но ше нии (%)  низ ко мо ле ку ляр ных при ме сей, мо но ме ра и оли го ме ров Е7(16)-БТШ70 в АФИ при кон т ро ле на 0-е,
20-е, 40-е и 60-е сут ки тес ти ро ва ния
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Та б ли  ца  2

Со дер жа ние гиб рид но го бел ка и вспо мо га те ль ных ком по нен тов, вне сен ных в АФИ 
пе ред хра не ни ем (2-й этап ис сле до ва ния)

Но мер се рии Ком по нент Со дер жа ние, мг/мл

1 2 3

13 Е7(16)-БТШ70 2,8

Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86

Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72

Нат рия хло рид 8,77

14 Е7(16)-БТШ70 2,8

Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86

Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72

Нат рия хло рид 8,77

ЭД ТА 0,75

15 Е7(16)-БТШ70 2,8
Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86

Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72
Нат рия хло рид 8,77

L-Метионин 0,75
16 Е7(16)-БТШ70 2,8

Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86
Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72

Нат рия хло рид 8,77

L-Гистидин 0,75
17 Е7(16)-БТШ70 2,8

Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86

Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72

Нат рия хло рид 8,77

По ли сор бат 80 0,005

18 Е7(16)-БТШ70 2,8
Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86

Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72

Нат рия хло рид 8,77

По лок са мер 188 0,01

19 Е7(16)-БТШ70 2,8

Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86

Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72

Нат рия хло рид 8,77

L-Глицин 50



Ра нее, при изу че нии про дук тов дег ра да ции
Е7(16)-БТШ70, было оп ре де ле но, что эти про дук -
ты сос то ят из вы со ко мо ле ку ляр ных со е ди не ний,
об ра зо ван ных в ре зуль та те оли го ме ри за ции це ле -
вой мо ле ку лы, а так же низ ко мо ле ку ляр ных пеп -
ти дов, яв ля ю щих ся пря мым про дук том про цес -
сов де зин тег ра ции би о мас сы и гид ро ли за. На ос -
но ва нии ра бот по ус та нов ле нию при ро ды при -
мес ных про дук тов [нас то я щее из да ние, с. 29]
была пред ло же на стра те гия ста би ли за ции АФИ
за счет вклю че ния в его сос тав ком по нен тов, пре -
пят с т ву ю щих об ра зо ва нию оли го ме ров и про те -
ка нию про цес са гид ро ли за.

Ан ти ок си дан ты L-метионин и ЭДТА спо -
соб с т ву ют по дав ле нию про цес сов окис ле ния, яв -
ля ю щих ся од ни ми из ве ро ят ных фак то ров ак ти ва -
ции гид ро ли за [17]. ЭДТА по ми мо ан ти о кис ли -
тель ной ак тив нос ти об ла да ет ши ро ко из вес т ной
спо соб нос тью хе ла ти ро вать ионы тя же лых ме тал -
лов, за час тую со дер жа щих ся в сре де пос ле про цес -
сов куль ти ви ро ва ния и очис т ки и спо соб ных сор -
би ро вать ся на бел ках, об ра зуя аг ре гат ные ком п -
лек сы [18]. Из вес т но, что ами но кис ло ты по ло жи -
тель но вли я ют на ста биль ность бел ков; ме ха низм
ста би ли за ции ами но кис ло та ми ясен не до кон ца,
од на ко счи та ет ся, что ста би ли зи ру ю щий эф фект
дан ных со е ди не ний свя зан со сни же ни ем спо соб -
нос ти к по вер х нос т ной ад сор б ции у про те и нов и
ин ги би ро ва ни ем об ра зо ва ния аг ре га тов [19]. По -
ми мо L-метионина, свой с т ва ко то ро го бо лее вы ра -
же ны в об лас ти ан ти о кис ли тель ной за щи ты, были 
про тес ти ро ва ны ами но кис ло ты L-гистидин и
L-глицин. Не и о но ген ные по вер х нос т но -ак тив ные 
ве щес т ва пре пят с т ву ют об ра зо ва нию оли го ме ров,
а так же, сор би ру ясь на по вер х нос ти пер вич ной

упа ков ки бел ка, пре пят с т ву ют ана ло гич ной сор б -
ции дру гих бел ков [20].

Для вто ро го эта па ис с ле до ва ния были пред -
ло же ны по вер х нос т но -ак тив ные ве щес т ва по ли -
сор бат 80 и по лок са мер 188 как по ло жи тель но за -
ре ко мен до вав шие себя во мно жес т ве ра нее про ве -
ден ных ис с ле до ва ний [21, 22]. Не вос с та нав ли ва ю -
щие ди са ха ри ды D-трегалоза ди гид рат и са ха ро за
про я ви ли себя как эф фек тив ные аген ты для ста би -
ли за ции бел ков. Пред по ла га ет ся, что ме ха низм
этой ста би ли за ции свя зан со спо соб нос тью ди са -
ха ри дов спе ци фи чес ки свя зы вать ся с мо ле ку ла ми
воды, тем са мым умень шая не га тив ное воз дей с т -
вие воды на бел ко вые мо ле ку лы [23]. По ми мо ука -
зан но го свой с т ва ди са ха ри дов их вве де ние в сос -
тав тес ти ру е мых АФИ свя за но с дру гой из вес т ной 
фун к ци ей — кри оп ро тек ци ей [24]; та кая же фун к -
ция опи са на и для L-глицина. Вли я ние выб ран -
ных ди са ха ри дов на АФИ ис с ле до ва ли во вре мя
дли тель но го хра не ния при –20.

Все выб ран ные для скри нин га вспо мо га -
тель ные ве щес т ва вхо дят в спи сок GRAS (Gene ral -
ly Recognized as Safe) [25] и опи са ны в мо ног ра фи -
ях те ку щих вер сий Ев ро пей с кой и Аме ри кан с кой
фар ма ко пей. Ве щес т ва вклю че ны в «Спи сок не ак -
тив ных ин г ре ди ен тов» FDA, рег ла мен ти ру ю щий
их ис поль зо ва ние в сос та ве таб ле ток, рас т во ров,
си ро пов, пре па ра тов для мес т но го и инъ ек ци он но -
го при ме не ния, а так же па рен те раль ных форм.

Для всех тес ти ру е мых ком по зи ций на ос но -
ва нии дан ных пер во го эта па ис с ле до ва ния было
ус та нов ле но ба зо вое зна че ние рН 7,0 при вы рав ни -
ва нии кон цен т ра ций АФИ до бав ле ни ем бу фер но го
рас т во ра. Се рии хра ни ли в при сут с т вии 150 мМ
хло ри да нат рия как обя за тель но го ком по нен та бу -
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1 2 3

20 Е7(16)-БТШ70 2,8

Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86

Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72

Нат рия хло рид 8,77

Са ха ро за 50

21 Е7(16)-БТШ70 2,8

Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86

Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72

Нат рия хло рид 8,77

Тре га ло за ди гид рат 50

Окон  ча  ние табл.  2



фер но го рас т во ра эк с клю зи он ной хро ма тог ра фии
— фи наль но го эта па хро ма тог ра фи чес кой очис т -
ки Е7(16)-БТШ70. Се рия № 13 не со дер жа ла до -
пол ни тель ных ком по нен тов и мо жет быть ис поль -
зо ва на в ка чес т ве об раз ца срав не ния для оцен ки
сте пе ни вли я ния выб ран ных вспо мо га тель ных ве -
ществ на ста биль ность бел ка. 

В свя зи с вне се ни ем ста би ли за то ров для по -
лу че ния бо лее за мет ных из ме не ний в кон т ро ли ру е -
мые по ка за те ли ка чес т ва по срав не нию с пер вым
эта пом ис с ле до ва ния было ре ше но уве ли чить тем -
пе ра ту ру тес ти ро ва ния до 37°, а срок прод лить до
80 дней при пе ри о дич нос ти кон т ро ля 20 дней. Для 
кон т ро ля се рий по ми мо ис поль зо ван ных на пер вом
эта пе ме то дов была вве де на до пол ни тель ная эк с клю -
зи он ная ВЭЖХ, поз во ля ю щая бо лее точ но оце нить
со от но ше ние мо но мер ной фор мы Е7(16)-БТШ70 и
про дук тов его оли го ме ри за ции. Схе ма эк с пе ре мен -
та пред с тав ле на в табл. 3.

По лу чен ные дан ные це ле со об раз но ин -
тер п ре ти ро вать, оце ни вая ре зуль та ты, по лу чен -
ные для каж дой из изу ча е мых под г рупп ста би -
ли за то ров. Так, вве де ние ами но кис лот L-метио -
нина, L-гис тидина и L-глицина (се рии № 15, 16
и 19) не ока зы ва ло зна чи тель но го вли я ния на
ста биль ность бел ка не за ви си мо от кон цен т ра -
ции этих ком по нен тов. Сте пень дег ра да ции бел -
ка в об раз цах, со дер жа щих ЭДТА (се рия № 14),
не поз во ля ет оце нить этот ком по нент как по вы -
ша ю щий ста биль ность суб с тан ции. Тес ти ру е -
мая груп па по вер х нос т но -ак тив ных ве ществ (по -
ли сор бат 80 и по лок са мер 188, се рии № 17 и 18,
со от вет с т вен но) вно си ла нез на чи тель ный вклад 
в уве ли че ние ста биль нос ти бел ка при хра не нии
(рис. 2).

На и боль ший вклад в ста би ли за цию
Е7(16)-БТШ70 в рас т во ре вно сят са ха ро за и

D-трегалоза ди гид рат (см. рис. 2, се рии 20 и 21, со -
от вет с т вен но). Дан ные, по лу чен ные ме то дом эк с -
клю зи он ной ВЭЖХ (не при ве де ны), в це лом сов -
па да ют с ре зуль та та ми элек т ро фо ре ти чес ко го оп -
ре де ле ния со дер жа ния бел ка. Они под т вер ж да ют,
что дег ра да ция мо но мер ной фор мы бел ка
Е7(16)-БТШ70 про те ка ет с уве ли че ни ем ко ли чес т -
ва его аг ре ги ро ван ных форм и низ ко мо ле ку ляр -
ных при ме сей.

Тре тий этап ис с ле до ва ния был нап рав лен на
ус та нов ле ние оп ти маль но го со дер жа ния в пре па -
ра те АФИ Е7(16)-БТШ70, а так же Е7(18)-БТШ70.
Схе ма скри нин га пред по ла га ла ис поль зо ва ние ме -
то да ус ко рен но го хра не ния при 37° па рал лель но с
хра не ни ем при –20°. Ис поль зо ва ние ус ко рен но го
хра не ния поз во ля ет зна чи тель но сок ра тить срок
тес ти ро ва ния и ус ко рить раз ра бот ку оп ти маль -
ных ус ло вий хра не ния. Од на ко вли я ние, нап ри -
мер, кри оп ро тек то ров на ста биль ность бел ков
при за мо ра жи ва нии мо жет быть оце не но толь ко в
ре зуль та те дол гос роч но го хра не ния при –20° и
окон ча тель ное под т вер ж де ние роли того или ино -
го аген та в ста биль нос ти бел ков АФИ дол ж но опи -
рать ся толь ко на дан ные по дол гос роч но му изу че -
нию ста биль нос ти пре па ра та при за яв лен ной тем -
пе ра ту ре.

В эк с пе ри мен те срав ни ва ли вли я ние ком би -
на ций ста би ли за то ров, выб ран ных по ре зуль та там 
вто ро го эта па ис с ле до ва ния на свой с т ва при хра не -
нии гиб рид ных бел ков, по лу чен ных на ос но ве Е7
16 и 18 ти пов. Для сок ра ще ния ко ли чес т ва ана ли -
зов было ре ше но от ка зать ся от тес ти ро ва ния
D-трегалозы ди гид ра та, ана ло гич но го по свой с т -
вам са ха ро зе и ме нее дос туп но го при про мыш лен -
ном про из вод с т ве. Ком по зи ци он ный сос тав при ве -
ден в табл 4. Схе ма скри нин га ана ло гич на  ис поль -
зо ван ной на вто ром эта пе.
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Та б ли  ца  3

Схе ма скри нин га ста би ли за то ров при уско рен ном хра не нии АФИ (37) 

               Ме тод

Срок, сут
Элек т ро фо рез

в ПААГ

Опре де ле ние бел ка
с би цин хи но но вой

кис ло той

Эк ск лю зи он ная 
ВЭЖХ По тен ци о мет рия

0 + + + +

20 + + – +

40 + + – +

60 + + – +

80 + + + +



Бе лок 18 типа был очи щен с по мощью трех -
с та дий ной хро ма тог ра фии; ис поль зо ван ные ус ло -
вия были ана ло гич ны та ко вым при очис т ке

Е7(16)-БТШ70. Тес ти ру е мые ва ри ан ты сос та ва се -
рий АФИ Е7(18)-БТШ70 ко пи ро ва ли та ко вые для
АФИ Е7(16)-БТШ70. Ре зуль та ты треть е го эта па
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Рис. 2. Вли я ние скри нин га раз лич ных ста би ли за то ров на па ра мет ры АФИ при ус ко рен ном хра не нии: сум ми ро ва ны дан -
ные при хра не нии се рий (см. табл. 2) при 37° в те че ние 80 дней. На гра фи ке отоб ра же на  ди на ми ка сни же ния со дер жа ния об ще -
го бел ка. На гис тог рам ме при ве де ны дан ные со от но ше ния (%) низ ко мо ле ку ляр ных при ме сей, мо но ме ра и оли го ме ров
Е7(16)-БТШ70 в АФИ при кон т ро ле на 0, 20, 40, 60 и 80 сут ки тес ти ро ва ния



скри нин га, по лу чен ные ме то дом ус ко рен но го хра -
не ния (дан ные не при ве де ны), пред с ка зу е мо ука -
зы ва ли на уве ли че ние ста биль нос ти се рий при уве -
ли че нии ко ли чес т ва вно си мых вспо мо га тель ных
ве ществ. В то же вре мя, ис поль зо ва ние на и бо лее
эф фек тив ных с точ ки зре ния ста биль нос ти сос та -
вов вспо мо га тель ных ве ществ в се ри ях № 28 — 30 

пов лек ло бы рас ши ре ние спе ци фи ка ции на АФИ в
час ти до пол ни тель ных ме то дов кон т ро ля ка чес т ва
— оп ре де ле ние со дер жа ния по ли сор ба та 80 и са ха -
ро зы, а так же уве ли че ние сто и мос ти вы ход но го
кон т ро ля про дук та про из вод с т ва. Вы бор сос та вов 
№ 25 и 26 мог при вес ти к по те ре ста биль нос ти до
ис те че ния пред по ла га е мо го сро ка год нос ти. 

46 Биотехнология, 2015, № 1

 ЖУ ЧЕН КО и др.

Та б ли  ца  4

Со дер жа ние гиб рид ных бел ков на осно ве Е7 16 и 18 ти пов и вспо мо га те ль ных ком по нен тов,
вне сен ных в АФИ пе ред хра не ни ем (3-й этап ис сле до ва ния)

Но мер се рии Ком по нент Со дер жа ние, мг/мл

25 Е7(16)-БТШ70 2,5
Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86
Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72
Нат рия хло рид 8,77

26 Е7(18)-БТШ70 2,5
Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86
Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72
Нат рия хло рид 8,77

27 Е7(16)-БТШ70 2,5
Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86
Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72

Нат рия хло рид 8,77
По ли сор бат 80 0,005

28 Е7(18)-БТШ70 2,5
Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86
Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72
Нат рия хло рид 8,77
По ли сор бат 80 0,005

29 Е7(16)-БТШ70 2,5
Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86
Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72
Нат рия хло рид 8,77
По ли сор бат 80 0,005
Са ха ро за 50

30 Е7(18)-БТШ70 2,5
Нат рия ди гид ро фос фат мо но гид рат 0,86
Нат рия гид ро фос фат до де ка гид рат 6,72
Нат рия хло рид 8,77
По ли сор бат 80 0,005
Са ха ро за 50



Хра не ние се рий при –20° в те че ние 80 дней, 
нап ро тив, не вы я ви ло су щес т вен ных от ли чий
меж ду сос та вом вспо мо га тель ных ве ществ и не
поз во ли ло од ноз нач но оп ре де лить оп ти маль ное
со дер жа ние АФИ. Та кой вы бор пред по ла га ет ся
сде лать пос ле по лу че ния дан ных о ста биль нос ти
трех при о ри тет ных сос та вов АФИ (25, 27, 29 —
для Е7 16 типа; 26, 28, 30 — для Е7 18 типа) во вре -
мя дол гос роч но го хра не ния при –20° и в ус ло ви ях
кон т ро ля бо лее ши ро ко го спек т ра па ра мет ров ка -
чес т ва.

Изу че ние ста биль нос ти трех ука зан ных сос -
та вов АФИ Е7(16)-БТШ70 и Е7(18)-БТШ70 при
хра не нии при –20° в те че ние 12 мес с пе ри о дич -
нос тью кон т ро ля в 3 мес под т вер ди ло дан ные ус -
ко рен но го хра не ния, по ка зав, что толь ко сос тав
ком по нен тов в се ри ях № 29 и 30 спо со бен обес пе -
чить сох ран ность по ка за те лей ка чес т ва бел ков.
Сос та вы, ста би ли зи ро ван ные по ли сор ба том 80
(се рии № 27 и 28), не прош ли ис пы та ния по по ка -
за те лю чис то ты (гель - филь т ра ция и элек т ро фо рез
в ПААГ), про де мон с т ри ро вав не у дов лет во ри тель -
ные зна че ния кон т ро ли ру е мых по ка за те лей че рез
12 мес хра не ния. Сос тав се рий № 25 и 26 на чи ная
с 9-го ме ся ца кон т ро ля так же  не удов лет во рял ус -
та нов лен ным тре бо ва ни ям ка чес т ва. Та ким об ра -
зом, при дол гос роч ных ис пы та ни ях была вы яв ле -
на ста биль ность суб с тан ций Е7(16)-БТШ70 и
Е7(18)-БТШ70 при хра не нии при –20° в те че ние
12 мес и выб ран оп ти маль ный сос тав вспо мо га -
тель ных ве ществ (са ха ро за + по ли сор бат 80), обес -
пе чи ва ю щий ста биль ность бел ка в те че ние все го
сро ка хра не ния. 

Эк с пе ри мен таль ное изу че ние ста биль нос -
ти бел ков Е7-БТШ70 в рас т во ре поз во ли ло оп ре де -
лить кри ти чес кие па ра мет ры фак то ров ок ру жа ю -
щей сре ды и ис с ле до вать вли я ние вспо мо га тель -
ных ве ществ на ста биль ность по ка за те лей ка чес т -
ва бел ков. Было по ка за но, что зна че ния рН, вы хо -
дя щие за рам ки ди а па зо на 6,8—7,4, не га тив но вли -
я ют на ста биль ность бел ков, про во ци руя гид ро -
лиз, при во дя щий к об ра зо ва нию низ ко мо ле ку ляр -
ных при ме сей. Скри нинг вспо мо га тель ных со е ди -
не ний, при над ле жа щих к ами но кис ло там, по вер х -
нос т но -ак тив ным ве щес т вам, хе ла ти ру ю щим
аген там и не вос с та нав ли ва ю щим ди са ха ри дам
поз во лил вы я вить груп пу аген тов (са ха ра, ПАВ),
ко то рые за мет но увеличивают ста биль ность бел -
ков при хра не нии в ус ло ви ях по вы шен ной тем пе -
ра ту ры (ус ко рен ное хра не ние). 

Ком би на ция са ха ро зы и по ли сор ба та 80,
ис поль зо ван ная для ста би ли за ции, поз во ли ла
по лу чить АФИ, сох ра ня ю щую по ка за те ли ка чес -
т ва в пре де лах спе ци фи ка ции в те че ние 12 мес

при хра не нии при –20°. Дол гос роч ные ис пы та ния
по ка за ли, что сос тав ком по нен тов, оп ре де лен ный
для АФИ Е7(16)-БТШ70, эф фек ти вен и в от но ше -
нии суб с тан ции бел ка Е7(18)-БТШ70, что мож но
объ яс нить их близ ки ми фи зи ко- хи ми чес ки ми
свой с т ва ми.

По лу че но 30.01.15
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De sign of Com po s i  t i  on of  Ac t i  ve  Phar -
ma ce u t i  cal  In  g re  di  en ts ba sed on E7-HSP70
Hyb rid Re com bi nant Pro te  ins

The ap pro ac hes to the sta bi li za ti on of the re com bi nant fu -
si on on cop ro te ins E7 16 and 18 con ju ga ted with heat shock pro te -
in 70 in so lu ti ons have been stu di ed. The scre e ning of phar ma ce u -
ti cal ac ti ve sub s tan ces was car ri ed out by the ac ce le ra ted sto ra ge
test at ele va ted tem pe ra tu res. The first sta ge of the study was
aimed at de ter mi ning of the pH ran ge pro vi ding the best sta bi li ty
of the phy si coche mi cal qu a li ty pa ra me ters of the pro te ins which
tur ned to be 6.8—7.4. The se cond and third steps were aimed at
iden ti fi ca ti on of ex ci pi ents that make the gre a test con t ri bu ti on to
the in c re a sed sto ra ge sta bi li ty of pro te ins in so lu ti on sho wed that
suc ro se and po ly sor ba te 80 con s ti tu te the most stab le com po si ti -
on. The tem pe ra tu re –20 °C al lows to keep the qu a li ty pa ra me ters
on a de si red le vel for at le ast 12 months.

Key words: ac ce le ra ted sto ra ge test, ac ti ve phar ma ce u ti -
cal in g re di ent, hu man pa pil lo ma vi rus, scre e ning, sta bi li ty.
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