
Те ло ме ры — слож ные ДНК-бел ко вые ком п -
лек сы, на хо дя щи е ся на кон цах хро мо сом эука ри о -
ти чес ких ор га низ мов. Они пре дот в ра ща ют сли я -
ние хро мо сом, пре дох ра ня ют ге ном от по терь ге -
не ти чес кой ин фор ма ции при реп ли ка ции ли ней -
ной ДНК [1], учас т ву ют в ор га ни за ции хро ма ти на
в яд ре [2]. На се год няш ний день пред ме том мно го -
чис лен ных ис с ле до ва ний яв ля ет ся роль те ло мер в
кле точ ном ста ре нии. В час т нос ти, из вес т но, что с
воз рас том те ло ме ры в клет ках ор га низ ма уко ра чи -
ва ют ся [3].

Бе лок TRF2 — один из трех ДНК-с вя зы ва -
ю щих бел ков те ло мер но го ком п лек са. Он иг ра ет
важ ную роль в фор ми ро ва нии осо бой струк ту ры
те ло мер ной ДНК и в за щи те те ло мер от дей с т вия
ре па ра ци он ных сис тем клет ки [4]. Пер вич ную
ами но кис лот ную пос ле до ва тель ность TRF2 ус -
лов но раз де ля ют на 4 до ме на. Ос нов ные фун к -
ции трех из них в зна чи тель ной сте пе ни ис с ле до -
ва ны. Од на ко в его сос тав вхо дит один до мен,
фун к ции ко то ро го до сих пор не из вес т ны. Ком пь -
ю тер ный ана лиз ами но кис лот ной пос ле до ва тель -
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По лу че ние ре  ком би  нан т н о го до ме на  те  ло  мер - с  в я зы ва  ю ще го
бел  ка TR F2 и  ан ти  тел к  не  му

Нук ле о тид ная пос ле до ва тель ность, ко ди ру ю щая до мен udTRF2 те ло мер - с вя зы ва ю -
ще го бел ка TRF2 че ло ве ка, кло ни ро ва на в эк с прес си он ном век то ре pET32a(+). Кон -
с т рук цию pET32a-udTRF2 при ме ни ли для тран с фор ма ции бак те ри аль но го штам ма
E. coli RosettaBlue(DE3). По ка за на спо соб ность штам ма RosettaBlue(DE3)- pET32a-
 udTRF2 про ду ци ро вать по ли пеп тид udTRF2, ко то рый ис поль зо ван для по лу че ния
по лик ло наль ных ан ти тел к до ме ну udTRF2. По ка за но так же, что дан ные ан ти те ла
спо соб ны вза и мо дей с т во вать с бел ком TRF2 в ли за те ядер, вы де лен ных из кле ток пе -
че ни мы ши, что ука зы ва ет на воз мож ность при ме не ния этих ан ти тел для ис с ле до ва -
ния фун к ций до ме на udTRF2.

Клю че вые сло ва: ан ти те ла, мо ле ку ляр ное кло ни ро ва ние, ре ком би нан т ный по ли пеп тид, те ло мер - с вя зы ва ю щий бе лок
TRF2.

                                 
Иль и че ва На деж да Вик то ров на, Во ро нин Алек сей Пет ро вич.

Спи сок  со кра ще ний: а.о. — ами но кис лот ный оста ток; ОП550 — оп ти че ская плот ность при дли не вол ны 550 нм; ПААГ — по ли -
ак ри ла мид ный гель; п.н. — па ра нук ле о ти дов; ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция; сре да LB — сре да Лу риа — Бер та ни;
ЭДТА — эти лен ди а мин тет ра а це тат на трия; dATP — дез ок си ри бо а де но зин т ри фос фат; dCTP — дез ок си ри бо ци ти дин т ри фос -
фат; dGTP — дез ок си ри бо гу а но зин т ри фос фат; dNTP — дез ок си ри бо нук ле о зид т ри фос фат; dTTP — дез ок си ри бо ти ми дин три -
фос фат; IPTG — изоп ро пил--D-1-ти о га лак то пи ра но зид; PBS — нат рий-фос фат ный бу фер; PMSF — фе нил ме тил су ль фо нил -
ф то рид; PVDF — по ли ви ни ли ден ф то рид; SDS — до де цил су ль фат на трия; ТАЕ — трис-аце тат ный бу фер с до бав ле ни ем ЭДТА;
TRF2 — te lo me re re pe at bin ding fac tor 2; udIRF2 (un rown do ma in in TRF2) — до мен TRF2 с не из ве ст ной фун к цией; X-gal — 5-бро -
мо-4-хло ро-3-ин до ил-бе та-D-га лак то пи ра но зид.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



нос ти TRF2 по ка зал, что су щес т ву ет не ко то рая
сте пень го мо ло гии меж ду до ме ном TRF2 с не из -
вес т ны ми фун к ци я ми и не ко то ры ми учас т ка ми
rod-домена бел ков ла ми нов, вхо дя щих в сос тав
ядер ной ла ми ны [5]. Ядер ная ла ми на, в свою оче -
редь, яв ля ет ся од ним из ком по нен тов ядер ной
мем б ра ны. По ка за но так же при сут с т вие TRF2 в
ядер ной мем б ра не ооци тов ля гуш ки [6] и ко ло ка -
ли за ция TRF2 с ос тат ка ми ядер ной мем б ра ны в
клет ках мы ши на ста дии ми то за [5]. На ос но ва нии 
этих фак тов выд ви ну то пред по ло же ние о том, что
имен но до мен с не из вес т ны ми фун к ци я ми от ве ча -
ет за вза и мо дей с т вие TRF2, а зна чит и те ло мер, с
ядер ной мем б ра ной. В нас то я щей ра бо те до мен
обоз на чи ли как udTRF2.

Изу че ние вза и мо дей с т вия те ло мер с ядер -
ной мем б ра ной пред с тав ля ет боль шой ин те рес
для по ни ма ния про цес сов кле точ но го ста ре ния. В
час т нос ти, из вес т но, что му та ция гена LMNA, ко -
ди ру ю ще го ла мин А, бе лок ядер ной ла ми ны, яв ля -
ет ся при чи ной раз ви тия раз лич ных ти пов про ге -
рии, нап ри мер, син д ро ма Хат чин со на- Гил фор да
[7] и ати пич но го син д ро ма Вер не ра [8]. Для та ких
за бо ле ва ний ха рак тер но преж дев ре мен ное ста ре -
ние ор га низ ма, а в клет ках боль ных наб лю да ют ся
на ру ше ния в струк ту ре ядер ной мем б ра ны и уко -
ра чи ва ние те ло мер [7]. Кро ме того, сог лас но пос -
лед ним дан ным, в клет ках боль ных ати пич ным
син д ро мом Вер не ра наб лю да ет ся зна чи тель ное
умень ше ние ко ли чес т ва TRF2 по срав не нию с его
со дер жа ни ем в нор маль ных клет ках [9]. Та ким об -
ра зом, изу че ние вза и мо дей с т вия те ло мер - с вя зы ва -
ю ще го бел ка TRF2 с ком по нен та ми ядер ной мем -
б ра ны мо жет про лить свет на не ко то рые мо ле ку -
ляр ные ас пек ты раз ви тия про ге рии и кле точ но го
ста ре ния в це лом. 

Ме ха низ мы вза и мо дей с т вия TRF2 с ядер -
ной ла ми ной, а так же роль это го вза и мо дей с т вия в 
обес пе че нии жиз нес по соб нос ти клет ки пока изу -
че ны не дос та точ но. Наши пред ва ри тель ные дан -
ные поз во ля ют пред по ло жить, что имен но до мен
TRF2 от ве ча ет за это вза и мо дей с т вие. Сле до ва -
тель но, пеп тид, со от вет с т ву ю щий это му дом ену,
мо жет быть ис поль зо ван для на ру ше ния это го вза -
и мо дей с т вия ин ди ви ду аль но или в сос та ве пре па -
ра тов, ока зы ва ю щих из би ра тель ное не га тив ное
воз дей с т вие, нап ри мер, на опу хо ле вые клет ки.

Ос нов ным ин с тру мен том для изу че ния ме -
ха низ мов это го вза и мо дей с т вия, а так же для изу че -
ния фун к ций рас с мат ри ва е мо го до ме на TRF2 в це -
лом яв ля ет ся ис с ле до ва ние ан ти те л к не му. В нас -
то я щее вре мя су щес т ву ют ан ти те ла (Anti-TRF2
antibody ab4182, Abcam), по лу чен ные к ами но кис -
лот ной пос ле до ва тель нос ти, час тич но пе рек ры ва -

ю щей ся с udTRF2. Эта пос ле до ва тель ность не
вклю ча ет в се бя не ко то рые учас т ки, ко то рые мо -
гут пред с тав лять ин те рес для изу че ния фун к ций
udTRF2, в час т нос ти, те, в ко то рых бы ла об на ру -
же на го мо ло гия с rod-доменом про ме жу точ ных
фи ла мен тов [5].

Нас то я щая ра бо та пос вя ще на соз да нию эк с -
прес си он ной сис те мы для по лу че ния ре ком би -
нан т но го по ли пеп ти да, со от вет с т ву ю ще го пол ной 
пос ле до ва тель нос ти до ме на бел ка TRF2 с не из вес т -
ны ми фун к ци я ми, и по лу че нию ан ти тел к это му
по ли пеп ти ду.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Плаз мид ные ДНК. Век тор pCDNA3hTRF2Full,
со дер жа щий пол ный ген бел ка TRF2 че ло ве ка, ис -
поль зо ван в ка чес т ве мат ри цы для ам п ли фи ка ции
нук ле о тид ной пос ле до ва тель нос ти, ко ди ру ю щей
до мен бел ка TRF2 с не из вес т ны ми фун к ци я ми
udTRF2. Век тор лю без но пре дос тав лен док то ром
Э. Джил со ном (Dr. E. Gilson, Laboratoire de Bio -
logie Moleculaire et Cellulaire, Ecole Normale Supe -
rieure de Lyon, Фран ция). Век тор pTZ57R/Т (Fer -
mentas, Лит ва) ис поль зо ван для про ме жу точ но го
кло ни ро ва ния нук ле о тид ной пос ле до ва тель нос ти,
ко ди ру ю щей до мен udTRF2. Век тор pET32a(+)
(Novagen, Гер ма ния) ис поль зо ван для соз да ния эк с -
прес си он ной ге не ти чес кой кон с т рук ции. 

Прай ме ры для по ли ме раз ной цеп ной ре -
ак ции (ПЦР). В ра бо те ис поль зо ва ны сле ду ю щие 
па ры прай ме ров: TRF2udNDE (5-gccatatgtctgag -
tccgctgcctcaa-3) и TRF2udHind (5-gcaagcttttatttt gt -
ta tattg gttgtactgtct-3) — для ам п ли фи ка ции нук ле о -
тид ной пос ле до ва тель нос ти, ко ди ру ю щей до мен
udTRF2; M13F (5-gtaaaacgacggccagt-3) и M13R
(5-ggaaacacgtatgaccatg-3) — для век то ра pTZ57R/Т;
pET32aHind (5-tggtgctc gagtgcgg ccgc-3) и pET32aNde1
(5-ggaattgtgagcggataacaattcc cctct-3) — для век то ра 
pET32a(+). Оли го нук ле о ти ды син те зи ро ва ны в
ООО «Син тол» (Рос сия).

Бак те ри аль ные куль ту ры. В ра бо те ис -
поль зо ва ны бак те ри аль ные штам мы E. coli DH5
(Invitrogen, США) и E. coli RosettaBlue(DE3) (Nova -
gen, Гер ма ния). Клет ки бак те рий куль ти ви ро ва ли
в сре де LB (10 г/л пеп то на («Би о лот», Рос сия), 5
г/л дрож же во го эс т рак та (Gibco, США), 10 г/л
NaCl («Век тон», Рос сия)) при 37° и неп ре рыв ном
пе ре ме ши ва нии (200 об/мин). Для при го тов ле ния
плот ной сре ды в сре ду LB до бав ля ли 1,5% ага ра
(Helicon, Рос сия). Для вы ра щи ва ния бак те рий, не -
су щих век то ры и ге не ти чес кие кон с т рук ции, в сре -
ду до бав ля ли 50 мкг/мл ам пи цил ли на («Би о хи мик», 
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Рос сия). Скри нинг по ме то ду си них и бе лых ко ло ний
осу щес т в ля ли при до бав ле нии в сре ду 40 мкг/мл
X-gal и 80 мкг/мл IPTG (Fermentas, Лит ва).

По ли ме раз ную цеп ную ре ак цию про во ди -
ли в ам п ли фи ка то ре Mastercycler Personal (Ep -
pendorf, Гер ма ния) в объ е ме про бы 25 мкл со сле -
ду ю щим сос та вом ре ак ци он ной сме си: мат ри ца
ДНК — 1 нг на про бу; прай ме ры — по 5 пмоль на
про бу; dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) — в кон -
цен т ра ции 0,2 мМ; Тaq-полимераза («Си бэн зим»,
Рос сия) — 2 еди ни цы на про бу; 10-кратный Taq-
 бу фер («Си бэн зим») — 2,5 мкл. Смесь ин ку би ро -
ва ли при 95° в те че ние 5 мин, за тем про во ди ли 25
цик лов ам п ли фи ка ции по сле ду ю щей прог рам ме:
95° — де на ту ра ция (30 с), 59° (55° для прай ме ров
М13F и M13R) — от жиг (30 с), 72° — элон га ция
(50 с). Пос ле за вер ше ния ре ак ции смесь ин ку би ро -
ва ли при 72° в те че ние 5 мин. Для раз де ле ния фраг -
мен тов ДНК ис поль зо ва ли ме тод элек т ро фо ре за в
ага роз ном геле [10]. 

Ге не ти чес кие кон с т рук ции. Прин ци пи аль -
ная схе ма по лу че ния ге не ти чес кой кон с т рук ции
для эк с прес сии ге на по ли пеп ти да udTRF2 пред с -
тав ле на на рис. 1. Мо ле ку ляр ное кло ни ро ва ние и
вы де ле ние плаз мид осу щес т в ля ли по стан дар т -
ным ме то ди кам [10]. В ра бо те ис поль зо ва ли Т4
ДНК-ли га зу (Fermemtas) и рес т рик та зы FauNDI и
HindIII («Си бэн зим»). Для вы де ле ния из ага роз но -
го ге ля ли не а ри зо ван но го век то ра рЕТ32а(+) при -
ме ня ли нес тан дар т ный спо соб. На тра ек то рии пе -
ре ме ще ния элек т ро фо ре ти чес ких зон в ге ле с по -
мощью до пол ни тель ной гре бен ки соз да ва ли лун ку, 
ко то рую за пол ня ли бу фе ром (0,4 М NaCl, од нок рат -
ный TAE + 10% гли це ри на) для тор мо же ния дви -

же ния зо ны. Элек т ро фо рез про во ди ли в стан дар т -
ных ус ло ви ях [10]. В сос тав ге ля вво ди ли 1мкг/мл
бро мис то го эти дия (Sigma, США). За дви же ни ем
ДНК в ге ле наб лю да ли с по мощью тран си лю ми на -
то ра ETX-20M (Vilber Lourmat, Фран ция). Ког да
це ле вой фраг мент ДНК вхо дил в лун ку, бу фер с це -
ле вым фраг мен том из в ле ка ли с по мощью ав то ма -
ти чес кой пи пет ки. ДНК осаж да ли из бу фе ра изоп -
ро па но лом («Век тон») 

По лу чен ную эк с прес си он ную ге не ти чес кую
кон с т рук цию обоз на чи ли pET32a-udTRF2. Пос ле -
до ва тель ность кон с т рук ции оп ре де ляли на сек ве -
на то ре ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, США) с ис поль зо ва ни ем на бо ра Big -
Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) по ме то ди ке, ука зан ной в про то ко ле
про из во ди те ля. Ре зуль та ты сек ве ни ро ва ния об ра -
ба ты ва ли с по мощью прог рам мы Se quence Scan -
ner v.1.0.

Эк с прес сия нук ле о тидной пос ле до ва -
тель нос ти по ли пеп ти да. Бак те ри аль ные клет ки 
куль ти ви ро ва ли в тер мос та те при 37° в те че ние
3,5 ч до дос ти же ния ОП550 = 0,5. Для ин дук ции эк -
с прес сии в сре ду до бав ля ли IPTG до кон цен т ра -
ции 0,4 мМ и про дол жа ли куль ти ви ро ва ние в те -
че ние 3 ч. Для по лу че ния кон т роль ной куль ту ры
плаз мид - со дер жа щий штамм куль ти ви ро ва ли
без до бав ле ния IPTG. Клет ки осаж да ли цен т ри -
фу ги ро ва ни ем, про мы ва ли PBS и сус пен ди ро ва -
ли в ли зи ру ю щем бу фе ре (62 мМ трис-HCl
(Sigma), рН 6,8, 2,5% SDS) (Sigma). Для фрак ци о -
ни ро ва ния бел ков бак те ри аль но го ли за та про во ди -
ли вер ти каль ный SDS-электрофорез в ПА АГ по
Laemmli [11].
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Рис. 1. Cхе ма по лу че ния эк с прес си он ной кон с т рук ции рЕТ32а-udTRF2



Им му ноб ло тинг про во ди ли по ме то ду [12]. 
Бел ки пе ре но си ли на мем б ра ну из PVDF (Mil -
lipore, США). В ка чес т ве пер вых ан ти тел ис поль -
зо ва ли Anti-TRF2 (ab4182, Abcam, Ве ли коб ри та -
ния) или им мун ную сы во рот ку, а в ка чес т ве вто -
рых — козьи ан ти те ла, по лу чен ные про тив им му -
ног ло бу ли нов G мор с кой свин ки или кро ли ка,
конъ ю ги ро ван ные со ще лоч ной фос фа та зой
(Sigma, США).

Вы де ле ние по ли пеп ти да из ПА АГ. По ли -
пеп тид вы де ля ли эк с трак ци ей из по ли ак ри ла -
мид но го ге ля. Пос ле элек т ро фо ре за ли за та бак те -
ри аль ной куль ту ры, про ду ци ру ю щей ре ком би -
нан т ный по ли пеп тид, в 15%-ном ПА АГ с пос ле -
ду ю щим ок ра ши ва ни ем ку мас си (MP Biome di -
cals, США) из ге ля вы ре за ли учас ток с це ле вым
по ли пеп ти дом, го мо ге ни зи ро ва ли его вруч ную
(ге мо ге ни за тор Пот те ра -Эль вей е ма объ е мом 3 мл)
и сус пен ди ро ва ли в бу фе ре сле ду ю ще го сос та -
ва: 50 мМ трис- HCl, pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1 мМ
ЭД ТА, 0,1 мМ PMSF (Sigma). Сус пен зию ин ку -
би ро ва ли при 37° в те че ние 2 ч, за тем при 4° в те -
че ние 16 ч. Рас т вор от де ля ли от ос тат ков ге ля
цен т ри фу ги ро ва ни ем. Для осаж де ния бел ка к 1
объ е му по лу чен но го рас т во ра до бав ля ли 4 объ е -
ма ме та но ла («Век тон»), 1 объ ем хло ро фор ма
(«Век тон») и 3 объ е ма во ды и цен т ри фу ги ро ва -
ли смесь в те че ние 3 мин при 12100 g. К ниж ней
фа зе до бав ля ли 3 объ е ма ме та но ла и цен т ри фу -
ги ро ва ли 5 мин при 12100 g. Осаж ден ный бе лок
рас т во ря ли в 20 мМ трис-HCl, рН 7,5, с до бав ле -
ни ем 0,5 мМ PMSF.

По лу че ние и ана лиз ан ти тел. Для им му ни -
за ции ис поль зо ва ли мор с ких сви нок (бес по род ные 
сам цы, 4 мес, мас са 400 — 500 г, из пи том ни ка

«Рап по ло во» РАМН). До им му ни за ции у жи вот -
ных бы ла взя та пре им мун ная сы во рот ка. Рас т вор
по лу чен но го по ли пеп ти да udTRF2 сме ши ва ли с
адъ ю ван том Фрей н да (MP Biomedicals, США) в
со от но ше нии 1:3 и вво ди ли мор с ким свин кам
трех к рат но с пе ре ры ва ми в 8 — 10 дней по 20 мкг
по ли пеп ти да на од ну инъ ек цию. Пер вую им му ни -
за цию про во ди ли под кож но, вто рую и третью —
внут ри мы шеч но. Сы во рот ку по лу ча ли на 10-е сут -
ки пос ле пос лед ней инъ ек ции. На ли чие в им мун -
ной сы во рот ке ан ти тел к udTRF2 оп ре де ля ли ме то -
дом им му ноб ло тин га, как опи са но вы ше. Для про -
вер ки был ис поль зо ван ли зат ядер, вы де лен ных из 
кле ток пе че ни мы ши Mus musculus по стан дар т -
ной ме то ди ке [13], и ли зат бак те рий, эк с прес си ру -
ю щих udTRF2. Им мун ную сы во рот ку при ме ня ли
в ка чес т ве пер вых ан ти тел в раз ве де ни ях 1:500 и
1:1000.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Кло ни ро ва ние фраг мен та ге на

Фраг мент ге на TRF2, ко ди ру ю ще го до мен с
не из вес т ны ми фун к ци я ми udTRF2 ам п ли фи ци ро -
ва ли c по мощью ПЦР. Этот фраг мент ко ди ру ет
пос ле до ва тель ность бел ка TRF2 с 288 по 488 ами -
но кис ло ты, его дли на сос тав ля ет 603 п. н. Ис поль -
зо ван ные в ПЦР прай ме ры со дер жат нук ле о тид -
ные пос ле до ва тель нос ти, ог ра ни чи ва ю щие фраг -
мент, и адап тер ные пос ле до ва тель нос ти, не об хо -
ди мые для вклю че ния фраг мен та ге на в эк с прес си -
он ный век тор. Пря мой прай мер TRF2udNDE
(5-gccatatgtctgagtccgctgcctcaa-3) со дер жит сайт
рес т рик ции для эн до нук ле азы рес т рик ции FauNDI
(вы де лен жир ным шриф том), в ко то ром на хо дит -
ся стар т - ко дон (atg), не об хо ди мый для эк с прес сии 
по ли пеп ти да. Об рат ный прай мер TRF2udHind
(5-gcaagcttttattttgttatattggttgtactgtct-3) со дер жит
сайт рес т рик ции для HindIII и был скон с т ру и ро -
ван та ким об ра зом, что в ре зуль та те ам п ли фи ка -
ции фраг мент ге на ока зал ся ог ра ни чен ным стоп -
 ко до ном (taa) со сто ро ны об рат но го прай ме ра.
Для эф фек тив но го встра и ва ния фраг мен та ге на в
эк с прес си он ный век тор про во ди ли кло ни ро ва ние
фраг мен та в ли не а ри зо ван ном век то ре pTZ57R/T
(см. рис. 1), ко то рый име ет выс ту па ю щие
dT-концы. В свою оче редь, ПЦР-ф раг мент со дер -
жит dA-остатки на кон цах, об ра зу ю щи е ся в ре -
зуль та те дей с т вия Taq-полимеразы. Бы ло про ве де -
но ли ги ро ва ние ПЦР-ф раг мен та и век то ра, а так -
же тран с фор ма ция ли газ ной смесью бак те ри аль -
ных кле ток штам ма E. coli DH5. Тран с фор ми ро -
ван ные бак те ри аль ные клет ки се я ли на чаш ки с
ага ри зо ван ной сре дой. В ка чес т ве от ри ца тель но го 
кон т ро ля на чаш ку с ан ти би о ти ком вно си ли
нетран с фор ми ро ван ные ком пе тен т ные клет ки.
Для иден ти фи ка ции тран с фор ми ро ван ных кле ток 
со встав кой при ме ня ли ме тод си них и бе лых ко ло -
ний. Для до пол ни тель но го ана ли за на ли чия встав -
ки в тран с фор ман тах из бе лых ко ло ний бра ли про -
бы и про во ди ли ПЦР с прай ме ра ми M13F и M13R
к век то ру pTZ57R/T. Кон с т рук ция по лу чи ла наз ва -
ние pTZ57R-udTRF2.

В ка чес т ве эк с прес си он но го век то ра ис поль -
зо ва ли плаз ми ду рЕТ32а(+), ко то рая обес пе чи ва ет
эф фек тив ную эк с прес сию встра и ва е мых ге нов под
кон т ро лем силь но го про мо то ра ви ру са Т7. Век тор 
со дер жит один сайт рес т рик ции для эн до нук ле а -
зы HindIII и два сай та рес т рик ции для FauNDI
(см. рис. 1), ко то рая яв ля ет ся изо ши зо ме ром рес т -
рик та зы NdeI. При об ра бот ке век то ра эн до нук ле а -
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за ми HindIII и FauNDI из не го уда ля ют ся два фраг -
мен та, ко ди ру ю щие до пол ни тель ные ами но кис -
лот ные пос ле до ва тель нос ти (His-tag, S-tag, Trx- tag).
Эти пос ле до ва тель нос ти обыч но ис поль зу ют для
аф фин ной очис т ки бел ков (His-tag, S-tag) или для
по вы ше ния их рас т во ри мос ти (Trx-tag). В нас то я -
щей ра бо те эти фраг мен ты бы ли уда ле ны, что бы в 
даль ней шем из бе жать ин тер фе рен ции ко ди ру е -
мых ими ами но кис лот ных пос ле до ва тель нос тей с 
це ле вым по ли пеп ти дом при по лу че нии ан ти тел.
Век тор рЕТ32а(+) и по лу чен ную ра нее кон с т рук -
цию pTZ57R-udTRF2 об ра ба ты ва ли ука зан ны ми
вы ше эн до нук ле а за ми рес т рик ции для соз да ния у
век то ра и фраг мен та ге на лип ких кон цов. Пос ле
ли ги ро ва ния фраг мен та ге на и век то ра про во ди ли
тран с фор ма цию ли газ ной смесью бак те ри аль ных
кле ток штам ма E. coli DH5. Тран с фор ми ро ван -
ные бак те рии се я ли на чаш ку, со дер жа щую ага ри -
зо ван ную сре ду с ам пи цил ли ном. Бак те рии из по -
лу чен ных ко ло ний бы ли про ве ре ны на на ли чие ре -
ком би нан т ной плаз ми ды с це ле вой встав кой с по -
мощью ПЦР и ино ку ли ро ва ны в жид кую пи та тель -
ную сре ду LB. Куль ту ру под вер га ли ли зи су и плаз -
ми ду со встав кой вы де ля ли из ли за та. Для про вер -
ки при год нос ти по лу чен ной кон с т рук ции для эк с -
прес сии по ли пеп ти да про во ди ли рес т рик ци он ный 
ана лиз с по мощью эн до нук ле аз HindIII и FauNDI и
сек ве ни ро ва ние. Оба ме то да не вы я ви ли то чеч ные
му та ции. На рис. 2 пред с тав ле но схе ма ти чес кое
изоб ра же ние век то ра рЕТ32а-udTRF2.

Эк с п рес сия и вы де ле ние по ли пеп ти да
udTRF2

Бы ла про ве де на тран с фор ма ция эк с прес си -
он но го бак те ри аль но го штам ма E. coli RosettaBlue 
(DE3) ре ком би нан т ной плаз ми дой рЕТ32а- udTRF2.
Часть бак те ри аль ной куль ту ры (кон т роль) ин ку би -
ро ва ли без до бав ле ния ин дук то ра эк с прес сии, а в
дру гую часть (ин дук ция) до бав ля ли IPTG. Че рез 3 
ч пос ле на ча ла эк с прес сии бы ла из ме ре на оп ти чес -
кая плот ность кон т роль ной и ин ду ци ро ван ной
куль тур. Для кон т роль ной куль ту ры по лу че но зна -
че ние ОП550 = 1,5, а для ин ду ци ро ван ной куль ту -
ры ОП550 = 0,75. Дан ные об оп ти чес кой плот нос -
ти куль тур бы ли ис поль зо ва ны для вы рав ни ва ния
наг ру зок на гель при пос ле ду ю щем про ве де нии
элек т ро фо ре за.

По ли пеп тид, ко то рый пред по ла га ли по лу -
чить, не со дер жит до пол ни тель ных ами но кис лот -
ных пос ле до ва тель нос тей, ко то рые бы спо соб с т -
во ва ли его вы хо ду из бак те ри аль ной клет ки в сре -
ду, по э то му эк с прес си ру е мый по ли пеп тид оп ре де -
ля ли с по мощью элек т ро фо ре ти чес ко го раз де ле ния

бел ков бак те ри аль но го ли за та в SDS-ПААГ. Ре -
зуль та ты пред с тав ле ны на рис. 3, где хо ро шо вид -
на по ло са, со от вет с т ву ю щая це ле во му по ли пеп ти -
ду. Ка жу ща я ся мо ле ку ляр ная мас са по ли пеп ти да
сос тав ля ет при мер но 25 кДа, а рас чет ная мо ле ку -
ляр ная мас са — 21 кДа. Рас хож де ние ка жу щей ся
и рас чет ной мо ле ку ляр ной мас сы мо жет быть выз -
ва но раз ли чи ем спо соб нос ти ре а ги ро вать на при -
сут с т вие SDS ис с ле ду е мо го бел ка и бел ков мар ке -
ра. На рис. 3, б пред с тав ле ны так же ре зуль та ты
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Рис. 2. Схе ма кон с т рук ции рЕТ32а-udTRF2

Рис. 3. Элек т ро фо рез ли за тов бак те ри аль ных куль тур
и вы де лен но го по ли пеп ти да udTRF2: а — кон т роль ная и ин -
ду ци ро ван ная куль ту ры (15%-ный ПА АГ с пос ле ду ю щей ок -
рас кой ку мас си); 1 — мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы (Fermen -
tas, Лит ва); 2 — кон т роль (без до бав ле ния IPTG); 3 — ли зат
пос ле про ве де ния ин дук ции; б — вы де лен ный по ли пеп ти д
udTRF2 (14%-ный ПА АГ); 1 — мар ке ры мо ле ку ляр ной мас -
сы; 2, 3 — по ли пеп тид udTRF2



элек т ро фо ре за вы де лен но го по ли пеп ти да. Его
приб ли зи тель ную кон цен т ра цию оп ре де ля ли при
ана ли зе ден си тог рамм, по лу чен ных в ре зуль та те
об ра бот ки изоб ра же ния ге ля в прог рам ме ImageJ.
Кон цен т ра ция бел ка пос ле вы де ле ния сос та ви ла
око ло 10 мкг/мл.

Что бы до ка зать, что по лу чен ный по ли пеп -
тид дей с т ви тель но яв ля ет ся до ме ном бел ка TRF2,
про ве ден им му ноб ло тинг с по лик ло наль ны ми ан -
ти те ла ми Anti-TRF2 ab4182 (Abcam). Эти ан ти те -
ла бы ли по лу че ны к син те ти чес ко му пеп ти ду, со -
от вет с т ву ю ще му ами но кис лот ной пос ле до ва тель -
нос ти TRF2 с 250-го по 350-й ос та ток. Эта пос ле -
до ва тель ность час тич но пе рек ры ва ет ся с до ме ном
udTRF2, ко то рый вклю ча ет ами но кис ло ты с 288-й 
по 488-ю. Ре зуль та ты пред с тав ле ны на рис. 4. На
ри сун ке вид но, что ан ти те ла прак ти чес ки не вза и -
мо дей с т ву ют с бел ка ми ли за та кон т роль ной куль -
ту ры, а в ли за те ин ду ци ро ван ной куль ту ры вза и мо -
дей с т ву ют с бел ком, иден тич ным по мо ле ку ляр -

ной мас се це ле во му по ли пеп ти ду. Та ким об ра зом, 
бы ла до ка за на спо соб ность сис те мы Roset ta -
Blue(DE3)-рЕТ32а-udTRF2 про ду ци ро вать по ли -
пеп тид, со от вет с т ву ю щий до ме ну udTRF2. По ли -
пеп тид был вы де лен  пу тем эк с трак ции из ПА АГ.

Ана лиз им мун ной сы во рот ки

Оп ре де ле ние ан ти тел к до ме ну бел ка TRF2
с не из вес т ны ми фун к ци я ми про во ди ли ме то дом
им му ноб ло тин га, как опи са но вы ше. Для это го ис -
поль зо ва ли ли зат ядер, вы де лен ных из кле ток пе -
че ни мы ши, и ли зат бак те ри аль ной куль ту ры, про -
ду ци ру ю щей по ли пеп тид udTRF2. Ре зуль та ты им -
му ноб ло тин га пред с тав ле ны на рис. 4. По дан ным 
им му ноб ло тин га, ан ти те ла по лу чен ной им мун -
ной сы во рот ки вза и мо дей с т ву ют с од ним из бел -
ков ядер но го ли за та (см. рис. 4, в, до рож ка 4). Ка -
жу ща я ся мо ле ку ляр ная мас са это го бел ка сос тав -
ля ет при мер но 70 кДа, что со от вет с т ву ет мо ле ку -
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Рис. 4. Элек т ро фо рез и им му ноб ло тинг ли за тов бак те ри аль ных куль тур и ли за та ядер: а — кон т роль ная и ин ду ци ро ван -
ная куль ту ры (10%-ный ПААГ); 1 — мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы (Thermo Scientific, США); 2 — кон т роль ная куль ту ра; 3 —
ин ду ци ро ван ная куль ту ра; б — элек т ро фо рез бел ков ли за та ядер из кле ток пе че ни мыши в 10%-ном ПААГ: 1 — мар ке ры мо ле -
ку ляр ной мас сы (Fermentas, Лит ва); 2 — ли зат ядер; в — им му ноб ло тинг бел ков бак те ри аль ных ли за тов и ан ти тел им мун ной сы -
во рот ки; 1 — вза и мо дей с т вие ан ти тел Anti-TRF2 (Abcam) с бел ка ми ли за та ин ду ци ро ван ной куль ту ры E. coli  RosettaBlue(DE3) 
рЕТ32а-udTRF2; 2 — от сут с т вие вза и мо дей с т вия ан ти тел Anti-TRF2 (Abcam) с бел ка ми ли за та кон т роль ной куль ту ры E. coli 
RosettaBlue(DE3) рЕТ32а-udTRF2; 3, 5 — вза и мо дей с т вие ан ти тел им мун ной сы во рот ки в раз ве де ни ях 1:500 и 1:1000, со от вет -
с т вен но, с бел ка ми ли за та бак те рий; 4, 6 — вза и мо дей с т вие ан ти тел им мун ной сы во рот ки в раз ве де ни ях 1:500 и 1:1000, со от вет -
с т вен но, с бел ка ми ли за та ядер



ляр ной мас се бел ка TRF2 [14]. Сре ди бел ков бак те -
ри аль но го ли за та E. coli  RosettaBlue (DE3)- рЕТ32а-
 udTRF2 ан ти те ла сы во рот ки вза и мо дей с т ву ют с
дву мя бел ка ми, мо ле ку ляр ная мас са ко то рых сос тав -
ля ет око ло 35 и 25 кДа (см. рис. 4, в, до рож ки 3, 5).
Од ним из них, по- ви ди мо му, яв ля ет ся udTRF2. 

Та ким об ра зом, в хо де нас то я щей ра бо ты
был по лу чен ре ком би нан т ный по ли пеп тид, со от -
вет с т ву ю щий до ме ну udTRF2 те ло мер - с вя зы ва ю -
ще го бел ка TRF2, и по лик ло наль ные ан ти те ла к
не му. По ка за на спо соб ность по лу чен ных ан ти тел
вза и мо дей с т во вать с бел ком TRF2 в ли за те ядер,
вы де лен ных из кле ток пе че ни мы ши Mus muscu -
lus, что ука зы ва ет на воз мож ность ис поль зо ва ния
этих ан ти тел в ис с ле до ва нии по тен ци аль ных фун к -
ций до ме на udTRF2, в час т нос ти, его вза и мо дей с т -
вия с ядер ной мем б ра ной.

Ав то ры вы ра жа ют бла го дар ность А.М. Ки -
се ле ву (ФГБУ «ФМИЦ им. В.А. Ал ма зо ва») за по -
мощь в про ве де нии сек ве ни ро ва ния и Л.С. Адо ни -
ну за по мощь в ра бо те с мор с ки ми свин ка ми. 

Ра бо та вы пол не на при фи нан со вой под дер ж -
ке прог рам мы Пре зи ди у ма РАН “Мо ле ку ляр ная и
кле точ ная би о ло гия” (ГК № 01201457147).

По лу че но 26.12.14
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Pro du  cing of  a Re com bi nant Do  ma in of 
Te lo me re-Bin ding Pro te  in TRF2 and An ti  bo -
di  es to It

A nuc le o ti de se qu en ce en co ding udTRF2 do ma in of the
hu man te lo me re-bin ding pro te in TRF2 was clo ned in the ex p res -
si on vec tor pET32a(+). The con s t ruct (pET32a-udTRF2) was in t -
ro du ced by tran s for ma ti on in a bac te ri al stra in E. coli Ro set taB -
lue(DE3). The ob ta i ned E. coli Ro set taB lue(DE3)- pET32a- udTRF2
stra in was shown to pro du ce the udTRF2 re com bi nant po ly pep ti -
de. The lat ter was used to ob ta in po lyc lo nal an ti bo di es to the
udTRF2 do ma in. The ca pa ci ty of the an ti bo di es to re act with
TRF2 in a nuc le ar ly sa te from mo u se li ver was shown which po -
ints out a po ssi bi li ty of using them for the in ves ti ga ti on of the
udTRF2 fun c ti ons. 

Key words: an ti bo di es, mo le cu lar clo ning, re com bi nant
po ly pep ti de, te lo me re-bin ding pro te in TRF2.
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