
Гиб рид ные бел ки Е7(16)-БТШ70 и Е7(18)- 
БТШ70 пред с тав ля ют со бой сли тые ами но кис лот -
ные пос ле до ва тель нос ти он ко бел ка Е7 ви ру са па -
пил ло мы че ло ве ка 16 или 18 типа и фраг мен та бел -
ка теп ло во го шока БТШ70 бак те рий Mycobacte -
rium tu ber culosis, 16 С-кон це вых ами но кис лот ко то -
ро го за ме не ны по ли гис ти ди но вым та гом His(6)
(рис. 1). 

При ро да каж дой из струк тур ных еди ниц гиб -
рид но го бел ка Е7-БТШ70 ока зы ва ет вли я ние на его 
фи зи ко- хи ми чес кие свой с т ва, ко то рые сле ду ет учи -
ты вать при раз ра бот ке тех но ло гии очис т ки ре ком -
би нан т но го би о фар ма цев ти чес ко го про дук та.

По дан ным ли те ра ту ры, склон ность к оли го -
ме ри за ции свой с т вен на как он ко бел кам Е7 раз лич -

ных се ро ти пов, так и вы со ко мо ле ку ляр ным БТШ.
При этом для БТШ су щес т ву ет за ко но мер ность
уве ли че ния ко ли чес т ва оли го мер ных форм при по -
вы ше нии его кон цен т ра ции [1].

Изу че ние струк ту ры Е7 по ка за ло, что опос ре -
до ван ное мо ле ку лой цин ка фор ми ро ва ние гид ро фоб -
но го ядра при во дит к ди ме ри за ции бел ка [2]. Из -
вес т но, что как ди мер, так и мо но мер Е7 мо гут
быть би о ло ги чес ки ак тив ны in vivo, при этом ди -
мер спо со бен под вер гать ся зна чи тель ным кон фор -
ма ци он ным из ме не ни ям внут ри фи зи о ло ги чес ко -
го ди а па зо на рН, фор ми ро вать тет ра мер ные струк -
ту ры, а в при сут с т вии де на ту ри ру ю щих аген тов
он мо жет дис со ци и ро вать до ста биль но го раз вер -
ну то го мо но ме ра [3]. 
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Тех  но ло  гия оч ис т ки  гиб р ид ны х ре ком би н ант ны х 
он  коп ро  те  и нов  Е7 ви ру са  па пил ло мы че л о ве  ка  16 и  18 ти  пов,  
кон ъ ю ги  ро ван  ных с  бел к ом те п ло во  го шо ка 70

На на чаль ном эта пе ра бот ис поль зо ва ли ни кель - хе лат -аф фин ную хро ма тог ра фию
для из в ле че ния гиб рид ных бел ков Е7-БТШ70 из дрож же во го ли за та. Не вы со кая сте -
пень чис то ты мо но мер ной фор мы Е7-БТШ70 в це ле вой фрак ции обус лов ле на на ли -
чи ем ди мер ных и тет ра мер ных аг ре га тов це ле во го бел ка и низ ко мо ле ку ляр ных при -
ме сей. Вве де ние в про це ду ру очис т ки эта па до бав ле ния вос с та нов лен но го
L-глутатиона с целью сни же ния об ра зо ва ния не же ла тель ных ди суль фид ных свя зей
поз во ли ло уве ли чить чис то ту це ле во го бел ка за счет умень ше ния уров ня про дук тов 
оли го ме ри за ции. Даль ней шие мо ди фи ка ции очис т ки, пре дус мат ри ва ю щие сни же -
ние гид ро фоб ных вза и мо дей с т вий при вве де нии гли це ри на, зна чи тель но сок ра ти ли
ко ли чес т во низ ко мо ле ку ляр ных при ме сей. Для бо лее тон кой очис т ки Е7-БТШ70 ис -
поль зо ва ли двух с та дий ный про цесс ани о но об мен ной хро ма тог ра фии, поз во лив -
ший эф фек тив но уда лить низ ко мо ле ку ляр ные при ме си. Оцен ка фи наль но го ма те ри -
а ла ме то дом элек т ро фо ре за в не вос с та нав ли ва ю щих ус ло ви ях по ка за ла, что чис то -
та мо но мер ной фор мы обо их бел ков пре вы ша ет 95%.

Клю че вые сло ва: бе лок теп ло во го шока, ди ме ри за ция, он ко бе лок Е7, хро ма тог ра фи чес кая очис т ка.

                                 
Жу чен ко Мак сим Ан д ре е вич, Ша мо нов Ни ко лай Алек се е вич, Че ре пуш кин Ста нис лав Ан д ре е вич, Гав ри ло ва На та лья Ан д ре ев на.

Спи сок со кра ще ний: АФИ — ак тив ный фар ма цев ти че ский ин г ре ди ент; БТШ70 — бе лок теп ло во го шока 70 кДа; ВЭЖХ — вы со -
ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ДТТ — ди ти от ре и тол; Е7 — он коп ро те ин 7 ви ру са па пил ло мы че ло ве ка; ПААГ —
по ли ак ри ла мид ный гель; ПАВ — по вер х но ст но-ак тив ные ве ще ст ва; ЭДТА — эти лен ди а мин тет ра ук сус ная кис ло та; ATP —
аденозин т ри фос фор ная кис ло та; GSH — вос ста нов лен ный L-глу та ти он; mAU (mil li-ab sor p ti on unit) — 0,001 еди ни цы аб сор б ции; 
PMSF — фенилметилсульфонилфторид.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



Обоз на чен ные би о хи ми чес кие ха рак те рис ти -
ки Е7 во мно гом оп ре де ля ют вы бор стра те гии его
очис т ки. Так, в нес коль ких ис точ ни ках опи сы ва ет -
ся ис поль зо ва ние для этой цели ком би на ции аф -
фин ной хро ма тог ра фии и гель - филь т ра ции [4, 3].
Име ет ся так же ин фор ма ция об очис т ке ре ком би -
нан т но го Е7 ме то дом ионо об мен ной хро ма тог ра -
фии [5]. В ка чес т ве ком по нен тов ра бо чих бу фе ров 
и до ба вок в ма те ри ал, на но си мый на ко лон ки при
хро ма тог ра фи чес кой очис т ке Е7, ре ко мен ду ет ся
при ме не ние де на ту ри ру ю щих и вос с та нав ли ва ю -
щих аген тов, сре ди ко то рых на и бо лее час то ис -
поль зу ют мо че ви ну и гу а ни дин гид рох ло рид.

Вы со ко мо ле ку ляр ные бел ки теп ло во го шо ка 
ха рак те ри зу ют ся иной при ро дой. Они об ла да ют
фун к ци о наль ны ми осо бен нос тя ми бел ков - ша пе -
ро нов и со дер жат AT P -с вя зы ва ю щий и суб с т рат - с вя -
зы ва ю щий до ме ны, поз во ля ю щие ре гу ли ро вать
фол динг бел ков за счет гид ро фоб ных вза и мо дей с т -
вий [6]. На ли чие AT P -с вя зы ва ю ще го сай та пос лу -
жи ло пред по сыл кой для ис поль зо ва ния при очис т -
ке БТШ70 аф фин ной хро ма тог ра фии на AT P -а га -
роз ной ко лон ке, опи сан ной в ряде ра бот. Кро ме
того, встре ча ет ся ин фор ма ция о при ме не нии для
очис т ки БТШ ионо об мен ной хро ма тог ра фии и
гель - филь т ра ции; мно гок рат но опи са но ис поль зо -
ва ние гли це ри на в сос та ве урав но ве ши ва ю щих и
элю и ру ю щих бу фер ных рас т во ров [1, 7—10].

Ана ло гич ные ме то ды хро ма тог ра фии мо гут 
быть при ме не ны для по лу че ния очи щен ных хро -
ма тог ра фи чес ких фрак ций гиб рид ных бел ков, со -
дер жа щих он ко ге ны па пил ло мы и бе лок теп ло во -
го шока. В час т нос ти, для очис т ки гиб рид но го бел -
ка Е7 16 типа, конъ ю ги ро ван но го с бел ком теп ло -
во го шока 65 [10], ис поль зо вали ни кель - хе лат ную
и ани о но об мен ную хро ма тог ра фию. Од на ко дан -
ные о чис то те по лу чен но го ре ком би нан т но го про -
дук та ав то ра ми не при ве де ны.

Склон ность Е7 и БТШ70 к «зах ва ту» низ ко -
мо ле ку ляр ных пеп ти дов, свя зан ная с их ша пе рон -
ной при ро дой, мо жет при во дить к по яв ле нию при -
ме сей кле точ ных бел ков в элю а те. Мож но пред по -
ло жить, что с этой проб ле мой стал ки ва лись ав то -
ры ста тей в ра бо тах [3—12], про во див шие очис т -
ку в де на ту ри ру ю щих ус ло ви ях с ис поль зо ва ни ем 
спе ци а ли зи ро ван ных аген тов.

Хро ма тог ра фи чес кая очис т ка гиб рид но го
бел ка Е7(16)-БТШ70, про ве ден ная ав то ра ми на
ран них эта пах изу че ния его фи зи ко- хи ми чес ких
свойств, была ос но ва на на из би ра тель ном свя зы -
ва нии це ле во го ре ком би нан т но го бел ка с ме тал л -
 хе лат ным или AT P -аф фин ным сор бен та ми [11]. В
обо их слу ча ях чис то та бел ка при оцен ке ок ра шен -
ных элек т ро фо рег рамм в по ли ак рил мид ном геле
в при сут с т вии 2%-но го до де цил суль фа та нат рия
не пре вы ша ла 70%, а про филь при ме сей по лу чен -
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Рис. 1. Ами но кис лот ные пос ле до ва тель нос ти Е7(16)-БТШ70 и Е7(18)-БТШ70. Се рым вы де ле ны учас т ки со е ди не ния
ами но кис лот ной пос ле до ва тель нос ти он ко бел ка Е7 с пос ле до ва тель нос тью БТШ и по ли гис ти ди но вые фраг мен ты



но го ма те ри а ла был пред с тав лен как низ ко мо ле ку -
ляр ны ми про дук та ми гид ро ли за Е7(16)-БТШ70,
так и фраг мен та ми бел ков штам ма- п ро ду цен та
Saccharomyces cerevisiae. Кро ме того, были об на -
ру же ны оли го ме ры це ле вой мо ле ку лы.

В ра бо те [11] при ве де ны ре зуль та ты ис поль -
зо ва ния силь ной вос с та нав ли ва ю щей пары — до -
де цил суль фа та нат рия и ди ти от ре и то ла — при эк с -
клю зи он ной хро ма тог ра фии вы де лен ных фрак -
ций Е7(16)-БТШ70, поз во лив шей по лу чать элю а -
ты ре ком би нан т но го про дук та с чис то той не ме -
нее 97%. В то же вре мя, сле ду ет от ме тить, что в
рам ках раз ра бот ки те ра пев ти чес кой вак ци ны для
им му ни за ции че ло ве ка, дей с т ву ю щим ве щес т вом 
ко то рой яв ля ет ся ре ком би нан т ный бе лок
Е7(16)-БТШ70, ис поль зо ва ние вы со ко ток сич ных
ани о но ген ных ПАВ при пре па ра тив ной хро ма тог -
ра фии неп ри ем ле мо. 

Целью нас то я щей ра бо ты была раз ра бот ка
эф фек тив ной тех но ло гии очис т ки гиб рид ных бел -
ков Е7(16)-БТШ70 ме то да ми ВЭЖХ. В раз ра бо -
тан ном виде она сос то ит из трех эта пов. Пер вый
этап пред с тав ля ет со бой зах ват це ле во го бел ка из
ли за та штам ма- п ро ду цен та на ос но ве из би ра тель -
но го свя зы ва ния по ли гис ти ди но во го учас т ка
Е7-БТШ70 с ни кель - хе лат ным сор бен том. На вто -
ром эта пе ис поль зо ва ли ани о но об мен ную хро ма -
тог ра фию для очис т ки элю а та бел ка. С целью пе -
ре во да це ле во го бел ка в бу фер для ак тив ной суб с -
тан ции при ме ня ли гель - филь т ра ци он ную ВЭЖХ.
В ра бо те ис с ле до ва ли вли я ние вос с та нав ли ва ю -
щих аген тов на склон ность Е7-БТШ70 к оли го ме -
ри за ции с целью их пос ле ду ю ще го вве де ния в ра -
бо чие бу фер ные рас т во ры. Очис т ку от низ ко мо ле -
ку ляр ных при ме сей про во ди ли пу тем из ме не ния
сос та ва бу фер ных рас т во ров.

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 и SCR-702-E7(18)-HSP70
(Гос НИ И ге не ти ка) [12]. Вы ра щи ва ние про ду цен -
тов про во ди ли в фер мен те ре Biostat C30 (BBI, Гер -
ма ния) с вне се ни ем сте риль ных под пи ток. Би о -
мас су про ду цен та дис пер ги ро ва ли в бу фе ре ЛБ
(100 мМ трис-HCl (Sigma, США), pH 8,0, 30 мM
ими да зол (Sigma), 500 мМ NaCl (Panreac, Ис па -
ния), 4 M мо че ви на (Sigma), 0,1 % по ли сор бата 20
(Panreac), 1 мM ЭДТА (Sigma), 5 мМ ди ти от ре и -
тол (Sigma), 2 мМ PMSF (Sigma), pH 8,0. Клет ки
раз ру ша ли в де зин тег ра то ре APV 1000 (APV, Да -
ния); об щее чис ло цик лов де зин тег ра ции оп ре де -
ля лось ре зуль та та ми 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.

Ме тал л - хе лат -аф фин ная хро ма тог ра фия. В 
ка чес т ве сор бен тов ис поль зо ва ли IMAC Sepha rose
6 FF (GE Healthcare) и IMAC Sepharose 6 HP (GE
Healthcare) (раз мер каж дой ко лон ны 50 мм   20 см). 

От филь т ро ван ный ли зат дрож же вых кле ток,
по лу чен ный при де зин тег ра ции 100 г би о мас сы,
на но си ли на ко лон ну, про мы ва ли 2 л бу фер но го
рас т во ра VHP IMAC A1: 20 мМ три гид рок си а ми -
но ме тан гид рох ло рид (Sigma), 30 мМ ими да зол,
500 мМ хло рид нат рия, 0,1% по ли сор ба та 20, 1
мМ ЭДТА, pH 8,0. Элю цию осу щес т в ля ли гра ди -
ен том от 0 до 60 % бу фе ра VHP IMAC A1 и бу фе ра 
VHP IMAC B1, со дер жа ще го 20 мМ три гид рок си а -
ми но ме тан гид рох ло рид, 500 мМ ими да зол, 500
мМ хло рид нат рия, 0,1% по ли сор ба та 20 и 1 мМ
ЭДТА, pH 8,0.

На чи ная с оп ти чес кой плот нос ти 30 мAU
(дли на вол ны 280 нм) со би ра ли фрак цию, со дер жа -
щую очи щен ный це ле вой бе лок. Из ме нен ная схе ма
очис т ки и фак то ры, оп ре де лив шие эти из ме не ния,
от ра же ны в раз де ле «Ре зуль та ты и об суж де ние».

Ионо об мен ная хро ма тог ра фия. Для ион -
но го об ме на ис поль зо ва ли хро ма тог ра фи чес кий
сор бент Q HP Sepharose (GE Healthcare) и YMC
BioPro Q30 (YMC Co.) (раз мер каж дой ко лон ны
50 мм   20 см).

Раз ве ден ный рас т вор це ле во го бел ка с пре ды -
ду щей ста дии на но си ли на ко лон ны со ско рос тью
50 мл/мин, про мы ва ли 480 мл бу фе ра VHPQA1: 20 мМ
три гид рок си а ми но ме тан гид рох ло рид, 0,1% по ли -
сор ба та 20, pH 8,0. Элю цию с ко лон ны осу щес т в -
ля ли гра ди ен том (23—45%) бу фе ра VHPQA1 и бу -
фе ра VHPQB1, со дер жа ще го 20 мМ три гид рок си а -
ми но ме тан гид рох ло рид, 1 M хло рид нат рия и
0,1% по ли сор ба та 20, pH 8,0.

На чи ная с оп ти чес кой плот нос ти 10 мAU
(дли на вол ны 280 нм) со би ра ли фрак цию, со дер -
жа щую очи щен ный це ле вой бе лок, элю и ру е мую
при со дер жа нии бу фе ра VHPQB1 в под виж ной
фазе от 23% до 45%. Ко лон ну ре ге не ри ро ва ли
200 мл бу фе ра VHP Q B1 при ско рос ти по то ка
50 мл/мин.

Из ме не ния в схе ме очис т ки с по мощью
ионо об мен ной хро ма тог ра фии от ра же ны в раз де -
ле «Ре зуль та ты и об суж де ние».

Кон цен т ри ро ва ние про во ди ли на сор бен те 
Q HP Sepharose. Ко лон ну урав но ве ши ва ли 600 мл
бу фер но го рас т во ра VHP Q CONC A: 20 мМ три гид -
рок си а ми но ме тан гид рох ло рид, 10 мМ вос с та нов -
лен ный L-глутатион (Apply Chem), 1 мМ ЭДТА и
0,1 % по ли сор ба та 20, pH 8,0; ско рость по то ка
50 мл/мин. Раз ве ден ный рас т вор це ле во го бел ка с пре -

56 Биотехнология, 2015, № 3

 ЖУ ЧЕН КО и др.



ды ду щей ста дии на но си ли на ко лон ну со ско рос тью
50 мл/мин. Элю цию с ко лон ны осу щес т в ля ли гра ди -
ен том (0—100%) бу фе ра VHP Q CONC A и бу фе ра
VHP Q CONC B, со дер жа ще го 20 мМ три гид рок си -
а ми но ме тан гид ро х ло рид, 50 мМ вос с та нов лен ный
L-глутатион, 1 мМ ЭДТА и 0,1 % по ли сор ба та 20,
pH 8,0.

На чи ная с оп ти чес кой плот нос ти 150 мAU
(дли на вол ны 280 нм) со би ра ли це ле вую фрак -
цию, ко то рая со дер жала кон цен т рат очи щен но го
це ле во го бел ка и была элю ирована при со дер жа -
нии бу фе ра VHP Q CONC B в под виж ной фазе
100%. Ко лон ну ре ге не ри ро ва ли 200 мл бу фе ра
VHP Q CONC B при ско рос ти по то ка 50 мл/мин. 

Гель - филь т ра ци он ная хро ма тог ра фия. В 
ка чес т ве сор бен та ис поль зо ва ли Superdex 200 (GE 
Healthcare) (раз мер каж дой ко лон ны 16 мм   60 см). 

Хро ма тог ра фию про во ди ли в нес коль ко
цик лов, на но ся каж дый раз на ко лон ну не бо лее 5 
мл кон цен т ри ро ван но го рас т во ра це ле во го бел -
ка, по лу чен но го на пре ды ду щей ста дии. Ко лон -
ны  урав но ве ши ва ли 150 мл бу фер но го рас т во ра
VHP SE: 0,86 мг/мл нат рия ди гид ро фос фат мо но -
гид ра та (Sig ma), 6,72 мг/мл нат рия гид ро фос фат -
до де ка гид ра та (Sigma), 8,77 мг/мл нат рия хло ри -
да, 50 мг/мл са ха ро зы (Panreac), 0,005 мг/мл по ли -
сор ба та 80 (Flu ka), pH 7,0 [13]; ско рость по то ка
1,5 мл/мин. За тем на но си ли еще 5 мл кон цен т ри ро -
ван но го рас т во ра це ле во го бел ка со ско рос тью по то -
ка 1,5 мл/мин. Ко лон ну про мы ва ли 130 мл бу фер но го 
рас т во ра VHP SE при ско рос ти по то ка 1,5 мл/мин; це -
ле вую фрак цию со би ра ли на чи ная с оп ти чес кой
плот нос ти 100 мAU (дли на вол ны 280 нм). Це ле -
вые фрак ции объ е ди ня ли и филь т ро ва ли че рез по -
ли ви ни ли ден ф то рид ную мем б ра ну с раз ме ром
пор 0,2 мкм.

Гель -э лек т ро фо рез в по ли ак ри ла мид ном 
геле. 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
ку мас си R250  (Thermo Scientific) или нит ра том се -
реб ра (Sigma). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Пер во на чаль но раз ра бот ку тех но ло гии очис т -
ки про во ди ли с ис поль зо ва ни ем Е7(16)-БТШ 70.
За тем по лу чен ные ре зуль та ты были под т вер ж де -
ны и для гиб рид но го бел ка Е7(18)-БТШ 70.

На пер вом эта пе очис т ки для  зах ва та из ли -
за та дрож же вых кле ток при ме ни ли аф фин ную
хро ма тог ра фию. В ка чес т ве аф фин ных сор бен тов
для очис т ки бел ка Е7(16)-БТШ70 ис поль зо ва ли
IMAC Sepharose 6 FF и IMAC Sepharose 6 HP, раз -

ли ча ю щи е ся раз ме ром гра нул, но об ла да ю щие
вы со кой се лек тив нос тью и ем кос тью в от но ше -
нии бел ков, име ю щих по ли гис ти ди но вую груп пу
на N-конце, ми ни маль ной утеч кой ли ган да, би о бе -
зо пас нос тью и ста биль нос тью в ши ро ком ди а па -
зо не рН [14, 15]. 

Для элю ции была выб ра на стан дар т ная схе -
ма с гра ди ен том ими да зо ла, поз во ля ю щая сни -
зить нес пе ци фи чес кое вза и мо дей с т вие не це ле -
вых бел ков с ли ган да ми сор бен та и ха рак те ри зу ю -
ща я ся ме нее значительной утеч кой ли ган да с ко -
лон ны по срав не нию с элю ци ей бел ка при низ ких
зна че ни ях рН. Под виж ные фазы были пред с тав ле -
ны бу фер ны ми рас т во ра ми VHP IMAC A1 и VHP
IMAC B1.

Зна че ние рН ис поль зо ван ных бу фер ных
рас т во ров было выб ра но рав ным 8,0 и обус лов ле -
но спе ци фи кой при ме ня е мо го сор бен та, уве ли че -
ние ем кос ти ко то ро го пря мо про пор ци о наль но
рос ту рН. Трис ис поль зо ва ли из - за его вы со кой
бу фер ной ем кос ти при ра бо те вбли зи рН 8,0, хло -
рид нат рия вво ди ли в ка чес т ве аген та, пре пят с т ву -
ю ще го нес пе ци фи чес кой сор б ции при мес ных
бел ков по ионо об мен но му ме ха низ му, ЭДТА —
для де зак ти ва ции ме тал лоп ро те и наз ли за та, а по -
ли сор бат 20 — для ус т ра не ния не же ла тель ных
гид ро фоб ных вза и мо дей с т вий. 

Эф фек тив ность очис т ки оце ни ва ли пу тем
со пос тав ле ния чис то ты фрак ций и ем кос ти выб ран -
ных сор бен тов, рас с чи тан ной по ве ли чи не пло ща ди
це ле во го пика. Ана лиз ре зуль та тов чис то ты фрак -
ций це ле во го пика, ли за та и прос ко ка на не се ния
(рис. 2) про де мон с т ри ро вал луч шую раз де ля ю щую
спо соб ность для сор бен та IMAC Sepharose FF.
Сле ду ет от ме тить, что хотя ил люс т ра тив ный ма те -
ри ал здесь и да лее при во дит ся для од но го из гиб -
рид ных бел ков (Е7(16)-БТШ 70 или Е7(18)-БТШ
70), дру гой ре ком би нан т ный бе лок при очис т ке ве -
дет себя ана ло гич но. При приб ли зи тель но оди на -
ко вом ко ли чес т ве оли го ме ров в це ле вых фрак ци -
ях IMAC Sepharose FF об ла да ет боль шей эф фек -
тив нос тью уда ле ния низ ко мо ле ку ляр ных при ме -
сей, что яв ля ет ся при о ри тет ным для по лу че ния би о -
п ре па ра тов вы со ко го ка чес т ва. Вмес те с тем, при
оцен ке ем кос ти (дан ные не при ве де ны) наб лю да -
лось нез на чи тель ное пре вос ход с т во IMAC Sepha -
rose HP над IMAC Sepharose FF. Та ким об ра зом,
для про ве де ния пер вой ста дии очис т ки ре ком би -
нан т ных бел ков Е7-БТШ70 це ле со об раз но ис поль -
зо ва ние сор бен та IMAC Sepharose FF.

В ходе оп ти ми за ции очис т ки, нап рав лен -
ной на уве ли че ние ем кос ти сор бен та IMAC
Sepharose FF за счет по ни же ния кон цен т ра ции
ими да зо ла в про мы воч ном бу фе ре, было ус та нов -
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ле но, что умень ше ние со дер жа ния ими да зо ла с
30 мМ до 10 мМ (VHP IMAC A2) при во дит к до -
пол ни тель но му заг ряз не нию фрак ций бел ка нес -
пе ци фи чес ки ми при ме ся ми, т.е. ми ни маль ная
кон цен т ра ция ими да зо ла в элю и ру ю щем бу фе ре
для дос ти же ния тре бу е мой чис то ты сос тав ля ет
не ме нее 30 мМ.

Для сни же ния доли оли го мер ных форм
Е7-БТШ70 в очи щен ном ре ком би нан т ном про дук -
те ис поль зо ва ли  дис со ци и ру ю щие и ха от роп ные
аген ты, ко то рые вно си ли как в ис ход ный ли зат до
на не се ния на сор бент, так и в элю и ру ю щий бу фер. 
Из вес т ны два ос нов ных ме ха низ ма аг ре га ции,
про те ка ю щей пос ред с т вом об ра зо ва ния ди суль -
фид ных мос ти ков и за счет гид ро фоб ных вза и мо -
дей с т вий меж ду мо ле ку ла ми [16]. Для уда ле ния
ди суль фид ных мос ти ков ис поль зо ва ли вос с та нав -
ли ва ю щие аген ты — вос с та нов лен ный L-глута -
тион (GSH), ди ти от ре и тол (ДTT) и цис тин
(ApplyChem). Для ус т ра не ния не же ла тель ных гид -
ро фоб ных вза и мо дей с т вий при ме ня ли  мо че ви ну.

Дис со ци и ру ю щие аген ты вно си ли в кле точ -
ный ли зат в кон цен т ра ции от 10 до 30 мМ и  ос тав -
ля ли на ночь при тем пе ра ту ре 2—8 и пос то ян ном 
пе ре ме ши ва нии с час то той 200 об/мин. Со от но ше -
ния мо но-, ди- и оли го мер ных форм це ле во го бел -
ка в об ра бо тан ных де тер ген та ми кле точ ных ли за -
тах при ве де ны в табл. 1. Со дер жа ние раз лич ных
форм бел ка в ли за те ус та нав ли ва ли по ин тен сив -
нос ти ок ра шен ных нит ра том се реб ра бел ко вых по -
лос со от вет с т ву ю щей мо ле ку ляр ной мас сы пос ле
элек т ро фо ре за в ПААГ.

На и боль шую эф фек тив ность вос с та нов ле -
ния про дук тов оли го ме ри за ции Е7-БТШ70 про де -
мон с т ри ро ва ли GSH и ДTT, а так же ком би на ции
этих аген тов с мо че ви ной. Вне се ние обо их вос с та -
но ви те лей в ми ни маль ной кон цен т ра ции 10 мМ
поз во ля ет прак ти чес ки в два раза сок ра тить со дер -
жа ние оли го ме ров в ли за те. До бав ле ние в ли зат
толь ко мо че ви ны без де тер ген тов не яв ля ет ся эф -
фек тив ным (см. табл. 2). 

Для оцен ки чис то ты це ле во го бел ка и его вы -
хо да на дан ной ста дии при ис поль зо ва нии вос с та -
нав ли ва ю щих пар были про ве де ны два срав ни тель -
ных про цес са очис т ки — при вне се нии де тер ген тов
в ли за ты до на не се ния на ко лон ку и при до бав ле нии
их в бу фе ры при хро ма тог ра фи чес кой очис т ке. Бу -
фер ные рас т во ры VHP IMAC A3, В3 со дер жа ли 4 М 
мо че ви ну и 10 мМ GSH; рас т во ры VHP IMAC A4 и
В4 со дер жа ли 10 мМ GSH. Ко ли чес т во GSH в бу -
фер ных рас т во рах было жес т ко рег ла мен ти ро ва но
спе ци фи ка ци ей на сор бент IMAC Sepharose FF, со -
г лас но ко то ро му его со дер жа ние не дол ж но пре вы -
шать 10 мМ. 

Ана лиз це ле вых фрак ций, по лу чен ных при 
про ве де нии хро ма тог ра фии по двум ука зан ным
про то ко лам (дан ные не при ве де ны), под т вер дил
дан ные, пред с тав лен ные в табл. 1, по ка зав, что
ис поль зо ва ние обо их бу фер ных рас т во ров поз во -
ля ет за мет но сни зить ко ли чес т во про дук тов оли -
го ме ри за ции Е7(16)-БТШ70, что лишь нез на чи -
тель но сни жа ет вы ход бел ка по срав не нию со стан -
дар т ным про цес сом. Бу фер с вос с та нов лен ным
глу та ти о ном в кон цен т ра ции 10 мМ (VHP IMAC
A4, В4) яв ля ет ся на и бо лее эф фек тив ным для про -
ве де ния хро ма тог ра фи чес кой очис т ки бел ков
Е7-БТШ70.

На ли чие гид ро фоб ных вза и мо дей с т вий
меж ду це ле вым и низ ко мо ле ку ляр ны ми бел ка ми
дрож же вой при ро ды мо жет ока зы вать зна чи тель -
ное вли я ние на чис то ту по лу ча е мо го про дук та.
Осо бен нос ти мо ле ку ляр но го стро е ния бел ков Е7
и БТШ70 мо гут обус лов ли вать по доб ные вза и мо -
дей с т вия. Для их сни же ния было выб ра но два нап -
рав ле ния. Пер вое зак лю ча лось в уве ли че нии кон -
цен т ра ции по ли сор ба та 20 в бу фер ных рас т во рах
до 2% (VHP IMAC A5 и В5). Вто рое пре дус мат ри -
ва ло из ме не ние ко фор ма ции бел ка при вве де нии в 
бу фер ные рас т во ры ком по нен та, бо лее по ляр но го, 
чем вода. В ка чес т ве та ко го ком по нен та ис поль зо -
ва ли гли це рин (Fluka) в кон цен т ра ции 10% (VHP
IMAC A6 и В6). Оба ве щес т ва — и по ли сор бат, и
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Рис. 2. Кон т роль чис то ты фрак ций це ле во го пика пос -
ле очис т ки Е7(18)-БТШ70 пу тем ме тал л - хе лат -аф фи ной хро -
ма тог ра фии на IMAC Sepharose HP и IMAC Sepharose FF
(элек т ро фо рез в 8%-ном ПААГ, ок рас ка нит ра том се реб ра):
А — ли зат, на не се ный на Sepharose HP; Б — прос кок на не се -
ния на Sepharose НР; В — элю ат с Sepharose НР; Г — ли зат, на -
не сен ный на Sepharose FF; Д — прос кок пос ле на не се ния на
Sepharose FF; Е — элю ат с Sepharose FF



гли це рин — так же до бав ля ли в кле точ ный ли зат
до кон цен т ра ций 2% и 10%, со от вет с т вен но.

По лу чен ные ре зуль та ты по ка за ли, что из ме -
не ние кон цен т ра ции по ли сор ба та не вли я ет на чис -
то ту це ле вых фрак ций при ме тал л - хе лат -аф фин -
ной хро ма тог ра фии. Вы ход про дук та так же ос та -
ет ся не из мен ным. Ис поль зо ва ние же по ли сор ба та 
с гли це ри ном при во ди ло к уве ли че нию чис то ты
це ле во го бел ка. Так, в этом слу чае зна чи тель ное
ко ли чес т во низ ко мо ле ку ляр ных при ме сей было
об на ру же но в прос ко ке пос ле на не се ния ли за та на 
сор бент; чис то та це ле вой фрак ции была оце не на
приб ли зи тель но рав ной 85% при со дер жа нии оли -
го мер ных форм 10% (рис. 3). 

Для до пол ни тель ной очис т ки гиб рид ных
бел ков ис поль зо ва ли ионо об мен ную хро ма тог ра -
фию. Не об хо ди мым ус ло ви ем сор б ции бел ка на ка -
ти он о об мен ном сор бен те яв ля ет ся под дер жа ние
рН бу фе ра ниже pI. При зна че нии pI
Е7(16)-БТШ70 и Е7(18)-БТШ70, близ ком к 5,0
[13], для сор б ции бел ка был не об хо дим кис лый ди -
а па зон рН, что мо жет при во дить к раз ру ше нию и
инак ти ва ции бел ка. Ис хо дя из это го очис т ку про -
во ди ли на сор бен тах ани он но го об ме на. В ра бо те

тес ти ро ва ли сор бен ты Q HP Sepharose и YMC
BioPro Q30 с мат ри цой из 6%-ной пе рек рес т но-
 с ши той ага ро зы, нез на чи тель но раз ли ча ю щи е ся
по раз ме ру гра нул.

Для оп ре де ле ния гра ниц вы хо да це ле во го
бел ка был пос тав лен пред ва ри тель ный опыт с ис -
поль зо ва ни ем обо их сор бен тов и бу фер ных рас т -
во ров VHP Q A1 и VHP Q B1.

Ре зуль та ты срав ни тель ной очис т ки це ле во -
го бел ка на сор бен тах Q HP Sepharose и YMC
BioPro Q30 (рис. 4) де мон с т ри ру ют луч шую спо -
соб ность к раз де ле нию це ле во го и при мес ных пи -
ков у сор бен та Q HP Sepharose. Кон т роль чис то ты
фрак ций по ка зал, что при уда ле нии ЭДТА и GSH
из бу фер ных рас т во ров на ста дии ани оно об мен -
ной хро ма тог ра фии Е7(16)-БТШ70 пов тор но под -
вер га ет ся оли го ме ри за ции. Для дис со ци а ции оли -
го ме ров в бу фер ные рас т во ры по ана ло гии с пер -
вой ста ди ей очис т ки вно си ли 10 мМ GSH и 1мМ
ЭДТА (VHP Q A2 и B2).

Ана лиз сум мар ной фрак ции пос ле очис т ки
це ле во го бел ка на Q HP Sepharose с ис поль зо ва ни -
ем бу фер ных рас т во ров VHP Q A2 и B2 по ка зал,
что применение ани о но об мен ной хро ма тог ра фии
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Та б ли  ца  1

За ви си мость доли оли го мер ных, мо но мер ных форм и низ ко мо ле ку ляр ных при ме сей 
в пре па ра те Е7(16)-БТШ70 от вве де ния вос ста нав ли ва ю щих и ха от роп ных аген тов 
на ста дии ме талл-хе лат-аф фин ной хро ма тог ра фии

№
се рии

Кон цен т ра ция те с ти ру е мо го аген та Содержание форм Е7(16)-БТШ70 и примесей, %

GSH, мМ ДTT, мМ Ци с тин, мМ Мо че ви на, М Оли го ме ры Мо но ме ры При ме си

1* – – – – 20 68 12
2 – – – 4 18 71 11

3 10 – – – 10 80 10
4 30 – – – 10 81 9
5 10 – – 4 11 79 10
6 30 – – 4 11 80 19
7 – 10 – – 11 77 11
8 – 30 – – 12 79 9
9 – 10 – 4 12 77 11

10 – 30 – 4 11 78 11
11 – – 10 – 15 75 10
12 – – 30 – 17 73 10
13 – – 10 4 15 74 11
14 – – 30 4 15 75 10

*Стан дарт срав не ния.



поз во ли ло уве ли чить чис то ту це ле во го бел ка до
90% при ос та точ ном ко ли чес т ве оли го ме ров не бо -
лее 6% (см. рис. 3, В, Е).

Для уве ли че ния сте пе ни чис то ты ма те ри а -
ла, по лу чен но го пос ле очис т ки на Q HP Sepharose, 
было ре ше но под вер г нуть его до пол ни тель ной
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Рис. 3. Срав ни тель ная оцен ка чис то ты элю а тов Е7(16)-БТШ70 пос ле ме тал л - хе лат -аф фи ной хро ма тог ра фии при элек т -
ро фо ре зе в 8%-ном ПААГ и ок ра ши ва нии геля нит ра том се реб ра (Б, В, Г) и ку мас си (Д, Е, Ж): А, З — мар ке ры мо ле ку ляр ной
мас сы; Б, Ж — элю ат пос ле очис т ки на IMAC Sepharose FF (бу фер ные рас т во ры IMAC А6 и В6); В, Е — элю ат пос ле пер вич ной
очис т ки на Q HP Sepharose (бу фер ные рас т во ры VHP Q A2 и B2); Г, Д — элю ат пос ле до пол ни тель ной очис т ки на Q HP
Sepharose (бу фер ные рас т во ры VHP Q A7 и B7)

Рис. 4. Хро ма тог рам мы, по лу чен ные при очис т ке Е7(16)-БТШ70 на ани о но об мен ных сор бен тах в бу фер ных рас т во рах
VHP Q A1 и B1: 1 — со дер жа ние элю и ру ю ще го бу фер но го рас т во ра в под виж ной фазе, %; 2 — про во ди мость, мС/см; 3 — ОП280
фрак ций при очис т ке на Q HP Sepharose, mAU; 4 — ОП280 фрак ций при очис т ке на YMC BioPro Q30, mAU



очис т ке на этом же сор бен те. Для пе ре во да низ ко -
мо ле ку ляр ных при ме сей в прос кок на не се ния
очис т ку про во ди ли при по ни жен ных зна че ни ях
рН. Та кой под ход ос но ван на раз ли чи ях в зна че ни -
ях изо э лек т ри чес кой точ ки це ле во го и при мес ных 
бел ков. Так, при зна че нии рН выше pI це ле вой бе -
лок име ет от ри ца тель ный за ряд, не об хо ди мый
для свя зы а ния с ани о но об мен ным сор бен том, при 
этом все при мес ные бел ки со зна че ни ем pI, пре вы -
ша ю щим pI це ле вых бел ков, по ло жи тель но за ря -
же ны и ока зы ва ют ся в прос ко ке на не се ния, не свя -
зав шись с сор бен том.

Сни же ние рН бу фер ных рас т во ров про во ди -
ли до бав ле ни ем 2,5 М аце та та нат рия (Sigma) до рН
от 8,0 до 4,8; в ка чес т ве ма те ри а ла на не се ния ис поль -
зо ва ли элю ат пер вич ной очис т ки на Q HP Sepharose.  
Ре зуль та ты оце ни ва ли по по ка за те лям чис то ты це ле -
вых фрак ций, сред не му пог ло ще нию в прос ко ке и
на ли чию в прос ко ке мо но мер ной фор мы це ле во го
бел ка. Ре зуль та ты от ра же ны в табл. 2 и на рис. 5.

Ис хо дя из дан ных табл. 2 мож но сде лать вы -
вод, что при зна че нии рН бу фер ных рас т во ров,
рав ном 5,0 (бу фер ные рас т во ры VHP Q A7 и B7),
прак ти чес ки все при мес ные бел ки ухо дят в прос -
кок на не се ния, чис то та сум мар ной це ле вой фрак -
ции сос тав ля ет бо лее 95%, а приб ли зи тель ное со -
дер жа ние оли го ме ров — 4%.

Для пе ре во да Е7-БТШ70 в бу фер хра не ния
АФИ про во ди ли кон цен т ри ро ва ние с пос ле ду ю -
щим ис поль зо ва ни ем гель - филь т ра ци он ной ВЭЖХ. 
На ста дии кон цен т ри ро ва ния со дер жа ние GSH в
бу фер ных рас т во рах уве ли чи ли до 50 мМ из - за вы -
со кой ве ро ят нос ти аг ре га ции це ле во го бел ка при
рос те его кон цен т ра ции. Гель - филь т ра цию осу -

щес т в ля ли на сор бен те Superdex 200, эф фек тив но
ра бо та ю щем в ди а па зо не масс 5—250 кДа при
приб ли зи тель ных зна че ни ях мас сы Е7(16)-БТШ70
и Е7(18)-БТШ70 80 кДа и ори ен ти ро воч ной мас се
ди мер ных форм 160 кДа.

В ходе фи наль но го эта па очис т ки было оп ре -
де ле но, что пе ре вод бел ков в бу фер АФИ не вли я ет
на по ка за те ли чис то ты бел ка. По лу чен ную суб с тан -
цию Е7-БТШ70 хра ни ли при тем пе ра ту ре –20°. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В рам ках раз ра бот ки тех но ло гии очис т ки ре -
ком би нан т ных бел ков Е7(16)-БТШ70 и Е7(18)-БТШ70
было ус та нов ле но, что фи зи ко- хи ми чес кие свой с т -
ва гиб рид ных мо ле кул Е7-БТШ70, в час т нос ти,
склон ность к об ра зо ва нию аг ре га тов и свя зы ва нию 
нес пе ци фи чес ких низ ко мо ле ку ляр ных при ме сей,
ана ло гич ны свой с т вам каж дой из струк тур ных еди -
ниц ре ком би нан т но го бел ка. Зах ват гиб рид ных бел -
ков при хро ма тог ра фии на ни кель - хе лат -аф фин ном 
сор бен те поз во лил по лу чить пер вич ный ма те ри ал,
от де лен ный от ком по нен тов кле точ но го ли за та.
Кон т роль чис то ты элю а та на ря ду с мо но мер ной
фор мой вы я вил боль шое ко ли чес т во низ ко мо ле ку -
ляр ных при ме сей и аг ре ги ро ван ных форм. 

Ана лиз ли те ра ту ры ука зы ва ет на склон -
ность Е7 и БТШ70 к фор ми ро ва нию ди мер ных и
тет ра мер ных форм, что со от вет с т ву ет дан ным, по -
лу чен ным при кон т ро ле чис то ты пре па ра та. Для
сок ра ще ния ко ли чес т ва оли го мер ных форм очис т -
ку бел ков на IMAC Sepharose 6 FF мо ди фи ци ро ва -
ли за счет вве де ния вос с та нав ли ва ю щих аген тов в 
сос тав бу фер ных рас т во ров. В ходе срав ни тель но -
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Та б ли  ца  2

Вли я ние рН бу фер ных рас тво ров це ле во го бел ка на эф фек тив ность до пол ни те ль ной очи ст ки
Е7(16)-БТШ70 на Q HP Sep ha ro se

№ VHP Q A или B рН По гло ще ние
в про ско ке, мAU

На ли чие мо но ме ра
в про ско ке

Чис то та це ле вой
фрак ции, %

2 8,0 0,1 – ~90,0%
3 6,5 6,0 – ~90,5%
4 6,0 7,3 – ~90,7%
5 5,5 7,68 – ~91,1%
6 5,2 8,75 – ~92,8%
7 5,0 8,71 * ~97,0%

8 4,8 9,77 + –

*() — не зна чи те ль ные ко ли че ст ва.



го изу че ния вли я ния этих аген тов на со от но ше ние 
оли го мер ных и мо но мер ной форм было ус та нов ле -
но, что ис поль зо ва ние GSH в кон цен т ра ции 10 мМ
спо соб с т ву ет эф фек тив ной дис со ци а ции аг ре га -
тов; при про ве де нии кон т роль но го про цес са очис -
т ки было по ка за но, что ко ли чес т во оли го ме ров
сок ра ти лось вдвое. 

Ша пе рон ная ак тив ность, свой с т вен ная Е7 и 
вы со ко мо ле ку ляр ным БТШ, как ока за лось, так же
свой с т вен на и гиб рид ной мо ле ку ле Е7(16)-БТШ70. 
Гид ро фоб ные вза и мо дей с т вия, от вет с т вен ные за
эту ак тив ность, мо гут объ яс нить на ли чие мно жес т -
ва низ ко мо ле ку ляр ных при ме сей дрож же во го про -
ис хож де ния как ре зуль тат их вза и мо дей с т вия со
спе ци фич ны ми сай та ми свя зы ва ния Е7-БТШ70.
Гли це рин, вве ден ный как в ма те ри ал на не се ния,
так и в сос тав бу фер ных рас т во ров для сни же ния
гид ро фоб ных вза и мо дей с т вий, поз во лил зна чи -
тель но по ни зить ко ли чес т во низ ко мо ле ку ляр ных
при ме сей в пре па ра те. Та ким об ра зом, пос ле оп ти -
ми за ции про цес са очис т ки на ни кель - хе лат -аф -
фин ном сор бен те чис то та це ле вых форм гиб рид -
но го бел ка была уве ли че на на 15%. 

Ани о но об мен ная хро ма тог ра фия, про ве ден -
ная с ис поль зо ва ни ем бу фер ных рас т во ров, со дер -
жа щих GSH, поз во ли ла зна чи тель но сок ра тить ко -
ли чес т во оли го мер ных форм и низ ко мо ле ку ляр -
ных при ме сей. До пол ни тель ная очис т ка на ани о -
но об мен ном сор бен те при по ни жен ных зна че ни -
ях рН, про ве ден ная для пе ре во да при ме сей в прос -

кок на не се ния, спо соб с т во ва ла по лу че нию ма те -
ри а ла с чис то той мо но мер ной фор мы бо лее 95% и
со дер жа ни ем аг ре ги ров ан ных форм 4%.

Раз ра бо тан ная тех но ло гия тре хэ тап ной очис т -
ки во мно гом сов па да ет с дан ны ми, опуб ли ко ван -
ным в на уч ной ли те ра ту ре для Е7 и бел ков теп ло -
во го шока. Од на ко со от но ше ние дис со ци и ру ю -
щих ком по нен тов и ди а па зон их кон цен т ра ций
для по лу че ния би о фар ма цев ти чес кой суб с тан ции
гиб рид ной мо ле ку лы Е7(16)-БТШ70 опи са ны
впер вые. Важ но от ме тить, что тех но ло гия оди на -
ко во при ме ни ма к бел кам как 16, так и 18 типа, де -
мон с т ри руя зна чи тель ную схо жесть их свойств. 

Ра бо та вы пол не на при фи нан со вой под дер ж -
ке Ми нис тер с т ва про мыш лен нос ти и тор гов ли РФ
в рам ках го су дар с т вен но го кон т рак та № 2012-2.5-
16-N08-0016 по теме «Док ли ни чес кие ис с ле до ва -
ния оте чес т вен ной те ра пев ти чес кой вак ци ны про -
тив ре ци ди ви ру ю ще го рес пи ра тор но го па пил ло -
ма то за и ано ге ни таль но го кон ди ло ма то за, про из -
ве ден ной на ос но ве кле ток эука ри от».

По лу че но 21.04.15
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A Tec  h nique for  Pu  ri  f i ca  t i on of  Hyb rid
Re com bi nant E7 On cop  ro te  ins of 16  and 18
Ty pes of  H u man Pa pil  lo ma Vi rus Con ju ga -
ted  with Heat Shock  Pro  te in70

A nic kel-che la te af fi ni ty chro ma tog rap hy has been used
to iso la te fu sed pro te ins of Hsp70-E7 from yeast ly sa te at the ini ti -
al sta ge of the work. The low pu ri ty of the mo no me ric Hsp70-E7
in the fi nal frac ti on was as so ci a ted with the oc cur ren ce of di me ric
and tet ra me ric forms of the tar get pro te in and low-mo le cu lar im -
pu ri ti es. A mo di fi ca ti on of the pu ri fi ca ti on pro cces by the ad di ti -
on of re du ced L-glu tat hi o ne to inhibit the for ma ti on of un wan ted
di sul fi de bonds per mit ted to in c re a se the pu ri ty of the tar get pro -
te in by re du cing the con tent of the oli go me ri zed pro ducts. Fur t her 
chan ges in the pu ri fi ca ti on pro to col, na me ly the re duc ti on of hyd -
rop ho bic in te rac ti ons by the in t ro duc ti on of gly ce rol, sig ni fi can t -
ly re du ced the amo unt of low-mo le cu lar im pu ri ti es. For a fi ner
pu ri fi ca ti on of E7-HSP70, a two-sta ge pro cess of ani on-ex c han ge 
chro ma tog rap hy that made it po ssib le to ef fec ti ve ly eli mi na te
low-mo le cu lar im pu ri ti es was used. The as ses sment of the fi nal
ma te ri al by elec t rop ho re sis under non-re du cing con di ti ons sho -
wed that the pu ri ty of the mo no me ric forms of eit her of the pro te -
ins was hig her than 95%.

Key words: chro ma tog rap hic pu ri fi ca ti on, di me ri za ti on,
E7 on cop ro te in, heat shock pro te in.
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