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* ВВЕДЕНИЕ

В представленной работе изучена сиквенс�
специфичность взаимодействия рибонуклеазы
биназы с определенным набором олигодезокси�
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рибонуклеотидов, иммобилизованных в гелевых
ячейках биочипа, и разработан метод выделения
и концентрирования белка из разбавленных вод�
ных растворов. Для выделения и очистки белков
часто используется аффинная хроматография с
ковалентно иммобилизованными лигандами, как
правило, антителами, специфично узнающими
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На примере взаимодействия фермента биназы с олигодезоксирибонуклеотидами, иммобилизованными
в гелевых ячейках биочипа, изучена сиквенсспецифичность белоколигонуклеотидных взаимодей
ствий. Определены константы преимущественного связывания с выбранными нуклеотидными последо
вательностями. Олигодезоксирибонуклеотиды GAGAGAG и GAGAGAGAG, специфически связываю
щиеся с биназой, использовали в качестве молекулярных зондов для создания аффинных сорбентов,
предназначенных для выделения и концентрирования биназы из разбавленных водных растворов. Из
мерена рабочая емкость аффинных сорбентов с иммобилизованными олигодезоксирибонуклеотидами,
составившая 2.6 и 2.3 мг биназы на 1 мл сорбента для GAGAGAG и GAGAGAGAG, соответственно. По
казано, что олигонуклеотидспецифичность биназы после проведения аффинной хроматографии и элю
ирования с сорбента совпадает со специфичностью исходного препарата.

Ключевые слова: биочип, гидрогелевый микрочип, белоколигодезоксирибонуклеотидные комплексы,
константы связывания, биназа, олигодезоксирибонуклеотиды, аффинная хроматография, концентри
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SEQUENCESPECIFICITY OF PROTEINOLIGONUCLEOTIDE INTERACTIONS AND DEVELOP
MENT FOR PROTEIN ISOLATION USING SORPTIVE MEDIUM WITH IMMOBILIZED PROTEIN
SPECIFIC OLIGONUCLEOTIDES, by A. Yu. Rubina*, M. V. Tsybulskaya, O. A. Zasedateleva, S. B. Pople�
taeva, M. A. Filippova, V. I. Butvilovskaya, S. A. Surzhikov, A. S. Zasedatelev (Engelhardt Institute of Molecular
Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia; *email: arubina@biochip.ru). Sequencespec
ificity of binding of ribonuclease binase to oligodeoxyribonucleotides immobilized in biochip gel pads was stud
ied. Binding constants for the complexes between binase and selected oligonucleotides were measured. Oligode
oxyribonucleotides GAGAGAG and GAGAGAGAG were found to be highspecific in interaction with binase.
These oligonucleotides were used as molecular probes for immobilization in a sorptive medium for subsequent
isolation and concentrating of binase from diluted water solutions. Volume capacity of the developed sorptive
mediums containing immobilized oligodeoxyribonucleotides GAGAGAG and GAGAGAGAG was found to be 2.6
and 2.3 mg of binase per 1 mL of sorbate correspondingly. After the procedure of affinity chromatography and
elution of binase from sorptive medium the protein showed the same affinity of binding to oligonucleotides as the
initial sample.
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нужный белок, в качестве аффинных реагентов.
Антитела давно применяют в аффинной хромато�
графии белков. Особенно хорошо зарекомендо�
вали себя моноклональные антитела, получаемые
с помощью гибридомной технологии. Однако
применение антител для изготовления аффинных
сорбентов имеет ряд ограничений. Антитела под�
вержены необратимой денатурации при нагрева�
нии, что существенно затрудняет их транспорти�
ровку и хранение. Процесс получения антител
достаточно сложный и дорогой, поскольку вклю�
чает иммунизацию животных, использование
конъюгатов низкомолекулярных мишеней с бел�
ками�носителями и трудоемкую очистку антител. 

Альтернативу антителам в качестве аффинных
лигандов представляют олигодезоксирибонуклео�
тиды, специфически связывающиеся с белками
[1–3]. По сравнению с технологией получения
моноклональных антител химический синтез
олигонуклеотидов – более быстрый и экономиче�
ски доступный метод, он обладает высокой точ�
ностью и воспроизводимостью. Олигонуклеоти�
ды имеют высокую химическую стабильность,
более длительный срок хранения и обратимую
температурную денатурацию. Величины кон�
стант связывания комплексов белок�олигонук�
леотид и белок (антиген)�антитело сопоставимы
и составляют 106–109 M–1 [1, 4].

В качестве модели для разработки метода вы�
деления и концентрирования низкокопийных
белков мы выбрали рибонуклеазу биназу (внекле�
точная рибонуклеозид�3'�трансфераза из Bacillus
intermedius) – небольшой белок с высококонсерва�
тивной первичной структурой. Биназа состоит из
109 аминокислотных остатков, имеет молекуляр�
ную массу 12.3 кДа и изоионную точку рI ~ 9.5 [5].

Сиквенс�специфичность взаимодействия би�
назы с олигодезоксирибонуклеотидами биочи�
па, содержащего полный перебор всех возмож�
ных одноцепочечных последовательностей дли�
ной 6 н., изучали ранее методом измерения
температур диссоциации ДНК�белковых ком�
плексов [6]. Показано, что последовательности
5'�NNG(A/T/C)GNN�3' (GAG>GTG>GCG) спе�
цифически связываются с биназой, а сродство
биназы к олигонуклеотидам TTG(A/T/C)GTT,
измеренное на биочипе по температуре диссоци�
ации ДНК�белковых комплексов и в растворе ме�
тодом анизотропии флуоресценции, значительно
превосходит сродство этого белка к олигонуклео�
тиду TTTTTTT. Константа связывания комплекса
биназы с олигонуклеотидом TTGAGTT составила
(5.4 ± 0.8) × 104 М–1.

В настоящей работе константы связывания
олигодезоксирибонуклеотидов, иммобилизован�
ных на биочипе, с биназой определяли методом, в
котором не требуется введения флуоресцентного
красителя в белок, поскольку для регистрации

взаимодействия используется собственная флуо�
ресценция флуорофор�содержащих аминокис�
лотных остатков [7]. Специфичность связывания
оценивали также по взаимодействию биназы, ме�
ченной флуоресцентным красителем, с олигодез�
оксирибонуклеотидами, иммобилизованными на
биочипе. Были подобраны условия проведения
аффинной хроматографии и выделения биназы
из разбавленных растворов на сорбентах, содер�
жащих иммобилизованные олигонуклеотиды
GAGAGAG и GAGAGAGAG. Эти олигонуклео�
тиды были выбраны исходя из определенных на
биочипах констант связывания и результатов тит�
рования низких концентраций флуоресцентно
меченной биназы. Показано, что аффинная хро�
матография проводится в условиях, при которых
биназа сохраняет специфичность связывания с
различными олигонуклеотидами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез олигодезоксирибонуклеотидов. Олигодез�
оксирибонуклеотиды GAGAGAG, GAGAGAGAG,
TTGAGTT, TTTTTTT с аминолинкером на 3'�
конце синтезированы в количестве 1 мкмоль на
синтезаторе Applied Biosystems 394 DNA/RNA
synthesizer (“Applied Biosystems”). Дезоксирибо�
фосфорамидиты (dA�CE Phosphoramidite, dmf�
dG�CE Phosphoramidite, dT�CE Phosphoramidite,
Ac�dC�CE Phosphoramidite), 3'�C(7) аминолинкер
и 2 М триэтиламмонийацетат (ТЕАА) закуплены
в “Glen Research”.

Концентрацию олигодезоксирибонуклеоти�
дов определяли по спектрам поглощения, изме�
ренным на спектрофотометре Jasco 550 (“Jasco”,
Япония); при расчете экстинкций олигодезокси�
рибонуклеотидов использовали алгоритм “взаи�
модействия ближайших соседей” между основа�
ниями в последовательности [8].

Изготовление биочипов. Гидрогелевые биочи�
пы, содержащие иммобилизованные олигодезок�
сирибонуклеотиды, готовили по технологии по�
лимеризационной иммобилизации, разработан�
ной в ИМБ РАН [9–11] (Россия, www.biochip.ru).
Полимеризационную смесь, содержащую гелеоб�
разующие мономеры на основе метакриламида, а
также олигодезоксирибонуклеотиды, подлежа�
щие иммобилизации, наносили с помощью робо�
та QArray (“Genetix”, Великобритания) в виде
микрокапель объемом 0.1 нл на поверхность ак�
тивированной подложки. Полимеризацию геле�
вых ячеек проводили под лампой ультрафиолето�
вого света с максимумом излучения 350 нм (Sylva�
nia GTE lamp, F15T8/350Bl, Великобритания),
удаленной от ячеек на расстояние 8 см, в течение
50 мин при 20°С в токе азота. Биочипы после за�
вершения полимеризации отмывали в течение
40 мин в PBST, затем ополаскивали дистиллиро�
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ванной водой. После этих процедур биочип за�
крывали инкубационной камерой и считали его
полностью подготовленным к проведению ана�
лиза.

В работе использовали стеклянные подложки
(Corning 2947 Micro Slides, “Corning”, США), ли�
бо стеклянные подложки, покрытые слоем алю�
миния с зеркальной поверхностью [12]. Для изго�
товления биочипов подложки обрабатывали рас�
твором 1%�го Bind Silane в этиловом спирте,
отмывали в этиловом спирте, воде и высушивали.
Олигонуклеотиды были иммобилизованы в кон�
центрации 4 × 10–4 M. Диаметр гелевых ячеек
биочипа составлял 120 ± 8 мкм, расстояние между
центрами соседних ячеек – 300 ± 11 мкм.

Взаимодействие биназы с олигонуклеотидами
биочипа. Рибонуклеаза биназа любезно предо�
ставлена Лабораторией конформационной ста�
бильности белков и физических методов анализа
ИМБ РАН.

Для регистрации взаимодействия биназы с
олигодезоксирибонуклеотидами, иммобилизо�
ванными в ячейках биочипа, под камеру биочипа
(50 мкл) помещали раствор биназы в концентра�
ции от 0 до 1 × 10�4 M в буфере А (10 мM Na�фос�
фат, pH 7.0). Биочипы инкубировали при 20°С в
течение 30 мин. Регистрировали интенсивность
флуоресценции флуорофор�содержащих амино�
кислотных остатков биназы (три остатка трипто�
фана, семь – тирозина и четыре остатка фенил�
аланина) в УФ�диапазоне (λвозб = 280 нм, λэмис =
= 360 нм) с помощью анализатора изображений
биочипа, представляющего собой флуоресцент�
ный микроскоп (ИМБ РАН, Россия), оснащен�
ный термостоликом Пельтье с термоконтролле�
ром (“Melcor”, США), и компьютером [7]. Кон�
центрацию биназы в растворе определяли по
спектрам поглощения, измеренным на спектро�
фотометре Jasco 550 (“Jasco”). 

Величину флуоресцентного сигнала в ячейке
биочипа, F, определяли по формуле:

F = (Fin – Fout) – (Fin – Fout)ref, (1)

где Fin – средняя интенсивность флуоресценции
по площади изображения гелевой ячейки биочи�
па; Fout – средняя интенсивность флуоресценции
буферного раствора рядом с гелевой ячейкой био�
чипа; разность сигналов, обозначенная нижним
индексом “ref”, соответствует “пустой” гелевой
ячейке, не содержащей иммобилизованных био�
молекул.

Полученные зависимости интенсивности флу�
оресценции, F, от концентрации белка в растворе
камеры, покрывающей биочип, аппроксимиро�
вали следующим уравнением [13]:

F = αKassCimmCp/(1 + KassCp), (2)

где F – интенсивность флуоресценции ячейки, α –
фактор пропорциональности, Kass – константа
связывания, Сimm – концентрация иммобилизо�
ванных олигонуклеотидов, Сp – концентрация
белка в растворе камеры, покрывающей биочип.
Аппроксимацию выполняли в программе
Origin 6.1 (“OriginLab Corp.”, США).

Окрашивание биназы флуоресцентным красите
лем. Конъюгат биназы с флуоресцентным краси�
телем Сy5 получали согласно методике произво�
дителя (“Amersham Pharmacia Biosci.”), очищали
гель�фильтрацией на сефадексе G�25 (“Sigma”),
уравновешенном буфером A, в колонке Micro
Bio�Spin (“Bio�Rad”). Степень модификации бел�
ка, оцененная по масс�спектру, полученному на
MALDI�TOF�масс�спектрометре REFLEX IV
(“Bruker”, Великобритания), составляла от одной
до трех молекул красителя на одну молекулу би�
назы (рис. 1).

Взаимодействие флуоресцентно меченной бина
зы с олигонуклеотидами биочипа. Для регистрации
взаимодействия биназы, меченной флуоресцент�
ным красителем Сy5, с иммобилизованными в
ячейках биочипа олигодезоксирибонуклеотида�
ми под камеру биочипа (60 мкл) помещали рас�
твор биназы�Сy5 в концентрации от 4 × 10–9  до
1.6 × 10–7 М (0.05–2.0 мкг/мл) в буфере А. Био�
чип инкубировали при 20°С в течение 18 ч, затем
ополаскивали дистиллированной водой и отмыва�
ли в течение 4 мин в буфере А, дополнительно со�
держащем 0.1% Tween�20, вновь ополаскивали ди�
стиллированной водой и сушили в потоке воздуха. 

Флуоресцентные сигналы биочипа измеряли с
использованием портативного флуоресцентного
анализатора биочипов с возбуждением при помо�
щи лазера (ИМБ, Москва) (λвозб = 650, λэмис =
= 670 нм) [14]. 

Интенсивность флуоресцентного сигнала от
каждой ячейки биочипа рассчитывали с помо�
щью специального программного обеспечения
ImaGelResearch (ИМБ, Москва) [6]. Зависимости
интенсивности флуоресценции от концентрации
белка аппроксимировали линейным уравнением.

Иммобилизация олигонуклеотидов на сорбенте.
Аффинные сорбенты с иммобилизованными
олигонуклеотидами GAGAGAG, GAGAGAGAG
и TTTTTTT получали методом ковалентной им�
мобилизации на CNBr�активированной сефарозе
CL�4B (“Sigma�Aldrich”). Условия иммобилиза�
ции олигонуклеотидов: инкубация – 60 мин в
натрий�карбонатном буфере, рН 9.5, при комнат�
ной температуре. Концентрация олигонуклеоти�
дов в растворе при иммобилизации составила
(1.3 ± 0.3) × 10–4 M. По завершении процесса им�
мобилизации избыточные активные группы на
носителе инактивировали обработкой сорбента
1раствором 1 М глицина, рН 7.0, в течение 1 ч при

9
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комнатной температуре. Сорбент отмывали буфе�
ром А, содержащим 150 мМ NaCl, и элюирую�
щим буфером А, содержащим 800 мМ NaCl. Кон�
центрацию иммобилизованных олигонуклеоти�
дов на сорбентах рассчитывали по формуле:

Симм = (СисхVисх – СнпVнп – СпвVпв)/Vсорб , (3)

где Симм – концентрация олигонуклеотида, иммо�
билизованного на сорбенте, Сисх – концентрация
взятого в реакцию олигонуклеотида, Vисх – объем
взятого в реакцию олигонуклеотида, Снп – кон�
центрация непрореагировавшего олигонуклеоти�
да, Vнп – объем непрореагировавшего олигонук�
леотида, Спв – концентрация олигонуклеотида в
промывном буфере, Vпв – объем олигонуклеотида
в промывном буфере, Vсорб – объем полученного
сорбента (влажного носителя). Концентрацию
олигонуклеотидов в водных растворах определя�
ли по величине оптической плотности при длине
волны 260 нм на спектрофотометре DU 730
(“Beckman Coulter Inc.”). При расчете коэффици�
ентов молярной экстинкции олигодезоксирибо�
нуклеотидов использовали алгоритм “взаимодей�
ствия ближайших соседей” между основаниями в
последовательности [8]. Рассчитаны значения ко�
эффициента молярной экстинкции олигонуклео�
тидов, составившие: для GAGAGAGAG –
107840 М–1 см–1, для GAGAGAG – 83920 М–1 см–1,

для TTGAGTT – 68640 М–1 см–1, для TTTTTTT –
59820 М–1 см–1.

Аффинную хроматографию биназы на сорбенте с
иммобилизованным олигонуклеотидом проводили
в хроматографической колонке Micro Bio�Spin
Lab. (“Bio�Rad”). Раствор биназы в диапазоне
концентраций 0.65–6.5 × 10–5 M (0.08–0.8 мг/мл)
в буфере А наносили в избытке на сорбент с им�
мобилизованным олигонуклеотидом объемом
0.1 мл. Сорбент промывали 15�кратным объемом
буфера А. Биназу элюировали тем же буфером,
содержащим NaCl в концентрации 30, 150, 300,
500 или 800 мM. Перед нанесением на биочип
растворы элюатов биназы переводили в буфер А
диализом (соотношение объемов 1 : 200, три сме�
ны буфера по 2 ч при комнатной температуре). 

Концентрацию биназы в водных растворах
определяли по величине оптической плотности
при длине волны 280 нм на спектрофотометре
DU 730 (“Beckman Coulter Inc.”), используя коэф�
фициент молярной экстинкции 27411 М–1 см–1.

Концентрирование биназы из разбавленных вод
ных растворов. Разбавленный раствор биназы на�
носили с помощью перистальтического насоса на
колонку с сорбентом (0.1 мл) с иммобилизованным
олигонуклеотидом GAGAGAG или GAGAGAGAG
при комнатной температуре. Варьировали следу�
ющие параметры: концентрацию биназы в диапа�
зоне 4.1 × 10–8–1.64 × 10–7 М (0.5–2.0 мкг/мл),
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Рис. 1. Масс�спектр рибонуклеазы биназы, меченной флуоресцентным красителем Cy5.
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способ пропускания (однократное или рецик�
линг), скорость протока (10 и 30 см/ч), степень
насыщения сорбента (соотношение количества
наносимой биназы и количества биназы, которое
способен связать сорбент). Затем сорбент отмы�
вали буфером А и элюировали связавшуюся би�
назу буфером А, содержащим 800 мM NaCl.
Определяли концентрацию биназы в элюате.
Степень концентрирования биназы на аффин�
ном сорбенте рассчитывали как отношение ее
концентрации в пиковой фракции элюата к кон�
центрации наносимого на сорбент раствора фер�
мента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ сиквенс�специфичности взаимодействия 
биназы с олигодезоксирибонуклеотидами, 

иммобилизованными в гелевых ячейках биочипа

В качестве молекулярных зондов для иммоби�
лизации на биочипе и последующего анализа вза�
имодействия с рибонуклеазой биназой согласно
результатам работы [6] были выбраны олигонук�
леотиды GAGAGAGAG, GAGAGAG, TTGAGTT,
содержащие специфичные мотивы GAG – четыре,
три и один, соответственно, а также олигонуклео�
тид TTTTTTT в качестве отрицательного контро�
ля. Связывание анализировали по флуоресценции
флуорофор�содержащих аминокислотных остат�
ков биназы в УФ�диапазоне (λex = 280 нм, λemm =
= 360 нм) [7].

На рис. 2а представлено изображение биочи�
па, находящегося под 50 мкл раствора биназы в
концентрации 2 × 10–5 M в буфере А. Из рис. 2а
видно, что наибольший флуоресцентный сигнал
дают ячейки, содержащие олигонуклеотиды
GAGAGAG и GAGAGAGAG.

Получены графики зависимости сигналов
флуоресценции гелевых элементов биочипа, со�
держащих иммобилизованные олигонуклеотиды
GAGAGAGAG, GAGAGAG, TTGAGTT, TTTTTTТ,
от концентрации биназы в растворе камеры био�
чипа (от 0 до 1 × 10–4 М (1.2 мг/мл)). На рис. 2б
представлены равновесные кривые титрования.
Определены константы связывания, Кass, олиго�
нуклеотидов биочипа, GAGAGAGAG, GAGAGAG,

TTGAGTT, TTTTTTT, которые составили, соот�
ветственно, (1.0 ± 0.3) × 105, (8.0 ± 1.5) × 104, (5.0 ±

± 1.0) × 104 и (8.0 ± 5.0) × 103 M–1 (см. также табл. 1).
Для сравнения, константа связывания биназы с
последовательностью TTGAGTT, измеренная ра�
нее в растворе методом анизотропии флуоресцен�
ции, в буфере с более высокой ионной силой
(0.1 М NaCl, 50 мM Трис�HCl, pH 6.5, 1 мM EDTA)
составила (5.4 ± 0.8) × 104 M–1 [6].

Таким образом, показано, что сродство биназы
к олигонуклеотидам GAGAGAGAG, GAGAGAG
и TTGAGTT в 12, 10 и 6 раз больше, чем к
TTTTTTT, соответственно.

Связывание биназы с олигонуклеотидами
биочипа анализировали также с использованием
биназы, ковалентно меченной флуоресцентным
красителем Cy5. На рис. 3а представлено полу�
ченное в видимой области спектра (λвозб = 650 нм,
λфлуор = 670 нм) изображение биочипа после ин�
кубирования с раствором биназы�Cy5 в концен�
трации 1.64 × 10–7 М, отмывки и высушивания.
Из рис. 3а видно, что, как и в случае с немодифи�
цированной биназой, наибольший сигнал флуо�
ресценции дают ячейки, содержащие олигонук�
леотиды GAGAGAG и GAGAGAGAG.

Метод определения специфичности связыва�
ния флуоресцентно меченного белка к иммоби�
лизованным олигонуклеотидам, при котором
производится кратковременная отмывка биочипа
перед регистрацией флуоресцентных сигналов
(см. “Экспериментальную часть”), не позволяет
определить константы связывания белка с иммо�
билизованными олигонуклеотидами, поскольку
при этом нарушаются условия равновесия. Одна�
ко этот метод позволяет оценить сродство к оли�
гонуклеотидам различной последовательности
при достаточно низких концентрациях белка. На
рис. 3б представлены кривые титрования на био�
чипе флуоресцентно меченной биназы в диапазо�
не концентраций от 4.1 × 10–9 до 1.64 × 10–7 М
(0.05–2.0 мкг/мл). Как видно из приведенных
данных, наилучшее связывание с биназой обес�
печивают GAGAGAGAG и GAGAGAG, олиго�
нуклеотид TTGAGTT обладает менее выражен�
ным сродством к биназе, а TTTTTTT практиче�
ски не проявляет сродства.

Таблица 1. Константы связывания нативной биназы с олигонуклеотидами биочипа*

Иммобилизованный 
олигонуклеотид Биназа, М–1 Биназа после концентрирования на сорбенте 

с иммобилизованным олигонуклеотидом, М–1 

GAGAGAGAG (1.0 ± 0.3) × 105 (1.5 ± 0.5) × 105 

GAGAGAG (8.0 ± 1.5) × 104 (9.0 ± 2.0) × 104 

TTGAGTT (5.0 ± 1.0) × 104 (5.0 ± 1.0) × 104 

TTTTTTT (8.0 ± 5.0) × 103 (1.5 ± 0.2) × 104 

* Константы связывания рассчитывали по формуле 2 (см. “Экспериментальную часть”).

9*
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Для дальнейших опытов по иммобилизации
молекулярных зондов на сорбенте в качестве мо�
лекулярных зондов, специфически связывающих
биназу, выбраны GAGAGAGAG и GAGAGAG, а в
качестве отрицательного контроля – олигонук�
леотид ТТТТТТТ.

Проведение аффинной хроматографии 
и определение сиквенс�специфичности биназы 

к олигодезоксирибонуклеотидам, 
иммобилизованным на сорбентах

Нами изготовлены три аффинных сорбента,
представляющие собой сефарозу CL�4B с кова�
лентно иммобилизованными олигодезоксирибо�
нуклеотидами. Концентрация иммобилизован�
ных олигонуклеотидов на сорбентах составила
2.5 × 10–4 М (0.6 мг/мл) для GAGAGAG, 2.2 ×

× 10–4 М (0.7 мг/мл) для GAGAGAGAG и 1.3 ×
× 10–4 М (0.3 мг/мл) для TTTTTTT. На этих сор�
бентах проведена серия циклов аффинной хрома�
тографии рибонуклеазы биназы. 

На рис. 4 представлены профили аффинной
хроматографии биназы на сорбентах с иммобили�
зованными олигонуклеотидами GAGAGAG (а) и
ТТТТТТТ (б). Как можно видеть (рис. 4а), при
нанесении на сорбент раствора биназы в буфере А
биназа связывается с иммобилизованным на сор�
бенте олигонуклеотидом до насыщения емкости
сорбента. Дальнейшее нанесение биназы приво�
дит к ее появлению во фракции “проскока”. При
дальнейшей промывке сорбента буфером А уда�
ется достичь почти полного отсутствия биназы в
выходящем с колонки буфере. При добавлении в
буфер А NaCl (от 300 до 800 мM) происходит элю�
ция биназы с сорбента (рис. 4а), при этом концен�
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Рис. 2. Взаимодействие рибонуклеазы биназы с олигонуклеотидами биочипа. а – Изображение биочипа после инку�
бации с раствором биназы (2 × 10–5 M) в течение 30 мин при 20°С. Верхний ряд гелевых ячеек биочипа содержит им�
мобилизованные олигонуклеотиды, нижний ряд не содержит иммобилизованных биомолекул. Последовательности
иммобилизованных олигонуклеотидов указаны над изображением биочипа. б – Равновесные кривые титрования оли�
гонуклеотидов биочипа раствором биназы в концентрации от 0 до 100 мкМ при температуре 20°С. Константы связы�
вания олигонуклеотидов указаны справа.
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Рис. 3. Взаимодействие рибонуклеазы биназы, меченной флуоресцентным красителем Cy5, с олигонуклеотидами
биочипа в буфере А. а – Изображение биочипа после инкубирования с раствором флуоресцентно меченной биназы с
концентрацией 1.64 × 10–7 М в течение 18 ч при 20°С. б – Кривые титрования олигонуклеотидов биочипа раствором
флуоресцентно меченной биназы в концентрации от 0.004 до 0.164 мкМ.
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0.28 мг/мл в буфере А (10 мМ Na�фосфат, рН 7.0). Отмывающий буфер тот же. Элюирующий буфер – 800 мМ NaCl,
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трация биназы в элюате и ширина пика зависят от
концентрации NaCl в элюирующем буфере. 

В результате были подобраны условия прове�
дения аффинной хроматографии биназы на сор�
бенте с иммобилизованным олигонуклеотидом
GAGAGAG: связывание осуществляется в буфере
А, для элюирования оптимальным является бу�
фер А, содержащий 800 мM NaCl. 

Определена рабочая емкость сорбентов с иммо�
билизованными олигонуклеотидами GAGAGAG и
GAGAGAGAG в режиме насыщения. Она соста�
вила (2.1 ± 0.2) × 10–4 М (2.6 ± 0.2 мг/мл) и (1.9 ±
± 0.2) × 10–4 М (2.3 ± 0.2 мг/мл). Разница полу�
ченных значений находится в пределах ошибки
измерения. В выбранных условиях проведена
процедура аффинной хроматографии биназы на
сорбенте с иммобилизованным олигонуклеоти�
дом ТТТТТТТ. Из данных, представленных на
рис. 4б, видно, что биназа практически не связы�
вается с иммобилизованным TTTTTTT: емкость
данного сорбента для биназы не превышает 3.3 ×
× 10–6 M (0.04 мг/мл). Эти данные свидетельству�

ют в пользу того, что связывание биназы с иммо�
билизованными олигонуклеотидами GAGAGAG
и GAGAGAGAG носит специфичный характер.

Концентрирование биназы 
из разбавленных водных растворов

Концентрирование биназы из разбавленных
буферных растворов проводили методом аффин�
ной хроматографии на сорбентах с иммобилизо�
ванными олигонуклеотидами GAGAGAG и
GAGAGAGAG в следующих условиях: объем
сорбента с иммобилизованными олигонуклео�
тидами – 0.1 мл, объем наносимого на сорбент рас�
твора биназы – 200 мл, скорость потока – 10 см/ч.
Полученные результаты представлены в табл. 2.

Показано, что для выделения биназы из разбав�
ленного водного раствора наиболее эффективен им�
мобилизованный олигонуклеотид GAGAGAGAG,
что соответствует нашим данным по сиквенс�спе�
цифичности этого белка.

Таблица 2. Концентрирование биназы на сорбентах с иммобилизованными олигонуклеотидами GAGAGAG или
GAGAGAGAG

Иммобилизованный
 олигонуклеотид

 Биназа, моль/л Концентрирование 
биназы, разыв наносимом растворе в пиковой фракции элюата

GAGAGAGAG 4.1 × 10–8  1.2 × 10–5 290

GAGAGAGAG 1.6 × 10–7 2.6 × 10–5 147

GAGAGAG 4.1 × 10–8  0.9 × 10–5 209

GAGAGAG 1.6 × 10–7 1.6 × 10–5 99
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Рис. 5. Равновесные кривые титрования олигонуклеотидов биочипа раствором биназы, элюированной с сорбента по�
сле проведения аффинной хроматографии. Условия титрования, как на рис. 2б. Константы связывания олигонуклео�
тидов указаны справа. 
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Подтверждение сиквенс�специфичности 
взаимодействия биназы 

с олигодезоксирибонуклеотидами 
после процедуры аффинной хроматографии

После проведения аффинной хроматографии
биназы на сорбенте с иммобилизованным олиго�
нуклеотидом GAGAGAG элюат переводили диа�
лизом в буфер А и тестировали на биочипе. На
рис. 5 представлены равновесные кривые титро�
вания. Константы связывания элюата биназы с
иммобилизованными в гелевых ячейках биочипа
олигонуклеотидами GAGAGAGAG, GAGAGAG,
TTGAGTT, TTTTTTT составили (1.5 ± 0.5) × 105,
(9.0 ± 2.0) × 104, (5.0 ± 1.0) × 104 и (1.5 ± 0.2) ×
× 104 М–1 соответственно (см. также табл. 1). Та�
ким образом, величины констант связывания би�
назы с олигонуклеотидами биочипа до и после
проведения аффинной хроматографии совпали в
пределах ошибок измерения. Следовательно, в
ходе аффинной хроматографии фермент сохра�
нил специфичность связывания с различными
олигонуклеотидами.

На модели фермента биназы и набора олиго�
дезоксирибонуклеотидов с использованием раз�
работанного нами ранее метода определения кон�
стант связывания на биочипе показана возмож�
ность выбора оптимального олигонуклеотида,
обладающего максимальным сродством к иссле�
дуемому белку. Показана возможность использо�
вания иммобилизованного олигодезоксирибонук�
леотида в качестве молекулярного зонда для созда�
ния аффинного сорбента для концентрирования
целевого белка из разбавленных растворов. Разра�
ботанные подходы могут использоваться для изу�
чения сиквенс�специфичности белков, а также их
выделения из различных биологических сред.

Работа проводилась при финансовой под�
держке Министерства образования и науки Рос�
сийской Федерации (Государственный контракт
№ 16.512.11.2230 от 12 июля 2011 г.).
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