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ХИМЕРНОГО РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА L2E7
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Резюме. Рак шейки матки является одним из наиболее распространенных видов новообразований, занимая 

7 место в мире среди всех злокачественных опухолей, и вторым по распространенности онкологическим за-

болеванием у женщин. Необходимым условием развития рака шейки матки является наличие в клетке ДНК 

вируса папилломы человека (ВПЧ): ДНК ВПЧ найдено в 99,7% случаев заболевания. Помимо рака шейки матки, 

ДНК ВПЧ обнаружено в 85% случаев рака прямой кишки, 50% рака вульвы, вагины и пениса, 20% ротогло-

точного рака и 10% гортани и рака пищевода. В России количество женщин, вновь заболевших раком шейки 

матки в 2009 г., составляет 14 000 человек. По сравнению с 1999 г. рост заболеваемости населения составил 19%. 

Наиболее эффективной мерой в профилактике практически любой инфекции признана вакцинация. В настоя-

щее время в России доступны две вакцины (Церварикс и Гардасил) против вируса папилломы человека, произ-

водимые в Бельгии и Нидерландах соотвественно. Церварикс представляет собой бивалентную вакцину, со-

стоящую из вирусоподобных частиц, образуемых при самосборке капсидного вирусного белка L1 ВПЧ типа 16 

и 18 (онкогенные штаммы вируса, найденные примерно у 70% больных раком шейки матки). В этом препарате 

белок L1 ВПЧ экспрессируется в рекомбинантном бакуловирусном векторе; вируспоподобные частицы каж-

дого вирусного штамма производятся отдельно и затем объединяются в один препарат. Гардасил аналогичен 

Цервариксу, однако в качестве продуцентов используются дрожжи S. cerevisiae, и в препарат добавлены вирусо-

подобные частицы вирусов папилломы человека неонкогенных типов 6 и 11. Таким образом Гардасил является 

квадривалентной ВПЧ-6/11/16/18 вакциной. Эти вакцины весьма эффективны в предотвращении инфициро-

вания вирусом и не имеют значимых побочных эффектов, однако они обладают и рядом минусов. В первую 

очередь это высокая стоимость из-за необходимости их экспрессии в эукариотических клетках. Во-вторых, это 

их штаммоспецифичность, из-за которой вакцины полностью эффективны только против штаммов вируса, 

представленных в вакцине. В-третьих, это отсутствие терапевтической (лечение уже установившейся инфек-

ции) ценности данных вакцин. В литературе показано, что N-конец вирусного белка L2 способен генериро-

вать нештаммоспецифичные нейтрализующие антитела, блокирующие проникновение вируса в клетку. Белок 

Е7 является вирусным онкогеном, отвечающим за неконтролируемую пролиферацию зараженных клеток, что 

в хронических случаях приводит к опухолевой трансформации. Этот белок по причине своей незаменимости, 

как для жизненного цикла вируса, так и для поддержания опухолевого фенотипа раковых клеток, является при-

влекательной целью терапевтической вакцины. Таким образом, недостатков Гардасила и Церварикса была бы 

лишена вакцина на основе белков L2 и E7 вируса папилломы человека. Создан штамм-продуцент белка на ос-

нове клеток E. coli, белок очищен в восстановительных денатурирующих условиях металлоаффинной хромато-

графией и рефолдирован путем последовательного удаления мочевины и меркаптоэтанола.
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HUMAN PAPILLOMA VIRUS IMMUNOGEN CREATION ON THE BASE OF CHIMERIC RECOMBINANT 

PROTEIN L2E7

Malakhov I.S., Al-Shehadat R.I., Duckhovlinov I.V., Simbirtsev A.S.

Institute of Highly Pure Biopreparations, St. Petersburg, Russia

Abstract. The cervical cancer is one of the most common diseases in world. This malignancy is the seventh highest preva-

lence oncological disease worldwide and the second highest prevalence oncological disease of women in the world. Mean-

while women need to be infected by human papilloma virus (HPV) is absolutely necessary for it further evolution, HPV 

DNA was found in 99.97% cases of disease. Except cervical cancer, HPV cause 85% of rectal cancer, 50% of the vulva, 

vagina and penis cancers, 20% of oropharyngeal cancer and 10% of larynx and esophagus cancers. In 2009, 14 000 women 

were diagnosed with cervical cancer in Russia. The growth in morbidity was 19% (in comparison with 1999). The most 

effective recognised measure for almost each infection prophylaxis is a vaccination. Two human papilloma virus vaccines 

are available in Russia nowadays — Gardasil and Cervarix, produced in Belgium and the Netherlands respectively. Cer-

varix is a bivalent vaccine based on virus-like particles (VLP) of two types. Recombinant major capsid proteins L1 HPV 16 

and HPV 18 express in baculovirus expression system and self-assembled into virus-like particles (about 70 percent of cer-

vical cancers are caused by HPV 16 and HPV 18). VLP of each strain produced in different baculovirus vectors and then 

combined in single drug. Gardasil is like Cervarix with few exceptions. Producing organisms are fungi S. cerevisiae in this 

case, and this vaccine contains low-risk HPV 6 and HPV 11 VLP. Thus, Gardasil is quadrivalent HPV-6/11/16/18 vaccine. 

These vaccines are very effective in averting infection of disease and don’t have significant side-effects, however they have 

some disadvantages. Firstly, they have a high price because of necessity of their expression in eukaryotic cells. Secondly, 

they are strain-specific, so vaccines are completely effective only for virus’s strains which are represented in the vaccine. 

Thirdly, it̀ s the absence of therapeutic (treatment of established infection) value of stated vaccines. According to infor-

mation from literature, N-terminus of the L2 protein can induce non strain-specific neutralizing antibody that protects 

organism from papillomavirus challenge. E7 protein is a virus oncogene, its function is unlimited proliferation of infected 

cells that cause malignization in chronic course of disease. This protein is a very attractive target for therapeutic vaccines 

because of its necessity both for virus life cycle and sustenance of malignant phenotype in cancer cells. So, in this research 

the design of immunogen on the base of proteins HPV L2 and E7 is selected, vaccine on the base of which will avoid 

the disadvantages of Gardasil and Cervarix listed above. The stain-producer of protein on the base of cells E. coli was crea-

ted. The protein was purified in denaturing reducing conditions by metal-affine chromatography and refold by sequential 

remove of urea and 2-mercaptoethanol.

Key words: HPV vaccine, papilloma, human papillomavirus, L2 protein, E7 protein, folding.

Введение

Вирус папилломы человека (ВПЧ) представ-

ляет собой безоболочечный вирус, содержащий 

двуцепочечную кольцевую ДНК размером при-

мерно 8 тысяч пар оснований. По различным 

исследованиям, зараженность ВПЧ у женщин 

по всему миру составляет от 2 до 20% [4], а чис-

ло женщин, когда-либо в своей жизни имевших 

контакт с ВПЧ, составляет более 50% [3] от чис-

ла сексуально активных женщин. Персистиру-

ющая инфекция ВПЧ является наиболее важ-

ным этиологическим фактором в развитии рака 

шейки матки. На сегодняшний день открыто 

198 штаммов вируса папилломы человека; об-

щее их число по оценкам достигает четырехсот 

и более [5]. Примерно полсотни штаммов ин-

фицирует половой тракт, и 13 из них являются 

онкогенными [18].

Наиболее эффективной мерой в профилак-

тике практически любой инфекции признана 

вакцинация. Вакцины против вируса папилло-

мы человека можно разделить на профилакти-

ческие и терапевтические. Профилактические 

вакцины предотвращают заражение челове-

ка вирусом и основаны на каком-либо белке 

капсида — L1 и/или L2. К вакцинам на основе 

белка L1 относятся Гардасил компании Merck 

и Церварикс компании GlaxoSmithKline. Эти 

вакцины прошли все фазы клинических ис-

пытаний и лицензированны с 2006 г. [36]. Цер-

варикс состоит из вирусоподобных частиц, об-

разуемых при самосборке капсидного белка 

L1 ВПЧ типа 16 и 18, онкогенных типов виру-

са, найденных примерно у 70% больных раком 

шейки матки. L1 экспрессируется с помощью 

бакуловирусного вектора; вирусопоподобные 

частицы каждого штамма вируса производят-

ся отдельно и затем объединяются в один пре-

парат [29]. Гардасил аналогичен Цервариксу, 

однако в качестве продуцентов используются 

4 штамма дрожжей S. cerevisiae. В препарат до-

бавлены вирусоподобные частицы из белка L1 

вирусов папилломы человека неонкогенных 

типов 6 и 11, то есть препарат является квадри-

валентной ВПЧ-6/11/16/18 вакциной [16]. Гарда-

сил и Церварикс высокоэффективны в предот-

вращении заражения человека онкогенными 

типами 16 и 18 ВПЧ, а также филогенетически 

наиболее близкими к ним штаммами. Однако, 
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как показано еще на различных штаммах ви-

руса папилломы быков [23], вакцины на основе 

вирусоподобных L1 частиц эффективны только 

против штаммов вируса, из которых был взят 

ген L1. К примеру, Гардасил и Церварикс час-

тично эффективны в предотвращении зараже-

ния ВПЧ-31 и ВПЧ-45, и практически неэффек-

тивны в отношении ВПЧ-58 [28]. Помимо этого, 

из-за использования двух (Гардасил) или даже 

четырех (Церварикс) эукариотических штам-

мов для производства вирусоподобных частиц 

данные вакцины довольно дороги.

Альтернативной целью для профилакти-

ческой ВПЧ вакцины является минорный бе-

лок капсида L2. Кролики, вакцинированные 

N-концом белка L2 вируса папилломы человека 

типа 16, приобретали иммунитет против виру-

са папилломы рта кроликов [15]. Исследования, 

посвященные локализации консервативных 

нейтрализующих антител, показали их распо-

ложение на N-конце молекулы, приблизитель-

но в районе аминокислотных остатков 13–120. 

Это соотносится с данными о том, что именно 

этот район в один из этапов заражения находит-

ся на поверхности вируса. К примеру, антитела 

против N-концевых 88 аминокислотных остат-

ков белка L2 вируса папилломы быков 1 актив-

ны против других штаммов вируса, в то время 

как другие домены этого белка не вызывают 

образования подобных антител [31]. Однако 

проблемой использования белка L2 в качестве 

вакцины является его малая иммуногенность. 

У невакцинированных зараженных животных 

уровень антител к L2 ниже уровня детекции 

[6]. Уровень антител при вакцинации рекомби-

нантным L2 несравненно ниже вызванного вак-

цинацией L1-вирусоподобными частицами. Та-

ким образом, при создании вакцины на основе 

L2 необходимо повысить его иммуногенность. 

Одним из методов решения этой задачи являет-

ся конкатомеризация N-концов L2 различных 

штаммов ВПЧ [20, 21, 22, 24]. Повышение имму-

ногенности в этом случае объясняется наличием 

в одном белке множества одинаковых эпитопов, 

что вызывает интернализацию B-клеточных 

рецепторов на поверхности B-клетки и индук-

цию ее пролиферации [1]. Использование дан-

ного метода позволяет повысить отношение не-

штаммоспецифичных нейтрализующих анти-

тел к штаммоспецифичным, так как происходит 

амплификация идентичных консервативных 

эпитопов в пределах одной молекулы (в то вре-

мя как количество идентичных штаммоспеци-

фичных эпитопов остается прежним). Данный 

подход безопасен, так как не использует потен-

циально опасных компонентов, и дешев — кон-

катомеры экспрессируются в E. coli.

Что касается лицезированных терапевтичес-

ких вакцин от ВПЧ, то в настоящее время их 

не существует. В виду того, что в малигнизиро-

ванных клетках из всех вирусных белков экс-

прессируются только вирусные онкогены Е6 

и Е7 [13], именно они и являются наиболее при-

влекательной целью иммунотерапии. На осно-

ве Е7 в настоящее время создается множество 

терапевтических вакцин [10, 11, 26, 40, 41]

Целью работы было создание белка-имму-

ногена против онкогенных вирусов папилломы 

человека, потенциально объединяющего в себе 

терапевтические и профилактические свой-

ства. В результате был смоделирован химерный 

белок L2E7, содержащий N-концевые эпито-

пы вирусных белков L2 (наиболее распростра-

ненных у больных раком шейки матки в Рос-

сии [34]) штаммов ВПЧ-16, ВПЧ-18 и ВПЧ-45), 

а также две полноразмерные копии белков Е7 

вирусов папилломы человека типа 16 и 18. До-

мены белка соединены гибкими неиммуноген-

ными пептидными мостиками.

Материалы и методы

Синтез и клонирование гена, кодирующего ги-

бридный рекомбинантный белок L2E7. Синтез 

последовательностей гена l2e7 осуществляли 

методом ПЦР с использованием перекрываю-

щихся олигонуклеотидов [42]. В общей слож-

ности для синтеза гибридного гена l2e7 длиной 

1550 п.н. использовали 42 олигонуклеотида. По-

лученный ген клонировали в векторе pGEM-T 

Easy, с последующим клонированием в экс-

прессионной плазмиде pET28a(+) по рестрик-

ционным сайтам NdeI и XhoI. Для амплифика-

ции вектора pET28a(+)-l2e7 трансформировали 

им клетки E. coli штамма DH10B/R (GibkoBRL, 

США) с генотипом F-mcrA Δ(mrr-hsdRMS-

mcrBC) φ80dlacZΔM 15 ΔlacX74 deoR recA1 endA1 

araD139 Δ(ara, leu)769 galUgalKλ-rpsLnupG мето-

дом электропорации. Клетки E. coli проверяли 

на наличие плазмиды на селективной среде, 

содержащей LB-агар и 100 мкг/мл канамицина. 

Полученные колонии E. coli использовали для 

амплификации плазмидной ДНК, содержащей 

гибридный ген. Очищенную плазмидную ДНК 

проверяли с помощью рестрикционного анали-

за и секвенирования.

В ходе работы был отобран клон, содержа-

щий фрагмент ДНК требуемого размера в со-

ставе плазмиды. Из полученного штамма была 

выделена плазмида для создания штамма E. coli, 

используемого для дальнейшей экспрессии це-

левого гена.

Создание штамма-продуцента, кодирующего 

гибридный рекомбинантный белок L2E7. Для экс-

прессии гена, кодирующего L2E7, использо-

вали клетки E. coli штамма BL21 Star (DE3) 

(Invitrogen,США), с генотипом F-ompThsdSB 

(rB-mB-) galdcm rne131 (DE3), содержащие в ге-
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номе λDe3 лизоген и мутацию rne131. Мутиро-

ванный ген rne (rne131) кодирует усеченную фор-

му РНКазы Е, что уменьшает внутриклеточное 

разрушение мРНК, приводя к увеличению ее 

стабильности. lon- и оmpТ-мутации по генам 

протеаз уменьшают протеолитическую дегра-

дацию белков. Трансформацию компетентных 

клеток плазмидой pET28a(+)-l2e7 осуществля-

ли методом электропорации.

Индукция экспрессии гибридного гена l2e7. 

Осуществляли подбор оптимального прото-

кола индукции экспрессии гена, кодирующе-

го гибридный рекомбинантный белок L2E7. 

Для этого производили индукцию экспрессии 

гибридного гена двумя способами — с помо-

щью изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида 

(ИПТГ) в концентрации 1 мМ и 0,2% лактозы 

по Штудиеру [37]. Индукцию экспрессии гена 

l2e7 1 мМ ИПТГ осуществляли следующим об-

разом: инкубировали клетки при +37°С в тер-

мостатированном шейкере роторного типа 

при 250 об./мин в течение ночи в LB среде (1% 

триптон, 1% дрожжевой экстракт и 1% натрий 

хлорис тый), содержащей канамицин в концен-

трации 25 мкг/мл. Разводили культуру свежей 

LB средой в 50 раз и выращивали в термостати-

рованном шейкере роторного типа при 250 об./

мин +37°С до достижения культурой клеток оп-

тической плотности 0,6–0,8 оптических единиц 

при длине волны 600 нм. После этого осущест-

вляли индукцию экспрессии рекомбинантного 

гена с помощью добавления ИПТГ к культуре 

до конечной концентраци 1 мМ. Оставляли 

на 8 часов для определения оптимального уров-

ня экспрессии белка, после чего клетки кон-

центрировали с помощью центрифугирования.

Индукцию экспрессии гена l2e7 0,2% лак-

тозой (по Штудиеру) осуществляли следую-

щим образом: в среду PYP-5052, содержащую 

1% пептон (Gibco, США), 0,5% дрожжевой экс-

тракт (Gibco, США), 50 мМ Na2HPO4, 50 мМ 

K2HPO4, 25 мМ (NH4)2SO4, 2 мМ MgSO4, 0,5% 

глицерол, 0,05% глюкозу и 0,2% лактозу, кана-

мицин в концентрации 25 мкг/мл, инокулиро-

вали единичную колонию штамма-продуцен-

та. После ферментировали культуру при 37°С 

в термостатированном шейкере роторного типа 

при 250 об./мин в течение 16–20 ч до отсутствия 

существенного изменения ОП600 за 1 ч. Далее 

отбирали аликвоту клеток на анализ. Контроль 

экспрессии осуществляли с помощью диск-

электрофореза аликвот клеток после индукции. 

Электрофорез клеточных лизатов проводили 

в 12,5%-ном полиакриламидном геле в денату-

рирующих условиях в неоднородной (ступен-

чатой) буферной системе (диск-электрофорез) 

с использованием на стадии концентрирования 

образца механизма изотахофореза по Леммли 

[27].

Очистка гибридного рекомбинантного белка 

L2E7. Очистку гибридного рекомбинантного 

белка L2E7 проводили с использованием мето-

да иммобилизованной металлоаффинной хро-

матографии с использованием сорбента Ni-НТУ 

сефарозы [19]. Связывание с данным сорбентом 

происходит за счет 6 остатков гистидина, имею-

щихся на N-конце полученного рекомбинантно-

го белка. Индуцированные клетки-продуценты 

лизировали с помощью 28 циклов соникации 

по 15 с с перерывом в 45 с на льду. Тельца вклю-

чения очищались центрифугированием лизата 

клеток при 20 000g в течении 20 мин. Затем про-

водили разрушение телец включения путем их 

инкубации с лизирующим буфером (20 мМ нат-

рий-фосфатный буфер, рН 8,0, 6 М гуанидин 

гидрохлорид, 500 мМ хлористый натрий, 20 мМ 

имидазол, 15 мМ β-меркаптоэтанол) в тече-

ние часа. Связывание с колонкой происходило 

в течение ночи. Далее колонку инкубировали 

10 мин при осторожном покачивании (100 об./

мин) и комнатной температуре с двумя объема-

ми (относительно объема сорбента) буфера для 

нанесения (20 мМ натрий-фосфатный буфер, 

8 М мочевина, 500 мМ хлористый натрий, 15 мМ 

β-меркаптоэтанол, рН 7,8). После этого проце-

дуру последовательно повторили с буфером для 

промывки, pH 6,0 (20 мМ натрий-фосфатный 

буфер, 8 М мочевина, 500 мМ хлористый натрий, 

15 мМ β-меркаптоэтанол, рН 6,0) и буфером для 

промывки, pH 5,0. Элюи ровали белок инкуба-

цией сорбента в течении 60 мин при осторожном 

покачивании (100 об./мин) и комнатной темпе-

ратуре с двумя объемами (относительно объема 

сорбента) буфера для элюции (20 мМ натрий-

фосфатный буфер, 8 М мочевина, 500 мМ хлори-

стый натрий, 15 мМ β-меркаптоэтанол, pH 3,8). 

Собирали фракции по 1 мл, концентрацию бел-

ка в них определяли анализом с использованием 

бицинхониновой кислоты. Далее материал ана-

лизировали диск-электрофорезом по Леммли.

Рефолдинг гибридного рекомбинантного бел-

ка L2E7. После очистки белка L2E7 на Ni-НТА 

сорбенте белок находился в денатурированном 

состоянии в буфере для элюции (8 М мочевина, 

15 мМ меркаптоэтанол, 20 мМ натрий фосфат-

ный буфер, 500 мМ хлористый натрий, рН 3,8; 

рис. 1, дорожка 3). При очистке белка в невос-

станавливающих условиях образуются высоко-

молекулярные агрегаты (рис. 1, дорожка 1).

Для рефолдинга белок диализом перенесли 

в буфер для рефолдинга-1 (2 М мочевина, 0,4 М 

L-аргинин, 15 мМ меркаптоэтанол, 100 мМ 

PBS, 125 мМ хлористый натрий, рН 7,5), после 

этого центрифугированием в течение 20 мин, 

20 000g удалили несфолдированную часть бел-

ка, образовавшую агрегаты. После этого белок 

диализом перенесли в буфер для рефолдинга-2 

(1 М мочевина, 100 мМ PBS, рН 7,5); после вто-
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рого диализа центрифугированием в течение 

20 мин, 20 000g удалили несфолдированную 

часть белка, образовавшую агрегаты.

Указанный протокол выбрали из других ис-

пытанных нами методов (таких как очистка и ре-

фолдинг без применения 2-меркаптоэтанола, 

замена меркаптоэтанола парой окисленный/

восстановленный глутатион, понижение концен-

трации мочевины и удаление меркаптоэтанола 

за один сеанс диализа, рефолдинг без L-аргинина, 

замена L-аргинина сахарозой, использование са-

харозы совместно с L-аргинином, рефолдинг при 

различных значениях рН) по наибольшему выхо-

ду сфолдированного белка.

Результаты

Смоделирован гибридный белок — L2E7, со-

держащий N-концы белков L2 вирусов папил-

ломы человека типа 16, 18 и 45, а также 2 полно-

размерные копии белков Е7 вирусов папилломы 

человека типа 16 и 18. После встраивания гена 

L2E7 в вектор pet28a (+) по сайтам рестрикции 

NdeI и XhoI белковой продукт получил поли-

гистидиновую метку. Анализ полученной по-

следовательности в программе UniPro UGENE 

v.1.16.2 показал, что химерный белок имеет 

размер 480 аминокислот, молекулярную массу 

50,8 kDa и pI 6,18.

Создан штамм-продуцент на основе клеток 

E. coli штамма BL21 (DE3), трансформирован-

ных вектором pet28a (+) l2e7. Изучили экспрес-

сию гибридного гена l2e7 при использвании 

в качестве индуктора 1 мМ ИПТГ и 0,2% лак-

тозой по Штудиеру. Подобрали оптимальный 

прокол индукции экспрессии L2E7 — метод ав-

тоиндукции, который является оптимальным 

по выходу белка и затратам на его осуществле-

ние. Получен высокоочищенный гибридный 

рекомбинантный белок L2E7 металлоаффин-

ной хроматографией с Ni-НТУ сефарозой. Раз-

работан протокол рефолдинга белка L2E7.

Обсуждение

L2E7 содержит в себе N-концевые части бел-

ка L2 трех наиболее высокоонкогенных штам-

мов вируса, распространенных в России. В ходе 

естественно протекающей инфекции слабый 

иммунитет развивается только против белка 

L1 [8, 31]. В то же время белок L2 большую часть 

времени скрыт внутри капсида, при этом его 

количество в самом капсиде составляет макси-

мум 72 копии против 360 копий молекулы L1. 

Вследствие низкой иммуногенности белка L2 

в естественно протекающей инфекции анти-

тел против него не возникает вовсе [6]. Однако 

N-конец белка L2 содержит консервативные 

эпитопы, к которым возможно образование 

нейтрализующих антител [14, 20, 33]. В литера-

туре описаны успешные попытки повышения 

иммуногенности N-конца молекулы L2 путем 

слияния в одном белке N-концов белка L2 сразу 

нескольких штаммов [20, 21, 22, 24].

Вакцины на основе капсидных белков ви-

руса папилломы человека могут предотвратить 

заражение вирусом, но не могут элиминировать 

уже установившуюся инфекцию. Для терапев-

тической активности кандидатного иммуно-

гена в него были введены копии белка Е7 двух 

наиболее высокоонкогенных штаммов вируса, 

распространенных в России. Вирусный прото-

онкоген Е7 индуцирует трансформацию кле-

ток хозяина взаимодействием со множеством 

клеточных белков-мишеней, основным из ко-

торых является pRb. Инактивация этого белка 

является главной функцией Е7; эффектиность 

трансформации клетки напрямую коррелирует 

с аффинностью Е7 к pRb [17]. К разрабатывае-

мым вакцинам, имеющим в своем составе Е7, 

входят Пентарикс [41], TA-CIN [10], SGN-00101 

[40] и другие.

Для облегчения рефолдинга независимые 

домены в рекомбинантном белке отделены друг 

от друга гибкими неиммуногенными пептид-

ными мостиками. Высокая вероятность пра-

вильного рефолдинга L2E7 подтверждается 

Рисунок 1. Электрофореграммы, полученные 

при очистке белка L2E7 металлоаффинной 

хроматографией. Метод SDS-электрофореза 

по Лэммли в невосстанавливающих условиях

При пробоподготовке в пробы не был добавлен 
восстанавливающий агент.
1 — L2E7 после очистки на Ni-НТУ сорбенте 
в невосстанавливающих условиях (белок в 8 М мочевине 
и 20 мМ натрий фосфатном буфере). Скобкой отмечены 
предположительно высокомолекулярные агрегаты L2E7.
2, 4 — маркеры молекулярного веса Page Ruler Prestained 
Protein Ladder (Fermentas).
3 — L2E7 после очистки на Ni-НТУ сорбенте 
в восстанавливающих условиях (белок в 8 М мочевине, 
20 мМ натрий фосфатном буфере, 
15 мМ β-меркаптоэтаноле).
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моделированием третичной структуры имму-

ногена, выполенным на основе первичной по-

следовательности белка алгоритмом I-Tasser [35, 

43, 44] (рис. 2, III обложка).

При очистке и рефолдинге химерного белка 

L2E7 было обнаружено, что уже в элюирующем 

буфере в денатурированном белке начинается 

образование дисульфидных связей. Для пре-

дотвращения окисления белка в элюирующие 

буферы был добавлен 15 мМ β-меркаптоэтанол. 

Концентрация меркаптоэтанола выбиралась 

исходя из того, что максимально допустимая 

его концентрация при работе с Ni-NTA сорбен-

том составляет 20 мМ [32].

Проблематичное рефолдирование кандидат-

ного иммуногена L2E7 по всей видимости связа-

но с образованием некорректных дисульфидных 

связей между остатками цистеина в N-концевых 

фрагментов L2 и цинк-связывающих сайтов E7. 

Всего в одной молекуле L2E7 20 остатков цистеи-

на, которые потенциально могут образовывать 

дисульфидные связи — по 2 остатка цистеина 

на каждый фрагмент L2 и по 7 остатков в каждой 

копии Е7. В естественных условиях E7 не обра-

зует дисульфидные связи [30], так как, помимо 

того, что белок находится в цитоплазме клетки 

(где преобладают восстанавливающие условия), 

остатки цистеина в правильно свернутой моле-

куле пространственно разобщены друг от дру-

га. По одной дисульфидной связи в естествен-

ных условиях должно образовываться в каждом 

фрагменте N-конца L2 [7]. Некорректное взаи-

модействие между остатками цистеина фрагмен-

тов L2 и остатками цистеина Е7 предполагается, 

исходя из-за анализа литературы. Рекомбинант-

ный белок, состоящий из пяти слитых N-концов 

белков L2 различных штаммов вируса, успешно 

ренатурировался одноступенчатым диализом 

против PBS [20], то же самое относится и к Пен-

тариксу, молекуле, состоящей из 5 слитых вместе 

копий Е7 различных штаммов вируса папилло-

мы человека [41]. Однако в случае слитых вме-

сте белков L2 и E7 (например, рекомбинантного 

белка L2E6E7 [12], вакцины Ta-CIN, состоящей 

из слитых L2, E6 и E7 ВПЧ-16 [25], а также реком-

бинантного белка, состоящего из L2 и E7 ВПЧ-6 

[38]), в работах упоминается очистка белка в вос-

станавливающих условиях. Это, очевидно, гово-

рит о проблеме корректного образования дис-

ульфидных связей при рефолдинге данных бел-

ков. При этом в упомянутых статьях экспрессия 

белков, состоящих из фрагментов L2 и/или E7, 

в E. coli, приводит к образованию телец включе-

ния, что говорит о неспособности данных бел-

ков правильно фолдироваться в условиях цито-

плазмы E. coli.

Метод рефолдирования белка, потенциально 

образующего дисульфидные связи, был предло-

жен Анфинсеном в 1961 г. [2]. В его эксперименте 

по рефолдированию денатурированной в 8 М мо-

чевине и восстановительных условиях РНКазы А 

90% активной формы данного фермента было 

получено при снижении концентрации мочеви-

ны с дальнейшим удалением меркаптоэтанола. 

При одновременном снижении концентраций 

мочевины и β-меркаптоэтанола, а также при 

удалении сначала β-меркаптоэтанола, а затем 

мочевины, выход активной РНКазы А колебался 

в районе 1%. Предположительно, при снижении 

концентрации мочевины происходит сворачи-

вание восстановленного белка с пространствен-

ным сближением тех остатков цистеина, кото-

рые в нативной форме образуют дисульфидную 

связь. При последующем удалении восстанав-

ливающего агента происходит образование кор-

ректных дисульфидных связей. Для рефолдинга 

молекулы химерного рекомбинантного белка 

L2E7 концентрация мочевины снижалась с 8 М 

до 2 М с сохранением концентрации меркапто-

этанола. Именно при 2 М концентрации мочеви-

ны начинается связывание мочевины с молеку-

лой белка [39] и образование денатурированных 

молекул белка [9]. Видимо при таком содержа-

нии мочевины в растворе белок находиться в по-

граничном состоянии между «расплавленной 

глобулой» и полностью фолдированным белком. 

Исходя из этого, для окончательного фолдиро-

вания L2E7, образования дисульфидных связей, 

а также нивелирования возможного влияния 

L-аргинина и повышенной концентрации моче-

вины на процесс иммунизации (планируемый 

в дальнейшем), пробу белка диализовали еще раз 

для удалением β-меркаптоэтанола и понижения 

концентрации мочевины до 1 М. Таким образом, 

растворимость белка в фосфатном буфере без до-

бавления меркаптоэтанола, а также отсутствие 

высокомолекулярных полос при электрофорезе 

в невосстанавливающих условиях, позволяют 

предположить корректное сворачивание белка 

L2E7 при выбранной схеме рефолдинга.
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